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و IRAPيبا استفاده از نشانگرهامختلف توتون هايیپو درون تینبیکیتنوع ژنتیابیارز
REMAP

3و مرداویج شعاعی دیلمی2زاده لاهیجی، حبیب االله سمیع1سیده فاطمه حسنی تسیه

چکیده
وبارلیاي،خانهگرمشاملتوتونمختلفهايتیپپلاسمژرمازژنوتیپ 45منظور بررسی تنوع ژنتیکی بهدر این مطالعه 

قادر REMAPآغازگر 9و IRAPآغازگر 5استفاده شد که از بین این آغازگرها، REMAPو IRAPآغازگريترکیب20از،شرقی
مکان، 153د که از این تعداد مکان را تکثیر کردن188در مجموع با وضوح و چندشکلی بالا بودند وبه تولید الگوي نواري،

کمترین تعداد ،نوار4با UBC817+RTR1بیشترین و آغازگر ،نوار16با RTR-1و نوار 22با RTR-10آغازگر . شکل بودندچند
در 25/6تا 34/0و شاخص نشانگر از33/0تا 16/0نشانگرها بین میزان اطلاعات چندشکل. هاي چند شکل را تکثیر کردندمکان

ژنوتیپ مورد مطالعه را در پنج گروه قرار داد، که UPGMA ،45اي به روش تجزیه خوشه. متغیر بودهاي مورد مطالعهژنوتیپکل 
صحت . شدندهاي شرقیشامل ژنوتیپ5و4، 3هاي اي و گروهتیپ گرمخانهشاملگروه اول شامل تیپ بارلی، گروه دوم

.درصد تایید شد3/73بع تشخیص کانونی به روش خطی فیشراي توسط تابندي حاصل از تجزیه خوشهگروه

کلرتروترانسپوزون، ضریب تشابه انطباق ساده، میزان اطلاعات چندش:هاي کلیديواژه

مقدمه
جهان تجاريمحصولاتترینمهمیکی ازتوتون

درآنارزشواقتصادياهمیتاست که به دلیل
بررسیبرايمتعدديتحقیقاتبیولوژیکی،هايپژوهش

انجامآنژنومیساختاروژنتیکیتنوعتکاملی،منشا
روابطوژنتیکیتنوعسطحازاطلاع.)14(استشده
انجامجهتوالدین،انتخاببرايها،ژنوتیپبین

ضروري،مناسباصلاحیروشاتخاذوکاراهايتلاقی
برايتوانمندابزارهاییمولکولینشانگرهاياست و

ژنتیکیتنوعبررسیگونه،تکاملبررسیارقام،شناسایی
نشانگرهاي اخیراً.)16(هستندهاجمعیتبینودرون

ند اپیدا کردهها توسعه مولکولی مبتنی بر رتروترانسپوزون
پراکندگی،ثبات،درجی،فعالیتقبیلازهاییویژگیکه 

تعدادوهمپشت سرهايموتیفشده،حفاظتساختار
مناسبنشانگريهايسیستمعنوانبهراهاآنبالا،نسخه

تکاملیوژنتیکیتنوعبررسیبرايخصوصبه،کاراو
شناسایی.)5(استکردهمعرفیايبین گونهودرون

وسیلهبهیاوژنومیابیتوالیوسیلهبههارتروترانسپوزون
تنوعها آنکه نشان داد PCRبرمبتنیهايروش

ومـژنلـداخدرزـنیویـاهـگیهايگونهبیندربزرگی
و Tnd-1 ،Tnt1هايرتروترانسپوزون. دـدارناهـگییک

Tto1درراکلی زیاديــز چندشــون نیــوتــدر ژنوم ت

.)6(اند ساختهآشکارمختلفهايگونه
توتون با استفاده از ژنوتیپ28ايخوشهیهتجز
دو یننشان داد که اISSRوIRAPیمولکولينشانگرها

وتوتون مناسب بودندیکیروش جهت مطالعه تنوع ژنت
و تکرارپذیريبالاتر، یکیژنتفاصلهیبضرIRAPنشانگر

. نشان دادISSRرـه نشانگـنسبت بیشتريبیلچندشک
پلاسمژرمژنوتیپ از118بررسی تنوع ژنتیکی .)18(

