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چکیده
سابقه و هدف: در ایران جنس اسپرس )Onobrychis) دارای 63 گونه یک ساله و چند ساله مي باشد که در مناطق مختلف آب 
و هوایي پراکنش یافته  اند. تعدادي از گونه  هاي این جنس داراي ارزش علوفه  اي بوده و در کنترل فرسایش و یا به عنوان گیاهان جلب 

کننده زنبور عسل مورد استفاده قرار می  گیرند. این گونه  ها تنوع ژنتیکي بالایي داشته و به عنوان یک ذخیره ژنتیکی غني و ارزشمند 
می  توان از آن ها براي اصلاح گونه  هاي زراعي استفاده کرد. در پژوهش حاضر با شمارش و اندازه گیري کروموزم هاي مرحله متافازي میتوز 

نه گونه اسپرس که بسیاری از آن ها انحصاری ایران می باشند، کاریوتیپ و تقارن گونه ها بررسی می شود.
مواد و روش ها: نه گونه از جنس )اسپرس(، از مناطق طبیعي کشور جمع آوري شد و با استفاده از سلول هاي مریستم انتهایي ریشه 

آن ها، تعداد و ابعاد کروموزم ها در مرحله میتوز اندازه گیري و فرمول کاریوتیپي هر گونه تعیین گردید. 
یافته ها: تعداد کروموزوم پایه در گونه ها بین x=7 و x=8  متغیر و تیپ کروموزوم ها نیز از نوع متاسنتریک تا ساب متاسنتریک بود. از نظر 
 O. lunata 24/26( و کمترین میانگین طول ژنوم به گونه( O. scrobiculata میانگین طول ژنوم، بیشترین مقدار طول ژنوم متعلق به گونه
)14/76( تعلق دارد. گونه O. heliocarpa با فرمول کاریوتیپی 16m از بیشترین درصد شکل کلی )44/856 ( و کمترین مقدار شاخص 
نامتقارن بودن درون کروموزومی )0/218( برخوردار بود و نیز گونه O. oxyptera  با فرمول کاریوتیپی  2m+14sm دارای کمترین درصد 
هاي گونه  بررسي  مورد  هاي  گونه  میان  در  بود.   )0/489( کروموزومی  درون  تقارن  عدم  شاخص  بیشترین  و   )32/552( کلی  شکل 

 O.heliocarp وO. lunata بر خلاف سایر گونه ها که در کلاس B استیبنز بودند در کلاس A قرار گرفتند و داراي کاریوتیپ هاي 
متقارن تر مي باشند که نشان دهنده ابتدایي تر بودن این دو گونه مي باشد. گونه O. oxyptera در کلاس 3B قرار گرفته و کاریوتیپ 
آن به سوي نامتقارني و پیشرفته بودن میل مي کند. در تجزیه خوشه اي به روش Ward بر اساس صفات کاریوتیپی گونه هاي مورد 
مطالعه در دو گروه مجزا قرار گرفتند. کمترین فاصله بین گونه هاي O. buhseana وO. atropatana و بیشترین فاصله بین گونه 

هاي O. heliocarpa O. oxyptera  مشاهده شد. 
بین  تلاقي  انجام  براي  یکدیگر  به  نزدیک  هاي  گونه  انتخاب  و  ها  گونه  بندي  رده  تجزیه جهت  این  از  نتایج حاصل  نتیجه گیری: 

گونه اي استفاده مي شود.
كلمات كلیدی:  اسپرس، تجزیه کلاستر، کاریوتیپ

مقدمه
 Hedysareae و طایفه Fabaceae جنس اسپرس به خانواده
تعلق دارد. این جنس با دارا بودن بیش از 130 گونه چندساله 
مرکز  و  دارد  گسترش  شمالی  معتدله  نواحی  در  یکساله  و 

رشینگر باشد.  می  آسیا  غرب  و  مدیترانه  شرق  آن  تنوع 
.(Rechinger, 1984)

77 گونه را در قالب دو زیرجنس و 9 بخش معرفی کرد. رنجبر 
 (Ranjbar et al., 2004; Ranjbar et al.,همکاران و 
Ranjbar et al., 2007) ;2006 و امیرآبادی زاده و همکاران

