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 اي پلي مراز  رههاي خودناسازگاري در ارقام بادام ايراني به روش واكنش زنجي شناسايي آلل

(PCR) 
  

  ،)2(، علي ايماني )1(زماني ... ، ذبيح ا)1(، محمد رضا فتاحي مقدم )3(و ) 1(سيد اصغر موسوي 
  )4(و فدريكو ديسنتا ) 4( اينكارنا اورتگا 

 بخش -2،  گروه علوم باغباني، دانشكده علوم باغباني و گياه پزشكي، پرديس كشاورزي و منابع طبيعي، دانشگاه تهران، كرج-1
 بخش تحقيقات باغباني، مركز تحقيقات كشاورزي ومنابع -3تحقيقات باغباني، موسسه تحقيقات اصلاح وتهيه نهال وبذر، كرج، 

   ، مورسيا، اسپانياCEBAS  گروه اصلاح نباتات، موسسه تحقيقات-4طبيعي، شهركرد  
 

با چندين فرم آللي به صورت هم بارز كنترل بادام داراي خودناسازگاري گامتوفتيك بوده كه توسط يك مكان ژني 
 رقم خارجي به روش واكنش 16 رقم و ژنوتيپ بادام ايراني و 70در اين مطالعه ژنوتيپ خودناسازگاري حدود . شود مي

 و ) آغازگر رو به جلو (EM-PC2consFD  و با استفاده تركيب آغازگرهاي ديجنريت  (PCR)اي پلي مراز  زنجيره

EM-PC3consRD )كه بر اساس توالي مناطق حفاظت شده ) آغازگر رو به عقب C2 و C3 مكان ژني خودناسازگاري 
 29 خود ناسازگاري از مجموع   آلل28با استفاده ازاين آغازگرها، تعداد . اند، تعيين گرديد در جنس پرونوس طراحي شده

 رقم و 50بر اساس نتايج در . ي شناسايي گرديدهاي ايران  خودناسازگاري شناخته شده در بادام در ارقام و ژنوتپ آلل
 باند جديد با 8 رقم و ژنوتيپ تنها يك آلل شناسايي گرديده و تعداد 20ژنوتيپ ايراني هر دو آلل خودناسازگاري و در 

ژنوتيپ ناسازگاري در . هاي جديد خودناسازگاري است  رقم و ژنوتيپ ايراني مربوط به آلل20اندازه متفاوت در اين 
  (S7S14)، منقا (S1S2)، سهند(S4S24) ، حرير(S1S7)، يلدا (S7S27)ارقام ربيع: هاي ايراني شامل رخي از ارقام و ژنوتيپب

  K-10-15، A-92(S8S9)هاي و ژنوتيپ) S2S4(، شير بادام (S7S24)، شمشيري (S2 S4)، شيربادام (S4S8)، خورشيدي
(S8S23)و ارقام مامايي ،(S25Sx)سفيد،(S7Sx)جاري، ت(S24Sx)و (S8Sx)K-2-29در بين جمعيت بادامهاي . تعيين گرديد

استفاده از .  بيشترين فراواني را نشان دادندS12 و S1 ، S2 ،S4 ،S7 ،S8 ،S9 هاي خود ناسازگاري  ايراني مورد مطالعه آلل
  . باشد ادام ميهاي ب اين آغازگرها يك روش مناسب براي شناسايي ژنوتيپ خودناسازگاري در ارقام و ژنوتيپ

 PCRبادام، رقم، آلل خودناسازگاري،: كلمات كليدي

  
  مقدمه
يكي از گونه هاي اقتصادي جنس پرونوس بوده و قسمت تجاري ميوه بادام بذر قابل خوراكي ) Prunus dulcis(بادام 

ست، اما اكثر ارقام تجاري     مي باشد، بنابراين انجام گرده افشاني و تلقيح براي توليد محصول در بادام ضروري ا              ) مغز(آن  
خودناسازگاري در بادام گامتوفيتيك بوده و به وسيله يك مكان ژني . بادام، خودناسازگار و برخي نيز دگرناسازگار هستند      

