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 های توتونژنوتیپ برخی از در بررسی تنوع ژنتیکی ISSRاستفاده از نشانگر مولکولی 
 

 2مهین خرازی و *،1احمدیمرضیه شازده

 

 ، گروه بیوتکنولوژی، مرکز تحقیقات و آموزش توتون تیرتاش، بهشهر، مازندرانمربی -1

 اه علوم کشاورزی و منابع طبیعی ساری، مازندراندانشجوی کارشناسی ارشد، گروه اصلاح نباتات و بیوتکنولوژی، دانشگ -2
 

 (24/12/1394 تاریخ پذیرش: – 30/10/1394 )تاریخ دریافت:

 

 چکیده
های اصلاحی و بررسی تنوع ژنتیکی توتون برای برنامهنژادی، تعیین تنوع ژنتیکی مواد اصلاحی است. های بهگام اول در برنامه

های توتون برای انتخاب والدین در در ژنوتیپبوده و اطلاع از سطح تنوع ژنتیکی حیاتی امری حفاظت از ذخایر ژنتیکی، 

استفاده از نشانگرهای مولکولی، سبب کاهش مدت زمان اصلاح و های اصلاحی از اهمیت زیادی برخوردار است. برنامه

 ISSRنشانگر  25تون با استفاده از ژنوتیپ گیاه تو 100در این تحقیق، تنوع ژنتیکی شود. های اصلاحی میهای پروژههزینه

 237از تعداد  ترتیب با یک و صفر نشان داده شدند.الگوی نواربندی بر اساس وجود و عدم وجود نوارها بهارزیابی شد. 

به ازای هر آغازگر  12 تا 4 از شکلیبودند و میانگین چند قطعه چندشکل 195 ، تعدادای که درکل ارقام تولید شدندقطعه

منظور تعیین کارایی بهبود.  10/94های مورد بررسی وت بود. میانگین درصد چندشکلی تعیین شده در مجموع ژنوتیپمتفا

 ،UBC815آغازگرهای  ها محاسبه شد.و همچنین درصد چندشکلی آن (PIC) انگرها، محتوای اطلاعاتی چندشکلینش

UBC812 و UBC878 ه عنوان بهترین آغازگرها جهت بررسی تنوع ژنتیکی در این بودن بهترین پارامترهای نشانگری ب دارا با

 و شده محاسبه SM و  Dice ،Jaccardمختلف تشابه یباضر ارقام، بین ژنتیکی تشابه ارزیابی منظوربه .تحقیق معرفی شدند

یک بدست ضریب کوفنت .شد ترسیم UPGMA الگوریتم و SM تشابه ضریب براساس دندروگرام و انجام مانتل تطابق آزمون

ی مجزا دادند که بیانگر کارایی بالای آغازگرهای بررسی تشکیل دو خوشه های موردژنوتیپهمه  .بود 9632/0 برابر آمده

. تجزیه به مختصات اصلی نشان داد که سه مولفه اول توانستند در مجموع بودمورد استفاده در تکثیر قطعات مناسب از ژنوم 

بررسی تنوع ژنتیکی  توان به این نتیجه رسید کهبا توجه به اهداف این تحقیق، می توجیه کنند.از واریانس کل را  درصد 65/79

جهت  تواند به عنوان یک سیستم نشانگر مناسبمی ISSRبوده و نشانگر  مفید ISSRنشانگر  های توتون با استفاده ازژنوتیپ

 رار گیرد.مورد استفاده قدر اصلاح این گیاه تشخیص تنوع و روابط ژنتیکی 

 ISSRنشانگر شکلی، چند توتون، تنوع ژنتیکی،ای، تجزیه خوشه: واژگان کلیدی
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 احمدی و خرازیشازده در بررسی تنوع ژنتیکی ... ISSRاستفاده از نشانگر مولکولی 

 مقدمه

خانواده گیاهی است از  (.Nicotiana tabacum L) توتون

یکساله، ، روزکوتاه، 2و از جنس نیکوتیانا 1سولاناسه

و  صنعتی ،و از محصولات با ارزش زراعی 3خودگشن

، Nicotianaهای جنس در میان گونهباشد. می اقتصادی

 (2n= 4X= 48)یک گونه آلوپلی پلوئید  N.tabacumگونه 

های جنس است که از هیبریداسیون بین گونه

N.Sylvestris  وN.tomentosiformis  و دو برابر شدن

ها بوجود آمده هیبرید حاصل از آن تعداد کروموزوم های

اهمیت توتون در  .(Arslan and Okunus, 2006) است

داشتن نیکوتین است. نیکوتین آلکالوئیدی است با فرمول 

2N14H10C شودی توتون ساخته میکه در ریشه (Conolly 

et al., 2007). ،عملکرد توتون  طبق آخرین گزارش فائو

کیلوگرم در هکتار  17838به طور متوسط در جهان به 

رسیده است. نواحی شمالی ایران به علت شرایط اقلیمی 

که در سال  باشندخاص از مناطق مستعد کشت توتون می

میزان تولید  هکتار و 9586سطح زیر کشت آن به  2010

 ,FAOرسیده است ) در کلتن  14145برگ خشک آن به 

2010.) 

قدم برای  با عنایت به اهمیت اقتصادی توتون، اولین

های اصلاحی روی توتون، اطلاع از تنوع اجرای برنامه

های مختلف آن ژنتیکی و روابط خویشاوندی بین اکوتیپ

باشد. اصلاح کنندگان نباتات که در جهت دستیابی به می

تنوع ژنتیکی موجود در کلکسیون ژرم پلاسم فعالیت 

 دارندنیاز کنند، به اطلاعاتی در مورد میزان تنوع می

Arslan and Okunus, 2006)).  توتون دارای ژرم پلاسم

نسبتا بزرگی متشکل از تعداد زیادی رقم و لاین است. 

بدیهی است شناسایی و ردیابی هر ژنوتیپ در بانک بذر و 

های اصلاحی، کمک شایانی به پیشرفت امور مربوط برنامه

های ها در برنامهها و به کارگیری آنبه اصلاح ژنوتیپ

 ,.Denduang boripant et al) حی خواهد کرداصلا

ی تنوع ژنتیکی نه تنها برای سازماندهی و مطالعه .(2010

                                                           
1-Solanaceae 

2-Nicotiana 

3-Self-pollination 

حفاظت مواد گیاهی، بلکه برای پدیده هتروزیس و تولید 

تنوع ژنتیکی بین و داخل بذور هیبرید نیز اهمیت دارد. 

