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  )Microsatellite(های ریزماهواره گررزیابی تنوع ژنتیکی منابع ژرم پلاسم مرکبات با استفاده از نشانا
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  استادیار موسسه تحقیقات مرکبات کشور، رامسر3دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی ساری، 

 27/7/87 : ؛ تاریخ پذیرش1/10/86: تاریخ دریافت

  
  

  1چکیده
 تیپ طبیعی ناشناخته 30های طبیعی ناشناخته موجود در کلکسیون شمال کشور،  منظور بررسی تنوع ژنتیکی تیپ به

ای که در مطالعات سایر محققان چندشکلی مناسبی نشان داده   نشانگر ریزماهواره9 رقم شناخته شده انتخاب و 16همراه  به
 ژنوتیپ مورد مطالعه تولید 46دهی برای   الگوی مناسب و قابل امتیازSSRنه جفت آغازگر . بودند، مورد بررسی قرار گرفت

که جایگاه  طوری های مورد بررسی ردیابی شد به ه در ارقام و تیپ جایگاه ریزماهوار9 آلل در مجموع 54تعداد . کردند
CAC33 آلل بیشترین و 9 با  TAA17 با بررسی سطح .  آلل کمترین تعداد آلل را در بین نشانگرها نشان دادند4با

 TAA27و کمترین مقدار آن مربوط به ) =TAA15) 782/0PIC مربوط به نشانگر ICچندشکلی بیشترین ملاک 
)412/0PIC= ( بوده و میانگین)632/0PIC= (روش  ای به تجزیه خوشه. برآورده شده استComplete و با ضریب تشابه 

های طبیعی ناشناخته با ارقام  بندی گردید که تعدادی از تیپ های مورد بررسی در سه گروه مجزا طبقه دایس انجام و تیپ
ای  وان جهت تعیین روابط ژنتیکی استفاده نمود و همچنین تجزیه خوشهت شناخته شده در یک گروه قرار گرفتند که از آنها می

 و کمترین شباهت با سایر ارقام مربوط 36Kc ،43Kcنشان داد که بیشترین شباهت ژنتیکی مربوط به دو تیپ طبیعی ناشناخته 
، (Citrus maxima) شادوک شود که با بررسی دندروگرام در این تحقیق تأیید می. باشد  می41Kcبه تیپ طبیعی ناشناخته 

ای مرکبات در سه خوشه مجزا قرار  های پایه عنوان گونه  به(Citrus reticulata) و نارنگی  (Citrus medica)بادرنگ
اند در  گرهای ریزماهواره که قدرت تمایز بالایی از خود نشان داده دهد که نشان چنین نتایج این پژوهش نشان می هم. اند گرفته

گرهای مورد استفاده  ان تنوع ژنتیکی و روابط خویشاوندی از کارایی بالایی برخوردار بوده و از میان نشانتعیین میز
TAA41،CAC15  ،CAC19 ،TAA15 ،TAA33 ،CAC33و TAA1 جهت شناسایی و بررسی تنوع ژنتیکی ارقام 

  .شوند موجود در ژرم پلاسم مرکبات کشور و بهبود مدیریت کلکسیون معرفی و پیشنهاد می
  
  ، ژرم پلاسمSSRمرکبات، تنوع ژنتیکی، نشانگرهای : های کلیدی واژه

                                                 
  sa_kianoush@yahoo.com:  مسئول مکاتبه-*
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  مقدمه
فی از ـعل ای و چهـدرختی، درختن اهاـگی رکباتـم

 Aurantioideaeرخانواده ـزیو  Rutaceaeواده ـانـخ
 =2n= 2x(دیپلوئیدی ). 1996سوست و رز،  (.باشند می

بسته به های وا  و جنسCitrusقاعده کلی در جنس ) 18
 تجزیه ژنتیکی را ،این ویژگی ژنتیکی طبیعیبوده و آن 
کشت وسیع ). 1978واردی و اسپیگل،  (سازد تر می آسان

باروری بین  مرکبات، خاصیت آلوگامی، ازدیاد بذری، هم
های فراوان  های جنسی و جهش گیری ها، دورگ گونه

باعث ایجاد تنوع زیادی در میان ارقام مرکبات گردیده 
شناسایی، حفظ و ). 2003اسکارانو و همکاران، (است 

