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  چكيده
با كاربرد روش  هاآنهاي نمونه لايم و لمون براي مشخص كردن هاپلوتايپ 20ژنوم كلروپلاستي 

cpSSR بودن  يرتكرارپذنه، يدر زمان و هز جوييصرفهل راحت، يتحلن روش ياصلي ا يايبررسي شد. از مزا
جفت آغازگر  11باشد. جهت بررسي تنوع ژنتيكي برخي ليموهاي بومي ايران با اين روش از يآن م

اكريل آميد براي تفكيك باندها استفاده استفاده شد و از ژل پلي Citrusاختصاصي كلروپلاست در جنس 
، SPCC8نوار را تكثير كنند كه سه جفت آغازگر  21مطالعه توانست در مجموع  شد. يازده جفت آغازگر اين

SPCC12  وSPCC14  كل شنوار چند  18توليد  ماندهباقينشان دادند. هشت جفت آغازگر يك شكلي حالت
، H1 ،H2هاپلوتايپ ( ششها ضافه بودند. تركيب تمام جهشا -حذف شدهشناساييهاي تمام جهش نمودند.

H3 ،H4 ،H5  وH6 (پ يلوتاهاپ ين فراوانيشتريه بكد يمعلوم گرد .هاي مورد بررسي معرفي نمودرا در نمونه
ر اكثر باشد كه رقم مكزيكن لايم در اين گروه در كناينمونه) م 12( يفراوان %60 با حدود H6مربوط به 

 DNA. اطلاعات تنوع م استبا اين رق هاآنن از رابطه بالاي هاي منطقه ميناب قرار دارد كه نشانمونه
در  شدهمشخص هايچندشكليتواند براي مطالعات فيلوژنتيكي در اين گياه به كار رود و كلروپلاستي مي

  كمك كند. ليموها خصوصاًمركبات به درك وراثت مادري در  تواندميژنوم سيتوپلاسمي 
 cpSSRليمو، ميناب، هاپلوتايپ،  :كلمات كليدي

 
  مقدمه

شناسان گياهي براي اولين بار دريافتند كه كلروپلاست زيست كه يزمانو  1950مطالعه ژنوم كلروپلاست در دهه 
). در مطالعات اوليه از ميكروسكوپ الكتروني، Sugiura, 2003باشد، شروع شد (مختص به خود مي DNAداراي 
هاي ژني ژنوم كلروپلاست شناسايي ساختار و دستهيابي ژن براي هاي برشي و نقشهيابي مكانسازي، نقشهكلون

هاي برشي و تغييرات هاي مكان). اين قبيل مطالعات فيلوژنتيكي بر اساس چندشكليPalmer 1991استفاده شد (
اولين فرصت را  Marchantia). انتشار توالي كامل پلاسميد تنباكو و Olmstead and Plamer 1994هاي ژن بود (دسته

يابي ژنوم در حال حاضر تعداد گياهاني كه توالي ).Morton 1994سات ژنوم در سطح نوكلئوتيد فراهم آورد (براي مقاي
باشد. بندي ميهاي ردهمورد افزايش يافته است و شامل تنوع وسيعي از گروه 45كامل شده است تا  هاآنكلروپلاست 

ها در دو تا سه سال گذشته انجام يابيمورد از اين توالي 19يابي ژنوم كلروپلاست طي ساليان گذشته سريع بوده و توالي
ها، آگاهي بشر از تكامل ژنوم كلروپلاست هنوز محدود هاي تعداد زيادي از ژنومشده است. عليرغم دستيابي به توالي
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لعات گذشته هاي داراي پلاستيد بوده و همچنين مطايك نمونه كوچك از گونه عنوانبهباشد زيرا اطلاعات موجود مي
  ها نبوده است. يابي براي نشان دادن تكامل مولكولي و فيلوژني گونهتوالي

، ژنوم كلروپلاست را 1نواحي حفاظت شده ژن، دستيابي وسيع به آغازگرها و فقدان نوتركيبي و هتروپلاسمي
). بعلاوه، Olmstead and Palmer, 1994يك ابزار جذاب براي مطالعات فيلوژنتيكي گياهان مطرح نموده است ( عنوانبه

