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Nicotiana tabacum)هاي شرقی یابی ارتباطی صفات زراعی در توتوننقشه L.)

4می ملکیتو حمید حا3، اشکان بصیرنیا2، رضا درویش زاده1هوشیاردلفرامرز 

چکیده
Nicotiana tabacum(توتون  L. (به مطالعه اکثر صفات مهم در توتون.ارزش کشاورزي و صنعتی استیکی از محصولات با ،

،هاي مختلف مطالعه صفات کمیدر میان روش.دشوار استعوامل محیطیپذیري ازکنترل چندژنی و تاثیر، کمیدلیل ماهیت 
منظور اینبرايهاروش، از جمله کاراترین DNAواسطه استفاده از اطلاعات فنوتیپی و نشانگرهاي مولکولی ه بیابی ارتباطی نقشه
رعه با دو تکرار در مز10× 10ژنوتیپ توتون شرقی در قالب طرح لاتیس ساده 100ی فنوتیپیارزیاب، تحقیقدر این .است

روز تا تعداد،(SD)، قطر ساقه (PH)بوتهصفات مختلف زراعی شامل ارتفاع . گرفتانجامارومیه تحقیقاتی مرکز تحقیقات توتون
برگ عملکردو(FLYP)در کرت تربرگ عملکرد، (LW)برگ عرض ، (LL)، طول برگ (LN)، تعداد برگ (D50F)دهی درصد گل50

جفت آغازگر 26با استفاده از ژنوتیپ100از ژنوتیپ90نگاري انگشت.ندگیري شداندازه(DLYP)در کرتخشک
زیرسهرا به هاآنStructureافزار با استفاده از نرممورد مطالعه هايپلاسمژرمبررسی ساختار جمعیت . انجام گرفتماهواره ریز

افزاربا استفاده از نرممورد مطالعهگر و صفاتتجزیه ارتباط بین نشانپیوستگی ژنی و تعادلفقدان. تقسیم کردمجموعه
TASSEL 2.1ارزشپیوستگی ژنی نشان داد کهتعادل فقدانهاي مربوط به شاخصنتایج .انجام شدr2الی00001/0بین

با استفاده از .استبوده 242/0میانگینبا1الی0065/0بین´Dچنین مقدار همو027/0بابرابرR2میانگینبا267/0
عوامل با دار شناسایی گردید که ارتباط معنیگرنشان10و 16ترتیببهMLMو GLMاساس مدل بریارتباطیابیمکان
درصد50تاروزتعدادوبوتهارتفاعبرگ،تعدادصفاتباPT30159گرنشاناین مطالعه در.داشتندصفات زراعی کننده کنترل

درصد50تاروزتعداد وساقهقطرصفاتباPT30292نشانگرو ساقهقطروبرگطولصفاتباPT30046نشانگروگلدهی
.شدباموثر مینژادي گیاهیبهمکان در وجود نشانگرهاي هم.مکان بودندهمپیوستگی داشته وگلدهی

نشانگر ریزماهوارهصفات زراعی، تعادل لینکاژي، فقدانتوتون، ،تجزیه ارتباط: کلیديهايواژه

مقدمه
64شامل Solanaceaeاز خانواده Nicotianaجنس 

گیاه صورت ها بهکه بعضی از این گونهگونه است 
توتون ). 32(شوند زینتی کشت میودارویی 

)Nicotiana tabacum L. (از محصولات با ارزش یکی
کشاورزي و صنعتی است که در شرایط مختلف آب و هوایی 

در ایران توتون . )2(شوددر بیش از صد کشور دنیا کشت می
بیش ترین گیاهان صنعتی بوده و سطح زیر کشت آنجز مهم

از شش هزار هکتار و تولید سالانه آن نزدیک به ده هزار تن 
). کز تحقیقات توتون ارومیهمکاتبات شخصی با مر(باشد می

هاي آفتاب خشک هاي شرقی یک گروه از واریتهتوتون
هاي کوچک، باشند که از نظر صفاتی از قبیل داشتن برگمی

ها جدا بوده بافت ظریف، دود ملایم و عطر نافذ از دیگر گروه
.)10(باشند میها تو از اجزاي اصلی سازنده خرمن سیگار

به دلیل . هستندکمی به صورت اغلب صفات مهم زراعی
گونه صفات از عوامل پذیري زیاد اینتاثیرژنیک بودن و پلی

رو بوده ه ، تجزیه صفات کمی همواره با چالش روبمحیطی
تحولDNAگرهاي مولکولی با توسعه نشان. )22(است 

مده آوجوده بنباتاتاصلاحکلاسیکهايروشدریبزرگ
هايروشازاستفادهتوان بامیدر اصلاح نباتات مدرن. است

صفاتبامرتبطمولکولینشانگرهايمناسب،ژنتیکی و آماري
گزینش به نژادي،هاي و در پروژهنمودهشناساییراکمی
ها انجام هاي در حال تفرق را با کمک نشانگرجمعیتدرافراد 

نشانگرهاي ، DNAاز بین انواع مختلف نشانگرهاي . داد
بالايمیزاندلیلهب) توالی تکراري ساده(SSRیاریزماهواره
برترینازهمبارز،توارثدر ژنوم وتصادفیتوزیعچندشکلی،

