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  ها   و تعیین سطوح پلوئیدي در گونهDNAمحتواي  بررسی
  اي گردو با روش فلوسیتومتري گونه و هیبریدهاي بین

  

  4آقایی و محمد جعفر3، داراب حسنی2نور وحیده پیام*، 1وند مریم مسی
استادیار دانشکده علوم 2ارشد دانشکده علوم جنگل، دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی گرگان،  کارشناسیدانشجوي 1

دانشیار بخش تحقیقات باغبانی مؤسسه تحقیقات اصلاح و تهیه 3جنگل، دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی گرگان، 
 کرج  ، ژنیتک و ذخایر توارثی مؤسسه اصلاح و تهیه نهال و بذراستادیار بخش تحقیقات4  کرج،نهال و بذر،

  26/7/93:  ؛ تاریخ پذیرش16/6/92: تاریخ دریافت
 1چکیده
اي گـردو   گونـه  ها و هیبریدهاي بین در گونهو شمارش کروموزومی  پلوئیدي سطح پژوهش این در

)Juglans (هاي در بهار، برگ. ار گرفت اهداف اصلاحی با دستگاه فلوسیتومتري مورد بررسی قر       براي 
، گونـه  )J. nigra(گونه گردوي سیاه  هاي ، ژنوتیپ)J. regia( جوان گردو شامل ارقام گردوي ایرانی

  و پـارادوکس  ) J. hindsii × J. nigra(اي رویـال   گونـه  و هیبریـدهاي بـین   )J. hindsii(هیندسـی  
)J. hindsii × J. regia (سـسه  ؤرج، بخـش تحقیقـات باغبـانی م   ایستگاه تحقیقاتی کمال شهر ک ـ از

سازي بـافر مـورد نیـاز     با بهینه پلوئیدي سطح.  انتخاب شدندطور تصادفی هب اصلاح و تهیه نهال و بذر
 مقایسه و تعیین سطح پلوئیـدي،  براي. شد متناسب با درختان گردو توسط دستگاه فلوسیتومتري تعیین

 ـ هایی که داراي بیش     هاي میتوزي نمونه    کروموزوم  بودنـد شـمارش     DNAتـرین محتـواي      رین و کـم   ت
در  هـا در جریـان فلوسـیتومتري    دست آمده از جـذب نـوري سـلول    ههاي ب دامنه میانگین پیک .گردید
هاي مورد مطالعه داراي سطح      نمونه. ارزیابی گردید  24/46-68/71هاي مورد بررسی، متغیر و از        نمونه

هـا، ناشـی از    مـشاهده شـده در آن   DNAو محتواي   بوده و تنوع مورفولوژي      n2=32پلوئیدي یکسان   
و  صرفه، آسـان  عنوان روشی مقرون به استفاده از فلوسیتومتري به. باشد نمیها  تغییر در تعداد کروموزوم

   .است جنس و سایر درختان قابل توصیه هاي این گونه پلوئیدي سطح تعیین برايسریع 
 

  ، فلوسیتومتريDNA  گردو، سطح پلوئیدي، محتواي: کلیديهاي واژه

                                                
  mnoori56@gmail.com: مسئول مکاتبه* 
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 مقدمه
ها، تهیـه هیبریـدهاي       خویشاوندي گونه  هاي  هابطئیدي، اهمیت فراوانی در مطالعه ر     تعیین سطح پلو  

در . )1971 اسـتیبنز،  ؛1980لـوویس،  (نـژادي آن دارد   هـاي بـه   برنامـه  اي، مطالعات ژنتیکـی و     گونه بین
 یدي اسـتفاده شـوند کـه از دو روش        تخمین سطح پلوئ   تواند براي   اي می  هسته DNAحقیقت محتواي   

همچنین تهیه ریشه از درختان براي      .  قابل انجام است   2و میکرو اسپکتروفتومتري فولگن    1يتومتریفلوس
هاي در حـال   که فلوسیتومتري نیازي به سلول     انجام مطالعات کروموزومی بسیار سخت است، در حالی       

عالیشاه و امیـدي،  (باشد  ی از بافت گیاه نیاز میتقسیم نداشته براي گیاه غیرمخرب است و به مقدار کم 
و  DNAفلوسیتومتري روشی براي تخمین اندازه ژنوم گیاهی، سطح پلوئیدي و تعیـین مقـدار     ). 1387

