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   چكيده

باشد كه نام  شناخته شده ايران در دنيا مي باغيمحصولات  مهمترين يكي از )Pistacia vera( پسته

با . ايران را با داشتن بيشترين ارقام تجاري دنيا به عنوان مهمترين مبنع ژرم پلاسم اين گياه مطرح نموده است

حاكي از تناقضاتي در موجود و گزارشات  روي اين محصول محدودطالعات كروموزومي متعداد اين وجود 

هاي غير  ارقام اهلي و گونههاي پسته موجود در ايران شامل  در اين تحقيق گونه .باشد ها مي تعداد كروموزوم

ومي در دورگ سازي ژن روشكروموزوم و  آميزي رنگهاي كلاسيك  با استفاده از روش و بنه خنجوكاهلي 

ه ها ب كروموزوم آميزي رنگبراي  آهن هماتوكسيلين و فولجن- دو روش استو. مورد مطالعه قرار گرفتند محل

هاي  كروموزوم آميزي رنگتري براي  روش مناسب ،با فولجن آميزي رنگ، نتايج بر اساس .كار گرفته شد

، اكبري، احمدآقايي، نيش كلاغي و اوحدي ها در ارقام تعداد كروموزم .پسته در مقايسه با روش ديگر بود

هاي  گونه وواريته وحشي سرخس  حاليكه ارقام ايتاليايي و قزويني،در ) n2=30(جفت  15 دامغان خنجري

تابش  ،دورگ سازي ژنومي در محلدر آزمايش  .بودند) n2=28(جفت كروموزوم  14داراي و بنه  خنجوك

 ارقام اهلي ي كروموزوميها نمونهبا  و بنه خنجوكي هاي ژنوم كه دال بر هيبريداسيون پروب فلورسنتي

ها  تواند ناشي از مشتق شدن اين كروموزوم عدم مشاهده هيبريداسيون قابل رديابي مي. نگرديد مشاهده ،باشد

  .هاي مختلف باشد از رده

  .دورگ سازي در محل آهن هماتوكسيلين، فولجن،-پسته، كروموزوم، استو :واژه هاي كليدي
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  مقدمه

به عنوان يكي از ) Pistacia vera( پسته     

با دارا بودن مهمترين محصولات باغباني، 

خصوصيات مناسب كشت در مناطق كويري 

 محيطي نامساعدتحمل و ايستادگي در شرايط (

 )دماي بالا شوري آب و خاك، كم آبي ومانند 

ممتاز در اقتصاد كشور دارد به طوريكه  يجايگاه

نفتي مقام دوم و در بين در بين صادرات غير 

خود  محصولات كشاورزي مقام اول را به

آوري اين محصول  ميزان ارز. اختصاص داده است

ميليارد و دويست  ارزشمند، سالانه حدود يك

باشد كه اين ميزان ارز، نقش مهمي  ميليون دلار مي

 ,Esmaeilipur(كند  ميايفا در اقتصاد كشور را 

2005.(  

بر اساس  اسي جنس پستهاز نظر گياهشن     

تقسيم  گونه 11 به ميوه و خصوصيات برگشكل 

ها،  در بين اين گونه. )Zohary, 1952( شده است

، )ارقام اهلي پسته( P. vera تاكنون سه گونه

P. atlantica subsp. mutica )و ) بنه

P. khinjuk )در ايران شناخته  )كسور يا خنجوك

كي جنس پسته خوراتنها گونه  P. vera .اند شده

 ها درصد از باغ 99در بيش از  باشد و همچنين مي

دو گونه ديگر به . شود ميعنوان پايه استفاده  به

بيشتر  هاي وحشي موجود در ايران، ان گونهعنو

وجود دارند  ها نقاط كوهستاني و دامنهدر 

)Padulosi et al., 1998 .(  

هاي موجود زنده حاوي  هاي سلول كروموزوم     

كه از طريق وراثت به نتاج عات ژنتيكي بوده اطلا

در  جهت مطالعه روند تكاملي. شوند منتقل مي

را بررسي ها  كروموزوم توان مي، هاي نزديك گونه

متعددي جهت مطالعه  هاي روش. نمود

ان وجود دارد و امروزه انواع ها در گياه كروموزوم

بندي كروموزمي و نوارو  آميزي رنگ هاي روش

ون در محل جهت مطالعات هيبريداسي

سيتولوژيكي در علوم زيستي، اصلاح نباتات، 

كار گرفته ه ام و مهندسي ژنتيك باصلاح د

 دورگه سازيروش  .)Singh, 2003( شوند مي

(تابشي در محل  
1

(FISH  يك تكنولوژي ژنتيك

نسبتاً جديد است كه با استفاده كولي مول-سلولي

، DNAهاي  از مواد فلورسنت، پروب

و با كشف يا تاييد ژن يا گذاري شده  سببرچ

تر  قابل تحليل كه عموماً هاي كروموزمي نظمي بي

كار برده ه يتولوژي معمول است، بس هاي روشاز 

يي كه تحليل سيتولوژي ها نمونهشود و يا براي  مي

تواند استفاده  آنها كاربرد ندارد، مي رايج براي

ي متافازي و ها سلولاين تكنيك در  .شود

و در  قابل استفاده استنترفازي به راحتي اي

ي ويژه و ها آزمايش، براي يهاي متافاز سلول

فراتر از نتايج سيتوژنتيكي معمول يا براي 

ف يا اضافه شدن كروموزومي حذشناسايي 

  ).Arzani, 1996( شود مياستفاده 

2( در محل ژنومي دورگه سازي     
(GISH 

ها  روشي ديگر به منظور بررسي كرموزوم

 روشدورگه سازي ژنومي در محل  .باشد مي

شناسايي  باشد كه امكان مي فيش تغيير يافته

                                                
١
- Fluorescent In Situ Hybridization  
٢
- Genome In Situ Hybridization  
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لف در گياهان هيبريد را هاي والدين مخت كرموزوم