 آگاهی از تنوع ژنتیکی ذخایر توارثی مرکبات زیربنای هر
منظور،  برای این. نماید گونه تحقیق کاربردی را فراهم می
ای، اولین گام در قابل  تعیین تنوع ژنتیکی درون گونه

گراهام و (باشد  استفاده کردن منابع ژرم پلاسم می
های  نشانگر). 1996 هررو و همکاران، ؛1996همکاران، 

طور سنتی در علوم زیستی مورد استفاده  رفولوژیکی بهوم
گیری  اند، این نشانگرها براساس صفات اندازه قرار گرفته

باشند که از یک طرف  شده در باغ و یا آزمایشگاه می
دهد و از  معیارهای صحیح و بدون ابهام را کمتر ارائه می

باشد بررسی  وط به شرایط رشد گیاه میطرفی چون مرب
کاتو و (باشد  صرفه نمی آنها از نظر هزینه مقرون به

  ).1992، یوکویاما
 استفاده از 1980 و اوایل 1970در طول دهه 

ها، اولین  ایزوزایم. نشانگرهای بیوشیمیایی رایج گردید
نشانگرهای ژنتیکی بودند که در ژنتیک گیاهی و اصلاح 

سیستم . کار گرفته شدند اسایی ارقام به شنبراینباتات 
شناسایی و استفاده از این نوع نشانگرها، ساده، ارزان و 
نسبت به نشانگرهای مرفولوژیکی از پایداری بیشتری 

اما تعداد ). 1998ریبولد و همکاران، (باشند  برخوردار می
نشانگرهای بیوشیمیایی کم بوده و از طرفی این نشانگرها 

های   بافت و فیزیولوژی گیاه در زمانتأثیر نوع تحت
دلیل مشکلات فوق در دهه  به. گیرند مختلف رشد قرار می

سمت نشانگرهای مولکولی  ن بها توجه متخصص1980

های  این نشانگرها تفاوت.  جلب گردیدDNAمبتنی بر 
 بین افراد را DNAردیف  های هم قابل توارث در توالی

  ).2003وین، (نمایند  منعکس می
ها واحدهای نوکلئوتیدی دو، سه، چهار تا  زماهوارهری

ای هستند که در طول ژنوم موجودات  تایی تکرار شونده ده
علت  شوند و به یوکاریوت مانند گیاهان به وفور یافت می

ای در بین افراد  های فراوان از تنوع قابل ملاحظه جهش
این واحدهای تکراری . باشند یک جمعیت برخوردار می

 ردیف منحصر به فرد حفاظت شده در دو طرف توسط دو
؛ 1996داش و همکاران، (اند  واحد تکراری محدود شده

بنابراین براساس این ). 2000داویروالا و همکاران، 
توان آغازگرهای اختصاصی  های حفاظت شده می توالی

طراحی نمود و نشانگرهای انحصاری مبتنی بر واکنش 
ورد دست آ  هر جایگاه به برای(PCR)مراز  ای پلی زنجیره

  ).2000نیکولوسی و همکاران، (
های زیادی را در محصولات  تاکنون ریزماهواره

، )1993اسنیر و همکاران، (مختلف گیاهی مانند گندم 
، )1990رالف، (، سویا )2001دانگل و همکاران، (انگور 
و گلابی ) 1997اسمولدرز و همکاران، (فرنگی  گوجه

اسکورا و  .اند  شناسایی نموده) 2001، یاماموتو و همکاران(
ها ابزار قوی در  اند که ریزماهواره همکاران نشان داده

روند  شمار می ها به ها و نگهداری واریته شناسایی ژنوتیپ
آمیز  کیجاس و همکاران با تلفیق موفقیت ).1988اسکورا، (

ها به نقشه ژنتیکی مرکبات، سودمندی این  ریزماهواره
های مرکبات  هت تجزیه و تحلیل میان دو رگنشانگر را ج

  ).1997کیجاس و همکاران، ( دادند نشان
دلیل   را بهSSR1کیجاس و همکاران نشانگر مولکولی 

عنوان نشانگری  مورفیسم بالا و هم بارز بودن به پلی
 معرفی  Citrusیابی ژنتیکی جنس مناسب جهت نقشه

