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 )۱۳۸۸ (۷۰ تا ۵۳ صفحه هاي ۱ شماره ۱۰مجله علوم و فنون باغباني ايران جلد 

ودناسازگار خص نتاج خودسازگار و ي در تشخيک و مولکولي کلاسيها سه روشيمقا

   ١بادام
COMPARISON OF DIFFERENT CLASSICAL AND MOLECULAR 
METHODS FOR IDENTIFICATION OF SELF-COMPATIBLE AND 

SELF-INCOMPATIBLE ALMOND PROGENIES 
  

  ٢يماني اي، عليرضا نقوحمدم مقدم، يرضا فتاح، محمدي عباديعل، يکاظم کمال

  

  دهيچک 
 از يارين مشکل بسي حل اي و برا باشديم بادام ي تجاريرقم ها ي از مشکلات اصليکي يخودناسازگار   

 ‘S11Sf) (’G-2-25ر گـل خودسـازگار      ي رقم د  پژوهشن  يا در . بادام به آن معطوف شده است      ي بهنژاد يبرنامه ها 

بـه عنـوان   ) S11S12 (‘مارکونـا ’و  )S1S25 (‘ولارگتـا يديس ما’ خودناسازگار ي تجاريرقم هابه عنوان والد ماده با 

ه ي، تجز)FM( فلورسنت ميکروسکپ يها سپس نتاج به دست آمده با استفاده از روش .  داده شدند  ين نر تلاق  يوالد

  .فتنـد  قـرار گر يمورد بررسها   آنS ي آلل ها نژادگانيابي ارزي برا PCR وNEpHGE)( خامه يبونوکلئازهاير

  کـه همـه    د  ي ـسه شـدند و مـشخص گرد      ي ـگر مقا يکـد يش  با    ين آزما ي مختلف در ا   يها  از روش  ج به دست آمده   ينتا

ــا روش ــم از روش   يه ــرده شــده اع ــار ب ــه ک ــ، تجز)FM( فلورســنت ميکروســکپ ب ــايه ري ــه يبونوکلئازه  خام

)(NEpHGE   و PCR   ي ها نژادگاننسبت  . ندص ده ي خودسازگار را از خودناسازگار تشخ     ي ها نژادگان توانستند 

 يبق نسبت ها مطا’G-2-25‘ ي و والد مادر‘مارکونا’ ي والد پدرني بي از تلاق به دست آمدهيت هايدر جمع Sآلل 

 ي و والد مـادر    ‘ولارگتايس ما يد’ ي والد پدر  ي از تلاق   که نتاج به دست آمده     يدر حال . بود) ١:١( مورد انتظار    يمندل

’G-2-25‘ يا هنژادگان، فقط شاملSIS11  )٢١(% ،S1Sf )٥٣ (% وS25Sf )نژادگانبودند و %) ٢٦ S11S25ن نتاج ي در ب

  . باشدS ين آلل هاي ببرهمکنشا ي کشنده و يها ل وجود ژنيت ممکن است به دلين وضعيا. وجود نداشت

 ،نت فلورس ـميکروسـکپ ، يخودناسـازگار  ،يخودسـازگار  ، خامهيبونوکلئازهايه ريتجز بادام، : کليدييواژه ها

PCR .  

  مقدمه
 Amygdalus communis ، Prunus amygdalus Batch ، Prunus dulcisعلمـي  يهـا  نـام  بـا  بـادام 

(Mill.)   گياهي از تيـره Rosaceae  و زيـرجنس Pronoidea ۱۶ ي بـوده و دارا=x۲=n۲  باشـند يکرومـوزوم م ـ   

كشت ايـن محـصول از    . گردديسيح بر مسابقه كشت و توليد بادام در دنيا به هزاره سوم قبل ازميلاد م ).۱۶، ۱( 

  
  ۱۳/۳/۸۸ :رشيخ پذي                     تار١٨/١١/٨٧: افتيخ دري تار‐١

 پـرديس کـشاورزي و منـابع طبيعـي          اريدانـشيار و اسـتاد    هاي علمي و صـنعتي ايـران،          عضو هيئت علمي سازمان پژوهش     به ترتيب  ‐۲

عضو هيات علمي    و   ، گروه زراعت و اصلاح نباتات     راندانشيار پرديس و منابع طبيعي دانشگاه ته      ،  ي گروه علوم باغبان   دانشگاه تهران، 

  . جمهوري اسلامي ايران کرج،کرج، موسسه اصلاح و تهيه نهال و بذر بخش تحقيقات باغباني
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 ترين كشورهاي توليد كننـده بـادام و         يران به عنوان يكي از قديم     يديرباز در ايران رايج بوده به طوري كه كشور ا         

براساس اطلاعـات موجـود، بـادام بـومي     . ن محصول شناخته شده استي مختلف ا ي گونه ها  ي از خاستگاه ها   يکي

هـاي   باشد كه تا سواحل درياي مديترانه گسترش يافته و گونه كزي و غربي مي  مناطق كوهستاني خشك آسياي مر    

   ).۱۹،۲۰، ۱۵(ن مناطق يافت شده است يدر ا وحشي اين گياه

هـاي   ان ميـوه ي ـ خـشكي و سـرما در م  مانندبادام يكي از مقاوم ترين درختان به شرايط نامساعد محيطي          

و حمل و نقل آسان اين محصول نيز از جمله عـواملي اسـت كـه               قابليت نگهداري   . مناطق معتدله شناخته شده است    

 هكتـار و توليـد      ۱۷۲,۰۰۰ران بـا سـطح زيركـشت        ي ـکـشور ا  . افزايش سطح زير كشت آن را به دنبال داشته اسـت          

  .)۱۲ ،۱۱، ۱(  تن بادام، مقام پنجم توليد اين محصول را به خود اختصاص داده است۱۱۰,۰۰۰

ا محسوب شده و اصلاح بادام به منظور به دست آوردن           يل مهم در دن   يا از مس  يکي بادام   يخودناسازگار

خودناسـازگاري در بـادام يـك     .  گـردد  ي م ين محصول تلق  يا مهم در    ي از اهداف بهنژاد   يکي خودسازگار   يرقم ها 

ف در اين نوع ناسازگاري رشد لوله گـرده در خامـه متوق ـ           . باشد   مي ١تيكي تلقي شده و از نوع گامتوف      يکيپديده ژنت 

-S بـوده كـه تحـت عنـوان          ۳کـوپروتئين ي از جـنس گلا    ۲علت اين توقف به دليـل وجـود ريبونوكلئازهـايي         . گردد  مي

RNases  عنوان با چند آللي    ياين صفت در بادام توسط يك مکان ژن       . شوند   ناميده مي  S-locus  ۵(شود     كنترل مي ،

د يي ـ تا ي خاص ـ ين هـا  يز وجود پروتئ  ي در گرده ن   ي خامه به تازگ   يبونوکلئازهاي بر ر   افزون ).۲۴ ،۲۲ ،۱۸،۲۰ ،۱۱ ،۶

  .)۲۲ ،۱۸( شوند يده مي نامSF-BOX و  شناخته نشدهيها تاکنون به خوب ق آنيب دقيشده که ترک

 يرقـم هـا   هـا و  نژادگان است که امروزه ي به گونه اي خودسازگاريج به دست آمده از پژوهش ها      ينتا 

ن مهم با استفاده يا.  بادام شده استير در باغ ها خودناسازگايارقم هج جايگزين يتدره ، بمرغوب و خودسازگار

، ۲۱،  ۲۰( تحقق يافته است     نگيزشي ا ي با جهش ها   ياي و گاه     بين گونه  يرياي و دورگه گ      هاي درون گونه   از تلاقي 

