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آزمون خل�وص ژنتيکي ب�ذور هيبريد برنج 
ريزماه�واره نش�انگرهاي  از  اس�تفاده  ب�ا 

چكيد‌ه 
با بکارگيري تکنولوژي برنج هيبريد درک شور آزمون خلوص ژنتيكي بذر هيبريد جهت كنترل و گواهي بذور توليدي اجتناب ناپذير 
مي باش�د. بر همين اس�اس در اين تحقيق كارآيي نش�انگرهاي ريزماهواره )SSR( جهت انگش�ت نگاري و تعيين خلوص ژنتيكي 
هيبريدهاي برنج بررس�ي گرديد. به اين منظور، هش�ت هيبريد F1 برنج به همراه والدين ش�ان با استفاده از 14 نشانگر ريزماهواره 
تجزيه و تحليل گرديدندک ه 10 نش�انگر باندهاي چندش�کل تکرارپذير توليد نمـودند. آغازگرهاي مورد اس�تفاده در مجموع 27 
باند توليد نمودندک ه 23 باند آن )85 درصد( چندش�کل بودند. بدين منوالک ه تعداد متوس�ط باند براي هر آغازگر 1/92 و براي هر 
ژنوتيپ 1/68 بود. خلوص ژنتيكي ارقام هيبريد با توجه به اثر انگشت ريزماهواره ها و آغازگرهاي چندشكل تعيين گرديد بطوريكه 
توانس�تند بذور حاصل از خودگشني و دگرگشني ناخواس�ته )Off type( در هيبريدها را شناسايي نمايند. زمانيک ه ژنوتيپ هاي 
هيبريد با نش�انگر ريزماهواره الکتروفورز گرديدند باندهاي اضافي غيروالديني در افراد هتـروزيگوت مشاهـده گـرديد. علاوه بر 
اين در س�ه لاين اعاده كننده باروري در مكان آللي RM264، آلل هاي خنثي شناس�ايي گرديدند. تجزيه تحليل كلاستر بر مبناي 
ضريب اشتراك آللي با استفاده از الگوريتم UPGMA، 16 ژنوتيپ برنج را به سه كلاستر اصلـي دسته بندي نمودک ه اين گروه ها 
به ترتيـب 43/75 ، 43/75 و 12/5 درصد از ژنوتيپ ها را در بر داش�تند. نتايج اين تحقيق نش�ان داد كه مي توان از نش�انگرهاي 

ريزماهواره، به عنوان ي كابزار مفيد و كارا براي DNA پروفايلينگ و تعيين خلوص ارقام هيبريد برنج استفاده نمود. 

  F1 كلمات كليد‌ي: برنج، آزمون خلوص ژنتيكي، نشانگر ريزماهواره، هيبريد
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مقد‌مه
برن��ج غذاي اصل��ي و منبع تامين کربوهي��درات كثيري از جمعيت 
جهان بوده كه س��طح وس��يعي از زمين هاي زير کش��ت در آس��يا را به 
خود اختصاص داده اس��ت، بطوري که بي��ش از 90 درصد برنج دنيا در 
آس��يا توليد و مصرف مي گردد )35،34(. در ايران نيز برنج غذاي اصلي 
م��ردم بعد از گندم بوده که با توجه به رش��د جمعي��ت و كمبود توليد 
داخل��ي آن، منجر به واردات س��اليانه اين محصول جهت مصرف داخلي 
مي گردد. طبق آمار فائو )FAO( واردات برنج درس��ال 2000 ميـلادي 
در ايران 1/2 ميليون تن بوده كه اين رقم در س��ال هاي اخير به جهت 
اصلاح و معرفي رقم هاي جديد به 0/98 ميليون تن در س��ال رس��يده 
اس��ت )7(. توجه به روند كلي افزايش جمعيت حاکي از افزايش مصرف 
کنندگان مواد غذايي بوده که بر همين اس��اس بايد توليد مواد غذاـيي 
ني��ز افزايش يابد ت��ا بتواند جوابگـ��وي جمعيت در حال رش��ـد جهان 
 باش��د )22(. با توجه به محدوديت هاي اقليمـي براي رش��د و توس��عه 
زمي��ن هاي زير کش��ـت، اين مقدار غذا بايد از زمي��ن هاي موجود و با 
اس��تفاده از عوامل اگروش��يميايي کمتر بدس��ت آيد. يکي از روش هاي 
افزاي��ش عملک��رد ژنتيکي و خـ��روج از اين بحـران اس��تفاده از پديده 
هـتروزيس مـي باش��د که از زمان کش��ف آن توس��ط Jones )13( به 
عن��وان کي راهکار براي افزاي��ش برنج مدنظر قرار گرفته اس��ت )22(. 
 پ��س از توليد و فراگير ش��دن برنج هيبريد در چي��ن توجه جهانـي به 
بهــ��ره برداري از ق��درت هيبريد در برنج جلب گردي��د بطـوري که با 
توليد موفق برنج هيبريد در چـين، دس��ت کم در 17 کشور برنامه هاي 

اصلاح��ي براي توليد برنج هيبريد آغاز گرديده اس��ت )31(. با توجه به 
اي��ن که لاين هاي هيـبريد در مقايس��ه با لاين ه��اي برتـر هـر منطقه 
مـي توانند تا 30 درصد افزايش عملکرد نشان دهـند، نقش لاـين هاي 

