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ISSRبا استفاده از نشانگرهاي مولکولی جنوب ایرانژنتیکی ارقام محلی لیموترشتنوع بررسی 
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چکیده
دروتیپ از ارقام محلی لیموترش استان هرمزگان، جمع آوري شده ژن28ایرانبه منظور بررسی ژنتیکی ارقام محلی لیموترش

ژنوتیپ از مرکبات موجود در کلکسیون ایستگاه تحقیقات مرکبات شمال کشور در 19ایستگاه تحقیقات کشاورزي میناب به همراه 
انتخاب شده آغازگر هفتبه کار برده شد هر PCRجهت واکنش ISSRهفت آغازگر این مطالعه مورد استفاده قرار گرفت.

درصد 66,6که میزان چندشکلی این قطعات از ژنوتیپ مورد مطالعه تولید نمودند47الگوي نواري مناسب و قابل امتیازدهی براي
تجزیه خوشه اي بر اساس داده هاي .الل در گونه هاي تحت بررسی مشاهده گردید114در مجموع  تعداد .درصد می باشد100تا 

. ژنوتیپ کلاستر اصلی را نشان داد3دندروگرام به دست آمدهشد. و با ضریب تشابه دایس انجام UPGMAروش مولکولی به
از مکزیکن لایم سوا نشدند که می تواند به علت نوسلار بودن این ژنوتیپ ها باشد. S5و M3 ،M4 ،M7 ،M14 ،R2 ،H2 ،S2هاي 

یا باشد یافتن منابع مقاوم وادوگر لیموترش بیماري کشنده لیموترش میبا توجه به این که در جنوب کشور بیماري جاروي ج
رود متحمل به این بیماري به احتمال زیاد باید از ژنونیپ هایی از لایم صورت گیرد که منشا نوسلار نداشته باشند. بنابراین انتظار می

شان دادند عکس العمل متفاوتی نسبت به این بیماري نشان مورد که با لیموترش شباهت کامل ن8هاي مورد مطالعه به جز که ژنونیپ
ند.رژنتیکی متفاوتی با لیمو ترش دابدهند چون پایه 

، جاروك لیموترشISSR، نشانگرهاي لیموترش: کلمات کلیدي

مقدمه
هاي از گونه) است که Citrus aurantifoliaلیموترش (پرورش می یابدکه در جنوب ایران ترین درختان میوهیکی از مهم

شود و با شرایط گرم و خشک در جنوب کشور به خوبی سازگار شده و از اهمیت اقتصادي بالایی مرکبات گرمسیري محسوب می
هاي باشد. متاسفانه در سالترین لایم کشت شده در جنوب کشور مکزیکن لایم میترین و معروفدر منطقه برخوردار است. مهم
روك لیموترش در استان هرمزگان باعث از بین رفتن درختان لیموترش در این استان گردیده است. اخیر شیوع بیماري کشنده جا

اصلی در شناسایی و ارزیابی ارقام در ها به عنوان گام اولیه وبررسی تنوع ژنتیکی و تعیین میزان قرابت ژنتیکی ارقام و ژنوتیپ
ها در سطح ژنوم، توان به فراوانی بالاي آنز مزایاي نشانگرهاي مولکولی مینژادي از اهمیت بالایی برخوردار است. اهاي بهبرنامه

ها در مراحل اولیه رشد گیاه، سهولت امتیازدهی، دقت و قابلیت بالاي کارگیري آنامکان بهها از شرایط محیط،عدم تاثیرپذیري آن
آید که شبیه هایی به دست میها نهالاند) یعنی از آننسی(جاند درصد بذور لیموترش تک جنین25تا 20تفسیر نتایج اشاره نمود. 