اين كار با نشاندار شدن كند كه  فراهم مي

دورگه سازي هاي يك والد و عمل  كروموزوم

هاي گياه هيبريد امكان پذير  روي كروموزوم

ژنومي  DNAلين بار براي او .است

Secale africanum  و روي گرديد نشاندار

 × S. africanumهيبريد بين  هاي كروموزوم

Hordeu chilense شناسايي و  ه شدكار برده ب

در گياه هيبريد  S. africanumهاي  كروموزوم

 ).Schwarzacher et al., 1989(موفقيت آميز بود 

 براي شناسايي روشدر تحقيق ديگري اين 

قطعات كروموزومي بيگانه در  ها و كروموزوم

 ,.Schwarzacher et al( گرديدگندم استفاده 

در در محل دورگه سازي ژنومي  تكنيك. )1992

 Arabidopsis arenosa اتوتتراپلوئيدتعيين جد 

(2n=32) گونه  ،بر اساس نتايج و استفاده
Cardaminopsis carpatica (2n=16) 

 Arabidopsis arenosaد ترين جد ديپلوئي محتمل

  .)Hoda et al., 2004(شد معرفي 

تواند  رغم اينكه مطالعات كروموزومي مي علي     

فيلوژنتيك و تاكسونومي گياهان  هاي بررسيدر 

مفيد باشد، مطالعات كروموزومي محدودي روي 

  سطاولين تحقيق تودر . پسته انجام گرفته است

Zohary )1952(، هاي تعداد كروموزوم P. vera ،

P. atlantica  وP. lentiscus  30به ترتيب=n2 ،

28=n2  24و=n2 اي ديگر مطالعهدر . بيان گرديد 

 n2=30تعداد ) Ila et al. )2003توسط 

، P. atlanticaكروموزوم براي چهار گونه 

P. eurycarpa ،P. terebinthus  وP. vera 

) Fasihi Harandi )1996مطالعه  .گزارش گرديد

ها در پسته تنها  ابطه با شمارش كروموزومدر ر

تعداد  كه دباش مطالعه انجام شده در ايران مي

و  P. vera ،P. khinjukهاي  كروموزوم

P. atlantica  30ترتيب  بهرا  =n2 ،24 =n2  و

28  =n2  با توجه به محدود  .است كردهگزارش

 يهاي تناقضوجود  مطالعات كروموزومي و بودن

، بررسي مجدد ها كروموزمدر مورد تعداد 

ضروري به نظر هاي پسته در اين خصوص  گونه

پسته  مهم هاي گونهتحقيق  اين در .رسد مي

 P. khinjuk ،P. atlanticaموجود در ايران شامل 

subsp mutica  وP. vera،  با استفاده از

آميزي كروموزوم و  كلاسيك رنگ هاي روش

عه مورد مطال دورگ سازي ژنومي در محل روش

مطالعات قبلي، رفع تناقضات قرار گرفتند تا ضمن 

در محل در  دورگه سازيامكان استفاده از تكنيك 

  .اين گياه مورد بررسي قرار گيرد

  

  ها مواد و روش

  تهيه مواد گياهي 

 تحقيقات پسته كشور موسسهاز مواد گياهي      

 P. veraشامل كه  تهيه گرديد واقع در رفسنجان

يي، قزويني، نيش كلاغي، احمد اكبري، ايتاليا(

 گونه، )، سرخس و اوحديدامغان آقايي، خنجري

اين تحقيق  .بودند بنه زير گونهو  وحشي خنجوك

و  آميزي رنگشامل در دو آزمايش جداگانه 

با استفاده از دو رنگ ( ها شمارش كروموزوم

و بهينه ) 2و فولجن 1آهن هماتوكسيلين-استو

                                                
١
-Aceto-Iron Haematoxylin  
٢
- Feulgen  
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انجام  ر محلدورگ سازي ژنومي د روشسازي 

  .پذيرفت

آهن - با استو آميزي رنگ :آزمايش اول     

 )Aghayev )1998هماتوكسيلين مطابق با روش 

پيش مراحل  در. با ايجاد اندكي تغييرات انجام شد

فاكتورهاي  آميزي تيمار، تثبيت، هيدروليز و رنگ

هاي  در اين آزمايش اندازه. متعددي بررسي گرديد

پيش ، )سانتي متر يك تا شش(متفاوت ريشه 

طي مدت  برومونفتالين آلفا و آب يخ هايتيمار

 12و  10، 8 ، و سه مدت زمانساعت 4-5زمان 

 محلول هيدروكسيددقيقه جهت هيدروليز با 

 درجه سانتي گراد 60در دماي  يك نرمال سديم

طور خلاصه، بعد از ه ب. مورد بررسي قرار گرفتند

 30دت مه ها جهت شستشو ب ريشه ،پيش تيمار

 جهتسپس . ب مقطر سرد قرار گرفتنددقيقه در آ

به مدت  منتقل و محلول ليوتيسكي به عمل تثبيت

بعد از قرار . نگهداري شدند ساعت در يخچال 36

مدت سه ساعت به ه ها در آب مقطر ب دادن ريشه

 جهت يك نرمال سديم محلول هيدروكسيد

 15به مدت ها  سپس ريشه .منتقل گرديد هيدروليز

آميزي به  رنگ متعاقباًو شستشو  آب مقطر با يقهدق

آهن هماتوكسيلين -ساعت در استو 15مدت 

 مانند مراحل قبل آميزي رنگبعد از . انجام شد

و اسلايد  شدهشستشو داده ها با آب مقطر  ريشه

وسيله ميكروسكوپ مجهز به ه و بتهيه گرديد 

دوربين مشاهده و بررسي شدند و در نهايت از 

 شد تهيهعكس  ،ي كروموزومي مناسبها نمونه

)Singh, 2003(. 

