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هـاي جديـد و     اهميت زيادي در احداث باغ(Prunus dulcis)هاي خودناسازگاري در ارقام بادام  شناسايي آلل
هاي جديد ناسـازگاري در چنـد رقـم     به منظور شناسايي آلل .نژادي بادام دارد هاي به تخاب والدين در برنامهان

سازي از ناقـل   براي همسانه. سازي شد ها خالص  آنPCRمحصول  بادام ايراني، قطعات مربوط به هر آلل تكثير و
PCR-Blunt-II-TOPOهاي مستعد  ناقل به باكتري.  استفاده شدEscherichia coli TOP 10هـاي    منتقل و كلوني

 توسـط  M13يابي بـا اسـتفاده از آغازگرهـاي      پلاسميدي استخراج و توالي DNA.تراريزش شده شناسايي شدند
نهايتاً توالي حاصل از اين پلاسميدها مقايسه و توالي ثابت مربوط به هـر آلـل بـا            .  انجام شد  SECUGENدستگاه  

براساس نتايج اين تحقيق، تعداد هشت آلل در ارقام بادام ايراني شامل ارقام . ن شد تعيييSEQMAN IIافزار  نرم
) S43(و مامـايي    ) S42 (16-آر-، جـي  )S41 (40، مـشهد    )S40 و   S39 (17-، يزد )S38(، سفيد   )S37(، هلويي   )S36(تجاري  

) S40(ها   يكي از آلل هفت آلل از مجموع هشت آلل شناسايي شده، قبلا گزارش نشده است، ولي            . شناسايي شدند 
هـاي   شـباهت بـين آلـل   .  داشـت P. webbiiگـزارش شـده در گونـه    ) S5(شباهت زيـادي بـا آلـل ناسـازگاري     

هاي جنس پرونوس و   به وجود يك جد مشترك با گونهP. webbiiخودناسازگاري در بادام اهلي با گونه وحشي 
  .جداد اوليه اشاره داردهاي اهلي به عنوان يكي از ا نقش اين گونه در تكامل بادام

  
  .يابي سازي، توالي بادام، رقم، آلل ناسازگاري، همسانه: هاي كليدي واژه

  
ــن                      asgharmousavi@yahoo.com:  نويسنده مسئول 03813335640: تلفـ
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  مقدمه

 از منـاطق مركـزي و   (Prunus dulcis)بادام 

جنوب غربي آسيا منشاء گرفته است و اگـر چـه           

هـاي     كه بادام اهلي از تلاقي گونـه       گزارش شده 

  وحــشي خويــشاوند بــه دســت آمــده اســت،      

ولـــي اجـــداد و والـــدين وحـــشي آن همچنـــان 

ــت   ــناخته اسـ  ؛ Bortiri et al., 2001(ناشـ

Ladizinsky, 1999 .(ــه ــادام گونــــ اي  بــــ

ــه    ــت ك ــك اس ــوع گامتوفيتي ــازگار از ن خودناس

 بـا چنـدين آلـل    Sتوسط يك مكان ژني بـه نـام        

در . (Nettancourt, 2001)د شــو كنتــرل مــي 

 با فعاليت ريبونوكلئازي به Sمادگي محصول ژن 

ــام  ــرده   S-RNaseن ــه گ  اســت كــه از رشــد لول

كنــــد  ناســـازگار در خامـــه جلـــوگيري مـــي    

(McClure et al., 1989) . هـاي ناسـازگار    آلـل

ــه ــادي از گونــ ــه،   زيــ ــانواده رزاســ ــاي خــ   هــ

  انـد   يـابي شـده      و توالي  (Cloning)سازي    همسانه

)Sanzol et al., 2009 ؛Tao et al., 2007 ؛ 

Ushijima et al., 1998 ؛Sassa et al.,1996.(  

ــوالي  هــاي  مطالعــات مولكــولي و مطابقــت ت

ــازگاري در    ــل از ژن ناس ــه حاص ــيدهاي آمين اس

مادگي نـشان داده اسـت كـه سـاختمان ايـن ژن             

، C1 ،C2 ،C3شـده   شـامل پـنج ناحيـه حفاظـت    

RC4 و C5ــا چ ــه ب ــالا  و يــك ناحي نــد شــكلي ب

 اســت كــه در حــد RHVبــه نــام ) تــوالي متغيــر(

   قـــرار گرفتـــه اســـتC3 و C2فاصـــل نـــواحي 

(Igic and Kohn, 2001) .  ناحيـهRHV  نقـش 

ــايي   ــي در شناسـ ــا   RNAمهمـ ــرده بـ ــه گـ    دانـ

  ژنوتيــــپ مــــشابه و تعيــــين ناســــازگاري دارد

(Sassa et al., 1996) . ــشان داده ــات ن مطالع

نـوس داراي دو  است كـه ايـن ژن در جـنس پرو        

اينترون با طول متغير است كـه اينتـرون اول بـين            

 C1 و ناحيــه (Single Peptide)تــوالي ابتــدايي 

ــواحي    ــين نـ ــرون دوم بـ ــت و اينتـ ــن ژن اسـ   ايـ

   قـــــــرار داردC3 و C2حفاظـــــــت شـــــــده 

(Ushijima et al., 1998) .  

