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  چكيده

اصـلاح انگورهـا توسـط      . خوري و كشمشي قرار داشـته اسـت        ازهكنندگان انگورهاي ت    ت كه از دير باز مورد توجه اصلاح       ترين صفتي اس   بيدانگي مهم 
كمك نشانگر همراه   انتخاب به  بنابراين. باشد ي مي ها نيازمند مدت زمان طولان     شود و انتخاب آن    وليد تعداد پايين نتاج بيدانه مي     هاي سنتي منجر به ت     روش

)MAS (كر اسـكار   ردر اين تحقيق، كـارايي مـا      . چندين سال كاهش دهد   طي  را   داري نتاج نگههاي بالاي    هزينهو   فائق آيد انتخاب  تواند بر مشكلات     مي
Scc8            براي شناسايي زود هنگام نتاج بيدانه و تشخيص وضعيت ژن sdI    11بـدين منظـور،     . ار انگورهاي ايراني بررسـي شـد      د  ه و دانه   در ارقام مهم بيدان 

 عـدد از  Scc8 10بر طبق نتـايج، مـاركر اسـكار    .  ارزيابي شدندScc8وسط ماركر اسكار نتاجي كه توسط تست پنل به عنوان بيدانه مشخص شده بودند ت           
دار هموزيگوت  قادر به تشخيص ارقام دانه   ماركر همچنين اين  . ها را به عنوان بيدانه هتروزيگوت مشخص كرد         و فقط يكي از آن     تنتاج را بيدانه هموزيگو   

دار هتروزيگـوت   مـي و شـيرازي قرمـز و ارقـام دانـه            ي، خليلي، علي بابا، قزل اوزوم، ديزمـاري، پيـك         چين، شاهاني، صاحب  هموسكات سياه هامبورگ، دست   
 sdI قادر است ارقام و نتاج بيدانه را به خوبي تشخيص و وضعيت ژن               Scc8توان به اين نتيجه رسيد كه ماركر اسكار           مي .بودشاهرودي، اتابكي و تولوقي     

  ).درصد 5/87( مشخص نمايد ها را در اكثر موارد به درستي آن
  

  دانه  شناسايي زودهنگام نتاج بياسكار، ماركراصلاح انگور، بيدانگي،  : كليديهاي واژه
  
   4 3 2  1 مقدمه

بـا ايـن   . باشد ايران داراي ژرم پلاسم بسيار غني از ارقام انگور مي    
بيدانـه حبـه درشـت بـراي مـصارف          حال از آنجائي كه در ايران ارقام        

 وجود ندارد، لذا اين امر ضرورت انجام كارهاي اصـلاحي را            خوري تازه
بيدانگي مهمترين صفتي است كه از دير بـاز مـورد           . كند دو چندان مي  

است  مشي قرار داشته  خوري و كش   وجه اصلاح كنندگان انگورهاي تازه    ت
هـا رقـم    كننـدگان در تلاقـي      توليد ارقام جديد بيدانه، اصلاح     براي). 8(

عنوان والـد پـدري در    ن والد مادري و رقم بيدانه را بهعنوادار را به     دانه
تواند بـيش از     ها نمي  ا نتاج بيدانه حاصل از اين تلاقي      گيرند، لذ  نظر مي 

دن ارقـام   از طرف ديگـر، بـراي بدسـت آور        ). 3( درصد باشد    15 تا   10
هاي بزرگ مورد ارزيابي و گزينش قرار گيرند         جديد بيدانه بايد جمعيت   

 متـر مربـع     3-4به اينكه ارزيابي يك بوته هيبريد انگور بـه          و با توجه    
 كه بسيار پر هزينه و وقت گير        )12(زمين به مدت هفت سال نياز دارد        

منظور استفاده   ت مولكولي به  هاي اخير مطالعا   باشد، بنابراين در سال     مي

                                                            
گـروه علـوم     دانـشيار     و  به ترتيب دانش آموخته كارشناسي ارشد، اسـتاد        - 3  و 2،  1

