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 )Citrus aurantifolia Swingle( اسیديلایم هاي  برخی ژنوتیپتنوع ژنتیکی  بررسی
   AFLPایران بر پایه نشانگر 

 
  4بوريعاطفه ص و 3، بهروز گلعین2، یوسف حمید اوغلی1شاهین جهانگیرزاده خیاوي*

  پژوهشکده چاي، مؤسسه تحقیقات علوم باغبانی، سازمان تحقیقات، آموزش و ترویج کشاورزي، لاهیجان، ایران،1
، مؤسسه تحقیقات علوم باغبانی، یريگرمس یمهنهاي پژوهشکده مرکبات و میوه3، گروه علوم باغبانی، دانشگاه گیلان2

 دانشگاه گیلان ،گروه زراعت و اصلاح نباتات4، یران، ارامسرسازمان تحقیقات، آموزش و ترویج کشاورزي، 

 16/9/1394؛ تاریخ پذیرش:  31/3/1394تاریخ دریافت: 

 1چکیده
 هاي اسیدي لایمکه  هستندکی از مهمترین محصولات مناطق نیمه گرمسیري دنیا یمرکبات  سابقه و هدف:

)Citrus aurantifolia( از دیر باز در ها  لایمگروه از و کار این کشت  دهند. در آن گروه بزرگی را تشکیل می
 یملادرختان که امروزه بسیاري از  از آنجا مناطق جنوبی ایران متداول بوده و نقش مهمی در اقتصاد منطقه دارد.

 براي درختان آنژنتیک بنابراین داشتن اطلاعات درباره  ،قرار دارند ابوديندر معرض  یل مختلفبه دلامنطقه 
در این  .استکمک شایانی  اهداف خاصو با مناسب یابی به گیاهان  جهت دست هاي اصلاحی امهبرن طراحی
ها با شش  و مقایسه آن در جنوب ایرانمربوط به هاي بومی لیموهاي اسیدي  تنوع ژنتیکی برخی ژنوتیپ تحقیق

 .ررسی شدب ،رقم تجاري

  
ها استخراج شد.  ژنومی آن DNA ،توسعه یافته جوان و کاملاًهاي  برگبرداري از  پس از نمونه ها: واد و روشم

 ، شاملMseIو  EcoRIحاصل از آغازگرهاي  با کاربرد چهار ترکیب پرایمري AFLPنشانگر از 
ECGC/MAGA ،ECCA/MAGA ،ECCA/MAGT  وECGC/MAAG  30براي بررسی روابط ژنتیکی 

و شش رقم وارداتی استفاده  منوجان (کرمان) و میناب (هرمزگان) ،(فارس) از سه منطقه داراب ومیپ بژنوتی
  مورد تجزیه قرار گرفتند. UPGMAهاي حاصل توسط ضریب شباهت جاکارد و الگوریتم  داده .شد

                                                             
  shjahangirzadeh@yahoo.comسئول مکاتبه: م*
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حالت چندشکلی  درصد 63/70کردند که تولید دهی  باند قابل نمره 126 ،در مجموع این چهار ترکیب :ها یافته
به  نوار 22بود (متوسط  37الی  26تکثیر شده براي هر ترکیب پرایمري در محدوده  تعداد نوارهايدامنه  داشتند.

 بود.نوار 27به تعداد  ECCA/MAGTچند شکل در ترکیب   مشاهده شده نوارحداکثر تعداد ي هر ترکیب). ااز
دامنه  بود. 48/0با متوسط  5/0تا  4/0 از ها مام ترکیبمیزان محتواي اطلاعات چند شکلی محاسبه شده براي ت

 .Cبود که کمترین میزان بین لیمو شیرین ( 96/0تا  24/0دست آمده توسط ضریب تشابه جاکارد بین  هتشابه ب

limetta و ژنوتیپ (D8 از داراب و ح) داکثر بین دو ژنوتیپ منطقه مینابM4-2  وM4-2مشاهده شد ( .
 ها موقعیت جغرافیایی تهیه نمونهبندي با   که این گروه در چهار گروه قرار داد ها را ونهنم ،اي تجزیه خوشه

 تفکیکاز یکدیگر  مختلفمناطق آوري شده از  جمعي ها نمونهعبارت دیگر  هب مطابقت قابل توجهی نداشت.
هاي دو منطقه منوجان و  هدر مقایسه با نمونهاي منطقه میناب شباهت ژنتیکی بیشتري با یکدیگر  نمونهنشدند اما 

  تواند محدود بودن تنوع کاشت مرکبات در منطقه باشد. نشان دادند که دلیل آن میداراب 
 

 کار هدرصد چندشکلی و محتواي اطلاعات چندشکلی قابل توجه حاصل از ترکیبات آغازگري ب گیري: نتیجه
هاي مختلف لیمو اسیدي است. با استفاده  یپرفته در این پژوهش بیانگر توانمندي این نشانگرها در تفکیک ژنوت

