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Abstract 

Background and Objectives: Knowledge of genetic diversity in forage plants is crucial for breeding 

and developing synthetic varieties with optimal adaptability and performance. Smooth bromegrass 

(Bromus inermis Leyss.), due to its relatively high resistance to drought and unfavorable climatic 

conditions, holds particular importance in the semi-steppe rangelands of Iran. Assessing the level of 

genetic diversity in forage grasses is essential for parent selection in breeding programs, and the use 

of molecular markers reduces both the time and cost of these projects. This study aimed to investigate 

the genetic diversity and determine the degree of similarity among 20 selected genotypes of smooth 

bromegrass using ISSR molecular markers, to identify suitable genotypes for breeding improved 

varieties. 

Materials and Methods: Twenty genotypes of smooth bromegrass, previously selected from 

domestic and foreign germplasm resources, were evaluated using 34 ISSR primers. DNA was 

extracted from leaf tissue, and its quality and quantity were assessed using a NanoDrop device. 

Polymerase chain reaction (PCR) was performed under optimized conditions, and the resulting 

products were electrophoresed on agarose gel. Presence or absence of bands was recorded as a binary 

matrix. Marker efficiency was determined by calculating polymorphism information content (PIC), 

including percentage of polymorphic loci, effective number of alleles (Ne), Shannon's index (I), and 

expected heterozygosity (He). Genetic structure was analyzed using UPGMA clustering based on 

Jaccard’s coefficient and principal component analysis (PCA). All computations were conducted 

using MEGA, POPGENE software, and R packages. 

Results: A total of 400 alleles were identified, of which 355 were polymorphic, indicating high 

genetic diversity among the genotypes. Diversity indices revealed moderate to high genetic variation, 

with an average effective number of alleles of 1.533, Shannon's index of 0.447, and expected 

heterozygosity of 0.315. Cluster analysis grouped the genotypes into four clusters, with the fourth 
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 cluster exhibiting the highest diversity and identified as a potential source for introducing new traits 

through targeted crosses. The results of PCA also confirmed these groupings, highlighting 

considerable genetic divergence among genotypes. ISSR markers were recognized as a highly 

efficient, cost-effective, and reproducible tool for genetic analysis this plant species. 

Conclusion: ISSR24, ISSR07, ISSR06, ISSR13, ISSR14, and ISSR35 markers produced the highest 

number of clear, repeatable, and polymorphic bands, making them suitable, cost-effective tools for 

investigating genetic diversity in smooth bromegrass and applicable in breeding programs aimed at 

improving forage yield. Eight to twelve superior genotypes-including B.in06, B.in14, B.in19, B.in17, 

B.in12, B.in16, B.in08, and B.in15-were identified across three clusters with appropriate genetic 

distances, providing a foundation for creating improved synthetic varieties. 
 

Keywords: Bromus inermis Leyss., genetic diversity, ISSR primers, synthetic varieties. 
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 (.Bromus inermis Leyss)پشمکی علف های منتخبژنتیکی ژنوتیپ تنوعبررسی 

  ارقام سنتتیک لیدتو ه منظورب ISSRگرهای مولکولی آغازبا استفاده از  
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 یدهچک
دارد. گونه  نهیو عملکرد به یبا سازگار کیارقام سنتت دیو تول ینژاددر به یدینقش کل یاعلوفه اهانیدر گ یکیدرک تنوع ژنتسابقه و هدف: 

 مهیدر مراتع ن یاژهیو تیاز اهم ،یمینامساعد اقل طیو شرا یبالا به خشکنسبتاً  مقاومت لیبه دل( .Bromus inermis Leyss) پشمکیعلف
 زیادی اهمیت از اصلاحی هایدر برنامه والدین انتخاب ای برایهای علوفهژنتیکی در گراس تنوع سطح از اطلاعبرخوردار است.  استپی ایران

 نیهدف ا .شودمی اصلاحی هایپروژه هایو هزینه اصلاح زمان مدت کاهش سبب مولکولی، نشانگرهای از استفاده .باشدمی برخوردار
و  ISSR یمولکول یگونه با استفاده از نشانگرها نیمنتخب از ا ژنوتیپ 2۰ انیم خویشاوندی میزان تعیینو  یکیتنوع ژنت یبررس پژوهش،

 .باشدیم یاصلاح یهابرنامه برایمناسب  یهاپیژنوت ییشناسا
شده  انتخابپلاسم داخلی و خارجی نابع ژرممبین از  در تحقیقات قبلی کهپشمکی علف ژنوتیپ منتخب از گونه 2۰در این مطالعه، :هامواد و روش

آن با دستگاه  و کیفیت کمیتبعد شد و  استخراجاز بافت برگی  DNAابتدامورد ارزیابی مولکولی قرار گرفتند.  ISSR آغازگر 34بودند، با استفاده از 
و محصولات حاصل  شدارد و شرایط بهینه دمایی انجام های استاندبا استفاده از معرف (PCR) ای پلیمراز. واکنش زنجیرهگردیدنانودراپ بررسی 

. گردیدندثبت  (Binary Matrix) دودوییصورت ماتریس های حاصل از حضور یا عدم حضور باندها بهدادهروی ژل آگارز الکتروفورز شدند. 
و  (I) شاخص شانون، (Ne) مؤثر آلل درصد چندشکلی، تعدادشامل ، (PIC) چندشکلی عاتلااط محتوای نشانگرها، کارایی تعیین منظوربه

 هایبراساس ضریب جاکارد و تحلیل مؤلفه UPGMA بندیمحاسبه شد. برای تحلیل ساختار ژنتیکی، از روش گروه (He) هتروزیگوسیتی مورد انتظار

 گردید.انجام  R و بسته POPGENE و MEGA افزارهای. کلیه محاسبات با نرمشداستفاده (PCA) اصلی هماهنگ

