
  

  
  

  ژنتيك نوين
  1393 بهار، 1، شماره نهمدوره 

  1- 12صفحه 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  

  
  تجزيه تابع تشخيص

  ايتجزيه خوشه
  توتون
 يچندشكل
ISSR 

  

 چكيده

 
 
 

  
  
  
 
  
  
  

 ISSRهاي توتون با استفاده از نشانگرهاي بررسي تنوع ژنتيكي بين و درون تيپ

Study of genetic diversity among and within types of tobacco (Nicotiana 
tabacum L.) using ISSR markers 

  2ديلميرداويج شعاعيم ،1*لاهيجيزادهاالله سميع، حبيب1تسيهفاطمه حسنيسيده

  دانشجوي كارشناسي ارشد و دانشيار دانشگاه گيلانبه ترتيب  -1
مربي مركز تحقيقات توتون گيلان -2  

Hassani Tesie  F1, Samizadeh Lahiji H*1, Shoaei Deilami M2 

1. MSc Student and Associate Professor, University of Guilan 
2. Instructor, Guilan Tobacco Research Center 

 
 

 hsamizadeh@yahoo.com   :نويسنده مسئول مكاتبات، پست الكترونيكي *

  )30/7/92 :تاريخ پذيرش - 1/11/91 :تاريخ دريافت(

  
  

اي ، گرمخانه)بارلي(خشك  هاي توتون شامل هواژنوتيپ از تيپ 45در اين مطالعه به منظور ارزيابي تنوع ژنتيكي 
نوار  128نواري كه توليد شدند،  170از تعداد . استفاده شد ISSRآغازگر  12از ) شرقي(خشك  و آفتاب) ويرجينيا(

محتواي اطلاعات . به ازاي هر آغازگر متغير بود 14تا  6تعداد نوارهاي چندشكل از به طوري كه چندشكل بودند 
در هر آغازگر در نوسان  55/3ا ت 21/1و شاخص نشانگري بين  33/0تا  16/0بين  هاژنوتيپچندشكل آغازگرها در 

درصد از واريانس كل را  61/69تجزيه به مختصات اصلي نشان داد كه ده مولفه اول توانستند در مجموع، . بودند
اي ها با استفاده از ضريب تطابق تشابه ساده محاسبه شد و تجزيه خوشههمچنين روابط ژنتيكي بين نمونه. توجيه كنند

هاي ژنوتيپ 3و  1هاي گروه قرار داد، كه به ترتيب گروه 6تيپ مورد مطالعه را در ژنو WPGMA ،45به روش 
هاي آفتاب خشك ژنوتيپ 6و  5 ،4هاي و گروه) ويرجينيا(اي هاي گرمخانهژنوتيپ 2گروه  ،)بارلي(هواخشك 

روش فيشر با  اي توسط تابع تشخيص كانوني بهبندي حاصل از تجزيه خوشهصحت گروه. را شامل شدند) شرقي(
  .يد شديدرصد تا 3/73
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   مقدمه
كه  Solanaceaeو نهاندانه از خانواده  اياست دولپه ياهيتوتون گ

 65با  Petunioidesو  Rustica ،Tabacum يرجنسسه ز يدارا
 عمل نظر از هاتوتون .)Gerstel 1963( باشديگونه مختلف م

آتش خشك، آفتاب خشك، هوا خشك و  يپبه چهار ت آوري
به سه  ياييو از نظر جغراف) Ren and Timko 2001( ايگرمخانه
 هايتوتون. شونديم يمتقس يشرق يمهو ن ي،شرق ي،گروه غرب

هوا ( بارلي هاآن ترينبوده و مهم يبزرگ هايبرگ يدارا يغرب
ي شرق هايتوتون. باشنديم) ايمخانهگر( يرجينياو و )خشك

 و عطر و طعم كوچكتر هايبوته و برگ يدارا نيز )آفتاب خشك(
 هايحد واسط توتوننيز  يشرق يمهن هايتوتون .هستند يمطبوع
 اين گياه زراعي از). Khodabande 1987(باشند يم يو غرب يشرق
 ، به طوري كهدر سطح جهان است يمحصولات تجار ترينمهم
 جهان در متوسط طور به توتون فائو، عملكرد گزارش آخرين طبق
نقش  توانديم ينبنابرات، اس رسيده هكتار در هكتوگرم 17838 به

. كننده داشته باشد يدتول يكشورها يدر اقتصاد كشاورز يمهم
ايران نيز به ويژه نواحي شمالي آن به علت شرايط اقليمي خاص، 

سطح زير  2010باشد كه در سال از مناطق مستعد كشت توتون مي
 14145هكتار و ميزان توليد برگ خشك آن به  9586كشت آن به 

چند  يهاي مهم ط يافتهاز  يكي .)FAO 2010(ه است تن رسيد
 يمعظ يهنباتات، شناخت وجود سرمااصلاح زمينه دهه گذشته در

 Von Braun and Virchow( بوده است گياهان دريكي تنوع ژنت

ژنومي در بسياري از  DNAقسمت اعظم  از آنجا كه). 1996
بيوشيميايي يا  ، با اتكا به تنوعهستندها نواحي غير رمزكننده گونه

مورفولوژيكي فقط قسمت محدودي از تنوع كه به نواحي 
-شود، در حالي كه تنوع در قسمتگردد بررسي ميرمزكننده برمي

هاي بدون رمز ژنوم، خواه در نواحي بين ژني باشد و يا در 
تر تحت فشار گزينش طبيعي است، بنابراين ها، احتمالا كماينترون

العاده زياد كل در اين نواحي ژنوم فوقهاي چندشتعداد جايگاه
كه از جمله نشانگرهاي مبتني بر ) Kearsey 1997(خواهد بود 