های گیاهی، یکی از موارد اصلی مورد های گونهجمعیت

تا  باشددگران و متخصصان ژنتیک میمطالعه به نژا

 ,Gepts) های با عملکرد بالا و مقاوم انتخاب شوندواریته

2006). 

ر اساس ـکی بــی تنوع ژنتیـی، ارزیابـوه سنتــدر شی

گرفت، خصوصیات فنولوژیک و مورفولوژیک صورت می

بر بوده و در آن، تعدادی از صفات تحت این روش زمان

و با توجه به اثرات  گیرندقرار میثیر تغییرات محیطی أت

این روش متقابل محیط و ژنوتیپ بر فنوتیپ گیاهان، 

هایی که . از بین انواع روشکارایی لازم را نخواهد داشت

های گیاهی برای تخمین میزان تنوع ژنتیکی در بین گونه

موجود هستند، ثابت شده است که نشانگرهای مولکولی 

DNA4  رزیابی تنوع و ا جهتابزار قدرتمندی

های مولکولی ابزارهای نشانگر. روابط ژنتیکی هستند

های گیاهی ژنوتیپ ارزیابی تنوع ژنتیکیتوانمندی را برای 

ها کاربردهای زیادی و اصلاح گیاهان فراهم آورده اند. آن

ل ــنگاری، تسهیکی، انگشتــوع ژنتیــی تنــدر بررس

ها، ویشاوندی بین گونهاینتروگرسیون، یافتن روابط خ

های فیلوژنیک، انتخاب شناسایی ارقام، تجزیه و تحلیل

 های قوی دارنددقیق والدین مناسب جهت تولید دورگ

(Ren and Timko, 2001). 

به  (PCR)5ی واکنش زنجیره ای پلیمراز های بر پایهروش

از به دلیل سهولت، هزینه پایین، سرعت و عدم نی

امروزه به طور گسترده ای در یو، کاوشگرهای رادیواکت

بررسی تنوع ژنتیکی ارقام مختلف گیاهی مورد استفاده 

، PCRگیرند. در بین نشانگرهای مبتنی بر قرار می

های تکراری ساده( )نواحی بین توالی ISSR6نشانگرهای 

برای تجزیه و تحلیل تنوع  توسط محققان به طور وسیعی

اند و کارآمد گزارش شده ژنتیکی مورد استفاده قرار گرفته 

مبتنی بر واکنش زنجیره ای پلیمراز و  ISSRنشانگر . اند

                                                           
4-DNA molecular marker 

5-Polymerase chain reaction(PCR) 

6-Inter simple sequence repeat(ISSR) 
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 باشد.ی نشانگرهای ریزماهواره میانواع تغییر یافته ءجز

های و با استفاده از توالی PCR، توسط ISSR نشانگرهای

مرکزی ریزماهواره به عنوان آغازگر، همراه با چند 

به عنوان لنگرهایی  5´یا  3´نوکلئوتید انتخابی در انتهای 

 Li et) شوندداخل مناطق غیر تکراری مجاور تکثیر می

al., 2008 نشانگر .)ISSR  یک تکنیک ساده، سریع و

های بسیار موثر و بسیار تکرار پذیر است و دارای ویژگی

مانند تجزیه و تحلیل همزمان تعداد زیادی جایگاه مطلوبی 

، هزینه پایین، سرعت و ژنی، دقت بالا، تنوع بسیار بالا

سهولت اجرا به طور گسترده ای در گیاهان به کار گرفته 

نیمه تصادفی بوده و از تکرار  ISSRنشانگر  شده است.

در دامنه  چندشکلی بالایی برخوردار است و پذیری و

همچنین به علت غالبیت،  .وسیعی از گیاهان کاربرد دارد

درت ق ،بالاو قدرت تفکیک سادگی، سرعت عمل 

 ,.Reddy et al) بیشتری درآشکار سازی تنوع ژنتیکی دارد

2002; Hasani et al., 2013.)  مزایای استفاده از نشانگر

ISSR  این است که اختصاصی بودن نشانگرهای

گذارد، اما با بهره گیری از ریزماهواره را به نمایش می

های نشانگرهای تصادفی، نیاز به هیچ گونه مزیت

از جمله مزایای لی برای سنتز آغازگر ندارد. اطلاعات توا

آن می توان به داشتن چندین مقر ژنی چند شکل، دیگر 

هزینه پایین اشاره  قابل کاربرد با تعداد زیادی نمونه و

تواند در مطالعات مربوط می ISSRتجزیه و تحلیل  .کرد

به هویت ژنتیک، نسب، کلون، شناسایی سویه و مطالعات 

های بسیار نزدیک و همچنین در هتاکسونومیک گون

 مطالعات نقشه برداری ژن مورد استفاده قرار گیرد

(Reddy et al., 2002). 

مطالعاتی در زمینه ارزیابی تنوع ژنتیکی توتون در جهان و 

ایران در منابع موجود است. در پژوهشی، دندوانگ بوری 

به  (Denduang boripant et al., 2010)پانت و همکاران 

ور تعیین ارتباط ژنتیکی جهت توسعه یک طبقه بندی منظ

 13) واریته توتون 66روی  ISSRآغازگر  20استاندارد از 

ها آن واریته وارداتی( استفاده شد. 53واریته محلی و 

 5گزارش کردند که از بین آغازگرهای مورد استفاده، 

توان با کنند و میآغازگر نوارهای قابل تکرار ایجاد می

های بومی و وارداتی پی به ارتباط ژنتیکی ژنوتیپها آن

تنوع ژنتیکی  (Yang et al., 2007) و همکاران یانگبرد. 