قابليت دسترسـي بـه تعـداد زيـادي از تـوالي            

ــل  ــ  آل ــنس پرون ــازگاري در ج ــاي ناس وس در ه

پايگــاه اطلاعــاتي امكــان طراحــي آغازگرهــاي  

عمــومي و اختــصاصي بــر اســاس تــوالي نــواحي 

هــا را فــراهم آورده و قابليــت  حفاظــت شــده آن

هاي ناسازگاري را در      تكثير دامنه وسيعي از آلل    

هاي مختلف جنس پرونوس بر اسـاس ايـن           گونه

ــا را امكــــان   پــــذير كــــرده اســــت  آغازگرهــ

)Sutherland et al., 2004 ؛Sonneveld et al., 2003.( 

ــوع   ــا در مجمــــ ــاس آغازگرهــــ ــر اســــ   بــــ

 آلـل خودناسـازگاري ويـك       29شامل  ( آلل   30

در بادام شناسايي شده است     ) آلل خودسازگاري 

گـذاري   ها قـبلا بـه اشـتباه نـام         كه پنج آلل از آن    

شده بودند و شش آلل ديگر جديد بـوده و قـبلاً            

 .(Ortega et al., 2005)گزارش نشده بودند 

 مختلـف  عمـومي  و اختـصاصي  آغازگرهاي

ــر ــاس ب ــوالي اس ــان ت ــي مك ــازگاري ژن    در ناس

 طراحـي   Prunusجـنس هاي  گونه ديگر و بادام

  ؛Tamura et al., 2000(شــــده اســــت 

Channuntapipat et al., 2001, 2002؛  

Ma and Oliveira, 2001؛  

Sutherland et al., 2004 (طــور بــه كــه 
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ــت ــزي موفقي ــث آمي ــرت باع ــل كثي ــاي آل  ه

   بــــادام در ارقــــام خودناســــازگاري

  ؛ Ortega et al., 2005(شــــوند  مــــي

Kodad et al., 2008 .(ــل ــايي آل ــاي  شناس ه

هـاي    ناسازگاري در ارقام بـادام ايرانـي بـه روش         

ــر   ــي بــ ــولي مبتنــ ــتفاده  PCRمولكــ ــا اســ    بــ

از آغازگرهــــاي اختــــصاصي و آغازگرهــــاي 

ــومي   ؛ Sheikh-Alian et al., 2010(عمـ

Rahemi et al., 2010 ؛Ebadi et al., 2011 ؛ 

Mousavi et al., 2011 (گزارش شده است .  

 به (Ortega et al., 2006)ارتگا و همكاران 

هاي جديد شناسايي شده، كليـه        منظور تاييد آلل  

نوارهاي حاصل از تكثير با آغازگرهاي اينتـرون        

و  يــابي ســازي و تــوالي  اول و دوم را همــسانه

 گـزارش   S10 كـه موتانـت آلـل        گزارش كردنـد  

 و همكــــاران شــــده توســــط چانونتاپيپــــات  

(Channuntapipat et al., 2002)  در واقع يك

 S24آلــل جديــد اســت و آن را بــه نــام آلــل      

هـاي جديـد      اين محققان آلل  . نامگذاري نمودند 

ــود   ــي خــ ــق قبلــ ــده در تحقيــ ــايي شــ   شناســ

(Ortega et al., 2005)هاي   را به نام آللS25 تا 

S29 هـا همچنـين گـزارش       آن. گذاري كردند   نام

هاي قبلي گزارش     كردند كه توالي برخي از آلل     

ديگـر بـوده و در واقـع         شده در بـادام مـشابه هـم       

 بـا   S4هـاي      با هم و آلـل     S17 و   S1  ،S16هاي    آلل

S20هاي   و آللS13 با S19هاي   و همچنين آللS5 

ديگرند و    توالي يكساني داشته و مشابه هم      S15با  

 S1هاي خودناسازگاري در بـادام را از          هايتا آلل ن

  گـــذاري كردنـــد    تاييـــد و نـــام  Sf و S29تـــا 

(Ortega et al., 2006) .   اگر چه نتـايج حاصـل

ــسيار   ــشان داد كــه قابليــت ب از ايــن آغازگرهــا ن

بالايي در شناسايي ژنوتيـپ خودناسـازگاري در        

بــا ايــن . (Ortega et al., 2005)بــادام دارنــد 

رسـد    رخي موارد خاص بـه نظـر مـي        وجود، در ب  

هـا    يابي به منظـور تـشخيص دقيـق آلـل           كه توالي 

 . (Halasz et al., 2008)ضروري است 

 در (Kodad et al., 2008)كداد و همكاران 

بين چهـارده رقـم بـومي اسـپانيا پـنج عـدد آلـل               

يــابي  سـازي و تــوالي  جديـد را از طريــق همــسانه 

- نـام S35 تـا  S31هاي    شناسايي كرده و به نام آلل     

 آلـل ناسـازگاري در   36تاكنون  .گذاري كردند

 و يـك آلـل     S1-S35 آلـل ناسـازگاري      35(بادام  

هـا گـزارش     شناسايي و تـوالي آن    ) Sfسازگاري  

ــت   ــده اسـ   ؛Ushijima et al., 1998(شـ

Tamura et al., 2000 ؛Ma and Oliveira, 2001؛  

Channuntapipat et al., 2001, 2002 ؛ 

Barckley et al., 2006.(  ــت ــل اهمي ــه دلي  ب

 خودناسازگاري اين پـژوهش بـا هـدف        هاي  آلل

شناسايي و تعيين آلل خودناسازگاري جديـد در        

ــسانه    ــا روش هم ــي ب ــادام ايران ــام ب ــازي و  ارق س

  .يابي انجام شد توالي

  

  ها مواد و روش

  مواد گياهي

هاي برگي از ارقام بادام ايرانـي سـفيد،           نمونه

 و 16-، جـي آر  17-، يزد مامايي، تجاري، هلويي  

هاي بـادام      در فصل رشد از كلكسيون     40-مشهد

ــع   ــرج جم ــاد ك ــال آب ــهركرد و كم آوري  در ش
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  . شدند

  