مكان ژني كنترل كننده خودناسازگاري گامتوفيتيك دو قسمتي اسـت شـĤلل يـك تركيـب      . با چندين آلل كنترل مي شود       
 به عنوان عĤلل تشخيص بافت ماده كه در قـسمت مـادگي             S-RNaseيت ريبونوكلئازي به نام ژن      گليكوپروتئيني با فعال  

 كه بـه عنـوان عĤلـل        SFB يا   F-boxقرار دارد و يك تركيب پروتئيني مخصوص در دانه گرده به نام ژن              ) والد مادري (
خودناسازگاري در خامـه مـي   تشخيص دانه گرده عمل مي كند و تركيب اين دو قسمت منجر به تشخيص و بيان حالت             

تعيين ژنوتيپ خودناسازگاري در ارقام بادام جهت انتخاب صحيح درختان گرده زا در احـداث باغـات بـه منظـور                     . شود
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افزايش عملكرد و همچنين انتخاب والدين مناسب در برنامه هاي اصلاحي جهت اطمينـان از موفقيـت در تلاقـي هـاي                      

مطالعات اوليه براي تعيـين آلـل هـاي خودناسـازگاري و تعيـين گـروه هـاي                  . اشدكنترل شده مفيد و حائز اهميت مي ب       
خودناسازگاري در بادام با استفاده از تلاقي هاي كنترل شده در شرايط مزرعه ويا در شـرايط آزمايـشگاه انجـام و نتـايج                        

اخيـرا  .  قرار مي گيرد   حاصل از جوانه زني و رشد لوله گرده و تلقيح توسط روش ميكروسكوپ فلورسنس مورد مطالعه               
 براي شناسايي آلـل هـاي       PCR قابل دسترس بوده و روش هاي مولكولي مبتني بر           S تعدادي از آلل هاي      DNAتوالي  

S                  توسعه پيدا كرده است و آغازگرهاي عمومي بر اساس توالي هاي حفاظت شده در آلل هاي S       در بادام و ديگر گونـه 
پرايمرهاي ديجنريـت بـر     ). 1 (Sختصاصي براي شناسايي برخي از آلل هاي        و همچنين آغازگرهاي ا    ) 5(هاي پرووس   

تركيـب هـاي    ).4و2(اساس توالي مناطق حفاظت شده، ژن خودناسازگاري در گونه هاي پرونـوس طراحـي شـده انـد     
 در بـادام كـارايي      Sمتفاوت اين آغازگرهاي ديجنريت به طور موفقيت آميزي جهـت تـشخيص و شناسـايي آلـل هـاي                    

-EM-PC2cons FD/EM بـا اسـتفاده از تركيـب جفـت آغازگرهـاي ديجنريـت      ) 2(اورتگا و همكـاران   ).2(نددار

PC3cons RD  و Pacons I-F/EM-PC1cons RD اندازه آلل هاي S1 تا S29   و همچنـين آلـل Sf  را تعيـين 
 حفاظـت   بر اسـاس تـوالي  EM-PC3cons RD و رو به عقب EM-PC2cons FDرو به جلو آغازگرهاي  .كردند

تـا كنـون    .طراحي شده اند) 4( در جنس پرونوس توسط ساترلند و همكاران S آلل هاي C3 و C2شده و ثابت مناطق 
 Cross( گروه دگر ناسازگار 21 آلل خود ناسازگاري در ارقام بادام شناسايي شده است و ارقام بر اساس ژنوتيپ به 29

incompatibility (   تقسيم بندي شده اند) ناسايي آلل هاي خودناسازگاري و تعيين گروه هـاي خـود و دگـر              ش). 3و2
ناسازگار در بين ارقام بادام به منظور تعيين تركيب كشت ارقام در احداث باغات جديـد و تعيـين دقيـق والـدين جهـت                  

