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  چکیده
هـاي مولکـولی در   با توجه به اهمیت توتون از نظر اقتصادي و نقش آن به عنوان یک گیاه مدل در پـژوهش    

بـه  . وتیپ توتون از دو دسته بارلی و ویرجینیا پرداخته شـد  ژن50 ژنتیکی  پژوهش حاضر به بررسی میزان شباهت     
 نـوار ایجـاد شـده، بـا     480از تعداد کل .  استفاده شدAFLP ترکیب آغازگري نشانگر   21منظور تعیین ژنوتیپ از     

با توجه به میـانگین درصـد چندشـکلی بـالا        .  نوار چندشکل بودند   373 نوار در هر ترکیب،      76/17تعداد متوسط   
عنـوان  از این نشانگر بـه  موجود در ارقام     تنوع ژنتیکی    شناساییتوان انتظار داشت بتوان براي      می) رصد د 45/77(

-نـشان داد ژنوتیـپ  جاکـارد  ژنتیکی بررسی ضرایب . استفاده نمودهاي اصلاحی توتون     در برنامه  ابزاري قدرتمند 

هـا  اصـله ژنتیکـی از بقیـه ژنوتیـپ    بالاترین فواجد  Coker 176 و Badisher Burley E ،Pennbel69 ،R9هاي 
هـاي در حـال    هاي اصلاحی از جمله هیبریداسیون و تشکیل جمعیت       رسد بتوانند در برنامه    به نظر می   ،لذا. ندهست

 درصـد از کـل تنـوع ژنتیکـی     4نتایج تجزیه واریانس مولکـولی نیـز       .  ارزشمند باشند  QTLیابی  تفرق براي مکان  
 درصـد از تنـوع   96اي برآورد نمود و  بین دو دسته بارلی و ویرجینیاي گرمخانهها را تنوع  موجود در بین ژنوتیپ   

هـاي تنـوع ژنتیکـی نـشان داد ترکیبـات آغـازگري              همچنین بررسی آمـاره    .ها نشان داد  موجود را در درون دسته    
E060-M160  ،E070-M140  ،E070-M150  و E070-M160 ،E080-M160، E080-M150 ،E100-M140 و 
E100-M150   قدرتمندترین نشانگرها از بـین کـل ترکیبـات آغـازگري در ارزیـابی و تـشخیص                 به عنوان   درکل

هـاي توتـون مـورد توجـه قـرار         توانند در سایر پـژوهش    هاي توتون مورد مطالعه هستند و می      روابط بین ژنوتیپ  
  . گیرند

  .AFLPتجزیه واریانس مولکولی، تنوع ژنتیکی، توتون، : کلمات کلیدي
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  مقدمه
 ـ از تیـره  ) .Nicotiana tabacum L(ون توت

گیـاهی اسـت یکـساله و     (Solanaceae) اسـه نسولا
   هـایش کـشت    برداشـت بـرگ   بـه منظـور   علفی کـه    

در ایران کشت توتون بـراي اولـین بـار در           . شودمی
توتـون از نظـر    . در گیلان انجـام گردیـد    1292سال  

اقتصادي یکی از مهمتـرین گیاهـان غیرخـوراکی در        
کـه طبـق آخـرین گـزارش فـائو          طـوري دنیاست بـه  

عملکرد توتـون بـه طـور متوسـط در کـل دنیـا بـه                
   هکتـــوگرم در هکتـــار رســـیده اســـت   17838

)FAO, 2010(.   توتون نقش بسیار مهمی در اقتـصاد
 کـه طـوري بهکشاورزي کشورهاي تولید کننده دارد      

هـاي مختلـف آن، میـزان    درآمد حاصـل از فـرآورده    
ل ـــ کـشورها را تـشکی    قابل توجهی از درآمـد ایـن      

بنابرگزارش شرکت جهانی توتون، در سـال       . دهدمی
ــاً 2007 ــون در  4916، تقریب ــوگرم توت ــون کیل  میلی

. (ULTCI, 2008)سراسر جهان تولیـد شـده اسـت    
هـاي بـسیاري یـک گیـاه مهـم      گیاه توتـون از جنبـه    
آید و در چند دهه گذشـته بـه        ژنتیکی به حساب می   

 ــ ــرین سی ــی از مهمت ــوان یک ــدل در  ستمعن ــاي م ه
ان ــ ـبیوتکنولوژي و مهندسی ژنتیـک بـوده و در بی          

هاي انتقال یافته یک گیـاه اسـتراتژیک محـسوب          ژن
 به دلیل اهمیت اقتصادي و ارزش توتون در       .شودمی

هاي بیولوژیکی، مطالعـات متعـددي جهـت        پژوهش
آگــاهی از منــشأ تکــاملی، تنــوع ژنتیکــی و روابــط  

ه اســت ــــگرفتخویــشاوندي ژنتیکــی آن صــورت 
)Ren and Timko, 2001(.بالابردن کمـی  ، بنابراین 

 ـ    ـو کی  بـراي  اي ژهــ ـگاه ویـفی این محـصول از جای
  . برخوردار استنژادگران به

 ملزومات از ژنتیکی در اصلاح نباتات تنوع

 و گرفته نشات طبیعی از تکامل که است گیاه اصلاح
. است بیولوژیکی هايپایداري نظام در جزء مهمترین