  دانشگاه تهران، پرديس كشاورزي و منابع طبيعيباغباني، 
  )Email: M.aalifar65@yahoo.com                            : نويسنده مسئول-(*

 
 
 

هاي حاوي صفت مورد نظـر       ركرها براي گزينش زود هنگام نهال     از ما 
بيدانگي در انگور بـه صـورت پارتنوكـارپي و          . رفته است مد نظر قرار گ   

م لقـاح، ميـوه     در پارتنوكارپي، بـدون انجـا     . باشد استنواسپرموكارپي مي 
كند، اما در استنواسپرموكارپي گـرده افـشاني و          تشكيل شده و رشد مي    

  ). 4(شود  گيرد ولي جنين پس از مدتي سقط مي لقاح صورت مي
بيدانگي استنواسـپرموكارپي   ) 5(وت  بر طبق نظريه بوكوت و دانگل     

ها به صورت مستقل است      ور توسط سه ژن مغلوب كه توارث آن       در انگ 
 بـر اسـاس   .شـود  ، كنترل مي)sdI(5و نيز يك ژن غالب تنظيم كنننده  

به صورت مغلوب بيدانگي را كنتـرل        a3 و   a1  ،a2اين فرضيه سه ژن     
ه صـورت غالـب     كنند و اين در صورتي است كه ژن تنظيم كننده ب           مي

اما وقتي ژن تنظـيم كننـده       . باشد) I/i يا هتروزيگوت    I/Iهموزيگوت  (
هـاي بيـدانگي     باشـد، از بيـان ژن     ) i/i(به صورت هموزيگوت مغلـوب      

دار ظـاهر    شود و همه ژنوتيپ ها به صـورت فنوتيـپ دانـه             مي ممانعت
  .شوند مي

 در جهـات مختلـف بـه منظـور يـافتن       زيـادي هاي   تاكنون تلاش 
هاي مولكولي پيوسته به ژن تنظيم كننده صفت بيدانگي انجـام           ماركر

گرفته است كه در نهايت منجر به معرفي سه ماركر اسكار مشتق شده             
                                                            
5- Seed development inhibitor 
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  155     ...بررسي كارايي ماركر اسكار

 SCF27و  ) SCC8) 7(  ،SCP18) 2هـاي     به نـام   1از پرايمرهاي رپيد  
كه به موقعيت ژن تنظيم كننده صفت بيـدانگي نزديـك بودنـد،             ) 10(

نتـاج  (هاي در حال تفرق      رها در جمعيت  شناسايي اين مارك  . شده است 
ــه   ــسبتاً بيدان ــم ن ــين دو رق ــي ب ــال ) حاصــل از تلاق ــق غرب و از طري

) BSA(هاي در حال تفـرق       آغازگرهاي رپيد و با استفاده از آناليز توده       
  ).11(است  صورت گرفته

 توانـستند   رپيـد با استفاده از هفت آغازگر      ) 13(استريم و همكاران    
 ژنوتيپ حاصل از تلاقي     82دار را از بين      هاي دانه   درصد از ژنوتيپ   44

) والـد مـادري   (و ارلـي موسـكات      ) والد پـدري  (بين رقم فليم سيدلس     
  .شناسايي كنند

 بـا ژن    SCC8گزارش كردند كـه مـاركر       ) 7(لاهوك و همكاران    
ــدانگي   ــده صــفت بي ــيم كنن ــله دارد 7/0تنظ ــان فاص ــانتي مورگ .  س

هـا    آنPCRيم برشـگر، محـصول     هايي كه بعد از كـاربرد آنـز        ژنوتيپ
يگـــوت ، بـــه عنـــوان بيدانـــه هموز)يـــك بانـــد(بـــرش نيافـــت 

)SCC8+SCC8+ ( تر را ايجاد كردند     هايي كه فقط دو قطعه كوتاه      و آن
هايي كه هر سـه      و آن ) -SCC8-SCC8(يگوت  زدار همو  به عنوان دانه  