د سطوح بالای توان نمودند و بیان کردند که این نشانگر می
  ).1995کیجاس و همکاران، (ر سازد تنوع را آشکا

های خود به کمک  آنتونیو و همکاران در بررسی
 و ویژگی مورفولوژیکی شاخص SSRنشانگر مولکولی 

                                                 
1- Simple Sequence Repeat  
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سطح برگ نشان دادند که تلفیق انتخاب براساس نشانگر 
های ژنتیکی مرکبات  مولکولی و مرفولوژیکی در بررسی

 انتخاب بهتر، کاهش وقت مصرفی و تواند منجر به می
های اصلاح مرکبات گردند  کاهش هزینه در برنامه

های خود  اسکارانو و همکاران در بررسی ).2002آنتونیو، (
های  های جنسی با کمک نشانگر جهت شناسایی نهال

 ژنوتیپ 5 و 4ترتیب  ، بهSSR و RFLP 1مولکولی
د که جنسی را مشخص نمودند و همچنین پیشنهاد کردن

 در مقایسه با نشانگر مولکولی SSRنشانگر مولکولی 
RFLPهای جنسی از کارایی بالاتری  ، در تشخیص نهال

  ).2000روئیز و همکاران، (باشد  یبرخوردار م
های جنسی از  روئیز و همکاران جهت شناسایی نهال

 و ایزوزایم استفاده SSRنوسلار از نشانگر مولکولی 
 در مقایسه  SSRنشانگر مولکولینموده و نشان دادند که 

با سیستم ایزوزایم از کارایی بالاتری برخوردار بوده و 
چنین  هم. دهد مورفیسم را نشان می سطوح بالای پلی

 و DNA، استخراج سریع SSRسرعت و دقت روش 
آمیزی نیترات نقره را از  سازی از طریق رنگ قابلیت آشکار

رانگون و (ند های برتری این نشانگر عنوان کرد شاخص
فانگ و همکاران در بررسی تنوع ). 1995همکاران، 

ترش چینی به کمک نشانگر مولکولی  ژنتیکی لیمو
ISSR2 ،48 گروه مجزا تقسیم 4 جنس لیمو ترش را به 

منظور  پانگ و همکاران به). 1997، رزفانگ و (نمودند 
 و Citrusبررسی روابط خویشاوندی بین جنس 

. شانگر ریزماهواره استفاده نمودندهای وابسته از ن جنس
دست آمده توسط آنها با  الگوی خویشاوندی ژنتیکی به

های مرکبات مطابقت دارد  های کلاسیک جنس بندی طبقه
  ).2003، گندپانگ و (

 ژنتیکی مرکبات نزدیکیبررسی تنوع ژنتیکی و 
عنوان گام اولیه و  موجود در کلکسیون شمال کشور به

 ارزیابی ارقام از اهمیت بالایی اساسی در شناسایی و
باشد که محقق با صرف حداقل زمان ممکن  برخوردار می

                                                 
1- Restriction Fragment Length Polymorphism 
2- Inter Simple Sequence Repeat  

های ژنتیکی متنوع که در بانک ژن وجود  تواند از پایه می
  .نژادی مرکبات استفاده نماید های به دارد در برنامه

استفاده از نشانگرهای چند آللی هم بارز با سطح تنوع 
ها  اسر ژنوم مانند ریزماهوارهبالا و پخش یکنواخت در سر

های هتروزیگوت آلوگام بسیار مفید بوده و  برای گونه
دهد  صورت جداگانه می اجازه تعیین ژنوتیپ هر گیاه را به

در ). 2000 نیکولوسی و همکاران، ؛2000، رزبارکلی و (
 که از SSRاین ارتباط در تحقیق حاضر نشانگرهای 

باشند جهت مطالعه  قدرت تمایز بالایی برخوردار می
بررسی تنوع ژنتیکی ارقام موجود در ژرم پلاسم مرکبات 

لکسیون معرفی و پیشنهاد کشور و بهبود مدیریت ک
  .شوند می

  
  ها مواد و روش

 تیپ طبیعی ناشناخته موجود در کلکسیون ایستگاه 30
 رقم شناخته شده موجود در 16تحقیقات مرکبات کترا و 

آوری  های مولکولی جمع منطقه شمال کشور جهت بررسی
طور تصادفی   برگ سالم جوان از هر گیاه به6 تا 5. گردید
 در فریزر در دمای DNAآوری و تا زمان استخراج  جمع

