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  هاي مرکبات ایران بر اساس  بررسی تنوع ژنتیکی برخی ژنوتیپ

 PCR-RFLPو  ISSRنشانگرهاي مولکولی و خصوصیات 
  

  3سمانه راهب و 2بهروز گلعین، 1بابک عدولی*
  ،رامسر، ایران گرمسیري، هاي نیمه استادیار پژوهشکده مرکبات و میوه1
  ،رامسر، ایران گرمسیري، هاي نیمه دانشیار پژوهشکده مرکبات و میوه2

   رامسر، ایران گرمسیري، هاي نیمه محقق پژوهشکده مرکبات و میوه3
  16/06/1398؛ تاریخ پذیرش: 30/10/1397تاریخ دریافت: 

  1چکیده
و  يبذر یادازد یطولان سابقه ی،افشان ردهدگرگاز  یکه ناشدارد  يا گسترده یکیژنتتنوع  یرانپلاسم مرکبات ا ژرم سابقه و هدف:

ارزشمند  یرهذخ ینافراد ا ینب یکینتژو فاصله  یلوژنتیکروابط ف ي،بند رده یتوضع یینتع يبرا .است یکیژنت يها جهش یفراوان
کسب  يحاضر برا پژوهشدر . کرداستفاده  DNAبر  یمبتن یمولکول يدر کنار نشانگرها يرفولوژوم هاي یگژیواز  یدبا یکیژنت

کترا  یقاتیتحق یستگاها یونکلکسدر موجود مرکبات  یناشناخته محل یپژنوت 79 ینموجود ب یکیقرابت ژنتدر مورد درجه  یاطلاعات
 .) مورد استفاده قرار گرفتPCR-RFLPو  ISSR، شناسییختر سه نوع نشانگر (، يتجاررقم  18 ها ازآن یفاصله نسب یینو تع

  
 یمحل یپژنوت 79 يا به اطلاعات شناسنامه یابیمنظور دستساله و بهسه یپژوهشصورت مطالعه حاضر به ها: مواد و روش

پژوهش  ینانجام گرفت. ا یکدیگرها با آن یکیفاصله ژنتو  یلوژنتیکروابط ف یینمرکبات (شاهد)، تع يرقم تجار 18ناشناخته و 
 ISSR يبر نشانگرها یمبتن یکلروپلاست DNA یهو تجز یشیصفت زا 40و  یشیصفت رو 19تعداد  اي یسهمقا یبر اساس بررس

ثبت  اي نامه یفتوص يبر اساس استانداردها شناسی ریختساله صفات سه یانگینم انجام گرفت. یبرگ يها نمونه PCR-RFLP و
با استفاده از  DNAانجام و مقدار  یپنوتهر ژ یبرگ يها از نمونه DNAاستخراج  ی،منظور انجام مطالعات مولکولبه. یدگرد

 يها بر اساس داده یو مولکول شناسی ریخت يها داده يا خوشه یهشد. تجز یريگ نانومتر اندازه 260نانودراپ در طول موج 
ها آن يبند و رتبه يکدگذار يمبنا بر ها یپژنوت ینتشابه جاکارد صورت گرفت و اختلاف ب یب) و ضرUPGMAنشده (جفت

  . یرفتصورت پذ
  

  نشان  POPGENEو  NTSYS-pc يافزارها با نرم یو مولکول شناسی ریخت يها داده يا خوشه یهتجزحاصل از  یجنتا :ها یافته
   يها تشابه یبضردر  یبترتبه PCR-RFLPو  ISSR يو نشانگرها يفات ظاهربر اساس ص توانند یم ها یپه ژنوتهم داد که

 یرگروه) به دو زAخوشه ( ین، اول شناسیریخت يها طبق دادهشوند.  يبند طبقه یاصل خوشه 5و  9، 12به  درصد 60و  53، 40
) بالنگ، Cو در خوشه سوم ( یهمه ارقام پرتقال و نارنگ )Bدر خوشه دوم ( .بود یمورقم ل 3ها شامل از آن یکی شد که یمتقس

                                                
  b.adouli@areeo.ac.irمسئول مکاتبه:  *
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 هاي یپژنوت یچند شکلدرصد نشان داد که  ISSRنشانگر  یهحاصل از تجز یجنتا دانکن قرار داشتند. فروت یپو گر یداراب
ها قرابت از آن یتوجهبود و تعداد قابل یرمتغ N1و  N10 ينشانگرها يبرا یبدرصد به ترت 53درصد تا  92شده از  یبررس

 يو صفات ظاهر ینشان داد که کامکوات بر اساس مشخصات مولکول ینچنمطالعه هم ینا یجاند. نتا با پرتقال داشته یکینزد
  و  ها فروت یپها، گر پرتقال یگر،د ي. از سویردمجزا قرار بگ یدر گروه تواند یاز خانواده مرکبات است و م یزمتما یجنس

 یناز پرتقال و پوملو هستند انطباق دارد. به ا ییها دورگ ها فروت یپکه گر یتواقع ینگروه بودند و با ا یکدر  یپوملوها همگ
  سه گونه  یزتما ین،بر اشد. علاوه یینشاهد تع يها و با رقم یکدیگربا  یناشناخته محل هاي یپدرجه مشابهت ژنوت یب،ترت

C. reticulata ،C. medica  وC. maxima ممکن شد. یبه خوب یزن  
  
کترا  یونکلکس ناشناخته مرکبات هاي یپوتژن یو مولکول شناسی ریختصفات  یريگ از اندازه حاصل يها داده :گیري یجهنت
را با ها آن یکنتیلوژو روابط ف یکیفاصله ژنت ینچنرا مشخص و هم یناشناخته محل یپژنوتهر  يا اطلاعات شناسنامه تواند یم