هـا در مـدت زمـان        جا که قابلیت آنالیز جمعیت بزرگـی از سـلول          از آن . تجزیه و تحلیل سلولی است    
ها قابـل   پلوئیدي سعت زیادي براي یافتن آنیوپلوئیدي و پلی      پذیر است، با و    کوتاهی با این روش امکان    

 ـ  ). 1999کـاوارا و همکـاران،      (استفاده اسـت     شـامل   3عنـوان فلـوروکروم   هدر ایـن روش از دو مـاده ب
 DAPI اختصاري  با علامت  5فنیلیندل -2 -آمینو  دي 6 و   4 و   PI با علامت اختصاري   4پروپیدیوم یدید 

وسیله نـور   ه بDAPIو ) nm( نانومتر 490 نور مرئی با ماکزیمم جذبی در    وسیله هب PI. شود استفاده می 
 متفاوتی هاي رنگی کاملاً این دو رنگ واکنش. گردند تحریک می) nm( نانومتر 350در ) UV(فرابنفش 

 که خاصـیت بـازي کمـی داشـته یـا بـدون       RNA و DNAهاي رشته دوتایی  بین جفت باز PI. دارند
 ـ DAPIکـه    ، در حـالی   )1991پروپـري و همکـاران،      (شود   ع می خاصیت بازي هستند، واق    ک رنـگ    ی

هـا  شـود و بـین باز   باند می A-Tصورت کمپلکس در نواحی باز  طور ترجیهی به بینابینی است که به غیر
 تخمـین سـطوح پلوئیـدي در    تـرین روش بـراي   گرچه رایج). 1993گادل و همکاران، (گیرد   قرار نمی 

علت  هاي اخیر تکنیک فلوسیتومتري به باشد ولی در سال    ش کروموزومی می  درختان با استفاده از شمار    
پ  هـسلا ؛1989ریبـرن،  (شـود   هـاي دیگـر تـرجیح داده مـی     آسان بودن و سرعت بالاي آن به تکنیک 

ها، ارقـام و هیبریـدهاي مختلـف      امکان تعیین سطوح پلوئیدي گونهدر این پژوهش). 1995هاریسون،  
 انجـام مطالعـات   نوان روشی آسـان، دقیـق و کارآمـد بـراي    ع  فلوسیتومتري بهگردو با استفاده از روش   

پایه و دگرگـشن کـه توسـط بـاد      گردو گیاهی است یک. اصلاحی آینده مورد ارزیابی قرار گرفته است   
                                                
1- Flow Cytometry 
2- Feulgenmicrospectro Photometry 
3- Fluorochrome 
4- Propidium Iodide 
5- 4-6-Diamidino- 2-Phenylindole 
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هاي  الب آب و هواي خشک کوهستانی، درههاي آن، نورپسند و پرنیاز، ط     افشانی شده و همه گونه     گرده
 مطالعـات  ).2003قنادهـا و همکـاران،   (اي تا مناطق معتدلـه مرطـوب هـستند     مدیترانهمناطق استپی و    

ا و هیبریـدهاي  ه ـ هـاي در حـال تقـسیم در گونـه     سیتوژنتیکی با استفاده از روش شمارش کرومـوزوم      
، سـارتوریوس و  )1993(، یـو و پـالس   )1970(توسـط هـانس    J. regia در تـر  مختلف گردو و بیش

هاي دیپلوئید و  انجام فرم) 2003(و یاجیما و همکاران ) 1994(گراهان  لکی و مک، تو)1993(همکاران 
نیز بـه آنـالیز کرومـوزومی در       ) 2009(حسینی  .  دیده شده است   =16nتتراپلوئید آن با کروموزوم پایه      

تعیین سطوح . گزارش کرد x2=n2=32را دیپلوئید و   و تعداد آنپرداخت)  هارتلی رقم(دوي ایرانی   گر
ندرت انجـام   دلیل جدید بودن نسبی، در درختان جنگلی به   وئیدي با استفاده از روش فلوسیتومتري به      پل

 از هاي زراعی و علفی به فراوانی شده و در مورد درخت گردو منبع خاصی یافت نشد اما در میان گونه 
، رنجبـر و  )2008(توان به مطالعات بخـشی     شود که فقط در ایران می      دستگاه فلوسیتومتري استفاده می   

