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 مقاله پژوهشی 

  بنیه بذر ذرتارزیابی مناسب  شاخصبه عنوان  ZmGLPنشانگر درون ژن تعیین کارایی 

 نیحس دیس ،1 ییاسکو تایب، 1 یحسن دیفرش، 2 یرحمان محمد، 2 یصادق لایل، 1 يجزائرمحمدرضا  ،1 خورشیدي یرضوانعنایت 

  2 یمیکر یرعلیام، 1یجمال

  مبسوط چکیده

 مهم يها پاسخاز و یکی  رود یمنژادگران یک چالش مهم بشمار  جهت تثبیت عملکرد محصول براي به تولید بذر مرغوب: مقدمه

 کوپینبزرگ خانواده  کرديهاي عمل پروتئین. باشد تواند یممولکولی مرتبط با صفات بنیه بذر  يها سازوکار يساز شفاف ،این چالش

مشابه پروتئین  يا رهیذخ پروتئینات قبلی مشخص شده بود که در ذرت، تحقیقدر. باشد یممسیر انتقال پیام  يها مولکولیکی از 

 يها شاخص، از قبلی انجام گرفته يها شیآزمااما در . است مؤثربذر  یزن جوانهدر  ZmGLPسوپرخانواده کوپین با نام کردي عمل

ود و براي تکمیل تحقیقات قبلی، نیاز بود که مزرعه استفاده نشده ب در استقرار مناسبی براي ارزیابی قدرت بذر و نیز ارتباط آن با

  .بذر در مزرعه نیز بررسی شود سبز شدن ینیب شیپدر  ZmGLPنشانگر  کارایی

 یزن جوانهدر این آزمایش علاوه بر ارزیابی آزمایشگاهی . نمونه لاین خالص تجاري ذرت انجام شد 14آزمایش روي  :ها روشمواد و 

 90زمان تا ، اهچهیدرصد ظهور گ 50زمان تا  در مزرعه، اهچهیدرصد ظهور گفیزیولوژیک بذر شامل کیفیت  يا مزرعه يها شاخصبذر، 

در واکنش . گیاهچه نیز ارزیابی شد ارتفاع راتییتغ بیضرو  اهچهیتفاع گظاهر شده، ار اهچهیوزن خشک گ، اهچهیدرصد ظهور گ

پروتئین کوپین استفاده  DNAبراي شناسایی توالی ) IDF/IDRو  CF/CR آغازگرهاي(آغازگر از دو جفت  مراز یپل يا رهیزنج

  .گردید

جوانه زنی کمترین درصد . اند بودهبذرها از نظر کیفیت فیزیولوژیک در آزمایشگاه و بنیه بذر در مزرعه متفاوت : ها افتهی

 K1263/17در لاین  يا مزرعه يها شاخصبود در حالیکه کمترین کیفیت فیزیولوژیک بذر در  K1264/1آزمایشگاه مربوط به لاین 

و  B73 ،K1264/1 نیلاسه  يها نمونهژن مرتبط با بنیه را در  InDel9مولکولی، وجود آلل مطلوب در سایت  آزمون. مشاهده شد

K1264/5-1  تائید نمود، اما در تمام نمونه بذرهاي لاینK1263/17  باند تکثیري سایتInDel9 با توجه به اینکه . مشاهده نگردید

تبط با بنیه داراي باند تکثیري بود بنابراین اکتفا به ردر آزمایشگاه را دارا بود در سایت م یزن جوانهکه کمترین درصد  K1264/1ین لا

بنیه بذر  يها آزموناز  ضرورت استفادهو  قابل اطمینان نخواهد بودزمایشگاهی در بررسی رابطه این ژن با بنیه بذر آ یزن جوانهنتایج 

  .وجود داردنی خوبی از سبز شدن با مزرعه دارند، که پیش بی

نژادي لاین یا هیبرید  نژادگر اقدام به به براي ارزیابی بنیه بخصوص زمانی که به، مطالعه حاضربا توجه به نتایج : گیرينتیجه

سبز شدن بذر  ینیب شیپ به روند و باشد کارآمد تواند یم InDel9 سایت براساسکردي مولکولی عمل نشانگرهاينماید  می يجدید

معتدله ذرت اطمینان حاصل  يها پلاسم ژرمخصوص  به ها نیلا یزن جوانهتا بنیه ژنتیکی  سرعت بخشد ها نیلاو غربالگري در مزرعه 

و ارتباط با وجود یا عدم وجود مشخص شود ف لدر ارقام مخت کیفیت بذردر نهایت لازم است آستانه بنیه پایین در بررسی  .شود

  .لحاظ گرددتحقیقات بعدي در  InDel9سایت 

  مولکولیلاین، کوپین، نشانگر ، کردعملبنیه، سبز شدن، ذرت، : کلیدي يها واژه

  :نوآوري يها جنبه

 .شد ی و بهینه سازيسنج امکان ذرت در مزرعه براي اولین بار يها نیلااستفاده از نشانگر مولکولی براي تعیین بنیه بذر  -1

 .گردید استفاده فیزیولوژیک بذر در مزرعه براي مطالعات رابطه نشانگرهاي مولکولی با بنیه بذر براي اولین باراز نتایج ارزیابی کیفیت  -2

  .شد معرفی و نشانگرهاي مولکولی مرتبط با بنیه بذر در مزرعه InDel9سایت  -3
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  مقدمه

