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  چکیده
 شناسایی ژنتیکی، روابطتشخیص  مرکبات جهت در یژنتیک تنوع و فیلوژنتیک روابطاطلاع از 

تعدادي  ،کشورهاي مرکبات  در کلکسیون. باشد می ضروري مهم و امري ،جدید ارقام ثبت و پلاسم ژرم
تیکی چندانی بر عمدتاً بر اساس صفات مرفولوژي بوده و تحقیقات ژنشناسایی آنها وجود دارد که   بیوتیپ

مفید تعیین روابط ژنتیکی توانند در  نشانگرهاي ملکولی میبا توجه به اینکه . روي آنها انجام نشده است
ژنوتیپ  43 ژنوتیپ مرکبات شامل 55 قرابت ژنتیکیتنوع و میزان بررسی جهت  در این پژوهش ،باشند

 نوار 92در مجموع، تعداد . تفاده شداس ISSR، از نشانگرهاي رقم تجاري 12همراه با بومی ناشناخته 
در  75از مقدار  هاآغازگرچندشکلی درصد . به ازاء هر آغازگر شناسایی شد نوار 2/9چندشکل با میانگین 

بررسی دندروگرام حاصل از تجزیه . متغیر بود 8YT(AC)در آغازگر  100تا  BDB(CA)7Cآغازگر 
، A ،B ،C( گروه نهبررسی را به  مورد هاي نوتیپ، ژجاکاردبا ضریب تشابه  UPGMAروش   اي به خوشه

D ،E ،F ،G ،H  وI( در گروه  ژنوتیپ ناشناخته 25ارقام پرتقال، نارنگی و  .کرد بندي طبقهA ،فروت  گریپ
، نارنج و یک ژنوتیپ Cدر گروه  ژنوتیپ ناشناخته هفت، پوملو، دارابی و Bگروه ژنوتیپ ناشناخته در  نهو 

، لمون اروکا F، بالنگ در گروه نسبت به همدیگر 54/0ضریب تشابه  اب Eو  Dدر گروه  به ترتیب ناشناخته
قرار  Iن لایم در گروه کو لیموشیرین و مکزی Hگروه ، یک ژنوتیپ ناشناخته به طور مستقل در Gگروه در 

هاي  رنامهو تعیین روابط خویشاوندي در مرکبات، اطلاعات مفیدي را براي ب یتجزیه تنوع ژنتیک. گرفتند
  .کند بهنژادي، انتخاب و حفظ ارقام فراهم می
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  مقدمه

و شامل  ها  همرکبات گروه بزرگی از میو
 .C( ، نارنگی )Citrus sinensis( پرتقالانواع 

reticulata(لیمو ،  )C. aurantifolia( ، لمون)C. 

limon( ،فروت گریپ )C. paradisi ( و پوملو
)C. grandis (تولید مرکبات در مناطق . است

موجب آن و میزان بالاي تولید  مختلف جهان
از اهمیت  در جهان که این محصول  شده

بطوري که امروزه  اقتصادي زیادي برخوردار باشد
مرکبات دومین صنعت بزرگ در تجارت جهانی، 

هزار هکتار و  290ن ایران با دارا بود .است میوه
میلیون تن مرکبات از نظر سطح  2/4بیش از  تولید

در بین کشورهاي و میزان تولید زیرکشت 
تم فو هشتم همقام به ترتیب تولیدکننده مرکبات 

 140را داراست و این جایگاه نسبتاً خوبی در بین 
 & Golein(خیز دنیا است  کشور مرکبات

Adouli, 2011.( ترین  ممرکبات یکی از مه
گرمسیري است که  هاي نیمه هاي میوه جنس
در کشورهاي مختلف  هاي متعددي از آن گونه

 ,Davies & Albrigo(گیرند  مورد کشت قرار می

روابط خویشاوندي تنوع ژنتیکی فراوان و ). 1994
ها وجود دارد که اساساً  اي بین این گونه پیچیده

هاي مکرر و  افشانی به دلیل انجام دگرگرده
و  Citrusهاي مختلف جنس  ازگاري بین گونهس