هيبريد بديهـي بوده و استفـاده از آن ضـروري مـي نمايد. 
برنج گياهي خـودگش��ن بوده، كه جهـت توليد تجاري هيبريدهاي 
برنج بايد از سيـس��تم هاي نرعقيمي اس��تفاده نمـود. روش س��ه لاينه 
 که شامل س��ه لاين: CMS لاين )A لاين(، لاين نگهـدارنده نرعقيمي 
)Bلاـين( و لاين اعاده كـننده باروري )Rلاين( مي باش��ند، اصلي ترين 
سيـس��تم نرعقيمي اس��ت که ب��راي توليد تجاري ب��ذر برنـج هيـبريد 
اس��تـفاده مـي گ��ردد )32،31،6(. کاربـرد موفق ارق��ام هيبريدF1  در 
برنج در درجه اول مس��تلزم بررس��ـي تنوع و تشابه ژنتيـکي لاين هاي 
برن��ج جهت انتخ��اب لاين هاي برتر و در درجه دوم تش��خيص و حفظ 
خلوص ژنتيکـي لاين هاي والدي و هيبريدهاي حاصل از آنهاست )22(. 
در اي��ن ميان، تولي��د و ارزيابي هيبريدها حايز اهميت زيادي اس��ت به 
ط��وري که رقمي مي تواند تجاي ش��ود که اس��تانداردهاي ملي و حتي 
بين المللي را دارا باش��د )35(. از آنجايي که در غلات خودگش��ن نظير 
 برن��ج، يکي از چال��ش هاي مهم توليد و تهيه ب��ذر برنج هيبريد خالص 
مي باشد، سطح بالايي از خلوص ژنتيکي در اين گياه جهـت بهـره برداري 
از س��طـح مناس��بـي از هتـروزيس ضـروري مي باشد. به اين جهت که 
بروز ناخالصي در طي مراحل مختلف توليد بذور هيبريد بعلت پراکندگي 
دانه گرده غيروالديني، دگرگرده افش��اني ناخواس��ته و اختلاط فيزيکي 
خصوص��اً اختلاط بذور لاين هاي A و B )مهمترين منبع ناخالصي( دور 
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Genetic purity testing of rice hybrid seeds using microsatellite markers
By: S.H. Hashemi-Petroudi Department of Agronomy and Plant Breeding, College of Agriculture, Isfahan University 
of Technology, S. A.M. Mirmohammadi-Maibody, Rice and Citrus Research Institute (Corresponding Author; Tel: 
+989131515143) A.Arzani, and Ghorbanali Nematzadeh. Rice & Citrus Research Institute, Sari University of 
Agricultural Sciences and Natural Resources.
Identification and determination of genetic purity of rice hybrid varieties for seed certification and control is an essential 
issue regarding to apply hybrid rice technology in Iran. Therefore, usefulness of microsatellite markers (SSR) for 
fingerprinting and genetic purity testing were investigated. Eight F1 rice hybrids and their parental lines were evaluated 
using 14 microsatellite markers in which 10 markers had reproducible polymorphic bands among genotypes. Totally 
27 bands (alleles) produced, average number of band per primers and per genotypes were 1.92 and 1.68, respectively. 
Genetic purity was tested in respect of microsatellite fingerprint and polymorphic primers which detected off types 
seeds among F1 hybrids. Extra band(s) was also observed when the F1’s SSR products were analyzed. Null alleles 
were appeared in three restorer lines for RM264 microsatellite locus. Cluster analysis based on shared allelic similarity 
coefficient, using UPGMA algorithm, grouped the 16 rice genotypes into three main clusters, each containing 43.75%, 
43.75% and 12.5% of genotypes. Overall, these results indicated there are reliable tools of microsatellite markers in 
DNA profiling and seed purity testing in rice varieties, especially hybrids. 
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از ذهن نمي باش��د. برآورد مي ش��ود به ازاي ه��ر 1 درصد ناخالصي در 
ب��ذور هيبريد، مقدار کاهش عملک��رد در حدود 100 کيلوگرم در هکتار 
مي باشد )18(. Ichii و همکاران )11( گزارش نمودند كه مقدار خلوص 
بذور هيبريد ارائه ش��ده به كش��اورز نبايد از 96 درصد كمتر باش��د در 
حالي که در گزارش Rajendran و همکاران )25( حداقل خلوص 98 
درصد اعلام گرديد. طبيعي اس��ت که لاين هاي والديني مورد اس��تفاده 
در فراين��د هيبريد نيز بايد از س��طح بالاي��ي از خلوص ژنتيکي)99%>( 
برخوردار باشند )29، 35(. ارزيابي خلوص بذور هيبريد به طور معمـول 
با استفاده از آزمون 1GOT )آزمون مورفولوژيکي( صورت مـي گيرد که 
بر اس��اس ارزيابي خصوصيات مورفولوژيك و گلدهي در مرحله بلوغ مي 
باش��د )14،12،2(. بس��ياري از اين صفات چنـدژنـي يا کمـي بوده، در 
نتيج��ه بروز آنها تحـت تاثـير عوامل مـحيطـي تغيــير مي يابند. ضمن 
اينكه تعداد صفات مورفولوژکي موجـ��ود براي تمايز همه ارقام جـديد 
کافي نمـي باش��ند که نياز به استفاده از روش سريع تر با کاراـيي بالاتر 
و در عي��ن حال هزين��ه و زمان کمـتر ضـروري مي نمايد كه انگش��ت 
نگاري مولکولي2 کمک بزرگي در نيل به اين هدف مي باشند. اصـطلاح 
انگش��ت ن��گاري مولکولي بطور کلي به کاربرد توال��ي خاصي از مولکول 
DNA جهت شناس��اـيي افراد، ژنوتيـپ ها و لاـين ها اطلاق مي شـود. 
روش هاي انگــش��ت نـگاري مولکولي بهمراه نشانگرهاي مورفولوژيکي 
و فيزيکوش��يميايي كاربـرد وسيعي را در ژنوتيـپ يابي و تجزيه تحليل 
تنوع ژنتيكي گياهان زراعي و وحش��ي پيدا نموده اس��ت که مي توان به 
موارد شناس��ايي ارقام، تعيين حقوق مالكيت معنوي براي ارقام، آزمون 
خلوص ژنتيکي، بررسي قرابت ژنتيكي، آزمون تماـيز كينواختـي پايداري 
DUS(3( اشاره نمود. سازمان بين المللي حمايت از ارقام جديد گياهي 

)UPOV(، کميته روش هاي مـولكولـي و بيوشيميايي را براي بررسي 
كاربرد نشانگرهاي مولكولي در سيستم ثبت رقم تشكيل داده است. اين 
كميته، از ميان نشانگرهاي مولکولي مختلف نشانگرهاي ريزماهواره را به 
عنوان بهترين روش موجود براي انگش��ت نگاري DNA جهت قضاوت 
در شناسايي و تشخيص ارقام مشتق شده معرفي نمود )30،27(. در اين 
تحقيق جهت آزمون خلوص ژنتيکي بذور هيبريد، از ميان نــشانگرهاي 
مبتنـ��ي بر DNA، نش��انگر ريزماهواره4 بـه عل��ت فراواني، ماهيت هم 
بارزي، مکان اختصاصي بودن در ژنوم و توزيع يکنواخت در سراس��ر آن 
)28،27،21( بـراي ارقام هيـبريد در دس��ت معــرفي انتخاب گـردـيد. 
ضمن اين که در دس��ترس ب��ودن بيش از 2740 نش��انگـر ريزماهواره 
 5SSR 1( کي نـش��انگرcM 157 )كمتر از Kb با متوس��ط تراکم ه��ر
در ژنـوم برنـج، س��طـح بالايي از تنوع آللي، قدرت جداس��ازي بالا، کار 
 آسان و قيمت پايين تا حد زيادي اسـتـفاده از اين نـشانگرها را توجـيه 
م��ي نمايد )21(. هدف از اجراي اي��ن تحقيق، ارزيابي هيبريدهاي برنج 
و لاي��ن هاي والديني ب��ه روش ملکولي به منظور تعيين اثر انگش��ت و 
بررسي خلوص ژنتيکي بذور هيبريد با استفاده از نشانگرهاي ريزماهواره 

بوده است. 