ستفاده از بذرهاي قوي در کشاورزي منجر به ا

بذر و رسیدن  سریع و یکنواخت و کامل ،زود یزن جوانه

این امر به نوبه خود  به تراکم گیاهی مطلوب گردیده و

موجب رشد سریع گیاهی خواهد شد و از طرفی رشد 

سریع گیاهچه به نوبه خود باعث دریافت بیشتر تشعشع 

تکرونی و ( گردد یمخورشیدي و افزایش عملکرد 

و  3سلطانی ؛1997و همکاران،  2لوپز ؛1997، 1ایگلی

هنگامی که تراکم گیاهی از حد عادي ). 2002همکاران، 

ذرت در گیاهی مثل کمتر باشد اثر قدرت بذر بر عملکرد 

قادر به جبران  مانده یباق يها بوتهزیرا  ابدی یماهمیت 

اصطلاح . )1986و همکاران،  4خواه( تراکم نیستند

کیفیت بذر در عمل به توصیف ارزش کلی یک توده بذر 

و شامل اجزاء  شود یمبراي هدف مطلوب استفاده 

خلوص گونه و رقم، اندازه بذر، خلوص فیزیکی، 

، قدرت بذر، محتوي رطوبتی بذر و سلامت بذر یزن جوانه

جزء مهم کیفیت  .)2004و همکاران،  5همپتون( است

 آزمون بذر یالملل نیببذر یعنی قدرت بذر توسط انجمن 

ا یت بالقوه بذر یه فعالک ییها یژگیومجموع "بصورت 

اهچه مشخص ین ظاهر شدن گیرا در ح يه بذرتود

و توسط انجمن تجزیه گران  )2017، 6ایستا( "ندک یم

خصوصیاتی از بذر که که پتانسیل "بصورت  رسمی بذر

ظهور سریع و یکنواخت و نمو طبیعی گیاهچه را در 

، 7آ او سا( "کند یمدامنه وسیعی از شرایط مزرعه تعیین 

  .تعریف شده است) 2009

قدرت بذر مطالعات زیادي انجام  ینیب شیپه در زمین

در ارزیابی قدت ) 2005(و همکاران  8لواتو. گرفته است

استاندارد  یزن جوانهبذر ذرت گزارش کردند آزمون 

. همبستگی ضعیفی با درصد سبز شدن در مزرعه داشت

اعلام کردند آزمون تسریع پیري همانند آزمون  ها آن

راي ارزیابی قدرت بذر ب سلسیوسدرجه  10سرما درماي 

اما براي ارقام مقاوم به سرما براي . است مؤثرذرت 

                                                             
1 Tekrony and Egli 
2 Lopez 
3 Soltani 
4 Khah 
5 Hampton 
6 ISTA=International Seed Testing Association 
7 AOSA=Association of Official Seed Analysts 
8 Lovato 

بذري استفاده از  يها محمولهبین  يها تفاوتردیابی 

ممکن  سلسیوسدرجه  5/7و  5آزمون سرما در دماي 

براي ) 2017(و همکاران  9رضوانی. است ضروري باشد

 يها آزمونه بر وارزیابی کیفیت بذر ذرت، علا

اهی، سه آزمون درصد ظهور گیاهچه در مزرعه، آزمایشگ

متوسط زمان ظهور و وزن خشک گیاهچه ظاهر شده 

براي بررسی کارکرد و استقرار بذر در مزرعه استفاده 

 تجزیهاما مطالعات دیگري نیز با استفاده از . کردند

پروتئینی انجام گرفته که بذرها را با تیمارهاي تسریع 

و  11ژین ؛2010همکاران، و  10وو( تیمار پیشپیري و 

پروتئینی  يها گروهو یا سطوح فراوانی  )2011همکاران، 

) 2015و همکاران،  12وانگ( ها تنشرا در پاسخ به 

تولید بذر مرغوب جهت تثبیت عملکرد  .کنند یمارزیابی 

 رود یمنژادگران یک چالش مهم بشمار  محصول براي به

 يساز شفافاین چالش  يها پاسخو یکی از مهمترین 

 باشد یممولکولی مرتبط با صفات بنیه بذر  يها سازوکار

 DNAنشانگرهاي مبتنی بر  .)2014و همکاران،  13هان(

براي ارزیابی رابطه ژن با فنوتیپ تنوع ژنتیکی استفاده 

 يها نیپروتئ. )2010و همکاران،  14یانگ( شده است

 يها مولکولاز یکی  15ن عملگراي سوپر خانواده کوپی

اثبات شده است که این . باشد یم ال پیاممسیر انتق

در اولین تنظیمات آبشار انتقال پیام در  ها پروتئین

). 2003، 16لاپیک( آرابیدوپسیس دخالت دارد یزن جوانه

در  ZmGLPمشابه کوپین با نام  پروتئیندر ذرت نیز 

این پروتئین از . نشان داده شده است مؤثربذر  یزن جوانه

زنی مؤثر  قابلیت جوانه بوده و در يا رهیذخ يها نیپروتئ

ساختار ژنی و ). 2011و همکاران،  17فو( باشد یم

زنی بذر ذرت  مرتبط با جوانه ZmGLPژن  چندشکلی

) 2016(توسط فو و همکاران  B73در لاین اینبرد 

 5براساس نتایج بدست آمده این ژن . شناسایی گردید

داراي و  کند یمرمز اسیدآمینه را  522 کهاگزون دارد 

                                                             
9 Rezvani 
10 Wu 
11 Xin 
12 Wang 
13 Han 
14 Yang 
15 Cupin 
16 Lapik 
17 Fu 
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 ...به عنوان شاخص ZmGLPنشانگر درون ژن  ییکارا نییتع: و همکاران خورشیدي رضوانی

اسیدآمینه  22تا  7پپتیدي سیگنال از  1یک دومین

 477نا  332از  کوپینو یک دومین تیپیک  باشد یم

  .اسید آمینه در آن شناسایی شده است

در تجزیه جمعیت  چندشکلیمکان  118این ژن با 

 18توالی یک وجود . نشان دادتنوع ژنتیکی بسیار بالایی 

از دومین دوم در اگزون پنجم  (InDel9) جفت بازي

بطور  کند یمکوپین که شش اسیدآمینه را کد 

ذرت  هايبذر یزن جوانهمرتبط با توانایی  داري معنی

جفت باز به عنوان  18توالی وجود . تشخیص داده شد

ارتباط  ،ذرت يها نیلادر  InDel9آلل خوب در 

فو و ( دادنشان  یزن جوانهتوان  صفتبا بالایی  داري معنی

 PCRنشانگرهاي عملکردي مبتنی بر . )2016همکاران، 

کمک شایانی به  تواند یم بذر یزن جوانهمرتبط با قدرت 

و انتخاب هیبریدهاي  هابذر یزن جوانهشناسایی قابلیت 

  .زنی بالا فراهم آورد با قدرت جوانه

  

