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Background and Objectives: The quantitative traits are severely 
influenced by environmental factors, the most important result of which is 
that the relationship between genotype and phenotype remains hidden, 
incompletely or completely. Therefore, it is very important for the breeder 
to know the effect of the environment on quantitative traits. One of the 
important quality characteristics in wheat breeding is the quality of stored 
proteins. Glutenins with low molecular weight have an effect on the 
formation of large glutenin polymers and the elasticity of the dough, and all 
products made from bread wheat require a dough with large elasticity.  
The goals of the present research are to investigate the interaction effect  
of genotype × environment using univariate methods in advanced 
backcrossing lines of bread wheat, to identify and introduce lines with high 
and stable economic performance and improved cultivars containing 
desirable alleles of glutenin with low molecular weight. 
 
Materials and Methods: In current research, the stability of grain yield of 
five advanced backcross lines of bread wheat (BC2F6) along with their 
parents in the form of a randomized complete block design with three 
replications in three locations of Tehran, Kermanshah and Gorgan and 
cultivation years (2017-2018) and (2018-2019) were investigated. Each 
line was planted in plots with eight rows of four meters length with 25 cm 
distance. DNA extraction was done according to Doyle and Doyle (1987) 
method. The quality and quantity of extracted genomic DNA were 
evaluated using 0.8% agarose gel electrophoresis. PCR reaction for 
amplification of marker fragments was performed using four pairs of 
allele-specific primers of low molecular weight glutenin encoding genes in 
a volume of 15 microliters. Separation of amplified marker fragments were 
done using 2% agarose gel electrophoresis. 
 
Results: The results of composite variance analysis showed a highly 
significant difference at one percent probability level for the effect of 
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environment and interaction effect of genotype × environment. No 

significant difference was observed between the studied genotypes for 

grain yield. Based on the results obtained from Rick, Eberhut and Russell's 

equivalence and the coefficient of phenotypic changes of genotype L4, 

based on the results of Finley and Wilkinson's method and the stability 

variance of Shokla genotype L3 and L4 and based on methods of Plaisted 

and Peterson and Plaisted genotype 4 as stable line with high performance 

compared to the other tested genotypes. In the investigation of the allelic 

diversity of glutenin subunits with low molecular weight, the results 

showed that the size of the replication bands between the recurrent parent 

of Typhoon and the five lines resulting from backcrossing (L1, L2, L3, L4 

and L5) in four primers were investigated. 

 

Conclusion: In the general summary of the methods used, the L4 genotype 

is introduced as a stable line with high performance, and to obtain the 

maximum performance, it is suggested to cultivate this line in the 

investigated environments. Four gene loci controlling glutenin with low 

molecular weight investigated as an effective factor in bakery value have 

been transferred from the periodic parent Typhoon, which is a cultivar with 

high bakery quality, to the progeny resulting from backcrossing, so the 

progeny have high bakery quality. 
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   هاي کلیدي: واژه
  پایداري عملکرد، 

  تنوع آللی، 
واحدهاي گلوتنین با وزن زیر

  مولکولی پایین، 
     گندم نان

  

گیرند که  تأثیر عوامل محیطی قرار می صفات کمی به مقدار زیادي تحت مقدمه و هدف:
باشد.  طور ناقص و یا کامل می بین ژنوتیپ و فنوتیپ به  آن مخفی ماندن رابطه  ترین نتیجه مهم

یکی از نژادگر بسیار مهم است.  اطلاع از میزان تأثیر محیط روي صفات کمی براي به بنابراین
هاي  اي است. گلوتنین هاي ذخیره خصوصیات کیفی مورد توجه در اصلاح گندم، کیفیت پروتئین

ثیر أپذیري خمیر ت کششمرهاي بزرگ گلوتنین و  با وزن مولکولی پایین برروي تشکیل پلی
باشند.  پذیري بالا می هاي حاصل از گندم نان نیازمند خمیري با کشش دهفرآور  ههمدارند و 
ره در متغی هاي تک تفاده از روشاسا بمحیط × پ ژنوتیل متقابر اثی بررسحاضر،  پژوهشاهداف 

ادي اقتصهاي داراي عملکرد ی لاینمعرفایی و شناسهاي تلاقی برگشتی پیشرفته گندم نان، لاین
  باشند.  هاي مطلوب از گلوتنین با وزن مولکولی پایین می حاوي آللدار و پایالا و ب

  

پایداري عملکرد دانه پنج لاین تلاقی برگشتی پیشرفته گندم  پژوهشدر این  ها: مواد و روش
هاي کامل تصادفی با سه تکرار در  ها در قالب طرح بلوك ) همراه با والدین آنBC2F6نان (
) مورد بررسی 1397-98) و (1396- 97هاي زراعی ( رگان و سالهاي تهران، کرمانشاه و گ مکان

 25هایی باهشت خط چهار متري با فاصله خطوط  ها در کرت قرار گرفت. هر یک از لاین
به روش دویل دویل صورت گرفت. کیفیت و کمیت   DNAمتر کاشته شد. استخراج سانتی
درصد ارزیابی  8/0ژنومی استخراج شده با استفاده از الکتروفورز ژل آگارز   DNAهاي نمونه

براي تکثیر قطعات نشانگرها با استفاده از چهار جفت آغازگر آلل اختصاصی  PCRشد. واکنش 
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میکرولیتر انجام شد. جداسازي 15هاي رمزدهنده گلوتنین با وزن مولکولی پایین در حجم  ژن

 وسیله الکتروفورز ژل آگارز دو درصد انجام شد. شده بهقطعات نشانگرهاي تکثیر 
 

داري را در سطح احتمال یک نتایج حاصل از تجزیه واریانس مرکب اختلاف معنی ها: یافته

هاي مورد بررسی  محیط نشان داد. بین لاین× درصد براي اثر محیط و اثر متقابل ژنوتیپ 

اکوالانس دست آمده از  بر اساس نتایج بهداري براي عملکرد دانه مشاهده نشد.  اختلاف معنی

فینیلی و  ، براساس نتایج روشL4ریک، ابرهات و راسل و ضریب تغییرات فنوتیپی لاین 

پلیستد هاي  و بر اساس روش L4و  L3هاي شماره  ویلکینسون و واریانس پایداري شوکلا لاین

هاي مورد  سایر لاینپایدار با عملکرد بالا نسبت به عنوان لاینبه L4و پیترسون و پلیستد 

