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هاي بيولوژيكي و مولكولي در برخي از افشاني با استفاده از روشسازگاري گرده بررسي
 هاي برتر آلبالوژنوتيپ

  2العابدينيمهرشاد زين و 1لو، جعفر حاجي*1صمد عليون نظري
  گروه علوم باغباني ،دانشكده كشاورزي ،دانشگاه تبريزتبريز، ، يرانا 1

  ، پژوهشكده بيوتكنولوژي كشاورزي كرجايران، كرج 2

  17/12/1399 :تاريخ پذيرش  23/11/1398 :تاريخ دريافت

  چكيده

 تعداد اين پژوهش روابط گرده با مادگي در. وفيتي وجود داردخودناسازگاري گامتهاي جنس پرونوس در آلبالو همانند ساير گونه
دانه گرده در  در روش بيولوژيكي، .مورد بررسي قرار گرفتهاي بيولوژيك و مولكولي از روشفاده با استآلبالو  برتر ژنوتيپ 10

زني در محيط كشت، در زمان ها تهيه و پس از ارزيابي رشد و درصد جوانهاز گل )فنولوژيكي Dدر مرحله ( مرحله بادكنكي
در باغ  كنترل شده ، خود و دگر گرده افشانيآزاد فشانيرده ابه صورت گافشاني ها كرده و گردهمناسب اقدام به اخته كردن گل

استفاده  Sهاي براي شناسايي آلل با استفاده از آغازگرهاي عمومي اي پليمرازواكنش زنجيرهاز در روش مولكولي . صورت گرفت
و از نظر تعداد لوله گرده در  شانيفازني دانه گرده در سطح كلاله در حالت خودگردهنتايج نشان داد كه بيشترين ميزان جوانه. شد

، S )S4 ،S6 ،S9 ،S6m2 ،S24نه آلل . افشاني آزاد بودبخش بالايي و پاييني خامه و درون تخمدان بيشترين مربوط به حالت گرده
S26 ،S35 ،S36b  وS36a (هاي شناسايي شد كه آللS6/S6m2 ،S24  وS9 د بت كرمطالعه ما ثا .باشدداراي بيشترين فراواني مي
با توجه به رشد لوله  .باشدميهاي مورد بررسي در بين ژنوتيپكه نشان دهنده تنوع ژنتيكي پايين  پايين بوده Sهاي تنوع آللكه 

ها از لحاظ توان گفت كه همه ژنوتيپها ميافشاني در تمامي ژنوتيپهاي گرده گرده در طول خامه و تخمدان در تمامي حالت
   .ندر هستافشاني سازگاگرده

  اي پليمراز گاري، واكنش زنجيرهناسازآغازگرهاي عمومي، آلبالو،  :كليدي واژه هاي

  Saliyoun66@gmail.com: پست الكترونيكي،   04142552599 :نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
خودناسازگاري عبارت است از عدم توانايي گياه داراي 
گامت نر و ماده فعال براي توليد جنين بوسيله خودگرده 
افشاني كه نقش مهمي را در ايجاد تنوع ژنتيكي بازي 

ص وضعيت خودناسازگاري با خيتش ).12 و 8(كند مي
هاي گيرد، كه شامل روشهاي مختلف صورت ميروش

در روش بيولوژيكي، ). 18(باشد ولكولي ميبيولوژيكي و م
در شرايط گرده  لولهو رشد  دانه زنيافشاني، جوانهگرده

تعيين درصد تشكيل ميوه در شرايط مزرعه  آزمايشگاه و
مولكولي از هاي صورتي كه در روشدر  .شودبررسي مي

-اي پليهاي خامه و واكنش زنجيرهالكتروفورز ريبونوكلئاز

. شودهاي عمومي و اختصاصي استفاده ميرمراز با آغازگ
از نوع عموما  Prunusهاي جنس خودناسازگاري در گونه

كه تحت كنترل يك مكان ژني چند آللي  ،بوده گامتوفيتي
 به هم پيوسته عاملداراي دو  اين مكان ژني ).22(باشد مي

 Sو )S-RNase(مادگي  Sكه شامل عوامل مربوط به  است
پروتئين يك گليكو مادگي Sعامل . دباشمي) SFB(گرده 

اساسي با فعاليت ريبونوكلئازي است كه نقش مهمي را در 
دانه  Sژن  .كندهاي گرده خودي بازي ميعدم پذيرش دانه
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چندسال ر د Prunusهاي مختلف جنس گرده براي گونه
لينك شده  F-boxاخير شناخته شده است كه يك پروتئين 

منشاء تنوع آللي مكان ). 38 و 20( كندميرا كنترل  آن  Sبا 
S  ساليان زيادي است كه توجه محققان علم ژنتيك را به

كه تاكنون، با استفاده از خود جلب كرده است، به طوري
 31 ، 6(س يلاگ مختلفي در Sهاي آللهاي مولكولي تكنيك

، )34(وي ژاپني زردآل، )28 و25 ،24 ،17،23( بادام، ) 39 و
شناسايي شده ) 2(آلوي ژاپني و ) 11( زردآلوي اروپايي

  .است

كه  است يك گونه آلوتتراپلوئيد ).Prunus cerasus L( آلبالو
 ).Prunus avium L( خودي گيلاسبههيبريد خود

)2n=2x=16 (و گراند چري )Prunusfruticosa Pall.( 
)2n=4x=32( آللي گيلاس و  منابع ژنتيكي لذاو  باشدمي

ها و لقاح گل افشانيگرده. دنباشآلبالو داراي همپوشاني مي
گذار براي تشكيل ميوه براي آلبالو از فاكتورهاي مهم و تاثير

