
  
  

  
  

  
  

  
ي نشانگرها از استفاده با رانيا شمال مركبات ارقام يبرخ يكيژنتبررسي تنوع 

  ماهواره زير يمولكول
  

  2، مهديه هوشني3، سيد افشين حسيني بلداجي2ينقاش لدا، ي1يباباخان بابك

  10/2/98پذيرش:       8/8/95دريافت: 
  

  دهيچك
هاي ي از طريق تنوع در تواليعيطب يهاپيت و پوملو نارنج، ،ينارنگ پرتقال، ارقام شامل مركبات رقم 29 ژنتيكي  تنوع مطالعه اين در

 اين با گياهي هاينمونه از شدهخراج است ومينژDNAجفت آغازگر ريز ماهواره اي مورد ارزيابي قرار گرفت.  8تكراري كوتاه با استفاده از 
 يبرا شده يازدهيامت باند 97 مجموع از. شدند الكتروفورز ساز واسرشته آميد كريلا پلي ژل از استفاده با حاصل محصولات و تكثير آغازگرها
  يآغازگرها بيترت به يشكل چند درصد نيكمتر و نيشتريب. بودند شكل چند باندها درصد 22/80 معادل باند 78 تعداد ،ISSR نشانگر

ISSR-8 و% 90 با  ISSR-5 دارمق متوسط. دادند نشان شكل چند باند% 73 با PIC  مقدار نيشتريب. بود 18/0 آزمون نيا در PIC را 
 تجزيه از حاصل دندروگرام بررسي. دادند نشان12/0 با  ISSR-1 آغازگر را زانيم نيكمتر و 27/0 با ISSR-8 و ISSR-6 يآغازگرها
 در ما يبررس در پوملو. كرد بندي قهطب ياصل گروه پنج به را بررسي مورد ارقام ساده، تطابق تشابه ضريب با UPGMA روش  به اي خوشه
قرار داد. مشاهدات در  مجزا گروه دو در را نولس نيكلمانت و اماي يسوج انشو ينارنگ ISSRي لكولوم نشانگر. داشت قرار مجزا يا خوشه

هاي بسيار ين ژنوتيپنمايد كه اين نشانگر، قادر به تفكيك بها مشخص ميدر تمايز ژنوتيپ ISSRمورد بررسي استفاده از نشانگرهاي 
  توان با كمترين اشتباهي ژنوتيپ هر رقم را ارزيابي نمود.باشد و مينزديك نيز مي

  
  يبند گروه ،ژنتيكي تنوع ،ISSR نشانگر مركبات، :كليدي هايواژه

  
  
  
ي نشانگرها از استفاده با رانيا شمال مركبات ارقام يبرخ يكيژنتبررسي تنوع . 1399. وشنيه. مو  حسيني بلداجي .نقاشي س.اي.  ب.،، اباخانيب

  .271-280: 41مجله اكوفيزيولوژي گياهي.  .ماهواره زير يمولكول
  
  
  

                                                 
  b.babakhani94@yahoo.com مسئول مكاتبات. -گروه زيست شناسي، واحد تنكابن، دانشگاه آزاد اسلامي، مازندران، ايران -1
  گروه زيست شناسي، واحد تنكابن، دانشگاه آزاد اسلامي، مازندران، ايران -2
  ه زيست شناسي، واحد يادگار امام، دانشگاه آزاد اسلامي، تهران، ايرانگرو - 3

  
 ي واحد ارسنجاندانشگاه آزاد اسلام

  اكوفيزيولوژي گياهي علمي پژوهشي مجله
 1399، چهل و يكم، شماره دوازدهمسال 



  
  

   99تابستان م/ دوازدهژي گياهي/ سال  مجله اكوفيزيولو  
           

 

272

  مقدمه
است كه از تكامل  اهانيو اساس اصلاح گ هيپا يكيتنوع ژنت

 يولوژيب يهانظام يداريجز در پا نينشأت گرفته و مهمتر يعيطب
را  ياهيگ يها تيجمع يو بقا دراز مدت يو سازگار بوده
 يانسان، عامل اصل تيجمع يتصاعد شيكند. افزايم نيتضم
 داتيتول شيافزادر جهت  يعياز منابع طب هيروي ب يبردار بهره

