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  چكيده

به علت داشتن مصارف متعدد به عنوان يك منبع مهم غذايي است و  Vitaceaeمتعلق به تيره انگور 

حجم آب ميوه، درصد شامل صفت  14با  مرتبط به منظور شناسايي نشانگرهاي. هميشه مورد توجه بوده است

تك وزن  ،ن تك خوشه و وزن تك حبه، وزن گوشت ميوهزني دانه گرده، درصد تشكيل ميوه، ميانگين وز جوانه

رقم انگور  48ميوه در  pHبذر، طول و عرض خوشه و سيستم باردهي، مواد جامد محلول ميوه، مقدار اسيد و 

جفت آغازگر  22از  مركز تحقيقات كشاورزي و منابع طبيعي استان آذربايجان غربيايراني موجود در كلكسيون 

SSR  يگرآغازتركيب  7و AFLP داري بين تعدادي از رابطه معني رگرسيون گام به گامتجزيه . استفاده گرديد

 SSRنشانگر  18آلل از  49در كل . صفت مورد مطالعه در ارقام انگور نشان داد 14 تماميو  SSRنشانگرهاي 

آلل بيشترين و  7وزن حبه و وزن گوشت ميوه هركدام با . صفت نشان دادند 14دار با تغييرات ارتباط معني

را  مرتبط، اسيد ميوه، حجم آب ميوه و درصد جوانه زني گرده با يك آلل كمترين تعداد آلل ميوه pHصفات 

صفت نشان  14داري با تغييرات قطعه رابطه معني 49مورد استفاده،  AFLPجفت تركيب آغازگري  7از  .داشتند

بيشترين  مرتبطنشانگر  11وزن گوشت ميوه با . بودندتعدادي از اين قطعات براي صفات مختلف مشترك . دادند

مترين ك ،مرتبطو صفات مواد جامد محلول، درصد تشكيل ميوه، جوانه زني گرده و عرض خوشه با يك نشانگر 

 . را به خود اختصاص دادند AFLP مرتبطتعداد نشانگرهاي 
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  مقدمه

انگور به علت داشتن مصارف متعدد به         

بشر عنوان يك منبع مهم غذايي هميشه مورد توجه 

است  Vitaceaeمتعلق به تيره اين گياه  .بوده است

ها در  گل .گونه دارد 700جنس و  13كه بيش از 

كامل بوده و يا به صورت تك جنس نر  يا اين تيره

، Ampelopsis هاي جنس. شوندو ماده ديده مي

Vitis  وParthenocissus   در نواحي معتدله رشد

ها در نواحي گرمسيري و نيمه جنس سايركنند و مي

 ,Doulati Baneh(باشند گرمسيري پراكنده مي

ترين جنس اين خانواده از لحاظ  مهم ).2007

كه شامل دو  باشد مي Vitisاقتصادي و غذايي جنس 

كروموزوم و زيرجنس  38با  Euvitisزيرجنس 

Muscadinea  زيرجنس . استكروموزوم  40با

Muscadinea  در بوده در قاره آمريكا پراكنده

داراي تعداد زيادي  Euvitisكه زير جنس  حالي

 Janick and(باشد گونه در مناطق مختلف جهان مي

James, 1996.(  در حال حاضر منشاء اغلب ارقام

 باشدشناسان ميمورد بحث كار ،انگور موجود

هيچ توافقي در مورد مركز اوليه اهلي كه بطوري

 وجود نداردآن شدن انگور و يا مراكز ثانويه 

(Labra et al., 2003).  براساس مطالعات

است كه   شناسي گياهي پيشنهاد شده باستان

شدن انگور ابتدا در نيمه دوم هزاره چهارم قبل  اهلي

وار، ناحيه ج از ميلاد مسيح در دو ناحيه هم

شامل جنوب آناتولي، سوريه، شمال ( مزوپوتاميا

و جنوب درياي خزر ) لبنان، كردستان و غرب ايران

برطبق تئوري واويلوف اهلي . اتفاق افتاده است

ابتدا در ناحيه درياي خزر  Viniferaشدن انگور 

تنوع ژنتيكي  بيشترين آن ناحيهاتفاق افتاده كه در 

  ).McGovern, 2003(است گرديدهمشاهده 

تا  800بر اساس گزارشات موجود در حدود 

رقم انگور در ايران وجود دارد كه تعدادي از  1000

اين ارقام از اهميت اقتصادي بالايي بويژه براي 

-مصارف تازه خوري و تهيه كشمش برخوردار مي

 انگوراز جمله ارقام مهم ). Zahedi, 1996(باشند 

انه قرمز، عسكري، سفيد، بيد بيدانهتوان به مي

ياقوتي، شاهرودي، شاهاني، ريش بابا، پيكاني، 

چندين رقم ديگر اشاره  ، صاحبي ورشهفخري، 

 Viniferaانگورهاي خوراكي ايران از گونه . نمود

دو نوع انگور  در ايران علاوه بر اين گونه،. باشندمي

در شمال كشور و  Labruscaeشامل گونه 

در  Silvestris انگورهاي وحشي از زير گونه

 هاي هاي شمال و مناطق مرطوب دامنه كوه جنگل

 ,.Doulati baneh et al(يز وجود دارند زاگرس ن

2007.(  

و اهميت اقتصادي انگور به دليل تنوع ارقام 

هاي آن، مطالعات وسيعي در شناسايي ارقام و گونه

مقاومت  ،مورفولوژيكيجديد، بهبود خصوصيات 

 نژادي بهها از طريق تنش ها و به آفات و بيماري

اندازه ژنوم ). Karami, 1996( است  انجام گرفته

جفت  75/4 ×108كروموزوم در حدود  38انگور با 

هاي تكراري و اين ژنوم تركيبي از توالي. باز است

% 95تكراري بيش از  DNAباشد كه غيرتكراري مي
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 ).Grassi et al., 2002(دهد كل ژنوم را تشكيل مي