هاي بعضي از ويژگيلعات، بر اساس مطا. باشدمي
- بيولوژيكي آلبالو نظير توان باروري پايين ارقام، دوره گرده

افشاني كوتاه و كيفيت پايين دانه گرده كه باعث كاهش 
كم دليلي بر تشكيل تواند گردد ميسطح گرده افشاني مي

مطالعات خودسازگاري در آلبالو به خاطر  ).33(ميوه باشد 
. منشا پلي پلوئيدي اين گونه به نحوي پيچيده است

 Sهاي تغييراتي كه باعث غيرعملكردي شدن هاپلوتايپ
گيرنده تغييراتي در مناطق كد كننده و تنظيمي در برشده اند 

كه موجب ايجاد  S‐RNaseيا  SFBهاي در كه شامل جهش
و  SFBهاي پاياني نابالغ، الحاق عناصر قابل انتقال در كدون

تسوكاماتو و  ).41 و 36(باشد مي S-RNaseبالادست ژن 
مفيدي را براي  PCRهاي نشانگر) 2010و  2008(همكاران 

غيرعملكردي طراحي كردند كه   sهاي شخيص هاپلوتايپت
ار و ناسازگار هاي خودسازگقابليت تشخيص بين ژنوتيپ

هاي ها و نشانگرهاي اختصاصي آللآغازگر. را داشت
CAPS  )Cleaved Amplified Polymorphic Sequences (

هاي موتانت و نوع وحشي در مواردي توانند بين آللمي
؛ ´S13/S13m/S13؛ S6/S6m/S6m2؛ ´S1/S1مثل 

S36/S36a/S36b/S36b2/S36b3 ها بر نشانگر. تشخيص قايل شود
ام شكلي طول و توالي براي تشخيص زودهنگاساس چند

در مرحله دانهال در آلبالو مفيد واقع بشوند كه نهايتا باعث 
عملكرد  .شوندكاهش هزينه و صرفه جويي در زمان مي

هاي بومي از مهمترين عوامل محدود پايين ارقام و ژنوتيپ
باشد و ارقام ار اين محصول در ايران ميكننده كشت و ك

كيفيت خشكباري هم اصلاح شده خارجي وارد شده 
مطالعات و مشاهدات حاكي از آن است كه با . دنرندا

ميزان تشكيل ميوه  ،يافشاني كافوجود گلدهي زياد و گرده
ممكن است ناشي  كهباشد پايين ميهاي بومي در ژنوتيپ

هاي اني در ارقام و ژنوتيپوجود ناسازگاري گرده افشاز 
-ها و فاكتوربومي يا مشكلات مربوط به مورفولوژي گل

هاي با هدف شناسايي آللاين پژوهش  .ي باشدهاي محيط
افشاني وضعيت سازگاري گردهتعيين ناسازگاري براي 
هاي با استفاده از روشهاي برتر آلبالو برخي از ژنوتيپ

ها با آغازگرهاي كثير آللافشاني كنترل شده در باغ و تگرده
 .انجام گرفته است اي پليمرازاختصاصي در واكنش زنجيره

  روشها مواد و
 آلبالو برتر ژنوتيپ 10تعداد  پژوهشدر اين  :مواد گياهي

از ژنوتيپ  6( ، استان آذربايجان شرقياز شهرستان شبستر
كه از نظر زمان  )ژنوتيپ از نظرلو 4علي بيگلو و  روستاي
انتخاب و مورد مطالعه قرار  بودند همپوشانيي راداگلدهي 
محلي طي ژنوتيپ هاي برتر توسط كشاورزان  .گرفتند

همچنين از دو رقم . شده بودندساليان متمادي انتخاب 
 آلل خودسازگاريژنوتيپ  سيگاني و بوترمو كهخارجي 

 ارقامبه عنوان  قبلا توسط محققين شناسايي وآنها 
براي مقايسه به عنوان شاهد  دندمعرفي شده بو خودسازگار
ام ها بر اساس نژنوتيپ .هاي بومي استفاده گرديدبا ژنوتيپ

   .شدند نامگذاريمنطقه جمع آوري 

- قبل از انجام گرده :تعيين درصد جوانه زني دانه گرده

اقدام به زني دانه گرده افشاني براي ارزيابي قدرت جوانه
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 .شد رد مطالعهمو هايژنوتيپاز تهيه گرده كافي و سالم 
هاي گل كافي در هاي حاوي جوانهبراي اين منظور شاخه

از درختان مورد مطالعه ) فنولوژيكي D(مرحله بالوني 
هاي حاوي آب به آزمايشگاه انتخاب و در داخل سطل

پس از تورم كامل جوانه ها و ظاهر شدن . منتقل شدند
ميله ها از ها، تمامي اعضاي گل حذف شده و بساكگلبرگ

هاي برچسب دار پرچم جدا شده و در داخل پتري ديش
ر شرايط خشك و ساعت د 48سپس به مدت . ريخته شدند

در دماي معمولي اتاق جهت خشك شدن و آزاد شدن دانه
بعد از جمع آوري، . داري شدندهاي گرده از بساك نگه

هاي كوچك آزمايشگاهي در هاي گرده داخل شيشهدانه
 درجه سانتيگراد تا زمان استفاده در باغ 5يخچال در دماي 

گرده،  پس از تهيه دانه .شدند) روز 5حدودا (داري نگه
هاي مورد زني و طول لوله گرده در ژنوتيپدرصد جوانه

آگار %  2/1ها در محيط كشت حاوي مطالعه با كشت گرده
پس از تهيه محيط كشت ). 23(ساكارز تعيين شد %  15و 

هاي گرده به طور ها، دانهي ديشو توزيع آن در پتر
يكنواخت با استفاده از قلم موئي روي محيط كشت پخش 

