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 اخير هاي سال در. دارند موثري نقش هاي ژني و لينكاژي هنقش تهيه و تكامل نژادي بررسي در ريزماهواره نشانگرهاي
مركبات با  مختلف هاي گونه در) ترنسكريپتوم يا ژنوم مبدا با( ريزماهواره نشانگرهاي شناسايي براي بسياري مطالعات

يابي  واليهاي بدست آمده از ت داده براي اولين بار از مطالعه اين در. است شده انجام هاي متداول استفاده از روش
 هاي ريزماهواره در مركبات استفاده مكان شناسايي براي) Citrus clementina(نارنگي كلمانتين  عميق ترنسكريپتوم

هاي بدست آمده از اين روش در مطالعات روابط فيلوژني، براي تعدادي  به منظور ارزيابي كارآيي ريزماهواره .شد
مكان  9082مجموع  در. ژنوتيپ مركبات بررسي شد 34ها در  ي آنها آغازگر طراحي و الگوي باند از اين مكان
يابي عميق ترنسكريپتوم نارنگي كلمانتين، شناسايي شد كه  ژن بدست آمده از توالي يوني 75659از  ريزماهواره

 تبدس هايEST-SSRتعداد بالاي . هاي دو و سه نوكلئوتيدي بود بيشترين فراواني به ترتيب مربوط به ريزماهواره
مكان ريزماهواره  25. بود يمولكول ينشانگرها ييدر شناسا يابي توالي جديد نسلروش  يبازده بالا دهنده نشان آمده

در هر مكان و  آلل 25/4آلل با ميانگين  65در مجموع . آغازگر انتخاب شدند يطراح يدو و سه نوكلئوتيدي برا
ميانگين محتواي اطلاعات . كيفيت تفكيك بالا بدست آمد جفت آغازگر چندشكل و با 16از  53/2ميانگين آلل موثر 

 34مطالعه روابط ژنتيكي . مشاهده شد ABRII9و  ABRII7هاي  بود كه بيشترين مقدار آن در مكان 48/0چندشكلي 
بر اين اساس . انجام شد Uncorrected P فاصلهو  NJاي بر اساس الگوريتم  ژنوتيپ مركبات به روش تجزيه خوشه

بندي بدست طبقه يشباهت بالا. گروه پوملو، سيترون، ماندرين و نارنج سه برگ قرار گرفتند چهارها در  تيپهمه ژنو
 يابي يدهنده كيفيت بالاي نشانگرهاي بدست آمده از روش توال مركبات نشان يكيآمده با ساير مطالعات تنوع ژنت

 .است يپتومترنسكر يقعم
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   مقدمه
 مهمترين از ،Rutaceae خانواده از (Citrus) مركبات جنس

نيمه مناطق از بسياري در كه هستند ميوه درختان محصولات
). Ollitrault et al. 2010( يابندمي پرورش زمين كره گرمسيري

 گونه 4 تنها كهدرحالي است، متعددي هايگونه شامل جنس اين
 .C( ماندرين، )C.maxima(، پوملو )C. medica( سيترون اصلي

reticulata ( است شده شناخته آن برايو پاپدا )Nicolosi et al. 

 و اصلي هايگونه بين گيري دورگ از اكثرا هاگونه ساير و) 2000
موتاسيون نتيجه ياو  آمده بوجود مركبات به نزديك هايجنس
 .Terol et al. 2008; Ollitrault et al(هستند  يكيسومات هاي

 شده جنس اين نژادي تكامل در پيچيدگي به منجر امر اين). 2010
 دقيق بنديرده در تواندمي مولكولي نشانگرهاي كارگيري به .است
  .باشد موثر مركبات هايگونه

 و بالا شكلي چند آسان، شناسايي آللي،  چند طبيعت نسبي، فراواني
 از يكي به را 1هوارهريزما نشانگرهاي ،DNA اندك مقدار به نياز

 هاينقشه تهيه و سيستماتيك بنديطبقه براي نشانگرها موثرترين
 اخير هايسال در). Dong et al. 2006( است كرده تبديل ژنتيكي

- طبقه و ريزماهواره هاي مكان شناسايي جهت موثري تحقيقات

 ;Dong et al. 2006( است شده انجام مركبات پلاسمژرم بندي

Luro et al. 2008 .( هايبنديگروه بين كه اختلافاتي وجود اينبا 
 شده مركبات بنديرده در قطعيت عدم سبب دارد، وجود مختلف
بدست  EST2 قطعات روي از كه يزماهوارهر نشانگرهاي. است
 قادر و اندگرفته قرار ژن كدكننده نواحي روي بر مستقيما آيند، مي
 طرفي از. هستندطه مربو هايژن مولكولي تكامل ارزيابي به

- گونه در EST-SSR3 نشانگرهاي جانبي نواحي بودن ترمحفوظ

در  ژنومي يزماهوارهر نشانگرهاي به نسبت را هاآن مرتبط، هاي
 .Luro et al( سازدمي كارآمدتر هاگونه بين ژنتيكي تنوع بررسي