  DNAاستخراج 

DNA       ژنومي بـه روش اسـتخراج در مقيـاس 

ــك  ــاس روش (Miniprep)كوچـــ ــر اســـ    بـــ

 و (Doyle and Doyle, 1987)دويـل و دويـل   

تغييـــر يافتــــه توســــط ســــونولد و همكــــاران  

(Sonneveld et al., 2001)  تعيـين  . انجـام شـد 

ــت   ــت و كيفيـ ــارز و DNAكميـ  روي ژل آگـ

 نمونه ها از نظـر      DNAمقايسه وضعيت نوارهاي    

 DNAكميت و كيفيت در مقايسه بـا نـشانگر بـا            

   .لامبدا استاندارد بررسي شد

 

  هاي خودناسازگاري تكثير آلل

هــــاي جديــــد  بــــه منظــــور تكثيــــر آلــــل

ام، از آغازگر مستقيم    خودناسازگاري در اين ارق   

PaConsI-F (Sonneveld et al., 2003) و 

 EM-PC5ConsRDآغـــــــازگر معكـــــــوس 

(Sutherland et al., 2004)   براي تكثيـر ناحيـه 

 ژنومي استفاده   DNA با استفاده از     C5 و   SPبين  

ــد ــره. ش ــنش زنجي ــم   واك ــراز در حج ــي م   اي پل

 ژنـومي،   DNA نـانوگرم    75 ميكروليتر شامل    30

 (Novagene) از شـركت نـواژن   1X PCRبـافر  

مولار   ، يك ميلي  dNTPsمولار     ميلي 2/0آلمان،  

 ميكـرو مـولار     5/0،  (MgSO4)سولفات منيزيوم   

ــزيم    ــد از آنــ ــك واحــ ــازگر، يــ ــر آغــ   از هــ

ــتارت   ــات اســــ ــد هــــ ــراز كــــ ــي مــــ   پلــــ

(KOD Hot Start DNA Polymerase) 

ازشـــركت نـــواژن در دســـتگاه ترموســـايكلر    

شرايط دمايي شامل   . انجام شد ) آلمان(اپندورف  

گـراد     درجـه سـانتي    94سازي اوليـه در       واسرشت

سـازي در      چرخه با واسرشـت    35براي دو دقيقه،    

ــراي   درجــه ســانتي94 ــصال 10گــراد ب ــه، ات  ثاني

گراد براي دو دقيقه،       درجه سانتي  50آغازگر در   

گراد بـراي    درجه سانتي 68مرحله بسط در دماي     

 به ازاي هر چرخه  ثانيه10با افزايش (چهار دقيقه 

و بسط نهايي در دمـاي      ) بعد از اتمام چرخه دهم    

.  دقيقـه انجـام شـد   10گراد براي      درجه سانتي  68

 درصد به مدت    5/1الكتروفورز روي ژل آگارز     

آميـزي بـا اتيـديوم        ولت و رنگ   70 ساعت در    5

در زيـر   . برومايد به مدت يك ساعت انجام شـد       

نجـام و   برداري ا    عكس (UV)نور ماوراي بنفش    

اندازه نوارهاي تكثير شده بـا اسـتفاده از نـشانگر           

 يك كيلو جفـت بـازي تعيـين شـد       DNAاندازه  

(Ortega et al., 2006). 

 

  يابي سازي و توالي همسانه

  PCRسازي محصول  خالص -1

 PCRسازي، محصول     به منظور انجام همسانه   

 از شـركت  QIA quick spinبا استفاده از كيت 

ســـازي و   آمريكـــا خـــالص(Qiagene)كيــاژن  

كيفيت آن روي ژل آگارز يك درصـد در بـافر           

TAEتعيين شد . 

  سازي همسانه -2

  در ايــــــــــن مرحلــــــــــه از ناقــــــــــل  

PCR-Blunt-II-TOPO     از شركت اينـويتروژن 

(Invitrogene) ــسانه ــت هم ــا جه ــازي   آمريك س

DNAهــاي مــستعد   هــدف و انتقــال بــه بــاكتري
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(Competent) TOP10 E. coli)  شـــــركت

هــاي حامــل  بــاكتري. اســتفاده شــد) تروژناينــوي

DNA      هدف روي محيط كشت LB    در حـضور 

ــسين   ــك كاناماي ــي بيوتي ــرم در 50(آنت  ميكروگ

ــي ــر ميل ــتخراج  ) ليت ــدند و اس ــاب ش  DNAانتخ

  پلاســـــــميدي بـــــــا اســـــــتفاده از كيـــــــت

Pure Link Quick Plasmid Miniprep Kit 

 DNAتعيين كيفيـت    . انجام شد ) شركت كياژن (

 درصـد در بـافر   5/1روي ژل آگارز  پلاسميدي،  

TAE  همچنـين بـه منظـور اطمينـان از        .  انجام شد

 پلاسـميدي بـا اسـتفاده از        DNAسـازي،     همسانه

ــاي  ــستقيم (PaconsI-Fآغازگرهــــــ   و) مــــــ

M-PC5consRD) ــوس ــاس روش  ) معك ــر اس ب

 تكثير (Ortega et al., 2006)ارتگا و همكاران 

  .شد

  يابي توالي -3

د بـــا اســـتفاده از يـــابي ســـه پلاســـمي تـــوالي

 SECUGEN توسط دسـتگاه     M13آغازگرهاي  

براي هر آلل انجام شـد، سـپس        ) مادريد، اسپانيا (

توالي حاصل از اين پلاسميدها مقايـسه و تـوالي          

افـزار سـكمن دو      ثابت مربوط به هر آلـل بـا نـرم         

(SEQMAN II)  در نهايـت تـوالي   .  تعييـين شـد

اير تـوالي اسـيد آمينـه س ـ    اسيد آمينه هـر آلـل بـا   

ــل ــوس   آلـ ــنس پرونـ ــود در جـ ــاي موجـ   در  هـ

  پايگـــاه اطلاعـــاتي موســـسه بيوانفورماتيـــك    

ــا  ــه روش ) www.ebi.ac.uk(اروپـ  BLASTبـ

  توســـــــط برنامـــــــه كلاســـــــتال ايكـــــــس

(Thompson et al., 1997) (Clustal X)  بـا 

ــرم ــن    ن ــگ الاي ــزار م ــسه (MegAlign)اف    مقاي

ــوا  ــد و تـــ ــايي آنشـــ ــط   لي نهـــ ــا توســـ   هـــ

ــرم ــزار ژن داك  نـــــــــــ    )GenDoc(افـــــــــــ

)www.PSC.edu/biomed/gendoc (تعيين شد.  