های های مختلف توتون شامل توتوناز تیپرقم  118

ای، آفتاب خشک، بارلی، شرقی و تیپ وحشی را گرمخانه

مورد مطالعه قرار  ISSRبا استفاده از نشانگرهای مولکولی 

ها نشان داد که تنوع ژنتیکی پایینی ایج بررسی آندادند. نت

های زراعی توتون وجود دارد. در در داخل و بین تیپ

که فاصله ژنتیکی و هتروزیگوتی در میان  حالی

 باشد.های زراعی میهای وحشی بیشتر از ژنوتیپژنوتیپ

، در (Gholizadeh et al., 2012)زاده و همکاران قلی

ای را ژنوتیپ توتون گرمخانه 72یکی مطالعه ای تنوع ژنت

مورد ارزیابی قرار دادند.  SSRبا استفاده از نشانگرهای 

ها های مورد مطالعه آنمیزان تشابه ژنتیکی در بین ژنوتیپ

تا  08/0توسط ضریب تشابه جاکارد در دامنه ای بین 

 که نشان دهنده تنوع ژنتیکی بالا در این قرار داشت 84/0

و  ماریان ادریسیدر پژوهشی دیگر،  ها بود.ژنوتیپ

 40تنوع ژنتیکی  ،(Edrisi Maryan et al., 2012) همکاران

مورد بررسی  ISSRآغازگر  12رقم توتون را با استفاده از 

نتایج  UPGMAقرار دادند. در تجزیه خوشه ای به روش 

ها با تنوع ژنتیکی احتمالی به دست آمده از بررسی آن

را در  قابل قبولیژنتیکی مطابقت داشت و تنوع 

ضریب  ای گزارش کردند.های توتون گرمخانهپلاسمژرم

بدست  = 9/0r ها برابر باکوفنتیک محاسبه شده توسط آن

این محققین پیشنهاد دادند به منظور گسترش پایه آمد. 

ای باید از پتانسیل ژنتیکی های گرمخانهژنتیکی توتون

 و همکاران حسنیبرد. های توتون بهره موجود در ژنوتیپ

(Hassani et al., 2013)  از نشانگرهای مولکولیISSR 

 رقم توتون استفاده کردند و 50رای برآورد تنوع ژنتیکی ب

مختلف های تیپای، با استفاده از روش تجزیه خوشه

کی و قرار گرفتند. ی ژنتیکی های مجزادر گروه توتون

ژرم پلاسم جهت شناسایی  (Qi et al.,2006) همکاران

با  را ژنوتیپ توتون 100توتون، تنوع و روابط ژنتیکی 

نتایج . مورد بررسی قرار دادند ISSRاستفاده از نشانگر 
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دارای ثبات بهتری بوده و  ISSRکه نشانگر ها نشان داد آن

ها، ایجاد جهت تعیین تنوع و روابط ژنتیکی میان ژنوتیپ

توتون و هم زمینه علمی برای تحقیقات ژنتیکی، اصلاح 

چنین انتخاب والدین مناسب جهت تهیه نقشه پیوستگی 

 باشد.مناسب می

با استفاده از  (Tao et al., 2009) تائو و همکاران

به مقایسه تنوع  ISSRو  IRAPنشانگرهای مولکولی 

رقم توتون پرداختند. ضریب تشابه ژنتیکی بین  28ژنتیکی 

در  و ست آمدبد 82/0برابر با  ISSRو  IRAPآغازگرهای 

ها، نشانگرهای نهایت مشخص گردید که در تحقیق آن

ISSR  به دلیل داشتن فاصله ژنتیکی بیشتر، پایداری بهتر و

بالاتر، برای مطالعه تنوع ژنتیکی ارقام توتون  PICمیزان 

 Zhang)ژانگ و همکاران تر تشخیص داده شدند. مناسب

et al., 2008) م توتون رق 28، جهت بررسی تنوع ژنتیکی

استفاده  AFLPو  RAPDای از نشانگرهای گرمخانه

کردند. تعداد باند چند شکلی ایجاد شده توسط هر آغازگر 

باند بود. بر اساس تجزیه خوشه ای به  6/9به طور متوسط 

های مورد بررسی در سه ، ژنوتیپUPGMAروش 

 ی اصلی قرار گرفتند.خوشه

به منظور دستیابی  با توجه به پراکندگی توتون در ایران و

به اطلاعات لازم و ضروری جهت شناسایی ژرم پلاسم 

این تحقیق با هدف بررسی امکان کاربرد نشانگر  ،توتون

ISSR های در ارزیابی تنوع ژنتیکی و دسته بندی ژنوتیپ

توتون، کمک به مطالعات بعدی برای اهداف به نژادی و 

انجام  های توتوننیز تعیین میزان خویشاوندی ژنوتیپ

توتون  ژنوتیپ تعداد اینژنتیکی مطالعه تنوع  شد.

با استفاده از  که در این تحقیق آورده شده اند، ایگرمخانه

 ر تاکنون انجام نشده است.گآغاز تعداد این

 هامواد و روش

تحقیق حاضر در آزمایشگاه بیوتکنولوژی  مواد گیاهی:

در این  مرکز تحقیقات و آموزش توتون تیرتاش انجام شد.

ای موجود در ژنوتیپ توتون تیپ گرمخانه 100تحقیق از 

بانک بذر مرکز تحقیقات و آموزش توتون تیرتاش استفاده 

 20هایی به قطر های بذر در گلدان. نمونه(1)جدول  شد

متر در گلخانه تحقیقاتی مرکز تحقیقات و آموزش سانتی

جوان های گیری از برگتوتون تیرتاش کاشته شدند. نمونه

 4تا  3در مرحله  مربوط به یک گیاه از هر ژنوتیپ توتون

ها با استفاده از ازت مایع پودر برگی انجام شد. نمونه

های دو میلی لیتری ریخته شد و تا گردید و در تیوپ

 نگهداری شدند. - C° 80در فریزر  DNAزمان استخراج 

ژنومی گیاهان از بافت برگ  DNA :DNAاستخراج 

با استفاده از روش دلاپورتای تغییر جوان  یهاگیاهچه

سپس، ستخراج شد. ا (Dellaporta et al., 1987) یافته

استخراج شده  DNAهای ارزیابی کمیت و کیفیت نمونه

دستگاه استفاده از  با DNAهای انجام گردید. غلظت نمونه

در طول (، Bio RAD)ساخت شرکت  اسپکتروفتومتر

و ر مورد سنجش قرار گرفتند نانومت 280و  260 هایموج

 تا DNAی هابراساس نتایج روش اسپکتروفتومتری، نمونه

نانوگرم در میکرولیتر رقیق شدند و سپس در  50ت غلظ

به واکنش زنجیره ای پلیمراز مورد استفاده قرار گرفتند. 

