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Genetic purity, as one of the important characteristics of the quality of seed lots, has been 

considered in the national standards of certified seed producing countries to achieve 

desirable and stable characteristics of agricultural cultivars. According to the national 

standard, determining the other speciese in the seed sample is considered as one of the 

important tests of seed quality. This feature is checked with an emphasis on recognizable 

characteristics in the seed analysis laboratory. The research has investigated the 

characteristics and differences in appearance and genetics of seeds off- type of chickpea 

seeds. The results showed that the seeds that were considered as off- type morphologically 

differed from the control in at least one of the measured traits. These seeds were different 

from the original seed in terms of color, shape seed surface roughness and seed groove, also 

the selected indices were similar in the first and second generation seeds. The results of the 

molecular test also confirmed the results of the morphological investigations. In Adel, 

Mansour, Arman cultivars, the samples that in morphological studies were considered as 

off-type, in molecular studies using microsatellite markers H3F09, H3C11 and H1A06 

showed that the molecular profile was not uniform and allele diversity was greater than the 

main allele of cultivars. In the process of seed certification program, microsatellite markers 

are a suitable and complementary tool to the use of morphological markers to determine the 

genetic purity of chickpea seed samples. 
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EXTENDED ABSTRACT 

Introduction  
Currently, chickpea seed production and certification in 

Iran is based on national standards and through the 

official seed production system. Achieving the desirable 

and stable characteristics of agricultural cultivars has a 

special place in the seed industry, so that the program of 

the Organization for Economic Cooperation and 

Development for the certification of cultivars in 

international trade provides methods and techniques to 

evaluate the quality of seeds during the stages of 

propagation and reproduction in order to ensure the 

stability of the identity and genetic purity of the cultivar.  

 

Materials and Methods 
Acording to ISTA Rules, one-kilogram samples of 

chickpea seeds from Adel, Mansour, Arman cultivars 

were taken from seven seed lots.  The samples were 

examined based on the morphological characteristics 

listed in the UPOV guidelines and out-of-type seeds 

were separated in the seed samples. In the 

morphological assessment of seeds, some distinguishing 

traits such as color, shape, seed furrows and furrow 

depth were examined. In the plants obtained from 

distinct seeds (with different morphology from the 

known seeds of the variety), the date of flowering, 

flower color, date of pod formation, plant type, plant 

height, stem color and pod size were recorded compared 

to the control (plants obtained from pure seeds and 

typical of the variety). Sodium hydroxide and potassium 

hydroxide tests were considered as a chemical test to 

identify out-of-type seeds. Then out-of-type seeds were 

grouped based on the intensity of the reaction and the 

color created. SSR molecular method was used to verify 

the results.     

 

Results and Discussion 
The results of this research showed that some seeds in 

the seed samples harvested based on the instructions for 

differentiation, uniformity and stability in terms of 

color, shape and furrow depth were recognized as 

different from the original seed and were used as 

suspicious out-of-type seeds for further tests. The 

daughter seeds obtained from the plants of suspected 

out-of-type seeds were completely similar to their 

parents in terms of the studied characteristics, therefore, 

differentiated characteristics such as seed color, groove 

and seed shape are genetic characteristics and are not 

affected by environmental conditions. Chemical tests of 

sodium hydroxide and potassium hydroxide used to 

identify out-of-type seeds in this study showed different 

color spectrums in the seeds of different cultivars. The 

results of the molecular tests showed that the seeds that 

were considered as out-of-type chickpea seed according 

to the characteristics listed in the instructions for 

differentiation, uniformity and stability have different 

genetic characteristics and are in different genetic 

groups from the original seed (variety control sample).  

 

Conclusion 
Identifying and specifying the characteristics of 

cultivars is necessary for development programs, 

cultivar release and seed production. Maintaining the 

genetic purity of seeds is a fundamental condition for 

successful crop production, so that farmers can use the 

full potential of each seed only when they prepare seeds 

with high genetic purity. In addition to being influenced 

by the environment, the evaluation of morphological 

characteristics is time-consuming and requires the 

expenditure of land and labor. Therefore, the use of 

specific patterns of each variety with the help of DNA-

based markers improves the efficiency of the activity.   
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 مقاله پژوهشی  

  و فنوتیپی هایویژگی از استفاده با نخود ارقام ژنتیکی ناخالصی ردیابی

 ژنتیکی نگاری انگشت کمک به آن سنجیصحت

 2زهرا رادمنش ،2حدیث افشار، 3، کبری مسلم خانی2، لیلا صادقی*1بیتا اسکویی

 .کشاورزی، کرج، ایران، و ترویج آموزش،مؤسسه تحقیقات ثبت و گواهی بذر و نهال، سازمان تحقیقات استادیار پژوهش،. 1

 ایران. مؤسسه تحقیقات ثبت و گواهی بذر و نهال، سازمان تحقیقات و آموزش کشاورزی، کرج، ،پژوهشگر. 2

 تحقیقات ثبت و گواهی بذر و نهال، سازمان تحقیقات،آموزش، و ترویج کشاورزی، کرج، ایران.دانشیار پژوهش، مؤسسه . 3

 چکیده  اطلاعات مقاله

 06/10/1402: افتیدر خیتار

 20/12/1402: یبازنگر خیتار

 21/12/1402: رشیپذ خیتار

 

