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 چکیده
 رخداد اخیر، های سال در د.شو می استفاده شده فرآوری و خوری تازه صورت به میوه، ۀعصار بالای ۀاسیدیت و کیفیت دلیل به ها لایم

 کاشت بیماری، این کنترل روش نیتر مهم است. شده  ایران جنوب در لایم درخت اصله هزاران رفتن نیب باعث جاروك، بیماری

 در جاروك بیماری علائم بدون لایم مختلف نژادگان 33 ژنتیکی تنوع پژوهش، این در بنابراین، است. متحمل های(ژنوتیپ) نژادگان

 ISSR آغازگر 11 و SSR آغازگر جفت 17 با شاهد عنوان به مرکبات تجاری رقم ده همراه به مقدماتی، یها شیماآز از پس یا مزرعه

 و 86/0 و 72/0 میزان به ترتیب به TC26 و TAA1 ریزماهواره نشانگرهای (PIC) یچندشکل اطلاعات محتوای به توجه با .شد بررسی

 متمایزکننده نشانگرهای ترین مناسب عنوان به 43/0 میزان به سه هر 810 و ISSR1، 809 آغازگرهای ،ISSR نشانگرهای در همچنین

 سوی از دارد. وجود هایی تفاوت بررسی مورد نشانگرهای لحاظ از مرکبات انواع دیگر و ها لایم بین ،داد نشان نتایج شدند. شناسایی

 قرار خوشه یک در و دادند نشان لایم پرشین و لایم مکزیکن های رقم با بالایی قرابت نشانگر، دو هر پایۀ بر لایم های نژادگان همۀ دیگر

 هستند. ها لایم گروه به متعلق کشور جنوب در لیموترش های نژادگان بیشتر بنابراین، گرفتند.

 

 مرکبات. ،یچندشکل اطلاعات محتوای لایم، ژنتیکی، تنوع کلیدی: هایهواژ
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ABSTRACT 
Limes have been consumed as fresh fruits and processing products, due to high quality and acidity in fruit juice. In 

recent years, the incidence of Witches Broom disease resulted in destroy of thousands Limes trees in the south of 

Iran. The best method for controlling this disease is planting tolerant genotypes. Therefore, in this study, genetic 

diversity of 33 different lime genotypes which didn’t showed Witches Broom disease in the field and preliminary 

test, with 10 commercial citrus cultivars as a control was evaluated by 17 pair primers of SSR and 11 primers of 

ISSR. According to results with Simple Sequence Repeat (SSR) markers, the highest Polymorphic Information 

Content (PIC) were observed in TAA1 and TC26 with 0.72 and 0.68, respectively and by using ISSR markers were in 

ISSR1, 809 and 810 with 0.49 which was identified as a the most appropriate distinguishing markers. Results showed 

that there were differences between Limes and other types of citrus based on kind of studied markers. On the other 

hand, all of Lime genotypes had high affinity with Mexican Lime and Persian Lime and grouped in a cluster. 

Therefore, most of acid limes in south of Iran belonged to Limes group.  

 

Keywords: Citrus, genetic diversity, lime, polymorphic information content. 
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 مقدمه

 موطن که شوند یم شامل را مرکبات از گروهی ها لایم

 منتقل اروپا به که بوده شرقی هند جزایر ها آن اصلی

 منشأ اما (،Davies & Albrigo, 1994) است شده

 احتمال این و نشده شناسایی دقیق طور به ها لمون

 این باشد. لایم و بالنگ تلاقی حاصل که رود می

 مرکبات جزو لایم و بالنگ که دهد می نشان موضوع

 کشورهای .(Barret & Rhods, 1976) هستند اولیه

 هند، شامل انجه در ترش لیمو تولیدکنندة عمدة

 اسپانیا ترکیه، آمریکا، برزیل، آرژانتین، چین، مکزیک،

 میزان و زیرکشت سطح لحاظ از که هستند ایران و

 ستا گرفته قرار جهانی نهم ۀرتب در ایران لایم، تولید

 میزان و هکتار 28622 حدود آن کشت زیر سطح و

 (.FAOSTAT, 2013) است تن 522210 آن تولید

 فارس، های استان شامل لایم کشت مناسب مناطق

 سیستان و هرمزگان بویراحمد، و کهکیلویه بوشهر،

 در اما (.Golein & Adouli, 2011) است بلوچستان

 زیادی بخش جاروک بیماری رخداد با اخیر یها سال

 و است رفته بین از ایران جنوب در لایم درختان از

 آید. می شمار به ایران در لایم تولید برای اصلی تهدید

 فیتوپلاسما نوعی از ناشی جاروک بیماری

(Candidatus Phytoplasma aurantifolia،) ینتر مهم 

 (.al et Bove,. 2000) است ترش لایم درختان بیماری

 به توجه با و هداشت ییبالا انتقال تیقابل یماریب این

 یگرید یها زبانیم وجود زین و یعیطب ناقل وجود

 همچون هرز یها علف از یبرخ مانند) مرکبات رازیغ به

 یها کانون همۀ بردن انیم از سس( و داتوره تاجریزی،

 رممکنیغ حدودی ات آلوده درختان امحاء و یآلودگ

 با مبارزه ۀنیدرزم زیادی تحقیقات منظور، بدین است.

 اصلاح ازجمله است. گرفته صورت بیماری این

 جاروک بیماری به مقاوم های رقم تولید برای ترش لیمو

 کامکوات و کلمانتین نارنگی بین یریگ دورگ با

 هستند بیماری این به مقاوم دو هر که ناگامی،

 (نر والد) لیموترش با تلاقی در یمادر والد عنوان به

 پژوهش در همچنین .(Asadi et al., 2012) است

 ارلی مارس ناول، واشنگتن والنسیا، ۀپای میان اثر دیگر

 لیموترش جاروک بیماری کنترل و جلوگیری در

 و مهار در نقشی هیچ پایه میان شد معلوم و بررسی

 ندارد جاروک عامل فیتوپلاسمایی جریان کنترل

Salehi et al., 2012).) 