۲۴.(  

ص نتـاج خودسـازگار از نتـاج        ي خودسـازگار، تـشخ    ي بـادام هـا    ي بهنژاد ي از مشکلات در برنامه ها     يکي

ل ي ـ بـه دل   يص نتـاج خودسـازگار از  خودناسـازگار در دوران نونهـال            ي است تـشخ   يهيبد . باشد ياسازگار م خودن

 ن پـژوهش  ي ـت است که در ا    يار حائز اهم  ي بس يدن به گلده  ي داشت تا رس   يها  سال ي ط ي نگهدار ينه ها يکاهش هز 

  ميکروسـکپ  و   ۴ وشاندن پ ک شامل روش  ي کلاس يها ن راستا استفاده از روش    ي در ا  .ظ شده است  ن موضوع لحا  يا

 ين خودسازگار يي خامه در تع   يبو نوکلئازها يل ر يه و تحل  ي و تجز  PCR شامل   ي  ملکول  يها  روش زيفلورسنت و ن  

   ).۱۷ ،۱۴( خودسازگار مورد استفاده قرار گرفته است ي هانژادگانن يي و تع در باداميو خودناسازگار

ن يـي  خودسـازگار و تع ي هانژادگان ييشناسا جهت   فوق يها  روش يي کارآ ي بررس پژوهشن  يهدف از ا  

 نـر   يها و والـد   G-2-25‘’مـاده     والـد  يري ـ گ ه از دورگ ـ  در نتاج به دست آمده     Sf آلل خودسازگار    توارث يچگونگ

 ي هـا  نژادگـان   جهـت بـه دسـت آوردن        يـاد شـده    يهـا   اسـتفاده از روش    .بـود  ۶‘و لارگتـا  يس مـا  يد’و ۵‘مارکونا’

 يرقـم هـا    توسـعه    ج جهت ي نتا ت گسترش يخودناسازگار و در نها    ي ها ژادگانن ها از   آن ييخودسازگار و شناسا  

   . باشدي من محصول در کشوريد اي تولي ضروري از موردهايکي  به عنوانخودسازگار

  

  
۱  ‐           Gamethophytic۲–  Ribonuclease         ۳Glycoprotein -           ۴‐Bagging                ٥‐ ‘Marcona’          

۶‐                ‘Desmyo  Largueta’     
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  ودناسازگار بادام خهاي کلاسيک و مولکولي در تشخيص نتاج خودسازگار و  مقايسه روش
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  ها مواد و روش
  ياهيمواد گ 

  و  به عنوان والد مـاده G-2-25’ (S11Sf)‘   رقم خودسازگاري از تلاقش، نتاج به دست آمدهين آزماي در ا

ن نر با يبه عنوان والد)  عدد۱۲ ((S11S12) ‘ماركونا’و)  عدد ۱۹ ((S1S25) ‘ديس مايولارگتا ’ خودناسازگار   يرقم ها 

ن يين  آنها تع   ي ب ي و نسبت ها   S ي ها نژادگان و    قرار گرفته  يهاي كلاسيك و ملكولي مورد بررس      استفاده از روش  

ار مرغـوب و خوشـمزه   ي بـس يرقم هـا  به عنوان   ‘ماركونا’ و   ‘ديس مايولارگتا ’ يرقم ها لازم به ذکر است     . ديگرد

 رقـم  ين رقـم خـود از تلاق ـ  ي ـرگـل بـوده کـه ا   ي ديل ـي خودسـازگار خ يرقـم هـا  از  ’G-2-25‘  زود گل و رقميول

  . به دست آمده است) S6S11( ۲‘نايبرت’ ناسازگاربا رقم خود) S8SF( ١‘ايزيفل’خودسازگار  

  

   مورد استفادهيها روش

  بـه    سـنت  فلور ميکروسـکپ ورد استفاده شامل آزمايش رشد لوله گرده با استفاده از روش             م هاي روش

ــوان روش  ــيك عن ــامل  روش وكلاس ــولي ش ــاي ملك ــاليز ريبو  وPCR روش ه ــه نوآن ــاي خام ــا كلئازه  روش ب

NEpHGE(NonEquilibrium pH Gradient Electro Focusing)بودند .  

  

   تپ فلورسن ميكروسكروش ‐۱

هـاي فريـزر معمـولي بـا شـماره            از باغ برداشت شدند و در كيسه      ) D(ي بادام در مرحله بالن      ها ابتدا گل 

در آزمايـشگاه عمـل     . شـدند  منتقـل  سلسيوس درجه   ۴ به دماي    و به آزمايشگاه انتقال     ط سرد ي و در شرا   مشخص

در محـيط     و جهت خشك كـردن     جدا شده  گل   ي پرچم ها  يبساک ها   سپس .ها انجام شد    ا حذف پرچم  ياخته كردن   

هاي گرده پس از دو روز در اثر باز شـدن بـساك آزاد                 دانه .آزمايشگاه روي يك صفحه معمولي كاغذ قرار گرفتند       

ــدند ــردن      هــم. ش ــه جــدا ك ــان بــا مرحل ــا زم ــ ني، مــادگپــرچم ه ــده و    ز از گــلي ــا جــدا ش   بــه منظــور  ه

  .قرار گرفتند صي بودهاي مخصو هاي آب كه داراي توري در سينيشگاه  ي در آزماي دستيگرده افشان

 بـا  يا خودناسـازگار ي ـودسـازگار بـودن   خن  يـي  جهت تع  رقم هر خشک شده    ي ساعت گرده ها   ۴۸بعد از   

 و شـده    ي هـا جمـع آور     ي مـادگ  ، روز بعد  چهار .داده شدند قرار   همان رقم     ماده ي کلاله گل ها   ي رو انگشت سبابه 

 سـديم   يز کـه حـاو    ي ـ تم يشگاهي ـ آزما يشه ها يک از ش  ي هر    به  ي جهت نرم شدن بافت مادگ     ي مادگ  عدد ۱۲تعداد  

ــي م۲۵شه حــدود يــد درهــر شيام ســولفي مقــدار ســد.دنــدي بــود منتقــل گرد%۵ ۳ديالفســو ــا روي ليل    يتــر بــود ت

  . بپوشاندبه طور کامل شده را  يفشانا گرده ي هايمادگ

ده بـه    ش ـ يافـشان ه   گـرد  ي هـا  ي و مـادگ    سـولفايد  مي سـد  ي حاو يشه ها يشده ش  پس از انجام موارد ياد    

ا ي ـ ي قـارچ ي هـا ي از آلـودگ  يريقه به منظور جلوگ   ي دق ۱۲ به مدت    سلسيوس درجه   ۱۲۱ ياتوکلاو منتقل و در دما    

  . شدندسترون ييايباکتر

ه ي ـ نرمـال ته ۱/۰مي در ابتدا محلول فسفات پتاس ـميکروسکپمشاهده با  جهت  ها ي آماده کردن مادگ   يبرا

 يشه هـا  ي ش بهتر از آن    ي ل يلي م ۱۵ حدود   ه محلول بالا  ي بعد از ته   .شدن بلو افزوده    يليمحلول آن % ۱/۰کرده و به آن     

ن يلي آن ي ماده رنگ  ي حاو يشه ها ي و  به ش    شدهشه ها خارج    يشده از ش    اتوکلاو ي ها ي سپس مادگ  .ز منتقل شد  يتم

