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  مقدمه

 يكي از محصولات مهـم  ).Vitis spp(انگور 
هاسـت    باغي، به دليل موارد مصارف متعدد قـرن       

اسـتفاده از   . رفته اسـت  كه مورد توجه بشر قرار گ     
انگور محـدود بـه ميـوه رسـيده آن نبـوده بلكـه،              
بــرگ و ميــوه نــارس آن هــم بــه صــورت غــوره 

به علاوه از عـصاره آن بـه        . مصرف غذايي دارند  
صورت آب يا شيره انگور، از خـشك شـده آن           
به صورت كشمش، از محـصولات تخميـري يـا          
تقطيري آن به صورت شراب، الكل و سـركه، از         

هسته انگور و پوسـته حاصـل از اسـتخراج     روغن  
ــانن، از     ــه تــ ــور در تهيــ ــسته انگــ ــن هــ   روغــ
ــسته    ــن هـ ــتخراج روغـ ــل از اسـ ــه حاصـ   كنجالـ
ــت     ــراي خــــوراك دام و در نهايــ ــور بــ   انگــ

شـود    مصارف طبي و غـذايي ديگـر اسـتفاده مـي          
)Tafazzoli et al., 1994 .(  استفاده و اسـتخراج

يانين هاي موجود در انگـور ماننـد آنتوس ـ         رنگدانه
 با  Vitis جنس   .نيز از مصارف ديگر انگور است     

اي    در گروه نهاندانگان دولپـه     2n=38كاريوتيپ  
 گونـه اسـت كـه       60 ايـن گيـاه داراي       .قرار دارد 

از آسـياي غربـي    Vitis viniferaها  ترين آن مهم
 در وسيع طوره  ب Vitisجنس  .  گرفته است  ءمنشا

ــه ــي منطق ــرض از بزرگ ــايي ع  50 و 25 جغرافي
 شمالي، آمريكاي اروپا، شرقي، آسياي در رجهد

نــواحي  در محــدود بــه صــورت  و خاورميانــه
گرمسير مكزيـك، گواتمـالا، جزايـر وابـسته بـه           
  دريــاي كارائيــب و شــمال آمريكــاي جنــوبي     

ــي ــشت مـ ــود  كـ   ؛Sajid et al., 2006(شـ
Ercisli and Orhan, 2008( .    ايـران بـه علـت

ليمـــي برخـــورداري از شـــرايط جغرافيـــايي و اق
ترين مراكز توليد و پرورش       مناسب، يكي از مهم   

ــر اســاس  انگــور در جهــان محــسوب شــده و  ب
 1388 در سـال     كشاورزي جهاد وزارتگزارش  

هفتمــين كــشور توليــد كننــده ايــن محــصول در  
. (Anonymous, 2009)آيـد   جهان به شمار مـي 

استان خراسان رضوي بـه عنـوان قطبـي مهـم در            
ارقـام  . ن مطـرح اسـت    توليد تجـاري انگـور ايـرا      

مختلف انگور در اين استان در سطح انبوه توليـد          
. شــوند و وارد بازارهــاي داخلــي و خــارجي مــي

عــلاوه بــر ارقــام بــومي ايــن اســتان برخــي ارقــام 
بومي از كشورهاي ديگر وارد برنامه كشت و          غير

انـد و بـه دليـل         توليد اين محصول در استان شـده      
ره ارقـام پـر     سازگاري با شـرايط محيطـي در زم ـ       
از جملـه   . انـد   محصول و بـا كيفيـت قـرار گرفتـه         

بومي در اين استان، ارقام تركمن هستند         ارقام غير 
كه بومي كشور تركمنستان بوده و اكنون در اين         

. گيرنـد   برداري قرار مي    استان مورد كشت و بهره    
براي تشخيص اين ارقام از ارقام بومي و بررسـي          

ــي   ــي م ــام داخل ــين ارق ــوع در ب ــوان از روش  تن ت
جـا كـه      نگاري سنتي استفاده كرد، اما از آن        تاك

اين روش كاملاً تحت تاثير شرايط محيطي است        
تواند نتـايج ثابـت و قابـل اطمينـاني را ارائـه               نمي
نــشانگرهاي مولكــولي بــه واســطه مــستقل . كنــد

ــودن از عوامــل محيطــي مــي  تواننــد جــايگزين  ب
. اشــندمناســبي بــراي ارزيــابي تنــوع در گياهــان ب

ــه  روش ــر پاي ــره ي واكــنش هــاي ب اي  هــاي زنجي
به دليـل سـهولت، هزينـه پـايين،          (PCR)پليمراز  

سرعت و عدم نياز بـه كاوشـگرهاي راديواكتيـو          
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اي در بررســي تنــوع و  امــروزه بــه طــور گــسترده
فاصله ژنتيكي در بين ارقام مختلف گياهي مـورد   