در كنترل صفات دخيل ي نواحي ژنومي شناساي

و به دو است  كمي بر مبناي عدم تعادل پيوستگي

كه  تجزيه پيوستگي: گيردروش اصلي صورت مي

مانند  ساختگيهاي در اين روش اغلب از جمعيت

، تلاقي برگشتي، هاپلوييدهاي مضاعف كه F2نسل 

در آنها عدم تعادل پيوستگي در بيشترين حد خود 

بر مبناي تعيين اين روش . شودمي استفاده است

همبستگي نواحي كروموزومي مشترك بين 

خويشاوندان در يك جمعيت در حال تفرق با 

امروزه علاوه بر اين از  .صفت مورد مطالعه است

نيز  )Association analysis( تجزيه ارتباطروش 

 هاي ژني دخيل در صفات كميبراي شناسايي مكان

در اين روش برخلاف  .شوداستفاده مي و كيفي

ارتباط بين ژنوتيپ و فنوتيپ افراد تجزيه پيوستگي، 

مستقيما براي شناسايي نواحي كروموزومي دخيل 

روش تجزيه . شوددر كنترل صفت بررسي مي

در گياهان چند ساله و بويژه درختان ميوه پيوستگي 

- بواسطه نياز به زمان طولاني براي توليد جمعيت

ها به ت برخي از گونههاي مصنوعي و حساسي

ها، آميزي در راستاي ايجاد اين جمعيتخويش

بنابراين به عنوان روشي . رسدعملي به نظر نمي

جايگزين، اخيرا از تجزيه ارتباط ژنوتيپ و فنوتيپ 

 ,.Gupta et al) شودميگياهان استفاده اين در 

پلاسم اين مطالعات شامل استفاده از ژرم. (2005

اسايي نشانگرهاي مولكولي مرتبط با گياهان براي شن

در پژوهشي . تغييرات صفات مورد بررسي است

Fanizza et al. (2005)  براي شناساييQTL هاي

 184جمعيتي شامل موثر در عملكرد ميوه در انگور، 

 203با استفاده از را  V. viniferaژنوتيپ انگور 

مورد  SSRآغازگر  جفت 55و  AFLP نشانگر

انگور عملكرد  كه نشان داد نتايج. دنددابررسي قرار 

ساله اين گونه، كنترل  چندبا توجه به طبيعت 

 نتايج حاصل از بررسي .اي دارد ژنتيكي پيچيده

QTL يك باروري انگور نشان داد كه در هاي موثر

QTL  پايداري بالايي  5در گروه لينكاژي بزرگ اثر

در  ديگر QTL 3بعلاوه . داردهاي بعدي  در نسل

 14در گروه لينكاژي  QTLو دو  5ه لينكاژي گرو

هاي بعدي فقط در  شناسايي شدند كه در نسل

. (Doligez et al., 2010) ندنتاج فعال بودبرخي 

تاكنون تجزيه ارتباط براي بسياري از صفات 

هاي مورفولوژيك به منظور شناسايي مكان

ر ودر انگكنترل اين صفات در دخيل كروموزومي 

اين تحقيق بنابراين هدف از . تگزارش نشده اس

به هاي انگور نگاري تعدادي از ژنوتيپ انگشت

نشانگرهاي مرتبط با برخي صفات شناسايي منظور 

   . بودمورفولوژيك 

  

  هامواد و روش 

  مواد گياهي

رقم انگور زراعي  48در اين مطالعه از 

مركز تحقيقات كشاورزي و در كلكسيون موجود 

 گرديداستفاده  بايجان غربيمنابع طبيعي استان آذر

  ).1جدول (
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  .تحقيق حاضردر مورد استفاده  انگور ارقاماسامي   - 1جدول 
Table 1- Grapevine varieties used in the current study. 

 English  نام فارسي English name  نام فارسي English name  نام فارسي

name 

 Mayeh mo مايه مو Gara shireh قره شيره Red Rish baba قرمز ريش بابا

 Red تبرزه قرمز Askari عسكري Tayefi طايفي

tabarzeh 

 White بيدانه سفيد Red keshmesh كشمش قرمز

bidaneh 
 White shakh سفيد شخ شخ

shakh 

 Gezel uzum قزل اوزوم Rejin  رجين Fakhri فخري

 Garmian گرميان Sarguleh سرقوله Shahroudi شاهرودي

 Ink amji اينك امجي Chava ga چاوه گا Gara shani ره شانيق

 Red laal لعل قرمز Yaguti ياقوتي Sahebi صاحبي

 Gara قره گندمه White khalili خليلي سفيد

gandomeh 
 Xandaei گزندايي

 Agh shani  آغ شاني Dastarchin  دسترچين Rezgi  رزقي

 Jigh jigha  غ جيغاجي Red khalili  خليلي قرمز Hoseini  حسيني

 White  تبرزه سفيد

tabarzeh 
 White laal  لعل سفيد Agh malhi  آق ملحي

 Kelkeh rivi  كلكه ريوي  Goi molki  گوي ملكي Gara malhi  قره ملحي

 Common  سياه معمولي Sayani  ساياني Sagal solyan  سقل سوليان

black 

 Sachakh  ساچاخ kalati  كلاتي At uzum  ات اوزوم

 Mam  مام برايمه Black laal  عل سياهل

braymeh 
 Shirazi  شيرازي

 Angutka  انگوتكه Bul mazu  بول مازو Rasheh  رشه

  

  