 ها روشمواد و 

نمونه لاین ذرت موجود در  14روي ش ین آزمایا

در  ها نیلابذر . جام شدبرنامه تکثیر بذر ذرت ایران ان

از موسسه تحقیقات اصلاح و  1399 و 1398 يها سال

تهیه نهال و بذر و شرکت ملی کشت و صنعت و 

ارزیابی . گردیدتهیه  1دامپروري پارس به شرح جدول 

کیفیت  يا مزرعه يها شاخصاستاندارد بذر و  یزن جوانه

 .نیز ارزیابی مولکولی آن به شرح ذیل انجام شد بذر و

براساس روش انجمن  :استاندارد یزن جوانهآزمون 

روش در چهار تکرار با  )2017، 2ایستا( بین المللی بذر

انجام  )کاغذي حولهنوع ساندویچی با (بین کاغذ اشت ک

هفت  مدت بهناتور یشت شده درون ژرمک يها ظرف. شد

. قرار داده شدند سلسیوسدرجۀ  25 يروز تحت دما

رعادي و جوانه نزده یادي، غع يها اهچهیگسپس تعداد 

ارزیابی گیاهچه انجمن بین  دستورکاربا استفاده از 

روزانه  طور به. شمارش شد) 2013ایستا، (المللی بذر 

و تعداد  هد قرار گرفتیشت شده مورد بازدک يها ظرف

با استفاده از شمارش . شدادداشت ی زده جوانه يبذرها

درصد  50 یزن جوانهروزانه، مدت زمان لازم براي 

و نیز یکنواختی در ظهور گیاهچه براي هر  ها اهچهیگ

                                                             
1 Domain 
2 ISTA handbook on seedling evaluation 

اصلاح شده محاسبه  3جرمین تیمار با استفاده از برنامه

  ).2010، 4سلطانی و مداح( گردید

با توجه  :در مزرعه شدگیدرصد و سرعت سبز

 یزن جوانهایستا یکی از اهداف آزمون درصد  دستورکاربه 

براي  باشد یمتخمینی از ارزش کاشت در مزرعه 

 400ظهور بذر در مزرعه، تعداد  يها شاخص يریگ اندازه

در مزرعه  1397سال در عدد بذر برداشت شده 

تحقیقاتی موسسه تحقیقات ثبت و گواهی بذر و نهال 

 3درصد روزانه خروج کولئوپتیل با حداقل . کشت شدند

از سطح خاك ثبت شد و درصد نهایی ظهور  متر یسانت

با استفاده از شمارش روزانه، . به شددر مزرعه محاس

 ها اهچهیگدرصد  90و  50مدت زمان لازم براي ظهور 

اصلاح شده  جرمینبراي هر تیمار با استفاده از برنامه 

ده  یطور تصادفه روز پس از کاشت ب 20 .محاسبه شد

شده و به  بر کف یکاشت مورد بررس خطوطبوته از 

گیري ارتفاع  هپس از انداز. ندشگاه منتقل شدیآزما

بوته محاسبه و به  10ضریب تغییرات ارتفاع گیاهچه، 

. عنوان شاخصی از یکنواختی ظهور بذر یادداشت گردید

با قرار دادن در آون به گیاهچه وزن خشک همچنین 

ن یو توز سلسیوسدرجه  75 يساعت در دما 48مدت 

متیوس (ن شد ییتع گرم ±01/0ق با دقت یدق يبا ترازو

  ).2006، 5ینیو خواجه حس

بذر در  50از هر نمونه بذري  :DNAاستخراج 

شرایط استاندارد اتاقک رشد موسسه تحقیقات ثبت و 

سبز و جوان  يها برگگواهی بذر و نهال سبز شدند و از 

نمونه برداري   DNAگیاهچه جهت استخراج  35تا  30

هر نمونه بذري بصورت جداگانه و با کدهاي . شد

ژنومی مورد استفاده قرار  DNAمشخص جهت استخراج 

ژنومی با استفاده از تغییراتی در  DNAاستخراج  .گرفت

. انجام گرفت) 1994(و همکاران  6روش سقایی معروف

این تغییرات شامل دو برابر نمودن غلظت مواد مورد 

با غلظت  DDTاستفاده در بافر استخراج و جایگزینی 

 2/0یزان مولار به جاي مرکاپتواتانول به م میلی 30

  :بودبه شرح زیر  DNAمراحل استخراج . شدبا درصد می

                                                             
3 Germin 
4 Soltani 
5 Matthews & Khajeh Hoseini 
6
 Saghai Maroof 
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 يها ركنمونه و رقم در برگ از هر  بافت گرم 5/0