 ژنتیکی تنوع سطح و محتوي از اطلاع حتم طور به

 جهت در گام مهمترین محصول هر منابع گیاهی

 Abd Mishahni). باشد می اصلاحی برآورد اهداف

and Shahnejat Bushehri, 1997) بر این اساس 
امروزه توجه به تنوع ژنتیکی باقیمانده در خزانه 

 که در هاي زراعیهاي ژنتیکی ژرم پلاسم گونه
گیرند هاي اصلاحی مورد استفاده قرار میبرنامه

توان  به طور کلی می.همچنان رو به افزایش است
هاي ژنتیکی به اذعان داشت شناخت خویشاوندي

پلاسم، حفظ و نگهداري آن، منظور مدیریت ژرم
ها، تهیه هاي ژنتیکی،گزینش ژنوتیپانگشت نگاري

ها و اسازي ژنهاي ژنتیکی، تعیین مکان و جدنقشه
همچنین شناسایی والدین مطلوب جهت تولید 

- هاي بههاي هیبرید و در نهایت تدوین برنامهواریته

زایی برخوردار است ــت به سـنژادي از اهمی
(Fufa, et al., 2005).  افزایش تقاضا از سوي دیگر

هاي مصرف کننده بعلاوه تأکید بر روي و نیازمندي
گران را ناگزیر به  اصلاحتولید سریع ارقام جدید،

هاي استفاده از راهکارهاي مولکولی به همراه روش
 نمایدها میاصلاح سنتی، به عنوان مکمل این روش

(Moon et al. ,2009) . در طول دو دهه اخیر
نباتات گیر در زمینه اصلاحهاي چشمپیشرفت
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 ،DNAمولکولی مخصوصاًً فناوري نشانگرهاي 
ارایی ــبراي بالا بردن کزارهاي جدیدي را ـاب

ارزیابی تنوع . اندهاي اصلاحی فراهم نمودهروش
ویژه با استفاده از ژنتیکی در ارقام توتون نیز به

نشانگرهاي مولکولی همانند سایر گیاهان در بهبود 
و اصلاح طولانی مدت این گیاه بسیار حائز اهمیت 

فناوري توان با تنوع ژنتیکی را می .باشدمی
، که بررسی مستقیم ژنوم بدون DNAهاي نشانگر

 بررسی سازد را امکان پذیر میثر شدن از محیطأمت
ترین از مرسوم (Doveri et al., 2008). کرد

، RFLP ،RAPDتوان  میDNAنشانگرهاي 
AFLPو  ها، ریزماهوارهISSR را نام برد et al., 

2008)  .(Muthusamy  
ــ  AFLP (Amplified fragmentشانگر نـ

length polymorphism)   ــولی ــکلی ط ــا چندش  ی
ــري ــات تکثی ــشانگرهاي  قطع ــرین ن ــه مهمت  از جمل

DNA         است کـه بـا اسـتفاده از ایـن روش بـه طـور 
 ناحیه ژنومی با اندازه تقریبـی  10-50همزمان حدود  

شـود و داراي تکـرار      جفت باز تکثیـر مـی      500-80
ایــن . (Guo et al., 2005)پــذیري بــالایی اســت 

 PCRبـر   مبتنـی  نـشانگرهاي  انـواع  از نشانگر یکـی 
شـامل   و  بودهRAPD و  RFLP از ترکیبی که است

 و خـاص  برشـی  هـاي  آنـزیم  با  ژنومیDNAهضم 
 بـه  کوتـاه  نوکلئوتیـدي  چنـد  اتصال سازگارسازهاي

 قطعـات  تکثیـر  سـپس  و برش یافتـه  قطعات انتهاي

 تفاوت روش این .باشد میPCRکمک  با شده ایجاد

 حـساسیت  و کنـد آشکار می ار برشی هاي مکان در

 سراسر در شکلی چند سازي آشکار در بسیار زیادي

بـر   بـالا  پـذیري  تکـرار  قابلیـت  و بـدلیل  دارد ژنـوم 
RAPDبـه  نیـاز  عـدم  بـدلیل   همچنین.دارد  برتري 

 نیـز  و مطالعـه  ژنـوم مـورد   مـورد  در اولیه اطلاعات

 وسـیعی  بطـور  امروزه بالا، اطمینان درجه و سرعت

شـود   مـی  شکل اسـتفاده  چند انگرهاينش تهیه براي
(Farsi and Zolala,  2003).  بـا  اي کـه  در مطالعـه

بـــراي  AFLP و RAPDاســـتفاده از نـــشانگرهاي
اي  رقم توتون گرمخانـه   28تنوع ژنتیکی بین    بررسی  

در مرکز پرورش و اصـلاح نـژاد توتـون درجنـوب            
 154 و RAPD نـوار   78تعداد  ،  صورت گرفت چین  
ــوار  ــد  از ارزAFLPن ــه دســت آم ــابی ب زیه ـتجــ. ی
 خوشـه  سه را به    ارقام UPGMAاي به روش    خوشه
ارقام هـر خوشـه از لحـاظ    که  بندي کردگروهاصلی  
  .(Zhang et al., 2008)  مشابه بودندشجره

 رقم 19در پژوهش دیگري تنوع ژنتیکی 
، مورد AFLPتوتون در تایلند با استفاده از نشانگر 

 سه ترکیب ه مذکورمطالعدر  .بررسی قرار گرفت
 ترکیب براي بررسی درجمعیت 32آغازگري از بین 