هــاي اخيــر از  در ســال. گيرنــد اســتفاده قــرار مــي
 بـه عنـوان     PCRرهاي مولكولي مبتنـي بـر       نشانگ

ابــزار قدرتمنــدي بــراي شناســايي چنــد شــكلي،  
ــان     مطالعـــه تنـــوع و روابـــط ژنتيكـــي در گياهـ

ــت   ــده اسـ ــتفاده شـ ــشانگرهاي . اسـ ــين نـ   در بـ
ــشانگرهاي   ــود، نـــــ    ISSR و RAPD موجـــــ

ــه طــور    ــوع ژنتيكــي ب ــل تن ــه و تحلي ــراي تجزي ب
ــه و كارآمــد    ــرار گرفت وســيعي مــورد اســتفاده ق

 ؛ Sicard et al., 2005(انــد رش شــدهگــزا

Williams et al., 1990 .(RAPD ــي از  يك
ــسترده ــرين روش گ ــوع    ت ــات تن ــراي مطالع ــا ب ه

 .)Gupta and Rustgi, 2004(ژنتيكـي اسـت   

در ) Carlier et al., 2004(كـارلير و همكـاران   
هــاي ژنتيكــي از ايــن نــوع نــشانگر  بررســي نقــشه
كثيـر قطعـات   بر مبنـاي ت  RAPD. استفاده كردند 

 ژنــوم اســتوار بــوده و نيــازي بــه DNAتــصادفي 
 اساس بر. الگو ندارد  DNAاطلاع دقيق از توالي     

 و گوپـــال كريـــشنا فرامانينوســـ هـــاي يافتـــه
)Souframanien and Gopalkrishna, 2004( 

  وISSRبــين نــشانگرهاي  كــه مبتنــي بــر مقايــسه
RAPD نشانگرهاي كه شد مشخص ،ه است بود 

ISSR به نسبت RAPD دارنـد  بيـشتري  كارايي .
ــه ــل ب ــي دلي ــاي ويژگ ــسيار ه ــوبي ب ــد مطل  مانن

ــه و تحليــل همزمــان تعــداد   تكرارپــذيري، تجزي
زيادي جايگاه ژني، دقـت بـالا،تنوع بـسيار بـالا،           

 طـور ه  ب ـ ،هزينه پـايين، سـرعت و سـهولت اجـرا         
 گرفتـه  كار به گياهان در خصوصبه    اي گسترده

 همكـاران  و ريبل توسط مثال عنوانه  ب .است  شده
)Blair et al., 2004 (ــرنج، در ــزالس ب  و گن

  ولوبيـا  در )Gonzalez et al., 2005( همكاران
ه ب ـ جو در )Hou et al., 2005 (همكاران و هائو
 ايـن  بـودن  سـودمند  بـر  هـا  آن تمـامي  و رفته كار

 أكيـــدت ژنتيكـــي تنـــوع ارزيـــابي در نـــشانگرها
 مطالعـه  ايبر RAPDاستفاده از نشانگر   . اند كرده

 انگـور رومـاني گـزارش شـده         ارقامتنوع در بين    
در تركيــه نيــز ). Bodea et al., 2009( اســت

  بـا  بـومي  مطالعاتي روي تنوع ژنتيكي انگورهاي    
  اســــــتشــــــده انجــــــام  RAPD نــــــشانگر

.(Karatas and Sabit Agaoglu, 2008) 
از Wang et al.,1999) (وانــگ و همكــاران 

ــشانگرهاي  ــراي تمــايز  RAPDن هــاي  ژنوتيــپب
. هاي مختلف استفاده كردند    انگور متعلق به گونه   

 مركـز شـيلي نيـز    Vitis vinifera ارقامتنوع بين 
 مـورد   ISSRو   RAPDوسيله دو نوع نـشانگر      ه  ب

 و كارايي اين دو نوع نـشانگر   هارزيابي قرار گرفت  
ــيد       ــات رس ــه اثب ــي ب ــوع ژنتيك ــشخيص تن در ت

(Herrera et al., 2002) .ارانقبــادي و همكــ 
)Ghobadi et al., 2008( تنوع و روابط ژنتيكي 

ان فههاي انگور استان اص ـ    بين تعدادي از ژنوتيپ   
مــورد ارزيــابي  RAPDرا بــا اســتفاده از نــشانگر 

عنـوان يـك روش   ه قرار داده و اين تكنيك را ب ـ      
ــوع ژنتيكــي،    ــين تن ــراي تعي مولكــولي مناســب ب
تجزيه ژني و تعيـين رابطـه ژنتيكـي ارقـام انگـور             

اين تحقيق با هدف بررسي امكان  .كردندمعرفي 
 بــــراي RAPDو  ISSRكــــاربرد دو نــــشانگر 