  صفات كمي و كيفي ارزيابي 

ساله  14بوته  12از هركدام از اين ارقام         

ها به صورت ايستاده با روش تاك. انتخاب شدند

يون انگور تربيت كوردون دو طرفه، در باغ كلكس

ايستگاه تحقيقات باغباني دكتر نخجواني كهريز 

در زمان تشكيل ميوه و زمان . شوندنگهداري مي

حجم آب ميوه، كدام از صفات ها هررسيدن حبه

در (زني دانه گرده، درصد تشكيل ميوه درصد جوانه

، ميانگين )و كنترل شده گرده افشاني آزادحالت 

ن گوشت ميوه خوشه و وزن تك حبه، وزوزن تك

و تك بذر، تعداد بذر، طول، عرض خوشه، مواد 
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 10ميوه در  pHجامد محلول ميوه، مقدار اسيد و 

براي اندازه  .گيري شدنداندازهسال  3در  تكرار

عصاره  ،)ليتربر حسب ميلي(حجم آب ميوه گيري 

- گرم ميوه هر رقم بعد از آب 100استحصالي از 

گيري  رج اندازهگيري و صاف كردن با استوانه مد

 ،زني دانه گرده درصد جوانهگيري  براي اندازه .شدند

درصد  70الي  50هاي ارقام انگور در زمان خوشه

اي دهي از بوته جدا و روي يك ظرف شيشه گل

هاي گرده با استفاده از تميز تكان داده و سپس دانه

آوري و در ظروف مخصوص نگهداري تيغ، جمع

ط يك درصد آگار همراه ها روي محيگرده. شدند

روز مدت يك شبانهدرصد ساكارز كشت و به 5با 

. داري شدندگراد نگهدرجه سانتي 26در دماي 

سپس در چندين ميدان ديد ميكروسكوپ تعداد 

زده و تعداد كل، شمارش و درصد هاي جوانهدانه

رصد براي محاسبه د .زني محاسبه گرديدجوانه

گذاري سه عدد  هاز دو روش كيس، تشكيل ميوه

) با اندازه و موقعيت تقريباً مشابه(خوشه از هر رقم 

استفاده ) گرده افشاني آزاد(گذاري و هم بدون كيسه

  . شد

هاي تشكيل و تعداد حبه با شمارش تعداد كاليپترا

 ×100درصد تشكيل ميوه از فرمول  ،شده

 .محاسبه شد (%)تشكيل ميوه = تعداد حبه /تعدادگل

تك خوشه و وزن تك حبه از توزين  ميانگين وزن

 .دست آمدعدد حبه به 100چهار عدد خوشه و 

تعداد  ،بذر وزن گوشت ميوه و تكگيري  براي اندازه

حبه انگور از هر رقم انتخاب و توزين شدند و  30

سپس با جدا كردن بذرهاي هر حبه، وزن گوشت 

دست آمد و از اختلاف وزن كل به گوشت  ميوه به

همچنين تعداد بذر . بذر محاسبه شدوزن  ،حبه

گيري موجود در هر حبه نيز شمارش و ميانگين

هاي از هر بوته تعداد سه خوشه از موقعيت. گرديد

طول و عرض  يكسان روي شاخه انتخاب و صفات

مقدار مواد جامد محلول  .گيري شدنداندازه خوشه

ميوه با استفاده از دستگاه رفراكتومتر، مقدار اسيد با 

متر pHميوه با استفاده از دستگاه  pHيتراسيون و ت

 . گيري شدنداندازه

   

  مولكولي هايارزيابي

عدد برگ   DNA ،10-5جهت استخراج 

از هر نمونه انگور بدون ) سانتي متر 2-5(جوان 

گذاري، در  دمبرگ برداشته شدند و پس از اتيكت

درجه سانتي   - 80ازت مايع منجمد و به فريزر 

 Lodhiبا روش  DNAاستخراج  . قل شدندگراد منت

كميت براي ارزيابي  .انجام شد (1994)و همكاران  

به ترتيب از استخراجي  DNAكيفيت و 

 280و  260در طول موجهاي  اسپكتروفتومتر

درصد استفاده  1رز ژل آگارز وو الكتروف نانومتر

استفاده در  جهتها، پس از تعيين غلظت نمونه .شد

 25اي پلي مراز غلظت آنها به مقدار واكنش زنجيره

نشانگرهاي نانوگرم در ميكروليتر براي تجزيه 

  .رقيق شدند AFLPريزماهواره و 
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  ها ريزماهواره هاي تكثير واكنش

جفت آغازگر  22در اين بررسي از 

اساس  .)2جدول ( شد اي استفادههسته ريزماهواره

 درآنها  يانتخاب اين آغازگرها، چندشكلي بالا

 Sefc et al., 2000; Laucou et)مطالعات قبلي بود

al., 2011) . هاي ريزماهواره،  براي تكثير جايگاه

ميكروليتر با  10مراز با حجم  اي پليواكنش زنجيره

 وميزيمن ديكلر، برابر PCR 1بافر اجزايي به تركيب 

  Taqميآنز، مولار يليم dNTP10، مولار يليم 5/2

 10با غلظت آغازگرها م از هر كدا، واحد 1پليمراز 

 .شد انجام نانوگرم 25ي الگو DNAو  ميكرومولار

يك چرخه بصورت  PCRهاي حرارتي چرخه

دقيقه و دماي  4سازي اوليه به مدت  شامل واسرشته

 چرخه شامل 35گراد، درجه سانتي 94

گراد به مدت يك درجه سانتي 94: سازي واسرشته

بسته به  اي الگوه اتصال آغازگرها به رشته، دقيقه

گراد به مدت درجه سانتي 59تا  50 نوع آغازگرها

گراد به درجه سانتي 72 در دمايبسط ، يك دقيقه

- درجه سانتي 72بسط نهايي شامل و  دقيقه 2مدت 

براي تفكيك محصولات  .دقيقه بود 7گراد به مدت 

PCR درصد و  6ساز  لاميد واسرشتهياكر ژل پلي از

جهت تعيين  .ره استفاده شدآميزي نيترات نق رنگ

هاي پنج رقم اندازه نسبي قطعات تكثيري، از آلل

 ,Cabernet sauvignonانگور مرجع شامل 

Cabernet franch, Pinot noir, Chardoney, 

Barbera   به صورت بارگذاري چند تايي محصول

PCR  آنها براي هر نشانگر در طول ژل و استفاده از

 DNA Molecular Weightنشانگر وزن مولكولي،

Marker VIII (0.019-1.11kbp)  « از شركت

Roche در دو انتها و وسط ژل  استفاده گرديد .