 نوار  قابل 139مذکور انتخاب شدند که از بین 
در  .چند شکل بودند%) 1/74( نوار 103امتیاز دهی، 

و ارقام منشاء مطالعه آنها مطابقت قابل توجهی بین 
 وجود AFLPبندي حاصل از ارزیابی ژنتیکی گروه

 ارقام بومی شباهت ژنتیکی که به طوريداشت
 ,.Denduangboripant et al)بالایی نشان دادند 

با  رقم توتون 28همچنین تنوع ژنتیکی  .(2010
، در مرکز پرورش و AFLPاستفاده از نشانگر 

اصلاح نژاد توتون، در استان یوننان در جنوب غربی 
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 با در این پژوهش. گرفتچین مورد مطالعه قرار 
 نوار چند 154 ،رکیب آغازگري ت10استفاده از 

تعداد متوسط نوار شناسایی شد و  561شکل از 
 دبرآور4/15 ، چند شکل براي هر جفت آغازگرنوار
بندي ارقام و شناسایی در این بررسی گروه. شد

 هايابزارارقام از لحاظ خویشاوندي به عنوان یکی 
 عنوان شدثر براي حفاظت از ژرم پلاسم ؤم

(Liu et al., 2009) . با توجه به اهمیت توتون به
عنوان یک محصول اقتصادي مهم و نقش 

 در بررسی تنوع AFLPویژه نشانگرهاي مولکولی به
 با هدف تعیین میزان ضرژنتیکی، پژوهش حا

هاي توتون شباهت و تنوع موجود بین ژنوتیپ
وسیله قدرتمندترین ترکیبات طراحی گردید تا بدین

ها ایز بین ژنوتیپآغازگري در تعیین میزان تم
  . مشخص گردند

  
  مواد و روشها

  مواد گیاهی
این   ژنوتیپ توتون که در50منشاء و اسامی 

 1پژوهش مورد مطالعه قرار گرفتند در جدول 
 ژنوتیپ از دسته بارلی و 17تعداد  .آورده شده است

اي  ژنوتیپ از دسته ویرجینیاي گرمخانه33تعداد 
ذکور از مرکز هاي مبذور ژنوتیپ. انتخاب شد

تحقیقات توتون رشت تهیه شد و سپس در 
به صورت   کاووسآزمایشگاه ژنتیک دانشگاه گنبد

 خزانه شناور از دو .کشت گردیدخزانه شناور 

 تشکیل یافته 2 و بستر شناور1بخش اصلی بستر آبی
لول غذایی حاوي ـبستر آبی شامل مح. است

ع اي به ارتفاکش بوده که در داخل حوضچهارچـق
 .شتمتر و ابعاد دلخواه قرار دا سانتی20حدود 

هاي استیروفومی حفره دار بستر شناور شامل سینی
در این پژوهش از  .بودحاوي بستر کشت و بذر 

کود دامی پوسیده شده % 30پرلیت و % 70نسبت 
 ,.Hartley et al). به عنوان بستر کشت استفاده شد 

 تا 4رحله درم(ها پس از رشد کافی گیاهچه (2001
هاي برگی تهیه شد و بدنبال آن ، نمونه) برگی5

 CTAB   (Saghai به روش DNAاستخراج 

Maroof et al., 1994)تغییر یافته) Sabouri et al., 

استخراج شده بر  DNAسپس  . انجام شد)2009
  به همراه فاژ لامبدادرصد 8/0 روي ژل آگارز

  .برده شد جهت تعیین کمیت و کیفیت
  

  AFLP تجزیه
  مطابق روش وس و همکارانAFLPروش

)Vos et al. , 1995 (از نانوگرم  پانصد.انجام شد 

DNA محدودگر هاي آنزیم از واحد پنج با ژنومی 

EcoRI و MseI 37 به مدت سه ساعت در دماي 
در ادامه . درجه سانتیگراد  مورد هضم قرار گرفتند

 به مدت دوساعت MseI و EcoRIسازگارسازهاي 
 درجه سانتیگراد و یک ساعت در دماي 37دماي در 
 برش یافته DNA درجه سانتیگراد به انتهاي 20

                                     
1 . Water bed 
2 .  Float bed 
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 حاصل هاينمونهسپس در مرحله بعد  .متصل شدند

  و باند رقیق شد5:1به نسبت  قبل مرحله از

نوکلئوتید  یک  واجدMseI و EcoRIآغازگرهاي 
 تکثیر  مورد زیرهايتوالی  با3'انتهايدر  انتخابی

  .قرار گرفتند انتخابی یشپ
  :Mse1  آغازگر

5’-GATGAGTCCTGAGTAAA-3’  
  :EcoR1 آغازگر

5’-GACTGCGTACCAATTCA- 3’ 

 30تعـداد   به مرحله این در حرارتی هايچرخه
 ثانیـه،  30مدت  به سانتیگراد  درجه94برنامه  با و بار
  درجـه 72ثانیـه،   30 مـدت  بـه  سانتیگراد  درجه60

 سـپس محـصولات  .  ثانیه بود60به مدت  سانتیگراد

 رقیـق  5:1نـسبت   بـه  پیش انتخـابی  تکثیر از حاصل
 نوکلئوتیـد  2  ترکیـب آغـازگري داراي  21با  شده و

در اضـافه شـده   عـلاوه بـر یـک نوکلئوتیـد      انتخابی
 تحــت چرخــه ،3'انتهــاي  درپــیش تکثیــر مرحلــه 

