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Pyrus serotina)سازگاري برخی از ارقام گلابی آسیایی (نا)تعیین خود و دگر Rehd.) و ارقام گلابی بومی
Pyrus communis)ایران  L.) با استفاده از میکروسکوپ فلئورسنس و تکثیر ژنS-RNase
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چکیده 

شود. بنابراین تعیین توسط یک لوکوس چند آللی کنترل میهستند که (GSI)ارقام گلابی داراي خودناسازگاري گامتوفیتی 
گیري، ضروري است. هدف یوه و موفقیت در برنامه هاي دورگزا و تولید مري ارقام براي انتخاب ارقام گردهسازگا(نا)خود و دگر

Pyrus serotine)سازگاري یازده رقم گلابی شامل نه رقم گلابی آسیایی (نا)دگراز انجام این پژوهش تعیین خود و  Rehd.) و دو
P. communis)رقم گلابی بومی ایران  L.) ده و به دنبال آن گرده افشانی کنترل شاین مطالعه از روش هاي خود و دگربود. در

هاي با استفاده از پرایمرS-RNaseهاي استفاده شد. همچنین ژنفلئورسنس ي گرده در طول خامه با میکروسکوپبررسی رشد لوله
‘FTQQYQ’ و‘anti-IIWPNV’ تکثیر شدند و محصولاتPCR با استفاده از الکتروفورز ژل آگارز(AGE) و ژل پلی اکریل

ي که حداقل یک لولهفته شدند زمانیسازگار در نظر گرخود و دگر،هایها و تلاقا شدند. خودگرده افشانیجد(PAGE)آمید 
که در بین ها رسیده باشد. نتایج حاصل از میکروسکوپ فلئورسنس نشان داددرصد از مادگی25-30ینی خامه در گرده به بخش پای

♀KS6خودسازگار و نه رقم دیگر خودناسازگار بودند. تلاقی هاي ’KS13‘و ’KS8‘هاي ارقام مورد بررسی رقم × KS13♂ و
KS13♀ × KS12♂ ناسازگار بودند. قطعاتS-RNase از ژنوم تمام ارقام به جز رقم‘Shahmiveh’هاي تکثیر شدند. تک باند

جدا شدند. بنابراین، روش میکروسکوپ فلئورسنس و PAGEبه دو باند مجزا در AGEدر ’KS12‘و ’KS8‘مشاهده شده در 
سازگاري ارقام گلابی و همچنین سایر اعضاي (نا)خود و دگرهاي مناسب و قابل اتکا براي تعیین به عنوان روشPCRتکنیک 
مورد استفاده قرار گیرند.توانند میسرخیانگلخانواده 

Pyrus serotina): گلابی آسیایی کلمات کلیدي Rehd.) خودناسازگاري، میکروسکوپ فلئورسنس، ژن ،S-RNase رشد لوله ،
گرده

مقدمه

سرخیان نظیر سیب، بادام، آلو، زردآلو و گیلاس متأثر از چندین از اعضاي خانواده گلبسیاري دیگر دهی در گلابی و میوه
Gu)فاکتور ژنتیکی و محیطی  et al., Crane)به ویژه خودناسازگاري (2009 & lewis, 1942) است. خودناسازگاري در گلابی

در خامه ي S-و در آن رشد لوله گرده حامل آللدهاز نوع گامتوفیتیک بو(Rosaceae)همانند دیگر اعضاي خانواده گل سرخیان 
De Nettancourt, 2001: Zisovich)شود  مشابه، ممانعت میS-آللگیاه دیپلوئید دارنده  et al., . بنابراین خودناسازگاري (2004

De)شود میده و منجر به افزایش دگرآمیزيیک راهبرد تکاملی در گیاهان گلدار است که از خویش آمیزي جلوگیري کر

Nettancourt, 1997) .ي گرده به وسیله ي تجمع بالاي کالوز محل توقف رشد لوله(β-1,3-glucan)ي گرده در نوك لوله
هاي . بنابراین براي افزایش تولید میوه و کشت ارقام سازگار به هنگام احداث باغ (De nettancourt, 1997)شود مشخص می

