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 نتـاج  72 شـامل  1Fدر اين تحقيق زمان گلدهي و برخي صفات رويشي، خشك ميوه و مغز بادام در جمعيـت        

از روش تجزيه تفـرق  . مورد ارزيابي قرار گرفت ديرگل‘ 12شاهرود’ميان گل و ‘ تونو’هاي  حاصل از تلاقي رقم
 نشانگر ريزماهواره كلروپلاستي براي شناسـايي       5اي و     زماهواره هسته  نشانگر ري  87اي تغيير يافته با استفاده از         توده

نتـايج نـشان داد     . هاي انتخاب شده و نهايتاً كل جمعيت استفاده شد          نشانگرهاي پيوسته با زمان گلدهي در دانهال      
 ـ         . كه توارث زمان گلدهي در نتاج به صورت كمي بود          دين نتاج محدوده وسيعي از زمان گلدهي را نسبت به وال
 و  CPPCT008دو مكـان ريـز مـاهواره        .  به گل رفتند   ‘تونو’نشان دادند و برخي از نتاج زودتر از والد ميان گل            

EPPCU2584    پس از تهيه نقشه ژنتيكي، تجزيـه  .  با زمان دير گلدهي پيوسته بودندQTL    بـراي زمـان گلـدهي و 
 سـانتي   0و   4  بـه ميـزان    UDP97403 مكان   نتايج نشان داد كه   . برخي صفات رويشي، خشك ميوه و مغز انجام شد        

هاي ژني كنترل كننده عادت رشدي درخت و عرض خـشك ميـوه، ضـخامت                 مورگان به ترتيب با يكي از مكان      
هاي ژنـي كنتـرل كننـده         مكانمورگان با يكي از        سانتي 2 به فاصله    BPPCT007خشك ميوه و عرض مغز و مكان        

رسي نشان داد كه استفاده از ايـن نـشانگرها در جهـت انتخـاب غيـر                 نتايج اين بر  . صفت عرض مغز فاصله داشتند    
 جويي در زمان مستقيم نتاج مناسب از نظر زمان گلدهي و داراي خصوصيات برتر خشك ميوه و مغز موجب صرفه           

  .ها استفاده كرد  از آنPrunusهاي  نژادي بادام و ساير گونه هاي به توان در برنامه شود و مي  هزينه ميو
  

  .، انتخاب به كمك نشانگر همراه QTLاي، بادام، گلدهي، خشك ميوه، مغز، تجزيه تفرق توده: هاي كليدي هواژ
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  مقدمه

زمان گلدهي يـك صـفت مهـم در درختـان            
ست كه به طور عمده نيازمند بـه همزمـاني          ميوه ا 

افشاني بـسته بـه شـرايط         گلدهي ارقام براي گرده   
محيطــــي در طــــول فــــصل گلــــدهي اســــت  

(Alburquerque et al., 2008) .  بارنـدگي در
 يافشاني و همچنـين سـرما       زمان گلدهي و گرده   

بهاره به ميزان قابل تـوجهي محـصول را كـاهش           
ل محـصول را    داده و حتي در برخي از مواقـع ك ـ        

برنــد، بــه همــين دليــل ديــر گلــدهي   از بــين مــي
ــي ــه   م ــد يكــي از اهــداف اصــلي برنام ــاي  توان ه
ــه ــاني      ب ــدهي زم ــا گل ــد ت ــادام باش ــژادي در ب   ن

ــاره    ــرمازدگي بهـ ــر سـ ــه خطـ ــد كـ ــاق بيفتـ   اتفـ
  بــسيار كــم و يــا اصــلا وجــود نداشــته باشــد      

(Kester and Gradziel, 1996) . زمان گلدهي
 ــ ــستان، ميــ ــه دمــــاي زمــ ــرماي لازم بــ   زان ســ

ــه    ــواب جوانـ ــستن خـ ــراي شكـ ــا و نيـــاز   بـ   هـ
  ؛ Lander et al., 1987(گرمـايي وابـسته اسـت    

Lander and Botstein, 1989؛  
Tabuenca et al., 1972 .( زمــان گلــدهي در

هـاي    هاي گياهي به خصوص در گونه       اكثر گونه 
جـــنس پرونـــوس يـــك صـــفت كمـــي اســـت  

(Anderson and Seeley, 1993) .  نتـايج  بيـشتر
در مــورد نحــوه تــوارث زمــان گلــدهي در بــادام 
  نـــشان دهنـــده تـــوارث كمـــي ايـــن صـــفت در 

كـه بـا دامنـه    . (Kester, 1965)بادام بوده اسـت  
  8/0 تـــــــا 67/0پـــــــذيري بـــــــين وراثـــــــت

(Dicenta et al., 1993)متفاوت است  . 

 DNAتـرين كاربردهـاي نـشانگرهاي         از مهم 

ن هــاي ژنتيكــي اســت كــه براســاس آ تهيــه نقــشه
هــاي  تــوان جايگــاه ژنــي و كرومــوزومي ژن مــي

يعنــي ترتيــب و (تعيــين كننــده صــفات مطلــوب 
ــله ژن ــك   فاص ــشانگرها از ي ــا و ن ــر روي  ه ديگ
نقشه لينكاژ ژنتيكي   . را تعيين كرد  ) ها  كروموزوم

هاي ژنـي   در واقع نمايش گرافيكي آرايش مكان  
هاي گياهي بـه      يابي ژنوم   تهيه نقشه و توالي   . است

هـا كمـك شـاياني         تنظيم و بيان ژن    درك عمل، 
بـراي تعيـين مكـان ژنـي يـك صـفت،            . كنـد   مي

اي از نشانگرها كـه بـا         پيوستگي ژنتيكي مجموعه  
ــان    ــرق همزم ــفت تف  (co-segregation)آن ص

بـدين  . گيرد  دهند، مورد آزمون قرار مي      نشان مي 
منظور نياز به تعـداد زيـادي نـشانگر مختلـف در            

