
   از هاي حاصل سوماکلونسیتوژنتیکی تغییرات بررسی 
  )(.Medicago sativa L یونجه کشت بافتمراحل مختلف 

  
  1مرویان مانهو ث 1صفرنژادعباس 

  
  دهچکی

اي که سطح زیادي از مزارع و مراتـع را بـه    است علوفه گیاهی (.Medicago sativa L) یونجه
ن باززایی گیاه از کالوس و در نهایت افزایش مقاومـت  به منظور افزایش میزا. خود اختصاص داده است

یونجه در دو مرحله پیاپی باززایی انجام و گیاهان مورد نظر انتخـاب و از   in vitroبه روش  شوريبه 
  CUF101-1Sیونجـه  بـذرهاي ، در ایـن پـژوهش بـا اسـتفاده از مریسـتم ریشـه       .شد آنها بذر تولید

از  حاصـل  بذرهاي( Reg1Sسوماکلون  ،)in vivoري به روش ژنوتیپ انتخابی براي مقاومت به شو(
اهـان  از گی حاصل بذرهاي( Reg2Sو سوماکلون ) CUF101-1Sاهان بدست آمده از کشت بافت گی

بعد از مراحل تثبیت، هیدرولیز و رنگ آمیزي براي هـر ژنوتیـپ    )Reg1Sبدست آمده از کشت بافت 
هـا   سـوماکلون  سـیتوژنتیکی  راتو در نهایت تغیی ـ موزومهاورفولوژي کرونمونه لام تهیه و م 100تا  10
نتـایج نشـان داد کـه هـر سـه       .مورد مطالعه قرار گرفت عنوان ابزاري براي استفاده در اصلاح نباتات هب

 AC 1به صورت  CUF101-1Sفرمول کاریوتیپی . هستند کروموزوم x 4  =n2= 32 دارايژنوتیپ 
 +M 7  +SM 8  هاي  سوماکلونو درReg1S  وReg2S صورت  هبSM 4  +M 12  طـول  . اسـت

و کوتـاهترین   2/3ها کروموزوممیکرون و طول بلندترین  6/31برابر  CUF101-1Sدر  کروموزومکل 
میکرون و طول بلنـدترین   Reg1S، 2/31سوماکلون ها در کروموزومطول کل . بودندمیکرون  2/1آنها 

طـول کــل   Reg2S سـوماکلون در . باشـد  ن مـی میکـرو  1و  3هـا بـه ترتیـب    کروموزومو کوتـاهترین  
میکـرون   1و  4/2هـا بـه ترتیـب    کروموزوممیکرون و طول بلندترین و کوتـاهترین   9/25ها کروموزوم

و  باشـد  هـا مـی  کروموزومف کشت بافـت بـر   در اثر مراحل مختلها  سوماکلونمحاسبه شد که تغییرات 
  .مها کاهش یافتطور کلی با افزایش مراحل کشت بافت طول کل کروموزو هب

   .سوماکلونو  یونجه، کاریولوژي، کشت بافت: هاي کلیدي واژه

                                                           
   .91735-1148صندوق پستی  ،مرکز تحقیقات کشاورزي و منابع طبیعی خراسان، مشهد -1

E-mail: sebre14@yahoo.com  

mailto:sebre14@yahoo.com
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  مقدمه
اي است کـه از نظـر دامنـه گسـترش از اهمیـت       یونجه یکی از محصولات مهم علوفه

ز کشـت بافـت بـه صـورت     ی شـده ا تغییرات در گیاهـان بـاززای  . اي برخوردار است ویژه
 ،1382صـفرنژاد،  ( افتـد  مولکـولی اتفـاق مـی    کی و، بیوشـیمیایی، سـیتوژنتی  کیمورفولوژی