نژادي، شناسایی ارقام خودناسازگار و دگر ناسازگار ضروري است.هاي بههاي مناسب در برنامهجدید و همچنین انجام تلاقی
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رصد تشکیل میوه و بررسی رشد ي دنبال آن محاسبههاي کنترل شده و به دافشانییادي از روش هاي مختلف نظیر گردهمحققین ز
Kaufmane)اند بررسی خودناسازگاري استفاده کردهي میکروسکوپ فلئورسنس برايي گرده در طول خامه به وسیلهلوله &

Rumpumen, 2002)هاي مبتنی بر ي مولکولی و بیوشیمیایی نظیر روشهاامروزه با استفاده از روشPCRي و تجزیه
Mato)ارقام مختلف را تعیین کرد S-هايمی توان با دقت بالایی نوع آلل(S-RNase)هاي خامه گلیکوپروتئین et al., 2007;

Sassa et al.,1992; Ishimizu et al.,1999; Tomimoto et al.,1996) . (نا)انجام این پژوهش تعیین خود و دگرهدف از -

ي گرده ر ایران از طریق مشاهده رشد لولههاي بومی پرورش یافته دو همچنین برخی گلابیسازگاري برخی از ارقام گلابی آسیایی
بود.PCRبه کمک میکروسکوپ فلئورسنس و تکثیر آلل هاي ناسازگاري به کمک روش 

هامواد و روش

Pyrus)رقم گلابی آسیایی 9رقم گلابی، 11هاي کنترل شده، از افشانیسازگاري و انجام گرده(نا)و دگربراي مطالعه ي خود 

serotina Rehd) ،‘KS6’ ،‘KS7’ ،‘KS8’ ،‘KS9’ ،‘KS10’ ،‘KS11’ ،‘KS12’ ،‘KS13’ ،‘KS14’ ،و دو رقم گلابی بومی ایران
‘Shahmiveh’ و‘Sebri’ .کشت شده در باغ تحقیقاتی گلابی آسیایی، دانشگاه تربیت مدرس، تهران، ایران، استفاده شد

در ’KS13‘و’KS6’ ،‘KS12‘رقم مورد بررسی و سه رقم 11افشانی کنترل شده به ترتیب براي افشانی و دگرگردهخودگرده
- در طول خامه، از هر تیمار گردهي گرده. جهت بررسی رشد لولهها انجام شدهاي ممکن با روش اخته کردن گلتمامی تلاقی

ساعت 24عددگل برداشت شده و به مدت 10افشانی) تعداد ساعت پس از گرده120و 96، 72، 48افشانی در روزهاي مختلف (
ي براي رنگ آمیزي لوله) تثبیت شدند. 18:1:1% به نسبت 70%، استیک اسید گلاسیال و اتانول 40(فرمالدئید FAAدر محلول 

در نرمالNaOH8ساعت در 24هاي تثبیت شده، جهت نرم شدن به مدت بررسی با میکروسکوپ فلئورسنس، گلگرده به منظور 
رنگ pH=11مولار با 1/0درصد در فسفات بافر 1/0ساعت در محلول آنیلین بلو 2ها به مدت ماي اتاق قرار گرفتند. سپس نمونهد

ها پس از رنگ آمیزي، بین لام و لامل قرار گرفته به آرامی اسکواش شده و با میکروسکوپ فلئورسنس مدل نمونه.آمیزي شدند
Olympus Bx51مورد بررسی قرار گرفتند .DNAان به روش هاي جوژنومی از برگCTAB .با کمی تغییرات استخراج شد

براي شناسایی PCRبررسی شد. با استفاده از دستگاه نانودراپ و همچنین الکتروفورز ژل آگارزDNAکیفیت و کمیت نمونه هاي 
’anti-IIWPNV‘و FTQQYQ’ (5’-TTTACGCAGCAATATCAG-3’)‘با استفاده از پرایمر هاي S-RNaseآلل هاي  (5’-

AC(A/G)TTCGGCCAAATAATT-3’) انجام شد. محصولاتPCR 6% و ژل پلی اکریل آمید 5/1با استفاده از ژل آگارز %
الکتروفورز شدند.