محمـدي   و) 2012(، حـسینی    )2000(، قنـواتی و اسـکندري       )2010(، جعفرآقـایی    )2010(همکاران  
   .اشاره نمود) 2012(
  

  ها مواد و روش
 ژنوتیـپ از هیبریـد   5 ژنوتیپ گردوي سیاه، 8 رقم گردوي ایرانی،   9هاي مورد مطالعه شامل      نمونه
شرح   پایه از گونه هیندسی به1و تنها اي پارادوکس  گونه  بین ژنوتیپ از هیبرید4رویال و  هاي بین گونه 
ؤسـسه اصـلاح و تهیـه نهـال بـذر        شهر، بخش تحقیقات باغبانی م      از ایستگاه تحقیقاتی کمال    1جدول  

،  کـشورهاي انگلـیس    وداخل کـشور    نظر از   ارقام، ژنوتیپ و هیبریدهاي مورد     ها، گونه. آوري شد  جمع
در این ایستگاه تحقیقاتی کاشته  1374 و در سال آوري شده جمع ... شمالی و، کالیفرنیايآمریکا، فرانسه

به آزمایشگاه سیتوژنتیک بانک  و انتخاب تصادفی طور به جوان هاي برگ .اند و مورد مراقبت قرار گرفته
 دیـش قـرار   پتري درون و بریده برگ هر از متر  سانتی1حدود  .ژن گیاهی ملی ایران، انتقال داده شدند

 و TCAمول  یلی م2 و 2MgClمول  یلی م37 و NACLمول  یلی م128 شامل آمیزي رنگ بافر .شد ادهد
 gr/L 100 PVP بوده و به محلول آمـاده شـده        DAPI1( gr/L1 (ندولیا لیفن -2 نویدیآم يد -6 و 4

   دهاسـتفا  بـا  و شـد  ریختـه  آمیزي رنگ بافر تریکرولیم 1600 نمونه هر برگ قطعات روي بر. شد اضافه
  سـاخت   ( مخـصوص  فیلتـر سوسپانـسیون حاصـله از      . شـوند  آزاد هـا  هسته تا شدند خرد کاملاً تیغ از
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درشت حذف  عبور داده شد تا تجمعات سلولی و قطعات    دستگاه از ،mµ30به سایز    )Partecشرکت  
سـطح  ) آلمـان ساخت کشور  Ploidy Analyzer) Partec GmbH 2005 دستگاه با استفاده از. شوند

 و رهی ـذخ بودنـد  مناسب کیپ يدارا که هایی نمونه اطلاعات و تعیین آزمایش مورد هاي نمونهیدي  ئپلو
  .دیگرد چاپ پایان در
  

  .هاي مورد مطالعه تهیه شده از ایستگاه کمال شهر کرج  نمونه-1 جدول

(Hindsii) (J. nigra) (J. regia) (J. hindsii × J. nigra) (J. hindsii × J. regia) 
 اي گونه هیبرید بین اي گونه هیبرید بین ارقام ها ژنوتیپ نهگو

 رویال پارادوکس گردوي ایرانی گردوي سیاه هیندسی

J.hindsii-1 Nigra-1 B21 Paradox-1 Royal-1 
- Nigra-2 Serr Paradox-2 Royal-2 

- Nigra-3 Z30 Paradox-3 Royal-3 
- Nigra-4 Ronde Paradox-4 Royal-4 

- Nigra-5 Pedro - Royal-5 
- Nigra-6 Hartley - - 

- Nigra-7 Chandler - - 
- Nigra-8 Z63 - - 

- - k72 - - 

  
تـرین   ترین و کم   هایی که داراي بیش     هاي میتوزي نمونه     مقایسه و اطمینان از نتایج، کروموزوم      براي

بودند، بـا اسـتفاده از    تومتريها در جریان فلوسی جذب نوري سلول  ازدست آمده مد یا میانگین پیک به    
   :باشد  شامل مراحل زیر میشمارش گردید، که مختصراً) 2002 و 1998(روش آقایف 