مواد و روش ها
در اين تحقيق از 16 ژنوتيپ شامل سه لاين نرعقيمي سيتوپلاسمي: 
ندا-A، نعمت-A و IR58025A؛ پنج لاين اعاده كننده باروري شامل: 

 IR-3-54-IR،IR69726-1-3-1-93-IR42686R،IR62037
IR58025A/ :ش��امل F1 و هش��ت لاي��ن هيبري��د SA4 و ، IR28
-3-54-A، IR69726-ندا/IR-1-3-1-93-IR42686R، IR62037
/IR-1-3-1-93-A، IR62037-ندا/A، SA4-ن��دا/A،IR28-ندا/IR

نعمت-IR-3-54-A،IR69726/نعمت-A، IR28/نعمت-A اس��تفاده 
ش��ده، که از موسس��ه تحقيقات برنج آمل، پژوهش��كده برنج و مركبات 
 دانش��گاه علوم كش��اورزي و منابع طبيعي س��اري و موسسه تحقيقات 
بين المللي برنج )IRRI( تهيه گرديد. استخراج DNA ژنومي به روش 
دلاپورتا و همکاران با اندكي تغيير در آزمايش��گاه اصلاح نباتات دانشگاه 
 DNA صنعت��ي اصفهان اجرا گرديد )5(. کمي��ت و کيفيت نمونه هاي

نيز با روش الکتروفورز ژل آگارز تعيين گرديد.
در اين مــطالعه از تـعداد 14 آغازگر ريزماهواره براي ارزيابي ژنتيکي 
اس��تفاده گرديد که انتخاب آغازگرها و کس��ب اطلاعات توالــي آنها به 
 Nandakumr ،)4( و همکاران Chen ترتيـــب بر اساس گزارشات
و همـکاران )22( و Yashitola و همکاران)35( انجام گـرفت. اس��امي 
آغازگـرها و مش��خصات توالي آنها به تفکيک ارائه ش��ده اس��ت )جدول 
1(. واکن��ش زنجيره اي پل��ي مراز در حج��م 12/5 ميکروليتر براي هر 
نمونه اج��را گرديد که عبارت بود از 4/4 ميکروليتر آب مقطراس��تريل، 
1/25 ميکروليت��ر بافر واکن��ش )10X(، 1/5ميکروليت��ر کلريد منيزيم 
25 ميلي مولار، 0/15 ميکروليت��ر مخلوط نوکلئوتيدي20 ميلي مولار، 
0/5ميکروليتر از آغازگرهاي رفت و برگش��ت 5 ميکـرومولار، کي واحـد 
ت��ک پلـي م��راز و 4 ميکروليتر DNA با غلظ��ت 40 نانوگرم. واکنش 
 Techne LTD,( زنـجيره اي پلـي مراز نيز در دس��تگاه ترموس��ايکر
UK, Mode FTGENE5D( در 3 چرخ��ه اج��را گردي��د كه چرخه 
اول از يك سيكـل ش��امل 94 درجه سانتـي گـراد 5 دقيقه، 55 درجه 
س��انتـي گراد 1 دقيقه، 72 درجه س��انتي گراد 2 دقيقه، و چرخه دوم 
از 36 سيكل ش��امل 94 درجه سانتي گراد 1 دقيقه، 55 درجـه سانتي 
گ��راد 1 دقيقه، 72 درجه س��انـتي گراد 2 دقيقه، و نهايتا چرخه س��وم 
ش��امل بس��ط نهايي در دماي 72 درجه س��انتي گراد به مدت 7 دقيقه 
انجام ش��د. به منظور مش��اهده الگوي نواري محص��ولات تکثيري از ژل 
آگارز 2 درص��د و ژل پلي اكريل آميد 6 درصد اس��تفاده گرديد. پس از 
الكتروف��ورز رنگ آميزي ژل ب��ه روش اتيديوم  برومايد انجام گرفت و از 
الگوي نواري بدس��ت آمده عكس برداري گرديد. تجزيه و تحليل آماري 
اين نش��انگرها با اس��تفاده از نرم افزار PowerMarker V3.25 اجرا 
گردي��د )16(. در تجزي��ه چند متغيره داده ه��اي مولکولي، امتيازبندي 
داده ه��ا و کدگذاري آل��ل ها بر مبناي طول قطع��ات انجام گرفت و به 
ترتيب ش��اخص هاي تعداد آلل، تعداد ژنوتيپ، فراواني آلل اصلي، تنوع 
 )PIC( ژني، مقدار هتروزيگوس��يتي و نهايتاً مقدار اطلاعات چندشکلي
براي هر آغازگر برآورد گرديد. جهت محاس��به ماتريس ضرايب تشابه، از 
 ،Mantel( ميان ضرايب تشابه مختلف با استفاده از آزمون مانتل تست
1967(، ضريب اش��تراک آللي6 با فرمول زير توس��ط ن��رم افزار مربوطه 

محاسبه گرديد.
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ijp و ijq به ترتيب فراوانـي آلل هاي i ام در مکان ژني j ام در جمعيت 
ها )يا ژنوتيپ هاي( X و Y مـي باشد همچنين ia تعداد آلل ها در مکان 
ژني j و m تعداد مکان هاي مورد اس��تفاده مي باشد. تجـزيه خوشه اي 
نيز با اس��تفاده از الگوريتم UPGMA اجرا شد. جهت رسم دندروگرام 
نيز از نرم افزار MEGA 1/3 اس��تفاده گردي��د )15( بطوري که تعداد 

مطلوب خوشه با استفاده از آزمون Bootstrapping تعـيين شد.