ارزيــابي تنــوع ژنتيكــي بــين هــشت رقــم انگــور  
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بومي تركمن، شش رقم انگور بومي خراسان        غير
    بــومي ازگونــه رضــوي و يــك رقــم انگــور غيــر

Vitis muscadinia   ــت و ــزان قراب ــين مي  و تعي
  .خويشاوندي ارقام ذكر شده انجام شد

  
  ها مواد و روش

ــومي و غيــر  ــام ب ــومي  در ايــن تحقيــق از ارق ب
انگــور موجــود در كلكــسيون تحقيقــاتي انگــور  

اورزي و منـــابع طبيعـــي مركـــز تحقيقـــات كـــش
  .خراسان رضوي استفاده شد

هــــاي جــــوان   از بــــرگDNAاســــتخراج 
هاي دو ماهه هـر رقـم بـا اسـتفاده از روش              شاخه

 گـرم   7/0مقـدار   .  انجـام شـد    CTABتغيير يافته   
نمونه برگ در نيتروژن مـايع منجمـد شـده و در            

 ميلـي ليتـر بـافر حـاوي         5هاون استريل به همـراه      
و پلــي وينيــل پيروليــدين سوكــسينات، ســيترات 

)SCPP (تــا حــصول مــايع همگــن ســاييده شــد .
ــدار  ــه   500مقـ ــله بـ ــايع حاصـ ــر از مـ  ميكروليتـ
ليتري استريل منتقل شـده و         ميلي 2هاي   اپندورف

 دقيقـه در دمـاي      5در دستگاه سانتريفوژ به مدت      
ــانتي 5 ــه س ــا دور    درج ــراد و ب  rpm 12000گ

و فـاز   پـس از اتمـام سـانتريفوژ د       . سانتريفوژ شـد  
فـاز مـايع    . متمايز در هـر اپنـدورف تـشكيل شـد         

ــده آن    ــوب باقيمانـ ــه رسـ ــذف و بـ ــالايي حـ   بـ
 ميكروليتر فسفات بافر سالين به همـراه سـرم          500

ــر BSA)/(PBS ،800آلبــومين گــاوي   ميكروليت
ــافر     از پــيش گــرم شــده در بــن مــاري CTABب

ــانتي 60 ــه سـ ــانول    درجـ ــراد و مركاپتـ   % 2/0گـ
ــر3(  ــافه)  ميكروليت ــداض ــل  .  گردي ــاير مراح س

  . انجام شدCTABاستخراج مطابق با روش 
ــا DNAكيفيــت و كميــت   اســتخراج شــده ب
 و 0.5X TBEدر بـافر  % 1استفاده از ژل آگـارز  

  .روش اسپكتوفتومتري مورد ارزيابي قرار گرفت
  

  PCRهاي  واكنش

ــين   آغــازگر 15 و RAPD آغــازگر 20از ب
ISSR ، ــه ــازگر 7 اولي ــازگ7 و RAPD آغ ر  آغ
ISSR كــه توليــد بانــدهاي شــفاف و تكرارپــذير 

 اسـتفاده   PCRهـاي    كردند جهت انجام واكـنش    
   ميكروليتـــر 25هـــا در حجـــم  واكـــنش. شـــدند
ــامل  ــانوگرم 25ش ــي 2 الگــو،DNA ن ــولار  ميل م
 مـولار مخلـوط نوكلئوتيـدي       ميلـي  2/0 آغازگر،

)dNTPs( ،1 ــزيم ــد آنــ ــرازDNA واحــ    پليمــ
(Taq DNA polymerase) ،5/2روليتــر  ميك

مـولار كلريـد     ميلـي 5/1  حـاوي 10x  PCRبـافر 
هــاي حرارتــي بــراي  چرخــه .منيــزيم انجــام شــد

هـاي     مطابق روش  ISSR و   RAPDآغازگرهاي  
 پـس از    PCRهـاي    واكنش. پيشنهادي تنظيم شد  

سازي شرايط در ترموسايكلر پريموس مدل       بهينه
Primus 25انجام شد .  

 با  RAPDهاي   محصولات حاصل از واكنش   
 درصـد و محـصولات      2/1استفاده از ژل آگـارز      

به وسيله ژل  ISSRهاي   به دست آمده از واكنش    
ــارز  ــافر  8/1آگـ ــد در بـ  0.5x (TBE) درصـ

آميـزي ژل بـه منظــور    رنــگ. الكتروفـورز شـدند  
  تـابش   تحت PCRرؤيت شدن محصولات     قابل

 اتيـديوم   بنفش بـا اسـتفاده از محلـول        ءماورااشعه  
  . شددرصد انجام% 5/0دمايوبر
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اطلاعات حاصـل از بانـددهي آغازگرهـا بـه          
و يـك   ) عدم حضور باند  ( صورت ماتريس صفر  

