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  هاي طبیعی ناشناخته مرکبات  و تیپبررسی روابط ژنتیکی برخی ارقام 
  ISSRلکولی وشمال ایران با استفاده از نشانگر م

  

  1*، بابک باباخانی1یلدا نقاشی

 ایران تنکابن، تنکابن، واحد ،اسلامی آزاد دانشگاه شناسی، زیست گروه
  

  1/6/96 ؛ تاریخ پذیرش: 16/7/95 تاریخ دریافت:
  

  چکیده
 ،یستیز حفظ تنوع ،یاصلاح يها و کاربرد برنامه يزیر  برنامه يدر مرکبات برا يشاوندیروابط خو و یکیتنوع ژنتشناخت 
رقم مرکبات شامل ارقام پرتقال، نارنگی،  29ژنتیکی  در این پژوهش، تنوع . لازم است یلکولوانجام مطالعات م و دیثبت ارقام جد

باند امتیازدهی شده براي  97مورد ارزیابی قرار گرفتند. از مجموع  ISSRهاي طبیعی با استفاده از نشانگرهاي نارنج، پوملو و تیپ
ترتیب  درصد باندها چندشکل بودند. بیشترین و کمترین درصد چندشکلی به 22/80باند، معادل  78، تعداد ISSRانگر نش

 18/0در این آزمون  PICدرصد باند چندشکل نشان دادند. متوسط مقدار  73با  ISSR-5و  درصد 90با ISSR-8 آغازگرهاي 
با  ISSR-1و کمترین میزان متعلق به آغازگر  27/0با  ISSR-8و  ISSR-6متعلق به آغازگرهاي  PICبود که بیشترین مقدار 

با ضریب تشابه تطابق ساده، ارقام مورد بررسی را به پنج  UPGMAروش   اي به بود. دندروگرام حاصل از تجزیه خوشه 12/0
نارنگی انشو سوجی یاما در یک گروه اي مجزا قرار داشت. ها در خوشه بندي کرد. پوملو مجزا از سایر ژنوتیپگروه اصلی طبقه

، سیاورز 3، سیاورز 2، سیاورز 1هاي سیاورز هاي پرتقال رقمبندي و مجزا از نارنگی کلمانتین قرار گرفته است. همه ژنوتیپطبقه
دیگر نشان همهاي طبیعی ناشناخته، پرتقال پارسون براون و واشنگتن ناول در یک گروه قرار داشتند که قرابت بالایی به ، تیپ4

تواند اطلاعات مفیدي درباره سطح چندشکلی و تنوع مرکبات را فراهم کنند، که  دادند. نشانگر ملکولی استفاده شده می
  باشد. پلاسم مرکبات می دهنده کاربرد آن در شناسایی ژرم نشان

  

 ISSR١بندي، مرکبات، نشانگرتنوع ژنوتیپ، گروهکلیدي: هايواژه

 
   

                                                             
 b.babakhani94@yahoo.comنویسنده مسئول: *
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  مقدمه
است که  اهانیو اساس اصلاح گ هیپا یکیژنت تنوع

جـز در   نینشـأت گرفتـه و مهمتـر    یع ـیاز تکامـل طب 
دراز  يو سـازگار  بـوده  يولـوژ یب يهـا  نظـام  يداریپا

کنـد.  یم ـ نیرا تضم یاهیگ يها تیجمع يمدت و بقا
ــزا ــاعد شیاف ــجمع يتص ــل  تی ــل اص ــان، عام  یانس
 شیافـزا در جهت  یعیاز منابع طب هیرو یب يبردار بهره
 ـاز موارد ا ياریباشد؛ در بسیم يکشاورز داتیتول  نی
 ـبا تخر داتیتول شیافزا  شیفرسـا  یسـت یمنـابع ز  بی
همـراه بـوده اسـت.     یع ـیپلاسم طب ژرم ریذخا دیشد

 یاهیگ يهاستمیدر همه اکوس یکیحفاظت از تنوع ژنت
 ـ  کیدر سراسر جهان به   يهـا یمسئله عمـده از نگران

 ـ اسـت.  شـده  لیتبد یالملل نیب رفـتن بـه طـور     نیازب
 ـ یاهیگ يهااز گونه يادیتعداد ز ندهیفزا  نیدر اثر از ب