براي الكتروفورز از دستگاه الكتروفورز عمودي 

  .استفاده شد Bio Radشركت 

  

   AFLPهاي واكنش

و  Vosبر اساس روش  AFLPهاي واكنش

ه بدين ترتيب ك. انجام گرفت) 1995(همكاران 

DNA )200 به مدت سه ساعت با آنزيم) نانو گرم -

هضم و  Mse1(1U)و EcoR1(1U)هاي برشي 

 Mse1و) EcoR1 )pmol5سپس آداپتورهاي 

)pmol5 ( توسط آنزيمT4-DNA-Ligase  به

اين واكنش در . قطعات حاصل از برش متصل شدند

گراد و به مدت شش ساعت درجه سانتي  37دماي 

به عنوان الگو در واكنش  اين محلول .ادامه يافت

تكثير اوليه استفاده شد كه حاوي آغازگرهاي مكمل 

توالي ناحيه مركزي آداپتورهاي دو آنزيم بكار رفته 

ميكروليتر مخلوط  20اجزاي واكنش شامل  .باشدمي

DNA نانوگرم از  50متصل شده به آداپتور، / برشي

ميكرومول از هر كدام  200آغازگرهاي انتخابي، 

 5و  Dynazyme Пواحد آنزيم  dNTP  ،5/0از

  .ميكروليتر بافر بود
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 .تحقيق حاضردر نام، توالي و خصوصيات آغازگرهاي ريزماهواره مورد استفاده  - 2دول ج

Table 2- Name, sequence and properties of SSR primers used in current study. 

PIC
d
 He

c
 

 تنوع ژني

Genic 
diversity 

 تعداد آلل

Number 
of 

alleles 

بيشترين 
 فراواني آللي

The max 
allelic 

frequency 

سايز 
 آلل

Allele 
size 

LG
b
 Ta

a
 

Forward (5’ – 3’) 
Reverse (5’ – 3’) 

 آغازگر
Primer 

0.74 0.89 0.77 8 0.34 
153-
171 

5 50 
ggtctgaatacatccgtaagtatat 
acggtgtgctctcattgtcattgac 

VrZAG47 

0.76 0.75 0.78 11 0.39 
186-
206 

7 50 
ggtgaaatgggcaccgaacacacgc 
ccatgtctctcctcagcttctcagc 

VrZAG62 

0.82 0.97 0.84 11 0.26  135-
163 

10 58 
tatgaaagaaacccaacgcggcacg 
tgcaatgtggtcagcctttgatggg 

VrZAG64 

0.37 0.26 0.45 3 0.68 
188-
200 

4 52 
ggcggaggcggtagatgagagggcg 
acgcaacggctagtaaatacaacgg 

VrZAG83 

0.83 0.75 0.85 12 0.23 
224-
246 

16 56 
ctagagctacgccaatccaa 
tataccaaaaatcatattcctaaa 

VVMD5 

0.79 0.78 0.81 9 0.24 
236-
264 

7 54 
agagttgcggagaacaggat 
cgaaccttcacacgcttgat 

VVMD7 

0.82 0.88 0.84 14 0.27 
137-
230 

11 56 
taacaaacaagaagaggaat 
agcacatccacaacataatg 

VVMD8 

0.46 0.48 0.53 5 0.62 
212-
224 

18 56 
tgactcgccaaaatctgacg 
cacacatatcatcaccacacgg 

VVMD17 

0.57 0.76 0.63 5 0.51 
243-
266 

6 56 
ggttgtctatggagttgatgttgc 
gcttcagtaaaaagggattgcg 

VVMD21 

0.74 0.68 0.78 8 0.26 
237-
267 

11 56 
ttccgttaaagcaaaagaaaaagg 
ttggatttgaaatttattgagggg 

VVMD25 

0.42 0.54 0.5 5 0.62 
247-
261 

1 56 
gagacgactggtgacattgagc 
ccatcaccaccatttctactgc 

VVMD26 

0.71 0.79 0.75 8 0.37 
175-
194 

5 56 
gtaccagatctgaatacatccgtaagt 
acgggtatagagcaaacggtgt 

VVMD27 

0.71 0.69 0.74 9 0.39 
239-
271 

4 59 
tatgattttttaggggggtgagg 
ggaaagatgggatgactcgc 

VVMD32 

0.86 0.97 0.87 14 0.18 
123-
153 

11 53.4 
cagcccgtaaatgtatccatc 
aaattcaaaattctaattcaactgg 

VVS2 

0.37 0.65 0.49 2 0.56 
212-
218 

2 52 
tgccctatcaattagttcaccta 
tcgactttgatatattgatgatt 

VVS3 

0.49 0.59 0.53 6 0.64  166-
180 

8 58 
ccatcagtgataaaacctaatgcc 
cccaccttgcccttagatgtta 

VVS4 

0.77 0.75 0.79 11 0.39 
120-
167 

14 58 
cactggcctgttgggagataat 
ccttcaactggaaaagcctgtc 

ISV2 
(VMC6e1) 

