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Abstract 

Objective 

Orchard Grass (Dactylis glomerata L.) is a perennial forage and cross-pollinating grass, has wide 

genetic distribution in Iran. Although the genus Dactylis has been studied quite well within the 

past decades, little is known about the genetic diversity and population patterns of natural 

populations in grassland regions. The aim of this study is to identify the genetic diversity of this 

species in the East Azerbaijan, Iran. 

Materials and methods 

In this study, seeds of 25 ecotypes of Dactylis glomerata L. were planted in the research farm of 

the Agricultural Biotechnology Research Institute of Iran, Northwest & West region in Tabriz as 

a randomized complete block design with 3 replications. Then 34 selected genotypes (single 

plant) were examined using 22 ISSR markers. 
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Results 

According to the results of ISSR markers, a total of 424 loci were amplified in the genome, of 

which 34 loci among all studied genotypes were monomorphic and 390 loci were polymorphic. 

The mean percentage of polymorphisms for D. glomerata L. in ISSR markers was estimated to 

be 70.39%. Also, the mean PIC value (polymorphic information content) for ISSR markers was 

equal to 0.288, the minimum PIC value for ISSR14 marker (0.175) and the maximum PIC value 

belonged to ISSR22 marker (0.341). Grouping of D. glomerata L. genotypes based on ISSR 

markers was performed using Mega 4.0.2 and Structure software, which grouped the results of 

Mega 4.0.2 genotypes into 4 groups, and Structure software grouped the genotypes into 2 groups. 

Conclusions 

The results indicate that the using of ISSR markers to differentiate close kin populations has a 

high advantage and plays a significant role in the differentiation of individuals. Also, the high 

allelic diversity of ISSR markers indicate a large level of diversity in D. glomerata L. populations 

and it’s a suitable tool for studying the genetic diversity of D. glomerata L. 
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  چکیده

باشد افشان میگردهدگر پایا و  یهاای از گراسگونه .Dactylis glomerata L علمی با نام( Orchard Grass)باغ  علف هدف:

های گذشته به میزان زیادی مورد مطالعه قرار طی دهه Dactylisکه در ایران از پراکنش مطلوبی برخوردار است. اگرچه جنس 

های طبیعی این گیاه در مناطق مرتعی وجود دارد. گرفته است، لیکن اطلاعات کمی در مورد تنوع ژنتیکی و الگوهای جمعیتی جمعیت

 باشد.تنوع ژنتیکی این گونه در منطقه آذربایجان شرقی می هدف از این پژوهش شناسایی

 در مزرعه پژوهشکده بیوتکنولوژی کشاورزی .Dactylis glomerata Lجمعیت  25 در این پژوهش، بذور :هاروشمواد و 

ژنوتیپ )تک  34 سپستکرار کشت گردید.  3های کامل تصادفی با صورت طرح آزمایشی بلوک شمالغرب و غرب کشور در تبریز به

 مورد بررسی قرار گرفتند. ISSRنشانگر  22بوته( توسط 

 34که از این تعداد، قرار گرفت  جایگاه در ژنوم مورد تکثیر 424، در مجموع ISSRبا توجه به نتایج حاصل از نشانگرهای  :نتایج

دشکلی یا پلی مورف بودند. میانگین درصد جایگاه نیز دارای چن 390های مورد مطالعه، تک شکل و جایگاه در بین تمام ژنوتیپ

https://orcid.org/0000-0001-5124-7773
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درصد برآورد شد. همچنین مقدار  ISSR ،39/70مورد بررسی توسط نشانگرهای  .D. glomerata Lهای چندشکلی ژنوتیپ

 ISSR14برای نشانگر  PIC، حداقل مقدار 288/0، برابر با ISSR)محتوای اطلاعات چندشکل( برای نشانگرهای  PICمیانگین 

بر اساس   .D. glomerata Lهای ( بود. گروه بندی ژنوتیپ341/0) ISSR22متعلق به نشانگر  PICو حداکثر مقدار ( 175/0)

بندی توسط نرم افزار انجام گرفت. نتایج حاصل از گروه Structureو  Mega 4.0.2، توسط نرم افزارهای ISSRنشانگرهای 

Mega 4.0.2گروه و توسط نرم افزار  4ها را در ، ژنوتیپStructure گروه قرار داد. 2ها را در ژنوتیپ 

های خویشاوندی نزدیک دارای مزیت بالایی جهت تمایز جمعیت ISSRنتایج حاکی از آن است که کاربرد نشانگر  گیری:نتیجه

بیانگر سطح وسیع تنوع  ISSRبالا در نشانگرهای  بوده و نقش بسزایی در تفکیک و تمایز افراد دارد. همچنین میانگین تنوع آللی

ها تنوع بالایی را میان ژنوتیپ ISSRتوان گفت که نشانگر مولکولی میدر کل است.  .D. glomerata Lهای ژنتیکی در جمعیت

 باشد.می .D. glomerata Lنشان داده و ابزار مناسبی برای بررسی تنوع ژنتیکی 

 .ISSRای، تنوع ژنتیکی، علف باغ، نشانگرهای تجزیه خوشه: هاکلیدواژه

 پژوهشی. :نوع مقاله

 Dactylisهای بومی و غیر بومی بررسی تنوع ژنتیکی توده (1401) نورآئین مجتبی،  محمدی رضا، صبوری آذر شبنم استناد:

glomerata L. از نشانگرهای مولکولی  با استفادهISSR .133-154(، 2)14، مجله بیوتکنولوژی کشاورزی. 
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 مقدمه

افشان دگر گردههای پایا و ای از گراسگونه .Dactylis glomerata Lبا نام علمی  (Orchard Grass)علف باغ 

های دیپلوئید، باشد. علف باغ حاوی کمپلکساست و در اکثر موارد خود ناسازگار می X=7باشد که تعداد کروموزوم پایه آن می

(. Stebbins 1959پلوئیدی است )های پلیباشد به همین دلیل یکی از برترین نمونهتتراپلوئید و جمعیت کمیابی از هگزاپلوئیدها می

ه بومی اروپای مرکزی و غربی است. همچنین در نواحی معتدله اروپا و آفریقا، آسیا، استرالیا و آمریکا رشد و نمو دارد. برحسب این گون

در قسمت شمالی ایران )گرگان(، غرب )آذربایجان(، جنوب )فارس( و  D. glomerrata subspو  D. glomerataمنابع موجود 