  

  نتايج و بحث

نتايج تكثير با استفاده از آغازگرهـاي جفـت         

اينترون و توسط آنزيم كد هات استارت، وجود        

د در ارقام سفيد،    هاي جدي   قطعات مربوط به آلل   

 و  16-، جــي آر17-، يــزد40-مامــايي، مــشهد 

براي اطمينان بيشتر ). 1شكل (هلويي را نشان داد  

 پلاســميدي حاصــل از DNAســازي،  از همــسانه

ــسانه ــازي در  هم ــم  16س ــه رق ــوط ب ــوني مرب    كل

دهنـده    با استفاده از آغازگرهاي پوشـش  17-يزد

ر شده  جفت اينترون تكثير و اندازه نوارهاي تكثي      

. هاي جديد در اين رقم تعيين شـد         مربوط به آلل  

نتايج نشان داد كه قطعات مربوط به آلـل جديـد           

S39   كلوني و قطعات مربوط به آلل جديـد         5 در 

S40 كلـوني، نوارهــاي مـشابه و هــم انــدازه   8 در 

  ).2شكل (داشتند 

سـازي     حاصـل از همـسانه     DNAنتايج تكثير   

  و) مـــــستقيم (PaconsI-Fبـــــا آغازگرهـــــاي 

EM-PC5cons RD) وجود نوارهـاي  ) معكوس

رقـم   (S36هـاي     تكثير شده جديد مربوط به آلـل      

، )رقـم سـفيد    (S38،  )رقم هلـويي   (S37،  )تجاري

S39)  ــشهد ــام م ــزد40-ارق ــم  (S40، )17- و ي   رق

ــزد ــشهد (S41، )17-يـــ ــم  (S42، )40-مـــ   رقـــ

را نــشان داد ) رقــم مامــايي (S43و ) 16-جــي آر

هـشت آلـل جديـد در       بـدين ترتيـب     ). 3شكل  (

، هلـويي  )S36(هفت رقـم بـادام ايرانـي تجـاري          
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 از EM-PC5consRD و Pacons I-F با انتهاي صاف توسط آنزيم كدهات استارت با آغازگرهاي PCR محصول -1شكل 
رقم ) 3امايي، رقم م) 2رقم سفيد، )1، )شركت كياژن(   يك كيلو جفت بازيDNAنشانگر اندازه ) Mچپ به راست شامل 

  )كنترل منفي(آب مقطر ) 8رقم هلويي و ) 7، )كنترل منفي(آب مقطر ) 6، 16-رقم جي آر) 5، 17-رقم يزد) 4، 40-مشهد
Fig. 1. PCR products with Blunt-end by KOD Hot Start DNA polymerase obtained with consensus 

primers PaConsI-F and EMPC5consRD from left to right including: M) DNA Ladder 1Kb (Qiagene), 1) 
Sefied, 2) Mamaei, 3) Mashhad-40, 4) Yazd-17, 5) Gr-16, 6) Distillated water (negative control), 7) 

Holouei and 8) Distillated water (negative control) 

  

) S37( سفيد ،)S38(17-، يزد) S39 و S40( مشهد ،

40) S41(16-آر-، جـــي) S42 ( و مامـــايي)S43 (

در رقــم هلــويي يــك ). 3شــكل (شناســايي شــد 

 جفـت بـاز تكثيـر شـد كـه           950قطعه بـه انـدازه      

 بود و قطعـه مربـوط بـه    S37مربوط به آلل جديد     

 كــه قــبلا بــا آغازگرهــاي اينتــرون دوم S13آلــل 

 با اين (Mousavi et al., 2011)تكثير شده بود 

 بـا  S13عدم تكثير آلل  . جفت آغازگر تكثير نشد   

اين جفت آغازگر در مطالعات قبلي نيز گزارش        

همچنـين در  . (Ortega et al., 2006)شده است 

 جفـت بـاز     1400بادام مامايي يك نوار به طـول        

 S43يـابي بـه نـام آلـل           تكثير شد كه بعد از توالي     

 نيـز قـبلاً بـا    S25آلـل  ). 3شـكل  (گذاري شـد      نام

 تكثيــر و شناســايي جفــت آغــازگر اينتــرون دوم

  .(Mousavi et al., 2011)شده بود 

ــل ــاكنون آلـــــــ ــاي  تـــــــ   S3 و S1هـــــــ

(Ma and Oliveira, 2001)هـاي   ، آللS1 ،S7 ،

S8 و Sf (Channuntapipat et al., 2001) ،

  S23 و S2 ،S9 ،S10هــــــــــــــاي  آلـــــــــــــل 

(Channuntapipat et al., 2002)  آلـل ،S5 و 

S25 (Lopez et al., 2004)هاي  ، آللS1ا  تS29 

(Ortega et al., 2006) آلـــــــل ، 

S30 (Halasz et al., 2008) هـاي   ، آلـلS31  تـا 

S35 (Kodad et al., 2008)ــق  از طريــ

 M    1     2    3     4    5    6    7    8    M 

bp 

4000- 

3000- 

1650- 

650- 

1000- 

850- 

2000- 
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از (S39S40)  17- در رقم يزدE. coli پلاسميدي از كلوني هاي باكتري DNA همسانه سازي PCR محصول -2شكل 