 در آن رآوردب و ژنتیکی تنوع سطح از آگاهی

 مواد ژنتیکی روابط تعیین و گیاهان پلاسم ژرم

 اصلاحی های برنامه از بسیاری اساس و پایه اصلاحی،

 طورمعمول به گیاهی بهنژادگران رود. می شمار به

 را DNA بر مبتنی مولکولی نشانگرهای از استفاده

 تنوع درستی از اطمینان برای نشانگرها دیگر به نسبت

 دهند  می ترجیح مرفولوژیک هاینشانگر پایۀ بر

(Mohammadi, 2006 .)عنوان به یمولکول نشانگرهای 

 از ایگسترده ۀدامن در مرکبات در مهم ابزاری

 های نقشه ۀتهی پیوستگی، ۀتجزی شامل ها بررسی

 ژنتیکی خویشاوندی تعیین بندی، آرایه ۀتجزی ژنتیکی،

 فراوانی .اند شده گرفته کار به ها رقم شناسایی و

 در آللی تنوع بالای سطح ژنوم، در SSR  نشانگرهای

 این کارگیری به سهولت و ای ریزماهواره های جایگاه

 ساخته مشهور ژنتیکی نشانگرهای از را ها آن نشانگرها،

 و ها آن بودن بارز هم نشانگرها، این دیگر ویژگی است.

 است هموزیگوت از هتروزیگوت افراد تشخیص امکان

(Ovesna et al., 2002.) این در که بعدی نشانگر 

 که .است ISSR نشانگر است شده استفاده تحقیق

 بودن، نهیهز کم و سادگی بالا، یریتکرارپذ دلیل به

 به نیاز نشانگر آن طراحی برای و دارد زیادی عمومیت

 Abdollahi et) ستین ژنومی توالی از اطلاعات داشتن

al., 2015.) تنوع رسیبر در مولکولی نشانگرهای از 

 Shrestha است. شده زیادی ةاستفاد مرکبات ژنتیکی

et al. (2012) نژادگان 62 یکیژنت تنوع یابیارز برای 

 کشور یشرق قسمت در ترش لایم مختلف (پیژنوت)

 کردند. استفاده آغازگر( جفت 12) SSR نشانگر از نپال

 ییکارا و بالا یچندشکل SSR نشانگر ،داد نشان جینتا

 مختلف یها نژادگان یکیژنت تنوع یابیرزا در یادیز

 یبررس یبرا Golein et al. (2012) د.دار ترش لایم

 یها نژادگان از یبعض و ییبکرا نیب یکیژنت روابط

 PCR-RFLP و SSR نشانگر از مرکبات ةشد شناخته

 ۀرابط آمده دست به جینتا پایۀ بر کردند. استفاده

 شنهادیپ و شد دایپ لمون راف و ییبکرا نیب یکینزد
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 ییبکرا یمادر والد عنوان هب لمون راف احتمالبه که شد

 ارزیابی در Shahsavar et al. (2004)  .شود یم حساب

 شش از فارس استان در لیمو انواع ژنتیکی گوناگونی

 آمده دست به نتایج بر بنا کرد. استفاده ISSR آغازگر

 یخوب به توانند می ISSR نشانگرهای ،شد مشخص

 مختلف های نژادگان بین را فیلوژنتیکی های رابطه

 برای Asadi et al. (2013) کنند. مشخص مرکبات

 شمال مرکبات از نژادگان 11 ژنتیکی تنوع بررسی

 نتایج کرد. استفاده ISSR نشانگر هفت از کشور،

 میزان تعیین در ،ISSR نشانگرهای ،داد نشان تحقیق

 بالایی ایزتم قدرت خویشاوندی روابط و ژنتیکی تنوع

  دارند.

 و ژنتیکی تنوع بررسی پژوهش، این هدف بنابراین

 های نژادگان از یشمار خویشاوندی ارتباط تعیین

 زرد  )همچون جاروک ظاهری  علائم بدون ترش لیمو

 ها، انگرهیم ۀفاصل شدن کوتاه ،هوایی اندام شدن

 تینها در و ها سرشاخه شدن ییجارو ،یکوتولگ

 در شده یگردآور (درخت مرگ و یپژمردگ

 از  استفاده با کشور جنوب مرکبات های کلکسیون

 .است ISSR و SSR نشانگرهای

 ها روش و مواد

 از متشکل نژادگان 53 شامل پژوهش این گیاهی مواد

 بیماری علائم بدون ترش میلا طبیعی نژادگان 33

 بود شاهد عنوان به مرکبات تجاری رقم ده و جاروک

 به آلوده مناطق از انتخابی ایه نژادگان (.1 )جدول

 تحقیقات های ایستگاه کلکسیون در موجود بیماری،

 جهرم(، و داراب) فارس های استان در واقع مرکبات

 و انتخاب )جیرفت(، کرمان و (نابیم) هرمزگان

 لحاظ از آغاز در ها نژادگان این ند.شد آوری گرد

 در ند.شد ارزیابی جاروک بیماری به نسبت سلامت

 بیماری عامل به آلوده ها نژادگان از کی چیه اول ۀمرحل

 رقم ده با مولکولی های ویژگی نظر از سپس و نبودند

 مرکبات، سلطان بالنگ، شامل مرکبات اصلی یتجار

 لیمو لایم، مکزیکن محلی، پرتقال نارنج، ،فروت پیگر

 دنسی نارنگی ،نیریموشیل لایم، پرشین لیسبون،

 و جوان های سرشاخه از د.شدن مقایسه شاهد عنوان به

 ،یادشده های نژادگان بیماری ظاهری علائم بدون

 تصادفی طور به جوان برگ شش تا پنج حدود

 دمای در زریفر در DNA استخراج زمان تا و آوری گرد

 .شد نگهداری سلسیوس ۀدرج - 85

 
 های لایم مورد بررسی در این پژوهش های نژادگان . ویژگی1جدول 

Table 1. Traits of Lime genotypes studied in this research 
Number Common name Scientific 

