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بررسی خودسازگاري نژادگان هاي حاصل از تلاقی در بادام با استفاده از روش 
1میکروسکپی و واکنش هاي زنجیره اي پلیمراز

DISCRIMINATION OF SELF COMPATIBLITY IN GENOTYPES
OBTAINED FROM ALMOND CROSSING USING FLUORESCENT

MICROSCOPY AND PCR METHODS

2و علی ایمانیعلی مومن پورعلی عبادي، 

دهیچک
. گرددیت باغ میریجاد مشکل در مدیت اینهادر وه و یل مید تشکیبادام موجب کاهش شديخودناسازگار

ییبه منظور شناساپژوهشن یا. داردییت بالایخودسازگار اهمرقم هايجاد یبادام به منظور ابهنژادين یبنابرا
و رقم ) يوالد پدر(‘تونو’رقم خودسازگار یبادام حاصل از تلاقیانتخابنژادگان38در يخودسازگار

رشد لوله گرده پس از عمل خودیمیکروسکپق مطالعه یاز طر) يوالد مادر(‘12شاهرود ’خودناسازگار 
با استفاده از یه رشد لوله گرده حاصل از خودگرده افشانعبه منظور مطال. اجرا شدPCRو روش یگرده افشان
نمونه گل ده. قرار گرفتندسه یکدرشدند و سپسیله قلم مو خودگرده افشانیفلورسنس گل ها به وسمیکروسکپ

نشان دادند یبررسج در دو سالینتا. برداشت شدنژادگاناز هر یدستیساعت پس از گرده افشان120در زمان 
% 32/26مشکوك، % 68/23، ها خودناسازگارنژادگاناز %47/39یساعت پس از خودگرده افشان120که در زمان 

خودسازگار و يهانژادگانت ید وضعییبه منظور تا. کامل خودسازگار بودندبه طور % 53/10خودسازگار و 
له یکه به وسییهانژادگاناز يدر تعداديخودناسازگارا یو يت خودسازگارین مشخص نمودن وضعیهمچن

9ج نشان داد که از ینتا. استفاده شدPCRص داده شده بودند از روش یفلورسنس مشکوك تشخمیکروسکپ
با طول Sfآلل يدارانژادگان5ص داده شده بودند یفلورسنت مشکوك تشخمیکروسکپله یکه به وسنژادگان

. شدندییگر به عنوان خودناسازگار شناسایدنژادگان4ص داده شدند و یودسازگار تشخبودند و خbp450باند
.گر خودناسازگار بودندید% 50ها خودسازگار و نژادگاناز % 50نشان داد که یج کلینتا

.مشکوكيهانژادگان، ي، خودناسازگاريخودسازگار،Sfآلل :يدیکلواژه هاي

مقدمه
مختلف به عنوان يآن در کشورهاییاز درختان مناطق معتدله است که با توجه به ارزش غذایکیبادام 

به طور یاهیخودسازگار، بادام گرقم هايش یدایتا قبل از پ. شودیکشت و کار ميک محصول مهم و اقتصادی
ياز ناسازگاریمختلفياست که حالت هاياه به گونه این گیدر ایگرده افشان. شدیدگر گشن محسوب مکامل

د یدر تولیشکلعنوان مه بيخودناسازگار. شودیدر آن مشاهده ميو دگر ناسازگاريشامل خودناسازگار
از یمربوط به ضرورت وجود دگر گرده افشانیتیریامروزه مشکلات مد. شودیمحصول در بادام محسوب م

7/10/89:تاریخ پذیرش22/4/89:  تاریخ دریافت-1
کرج، دانشگاه تهرانیعیو منابع طبيس کشاورزیپردگروه علوم باغبانی ارشد یکارشناسيدانشجو،به ترتیب استاد-2

(ali_momenpour2005@yahoo.com) جمهوري اسلامی ایرانکرج، ، استادیار موسسه نهال و بذر کرجو.
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). 19،24، 11، 10، 6،8،9(شده استمرتفعبهنژادييد، در برنامه هایجدخودسازگاررقم هايجاد یق ایطر
به لحاظ رشد کند لوله گرده درون ين نوع ناسازگاریا).22(باشد یمیتیدر بادام از نوع گامتوفيخودناسازگار

کو یاز جنس گلییبونوکلئازهایل وجود ریبه دليرشد لوله گرده در حالت ناسازگاريکند).5(باشد یخامه م
یچند آلل)S-Locus(یک مکان ژنیدر بادام توسط ویژگین یا).3(شوند یده مینامS-RNasesبوده که نیپروتئ

.شودیکنترل م
به عنوان Sfدر بادام شناخته شده و آلل ) S₁, S₂, S₃,….S30(ينوع آلل خودناسازگار30امروزه حدود 