 چندشكلي كمبود هاEST-SSRاز مشكلات  يكيبهرحال ). 2008
 هاداده يگاهموجود در پا ESTدود بودن منابع مح و هاست در آن
  .است بيشتر يزماهوارهر هاي مكان ييشناسا يبرا بزرگي مانع

                                                            
1 Microsatellite 
2 Expressed sequence tag 
3 Simple sequence repeat (SSR) 

-GS نظير هايي فناوري از استفاده با 4ترنسكريپتوم عميق يابيتوالي

FLX (Roche)  وHiSeqTM2000 (Illumina) از فراواني منابع 

EST  مكان شناسايي هايهبرنام در تواند مي كه كندمي فراهم را
 گيرد قرار استفاده مورد يملكول نشانگرهاي براي جديد هاي

)Guo et al. 2010; Gahlan et al. 2012.(  
-EST(هاي جديد ريزماهواره  مكان از استفاده تحقيق اين از هدف

SSR (يابي عميق توالي هاي حاصل از ژن شناسايي شده از يوني 
برخي از  ه روابط ژنتيكيمطالع دركلمانتين  نارنگي ترنسكريپتوم

 .مركبات استهاي  گونه

  
   هامواد و روش

 5با حداقل  نوكلئوتيدي 2- 6 يزماهوارهر هاي مكان جستجوي 
 يابيياز توال آمده بدست 5ژن يوني 75659 يتكرار بر رو
 Msatfinderافزار با استفاده از نرم كلمانتين ياهگ ترنسكريپتوم

Online )Thurston and Field  2005 (فراواني توزيع. انجام شد 
شده، محاسبه  ييشناسا يزماهوارهر هاي مكان يبتكرارها و ترك

 يزماهوارهر هاي مكاناز  يتعداد برايآغازگر  طراحي. شد
 اساس بر 56 اوليگوافزار استفاده از نرم باشده  شناسايي
طول  نوكلئوتيد، 100-250طول با PCRمحصول  هاي شاخص
 دماي، )نوكلئوتيد 20مطلوب  طول( يدنوكلئوت 17-22 آغازگر

درصد  GC 55 -45 درصد وگراد درجه سانتي 65 ينهذوب به
 و مركباتمختلف  ژنوتيپ 34. شد انجام) درصد 50 بهينه(

ژرم ( ايران مركبات تحقيقات موسسه ازبه آن  يكنزد هايجنس
در  بعدي يشاتو تا زمان آزما آوريجمع) رامسر كترا، پلاسم

از پودر  بعد). 1جدول(شد  نگهداري گراددرجه سانتي -80 يزررف
شده،  استريل هاون و مايع يتروژنبا استفاده از ن ها نمونهكردن 
DNA استفاده از روش  با برگيCTAB مركبات  براي شده اصلاح

)Askari et al. 2011 (كميت و يفيتك. شد استخراج DNA 
 آگارز ژلو  كتروفتومترياسپ هاي روشآمده با استفاده از  بدست

  . شد ارزيابي درصد 8/0
 
 

                                                            
4 Deep transcriptome sequencing 
5 Unigene 
6 Oligo5 
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 يابي ترنسكريپتوم نارنگي كلمانتين آوري شده به منظور بررسي چندشكلي نشانگرهاي ريزماهواره شناسايي شده از توالي هاي مركبات جمع ژنوتيپ -1جدول

 شماره نام عمومي نام علمي
 

 شماره نام عمومي نام علمي

C. aurantium  نارنج)Sour Orange( 18 Citrus medica سيترون)Citron( 1 

C. reticulata  تانجرين)Tangerin( 19 C. maxima پوملو)Pummelo( 2 

C. clementina  كلمانتين)Clementine( 20 C. limonia كوسايي)Kusaie( 3 

C. reshni  كلئوپاترا)Cleopatra( 21 C. macrophylla آلمو)Alemow( 4 

C. paradisi  گريپ فروت)Grape fruit( 22 C. limetta ليموشيرين)Sweet Lemon( 5 

C. taiwanica  تايوانيكا)Taiwanica( 23 C. latifolia پرشين لايم)Persian lime( 6 

C. sinensis var. Valensia 
  پرتقال والنسيا

)Valensia Orange( 24 
 C. aurantifolia 

 Mexican(ليموترش مكزيكي 
lime( 7 

C. sinensis var. Hamlin  پرتقال هملين)Hamlin Orange( 25 C. limon ليمو ليسبون)Lisbon lemon( 8 

C. sinensis var. Navel  پرتقال  ناول)Navel Orange( 26 C. jambhiri راف لمون)Rough lemon( 9 

C. sinensis var. Blood  پرتقال خوني)Blood Orange( 27 ليمو آستارايي)Astaraii Lime( 10 

Minneola × C. clementina  نارنگي پيج)Page Mandarin( 28 C. Limonia رانگپورلايم)Rangpour lime( 11 