name 
Location Number Common name Scientific name Location 

1 6 darab Citrus sp. Minab 23 Forg Hybrid (7) Citrus sp. Darab 
2 1-1 Citrus sp. Minab 24 Limequat  Darab 
3 2-2-MX Citrus sp. Minab 25 Forg Hybrid (8) Citrus sp. Darab 

4 Binam Citrus sp. Minab 26 Hybrid (2): citrus aurantifolia × 

Bakraee (Citrus sp.) 
Citrus sp. Darab 

5 5-2 Citrus sp. Minab 27 Hybrid (3): citrus aurantifolia× 
citrussinensis 

Citrus sp. Darab 

6 4- Darab Citrus sp. Minab 28 Cucumber lime Farood Citrus sp. Darab 
7 4-5 Citrus sp. Minab 29 Sweet lime Forg Citrus sp. Darab 
8 1-10 Citrus sp. Minab 30 Curly lime Farood Citrus sp. Darab 
9 4-2 Citrus sp. Minab 31 G6 Citrus sp. Jiroft 

10 1-13 Citrus sp. Minab 32 G7 Citrus sp. Jiroft 
11 1-14 Citrus sp. Minab 33 G11 Citrus sp. Jiroft 

12 1-7 Citrus sp. Minab 34 Pummelo Citrus maxima Merill Ramsar 

13 5-1 Citrus sp. Minab 35 Sour orange Citrus aurantiumL. Ramsar 
14 1-4 Citrus sp. Minab 36 Sweet lime Citrus limettioidesTan. Ramsar 

15 1-3 Citrus sp. Minab 37 Persian lime Citrus  latifolia Ramsar 

16 2-8 Citrus sp. Minab 38 Lisbon lemon Citrus limon (L.) Burm. f. Ramsar 
17 2-10 Citrus sp. Minab 39 Citron Citrus medicaL. Ramsar 

18 1-5 Citrus sp. Minab 40 Duncan grapefruit Citrus paradisiMacf. Ramsar 
19 Mesri Kamali 

tangebaluchi (21) 

Citrus sp. Jahrom 41 Local orange 

Siavaraz orange 

Citrus sinensis (L.) 

Osbeck 
Ramsar 

20 Kharkulu Citrus sp. Jahrom 42 Dancy mandarin Citrus reticulataBlanco Ramsar 
21 Hybrid (5) Citrus sp. Darab 43 Mexican lime Citrus auranifolia 

(Chrism.) Swingle 

Ramsar 

22 Forg Hybrid (6) Citrus sp. Darab     
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 DNA استخراج

 برگی بافت از گرم دو ژنومی DNA استخراج برای

 مایع نیتروژن حضور در چینی هاون در شده یگردآور

 .Edward et al روش به DNA استخراج و پودر

 از DNA خلوص کنترل برای شد. انجام (1991)

 اسپکتروفتومتر یا نوری سنج طیف دستگاه

(Nanodrop- ND2000) 285 به 265 جذب نسبت با 

 هایDNA  کیفیت تعیین برای شد. استفاده نانومتر

  شد. استفاده آگاروز درصد 8/5 ژل از شده استخراج

 

 SSR انگرنش با (PCR) پلیمراز ای زنجیره واکنش

 دستگاه از استفاده با پلیمراز ای زنجیره واکنش

 شرکت ساخت (MJ Research. PTC200) ترموسایکلر

Bio-Rad اختصاصی آغازگر جفت 12 با SSR 

(Novelli et al., 2006) های بررسی در که مرکبات در 

 داده نشان را بالایی یچندشکل میزان نامحقق دیگر

 آورده 2 جدول در رهانشانگ مشخصات شد. انجام بود،

 میکرولیتر 15 حجم در PCR های واکنش است. شده

 کلرید مولار میلی x15، 0/1 بافر میکرولیتر 1 شامل

 ،Taq DNA Polymerase آنزیم واحد 2/5 منیزیم،

 مولار میلی 2/5 آغازگر، جفت هر از مولار میکرو 0/5

 DNA گرم نانو 05 و (dNTPS) نوکلئوتیدی مخلوط

 برای آغاز در DNA افزونش شرایط شد. مانجا ژنومی

 ۀدرج 10 در سازی واسرشته صورت به آغازگر جفت هر

 هر برای اتصال دمای دقیقه، یک مدت به سلسیوس

  متفاوت) سلسیوس ۀدرج 50-00 آغازگر جفت

 22 ۀتوسع و ثانیه 35 مدت به (آغازگر جفت هر برای

 هفت نهایت در و دقیقه یک مدت به سلسیوس ۀدرج

 واکنش های فراورده شد. انجام نهایی ۀتوسع قهدقی

 ژل روی مساوی نسبت به پلیمراز ای زنجیره

 Mega-Gel دستگاه )در درصد 6 آکریلامید پلی

SystemC-DASG-400-50) جریان با و بارگذاری 

 به توجه با دقیقه 15-65 مدت به آمپر میلی 85ثابت

 اب آمیزی رنگ و انجام الکتروفورز ها، جایگاه طول

 نواری الگوی شد. انجام بروماید اتیدیوم از استفاده

DNA و (1 و 5 ترتیب )به ودنب یا وجود پایۀ بر حاصل 

 دهی امتیاز حاصل، DNA نوار ةانداز پایۀ بر همچنین

  شدند.