 ینوالدکارآمد از  ینشیگزحاصله،  یجبر اساس نتا یندهدر آ توان یم یب،ترت ینه ابکند.  یینتع يتجار يها و با رقم یکدیگر
  .ممکن کرد یدارقام جد یجادو ا یاصلاح يها به اهداف برنامه یابیدست يبرارا  ها یتلاق

  
  یمولکول ي، نشانگرهاشناسی ریخت، صفات یکیژنت یرذخا ي،ا خوشه یهتجز :یديکل هاي واژه

  
  مقدمه

از  يا و درختچه یدرخت یمرکبات محصولات
و  یريمناطق گرمس یبومو  Rutaceaeaخانواده 

هستند. در گسترش وسیع جغرافیایی با  گرمسیري یمهن
 یوهصنعت م ینمرکبات به دوم یدتول حال حاضر

 یلیونم 10معادل  یشده و سطح کشت یلجهان تبد
تن را به خود  یلیونم 146بالغ بر  یدبا تول هکتار

 در یرانسهم ا یان،م یندر اکه  داده استاختصاص 
 3/3و  7/3 معادل یبترتبه یو سطح کشت جهان یدتول

مرکبات  گسترده یکیتنوع ژنت. )9و  6( استدرصد 
 يبالارصد دحاصل  یاديکه تا حدود ز یرانا

و سابقه  يخودبخود هاي جهش وفور، یشندگرگ
شکل، از  یطیف وسیع، باشد یم يبذر یرتکث یطولان

پلاسم  ژرم وکرده  یجادرا امرکبات  یوهماندازه و رنگ 
آورده فراهم  یاصلاح يها برنامه يبرارا  يارزشمند

 ينژاد به يها برنامه ياجراکه ییجااز آن .)8( است
 یکیاز تنوع ژنتجامع  یاطلاعاتبه  یدسترس یازمندن

 استآن افراد  ینباز قرابت  یقیدق ینتخموپلاسم  ژرم
 یاتخصوصاز  یشناخت کافبا  یدبا )20و  18(

مرکبات پلاسم  ژرم یمولکول هاي یگژیوو  يظاهر
 روابطو  بندي رده یتوضع یینتعکشور نسبت به 

  ).14(کرد اقدام آن افراد  فیلوژنتیک
 یراخکه تا سه دهه  شناسی ریخت ينشانگرها

 مانند يصفات ظاهر یکیژنت يها شهنق یهته يبرا
 اند هو شکل برگ مورد استفاده بود یزال ی،پاکوتاه

 ندیستن یکاف ییبه تنها یهدف ینبه چن یدنرس يبرا
 یطمتأثر بودن از شرامانند  یاديز هاي یتمحدود یراز

ضمن آنو داشته  یاهگ يو مرحله رشد و نمو یطیمح
با توارث غالب/مغلوب  یفیصفات کبه اغلب که 

). 18( هستند یزن يبند مشمول رتبه شوند، یممربوط 
به  یابیدستو نشانگرها  ینا یلتکم يبرا یناربناب

در حوزه  یگريابزار داز  یدبا تر یقاطلاعات دق
از  یکیکه استفاده کرد  یشناسی مولکول زیست

 DNAبر  یمبتن یمولکول ينشانگرهاها آن ترین یاديبن
از  تر یشب نشانگرها ینا یزقدرت تما ).8است (

و  بوده ینیپروتئ یحتو  شناسی ریخت ينشانگرها
موجود در  يها اختلاف يسازبا آشکار توانند یم

 یینتعدر  ینقش مهمکننده دیرکو غ کدکننده هاي یتوال
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 داشته باشند ییاهگ يها مجموعهافراد  ینقرابت ب
، DNAبر  یمبتن یمولکول ينشانگرها یندر ب ).10(

 یع،ساده، سر یعنوان روشبه ISSR ينشانگرها
در  يا گستردهاستفاده  یرتکرارپذ یارکارآمد و بس

 یاديو ارزان تعداد ز یعسر یق،دق یلو تحل یهتجز
تنوع  يآشکارساز ررا داشته و د یژن هاي یگاهجا
 یزن  PCR-RFLP).21د (ندار يدایکاربرد ز یکیژنت

که ست ا DNAبر  یمبتن ياز نشانگرها یگرد یکی
 يتردقت کم یممستق یابی یبا توال یسهگرچه در مقاا

 یکو تفک ییشناسا يبراساده و ارزان  یروشدارد اما 
  ).15( ستها گونه

 ينشانگرهامربوط به کاربرد  ییقاتتحقاز سوابق 
به  توان یممرکبات پلاسم  در مطالعه ژرم یکیژنت
با کمک  یلکشور برز یمحل یرقم نارنگ 37 یابیارز

 يمنجر به تجار اشاره کرد که يمورفولوژ ينشانگرها
 پژوهشدر ). 13( ها شددادن اغلب آن یصتشخ

مرکبات  یونکلکساز  ینارنگرقم  63تعداد  یگريد
صفت  10و  یصفت کم 20ه کمک ب یکمکزکشور 

و معلوم شد  یبررس یوهرگ، گل و ممربوط به ب یفیک
 یکیتنوع ژنت يبالا یارقام با توجه به گستردگ یناکه 

 ينژاد به يها برنامه يبرا یمناسب یهماده اول توانند یم
 يها با نشانگرکه  یگريد پژوهش یجنتا ).4( باشند