جهت استخراج . گراد نگهداری گردید  درجه سانتی-80
DNA ،آوری شده در   گرم از بافت برگی جمع2 ژنومی

خراج هاون چینی در حضور ازت مایع پودر شد و است
DNAروش   بهCTAB دویل و دویل، ( انجام گرفت
 از دستگاه DNAجهت کنترل خلوص ). 1987

 نانومتر استفاده 280 به 260اسپکتروفتومتر با نسبت جذب 
دلیل   و یا بیشتر به8/1های با نسبت  نمونه. گردید

  .ها انتخاب شدند ناخالصی کمتر جهت انجام آزمایش
 جفت آغازگر 9 با (PCR)ای پلیمراز  واکنش زنجیره

SSR که در مطالعات ) 1جدول ( اختصاصی مرکبات
مورفیسم  ن کیفیت آللی مناسب و میزان پلیاسایر محقق

. بالایی را بین ارقام مرکبات نشان داده بودند، انجام شد
 با استفاده از مواد تهیه شده از شرکت PCRهای  واکنش

ولیتر بافر  میکر5/2 میکرولیتر شامل 25سیناژن و در حجم 
PCR x10 ،75/0 مولار،   میلی50 میکرولیتر کلرید منیزیم

www.SID.ir
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 Taq DNA Polymerase ،25/1 واحد آنزیم 2/0
مولار، مخلوط   میلی5میکرولیتر از هر آغازگر با غلظت 

 نانوگرم 25مولار و   میلی10 (dNTPs)نوکلئوتیدی 
DNAبرنامه حرارتی واکنش .  ژنومی انجام شدPCR 

  درجه94ای در   دقیقه5یک چرخه : باشد یشرح زیر م به
  درجه94 چرخه حرارتی شامل 35د و گرا سانتی
مدت  گراد به  درجه سانتی55 دقیقه، 1مدت  گراد به سانتی

 دقیقه و مرحله 1مدت  گراد به  درجه سانتی72 ثانیه و 30
. گراد انجام شد  درجه سانتی72 دقیقه در 4تکثیر نهایی با 

 6اکریل آمید  با استفاده از ژل پلی PCRمحصول واکنش 
  . مولار اوره تفکیک شد7درصد واسرشت با 

سیستم الکتروفورز مورد استفاده در این مطالعه دستگاه 
Bio Rad متر و ابعاد   میلی4/0 و قطر ژل مورد استفاده

جهت واسرشته سازی . متر بود سانتی) 38×30(ژل 
 95 دمای گرم باب  آها در حمام ، نمونهPCRمحصولات 
 8مقدار .  دقیقه قرار داده شد5مدت  گراد به درجه سانتی

 میکرولیتر 6آلدئید به  میکرولیتر بافر بارگذاری حاوی فرم

ها   واسرشته شده اضافه و داخل چاهکPCRمحصول 
 100ها در توان ثابت  الکتروفورز نمونه .بارگذاری شد

ن زما. گراد انجام شد  درجه سانتی50وات و در دمای 
 PCRالکتروفورز با توجه به وزن باندهای حاصل از 

.  دقیقه تشخیص داده شد45-90برحسب جفت باز، 
باسم (آمیزی ژل با روش نیترات نقره صورت گرفت  رنگ

صورت  الگوهای نواری حاصل به). 1991و همکاران، 
  PCRدر محصول) Band(وجود و یا عدم وجود نوارها 

ای  تجزیه خوشه.  شدنددهیامتیازبا اعداد یک و صفر 
 و با ضریب تشابه دایس انجام شد و Completeروش  به

=−∑ از فرمولPICملاک  21 iPPIC) Pi : فراوانیI 
و جهت محاسبه فاصله ) آلل در یک جایگاه معین امین
). 1972نی، (ردید ـ استفاده گNeiیکی از شاخص ـژنت
افزار  از نرمها با استفاده  ل دادهـلیـه و تحـزیـتج

NTSYS pc ver 2.02 1990رالف، ( انجام گرفت.(  

 
  

  .های ردیابی شده و دامنه اندازه آللی  آغازگرهای مورد استفاده، توالی نوکلئوتیدی، تعداد آلل-1جدول 
  آغازگر  توالی نوکلئوتیدی  تعداد آللی  دامنه اندازه آللی