ست. هاپیژنوت انیبالا م یکیتنوع ژنت دهندآلل چندشکل بودند که نشان 3۵۵ انیم نیشد که از ا ییآلل شناسا 4۰۰در مجموع، تعداد  :تایجن
، شاخص شانون ۵33/1تعداد مؤثر آلل  نیانگیم کهیطوردر حد متوسط تا بالا قرار دارد؛ به یکیتنوع نشان دادند که تنوع ژنت یهاشاخص

نمود که خوشه چهارم  یبندرا در چهار گروه طبقه هاپیژنوت ی،اخوشه هیگزارش شد. تجز 31۵/۰مورد انتظار  یتیگوسیهتروزو  447/۰
 لیتحل جیشد. نتا یهدفمند معرف یهایتلاق قیاز طر دیوارد کردن صفات جد یعنوان منبع بالقوه براگروه به نیا داشت.تنوع را  زانیم نیشتریب

 ISSR یدلالت داشت. نشانگرها هاپیژنوت نیتوجه بقابل یکیژنت ییکرده و بر واگرا دییرا تأ یبندگروه نیا زین یاصل گهماهن یهامؤلفه
مطالعات تنوع  یآنها برا یبالا ییشناخته شدند و کارا یکیساختار ژنت لیو تحل زیمتما یهاپیژنوت ییدر شناسا یعنوان ابزار قدرتمندبه
 شد. دییتأ یکیژنت
 یتعداد باندها نیشتریب ISSR35 و ISSR24 ،ISSR07 ،ISSR06 ،ISSR13،ISSR14 یپژوهش نشان داد که نشانگرها جینتا: یریگهجینت
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در  یکیتنوع ژنت یبررس یبرا یابزار مناسب ،ارزان و ساده یبه عنوان نشانگر مولکولکه  کردند جادیرا ا ریتکرارپذچند شکل، واضح و 
 8همچنین امکان انتخاب  کار روند.بهبود عملکرد علوفه، به یبرا ژهیوبه ،یاصلاح یهادر برنامه توانندیند و مهست یپشمکعلف یهاپیژنوت
که در سه  B.in15و  B.in06 ،B.in14 ،B.in19 ،B.in17 ،B.in12 ،B.in16 ،B.in08 هایپیژنوتشامل پشمکی ژنوتیپ برتر علف 12تا 

 .ه ژنتیکی مناسب برای ایجاد رقم سنتتیک میسر شدبا فاصلبندی شدند خوشه متفاوت گروه
 

 ، ارقام سنتتیکISSR هایآغازگر، تنوع ژنتیکی، پشمکی: علفکلیدی هایواژه
 

 مقدمه
که با نام  )Leyss Bromus inermis.(بروموس اینرمیس 

از  یکی شود،یشناخته م (Smooth brome) یپشمکعلف
مقاومت بالا  لیدلبهاست که  Bromus برجسته سرده یهاگونه

در  ژهیومختلف، به یمیاقل طیبا شرا یو سازگار یبه خشک
) Palit and دارد یادیز تیاهم خشک،مهیو ن ریمناطق سردس

)2022DeKeyser, . ق،یعم یهاشهیبا ر الهچندس اهیگ نیا 
مقاوم بوده و در مراتع،  یطور خاص در برابر خشکبه

در مناطق مراتع مخروبه  یایاح یهاو پروژه یبیترک یهاچراگاه
ندارند،  یدر آنها عملکرد مناسب گرید اهانیکه گ خشکمهین

 .) 2015Ünal and Mutlu, ; 2022l, et aBam( کاربرد دارد
 یکمو چمن مترا شودیم ریتکث زومیربذر و توسط  یپشمکعلف

رشد  یها به خوباز خاک یعیوس فیو در ط دهدیم لیرا تشک
در همچنین . و نقش مهمی در کنترل فرسایش خاک دارد کندیم

 طیاز شرا یعیوس فیزمستان مقاوم است و با ط سرمای برابر
 .) ,1988Molnar( سازگار شده است ییآب و هوا
سرده مختلف  یاهگونه انیم درپشمکی علف
گونه  نیبرخوردار است. ا یاژهیو گاهیاز جا (Bromus(بروموس

بالا با مناطق  یسازگار ییمانند توانا یابرجسته یهایژگیبا و
و  خشکمهین یدر نواح ژهیومعتدل تابستان، به یباران و دماکم

)l, et amadi Moham کرده است دایپ یشتریب تیاهم ر،یسردس

به  اهیگ نیمقاومت ا یبه بررس یادیز یهاپژوهش .2022(
 خشکمهیخشک و ن یهاطیآن با مح یو سازگار یخشک

بلندمدت کشت و  آثار نهیدر زم یاند، اما مطالعات کمپرداخته
 .انجام شده است یبوم یهابومستیدر ز اهیگ نیگسترش ا

( و 56x=8n=2پلوئید )یک گونه پلی B. inermisگونه 
باشد که درصد خودگشنی در آن پایین است. دگربارور می

های برتر برای تولید بذر بوتهبنابراین شناسایی و انتخاب تک
  (. ,1988Molnarباشد )و سنتتیک ضروری میکراس پلی
در مراکز  یواردات اهیعنوان گعمدتاً به رانیدر ا اهیگ نیا
 کشاورزی قاتیمند آبسرد و مرکز تحقه ستگاهیمانند ا یقاتیتحق

 ییهایژگیو لیدلبه اهیگ نیاصفهان کاشته شده است. انتخاب ا
 کشور یمیاقل طیبا شرا یو سازگار یمانند مقاومت بالا به خشک

که از عملکرد و کیفیت علوفه مناسبی برخوردار  است انجام شده
 قیتحق نیشده در ا ادهاستف یهاپیاز ژنوت یبرخ ن،ی. همچناست

 یکیتنوع ژنت استفاده از یانتخاب برا نیکه ا بودهاز مجارستان 
چون موفقیت هر برنامه  .باشدنژادی میهای بهبیشتر در برنامه