 ISSR نشانگر پلیمراز ای زنجیره واکنش

 دستگاه از استفاده با پلیمراز ای زنجیره واکنش

 شرکت ساخت (MJ Research. PTC200) ترموسایکلر

Bio-Rad نشانگر11 باISSR (Fang & Roose, 1997; 

Tripolitsiotis & Nikoloudakis, 2013) شد. انجام 

 در است. شده آورده 2 جدول در نشانگرها مشخصات

 درجۀ 15 در اولیه سازی واسرشته آغاز در اولیه افزونش

 شامل چرخه 30 دقیقه، سه مدت به سلسیوس

 یک مدت به سلسیوس درجۀ 15 در ازیس واسرشته

 مدت به سلسیوس درجۀ 00 در نشانگرها اتصال دقیقه،

 یک مدت به سلسیوس درجۀ 22در توسعه و ثانیه 50

 نهایی توسعۀ دقیقه هفت نهایت در و ثانیه 35 و دقیقه

 افزونش پایان از پس شد. انجام سلسیوس درجۀ 22در

 در درصد 0/1 آگارز ژل روی بررسی برای PCR محصول

 و شد آزمون ساعت دو مدت به و وات 155 ثابت توان

 صورت یبردار عکس UV نور و بروماید اتیدیوم توسط

 باند نبود یا وجود صورت به حاصل نواری الگوهای گرفت.

 شدند. دهی امتیاز 5 و 1 با ترتیب به

 

 جاروک بیماری به نسبت ها نژادگان سلامت ارزیابی

 ارزیابی در بیماری عاملد نبو یا وجود بررسیبرای 

 با PCR آزمون از ترش لایم طبیعی های ۀ نژادگاناولی

 P1/P7 و P1/WB3، R16F2n/R16R2 های نشانگر

  شد. استفاده
 

 آماری های تجزیه

 ماتریس تشکیل از پس ،SSR های دادهۀ تجزی برای

 تشکیل ،GGTافزار نرم به آن انتقال و یک و صفر

 انجام مختلف هایروش از استفاده با تشابه ماتریس

 و (SM) ساده تطابق ضریب ماتریس نهایت در و شد

 .شد تفسیر UPGMA روش به ای خوشهۀ تجزی

 هتروزیگوتی میزانۀ محاسب برای همچنین

 یامحتو و ها آلل فراوانی آلل،شمار  ،شده مشاهده

 Power Maeker افزار نرم از (PIC)ی چندشکل اطلاعات

V.3.25 های دادهۀ تجزی یبرا شد. استفاده ISSR، پس 

 افزار نرم به آن انتقال و یک و صفر ماتریس تشکیل از

NTSYS (52/2 )ویرایش (Rohlf, 1998) تشکیل 

 و مختلف های روش از استفاده با تشابه ماتریس
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 در .گرفت صورت متفاوت های بندی گروه همچنین

 ،آمده دست به های دندروگرام ساختار به توجه با نهایت

 تطابق شباهت ضریب از استفاده با بندی گروه ینبرتر

 محتوای .دست آمدبه UPGMA الگوریتم و ساده

 بودن غالب به توجه با (PIC) چندشکل اطلاعات

 شد. استفادهPICi= 2 fi(1- fi)ۀ رابط از ISSR نشانگر

 فراوانی fi ام،i نشانگر PIC با برابر PICi رابطه این در

 است امiۀ قطعنبود  اوانیفر (fi-1) و امiۀ قطع وجود

(Roldin-Ruiz et al., 2000) از آنۀ محاسب برای که 

 شد. استفاده Excel افزار نرم

 

 بحث و نتایج
 بیماری عامل به ها نژادگان آلودگیۀ اولی ارزیابی

  جاروک

 33 از کی چیه در جاروک بیماری عامل فیتوپلاسمای

 از استفاده با تحقیق این دربررسی  موردنژادگان 

 نشد. داده تشخیص اختصاصی آغازگرهای

 

 SSRافزونش 

 مختلفنژادگان  53 ژنتیکی روابط تعیینبرای 

 بیماری علائمبدون  تجاریهای  رقم و اسیدی های لایم

 اطلاعات شد. استفاده SSRآغازگر جفت 12 از جاروک

 محتوای آللی،ة اندازۀ دامن نشانگرها، به مربوط

 مشاهده وزیگوسیتیهتر میزان ،یچندشکل اطلاعات

 شده خلاصه 3 در جدول ،مؤثر های آللشمار  و شده

 پژوهش این در شده استفاده آغازگر جفت 12 از است.