ISSR  وPCR-RFLP یشاونديخوروابط  یررسبه ب 
گرفت انجام  یتروسس جنساز گونه  68 ینبموجود 

  پرتقال،  یپژنوت 14 یکیژنتاختلاف  کهنشان داد 
 یربا سا یمول یپو پنج ژنوت فروت یپگر یپژنوت یک

و  آبکنار ياسد ).3( است تر یشب یاربس یتافراد جمع
 يروکه  PCR-RFLP یهبا تجز یز) ن2012( همکاران

DNA یشنماانجام گرفت موفق به  یکلروپلاست 
رکبات از م نمونه 30 ینموجود ب یلوژنتیکفروابط 

براساس  یلوژنیدرخت ف یلتشکها با آن. شدند یقیحق
UPGMA سه که  ندنشان داد یستشابه دا یسو ماتر

ضمن  Clymeniaو  Poncirus ،Fortunellaجنس 

 تري یشقرابت ب یکدیگر،از  مستقل ییها گروه یلتشک
 یاصل خوشهه آن در س يها که گونه Citrus با جنس

 یگري،د پژوهشدر  .)2( اند داشته بود يبند  طبقه
و  ناساییبا هدف ش )2004( همکاران و شهسوار

از  نوتیپژ 33 ینموجود ب یلوژنتیکروابط ف یینتع
نشانگرهاي  ،و انواع ناشناخته مرکبات يارقام تجار

ISSR ابطوربا  ییها گونهکردن  متمایز يرا برا 
 یجنتا. )22( دادند یصتشخ یدمف نزدیک خویشاوندي

 یريکارگ هاز ب )2012( و همکاران ینلعگگزارش 
توانست منجر  یزن PCR-RFLPو  SSR ينشانگرها

رقم  یناز والد یکیعنوان افلمون بهر یصتشخبه 
 .)11(ها ناشناخته مانده بود شود که تا مدت ییکراب

 هاي یمعلوم کردن چندشکل يبرا حاضر پژوهشدر 
و ناشناخته  یعیطب هاي یپدر ژنوتموجود  یکیژنت

ها از آن یفاصله نسب یینکترا و تع یونمرکبات کلکس
کمک با ساله سه یپژوهش، موجود يارقام تجار

 PCR-RFLPو  ISSR، يمورفولوژ ينشانگرها
 يا خوشه یهتجزحاصل از اطلاعات از تا شد انجام 

 یاهداف اصلاح یردر مس یگام مهمبتوان ها  داده
  مرکبات برداشت.

  
  ها مواد و روش

مرکبات  یونکلکسدر محل  هسالسه پژوهش ینا
درجه  50و  یدرجه عرض شمال 36(کترا  یستگاها

متعلق به  )یامتر از سطح در 60با ارتفاع  یطول شرق
واقع در  گرمسیري یمهن هاي یوهپژوهشکده مرکبات و م

تا  1395 يهاسال یدر (ط شهر تنکابن یلومتريک 18
، پژوهش یناست. هدف از اگرفته انجام ) 1397
شمال کشور مرکبات ناشناخته  یپژنوت 79 يبند گروه

ها با آن یکیقرابت ژنت یینو تع) G79تا  G1 يکدها(
هر  وده است.ب )شاهد( يرقم تجار 18و با  یکدیگر

 يتجار يها رقم ینو همچن یعیطب هاي یپاز ژنوت یک
)، سلطان مرکبات 80G( یاورزپرتقال سشامل که شاهد 
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)81G82دانکن ( فروت یپ)، گرGیسبونل یموي)، ل 
)83G،( یاپرتقال والنس )84Gینسانگ )، پرتقال گروس 
)85G86( ی)، دارابG) نارنج ،(87G) 88)، بالنگG ،(

)، پرتقال 90G)، کامکوات (89G( ینکلمانت ینارنگ
)، 93Gانشو ( ی)، نارنگ92G( یوزو)، 91Gناول ( تامسون

)، 95Gناول ( )، پرتقال واشنگتن94G( یدنس ینارنگ
بودند با پنج ) 97G( یعمان یمولو  )96G( یموشیرینل

 یندر زممجزا  هایی یفدر رد یتکرار تک درخت
 یشیصفت رو 19ساله سه یانگینممستقر بودند. 

 30 یريگ اندازهتاج و  یشکل کل یاز بررسحاصل (
 30حاصل از ( یشیصفت زا 40و  برگ از هر درخت)

 يمطابق با الگواز هر درخت)  یوهم 10گل و 
 یلو تحل یهانجام تجز يبرامرکبات  نامه یفتوص
صفات . ها مورد استفاده قرار گرفت داده يآمار

عادت رشدي درخت، ثبت شده شامل  شناسی ریخت
شاخه با تنه، تراکم شاخه، شکل تاج، رنگ نوك  یهزاو

و  یبرگ، شکل کل یمتقس یغ،شاخه، تراکم و شکل ت
نوك برگ، طول و عرض  یت، وضعپهنک یهحاش

گوشوارك، اتصال  يپهنک، طول دمبرگ، شکل و پهنا
طول  ؛نوع و رنگ گل ؛یده لزمان گ، پهنک به دمبرگ

رنگ  ؛قطر کاسبرگ ؛تعداد و ابعاد گلبرگ ؛دمگل
 ی؛؛ فصل باردهبساك به کلاله یطول نسب ؛بساك

رنگ، بافت و  ؛یوهشکل قاعده و نوك م یوه؛شکل م
نسبت طول  ؛یوهمو ابعاد وزن ؛ یوهضخامت پوست م