پيش تيمار با فولجن  آميزي رنگ روشدر      

طي مدت  هر كدام و آب يخبرومونفتالين  آلفا

ساعت مورد بررسي قرار  24و  5، 4 هاي زمان

اسيد اتانول و محلول جهت عمل تثبيت  .گرفتند

 30به مدت  سه به يكاستيك با نسبت حجمي 

 ساعت 24و 12ساعت،  5ساعت،  3دقيقه، 

ها بعد از شستشو با آب  ريشهسپس . استفاده شد

محلول اسيد به جهت انجام هيدروليز مقطر 

مدت زمان  .منتقل شدندريك يك نرمال كلريد

درجه  65دقيقه با دماي  30تا  15هيدروليز 

دقيقه  32تا  28گراد و مدت زمان هيدروليز  سانتي

اد مورد بررسي قرار درجه سانتيگر 60با دماي 

محلول  باها پس از عمل هيدروليز  ريشه .گرفت

در مطالعه حاضر . شدند آميزي رنگفولجن 

 ليتر ميلي 10گرم در  06/0و  05/0، 04/0 غلظت

ساعت مورد  24و  ساعت 12در مدت زمان  رنگ

اسلايد  ها نمونهدر نهايت از . بررسي قرار گرفت

 . دتهيه و با ميكروسكوپ مشاهده گردي

 CTAB به روش DNA :آزمايش دوم

 تغييرات استفاده شده در تحقيقمطابق با 

Mirzaei et al. )2006 (جهت . استخراج گرديد

از روش ترميم شكاف با نشاندار كردن كاوشگر 

دو حالت نشانگرهاي مستقيم و غير مستقيم 

 ).Schwarzacher et al., 2000(استفاده گرديد 

ژنومي  DNA ر مستقيماستفاده از نشانگ در روش

با  خنجوكهاي بنه و  استخراج شده از گونه

 Fluorescein-12-dUTPاستفاده از 

(Fermentase life science) پس . نشاندار گرديد

، )1جدول ( از مخلوط كردن اجزاي واكنش
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به  درجه سانتيگراد 15مخلوط واكنش در دماي 

به  سپس. مدت يك ساعت نگهداري گرديد

دو ال كردن آنزيم و توقف واكنش منظور غير فع

) =8pH(نيم مولار  EDTAميكروليتر از محلول 

دقيقه در  10مدت پنج تا ه به واكنش اضافه و ب

در . درجه سانتيگراد نگهداري شدند 65دماي 

 DNAروش استفاده از نشانگر غير مستقيم 

هاي بنه و خنجوك با استفاده از كيت  ژنومي گونه

طبق  (Roche, Germany)ترميم شكاف 

  . نشاندار گرديدكيت دستورالعمل 

دو  ترميم شكاف پس از انجام واكنش     

ميكروليتر از نمونه  3ميكروليتر بافر بارگذاري به 

 1مخلوط حاصل روي ژل . واكنش اضافه شد

در روش مستقيم  .گرديدبارگذاري درصد آگارز 

 آميزي رنگجهت مشاهده باند فلورسنت، قبل از 

داك از ژل  م برومايد توسط دستگاه ژلبا اتيديو

 30پس از آن ژل به مدت . عكسبرداري گرديد

 وداده شد دقيقه در محلول اتيديوم برومايد قرار 

به  با آب مقطر ژل بعد از دو مرتبه شستشو

 .و از آن تصوير گرفته شد منتقل داك ژل دستگاه

در روش غير مستقيم از آنجائيكه هنوز هيچ 

باشد ابتدا  در كاوشگر نمي تركيب فلورسنتي

دقيقه  30توسط اتيديوم برومايد به مدت 

بعد از شستشو با آب مقطر و  گرديد و آميزي رنگ

از ژل  UVداك در زير نور  انتقال به دستگاه ژل

  .عكسبرداري شد

  

 

  .كاوشگر به روش مستقيممواد و بافرهاي مورد استفاده در نشان دار كردن  -1جدول 
Table 1- Compounds and their concentrations for direct labeling of probe. 

 

 غلظت پايه  Reagent اجزاي واكنش
Concentration  

  )ميكروليتر(مقدار در واكنش 
Volume (µl) 

  Reaction buffer 10 X  5 بافر واكنش

  dNTPs   2.5 مخلوط نوكلئوتيدي

Fluorescein-12-dUTP  1 mM 2  

DNase I  µl/0.002 u 2  

DNA polymerase I, E. coli u/µl 10 2  

DNA  ng/µl 500 2  

  ddH2O   34.5 آب دوبار تقطير استريل

  Total   50 جمع
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 DNAبعد از نشاندار شدن كاوشگر، 