 شـامل سـه مرحلـه دمـایی     Touch downحرارتـی  
اي هاي واکنش زنجیـره   فراورده. مختلف تکثیر شدند  

آمیـد  اکریـل پلیمراز با استفاده از الکتروفورز ژل پلـی    
ساز شش درصد تفکیک و با روش نیتـرات    واسرشته

 بـه  امتیـازدهی نوارهـا   . نقـره رنـگ آمیـزي شـدند    

 و حـضور عـدم   صورت صفر و یک به ترتیب براي
  .گرفت انجام باندي حضور نوار

  
  
  

  هاي آماريتجزیه
تریس صفر و یک و انتقال آن به پس از تشکیل ما

، تشکیل ماتریس فاصله ژنتیکی GGT افزارنرم
با در نظر . پذیر شداي امکانجاکارد، تجزیه خوشه

گرفتن دو دسته توتون بارلی و ویرجینیاي 
تجزیه واریانس اي به عنوان دو جمعیت، خانهـگرم

انجام   GenAlEx 6.41 برنامه با استفاده ازمولکولی 
هاي تنوع ژنتیکی براي برآورد آمارهرانجام سو شد 
.  استفاده شدExcelو  PopGene 32 افزاراز نرمنیز 

 مطابق نیز (PIC) محتواي اطلاعات چندشکلی
  در این رابطه.برآورد شد PICi= 2 fi(1-fi)رابطه 

PICi ،PIC نشانگر i  ،امfi  فراوانی قطعه نشانگر  
i ام هنگام وجود و(1-fi)طعه نشانگر  فراوانی قi  ام

 این رابطه براي در حالت عدم وجود نوار است
  پیشنهاد شده استAFLPنشانگرهاي غالب مثل  
(Roldain-Ruiz, 2000) .ها شامل درصد سایر آماره

چندشکلی، ضریب تنوع ژنتیکی نی، تعداد الل مؤثر 
با  (GST)ها و آماره تنوع ژنتیکی براي تمایز جمعیت

در .  محاسبه شدPopGene 32ار افزاستفاده از نرم
بر اساس رابطه زیر  1GSTافزار آماره این نرم

  .محاسبه گردید
GST=  

 بترتیب تنوع DST و HT ،HSدر این رابطه، 
ژنتیکی کل، میانگین وزنی تنوع ژنتیکی درون 

 ها جمعیت و تنوع ژنتیکی بین جمعیت

  . (Nei, 1973)باشدمی

                                     
1 . Genetic diversity statistics 
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 هفده ژنوتیپ اول از دسته بارلی و .Sisson (2002)ها همراه با منشاء آنها بر طبق تیپ اسامی ژنو- 1جدول 
  .باشنداي میبقیه از دسته ویرجینیاي گرمخانه

Table 1- The genotypes names and their origin according to Sisson (2002). The first 17 
genotypes belonged to Barley  group and rest to Virginia flue-cured group. 

 ردیف
No. 

 ژنوتیپ
Genotype 

 منشاء
Origin 

 ردیف
No. 

 ژنوتیپ
Genotype 

  منشاء
Origin 

1 Burley whites آلمان) Germany( 26 MC.I کانادا) Canada(  
2 Burley b.5 آلمان) Germany( 27 Deliot بلژیک)Belgium( 

3 Burley pr-144 آمریکا) USA( 28 
Virginia 

American آمریکا) USA(  
4 Burley Ree103 آمریکا) USA( 29 Virgin RP37 سوییس) Switzerland( 

5 
Burley 

semparant آمریکا) USA( 30 Hicks 55 آمریکا )USA( 

6 Burlina آمریکا) USA( 31 Hicks Broad Leaf برزیل) Brazil( 

7 
Badisher 
Burley E زیمباوه) Zimbabwe( 32 Virgina Bright 88 آمریکا )USA( 

8 Banket A1 فرانسه) France( 33 Virginia Ree 488 جنوبیآفریقاي)South Africa( 
9 BB16A آمریکا) USA( 34 NOD 8 جنوبیآفریقاي)South Africa( 
10 Burley 151 برزیل) Brazil( 35 TL 33 جنوبیآفریقاي)South Africa( 
11 Burley7 برزیل) Brazil( 36 NR 23 جنوبیآفریقاي)South Africa( 
12 Burley 7022 آمریکا) USA( 37 Virginia RP.37 آلمان) Germany( 

13 Burley A1 آمریکا) USA( 38 Pereg R.2-228 آلمان) Germany( 

14 Burley BB163 آمریکا) USA( 39 Holandisher سوییس) Switzerland( 

15 
Burley 

Barsoma آمریکا) USA( 40 Montcalm Brum آمریکا )USA( 

16 
Burley 

Bursanica آلمان) Germany( 41 Pfatzer آمریکا )USA( 

17 
Burley 

Kreuzing آلمان) Germany( 42 Pennbel69 کانادا) Canada( 

18 Pereg234 آلمان) Germany( 43 Parfum-ditalie کانادا) Canada( 

19 Perega 

- آفریقاي
 )Italy (ایتالیا 44 Rosecan Nela )SouthAfrica(جنوبی

20 Coker411 آمریکا) USA( 45 TRUMPF لهستان) Poland(  
21 Bel 71-501 آمریکا) USA( 46 RXT آمریکا )USA( 

22 Bel 61-12 آمریکا) USA( 47 GA.955 آمریکا )USA( 

23 Bel 61-9 آلمان) Germany( 48 Coker176 ابریتانی) Great Britain( 

24 K.E1 

- آفریقاي
 )USA( آمریکا 49 Golden gift )SouthAfrica(جنوبی

25 R9 ژاپن) Japan( 50 Tite1(R30.N2) ایران) Iran(  
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  .AFLP ترکیبات آغازگري استفاده شده در تجزیه - 2جدول 
Table 2- Primer combinations used for AFLP analysis 