با  داتيتول شيافزا نياز موارد، ا ياريباشد؛ در بسيم يكشاورز
 يعيپلاسم طب ژرم ريذخا ديشد شيفرساو  يستيمنابع ز بيتخر

. حفاظت از تنوع )2003(محمدي و پارسانا،  ده استهمراه بو
 كيدر سراسر جهان به  ياهيگ يهاستميدر همه اكوس يكيژنت

 نيب از است. شده ليتبد يالملل نيب يهايمسئله عمده از نگران
در اثر از  ياهيگ يهااز گونه ياديتعداد ز ندهيرفتن به طور فزا

مختلف را  اهانيم گپلاس به ژرم ي، دسترسها ستگاهيرفتن ز نيب
 ازيمورد ن ندهيآ يهانسل هيتغذ يكند چرا كه برايم ديتهد

حفاظت و استفاده  يآن برا عيو توز يكيهستند. دانستن تنوع ژنت
محل  وآن لازم است و به ما در مشخص كردن ميزان حفاظت 

 يابيو ارز أو منش يمان از تاكسونوم حفاظت كردن و بهبود درك
.  )2012 ،و همكاران وزنيكند (يك مكم ياهيگ يهاگونه

است كه در جهان مورد  يا وهيم نيدوم بيمركبات بعد از س
از  يبه عنوان بخش ربازيباشد و از ديمردم م يمصرف عموم

است. مركبات و  بوده يارزش فراوان يدارا ،ييغذا ميرژ
و  يها، مواد معدننيتامياز و يغن يآن منابع يمحصولات جانب

 شود.يافت ميها  در آن زين يمواد ضد سرطان يبرخ بوده و بريف
گسترش وسيع جغرافيايي و ميزان بالاي توليد مركبات موجب 

اين محصول از اهميت اقتصادي بالايي در جهان  شده است كه 
 و يكيتنوع ژنت). شناخت 1996برخوردار باشد (سوست و روز، 

برد و كار يزير برنامه يدر مركبات برا يشاونديروابط خو
پلاسم،  ساختن منابع ژرم ،يستيز حفظ تنوع ،ياصلاح يها برنامه

انجام مطالعات  و ديثبت ارقام جد ،يكيژنت شيكنترل فرسا
. شناسايي و )2006 همكاران، و ي(باركل لازم است يلكولوم

تواند ما را در جهت حفظ و ذخاير  تفكيك ارقام مختلف مي
رساند. بررسي تنوع  ژنتيكي و پيشبرد برنامه هاي اصلاحي كمك

هاي اصلاحي، ژنتيكي جهت مطالعه ژرم پلاسم، تهيه برنامه
بررسي روند تكامل گونه، رده بندي و بسياري مسائل ديگر 

و  يكيتنوع ژنت يبررس) 1388اهميت دارد (نقوي و همكاران، 
مركبات موجود در استان  يكيژنت يكيقرابت و نزد زانيم نييتع

 يابيو ارز ييدر شناسا يو اساس هياولمازندران به عنوان گام 

باشد كه محقق با صرف يدار م برخور ييبالا تيارقام، از اهم
متنوع كه در  يكيژنت يهاهيتواند از پايحداقل زمان ممكن م

-ي. بررسدياستفاده نما اصلاحي يها در برنامه دارداستان وجود 
ارقام  نيب يكيفاصله ژنت ايقرابت  تيتواند وضع يم يلكولوم يها

مشابه را  يها ارقام متفاوت با نام ايمتفاوت و  يهامشابه با نام
آنها  يها و منشأ احتمال پيژنوت نيارتباط ب نيهمچن ،ديروشن نما

 است يقابل بررس يترقيها به طور دقروش نيبا استفاده از ا زين
 از ما كشور با توجه به استعداد .)2007(دهستاني و همكاران، 

 وسيع هايدشت وجود و مركبات ارقام توليد و ورشديدگاه پر

ارزشمند، مطالعه و تحقيق در  اقتصادي محصول اين توسعه براي
جهت تعيين ميزان تنوع ژنتيكي و شناسايي دقيق ارقام مختلف 
مركبات و استفاده از اين پتانسيل جهت پيشبرد اهداف مطلوب 

ل توجه رسد. وسعت قاب  نظر مي اصلاحي، لازم و ضروري به
هاي مختلف، تنوع فراوان منابع ژنتيكي  كشور ايران با اقليم