ر بهتـرين حالـت     طول هر كروموزوم است كـه د      
ديگـر    بايد در فواصل يكنواخت نـسبت بـه يـك         

بـا دانـستن جايگـاه يـك ژن         . قرار گرفتـه باشـند    
توان از نشانگرهاي مجاور      روي نقشه ژنتيكي مي   

. آن براي احراز وجود صفت متناظر استفاده كرد       
بدين ترتيب نيازي به انتظار براي ظهور آثـار آن          

 چندسـاله   اين مزيت در مورد گياهـان     . ژن نيست 
. كنـد   مانند درختان باغي اهميت بيشتري پيدا مـي       

تـوان    مـي  DNAبنابراين با استفاده از نشانگرهاي  
صفات و مشخصات آينده يك نهال بادام، يـك         

بينـي    درخت جنگلي و يا يك نشاء برنج را پـيش         
كرد و در نتيجه با آگـاهي كامـل اتخـاذ تـصميم             

ــامطلوب    ــوارد ن ــه انهــدام م ــسبت ب ــا ن و كــرده ت
ــيش ــفات     پـ ــب داراي صـ ــان مناسـ ــرد گياهـ   بـ

 ؛ Ballester et al., 2001 (مطلـوب اقـدام شـود   

Dong et al., 2000.(  
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ــشانگر  ــه كمـــــــك نـــــ ــاب بـــــ   انتخـــــ
(Marker Assisted Selection: MAS)  يـك 

ــراي   ــسيار قابـــل قبـــول و مهـــم بـ   راه و روش بـ
ــزايش ــابي اســـت  افـ ــارآيي اهـــداف انتخـ   و كـ

)Luby and Shaw, 2001؛  
Arus and Moreno-Gonzalez, 1993 .(

اطــلاع از پيــشرفت هــاي ژنتيكــي، ســرعت و     
ــن      ــتفاده از اي ــا اس ــام را ب ــلاح ارق ــارآيي اص ك

ــامين مــي  روش ــد هــاي مولكــولي ت انتخــاب . كن
ــشانگر    ــتفاده از ن ــا اس ــر ب ــولي   زودت ــاي مولك   ه

ــال  ــري درســـت دانهـ ــال گـ ــازه غربـ ــا را  اجـ   هـ
ــال ــابي       س ــوغ و ارزي ــه بل ــيدن ب ــل از رس ــا قب   ه

ــه ــي  مزرع ــراهم م ــد اي ف ــابي . كن ــين ارزي   همچن
QTLــاي  (Quantitative Trait Locus)  هـ

مختلف بـراي رسـيدن بـه صـفات مهـم و مـورد              
كـم  . شـود     توجه از نظر باغباني امكان پـذير مـي        

كردن تعداد نسل توليـد شـده بـراي دسـتيابي بـه             
  ژنوتيپ مورد نظر پس از تلاقي خاص با ژنوتيپ         

هـاي    كمـك نـشانگر   ديگر يا گونه وحشي نيز به       
  ؛Baird et al., 1996(شـود   مولكولي فراهم مي

Arus and Moreno-Gonzalez, 1993 .(
  تجزيــــــــــــــه تفــــــــــــــرق تــــــــــــــوده

(Bulk Segregation Analysis: BSA)  جـايي 
 مخلوط شده از منابع گيـاهي       DNAكه دو نمونه    

با پيش زمينه ژنتيكي مشابه امـا متفـاوت در يـك            
بـراي  صفات خاص اسـت، يـك رهيافـت قـوي           

ــشانگر   صــفات -بررســي مولكــولي پيوســتگي ن
استراتژي تركيب نـشانگرهاي    . شود  محسوب مي 

ــرق      ــال تفـ ــوده در حـ ــه تـ ــا تجزيـ ــف بـ   مختلـ

هـاي    براي شناسايي نشانگرهاي پيوسـته بـا مكـان        
ــي ــوه در تلاقـــي  ويژگـ ــاي خـــاص ميـ ــاي  هـ   هـ
ــو  ــت   × هلـــ ــده اســـ ــتفاده شـــ ــادام اســـ   بـــ

(Warburton et al., 1996) .  
ــا درخــصوص مكــان ــا  بي ژني هــاي مــرتبط ب

هــاي لينكــاژي جــنس  صــفات مختلــف در نقــشه
در نقـشه   . پرونوس نيز مطالعاتي انجام شده اسـت      

ژنتيكـــي بـــادام بـــا اســـتفاده از نــــشانگرهاي     
ــه  ــاي خامـــ ــوژيكي و ريبونوكلئازهـــ   مورفولـــ

(Stylar RNase) در يك جمعيت F1) 58فرد  (
ــان ژن   ــادام، مكـ حاصـــل از تلاقـــي دو رقـــم بـ

 لينكـــاژي نقـــشه 6در گـــروه خودناســـازگاري 
. (Ballester et al., 2001)مـذكور تعيـين شـد    

   ديگــــــــري 1Fهمچنـــــــين در جمعيــــــــت  
ــادام  ( ــم بــــ ــي دو رقــــ ــل از تلاقــــ   ) حاصــــ

ــامل  ــتفاده از روش   134ش ــا اس ــادام ب ــپ ب  ژنوتي
BSA (Bulk Segregation Analysis)   

ــشانگر  ــك نــــــــــــــــ    RAPD يــــــــــــــــ
(Random Amplified Polymorphic DNA) مـرتبط  

ــا  ــا زم ــروه  ب ــدهي در گ ــشه  4ن گل ــاژي نق    لينك
  يــــابي  بــــراي مكــــان. بــــادام شناســــايي شــــد

  صــفات ديگــري نظيــر رنــگ گــل، مقاومــت بــه 
ــساك از نــشانگرهاي    ــد و رنــگ ب   RFLP نمات

 (Restriction Fragment Length Polymorphisms) 
 .(Ballester et al., 2001)است  استفاده شده 