(. عوامل ژنتیکی و محیطی به صورت ترکیبی، صفات فنوتیپی در یک Mizianty 1990باشد )مرکز )تهران( دارای پراکندگی می

نژادی در به کنند.های بین موجودات را که از والدین به ارث رسیده است، بیان میکنند و نشانگرهای ژنتیکی تفاوتگیاه را تعیین می
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 همچنینهای مورد مطالعه داشته باشند و وده و پیوستگی نزدیک با ژنگیاهی نشانگرهایی برتر هستند که دارای وراثت پذیری بالا ب

کروموزومی  DNAهای (. برای بروز تفاوت بین صفات دو فرد لزوماً باید بین توالیGhareyazie 1996قابل رؤیت و ثبت باشند )

توان از این صفات به عنوان ور کلی زمانی میها قابلیت توارث داشته باشند. به طاین افراد تفاوت وجود داشته و از طرفی این تفاوت

شکلی باشند، دوم اینکه فرد متفاوت باشند یعنی دارای چندنشانگر استفاده کرد که چهار ویژگی مهم را دارا باشند: اول اینکه بین دو 

ج حاصل از آنها قابل مقایسه با قابلیت توارث داشته باشند، سوم اینکه بررسی و تجزیه و تحلیل آنها آسان باشد و چهارم اینکه، نتای

 ISSR (Inter Simple Sequence(. نشانگر Ghareyazie 1996; Naghavi et al. 2005مطالعات دیگران باشد )

Repeatمبتنی بر واکنش زنجیره )( ای پلیمرازPCRمی ) باشد و بدلیل عدم نیاز به اطلاعات اولیه در مورد ردیفDNA  جهت

های (. در این روش از آغازگرهای مبتنی بر توالیJabbarzadeh et al. 2010شود )به وفور استفاده می طراحی و ساخت آغازگرها

SSR اند، استفاده میکه در سراسر ژنوم گیاه پراکنده( شودWang et al. 2013 آغازگرهای .)ISSR  نیمه اختیاری بوده و بوسیله

PCR  در حضور یک آغازگر مکمل با توالیSSR م تکثیر میدر ژنو( شوندGodwin et al. 1997 ماهیت .)ISSR ای به گونه

( شامل اختصاصی بودن، چندشکلی RAPDو  AFLPها( و نشانگرهای تصادفی )مانند SSRها )است که از مزایای ریزماهواره

ب است، اما نسبت به یک نشانگر غال RAPD مانند ISSR نشانگر(. Virk et al. 2000برد )زیاد و تکرارپذیری بالا بهره می

RAPD تکثیرپذیری و تنوع پذیری بالاتری داشته، سریع بوده و روشی آسان است (Mohammadabadi et al. 2021.)  این

( را (SSRتکرارپذیری نشانگرهای ریز ماهواره  همچنین. (Bahador et al. 2016) دارندنیاز کمی الگو  یDNAنشانگرها به 

(. در واقع این تکنیک اغلب مزایای Mohammadabadi et al. 2017باشند )نگرهایشان دارا میبه دلیل طویل بودن طول نشا

 ISSR(. آغازگرهای Ghasemi et al. 2010آمیزد )را در هم می RAPD و AFLP هایها را دارد و روشریزماهواره

و هزینه ساختن کتابخانه ژنومی ندارد و این تکنیک ساده، سریع و نیازی به کاربرد مواد رادیواکتیو بوده غیراختصاصی 

(Mohammadabadi and Askari 2012این نشانگرها .)  در دامنه وسیعی از گیاهان و جانوران، از جمله گاو، گوسفند، بز، ماهی

 ;Askari et al. 2010; Bahador et al. 2016و زنبور عسل برای تعیین تنوع ژنتیکی مورد استفاده قرار گرفته است )

Ghasemi et al. 2010; Mohammadabadi and Askari 2012; Mohammadabadi et al. 2017; 

Mohammadabadi et al. 2021; Zamani et al. 2011; Zamani et al. 2015.)  استفاده از ترین محدودیت مهم

برای طراحی آغازگرهای خاص هر های جانبی و نیاز به دانستن توالی AFLP، زیاد بودن هزینۀ RAPDتکرارپذیری کم  آغازگرها،

 Rahmati and Shirvani(. در مطالعه Belaj et al. 2003ها را ندارد )این محدودیت ISSRاست، که نشانگر  SSRگونه در 

تنوع  ،ISSRبا استفاده از نشانگرهای مولکولی  .D. glomerata L های( تحت عنوان بررسی تنوع ژنتیکی اکوتیپ2018)

های موجود در بانک ها نماینده تودهگزارش کردند، از آنجا که این اکوتیپ .D. glomerata Lهای اکوتیپ یDNAمتوسطی بین 

 29با استفاده از Last et al. (2013 )های موجود در بانک ژن نیز تنوع وجود دارد. در پژوهشی کل اکوتیپ باشند، لذا بینژن می

های منتخب به طور انحصاری افراد تتراپلوئید را شناسایی کردند. جمعیت گراس .D. glomerata Lگیاه  1861بین  ،SSRنشانگر 



   (1401 تابستان، 2، شماره 14)دوره مجله بیوتکنولوژی کشاورزی   

138 

Agricultural Biotechnology Journal;      Print ISSN: 2228-6705,      Electronic ISSN: 2228-6500 

 

های اصلاحی مورد بررسی، تنوع بالایی داشته و حجم بزرگی از منابع ژنتیکی را ذخیره کرده و منابع ارزشمندی را برای برنامه

ای با ارزش و لزوم شناسایی تنوع ژنتیکی این گونه ان گونهنمایند. با توجه به اهمیت گونه علف باغ به عنوهای زراعی ارائه میعلوفه

 های تنوع ژنتیکی، این پژوهش به اجرا درآمد.در بررسی ISSRدر منطقه آذربایجان شرقی و مزایای نشانگرهای مولکولی 

 هامواد و روش

بود، که در مزرعه پژوهشکده بیوتکنولوژی  .D. glomerata Lجمعیت  25 شامل مواد ژنتیکی این پژوهش مواد گیاهی:

تکرار کشت گردید. بذر  3های کامل تصادفی با صورت طرح آزمایشی بلوک کشاورزی شمالغرب و غرب کشور )ایران( در تبریز، به

های ر تودههای ایرانی از بانک بذر ایستگاه شهید فزوه، مرکز تحقیقات کشاورزی و منابع طبیعی استان اصفهان و بذاولیه توده