باشندمیژنتیکیمطالعاتبراينشانگرهااعتمادترینقابلو
)18 .(

بامرتبطمولکولیشناسایی نشانگرهايهاي روشاز 
) QTL)QTL mappingیابی نقشهتوان به میکمی صفات

،F2توسعه جمعیت نقشه از قبیلنیازمندکهاشاره کرد
.باشدمی(RILs)هاي اینبرد نوترکیبلاینیاوکراسبک

یابی ارتباطینقشهروشکمی روش دیگر براي مطالعه صفات 
)Association mapping(به اخیرهاي که در سالاست

از.)3(شودمیهاي گیاهی استفاده در جمعیتطور گسترده 
ده نکنهاي کنترلیابی ژنمکاناولین بار در براي این روش 

مجموعه در این روش .ه استشدانسان استفاده درهابیماري
آوري شده و صادفی جمعبزرگی از افراد یک جمعیت به طور ت

از .)3(گیرد میانجامیابی تعادل پیوستگی نقشهنبود براساس
تنوع موجود در جمعیت جمله مزایاي این روش استفاده از

دانشگاه ارومیهکارشناس ارشد، و رشناسی ارشددانشجوي کا-3و 1
)r.darvishzadeh@urmia.ac.ir:نویسنده مسوول(ارومیه دانشگاهاستاد، -2

دانشگاه مراغهاستادیار،-4
4/8/93: تاریخ پذیرش23/4/93: تاریخ دریافت

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی
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هاي حاصل از تلاقی در مقایسه با جمعیتوباشدمیطبیعی 
گیردمورد بررسی قرار میتري گستردهتنوع ژنتیکی دو والدي 

یابی پیوستگی به یابی ارتباطی در مقایسه با نقشهنقشه). 3,26(
انباشته تمام رویدادهاي میوزي از زیراتر است مراتب دقیق

).26(نمایدمیاستفاده تاریخچه تکاملی گیاه در طول شده 
با استفاده از ا صفات مهمتعیین نشانگرهاي مرتبط ب

سورگم ،)1(پنبه جمله از تجزیه ارتباط در چندین گونه گیاهی 
، گندم )3،19،26(، جو )28(ذرت،)15(آفتابگردان ،)21،27(

. استگرفتهانجام ) 4،9(توتون و)25(، نخود )7(هگزاپلوئید
یابی نقشهاستفاده از با )4(بصیرنیا و همکاران،در توتون
برگ در با صفت تجمع کلرپیوستهSSRگرننشایک ارتباطی 

قرار قشه مرجع ن13گروه پیوستگی درکهنمودندشناسایی را 
AFLPنشانگر نه) 9(دادرس و همکاران همچنین.داشت

را هواخشکهاي در توتونزراعی صفت مهم هفتمرتبط با 
ساختار جمعیت ابتدا حاضر مطالعه در.شناسایی نمودند

وبررسی SSRبا استفاده از نشانگرهاي هاي شرقی توتون
نواحی با مرتبطهاينشانگر،ارتباطییابینقشهطریقازسپس
.گردیدشناساییصفات زراعی کننده کنترلژنومی

ها مواد و روش
یپیهاي فنوتمواد گیاهی و داده

در ) 1جدول (ژنوتیپ توتون شرقی 100در این مطالعه، 
با دو تکرار در مزرعه 10× 10قالب طرح لاتیس ساده 

مورد ارزیابی قرار ارومیهتحقیقاتی مرکز تحقیقات توتون 
. متر بودپنجخط به طول پنجشامل زراعیهر کرت .گرفتند

20دیف ها در روي رمتر و فاصله بوتهسانتی65فاصله خطوط 
در نظر ) هزار بوته در هکتارهشتتراکم حدوداً (متر سانتی

هاي مرکز کلیه عملیات زراعی مطابق با توصیه. گرفته شد
آوري تحقیقات توتون ارومیه در رابطه با کشت و عمل

صفات مختلف زراعی شامل . هاي شرقی انجام گرفتتوتون
درصد 50روز تاتعداد ، (SD)، قطر ساقه (PH)بوتهارتفاع 

و (LL)، طول برگ (NL)، تعداد برگ (C50F)گلدهی 
بوته تصادفی از پنجاز طریق انتخاب (LW)عرض برگ 

و بعد از مرحله گلدهی کرت کننده در هر گیاهان رقابت
خشکو برگ (FLYP)تر عملکرد برگ .شدندگیرياندازه

(DLYP)گیري حذف اثر حاشیه اندازههر واحد آزمایشی با در
.شدند

مورد مطالعهتوتون شرقی هاي ژنوتیپ- 1جدول 
Table 1. Studied oriental-type tobacco genotypes