، بارلی، شرقی ايهاي مختلف توتون شامل گرمخانهتیپ
و ISSRوحشی با نشانگرهاي مولکولی هايو توتون

IRAPینی در داخل تنوع ژنتیکی پایکهنشان داد
هاي زراعی توتون وجود وتیپژنهايجمعیت و بین تیپ

هتروزیگوتی در میان فاصله ژنتیکی وولیداشت، 
.)3(هاي زراعی بودبیشتر از ژنوتیپ،هاي وحشیژنوتیپ
شانگرهايناظهار داشتند که )8(زاده و همکارانمحسن
ISSR وIRAP نشانگرهایی کارا جهت تعیین تنوع ،

ژنوتیپ 49، آنهادر بررسی کهباشندژنتیکی توتون می
گروه قرار 5اي در اي بر اساس تجزیه خوشهگرمخانه
ژنتیکیتنوعازحاکی،مختلفتحقیقاتنتایج.گرفتند
بیشتروباشدمیتوتونزراعیهايتیپبینمحدود

ووحشیهايگونهبین،موجودژنتیکیچندشکلی
.)14،17،22(استشدهمشاهدهتوتونزراعی

)hassani_fateme_guilan@yahoo.com: نویسنده مسوول(کارشناس ارشد، دانشگاه گیلان، -1
دانشیار، دانشگاه گیلان-2
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https://jcb.sanru.ac.ir/article-1-494-fa.html


2........................................................... ................................................يمختلف توتون با استفاده از نشانگرهاهايیپو درون تینبیکیتنوع ژنتیابیارز
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3..................................... .........................................................................1394پاییز و زمستان/ 16شماره / سال هفتم/ پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی

PIC: Polymorphism(میزان اطلاعات چندشکل
Information Content( نسبت 1رابطهبر اساس ،

که ) EMR: Effective Multiplex Ratio(ثر ؤچندگانه م
یکچندشکل موجود در یژنیگاهتعداد جایانگرب

و همچنین 2رابطهبا استفاده از باشد،میپلاسم ژرم
با استفاده از (MI: Marker Index)شاخص نشانگر 

.محاسبه شدبراي کلیه آغازگرها3رابطه
)1(PIC = 1 − p
)2(N.βEMR=
)3(MI= PIC.N.β

N، زان اطلاعات چندشکلـین می، میانگPICآنهاکه در 
د چندشکلی درصβو چندشکل ايـهل نوارـتعداد ک

شکل تقسیم بر تعداد کل هاي چندتعداد جایگاه(
علاوه بر مزایاي MI. باشدآغازگر میبراي هر) هاجایگاه

نوار و نسبت چندشکلی را نیز تعداد کل ، PICشاخص 
در نظر گرفته و پتانسیل هر آغازگر را جهت تولید نوار 

پارامترهاي مربوط به . )1،13(دهدمیبیشتر نشان
نی، جریان ضریب تمایز ژ(ها تیپساختار ژنتیکی بین 

و ) هاتیپ، تنوع ژنتیکی درون ژنتیکی کلژنی، تنوع

با استفاده از ) شاخص شانون، تنوع ژنی نی(ها درون تیپ
).21(تعیین گردید31/1نسخه POPGENافزار نرم

تعیین،هـورد مطالعـي مهابندي ژنوتیپجهت گروه
اساس برابتدا ها هاي ژنوتیپها و شباهتتفاوت
بندي هاي مختلف انجام و در نهایت بهترین گروهروش

که بدین هاي آماري انتخاب گردید بر اساس شاخص
همچنین.)15(استفاده شد NTSYSافزار منظور از نرم

ها براساس تجزیه به بررسی روابط ژنتیکی بین ژنوتیپ
نسخه GenStatافزار با استفاده از نرممختصات اصلی

SPSSافزار و تجزیه تابع تشخیص با نرم)19(12 16.0
.انجام شد) 2(

بحثنتایج و
آغازگر 5کار رفته در این آزمایش، آغازگر به20از 
IRAP آغازگر 9وREMAPالگوي نواري مشخص
153کهندشددهینمرهنوار188مجموعدروداشتند