روی استخراجی  DNAهای نمونه ،منظور ارزیابی کیفی

 .ر گرفتنددرصد مورد بررسی قرا 8/0ژل آگارز 

آغازگر  25تعداد  :(PCR) واکنش زنجیره ای پلیمراز

ISSR ها مورد استفاده برای بررسی تنوع ژنتیکی ژنوتیپ

قرار گرفت. آغازگرها بر اساس مطالعات قبلی انجام شده 

روی جنس توتون انتخاب شدند. نام، توالی، دمای اتصال 

آورده  2ها در جدول و سایر خصوصیات تمام آغازگر

 در (PCR) ای پلیمراززنجیره اجزای واکنشده است. ش

میکرولیتر  5/2 شامل: تهیه شدند که میکرولیتر 25حجم 

 DNAمیکرولیتر از  2، (1X) برابر 1با غلظت  PCRبافر 

میکرولیتر  2نانوگرم در میکرولیتر(،  50ژنومی )با غلظت 

2lCMg ( 2/2با غلظت  ،)میکرولیتر آغازگر 5/1میلی مول 

 Taq DNAمیکرولیتر آنزیم  3/0پیکومول(،  1لظت با غ)

Polymerase (7/0 در میکرو لیتر واحد ،)میکرولیتر  8/0

dNTP (و  2/0 با غلظت )میکرولیتر آب  9/15میلی مول

مقطر استریل بود. مواد مورد استفاده از شرکت سیناژن 

RAD, C io B) ترموسایکلردستگاه در  تکثیرتهیه شدند. 

l CyclerTherma TM1000 )هایچرخه و PCR بدین 
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شرح انجام شد: یک چرخه واسرشت سازی اولیه در 

چرخه  48، دقیقه 4درجه سانتی گراد به مدت  94دمای 

به  گراددرجه سانتی 92واسرشت سازی در دمای شامل 

 36 - 44 بین اتصال آغازگر در دمای ،ثانیه 45مدت 

 5/0دت به م آغازگر()بسته به نوع  گراددرجه سانتی

درجه  72دمای  دقیقه در 2مرحله بسط به مدت  ،دقیقه

دقیقه در  8سانتی گراد و یک چرخه بسط نهایی به مدت 

 درجه سانتی گراد. 72دمای 

الکتروفورز، مشاهده نوارهای تکثیر شده و تحلیل 

ه منظور آشکارسازی ب PCRپس از اتمام مراحل ها: داده

 آگارز لکتروفورز و ژلها از دستگاه اچندشکلی بین نمونه

لازم به ذکر است که غلظت ژل . درصد استفاده شد 5/2

درصد، بر اساس چند بار آزمون و خطا به  5/2آگارز 

روش تجربی در حین انجام این تحقیق، به عنوان غلظت 

برداشته و به آن  μl 5از هر نمونه مقدار  بهینه بدست آمد.

lμ 2 زوده شد. سپس ( اف2: 5)به نسبت  1بافر بارگذاری

الکتروفورز با ولتاژ  ها بارگیری شدند.ها در چاهکنمونه

ی دقیقه اجرا شد. برای تعیین اندازه 180و به مدت  100

استفاده شد.  bp50قطعات از نشانگر با باندهای استاندارد 

دقیقه در  15ها به مدت ژل، انجام الکتروفورز از بعد

م در میکرولیتر رنگ میکروگر 5/0محلول اتیدیوم بروماید 

با آب مقطر انجام  هاآن بریآمیزی شدند و سپس رنگ

ها از دستگاه ژل داک شد. به منظور عکس برداری از ژل

برای بررسی  استفاده شد. UVزیر نور  BIORADمدل 

حضور وعدم حضور هر  ،ها و ارقامچندشکلی بین توده

مشخص شد و  صفرو  یکبا اعداد  به ترتیب باند خاص

یا )ها ها به دادهستون ،های خامرای تشکیل ماتریس دادهب

و این اعداد  سطرها به باندها اختصاص یافت و (ارقام

. از این ماتریس برای بدست شدند Excelوارد نرم افزار 

 ,Diceآوردن تشابه ژنتیکی )با استفاده ازسه شاخص 

Jaccard, SM)  های رسم دندروگرام و تجزیه مولفهو

استفاده   NTSYSpc Ver 2.02ه کمک نرم افزارمتعادل ب

                                                           
1- Loading buffer 

ها پس از تشکیل ماتریس تشابه، تجزیه و تحلیل دادهشد. 

 انجام شد. NTSYSpc Ver 2.02 افزارتوسط نرم

 برای بررسی محتوای اطلاعاتی چندشکلی نشانگرها و

)قدرت تفکیک( استفاده شد.  PICآغازگرها از پارامتر 

 پاولشکل براساس رابطه میانگین محتوای اطلاعات چند

-PIC=1محاسبه شد:  (Pawell et al., 1999)و همکاران 

∑fiدر این رابطه . fi  برابر با فراوانی آللi.جهت  ام است

های داخلی دندروگرام حمایت شاخه تخمین آماری و

ارقام براساس ضریب  ها واز گروه بندی توده ،حاصله

. رسم استفاده شد UPGMAبه روش  SMتشابه 

های غیر وزنی جفت واره بر اساس روش گروهرختد

 .NTSYSpc Verبا استفاده از نرم افزار  (UPGMA)شده 

 انجام شد. 2.02

 نتایج و بحث
استخراج شده با استفاده  DNAهای بررسی کیفیت نمونه

از ژل آگارز و دستگاه اسپکتروفتومتر نشان داد که 

DNA25وع ها از کیفیت مطلوبی برخوردارند. از مجم 

عدد از  23مورد استفاده در این پژوهش،  ISSRآغازگر 

 237ها باندهای واضح و چندشکل تولید کردند. از کل آن

 هاآن از عدد 195منومورف و  عدد 42باند تولید شده 

شکلی در مجموع چندشکل بودند. میانگین کل چند

 100 اندازه باندها بین درصد برآورد شد. 10/94هاژنوتیپ

تعداد باندهای  متغیر بود. (bp) جفت باز 1500 تا

متغیر بود.  باند 14تا  6از  امتیازدهی شده برای هر آغازگر

، UBC 814 از بین آغازگرهای مورد استفاده، آغازگرهای

UBC811  وUBC835  و  14، 14به ترتیب با تعداد باند

دارای بیشترین تعداد باندهای چندشکلی و عدد  12

باند،  5با تعداد  UBC853و  UBC845آغازگرهای 

(. 2)جدول  تولید کردندکمترین تعداد باند چندشکلی را 

درصد برای  6/63 درصد چندشکلی برای هر آغازگر از

درصد برای آغازگرهای  100تا  UBC851ر آغازگ

UBC878 ،UBC812  وUBC815  متغیر بود و مقدار

بود. متوسط تعداد کل باندها و  درصد 3/83متوسط آن 

آغازگر به  توسط تعداد باندهای چندشکل برای هرم
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 احمدی و خرازیشازده در بررسی تنوع ژنتیکی ... ISSRاستفاده از نشانگر مولکولی 