CodeGenotype nameCodeGenotype nameCodeGenotype name
G01Kharmanli 163G31Pobeda 1G63SPT 403
G02NevrokopG32Pobeda 2G64SPT 405
G03TrabozanG33RusticaG65SPT 406
G04KrumovgraidG35Samsun 959G66SPT 408
G05Basma S. 31G36Samsun dereG67SPT 409
G06TriumphG38OR-205G68SPT 410
G07XanthiG39OR-345G69SPT 412
G08MatianusG40OR-379G70Esfahani5
G09Immni 3000G41C.H.T.209.12eG71SPT 420
G10Melkin 261G42C.H.T.209.12e×F.K.40-1G72SPT 430
G11Tyk-KulaG43C.H.T.266-6G73SPT 432
G12Ss-289-2G44C.H.T.283-8G74SPT 433
G13OhdarumaG45C.H.T.273-38G75SPT 434
G14Ploudive 58G46Basma 12-2G76SPT 436
G15Line 20G47Basma 16-10G77SPT 439
G16T-B-22G48Basma 104-1G78SPT 441
G17Ts 8G49Basma 181-8G79Esfahani2
G18Alborz23G50ZichnaG80SPT 413
G19F.K.40-1G51IzmirG81Esfahani
G20Pz17G52P.D.324G82Jahrom14
G21K.P.HaG53P.D.325G83Borazjan
G22K.BG54P.D.406G84L 16
G23G.D.165G55P.D.328G85Balouch
G24H.T.IG56P.D.329G86Lengeh
G25Kramograd N.H.H. 659G57P.D.336G87Saderati
G26T.K.23G58P.D.345G88Eraghi
G27Samsun kateriniG59P.D.364G89Shahroudi
G28Izmir 7G60P.D.365G90T.K.L
G29Mutant 3G61P.D.371G91L 17
G30Mutant 4G62P.D.381G92C.H.T.269-12e

هاي ژنتیکیداده
ژنوتیپ 100از ژنوتیپ 90از نمونه برگ DNAاستخراج 

DoyleوDoyleبا استفاده از روش،مورد مطالعهتوتون
استخراجیDNAمیزان خلوص و غلظت . انجام گرفت) 12(

نانومتر 260اسپکتروفوتومتر در طول موج دستگاه با استفاده از 
,BioPhotometer 6131; Eppendorf)تعیین شد 

Hamburg, Germany) . کیفیتDNA با استفاده از
مجموعهاز . بررسی شد% 1ژل آگارز باالکتروفورز 

جفت 26،)5،6(موجود در پایگاه داده توتون هاي ریزماهواره
. )2جدول (ندنگاري توتون انتخاب شدانگشتبرايآغازگر 

باندهاي چندشکل با تولیدنشانگرهاي انتخابی علاوه بر 

)6(توتونژنومازژنومی مناسبوضوح بالا، داراي پوشش
میکرولیتر25ییاي پلیمراز در حجم نهازنجیرهواکنش.بودند
:dNTP)mM50((BioFluxbiotechمیکرولیتر5/0حاوي

http://biofluxbiotech.com) ،7/0میکرولیترMgCl2

)mM10((CinnaGen, Tehran, Iran) ،5/2میکرولیتر
3/0آغازگرها،ازکدامهرازمیکرولیترPCR)X10(،1بافر 
,.Taq DNA Polymerase(CinnaGen Incآنزیمواحد

Tehran, Iran)،1425و شدهتقطیردوبارآبمیکرولیتر
96سایکلر با استفاده از دستگاه ترمالایه پDNAنانوگرم 

Masterپایه cycler gradient Eppendorf (Type 5331,
Eppendorf AG, Hamburg, Germany)انجام گرفت .
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ازبودعبارتPCRواکنشدراستفادهمورددماییالگوي
شروعبرايدقیقه4مدتبهC°94چرخهکی

1مدتبهC94°شاملچرخهDNA،36سازيواسرشت
گسترشدمايوثانیه90مدتبهC55°اتصالدمايدقیقه،

C°72در انتها یک چرخه وثانیه90مدتبهC°72 به مدت
الکتروفورز محصولات براي.دقیقه براي بسط نهایی10

محصولات اي پلیمراز و جداسازي حاصل از واکنش زنجیره
PCR درصد در بافر سهاز ژل آگارزTBE 0.5Xستفاده شدا.
آمیزي قطعات حاصل از تکثیر با استفاده از محلول رنگ

لیتر صورت گرفت و میکروگرم بر میلییکاتیدیوم بروماید 
یومنتیشنبرداري از قطعات با استفاده از دستگاه ژل داکتصویر

(Gel Logic 212 PRO, USA)زیر نور فرابنفش انجام شد.

ي توتونهاواره مورد استفاده براي انگشت نگاري ژنوتیپنشانگرهاي ریزماهمشخصات- 2جدول 
Table 2. Characteristics of microsatellite markers used for DNA fingerprinting of oriental-type tobacco genotypes