نشاندار شده براي حذف نوكلئوتيدهاي آزاد، 

و  شدها با اتانول رسوب داده  ها و نمك آنزيم

آب دوبار تقطير  از سپس كاوشگر در حجم كمي

 1/0 ،جهت رسوب كاوشگر .گرديداستريل حل 

=  2/5(حجم واكنش از استات سديم سه مولار 

pH (اتانول خالص  ،و سه برابر حجم واكنش

اضافه و  ها نمونهبه ) درجه سانتيگراد -20دماي (

درجه  - 80به مدت يك ساعت در دماي 

جهت  ها نمونهسپس . سانتيگراد قرار گرفتند

سانتريفيوژ  دقيقه 30اوشگر به مدت رسوب ك

در ادامه فاز مايع رويي خالي شده و  .ندگرديد

 درصد 70اتانول با  )كاوشگر( پلت رسوب يافته

در مجاورت هوا شستشو و پس از سانتريفيوژ 

ميكروليتر  20 پلت در در نهايت .خشك گرديد

روش ( ميكروليتر 50 يا )روش غير مستقيم(

در دماي حل و  استريل يرآب دو بار تقط )مستقيم

 شدنگهداري  درجه سانتيگراد -20

)Schwarzacher et al., 2000(.  

  

  ي كروموزوميها نمونهتهيه 

 10تا  7هاي مورد استفاده به مدت  رقمبذر 

سانتي  5تا  3هايي با طول  ريشهحصول روز تا 

بذر هاي جدا شده از  ريشه. كشت داده شدندمتر 

حاوي آب مقطر  هاي در بطريجداگانه هر رقم 

ساعت در  24و به مدت شدند قرار داده  سرد

مرحله تثبيت با قرار . يخچال نگهداري گرديد

سه قسمت اتانول ( ها در محلول تثبيت دادن ريشه

ساعت  24به مدت  )يك قسمت اسيد استيك

ات از آنجائيكه براي آزمايش .انجام گرديد

هاي فلورسنتي هيبريداسيون در محل با كاوشگر

باشد از  مناسب نمياسيد كلريدريك  با هيدروليز

هاي سلولاز و پكتيناز  وسط آنزيمهضم آنزيمي ت

ي عاري ها نمونهها و تهيه  جهت نرم نمودن بافت

 ها نمونهبدين منظور . از سيتوپلاسم استفاده شد

پس از مرحله تثبيت به مدت پنج تا ده دقيقه در 

 ,.Thomas et al( قرار گرفتند) X1(بافر آنزيم 

درصد  2به محلول آنزيمي  ها نمونه سپس .)2004

منتقل ) w/v(درصد پكتيناز  20و ) w/v(سلولاز 

درجه سانتيگراد  37دقيقه در دماي  20مدت ه و ب

دقيقه بعد از  20مدت زمان . داده شدندقرار 

هاي متعدد بهترين زمان جهت هضم  بررسي

در  مجدداً ها نمونهپس از آن . آنزيمي شناخته شد

و شسته شدند دقيقه  10به مدت ) X1(بافر آنزيم 

كروسكوپ فاز مي تهيه و توسطلام  از آنها

هاي با وضعيت پخش  كنتراست بررسي و لام

 اسلايدهاي. مناسب كروموزومي انتخاب گرديدند

ور  ثانيه در ازت مايع غوطه 30به مدت منتخب 

شدند و بلافاصله لامل با استفاده از يك تيغ و با 

جار حاوي  ها در لام. اويه مناسب حذف گرديدز

قرار دقيقه در دماي اتاق  5الكل خالص به مدت 

به  .سپس در دماي اتاق خشك شدند گرفتند و

 RNase Aميكروليتر  200هاي مورد بررسي،  لام

(100 µg/ml)  اضافه گرديد و توسط لامل

هاي ريشه  اوي سلولپلاستيكي، محدوده ح

در دماي ون محفظه مرطوب درها  پوشانده و لام
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C˚37  داده  دقيقه داخل بن ماري قرار 45به مدت

ها با احتياط  پوشش پلاستيكي لام سپس .شدند

در جار  دو تا سه مرتبهها  برداشته و شستشوي لام

 از آن پس. صورت پذيرفت  2X SSCحاوي 

ميلي  10اسيد كلريدريك  جار حاوي ها در لام

 ها لام سپس .گرفتندقرار دقيقه  5به مدت مولار 

 200 فوراً ومايع اضافي حذف  خارج و

 روي µg/ml 10  ميكروليتر محلول پپسين

محدوده  .اضافه شدها  لام محدوده مشخص

درون ها  پوشانده و لام لامل پلاستيكي با ها سلول

درجه  37محفظه مرطوب منتقل و داخل بن ماري 

دقيقه نگهداري  15تا  10سانتيگراد به مدت 

و  حذفها  پلاستيكي روي لام سپس لامل. دشدن

دقيقه در جار حاوي آب مقطر  1ها به مدت  لام

در ادامه  .جهت توقف واكنش قرار گرفتنداستريل 

هر بار به  2X SSCمرتبه در جار حاوي  2ها  لام

 شستشو و سپس در تثبيت كنندهدقيقه  5مدت 

دقيقه قرار  10مدت آلدئيد چهار درصد به  پارافرم

مرتبه در  3 ها ي لامشستشودر ادامه  .ه شدندداد

دقيقه  5و هر بار به مدت  2X SSCجار حاوي 

و  95، 70ها در اتانول  لامسپس . انجام گرفت

و آبگيري دقيقه  3و هر بار به مدت درصد  100

 ها ملادر اين مرحله . در دماي اتاق خشك شدند

 وتوسط ميكروسكوپ فاز كنتراست بررسي 

يفيت مناسب كروموزومي انتخاب هاي با ك لام

ها به مدت دو دقيقه در جار  در ادامه لام .شدند

در دماي  2X SSCدرصد در  70حاوي فرم آميد 

درجه سانتيگراد نگهداري شدند و بلافاصله  80

درصد  70محلول داخل جار خالي و با اتانول 

به مدت پنج دقيقه،  )درجه سانتيگراد -20دماي (

و ) درجه سانتيگراد -20ماي د(درصد  95اتانول 

) درجه سانتيگراد -20دماي (درصد  100اتانول 

ها  در نهايت لام. دقيقه جايگزين شد به مدت سه

در دماي اتاق خشك گرديده و آماده واكنش 

  .هيبريداسيون شدند

  