زني و رشد لوله گرده ساعت فرايند جوانه 24بعد از . شدند
محاسبه . با اضافه كردن چند قطره كلروفرم متوقف گرديد

زني و رشد لوله گرده با ميكروسكوپ نوري درصد جوانه
انجام ميدان ديد مختلف هار در چمجهز به اكولر مدرج 

هاي شمارش دانهاي براي جلوگيري از اثر توده. گرفت
گرفت كه  تهاي ديدي صورنه زده از ميان ميدانگرده جوا

). 10(توزيع شده بودند هاي گرده به صورت يكنواخت دانه
كرار هاي حاصل در قالب طرح كاملا تصادفي با چهار تداده

ها با ت و مقايسه ميانگين دادهمورد تجزيه آماري قرار گرف
درصد انجام  1اي دانكن در سطح احتمال آزمون چند دامنه

  .رفتگ

و رديابي لوله گرده  گرده افشاني كنترل شده در باغ
هايي با تعداد كافي جوانه بدين منظور شاخه :درون مادگي

سپس انتخاب و  درختانجغرافيايي در جهات مختلف گل 
هاي افشاني ناخواسته توسط كيسهبراي جلوگيري از گرده

ساعت پس از اخته  24 .پوشانده شدند اي ململپارچه
هاي مورد هاي ژنوتيپها با گردهافشاني گلگرده كردن،
افشاني ، خود و دگر گردهآزاد افشانيبه صورت گرده نظر

و  N01افشاني با دو ژنوتيپ دگرگرده .با قلم موي انجام شد
N02 ساعت بعد از  96). 1جدول ( )1شكل ( انجام شد

 جدا و در گل هاي گرده افشاني شده مادگي گرده افشاني
درصد  40درصد، فرمالدهيد  70حاوي الكل ( FAA محلول

. شدندتثبيت ) 1:1:18با نسبت  و اسيداستيك گلاسيال
ها به جهت رديابي نفوذ لوله گرده در خامه، ابتدا نمونه

سپس براي نرم  مدت سه ساعت با آب مقطر شستشو و
 نددرصد اتوكلاو شد هفتيم شدن در محلول سولفيت سد

آميزي با محلول آنيلين از رنگساعت پس  24و در ادامه 
مادگي كه تعداد  10بلو، روند رشد لوله گرده حداقل در 

-شد از هر تركيب گردهگرده كافي در كلاله آنها ديده مي

ها مل مادگيزدايي كابعد از كرك). 10( افشاني بررسي شد
هاي مخصوص و له كردن آنها روي لام، با استفاده با پنس

روند رشد ) Olympus BX51(ت از ميكروسكوپ فلورسن
. گرفتها مورد ارزيابي قرار هاي گرده در خامه مادگيلوله

زني دانه گرده در سطح كلاله، تعداد صفات درصد جوانه
ن در درو وبالايي و پاييني خامه  هايلوله گرده در بخش

هاي حاصل در قالب تجزيه داده .تخمدان تعيين شدند
با با سه تكرار ه كاملا تصادفي آزمايش فاكتوريل با طرح پاي

و مقايسه ميانگين  18نسخه  SPSSاستفاده از نرم افزار 
 1در سطح احتمال  اي دانكنها با آزمون چند دامنهداده

  .صورت گرفت درصد

اين آزمايش با برداشت  :مواد گياهي :مطالعات مولكولي
هاي مورد هاي جوان ژنوتيپهاي برگي از برگنمونه

نوميكس پژوهشكده بيوتكنولوژي مطالعه در آزمايشگاه ژ
 . كشاورزي كرج انجام شد

 Vrohاز روش  اي.ان.ديبراي استخراج  :DNAاستخراج 

Bi  وري با كمي تغيير استفاده شد به ط) 1996(و همكاران
ايزوآميل الكل دو بار - كه مرحله شست و شو با كلروفرم
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پس از استخراج براي تعيين كميت و كيفيت . انجام گرفت
درصد و  1اي در ژل آگارز .ان.اي از الكتروفورز دي.ان.دي

دراپ همچنين براي تعيين غلظت نيز از دستگاه پيكو

)PicoDropμlspectrometry, Cambridge, UnitedKingdom (
   .استفاده شد

  

  نجام شدهني اافشاتركيب گرده-1جدول
 افشاني دگرگرده افشاني دگرگرده گرده افشاني باز افشانيخودگرده    

A01*A01  A01*OPA01*N01  A01*N02  
A02*A02  A02* OP A02*N01  A02*N02  
A04*A04  A04* OP A04*N01  A04*N02  
A05*A05  A05* OP A05*N01  A05*N02  
A12*A12  A12* OP A12*N01  A12*N02  
A13*A13  A13* OP A13*N01  A13*N02  
N01*N01  N01* OP N01*N01  N01*N02  
N02*N02 N02* OP N02*N01  N02*N02  
N03*N03 N03* OP N03*N01  N03*N02  
N04*N04 N04* OP N04*N01  N04*N02  

OP :گرده آزاد  

 

  افشاني كنترل شدهدهات گرمطالعها در  گلو پوشاندن  افشاني گردهاخته كردن،  انتخاب، مختلف مراحل -1 شكل

تكثير  :هاي خودناسازگاري و توالي يابي آنهاتكثير آلل
) 2ل جدو(ها با استفاده از پنج جفت آغازگر عمومي آلل

هاي جنس مربوط به گيلاس، آلبالو، بادام و ساير گونه

Prunus واكنش زنجيره اي پليمراز با واسرشت  .انجام شد
درجه سانتي  94اي ژنومي در دماي .ان.ليه ديسازي او

