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 چکیده

 وجيود جليوگیری از کياهش عملکيرد ناشيی از     بيه مظويور   . باشيد ميی  ذرت یبریده بذر در تولید موفقیت برای نیاز مورد کیفی معیارهای مهمترین از یکی ژنتیکی خلوص

توسعه یک روش ساده، سریع و دقیق برای ارزیيابی خليوص ژنتیکيی از اهمیيت زیيادی       ،اختلاط در بذر هیبریدیا و  حاصل از خودگشظی و دگرگشظی ناخواسته بذرهای

 آزمونبا دو روش ( مبین و کارون ،KSC703، KSC704، KSC705، KSC706) ایرانی ذرت ریتجا مهم رقم شش ژنتیکی بر این اساس خلوص برخوردار است.

 و( ٪3/70)مبيین  هیبریيدهای  بيه ترتیيب بيه    یکي یخلوص ژنتو بیشترین میزان  نیکمتر نشان داد GOTنتایج  شد. نشانگرهای مولکولی ارزیابی و (GOT)ای رشد مزرعه

KSC704  (3/32٪) .به دلیل تولید باندهای چظدشکلی واضح، بدون ابهام و قابل امتیازدهی بيین واليدین    آغازگر جفت شش ریزماهواره، نشانگر 11از میان  متعلق است

 مولکيولی و  GOTنتيایج   (31/7) همبستگی بيایی با توجه به . بودندخودگشن شده و خارج از تیپ  بذرهایاز تمام هیبریدها  شظاسایی به قادر کهطوریبه  انتخاب شدند

 .کرداستفاده برای ارزیابی خلوص ژنتیکی دقت بیشتر و عدم تاثیر پذیری از محیط  ،بودن ساده دلیل به نشانگرهای ریزماهواره از توانیم

 نشانگر ریزماهواره بذر، ژنتیکی خلوصآزمون  ذرت، های کلیدی:واژه
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Abstract 

Genetic purity is one of the most important qualitative criteria for success in hybrid seeds production. In order to avoid 

reduction in yield caused by using presence of seeds resulting from self-pollinating and unwanted crossing or seed mixing, 

development of a simple, rapid, and accurate method for genetic purity assessment is of great importance. Accordingly, the 

genetic purity of 6 important Iranian commercial maize hybrid cultivars (KSC703, KSC704, KSC705, KSC706, Karun and 

Mobin) was evaluated by GOT and molecular markers. The results of GOT showed that the lowest and highest genetic 

purity belonged to Mobin (67.9%) and KSC704 (92.9%) hybrids, respectively. Out of the 11 SSR markers, 6 primers were 

selected since they have produced clear, scorable and unambiguous polymorphic bands among the parents, so that they could 

identify all hybrids from self-pollinated seeds and off-types. Due to the high correlation (0.98) between GOT and molecular 

marker results, Hence, it is proposed that these SSR markers can be used in efficient analysis of hybrid seed purity since this 

technique is simple to use, more accurate and not affected by environment when compared with GOT. 
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 مقدمه