 REMAPو  SSR ،ISSR ،IRAPتوان از نواحي غير رمزكننده، مي
از سال ) ISSR )Inter Simple Sequence Repeatنشانگر . نام برد
 Zitkiewicz(به كار برده شد  DNA، براي انگشت نگاري 1994

et al. 1994 .(در اين روش از آغازگرهايSSR   تغيير يافته بر

هايي كه در سراسر ژنوم هاي مجاور ريزماهوارهاساس توالي
به و ) Nagaoka and Ogihara 1997(شود اند استفاده ميپراكنده

تكرارپذيري، تجزيه و تحليل  هاي بسيار مطلوبي ماننددليل ويژگي
هزينه  تنوع بسيار بالا، اه ژني، دقت بالا،زياد جايگ همزمان تعداد

خصوص در  اي بهپايين، سرعت و سهولت اجرا، به طورگسترده
 Souframanien and(شده است  گياهان به كار گرفته

Gopalkrishna 2004 .( غالب به عنوان  نشانگر ينابه طور مثال
 ياهان مهم زراعياز گ ياريبس يكيتنوع ژنت ييندر تع ابزاري مفيد

 Nagoaka and(، گندم )Kantety et al. 1995(ذرت  مانند

Ogihara 1997( برنج ،)Blair et al. 1999(  جو ،)Hou et al. 

نگاري و همچنين بررسي تنوع ژنتيكي توتون و انگشت) 2005
 ;Del Piano et al. 2000( مورد استفاده قرارگرفته استژنتيكي آن 

Yang et al. 2007.(  
 ييجهت شناسا يبه اطلاعات لازم و ضرور بييابه منظور دست

توتون با  يپژنوت 119 پلاسم توتون، تنوع و روابط ژنتيكيژرم
 يكيقرار گرفت كه تنوع ژنت يمورد بررس ISSRاستفاده از نشانگر 

 ،مشاهده شد يندر چ ايگرمخانه هايپلاسم توتوندر ژرم يينيپا
-توتون يكيژنت يهكردند كه جهت گسترش پا يشنهادپ ينمحقق ينا

 هاييپموجود در ژنوت يكيژنت يلاز پتانس يدبا ايگرمخانه هاي
در بررسي تنوع . )Xio and Yang 2007(توتون بهره برد  يوحش

هاي توتون با استفاده از نشانگر و روابط ژنتيكي بين ژنوتيپ
ISSR 96/0تا  26/0ها در محدوده تشابه ژنتيكي ميان ژنوتيپ 

هاي زراعي در مقايسه با تشابه بين ژنوتيپمتغير بود و اين 
نتايج اين پژوهش نشان . بالا بود اهاي وحشي توتون نسبتژنوتيپ

داراي ثبات بهتري  RAPDنسبت به نشانگر  ISSRداد كه نشانگر 
ها، ايجاد بوده و جهت تعيين تنوع و روابط ژنتيكي ميان ژنوتيپ

ن و همچنين زمينه علمي براي تحقيقات ژنتيكي، اصلاح توتو
باشد انتخاب والدين مناسب جهت تهيه نقشه پيوستگي مناسب مي

)Qi et al. 2006 .(هاي توتون با در بررسي تنوع ژنتيكي ژنوتيپ
جدا كردن ارقام محلي از وارداتي با  AFLPاستفاده از نشانگر 

ها در هفت گروه قرارگرفتند موفقيت انجام شد و ژنوتيپ
)Piteekan et al. 2009(. منظور تعيين ارتباط ژنتيكي جهت  به

 66بر روي  ISSRآغازگر  20بندي استاندارد از توسعه يك طبقه
 دهاي قابل تكرار ايجانوارآغازگر  5 شد كهواريته توتون استفاده 
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را مشخص كردند كه ارتباط ژنتيكي ارقام بومي و وارداتي  كرده و
ارقام وارداتي ي مشابه با نوارارقام محلي الگوي بر اين اساس 

 .Denduangboripant et al. 2010 .(Dadras et al(نشان دادند 

به عنوان ابزارهايي  GGTو نرم افزار  AFLPاز نشانگر ) (2012
هاي توتون استفاده كردند و توانستند جهت تمايز ژنوتيپ

-هايي را كه همگي منشا آمريكايي داشتند از ساير ژنوتيپژنوتيپ

ها اظهار كردند در صورتي كه بتوان براي تعداد نها متمايز كنند، آ
د، كرها با منشا آمريكايي اين نتيجه را اثبات بيشتري از ژنوتيپ

-باشد كه آنمربوط به خصوصياتي مي DNAاين تفاوت در سطح 

  .سازدها متمايز ميها را از ساير ژنوتيپ
 ژنتيكي ذخاير حفظ ضمن ژنتيكي، تنوع از از آنجا كه آگاهي

تامين  نژاديبه هايبرنامه در را هاآن از قابليت استفاده اهي،گي
 و هاجمعيت و بين افراد ژنتيكي فاصله از اطلاع همچنين كند ومي

 مناسب هايجمعيت تهيه امكان ها،بين آن خويشاوندي روابط
سازد، اين فراهم مي را هاژن يابيمكان و ژنتيكي نقشه براي ترسيم

ر ارزيابي تنوع ژنتيكي و ميزان شباهت درون و بررسي نيز به منظو
هاي توتون و تعيين ميزان چندشكلي موجود با استفاده از بين تيپ

ها آغازگرهايي با انجام شد تا از بين آن ISSRآغازگرهاي نشانگر 
  .ندشوكارايي بالا در ارزيابي تنوع ژنتيكي توتون معرفي 

  
   هامواد و روش

  مواد گياهي 
ژنوتيپ توتون از مركز تحقيقات توتون  45ر وسي بذدر اين برر

هاي هوا خشك ژنوتيپ از هر يك از تيپ 15رشت تهيه شد كه 
مورد ) شرقي(خشك و آفتاب) ويرجينيا(اي ، گرمخانه)بارلي(