  واكنش هيبريداسيون

مطابق  لام 4تهيه محلول هيبريداسيون براي 

هيبريداسيون محلول  .انجام گرديد 2با جدول 

براي هر دو حالت تهيه كاوشگر يكسان و فقط 

مقادير آب و كاوشگر بر حسب غلظت كاوشگر 

غلظت كاوشگر در حالت مستقيم . متفاوت بود

نانوگرم در  50 و در حالت غير مستقيم 20

در آزمايشات هيبريداسيون در . ميكروليتر بود

محل به منظور افزايش دقت و هيبريد شدن 

 DNAر به محل خاص خود از صحيح كاوشگ

ن شود كه معمولاً غلظت آ بلاك كننده استفاده مي

باشد  برابر غلظت كاوشگر مي 30تا  10

)Schwarzacher et al., 2000 .( در اين مطالعه

عنوان كاوشگر ه ب خنجوك DNAزماني كه 

ه ب عنوان بلاك كنندهه بنه ب DNAشد  استفاده مي

به عنوان  بنه DNAزماني كه  و رفت كار مي

نوان خنجوك به ع DNAشد  مي كاوشگر استفاده

بهترين اندازه  .شد بلاك كننده به كار گرفته مي

جفت باز  300تا  50بلاك كننده  DNAبراي 

دي ان اي بلاك  كردن اتوكلاو باكه باشد  مي

  .حاصل شددقيقه  5مدت ه ب كننده
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  .لام 4براي  هيبريداسيون در مخلوط هاي مورد استفادهغلظت مواد و بافر -2جدول 
Table 2- Reagents and buffers concentration in hybridization reaction for 4 lams. 

  اجزاي واكنش
Reagent 

  غلظت پايه
Stock concentration 

  غلظت نهايي
Final concentration 

  )µl(مقدار براي چهار لام 
Volume for 4 lams (µl) 

آب دوبار تقطير 

 ddH2O ريلاست
    10 (15) 

 فرم آميد
Formaldehyde  

100 %  50 %  60  

SSC 20 X  1.5 X  9  
  دكستران سولفات
Dextran Sulfate  

50 %  10 %  24  

DNA سالمون تست  
 Salmon test DNA 

µg/µl 10  ng/µl 167  2  

DNA بلاك كننده  
Blocking DNA  

500 ng/µl µg 3.5 7  

 Probe 20 (50) ng/µl  ng 160 (150) 8 (3) كاوشگر

  Total     120 جمع

  

  

با  2محلول هيبريداسيون مطابق جدول 

و به  آماده لام 4براي ميكروليتر  120حجم نهايي 

 C˚70دقيقه در بن ماري با دماي  10مدت 

بر روي يخ قرار شد و پس از آن  نگهداري

ميكروليتر از محلول تهيه شده به هر  30. گرفت

ل پلاستيكي پوشانده آن با لام اضافه و روي لام

داخل بن  ها به محفظه مرطوب منتقل و لام .شد

 5به مدت  درجه سانتيگراد 80 در دماي ماري

تا در صورتي كه اگر عمل  دقيقه قرار داده شدند

ها  قرار دادن لام(در مراحل قبل  سازي واسرشت

درصد و جوشاندن محلول  70در فرم آميد 

باشد، تكميل به خوبي انجام نشده ) هيبريداسيون

ي مورد بررسي تا رسيدن به ها لامسپس . گردد

سرد شدند و به مدت  سانتيگراد درجه 37دماي 

داخل محفظه ساعت در اين دما،  20تا  16

جهت . و داخل بن ماري نگهداري شدند مرطوب

داخل جار  ها ابتدا لام پلاستيكي، لاملبرداشتن 

به درجه سانتيگراد  42با دماي  2X SSCحاوي 

پس  .قرار گرفته و لامل حذف شددقيقه  1مدت 

دقيقه  10به مدت  دوبار و هر بار ها لاماز آن 



  )1393 پاييز، 3، شماره 6دوره (مجله بيوتكنولوژي كشاورزي 

١٧٥ 

 