یفیکویژگیک یيهر حال اگر چه خودسازگاربه). 16، 15(شده استیدر بادام معرفيمنشاء خودسازگار
ط یر شرایتاثزیرباشد و یمیطیط محیبه شرایو وابستگيریر پذییتغيدارایول) 18(در بادام است یکیژنت
ها نژادگانياز به مطالعه رفتار خودسازگارینيت خودسازگاریان کمیبيل براین دلیرد، به همیگیقرار میمیاقل

). 21(باشد یدر چند سال م
یوه، بررسیل میمزرعه و محاسبه درصد تشکدرافشانی کنترل شدهمانند گردهیمختلفيهاروشاز

يهانیو الکتروفورز پروتئPCR، روش )کیکلاسيهاروش(فلورسنت میکروسکپله ینفوذ لوله گرده به وس
گل در یبا تعداد کافییهاشاخهیمیکروسکپدر روش . استفاده شده استيص خودسازگاریتشخيخامه برا

سه قرار یداخل کیشوند و سپس شاخه ها را در مرحله بالونیدر مزرعه انتخاب منژادگاناز هر یمرحله بالون
له قلم مو انجام یبه وسیسه ها را باز کرده و عمل خودگرده افشانیسپس در هنگام باز شدن گل ها ک. دهندیم

میکروسکپبرداشت شده و آماده مشاهده با ها مادگی گلیعمل خودگرده افشاندر زمان مناسب بعد از و شده
. شودیزان نفوذ  آن  به درون خامه و تخمدان مشخص میب رشد لوله گرده و مین ترتیبه ا. گردندیفلورسنت م

. شده استمطرح دن لوله گرده به تخمدان دلیل بر خودسازگاري و عدم رسیدن آن دلیل بر خودناسازگاريیرس
ن ییتعين برایبنابرا، )20، 2(باشد یمخودسازگار بادام با هم متفاوت يهانژادگاندر يزان خودسازگاریم

باشد یمیرشد لوله گرده بعد از خودگرده افشانیمیکروسکپبررسی هاي ازمند به ی، نيق خودسازگاریسطوح دق
لوله گرده يها داراآنيهایاز مادگ% 75ش از یکه بییهانژادگان) 1(شنهاد آلونسو و همکاران یبر طبق پ.)20(

يها داراآنيهایاز مادگ% 75تا 50که ییهانژادگانخودسازگار، یلیخامه باشند به عنوان خییدر قسمت انتها
هاآنيهایاز مادگ50%تا 25که ییهانژادگانخامه باشند به عنوان خودسازگار، ییلوله گرده در قسمت انتها

يهایاز مادگ% 25که کمتر از ییهانژادگانخامه باشند به عنوان مشکوك و ییلوله گرده در قسمت انتهايدارا
از یبرخ. شوندیمیخامه باشند به عنوان خودناسازگار معرفییلوله گرده در قسمت انتهايها داراآن

ساعت بعد از 96شگاه را یط آزمایدر شراخامه يدن لوله گرده به انتهایرسياز برایزمان مورد نپژوهشگران
ر شده و بر یتکث) Sf(، آلل یاختصاصآغازگرهايبا استفاده از PCRدر روش ). 22(ان کردند یبیخودگرده افشان

ن یا. شوندیص داده میخودسازگار از خودناسازگار تشخيهانژادگان، ن آللیاساس مشاهده باند مخصوص به ا
ها مطرح استدر آنيگر که ناسازگاریوه دیدرختان مبیشترو بادامو، آلو،گیلاس، زردآلسیب، گلابی، درروش 

در این گیاهان Sآلل هايژنی مکانآغازگرهاي ویژه نیز براي شناسایی وآمیزي عملی شده استبه طور موفقیت
).23،24(دانو به کار رفتهطراحی

توانند در یسازگار مرقم هايمشابه نباشند به عنوان يدو آلل ناسازگاريکه دارایدو رقم در صورت
کسان با هم یدر صورت داشتن دو آلل یکنند، ولیافشانگر را گردهیبا هم کاشته شوند و همدحداث باغا

يسازگاربا هم % 50ب یتقربه ک آلل مشابه ید با هم کشت شوند و در صورت داشتن یناسازگار خواهند بود و نبا
).20(خواهند داشت
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حفاظت شده یرا از نواحAmyC5RوAS1IIد یگو نوکلئوتیالآغازگرجفت ) 23(تامورا و همکاران 
DNAآلل هاين ییجهت تعيمکان ناسازگاردرSa, Sb, Sc, Sd ن جفت یا. کردندیطراحبادام رقم هايدر
را یاختصاصيآغازگرها) 13(لوپز و همکاران . )23(جاد نمودندیاPCRرا در واکنش یمختلفيهاآللآغازگر