به عنوان یکی از ویژگیخلوص تانداردهای ملی کشتتتهای بذری، در های مهم کیفیت محمولهژنتیکی  ورهای استتت

 . براستتا استتتتولیدکننده بذر برای دستتتیابی به خصتتوصتتیات م لوی و پایدار اراام زراعی مورد توجه واا  شتتده

هم کیفی بذر تلقی های متعیین میزان ستتتایر اراام در نمونه بذری به عنوان یکی از آزمون بذر نخود، ملی داستتتتاندار

ق حاضر به شود. تحقیدر آزمایشگاه بررسی می بر مشخصات ظاهری اابل تشخیص با تأکید شود که این ویژگی،می

سی ویژگی صها و تفاوتبرر سه رام نخود عادل، من ور، آرمان در های ظاهری و ژنتیکی بذور خارج از تیپ بذرهای 

دند از نرر شتتتنتایج نشتتتان داد بذرهایی که به عنوان خارج از تیپ در نررگرفته استتتت.  هفت نمونه بذری پرداخته

ر رنگ، شتتکل، گیری شتتده با شتتاهد اختاش داشتتتند. این بذرها از نرمورفولوژیکی حداال در یکی از صتتفات اندازه

سل اول و دوم نهای منتخب در بذرهای میزان زبری س ح بذر و شیار روی بذر با بذر اصلی اختاش داشتند و شاخص

های یج بررستتتیمحرزگردید. نتایج آزمون مولکولی نیز مؤید نتاهای بذر شتتتاهد مشتتتابه بود وتفاوت آنها با نمونه

پ تشتتتخیص داده هایی که از نرر مورفولوژیک در اراام عادل، منصتتتور، آرمان خارج از تینمونه مورفولوژیک بود و

و  H3F09 ،H3C11شتتدند. نتایج آزمون مولکولی اراام عادل، منصتتور و آرمان با استتتفاده از نشتتانگرهای ریزماهواره 

H1A06 ه آلل غالب در های شاهد و مشکوک یکنواخت نبوده و تنوع آللی نسبت بنشان داد الگوی نواری مابین نمونه

ی ریزماهواره به نتایج تحقیق حاضر مؤید این نکته است که نشانگرهاهای مشکوک شناسایی شد. اراام شاهد و نمونه

د در برنامه های بذری نخودر تعیین خلوص ژنتیکی نمونهعنوان یک ابزار مناستتب و تکمیلی در کنار صتتفات ظاهری 

 ی ارائه خواهد داد.گواهی بذر به ویژه زمانی که ابهاماتی در تمایز مورفولوژیکی بذر اراام وجود دارد، نتایج ا ع
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 مقدمه 

در ستتبد کربوهیدرات و پروتئین یک گیاه زراعی و منب  مهم  1نخود

سوی میغذایی مردم دنیا به سیا و آفریقا مح  Jukantiشود )ویژه آ

et al., 2012; Upadhyaya et al., 2008 در حال حاضتر تولید و .)

براستتا  استتتانداردهای ملی و از ایران گواهی بذر نخود در کشتتور 

ید بذر ان ام می به  شتتتود.طریق ستتتیستتتتم رستتتمی تول یابی  دستتتت

ای در خصتتتوصتتتیات م لوی و پایدار اراام زراعی از جایگاه ویژه

ست ب وری سازمان همکاریصنعت بذر برخوردار ا  هایکه برنامه 

المللی برای گواهی بذر اراام در ت ارت بین 2توستتتعه ااتصتتتادی و

ها و فنونی را برای ارزیابی کیفیت بذر در طول مراحل تکثیر روش

و ازدیاد فراهم نموده استتت تا از پایداری اصتتالت و خلوص ژنتیکی 

(. طی مراحل مختلف OECD, 2012) نمایدرام اطمینان حاصتتتل 

 ،های اختصتتاصتتی هر گیاهدستتتوالعملرشتتدی در مزارع در االب 

و شتتناستتایی یک رام از ستتایر اراام و  تمایزبرای  ایویژهصتتفات 

های بذری در سیستم رسمی همچنین تعیین خلوص ژنتیکی محموله

کار می بذر ب ید   ,Macha, 2010; Katagi et al., 2014رود )تول

Button, 2006شتتود که (. رام گیاهی توستتص صتتفاتی تعریف می

حداال در یک صتتفت بیان  بوده وه ت لی و بیان ژنوتیپ معینی نتی 

سایر اراام گیاهی متمایز  شد شده، از  . در حال ( UPOV, 1991)با

حاضر شناسایی و توصیف اراام براسا  نشانگرهای مورفولوژیکی، 

های گیاهی ان ام فیزیولوژیکی، بیوشتتتیمیایی و مولکولی در گونه

ها (Smýkal et al., 2008)گیرد می نه تن یک رام  . برای معرفی 

های متمادی های زیادی در ستتتالدانش و فنون پیشتتترفته بلکه هزینه

ستورالعملمصرش می های فنی خاص برای معرفی هر گونه شود. د

شده  شانگرهای مورفولوژیک مشخص  ستفاده از ن و رام گیاهی با ا

بر و هزینه ها و محیص،استتتت اما عواملی  نریر اثر متقابل بین ژنوتیپ

برداری کامل هایی در بهرهها ستتبب محدودیتبر بودن ارزیابیزمان

ست )روش شده ا صفات Cooke, 1995های مذکور  (. محدودیت 

مورفولوژیکی و تغییرات اندک در تراهر بستتیاری از این صتتفات، 

                                                           
1 Cicer arietinum L.  
2 Organization for Economic Co-operation and Development, OECD 
3 Microsatelites,Simple Sequence Repeats 
4 Simple Sequence Repeats  
5 Biochemical and Molecular Techniques, BMT 
6 International Union for the Protection of New Varieties of Plants, UPOV  
7 Start Codon Targeted, SCoT 
8 Conserved DNA-derived Polymorphism, CDDP 