پایین در آزمایش معرفی گردیدند. در بررسی تنوع آللی زیر واحدهاي گلوتنین با وزن مولکولی 

اي تایفون و پنج  دست آمده بیانگر شباهت اندازه باندهاي تکثیري بین والد دوره مجموع نتایج به

 ( در چهار آغازگر مورد بررسی بود.L5و  L1 ،L2 ،L3 ،L4لاین حاصل از تلاقی برگشتی )
 

عملکرد  باعنوان لاین پایدار  به L4هاي مورد استفاده لاین  بندي کلی روش در جمع گیری: نتیجه

هاي مورد بررسی  دست آوردن حداکثر عملکرد، کشت این لاین در محیط بالا معرفی و براي به

شوند. چهار مکان ژنی کنترل کننده گلوتنین با وزن مولکولی پایین مورد بررسی  پیشنهاد می

یی بالا اي تایفون که رقمی با کیفیت نانوا ثر در ارزش نانوایی، از والد دورهؤعنوان عامل م به

رود نتاج از  نتاج حاصل از تلاقی برگشتی منتقل گردیده است. بنابراین احتمال میباشد، به می

 باشند. کیفیت نانوایی بالایی برخوردار می
 

 ارزیژابی اایژداری عملدژرد    (. 1404) نژژاد، للیژ    اصغر، کردنائیج، علاءالدین، زینلی نژاد قمی، علی جعفری نظرآبادی، طیبه، نصراله: استناد

 . (.Triticum aestivum Lهای ایشرفته گنژد  نژان )   دانه و تنوع آللی زیر واحدهای گلوتنین با وزن مولدولی اایین در لاین

  .41-57(، 2) 32، های تولید گیاهی اژوهشنشریه 

                     DOI: 10.22069/jopp.2024.22278.3131 
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  مقدمه
 .Triticum aestivum L گندم نان با نام علمی

). 1است ( جهان جمعیت سوم یک اصلی غذاي
خشکی در گیاهان همراه با حفظ افزایش تحمل به

ترین چالش قرن حاضر  پایداري عملکرد بزرگ
ارقامی که در مناطق مختلف  ).2نژادگران است ( به

داراي تنش خشکی بتوانند عملکرد بالاتري تولید کنند 
هاي مختلف و در مناطق  چنین بتوانند در سال و هم

عنوان گوناگون پایداري عملکرد خود را حفظ کنند، به
). اثر متقابل ژنوتیپ 3ارقام موفق تلقی خواهند شد (

نباتات و  اصلاح در محیط یکی از مسائل مهم× 
 هايرقم گسترش در که است مطالعات صفات کمی

 به ).4باشد (می فراوان داراي اهمیت شده اصلاح
هاي  ها در محیط تفاوت پاسخ عملکرد ژنوتیپ

اثر  گویند. محیط می× مختلف، اثر متقابل ژنوتیپ 
پذیري  محیط اثر منفی روي وراثت× متقابل ژنوتیپ 

تر باشد، بهبود  پذیري یک صفت کم دارد. هرچه وراثت
براي  تر خواهد بود. طریق گزینش مشکلآن صفت از 

× تصحیح علت یا علل ژنتیکی اثر متقابل ژنوتیپ 
ژن (مثلاً محیط، اگر صفاتی که وراثت منوژن یا دي
محیط × حساسیت به بیماري) علل اثر متقابل ژنوتیپ 

ی تجاري توان در یک رقمد در این صورت میباشن
ژنتیکی  مقاومت یا تحمل را ادغام کرد و علت یا علل

محیط را تصحیح و اثر متقابل را × اثر متقابل ژنوتیپ 
کاهش و حداکثر تولید را داشت. براي صفاتی که 

اي دارند (مثل صفات کمی)، اصلاح وراثت پیچیده
اي، قبل از جمعیت از طریق روش انتخاب دوره

دست آوردن هاي والدینی براي بهوجود آوردن لاین به
  ).4کن است لازم باشد (ها ممهیبریدها یا رقم

هاي  محیط روش× براي مطالعه اثر متقابل ژنوتیپ 
). تجزیه پایداري 5آماري متعددي پیشنهاد شده است (

بردن توان براي پی ترین روشی است که از آن می مهم
محیط استفاده و ارقام × به ماهیت اثر متقابل ژنوتیپ 

آن شناسایی و مورد  سازگار و پایدار را باتوجه به
شامل  پایداري تجزیه هايروشاستفاده قرار داد. 

هاي  ناپارامتري و پارامتري است که روش هايروش
و  متغیره استمتغیره و چند پارامتري خود شامل تک

هاي روشدر . هاي پیوسته کاربرد دارند در مورد داده
اي که براي  ه معیارهاي نمونههم متغیره پارامتري تک

روند از یک  کار می هگیري پایداري ژنوتیپی ب اندازه
کنند.  طرفه ژنوتیپ و محیط استفاده میجدول دو

متغیره عبارتند  هاي پارامتري تکتعدادي از این روش
 1اکووالانس ریک ،)CViاز: ضریب تغییرات ژنوتیپ (

)Wi
σi( 2واریانس پایداري شوکلا ،)2

هاي  )، روش2
خطی، روش فینلی و مبتنی بر تجزیه رگرسیون 

و  θᵢ ، پلیستد3هارت و راسل ویلکنسون، روش ابر
 ) از بزرگی6() 1962( ریک .θ₍ᵢ₎پلیستد و پیترسون 

عنوان معیاري براي سهم هر ژنوتیپ در اثر متقابل به
سنجش میزان پایداري در این روش استفاده کرد. 

دار بودن این پارامتر وجود  امکان انجام آزمون معنی
بر ندارد، زیرا فاقد هرگونه توزیع آماري خاص است. 