   ، هیدروکسی کینولین و یا بـا آلفـا برمونفتـالین          -8با استفاده از     تیمار پیش -2 ،دار کردن بذور   ریشه -1
   ،)10/0 فرمالدهیـد  یـک قـسمت    و1/0 یـک قـسمت محلـول اکـسید کرومیـک      ( هـا  تثبیت سلول  -3
، )هیدروکسید سدیم یک نرمال محلول (و حذف دیواره سلولی هیدرولیز -5 ،ها  چه شستشوي ریشه  -4
   ،هـا در آنـزیم سـیتاز        و قـرار دادن نمونـه      تهیه نمونه میکروسکوپی   -7 ،)هماتوکسلین(آمیزي   رنگ -6
ها با مقایسه پیک نمونه مورد  هسطح پلوئیدي نمون. برداري ها و عکس   مشاهده نمونه  -9  و اسکواش -8

   .گردید ها بررسی شده است تعیین  هایی که شمارش کروموزومی آن بررسی با نمونه
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  نتایج و بحث
شـود کـه محـور افقـی آن سـطح       نتیجه تجزیه فلوسیتومتري به شکل هیستوگرام نمـایش داده مـی      

روي  بـر . هـر انـدازه اسـت   هاي شمارش شـده بـراي        ها و محور عمودي، تعداد سلول       پلوئیدي سلول 
 پیـک اول نـشانگر خطـاي دسـتگاه          هیستوگرام ممکن است چندین پیک مـشاهده شـود کـه معمـولاً            

)Noise(     محتواي   2 و پیک شماره DNA      نمونه مورد بررسی در مرحلهG1     تقـسیم سـلولی را نـشان
به این . دهند تقسیم سلولی را نشان می   G2ها در مرحله      سلول DNAهاي بعدي محتواي      پیک. دهد  می

 به سمت راست هیستوگرام متمایـل شـود نمونـه مـورد بررسـی محتـواي       2ترتیب هرچه پیک شماره    
DNA رسـم شـده توسـط     هاي فلوسیتومتري سطح پلوئیـدي   پیک1 شکل  .شود تري را شامل می     بیش

   .هاي مورد بررسی است متفاوت در نمونه DNA محتواي دهد که بیانگر نشان میرا دستگاه 
  

  
  

  .PA رسم شده توسط دستگاه DNA پیک فلوسیتومتري محتواي -1شکل 
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هـاي مـورد مطالعـه را نـشان      ارقام و ژنوتیـپ  بین DNA شاخص نتایج تجزیه واریانس 2جدول 
 از فلوسـیتومتري  دسـت آمـده   به DNA میانگین. دار شده است  درصد معنی5 و 1دهد که در سطح    می

  . ی نیز مساحت زیر پیک استبالاترین نقطه پیک و سطح زیر منحن
  

  .مورد مطالعه هاي بین ارقام و ژنوتیپ DNAاساس شاخص محتواي  تجزیه واریانس بر-2 جدول

 ژنوتیپ / گونه آزادي گونه درجه مربعات گونه میانگین آزادي خطا درجه میانگین مربعات خطا

 میانگین پیک فلوسیتومتري 11 028/179* 26 242/73
 سطح زیر منحنی 11 124/504** 26 188/71

  . درصد1 در سطح احتمال دار معنی**   و درصد5 دار در سطح احتمال معنی* 
  

، میـانگین، مـاکزیمم، مینـیمم و انحـراف معیـار سـطوح               مقایسه میانگین به روش دانکن     3ل  جدو
 ـ. دهـد  ها و ارقام مورد بررسـی، نـشان مـی    پلوئیدي و میانگین سطح زیر منحنی را در ژنوتیپ       انگین می

ترین میانگین سطح زیر نمودار متعلـق   کم. گیري شد ، متغیر اندازه14/20-78/63 سطح زیر نمودارها از  
متعلق به گونه گردوي ایرانی، به خود   Z63ترین سطح را رقم       و بیش  از گردوي ایرانی   Hartlyبه رقم   

تـرین محتـواي    کم.  شدارزیابی 49/50-68/71  متغیر و ازDNAدامنه میانگین محتواي . اختصاص داد 
DNA  ترین محتواي    و بیش   هاي مورد مطالعه براي گونه هیندسی        در نمونهDNA      بـراي رقـمZ30  از 