ثانیه  120در مدت سرد مخصوص در دستگاه تیشولایزر 

 800بلافاصله . خرد شدند کاملاً 28با فرکانس 

 mM Tris pH 100(حاوي میکرولیتر بافر استخراج 

8،1.4 M NaCl،2% CTAB ،DTT 30 mM(  به

مواد استفاده شده در بافر ( اضافه گردید ها وبیت

  ).باشد یم 1مرك استخراج از کمپانی

دقیقه در حمام آب  20- 30ها به مدت  روتیوبیکم

ه ب. قرار داده شدند سلسیوسدرجه  65گرم در دماي 

ها و  منظور همگن شدن دماي محتویات میکروتیوب

ها  میکروتیوبتا سه مرتبه دو بهینه بافر استخراج،  ریتأث

نشین شدن کامل  به منظور ته. سرو ته گردیدند

میکرولیتر از محلول  350ساکاریدها،  ها و پلی پروتئین

به ) 24:1به نسبت ( الکل لیزوآمیا- کلروفرم

دقیقه با سرعت  10به مدت  وها اضافه  روتیوبیکم

 در سلسیوس درجه 4دماي  دردور در دقیقه و  13000

مدل  Eppendorf(دار  وژ یخچالفسانتریدستگاه 

5810R (به  فاز بالایی. سانتریفیوژ گردیدند

به اندازه دو  ومنتقل  سترونهاي جدید و  روتیوبیکم

حجم  1/0سوم حجم فاز رویی ایزوپروپانول سرد و 

به  واضافه گردید  5مولار با اسیدیته  5/2استات سدیم 

منتقل  درجه سلسیوس - 20قه به فریزر یدق 30مدت 

ها به مدت  روتیوبیک، م DNAبه منظور رسوب . شدند

دور در دقیقه سانتریفیوژ  13000دقیقه با سرعت  15

در این مرحله فاز بالایی دور ریخته شد و . انجام گردید

بصورت پلیت محتویات اسید نوکلئیک در ته میکروتیوب 

اضافه % 70میکرولیتر الکل  600. نشین گردید تهشفاف 

دور سانتریفیوژ و فاز رویی  6000قه با سرعت دقی 5و 

و در مجاورت هوا خشک  DNAرسوب . خته شدیدور ر

 DNAبه رسوب  سترونمیکرولیتر آب دیونیزه  70

  .نگهداري شد سلسیوسدرجه  -20در دماي  واضافه 

 DNAبراي اطمینان از موفقیت عمل استخراج 

بدست آمده  DNA یکمی و کیفبه دو روش  ها نمونه

به  ،ژنومی DNAبررسی کیفی . گرفت بررسیرد مو

بررسی و  شدانجام  درصد 8/0ژل آگارز روش الکتروفورز 

دستگاه اسپکتروفوتومتر و تعیین غلظت توسط کمی 

پس از تعیین . استفاده شد) ND-1000نانودراپ مدل (

                                                             
1 Merck 

 ها با آب دیونیزه به غلظت ، نمونهنومیژ DNAغلظت 

  .دندرقیق ش میکرولیتر/نانو گرم 50

 از آغازگربراي شناسایی ژن پروتئین کوپین 

توالی حفاظت شده ژن ( IDF/IDR یاختصاص

ZmGLP(  آغازگر وCF/CR  به عنوان کنترل داخلی

  ).2016فو و همکاران، ( )3جدول ( شددر نظر گرفته 

 میکرولیتر با 20حجم  دراي پلیمراز  واکنش زنجیره

براي . دانجام ش) شرکت سیناژن(آماده  2مستر میکس

 10به میزان  PCRمیکرولیتر واکنش  20تهیه حجم 

 08/0، حاوي 2Xغلظت ( میکرولیتر مستر میکس آماده

 4/0و  MgCl2 مولار یلیم 3پلیمراز،  Taqواحد آنزیم 

 آغازگر جفتاز  تریکرولیم dNTPs( ،5/0میلی مولار 

 4/0 ،)پیکومول IDF/IDR )10اختصاصی بنیه 

 2و  CF/CRکنترل داخلی  از جفت آغازگر تریکرولیم

دماي . استفاده شد )نانوگرم 50(الگو  DNAمیکرولیتر 

 مشخصشیب دمایی  با تنظیماتصال هر آغازگر بهینه 

  .گردید

سایکلر واز دستگاه ترم واکنشبراي انجام این 

(Eppendorf) هاي حرارتی براي  چرخه. استفاده شد

شامل تکثیر با آغازگرهاي مورد استفاده با تغییراتی 

 3به مدت  C°95سازي اولیه در دماي  مرحله واسرشته

 C°94سازي در دماي  چرخه شامل واسرشته 35دقیقه، 

ثانیه، اتصال آغازگرها در دماي بهینه شده  30به مدت 

C°60  ثانیه، گسترش در دماي  30به مدتC°72 

، سپس یک مرحله گسترش ثانیه 30درجه به مدت 

  .دقیقه بود 5مدت  درجه به C°72نهایی در دماي 

 توسطپلیمراز  يا زنجرهمحصول واکنش الکتروفورز 

به مدت یک ساعت  75تحت ولتاژ  درصد 5/1ژل آگارز 

در  Gel Red (Biotium)یرنگمحلول  .انجام شد

عکس مناسبی بوسیله  و استفاده گردید يزیآم رنگ

ثبت و  (UV)دستگاه ژل داك تحت نور ماوراء بنفش 

  .ذخیره شد

مختلف با استفاده از  هاي یشآزمامربوط به  يها داده

مورد تجزیه قرار گرفت ) 9نسخه ( SAS يآمارنرم افزار 

سطح  در LSD و مقایسه میانگین تیمارها نیز با آزمون

  .درصد صورت پذیرفت 5احتمال 

 