درجه سانتيگراد  42با دماي  2X SSC بافر داخل

بعد از خالي كردن اين محلول، . شدند نگهداري

 2Xدرصد در  50آميد  فرمها داخل محلول  لام

SSC  درجه  42دقيقه در دماي  5به مدت

 5ها به مدت  لامپس از آن و منتقل اد سانتيگر

درجه  42در دماي  X SSC 0.1دقيقه در محلول 

بعد از خالي كردن اين  .شدندقرار داده سانتيگراد 

 2 منتقل و X SSC 2محلول  بهها  لاممحلول، 

درجه  42دقيقه در دماي  3مرتبه و هر بار 

در نهايت . گرفتندقرار سانتيگراد داخل بن ماري 

 5به مدت  از بن ماري خارج در داخل جارها  لام

  .نددر دماي اتاق سرد شددقيقه  15تا 

تهيه كاوشگر با  كليه مراحل انجام شده جهت     

. يكسان بود تاكنون روش مستقيم و غير مستقيم

و ادامه روش براي تهيه كاوشگر به روش مستقيم 

  .باشد مي زيربه صورت غير مستقيم 

 ها از جار، دن لامخارج كردر روش مستقيم با      

. تا بافر اضافي آن حذف شود داده شداجازه 

در يك  را DAPIميكروليتر از رنگ  45سپس 

 ها در مكان تاريك روي محل قرار گرفتن سلول

و به پوشانده لامل پلاستيكي  با و ريختهلام  هر

. دقيقه در همان مكان قرار داده شدند 10مدت 

ها حذف و در  مپوشش پلاستيكي لاپس از آن 

 2به مدت ) =Mcllvaine )7pHمحلول بافر 

بعد از خالي كردن اين محلول،  .قرار گرفتنددقيقه 

 .ها قرار گرفت بر روي ناحيه حاوي سلوللامل 

ها براي بررسي با ميكروسكوپ  بدين ترتيب لام

ها  لام در روش غير مستقيم .فلورسنت تهيه شدند

1زيبافر آشكارسا دقيقه در 5به مدت 
در دماي   

بافر  دقيقه به 5و بلافاصله به مدت  اتاق نگهداري

 50سپس  .در دماي اتاق منتقل شدند 2بلاك كننده

به هر لام  3محلول آشكارسازي ميكروليتر از

و به مدت  روي آن با لامل پوشانده شداضافه و 

درون ، درجه سانتيگراد 37ي در دماساعت  1

  .ري شدندداخل بن ماري نگهدامحفظه مرطوب 

بار و  2-3ها  سپس لامل برداشته شده و لام

و  بافر آشكارسازي دقيقه در 10هر بار به مدت 

گراد شستشو داده و در درجه سانتي 42در دماي 

 بافر بلاك كننده دقيقه در 5ها به مدت  ادامه لام

 50پس از آن . در دماي اتاق نگهداري شدند

به هر  Anti avidin FITCميكروليتر از محلول 

 1روي آن با لامل پوشانده و به مدت لام اضافه و 

درون ، گراددرجه سانتي 37ي در دماساعت 

. داخل بن ماري نگهداري شدندمحفظه مرطوب 

 2-3جهت برداشتن لامل و انجام شستشو، لام ها 

بافر  دقيقه در 10بار و هر بار به مدت 

درجه سانتيگراد  42و دماي   آشكارسازي

  .نگهداري شدند

ها در  لام خالي و بافر آشكارسازي در نهايت

دقيقه  5دماي اتاق و در داخل جار به مدت 

ميكروليتر از رنگ  45 سپس .نگهداري شدند

DAPI در يك مكان تاريك بر روي محل قرار  را

و لامل را بر  ريخته لام هر ها در گرفتن سلول

دقيقه در همان  10قرار داده و به مدت  آنروي 

با قرار  ها لپس از آن لام. داده شدند مكان قرار

                                                
١
- Detection Buffer   
٢
- Block Buffer  
٣
- Detection Solution   
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 2به مدت   بافر آشكارسازي ها در گرفتن لام

 .ها صورت پذيرفت لام يدقيقه حذف و شستشو

 2ها به مدت  لامبعد از خالي كردن اين محلول، 

توسط  نهايتاً وقرار گرفتند دقيقه در دماي اتاق 

و بوسيله ميكروسكوپ فلورسنت لامل پوشانده 

 . دبررسي شدن

  

  نتايج و بحث

  آهن هماتوكسيلين-با استو آميزي رنگ

دو پيش تيمار با  آميزي رنگدر اين روش 

ي كروموزومي ها نمونهآب يخ و آلفا برمونفتالين 

هضم ، زيرا نبودنداز كيفيت قابل قبولي برخوردار 

حالت ها  سلولي به خوبي انجام نشده و ريشه

 كه در مرحله اسكواشكردند شكنندگي پيدا 

 مناسب و سفتي ريشه مانع از له شدن شكنندگي

نشان داد كه تغييرات  ها بررسي. شد ريشه مي

در نرم شدن بافت و هضم  ،زماني اعمال شده

سلول در چنين  آميزي رنگو  تأثير بوده سلولي بي

  .نخواهد گرفتشرايطي به خوبي انجام 

  

  با فولجن آميزي رنگ

روش كه نتايج حاصل از  از آنجايي

به طور آهن هماتوكسيلين -با استو آميزي رنگ

با  آميزي رنگروش  كلي رضايت بخش نبود

در اين بررسي . فولجن مورد بررسي قرار گرفت

داراي  يمتر يك تا سه سانتيهايي با طول  ريشه

مشاهده بودند و هاي متافازي بيشتري  سلول

برومونفتالين در تمامي آلفاگرديد كه پيش تيمار 

زمايش نتيجه رضايت بخشي تكرارهاي مورد آ

دليل اين ادعا هم وجود . كند حاصل نمي

هايي با ظاهري راست، سفت و خشبي بود  ريشه

هاي پيش تيمار،  كه اضافه نمودن مدت زمان

تثبيت و هيدروليز و هم چنين دما در هنگام 

هيدروليز هر چند كه در نرم شدن ريشه و 

تن اضمحلال سلولي موثر بود اما باعث از بين رف

ها  كيفيت سلول و در نهايت نابودي كروموزوم

  .شد

بنابراين در آزمايشي ديگر پيش تيمار آب 

ساعت مورد  24ساعت و  5تا  4 يخ به مدت

بهترين نتيجه كه مطالعه قرار گرفت و مشاهده شد 

ساعت،  24با پيش تيمار آب يخ در مدت زمان 

اسيد استيك به نسبت :تثبيت بوسيله محلول اتانول

 و هيدروليزساعت  24به يك در مدت زمان سه 

دقيقه يا  24درجه سانتيگراد به مدت  65در دماي 

دقيقه  29درجه سانتيگراد به مدت  60دماي 

، 04/0 مقدار در بررسي غلظت رنگ. بدست آمد

گرم رنگ مورد بررسي قرار گرفت  06/0و  05/0

ساعت به  24گرم و مدت زمان  05/0كه مقدار 

  .انتخاب شد لظت رنگغعنوان بهترين 

  