  . ندافتيم  انتقال يبلو و فسفات پتاس

  
١‐               ‘Felizia’ ۲‐ ‘Bertina’                   ۳‐ Sodium sulfide                  
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 ي رويک موهاي و با پنس بار    شدهرج  ن بلو خا  يليم و آن  ي ها از محلول فسفات پتاس     ي ساعت مادگ  ۳پس از   

لام   ونـد  گرفتک  لام قـرار  ي ي خامه روشش سپس هر  .ندديگرد  جدا  خامه ازم  ي ضربات ملا  با   و   ندشدز  يخامه تم 

ن ي ـدر ا. نـد  مـورد مطالعـه قـرار گرفت   ميکروسـکپ ر ي ـدر زن مرحله خامه هـا   ي از ا  بعد. ند شد فشرده به هم    و لامل 

ده بودنـد   ي خامـه رس ـ   يبـه انتهـا    ي دست ي ساعت گرده افشان   ۷۲بعد از    رشد کرده که      گرده يتعداد لوله ها   مطالعه

  داده هـا   ين هـا  يانگي ـ م .ل قرار گرفتند  يه و تحل  ي مورد تجز  انسي وار ه  ي تجز  با روش   آنها ي داده ها  شمارش شده و  

   . قرار گرفتندسهي مقامورد  روش دانکن  با زين

گرم در نو نا ۵۰استخراج و مقدار ) ۱۳ (١گگپت و كلور  براساس دستي ژنوم DNAبراي انجام اين روش     

 چندين آزمايش انجـام شـد كـه در    PCRجهت تنظيم برنامه .  استفاده شدPCR )تريکرو ليم ۲۵معادل  (واکنشهر 

 شـامل    دراين آزمايش ها   PCRط  ي شرا . آن تنظيم گرديد   مناسبنتيجه براي هر جفت آغازگر مورد استفاده برنامه         

 درجـه  ۹۴در  هي ـ ثان۷۰ چرخـه شـامل   ۳۵ جهت واسرشـت سـازي اوليـه و سـپس     سلسيوس درجه ۹۴دقيقه در ۵

ان ي ـ و در پا   سلـسيوس  درجـه    ۷۲ه در   ي ـ ثان ۹۰ براي اتصال و سـپس       سلسيوس درجه   ۵۴ ثانيه در    ۵۰،  سلسيوس

  . بودسلسيوس درجه ۷۲ دقيقه در ۱۰ره يساخت نهايي زنج

 ساده و سه عـدد آغـازگر   PCR ي برا يك جفت آغازگر   اين آزمايش شامل   آغازگرهاي مورد استفاده در   

  :بودر ي مركب به شرح زPCRبراي 

   سادهPCR براي AS1II-AmyC5R , ConF-ConR , SfF-SfR جفت آغازگرهاي ‐۱

 بـه عنـوان   SfF وAS1II که AS1II- SfF- AmyC5R: مرکب شامل  PCR ي مورد استفاده برايها آغازگر‐۲ 

 -ConR ConF, SfFب آغـازگر هـاي   ي ـهمچنـين در ترک  ۳ پسرو آغازگر ه عنوان  بAmyC5R و ۲آغازگر پيشرو

 و ConF-ConR  يآغازگرها  پسرو و نيز   اغازگر    به عنوان  ConR به عنوان پيشرو و        ConF-SfFجفت آغازگر   

S3F كه در اين تركيب S3F, ConFپيشرو و  آغازگر  به عنوان ConR  پـسرو بـراي انجـام     آغـازگر   بـه عنـوان 

PCR    ۹،  ۴،  ۳،  ۲(نشان داده شـده اسـت        ۱ مورد استفاده در جدول      يتوالي كليه آغازگر ها   . شدندمركب استفاده ،

 بـه طـور اخـص بـراي         SfF-SfRها براساس منابع و اطلاعات موجود از جفت آغـازگر            شيدر كليه اين آزما    ).۲۲

  .  استفاده گرديدSfتشخيص آلل  

 
   روش تجزيه ريبونوکلئازهاي خامه ‐۳

اي انجام  اين روش ابتدا نمونه هاي گل درختان مورد نظر از باغ جمع آوري و هر نمونه در يک کيـسه                   بر

 ۵/۱رف  وبراي هر نمونه مـورد آزمـايش چهـار  عـدد اپنـد     . پلاستيکي قرار گرفت و با يخ به آزمايشگاه منتقل شد       

 تـا شـروع   عتسـر به ه گل قرار گرفت و       عدد خام  ۳۰رف ها تعداد    وميلي ليتري انتخاب گرديد که در هر يک از اپند         

از اين مرحله به بعد تمام کارهاي مربـوط بـه اسـتخراج در           .  منتقل شد  سلسيوس درجه   ‐۸۰مرحله بعدي به دماي     

   ). ۷ ،۶ ،۵( بوسکوويچ و همکاران  انجام شد بر اساس روش  سلسيوس درجه ۴دماي 

 
 
 
  

  
١‐ Gept and Clegg                         ۲‐ Forward primer                    ۳‐ Reverse primer 
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 در S ي آلل  هاي براPCRص در روش ي تشخقابل   ي استفاده شده و آلل هاي اختصاصي آغازگرها‐۱جدول

  .بادام

Table 1. Used specific primers and recognizable S-alleles of almond by PCR method. 
  آلل هاي قابل تشخيص

Recognizable alleles  

  توالي آغازگر

Primer sequence  

  نام آغازگر

Primer  
TATTTTCAATTTGTGCAACAATGG AS1II(F) S1, Sf, S3, S12, S11 
CAAAATACCACTTCATGTAACAAC AmyC5R(R) 

GTGCAACAATGGCCACCGAC ConF(F) S1, Sf, S3, S11 
TACCACTTCATGTAACAACTGAG ConR(R) 

GTGCCCTATCTAATTTGTTGAC SfF(F)  
Sf GACATTTTTTTAGAAAGAGTG SfR(R) 

CTTCTGCGCTTACGAGAGGTT S3F(F)  
S3 AAAACGTAAGGGATAGTTTCT S3R1(R) 

CTTCTGCGCTTACGAGAGGTT S3F(F)  
S3 TGTGATTTCCACATGTCT S3R2(R) 

  

  ميآنزاستخراج 

  يکي خامه ها اضافه شد و سـپس بـا متـه پلاسـت             ي حاو ع به هراپندرف  يتروژن ما يتر ن يکرولي م ۵۰۰مقدار  

تـر بـافر    يکرولي م ۵۰۰ در ادامـه   .دي ـ حـل گرد   يزن دسـت  ات داخل اپندورف با هم ـ    ين مرحله محتو  يدر ا  .شدندپودر  

  .)۲جدول  ( اضافه شد به هر اپندرفه شده ي تازه تهاستخراج

 
  .تر بافري ليلي م۵۰ ي خامه برايبو نوکلئازهاي ريها ميآنزبات بافر استخراج ي ترک‐۲جدول 

Table 2. Buffer components (in 50 ml) for extraction of style  ribonucleases. 
  ) %درصد(  Material ماده

  ريتر آب دو بار تقطي ليلي م۲۵

  (DMSO)د يل سولفوکساي متيتر دي ليليم ۱۵

   گرم ساکارز۵

  ميت سدي سولفي گرم متاب۰۵/۰

  10 تاpH 3لات يتر فارميکرولي م۱۰۰

 %۱۰تون  يتر تريکرو لي م۲۵

  ريتر با آب دو بار تقطي ليليم ۵۰ به ييرسا ندن حجم نها

۵۰  

۳۰  

۱۰  

۱/۰ 

۲/۰  

۰۵/۰  

۶۵/۹ 

  