ــاران  ــامپوني و همكــــــــــــــ   كــــــــــــــ
(Campoy et al., 2010 a, b)   پـس از تهيـه 

  نـشانگر  46نقشه ژنتيكـي زردآلـو بـا اسـتفاده از           
(Simple Sequence Repeat: SSR) زردآلو و 
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هــاي  هلــو، از آن بــه منظــور شناســايي مكــان    
  كننـــده صـــفت كمـــي زمـــان گلـــدهي  كنتـــرل

   QTLتجزيــــه . زردآلــــو اســــتفاده كردنــــد  
  بـــراي زمـــان گلـــدهي اجـــازه شناســـايي يـــك 

ــ    5روه لينكـــاژي شـــماره مكـــان مهـــم روي گـ
   را نـــــشان داد و بـــــسياري  Z506-07والـــــد 

  . هــــاي فنــــوتيپي را تفــــسير كــــرد از تفــــاوت
ــاهواره    ــين دو مكــان ريزم ــن محقق در نهايــت اي

UDAp-423r  وAMPA-105 را شناســــــــايي 
ــا صـــفت    ــتگي نزديكـــي بـ ــه پيوسـ ــد كـ   كردنـ

  . زمان گلدهي در زرآلو داشتند
  از آن جـــــايي كـــــه زمـــــان گلـــــدهي در 

ــاد ــذا   بــ ــت، لــ ــي اســ ــفت كمــ   ام يــــك صــ
ــان    ــا مك ــسته ب ــشانگرهاي همب ــايي ن ــاي  شناس   ه

  كننــده صــفت كمــي زمــان گلــدهي  ژنــي كنتــرل
  توانـــد در توســـعه و انتخـــاب    در بـــادام مـــي 

   كمــك MASارقــام جديــد بــه كمــك نــشانگر 
  هـــدف از ايـــن تحقيـــق ارزيـــابي افـــراد . كنـــد

  آمــده از تلاقــي دو رقــم     بــه دســت   جمعيــت
و ) بــه عنــوان والــد مــادري (‘12شــاهرود’بــادام 

ــو’ ــدري    (‘تونـ ــد پـ ــوان والـ ــه عنـ ــر ) بـ   از نظـ
ــم     ــفات مهــ ــي صــ ــدهي، برخــ ــفت گلــ   صــ
  رويـــــــشي، خـــــــشك ميـــــــوه و مغـــــــز و 
ــشانگرهاي    ــي از نـــ ــراي برخـــ ــستجو بـــ   جـــ
  كانديـــد پيوســـته بـــا زمـــان گلـــدهي و برخـــي

ــه     ــتفاده از روش تجزيـ ــا اسـ ــم بـ ــفات مهـ    صـ
ــشانگر مولكــولي   ــه وســيله ن    SSRتفــرق تــوده ب

ــرل   در ــي كنتـ ــل از تلاقـ ــت حاصـ ــن جمعيـ    ايـ
  .شده بود

  ها مواد و روش
 و انتخـاب     ثبـت زمـان گلـدهي      مواد گيـاهي،  

  هاي فنوتيپي توده

 نتاج حاصـل از تلاقـي       72زمان گلدهي براي    
 به عنـوان والـد مـادري و رقـم           ‘12 شاهرود ’رقم

كلكـسيون   به عنـوان والـد پـدري كـه در            ‘تونو’
 بــه موســسه تحقيقـاتي كمــال آبــاد كــرج وابــسته 

ــذر    ــال و ب ــه نه ــات اصــلاح و تهي كــشت تحقيق
اند، در سـن شـش، هفـت و هـشت سـالگي              شده

ــوالي   ــراي دو ســال مت ياداشــت ) 1388-1389(ب
 كد دهـي زمـان گلـدهي بـر اسـاس          . برداري شد 

 دانهـال   72از بـين    . توصيف نامه بادام انجـام شـد      
ــي     ــروه خيل ــامل گ ــروه ش ــي، دو گ ــورد بررس م

 گـل كـه هـر گـروه         زودگل و گروه خيلـي ديـر      
شــامل چهــار دانهــال بودنــد همــراه بــا والــد       

انتخـاب  ) تونو(و والد پدري    ) 12شاهرود(مادري
 بــه عنــوان 78 و 31، 30، 19چهــار نتــاج . شــدند

 و  17،  11،  7زودگل تـرين و چهـار نتـاج شـامل           
هـاي فنـوتيپي       به عنـوان ديرگـل تـرين گـروه         27

   .انتخاب شدند
  

   كيفيت آن  و تعيين كميت وDNAاستخراج 

هاي جوان و نمو يافته در ارديبهشت ماه       برگ
  هــــاي جمعيــــت تهيــــه و در  از تمــــام دانهــــال

  روش.  ذخيـــــــره شـــــــد -Cº 80 فريـــــــزر
Murray and Thompson (1980)   تغييـر يافتـه 

 تغيير يافته توسط Doyle and Doyle (1987) و
Sonnevld et al. (2001)   ــتخراج ــراي اس ب

DNA       بـا اسـتفاده از     . د ژنومي به كـار گرفتـه ش ـ
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ــانودراپ ــتگاه نـــــــ ــدل دســـــــ   مـــــــ
(NanoDrop 1000 SpectrophotometerV3.7) 

ــايورد امريكــا كميــت    DNAســاخت شــركت ب
 در طـول    استخراج شده بـر مبنـاي طيـف جـذبي         

.  نانومتر انـدازه گيـري شـد       350 تا   220موج بين   
 ژل آگــاروز  ازDNAكيفيــت بــه منظــور تعيــين 

ــاژ % 2/1 ــا ولتـ ــاع 75بـ ــدت يـــك سـ ــه مـ ت  بـ
ــرداري توســط دســتگاه   الكتروفــورز و عكــس ب