0.59 0.83 0.65 5 0.4 
133-
149 

2 58.4 
aaggaggagttgagatgtagta 
gagtaagagagaagcaagaaaa 

ISV3 
(VMC6f1) 

0.73 0.86 0.76 6 0.3 
162-
199 

2 59 
tgcatagtgctgtaggccattg 
tctgtcattgctgtccctttca 

ISV4 
(VMC6g1) 

0.56 0.5 0.63 9 0.46 
130-
198 

- 55 
catcattcatccaaattatgtag 
tttagtaggttagggataccagt 

VMC6g10 

0.73 0.89 0.76 12 0.38 
132-
186 

9 58 
ctctcttttccgaaattggggt 
attttccctggaaacaaagtgg 

VMC6d12 

0.88 0.88 0.89 15 0.19 
93-
145 

- 50 
caacagaattcaaatgaaatgga 
caaacagcataaatacacaagga 

VMC6g7 

 ميانگين     0.39 8.6 0.71 0.72 0.67

Ta :دماي اتصال ،LG :گروه لينكاژي ،He :هتروزيگوسيتي مورد انتظار ،PIC :نشانگرهاي گروه لينكاژي. طلاعاتي نشانگرمحتواي ا VMC6g10 

  .باشدمشخص نمي VMC6g7و 
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ميكروليتر  50اين واكنش تكثير در حجم 

درجه  94هاي حرارتي شامل چرخه .انجام شد

- چرخه شامل واسرشته 20، )دقيقه 2(گراد سانتي

درجه  60، اتصال در )ثانيه 45(درجه  94سازي در 

و سپس ) دقيقه 1(درجه  72و بسط در ) ثانيه 30(

دقيقه  7درجه به مدت  72مرحله بسط نهايي در 

با آب  1:  50محصول تكثير  اوليه به نسبت . بود

آغازگرهاي . رقيق و براي تكثير انتخابي استفاده شد

ECOR1  استفاده از ايزوتوپ باY32 p ATP  نشان

 20مخلوط تكثير انتخابي به حجم نهايي . دار شدند

ميكرو مخلوط رقيق شده  5/2ميكروليتر، شامل 

نشان دار  ECOR1نانوگرم از آغازگر  5تكثير اوليه، 

ميكرو  MseI  ،200نانو گرم از آغازگر  30شده، 

 Dynazymeواحد آنزيم  dNTP  ،5/0مول از هر 

П   هاي چرخه. ميكروليتر از بافر آنزيم بود 1و

حرارتي در اين مرحله نيز شامل دو دقيقه واسرشته 

چرخه  36گراد و درجه سانتي 94سازي اوليه در 

گراد به درجه سانتي 94سازي در شامل واسرشته

گراد به درجه سانتي 65ثانيه، اتصال در  30مدت 

درجه  7/0ثانيه در چرخه اول و كاهش  30مدت 

درجه سانتي  56چرخه بعدي و  13گراد در سانتي

در نهايت بسط در و چرخه ديگر  23گراد براي 

. ثانيه بود 60گراد به مدت درجه سانتي 72دماي 

آر با حجم مساوي سيميكروليتر از محصول پي 5/1

گزيلن  درصد فرماميد، 80(از بافر بارگذاري 

، mg/ml، بروموفنل بلو يك mg/mlيك  FFسيانول 

EDTA 10 ميلي مول ،pH 8  ( مخلوط و به مدت

. گراد واسرشته شددرجه سانتي 92دقيقه در دماي  5

  .ها بودبقيه مراحل همانند روش تجزيه ريز ماهواره

  

 .مورد استفاده در تحقيق حاضر AFLPنام و توالي آغازگرهاي   - 3جدول  

Table 3- Name and sequence of the AFLP primers used in current study. 
 Sequence          توالي Primer        آغازگرها

M00 5’-GATGAGTCCTGAGTAA-3’ 

E00 5’-GACTGCGTACCAATTC-3’ 

E31 5’-GACTGCGTACCAATTCAAA-3’ 

E32 5’-GACTGCGTACCAATTCAAC-3’ 

E34 5’-GACTGCGTACCAATTCAAT-3’ 

E38 5’-GACTGCGTACCAATTCACT-3’ 

M31 5’-GATGAGTCCTGAGTAAAAA-3’ 

M32 5’-GATGAGTCCTGAGTAAAAC-3’ 

M34 5’-GATGAGTCCTGAGTAAAAT-3’ 

M36 5’-GATGAGTCCTGAGTAAACA-3’ 

M38 5’-GATGAGTCCTGAGTAAACT-3’ 

M39 5’-GATGAGTCCTGAGTAAAGA-3’ 
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  ها تجزيه و تحليل داده

ها در براي هر نشانگر ريزماهواره، آلل

 cو  a ،bمورد بررسي به صورت هاي ژنوتيپ

اساس نشانگر وزن همچنين بر. شدندنامگذاري 

ها محاسبه باندطول هر كدام از و مولكولي، اندازه 

در روش . گرديد و به هر نشانگر بسط داده شد

AFLP  چند شكل به عنوان يك  يباندرديف هر

 DNAقطعات  .شد در نظر گرفته مكان يا نشانگر

رديفي باندها و بصورت يك  تكثيري براساس هم

امتيازبندي ) عدم حضور باند(و صفر ) حضور باند(

بررسي ارتباط انجام تجزيه ارتباط و به منظور  . شد

ريزماهواره  نشانگرهايهاي ژنوتيپي حاصل از داده

و  ،ارقام انگورهاي فنوتيپي دادهو  AFLPو 

ها از شناسايي نواحي ژنومي درگير در كنترل آن

با استفاده از نرم افزار رسيون گام به گام تجزيه رگ

SPSS  استفاده شد 19نسخه. 