 Gene bank of the Hungarian Institute of Agrobotany) بانک ژن انستیتو اگروبوتانی مجارستان مجارستان از

(HIFA), Tapioszele, Hungary ) ژنوتیپ برتر  34ها، تعداد به منظور بررسی تنوع ژنتیکی تک بوته .(1تهیه شده بود )جدول

D. glomerata L. شده انتخاب شدند. جهت تهیه ماده گیاهی برای استخراج های کشت از جمعیتDNAهای برگی جوان ، نمونه

های مورد بررسی علف باغ جهت های انتخابی در مرحله سه تا چهار برگی در مزرعه برداشت شد. محل جمع آوری ژنوتیپاز بوته

 است.گزارش شده 1ارزیابی مولکولی در جدول 

تغییر یافته برای هر ژنوتیپ در آزمایشگاه ژنومیکس مرکز  CTABبه روش  DNAاستخراج  ژنومی: DNAاستخراج 

 5/0ها با الکتروفورز ژل آگارز ، کیفیت نمونهDNAاستخراج  از غرب کشور انجام گرفت. پسشمالغرب و تحقیقات بیوتکنولوژی 

در  تا زمان استفاده DNAهای پایه . محلولشد اسپکترفتومتری تعیین روش از استفاده با هاآن و کمیت TBE x5/0درصد در بافر 

 (.2استفاده شد )جدول  ISSRآغازگر  22ای پلیمراز از شدند. برای انجام واکنش زنجیره نگهداری گرادسانتی درجه -20دمای 

استخراج شده به وسیله دستگاه ترموسایکلر، آغازگرها براساس دستوری که توسط شرکت  DNAبرای تکثیر  :DNA تکثیر

آوران جهت رقیق نمودن آنها توصیه نموده بود، به وسیله آب استریل به حجم مناسب رسانده شدند که در این غلظت درصد ژن فن

 با توجه به در اختیار داشتن دمای اتصال آغازگرها، پیشبرد پژوهش تسهیل گردید. .است 100ترکیب آغازگر برابر با 

ها بودند. در واکنش DNAای پلیمراز شامل آب دیونیزه، مسترمیکس، پرایمرها و مواد مورد نیاز برای تکثیر واکنش زنجیره

 استفاده شد که حاوی آنزیم Super Master mix 2x (dye puls) ای پلیمراز از یک بافر ثابت یا همان مسترمیکس با نامزنجیره

DNA  پلیمرازTaqplus محلول شامل ترکیبات مورد نیاز برای استفاده  است که در فعالیت اگرونوکلئازی نقش دارد. همچنین این

باشد. غلظتی ، سیستم بافری آمونیومی، کلرید منیزیم، پایدارکننده و بافر رنگ آمیزی میdNTPای پلیمراز از قبیل در واکنش زنجیره

این پژوهش برای مراحل آورده شده است. در  3رود، در جدولکار میه که از ترکیبات مورد استفاده در واکنش برای هر نمونه ب
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 Rahmati and، با توجه به مطالعات انجام شده قبلی روی این گیاه )ISSRای پلیمراز نشانگرهای تکثیری واکنش زنجیره

Shirvani 2018 4( برنامه دمایی زیر در نظر گرفته شد )جدول.) 

 ارزیابی مولکولی ( جهت.Dactylis glomerata Lهای مورد بررسی علف باغ ). لیست ژنوتیپ1جدول 

Table 1. List of studied genotypes of orchard grass (Dactylis glomerata L.) for molecular 

evaluation 

 کد ژنوتیپ

Genotype 

No. 

 کد جمعیت

Population 

No. 

 کد توده

Ecotype No. 

 محل جمع آوری و تهیه بذر توده

Origin of collection and preparation of bulk seeds 

Dg-G1 Dg-1 RCAT041111 مجارستان -خارجی- Zalatarnok              Foreign – Hungary- 

Zalatarnok  
 

Dg-G2 Dg-2 44/4000           سمنان، شاهرود، ایستگاه تولید بذرSemnan, Shahroud, seed 

production station Dg-G3 Dg-5 RCAT041051 مجارستان -خارجی- Szarvas                       Szarvas Foreign – 

Hungary- 

Dg-G4 Dg-7 25/4000 

مرکز تحقیقات کشاورزی و منابع طبیعی  -بانک بذر ایستگاه شهید فزوه -اصفهان

 استان اصفهان

Isfahan - Seed Bank of Shahid Fozveh Station - Agricultural and 

Natural Resources Research Center of Isfahan Province 

Dg-G5 Dg-9 25/4000 
 بانک بذر پژوهشکده بیوتکنولوژی کشاورزی منطقه مرکزی -اصفهان

Isfahan - Seed Bank of Agricultural Biotechnology Research 

Institute, Central Region 

Dg-G6 Dg-11 RCAT041052 مجارستان -خارجی- Felsodinnye          Foreign – Hungary- 

Felsodinnye 

 
Dg-G7 Dg-14 24/4000 

مرکز تحقیقات کشاورزی و منابع طبیعی  -بانک بذر ایستگاه شهید فزوه -اصفهان

 استان اصفهان

Isfahan - Seed Bank of Shahid Fozveh Station - Agricultural and 

Natural Resources Research Center of Isfahan Province 

Dg-G8 Dg-16 25/4000 

مرکز تحقیقات کشاورزی و منابع طبیعی  -بانک بذر ایستگاه شهید فزوه -اصفهان

 استان اصفهان

Isfahan - Seed Bank of Shahid Fozveh Station - Agricultural and 

Natural Resources Research Center of Isfahan Province 
Dg-G9 Dg-18 RCAT041052 مجارستان -خارجی- Felsodinnye          Foreign – Hungary- 

Felsodinnye 

 
Dg-G10 Dg-20 44/4000           سمنان، شاهرود، ایستگاه تولید بذرSemnan, Shahroud, seed 

production station Dg-G11 Dg-22 RCAT041111 مجارستان -خارجی- Zalatarnok              Foreign – Hungary- 

Zalatarnok  
 

Dg-G12 Dg-24 31/4000 مزرعه لورک                -آبادنجف -اصفهانIsfahan- Najafabad- Lavark 

Farm Dg-G13 Dg-24 31/4000 مزرعه لورک                -آبادنجف -اصفهانIsfahan- Najafabad- Lavark 