هاي دیگر این خانواده،  همچنین با سایر جنس
سابقه طولانی کشت و  ،اي هاي جوانه ایجاد جهش

باشد  کار مرکبات و پراکنش گسترده آن در دنیا می
)Scora, 1975 .(  

 ،بهنژادي گیاهان اساسی هاي پایه از یکی

هاي  جموعهم در تنوع میزان از آگاهی و دسترسی
 بهنژادي هاي پروژه مختلف مراحل و ژنتیکی

 و مرکبات ژنتیکی ترکیب تخمین .است

 از گذشته ها آن بین قرابت و ژنتیکی هاي مجموعه

). Barkley et al., 2006(است  بوده معمول دور
مرکبات  در یژنتیک تنوع و بندي رده شدن مشخص

 پلاسم، ژرم شناسایی ژنتیکی، روابط تعیین جهت

بهنژادي  هاي برنامه ایجاد ژنتیکی، فرسایش نترلک
باشد  می ضروري مهم و امري جدید، ارقام ثبت و
)Herrero et al., 1996 .(پیامدهاي از یکی 

 استفاده بر مبتنی که مدرن کشاورزي ناپذیر اجتناب

 و عملکرد حداکثر با شده هاي اصلاح واریته از

 یرذخا تنوع کاهش باشد، می قبول قابل کیفیت

تنوع  از آگاهی امروزه بنابراین .است بوده ژنتیکی
 بومی و وارداتی ژنتیکی منابع مدیریت و ژنتیکی

 تلقی نبات بهنژادي هاي پروژه مهم اجزاء بعنوان

). Krueger & Roose, 2003(گردند  می
 ها جنس میان فیلوژنتیک روابط مطالعات درگذشته،

 خصوصیات اساس بر تنها هاي مرکبات گونه و

 ,.Nicolosi et al(گرفت  می انجام مورفولوژي

 به خصوصیات مورفولوژي از استفاده ، اما)2000

 مرکبات ارقام میان شناسایی و تعیین جهت تنهایی،

 صفات این ،آن بر علاوه و است دشوار کاري

 استفاده بنابراین .گیرند قرار می محیط تأثیر تحت



 )1392 مستانز، 4، شماره 5دوره (مجله بیوتکنولوژي کشاورزي 

١١٣ 

 

 در اي گسترده طور به مولکولی نشانگرهاي از

 گیاهان در ژنتیکی تنوع فیلوژنتیک و روابط مطالعه

 ,.Fang et al(گردیده است  استفاده مختلف

امروزه تعیین تنوع ژنتیکی با استفاده از ). 1998
، تر ، کم هزینهتر نشانگرهاي ملکولی آسان
تر از نشانگرهاي  تکرارپذیرتر و قابل اعتماد

وان به ت از میان این نشانگرها، می. مرفولوژي است
 ISSR )Inter Simple Sequenceنشانگر 

Repeat (نشانگر .اشاره نمود ISSR  خصوصیات
دهد، اما نیازي به یک  ها را نشان می ریزماهواره

چنین از  توالی براي سنتز آغازگر ندارد و هم
شانگرهاي تصادفی نیز برخوردار است مزایاي ن

)Meloni et al., 2006 .( ًاین نشانگر معمولا
 & Bornet(دهد  شکلی بالایی را نشان میچند

Branchard, 2001 .(هاي  این تکنیک در زمینه
تنوع ژنتیکی، مطالعات فیلوژنتیک، تعیین نقشه 

ها و تکامل  ها یا واریته ژنی، شناسایی گونه
هاي  ها و جنس بیولوژي در دامنه وسیعی از گونه

توان به  براي مثال می. مرکبات کاربرد دارد
 Gulsen: اي انجام شده زیر اشاره نموده پژوهش

& Roose )2001 (نشانگرهاي و ها آیزوزایم از 

 تنوع بررسی جهت ISSRو  SSR مولکولی

 مونل رقم 24 میان فیلوژنتیک و ارتباط یژنتیک
(C. limon) آنها میان کمی  تنوع و نمودند استفاده 

میان  یتنوع ژنتیکدر پژوهشی . نمودند مشاهده
که به ) Poncirus trifoliata(برگ  نارنج سه 48

