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  چكيده
هدف در اين پژوهش بررسي يي برخوردار است لذا و از تنوع ژنتيكي بالا رود به شمار مي يرانو ا يادر دن ياز محصولات مهم باغ يكي انگور

از روش تغيير يافته DNA به منظور استخراج . بود ISSRنشانگر در سطح مولكولي توسط  (Vitis vinifera)ارقام مطرح انگور  تنوع ژنتيكي
Doyle and Doyle  افزار نرم دو با اي خوشه يهتجز. آغازگر مورد بررسي قرار گرفتند 12ژنوتيپ با  12استفاده شد و در گام بعد PopGen32 

 49/96 رفيسموم پلي درصدها،  داده تجزيه در. داد قرار مجزا گروه 5در  ها را واريته افزار نرم هردو با حاصل بندي خوشه. شد انجامSPSS9 و 
 بين خوب برازش دهنده نشان كه ستا 8/0جاكارد و ني،  ضريب تشابه براي كوفنتيك ضريب. بدست آمدند 55 رفوم پلي لوكوس تعداد و درصد

 3000 تا 200  بين باندها اندازه. توليد شد نشانگرها اين توسط باند 353مجموع  درنتايج نشان داد كه . است اصلي شباهت ماتريس و دندروگرام

. بود 205/0 مقدار با 2و 10هاي  براي واريته تشابه كمترين و 619/0با مقدار  7و  1هاي  واريته براي تشابه بيشترين بين اين در .بود متغير باز جفت
 مربوط هاي ژنتيكي واريته فاصله توانست آغازگرها ساير از بهتر آغازگر اين مشاهده شد،) باند a )56از آنجا كه بيشترين ميزان باند توسط آغازگر 

 .كند مشخص را آغازگر به
  

  اليزهاي استاتيك، درخت فيلوژنانگور ، ماركر مولكولي، تنوع ژنتيكي، آن :كليدي هايواژه
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  مقدمه
 Vitaceaeاست كه آن را  Amplidaceaeانگور از تيره 

شوند و ارزش  هايي كه در موكاري استفاده مي گونه .نامند نيز مي
، و همكاران جداري كوهي( هستند Vitisتجاري دارند از جنس 

 گونه است كه مهمترين آن 60همچنين اين گياه داراي  .)1390
vinifera  استفاده از انگور  ).2008 ،و همكارانارسيسلي (است

ارس آن به محدود به ميوه رسيده نيست بلكه، برگ و ميوه ن
 ،شهري وهمكاران كريمي. (صورت غوره مصرف غذايي دارد

 است ييدرخت انگور قابل استفاده دارو يها قسمت كليه. )1391
و داراي خواص بسياري از جمله دفع سموم بدن، تقويت كبد، 

 ي،نراق(موثر در درمان سل، سياه سرفه، نقرس و غيره ميباشد 
1389.(   

سم انگور در نواحي مختلف پلا به دليل حجم زياد ژرم
رقم از آنها گزارش شده  250اكولوژيكي كشور تاكنون بيش از 

به  PCRدر سالهاي اخير از نشانگرهاي مولكولي مبتني بر . است
عنوان ابزاري توانمند براي شناسايي چندشكلي و مطالعه تنوع و 

، همكاران وگالت ( روابط ژنتيكي در گياهان استفاده شده است
تنوع  ).2005دانوركار، ( ،)1994، و همكارانزيتكيويز ( ،)1998

حفظ  ينده،در آ ييو دارو ييمواد غذا يدتول ينتضم زيستي براي
 يدست نخورده و بكر، امر يعتموجود در طب يتوارث يرذخا

كه تنوع ژنتيكي  ).1382و همكاران،  يانمجنون( است يضرور
كه جمعيت  روشي براي آن استمرحله اي از تنوع زيستي است 

گروم و ( هاي محيط طبيعي وفق پيدا كند يك گونه به دگرگوني
شناسايي و  ،پيش شرط استفاده از ذخاير توارثي ).2006همكاران، 

توجه با اين  با .مطالعه تنوع ژنتيكي صفات مختلف در آنهاست
مورد كه براي اصلاح يك صفت بايستي تنوع كافي در دسترس 

 گزينش توان م كرد؛ اگر تنوع نباشد نميباشد تا به اصلاح آن اقدا
كاهش تنوع ژنتيكي علاوه بر اينكه بازدهي برنامه  .داد انجام