) رگرسیون 7) (1993طبق نظر روماگوسا و فوکس (
ساده خطی، یک مدل مفهومی براي پایداري ژنوتیپی 

ند و پرکاربردترین تکنیک آماري در اصلاح ک ارائه می
) 8( 1963فینلی و ویلکنسون در سال  نباتات است.
اساس عملکرد یک رگرسیون خطی بر براي هر رقم

ها در هر محیط  رقم  بر روي میانگین عملکرد همه رقم
هایی که  ها بیان داشتند ژنوتیپ دست آوردند. آن به

) هستند =1bداراي شیب برابر یک یا نزدیک یک (
ها بوده و پایدار  محیط  داراي سازگاري عمومی به همه

 فینلی و ویلکنسونتري از مدل  یافته مدل تکاملباشند.  می
ارائه گردید. ) 9( )1966( هارت و راسل توسط ابر

                                                
1  - Wrickes ecovalance 
2- Shukla Stability variance 
3- Eberhart and Russel 
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Sdiها انحراف از رگرسیون ( آن
) را علاوه بر شیب 2

ها پیشنهاد  خط رگرسیون، در ارزیابی پایداري ژنوتیپ
ام در آزمایش را i). واریانس محیطی سهم 4کردند (

بخش گیرد.  محیط اندازه می× اثر متقابل ژنوتیپ به
عنوان یک جزء ثابت و اعظم جامعه ایرانی، نان را به

 ). یکی10کنند ( مهم در الگوي غذایی خویش تلقی می
از خصوصیات کیفی مورد توجه در اصلاح گندم، 
کیفیت پروتئین است که بر ارزش نانوایی اثر 

گذارد. این پروتئین به دو دسته گلوتن و غیرگلوتن  می
شود. کیفیت خمیر نان به کیفیت و  گروهبندي می

ها و  کمیت گلوتن بستگی دارد که شامل گلیادین
براي  ). یکی از اهداف مهم11ها است ( گلوتنین

پیشرفت برنامه اصلاحی گندم، کیفیت نانوایی است و 
کنند  ها نقش کلیدي را براي این صفت بازي می گلوتنین

ها را بر اساس وزن مولکولی به دو گروه  گلوتنین ).12(
و  )HMW-GS( 1هاي با وزن مولکولی بالا گلوتنین
) LMW-GS( 2هاي با وزن مولکولی پایین گلوتنین

) گزارش کرد که 2000احمد (شوند.  تقسیم می
هاي با وزن مولکولی پایین در تشکیل  گلوتنین

مرهاي بزرگ گلوتنین و افزایش کشسانی خمیر  پلی
که کیفیت پروتئین و ارزش  ایننقش دارند. باتوجه به

نانوایی تابع شرایط محیطی هستند بنابراین یک رقم 
هاي  هاي متفاوتی را در محیط ممکن است کیفیت

هاي متداول ارزیابی نشان دهد  ر اساس روشمختلف ب
)13 .(  

ثیر أت هایی که تحت تیجه استفاده از روشدر ن
شرایط محیطی نباشد براي تعیین کیفیت نانوایی ارقام 

 LMW-GSتواند موثر باشد. به دلیل اهمیت  گندم می
مشکلاتی که از طریق در کیفیت آرد و باتوجه به

ها وجود دارد،  هاي موجود در شناسایی آن تکنیک
                                                
1- High-molecular-weight glutenin subunit 
2- Low-molecular-weight glutenin subunit 

طراحی و  LMWهاي مختلف  براي شناسایی آلل
). 14ایجاد نشانگرهاي اختصاصی ضروري است (

 پوشانیهم دلیلبه که هایی آلل امکان شناسایی
 وزن با گلوتنین بازیرواحدهاي گلیادین هاي پروتئین

 نشانگرهاي اند توسط مانده ناشناخته پایین مولکولی
  ). 15شده است ( فراهم اختصاصی
) پژوهشی را 1399زاده و همکاران ( کریمی

 ژنوتیپ 19منظور ارزیابی پایداري عملکرد دانه  به
 دهدشت شاهد رقم دوروم به همراه گندم پیشرفته

در پنج  1391-94 زراعی زراعی سال سال سه مدت به
یره متغ هاي پارامتري تک منطقه با استفاده از روش

اکوالانس ریک، ضریب تغییرات، واریانس پایداري 
و پترسون انجام دادند و در نهایت پلیستد شوکلا و 

هاي پایدار از نظر عنوان ژنوتیپچهار ژنوتیپ را به
و همکاران  میرك نجفی). 16عملکرد معرفی کردند (

لاین امیدبخش  18با پژوهشی که برروي  )2018(
 منطقه در طی دو 4هد، در همراه دو شادوروم به گندم

سال انجام دادند. جهت ارزیابی پایداري عملکرد 
 محیطی، واریانس هايهاي مورد بررسی از آماره لاین

 شوکلا، واریانس ریک، اکووالانس تغییرات، ضریب
استفاده  برتري شاخص و رگرسیون خط از فاانحر

عنوان به D-96-18کردند و درنهایت ژنوتیپ شماره 
). 17پایدار با عملکرد بالا معرفی کردند (ژنوتیپ 

 پایداري پارامترهاي از )2006همکاران ( و آکوارا
 ضریب رگرسیون، ضریب اکوالانس ریک، شوکلا،
 منظوررگرسیون به خط از و انحراف محیطی تغییرات

در  و استفاده گندم هايژنوتیپ عملکرد پایداري تجزیه
پایداراز نظر  هايپعنوان ژنوتیبه را ژنوتیپ پنج نتیجه

همکاران  و ). زارعی18کردند ( عملکرد معرفی
 مختلف هايروش خشکی تنش شرایط ) در2012(

مورد مقایسه  نان را گندم هايژنوتیپ پایداري ارزیابی
شوکلا،  پایداري واریانس هايروش بین قرار داده و
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 همبستگی رگرسیون از انحراف و ریک اکووالانس
حاتمی ملکی و  .)19نمودند ( مشاهده داريمعنی

) جهت ارزیابی پایداري عملکرد دانه 2022همکاران (
لاین اصلاحی پیشرفته و دو رقم جو با استفاده از  16

پلیستد هاي مبتنی بر رگرسیون، اکوالانس ریک،  روش
هاي  ، آزمایشی درغالب طرح بلوكو...و پیترسون 

کامل تصادفی با چهار تکرار در پنج نقطه در 
هاي گچساران، گنبد، ایلام، لرستان و مغان  رستانشه

 طی سه سال زراعی مورد آزمایش قرار دادند و با
عنوان ها دو ژنوتیپ را بهاستفاده از این آماره

 ). پور ابوغداره20ها معرفی نمودند ( پایدارترین ژنوتیپ
منظور ارزیابی پایداري عملکرد ) به2022و همکاران (

در مناطق گرمسیري آزمایشی را ژنوتیپ جو  19دانه 
هاي کامل تصادفی با سه تکرار  در غالب طرح بلوك

هاي  در پنج منطقه و دو سال با استفاده از روش
هاي  چنین ضریب تغییرات، روش ناپارامتري و هم