اي نبود  هاي لیمو اسیدي مشاهده شد اما این تنوع به گونه گیري بین ژنوتیپ از این نشانگرها تنوع ژنتیکی چشم
رسد شاید با افزایش تعداد ترکیبات  نظر می  هاي مناطق مختلف را از هم منفک نماید. به  که قادر باشد ژنوتیپ

 همچنیناین تفکیک دست یافت.  و غیره بتوان به SSR ،SNPتفاده از سایر نشانگرها همانند آغازگري و اس
اند  دهشصورت جنسی تکثیر  هکه اکثرا ب ندلیل آ هاي لیمو اسیدي ایران به ژنوتیپ نتایج این بررسی نشان داد که

  باشند. می یداراي تنوع ژنتیکی بالای
  

  اي، تنوع ژنتیکی محتواي اطلاعات چند شکلی، تجزیه خوشه ري،ترکیب پرایم مرکبات، کلیدي: هاي واژه
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  مقدمه
تعلق دارد.  Rutaceaeبه خانواده است هاي دنیا  جنس مرکبات که شامل تعدادي از مهمترین میوه  

مرکبات داراي سابقه طولانی کاشت بوده و در بیش  است. گونه 1300جنس و  140این خانواده داراي 
 ، خصوصاًدر صنعت باغبانی یمهمتجاري در ایران مرکبات نقش . )25( گردد ور کشت میکش 100از 

 )C. aurantifolia Swingle( هاي اسیدي لایمعلت شرایط مناسب براي تولید  در نواحی جنوبی به
  .دنکن ایفا می

ارس ویژه در کشورهاي حاشیه خلیج ف یکی از مهمترین مشکلات رخ داده براي لیموهاي اسیدي به  
هجري  60اواخر دهه . در ایران جاروك در است 1بیماري جاروي جادوگر یا جاروك ،و دریاي عمان
گسترش وسیع بیماري جاروك در جنوب ایران و . )4( گزارش شده است میلادي) 1990شمسی (سال 

ست. ا ایجاد کرده در رابطه با تنوع ژنتیکی لیموهاي اسیدي این کشورها سوالاتیکشورهاي همسایه، 
هاي مختلف جهان و میزبانان متفاوت به عوامل متفاوتی مانند سطح پایین  بیماري در قسمتشیوع 

که این موضوع محصولات  )12(است گیرند، مرتبط  ثیر قرار میأتنوع ژنتیکی در محصولاتی که تحت ت
  سازد. ها حساس می را در برابر صدمه دیدن از بیماري

، 5، 3 ،2 ،1( اند هاي وابسته مرکبات مورد بررسی قرار گرفته ام و جنستنوع ژنتیکی تمام ارق تقریباً  
 محدود بوده استروابط ژنتیکی لیموهاي اسیدي هاي مربوط به تعیین  وهشپژاما  )17و  16 ،11، 8، 7
عمان همراه  لایمژنوتیپ  136در بررسی تنوع ژنتیکی  )2012( السعدي و همکاران ).24 و 20، 15، 3(

که تنوع  گزارش نمودند ،با چهار ترکیب پرایمري AFLPروش با استفاده از ه از برزیل با دو نمون
ها محاسبه  را براي این نمونه 22/0الی  08/0هاي عمان وجود دارد و میزان تشابه  مابین نمونهناچیزي 

را جدا شدن  ی دیده شد که دلیل آنیبسیار بالاهاي عمان و دو نمونه برزیل تنوع  کردند اما مابین نمونه
اقدام به  )2012( شرستا و همکاران .)3( هاي بسیار طولانی گذشته بیان کردند این دو جمعیت در زمان

دست  هرا ب 77/0متوسط شباهت و . نمودند SSR روشبا اسیدي نپال  لایمژنوتیپ  62بررسی تنوع 
بین این را در نوع بالایی میزان تو  ها در پنج گروه قرار گرفتند هاي مورد بررسی آن نمونه آورند.
هاي  لایمبه بررسی تنوع اقدام در عراق  )2014( الانباري و همکاران .)24( کردندها گزارش  نمونه

ها در دو گروه اصلی که  نمودند که در نتیجه گزارش کردند که نمونه RAPDپرایمر  20اسیدي توسط 

                                                             
1- Witches’ broom disease of lime (WBDL) 
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به سه زیر گروه تقسیم شد خود وه دوم که (لایم و لمون) و گرهیبریدهاي آن گروه اول شامل بالنگ و 
نارنگی و زیر گروه سوم سلطان شامل زیر گروه اول نارنج، پرتقال و گریپ فروت؛ زیر گروه دوم که 