ژنومي از بافت برگ  DNA). 1جدول(بررسي قرار گرفت 
فاده برگي با است 3- 4هاي رشديافته در گلدان و در مرحله گياهچه

با اندكي تغييرات استخراج  Doyle and Doyle (1990(از روش 
استخراج شده جهت ارزيابي دقيق كمي و  DNAهاي نمونه. شد

درصد و  8/0كيفي با روش الكتروفورز ژل آگارز 
نانومتر مورد سنجش  280و  260اسپكتروفتومتري در طول موج 

  .قرار گرفتند
  )PCR(مراز اي پليواكنش زنجيره

 Yang etبرگرفته از ) 2جدول(ISSR آغازگر  12اين بررسي از  در

al. (2007)  جهت تكثيرDNA  واكنش . دشژنومي استفادهPCR 
 1/0الگو،  DNAنانوگرم  40تا  30ميكروليتر شامل  10در حجم 

مولار ميلي 5/1مولار آغازگر، ميكرو dNTP ،3/0مولار ميلي
MgCl2  بافر ،PCR  1با غلظتX  حد آنزيم وا يكوTaq مراز پلي

  .انجام شد Biometraبا استفاده از دستگاه ترموسايكلر 
 94سازي اوليه در دقيقه واسرشته 4چرخه حرارتي به صورت 

-ثانيه واسرشته 40به صورت  چرخه 35گراد، سپس درجه سانتي

ثانيه مرحله اتصال آغازگر  40گراد، درجه سانتي 94سازي در 
دقيقه مرحله بسط در  2، )2جدول(غازگر بسته به دماي اتصال آ

دقيقه  5گراد و يك چرخه نهايي به مدت درجه سانتي 72دماي 
درجه  4داري در دماي گراد، سپس نگهدرجه سانتي 72در دماي 

به منظور آشكارسازي چندشكلي بين  .گراد صورت گرفتسانتي
ه شد، درصد استفاد 5/1ها از دستگاه الكتروفورز و ژل آگارز نمونه

آميزي ژل با استفاده از محلول اتيديوم برومايد و همچنين رنگ
  .انجام گرفت UVآشكارسازي نوارها زير نور 

  هاتجزيه و تحليل داده
ها، حضور و عدم حضور هر جهت بررسي چندشكلي بين ژنوتيپ

نوار خاص با اعداد يك و صفر مشخص شدند و براي تشكيل 
ها به نوارها ها و ستونه ژنوتيپهاي خام، سطرها بماتريس داده

براي بررسي محتواي اطلاعات چندشكل . اختصاص يافت
 PIC )Polymorphism Informationآغازگرها از پارامتر 

Contect (ميانگين محتواي اطلاعات چندشكل بر . استفاده شد
PIC =1- Σpiاساس رابطه 

برابر  pIمحاسبه شد كه در اين رابطه  2
 MIشاخص نشانگري . تعداد آلل است nام و Iفراواني آلل 

)Marker Index (تواند به كه بيانگر ميزان چندشكلي بوده و مي
-عنوان شاخصي جهت برآورد كارايي يك نشانگر در يك ژرم

 × MI= PIC× npد، با استفاده از رابطه شوپلاسم ناشناخته استفاده 

β  به دست آمد كه در اين رابطهnp  تعداد كل نوارهاي چندشكل
باشد نسبت تعداد نوار چندشكل به تعداد كل نوارها مي  βو
)Powell et al. 1996 .( پارامترهاي مربوط به ساختار ژنتيكي

، )H( ، تنوع ژني ني)I( جمعيت شامل شاخص شانون
  ها تيپ  بين زيگوسيتي هترو ، )Hs(  هادرون تيپ  هتروزيگوسيتي
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 شده در اين تحقيق هاي توتون مطالعهاسامي ژنوتيپ -1جدول 

 رديف  )بارلي(هاي هواخشك ژنوتيپ  جغرافيايي منشا  رديف  )ويرجينيا(اي هاي گرمخانهژنوتيپ  جغرافيايي منشا  رديف  )شرقي(هاي آفتاب خشك ژنوتيپ  جغرافيايي منشا

Iran B 12-2 31 Erzegovin Erzegovina 16  USA Burley W.R 14 1  

Iran B 16-10 32 USA K. S1. E. 17 USA Burley white IV Geel 2 

Greece BS36 33 Germany Pereg 234 18 USA Burley 7022 3  

Iran Basma 178-2 34 Germany Perega 19 Germany Burley B5 4 

Iran Ch T 269-12 35 USA Speight G. 28 20 Germany Burley pr-144 5 

Iran D-566 36 USA N. 2 21 USA Burley Ree103 6 

Iran F.K.40-1 37 USA Coker 298 22 Switzerland Burley PMR 7 

Iran H-169 38 USA Bel 61-12 23 Australia Burley semparant 8 

Bulgaria Kromovgrad 42 39 USA Virgin aurea 24 Germany Badisher Burley E 9 

Turkey Izmir 40 USA TL 13 25 Zimbabwe Banket A1 10 

Australia Imine 41 Belgium Deliot 26 France BB16A 11 

Iran Mutant 4 (no4) 42 Germany S. 392-35 27 USA Burley 1 12 

Switzerlan
d 

Sota 7644 43 Germany Virginia A-mutant 28 USA Burley 151 13 

Belgium Samatra 44 USA Harrison Speacial 29 USA Burley 7 14 

IRAN B104-1 45 USA RH-211 30 USA Burley A1 15 

  
  هاتوالي آغازگرهاي مورد استفاده و اطلاعات چندشكلي آن نام و - 2جدول

  شاخص نشانگر  تعداد نوار چندشكل  تعداد نوار  درصد چندشكلي  دماي اتصال  )5′ →3′(توالي آغازگرها   نام آغازگر