C. reticulata × C. paradisi  اورلاندو تانجلو)Orlando Tangelo( 29 C. lemon Hybrid ليمو گلابي)Pear Lemon( 12 

C. reticulata × C. paradisi  مينولا تانجلو)Minneola Tangelo( 30 
 Poncirus trifoliata 

 Trifoliate(نارنج سه برگ 
Orange( 13 

C. reticulata Hybrid  شل محل)Shell Mahaleh( 31 C. sinensis × P. trifoliata سيترنج)Citrange( 14 

C. reticulata × F. margarita  كالاموندين)Calamondin( 32 C. paradisi × P. 
trifoliata

 Citrumelo( 15(سيتروملو 

C. reticulata × C. limettoide  بكرائي)Bakraei( 33 Fortunella  margarita  كامكوات)Kumquat( 16 
C. reticulata × C. 

ichangensis 
 Yuzu( 34(يوزو 

 
C. aurantifolia × F. 

margarita 
 Limequat( 17(لايم كوات 

 
 PCRبافر  شامل، µl 15در حجم  1يمرازپل ايزنجيره واكنش

]Tris-HCl 10 مولاريليم )pH 8/8( ؛KCl 50 مولار؛يليم 
Nonidet P40 8/0 نانوگرم  30، ]درصدDNA يرو مقاد يژنوم 

 Taq DNA آغازگرها و ،هاdNTP يزيم،من يدكلر ينهبه

Polymerase چرخه كيشامل  يحرارت هاي چرخه. انجام شد 
- درجه سانتي 94دماي  در دقيقه دو مدت به يهاول سازي واسرشته

در  يقهدق دوبه مدت  سازي واسرشته مرحله شامل چرخه 35 ،گراد
 در ثانيه 30 مدت به آغازگرها اتصال مرحله ،گراددرجه سانتي 94

 ثانيه 45 مدت به بسط مرحله وگراد درجه سانتي 57-  65 دماي
 4به مدت  نهايي بسط چرخه يك وگراد تيدرجه سان 72 دماي در
 يرمحصولات تكث سازي واسرشته از پس. بود C72° دماي در يقهدق

 الكتروفورز دستگاه از ،C95° يدر دما دقيقه 4 مدت به شده
محصولات  يجداساز برايدرصد  6 اكريلاميديو ژل پل عمودي

                                                            
1 Polymerase chain reaction (PCR) 

PCR راتنيت روش توسط اكريلاميدپلي ژل يتدر نها. استفاده شد 
 اساس بر اكريلاميديژل پل دهينمره. شد آميزيرنگ نقره

) صفر( حضور عدم يا) يك( حضوراختصاص حروف و همچنين 
 PowerMarker 3.25 )Liu ژنتيكي آناليز افزارنرم. شد انجام باند

and Muse 2005 (موثر، آلل آلل، تعداد يينتع يبرا 
 وانتظار  مورد يگوسيتيمشاهده شده، هتروز هتروزيگوسيتي

مورد استفاده قرار ) PIC2(هر مكان  شكلي چنداطلاعات  محتواي
  . گرفت

 براي) SplitTree 4.11.3 )Huson and Bryant 2006افزار نرم
بر اساس  ايخوشه يهمركبات به روش تجز ژنتيكيروابط  يبررس
 يرغ يتعداد آلل ها( Uncorrected P فاصله و NJ3 يتمالگور

  .استفاده قرار گرفت مورد )دو فرد ينمشابه ب

                                                            
2 Polymorphic information content 
3 Neighbour joining 
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    نتايج و بحث
بدست آمده از  هايژنيونيبار از  يناول براي مطالعه اين در

 شناسايي در ينكلمانت نارنگي ترنسكريپتوم عميق يابي توالي
 مجموع در. است شده استفادهمركبات  در يزماهوارهر هاي مكان
 تكرار 5 لحداق با نوكلئوتيدي 2- 6 ساده ريزماهواره مكان 9082

-ESTتعداد  يشترينب اين از پيش. شد شناسايي ژنيوني 7525 از

SSR توسطمركبات  در Chen et al. (2006) كل منابع  يبرا
 و ،)ريزماهواره NCBI )3278مركبات موجود در  يپتوميترنسكر

Luro et al. (2008) يبرا ESTكلمانتين شده شناسايي هاي 
  . تاس شده گزارش )ريزماهواره 1962(
 28/83( ژنيوني 6267 يزماهواره،ر يحاو ژنيوني 7525 ميان از

 72/16( ژنيوني 1258 و ريزماهواره يك تنها داراي) درصد
 فراواني بيشترين. داشتند ريزماهواره بيشتري تعداد يا دو) درصد
) درصد 27/64، 5837( نوكلئوتيدي دو هاي ريزماهواره به مربوط
 نوكلئوتيدي سه هاي ريزماهواره ترتيب به آن از پس و است

 ،)درصد 36/2، 214( نوكلئوتيدي چهار ،)درصد 81/32، 2980(
، 24( نوكلئوتيدي شش و) درصد 30/0، 27( نوكلئوتيدي پنج
 يكه بر رو مطالعاتي بيشتر در. اندگرفته قرار) درصد 26/0

 يديسه نوكلئوت هاي ريزماهوارهانجام شده،  EST-SSR هاي مكان
 اند،داشته يديدو نوكلئوت هاي ريزماهوارهنسبت به  يالاترب يفراوان
 نوكلئوتيدي سه يرغ هاي ريزماهواره تكرار تعداد در تغيير زيرا