Farm 

Dg-G14 Dg-12 26/4000 

مرکز تحقیقات کشاورزی و منابع طبیعی  -ایستگاه شهید فزوهبانک بذر  -اصفهان

 استان اصفهان

Isfahan - Seed Bank of Shahid Fozveh Station - Agricultural and 

Natural Resources Research Center of Isfahan Province 
Dg-G15 Dg-13 31/4000 مزرعه لورک                -آبادنجف -اصفهانIsfahan- Najafabad- Lavark 

Farm Dg-G16 Dg-10 29/4000                                                                                         خارجیForeign 

Dg-G17 Dg-11 RCAT041052 مجارستان -خارجی- Felsodinnye          Foreign – Hungary- 

Felsodinnye 
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Dg-G18 Dg-20 44/4000           سمنان، شاهرود، ایستگاه تولید بذرSemnan, Shahroud, seed 

production station Dg-G19 Dg-2 44/4000           سمنان، شاهرود، ایستگاه تولید بذرSemnan, Shahroud, seed 

production station 

Dg-G20 Dg-19 2/4000 

مرکز تحقیقات کشاورزی و منابع طبیعی  -شهید فزوهبانک بذر ایستگاه  -اصفهان

 استان اصفهان

Isfahan - Seed Bank of Shahid Fozveh Station - Agricultural and 

Natural Resources Research Center of Isfahan Province 

Dg-G21 Dg-19 2/4000 

منابع طبیعی  مرکز تحقیقات کشاورزی و -بانک بذر ایستگاه شهید فزوه -اصفهان

 استان اصفهان

Isfahan - Seed Bank of Shahid Fozveh Station - Agricultural and 

Natural Resources Research Center of Isfahan Province 
Dg-G22 Dg-25 RCAT041111 مجارستان -خارجی- Zalatarnok              Foreign – Hungary- 

Zalatarnok  
 

Dg-G23 Dg-18 RCAT041052 مجارستان -خارجی- Felsodinnye          Foreign – Hungary- 

Felsodinnye 

 
Dg-G24 Dg-8 U-2/4000 جاده تونل دوم -کوهرنگ -شهرکرد 

Shahrekord - Koohrang - Second Tunnel Road 

Dg-G25 Dg-6 RCAT041050 
 Mosonmagyarovar -مجارستان -خارجی

Foreign – Hungary- Mosonmagyarovar 

Dg-G26 Dg-14 24/4000 

مرکز تحقیقات کشاورزی و منابع طبیعی  -بانک بذر ایستگاه شهید فزوه -اصفهان

 استان اصفهان

Isfahan - Seed Bank of Shahid Fozveh Station - Agricultural and 

Natural Resources Research Center of Isfahan Province 

Dg-G27 Dg-14 24/4000 

مرکز تحقیقات کشاورزی و منابع طبیعی  -بانک بذر ایستگاه شهید فزوه -اصفهان

 استان اصفهان

Isfahan - Seed Bank of Shahid Fozveh Station - Agricultural and 

Natural Resources Research Center of Isfahan Province 
Dg-G28 Dg-1 RCAT041111 مجارستان -خارجی- Zalatarnok              Foreign – Hungary- 

Zalatarnok  Dg-G29 Dg-22 RCAT041111 مجارستان -خارجی- Zalatarnok              Foreign – Hungary- 

Zalatarnok  
Dg-G30 Dg-4 RCAT041050 

  Mosonmagyarovar -مجارستان -خارجی

Foreign – Hungary- Mosonmagyarovar 

Dg-G31 Dg-15 44/4000 سمنان، شاهرود، ایستگاه تولید بذر 

Semnan, Shahroud, seed production station 
Dg-G32 Dg-5 RCAT041051 مجارستان -خارجی- Szarvas                       Szarvas Foreign – 

Hungary- Dg-G33 Dg-3 31/4000 مزرعه لورک                -آبادنجف -اصفهانIsfahan- Najafabad- Lavark 

Farm 

Dg-G34 Dg-23 2/4000 

مرکز تحقیقات کشاورزی و منابع طبیعی  -بانک بذر ایستگاه شهید فزوه -اصفهان

 استان اصفهان

Isfahan - Seed Bank of Shahid Fozveh Station - Agricultural and 

Natural Resources Research Center of Isfahan Province 
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 اسامی نشانگرها، توالی نوکلئوتیدی و دمای اتصال آنها. 2جدول

Table 2. Names of markers, nucleotide sequences and their annealing 

 نام نشانگرها

Markers name 

 توالی نشانگرها

Markers sequences 

 دمای اتصال

  Annealing temperature 
ISSR1 CACACACACACACACARG* 52 

ISSR3 GAGAGAGAGAGAGAGAYG 52 

ISSR5 AGAGAGAGAGAGAGAGT 52 

ISSR6 GAGAGAGAGAGAGAGAT 52 

ISSR8 CCCGTGTGTGTGTGTGT 52 

ISSR9 CACACACACACACACAA 52 

ISSR11 TCTCTCTCTCTCTCTCC 52 

ISSR12 AGAGAGAGAGAGAGAGCC 52 

ISSR13 AGAGAGAGAGAGAGAGYA 52 

ISSR14 GTGTGTGTGTGTGTGTYA 52 

ISSR15 ACACACACACACACACYT 52 

ISSR16 ACACACACACACACACYA 52 

ISSR18 ACACACACACACACACYG 52 

ISSR19 GGAGAGGAGAGGAGA 52 

ISSR20 GAGAGAGAGAGAGAGARC 52 

ISSR21 GGGGTGGGGTGGGGT 52 

ISSR22 ACACACACACACACACGCT 52 

ISSR23 ACACACACACACACAC 52 

ISSR25 TCCTCCTCCTCCTCCTG 52 

ISSR28 GAGAGAGAGAGAGAGAGCC 52 

ISSR29 ACTACGACTTGTGTGTGTGTGTG 52 

ISSR31 CGTAGTCGTCACACACACACACA 52 

*R= A+G; Y= C+T 

 PCR. غلظت ترکیبات یک نمونه در واکنش 3جدول

Table 3. Compounds concentration of a sample in PCR reaction 

 )میکرولیتر(برای یک واکنش 

 For one reaction (Microliters) 

 غلظت

 Concentration 

 ترکیبات

  Compounds 
5.25 - H2O 

6.25 2 X Master mix 

1 10 µM Primer 
1 250 ng DNA 

13.5 - 
 حجم کل یک واکنش

Total volume of a reaction 

 

درصد استفاده شد. هر نمونه  3/1ای پلیمراز، از ژل آگارز به منظور ارزیابی کیفی محصولات بدست آمده از واکنش زنجیره

برای قابل  .دقیقه تنظیم شد 30ساعت و  2ولت به مدت  73قرار داده و جریان مغناطیسی الکتروفورز روی ها در داخل چاهک

 Plusی استاندارد ساخت شرکت سیناکلون )DNAتشخیص بودن جایگاه هر یک از نوارهای تکثیری روی ژل، از وزن مولکولی 
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DNA Ladder(RTU) - SinaClon 100bpت مشاهده نوارها، ژل درون دستگاه ژل داک قرار ( استفاده شد. در نهایت جه

 داده شد و توسط اشعه ماوراء بنفش رؤیت گردید.