مواجه کرده استتت. شتتناستتایی اراام با  چالشتمایز اراام جدید را با 

های آن مورد توجه رهای مولکولی به دلیل مزیتاستتتفاده از نشتتانگ

ته فنی اتحادیه بین المللی حمایت از اراام جدید گیاهی ارار  کمی

توان به فراوانی گرفته است. از مزایای مهم نشانگرهای مولکولی می

ستگی  شکلی بالا، عدم واب شرایص محی ی، چند  ستقل از  بالا، بیان م

هر مرحله از رشتتتد و فراوانی به مراحل رشتتتد، امکان ارزیابی در 

 ,.De Riek et al)ژنومی و توزی  تصتتتادفی در ژنوم اشتتتاره نمود 

2001; Kwon et al., 2005; Singh et al., 2011; Winter et al., 

گیری از نشتتانگرهای مولکولی، به منرور (. بدین ترتیب، بهره2000

صل از حفظ کارایی آزمون های موفولوژیکی و نیز تکمیل نتایج حا

. (et al., 2000 Lombard)نشانگرهای مورفولوژیک ضروری است 

های مبتنی بر  ماهوارهPCRمابین نشتتتتانگر های یا توالی 3ها، ریز

به دلیل داشتتتتن مزایایی چون تنوع آللی زیاد، چند  4ستتتادهتکراری 

مناسب جهت ت زیه شکلی بسیار بالا و همبارز بودن، به یک روش 

در کارگروه  .(Liu, 1996) های ژنتیکی تبدیل شتتده استتتو تحلیل

یایی و مولکولیروش حادیه بین 5های بیوشتتتیم المللی حمایت از ات

عنوان روش ، نشتتتتانگرهتای ریزمتاهواره بته6اراتام جتدیتد گیتاهی

سی  می س ح و سبی که در  شانگری منا سایی ن شنا توان از آن برای 

ستفاده  شده رام ا ستنمود، معرفی  های (. توالی UPOV, 2010) ا

ها تکرار شتتتونده، اراام مختلف را متمایز کرده و تنوع ژنتیکی گونه

کنند و در شتتناستتایی اراام گواهی شتتده نیز بکار می را ارزیابی می

 (. Scarano et al., 2015روند)

تنوع ژنتیکی و ساختار  در آمریکادر کلکسیون مرکزی نخود 

شانگرهای  376جمعیت  ستفاده از ن سی و  SSRتوده نخود با ا برر

شدآلل در بین توده 388 سایی  شنا  ,.Varshni et al) های نخود 

با استتتتفاده از ستتته  48(. تنوع ژنتیکی 2008 ژنوتیپ اراام نخود 

هدشکدون ،SSRنشتتتتانگر مولکولی  غاز  و  SCoT7یا  های آ

محتوی  نشتتتان داد CDDP8یا  چندشتتتکلی نواحی حفاظت شتتتده

 . با این وجوداستتتهر ستته نشتتانگر نستتبتاه مشتتابه  یمورفیستتمپلی

https://www.upov.int/meetings/en/topic.jsp?group_id=261
https://www.upov.int/meetings/en/topic.jsp?group_id=261
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 SCoTو  SSRبه کمک دو نشتتتانگر  ،ایبراستتتا  ت زیه خوشتتته

ها به ستتته گروه و براستتتا  نشتتتانگر های نخود ژنوتیپژنوتیپ

CDDP ( به پنج گروه طبقه بندی شدندHajibarat et al., 2015 .)

با  44در بررستتتی تنوع ژنتیکی خارجی  یپ نخود ایرانی و  ژنوت

آلل شتتناستتایی شتتد که  100، ریزماهوارهاستتتفاده از نشتتانگرهای 

براسا  تعداد آلل در هر مکان، تعداد آلل مؤثر و شاخص تثبیت، 

های مورد بررستتی مشتتاهده تنوع ژنتیکی اابل توجهی بین ژنوتیپ

س(. Saeed et al., 2011) شد سازی طبق ا تاندارد ملی ایران، جدا

های بذری بر استتا  مشتتخصتتات ظاهری بذر ستتایر اراام در نمونه

(. طی بررستتتی Anonymous, 2019شتتتود )ان ام می ،اابل تمایز

ای های بذری نخود در برخی اراام، صتتتفات متمایز کنندهنمونه

مشتتاهده شتتده که ضتترورت دارد مشتتخص شتتود  آیا ظهور این 

عنوان یک محی ی استتتت یا اینکه به صتتتفات ناشتتتی از شتتترایص

توان از آنها به عنوان شتتاخصتتی برای تمایز مشتتخصتته ژنتیکی می

ضر اراام در آزمون ستفاده نمود. تحقیق حا های ت زیه کیفی بذر ا

یابیبه  یایی  ارز و ژنتیکی برخی از این مورفولوژیکی، بیوشتتتیم

 صفات در اراام رایج نخود در ایران پرداخته است.