مبتنی بر رگرسیون و... انجام دادند که منجر به معرفی 
ار هاي پاید عنوان ژنوتیپ) بهG10, G12دو ژنوتیپ (

  ).21با عملکرد بالا گردید (
) 1389در مطالعه حسینیان خوشرو و همکاران (

اي در رابطه با زیرواحدهاي  ملاحظه تنوعات آللی قابل
LMW-Gs  رقم تجاري گندم نان ایران با  62در

ها  استفاده از آغازگرهاي اختصاصی مشاهده شد، آن
هفده Glu-B3 هشت آلل،  Glu-A3براي مکان ژنی 

ودو آلل شناسایی  بیستGlu-D3 آلل و براي مکان 
تعیین  پژوهشهدف از انجام این  ).22کردند (

هاي داراي سازگاري عمومی و خصوصی و  لاین
اساس هاي گندم نان بر آللی میان لاین بررسی تنوع

هاي ژنی رمزدهنده  مکانتنوعات مربوط به
زیرواحدهاي گلوتنین با وزن مولکولی پایین 

)LMW-Gsباشد. ) می  
  

  ها مواد و روش
هاي منظور شناسایی لاین، بهپژوهشاین  در

پایدارتر، پنج لاین تلاقی برگشتی پیشرفته گندم نان 
)BC2F6) (BC-1، BC-2 ،BC-3 ،BC-4  وBC-5 (

عنوان والد رقم محلی طبسی بههمراه با والدین (
عنوان  به 1شده اروپایی تایفون اي و رقم اصلاح دورهغیر

(براي سهولت در انجام تجزیه و ها  اي) آن والد دوره
گذاري شدند مطابق  شماره 1- 7ها از شماره کار، لاین
این پنج لاین ) مورد بررسی قرار گرفتند. 1جدول 

لاین تلاقی  130تر در قالب یک پژوهش از بین  قبل
هاي جامع کیفی و  برگشتی پیشرفته و پس از ارزیابی

تن و اجزاي آن انتخاب و گزینش کمی محتواي گلو
اند. در بررسی تنوع آللی زیرواحدهاي گلوتنین  شده

هاي مذکور رقم  باوزن مولکولی پایین علاوه بر لاین
Chinese spring عنوان رقم استاندارد جهت (به

ها) نیز مورد مطالعه قرار گرفت.  ارزیابی دیگر نمونه
تصادفی هاي کامل  پژوهش حاضر در قالب طرح بلوك

ر سه تکرار و در شرایط دیم پیاده شد. در مزرعه ه با
 متر سانتی 25خطوط  متري با فاصله 4خط  8لاین در 

مربع بود. تمامی بذر در متر 400کشت شده و تراکم 
هرز به صورت عملیات زراعی از قبیل مبارزه با علف

هاي  سنبلهدر پایان فصل محصول  دستی انجام شد.
به صورت دستی تري از هر کرت م چهار ردیف هشت 

دست  ههاي ب و وزن دانهشد برداشت و خرمنکوبی 
مربع گیري و در متر اندازه ترازوي دیجیتالآمده توسط 
 زمان در صورت هم حاضر به پژوهش گزارش شد.

هاي گروه اصلاح نباتات  مزرعه تحقیقاتی و آزمایشگاه
و بیوتکنولوژي دانشگاه علوم کشاورزي و منابع 

اجرا در ی گرگان و مناطق تهران و کرمانشاه بهطبیع
هاي آمد. این آزمایش در دو سال زراعی، طی سال

) انجام شد و تجزیه 1397-1398) و (1397-1396(

                                                
1- Taifun 
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مکان) انجام  3سال و  2پایداري براي شش محیط (
  (گرگان، سال زراعی  E1ها شامل  گردید. محیط

97-96 ،(E2 گرگان، سال زراعی) 97-98 ،(E3 
(تهران، سال زراعی  E4)، 96-97 (تهران، سال زراعی

98-97 ،(E5  کرمانشاه، سال زراعی)و 96-97 (E6 
  ) بودند.97-98(کرمانشاه، سال زراعی 

هاي پارامتري مورد استفاده در این تحقیق  روش
  باشد: شرح زیر می به
  

  )CViضریب تغییرات ژنوتیپ (
 

ܥ                      )1( ௜ܸ =

⎝

⎜
⎛ටݏ௜

ଶ

.௜ݔ̅

൙

⎠

⎟
⎞

× 100   

  

siکه در آن، 
میانگین  .௜ݔ̅ ،iواریانس محیطی ژنوتیپ  2

  .iژنوتیپ 
 

Wiاکووالانس ریک (
2(  

  

)2(              ௜ܹ
ଶ = ∑൫ݔ௜௝ − .௜ݔ̅ − ௝.ݔ̅ + ൯..ݔ̅

ଶ  
  

௜ܹ ،در این رابطه
ଶ  شاخص پایداري ریک براي

 ،jدر محیط  iمیانگین عملکرد ژنوتیپ  ௜௝ݔ ،iژنوتیپ 
میانگین  ، ௝.ݔ̅ها  در تمام محیط iمیانگین ژنوتیپ  .௜ݔ̅
  باشد. میانگین کل می ..ݔ̅و   j ها در محیط ه ژنوتیپهم
  

σiواریانس پایداري شوکلا (
2(  

  

௜ߪ                            )3(
ଶ = ቂ ௣

(௣ିଶ)(௤ିଵ)ቃ ௜ܹ
ଶ  

  

−[ ௌௌ(ீா)
(௣ିଵ)(௣ିଶ)(௤ିଵ)]   

  
ها  تعداد محیط Eها و  ژنوتیپ تعداد Gکه در آن، 

  .باشد می

  هارت و راسل روش ابر و روش فینلی و ویلکنسون ،هاي مبتنی بر تجزیه رگرسیون خطی روش
  

ܾ௜ = 1 + ∑൫ݔ௜௝ − .௜ݔ̅ − .௝ݔ̅ + ௝.ݔ̅)൯..ݔ̅ − /(..ݔ̅ ∑൫̅ݔ.௝ − ൯..ݔ̅
ଶ                                                         )4(  