  ها شمارش كروموزوم

پنج رقم اوحدي، اكبري، احمدآقايي، نيش 

جفت كروموزوم  15كلاغي و خنجري داراي 

)30=n2 ( بودند در حاليكه ارقام ايتاليايي و

كه نيز قزويني به همراه واريته وحشي سرخس 

جفت  14داراي باشند،  مي P. veraمتعلق به گونه 

بطور كلي تعداد . ودندب) n2=28(كروموزوم 

 .Pگونه  بيشتر ارقام مورد مطالعه ها در كروموزوم
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vera  30معادل=n2  بدست آمد كه مطابق با

 ،)Zohary )1952(، Ila et al. )2003هاي  گزارش

Ghaffari )2002( و Fasihi Harandi )1996( 

جفت  14داراي  خنجوك گونه. باشد مي

ش از اين بود در حاليكه پي) n2=28(كروموزوم 

Ghaffari )2002 (و Fasihi Harandi )1996 (

گزارش  n2=24 آن را هاي تعداد كروموزوم

 ي بنهها اين مطالعه تعداد كروموزومدر . اند كرده

28=n2 گزارشنتايج با مطابق  دست آمد كهه ب 

Zohary )1952( ،Ghaffari )2002 (و Fasihi 

Harandi  )1996 (در حاليكه . باشد ميIla et al. 

 .گزارش نمودند n2= 30را تعداد ) 2003(

هاي  تعداد كروموزومحاضر  تحقيق در

گرفته رقام پسته مورد بررسي قرار تعدادي از ا

ارقام ايتاليايي و  هاي و تعداد كروموزوماست 

 n2=28قزويني و واريته وحشي سرخس را 

 Ghaffariپيش از اين  در حاليكه .كند گزارش مي

تعداد ) 1996( Fasihi Harandiو ) 2002(

گزارش  n2=30سرخس را واريته هاي  كروموزوم

رسد كه دو رقم  چنين به نظر مي. كرده بودند

ايتاليايي و قزويني و واريته سرخس 

در . باشند P. veraآنيوپلوئيدهايي پايدار از گونه 

روي ) Mirzaei et al. )2006اي كه توسط  مطالعه

در ايران و هاي پسته موجود  خويشاوندي گونه

تعدادي از ارقام در سطح مولكولي انجام شد رقم 

 ايتاليايي با سرخس در يك گروه مجزا و حد

علت ديگر در  .و ارقام اهلي قرار گرفت بنه فاصل

هاي  هاي گزارش شده در تعداد كروموزوم تفاوت

ي از اندازه بسيار كوچك تواند ناش پسته مي

 ها در جنس پسته و عدم تشخيص كروموزوم

ه طور كلي به ب. صحيح نمونه مورد مطالعه باشد

ها و عدم وضوح ناحيه  دليل كوچكي كروموزوم

مناسب از  سانترومري امكان تهيه كاريوتايپ

هاي متافازي  كروموزوم. وجود نداردها  كروموزوم

تا  1ها و ارقام مورد مطالعه در اشكال  ميتوز گونه

  .نمايش داده شده است 5
 

 
  .X 100ميتوز در رقم اكبري با بزرگ نمايي متافاز  -1شكل

Figure 1- Metaphase (mitosis) in ‘Akbari’ (100 X). 
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  .X 100متافاز ميتوز در رقم قزويني با بزرگ نمايي  -2شكل

Figure 2- Metaphase (mitosis) in ‘Ghazvini’ (100 X). 

 

  
  .X 100متافاز ميتوز در رقم ايتاليايي با بزرگ نمايي  -3شكل

Figure 3- Metaphase (mitosis) in ‘Italiaii’ (100 X). 

  

  
  .X 100با بزرگ نمايي  P. atlantica subsp. muticaمتافاز ميتوز در  - 4شكل 

Figure 4- Metaphase (mitosis) in P. atlantica subsp. mutica (100 X). 
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  .X 100با بزرگ نمايي  P. khinjukمتافاز ميتوز در  -5شكل

Figure 5- Metaphase (mitosis) in P. khinjuk (100 X). 
  