 مزارع در ژنتيكي يكنواختي ايجاد باعث دهد اصلاحي را كاهش مي
 و آفات برابر در كشاورزي محصولات شديد پذيري آسيب و

  ).  2007استراس و لانكو، (گردد  مي محيطي هاي تنش و ها بيماري
و قدرت تمايز،  DNAامروزه با توجه به توسعه نشانگرهاي 

قطعيت و فراواني آنها، بطور گسترده اي از اين نشانگرها در 
). 2001آميراجو و همكاران، ( كشاورزي استفاده مي شود

نشانگرهاي مولكولي مي توانند اطلاعاتي در مورد اهميت 
يك جمعيت،  خصوصيات تنوع، نظير جربان ژني و الگوي اصلي

و پراكندگي ) 2002هادكينگ و راماناتا، (در اختيار محقق قرار داده 
).  1995فرگوسون و همكاران، (و تنوع ژنتيكي را تشخيص دهند 

مي باشد كه مي توان از آن به عنوان  ISSRيكي از اين نشانگرها 
. و انگشت نگاري ژنتيكي استفاده كرد يابزاري مفيد در نقشه ياب

الگوي كمي نياز داشته و به علت طول زياد  DNAبه اين روش 
آغازگرها، دماي بالاي اتصال، سرعت و سادگي فني و رفتار مندلي 
ممكن است به سرعت ابزاري با ارزش براي تجزيه ژنوم گياه در 

بر اساس يافته ). 2001و همكاران،  آميراجو(آينده محسوب شوند 
كه مبتني بر مقايسه بين ) 2004(هاي سوفرامانين و گوپال كريشنا 

بوده است، مشخص شد كه  RAPDو  ISSRنشانگرهاي 
در . كارايي بيشتري دارند RAPDنسبت به  ISSRنشانگرهاي 

يدي مرادي و همكاران، به مطالعه ارزيابي روابط س 1391سال 
رقم بومي انگور استان كردستان با استفاده از  21ژنتيكي 

د كه بر اين اساس ژنوتيپ ها پرداختن ISSRنشانگرهاي مولكولي 
بيان كردند  2012در سال همچنين . گروه مجزا تقسيم شدند 4به 

در ) Vitis vinifera(حفاظت و خصوصيات منابع ژنتيكي انگور 
هاي اصلاحي  پلاسم، اساس استفاده آنها در برنامه هاي ژرم بانك

در آزمايش آرگاد  .شود بوده است كه سبب توسعه ارقام جديد مي
با ) Vitis vinifera(واريته انگور بيدانه  43) 2009(همكاران  و

بندي كلي بر  گروه. ارزيابي شدند ISSRپرايمر  14استفاده از 
كننده  نامه بود كه ثابت اساس خصوصيات موفولوژيكي و شجره

براي ارزيابي روابط ژنتيكي در ميان  ISSRسودمندي ماركرهاي 
، كه )2009(عليزاده و سين به يافته با توجه . هاي انگور بود واريته

هاي ريزازدياد شده مشتق شده از سه  برآورد ثبات ژنتيكي گياهچه
هاي انگور  ايجاد گياهچهبود،  ژنوتيپ پايه مادري مختلف انگور

پايدار ژنتيكي را ثابت كرد و كاربرد پروتكل ريزازديادي براي 
ا و مانجوش 2007در سال . مقياس تجاري توسعه يافته است

هاي انگور را به  همكاران، تنوع و روابط ژنتيكي ميان برخي واريته
در ميان بررسي كردند كه نتايج بيان داشت،  ISSR-PCRكمك 

وع بيشتري را توسط تن Vitis viniferaارقام مختلف انگور، 
اي مجزا بر اساس رنگ، عطر و طعم و بذر  گيري زيرخوشه شكل

  . آنها را آشكار ساخت
نيز با بررسي تمايز ژنتيكي انگور ) 2014(همكاران  چوداري و

 ISSR نشان دادند كه قدرت حل و فصل پرايمرهاي  ISSRبا 
و شاخص نشانگر  88/0تا  78/0از  PIC، ارزش 10و  3مابين 

)MI(  به ترتيب  88/6و  14/6با ارزش متوسط  80/8تا  89/3از



 