تجزيــه و  وارد و جهــت Excelدر ) حــضور بانــد(
 بعدي در قالب يك فايل متنـي ذخيـره          هاي  تحليل
  و SPSSافزارهـــاي  در ايـــن تحقيـــق نـــرم. شـــد

02. NTSYS-pc 2  مورد استفاده قـرار گرفتنـد  .
ــا ا  ــشابه ب ــاتريس ت ســتفاده از ضــريب جاكــارد  م

  كلاسـتر بـا اسـتفاده از مـدل         تجزيـه . محاسبه شد 
SAHN02افزار   در نرم. NTSYS-pc 2  محاسبه

اي  و دنــدروگرام بــر مبنــاي الگــوريتم خوشــه    
UPGMA         و بر اساس ضريب جاكارد رسم شـد 

)Rohlf , 2005.(  
  

  نتايج و بحث

نام و مشخصات ارقام انگور استفاده شـده در         
زگرهــا و ا و ليــست آغ1در جــدول ايــن تحقيــق 

 2هـاي      در جـدول   PCRشرايط مورد استفاده در     
.انـــــــــد  نـــــــــشان داده شـــــــــده4تـــــــــا 

  
  ها  ارقام انگور مورد بررسي و خصوصيات مورفولوژيكي آن-1جدول

Table 1. Studied grapevine cultivars and their morphological characteristics 
 

  كد
Code 

Cultivar name قمنام ر 

  تعداد دانه در حبه
Number of 

seed in berry 

  بازارپسندي
Marketing 

  رنگ حبه
Berry color 

  نوع مصرف
Kind of use 

T1 Torkaman 1  2-1 1تركمن Good Black Industrial 

T2 Torkaman 2  2-1 2تركمن Good Pink Table grape 

T3 Torkaman 3  3تركمن None Good Black Industrial 

T4 Torkaman 4  4تركمن None Good Black Industrial 

T5 Torkaman 5  5تركمن None Good pink Table grape 

T6 Torkaman 6  2–1 6تركمن Very good pink Table grape 

T7 Torkaman 7  2–1 7تركمن Very good pink Table grape 

T8 Torkaman 8  2–1 8تركمن Very good pink Table grape 

MU Muscat 3-2  موسكات Bad Green Industrial 
KO Kolahdari-e-Bojnourd 3-2 كلاهداري بجنورد Very good Green Table grape 

Kgh Keshmeshi-e-Qochan قوچانيكشمش   None Good yellow 
Cream 

Raisin 

SN Sahebi-e-Neyshabur 3-2  صاحبي نيشابور Very good Purple red Table grape 

SR Sahebi-e-Rezayeh 3-2 صاحبي رضاييه good Purple Table grape 

SD Sadi-e-Lotfabad-e-Dargaz 3-2  آباد درگز سعدي لطف Good Dark red Industrial 

Kghe Red keshmeshi 3-2  قرمزيكشمش Good Red  Raisin/ Table 
grape 

  
 2هفت آغازگر ده جفت بازي كه در جدول         

 RAPD تجزيه و تحليـل   اند براي     ده شده نشان دا 
ايـن آغازگرهـا   . در اين تحقيق به كار برده شدند 

 بانـد در پـانزده رقـم انگـور          59در مجموع توليد    

بانــددهي توســط همــه آغازگرهــا چنــد . كردنــد
ميـانگين تعـداد    . شكلي را بين ارقام نـشان دادنـد       

 بانـد   8/ 4باندهاي ايجاد شده براي هـر آغـازگر         
  تـا  bp  400هاي ايجاد شـده در دامنـه  بود و باند
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   آغازگرهاي مورد استفاده در تحقيق، جهت شناسايي ارقام انگور-2جدول 
Table 2. Primers used for determination of different grapevine cultivars 

 
تعداد باندهاي  تعداد كل باندها توالي نوع نشانگر آغازگرها

 پلي مورفيسم
 سمدرصد پلي مورفي

Primers Kind of 
marker 

Sequence Total no.of 
bands (a) 

No. of 
Polymorphic 

bands (b) 

Polymorphism 
(%) (b/a - 100) 

OPM11 RAPD AGGTGACCGT 11 11 100 
OPA9 RAPD GGGTAACGCC 11 11 100 
OPA8 RAPD GTGACGTAGG 11 11 100 
OPB6 RAPD GTCCACACGG 7 7 100 
OPJ12 RAPD GTCCCGTGGT 5 5 100 
OPJ15 RAPD TGTAGCAGGG 6 6 100 
A9 RAPD GTCCACACGG 11 11 100 
S1 ISSR CGCTGTGTGTGTGTGTG 8 8 100 
S2 ISSR GAGCACACACACACACA 8 8 100 
S3 ISSR AGAGAGAGAGAGAGAGG 9 8 88.8 
S4 ISSR GAGAGAGAGAGAGAGAA 9 9 100 
S5 ISSR ACACACACACACACACCG 10 10 100 
S6 ISSR GAGAGAGAGAGAGAGATG 5 2 40 
S7 ISSR GAGAGAGAGAGAGAGAT 9 7 77.7 