میانگین درصد چندشکلی  بود. 47/8 و 30/10ترتیب 

درصد(، تنوع ژنتیکی  10/94) بدست آمده در این تحقیق

ای از نمونه (.2)جدول  کندها را توجیه میبالای ژنوتیپ

روی ژل  ISSR-PCRالگوی باندی حاصل از محصولات 

برای  نمایش داده شده است. 1ل صد در شکدر 5/2آگارز 

بررسی قدرت تفکیک نشانگرها در نمایش چندشکلی در 

برای  (PIC) یک جمعیت، محتوای اطلاعات چندشکلی

میزان اطلاعات چندشکلی، یکی هر نشانگر محاسبه شد. 

از شاخص های مهم جهت مقایسه نشانگرهای مختلف از 

بر PIC  تعداد رود.شمار می ها بهنظر قدرت تمایز آن

ها در اساس تعداد آلل شناسایی شده و نحوه پراکنش آن

مقادیر بالای این معیار دلالت بر  شود.جمعیت محاسبه می

که در  چندشکلی زیاد در یک جایگاه نشانگری دارد

تمایز افراد نقش بسزایی دارد. بنابراین  تفکیک و

های ژنوتیپبالا برای تمایز  PICنشانگرهایی با 

 (.Ren and Timko, 201نزدیک مفید هستند ) خویشاوندی

به ترتیب  PICدر این مطالعه، بیشترین و کمترین مقدار 

 UBC 840مربوط به آغازگرهای 10/0و  84/0برابر با 

 84/0تا  10/0بین  PICتوزیع مقادیر بود.  UBC 817و

در بعضی از آغازگرهای  PICبالا بودن میزان متغیر بود. 

دهنده کارایی بالای این آغازگرها در مورد استفاده نشان 

باشد که های مورد مطالعه در این تحقیق میتمایز ژنوتیپ

نشان دهنده سودمندی این آغازگرها برای بررسی تنوع 

برای  PICباشد و به دلیل میزان بالای ژنتیکی توتون می

کی و  ارزیابی تنوع ژنتیکی توتون مفید خواهند بود.

گزارش دادند که آغازگرهایی  (Qi et al., 2006)همکاران 

داشته باشند، دارای اطلاعات  5/0بزرگتر از  PICکه 

ها آن PICسودمند زیادی هستند، آغازگرهایی که مقادیر 

هایی که کمتر باشد سودمند هستند و آن 5/0و  25/0بین 

باشد، حاوی اطلاعات سودمند اندکی هستند. در  25/0از 

لفزانی و همکاران مطالعات قبلی محسن زاده گ

(Mohsenzadeh Golfazani et al., 2012)  مقادیرPIC  در

 68/0تا  15/0بین  را ایهای توتون گرمخانهژنوتیپ

سمیع زاده  . همچنین در پژوهشی دیگر،نددکرگزارش 

در  (Samizadeh Lahiji et al., 2013)لاهیجی و همکاران 

با  ایرقم توتون تیپ گرمخانه 89بررسی تنوع ژنتیکی 

را در  PICمقادیر  ،ISSRآغازگر  12استفاده از 

 54/0های توتون مورد بررسی به طور متوسط ژنوتیپ

 گزارش نمودند.

برای نشانگرهای غالب  PICبا توجه به اینکه حداکثر 

ی حاضر، اکثر ذکر شده است، در مطالعه 5/0کمتر از 

ه داشتند ک 5/0بیشتر از  PICآغازگرهای مورد استفاده، 

بیانگر این است که این آغازگرها حاوی اطلاعات مفیدی 

بوده و پراکندگی مناسبی در ژنوم جمعیت مورد بررسی 

های مکمل به عبارت دیگر دارای توالی داشته اند.

های مورد بررسی هستند، که این هایی در ژنوتیپمکان

ها تغییرات دارند، زیرا پس از تکثیر ها در ژنوتیپتوالی

 .نشان دادند چندشکلی

ابتدا آزمون ، ISSRبه منظور تجزیه خوشه ای نشانگرهای 

( برای ضرایب تشابه جاکارد، دایس Mantel, 1967)مانتل 

 UPGMAو تطابق ساده براساس روش خوشه بندی 

انجام شد. براساس نتایج بدست آمده در این مطالعه 

دارای بالاترین ضریب  (SM)ضریب تشابه تطابق ساده 

بود که نشان دهنده برازش  (96/0) کوفنتیک همبستگی

های تشابه و همبستگی بالا بین ماتریس خوب و

دندروگرام نهایی براساس ضریب تشابه تطابق ساده 

ها با استفاده از نشانگر باشد. تشابه ژنتیکی ژنوتیپمی

ISSR  و براساس ضریب تشابهSM  53/0)تطابق ساده( از 

بود. بیشترین  76/0ط آن در نوسان بوده و متوس 100تا 

کمترین شباهت بین  و 57و  15های شباهت بین توده

مشاهده شد. میزان کم شباهت نشان  42و  25های توده

دهنده این است که دو ژنوتیپ دارای اختلاف ژنتیکی 

ها را در صورت داشتن توان آنلذا می باشند،زیادی می

گیری ورگهای دصفات مطلوب، به عنوان والد در برنامه

شود های زراعی استفاده کرد. تصور میبرای اصلاح توتون

های دور از هم قرار هایی که در گروهبا تلاقی بین ژنوتیپ

گرفته اند، نتاج نوترکیب متجاوز جهت انتخاب در 

 های چرا که یکی از راه ،های اصلاحی تولید شودبرنامه
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 هاالعه و منشا جغرافیایی آنهای توتون مورد مطاسامی ژنوتیپ -1جدول 
Table 1. Tobacco genotypes and their geographical origin. 