 94چرخه شامل دماي  10دقيقه آغاز و با  4راد به مدت گ
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ثانيه براي واسرشت سازي، اتصال  10درجه به مدت 
دماي اتصال (دقيقه  2ها به رشته الگو به مدت آغازگر

، گسترش رشته )آورده شده است2آغازگرها در جدول 
درجه و به دنبال آن  68ماي جديد به مدت دو دقيقه در د

ثانيه، دو دقيقه  10درجه براي  94چرخه شامل دماي  25
درجه  68دماي  براي اتصال آغازگر ها و گسترش نهايي در

بال شد به طوري كه به ازاي هر چرخه دقيقه دن2به مدت 
پس از . درجه برسد 68ثانيه اضافه تا نهايتا دما به  10

، جدا سازي و سپس با كيت الكتروفورز، قطعات تكثير شده

NucleoSpin® Geland PCR Clean-up )ناژل، - ماخري
سپس با استفاده از . خالص سازي انجام گرفت) آلمان

اي واكنش زنجيره محصول حاصله از تخليص دوباره
هاي مورد نظر انجام شد تا غلظت نمونه پليمراز با آغازگر

نجام واكنش پس از ا. به حد مناسبي براي توالي يابي برسد
اي پليمراز محصولات دوباره الكتروفورز شدند تا از زنجيره

ها در نهايتا نمونه. صحت انجام واكنش اطمينان پيدا شود
ي يابي به شركت اي توالميلي ليتري بر 2هاي تيوپ

  .ارسال شدندي ماكروژن كره جنوب
  

مشخصات آغازگرهاي مورد استفاده در اين مطالعه -2جدول   

 منبع
 ايدم

 اتصال
نواحي 
 تكثيري

5´به  3´توالي آغازگرها از   آغازگر 

اسنويلد و همكاران، 
2003 

 اينترون اول 55
(C/A)CTTGTTCTTG(C/G)TTT(T/C)GCTTTCTTC PaConsI-F 

اسنويلد و همكاران، 
2006 

GCCATTGTTGCACAAATTGA 
PaConsI-R2 

new 

1999تائو و همكاران،   58 
اينترون 
 دوم

CTATGGCCAAGTAATTATTCAAACC Pru-C2 

GGATGTGGTACGATTGAAGCG Pru-C4R 

1999تائو و همكاران،   58 
اينترون 
 دوم

CTATGG CCAAGTAATTATTCAAACC Pru-C2 

TGTTTGTTCCATTCGCYTTCCC PCE-R 

اسنويلد و همكاران، 
2003 

58 
اينترون 
 دوم

GGCCAAGTAATTATTCAAACC PaConsII-F 

CA(T/A)AACAAA(A/G)TACCACTTCATGTAAC PaConsII-R 

اسنويلد و همكاران، 
2004 

55 
اينترون 
 دوم

TCACMATYCATGGCCTATGG 
EM-

PC2consFD 

CAAAATACCACTTCATGTAACARC 
EM-

PC5consRD 
  

  نتايج 
  :ايشيشهزني و رشد لوله گرده در شرايط درونجوانه

هاي گرده زني و رشد لولهمحدوده تغييرات درصد جوانه
درصد  4/42-9/22هاي مورد مطالعه به ترتيب تيپدر ژنو

و  A02 ،N01هايژنوتيپ. ميكرون بود 5/567 – 5/390و 
N02 و  4/36، 3/37به ترتيب (زني با بيشترين درصد جوانه

و  ندها داشتنوتيپداري با بقيه ژتفاوت معني%)  4/42

   N03زني نيز متعلق به ژنوتيپ كمترين درصد جوانه
رين رشد لوله گرده به ترتيب بيشترين و كمت .بود%)  9/22(

 A02و ) ميكرون N01 )5/567هاي مربوط به ژنوتيپ
   .)3جدول ( بود) ميكرون 5/390(

روند رشد لوله گرده افشاني كنترل شده و بررسي گرده
افشاني دستي بايد يك الي دو گرده : و تخمدان در خامه
در . افشاني دستي انجام گيرداز اخته كردن گرده روز پس
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افشاني ها گردهاين مطالعه دو روز پس از اخته كردن گل
العات نشان داده براي رسيدن لوله طم. دستي صورت گرفت

روز، و براي  2-3گرده به پايين خامه در گيلاس و آلبالو 
 4در آلبالو تا . روز زمان نياز است 6-8رسيدن به تخمدان 

تعداد لوله ) بسته به رقم(روز پس از گرده افشاني  5يال
كند در انتهاي خامه افزايش پيدا مي 3/1گرده رسيده به 
در . شودهاي ديرتر تفاوتي مشاهده نميانحالي كه در زم

درجه  2/11شرايط مزرعه با ميانگين دماي روزانه 
روز زمان لازم است كه لوله گرده به تخمدان  6سانتيگراد 

 ).4( برسد

  3جدول 
طول لوله گرده

)mµ(  
دانه گرده زني جوانه

  ژنوتيپ  (%)
456/8abc 35/8ab  A01 
390/5c 37/3a  A02 

432/٥abc 29/3cd 

A04 
430/٨bc 36/7ab  A05 
401/3bc 25/7c  A12 
492/3abc 25/2c  A13 
567/٥a 36/4ab  N01 
522/5abc 42/4a  N02 
455/2abc 22/9d  N03 
533/5ab 32/8ab  N04 

 .ها استدار بين ژنوتيپم تفاوت معنيدحروف مشترك در ستون ها نشانگر ع

زني دانه گرده روي از نظر درصد جوانه 4مطابق جدول 
- اختلاف معني درصد 24/50با ميانگين  N01كلاله ژنوتيپ 

هاي منطقه نظرلو ها داشت و ژنوتيپپاير ژنوتيداري با س
)N (علي بيگلو  به زني بالاتري نسبتداراي درصد جوانه
)A (ي نيز اشيشهبودند كه نتايج حاصل از مطالعات درون