 

 هاروشمواد و 
 مواد گیاهی

، از اراام عادل، منصتتتور ،های یک کیلوگرمی بذر نخودنمونه

به صتتتورت استتتتاندارد از هفت  ISTAآرمان طبق دستتتتورالعمل 

بذری برداشتتتت شتتتد له  نهندمحمو فات . نمو ها براستتتا  صتتت

بررستتتی و بذور UPOV مورفولوژیک مندرج در دستتتتورالعمل 

. پس از نتتدهتتای بتتذری جتتدا شتتتتدختتارج از تیتتپ در نمونتته

های دایق مورفولوژیکی، شتتتیمیایی و تصتتتویربرداری، بررستتتی

نه مولکولی برای تمایز بذرهای خارج از تیپ در مقایستتته با نمو

خالص رام ان ام شتتتد و بذرهای نستتتل بعد حاصتتتل از بذرهای 

 .به عنوان خارج از تیپ نیز مورد ارزیابی ارار گرفت ،منتخب

 های مورفولوژیکی و شیمیاییآزمون

در ارزیابی مورفولوژیک بذرها برخی صتتتفات متمایزکننده 

نریر نریر رنگ، شتکل، شتیارهای بذر و عمق شتیار مورد بررستی 

                                                           
1 2X 

های حاصتتتل از بذور متمایز )با مورفولوژی ارار گرفت. در بوته

تاریخ گلدهی، رنگ گل،  متفاوت از بذر شتتتناخته شتتتده رام(،

گ ستتااه و ستتایز تاریخ تشتتکیل غاش، تیپ بوته، ارتفاع بوته، رن

صل از بذر خالص و تیپیک  شاهد )گیاهان حا سه با  غاش در مقای

برداری شتتتد. دو آزمون هیدروکستتتید ستتتدیم و رام( یادداشتتتت

( به عنوان Lalita, 2007هیدروکسید پتاسیم طبق روش ارائه شده )

آزمون شیمیایی در شناسایی بذور خارج از تیپ در نرر گرفته شد 

و رنگ ای اد شتتده گروهبندی بذور و براستتا  شتتدت واکنش 

خارج از تیپ ان ام شد. م ابق این روش، اراام نخود با استفاده از 

هیدروکسیدپتاسیم پنج درصد، به پنج گروه و با روش هیدروکسید 

 .شوندمیپتاسیم دو درصد به سه طبقه رنگی مختلف تقسیم 

 SSRآزمون مولکولی 

لیتری ی دو میلیهامیکروتیوی درتک بذرهای خارج از تیپ 

 دور در 30دایقه با ستترعت  3مدت  بهتوستتص دستتتگاه تیشتتولایزر 

صورت پودر  سقایی معروش  م ابقو  شدنددایقه ب محتوی روش 

ستخراج گردید) ژنتیکی شده ا  Saghai-Maroof etاز بافت پودر 

al., 1984 کیفیت و غلرت .)DNA فاده از ژل به با استتتت یب  ترت

جذی  8/0آگارز  بت  و  A260/A280درصتتتد و بررستتتی نستتت

A260/A230  مدل( با استتتفاده از دستتتگاه نانودرادND-1000 )

ر با آی دیونیزه استتتریل د DNAهای بررستتی شتتد. غلرت نمونه

تنریم شتتتتد. برای نگهتداری  نتانوگرم در میکرولیتر 25غلرتت 

نگهداری  سلسیو رجه د -20یزر در فر DNAهای طولانی نمونه

 شدند.

شتتتده برای نخود توستتتص  نشتتتانگر معرفی 233از م موعه 

شانگر  ،(Lichtenzveig et al., 2005لیچنزویگ و همکاران ) نه ن

شترین  قدار مریزماهواره با در نرر گرفتن جایگاه کروموزومی و بی

چندشتتتکلی بین اراام نخود انتخای شتتتد. اطاعات مربوه به نه 

 نگر مورد استفاده در تحقیق حاضر در جدول یک آورده شدهنشا

 است.

میکرولیتر  15در ح م  (PCR)ای پلیمراز واکنش زن یره

، به 1دو برابرآماده )شتتترکت ستتتیناژن( با غلرت  Master Mix با

های  16/0میکرولیتر،  5/7میزان  کدام از آغازگر پیکومول از هر 
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نانوگرم  50به غلرت  الگو DNAمیکرولیتر  2پیشتتترو و پستتترو و 