اسیدي نپال را توسط نه پرایمر  لایمنمونه  60تعداد  )2014( مونانکارمی و همکاران .)2( مرکبات بود
RAPD دست آوردند و بیان نمودند که هب 98/0الی  38/0منه بررسی کردند و میزان شباهت را در دا 

   .)14( ها وجود دارد تنوع بالایی بین این نمونه
 براي AFLPو  RFLP ،ISSR ،RAPD ،SSR ها، آیزوزایم از جمله گوناگونینشانگرهاي   

چه  ). اگر16 و، 8، 5، 3، 1(اند  کار رفته ههاي وابسته ب و جنس محاسبه تنوع ژنتیکی جنس مرکبات
و بررسی فیلوژنی در مرکبات استفاده تجزیه میلادي) براي  2007شمسی ( 1385تا سال  AFLPروش 

براي شناسایی عنوان یک تکنیک قدرتمند  تواند به میکه  ه است، اما این روش نشان داد)18(نشده بود 
  .)20 و 18، 15، 3( هاي مرکبات باشد و تخمین تنوع ژنتیکی و روابط فیلوژنی در جمعیت

هاي بومی لیموهاي اسیدي صورت گرفته  رو براي شناسایی تنوع ژنتیکی برخی ژنوتیپ مطالعه پیش  
شناسایی تنوع ژنتیکی بین برخی  (الف)شدند  است. اهداف اختصاصی که در این مطالعه پیگیري 

نواحی  هاي ژنتیکی لیموهاي اسیدي دي در ایران، (ب) شناسایی تفاوتیهاي بومی لیموهاي اس ژنوتیپ
لیموهاي ارقام برخی از شناسایی روابط لیموهاي اسیدي ایران و متفاوت تولید این محصول و (ج) 

  ، بودند.تجاري اسیدي
  

  ها مواد و روش
ژنوتیپ لیموهاي اسیدي مناطق متفاوت  30هاي جوان بالغ از  برگ :DNAمواد گیاهی و استخراج 

)، پرشین C. auranifoliaشش رقم مکزیکن لایم ( جنوب و مرکز ایران (میناب، منوجان و داراب) و
 .C)، لیمو لیسبون (C. medica)، بالنگ (C. limetta( )، لیمو شیرینCitrus × latifoliaلایم (

limon) و راف لمون (Citrus jambhiri ( از باغ تحقیقاتی موسسه مرکبات ایران در رامسر تهیه شده
ها در موسسه تحقیقات  کل آزمایش گراد نگهداري شدند. انتیدرجه س -80و تا زمان استفاده در فریز 

  دهد. هاي مورد بررسی را نشان می اطلاعات نمونه 1جدول  مرکبات کشور صورت پذیرفت.
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 .AFLP کار رفته در بررسی هلیمو اسیدي ب هاي نمونه -1 جدول
Table 1. Acid lime samples used in AFLP analysis. 

 کد نمونه
Plant code 

آوري جمعمحل   
Location 

 نام علمی
Scientific name 

 کد نمونه
Plant code 

آوري جمعمحل   
Location 

 نام علمی
Scientific name 

D1 
 داراب
Darab  Citrus sp. M1-5 

  میناب
Minab 

Citrus sp. 

D2 داراب 
Darab  Citrus sp. M1-7 

  میناب
Minab 

Citrus sp. 

D3 داراب 
Darab  Citrus sp. M1-10 

  میناب
Minab 

Citrus sp. 

D4 داراب 
Darab  Citrus sp. MI1-13 

  میناب
Minab 

Citrus sp. 

D5 داراب 
Darab  Citrus sp. M1-14 

  میناب
Minab 

Citrus sp. 

D6 داراب 
Darab  Citrus sp. M2-2 

  میناب
Minab 

Citrus sp. 

D7 داراب 
Darab  Citrus sp. M2-8 

  میناب
Minab 

Citrus sp. 

D8 داراب 
Darab  Citrus sp. M2-10 

  میناب
Minab 

Citrus sp. 

D9 داراب 
Darab  Citrus sp. M4-2 

  میناب
Minab 

Citrus sp. 

A5 
 منوجان

Manojan Citrus sp. M4-5 
  میناب

Minab 
Citrus sp. 

A6 
 منوجان

Manojan Citrus sp. M5-2 
  میناب

Minab 
Citrus sp. 

A7 
 منوجان

Manojan Citrus sp. M1-5 
  میناب

Minab 
Citrus sp. 