   ISSR237                                                                                  مولكوليبا استفاده ازنشانگر  Vitis viniferaبررسي تنوع ژنتيكي ارقام مختلف انگور 

اي مناسب  سيلهتواند و مي ISSRو بيان كردند كه . اند قرار گرفته
تامهانكار و . براي تكامل تنوع ژنتيكي ميان ارقام انگور باشد

مطالعه روابط ژنتيكي در انگورها نه بيان كردند  )2006(همكاران 
تنها براي اصلاح مهم است بلكه براي مطالعات تكاملي و حفظ 

بر اساس تحقيق آنها كه جداسازي  .پلاسم با اهميت است ژرم
بود، مشاهده شد كه  ISSRبا استفاده از نشانگر ر واريته هاي انگو

آنها بيان . دارند تنوع زيادي Vitis viniferaهاي متعلق به  واريته
رسد براي ارزيابي روابط  به نظر مي ISSRنشانگرهاي كردند 

. هاي انگور كارآمد و قابل اطمينان باشند ژنتيكي در ميان واريته
ارزيابي روابط ژنتيكي ميان  نيز با) 2005(دانوركار و همكاران 

يك سيستم ماركري  ISSRنشان دادند كه در هند  هاي انگور واريته
و  كارآمد و قابل اطمينان براي تجزيه و تحليل ارقام انگور است

به نظر رسيدند كه بسيار  Vitis viniferaهاي متعلق به  واريته
بر ) 2011(با توجه به بررسي نوين و همكاران  .باشند متنوع مي

در برخي از انگورهاي مصري،   ISSRچندشكلي مورفولوژيكي و 
تواند  گزارش كردند كه چگونه تجزيه و تحليل ذكر شده مي

نشانگرهاي مناسبي براي برآورد تكامل تنوع ژنتيكي انگور و به 
عنوان معيار در تعيين رقم و مطالعه روابط فيلوژني ميان ارقام را 

ت براي حفظ ژنتيكي در اين محصول همچنين اين صفا. فراهم كند
و  تنوع ژنتيكيبه منظور بررسي  بنابراين اين آزمايش.  مفيد بودند

با واريته هاي انگور در استان سمنان  ميزان قرابت خويشاوندي
  . انجام گرفت ISSRاستفاده از نشانگر 

 

  هامواد و روش
  تهيه نمونه گياهي

جدول (ري شد آو انگور از مركز تحقيقات شاهرود جمع رقم
در اين آزمايش برگ به عنوان بافت مورد نظر براي استخراج ).  1

DNA در آزمايشگاه براي جلوگيري از هضم . انتخاب گرديد
DNA به يخچال ها نمونههاي خود سلول،  ژنومي توسط آنزيم

oC20 - منتقل گرديدند.  
 

  DNAاستخراج 
، DNA :Tris-HClمواد مورد استفاده در تخليص 

)(EDTA Ethylenediamine- tetra acetic acid-
carboxyle ،Sodium dodecyl sulfate(SDS) ،Phenol ،

Chloroform ،Isoamylalchole،Cetyl Trimethyl 
Ammonium Bromide (CTAB)،NaCl ،Proteinase 

K ،RNase A ،Isopropanol، (70%) Ethanol آب دو و

 Doyle&Doyleافته ي اين پژوهش، از روش تغيير در . ربار تقطي
  .استفاده شد

  
  ارقام انگور مورد آزمايش -1جدول 

 نام رقم كد رديف

 سبزمال كاشمر 6001 1

 شاه پسند 6002 2

 فخري نيشابور 6003 3

 سبز  درگز 6005 4

 طرقي كاشمر 6009 5

 شاهاني 6010 6

 خليلي بيدانه قوچان 6011 7

 كلدري بيرجند 6012 8

 1ه پير قلي شمار 6013 9

 2پير قلي شماره  6014 10

 خليلي نر قوچان 6015 11

 شغالي نيشابور 6016 12

  
بافر استخراج  ،به منظور بالا رفتن كيفيت كار: مراحل استخراج

حاوي بافر  هاي ميكروتيوپبه  .شدهر روز درست و استفاده مي
تركيبات به منظور حذف  PVP% 2نول و امركاپتوات 1%استخراج، 

 20گرم به مدت به حمام آب ها ميكروتيوپ. داضافه شي فنول پلي
ي درجه 65در  CTABدقيقه منتقل شدند چراكه فعاليت بافر 