 برایی ازدهیامت قابل و مناسب نواری جفت،الگوی 13

 آغازگر جفت سیزده ند.کرد ایجاد مختلف های نژادگان

 تولید آلل 82 درمجموع تحقیق این در استفاده مورد

 ژنی مکان هر در شده ییشناسا آللشمار  .کردند

 AC01 و TAA1 ژنی های مکان که بود آلل 3 -15بین

 توجه با ند.را داشت آلل کمترین و بیشترین ترتیب به

 TC26 و TAA41، AC01 های مکان ،3 جدول به

 کمترین و دادند نشان هتروزیگوسیتیدرصد 155

 و TAA15 مکان به مربوط هتروزیگوسیتی مقدار

 Nematollahi et al. (2013) بود.درصد 80 دلمعا

 ناشناختهنژادگان  06 ژنتیکی تنوع بررسیبرای 

 کردند. استفاده SSR نشانگر جفت 12 از مرکبات

 کردند گزارش 8 تا 2 بین آمده دست به آللۀ شمار دامن

 آمده دست به هتروزیگوسیتی میزانۀ دامن همچنین و

 محتوای ش،پژوه این در بود. 16/5 تا 20/5 بین

 آن میانگین و22/5 تا 5/5 بین شکل، چند اطلاعات

 به مربوط شده محاسبه PIC میزان بالاترین بود.02/5

 میزان به ترتیب به که بود TC26 و TAA1 های مکان

 CT02 مکان به مربوط میزان کمترین و 68/5 و22/5

 شده محاسبه های PIC میزان شد. تعیین 5/5 میزان با

 که Golein et al. (2012) های یافته اب پژوهش این در

 های مکان در شکل چند اطلاعات محتوای میزان

TAA1 و CT02 ا ت بود51/5 و22/5 ترتیب به آن در

   دارد.حدودی هماهنگی 

 
 ISSRو  SSR. توالی آغازگرهای نشانگرهای 2جدول 

Table 2. List of the used SSR and ISSR primers 

Primer Forward sequence Reverse sequence Primer 
Primer 

sequence 

SSR   ISSR  
TAA41 AGGTCTACATTGGCATTGTC ACATGCAGTGCTATAATGAATG ISSR1 BDB (TCC)5 

TAA1 GACAACATCAACAACAGCAAGAGC AAGAAGAAGAGCCCCCATTAGC N3 DBDA(CA)7 

CTT01 TCAGACATTGAGTTGCTCG TAACCACTTAGGCTTCGGCA N4 YG (GA)8 
TAA15 GAAAGGGTTACTTGACCAGGC CTTCCCAGCTGCACAAGC N5 (AG)8YT 

ATC09 TTCCTTATGTAATTGCTCTTTG TGTGAGTGTTTGTGCGTGTG N7 (AC)8YG 

TAA27 GGATGAAAAATGCTCAAAATG TAGTACCCACAGGGAAGAGAGC N8 (AC)8YA 
CAC23 ATCACAATTACTAGCAGCGCC TTGCCATTGTAGCATGTTGG 809 (AG)8G 

AC01 TTTGACATCAACATAAAACAAGAAA TTTTAAAATCCCTGACCAGA 810 (GA)8T 

CCSM18 AACAGTTGATGAAGAGGAAG GTGATTGCTGGTGTCGTT 844 (CT)8AGC 
CCSM17 ACATGGACAGGACAACTAAG GTTATGATACGTCTGTGTCC 861 (ACC)6 

TC26 CTTCCTCTTGCGGAGTGTTC GAGGGAAAGCCCTAATCTCA 814 (CT)8A 

GT03 GCCTTCTTGATTTACCGGAC TGCTCCGAACTTCATCATTG   
CT21 CGAACTCATTAAAAGCCGAAAC CAACAACCACCACTCTCACG   

CT02 ACGGTGCGTTTTGAGGTAAG TGACTGTTGGATTTGGGATG   

CCSM147 GCTATGTTATGATACGTCTG AGACTCACGTAACCTACTTC   
CCT01 TCAACACCTCGAACAGAAGG CCCACATGCTAGCACAAAGA   

AG14 AAAGGGAAAGCCCTAATCTCA CTTCCTCTTGCGGAGTGTTC   
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 ISSR افزونش

 نشانگر نه پژوهش، این در شده استفاده آغازگر 11 از

 میزان که کردند تولید یازدهیامت قابل قطعاتی

 شده داده نشان 5 جدول در قطعات این یچندشکل

 نوار 153 درمجموع موجود نشانگرهای کل از است.

 بودند. شکل چند نوار 82 ها آن بین از که شد ایجاد

 درصد آمد. دست به 6/1 شکل چند های مکان میانگین

 نشانگرهای برای درصد155 از آمده دست به یچندشکل

N4 نشانگر برای درصد 03/61 و 844 و N4 بود. متغیر 

 تحقیق این در آمده دست به یچندشکل درصد میانگین

 بالای نسبت به درصد به توجه با بود. درصد 38/21

 این داشت انتظار توان می آمده دست به یچندشکل

 تفکیک و شناسایی در خوبی به بتوانند نشانگرها

 اطلاعات محتوای ند.کن عمل ترش لیمو های نژادگان

 میانگین و51/5 و32/5 بین تحقیق این در شکل چند

 در شده محاسبه PIC میزان بالاترین بود. 31/5 آن

 تعیین51/5 میزان با 810 و ISSR1، 809 نشانگرهای

  شد.

 

پایۀ  بر ای خوشه  ۀتجزی و ژنتیکی قرابت بررسی

 SSR  نشانگرهای

های  نژادگان مورد بررسی بر پایۀ داده 53ای  تجزیۀ خوشه

و ضریب تشابه تطابق  UPGMAبا روش  SSRحاصل 

(. در دندروگرام 1( انجام شد )شکل SMساده )

های مورد بررسی  ها و رقم ( نژادگان1)شکل شده میترس

( قرار گرفتند که هر Dو  A، B، Cدر چهار گروه اصلی )

مشخص  رگروهیزبا دو  Dگروه  جز بهگروه اصلی 

توان به  ترین گروه را می بزرگ عنوان به Aشوند. گروه  می

 32شامل  A1اول  رگروهیزدو زیرگروه تقسیم کرد. 