 بنابراين و شودمي 2كنندهكد توالي 1چارچوب مكاني ييرمنجر به تغ
كمتر است  كدكننده يهدر ناح ها ريزماهواره اين حضور احتمال

)Dong et al. 2006; Luro et al. 2008 .(يزن موارديرحال در ه به 
 سه از يشترب يديدو نوكلئوت هاي ريزماهواره تعدادشده كه  مشاهده

  ). Shanker et al. 2007(بوده است  نوكلئوتيدي
 AG/CT )48/56 يبترك يديدو نوكلئوت هاي ريزماهواره ميان در

 AAG/CTT هاييبترك. را نشان داد فراواني يشترينب) درصد
 هاي ريزماهوارهدر ) درصد 99/18( AAT/ATTو ) درصد 10/25(

و ) درصد AAAT/ATTT )30/28و  يديسه نوكلئوت
AAAG/CTTT )28/20 چهار  هاي ريزماهوارهدر ) درصد

 مقابل در). 2جدول (را داشتند  فراواني ينبالاتر يدينوكلئوت

                                                            
1 Frame shift 
2 Open reading frame 

دو  هاي ريزماهوارهدر ) درصد GC/CG )7/0 يرنظ تركيباتي
سه  هاي ريزماهوارهدر ) درصد ACT/AGT )74/1 و يدينوكلئوت
 EST-SSR هاي مكان يبرا مشابهي نتايج. نادر بودند يدينوكلئوت
 شده گزارشمركبات  HarvESTداده  يگاهشده از پا ييشناسا
  ).Dong et al. 2006( است

دو  ريزماهواره 10شده،  ييشناسا يزماهوارهر هاي مكان بين از
 ييكارآ يبررس يبرا يديسه نوكلئوت ارهريزماهو 15و  يدينوكلئوت

 يقعم يابي تواليشده با استفاده از  شناسايي نشانگرهاي
 ها آن يمركبات انتخاب و برا فيلوژني مطالعات در ترنسكريپتوم
  ). 3جدول(شد  يآغازگر طراح

مركبات با  يپژنوت 34استخراج شده از  DNA يفيتك يدياز تا پس
منظور حصول  به يساز يق، رقددرص 8/0استفاده از ژل آگارز 

نمونه ها  يهكل يبرا يكروليترنانوگرم بر م 10 يكسان DNA غلظت
انجام  يبدست آمده از روش اسپكتروفتومتر ياساس غلظت ها بر
  . شد
 Taq DNA ها، آغازگرها،dNTP يزيم،من يدكلر بهينه يرمقاد

Polymerase مطلوب براي واكنش ذوب  يدما همچنين و
  . )4جدول( يمراز تعيين شدنداي پلزنجيره

و  ABRII3، ABRII21، ABRII23، ABRII30جفت آغازگر  پنج
ABRII35 مورد  هاي ژنوتيپ ياندر م ايقطعه هيچ يرموفق به تكث

 ياو  اندنشده يطراح خوبي به دهدمي نشان كه نشدند يشآزما
 قابل ژل توسط كه است آن از بيشتر شده تكثير قطعه طول

 استثناي به همه باقيمانده آغازگر جفت 20 از .باشد جداسازي
ABRII19 نشان  چندشكلي يشمورد آزما هاي ژنوتيپ ياندر م

 كه آغازگر جفت 16 از آمده بدست اطلاعات از يتدر نها. دادند
 ژنوتيپ 34 يلوژنيف يداشتند در بررس يبهتر باند تفكيك كيفيت
  .شد استفاده مركبات
شده،  بيني پيش وسيتيهتروزيگ موثر، آلل آلل، تعداد
 شكلي چنداطلاعات  يمشاهده شده و محتوا يگوسيتيهتروز

)PIC (16 شده كه در  يطراح يو آغازگرها ريزماهواره مكان
افزار استفاده از نرم با گرفتند،قرار  استفادهمورد  فيلوژنيمطالعه 

PowerMarker 3.25  5جدول (محاسبه شد.(  
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 نارنگي كلمانتينيابي ترنسكريپتوم  هاي حاصل از توالي يونيژنريزماهواره بدست آمده از  مكان 9082تكراري در  تركيباتتوزيع نوع  -2جدول 

SSR%   تعدادSSR Tetra-   SSR%  تعدادSSR Di- 

27/25 47 AAAT/ATTT 75/56 2410 AG/CT 

35/19 36 AAAG/CTTT 51/22 956 AC/GT 

29/11 21 ATAC/GTAT 97/19 848 AT/TA 

53/7 14 AAAC/GTTT 78/0 33 GC/CG 

45/6 12  AATT/TTAA    

11/30 56 Others (≤10) SSR%  تعدادSSR Tri- 

   04/41 528 AAG/CTT 

SSR%   تعدادSSR Penta- 96/17 361 AAT/ATT 

62/21 8 AAAAG/CTTTT 87/15 319 ATC/GAT 

81/10 4  AAGAG/CTCTT 00/12 241 AGC/GCT 

81/10 4 AAAAT/ATTTT 51/7 151 AAC/GTT 

11/8 3 AACTC/GAGTT 52/6 131 GGA/TCC 

40/5 2  AAAAC/GTTTT 22/6 125 ACC/GGT 

40/5 2 AAACC/GGTTT 43/3 69 ACG/CGT 

40/5 2  AAGCC/GGCTT 23/3 65 CCG/CGG 

43/32 12 Others (=1) 99/0 20 ACT/AGT 

 
 ميانگين با آلل 65 استفاده مورد آغازگر جفت 16 از مجموع در
حداقل و حداكثر تعداد آلل . هر مكان بدست آمد براي آلل 25/4