شـناخته  ) -SCC8+SCC8(يگـوت   عه را دارا بودند به عنـوان هتروز       قط
  .شدند

 SCP18گزارش كردنـد كـه مـاركر        ) 2(بلاندن و همكاران    -آدام
 سانتي مورگان با ژن تنظيم كننده بيدانگي در انگور فاصـله            5/3حدود  

 c و   a  ،bدارد و استفاده از آن توليد سـه بانـد متفـاوت بـه نـام هـاي                   
دهي شده و عدم كـارايي       كند كه اين امر موجب پيچيده شدن نمره        مي

ها در مورد نتـايج مربـوط بـه           حال گزارش آن   با اين . اين ماركر گرديد  
 خصوصاً در جمعيت حاصل از تلاقي دو رقم         SCC8استفاده از نشانگر    

  . بيدانه حاكي از مطلوب بودن استفاده از اين ماركر بود
ــاران   ــگ و همكــ ــاد  HIT2ژن ) 14(يانــ ــسئول ايجــ  را مــ

انگي  را پيوسته به صفت بيـد      AY327513استنواسپرموكارپي و ماركر    
مـشخص  ) 15( زيچيان و همكـاران      2010اما در سال    . معرفي نمودند 

نمودند كه اين ژن در ايجاد پديده استنواسپرموكارپي در انگـور نقـشي             
دانـه فاقـد كفايـت       ندارد و ماركر مربوطه نيز براي تشخيص افراد بـي         

  .باشد مي
هدف از انجام اين تحقيق بررسي كارايي استفاده از ماركر اسـكار            

اسايي و معرفي ارقام     شناسايي زود هنگام نتاج بيدانه و همچنين شن        در
يگـوت بـه منظـور اسـتفاده از         دار هتروز  يگوت و ارقام دانه   بيدانه هموز 

د هر چه بيشتر نتاج بيدانه      ها در كارهاي اصلاحي براي افزايش تولي       آن
  .بود

  
  

                                                            
1- RAPD 
2 - Histidine triad protein 

  ها مواد و روش
  مواد گياهي
 نتاج سه ساله حاصـل از       22و  ) V.vinifera( رقم انگور    24 تعداد  

ــي  ــپ از انگورهــاي V.vinifera × V.viniferaتلاق  .V و دو ژنوتي

rotundifolia  و V. riparia كلكسيون انگور ايـستگاه تحقيقـاتي    از
 گروه علوم باغباني پرديس كشاورزي و منابع طبيعي دانـشگاه تهـران           

ر خـرداد   د). 1جدول(براي انجام آزمايشات انتخاب و اتيكت زده شدند         
فاصله ها بلا  نمونه. هاي جوان و بالغ نمونه گيري انجام شد        ماه از برگ  

هـاي شـماره دار و درون پلاسـتوفوم          پس از برداشت داخل زيپ كيپ     
هـا سـريعاً بـه       نمونـه . دستي كه حاوي يخ خرد شده بود قـرار گرفتنـد          

استخراج .  نگهداري شدند  -C◦80آزمايشگاه حمل و در فريزر با دماي        
DNA  9(هاي برگي با استفاده از روش لـودهي و همكـاران             از نمونه (

 بـا اسـتفاده از      DNAهـاي    تعيين كيفيت و كميت نمونه    . انجام گرفت 
ــد   ــت يـــك درصـ ــا غلظـ ــارز بـ ــورز ژل آگـ  و روش روش الكتروفـ

 نانومتر تعيين گرديـد و      280 و   260هاي   اسپكتوفتومتري در طول موج   
نانوگرم در ميكروليتـر رقيـق       10 به غلظت    DNAهاي   در ادامه نمونه  

  . شدند
 در اين   SCC8-R و   SCC8-Fتعداد يك جفت آغازگر اختصاصي      

ها به صـورت زيـر      توالي اين آغازگر  . اده قرار گرفت  پژوهش مورد استف  
  :)7(بود 