از گرم  7/0تا 3/0پس از ضدعفوني بافت برگي  . تسانتيگراد اس
درون هاون  گرم شده CTABميكروليتر بافر  700آن را به همرا 

ي حاصله نمونه .ت آيدتا محلول نرم و يكنواختي به دسساييده شد 
به  Kميكروليتر پروتئيناز  10تا  7و  هپ تميز منتقل شدوبه ميكروتي

تيگراد به ني سادرجه 65به حمام آب گرم  ها نمونه .آن افزوده شد
سپس داخل . قرار گرفتند و مداوم تكان داده شدند دقيقه 45ت دم

به . نددقيقه قرار گرفت 10 مدت به rpm   13000ميكروفيوژ با دور
به  25:24:1با نسبت  فنل-لروفرمك-ايزوآميل الكل محلول مورد نظر

 rpmميكروفيوژ پس از تكان محلول  .گرديد اضافه هر نمونه
لايه شفاف فوقاني با دقت  .دقيقه قرار داده شد 10به مدت  13000

-ايزوآميل الكل به محلول مورد نظر. به كمك سمپلر جدا شد
ها سپس سانتريفوژ نمونه .گرديد اضافه به هر نمونهفنل -لروفرمك

در اين . انجام شد و سوپرناتانت به ميكروتيوپ جديد منتقل گرديد
سرد افزوده و سپس  لوحجم ايزوپروپان 3/2مرحله به هر نمونه 
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تا به تدريج  اينورت كردهها چندين بار به آرامي پوميكروتي
دقيقه  30 ي مورد نظر به مدتنمونه .ظاهر شدند DNAهاي  رشته

دقيقه در  15فريزر قرار داده شد و سپس به مدت  - 20در دماي 
محلول رويي را خارج كرده و به . دور، ميكروفيوژ شدند 13200

ميكروفيوژ به . افزوده شد% 70ميكروليتر اتانول  200رسوب حاصله 
هاي موجود به طور كامل شسته دور تا نمك 13000دقيقه  5مدت 
معرض هوا قرار داده تا اتانول باقي مانده در نمونه را در . شوند

ميكروتيوپ حذف شود سپس با توجه به رسوب مورد نظر به نمونه
 .ها آب دو بار تقطير افزوده شد

با  دي ان اي هاي كيفيت نمونهپس از استخراج ماده وراثتي، 
و كميت  x TBE  5/0فـردرصد در با 5/0الكتروفورز ژل آگارز 

  . ز روش اسپكترفتومتري تعيين شدبا استفاده اآنها 

  انتخاب آغازگرها
سنتز شده توسط شركت  آغازگر 12 از پژوهش اين در

 آغازگرهاي نام و توالي ،2 جدول .محترم سيناكلون انجام شد
   .دهد مي نشان را تكثير هاي آزمايش در استفاده مورد

  مرازپلي اي زنجيره هاي انجام واكنش
پرايمر آورده شده در  12مراز با پلي اي زنجيره هاي واكنش

كه از سايت دانشگاه كلمبيا انتخاب و توسط شركت  2جدول 
 25مراز در حجم پلي اي زنجيره هاي واكنش. سينا كلون سنتز شد

  .انجام گرفت 3ميكروليتر با توجه به جدول 

  
  ويژگي مربوط به آغازگرها -2جدول 

  
  مرازغلظت مواد به كار رفته در واكنش زنجيره پلي - 3جدول

  رديف  نام آغازگر  )5′-3′(توالي آغازگر
5 -vhvgtgtgtgtgtgtgtgt-3′ Ubc890 1  

5-gagagagagagagagayc-3′Ubc841 2  
5 -gagagagagagagagac-3′Ubc811 3  

5 -agagagagagagagagca-3′ Ubc836 4  
5- gagagagagagagagayt-3′ Ubc840 5  

5 - gagagagagagagagayt -3′ Ubc842 6  
5-acacacacacacacacyg-3′ Ubc857 7  

5-cacacacacacaag-3′ 17899A  8  
5- (gt)8c-3′ Ubc820 9  

5-ACACACACACACACACT-3′ Ubc825 10  
5-CACACACACACACACAG-3′ Ubc818 11  

5-ATTAGCGCTTAATATAGG-3′ Ubc87912  

  مواد واكنش غلظت مقدار واكنش در نهايي غلظت
x1  5/2  10  ميكروليترx PCR Buffer  

  dNTPs  مولارميلي  2/0  ميكروليتر  5/1  مولارميلي 8/0
  Primer mix  مولارميكرو 10  ميكروليتر 1.2  مولارميكرو 2/0