Safarnejad نتیجه ناپایـداري ژنتیکـی اسـت     اغلبکه  تنوع حاصل). 1996 ،و همکاران
ها  ونرات سوماکلتغیی. )Scowcroft،1981و  Larkin( شود نامیده می 1تنوع سوماکلونی
شـتر در  د و بیاتـات مـورد اسـتفاده قـرار گیـر     له اصـلاح نب وسی هتواند ب ابزاري است که می

اهـان  یک منبع سریع تنوع بـراي اصـلاح گی  تواند  می کی محدودستم ژنتیحصولاتی با سیم
القـاء  هاي اولیه یا تنـوع   ناشی از تنوع موجود در ریز نمونهتنوع سوماکلونی یا  .فراهم کند

باشـد کـه شـامل خصوصـیات      می in vitroها در شرایط شده طی کشت و نگهداري بافت
ــوژیوم ــوژی ،کیرفول ــیمیایی وکیفیزیول ــی  ، بیوش ــولی م ــود  مولک ــفرنژاد، (ش ، 1382ص

Safarnejad  ،در نتیجـــه تغییـــرات ژنتیکـــی از  ایـــن تغییـــرات). 1996و همکـــاران
 شـود  را شامل می …هاي کروموزومی و  آنیوپلوئیدي، یوپلوئیدي، شکستگی ،يپلوئید پلی

 ـگزارش کـرد کـه تغیی ـ  ) 2001( Jain ).1382صفرنژاد، ( اي در تعـداد   ل ملاحظـه رات قاب
در گیاه از جمله پنجه زنـی و   کیوموزوم در سلولهاي کشت شده و تغییرات مورفولوژیکر

ر ، تغیی ـنـو آلبی(تغییرات وسیعی در شکل ظـاهري گیـاه   . اه مشاهده شده استرشد کند گی
، آنیوپلوئیـدي و  ديی ـئپلـی پلو (رات کرومـوزومی  و تغیی) ن رویشی گیاهشکل برگ و توا

ی شده از کشـت بافـت چـاودار مشـاهده شـده      در میان گیاهان باززای) ساختمانی تغییرات
تغییرات زیـادي نیـز در هسـته و عناصـر      ).1983 و Ahloowalia ،1975 ،1976(است 

 ـ اسـت در  ادي از آنهـا ممکـن   سیتوپلاسمی که در تغییرات فنوتیپی نقش داشته و تعداد زی
توانـد   تغییـرات سـوماکلونی مـی   ). Micke ،1999(گـردد   جاد میطبیعت ناپایدار باشند ای

که میزان آن ... و  DNAرات اي، تغییرات کروموزومی و نوترکیبی، تغیی نقطه جهشنتیجه 

                                                           
1- Somaclonal variation 
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دارد  بسـتگی  اهبه نوع گیاه، ژنوتیپ، نوع ریز نمونه، محیط کشت، تعداد واکشت و سن گی
) Jain ،1998و همکاران ،Jain ، a1997 ،Safarnejad 1996 ،وهمکاران، Veilleux 

نـی  هاي سـلول جنی نشان دادند که کشـت ) 1997(و همکاران  Roth). Johnson ،1998و 
باعث تشکیل ناقص سلولهاي معلق و کاهش ظرفیـت بلـوغ    (Abies alba)درخت نراد 

و  Roth( سـومی بودنـد   رش کرومـوزومی سـلولها بـه صـورت تـري     دند و در شماگردی
بـه منظـور مطالعـه     ررسـی سـیتوژنتیکی یونجـه   هدف از ایـن مطالعـه ب   .)1997همکاران، 
  .باشد در طی مراحل مختلف کشت بافت می موزومی ایجاد شدهوتغییرات کر

  
  روشها مواد و

ت م ـبـراي مقاو ژنوتیپ انتخاب شده ( CUF101-1S یونجه بذرهايدر این بررسی 
از گیاهـان بدسـت    حاصـل  بـذرهاي ( Reg1S سـوماکلون ) in vivoبه روش به شوري 
از گیاهـان   حاصـل  بذرهاي( Reg2S سوماکلون و)  CUF101-1Sز کشت بافتآمده ا