 

 EcoRIآغازگرهاي 
EcoRI Primers  

يآغازگرها MseI 
MseI Primers 

 نام
Name 

DNA توالی 
DNA Sequence 

 نام
Name 

DNA توالی 
DNA Sequence 

E060 GACTGCGTACCAATTCAAG M140 GATGAGTCCTGAGTAAAAC 
E070 GACTGCGTACCAATTCAAT M150 GATGAGTCCTGAGTAAAGA 
E080 GACTGCGTACCAATTCACG M160 GATGAGTCCTGAGTAAAGT 
E090 GACTGCGTACCAATTCACT   
E100 GACTGCGTACCAATTCAGT   
E110 GACTGCGTACCAATTCATC   
E120 GACTGCGTACCAATTCATT   

 
  نتایج و بحث
  هاي تنوع ژنتیکیبررسی آماره

 50 با در جمعیت ترکیبات آغازگري بکار رفته
 ترکیب آغازگري 21 با ژنوتیپ توتون در کل

 نوار 373 نوار ایجاد نمود که تعداد 480بکاررفته 
  تا100 دامنه اندازه نوارها بین .چندشکل بودند

bp700 در ترکیبات تعداد نوارهاي چندشکل. بود 
-E070 و E120-M140 نوار در 10آغازگري از 

M140 نوار چند شکل در 27 تا E080-M150 
متغیر بودند و متوسط تعداد نوارهاي چندشکل 

نرخ چندشکلی در بین .  شدتخمین زده 76/17
 59/92 تا 63/52ات در پژوهش حاضر از ترکیب

میانگین درصد چندشکلی حدود درصد متغیر بود و 
توان اینگونه  و می درصد برآورد گردید45/77

 یک ابزار AFLPگیري نمود که روش نتیجه

هاي اصلاحی توتون قدرتمند و ارزشمند در برنامه
باشد چون دسترسی به نرخ بالایی از چندشکلی، می

هاي مربوط ارا و سودمندي را در بررسیارزیابی ک
 ,.Zhang et al)دهد به تنوع ژنتیکی به دست می

2006)   .  
در سایر مطالعات مربوط به توتون با استفاده 

 برآوردهاي مختلفی حاصل AFLPاز نشانگر 
رقم با استفاده  46در پژوهشی که بر روي . گردید

 نوار چندشکل 92 صورت گرفت AFLPاز نشانگر 
 & Ren) ازاي هر ترکیب آغازگري شناسایی شد به

Timko, 2001)رقم 19اي دیگر بر روي  و مطالعه 
 نوار چندشکل به ازاي هر 34توتون به طور متوسط 

ترکیب آغازگري مشاهده شد 
(Denduangboripant et al., 2010) . همچنین

تري از چندشکلی در پژوهشی دیگر درصد پایین
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 45/27 نوار و 4/15انگین گزارش شد که به طور می
 ژنوتیپ 28درصد چندشکلی و در بررسی بر روي 

    . (Zhang et al., 2008)توتون بود 
 ضریب تنوع ژنتیکی نی، شاخص محتواي برآورد

اطلاعات چند شکلی، تعداد الل مؤثر براي هر 
 ترکیب آغازگري در جمعیت اول، دوم و کل

. تارائه شده اس 3 به تفکیک، در جدول جمعیت
ی و ئهمچنین بالاترین مقادیر ضریب تنوع ژنتیکی ن

تعداد الل مؤثر در کل جمعیت به ترکیبات آغازگري 
E060-M160 ،E070-M140 ،E070-M150 ،
E070-M160 ،E080-M160 و E100-M140 و در 

-E070اي به ترکیبات دسته ویرجینیاي گرمخانه

M140 ،E070-M150 ،E070-M160 ،E080-

M150 ،E080-M160 و E100-M150 اختصاص 
 E060-M160در دسته بارلی نیز ترکیبات  . داشتند

 E100-M140 و E070-M160 ،E090-M140و 
بالاترین مقادیر ضریب تنوع ژنتیکی نی و تعداد الل 

 از لحاظ درصد . مؤثر را به خود اختصاص دادند
که  درصد بود 59/92چندشکلی نیز بالاترین مقدار 

 اختصاص E070-M150به ترکیب آغازگري 
   .داشت

 
  اي تجزیه خوشه

 UPGMAاي بر اساس روش تجزیه خوشه
 انجام شد و درخت حاصل جاکاردو فاصله ژنتیکی 

در این شکل .  نشان داده شده است1در شکل 
همچنین زیر نام . اندها نیز درج شدهفاصله ژنوتیپ

نتایج این .  بارلی خط کشیده استدستههاي ژنوتیپ
با استفاده از  این واقعیت است که تجزیه گویاي

 AFLPهاي آغازگري اطلاعات حاصل از ترکیب
اگرچه بسیاري از بکار رفته در این تحقیق، 

 در ايویرجینیاي گرمخانه یا هاي بارلیژنوتیپ
 اماهاي کوچک نزدیک بهم قرار گرفتند گروه