در تلاقي هاي كنترل شده از اهميت زيادي برخوردار است، لذا هدف از اين تحقيق شناسـايي ژنوتيـپ خودناسـازگاري                     
تعدادي از ارقام و ژنوتيپ هاي اميدبخش بادام با استفاده از پرايمرهاي ديجنريت بود كه بر اساس اندازه حاصل از تكثير                    
آلل هاي خودناسازگاري در ارقام بادام ايراني با ارقام استاندارد و سـايز مـاركر تعيـين و ژنوتيـپ خودناسـازگاري آنهـا                        

  .شناسايي شدند
  

  : ها مواد و روش
 رقـم و ژنوتيـپ بـادام ايرانـي از منـاطق مختلـف كـشور از             70هاي مـورد بررسـي شـĤلل          ارقام و ژنوتيپ  : اد گياهي  مو

 CEBAS  رقم خارجي از كلكسيون بادام در مؤسسه تحقيقاتي 20هاي كرج، شهركرد، تبريز و شيراز و تعداد  كلكسيون
، پريمورسـكي  )CEBAS-1)S4S13، (S1S3) ، فـرانيس  (S1S2)كشور اسـپانيا شـĤلل ارقـام خـارجي كريـستومورتو      

(S5S9) ــت ــويس  I.X.L (S7S8)، (S6S23)، راميل ــا(S1S10)، اردچ ــان (S11S12)، ماركون ــا (S8S14)،  تيت ، رومبت
(S11S21) آولانرا گروسا ،(S22S26) لامونا ،(S23S25)  فورنات دبرزنـد ، (S24S27)    فينـادل آلتـو ، (S28S29)  پـادر ، 

(S1S18) و  A2-198 (SfSf)پس از استخراج  . به عنوان ارقام شاهد استفاده گرديد  DNAهاي برگي   ژنومي از نمونه
 تكثير محـصول  . انجام گرديد) 4و2( ميكروليتر به روش 20 در حجم PCR هاي مورد بررسي، واكنش  ارقام و ژنوتيپ

PCR با استفاده از آغازگرهاي عمومي ديجنريت  EM-PC2consFD)  و ) جلوآغازگر رو به EM- PC3consRD  
 روي PCR الكتروفـورز محـصول   . انجام گرفت) 2004(طراحي شده توسط ساترلند و همكاران ) آغازگر رو به عقب(

آميـزي ژل در محلـول     ولت و رنـگ 75 ساعت در 5/4-5 يك برابر غلظت به مدت TAE درصد در بافر     5/1ژل آگارز   
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 در دسـتگاه ژل داك در زيـر نـور    PCR باندهاي حاصـل از تكثيـر   . ديدايتديوم برمايد براي مدت يك ساعت انجام گر

 بـا   S1 ، آلل    S19 با   S13 آلل    ،S20 با   S4با توجه به اينكه آلل      .  ماوراء بنفش نمايان و عكس برداري از آنها انجام گرديد         
ر ژل از ارقام خارجي كه پوشش در ه). 3 و 2( از نظر اندازه و توالي مشابه هستند S15 با  S5 و آلل S17  و S16آللهاي 

دهنده كليه آللهاي خودناسازگاري شناخته شده در بادام بودند به عنوان ارقام شاهد براي نتيجه گيري بهتر استفاده گرديد                   
و اندازه باندهاي تكثير شده توسط آغازگرهاي ديجنريت در ارقام بادام ايراني بـا اسـتفاده از انـدازه بانـدهاي مـرتبط بـا                         

مـورد  ) سـايز مـاركر   (و همچنين با نشانگر اندازه يك كيلـو جفـت بـازي             ) شاهد( شناخته شده در ارقام خارجي       آللهاي
  . هاي ايراني تعيين گرديد مقايسه قرار گرفتند و نهايتاً اندازه و نوع آلل خودناسازگاري در ارقام و ژنوتيپ

  
  نتايج و بحث 

 EM-PC3consRD و   ) آغـازگر رو بـه جلـو    (EM-PC2 cons FD،  با استفاده از آغازگرهاي عمومي ديجنريت 
 آلل خودناسازگاري شناخته شده در ارقام بـادام خـارجي در ارقـام و    29 آلل از مجموع 28 تعداد  )آغازگر رو به عقب(