گياهي، وجود خاصيت دگرگشني در مركبات و بوجود آمدن دو 
هاي طبيعي و نيز وجود صفات خوب و مفيد در اين دو رگ
ها و يا وجود صفات ها از جمله مقاومت به آفات و بيماريرگ

آوري اين دو معمطلوب كمي و كيفي، ضرورت شناسايي و ج
ها در تحقيقات مركبات را بيش از پيش ها و استفاده از آنرگ

داشتن اطلاعات  با). بنابراين 1384نمايان مي كند (شفيعي زرگر، 
 جادياصلاح و ا يتوان برايمحصول م نياز ا يكيتر ژنتقيدق

محصول بالاتر،  دينمود و ارقام با تول يزير برنامه ديارقام جد
را  گرينامساعد د طيبه شرا ايو مقاوم به سرما و  بهتر تيفيك
 عيارقام مناسب در سطح وس ينسبت به معرف يكرد و حت جاديا

  اقدام نمود.
  

  مواد و روش ها
 جمع آوري نمونه گياهي

نمونه از مركبات  از ايستگاه تحقيقات مركبات كترا  29برگ 
هاي جوان بدون ها از سرشاخهجمع آوري گرديد. اين برگ

زا و فيزيولوژي و هاي ظاهري ناشي از اثر عوامل بيماريشانهن
در ارديبهشت   هاي برگحاصل از رشد فصل جاري بودند. نمونه

آوري به مؤسسه تحقيقات مركبات كشور پس از جمع 94ماه 
درجه  -80در فريزر   DNAمنتقل شد و تا زمان استخراج

  ).1سانتيگراد نگهداري شدند (جدول 
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  هاي مورد آزمايش نمونه -1جدول 

  كد  نام علمي  نام فارسي   كد نام علمي  نام فارسي  
  C. grandis  G16  پوملو  C. aurantium G1 16  نارنج  1
  C. sp.  G61  تيپ طبيعي  C. sinensis G2 17  پرتقال پارسون براون  2
  C. sp.  G63  تيپ طبيعي  C. sinensis G3 18  پرتقال واشنگتن ناول  3
  C. sp.  G65  تيپ طبيعي  C. sinensis G4 19  1 زسياور پرتقال  4
  C. sp.  G67  تيپ طبيعي  C. sinensis G5 20  2 سياورز پرتقال  5
  C. sp.  G70  تيپ طبيعي  C. sinensis G6 21  3 سياورز پرتقال  6
  C. sp.  G71  تيپ طبيعي  C. sinensis G7 22  4 سياورز پرتقال  7
  C. sp.  G72  پ طبيعيتي  C. sp. G8 23  (تيپ طبيعي) كوه معلم  8
  C. sp.  G73  تيپ طبيعي  C. sp. G9 24  (تيپ طبيعي) محله شل  9
  C. sp.  G74  تيپ طبيعي  C. reticulata G10 25  اتابكينارنگي   10
  C. sp.  G76  تيپ طبيعي  C. unshiu G11 26  سوجي ياما انشو نارنگي  11
  C. sp.  G78  تيپ طبيعي  C. reticulata G12 27  دانسي نارنگي  12
  C. sp.  G79  تيپ طبيعي  C. reticulata G13 28  بمي نارنگي  13
 C. sp.  G80  تيپ طبيعي  C. reticulata G14 29  شمال محلي نارنگي  14

 C. clementina G15  كلمانتين نولس نارنگي  15

  
 DNAاستخراج 

) با 1980به روش موري و تامسون ( DNAاستخراج 
گرم نمونه  3/0اين كار از مقداري تغييرات انجام گرفت، براي 

برگي پودر شده استفاده شد. نمونه برگي به خوبي در ازت مايع 
ميكروليتر  600پودر شده و قبل از اين كه از انجماد خارج شود 

% هگزا دسيل تري متيل آمونيوم برومايد 2بافر استخراج حاوي 
)CTAB ، (4/1  ،ميلي مولار 20مولار كلريد سديمEDTA ،

% 8PH= ،1مولار با  ميلي 100ولار بافر تريس م ميلي 100
% مركاپتواتانول به آن اضافه گرديد و به مدت 4/0ساركوسيل و 