صال هر جفت آغازگر  شد. به منرور بهینه نمودن دمای ات ستفاده  ا

آغازگرها  1ابتدا از یک شتتتیب دمایی )گرادیان( زیر دمای  وی

 .شداستفاده 

سایکلر  ای پلیمرازبرای ان ام واکنش زن یره ستگاه ترمو  از د

 Master cycler Gradientمدل  Eppendorfستتتاخت شتتترکت 

فاده گردید. چرخه با آغازگرهای استتتت های حرارتی برای تکثیر 

درجه  95سازی اولیه در دمای مورد استفاده شامل مرحله واسرشته

سیو  به مدت  شته 30دایقه،  3سل سر شامل وا سازی در چرخه 

ثانیه، اتصتال آغازگرها در  30درجه ستلستیو  به مدت  94دمای 

( به مدت 1)م ابق جدول  دمای بهینه شتتتده هر کدام از آغازگرها

 30درجه سلسیو  درجه به مدت  72ثانیه، گسترش در دمای  30

مای  هایی در د له گستتتترش ن یک مرح یه، ستتتپس  درجه  72ثان

سیو  درجه به مدت  صول 5سل بر روی ژل   PCRدایقه بود. مح

عمودی مدل  درصتتتد با دستتتتگاه الکتروفورز 10اکریل آمید پلی

(MGV-202-33, C.B.S Scientific, USA)  بارگذاری شد. زمان

تنریم گردید و  150الکتروفورز به مدت دو ستتتاعت و نیم با ولتاژ 

نگ آمیزی ژل رد با محلول ر مدت  2ستتتپس  نگ  20به  قه ر دای

به کمک پس از رنگ PCRآمیزی شتتتد. محصتتتولات  آمیزی، 

 مشاهده و ثبت گردید.دستگاه ژل داک 

 (Lichtenzveig et al., 2005) مشخصات آغازگرهای استفاده شده  -1جدول 

Table 1- Specifications of the used primers 

 نشانگر

Marker 

 ('3-'5) توالی

Sequence (5'-3') 

ا عهاندازه   

Fragment size (bp) 

 جایگاه

Locus 

 دمای اتصال

Annealing temperature 

H1A06 
F: TGGATAATTGTAGGGTAAGAAATGC 

R: TGTGTAATTTAAGTGTGGGGGTATT 
181 (TAA)23 58 

H1A19 
F: AGTGGAACCCACCAAATTTTA 

R: AACGAAACCCTTATATTTCTTCTCT 
149 (TTA)4 57 

H1B11 
F: GCAGCTGTTGACATCTAATTTTG 

R: ACCGAAAACACTTGTGATTGTTA 
203 (TAA)20 59 

H3A12 
F: AACCTTAGACTGTGTTCGCTGA 

R: TCAATCTTTTGTTGTTACTATGAATCTG 
179 (GA)11 59 

H3C11 
F: GCCCATATTCAATTCTTACCATTATTA 

R: ACCTTTAACGCTAATAGAGTGAGTTTA 
205 (TTA)40 58 

H3F09 
F: AGCATGTAGTAGGAGGCAAGTATG 

R: GTAGGTTCCCGCTACATTACTTTTA 
241 (TTA)44 60 

H4B06 
F: CCATTAATACCGTCATCTCAGG 

R:TGTGTTGTTGTATGACTAATGATAGTG 
148 (GAT)4 60 

H6B12 
F: TTTCTCACCTCGTTGGTATATGA 

R:CGTTTGATTGATGATAGTGATGC 
183 (ATC)4 58 

H4A09 
F: ATTACAGAGCAAATGACCCTCA 

R:TAATACTCCTCCCATTCCCAAA 
203 (TC)10 57 

 

 نتایج و بحث

نه ها در نمو بذر تایج این تحقیق نشتتتتان داد، برخی  بذری ن های 

برداشت شده بر اسا  دستورالعمل تمایز، یکنواختی و پایداری از 

نرر رنگ، شکل و عمق شیار متفاوت از بذر اصلی تشخیص داده 

شتتدند و به عنوان بذر مشتتکوک خارج از تیپ برای آزمایشتتات 

                                                           
1 Tmprerature melting, Tm 
2 Gel Red, Biotum 

(، پس از کشتتتت و 1بعدی مورد استتتتفاده ارار گرفتند )شتتتکل 

کی، بوته آنها حداال در یکی و فنولوژی یهای مورفولوژیکبررسی

از صتتتفات رنگ گل، تاریخ گلدهی و تاریخ غاش دهی با بوته 

 (.2حاصل از بذر شاهد رام اختاش نشان داد )جدول 

های بذرهای مشتتتکوک به بذرهای دختری حاصتتتل از بوته
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خارج از تیپ از نرر خصتتوصتتیات مورد بررستتی شتتباهت کامل با 

هایی متمایز شده نریر رنگ بذر، والد خود داشتند بنابراین ویژگی

شرایص  صیات ژنتیکی بوده و متاثر از  صو شکل بذر از خ شیار و 

شتتتیمیایی هیدروکستتتید ستتتدیم و  باشتتتد. دو آزمونمحیص نمی

سایی بذر خارج تیپ در  شنا سیم به کار رفته برای  هیدروکسید پتا

این م العه، نشتتتان دهنده طیف رنگ متفاوت در بذرهای اراام 

ند. در اغلب موارد اختاش رنگ کاما واضتتتح و در مختلف بود

مواردی تشتتتخیص این تفاوت در رنگ بذر نیاز به دات و مهارت 

بیشتتر داشتت. از آن ا که ترکیبات تشتکیل دهنده بذرها بین اراام 

به  با مواد شتتتیمیایی من ر  متفاوت استتتت. واکنش این ترکیبات 

(. نتایج Vishwanath et al., 2013واکنش متفاوتی خواهد شتتد )