 .استگیری از تنوع ژنتیکی گسترده اصلاحی مبتنی بر بهره
 ینشانگرها ژهیوبه یمولکول ینشانگرها ر،یاخ یهادر سال

ISSRیکارآمد براساده، ارزان و  ی مولکولینوان ابزارهاع، به 
اند. مطرح شده یاهیمختلف گ یهادر گونه یکیتنوع ژنت لیتحل

 .B گونه در یکیتنوع ژنت ییشناسا ینشانگرها برا نیاستفاده از ا

inermis یبرا مناسب یهاپیبه ما در انتخاب ژنوت تواندیم 
 تیقابل لیدلبه ISSR یکمک کند. نشانگرها یاصلاح یهابرنامه

 صیمختلف و قدرت تشخ یهاپیژنوت کیو تفک ییبالا در شناسا
مطالعات  گونهنیا یبرا یابزار مناسب ع،یوس اسیدر مق یکیتنوع ژنت

 نیاند که استفاده از انشان داده یقبل یها. پژوهشروندیشمار مبه
خویشاوندی روابط  مورددر  یدیاطلاعات مف تواندیم شانگرهان

 اهیگ نیمختلف ا یهاتیجمع یکیو ساختار ژنت هابین ژنوتیپ
بر  ژهیوبه قیتحق نیا (. et alMohammadi ,2022فراهم کند )
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تعیین و  یکیتنوع ژنت لیتحل یبرا ISSR یاستفاده از نشانگرها
 جیتمرکز دارد. نتا پشمکیعلف ای منتخبهنتیکی ژنوتیپفواصل ژ

 یاتواند به توسعه ارقام مقاوم و بهبود عملکرد علوفهیم قیتحق نیا
 نیا تیریمد یبرا یداریپا یگونه کمک کند و راهکارها نیدر ا

 ارائه دهد. یعیطب یهابومستیو ز یکشاورز یهاستمیدر س اهیگ
 یشاوندیخو زانیم نییو تع یکیتنوع ژنت یپژوهش، بررس نیهدف ا

 یگونه با استفاده از نشانگرها نیا منتخب از پیژنوت 2۰ انیم
 یهابرنامه برایمناسب  یهاپیژنوت ییو شناسا ISSR یمولکول
 .باشدیم یاصلاح

 

 هامواد و روش
 یاهیمواد گ

 یهایابیارز جیبراساس نتا )تک بوته(برتر  پیژنوت ستیب

 یعیطب یهاپیبزرگ از اکوت یامجموعه انیدوساله از م
انتخاب  .) et alMaleki ,2021( انتخاب شدند یپشمکعلف
 خیمربوط به عملکرد علوفه، تار یهاداده هیبر پا هاپیژنوت
 یها. نمونهبودشده  انجامزنگ  یماریو مقاومت به ب یافشانگرده

و  یو آموزش کشاورز قاتیاز بانک ژن مرکز تحق هیاول یبوم
 ندشد تهیهاستان اصفهان  یعیمنابع طب

)https://esfahan.areeo.ac.ir( .ها نمونه یآورجمع ندایفر
مربوطه انجام شد.  یها و مقررات ملبراساس دستورالعمل

از کشور مجارستان و توسط  یخارج پیشش ژنوت نیهمچن
( در منطقه HIFAمجارستان ) Agrobotanyبانک ژن مؤسسه 

szeleTapio گونه،  نیا یدگرگشن تیبا توجه به ماهشدند.  هیته
 توانندیمتفاوت م یهابا کد مشابه اما شماره ییهاپیژنوت

 داشته باشند.  یزیمتما یکیژنت یهایژگیو

 

 آنها یآورو محل جمع پشمکیعلف منتخب یهاپژنوتی فهرست -1جدول 
Table 1. List of selected genotypes of B. inermis and their collection areas 

Row Genotype Population Number Primary Seed Code Province County/ Location 

1 B.in01 B.i-u1 2000/40 Isfahan (IR)  Semirom 

2 B.in02 B.i-03 43/2000 Isfahan (IR) Seed Bank of Fozveh 

3 B.in03 B.i-04 18/2000 Isfahan (IR) Seed Bank of Fozveh 

4 B.in04 B.i-11 RCAT040601 Hungary* Kotelek 

5 B.in05 B.i-13 18/2000 Isfahan (IR) Seed Bank of Fozveh 

6 B.in06 B.i-15 18/2000 Isfahan (IR) Seed Bank of Fozveh 

7 B.in07 B.i-18 RCAT041016 Hungary* Babolna 

8 B.in08 B.i-19 RCAT064835 Hungary* Uzsa 

9 B.in09 B.i-23 RCAT041861 Hungary* Kerekegyhaza 

10 B.in10 B.i-25 25/2000 Isfahan (IR) Seed Bank of Fozveh 

11 B.in11 B.i-16 25/2000 Isfahan (IR) Seed Bank of Fozveh 

12 B.in12 B.i-08 48/2000 Isfahan (IR) Fereydunshahr 

13 B.in13 B.i-06 RCAT041016 Hungary* Babolna 

14 B.in14 B.i-15 18/2000 Isfahan (IR) Seed Bank of Fozveh 

15 B.in15 B.i-19 RCAT064835 Hungary* Uzsa 

16 B.in16 B.i-01 40/2000 Isfahan (IR) Semirom 

17 B.in17 B.i-08 48/2000 Isfahan (IR) Fereydunshahr 

18 B.in18 B.i-16 25/2000 Isfahan (IR) Seed Bank of Fozveh 

19 B.in19 B.i-09 9T/2000 Hamedan Hamedan 

20 B.in20 B.i-13 18/2000 Isfahan (IR) Seed Bank of Fozveh 
 .انددریافت شده Tapioszele منطقه در( HIFA) مجارستان Agrobotanyمؤسسه های مجاری از نوتیپژ: *