ضـدعفونی   هايش ـید بعد از خـراش دادن در پتـري   )Reg1Sبدست آمده از کشت بافت 
 ـدرجه سانتیگراد  18 در دماي در انکوباتور بعدد و یکشت گرد شده س از قرار گرفتند و پ

هـا قطـع    ، ریشـه یمتر رسیدسانت 1- 2شه به یهنگامی که طول ر. جوانه زدند روز 2گذشت 
پـس   .ندساعت قرار گرفت 2هیدروکسی کینولئین به مدت  8شدند و در محلول پیش تیمار 

ب مقطـر شستشـو داده   آبـا   طورکامـل  بـه ها  شهیر ،هیها از محلول اول از خارج کردن نمونه
مخلـوط  ( تثبیت کننده فـارمر  در محلول بعد. مار برطرف شودیش تیشدند تا اثرات مواد پ

سـاعت قـرار داده    4بـه مـدت    )کک خالص و یک قسمت اسید استییلیقسمت الکل ات 3
لـول  ها را خوب با آب مقطر شستشو داده تـا اثـرات مح   از مرحله تثبیت نمونه پس .ندشد

اسـتفاده از  ز بـا  یدرولی ـعمل ه ها را خوب خشک کرده و ریشه بعدفارمر بر طرف شود و 
ها بعد از هیدرولیز بـا آب مقطـر    نمونه .شد انجامدقیقه  10 به مدت ک نرمالیدریکلرد یاس

پـس   .دقیقه استفاده شـد  15رنگ استواورسئین به مدت  از شسته شده و براي رنگ آمیزي
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ها را روي لام گذاشته و نوك آن را با اسکالپل قطـع کـرده و روي آن    ریشهاز رنگ گرفتن 
گذاشته و با خودکار ضربه زده و عمل  یک قطره استواورسئین ریخته و بعد لامل روي آن 

از هر رقـم   کروسکوپی است کهیماده مطالعه من مرحله نمونه آیدر ا .له کردن انجام گرفت
هـا  کروموزومدر یاخته مورد نظر تعداد  .اخته متافازي مناسب مورد بررسی قرار گرفتیده 

، طـول  طـول هـر کرومـوزوم   جملـه  پی از یوتیات کـار یخصوص ـ بعـد را شمارش کرده و 
هاي آنها را با همدیگر و طـول نسـبی را محاسـبه نمـوده و      بازوهاي بلند و کوتاه و نسبت

وگرام مربوط بـه هـر گیـاه رسـم     ییدا پ به صورتت کاریوتیان اطلاعبا استفاده از ای بعد
  .صورت گرفت TF%ی مانند ها با استفاده از معیارهایمقایسه کاریوتیپ .شد

  
  نتایج

 CUF101-1S ژنوتیـپ  نشـان داد کـه   یونجه) اریولوژيک(شمارش کروموزومی  
 AC1  +M7 + SM8فرمـول کـاریوتیپی آن   . باشـد  مـی  کروموزوم x4=n2=32 داراي

درصد باقی مانـده   50و از  )SM( درصد کروموزومها ساب متاسانتریک 50است یعنی 
 شماره شکل( بودند )AC( درصد اکروسانتریک 25/6و  )M( درصد متاسانتریک 7/43
میکرون و  2/3ها کروموزومطول بلندترین . بودمیکرون  6/31طول کل کروموزومها ). 1

و مجموع طـول   12/19طول بازوهاي بلند در مجموع  .بودمیکرون  2/1کوتاهترین آنها 
 10هـاي آن  کروموزوممیکرون و اختلاف دامنه طـول نسـبی    48/12کل بازوهاي کوتاه 

  .)1 شماره جدول( محاسبه گردیدمیکرون 
فرمـول   .تتراپلوئیـد بـود   کرومـوزوم  x4=n2=32 بـا نیز  Reg1Sیونجه  سوماکلون