 اهـان یپلاسـم گ  بـه ژرم  ی، دسترس ـهـا سـتگاه یرفتن ز
 يهانسل هیتغذ يکند چرا که برایم دیمختلف را تهد

 ـو توز یک ـیتنوع ژنت هستند. دانستن ازیمورد ن ندهیآ  عی
حفاظت و استفاده آن لازم است و بـه مـا در    يآن برا

محل حفاظت کردن و  ومشخص کردن میزان حفاظت 
ــود درك ــا بهب ــونوم م ــ یاز تاکس ــو ارز أو منش  یابی

 ,.Pradeepreddy et alکند (یکمک م یاهیگ يها گونه

است کـه   يا وهیم نیدوم بیمرکبات بعد از س .)2002
از  باشـد و یمـردم م ـ  یدر جهان مورد مصرف عمـوم 

 ـاز رژ یعنوان بخش ـ به ربازید ارزش  يدارا ،ییغـذا  می
آن  یاست. مرکبـات و محصـولات جـانب   بوده یفراوان
بـوده و   بـر یو ف یها، مواد معدننیتامیاز و یغن یمنابع
 شـود.  یافـت م ـ یدر آنها  زین یمواد ضد سرطان یبرخ

گسترش وسیع جغرافیایی و میزان بالاي تولید مرکبات 
این محصول از اهمیت اقتصادي  موجب شده است که 

 Mohammadi  andبالایی در جهان برخوردار باشد (

Prasanna 2003  روابــط  و یک ـیتنــوع ژنت). شـناخت
 ـر برنامـه  يدر مرکبات برا يشاوندیخو و کـاربرد   يزی

،سـاختن منـابع   یستیز حفظ تنوع ،یاصلاح يها برنامه

 و دیثبت ارقام جد ،یکیژنت شیپلاسم، کنترل فرسا ژرم
 ,.Barkley et al( لازم اسـت  یلکولوانجام مطالعات م

 کبـات محققان مر ياین اطلاعات برا نیهمچن. )2006
اهمیـت   نـده یمطالعـات آ  يو اصلاح کنندگان آن بـرا 

تواند مـا را   شناسایی و تفکیک ارقام مختلف می .دارد
هـاي  در جهت حفظ و ذخایر ژنتیکی و پیشبرد برنامه

تنـوع ژنتیکـی جهـت     اصلاحی کمک رساند. بررسی
هاي اصـلاحی، بررسـی   هپلاسم، تهیه برنام مطالعه ژرم

بندي و بسـیاري مسـائل دیگـر    ردهروند تکامل گونه، 
 یبررس ـ .)Naghaviyan et al., 2010میـت دارد ( اه

 یک ـیژنت یکیقرابت و نزد زانیم نییو تع یکیتنوع ژنت
و  هیعنوان گام اول مرکبات موجود در استان مازندران به

 ییبـالا  تیارقام، از اهم یابیو ارز ییدر شناسا یاساس
باشد که محقق با صـرف حـداقل زمـان    یدار م برخور

متنوع که در اسـتان   یکیژنت يهاهیتواند از پایممکن م
 ـاسـتفاده نما  اصـلاحی  يهـا برنامـه در  داردوجود  . دی

 ـقرابـت   تیتوانـد وضـع   یم ـ یلکـول وم يهایبررس  ای
 ـمتفاوت و  يهاارقام مشابه با نام نیب یکیفاصله ژنت  ای

 ـمشـابه را روشـن نما   يهـا ارقام متفـاوت بـا نـام     ،دی
 زیآنها ن یها و منشأ احتمال پیژنوت نیارتباط ب نیهمچن

 ـهـا بـه طـور دق   روش نیبا استفاده از ا قابـل   يتـر قی
بـه   با توجـه  .)Dehestani et al., 2007( است یبررس

 ارقـام  تولیـد  و پـرورش دیـدگاه   از مـا  کشور استعداد
هاي وسیع بـراي توسـعه ایـن    دشت وجود و مرکبات
مطالعه و تحقیق در جهت  ارزشمند، قتصاديا محصول

تعیین میـزان تنـوع ژنتیکـی و شناسـایی دقیـق ارقـام       
مختلـف مرکبـات و اســتفاده از ایـن پتانسـیل جهــت     
پیشـبرد اهـداف مطلــوب اصـلاحی، لازم و ضــروري    

