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  PCR-RFLPتجزيه روابط ژنتيكي برخي از ارقام مركبات با استفاده از نشانگر 

  )4( عاطفه صبوري، )3( ، بابك باباخاني)2( ، بهروز گلعين)1( طلب فاطمه عبادت
 -4 عضو هيأت علمي موسسه تحقيقات مركبات كشور -2 عضو هيأت علمي دانشگاه آزاد اسلامي تنكابن دانشجوي كارشناسي ارشد و -3و 1

  عضوهيأت علمي دانشگاه گيلان
هـاي جنسـي و    گيـري  هـا، دورگ  بـاروري بـين گونـه    در خانواده مركبات تاريخچه طولاني كشت، پراكنش وسيع در دنيا، هـم 

شـناخت روابـط فيلـوژنتيكي و تنـوع     . هاي فراوان باعث شده كه ارقام متنوعي از مركبات در جهان وجود داشته باشـد  جهش
پلاسم، ثبت ارقـام جديـد و جلـوگيري از فرسـايش ژنتيكـي       به منظور تعيين روابط ژنتيكي، شناسايي ژرمژنتيكي در مركبات 

هاي مركبات ايران وجـود دارنـد كـه بـر اسـاس       هاي مركبات در كلكسيون بسياري از نمونه. داراي اهميت قابل توجهي است
لكولي به روابط بين آنها بـا ارقـام شـناخته شـده     واي منشانگره. اند بندي شده خصوصيات مورفولوژيكي آنها شناسايي و طبقه

از مجموعـه درختـان   ) شـاهد (رقم شـناخته شـده    15تيپ ناشناخته و  74نمونه كه شامل  89در اين مطالعه، . كنند كمك مي
 PCR-RFLPانتخاب شدند و به كمك نشانگر مولكولي ) تنكابن(مركبات موجود كلكسيون ايستگاه تحقيقات مركبات كترا 

-PCRبـا اسـتفاده از نشـانگر     .كه در مطالعات ساير محققين چندشكلي مناسبي نشان داده بودند، مورد بررسي قـرار گرفتنـد  
RFLP  اي بـه روش نزديكتـرين    بـر اسـاس تجزيـه خوشـه    . مورفوتيپ فراهم شد 89الگوي مناسب و قابل امتيازدهي براي

توان جهت  بندي شدند كه از آنها مي بررسي به چهار گروه اصلي طبقه هاي مورد همسايه و با ضريب تشابه جاكارد، مورفوتيپ
 . تعيين روابط ژنتيكي استفاده نمود

  PCR-RFLP پلاسم،  ژرم ژنتيكي، تنوع مركبات،: كليدي هاي واژه
  :مقدمه

باعث شده كه اين محصول مركبات يكي از محصولات مهم باغباني در دنياست و گسترش وسيع جغرافيايي و ميزان بالاي توليد مركبات 
و زيرخانواده  Rutaceaeمركبات از خانواده ).1996سوست و روز (از اهميت اقتصادي فراواني در جهان برخوردار باشد 

Aurantiodeae  1979سوست و كامرون، (هستند .(  
ثير قرار داده است، لذا از پذيري ژنتيكي به شدت محصولات زراعي و باغي را تحت تأ امروزه دو عامل فرسايش ژنتيكي و آسيب

مهمترين وظايف يك اصلاحگر، توجه به ذخاير ژنتيكي و استفاده بهينه از اين ذخاير و تنوع موجود در جهت بهبود كمي و كيفي 
شود و كشور ايران از  هاي طبيعي هر كشور محسوب مي پلاسم گياهي يكي از گرانبهاترين سرمايه در نتيجه ذخيره ژرم. محصولات است

بديهي . باشد هاي مختلف گياهي از جمله مركبات مي اين لحاظ كشوري غني و داراي موقعيت منحصر به فرد ازنظر تنوع ژنتيكي در گونه
اي كامل  هاي گياهي در كشور زماني قادر به ايفاي نقش ارزشمند خود خواهند بود كه تمام اعضاي آنها داراي شناسنامه است كه مجموعه

لوژيكي، سيتوژنتيكي و مولكولي بوده و بتوان در اسرع وقت به اطلاعات ثبت شده براي هر نمونه گياهي دسترسي از خصوصيات مورفو
تهيه شناسنامه ملكولي و حفظ تنوع ژنتيكي به منظور بهنژادي مركبات براي بالا بردن سطح توليد اقتصادي كشور حائز اهميت . يافت
ها يا ارقام  هاي طبيعي مركبات و تعيين درجه قرابت آنها با گونه عيين ساختار ژنتيكي تيپاستفاده از نشانگرهاي مولكولي در ت. است