وراثت والديني يكنواخت آن (معمولاً در نهاندانگان از طرف والد مادري و در بازدانگان از طرف والد پدري)، سهم نسبي 
نمايد كه اين با مقايسه نشانگرهاي هسته و هاي طبيعي روشن ميبذر و دانه گرده را در ساختار ژنتيكي جمعيت

هاي تعيين ژنتيك جمعيت را بر اساس باشد. با شناسايي اين پتانسيل، محققان زيادي روشميپذير كلروپلاست امكان
، Petit et al. 1993 ،McCauley 1995بررسي و توسعه دادند ( 1990نشانگرهاي اندامكي در اوايل تا اواسط دهه 

Golein et al., 2012 ،Jahangirzadeh et al., 2013 تئوريكي در مورد تاريخچه و ديناميك ). اين مطالعات، اطلاعات
منطقه  هاي لايمدر مطالعه حاضر تنوع سيتوپلاسمي و ارتباط هاپلوتايپي برخي ژنوتيپ جمعيت را افزايش داده است.

كمكي براي  هاآنن يدر ب يمادر يكيتر شدن روابط ژنتميناب استان هرمزگان بررسي شده است تا ضمن روشن
  بسيار غني مركبات موجود در كشور ايران باشد. مپلاسژرمحفاظت و مديريت 

 
  هامواد و روش
  مواد گياهي

و (پرشين لايم، مكزيكن رقم تجاري ليم پنج و منطقه ميناب ژنوتيپ لايم 15ژنوتيپ و رقم شامل  19 طوركليبه
  ).1تهيه گرديد (جدول و ليمو شيرين)  راف لمون ،لايم ليمو ليسبون

  .هاآن آوريجمعن پژوهش، محل يدر ا يسليمو مورد برر يهاپيارقام و ژنوت ياسام -1جدول
  هاكد نمونه  آوريجمعمحل   نام نمونه  هاكد نمونه  آوريجمعمحل   نام نمونه
M1-1  (رودان) ميناب  M1-1 M2-10  رودان  M2-10  
M1-3  ستگاه)يا ياديميناب (باغ ازد M1-3 M4-2  سندرك  M4-2  
M1-4   ستگاه)يا ياديازدميناب (باغ M1-4 M4-5  سندرك  M4-5  
M1-5  (روستاي حكمي) ميناب M1-5 M5-1  جغين  M5-1  
M1-7  (روستاي تيرور) ميناب M1-7 M5-2  جغين  M5-2  

M1-10  ستگاه)يا ياديميناب (باغ ازد M1-10 رامسر  پرشين لايم S51 

M1-13  ستگاه)يا ياديميناب (باغ ازد M1-13 رامسر  مكزيكن لايم S37 

M1-14  يشاورزكقات يستگاه تحقيميناب (ا( M1-14 رامسر  ليمو ليسبون S46 

M2-2  (بندملا) رودان  M2-2 رامسر  راف لمون S49 

M2-8  (بندملا) رودان  M2-8 رامسر  ليمو شيرين  S55  
 

  cpSSR زآنالي و DNAاستخراج 
 شدهتوصيه دارت يا تنوع آرايه نشانگر براي شده تهيه دستورالعمل اساس بر برگي هاينمونه از DNA استخراج

 صورت )Diversity Arrays Technology Pty Ltd (DArT P/L)) (http://www.diversityarrays.com( شركت توسط
تركيبات هر انجام شد.  Bio Radلر ساخت شركت يكترموسا دستگاه از استفاده با مرازيپل يارهيزنج نشكوا گرفت.