A8 
 منوجان

Manojan Citrus sp. S37 رامسر 
Ramsar 

Citrus aurantifolia 

A9 
 منوجان

Manojan Citrus sp. S46 رامسر 
Ramsar 

Citrus × limon 

A10 منوجان 
Manojan Citrus sp. S49 رامسر 

Ramsar 
Citrus jambhiri 

M1-1 
  میناب

Minab 
Citrus sp. S51 سررام 

Ramsar 
Citrus × latifolia 

M1-3 
  میناب

Minab 
Citrus sp. S54 رامسر 

Ramsar 
C. medica 

M1-4 
  میناب

Minab 
Citrus sp. S55 

 رامسر
Ramsar 

Citrus limetta 

 
 Diversity Arraysبر اساس دستورالعمل معرفی شده توسط شرکت ژنومی DNAاستخراج   

Technology Pty Ltd  9ورت گرفت (صکشور استرالیا.(  
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با کمی تغییرات صورت  )1995( بر اساس دستورالعمل وس و همکاران AFLPروش  :AFLPآنالیز 
با گراد  درجه سانتی 37دقیقه در دماي  180مدت  استخراج شده به ژنومی DNA. ابتدا )27( پذیرفت

 MseI و EcoRIسازهاي  سپس سازگاربرش خوردند.  MseIو  EcoRIهاي برشی  برد آنزیمکار
به انتهاي گراد  درجه سانتی 20و یک ساعت در دماي گراد  درجه سانتی 37مدت دو ساعت در دماي  به

DNA رقیق  5:1هاي حاصل از مرحله قبل به نسبت  برش یافته متصل شدند. در مرحله بعد نمونه
هاي زیر  لیبا توا 3´واجد یک نوکلئوتید انتخابی در انتهاي  MseIو  EcoRIشدند و با آغازگرهاي 

  مورد تکثیر پیش انتخابی قرار گرفتند.
- MseI´3 -GATGAGTCCTGAGTAAA و EcoRI´3 -GACTGCGTACCAATTCC -´5 آغازگر  

 94برنامه  تکرار دقیقه، 3مدت  بهگراد  درجه سانتی 94شامل  در این مرحله هاي حرارتی چرخه 5´
مدت  بهگراد  درجه سانتی 72ثانیه و  30ت مد بهگراد  درجه سانتی 60ثانیه،  30مدت  بهگراد  درجه سانتی

نیز به ترکیب مواد بود.  مدت پنج دقیقه بهگراد  درجه سانتی 72و در نهایت چرخه  30به تعداد ثانیه  60
 حاوي PCR (10X)، بافر mM5/0، از هر پرایمر µl6  رقیق شده محصول هضم و اتصال، شرح

MgCl2 به میزان µl5/2 از هر ،dNTP  به میزانµM200 و یک واحد آنزیم Taq DNA در مراز  یپل
. جهت انتخاب رقیق گردید 5:1به نسبت  محصول آن مجدداً ،بعد از تکثیر انتخابی. بود µl25 حجم 

 ترکیب نهها انتخاب و توسط  هاي ممکن تعداد شش نمونه تصادفی از بین نمونه بهترین ترکیب
بر تک نوکلئوتید مرحله پیش تکثیر در انتهاي  علاوهکه داراي دو نوکلئوتید انتخابی مختلف  پرایمري

، ECGC/MAGA چهار ترکیبکه  از آنجایی .قرار گرفتندمورد تکثیر انتخابی بودند  3´
ECCA/MAGA ،ECCA/MAGT  وECGC/MAAG مورف را تولید  بیشترین تعداد باند پلی

اد در مرحله تکثیر انتخابی شامل . ترکیب موها استفاده شد از آننمودند بنابراین براي ادامه بررسی 
حاوي  PCR (10X)بافر ، mM5/0  انتخابی از هر پرایمر ،µl6  محصول تکثیر اولیه رقیق شده

MgCl2  به میزانµl5/2 از هر ،dNTP  به میزانµM200  و یک واحد آنزیمTaq DNA  پیلمراز در
ده چرخه با  دقیقه، 3مدت  بهاد گر درجه سانتی 94تکثیر انتخابی در شرایط دمایی  بود. µl25 حجم 
درجه  72ثانیه و  30مدت  بهگراد  درجه سانتی 65ثانیه،  30مدت  بهگراد  درجه سانتی 94برنامه 
یابد  ثانیه که در مرحله اتصال پرایمرها در هر چرخه دما یک درجه کاهش می 60مدت  بهگراد  سانتی

ثانیه،  30مدت  بهگراد  درجه سانتی 94تکرار برنامه  25در ادامه  برسد،گراد  درجه سانتی 56تا به دماي 
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درجه  72ثانیه و در نهایت  60مدت  بهگراد  درجه سانتی 72ثانیه و  30مدت  بهگراد  درجه سانتی 56
محصول این تکثیر انتخابی براي بررسی در ژل پلی اکریل  صورت گرفت. مدت پنج دقیقه بهگراد  سانتی