190-147  6  F-GACAACATCAACAACAGCAAGAGC 
R-AAGAAGAAGAGCCCCCATTAGC TAA1 

320- 242  5  F-ACAACCTTCCAACAAAACCTAGG 
R-AAGACTTGGTGCGACAGG  CAC19  

147– 124  9  F-GGTGATGCTACTGATGC 
R-CAATTGTGAATTTGTGATTCCG  CAC33  

124– 110  7  F-GGTACTGATAGTACTGCGGCG 
R-GCTAATCGCTACGTCTTCGC  TAA33  

190– 147  5  F-TAAATCTCCACTCTGCAAAATG 
R-GATAGGAGGCGTCGTAGACCC  CAC15  

242– 190  4  F-GGATGAAAAATGCTCAAAATG 
R-TAGTACCACAGGGAAGAGAGC  TAA27  

190– 147  5  F-AGGTCTACATTGGCATTGTC 
R-ACATGCAGTGCTATAATGAATG  TAA41  

190– 124  8  F-GAAAGGGTTACTTGACCAGGC 
R-CTTCCCAGCTGCACAAGC  TAA15  

320– 240  5  F-ATCACAATTACTAGCAGCGCC 
R-TTGCCATTGTAGCATGTTGG  CAC23  

  میانگین    6  -
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  نتایج و بحث
نتایج این بررسی نشان داد که هـر نـه جفـت نـشانگر              

SSR  46 مناسب و قابـل امتیـازدهی بـرای           الگوی نواری 
الگـوی  ) 1شـکل   (در  . ژنوتیپ مورد مطالعه تولید نمودند    

تعـداد  . شـود    دیده مـی   TAA15نواری مربوط به نشانگر     
ای در ارقـام و        جایگـاه ریزمـاهواره    9مجمـوع    آلل در    54
که جایگاه    طوری  شود به   های تحت بررسی مشاهده می      تیپ

CAC33   آلل بیشترین و     9 با TAA27   آلل کمترین   4 با 
. انـد   تعداد آلـل را در بـین نـشانگرها از خـود نـشان داده              

تعداد آلـل و   .  برآورد شده است   6متوسط آلل ردیابی شده     
هتروزیگوت در هـر مکـان دلالـت بـر          های    تعداد ژنوتیپ 

عبارت دیگـر هتروزیگـوت       باشد به   وجود آلل چندگانه می   
در . های مورد بررسی محرز شده اسـت        بودن ارقام و تیپ   

 43( رقــم 21ایــن بررســی تعــداد ارقــام هتروزیگــوت از 
)  درصــد93( رقــم 43 تــا TAA27در جایگــاه ) درصــد

رقـام   متغیـر بـوده و متوسـط تعـداد ا          TAA1مربوط بـه    
بـا  . برآورد شـده اسـت    )  درصد 69( رقم   32هتروزیگوت  

 جایگـاه ریزمـاهواره، بیـشترین    9بررسی سطح چندشکلی  
) TAA15) 782/0=PICمربوط به نشانگر     PIC1ملاک  

) PIC=412/0( دارای کمتـــــرین مقـــــدار TAA27و 
ــی ــد م ــ. باش ـــمت ــPICلاک ـوسط م ـــن بـ در ای ی ـررس

)632/0=PIC (  هـای    تایج با یافتـه   این ن . برآورد شده است
 دارای  TAA27که نـشانگر     پانگ و همکاران مبنی بر این     

در بررســی روابــط خویــشاوندی ) PIC=412/0(حــداقل 
  ).2003پانگ و همکاران، (قت دارد مرکبات است، مطاب

روش  های مولکـولی بـه      ای براساس داده    تجزیه خوشه 
Complete         شـکل  ( با ضریب تشابه دایس انجام گردیـد

های مورد بررسی براسـاس       ن شباهت ارقام و تیپ    میزا). 2
 متغیــر بــود کــه 97/0 تــا 18/0ضــریب تــشابه دایــس از 

هـای مـورد بررسـی     دهنده تنـوع بـالا میـان ژنوتیـپ          نشان
ارقـام و   ) 2شـکل   (در دنـدروگرام ترسـیم شـده        . باشد  می
 در سه گروه    32/0های مورد مطالعه در ضریب تشابه         تیپ