والد مادر نیستند. از آنجایی که در مناطق جنوبی کشور در طول زمان لیموترش از طریق بذر ازدیاد یافته، به احتمال زیاد منشا تنوعی 
دهند احتمالا باید % نشان می100وترش شباهت هایی که با لیماند. فقط نمونههاي جنسیآید نهالکه با آنالیز مولکولی به دست می

باشد یافتن منابع مقاوم و یا متحمل به این نوسلار باشند. با توجه به این که بیماري جاروك لیموترش، بیماري کشنده لیموترش می
یه ژنتیکی متفاوتی با لیموترش هایی از لایم صورت گیرد که منشا نوسلار نداشته باشند زیرا پابیماري به احتمال زیاد باید از ژنوتیپ

رود عکس العمل متفاوتی نسبت به این بیماري نشان دهند.دارند و انتظار می
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هامواد و روش

19به همراه،ایستگاه تحقیقات کشاورزي مینابدرژنوتیپ از ارقام محلی لیموترش استان هرمزگان، جمع آوري شده 28
3تا 2تگاه تحقیقات مرکبات شمال کشور براي این مطالعه مورد استفاده قرار گرفت. ژنوتیپ از مرکبات موجود در کلکسیون ایس

به DNAدر هاون چینی توسط ازت مایع پودر شدند. استخراج DNAبرگ سالم و جوان از هر گیاه جمع آوري و براي استخراج 
استخراج شده از دستگاه DNAبراي تعیین غلظت و خلوص ).Murry & Tompson, 1980انجام گرفت (CTABروش 

و یا بیشتر به دلیل ناخالصی کم تر جهت 8/1نمونه هاي با نسبت نانومتر استفاده گردید. 280-260اسپکتروفتومتر با نسبت جذب 
نانو گرم بر میکرولیتر صورت 25تا 20استخراجی براي دست یابی به غلظت DNAانجام آزمایش ها انتخاب شدند و رقیق سازي 

,.Awasthi et al(به کار برده شدPCRجهت واکنش ISSRدر مجموع هفت آغازگر گرفت.  واکنش هاي .)1(جدول )2008
PCR10میکرولیتر 5/1میکرولیتر شامل 15مواد تهیه شده از شرکت سیناژن و در حجم با استفاده ازX PCR Buffer ،8/0

میلی 50میکرولیتر از آغازگر با غلظت Taq DNA Polymerase ،2/0یم میلی مولار ، یک واحد آنز50میکرولیتر کلرید منزیم 
نانوگرم بر میکرو لیتر، انجام 25ژنومی با غلظت DNAمیکرولیتر از 2میکرولیتر و dNTPs (5/1مولار ، مخلوط نوکلتوتیدي (

چرخه شامل 35، گرادرجه سانتید94دقیقه اي در2به شرح زیر می باشد: یک چرخه ي PCRچرخه حرارتی واکنش پذیرفت.
دقیقه و مرحله تکثیر 2به مدت گراددرجه سانتی72ثانیه و45به مدت گراددرجه سانتی50ثانیه،30به مدت گراددرجه سانتی94

1,5بر روي ژل آگازر تاپ ویژنPCRالکتروفورز محصول واکنش .دقیقه انجام شد10به مدت گراددرجه سانتی72نهایی در 
ساعت انجام شد . الگو هاي نواري حاصل به صورت وجود و یا عدم وجود باند در 3وات و به مدت 75درصد در توان ثابت 

و با ضریب تشابه دایس انجام شد. UPGMAبا اعداد یک و صفر امتیاز دهی شدند . تجزیه اي خوشه اي به روش PCRمحصول 
).Rohlf, 1990(انجام گرفتNTSYS Pc ver 2. 02رم افزار تجزیه و تحلیل داده ها با استفاده از ن

PICمیزاندرصد چندشکلی وشده، آغازگرهاي مورد استفاده ، تعداد الل هاي رد یابی-1جدول 

PICتعداد اللدرصد چندشکلی
الل هاي چند شکل           کل الل ها

آغازگر

39/01001818(AG)8G

38/02/881517(GA)8C

33/01001818(GA)8A

32/06/66812(CT)8T

32/01/941617(AC)8YT

34/01001212(GT)8AGTCY

35/0751520GACA)4(
35/01/89102114Total

Y: C/T

نتایج و بحث
شان داده شده است که ) ن1دهی تولید کردند که میزان چندشکلی این قطعات در جدول (ه هفت آغازگر قطعاتی قابل امتیازهم