قابـل توجـه کشـور ایـران بـا      وسعت  رسد.  نظر می به
هاي مختلف، تنوع فراوان منابع ژنتیکـی گیـاهی،    اقلیم

وجود آمدن هوجود خاصیت دگرگشنی در مرکبات و ب
خـوب و   هاي طبیعی و نیز وجود صفات بعضاًدورگ

ها از جملـه مقاومـت بـه آفـات و     مفید در این دورگ
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ها و یا وجود صفات مطلـوب کمـی و کیفـی،     بیماري
ــن دورگشناســایی و جمــعضــرورت  ــا و آوري ای ه

ها در تحقیقات مرکبات را بیش از پـیش  استفاده از آن
 ـداشتن اطلاعات دق با کندنمایان می از  یک ـیتـر ژنت قی

 دیارقام جد جادیاصلاح و ا يتوان برایمحصول م نیا
 ـنمود و ارقـام بـا تول   يزیربرنامه محصـول بـالاتر،    دی

نامسـاعد   طیبه شـرا  ایبهتر و مقاوم به سرما و  تیفیک
 ـ جادیرا ا گرید  ـ   یکرد و حت ارقـام   ینسـبت بـه معرف

  اقدام نمود. عیمناسب در سطح وس
  

  هامواد و روش
نمونـه از مرکبـات    29برگ : آوري بافت گیاهی جمع

ــدول  ــرا    1(ج ــات کت ــات مرکب ــتگاه تحقیق ) از ایس
هاي جـوان  ها از سرشاخه آوري گردید. این برگ جمع

زا و ظاهري ناشی از اثر عوامل بیماريهاي بدون نشانه
فیزیولـوژي و حاصـل از رشـد فصـل جـاري بودنـد.       

ــه ــرگ نمون ــاي ب ــاه    ه ــت م ــس از  93در اردیبهش پ
آوري به مؤسسه تحقیقات مرکبات کشور منتقـل   جمع

درجـه   -80در فریـزر    DNAشد و تا زمان اسـتخراج 
  گراد نگهداري شدند. سانتی

  

  مورد آزمایشمرکبات  هاي نمونه :1جدول 

 کد نام علمی نام فارسی  کد نام علمی نام فارسی 
 C. grandis G16 پوملو C. aurantium G1 16  نارنج 1
 C. sp. G61 تیپ طبیعی C. sinensis G2 17  پرتقال پارسون براون 2
 C. sp. G63 تیپ طبیعی C. sinensis G3 18  پرتقال واشنگتن ناول 3
 C. sp. G65 تیپ طبیعی C. sinensis G4 19  1سیاورز پرتقال 4
 C. sp. G67 تیپ طبیعی C. sinensis G5 20  2سیاورز پرتقال 5
 C. sp. G70 تیپ طبیعی C. sinensis G6 21  3سیاورز پرتقال 6
 C. sp. G71 تیپ طبیعی C. sinensis G7 22  4سیاورز پرتقال 7
 C. sp. G72 تیپ طبیعی C. sp. G8 23  (تیپ طبیعی)کوه معلم 8
 C. sp. G73 تیپ طبیعی C. sp. G9 24  (تیپ طبیعی)محله شل 9
 C. sp. G74 تیپ طبیعی C. reticulata G10 25  اتابکینارنگی  10
 C. sp. G76 تیپ طبیعی C. unshiu G11 26  سوجی یاما انشو نارنگی 11
 C. sp. G78 تیپ طبیعی C. reticulata G12 27  دانسی نارنگی 12
 C. sp. G79 تیپ طبیعی C. reticulata G13 28  بمی نارنگی 13
 C. sp. G80 تیپ طبیعی C. reticulata G14 29  شمال محلی نارنگی 14

 C. clementina G15  کلمانتین نولس نارنگی 15

  
ــتخراج  ــت :DNAاس ــتخراج جه ز روش ا DNAاس

 3/0مقـدار  . ) اسـتفاده شـد.  1980موري و تامپسون (
نمونه برگی به خوبی در ازت مایع پودر شـده  گرم از  

میکرولیتـر   600و قبل از اینکه از انجماد خارج شـود  
متیـل   هگزا دسیل تـري  درصد 2بافر استخراج حاوي 