* The Hungarian genotypes were obtained from Hungarian Institute of Agrobotany (HIFA), Tapioszele, Hungary 
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 DNA استخراج
و  یصورت انفرادبه اهانیاز بافت برگ گ DNA استخراج

گرم از  دوشده انجام شد. ابتدا، اصلاح CTAB با استفاده از بافر
 ینیاون چو در ه یکشحساس وزن یبافت تازه برگ با ترازو

 یخوب( بهسلسیوسدرجه  -196) عیما تروژنیبا ن لیاستر
منتقل  تریکرولیم دو یهاپودر حاصل به لولهآنگاه شد.  دهییسا

افزوده شد.  CTAB بافر استخراج تریکرولیم 1۰۰۰و به هر لوله 
مدت به بعدقرار گرفتند و  کریش یرو قهیدق پنجمدت ها بهنمونه

-خانهگرم سلسیوسدرجه  6۵ یدما در حمام آب با قهیدق 6۰

دور در  1۵۰۰۰با سرعت  فوژیشدند. پس از آن، سانتر گذاری
مختلف جدا شود.  هایبخشتا  شدانجام  قهیدق 1۰مدت به قهیدق

 دیجد هایتیوببا دقت به  RNA و DNA یحاو یفوقان بخش
 از مخلوط کلروفرم: تریکرولیم 8۰۰هود،  ری. در زشدمنتقل 

 فوژیسانتردوباره ( به آن افزوده و 1:24ل )نسبت الک لیزوآمیا
منتقل شده و با  دیجد هایتیوبخالص به  یآب بخش. گردید

 جادیا DNA سرد، رسوب زوپروپانولیا تریکرولیم 6۰۰افزودن 
 ینگهدار سلسیوسدرجه  -2۰ یشب در دما کیها شد. نمونه

 درصد 7۰ اتانول با DNA شدند. رسوب فوژیو روز بعد سانتر
 ساعت یک مدتبه هالوله الکل، حذف از پس و شد شسته
الکل  یقرار گرفتند تا بو یشگاهیدستمال آزما روی وارونه

 هاتیوببه  TE بافر تریکرولیم 2۰۰ ان،یبرود. در پا نیکاملاً از ب
 اتاق قرار گرفت تا یساعت در دما سهمدت افزوده شد و به

 DNAشودآماده  یکولمول یزهایآنال یکاملاً حل شده و برا. 
 
 ISSR یهاآغارگربا  مرازیپل یارهیاکنش زنجو

 پیجوان از هر ژنوت یهابرگ ،یمولکول یابیارز یبرا
و  تیکم یبررس یشدند. برا زیفر عیما تروژنیو در ن یآورجمع

شده، از دستگاه نانودراپ استفاده شد. در استخراج DNA تیفیک
 یکه در مطالعات قبل Bioneer آغازگر شرکت 42مطالعه از  نیا
گردید اند، استفاده بالا مؤثر بوده یچندشکل لیدلبه زین
)2022, et alMohammadi (  که نام و توالی آغازگرها در

شامل  تریکرولیم 2۵در حجم  PCR واکنش .آمده است 2جدول 
)9.0 HCl (pH-Tris مولارده میلی ،KCl رمولاپنجاه میلی، 

(Biomatik, France) ₂MgCl ۵/2 مولارمیلی ،dNTP 24/۰ 
 Taq میواحد آنز نیمآغازگر،  کرومولیم پنچ، مولارمیلی

 چرخهبود.  یژنوم DNA وگرمنان 2۰و   )Fermentas(مرازیپل

 PCRکلریدر دستگاه ترموساApplied Biosystems, ( 

)Verity, USA 9۵در  هیلاو ونیشامل: دناتوراس ییبا برنامه دما 
 ونیچرخه شامل دناتوراس 3۵ ه،یثان 3۰مدت به سلسیوسدرجه 

درجه  ۵9اتصال آغازگر در  ه،یثان سه یبرا سلسیوسدرجه  9۵
 72گسترش در  ه،یثان 3۰ ی( برا2)مطابق جدول  سلسیوس

درجه  72در  ییو گسترش نها هیثان 6۰مدت به سلسیوسدرجه 
 یبر رو  PCRلاتانجام شد. محصو قهیدق پنج یبرا سلسیوس

 دیبروما ومیداتی با و شد الکتروفورز درصد 4/1ژل آگارز 
 مارتریس دودوییصورت به ISSR یشدند. نوارها یزیآمرنگ

(Binary Matrix) حضور نوار با  کهیطورشدند، به یازدهیامت
 .ثبت شد ۰با عدد  ورو عدم حض 1عدد 

 
 یکیتنوع ژنت لیوتحلهیتجز

تنوع  لیتحل ینوارها برا یزدهایحاصل از امت سیماتر
 قرار گرفت یمورد بررس MEGA افزاربا استفاده از نرم یکیژنت

)2011, et alTamura (. مانند یگرید یپارامترها ن،یهمچن 
 یو شاخص اطلاعات یآلل، تنوع ژن یفراوان ،یدرصد چندشکل

محاسبه  32/1خه نس POPGENE افزارشانون با استفاده از نرم
 .) et alYüzer ,2023( شد
 

 )PCA( یاصل یهامؤلفه لیتحل
 لیتحل ها،پیژنوت انیم یکیتجسم روابط ژنت منظوربه
 یکیفاصله ژنت سیبراساس ماتر )PCA (یاصل یهامؤلفه

با استفاده از  لیتحل نیانجام شد. ا ISSR یهاحاصل از داده
) Jombart نجام گردیدا R افزاردر نرم degenetA یبسته آمار

)2018, et al. 1( اول یدو مؤلفه اصلPC( و) 2PC(  نیشتریبکه 
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استخراج شد و درصد  ،دادندها پوشش را در داده انسیوار
. دیمحاسبه گرد زیشده توسط هر مؤلفه نداده حیتوض انسیوار
داده شدند تا  شیپراکنش نما یصورت نمودار دو بعدبه جینتا