22تا4ازچندشکلنوارهايتعداد. بودندچندشکلنوار
.)2جدول (متغیربودآغازگرهربراينوار

. UBC826+RTR-8هايبا استفاده از آغازگر) 1جدول (هاي توتون حاصل از تکثیر ژنوتیپREMAPالگوي نواري - 1شکل 
.باشدمورد مطالعه میهاي مربوط به ژنوتیپ7الی 1هاي و شماره)Ladder(اولین ستون سمت چپ نشانگر اندازه 

آنهاو تعداد نوار چندشکل، تعداد نواردماي اتصال، درصد چندشکلیتوالی،آغازگرهاي استفاده شده،-2جدول 
دماي نام آغازگرردیف

اتصال
درصد 

چندشکلی
تعداد 

نوار
تعداد نوار 
)5′-3′(یتوالچندشکل

1RTR-119/61802016TATGCTGACCAAGGTGGTAC
2RTR-209/6671/851412AAGTTGTCTGAGGCTTATGTGACTT
3RTR-739/6871/851412TCCGCTGTGCAGTAGTGTTTAGTG
4RTR-822/6461/841311CTTACCTCTCCCATACATCACCA
5RTR-1081/6267/912422AACGTGTTAATGTCGCTTTGTC
6UBC811+RTR-125/5459/701712GAGAGAGAGAGAGAGAC

TATGCTGACCAAGGTGGTAC
7UBC813+RTR-1055/547586CTCTCTCTCTCTCTCTT

AACGTGTTAATGTCGCTTTG
8UBC815+RTR-877/555/8787CTCTCTCTCTCTCTCTG

CTTACCTCTCCCATACATCAC
9UBC817+RTR-141/5640104CACACACACACACACAA

TATGCTGACCAAGGTGGTAC
10UBC823+RTR-837/581001111TCTCTCTCTCTCTCTCC

CTTACCTCTCCCATACATCAC
11UBC823+RTR-1067/551001313TCTCTCTCTCTCTCTCC

AACGTGTTAATGTCGCTTTG
12UBC825+RTR-1068/575/871614ACACACACACACACACT

AACGTGTTAATGTCGCTTTG
13UBC826+RTR-148/5767/66128ACACACACACACACACC

TATGCTGACCAAGGTGGTAC
14UBC826+RTR-8595/6285ACACACACACACACACC

CTTACCTCTCCCATACATCAC
38/81188153کل

82/7943/1393/10میانگین
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دماي نام آغازگرردیف
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4........................................................... ................................................يمختلف توتون با استفاده از نشانگرهاهايیپو درون تینبیکیتنوع ژنتیابیارز
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5................. .............................................................................................1394پاییز و زمستان/ 16شماره / سال هفتم/ پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی

هاي توتونگیري شده در مورد تنوع ژنتیکی کل و درون تیپهاي اندازهشاخص- 4جدول 
شرقیايخانهگرمبارلیکلشاخص

14/0تنوع ژنی نی ± 34/021/0 ± 25/02/0 ± 18/02/0 ± 25/0
17/0شانونشاخص  ± 5/03/0 ± 37/029/0 ± 26/028/0 ± 37/0

اي گرمخانههاي بارلی، جهت بررسی روابط بین تیپ
مربوط به ساختار ژنتیکی بین هايو شرقی، شاخص

45با کلتنوع ژنی).5جدول (محاسبه شدندهاتیپ
ها و که حاصل جمع تنوع ژنی در داخل تیپژنوتیپ

. برآورد شد34/0،)11(باشدها میتنوع ژنی بین تیپ
ضریب تمایز ژنی بین ،23/0ها تنوع ژنی در داخل تیپ

محاسبه شد که بیانگر 04/1و جریان ژنی 32/0ها تیپ
هاي مورد مطالعه در این بالا بودن تبادل ژنی بین تیپ

هاي مورد هچنین ضریب تمایز ژنی بین تیپ.بودبررسی 
تنوع مشاهده شده کل درصد از 32نشان داد که مطالعه 

درصد تنوع 60بیش از ها است و ناشی از تنوع بین تیپ
این نتیجه با .بوده استهادرون تیپناشی از تنوع کل

در آنها.خوانی داشت، هم)19(همکاران یانگ وتحقیق
مختلف هايیپاز تیپژنوت118یکیتنوع ژنتبررسی
گزارش کرده و 31/0را مقدار ضریب تمایز ژنی، توتون