  Taq DNA Polymeras  ميكروليتر/واحد 5  ميكروليتر  2/0  واحد 1
 MgCl2  ميلي مولار 50  ميكروليتر 0.75  مولارميلي 1.5

  dd H2O  ــــــ  ميكروليتر 8/17  ـــــ
  DNA  نانوگرم25  1 ميكروليتر نانوگرم 25
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 به هاسازي مخلوط واكنش ميكروتيوپپس از آماده نهايت در
با   Reccobet مـــدل اپنــدورف تـرمـوسـايـكـلــر دستـگاه

دقيقه كه  5درجه سانتيگراد به مدت  94چرخه دمايي يك سيكل 
 35دهد در گام بعد مياوليه در اين مرحله رخ  سازي واسرشته

درجه  36ثانيه،  7درجه به مدت  94سيكل كه واسرشت دومين در 
 72ثانيه و در نهايت  30دقيقه و 1درجه به مدت  72ثانيه و  45

  ). 1992يو، (دقيقه انجام گرديد  7درجه به عنوان بسط نهايي 
  

  PCR هاي وردهآفر الكتروفورز
ژنومي و  اي ندي امواد مورد استفاده در الكتروفورز 

 ،آب دو بار تقطير (D.D.W) :پي سي آرمحصول 

Ethylenediamine-tetra acetic acid-carboxyle 
(EDTA) ،Buric acid ،Agarose ،Tris-base ، رنگSafe 

Stain  وLader 1kb .هاي فرآورده تكثير كنترل منظور به 
 ايه فراورده از ميكروليتر 8 پليمراز، اي زنجيره واكنش از حاصل

 و بارگذاري درصد5/1 آگارز ژل روي واكنش اول بر دو يا يك
   .گرديد الكتروفورز

ساخت فرمنتاز آلمان به منظوره 1kb) لدر(از خط كشي ژني 
 دفترچه به توجه با. استفاده شد بررسي باندهاي پي سي آر

 قرار استفاده مورد وات 80 ثابت توان سيستم، خود راهنماي
پي  از حاصل نوارهاي وزن به با توجه نيز الكتروفورز زمان. گرفت
 نتايج به توجه باو   پژوهش اين در باز جفت حسب بر سي آر

 دقيقه 150-120الكتروفورز  شرايط سازي بهينه و اوليه آزمايشات

 يكديگر از پي سي آر محصولات تفكيك براي مناسبي زمان
  . شد داده تشخيص

  نتايج و بحث
  ژنومي ايدي ان  كيفيت و كميت تعيين

 منظور استخراج دي ان اي، از روش در اين پزوهش به 

Doyle and Doyle از  كه روشي داد نشان استفاده شد، نتايج
 روش شود استفاده% 2، هركدام به ميزان CTABو PVP تركيب
 چرا كه باشد؛ مي انگور دي ان اي گياه استخراج جهت مناسبي

CTAB ساكاريدها و  پلي به منظور حذفPVP منظور حذف به
گيري پيوند هيدروژني با فنولي از طريق شكل تركيبات پلي
فنولي  پلي آلودگي با تركيبات. ندداضافه ش فنوليتركيبات پلي

- پايين OD، 280/260ي محلول شده وباعث افزايش ويسكوزيته

  .)1992مالياكال، (خواهد بود  6/1 تر از
 

  اي ان دي قطعات تكثير از حاصل نتايج
 پرايمر 8 كه شد استفاده آغازگر 12 از مطالعه اين انجام يبرا

 ي آغازگرهاي كليه .نمودند توليد الكتروفورزي مشخص باندهاي

 كدام هيچ توالي و بودند G + C درصد 70 تا 60 داراي رفته بكار

 آغازگر هر. نبودند مكملي خود هاي بخش داراي آغازگرها، از

 قابل واضح بطور كه اندهاييب تنها كه كرد توليد باند تعدادي

 انتخاب ها اكوتيپ بندي منظورگروه به و امتيازبندي بودند مشاهده

 مرتب 4 جدول در آغازگر 8 از حاصل باندهاي مشخصات. شدند

 حاصله باندهاي كل تعداد ستوني نمودار همچنين .است  شده

  . است شده ترسيم 1 شكل آغازگر در هر توسط

  آنها يلو تحل يهژل و تجز يباندها يازدهيامتحاصل از  يجنتا -4دول ج
  لوكوس چندشكلي  تعداد لوكوس تعداد كل باندها دامنه انتخاب باندها آغازگر  رديف