    

  نتايج و بحث

  اي و صفات زراعيارتباط نشانگرهاي ريزماهواره

داري تجزيه واريانس رگرسيوني رابطه معني

 14 تماميبين تعدادي از نشانگرهاي ريزماهواره و 

در كل . صفت مورد مطالعه در ارقام انگور نشان داد

دار با نشانگر ريزماهواره ارتباط معني 18 آلل از 49

وزن حبه و وزن . صفت نشان دادند 14تغييرات 

، pHآلل بيشترين و صفات  7گوشت هر كدام با 

زني گرده اسيد ميوه، حجم آب ميوه و درصد جوانه

توليد را  رتبطمبا يك آلل كمترين تعداد آلل 

شناسايي شده براي مرتبط آلل  7همه  .نمودند

صفات وزن حبه و وزن گوشت يكسان بودند و اين 

درصد تغييرات وزن حبه  74و  75ها به ترتيب آلل

و وزن گوشت ميوه را در ارقام انگور مورد بررسي 

  . نمودندتبيين 

وزن تك بذر و مرتبط با آلل مثبت  3همچنين 

درصد  60حدود  ،طول خوشهبط با مرتآلل مثبت  5

كمترين ميزان . نمودندتغييرات اين صفات را توجيه 

به با  مرتبطتغييرات تبيين شده توسط نشانگرهاي 

را درصد تغييرات  9ميوه بود كه حدود  pHصفت 

ها براي صفات مختلف تعدادي از آلل .شدشامل مي

دار به عبارت ديگر رابطه معني .مشترك بودند

 با بيش از يك صفت داشتند) يا منفيمثبت (

 VMC6G7جايگاه   iبعنوان مثال آلل . )5جدول (

داراي رابطه مثبت با صفات وزن حبه، وزن گوشت 

داراي رابطه   ISV4جايگاه  aآلل . بود و تعداد بذر

در  iمنفي با صفات تشكيل ميوه و طول خوشه، آلل 

با صفات تشكيل ميوه و عرض  VrZAG64جايگاه 

 VVMD25جايگاه  bرابطه منفي و آلل  خوشه

براي صفات طول و وزن خوشه مشترك و داراي 

شناسايي نشانگرهاي مشترك . رابطه مثبت بودند

ناشي از احتمالا براي برخي صفات در اين آزمايش 

هاي مربوطه اثرات پليوتروپي و يا پيوستگي مكان

با  VMC6G7جايگاه  ).Jun et al., 2008(باشد 

 pHداراي رابطه مثبت با  ،مرتبطعداد آلل بيشترين ت

تعداد  ،، وزن حبه، وزن گوشت ميوه) hآلل ( ميوه
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و رابطه منفي ) d آلل(عرض خوشه و  )iآلل (بذر 

همچنين جايگاه . بود) mآلل (با طول خوشه 

VVMD8 گيري با شش آلل مرتبط با صفات اندازه

داراي رابطه مثبت با وزن حبه و وزن گوشت  ،شده

، درصد تشكيل ميوه )iآلل (، وزن تك بذر )hل آل(

و داراي رابطه ) gآلل(زني گرده و جوانه) fآلل (

با  ISV4جايگاه . بود) nآلل (منفي با عرض خوشه 

آلل (رابطه منفي با صفات تعداد بذر  مرتبط،آلل  4

d(درصد تشكيل ميوه  ،، طول خوشه)آللa ( و وزن

  . نشان داد) fآلل (خوشه 

 

 .ده در تحقيق حاضر و خصوصيات آنهامورد استفا  AFLPتركيبات آغازگري  - 4جدول

Table 4- AFLP primer combinations used in current study and their characteristics. 
 يتركيبات آغازگر

Primer 

combinations  

 مجموع باندها

Total 

bands  

  عداد باندهاي چند شكلت

Number of polymorphic 

bands 

 نوع ژنيت

 Genic 

diversity 

اي هآللتعداد 

  موثر

 Ne  
E32-M38 36  27  0.263  1.53  
E34-M34 41  9  0.074  1.121  
E38-M36 80  34  0.168  1.297  
E34-M38 62  17  0.1.6  1.191  
E31-M32 112  48  0.133  1.234  
E32-M31 59  24  0.161  1.286  
E34-M39 69  26  0.13  1.224  

  1.258  0.148  26.4  65.6 ميانگين

  

  و صفات زراعي AFLPارتباط نشانگرهاي 

داري تجزيه رگرسيون گام به گام، رابطه معني

گيري و صفات اندازه AFLPبين برخي نشانگرهاي 

از هفت جفت تركيب . شده در ارقام نشان داد

داري با باند رابطه معني 49آغازگري مورد استفاده، 

دي از اين تعدا. صفت نشان دادند 14تغييرات 

چنانچه . براي صفات مختلف مشترك بودند هاباند

نشانگرهاي مشترك براي برخي قبلا ذكر شد وجود 

صفات احتمالا ناشي از اثرات پليوتروپي و يا 

 ,.Jun et al(هاي مربوطه باشد پيوستگي مكان

نشانگر مرتبط  11وزن گوشت ميوه با  ).2008

تشكيل  بيشترين و صفات مواد جامد محلول، درصد

ميوه، جوانه زني گرده و عرض خوشه با يك 

مترين تعداد نشانگرها را به خود نشانگر مرتبط ك

  ).6جدول (اختصاص دادند 
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R)  (ضريب تبيين – 5جدول 
 .ارقام انگوردر صفات زراعي با  مرتبط SSRضريب رگرسيون نشانگرهاي  تصحيح شده و   2