 
 

  ISSR و RAPD برنامه دمايي ترموسايكلر براي دو نوع آغازگر -3جدول 
Table 3. The temperature program for both RAPD and ISSR primers 

 
دماي طويل شدن 

 نهايي

دماي طويل 
  شدن

دماي واسرشته سازي   دما ي اتصال
  ثانويه

دماي واسرشته * تعداد چرخه
  سازي اوليه

  نوع آغازگر

Final 
extension 

temperature 

Extension 
temperature 

Anneling 
temperature 

Secondry 
denaturation 
temperature 

Cycle 
number 

*Primary 
denaturation 
temperature 

Kind of 
markers 

72 72 37 95 40 95 RAPD 
72 72 Variable∗∗ 94 35 94 ISSR 

  
  . دما بر حسب درجه ساسيوس بيان شده است∗

∗ Celsius degree. 
  .شود  گراديانت تعيين ميPCRوسيله ه  براي هر آغازگر بISSR دماي اتصال آغازگرهاي ∗∗

∗∗Anneling temperature for ISSR primer, followed  by PCR is determined as gradient. 
 
 
 

  ISSR و RAPD برنامه زماني ترموسايكلر براي دو نوع آغازگر -4جدول 
Table 4. Thermocycler program for both primer RAPD and ISSR 

 
دماي طويل شدن 

 نهايي

دماي طويل 
  شدن

دماي واسرشته سازي   زمان اتصال
  ثانويه

زمان واسرشته  *
  سازي اوليه

  نوع آغازگر

Final 
extension 

temperature 

extension 
temperature 

Anneling time Secondry 
denaturation 
temperature 

* Primary 
denaturation 

time 

Kind of 
markers 

8 2.45 1 1.40 4 RAPD 
8 2.00 1 1.40 3 ISSR 

  
  Minute ∗.                                                                                                                     زمان بر حسب دقيقه بيان شده است∗
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bp2000  الگـوي بانـدي حاصـل از       .  قرار گرفتند
 ب نشان داده شده -1 در شكل  OPJ15آغازگر
هـاي  بر اساس دنـدروگرام حاصـل از داده       . است

RAPD         پانزده رقم انگور در دو گروه بزرگ ،I 
 به دو زير گروه تقـسيم       Iگروه  .  قرار گرفتند  IIو  

 و  A در زيرگـروه     5 تـا    1شد كـه ارقـام تـركمن        

ــركمن  ــام ت ــا6ارق ــركمن ت ــم  8  ت ــراه رق ــه هم  ب
ــان و   ــداري، كشمـــشي قوچـ موســـكات، كلاهـ

   قــــرار Bصــــاحبي رضــــاييه در زيــــر گــــروه 
  ارقـــام صـــاحبي نيـــشابور بـــه همـــراه  . گرفتنـــد

ــز      ــاد درگ ــف آب ــعدي لط ــز و س ــشي قرم   كشم
ــروه  ــاي گرفتنـــــدIIدر گـــ ).2شـــــكل ( جـــ

  
  
  
  
  
  
  
  
  

الگوي باندي حاصل : ب. ISSRهاي  از سري آغازگرS7الگوي باندي حاصل از آغازگر :  الف-1شكل 
   براي شناسايي ارقام انگورRAPD از سري آغازگرهاي OPJ15از آغازگر 

Fig. 1. A: DNA banding pattern by S7 primer distinguished grapevine cultivars. B: 
DNA banding pattern by OPJ15 primer distinguished grapevine cultivars, L: 100bp 
DNA ladder 

  
ــازگر  ــتفاده در ISSRهفـــت آغـ ــورد اسـ  مـ

 بانــد در ارقــام مــورد بررســي 58مجمــوع توليــد 
 بانـد چنـد     52از بين باندهاي توليد شـده       . كردند

ي  بــازه.  بانــد همــشكلي نــشان دادنــد6شــكلي و 
 bp در دامنــه  ISSRبانــددهي در آغازگرهــاي  

تعـداد    قـرار گرفـت و ميـانگين    bp 2500 تا500
ــازگر    ــر آغ ــراي ه ــده ب ــد ش ــد تولي ــد 2/8بان  بان

بنـدي انجـام گرفتـه طبـق         گـروه . محاسبه گرديد 
ــاي  داده ــاوت از  ISSRه ــي متف ــه RAPD كم  ب

تواند ناشـي از تفـاوت قطعـات     دست آمد كه مي   

هدف تكثير شده به وسيله هر يك از نشانگرها يا    
ــد    ــر باشــ ــد تكثيــ ــا در فرآينــ ــال خطــ  احتمــ
.(Souframanien and Gopalakrishna, 2004) 