شامل ) 8 تا S39(، 3 (1كلوني ) 2، )شركت كياژن( و جفت بازي يك كيلDNAنشانگر اندازه ) 1: چپ به راست شامل
، )S40 (11كلوني ) S40( ،12 (10كلوني ) S39( ،11 (9كلوني ) 10، )اشتباه (8كلوني ) S40(، 9 (7و6، 5، 4، 3، 2هاي كلوني

) 18و ) S39) (16كلوني ) S39( ،17 (15كلوني ) 16، )اشتباه (14كلوني ) S39( ،15 (13كلوني ) 14، )اشتباه (12كلوني ) 13
   يك كيلو جفت بازيDNAنشانگر اندازه 

Fig. 2. PCR products obtained  from cloning  of DNA Plasmid  from E. coli colonies in Yazd-17 cultivar 
(S39S40) from left to right including: 1) DNA Ladder 1kb (Qiagene), 2) colony 1(S39), 3-8) colonies 2, 3, 
4, 5, 6 and 7(S40), 9) colony 8 ( mistake), 10) colony 9 (S39), 11) colony 10 (S40), 12) colony 11 (S40), 13) 

colony 12 ( mistake), 14) colony 13 (S39), 15) colony 14 ( mistake), 16) colony 15 (S39), 17) colony 16 
(S39) and 18) DNA Ladder 1Kb 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 از ارقام EM-PC5cons RD و Pacons I-F خالص سازي شده از همسانه سازي با آغازگرهاي PCR محصول -3شكل 
 40-، مشهد)S39S40 (17-، يزد)S7S38(، سفيد )S13S37(، هلويي )S24S36(بادام ايراني از چپ به راست شامل ارقام تجاري 

)S39S41(16-، جي آر) S2S42 ( و مامايي)S25S43(  
Fig. 3. Purified PCR products from cloning that obtained with consensus primers PaConsI-F and 

EMPC5consRD for Iranian almond cultivars from left to right including Tejari (S24S36), Holouei (S13S37), 
Sefied (S7S38), Yazd-17 (S39S40), Mashhad-40 (S39S41), Gr-16 (S2S42), and Mamaei (S25S43) cultivars 
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يـابي در بـادام شناسـايي و       سازي و تـوالي     همسانه