 پايــه  DNAدر نهايــت  . داك اســتفاده شــد  ژل
)gDNA(   ــده ــق ش ــاي رقي ــه ه  در DNA و نمون

  . شدند تا زمان استفاده، نگهداري -Cº 20فريزر 
  

استفاده از تجزيه تفرق توده تغييـر يافتـه بـراي           

  SSRغربالگري نشانگرهاي 

ــق  ــده  DNAروش تلفيــــ ــشنهاد شــــ    پيــــ
  و Michelmore et al. (1991)توســــط 

Canli et al. (2004)  تغييــر يافتــه بــراي پيــدا
ــان      ــا زم ــته ب ــد پيوس ــشانگرهاي كاندي ــردن ن   ك

  تغييــرات . گلــدهي مــورد اســتفاده قــرار گرفــت 
 هر گياه   DNAانجام شده به اين صورت بود كه        

ــه در   ــه صـــورت جداگانـ ــسان بـ ــروه يكـ   در گـ
 همچنـين . كنار هـم مـورد بررسـي قـرار گرفـت          

  تعــداد افــراد هــر گــروه بــراي اطمينــان بيــشتر از 
نتايج به دست آمده به چهار عدد افـزايش يافـت           

ــار آن ــا  و در كنـ ــورد  DNAهـ ــز مـ    والـــدين نيـ
پـــس از پيـــدا كـــردن . ارزيـــابي قـــرار گرفـــت

نشانگرهاي كانديد نيز روي تمام نتاج حاصـل از         
ــايش     ــورد آزمـ ــدين مـ ــا والـ ــراه بـ ــي همـ   تلاقـ

  .قرار گرفت

 SSRيش انجام آزما

  ي مورد استفادهآغازگرها

ــشانگر92از در ايــن تحقيــق  ــاهواره  ن ــز م  ري
  و كلروپلاســـتي  ) مكـــان87شـــامل (اي  هـــسته

كننـده    كنترل) هاي(براي شناسايي ژن    )  مكان 5(
زمان گلدهي در افراد مختلـف انتخـاب شـده از            

هـاي    ايـن مكـان   . نتاج مورد بررسي اسـتفاده شـد      
هاي مختلف جنس     ه مربوط به گون   اي  ريزماهواره

پرونوس شامل بادام، هلو، گيلاس، آلو و زردآلو    
كــه چنــد شــكلي بــالايي در مطالعــات محققــين  

   . انتخاب شدند،مختلف نشان داده بودند
  

 SSR براي نشانگر PCRتنظيم شرايط

ــا حجــــــمPCRاجــــــزاء واكــــــنش     بــــ
ــاس روش 25 ــر اســـــــ ــر بـــــــ    ميكروليتـــــــ

Sánchez-Pérez et al. (2004, 2007)   تهيـه
هاي مقدماتي، شرايط      پس از انجام آزمايش    .شد

PCR  خـصوصاً  (هاي مورد استفاده       شامل غلظت
هـاي    و نيـز چرخـه    ) DNAآنزيم تك پليمـراز و      

شامل تعداد، دما و نيز مدت هر يك از         (حرارتي  
  . سازي شد بهينه) ها چرخه
  

  تهيه نقشه ژنتيكي

هاي مولكولي جمعيت به همـراه والـدين          داده
ــو’و ‘ 12شــاهرود ’ ــازگر 155شــامل ‘ تون  آغ

RAPD مكــان 92 و SSR ابتــدا روي والــدين و 
توده تفرق يافته آزمايش شد، سپس آغازگرها و        
ــوده    ــد و دو تـ ــين دو والـ ــه بـ ــايي كـ ــان هـ   مكـ
چندشكلي نشان دادند انتخاب شده و سپس كـل         
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ــتفاده از آن   ــا اس ــت ب ــابي   جمعي ــورد ارزي ــا م   ه
ب تعداد آغازگرهـاي انتخـا    . ژنتيكي قرار گرفت  

 مكـــان 33 و RAPDآغـــازگر 11شـــده شـــامل 
ــوع   ــه در مجمـ ــود كـ ــاهواره بـ ــد 144ريزمـ    بانـ

 نشانگر جهـت تهيـه نقـشه ژنتيكـي          44حاصل از   
  . بندي شد رتبه

  ها تجزيه و تحليل داده آماري هاي روش

ــي     ــدهي، فراوانـ ــان گلـ ــت زمـ ــس از ثبـ   پـ
ــيف    ــاس توص ــر اس ــدهي ب ــان گل ــادام   زم ــر ب گ

(Gulcan, 1985) ــورد ب ــاج م ــا   در نت ــي ب ررس
. محاسـبه شـد   ) 2010(افزار اكـسل      استفاده از نرم  

 نـشانگرهايي كـه در      SSR از انجام آزمايش     پس
بين والدين و دو گـروه زودگـل و ديرگـل چنـد         

مـواردي كـه    . شكلي نشان دادند، انتخاب شـدند     
در گروه زودگل داراي باند بودند امـا در گـروه           
ديرگل فاقد باند بودند و يا حالـت بـرعكس نيـز            

ــدند  ــاب ش ــا اســتفاده از    . انتخ ــي ب نقــشه ژنتيك
 بــا JoinMap3.0 وMapmakerافزارهــاي  نــرم

ــوزامبي  ــابع كــ ــتفاده از تــ ــد اســ ــه شــ   تهيــ
(van Ooijen and Voorrips, 2001) .