 در ارقام 20/58هاي گردوي سیاه    در ژنوتیپ  DNA میانگین محتواي . گونه گردوي ایرانی محاسبه شد    
 49/50 و در گونـه هیندسـی       82/56اي   گونه  و در هیبریدهاي بین    59/62هاي گردوي ایرانی     ژنوتیپ و

 ـ        در میان نمونه  . محاسبه شد  تـرین میـانگین محتـواي       شیهاي مورد مطالعه ارقام گردوي ایرانی داراي ب
DNA  94/43و هیبریدهاي مورد مطالعـه   ها ها، ژنوتیپ میانگین سطح زیر نمودار در گونه . ارزیابی شد 
هـا بـه روش آزمـون     نمونـه  DNAسه میـانگین    از مقای  دست آمده   نتایج به ). 3جدول  (گیري شد     اندازه

آمـده   دست شود، مقادیر به چه مشاهده می چنان. ه شده استی ارا3 درصد، در جدول 5دانکن در سطح    
تـرین   داراي بـیش   k72 و Z63دو رقـم    .  گروه تقسیم کرده است    6ها را به     از سطح زیر منحنی، نمونه    

از  Hartley نشان داده شده است، همچنین رقـم  aداري  ها با کلاس معنی مقدار و متفاوت از سایر رقم    
ها   و متفاوت نسبت به سایر نمونهdداري  ترین سطح زیر منحنی با کلاس معنی  گردوي ایرانی نیز با کم    

 داراي Z63رقم . اند  گروه تفکیک شده5ها به    ، نمونه DNA میانگین محتواي    از نظر . نمایان شده است  
تـرین میـانگین محتـواي       نیز بـیش   Z30 و رقم    cداري   با کلاس معنی   DNAترین میانگین محتواي     کم
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DNAداري   و با کلاس معنیaقابل ذکر است که میانگین محتـواي   . نمایش داده شده استDNA   بـا
کـه در جـدول ذیـل مـشاهده     طور  زیرا همان،میانگین سطح زیر نمودار هر نمونه رابطه مستقیمی ندارد     

اما بالعکس میانگین محتـواي      )14/20( باشد  سطح زیر نمودار کوچکی می      داراي Hartly شود رقم  می
آن ) ضـریب تغییـرات  ( مقدار میانگین محتواي هر پیک مرتبط با میزان پراکندگی .)18/69( بالایی دارد

   .باشد و با آن رابطه مستقیم دارد پیک می
 

  .ها انگین سطح زیرنمودار پیک فلوسیتومتري در نمونهمی  وDNAمیانگین محتواي  ،به روش دانکن مقایسه میانگین - 3جدول 

  سطح زیرمنحنی میانگین DNA محتواي میانگین انحراف معیار مینیمم ماکزیمم ژنوتیپ
Serr 16/72 48/51 41/10  53/62 abc 14/50 ab 

Rond 77/60 74/58 43/1 75/59 abc 29/39 bc 

Hartly 73/70 63/67 19/2 18/69 ab 14/20 d 

Pedro 96/82 2/61 17/11 6/70 ab 51/26 cd 

B21 16/72 39/47 07/13 36/57 ab 39/50 ab 

Z30 22/75 05/69 18/3 68/71 a 02/28 cd 

Z63 08/61 91/30 44/15 24/46 c 78/63 a 

K72 32/60 72/43 98/8 86/53 bc 57/59 a 

Chandlar 53/74 73/59 32/8 32/69 abc 73/36 bc 

Royal 56/59 47/51 10/10 01/56 abc 69/39 bc 

Paradox 96/64 03/50 96/3 63/57 abc 16/32 cd 

Hensii 49/50 49/50  0 49/50 abc - 

nigra-1 13/62 13/62 0 13/62 abc 56/48 ab 

nigra-2 05/63 05/63 0 05/63 abc 56/48 ab 

nigra-3 44/60 44/60 0 44/60 abc 56/48 ab 

nigra-4 77/52 77/52 0 77/52 abc 56/48 ab 

nigra-5 09/63 09/63 0 09/63 abc 56/48 ab 

nigra-6 71/51 71/51 0 71/51 abc 56/48 ab 

nigra-7 36/58 36/58 0 36/58 abc 56/48 ab 

nigra-8 12/54 12/54 0 12/54 abc 56/48 ab 

08/61 13/9 72/43 96/82 کل  - 

   .دهد نشان می)  درصد5سطح در (ا ها ر دار بین میانگین حروف نامشابه در هر ردیف وجود اختلاف معنی
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هـا از   کـه تعـداد کرومـوزوم      و این  bداري    تا کلاس معنی   aداري   با توجه به تفاوت از کلاس معنی      
هـاي    با هم برابر بودند بنابراین براي یافتن علت تفاوت در سطح پلوئیـدي نمونـه  c  تا کلاس  a کلاس