میلیيون تين تولیيد،     30بیش از یيک میلیيارد و   ذرت با 

اولین غله مهم دنیا است کيه جایگياه مهميی را در اقت ياد     

 جهيان بيه عظيوان غيذا، علوفيه و کياربرد در صيظعت دارد       

(FAO, 2017)   عي   . وجود هتروزیس بای در ایين گیياه با

ایجاد پتانسیل باییی در عملکرد، کیفیت بذر و مقاومت به 

کیفیت  تیاهم. (Dou, et al., 2012)ها شده است بیماری

آن  یخاص دگرگشظ تیذرت با توجه به وضع اهیبذر در گ

 یاساس زراعت ذرت بير مبظيا   رانیشود. در ایدو چظدان م

زات آن بظا نهاده شده است و به موا دیبریاستفاده از ارقام ه

 زیي بذر ن دیتول ظهیامکانات بالقوه داخل کشور، زم تیبا تقو

 1371از سيال   کيه طيوری به  ستا دهیدر داخل فراهم گرد

مورد کشت  یتجارت یهادیبریه نیبذر والد دیتول ظهیدر زم

 .(Choukan, 2012) است شدهحاصل  یخود کفائ

داخل تن بذر ذرت در  15777تا  13777ساینه حدود 

 آن متعليق بيه  درصيد   35بيیش از  که  شودید میتولکشور 

(. Assareh, 2016ت )اسي  074سیظگل کيراس  هیبرید رقم 

تولید بذر هیبرید سیظگل کراس ذرت شامل تلاقی دو ایظبيرد  

ردیف والد پدری دو آرایش کاشت  با یین خالص متفاوت

شود. در مزارعی کيه از ییين   ردیف والد مادری می چهارو 

ی کشي تاسيل  اتیي عملشيود بایيد   ستفاده ميی مادری نربارور ا

خطيوط   یتاسيل رو  نیبيا ههيور اولي    )حذف گل آذین نير( 

 یبير رو  یتاسيل  چیکه هي  یدر مزرعه شروع و تا زمان یمادر

 اتیي . عملیابيد اداميه   ،وجيود نداشيته باشيد    یمادر یهابوته

 دیي وجيه نبا  چیبيه هي  گیيرد و  با دسيت انجيام ميی    یکشتاسل

 یبوته مادر چیبه ه یده افشانفرصت ههور کامل تاسل و گر

کيه هياهر   های خارج از تیپ . همچظین حذف بوتهداده شود

امری ضيروری در   ،ها هستظدآنها کاملاً متفاوت از سایر بوته

در طيول   (.Choukan, 2012) تولید بذر ذرت هیبرید است

فرایظد تولید بيذر هیبریيد ذرت هميواره تيلاش زیيادی در      

ظدی و ح ول بایترین خلوص بجهت تضمین بیشترین دانه

 در ایييران .(Daniel et al., 2012)ژنتیکييی شييده اسييت 

در مراحييل  بييذر دیييو مسييتمر بيير مييزارع تول قیيينوييارت دق

و اصيالت   یکظتيرل و صيدور گيواه    مختلف رشدی گیاه،

ی به عهده موسسه تحقیقات ثبيت و گيواهی   کیژنتخلوص 

 خليوص  اسيتانداردهای  حفي   مظويور  بذر و نهال است. به

مزرعيه از   بازرسيی  تولید بيذر،  در مزارع نیاز مورد ژنتیکی

بظيدی بيذر   مرحله انتخاب زمین تيا مرحليه فيراوری و بسيته    

الزامی است. بر این اساس نوارت بر فرایظد تولید بذر ذرت 

هیبرید در کشور با توجه به  سطح زیر کشيت آن )حيدود   

هکتار( نیازمظيد کيار بسيیار فشيرده و کظتيرل طاقيت        1577

اميا ایين سیسيتم     .(Assareh, 2016) سيای روزانيه اسيت   فر

نوارتی تولید بذر ذرت هیبریيد همیشيه بيه طيور کاميل در      

هييای افشييانی و تلقييیح بييا گييردهجلييوگیری از خييود گييرده

خييارجی موفييق نیسييت و بييه دلیييل خودگشييظی یييا دگيير     

هیبریيد   افشانی ناخواسته، مظجر به تولید بذرهای غیير گرده

هييای هيای ميادری یيا هیبریيد    ییين )خودگشين( در ایظبيرد   

افشيانی در واليد ميادری بيه     گردد. خود گيرده ناخالص می

تر زنی پاییندلیل کاهش بذرهای هیبرید و نیز درصد جوانه

بذرهای خودگشن شده در مزرعه  باع  کاهش عملکيرد  

مائو  .(Taixing et al., 1998) گرددو ارزش اقت ادی می

گيزارش کردنيد کيه بيه      (Mao et al., 1998) و همکاران

هیبریيد، مقيدار    بيذرهای ازای هر یک درصد ناخال ی در 

کیليييوگرم در هکتيييار  177کييياهش عملکيييرد در حيييدود 

 و بر این اساس بيذری کيه در اختیيار کشياورزان     باشد.می

شود باید از لحاظ کیفیيت  قرار داده می بذر تکثیرکظظدگان

 تضمین گردد.

ش کلاسیک ترین روش در بررسی خلوص، رومرسوم

اسيت. ایين آزميون کيه یکيی از       GOT)1(آزمون رشيدی  

های ميوثر کظتيرل کیفیيت فرایظيد تولیيد بيذر اسيت،        روش

یا گلخانيه )ارقيام    مزرعهنمونه از بذر در  کیشامل کشت 

شظاسظامه با  سهیدر مقا صفات گیاه یابیارز یبراای( گلخانه

در ایين آزميون خليوص     باشيد. یرقم م آن 2مورفولوژیکی

گردد و استفاده از ای ارزیابی میصورت مشاهدهیکی بهژنت

                                                           
1 Grow-Out Test 

2 Descriptor 
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 رفولييييوژیکی در گیاهييييان زراعييييی وتويييياهر صييييفات م

  بييه تظهييایی بييرای تعیييین خلييوص ژنتیکييی مرسييوم اسييت   

(Moorthy et al., 2011; Liu et al., 2004; 

Komori and Nitta, 2004.) بررسی  جدیدترین روش در

ام، اسييتفاده از خلييوص ژنتیکييی و شظاسييایی و تمييایز ارقيي  

ایيين نشييانگرها نقييش  .اسييت DNAنشييانگرهای مولکييولی 

کمترین بافت گیياهی  به  داشته وای در توصیف رقم عمده

روش  . ایين (Rana et al., 2007)بيرای بررسيی نیياز دارد    

را در سطح نوکلئوتیيد بررسيی    ژنتیکی بذرجدید خلوص 

کظييد. نشييانگرهای مولکييولی بيير خييلاف نشييانگرهای  مييی

ارقييام، نقييش   DNAوژیکی بييا تظييوع در تييوالی   مورفوليي

ای در شظاسایی ارقام و ارزیيابی خليوص ژنتیکيی در    عمده

دهظد. این نشانگرها تظها مظيتج  مدت زمان کوتاهی ارائه می

 از ژنوتیپ هستظد و به اثر متقابيل محيیط وابسيتگی ندارنيد    

(Silvanacristae et al., 2005) از مهمترین مزایای دیگر .

توان به غیر وابسته بودن به مرحله رشيدی  گرها میاین نشان

گیاه و قابلیت ارزیابی در هر مرحليه در آزمایشيگاه اشياره    

الملليی حمایيت از ارقيام جدیيد گیياهی      نمود. اتحادیه بین

های بیوشیمیایی و مولکولی دستورالعمل استفاده از تکظیک

(BMT)1 های تمایز، یکظواختی و پایيداری و  را در آزمون

 عظيوان صيفات تکمیليی تيدوین کيرده اسيت       ت ارقام بهثب

(UPOV, 2002)   هيا بيه  . در ایين دسيتورالعمل ریزمياهواره 

انييد. عظييوان نشييانگرهای اصييلی مييورد ترکیييد قييرار گرفتييه 

کييه مبتظييی بيير واکييظش  1(SSR) نشييانگرهای ریييز ميياهواره

ای پلیمراز است اولین بيار در شظاسيایی و تشيخیص    زنجیره

. ایيين (Blair et al., 2002)کاررفييت ارقييام گیيياهی بييه 

 و آلليی  تظوع مقدار چون مزایایی بودن به دلیل دارا نشانگرها

محيل کروميوزومی و    بودن مشخص و بای بسیار شکلی چظد

هيای  امتیازدهی نسبتاً آسان به عظوان ابزار تکمیلی در آزميون 

  ارقييييام ذرت 3(DUS) تمييييایز، یکظييييواختی و پایييييداری 

(Gunjaca et al., 2008)  بيرنج ،(Bonow et al., 2009; 