                                                             
2 Master Mix 
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  و بحث نتایج

 يها اهچهیگبذرهاي با (استاندارد  یزن جوانهمیانگین 

گین حداکثر درصد ظهور درصد و میان 89حدود ) عادي

بذرها بطور . درصد است 6/68گیاهچه در مزرعه حدود 

 50ساعت پس از شروع جذب آب به  140میانگین در 

این زمان براي . درصد ظرفیت ظهور مزرعه رسیدند

. ساعت بود 176 یزن جوانهدرصد ظرفیت  90رسیدن به 

حاصله در  يها اهچهیگن میانگین وزن خشک یهمچن

گرم بوده و داراي میانگین ارتفاع  39/1 مزرعه حدود

میانگین . روز از کشت بود 20متر بعد از سانتی 4/35

  .)3جدول (. بوده است 1/17 ها اهچهیگارتفاع 

آزمایشگاهی و  يها آزموننتایج تجزیه واریانس 

تیمار نمونه بذر  اثر ،)5و  4جدول ( کیفیت بذر يا مزرعه

د ظهور بذر در مزرعه، استاندارد، درص یزن درصدجوانهبر 

خشک گیاهچه و  درصد ظهور گیاهچه، وزن 50زمان تا 

در سطح احتمال یک درصد  را ضریب تغییرات ارتفاع

کیفیت  اظهار نمود توان یمبنایراین . نشان داد دار یمعن

 يها نیلا يها نمونهفاوت بوده و در بذرها متفیزیولوژیک 

  .است متفاوت يدار یمعنبطور بنیه بذر والدینی 

 يها شاخصبر بذر  نمونهنتایج مقایسه میانگین اثر 

نشان داد که کیفیت بذر  يا مزرعهآزمایشگاهی و 

و نمونه  بیشترین و سیزده سه ،شماره یک يها نمونه

 را داشتنددرصد ظهور بذر در مزرعه  کمترین 14شماره 

درصد  13 یش ازبا توجه به اختلاف ب .)6جدول (

در درصد ظهور  يدار یمعنختلاف نتیجه گرفت ا توان یم

اختلاف  .وجود دارد ها نمونهبین گیاهچه در مزرعه 

در بذر تفاوت بنیه  دهنده نشانگیاهچه ظهور  موجود در

  .است مختلف يها نیلا

 و K1264/1 يها نیلا یببه ترت 14و  12 يها نمونه

K1263/4 همچنین  .را داشتندبذر  یهبن کمترین

و شاخص وزن خشک و ارتفاع یک و سه در د يها نمونه

بیشترین  ،مهم بنیه بذر يها شاخص از در مزرعه گیاهچه

 14و  12شماره  يها نمونهدر حالیکه  ندمقادیر را داشت

داراي وزن خشک و ارتفاع گیاهچه  يدار یمعنبطور 

 14ماره در مجموع، نمونه ش. )6جدول ( بودند کمتري

سبز شدن در  و یزن جوانهنمونه از نظر بنیه  نیتر فیضع

و به عنوان مهمترین نمونه هدف براي  ه شدنظر گرفت

 InDel9 آلل مطلوب سایتبررسی وجود یا عدم وجود 

  .در ژن کوپین مورد بررسی قرار گرفت

ژن  InDel9یت سـا بررسی وجود یا عدم وجود  نتایج

ZmGlp  با آغازگرهاي کنترل داخلی نمونه بذري 14در 

را تکثیـر  وتئین کـوپین  جفت بازي از ژن پـر  404قطعه 

 يا رهی ـزنجواکنش صحت  به عنوانکنترل داخلی نمودند 

 باشـد  یم ـ ZmGlpو وجود ژن  ها نمونهدر تمام  مراز یپل

  .)1شکل (

جفت  140بذري قطعه  نمونه 13نمونه بذري،  14از 

. )A، 1شـکل  ( را تکثیـر نمودنـد   اختصاصی ناحیـه  يباز

ــه   ــر قطع ــازي  140تکثی ــه اب ــی ناحی  InDel9ختصاص

رتبط بـا  م ـبه عنوان یک آلل مطلـوب   )اختصاصی ویگور(

و در صورت عدم تکثیر  شود یممحسوب  بنیه بذرویژگی 

بنیـه یـا قـدرت     ارتبـاط بـا   دربه عنـوان آلـل نـامطلوب    

 يهـا  نمونـه با این توصیف همـه  . دیآ یمبشمار  یزن جوانه

مورد ارزیابی داراي آلل مطلوب سـایت   B73 نیلابذري 

InDel9 ــوب در   بود ــه مطل ــده بنی ــه نشــانده دهن ــد ک ن

  .باشد یمبذري موجود  يها نمونه

درصـد   رغـم  یعل K1264/1یا رقم  12شماره  نمونه

بـا تکثیـر   نمونـه   29تمـام  ) 6/59(پایین  نسبتبه ظهور 

 سـایت (آلـل مطلـوب    دادجفت بازي نشـان   140قطعه 

(InDel9 امـا در  وجـود دارد،   12توالی ژن در لایـن   در

در ( فقط یـک بـذر   )K1264/5-1رقم ( 13ره شما نمونه

ــماره   ــذر شـ ــماره   )21بـ ــه شـ ــم ( 14و در نمونـ رقـ

K1263/17 ( جفـت بـاز    140نمونه بذر قطعـه   29تمام

ه ی ـبنآلل مطلـوب  عدم وجود  دهنده نشانتکثیر نشد که 

  .)B، 1 شکل( باشد یم یزن جوانه

 يها روشاز طریق  کند یمحاضر بیان  نتایج تحقیق

رهگیري بذرهاي با قدرت یش ژن مولکولی و پا

هان و همکاران . شود یمامکانپذیر فیزیولوژیک پایین 

 يها پاسخیکی از مهمترین کرده بودند  اعلام) 2014(

 با بنیه ضعیف، آشکارنمودن هايرغربالگري بذچالش 

. باشد یمهاي مولکولی مرتبط با صفات بنیه بذر سازوکار

شناخته  اگر چه پروتئین کوپین عملکرد مشخص و

ژنومی این پروتئین ناشناخته  يها جنبهولی دارد  يا شده

تحقیقات بیشتر در این زمینه دارد  ضرورتمانده است و 

  .انجام شود
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  ي ذرت در آزمایشها نیلامشخصات نمونه  .1جدول 

Table 1. Characteristics of maize line sampsle in the experiment  

 کد نمونه

Sample 
Code 

  رقم نام

Variety 
Name 

  منشاء نمونه

Sample origin   

 کد نمونه

Sample 
Code  

  نام رقم

Variety 
Name  

  منشاء نمونه

Sample origin   

1  B73 
Pars Agro-industrial 
and Livestock Co.  

8  B73 
Seed and Plant 

improvement Institute  

2  B73 
Pars Agro-industrial 
and Livestock Co.  

9  B73 
Seed and Plant 

improvement Institute  

3  B73 
Pars Agro-industrial 
and Livestock Co.  

10  B73 
Pars Agro-industrial and 

Livestock Co.  

4  B73 
Pars Agro-industrial 
and Livestock Co.  

11  B73 
Pars Agro-industrial and 

Livestock Co.  

5  B73 
Pars Agro-industrial 
and Livestock Co.  

12  K1264/1  
Seed and Plant 

improvement Institute  

6  B73 
Pars Agro-industrial 
and Livestock Co.  

13  K1264/5-1 
Seed and Plant 

improvement Institute  

7  B73 
Seed and Plant 
improvement 

Institute  
14  K1263/17 

Seed and Plant 
improvement Institute  

  

  مشخصات و توالی آغازگرهاي مورد استفاده .2جدول 

Table 2. The characteristics and sequence of the primers used 

Annealing Site Primer Sequence (5'-3') 
Annealing 

Temperature 
Reference 

Conserved 
sequence of 
ZmGLP gen 

CF 
CR 

GGGGAAGCGAAGGTTGGGTAT 
CGTTGAAGGCACGGGTAAGC 

60 Fu et al. 2016 
Specific primer/ 

Indel9 
ID-F 
ID-R 

TGTTCCCGAACGGGTCCC 
CGAGGTGGTGAAGCCGAAGAA 

  

 نمونه لاین خالص ذرت 14ي کیفیت بذر در ها شاخصي توصیفی ها آمارهخلاصه برخی . 3جدول 

Table 3. Summary of some descriptive statistics for seed quality index in 14 maize inbred-line samples 

  آماره
Statistics 

درصد 

 یزن جوانه

 استاندارد
Standard 

Germination
%  

درصد ظهور 

 گیاهچه
Field 

Emergence%  

درصد  50زمان تا 

ظهور گیاهچه 

 )ساعت(
Time to 50% of 

Emergence (hour)  

درصد  90زمان تا 

ظهور گیاهچه 

 )ساعت(
Time to 90% of 

Emergence (hour) 

خشک  وزن

 )گرم(گیاهچه 
Dry weight of 

Emerged 
Seedling (g)  

ارتفاع 

گیاهچه 

 )متر یسانت(
Height of 
Seedling 

(cm)  

ضریب 

تغییرات 

 ارتفاع
CV of 

Seedling 
Height  

  Mean 89  68.6  140.3  175.9  1.39  35.4 17.1میانگین 

SD  3.6  10.0  11.9  10.9  3.1  0.4  4.6  
تدرصد ضریب تغییرا  

CV (%) 
4.1  11.2  7.9  6.1  15.8  10.3  9.4  

  

 نمونه لاین ذرت 14بذر  میانگین مربعات در تجزیه واریانس کیفیت آزمایشگاهی. 4جدول 

Table 4. Mean squares in the variance analysis for the laberatory seed quality in 14 maize inbred-line 
samples 