نتايج و بحث
چند شكلي در جايگاه هاي ريزماهواره

بررس��ـي چنـدش��کلي موجود در لاين ها و ارقام هيبريد با استفاده 
از تعداد 14 آغازگر ريزماهواره، منجر به شناس��ايي و انتخاب 10 نشانگر 
 ،RM164  ،RM171  ،RM337  ،RM263  ،RM1 چنـدش��ـکل: 
RM216 ،RM154 ،RM6344 ،RM206 ،RM1108 گردي��د که 
جهت انگش��ت نگاري و بررس��ي خلوص ژنتيکي ارقام و لاين هاي برنج 

مورد استفاده قرار گرفتند. 
در اي��ن تحقيق نش��انگرهاي RM154 ،RM337 و RM206 در 
ژنوتي��پ هاي مورد اس��تفاده داراي س��ه آلل بودن��د در حالي که ديگر 
آغازگره��اي چندش��کل از دو آلل برخ��وردار بودن��د. آغازگرهاي مورد 
اس��تفاده در مجموع 27 باند )هر باند به منزل��ه يك آلل( توليد نمودند 
که 23 باند آن )85 درصد( چندشکل بودند. بدين ترتيب تعداد متوسط 
باندها براي هر آغازگر 1/92 و براي هر ژنوتيپ 1/68 بوده اس��ت. طول 
ان��دازه قطعات تکثيري در اي��ن تحقيق از bp 125 ب��راي آغازگرهاي 
 RM337 450 مربوط به آغازگرbp تا RM6344 ،RM1108 ،RM1
متغير بود. آغازگرهاي RM258 و RM443 براي ارقام مورد اس��تفاده 
هيچ چندش��کلي را ب��ر روي ژل آگارز و بر روي ژل اکريل آميد نش��ان 
ندادند. گذش��ـته از اين نش��انگر RM9 نيز از الگـوي آللي نامشخصـي 

برخوردار بود )جدول 2(.
ب��ه ترتيب تعداد آلل، تعداد ژنوتي��پ، فراواني آلل اصلي، تنوع ژني، 
مقدار هتروزيگوس��يتي و نهايتاً مقدار اطلاعات چندشکلي )PIC( براي 
هر آغازگر ب��رآورد و ارائه گرديد )جدول 2(. بيش��ترين مقدار اطلاعات 
چندش��کلي با مقدار 0/52 مربوط به آغازگر RM154 و كمترين مقدار 
با 0/19 مربوط به آغازگر RM1108 بود و ميانگين شاخص چندشكلي 
0/35 بدس��ت آمد. هيبري��د IR58025A/IR42686R که اولين برنج 
هيبريد در دس��ت معرفي در ايران مي باش��د بخوب��ي از بقيه هيبريدها 
تفکيک گرديد و الگوي باندي منحصر به فردي را توليد نمود. تحقيقات 
زيادي درباره شناس��ايي و انگش��ت نگاري گياهان ب��ه ويژه برنج صورت 
گرفته اس��ت به طوري كه مي توان ب��ه تحقيقات Ye-yun و همكاران 
)36( و Chakravarthi و هم��کاران )3( در انگش��ت نگاري تركيبات 

هيبريد برنج با نشانگرهاي SSR اشاره نمود. 

آزمون خلوص ژنتيكي
آزمون خلوص ژنتيکي هيبريدهاي مختلف با توجه به اثر انگشت هر 
هيبريد با استفاده از کي نشانگر خاص بررسي گرديد. به اين ترتيب که 
بطور تصادفي بذور هيبريد مختلف با کي نشانگر چندشکل )چندشکلي 
بي��ن دو والد( م��ورد تجزيه و تحليل قرار گرفتند. ب��ه عنوان مثال براي 

 RM337 از نشانگر A-ندا/IR69726-54-3-IR بررسي بذور هيبريد
كه داراي چندشكلي بين لاين هاي IR-3-54-IR69726 و ندا-A بود، 

استفاده گرديد )شکل1(. 
از هشت ژنوتيپ مورد بررسي تنها يك بذر، خارج از تيپ تشخيص داده 
ش��د كه شبيه والد مادري بود در حالي كه بقيه بذور اين هيبريد داراي 
باندهاي مشترک از هر دو والد بودند )شکل Yashitola .)2 و همكاران 
)35(، Ye-yan و هم��كاران )36(، Nandakumr و همكاران )22( 
نيز به همين ترتيب با اس��تفاده از چندش��كلي ريزماهواره خلوص بذور 
هيبريد برنج را بررس��ي کردند. براي ارزياب��ي هيبريد IR28/ندا-A نيز 
از يك نشانگر پيوسته به ژن اعاده كننده باروري در والد پدري استفاده 
گرديد بدين ترتيب كه با اس��تفاده از نش��انگر ريزماهواره RM171 كه 
به ژن اعاده كننده باروري Rf4 در رقم IR28 پيوس��ته بود )1( آزمون 
خلوص ژنتيكي بذور صورت گرفت. در آزمايش مشابه Garg و همكاران 
)8( از يك ژن بازگرداننده باروري پيوس��ـته به نشانگـر RM258 براي 
آزمون خلوص ژنتيكي بذور برنج هيبريد اس��تفاده كرده و نتيجه گيري 
نمودند كه اس��تفاده از يك ژن Rf پيوسته به نشانگر هم بارز مـي تواند 
جايگزين دقيق تر و س��ريع تر براي آزمون GOT جهت بررسي خلوص 

بذور هيبريد باشد. 

باندهاي غير والديني
در ژنوتي��پ هاي رق��م هيبريد که در مطالعات ملکولي مورد بررس��ي و 
تجزي��ه و تحليل ق��رار گرفتند باندهاي اضاف��ه غيروالديني در برخي از 
 مکان هاي نش��انگري ريزماهواره مشاهده گرديد )شکل های 1 و 2(. در 
آزمايش هايي که توسط يه تيان (36) بر روي ارقام برنج صورت گرفته بود 
وجود اين باندها گزارش گرديد هر چند که دليلي براي آن بيان نگرديد. 

اين باندهاي اضافه مـي تواند ناشـي از تشکيل هترودوپلکس7بين پ
توالي هاي آللـي باشند. 

هترودوپلـکس ها در واقع مولکـول هاي DNA دو رش��ته اي تش��کيل 
يافت��ه از دو آل��ل مخـتلف مـي باش��ند ک��ه در اثر پيوند اش��تباهـي8 
 بوجـ��ود آم��ده و از آنجاي��ي که از س��رعت حرکت متفاوتي نس��بت به 
همودوپلک��س ها برخوردارند ب��ر روي ژل جايگاه متماي��زي را به خود 

اختصاص مي دهند )24،17(. 
مش��ابه اين باندها در نش��انگر RAPD در تحقيق��ات هانت و همکاران 
ب��ر روي زنب��ور عس��ل )Huang ،)10 و هم��كاران در هيبريده��اي 
 Zheng 33( و( و همکاران در برنج Wu ،)9(  Chrysanthemum
و همكاران در سويا )38( نيز مشاهده گرديد. بطور کلي، مي توان وجود 
اين باندهاي غيروالديني را بعنوان کي مش��خصه کليدي براي شناسايي 

افراد هتروزيگوت از هموزيگوت در نظر گرفت.

