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 چکیده

د های اصلاحی، به آگاهی از قرابت و تنوع ژنتیکی موجو برداری از منابع ژنتیکی در برنامه ارتقاء سطح مدیریت و بهره

جفت  28رقم شاهد با استفاده از  34ناشناخته مرکبات، به همراه بیوتیپ  76بدین جهت پلاسمی نیاز دارد.  در ذخائر ژرم

مشخص شد که علاوه بر سه گونه حقیقی در این تحقیق مورد ارزیابی قرار گرفتند.  AFLPترکیب پرایمری  25و  SSRپرایمر 

های  سیترون، پوملو و ماندارین، حداقل سه گونه یا جنس دیگر از خویشاوندان مرکبات در ریخته ارثی برخی از بیوتیپ

های نارنج، پرتقال و  های مختلف سهم دارند. مطالعه حاضر نقش اینتروگرسیون پوملو در ریخته ارثی گونه ناشناخته به نسبت

های مرکبات و تکمیل اطلاعات  فروت را تایید نمود. در این تحقیق اگرچه هر دو نشانگر در بررسی تنوع ژنتیکی ژنوتیپ گریپ

 AFLPدر مقایسه با نشانگر  SSRیکدیگر کارامد بودند، ولی با در نظر گرفتن پرایمر و ترکیبات پرایمری مورد استفاده، نشانگر 

 تجزیه ساختار جمعیت در ارزیابی نتایج تاکید شد. کارایی بالاتری داشت و بر اثربخشی
 

 : مرکبات؛ تنوع ژنتیکی، ساختار جمعیت، ریخته ژنتیکیکلمات کلیدی

 

 مقدمه

هر چند مبداء پیدایش مرکبات آسیای جنوب شرقی معرفی شده ولی امروزه بسیاری از مناطق اصلی تولید مرکبات 

لزوم تعیین روابط فیلوژنی و تنوع ژنتیکی بین خویشاوندان جنس  .(Dugo and Di Giacomo 2002)از این ناحیه فاصله دارند 

های فیزیولوژیک و  ناپذیر است. از آنجا که تعیین قرابت بر مبنای شاخص نژادی اجتناب های اصلاحی و به سیتروس برای برنامه

ن روابط ژنتیکی و خویشاوندی با کمک گیرند، لذا تعیی بیوشیمیایی بوسیله عومل متعددی محیطی تحت تاثیر قرار می

توان بر مبنای ساختار ژنتیکی  . می(Gulsen and Roose 2001)نشانگرهای مولکولی از دقت و اطمینان بیشتری برخوردار است 

های متعارف تعیین ساختار جمعیت  های متمایزی تفکیک نمود. روش ها و تفاوت فراوانی اللی، جمعیت را به زیرجمعیت ژنوتیپ

استفاده  Bayesianازروش با استفاده STRUCTUREهای مبتنی بر مدل مانند  اغلب از رویکردهای مختلفی از جمله الگوریتم

های فرضی  ها با یک احتمال و تحت شرایطی به زیرجمعیت روش هریک از ژنوتیپ. در این (Pritchard et al. 2000)کنند  می

علاوه بر آن با  .م تعادل پیوستگی حداقل و تعادل مرحله گامتی حداکثر باشدشوندکه در هر زیرجمعیت میزان عد منتسب می

برای نخستین بار ترکیب های مختلف قابل ارزیابی است. در پژوهش حاضر  محاسبه میزان اختلاط، سهم ریخته ارثی ژنوتیپ

یمه گرمسیری کشور، مطالعه و سهم مشارکت پلاسم پژوهشکده تحقیقات مرکبات و میوه های ن های موجود در ژرم ساختار ژنتیکی نمونه

های ناشناخته، مورد ارزیابی  ها بالاخص بیوتیپ های خویشاوند احتمالی در ریخته ارثی آن های حقیقی مرکبات و سایر گونه ژنومی گونه

 قرار گرفت.