 

 ISSR نشانگرهایای پلیمراز برای . برنامه دمایی تکثیر واکنش زنجیره4 جدول

Table 4. Polymerase chain reaction amplification temperature program for ISSR markers 

 مراحل واکنش

Reaction steps 

 تعداد چرخه

Number of 

cycles 

گراد()سانتی دما  

Temperature (oC) 

 زمان )ثانیه(

Time (second) 

 واسرشته سازی اولیه

Initial denature 
1 94 240 

سازی واسرشته  

Denature 
30 94 45 

 اتصال

Annealing 
30 52 45 

 بسط

Extension 
30 72 60 

نهاییبسط   

Final extension 
1 72 420 

 

ژل بر اساس صفر و یک )صفر، عدم وجود نوار و یک، وجود نوار( صورت  امتیازدهی نوارها در :هاتجزیه و تحلیل داده

آمد و ماتریس صفر و یک  بدست آغازگر هر برای چندشکلیدرصد  و چندشکل نوارهای تعداد شده، تکثیر نوارهای پذیرفت. تعداد

مورد استفاده قرار گرفت.  Neighbor Joiningو بر اساس الگوریتم  Mega 4.0.2افزار با نرم هابندی ژنوتیپدست آمده برای گروهبه

مولکولی به واریانس بین و درون و برای تفکیک واریانس  PowerMarker 3.25های تنوع ژنتیکی از نرم افزار اخصشبرای ارزیابی 

های مناسب ها به زیرجمعیتبندی دقیق ژنوتیپاستفاده شد. تجزیه مؤثر ساختار جمعیت و دسته GenAlEx 6.5افزار ها از نرماکوتیپ

انجام گرفت. Structure (Pritchard et al. 2000 )در نرم افزار  Bayesianهای اختلاط یافته با استفاده از مدل و تشخیص ژنوتیپ

گردند که در هر زیرجمعیت میزان های فرضی منتسب میها با یک احتمال و طوری به زیر جمعیتدر این روش، هر یک از ژنوتیپ

 (.Rezaeizad 2011عدم تعادل پیوستگی حداقل و تعادل مرحله گامتی حداکثر باشد )

 نتایج و بحث

استفاده گردید. تمام نشانگرهای مورد استفاده  ISSRنشانگر  22و  .D. glomerata Lژنوتیپ  34در این پژوهش از 

 424در مجموع  ISSRهای مولکولی مورد استفاده قرار گرفتند. نشانگرهای ها را نشان داده و برای تجزیهچندشکلی بین ژنوتیپ
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جایگاه چندشکل  390ورد مطالعه، تک شکل و های مجایگاه در بین تمام ژنوتیپ 34جایگاه را در ژنوم تکثیر کردند که از این تعداد، 

نشان داده  ISSR13و  ISSR11های مورد مطالعه با استفاده از آغازگرهای الگوی نواری ژنوتیپ 1مورف بودند. در شکل یا پلی

 قادیردرصد برآورد شد. م ISSR ،39/70در نشانگرهای  .D. glomerata Lهای شده است. میانگین درصد چندشکلی برای ژنوتیپ

 افراد تمایز و تفکیک در است که نشانگری جایگاه یک در نادر هایللا یا للا دال بر وجود پژوهش این در چندشکلی بالای درصد

 Shahabzadeh etگیاهانی مانند فستوکای بلند ) محققین در توسط سایر ISSRنشانگرهای  چندشکلی بالای دارد. بسزایی نقش

al. 2020( آفتابگردان ،)Garayalde et al. 2011( توتون ،)Mohsenzadeh Golfezani et al. 2012( و پسته )Tagizad 

et al. 2011است. بیشترین تعداد جایگاه چندشکل در نشانگر شده گزارش ( نیز ISSR6  جایگاه و کمترین آن در نشانگر  30با

ISSR14  های علجمعیت ژنتیکی جایگاه ثبت شد. در یک بررسی تنوع 5با( ف باغD. glomerata L.با استفاده ) نشانگر از 

 آغازگر تولید  8نوار چندشکل با استفاده از  73ارزیابی شده و  آغازگر 40قرار گرفت. در این بررسی  مورد بررسی RAPDمولکولی 

 علف هایجمعیت میان ژنتیکی بود. در بررسی تنوع متغیر 49تا  25بین  چندشکل وارهاین کل (. تعدادAsghari et al. 2011شد )

 تنوع بر از بالایی ( سطح2008و همکاران ) Zengتوسط  SRAPو  RAPDنشانگرهای  از ( با استفاده.D. glomerata Lباغ )

 .Dاکوتیپ علف باغ ) 15( نیز تنوع ژنتیکی 2018) Rahmati and Shirvani ایگردید. در مطالعه گزارش نشانگر دو هر اساس

glomerata L. را با استفاده از نشانگرهای )ISSR  جمعیت  90جایگاه چندشکل گزارش نمودند. در بررسی  67انجام داده و

جایگاه  335آلل و  92، به ترتیب ISSRو  EST-SSR( توسط نشانگرهای .Festuca arundinacea Schrebفستوکای بلند )

اکسشن علف  48( در بررسی 2020) .Mohammadi et al(. همچنین Shahabzadeh et al. 2020چندشکل تکثیر شدند )

 جایگاه چندشکل را شناسایی نمودند. ISSR ،189( با استفاده از نشانگرهای .Festuca ovina Lبره )

(، یک پارامتر برای نشان دادن میزان چند شکلی یک نشانگر است، همچنین معیاری برای PICمیزان اطلاعات چند شکلی )

 .Dهای شکلی در ژنوتیپچندشود که در کل میزان هتروزیگوسیتی برابر با محتوای اطلاعات ر محسوب میقدرت تمایز جفت آغازگ

glomerata L. باشد. مقدار میPIC  در نشانگرهای غالب نظیرISSR  متغیر است و هرچه این عدد بزرگتر بوده  5/0بین یک تا

