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)1383(188تا 177صفحه هاي4شماره 5مجله علوم و فنون باغبانی ایران جلد 

در استان فارس با استفاده ) لایم ولمون(ژنتیکی انواع لیمو یگوناگونارزیابی 
ISSR1مورفولوژیکی و نشانگرهاي مولکولی يهایژگیواز

EVALUATION OF GENETIC VARIABILITY OF LIMES AND
LEMONS IN THE FARS PROVINCE BY MORPHOLOGICAL TRAITS

AND INTER- SIMPLE SEQUENCE REPEAT (ISSR) MARKERS

2الدین ابراهیم سید طباطبائییزد پناه، عنایت اله تفضلی و بدر، کرامت اله اعلیرضا شهسوار

چکیده
Citrus aurantifolia]نمونـه لیمـو شـامل لایـم    18و تعیین روابط فیلـوژنتیکی  ییشناسايراب (Chrism.)

Swing.] و لمون[Citrus limon (L.) Burm. f.]هاي مولکولی نشانگراز در فارسISSRبـه ایـن   . استفاده گردید
که تعـداد  به دست آمدنوار 333در کل . یافتشیافزاآغازگر 6با استفاده از PCRنمونه ها در واکنش DNAمنظور 

نمونـه مـورد   18براسـاس ایـن روش،   . شـد انجام UPGMAرسم دندروگرام به روش . آن چند شکل بودنوار 215
بود کـه از داراب جمـع آوري شـده    3D3نژادگانشامل تنهاگروه یک . بندي شدنددستهاصلی گروهآزمایش در سه

زیـاد مولکـولی و   يتفـاوت هـا  بـا توجـه بـه    . یگـر جـدا شـد   از دو گـروه د 56/0بـا ضـریب تشـابه    نژادگاناین . بود
يی شـامل لمـون هـا و دیگـر    دو گـروه دیگـر یک ـ  . لمـون نیسـت  یـا  لایم ,نظرمی رسد که این نمونهه مورفولوژیکی، ب

لیمـو  ‘(G30، و )’لیمـو سـنگی  ‘(D5، )’لیمـو لیسـبون  ‘(G24نژادگـان گروه لمون ها در بر گیرنده سـه  . لایم ها است
دیگر در کنـار آن  نژادگانیک لمون شناخته شده است و با قرار گرفتن دو ’لیسبون‘لیمو . می باشد) ’لامپی‘یا ’گلابی

ه اصـلی دارد  گـرو این گروه دو زیر. ف لایم می باشدگروه سوم شامل انواع مختل. زیاد استآن هااحتمال لمون بودن 
لیمـو ‘(D7هـا است که از بـین ایـن  نژادگان11و دیگري شامل D9وD1،D2ناشناخته نژادگانکه یکی شامل سه 

نیز با سایر لیمو هـا تفـاوت   اننژادگشکل میوه این . دیگر متمایز استنژادگان10از 79/0با ضریب تشابه )’ريخیا
باقیمانـده ارتبـاط نزدیکـی    نژادگان9. از سایر لیموها جدا شد82/0نیز با ضریب تشابه ’تاهیتی‘لیموي . اساسی دارد

آن هـا در بـین  . بـا یکـدیگر نشـان مـی دهنـد     96/0تـا  85/0هم از نظر مورفولوژیکی و هم مولکولی با ضریب تشابه 
G14و G31هـا از جملـه   نژادگـان از ایـن یرخ ـب. ه لیموي آب داراب و جهرم وجـود دارد هاي شناخته شدنژادگان

.هاي ژنتیکی مطلوبی دارند که می توانند در برنامه هاي بهنژادي مورد توجه قرار گیرندویژگی
.ISSRهاي نشانگر, مرکبات، لیموژنتیکی،یگوناگون:واژهاي کلیدي

مقدمه 
و ژه ی ـودر کشور ما نیز مرکبات از جایگاه . باشندیمنیمه گرمسیري دنیا يهامرکبات از مهمترین محصول

را هـاي جنـوبی، شـرایط مطلـوبی     در اسـتان ژهی ـوه آب و هواي ایران ب. ارزش اقتصادي بالایی برخوردار هستند

12/12/83: رشیخ پذیتار13/4/83: افتیخ دریتار-1
, انشـگاه شـیراز  وعلـوم باغبـانی دانشـکده کشـاورزي د    به ترتیب دانشجوي دکتري بخش علوم باغبانی و استادان بخش گیاهپزشکی -2
.رانیایاسلاميجمهور, اصفهان, تکنولوژي کشاورزي دانشگاه صنعتی اصفهانو دانشیار گروه بیورازیش
3-Genotype
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. ه اسـت زیادي در مرکبـات ایـران شـد   یگوناگونباعث ایجادموردهمین کهبراي کاشت مرکبات فراهم کرده است 
هـاي مـرتبط بـا آن و همچنـین  سـازگاري بـین       و جـنس Citrusبـین جـنس   1، سازگاري آمیزشـی بر اینافزون