UBC811  GAGAGAGAGAGAGAGAC  35/51 89/88 9  8 71/1  

UBC812  GAGAGAGAGAGAGAGAA  33/50 70 20  14  57/1  

UBC813  CTCTCTCTCTCTCTCTT  3/50 29/64 14  9  56/1  

UBC814  CTCTCTCTCTCTCTCTA  24/49 71/85 14  12  06/2  

UBC815  CTCTCTCTCTCTCTCTG  33/51 5/87 16  14  55/3  

UBC816  CACACACACACACACAT  37/55 75 8  6  48/1  

UBC817  CACACACACACACACAA  64/55 80 10  8  11/2  

UBC823  TCTCTCTCTCTCTCTCC  52/52 43/71 14  10  21/1  

UBC824  TCTCTCTCTCTCTCTCG  08/53 90 10  9  7/1  

UBC825  ACACACACACACACACT  56/56 71/64 17  11  71/1  

UBC826  ACACACACACACACACC  78/57 70 20  14  55/2  

UBC873  GACAGACAGACAGACA  42/51 22/72 18  13  44/2  
  97/1  128  170 29/75   ميانگين
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)Dst( هتروزيگوسيتي كل ،)Ht = Hs + Dst( ضريب تمايز ژني ،

براي هر يك از ) Nm(و جريان ژني ) Gst = Dst / Ht(ها بين تيپ
 Yeh and( 31/1نسخه  POPGENافزار هاي آللي توسط نرممكان

Yang 1999 ( همچنين شاخص تثبيت . دشمحاسبه)Fst (از طريق 
 Lynch and Milingan(به دست آمد ) Fst = 1- Hs / Ht(رابطه 

-هاي مورد مطالعه، تعيين تفاوتبندي ژنوتيپجهت گروه). 1994

هاي مختلف ها ابتدا بر اساس روشهاي ژنوتيپها و شباهت
هاي آماري بندي بر اساس شاخصانجام و در نهايت بهترين گروه

استفاده شد  NTSYSافزار مانتخاب گرديد كه بدين منظور از نر
(Rohlf 1998)، اياي مختلف تجزيه خوشههمقايسه نتايج روش 

اساس ضريب كوفنتيك  متفاوت بر تشابه ضرايب از استفاده با
تشابه، روش تطابق  يسروش در محاسبه ماتر يننشان داد كه بهتر

 WPGMAبه روش  ايخوشه يهساده و دندروگرام حاصل از تجز
 ونامشخص  يهاگروه يجادا يلبه دل هاروش ريو سا باشدمي
 يهمناسب ارا يبندگروه ،سمت يكشده به  يجادا يهاگروه يلتما

ها بر اساس همچنين بررسي روابط ژنتيكي بين ژنوتيپ. ندادند
نسخه  GenStatافزار تجزيه به مختصات اصلي با استفاده از نرم

12 )VSN International 2009(افزار يص با نرم، تجزيه تابع تشخ
SPSS 16.0 )Anonymous 2007 ( و تجزيه واريانس مولكولي با

 Peakall and Smous(انجام گرفت GenAlEx 6.4 افزار نرم

2006.(  
  

    نتايج و بحث
  اطلاعات چندشكلي

به كار رفته در اين آزمايش الگوي نواري  ISSRآغازگر  12تمامي 
 128دهي شد كه نوار نمره 170مشخص داشتند كه در مجموع 

نوار براي آغازگر  8تعداد نوارها از . نوار چندشكل بودند
UBC816  نوار براي آغازگرهاي  20تاUBC812  وUBC826 

ها بود متغير بود كه بيانگر قدرت اين آغازگرها در تفكيك ژنوتيپ
درصد براي آغازگر  29/64درصد چندشكلي از ). 2جدول(

UBC813 درصد براي آغازگر  90تا  با كمترين درصد چندشكلي
UBC824  با بيشترين درصد چندشكلي، متغير بود و ميانگين

الگوي ). 2جدول(درصد محاسبه شد  29/75ميزان چندشكلي 

ارائه  1در شكل UBC825با استفاده از آغازگر  ISSRنواربندي 
  .شده است

  

  
با  )1جدول(هاي توتون حاصل تكثير ژنوتيپ ISSRالگوي نواري  -1شكل

 UBC825استفاده از آغازگر 

  
- هر آغازگر، براي كل ژنوتيپ) PIC(ميزان اطلاعات چندشكل 

- يك از تيپ هاي مورد مطالعه، همچنين به طور جداگانه براي هر

هاي مورد مطالعه محاسبه شد و ميانگين اين شاخص براي كل 
هاي بارلي يك از تيپ هاي مورد مطالعه و هرژنوتيپ

 به) آفتاب خشك(و شرقي ) ايگرمخانه(، ويرجينيا )هواخشك(

آغازگر ). 3جدول(دست آمد به 23/0و  26/0، 22/0، 24/0ترتيب 
UBC816  داراي بيشترين مقدارPIC هاي هواخشك در تيپ

داراي  UBC817و آغازگر ) شرقي(و آفتاب خشك ) بارلي(
اي بودند، هاي هواخشك و گرمخانهدر تيپ PICبيشترين مقدار 

داراي كمترين مقدار  UBC823و  UBC812زگرهاي همچنين آغا
PIC هاي مورد مطالعه در كل ژنوتيپ 17/0و  16/0، به ترتيب
با بيشترين  UBC817و  UBC816بنابراين آغازگرهاي . بودند

، بهتر از ساير آغازگرهاي به كار رفته توانستند فاصله PICمقدار 
ر بررسي د. هاي مورد مطالعه را مشخص كنندژنتيكي ژنوتيپ

 18هيبريد توتون نيز كه از  دوواريته و  22تنوع ژنتيكي ميان 
گزارش شد  PIC ،27/0استفاده شده بود، ميانگين  RAPDآغازگر 