,S2يهان آللییتعيبرا S5, S9, S23, SfS1, S3/S1, S7, S8,نز گومز و همکاران یمارت.در بادام استفاده کردند
شده یکه توسط تامورا از مناطق حفاظت شده طراحAmyC5RوAS1IIثابت کردند که جفت آغازگر ) 14(

ن جفت یاز ا) 17(پرز و همکاران - سانچ. باشندیمناسب ميناسازگارآلل هاياز يتعدادییشناسايبودند برا
در Sfو S3استفاده نمود اما به علت طول مشابه حاصل از دو آلل يناسازگارآلل هاين ییتعيبراآغازگر

آلل هايبانک ژن مربوط به يهابا استفاده از دادهCEBASfعنوان زیريدیها، آغازگر جدمختلف آنرقم هاي
را يآلل خودناسازگار10ب توانستند ین ترتینموده و به ایکه در هشت رقم حضور داشتند طراحيناسازگار

)S1 ،S2 ،S3 ،S5 ،S7 ،S9 ،S10 ،S11 ،S12 وS13 (ها که اندازه آنkb2-6/0يبود  را به همراه آلل سازگارSf در
پژوهشگرانیتوسط SfRو SfFيآغازگرها. ندیمورد مطالعه خود مشخص نمايهانژادگانبادام و رقم هاي

در بادام به کار ين آلل خود سازگاییبه منظور تع) 23(و تامورا و همکاران ) 4(بات و همکاران یچون چانون تات
ل بر ید باند دلوجو. کنندید میتولbp450به طول يباندSfن آغاز گر ها در صورت وجود آلل یا. برده شدند

.ان شده استیبيل بر خودناسازگاریو عدم  وجود باند دليخودسازگار

مواد و روش ها
والد (‘12شاهرود’و رقم خودناسازگار ) يوالد پدر(‘تونو’ن رقم خودسازگار بادام یب1382در سال 

یابیمورد ارزيخود سازگارویژگینتاج از لحاظ 38انجام گرفته و یدر موسسه نهال و بذر کرج تلاق) يمادر
نتاج 28ها فقط نژادگاناز یبرخين رفتن گل هایرس بهاره و از بیديل سرمایدر سال اول به دل. قرار گرفتند
نتاج 38مساعدتر از سال اول بود و  هر ییط آب و هوایدر سال دوم شرا. قرار گرفتندیمیکروسکپیمورد بررس
.قرار گرفتندیمیکروسکپیمورد بررس

فلورسنسمیکروسکپبا استفاده از ين خودسازگارییتع
سه یسه شد و بعد از باز شدن گل ها کیکیدر مرحله بالننژادگانک شاخه از هر یش ابتدا ین آزمایدر ا

از هر . سه قرار گرفتندیگل ها انجام شد و دوباره در کيرویله قلم مو عمل خودگرده افشانیباز شد و به وس
FAAکشت کنندهبرداشت شدند و داخل یساعت پس از عمل گرده افشان120گل در زمان 10دستکمنژادگان

. ت شدندیتثب) %96الکل % 6/65ر و یآب دوبار تقط% 4/24ال، یک گلاسید استیاس% 5، %40د یفرم آلدئ% 5(شامل 
رون آورده شده و داخل یب) يماه بعد از نمونه بردار3حدود (FAAکشت کنندهسپس نمونه ها  از داخل محلول 

يکلاو در دمافتند و در مرحله بعد در داخل اتوقرار گر% 5م ید سدیتر سولفیلیلیم15يحاويشه ایشيال هایو
جه در4يت در دمایدر نها. قه قرار داده شدندیدق15متر مربع به مدت یلوگرم بر سانتیک2/1درجه و فشار 121

در یمیکروسکپنمونه ها جهت مشاهده يبه منظور آماده ساز.)20(شدند يتا زمان مشاهده نگهدارسلسیوس
ک یم خالص در یگرم فسفات پتاس67/7ن بلو، یتر محلول آنلیک لیه یتهيبرا. دیه گردین بلو تهیلیابتدا محلول آن

يساعت رو12د و محلول به مدت یبه آن به آن اضافه گردبلونیک گرم آنلیتر آب مقطر حل شد و سپس یل
ه محلول فوق یبعد از ته. )12(شودیتونیحل و رنگ آن سبز زبه طور کاملهمزن با دور کم قرار داده شد تا 
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خامه يرويک موهایک پنس باریقرار گرفتند و بعد از آن با یساعت داخل محلول رنگ10ها به مدت یمادگ
آن ها يلام قرار داده شده و لامل رويز تخمدان از خامه جدا شد و خامه ها رویغ تمیک تیسپس با . ز شدندیتم