Primer
nameForward (53)Reverse (53)Repeated

motifPrimerForward (53)Reverse (53)Repeated
motif

PT30014TGCCGTGTAAATTTC
ATTTGG

AGGATTCCTAACGTGTAT
TATGTTCTTAPT3029

2
AAGACAGATTGGTGCG

GAAC
AGCACTTGGACAGGC

GAATATA

PT30172AAACAACGTCGAAGC
ATTTG

ACGCATGAAATTGTAAGG
GCGAAPT3031

9
ACAACAACTACGTTAG

TGTGAGAAA
TCATGTGTGCCAAGCT

CTTCTA

PT30202TCGAAACCTCGAGGA
CAGTT

TATCCAAATCTCCAAAGC
CCGAPT3032

4
TGCTCTGCGTTAGAACA

GGA
CGACGAGAGAAGATT

AGTGAAAGATAA

PT30250GAACACACGTTCGTC
ATTGG

ATAAGTCCCTTTAATTTA
ATTGCGTAGPT3004

6
GATAGGTAGATTATCCT

CTGCAACA
GGTGCTAGCAACATCA

TCAAATA

PT30165ACCTCTGTGGCCGTA
AGCTA

CCTCTACTTCAACAGGGT
AAGAAATAAPT3006

1
TCGTCCATTTCTTTCTC

TCTCA
CATAAATAGTTGCTCA

TTCAATCGTA

PT30241AAGTCTCGTGTGGTT
GCTTT

AAAGGGCAATGTGTCTAG
CTCGAPT3006

7
AAGCCTGGTCAGTTATC

CCA
ATTCGCACCACTTAAT

CCCATA

PT30027CCGAGAGTTGCATTT
GAATTT

AGGGTTCTACGCAAGAGA
TTGTAPT3007

5
CGATCGGGTCGTTACA

CAAT
CCCATCAGGTTGTTGG

GTTATA

PT30021CATTTGAACATGGTT
GGCTG

CTCAACTCTCGTCGCTCTT
GTAPT3009

4
AACAAGAACGACGGTT

ACGC
GGGTCATGCGTTCGAA

TTATTA

PT30034GACGAAACTGAGGAT
ATTCCAAA

TGGAAACAAAGCCATTAC
CC

PT3011
0

TTGTACGTTCCTCGCTG
ATG

GGCCGACAATAAAGT
GGCTTA

PT20343GGAACACCACCACCA
TAAGGAGCTCAGGTTCCAATGAC/AG/ATPT3013

2
CCTAACAGCATTTGCTA

CCCA
GATGGACAAGAGTGG

CCTTTTA

PT30285CATCATGGCAAGTCA
CCATC

TGCTGGAAATTAGCGAGG
TTTAPT3015

9
GCATGCATATGAACAT

GGGA
TTTGACATCTCTACTC

TTCCGTTTTA

PT30126GTGATTCCAGCGGAA
GACAT

TTCGAAATAAGTACCTAG
AGTCGGTAPT3020

5
GGTCGATCCACAATTTA

AACG
GCACTTGCTCCTTTGT

ACCCTA

PT30008CGTTGCTTAGTCTCGC
ACTG

GGTTGATCCGACACTATT
ACGATAPT3026

0
GGTAGGGTGGAACAAA

TTTATCA
AATATGGTCTATGCCC

GCAATA

هادادهتجزیه و تحلیل
شماره آلل (هاي ریزماهواره به صورت نشانگر همبارز داده
به منظور تجزیه مؤثر ساختار . نددهی شدامتیاز) تولیدي

هاي ها به زیر جمعیتبندي دقیق ژنوتیپجمعیت و دسته
ارزیابی ساختار ،هاي مختلطمناسب و تشخیص ژنوتیپ

Structureافزار نرمدرBayesianبا استفاده از روش جمعیت 
ها هر یک از ژنوتیپ،این روشدر).30(انجام گرفت 2.3.4

هاي فرضی منتسب با یک احتمال و طوري به زیرجمعیت
تعادل پیوستگی که در هر زیرجمعیت میزان نبودگردندمی

در این ).24(حداقل و تعادل مرحله گامتی حداکثر باشد
فرضی اولیه در نظر گرفته ت زیرجمعیدهتا یکبین مطالعه، 

پنجها افزایش دقت براي هرکدام از زیرجمعیتشد و براي
براي این منظور از مدل ترکیبی . تکرار منظور گردید

Admixture تکرار 100000و استقلال فراوانی آللی با
Markov(MCMCتکرار 100000و ) burn-in(آزمایش 

Chain Monte Carlo ( منحنی حداکثر استفاده گردید تا
ارمقدبراي هر Structureافزار نرم. نمایی حاصل شوددرست

K)ماتریس ) تعداد واقعی زیر جمعیتQدهد دست میه را ب
برآورد ضرایب احتمال عضویت هر ،این ماتریسدرکه

تعداد . استآورده شده ها ژنوتیپ در هر یک از زیرجمعیت
) 13(همکاران واواننوبراساس روش ها واقعی زیرجمعیت

است که شیب تابع ∆Kآماره پایهاین روش بر. تعیین شد
فرضی درآن Kشکند که تعداد اي میاحتمالی را در نقطه

.نقطه داراي حداکثر احتمال باشد
آنالیز ارتباط نشانگرها با صفات برايتجزیه ارتباط 

در . انجام شدTASSEL 2.1افزار نرمفنوتیپی با استفاده از 

;General linear model)رویکرد از مدل خطی عمومی این 
GLM) مخلوطو مدل خطی(Mixed linear model;
MLM)در رویکرد . استفاده شدGLM از ماتریسQ یا

. کوواریت در مدل استفاده شدصورتساختار جمعیت به
هاي اساس دادهبر) Kماتریس (ماتریس روابط خویشاوندي 

محاسبه TASSEL 2.1افزار ه از نرمبا استفادریزماهواره و 
ضرایب ساختار جمعیت و روابط خویشاوندي به صورت . شد

Qمدل  + K در رویکردMLMمحسوب کوواریت که
تعادل لینکاژي نبودمیزان . ندمورد استفاده قرار گرفتشود، می

(LD)افزار با استفاده از نرمTASSEL 2.1محاسبه شد .
روشماهواره و هاي ریزادهاساس دتجزیه کلاستر بر

UPGMAافزار با استفاده از نرمTASSEL 2.1 گردیدانجام
)8(.