نشتتان داد براستتا  واکنش رنگی بذرها به هیدروکستتید ستتدیم 

(NaOHنمونه ،) های مورد آزمایش در چهار گروه رنگی در دامنه

ها از بدون تغییر رنگ، زرد روشن، زرد تیره تغییرات رنگ محلول

 بندی شدند.و عسلی طبقه

 

 ری بذرهای خارج از تیپ در مقایسه با بذر شاهد در سه رام عادل، منصور و آرماناختاش ظاه -1شکل

Figure 1- The difference in morphology of off-type seeds compared to the control seed in  

three cultivars Adel, Mansour and Arman 
 

، تغییرات رنگ  (KOH)براسا  آزمایش هیدروکسید پتاسیم 

های حاصل شامل بدون تغییر رنگ، زرد روشن، زرد تیره، محلول

(. در هر دو روش شتتیمیایی 2عستتلی و تقریبا ارمز بودند )شتتکل 

اختاش رنگ محلول بذرهای خارج تیپ و شتتاهد مشتتاهده شتتد. 

نه تغییرات رنگی پنج NaOHدر محلول  قه و در  حداکثر دام طب

KOH  در چهار طبقه مشتتتاهده شتتتد. محققین دلیل تفاوت رنگ

را اختاش در  KOHو  NaOHمحلول در م تتاورت محلول 

ترکیبات بذر در اراام مختلف و واکنش متفاوت ترکیبات موجود 

 ;Mc Donald Jr, 1985) انددر بذر در م اورت محلول دانستتته

Nethra et al., 2007; Papp et al., 1997; Patil et al., 2006; 

Punia et al., 2002; Vanangamudi et al., 1998..) 

در آزمون مولکولی با نشتتتانگرهای ریزماهواره، ستتته آغازگر 

H1A06 ،H3C11  وH3F09  از نه آغازگر مورد بررسی اادر به 

هتتای مولکولی کتته بتته منرور تکمیتتل نتتتایج نتتتایج آزمون

شد،  شیمیایی ان ام  شان داد بذرهایی که م ابق مورفولوژیکی و  ن

ستورالعمل تمایز، یکنواختی و پایداری بذر  صیات مندرج د خصو

صیات ژنتیکی  صو شدند دارای خ نخود خارج تیپ در نرر گرفته 

متفاوتی بوده و در گروهای مختلف ژنتیکی از بذر اصتتتلی )نمونه 

شتتاهد رام( ارار دارند. بذور شتتاهد اراام عادل، آرمان و منصتتور 

های مشکوک درمقایسه با تکثیری متفاوتی داشتند. نمونه الگوهای

های شتتتاهد اراام منصتتتور، عادل و آرمان پروفایل مولکولی نمونه

هایی غیر از آلل غالب شتتتاهد، در این یکنواختی نداشتتتتند و آلل

دو آلل متفاوت در  H1A06ها مشتتتاهده گردید. نشتتتانگر نمونه
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های شاهد اابل بین نمونه منصور تکثیر نمود که آلل سایر اراام در