صورت رویشی تکثیر شده بودند با استفاده از 
و  RFLPترکیب  38هفت مکان ژنی آیزوزایم، 

در میان نشانگرها، . شدتعیین  ISSRنشانگر  11
ISSR  چندشکلی بالایی را نشان داد و در نهایت

برگ به چهار گروه اصلی  ژنوتیپ نارنج سه 48
در  .)Fang et al., 1997( بندي شدند دسته

 فیلوژنتیک ارتباط و یژنتیک  پژوهشی دیگر تنوع

استان  تجاري و ناشناخته مرکبات ژنوتیپ 33میان 
بررسی  ISSRفارس با استفاده از نشانگرهاي 

به خوبی توانست روابط  ISSRنشانگر . گردید
هاي مذکور را آشکار سازد  بین ژنوتیپ

)Shahsavar et al., 2007 .(ایران با تلاش  در
هاي مختلف  محققین و باغداران پیشرو، بیوتیپ

و نارنگی که از طریق فروت  پرتقال، لیمو، گریپ
هاي طبیعی و تغییرات ژنتیکی  گیري جهش، دورگ
و در اند  آوري شده جمعاند،  بوجود آمده

هاي شمال و جنوب کشور نگهداري  کلکسیون
هاي انجام شده در این  پایش. شوند می
ساس صفات مرفولوژي عمدتاً بر اها  سیونکلک

بوده و تحقیقات ژنتیکی چندانی بر روي آنها 
انجام نشده است و اطلاعات دقیقی از روابط 

ها و با  ژنتیکی و خویشاوندي بین این ژنوتیپ
 با توجه به اینکه. ارقام تجاري وجود ندارد

 بر یا و حدس اساس بر اه ژنوتیپ این زا تعدادي

 از و اند شده نامگذاري ظاهري صفات برخی مبناي

 دست در اطلاعاتی نیز دیگر يتعداد وضعیت

 شناسایی و بررسی مطالعه این از هدفنیست، 

و ارتباط آنها با ارقام  ها ژنوتیپ این ازبرخی 
 در که است ISSRبا استفاده از نشانگر  تجاري

   .باشند می موجود کترا مرکبات کلکسیون
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  ها مواد و روش
   DNAمواد گیاهی و استخراج  -الف

نمونه  55براي انجام این آزمایش، برگ 
مرکبات از ایستگاه تحقیقات مرکبات کترا 

ها  این برگ). 1جدول (آوري شد  جمع) تنکابن(
هاي ظاهري  هاي جوان بدون نشانه از سرشاخه

. ناشی از اثر عوامل بیماریزا و فیزیولوژیک بودند
آوري و تا  یاه جمعبرگ سالم جوان از هر گ 6-5

 -80در فریزر در دماي  DNAزمان استخراج 
به  DNAاستخراج . نگهداري شد سلسیوسدرجه 

انجام ) Murry & Thompson )1980روش 
و قبل از انجام  DNAپس از استخراج . گرفت

، جهت بررسی کمیت و کیفیت PCRواکنش 
بدست آمده با  DNAاسیدهاي نوکلئیک، 

در طول موج جذب ) ND1000(اسپکتروفتومتر 
همچنین براي . گیري شد نانومتر اندازه 260

تصدیق و تائید نتایج بدست آمده مجدداً با روش 
درصد مورد  8/0الکتروفورز روي ژل آگارز 

  .بررسی قرار گرفت
 

  
  .ارقام مرکبات استفاده شده در آزمایش - 1جدول 

Table 1- Plant material used in this study.  
 ردیف
No. 