، G1 ،G2 ،G43 ،G5 ،G6های متشکل از نژادگان نژادگان 

G8 ،G9 ،G10 ،G11 ،G12 ،G13 ،G14 ،G15 ،G17 ،

G19 ،G20 ،G21 ،G22 ،G23 ،G25 ،G3 ،G4 ،G16 ،

G7 ،G33 ،G31 ،G28 ،G30  وG24 دوم  رگروهیزA2 

 گیری قرار .استیعنی پرشین لایم  G37تنها شامل 

 گروه در بررسی مورد های نژادگان از توجه قابلشمار 

 بیشترد، ده می نشان لایم پرشین و لایم مکزیکن

   هستند. ها لایم به متعلق جنوب در لیمو های نهنمو

 13( و شمار آلل مربوط به Hobs(، هتروزیگوسیتی مشاهده شده )PICی )چندشکل. آغازگرها، اندازة آلل، محتوای اطلاعات 3جدول 
 SSRجفت آغازگر 

Table 3. Primers, allele size, PIC, observed heterozygosity (Hobs) and number of alleles for 13 primer pairs of SSR 
Alleles number Hobs PIC Allele size (bp) Primer 

8 0.90 0.64 108-178 AG14 
6 0.97 0.67 173-210 GT03 
3 0.90 0.40 111-167 CT02 
6 0.85 0.52 182-247 TAA15 
7 1 0.67 127-190 TAA41 
3 1 0.48 135-167 AC01 
7 1 0.68 133-190 TC26 
7 0.95 0.55 211-263 CCSM18 
6 0.93 0.57 169-202 ATC09 
6 0.95 0.54 196-233 TAA27 
5 0.90 0.51 250-281 CAC23 

10 0.90 0.72 170-202 TAA1 
8 0.90 0.55 124-159 CTT01 

6.3 0.93 0.57 -- Mean 

 
 ISSR آغازگر 11های تنوع ژنتیکی مربوط به  . آماره5جدول 

Table 4. Statistics of genetic diversity for 11 ISSR primers 

Primer PIC 
Polymorphism 

Percentage 
Total 
bands 

Polymorph 
bands 

ISSR1 0.49 87.5 8 7 
N3 0.38 90 10 9 
N4 0.32 100 5 5 
N5 0.38 81.25 16 13 
N7 0.27 76.92 13 10 
N8 0.28 61.53 13 8 
809 0.49 84.61 13 11 
810 0.49 92.30 13 12 
844 0.47 100 12 12 

Mean 0.39 71.38 11.44 9.6 
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 ،1 تشابه ضریب با نژادگان 22 ،1 شکل به توجه با

 بیانگر موضوع این گرفتند. قرار لایم مکزیکن با تراز هم

 و شناسایی برای نشانگرها این که است مطلب این

 های نژادگان و نبودند مناسب ها نژادگان این دادن زیتم

 این توسط شده افزونش نواحی لحاظ از بررسی مورد

 نشانگرهای از باید و نداشتند چندانی تفاوت نشانگرها،

 .Sheresta et al .شد می استفاده بیشتر شمار با و دیگر

 در ترش لیمو مختلف نژادگان 62 بررسی در (2012)

 که کرد استفاده SSR نشانگر جفت 12 از نپال کشور

 بین زیادی تنوع آمده دست به جینتا به توجه با

  A1زیرگروه اگر کردند. مشاهده یادشده های نژادگان

 شامل A11رگروهیز شود، تقسیم دیگر رگروهیز دو به

 قرار لایم مکزیکن فیرد هم که است هایی ترش لیمو

 تشابه ضریب با دیگر نژادگان نه همچنین و اند گرفته

 قرار زیرگروه این در لایم مکزین به نسبت 21/5 بالای

 هم با ها آن زیاد قرابت میزان به توجه با اند. گرفته

 که باشند هایی موتانت ها آن دارد احتمال %(21 )بالای

 یا اند آمده وجود به سوماتیکی جهش اثر در

 هستند مدیگره نوسلار همانند های نژادگان

(Ollitrault et al., 2010). رگروهیز در A12 

 به تشابه ضریب با G32 و G36، G29 های نژادگان

 جدا ها ترش لیمو گروه از 21/5 و 2/5 ،8/5 ترتیب

 تشابه ضریب با G29 و G36 نژادگان دو و اند شده

 اینکه با توجه با اند. گرفته قرار هم کنار در 80/5

 و داراب فورگ ۀمنطق نیریموشیل G29 نژادگان

 شمال ۀمنطق به مربوط نیریموشیل G36 نژادگان

 و زیاد تشابه ضریب این لذا است کترا( )ایستگاه کشور

 اینکه به توجه با است. انتظار مورد ها آن گروهی هم

  21/5 تشابه ضریب با G32 ناشناخته نژادگان

 احتمال گرفته قرار G36 و G29 های نژادگان کنار در

 Nicolosi ۀنظری بنابر باشد.  ها شیرین لیمو وجز رود می

 و لایم مکزیکن بین دورگ یک ،نیریموشیل (2000)