 منشا جغرافیایی
Geographical 

origin 

 نام 

 ژنوتیپ
Genotype 

 شماره
No. 

 منشا جغرافیایی

Geographical 

origin 

 نام 

 ژنوتیپ
Genotype 

 شماره
No. 

 منشا جغرافیایی

Geographical 

origin 

 نام

 ژنوتیپ 
Genotype 

 شماره
No. 

 منشا جغرافیایی
Geographical 

origin 

 نام 

 ژنوتیپ
Genotype 

 شماره
No. 

USA South Carolina 76 Australlia R.H 211 51 USA Virginia Bright 88 26 USA K394 1 

USA Hicks Resistant 77 USA T.I 998 52 Germany N.C 60 27 USA Previ stamm6 2 

USA Hicks 55 78 USA K110 53 USA K326 N. F 28 Germany N.C 95 3 

USA Kustaga 110 79 IRAN Tirtash 33 54 USA Previ stamm 3 29 USA M.C 1 4 

USA Bel B 80 USA North Carolina (2326) 55 Africa H76 30 USA Hicks Broad Leaf 5 

USA K 1514 81 Germany Hong garten 56 IRAN Tirtash 31 31 USA Coker 411 6 

USA Bel 71-500 82 USA Florida 513 57 IRAN Tirtash 19 32 Canada Deliot 7 

Africa N.R 23 83 Switzerland N.F.B.E 63 58 USA Bel 61-10 33 USA Previ stamm 9 8 

USA Harrison special 84 USA Virginia R.P 178 59 USA Coker 48 34 USA Kustaga E1 9 

Canada E.X. 4p. R 1 85 USA Lock wood 60 USA Mac Nair 944 35 USA Virginia 115 10 

USA Virginia Gold 86 USA Manilla - Geel 61 IRAN Tirtash 10 36 USA Vinica 11 

Germany Griolla salteno 87 Switzerland P.N 10-26 62 USA Coker 347 37 Canada Delhi 76 12 

Germany N.C 11-51 88 IRAN Orumieh 2 63 IRAN N.C 95×ch.Mutant no.2 38 USA M.C. 101 13 

Switzerland P 49-4625 89 IRAN Orumieh 1 64 IRAN Tirtash 9 39 Africa Kustaga E1(B1.75) 14 

Canada S 394-5s 90 USA Kustaga 51E 65 USA Coker 298 40 USA Speight G28 15 

USA T.I 66 91 Switzerland Mont Calm Brum 66 IRAN Tirtash 17 41 USA Coker 319 16 

USA Bel 71-501 92 Canada S 392-3 s 67 USA Hicks Fixed A 24-26 42 USA K326 F 17 

USA P.B.D 6 93 USA Kustaga 110(E 2346) 68 USA T.L 33 43 USA Cu 357 18 

Germany Ludo gortez 2317 94 USA Hicks R. G 69 IRAN Orumieh 6 44 USA Coker 254 19 

USA Bel 95 USA North Carolina 88 70 Ausralia Ch.Mutant 45 USA Virginia RP 37 20 

USA Virginia H. R 96 Australlia BY 4 71 USA Coker 176 46 IRAN Tirtash 30 21 

USA Bel 61-9 97 USA Virginia E1 72 Germany Gewone groom 47 USA K326 22 

Canada Petrich 84 98 Africa S.O 1 73 USA Virginia Aurea 48 Germany Pee Dee 23 

USA Bel 61-12 99 Germany Beer wah H 74 Canada Vega 1 49 USA Coker 258 24 

USA Bel 61-11 100 Canada H. 254 D.P.R 4 75 USA Kustaga GA 36 50 Germany N.C 89 25 
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، درصد چندشکلی، تعداد کل باندها، تعداد باند چندشکلی و محتوای اطلاعات (TM)نام، توالی، دمای اتصال -2ل جدو

 مورد استفاده در این آزمایش.ISSR آغازگرهای  (PIC)چندشکلی
Table 2. Name, sequence, annealing temperature (Tm), polymorphism (%), No. of scored bands, No. of 

polymorphic bands and PIC of ISSR primers  
محتوای 

اطلاعات 

 چندشکلی
PIC 

 درصد

 چند شکلی
Polymorphism 

(%) 

 تعداد

 باند چند شکل

No. of 
polymorphic 

bands 

تعداد کل 

 باندها

No. of 

Scored bands 

 دمای

 اتصال

Annealing 

temperature 

 توالی 

 آغازگر

Primer 

Sequence 

 نام

 آغازگر
Primer 
name 

 شماره
No. 

0.27 75 12 16 45 GA8 C3 UBC 811 1 
0.55 100 10 10 47 GA8 A3 UBC 812 2 
0.53 94.1 16 17 43 GA8 A3 UBC 814 3 
0.48 100 9 9 45 GA8 G3 UBC 815 4 
0.50 83.3 10 12 47 GA8 T3 UBC 816 5 
0.10 88.8 8 9 45 GA8 A3 UBC 817 6 
0.31 90.9 10 11 54 GA8 C3 UBC 823 7 
0.19 83.3 5 6 44 GA8 G3 UBC 824 8 
0.54 77.77 7 9 47 GA8 T3 UBC 825 9 
0.55 71.42 10 14 47 GA8 C3 UBC 826 10 
0.49 78.57 11 14 48 (GA) 4 (CA)3 UBC 873 11 
0.51 90.09 10 11 42 AG8 TT UBC 834 12 
0.54 70.58 12 17 49 AG8 TC UBC 835 13 
0.84 81.81 9 11 47 GA8 TT UBC 840 14 
0.56 91.6 11 12 55 GA8 TT UBC 842 15 
0.14 83.3 5 6 43 CT8 AC UBC 843 16 
0.41 75 9 12 54 CT8 AC UBC 844 17 
0.56 80 4 5 48 CT8 AC UBC 845 18 
0.50 63.6 7 11 53 GT8 TG UBC 851 19 
0.54 80 4 5 44 TC8 AT UBC 853 20 
0.43 71.42 5 7 54 (AC)8 TA UBC 856 21 
0.41 83.3 5 6 48 (CTTCA)3 UBC 879 22 
0.50 100 6 6 44 (GCAT)4 UBC 878 23 
0.35 75 6 8 45 (CT)8 T UBC 813 24 
0.43 80.3 4 6 52 (AC)8 TG UBC 857 25 