Singh et al., 2004) فلفل ،(Kwon et al., 2005)  کليزا ،

(Tommasini et al., 2003)  و زیتيون (Rotondi et al., 

ای قرار گرفته اسيت. بيا توجيه بيه     مورد توجه ویژه (2003

ایظکه نشانگرهای ریيز مياهواره بيه طيور اخت اصيی یيک       

به شمار  4جزو نشانگرهای همبارزکظظد جایگاه را تکثیر می

روند. یعظی امکان تشيخیص هير یيک از افيراد خيالص      می

کظظد و )ایظبرد یین( را از افراد ناخالص )هیبرید( فراهم می

باعيييي  کيييياربرد ایيييين نشييييانگر در ایيييين خ وصييييیت 

آزميون  یيک   .و تشخیص ارقام شده اسيت  5نگاریانگشت

جام آن نیاز کم هزیظه بوده، انخلوص ژنتیکی مطلوب باید 

د بيه  ظتا متخ  ان بتوان دساده باشبه زمان کوتاهی داشته، 

و نتيایج   آمیز در حداقل زمان آميوزش دهظيد  طور موفقیت

 هيييای مختليييف تکيييرار پيييذیر باشيييد  آن در آزمایشيييگاه

(McDonald, 1998.)     بررسييی هييدف از ایيين تحقیييق

 کارایی دو روش آزمون رشيدی در مزرعيه و نشيانگرهای   

یافتن بررسی خلوص و شظاسایی ارقام ذرت و  مولکولی در

 و ارقييام بييین تمييایزجهييت  اطمیظييان قابييل و سييریع روشييی

 345 2 1 .است یبذر هاینمونه خلوص ارزیابی

 هامواد و روش

 که عبارت بودنيد از:  شداین مطالعه در دو مرحله اجرا 

 هيای یینارقام هیبرید و  GOTانجام آزمون رشدی  -الف

تخاب نشيانگرهای ریزمياهواره اخت اصيی    ان -ب ؛والدیظی

بررسييی خلييوص سيي س بييرای والييدین پييدری و مييادری و 

در بيه ترتیيب    هيا آزميایش ذرت. هیبریيد  ژنتیکی بيذرهای  

مولکولی موسسه  نشانگرهایمزرعه پژوهشی و آزمایشگاه 

 تحقیقات ثبت و گواهی بذر و نهال اجرا گردید.

ریيد  شيش رقيم هیب   مطالعه این در: GOT رشدی آزمون

یین والدیظی در  هشتتجاری سیظگل کراس ذرت به همراه 

هييای کامييل در قالييب طييرح بلييو 1334سييال  اول خييرداد

ت ادفی در سه تکرار در مزرعه پژوهشی موسسيه تحقیقيات   

 (.1 جيدول ) شيدند  ثبت و گواهی بذر و نهال کرج ارزیيابی 

ایجياد و نقشيه    متير سيانتی  05س س خطوط کاشت به فاصله 

                                                           
1 Biochemical and molecular techniques  

2 Simple Sequence Repeat  
3 Distinctness, Uniformity and Stability 

4 Codominant markers 
5 Fingerprinting  
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صيورت دسيتی کشيت     بيذرها بيه   ش اجرا شد.کاشت آزمای

هر کرت شامل چهار ردیف شش متری بود و فاصله  .گردید

 کيه طيوری بيه  در نوير گرفتيه شيد     متير سيانتی  11ها بین بوته

 .انجام گرفت بوته 477حدود  رویارزیابی هر رقم بر 

 های مورد استفادهنام ارقام و یین -1 جدول

Table 1- Name of used varieties and lines 

 شماره رقم

No. of variety 

 نام رقم هیبرید

Hybrid Variety name 

 شجره

Pedigree 

1 KSC703 K47/2-2-1-3-3-1-1-1× MO17 

2 KSC704 B73 × MO17 

3 KSC705 K364 × MO17 

4 KSC706 K3547 × MO17 

5 Karoon701)کارون( SLD45/1/2-1/1× MO17 

6 Mobin)مبین( SLD45/1/2-1× SLH/2/29/14/2-4 

 

هایی که از نور به مظوور شظاسایی بوتهپژوهش  نیدر ا

ی خودگشين شيده و یيا    هيا بوتيه ژنتیکی ناخيالص بودنيد )  

کييه توسييط  صييفت مورفولوژیييک 22خييارج از تیييپ( از 

 یاهیييگ دیيياز ارقييام جد تیييحما یالملليي نیبيي هیيياتحاد

(UPOV, 2009پ )در مراحيل مختليف    شيده اسيت   شظهادی

 .(2استفاده شيد )جيدول    تا رسیدگی اربرگیچهاز رشدی 

ی خيارج از تیيپ   هيا بوتهبراین اساس در هر مرحله رشدی 

گييذاری شييده و شييمارش گردیدنييد و در نهایييت  علامييت

 .شد( محاسبه 1درصد خلوص ژنتیکی با استفاده از رابطه )