 کد گیاه
Plant code 

 نام علمی گیاه
Genotype name 

 نام عمومی
Cultivar or common name 

1~43 G1~G43 Citrus spp  نامشخص)Unknown(  
44 G44 Citrus paradisi فروت دانکن  گریپ)Duncan grapefruit ( 

45 G45 Citrus sinensis  پرتقال والنسیا)Valencia orange( 

46 G46 Citrus grandis  دارابی)Darabi(  
47 G47 Citrus grandis  پوملو)Pummelo (  
48 G48 Citrus sinensis  پرتقال سیاورز)Siavaraz orange (  
49 G49 Citrus limettioides  لیموشیرین)Sweet lime ( 

50 G50 Citrus aurantifolia  لیمو آب شیراز)Mexican lime ( 

51 G51 Citrus aurantium  نارنج)Sour orange ( 

52 G52 Citrus clementina  نارنگی کلمانتین)Clementine mandarin( 

53 G53 Citrus reticulata  نارنگی دنسی)Dancy mandarin(  
54 G54 Citrus medica  بالنگ)Citron ( 

55 G55 Citrus limon  لمون اروکا)Eureka lemon ( 

    



 1392و همکاران،  گلعین

٢ 

 

  )PCR(راز اي پلیم واکنش زنجیره -ب
توسط  (PCR)اي پلیمراز  واکنش زنجیره

با ) MJ RESEARCH, PTC-200(ترموسایکلر 
که در مطالعات ) 2جدول ( ISSRآغازگر  10

سایر محققین، کیفیت آللی مناسب و میزان 
چندشکلی بالایی را بین ارقام مرکبات نشان داده 

با استفاده  PCR هاي  واکنش. بودند، استفاده شد
تهیه شده از شرکت سیناژن و در حجم از مواد 

 X10 ،5/1میکرولیتر شامل یک میکرولیتر بافر  10
 Taqواحد آنزیم 2/0مولار کلرید منیزیم،  میلی

DNA Polymerase  ،5/0  میکرومولار از هر
مولار مخلوط نوکلئوتیدي  میلی 2/0آغازگر، 
(dNTPs)  نانوگرم  50وDNA انجام شد ،ژنومی .

 به آغازگر هر براي ابتدا در DNAتکثیر  شرایط

 درجه 94 در اولیه سازي واسرشته صورت

 شامل چرخه 40 دقیقه، 5به مدت سلسیوس 

 به مدتسلسیوس  درجه 94 در سازي واسرشته

 درجه 50آغازگر هر براي اتصال دماي ثانیه، 30

 درجه 72 در توسعه و ثانیه 45 به مدت سلسیوس

دقیقه  7 نهایت در و دقیقه 2 به مدت سلسیوس
به منظور بررسی و . شد انجام نهایی توسعه

تفکیک محصولات حاصل از تکثیر، از ژل آگارز 
پس از . درصد استفاده شد 5/1با غلظت 

آمیزي ژل با اتیدیوم بروماید،  الکتروفورز و رنگ
ها در زیر نور ماوراءبنفش با استفاده از نوار

  .برداري شدند داك مشاهده و عکس دستگاه ژل
  

  .امحاسبه شده براي آغازگرهدرصد چندشکلی چندشکل و نوارهاي توالی آغازگرها، تعداد : 2ل جدو
Table 2- Sequences of primers, Number of polymorphic bands and Polymorphism percent.  

  درصد چندشکلی
Polymorphism (%) 

  تعداد نوار چندشکل
Number of polymorphic bands 

  توالی
Sequence 

  کد آغازگر
Primer code 

87.5  14 HVH (GA)7T N1  
75 3  BDB (CA)7C N2  
80 8  DBDA (CA)7 N3  
80  12  (GA)8YG N4  
77 7  (AG)8YT N5  
88 8  (AG)8YC N6  
92 12  (AC)8YG N7  
90 10  (AC)8YA N8  
100 9  (AC)8YT N9  
81 9  (CA)8RG N10 

  میانگین  ---   9.2 85
Mean 
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  ها تجزیه داده -ج
 Adobeاز نرم افزارنوارها  جهت امتیازدهی

Photoshop  الگوي نواري حاصل . استفاده شد
به صورت وجود یا عدم وجود نوارها در محصول 

PCR تجزیه . با اعداد یک و صفر امتیازدهی شدند
نشده  هاي وزنی جفت اي به روش گروه خوشه

)UPGMA ( انجام شدجاکارد و با ضریب تشابه .
ها با استفاده از نرم افزار  ل دادهتجزیه تحلی

NTSYS pc ver 2.02  وPOPGENE ver 1.31 
  . انجام گرفت

  