 
ௗ೔ݏ

ଶ = ൫1
e − 2ൗ ൯ ቂ∑൫x୧୨ − xത୧. − xത୨. + xത ..൯

ଶ
− (b୧

ଶ − 1)ଶ ∑(xത .୨ − xത ..)ଶቃ                                         )5(  
  

xij= µ + βiIj + βj + Sij 

  
  θ₍ᵢ₎و پلیستد و پیترسون  θᵢپلیستد 

  
θᵢ= ି௚

(௚ିଵ)(௚ିଶ)(௘ିଵ)
∑ (௘

௝ୀଵ ௜௝ݔ − .௜ݔ − ௝.ݔ + ଶ(..ݔ + ௌௌಸಶ
(௚ିଵ)(௘ିଵ)

                                                     )6(  

  
θ₍ᵢ₎.= ௚

ଶ(௚ିଵ)(௘ିଵ)
∑ (௘

௝ୀଵ ௜௝ݔ − .௜ݔ − ௝.ݔ + ଶ(..ݔ + ௌௌಸಶ
ଶ(௚ିଵ)(௘ିଵ)

                                                        )7(  
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  ها با استفاده از تشخیص نرمال بودن داده
روش آماري  با SPSS 27.0.1 IF 026افزار  نرم

kolomogorov Smirnov  انجام شد. تجزیه
واریانس مرکب با فرض ثابت بودن اثر لاین و 

دار بودن براي معنی Fآزمونتصادفی بودن اثر محیط و 
 منابع تغییر با استفاده از امید ریاضی میانگین همه

مربعات با فرض تصادفی بودن اثر محیط و ثابت بودن 
انجام شد. براي  SAS 9.3افزار  با نرماثر ژنوتیپ 

هاي مختلف  بررسی یکنواختی واریانس خطا در محیط
برداري برگ براي  نمونه استفاده گردید. 1از آزمون لون

چهار برگی   همرحلبه  که گیاهچهزمانی DNAاستخراج 
روش دویل به DNAاستخراج  رسیدند انجام شد

. کیفیت و کمیت ) انجام گرفت23) (1990دویل (
ژنومی استخراج شده بااستفاده از   DNAهاي نمونه

واکنش . شد درصد ارزیابی 8/0الکتروفورز ژل آگارز 
PCR  براي تکثیر قطعات نشانگرها با استفاده از چهار

هاي رمزدهنده  جفت آغازگرهاي آلل اختصاصی ژن
ن با وزن مولکولی پایین طراحی شده توسط گلوتنی

 15) در حجم 24) (2005لانگ و همکاران (
میکرولیتر انجام شد. جداسازي قطعات نشانگرهاي 

وسیله الکتروفورز ژل آگارز دو درصد تکثیر شده به
ها در تیوب PCRبراي انجام واکنش انجام شد. 

هاي ترموسایکر در معرض چرخه PCRدستگاه 
  نه شده قرار گرفتند.حرارتی بهی

  
  .هاي مورد بررسیکد و نام ارقام و لاین -1جدول 

Table 1. Codes and names for studied varieties and lines. 

  کد
Code  

 هانام ارقام لاین
varieties and lines name  

L1 طبسی 

L2 تایفون 

L3 BC-1 
L4 BC-2 

L5 BC-3 

L6 BC-4 

L7 BC-5 
  

  1نتایج و بحث
نتایج حاصل از تجزیه واریانس  2در جدول 

مرکب براي هفت لاین گندم نان در شش محیط (سه 
مکان و دو سال) براي صفات مورد بررسی ارائه شده 
است. از آزمون لون جهت آزمون یکنواختی واریانس 

آزمایشی استفاده گردید. نتایج آزمون لون در خطاهاي 
دار شد. بنابراین  معنیال یک درصد غیرسطح احتم

تجزیه واریانس مرکب و پایداري براي شش محیط 
دست آمده از  نتایج به ها) انجام شد. (تمامی محیط

                                                
1- Leven,s Test 

ها اختلاف بین میانگین لاین تجزیه واریانس مرکب
که صفات داراي  توجه به این با داري دیده نشد. معنی

دار  معنییرضریب تغییرات پایینی هستند، پس علت غ
تواند خطاي آزمایش قلمداد شود.  ها نمیشدن آن

ها براي این صفات  توان گفت که لاین بنابراین تنها می
تجزیه  بنابراینداراي تنوع ژنتیکی کوچکی هستند و 

واریانس نتوانسته است آن را شناسایی کند. توضیح 
فقط میتواند  Fتجزیه واریانس آزمون  که درآن

ها را شناسایی کند اما هاي بزرگ بین ژنوتیپ اختلاف
ها دقیق و کوچک باشند این آزمون موفق  اگر اختلاف
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ها را شناسایی کند اما خود را در  نخواهد شد آن
). اختلاف 25ها نشان خواهد داد ( مقایسه میانگین

براي محیط  داري را در سطح احتمال یک درصدمعنی
دار بودن اثر  محیط نشان داد. معنی× و اثر متقابل لاین 

هاي  محیط به معنی اختلاف اساسی و کلی بین محیط
× دار بودن اثر متقابل لاین باشد. معنی مورد بررسی می

هاي مختلف در محیط به این معنی است که لاین
هاي متفاوت واکنش یکسانی ندارند و اختلاف محیط

ها از یک محیط به محیط دیگر متفاوت بین لاین
چنین  هاي پایدار و هم جهت یافتن لاین بنابرایناست، 

هاي خاص، تجزیه  هاي مناسب براي محیط یافتن لاین
ناپذیر  محیط اجتناب× و تحلیل اثر متقابل ژنوتیپ 

) که بر 1991( همکاران و مطالعات کنگ است. در

واریانس ذرت انجام شد، تجزیه  ژنوتیپ پنج روي
نشان داد  دار محیط را معنی× ژنوتیپ  متقابل مرکب اثر

)26(.   
دار باشد و یرمعنیمحیط غ× اگر اثر متقابل لاین 

هاي متقاطع باشد، نیازي به تکرار آزمایشیا از نوع غیر
ه همزراعی در زمان و مکان وجود ندارد، زیرا در 

ها یک لاین بهترین عملکرد را خواهد داشت و محیط
ها فقط کشت در یک مکان کفایت  هت ارزیابی لاینج

کند. اما در صورت وجود اثر متقابل متقاطع، می
هاي مختلف متفاوت خواهد ها در محیطواکنش لاین

گران یک  بود، بنابراین بررسی پایداري توسط اصلاح
  شود.  ضرورت محسوب می

  
  .هاي گندم واریانس مرکب صفت عملکرد لاینتجزیه  -2جدول 

Table 2. Composite analysis of variance of yield traits of wheat lines. 
  منابع تغییر
S.O.V. 