آلل هاي خنثي
در اين تحقيق نش��انگـر RM264 نتوانس��ت در س��ه لاين اعاده کننده 
 SA4 و IR-1-3-1-93-IR، IR62037-3-54-IR69726 ب��اروري
 قطعـ��ه اي را تکثي��ر نماي��د )ش��کل 3( ک��ه از آن اصطلاح��ا تعبير به 
 آلل هاي خنثي9 مي گردد. آلل هاي خنثي ناشي از تغيير در توالي هاي 
 احاط��ه كننده SSR مي باش��ند. در اثـر حـذف )ه��ا( يا جهش )هاي( 
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نقط��ه اي در مكان اتصال آغازگر به لحاظ نظ��ري انتظار مي رود كه از 
اتصال آغازگ��ر جلوگيري به عمل آمده و نهايت��اً تكثيري صورت نگيرد 
)19( يا در برخي از افراد تنها يك آلل توليد گردد )26( در آزمايش��ات 
"Yu )37( ني��ز يك جف��ت آغازگر SSR هي��چ ف��رآورده اي را در اكثر 
لاي��ن هاي لوبيا تكثير ننمودند، آنها نبـود باند تكثيري يك آلل در يك 
ژنوتي��پ خاص را به تغـيير در توالـي احاطـ��ه كننده ريزماهواره ها كه 

منجـر به ايجاد آلل خنثي مـي گردد، نسبت دادند. 
 ضم��ن اينکه احتمال اختلاف در ش��رايط مناس��ب PCR ب��راي تمام 

ژنوتيپ ها را نيز منتفي ندانستند. 

تجزيه خوشه اي
تجزيه خوش��ه اي مرب��وط به داده هاي ريزماهواره ب��ا توجه به كل آلل 
)باند( هاي توليد ش��ده چندشکل محاس��به گرديد. به اين منظور ابتدا 
ماتريس ضرايب تشابه با استفاده از ضريب اشتراک آللي محاسبه گرديد. 
ضرايب تش��ابه محاسبه ش��ده براي ژنوتيپ هاي مورد مطالعه نشان داد 
که ارزش هاي تشابه در دامنه 0/11 الي 1 با متوسط 0/607 قرار داشت 

)جدول ضرايب تشابه آورده نشده است(.
 همانطوري كه بيان نموديم نش��انگرهاي ريزماهواره نتوانس��تند بين دو 
لاي��ن CMS )نداA  و نعم��ت A( و در نتيجه هيبريده��اي آنها که از 
ي��ک والد پدري بودند تمايز قائل ش��ـوند. رقم ندا-A و نعمت-A لاين 
هاي خواهري بوده )23( و از والدين مش��تركي برخوردارند كه به دليل 
داش��تن زمينه ژنتيكي مشترك نشانگرهاي ريزماهواره نتوانستند آنها را 
از ه��م تفكيك نمايند. نتايج مطالعه حاضر با گزارش Nandakumr و 
همكاران )22( که با استفاده از نشانگر SSR در تحقيقات شان نتوانستند 
بين لاين هاي CMS مـورد اس��تفاده تمـايزي قائل شـوند، هماهنگي 
وج��ود دارد. همچنيـن Ye-Yun و همكاران )36( نيز نتوانس��تند در 
انگش��ـت نگاري پنج هيبريد برنج، دو لاي��ن CMS 0293 و 9311 را 
از هم متمايز نمايند. آنها دليل اين امر را نزدـكيي ش��جره اين لاين ها 
 IR58025A بيان نمودند. کمـترين ش��باهت نيز )0/11( به لاين هاي

و ندا-A ، IR58025A و نعمت-A اختـصاص داشت. 
در اـي��ن تحقيـق ميانگيـن ضرايب تش��ابه در لاين هاي CMS، اعاده 
کنن��ده باروري و هيبريدها ب��ه ترتيب 0/406 ، 0/621 و 0/748 برآورد 
گرديد. کمترين فاصله ژنتيکي نيز بين لاين هاي نرعقيم و اعاده کننده 
نيز مربوط به لاين هاي ندا-A و نعمتA- با SA4 با ضريب تشابه 0/6 
بود در حالي که بيشترين فاصله نيز بين نداA- و لاين هاي بازگرداننده 
IR-1-3-1-93-IR62037 و IR-3-54-IR69726 با ضريب تش��ابه 
0/33 ب��ود. تجزيه خوش��ه اي داده هاي ريزماهواره ب��ا توجه به آزمون 
Bootstrapping بر اس��اس ضريب تش��ابه اش��تراک آللـي محاسبه 
 UPGMA گردي��د و دندروگـ��رام مربوطه ب��ا اس��تفاده از الگـوريتم
ترس��يم شد )شكل 4( كه در آن ژنوتيپ هاي برنج به 3 كلاستر اصلـي 
دس��تـه بندي گرديدند که اين گـروه ها به ترتيـب 43/75 ، 43/75 و 
 12/5 درصد از ژنوتيـپ ها را در بر داش��تند. نتاج تجزيه كلاستـر نشان 
مي دهد كه برخي از ژنوتيپ ها به واسطه داشتن شباهت بيشتر از نظر 

جايگاه ژنـي ريزماهـواره ها در يك گروه قرار گرفته اند. 
 گ��روه ي��ك ش��امل لاي��ن ه��اي نرعقيـ��م سيتوپلاس��مـي بـ��وده 

)بجز IR58025A( كه 12/5 درصد از نمونه ها را در بر مي گرفت. گروه 
دوم داراي بيش��ترين درصد از هيبريدها بوده بطوري كه تمام هيبريدها 
)بج��زIR58025A/IR42686R( در اـي��ن گـ��روه ق��رار گرفتـند. در 
IR58025A/ نهاي��ت تمام لاين هاي اعاده كننده ب��ه همـراه هيـبريد