  نتایج و بحث
  هاي تنوع ژنتیکی بررسی آماره -الف

، روابط ISSRآغازگر  10با استفاده از 
ژنوتیپ مرکبات مورد بررسی قرار  55فیلوژنتیک 

 PCR 28نتایج حاصل از تکثیر  1شکل . گرفت
. دهد را نشان می N6استفاده از آغازگر  بانمونه 

 92آغازگرهاي مورد نظر توانستند در مجموع 
به ازاء هر  نوار 2/9 را با میانگینچندشکل  نوار

شده تکثیر نوارهاي تعداد . کنندتکثیر  ،آغازگر
عدد بود که بیشترین  3-14توسط هر آغازگر بین 

و کمترین آن  N1مربوط به آغازگر  نوار 14آن با 
درصد ). 2جدول (بود  N2مربوط به آغازگر 
در آغازگر  75از مقدار  هاچندشکلی آغازگر

BDB(CA)7C  در آغازگر  100تا(AC)8YT 
  ).2جدول ( متغیر بود

  
  

  
: ISSR .Mدر آزمون  N6 کبات توسط آغازگرمرژنومی  DNAحاصل از تکثیر نواري الگوي  -1 شکل

  .هاي مورد مطالعه است مربوط به ژنوتیپ 1- 28هاي  رهشما. نشانگر اندازه
Figure 1- ISSR amplified with the primer N6. M: DNA ladder100bp plus; Lanes 1-28 
are ISSR products of the citrus accessions. 
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  تجزیه روابط ژنتیکی -ب

ژنوتیپ مورد مطالعه  55اي  تجزیه خوشه
پس از . جام شدان UPGMAبر اساس روش 

یعنی در  54/0برش دندروگرام در ضریب تشابه 
هاي متمایز از هم را شامل  محلی که بتواند گروه

 ،A ،B ،C ،Dاصلی خوشه  نهها در  ، ژنوتیپشود
E ،F، G ،H  وI 2شکل (بندي شدند   دسته .(  

 و A.1 داراي دو زیرگروه A بزرگ گروه
A.2  گر از یکدی 57/0است که با ضریب تشابه

 به دو زیرگروهسپس  A.1زیرگروه . اند جدا شده
زیرگروه فرعی . شد تقسیم  A.1.2و  A.1.1 فرعی

A.1.1 هاي  شامل ژنوتیپG1 ،G39 ،G33 ،G7 ،
G12،  پرتقال سیاورز)G48( ،G8 ،G17 ،G20 ،
G27 ،G23 ،G36، G13 ،G14 ،G10 پرتقال ،

 و G45( ،G4، G26 ،G21 ،G25 ،G24(والنسیا 
G38 ها  که برخی از ژنوتیپ ا توجه به اینب. است

با  G7 ،G17با  G48و  G39 ،G12با  G1مانند 
G20  آنها نشان دادندبا همدیگر قرابت زیادي ،

هایی هستند که در اثر جهش  احتمالاً موتانت
هاي مشابه  یا ژنوتیپ اند سوماتیکی بوجود آمده

برخی مطالعات نشان . نوسلار همدیگر هستند
طور ژنتیکی یک بیوتیپ  ها به رتقالاند که پ داده

رقم پرتقال مشخص شد که  10با مطالعه . هستند
کلون هتروزیگوس  10الگوي باند کروموزومی در 

است، ولی با استفاده از نشانگرهاي ریزماهواره 
 Luro, et( رقم مشاهده نشد 10تفاوتی در این 

al., 1995( .تواند دلیلی بر منشاء  این نتایج می

پرتقال باشد که بوسیله ) متحدالاصل(یتیک مونوفیل
جهش سوماتیکی و انتخاب کلون برتر دنبال شده 

برخی از از طرفی در این زیرگروه فرعی، . است
هاي سیاورز و  قرابت بالایی با پرتقال ها ژنوتیپ

هایی از  دورگآنها والنسیا ندارند که احتمالاً 
فقط ) Barret & Rhods  )1976. پرتقال هستند

 .Cهاي  شامل گونه Citrusه گونه از جنس س

reticulata ،C. medica و C. grandis   را به
هاي اصلی پیشنهاد و بیان کردند که  عنوان گونه
هاي  هاي حاصل از این گونه ها، دورگ سایر گونه