، دورگـه هـاي طبیعـی و مصـنوعی     گونـه هـا  یرخ ـدر ب3نامیزیـدن هوجود پدید, 2جوانهجهشگونه ها، زیاد بودن 
، از دیگـر عوامـل ایجـاد کننـده     گی وسـیع آن ه طولانی کشـت و پراکنـد  زیادي که در این گیاه ایجاد شده و تاریخچ

کبـات بسـیار پیچیـده و    مر5تبـارزایی و 4آرایه بندياین عوامل باعث شده که همه. می باشددر این گیاهیگوناگون
دگرگـونی دچـار یشـتر  ، ب6می شـوند از جملـه انـواع لایـم و لمـون     افزوده بذربامرکباتی که . )3,15(مشکل باشد

بـا گونـه هـاي    آن هـا هاي ظاهريها و اختلافوجود دارند که شباهتيادیزپدیدگان هايرواز این .شوندیم
در گذشـته، بیشـتر از   . سـازد یرا مشـکل م ـ آن هـا تبـارزایی بندي دقیق و تعیین رابطه شناخته شده مانع از طبقه

یر پـذیري زیـادي کـه از    دلیـل تـاث  ه ب ـنشانگرهابراي تشخیص استفاده می شد اما این 7مورفولوژیکیينشانگرها
از دقـت بیشـتري برخـوردار    9هامثل ایزوزیم8هاي بیو شیمیایینشانگر). 15, 3(محیط دارند، چندان دقیق نیستند 

شده اند مفید هسـتند  افزودهجنسی به روشبراي تشخیص ارقامی که شتریباما این دسته از نشانگرها) 8(ند هست
ها نیـز بسـیار   انگرتعـداد ایـن نش ـ  . ، تشـخیص دهنـد  د شده انـد یتولیبدنيهش هااز جو نمی توانند  ارقامی را که 

).4,8,17(.محدود است
هاي مولکـولی ایجـاد شـده، از نشـانگر    یسـت شناس ـ یزکـه در زمینـه   ییشـرفت هـا  یپر بـا اي اخیهدر سال

، خنثـی بـوده  گانیپدیـد از نظـر DNAنشـانگرهاي . براي تشخیص انواع مرکبات اسـتفاده شـده اسـت   10مولکولی
, RAPD11مثـل ها گروهـی از ایـن نشـانگر   ). 3(فراوانی زیادي دارند و کمتر تحت تاثیر عوامل محیطی می باشـند 

SSR12 ,AFLP13 14بر واکنش زنجیره اي پلیمرازاستوارکه(PCR)10(مـی باشـند   مورد قبولبیشتر، هستند .(
اگر چه روشـی اسـت   RAPDنشانگر,مثاليبرا. ه خود را دارندبها هر کدام معایب و مزایاي مربوط این نشانگر

ن خـوبی دارد ولـی انجـام آ   تکرارپذیريAFLPنشانگر. )22, 7( خیلی سریع و ساده اما تکرار پذیري آن کم است 
، اختصاصـی  نیز معـروف هسـتند  15که به ریزماهوارهSSRنشانگرهاي ). 23, 9(مشکل و پر هزینه است به نسبت 

بایـد از  17طراحـی آغـازگر  يبـرا از تکرار پذیري خـوبی برخـوردار هسـتند امـا     بالایی دارند،16چند شکلیبوده و
بنـابراین انجـام آن مشـکل بـوده و از آن بـراي گونـه هـایی کـه ارزش         . آگـاه بـود  کافی زانیبه م18ترادف ژنومی

ولکولی موارد مهمی مثـل تکـرار پـذیري،    یک نشانگر منش یگزدر). 11, 9(, الایی دارند، استفاده می شوداقتصادي ب
نـام  ه مـیلادي نشـانگرهاي مولکـولی جدیـدي ب ـ    1994از سال . را باید در نظر داشتسادگی و کم هزینه بودن آن

ISSR19 هـر و بیشـتر مزایـاي  ) 24(خوبی بر آورده سـازند  ه را باد شدهیيهدف هامطرح شدند که می توانستند
کـه بـین   DNAاز ییقطعه هابوده و می توانند PCRبر استواراین نشانگرها ). 16(را می باشند را داسه نشانگر

ــاهوارهریزدو  ــد را   یکم ــه ان ــرار گرفت ــان ق ــزاس ــدیاف ــانگرهاي. ش دهن ــISSRنش ــک  ه ب ــازگر از ی ــوان آغ عن
نوکلئوتید بـه  4تا 2بااین آغازگر . تشکیل شده است استفاده می کنند20جفت باز25تا 16که خود از ماهواره یزر

1-Cross-compatibility2-Bud mutation3-Apomixis4-Taxonomy

5-Phylogeny6-Lime and lemon7-Morphological markers8-Biochemical markers

9-Isozymes10-Molecular markers11-Random Amplified Polymorphic DNA

12-Simple Sequence Repeat13-Amplified Fragment Length Polymorphism

14-Polymerase Chain Reaction15-Microsatellites16-Polymorphism

17-Primer18-Genomic sequences19-Inter Simple Sequence Repeat20-Base pair
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مـی تواننـد افـرادي کـه     ISSRهاي نشانگر). 6، 4، 3، 2(دیافزایمرا می چسبد و آنDNAمولکول 5یا 3ََانتهاي
در رابطه با شناسـایی  ISSRنشانگرهاي . )4،5,24(سرعت تشخیص دهند ه نسبت نزدیکی بالایی با هم دارند را ب