 20سدیم، مولار کلرید CTAB ،(4/1آمونیوم بروماید (

، =8PHمـولار تـریس    میلـی  EDTA ،100مولار  میلی
تواتانول بـه آن  مرکاپدرصد  4/0سارکوسیل و  درصد1

دقیقه تـا یـک سـاعت در     30مدت  اضافه گردید و به
گراد قرار داده  درجه سانتی 65حمام آب گرم در دماي 

ایزوآمیل الکل -میکرولیتر کلروفرم 600شد. پس از آن 
) به نمونه اضافه و به خوبی مخلوط شده و بـه  1:24(
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دور در  14000مدت پنج دقیقه در سرعت  دنبال آن به
دقیقه سانتریفوژ شد. سپس فاز رویی نمونه بـه دقـت   
جدا شـده و بـه لولـه جدیـدي منتقـل گردیـد. بـراي        

میکرولیتر ایزوپروپانول بـه نمونـه    DNA 600رسوب 
اضافه و بعد از چند بار مخلوط کردن بـه مـدت یـک    

دور در دقیقه سانتریفوژ شـد. بخـش    14000دقیقه در 
شناوردور ریخته شد و بـه رسـوب باقیمانـده بـافر      رو

لیتــر  گـرم در میلــی  میلــی 10حــاوي  EDTA–تـریس 
RNAas  راد گ درجه سانتی 37اضافه گردید و در دماي

 200مدت یـک سـاعت نگهـداري شـد. بـه نمونـه        به
 :1ایزوآمیل الکل ( -میکرولیتر مخلوط فنل و کلروفرم

دور در دقیقه  14000مدت سه دقیقه در  ) اضافه و به1
شناور به لوله دیگر منتقـل   سانتریفوژ گردید. بخش رو

 200و دوباره این کار تکرار گردیـد. در مرحلـه بعـد    
) به نمونـه  1:24ایزوآمیل الکل ( - میکرولیتر کلروفرم

اضافه و پس از سه دقیقه سانتریفوژ فـاز آبـی حـذف    
، بخـش پـایینی نمونـه بـا     DNAگردید. براي رسوب 

ــانول  500  130ســـرد و  درصـــد 97میکرولیتـــر اتـ
مـدت   مولار مخلوط و بـه  4ستات آمونیوم میکرولیتر ا

گراد نگهـداري   درجه سانتی -80یک ساعت در دماي 
 15شد. در مرحله بعد مخلوط سـرد شـده بـه مـدت     

دقیقه سانتریفوژ و سپس بخش بالایی آن به آهسـتگی  
دقیقه در  20بدست آمده به مدت  DNAدور ریخته و 

در  DNAپایـان   دماي معمولی اتاق خشک گردید. در
) حل شده و EDTA )1:10–میکرولیتر بافر تریس 50

گــراد  درجـه سـانتی   -20تـا زمـان اسـتفاده در دمـاي     
و قبـل از   DNA. پـس از اسـتخراج   نگهداري گردیـد 

جهـت بررسـی کمیـت و کیفیـت      PCRانجام واکنش 
ــک،  ــیدهاي نوکلئیـ ــا   DNA اسـ ــده بـ ــت آمـ بدسـ

 260) در طـــول مـــوج ND10000اســـپکتروفتومتر (
  .گیري شدنانومتر اندازه

 يازنجیره واکنش: )PCR( پلیمراز ايزنجیره واکنش
 ISSR  10 ،توسط دستگاه ترموسایکلر )PCR( پلیمراز

 مناسـب که در مطالعات سایر محقیقـین کیفیـت اللـی    
 نشـان  مرکبـات  ارقامی را بین بالای چندشکلی ومیزان

 تهیه مواد از PCR هايواکنش .شد استفاده داده بودند،
میکرولیتر شامل  10حجم  در و سیناژن شرکت از شده
مولار کلرید منیزیم،  میلی x10 ،5/1 ربافمیکرولیتر یک

میکرومـولار از هـر    5/0مـراز،  واحد آنـزیم پلـی   2/0
 50مـولار مخلـوط نوکلئوتیـدي و    میلـی  2/0آغازگر، 
 DNA تکثیر شرایط ژنومی، انجام شد. DNAنانوگرم 

 درساز در صورت واسرشته به آغازگر هر براي ابتدا در
شامل چرخه  40 دقیقه، 5 مدت به سلسیوس درجه 94