 

 

 

روی ژل  (48تا  1)چاهک  ژنوتیپ توتون 48در  UBC 851مربوط به آغازگر  ISSR-PCRالگوی باندی حاصل از  -1شکل 

 : نشانگر تعیین اندازهLدرصد،  5/2آگارز 
% agarose  5.on 248)  -(lane 1 PCR band pattern related to (UBC 851) of 48 tobacco genotypes -. ISSR1Figure 

bp): DNA Ladder 100(L ,gel 
در توتون از  یابی به هتروزیس بالا کهمطمئن برای دست

اهمیت زیادی برخوردار است، استفاده از مواردی است 

ترین خویشاوندی باشنــد و شناســایی ــکه دارای کم

های حاوی هتروزیس بالا مهم ترین قدم در تولید تلاقی
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محصولات هیبرید است و معمولا والدین با قدرت 

توانند ترکیب پذیری بالاتر و فاصله ژنتیکی بیشتر می

 ,.Yang et alیدهایی با عملکرد بالاتر تولید کنند )هیبر

بهترین ضریب برای بررسی  SMضریب تشابه  .(2005

میزان تنوع ژنتیکی بدست آمده از نشانگرهای غالب است 

کند. بندی میزیرا شباهت را براساس وجود باند گروه

های بعدی از این ضریب استفاده شد. بنابراین در تجزیه

تجزیه خوشه ای بر اساس ضریب تشابه  نتایج حاصل از

SM  و همکاران یانگآورده شده است.   2در شکل 

(Yang et al., 2007)، رقم  118ای تنوع ژنتیکی در مطالعه

 IRAP و ISSR هاینشانگر را با استفاده از مختلف توتون

مورد بررسی قرار دادند و میزان شباهت ژنتیکی ارقام 

یج ابود، که نت 75/0برابر با مورد مطالعه به طور متوسط 

ها از این جهت به نتایج پژوهش حاضر نزدیک آن

با  (Hassani et al., 2015) و همکاران حسنیباشد. می

رقم  20، تنوع ژنتیکیIRAPو  ISSRهایاستفاده از آغازگر

توتون را مورد بررسی قرار دادند و مشخص کردند که 

متغیر  75/0تا  25/0درصد تشابه ژنتیکی بین این ارقام از 

بود. سارالاو  59/0است و میانگین درصد تشابه برابر با 

در بررسی تنوع ژنتیکی  ،(Sarala and Rao, 2008)رائو 

ارقام توتون گرمخانه ای و بارلی در هند با استفاده از 

با انجام آزمون مانتل، ضریب همبستگی  ISSRنشانگرهای 

تشابه نشانگرها  (، بین ماتریس95/0کوفنتیک بالایی )

بدست آوردند. با توجه به نتایج بدست آمده در تحقیق 

حاضر و مقایسه با نتایج دیگر محققین، نتیجه گرفته 

و  SMشود که همبستگی مناسب بین ماتریس تشابه می

بندی کوفنتیک وجود دارد که این موضوع، صحت گروه

نتایج حاصل از تجزیه به کند. انجام شده را تایید می

توانستند  های متعادل نشان داد که سه مولفه ابتداییولفهم

درصد از واریانس کل را توجیه کنند.  65/79در مجموع 

، 11/65رود اولین مولفه که بزرگترین مولفه به شمار می

درصد از تنوع کل را  18/2و مولفه سوم  36/12مولفه دوم 

اس سه مولفه ابتدایی همبستگی ــتوجیه نمودند. براس

(. 3 م شد )شکلـون رسـوتـام تــارق ها ویان تودهـم
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 SMضریب تشابه ژنتیکی  

SM similarity coefficient 

 ISSRنوتیپ توتون با استفاده از نشانگر ژ 100برای  UPGMAدندروگرام حاصل از تجزیه خوشه ای به روش  -2 شکل

 SMبراساس ضریب تشابه 
Figure 2. Dendrogram of cluster analysis using UPGMA method for 100 tobacco genotypes based on SM 

coefficient for ISSR marker 
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 100بررسی ) های مورددر پژوهش کنونی، همه ژنوتیپ

مجزا دادند که بیانگر کارایی ی رقم( تشکیل دو خوشه

مورد استفاده در تکثیر قطعات  ISSRبالای آغازگرهای 

 مناسب از ژنوم است.