ــه صــورت  ــاریوتیپی آن ب ــود SM4  +M 12ک ــ ب ــه  طــوري هب ــا کروموزوماز % 75ک ه
میکـرون و   2/31هـا  کروموزومطـول کـل   . ساب متاسانتریک هستند% 25متاسانتریک و 

طول بلندترین . میکرون است 28/14و  92/16طول کل بازوهاي بلند و کوتاه به ترتیب 



213 2 شمارة 13 جلد ایران جنگلي و مرتعي گیاھان اصلاح و ژنتیك تحقیقات پژوھشي فصلنامة

و اختلاف دامنه طول نسبی کروموزومهاي  بودمیکرون  1و  3ها کروموزومو کوتاهترین 
  ).2شماره  شکلو  2 شماره جدول(شد حاسبه میکرون م 6/4این یونجه 

 SM 4  +M12فرمـول کـاریوتیپی آن بـه صـورت      Reg2Sیونجـه   سوماکلوندر 
کروموزومهــا % 75کرومــوزوم  32از ایـن  . تداشــ کرومـوزوم  x4=n2=32باشــد و  مـی 

 .دبـو میکـرون   9/25طول کل کروموزومها . بودندساب متاسانتریک % 25متاسانتریک و 
طـول  . میکرون محاسبه شد 1میکرون و کوتاهترین آنها  4/2ها کروموزومطول بلندترین 

 87/11میکرون و مجموع طول کل بازوهاي کوتـاه   43/14 مجموعدر کل بازوهاي بلند 
 جـدول (میکرون بـود   4/5هاي آن کروموزومد و اختلاف دامنه طول نسبی بودنمیکرون 
  ).3 شماره شکلو  3 شماره
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  CUF101-1تعداد و وضعیت کروموزومهاي یونجه  -1شماره  جدول

نوع 
  کروموزوم

 طول نسبی
)µ(  

نسبت 
بازوهاي 

  کوتاه به بلند

نسبت 
بازوهاي بلند 

  به کوتاه

طول 
بازوهاي 

  )µ( کوتاه

طول 
بازوهاي 

  )µ( بلند
  طول کل

)µ(  
شماره جفت 

  کروموزوم

SM 79/13  49/0  01 /2  06/1  14/2  2/3  1  
M 59/7  1  1  2/1  2/1  4/2  2  
M 59/7  1  1  2/1  2/1  4/2  3  
SM 59/7  5/0  2  8/0  6/1  4/2  4  
SM 59/7  5/0  2  8/0  6/1  4/2  5  
SM 59/7  5/0  2  8/0  6/1  4/2  6  
SM 59/7  5/0  2  8/0  6/1  4/2  7  
M 32/6  1  1  1  1  2  8  
AC 06/5  34/0  3  4/0  2/1  6/1  9  
SM 06/5  5/0  96/1  54/0  06/1  6/1  10  
SM 06/5  5/0  96/1  54/0  06/1  6/1  11  
SM 06/5  5/0  96/1  54/0  06/1  6/1  12  
M 06/5  1  1  8/0  8/0  6/1  13  
M 06/5  1  1  8/0  8/0  6/1  14  
M 79/3  1  1  6/0  6/0  2/1  15  
M 79/3  1  1  6/0  6/0  2/1  16  

  

  
  CUF101-1Sوگرام کروموزومهاي یونجه یاید –1 شکل شماره
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  Reg1Sیونجه  سوماکلون تعداد و وضعیت کروموزومهاي -2شماره  جدول
نــــــــوع 