 -1) = (%)  (1رابطه )
 𝑛

𝐍
) ×  خلوص ژنتیکی بذر 100

 Nی خيارج از تیيپ و   هيا تيه بوتعيداد   nدر این رابطيه  

 های مورد ارزیابی است.تعداد کل بوته

پدری و ميادری:   والدین اخت اصی نشانگرهای انتخاب

 بيه طيور   والدیظی کشت شيده در مزرعيه   هر یین از بوته 27

هيای  از برگ ژنومی DNA شد و استخراج انتخاب ت ادفی

 بيا اعميال تیییراتيی در روش    جداگانيه  جوان هر بوته به طور

  ارائيييه شيييده توسيييط روش سيييقایی معيييروف و همکييياران

(Saghai Maroof et al., 1984)  انجام گرفت. این تیییرات

شييامل دو برابيير کييردن غلوييت مييواد اسييتفاده شييده در بييافر  

 37بيا غلويت    (DTT)تیوتریتيول  استخراج و جيایگزیظی دی 

درصيد بيود.    2/7مویر به جای مرکاپتواتانول به مقيدار  میلی

اسي کتروفتومتر   بيه ترتیيب توسيط    هيا کیفیت نمونهکمیت و 

و الکتروفييورز ژل  (ThermoScientific, USA)نييانودرا  

 از بعيد  DNA نهيایی  غلويت  درصد تعیین شيد و  1/7آگارز 

 میکرولیتر رسید. بر نانوگرم 25 به سازی رقیق

 میکرولیتيير 17 حجييم در پلیمييراز ایزنجیييره واکييظش

 بييافر میکرولیتيير یييک ژنييومی، DNA میکرولیتيير دو شييامل

 5/7 ميویر،  میليی  dNTPs  257 میکرولیتير  2/7 استخراج،

 معکيوس،  و مسيتقیم  آغازگرهای از کدام هر از میکرولیتر

 در واحيد  57) ميراز پليی   Taq DNAآنزیم  میکرولیتر 1/7

 ميویر  میليی  57 مظیيزیم  کلریيد  میکرولیتر 3/7 ،(میکرولیتر

 .گردیيد  انجيام  یير تقط دوبيار  آب میکرولیتير  4/5 بيا  همراه

 اولیيه  سازیواسرشته چرخه یک شامل حرارتی هایچرخه

 37 دقیقيه،  سيه  ميدت  بيه  گيراد سيانتی  درجيه  34 دمای در

 بيه  گيراد سانتی درجه 34 دمای در سازیواسرشته با چرخه

 درجييه 55-77 دمييای در آغييازگر ات ييال ثانیييه، 37 مييدت

 در طبس و دقیقه یک مدت به( آغازگر به بسته) گرادسانتی

 نهایت در و دقیقه یک مدت به گرادسانتی درجه 02 دمای

 دمييای در دقیقييه پييظج مييدت بييه نهييایی بسييط چرخييه یييک

 بييا PCR نهييایی مح ييویت .بييود گييرادسييانتی درجييه 02

 درصيد  هشيت  آمیيد  اکریيل پلی ژل از الکتروفورز استفاده
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 صفات و مرحله ارزیابی -2جدول 

Table 2- Characteristics and stage of assessment 

 شماره صفت

Char. No 

 صفت

Characteristic 

 مرحله ارزیابی

Stage for the assessment* 

5 
 ساقه و پهظک بین برگ: زاویه

Leaf: angle between blade and stem 

 اواسط تا تکمیل گلدهی

Anthesis halfway to completed 

6 
 برگ: انحظای پهظک

Leaf: curvature of blade 

 اواسط تا تکمیل گلدهی

Anthesis halfway to completed 

9 
 گل تاجی: رنگیزه آنتوسیانین در پایه پوشه

Tassel: anthocyanin coloration at base of glume 

 اواسط تا تکمیل گلدهی

Anthesis halfway to completed 

10 
 گل تاجی: رنگیزه آنتوسیانین پوشه به جز پایه

Tassel: anthocyanin coloration of glumes excluding base 

 اواسط تا تکمیل گلدهی

Anthesis halfway to completed 

11 
رنگیزه آنتوسیانین بسا گل تاجی:   

Tassel: anthocyanin coloration of anthers 

 اواسط تا تکمیل گلدهی

Anthesis halfway to completed 

12 
های جانبیشاخهزاویه بین محور اصلی و گل تاجی:   

Tassel: angle between main axis and lateral branches 

 اواسط تا تکمیل گلدهی

Anthesis halfway to completed 

13 
های جانبیشاخه گرفتن قرار گل تاجی: طرز  

Tassel: curvature of lateral branches 

 تکمیل گلدهی

Anthesis complete 

14 
اولیه جانبی ایهشاخه گل تاجی: تعداد  

Tassel: number of primary lateral branches 

دانه شدن شیری اواسط اواسط گلدهی تا تا  

Anthesis halfway to to medium milk 

16 
 بلال: رنگیزه آنتوسیانین کاکل

Ear: anthocyanin coloration of silks 

 اواسط گلدهی

Anthesis halfway 

17 
 ین کاکلساقه: رنگیزه آنتوسیان

Stem: anthocyanin coloration of brace roots 

دانه شدن شیری اواسط گلدهی تا اواسط  

Anthesis halfway to medium milk 

18 
هاسظبلچه گل تاجی: تراکم  

Tassel: density of spikelets 

 شروع گلدهی تا زمان تشکیل دانه آبکی

Beginning of anthesis to caryopsis watery ripe 

19 
 برگ: رنگیزه آنتوسیانین غلاف

Leaf: anthocyanin coloration of sheath 

 تشکیل دانه آبکی تا شیری متوسط

Caryopsis watery ripe to medium milk 

20 
 هاساقه: رنگیزه آنتوسیانین میانگره

Stem: anthocyanin coloration of internodes 

 تشکیل دانه آبکی تا شیری متوسط

Caryopsis watery ripe to medium milk 

21 
یشاخه جانب نیترنییپای از بای یطول محور اصلگل تاجی:   

Tassel: length of main axis above lowest lateral branch 

 تشکیل دانه آبکی تا شیری متوسط

Caryopsis watery ripe to medium milk 

22 
یشاخه جانب ترینی بایاز بای یطول محور اصلگل تاجی:   

Tassel: length of main axis above highest lateral branch 

 تشکیل دانه آبکی تا شیری متوسط

Caryopsis watery ripe to medium milk 

23 
 گل تاجی: طول دومین شاخه جانبی

Tassel: length of  on the second lateral branch 

 تشکیل دانه آبکی تا شیری متوسط

Caryopsis watery ripe to medium milk 

24 
 بوته: ارتفاع

Plant: length 

 شیری متوسط تا خمیری نرم

Medium milk to Soft dough 

26 
 برگ: عرض پهظک

Leaf: width of blade 

 شیری متوسط تا خمیری نرم

Medium milk to Soft dough 

30 
 بلال: شکل

Ear: shape 

 رسیدگی

Ripening 

38 
دانه یگ قسمت بایرنبلال:   

Ear: color of top of grain 

 رسیدگی

Ripening 

39 
دانهبلال: رنگ قسمت شکمی  

Ear: color of dorsal side of  grain 

 رسیدگی
Ripening 

41 
پوشه چوب نیانیآنتوس زهیرنگبلال:   

Ear: anthocyanin coloration of glumes of cob 

 رسیدگی

Ripening 
* (Zadoks et al., 1974) 
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 Biotiumشرکت  (®GelRed)رنگ آمیزی شده با ژل رد 

 ژل دسيتگاه  بيا  تحت اشعه مياورا  بيظفش  شدند و  تفکیک

  شيييييييرکت (™Gel-Scan 3000) 3777 اسيييييييکن

Corbett Robotics  لیو تحل هیمورد تجزت ویربرداری و 

به  از بایشده توسط هر نشانگر  دیتولی باندها .قرار گرفتظد

شيمارش   در نور گرفته شده وآلل یک ه عظوان ب پایین ژل

 11 مجمييوع در مظاسييب، ژنييومی پوشييش بييرای گردیدنييد.