درجه  65دقيقه تا يك ساعت در حمام آب گرم در دماي  30
 –ميكروليتر كلروفرم  600گراد قرار داده شد. پس از آن  سانتي

لوط شده و ) به نمونه اضافه و به خوبي مخ1:24ايزوآميل الكل (
دور در دقيقه  14000به دنبال آن به مدت پنج دقيقه در سرعت 

)17000=g سانتريفوژ شد. سپس فاز رويي نمونه به دقت جدا (
 DNA 600شده و به لوله جديدي منتقل گرديد. براي رسوب 

ميكروليتر ايزوپروپانول به نمونه اضافه و بعد از چند بار مخلوط 
دور در دقيقه سانتريفوژ شد.  14000كردن به مدت يك دقيقه در 

–شناور دور ريخته شد و به رسوب باقيمانده بافر تريس بخش رو

EDTA  ميلي گرم در ميلي ليتر  10حاوي RNAas اضافه
درجه سانتيگراد به مدت يك ساعت  37گرديد و در دماي 

 –ميكرو ليتر مخلوط فنل و كلروفرم 200نگهداري شد. به نمونه 
دور  14000) اضافه و به مدت سه دقيقه در 1: 1(ايزوآميل الكل 

شناور به لوله ديگر منتقل و  در دقيقه سانتريفوژ گرديد. بخش رو
ميكروليتر  200دوباره اين كار تكرار گرديد. در مرحله بعد 

)  به نمونه اضافه و پس از سه 1:24ايزوآميل الكل ( –كلروفرم 
، DNAرسوب  دقيقه سانتريفوژ فاز آبي حذف گرديد. براي

 130% سرد و 97ميكروليتر اتانول  500بخش پاييني نمونه با 
مولار مخلوط و به مدت يك ساعت  4ميكروليتر استات آمونيوم 

گراد نگهداري شد. در مرحله بعد  درجه سانتي -80در دماي 
دقيقه سانتريفوژ و سپس بخش  15مخلوط سرد شده به مدت 

بدست آمده به مدت  DNAبالايي آن به آهستگي دور ريخته و 
 DNAدقيقه در دماي معمولي اتاق خشك گرديد. در پايان  20
) حل شده و تا EDTA)1:10  –ميكرو ليتر بافر تريس 50در 

گراد نگهداري گرديد.  درجه سانتي - 20زمان استفاده در دماي 
جهت  PCRو قبل از انجام واكنش  DNAپس از استخراج 

بدست آمده DNA نوكلئيك،بررسي كميت و كيفيت اسيدهاي 
نانومتر  260) در طول موج ND10000با اسپكتروفتومتر (

  گيري شد .اندازه
  

 )PCRپليمراز ( اي زنجيره واكنش

 10 ترموسايكلر، پليمراز توسط دستگاه ايزنجيره واكنش  

ISSR و كه در مطالعات ساير محقيقين كيفيت اللي مناسب 
 داده بودند، نشان مركبات مارقا بين را بالايي چندشكلي ميزان

 شركت از شده تهيه مواد از  PCRهايواكنش شد. استفاده
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 يك شامل ميكروليتر شامل ميكروليتر 10حجم  در و سيناژن

واحد  2/0مولار كلريد منيزيم، ميلي x10 ،5/1بافر ميكروليتر
مولار ميلي 2/0ميكرومولار از هر آغازگر،  5/0مراز، آنزيم پلي

ژنومي، انجام شد.  DNAنانوگرم  50ئوتيدي و مخلوط نوكل
 به صورت آغازگر هر براي ابتدا در DNAتكثير شرايط

 دقيقه، 5 مدت به سلسيوس درجه 94 در اوليه سازي واسرشته

 مدت به سلسيوس درجه 94 در سازي واسرشته شامل چرخه 40

 به سلسيوس درجه 50 آغازگر هر براي اتصال دماي ثانيه، 30

 دقيقه 2 مدت به درجه سلسيوس 72 در توسعه و يهثان 45 مدت

 بررسي منظور شد. به انجام نهايي توسعه دقيقه 7 نهايت در و

 درصد 1آگارز ژل از تكثير، از حاصل محصولات وتفكيك

 اتيديوم با ژل آميزي رنگ و شد. پس از الكتروفورز استفاده

 ژل تگاهازدس استفاده با ماوراءبنفش نور زير در نوارها برومايد،

  .شدند برداري عكس و مشاهده داك
  

  و بحثنتايج 
 DNAاستخراج 

با كيفيت و كميت  DNAهاي ملكولي داشتن  مبناي پژوهش
، كميت و كيفيت DNAمناسب مي باشد لذا پس از استخراج 