 30 مـدت  بـه  سلسـیوس  درجه 94 در سازي واسرشته
 سلسیوس درجه 50 هرآغازگر براي اتصال دماي ثانیه،

 سلسـیوس  درجـه  72 در توسـعه  و ثانیـه  45 مـدت  به
 نهـایی  توسـعه  دقیقـه  7 نهایـت  در و دقیقه 2 مدت به

 محصـولات  تفکیـک  و بررسـی  منظـور  بـه  شد. انجام
شـد.   اسـتفاده  درصـد  1 آگارز ژل از تکثیر، از حاصل

ــا ژل آمیــزي رنــگ و پــس از الکتروفــورز  اتیــدیوم ب
 از اسـتفاده  بـا  ماوراءبنفش نور زیر در نوارها بروماید،
 .شدند برداريعکس و مشاهده داكژل دستگاه

  
  جینتا

هاي ملکولی داشتن  مبناي پژوهش: DNAاستخراج 
DNA  باشد لذا پس از میبا کیفیت و کمیت مناسب

مورد بررسی  DNA، کمیت و کیفیت DNAاستخراج 
با مشاهده شکل باند  DNAقرار گرفتند. کیفیت 

  .)1(شکل  مشخص شد
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  درصد 8/0استخراج شده روي ژل آگارز  DNAنمایش کیفیت  :1شکل 
 

بانـد امتیـازدهی    97از مجمـوع  : تنوع ژنتیکی بررسی
 22/80باند، معادل  78تعداد  ISSRشده براي نشانگر 

بیشـترین   .)2درصد باندها چندشکل بودنـد (جـدول   
و کمترین تعـداد   ISSR-6 تعداد باند متعلق به آغازگر

بیشـترین و  باشـد.  مـی  ISSR-2باند مربوط به آغازگر 
آغازگرهـاي   بـا  کمترین درصد چندشکلی بـه ترتیـب  

ISSR-8  و  درصد 90باISSR-5  دیده شد % باند73با .

بود. بیشـترین   18/0در این آزمون  PICمتوسط مقدار 
 27/0با  ISSR-8و  ISSR-6را آغازگرهاي  PICمقدار 

نشـان   12/0بـا   ISSR-1و کمترین میـزان را آغـازگر   
، چندشکلی مشاهده شده حاصـل از  2دادند. در شکل 

 ISSR-6با استفاده از آغـازگر   PCRتکثیر محصولات 
  روي ژل آگارز نشان داده شده است.

  
  PCRاستفاده شده در واکنش  ISSRمشخصات آغازگرهاي  :2جدول 

 PIC  درصد چند شکلی  چند شکلتعداد باند   تعداد کل باند  نام آغازگر  ردیف
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  میانگین  
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  هاي مرکبات در ژنوتیپ ISSR-6چند شکلی مشاهده شده با نشانگر  :2شکل 
  

  روابط ژنتیکیتجزیه 
 یتمتشـابه و الگـور   یبضـر  ینبهتـر  محاسبه )الف

ها بر اسـاس  بندي ژنوتیپبه منظور گروه: يبندخوشه
سه ضریب تشـابه دایـس، جاکـارد و    ، ISSRهاي داده

تطابق ساده محاسبه گردید. پس از مقایسه همبسـتگی  
هاي تشابه، از هـر مـاتریس تشـابه بـراي     بین ماتریس

، UPGMAهـاي  رسم دندروگرام بر اسـاس الگـوریتم  
اتصال ساده، اتصال کامل، استفاده و بـراي تـک تـک    

هـاي حاصـل ضـریب کوفنتیـک محاســبه     دنـدروگرام 
این اساس، ضریب تشابه دایس و الگوریتم  گردید. بر
UPGMA بنـدي و  عنوان سازگارترین الگوریتم خوشه

ــدول     ــدند (جـ ــاب شـ ــابه انتخـ ــریب تشـ .)3ضـ
  

  ها با ضرایب تشابه ضرایب کوفنتیک حاصل از الگوریتم :3جدول 
 الگوریتم اتصال کامل الگوریتم اتصال ساده UPGMAالگوریتم  

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

 944/0 931/0 967/0 ضریب تشابه جاکارد

 935/0 948/0  96/0 ضریب تشابه دایس
  

نتایج حاصل از ماتریس : تحلیل ماتریس تشابه )ب
) بین 36/0تشابه نشان داد که کمترین شباهت (