.هاي مورد مطالعه مشاهده کردندتنوع کمی بین تیپ

هاي توتوندر مورد تنوع بین تیپشدهگیريهاي اندازهشاخص-5جدول 
مقدار محاسبه شدهشاخص

34/0±02/0کلتنوع ژنتیکی 
23/0±02/0هاتیپتنوع ژنتیکی درون 

32/0ضریب تمایز ژنی
04/1جریان ژنی

با استفاده ازو UPGMAاي به روش تجزیه خوشه
سه ضریب تشابه تطابق ساده، جاکارد و دایس، نشان داد 

بندي براساس ضریب تشابه تطابق ساده با که گروه
جهتروشترینمناسب، 91/0ضریب کوفنتیک 

. هاي مورد بررسی استبین روشازها ژنوتیپبندي گروه
بندي براساس ضریب تشابه تطابق ساده با ترسیم گروه

ژنوتیپ مورد مطالعه را 78/0،45خط برش در فاصله 
).2شکل (گروه قرار داد 5در 

هاي مختلف توتون مورد مطالعهو ماتریس تشابه تطابق ساده براي تیپUPGMAدندروگرام ترسیم شده با روش - 2شکل 

شامل ژنوتیپ بارلی، گروه دوم 15گروه اول شامل 
هاي سه، چهار و پنج، به اي و گروهژنوتیپ گرمخانه15

. شرقی شدندفرد از تیپ 1و 1، 13ترتیب شامل 
ي مورد هاتوانستند ژنوتیپآغازگرهاي مورد استفاده

بندي صحت گروه. خوبی از هم جدا کنندرا به مطالعه
اي توسط تابع تشخیص کانونی حاصل از تجزیه خوشه
نشان د کهدرصد برآورد ش3/73به روش خطی فیشر 

ها در پنج گروه به تقسیم ژنوتیپدهد تابع تشخیص،می
. )3شکل (کندیید میأاي را توسیله تجزیه خوشه

-S. 392هاياساس آغازگرهاي بررسی شده، ژنوتیپبر
و B16-10،Basma 178-2و Perega،B104-1و35

BS36 ،Coker 298 وSpeight G. 28 ،)Mutant 4(no4
و Burley semparant،Peregaو Izmir ،Banket A1و 

Pereg 234 ،Speight G. 28 وPerega ،Coker 298 و
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شامل ژنوتیپ بارلی، گروه دوم 15گروه اول شامل 
هاي سه، چهار و پنج، به اي و گروهژنوتیپ گرمخانه15

. شرقی شدندفرد از تیپ 1و 1، 13ترتیب شامل 
ي مورد هاتوانستند ژنوتیپآغازگرهاي مورد استفاده

بندي صحت گروه. خوبی از هم جدا کنندرا به مطالعه
اي توسط تابع تشخیص کانونی حاصل از تجزیه خوشه
نشان د کهدرصد برآورد ش3/73به روش خطی فیشر 

ها در پنج گروه به تقسیم ژنوتیپدهد تابع تشخیص،می
. )3شکل (کندیید میأاي را توسیله تجزیه خوشه

-S. 392هاياساس آغازگرهاي بررسی شده، ژنوتیپبر
و B16-10،Basma 178-2و Perega،B104-1و35

BS36 ،Coker 298 وSpeight G. 28 ،)Mutant 4(no4
و Burley semparant،Peregaو Izmir ،Banket A1و 

Pereg 234 ،Speight G. 28 وPerega ،Coker 298 و
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Perega ،Bel 61-12 وPerega ،S. 392-35 وSpeight
G. 28 ،S. 392-35 وCoker 298 ،Perega وK. S1. E ،

Coker به ترتیب با ضریب تشابه ژنتیکی N.2و298
95/0 ،95/0 ،94/0 ،93/0 ،93/0 ،93/0 ،93/0 ،93/0 ،
بیشترین 92/0، 93/0،93/0،92/0، 93/0، 93/0

Burleyو F.K.40-1هاي شباهت مورد انتظار و ژنوتیپ
semparant ،F.K.40-1 وBurley Ree103 ،F.K.40-1

Burleyو Burley A1 ،F.K.40-1و به ترتیب با 151
کمترین 46/0، 45/0، 44/0، 43/0ضریب تشابه ژنتیکی 
توجه به مقادیر تشابه بین با. شباهت را دارا بودند