و بحثنتایج
هاي شرقی توتونتنوع ژنتیکی

مقادیر حداقل، حداکثر، میانگین حسابی، انحراف معیار و 
در مشتركژنوتیپ 90درضریب تغییرات فنوتیپی صفات

. استارائه شده3جدول در اي و مولکولی مزرعهآزمایشات 
عملکرد بالاترین ضرایب تغییرات فنوتیپی به ترتیب مربوط به 

عملکرد برگ خشک در کرت، )درصد2/41(برگ تر در کرت
بوده ) درصد99/31(گلدهی% 50تعداد روز تا و ) درصد2/35(

عملکرد گیاه خشک برگ که با توجه به این. )3جدول (است
ز یاین صفت حابراي ود تنوع وج،شودتوتون محسوب می

هاي اصلاحی مورد استفاده تواند در برنامهاهمیت بوده و می
شرقی با توتونژنوتیپ 90ژنوم نگاري انگشت.قرار گیرد
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در مجموعوماهواره انجام شدجفت آغازگر ریز26استفاده از 
در . مشاهده شدنشانگرآلل براي هر 53/2آلل با میانگین 66

UPGMAبه روشSSRهاي دادهاساس برستر جزیه کلات

چهاردر ي مورد بررسیهاژنوتیپTASSEL 2.1افزار نرمدر
شکل (گرفتندگروه هتروتیک عمده و یک گروه کوچک قرار 

1(.

ژنوتیپ توتون شرقی مورد مطالعه90هاي توصیفی صفات فنوتیپی درآماره- 3جدول 
Table 3. Descriptive statistics on the phenotypic traits of 90 studied oriental-type tobacco genotypes

ItemNLLLLWFLYPDLYPPHSDD50F

Minimum00/1025/2267/1186/157/083/7278/400/25
Maximum17/4892/4792/2511/2346/400/18952/900/117

Mean85/2847/3134/1656/880/120/13434/687/56
Standard deviation71/840/520/353/363/095/2897/019/18

Coefficient of variation19/3017/1763/1923/4125/3557/2142/1500/32
: D50Fقطر ساقه،: SDارتفاع گیاه، : PH، عملکرد برگ خشک در کرت: DLYP، عملکرد برگ تر در کرت: FLYPعرض برگ، : LWطول برگ، : LLتعداد برگ، : NL: نکته

.درصد گلدهی50روز تا 

بندي دقیق افراد به تجزیه مؤثر ساختار جمعیت و دسته
Structureر افزاهاي مناسب با استفاده از نرمزیر جمعیت
K=3در K∆که مقادیر حداکثر با توجه به این. انجام گرفت

هاي توتون مورد مطالعه به بنابراین ژنوتیپدست آمده،هب
.باشندمیزیرجمعیت سهاحتمال قوي داراي 
چپق : جمعیت با سه گروه ژرم پلاسماین سه زیر

(SPTs) ،هاي اینبرد نوترکیبلاین(PDs) تیکلاكو
(CHTs)هاي از لاین% 81در مجموع . طابقت داشتندمPD

در تیکلاكهاي از لاین% 70و SPTهاي از لاین% 58/70و 
بسته باقی مانده هاي لاین.زیرگروه مربوط به خود قرار گرفتند

در مخلوطگروه خاصی منتسب نشده و به Qبه میزان ارزش 
تجزیه باها بندي ژنوتیپگروهدر کل .ندنظر گرفته شد

ها بندي ژنوتیپنتایج حاصل از گروهدر تطابق با ،کلاستر
در تحقیقات انجام شده . استبودهStructureافزار توسط نرم

،تجزیه کلاستر و ساختاردر )9(دادرس و همکاران از سوي
و گروههشتدر مورد مطالعه هواخشکژنوتیپ توتون50

مطالعه ی در نتایج مشابه).9(بندي شدندسه زیر جمعیت طبقه
انجام توتونژنوتیپ 312که روي )14(فریکانو و همکاران 

.گزارش شده استدادند 
تاریخ پیچیده اصلاحی بسیاري از گیاهان مهم و جریان 

هاي ژنی محدود شده در بیشتر گیاهان وحشی، ساختار
در باید که آورده استوجود ه پلاسم باي در ژرمپیچیده

که هایی روش.در نظر گرفته شودمطالعات تجزیه ارتباط
نتایج گیرندظر میدر نتجزیه ارتباط در را (Q)ساختار جمعیت 
یعنی کشف ارتباط کاذب بین نشانگر و عوامل مثبت دروغین 

).33،37(دهند را کاهش میکننده صفتکنترل

(Linkage disequilibrium; LD)تعادل لینکاژينبود
شاخصی براي (r2در مجموعه ژنوتیپی مورد مطالعه ارزش 