)Siva Raju et al. 2009 .( همچنين در ارزيابي تنوع ژنتيكي ميان
تقريباً  PIC، ميزان  SSRژنوتيپ توتون با استفاده از نشانگر 312

بود و بالاترين ميزان آن نيز  4/0تر از هاي ژني بيشمكان در همه
تا  21/1بين  MIميزان ). Fricano et al. 2012(گزارش شد  85/0
و  UBC815 ،UBC826 ،UBC873متغير بود و آغازگرهاي  55/3

UBC817   واحد داراي  11/2و  44/2، 55/2، 55/3  با  ترتيب به 
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  هاي توتونهاي مورد مطالعه و تيپوتيپمحتواي اطلاعات چندشكل در ژن -3جدول 

 نام آغازگر
PIC 

  كل  )شرقي(آفتاب خشك  )ويرجينيا(ايگرمخانه )بارلي(هواخشك

UBC811  27/0 22/0 24/0  24/0  

UBC812  15/0 12/0 22/0  16/0  

UBC813  3/0 28/0 23/0  27/0  

UBC814  26/0 15/0 18/0  2/0  

UBC815  26/0 31/0 31/0  29/0  

UBC816  34/0 31/0 34/0  33/0  

UBC817  34/0 48/0 16/0  33/0  

UBC823  15/0 19/0 16/0  17/0  

UBC824  29/0 15/0 19/0  21/0  

UBC825  22/0 25/0 24/0  24/0  

UBC826  24/0 31/0 24/0  26/0  

UBC873  18/0 34/0 27/0  26/0  
  24/0  23/0 26/0 22/0 ميانگين

  
دهنده كه نشان) 2ولجد(بودند ) MI(بيشترين شاخص نشانگري 

هاي كارايي بالاي اين آغازگرها را در بروز چندشكلي ژنوتيپ
  .باشدمورد مطالعه در اين تحقيق مي
  هاتنوع ژنتيكي درون و بين تيپ

هاي مهم براي ارزيابي تنوع ژني كه از شاخص) H( تنوع ژني ني
، براي كل )Nei 1972(باشد ها ميجمعيت ها وبين ژنوتيپ

 47/0ها و شاخص شانون آن 31/0هاي مورد مطالعه ژنوتيپ
، UBC813 ،UBC817 ،UBC873آغازگرهاي . محاسبه شد

UBC816  وUBC823  داراي بيشترين مقدار شاخص شانون و
بالا بودن مقدار اين شاخص و تنوع ژني ني  .تنوع ژني ني بودند

در آغازگرهاي فوق، نشان دهنده اين است كه نسبت به ساير 
توانند تنوع ژنتيكي درون جمعيتي را هاي به كار رفته، ميآغازگر

ها به عنوان آغازگرهايي كارا توان از آنبهتر توجيه كنند لذا مي
 يتوتون در مطالعات بعد هاييپژنوت يكيتنوع ژنت يبررس جهت

  ).4جدول(د كراستفاده 
  
  

- تيپدرون و كل ژنتيكي تنوع مورد در شده گيرياندازه هايشاخص -4جدول

  توتون هاي
  شاخص شانون  تنوع ژني ني  نام آغازگر

UBC811  24/0  39/0 

UBC812  24/0  39/0 

UBC813  37/0  55/0  

UBC814  3/0  47/0  

UBC815  32/0  49/0  

UBC816  36/0  53/0  

UBC817  37/0  54/0  

UBC823  34/0  52/0  

UBC824  29/0  45/0  

UBC825  26/0  41/0  

UBC826  3/0  45/0  

UBC873  36/0  54/0  
 47/0± 29/0  31/0± 21/0  ميانگين 
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اي ، گرمخانه)بارلي(هاي هوا خشك جهت بررسي روابط بين تيپ
هاي مربوط به ، شاخص)شرقي(و آفتاب خشك ) ويرجينيا(

ميزان ). 5جدول(ها محاسبه شدند ساختار ژنتيكي بين تيپ
هاي مورد و هتروزيگوسيتي درون تيپ) Ht( هتروزيگوسيتي كل

به دست آمدند، بر اين اساس  21/0و  31/0به ترتيب ) Hs(عه مطال
-برآورد شد كه نشان Dst (1/0(ها ميزان هتروزيگوسيتي بين تيپ

ها ها نسبت به تنوع بين تيپدهنده بالا بودن ميزان تنوع درون تيپ
هاي با توجه به مقادير هتروزيگوسيتي درون تيپهمچنين  .بود

ها نسبت به ساير تيپ) شرقي(شك مورد مطالعه، تيپ آفتاب خ
  .)5جدول( باشدتري ميداراي ساختار ژنتيكي متفاوت

دليل اختلاف در صفات ژنتيكي كه ه ممكن است ب يكيژنت يزتما
 بر اثر تغيير شرايط محيطي و انتخاب طبيعي ايجاد شده است،

مهاجرت و  يندهاي تصادفي مثل جهش،آدليل فره همچنين ب. باشد
آن را از طريق  توانها باشد كه ميه تمايز جمعيتميزان يا درج

در اين ). Bossdorf et al. 2007( پارامترهاي متفاوت تخمين زد
و ) Fst(، شاخص تثبيت )Gst(مطالعه ميانگين ضريب تمايز ژني 

از . به دست آمد 07/1و  32/0، 32/0به ترتيب ) Nm(جريان ژني 
 در تمايز آستانه عنوان به يك از كمتر ژني جريان آنجا كه ميزان

دهنده ميزان ، نشانبرآورد كمتر از آنشود و ميزان مي گرفته نظر
، مقدار جريان ژني در )Slatkin 1987(كم تبادل ژني خواهد بود 

هاي مورد بيانگر بالا بودن تبادل ژني بين تيپ) 07/1(اين بررسي 
ني آللي به طور كلي زماني كه افراد از نظر فراوا. باشدمطالعه مي