فتند که هر گروه اصـلی بـا دو   قرار گر) Aو C) ، Bمجزا 
تـوان بـه دو        را مـی   Aگـروه   . شوند  زیرگروه مشخص می  

                                                 
1- Polymorphism Information Content  

 شــامل  AIزیرگــروه.  تقــسیم کــردAII و AIزیرگــروه 
که با هیچ Kc 46 و 41Kc ،44Kc، 45 Kc 2های طبیعی تیپ

در این زیرگروه   . گروه نیستند  یک از ارقام شناخته شده هم     
باشـد    نتیکی مـی   دارای حداکثر فاصله ژ    41Kcتیپ طبیعی   

 )45/0 GS= .(   در زیرگروهAII 18های طبیعی     ، تیپKc ،
43Kc  ،42K، 22Kc، 17Kc  ،36Kc  ،24Kc، 23Kc 20  وKc 

، دارابـی،   )جیرفتـی (و ارقام شناخته شـده پرتقـال خـونی          
، پرتقـال تامـسون،     )سـانگینلا (فروت، پرتقال خونی     گریپ

شابه با ضریب ت  ) سیاورز(نارنگی کلمانتین و پرتقال محلی    
، 43Kcهای طبیعی     این زیر گروه تیپ    در.  قرار دارند  53/0
36Kc        و تیـپ   ) سیاورز( و رقم شناخته شده پرتقال محلی

دو ) =94/0GS(و  ) =96/0GS(ترتیـب      بـه  23Kcطبیعی  
 نیـز   Bگروه  . باشند  به دو دارای حداکثر قرابت ژنتیکی می      

زیرگـروه  . گردد   تقسیم می  BII و   BIخود به دو زیرگروه     
BI 19های طبیعی ناشناخته    شامل تیپKc ،32Kc ،25Kc ،

29Kc،30 Kc ،35 Kc 37وKc   ــشابه ــریب ت ــا ض  46/0 ب
ارقام شناخته شده ته بشقابی، دارابی و لیموترش        . باشد  می

 Cگـروه   . اند   قرار گرفته  BII در زیرگروه    57/0با ضریب   
هـای    باشد کـه تیـپ       می CII  و CIنیز شامل دو زیرگروه     

ــنا  ــی ناش ــام 38Kc  و27Kc، 23Kc ،39Kc هختطبیع  و ارق
عمانی با ضریب    شیرین، بادرنگ و لیمو    شناخته شده لیمو  

ــد و در زیرگــروه CI در زیرگــروه 55/0 ــرار دارن ، CII ق
 و ارقـام  26Kc  ،21Kc  ،28Kcهـای طبیعـی ناشـناخته         تیپ

 46/0شناخته شده نارنج، انشو و شادوک با ضریب تـشابه           
ارای حداقل قرابـت ژنتیکـی در       رقم شادوک د  . قرار دارند 

در ایــن زیرگــروه ). 53/0GS(باشــد  ایــن زیرگــروه مــی
رابت ژنتیکــی ـبادرنــگ و لیمــو عمــانی دارای حــداکثر قــ

)81/0GS= (بــا بررســی دنــدروگرام در ایــن  .باشــند مــی
، (C. maxima)شــود کــه شــادوک  تحقیــق تأییــد مــی

 (C. reticulata) و نـارنگی   (C. medica)بادرنـگ 
ای مرکبات در سه خوشه مجزا قرار         های پایه   ان گونه عنو  به

، بادرنگ در زیر    CIکه شادوک در زیرگروه       طوری  داشته به 
. انـد    قـرار گرفتـه    AII و نـارنگی در زیرگـروه        CIIگروه  

                                                 
2- Kotra Collection 
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 کــه احتمــالاً دارای والــد Citrusهــای  تعــدادی از گونــه
  .اند بندی شده بقهاند در یک گروه ط مادری یکسانی بوده

ــرار گــرفتن شــادوک            رابطــه مــیدر ایــن ــه ق ــوان ب ت
(C. maxima)  ــارنج ــشو    (C. aurantium)، ن ،  ان
(C. unshiu)  ــیرین ــو ش  ،(C. limettioides)، لیم

 (C. limonia) و لیمـو عمـانی   (C. medica)بادرنگ 
های این تحقیق با مطالعاتی که توسـط          اشاره نمود که یافته   