صورت  دهی باندها به امتیاز آمیزي شد. ا روش نیترات نقره رنگیک و بتفک درصد 6ساز  آمید واسرشت
 2جدول  انجام گرفت. bp1000-50در دامنه صفر براي عدم حضور و یک براي حضور نوار باندي 

 دارد. کار رفته را بیان می ههاي پرایمري ب اطلاعات ترکیب

بعد از تشکیل امتیازدهی شدند. مشخص و مطمئن  فقط نوارهاي تشکیل شده کاملاً تجزیه آماري:
جاکارد  تشابه ضریب ماتریس NTSYS ver 2.1eافزار  ها به نرم و انتقال آنماتریس صفر و یک 

محتواي  .)21( صورت گرفت UPGMAبا الگوریتم ها  اي نمونه تجزیه خوشهو  تشکیل گردید
رهاي غالب توصیه شده که براي نشانگ PICi=2fi(1-fi)بر اساس رابطه  PIC(1اطلاعات چندشکلی (

) فراوانی قطعه fi-1ام هنگام وجود و (iفراوانی قطعه نشانگر  fi. در این رابطه است، محاسبه شد
  .)22( ام در حالت عدم وجود نوار استiنشانگر 

  
  .ها نمونه مرکبات و اطلاعات آماري آن 36 نتیکیژکار رفته در بررسی تنوع  هب، AFLP پرایمري هاي ترکیب -2 جدول

Table 2. AFLP primer combinations used in genetic diversity experiments with 36 citrus samples. 

 کد ترکیب
Combination 

code  

 ترکیب پرایمر
Primer 

Combination  

تعداد کل 
 قطعات
Total 

Number of 
fragments  

تعداد قطعات 
  چندشکلی

Number of 
polymorphic 

fragment  

درصد 
  چندشکلی

Polymorphic 
percent 

محتواي اطلاعات 
 چند شکلی

Polymorphic 
Information 

Content (PIC)  
C1  ECGC -MAGA  32 24 75 0.48 
C2  ECCA-MAGA  26  17 65.38 0.40 
C3  ECCA-MAGT  37  27 72.97 0.48 
C4  ECGC-MAAG  31  20 64.52 0.50 

Total  -  126  88 69.84 0.48 

  
  نتایج و بحث

بر روي شش نمونه تصادفی انتخاب شده  يپرایمر ترکیب متفاوت دا تعداد نهدر ابتدر این تحقیق   
، ECGC/MAGA ،ECCA/MAGA پرایمر مورد بررسی قرار گرفتند که چهار ترکیب

                                                             
1- Polymorphic Information Content (PIC) 
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ECCA/MAGT  وECGC/MAAG علت داشتن درصد چندشکلی بالاتر و همچنین  بهPIC  بالاتر
، تعداد کل ها اسامی ترکیب ورد استفاده قرار گرفتندنمونه لیموي اسیدي م 36براي بررسی  وانتخاب 

براي هر ترکیب و محتواي اطلاعات چند شکلی  درصد چند شکلی ،باندها، تعداد باندهاي چندشکل
 84/69( نوار 88که شدند تکثیر  ناحیه ژنومی 126است. در مجموع  ارائه شده 2ي در جدول رایمرپ

چند  نواربود که متوسط  37 تا 26از  پرایمرياي هر ترکیب بر نوار) چند شکلی داشتند. تعداد درصد
 نوار 37با  C3در ترکیب  نوارحداکثر تعداد  بود. 22 معادل پرایمرشکل تکثیر شده به ازاي هر ترکیب 

 75با  C1بود. حداکثر درصد چندشکلی نیز در ترکیب  نوار 26با  C2و کمترین آن مربوط به ترکیب 
شده در محاسبه درصد مشاهده شد. درصد چندشکلی  52/64با  C4کیب و حداقل آن در تر درصد

، )13و  10( گیاهان متفاوتسایر هاي  صورت گرفته روي ژنوتیپي ها پژوهشمقایسه با بسیاري از 
این مقدار چندشکلی مطالعات صورت گرفته در مرکبات در مقایسه با اما ؛ باشند می تر این مقادیر پایین
را براي بررسی ارقام  08/45درصد چندشکلی  )2011(و ناوارنات  ارناتناو .تاسبه نسبت بالاتر 
رفته در پژوهش  کار هکه گونه مشابه با گونه ب) Citrus maxima (Burm.) Merrillسلطان مرکبات (

 با کاربرد شش ترکیب پرایمري )2007( پانگ و همکارندر مطالعه  .)15( گزارش نمودندحاضر بود، 
  . )18( حاصل شدچندشکلی  درصد 32/95 به میزان اي مختلف مرکباته در بین جنس

که  بیانگر این حقیقت است حاصل شده در مطالعه حاضر، کلیشچند  محتواي یزاندقت در م  
 محتوايو  یدرصد چند شکل یزانم با توجه بهکار رفته  هب یمريپرا هاي یبترکقابل توجه  ییکارا