 از يتر شی تفاوت ب ي دارا نیریسا که نسبت به     ییها   نمونه ج،ی از نتا  نانی کسب اطم  برايمورد مطالعه و    
و ) 1998 (فیبا استفاده از روش آقا    ) DNA ي محتوا نیتر  و کم  نیتر شیب( بودند   DNA ي محتوا نظر
   هـر  درهـا    کرومـوزوم  تعـداد پـس از شـمارش،       .شـدند  یجدا و شمارش کرومـوزوم    ) 2002 (فیآقا
مـورد   يهـا  نمونه یتمام در کسانی يدیپلوئ سطح نشانگر که بوده n2=32 دیپلوئید و کسانی نمونه دو

هـاي مـورد مطالعـه     سـت و نمونـه   اها مشخص گردید که تفاوت در اندازه کروموزوم      . باشد ی م یبررس
   ).2شکل (ند هستداراي تعداد کروموزوم یکسان 

  

  
  

  .Z30(، 32n=2(و رقم جمال ) Z63(هاي داخل هسته سمت راست رقم دماوند  کروموزوم -2شکل 
  

 بحث
 هـاي  رود لـزوم پـژوهش   مـی  شـمار  به گردو در جهان پراکنش از مراکز مهم یکی که ایرانجا  از آن
در همین راستا، با هدف . شود  احساس می  منظوره کاملاً  در خصوص این گونه اقتصادي و چند       گسترده

نـژادي،   هـاي بـه   برداري از ذخایر ژنتیک گیاهی و همچنین انجام بررسی  حفاظت و توسعه ظرفیت بهره    
هـا و هیبریـدهاي گـردو در ایـستگاه         ها، واریتـه    زیادي از گونه   نسبت  بهو تکنولوژیکی، تعداد     اعیزر به

با توجه به تنوع موجود در این .  قرار گرفته استآوري و مورد پژوهش تحقیقاتی کمال شهر کرج جمع    
نـا و تنـوع   تواند بـراي افـزایش غ   ها و هیبریدهاي حاصله در سایر نقاط می کلکسیون، کاشت این گونه 

هـا و سـطح     در این خصوص بررسی تفاوت در تعـداد کرومـوزوم       ؛هاي کشور مفید باشد    ژنتیکی گونه 
هـاي اولیـه     هـاي سـیتوژنتیکی از قـدم       نژادي، انجـام بررسـی     هاي به  در پژوهش . پلوئیدي انجام گرفت  

ار هـستند،  تري برخـورد  هایی که از شباهت کروموزومی بیش   که تلاقی بین گونه    شود چرا  محسوب می 
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هاي مورد بررسی در ایستگاه، داراي صفات مورفولوژیکی      که نمونه  با توجه به این   . آمیزتر است  موفقیت
هـا نیـز از    این فرضیه وجود داشت که نمونه   ) پایش نویسندگان (متفاوتی هم در برگ و هم میوه بودند         

هـاي    دن کرومـوزوم  ریـز بـو   . گیـري باشـند    و سطح پلوئیدي داراي تفاوت چـشم       DNA محتواي   نظر
شـود بنـابراین اسـتفاده از     هاي جنگلی همواره مشکلات زیادي را در مطالعات مربوطه باعث مـی          گونه

در ایـن  . گـشا خواهـد بـود     بـسیار راه طور مـسلم  رعت مناسبی نیز داشته باشند به   ها که س   کسایر تکنی 
شد کـه دامنـه میـانگین       جایگزین استفاده گردید و مشخص       روشیعنوان   خصوص از فلوسیتومتري به   

توانـد دلیلـی بـر     باشد که می   می 49/50-68/71 هاي مورد بررسی، متغیر و از      در نمونه  DNA محتواي
ود شاهد از دلیل نب  ارزیابی سطح پلوئیدي و بهبراي. ها باشد تمایز مورفولوژي وسیع برگ و بذر بین آن   