 PICهای مورد بررسی است. در این پژوهش مقدار میانگین بیانگر فراوانی بیشتر چندشکلی برای اکوتیپ نزدیکتر باشد، 5/0و به 

متعلق به نشانگر  PIC( و حداکثر مقدار 175/0) ISSR14برای نشانگر  PIC، حداقل مقدار 288/0، برابر با ISSRبرای نشانگرهای 

ISSR22 (341/0 بود. نتایج تجزیه واریانس مولکولی )دار است )جدول ها معنینیز نشان داد که تنوع ژنتیکی بین و درون ژنوتیپ

 ها بوددرصد مربوط به درون ژنوتیپ 93ها و درصد مربوط به بین ژنوتیپ 7ها، (. از کل تنوع موجود در بین و درون ژنوتیپ6

𝑃𝐼𝐶𝑖 = 1 −∑𝑃𝑖𝑗
2

𝑛

𝑗=1

 

 ام است.iام در آغازگر jفراوانی الل  ijPکه در آن 
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های مختلف علف باغ میان جمعیت ژنتیکی مولکولی، تنوع شانگرهاین از ( با استفاده2004) .Tuna et alر پژوهشی د

(D. glomerata L.را بررسی ) به اینکه محتوای اطلاعات  توجه نمودند. با گزارشرا  هاجمعیت میان تنوع از بالایی و سطح

 بالای رود، مقادیرمی شمار به آنها تمایز نظر قدرت از مختلف، نشانگرهای مقایسه جهت مهم هایاز شاخص ( یکیPICچندشکلی )

دارد. بنابراین،  بسزایی نقش افراد تمایز و تفکیک ردکه  دارد نشانگری جایگاه یک در زیاد چندشکلی بر شاخص، دلالت این

 Thimmappaiahباشند )های دارای قرابت، مؤثر میچندشکلی بالا برای متمایز نمودن ژنوتیپ اطلاعات محتوای با نشانگرهایی

et al. 2008های علف باغ شود از نشانگرهای دارای محتوای اطلاعات چندشکلی بالا برای مطالعه سایر اکوتیپ( و پیشنهاد می

با استفاده  .D. glomerata Lهای بیانگر سطح وسیع تنوع در جمعیت ISSRللی بالا در نشانگرهای ااستفاده گردد. میانگین تنوع 

شوند، این نوع می شناسایی همزمان بطور ژنی مکان تعداد زیادی ISSRنشانگر  در اینکه به توجه با .است ISSR از نشانگرهای

 فاصله با هایژنوتیپ بین بویژه و شباهت از مختلفی دارای درجات هایژنوتیپ ژنتیکی بین تنوع ارزیابی برای توانندنشانگرها می

تعداد کل  5استفاده قرار گیرند. در جدول  مورد .D. glomerata Lپیوستگی گیاه  هایتر نمودن نقشهنیز اشباع و کم ژنتیکی

 است.حتوای اطلاعات چندشکلی آورده شده ها و مباندها، تعداد باندهای چندشکل، درصد چندشکلی، تعداد الل

 

A 

 

B 

  B: ISSR و  13شماره  ISSR : A درصد، 3/1در ژل آگارز  ISSR هایی از بارگذاری نشانگرهای. نمونه1شکل

 11شماره 

Fuigure 1. Examples of loading ISSR markers in 1.3% agarose gel, A: ISSR No.13 B: 

ISSR No. 11 
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 های چندشکل، درصد چندشکلی و محتوای اطلاعات چندشکلیتعداد کل باندها، تعداد الل .5 جدول

Table 5. Total number of bands, number of polymorphic alleles, percentage of 

polymorphism and polymorphic information content

PIC 
 درصد چندشکلی

percentage of polymorphism 

 های چندشکلتعداد الل

number of polymorphic alleles 

 هاتعداد الل

Number of bands 

 نشانگر

Marker 

0.269 94.11 16 17 ISSR1 

0.272 100 29 29 ISSR3 

0.24 100 28 28 ISSR5 

0.278 96.77 30 31 ISSR6 

0.293 96.15 25 26 ISSR8 

0.284 85.71 18 21 ISSR9 

0.269 94.44 17 18 ISSR11 

0.309 86.36 19 22 ISSR12 

0.282 96.29 26 27 ISSR13 

0.175 83.33 5 6 ISSR14 

0.314 90.47 19 21 ISSR15 

0.3 92.30 12 13 ISSR16 

0.268 87.5 7 8 ISSR18 

0.294 100 15 15 ISSR19 

0.308 86.66 13 15 ISSR20 

0.327 90.90 20 22 ISSR21 

0.341 82.35 14 17 ISSR22 

0.308 100 22 22 ISSR23 

0.296 83.33 15 18 ISSR25 

0.267 100 19 19 ISSR28 

0.315 86.66 13 15 ISSR29 

0.3 57.14 8 14 ISSR31 

 ISSRژنوتیپ علف باغ بر اساس نشانگرهای  34تجزیه وایانس مولکولی بین و درون  .6 جدول

Table 6. Analysis of molecular variances within and among 34 Orchard grass genotypes 

based on ISSR markers 

 منبع تغییرات

SV 

 درجه آزادی

df 

 مجموع مربعات

SS 

 میانگین مربعات

MS 

 برآورد واریانس

Est. Var. 
% 

هابین ژنوتیپ  

Among genotypes 
2 249.186 124.593 5.188 7 

هادرون ژنوتیپ  

Within genotypes 
31 2154.814 69.51 69.51 93 

 کل

Total 
33 2404 28 74.698 100 



   (1401 تابستان، 2، شماره 14)دوره مجله بیوتکنولوژی کشاورزی   

146 

Agricultural Biotechnology Journal;      Print ISSN: 2228-6705,      Electronic ISSN: 2228-6500 

 

، ISSRبر اساس نشانگرهای  .D. glomerata Lهای ژنوتیپبندی گروه :ISSRبندی براساس نشانگرهای گروه

های بندی انجام شده، ژنوتیپصورت پذیرفت. بر اساس گروه Neighbor Joiningو الگوریتم  Mega 4.0.2با بکارگیری نرم افزار 

، Dg-G15 ،Dg-G20 ،Dg-G25 ،Dg-G18، Dg-G19های گروه اول شامل ژنوتیپگروه قرار گرفتند.  4مطالعه در  مورد