 20 رقم و ژنوتيپ هر دو آلـل خودناسـازگاري و در    50 رقم در    70هاي بادام ايراني تكثير گرديدند و از مجموع           ژنوتيپ
 رقـم و    20 بانـد جديـد بـا انـدازه متفـاوت در ايـن               8رقم و ژنوتيپ ديگر يك آلل ناسازگاري مشخص گرديد و تعداد            

با محاسبه اندازه باندهاي تكثير شده در ارقـام         . ژنوتيپ شناسايي گرديد كه مربوط به آللهاي جديد خودناسازگاري بودند         
هاي ناسازگاري در ارقام شاهد و همچنين با مقايسه بـا   اندهاي مرتبط با آلل   هاي ايراني و مقايسه آنها با اندازه ب         و ژنوتيپ 

اندازه باندهاي حاصل از تكثيرآلـل هـا در ارقـام خـارجي و         . سايز ماركر، ژنوتيپ خودناسازگاري ارقام ايراني تعيين شد       
 آلـل  29تغير بود و تقريباهًمـه  م)  s26آلل( جفت باز3000تا  )  s10آلل( جفت بازگشت به نامه شماره300ايراني در رنج 

 باند متفاوت مربوط به آللهاي جديـد        8در ارقام و ژنوتيپ هاي ايراني مشاهده شدند و تعداد            ) 2(شناخته شده در بادام     
هاي ايرانـي كـه در ايـن          به طور مثال ژنوتيپ ناسازگاري در برخي از ارقام و ژنوتيپ          . در بادامهاي ايراني مشاهده گرديد    

 ، سـهند   (S4S24) ، حريـر   (S3S4) ، آذر (S1S7)، يلدا  (S7S27)ارقام ربيع : ين گرديدند عبارتند ازبررسي تعي

(S1S2)  7، زرقان(S1S4 )  8،  زرقان  (S1S2)    منقـاي ديرگـل   ،(S1S13)  منقـا  ، (S7S14)   خورشـيدي ،  

(S4S8)  شـيربادام ،(S2 S4)   شمـشيري  ،  (S7S24)    مامـايي اصـفهان  ، (S10 S13)  هـاي    و ژنوتيـپA-92  
(S8S23) ، A-2 (S8S13)  ، (S8S9)K-10-15 ،(S7S24)K-1-16   ،  (S1S4) K-11-40 و (S1S9) 

A200      هاي مورد بررسي يك آلل شناسايي گرديد و آلل ديگر اندازه بانـد تكثيـر يافتـه در            ودر برخي از ارقام و ژنوتيپ
 و يـك بانـد   S25 بود كه به طور مثال رقم مامـايي  داراي آلـل   ) 2(ر بادامهاي شناخته شده د آنها متفاوت با اندازه آلل

 جفـت بـاز، رقـم تجـاري     1000 و يك باند جديد به انـدازه  S7 جفت باز، رقم سفيد داراي آلل 1250 جديد به اندازه 
 1060د جديـد     و يك بان ـ   S8 داراي آلل    K-2-29 جفت باز، ژنوتيپ     1100 و يك باند جديد به اندازه        S24داراي آلل   

در بـين جمعيـت بادامهـاي       .  جفت باز بودند   1000 و يك باند جديد به اندازه        S5 داراي آلل    G-2جفت باز  و ژنوتيپ      
، S5 ، S21  بيشترين فراوانـي و آللهـاي   S12 و S1 ، S2 ،S4 ،S7 ،S8 ،S9 هاي خود ناسازگاري  ايراني مورد مطالعه آلل

S22 و  S29 گزارش كردنـد كـه ايـن    ) 2(و اورتگا و همكاران ) 4(ساترلند و همكاران .   دادند كمترين فراواني را نشان
هاي ناسازگاري در بادام دارند بنـابراين اسـتفاده از            آغاز گرهاي عمومي ديجنريت قابليت بالايي در تكثير و شناسايي آلل          

 . آمد خواهند بودهاي ايراني بسيار كار هاي جديد در جمعيت بادام اين آغازگرها در شناسايي آلل
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