وضوح غدد  ؛به گوشت بر یانم یچسبندگ ؛یوهبه قطر م
حضور  یت؛وضعبر یانرنگ م ؛یوهدر پوست م یترشح
ضخامت و  ها؛ تعداد پره ؛یوهر نوك مو خامه دهاله 

 ؛یوهم یانیمحور م یتوضع ؛ها پره یوارهد یچسبندگ
 هاي یسهطول و ضخامت ک ؛رنگ و بافت گوشت

که  بود بذر، رنگ و بافت سطح شکلتعداد،  ؛یترشح
هاي  بر اساس روش گروهو  NTSYS-pcافزار نرمبا 

تشابه جاکارد  یبضر) و UPGMA( نشدهجفتی وزن

اختلاف بین  یب،ترت ینند. به اشد يا خوشه یهتجز
 يکدگذار يالگوبا و دهی  رتبه یوهبه شها  ژنوتیپ

 یفیتوص يها آماره یريگ اندازه. شد یینتع ها یپژنوت
  SPSS 21.0افزاررمبا ن یزن یمورد بررس یرهايمتغ

  نجام شد.ا
 DNAاستخراج ، مولکولی هاي بررسیبراي 

) 1980هاي برگی به روش موري و تامسون ( نمونه
اسپکتووفتومتري  صورت هب DNAغلظت و انجام 

ر طول موج دجذب گیري سطح  اندازهبا (نانو دراپ) 
هایی که  نمونه سپس شد ومشخص نانومتر  260

 داراي کمیت و کیفیت مناسب بودند انتخاب شدند.
با دستگاه استخراج شده  DNAبراي این منظور، ابتدا 

 روي ژل آگارز دو درصد BioRADالکتروفورز افقی 
تنها ررسی و ب متر سانتی 15×15 به ابعاد TBEحاوي 

مت بالایی ژل بدون سهایی که یک باند ضخیم در ق آن
براي مرحله بعد انتخاب ه بودند کشیدگی ایجاد کرد

اي پلیمراز از دستگاه  براي انجام واکنش زنجیرهشدند.
) حاوي Applied Biosystem 9700ترموسایکلر (

که در ) 1(جدول  ISSRآغازگر  10چاهک و  96
 شکلیاطلاعات چندمحتواي  مطالعات قبلی بالاترین

)PIC( شهسوار) و  را به خود اختصاص داده بودند
استفاده شد. در این بررسی، تعداد  )2004، همکاران

توصیه شده ) 2(جدول  سه جفت آغازگر کلروپلاستی
هفت آنزیم برشی و ) 2012توسط اسدي و همکاران (

، MSPΙ (HpaΙΙ) ،BsuRΙ (HaeΙΙΙ) ،HinfΙشامل 
Hin6Ι ،HindΙΙΙ ،TaqΙ بندي دسته .کار برده شد به 

پس از تشکیل ماتریس هاي مولکولی  دادهراساس ب افراد
 NTSYS-pc افزار نرمبا کمک دو  صفر و یک

به روش اي  و تجزیه خوشهشد انجام   POPGENEو
UPGMA  ترین  ضریب تشابه جاکارد که بیشبا

، صورت را داشت )78/0ضریب همبستگی کوفنتیک (
 گرفت.
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  .استفاده شده در آزمایش مولکولی ISSRآغازگرهاي  -1جدول 
Table 1. ISSR primers used in molecular experiment. 

  کد آغازگر
primer code 

  آغازگر
primer 

  کد آغازگر
primer code 

  آغازگر
primer 

N1 HVH (GA)7T N6 (AG)8YC 

N2 BDB (CA)7C N7 (AC)8YG 

N3 DBDA (CA)7 N8 (AC)8YA 

N4 (GA)8YG N9 (AC)8YT 

N5 (AG)8YT N10 (CA)8RG 

  
  .آغازگرهاي کلروپلاستی استفاده شده در آزمایش -2جدول 

Table 2. Chloroplast primers used in the experiment. 

  کد
code 

  گرآغاز
primer 

  توالی
Sequence 

1 rbcL 5′-ATGTCACCACAAACAGAAACTAAAGCAAGT-3′ 

2 ORF106 5′-ACTACAGATCTCATACTACCCC-3′ 

3 trnD  5′-ACCAATTGAACTACAATCCC-3′ 

4 trnT  5′-CTACCACTGAGTTAAAAGGG-3′ 

5 trnH 5′-ACGGGAATTGAACCCGCGCA-3′ 

6 trnk 5′-CCGACTAGTTCCGGGTTCGA-3′ 

  
  و بحث نتایج

: مورفولوژيصفات گیري  اندازهنتایج حاصل از 
انحراف معیار ، مقادیرحداقل، حداکثر، میانگینبررسی 

 شناسی ریختصفت  13 مربوط به ضریب تغییراتو 
نشان داده شده است.  3در جدول برگ و میوه 

دو صفت تعداد مربوط به ضریب تغییرات بالاترین 
  و نسبت طول به عرض پهنک درصد)  55(بذر 

ترین ضریب  پاییندر مقابل، و درصد) بوده  49(

مربوط به صفت طول به قطر  درصد) 10( تغییرات
ضریب بالا بودن در مجموع، . ه استبودها  میوه

 پژوهشدر این شده  گیري صفات اندازهتغییرات 
تنوع دامنه گستردگی اطمینانی براي  قابلتواند نشانه  می

از نظر اهداف که  افراد مورد بررسی باشدژنتیکی 
  .نژادي بسیار ارزشمند است به
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  .هاي مختلف هاي توصیفی متغیرهاي مورد بررسی در ژنوتیپ آماره -3جدول 
Table 3. Descriptive statistics of variables studied in different genotypes. 