) و پرتقال واشنگتن ناول G16هاي پوملو (ژنوتیپ
)G3) بین دو تیپ طبیعی 98/0) و بیشترین شباهت (

  شد.  G73 با  G74و  G80با G72 ناشناخته 
  

  ايتجزیه خوشه
لکـولی بـه   وهـاي م اي بر اساس دادهخوشه تجزیه

با ضریب تشابه جاکارد انجام گردید  UPGMAروش 

هـاي   ). در دندروگرام ترسـیم شـده ژنوتیـپ   3(شکل 
در پنج گروه مجزا  70/0مورد مطالعه در ضریب تشابه 

)A, B, C، D وE   قـرار گرفتنـد.گروه ( A  شـامل  تنهـا
گـروه  . مجزا قرار گرفـت  بصورت) بود که G1نارنج (

B  ناشـناخته  هـاي طبیعـی   و تیپبوده بزرگترین گروه
)G8,G61, G63, G65, G67, G70, G71, G72, G73, 

G74, G76, G78, G79 and G80 هـاي   ) و پرتقـال
) G3)، واشنگتن ناول (G4, G5, G6 and G7سیاورز (
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) در این گروه قـرار گرفتنـد بـه    G2و پارسون براون (
هاي پرتقال، قرابت ژنتیکـی  طوري که در بین ژنوتیپ
در ایـن گـروه   . مشاهده شـد  بالایی توسط این نشانگر

و دو تیـپ   G80و  G72هـاي طبیعـی ناشـناخته    تیپ
بودنـد کـه    98/0داراي شباهت G73و  G74ناشناخته 

هایی باشند کـه   یافته ها جهش ممکن است این ژنوتیپ
ایـن نشـانگر    توسط که انددر اثر جهش به وجود آمده

) و G5( 2هـاي سـیاورز   تفکیک نبودند. ژنوتیـپ  قابل
) G3) نسبت به پرتقال واشنگتن ناول (G6( 3سیاورز 
شامل دو زیرگـروه   Cگروه  .نشان دادند 84/0شباهت 
)، G12هاي دانسـی ( شامل نارنگی C1زیرگروه است، 

) و G10) و اتـابکی ( G13)، بمی (G14محلی شمال (
) و تیـپ  G15، نارنگی کلمانتین نـولس ( D2زیرگروه 

گیرد. در زیرگـروه   ) را در بر میG9طبیعی شل محله (

C1 هاي دانسی (نارنگیG12) و بمی (G13(  بیشـترین
را داشتند که نشان دهنـده آن اسـت کـه     83/0شباهت

این دو ژنوتیپ از لحاظ ژنتیکی خیلی مشابه همدیگر 
) بـا نـارنگی کلمـانتین    G9شل محله (نارنگی هستند. 
 قـرار  73/0) در یک زیرگـروه بـا تشـابه    G15نولس (

) G11یاما (  شامل نارنگی انشو سوجی Dداشت. گروه 
در یـک موقعیـت   ) G11یاما ( رنگی انشو سوجیابود.ن

سـایر ارقـام   شـامل   Bاز گروه )  Dکاملا مجزا (گروه 
مجموع ارقام پرتقـال و تیـپ    شاملC نارنگی و گروه

نـارنگی   هاي ناشناخته قـرار گرفتـه اسـت. همچنـین    
با فاصله بیشتري از   Bگروه) در G15کلمانتین نولس (

ارقام نارنگی و با فاصله نزدیک به تیـپ طبیعـی   سایر 
  شل محله واقع شده است.

  
 

  
  UPGMAبه روش  ISSR ژنوتیپ مرکبات با استفاده از نشانگر 29دندوگرام  :3شکل 
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 بحث 

شده در این مطالعه قادر به تکثیر آغازگرهاي آزمون 
هاي هدف در هر ژنوم آزمون مکاندرصد  90بیش از 

شده بودند. این امر بیانگر میـزان بـالاي حفـظ تـوالی     
توانایی  در عمل.باشدآغازگر بین ارقام آزمون شده می

هاي مشابه در ارقام مرکبـات توسـط ایـن    تکثیر مکان
در ایـن خـانواده   هـا را  آغازگرها، اجازه مقایسه ژنـوم 