برابر با صفر و زماني كه افراد از نظر  Fstكاملاً مشابه باشند، مقدار 
اين شاخص . شودآللي، متفاوت باشند اين مقدار با يك برابر مي

رود، در هر ها نيز به كار ميبراي مطالعه تفاوت بين جمعيت
دهد به دست آيد، نشان مي 15/0بيشتر از  Fstصورت اگر ميزان 

اي مورد مطالعه از هم متمايز هستند و از نظر هكه جمعيت
در اين مطالعه  ).Weir 1996(ساختاري شباهتي با هم ندارند 

درصد از تنوع  60نشان دادند كه بيش از  Fstو  Gstهاي شاخص
ها ها بود و تنوع اندكي بين تيپكل، حاصل تنوع در درون تيپ

مشاهده  دهد كه اكثر تنوعاين موضوع نشان مي. وجود داشت
ها بوده و بررسي آن به شده ناشي از تنوع ميان افراد درون تيپ

- صورت كلي در جمعيت، باعث مشاهده تنوع اندكي در بين تيپ

ها نيز آن. خواني داشتهم .Yang et al )2007(ها شد كه با نتايج 

مختلف توتون  هاييپاز ت يپژنوت 118 يكيتنوع ژنت در بررسي
از  يوحش يپو ت يشرق خشك، بارلي،تابآف اي،شامل گرمخانه

و  31/0را  Fstكه مقدار  كردندستفاده ا IRAP و ISSR ينشانگرها
  .هاي مورد مطالعه گزارش كردندتنوع كمي بين تيپ

  
  هاي توتونگيري شده در مورد تنوع بين تيپهاي اندازهشاخص -5جدول

Ht( ؛هتروزيگوسيتي كل Hs( ؛هاهتروزيگوسيتي درون تيپh1  ( هتروزيگوسيتي
اي هترويگوسيتي درون تيپ گرمخانه)  h2؛)بارلي(درون تيپ هوا خشك 

ضريب  )Gst ؛)شرقي(شك هتروزيگوسيتي درون تيپ آفتاب خ)  h3؛)ويرجينيا(
  .جريان ژني )Nm ؛شاخص تثبيت )Fst ؛تمايز ژني

 
  )AMOVA(تجزيه واريانس مولكولي 

نشان داد كه ) 6جدول(نتايج حاصل از تجزيه واريانس مولكولي 
هاي توتون مورد مطالعه در اين تنوع ژنتيكي بين و درون تيپ

ع ژنتيكي دار بود و از تنودرصد معني يكتحقيق در سطح احتمال 
درصد آن مربوط به تنوع ژنتيكي بين  73/32، )درصد صد(كل 
. ها بوددرصد آن مربوط به تنوع درون تيپ 27/67ها و تيپ

اي از واريانس كل را ها سهم عمدهبنابراين واريانس درون تيپ
ها نيز قابل توجه شامل شد، با اين حال ميزان واريانس بين تيپ

ه واريانس مولكولي با ميانگين ضريب نتايج حاصل از تجزي. بود
  .مطابقت نشان داد) Gst )32/0  تمايز ژني يا

  
  هاي مختلف توتون مورد مطالعهتجزيه واريانس مولكولي براي تيپ -6جدول

 احتمال  درصد واريانس  مجموع مربعات درجه آزادي  منبع تغييرات

 001/0  73/32 178/179 2 هابين تيپ

 001/0  27/67  244/472  42 هادرون تيپ

   100  422/651  44 كل

 (St.d) مقدار محاسبه شده  شاخص
*Ht  02/0 ±3098/0  
*Hs  017/0 ±2111/0  

h1 22/0  

h2
  17/0  

h3
  24/0  

*Gst 3184/0  
*Fst 3273/0 
*Nm 0702/1  
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  بنديتجزيه به مختصات اصلي و گروه
د و شهاي مختلف استفاده ها، از روشبندي ژنوتيپجهت گروه

بر اساس ماتريس  WPGMAاي به روش در نهايت تجزيه خوشه
ضريب كوفنتيك بر اساس ضريب تشابه . شدتطابق ساده انتخاب 

دهنده برازش متوسط بين بود كه نشان 76/0تطابق ساده، 
دندروگرام و ماتريس تشابه و نيز كارايي نسبي اين روش براي 

بندي بر اين اساس با ترسيم خط گروه. ها بودبندي ژنوتيپگروه
گروه قرار  6ژنوتيپ مورد مطالعه را در  45، 77/0برش در فاصله 

فرد از تيپ  يكو  13به ترتيب شامل  3و  1گروه ). 2شكل(داد 
اي ژنوتيپ گرمخانه 15شامل  دو، گروه )بارلي(خشك  هوا

 يكو  13، يكبه ترتيب شامل  6و  5، 4هاي و گروه) ويرجينيا(
  .شدند) شرقي(فرد از تيپ آفتاب خشك 

اي توسط تابع تشخيص بندي حاصل از تجزيه خوشهصحت گروه
. )7جدول( درصد برآورد شد 3/73كانوني به روش خطي فيشر 

درصد،  2/79ابع تشخيص اول تا پنجم به ترتيب كه توطوريبه
درصد از واريانس  3/0درصد و  دودرصد،  5درصد،  5/13

هاي حاصل از نشانگر درصد تنوع دادهصد موجود و در مجموع 
ISSR  ها در ، بنابراين تقسيم ژنوتيپ)8جدول( دندكررا توصيف

 .داي، توسط تابع تشخيص تاييد شگروه به وسيله تجزيه خوشه 6
جهت بررسي تنوع   IRAPو ISSR ياز نشانگرها در پژوهشي كه
 7را به  هايپژنوت  UPGMA روششد نيز استفاده ژنتيكي توتون 