DNA  مورد بررسي قرار گرفتند. كيفيتDNA  با مشاهده
  ). 1(شكل  شكل باند مشخص شد

  

  درصد 8/0استخراج شده روي ژل آگارز  DNAيت نمايش كيف -1شكل 
  

 هاي مركبات در ژنوتيپISSR-6چند شكلي مشاهده شده با نشانگر-2شكل
  

  هاي تنوع ژنتيكيبررسي آماره
 ISSRباند امتياز دهي شده براي نشانگر  97از مجموع 

درصد باندها چند شكل بودند  22/80باند، معادل  78تعداد 
و   ISSR-6شترين تعداد باند متعلق به آغازگر). بي2(جدول 

مي باشد. بيشترين  ISSR-2كمترين تعداد باند مربوط به آغازگر 
با  ISSR-8 و كمترين درصد چند شكلي به ترتيب آغازگرهاي 

% باند چند شكل نشان دادند. متوسط 73با  ISSR-5% و 90
ا ر PICبود. بيشترين مقدار  18/0در اين آزمون  PICمقدار 
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و كمترين ميزان را  27/0با  ISSR-8و  ISSR-6آغازگرهاي 
، چند شكلي 2نشان دادند. در شكل  12/0با  ISSR-1آغازگر 

با استفاده از  PCRمشاهده شده حاصل از تكثير محصولات 
  روي ژل آگارز نشان داده شده است. ISSR-6آغازگر 

  
  PCR استفاده شده در واكنش ISSRمشخصات آغازگرهاي  -2جدول 

  
  

  ها با ضرايب تشابه ضرايب كوفنتيك حاصل از الگوريتم  -3جدول 
 الگوريتم اتصال كامل الگوريتم اتصال ساده UPGMAالگوريتم  

 938/0 936/0 965/0 ضريب تشابه تطابق ساده

 944/0 931/0 967/0 ضريب تشابه جاكارد

 935/0 948/0  96/0 يسضريب تشابه دا

  
  تجزيه روابط ژنتيكي

  يبند خوشه يتمتشابه و الگور يبضر ينبهتر محاسبه -الف
، ISSRهاي ها بر اساس دادهبندي ژنوتيپبه منظور گروه

سه ضريب تشابه دايس، جاكارد و تطابق ساده محاسبه گرديد. 
هاي تشابه، از هر ماتريس پس از مقايسه همبستگي بين ماتريس

، UPGMAهاي شابه براي رسم دندروگرام بر اساس الگوريتمت
- اتصال ساده، اتصال كامل، استفاده و براي تك تك دندروگرام

هاي حاصل ضريب كوفنتيك محاسبه گرديد. بر اين اساس، 
عنوان سازگارترين  UPGMAضريب تشابه دايس و الگوريتم 

  .)3الگوريتم خوشه بندي و ضريب تشابه انتخاب شدند (جدول 
  
  تحليل ماتريس تشابه - ب

نتايج حاصل از ماتريس تشابه نشان داد كه كمترين شباهت 
) و پرتقال واشنگتن ناول G16هاي پوملو () بين ژنوتيپ36/0(
)G3) بين دو تيپ طبيعي ناشناخته 98/0) و بيشترين شباهت ( 

G72 باG80  وG74  باG73 باشد. مي  
  

  ايتجزيه خوشه

هاي مولكولي به روش ساس دادهاي بر اتجزيه خوشه
UPGMA  با ضريب تشابه جاكارد انجام گرديد. در دندروگرام

در  70/0هاي مورد مطالعه در ضريب تشابه  ترسيم شده ژنوتيپ
گروه اول شامل  ) قرار گرفتند.A, B, C, D, Eپنج گروه مجزا (

 Bگروه . ) بود كه در يك گروه مجزا قرار گرفتG1نارنج (
 ,G8,G61, G63هاي طبيعي ناشناخته (روه و تيپترين گبزرگ