.با توجه به دیرینگـی،  )Golein et  al., 2012( دهد می
اهمیت و گوناگونی ذخیره ژنتیکی مرکبات در کشـور،  

هاي ژنتیکی  اي به بررسیرسد باید توجه ویژهنظر می به
اساسی اصـلاح   ملزوماتو اصلاحی آن شود. یکی از 

در ذخیره ژرم  نباتات، دسترسی و آگاهی از میزان تنوع
 پلاسم این گروه ها و تعیین روابط و قرابت آنها است

هاي ژنتیک و تخمین ترکیب ژنتیک گیاهان و مجموعه
تعیین قرابت بین آنان از گذشته دور معمول بوده است 

)Naghavi et al., 2010(.     امـروزه پیشـرفت ژنتیـک
 مولکولی منتهی به ابداع روشهاي مختلـف مبتنـی بـر   

DNAه هاي ژنتیکی شده است بتعیین چندشکلی ، براي
هاي و ایجاد روش PCRطوري که به ویژه پس از ابداع 

گوناگون و قدرتمند با اسـتفاده از آن، امکـان بررسـی    
صورت بسیار کارآمد فراهم  ها بهتر این چندشکلیدقیق

، RAPD هـاي روش تـوان شده است که از جمله مـی 
SSR ،ISSR ،AFLP ) را نام بردGolein et al., 2005(. 

 ISSRمشاهدات در مورد بررسی استفاده از نشانگرهاي 
نماید که این نشـانگر،  ها مشخص میدر تمایز ژنوتیپ

و  بـوده هاي بسیار نزدیک قادر به تفکیک بین ژنوتیپ
ژنوتیپ هر رقـم را ارزیـابی    ،توان با کمترین اشتباهمی

 Noormohammadi et al., 2012; Gharibi et( نمود

al., 2011.(  آزمایشات مشابهی در این خصوص توسط
محققان دیگر گزارش شده است که نتایج تحقیـق بـه   

 Shahsavar( ها مطابقت داردعمل آمده با گزارشات آن

et al., 2007( . با اسـتفاده از نشـانگرهاي   در پژوهشی
ISSR ،IRAP  وRAPD    ــون را ــام لم ــدادي از ارق تع

همچنـین   ).Guillermo et al., 2004( شناسایی کردند
هـاي   در تعیـین قرابـت تعـدادي از ژنوتیـپ    مطالعات 

بیان  ISSRمرکبات در استان فارس با استفاده از نشانگر 
ضـریب   78/0بکرایی و ولکامریانا هاي  رقمکردند که 

 ،گیرندشباهت دارند و در یک گروه فیلوژنتیکی قرار می
را همچنین ضریب تشابه بـین بکرایـی و لیموشـیرین    

پوملو  .)Shahsavar et al., 2007( اعلام نمودند 74/0
اي مجزا قرار داشـت. پوملـو   بررسی در خوشهاین در 

هاي مرکبات از نقش مهمی در والدین بسیاري از میوه
بسیاري  .ها و گریپ فروت داردها، پرتقالجمله لمون

لکـولی  وهـاي م  از مطالعات دیگر با استفاده از نشانگر
 ,.Federici et al( مختلف هم این یافته را تأیید کردند

1998; Nicolosi et al., 2000; Barret and Rhodz, 
1976; Barkley et al., 2006.(  نشانگر ملکولیISSR ،

نارنگی انشو سوجی یاما و کلمـانتین نـولس را در دو   
 وکلمـانتین  انشو نارنگی .بندي کردندگروه مجزا گروه

هستند اما نارنگی انشو در  تانجرین گروهبه متعلق هردو
برخی خصوصیات مورفولـوژي بـا نـارنگی کلمـانتین     

 Daviesاختلاف دارد و از نوع نارنگی ساتسوما است (

and Albrigo, 1994.(  1هـاي سـیاورز    همه ژنوتیـپ ،
هـاي طبیعـی   ، تیـپ 4سـیاورز  ، 3، سـیاورز  2سیاورز 

ناشناخته، پرتقال پارسون براون و واشـنگتن نـاول در   
در یک گروه قرار داشتند که قرابت بالایی به  ما  بررسی

تنـوع  هـا نشـان داد کـه    بررسـی همدیگر نشان دادند. 
هاي پرتقال با اسـتفاده از   ژنتیکی کمی در بین ژنوتیپ