 پليی  هاینشيانگر  شظاسيایی  بيرای ( 3 جدول) SSR نشانگر

 ارزیيابی  نشانگرهای. شد استفاده والدین میان در مورفیک

 انتخياب  https://www.maizegdb.org سایت وب از شده

 از پيس . است شده ارائه 3 لجدو در اولیه اطلاعات و شده

کيه تولیيد    نشيانگر  شيش  والدین،نشانگرها در بین  بررسی

 بررسييی بييرایتکييرار پييذیر نمودنييد  چظييد شييکلبانييدهای 

 .شد انتخاب هیبرید بذر ژنتیکی خلوص

 نشانگرهای ریزماهواره مورد بررسی -3جدول 

Table 3- Primer sequences of tested microsatellite 

 نشانگر
Marker 

 شماره کروموزوم

Chromosome No. 

 پیشرونده
Forward 

 عقب رونده
Reverse 

 ات الدمای 
Annealing 

Temp. 

UMC1031 4 TTGGGTTCATACCTCCTAGGAACA ACGTGGACAACCAGTCTATCAACA 59 

UMC1130 8 TTGGGACTCATTACTTCCGGACT GCTAGGGGAAAGCTCGTACTATGG 60 

UMC1065 2 ACAAGGCCATCATGAAGAGCAGTA CACGGTCTGGCACACTAACCTTAT 60 

UMC1264 5 AGATAGCTGCACATGGAAACACTT GACACTAGCCTGGAATCAGTTTCA 58 

BNLG1046 5 TGAGCCGAAGCTAACCTCTC GATGCAAAGGAGGTTCAGGA 56 

BNLG1057 1 TTCACCGCCTCACATGAC GCAACGCTAGCTAGCTTTG 55 

BNLG1605 3 TCCTGCCCCCTTTGTTTTC CACCTCTGAACCCCTGTGTT 57 

MMC0241 6 TATATCCGTGCATTTACGTTT CATCGCTTGTCTGTCGA 50 

PHI116 7 TCCCTGCCGGGACTCCTG GCATACGGCCATGGATGGGA 57 

BNLG1884 9 TTCGGATGCATGTGTAACGT CGGAAGTCCCATCTGTTTGT 51 

UMC1038 10 CGTCACACTCCTCTGCCACTT GAGGATTCAGAACTCGACTCGG 54 

 

 177 :ذرت هیبریييد بييذرهای یکييیآزمييون خلييوص ژنت

 یبيه صيورت ت يادف    دیي بریه رقيم  ششاز  کیاز هر  بوته

ی جيوان  هيا بيرگ از  ژنومی DNA و استخراجشد  انتخاب

ی هير  کي یخليوص ژنت  انجام شد و جداگانه هر بوته به طور

 یبر اساس الگو مظتخب SSR یبا استفاده از نشانگرها رقم

استفاده ها با نمونهاز تک تک به دست آمده  DNA باندی

 .( محاسبه گردید1از رابطه )

 نتایج و بحث

بوتيه بيه صيورت تيک      477حيدود   در آزمون رشدی

های خارج از تیپ و تعداد بوتهشدند  ارزیابیبه دقت تک 

موجيود   (Description)بر اساس توصیف ناميه   دیبریهر ه

 (2مذکور )جيدول  یکمورفولوژهر رقم و ارزیابی صفات 

هيای خيارج از   تعداد بوته اتیجزئ گردید.ثبت مارش و ش

 جیبيا اسيتفاده از نتيا    یکي یخلوص ژنت محاسبه میزانو تیپ 

براسيياس آمييار اسييت. آمييده  4در جييدول  GOT آزمييون

و بیشييترین میييزان  نیکمتييرنشييان  GOTآزمييون هييای داده

 درصد 3/70مبین با هیبریدهای به ترتیب به یکیخلوص ژنت

 درصد متعلق است. 3/32 با KSC704  و

پدری  والدین اخت اصی ریزماهواره نشانگرهای تعیین

هير هیبریيد    نیوالد نیب و مادری: چظد شکلی مشاهده شده

مييورد اسييتفاده قييرار  آن رقييم ییبييه عظييوان نشييانگر شظاسييا

معیار انتخاب نشانگر به این صيورت بيود کيه بانيد     گرفت. 

چظيد   ایجاد شده در یین پدری و مادری به صورت واضح

شکل باشظد و عمدتا به صورت تک باند ههور کظظد تيا در  

نشانگر  11 ازهیبرید حاصل الگوی دو باندی مشاهده شود. 

http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=174663
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=174663
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=174664
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=174664
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=235116
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=235116
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=193966
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=193966
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=193967
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=193967
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=246223
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=246223
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=246224
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=246224
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=171070
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=171070
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=171071
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=171071
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=171078
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=171078
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=171079
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=171079
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=171372
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=171372
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=171373
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=171373
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بيه دلیيل تولیيد     نشيانگر شيش  ، (3)جيدول   شيده  شیآزما

باندهای چظدشکلی واضح، بدون ابهيام و قابيل امتیيازدهی    

 دیي بریه بيذرهای  یکي یخلوص ژنت آزمون یبرابین والدین 

و  KSC703 دو هیبریييييد (.4)جيييدول   شييييدند انتخييياب 

KSC704 ریزميياهوارهنشييانگر  توسييط پييظج ،UMC1031، 

UMC1130، UMC1264 ،BLNG1046  وBLNG1057 

 نیيز بيا پيظج     KSC705قابل تشيخیص بودنيد. رقيم هیبریيد    

نشانگرریزماهواره قابل ردیابی بوده به طيوری کيه نشيانگر    

UMC1065   اخت اصی این رقم بود. هیبریيدKSC706   بيا

بيا سيه نشيانگر و     Karoon701چهار نشانگر، رقيم هیبریيد   

نهایتييا خلييوص ژنتیکييی رقييم مبييین تظهييا بييا دو نشييانگر      

UMC1031  وBLNG1046  (4قابل بررسی بود )جدول. 