 ۴ ي ساعت در دما   ۱ به مدت     ونه ها م ن وژيفيسانتر در مرحله بعد     .ات داخل اپندورف به هم زده شد      يمحتودوباره   

 و   قـرار گرفتـه    ط خنـک  ير هود در شـرا    ي ز در   نمونه ها  سپس . انجام شد  rpm ۱۴۵۰۰ ت  ع سر  با سلسيوسدرجه  

 در مرحلـه بعـد      .افـت ي انتقـال    )در هر اپندورف  تر  يکرولي م ۱۵۰حدود  (ز  يتم  اپندرف  دو    به  هر اپندورف    ييه رو يلا

  . شدندي نگهدارسلسيوس درجه ‐۸۰  ي استخراج شده در دماين هايئپروت

 
   ي عمودزد جهت الکتروفوريل آمي اکريه ژل پليته

ا ي ـق و ي ـ رقاسـيد  کير و سپس با  است     ي مخصوص دستگاه الکتروفورز  با آب دوبار تقط        يشه ها يابتدا ش 

ر د. ه شـد  ي ـتر  ته  ي ل يلي م ۵۰ به مقدار    ۱۰د طبق جدول    يد آم ي آکر يسپس ژل پل  .  شدند  و خشک  استون شسته شده  
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، در ل نگـردد ي تـشک يشه اي ـ شين صفحه هايکه حباب هوا در ب نيت ا ي با رعا   ژل  پس از حل شدن    بي درنگ  ادامه  

.  قـرار گرفتنـد  ژل داخـل    درقبل از جامد شدن   ،    دستگاه ويژه  يشانه ها   شد و  ق  يتزر يشه ا ي ش ين صفحه ها  يب

   ).۸( د شي اتاق نگهداري بستن کامل در دمايقه براي دق۳۰سپس ژل به مدت 

  

  HGEpNEط انجام الکتروفورز در روش يشرا

 يشه اي شصفحه هايبه همراه   آن را برداشته و دستگاه الکتروفورزي، شانه ها ژلبعد از جامد شدن

 – DL – گرم ۳۵/۲ وريآب دو بار تقط تر ي ليلي م۴۰۰( ي آند بافر.گرفتمتصل به آن در مخزن مربوطه قرار 

در ) ک نرمالي گرم سود ۸ و ريتر آب دو بار تقطي ليلي م۲۰۰۰( ي کاتدبافر  وسط و را در قسمت)  کيدگلوتامياس

  . خته شديرمخزن دستگاه 

 ۱۰۰  اني ـشـدت جر  ن دمـا در     يدر هم ـ   و نموده  خچال منتقل   ي  به    را ، آن  درپوش دستگاه   از گذاشتن    بعد

 يم ساعت نمونه هـا ين ني ادر .شود جاديدر ژل ا ثابت  pHب ي درجه شد تا ي گردي نگهدارم ساعتيبه مدت نولت  

ق بـه   ي ـ تـا جهـت تزر     گرفتنـد    خنک قرار  ير انجماد ول  يط غ ي و در شرا    شده   زر خارج ين استخراج شده از فر    يپروتئ

 ۶۰ مقـدار     دسـتگاه     و بـه هـر چاهـک       شدخچال خارج   يم ساعت دستگاه  از      يپس از ن   . ژل آماده شوند   يچاهک ها 

 خچـال منتقـل   ي انجام الکتروفـورز بـه       ي دستگاه برا   ژل   يپس از بارگذار   . شد قين  ترز  يپروتئنمونه  تر از   يکروليم

قـرار   ) ولـت  ۴۰۰در   سـاعت    ۳ و    ولـت    ۳۰۰در   ساعت   ۱ ولت،۱۵۰ در    ساعت  مختلف   يط ولتاژها يشده و در شرا   

   ).۸ ،۷( گرفت

  

   ژل يزيثابت کردن و رنگ آم

و بـا   ) ۲جـدول (  نمـوده  ١تامپونتر  ي ل يلي م ۱۲۰۰ه  يان الکتروفورز اقدام به ته    يحدود دو ساعت مانده به پا     

 در انکوبـاتور    سلـسيوس  درجـه    ۳۷ ين تامپون در دما   يسپس ا . شدرسانده   ۸/۵ن تامپون  به     ي ا pH ،ديک اس ياست

 ندشد دو طرف دستگاه خارج      يشه ا ي ش صفحه هاي ن  ياز ب ) ه ژل   يدو لا ( ان الکتروفورز، ژل ها     يدر پا  .گرفتقرار  

 RNA )۸/۰ محلـول    ،  در مرحله بعد   . گرفتند  قرار سلسيوس درجه   ۳۷ ي در دما  ۸/۵درتامپون  قه  ي دق ۲۰ مدت   به  و  

 آرام در محلـول تـامپون   يلي خRNAانجام مراحل فوق . شده يته )تر از تامپوني ليلي م۴۰۰  در داخل  RNAگرم 

تـر از محلـول     ي ل يلي  م  ۲۰۰سپس  .  آمد ي در م  يگلوله ا به شکل     RNA،  مي شد خته  يع ر ي چون اگر سر   ،دخته ش ير

RNA در   .دنـد ي گرد ن منتقل   آ درون    به ها    ژل  و  شده   ختهي شکل ر  يلي مستط يکي دو ظرف پلاست    هر کدام از      در 

 درجـه  ۳۷ يقـه در دمـا  ي دق۴۰مـدت   و بـه  ند به درون آون منتقـل شـد     RNA ژل در محلوليادامه ظروف حاو

 و بـه   شد منتقل سلسيوس درجه ۳۷ ي و دما۸/۵ تامپون  به ها دوباره  قه ژل ي دق ۴۰از  پس  . قرار گرفتند  سلسيوس

  . شدندين محلول نگهداريقه در اي دق۲۰مدت 

 ۷۰ر و   ي ـتـر آب دوبـار تقط     ي ل يل ـي م ۹۳۰شامل  % ۷ دياس کي است ي محلول حاو   ژل به  ينمونه ها ،  در ادامه 

ه ي ـ ثان ۹۰ به مدت    ها ژل  بعد در مرحله . شدند ين محلول نگهدار  يقه در ا  ي دق ۳ يو برا  منتقل دياس يکاستتر  ي ل يليم

 گـرم   ۴/۰و   دياس ـ يکاسـت تـر   ي ل يل ـي م ۲۰تر آب مقطـر ،    ي ل يلي م ۳۸۰ يتر، حاو ي ل يلي م ۴۰۰(دن بلو يدر محلول تولوئ  

بـاره   آن  دوي و سـپس رو  شـد ر شستشو داده  يژل با آب دو بار تقط      .ند شد ي نگهدار  اتاق ي دما در) دن بلو يتولوئ

  
١‐ Tampon  
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ر ي ـجـاد شـده در  ژل در ز  ي اي بانـدها ان ي ـدر پا .شدعت بعد به حال خود رها  سا۱۶خته و تا   ير ر يآب دو بار تقط   

  ند مورد مطالعه قرار گرفتفرابنفشلامپ 

   و بحثجينتا
  تپ فلورسنميكروسك با روش يبررس

 خودسازگار و   يرقم ها اند در     اي كه به انتهاي خامه رسيده        گرده  ي ها نتايج نشان داد ميانگين تعداد لوله     

د کـه رشـد     ي ـن مـشخص گرد   يهمچن.  وجود دارد  يدار  ار معني يها تفاوت بس    يكسان نبوده و بين آن     خودناسازگار

 خودناسازگار اسـت هـر چنـد در    يرقم ها خودسازگار بيشتر از   يرقم ها هاي خامه در     لوله گرده در همه قسمت    

    رشـد نمـوده بودنـد    کلالـه تـا حـدود ميانـه خامـه      درادي لولـه گـرده      ي ـ خودناسازگار نيز تعداد ز    يرقم ها برخي  

  .)۲ و ۱  هايشکل(

  

  

  

  

  

  

Fig. 1. Absence of pollen tube growth in self-incompatible cultivars.  