و  ABRII22و ) ABRII24 )2متعلق به  يبدر هر مكان به ترت
ABRII31 )6 (كمترين و 53/2 موثر آلل ميانگين كهيبود، درحال 

 ABRII9و ) ABRII32 )85/1در  ترتيب به آن مقدار بيشترين و
 ABRII7 يبرا يگوسيتيثر مقدار هتروزحداك. مشاهده شد) 74/3(

) 39/0( ABRII22 يو حداقل مقدار آن برا) ABRII9 )72/0و 
در  هتروزيگوسيتي مقدار كمترين كهيشده بود، درحال بيني پيش

ABRII6، ABRII28  وABRII32 )24/0 (مقدار آن  يشترينو ب
مشاهده  هتروزيگوسيتي يانگينم. مشاهده شد) ABRII1 )71/0در 

شده  بيني پيش هتروزيگوسيتي يانگيننسبت به م) 45/0(شده 
 يزن شكلي چنداطلاعات  محتواي مقدار يشترينب. كمتر بود) 54/0(

مقدار آن در  كمترين و) ABRII9 )67/0و  ABRII7در 
ABRII24 )33/0 (در مجموع دو جفت  بنابراين. شد مشاهده

 آغازگرهاي جفت ساير ازبهتر  ABRII9و  ABRII7آغازگر 

 رامركبات  هاي ژنوتيپ ژنتيكي فاصله توانندمي شده استفاده
  .كنند مشخص
 الگوي از استفاده بامركبات  ژنوتيپ 34 فيلوژنيروابط  مطالعه
 تجزيه روش به يزماهوارهر يبدست آمده از نشانگرها يباند

 انجام Uncorrected P فاصلهو  NJ يتمبر اساس الگور ايخوشه
 ياصل گروه 4 در ها نمونهآمده همه  بدست نتايج اساس بر. شد

 ياصل  هاي گونهاز  پوملو به عنوان يكي). 1شكل(قرار گرفتند 
 يموشيرينشكل و ل گلابي ليمو لايم، ينمركبات به همراه پرش

از  يكيبه عنوان  پوملو. انداول واقع شده گروهدر  ايمديترانه
مجاور  يزن بندي گروهكه در  هشكل شناخته شد گلابي ليمو ينوالد

 لايم پرشين اگرچه). Jannati et al. 2009( گيرند ميهم قرار 
 لايم مكزيكن به نزديكشده كه  گزارش وبوده  سيترون هيبريد

 يزن سهمي گونه اين بهرحال ،)Federici et al. 1998( گيرد ميقرار 
 .Federici et al( است نارنج آن يناز والد يكي زيرا دارد پوملو از

  .باشدمي پوملو هيبريد ودخ كه) 1998
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 .هاي ريزماهواره انتخاب شده آغازگرهاي طراحي شده براي مطالعات تكامل ژنتيكي مركبات اطلاعات مكان  -3جدول 

 موتيف منبع مكان

سايز 
 محصول
PCR 

)bp( 

 )5′-3′(توالي آغازگر 

طول 
آغازگر 

)bp( 

محتواي 
GC 
(%) 

