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چکیده

هاي مولکولی بررسیمورد بررسی قرار گرفت. براي1393در سال PCRروش ازبا استفادهبادام دبخشیامژنوتیپ38
) و AS1II/AmyC5Rها با آغازگرهاي عمومی (ي ژنوتیپیهکلانجام شد. سپس )به روش دلاپورتا (تغییریافتهDNAاستخراج 

اختصاصی بود، صورتبهSfهاي سازگار و یا اللژنوتیپي کنندهمشخص) که CEBASf/AmyC5Rاختصاصی (آغازگرهاي 
هاي ي از ژل آگارز بعد از اتمام الکتروفورز با نور ماوراء بنفش انجام گردید. نتایج بررسیرداربعکستکثیر شدند. در نهایت 

ی نیز بود که خودگشنبودن داراي صفت گلریدعلاوه بر K26هاي دیرگل، ژنوتیپ مولکولی مشخص کرد که از میان ژنوتیپ
ي مولکولی نیز نشان داد که فراوانی هایبررسمشخص شد. همچنین bp499اندازهبهبا تشکیل باندي این مورد در آنالیز مولکولی

درصد بود.58/81و 21/34ی به ترتیب بررسموردژنوتیپ 38در S1وSfيهاالل
یمولکولينشانگرها-یخودگشن-خودناسازگاري-: ژنوتیپکلمات کلیدي

مقدمه
Prunus amygdalusعلمینامبابادام Batch syn. Prunus dulicis Mill/D.A.Webbاز مهمترین میوه هاي خشک ، یکی

سازگار بودن با خاك هاي آهکی و مناطق معتدله در دنیا به شمار می رود که به دلیل سهولت در برداشت، نگهداري و حمل نقل،
ي است که موجب یکی از مشکلات تولید بادام خود ناسازگار.مناطق نیمه خشک از ارزش اقتصادي بالایی برخوردار می باشد

کاهش شدید تشکیل میوه و درنهایت ایجاد مشکل در مدیریت باغ می گردد. بنابراین اصلاح بادام به منظور ایجاد ارقام خود 
به دلیل باداماکثر ارقامگرده افشانی و باروري گل هايبه عبارت دیگر )1390.مومن پور و همکاران، (سازگار اهمیت بالایی دارد

یکی از گرده افشانی ناقص سازگار است که در سطح کلاله پذیرا قرار گیرد.ارقامگرده ) نیازمندSI(اري گامتوفتیکسیستم ناسازگ
Lopez(بادام استمهمترین دلایل کاهش عملکرد و عدم دستیابی به پتانسیل تولید در  et al.,2006.(ارقام تعیین از آنجا که

Socias(دهد میافزایشبه طور چشمگیري راعملکردوباداماث باغ، کارایی کشتبادام و کشت آنها در زمان احدخودسازگار 

I Company and Alonso, 2004)( بنابراین اهمیت دارد که ارقام خود گشن و روش اصلاح سریع آنها در برنامه هاي اصلاحی .
ات وسیعی در جهان در جهت شناسایی و دستیابی به به همین دلیل، تحقیق.).1391و همکاران،العابدینیزین(مورد توجه قرار گیرد

ي هاروشاستفاده از . براي این کار )Socias I company and Felipe, 1992(باشدارقام مناسب خود گشن بادام در حال اجرا می
روش ازاست.از موفقیت زیادي برخوردار بوده بادامدرختان و خودسازگاريدر بررسی خودناسازگاريPCRجدید مبتنی بر 

PCRاستشدهبادام استفادهدر خودناسازگاري و خودسازگاريهاي براي شناسایی الل); Channuntapipat et al., 2003

Martinez- Gome et al., گریو دتوالی مکان ژنی ناسازگاري در بادام بر اساسی مختلف و عمومي اختصاصی آغازگرها.)2005
;(شودیمبادام يهارقمهاي خودناسازگار در ي باعث تکثیر اللزیآمتیموفقطوربهاست که شدهیطراحPrunusجنس ي هاگونه