              . خودناسازگاريرقم ها عدم رشد لوله گرده در ‐۱شکل 

:A و رشد لوله گرده در کلاله يجوانه زن   :Bانه خامه ي رشد لوله گرده در متوقف :C عدم رشد لوله گرده در 

  . خامهيانتها

                  

  

  

  

C                      B   A  

  

  

Fig. 2. pollen tube growth to base of style in self-compatible cultivars.  

  . خودسازگاريرقم ها در  خامهي گرده رشد کرده تا انتهاي  لوله ها‐۲شکل  

:Aگرده در کلاله و رشد لولهي جوانه زن   :Bانه خامهيادامه رشد لوله گرده در م :C ادامه رشد لوله گرده در 

   . خامهيانتها
        

ک ي ـ تعداد لوله گرده رشد کـرده در       و بيشتر نمود   لوله گرده رشد     ۱۳۸۹ ،شي مورد آزما  ي مادگ ۴۲۰از تعداد   

 و  ۳  هـاي  ولجد( له گرده برابر صفر بود     خودناسازگار تعداد لو   يرقم ها  يدر برخ  و    عدد بود  ۹ش شده   يمازآگل  

 يرقـم هـا   ين  ي ـ بـر تع    افزون نتپ فلورس ان رشد لوله گرده به روش ميكروسك      ين ميز يدرآزمايش حاصل از تع    ).۴

 گـرده   يچون درصـد لولـه هـا       .خودسازگار و خودناسازگار، دو نمونه به عنوان نتاج مشكوك تشخيص داده شد           

  ).۴، ۳  ،۲(بود % ۵۰ن نمونه ها کمتر از يا ودند درده بي خامه رسيرشد کرده که به انتها
  

A B C

A B C
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  PCRنتاج با روش  در Sبررسي وضعيت آلل هاي 

در تلاقي  S25Sf و  S1Sf   نژادگان هاي خودسازگار با ترکيب آللي SfF-SfR  با استفاده از جفت آغازگر   

هــاي  نژادگــان. ناســايي شــدند ش)S1S25 (‘ديــس مايولارگتــا’ بــا والــد پــدري  ‘’G-2-25 )(S11Sfوالــد مــادري 

 بـا   ’G-2-25‘همچنين در تلاقي والد مادري      .   بودند  S1S11دست آمده  در اين تلاقي به صورت           ه  خودناسازگار ب 

 بـه   S12Sfعنوان نژادگان خودناسازگار و نژادگان هـاي          ه   ب S11S12، نژادگان هاي      )S11S12 (‘ماركونا’والد پدري   

  .  )۱۰( سايي شدندعنوان نژادگان  خودسازگار شنا

  ١ با آزمون كاي اسكوير) S11S12 ( ‘ماركونا’  با ‘G-2-25’ (S11Sf)دست آمده  در تلاقي ه نسبت هاي ب

)χ2(   نژادگـان  بـا    يخودناسـازگار % ۴۲ ج نـشان داد کـه  نتـاج بـه دسـت آمـده              ينتـا .  بررسي شـد S11S12   ۵۸ و %

ج ين  نتـا ي ب ـ۱ بـه  ۱ مطابقت داشته و نـسبت   ي  مندل  يها تاين نتايج با نسب   .  دادند S12Sf نژادگان با   يخودسازگار

 در  ي به عنوان والـد پـدر      ‘’G-2-25ش  ين آزما ي در ا   چه جه گرفت چنان  ي توان نت  ي م ي از لحاظ کل   يول. صادق بود 

ل ي ـ  بـه دل    ي والد پـدر   S11)(ن حالت آلل    يچون در ا  .  رفت، کل نتاج خودسازگار شوند     ي شد انتظار م   ينظر گرفته م  

   و S11  با آلل Sfب آلل يب شود و فقط شانس ترکي خودناسازگار ترک ي  والد مادر   S11 توانست  با آلل      يمتشابه ن 

  .سر بودي   مS12آلل 

، S1S11 ، S11S25 ي هانژادگان رفت يانتظار م  )S11Sf (‘’G-2-25با S1S25) (‘و لارگتايس مايد’ يدر تلاق

S1Sf و S25Sfدست آمده از تلاقي ه  نتاج بيب آلليترک . حاصل شوندG-2-25’‘۲۱ شامل ‘ديس مايولارگتا’با %

S1S11 ،۵۳ %S1Sf ،۲۶ % S25Sf و صفر درصد  S11S25آلل يحاواين نتايج نشان داد لوله گرده .  بود S25فقط  

. باروي بوده است% ۷۳ داراي S25 سه بايدرمقا S1  آلل يكه لوله گرده حاو باروي بوده، در حالي% ۲۶داراي 

ممکن است به خاطر  S11S25 نژادگانعدم وجود .  شده استآورده ۷ و ۶، ۵ به دست آمده در جدول هايج ينتا

ل ي به دل S12ج  نشان داد آللينتاهمچنين .  بوده باشدين تلاقي در اي کشنده و رقابت آللي ژن هايوجود برخ

ن آلل ي که ايست، در حاليص نيشخن آغازگر قابل تي با اConF-ConR آغازگر ي آن  با توالي توالياختلاف جزئ

  .ص داده شدي تشخAS1II-AmyC5R  يبا آغازگر ها

 بـه   SfF-SfR ي از كاربرد آغازگرهاي مورد استفاده نشان داد کـه  جفـت آغازگرهـا              به دست آمده  ج  ينتا

ت آغازگر  كه با كاربرد جف    عنوان تعيين كننده خودسازگاري در نتاج بادام به خوبي قابل استفاده هستند، به طوري             

SfF-SfR    آلل  ،Sf     ص آلل ي تشخي برا بنابراين.ر  گرديد ي جفت باز تکث   ۴۵۰  با اندازهSf  اين آغازگر به عنوان يـك ،

 نيـز در تأييـد   AS1II-AmyC5Rو ConF-ConR  همچنـين آغازگرهـاي   . شـود يه م ـيآغازگر اختصاصي توص

 چـون چـانون     ه دست آمده توسط پژوهشگراني    ج ب ج با نتاي  ياين نتا .  در كل نتاج نقش اساسي داشتند      Sfوجود آلل   

  ).۳شکل (مطابقت داشت ) ۲۳(و تمورا و همکاران ) ۱۰(  و همكارانتاتيتاپ

 S3نيز با توجه به عـدم وجـود  آلـل            ) ۱۰ ( و همكاران  تاتيچانون تاپ  ConF-ConRکاربرد جفت آغازگر    

همچنـين اسـتفاده از جفـت       . داد نـشان    ز را جفـت بـا   ۱۲۰۵انـدازه    بـا      Sfخوبي وجود آلل    ه  درنتاج به دست آمده ب    

 از نظـر    يج بـه دسـت آمـده       و تأييد نتـا    Sfنيز در تشخيص آلل     ) ۲۳(تمورا و همکاران     AS1II-AmyC5R آغازگر

  ). ۵ و ۴ هاي شکل(كارايي مؤثر واقع شد 

  
١‐  Test Chi-Square  
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  يدر والـد مـا  ي در تلاق ـنت فلورس ـميکروسـکپ  خودسازگار با اسـتفاده از روش    ي ها نژادگانص  يتشخ –۳جدول

S11Sf)( ‘G-2-25’ و لارگتايس مايد’ ين پدريبا والد‘ )S1S25 ( مارکونا’و‘) S11S12(.  