  درجه آزادي
df  

  مجموع مربعات
Sum of Square  

 میانگین مربعات
Mean of Square  

  محیط
Environment (E) 

5 505526 **101105 

  در محیط)(تکرار  1خطاي 
Error 1 (Replication × E) 

12 79889 6657  

  لاین
Line 

6 42287 ns 7048 

  محیط× لاین 
× Environment Line 

30  124321 **4144 

  2خطاي 
Error 2  

72  133854 1859  

  کل
Total 

125  885877   

  ضریب تغییرات (درصد)
CV%  

 14.84  

ns ،* ،** در سطح پنج و یک درصدداري  داري، معنی ترتیب عدم معنی به 
ns, *, ** are non-significant and significant and significant at 5 and 1% at probability levels, respective 

  
) از ضریب 27( 1978فرانسیس و کننبرگ در سال 

منظور تعیین پایداري ارقام ذرت  تغییرات ژنوتیپی به
استفاده کردند. ضریب تغییرات ژنوتیپی نیز سهم 

× ام در آزمایش را در اثر متقابل ژنوتیپ iژنوتیپ 
محیط و در واقع انحراف یک ژنوتیپ از میانگین 

طبق  گیرد. بر ها را اندازه می ه محیطهمها در  ژنوتی
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ات آن این معیار ژنوتیپی پایدار است که ضریب تغییر
دست تر باشد. پایداري ژنوتیپی که با این معیار به کم
هاي  که ژنوتیپ آید، نباید تعمیم داده شود مگر آن می

هاي تحت کشت  موجود در آزمایش نماینده ژنوتیپ
دست آمده در ). بر اساس نتایج به4در منطقه باشند (

ترتیب در روش ضریب تغییرات فنوتیپی، به 3جدول 
ترین ضریب  داراي کم 4و  7، 2ره هاي شما لاین

ها  عنوان پایدارترین لاینتغییرات فنوتیپی هستند و به
هاي مورد آزمون شناسایی و از  مقایسه با سایر لاین در

تر از میانگین  با میانگین عملکرد بیش 4این میان لاین 
عملکرد بالا معرفی  عنوان پایدارترین لاین باکل به

Wi(نس ریک شود. پارامتراکووالا می
 به اثر ) مستقیما2ً

که  اینشود. نظر به متقابل ژنوتیپ در محیط مربوط می
× اکووالانس سهم هر ژنوتیپ را در اثرمتقابل ژنوتیپ 

Wi =0هر ژنوتیپ با  بنابراینگیرد،  محیط اندازه می
2 

عنوان ژنوتیپ پایدار در نظر گرفت. را می توان به
  شایان ذکر است که: 

∑   بدون تکرار هاي در آزمایش  - ௜ݓ
ଶ

௜ SS(GE)=  
∑      تکراردار هاي در آزمایش - ௜ݓ

ଶ
௜ = SS(GE) r  

هاي  باشد. بر اساس آماره اکووالانس ریک لاین می
L4  وL7 82/3794و  45/1280 به ترتیب با مقادیر 
عنوان ترین مقادیر این پارامتر، به خاطر دارا بودن کمبه

چنین در این میان  ها معرفی و هم پایدارترین لاین
عنوان بالاتر از میانگین کل بوده و به L4  عملکرد لاین

 هاي سایر لاین با عملکرد بالا نسبت به  پایدارترین لاین
هاي  مورد بررسی در این آزمایش شناخته شد. لاین

L2  وL6 و  75/10452ترتیب با مقادیر  نیز به
عنوان ترین مقادیر اکوالانس ریک به با بیش 34/7618

 شوند. هاي ناپایدارتر معرفی می لاین

واریانس پایداري شوکلا یک ترکیب خطی از 
) پیشنهاد نمود، 28) (1972اکووالانس است. شوکلا (

هاي مختلف را  ژنوتیپ در محیط توان واریانس هر می
بندي دوطرفه محیط و  مانده حاصل طبقه اساس باقیبر

استفاده از این ژنوتیپ برآورد کرد. ژنوتیپ پایدار با 
روش، ژنوتیپی است که مقدار واریانس آن حداقل 

براساس آماره و واریانس پایداري بنابراین  ).29باشد (
ترین  با داشتن کم 7و  3، 4هاي  ترتیب لاینبه شوکلا،

 ها نسبت به عنوان پایداترین لاینمقدار واریانس به
هاي مورد آزمون معرفی و از این میان  سایر لاین

تر از  با داشتن میانگین عملکرد بیش 4و  3هاي  ینلا
هاي پایدارتر با عملکرد بالا  عنوان لاینمیانگین کل به

  شوند.  معرفی می
) بیان داشتند 8( )1963( فینیلی و ویلکینسون

هایی که داراي شیب برابر یک یا نزدیک یک  ژنوتیپ
ها  محیط  همهبه 1هستند داراي سازگاري عمومی

ها را براساس  در مطالعات خود، ژنوتیپ وباشند  می
چهار گروه ضریب رگرسیونی و عملکرد زراعی به

 کنند: تقسیم می

هاي  هاي پایدار با عملکرد بالا: ژنوتیپ ) ژنوتیپ1
داراي ضریب رگرسیونی یک و با عملکرد زراعی 

 بالاتر از میانگین.

هاي  هاي پایدار با عملکرد پایین: ژنوتیپ ) ژنوتیپ2
ي ضریب رگرسیونی یک و با عملکرد زراعی دارا
  از میانگین تر کم
دار و  هایی که داراي ضریب رگرسیون معنی ژنوتیپ )3

تر از یک باشند، داراي سازگاري خصوصی  بزرگ
هاي با پتانسیل عملکرد بالا و شرایط  براي محیط

  باشند.محیطی مناسب می
تر از  هایی که داراي ضریب رگرسیون کم ژنوتیپ )4

تغییرات محیط  تري نسبت به یک هستند حساسیت کم
 ي سازگاري خصوصی بهادار بنابرایندارند و 

  باشند.  هایی هستند که داراي عملکرد پایین می محیط
منفی باشد رقم را فقط  bهر صورت اگر  در

  هاي نامناسب رویانید. توان در محیط می

                                                
1- Homeostasis or General adaptability 
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که شیب خط  5و  4، 3هاي  اساس لاینبراین
)، 3داشتند (جدول  1/1تا  9/0بین رگرسیونی 