 ریز ماهواره(ای و نشانگرهای آزمون رشدی مزرعهنتایج آزمون خلوص ژنتیکی هیبریدهای ذرت ) -4جدول 
Table 4- Results of testing genetic purity of maize hybrids (GOT and SSR markers). 

Hybrid Primers Total seeds tested Number of off types Genetic purity (%) 

KSC703 UMC1031 93 8 91.4 

 UMC1130 96 9 90.6 

 UMC1264 94 8 91.5 

 BLNG1046 100 10 90.0 

 BLNG1057 99 9 90.9 

 GOT 389 32 91.8 

     

KSC704 UMC1031 99 6 93.9 

 UMC1130 94 5 94.7 

 UMC1264 96 5 94.8 

 BLNG1046 96 7 92.7 

 BLNG1057 100 6 94.0 

 GOT 326 23 92.9 

     

KSC705 UMC1065 98 6 93.9 

 UMC1130 93 6 93.5 

 UMC1264 96 7 92.7 

 BLNG1046 95 9 90.5 

 BLNG1057 94 8 91.5 

 GOT 399 33 91.7 

     

KSC706 UMC1031 97 25 74.2 

 UMC1264 97 24 75.3 

 BLNG1046 95 26 72.6 

 BLNG1057 99 27 72.7 

 GOT 306 42 86.3 

     

Karoon701 UMC1031 95 30 68.4 

 BLNG1046 94 28 70.2 

 BLNG1057 97 29 70.1 

 GOT 389 97 75.1 

     

Mobin UMC1031 95 56 41.1 

 BLNG1046 98 54 44.9 

 GOT 392 126 67.9 

 

 ، Karoon701 هیبریيد  چهاردر ، UMC1031نشانگر  

KSC703 ،KSC704  وKSC706 صیآلل قابيل تشيخ   دو 

 دوو آليل   خياص واليد پيدری     یکآلل کرد که  دیرا تول

 ایين نشيانگر در هیبریيد مبيین     بود. مادریوالد  اخت اصی
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در هير دو   یيک شماره  آللکه  دیدگر آلل سه باع  تولید

به واليد   سهبه والد پدری و آلل  دووالد مشتر  بود، آلل 

 هييایییيينایيين نشييانگر بييین  داشييت. اخت اصييیمييادری 

چظد شيکلی نشيان نيداد و بيرای      KSC705والدیظی هیبرید 

درصيد   .(1)شيکل   نشيد بررسی خلوص این رقيم اسيتفاده   

ز ایين نشيانگر بيه    رقم هیبرید با استفاده ا چهارخلوص این 

درصيييد بيييود  2/04و  4/3،31/33، 4/71ترتیيييب معيييادل 

بيا   (Daniel, et al, 2012)دانیيل و همکياران    (.4)جيدول  

کاربرد شش جفت نشانگر ریز ماهواره بيه مظويور بررسيی    

خلوص ژنتیکی چهار رقيم هیبریيد ذرت تجياری و چهيار     

تظيوع ژنتیکيی و محتيوای     میيانگین ایظبرد یین در نیجریيه،  

 512/7و  532/7به ترتیيب  را  (PIC)اطلاعات چظد شکلی 

 بيین  هيا ایظبيرد ییين  اعلام نمودند. میزان خليوص ژنتیکيی   

 3/11چهييار هیبریييد بييین و  درصييد 0/31تييا  درصييد 3/31

 گزارش گردید. درصد 35درصد تا 

 

جفت  57: لدر M2، جفت بازی )فرمظتاز( 177لدر : UMC1031. M1تکثیر یافته با استفاده از آغازگر  DNAپروفایل اثر انگشت قطعات  -1شکل 

 .Mo17پدری مبین و یین ، مبین، 077، 075، 074، 073. اعداد یک تا هشت به ترتیب ییظهای مادری کارون، بازی )فرمظتاز(
Figure 1- Fingerprinting of DNA fragments using UMC1031 Primer. M1, 100bp DNA ladder (Fermentas). 

M2, 50bp DNA ladder (Fermentas). Number 1 to 8 respectively female lines of Karoon, 703,704,705,706, 

Mobin, Mobin male line and Mo17. 
 

 704درصد خلوص رقم هیبرید سیظگل کراس  2شکل 

نشييان  UMC1031 بييا اسييتفاده از نشييانگر ریزميياهواره   را 

دارای یييک  بانييد مييادری  والييد دهييد. مطييابق شييکل مييی

 م 177bpو والييد پييدری دارای بانييد    127bp اخت اصييی

باشظد که در افراد هیبریيد هير دو بانيد بيای و پيایین بيه       می

فرد تظها دارای الگوی  چهارشود. صورت همزمان دیده می

باشظد که نشان دهظده خودگشيظی ایين   باند یین مادری می

سل( اتفاق که به علت عدم حذف گل تاجی )تا هاستبوته

فرد  ششفرد ارزیابی شده با این نشانگر  33از . افتاده است

الگوی هیبرید را نداشتظد و خلوص این رقم با این نشيانگر  

وجود الگوی باندی (. 4درصد تعیین گردید )جدول  3/33

هظگيام برداشيت    بذرهاپدری نشان دهظده اختلاط فیزیکی 

ای پيدری  هي هيای ردیيف  با توجيه بيه ایظکيه بيلال    است اما 

از  هيای ميادری  بوتيه هيای  جداگانه و قبل از برداشت بيلال 

شوند احتمال وجود بذری با ژنوتیپ والد مزرعه خارج می

پدری بسیار کم است اما با این روش کاملا قابل تشيخیص  

بوتييه  327ای نیييز از بييین تعييداد در آزمييون مزرعييه اسييت.