 منابع تغییر

S.O.V 
df 

 ی استانداردزن جوانهد درص

Standard Germination%  

  ** Seed sample  13  69.8نمونه بذر 

  Error  42  3.9خطا 

  غیر معنی دار nsو   0,05معنی دار در سطح * ،  0,01معنی دار در سطح ** 
*:singnificant at P ≤ 0.05; **: singnificant at P ≤ 0.01; "ns" not significant 
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انجام داده ) 2016(ه فو و همکاران در تحقیقی ک

در اگزون پنجم از نواحی  InDel9بودند سایت 

با که  داري معنیارتباط رغم  علی 1داخلی يها فیموت

 يها شاخصدر بذرهاي ذرت داشت ولی  یزن جوانهتوان 

در . نشده بود در نظر گرفتهمناسب براي بنیه بذر 

تبط با مر يها شاخصتحقیق فوق ظهور بذر در مزرعه و 

یط در شرا یزن جوانهآن که نشان دهنده بنیه بذر براي 

یطی است استفاده نشده بود و مشخص نبود که مح

منجر  InDel9وجود یا عدم وجود آلل مطلوب در سایت 

 فعلی پژوهشدر . گردد یمبه چه واکنشی در مزرعه 

 يا مزرعهبر اساس نتایج  ها شاخص سعی بر آن بود که

آلل مطلوب با ظهور وجود باط و ارت وندمقایسه ش

  .ودمزرعه بررسی شگیاهچه در 

 يها طیمحبین  )2016(براساس نتایج فو و همکاران 

ولی اثر  شود یممشاهده  داري معنی اختلافمختلف 

ژنوتیپ براساس تعامل با محیط براي صفات تست شده 

بنابراین بررسی عملکرد وجود یا عدم . نبود دار معنی

ا وجود اثر ژنتیکی، باید در وجود آلل مطلوب ب

مختلف و شرایط متنوع آزمون گردد تا طبق  يها طیمح

نظر ایشان، شناسایی فاکتورهاي ژنتیکی و عوامل بهبود 

 پلاسم ژرمبذر در  یزن جوانهژنتیکی براي صفات مرتبط با 

هر چند براساس . امکانپذیر باشد زیستیمعتدل از نظر 

ل نامطلوب تنها در آل) 2014(نتایج یانگ و همکاران 

) لاین خویش آمیخته 97(معتدله  يها پلاسمژرم 

گرمسیري و نیمه  يها نیلاردیابی گردید و هیچ کدام از 

ولی براساس  .را نداشتندگرمسیري آلل نامطلوب 

نگارنده، هرچند هیبریدهاي اصلاح شده در  يها یبررس

 بطور غالبایران بیشتر از نوع نیمه گرمسیري است ولی 

مناطق معتدله با مناطق  يها نیلاحاصل تلاقی 

والدینی  يها نیلابنابراین بررسی . باشند یمگرمسیري 

در برنامه اصلاحی در ایران از نظر وجود یا عدم وجود 

طراحی نشانگرهاي آلل مطلوب، اجتناب ناپذیر است و 

کمک شایانی  تواند یم یزن جوانهمرتبط با بنیه  یژن درون

ر و انتخاب هیبریدهاي بذو یزن جوانهبلیت به شناسایی قا

 يها نیلابالا از طریق اطمینان از انتخاب  یزن جوانهبا 

  .داراي آلل مطلوب فراهم آورد

                                                             
1 Intermotif region 

رقم  يها نیلابراساس نتایج حاصل، در هیچکدام از 

B73  حذف آلل مطلوب در سایتInDel9  مشاهده

 يها شاخصها در مزرعه نیز داراي  این لاین. نشد

سبز شدن از جمله درصد بالاي ظهور گیاهچه  مطلوب

در مزرعه، وزن خشک بالاي در گیاهچه ظاهر شده و 

ن را از نظر ین لایا. گیاهچه با ارتفاع زیاد برخوردار بودند

ن مناسب یک لای توان یمو سبز شدن  یزن ه جوانهیبن

 يها برنامهد در یبریاستفاده به عنوان والد ه يبرا

  .ذکر کرد یاصلاح

 ه بذر در بـذر شـماره  یوجود باند آلل مطلوب بن عدم

ل عـدم خـالص   ی ـبه دل تواند یم) k1264/5-1ن یلا( 21

 ن رقم باشدیدر ا یکیژنت یمطلوب و وجود ناخالص يساز

 ـ جوانهمثبت  يها شاخصرا همه یز و ظهـور بـذر در    یزن

بانـد آلـل    يگر دارایبذر د 28و در  باشد یممزرعه را دارا 

  .باشد یم InDel9ت یمطلوب سا

ــدر لا ــم ( 14ن شــماره ی ــام  )K1263/17رق  29تم

و آلـل   داشـتند  lnDel9ه ی ـدر ناح یشـدگ  حـذف نمونه 

ج یبـا مراجعـه بـه نتـا    . را نداشتند یزن جوانهه یمطلوب بن

 نی ـکـه لا گردیـد  ه بـذر، مشـخص   ی ـبن يا مزرعـه آزمون 

ن درصد سبز یکمتر یزن جوانه يها شاخصدر  14شماره 

تفـاع  ن وزن و اریز کمتریو ن) صددر 48(شدن در مزرعه 

 يها شاخصاز و  داشتها  نمونه سایر میاناهچه را در یگ

 ـا. سـت یسبز شدن برخوردار ن يمطلوب برا ن بـه  ی ـن لای

 یشده داخل ید معرفیک رقم جدیدر  ين مادریعنوان لا

مراقبت لازم در زمـان   که یصورتاستفاده شده است و در 

د تراکم بوته یرد موجب کاهش شدیسبز شدن صورت نگ

 ـی ـبرید بـذر ه یدر مزرعه تول يمادر  ـا زد ت درصـد   50ر ی

  .خواهد بود زا خسارتخواهد شد که 
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 نمونه لاین ذرت 14بذر  يا مزرعهي کیفیت ها شاخصمیانگین مربعات در تجزیه واریانس  .5جدول 

Table 5. Mean squares in the variance analysis for the seed quality indices in 14 maize inbred-line samples 

 منابع تغییر

S.O.V 

درجه 

آزادي
df 

درصد ظهور 

 گیاهچه
Field 

Emergence
%  

درصد  50زمان تا 

ظهور گیاهچه 

 )ساعت(
Time to 50% of 

Emergence (hour)  

درصد  90زمان تا 

ظهور گیاهچه 

 )ساعت(
Time to 90% of 

Emergence (hour)  

خشک  وزن

 )گرم(گیاهچه 
Dry Weight 
of Emerged 
Seedling (g)  