هاي مختلف آزمایش  محیطترین پایداري را به بیش
داراي  4و  3هاي شماره  نشان دادند. از این میان لاین

عنوان به بنابراینعملکرد بالاتر از میانگین کل بودند 
هاي  سایر لاینهاي پایدار با عملکرد بالا نسبت به لاین

با  7و  2هاي شماره  لاینگردند.  آزمایش معرفی می
هاي  محیطتر از یک به داشتن شیب خط رگرسیونی کم

با پتانسیل عملکرد پایین و شرایط نامناسب محیطی 
شوند زیرا از حداقل عملکرد اقتصادي حتی  توصیه می

در شرایط نامناسب محیطی برخوردار خواهند بود. 
تر از یک و  داراي شیب خط بزرگ 6لاین شماره 

 عبارت دیگر این لاین نسبت بهبالایی بود، بهعملکرد 
بهبود شرایط محیطی هاي آزمایش به سایر لاین

دهد، بنابراین براي تري نشان می العمل بیش عکس
هاي داراي پتانسیل عملکرد بالا و  کشت در محیط

هاي داراي حاصلخیزي  شرایط مطلوب (مثلاً محیط
ن زیاد) مناسب و داراي سازگاري خصوصی با ای

 شیب آماره از استفاده مزایاي ازباشد.  ها می محیط
 .است گیري اندازه واحد از آن بودن مستقل رگرسیونی،

روش ابرهات و نتایج حاصل از تجزیه پایداري به
در مدل ابرهات  آورده شده است. 3راسل در جدول 

عنوان پارامتر پاسخ و ) بهbو راسل ضریب رگرسیون (
S-2d شود.  گرفته می پایداري در نظر عنوان پارامتربه

اگر مقدار یک متغیر مستقل مشخص باشد، مقدار 
توان با استفاده از معادله رگرسیون  ر وابسته را میمتغی

داري  اختلاف معنی S-2dبرآورد کرد به شرط آن که 
از صفر  S-2dبا صفر نداشته باشد، اما اگر اختلاف 

د بود. بینی خطی معتبر نخواه دار باشد پیش معنی
طبق نظر ابرهات و راسل اگر وضعیت  بنابراین بر

باشد)  S-2d=0بینی باشد (یعنی  اي قابل پیش رقم
پایداري (ثبات وضعیت  بنابراینپایدار خواهد بود. 

هاي مختلف) براساس نظر فینلی و  یک رقم در محیط

ویلکینسون در این مورد صادق نخواهد بود، زیرا 
بینی بودن. در این  بل پیشپایداري در اینجا یعنی قا

روش ژنوتیپ مطلوب داراي انحراف از طول خط 
رگرسیون کم، شیب خط معادل یک و عملکرد بالا 

بر اساس نظر ابرهات و راسل  پژوهشدر این  است.
ترین میانگین  دلیل داشتن کم به 7و  4هاي  لاین

هاي  عنوان لاین) بهS-2dمربعات انحراف از رگرسیون (
شناسایی و  پژوهشهاي این  ت به سایر لاینپایدار نسب

به دلیل شیب خط نزدیک  4در این بین لاین شماره 
عنوان لاین تر از میانگین کل به به یک و عملکرد بیش

در روش پلیستد و  ).3شود (جدول  مطلوب معرفی می
) جدول تجزیه واریانس براي 30) (1959پیترسون (

اثر متقابل  هر جفت ژنوتیپ تشکیل شده و واریانس
شود و این حالت براي  محیط محاسبه می× ژنوتیپ 

شود و سپس  هاي ممکن تکرار می تمام جفت ژنوتیپ
دست آمده براي هر ژنوتیپ میانگین هاي به از واریانس
تر  هر ژنوتیپ که کمشود. میانگین مربوط به گرفته می

تر آن ژنوتیپ در کل تجزیه  دهنده سهم کم  باشد نشان
تري  باشد و آن ژنوتیپ از پایداري بیشمی واریانس

هاي مورد آزمون برخوردار  سایر ژنوتیپنسبت به
 3دست آمده از جدول است. بنابراین براساس نتایج به

ترین مقدار این  که داراي کم 6و  2هاي شماره  لاین
 6ها و لاین  عنوان پایدارترین لاینشاخص هستند به

عنوان لاین تر از کل به دلیل میانگین عملکرد بیش به
هاي شماره  شود. لاین پایدار با عملکرد بالا معرفی می

ترین مقدار این شاخص  نیز به دلیل داشتن بیش 4و  3
شوند. براساس  ها معرفی می عنوان ناپایدارترین لاینبه

ها حذف  روش پلیستد ابتدا یک ژنوتیپ از تمام داده
شود.  می یانس محاسبهشده و سپس جدول تجزیه وار

تر باشد سهم  چه قدر این واریانس بزرگبنابراین هر
تر است و در نتیجه پایدارتر  ژنوتیپ حذف شده کم

باشد. بنابراین براساس روش پلیستد مانند روش  می
ترین  با بیش 6و  2هاي شماره پلیستد و پیترسون، لاین
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با میانگین  6هاي پایدارتر و لاین  عنوان لاینمقدار به
عنوان لاین پایدار با عمکرد تر از کل به د بیشعملکر

ترین  نیز با بیش 7و  4شود. لاین شماره  بالا معرفی می

ها براساس این روش  عنوان ناپایدارترین لاینمقدار به
  شوند.  معرفی می

  
 .محیط شش در مطالعه مورد هاي دانه لاین عملکرد براي یرهمتغ پارامتري تک پایداري هاي آماره -3جدول 

Table 3. Single-variable parametric stability statistics for grain yield of the studied lines in six environments. 