 ها مواد و روش

رقم تجاری و محلی مرکبات به عنوان  34بیوتیپ طبیعی ناشناخته و  76ژنوتیپ مختلف شامل  110در این پژوهش تعداد 

(. 1گرمسیری کشور انتخاب و مورد ارزیابی قرار گرفت )جدول های نیمه ارقام شاهد، از پژوهشکده تحقیقات مرکبات و میوه
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بر  AFLPترکیب پرایمری نشانگرهای  25( و 2006و همکاران ) Barkleyنشانگرهای ریزماهواره بر اساس روش  28تجزیه 

با استفاده  Bayesian( انجام شد. تجزیه ساختار جمعیت بر مبنای مدل 1999و همکاران ) Angiolilloاساس روش پیشنهادی 

های احتمالی( بر اساس  تبهینه )تعداد زیرجمعی K(انجام شد. عدد Pritchard et al. 2000)STRUCTURE 2.3.4از نرم افزار 

 . تعیین شد STRUCTURE HARVESTER(Earl 2012)افزار  و با استفاده از نرم K(Evanno et al. 2005)دلتا 

 

 ژنوتیپ مرکبات مورداستفاد 110نام علمی و شماره  -1جدول 
 نام عمومی نام علمی شماره نام عمومی نام علمی شماره

G1-G75 Citrus spp نامشخص G93 C. sinensis (L.) Osbeck تامسون ناول 
G76 C. medica (L.)Osbeck سیترون G94 C. sinensis(L.) Osbeck  2سیاورز  

G77 C. limon(L.) Burm. f. لمون اروکا G95 C. sinensis(L.) Osbeck کوه معلم  

G78 C.grandis(L.)Osbeck پوملو G96 C. unshiuMarcovitch اونشو 
G79 Citrus spp نامشخص G97 Minneola tangelo × C. clementina پیج 
G80 C. reshniTanaka کلئوپاترا G98 C. reticulata × C. sinensis خرم 

G81 C. reticulata Blanco دنسی G99 C. sinensis(L.) Osbeck. والنسیا 
G82 C. sinensis (L.) Osbeck  1سیاورز  G100 C. reticulata × C. sinensis جهانگیر 

G83 C. myrtifolia(L.) Rafinesque ای نارنج خوشه  G101 C. reticulata × C. sinensis نوشین 
G84 C. sinensis (L.) Osbeck سانگین G102 C. unshiu Marcovitch اکیتسو 
G85 C. reticulate Blanco محله شل  G103 Poncirus trifoliate (L.) Rafinesque نارنج سه برگ 
G86  C. aurantiumL. نارنج G104 C. reticulata × C. sinensis شاهین 

G87 C. limettioidesTanaka لیموشیرین G105 C. clementinaTanaka ماریسول 
G88 C. reticulata Blanco کلمانتین G106 C. paradisi × P.trifoliata سیتروملو 

G89 C. sinensis (L.) Osbeck سانگینلا G107 (C. paradisi × C. reticulata) × C. changsha یاشار 
G90 C. paradiseMacfadyen فروت گریپ  G108 C. latifolia(Yu. Tanaka) Tanaka لایم پرشین  

G91 C. paradise Macfadyen فروت گریپ  G109 C. aurantifolia(Christm.) Swingle لایم مکزیکن  

G92 C. sinensis (L.) Osbeck سانگین گروس  G110 C. aurantiumL. تایپ نارنج اف  

 

 نتایج و بحث

 های ریز ماهواره تجزیه ساختار جمعیت بر اساس داده

ژنوتیپ به گروه اول با  18نشان داد. بر این اساس،  =K 6وضوح یک مقدار حداکثری را در  به∆Kمحاسبه منحنی 

ژنوتیپ به گروه سوم )سیترون(، دو ژنوتیپ به گروه چهارم  32ژنوتیپ به گروه دوم )ماندارین(،  12منشأ ژنومی نامشخص، 

 110. از )پونسیروس(، سه ژنوتیپ به گروه پنجم با منشأ ژنومی نامشخص و هفت ژنوتیپ به گروه ششم )پوملو( تعلق گرفت

و  1های مخلوط در نظر گرفته شدند. دو گروه  عنوان ژنوتیپ به 7/0ژنوتیپ نیز با درصد عضویت کمتر از  36نمونه موردمطالعه 

شود این دو ترکیب  های خویشاوند مرکبات تفکیک شدند. ملاحظه می ها یا جنس با ترکیب ژنومی نامشخص از سایر گونه 5

لایم  (، پرشینG109لایم ) (، مکزیکنG87ه ارثی برخی از ارقام شاهد ازجمله لیموشیرین )ژنومی با نسبت مختلف در ریخت

(G108نارنج برگ ،) ( ریزG83نارنج اف ،) ( تایپG110( و نارنگی ماریسول )G105 یکی شدن گروه 1( سهم دارند )شکل .)