 بارلی به طور کامل و شفاف از دستههاي ژنوتیپ
 تفکیک ايویرجینیاي گرمخانه دستههاي ژنوتیپ
هاي دسته بارلی و که ژنوتیپالبته از آنجایی. نشدند

اي هر دو از هاي ویرجینیاي گرمخانهدسته ژنوتیپ
 از ايپارهباشد و از لحاظ هاي تیپ غربی میتوتون

اي دور ، چنین نتیجهباشندخصوصیات مشابه هم می
در باید خاطر نشان نمود البته  .از انتظار نیست

برخی از مطالعات مربوط به بررسی میزان کارایی 
هاي مختلف نشانگرها و گروهبندي و تفکیک دسته

 قادر RAPD و AFLPنشانگرهایی مانند توتون، 
 تا حدي این تفکیک را عملی سازد ندبود

(Denduangboripant et al., 2010; Siva Raju et 
al., 2008; Sarala & Rao, 2008) .رسد به نظر می

هاي مورد بررسی به اندازه نمونه و نوع نمونه
بدون (ها بتوانند نماینده خالص که نمونهطوري

روه باشند ـه یا گـعی از هر دستـو واق) لاطـاخت
 .داشته باشدها تفکیک دستهتواند نقش مهمی در می

هاي بیشتري با تعداد بیشتري بهرحال بررسی
 گیري نهایینتیجهبه یک بتوان  تا ژنوتیپ نیاز است

  .رسید
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  .اي ترکیب آغازگري بررسی شده بر روي دو جمعیت توتون بارلی و ویرجینیاي گرمخانه21هاي تنوع ژنتیکی براي  آماره–٣جدول  
Table 3- Diversity statistic for evaluated 21 AFLP primer combinations on two population of Barley and Virginia flue cured. 

 )Total population (کل جمعیت 
 )Barley group (دسته بارلی   

ايدسته ویرجینیاي گرمخانه  
Virginia flue cured group 

ترکیب 
 آغازگري
primer 

combinations 

نوارهاي 
 چندشکل

Poly.Bands 

 کل  نوارها
Total 
Bands 

 چند درصد
  شکلی
Poly. 

Percentage 

محتواي 
طلاعات ا

 چندشکلی
PIC  

تعداد الل 
 مؤثر

Effective 
Allele 

number 

  ضریب 
 تنوع نی

Nei’s gene 
diversity 

آماره 
تنوع 

ژنتیکی 
GST 

محتواي 
اطلاعات 
چندشکلی 

PIC 

ضریب 
 تنوع نی

Nei’s gene 
diversity 

تعداد الل 
 مؤثر

Effective 
Allele 

number 

محتواي 
اطلاعات 
چندشکلی 

PIC 

  ضریب 
 تنوع نی

Nei’s gene 
diversity 

تعداد الل 
 مؤثر

Effective 
Allele 

number 
E060-M140 17 22 77.27 0.20 1.75 0.41 0.024 0.15 0.40 1.68 0.24 0.40 1.75 
E060-M150 16 22 72.73 0.09 1.71 0.40 0.023 0.15 0.35 1.66 0.07 0.41 1.74 
E060-M160 13 18 72.22 0.21 1.90 0.46 0.012 0.22 0.47 1.89 0.21 0.45 1.88 
E070-M140 10 12 83.33 0.44 1.90 0.47 0.064 0.50 0.42 1.74 0.39 0.47 1.90 
E070-M150 25 27 92.59 0.40 1.89 0.47 0.046 0.34 0.43 1.78 0.21 0.47 1.88 
E070-M160 17 22 77.27 0.22 1.93 0.48 0.041 0.38 0.47 1.89 0.40 0.46 1.85 
E080-M140 24 28 85.71 0.30 1.77 0.42 0.024 0.39 0.44 1.81 0.25 0.39 1.72 
E080-M150 27 36 75.00 0.27 1.86 0.46 0.013 0.26 0.44 1.82 0.28 0.46 1.87 
E080-M160 21 25 84.00 0.23 1.89 0.47 0.039 0.27 0.43 1.78 0.20 0.47 1.90 
E090-M140 14 20 70.00 0.36 1.84 0.45 0.023 0.39 0.47 1.89 0.30 0.43 1.78 
E090-M150 17 25 68.00 0.37 1.70 0.39 0.017 0.41 0.43 1.77 0.34 0.36 1.65 
E090-M160 16 19 84.21 0.20 1.66 0.38 0.030 0.14 0.33 1.57 0.22 0.38 1.67 
E100-M140 17 21 80.95 0.34 1.86 0.46 0.031 0.40 0.46 1.88 0.30 0.44 1.81 
E100-M150 23 28 82.14 0.22 1.84 0.45 0.042 0.29 0.38 1.70 0.19 0.46 1.88 
E100-M160 14 17 82.35 0.29 1.80 0.44 0.028 0.26 0.37 1.67 0.35 0.45 1.83 
E110-M140 21 23 91.30 0.21 1.67 0.38 0.018 0.21 0.34 1.58 0.22 0.39 1.70 
E110-M150 18 21 85.71 0.11 1.80 0.44 0.026 0.20 0.40 1.71 0.08 0.44 1.84 
E110-M160 24 28 85.71 0.16 1.48 0.31 0.024 0.19 0.29 1.49 0.15 0.30 1.48 
E120-M140 10 19 52.63 0.31 1.65 0.37 0.013 0.35 0.41 1.73 0.28 0.34 1.60 
E120-M150 14 23 60.87 0.29 1.71 0.40 0.041 0.23 0.31 1.55 0.32 0.42 1.73 
E120-M160 15 24 62.50 0.19 1.72 0.40 0.022 0.15 0.40 1.70 0.21 0.39 1.71 