 شدند بوته به عظوان خارج از تیپ شظاخته 23شده  ارزیابی

ی هيا . بوتيه درصد محاسيبه گردیيد   3/32و درصد خلوص 

های لظگر و غلاف ساقه با اغلب دارای ریشه خارج از تیپ

آنتوسیانین بسیار زیياد بودنيد درحيالی کيه طبيق شظاسيظامه       

غلاف ساقه بدون رنگیيزه   KSC704مورفولوژیک هیبرید 

های لظگر دارای کمترین شدت این آنتوسیانین بوده و ریشه

برخی موارد الگوی باندی ایجاد شيده  باشظد. در گیزه میرن
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بيا الگيوی واليدیظی هيیچ تطييابقی نداشيت. دلیيل ایين اميير        

هيای ناخواسيته خيارجی و یيا     توانيد آليودگی بيا گيرده    می

سيالگادو و همکيياران   هيای والييدین باشيد.  ناخال يی ییين  

(Salgado et al., 2006)      به مظويور تعیيین صيحت و سيقم

راس ذرت و ژنتیکی دو هیبرید سيیظگل کي  ارزیابی خلوص 

از دو روش بیوشيييیمیایی و هيييای واليييدیظی آنهيييا،  ییييين

کردند. بر اساس نتایج آنها  استفاده نشانگرهای ریزماهواره

های الگوی باندی آنزیمی تظها توانستظد هیبریدها را از یین

والدیظی متمایز کظظد. ولی نشانگرهای ریز ماهواره قيادر بيه   

به عيلاوه ایظکيه    ،رقم هیبرید و والدین آنها شدندتمایز دو 

. نتيایج  بيود این روش سریع، دقیق و بدون اثيرات محیطيی   

 DNAاین تحقیق نشيان داد کيه الگيوی بانيدی حاصيل از      

. بييودی جييوان و بييذر یکسييان هييابييرگاسييتخراج شييده از 

در آزميون   DNAبظابراین اسيتفاده از بيذر بيه عظيوان مظبيع      

 نشييانگر .تيير اسييت و آسييان تييرخلييوص ژنتیکييی سييریع  

 نیبيي KSC705تظهييا در هیبریييد   UMC1065 ریزميياهواره

نشيان داد   چظدشکلیآلل  سه دیپدر و مادر با تول هاییین

تعليق گرفيت،    واليد ميادری  بيه   یک شماره که در آن آلل

ییين  بيه   سيه در هر دووالد مشتر  و آلل شيماره   دوآلل 

با این نشانگر میزان خلوص ارزیابی شده  بود. مربوط پدری

رقم هیبریيد دیگير    پظجدرصد بود. در  3/33در این هیبرید 

پدری و ميادری یکسيان    هاییینهای ایجاد شده بین آلل

بودند و بر اساس آن تفاوت بيین ییين و هیبریيد مشيخص     

 نبود.

 

 ازی )فرمظتاز(جفت ب 57لدر : UMC1031. Mبا استفاده از آغازگر  KSC704بررسی خلوص ژنتیکی هیبرید  -2شکل

Figure 2- Genetic purity analysis of KSC704 using SSR primer UMC1031. M: 50bp DNA ladder (Fermentas). 
 

و  KSC703 ،KSC704، در ارقام UMC1130نشانگر 

KSC705  در دو هیبریيد   کيه طيوری دو آلل تولید کرد. به

 دواول آلل شيماره یيک مربيوط بيه ییين ميادری و آليل        

بيرعکس   KSC705ربوط به یین پدری بود اميا در رقيم   م

بيه واليد    دوآلل شماره یک به والد پيدری و آليل شيماره    

مادری متعلق بود. طول قطعه تکثیير شيده در ییين ميادری     

بيود در حيالی کيه طيول بقیيه       جفت بياز  277رقم کمتر از 

درصيد خليوص ایين    بيود.  جفت بياز   277قطعات بیشتر از 

 5/33و  0/34، 7/37 بيه ترتیيب   ن نشيانگر هیبرید با ای چهار

رقييم  چهييار، در UMC1264نشييانگر  درصييد تعیييین شييد.

KSC703 ،KSC704 ،KSC705  وKSC706  دو آلل چظد

شکل تولید کرد. در کلیيه ارقيام ميذکورآلل شيماره یيک      

 مربوط به یین پدری بود. دومربوط به یین مادری و آلل 

ین نشانگر به رقيم  کمترین میزان خلوص ژنتیکی بر اساس ا

 درصد تعلق گرفت.  3/05با  KSC706هیبرید 

 شيش واليدیظی هير    هيای یینبین  BLNG1046نشانگر 

رقم مورد آزمایش چظد شکلی ایجياد نميود و از ایين لحياظ     

تولیيد شيده    هيای آليل در بین نشانگرها مظح ر به فيرد بيود.   

عدد بود که در کلیه  دودر هر رقم هیبرید توسط این نشانگر 

ارقام آلل اول مربوط به والد مادری و آلل شماره دو مربوط 
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 از(Hipi et al., 2013)  هی ی و همکارانبه والد پدری بود. 