 صفات
Characters  

 حداقل
Minimum  

 میانگین
Mean 

 حداکثر
Maximum  

 دامنه تغییرات
Range  

 انحراف معیار
Standard Deviation 

 ضریب تغییرات (%)
CV% 

  )mmضخامت پوست میوه (
Peel thickness (mm) 

0.16  13.6 23.2 23.4 5.73 42 

 ).gr( وزن میوه
Fruit weight (gr.)  13.36 293.75 560.93 547.57 60 20 

 )mmطول میوه (
Fruit Length (mm)  32.54 126.4 221.64 189.1 30.15 23 

 )mmقطر میوه (
Fruit diameter (mm)  25.76 116.51 216.96 191.2 40.78 35 

 نسبت طول به قطر میوه
Length per Diameter ratio  0.74 1.02 1.39 0.65 0.11 10 

 تعداد بذر میوه
Seed number  1 9 25 24 5.03 55 

 )mm(طول پهنک 
Blade length (mm) 

42.04  112.42  164.2  121.8  20.2  17  

 )mm(عرض پهنک 
Blade diameter (mm) 

24.67  115.31  196.21  171.54  28.28  24  

 طول به عرض پهنک
L/D of leaf 

1.25  2.03  2.69  1.44  1.01  49  

 )mm(طول گلبرگ 
Petal length (mm) 

8.3  21.31  23.51  24.21  5.2  24  

 )mm(عرض گلبرگ 
Petal diameter (mm) 

5.89  12.01  16.75  10.86  4.3  35  

 طول به عرض گلبرگ
L/D of petal 

1.78  5.02  7.97  6.19  2.01  40  

 ).gr(وزن میوه 
Fruit weight (gr.)  48.27  322.45  590.67  542.4  80  24  

 
 يا خوشه یهحاصل از تجزدندروگرام  یبرش فرض

 41تشابه  یب) در ضر1(شکل  شناسی ریختصفات 
 یاصل خوشه 12را به  ها یپه ژنوتهم تواند یم درصد

)A تا Lبخش اعظم  یب،ترت ین. به ایدنما يبند ) دسته
سوم  حدود دو با همراه یمحلناشناخته  هاي یپژنوت

) یپژنوت 36اول (با   يها در خوشهشاهد  يارقام تجار
شکل،  یندر ا. گیرند ی) قرار میپژنوت 40و دوم (با 

 یبدر ضر یفرض یبا برش توان یرا م) Aخوشه اول (
 29شامل ( 1A یرخوشهبه دو ز درصد 45تشابه 

 2A) و يرقم تجار یچون هدو ب یمحل یپژنوت
 ینادر  .کرد تقسیم) یموسه رقم لمشتمل بر (

اورکا  یمويلو  یرینش یمول ینب ینچندندروگرام هم
 یمويو دو ل یموعمانیل ینو ب درصد 80تشابه  یبضر

 .شود یم یدهد درصد 55تشابه  یبضر یگرد

شامل تمام ارقام  یپژنوت 40) با Bخوشه دوم (
به  درصد 42تشابه  یببوده و در ضر یپرتقال و نارنگ

است. خوشه سوم  یمقابل تقس 2Bو  1B یرگروهدو ز
)Cو  یشامل بالنگ، داراب یپ،) با چهار ژنوت
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 واقع خوشه پوملوهاست. دانکن بوده و در فروت یپگر
 یرگروهبه دو ز درصد 45تشابه  یبخوشه در ضر ینا
1C  2وC فوق  يبوده و هر سه رقم تجار یمتقسقابل

نشان  ینچنهم 1 . شکلگیرند یقرار م 2C یرگروهدر ز
 59و بالنگ برابر  یداراب ینتشابه ب یبکه ضر دهد یم

 55دانکن  فروت یپدو رقم با گر ینا ینو ب درصد
ها آن يبا صفات ظاهر یاست که مطابقت خوب درصد

 یپ) شامل هشت ژنوتDدارد. خوشه چهارم (

از خوشه ششم  یرها به غ خوشه یرناشناخته بوده و سا
)Fشده است تنها شامل  یلتشک یپ) که از دو ژنوت

و  یوزوشدوك،  يهستند. سه رقم تجار یپژنوت یک
با  يتر متفاوت يظاهر یاتکه خصوص یزکامکوات ن

مجزا  ییها اند در خوشه شاهد داشته يارقام تجار یرسا
هشتم، دهم و دوازدهم) که فاقد  يها خوشه یبترت(به

  اند. هستند قرار گرفته یگريد يهر رقم تجار

 

  
 . UPGMAبا استفاده از ضریب تشابه جاکارد و روش  شناسی ریختهاي مرکبات بر اساس صفات  دندروگرام ژنوتیپ -1شکل 

Fig. 1. Dendrogram of citrus genotypes according to morphological traits using Jaccard's similarity coefficient 
and UPGMA method.  
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 یبرگ یاتخصوص، یقبل يها گزارشبر اساس 
هاي  ارزیابیدر  یشاخص خوب تواند یمرکبات م

و ثابت شده است که  )24( باشد شناسی ریخت
 یکفکت يبرا ییبالا ییکارااز بال  يظاهر یاتخصوص

به. و رقم برخوردار است تشخیص گونهو ها یپژنوت
 یکاملبال ها  برگفروت و پوملو  گریپدر عنوان مثال، 

در مقابل، . فاقد بال است  بالنگ يها برگ یولداشته 
انواع ندارد، اما در  ییبالاتنوع رنگ گل اگرچه 