  .باشد  مناسبها  بین نمونه ژنتیکی تنوع بررسی برايتواند  می ،یاطلاعات چند شکل
 یرینش یمول رقم مابین تشابه میزان داقلجاکارد ح یبدست آمده بر اساس ضر هب تشابه ماتریس در  

)S55یپ) و ژنوت D8 یپدو ژنوت ینماب یزو حداکثر تشابه ن 24/0 یزاناز منطقه داراب به م M4-2  و
M4-5 یجنتا .آمد دست هب 96/0 میزان به بودند شده آوري جمع بمینا منطقه سندرك ستايرو از که 
و  )2012(توسط شرستا و همکاران  یمدر رابطه با لا تشابه یزاندر رابطه با حداکثر و حداقل م یمشابه

عکس  )2012(و همکاران  ياما السعد )24و  14( شده است شگزار )2014(و همکاران  یمونانکارم
 یسماتر 3جدول  .استدر کشور عمان  یربذريغ یرآن تکث یلکه دل )3( اند را گزارش نموده یجنتا ینا

  .دهد ینشان م یمريپرا یبرا با کاربرد چهار ترکمحاسبه شده جاکارد  یبتشابه ضر
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  . 3 جدولادامه 
Table 3.  

 
M1-10 MI1-13 M1-14 M2-2 M2-8 M2-10 M4-2 M4-5 M5-1 M5-2 S37 S46 S49 S51 S54 S55 

M1-10 1.00 
               

MI1-13 0.93 1.00 
              

M1-14 0.92 0.91 1.00 
             

M2-2 0.90 0.90 0.92 1.00 
            

M2-8 0.92 0.88 0.93 0.92 1.00 
           

M2-10 0.88 0.85 0.84 0.85 0.90 1.00 
          

M4-2 0.86 0.83 0.82 0.84 0.88 0.95 1.00 
         

M4-5 0.90 0.86 0.85 0.87 0.91 0.95 0.96 1.00 
        

M5-1 0.66 0.65 0.61 0.66 0.67 0.72 0.67 0.71 1.00 
       

M5-2 0.87 0.84 0.82 0.84 0.88 0.95 0.93 0.93 0.74 1.00 
      

S37 0.63 0.62 0.64 0.61 0.66 0.64 0.62 0.62 0.45 0.65 1.00 
     

S46 0.60 0.62 0.61 0.58 0.61 0.61 0.58 0.59 0.51 0.62 0.62 1.00 
    

S49 0.58 0.55 0.59 0.59 0.65 0.62 0.60 0.58 0.41 0.63 0.61 0.54 1.00 
   

S51 0.52 0.49 0.53 0.51 0.56 0.51 0.51 0.52 0.34 0.52 0.57 0.53 0.60 1.00 
  

S54 0.52 0.48 0.52 0.50 0.55 0.52 0.50 0.51 0.42 0.54 0.61 0.64 0.54 0.58 1.00 
 

S55 0.53 0.52 0.52 0.49 0.52 0.52 0.54 0.52 0.33 0.51 0.55 0.41 0.43 0.40 0.50 1.00 

  
با چهار رقم در مقایسه مورد مطالعه  یتسه جمع جاکارد، یبدست آمده از ضر هب تشابه ماتریس در  

تشابه چهار  یزانکه م شد مشاهده) یسبونل یمولمون و ل راف یم،لا ینرشپ یم،لا یکن(مکز یمواستاندارد ل
 57/0(متوسط تشابه  وت قابل توجهی نداشتاتف گردند یم تمناطق کش ینکه در ا یمول یرقم اصل

اثبات این موضوع که . براي )لایم پرشین يبرا 48/0و  لموندو  هر يبرا 54/0 یم،لا یکنمکز يبرا
  هاي بیشتري نیاز است. را متعلق به لایم یا لمون دانست به پژوهشها  بتوان این نمونه

 ینتخم يو تشابه ساده برا یستشابه متفاوت شامل جاکارد، دا یبابتدا ضرا ايخوشه یهتجز براي  
روش،  ینبهتر یصتشخ ي. براشداستفاده  يگروهبند براي نیز UPGMA یتمتشابه و از الگور یزانم

 را میزان رینبالات ،92/0 یزانجاکارد با داشتن م یبکه ضر یرفترت پذصو یککوفنت یبمحاسبه ضر
 روش که نمود بیان توان می بالاتري قاطعیت با کوفنتیک ضریب بالاي میزان این به توجه با. داد نشان

AFLP نتایج این. کار رود هب اسیدي لیموي هاي ژنوتیپ نگاري انگشت براي بالایی کارایی با تواند می 
 اي خوشه تجزیه در). 15( ) همخوانی دارد2011( ناوارنات و ناوارنات توسط آمده دست هب یجنتا با
 در تواند می کوفنتیک ضریب. است حاصل نمودار کارایی بر دلیل ،بالا کوفنتیک ضریب کلی طور هب