( فرض وجود زمینه ژنتیکی G78ملو )( و پوG91و  G90فروت ) ، با گریپG22 ،G24 ،G52 ،G25های ناشناخته  بیوتیپ

فروت  کند. گریپ های طبیعی را تایید می های ناشناخته در طی تلاقی ها و جریان ژنی بسوی بیوتیپ مشترک بین این ژنوتیپ

و در این تحقیق وجود سهم بیشتری  (Nicolosi et al. 2000)کراس بین پرتقال و پوملو حاصل شده  هیبریدی است که از بک

دارای  G51,G6, G2های ناشناخته مانند  . برخی از بیوتیپ(Li et al. 2010)شود  فروت تایید می لو در ریخته ارثی گریپاز پوم

کوه  ( و معلمG94) 1ریخته ارثی مختلطی از چهار گونه و بیشتر بوده و از بین ارقام شاهد نیز دو بیوتیپ طبیعی سیاورز 

(G95به ترتیب ترکیب ژنومی از سه و چ ،)ها این فرض را  پلاسم نمونه شده در ژرم هار گونه نشان دادند. اختلاط زیاد مشاهده

 کند. باشد اثبات می های مذکور از نوع مخلوط می که تبار ژنوتیپ
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) قرمز=ژنوم با منشاء  SSRجفت پرایمر  28ژنوتیپ مرکبات با اطلاعات  110برای Bayesian تجزیه ساختار مبتنی بر مدل - 1شکل 

 ای= گروه پوملو(. نامشخص، سبز= گروه ماندارین، آبی= گروه سیترون، زرد= گروه پونسیروس، بنفش= ژنوم با منشاء نامشخص و فیروزه
 

 AFLP های تجزیه ساختار جمعیت بر اساس داده

پلاسم موردمطالعه  (، مجموعه ژرمKها ) درتعیین تعداد بهینه زیر جمعیت ∆ Kبا توجه به بالاترین مقدار عددی

نمونه در  13(. بر این اساس 2گروه منتسب شدند )شکل  4ازلحاظ ساختار ژنتیکی که ناشی از تفاوت فراوانی اللی است به 

 20نمونه در گروه سوم )گروه سیترون( و  32نمونه در گروه دوم )گروه پوملو(،  15گروه اول )گروه ژنوم با منشأ نامشخص(، 

%، 86%، 100ها به ترتیب  های ناشناخته در هر یک از گروه ه در گروه چهارم )گروه ماندارین( قرار گرفتند که سهم بیوتیپنمون

ساختاری مختلط نشان دادند. ژنوم با منشأ نامشخص  7/0ژنوتیپ نیز با درصد عضویتی کمتر از  30% بود. تعداد 25% و 90

های مورد آزمون وجود ندارد. این  بات است که رقم شاهدی از آن درمجموعه ژنوتیپاحتمالاً گونه یا جنس خویشاوندی از مرک

%( از ارقام شاهد سهم 29نمونه ) 10های ناشناخته و  %( از بیوتیپ78نمونه ) 60های مختلف در ریخته ارثی  ژنوم به نسبت

هایی که در  جزیه مشاهده شد برخی از ژنوتیپباشد. در این ت ها و ارقام می داشته که بیانگر نقش آن در پیدایش این بیوتیپ

ها را در ریخته ارثی خود دارا بودند. ازآنجاکه ماندارین در  های مختلف، ساختاری از دیگرگونه اند به نسبت یک گروه قرارگرفته

انتظار نخواهد بود. ساختار پرتقال و نارنج نقش دارد لذا مشاهده توزیع گسترده ژنوم ماندارین در دیگر ارقام مرکبات دور از 