Table 3- Fluorescence microscopy method for identification of self-compatible genotypes in 
crossing of female parent of ‘G-2-25’ (S11Sf) with male parents of ‘Desmayo 
Margeuta’ (S1S25) and ‘Marcona’ (S11S12). 

ا رقمي تيجمع  

Population or 
cultivar    

)نتاج( دانهال  

Seedling 
(progeny) 

 يتعداد کل مادگ

مورد ) خامه(

يبررس  

Total number of 
pistils (style) 

 

 تعداد لوله كمترين

رده تا کگرده رشد 

  انتها در  هر خامه

Minimum 
pollen tube 

number at the 
base of each 

style 

 تعداد لوله بيشترين

رده تا انتها کرده رشد گ

  در هر  خامه

Maximum pollen 
tube number at the 
base of each style 

 

تعداد کل لوله گرده 

 عدد ۱۲  يدر انتها

 خامه

Total pollen 
tube number at 
the base of 12 

styles  

ن تعداد لوله يانگيم

ه تا ردکگرده رشد

خامه هر يانتها  

Average pollen 
tube number at 
the base of each 

style 

P-3-27 12 2 9 66 5.5 

P-3-28 12 0 1 1 0.08 

P-3-29 12 0 2 2 0.17 

P-3-30 12 0 1 4 0.33 

P-3-31 12 0 0 0 0 

P-3-32 12 5 9 76 6.33 

P-3-33 12 0 8 32 2.67 

P-3-34 12 2 8 53 4.42 

P-3-35 12 0 8 29 2.42 

P-3-36 12 1 8 40 3.33 

P-3-37 12 2 4 37 3.08 

P-3-38 12 1 3 23 1.92 

P-3-39 12 0 4 26 2.17 

P-3-40 12 2 8 50 4.17 

P-3-41 12 3 9 71 5.92 

P-3-42 12 0 2 11 0.92 

P-3-43 12 1 6 47 3.92 

P-3-44 12 4 9 72 6 
 

 *’
ت

رگ
لا
يو

ما
س 

دي
 

ا ‘
‘G

-2
-2

5 
’  

‘D
es

m
ay

o 
M

ar
ge

ut
a’

 
 *
‘G

-2
-2

5 
’ 

P-3-45 12 1 8 51 4.75 
P-5-20 12 0 1 3 0.25 
P-5-21 12 1 8 66 5.50 

P-5-22 12 4 8 71 5.92 

P-5-23 12 0 6 17 1.42 

P-5-24 12 2 8 66 5.17 

P-5-25 12 0 0 0 0 

P-5-26 12 5 9 93 7.75 

P-5-27 12 0 1 1 0.08 

P-5-28 12 0 0 0 0 

P-5-29 12 0 3 12 1 

P-5-30 12 3 9 78 6.50 

P-5-31 12 0 0 0 0 

نا
کو

ار
م

‘  
’  

* 
 ‘G

-2
-2

5 
’  

‘M
ar

co
na

’* 
‘G

-2
-2

5 
’  

 

G-2-25 12 3 8 49 4.42 

‘نکويج’  

 ‘Jinko’ 

12 5 9 92 7.76 

‘سوپرنوآ’  

‘Superano’ 
 

ها 5.50 66 8 3 12
م 

رق
ي

ار
زگ

سا
ود

خ
د 

اه
ش

 
 

C
on

tro
l c

vs
.  

 se
lf-

co
m

pa
tib

le
 

‘تونو’  

‘Tono’ 
 

12 4 9 84 7 
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 رقـم   ي در نتـاج حاصـل از تلاق ـ        خامه در هر خامه    ين تعداد لوله گرده رشد کرده تا انتها       يانگيسه م ي مقا ‐۴جدول  

   .‘مارکونا’ و‘ولارگتايس ما يد’ ي پدري والدها با ‘ ’G-2-25يمادر

Table 4. Comparison of mean pollen tube number at the base of style in crossing of female 
parent of ‘G-2-25’ (S11Sf) with male parents of ‘Desmayo Largeuta’(S1S25) and 
‘Marcona’ (S11S12). 

گرده تا انتهاي  ميانگين تعداد لوله گرده رشد

  خامه

Mean of  pollen tube number at the 
base of each style  

 يک از هر در بررسي مورد خامه دادتع

  نتاج 

Number of  studied style in 
each progeny  

  دانهال

Seedling   

0 a 12  P-5-25 
0 a 12 P-5-31 
0 a 12 P-5-25 
0 a 12 P-3-31 

0.08 a 12 P-5-27 
0.08 a 12 P-3-28 
0.17 a 12 P-3-29 
0.25 a 12 P-5-20 
0.33 a  12 P-3-30 

0.92 ab 12 P-3-42 
1 abc  12 P-5-29 

1.42 abcd  12 P-5-23 
1.92 bcd  12 P-3-38 
2.17 bcd  12 P-3-39 
2.42 cd  12 P-3-35 
2.67 cd  12 P-3-33 
3.83 ef  12 P-3-37 

3.33 efg  12 P-3-36 
3.92 efgh  12 P-3-43 
4.17 fghi  12 P-3-40 
4.42 fghij  12 G-2-25 
4.42 fghij 12 P-3-34 
4.75 ghij  12 P-3-45 
5.17 hijkl  12 P-5-24 
5.50 ijkl  12 P-5-21 
5.50 ijkl 12 ‘Suprano’ 
5.50 ijkl 12 P-3-27 
5.92 jkl  12 P-5-22 
5.92 jkl  12 P-3-41 

6 kl  12 P-3-44 
6.33 lmn  12 P-3-32 
6.50 lmn  12 P-5-30 

7 mn  12 ‘Tono’ 
7.67 n  12 Jinko’‘  

7.75 n  12 P-5-26 
† Means followed with the same leffers in each column are not significant at 5% probability    

using DNMRT. 
بـا اسـتفاده از آزمـون دانكـن         % ۵در هر ستون، ميانگين هايي كه داراي حرف مشترك هستند در سطح احتمـال               † 

  .معني دار نيستند
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  .‘ولارگتايس مايد’ ي با والد پدرG-2-25‘’ ي والد مادريدست آمده از تلاقه  درصد نتاج  ب‐۵جدول 

Table 5. The percentage of Obtained Progeny from ‘G-2-25’ (S11Sf) X ‘Desmayo  Largueta’   
              (S1S25). 

  

  ها نژادگان
Genotypes 

  

  درصد

%  

  

  يتعداد تلاق

Number of crossing   

  

   يت سازگاريوضع

Compatibility situation  

S1Sf 52.6 10 خودسازگار  Self-compatible  
S25Sf 26.3  5 خودسازگار Self-compatible 
S1S11 21.05  4 خودناسازگار Self-incompatible 
S11S25 0  0 خودناسازگار Self-incompatible  

  

 . مارکونا ي با والد پدرG-2-25 ي  والد مادريدست آمده از تلاقه  درصد نتاج ب‐۶جدول 
Table 6. The percentage of Obtained Progeny from ‘G-2-25’(S11Sf) X ‘ Marcona’ (S11S12) 

يت سازگاريوضع  

Compatibility situation 
يتعداد تلاق  

Number of crossing 

 
 درصد

% 

 
  هانژادگان

Genotype 

  Self-incompatible 41.6 5 خودناسازگار S11S12 

Self-compatible 58.33 7 خودسازگار  S12Sf 
 

  

  
Fig. 3. Self-compatible cultivars show band of 450bp but no such a band produced in self-

incompatible cultivars. 
 دون بانـد    خودناسـازگار ب ـ   يرقـم هـا   و   bp ۴۵۰  بانـد  ي خودسازگاردارا يرقم ها  SfF-SfR با آغازگر    – ۳شکل  

  . باشنديم
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have been produced by ConF-ConR  primer.  S11,S1,Sf Fig. 4. Alleles of              

  .S11,S1,Sf يص آللهاي در تشخConF-ConR استفاده از جفت آغازگر ‐۴ شکل 

  
            Fig. 5. Identification of S1, S12 and Sf  by AS1II / AmyC5R primers.    