ــدروگرام حاصــله از داده ــام ISSRهــاي  دن  ، ارق
 II وIمــورد آزمــايش را در دو گــروه بــزرگ    

 شـامل ارقـام تـركمن بـه      Iگروه  . بندي كرد  دسته
 شامل ديگر ارقام مـورد  IIو گروه  4جز تركمن 
اين دنـدروگرام شـباهت زيـادي بـه         . بررسي بود 

   نـــــشان داد RAPDدنـــــدروگرام حاصـــــل از 
  S7الگوي باندي حاصـل از آعـازگر  ). 3شكل (
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  UPGMAاي   با استفاده از ضريب تشابه جاكارد و آناليز خوشهRAPDهاي   دندروگرام حاصل از داده-2شكل 
Fig. 2. Dendrogram showing relationship between 15 different grapevine cultivars based 
on RAPD analysis using UPGMA 

  .For name of cultivars see Table 1.                                                                     مراجعه شود1براي نام ارقام به جدول 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

اي   با استفاده از ضريب تشابه جاكـارد و آنـاليز خوشـه            ISSRهاي     دندروگرام حاصل از داده    -3شكل  
UPGMA  

Fig. 3. Dendrogram showing relationship between 15 different grapevine cultivars based 
on ISSR analysis using UPGMA 

  .For name of cultivars see Table 1.                                                                     مراجعه شود1براي نام ارقام به جدول 
  

   .ب نشان داده شده است-1كل در ش
بــراي بــه دســت آوردن نتــايج قابــل اطمينــان، از 

هاي تلفيقي دو نـوع نـشانگر جهـت بررسـي            داده
بـر  . بنـدي ارقـام اسـتفاده شـد        ميزان تنوع و گروه   
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 و  RAPDهاي تلفيقي    اساس تجزيه كلاستر داده   
ISSR     ارقـام مـورد مطالعـه در دو گـروه بــزرگ 
بندي هـشت رقـم      روهدر اين گ  . بندي شدند  دسته
بومي تركمن در يك گروه و رقم موسـكات          غير

. به همراه ارقام بومي در گروه ديگر قرار گرفتند        
ــام   ــه همــراه ارق در گــروه دوم رقــم موســكات ب
كلاهداري و صاحبي نيشابور در يـك زيرگـروه         
و ديگــر ارقــام بــومي در زيــر گــروه ديگــر قــرار 

به بر اساس جدول ضريب تشا    ). 4شكل  ( گرفتند
جاكــارد، در بــين ارقــام مــورد بررســي بيــشترين  

 بـا ضـريب     8 و تركمن    6تشابه بين ارقام تركمن     
 درصـد و كمتـرين تـشابه بـين ارقـام      5/91تـشابه  

ــركمن   ــشابور و ت ــاحبي ني ــد  3ص ــت آم ــه دس     ب
ــدول ( ــركمن   ). 5ج ــام ت ــشابه ژنتيكــي ارق  و 6ت

 بــا توجــه بــه هماننــدي كامــل صــفات 8تــركمن 
كه اين دو رقم       احتمال اين  ها و   مورفولوژيكي آن 

در اصــل يــك رقــم بــوده و بــه واســطه تكثيــر و 
انتشار آن در نواحي مختلـف بـه عنـوان دو رقـم             

فاصـله  . انـد بـسيارزياد اسـت      متفاوت معرفي شده  
  ژنتيكــي زيــاد بــين ارقــام صــاحبي نيــشابور و      

ــركمن  ــوژيكي و  3ت ــا بررســي صــفات مورفول  ب
ديگـر    ا يك فيزيولوژيكي اين دو رقم كه كاملاً ب      

صـفات  . رسـد  متفاوت بوده منطقـي بـه نظـر مـي         
مورفولوژيكي مانند رنگ پوست و گوشت حبـه        

مشابه ايـن دو رقـم بـه شـمار           از جمله صفات غير   
  .آيند مي

كـه همـه ارقـام        در اين بررسي با توجه به ايـن       
 V. viniferaبه جز رقم موسكات متعلق به گونه 

تـوان بـه     هاي ژنتيكي موجود را مي      هستند تفاوت 

ــه ــات درون گون ــسبت داد اختلاف ــورد . اي ن در م
   رقــــــــم موســــــــكات كــــــــه از گونــــــــه

Vitis muscadinia اســت نتــايج قابــل تــوجهي 
 اين رقم وارداتي بيشترين تشابه را بـا         .حاصل شد 

رقم بومي كلاهـداري بجنـورد بـا ضـريب تـشابه       
ــه  . نــشان داد% 1/49 شــايد بتــوان ايــن تــشابه را ب