د یتولHBO 200 W/4مدل)Leitz and Wetzler(فلورسنس میکروسکپله یرشد لوله گرده به وس. قرار گرفت
در قسمت یاز خودگرده افشانلوله گرده حاصليدارايهایدرصد مادگ. شدیبررسخ آامانیکارخانه مون

مورد نظر به يهانژادگانيت سازگارین وضعیین اطلاعات به منظور تعیا. ثبت شدنژادگانخامه در هر ییانتها
.کار رفت

PCRبا استفاده از روش ين خودسازگارییتع

است که گفتنلازم به . استفاده شدDNAجهت استخراج )7(لیل و دوین پژوهش از روش دویدر ا
يدیساکاریپلب هايیها و ترکفنلیه مانند پلیثانويهاتیل دارا بودن متابولیاه بادام به دلیدر گDNAاستخراج 

.آمده است1ن روش در جدول یمورد استفاده در ايبافرترکیب هايمشکل است، یفراوان، اندک

.DNAاستخراج ياجزا بافر مورد استفاده براترکیب هاي- 1جدول
Table 1. Chemicals and their concentrations in DNA extraction buffer.

یلیم100يبرا
تریل

For100cc

غلظت استوك
Stock

concentration

ییغلظت نها
Final

concentration

ییایمیماده ش
Chemical
substances

اتو کلاو
Autoclave

5Ml2M100 mMTris-HCI pH 8Yes
4 Ml0.5M20 mMSodium EDTAYes
28 Ml5M1.4MNaCIYes

2gr-2%CTABNo
2 Ml-2%2-mercaptoethanolNo
2gr-2%P.V.PYes

ن روش بر یا.انجام شديده از روش اسپکتوفتومترابا استفDNAت یفیت و کین کمییتعDNAپس از استخراج 
تر یکرولیم20تر از آب مقطر و یکرولیم980بره شد یکه دستگاه کالن یپس از ا. باشدیمDNAف جذب یطيمبنا
طول موج جذب نور توسط (نانومتر 260يخته و اعداد مربوط به طول موج هاینمونه را در کووت رDNAاز 

يخوانده شد و نسبت جذب نور) ن هایطول موج جذب نور توسط پروتئ(نانومتر 280و ) اسیدهاکینوکلئ
به کار DNAت یفین کییبه منظور تع280/260ينسبت جذب نور. ادداشت شدیDNAظت نمونه و غل280/260

مراز، غلظت یپليره ایواکنش زنجي، براDNAين غلظت نمونه هاییپس از تع. باشد2تا 7/1ن ید بیرود که بایم
.ق شدیتر رقیکرولینانوگرم در م10نمونه به مقدار 
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PCRه مخلوط واکنش و انجام یته

ر آن در مخلوط یاقدام به تکث) هسته و کلروپلاست(ک یژنومDNAپس از استخراج PCRانجام يبرا
PCRکرو مولار از یم5/7ن مخلوط شامل یا. دیگردMaster Mixبا غلظت (ناژنیآماده، ساخت شرکت سX2 (

از هر آغاز گر با تریکرو لیم625/0. و آغاز گر بودDNAر از یموجود بود که شامل تمام اجزاء واکنش به غ
ن مخلوط استفاده یايتر براینانوگرم  در ل10با غلظت DNAتر از یکرو لیم10تر و یمولار در لماکرو10غلظت 

ن مقدار یبه اPCRتر بود، به منظور رساندن حجم مخلوط  یکرولیم25ن مخلوط یاییکه حجم نهاییجااز آن. شد
).2جدول (استفاده شد ستروناز آب مقطر 

.PCRت یبا استفاده از کPCRه یه محلول پایتهيها برامواد لازم و مقدار آن-2جدول 
Table 2. Ingredients and their amounts for preparation of PCR stock solution using PCR Kit.