سایی بود و در نمونه صور نیز الل های غیر شنا شکوک به من های م

تیپ از آلل رام شتتتاهد اابل پایش بود. در بذور رام عادل با این 

نشانگر سه آلل متفاوت تکثیر شدکه آلل غالب رام عادل با توجه 

 عدم یکنواختی نمونه شتتاهد اابل شتتناستتایی نبود. به همین ترتیب

شانگرنمونه شاهد  تنوع آللی با ن سه با   های مشکوک و مورد مقای

H1A06 شاهد رام آرمان شتند. در نمونه  شده  2دا سایی  شنا آلل 

نه کاما مشتتتخص بود. نمو ها  نه  لب در بین نمو غا لل  های که آ

مشتتکوک تنوع آللی در مقایستته با آلل غالب داشتتتند و به عنوان 

سایر رام در نرر گر شانگر خارج تیپ  یا  شدند. در تکثیر با ن  فته 

H3C11 شش آلل در بذور مشکوک رام عادل شناسایی شد که با

ها امکان شتتتناستتتایی آلل غالب وجود توجه به تنوع آلل بین نمونه

نداشتتت. نمونه های مشتتکوک به عادل نیز تنوع آللی داشتتتند که 

باشتتتد. اختاه با ستتتایر اراام در این رام به شتتتدت مشتتتخص می

شانگر  صور و آرمان H3C11 ن سه و دو آلل در اراام من به ترتیب 

های تکثیر نمود که که آلل های مربوه به ستتتایر اراام در نمونه

 شتتاهد و مشتتکوک اابل شتتناستتایی بود. الگوی تکثیری نشتتانگر 

H3F09های شاهد عادل و منصور چهار آلل و آرمان سه در نمونه

شد. آلل سایی  شنا سایر ارام در بین آلل  شاهد و نمونههای  های 

 (.3های مشکوک مشخص و اابل ردیابی بود )شکل نمونه

، H3F09، ستته نشتتانگر SSRاز نه نشتتانگر بررستتی شتتده در 

H3C11  وH1A06 های تنوع آللی مربوه به سایر اراام را در نمونه

سایی  شنا صور و آرمان  شکوک اراام عادل، من نمودند شاهد و م

شکل شانگرهای  3) سی ماهیت ژنتیکی اراام نخود با ن (. نتایج برر

ریزماهواره نشتتتان داد محموله های بذری اراام عادل، منصتتتور و 

آرمان خلوص و یکنواختی ژنتیکی وجود ندارد. بنابراین ضرورت 

دارد از ماهیت ژنتیکی اراام نخود در مراحل مختلف تولید بذر با 

مورفولوژیکی و مولکولی اطمینان حاصتتل های بیوشتتمیایی، روش

های های خارج از تیپ یا وجود بوتهشود و نسبت به شناسایی بوته

ستتتایر اراام در مزارع تولید بذر اادامات بهینه ان ام شتتتود. بدیهی 

ته حذش بو خالص در استتتتت  بذر  ید  یپ و تول خارج از ت های 

ر های تولید بذر در حفظ و ارتقای خلوص ژنتیکی بذوستتتیستتتتم

اثرگذار خواهد بود.

 
KOH (B  .)و آزمون  NaOH (A)در اراام عادل، آرمان و منصور در آزمون   (Control)نسبت به شاهد  (Off types)تغییرات رنگ بذرهای مشکوک به خارج تیپ  -2شکل

 های مورد ارزیابی در آزمایشات هستند.اعداد روی ظروش مربوه به کد نمونه

Figure 2- Color changes of suspected off-type seeds compared to control in Adel, Arman and Mansour cultivars in NaOH test (A) 

and KOH test (B). The numbers written on the container are the codes of the samples during the test. 
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 مشخصات مورفولوژیکی، شیمیایی و مولکولی بذر های خارج از تیپ اراام مورد م العه در مقایسه با شاهد -2جدول

Table 2- Morphological, chemical and molecular characteristics of out-of-type seeds of the studied cultivars compared 

to the control 
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Adel (control)   white 2019/5/25 standing high - -  

Suspected seed 
Adel 2906-1 

Color, shape 

and furrow of 

the seed 

5 days 

earlier 
Purple 2019/5/19 standing high +++ ++++ + 

Suspected seed 
Adel 2906-5 

Color, shape, 

furrow and 

roughness of 

the seed 

surface 

6 days 

earlier 
white 2019/5/19 standing Short ++ +++ + 

Suspected seed 
Adel3811-5 

Color, shape 

and groove of 

the seed 

6 days 

later 
white 2019/5/28 standing medium + + + 

Suspected seed 
Adel3811-9 

Color, shape 

and furrow of 

the seed 

same time white 2019/5/25 standing high + ++ + 

Suspected seed 
Adel34045-3 

Color, shape 

and furrow of 

the seed 

6 days 

later 
white 2019/5/28 standing high + ++ + 

Suspected seed 
Adel34045-4 

Color, shape 

and furrow of 

the seed 

7 days 

later 
white 2019/6/1 standing Short + + + 

Mansour(control)   white 2019/6/8 standing medium ++ -  

Suspected seed 
Mansour 3814-5 

Color, seed 

furrow 

7 days 

earlier 
white 2019/5/28 standing medium + + + 

Suspected seed 

Mansour 3814-7 

Seed shape and 

furrow 

13 days 

earlier 
white 2019/5/25 standing medium ++ + + 

Suspected seed 

Mansour 4046-2 
furrow 

6 days 

earlier 
white 2019/5/29 standing Short + + + 

Suspected seed 

Mansour 4046-6 

color and 

roughness of 

the seed surfac 

13 days 

earlier 
white 2019/5/25 standing medium + - + 

Arman(control)   white 2019/5/26 standing Short + ++  

Suspected seed 

Arman 4096-6 

Shape, furrow 

and roughness 

of seed surface 

11days 

later 
white 2019/6/8 standing Short + + + 

Suspected seed 

Arman 4096-8 

shape, groove 

and roughness 

of the seed 

surface 

4 days 

later 
white 2019/5/29 standing Short - + + 

Suspected seed 

Arman 4712-2 

Grooves and 

roughness of 

the seed 

surface 

same time white 2019/5/25 standing medium + + + 

Suspected seed 

Arman 4712-4 

shape, groove 

and roughness 

of the seed 

surface 

4 days 

later 
white 2019/5/29 standing Short ++ + + 

 : بدون رنگ  +: رنگ زرد روشن  ++: رنگ زرد تیره  +++: عسلی، ++++: اهوه ای-

-: Without color; +: light yellow color; ++: dark yellow color; +++: honey, ++++: brown 
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 عادل، منصور و آرمان با استفاده از نشانگرهای ریزماهواره.  اراام در  خارج از تیپهای نمونه شناسایی -3شکل 

A نشانگر: الگوی تکثیر H3C11  به ترتیبMهای رام منصور و شماره 16-9رام عادل، مربوه به تنوع ژنتیکی در  8-1های جفت بازی، شماره 50کش ژنومی : خص

رام  16-9رام عادل، مربوه به تنوع ژنتیکی  8-1های جفت بازی، شماره 50کش ژنومی : خصMبه ترتیب  H1A06 نشانگر: الگوی تکثیر Bرام آرمان،  17-21

رام مربوه به تنوع ژنتیکی  5-1های جفت بازی، شماره 100کش ژنومی : خصMبه ترتیب  H3F09 نشانگر: الگوی تکثیر Cرام آرمان.  21-17های منصور و شماره

 رام منصور. 21-15های مارهرام عادل و ش 14-6آرمان، 
Figure 3- Identification of off-type seeds using SSR markers in Adel, Mansour and Arman cultivars. 