هاي جديـد در ارقـام        بنابراين آلل . اند  تعيين شده 

يابي شدند  سازي و توالي مورد بررسي كه همسانه

هاي  گذاري و به عنوان آلل      نام S43 تا   S36از آلل   

جديد در ارقام ايراني براي اولين بار شناسـايي و          

هــا  ايــن آلــلتــوالي اســيدهاي آمينــه مربــوط بــه 

  ). 4شكل (گزارش گرديد 

ــايج  ــوالي اســيدهاي  حاصــلنت  از مطابقــت ت

هاي گزارش شده در  هاي جديد با آلل     آمينه آلل 

 مـشابهت   S43جنس پرونوس نشان داد كـه آلـل         

ــا آلــل )  درصــد99(بــالايي   در بــادام رقــم S25ب

 داشت و تفـاوت  (Ortega et al., 2006)لامونا 

اين تفاوت . ينه است اين دو آلل در يك اسيد آم      

اي در توالي اين     تواند ناشي از موتاسيون نقطه      مي

ــد  ــل باشـ ــباهت در تـــوالي   . دو آلـ ــود شـ وجـ

توانـد    نوكلئوتيدها و تـوالي اسـيدهاي آمينـه مـي         

بيانگر انشقاق اين دو آلل از يك آلـل اجـدادي           

هـا باشـد      مشابه و يا در اثر موتاسيون از ساير آلل        

(Wunsch and Hormaza, 2004) . تــوالي

هـاي جديـد در ايـن تحقيـق           اسيدهاي آمينه آلل  

ها از نظر اندازه و تـوالي بـا           نشان داد كه اين آلل    

هاي قبلي گزارش شده      هم متفاوت بوده و با آلل     

نيز متفاوت هستند و اين تفاوت در توالي، عمدتاً        

هاي بـين نـواحي حفاظـت شـده بـود       در موقعيت 

هاي   اين آلل توالي اسيدهاي آمينه در     ). 4شكل  (

بـا  )  درصـد 80بـيش از   (جديد مـشابهت زيـادي      

هـاي    هاي ناسازگاري گزارش شده در گونه       آلل

تــوالي اســيد  ).1جــدول (ديگــر پرونــوس دارد 

 شباهت كامل بـا آلـل       17- در يزد  S40آمينه آلل   

S5 شناســايي شــده در يــك ژنوتيــپ وحــشي از 

ــه  ــونتنگرو دارد P. webbiiگونـ  از كـــشور مـ

هـا از    توالي نوكلئوتيدي اين آلـل   ، اما )1جدول  (

نظر توالي در نواحي اينترون اول و دوم متفـاوت          

ــود ــل  . ب ــه آل ــيدهاي آمين ــوالي اس ــم S43ت  از رق

 از رقـم    S25مامايي با توالي اسيدهاي آمينه آلـل        

 شـباهت زيـادي   (Ortega et al., 2006)لامونـا  

 در S15نشان داد و همچنين شباهت بالايي با آلل       

ــه   P. spinosa (Vieira et al., 2007)گون

ــت  ــدول (داش ــد  ). 1ج ــل جدي ــم S37آل  در رق

هلــويي از نظــر تــوالي اســيدهاي آمينــه شــباهت  

 P. cerasifera از گونــه S8زيــادي بــا آلــل   

(Sutherland et al., 2009) و آلل S7  از گونـه 

P. spinosa (Vieira et al., 2007) نـشان داد  .

ــل ــد شناســايي شــده  ســاير آل ــا هــاي جدي  هــم ب

ــه آلـــل ــود در گونـ ــاي موجـ ــيلاس هـ ــاي گـ   هـ

(P. avium) زردآلــو ،(P. armeniaca) آلــو ،

)P. domestica ،P. spinosa و P. salicina (

از نظر توالي اسيدهاي آمينه شباهت زيادي نشان        

  ).1جدول (دادند 

به هر حال وجـود مـشابهت زيـاد و يـا تـشابه              

ــه    ــيدهاي آمينـ ــوالي اسـ ــل در تـ ــل دو آلـ   كامـ

ــي ــد    نم ــل باش ــشابه دو آل ــل م ــانگر عم ــد بي توان

(Ortega et al., 2006) .  لــوپز و همكــاران

(Lopez et al., 2004) گــزارش كردنــد كــه 

اي و حذف قسمتي از تـوالي         هاي نقطه   موتاسيون

 منجر بـه تفـاوت بـين        S25 و   S5هاي    اينترون آلل 

شـود، بنـابراين تفـاوت در تـوالي          ها مـي    اين آلل 

هـا  جـاد چنـد شـكلي بـين آن     هـا منجـر بـه اي         آلل



  ...هاي خود ناسازگاري در ارقام بادام ايراني شناسايي آلل

 659

  
آمينو  (Clustal X و مامايي به روش 16-، جي آر40-، مشهد17- به ترتيب در ارقام بادام ايراني تجاري، هلويي، سفيد، يزدS43 تا S36هاي جديد  پوشاني توالي اسيدهاي آمينه آلل  هم-4شكل 

) S-RNases(هاي اول و دوم در ساختمان ژن خودناسازگاري   و موقعيت اينترونSP، ناحيه )C1-C5(نواحي حفاظت شده . ندا ها با رنگ سياه مشخص شده اسيدهاي متفاوت در توالي اين آلل
(Ushijima et al., 1998)اند مشخص شده) توپر(هاي سياه  و سيستين حفاظت شده با دايره) توخالي(هاي سفيد  هيستيدين حفاظت شده با دايره.  در توالي اسيدهاي آمينه مشخص شده است.  

Fig. 4. Alignment by ClustalX method of amino acid sequences of S-RNases S36-S43 from almond cultivars Tejari, Holouei, Sefied, Yazd-17, Mashhad-40, Gr-16, and 
Mamaei, respectively. Different amino acids from a consensus sequence are indicated with black shading. Conserved regions (C1-C5) and hypervariable region (RHV) 
of Rosaceae S-RNases described by Ushijima et al. (1998), and the signal peptide (SP) are underlined. Position of the two introns is indicated by arrows. Conserved 
histidine residues are indicated with white circles, and conserved cysteine residues with black circles 
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هاي   در ارقام بادام ايراني با آللS43 تا S36هاي جديد   درصد شباهت توالي اسيدهاي آمينه آلل-1جدول 
Sهاي پرونوس  در گونه  

Table 1. Percentage of identity of amino acid sequences of S36-S43 almond RNases 
from Iranian almond cultivars with S-RNases of Prunus species 

 

 

  آلل در گونه متعلق به جنس پرونوس

Allele in species  belong to  

Prunus 

  آلل در ارقام ايراني 

Allele in Iranian cultivars 

  منبع

Reference 

  گونه

Species 

  آلل

Allele 

  درصد شباهت

Identity (%) 

  رقم ايراني

Iranian cultivar 

 آلل

Allele 

Yaegaki et al. (2001) Prunus mume MSRN-2 85 تجاري Tejari S36 

Surbanovski et al. 

(2007) 
P. tenella S7 98 هلويي  Holouei S37  

Sutherland et al. (2009) P. cerasifera S8 98     

Kato et al. (2007) P. lannesiana S02 97     

Surbanovski et al. 

(2007) 
P. tenella S9 98 سفيد  Sefid S38  

Boskovic et al. (2007) P. webbii Sk 97 17 -يزد  Yazd- 17 S39  

Halasz et al. (2007) P. armeniaca S9 96     

Banovic et al. (2009) P. webbii S5 100    S40  

Sutherland et al. (2007) P. domestica S9 98     

Kato et al. (2007) P. lannesiana SX-MK13 97     

Vaughan et al. (2008) P. avium S14 97 40 -مشهد  Mashhad- 40 S41  

Wunsch et al. (2004) P. avium S23 96     

Beppu et al. (2002) P. salicina Si 96     

Boskovic et al. (2007) P. webbii Sn3 83 16 -آر جي  G.R- 16 S42  

Ortega et al. (2006) P. dulcis S25 99 مامايي  Mamaei S43  

Vieira et al. (2007) P. spinosa S15 98     

  

تواننـد در تـوالي       هـا مـي     شود و اين موتاسيون     مي

اســيدهاي آمينـــه مـــوثر بـــوده و باعـــث نقـــش  

در . هـا شـوند    ها و تفاوت بين آن      اختصاصي آلل 

د آلل جديـد در اثـر تجمـع موتاسـيون           واقع ايجا 

اي در نهايت منجر به تفاوت در تـوالي      هاي نقطه 

اسيدهاي آمينه شـده و باعـث ايجـاد تفـاوت در            

هــا و ايجــاد تنــوع آللــي  نقــش اختــصاصي آلــل

دو آلل با نقش . (Kodad et al., 2008)شود  مي

 در RHVمتفاوت ولي با تـوالي مـشابه در ناحيـه       

ــايي   ــي اروپ  (Zisovich et al., 2008)گلاب

گزارش شده است كه بيانگر اين است كه فقـط          

تواند نقـش اصـلي در     به تنهايي نمي   RHVناحيه  

شناسايي دانه گرده خـودي و توقـف رشـد لولـه           

تنـوع  . گرده را در حالت ناسازگاري نـشان دهـد   

اي نيست بلكه  ها تنها ناشي از موتاسيون نقطه       آلل

ــينگ  ــود كراسـ  و (Crossing over)آور  وجـ
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هـا هـم      نوتركيبي در تـوالي نزديـك بـه اينتـرون         