شانگرهاي هاي بدست آمده از ن داده. اصلی هستند
 Federici, et( کند یید میمولکولی این نظریه را تأ

al., 1998; Nicolosi et al., 2000.(  
و  G37هاي  ژنوتیپ A.1.2زیرگروه فرعی 

گیرد که با  را در بر می) G52(نارنگی کلمانتین 
از زیرگروه فرعی  60/0ضریب تشابه ژنتیکی 

A.1.1 الگوي . یعنی گروه پرتقال جدا شده است
و نارنگی   اي میان پرتقال اي مشابه باند ریزماهواره

ه شده است که بیانگر روابط خویشاوندي مشاهد
). Luro et al., 1995(نزدیک این دو گونه است 

دهد  هاي دیگر نشان می نتایج حاصل از پژوهش
که پرتقال از تلاقی پوملو و نارنگی بوجود آمده 

نتایج بدست آمده در این مطالعه نیز این . است 
کند زیرا نارنگی قرابت ژنتیکی  فرضیه را تأیید می

 ;Barret & Rhodes, 1976(با پرتقال دارد  60/0

Green et al., 1986.( هاي  ژنوتیپG19 ،G31 ،
G34 ،G32  و نارنگی دنسی)G53 ( در زیرگروه
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A.2 این گروه و نارنگی کلمانتین . قرار گرفتند
)G52 ( در میان . هستند 57/0داراي ضریب تشابه

تایج ها قرابت ژنتیکی بالایی وجود دارد و ن نارنگی
حاصل از نشانگرهاي مولکولی این عقیده را تأیید 

 ,.Filho et al., 1998; Biswas et al(کند  می

2010  .(  
   

  

 
  

  .UPGMAبه روش  ISSRژنوتیپ مرکبات با استفاده از نشانگر  55تجزیه کلاستر  -2شکل 
Figure 2- Dendrogram of 55 genotypes of citrus using ISSR markers based on 
UPGMA.   

  
نارنگی یکی از سه گونه اصلی مرکبات 

و نتایج بدست ) Barret & Rhodes, 1976(است 
 SCARو  RAPDآمده از نشانگرهاي مولکولی 

نتوانست منشأ و والد آن را مشخص نماید 
)Moore, 2001 .(ها متعلق  نظر محققین نارنگی  به

مل ارقام مختلف و باشند که شا به یک گونه می
ها با تفاوت ژنتیکی نسبت  رگ تعداد زیادي از دو
  ). Filho et al., 1998(به یکدیگر هستند 

، G2 ،G5هاي  شامل ژنوتیپ Bخوشه 
G40 ،G3 ،G35 ،G6 ،G29 ،G42 ،G43  و

قرابت . است) G44(فروت دانکن  گریپ
فروت بسیار بالا است  اي در گریپ گونه درون

)Barret & Rhodes, 1976 .( از در پژوهشی که
رقم  هفتجهت بررسی  ISSRنشانگر مولکولی 

تنها یک رقم با شده بود، فروت استفاده  گریپ
که تحت تأثیر جهش داشته سایر ارقام اختلاف 
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با توجه . )Fang & Roose, 1997( قرار گرفته بود
نتیکی بسیار بالایی بین قرابت ژ ،2 شکلبه 

 ،وجود نداردفروت  و گریپ Bگروه هاي  ژنوتیپ
هاي مذکور  رود ژنوتیپ بنابراین احتمال می

نتایج از طرفی . فروت باشند هایی از گریپ دورگ
نشان داد که  SCARو  RAPDمطالعات 

فروت از تلاقی میان پرتقال و پوملو ایجاد  گریپ
نتایج  و )Nicolosi et al., 2000(شده است 

ین هماهنگ با انیز پژوهش بدست آمده در این 
  .باشد مطلب می

، G9 ،G15 ،G30 ،G11 ،G16هاي  ژنوتیپ
در  G22و  G46( ،G18(دارابی ، )G47( پوملو
که  G16ژنوتیپ به جز . بندي شدند دسته Cگروه 