G65, G67, G70, G71, G72, G73, G74, G76, 
G78, G79 , G80هاي سياورز () و پرتقالG4, G5, G6 

,G7) واشنگتن ناول ،(G3) و پارسون براون (G2 در اين (
هاي پرتقال، قرابت گروه قرار گرفتند به طوري كه در بين ژنوتيپ

- توسط اين نشانگر مشاهده شد. در اين گروه تيپژنتيكي بالايي 

و  G74و دو تيپ ناشناخته  G80و  G72طبيعي ناشناخته  هاي
G73  ها بودند كه ممكن است اين ژنوتيپ 98/0داراي شباهت

 كه اندهايي باشند كه در اثر جهش به وجود آمدهجهش يافته
 2هاي سياورز تفكيك نبودند. ژنوتيپ اين نشانگر قابل توسط

)G5 ( 3) و سياورزG6) نسبت به پرتقال واشنگتن ناول (G3 (
شامل دو زيرگروه است، زير  Cنشان دادند . گروه  84/0شباهت 
)، محلي شمال G12هاي دانسي (شامل نارنگي C1گروه 

 PIC درصد چند شكلي تعداد باند چند شكل  تعداد كل باند  نام آغازگر  رديف

1  ISSR-1 11  9  81/81  12/0  
2  ISSR-2 8  6  75  17/0  
3  ISSR-3 12  10  33/83  14/0  
4  ISSR-4 10  8  80  14/0  
5  ISSR-5 15  11  33/73  22/0  
6  ISSR-6 18  15  33/83  27/0  
7  ISSR-7 12  9  75  15/0  
8  ISSR-8 11  10  90  27/0  

  18/0  22/80  75/9  12/12  ميانگين  
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)G14) بمي ،(G13) و اتابكي (G10 و زير گروه (D2 ،
) G9شل محله () و تيپ طبيعي G15نارنگي كلمانتين نولس (

) G12نارنگي هاي دانسي ( C1گيرد. در زير گروه  را در بر مي
را داشتند كه نشان دهنده  83/0 بيشترين شباهت )G13و بمي (

آن است كه اين دو ژنوتيپ از لحاظ ژنتيكي خيلي مشابه 

) با نارنگي كلمانتين نولس G9همديگر هستند. شل محله (
)G15 قرار 73/0) در يك زيرگروه با تشابه  

 ) بود.G11ياما (  شامل نارنگي انشو سوجي Dداشت. گروه 
) و نارنگي كلمانتين نولس G11ياما ( نارنگي انشو سوجي

)G15 در اين مطالعه در دو گروه مجزا قرار گرفتند. پوملو (
)G16هم به (  طور مجزا در گروهE  شكل) 3قرار گرفت.(  

  

  UPGMAبه روش  ISSRاستفاده از نشانگرژنوتيپ مركبات با  29دندوگرام  -3شكل 
  

  هاي اصلي تجزيه به مولفه
هاي اصلي شامل مقادير ويژه، واريانس  نتايج تجزيه به مولفه

نشان داده شده  4نسبي و واريانس تجمعي هر مولفه در جدول 
 18/83سه مولفه اصلي توانستند مجموعاً ، در اين تجزيه است.

مايند. مولفه اول، مولفه دوم و درصد از واريانس كل را توجيه ن
درصد  44/2درصد و  38/5درصد،  36/75مولفه سوم به ترتيب 

 يالگو يبعد دو يشمنظور نما از واريانس را توجيه نمودند. به
بر  يبعد مورد مطالعه، نمودار دو يپ هايژنوت ينتنوع در ب

نتايج تجزيه  ).4(شكل  يداساس دو مولفه اول و دوم رسم گرد
اي كاملاً  هاي اصلي با نتايج مربوط به تجزيه خوشه هبه مولف

اي  هاي مورد مطالعه همانند تجزيه خوشهمطابقت داشت. ژنوتيپ
  در پنج گروه قرار گرفتند. 