در درون یک جمعیت دارد.پلی مورفیسمتشخیصبراينشانگریکارزشاشاره بهPICدرصد می باشد.  100درصد تا 6/66از 
PICمیزاناست.ژنتنوعمعادلوفراوانی آنها داردتوزیعشناسایی شده وآللتعدادبهبستگیPIC براي نشانگرهاي غالب نظیر
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ISSRاست و میزان 5/0کثر حداPIC بود. ضریب کوفنتیک به دست آمده بالا 5/0براي این نشانگرهاي به کار رفته نیز کمتر از
درصد از ماتریس تشابه به دندروگرام منتقل شده است.93نشان می دهد ) که r = 0.932بود (

ژنوتیپ مورد 47مناسب و قابل امتیازدهی برايانتخاب شده الگوي نواريهفت آغازگر نتایج این تحقیق نشان می دهد که هر 
الل در گونه هاي تحت بررسی مشاهده گردید تجزیه اي خوشه اي بر اساس داده هاي 114در مجموع  تعداد مطالعه تولید نمودند.

س ضـریب  ). میزان شباهت گونه هاي مورد بررسی بـر اسـا  1و با ضریب تشابه دایس انجام شد (شکل UPGMAمولکولی به روش 
متغییر بوده که نشان دهنده میـزان تنـوع میـان ژنوتیـپ هـاي مـورد بررسـی مـی باشـد.          1,00تا حداکثر 55/0تشابه دایس از حداقل 

مکزیکن لایم سوا از S5وM3 ،M4 ،M7 ،M14 ،R2 ،H2 ،S2ژنوتیپ هاي.کلاستر اصلی را نشان داد3دندروگرام به دست آمده
نوسلار بودن این ژنوتیپ ها باشد.نشدند که می تواند به علت

متحمـل نسـبت بـه بیمـاري     H5وR10 ،R8 ،R3 ،R6 ،M11 ،H4) ژنوتیـپ هـاي   1390بر اساس گـزارش بهرامـی و همکـاران (   
زیرا بر اساس نتایج این تحقیق ژنوتیپ هاي یاد شده .جاروك لیموترش معرفی شدند که با نتایج حاصل از این تحقیق مطابقت دارد

نتیکی قابل توجهی را با مکزیکن لایم که رقم حساس به بیماري جاروك لیموترش است نشان می دهند. با توجه به این که فاصله ژ
باشد یافتن منابع مقاوم ویا متحمل به این بیماري بـه  در جنوب کشور بیماري جاروي جادوگر لیموترش بیماري کشنده لیموترش می

هـاي مـورد   رود کـه ژنونیـپ  لایم صورت گیرد که منشا نوسلار نداشته باشند. بنابراین انتظار میاحتمال زیاد باید از ژنونیپ هایی از
مورد که با لیموترش شباهت کامل نشان دادند عکس العمل متفاوتی نسبت به ایـن بیمـاري نشـان بدهنـد چـون پایـه       8مطالعه به جز 

ارگانـل  DNAو بررسـی  AFLPوSSRنگر هاي مولکولی دیگر ماننددر پایان استفاده از نشاژنتیکی متفاوتی با لیمو ترش داند.
.و میتوکندري این گونه ها پیشنهاد می شودهاي کلروپلاست
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ضریب تشابه دایسبر اساسUPGMAبه روش ISSRبر اساس داده هاي مولکولیدندروگرام:1شکل 
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Abstract

Because of a long history of cultivation as well as propagation by seed, many variants of Mexican
lime [Citrus aurantifolia (Christm) Swingle] have emerged in south citrus growing regions of Iran. In
this study, genetic variation in 28 lime-like accessions from five regions of south of Iran, and their
relatedness with other 19 citrus cultivars were analyzed using ISSR markers. Seven ISSR primers
were used for allele scoring. In total, 114 ISSR polymorphic alleles were detected. Both UPGMA
cluster analyses and principal components analyses of ISSR data showed that most of the lime-like
accessions (19) had hybrid origin rather than being nucellar of Mexican lime (9). The variants may be
used to select resistant or tolerant genotypes against biotic constricts like Witches' Broom Disease of
Lime which destroyed too many trees in the regions.

Key words: Cluster analysis, Mexican lime (Citrus aurantifolia), ISSR markers