Total37.16 8.77 5.20 36.28 8.43 5.85 0.032 8.92 37.33 5.43 1626.53 480 373 کل 
 0.42 1.78 0.26 77.45 22.86 17.76 میانگین

0.63 
0.28 0.40 1.73 0.25 0.42 1.77 
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اي انجام شده، از هبا توجه به تجزیه خوش
  103 وBarley b.5هاي دسته بارلی ژنوتیپ

Barley Ree 01/0 در فاصله ادغام ،Burlina ،
Barley BB163 و Barley Barsoma در فاصله 

 و Barley semparent ،Barley7، 03/0ادغام 
Banket A1 ادغام شده و به یک 02/0 در فاصله 

اي هر کدام هدر حقیقت ژنوتیپ. خوشه تعلق یافتند
هاي کوچک بیشترین شباهت را به از این گروه

اي نیز از دسته ویرجینیاي گرمخانه. یکدیگر داشتند
 و Virginia American ،TRUMPFهاي ژنوتیپ

RXT 01/0 در فاصله ادغام ،Perega ،Hicks 

Broad Leaf ،K.E1 و Pfatzer در فاصله ادغام 
03/0  ،GA.955 ،Virginia RP-37 ،MC.I، 

Virginia Bright 88 ،Parfum-ditalie  و 
Montealm Brum 02/0 در فاصله ادغام ،
Virginia Ree 488 و NOD 8 در فاصله ادغام 

05/0 ، R9 ،NR 23 ،Rosecan Nela ،Hicks 55و  

Virginia RP37  04/0 در فاصله ادغام ،Golden 

gift ،Pennbel 69 و Coker 176 در فاصله ادغام 
 Pereg R.2-288 و TL 33 ،Holandisher  و 04/0

هایی قرار گرفتند که از لحاظ ژنتیکی در گروهک
بر اساس این  .شباهت قابل توجهی به هم داشتند

، Badisher Burley Eهاي تجزیه ژنوتیپ
Pennbel69 ،R9 و Coker 176هاي بودند  ژنوتیپ

ها نشان که بالاترین فاصله ژنتیکی را از بقیه ژنوتیپ
از سوي دیگر ماتریس فاصله ). 1کل ش(دادند 

این . ژنتیکی جاکارد نیز نتایج مفیدي را در بر داشت

ماتریس نشان داد بالاترین مقادیر فاصله ژنتیکی بین 
هاي ها به فاصله ژنتیکی بین ژنوتیپجفت ژنوتیپ

شناسایی . ها اختصاص داردمذکور با سایر ژنوتیپ
یپی بیشترین هایی که از لحاظ ژنتیکی و فنوتژنوتیپ

هاي اصلاحی فاصله را از هم داشته باشند در برنامه
هاي کنترل QTLیابی از جمله هیبریداسیون و مکان

با استفاده از . کننده صفات کمی نقش اساسی دارد
یابی با هاي مکانتوان جمعیتهایی میاین ژنوتیپ

یابی تفرق بالا در افراد را توسعه داد که امکان مکان
QTLپذیر گردد وچک اثر نیز امکانهاي ک(Collard 

et al., 2005) .  
  

تجزیه واریانس مولکولی و بررسی تنوع ژنتیکی 
  بین و درون دو جمعیت

با در نظر گرفتن دو جمعیت بترتیب شامل 
 ژنوتیپ و دسته 17هاي بارلی با دسته توتون

 ژنوتیپ، 33اي با هاي ویرجینیاي گرمخانهتوتون
درصد تنوع . کولی انجام گرفتتجزیه واریانس مول

 درصد از 4ژنتیکی موجود در بین دو جمعیت تنها 
 96کل تنوع ژنتیکی را به خود اختصاص داد و 

جدول (درصد مربوط به تنوع درون جمعیتی بود 
وجود تنوع ژنتیکی زیاد در درون جمعیت ). 4

هاي ژنتیکی زیاد افراد دهنده وجود تفاوتنشان
هاي ژنی تکثیر یافته مکاندرون جمعیت از لحاظ 

ت ـگنی درون جمعیـویاي ناهمــاست و این گ
به طور کلی ناهمگنی زیاد در درون . باشدمی

تواند دلایل زیادي ازجمله ماهیت چند جمعیت می
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هاي مختلف بین ارقام، پلوئیدي، دگرگشنی، تلاقی
در اینجا . اختلاط فیزیکی بذور و غیره داشته باشد

لا بودن تنوع در درون جمعیت بارلی توان دلیل بامی
 ي را احتمالاً به انجام تلاقیو ویرجینیاي گرمخانه

هاي مختلف، اختلاط بذور هنگام بین ارقام از گروه
هاي مورد مطالعه و تکثیر، یا اندازه کوچک جمعیت

یا بزرگ بودن ژنوم توتون و کافی نبودن ترکیبات 
یجه عدم آغازگري براي پوشش کامل ژنوم و در نت

ها از لحاظ تنوع ژنتیکی در ارزیابی کامل ژنوتیپ
میزان شباهت ژنتیکی جاکارد . کل ژنوم نسبت داد