ضریب تشابه، شباهت بالایی به پوملو  92/0با 
هاي دیگر قرابت بالایی را به پوملو  ، ژنوتیپدارد

ه گونه اصلی از سدیگر پوملو یکی . نشان ندادند
اي بالایی در  گونه قرابت درون و مرکبات است

 ,Barret & Rhodes( وجود داردآنها میان 

بارور بودن در  این با تمایل به خود ).1976
ها که به دلیل هموزیگوس بودن آنها فرض  پوملو

نتایج بدست آمده از . شود همخوانی دارد می
پوملو ها تأیید کننده این فرضیه است و  آیزوزایم

بود مکان ژنی مورد بررسی هموزیگوس  10در 
)Torres et al., 1978( .در حالی که  بنابراین

یک احتمالاً یک جهشی از پوملو یا  G16 ژنوتیپ
اما  ،و رقمی دیگر استپوملو بین  طبیعی دورگ

هایی  توانند دورگ هاي دیگر این گروه می ژنوتیپ

آنها باشند که پوملو به عنوان یکی از والدین 
  .  است

است که  G41 ژنوتیپ شامل Dخوشه 
نشان  Eدر گروه ) G51(نارنج با قرابت بیشتري 

اي بالایی در میان  گونه قرابت درون .داده است
ارقام نارنج وجود دارد اگرچه هتروزیگوس 

پژوهش در . )Barret & Rhodes, 1976( هستند
) G51(و نارنج  G41ما ضریب تشابه ژنوتیپ 

دورگی از  G41ه احتمالاً ژنوتیپ است ک 54/0
که نارنج از تلاقی میان گزارش شده . نارنج است

 & Barret(نارنگی و پوملو ایجاد شده است 

Rhodes, 1976 ( بدست آمده از اطلاعات و
را موضوع این  PCR-RFLP نشانگر مولکولی

نتایج این . )Asadi Abkenar, 2007(کند  یید میتأ
یب تشابه انارنج در ضر مطالعه نیز نشان داد که

ها  گروه نارنگیپوملو و از ترتیب   به 47/0و  51/0
در گذشته دور از نارنج تنها به . جدا شده است

شد، در  عنوان گیاه زینتی و دارویی استفاده می
حال حاضر نیز تنها به عنوان پایه از این گونه 

شود و این باعث شده تا انتخاب میان  استفاده می
ژنوتیپ  ).Moore, 2001( انجام نشود ارقام برتر

قرار  Fبه صورت انفرادي در گروه ) G54(بالنگ 
یکی از سه گونه اصلی مرکبات نیز بالنگ . گرفت
شناخته شده سایر مرکبات  أعنوان منشو به است 
  ). Barret & Rhodes, 1976(است 

 Gدر خوشه به تنهایی  )G55(اروکا لمون 
از نشانگر مولکولی  نتایج بدست آمده. قرار گرفت

ISSR  در بررسی میان شش رقم لمون نشان داد



 1392و همکاران،  گلعین

١٢٠ 

 

هاي  فیلتیک هستند و از گونه ها پلی که لمون
 )Fang & Roose, 1997( اند مختلف بوجود آمده

در آنها بالا درصد هتروزیگوسیتی همچنین و 
ات گزارش. )Herrero et al., 1996(باشد  می

حاصل از  ها دورگ لمونکه  حاکی از این هستند
لحاظ   تلاقی میان لایم و بالنگ هستند، اما به

 ژنتیکی قرابت بیشتري نسبت به بالنگ دارند
)Barret & Rhodes, 1976 ( یا دورگ حاصل و

 ,Gulsen & Roose(باشند  از بالنگ و نارنج می

نیز پژوهش نتایج بدست آمده در این . )2001
مؤید این موضوع است زیرا لمون اروکا در 

از لایم  34/0از بالنگ و  41/0یب تشابه ضرا
   .تفکیک شد

به صورت مستقل در خوشه  G28ژنوتیپ 
H از یک  این ژنوتیپ با هیچ. قرار گرفت

شاهد مورد بررسی در این مطالعه هاي  نمونه
است که  ، که احتمالاً دورگیقرابت نشان نداد