  
 هاي اصلي تجزيه به مولفه -4جدول 

  واريانس تجمعي  واريانس نسبي  مقادير ويژه  
  36/75  36/75  85/21  مولفه اول
  74/80  38/5  56/1  مولفه دوم
  18/83  44/2  7/0  مولفه سوم
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نمايش دو بعدي تجزيه به مولفه هاي اصلي بر اساس مولفه اول و دوم -4شكل   
  

 گيري نتيجه

آغازگرهاي آزمون شده در اين مطالعه قادر به تكثير بيش از 
هاي هدف در هر ژنوم آزمون شده بودند. اين امر % مكان 90

- آغازگر بين ارقام آزمون شده مي بيانگر ميزان بالاي حفظ توالي

هدف نيست، ممكن  DNAباشد. اين كه آغازگر قادر به تكثير 
اي، افزايش و يا حذف در بين نواحي است به دليل جهش نقطه

باشد كه مانع از جفت شدن آغازگر به  DNAاتصال آغازگر به 
DNA شود، در نتيجه از تكثير موفقيت آميز اين مكان مي

) در عمل، توانايي تكثير مكان 1384د (گلعين، كنجلوگيري مي
هاي مشابه در ارقام مركبات توسط اين آغازگرها، اجازه مقايسه 

دهد. با توجه به ديرينگي، اهميت و ها را در اين خانواده ميژنوم
رسد بايد گوناگوني ذخيره ژنتيكي مركبات در كشور، به نظر مي

صلاحي آن شود. يكي از هاي ژنتيكي و ااي به بررسيتوجه ويژه
هاي اساسي اصلاح نباتات، دسترسي و آگاهي از ميزان تنوع پايه

هاي اصلاحي هاي ژنتيك و مراحل مختلف پروژهدر مجموعه
هاي ژنتيك و است. تخمين تركيب ژنتيك گياهان و مجموعه

تعيين قرابت بين آنان از گذشته دور معمول بوده است (نقوي و 
وزه پيشرفت ژنتيك مولكولي منتهي به ابداع ) امر1388همكاران، 

هاي ، براي تعيين چند شكليDNAهاي مختلف مبتني بر روش
و  PCRژنتيكي شده است، به طوري كه به ويژه پس از ابداع 

هاي گوناگون و قدرتمند با استفاده از آن، امكان ايجاد روش
م ها به صورت بسيار كارآمد فراهتر اين چند شكليبررسي دقيق

، RAPD ،SSR ،ISSRتوان شده است كه از جمله مي
AFLP  مشاهدات در 2012و... را نام برد (گلعين و همكاران .(

ها در تمايز ژنوتيپ ISSRمورد بررسي استفاده از نشانگرهاي 
-نمايد كه اين نشانگر، قادر به تفكيك بين ژنوتيپمشخص مي

باه، ژنوتيپ هر توان با كمترين اشتهاي بسيار نزديك بوده و مي
رقم را ارزيابي نمود. آزمايشات مشابهي در اين خصوص توسط 

) 1997؛ فنگ و روز، 2007محققان ديگر (شهسوار و همكاران، 
گزارش شده است كه نتايج تحقيق به عمل آمده با گزارشات آن 

)، با استفاده از 2004ها مطابقت دارد. برنت و همكاران (
تعدادي از ارقام لمون را  RAPDو  ISSR ،IRAPنشانگرهاي 

) در تعيين قرابت 2007شناسايي كردند. شهسوار و همكاران (
هاي مركبات در استان فارس با استفاده از تعدادي از ژنوتيپ

ضريب  78/0بيان كردند كه بكرايي و ولكامريانا  ISSRنشانگر 
گيرند، شباهت دارند و در يك گروه فيلو ژنتيكي قرار مي

م نمودند كه ضريب تشابه بين بكرايي و ليموشيرين همچنين اعلا
اي مجزا قرار داشت. است. پوملو در اين بررسي در خوشه 74/0

هاي مركبات از پوملو نقش مهمي در والدين بسياري از ميوه
ها، پرتقال ها و گريپ فروت دارد. بسياري از جمله لمون

ختلف هم اين هاي مولكولي م مطالعات ديگر با استفاده از نشانگر
). نشانگر ملكولي 2009يافته را تأييد كردند (قنبري و همكاران 

ISSR نارنگي انشو سوجي ياما و كلمانتين نولس را در دو ،
 هردو كلمانتين و انشو گروه مجزا گروه بندي كردند. نارنگي
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هستند اما نارنگي انشو در برخي  ماندارين گروه به متعلق
نگي كلمانتين اختلاف دارد و از خصوصيات مورفولوژي با نار