 متغیر بود که 64/0 تا 16/0ها از در بین ژنوتیپ
ها در داخل هر نشاندهنده شباهت پایین ژنوتیپ

ماتریس اعداد نشان داده نشده (ها بود کدام از گروه
   ).است

 نیز به عنوان شاخص GSTهمچنین شاخص 
هاي ژنی مورد ها در مجموع مکانتمایز جمعیت

این شاخص نشان ). 3جدول (ارزیابی، محاسبه شد 
هاي تکثیر  از لحاظ مکاندهد که دو جمعیتمی

 مورد AFLPهاي آغازگري شده توسط ترکیب
 ترکیب آغازگري 21از بین . بررسی، پایین است

 E070-M140رکیب بکاررفته بالاترین تمایز در ت
در واقع از کل .  بود06/0مشاهده شد که برابر با 

تنوع ژنتیکی موجود از لحاظ این ترکیب آغازگري، 
 94 درصد مربوط به تنوع بین دو جمعیت و 6

از . شوددرصد مربوط به تنوع درون جمعیت می
لحاظ سایر ترکیبات آغازگري، تنوع ژنتیکی برآورد 

لذا این ترکیب . دندشده بین دو جمعیت کمتر بو

آغازگري نسبت به سایر ترکیبات تنوع بین دو 
 برابر Gstمقدار متوسط . جمعیت را بهتر نشان داد

 برآورد گردید که نشاندهنده مقدار تنوع 032/0با 
هاي ژنتیکی بسیار بالایی است که در درون ژنوتیپ

در پژوهشی وسیع در دانشگاه .  وجود داردهر دسته
 ژنوتیپ توتون با منشاء 702الی، کارولیناي شم

 نشانگر 72کشورهاي مختلف دنیا با استفاده از 
 1031در کل . ریزماهواره مورد بررسی قرار گرفتند

 الل براي هر نشانگر شناسایی 7/14الل با میانگین 
هایی که منشاء جغرافیایی بسیاري از ژنوتیپ. شد

 با هاي یکسانی قرار گرفتندیکسانی داشتند در گروه
این حال تنوع درون جمعیتی در تجزیه واریانس 

 درصد برآورد گردید که به نوبه 18/92مولکولی 
 ,.Moon et al)خود مقدار تنوع قابل توجهی است 

 ژنوتیپ توتون از 51در پژوهش دیگري . (2009
 به AFLPاي با استفاده از دسته ویرجینیاي گرمخانه

ینی تفکیک دو گروه اصلی با منشاء آمریکایی و چ
هاي آنها و تجزیه واریانس مولکولی داده. شدند

، نشان 167/0 برابر با 1ضمن برآورد شاخص تثبیت
 درصد از کل واریانس ژنتیکی موجود 76/55داد 

 درصد به تنوع درون 24/44به تنوع بین دو منشاء و 
گردد هاي هر منطقه جغرافیایی بر میژنوتیپ

(Zhang et al., 2006). 

  

                                     
1. Fixation index (Fst) 
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زیر .  با استفاده از ضریب جاکاردUPGMAاي به روش اي حاصل از تجزیه خوشه درخت دایره-1ل شک

  .هاي بارلی خط کشیده شده استنام ژنوتیپ
Figure 1- Circular tree of cluster analysis using Compelete linkage method and Jaccard’s 
coefficient. The name of Barley genotypes has been underlined. 
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  اي نتایج تجزیه واریانس مولکولی بر روي دو جمعیت بارلی و ویرجینیاي گرمخانه- 4جدول 
Table – Result of AMOVA for two population of Barley and Virginia flue cured  .  

 درصد تنوع
Percentage of 

variation 

 اجزاء واریانس
Variance 

component  
 بعاتمجموع مر

Sum of squares 
 درجه آزادي

df 
 منابع تغییر

S.V 

 هابین جمعیت 1 128.97 2.62 4
Between populations 

 هادرون جمعیت 48 3368.21 70.17 96
Within population 

 کل 49 3497.18 72.79 
Total 
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Abstract 
Considering the economic importance of tobacco and its role as a model plant in molecular 

researches, in the present study, 50 tobacco genotypes from Barley and Virginia group were 
evaluated. In order to determine of genotype, 21 primer combinations of AFLP were used. 
According to the results, out of 480 total numbers of bands with average of 17.76 bands for each 
combination, 373 bands showed polymorphic pattern. Due to high polymorphic percentage of 
used marker (77.45%), it can be expected to consider, this marker as a powerful tool for 
assessment of genetic diversity in tobacco breeding programs. Investigation of Jaccard’s genetic 
coefficients revealed Badisher Burley E, Pennbel69, R9 and Coker 176 had the highest genetic 
distances than the others. Therefore, it seems the genotypes to be useful for breeding programs 
including hybridization and developing of segregating mapping population. The results of 
AMOVA showed 4% of the total genetic variation was estimated between two groups of Barley 
and Virginia flu-cured and 96% was related to within groups. Also diversity statistic revealed 
primer combinations of E060-M160, E070-M140, E070-M150, E070-M160, E080-M150, E080-
M160, E100-M140 and E100-M150 were the most powerful markers in the evaluation and 
identifying of relationships among tobacco genotypes that can be considered in the other related 
studies.   
 
Keywords: AFLP, AMOVA, Genetic diversity, Tobacco. 
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