هاي ژنتيكي در طي ساليان متمادي نـسبت          جهش
  . داد

بطور كلـي نتـايج ايـن تحقيـق نـشان داد كـه              
اغلب صفات مورفولوژيك به دليل عدم ثبـات و      

توانند معيار    اثر عوامل طبيعي نمي   تغييرپذيري در   
هــا  هــا و تفــاوت خــوبي بــراي تــشخيص شــباهت

باشـــند؛ درحـــالي كـــه نـــشانگرهاي مولكـــولي 
ابزارهــاي مفيــد و قدرتمنــدي بــراي درك بهتــر  

هاي ژنتيكي هستند، چـرا كـه         ها و تفاوت    شباهت
تحت تاثير محـيط قـرار نگرفتـه و در كـل ژنـوم              

اي افـراد را در     ه ـ  تواننـد تفـاوت     اند و مي    پراكنده
ســـطح تـــوالي نوكلئوتيـــدي مـــشخص نماينـــد  

(Baradakci, 2001).  
 به طـور وسـيعي      DNAنشانگرهاي مولكولي   

هـاي گيـاهي مختلـف        براي تشخيص تنوع گونـه    
در تحقيـق اخيـر نـشانگرهاي       . شـوند   استفاده مـي  

RAPD   و ISSR        براي مطالعه تنوع در بين ارقـام 
و  V. viniferaمختلف بـومي و غيربـومي گونـه    

ــه      ــشي از گون ــور وح ــي انگ ــم واردات ــك رق   ي
Vitis muscadinia   انتخـاب نـوع   . اسـتفاده شـد

ــي خــصوصيات از جملــه      ــشانگر از نظــر برخ ن
  كرارپــــذيري، ســــهولت انجــــام و تجزيــــه و ت

ترين مراحل تحليل نتايج و هزينه آن يكي از مهم   
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 با استفاده از ضريب تشابه جاكارد و آناليز RAPD و ISSRهاي تلفيقي   دندروگرام داده- 4شكل 
  UPGMAاي  خوشه

Fig. 4. Dendrogram showing relationship between 15 different grapevine cultivars based 
on combined ISSR and RAPD analysis using UPGMA 

  .For name of cultivars see Table 1.                                                                     مراجعه شود1براي نام ارقام به جدول 
  

ــولي  ــات مولك ــي   در مطالع ــساب م ــه ح ــد ب  آي
(Sharma et al., 2008) .  رحمـان و همكـاران 

)Rahman et al., 2007(     بـا انجـام تحقيـق بـر 
ــشانگر    ــد كــه ن ــه گــزارش دادن  RAPDروي انب

ابزاري مفيد جهت بررسي تنوع و روابط ژنتيكي        
رغم   و علي  استهاي مختلف گياهي     بين ژنوتيپ 

دليل اسـتفاده   ه  ها، ب  ناپايداري نتايج حاصل از آن    
 پـايين اتـصال كـه       از آغازگرهاي كوتاه و دمـاي     

باعث تكثير غير اختصاصي برخي از نواحي ژنوم        
ــراوان دارد مـــــــي ــاربرد فـــــ ــردد كـــــ    گـــــ

), 2002 Ulanovsky(.    سي و شش رقـم انگـور
 RAPD آغـازگر    24بومي روماني بـا اسـتفاده از        

  مــــــــورد ارزيــــــــابي قــــــــرار گرفتنــــــــد  
  و در ســه گــروه بــزرگ دســته بنــدي شــدند     

)Bodea et al., 2009( .هاي  واكنش با اين حال
RAPD دليل تكرارپذيري پايين اغلـب نتـايج       ه   ب

از . دهد هاي مكرر نشان مي  متفاوتي طي آزمايش  
هــاي  هــا در آزمايــشگاه رو تكــرار آزمــايش ايــن

توانـد    مختلف و با ترموسايكلرهاي گوناگون مي     
ــد    ــاهش ده ــشانگر ك ــن ن ــا را در اي ــزان خط . مي

صل استفاده از نشانگر ديگري كه بتواند نتايج حا       
را تاييد كند منطقي بـه نظـر         RAPDهاي    از داده 
ــي ــا  . رســد م ــه ب ــشانگرهاي كــم هزين ــه ن از جمل

  . استISSRتكرارپذيري بالا نشانگر 
هـاي متعـددي تكرارپـذيري و ثبـات        گزارش

 در  ISSRنـشانگر   . انـد   اين نشانگر را تاييد كـرده     
نگاري و    هاي گياهي مختلف جهت انگشت      گونه

از . اده قـرار گرفتـه اسـت      بررسي تنوع مورد استف   
تـوان بـه بررسـي      جمله مطالعات انجـام شـده مـي       

 در ISSRچند شكلي ايجاد شده توسـط نـشانگر        
) . and Jonathan, 2001 Liu(كتان اشاره كرد 