  .Sfو S12, S1  يها ص آللي در تشخAS1II / AmyC5Rج حاصل از کاربرد آغازگر ي نتا– ۵شکل 

 
 بـه طـور انحـصاري       SfF-SfR از اين آزمايش نشان داد كه استفاده از آغازگر           لبه طور كلي نتايج حاص    

از ي ـ  مورد نSfوS11, S1 هاي   براي تشخيص آللConF-ConR و استفاده از جفت آغازگر Sfبراي تشخيص آلل 

 ,S11تواند بـراي تـشخيص آلـل هـاي       ميAS1II-AmyC5Rدست آمده از  جفت آغازگر ه همچنين نتايج ب. است

S12, Sfکاربرد اين جفت آغازگر براي اولين بار در تشخيص آلل .  مورد استفاده قرار گيردS11 ن ي ـ در ا موفقيتبا

  .گرفتاستفاده قرار   موردپژوهش
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 ‘ماركونـا ’ و   ‘ ديس مايولارگتا  ’ ي پدر ي والد ها   با ‘G‐2‐25 ’ ي والد مادر  هاي حاصل از تلاقي     نژادگان يبررس

    HGE  pNEبا روش

هاي بـادام بـا ايـن روش بـسيار            نژادگان نشان داد كه تشخيص      NEpHGEنتايج به دست آمده با روش       

 كاربرد اين روش در تـشخيص       .مطابقت داشت ) ۱۷( و  اورتگا     )۸(بوسكويچ و همكاران    ج  يکه با نتا   باشد   يق م يدق

دسـت آمـده   ه نتايج ب .د استي مفS-RNasesتعداد زيادي از  در pH يرهايي دامنه تغ  وجود   آلل هاي جديد به دليل    

دست آمده از كاربرد ژل ه اسازگار باندهاي ب   خودن يها  نژادگان و   رقم ها در   که   ن روش  نشان داد    يبا استفاده از ا   

باشـند و خودسـازگارهاي هموزيگـوس         هاي خودسازگار داراي يـك بانـد مـي          نژادگانپلي اكريل شامل دو باند و       

  .مطابقت داشت) ۷( چ و همکارانيج بوسکويج با نتاين نتايا .ندادندهيچگونه باندي نشان 

% ۱۰نـسبت بـه ژل      % ۱۲د  ي ـل آم ي ـ آکر يده از ژل پل ـ    نـشان داد اسـتفا     NEpHGEآزمايش نتاج بـا روش      

همچنين قرار دادن ژل در مرحله پايـاني در داخـل           . دي نما ي م جاديا باندهاي ايجاد شده روي ژل        در ي بهتر وضوح

نتـايج بهتـري     بـود،    توصـيه شـده     ) ۸ و   ۷( ثانيه كه توسـط بوسـكويچ        ۹۰جاي  ه  دن بلو سه دقيقه ب    يمحلول تولوئ 

  ).۶شکل (دربرداشت 

  
Fig. 6. Identification of almond S allels by NEpHGE method.  

  . NEpHGE بادام با روش  Sيها ص آلليخش ت‐ ۶شکل 

  

  

  نتيجه گيري
 بـراي تـشخيص نژادگـان هـاي      PCRوNEpHGE  فلورسنت، ميکروسکپدر اين پژوهش از سه روش 

  (S1S25)‘ديس مايولارگتا’ با والدين پدريG-2-25’, (S11Sf‘(قي والدمادري خودسازگار از خودناسازگار در تلا

  .استفاده شد) S11S12(‘ مارکونا’و

.  خودسازگار را انجام دهنـد   ي ها نژادگان ييت شناسا ي توانند با موفق   يج نشان داد که هر سه روش م       ينتا

 امکـان   تـوان بـه  يها م  داشت که از جمله آني برتريل چندي به دلاPCR مورد استفاده، روش     يها ن روش يدر ب 

ن ي ـبه ا .  اشاره  نمود   ي اختصاص يه رشد و نمو با استفاده از آغازگرها       ي نتاج خودسازگار در مراحل اول     ييشناسا

 يهـا بـه مرحلـه گلـده        دن آن ي چند سال تا رس    ي نتاج در   نگهدار ياد برا ينه و وقت ز   ي توان از صرف هز    يب م يترت

  .د مدنظر باشدي بايشگاهيآزمان روش به امکانات خاص ياز اين حال نيبا ا.  کرديريجلوگ
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 خودسـازگار از    ي هـا  نژادگـان  ص  ي در تـشخ   يک و مولکـول   ي مختلف کلاس ـ  ي روش ها  ييسه کارآ ي مقا –۷جدول  

 ‘مارکونـا ’ ي پـدر  يها والـد   با ’S11Sf ( ‘G-2-25( ي کنترل شده والد مادر    يها يخودناسازگار در تلاق  

)S11S12 (  ولارگتايس مايد’و‘ )S1S25( .   

Table 7. Comparison of different classic and molecular methods in discrimination of self-
compatible and self-incompatible genotypes in controlled crossing of female parent 
of ‘G-2-25’ (S11Sf) with male parents of ‘Desmayo Largeuta’(S1S25) and ‘Marcona’ 
(S11S12). 

 PCR      PCR Method  Florescenceروش         
Microscopy 

-ConF  يميکروسکپروش 
ConR 

AS1II-
Amy5CR 

SfF-SfR 

NEpHGE 
Method 
روش 

NEpHGE 

  دانهال

Seedling  

  تيجمع

Population 

 خود سازگار

Self-compatible 
S1Sf S1Sf خود سازگار 

Self-compatible 

S1Sf P-3-27  1 

  خود ناسازگار

Self-
incompatible  

S1S11 S1S11 خود ناسازگار 

Self-incompatible 
S1S11 P-3-28 2 

  خود ناسازگار

Self-
incompatible 

S1S11 S1S11 خود ناسازگار  

Self-incompatible  

S1S11 P-3-29 3 

 مشکوک

Doubtful 

S1S11 S1S11 ود سازگارخ 
Self-compatible 

S1S11 P-3-30 4 

 خود ناسازگار

Self-
incompatible 

S1S11 S1S11 خود ناسازگار 
Self-incompatible 

S 1S11 P-3-31 5 

  خود سازگار

Self-compatible  

S1Sf S1Sf خود سازگار  

Self-compatible 

S1Sf P-3-32 6 

  خود سازگار

Self-compatible 

S25Sf S25Sf د سازگارخو  

Self-compatible 

S25Sf P-3-33 7 

  خود سازگار

Self-compatible 

S25Sf S25Sf خود سازگار  

Self-compatible 

S25Sf P-3-34 8 

  خود سازگار

Self-compatible 

S1Sf S1Sf خود سازگار  

Self-compatible 

S1Sf P-3-35 9 

  خود سازگار

Self-compatible 

S25Sf S25Sf خود سازگار  

Self-compatible 

S25Sf P-3-36 10 

  خود سازگار

Self-compatible 

S1Sf S1Sf خود سازگار  

Self-compatible 
  

S1Sf P-3-37 11 

يد’
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G
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  خود سازگار