  کروموزوم
 طــول نســبی

)µ(  
نســـــــبت 
بازوهاي کوتاه 

  به بلند

نســـــــبت 
بازوهاي بلنـد  

  به کوتاه

ــول  طـــــ
ــاي  بازوهــ

  )µ( کوتاه

ــول  طــــ
ــاي  بازوهـ

  )µ( بلند

  طول کل
)µ(  

شــــماره 
ــت  جفـــ
  کروموزوم

M 6/9  1  1  5/1  5/1  3  1  
M 6/9  1  1  5/1  5/1  3  2  
SM 6/7  5/0  2  8/0  6/1  4/2  3  
SM 6/7  5/0  2  8/0  6/1  4/2  4  
M 6/7  1  1  2/1  2/1  4/2  5  
M 6/7  1  1  2/1  2/1  4/2  6  
M 4/6  1  1  1  1  2  7  
M 4/6  1  1  1  1  2  8  
M 1/5  1  1  8/0  8/0  6/1  9  
M 1/5  1  1  8/0  8/0  6/1  10  
M 1/5  1  1  8/0  8/0  6/1  11  
M 1/5  1  1  8/0  8/0  6/1  12  
SM 1/5  5/0  97/1  54/0  06/1  6/1  13  
SM 1/5  5/0  97/1  54/0  06/1  6/1  14  
M 2/3  1  1  5/0  5/0  1  15  
M 2/3  1  1  5/0  5/0  1  16  

  

  
 Reg1Sوگرام کروموزومهاي یونجه یاید -2 شکل شماره
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  Reg2Sیونجه سوماکلون زومهاي تعداد و وضعیت کرومو -3ل شماره جدو
نــــــــوع 

  کروموزوم
 طــول نســبی

)µ(  
نســـــــبت 
بازوهاي کوتاه 

  به بلند

نســـــــبت 
بازوهاي بلنـد  

  به کوتاه

ــول  طـــــ
ــاي  بازوهــ

  )µ( کوتاه

ــول  طــــ
ــاي  بازوهـ

  )µ( بلند

  طول کل
)µ(  

شــــماره 
ــت  جفـــ
  کروموزوم

M 26/9  1  1  2/1  2/1  4/2  1  
M 26/9  1  1  2/1  2/1  4/2  2  
M 72/7  1  1  1  1  2  3  
SM 72/7  43/0  34/2  66/0  54/1  2  4  
SM 72/7  43/0  34/2  66/0  54/1  2  5  
M 72/7  1  1  1  1  2  6  
M 17/6  1  1  8/0  8/0  6/1  7  
M 17/6  1  1  8/0  8/0  6/1  8  
M 17/6  1  1  8/0  8/0  6/1  9  
M 79/5  1  1  75/0  75/0  5/1  10  
SM 63/4  5/0  2  4/0  8/0  2/1  11  
M 63/4  1  1  6/0  6/0  2/1  12  
M 63/4  1  1  6/0  6/0  2/1  13  
SM 63/4  5/0  2  4/0  8/0  2/1  14  
M 86/3  1  1  5/0  5/0  1  15  
M 86/3  1  1  5/0  5/0  1  16  

 
  Reg2Sوگرام کروموزمهاي یونجه یاید -3شکل شماره 
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  بحث
ي مطالعـه تقسـیم میتـوز در    بر طبق نظر اکثر محققان و دانشمندان بهترین محل بـرا 

 تقسـیمات میتـوزي در ایـن ناحیـه زیـاد      نخسترا یستم انتهایی ریشه است زیس گیاهان
رنگدانـه در ایـن محـل مطالعـات سـیتولوژیکی       به علت عـدم وجـود   دوم اینکه .است
از  بعـد از گذشـت مـدت زمـان کوتـاهی     از آنجا که  سوم اینکه .گیرد راحتی انجام می هب

ل باعث شده که مریسـتم ریشـه بهتـرین مح ـ    این، بنابرشود بذرها ریشه ظاهر می کشت
  .)1381مرویان وهمکاران، ( ها باشدکروموزومبراي تعیین 

بندي است که شامل  ش مشخص قابل استفاده در ردهاطلاعات کروموزومی با دو رو
 باشـند  وز مـی همچنـین رفتـار جفـت شـدن کروموزومهـا در می ـ      پی واطلاعات کاریوتی