يابي صفت زمان گلـدهي در        همچنين براي مكان  
  افـــــزار جمعيـــــت مـــــورد مطالعـــــه از نـــــرم
QTL Cartographer V1.30 (2001)   اسـتفاده

 . شد

  
  نتايج و بحث

  ارزيابي زمان گلدهي

زمان گلدهي براي جمعيت حاصل از تلاقـي        
به طور پيوسته و داراي تغيير نسبي در هر دو سال        

بود كه نـشان دهنـده تـوارث كمـي ايـن صـفت              
توزيـع زمـان گلـدهي در نتـاج حاصـل از            . است

ارزيـابي زمـان    . تلاقي در هر دو سال نرمـال بـود        
 اول نشان داد كـه      گلدهي نتاج و والدين در سال     

درصد بيشتر نتاج مانند والـد پـدري تونـو داراي            
زمان گلدهي متوسط گـل تـا متوسـط ديـر گـل             

اما در سال دوم ارزيابي درصـد       ). 1شكل  (بودند  
بيشتر نتاج داراي زمان گلدهي متوسط ديـر گـل          
بودند، هـر چنـد كـه فراوانـي نتـاج داراي زمـان              

ز بالا  گلدهي زود تا متوسط گل و متوسط گل ني        
ارزيــابي والــدين و نتــاج از نظــر ). 2 شــكل(بــود 

زمان گلدهي نشان داد كه برخي از نتـاج از نظـر            
توزيع زمان گلدهي فراتر و يا متفاوت از والدين         
تلاقي داده شده بودند و ايـن حالـت بـه صـورت             
زود گلدهي در برخي نتاج نـسبت بـه والـد ميـان      

  ر د). 2 و 1شـكل هـاي   (مشاهده شد ‘ تونو’گل 
 زمان گلدهي نتـاج و همچنـين موقعيـت          3شكل  

والدين و توده هاي فنوتيپي انتخاب شـده از نظـر           
  . زمان گلدهي مشخص شده است

اسامي و توالي مكان هاي ريزماهواره پيوسـته       
  ي در كنتــرل كننــده زمــان گلــده) يهــا(بــه ژن 
بـر اسـاس نتـايج بـه        .  ذكـر شـده اسـت      1جدول  

 مـاهواره مـورد      مكان ريز  92دست آمده، از بين     
و مكان ريزماهواره كانديد    د،  )2جدول  (بررسي  

پيوسته با ديرگلدهي در جمعيت حاصل از تلاقي        
 شناســـايي شـــد 12شـــاهرود ) ♀(×تونـــو ) ♂(
  ).5 و 4شكل هاي (

 و CPPCT008ايــن دو مكــان ريــز مــاهواره 
EPPCU2584 مكان  .  بودندCPPCT008   يـك 
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برخي صفات مهم بادام در آناليز  اسامي آغازگرهاي پيوسته با -1جدول  SSR ها  همراه با توالي آن  
Table 1. Name of linked primers with some almond important traits in SSR analysis with their sequences 

 
 فاصله از محل  صفت همبسته توالي آغازگر باند كانديد نوع نشانگر رديف

 ژن كنترل كننده
No. Primer type Candidate 

band 
Sequence Linked trail Distance from  

controlling 
gene 

1 SSR BPPCT002 F: TCGACAGCTTGATCTTGACC 
R:CAATGCCTACGGAGATAAAAGAC Flowering  24 گلدهيcM 

2 SSR BPPCT007 F:TCATTGCTCGTCATCAGC 
R: CAGATTTCTGAAGTTAGCGGTA Growth habit 21  عادت رشديcM 

3 SSR BPPCT007 F:TCATTGCTCGTCATCAGC 
R: CAGATTTCTGAAGTTAGCGGTA Nut width 25 عرض خشك ميوهcM 

4 SSR BPPCT007 F:TCATTGCTCGTCATCAGC 
R: CAGATTTCTGAAGTTAGCGGTA Nut diameter 25 ضخامت خشك ميوهcM 

5 SSR BPPCT007 F:TCATTGCTCGTCATCAGC 
R: CAGATTTCTGAAGTTAGCGGTA Kernel width 2  عرض مغزcM 

6 SSR CPPCT008 F:GAGCTCTCACGCATTAGTTT 
R:TTTGACTGCATAACAAAACG Flowering 0 دير گلدهيcM 

7 SSR EPPCU2584 F:TTCAGCTCATCTAGTTTCATCACC 
R:CACGGTTCGAACAACATCTG Flowering 37 دير گلدهيcM 

8 SSR UDP97403 F:CTGGCTTACAACTCGCAAGC 
R:CGTCGACCAACTGAGACTCA Growth habit 4  عادت رشديcM 

9 SSR UDP97403 F:CTGGCTTACAACTCGCAAGC 
R:CGTCGACCAACTGAGACTCA Nut width 0 عرض خشك ميوهcM 

10 SSR UDP97403 F:CTGGCTTACAACTCGCAAGC 
R:CGTCGACCAACTGAGACTCA Nut diameter 0 ضخامت خشك ميوهcM 

11 SSR UDP97403 F:CTGGCTTACAACTCGCAAGC 
R:CGTCGACCAACTGAGACTCA Kernel width 0  عرض مغزcM 
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   زمان گلدهي در بادامهاي كنترل كننده  ژناستفاده شده جهت مكان يابي) SSR(ساده تكرار شونده توالي نشانگرهاي  - 2جدول
Table 2. Simple sequence repeat (SSR) markers used for detection of genetics controlling flowering time in almond 

 
چند شكل تعداد مكان ميوه مرجع تكثير شده مكانتعداد   نشانگر گروه   SSR 

Reference Fruit Polymorphic sites No. Sequenced sited No. SSR primer group 
Dirlewanger et al. (2002, 2004) هلو Peach 12 32 BPPCT 
Mnejja et al. (2005) بادام Almond 3 4 CPDCT 
Aranzana et al. (2003) هلو Peach 8 18 CPPCT 
GDR1 بادام Almond 3 3 EPDCU 
GDR1 هلو Peach 2 2 EPPCU 
Yamamoto et al. (2002) هلو Peach 1 1 MA 
Downey and Iezzoni (2000) گيلاس Sweet cherry 1 1 PceGA 
Sosinski et al. (2000) هلو Peach 1 1 pchcms 
Sosinski et al. (2000) هلو Peach 1 1 pchgms 
Cantini et al. (2001) گيلاس Sweet cherry 1 1 PMS 
Sosinski et al. (2000) گيلاس Sweet cherry 1 1 PS 
Ohta et al. (2005) آلو Plum 0 5 Tpscp 
Testolin et al. (2004) بادام Almond 2 2 UDA 
Cipriani et al. (1999) هلو Peach 10 14 UDP 
Testolin et al. (2000) هلو Peach 5 6 UDP 