ارتفاع گیاهچه 

 )متر یسانت(
Height of 

Seedling (cm)  

ضریب تغییرات 

 ارتفاع
CV of 

Seedling 
Height  

  Block 2  13.6 ns  0.39 **  75.0 ns  10.7 ns  5.8 ns  5.3 nsتکرار 

  نمونه بذر 

Seed sample  
13  212.1 **  260.6**  150.0 ns  19.6 **  19.0 ns  60.6**  

  Error  26  50.8 123.4  116.0 4.8  13.2  20.6خطا 

  غیر معنی دار nsو   0,05معنی دار در سطح * ،  0,01معنی دار در سطح ** 
*:singnificant at P ≤ 0.05; **: singnificant at P ≤ 0.01; "ns" not significant 

  رتنمونه لاین ذ 14ي ظهور بذر در ها شاخصمقایسه میانگین . 6جدول 

Table 6. Mean comparison for seed quality indices in 14 maize inbred-line samples 

  نمونه بذر
Sample 
Code  

 یزن جوانهدرصد 

 استاندارد
Standard 

Germination%  

درصد ظهور 

 گیاهچه
Field 

Emergence%  

درصد  50زمان تا 

ظهور گیاهچه 

 )ساعت(
Time to 50% of 

Emergence 
(hour)  

 90مان تا ز

درصد ظهور 

 )ساعت(گیاهچه 
Time to 90% of 

Emergence 
(hour)  

خشک  وزن

گیاهچه 

 )گرم(
Dry Weight 
of Emerged 

Seedling 
(g)  

ارتفاع گیاهچه 

 )متر یسانت(
Height of 

Seedling (cm)  

ضریب 

 تغییرات ارتفاع
CV of 

Seedling 
Height  

1  94.0 80.0 143.3 171.4 1.7 36.1 13.3 

2  89.0  71.3  148.6  179.2  1.2  31.9  18.5  

3  95.0  80.0 122.0  174.7  1.8  40.2  11.5  

4  93.0  78.0  128.0  181.9  1.3  36.2  13.8  

5  86.0  65.3  148.3  181.5  1.1  31.8  21.3  

6  90.0  70.7  142.1  174.5  1.4  36.7  15.1  

7  89.0  66.7  138.3  171.9  1.4  34.6  15.7  

8  82.0 63.3  132.5  170.7  1.3  33.9  17.1  

9  91.0  71.3  144.1  173.2  1.5  35.2  24.7  

10  88.0  70.0  145.0  181.7  1.2  38.6  21.2  

11  89.0  73.3  139.0  168.9  1.5  36.8  13.2  

12  82.0 59.7  139.1  170.4  1.2  31.1  16.8  

13  94.0 80.0 143.3 171.4 1.7 36.1 13.3 

14  86.0  48.1 156.2 189.6 0.9 26.6 16.8 

LSD 
0.05 

5.1  13.3  18.8  18.2  0.37  6.16  2.75  
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شماره  نمونه B73 (لاین  -Aمرتبط با صفت بنیه در دو رقم ذرت  InDel9در ناحیه کنترل داخلی و سایت  ZmGLPتکثیر ژن  رخ نیم. 1شکل 

5 (B-  رقمK1263/17 ) 14نمونه شماره(. محصول : 30تا  1PCR  گر تکثیر شده توسط دو جفت آغـازCF/R )  404بـا قطعـه   ) کنتـرل داخلـی 

عدم  Bجفت بازي و در شکل  140قطعه  InDel9تکثیر سایت  Aدر شکل . InDel9از سایت چندشکل  IDF/Rجفت بازي و جفت آغازگرهاي 

  کنترل منفی: NC. جفت بازي 100کش ژنومی  خط: InDel9 .Mتکثیر سایت 

Fig. 1. Amplification profile of ZmGLP gene with the internal control region and InDel9 site related to seed 
vigor in two maize variety. A: No. 5 of B73 line, B No. 14 of K1263/17. 1- 30 product PCR CF/R primers 
(internal control) amplified 404 bp and IDF/R primers (Indel9 polymorphic site). A, Amplification of 140 bp 
in InDel9 and B, Absence of indel9 site. M: Genomic ruler 100 bp. NC: Negative Control 

  

بـذري   يهـا  نمونـه  یمولکـول نتایج حاصل از ارزیابی 

وجــود آلــل مطلــوب در ســایت  ذرت در مطالعـه حاضــر، 

InDel9  ــلادر ژن را ــا نیـــ و  B73 ،K1264/1 يهـــ

K1264/5-1 ـ تائید نمود  کـه   K1263/17در رقـم   یول

 شده کشور است یاز ارقام زودرس معرف یکی يوالد مادر

که بیـان کننـده    مشاهده شد InDel9عدم تکثیر سایت 

بـا  حاصـل  نتایج . باشد یمعدم وجود آلل مطلوب در رقم 

 ـ  تطابقت بذر یفینتایج آزمایشگاهی ک  یکامل نداشـت ول

ن یبنـابرا  .داشـت  مطابقـت  يا مزرعـه ت بذر یفیکبا نتایج 

ا عدم وجود آلل مطلـوب  ین وجود یارتباط ب یابیارز يبرا

 یشـگاه یآزما يهـا  دادهه بذر، بهتر اسـت فقـط بـه    یبا بن

 ریتـأث زان ی ـن میـی تع يو بـرا  هبذر اکتفا نکـرد  یزن جوانه

 يهـا  دادهت بـذر، از  ی ـفیک درا عدم آلل مطلـوب  یوجود 

کـه   در مزرعـه  ه بـذر ی ـبن يهـا  آزمـون ا ی ـت بـذر و  یفیک

  .نموداستفاده  دهد یمنشان  ییبالا یمبستگه

  

   يریگ جهینت

از  ها آنن که تعداد زیادي از یدر حال حاضر صدها لا

ذرت  ينژاد به يها برنامهوارد  باشند یمز یاقلیم معتدله ن

، قبل از تعیین مطالعه حاضربا توجه به نتایج  .شوند یم

هتروتیک و ارزیابی هتروزیس که مستلزم  يها گروه

جهت  ينژاد بهف هزینه زیادي است، در مراحل اولیه صر

سرعت بخشیدن به ارزیابی بنیه و توان سبز شدن در 

هاي مولکولی با  در ابتدا از تست توان یممزرعه 

بهره جست و  InDel9براساس  درون ژنینشانگرهاي 

را براي کسب اطمینان از وجود  ها نیلاغربالگري اولیه 

ژنتیکی لاین اصلاح شده جدید آلل مطلوب و بنیه بالاي 

 کمک قابل توجهی در تواند یماین امر . انجام داد

A 

B 
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رقم با بنیه بالا و ظهور  ينژاد بهفرایند پیشرفت 