Dg-G14 ،Dg-G34 ،Dg-G4 ،Dg-G32 ،Dg-G10 ،Dg-G8  وDg-G30 های و گروه دوم شامل ژنوتیپDg-G22 ،

Dg-G21 ،Dg-G26 ،Dg-G16 ،Dg-G28 ،Dg-G29 ،Dg-G7 ،Dg-G33  وDg-G31  بودند. در گروه سوم تنها دو

، Dg-G13 ،Dg-G12 ،Dg-G1 ،Dg-G17های قرار گرفتند. در نهایت گروه چهارم را ژنوتیپ Dg-G6و  Dg-G3ژنوتیپ 

Dg-G24 ،Dg-G11 ،Dg-G27 ،Dg-G5 ،Dg-G2 ،Dg-G23  وDg-G9  است. ورده شده آ 2تشکیل دادند که در شکل

مولکولی  نشانگر از استفاده ( را با.D. glomerata Lباغ ) علف هایجمعیت ژنتیکی ( تنوع2013) همکاران و Jahaniای در مطالعه

ISSR  نشان ها وجود داشت، نتایججمعیت میان در بالایی گروه دسته بندی کردند. علیرغم اینکه تنوع 3بررسی نموده و آنها را در 

 Rahmatiهای پژوهش اخیر همخوانی دارد. در حالیکه ندارد و این نتایج با یافته جغرافیایی همبستگی تنوع با ژنتیکی تنوع که داد

and Shirvani (2018 با ) 15بررسی تنوع ژنتیکی ( اکوتیپ علف باغD. glomerata L. توسط )آغازگر  20ISSR آنها را در ،

ها را از هم گروه قرار دادند که این گروه بندی توانست تا حدودی بر اساس توزیع جغرافیایی و تشابهات اقلیمی برخی از اکوتیپ 4

 تفکیک نماید.

تکرار در نظر گرفته شد.  5انتخاب شده بود،  1-10( که بین kزیر جمعیت احتمالی )، برای هر تعداد Structureافزار ر نرمد

-Burnتکرار آزمایش ) 100000للی با او استقلال فراوانی  Admixtureیابی به منحنی حداکثر درست نمایی از مدل برای دست

inهاتنظیم گردید. تعداد واقعی زیر جمعیت 100000مونت کارلو نیز روی -( استفاده شد. همچنین تعداد تکرارهای زنجیره مارکوف، 

k∆  به صورت آنلاین از سایتStructure harvester  محاسبه شد. با توجه به اینکه زیرجمعیتk=2  از نظر پارامترk∆  حداکثر

 در بهینه Kه عنوان ب k=2گروه مجزا تقسیم بندی شدند و  2های مورد مطالعه به (، بنابراین ژنوتیپ3مقدار عددی را داشت )شکل 

 در شده ارائه نتایج اساس شد. بر گرفته نظر ( درQکلاستر )ماتریس  هر در افراد عضویت ماتریس و محاسبه جمعیت ساختار تخمین

ژنوتیپ  9اول )قرمز(،  ساختار به درصد( 50ژنوتیپ ) ISSR ،17شانگرهای ناساس  بر مطالعه مورد ژنوتیپ 34 ( از4بارپلات )شکل 

درصد عضویت هر  ،4درصد( به ساختار مخلوط تعلق داشتند که در شکل  53/23ژنوتیپ ) 8درصد( به ساختار دوم )سبز( و  47/26)

را  اختلاط یافته هایژنوتیپ (، شناسایی4ها )شکل زیرجمعیت به جمعیت ساختار ها مشخص شده است. تجزیهژنوتیپ در گروه

ها مانند گزارش شده است. برخی از ژنوتیپ 7در جدول  Qمقادیر عددی ماتریس (. Dadras et al. 2013سازد )می امکانپذیر

Dg-G22 ،Dg-G17 ،Dg-G14 ،Dg-G7 ،Dg-G4 ،Dg-G32 ،Dg-G28  وDg-G27  که دارای مقادیرQ  70کمتر از 

 ژنوتیپ عنوانه ب باشد،درصد  70مقدار  از کمتر یک ژنوتیپ عضویت باشند، به گروه مخلوط تعلق دارند. زمانی که درصددرصد می
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ژنوتیپ دارای بیشترین عضو است. همچنین گروه  17(. گروه اول با Spataro et al. 2011شود )شده( تعریف می ترکیبی )مخلوط

 باشد.ژنوتیپ می 8ژنوتیپ در رده دوم قرار دارد. در نهایت گروه مخلوط دارای  9دوم با 

 Q ریس. نام گروه ژنتیکی و مقدار عددی مات7جدول 

Table 7. Genetic group name and numerical value of Q matrix  

 گروه ژنتیکی

Genetic group 

 Qماتریس 

Q Matrix 

 ژنوتیپ

Genotype 
Q2 Q1 

 Red 0.028 0.972 Dg-G1قرمز 

 Red 0.018 0.982 Dg-G2قرمز 

 Red 0.11 0.89 Dg-G3قرمز 

 Mixed 0.548 0.452 Dg-G4مخلوط 

 Red 0.031 0.969 Dg-G5قرمز 

 Red 0.124 0.876 Dg-G6قرمز 

 Mixed 0.535 0.465 Dg-G7مخلوط 

 Red 0.048 0.925 Dg-G8قرمز 

 Red 0.027 0.973 Dg-G9قرمز 

 Green 0.843 0.157 Dg-G10سبز 

 Red 0.029 0.971 Dg-G11قرمز 

 Red 0.196 0.804 Dg-G12قرمز 

 Red 0.055 0.945 Dg-G13قرمز 

 Mixed 0.337 0.663 Dg-G14مخلوط 

 Green 0.908 0.092 Dg-G15سبز 

 Green 0.841 0.152 Dg-G16سبز 

 Mixed 0.456 0.544 Dg-G17مخلوط 

 Green 0.917 0.083 Dg-G18سبز 

 Green 0.901 0.099 Dg-G19سبز 

 Green 0.984 0.016 Dg-G20سبز 

 Green 0.945 0.055 Dg-G21سبز 

 Mixed 0.638 0.362 Dg-G22مخلوط 

 Red 0.031 0.969 Dg-G23قرمز 

 Red 0.266 0.734 Dg-G24قرمز 

 Green 0.797 0.203 Dg-G25سبز 

 Green 0.839 0.161 Dg-G26سبز 

 Mixed 0.378 0.622 Dg-G27مخلوط 

 Mixed 0.409 0.591 Dg-G28مخلوط 

 Red 0.116 0.884 Dg-G29قرمز 

 Red 0.099 .0901 Dg-G30قرمز 

 Red 0.049 0.951 Dg-G31قرمز 

 Mixed 0.444 0.556 Dg-G32مخلوط 

 Red 0.061 0.939 Dg-G33قرمز 

 Red 0.167 0.833قرمز 

 