5' GGTGTCAAGTTGGAAGATGG 3' : SCC8-F 
 5' TATGCCAAAAACATCCCC 3'       :SCC8-R 

 μl، شـامل  μl25 بـا حجـم   )  PCR(مـراز   اي پلي واكنش زنجيره
، ) ايـران   شـركت سـينا ژن     (X1 به صورت    PCR از بافر واكنش     5/12

pmol 5/1 ،آغازگر رو به جلو pmol 5/1،آغازگر معكوس  ng 20 از  

DNAالگو و  μl 5/7آب مقطر بود .  
 بـه مـدت     C◦94 شامل يك چرخه در دماي       PCRچرخه حرارتي   

 چرخـه   35 ژنـومي و تعـداد       DNAسـازي    چهار دقيقه براي واسرشـته    
 بـراي   C◦94حرارتي به صورتي كه در هر چرخـه يـك دقيقـه دمـاي               

 به منظور اتصال آغازگر و يك       C◦60سازي، يك دقيقه دماي      واسرشته
 هدف، بـود و در نهايـت   DNA براي تكثير و بسط      C◦72دقيقه دماي   

 به منظور تكميل بـسط بـا اسـتفاده از دسـتگاه             C◦72 دقيقه دماي    30
بـه منظـور    .  انجـام گرديـد    I-Cycler مـدل    Bio-Radمال سايكلر   تر

به اين منظور   .  استفاده شد  BglII از آنزيم برشي     PCRهضم محصول   
، دو واحـد  BglII واحد از آنـزيم  10 با PCR ميكروليتر از محصول  20

و نيز پنج ميكروليتر آب مقطر      ) طبق دستور كارخانه سازنده   (بافر آنزيم   
پـس  .  نگهداري شد C◦37 ساعت در دماي     16دت  مخلوط شده و به م    

 ميكروليتـر بـافر     5از انجام واكنش هضم، به محتويات هر لوله مقـدار           
هـاي   يكروليتر از مخلوط نهايي در چاهـك       م 20بارگذاري اضافه شد و     

هـا بـه مـدت يـك         نمونه.  ريخته شد  TBE درصد در بافر     2ژل آگارز   
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پس از ايـن مرحلـه رنـگ        .  ولت الكتروفورز شدند   80ساعت با جريان    
 μg/l  دقيقه در محلول اتيـديوم برومايـد   20آميزي ژل آگارز به مدت 

قطعات مربوطه تحت نور ماوراء بنفش مشاهده و سپس         . انجام شد 5/0
  ). 1شكل(توسط دستگاه، عكسبرداري از ژل صورت گرفت 

  
  نتايج و بحث

 از  ها و نتاج مـورد بررسـي        در تمام ژنوتيپ   SCC8باندهاي اسكار   
بـا ايـن    .  با آغازگرهاي اختصاصي آن بدست آمد      PCRطريق واكنش   
 ايـن بانـد   .V. riparia L و .V. rotundifolia Lهـاي   حال در گونه

تاكنون مشاهده باند اختصاصي مربوط به وضعيت دانه تنها         . تكثير نشد 
 در SCC8همچنين باند ). 7( گزارش شده است V. viniferaدر گونه 

ن و صاحبي به صورت دو باندي مشاهده شـد و از آن          دو رقم دسته چي   
جايي كه دو باند مذكور بسيار به يكديگر نزديك بودنـد ممكـن اسـت               

  . اين امر ناشي از ايجاد جهش ژني باشد
شكلي در تمام ارقام و نتاج، چند SCC8پس از مشاهده باند اسكار    

 PCRها در رابطه بـا صـفت بيـدانگي از طريـق هـضم محـصول                  آن
  ).1شكل( بررسي گرديد BglIIسيله آنزيم برشگر و هب

ها نشان داد كه تمـام        در ژنوتيپ  SCC8هاي   بررسي وضعيت آلل  
بيدانـه قرمـز، كشمـشي، بيدانـه سـفيد، يـاقوتي و             (ارقام بيدانه ايراني    

و ارقام اصلاح شده فليم سيدلس، پرلت، كريمسون سيدلس         ) عسكري
 SCC8 بـازي در مكـان        جفـت  940و سوپريور سيدلس با توليد بانـد        