عنوان شاهد، شمارش    به DNA يمحتوا قلحدا و حداکثر با ها نمونههاي     قبلی، کروموزوم  هاي  پژوهش
اي و گونـه   گونـه  در گونه گردوي سیاه، گردوي ایرانی، هیبریدهاي بـین   DNAمیانگین محتواي   . شدند

با وجود دامنه تغییرات زیاد در محتواي .  محاسبه شد49/50  و59/62،82/56، 20/58ترتیب  هیندسی به
DNA 32هـا، دیپلوئیـد و       تمام نمونه ها، که همگی بسیار ریز بودند،         کروموزوم=n2    شـمارش شـدند  .

  را دیپلوئیـد و   را شـمارش و آن  J. regiaهـاي رقـم هـارتلی از     نیز تعداد کروموزوم) 1388(حسینی 
مورد مطالعـه قـرار گرفتـه و بـا      J. regiaایرانی نیز گونه در مطالعات غیر. زومی اعلام نمود کرومو32
16=n ؛ یاجیمـا و    1993؛ سـارتوریوس و همکـاران،       1976همکـاران،    وپوگوسیان  (هاي دیپلوئید     فرم

سـارتوریوس و همکـاران،   (و تتراپلوئیـد  ) 1994گراهـان،   تولکی و مـک (، تریپلوئید   )2003همکاران،  
 هاي به این ترتیب مشخص شد مورفوتیپ .آن گزارش گردیده است )2003؛ یاجیما و همکاران، 1993
 ها آن در شده  مشاهدهDNAمحتواي  تنوع بوده و ابه برخوردارکروموزومی مش سطح از آزمایش مورد
که تنوع مشاهده  دارد، وجود این احتمال. باشد نمی) آنیوپلوئیدي(ها  کروموزوم تعداد در تغییر از ناشی

 در کرومـوزومی  سـاختمان  گسترده تغییرات از ناشی ها، نمونه ژنومی در بین DNA  میزانشده از نظر
 ،پـژوهش  این نتایج براساس.  شده استوژي درختان بالاجر به تنوع وسیع در مورفولباشد که من ها آن

 پلوئیـدي  سـطح  تعیـین  بـراي و سـریع   آسان صرفه، به مقرون روشی عنوان استفاده از فلوسیتومتري به
روش تعیـین تعـداد دقیـق     در ایـن  چـه اگر. اسـت  جنس و سایر درختـان قابـل توصـیه    هاي این گونه

 ـ با استفاده از رابطه نزد     ی ول ه راحتی مقدور نیست،   ها، ب  کروموزوم  ـ مکی  ـ مانی و  DNA ي محتـوا زانی
 يود ناهنجار نببا توجه به    . پذیر است  اندازه ژنوم گیاهی امکان    مناسب   ي شاهدها یابیخصوص با ارز   به

 یوم کروموزی تنوع ساختمانافتنی ي برانگی شده، استفاده از باندشی آزمايها  نمونهنی بارز در بیژنوم
  .گردد ی مشنهادی شده پشی آزمايها گونه  و دروننیب
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Abstract1 

In this study, for the first time, the possibility of DNA content and ploidy level 
of species and inter-specific hybrids of walnut for breeding purposes were 
examined by flow cytometry. In the spring, the young leaves of samples, including 
of Persian walnut (J. regia), black walnut (J. nigra), J. hindsii and inter-specific 
hybrids Paradox (J. hindsii × J. nigra) and Royale (J. hindsii × J. regia) in 
research station of Karaj, Horticulture Research Department of Seed and Plant 
improvement In statute were selected, Randomly. DNA content of walnut trees 
were optimized on the base of tree leaves by method of flow cytometry. In order to 
comparison and determine the ploidy level, mitotic chromosomes of samples with 
highest and lowest level of DNA, were counted by method of Agayave (1998 and 
2002). Range of mean of DNA content in samples were different from 46.24 to 
71.68. However, the samples had equal (2n=32), so morphologic diversity of DNA 
content were not from changes in the number of chromosomes (Aneuploidy). The 
use of flow cytometry as an affordable, easy and rapid method for determination of 
ploidy level and other tree speciesis recommended Walnut and the other trees.  
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