دماي 
ذوب 

)ºC( 

ABRII-LC-1 Unigene 7002_HC (aac)6 217 
F-GGCGCTCA(C)AAAGGCTAACA 19 6.52 6.67 

R-GCTGTTGCTGAAGTTGCTGT 20 50 3.68 

ABRII-LC-2 Unigene 34439_HC (at)10 187 
F-GGGGTTCTCACTTCTCTTA 19 4.47 4.65 

R-CGGC(T)GATGGTGATGTGTAT 19 6.52 6.67 

ABRII-LC-3 Unigene 56286_HC (ac)6 211 
F-GCATGAAGAGAG(T)AGATGG 18 50 5.64 

R-GAGGCCATTATCGTTTG 17 1.47 1.61 

ABRII-LC-4 Unigene 7002_HC (ggc)5 221 
F-GTGGGAATCAGAATGGAGG(C)A 20 50 3.68 

R-CCCACCATTCATATCACCCA 20 50 3.68 

ABRII-LC-5 Unigene 46649_HC (tga)6 127 
F-CCATCCCAGCACAGTTTCA 19 6.52 6.67 

R-GAGTGTGAGGTAAGTTGGT(G)G 20 50 3.68 

ABRII-LC-6 Unigene 64087_HC (tc)5 179 
F-GATAAGACCATCCCATCTCC 20 50 3.68 
R-GTTTGTGTCTGTGTACGTG 19 4.47 4.65 

ABRII-LC-7 Unigene 26372_HC (ta)6 144 
F-GGTTTTGTCTCTCGCTAGA 19 4.47 4.65 
R-GTGTTGGCGGAGGATTTGA 19 6.52 6.67 

ABRII-LC-9 Unigene 19674_HC (cag)5 231 
F-CTGAATGCTGTGTCTCT 17 1.47 1.61 
R-ATGGCTTCAGATTGGAG 17 1.47 1.61 

ABRII-LC-19 Unigene 7002_HC (tgg)5 107 
F-GCCCGTCCAGGTAAATATG 19 6.52 6.67 
R-GGTTCTGATTGTTTGCTCC 19 4.47 4.65 

ABRII-LC-21 Unigene 7554_HC (tct)5 208 
F-ATCTGAATGGCTGTGGCTG 19 6.52 6.67 
R-TCTCCGCATTGGTTTCTGG 19 6.52 6.67 

ABRII-LC-22 Unigene 25999_HC (cgc)5 217 
F-GTCTCTAATCTCAGCG(C)GCAT 20 50 3.68 

R-CGTGGGTTGGATTTCCTTTG 20 50 3.68 

ABRII-LC-23 Unigene 67440_HC (cac)5 143 
F-ACACAACCATTCTCGTCGC 19 6.52 6.67 

R-CGATAGGATTCTTGAGAGCG 20 50 3.68 

ABRII-LC-24 Unigene 27221_HC (ag)8 194 
F-TGACGTTTGATCGAGAGCC 19 6.52 6.67 
R-AATAACAGCTCCACCTGCC 19 6.52 6.67 

ABRII-LC-25 Unigene 61170_HC (taa)6 152 
F-GCAAAGCAACCAAGGGATTC 20 50 3.68 

R-GCCT(C)TGTTTGGAATCGTGGT 20 50 3.68 

ABRII-LC-26 Unigene 61586_HC (acc)7 170 
F-CCACGGCAGAGATCAACAT 19 6.52 6.67 
R-GTTGGAGGTGGAGGTAAAG 19 6.52 6.67 

ABRII-LC-27 Unigene 69039_HC (gaa)7 189 
F-GTTGAGTTACTTGGACGCG 19 6.52 6.67 
R-CATGGTTGCGATCAGTGAT 19 4.47 4.65 

ABRII-LC-28 Unigene7324_HC (ta)9 163 
F-GAGGAAGATGCCAAAGAGC 19 6.52 6.67 

R-CTGCTTGCTCTTTTTCCTC 19 4.47 4.65 

ABRII-LC-29 Unigene31949_HC (tc)5 167 
F-CAAATGGTGGAATGGGGAAG 20 50 3.68 
R-CGCTGGAGTCATCATTGTTC 20 50 3.68 

ABRII-LC-30 Unigene44614_HC (tc)5 120 
F-TTAGCAGCAAAGTGAGAGC 19 4.47 4.65 
R-TGACGATTATGAGGAGAGG 19 4.47 4.65 
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 3ادامه جدول 

 سايز محصول موتيف منبع مكان
PCR )bp( 

 )5′-3′(توالي آغازگر 

طول 
آغازگر 

)bp( 

محتواي 
GC 
(%) 

دماي 
ذوب 

)ºC( 

ABRII-LC-31 Unigene 38906_HC (tga)6 170 
F-CTGGGCAGTAGGATTGTGA 19 6.52 6.67 

R-AAATGGCAGATTCAGGGAGC 20 50 3.68 

ABRII-LC-32 Unigene 20361_HC (tg)9 102 
F-GTCTGAACCTCTAGTCTG  18 50 5.64 

R-GAGAACCACAGCTCATAC 18 50 5.64 

ABRII-LC-34 Unigene 23494_HC (aga)5 167 
F-CCCGAAATCTCCAAAGCTTG 20 50 3.68 
R-TGTTGAAGAACGGTCTGAGC 20 50 3.68 

ABRII-LC-35 Unigene 72357_HC (caa)5 131 
F-CTGTCTCTTCCGGTCAT(G)CAT 20 50 3.68 

R-CGGGACGAGAGAACTCAAA 19 6.52 6.67 

ABRII-LC-36 Unigene 6289_HC (cat)5 157 
F-GTGCAAGCAACAAGAGAGG 19 6.52 6.67 
R-AAGAGAAAGGCAAGAGGC 18 50 5.64 

ABRII-LC-37 Unigene 27245_HC (ac)5 124 
F-CCTGTCACGGTTGTCAATTG 20 50 3.68 

R-GGGTACTTGTTGCTGTTAGTG 21 6.47 9.68 
 

 و دماي مناسب ذوب Taq DNA Polymerase، آغازگرها، dNTPsمقادير بهينه كلريد منيزيم،  -4جدول 

 مكان )ميلي مولار( كلريد منيزيم )ميلي مولار( dNTP )ميلي مولار(آغازگرها Taq DNA Polymerase (U) )ºC( دماي ذوب انتخابي