گیري کرد که توان نتیجهمیي مورد مطالعههاژنوتیپ
تواند تلاقی بین ارقامی که کمترین تشابه را دارند، می

افزایش گیري جهت هاي دورگدر برنامهتاانجام گردد
تجزیه به مختصات اصلی .تنوع طبیعی استفاده شوند

اي، منجر به استفاده بهینه عنوان مکمل تجزیه خوشهبه
هاي مولکولی خواهد و استخراج حداکثر اطلاعات از داده

لفه نشان دهنده ؤمیزان واریانس نسبی هر م). 7(شد 
صورت درصد لفه در واریانس کل است و بهؤاهمیت آن م

مختصاتتجزیه به نیزدر این مطالعه. شودیبیان م
و IRAPهاي حاصل از نشانگرهاي اصلی روي داده

REMAPدرصد از کل 39/44لفه اول ؤانجام شد و دو م
لفه اول به ترتیب ؤسهم دو م. واریانس را توجیه کردند

نمودار پراکنش . درصد بود06/14و 33/30برابر 
نشان داد که این لفه اول ؤها بر اساس دو مژنوتیپ

اي تطابق بندي حاصل از تجزیه خوشهبندي با گروهگروه
. دارد

وF.K.40-1هاي ژنوتیپبق نتایج به دست آمده، ط
Burley semparant ،F.K.40-1 وBurley Ree103 ،

F.K.40-1 وBurley A1 ،F.K.40-1 وBurley 151 که
ه کمترین شباهت اساس ضریب تشابه تطابق سادبر
به اي و نمودار بندي خوشه، در گروهتیکی را داشتندژن

هاي ر گروهنیز داصلیمختصاتجزیه به از تدست آمده
بارلی، هاي تیپجداگانه قرار گرفتند، همچنین

از ،ايمطابق با روش تجزیه خوشهاي و شرقی گرمخانه
وS. 392-35هایی مانند ژنوتیپ.هم تفکیک شدند

Perega،B104-1 وB16-10،Basma 178-2 وBS36 ،
Coker 298 وSpeight G. 28 ،)Mutant 4(no4 و

Izmirق ساده ـه تطابـابـتشن ضریبـه داراي بیشتریـک
.بودند نیز، با هم در یک گروه قرار گرفتند

از کهتوتون یتهوار28ايخوشهیهتجزدر
استفاده شد، ISSRوIRAPیمولکولينشانگرها

در سه گروه قرار هایپژنوتIRAPبر اساس نشانگر 
و سه نوع یرگروهسه زیرندهگرفتند که گروه سوم دربرگ

، ISSRبا استفاده از نشانگرهمچنین. شدفردمنحصر به
فردبه دو گروه و دو نوع منحصر بههایپژنوت

)Coker176, BasmaUovina (شدند یمتقس)18(.
وتون به ف تهاي مختلتیپحاضر بررسیکه درطورهمان

هاي مجزا قرار گروهردخوبی از هم تفکیک شده و
IRAPو ISSRاز نشانگرهاي در پژوهشی که گرفتند،

هايیپاز تیپژنوت118یکیتنوع ژنتیابیارزجهت
خشک، بارلی،آفتاباي،مختلف توتون شامل گرمخانه

UPGMAروششد،استفاده یوحشیپو تیشرق
3نمود، گروه اول شامل یمتقسگروه 7را به هایپژنوت

یشتر، بشدیوحشهايیپو ژنوتیشرقی،بارلیرگروهز
شدندخشک در گروه دو و سه توزیعآفتابهايیپژنوت

قرار 7و 6، 5، 4هايگروهاي در هاي گرمخانهژنوتیپو
هاي ژنوتیپدر بررسی تنوع ژنتیکی.)20(گرفتند 

جدا کردن ارقام ،AFLPتوتون با استفاده از نشانگر 
7ها در محلی از وارداتی با موفقیت انجام شد و ژنوتیپ

هاي متعدد، روشگیري به کار.)12(گروه قرارگرفتند 
جهت بررسی تنوع ژنتیکی جمعیت توتون با استفاده از 