IR42686R و لاين نرعقيم IR58025A در گروه س��وم جاي گرفتند. 
در اين تحقيق نش��انگرهاي ريزماهواره نتوانس��تند بين دو لاين نداA  و 
نعمت A )لاين هاي خواهري( تمايز قائل ش��ـوند. پيش��نهاد مي ش��ود 
انگش��ت نگاري ارقام برنج با تعداد بيشتري نشانگر انجام گيرد و ترجيحاً 
جهت پوشش کامل ژنوم )بررسي تنوع مولکولي در سطح 12 کروموزوم 
برنج( با توجه به مکان اختصاصي بودن نشانگرهاي SSR، از هر کروموزوم 
برنج جهت انگش��ت نگاري حداقل کي نشانگر مورد استفاده قرار گيرد. 
مزيت اصلي نشانگرهاي ريزماهواره ماهيت همبارزي آنها بوده که بخوبي 
امکان بررس��ي باندهاي والديني را در نتاج هيبريد 1F فراهم مي نمايد 

که از اين قابليت جهت آزمون خلوص استفاده گرديد. 
نتايج اين بررس��ي مويد پتانس��يل بالاي اين نش��انگر در تشخيص بذور 
خ��ارج از تيپ در هيبريدهاي برنج مورد بررس��ي مي باش��د که امکان 
بررسي خلوص بذور را در هر مرحله از رشد فراهم مي آورد. از آنجائيکه 
آزم��ون خلوص ژنتيکي در اي��ن تحقيق در مقياس آزمايش��ي و تنها با 
اس��تفاده از 10 ژنوتيپ صورت گرفت، توصيه مي شود جهت اجتناب از 
اش��تباه در برآورد درصد خلوص )اريب(، آزمون خلوص ژنتيکي حداقل 
ب��ر روي 50 ژنوتي��پ اجرا گ��ردد. روي هم رفته نتايج نش��ان مي دهد 
كه از نش��انگرهاي ريزماهواره مـي توان جهت شناس��اـيي هيـبريدهاي 
برنج و لاين هاي والدينـي و همچنين بررس��ي و تعيين خلوص ژنتيکي 

هيبريدهاي برنج بهره برد. 
از اي��ن گذش��ته باندهاي هترودوپلک��س مي توان بعن��وان کي ويژگي 
منحصربفرد در شناس��ايي افراد هيبريد استفاده نمود. نتايج اين تحقيق 
مي تواند در برنامـه هاي کنترل و گواهي بذور هيبريد برنج مدنظر قرار 

گيرد. 

سپاسگزاري 
بدين وسيله نويس��ندگان از زحمات موسسه تحقيقات برنج آمل خصوصاً 
مهندس محمد الزمان نوري و پژوهش��کده برنج و مرکبات دانش��گاه علوم 
 كش��اورزي و منابع طبيعي س��اري نهايت تش��کر و سپاس��گزاري را ابراز 

مي نمايند.

پاورقي ها
1- Grow Out Test 
2- Molecular fingerprinting
3- Distinctness uniformity and stability
4- Microsatellite
5- Simple sequence repeat
6- Shared allele
7- Heteroduplex
8- Mismatch 
9- Null allele

آزمون خلوص ژنتکیی ...

www.SID.ir

www.SID.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

شماره 93، نشریه زراعت، زمستان  1390

  )پژوهش‌وسازند‌گی(89

منابع مورد استفاده
1- Ahmadikhah, A., Karlov G.I., Nematzadeh G., and Bezdi, 
K.G. (2007) Inheritance of the fertility restoration and genotyping 
of rice lines at the restoring fertility (Rf) loci using molecular 
markers. Int J Plant Prod. 1: 13-21.
2- Ballestter, J., and Carmen, M. (1998) Determination of 
F1 hybrid seed purity in pepper using PCR–based markers. 
Euphytica 103: 223–226.
3- Chakravarthi, B.K. and Naravanei, R. (2006) SSR marker 
based DNA fingerprinting and diversity study in rice (Oryza 
sativa L.). Afr. J. Bitech., PP: 684-688. 
4- Chen, X., Temnykh, S., Xu, Y., Cho, YG. and McCouch, S.R. 
(1997) Development of microsatellite framework map providing 
genome wide coverage in rice (Oryza sativa L.). Theor Appl 
Genet. 95: 553-567.
5- Dellaporta, S.L., Wood, J. and Tickes, J.B. (1983) A plant 
molecular DNA minipreparation Version П. Plant Mol Biol 
Rep. 1: 19–21.
6- Devanand, P.S., Wan, J., Rangaswamy, M. and Ikehashi, H. 
(1999) Plant genetic resources: isozyme divergence between 
maintainers and restorers in hybrid rice breeding programs in 
India. Crop Sci. 39: 831-835.
7- Dorosti, H., Nematzadeh, G., Ghodsi, A.H., Allahgholipour, 
M., Nouri, M.Z., Nahvi, M., Karbalai, M., Erfani, A.R. and 
Alinia, F. (2006) IRH1-the first aromatic hybrid rice in Iran. 
IRRI Notes. 31: 31-32.
8- Garg, A., Singh, A.K., Prabhu, K.V., Mohapatra, T., Tyagi, 
N.K., Nandakumar, N., Singh, R. and Zaman, F.U. (2006) 
Utility of a fertility restorer gene linked marker for testing 
genetic purity of hybrid seeds in rice (Oryza sativa L.). Seed Sci 
Tech. 34: 9-18.
9- Huang, S.C., Tsai, C.C. and Sheu, C.S. (2000) Genetic 
analysis of Chrysanthemum hybrids based on RAPD molecular 
markers. Bot Bull Acad Sin. 41: 257-262.
10- Hunt, G. J. and Page, J., (1992) Patterns of inheritance with 
RAPD molecular markers reveal novel types of polymorphism 
in honeybee. Theor. Appl. Genet. 85: 15-20. 
11- Ichii, M., Hong, D.L., Ohara, Y., Zhao, C.M. and Taketa, 
S. (2003) Characterization of CMS and maintainer lines in 
indica rice (Oryza sativa L.) based on RAPD marker analysis. 
Euphytica 129: 249-252.
12- Jianhua, Z., Mcdonald, M.B.and Sweeney, P.M. (1997) 
Testing for genetics purity in Petunia and Cyclamen seed using 
random amplified polymorphic DNA markers. Hort Sci. 32: 
246-274.