-- -- - 51 92 Total 
1 GDR, Genome data base for Rosaceae (http://www.rosaceae.org.peach.genome) 
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بيش : 1( در سال اول آزمايش 12شاهرود ) ♀(× تونو ) ♂(هاي حاصل از تلاقي   فراواني زمان گلدهي در دانهال-1شكل 
: 8ديرگل؛ : 7 متوسط تاديرگل؛: 6 متوسط گل؛: 5زود تا متوسط گل؛ : 4 زود گل؛: 3خيلي زودگل؛ : 2د زود گل؛ از ح

  )بيش از حد دير گل: 9خيلي ديرگل؛ 
Fig. 1. Frequency of flowering time in seedlings from the cross between ‘Tuono’(♀) × ‘Shahrood-12’(♂) 

in the first year (1: Extremely early; 2: Very early; 3: Early;  
4: Early / intermediate; 5: Intermediate; 6: Intermediate / late; 7: Late; 8: Very late;  

9: Extremely late) 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

بيش : 1(م آزمايش  در سال دو12شاهرود ) ♀(× تونو ) ♂(هاي حاصل از تلاقي   فراواني زمان گلدهي در دانهال-2شكل 
: 8ديرگل؛ : 7 متوسط تاديرگل؛: 6 متوسط گل؛: 5زود تامتوسط گل؛ : 4 زود گل؛: 3خيلي زود گل؛ : 2از حد زود گل؛ 

 )بيش از حد دير گل: 9خيلي دير گل؛ 
Fig. 2. Frequency of flowering time in seedlings from the cross between ‘Tuono’(♀) × ‘Shahrood-12’(♂) 
in the second year (1: Extremely early; 2: Very early; 3: early; 4: Early / intermediate; 5: Intermediate; 6: 

Intermediate / late; 7: Late; 8: Very late; 9: Extremely late) 
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) ♀(×تونو ) ♂(هاي حاصل از تلاقي  در دانهال) داخل بيضي(هاي فنوتيپي انتخاب شده  نمودار موقعيت توده -3شكل 
   زود گل؛: 3خيلي زود گل؛ : 2بيش از حد زود گل؛ : 1(  به همراه والدين12شاهرود 

  )بيش از حد ديرگل: 9خيلي دير گل؛ : 8ديرگل؛ : 7 متوسط تاديرگل؛: 6 متوسط گل؛: 5زود تامتوسط گل؛ : 4
Fig. 3. Position of selected phenotypic mass in seedlings from the cross between ‘Tuono’(♀) × 

‘Shahrood-12’(♂) with parents (1: Extremely early; 2: Very early;  
3: Early; 4: Early / intermediate; 5: Intermediate; 6: Intermediate / late; 7: Late;  

8: Very late; 9: Extremely late) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 حاصل از bp200 باند كانديد پيوسته با زمان دير گلدهي در بادام تكثير يافته به اندازه تقريبي -4شكل 
  CPPCT008مكان ريزماهواره 

Fig. 4. Candidate linked band to late flowering time in almond with 200 bp size from 
CPPCT008 microsatellite locus 
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 bp 200 باند پيوسته با زمان ديرگلدهي به انـدازه       
را تكثيــر كــرد كــه تنهــا در نتــاج خيلــي ديرگــل 

 مــشاهده 12 و والـد ديرگــل شـاهرود   27شـماره  
اين باند در توده زودگـل و والـد ميـان گـل             . شد

 مكـــان). 4شـــكل (تونـــو مـــشاهده نـــشد   

EPPCU2584  پيوســته بــا زمــان    نيــز دو بانــد

 را bp 150و bp 125يرگلدهي به اندازه تقريبي    د
تكثير نمود كه تنها در نتاج خيلي ديرگل شـماره          

.  مــشاهده شــدند12 و والــد ديرگــل شــاهرود 27
اين باند ها در توده زودگل و والد ميان گل تونو           

ــشدند   ــشاهده نــــــــ ــكل (مــــــــ ).5شــــــــ

  
  
  
  
  
  
  
  
  

 bp و bp125دام تكثير يافته به اندازه تقريبي  دو باند كانديد پيوسته با زمان دير گلدهي در با-5شكل 
  EPPCU2584حاصل از مكان ريزماهواره 150

Fig. 5. Two candidate linked band to late flowering time in almond with 125 bp and 150 
bp size from EPPCU2584 microsatellite locus 

  
  تهيه نقشه ژنتيكي

 نقـشه   Mapmakerفزار  ا ابتدا با استفاده از نرم    
ــراي  ــد حاصــل از 144ژنتيكــي ب ــشانگر 44 بان  ن

 گـروه   5بـا   ) انـد  آغازگرهـا ذكـر نـشده     (منتخب  
ــه  ــد، در . شــدلينكــاژي تهي در گــروه اول دو بان

 بانـد، در گـروه سـوم دو بانـد، در            85گروه دوم   
 بانـد قـرار     2 باند و گـروه پـنجم        18گروه چهارم 

. ر نگرفـت   باند در هيچ گروهي قـرا      35گرفتند و   
 JoinMap3.0افزار  براي تهيه نقشه ژنتيكي از نرم    

 نـشانگر  44 بانـد حاصـل از   144نيز با اسـتفاده از    

نقـشه ژنتيكـي بـا دو گـروه         . منتخب استفاده شـد   
 نشانگر و گـروه     12لينكاژي كه گروه اول شامل      

نقـشه بـه    .  نشانگر بود، تهيه شد    12دوم نيز شامل    
) هـاي (ابي ژن   ي ـ دست آمده براي تجزيه و مكان     