شباهت  سیماتر .بهتر درک گردد هاپیژنوت عیتوز یالگو
 یکیقرابت ژنت زانیم نییتع یجاکارد برا بیبراساس ضر یکیژنت
 یزوج یهاشد. شباهت محاسبه   .inermisBپیژنوت 2۰ انیم

حاصل از  (Binary Matrix) دودوییماتریس  هیبر پا
 جینتا ریدر تفس سیماتر نی. اگردیدمحاسبه  ISSR ینشانگرها

و به  ردک فایا ینقش مؤثر یکیساختار ژنت لیلو تح یبندگروه
تنوع بالا کمک  یدارا ای کینزدبا شباهت  یهاپیژنوت ییشناسا
 .نمود

 
 ایتجزیه خوشه لیتحل

جاکارد  بیبا استفاده از ضر هاپیژنوت نیب یکیشباهت ژنت 
 میترس UPGMA با استفاده از روش فیلوژنیمحاسبه و درخت 

 .شد
 

 نتایج
 شدهتخراجاس DNA تیفیک 

DNA و  تیاستخراج شد و کم یعلف پشمک اهانیاز گ
و  26۰ یهاموج آن با استفاده از نسبت جذب در طول کیفیت
در  26۰/28۰قرار گرفت. نسبت  یابینانومتر مورد ارز 28۰
براساس  زین DNA گزارش شد. غلظت 9/1تا  7/1 نیها بنمونه

ها از نظر نمونه ید. تمامیگرد یریگنانومتر اندازه 26۰جذب در 
 DNA را نشان دادند و یمطلوب طیشرا و کیفیت تیکم

 .و قابل استفاده بود کنواختیشده استخراج
 
 ISSR یهاآغازگر یهایژگیو

 34استفاده شد که  ISSR گرآغاز 42پژوهش از  نیا در
کردند. در مجموع،  دیواضح و چندشکل تول یمورد از آنها باندها

آلل از آنها چندشکل بودند.  3۵۵ه شد ک ییآلل شناسا 4۰۰
آن  نیانگیبود و م ریمتغ 19تا  6تعداد آلل در هر نشانگر از 

 8۵۰تا  3۰۰گزارش شد. اندازه باندها در محدوده  76/11
، 24ISSR ،07ISSR یهاآغازگرباز قرار داشت.  جفت

06ISSR ،13ISSR،14ISSR 35 وISSR تعداد  نیشتریب
 .(1)شکل  کردند دجایرا ا ریتکرارپذ یباندها
 

 یکیتنوع ژنت
 یمورد بررس یهاپیژنوت یبرا یکیتنوع ژنت یهاشاخص

 28۵/1نشانگرها از  انیدر م )Ne (محاسبه شد. تعداد مؤثر آلل
دست آمد. به ۵33/1آن برابر با  نیانگیبود و م ریمتغ 727/1تا 

قرار داشت و  ۵91/۰تا  313/۰در بازه  )I( شاخص شانون
مورد  یتیگوسیهتروز ن،یمحاسبه شد. همچن 474/۰آن  نیانگیم

آن  نیانگیداشت و م رییتغ 4۰7/۰تا  193/۰از  )He( انتظار
 .بود 31۵/۰
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 (بازجفت 1۰۰۰انداز نگر تعیینانش) مختلف ISSR گرآغاز چهاربا استفاده از  پشمکیعلف برتر پیژنوت 2۰ ینواربند یالگو -1شکل 

Figure 1. Banding pattern of the top 20 genotypes of B. inermis using four different ISSR markers (DNA Ladder: 
L1000bp) 
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مورد  یتیگوسیهتروزو  شاخص شانون، تعداد مؤثر آلل ،یدرصد چندشکل ،ی(، تعداد کل باندها، تعداد باند چندشکلTM) اتصال یدما ،ینام، توال -2جدول 

 یپشمکعلف یهاپیدر ژنوت یکیژنتبرآورد تنوع  یانتظار برا

Table 2. Name, sequence, annealing temperature (Tm), total number band, Number of polymorphic bands, polymorphism (%), Number of 

Effective Alleles(Ne), Shannon's Index (I) and Expected Heterozygosity (He) for estimation of genetic variation in genotypes of Bromus inermis 