13- Jones, J.W. (1926) Hybrid vigor in rice. J. Am. Soc. Agron. 
18: 424–428.
14- Komori, T. and Nitta, N. (2004) A simple method to control 
the seed purity of japonica hybrid rice varieties using PCR-based 
markers. Plant Breed. 123: 549- 553.
15- Kumar, S., Tamura, K. and Nei, M. (2004) MEGA3: 
integrated software for molecular evolutionary genetics analysis 
and sequence alignment. Brief Bioinform. 5: 150–163.
16- Liu, K. and Muse, S.V. (2005) PowerMarker: an integrated 
analysis environment for genetic marker analysis. Bioinformatics 
21: 2128–2129.
17- Liu, Z. (2007) Aquaculture genome Technologies. Ames, 
Blackwell Publishing XV+551 pp. 
18- Mao C.X., Virmani S.S., Kumar I. (1996) Technological 
innovations to lower the costs of hybrid rice seed production. 
In: Virmani SS et al (eds) Advances in hybrid rice technology. 
Proceedings of Third International Symposium on Hybrid Rice, 
Directorate of Rice Research, Hyderabad, India.
19- Masi, P., Zeuli, P.L. and Donini, P. (2003) Development 
and analysis of multiplex microsatellite markers sets in common 
bean (Phaseolus vulgaris L.). Mol Breed. 11: 303–313. 
20- Mantel, N. (1967) The detection of disease clustering and a 
generalized regression approach. Cancer Research, 27:209-220 
21- McCouch, S.R., Teytelman, L., Xu, Y., Lobos, K.B., Clare, 
K., Fu, M., Walton, B., Li, R., Maghirang, Z., Xing, X., Kono, 
I., Yano, M., Fjellstrom, R., Declerck, G., Schneider, D., 
Cartinhour, S., Ware, D. and Stein, L. (2002) Development and 
mapping of 2240 new SSR markers for rice (Oryza sativa L.). 
DNA Res. 9: 199–207. 
22- Nandakumr, N., Singh, A., Sharma, K., Mohapara, R.K., 
Prabhu, T.K.V. and Zaman, F.U. (2004) Molecular fingerprinting 
of hybrids and assessment of genetic purity of hybrid seeds in 
rice using microsatellite markers. Euphytica 136: 257-264.
23- Nematzadeh, G.A., JuharAli, A., Sattari, M., Valizadeh, A., 
Alinejad, E. and Nouri, M.Z., (2006) Relation between different 
allogamic associated trait characteristics of the five newly 
developed cytoplasmic male sterile (CMS) lines in rice. Central 
Eur Agric J. 7: 49-56.
24- Perez, J.A., Maca, N. and Larruga, J.M. (1999) Expanding 
informativeness of microsatellite motifs through the analysis of 
heteroduplexes: a case applied to Solanum tuberosum. Theor 
Appl Genet. 99: 481–486. 
25- Rajendran N., Gandhimani R., Singh S., Palchamy K. (2007) 
Development of a DNA marker for distinguishing CMS lines 
from fertile lines in rice (Oryza sativa L.). Euphytica. 156:129–

www.SID.ir

www.SID.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

90   )پژوهش‌وسازند‌گی(

139. 
26- Selkoe, K. A. and Toonen, R. J. (2006) Microsatellite for 
ecologists: a practical guide to using and evaluating microsatellite 
markers. Ecology Lett. 9: 615-629.
27- Singh, R. K., Sharma, R. K., Singh, A. K. V., Singh, P., 
Tiwari, S. P. and Mohapatra, T. (2004) Suitability of mapped 
sequence tagged microsatellite site markers for establishing 
distinctness, uniformity and stability in aromatic rice. Euphytica 
135: 135–143. 
28- Spada, A., Mantegazza, R.,  Biloni, M., Caporali, E.  and 
Sala, F. (2005) Italian rice varieties: historical date, molecular 
markers and pedigrees to reveal their genetic relationship. Plant 
Breed. 123:105-111. 
29- Sundaram R.M., Naveenkumar B., Biradar S.K., 
Balachandran S.M., Mishra B., IlyasAhmed M., Viraktamath 
B.C., Ramesha M.S., Sarma •N.P. (2008) Identifcation of 
informative SSR markers capable of distinguishing hybrid rice 
parental lines and their utilization in seed purity assessment. 
Euphytica. 163:215–224. 
30- UPOV-BMT. (2002) BMT/36/10 Progress report of the 36th 
session of the technical committee, the technical working parties 
and working group on biochemical and molecular techniques 
and DNA-profiling in particular, Geneva.
31- Virmani, S. S., Mao, C. X., Toledo, R. S., Hossain, M. and 
Janaiah, A. (2002) Hybrid rice seed production technology and 
its impact on seed industries and rural employment opportunities 
in Asia. IRRI Technical Bull. PP: 1-13.

32- Virmani, S.S., Sun, Z.X., Mou, T.M., Jauharali, A. and Mao, 
C.X. (2003) Two-line hybrid rice breeding manual. Los Bonos, 
Philippinines, IRRI.
33- Wu, J.Y., Wu, H.K. and Chung, M.C. (2002) Co-dominant 
RAPD markers closely linked with two morphological genes in 
rice (Oryza sativa L.). Bot Bull Acad Sin. 43: 171-180. 
34- Yashitola, J, M., Sundaram, R., Biradar, S. K., Thirumurugan, 
T., Vishnupriya, M. R., Rajeshwari, R., Viraktamath, B. C., 
Sarma, N. P. and R. V. Sonti. (2004) Sequence specific PCR 
marker for distinguishing rice lines on the basis of wild abortive 
cytoplasm from their cognate maintainer lines. Crop Sci. 44: 
920- 924. 
35- Yashitola, J., Thirumurgan, T., Sundaram, R.M., Naseerullah, 
M.K., Ramesha, M.S., Sarma, N.P. and Sonti, R.V. (2002) 
Assessment of purity of rice hybrid using microsatellite and STS 
markers. Crop Sci. 42: 1369-1373. 
36- Ye-yun, X., Zhan, Z., Yi-ping, X. and Long-ping, Y. (2005) 
Identification and purity test of super hybrid rice with SSR 
molecular markers. Rice Sci. 12: 7-12.
37- Yu, K., Park, S.J. and Poysa, V. (1999) Abundance and 
variation of microsatellite DNA sequences in beans (Phaseolus 
and Vigna). Genome 42:27-34.
38- Zheng, C., Chang, R., Qiu, L., Chen, P., Wu, X. and Chen, 
S. (2003) Identification and characterization of a RAPD/SCAR 
marker linked to a resistance gene for soybean mosaic virus in 
soybean. Euphytica 132: 199–210.