و267/0الی00001/0بین ) تعادل لینکاژينبود سنجش
جفت نشانگر 325از . بود027/0برابر باr2مقدار میانگین 

بودند دار و معنی1/0تر از بزرگr2داراي%38/7ریزماهواره 
(r2 ≥ 0.1 , P شاخص دیگر سنجش(´Dمقدار. (0.01 ≥

میانگین مقدار و یکالی0065/0بین ) تعادل لینکاژينبود 
بود 1/0تر از بزرگ´Dاز مقادیر% 6/84. بود242/0برابر با 

(D´≥0.1, P جون و از سوينتایج مشابهی .(0.01 ≥
ترتیب در سویا و به)35(انگ و همکاران ژو )17(همکاران 

) 9(در تحقیقات دادرس و همکاران .ذرت مشاهده شده است
متغیر 361/0و 150/0بین هاي هواخشک در توتونr2مقدار 

هاي ارتباط غیر تصادفی مکان(LD)تعادل لینکاژي نبود. بود
عات مطالدر آناز اخیراًومتفاوت روي یک کروموزوم است

مهمهاي یابی صفات کمی و ژنیابی ارتباطی و مکاننقشه
نیاز براي یک پیشLDوجود . )23،35(شود استفاده می

یابی ارتباطی به میزان دقت مکان. باشدیابی ارتباطی میمکان
در LDمیزان وسعت .روي ژنوم بستگی داردLDساختار 

عواملی از . باشدمیهاي مختلف متغیر ژنوم گیاهان، بین گونه
اندازه جمعیت، اینبردینگ، ایزولاسیون ژنتیکی بین قبیل

ها، رانش ترکیبی جمعیتهماجداد، میزان کم نوترکیبی، 
شوند در حالی کهمیLDافزایش موجب ژنتیکی و اپیستازي 

دگرگشنی، میزان نوترکیبی بالا، میزان جهش عواملی از قبیل
همچنین .شودمیLDار بالا و تغییر ژنی منجر به کاهش مقد

دلیل احتمال بیشتر نوترکیبی باعث ه فاصله ژنتیکی بالا ب
.تعادل لینکاژي خواهد شدنبود کاهش مقدار 
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روشاساس تجزیه کلاستر برهاي با گروه بندي ژنوتیپو Structureافزار تجزیه ساختار جمعیت توتون با استفاده از نرمنتایج -1شکل 
UPGMAافزار نرمدرTASSEL

Figure 1. Results of analyzed population structure of oriental-type tobacco by the Structure program and un-weighted
pair-group method using arithmetic average (UPGMA) dendrogram of genotypes in TASSEL software.
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و قسمت ´Dتعادل لینکاژي با استفاده از آماره نبوددهنده میزانقسمت بالا قطري نشان. (LD plot)تعادل لینکاژي نبودپلات -2شکل 
.دهدها را نشان میبراي جفت نشانگرP-valueپایین قطري 

Figure 2. LD plot generated by SSR marker pairs. The upper diagonal shows D among each pair of markers. The
lower diagonal shows the levels of significance between each pair of markers.

تاارتباط نشانگر با صف
وجود احتمال استنباطبرايTASSEL 2.1افزار از نرم

عوامل با ریزماهوارههاي نشانگرمیانواقعی ارتباط 
تجزیه بدین منظور .استفاده گردیدصفات زراعیکننده کنترل

Qبا لحاظ کردن) GLM(ارتباط براساس مدل خطی عمومی 
خطی بر اساس مدلچنینهمو آید به شمار میکواریت که

. انجام شدQ + Kبا لحاظ کردن ) MLM(مخلوط
طبیعیهايجمعیتازالزاماًارتباطتجزیهمطالعاتدر
جمعیتدرساختارينبایدالایدهحالتدروشودمیاستفاده

زیرا وجود ساختار در جمعیت باشدداشتهوجودمطالعهمورد
یابی به نتایج قابل مورد مطالعه عامل بازدارنده در جهت دست

مل ساختار جمعیت و واعکه اثر در صورتی باشد و ماد میاعت
در تجزیه ارتباط در یک جمعیت لحاظ خویشاونديروابط 

هاي مدل).7(وجود خواهد آمد هنشوند نتایج مثبت دروغین ب
هاي ارتباط مختلفی براي کاهش نتایج مثبت کاذب در تجزیه

به ماتریس توان گیرد که از آن جمله میمورد استفاده قرار می
K در داخل مدلK و ماتریسQ در داخل مدلQ اشاره

باشد که ترکیبی از دو مدل قبلی میQ + Kمدل دیگر . نمود
ثیر آن در کاهش نتایج مثبت کاذب بیشتر از دو مدل أاست و ت

Q وKدهد که نتایج تحقیقات نشان می.)30،31،36(است
بهبود در ذرت(Q + K)استفاده از مدل ترکیب شده 

در بررسی صفاتی کاذبدر کاهش نتایج مثبت يدارمعنی

دهی، وزن خوشه و قطر خوشه در مقایسه با مانند زمان گل
.)37(است ایجاد نمودهQیا Kهاي خطی منفرد مدل

GLMدست آمده براساس مدل هنتایج بدر این تحقیق، 
با يدارارتباط بسیار معنیریزماهوارهمکان16نشان داد که 