برخلاف اغلب ارقام و بالنگ  یموهالمثل  یريگرمس
 یابصفات کم یوجود برخاست. رنگ یارغوان یگر،د
در ها  تعداد پرچماز حد  یشب بودن یادزاز جمله  یگرد

 یدهد یمودر انواع لکه ها  تعداد گلبرگبا  یسهمقا
پوست به اتصال بودن  یفضع ینچنهم شود، یم

 درشتو  ییجن تکها،  نارنگیاغلب گوشت میوه در 
 ها یوهتوجه مقابل یبزرگانواع پوملو و ها در بذربودن 

 يبند گروهدر  توانند یها م شدوكو  ها فروت در گریپ
با . کارساز باشند یاديمرکبات تا حدود ز هاي یپژنوت

 توانند ینم ییبه تنها يظاهرصفات اوصاف،  ینهمه ا
بوده  یکاف یتجمع یکافراد  یکیقرابت ژنت یینتعدر 

 یمولکول ياز نشانگرهاموارد اغلب لازم است در  )8(
  د. وش استفاده يدر کنار صفات ظاهر

که  ه استنشان داد یمولکول هاي یبررس یجنتا
آزمون شده هسته و کلروپلاست قادر به  يآغازگرها

 يها هدف در ژنوم يها مکان درصد 90از  یشب یرتکث
آغازگر  یحفظ توالدهنده  نشانکه هستند  یمورد بررس

 .)15( استارقام آزمون شده از  ییدرصد بالا ینبدر 
 یپژوهش، قطعات ینآغازگر استفاده شده در ا 10 هر

 ینا یچند شکل یزانکردند که م یدتول یازدهیقابل امت
 ينشان داده شد. از کل نشانگرها 4قطعات در جدول 

 یناز ا شد که یجادنوار ا 120موجود در مجموع 
 يها مکان یانگین. مداشتند یشکلنوار چند 95 تعداد،

ست آمده از د هب یدرصد چند شکلو  5/9شکل چند
 يبرادرصد  53تا  N10نشانگر  يدرصد برا 92

 93/77برابر با  ییانگینم يو دارا یرمتغ N1نشانگر 
و شده  یجادا یشکلچند يدرصد نسبتاً بالا درصد بود.

که  )2006استناد به گزارش ژانگ و همکاران (
 یديکل یرا عامل یشکلچند يبالاسطح به  یدسترس

 توان یم داند، یم یکیکارآمد تنوع ژنت یابیارز يبرا
و  ییدر شناسا یخوب نشانگرها به ینا هک یافتدر

  . اند کردهعمل  ها یپژنوت یکتفک

  
  . ISSR نشانگر 11هاي تنوع ژنتیکی مربوط به  آماره -4جدول 

Table 4. Genetic diversity statistics for 11 ISSR markers.  

  آغازگرها
Primers 

 نوارها تعداد کل
Total number of 

bonds 

 نوارهاي چندشکل
Number of 

polymorphic 
bonds 

 شکلیدرصد چند
Polymorphism 

(%) 

 تعداد نوارهاي مؤثر
)Ne( 

Number of 
effective bands  

محتواي اطلاعات 
 )PICشکلی (چند

Polymorphism 
Information Capacity 

 )H( تنوع ژنی
Genetic 

Diversity  

N1 13  7  53.84  1.1  0.27  0.2  
N2  9  8  88.8  1.44  0.47  0.3  
N3  12  11  91.66  1.52  0.48 0.34  
N4  6  5  83.33  1.34  0.3  0.28  
N5  15  12  80  1.45  0.39  0.27  
N6 7  5  57  1.2  0.27  0.21  
N7  14  11  78.57  1.5  0.26  0.29  
N8 15  10  66.66  1.31  0.29  0.23  
N9 15  13  86.66  1.29  0.49  0.3  
N10 14  13  92.85  1.63  0.49  0.36  

  2.7  3.8  13.8  779.3  95  120  مجموع
  0.27  38/0  1.38  77.93  9.5  12 میانگین
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از  توان یدست آمده م به یجبا توجه به نتا ینبنابرا
که درصد  ییخصوص نشانگرها هو ب ISSRشانگر ن

 يبزاراعنوان  به اند کرده یدرا تول يبالاتر یشکلچند
. کردمرکبات استفاده  یاصلاح يها در برنامهمناسب 

 کومار و همکارانتوسط  یناز ا یشپ یمشابه یجنتا
 ينشانگرها یشکلدرصد چندگزارش شده و ) 2010(

ISSR یرو غ یارقام بوم ییکتنوع ژنت یرا در بررس
 اعلام کرده بودنددرصد  94تا  75 ین، بپرتقال یبوم

و  ینگلع هاي یافتهبا  ینچنهم 4 جدول یجنتا .)15(
 ينشانگرها ینرا ب یدرصد چند شکلکه همکاران 

اعلام کرده بودند درصد  100تا  75از  ISSRمختلف 
 ینلاترجدول، با ینبر اساس ا ).12( مطابقت دارد

از که ) PICاطلاعات چندشکلی ( يمحتوا
 یابییزقایسه قدرت تمام يبراهاي مهم  شاخص

دارد جود و N10 و N9 ينشانگرهاست در نشانگرها
 نشانگري جایگاه یک در زیاد چندشکلینشانه که 

 نزدیک خویشاوندي با هايژنوتیپ تمایزدر  کهاست 
  .دارد ییبالا يکارآمد
با  ISSRنشانگر  يمبناها بر یپژنوت يبند گروه