1  A 2500 -250  56  8  7  
2  842  3000 -200  41  7  7  
3  840  2000 -300  45  9  9  
4  857  3000 -500  39  6  6  
5  811  3500 -250  43  8  8  
6  836  2500 -200  36  6  6  
7  890  2500 -200  48  7  7  
8  841  2000 -200  45  6  5 
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باند توسط كل نشانگرها به  353در مجموع  به طور كلي

بيشترين تعداد باند به دست آمده  وجود آمد كه از اين ميان
و كمترين تعداد باند بدست آمده  باند 56با  aمربوط به آغازگر 
دامنه انتخاب ازآنجا كه  .است باند 36با  836مربوط به آغازگر 

با داشتن  811جفت باز تعيين شد، آغازگر  200-3500باندها از 
 4جفت باز داراي بزرگترين اندازه دي ان اي و  3500قطعاتي با 

با دارا بودن قطعاتي به اندازه  842و  836، 890، 841آغازگر 
  .باشند جفت باز داراي كوچكترين اندازه دي ان اي مي 200

داراي  840نتايج اين آزمايش نشان ميدهد كه آغازگر 
ها  كه همه لوكوس) لوكوس 9(بيشترين تعداد لوكوس ميباشد 

و بيشترين سهم چندشكلي را  %)100(نشان دادند  را چندشكلي

، 857ها در آغازگرهاي  ترين تعداد لوكوسهمچنين كم. دارا بود
 5،  841آغازگر لوكوس بودند كه از ميان اينها  6با  841و  836

كمترين تعداد لوكوس  با لوكوس چندشكلي را نشان داد كه
  . چندشكلي در ميان ساير آغازگرها بود

 3/83و  5/87كه به ترتيب  841و  aبه غير از آغازگرهاي 
درصد  100درصد چندشكلي داشتند، ساير آغازگرها داراي 

 2در اين آزمايش . چندشكلي از ميان لوكوس هاي خود بودند
) منومورف(لوكوس داراي يك شكلي 2در ) 841و  a(آغازگر 

آغازگر  8لوكوس ديگر توليد شده توسط اين  55بودند و در 
 . چندشكلي مشاهده شد

      
  د  ج  ب  الف

      
  ن  ي  و  ه

با  842) نمونه، ه 12با  841) نمونه، د 12با  840) نمونه، ج 12با  836) نمونه انگور، ب 12با  811مراز آغازگرهاي واكنش زنجيره پلي) الف -1شكل 
  .نمونه 12با  890) نمونه و ن 12با  a) نمونه، ي 12با  857) نمونه، و 12

تواند  مي  ISSR اين نتايج بيان داشت نشانگرهاي
هاي انگور و هيبريدهاي  مورفيسم بالايي را در بين ژنوتيپ پلي

ش مناسبي براي رو  ISSRآنها تعيين كند، و همچنين تكنيك
قريشي و ( باشد تعيين تنوع ژنتيكي در بين ارقام انگور مي

  ). 1391همكاران، 
با توجه به نتايج حاصل از مشاهده كل باندهاي بدست آمده 

واريته انگور، به ازاي كليه آغازگرهاي استفاده شده  12از 

بيشترين تعداد اين باندها در ارقام سبزمال كاشمر، شغالي نيشابور 
باند و پس از آنها در ارقام طرقي كاشمر، شاهاني و خليلي  35ا ب

كمترين ميزان باندهاي بدست . باند مشاهده شد 33نر قوچان با 
باند و  23با  1آمده به ازاي كليه آغازگرها نيز در ارقام پيرقلي 

  ). الف:1نمودار (باند بود  24سبز درگز با 
 12دي ان اي  مده از تكثير قطعاتهمچنين نتايج بدست آ