روي نـارنج سـه   یـک بررسـی  در)  5(1فنـگ و همکـاران  . ر گرفته انـد و تفکیک انواع مرکبات نیز مورد استفاده قرا
ISSRرهاي نشانگ) 4(3نگ و رزهمچنین ف. را باهم مقایسه کردندISSRوRFLP، ایزوزیم ها، نشانگرهاي 2برگ

در) 3(نـگ و همکـاران   ف. کـار گرفتنـد  ه ارقام نزدیک به هم مرکبات ب ـيجداسازطور وسیعی در تشخیص و ه را ب
در حال . مشخص کردندISSRنمونه مرکبات را با استفاده از نشانگرهاي 46بین تبارزاییدیگري ارتباط پژوهش

هـایی بـه  اسـیدي اسـت و شـباهت   آن هـا حاضر در مرکبات جنوب فـارس نمونـه هـایی وجـود دارنـد کـه طعـم        
نمونـه هـاي شـناخته شـده نشـان     بـا کیاز نظر مورفولوژیژهیوه هایی نیز بلایم ها یا لمون ها دارند ولی تفاوت

. می دهند
و يجداساز، این نمونه هاي ناشناخته از هم ISSRهاي عی شده است با استفاده از نشانگردر این بررسی س

. مشخص گردد’لیموي لیسبون‘با ارقام شناخته شده مثل لیموي آب و آن هاارتباط 

روش هامواد و
مواد گیاهی

هاي داراب و جهرم مناطق مختلف شهرستانينمونه لیمو18پهنک رشد یافته داشتند از هاي جوان که برگ
این نمونه ها همگی میوه هایی با طعم ترش داشتند و . واقع در جنوب استان فارس در فصل بهار جمع آوري شدند

لیمـوي آب  ي آب داراب ولیمـو ،نمونـه 18از بـین ایـن   . ن می دادندهایی با لایم ها و لمون ها نشاهر کدام شباهت
از نظـر  یرخ ـه و بشناخته شده بودند امـا بقیـه نـا مشـخص بـود     6’تاهیتی لایم‘و 5’لیموي لیسبون‘,4جهرم

صورت پراکنده به تعداد کم ه بشتریباین درختان. )1شکل(ی غیر معمول داشتند یها، شکلمورفولوژي میوه
مـورد توجـه   ’لیمـوي خیـاري  ‘ماننـد  آن هـا از یبرخ ـا شده وجود داشتند و تنهاد شدهیهاي مناطق در باغ

فهرستی از 1جدول . مورد استفاده قرار می گیردآن هايهاو محصولافزایش یافتقرار گرفته وباغداران
از انتقـال بـه   پـس نمونه هاي برگـی  . نشان می دهداختصاص داده شدههاآنهایی که به این گیاهان را با کد

درجـه  - 70سرعت منجمـد گردیـده و در   ه و سپس با استفاده از نیتروژن مایع بشده ته آزمایشگاه ابتدا شس
.نگهداري شدندDNAسانتیگراد تا زمان استخراج 

(PCR)و واکنش زنجیره اي پلیمراز DNAاستخراج 

شش .ردیداستفاده گ) 14(8روش تغییر یافته موري و تامسونوCTAB7از بافر DNAاستخراج براي
ــازگر ــدول (ISSRآغـ ــراي) 2جـ ــراز  بـ ــره اي پلیمـ ــنش زنجیـ ــام واکـ ــتفاده) 3،4,5((PCR)انجـ ــورد اسـ مـ

آغازگرها براي مرکبـات مناسـب تشـخیص داده    این ) 5, 4, 3(نگ و همکارانفپژوهش هايبر اساس. قرار گرفت
L20هـر  . ندشـد کلمبیـاي کانـادا خریـداري    تیشاین آغازگرها از آزمایشگاه بیوتکنولوژي دانشگاه بری. شده اند

PCR[10 mM Tris-HCl (pH 9.0), 50 mM KCl, 0.1% Triton X-100, 2 mMبافر X10واکنش شامل 

1-Fang and et al.2-Poncirus trifoliata (L.)3-Fang and Roose

4-(Christm.) Swing.Citrus aurantifolia5-Citrus limon (L.) Burm.f.6-Tan.Citrus latifolia

7-Hexadecyltrimethylamonium bromide8-Murray and Thompson
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.مشخصات فنوتیپی نمونه هاي مرکبات مورد استفاده در این بررسی-1جدول 
Table 1. Phenotypic characteristics of citrus samples used in this study.

کد گیاه
Plant
code

منطقه 
Location

ویژگی 
Feature

نام محلی
Local name

نام علمی
Scientific

name
D1 داراب

Darab
قسمت انتهاي میوه مانند پستانک,بدون تیغ

No thorns, distal e
nd of the fruits nipple-like

ندارد
None

Citrus sp.

D2 داراب
Darab

صورت خوشه اي، پوست شیار شیاره میوه ب
Fruits in clusters, skin with grooves and ridges

ندارد
None

Citrus sp.