جنس  (Amirabadizadeh et al., 2006,2009) از 

معرفی  ایران  از  های جدید  گونه  عنوان  به  را   Onobrychis

ساله  یک  گونه   63 دارای  اسپرس  ایران جنس  در  کردند. 
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)13 گونه( و چند ساله )50 گونه( مي باشد که در مناطق مختلف 
آب و هوایی پراکنش یافته  اند. تعدادي از گونه  هاي این جنس 
داراي ارزش علوفه  اي بوده و در کنترل فرسایش و یا به عنوان 
قرار می گیرند  استفاده  زنبور عسل مورد  گیاهان جلب کننده 
 Lock and Simpson, 1991 Mabberley, 1997;)

Yakovlev et al., 1996). این گونه  ها تنوع ژنتیکي بالایي 

داشته و به عنوان یک ذخیره ژنتیکی غني و ارزشمند می  توان از 
آن ها براي اصلاح گونه  هاي زراعي استفاده کرد. ذخیره ژني این 
با  تتراپلوئید  و  دیپلوئید  متفاوت  پلوئیدي  داراي سطوح  جنس 
عدد پایه کروموزمي متفاوت 7، 8 و 9 مي باشد. میرزایي ندوشن 
و فیاضي درسال 1998 ده جمعیت از گونه O. sativa را که از 
نقاط مختلف ایران جمع آوري شده بود مورد مطالعه سیتوژنتیکي 
قرار داده و ضمن ارزیابي این جمعیت  ها از نظر سطح پلوئیدي 
پارامترهاي آماري راجهت  از  ارائه فرمول کاریوتیپي تعدادي  و 
ارزیابي تقارن کاریوتیپي جمعیت هاي مورد مطالعه ارائه نمودند 
(Mirzaie-Nodoushan and Fayazi, 1998). با بررسي 

 O. aucheri کاریوتیپ 4 گونه اسپرس نشان داده شد که گونه
 ssp.tehranica, O.scrobiculata, O.melanotricha
براساس  و  هستند  کروموزوم   16 داراي   O. oxyptera و
محسوب  دیپلوئید  هاي  گونه   x = 8 کروموزومي پایه  عدد 
ونصیرزاده  حاتمی   .(Ansari et al., 2000) شوند مي 
 Onobrychis گونه  زیر  دو  مورد  در  هایی  پژوهش  طی 
 O.aucherisubsp. و   aucheri subsp. tehranica

ریخت  به خصوصیات  توجه  با  که  دریافتند   psammophila

شناسی و صفات کروموزومی در هر دو تاکسون مشخص می شود 
که این دو زیرگونه با یکدیگر دارای اختلاف ظاهری وکروموزومی

 بوده بنابراین نمی توان آن ها را به عنوان دو زیرگونه ازیک گونه 
تلقی کرد (Hatami and Nasirzadeh, 2006). در مطالعه 
  Hymenobrychis بخش  های  گونه  جمعیت   11 دیگر  ای 
جنس Onobrychis مورد ارزیابی قراردادند و نتایج نشان داد 
  O.chorassanica بیشترین میانگین طول ژنوم متعلق به گونه
گونه به  ژنوم  طول  میانگین  کمترین  و  )22/144میکرون( 

)14/409میکرون(   O.amoana subsp.meshhedensis

تعلق دارد. نتایج تجزیه واریانس صفات مربوط به کروموزوم ها  
اکثریت  نظر  از  اسپرس  مختلف  های  گونه   بین  که  داد  نشان 

دار وجود داشت. در  تفاوت معنی  صفات در سطح یک درصد 
بر   O.michauxii280 گونه  بررسي  مورد  هاي  گونه  میان 
خلاف سایر گونه ها که در کلاس A استیبنز بودند در کلاس 
گونه  بود.  تر  متقارن  نا  کاریوتیپ هاي  داراي  و  قرار گرفت   B
فرمول  داشتن  با   O. amoena subsp. meshhedensis