از نظر تعداد لوله  ).3جدول(كند اين مطلب را تائيد مي
گرده در بخش بالايي و پاييني خامه و درون تخمدان نيز 

افشاني تفاوت ها و سطوح گردهتمامي ژنوتيپ در بين
داري مشاهده شد كه بيشترين تعداد لوله گرده در معني

امه عدد، بخش پاييني خ 15/7بخش بالايي خامه با ميانگين 

ها، عدد براي تمامي ژنوتيپ 3/2عدد و بخش تخمدان  6/3
با توجه به نتايج در . افشاني باز مشاهده شددر حالت گرده

هاي گرده به لوله) چهار سطح(افشاني سطوح گرده تمامي
اند كه اين پديده نشان دهنده خامه و تخمدان رسيده پايين

بر اساس  .هاي مورد مطالعه بودخودسازگاري در ژنوتيپ
گزارش اكثر محققين در صورت توقف رشد لوله گرده در 

افشاني در يك سوم بخش بالايي خامه گردهشرايط خود
  . آيدسازگاري پيش ميحالت خودنا

-ها نشان داد كه بيشترين ميزان جوانهمقايسه ميانگين داده

در حالت  A13زني دانه گرده در سطح كلاله در ژنوتيپ 
از . درصد مشاهده شد 25/66با ميانگين  افشانيگردهخود

با  A13نظر تعداد لوله گرده در بخش بالايي خامه ژنوتيپ 
خود گرده افشاني بالاترين عدد در حالت  5/17ميانگين 

همچنين در صفات تعداد . دن را به خود اختصاص داميزا
-لوله گرده در بخش پاييني خامه و درون تخمدان ژنوتيپ

عدد براي صفت  6و  5/6هاي ميانگينبا  N02و  N01هاي 
عدد براي صفت درون  5/4 بخش پاييني خامه و ميانگين

. )5جدول ( اهده شدافشاني باز مشتخمدان در حالت گرده
افشاني نسبت زني دانه گرده در حالت دگرگردهميزان جوانه
تر افشاني باز پايينافشاني و گردههاي خودگردهبه حالت

افشاني تعداد لوله در حالت دگرگردهمي باشد همچنين 
بنابراين . گرده كمتري در طول خامه و تخمدان مشاهده شد

هايي با درصد رد كه ژنوتيپتوان تائيد كبه توجه نتايج مي
هاي گرده بالاتري جوانه زني بالا، قابليت تامين رشد لوله

  .دارند

لعه با واكنش هاي مورد مطاوابط سازگاري ژنوتيپر
جفت آغازگر ير نتايج حاصل از تكث :اي پليمراززنجيره

كه اينترون اول  PaCons I-F/PaCons I-R2newاختصاصي 
شان داد نكنند را تكثير مي Prunusجنس  Sمكان ژني آلل 

باز تكثير جفت 450و  360قطعه با اندازه تقريبي  دوكه 
 .)6جدول ( شدند
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 مورد مطالعه آلبالو يهاپيدر ژنوت يافشانباز، دگرگردهيافشانگرده،يانافشدر خودگردهصفاتاثرات سادهنيانگيم سهيمقا -4جدول

تعداد لوله گرده در 
 تخمدان

 تعداد لوله گرده در
  پاييني خامهبخش 

تعداد لوله گرده در
  خامه بخش بالايي

زني دانه گردهجوانه
  (%)روي كلاله 

 ژنوتيپ 

1/12ab 1/62abc  3/50b  44/19bc  A01 

1/06ab  1/87abc  3/62b  39/51cd  A02 

93/0 ab  1/43bc  3/31b  40/33cd  A04 

0/87b  1/50bc  3/87b  37/05d  A05 

0/93ab  1/37c  3/18b  43/20bc  A12 

1/37ab  1/75abc  6/75a  43/50bc  A13 

1/68ab  2/56ab  5/37ab  50/24a  N01 

1/75ab  2/37abc  5/43ab  45/09abc  N02 

1/81a  2/68a  5/75ab  48/56ab  N03 

0/1 ab  2/06abc  5/81ab  46/39ab  N04 

   
 افشانيسطوح گرده

1/35b 1/87b  5/15b  53/65a   گرده افشانيدخو

2/30a 3/60a  7/15a  45/81b   آزادگرده افشاني 

0/75bc 1/22bc  3/72bc  36/96c   N01دگرگرده افشاني با 

0/62c 1/00c  2/62c  38/78c   N02دگرگرده افشاني با 

 .ها استپيوتژننيدار بيم تفاوت معندها نشانگر عحروف مشترك در ستون

  
  مورد مطالعه آلبالو يهاپيبا ژنوت يافشانباز، دگرگرده يافشانگرده ،يافشاناثرات متقابل خودگرده نيانگيم سهيمقا -5 جدول

تعداد لوله گرده در 
 تخمدان

تعداد لوله گرده در 
  بخش پاييني خامه

تعداد لوله گرده در 
  بخش بالايي خامه

زني دانه گرده رويجوانه
  (%)له كلا

 اثرات متقابل

1/00 c 1/50 de  3/25 e  52/95 b-f  A01 

 افشانيخودگرده

1/50 c 2/25 cde  4/75 cde  53/10 b-f  A02 

1/25 c  1/25 de  3/25 e  53/88 b-e  A04 

1/25 c  1/50 de  4/25 de  53/25 b-f  A05 

0/75 c  1/25 de  1/75 e  54/26 bcd  A12 

2/00 bc  2/25 cde  17/25 a  66/25 a  A13 

1/25 c  1/50 de  4/75 cde  57/12 ab  N01 

1/00 c  1/25 de  2/50 e  40/93 f-m  N02 

2/00 bc  4/00 abcd  6/50 cde  55/56 abc  N03 

1/50 c  2/00 de  3/25 e  49/34 b-h  N04 

2/00 bc  3/25 bcde  6/00 cde  53/26 b-f  A01 

 bc 3/00 cde 2/00 آزادافشاني گرده 5/00 cde  42/38 c-l  A02 

1/50 c  2/50 cde  4/50 de  39/29 g-n  A04 
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1/50 c  2/50 cde  5/50 cde  37/43 h-n  A05 