از . (P≤0.01)ندردامورد بررسی صفات کننده کنترلعوامل 
صفت تعداد برگکننده هاي کنترلژنمکان با پنجاین تعداد 

)NL( ،صفت طول برگکننده هاي کنترلژنمکان با یک
)LL( ،بوته صفت ارتفاع کننده هاي کنترلژنمکان با دو
)PH( ،ساقه صفت قطرکننده هاي کنترلژنمکان با چهار
)SD ( روز تا تعدادصفتکننده هاي کنترلژنمکان با چهارو

جدول(داشتنددار ارتباط بسیار معنی) D50F(گلدهی % 50
دهدر مجموعMLMاساس مدل تجزیه ارتباط بردر.)4

هاي ژنبا يدارارتباط بسیار معنیریزماهواره مکان 
شناسایی نمکاده.(P≤0.01)نشان دادندصفات کننده کنترل

مکانی بودند که 16مکان از دهانشده براي صفات هم
ساس مدلابر. بودندشناسایی شده نیز GLMبراساس مدل 

MLM ،تعداد برگبا صفتمکان یک)NL( ،بامکان یک
بامکان چهار، )PH(بوته ارتفاع بامکان دو، )LL(طول برگ

دهی لگ% 50روز تا تعدادبامکان دوو ) SD(قطر ساقه 
)D50F (پیوستگی نشان دادند)براساس نتایج این).4جدول

صفات مختلف مشترك ها میانریزماهوارهبرخی از مطالعه 
با صفات که - PT30159نشانگر توان به میاز جملهبودند
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درصد 50روز تا تعداد و ) PH(بوتهارتفاع ،)NL(تعداد برگ
نشانگر چنینهم.اشاره نمود- مرتبط بود) D50F(گلدهی 

PT30046با صفات طول برگ)LL ( و قطر ساقه)SD ( و
وز تا رتعداد و ) SD(با صفات قطر ساقه PT30292نشانگر

.)4جدول (نشان دادندپیوستگی ) D50F(درصد گلدهی 50

دلیل هممکن است بصفت وجود نشانگر مشترك بین چندین
نین حالتی وجود چ.ها باشدپلیوتروپی و یا پیوستگی شدید ژن

شود و موجب میبردهکارایی گزینش براساس نشانگر را بالا 
یا کاهشافزایشدر یک گیاه،اصلاح یک صفتبه دنبال

.را شاهد باشیمارزش صفات همبسته دیگر 

وGLMهاي لهاي توتون شرقی با استفاده از مدموفولوژیکی در ژنوتیپ-شناسایی شده براي صفات زراعیSSRنشانگرهاي -4جدول 
MLM

Table 4. SSR loci identified for agro-morphological traits in oriental-type tobacco genotypes using association
mapping by GLM and MLM procedures

TraitLocusGLMMLM
P-MarkerP-Adj-MarkerR2 ModelR2 MarkerP-Marker

LNPT300140183/02348/02574/01776/00335/0
PT302500061/00659/01830/00995/0-
PT301340018/0006/02261/01782/0-
PT30159000139/0000999/02586/02467/00092/0
PT302050029/00170/01802/01320/0-
PT300750018/00040/02548/01926/00328/0

LLPT302410248/03776/02814/00895/00248/0
PT300270360/05814/02642/01261/00360/0
PT300080399/06913/02894/01167/00399/0
PT302920283/04580/02581/01008/00283/0
PT300460085/01189/03213/01642/00085/0
PT301100341/07303/02384/00908/00341/0

LWPT30008----0451/0
PT30205----0309/0
PT302410401/07143/02894/00764/0-
PT301340396/08002/02345/00855/0-
PT302920384/06414/02736/00897/0-
PT303240358/07602/02236/00630/0-
PT300460429/06883/02916/00109/0-
PT301100367/06114/02493/00875/0-

DLYPPT302050348/05504/00726/00721/00353/0
PHPT302500184/02597/01218/00778/00298/0

PT301340125/01439/01653/01290/0-
PT301590059/00509/01842/01323/00080/0
PT300750086/00889/01777/01552/00087/0

SDPT30241003/00430/02226/01571/00030/0
PT302920022/00150/02308/01885/00022/0
PT303190259/06723/02292/01620/00259/0
PT30046000746/0000999/03406/02554/00016/0
PT301100052/00869/02162/01505/00052/0

D50FPT302410202/06294/01390/01135/00471/0
PT30159000516/0000999/02502/02022/00098/0
PT30292000969/0000999/02308/02163/00057/0
PT300460045/00370/02514/02081/00146/0
PT300750212/03247/02000/01203/0-
PT30110007/01548/01775/01481/00183/0

: D50Fقطر ساقه،: SDارتفاع گیاه، : PH، عملکرد برگ خشک در کرت: DLYP، عملکرد برگ تر در کرت: FLYPعرض برگ، : LWطول برگ، : LLتعداد برگ، : NL: نکته
.درصد گلدهی50روز تا 

اطی مبتنی بر یابی ارتبدر مطالعات متعددي از نقشه
(Family-based linkage (FBL) mapping)خانواده 

ت در ژنوم توتون کننده صفاهاي کنترلQTLیافتن براي
با )16(براي مثال جولیو و همکاران،استفاده شده است