طول  بیشترین   ،A1 کلاس  در  گرفتن  قرار   ،14  mکاریوتیپی
نسبی کروموزوم )68/26(،  کمترین دامنه طول نسبی کروموزوم 
)5/31(، کمترین میزان نامتقارن بودن بین کروموزومی )0/12( 
و درصد فرم کلی بالا به عنوان متقارن ترین گونه بود که نشان 
دهنده ابتدایی تر بودن این گونه می باشد. با توجه به گروه بندی 
شباهت  بیشترین  کروموزومی  خصوصیات  اساس  بر  ها  گونه 
کمترین  و   O.mazanderanica گونه های  جمعیت  بین 
و  O.mazanderanica هاي  گونه  بین  نزدیکی  و  قرابت 

 .(Ghanavati etal., 2010) وجود داشت  O. michauxii

در پژوهش حاضر با شمارش و اندازه گیري کروموزم هاي  مرحله 
انحصاری  آنها  از  بسیاری  که  اسپرس  گونه  نه  میتوز  متافازي 
ایران می باشند، کاریوتیپ و تقارن گونه ها بررسی خواهد شد.

مواد و روش ها
9 گونه اسپرس مورد مطالعه کروموزومی قرار گرفت )جدول 1(. 
ابتدا براي از بین بردن سختي پوسته بذر، سطح 100 عدد از بذر 
هر جمعیت توسط کاغذ سمباده خراش داده شد و سپس با آب 
پتري دیش هاي  در  تیمار شده  بذور  ژاول ضدعفوني گردیدند. 
به  و جهت جوانه زني  گرفت  قرار  مرطوب  کاغذ صافي  محتوي 
 48 از  پس  گردیدند.  منتقل  سانتي گراد  درجه   25 ژرمیناتور 
کردند،  رشد  سانتي متر   1-1/5 اندازه  به  ریشه چه ها  که  ساعت 
ریشه چه ها را جدا کرده و به محلول پیش تیمار 8- هیدروکسی 
کینولئین منتقل و به مدت 3/5 ساعت در یخچال نگهداري شدند.

محلول  در  مقطر  آب  با  شستشو  از  پس  ادامه  در  ها  نمونه 
و  درصد  ده  فرمالین  یک  به  یک  )محلول  لویتسکي  فیکساتور 
اکسید کرم یک درصد( قرار داده شدند و در یخچال نگهداري 
گردیدند. پس از گذشت 30-24 ساعت به مدت 3 ساعت در آب 
جاري شستشو و در الکل 70 درصد نگهداري شدند. ریشه چه ها 
در  دقیقه   12 مدت  به  نرمال  هیدروکسید  سدیم  محلول  در 
هماتوکسیلین  با  و  هیدرولیز  سانتي گراد  درجه   60 آبي  حمام 
رنگ آمیزي شدند. برای از بین بردن تیغه میانی و تهیه گسترش 
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بهتر سلولی ریشه چه ها به مدت یک ساعت در آنزیم سلولاز 
و پکتیناز قرار گرفتند. و پس از اسکواش، 10-5 پهنه متافازي 
مطالعه  گونه  هر  براي  ریشه  نوک  مریستم  هاي  سلول   میتوز 
گردید. در تمام نمونه  هاي مورد مطالعه ابتدا تعداد کروموزم ها 
در سلول شمارش شد و پارامتر هاي کاریوتیپي نظیر طول کل 
اندازه بازوي کوتاه   ،(LA) اندازه بازوي بلند  ،)TL( کروموزوم
بلند  بازوي  نسبت   ،(SA) کوتاه  به  بلند  بازوي  نسبت   ،(SA)

که   )CI( سانترومري  ضریب  شاخص  و   )  r-value( کوتاه  به 
توسط بازوي کوتاه به طول کل کروموزوم است  بیانگر نسبت 

گیري  اندازه  میکرون  بر حسب   Micromeasure افراز  نرم   
درصد شکل کلي  مانند  کاریوتیپي  پارامترهاي  دیگر  گردید. 
ترین و کوچک  نسبي بزرگ  اختلاف درصد طول   ،(TF%)