1/50 c  2/25 cde  5/25 cde  41/37 e-m  A12 

1/25 c  2/00 de  3/25 e  34/74 j-o  A13 

4/50 a  6/50 a  10/00 bcd  51/66 b-g  N01 

4/50 a  6/00 ab  12/00 b  56/30 abc  N02 

4/00 ab  5/25 abc  9/50 bcd  57/12 ab  N03 

0/25 c  2/75 cde  10/50 bc  44/62 b-j  N04 

0/75 c  1/00 de  2/75 e  34/48 j-o  A01 

 N01افشاني با دگرگرده

0/25 c 1/25 de  2/75 e  24/64 o  A02 

0/50 c  1/00 de  2/75 e  33/92 j-o  A04 

0/50 c  1/00 de  3/50 e  27/34 no  A05 

1/25 c  1/75 de  3/50 e  31/76 k-o  A12 

0/75 c  1/00 de  3/25 e  28/92 mno  A13 

0/50 c  1/50 de  4/75 cde  57/12 ab  N01 

0/75 c  1/00 de  4/75 cde  42/21 c-l  N02 

1/25 c  1/25 de  4/75 cde  41/74 d-l  N03 

1/25 c  1/50 de  5/25 cde  47/51 b-i  N04 

0/75 c  0/75 de  2/00 e  36/08 i-o  A01 

 N02افشاني با دگرگرده

0/50 c 1/00 de  2/75 e  37/91 h-n  A02 

0/50 c  1/00 de  2/75 e  34/22 j-o  A04 

0/25 c  1/00 de  2/25 e  30/17 l-o  A05 

0/25 c  0/25 e  2/25 e  45/46 b-j  A12 

1/50 c  1/75 de  2/00 e  44/12 c-k  A13 

0/50 c  0/75 de  2/50 e  35/06 i-o  N01 

0/75 c  1/25 de  2/50 e  40/93 f-m  N02 

0/25 c  0/25 e  2/25 e  39/82 g-n  N03 

1/25 c  2/00 de  4/25 de  44/09 c-k  N04 

ها استپيژنوت نيدار بيها نشانگر عذم تفاوت معنحروف مشترك در ستون  

  

 جهتقطعات تكثير شده بعد از جدا و خالص سازي 
نتايج حاصل از  .ندشديابي توالي S هايشناسايي آلل

جفت بازي نشان داد كه قطعه تكثير  360بلاست توالي 
 S9 للبا توالي نسبي آ) درصد 98(شده شباهت بالايي

در پايگاه ) 2003(و همكاران  Sonneveldگيلاس كه توسط 
NCBI جفت  450بلاست توالي . ثبت شده بود نشان داد

صدي در 99بازي نشان داد كه قطعه تكثير شده با شباهت 
همچنين با  ،)32(در رقم كرونيو گيلاس  S6با توالي نسبي 

كه ) 36(آلبالو S6m2 درصدي با توالي كامل آلل  99شباهت 

ثبت شده بودند داشت بنابراين با احتمال  NCBIدر پايگاه 
  .باشندمي S6m2يا  S9  ،S6هاي تكثير شده همان بالايي آلل

وم اختصاصي اينترون د هايآغازگربا استفاده از جفت 
PaConsII-F/PaConsII-R ؛PruC2/PruC4R ؛PruC2/PCE-R  و

EM-PC2ConsFD/EM-PC5ConsRD ده محدو يازده نوار در
مورد مطالعه  هايژنوتيپ جفت باز در 1000الي  370

يابي قطعات و بلاست پس ازتوالي. )6جدول ( ندتكثير شد
، S24 ،S9 ،S6/S6m2هاي آللوجود  NCBIكردن آنها در پايگاه 

S26، S4وS35  ،S36a/S36b ها مشخص شددر اين ژنوتيپ .
دوم  اي پليمراز با آغازگر اختصاصي اينترونواكنش زنجيره
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PruC2/PruC4R و  650، 470، 440هاي چهار باند با اندازه
-EMجفت آغازگر همچنين  .)2شكل ( را تكثير كرد 680

PC2ConsFD/EM-PC5ConsRD  1000تقريبا توانست قطعه 
ها و دو رقم سيگاني و جفت بازي را در همه ژنوتيپ

بوترمو تكثير كند با توجه به اينكه در رقم سيگاني آلل 
S36b2  و در رقم بوترموS36a  ثابت شده است بنابراين براي

هاي بومي حضور دارد نياز تاييد اينكه كدام آلل در ژنوتيپ

واند تفاوت به تكثير با آغازگر اختصاصي است كه بت
اي تائيد شد كه فراواني در مطالعه. قطعات را نشان دهد

در بين ارقام آلبالو بيشتر از ديگر  S36aهاپلوتايپ 
، بنابراين احتمال )15؛  37(باشد مي S36هاي وتايپهاپل

و حضور هاي بومي بيشتر است حضور اين آلل در ژنوتيپ
   .گرددمي ها باعث القا خودسازگاريهر كدام از اين آلل

 

 
 A01(هاي مورد مطالعه ژنوتيپدر  اي پليمرازنجيرهپس از انجام واكنش ز Pruc2 – PruC4R الگوي باندي حاصل از آغازگر اختصاصي  -2شكل 