Self-compatible 

S1Sf S1Sf خود سازگار  

Self-compatible  

S1Sf P-3-38 12 

  خود سازگار

Self-compatible 

S1Sf S1Sf خود سازگار  

Self-compatible 

S1Sf P-3-39 13 

  خود سازگار

Self-compatible 

S1Sf S1Sf خود سازگار  

Self-compatible 

S1Sf P-3-40 14 

  خود سازگار

Self-compatible 

S25Sf S25Sf خود سازگار  

Self-compatible 

S25Sf P-3-41 15 

  خود سازگار

Self-compatible 

S25Sf S25Sf خود سازگار  

Self-compatible 

S25Sf P-3-42 16 

  خود سازگار

Self-compatible 

S1Sf S1Sf خود سازگار  

Self-compatible 

S1Sf P-3-43 17 

  خود سازگار

Self-compatible  

S1Sf S1Sf خود سازگار  

Self-compatible 

S1Sf P-3-44 18 

  

  خود سازگار

Self-compatible 

S1Sf S1Sf خود سازگار  

Self-compatible 

S1Sf P-3-45 19   
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                                                 Table 7. Continued                                                                                                   ۷ادامه جدول 

 مشکوک

Doubtful 
S11S12 S11S12 خود ناسازگار 

Self-incompatible 
S11S12 P-5-20 20 

  خود سازگار

Self-compatible  

S12Sf S12Sf خود سازگار  

Self-compatible  

S12Sf P-5-21 21 

  خود سازگار

Self-compatible 

S12Sf S12Sf خود سازگار  

Self-compatible 

S12Sf P-5-22 22 

  خود سازگار

Self-compatible 

S12Sf S12Sf سازگارخود   

Self-compatible 

S12Sf P-5-23 23 

  خود سازگار

Self-compatible  

S12Sf S12Sf خود سازگار  

Self-compatible  

S12Sf P-5-24 24 

 خود ناسازگار

Self-compatible 
S11S12 S11S12 خود ناسازگار 

Self-incompatible 
 
 

S11S12 P-5-25 25 

"
ما

ا 
ون

رک
G

-2
-2

5 
 ×

"
"  ‘M
ar

co
na

’ ‘
G

-2
-2

5 
 ×

’
  

 خود سازگار

Self-compatible 
S12Sf S12Sf خود سازگار 

Self-compatible 
S12Sf P-5-26 26 

 خود ناسازگار

Self-
incompatible 

 

S11S12 S11S12 خود ناسازگار  

Self-incompatible 

S11S12 P-5-27 27 

 خود ناسازگار

Self-
incompatible 

S11S12 S11S12 خود ناسازگار 
Self-incompatible 

S11S12 P-5-28 28 

 خود سازگار

Self-compatible 
S12Sf S12Sf خود سازگار 

Self-compatible 

S12Sf P-5-29 29 

 خود سازگار

Self-compatible 
S12Sf S12Sf خود سازگار  

Self-compatible  

S12Sf P-5-30 30 

  خود ناسازگار

Self-
incompatible  

S11S12 S11S12 خود ناسازگار  

Self-incompatible  

S11S12 P-5-31 31 

  

  گارخود ناساز

Self-
incompatible  

S1S25 S1S25  خود ناسازگار  

Self-incompatible 

S1S25 ’ولارگتايس مايد‘  32 

 خود سازگار

Self-compatible 
S11Sf S11Sf خود سازگار 

Self-compatible 

S11Sf ‘G-2-25’ 33 

 خود ناسازگار

Self-
incompatible 

S11S12 S11S12 خود ناسازگار 

Self-incompatible 
S11S12 مارکونا‘ ’ 34 

لد
وا

ي
Pa  ن

re
nt

s
 

 
 
 

 نتـاج خودسـازگار     ييق در شناسـا   ي ـک روش دق  ي ـعنـوان   ه   هر چند ب   NEpHGE روش،  سهيدر مقام مقا  

اد تا زمـان  ينه زيش نتاج به مدت چند سال و صرف هزراز به پروي نيفن روش از طر  ي ا کني، ول  دارد يي بالا ييکارآ

ژه دارد و مراحل انجام آن نسبت بـه         ي و يزات و مواد خاص و مهارت ها      ياز به تجه  يگر ن يد دارد و از طرف      يگلده

ق و  ي ـ دق يين روش قادر بـه شناسـا      يان حال   ي با ا  . باشد ينه تر م  ي تر و انجام آن پر هز      يار طولان ي بس PCRروش  

 فلورسـنت  ميکروسـکپ روش استفاده از  . استيت بزرگي باشد که خود مزي  بادام م Sدي جدي هانژادگانمطمئن 

 خاص به مراتب کمتـر      ياز آن به امکانات و مهارت ها      ي لازم را دارد و ن     ييز کارآ ي نتاج خودسازگار ن   ييدر شناسا 

 خودسازگار، ي هانژادگانص ي بر تشخن روش قادر است تا افزونين ايهمچن . باشدي فوق مياز دو روش مولکول
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 توانـد در برنامـه   ير مهم است و اطلاعات آن م ـ   ايه خود بس  بنوه  ن کند که ب   ييز تع يها را ن    آن يزان خودسازگار يم

ن بـا   ي که بـا انتخـاب والـد       يطوره  د استفاده شود، ب   ي خودسازگار جد  ي ها نژادگانجاد  ي ا ين برا ين والد يي تع يزير

از  . بالاتر اقدام نمود   يجاد نتاج خودسازگار با درجه خودسازگار     ي توان نسبت به ا    ي م ،يزان بالاتر خودسازگار  يم

 اي ـ خودسـازگار  ،ي مولکـول يهـا   کـه در روش  ي توانـد نتـاج مـشکوک بـه خودسـازگار          ين روش م  يگر ا ي د يسو

دن ي رس ـ منـد ازي ن NEpHGEز ماننـد روش     ي ـن روش ن  يا .ديص داده شده اند، را مشخص نما      يخودناسازگار تشخ 

  . شوديب آن محسوب مي باشد که از معاي مينتاج به مرحله گلده

   هـا و    نژادگـان د  ي ـ بـادام بـه منظـور تول        بهنـژادي  يه در برنامه هـا     کرد ک  يريجه گ ي توان نت  يت م يدر نها 

نه هـا   ين حال جهت کاهش هز    ي با ا  ،دنري قرار گ  ي فوق مورد بررس   يه روش ها  يازگار بهتر است کل   س خود يرقم ها 

زان ي ـ قـرار گرفتـه و م      ي فلورسـنس مـورد بررس ـ     ميکروسـکپ ن بـا روش     ي شـود ابتـدا والـد      يه م ـ يوصتو زمان   

هـا را در   دست آوردن نتاج، بهتر است آن  ه   و ب  يقن شود و در مرحله بعد، پس از تلا        ييها تع  آن در   يخودسازگار

 ي و تنهـا نتـاج خودسـازگار بـرا    داده قـرار  ي مورد بررسPCR از نظر خودسازگار بودن با روش     ينهالمرحله نو 

 از روش   يودسـازگار ن درجـه خ   يـي  تع يز لازم اسـت بـرا     يدر مرحله گل ن   .  ه حذف شوند  ي حفظ و بق   يمراحل بعد 

کمک NEpHGE  د از روش ي  جدS ي هانژادگانن يياز به تعي استفاده شود و در صورت نت فلورسنميکروسکپ

  .       گرفته شود
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