اي در تنـوع آللـي و         توانند نقش تعيين كننـده     مي

ــل  ــين آل ــد شــكلي ب هــا داشــته باشــد   وجــود چن

(Ortega et al., 2006) .  وجود تشابه بين تـوالي

ــل  ــه در آلـ ــيدهاي آمينـ ــازگاري  اسـ ــاي ناسـ   هـ

  هــاي جــنس پرونــوس     بــادام بــا ســاير گونــه   

  قــين نيــز گــزارش شــده اســتتوســط ســاير محق

)Kodad et al., 2008 ؛Ortega et al., 2006 ؛ 

 Surbanovski et al., 2007.(  

ــل ناســازگاري در   ــوالي آل وجــود شــباهت ت

 P. webbiiارقـام اهلـي بــادام بـا گونــه وحـشي     

ــل    ــه در تكام ــن گون ــن دارد كــه اي ــه اي اشــاره ب

هاي اهلـي بـه عنـوان يكـي از اجـداد اوليـه                بادام

در مطالعات قبلـي از ايـن گونـه بـه           . تمطرح اس 

هاي موثر در ايجاد و تكامـل   عنوان يكي از گونه   

ــادام ــت    بــ ــده اســ ــاره شــ ــي اشــ ــاي اهلــ   هــ

)Socias i Company, 1990 and 2004؛  

Ladizinsky, 1999 .( وجــــود تــــشابه بــــالا  

 از بادام رقم فرانيس از      S1بين آلل   )  درصد 100(

  ه گـــزارش شـــده از گونـــS6فرانـــسه بـــا آلـــل 

P. webbii    از منطقــــه پوگليــــا در ايتاليــــا  

  توســـــــــــط ســـــــــــانچز و اليـــــــــــويرا   

(Sanchez and Oliveira, 2005)   نيـز گـزارش 

جايي كه فرانيس از تلاقي رقـم      از آن . شده است 

 و رقــــــم ايتاليــــــايي (S3S4)فرانــــــسوي آي 

 در منطقه پوگليا در ايتاليا،      (S1S2)كريستومورتو  

  ه وحــشيهــاي اهلــي و گونــ اي كــه بــادام منطقــه

P. webbii    در كنار هم وجود دارنـد، بـه دسـت 

گيري كـرد كـه       توان چنين نتيجه    آمده است، مي  

 P. webbii از گونه S6 از فرانيس و آلل S1آلل 

همچنــين . انــد از يــك جــد مــشترك منــتج شــده

 از بـادام و     S21بين آلـل    )  درصد 8/99(تشابه بالا   

 گزارش شـده اسـت   P. webbii از گونه S2آلل 

(Sanchez and Oliveira, 2005) .   ايـن تـشابه

هـاي   در تلاقي را P. webbiiنقش گونه وحشي 

هاي مـوثر در      اي به عنوان يكي از گونه       بين گونه 

  دهــــد  اهلــــي شــــدن بــــادام نــــشان مــــي     

(Socias i Company, 2004) .هـاي   وجود آلل

هاي اسيدهاي آمينه در بـين        با تشابه بالا در توالي    

بيـانگر وجـود منــشا   هـاي جـنس پرونـوس     گونـه 

ها در فرآيند تكامل ايـن جـنس    يكسان اين گونه 

  .است

ــل  ــابي آلــ ــازگاري  ارزيــ ــاي خودناســ   هــ

(S-alelles)   ــي ــات قبل ــق و تحقيق ــن تحقي  در اي

)Zenolabedini et al., 2012؛  

Valizadeh and Ershadi 2009؛  

Mousavi et al., 2011 (   نشان داد كـه احتمـال

هـا و   ، ژنوتيـپ  هـاي جديـد در ارقـام        وجود آلـل  

هاي وحـشي بـادام ايرانـي وجـود دارد كـه              گونه

ــود      ــالا در ژن خ ــكلي ب ــد ش ــود چن ــانگر وج بي

ــت ــادام اســت كــه   ناســازگاري در جمعي ــاي ب ه

ــي از    ــد يكـ ــران بايـ ــه ايـ ــت كـ ــانگر آن اسـ   بيـ

ــد    ــادام باشـ ــوع بـ ــلي تنـ ــز اصـ ــود . مراكـ   وجـ

  هــاي  هــاي جديــد در ژرم پلاســم بــادام    آلــل

گـــا و همكـــاران محلـــي اســـپانيايي توســـط ارت

(Ortega et al., 2005 and 2006)  و كـداد و 

 (Kodad et al., 2008 and 2010)همكـاران  

نيز گزارش شده اسـت كـه بيـانگر وجـود تنـوع             
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   .آللي بالا در ژن خودناسازگاري است