و  يشرق ي،بارل يرگروهز سهد، گروه اول شامل كر يمگروه تقس
خشك در گروه آفتاب هاييپژنوت يشترب شد، يوحش هاييپژنوت
، 4 هايگروهاي در رمخانههاي گژنوتيپ و شدند توزيع سهو  دو
 .Yang et al. 2007 .(Hatami et al(  گرفتند قرار   7و  6، 5

 13 با شرقي توتون ژنوتيپ صد ژنتيكي تنوع در بررسي (2013)
 ايخوشه تجزيه و استفاده از ضريب تشابه جاكارد و SSR آغازگر

 قرار گروه سه در را مطالعه مورد هايژنوتيپ UPGMA روش به
درصد از  10 درصد و 6/88درصد،  4/1شامل  ترتيببه كه دادند

ژنوتيپ توتون با  23اي تجزيه خوشه همچنين. شدند هاژنوتيپ
ها را به دو گروه و ، ژنوتيپSSRو  ISSRاستفاده از نشانگرهاي 

تقسيم كرد ) G140يا  Cocker147 ،Val16(فرد دو نوع منحصر به
)Nie and Liu 2011( ها بندي ژنوتيپدر گروه كه تفاوت موجود

هاي در تحقيقات مختلف، به دليل استفاده از آغازگرها و ژنوتيپ

هاي در اين بررسي فاصله ژنتيكي بين تيپ .باشدمتفاوت مي
هاي به دست آمد كه تيپ 25/0تا  15/0توتون مورد مطالعه بين 

 25/0با ميزان فاصله ) آفتاب خشك(و شرقي ) هوا خشك(بارلي 
هاي مورد مطالعه از آن خود كردند تفاوت را در بين تيپحداكثر 

هاي بين دو تيپ توان متفاوت بودن ژنوتيپو دليل آن را مي
رفت حداكثر تشابه طور كه انتظار ميهمان. دكرذكر بيان مذكور 

هاي بارلي و ويرجينيا با منشا غربي مشاهده شد نيز بين ژنوتيپ
نيز نتايج مشابهي به  Yang et al. (2007)در بررسي ). 9جدول(

هاي مختلف توتون ها مقدار فاصله ژنتيكي بين تيپآن. دست آمد
  .كردند گزارش 3/0را كمتر از 

-B 12و  B104-1هاي بر اساس آغازگرهاي بررسي شده، ژنوتيپ

2،Izmir   وKromovgrad 42 ،Badisher Burley E  وBurley 

white IV Gee ،Virginia A-mutant  وS. 392-35 ،Burley 

، Bel 61-12و  Burley white IV Geel ،Virgin aureaو  7022
Virginia A-mutant  وTL 13 ،Izmir  وB 16-10 ،H-169  و

Kromovgrad 42  95/0، 97/0، 98/0به ترتيب با ضريب تشابه ،
بيشترين شباهت مورد  94/0و  94/0، 94/0، 94/0، 94/0، 95/0

 Burleyو BB16A ،F.K.40-1و  F.K.40-1هاي انتظار و ژنوتيپ

7022  ،F.K.40-1  وBanket A1 ،F.K.40-1  وBurley 151 ،
F.K.40-1  وErzegovina  5/0به ترتيب با ضريب تشابه ژنتيكي ،

ميزان . كمترين شباهت را دارا بودند 53/0و  52/0، 52/0، 52/0
دهنده اين است كه دو ژنوتيپ داراي اختلاف كم شباهت نشان

ها را در صورت داشتن توان آنباشند، لذا ميكي زيادي ميژنتي
گيري براي هاي دورگصفات مطلوب، به عنوان والد در برنامه

با تلاقي بين  شودتصور مي. دكرهاي زراعي استفاده اصلاح توتون
اند، نتاج هاي دور از هم قرار گرفتههايي كه در گروهژنوتيپ

هاي اصلاحي توليد برنامهنوتركيب متجاوز جهت انتخاب در 
يابي به هتروزيس هاي مطمئن براي دستچرا كه يكي از راه. شود

بالا، استفاده از مواردي است كه داراي كمترين خويشاوندي باشند 
ترين قدم در توليد هاي حاوي هتروزيس بالا مهمو شناسايي تلاقي

ي پذيرمحصولات هيبريد است و معمولاً والدين با قدرت تركيب
توانند هيبريدهايي با عملكرد بالاتر و فاصله ژنتيكي بيشتر مي

  .بالاتر توليد كنند
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   هاي مختلف توتون مورد مطالعهو ماتريس تشابه تطابق ساده براي تيپ WPGMAدندروگرام ترسيم شده با روش  -2شكل

  
 ISSRهاي حاصل از نشانگر داده ها با تابع تشخيص با استفاده ازنسبت موفقيت افراد درون گروه -7جدول

  ISSRنشانگر  هايبر اساس داده ع تشخيصتاب يهدر هر گروه با تجزهايپژنوتبندين صحت گروهميزاوهاگروه  
  6  5 4 3 2 1  تعداد ژنوتيپ گروه

1  14  
10 

43/71%  
  

1 
14/7%  

    
3  

43/21%  

2  15    
13 

67/86%  
  

2 
33/13%  

    

3  1  
1 
100%  

          

4  1          
1  
100%  

  

5  13          
10  

92/76%  
3  

08/23%  

6  1    
1 
100%  

        

  %3/73  بنديصحت گروه
  

  ايبندي اوليه حاصل از تجزيه خوشهتوابع تشخيص كانوني حاصل از تجزيه تشخيص خطي فيشر بر اساس گروه -8جدول 
 همبستگي كانوني(%)واريانس تجمعي (%)واريانسمقادير ويژه تابع تشخيص كانوني