(1) ،A02 (2) ،A04 (3) ،A05 (4) ،A12 (5) ،A13 (6) ،N01 (7) ،N02 (8) ،N03 (9) ،N04 (10) سيگاني ،)Cig( بوترمو ،)Bot ( سايز و
  )M(ماركر

  ي مورد مطالعههاهاي اختصاصي اينترون اول و دوم در ژنوتيپتكثير شده با استفاده از آغازگرSهايآلل -6جدول 

  )bp(هاي اختصاصي با آغازگرPCRاندازه ژنومي محصول

رقم/  ژنوتيپ اينترون اول اينترون دوم  كانديد Sآلل   

S6/S6m2, S9, S24, S36a/S36b 325, 530, 440, 680, 600, 750, 1000, 570, 790 360, 450 A01 

S6/S6m2, S9, S24, S36a/S36b 325, 530, 440, 680, 600, 750, 1000, 570, 790 360 A02 

S6/S6m2, S9, S24, S36a/S36b 325, 530, 440, 680, 600, 750, 1000, 570, 790 360, 450 A04 

S6/S6m2, S9, S24, S36a/S36b 325, 530, 440, 680, 600, 750, 1000, 570, 790 360, 450 A05 

S6/S6m2, S9, S24, S36a/S36b 325, 530, 440, 680, 600, 750, 1000, 570, 790 360, 450 A12 

S6/S6m2, S9, S24, S36a/S36b 325, 530, 440, 680, 600, 750, 1000, 570, 790 360, 450 A13 

S6/S6m2, S9, S24, S36a/S36b 325, 530, 440, 680, 600, 750, 1000, 570, 790 360, 450 N01 

S6/S6m2, S9, S24, S36a/S36b 325, 530, 440, 680, 600, 750, 1000, 570, 790 360, 450 N02 

S6/S6m2, S9, S24, S36a/S36b 325, 530, 440, 680, 600, 750, 1000, 570, 790 360, 450 N03 

S6/S6m2, S9, S24, S36a/S36b 325, 530, 440, 680, 600, 750, 1000, 570, 790 360, 450 N04 

S6m2S9S26S36b2 325, 530, 600, 750, 1000, 570, 790, 650   سيگاني 450 ,360

S4S6mS35S36a 325, 600, 1000, 570, 470   بوترمو 450
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  بحث
Bolat and Pirlak )1999 ( جهت بررسي قوه ناميه، درصد

رقم  4رقم زردآلو،  5زني و رشد لوله گرده در جوانه
تري فنيل  - 5- 2-2گيلاس و يك رقم آلبالو، چهار روش 

سافرانين و محيط كشت آگار را به تترازوليوم، يديد پتاسيم، 
زني و كار بردند نتايج نشان داد كه قوه ناميه، درصد جوانه

رشد لوله گرده بر اساس گونه متفاوت بود و بالاترين 
ها و ارقام زني و رشد لوله گرده در همه گونهجوانه درصد

 درصد ساكارز حاصل شد به 15در محيط كشت آگار با 
%  82/53ها در آلبالو ني گردهزطوريكه درصد جوانه

محدوده ) 2008(و همكاران  Davarynejad. گزارش شد
جوانه زني دانه گرده را در شرايط آزمايشگاهي در برخي از 

. درصد گزارش كردند 59/64 – 12/29 ارقام خارجي
شرايط آب و هوايي سرد و باراني در دوره گلدهي به طور 

رده و به تبع آن تشكيل زني دانه گداري ميزان جوانهمعني
هاي محيطي، برخي علاوه بر فاكتور. دهدميوه را كاهش مي

هاي بيولوژيكي آلبالو نظير پتانسيل باروري پايين ويژگي
افشاني و كيفيت پايين ام، دوره كوتاه گردهها در ارقگل

افشاني تاثير منفي گذاشته و ميزان گرده روي كارايي گرده
  ).33 و 1(دهند تشكيل ميوه را كاهش مي

Milatovic and Nicolic
 )نا( در ارزيابي خود) 2007(  

رقم زردآلو به اين نتيجه رسيدند كه در  36سازگاري 
سازگار به تخمدان، خود صورت نفوذ فقط يك لوله گرده

) Kamali )1387همچنين در مشاهدات . شودمحسوب مي
ه در هاي مختلف خامتعداد لوله گرده نفوذ كرده در قسمت

ارقام خودسازگار بالاتر از ارقام خودناسازگار بادام بوده و 
حتي در برخي از ارقام خودناسازگار تعداد زيادي لوله 

و  Hajilouدر مطالعات . دكنگرده تا ميانه خامه رشد مي
سازگاري مهمترين ارقام )نا(كه خود ) 2006(همكاران 

داري معنيزردآلو را مورد بررسي قرار داده بودند اختلاف 
افشاني از گردهو دگر افشانيگردهخودهاي را بين حالت

بندي و تعداد لوله گرده در تخمدان لحاظ درصد ميوه
  .مشاهده نكردند

Khadivi-Khub در بررسي تنوع آلل) 2014( همكاران و-

گيلاس و (گونه وحشي و دو گونه اهلي  8در  Sهاي 
چندشكلي بالايي ثابت كردند كه  Cerasusزيرجنس ) آلبالو

هاي مورد مطالعه وجود در بين گونه Sهاي از لحاظ آلل
در بين ارقام محلي گيلاس داراي بيشترين  S3دارد و آلل 

و چندين آلل  S1 ،S2،S7 ،S14 ،S20هاي فراواني بود و آلل
هاي وحشي ديده شدند، همچنين گزارش نامعلوم در گونه
هاي در ژنوتيپ S27و  S6 ،S9 ،S13هاي  نمودند كه آلل