کمیت 
آغازگر 
PCR

ماده
Substances

غلظت پایه
Stock concentration

غلظت نهایی 
Final concentration

25مقدار لازم براي واکنش 
میکرولیتر

Content for 25µl reaction
kitPCR2 X1 X7.5 µl

PrimerµM100.25 µM0.625µl
DNA10 Ng L-14 Ng µl-110 µl

Distill water--6.25µlآب مقطر

Total--25جمع

چرخه 34و در ادامه سلسیوسدرجه 95ه در یاوليقه واسرشت سازیدق3ش شامل ین آزمایدر اPCRبرنامه 
بود و سلسیوسدرجه 72قه در یدق1و سلسیوسدرجه 53ه در یثان45، سلسیوسدرجه 95ه در یثان30شامل 

تا زمان سلسیوسدرجه 4يت در دمایو در نهاسلسیوسدرجه 72قه در یدق10پس از اتمام چرخه ها 
به رف اضافه شد و وبرموفنل بلو به هر اپندیتر از ماده رنگیکرولیم5مقدار PCRپس از انجام . الکتروفورز بود

ساعت 1به مدت TBEيدر بافر بارگذار% 2ژل آگارز يروPCRل هايسپس محصو. دیمخلوط گردطور کامل
در Kbp1نشانگربه دست آمده از ين اندازه باندهاییجهت تع. دندیوات الکتروفورز گرد80قه در ولتاژ یدق45و 

ان یپس از پا. خته شدیتر در چاهک اول ژل ریکرولیم3تر استفاده شد که به مقدار یکرولینانوگرم در م100غلظت 
15به مدت تر یلیلیکروگرم در میم1هیتر از محلول پایتر در لیکرولید سه میوم برومایدیالکتروفورز، ژل با ات

با استفاده از دستگاه ) قهیدق10هر بار (ر یشد و  پس از دو بار شست و شو با آب دو بار تقطيزیقه رنگ آمیدق
ش ین آزمایمورد استفاده در ايآغازگرها.قرار گرفتندیبه دست آمده مورد بررسياز ژل باندهايعکسبردار

به ) 23(و تامورا و همکاران ) 4(تات و همکاران یچانون پچون پژوهشگرانیبودند  که توسط SfRو SfFشامل 
وجود مو عديل بر خودسازگاریوجود باند دل. در بادام به کار برده شده بودندين آلل خود سازگاییمنظور تع

.ان شده استیبيل بر خودناسازگاریباند دل
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.در نتاج بادامSfن آلل ییتعيمورد استفاده برايآغاز گرهاویژگی هاي -3جدول 
Table 3. Characteristics of primers used to determine the Sf alleles in almond progenies.

آغازگر
Primer

یتوال
Sequence

ب آغازگریترک
Primer

combination

اندازه 
)bp(باند 

Band
size

قابل يآلل ها
مشاهده
Visible
allele

اتصاليدما
Annealing

temperature

منبع
Reference

SfF
SfR

GTGCCCTATCTAATTTGTTGAC
GACTTTTTTTTAGAAAGAGTG

SfF/ SfR449Sf60 ĊChannuntapitat
et al., 2003

ج و بحثینتا

فلورسنسمیکروسکپخودسازگار با استفاده از يهانژادگانن ییتع
در نحوه رشد لوله گرده در نتاج را در هر دو سال نشان هاییرییتغیچگونگیمیکروسکپبررسی هاي
).  5و 4هايجدول(ها را فراهم نمود نژادگان)یپیفنوت(پدیدگانی يداد و امکان طبقه بند

ش از یب34و 16شماره يهانژادگاندر سال اول در یساعت پس از خودگرده افشان120در زمان 
به طور کامليهانژادگانخامه بودند که به عنوان يلوله گرده در قسمت انتهايها داراآنيهایمادگ% 75

يهایاز مادگ% 75تا % 50نیکه ب32و 15، 7،10، 5شماره يهانژادگان). 4جدول (خودسازگار محسوب شدند 
يهانژادگان). 3جدول (خامه بودند، در گروه خودسازگار قرار گرفتند ییلوله گرده در قسمت انتهايها داراآن

خامه بودند به ییلوله گرده در قسمت انتهايها داراآنيهایاز مادگ% 50تا 25که 27و 14،25، 8، 3شماره
لوله گرده در قسمت يها داراآنيهایاز مادگ% 25گر که کمتر از یدنژادگان16مشکوك و نژادگانعنوان 

). 1شکل ( و ) 4جدول (خامه بودند در گروه خود ناسازگار قرار گرفتند ییانتها
ش از یب34، 32، 23، 16شماره يهانژادگاندر سال دوم یساعت پس از خودگرده افشان120در زمان 

به طور کامليهانژادگانخامه بودند که به عنوان يلوله گرده در قسمت انتهايها داراآنيهایمادگ% 75
از % 75تا % 50ن یکه ب38و 33، 30، 29، 15، 13، 10، 7، 6، 5شماره يهانژادگان. خودسازگار محسوب شدند

خامه بودند، در گروه خود سازگار قرار گرفتند و ییلوله گرده در قسمت انتهايها داراآنيهایمادگ
لوله گرده يها داراآنيهایاز مادگ% 50تا % 25ن یکه ب35و 27، 25، 24، 17، 14، 8، 4، 3شماره يهانژادگان