 يها ضعفیکی از . قوي در مزرعه نماید يها اهچهیگ

ذرت کشور، عدم بررسی مناسب  ينژاد به يها برنامه

 .تکنولوژیک بذر در برنامه اصلاحی است يها شاخص

راهی سریع و کم  تواند یمپایش اولیه مولکولی  يها روش

هزینه در بررسی مهمترین شاخص کیفیت بذر یعنی 

همچنین با توجه به . بذر در مزرعه باشد یزن جوانهبنیه 

 وارداتیاخلی و دمعرفی تعداد زیادي رقم هیبرید ذرت 

تجاري ذرت هیبرید  يها نیلا توان یماخیر،  يها سالدر 

ا استفاده از این روش آزمون نمود تا احتمال کشور را ب

وقوع بدسبزي در فرآیند تولید بذر را مشخص و 

لازم را براي پیشگیري از خسارت احتمالی  يها هیتوص

  .ارائه نمود

از بذر را به عنوان  کیفیتیاینکه این روش تا چه 

بستگی به استفاده از  ردیگ یمبنیه پایین در نظر 

پایین در سطوح  يها هیبنبا  متعدد لاین يها نمونه

مختلف دارد که در تحقیقات قبلی هم مشخص نشده 

مشکل اصلی براي ادامه این نوع تحقیقات، داشتن . است

بذرهایی با بنیه پایین در دامنه وسیعی از کیفیت بذر 

حل این مساله نیازمند انجام تحقیقات بعدي در . است

 رسد یمنظر اما آنچه که قطعی به . باشد یماین زمینه 

این روش براي اطمینان از بنیه بالاي ژنتیکی  اینست که

با توجه به  .باشد یم مؤثربذرها بسیار مفید، سریع و 

 گردد یمپیشنهاد  مطالعه حاضرآمده در  دست بهنتایج 

در ژن  InDel9سایت  ارتباطهاي بیشتر  بررسیبراي 

و  ینز جوانههاي با درجات متفاوت  مرتبط با بنیه از لاین

هاي فنوتیپی صفت بنیه و  بنیه بذر به همراه بررسی

هاي مرتبط با همبستگی فنوتیپ و  تجزیه و تحلیل

تمام  شود یمهمچنین توصیه . گرددیپ استفاده ژنوت

ذرت کشور با  ينژاد بهذرت موجود در برنامه  يها نیلا

از نظر بنیه ژنتیکی بذر غربال  مذکور نشانگر مولکولی

تجاري موجود نیز براي بررسی ژنتیکی  يها نیلاشوند و 

احتمالی، با روش  يها يبدسبزبنیه بذر و پیشگیري از 

  .آزمون گرددمولکولی 

  

 سپاسگزاري

موسسه محترم بدینوسیله از ریاست و کارکنان  

، محققان محترم تحقیقات ثبت و گواهی بذر و نهال

موسسه تحقیقات اصلاح و تهیه نهال و بذر، مدیران 

ی کشت و صنعت و دامپروري پارس و شرکت مل

کارشناسان مرکز تحقیقات کشاورزي و منابع طبیعی 

پروژه این براي همکاري در اجراي  )مغان(استان اردبیل 
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Research Article 

Determining the performance of ZmGLP functional marker as a suitable 
index to evaluate maize seed vigor 

Enayat Rezvani Khorshidi1*, Mohammad Reza Jazayeri1, Leila Sadefgi2, Mohammad 

Rahmani2, Farshid Hassani1, Bita Oskoii1, Seied Hosein Jamali1, Amir Ali Karimi2 

Extended Abstract: 
 Introduction: Production of high-quality seeds to stabilize crop yield is an important challenge for 

breeders. One of the most important answers to this challenge is to clarify the molecular mechanisms 
associated with seed vigor characteristics. Functional proteins of Cupin superfamily are among the molecules 
in signaling pathway. Previous research has shown that in maize, a storage protein similar to the functional 
Cupin superfamily protein called ZmGLP is effective in seed germination. However, in the previous 
experiments, suitable indicators were not used to assess seed vigor and its relationship with field 
establishment. So, it is needed to study the performance of ZmGLP in predicting field emergence to complete 
the previous research. 

 Materials and Methods: An experiment was performed on 14 samples of commercial inbred maize lines. 
In this experiment, in addition to the laboratory evaluation of seed germination, field indices of physiological 
seed quality including the percentage of seedling emergence in the field, time to 50% seedling emergence, 
time to 90% seedling emergence, seedling dry weight, seedling height and coefficient of variation of seedling 
height was also assessed. In the polymerase chain reaction, two pairs of primers (CF / CR primers and IDF / 
IDR primers) were used to identify the DNA sequence of the Cupin. 

Results: The results show that the seeds were different in terms of physiological quality. The lowest 
percentage of germination in laboratory was related to K1264/1, while the lowest physiological quality of 
seeds in field indices was observed in K1263/17. The molecular test confirmed the presence of the desired 
allele at the InDel9 site of vigor-related genes in the three samples of B73, K1264/1, and K1264/5-1, but no 
amplification band of the InDel9 site was observed in all K1263/17 seed samples. Due to the fact that line 
K1264/1, which had the lowest germination percentage in the laboratory, had an amplification band at this 
related site to vigor, it is not enough to rely on the results of the laboratory germination test to investigate the 
relationship between this gene and seed vigor. The field emergence test and seed vigor test that have a good 
prediction of field emergence must be used in these studies. 

Conclusions: According to the results of this experiment, molecular tests with functional markers based 
on Indel9 can be used to accelerate the evaluation of vigor, especially when the breeder is breeding a new 
line or hybrid. It is a useful, rapid, and effective molecular method to predict seed emergence in the field and 
screen the lines to ensure the genetic strength of the germination of the lines, especially in the temperate 
germplasms of corn. Finally, it is necessary to determine the threshold of low vigor during seed quality 
investigation in different cultivars, and relationship between the presence or absence InDel9 site should be 
considered in future research. 
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Highlights: 
1- The feasibility of using molecular markers to determine the seed vigor of corn lines in the field was 

studied and optimized for the first time. 
2- The results of physiological quality assessment of seeds in the field for the studies related to the 

relationship between molecular markers and seed vigor were exploited for the first time. 
3- The Indel9 site and molecular markers related to seed vigor in the field were introduced. 
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