Dg-G34 
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 الگوریتم اساس بر ISSR نشانگرهای با استفاده از .Dactylis glomerata L ژنوتیپ 34بندی . گروه2شکل 
Neighbor joining 

Figure 2. Grouping of 34 Dactylis glomerata L. Genotypes using ISSR markers according to 

Neighbor Joining algorithm 

 

 (K) هاجمعیت زیر تعداد تعیین برای ∆k نمودار .3شکل

Figure 3. ∆k diagram to determine the number of subpopulations (K) 
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 Structure با نرم افزار .Dactylis glomerata L ژنوتیپ 34بندی . طبقه4شکل 

Figure 4. Classification of 34 Dactylis glomerata L. genotypes using Structure software 

مورف جایگاه آن چندشاااکل یا پلی 390جایگاه ایجاد کردند که که تعداد  424در کل  ISSRنشاااانگرهای  :گیرینتیجه

شانگرهای  شکلی در ن صد چند شترین و کمترین تعداد جایگاه ISSR ،39/70بودند. میانگین در با  ISSR6مربوط به  % بود که بی

، برابر با ISSR)محتوای اطلاعات چندشاااکل( برای نشاااانگرهای  PICجایگاه بود. مقدار میانگین  5با  ISSR14جایگاه و  30

های ، بالاترین مقدار میانگین چندشااکلی را دارا بود که جهت تمایز جمعیتPIC 920/0ن با میانگی ISSR5بود. نشااانگر  697/0

های بعدی در توانند مناسب برای بررسیخویشاوندی نزدیک مفید بوده و نقش بسزایی در تفکیک و تمایز افراد دارد. این نشانگر می

شاوندی نزدیک با مورد اکوتیپ شد. .D. glomerata Lهای خوی شانگرهای گروهبندی ژنوتیپ با ساس ن سط  ISSRها بر ا تو

نشاااان داد که تنوع قابل نتایج حاصااال  بندی کرد.گروه طبقه 2و  4ه ترتیب آنها را در ب Structureو  Mega 4.0.2افزار نرم

بود.  مطالعه مورد ایهدر ژنوتیپ اختلاط وجود بیانگر نیز جمعیت ساااختار های مورد بررساای وجود دارد. تجزیهتوجهی میان ژنوتیپ

 حفظ، در بیشااتر توجه لزوم و گیاهی این گونه ژنتیکی ذخایر بودن ارزشاامند بیانگر مطالعه، این شااده در شااناسااایی ژنتیکی تنوع

 باشد.می آنها شناسایی و نگهداری، ارزیابی

 کشاورزی شمالغرب و غرب کشورمراغه و ریاست محترم پژوهشکده بیوتکنولوژی محترم دانشگاه  ریاستاز  :سپاسگزاری

 شود. در اجرای پژوهش حاضر سپاسگزاری میفراهم نمودن هزینه و امکانات به خاطر 

 منابع

 Dactylis)های علف باغ ( بررسی تنوع ژنتیکی در اکوتیپ1389) و همکاران اصغری علی، پناهی الهام، شکرپور مجید

glomerata L.)  با استفاده از نشانگرهایRAPD.  226، 18ایران،  جنگلی و مرتعی گیاهان اصلاح و ژنتیک تحقیقات-

214. 

( مطالعه تنوع ژنتیکی جمعیتهای زنبور عسل استان کرمان با 1395بهادر یاسر، محمدآبادی محمدرضا، خضری امین و همکاران )

 .192-186، 13های تولیدات دامی . پژوهشISSRاستفاده از نشانگرهای 
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( مطالعه تنوع ژنتیکی پسته ایرانی با استفاده از چند نشانگر بین 1390جعفر، حداد رحیم، ضرابی مهدی ) زاد آیدا، احمدیتقی

 .453-460، 25. نشریه علمی علوم باغبانی، ISSRای ریزماهواره

 Dactylis glomerata ( ارزیابی تنوع ژنتیکی ژنوتیپهای1392جهانی حمید، فرشادفر محسن، صفری هوشمند، شیروانی هومن )

-15. هشتمین همایش بیوتکنولوژی جمهوری اسلامی ایران و چهارمین همایش ملی امنیت زیستی، ISSRبا استفاده از نشانگر 

 تیر، دانشگاه تهران، تهران، ایران. 17

ویرجینیا با ( بررسی تنوع ژنتیکی ارقام توتون دسته بارلی و 1392دادرس احمدرضا، صبوری حسین، محمدی نژاد قاسم و همکاران )

 .29-44، 5استفاده از چندشکلی طولی قطعات تکثیری. بیوتکنولوژی کشاورزی، 

با استفاده از نشانگر مولکولی  Dactylis glomerataهای ( بررسی تنوع ژنتیکی اکوتیپ1397رحمتی هوشنگ، شیروانی هومن )

ISSR67-78، 31ایران(،  شناسی مولکولی )زیست و سلولی هایپژوهش . مجله. 

(. مطالعه تنوع ژنتیکی در چهار جمعیت بز کرکی راینی با استفاده از 1389زاده امین، محمدآبادی محمدرضا )عسکری ناهید، باقی

 .49-56، 5. مجله ژنتیک نوین ISSRنشانگرهای 

 4-9ح نباتات ایران. در اصلاح نباتات. چهارمین کنگره علوم زراعت و اصلا DNA( کاربرد نشانگرهای 1375یاضی بهزاد )قره

 .328-380شهریور، دانشگاه صنعتی اصفهان، اصفهان، ایران، ص 

های مختلف بررسی تنوع ژنتیکی ژنوتیپ (1391محسن زاده گلفزایی محمد، سمیع زاده لاهیجی حبیب، اعلمی علی و همکاران )

 .371-380، 43و رتروترانسپوزون. علوم گیاهان زراعی ایران،  ISSRای با استفاده از نشانگر توتون گرمخانه

( نشانگرهای مولکولی. موسسه انتشارات و چاپ دانشگاه تهران، تهران، 1384حسینی سالکده قاسم ) ،یاضی بهزادقره ،نقوی محمدرضا

 ایران.
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