 و خوب کارایی r˂7/0˂9/0خوب،  یلیخ کارایینشانه  9/0بالاتر از  یب. ضرکند تغییر r˂0˂1 دامنه
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تا  46/0در محدوده  دندروگرام يدامنه تشابه مشاهده شده رو )10( است ضعیف کارایی 7/0 از کمتر
  .دادند حداکثر تشابه را نشان  M4-5و  M4-2 یپژنوت دوبود که  96/0

حاصل دندروگرام  1. شکل بود تشخیص قابل شاخص گروه چهار دندروگرام حاصل، بررسی در  
  .دهد یرا نشان م UPGMA یتمگورتشابه به روش ال ماتریساز 

  
  .UPGMA. به روش AFLPهاي لیموي اسیدي با استفاده از نشانگرهاي  ژنوتیپ 36نمودار  -1شکل 

Figure 1. Dendrogram of 36 acid lime genotypesusing AFLP markers based on UPGMA. 
  

 اول دسته درصد 46 تشابه سطح ها در چهار گروه قرار گرفتند. در درصد نمونه 54در سطح تشابه   
 یموشت. جدا شدن لا) را در بردS55( شیرین لیمو نمونه تنها دسته این شدند، جدا ها از سایر نمونه



  1395) 3)، شماره (23هاي تولید گیاهی ( نشریه پژوهش

92 

 ید) با کاربرد نشانگر رپ2014و همکاران ( العنباريدر گزارشات  یدياس یموهايل یراز سا یرینش
  ).2مشاهده شده است (

 D8، D9( داراب منطقه ژنوتیپ سه شامل دسته این. شد شکیلت 8/48/0دوم در سطح تشابه  دسته  
جدا  یاريخ یمول یبا نام محل D8 نیز در بررسی ژنوتیپ )2007و همکاران ( شهسوار. بود) D11و 

  ). 23را گزارش نمودند ( یمورد بررس یمويل يها نمونه یرنمونه از سا ینشدن ا
شد. نکته مهم در  یکمانده قابل تفک یباق يها نمونه یرسا از 5/53تشابه  سطح در نیز سوم دسته  

 لیسبون، لیمو لایم، پرشین لایم، یکن(مکز یمورد بررس شاهد يها تمام نمونه یريگروه قرارگ ینا
 محتمل بررسی مورد هاي نمونه مورد در نوع تفکیک اینباشند، بود.  یم یلمون و بالنگ) که واردات راف
 رخ قابل بالایی تفرق میزان بنابراین ،شوند می تکثیر بذر وسیله به ناطقم این در هالیمو اکثر که زیرا بود
 و کمتر افشانی گرده امکان نتیجه در منطقه و در ها آن فراوانی کمتر دلیل به ها لمون شدن جدا. است داد

 ژنی جریان و است نگرفته قرار وسیع کشت مورد تجاري صورت هب هنوز که نآ دلیل به نیز لایم پرشین
 یز. در ارتباط با بالنگ نرسد نظر می کاملاً منطقی به است، نداده خر منطقه پلاسم ژرم سمت به ها ن آ زا

). در ارتباط با 23، 2ها وجود دارد ( بالنگ و لمون ینب ییاند که تشابه بالا داشته یانمطالعات گذشته ب
و همکاران  العنباري و بالنگ) لمون راف یسبون،ل یمول یم،لا یم، پرشینلا یکنچهار نمونه (مکز ینا
در ارتباط با ). 2( دست آوردند هرا ب یمشابهاي مطالعه خود تفکیک  خوشه یهدر تجزنیز ) 2014(

ها در این  مکزیکن لایم، اگرچه ممکن است قرارگیري آن در این گروه قرابت چندانی با سایر نمونه
 جوانه، جهش دادنآزاد، امکان رخ  نیاگرده افشگروه نداشته باشد اما عوامل متعددي از جمله 

  توانند توجیه کننده مناسبی براي این نوع تفکیک باشد.  می )11(پلوئیدي در مرکبات  یآپومکس و پل
خود به دو  تواند یگروه م ینبود. ا یپژنوت 27 اويح باشد می یزگروه ن ینچهارم که بزرگتر گروه  

علاوه سه  مناطق داراب و منوجان به يها ل اکثر نمونهشام 4A دسته زیرم شود. یتقس 4Bو  4Aدسته 
طور که در بالا آورده شد محصولات  همان یرابود ز یشترگروه ب ینها در ا بود. تفاوت ینابنمونه م