 بـا (Herrera et al., 2002)هـررا و همكـاران   
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  ISSR  وRAPDهاي تلفيقي دو نشانگر  ه بر پايه داد براي پانزده ژنوتيپ انگور جدول ضريب تشابه جاكارد– 5جدول 
Table 5. Jaccard similarity coefficient of fifteen grapevine cultivars based on RAPD and ISSR analysis 

 
Cultivar T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 MU KO Kgh SN SR SD 

T2 0.667              
T3 0.636 0.746             
T4 0.600 0.676 0.645            
T5 0.643 0.687 0.600 0.590           
T6 0.438 0.500 0.438 0.346 0.517          
T7 0.479 0.466 0.357 0.456 0.471 0.500         
T8 0.450 0.513 0.472 0.392 0.528 0.915 0.515        
MU 0.420 0.429 0.333 0.394 0.356 0.357 0.349 0.412       
KO 0.378 0.486 0.373 0.500 0.386 0.375 0.483 0.408 0.491      
Kgh 0.476 0.500 0.387 0.533 0.516 0.388 0.421 0.417 0.384 0.522     
SN 0.333 0.400 0.303 0.343 0.333 0.310 0.317 0.343 0.434 0.509 0.456    
SR 0.381 0.405 0.277 0.410 0.374 0.345 0.355 0.341 0.412 0.493 0.608 0.469   
SD 0.449 0.456 0.352 0.447 0.447 0.370 0.398 0.366 0.380 0.507 0.610 0.372 0.587  
Kghe 0.435 0.393 0.318 0.349 0.434 0.352 0.313 0.348 0.360 0.432 0.543 0.389 0.579 0.663 

 
  .For name of cultivars see Table 1                                                                                                                                                         .              مراجعه شود1براي نام ارقام به جدول 
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 و يـازده آغـازگر   RAPDاستفاده از ده آغازگر    
ISSR    ديگـر و     يلي را با يـك     ارقام انگور بومي ش

 بومي شيلي و فرانسه را      Merlotهمچنين دو رقم    
بر اساس نتايج بـه     . با هم مورد ارزيابي قرار دادند     

دست آمـده از آن تحقيـق دو رقـم همنـام بـومي         
ــشاوندي ژنتيكــي   ــسه خوي شــده در شــيلي و فران

ــك  ــا ي ــي ب ــپ   نزديك ــته و دو ژنوتي ــر نداش ديگ
ار بـالاي دو    شـباهت بـسي   . متفاوت و همنام بودند   

ــركمن   ــم تـ ــركمن 6رقـ ــه  8 و تـ ــه بـ ــا توجـ  بـ
خصوصيات مورفولوژيكي و فيزيولوژيكي زيـاد      
اين دو رقم اين احتمال را كـه دو رقـم در اصـل              
يك رقم بوده و طي گذشت زمـان و بـه واسـطه             

ها از هم جدا شده باشند را تقويـت           برخي جهش 
همچنين قرار گرفتن رقـم موسـكات در        . كند  مي

 كلاهداري و صـاحبي نيـشابور ايـن         كنار دو رقم  
هـاي يـك رقـم        فرضيه كه سه رقم جهـش يافتـه       

گونه تحقيقات براي     اين. سازد  باشند را مطرح مي   
هـاي يكـسان      شناسايي ارقامي كه داراي ژنوتيـپ     

ــا   ــشور بــ ــاگون كــ ــاطق گونــ ــوده و در منــ   بــ

ــام ــي   نـ ــده مـ ــف خوانـ ــاي مختلـ ــا   هـ ــوند يـ   شـ
ــورت     ــه صـ ــه بـ ــاوتي كـ ــام متفـ ــالعكس ارقـ   بـ

ــسا ــده يك ــذاري ش ــظ و    ن نامگ ــت حف ــد جه ان
ــداري ژرم ــسيار    نگهـ ــران بـ ــور ايـ ــم انگـ   پلاسـ

  هــــاي  بــــراي بررســــي . كــــاربردي اســــت 
  گيــــري را   تــــوان نمونــــه   تــــر مــــي   دقيــــق

  هـــاي انگـــور ايـــران در    از كليـــه كلكـــسيون 
ــتفاده از   ــا اسـ ــام داده و بـ ــاطق مختلـــف انجـ منـ

هاي مولكولي دقيـق ارقـام بـومي شـده در             روش
بنـدي    صحيح نامگـذاري و دسـته     ايران را به طور     

  . كرد
  سپاسگزاري

اين تحقيق در مركـز تحقيقـات كـشاورزي و       
منابع طبيعي خراسان رضوي و با استفاده از ارقام         
موجــــود در كلكــــسيون انگــــور و امكانــــات  
آزمايشگاهي آن مركز انجام شده است كه بدين        

  .شود وسيله از اين همكاري سپاسگزاري مي
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