يهایاز مادگ% 25گر که کمتر از یدنژادگان15. خامه بودند، در گروه مشکوك قرار گرفتندییدر قسمت انتها
ن ییتع). 4جدول (خامه بودند به عنوان خودناسازگار شناخته شدند ییلوله گرده در قسمت انتهايها داراآن

از یج حاکین نتایا. انجام شد) 1(و همکاران Alonsoجیخودسازگار و خودناسازگار بر اساس نتايهانژادگان
ده یخامه ديلوله گرده در سطح کلاله و ابتدايادیخودناسازگار تعداد زرقم هاياز ياریآن است که در بس

.ده شدیدنهپین نمونه ها تجمع یدر ا. رسندیخامه نميچ کدام به انتهایهیشدند، ولیم
خامه در زمان يلوله گرده در انتهايدارايهایاز نظر تعداد مادگییها تفاوت هانژادگاناز يدر تعداد

شده در یاديهانژادگانین اساس در برخیده شد که بر ایدر دو سال دیساعت پس از خودگرده افشان120
ين دمایانگیتواند به علت میده مین پدیشد که اده یدآن هاگرده يدر لوله هايزان رشد کمتریسال اول، م

در سال اول یساعت پس از خودگرده افشان120ان برداشت نمونه در زمان یتا پاین تر در زمان گرده افشانییپا
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یجه ناکافین مدت و در نتیتواند سبب کاهش سرعت رشد لوله گرده در این تر مییپایین دمایانگیم. باشدیم
از يت متفاوت تعدادیوضع. خامه باشديدن آن به انتهایرشد لوله گرده و رسيساعت برا120بودن  زمان

ساعت پس از 120خامه در زمان يلوله گرده در انتهايدارایها در دو سال از نظر تعداد مادگنژادگان
.ش داده شده استینما5در جدول یخودگرده افشان
از حالت خودناسازگار به 4شماره نژادگانشود در سال دوم یمشاهده مبالاطور که از جدول همان

از خودناسازگار 24شماره نژادگانخودسازگار، به طور کاملاز خودناسازگار به 23شماره نژادگانمشکوك، 
کاملبه طور از خودسازگار 32شماره نژادگاناز خودناسازگار به خودسازگار، 29شماره نژادگانبه مشکوك، 

تواند ین مسئله میا. افته اندیر ییاز خودناسازگار به مشکوك تغ24و 35شماره يهانژادگانسازگاز و خود
در . مناسب نموده استیابیارزيساعت را برا120در سال دوم باشد که زمان ییط مساعد تر دمایاز شرایناش

ط یر شرایتاثزیردانه گرده در سطح کلاله و رشد لوله گرده به سمت تخمدان تنژگیمختلف نحوه يسال ها
رشد لوله يز برایساعت ن120ن باشد که زمان ییقدر پاک سال دما ممکن است آنیرد و در یگیقرار میمیاقل

خامه و ینییپايگر رشد لوله گرده و نفوذ آن به بخش هایدیاز طرف. نباشدیدن آن به تخمک کافیگرده و رس
هوا يکه دماین در سالیابنابر. باشدیاز تخمک سالم میافتیدريهاپیامر یتاثزیردن آن به تخمدان یرس

د یتوانند تولیجذب لوله گرده را نميموجود برايهاپیامنند و یبیب مین تر باشد، تخمک ها در اثر سرما آسییپا
ن مشکل در یرفع ايرسد برایبه نظر م. شوندیگرده در قسمت بالا و وسط خامه متوقف ميند و لوله هاینما

ط یر شرایرد تا دقت کار بالا رفته و تاثیشگاه مد نظر قرار گیط آزمایدر شراید گرده افشانینده  بایآپژوهش هاي
ج دو سال و یسه نتایو با مقاان شدهیبا توجه به موارد ب. برسدکمینهبر رشد لوله گرده به یطینامساعد مح

خودسازگار و يهانژادگان1شکل .باشدینان تر میج سال دوم قابل اطمیط بهتر سال دوم، نتایشرا
لوله 34شماره نژادگانشود در یک مشاهده میشکلطور که از همان. دهندیرا نشان م21و 34خودناسازگار 

رشد 21شماره نژادگانباشد و در یمنژادگانن یايخودسازگارل بر یده است که دلیخامه رسيگرده به انتها
ده یخامه نشان دهنده پديدن لوله گرده به انتهایخامه متوقف شده است و عدم رسیانیلوله گرده در قسمت م