برخـي از   . بودنـد ) SCC8+SCC8+(يگـوت   براي صفت بيدانگي هموز   
، 245هرودي با توليد بانـدهاي      دار مانند تولوقي، اتابكي و شا      ارقام دانه 

   بــه صــورت هتروزيگــوت SCC8بــازي در مكــان   جفــت940 و 695
)-SCC8+SCC8 ( ــه ــام دان ــا ســاير ارق ــد ام ــد صــاحبي،  بودن دار مانن

 شاهاني، دسته چين، علي بابا، شيرازي قرمز، موسكات سـياه           ديزماري،
 بـا توليـد     دار قوچـان   هامبورگ، قزل اوزوم، پيـك مـي و خليلـي دانـه           

دار   بـه صـورت دانـه      SCC8بازي در مكان      جفت 695 و   245باندهاي  
  ).1جدول (تشخيص داده شدند ) SCC8-SCC8-(هموزيگوت 

ي برخـي نتـاج    جهـت شناسـاي  SCC8در اين تحقيـق از نـشانگر       
دار ايراني با ارقام بيدانه خارجي نيـز         حاصل از تلاقي ارقام مرغوب دانه     

 ,R80نتـاج .  آورده شـده اسـت  1استفاده شد كه نتـايج آن در جـدول   

L125, A119, S55, B98, R84, I21 R16, K93  كه قبلاً توسـط 
، در ايـن تحقيـق نيـز بيـدانگي          )1(تست پنل بيدانه قلمداد شده بودند       

) 6(كـورپس و همكـاران      .  تاييد شد  SCC8ها توسط نشانگر اسكار      آن
نيز نشان دادند، كه استفاده از ماركر اسكار به خوبي قابليت تـشخيص             

  .ارقام بيدانه، در بين ارقام انگورهاي اروپاي مركزي را داشت
سه رقم ايراني ريش بابا سياه، تبرزه سفيد و حسيني كـه از ارقـام               

شـوند نيـز بـراي صـفت بيـدانگي در             محسوب مي  دار نسبتاً خوب   دانه
 هموزيگوت بودند و يك باند توليـد نمودنـد و بـه نظـر               SCC8مكان  

 بـه   SCC8 و   sdIرسد احتمالاً نوعي نـوتركيبي بـين مكـان ژنـي             مي
  . وجود آمده است

نتايج بدست آمده در اين تحقيـق نـشان داد كـه اسـتفاده از ايـن                 
نه در مراحـل اوليـه رشـد گيـاه،          هاي بيدا  ماركر جهت گزينش ژنوتيپ   

هـاي اصـلاحي و كـاهش        تواند كمك فراوانـي بـه تـسريع برنامـه          مي
هـاي    در گـزينش زود هنگـام دانهـال        توان از آن   ها نموده و مي    هزينه

بيـان كردنـد كـه كنتـرل        ) 5( بوكوت و دانگلـوت      .بيدانه استفاده نمود  
مكـان  كننده و سـه      نگي توسط يك مكان ژني اصلي تنظيم      صفت بيدا 

باشد و با توجه به نتايج بدست آمـده در ايـن             ژني مغلوب و مستقل مي    
كننـده   بـا ژن غالـب تنظـيم       SCC8 رسد كه ماركر   تحقيق به نظر مي   

)sdI( پيوسته است.  
  

  نتيجه گيري 
 SCC8نتايج حاصل از اين تحقيق نشان داد كه استفاده از ماركر            

طوري كه ايـن      به  تميز دهد  دار را از يكديگر    توانست ارقام بيدانه و دانه    
به درسـتي   درصد از ارقام مورد بررسي       5/87ماركر، وضعيت دانه را در      

شـود از    منظور كاهش درصد خطا توصيه مي      بنابراين به . مشخص نمود 
به عنوان مكمل در كنار اين مـاركر         SCF27ماركرهاي ديگري مانند    

  .استفاده شود
نند بيدانه قرمز، كشمشي قرمـز،      كه ارقام كاملاً بيدانه ما     جايي   از آن 