57 0/1 7/0 8/0 7/1 ABRII-LC-1 

61 5/1 8/0 0/1 0/2 ABRII-LC-2 
_ _ _ _ _ ABRII-LC-3 
61 0/1 7/0 8/0 7/1  ABRII-LC-4 

61 0/1 7/0 8/0 7/1  ABRII-LC-5 

61 5/1 8/0 1/0 0/2 ABRII-LC-6 

63 0/1 7/0 8/0 7/1  ABRII-LC-7 

55 0/1 7/0 8/0 7/1  ABRII-LC-9 

63 0/1 7/0 8/0 7/1  ABRII-LC-19 
_ _ _ _ _ ABRII-LC-21 
61 0/1 7/0 8/0 7/1  ABRII-LC-22 
_ _ _ _ _ ABRII-LC-23 
61 0/1 7/0 8/0 7/1  ABRII-LC-24 

59 0/1 7/0 8/0 7/1  ABRII-LC-25 

65 0/1 7/0 8/0 7/1  ABRII-LC-26 

63 0/1 7/0 8/0 7/1  ABRII-LC-27 

63 0/1 7/0 8/0 7/1  ABRII-LC-28 

65 0/1 7/0 8/0 7/1  ABRII-LC-29 
_ _ _ _ _ ABRII-LC-30 
65 0/1 7/0 8/0 7/1  ABRII-LC-31 

59 0/1 7/0 8/0 7/1  ABRII-LC-32 

65 0/1 7/0 8/0 7/1  ABRII-LC-34 
_ _ _ _ _ ABRII-LC-35 
65 0/1 7/0 8/0 7/1  ABRII-LC-36 

61 0/1 7/0 8/0 7/1  ABRII-LC-37 
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 شناسايي شده از نتايج توالي يابي ترنسكريپتوم نارنگي كلمانتين EST-SSRنشانگر چندشكل  16ژنوتيپ مركبات با استفاده از  34بررسي روابط ژنتيكي  -1شكل 

  
 ياصل هاي گونهاز  يگرد يكيبه عنوان  يتروندوم شامل س گروه

 ،)Barkley et al. 2006( لمون راف(آن  يبريدهايمركبات و ه
 .Nicolosi et al( رانگپورلايم ،)Nicolosi et al. 2000( آلمو

 Shahsavar et( بكرايي، )Nicolosi et al. 2000( كوسايي ،)2000

al. 2007; Golien et al. 2012(، مكزيكي ليموترش )Barkley et 

al. 2006(، ليسبون ليمو )Nicolosi et al. 2000 ((لايم همچنين و 
مركبات  بنديطبقه مطالعات ساير در. كوات و كامكوات هستند
 آلمو، لمون، راف يزمختلف ن يبا استفاده از نشانگرها

 سيترون گروه در ليسبون يموو ل مكزيكي ليموترش رانگپورلايم،
 Federici et al. 1998; Li et al. 2010; Ollitrault( اند گرفتهقرار 

et al. 2010 .(ياستفاده از نشانگرها ISSR يبرخ يبنددر طبقه 
 احتمالا ژنوتيپ يننشان داد كه ا بكرايي جمله از هايپژنوت

 .Shahsavar et al( است ليموشيرين و ماندرين بين هيبريد

با  RFLPو  SSR يبا استفاده از نشانگرها بعدي مطالعات). 2007
 هاي يپژنوت يو بعض بكرايي يانم ژنتيكي روابط يينتعهدف 

با راف لمون كمتر از  ييبكرا ژنتيكي فاصله كه داد نشان يگرد
يم بكرايي يناز والد يكياست و احتمالا راف لمون  يموشيرينل

 بكرائي نيز) 1شكل( مطالعه اين در). Golein et al. 2012( باشد
كه  كوسايي و يمرلارانگپو همچنينلمون و  رافدر مجاورت 

، )Nicolosi et al. 2000( بوده ماندرين و لمون راف يبريدخود ه
مي افزايش را لمون راف بودن والد احتمال كه است قرار گرفته 

است و  مكزيكي ليموترش و كامكوات هيبريد كوات لايم. دهد
 قرار گروه اين در شده سبب يموترشآن به ل يكيشباهت ژنت

 گروه در كوات يمبه علت حضور لا احتمالا زني كامكوات. گيرد
 ينارنگ هاي ژنوتيپ همه .گروه قرار گرفته است اين در سيترون،

 يج،پ نارنگي ين،كلمانت(آن  هيبريدهاي ،)كلئوپاترا ين،تانجر(
 پرتقال هاي ژنوتيپ، )تانجلو مينولا و اورلاندو كالاموندين،

نارنج،  ينهمچن و) خوني پرتقال و هملين ناول، يا،والنس(
در گروه سوم قرار  آستارايي ليمو و فروت گريپ تايوانيكا،

 در كه است ماندرين و كامكوات هيبريد كالاموندين. اند گرفته
 نشانگرهاي از استفاده با مركبات ژنوتيپ 370 بندي طبقه

 .Barkley et al( است شده واقع كامكوات گروه در ريزماهواره

العه در گروه ماندرين كه والد ديگر كه در اين مطحالي ، در)2006
 و  نارنگي هيبريد عنوان  به  كلمانتين . استگرفته   قرار  است  آن
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در  EST-SSRمكان چندشكل  16شكلي  بيني شده، هتروزيگوسيتي مشاهده شده و محتواي اطلاعات چند نام مكان، تعداد آلل، آلل موثر، هتروزيگوسيتي پيش -5جدول