ده اسـت، مطابقـت دارد      نیکولوسی و همکـاران انجـام ش ـ      
قــرار گــرفتن شــادوک     ).2000نیکولوســی و همکــاران، (

(C. maxima) ــارنج در یــک  (C. aurantium) و ن
های پانگ و همکاران که بـه کمـک نـشانگر             گروه با یافته  
ــولی  ــشان دادهSSRمولکــ ــادوک                    نــ ــه شــ ــد کــ انــ

(C. maxima) ــارنج  و (C. aurantium)، نـــ
 در یک گروه قـرار دارنـد،   (C. paradisi)فروت  گریپ

براسـاس   ).2003پانـگ و همکـاران،   (نمایـد   مطابقت می
 (C. medica)نتایج تحقیقات پانگ و همکاران بادرنـگ  

 (C. limon)و ـ لیم ـ،(C. limettioides)لیمو شـیرین  
ن ـج ای ـ ـای ــتـد که با ن   ـرنـیـگ  رار می ـر ق ـتـلاسـدر یک ک  

 ــه بـق ک ــیـقـتح  لیمـو شـیرین   ،(C. medica)گ ـادرن
(C. limettioides)  و لیمو عمـانی (C. limonia) در 

پانـگ و همکـاران،     (اند، مطابقت دارد       قرار گرفته  Cگروه  
2003.(  
، (C. limettioides)گـروه بـودن لیمـو شـیرین       هم

، (C. limonia) و لیمـو عمـانی   (C. medica)بادرنگ 
و همکاران مبنـی    های نیکولوسی      با یافته  CIIدر زیرگروه   

 والد مـادری بـسیاری از   (C. medica)که بادرنگ  بر این
 و لایـم  (C. limon) از قبیـل لمـون   Citrusهـای   گونه

(C. aurontifolia)در ایــن .باشــد، مطابقــت دارد  مــی 
 و  38Kc  ،39Kc  ،33Kcهای طبیعی ناشناخته      زیرگروه تیپ 

27Kc  های یاد    هاند که قرابت ژنتیکی آنها با گون         قرار گرفته
 ).2000نیکولوسی و همکـارن،  (باشد  شده قابل توجه می

، یاماموتو و   )1988(های اسکورا و همکاران       براساس یافته 
ــاران  ــان  ) 2002(همک ــاتنگی می ــوژنتیکی تنگ ــاط فیل ارتب

  و والـد پـدری آن پرتقـال   (C. paradisi)فروت   گریپ
(C. sinensis) گزارش شده است که در این تحقیق نیز 

 و پرتقــال   (C. paradisi)فــروت  ار گــرفتن گریــپقــر
(C. sinensis) در زیرگروه AII هـای حاضـر    ، با یافتـه

 یاماموتو و همکـاران،     ؛اسکورا و همکارن،    (مطابقت دارد   
2002.(  

لورو و همکاران در بررسی روابط خویشاوندی در 
 STMs با کمک نشانگر مولکولیCitrusجنس 

(Sequence Tagged Microsatellite)طور   به
 ,Orange- mandarinواضح شناسایی سه گروه اصلی 

Pumello- grapefruit, Lime–citron-lemon  
 در این AII, CII, CIنماید که با زیرگروه  اشاره می

نماید  های این تحقیق را تایید می تحقیق مطابقت و یافته
شود که  در این تحقیق تایید می). 1995لورو و همکاران، (
، تکنیک ساده و سریع بوده SSRربرد نشانگر مولکولی کا

تواند چندشکلی قابل قبولی جهت تمایز و درک بهتر  و می
ها ارائه نماید  ژنوتیپتعیین قرابت ژنتیکی بین ارقام و 

  ).2جدول (
ــع  ــات جم ــشانگر    از اطلاع ــک ن ــه کم ــده ب آوری ش

عنـوان شناسـنامه معتبـر جهـت      توان به  می SSRمولکولی
آوری   های جمع   ارقام مشابه ظاهری، ارقام و تیپ     شناسایی  

شده با پیشینه نامشخص طی مدت کوتاه و در هر موقعیت         
زمانی استفاده کرد و از این نتایج در بهبود اعمال مدیریت           