D3داراب
Darab

گوشواره ها خیلی کوچکند یا اصلاً ,ها بلندتیغ, پوست میوه ناصاف
.وجود ندارند

Fruit skin rough, thorns long, petiole wings small or none

ندارد
None

Citrus sp.

D5 داراب
Darab

گلبرگ ها بنفش رنگ,کشیدهبه نسبتمیوه ها 
Fruits somewhat oblong, petals purple

Citrus(Rock lemon)لیمو سنگی  sp.

D7 داراب
Darab

میوه ها خیلی کشیده و دراز، غنچه ها بنفش رنگ 
Fruits oblong, blossoms purple

Citrus(Cucumber lime)لیمو خیاري  sp.

D8 داراب
Darab

لیموي آب معمولی ,میوه ها گرد و کوچک
Fruits round and small, common juice lime

Citrus(Darab juice lime )لیموي آب داراب 
aurantifolia

D9 داراب
Darab

ها بلندحاشیه برگ ها دندانه دار، تیغ,دارمیوه ها شیار
Fruits with grooves, leaf margins serrated, thorns long

ندارد
None

Citrus sp.

D12 داراب
Darab

ون تیغ ، درخت بدD8میوه ها شبه 
Fruits similar to D8, tree is thornless

Citrus(Thornless lime)لیموي بی تیغ  sp.

D13 داراب
Darab

میوه ها درشتوبزرگگوشواره هادرخت شبیه لیمو شیرین،شکل
Tree similar to sweet lime, petiole wing large, fruit large

ندارد
None

Citrus
latifolia

G14جهرم
Jahrom

تر از لیموي آب معمولیمیوه کمی کشیده، درشت
Fruit slightly oblong, larger than common lime

ندارد
None

Citrus sp.

G15جهرم
Jahrom

و گل ها میوه شبیه لیمو شیرین اما طعم آن ترش ، میوه ها، برگ ها
درشت، غنچه ها ارغوانی

Fruit similar to sweet lime but sour, fruit, leaf and flower
large, blossoms purple

ندارد
None

Citrus sp.

G16جهرم
Jahrom

کشیده، غنچه ها ارغوانی به نسبتمیوه ها 
Fruit slightly oblong, blossom purple

ندارد
None

Citrus sp.

G24جهرم
Jahrom

نـد یـا اصـلاً وجـود     ، گوشـواره هـا کوچک  میوه ها کشیده، تیغ ها کوچک
.ندارند

Fruit oblong, thorns small, petiole wings small or absent

ندارد
None

Citrus
limon

G25جهرم
Jahrom

میوه ها گرد و کوچک، لیموي آب معمولی 
Fruit smal and round, common juice lime

Citrus(Jahrom Juice lime)لیموي آب جهرم
aurantifolia

G26جهرم
Jahrom

)شبیه لیموشیرین( میوه ها درشت ، گرد، پوست میوه نازك 
Fruit large, round, fruit skin thin ( like sweet lime)

ندارد
None

Citrus sp.

G30جهرم
Jahrom

میوه ها درشت، گلابی شکل، غنچه ها بنفش رنگ
Fruit large, pear shaped, blossoms purple

Citrus(Pear-shaped lemon )’مپیلا‘لیمو  sp.

G31جهرم
Jahrom

میوه ها کشیده، دیررس 
Fruit oblong, late ripening

Citrus(Late ripening lime)رسلیموي دیر sp.

D35 داراب
Darab

تر از لیموي آبکشیده، پوست میوه ناصاف و ضخیمبه نسبت میوه 
Fruit slightly oblong, fruit skin rough, thicker than lime.

Citrus(King lime)شاه لیمو  sp.
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MgCl2]،M200هر یک از چهارdNTP)شرکت(Fermentas ،M1واحـد آنـزیم   1، آغازگرTaq  پلیمـراز
براي. روغن معدنی پوشانده شدL30با واکنش آمیختههر. بودng10DNAو فرمامید% Roche ،2)شرکت (

یـک چرخـه   : مه زیر استفاده گردیـد با برناEppendorf)شرکت(اپندورف 1از دستگاه ترموسایکلرDNAافزایش
درجـه  50ثانیـه،  30درجه سانتیگراد به مـدت  94چرخه هر یک شامل 40درجه سانتیگراد،94دقیقه در 5به مدت 

درجـه  72یـک چرخـه در دمـاي    پایـان دقیقـه و در  2گراد به مدت درجه سانتی72ثانیه و 45تیگراد به مدت سان
درجـه  -20اسـتفاده در دمـاي   زمـان  تـا  PCRشـده در واکـنش   داده افـزایش DNA.دقیقـه 7سانتیگراد به مدت 

Sequi-Gen GTتـرادف یـاب   از دستگاه الکتروفورزPCRجدا سازي محصول براي. سانتیگراد نگهداري گردید

7اوره دارايدرصـد کـه   6متر و ژل آکریل آمید میلی300*380*4/0با صفحه اي به ابعاد BioRad)شرکت(
بـا روش  برابرنیترات نقره و کربنات سدیم ها روش رنگ آمیزي بانوار جهت تشخیص . مولار بود استفاده گردید