 ;Kumar et al., 2010وجـود دارد ( ISSR نشـانگر 

Shannawaz et al., 2017.(   همچنین سطح بـالایی از
هاي پرتقال با استفاده از نشانگر تشابه در درون ژنوتیپ

RAPD ) گزارش شده استMalik et al., 2012( در .
هـاي   رقم مرکبات را با استفاده از نشانگر 36 پژوهشی
RAPD  وISSR  مورد بررسی قرار دادند و بیان کردند

این  ،که شباهت بالایی در بین ارقام پرتقال وجود دارد
هاي پرتقال بر هاین دیدگاه است که اکثر واریتامر بیانگر 
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در  ).Kumar et al., 2010(اند  اثر جهش به وجود آمده
نشان  ISSRبا استفاده از نشانگر تحقیق دیگري نتیجه 

که اکثریت ارقـام پرتقـال بـرخلاف چندشـکلی      ندداد
هاي رویشی اساس ژنتیکی کمی  ظاهري، به دلیل جهش
لکولی قـادر بـه تفکیـک آنهـا     ودارند که این نشانگر م

. در آزمایش )RouhiGhorabaie et al., 2010( باشد نمی
کوه شباهت بالایی به پرتقال  معلم تیپ طبیعیحاضر، 

یا بر اثر  داد که احتمالاول و سیاورز نشان واشنگتن نا
با کھگیري بین آنها به وجود آمده استهرگو جهش یا د

) مطابقت Jannati et al., 2009نتایج جنتی و همکاران (
شل محله یک دورگ  . همچنین نتایج نشان داد کهدارد

در حالی  طبیعی است که در گروه نارنگی قرار داشت
انجـام شـده  بـا اسـتفاده از نشـانگرهاي       اتکه مطالع

و بررسـی  هـا  در گروه پرتقالآن را  RAPDمولکولی 
در یـک گـروه   را آن  IRAPبا نشـانگر  صورت گرفته 

بندي ممکن است  این تفاوت در گروه که دمجزا قرار دا
ــ ــانگر  هب ــف نش ــت مختل ــل ماهی ــاي م دلی ــولی وه لک

  .)Golein et al., 2005; Golein et al., 2012(باشد
  

  نهاییگیري نتیجه
 نتایج این پژوهش نشان داد کـه نشـانگر ملکـولی   

ISSR تواند اطلاعات مفیـدي دربـاره    استفاده شده می
سطح چند شکلی و تنوع مرکبات را فراهم کننـد، کـه   

ــایی ژر   ــاربرد آن در شناس ــده ک ــان دهن ــم نش م پلاس
  باشد. مرکبات می

  

  تقدیر و تشکر
ــیله از  ــدین وس ــرم دانشــگاه آزاد ب مســئولان محت

اسلامی واحد تنکابن که امکان انجام ایـن پـژوهش را   
  گردد.گزاري میفراهم نمودند، سپاس
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Abstract 

Recognition of genetic diversity and kinship relationships in Citrus is necessary for planning 
and applying breeding programs, preserving biodiversity, recording new cultivars, and 
performing molecular studies. In this study, the genetic diversity of 29 varieties of Citrus 
including: oranges, mandarins, sour orange, pummel, and natural types were investigated by 
using ISSR marker. In total, 97 bands were obtained using eight primers in which 78 bands 
were polymorph. The highest and the lowest polymorphism were in ISSR-8 and ISSR-5 with 
90% and 73%, respectively. The average polymorphism information content (PIC) was 0.18, 
which the highest belonged to ISSR-6 and ISSR-8 (0.27) and the lowest belonged to ISSR-1 
(0.12). Dendrogram resulting from cluster analysis of UPGMA method with simple matching 
similarity coefficient classified varieties into five distinct groups. Pummelo was distinguished 
from the other genotypes in a single cluster. Unshiu mandarin (Sugiyama) was classified into a 
group and separated from Clemantine mandarin (Nules). All genotypes including Siavaraz 1, 
Siavaraz 2, Siavaraz 3, Siavaraz 4, natural types, Parson brown orange and Washington navel 
orange were clustered into the same group and showed high similarity to gather. T of molecular 
marker can provide useful information about the level of polymorphism and variation in citrus 
fruits which indicating it’s apply in detection of citrus germplasm. 
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