 توجه با است. شیرین بالنگ یک یا شیرین لمون یک

 این در لایم مکزیکن با شیرین لیمو تشابه ضریب به

 میزان و20/5 لمون با آن همسانی و 85/5 تحقیق

 نتایج لذا .است 25/5 نیز بالنگ با اش یهمانند

 Nicolosi نتایج همانند تحقیق این از آمده دست به

 با .است لایم پرشین شامل تنها A2 زیرگروه .است

 Zhang (2016) ۀنظری بنابر لایم پرشین اینکه به توجه

 با حال ،است لمون و لایم مکزیکن بین دورگ یک

 و لایم پرشین بین 23/5 تشابه ضریب به توجه

 بین 68/5 تشابه ضریب همچنین و لایم مکزیکن

 این از آمده دست به جینتا لذا لمون، و لایم پرشین

 علت همچنین کند. می دییتأ را یادشده ۀنظری ،بررسی

 ترش لیمو های رقم دیگر از لایم پرشین شدن جدا

  میوه، شکل و اندازه در تفاوت علت به شاید

 علت به همچنین و درخت نوع برگ، شکل و اندازه

 نواحی و ژنومی تفاوت نتیجه در و آن ذریب بی

 باشد. بررسی مورد نشانگرهای پایۀ بر شده افزونش

 ۀناشناخت نژادگان) G18 های نژادگان شامل B گروه

 )لمون G38 و )بالنگ( G39 )نارنج(، G35 (،موترشیل

 لمون و بالنگ نارنج، بودن گروه هم .است لیسبون(

 اینکه بر مبنی Nicolosi (2000) های یافته با لیسبون

 مانند Citrus های گونه از بسیاری مادری والد بالنگ

 لمون و بالنگ دارد. همخوانی ،است لایم و لمون

 تشابه ضریب بیشترین 85/5 تشابه ضریب با لیسبون

 بالنگ کنار در لمون قرارگیری دارند. گروه این در را

 در بالا تشابه ضریب میزان این و پژوهش این در

 Federici )  است آمده دست به نیز پیشین ایه بررسی

et al., 1998; Nicolosi et al., 2000) نتایج با و 

 نتایج است. هماهنگ بررسی این از آمده دست به

 حاصل دورگ ها لمون که است آن گویای آمده دست به

 نتایج به توجه با هستند. بالنگ و لایم میان تلاقی از

 نظر به که G18 ژادگانن ،بررسی این از آمده دست به

 تشابه ضریب با باشد  ها لیموترش گروه وجز رسد می

 است شده جدا گروه آن از لایم مکزین به نسبت 60/5

 مرفولوژی به توجه با است. گرفته قرار B گروه در و

 ضریب و ها ترش لیمو دیگر به نسبت آن ةمیو متفاوت

 درس می نظر به لیسبون لمون و G18  بین 25/5 تشابه

 G42 های نژادگان باشد. گرفته منشأ ها لمون از که

 G40 محلی(، )پرتقال G41 دنسی(، )نارنگی

 در لیمو 3 شماره )دورگ G27 دانکن(، فروت )گریپ

 قرار C گروه در مرکبات( )سلطان G34 و پرتقال(

 بندی گروه Golein et al. (2012) های یافته گرفتند.

 نتایج بنابر کند. می دییتأ را بررسی این از آمده دست به

Scora et al. (1982)، Moor (2001)  وBarrect & 
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Rhod (1976) پوملو تلاقی حاصل فروت پیگر 

 نتایج همچنین و است پرتقال و مرکبات( )سلطان

 و SCAR و RAPD نشانگرهای از استفاده با ها بررسی

SSR و پرتقال میان تلاقی از فروت پیگر ،داد نشان 

 ;Gmitter et al., 1992) است شده ایجاد پوملو

Nicolosi et al., 2000; Ollitrault et. al., 2010; 

Bakhshipoor et al., 2013). در آمده دست به نتایج 

 و کند می دییتأ را فرضیه این نیز بررسی این

  و پرتقال از 88/5 تشابه ضریب با فروت گریپ

 ننژادگا است. شده جدا پوملو از 20/5 تشابه ضریب

G27 به توجه با و است ترش لیمو و پرتقال بین دورگ 

 بتوان شاید دارد، 20/5 تشابه ضریب پرتقال با اینکه

 نژادگان باشد. آن والدین از یکی پرتقال، داد احتمال

G26 گروه از عضو تنها بکرایی( در لیمو )دورگ E 

 بکرایی Golein et al. (2012) های یافته بنابر .است

 میزان .است نیریموشیل و لمون فرا تلاقی حاصل

 لایم مکزیکن با و 63/5 نیریموشیل با آن تشابه

 .است01/5

 

 پایۀ بر ای خوشه  ۀتجزی و ژنتیکی قرابت بررسی

 ISSRنشانگرهای

 پایۀ بر بررسی مورد نژادگان 53 ای خوشه تجزیۀ

 ضریب و UPGMA روش با ISSR از حاصل های داده

 پایۀ بر  (.2 )شکل شد انجام (SM) ساده تطابق تشابه

 تشابه سطح در بررسی مورد های نژادگان بندی، خوشه

 قرار (E و A، B، C، D) اصلی خوشۀ پنج در ،68/5

 حاصل نتایج همچون عضو 32 شامل A گرفتند.گروه

 که دهد می تشکیل را گروه نیتر بزرگ SSR نشانگر از

 ترش لیمو های رقم لایم، مختلف های نژادگان شامل

 همۀ و لایم پرشین و لایم کزیکنم شامل

 .است میناب و جیرفت داراب، منطقۀ های لیموترش

 را تشابه بیشترین 18/5 تشابه ضریب با G16 نژادگان

 دو به توان می را A گروه داشت. لایم مکزیکن با

 A1 گروه زیر که کرد تقسیم A2 و A1 گروه زیر

 مختلف های رقم شامل شد گفته پیشتر که طور همان

 A2 گروه زیر .است بررسی مورد های نژادگان و یملا

 گروه از 2/5 تشابه ضریب با که است کوآت لایم شامل

  است. شده جدا ها ترش لیمو

 
ها در  از نژادگان هرکدامهای  . ویژگیUPGMA روش  به SSR نشانگر از استفاده با مرکبات نژادگان 53 ای . نمودار خوشه1شکل 

 .آورده شده است 1جدول 
Figure 1. Dendrogram of 43 genotypes of citrus using SSR markers based on UPGMA. Name of the genotypes are 

shown in Table 1. 