كننـده صـفات كمـي مـورد اسـتفاده قـرار             كنترل
  . گرفت
  

) يهـا ( بـه ژن     وسـته يپ) يهـا (  نشانگر يابي مكان

   برخي صفات مهم در بادامكننده  كنترل

  كننــــده  كنتــــرل) هــــاي(يــــابي ژن  مكــــان
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ــادام   ــم در بـ ــفات مهـ ــي صـ ــت برخـ   در جمعيـ
  افــــزار بـــا اســــتفاده از نـــرم   مـــورد بررســــي  

QTL Cartographer V1.30 (2001) انجــام 
 بـراي   QTLنتايج به دسـت آمـده از تجزيـه          . شد

زمان گلدهي و ساير صـفات مـورد بررسـي كـه            
 شناسايي شـد    2 بالاي   LOD با   QTLها    براي آن 

   6هــــاي  شــــكل(بــــه شــــرح ذيــــل بــــود    
  ).7و 

  
 سال اول ارزيابي زمان گلدهي

ــه  ــان  QTLدر تجزيــ ــفت زمــ ــراي صــ    بــ
  گلــــدهي در جمعيــــت مــــورد بررســــي در    

ــ ــك  سـ ــايش، يـ ــله QTLال اول آزمـ ــا فاصـ    بـ
ــاBPPCT002مورگــان از مكــان   ســانتي24   و ب

(Logarithm of odds: LOD)  روي 5/2 برابـر 
ــد    ــايي ش ــك، شناس ــماره ي ــاژي ش ــروه لينك . گ

 سـانتي مورگـان     91 با فاصله    QTLهمچنين يك   
 روي  0/2 برابر   LOD و با    BPPCT002از مكان   

  گــروه لينكــاژي شــماره يــك شناســايي شــد      
 QTLبر اساس نتايج حاصل از تجزيه       ). 6شكل  (

بــراي صــفت زمــان گلــدهي در جمعيــت مــورد  
بررسي در سال اول آزمايش، نشان داد كـه روي        

 مـساوي   LOD با   QTL،  2گروه لينكاژي شماره    
.  شناســـــــايي نــــــــشد 2يـــــــا بيـــــــشتر از   

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  

مان گلدهي در بادام شناسايي شده روي  مكان هاي ژني كنترل كننده صفت كمي زLOD موقعيت، فاصله و -6شكل 
   در سال اول آزمايش12شاهرود ) ♀(× تونو ) ♂(گروه لينكاژي شماره يك نقشه تهيه شده از جمعيت حاصل از تلاقي 

Fig. 6. Position, distance and LOD of flowering time QTL identified in linkage groups on a map 
prepared of population from the cross between ‘Tuono’(♀) × ‘Shahrood-12’ in the first year 
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 مكان هاي ژني كنترل كننده صفت كمي زمان گلدهي در بادام شناسايي شده روي LOD موقعيت، فاصله و -7شكل 
   در سال دوم آزمايش12شاهرود ) ♀(× تونو ) ♂(نكاژي شماره يك نقشه تهيه شده از جمعيت حاصل از تلاقي گروه لي

Fig. 7. Position, distance and LOD of flowering time QTL identified in linkage groups on a map prepared 
of population from the cross between ‘Tuono’(♀) × ‘Shahrood-12’ in the second year 

  
  سال دوم ارزيابي زمان گلدهي

 نتايج به دست آمـده از سـال دوم ارزيـابي زمـان            
گلدهي با اندكي تفـاوت نتـايج حاصـل از سـال            

 بـراي   QTLتجزيـه   . اول آزمايش را تاييـد كـرد      
صــفت كمــي زمــان گلــدهي در جمعيــت مــورد 
بررســي در ســال دوم آزمــايش مــشابه ســال اول 

مورگـان     سـانتي  24 با فاصله    QTLآزمايش يك   
 لسا (6/2برابر   LOD و با    BPPCT002از مكان   

ــود5/2اول ايــن مقــدار روي گــروه لينكــاژي )  ب
  ). 7شـــكل (شـــماره يـــك، شناســـايي كـــرد    

همچنــين مــشابه نتــايج ســال اول آزمــايش، روي 
 LOD مكــان ژنــي بــا 2گــروه لينكــاژي شــماره 

بـا توجـه بـه      .  شناسايي نـشد   2مساوي يا بيشتر از     

اي مبني بر ايـن      نتايج حاصل از تجزيه تفرق توده     
ــاهو  ــان ريزمــ ــه دو مكــ  و CPPCT008اره كــ

EPPCU2584  ــان ــا زمــ ــته بــ ــد پيوســ  كانديــ
ديرگلــدهي بودنــد و از طرفــي ايــن دو در نقــشه 
ــا اســتفاده از    ــه ب ــده از تجزي ــه دســت آم ــه ب اولي

 در گروه لينكـاژي شـماره       Mapmakerافزار   نرم
 قرار گرفتند امـا در نقـشه نهـايي تهيـه شـده بـا                2

ــرم ــتفاده از نـ ــزار  اسـ ــيچ JoinMap3.0افـ  در هـ
  .ي قرار نگرفتندگروه

ــر      ــت ديگ ــك جمعي ــان روي ي ــن دو مك   اي
ــداد   ــه تع ــا  167ب ــشه ژنتيكــي آن ب ــه نق ــاج ك    نت

ــط  56 ــاهواره توســـ ــان ريزمـــ ) a 2007( مكـــ
Sanchez-Perez et al. تهيه شده بود و بعدا نيز 
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با تعداد بيشتر نشانگر اشباع شده بود به كـار بـرد            
 ها و تهيه نقـشه ژنتيكـي   شد كه پس از آناليز داده     

ــاهواره   ــان ريزمـ ــروهEPPCU2584مكـ    در گـ
 سانتي مورگـان از مبـدا و        37 لينكاژي با فاصله     5