ترین کروموزوم (%DRL )،  طول نسبی کوتاهترین کروموزوم 
)%S(، ضریب نامتقارن بودن درون کروموزومي (A1)  و بین 
تعیین  براي  بررسي  این  در  شدند.  محاسبه   (A2(کروموزومي
وضعیت تکاملي و مطالعه تقارن کاریوتیپي جمعیت ها از جدول 
 .(Stebbins, 1971) شد  استفاده   Stebbins طرفه  دو 
مقایسه میانگین صفات نیز با استفاده از آزمون چند دامنه اي 
بندي  براي گروه  انجام گرفت .  دانکن )در سطح احتمال%1( 
آن ها تجزیه کلاستر (Ward) انجام شد. تجزیه آماري داده ها 

توسط نرم افزارSAS انجام شد.

Onobrychis شکل1- متافاز میتوزي گونه های

شکل2 - ایدیوگرام گونه های اسپرس مورد بررسی

جدول 1- اسامی گونه هاي مورد مطالعه و رویشگاه  های آن ها

HabitateرویشگاهSpeciesردیفگونه گیاهی
Row

East Azerbaijan: Zenoz village.O. atropatana Boiss.1

Khorassan razavi: Mashhad.O. scrobiculata Boiss.2

Fars: Shiraz, Kamfiroz.O. oxyptera Boiss.3

Fars: Shiraz, Hosseinabad village.O. sojakii Rech. f.4

Kordestan: Sanandaj, Abidar mountain, 1700- 1760m.O. andalanica Bornm., Beih.5

Kordestan: Saghez, Malgherni.O. lunata  Boiss.6

Kerman: Khabr†.  O. melanotricha Boiss.7

East Azerbaijan: Shabestar, Tezej village.O. heliocarpa Boiss.8

East Azerbaijan: Shabestar, Sophian.O. buhseana Bunge ex Boiss.9

O. atropatanaO.andalonicaO.scrobiculata

O.oxypteraO. melanotrichaO.lunata

O.buhseanaO. sojakiiO. heliocarpa
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یافته ها
و   1 در شکل  مطالعه  مورد  هاي  گونه  متافازي  تصاویر صفحه 

ایدیوگرام مربوط به آن ها در شکل 2 ارائه شده است.
این مطالعه نشان داد که هرچند گونه ها و جمعیت هاي مختلف 
اسپرس داراي تعداد متفاوتي کروموزم پایه هستند ولي همگي در 
داشتن کروموزم هاي کوچک مشترک هستند. با استفاده از نسبت 
اندازه طول بازوي بلند بر بازوي کوتاه کروموزم ها و براساس نظر 
کاریوتیپي  فرمول   (Levan et al., 1964) همکاران  و  لوان 
کاریوتیپی  های  ویژگی  شد.  تعیین  بررسي  مورد  گونه هاي 
های گونه  است.  شده  داده  نشان   2 جدول  در  نیز  ها  گونه 

 O .he l iocarpa ،O.anda lan ica ،O. luna ta

و O. atropatana  انحصاری  ایران می باشند.
پایه  عدد  ها  گونه  بین  پایه،  کروموزوم  تعداد  لحاظ  از 
گونه که  طوري  به  گردید.  مشاهده   8 7و   کروموزومي 
2n=2x=14 دارای x=7 با عدد پایه کروموزومی O.lunata 

تعداد   x=8 کروموزومی  پایه  عدد  با  ها  سایرگونه  و  کروموزوم 
دیپلوئید  همگی  و  داده  نشان  را  کروموزوم   2n=2x=16

تحقیق  در  بررسي  مورد  هاي  کروموزوم  تیپ  باشند.  مي 
باشد،  مي  متاسنتریک  ساب  تا  متاسنتریک  نوع  از  حاضر 
و   O.lunata هاي  گونه  هاي  کروموزوم  تمام  که  طوري  به 
از  تلفیقي  ها  و سایر گونه  متاسنتریک  نوع  از   O.heliocarpa