Channuntapipat et al., 2003Martinez- Gome et al., این روش با توجه به دقت زیاد و سهولت کاربرد، یک روش .)2005
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هی لازم نمی باشد در سن نونهالی نیز قابل اجرا بوده و در مقایسه با آسان، کم هزینه، دقیق و قابل اطمینان بوده و از آنجایی که گلد
.et al.,Gomez,-Martinez(پذیر استروش آنالیز ریبونولکئازهاي خامه دست یابی به ژنوتیپ هاي خود سازگار،زودترامکان

ینه بالا و وقت گیر بودن فرآیند اصلاح در اصلاح درختان میوه از جمله بادام به علت هزاین روش از طرفی کارآمد بودن .)2005
تعیین شده استPCRروش ازدر این پژوهش خودناسازگار و خودسازگاربودن ژنوتیپ بادام با استفاده.داراي اهمیت زیادي است

هامواد و روش
در ابتـدا از هـر ژنوتیـپ    . بـود ژنوتیپ حاصل گرده افشانی آزاد بادام رقم تونو38مواد گیاهی این تحقیق شامل حداقل هابرگ

Lopezلوپز و همکاران(در این پژوهش از روشنگهداري شدند.-80در دمايDNAنمونه هاي برگی تهیه و تا زمان استخراج et

al.,2006 ( جهت استخراجDNA استفاده شد. لازم به ذکر است که استخراجDNA هـاي  در گیاه بادام به دلیل دارا بودن متابولیـت
ها و ترکیبات پلی ساکاریدي فراوان، اندکی مشکل است، ترکیبات بافري مورد استفاده در این روش در جدول نند پلی فنلثانویه ما

.آمده است1

DNAترکیبات اجزا بافر مورد استفاده براي استخراج 1جدول

ماده شیمیایی
میلی 100براي 

لیتر
غلظت نهاییغلظت استوك

اتو کلاو

Tris-HCI PH 85بلهمیلی مولار100مولار2میلی لیتر
Sodium EDTA4بلهمیلی مولار20مولار5/0میلی لیتر

NaCI28بلهمولار4/1مولار5میلی لیتر
CTAB2بلهدرصد2-گرم

2-mercaptoethanol2بلهدرصد2-میلی لیتر
P.V.P2بلهدرصد2-گرم

با استفاده از روش اسپکتو فتو متري انجام شد. این روش بر مبناي طیف DNAن کمیت و کیفیت ، تعییDNAپس از استخراج 
نمونه را در کووت DNAمیکرولیتر از 20میکرولیتر از آب مقطر و 980می باشد. پس از این که دستگاه کالیبره شد، DNAجذب 

نانومتر (طول موج 280نور توسط اسیدهاي نوکلئیک) و نانومتر (طول موج جذب260ریخته و اعداد مربوط به طول موج هاي 
یادداشت شد. نسبت جذب DNAو غلظت نمونه 280/260جذب نور توسط پروتئین ها) خوانده شد و نسبت جذب نوري 

براي ،DNAباشد. پس از تعیین غلظت نمونه هاي 2تا 7/1رود که باید بین به کار میDNAبه منظور تعیین کیفیت 280/260نوري
DNAپس از استخراج PCRبراي انجام نانو گرم در میکرو لیتر رقیق شد. 10واکنش زنجیره اي پلی مراز، غلظت نمونه به مقدار 

Master Mixمیکرو مولار از 5/7گردید. این مخلوط شامل PCRژنومیک (هسته و کلروپلاست) اقدام به تکثیر آن در مخلوط 

625/0و آغاز گر بود. DNA) موجود بود که شامل تمام اجزاء واکنش به غیر از X2ا غلظت آماده، ساخت شرکت سیناژن ( ب
نانوگرم در لیتر براي این مخلوط 10با غلظت DNAمیکرو لیتر از 10ماکرو مولار در لیتر و 10میکرو لیتر از هر آغازگر با غلظت 