، X1) به غلظت Mg2+ )X10حاوي يون  PCRژنومي، بافر  DNAاز  ng50شامل  cpSSRبراي آناليز  PCRواكنش 
حجم نهايي  .بود U1به ميزان  Taqآنزيم  ،µM5/0 هركدام برگشت، نشانگر رفت و mM2/0مخلوط نوكلئوتيدي 

 در هياول يساز واسرشته صورتبه آغازگر جفت هر يبرا ابتدا در DNA ريثكت طيشرا تنظيم گشت. µl20واكنش براي 

                                                            
1- Heteroplasmy 
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 قه،يدق 1 به مدت گرادسانتي درجه 94 در يساز واسرشته شامل چرخه 32قه،يدق 3 به مدت گرادسانتي درجه 94
 72 در توسعه تنظيم شد و Cheng et al., 2005گزارش بر اساس  هيثان 45به مدت آغازگر  جفت هر يبرا اتصال يدما

پس از پايان  شد. انجام گرادسانتي درجه 72در يينها قه توسعهيدق 4 درنهايت و قهيدق 1 به مدت گرادسانتي درجه
  براي بررسي روي ژل پلي اكريل آميد برده شد. PCRتكثير محصول 

  هاآناليز و مشخص نمودن هاپلوتايپ
ز خاص اختصاص داده شد بعد ا يسيرف انگلح يكها به حالات متفاوت مشاهده شده پين هاپلوتاييجهت تع

ر اساس ب ييدهاك يمتفاوت، هر نمونه دارا cpSSRاختصاص حروف به تمام نوارهاي تكثير شده توسط آغازگرهاي 
 يپياروه هاپلوتگ يكمشابه در  يدهاك يدارا يهادها نمونهكن يد. بر اساس هميمشاهده شده در خود گرد يباندها

  مشابه قرار گرفتند.
 

  نتايج و بحث
لروپلاست كجفت آغازگر اختصاصي  11از  cpSSRجهت بررسي تنوع ژنتيكي برخي ليموهاي بومي ايران با روش 

طعات قر يثكسبب ت ه جفت آغازگرهايلك، يژن يهاانكباً در همه مين مطالعه تقرياستفاده شد. در ا Citrusدر جنس 
DNA و هر قطعه  ينان ژكم يكننده كانيهر جفت آغازگر ب طوركليبهمورد مطالعه شدند.  يهاپيدر ژنوتDNA 

نوار  21 مجموع شود. يازده جفت آغازگر اين مطالعه توانست درينوار محسوب م يكرشده توسط هر جفت آغازگر، يثكت
نگ و چنشان دادند كه با نتايج كلي حالت يك ش SPCC14و  SPCC8 ،SPCC12را تكثير كنند كه سه جفت آغازگر 

هاي بدست آمده عداد نوارتنوار چند شكل نمودند.  19توليد  ماندهباقي) مشابه بود. هشت جفت آغازگر 2005ان (همكار
) مشابه Cheng et al., 2005هاي بدست آمده با مطالعه چنگ و همكاران (در مطالعه پيش رو در مقايسه با تعداد نوار

اي ) برCheng et al., 2005في شده توسط چنگ و همكاران (هاي معرباشد ذكر شود بسياري از نواربود. لازم مي
  بود. هاآنهاي ) و دورگFortunllaو  Poncirusهاي ديگر مركبات (جنس

هاي مورد بررسي مشخص گرديد و هاي ممكن براي نمونهتشخيص روابط كلروپلاستي هاپلوتايپ منظوربه
هاي مشاهده شده در برابر هاپلوتايپ ممكن قرار گرفتند. پايين بودن تعداد هاپلوتايپ 576هاپلوتايپ از  6ها در نمونه

مكاران هدي آبكنار و . در مطالعات اسباشدميبالاي ژنوم كلروپلاست  شدگيحفاظتتعداد هاپلوتايپ ممكن، نشان از 
هاي مودند كه اكثر نمونهنهاپلوتايپ ممكن سه هاپلوتايپ معرفي  12براي از  PCR-RDLP) با كاربرد روش 1392(

. شابهت داشتتايپ قرار گرفته بودند كه با نتايج مطالعه پيش رو ميك هاپلو درجنوب منطقه ميناب با مكزيكن لايم 
 و كد داده ها به هر الگوي نواري كد تعلق گرفت كه كد رابطه بين نوارهاي مشاهده شدهدن هاپلوتايپبراي مشخص ش

نوم آمده است. تمام تغييرات مشاهده شده در بررسي ژ 3ها در جدول شده به آن جهت مشخص نمودن هاپلوتايپ
  كلروپلاست بسيار محدود و در حد جهش حذف و اضافه قطعات بسيار كوچك بود.