متاسنتریک تا ساب متاسنتریک مي باشند. از نظر تعداد ستلایت 
ها گونه O.buhseana داراي 4 ستلایت بوده و سایر گونه ها 2 
ستلایت  دارند.  مقایسه میانگین طول ژنوم گونه  های اسپرس نیز 
نشان داد که از نظر میانگین ، بیشترین مقدار طول ژنوم متعلق به 

گونه O.scrobiculata )24/26( و کمترین میانگین طول ژنوم به 
گونه O.lunata )14/76( تعلق دارد. هم چنین نتایج این تحقیق 
نشان داد که گونه O.heliocarpa با فرمول کاریوتیپی m 16 از 
بیشترین درصد شکل کلی )44/856 ( و کمترین مقدار شاخص 
نامتقارن بودن درون کروموزومی )0/218( برخوردار بود و نیز گونه  
با فرمول کاریوتیپی 2m+14sm دارای کمترین   O. oxypter

درصد شکل کلی )32/552( و بیشترین شاخص عدم تقارن درون 
کروموزومی )0/489( می باشد. مقایسه میانگین اختلاف دامنه طول 
نسبی کروموزوم نشان داد که بین گونه های مختلف  از نظر این 

صفت اختلاف معنی داری وجود ندارد ) جدول 3(. 

گونه هاي مورد مطالعه با استفاده از روش  Stebbins )1971( به 

به منظور  لحاظ کاریوتیپي مورد مقایسه قرار گرفتند) جدول2(. 

گروه بندی گونه ها تجزیه خوشه اي به روش Ward صورت گرفت 
)شکل3(. 

شکل3 -دندروگرام حاصل از تجزیه خوشه ای گونه های اسپرس بر اساس 
ویژگی های کاریوتیپی

بر این اساس گونه هاي مورد مطالعه در دو گروه مجزا قرار گرفتند.

گروه اول شامل گونه هاي O.heliocarpa و O.lunata بوده 

جدول 2- ویژگی های کاریوتیپی  تعداد کروموزوم )2n( ، عدد پایه کروموزومی )x(، کلاس استبینز )SC(، تعداد ماهواره )Sat( و فرمول کاریوتیپی گونه های مورد مطالعه

KaryotypeSatSCX2nSpeciesRow
10m+ 6sm22B816O. atropatana1
8m+ 8sm21B816O. scrobiculata2
2m+ 14sm23B816O. oxyptera3
8m+ 8sm21B816O. sojakii4
14m+ 2sm21B816O. andalanica5

14m-1A714O. lunata6
12m+ 4sm21B816O. melanotricha7

16m21A816O. heliocarpa8
6m+ 10sm41B816.O. buhseana9
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  ،)CI( شاخص سانترومری  ،)LA( مجموع بازوهای بلند  ،)SA( مجموع بازوهای کوتاه ،)TL(جدول3 - مقایسه میانگین صفات کاریوتیپی طول کل کروموزوم
 ،)%DRL( اختلاف دامنه طول نسبی  ،)%S( طول نسبی کوتاهترین کروموزوم ، )%TF( درصد فرم کلی ،)r-value( بازوی کوتاه بلند به  بازوی  نسبت طول 
 )q( کروموزوم  کوتاهترین  )p(، طول  کروموزوم  بلندترین  )A2(، طول  کروموزومی  بین  بودن  نامتقارن  )A1(،  شاخص  کروموزومی  درون  تقارن  عدم  شاخص 

گونه های مورد مطالعه

qPA2A1%DRL%S%TFr-valueCILASATLژنوتیپ

1.53b3.43ab0.27ab0.34bc9.29a44.62ab38.21bc13.03b3.12ab12.71bc7.8bc20.52abO.atropatano

1.72ab4.10a0.283a0.39b9.44a41.79b37.16bc13.62b3.54a15.27ab9.02b24.26aO.scrobiculata

1.87ab3.95a0.24abc0.48a8.76a49.76ab32.55d16.7a2.64b15.7a7.65bc23.53abO.oxyptera

1.57ab3.62ab0.27ab0.35bc9.85a44.11ab38.74bc12.98b3.10ab12.4c7.97bc20.601abO.sojakii

1.57ab3.42ab0.281a0.33bc9.48a46.25ab39.26bc12.77b3.17ab11.88c7.52bc19.41bO.andalanica