Marker 

Name 
Marker Sequence 

Melting 

Point (°C) 
N PPB PPB% He Ne I 

ISSR01 *(CA)8RG 52 7 5 71 0.273 1.494 0.390 

ISSR02 **(GA)8YT 52 11 10 91 0.321 1.575 0.480 

ISSR03 (GA)8YG 52 15 9 60 0.238 1.427 0.348 

ISSR04 (AG)8YT 52 14 11 78 0.363 1.683 0.514 

ISSR05 (AG)8T 52 11 10 91 0.259 1.431 0.398 

ISSR06 (GA)8T 52 17 15 88 0.275 1.450 0.421 

ISSR07 (GA)8A 52 18 16 89 0.315 1.522 0.473 

ISSR09 (CA)8A 52 9 9 100 0.193 1.285 0.320 

ISSR11 (TC)8C 52 11 10 91 0.323 1.597 0.467 

ISSR12 (AG)8GCC 52 16 16 100 0.235 1.364 0.380 

ISSR13 (AG)8YA 52 17 17 100 0.358 1.628 0.531 

ISSR14 (GT)8YA 52 17 17 100 0.305 1.508 0.463 

ISSR15 (AC)8YT 52 12 10 83 0.369 1.671 0.539 

ISSR16 (AC)8YA 52 8 5 63 0.248 1.424 0.365 

ISSR17 (AC)8YG 52 10 8 80 0.321 1.543 0.457 

ISSR18 (GACA)4 52 10 10 100 0.358 1.602 0.536 

ISSR19 (GGAGA)3 52 11 9 82 0.357 1.643 0.519 

ISSR20 (GA)8YA 52 6 4 67 0.254 1.431 0.376 

ISSR21 (GA)8RC 52 7 6 86 0.326 1.578 0.481 

ISSR22 (GGGGT)3 52 7 6 86 0.364 1.650 0.527 

ISSR23 (AC)8GCT 52 13 13 100 0.312 1.536 0.471 

ISSR24 (AC)8TG 52 19 19 100 0.407 1.727 0.591 

ISSR25 (TCC)5TG 52 14 14 100 0.343 1.560 0.520 

ISSR26 (AC)8GT 52 9 9 100 0.340 1.563 0.514 

ISSR27 (AG)8TC 52 8 7 88 0.382 1.701 0.548 

ISSR28 (GA)8GCC 52 14 13 93 0.304 1.524 0.457 

ISSR31 CGT AGT CGT (CA)7 52 9 8 89 0.355 1.635 0.518 

ISSR32 AGT CGT AGT (AC)7 52 14 13 93 0.389 1.708 0.562 

ISSR34 (CT)9G 52 11 9 82 0.244 1.382 0.383 

ISSR35 (CA)10G 52 17 17 100 0.304 1.493 0.468 

ISSR37 (GTG)7 C 52 9 7 78 0.256 1.428 0.389 

ISSR39 (CA)8 RG 54 8 6 75 0.200 1.321 0.313 

ISSR41 (GA)8 YT 56 8 5 63 0.289 1.539 0.409 

ISSR42 (AG)8 YT 54 13 12 92 0.295 1.493 0.447 

Overall average 11.76 10.44 88.75 0.315 1.532 0.447 
*R: A+G; **Y: C+T;  

N Number of Bands تعداد باندها 
PPB Number of Polymorphic Bands تعداد باندهای چندشکل 
PPB% Polymorphism Percentage درصد چندشکلی 
Ne Number of Effective Alleles تعداد مؤثر آلل 
I Shannon's Index شاخص شانون 

He Expected Heterozygosity هتروزیگوسیتی مورد انتظار 
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 یاخوشه لیتحل
و با استفاده  ISSR یگرهاآغازحاصل از  یهااساس دادهبر

-علف پیژنوت 2۰ یبرا فیلوژنی، درخت UPGMA از روش

 (IV تا I) در چهار خوشه هاپیژنوت نیرسم شد. ا پشمکی

، ۵تا  1 یهاپیشامل ژنوت I . خوشه(2)شکل  شدند یبندطبقه
شامل  III ، خوشه9تا  6 یهاپیشامل ژنوت II خوشه

تا  14 یهاپیشامل ژنوت IV و خوشه 13تا  1۰ یهاپیژنوت
 .بود 2۰

 

 
 بیابراساس ضر ISSR نشانگر 34با استفاده از  UPGMAبه روش  یپشمکعلف پیژنوت 2۰ یاخوشه هیدندروگرام حاصل از تجز -2شکل 

 تشابه ژاکارد

Figure 2. Dendrogram generated by UPGMA cluster analysis among 20 Bromus inermis genotypes using 34 ISSR 
markers based on Jaccard similarity coefficient. 

 

 

 

 )PCA( یاصل هماهنگ یهامؤلفه لیتحل
لفه ؤبراساس دو م یپشمکعلف پیژنوت 2۰نمودار پراکنش  
با استفاده از  یهماهنگ اصل یهالفهؤبه م هیاول در تجز یاصل
در چهار  هاپی. ژنوت(3)شکل  دست آمدبه ISSR یهاداده

 نیشتریب IV قرار گرفتند. خوشه یاخوشه لیخوشه مشابه با تحل
 تیها نشان داد. موقعمؤلفه یرا در نمودار دو بعد یپراکندگ

 زیاز تما یلفدرجات مخت انگریدر فضا ب هاپیژنوت یریقرارگ
 .بود یکیژنت
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 34با استفاده از  یهماهنگ اصل یهالفهؤبه م هیاول در تجز یلفه اصلؤس دو مااسبر یپشمکعلف پیژنوت 2۰نمودار پراکنش  -3شکل 

 ISSRآغازگر 

Figure 3. Biplot of 20 Bromus inermis genotypes based on the first two principal coordinate components using 34 
ISSR markers. 

 

 یکیشباهت ژنت لیتحل
 78/۰تا  37/۰ نیب هاپیژنوت نیب یکیشباهت ژنت بیضر

 .11inB یهاپیژنوت نیشباهت ب نی. بالاتر(3)جدول  بود ریمتغ
و .01inB نیشباهت ب نیترنییو پا 78/۰برابر با  .21inB و

20inB.  شود طور که مشاهده میهمان. بود 37/۰برابر با
 یاوتمتف یهاداشتند، در خوشه یترکمکه شباهت  ییهاپیژنوت

 هالیتحل نیدر ا یللآو  یژن یفراوان ن،یوه بر اعلا قرار گرفتند.
داشتند،  یکمتر یکیکه شباهت ژنت ییهاپیشد. ژنوت یبررس زین

 نینشان دادند که ا هاللآ یدر فراوان یشتریب یهامعمولاً تفاوت
 اشتهها دآنها در خوشه کیدر تفک یادیز ریتأث تواندیعامل م
قابل توجه در  یکیع ژنتدهنده وجود تنونشان جینتا نیباشد. ا

مورد مطالعه است. تیجمع
 



 

 تشابه ژاکارد بیبراساس ضر ISSR یگرهاآغازبا استفاده از  پشمکیعلف یهاپیژنوت نیب ماتریس تشابه -3جدول 
Table 3. Similarity matrix between genotypes of B. inermis using ISSR markers based on Jaccard similarity coefficient. 