.باشدیمنژادگانن یدر ايخودسازگار

PCRتعیین نژادگان هاي خودسازگار با روش 

19در این بررسی . نمایش داده شده است) 2(و باند هاي به دست آمده در شکل PCRنتیجه واکنش 
به ) 38و 34، 33، 32، 30، 29، 27، 24، 23، 17، 16، 13،15، 10، 8، 7، 6، 3،5نژادگان هاي شماره (نژادگان شامل 

از آنجایی که تلاقی در . به عنوان نژادگان هاي خودسازگار شناسایی شدندbp450دلیل داشتن باندي به انداره 
به عنوان والد 12‘شاهرود’به عنوان والد پدري و رقم خودناسازگار ‘تونو’این آزمایش بین رقم خودسازگار 

دیگر خودناسازگار % 50از نتاج حاصل از تلاقی خودسازگار و % 50مادري انتخاب شده بود، انتظار می رفت که 
.شوند که نتایج به دست آمده با این انتظار مطابقت داشت
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ساعت پس از خودگرده افشانی 120بررسی وضعیت نتاج از نظر درصد مادگی هاي داراي لوله گرده در انتهاي خامه در زمان -4جدول 
). 1389و 1388(و دوم در سال اول 

Table 4. Percent progenies with pollen tube at the end of their style at 120 h after self pollination in 2009 and 2010.

ترکیب تلاقی
Cross

combination

زمان
ساعت پس از (

خودگرده 
)افشانی
Time

(hour after
self-

pollination)

تعداد کل نژادگان ها
(No. of total
genotypes)

تعداد و درصد نژادگان 
No. and percent)هاي

of self-incompatible
genotypes)

تعداد و درصد 
نژادگان هاي مشکوك

(No. and percent of
doubtful genotypes)

تعداد و درصد 
نژادگان هاي 
خود سازگار

No. and percent of
self-compatible

genotypes

تعداد و درصد نژادگان هاي کاملا 
خود سازگار

No. and percent of highly
self-compatible genotypes

2009                                                                                                      2010
سال دومسال اولسال دومسال اولسال دومسال اولسال دومسال اولسال دومسال اول--

*َ تونو 
12شاهرود 

120283857.14 1639.47(15)17.86
5

23.58 (9)17.86 526.32 (10)7.14
2

10.53 (4)
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.1389و 1388هايسال درها نژادگانتفاوت در میزان رشد لوله گرده در قسمت انتهاي خامه در تعدادي از -5جدول 
Table 5. Different amounts of pollen tube growth in some genotypes between two years in 2009 and 2010.

شماره 
ژنوتیپ

Number
of

genotype

تاریخ 
خودگرده 

افشانی براي 
برداشت نمونه 

1388در سال 
Selfing date

in 2009

تاریخ 
خودگرده 

افشانی براي 
برداشت 
نمونه در 

1389سال  
Selfing
date in
2010

روزانه از زمان میانگین دماي 
گرده افشانی تا پایان دوره 

ساعت 120(برداشت نمونه 
پس از خودگرده افشانی در 

)1388سال 
Average temperature
from pollination  time

until flower sampling at
120  h after selfing

2009

میانگین دماي روزانه از 
زمان گرده افشانی تا پایان 

120(مونه دوره برداشت ن
ساعت پس از خودگرده 

)1389افشانی در سال 
Average temperature
from pollination  time
until flower sampling
at  120  h after selfing

2010

وضعیت ژنوتیپ ها  از نظر درصد 
مادگی هاي داراي لوله گرده در 

ساعت 120انتهاي خامه در زمان 
سالپس از خودگرده افشانی در

1388
Situation of progenies

regarding percent of pistils
with pollen tube at the base of

style at 120 h after self
pollination in 2009

وضعیت ژنوتیپ ها  از نظر 
درصد مادگی هاي داراي لوله 
گرده در انتهاي خامه در زمان 

ساعت پس از خودگرده 120
1389افشانی در سال

Situation of progenies
regarding percent of pistils
with pollen tube at the base
of style at 120 h after self

pollination in 2010
41387/12/281388/12/239.7 Ċ19.1 ĊSelf incompatibleDoubtful
231387/12/301388/12/2411.4 Ċ16 ĊSelf incompatibleHighly self compatible
241387/12/271388/12/239.2 Ċ19.1 ĊSelf incompatibleDoubtful
291387/12/291388/12/2311.2 Ċ19.1 ĊSelf incompatibleSelf compatible
321387/12/291388/12/2211.2 Ċ19.9 ĊSelf compatibleHighly self compatible
351387/12/301388/12/2311.4 Ċ19.1 ĊSelf incompatibleDoubtful
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34نژادگان21نژادگان 
Fig. 1. Situation of pollen tube growth in self-compatible genotype (34 left and 21 right) at

120 h after self-pollination. Germinated pollens at stigma surface and pollen tubes at
the upper part of style (1 and 2), Genotype 34: Pollen tubes at meddle part of style (3
and 4), and pollen tube at style base (5), Genotype 21: Pollen tubes at the middle part
of style and arrest of their growth at the middle part of the style (3, 4 and 5).