Table 5- Adjusted R
2
 and regression coefficient of SSR markers associated with 

agronomical traits in grapevine varieties. 
 ضريب رگرسيون

Coefficient of regression 

  مرتبطنشانگر 
Associated marker 

R
 تصحيح شده 2

Adjusted R
2

 
 Trait صفت

0.48  VVMD27 (e*) 0.38 مواد جامد محلول   

-3.45 VVS2 (f)  Total soluble solids  
-1.94 VVS2 (h)   
0.32 VMC6G7 (h) 0.09 pH 

0.37 VVMD5 (g) 0.17 ميزان اسيد ميوه Acid content 

1.08 VMC6G7 (i) 0.76 وزن حبه   

1.05 VVMD8 (h)  Berry weight 
0.84 VVMD21 (d)   
-1.6 ISV2 (j)   
1.75 VVS4 (a)   
-0.56 VMC6G7 (j)   

1.04 VMC6G7 (i) 0.75 وزن گوشت 

1.03 VVMD8 (h)  Fruit lobe weight 
0.84 VVMD21 (d)   
-1.59 ISV2 (j)   
-0.56 VMC6G7 (j)   
1.7 VVS4 (a)   

0.10 VVMD8 (I) 0.61 وزن تك بذر 

-0.02 ISV3 (b)   Single seed weight  

1.06  VMC6G7 (i) 0.55 تعداد بذر 

0.64 ISV2 (f)  Seed numbers 
-0.45 ISV4 (d)   

4.23 VMC6G10(c) 0.16 حجم آب ميوه Fruit water content 

11.44  VrZAG62 (c) 0.48 گرده افشاني آزاد(درصد تشكيل ميوه( 

+11.4 VrZAG 64 (i)  Percentage of fruit production 
21.2 VVMD8 (f)   
-7.57 ISV4 (a)   

16.8  VVMD8 (g) 0.24 جوانه زني گرده Percentage of pollen germination 

4.4  VrZAG 62 (j) 0.61 طول خوشه 

2.77 VVMD25 (b)  Bunch length 
-5.47 VMC6G7 (m)   
2.99 VMC6D12 (f)   
-2.6 ISV4 (a)   

3.62  VMC6G7 (d) 0.38 عرض خوشه 

-2.09 VrZAG 64 (i)  Bunch width 
-3.65 VVMD8 (n)   

183.52  VVMD25 (b) 0.45 وزن خوشه 

-137.02 VrZAG 47 (c)  Bunch weight 
-127.46 ISV4 (f)   

19.8  VVMD21 (b) 0.48  كنترل شده(درصد تشكيل ميوه( 

12.4 VVMD25 ( c)  Percentage of fruit production 
8.96 VVMD27 ( c)  (controlled) 
30.4 VMC6G10 (b)   
7.05 VVS2 (e)   
6.07 VVMD5 (f)   

  .دهد را نشان مي مكان ريزماهوارههاي مرتبط با صفت در هر  حروف داخل پرانتز آلل*    
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شناسايي شده براي  مرتبطنشانگر  يازده

درصد تغييرات  91صفت وزن گوشت در مجموع 

همچنين . اين صفت را در ارقام انگور تبيين كردند

 مرتبط بانشانگر  5ميوه،  pH مرتبط بانشانگر  6

وزن تك بذر به  مرتبط بانشانگر  5 وزن حبه و

درصد از تغييرات كل اين  61و  66، 68ترتيب 

كمترين ميزان تغييرات . نمودندصفات را تبيين 

توسط يكي از نشانگرهاي  )درصد 15( توجيه شده

   .مواد جامد محلول بودصفت  بامرتبط 

با چندين  AFLPاز نشانگر هاي  برخي

 56شانگر شماره ن. داري داشتندصفت رابطه معني

داراي رابطه  E31-M32مربوط به تركيب آغازگري 

. مثبت با وزن حبه، وزن گوشت و وزن تك بذر بود

 حاصل از تركيب 38همچنين نشانگر شماره 

رابطه مثبت با مقدار اسيد ميوه  E38-M36 آغازگري

نشانگر . و رابطه منفي با وزن گوشت نشان داد

ي داراي رابطه از همين تركيب آغازگر 12شماره 

مثبت با وزن حبه و رابطه منفي با درصد تشكيل 

از  47نشانگر . ميوه در گرده افشاني آزاد بود

نيز رابطه منفي با وزن و گوشت   E34-M38آغازگر

بيشترين و كمترين تعداد نشانگرهاي . حبه نشان داد

AFLP  مرتبط با صفات، به ترتيب مربوط به

) مرتبطگر نشان E38-M36 )15تركيبات آغازگري 

ك ي( E34-M32و  E34-M35 آغازگري اتركيبو ت

 نشانگر تركيب آغازگري 15از  .بود) مرتبطنشانگر 

E38-M36، صفت رابطه مثبت  6نشانگر با  7 تعداد

هاي مولكولي در بررسي ارتباط بين داده. نشان دادند

كه صفات شد گزارش  و صفات زراعي در انگور

وع مولكولي همبستگي اندازه حبه و خوشه با تن

  ).  Siret et al., 2002( دارند

مطالعه حاضر اولين گزارش در استفاده از 

تجزيه ارتباط براي شناسايي نشانگرهاي مرتبط با 

. باشدصفات مورفولوژيك در ارقام انگور ايراني مي

- نتايج مطالعه حاضر و تحقيقات ياد شده نشان مي

هاي و جمعيتدهد كه چنانچه از آغازگرهاي بيشتر 

 توانتري استفاده شود ميمتنوع بزرگتر و

قابل اعتماد با نشانگرهاي داراي همبستگي بالا و 

و از آنها در را شناسايي  صفات مورد مطالعه

البته لازم است . هاي ديگر استفاده نمودپژوهش

نشانگرهاي مرتبط شناسايي شده در چنين 

ر هاي بزرگ و همچنين ددر جمعيت ،مطالعاتي

هاي در حال تفرق مورد آزمون قرار گيرد جمعيت

تا از پيوستگي آنها با صفات مربوطه اطمينان بعمل 

آيد و بدين ترتيب كارآيي استفاده از اين نشانگرها 

               . هاي اصلاحي افزايش يابددر برنامه

همچنين با توجه به اينكه اكثر نشانگرهاي توليدي 

ستفاده در اين تحقيق بر توسط آغازگرهاي مورد ا

،روي صفات مورد مطالعه مؤثر بودند
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R)  (ضريب تبيين -6جدول 
 .صفات زراعي در ارقام انگورمرتبط با  AFLPرگرسيون نشانگرهايتصحيح شده و ضريب    2