A: Amplification profile of H1A06 marker. M: Size Marker 50 bp, Lines of 1-8 related to genetic variation in Adel,  

9-16 Mansor and lines 17-21 are Arman Respectively. B: Amplification profile of H3C11 marker. M: Size Marker 50 

bp, Lines of 1-8 to genetic variation in Adel, 9-16 Mansor and lines 17-21 are Arman Respectively C: Amplification 

profile of H3F09 marker. M: Size Marker 50 bp, Lines of 1-5 to genetic variation in Arman, 6-14 Adel and lines 15-21 

are Mansour Respectively. 
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باشد های کیفیت بذر میخلوص بذر یکی از مهمترین ویژگی

(2017Maravilla et al., ).  شتتتنتتاستتتتایی و مشتتتخص نمودن

های توسعه، آزادسازی رام و تولید مهخصوصیات اراام برای برنا

باشتتد. حفظ خلوص ژنتیکی بذر در تولید موفق بذر ضتتروری می

کشتاورزان تنها زمانی  طوری کهستاستی بوده بهشتره ا ،محصتول

توانند از پتانستتتیل کامل هر بذر استتتتفاده کنند که بذرهای با می

رزیابی ا(.  ,.2018Pattanaik et al) تهیه نمایندخلوص ژنتیکی بالا 

تحت تاثیر  تواندخصتتتوصتتتیات مورفولوژیکی عاوه بر اینکه می

های زمین و نیروی بر بوده و نیاز به صرش هزینهمحیص باشد، زمان

ه برام  هرالگوهای اختصتتاصتتی استتتفاده از  از این رو استتت.کار 

مک های مبتنی بر  ک قاء  DNAنشتتتتانگر یت را ارت عال بازدهی ف

هدمی های  نیز (. پیش از اینMangal et al., 2016) د نشتتتتانگر

های ستتتایر مولکولی در تشتتتخیص بذور خارج از تیپ یا آلودگی

های فنوتیپی مندرج در دستتتورالعمل آزمون اراام همراه با ویژگی

تمایز، یکنواختی و پایداری به عنوان یک ابزار موثر در اراام سایر 

 ,.Cockram et al) ندامحصتتولات نیز مورد استتتفاده ارار گرفته

ای و استتتتفاده از ، لزوم به روزرستتتانی دورهوجود(. با این 2015

های جدید ناشتتی از نشتتانگرهای جدید به دلیل احتمال ظهور آلل

های خود به خودی با توجه به رام توصتتتیه شتتتده استتتت جهش

(Saccomanno et al., 2020 نشتتانگرهای ریزماهواره کارایی و .)

ز تیپ در نمونه های بذری را دات لازم را در تمایز بذور خارج ا

ها به دلیل ماهیت چند آللی، تکرارپذیری دارا هستتتند. ریزماهواره

توانند در ( میHamblin et al., 2007و پوشتتش مناستتب ژنومی )

بل توجهی از تعیین خلوص ژنتیکی  اا تایج  مدت زمان کوتاهی ن

نژادی و تولید بذور گواهی شتتتده و پایش های بهاراام در برنامه

 مرحله به مرحله طبقات بذری در دستر  ارار دهند.

های مولکولی مؤید نتایج ارزیابی در م العه حاضتتتر، ارزیابی

بذرهای خارج از تیپ بود. ویژگی ناستتتایی  های فنوتیپی در شتتت

صی در توالی ژنوم هر رام گیاهی ابزار  صا سایی الگوهای اخت شنا

یت تنوع ژنتیکی  ندی را برای بررستتتی وجود کم در ژرم ادرتم

هان فراهم می یا ند. توالیپاستتتم انواع گ های اختصتتتتاصتتتی ک

سیاری از گونهریزماهواره صالت و خلوص بذر ب های ها در تعیین ا

 Gupta andگیاهی مهم در تعداد زیاد شتتتناستتتایی شتتتده اند )

Varshney, 2000; Pallavi et al., 2011 و در شتتتنتتاستتتتایی )

ان یک گزینه کاربردی های ژنتیکی به عنوها و ناخالصتتتیژنوتیپ

مل در روش یک مک های مرستتتوم مورفولوژیکی موفق بوده و 

 توانتتد نقش تکمیلی و رف  کننتتده ابهتتامتتات موجود بتتاشتتتتدمی

(Azizi et al., 2021; Cregan,1997; Diwan and Naresh 

et al., 2009; Duhan et al., 2020; Hong et al., 2021;  

Jiao et al., 2012; Ohyama et al. 2017; تایج به ن با توجه   .)

ستدلال می ضر، ا صفات مورفولوژیکی پژوهش حا شود برخی از 

پایدار بذر از جمله رنگ بذر، شتتیار ستت ح بذر، منقار بذر و میزان 

توانند به عنوان صتتتفات جداستتتازی بذرهای زبری ستتت ح بذر می

شوند و مواردی  ستفاده  خارج از تیپ در نمونه های بذری نخود ا

ا عی  ی نتایجشتتود برای ارائهاطمینان در تفکیک حاصتتل نمی که

 های شیمیایی و مولکولی استفاده نمود.از آزمون

 

 تعارض منافع
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