نوع نارنگي ساتسوما است. مطالعات انجام گرفته با استفاده از 
هاي مختلف هم نارنگي ها را در دو گروه قرار دادند  نشانگر

هاي  ). همه ژنوتيپ2005؛ كامپوس و همكاران، 2011(يوزن، 
هاي طبيعي ، تيپ4، سياورز 3، سياورز 2، سياورز 1سياورز 
انجام   ته، پرتقال پارسون براون و واشنگتن ناول در بررسيناشناخ

شده در يك گروه قرار داشتند كه قرابت بالايي به همديگر نشان 
هاي  ) تنوع ژنتيكي كمي در بين ژنوتيپ1997دادند. فنگ و روز (

يافتند، همچنين سطح بالايي  ISSR پرتقال با استفاده از نشانگر 
اي پرتقال با استفاده از نشانگر از تشابه در درون ژنوتيپ ه

RAPD  ،2012گزارش شده است (ماليك و همكاران .(
رقم مركبات را با  36)، 2013تريپلوليت ليس و همكاران (

مورد بررسي قرار  ISSRو  RAPDهاي  استفاده از نشانگر
دادند و بيان كردند كه شباهت بالايي در بين ارقام پرتقال وجود 

هاي پرتقال ر اين ديدگاه است كه اكثر واريتهدارد، اين امر بيانگ
ها با استفاده از بر اثر جهش به وجود آمده اند. همچنين بررسي

خلاف  نشان دادند كه اكثريت ارقام پرتقال بر ISSRنشانگر 
هاي رويشي اساس ژنتيكي  شكلي ظاهري، به دليل جهش چند

ا كمي دارند كه اين نشانگر مولكولي قادر به تفكيك آن ه
). در آزمايش حاضر، 2010باشد (روحي قربائي و همكاران  نمي

معلم كوه شباهت بالايي به پرتقال واشنگتن ناول و سياورز نشان 
گيري بين آن ها به وجود داد كه احتمالا يا بر اثر جهش يا دو رگ

) مطابقت دارد. 2009آمده است كه با نتايج جنتي و همكاران (
است كه در گروه نارنگي قرار شل محله يك دو رگ طبيعي 
در گروه پرتقال ها قرار  RAPDداشت و در بررسي با نشانگر 
آن در يك گروه مجزا قرار  IRAPگرفت، در حالي كه با نشانگر 

داشت كه اين تفاوت در گروه بندي ممكن است به دليل ماهيت 
هاي مولكولي باشد. نشانگر ملكولي استفاده شده  مختلف نشانگر

طلاعات مفيدي درباره سطح چند شكلي و تنوع  تواند مي
مركبات را فراهم كنند، كه نشان دهنده كاربرد آن در شناسايي 

  ژرم پلاسم مركبات مي باشد.
  

  تقدير و تشكر
بدين وسيله از مسئولان محترم دانشگاه آزاد اسلامي واحد تنكابن 

-گزاري ميكه امكان انجام اين پژوهش را فراهم نمودند، سپاس
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Abstract 

The genetic diversity of 29 varieties of citrus, including varieties of orange, mandarin, bergamot, 

pomelo and natural types through a variety of short repetitive sequences using 8 microsatellite markers 

were evaluated. Genomic DNA extracted from the samples using the amplification and products using 

polyacrylamide gel electrophoresis instruments were Vasrshth. A total of 97 bands were scored for 

marker ISSR, 78 bands were polymorphic bands of 22/80 percent. The highest and lowest percentage of 

polymorphic ISSR-8 primers respectively with 90% and 73% polymorphic ISSR-5, respectively. The 

average value of PIC was 18/0 in this test. Most of the PIC into primer ISSR-6 and ISSR-8 with 27/0 and 

lowest primer ISSR-1 with 12/0 respectively. Study dendrogram of cluster analysis UPGMA method with 

simple matching coefficient, cultivars classified into five main groups. Pomelo in our study were in a 

separate cluster. ISSR molecular marker Satsuma mandarin and clementine Nvls Suji Yama were grouped 

into two distinct groups. Views about the use of ISSR markers to differentiate genotypes indicate that the 

indicator is able to differentiate between genotypes are very close and with the fewest mistakes possible 

genotypes evaluated each figure. 
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