.مورد استفاده قرار گرفتاییههمراه با تغییر) 1(2باسام و همکاران

تجزیه و تحلیل داده ها
هـاي  چنـد شـکل در نمونـه   يه هاقطع) 0کد (نبودنو یا ) 1د ک(بودني مشاهده شده در ژل بر اساس نوارها

ــابی شــدند   ــازگر ارزی ــر آغ ــراي ه ــایش ب ــورد آزم ــاتریس تشــابه . م ــس از آن م ــر اســاس ضــریب تشــابه 3پ ب
.اســبه گردیــدتیکی محوکوفنــيب هــایرانجــام گرفــت و ضــ5آزمــون مانتــلوهتشــکیل شــد) 4)19(SM)ســاده
رسـم  ) 18) (02/2ویـرایش  (NTSYSو به کمک نرم افـزار  UPGMAبراساس این ضریب به روش6گرامدندرو

درون گروهـی و هـم بـین    يهـا دلیل اسـت کـه مـی توانـد هـم تغییر     به اینSM)(انتخاب ضریب تشابه ساده .شد
).12(بزندگروهی را تخمین

بحثو نتایج 
ISSRي نوارهامیزان چند شکلی 

هـاي مختلـف   ، نواربندي مشخصی را با درجهمورد آزمایشDNAنمونه 18کار رفته با ه شش آغازگر ب
مربـوط بـه  نـوار  70تا 11مربوط به آغازگر شماره نوار 41ازنوارهاتعداد کل ). 2جدول (چند شکلی نشان دادند 

3و1آغازگر هاي شـماره  بابیشترین میزان چند شکلی . بود55نوارهامیانگین تعداد . متغیر بود3آغازگر شماره 
آغـازگر  6از به دست آمـده هاي نواردر مجموع تعداد کل . ایجاد گردید2آغازگر شماره باایجاد شد و کمترین آن

جفت بـاز  3000تا 100شده بین افزودهيه هاقطعهانداز). 2جدول (بود 215ل ي  چند شکنوارهاو تعداد کل 333
به دست ي نوارهایکسان بودن ). 2شکل (جفت باز تشخیص داده شد 2000تا 150بود اما ناحیه قابل ارزیابی بین 

. بودISSRنمونه لیمو با یک پرایمر، بیانگر تکرارپذیري بالایی نشانگرهاي 18از تکرار آمده

1-Thermocycler2-Bassam et al.3-Similarity matrix4-Simple matching

5-Mantel test6-Dendrogam
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.آن هااز به دست آمدهچند شکل يه هاه شده در این آزمایش و تعداد قطعاستفادISSRهاي آغازگر-2جدول 
Table 2. ISSR primers used and number of polymorphic fragments obtained.

چند شکلیيعه هاتعداد قط
No. of polymorphic

fragments

ه هاتعداد کل قطع
Total No. of fragments

رآغازگ
Primer

4269ISSR -1       HVH (CA)7T
3055ISSR -2        BDB (CA)7C
4270ISSR -3        DBDA (CA)7
3553ISSR -6        (GA)8YG
3445ISSR -10      (AG)8YT
3241ISSR -11 (AG)8 YC

215333Total
Y= Pyrimidine, B= non-A, D= non-C, H= non -G, V= non –T.

Fig. 2. ISSR profiles of 18 genotypes (see Table 1) of lime and lemon using primer 2 [BDB
(CA)7C]. M=50 bp Ladder. Arrows indicate differeces between genotypes.

). لایـم و لمـون  (لیمـو  نژادگـان 18در [BDB(CA)7C]2از آغازگر شـماره  به دست آمدهISSRويگال-2شکل
. ها را نشان می دهندنژادگانها تفاوت بین کانیپ.M=جفت بازي 50نشانگر) را نگاه کنید1جدول (

ارتباط فیلوژنتیکی بین نمونه ها
بـالا  . مددست آه بr=93741/0معادل (SM)بیشترین ضریب همبستگی با استفاده از ضریب تشابه ساده 

بـا به دست آمدهچند شکل نوار 215بر اساس . بندي استمناسب بودن روش گروهه دهندبودن این ضریب نشان
ایـن  براسـاس ).3شـکل  (رسـم شـد  UPGMA، دندروگرام تشابه براساس این ضریب به روش ISSRآغازگر6

1000 bp

700 bp

500 bp

450 bp

400 bp

350 bp

300 bp
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تشابه درون گروهی بزرگتر یـا مسـاوي   گروه اصلی با3نمونه لیموي مورد آزمایش می توانند به 18، دندروگرام
. طبقه بندي شوند61/0

بـا ضـریب   نژادگـان این . ناشناخته استهکه یک نموناز منطقه داراب می باشدD3هشامل نمونتنها1گروه 
این میزان تشابه قابل توجه نیست و نشان می دهـد کـه ایـن    ). 3شکل (از سایر نمونه ها جدا می شود56/0تشابه 