نتایج 

هاي تیماري مورد بررسی، تندش دانه گرده در سطح در تمامی ترکیبنتایج استفاده از میکروسکوپ فلئورسنس نشان داد که 
ندش دانه مطلوبی صورت گرفته است. این پدیده بیانگر آن است که در هیچ یک از ارقام مورد بررسی مشکل تکلاله به گونه ي 

گرده درون معمولا وجود حداقل یک لوله ي).1ها نیز در تمامی ارقام سالم و پذیرا بودند (شکل گرده وجود نداشت. کلاله
ن تلاقی سازگار در نظر گرفته می شود. در این مطالعه نیز بر اساس هاي مورد بررسی یک رقم به عنواتخمدان در اکثر مادگی
Lopez et al., ها به تخمک رسیده باشند. مادگیدرصد25-30هاي گرده در زگار در نظر گرفته شدند اگر لولهارقام سا(2001)

رقم مورد 11ارائه شده است. در تیمارهاي خودگرده افشانی 1نتایج مطالعه میکروسکوپی رشد لوله گرده درون خامه در جدول 
28به انتهاي خامه رسیده بود از افشانیساعت پس از گرده120ي گرده ها حداقل یک لولههایی که در آنمطالعه، تعداد مادگی

متغییر بود. بنابراین این دو رقم به عنوان ارقام خودسازگار در نظر گرفته ’KS8‘درصد در رقم 5/37تا ’KS13‘در رقم درصد
ي گرده اي به انتهاي خامه نرسید و همگی افشانی نیز هیچ لولهساعت پس از گرده120ر ارقام حتی در سای.)1جدول(ند شد
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× ♀KS6هاي افشانی نیز تلاقیگردهدگرخودناسازگار در نظر گرفته شدند. در تیمارهاي  KS13♂ وKS13♀ × KS12♂ به عنوان
ي گرده در انتهاي خامه بودند هایی که حداقل داراي یک لولهها تعداد مادگیار در نظر گرفته شدند. چون در آنهاي ناسازگتلاقی

ها در گار در نظر گرفته شدند. که در آنهاي سازتلاقیها به عنوانبودند. سایر تلاقیدرصد25تر از و کم5/14و 5/16به ترتیب 
رقم گلابی آسیایی و نهاز S-RNasesقطعات هاي گرده به انتهاي خامه رسیدند.ها) لولهاز مادگیدرصد25اغلب موارد (بیشتر از 

دو نوع باند براي ارقام AGE) در 3جداسازي شدند (شکلPAGEو AGEدو رقم بومی مورد بررسی تکثیر شدند و به وسیله ي 
است و یک باند بلند S8-RNaseیا S1 ،S3 ،S4 ،S5 ،S6 ،S7مشخص شد یک باند کوتاه که احتمالا مربوط به یکی از آلل هاي 

Ishimizu)است، همانطور که قبلاً توصیف شده اند S9-RNaseیا S2ز آلل هاي که مربوط به یکی ا et al., . رقم (1999
‘Shahmiveh’ باندي تولید نکرد که این امر ممکن است به علت نامناسب بودن کیفیتDNA و یا عدم توانایی این دو آغازگر در

جداسازي تک باند مشاهده شده در PAGEبا S-RNaseتشخیص آلل خودناسازگاري آن باشد. از طرفی دیگر جداسازي قطعات 
AGE در دو رقم‘KS8’ و‘KS12’به طور کلی آغازگرهاي .)3(شکل را به دو باند مجزا امکان پذیر ساخت‘FTQQYQ’ و

‘anti-IIWPNV’ توانستند ژن هايS-RNase را در ارقام مورد نظر تکثیر کنند و نتایج نشان داد که ژن خودناسازگاري در ارقام
مورد مطالعه وجود دارد. 