گروه  ینکه در ا یناب. سه نمونه موجود دارنددو منطقه (داراب و منوجان)  ینمختلف مرکبات در ا
 یگرگروه د یرز یکبه عنوان  توانند یکه م يطور هاند ب نشان داده یگردیک با ییاند تشابه بالا واقع شده

علاوه دو نمونه  به ینابمنطقه م يها شامل نمونه تماما یباًبود که تقر 4B یگر،دسته د یرمطرح باشند. ز
D1  از داراب وA7  .مینابی غیر نمونه دواز منوجان بود )D1  وA7ًخصوصا ( D1 يها نمونه یگراز د 

 باشد بیانگر این مطلب تواند می که بود بالا بسیار تشابه میزان دسته زیر این در. داشتندگروه فاصله  ینا
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 تکثیر اثر در متوالی سالیان طی در که هستند یکسان اولیه والد جد یک واجد ها نمونه این شاید تمام که
 یملا یکنمناطق مکز ینت در اهاس که سال یی. از آنجااند شده جدا یکدیگر از نتیکیژ تفرق و بذري

 شده حاصل رقم این از ها نمونه این که وجود دارد احتمال این شود می کاشت عمده محصول نوانع به
بدیهی است براي . است درصد 57 حدود لایم مکزیکن رقم با ها آن تشابه میزان که خصوصاً باشند

  .است یازن بیشتر هاي بررسی به حتمالااثبات این 
 تعداد) 1: (از تندرعبا که دارند نقش افراد ژنتیکی روابط تخمین در عامل چندین کلی ورط هب  

 در که تکاملی هاي انیزمکم طبیعت) 3( و ژنوم در نشانگر توزیع) 2( بررسی، در رفته کار هب نشانگرهاي
 گردد یتصور م موماًکار رفته ع هارتباط با تعداد نشانگرها ب در ).19( اند شده محاسبه تنوع بناي زیر واقع

برد ) نشان دادند با کار1997و همکاران ( یسکار رفته بالاتر باشد بهتر است اما ال ههرچه تعداد نشانگر ب
رو با  یش) که در مطالعه پ6( نمود بیان را ژنتیکی روابطاز  درصد 80 توان یم یمريپرا یبشش ترک

 بیان توان می داشتند چندشکلی درصد 70ه ک یمکان ژن 126 یدو تول یمريپرا یببرد چهار ترککار
 AFLP) نیز در کاربرد روش 2011( ناوارنات و ناوارنات که طور همان. است اعتماد قابل نتایج نمود

  ).19( گونه گزارش نمودند براي ارقام سلطان مرکبات این
فراد به تعداد ا یکیتشابه ژنت یندقت در تخم که اند نموده بیان) 2008و همکاران ( یخیکوه طالبی  

 تعداد). 26دارد ( ینشانگرها بستگ یپوشش ژنوم یزانو م یچند شکل یزاننشانگر مورد استفاده، م
که تعداد  دیگر مطالعات به توجه با که بود عدد چهار آزمایش این در رفته کار هب پرایمرهاي جفت
 و کامپوس که طوري هب). 15 و 5، 3( رسد ینظر م کار برده بودند، مناسب به هرا ب AFLP یمرپرا یمشابه

 و السعدي ) و6( نارنگی تنوع بررسی به اقدام آغازگري ترکیب دو کاربرد با) 2005( همکاران
  نمودند. )3ها ( لایم تنوع بررسی به اقدام ترکیب چهار کاربرد با) 2012( همکاران

وجود  یرانا یدياس ايیموهل یندر ب ژنتیکی قابل توجهی تنوعکه  دارد یم یانب یبررس ینا یجنتا  
) تنوع 2012و همکاران ( يکه السعد یبذر باشد، در حال یقاز طر یرتکث تواند یعمده آن م یلکه دل دارد
 هاي روش با بذري غیري تواند تکثیر میآن  یلدل )3( کشور عمان گزارش نمودند هاي لایمرا در  یکم
   .باشد مختلف ارقام روي از جنسی غیر
 ژنی هاي مکان و بالا پذیري تکرار دلیل به AFLPداشتند که روش  یان) ب1998( و همکاران پاول  

 و مفید قوي، روش یک دهد می قرا سنجش مورد آزمایش بار یک در و کوتاه زمان یک در که زیادي
باشد  پذیري آن میها براي سنجش کیفیت یک نشانگر تکرار ترین روش یکی از ساده است، اعتماد قابل
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هاي مورد بررسی منجر  بندي صحیحی در نمونه تواند به دسته ویژگی را داشته باشد میکه اگر این 
  ).19( گردد
اهداف  يرابهاي اصلاحی  پژوهش، محققان را در طراحی برنامهاین  نتایجانتظار بر این است که   

 هاي تلاقی نمودن مشخص و تخمین در و شوري یت به خشکممقاو ها، یماريخاص مانند کنترل ب
  .رساند یاري تر مناسب
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