به این مقدار از آب PCRتر بود، به منظور رساندن حجم مخلوط  میکرولی25استفاده شد. از آنجایی که حجم نهایی این مخلوط 
).2مقطر استریل استفاده شد (جدول 
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PCRبا استفاده از کیت PCRمواد لازم و مقدار آنها براي تهیه محلول پایه -2جدول 

میکرو لیتر25مقدار لازم براي واکنش غلظت نهایی در تیوبغلظت پایهماده

kitPCR2X1X5/7میکرولیتر
Primer10میکرو لیتر625/0میکرو مولار25/0میکرو مولار
DNA10میکرو لیتر10نانوگرم در لیتر4نانوگرم در لیتر

Distill water - -25/6میکرو لیتر
25- - مجموع

ثانیه در 30چرخه شامل 34راد و در ادامه در جه سانتیگ95دقیقه واسرشت سازي اولیه در 3در این آزمایش شامل PCRبرنامه 
72دقیقه در 10درجه سانتیگراد بود و پس از اتمام چرخه ها 72دقیقه در 1درجه سانتیگراد و 53ثانیه در 45درجه سانتیگراد، 95

میکرولیتر از ماده 5ر مقداPCRدرجه سانتیگراد تا زمان الکتروفورز بود. پس از انجام 4درجه سانتیگراد و در نهایت در دماي 
درصد در بافر 2روي ژل آگارز PCRرنگی برموفنل بلو به هر اپندرف اضافه شد و کاملا مخلوط گردید. سپس محصولات 

وات الکتروفورز گردیدند. جهت تعیین اندازه باند هاي به دست 80دقیقه در ولتاژ 45ساعت و 1شامل  به مدت TBEبارگذاري 
میکرولیتر در چاهک اول ژل ریخته 3نانو گرم در میکرو لیتر استفاده شد که به مقدار 100در غلظت Kbp1آمده از سایز مارکر 

دقیقه 15م بروماید سه میکرولیتر در لیتر از محلول پایه ا میکرو گرم در میلی لیتر به مدت شد. پس از پایان الکتروفورز، ژل با اتیدیو
دقیقه) با استفاده از دستگاه عکس برداري از ژل باند 10رنگ آمیزي شد و  پس از دو بار شست و شو با آب دو بار تقطیر (هر بار 

بودند که توسط SfRو SfFرد استفاده در این آزمایش شامل آغازگرهاي موهاي به دست آمده مورد بررسی قرار گرفتند.
Channuntapipatمحققانی چون چانون پیتات و همکاران ( et al., ) به منظور تعیین آلل خود سازگاي در بادام به کار برده 2003

.استشده بودند. وجود باند دلیل بر خودسازگاري و عدم وجود باند دلیل بر خودناسازگاري بیان شده

در نتاج بادامSfمشخصات آغاز گرهاي مورد استفاده براي تعیین آلل -3جدول 
آغاز
گر

اندازه باند ترکیب آغازگرتوالی
)bp(

آلل هاي قابل 
تشخیص

منبعدماي اتصال

SfF
SfR

GTGCCCTATCTAATTTGTTG
AC

GACTTTTTTTTAGAAAGAGT
G

SfF/ SfR449Sf60 درجه
سانتیگراد

پیتات و همکاران، (چانون
؛ تامورا و همکاران.، 2003

2000

نتیجه و بحث
موجود در تونو رقم آزاد یافشانگردهحاصل از ناسازگارخودخودسازگار وهاي ژنوتیپشناساییمنظوربهپژوهش حاضردر 