 يا خوشه یهجزت: يا خوشه یهاستفاده از تجز
روش به NTSYS-pc افزار  رمبا ن ها یپژنوت

UPGMA ینتریشتشابه جاکارد که ب یبو ضر 
) را داشت انجام 78/0( یککوفنت یهمبستگ یبضر

 یبدر ضر) 2حاصل (شکل شد. برش دندروگرام 
گروه  9را در  ها یپه ژنوتهمتوانست  53/0تشابه 

 ) قرار بدهد.Iو  A ،B ،C ،D ،E ،F ،G ،H( یاصل
که ثابت کرد  نشانگر ینا یريکارگ هحاصل از ب یجنتا

و شته قرابت بالایی با پرتقال دا ها نوتیپژتعدادي از 
ها ممکن  اند. این ژنوتیپ ها قرار گرفته در گروه پرتقال

 يها جهشحاصل و یا  یکدیگراز  ییهااست نوسلار
 یکسان یهنظر يابر ییديتأکه  )15سوماتیکی باشند (

و  ها هشجو مسئول دانستن ها  پرتقال منشأبودن 
. از تفرق موجود باشد يبرابرتر  يها انتخاب کلون

با  ها یپاز ژنوت یبرخ يعدم قرابت بالا ی،طرف
 ینادهنده  نشان تواند یم یاو والنس یاورزس يها پرتقال

از پرتقال هستند.  ییها ها دورگموضوع باشد که آن
مانند  یزن یمولکول یاتکامکوات بر اساس خصوص

جنس  یکعنوان به ي،حاصل از صفات ظاهر یجنتا
 ها یپارقام و ژنوت یرمجزا از خانواده مرکبات از سا

مجزا قرار گرفت. از طرف  يا شد و در طبقه یکتفک
 یکدر  یهمگ یو داراب فروت یپها، گر پرتقال یگر،د

آن یکدهنده قرابت نزد گروه قرار گرفتند که نشان
درواقع  ها فروت یپکه گر یتواقع ینهاست و با ا

ستند انطباق ه) یاز پرتقال و پوملو (داراب ییاه دورگ
که  دهد ینشان م ینچنهم 2 دارد. شکل یخوب

و انشو اگرچه هر دو از نوع  ینکلمانت هاي ینارنگ
اند، اما چون  قرار گرفته Aبوده و در گروه  ها ینماندار

 يها هستند، بر اساس داده یمختلف يها متعلق به گونه
اند که با  جدا شده یبه خوب یکدیگراز  یزن یمولکول

) 1998(و همکاران  یلهوگزارش شده توسط ف یجنتا
استفاده شده در  ينشانگرها ).7انطباق کامل دارد ( یزن
فانگ و  يها گزارش ییددر تأتوانستند  پژوهش ینا

و شهسوار  )2003( کروجر و روز)، 1997همکاران (
ها را با  قرابت ژنوتیپ)، درجه 2007و همکاران (

). نشانگرهاي 23 و 14(بدهند نشان  یبه خوب یکدیگر
 هاي یپژنوت یبرخ يقرابت بالا ینچنهم یکلروپلاست

که شد را با پرتقال ثابت کرده و معلوم  یناشناخته محل
در گروه  74Gو  69G ،70G ،71G ،72G هاي یپژنوت

 يها ینارنگ یج،نتا ینبر اساس ا .دارند ها قرار پرتقال
با  درصد 85تشابه  یببا ضر یو دنس ینکلمانت

گروه قرار  یکدر  37Gو  4G ،14G ،19G يهایپژنوت
انشو کاملاً جدا هستند.  یاز نارنگ یاند ول گرفته
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نشانگرهاي مولکولی از کاربرد  یقبل يها گزارش
RAPD  وSSR نشان بوده و  یجهنت ینهم ییدکنندهتأ

 نشو به دو دستهاکلمانتین و  يها که نارنگیاند  داده
  ). 11و  7متفاوت تعلق دارند (
 استفاده شده در یکلروپلاست ياگرچه نشانگرها

نظر ارقام مورد ینوالد ییشناسا يبرا یر،پژوهش اخ
 پژوهشدر  یول شوند یمحسوب م ینشانگر مناسب

هاي شاهد  ها به نمونه نتوانستند قرابت ژنوتیپحاضر 
و  شناسی ریختبررسی صفات خوبی نشان دهند.   را به

، پژوهشاستفاده شده در این  یملکول نشانگرهاي
خوبی   هاي شاهد به ها را به نمونه درجه قرابت ژنوتیپ

دست  هدر نتایج ب ییها چند که تفاوت نشان دادند، هر
و مولکولی مشاهده  شناسی ریختهاي  آمده از بررسی

ي از بالا بودن دقت نشانگرها یتواند ناش شد که می
به هر حال، با استفاده از صفات  مولکولی باشد.

از  یارقام پرتقال و نارنگ یکامکان تفک يظاهر
شد و بر اساس اطلاعات  یامه یبه خوب یکدیگر

اگرچه امکان  یمولکول يها داده یهحاصل از تجز

  انواع پرتقال  ینموجود ب يها تفاوت یصتشخ
، C. reticulataسه گونه  ینب یزوجود نداشت اما تما

C. medica  وC. maxima  یقبل يها در گزارشکه 
شده بود به  یشنهادمرکبات پ یاصل يها عنوان گونهبه

  ).3( یدممکن گرد یخوب
 يها نمونه: PCR-RFLPاستفاده از نشانگر  جینتا

 هاي یمکه با آنز یشیآزما يها نمونه PCRحاصل از 
و  Hin6I ،TaqI ،BsuRI ،HindIII ،HinfI یبرش

MspI ساعت (طبق دستور شرکت سازنده)  4مدت به
ژل  يبرش خورده و رو یمخاص هر آنز يدر دماها