هاي طبيعي در كلكسيون مركبات كشور بر اساس حدس و يا بر مبناي  در حالي كه تعدادي از اين تيپ. استاندارد، اطمينان بخش است
هدف از اين تحقيق، ارزيابي ملكولي  .نيز اطلاعات در دست نيستاند و از وضعيت تعدادي ديگر  برخي صفات ظاهري نامگذاري شده

هاي طبيعي مركبات شمال ايران است تا در صورت امكان بتوان با ايجاد بستر مناسب براي مطالعات ژنتيكي با استفاده از پتانسيل  تيپ
  .موجود، در جهت اهداف اصلاحي مركبات استفاده نمود

  :موادوروشها
فروت، بالنگ و  نارنگي، پرتقال، ليموترش، ليموشيرين، شدوك، گريپ(رقم استاندارد  15ژنوتيپ شامل  89در اين مطالعه 

جهت . تيپ ناشناخته از درختان مركبات موجود در كلكسيون كترا از توابع شهرستان تنكابن انتخاب شدند 74و ) يوزو
لي چندشكلي قابل توجهي نشان داده بود، استفاده كه در مطالعات قب PCR-RFLPبررسي تنوع ژنتيكي از نشانگر مولكولي 

. انجام شد) 1980(به روش موري وتامسون  DNAهاي برگي، استخراج  آوري نمونه پس از جمع). 2004اسدي آبكنار، (شد 
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صورت % 1استخراج شده با استفاده از دو روش اسپكتروفتومتري و الكتروفورز ژل آگارز  DNAبررسي كيفيت و كميت 
شده توسط  PCRو برش آنزيمي محصولات ) كلروپلاست(با چهار جفت آغازگر سيتوپلاسم  PCRپس از انجام . گرفت
پس از . شدند الكتروفورز % 5/2هاي آگارز  يافته بر روي ژل هاي برش با هفت آنزيم، نمونه) محدودگر(دهنده  برش  آنزيم
هاي جهش يافته تعيين و روابط  ده شده، چند شكلي و مكانهاي ران برداري از ژل آميزي با اتيديوم برومايد و عكس رنگ

 POPGENEو  NTSYSهاي  با استفاده از برنامه. ها انجام پذيرفت شكلي ها بر اساس شباهت و تفاوت چند مورفوتيپ
ابط فيلوژنتيك رقم استاندارد مركبات مورد مقايسه قرار گرفتند و رو 15هاي  تيپ ناشناخته، با داده 74هاي بدست آمده از  داده

  . آنها مشخص گرديد
 :نتايج و بحث

براي چهار  PICمقدار . آلل توليد كردند 54مورد استفاده در اين تحقيق در مجموع  PCR-RFLPچهار جفت آغازگر 
اي به روش حداكثر همسايگي و با استفاده از ضريب تشابه جاكارد  تجزيه خوشه. بود 291/0تا  139/0جفت آغازگر بين 

با توجه به دندروگرام . هاي مورد مطالعه به چهار گروه اصلي تقسيم شدند گرديد و با توجه به دندروگرام حاصل، تيپانجام 
هاي مختلف مركبات را  دهنده مورد استفاده در اين مطالعه توانستند تيپ حاصله، چهار جفت آغارگر و هفت نوع آنزيم برش
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Abstract 
In Citrus family, the long history of cultivation, wide dispersion, widely sexual compatibility 
between Citrus and related genera and the high frequency of bud mutations have resulted in 
high genetic variability in the world. Understanding phylogenetic relationships and genetic 
diversity in Citrus are important in clarifying genetic relationships, characterizing germplasm 
and the registration of new cultivars. There are some Citrus accessions in Iranian citrus 
collections which have been classified merely based on their morphological traits. Molecular 
markers would help to infer their relations with known cultivars. In order to study genetic 
diversity of 89 morphotypes including 74 unknown accessions and 15 known (control) 
cultivars of citrus trees in the Kotra Research Station (Tonekabon) collection were selected 
and PCR-RFLP marker were used for determining polymorphism. The cluster analysis of 
data based Jaccard's similarity coefficient morphotypes obtained from PCR-RFLP marker 
suitable model were produced four main groups that they can determine the relationship 
Genetic. 
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