مرکبات به انجام . طور طبیعی بوجود آمده است به
ها و بدون هیچ مشکلی  میان گونهگیري  دورگ

 ).Iwamasa et al., 1988( هستند  شناخته شده
همچنین ممکن است که این ژنوتیپ موتانتی 
باشد که در اثر جهش سوماتیکی ایجاد شده و با 
نشانگرهاي استفاده شده در این مطالعه قابل تمیز 

هاي  امکان ایجاد جهش سوماتیکی در گونه. نیست
. )Moore, 2001( د داردوجو Citrus جنس

شود که  ها زمانی مشخص می اهمیت این جهش
هاي کشت  به این حقیقت توجه شود که اکثر گونه

شده مرکبات بر اساس تکثیر رویشی ازدیاد 

لیمو  Iدر گروه  ).Herrero et al., 1996( اند شده
جاي ) G50(لیمو آب شیراز و ) G49(شیرین 
یمو شیرین به و ل) اسیدي(ارقام لایم . گرفتند

 & Soost(شوند  ه میعنوان لایم در نظر گرفت

Roose, 1996( .هاي طبیعی بین  گیري دورگ
اي زیادي در اعضاء  هاي جوانه جهشها و  گونه

که ) Moore, 2001(وجود دارد  Citrusجنس 
  . شوند ها باعث ایجاد تنوع در ارقام می این جهش

استفاده شده  ISSRنشانگرهاي در مجموع 
این مطالعه قادر به تکثیر توالی هدف در  در

نشانگرهاي . هاي مورد مطالعه بودند ژنوتیپ
ط ژنتیکی در گروه مورد حاضر توانستند رواب

این . بطور واضحی مشخص کنندمطالعه را تقریباً 
 ;Fang & Roose, 1997(با نتایج گزارشات 

Shahsavar et al., 2007; Biswas et al., 2010; 
Marak & Laskar, 2010 ( کردندکه اعلام ،

ابزاري قدرتمند در تجزیه  ISSRنشانگر ملکولی 
از آنجایی که . ، مطابقت داردژنتیکی مرکبات است

مناطق شمالی کشور عمدتاً زیر کشت ارقام پرتقال 
جهش یا بنابراین باشد،  و نارنگی می

طبیعی نیز در این دو گونه زیاد هاي  گیري دورگ
هاي ناشناخته  ل، اکثر ژنوتیپبوده و به این دلی

مورد بررسی در گروه پرتقال و نارنگی قرار 
-PCRنشانگرهاي مولکولی دیگر مانند  .گرفتند

RFLP  وSSR د در تعیین نممکن است بتوان
تر قرابت این  والدین مادري و تکمیل دقیق

  .ها کمک نماید ژنوتیپ
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Abstract  

Understanding phylogenic relationships and genetic diversity in citrus is considered to 
be important in clarifying their genetic relationships, germplasm characterization and the 
registration of new varieties. There are some Citrus accessions in the country citrus 
collections which have been classified merely based on their morphological traits and much 
genetic research has not been done. Molecular markers would help to infer their relations with 
known cultivars. In the present research work, phylogenic relationships among 55 citrus 
genotypes including 43 unknown local genotypes and 12 commercially important citrus 
varieties were investigated through ISSR markers. In total, 10 ISSR primers produced 92 
polymorphic bands with average of 9.2 bands per primer. Polymorphism percent of each 
primer varied from 75 in primer BDB(CA)7C to 100 in primer (AC)8YT. Genetic similarities 
among accessions were calculated according to Jaccard Similarity Index and used to construct 
a dendrogram based on the unweighted pair groups method arithmetic averages (UPGMA), 
which put the 55 samples into nine major groups i.e. (A, B, C, D, E, F, G, H and I). Orange, 
mandarin and 25 unknown genotypes into group A, grapefruit and 9 unknown genotypes into 
group B, Pummelo, Darabi and seven unknown genotypes into group C, sour orange and an 
unknown genotype into groups D & E, citron into group F, Eureka lemon into group G, an 
unknown genotype into group H and sweet lime and Mexican lime into group I were 
clustered. Genetic diversity and phylogenetic analysis in citrus, provide useful information for 
further breeding programs, collection, preservation and utilization. 
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