واريته انگور نشان داد، بيشترين تعداد كل باندهاي بدست آمده 
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با  890پس از آن پرايمر . باند مشاهده شد 55با  aتوسط آغازگر 
و كمترين تعداد باند تشكيل  باند در مرتبه بعدي قرار گرفت 48

  ).ب:1نمودار ( بودباند  36با  836شده با آغازگر 

  ب الف
  تعداد كل باند هاي حاصل از هر آغازگر)  تعداد كل باندهاي توليد شده در هر واريته به ازاي كليه آغازگرهاي استفاده شده و ب) الف -1نمودار 

  
مطابقت ) 1386(ن نتايج با نتايج رمضاني و همكاران اي

ها  استفاده شده در تمام ژنوتيپداشت، مبني بر اينكه نشانگرهاي 
يك مجموعه   ISSRلذا تكنيك. چندشكلي بالايي نشان دادند

نشانگري مفيد براي شناسايي ژنتيكي انگورهاي ايراني به حساب 
همچنين اين نتايج در تطابق با نتايج سيدي مرادي و  .دآي مي

تواند  مي ISSRنگاري  انگشت بيان داشت، ) 2012(همكاران 
  . هاي انگور استفاده شود چندشكلي براي ژنوتيپ براي كشف

در تعيين قرابت ها  نتايج حاصل از تجزيه تحليل داده
با توجه به دي ان اي تكثير شده و باندهاي  ها ژنوتيپ

 SPSS16ها توسط نرم افزار  حاصل، تجزيه تحليل داده
 ).5جدول(انجام شد و ميزان تشابه بين ارقام محاسبه گرديد 

حاصل از نشانگر  0و  1ارقام بر اساس ماتريس  بندي گروه
 UPGMAرپيد و برمبناي ضريب تشابه جاكارد و روش 

ها و  با توجه به نتايج حاصل از تجزيه داده. انجام شد
ها بر اساس  دندروگرام تعيين ميزان خويشاوندي بين ژنوتيپ

بر اين . بندي شدند گروه دسته 5ضريب جاكارد، ارقام در 
سبزمال كاشمر، خليلي بيدانه قوچان و شاهاني اساس ارقام 

همچنين اين نتايج نشان داد كه . در رديف اول قرار گرفتند
سبزمال كاشمر و خليلي ( 7و  1بيشترين تشابه بين ارقام 

  . باشد، وجود دارد مي 619/0كه معادل ) بيدانه قوچان
، شغالي نيشابور و خليلي نر 2در رديف دوم ارقام پيرقلي 

همچنين ارقام كلدري . قرار گرفتند) 11و  12، 10( قوچان
تنها در . در رديف سوم جاي گرفتند 2بيرجند و پيرقلي شماره 

رديف چهارم يك رقم جدا قرار گرفت كه رقم سبز درگز 
در رديف پنجم نيز ارقام فخري نيشابور، طرقي كاشمر و . باشد مي

نسبت به شاه پسند قرار گرفتند كه تشابه ژنتيكي نزديكتري 
كه ارقام ( 10و   2كمترين ميزان تشابه را ارقام . يكديگر داشتند

 205/0باشند كه برابر  دارا مي) هستند 2شاه پسند و پيرقلي 
.باشد مي

  
  

  بندي ارقام گروه -5جدول 
  5  4  3  2  1  رديف
  2،  5،  3  4  9،  8  11،  12،  10  6،  7،  1  گروه
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اين تحقيق ارقام مختلف را توانست در  ISSRكه تكنيك از آنجا 
يك  ISSRكه در گروه هاي مجزا قرار دهد، لذا ميتوان گفت 

سيستم ماركري كارآمد و قابل اطمينان براي تجزيه و تحليل ارقام 
. مشابه بود )2005(و همكاران  دانوركاركه با نتايج  انگور است

ر همچنين اين مطالعه آشكار كرد كه رابطه ژنتيكي ميان ارقام انگو
ارزيابي شود كه با نتايج  ISSRتواند با استفاده از نشانگر  مي

همينطور در . در يك راستا بودند) 2007(مانجوشا و همكاران 
بود كه بيان كردند ) 2009(تطابق با نتايج آرگاد و همكاران 

نامه بود  بندي كلي بر اساس خصوصيات موفولوژيكي و شجره گروه
براي ارزيابي روابط  ISSRهاي كننده سودمندي ماركر كه ثابت

  . هاي انگور بود ژنتيكي در ميان واريته

   