بيدانه سفيد، ياقوتي و عـسكري و ارقـام اصـلاح شـده خـارجي فلـيم                 
سيدلس، پرلت، كريمسون سيدلس و سوپريور سيدلس در مكـان ژنـي            

sdI    تـوان از ايـن ارقـام        باشند، بنابراين مـي     به صورت هموزيگوت مي
مرغـوب ايرانـي    دار   انه جديد در تلاقي با ارقام دانه      جهت توليد نتاج بيد   

تـوان والـد مـادري را از بـين ارقـامي             از طرف ديگر مـي    . استفاده كرد 
 به صورت هتروزيگوت باشـند و از        sdIانتخاب نمود كه در مكان ژني       

اين طريق تعداد نتاج بيدانه را افـزايش داد كـه در ايـن تحقيـق رقـم                  
چنـين   هـم . تولوقي، شاهرودي و اتابكي واجد ايـن خـصوصيت بودنـد          

شود براي توليد ارقام بيدانه از طريق تكنيك نجات جنين،           اد مي پيشنه
 بـه صـورت     sdIاي انتخـاب شـوند كـه در مكـان ژنـي              والدين بيدانه 

  .باشند) SCC8+SCC8+(هموزيگوت بيدانه 
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  دار و بيدانه انگور نهدا در تعدادي از ارقام و نتاج BglII توسط آنزيم SCC8 حاصل از بكارگيري ماركر PCRمحصولات هضم  نتايج -1شكل

  
 هاي مورد آزمايش ارقام و ژنوتيپ-1جدول

تعداد   نام  شماره
  باند

وضعيت 
  دانه

تعداد   نام شماره
  باند

وضعيت 
  دانه

  بيدانه  L125  1  26  بيدانه  Yaghooti(  1( ياقوتي  1
  بيدانه  A119  1  27  بيدانه  Flame Seedless(  1( فليم سيدلس  2
  بيدانه  E10  1  28  بيدانه  Perlette(  1( پرلت  3
  دانه دار  S55  2  29  بيدانه  Askari(  1( عسكري  4
  بيدانه  B98  1  30  بيدانه  Bidaneh Qermez(  1( قرمزبيدانه  5
  بيدانه  R84  1  31  بيدانه  Crimon Seedlees(  1( كريمسون سيدلس  6
  بيدانه  I21  1  32  بيدانه  Bidaneh Safid(  1( بيدانه سفيد  7
  دانه دار  L131  2  33  بيدانه  Superior Seedless(  1( سوپريور سيدلس  8
  بيدانه  Q45  1  34  دانه دار  Dastechen(  2( دست چين  9
  بيدانه  R16  1  35  دانه دار  Shahroudi(  3( شاهرودي  10
  بيدانه  K93  1  36  دانه دار  Sahebi(  2( صاحبي  11
  -  A1  1  37  دانه دار  Rishbaba(  1( ريش بابا  12
  -  A2  1  38  دانه دار  Tabarzeh(  1( تبرزه سفيد  13
  -  A3  1  39  دانه دار  dizmarri(  2( ديزماري  14
  -  A4  2  40  دانه دار  Hoseini(  1( حسيني  15
  -  A5 1  41  دانه دار  Shahani(  2( شاهاني  16
  -  A6 1  42  دانه دار  Shirazi Qermez(  2(شيرازي قرمز  17
  -  A7 2  43  دانه دار  Alibaba(  2( علي بابا  18
  -  A8 1  44  دانه دار  Keshmeshi Qermez(  1(شمشي قرمز ك  19
  -  A9 1  45  دانه دار  Toloqhi(  3( تولوقي  20
  -  A10 1  46  دانه دار  Muscat of Hamburg(  2(موسكات   21
    -      V.rotundifolia  47  دانه دار  Atabake(  3( اتابكي  22
    -  V.riparia  48  دانه دار  Khalili(  2( خليلي  23
  دانه دار  Pick Me(  2(ميپيك  49  دانه دار  2  )Ghezel Ozum( اوزومقزل   24
25  R80  1  بيدانه          
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