سـایر انـواع مرکبـات قـرار     ممکن است که اگر این نمونه در کنـار . ها تفاوت اساسی داردنژادگانبا سایر گاننژاد
بـا  ییشباهت هاظاهري يهایژگیوکه از نظر ژه یوهنشان دهد بآن هاصد تشابه بیشتري را با برخی از گیرد در
شبیه است و مانند نـارنگی محلـی   بیشتر به نارنگیو بوده کشیده و نوك تیز نژادگانهاي این برگ. دارد1نارنگی
به اندازه تـاج نـارنگی   ب یبوده و به تقرتاج درخت نیز در مقایسه با لیموي آب خیلی کوچک. ي کوچکی داردگل ها
محل اتصال میوه به شاخه مانند نـارنگی  . میوه هاي این نوع از لیموي آب بزرگتر و پوست آن ناصاف است. است

انجـام  ) 14(2مولکولی کـه توسـط نیکولوسـی و همکـاران    يهایبررس. طعم میوه زیاد ترش نیست. برجسته است
هـا  ، لمـون هادر این بررسی نیز لایم. بندي کرده استدسته ون را در شاخه هاي جدا گانه گرفته نارنگی، لایم و لم

.در سه گروه جدا گانه قرار گرفته اندD3هو نمون

Fig. 3. Dendrogram of 18 genotypes of lime and lemon using ISSR markers based on
UPGMA. characteristics of genotypes are presented in Table 1.

یژگ ـیو. UPGMAبـه روش  ISSRبا استفاده از نشـانگرهاي  ) لایم و لمون( لیمونژادگان18گروه بندي -3شکل
.آورده شده است1ها در جدول نژادگان

و G24و D5است که خود بـه دو زیـر گـروه، یکـی شـامل      G30و D5 ،G24دوم شامل سه نمونه گروه 
D5امـا  . یک رقم شناخته شده مرکبات می باشـد ) ’لیسبون‘لیمو (G24نمونه . تقسیم می شودG30دیگري شامل 

میوه و تاج هلوژي و اندازنوع از نظر مورفون یا. نامیده می شود) 1شکل (لیمو سنگی ناشناخته است کههیک نمون
. بـنفش رنـگ اسـت   ’لیسبون‘هاي آن مانند لیمو بزرگتر است، اما غنچه ها و پشت گلبرگ’لیسبون‘درخت از لیمو

1-Citrus reticulata Blanco1-Nicolosi et al.
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هـا  بزرگ آنهها و گوشواربرگ، صافی پوست آن، شکلدرشتی میوهنظربذر است و از بدونراین رقم  میوه د
2کـه گریـپ فـروت خـود از تلاقـی بطـاوي      بـا توجـه بـه ایـن    . هت داردشـبا 1و همچنین طعم میوه به گریپ فـروت 

، احتمـال دخالـت بطـاوي و گریـپ فـروت در      ’لیسـبون ‘، بنابراین علاوه بر لیمو )6،15(شده استدیتول3و پرتقال
، تبطـاوي و گریـپ فـرو   ژهی ـوه مقایسه این نمونه با سایر انواع مرکبات ب. می تواند مطرح باشدایجاد لیمو سنگی

کـه در اصـطلاح محلـی    G30هنمون ـ. داشته باشـد نژادگانتر این اي در شناسایی دقیقمی تواند نقش تعیین کننده
ر در یـک گـروه قـرا   ’لیسـبون ‘با لیمو 61/0، با ضریب تشابه )1شکل (نامیده می شود ’لیمو لامپی‘یا ’لیمو گلابی‘

. د آن و حتی عطر و طعم میوه مانند لمـون هـا اسـت   ، صافی پوست و رنگ زردرشتی میوه). 3شکل (گرفته است
. گوشواره هاي برگ نیز مانند لمون هـا کوچـک اسـت   . ها بنفش می باشدنیز مانند لمونبرگ هاغنچه ها و پشت گل

قسـمتی از میـوه کـه بـه شـاخه متصـل      ). 1شکل(با لمون ها شکل  غیر عادي میوه می باشدG30تفاوت اساسی 
يه هـا اگـر چـه مطالع ـ  . تیمتر نیـز مـی رسـد   سـان 3و باریک است و طول قسمت باریک تـا  می شود خیلی کشیده 

امـا هـیچ تشـابه    ) 15(شـده انـد   دی ـتول5و بالنـگ 4سـت کـه لمـون هـا خـود از تلاقـی نـارنج       امولکولی بیانگر ایـن 
است کـه نـارنج   مشاهده نمی شود و احتمال آن ضعیف ’لامپی‘یا ’لیموي گلابی‘مورفولوژیکی بین این دو گونه و 

مورفولـوژیکی زیـاد  يبه هـا از سوي دیگـر بـا توجـه بـه تشـا     . نقش داشته باشندنژادگاندایش این و بالنگ در پی
نظـر مـی رسـد کـه     ه نظر مولکـولی، ب ـ در یک گروه ازآن هالمون ها با لیموگلابی یا لامپی و همچنین قرار گرفتن 

.شدیک لمون جهش یافته با’لامپی‘یا ’گلابی‘لیموي 
به همراه چنـد  ’تاهیتی لایم‘ي بررسی شده شامل لیموي آب جهرم، لیموي آب داراب و بیشترین تعداد نمونه ها