  
 تشابه جاكارد يببراساس ضر ها يپژنوت ينب يشاونديخو يزانم ييندندروگرام تع -2شكل 

  

  )PopGen32نرم افزار(نتايج حاصل از تجزيه و تحليل داده ها
توسط فرانسيس و  1999در سال   PopGen32نرم افزار

افزاري است كه تجزيه نرم PopGen32. ان طراحي شدهمكار
انجام  UPGMAها را بر اساس ضريب تشابه ني و روش  داده
براي محاسبه هتروزيگوسيتي همچنين اين نرم افزار . دهد مي

مـشاهده شـده، هتروزيگوسيتي قابل انتظار، تعداد آلل هاي موثر، 
افزار  منر. استفاده ميشود شـاخص تثبيـت و ضـريب شـانون

TreeView هاي  كه از دادهPopGen 4كند به  استفاده مي 
رسم كند كه دو نمونه از ) گراف(تواند نمودار  شكل متفاوت مي

 .نشان داده شده است 3ها در شكل  اين گراف

امروزه استفاده از نشانگرهاي مولكولي منجر به به طور كلي 
حدادي ( هاي اصلاحي شده است افزايش سرعت و دقت برنامه

 ISSR ماركرهاي كه داد نشان اين نتايج). 1391نژاد و همكاران، 

 ارقام  دارند نمودن متمايز و شناسايي در توانايي و پتانسيل داراي

 در ISSR كاربرد كرد، اشاره آن به توان مي كه مهمي مسئله و

 به .باشد مي يكديگر با ارقام ارتباط ژنتيكي و ارقام شناسايي

 مبداهاي يا و نژادي اطلاعات داشتن دست در كه طوري

 ارقام ژنتيكي ارتباط صحيحي طور به تواند ارقام نمي جفرافيايي

 ژنتيكي و ارتباطات ماركرها، دي ان اي حاليكه در .بدهد نشان را

. دهند مي نشان بيشتر و بهتر را يكديگر با ارقام نزديكي و دوري
 گيرند و قرار ستفادهمورد ا ماركرها دي ان اي  كافي اندازه به اگر

 توسط مسئله اين باشند شده پراكنده كروموزوم سرتاسر در

؛ 1997؛ ايكبال، 2005ژانگ، . (شده است بيان محقق چندين
سطح بالاي تنوع مشاهده شده در ارقام همچنين ). 1995مولتاني، 
هاي اصلاحي جهت توليد ارقام بهتر و  تواند در برنامه بومي مي

رقام به عنوان والد بخشنده جهت انتقال صفات استفاده از اين ا
صيدي (هاي پرمحصول مورد استفاده قرار گيرد  مطلوب به واريته

  ). 1391مرادي و همكاران، 
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  بالف 

  Uوش بر اساس ماتريس تشابه مبتني بر ضريب تشابه ني و ر) Slanted Cladogram) (بو  PopGenنرم افزار )  گراف هاي رسم شده با الف -3شكل 
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Abstract 

Grapes is one of the most important horticultural products in the world and Iran and has a wide genetic 

diversity, so the purpose of this research was to investigate of the genetic diversity and to asses of 

introduced grapes cultivars (Vitis vinifera) at the molecular level using ISSR marker. For DNA extraction 

modified method of Doyle and Doyle was used and at the next step, 12 genotypes were examined by 12 

primers. Cluster analysis was performed by PopGen32 and SPSS9 softwares. The resulted clustering were 

divided cultivars into 5 groups by both softwares. In analyzing data, the percentage of polymorphism and 

the number of polymorphic loci were obtained 96.49 percent and 55, respectively. Cophenetic coefficient 

was 0.8 for Jaccard coefficient and straw, is indicating a fine fit between the dendrogram and the main 

similarity matrix. The bands that were obviously visible were reviewed. Results showed that a total of 353 

bands were generated by the markers. Results showed that a total of 353 bands were generated by the 

markers. Results showed that 353 bands were generated by the markers. The size of bands was various 

between 200 and 3000 bp. The highest similarity was 0.619 for number one and number 7 varieties and 

the least one was 0.205 for number10 and number 2 varieties. Because the most amount of bond were 

observed by primer a (56 bands), this primers was able to determine the genetic gap of Primerrelated 

varieties better than other primers. 
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