لاو  39/5622/792/79999/0  
99/955/137/92995/0 دوم  
41/3556/97986/0 سوم  
346/1427/99967/0 چهارم  
389/23/010084/0 پنجم
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پايين قطر (فاصله ژنتيكي . مقادير فاصله ژنتيكي و تشابه ژنتيكي ني -9جدول 
  )بالاي قطر جدول(و تشابه ژنتيكي ) جدول

  
هواخشك 

  )بارلي(
ايگرمخانه

  )ويرجينيا(
آفتاب خشك

  )شرقي(
 75/0 85/0  - )بارلي(هوا خشك
 80/0 -  15/0  )ويرجينيا(ايگرمخانه

 - 2/0  25/0  )شرقي(آفتاب خشك

  
 8ژنوتيپ توتون با  23در پژوهشي ميزان تشابه ژنتيكي بين 

 33/0و  82/0تا  1/0ترتيب بين به SSRآغازگر  8و  ISSRآغازگر 
در بررسي تنوع  .)Nie and Liu 2011(زارش شد گ 86/0تا 

، فاصله SSRآغازگر  70ژنوتيپ توتون با  702ژنتيكي روي 
همچنين ). Moon et al. 2009(دست آمد به 89/0تا  0ژنتيكي از 

 20ژنوتيپ زراعي توتون با استفاده از  13فاصله ژنتيكي بين 
كه ) Ye et al. 2009(متغير بود  43/0تا  009/0بين  SSRآغازگر 

-ها در بررسيآن اهاي مورد مطالعه و منشبا توجه به نوع ژنوتيپ

هاي ژنتيكي هاي مذكور، تفاوت مشاهده شده در محدوده فاصله
ها و نيز به منظور تعيين روابط ژنتيكي بين ژنوتيپ .باشدطبيعي مي

ها، تجزيه به مختصات اصلي نيز به مشاهده فواصل بين تيپ
). 10جدول(اي، انجام گرفت تجزيه خوشه عنوان روش مكمل

درصد از  61/69نتايج نشان داد كه ده مولفه اصلي اول مجموعا 
درصد از تنوع  66/23مولفه اول . ها را توجيه كردندتغييرات داده
. درصد بود 66/13د و اين مقدار براي مولفه دوم كركل را تبيين 

بندي ول گروهنمايش دوبعدي ارقام بر اساس دو مولفه اصلي ا
اي را تاييد كرد و طبق نتايج به دست حاصل از تجزيه خوشه

 Burleyو BB16A ،F.K.40-1و  F.K.40-1هاي آمده، ژنوتيپ

7022  ،F.K.40-1  وBanket A1 ،F.K.40-1  وBurley 151 ،
F.K.40-1  وErzegovina  كه بر اساس ضريب تشابه تطابق ساده

اي و بندي خوشهدر گروه كمترين شباهت ژنتيكي را داشتند،
هاي نمودار حاصل از تجزيه به مختصات اصلي نيز در گروه

، )بارلي(هاي هواخشك جداگانه قرار گرفتند، همچنين تيپ
مطابق با روش ) شرقي(و آفتاب خشك ) ويرجينيا(اي گرمخانه

 B104-1هايي مانند ژنوتيپ. اي، از هم تفكيك شدندتجزيه خوشه

و  Kromovgrad 42 ،Badisher Burley Eو   B 12-2،Izmirو 
Burley white IV Gee ،Virginia A-mutant  وS. 392-35 ،

Burley 7022  وBurley white IV Geel  كه داراي بيشترين
ضريب تشابه تطابق ساده بودند نيز، با هم در يك گروه قرار 

  .گرفتند
  

  لمولفه او 10درصد واريانس و درصد تجمعي براي   -10جدول
  مولفه اصلي  مقادير ويژه  درصد واريانس  درصد تجمعي

66/23  66/23  41/2  1 
32/37  66/13  39/1  2 

65/43  33/6  64/0  3 
54/49  89/5  6/0  4 
18/54  64/4  47/0  5 
74/57  56/3  36/0  6 
93/60  19/3  32/0  7 
92/63  99/2  3/0  8 
91/66  97/2  3/0  9 
61/69  7/2  27/0  10 

  
در اين تحقيق، ) Gst(شاخص ضريب تمايز ژني  با توجه به مقدار

هاي توتون مورد مطالعه از نظر ساختاري از يكديگر هر چند تيپ
تنوع كل بر اساس  درصد 60بيش از توجيه قابل تمايزاند ولي 

هاي ناشي از تفاوت زياد بين گياهان و ژنوتيپ ،هاتيپتنوع درون 
 هايبنديگروه هب كافي توجه و دقت با. ها مي باشدتيپ درون

- ژنوتيپ توانمي سهولت به موجود، هايژنوتيپ براي ايجاد شده

 .دكر انتخاب نژاديبه هايبرنامه جهت را هاي مناسب

 PICبالا بودن معيارهاي تنوع ژني ني، شاخص شانون و ميزان 
 UBC873و  UBC813 ،UBC816 ،UBC817براي آغازگرهاي 

هاي گرها در تمايز ژنوتيپدهنده كارايي بالاي اين آغازنشان
هاي مورد بررسي بر اساس تيپ. توتون در اين پژوهش بود

هاي هاي مجزا قرار گرفتند، كه در برنامهدر گروه ISSRنشانگر 
توان در انتخاب والدين از هاي سنتيك ميتلاقي و توليد واريته

-ثر تيپواين نشانگر ضمن تمايز م .ها استفاده نمودبندياين گروه

ها را نيزآشكار اي مورد بررسي، تنوع ژنتيكي بين و درون آنه
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بنابراين با توجه به نتايج به دست آمده در اين تحقيق،  .دكر
موثر در ارزيابي تنوع ژنتيكي توتون  ابزاريتواند مي ISSRنشانگر 

هاي اصلاحي آينده ها در برنامهگيري از آنجهت توسعه و بهره
  .باشد
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