که تنوع ژنتیکی در نشان دادنشانگرهاي ریزماهواره 
از سطح ژنی به تدریج کاهش یافته است و تنها قسمتی 

در ارقام زراعی توتون ،هاي موجود در ذخیره ژنیآلل
أبررسی حاضر نیز تنوع نسبت، در )10(موجود است

.هاي مختلف توتون مشاهده شدکمی بین تیپ
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تابع تشخیصاساس برمورد مطالعههاي مختلف توتونتیپبنديگروه- 3شکل 

ژوهش نشان داد که دست آمده از این پنتایج به
براي بررسی REMAPو IRAPاستفاده از نشانگرهاي

. باشندهاي مختلف توتون مناسب میتنوع ژنتیکی تیپ
-RTR-2،RTR-8 ،RTRآغازگرهاي اینکهتوجه بهبا

، تنوع ژنی نی و شاخص PICبالاي داراي مقادیر ،10
عنوان آغازگرهاي مفید و بهتوانندمیشانون بودند،

در هاي توتون ژنوتیپد براي بررسی تنوع ژنتیکیرآمکا
مقدار شاخص .ي مورد استفاده قرار گیرندمطالعات بعد

) 32/0(ي مورد مطالعههاضریب تمایز ژنی بین تیپ
هاي توتون و عدم شباهت دهنده متمایز بودن تیپنشان

تنوع کل بر ازيدرصد68توجیه بوده و آنهاساختاري 
ناشی از تفاوت زیاد بین ،هاتیپاساس تنوع درون 

در نمودار الگوي .باشدها میتیپدرونافرادگیاهان و 
هاي بارلی، هاي مربوط به هریک از تیپتنوع نیز ژنوتیپ

اي جداگانه متمرکز و به اي و شرقی در منطقهگرمخانه
که اجراي هر از آنجایی. خوبی از هم تفکیک گردیدند

تنوع بوده، انتخاب والدین برنامه اصلاحی متکی به وجود
هاي تلاقی براي تولید هیبریدهایی با مناسب در برنامه

بنابراین باید . باشدحداکثر هتروزیس امري ضروري می
هاي مختلف تجزیه والدین دور از هم را که از گروه

با افزایش فاصله ژنتیکی . اي هستند، انتخاب کردخوشه
،آیدمیدستبین والدین، هتروزیس بیشتري به

همچنین تنوع زیادي در نتاج حاصل از تلاقی در 
شود که در حال تفرق ایجاد میهاي درنسل

هاي گزینش براي صفات مطلوب مورد استفاده برنامه
توجه به نتایج حاصل در این مطالعه با. )9(گیردقرار می

ها در توان از تنوع موجود در بین و درون تیپمی
و گزینش توتون مانند گزینش هاي اصلاحبرنامه

هاي منظور تولید نسلهاي پرمحصول، تلاقی بهژنوتیپ
یابی هاي مناسب براي مکاندرحال تفرق، تولید جمعیت

.هاي صفات کمی و غیره استفاده کردژن
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Assessment of Genetic Diversity Among and Within Different Types of Tobacco
(Nicotianatabacum L.) Using IRAP and REMAPMarkers

Seyedeh Fateme Hassani Tesie1, HabibollahSamizadeh Lahiji2 and
MardavijShoaei Deilami3

Abstract
In present study IRAP and REMAP markers were used to assess genetic diversity levels in

45 genotypes of different types of tobacco germplasm, including burley, flue-cured and oriental
tobacco that out of 20 composition primers, 5 IRAP primersand 9 REMAP primers produced
scorable and polymorphic banding patterns. Totally from 188 amplified loci, 153 loci were
polymorph. RTR-10 and RTR-1 with 22 and 16 bands andUBC817+RTR-1 with 4 bands had
the maximum and minimum polymorphic bands, respectively. In overall studied genotypes, PIC
value varied between 0.16 to 0.33 and MI between 0.34 to 6.25. Cluster analysis using UPGMA
method, 45 genotypes were placed in five cluster groups. GroupsI, II and III to V including
burley type, flue-cured tobacco and oriental tobacco genotypes, respectively.Canonical
Discriminate Function via Fisher's linear method was ableto confirm 73.3 percent of the validity
of clustering analysis result.

Keywords: Retrotransposon, Simple Matching Coefficient, Polymorphism InformationContect
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