شكل 1- پروفايل اثر انگشت قطعات DNA تکثير يافته با استفاده از آغازگر RM337 (b( بر روي ژل آگارز 2 درصد ) 50bp Ladder M=(. از 
IR69726- و A-نــدا/IR69726-54-3-IR مي توان بعنوان ي كنشانگر اختصاصي در بررسي خلوص ژنتيكي هيبريدهاي RM337 آغازگر
IR-3-54/نعمت-A استفاده نمود. باندهاي هترودوپلکس تشکبل يافته بين توالي هاي آللـي نيز در ژنوتيب هاي هيبريد مشاهده مـي شود. 

/A ، 2- IR69726-54-3-IR-شمــاره هاي 1-5 نشانـدهنـده پروفايل ارقـام هيـبريـد و لايـن هـا استک ه به تـرتيـب عبارتنـد از: -1ندا
نــدا-A ، 3- IR69726-54-3-IR، 4- IR69726-54-3-IR/نعمت--A ، 5نعمت-A مي باشند.
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آغازگرتوالي رفت و برگشتناحيهک روموزوميموتيفتکرارشونده

(GATG)510
AACGCGAGGACACGTACTTAC

ACGAGATACGTACGCCTTTG
RM171

(AG)261
GCGAAAACACAATGCAAAAA

GCGTTGGTTGGACCTGAC
RM1

(AG)1210
GCTCGCGAATCAATCCAC

CTGGATCCTGGACAGACGAG
RM1108

(GA)212
ACCCTCTCCGCCTCGCCTCCTC

CTCCTCCTCCTGCGACCGCTCC
RM154

(GT)16TT(GT)45
TCTTGCCCGTCACTGCAGATATCC

GCAGCCCTAATGCTACAATTCTTC
RM164

(CTT)4-19-(CTT)88
GTAGGAAAGGAAGGGCAGAG

CGATAGATAGCTAGATGTGGCC
RM337

(GAA)87
ACACGCCATGGATGATGAC

TGGCATCATCACTTCCTCAC
RM6344

(CT)342
CCCAGGCTAGCTCATGAACC

GCTACGTTTGAGCTACCACG
RM263

(GA)278
 GTTGCGTCCTACTGCTACTTC

GATCCGTGTCGATGATTAGC
RM264

(GA)21(GGA)310
 TGCTGTATGTAGCTCGCACC

TGGCCTTTAAAGCTGTCGC
RM258

(GA)15GT(GA)21
 GGTGCCATTGTCGTCCTC

ACGGCCCTCATCACCTTC
RM9

(GT)101
 GATGGTTTTCATCGGCTACG

AGTCCCAGAATGTCGTTTCG
RM443

(CT)1810
GCATGGCCGATGGTAAAG

TGTATAAAACCACACGGCCA
RM216

(CT)2111
CCCATGCGTTTAACTATTCT

CCCATGCGTTTAACTATTCT
RM206

مقدار اطلاعات چندشکلي)PIC(مقدار هتروزيگوسيتيتنوع ژنيفراواني آلل اصليتعداد ژنوتيپتعداد آللنام آغازگرشماره
1RM1230/650/450/440/35
2RM263230/650/450/440/35
3RM337340/680/470/130/43
4RM171230/530/490/310/37
5RM164230/780/340/190/28
6RM1108230/870/210/130/19
7RM206350/560/550/310/47
8RM6344230/570/480/540/37
9RM154360/560/580/310/52
10RM216230/90/160/0630/16

2/33/60/670/420/290/35ميانگين

جدول 1- اسامي و مشخّصات توالي آغازگرهاي ريزماهواره مورد استفاده جهت آزمون خلوص ژنتيکي بذور هيبريد برنج

جدول 2- آغازگرهاي ريزماهواره مورد استفاده در آزمون خلوص ژنتيکي بذور هيبريد برنج
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IR69726-54- و نربارور A-به ترتيب لاين نرعقيم ندا P2 و P1 .بر روي ژل آگارز RM337 تکثير يافته با استفاده از آغازگر DNA شکل 2- پروفايل ژل قطعات

IR-3 )والدين( بوده، در حالي كه هشت بذر هيبريد تصادفي بين آنها قرار دارد. از هشت ژنوتيپ مورد بررسي تنها ي كبذر آلوده شناسايي مي گردد )شماره 6( كه 

شبيه والد مادري است در حالي كه در بقيه بذور علاوه بر باندهاي هر دو والد، باندهاي هترودوپلكس نيز مشاهده مـي گردد كه مبين هيبريد بودن بذور است.

 IR69726-54-3-IR، IR62037-93-1-3-1-IR، در سه لاين اعاده كننده باروري .RM264 تکثير يافته با استفاده از آغازگر DNA شکل 3 - پروفايل ژل قطعات
SA4 قطعـه اي تکثير نگـرديد كه احتمالا ناشي از حذف )ها( يا جهش )هاي( نقطه اي )divergence( در تـوالـي جايگاه اتصال آغازگرهاي SSR مـي باشند )آلل هاي 
A، 7-IR69726--ندا/A، 6-IR69726-54-3-IR-نداA، 5--ندا/A، 3-IR28، 4-IR28-نعمت/A، 2-IR28-نول(.شماره هاي 1-15 به ترتيب نشاندهنده -1نعمت

A، 11-IR62037-93-1-3-1-IR، 12-IR62037-93-1-3--نعمـت/A، 10-IR62037-93-1-3-1-IR-نعمـت A، 8-IR69726-54-3-IR، 9--3-54/نعمت-IR

IR-1/ندا--A، 13ندا-A، 14-SA4/ندا-A و SA4-15 مي باشند.

شکل -4 گروهبندي لاين هاي هيبريد و والدين شان با استفاده از روش تجزيه خوشه اي بر اساس ضريب تشابه اشترا کآللي و االگوريتم UPGMA. شماره 
 A، 3-IR28،-نعمت/A ، 2-IR28-هاي 1-16 نشانـدهنـده ارقـام هيـبريـد و لايـن هـاي مـورد استـفاده بـودهک ه به تـرتيـب عبارتنـداز -1نعمـت
A، 9-IR62037--نعمت/A، 7-IR69726-54-3-IR، 8- IR69726-54-3-IR-نــدا/A، 6-IR69726-54-3-IR-نـــداA، 5--4/نــدا-IR28
 A، 13-،SA4، 14- IR58025A،-ندا/A، 12-SA4-ندا/A، 10- IR62037-93-1-3-1-IR، 11-IR62037-93-1-3-1-IR-1-3-1-93/نعمـت-IR

IR58025A/IR42686R، 16- IR42686R-15 مي باشند.
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