، SSAPهاينشانگرباژنتیکی تهیه شدهاستفاده از نقشه
SCAR ،AFLP وISSRهاي خالص لینهجمعیت در یک

گروه لینکاژي براي 12را در 75QTL،توتوننوترکیب 
صفاتی مانند کیفیت برگ، ترکیبات شیمیایی و خواص دود 

با استفاده از )29(ژیائو و همکاران.کردندشناسایی
براي مقادیر QTLهفتهاي دابل هاپلوئید تعداد خانواده

شناسایی هاي توتون شکر، نیکوتین و پتاسیم موجود در برگ
با استفاده از )20(لی و همکاران در مطالعه دیگر.ردندک

براي مقدار QTLدو،یابی ارتباطی مبتنی بر خانوادهنقشه
براي مقادیر QTLیکبراي مقدار کلر، QTLدونیکوتین، 
براي QTLیکبراي طول برگ و QTLچهارپتاسیم، 

دادرس و اخیراً.کردندشناساییمقاومت به سفیدك سطحی 
یابی ارتباطی مبتنی بر نبودبا استفاده از نقشه) 9(اران همک

Linkage disequilibrium based)تعادل لینکاژي 
association mapping)خشکهواژنوتیپ توتون50در،

،ارتفاع گیاه،مرتبط با صفات سطح برگAFLPنشانگر نه
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تجزیه . کردندشناسایی را طول و عرض برگ ،تعداد برگ
تواند به دو صورت تعادل لینکاژي مینبودتنی بر ارتباط مب

رویکرد اول پویش کل ژنوم با تعداد زیادي از :انجام گیرد
اهاي کاندیدیابی ارتباطی ژنمکانرویکرد دوم وها نشانگر

هاي خاص براساس روش ژناین رویکرددر که باشد می
با روشتجزیه ارتباط .)27(دنشوتجزیه ارتباط انتخاب می

و)34(تلخههان زراعی از جمله در گیااهاي کاندیدژن
(GWAS)مطالعات تجزیه ارتباط مبتنی بر پویش کل ژنوم 

توتونو )11(زمینی ، سیب)20(در گیاهانی مانند گندم نان 
.انجام شده است)4،9،14(

مورد شرقی توتونهاي ژنوتیپنتایج نشان داد که بین
ریزماهوارههايوژیکی و نیز مکانمطالعه از نظر صفات مورفول

ساختار مطالعه .داشتوجود تنوع ژنتیکی بالایی ،بررسیمورد 
گرفت صورتStructureافزار حاضر با استفاده از نرمجمعیت 

. گرفتندهاي مورد مطالعه در سه زیرجمعیت قرار و ژنوتیپ
انجامMLMو GLMاساس مدل بریابی ارتباطیمکان

مرتبط با صفات مورد ژنی مکان دهو 16ترتیبهگرفت و ب
برخی از کهدهدمینتایج نشان.ندبررسی شناسایی شد

وجود چنین حالتی کهنشانگرها با چندین صفت مرتبط هستند
بسیار زمان چندین صفت اصلاح همنژادي گیاهی از نظربهدر 
.باشدز اهمیت مییحا
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Association Mapping of Agronomic Traits in Oriental Tobacco
(Nicotiana tabacum L.) Genotypes

Faramarz Hoshyardel1, Reza Darvishzadeh2, Ashkan Basirnia3 and
Hamid Hatami Maleki4

Abstract
Tobacco (Nicotiana tabacum L.) is one of valuable agricultural and industrial crops.

Studying most important traits of tobacco is difficult because of quantitative nature that are
controlled by multiple genes and affected by environmental factors. Among various methods for
the study of quantitative traits, association mapping which utilize phenotypic and DNA markers
information is one of the effective methods for this purpose. In this study, the phenotypic
variability of 100 oriental type of tobacco genotypes were evaluated using 10 × 10 simple lattice
design with two replications at Urmia Tobacco Research Center. Several agronomic traits
including plant height (PH), stem diameter (SD), number of days to 50% flowering (D50F),
number of leaves (NL), leaf length (LL), leaf width (LW), fresh leaf yield per plot (FLYP), and
dry leaf yield per plot (DLYP) were measured. Also, fingerprinting of 90 out of 100 genotypes
was done by using 26 SSR primer pairs. Analysis of population structure of studied germplasm
using Structure software classified the association panel into 3 sub-populations. Linkage
disequilibrium and analysis of association between markers and traits were performed using
TASSEL 2.1 software. The results related to linkage disequilibrium revealed that r2 values
ranged from 0.00001 to 0.267 with mean r2 value of 0.027 and also, value of D´ ranged from
0.0065 to 1 with mean D´ value of 0.242. Using association mapping based on GLM and MLM
models, 16 and 10 loci were identified which possessed significant relationship with factors
controlling agronomical traits. In this study, marker PT30159 was common for number of
leaves, plant height and days to 50% flowering traits, marker PT30046 was common for leaf
length and stem diameter and marker PT30292 was common for stem diameter and days to 50%
flowering traits. Common markers are important and effective in plant breeding activities.

Keywords: Association analysis, Agronomic traits, Linkage disequilibrium, SSR marker,
Tobacco
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