در مجمـوع بـا     . کلکسیون ژرم پلاسم مرکبات سود جست     
 ـ       توجه به یافتـه    کـارگیری نـشانگرهای     ههـای حاصـل از ب

تـری از سـاختار    ر این تحقیق تصویر جامعای د  ریزماهواره
دست آمـده اسـت کـه اسـتفاده از آنهـا را               ژنتیکی ارقام به  

. سـازد   نژادی مرکبات ممکن می     برحسب مورد در برنامه به    
) گیری دورگ(Cross breeding عنوان مثال در برنامه  به

  .شود ها با فاصله ژنتیکی زیاد توصیه می استفاده از ژنوتیپ
های  ی نتایج حاصل از تجزیه و تحلیل دادهبند از جمع

SSRشود که از میان نشانگرهای  چنین استنباط می 
 ای مورد استفاده در این تحقیق ریزماهواره
TAA41،CAC15  ،CAC19 ،TAA15 ،TAA33، 
CAC33و TAA1 با توجه به هتروزیگوتی بالا، تعداد 

با قدرت تمایز  (PICهای ردیابی شده و تعیین ملاک  آلل
جهت مطالعه و بررسی ارقام موجود در کلکسیون ) بالا

  .شوند مرکبات کشور پیشنهاد و معرفی می
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  .های مورد بررسی پیدر ژنوت PIC  آغازگرهای مورد استفاده، تعداد و درصد ارقام هتروزیگوت و ملاک-2جدول 
PIC   آغاز گر  تعداد ارقام هترو زیگوت  درصد هترو زیگوتی  
762/0  
757/0  
674/0  
685/0  
571/0  
412/0  
529/0  
782/0  
46/0  
632/0  

93  
89  
60  
89  
71  
45  
56  
73  
47  
-  

43  
41  
28  
41  
33  
21  
26  
34  
22  
-  

TAA1 
CAC19 
CAC33 
TAA33 
CAC15 
TAA27 
TAA41 
TAA15  
CAC23  
  میانگین

  

  
  

  
اندازه  (Kbp ladder VIII 1.11-0.019مراز ای پلی  در واکنش زنجیرهTAA15 ژنوتیپ با جفت آغازگر 46 محصولات تکثیری -1شکل 

   شادوک-3 انشو -2 نارنج -1) باندهای تکثیر شده در سمت راست آورده شده است
  )سانگینلا( پرتقال خونی -9 بادرنگ  -8 ) 1(  دارابی -7 پرتقال تامسون -6 پرتقال محلی -5 لیمو شیرین -4

  )2( دارابی-15گریپ فروت -14تین  کلمان-13 لیمو ترش -12) جیرفتی( پرتقال خونی-11 لیمو عمانی -10
  .های طبیعی ناشناخته موجود در کلکسیون مرکبات کترا  تیپ- )17Kc- 46 Kc( ته بشقابی و -16
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Abstract9 
Genetic characterization and classification of germless are very important in breeding 

programmers. In this study 46 Citrus genotypes of Iran were classified based on data obtained from 
microsatellite marker banding pattern, using the Complete Cluster analysis. In this research nine pair 
of SSR primers generated a total of 54 alleles. The CAC33 with 9 alleles had the highest and TAA17 
with 4 alleles had the lowest number of alleles among the SSR markers employed. The number of 
heterozygote varieties varied from 21 in TAA27 and 43 in TAA17 loci. The highest PIC value was 
related to TAA15 (PIC=0.782) and the lowest was for TAA27 (PIC=0.412). Cluster analysis divided 
the genotypes into 3 clusters. The genotype Kc36 was very similar to Kc43 and both of them were 
grouped in the same cluster and the least similarity with other types was related to the genotype Kc41. 
Also (Citrus maxima), (Citrus medica) and (Citrus reticulata) were placed in three groups. Based on 
results obtained from this experiment, it was inferred that among the studied SSR marker employed, 
TAA41, CAC15, CAC19, TAA15, TAA33, CAC33 and TAA1 revealed high distinct polymorphism. 
From the result of this study we suggest that these markers can be used for detecting genetic 
variability on Citrus germplasm. 
 
Keywords: Citrus; Genetic diversity; SSR markers; Germplasm 

                                                 
*- Corresponding Author; Email: sa_kianoush@yahoo.com   

www.SID.ir