Genotype B.in1 B.in2 B.in3 B.in4 B.in5 B.in6 B.in7 B.in8 B.in9 B.in10 B.in11 B.in12 B.in13 B.in14 B.in15 B.in16 B.in17 B.in18 B.in19 B.in20 

B.in1# 1.00                    

B.in2 0.63 1.00                   

B.in3 0.63 0.63 1.00                  

B.in4 0.60 0.59 0.71 1.00                 

B.in5 0.64 0.59 0.70 0.71 1.00                

B.in6 0.56 0.56 0.65 0.66 0.75 1.00               

B.in7 0.53 0.55 0.58 0.59 0.67 0.72 1.00              

B.in8 0.56 0.53 0.61 0.60 0.71 0.68 0.74 1.00             

B.in9 0.59 0.52 0.61 0.62 0.67 0.74 0.72 0.74 1.00            

B.in10 0.55 0.54 0.57 0.55 0.60 0.62 0.67 0.69 0.68 1.00           

B.in11 0.50 0.53 0.54 0.53 0.59 0.62 0.61 0.62 0.65 0.69 1.00          

B.in12 0.50 0.55 0.53 0.51 0.57 0.60 0.60 0.61 0.62 0.70 0.78 1.00         

B.in13 0.48 0.53 0.54 0.54 0.56 0.57 0.61 0.60 0.58 0.65 0.63 0.70 1.00        

B.in14 0.59 0.51 0.61 0.54 0.62 0.60 0.60 0.63 0.68 0.65 0.58 0.61 0.59 1.00       

B.in15 0.39 0.39 0.43 0.41 0.42 0.44 0.44 0.45 0.46 0.50 0.47 0.43 0.47 0.50 1.00      

B.in16 0.50 0.50 0.56 0.53 0.55 0.57 0.57 0.59 0.61 0.61 0.58 0.59 0.57 0.66 0.51 1.00     

B.in17 0.52 0.51 0.54 0.53 0.58 0.58 0.58 0.58 0.63 0.59 0.57 0.58 0.60 0.64 0.50 0.72 1.00    

B.in18 0.48 0.48 0.51 0.50 0.52 0.51 0.52 0.56 0.54 0.57 0.63 0.62 0.53 0.54 0.44 0.63 0.68 1.00   

B.in19 0.54 0.53 0.57 0.54 0.59 0.59 0.58 0.57 0.61 0.57 0.58 0.59 0.55 0.62 0.44 0.70 0.69 0.66 1.00  

B.in20 0.37 0.37 0.41 0.38 0.40 0.39 0.41 0.41 0.39 0.45 0.43 0.41 0.41 0.39 0.51 0.45 0.46 0.47 0.48 1.00 

# The names and information of the genotypes is presented in Table 2         آمده است ۲ها در جدول پینام و مشخصات ژنوت  
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 بحث
 انیرا در م یتوجهقابل یکیمطالعه تنوع ژنت نیا جینتا

استفاده  نشان داد که با )B. inermis (پشمکیی علفهاپیژنوت
 ییگرها با کاراآغاز نیشد. ا یآشکارساز ISSR آغازگر 34از 

در  ژهیوکنند و به ییرا شناسا یچندشکل یبالا توانستند الگوها
ن موضوع یمشاهده شد. ا یکیتنوع ژنت نیشتری، بIVخوشه
و احتمالاً  یانتخاب یفشارها ،یطیعوامل مح ریدهنده تأثنشان
 است یپیژنوت یهاتفاوت یریگدر شکل یکیژنت یبینوترک

)2019, et al; Safari 2022Antonova and Röder, (.  تنوع
و  )I (، شاخص شانونNeی هاشده در شاخص مشاهده
 نیا ستردهگ یسازگار دی، مؤ)He( مورد انتظار یتیگوسیهتروز

 ستهاتلف و ساختار دگرگشن آنمخ یکیاکولوژ طیگونه با شرا
Soqeer -Al; , 2016et alSzenejko ; , 2011et alFarsani (

)2016Karimi and Saeidi, ; 2020, et al. 
منسجم و  یکیاختار ژنت، هردو سPCAو  یاخوشه لیتحل

چهار خوشه مجزا را نشان دادند که نشانگر ثبات و صحت 
 et alHand ,2012 ;مورد استفاده بود ) یمولکول یهاداده

2021Keshavarzi and Tabaripour,  خوشه .)IV نیشتریبا ب 
 یصفات مهم ینژادبه یبرا یزشمندمنابع ار ،یکیژنت یپراکندگ

 هایابیارز نی. اکندیفراهم م یماریو ب یمانند مقاومت به خشک
اند، زنگ انجام شده یماریبراساس عملکرد علوفه و مقاومت به ب

 شنهادیپ ها،یماریو ب یمقاومت به خشک ترقیدق یابیارز یاما برا
 یبررس یتجربطور به ندهیدر مطالعات آ هایژگیو نیکه ا شودیم

 لیتحل و )UPGMA( یاخوشه لیتحل جینتا سهیدر مقا شوند.
 یبندگروه یموارد الگو شتری، در ب)PCA( یاصل یهامؤلفه
از عدم  یحال، مواردنینشان داد؛ با ا ییبالا یهمخوان هاپیژنوت

 و .14inB یهاپیطور خاص، ژنوتمشاهده شد. به زیانطباق ن
 16inB.در  اکاردژ بیبراساس ضر یاخوشه لیکه در تحل

 PCA قرار گرفته بودند، در نمودار پراکنش حاصل از IV خوشه

 یناش تواندیتفاوت م نیا .مشاهده شدند III در محدوده خوشه
 :باشد لیدو تحل یآمار یهادر روش یادیبن یهااز تفاوت

شباهت  سیبراساس ماتر UPGMA تجزیه خوشه ای به روش
و ساختار  کندیعمل م هاپیژنوت نیب یتبمراو روابط سلسله یکل

 PCA، اما دینمایم جادیشباهت ا نهیشیب یرا بر مبنا یدرخت
 نیشتریکه ب کندیم هیتجز یاصل یخط یهاها را به مؤلفهداده
در فضا ممکن  هاپیژنوت تیو موقع دهندیم حیرا توض انسیوار