  آزمايش دوم نتايج 

استخراج شده در اين روش  DNAميزان 

ميكروگرم در يگ گرم برگ بود  100بيش از 

نشاندار كردن كاوشگر با هر دو روش ). 6شكل (

در . موفقيت انجام شدبا مستقيم و غير مستقيم نيز 

پروب تهيه شده به روش اين تحقيق ابتدا از 

. استفاده شد GISHمستقيم براي انجام واكنش 

خنجوك به  DNAبدين صورت كه يك مرتبه 

عنوان پروب نشاندار گرديد و در واكنش 

هاي كروموزومي واريته  هيبريداسيون روي نمونه

وحشي سرخس و ساير ارقام مورد مطالعه استفاده 

كننده  بنه به عنوان بلاك DNAدر اين حالت . شد

بنه به عنوان  DNAدر مرتبه دوم . استفاده گرديد

خنجوك به عنوان بلاك كننده در  DNAپروب و 

هاي كروموزومي  واكنش هيبريداسيون روي نمونه

واريته وحشي سرخس و ساير ارقام مورد مطالعه 

از آنجائيكه در اين حالت هيچ . استفاده گرديد

رديد، اين سيگنالي مبني بر هيبريداسيون رديابي نگ

احتمال وجود دارد كه سيگنال ايجاد شده توسط 

ضعيف بوده و امكان رديابي آن وجود  ،پروب

لذا تهيه پروب به روش غير مستقيم . نداشته است

در اين حالت امكان تكثير و (مد نظر قرار گرفت 

در اين مطالعه از ). تقويت سيگنال وجود دارد

ين يك در اين حالت بيوت. بيوتين استفاده شد

مرتبه توسط آويدين فلورسنت شده رديابي 

شد و براي تقويت سيگنال از آنتي آويدين  مي

فلورسنت شده استفاده گرديد تا شدت سيگنال 

ايجاد شده در صورت هيبريداسيون را افزايش 

در اين حالت نيز سيگنالي كه دال بر . دهد

هاي كروموزومي  هيبريداسيون پروب با نمونه

و  7اشكال ( اشد مشاهده نگرديدمورد مطالعه ب

عدم مشاهده هيبريداسيون قابل رديابي از . )8

تواند ناشي از  پروب ژنومي خنجوك و بنه مي

هاي مختلف  ها از رده مشتق شدن اين كروموزوم

نيز عدم مشاهده ) Raina et al. )1998. باشد

سيگنال هيبريداسيون در زمان استفاده از پروب 

بر روي  Coffea libericaژنومي 

Coffea arabica  را به دليل اشتقاق اين

 .ها از رده هاي مختلف نسبت دادند كروموزوم
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با توجه به اينكه ايران از مناطقي است كه 

شود  مالي پسته محسوب ميبه عنوان خاستگاه احت

پسته  شود براي مطالعات سيتوژنتيك در توصيه مي

از هاي بسيار كوچك  با توجه به داشتن كروموزوم

و  microdissectionهاي دقيق تر مانند  تكنيك

همچنين . تهيه كتابخانه كروموزومي استفاده شود

تايپي مناسب و قابل قبول از براي تهيه كاريو

انترومري و تلومري هاي خاص نواحي س پروب

  .استفاده گردد

   

  
 .1Kb 2- Pنشانگر  - 1درصد  8/0آگاروز  ها روي ژل استخراج شده از نمونه DNA - 6شكل 

khinjuk 3 - P. atlantica subsp. mutica 4-  اوحدي - 5سرخس.  
Figure 6- Extracted DNA on agarose gel (0.8 %). 1- Ladder 1kb, 2- P. khinjuk, 3- P. 

atlantica subsp. mutica, 4- ‘Sarakhs’, 5- ‘Ohadi’. 

 

  
) A(با پروب ژنومي خنجوك  GISHهاي متافازي رقم قزويني بعد از واكنش  كروموزوم -7شكل 

  .روش غير مستقيم) B(روش مستقيم؛ 
Figure 7- Metaphase chromosomes of ‘Ghazvini’ after GISH hybridization with P. 

khinjuk probes; (A) Direct and (B) Indirect method. 

 

A B 

1     2      3     4     5  
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) A(با پروب ژنومي خنجوك  GISHهاي متافازي واريته سرخس بعد از واكنش  كروموزوم -8شكل 

هاي متافازي واريته سرخس بعد از واكنش  كروموزوم) C(روش غير مستقيم؛ ) B(روش مستقيم؛ 

GISH  با پروب ژنومي بنه به روش غير مستقيم؛)D ( آنافاز ميتوز در واريته سرخس بعد از واكنش

GISH.  
Figure 8- Metaphase chromosomes of ‘Sarakhs’ after GISH hybridization with P. 

khinjuk probes; (A) Direct and (B) Indirect method; (C) Metaphase chromosomes of 

‘Sarakhs’ after GISH hybridization with P. atlantica subsp. mutica probes with indirect 

method; (D) Anaphase of ‘Sarakhs’ after GISH hybridization. 
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Abstract 

Pistachio (Pistacia vera) is one of the most important horticultural products in the world 

known by the name of Iran. Moreover, Iran has the richest germplasm of pistachio due to the 

origin of pistachio and the existence of large numbers of commercial pistachio cultivars. 

Nevertheless, few chromosomal studies in pistachio have been yet reported and they however 

showed contradicting results on the number of chromosomes. In the present study, different 

pistachio species including P. vera, and wild species, i.e., Pistacia khinjuk and P. atlantica 

subsp. mutica were studied by classical chromosome staining and GISH technique. In order to 

stain chromosomes, two methods of aceto-iron-haematoxylin and Feulgen were used. Results 

indicated that the best staining was achieved by Feulgen compared with another method. 

Chromosome numbers of ‘Ohadi’, ‘Akbary’, ‘Ahmad-Aghaei’, ‘Nish-Kelaghi’ and 

‘Khanjary’ were 2n=30 while chromosome numbers of ‘Italiaei’, ‘Ghazvini’ and ‘Sarakhs’ 

wild variety were 2n=28. Chromosome numbers of both P. khinjuk and P. atlantica subsp. 

mutica were 2n=28. In GISH experiment, no signal of hybridization of P. khinjuk and P. 

atlantica subsp mutica genomic probes were detected on P. vera chromosomes. This lack of 

detectable hybridization sites may however indicate that these chromosomes are probably 

originated from different taxa. 

Keywords: Pistachio, Chromosome, Aceto-iron haematoxylin, Feulgen, GISH. 
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