ارقام براساس تجزیه به  ها ونمودار همبستگی توده

بندی نشان داد که این گروه 3های متعادل در شکل مولفه

بندی حاصل از تجزیه خوشه ای کاملا مطابقت با گروه

 ISSRین تحقیق نشان داد که نشانگر نتایج ا .دارد

جهت آشکارسازی روابط مولکولی بین  آمدنشانگری کار

از  باشد.رد آزمایش در این بررسی میها و ارقام موتوده

ها و ارقام بندی تودههای انجام شده برای گروهاین بررسی

شود که سطح تنوع ژنتیکی توتون چنین استنباط می

به این معنی که  لوبی است.ها در حد مطوجود در آنم

بزار مهمی جهت مطالعه تنوع ژنتیکی در ا ISSRنشانگر 

 .(Reddy et al., 2002) باشدتوتون می

هم چنین این نتایج می تواند نقطه عطف مهمی برای 

های اصلاحی و حفاظت ژرم پلاسم ارقام توتون برنامه

توان بر اساس روابط باشد. به طوری که در آینده می

ولی ایجاد شده از این مطالعه که نشان دهنده روابط مولک

های توتون مورد بررسی هستند، ها و ژنوتیپبین توده

های اصلاحی توتون مفید باشند و ممکن است در برنامه

های ایجاد شده برای با دقت وتوجه کافی به گروه بندی

ها و ارقام توان تودهارقام موجود به سهولت می ها وتوده

نژادی انتخاب نمود و با های بهرا جهت برنامه مناسب

های اصلاحی مناسب جهت افزایش عملکرد، کیفیت برنامه

 های اساسی برداشت.و سازگاری این گیاه در کشور گام

تجزیه خوشه ای براساس ضریب تشابه  نتایج حاصل از

SM از نظر  42و  25ه نشان داد که که دو توده شمار

توان انتظار ا هم دارند. بنابراین میژنتیکی فاصله زیادی ب

های دور از هم قرار ها که در گروهداشت با تلاقی بین آن

گرفته اند، نتاج نوترکیب متجاوز جهت انتخاب در 

های های اصلاحی تولید شود.چرا که یکی از راهبرنامه

مطمئن برای دستیابی به هتروزیس بالا، استفاده از موادی 

ین خویشاوندی باشند و شناسایی است که دارای کمتر

های حاوی هتروزیس بالا مهم ترین قدم در تولید تلاقی

محصولات هیبرید است و معمولا والدین با قدرت 

توانند پذیری بالاتر و فاصله ژنتیکی بیشتر میترکیب

هیبریدهایی با عملکردبالاتر تولید نمایند. لذا با توجه به 

نژادگران در انتخاب  شود که بهمطالب فوق توصیه می

ها علاوه بر والدین مناسب برای انجام دورگ گیری

صفات مطلوب ظاهری و زراعی، به بررسی و طبقه بندی 

ها نیز توجه داشته باشند. چنین ایده ای در مولکولی آن

 Mwadzingeni)و همکاران مادزینگنی تحقیقی که توسط 

et al., 2013)  ای رمخانهرقم توتون گ 28که تنوع ژنتیکی

رقم از آفریقای  2رقم از برزیل،  6رقم از چین،  16)

رقم از زیمباوه( را ابتدا بر اساس صفات  4جنوبی و 

فنوتیپی مورد بررسی تنوع ژنتیکی قرار دادند و به این 

نتیجه رسیدند که برای انتخاب ارقام خوب در برنامه های 

بر ها، علاوه اصلاحی و بررسی میزان تنوع ژنتیکی آن

های فنوتیپی و مورفولوژیکی، باید از نشانگرهای بررسی

مولکولی نیز استفاده نمود. همچنین، در پژوهشی دیگر، 

، (Darvishzadeh et al., 2013) درویش زاده و همکاران

ژنوتیپ توتون شرقی را با استفاده از  100تنوع ژنتیکی 

 SSRنشانگر مولکولی  13صفات مورفولوژیکی و نیز 

رسیدند که  جهــن نتیــرزیابی قرار دادند و به ایمورد ا

استفاده از نشانگرهای مولکولی دارای کارایی بهتری در 

ها بر بندی ژنوتیپباشد. گروهارزیابی تنوع ژنتیکی می

ها ژنوتیپ UPGMAاساس ضریب تشابه جاکارد و روش 

نتایج حاصل از بندی کرد. را در سه گروه اصلی طبقه

 ISSRنشانگر  25به خوبی نشان داد که تحقیق کنونی، 

های لازم برای مورد استفاده در این پژوهش، دارای قابلیت

 های توتون هستند.ارزیابی تنوع ژنتیکی ژنوتیپ
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 ISSRهای متعادل براساس نشانگرنمودار همبستگی ارقام درسه مولفه ابتدایی در تجزیه به مولفه -3شکل 

Figure 3. Correlation charts on three basic components in a balanced component analysis based on ISSR marker 
 

تواند زمینه ساز انجام کارهای اصلاحی در این نتایج می

نژادی و شناسایی ذخایر موجود و حفظ این ارتباط با به

آغازگرهای ذخایر ارزشمند در مراحل بعدی باشد. 

UBC815، UBC812  وUBC878 بیشترین بودن  دارا با

PIC  به عنوان بهترین آغازگرها جهت بررسی تنوع ژنتیکی

نشان دهنده ، که این امر در این تحقیق معرفی شدند

های توتون کارایی بالای این آغازگرها در تمایز ژنوتیپ

توان از این آغازگرها در مطالعات مورد مطالعه بود و می

تنوع ژنتیکی و اده نمود. آتی تنوع ژنتیکی توتون نیز استف

های توتون مورد مطالعه فاصله ژنتیکی که بین ژنوتیپ

تواند برای کارهای اصلاحی بعدی مشاهده شده است، می

ها، به منظور بالا بردن کیفیت و و انجام تلاقی بین ژنوتیپ

باشد، کمیت عملکرد که هدف نهایی در اصلاح گیاهان می

 به کار رود.

 سپاسگزاری
ریت و معاونت محترم پژوهشی مرکز تحقیقات و از مدی

آموزش توتون تیرتاش و نیز از زحمات همکاران محترم 

بخش بیوتکنولوژی آن مرکز، به خاطر همکاری در اجرای 

 شود.این تحقیق، تقدیر و تشکر می
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Abstract 

Determination of genetic diversity of breeding material is the first step in breeding programs. 

Evaluation of tobacco genetic diversity is essential for breeding programs and preservation of genetic 

resources. Genetic diversity level in tobacco genotypes, is very important for selection of parents in 

breeding programs. In this study, genetic diversity of 100 tobacco genotypes was evaluated using 25 

ISSR markers. Banding pattern based on the presence or absence of the bands showed with 0 and 1, 

respectively. Out of 237 fragments produced in total cultivars, 195 bands were polymorphic and 

average of polymorphism ranged from 4 to 12 per primer. Average of polymorphism percentage was 

94.10. To determine the efficiency of ISSR markers, PIC and their polymorphic percentage was 

calculated. UBC 818, UBC 812 and UBC 815 had the best marker parameters and were introduced as 

the best primers for assessment of genetic diversity. In order to evaluate the genetic similarity between 

cultivars, different similarity coefficient (SM, Dice and Jaccard) was calculated and Mantel 

corresponding test was performed. Finally, dendrogram was drawn based on SM similarity coefficient 

and UPGMA algorithm and the Cofenetic coefficient was calculated. All genotypes formed two 

distinct clusters indicating the high efficiency of used primers in amplification the approximate parts 

of the genome. The principle coordinate analysis showed that the first three components could explain 

79.65 % of total variance. Totally, evaluation the tobacco genetic diversity using ISSR markers is 

suitable and ISSR marker can be used as appropriate marker system to identify the diversity and 

genetic relationship for breeding programs of this plant. 

Keywords: Cluster analysis, Genetic diversity, Tobacco, Polymorphism, ISSR marker 
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