 یکیشاخص ژنت نیاز چند یبیترک یهامؤلفه ریاست تحت تأث
 ییجاجابه جه،ینت در .) et alMohammadi ,2022( ردیقرار گ

 یهایژگیوجود و انگریب تواندیم PCAدر  پیدو ژنوت نیا
باشد که در ساختار  IIIخوشه  یمشترک آنها با اعضا یکیژنت

 یدگیچیبه پ تواندیموضوع م نیکمتر مشهود است. ا یدرخت
 نیو صفات خاص ا ییایاثر متقابل منشأ جغراف ای یکیروابط ژنت

 یبا نشانگرها ترقیدق یبه بررس ازیمرتبط باشد و ن هاپیژنوت
 دارد ترشرفتهیپ رهیمتغچند یزهایآنال ای SNPمانند  یلیتکم

)2015, and CollinsJombart (. 
تا  37/۰)دامنه  هاپیژنوت نیب یکیشباهت ژنت سیماتر

 یهالیدر تحل هاپیمناسب ژنوت کیتفک دکنندهیی( تأ78/۰
) et alHand ; 2019, et alSafari , بود PCA و یاخوشه

شباهت  نیکمتر یکه دارا ییهاپیژنوت نمونه،برای  .2012(
 نیعنوان والدبه توانرا می .20inB و .01inBمانند بودند، 
هتروزیس استفاده هدفمند با هدف بروز  یهایتلاق یبرامناسب 

 یبالا یتوانمند زین قاتیتحق ریموجود از سا شواهد. نمود
 یهاگونه یکیدر مطالعات تنوع ژنترا ISSR یگرهاآغاز

 Bromus2024 ; دهندینشان م, et alBidyananda (

)2020, et alShahabzadeh . یهاآغازگراستفاده از  نیهمچن 
 در کنار )NGS (دینسل جد یابییو توال )SNP( یدینوکلئوتتک

 ISSRو روابط  یکیاز ساختار ژنت یترقیشناخت عم تواندیم
 .) et alZhao ; 2021, et alYi ,2017( فراهم کند هاپیژنوت نیب

بر روی   et alSun, )2021( یهمانند بررس زین مطالعهاین 
 ییایمنشأ جغراف ریدهنده تأث، نشانBromus catharticusگونه 

، .07inBدر این تحقیق نیز سه ژنوتیپ بود.  یکیبر ساختار ژنت
08inB.  08وinB.  ان در گروه دوم در کنار هم مجارستمنشأ با



 ۵7   1، شماره 33، جلد نشریه علمی تحقیقات حمایت و حفاظت جنگلها و مراتع ایران

که  .15inBو  .04inB. ،13inBهای قرار گرفتند ولی ژنوتیپ
های جدا قرار گرفتند که مجارستانی داشتند در گروهمنشأ 

 ییهاپیژنوت .داشتهای داخلی از قرابت آنها با ژنوتیپحکایت 
بوده و با  زیمتما یهاستگاهیعمدتاً از ز تر،عیبا پراکنش وس

 نیا ت،ینها در. اندمتفاوت سازگار شده یکیاکولوژ یفشارها
ی هاپیژنوت یکیاز ساختار ژنت قیبا ارائه اطلاعات دق قیتحق

B. inermisاصلاح  یهابرنامه یاجرا یبرا یمناسب ی، مبنا
گونه  یو سازگار یوربهره شیو افزا یکیحفظ منابع ژنت ،ینژاد

 بیترکالبته  .دکنیمفراهم  ندهیآ یطیمح یهادر برابر تنش
 مانند نینو یبا ابزارها ISSR مانند یمولکول یهاروش

GWAS ،برتر در  یهاپیژنوت ییشناسا یبرا یمؤثر ریمس
 .خواهد بود B. inermis مانند یمرتع یهاگونه

، .15inB. ،9inB یهاتیو همکاران جمع یدر مطالعه ملک
8inB. ،1inB.  19وinB.  عنوان از نظر عملکرد علوفه و بذر به

. ) et alMaleki ,2021(شده بودند یبرتر معرف هایتیجمع
، .06inB. ،14inB. ،19inB. ،17inB. ،12inB هایپیژنوت
16inB. ،08inB.  15وinB.  متعلق بررسی شده در این تحقیق

( که در سه خوشه متفاوت 1)جدول  بودند هاتیعجم نیبه هم
توان از آنها در تولید ارقام سنتتیک که میبندی شدند گروه

استفاده نمود.

 یکل یریگجهینت
 ظرفیتبالا و  یکیدهنده تنوع ژنتمطالعه نشان نیا جینتا

 B. inermisمختلف  یهاپیژنوت یریکارگبه یتوجه براقابل
 یآغازگرهاهمچنین  است. ینژادو به یاصلاح یهادر برنامه

24ISSR ،07ISSR ،06ISSR ،13SSRI،14ISSR  و
35ISSR که  کردند جادیرا ا ریتکرارپذ یتعداد باندها نیشتریب

 شوند.پشمکی پیشنهاد میبرای مطالعات مولکولی در علف
نشان داد  ISSR یبا استفاده از نشانگرها یمولکول یهالیتحل

 ایجاد از طریق توانندیبالا م یکیژنت تفاوتبا  ییهاپیکه ژنوت
و باعث  باشند داریپا کیارقام سنتت دیتول رگذاهیپا ،هتروزیس

افزایش سازگاری ارقام جدید در شرایط متفاوت محیطی 
 شوند.
 

 سپاسگزاری
همکاران پژوهشکده بیوتکنولوژی کشاورزی تبریز  هیکل از

و مرکز تحقیقات کشاورزی و منابع طبیعی استان 
کردند،  ما را یاری قیتحق نیا انجام در شرقی کهآذربایجان

 . شودیم دردانیق
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