بندی شدند،  %( در گروه سیترون دسته29ژنوتیپ موردمطالعه ) 32نشان داد اگرچه فقط  AFLPنتایج تحقیق حاضر با نشانگر 

در تجزیه بر مبنای مدل در گروه  G110و  G83باشد. دو ژنوتیپ نارنج  % می10%( بیش از 55نمونه ) 61اما سهم این ژنوم در 

 (. 2ها تفکیک شد )شکل  ( با ساختاری مختلط از سه گونه دیگر، از آنG86ته و نارنج معمولی )ماندارین قرارگرف

 ساختار جمعیت  مقایسه کارایی نشانگرها در تجزیه

های  پژوهش حاضر این فرصت را به وجود آورد که اعتبار نتایج حاصل در تشخیص تفاوت ماهیت ژنتیکی بیوتیپ

های  % نمونه45شود که نزدیک به  ( مشاهده می2و  1های  ه دو نمودار ساختار جمعیت )شکلناشناخته تائید شود. با مقایس

ژنوتیپ که مشترکاً توسط دو سیستم نشانگری، ساختار  16موردبررسی دارای ساختاری مختلط بودند. همچنین جدا از 

تشخیص داده شد)به  AFLPبیشتر از نشانگر  های مختلط با استفاده از نشانگر ریز ماهواره مخلوط نشان دادند، تعداد ژنوتیپ

 های مستقل قرار گرفتند. %( با استفاده از هر دو نشانگر در گروه54نمونه ) 60عدد(. متقابلاً  14و  20ترتیب 

 

. )قرمز=ژنوم AFLPترکیب پرایمری  25ژنوتیپ مرکبات با اطلاعات  110برای Bayesian تجزیه ساختار مبتنی بر مدل  -2شکل 

 منشاء نامشخص، سبز= گروه پوملو، آبی= گروه سیترون، زرد= گروه ماندارین(.  با
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در هر دو  G64و G14, G26, G27,G37,G66,G79های ناشناخته  شود که بیوتیپ با دقت در نتایج ملاحظه می

های  ها نشان داد که منشأ ژنومی برخی از گروه قرار گرفتند. بررسی  سیستم نشانگری در گروه ژنوم با ریخته ارثی ناشناخته

های حقیقی  نامشخص بود. به عبارتی گونه AFLPمنتج از تجزیه ساختار مبتنی بر مدل با استفاده از نشانگرهای ریز ماهواره و 

و  2، هیستریکس1هایی مانند پاپدا سیتروس صرفاً به سه گونه سیترون، ماندارین و پوملو خلاصه نشده و علاوه بر ژنوم گونه

که  6و میکروسیتروس5، ارموسیتروس4های خویشاوند نزدیک مرکبات نظیر فورچونلا ،وجود ریخته ارثی از جنس3جاپونیکا

، (Wu et al., 2018)اند  هایی از جنس سیتروس پیشنهاد شده های مورفولوژیک، به علت سازگاری جنسی گونه رغم تفاوت یعل

تواند  های مورد مطالعه دور از انتظار نیست. در این خصوص افزایش تعداد ارقام شاهد با منشاء ژنتیکی متفاوت می در ژنوتیپ

های ناشناخته  ها بالاخص بیوتیپ پلاسم سایر نمونه ها در ساختار ژرم یین سهم آنهای نامشخص و تع در شناسایی این ژنوم

تا حدود زیادی یکدیگر را  AFLP آمده از نشانگرهای ریز ماهواره و دست طورکلی در این تحقیق نتایج به مفید واقع شود. به

تواند به تکمیل اطلاعات دریافتی از هر  که می ها وجود داشت بندی برخی از ژنوتیپ هایی در گروه تائید نمودند. ولی تفاوت

ها بسیار  نشانگر کمک کند. این مطالعه نشان داد که استفاده از دو سیستم نشانگری در تشخیص بهتر ترکیب ساختاری ژنوتیپ

 ,G7, G13, G15, G19, G21های ناشناخته  که با استفاده از نشانگر ریز ماهواره، بیوتیپ مثالدرحالی عنوان مؤثر بوده است. به