اند در  شده يبارگذار TBE يحاو درصد 5/1آگارز 
افراد با  يبند دسته یجنشان داده شده است. نتا 3  شکل

 NTSYS-pcافزار  که با نرم  يا خوشه یهاستفاده از تجز
ه جاکارد انجام تشاب یبو ضر UPGMAو به روش 

 ینشان داده شده است. برش فرض 3 گرفت در شکل
 یکموجب تفک 6/0تشابه  یبدندروگرام در ضر ینا

، A( یگروه اصل 5شده به  یبررس هاي یپژنوت یهکل
B ،C ،D  وE.شده است ( 

  

  
  . UPGMAبا استفاده از ضریب تشابه جاکارد و روش  هاي مرکبات براي ژنوتیپ ISSRدندروگرام حاصل از نشانگر  -2شکل 

Fig. 2. Obtained dendrogram from the ISSR marker for citrus genotypes using Jaccard's similarity coefficient 
and UPGMA method.  
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  ژنوتیپ.  18در  BmeIخورده با آنزیم  برش DNAنمونه  PCRحاصل از  درصد 5/1الکتروفورز ژل آگارز  -3شکل 

  . Thermo Scientific GeneRuler, 100bpنشانگر: 
Fig. 3. Agarose gel (1.5%) electrophoresis of degenerate PCR products obtained with BmeI restricted enzyme 
from 18 genotypes. Marker: Thermo Scientific GeneRuler 100 bp.  

  
به دو زیرگروه و هر زیرگروه نیز خود  Aخوشه 

به دو زیرگروه فرعی تقسیم شدند. زیرگروه فرعی 
ژنوتیپ و  59شامل  Aاول در نخستین زیرگروه 

هاي سیاورز و  دربرگیرنده پوملو، لیموشیرین، پرتقال
فروت  چنین لیموي اروکا و گریپ سانگین و هم گروس

 Aدانکن بود. زیرگروه فرعی دوم از اولین زیرگروه 
نیز تنها داراي هشت ژنوتیپ و شامل نارنج و 

 Bهاي والنسیاواشنگتن ناول نیز بود. در خوشه  پرتقال
هاي کلمانتین و  تقسیم است، نارنگی که زیرگروه قابل

روه و دنسی به همراه پنج ژنوتیپ دیگر در یک زیرگ
دو ژنوتیپ ناشناخته به دو نیز در زیرگروه دوم قرار 

و بالنگ و کامکوات  Cگرفتند. نارنگی انشو در خوشه 
  قرار گرفتند.  Eدر یک زیرگروه از خوشه 

  

 
  

 . UPGMAبا استفاده از ضریب تشابه جاکارد و روش  PCR-RFLPدندروگرام حاصل از نشانگر  -4شکل 
Fig. 4. Obtained dendrogram from the PCR-RFLP marker using Jaccard's similarity coefficient and UPGMA method. 
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  گیري کلی نتیجه
 شناسی ریخت يهاداده یهحاصل از تجز یجنتا

مربوط به دو  ییراتتغ یبضر ینبالاتر نشان داد که
درصد) و نسبت طول به عرض  55صفت تعداد بذر (

 یبضر ترین ییندرصد) بوده و در مقابل، پا 49پهنک (
درصد) مربوط به صفت طول به قطر  10( ییراتتغ
 یببوده است. در مجموع، بالا بودن ضر ها یوهم

 پژوهش ینشده در ایريگ صفات اندازه ییراتتغ
دامنه تنوع  یگستردگ يبرا ینانیاطمنشانه قابل تواند یم

باشد که از نظر اهداف  یافراد مورد بررس یکیژنت
 ها یپژنوت يا خوشه یهتجز .ارزشمند است یاربس ينژاد به

صورت گرفت، توانست  ISSRکه بر اساس نشانگر 
، A ،B ،C ،D ،E( یگروه اصل 9را در  ها یپه ژنوتهم
F ،G ،H  وIياخوشه یهتجز ینچن) قرار بدهد و هم 

شده را یبررس هاي یپژنوت RFLPز نشانگر حاصل ا
) گروهEو  A ،B ،C ،D( یگروه اصل 5توانست در 

 یباًهر دو نشانگر تقر یهحاصل از تجز یجکند. نتا يبند
 با هم مشابه بودند. 

 یاتخصوص یريگ اطلاعات حاصل از اندازهبر اساس 
ناشناخته  هاي یپژنوت یو ملکول شناسی ریخت

 يا شناسنامه یکترا ضمن معرف یونمرکبات کلکس
ناشناخته و  هاي یپژنوت يجامع از صفات ظاهر

  امکان  یون،کلکس ینمرکبات موجود در ا یعیطب
 یناشناخته محل هاي یپژنوت یلوژنتیکارتباط ف یینتع

. مشخص شد يو با ارقام تجار یکدیگررا با 
ارقام  ینب یزقادر به تما شناسی ریخت ينشانگرها

 يکه نشانگرها یدر صورتبودند،  یپرتقال و نارنگ
ها قائل نشدند.  انواع پرتقال ینرا ب یزيتما یملکول

ارقام  ینب یزقادر به تما شناسی ریخت ينشانگرها
 ينشانگرهاکه  یبودند، در صورت یپرتقال و نارنگ

قائل شوند.  یها تفاوت پرتقال یننتوانستند ب یلکولوم
  ، C. reticulata مرکبات شامل یسه گونه اصل

C. medica و C. maxima بر اساس هر دو  یزن
در  یلکولوو م شناسی ریخت يدسته از نشانگرها

  قرار گرفتند. یزيمتما يها گروه
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