 تژنوتيپ مركبا 34

 مكان تعداد آلل آلل موثر بيني شدههتروزيگوسيتي پيش هتروزيگوسيتي مشاهده شده شكلي محتواي اطلاعات چند

52/0 71/0 57/0 56/2 4 ABRII1 

60/0 61/0 67/0 88/2 4  ABRII4 

46/0 31/0 55/0 44/2 5 ABRII5 

42/0 24/0 46/0 09/2 4 ABRII6 

67/0 34/0 72/0 72/3 4 ABRII7 

67/0 47/0 72/0 74/3 5 ABRII9 

37/0 31/0 39/0 97/1 6 ABRII22 

33/0 62/0 43/0 89/1 2 ABRII24 

45/0 38/0 54/0 23/2 5 ABRII25 

39/0 65/0 46/0 06/2 4 ABRII26 

39/0 24/0 42/0 05/2 4 ABRII28 

48/0 50/0 53/0 33/2 4 ABRII29 

58/0 47/0 62/0 29/3 6 ABRII31 

37/0 24/0 42/0 85/1 3 ABRII32 

37/0 59/0 44/0 01/2 3 ABRII34 

64/0 59/0 70/0 30/3 5 ABRII37 

 ميانگين 25/4 53/2 54/0 45/0 48/0

 
 ژنتيكي تكاملدر مطالعات  همواره) Federici et al. 1998(پرتقال 

 ;Federici et al. 1998( است گرفته قرار يندر گروه ماندر

Nicolosi et al. 2000; Luro et al. 2008; Ollitrault et al. 2010; 
Biswas et al. 2011 .(و ماندرين هيبريد تانجلو مينولا و اورلاندو 

 دارند ينبا گروه ماندر نزديكي رابطه و هستند فروت گريپ
)Uzun and Yesiloglu  2012 .(از يك هيچ در يجپ نارنگي 

 كهيياز آنجا ولي نشد، يافتمركبات  ژنتيكي تنوع مطالعات
) Reece et al. 1963( است تانجلو مينولا و كلمانتين هيبريد
مختلف  هاي ژنوتيپ. است طبيعي ماندرين گروه در آن حضور
) Federici et al. 1998( هستند ماندرين و پوملو هيبريد كهپرتقال 

 تمام در و اندنشان داده يشتريب يكيخود نزد ماندريني والد به
 Nicolosi( اند شدهگروه هم ينبا ماندرمركبات  فيلوژني مطالعات

et al. 2000; Luro et al. 2008; Ollitrault et al. 2010; Biswas 
et al. 2011; Amar et al. 2011 .(به كه فروت يپو گر نارنج 

 Federici et al. 1998; Barkley(پوملو  × ماندرين هيبريد ترتيب

et al. 2006 (پوملو × پرتقال  و)Li et al. 2010 (وضعيت هستند 
 يدر گروه پوملو و گاه گاهي گونه دو اين يرادارند ز ايپيچيده

 Federici et al. 1998; Barkley( اند گرفتهقرار  يندر گروه ماندر

et al. 2006; Luro et al. 2008; Ollitrault et al. 2010; Li et al. 
رنج نا هيبريدهاي از كه يوانيكاتا شدهگزارش  همچنين). 2010
  ).Federici et al. 1998( گيرد ميقرار  ماندرين گروه در نيزاست 
 و يترنجس(آن  هيبريدهاي برگ، سه نارنج شامل چهارم گروه

 .Uzun et al( ينماندر ×پاپدا  هيبريد عنوان به يوزوو ) سيتروملو

به عنوان  اين از پيش كه محل شل ينعلاوه بر ا. باشدمي) 2009
شده  گزارش سيترون ياپوملو  و) اورلاندو×  ينكلمانت( نوا هيبريد

)Jannati et al. 2009 (يوزو. است گرفته قرار گروه اين در نيز 
و  RAPD نشانگرهاي از استفاده با اوليه مطالعات در اگرچه

SCAR بود شده گروهخود هم ينيبا والد ماندر )Nicolosi et al. 

مركبات با  رانييا هاي ژنوتيپ يكيتنوع ژنت ي، در بررس)2000
از والد پاپدا وجود  ژنوتيپي كهحالي در ،SSRاستفاده از نشانگر 

 Jannati et( گرفتند قرار گروه يكنداشت، با نارنج سه برگ در 

al. 2009 .(حضور نارنج سه برگ در  در نيز سيتروملو و سيترنج
 ).Amar et al. 2011( گيرند ميگروه قرار  يك
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بدست آمده  هاي داده دهد ميت آمده نشان بدس نتايج مجموع در

 يبرا يمنبع خوب تواند مي ترنسكريپتوم عميق يابي توالياز 
بدست آمده از  نشانگرهايباشد و  يزماهوارهر هاي مكان ييشناسا

 اين به. دارندمركبات  يبنددر طبقه بالايي كارآيي ها مكان ينا
 ياصلاح ايكاره يردر سا نشانگرهايي ينتوان از چنمي ترتيب

  .بهره برد يكينقشه ژنت تكميل يرنظ
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