ايراني آلبالو مشاهده شد، كه در اين پژوهش نيز وجود 
در مطالعه . هاي بومي تائيد شددر ژنوتيپS9و  S6هاي آلل

گيلاس ) Accession( نمونه 123در  Sهاي ديگري تنوع آلل
 S14هاي وحشي مورد بررسي، نتايج نشان داد كه هاپلوتايپ

هاي جمعيت كمترين فراواني را در بين S20بيشترين و  S1و 
مطالعه حاضر نشان داد تنوع زيادي از ). 29(گيلاس داشتند 

هاي مورد بررسي وجود در بين ژنوتيپ Sهاي لحاظ آلل
داراي بيشترين  S24 ،S6 ،S9هاي ندارد ولي هاپلوتايپ

براي هر منطقه جغرافيايي خاص  Sتنوع آلل  .فراواني بودند
 S3 ،S13 ،S6هاي للپلاسم ايتاليا آهمان منطقه است، در ژرم

، و در ارقامي كه از )19(داراي بيشترين فراواني  S16و 
و  S3 ،S6 ،S12هاي جنوب شرق اسپانيا منشا گرفته بودند آلل

S22 هاي همچنين در مقايسه ژنوتيپ). 7(د غالب بودنS 
هاي ارقام اكرايني و جمهوري چك نشان داده شد كه آلل

S3 ،S1  وS4 ك و در ارقام جمهوري چS2 ،S5 ،S6  وS9  در
در ). 15(ارقام اكرايني داراي بيشترين فراواني بودند 

مناطقي كه سطح تنوع ژنتيكي بالا بوده خصوصا در مناطقي 
شوند تنوع بالايي در ا و ارقام محسوب ميهكه منشا گونه

تواند به مي Sبنابراين مكان ژني . وجود دارد Sهاي آلل
ي مطالعه سطح تنوع ژنتيكي عنوان يك نشانگر مفيد برا

  ).16(ارقام مختلف به كار برده شود 
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  گيري نتيجه
كه در تمامي نتايج حاصل از اين پژوهش نشان داد 

هم در شرايط  زني دانه گردهتركيبات تيماري درصد جوانه
باغ و هم در شرايط آزمايشگاهي در حد مناسبي صورت 

زني انهعدم وجود مشكلات جوگرفته كه اين امر بيانگر 
علاوه بر . باشدهاي مورد بررسي ميدانه گرده در ژنوتيپ

نتايج حاصل از روند رشد لوله گرده نشان داد كه با  اين
مه و هاي مختلف خامتتوجه به رشد لوله گرده در قس

افشاني هاي گردهنهايتا رسيدن به تخمدان در تمامي حالت
. اردهاي مورد مطالعه ناسازگاري وجود ندژنوتيپدر 

 Sهاي هاي عمومي آللآغازگر همچنين نشان داده شد كه
قابل اطمينان  Sتوانند براي تعيين ژنوتيپ به تنهايي نمي

- نان و جلوگيري از واكنشباشند، بنابراين براي داشتن اطمي

اي در شود از تجزيه دو مرحلههاي اضافي پيشنهاد مي
گري و هاي عمومي براي پيش غربالمرحله اول از آغازگر

هاي تخصصي براي تائيد و يا رد سپس استفاده از آغازگر

هاي عمومي تكثير شدند براي هاي كه توسط آغازگرآلل
توجه به نتايج  با .استفاده گردد Sهاي شناسايي آلل

-هاي مولكولي ميافشاني كنترل شده و دادهگرده آزمايشات

هاي مورد بررسي سازگار توان نتيجه گرفت كه ژنوتيپ
ها تواند متاثر از موفولوژي گلبوده و دليل باردهي پايين مي

مطالعات قبلي ثابت كرده بودند كه . و فاكتور محيطي باشد
درصد تشكيل ميوه وجود و  Sهاي رابطه مستقيم بين آلل

ندارد و اين نشان دهنده اين واقعيت است كه علاوه بر 
محيطي هاي عوامل ديگري نظير فاكتور Sهاي ژنوتيپ آلل

 .گذارندروي ميزان تشكيل ميوه و باردهي درخت تاثير مي

  سپاسگزاري

هاي پژوهش حاضر مستخرج از رساله دكتري و با حمايت
يز و پژوهشكده بيوتكنولوژي مادي و معنوي دانشگاه تبر

دانيم كه كشاورزي كرج انجام گرفته و لذا بر خود لازم مي
وهشكده مذكور نهايت تشكر و سپاس را از دانشگاه و پژ
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Abstract 

In sour cherry, as in other species of the genus Prunus, there is a gametophytic self-
incompatibility (GSI) phenomenon. In this research, relations between pollen and pistil 
of 10 superior sour cherry genotype were investigated by using biological and 
molecular methods. In biological methods, pollen grains are prepared in balloon stage 
(D phenological stage) and then after evaluating the growth and percentage of pollen 
germination in medium, in suitable time flowers were emasculated, open pollination, 
controlled self and cross pollination were carried out in the orchard. In the molecular 
method, PCR-based methods were used to identify S alleles. The results showed that the 
highest pollen germination was observed on the stigma in self-pollination, and 
regarding of the number of pollen tube at the upper and lower parts of the pistil and 
ovary, the highest was related to open pollinating. Nine known S-haplotypes (S4, S6, 
S9, S6m2, S24, S26, S35, S36b and S36a) were identified, that alleles S6/S6m2, S9, 
S24 have a high frequency. Our study showed the low diversity of S alleles between 
studied genotypes. According to the growth of pollen tubes in style and ovary in all 
cases of pollination all of studied genotypes are compatible. 
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