ــاهواره  ــان ريزمــ ــروهCPPCT008مكــ    در گــ
در ( لينكاژي و با صفر سانتي مورگـان از مبـدا            6

قـرار گرفـت    ) اول گروه لينكـاژي و نقطـه صـفر        
  ).8شكل (

  
  
  
  
  
  
  
  
  

به همراه ساير ) بولد شده (EPPCU2584 و CPPCT008 موقعيت دو مكان ريز ماهواره -8شكل 
  هاي ريزماهواره در هشت گروه لينكاژي نقشه ژنتيكي بادام تهيه شده توسط مكان

 Sanchez-Perez et al. (2007) 
Fig. 8. Approximate location of SSR markers assayed in the eight linkage groups 

described in almond according to Sánchez-Pérez et al. (2007) 
  

 و زمــان SSRدار بــين نــشانگر  ارتبــاط معنــي
ــوتيپي   گلــدهي مــي ــه وســيله بررســي ژن ــد ب توان
  لــــذا، . و تونــــو ثابــــت شــــود 12شــــاهرود

 تواننـد تبـديل بـه       مـي  SSRنشانگرهاي شـاخص    
(Sequence Tagged Sites) STS  شـده و در 

بــراي ديــر  (MAS) انتخــاب بــه كمــك نــشانگر
جهـت درك    .د استفاده قرار بگيرند   گلدهي مور 

بهتر اساس ژنتيكـي زمـان گلـدهي، نـشانگرهاي          
SSR )CPPCT008 و EPPCU2584 شناســايي 

تواننـد در نقـشه ژنتيكـي        شده در اين تحقيق مـي     
بادام و نقشه مرجع جنس پرونوس مورد اسـتفاده         

تلفيق ايـن نـشانگرها     . قرار گرفته و بررسي شوند    

 مفيـد پيوسـتگي بـين     اطلاعـات تواند ميدر نقشه  
 و زمــان گلــدهي را ارائــه SSRايــن نــشانگرهاي 

فاصـله صـفر    (با توجه بـه پيوسـتگي كامـل         . دهد
 بـا يكـي از      UDP97403مكـان   ) مورگـان  سانتي
ــده صــفات عــرض  هــاي ژنــي كنتــرل مكــان كنن

خشك ميوه، ضخامت خشك ميوه و عرض مغز        
ــك   ــانتي2(و فاصــله نزدي ــان  س ــان) مورگ  مك

BPPCT007 ــي ــا يكـ ــان بـ ــي    از مكـ ــاي ژنـ هـ
تـوان از ايـن      كننده صفت عرض مغز، مـي      كنترل
 (MAS) انتخاب به كمك نشانگر   ها جهت    مكان

ها و نتاج برتر از نظر صـفات         براي ارقام، ژنوتيپ  
هـاي   نـشانگر . خشك ميـوه و مغـز اسـتفاده كـرد         
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UDP9601317

UDP97402b23

UDP9841126

UDP9840655

G2

UDP974030
BPPCT0072
CPDCT0474

BPPCT03910

BPPCT02118

UDP9600830

CPDCT02746

G3

BPPCT0100

pchgms29

CPPCT02814

UDP9802418

UDP97402a31

UDP9600337

pchcms353

G4

CPPCT0080

UDP9600112

BPPCT00822
UDP9840723

UDP9802146

CPPCT03058

G6

CPPCT0220

UDP984059
UDP9840811

BPPCT02917

CPPCT03328

EPDCU339248

G7

BPPCT0260

BPPCT01721

G5

BPPCT0330

CPPCT0352

UDP960197

CPPCT00614

UDP9840942

G8

39

UDP974016

EPPCU983012

PceGA02543
CPDCT028

37

40

MA2734CPDCT01634

BPPCT014

BPPCT03846

EPPCU2584

EPPCU5183

58

51

BPPCT03733
UDA-04531

CPPCT02628

BPPCT01148

BPPCT02851

BPPCT00210

BPPCT0205

UDP9841043

BPPCT02450

CPPCT00222

BPPCT00627

BPPCT02539

UDP9841242

PS01H0318

BPPCT01224
UDA00225

BPPCT03521

CPPCT03425

EPDCU4658
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كانديد پيوسته با صـفات زمـان گلـدهي، عـرض           
خشك ميوه، ضخامت خشك ميوه و عرض مغز        

 الحـاق   Prunusتوانند به نقشه مرجع موجـود        مي
هـاي مربـوط بـه     سـازي ژن  شده و منجـر بـه جـدا     

نـژادي،    از ديـدگاه بـه    . صفات ذكـر شـده شـوند      
هاي پيوسته شاخص و مـوثر       موجود بودن نشانگر  

ــد    ــدهي ماننــ ــان گلــ ــا زمــ  و CPPCT008بــ
EPPCU2584      ،داراي ارزش بسيار زيادي است 

 ــ   ــاي پ ــي از دم ــسارات ناش ــه خ ــرا ك ــه چ ايين ب
ها در بـادام بـه عنـوان يـك       هاي گل و گل    جوانه

عامل متداول در كـاهش محـصول در ايـن گيـاه            

هاي دير گل با استفاده      است، لذا انتخاب ژنوتيپ   
توانـد   هاي پيوسته با زمان گلـدهي مـي        از نشانگر 

خــسارت ناشــي از دماهــاي پــايين و ســرمازدگي 
هــاي  مكــان. رس بهــاره را كــاهش دهــد   ديــر
واره شناسايي شـده در ايـن مطالعـه داراي          ريزماه

اهميت زيـادي هـستند چـرا كـه اسـتفاده از ايـن              
ــشانگر هنگــام  هــا در انتخــاب غيــر مــستقيم زود  ن
ــپ ــدهي    ژنوتي ــان گل ــر زم ــوب از نظ ــاي مطلل ه

هــا نيــز  جــويي در زمــان و هزينــه موجــب صــرفه
  .شود مي
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