 1 1318بهار  ،1 ة، شمار05 ة، دورایران باغبانیعلوم  

 

 
 UPGMA به روش  ISSR نژادگان مرکبات با استفاده از نشانگر 53ای  . نمودار خوشه2شکل 

Figure 2. Dendrogram of 43 genotypes of citrus using ISSR markers based on UPGMA 
 

Morton (2004) بیانهای خود  در نتایج بررسی 

 کامکوات و لایم مکزیکن تلاقی از کوآت لایم، کرد

 است. آمده به وجود 1151 سال درسوئینگل  توسط

 گروه یک در کوآت لایمی ریقرارگ نظریه این به توجه با

 ملشا B گروه .رسد می نظر به طبیعی جداگانه

 G36 فورگ(، نیریموشیل) G29 های نژادگان

 G39 و لیسبون( )لیمو G38 شمال(، نیریموشیل)

 ضریب با G36 و G29 شمارهنژادگان  .است )بالنگ(

 های یافتهبنا بر  گرفتند. قرار هم کنار در 81/5 تشابه

Nicolosi et al. (2007) و بالنگ تلاقی از نیریموشیل 

 این در بندی گروهاین  هک است آمده به وجود ها لمون

 G22نژادگان  شامل C گروه کند. می دییتأ رابررسی 

 والد و لیمو آن والد یک است دورگ یک که است

 و ظاهری شکل به توجه با است. نامشخص آن دیگر

 ها لایم گروه جز که رسد می نظر به آن اسیدی طعم

 و لیموها گروه بین حدفاصل اینکه به توجه با و باشد

 والدین از یکیدارد  احتمال است، گرفته قرار ها پرتقال

 پرشین و مکزیکن با آن تشابه ضریب باشد. پرتقال آن

 شامل D گروه .است 65/5 پرتقال با و 63/5 لایم

 G41 و پرتقال( در لیمو )دورگ G27 های نژادگان

 دورگ یک گروه، این در .است محلی( )پرتقال

 دارد. قرار ال(پرتق و ترش لیمو تلاقی )حاصل مصنوعی

ۀ سابقپایۀ  بر پرتقال کنار در دورگ این قرارگیری

 بود. پیشگویی و حدس قابل      کاملا  موجود ژنتیکی

 )نارنج(، G35 مرکبات(، )سلطان G34 های نژادگان

G40 (فروت پیگر) و G42 )در هم با همگی )نارنگی 

 Jahangirzadeh et) های یافته اند. گرفته قرار E گروه

al., 2015; Asadi et al., 2013) را بندی گروه این 

 کند. می تأیید

 

 گیری نتیجه

 لیوتحل هیتجز از آمده دست به نتایج بندی جمع از

 از که شود می استنباط چنین ISSR و SSR های داده

 تحقیق این در شده استفاده SSR نشانگرهای میان

TAA1 و TC26 نشانگرهای میان از همچنین و 

ISSR، آغازگرهای ISSR1 ،810 برای 844 و 

 های نژادگان بین تنوع بررسی و آینده در های بررسی

 پیشنهاد و معرفی موجود، های رقم و ناشناخته

 مسیر در SSR نشانگرهای اینکه به توجه با  شود. می

 بنابراین شوند، می ایجاد نوترکیبی و جنسی دمثلیتول

 از افزونش رود می احتمال که مواقعی در است نیاز

 کوچک های جهش اثر در یا و یرجنسیغ ریقط

 های تلاقی احتمال یا و باشد شده ایجاد ژنتیکی

 نشانگرهای از است بهتر باشد، داشته وجود طبیعی



 ... در ISSR و SSR مولکولی نشانگرهای چندشکلی بررسیراهب و همکاران:  15

 

 قدرت ها آن در که PCR-RFLP و ISSR همچون بارز

 استفاده ندارد، بستگی میوز فرایند به جهش تشخیص

 اطلاعات از حاصل دندروگرام پایۀ بر شود.

 تمایز ترش لیمو مختلف های نژادگان ISSRشانگرهاین

 داشتند. SSR بندی خوشه به نسبت تری مناسب بسیار

 استفاده با ای خوشه ۀتجزی از آمده دست به نتایج بر بنا

 جنوب ۀمنطق های ترش لیمو بیشتر نشانگر، دو هر از

 ها لمون گروه از و اند گرفته قرار  لایم گروه در کشور

 از ها نژادگان این رسد می نظربه .اند شده جدا

 منشأ لایم مکزیکن ۀگون کوچک اریبس های جهش

 کشور جنوبی مناطق در ها لایم همچنین اند. گرفته

 احتمال لذا شوند. می افزونش جنسی روش با بیشتر

 ها آن در دورگ های نژادگان تولید و یافشان دگرگرده

 بیشتر ابیارزی و بررسی با آینده در توان می .است زیاد

 از بعضی جاروک، بیماری به ها نژادگان تحمل مورد در

 لایم مکزیکن به نسبت بودن متمایز صورت در را ها آن

 .کرد معرفی مناسب کیفی و کمی های ویژگی نشتدا و

 از گزارشی هیچ تاکنون اینکه به توجه با همچنین

 علائم بدون مختلف های نژادگان ژنتیکی تنوع بررسی

 این نتایج لذا ندارد، وجود کشور در وکجار بیماری

 یها یابیارز در نامحقق دیگر برای تواند می بررسی

 واقع دسودمن بهنژادگران برای همچنین و تکمیلی

 شود.
 

 سپاسگزاری

 و مرکبات ةپژوهشکد محترم ریاست از لهیوس نیبد

 مرتضی دکتر آقای جناب گرمسیری نیمه های میوه

 از را پژوهش این برای لازم امکانات که محمدی گل

 فناوری و علمی معاونت مصوب جاروک کلان طرح

 و دادند قرار اول ةنویسند اختیار در جمهوری ریاست

 گروه همکاران همۀ ۀصمیمان همکاری از همچنین

  شود. می سپاسگزاری پژوهشکده یبهنژاد و ژنتیک
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