1.54ab2.88b0.21bc0.301c9.17a53.48a40.53b10.51c2.83b8.79d5.97c  14.76cO.lunata

1.95ab4.14a0.25abc0.32bc9.35a46.89ab39.39bc12.45b3.19ab14.41abc9.36ab23.77abO.melanotricha

2.09a3.89a0.19c0.21d7.67a54.06a44.85a10.33c3.52a11.75c11.68a23.23abO.heliocarpa

ab 1.623.55ab0.26ab0.373bc9.35a45.87ab37.07c13.75b3.01ab12.99bc7.64bc20.61abO. buhseana

در هر ستون میانگین هایی که دارای حداقل یک حرف مشترک هستند بر اساس آزمون چند دامنه ای دانکن در سطح احتمال پنج در صد اختلاف معنی داری 
ندارند.

و سایر گونه هاي مورد مطالعه درگروه دوم قرار گرفتند. 
  بحث

برخی از گونه های مورد بررسی انحصاری ایران می باشند که در 
این تحقیق برای اولین بار مطالعات کروموزومی آن ها انجام شد. 
مورد  در  محققین  دیگر  توسط  سیتوژنتیکي  مطالعات  نتایج 
باشد مي  تحقیق  این  نتایج  موید  نیز  جنس  دیگر  های  گونه 
(Zohary, 1972 Coa, 1984; Goldblatt, 1992-

 1993; Ansari etal., 1379;  Hesamzade and

ziainasab, 138). همچنین در این تحقیق مطالعات مربوط 

بودن  پیشرفته  یا  و  ابتدایی  جهت  ها  گونه  تقارن  تعیین  به 
گونه ها به روش های مختلف انجام شد. بر اسـاس روش استـبینز 
سایر  خلاف  بر   O. lunata و   O.heliocarpa هاي  گونه 
گونه ها که در کلاس B استیبنز بودند در کلاس A قرار گرفتند 
و داراي کاریوتیپ هاي متقارن تری مي باشند که نشان دهنده 
ابتدایي تر بودن این دو گونه مي باشد. گونه O. oxyptera در 
کلاسB3  قرار گرفته و کاریوتیپ آن به سوي عدم متقارن و 

پیشرفته بودن میل مي کند. 
ها  گونه  نزدیکی  و  دوری  تعیین  برای  بررسی  این  در 
انجام  کاریوتیپی  صفات  کلیه  براساس  ای  خوشه  تجزیه 
قرار  مجزا  گروه  دو  در  مطالعه  مورد  هاي  گونه  که  شد 

و  O.heliocarpa هاي  گونه  شامل  اول  گروه   گرفتند. 
O. lunata بوده و سایر گونه هاي مورد مطالعه درگروه دوم 

قرار گرفتند. مشخصه بارز گروه اول نسبت به گروه دوم، داشتن 
A1 کوچکتر و میزان درصد شکل کلي بالاتر مي باشد، هم چنین 

    O.atropatana و   O.buhseana هاي  گونه  بین  شباهت 
و   O.oxyptera هاي  گونه  بین  شباهت  کمترین   و 

O.heliocarpa وجود دارد.  

تعیین  و  آن ها  ابعاد  اندازه گیري  و  کروموزم ها  تعداد  شمارش 
اختلاف هاي احتمالي بین کروموزم هاي گونه هاي مختلف مي تواند 
به عنوان ابزاري در تعیین احتمال موفقیت در انجام تلاقي هاي بین 
گونه اي به کار گرفته شود (Lemmi et al., 1995). مطالعات 
بین  دورگ هاي  از  حاصل  نتایج  تا  است  لازم  سیتوژنتیکي 
گونه هاي دیپلوئید و تتراپلوئید به مرحله ثبات و پایداري لازم 
از نظر ویژگي هاي کاریوتیپي برسد. نتایج حاصل از این تجزیه 
جهت رده بندي گونه ها و انتخاب گونه هاي نزدیک به یکدیگر 

براي انجام تلاقي بین گونه اي استفاده مي شود.  
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