120در زمان ) سترا(21وجود ناسازگاري ) چپ(34خودسازگار نژادگانت رشد لوله گرده در یوضع- 1شکل 
گرده در قسمت يدر سطح کلاله و لوله هاتنژیدهگرده يهادانه . یساعت پس از انجام خودگرده افشان

گرده در يو لوله ها) 4و3(خامه یانیگرده در قسمت ميهالوله :34، نژادگان )2و 1(خامه یفوقان
در قسمت آن هالوله هاي گرده در قسمت میانی خامه و متوقف شدن رشد : 21، نژادگان )5(خامه يانتها

).5و 4، 3(میانی خامه 

استفاده شدند که توسط SfRو SfFيش از آغازگرهاین آزمایان شد در ایطور که بهمان
در بادام ين آلل خود سازگاییمنظور تعبه ) 23(و تامورا و همکاران ) 4(تات و همکاران یچون چانوپپژوهشگرانی

ان یبيل بر خودناسازگاریوجود باند را دلمو عديل بر خودسازگاریبه کار برده شده بودند که وجود باند را دل
به صورت مشکوك یمیکروسکپرا که در روش ینژادگان9ت ین روش توانست وضعین ایهمچن. کرده بودند

به 27و 24، 17، 8، 3يهانژادگان5ج به دست آمده ید که بر اساس نتاینماص داده شده بودند را مشخش یتشخ
ص یبه عنوان خودناسازگار تشخ35و 24، 14، 4شاملگر یدنژادگان4شدند و ییعنوان خودسازگار شناسا

.داده شدند

آغازگرهاي کشد، بنابراین، استفاده از سال طول می3از آنجایی که دوره نونهالی بادام حداقل 
باشد ولی این روش نمی تواند اختصاصی راه سریع و دقیق براي شناسایی نژادگان هاي خودسازگار بادام می

به مشاهده شد تمام نژادگان ها شامل 2میزان خودسازگاري نژادگان ها را تعیین کند و همان طور که در شکل 
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می گیرند ولی در روش میکروسکپی این خودسازگار و مشکوك در یک کلاس قرار،خودسازگارطور کامل
و PCRبنابرین به عنوان نتیجه گیري کلی می توان این طور بیان کرد که هر دو روش . تفاوت ها ملموس تر است

میکروسکپ فلورسنس در شناسایی نتاج خودسازگار، مشکوك، خودناسازگار کارایی لازم را دارند و با توجه به 
.لفیق این دو روش می تواند نتایج بهتر و دقیق تري ایجاد نمایدبرخی مشکلات در هر کدام، ت

Fig. 2. Self compatibility and incompatibility determination of almond genotypes by primers
SfF and SfR.

.SfRو SfFيخودسازگار و خودناسازگار با استفاده از آغازگرهايهانژادگانن ییتع- 2شکل
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DISCRIMINATION OF SELF COMPATIBLITY IN GENOTYPES
OBTAINED FROM ALMOND CROSSING USING FLUORESCENT

MICROSCOPY AND PCR METHODS

A. EBADI, A. MOMENPOUR AND A. IMANI1

Self-incompatibility is one of the most important constrains in almond production

which reduce fruit set dramatically and makes orchard management difficult. Therefore,

almond breeding to produce self-compatible genotypes is very important. In this research,

pollen tube growth was studied in 38 genotypes obtained from crossing between ‘Touno’

(male parent) and ‘Shahrood 12’ (female parent) by fluorescent microscopy and PCR. To

study pollen tube growth after self pollination, flower samples were harvested at 120 h after

hand pollination and pollen tube growth was studied by fluorescent microscopy. Results

showed that at 120 h after hand pollination, 39.47% of genotypes were self-incompatible,

23.68% of genotypes were doubtful, 26.32% of genotypes were self-compatible and 10.53%

of genotypes were recognized as highly self-compatible. To double check the status of self-

compatible genotype and to determinate the situation of doubtful genotypes recognized by

fluorescent microscopy, PCR reaction was carried out by specific primers of SfF and SfR.

Results showed that five genotype were self-compatible. However, four another genotype

were recognized as self-incompatible. In general, 50% of genotypes were realized as self-

compatible and another 50% were self-incompatible.

Key words: Doubtful genotype, Self-compatible, Self-incompatible, Sf allele.
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