)Skula ،1984 ، Stace وMisra ،1994 .(Huziwara )1962(  تحــت  يا مؤلفــهاز
اي  اسـتفاده کـرد کـه مشخصـه     بندي پ به عنوان شاخص دستهشکل کلی کاریوتیعنوان 

ــان وضــعی ــراي بی  TF% ،هــا ونجــهدر ایــن ی هــاپســی ژنوتیردر بر. ت تقــارن اســتب
ــ Reg1SوReg2S  هايســوماکلون  پنســبت بــه ژنوتیــ 77/45و  83/45یــب ترت هب

CUF101-1S  با%TF، 49/39 ردار استتري برخو پ متقارناز کاریوتی.  
در  میکـرون بـود و   6/31برابـر   CUF101-1S ژنوتیـپ  طول کل کروموزومها در

هش کرون بود که کامی 9/25و  2/31ترتیب برابر  هب Reg2Sو  Reg1Sهاي  ن سوماکلو
 ر در تعـداد تغیی ـ. دهـد  ش مراحل کشت بافت نشان مـی طول کل کروموزومها را با افزای

ی بدسـت آمـده از کشـت بافـت و     اهنـه گی ـ در چنـدین گو  اختمان آنس ـکروموزوم و 
و Kaeppler ؛Ahloowalia ،1975، 1976 ،1986(د نسلهایشــان مشــاهده گردیـ ـ 

 ).1997و همکاران،   Roth؛Duncan ،1997 ؛Gupta ،1998 ؛1998همکاران، 

ــه  ــ  گون ــاد تغیی ــالا و تعــداد کرومــوزوم زی ــا ســطح پلوئیــدي ب ــاهی ب رات هــاي گی
وموزوم کم رن و تعداد کاي گیاهی با سطح پلوئیدي پاییه شان بیشتر از گونه وموزومیرک

اهان بدست آمده از کشت بافـت  پلوئیدي در گی پلی). Karp  ،1985و Creissen(بود 
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ختن هسـته بدسـت   از چند برابر شدن سطح پلوئیدي داخلی و یا بهم آمی عمولمطور  به
آرایــش ر تغییــ هــا در ســوماکلونها شــامل تغییــرات کاریوتیــپ). Jain ،2001(د آیــ مــی

سن کـالوس  ). Jain ،2001(باشد  دي میي و یوپلوئیدکروموزومی و همچنین آنیوپلوئی
هر چه سن کالوس بیشتر باشـد   امعطور  بهگذارد و  می ثیرتأ رات کروموزومینیز بر تغیی

ثیر سـنی  در کالوس ذرت هیچ تـأ  یابد اگر چه فراوانی ناپایداري کروموزومها افزایش می
  .)Jain ،2001(ات کروموزومی مشاهده نشد ربر روي تغیی

هـان مـورد اسـتفاده قـرار گرفتـه و بیشـتر در       اهـا در اصـلاح گی   تغییرات سوماکلون
تغییـرات   .کنـد  تنـوع فـراهم مـی   ع محصولاتی با سیستم ژنتیکی محدود یک منبع سـری 

ــی ــد نتیجــه  ســوماکلونی م ــوترکیبی،  نقطــه جهــشتوان ــوزومی و ن ــرات کروم اي، تغیی
ه نوع گیاه، ژنوتیپ، نوع ریز نمونه، محیط کشـت، تعـداد   زان آن بکه می  DNAراتتغیی

 ؛1998و همکــاران،   Jain؛Jain،a 1997(دارد  بســتگی واکشــت و ســن گیــاه  
Safarnejad  ،ــاران ــوق  ). Johnson ،1998و  Veilleux ؛1996و همک ــایج ف نت

نشـان داد   هگردیـد ه در اثر مراحل مختلف کشت بافت ایجاد ها را ک رات سوماکلونتغیی
مراحل مختلف کشت بافت متفاوت است و با افزایش مراحل کشت رات در که این تغیی

   .یابد بافت طول کل کروموزومها کاهش می
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