  ها لاین
میانگین 
 عملکرد
kernel 
yield  

 اکووالانس
 ریک

Wricke’s 
ecovalence 

(Wi
2) 

ضریب 
 رگرسیون

Linear 
regression 
coefficient 

(bᵢ) 

انحراف از 
  رگرسیون
Residual 
MS value  

(s²dᵢ) 

ضریب تغییرات 
  ژنوتیپ

Coefficient 
of variability 

(CVi) 

واریانس 
  پایداري شوکلا

Shukla’s 
stability 
variance  

(σi
2)  

  پلیستد
Plaisted  

(θᵢ)  

پلیستد و 
  پیترسون
Plaisted 

and 
petersons 

(θ₍ᵢ₎) 
1 256.87 6650.59 1.20 810.60 35.00 1585.85 1604.86 1347.56 

2 284.95 10452.75 0.46 479.21 14.37 2650.45 2048.45 1170.12 

3 313.55 5808.57 1.15 751.67 27.49 1350.08 1506.62 1386.85 

4 313.64 1280.45 1.13 128.62 25.27 82.21 978.34 1598.16 

5 282.79 5842.40 0.93 817.26 25.74 1359.55 1510.57 1385.27 

6 296.05 7618.34 1.36 652.65 33.38 1856.82 1717.76 1302.39 

7 284.99 3794.82 0.78 376.26 20.64 786.23 1271.69 1480.82 

  
 LMW-GSهاي  منظور ارزیابی تنوع آللی برخی ژنبه

در پنج لاین تلاقی برگشتی پیشرفته گندم نان 
)BC2F6ها (رقم محلی طبسی  ) همراه با والدین آن

عنوان والد دهنده و رقم اصلاح شده اروپایی تایفون به
عنوان عنوان والد تکراري) و رقم چاینیزاسپرینگ (بهبه

ها) از چهار  رقم استاندارد جهت ارزیابی دیگر نمونه
نتایج حاصل از صی استفاده شد. جفت آغازگر اختصا

ژنومی که با  DNAاستخراج، تعیین کمیت و کیفیت 
دهنده کمیت و  استفاده از ژل آگارز انجام شد نشان

 هاي استخراج شده بود. DNAکیفیت مطلوب 

هاي  هدف از این ارزیابی اطمینان از انتقال ژن
اي تایفون  کننده کیفیت نانوایی از والد دوره کنترل

ان رقم با کیفیت نانوایی بالا به پنج لاین حاصل عنو به
از تلاقی برگشتی بود. این چهار جفت آغازگر 

بندي شده  چهار گروه ژنی طبقه اختصاصی براي
اساس توالی اسیدآمینه حفاظت شده انتهاي آمینی بر

) 24) (2005لانگ و همکاران (پروتئین توسط 

از این چهار جفت آغازگر دو جفت  طراحی شد.
و دو  Glu-D3صورت اختصاصی براي مکان ژنی  به

تمام باشد.  می Glu-B3جفت براي مکان ژنی 
کار رفته در این پژوهش از نظر  آغازگرهاي به

اختصاصی بودن توسط طراحان این آغازگرها، 
 هاي دي تلوسومیک رقم چاینیزاسپرینگ وسیله لاین هب

  ).24مورد آزمون قرار گرفته و تأیید شدند (
 Glu-B3-2) و 1(شکل  Glu-B3-1اي آغازگره

 Chinese springگندم  BB) براي ژنوم 4(شکل 
و  bp 500ترتیب قطعات طراحی گردیده که به

bp450 کنند. آغازگرهاي  را در این رقم تکثیر می
Glu-D3-3  و 2(شکل (Glu-D3-4  شکل)نیز 3 (
گندم چاینیزاسپرینگ طراحی گردیده  DDبراي ژنوم 

در این رقم را  bp700و  bp 600ترتیب قطعات که به
دست آمده از  هاساس نتایج بکنند. بر را تکثیر می

در مجموع بین  Glu-D3-4و  Glu-B3-2آغازگرهاي 
هاي مورد بررسی تنوعی دیده نشد و الگوي  لاین
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ترتیب در آغازگرهاي ذکر شده ها به باندي همه لاین
لانگ و  مطابق گزارش bp700و  bp450در محدوده 
باشد.  ر رقم چاینیزاسپرینگ می) د2005همکاران (

براي آلل فوق تنوع  Glu-B3-1نتایج آغازگر  اساسبر
زیادي مشاهده نشد و طول باند در والد دهنده طبسی 

)L1ها بود و  تر از سایر لاین ) با تفاوت جزئی بزرگ
چاینیزاسپرینگ ها در محدوده الگوي باندي  سایر لاین

)bp500ر داشتند که بیانگر انتقال آلل فوق از والد ) قرا
نتاج حاصل از تلاقی برگشتی اي تایفون به دوره
که اندازه باندها در طبسی و سایر  جایی باشد. از آن می

توان چنین استنباط کرد  ها نزدیک به هم است می لاین
هاي یک ژن هستند که در اثر حوادثی  که این دو آلل

حذف طول باند آن در رقم نظیر جهش، افزایش و یا 
  طبسی تغییر کرده است. 

در  Glu-D3-3براساس نتایج حاصل از آغازگر 
ها یک  ) نسبت به سایر لاینL1والد دهنده طبسی (

تر از باند اصلی نیز مشاهده گردید. اندازه  باند کوچک
جفت باز مطابق  600ها در محدوده  باند در سایر لاین

براي باند اضافی در والد  باشد. می چاینیزاسپرینگرقم 
توان چنین استنباط کرد که ناشی از  دهنده طبسی می

باشد. در مجموع بر اساس  تغییرات جزئی در آن می
دست آمده با توجه به شباهت اندازه باندهاي نتایج به

اي تایفون و پنج لاین حاصل از  تکثیري بین والد دوره
چهار ) در L5و  L1 ،L2 ،L3 ،L4تلاقی برگشتی (

توان نتیجه گرفت که  جفت آغازگر مورد بررسی می
این چهار مکان ژنی کنترل کننده گلوتنین با وزن 

ثر در ارزش نانوایی، ؤعنوان عامل ممولکولی پایین به
اي تایفون که رقمی با کیفیت نانوایی بالا  از والد دوره

نتاج حاصل از تلاقی برگشتی منتقل گردیده باشد به می
راین احتمالاً نتاج از کیفیت نانوایی بالایی است، بناب

  باشند. برخوردار می

 

  
 .Glu-B3-1قطعات تکثیر شده توسط جفت آغازگر  -1شکل 

Fig. 1. Fragments amplified by primer pair Glu-B3-1. 
  

  
  .Glu-D3-3قطعات تکثیر شده توسط جفت آغازگر  -2شکل 

Fig. 2. Fragments amplified by primer pair Glu-D3-3. 
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  .Glu-B3-2قطعات تکثیر شده توسط جفت آغازگر  -3شکل 

Fig. 3. Fragments amplified by primer pair Glu-B3-2. 

 

  
  .Glu-D3-4قطعات تکثیر شده توسط جفت آغازگر  -4شکل 

Fig. 4. Fragments amplified by primer pair Glu-D3-4. 
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