هاي کنترل شده در ارقام مختلف گلابیافشانیگرده ساعت پس از خود و دگر120ل خامه رشد لوله ي گرده در طو-1جدول 

Percentage of pistils with ˃1 pollen tube

Compatibility
At the
base of

the style

At the
lower
third

At the
middle
third

At the
upper
third

Number
of pistils
examined

Cultivar name

Self-pollination

Self-incompatible0057437KS6
Self-incompatible0062.537.58KS7
Self-compatible37.537.52508KS8

Self-incompatible0752508KS9
Self-incompatible0087.512.58KS10
Self-incompatible0087.512.58KS11
Self-incompatible0297107KS12
Self-compatible28432907KS13

Self-incompatible037.562.508KS14
Self-incompatible0001004Shahmiveh
Self-incompatible0001004Sebri

Cross-pollination

Cross-compatible29570147KS6×KS12
Cross-incompatible16.516.550176KS6×KS13
Cross-compatible33170506KS12×KS6
Cross-compatible5050004KS12×KS13

Cross-incompatible14.514.50717KS13×KS12
Cross-compatible28.528.50437KS13×KS6

در هاي گرده معمولاًسرخیان است، عنوان می شود که رشد لولهگلهاي خانواده ناسازگاري گامتوفیتی که از ویژگیدر خود
- با این حال ما در این پژوهش مشاهده نمودیم که در ارقام خود(De Nettancourt, 1997)یک سوم بالایی خامه متوقف می شود 

، ’KS9’ ،‘KS12‘هاي گرده در یک سوم میانی خامه متوقف شدند. و در ارقام لوله’KS11‘و ’KS6’ ،‘KS7’ ،‘KS10‘ناسازگار 
‘KS14’هاي گرده در یک سوم انتهایی خامه متوقف شدند. دو رقم بومی لوله‘Shahmiveh’ و‘Sebri’ رفتار متفاوتی نسبت به

Milatovicهاي گرده در یک سوم بالایی خامه متوقف شدند. این نتایج با نتایج رین داشتند و در این دو رقم لولهسای & Nicolic,





(C)
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Abstract

Pear cultivars exhibit Gametophytic self-incompatibility (GSI) which is controlled by multiallelic
S-locus. Therefore, determination of self and cross-(in)compatibility of cultivars is necessary to
choose compatible pollinizers and to guarantee fruit production and success of hybridizations in
breeding programs. The aim of this research was to determine the self and cross-(in)compatibility of
eleven pear cultivars, including nine Asian pear (Pyrus serotine Rehd.) and two Iranian native (P.
communis L.) cultivars. This study was performed using controlled self and cross-pollinations
followed by fluorescence microscopy of pollen tube growth through the style. Also, S-RNase genes
were amplified using primers ‘FTQQYQ’ and ‘anti-IIWPNV’ and PCR products were separated by
Agarose gel electrophoresis (AGE) and Polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE). Pollinations and
crosses were considered as self and cross-compatible if at least one pollen tube reached the base of
style in more than 25-30 % of pistils. Results of fluorescence microscopy showed that, of the cultivars
examined, ‘KS8’ and ‘KS13’ were self-compatible. Other nine cultivars were self-incompatible.
Crosses KS6♀ × KS13♂ and KS13♀ × KS12♂ were incompatible. S-RNase fragments from eleven
cultivars were amplified. The single bands observed in the ‘KS8’ and ‘KS12’ in the AGE were
separated into two distinct bands in the PAGE. Therefore, Fluorescence microscopy and PCR
technique can be used as low cost and reliable methods for identification of self and cross-
(in)compatible genotypes of pear and other members of Rosaseae family.

Key words: Asian pear (Pyrus serotina Rehd.), Self-incompatibility, Fluorescence Microscopy, S-
RNase gene, Pollen tube growth