ن و روز ) و گولسLi and Xie, 2010گرفتند كه در بررسي لي و ژي ( هاي مجزايي قرارتمام ارقام در هاپلوتايپ
)Gulsen and Roose, 2001شود اما در بررسي گلعين و همكاران () نيز نتايج مشابهي ديده ميGolein et al., 2012 و (

تواند به بررسي حجم كمي از ژنوم شود كه اين موضوع ميمياي ديده ن) چنين نتيجه1392اسدي آبكنار و همكاران (
 شدهشناساييهاپلوتايپ  6ها در ميان بازگردد. توزيع نمونه cpSSRتر از يا كاربرد روشي ضعيف هاآنكلروپلاست توسط 

 نشان داده شده است. 4 در جدول
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 و كد داده شده به آن براي cpSSRابطه بين نوارهاي مشاهده شده در بررسي ر -3جدول 
  نمونه ليموي اسيدي ايران 46رسي هاي ممكن در برتعيين هاپلوتايپ

  كد جهت هاپلوتايپ  اندازه قطعه تكثيري  نام آغازگر

SPCC1 

240  A 

235  B  
230  C  

SPCC2  820  A  
800  B  

SPCC3  810  A 

760  B  

SPCC5  120  A  
110  B  

SPCC6 
100  A 

85  B 

SPCC9  210  A 

200  B 

SPCC10  250  A 

220  B 

SPCC11  
220  A 

210  B 

200  C 

  
 cpSSRتوسط نشانگر  شدهشناساييهاپلوتايپ  12نمونه ليموي اسيدي ايران در ميان  46وزيع ت -4جدول 

  1-2ها بر اساس جدول كد نمونه  كد هاپلوتايپ*  رديف
H1 BBAABABB  S49، راف لمون  
H2 ABAABABB  S46، ليمو ليسبون  
H3 CABBAAAC  S55، ليمو شيرين  
H4 AABAABAA  M1-1, M1-5, M5-1  
H5 AABABBBA  S51,  
H6 AABAABBA  S37, M1-3, M1-4, M1-7, M1-10, M1-13, M1-14, M2-2, M2-8, M2-10, M4-2, M4-5, M5-2  

 تعلق دارد.P11وP1،P2،P3،P5،P6،P9،P10روف از چپ به راست به آغازگرهايح*
  

د و شرايط را يم نمايتر تقسهاي كوچكهاي بزرگ را به جمعيتتواند جامعهيكلروپلاستي م DNAمطالعه تنوع 
فقط كافي است كه  كهيطوربهد. ينماا يهم تر در حجم كاري كمترمتر توسط نشانگرهاي دقيقك يهابراي بررسي نمونه

ها ايپيين هاپلوتهاي داخل يك گروه هاپلوتايپي با يكديگر مقايسه و بررسي شوند. البته براي افزايش دقت در تعنمونه
د رند كه بايزيادي دا تأثيرهاي متعدد نيز توسط روش هاآنو بررسي  يتلروپلاسككاربرد يا تكثير قطعات متفاوت ژنوم 

  قرار گيرد. مدنظر
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Abstract 
Chloroplast genome of 20 lime and lemon genotypes was studied using cpSSR method for 

identification of haplotypes. The main advantages of this technique is high resolution, time and cost 
effective and reproduciblity. For genetic diversity, investigating of some limes by this method, 11 
specific primer pairs of chloroplast in Citrus genus was used and PAGE gels were used to separate 
fragments. All the primers pair amplified 21 bands. Three primer pairs (SPCC8, SPCC12 and 
SPCC14) showed monomorphic pattern. Remaining primers produced 18 polymorphic band. All 
the mutations detected were insertion-deletions. The combination of all the mutations resulted to 
six haplotypes (H1, H2, H3, H4, H5 and H6). It was defined that the highest haplotype frequency 
between the samples was for H6 (60% approximately) that Mexican lime cultivar placed in this 
group with most of samples from Minab. This showed that high level of genetic similarity between 
them. It was approved that cpDNA diversity data can be considered for phylogenetic studies in this 
plant and the polymorphism determined in cytoplasmic genome can help to understand the 
maternal inheritance in citrus especially in Limes and Lemons. 
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