این گروه خود شامل دو زیر گروه اصلی است که یکی از این دو شـامل  . ناشناخته در گروه سوم قرار دارندنمونه 
بـا ضـریب تشـابه    نژادگـان ایـن سـه   . طقه داراب می باشداز نمونه هاي ناشناخته منD9و D1 ،D2نژادگانسه 
تاج . جدا شده استD9وD2از دو نمونه 69/0با ضریب تشابه D1.)3شکل( از سایر لایم ها جدا شده اند68/0

هـاي آن از لیمـوي آب بزرگترنـد و ماننــد آن   بـرگ . یسـه بـا لیمـوي آب خیلـی کــوچکتر اسـت     در مقاD1درخـت  
موي آب تیـغ  برخلاف لیD1. هاي آن نیز مانند لیموي آب کوچک استاما گل. کوچکی دارندگوشواره هاي خیلی

طعم میـوه بـه   . دارنديولی پوست ضخیم تر و آب کمتربه اندازه لیموي آب  هستندب یبه تقرمیوه هاي آن . ندارد
مل نمونـه هـاي ناشـناخته    دیگر شـا نژادگاندو . ترشی لیموي آب نیست ولی رنگ میوه مانند لیموي آب زرد است

D2 وD9هاي قابل توجهی بـا یکـدیگر نشـان    ، از نظر مورفولوژي نیز شباهت)74/0(بر نزدیکی مولکولی افزون
. هـا مشـاهده مـی شـود    عمیقـی روي آن بـه نسـبت  لی شبیه هم هسـتند وشـیارهاي   از جمله میوه ها خی. می دهند

هدر نمون ـ. خیلی بزرگتـر اسـت   D2از D9تاج . ها کوچک استي آنگل هاهاي هر دو بدون گوشواره اند وبرگ
D9ها زیاد و بزرگ هستند اما در تیغD2میوه هاي . ها کوچکندتیغD9 نیز در مقایسه باD2 بـا  . هستندبزرگتر

با لیموي آب می توان نتیجه گرفـت کـه بـه احتمـال     D9و D1 ،D2نژادگانسه يهاو اختلافه هاتوجه به تشاب
جهش یافته اي از لیموي آب هسـتند  نمونه هاحال یا این. یاد لیموي آب در پیدایش این نمونه ها نقش داشته استز

.د شده اندیآب تولتلاقی نمونه هایی از مرکبات با لیموي ازو یا 
’لیمـوي خیـاري  ‘کـه  D7ههـا نمون ـ را در بر می گیرد که از بین ایـن نژادگان11گروه دیگر گروه سوم زیر

نیـز  نژادگـان شـکل میـوه ایـن    ). 3شـکل  (دیگر جدا شده اسـت هنمون10از 79/0د با ضریب تشابه می شونامیده 
رنـگ پوسـت میـوه هـا ماننـد      . میوه ها بسیار کشیده و دراز هسـتند ). 1شکل (ها استبسیار متفاوت از سایر لیمو

1-Citrus paradisi Macf.2-Citrus grandis (L.) Dsb.3-Citrus sinensis L.

4-Citrus aurantium L.5-Citrus medica L.
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طعـم میـوه بیشـتر شـبیه طعـم لیمـوي       . تها کمی از لیموي آب بیشتر اسو ضخامت پوست آنبودهها زردلمون
.ندمانند لمون هـا بـنفش رنـگ مـی باش ـ    هاپشت گلبرگه هاي برگی اولیه، غنچه هاوهمچنین جوان. است’لیسبون‘

نژادگـان بنـابراین  . ها خیلی کوچـک اسـت  ها یا گوشواره ندارند و یا گوشواره آنمانند لیموي آب و لمونبرگ ها
D7نظـر مـی رسـد کـه در پیـدایش آن هـر دو دخالـت       ه ب ـ. ب و لمون ها نشان مـی دهـد  هایی با لیموي آشباهت

از بقیه جـدا شـده   82/0می باشد با ضریب تشابه ’تاهیتی لایم‘که D3هباقی مانده نموننژادگان10از . اندداشته
C. latifoliaهاین نمونه به گون) 21(1در طبقه بندي تاناکا). 3شکل (است Tan. 20(2طبقه بندي سـوینگل اما در (

). 13(ذر مـی باشـد  بدون بو بوده3سه گاناین نمونه . لق داردتع.C. aurantifolia (Christm.) Swingهبه گون
و داراي شـته دایها و میوه هاي آن از لیموي آب بزرگتر است اما ماننـد لیمـوي آب گوشـواره هـاي کـوچک     برگ
لیمـوي بـی   (D12، )لیمـوي آب داراب ( D8باقی مانده شامل نمونـه هـاي   هنمون9.  هاي کوچکی نیز می باشدتیغ
، G14 ،G15، )شـاه لیمـو  (D35، )لیمـوي دیـررس  (G31و نمونه هاي ناشناخته ) لیموي آب جهرم(G25، )تیغ

G16وG26لیمـوي . مـی باشـد  96/0تـا  85/0بین آن هـا ضریب تشابه . ارتباط نزدیکی با یکدیگر نشان می دهند
بـر تشـابه   افـزون . دنمی باش92/0ر مولکولی داراي ضریب تشابه از نظ(D8)و لیموي آب داراب (D12)بی تیغ 