نتايج اين تحقيق نشان داد هشت آلـل جديـد          

. در ارقام بادام ايرانـي مـورد مطالعـه وجـود دارد      

هـــاي   قـــبلاً در شناســـايي آلـــل  ايـــن ارقـــام 

ــه روش     ــي ب ــادام ايران ــام ب ــازگاري ارق خودناس

ــره ــنش زنجي ــي واك ــراز  اي پل ــات (PCR)م  قطع

هـاي   جديد و متفاوت از انـدازه مربـوط بـه آلـل           

ناسازگاري شناخته شده در ارقام استاندارد نشان       

هاي جديـد در نظـر    داده بودند كه مربوط به آلل    

. (Mousavi et al., 2011)گرفتـه شـده بودنـد    

يــابي در ايـن تحقيـق، وجــود    نتـايج روش تـوالي  

هاي جديـد خودناسـازگاري در ارقـام بـادام        آلل

ــرار داد  ــد ق ــي را مــورد تايي ــابراين روش . ايران بن

  يـــــابي نوكلئوتيــــدهاي موجـــــود در   تــــوالي 

ــل هــاي خودناســازگاري، يكــي از   ســاختمان آل

ــايي     روش ــت شناس ــد جه ــق و كارآم ــاي دقي ه

  در همـــين . ناســـازگاري اســت هــاي خود  آلــل 

ارتبــــاط قــــره شــــيخ بيــــات و همكــــاران     

(Gharesheikhbayat et al., 2011) هـاي    آلـل

 رقم زردآلـو از طريـق       24خودناسازگاري را در    

ــايي و    روش ــولي شناس ــيك و مولك ــاي كلاس ه

گــــزارش كردنــــد كــــه تعيــــين ژنوتيــــپ     

ــوالي   ــك روش ت ــه كم ــازگاري ب ــابي  خودناس ي

طمينان و دقت بالايي    اسيدهاي نوكلئيك داراي ا   

استفاده از روش . ها است در مقايسه با ساير روش

هاي  يابي اسيدهاي نوكلئيك، در تعيين آلل توالي

ــل   ــد آل ــا تايي ــد و ي ــده    جدي ــايي ش ــاي شناس   ه

ــادام   در ــام بـ   ؛Ortega et al., 2006(ارقـ

Ma and Oliveira, 2001( ــيلاس ، گــ

)Vaughan et al., 2008؛  

Wunsch and Hormaza, 2004؛  

Sonneveld et al. 2001 ( ــو و زردآلــ

)Gharesheikhbayat et al., 2011؛  

Zhang et al., 2008 (گزارش شده است.  

ژنوتيپ ناسازگاري ارقام بادام مورد بررسـي       

بـه  .  ارائه شـده اسـت     2در اين تحقيق در جدول      

ــن  ــل اي ــپ     دلي ــي ژنوتي ــورد بررس ــام م ــه ارق ك

م ايرانــي خودناســازگاري متفــاوتي از ســاير ارقــا

)Valizadeh and Ershadi 2009؛  

Mousavi et al., 2011؛  

Zenolabedini et al., 2012 ( ــارجي و خـ

(Ortega et al., 2005, 2006)   گـزارش شـده 

هاي دگرناسـازگار در گـروه    دارند، از نظر گروه 

گيرند و بـه عنـوان     قرار مي(O Group)عمومي 

ــازگار      ــومي و س ــرده عم ــه گ ــده دان ــك دهن   ي

 ــ ــا ســ ــي  بــ ــسوب مــ ــام محــ ــوند اير ارقــ   شــ

(Mousavi et al., 2011). عمومي دهنده گروه 

 هـاي  رقـم  تواننـد  مـي  كـه  است هايي رقم شامل

   دگرناسـازگاري  هـاي  گـروه  سـاير  در موجـود 

ــه را ــور ب ــت ط ــزي موفقي ــرده آمي ــشاني گ    و اف

 هـاي  رقـم  توسط متقابل صورت به و كنند تلقيح

شـــوند  تلقـــيح و افـــشاني گـــرده هـــا گـــروه آن

(Valizadeh and Ershadi, 2009) .  شناسـايي

هــاي خودناســازگاري و تعيــين ژنوتيــپ     آلــل

خودناسازگاري ارقام بادام موجود در كـشور در        

هـــــاي قبلـــــي  ايـــــن پـــــژوهش و پـــــژوهش

)Zenolabedini et al., 2012؛
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   ژنوتيپ خودناسازگاري ارقام بادام ايراني در اين بررسي-2جدول 
Table 2. Genotype of self-incompatibility in Iranian almond cultivars in this study 

 

  گروه دگرناسازگاري
Cross incompatibility 

group  

  ژنوتيپ ناسازگاري
Incompatibility 

genotype 

  شجره
Pedigree  

 منشا 

Origin  

   رقم
Cultivar 

O S24S36  Unknown Iran  تجاري  Tejari 

O S13S37  Unknown Iran  هلويي  Holuei 

O S7S38  Unknown Iran  سفيد  Sefid 

O S39S40  Unknown Iran  17- سزد  Yaszd-17 

O S39S41  Unknown Iran  40- مشهد  Mashhad040 

O S2S42  Unknown Iran  16-آر جي  G.R-16 

O S25S43  Unknown Iran  مامايي  Mamaei 

  .اند يابي شناسايي شده  تواليسازي و  در اين ارقام به روش همسانهS43 الي S36هاي جديد  آلل

New alleles from S36 to S43 in these cultivars were identified by cloning and sequencing method.  

  

Mousavi et al., 2011 ؛Ebadi et al., 2011 ؛ 

Valizadeh and Ershadi 2009 (   انجـام شـده

تواننــد بــه عنــوان والــدين  ايــن ارقــام مــي. اســت

نژادي جهـت اطمينـان از        هاي به    در برنامه  مناسب

ــه   موفقيــت در تلاقــي هــاي كنتــرل شــده بــراي ب

همچنين . نژادگران بادام مورداستفاده قرار گيرند    

ــر     ــازگار از نظـ ــب و سـ ــام مناسـ ــاب ارقـ انتخـ

با توجه به   (زا    افشاني به عنون درختان گرده      گرده

دهــي بــين رقــم اصــلي و  پوشــاني دوره گــل هــم

ــرده ــام در   و ترك) زا گ ــت ارق ــب كاش ــب مناس ي

هاي جديد تجاري به منظور موفقيـت   احداث باغ 

افشاني و تشكيل ميوه و در نهايـت افـزايش     گرده

هاي بادام، براي توليدكنندگان بسيار       عملكرد باغ 

  . مفيد و داراي اهميت است
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