G22, G52, G53, G63, G68  وG72 بندی شدند ولی تجزیه  های مستقل طبقه در گروهAFLP  بر مختلط بودن ساختار این

گونه برداشت نمود که بسته به نوع نشانگر و تعداد پرایمرهای بکار رفته، سهم متفاوتی از  توان این ها دلالت داشت. می ژنوتیپ

های متعددی  شود. در این مورد پژوهش های موردمطالعه دیده می های حقیقی( در نمونه صلی )گونههای ا ریخته ارثی گروه

( ولی در et al., 2006) Barkley وجود ژنوم دو گونه حقیقی ماندارین و پوملو در ریخته ارثی پرتقال را تایید نموده اند 

امی ارقام شاهد پرتقال به دلیل محاسبه اختلاط در شده است. در تم ها نتایج مختلفی گزارش خصوص سهم هر یک از آن

مثال با استفاده از  عنوان ها مشاهده شد. به ها در آن های مختلفی از سهم ژنتیکی گونه تجزیه ساختار مبتنی بر مدل، نسبت

( نیز سهم G99)برآورد گردید. در رقم والنسیا  27/0و پوملو  72/0( سهم ژنوم ماندارین G89، در سانگینلا )AFLPنشانگر 

به دست آمد. این در حالی است که با استفاده از نشانگر ریز ماهواره، این دو ژنوم تا حدودی  53/0و پوملو  45/0ژنوم ماندارین 

(. همچنین سهم ریخته ارثی ماندارین 49/0و  47/0( داشتند )به ترتیب G89سهم برابری در ترکیب ساختاری رقم سانگینلا )

( برآورد شد. این نسبت بالا از سهم ماندارین و پوملو در ریخته G99( در رقم والنسیا )29/0دو برابر پوملو )( تقریباً 59/0)

ازاین برای رقم والنسیا این  گونه که پیش ای پرتقال دلالت داشته باشد، همان گونه تواند بر منشأ بین ( میG99ژنومی والنسیا )

های مورد  شود که اکثر ماندارین . با بررسی نمودار ساختار فیلوژنی مشاهده می(Wu et al., 2018) نتیجه گزارش گردیده است

ازاین وقوع  باشند. این یافته نتایج مطالعاتی را که پیش آزمون سهمی از ریخته ژنتیکی پوملو را در ژنوم خود دارا می

(. باوجود شناسایی et al., 2006) Barkley نماید اینتروگرسیون با پوملو را برای ارقام ماندارین گزارش کرده بودند تائید می

پلاسم موردمطالعه و تظاهر ترکیبات ساختارژنتیکی متفاوت توسط دو نشانگر،  ریخته ژنومی با منشأ نامشخص درمجموعه ژرم

های  تجزیهما توانستیم پس از سنجش اعتبار پرایمرهای مورد استفاده به کمک ارقام شاهد، به استناد وجه اشتراک نتایج 

گروهی، میزان شباهت ژنتیکی و سهم ریخته ارثی مشترک، اطلاعات مفیدی در خصوص ماهیت ژنتیکی  شده، هم انجام

 های ناشناخته را مشخص نماییم. بالأخص بیوتیپ  ها پلاسم موردمطالعه به دست آورده و ارتباط ژنتیکی بین ژنوتیپ ژرم
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Abstract 

          Promoting the management level and utilizing the genetic resources in plant breeding programs requires 

awareness of the existing genetic affinity and diversity in germplasm. In this respect, 76 unknown biotypes of Citrus, 

along with 34 control cultivars were evaluated using 28 SSR primer pairs and 25 AFLP primer-enzyme combinations. In 

this study, it was found that in addition to the three true species, citron, pummelo and mandarin, at least two other 

species or genus of Citrus relatives contribute to different ratios in the genomic combination of some unknown 

biotypes. The present study has confirmed the role of pummelo introgression in the genomic makeup of sour orange, 

sweet orange, and grapefruit species .In this research, although both markers were effective in evaluating the genetic 

diversity of Citrus genotypes, and completed each other’s’ information, considering primer and primer-enzyme 

combinations used, SSR marker were more effective than AFLP marker and is emphasized on the effectiveness of 

population structure analysis in evaluating the results. 
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