هاي للي از اامحدودهش، در این پژوهشدهاستفادهيآغازگرهابا آغازگرهاي اختصاصی استفاده شد. PCRاز روش باغ
توسط آغازگرهاي رشدهیتکثهاي للي ااندازههاي امیدبخش بادام تکثیر کردند. ي را در ژنوتیپناسازگارخودخودسازگاري و 
تا 200ها بین ي اللاندازهجفت باز متغیر بود. بیشتر 700جفت باز تا 270، از )PaConsI-F/EM-PC1consRD(دژنره اینترون اول

يشدهگزارشکه با نتایج باشدیمS1لل جفت باز بود که نشانگر ا700و 590تربزرگاندازه باندهايجفت باز بود و فقط400
) همخوانی داشت. 1391همکاران (وینیالعابدنیزو )1391(و همکارانعبادي
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دهاستفامورداختصاصی هاي داراي باند با توجه به نوع پرایمرژنوتیپ4جدول 

بین دربادام بود.خودگشنهاي ژنوتیپ بادام مورد مطالعه در پژوهش حاضر، شناسایی ژنوتیپ38هدف از ارزیابی درمجموع
) 4ده (جدولشاستفادهموردی داده که این باندها با توجه به نوع پرایمر اختصاصی خودگشنژنوتیپ تشکیل باند 13ژنوتیپ 38

است شدهگرفتهیی که توسط دستگاه ترانس لیمینایتور هاعکسبا دقت به که.باشدیمها بودن این ژنوتیپخودگشني دهندهنشان
درصد بوده 57/81و 21/34، به ترتیب Sf ،S1يهاهمچنین فراوانی الل). 2و1ي تشکیل باند را مشاهده کرد (اشکالنحوهتوانیم

است. 
موردبادام هاي ژنوتیپدر Sلل افراوانی و تنوع و ژنوتیپ خودناسازگار بوده3ازریغبهها تمام ژنوتیپساس نتایج حاضر بر ا
.باشدیمآشکارمطالعه

ژنوتیپ AS1II/Amy CEB/Amy ژنوتیپ AS1II/Amy CEB/Amy

1 * 20 *
2 * * 21 *
3 22 * *
4 23 *
5 * * 24 *
6 * 25 * *
7 * * 26 * *
8 * 27 * *
9 * 28 * *

10 * 29 *
11 30 *
12 * 31 *
13 32 *
14 * * 33 *
15 * 34 *
16 * * 35 *
17 * * 36 *
18 * * 37 *
19 * 38
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CEB/Amyبا آغازگر اختصاصیشدهمشاهدهباندهاي 15- 3شکل 

AS1II/Amyبا آغازگر اختصاصیشدهمشاهدهباندهاي 16- 3شکل 
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کلیيریگجهینت
بودن داراي گلریدعلاوه بر K26ژنوتیپ کهاشاره نمودK28و K26گلریدهاي به ژنوتیپتوان از پژوهش حاضر می

ه نتایج حاصل با توجه ب.شدمشخصbp499اندازهبهبا تشکیل نوار که این مورد در آنالیز مولکولیباشدیمنیزیخودگشنصفت 
هاي اصلاحی با هدف ایجاد ارقام دیرگل با عملکرد بالا بهره برد.هاي منتخب در برنامهتوان از ژنوتیپمی
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Abstract

38 promising almond genotypes using PCR method was evaluated in the year 2014. DNA
extraction was done by modified dlaporta method. Then all the genotypes with the general primers
(AS1II/AmyC5R) and specific primers (CEBASf/AmyC5R) was specified for the allele of compatible
genotype or Sf. At the end of the gel electrophoresis images after electrophoresis with ultraviolet light.
The results of the investigation of molecular indicated that from among the late blooming genotypes,
genotype K26 in addition to being a late-flowering was self-compatible. This item in the molecular
analysis with the formation of the band 499bp was identificated. Also molecular investigations
indicated that the frequency of the alleles Sf and S1 in 38 studied genotypes was 21.34 and 58.81%
respectively.
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