هـا،  شکل و طعم میـوه و  شـکل بـرگ   . دیده می شودآن هامولکولی بالا از نظر مورفولوژي نیز تشابه زیادي بین 
نظر می رسد که ایجاد یـک  ه ب. تیغ می باشددننبویا بودن تنها تفاوت اساسی .ها مثل هم استگوشواره ها و گل

نژادگـان بـا  (D12)لایم بی تیغ ) 96/0(تشابه زیاد . لیموي آب منجر به پیدایش لیموي بی تیغ شده استدرجهش 
بـه  هـا  میوه ها درشت ترند و اندازه گلG14هدر نمون. دو گیاه سازگاري نداردبا مورفولوژي اینG14ناشناخته 

، و بـرخلاف لیمـوي بـی تیـغ    بـوده لـی بزرگتـر  خیبـرگ هـا  ابر لیموي بی تیغ و لیموي آب می باشـد،  دو بربیتقر
، نباید انتظار داشـت  ISSRنشانگرهاي  کاریچگونگالبته با توجه . وجود داردآن يشاخه هايروهاي زیادي تیغ

یکی زیـادي نیـز بـا هـم داشـته      مورفولـوژ هایی که از نظر مولکولی به هم نزدیک هستند، شـباهت  که همیشه نمونه
عکس این موضوع هم ممکن اسـت  البته . می شودافزوده که DNAاین موضوع بستگی دارد به ناحیه اي از. باشند

لیموي آب داراب و جهرم تشابه مورفولوژیکی خیلی زیادي با هم دارنـد امـا از نظـر مولکـولی     ,مثاليبرا. رخ دهد
هاي ناشناخته این گروه، علاوه بر تشـابه مولکـولی بـالایی    نژادگاندر رابطه با . تندهس86/0داراي ضریب تشابه

بـه نسـبت   ا توجـه بـه اینکـه لیمـوي آب     ب ـ. که با لیموي آب دارند، تشابه مورفولوژیکی بالایی نیز نشان مـی دهنـد  
افشـانی و تولیـد   گـرده  ال دگراحتم ـ.شـود یافزوده مجنسی و روشه و همچنین ب) 11, 9(هتروزیگوس می باشد 

آن هـا نمونه هاي حاضر می توانند دور گه هـایی باشـند کـه والـد مـادري      . در آن زیاد استدو رگههاي نژادگان
ها و میوه هاي درشـت تـري تولیـد    ، گلبرگ هادر مقایسه با لیموي آب G15نژادگانمثال يبرا. لیموي آب است

ي آن نیز به لیمو شیرین شـبیه اسـت امـا    گل هاو برگ ها. ارندد4می کند و میوه ها شباهت زیادي به لیمو شیرین
ي لیمـوي آب منجـر بـه    گل هـا لیمو شیرین بر رويهاین احتمال دارد که دانه هاي گردبنابر. یوه ترش استطعم م

نیز نشـانه هـایی از لیمـو شـیرین را از خـود نشـان      G26ناشناختهنژادگانمیوه هاي . باشدتولید این نمونه شده
شـباهت هـاي زیـادي از بـا لیمـوي آب جهـرم دارد و ایـن دو از نظـر         نظر مورفولـوژیکی  G31نژادگان. می دهند

تر و میوه هاي آن کشیده تـر  از لیموي آب دیررسG31اما . با هم تشابه دارند87/0مولکولی نیز با ضریب تشابه 
.می باشدتر جاز لیموي آب مقاومرس است و نسبت به سرمازودخیلیG14نژادگان, G31برخلاف . است

فیلـوژنتیکی را  يرابطه هـا خوبی ه می توانند بISSRهاي مولکولیاین بررسی نشان می دهد که نشانگرنتایج 
در اسـتفاده شـد  هاي نژادگانبا قرار دادن ندهیآيهایبررسدر . هاي مختلف مرکبات مشخص کنندنژادگانبین 

1-Tanaka2 -Swingle3-Triploid4-Citrus limettioides Tan.
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را در طبقه بندي مرکبات مشخص تـر نمـود و   آن ها، می توان جایگاه ي دیگر مرکباتهش در کنار گونه هااین پژو
.تعیین نمودرا با گونه هاي شناخته شده آن هایارتباط فیلوژنتیک

سپاسگزاري
جناب آقـاي دکترمسـعود بهـار    ژهیوه بدینوسیله از گروه بیوتکنولوژي کشاورزي دانشگاه صنعتی اصفهان ب

را در اختیار نویسـنده اول قراردادنـد و همچنـین از همکـاري صـمیمانه آقایـان       پژوهشاینيرابکه امکانات لازم
حقیقـات  از مرکـز ت . مهندس سیروس قبادي، مهندس مجید طالبی و مهنـدس احـد یـامچی سپاسـگزاري مـی گـردد      

نجـام ایـن   فراهم آوردن محـیط لازم بـراي ا  يبرانیز ) قطب علمی ویروس شناسی(ویروس شناسی گیاهی شیراز 
.سپاسگزاري می شودپژوهش
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