هیبریيد سيیظگل کيراس     دودر  شيده  شیپظج نشانگر آزميا 

را به  phi072و  phi96100 ،phi328175، سه نشانگر ذرت

 توانسيتظد کيه   چظد شکلی معرفی نمودند نشانگرهایعظوان 

 آزميون  یبيرا  و دهظيد  صیذرت را تشخ دیبریدو ه نیوالد

مطالعييه در  ظييد.مييورد اسييتفاده قييرار گرفت یکييیخلييوص ژنت

بيه مظويور ارزیيابی خليوص      (Wu et al. 2010)دیگيری  

های والدیظی از دو ذرت و یین F1ژنتیکی دو رقم هیبرید 

و نشييانگرهای ریييز   تجزیييه و تحلیييل آیزوزایمييی  روش 

جفيييت نشيييانگر  17ردیيييد. از بيييین مييياهواره اسيييتفاده گ

ریزماهواره چهار جفت از آنها توانستظد بین والدین دو رقم 

هیبرید چظد شکلی نشان دهظد و بظابر این در تعیین خلوص 

. از بييین سييه آیييزوزایم اسييتراز،   شييدندژنتیکييی اسييتفاده  

مایت دهیدروژناز، تظها اسيتراز توانسيت بيین    و  پراکسیداز

شيکلی ایجياد کظيد و دلیيل عيدم      والدین یک هیبرید چظد 

توانایی در تمایز بین والدین هیبرید دوم را بيه قرابيت آنهيا    

نسبت دادنيد. بظيابر نوير آنيان نشيانگر ریيز مياهواره بيرای         

حتييی در  ،تخميین خلييوص ژنتیکييی ذرت بسييیار کاراسييت 

صورتی که هیبرید حاصل تلاقی دو یین نزدیيک بيه هيم    

یزان خليوص ژنتیکيی   مقایسه نتایج مدر این پژوهش  باشد.

ای بير اسياس   تخمین زده شده در دو روش آزمون مزرعيه 

صفات مورفولوژیک و استفاده از نشانگرهای ریزمياهواره  

 و اددنشان  (31/7داری )بسیار معظی همبستگیهمخوانی و 

بيذر   شيتر یب ناخال ی ریزماهواره ینشانگرهادر اکثر موارد 

مييک کييو  تظکسييلی و  (.4 ول)جييد کردنييد ییرا شظاسييا

McCouch, 1997) (Tanksley and  کيه   نمودنيد گزارش

عدم  نیهمچظو  تعداد نامحدودبه دلیل ، DNA ینشانگرها

پذیری از محیط در مراحل مختلف رشيدی نسيبت بيه    تاثیر

از مختليف  صيفت   22 .برترنيد  یکیمورفوليوژ  ینشانگرها

هيای مختليف بوتيه از    جمله وجيود آنتوسيیانین در قسيمت   

، پوشه و پایه پوشه گل تياجی، بسيا ،   جمله غلاف برگ

کاکل، میانگره و چوب بلال و همچظین صيفات ميرتبط بيا    

تیپ  زهای خارج ابوتهتا ( 2)جدول  شدمطالعه گل تاجی 

ای در ارزیابی مزرعيه  داده شود. صیتشخ هادیبریه انیاز م

هيا از  بوتيه  .داشيت  هيا بوتهرقم مبین تظوع بسیار زیادی بین 

دسيته   چهاروسیانین در پوشه گل تاجی به لحاظ رنگیزه آنت

به  شدند. نو  قرمز، پایه قرمز، نو  و پایه قرمزتقسیم می

همچظيین از لحياظ    .و نهایتا بيدون رنگیيزه   صورت همزمان

رنگ بسا  و کلاله و زاویه و میيزان انحظيای محيور گيل     

هيا  بيا توجيه بيه ارتفياع بوتيه     تاجی به شدت متظوع بودنيد.  

ک افيراد جامعيه کيار بسيیار طاقيت      مشاهده چشمی تک ت

 خارج از تیيپ های شمارش بوته کهطوریبه فرسایی است 

به همین دلیل تخمین میزان  بود. برزمانکظظده و بسیار خسته

ای ایيين رقييم در آزمييون مزرعييه  درصييد خلييوص ژنتیکييی

( اختلاف بیشتری نسيبت  % 45( با روش مولکولی )3/70%)

 مولسيانتی  در پژوهشيی  (. 4)جيدول   داشيت به سيایر ارقيام   

(Mulsanti, 2011)  خلييوص  آزمييوندر نتييایج تفيياوت

و ریزمياهواره   بير اسياس نشيانگرهای   بيرنج   دیبریه یکیژنت

 را نشان داد. یکیمورفولوژصفات 

 یابیي ارز یبيرا  آزميون رشيدی   معميول به طيور  اگر چه 

 یکیبا استفاده از صيفات مورفوليوژ   دیبریه بذرهایخلوص 

 و بير بيوده  زميان  واما خسيته کظظيده    رفتهگمورد استفاده قرار 

 کاميل  ییاغليب بيه شظاسيا   علاوه بر نیاز به فضای بسیار زیياد  

بسيیاری از ایين    .نخواهيد شيد  مظجير  نيامطلوب   هایپیژنوت

صفات چظد ژنی و یا کمی بوده، درنتیجه تح  تاثیر عواميل  

یابظييد. ضييمن ایظکييه تعييداد صييفات     محیطييی تیییيير مييی  

ی تميایز هميه ارقيام جدیيد کيافی      مورفولوژیک موجود بيرا 

 یدر نشييانگرها ریيياخ هييایشييرفتیرو، پ نیيياز ا باشييد.نمييی

خليوص   آزمون یبراآنها  استفاده از شظهادیپباع   یمولکول

بيرخلاف نشيانگرهای    این نشيانگرها  رایشده است ز یکیژنت

 یابیي ارزباع   ،باشظدمی پیفظوتمورفولوژیک که بر اساس 

 ميابین . (Sundaram et al., 2008) دنشيو یم پیژنوت قیدق

 یبيرا  ریزمياهواره  ینشيانگرها  ،یمولکول یهانشانگرانواع 

 همبيارز  رایي ز باشظدمی دیمف اریبس یکیخلوص ژنت شیآزما

تيوان بيه   یرا م گوتیهتروز افراد آنهستظد و با استفاده از 

بظابراین علاوه بر داد.  صیتشخ گوتیهموز افراداز  یراحت

، هيای خودگشين وجيود دارد   بوتيه تشيخیص  امکيان  ایظکه 

  یجداسييياز یتيييوان بيييرایرا مييي یمولکيييول ینشيييانگرها
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اسييتفاده کييرد  هييای خييارج از تیييپبوتييهاز انييواع  دیييبریه

(Pendse et al., 2001). 

 سپاسگزاری
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نهال و بذر برای در اختیيار قيراردادن ميواد گیياهی      و تهیه
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