Table 6- Adjusted R
2
 and regression coefficient of associated AFLP markers with agronomical 

traits in grapevine varieties. 
 Coefficient of ضريب رگرسيون

regression 

 Associated  مرتبطنشانگر 

marker 

R2 تصحيح شده  
Adjusted R2 

 Trait صفت

-2.19  E34-M39 (48) 0.16 مواد جامد محلول Total soluble solids 

-0.24  E34-M38 (44) 0.68 pH 

-0.444 E38-M36 (1)    

-0.24 E34-M34 (20)    

0.25 E31-M32 (34)    

-0.245 E34-M38 (35)    
-0.292 E34-M34 (34)   

0.205  E34-M34 (36) 0.56 ميزان اسيد ميوه 

0.654 E38-M36 (38)   Acid content  
0.371 E38-M36 (29)     
-0.417 E32-M38 (23a)   

-1.41  E34-M38 (47) 0.67 وزن حبه 

-0.95 E34-M34 (7)   Berry weight  
1.99 E31-M32 (56)     

-0.695 E32-M38 (10a)     
0.6 E38-M36 (12)   

-1.14  E34-M38 (47) 0.92 وزن گوشت 

1.57 E31-M32 (56)   Fruit lobe weight  
-0.47 E32-M38 (26)     
-0.67 E38-M36 (65)     
-0.45 E34-M35 (2)     
1.32 E31-M32 (39)     
-1.72 E38-M36 (38)     
-0.65 E34-M38 (21)     
-0.44 E38-M36 (34)     
-0.56 E31-M32 (15)     
0.32 E38-M36 (66)   

0.026  E38-M36 (63) 0.61 وزن تك بذر 

0.019 E31-M32 (37)   Single seed weight  
-0.017 E34-M39 (13)     
0.058 E32-M38 (22a)     
0.041 E31-M32 (56)     

-0.871  E38-M36 (16) 0.39 تعداد بذر 

-0.552 E34-M38 (84)  Seed number 

6.1 E34-M38 (23) 0.32 حجم آب ميوه 

-5.2 E32-M38 (22)  Fruit water content 

-10.43  E38-M36 (12) 0.19 
 Percentage of fruit درصد تشكيل ميوه

production 

-16 E32-M38 (20) 0.18 
 Percentage of pollen  جوانه زني گرده

germination 

3.7  E34-M32 (16) 0.61 طول خوشه 

3.5 E38-M36 (58)  Bunch length 
-8.9 E31-M32 (38)   
-3.47 E38-M36 (29)   
4.97 E32-M38 (25)   

-3.43  E32-M38 (18) 0.23 عرض خوشه Bunch width 

273.4  E34-M39 (50) 0.55 وزن خوشه 

-185.9 E31-M32 (29)  Bunch weight 

15.4  E38-M36 (15) 0.45 درصد تشكيل ميوه 

-15 E38-M36 (84)  Percentage of fruit production 
-9.9 E32-M38 (27)  (controlled) 

  .دهد را نشان مي تركيب آغازگريهاي مرتبط با صفت در هر  اعداد داخل پرانتز آلل*    
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بنابراين احتمال دارد بتوان از اين نشانگرها و 

هاي اصلاحي ي مربوط به آنها در برنامهآغازگرها

انگور براي شناسايي والدين مناسب براي تهيه 

يابي و توليد ارقام هيبريد استفاده هاي نقشهجمعيت

تواند دانش انجام چنين مطالعاتي ميهمچنين . كرد

هاي اي در مورد ارقام انگور زراعي و ژنوتيپپايه

اهگشا و راهنما ايراني را بهبود بخشيده و در آينده ر

  .هاي اصلاحي انگور در كشور باشدبراي برنامه
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Abstract 

Grapevine (Vitis sp.), belongs to Vitaceae family, is one of the most important food sources 

in world because of its wide consumptions. In the current investigation, 22 SSR primer pairs and 

7 AFLP primer combinations were used to identify molecular makers associated with 14 flower 

and fruit related traits in Iranian grapevine germplasm. The traits studied, included fruit water 

content, percentage of pollen germination, percentage of fruit production, bunch and berry 

weight, fruit lobe and single seed weight, bunch and yielding system length and width, total 

soluble solids, acid content and fruit pH. Stepwise regression analysis showed significant 

relationship between some SSR alleles and all 14 traits in grapevine varieties. In general, 49 

alleles produced by 18 SSR primers, showed significant association with variation of 14 traits. 

The highest and lowest number of associated markers achieved for berry weight and fruit lobe 

weight each with 7 alleles and pH, fruit acid content, fruit water content and percentage of pollen 

germination each with 1 alleles, respectively. Significant association between polymorphism of 

AFLP markers and studied traits was also detected. Forty-nine AFLP fragments showed 

significant association with the variations of 14 traits. Some of the associated AFLP segments 

were common among different traits. The fruit lobe weight, with 11 associated markers and total 

soluble solids, percentage of fruit production, pollen germination and bunch width each with 1 

associated marker, were the traits with the highest and lowest number of associated AFLP 

markers, respectively. 

Keywords: Grapevine, Association Analysis, Morphological traits, Associated markers. 
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