
 

 ISSRارزیابی تنوع ژنتیکی کدو حلوایی با استفاده از نشانگر 

 4رضا اسماعیل زاده کناری، 3 ، غفار کیانی2، سید کمال کاظمی تبار*1طیبه حاتمی

 چکیده

ت یاهم یگونه دارا 5است، که  یگونه گیاه 10باشد اين جنس داراي هاي روغني ميبا دانه Cucurbitaceae کدو گیاهي از خانواده

 یپژوهش بررس ينهدف از ا. برخوردارند یشتریبت یز اهما C. Moschata  C. Maximaو   C. Pepoهسـتـنـد . سـه گـونـه  یزراع

 یهایتوال یآغازگر که دارا 4منظور  ينا یباشد برایم ISSR یبراساس نشانگرها يیکدو حلوا یتجمع 3از  یپژنوت 30در  یکیتنوع ژنت

 یمکان چند شکل 72تعداد  ينشدند که از ا یبند یازامت یمکان ژن 72 یبررس ين( بودند، بکار گرفته شد، در اارهيزماهو)ریساده تکرار

با استفاده  یاخوشه یلها از تحلتوده یانم یکیشباهت ژنت يابیارز ی. برايددرصد برآورد گرد 100آن  یسمموف ینشان دادند که درصد پل

 یانگینو م 0.77تشابه جاکارد( يبها )توسط ضریپژنوت یکیفاصله ژنت یانگین. ميداستفاده گرد UPGMAاز تشابه جاکارد با روش 

دندروگرام حاصل از  ی( را دارا بود. بررس0.50) PICمقدار  ترينبالا ISSR11بود. که آغازگر  0.47 (PIC)اطلاعات چند شکل  یمحتوا

و  R14و  R30 ،R11ها یپژنوت ینب یکیفاصله ژنت یشترينمطالعه نشان داد. بها مورد یپژنوت ینرا در ب يیتنوع بالا یاخوشه يهتجز

مطالعه تنوع  یتوانند برایم یبطور موثر ISSRپژوهش نشان داد که نشانگر  ينا يجبود. نتا R27و  R24 ینب یکیفاصله ژنت ينکمتر

مطالعات  یآغازگر برا ينمناسب تر ISSR11 ((GA)8 G)استفاده شده، آغازگر  یآغازگرها یاناستفاده شوند و از م يیکدو حلوا یکیژنت

 داده شد. یصتشخ یبعد

 ISSRکدو حلوايی، تنوع ژنتیکی، نشانگر  های کلیدی:واژه
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 مقدمه
 يفهمتعلق به خانواده کدوسانان و طا Cucurbitaجنس 

Cucurbiteae که در  يعیرشد سر یلبدل یاناست. کدوئ

آبدار دارند،  یخوراک هاییوهم یدخود و تول يشیدوره رو

قرار گرفته است)مردان زاده و همکاران،  يتمورد توجه اکثر

 یکیبه علت تنوع ژنت یتاجنس کوکورب یها(. گونه1394

در اکثر مناطق  ياد،ز یبالا و قدرت سازگار يشیزا و يشیرو

خشک  یهایابانو ب ،یگرمسیریمهن ،ییرمعتدله، گرمس

. کدو Hermetter,2007 and (Fruhwirth)شودیم يافت

 یهااز جمله استان يراننقاط کشور ادر اکثر  يیحلوا

فارس و ...  يجان،خراسان، همدان، آذربا یلان،مازندران، گ

 ید( با تول1388و همکاران،  یمشتان یعی)شفشودیکشت م

کننده کدو در  یدتول ینپنجم يرانتن ا 897000از  یشب

از آن است  یحاک يرين(. شواهد د1395جهان است )برزگر، 

در اکوادر، سواحل پاناما و  يیشده کدو حلوا یکه انواع اهل

 یحمس یلادسال قبل از م 5000از حدود  يکجنوب مکز

به  هایاسپان یدناست، بعد رس  رفتهمورد کشت قرار گ

مختلف به  يکیاکولوژ يطآن به شرا یسازگار یلبدل يکاآمر

نقاط جهان ازجمله ژاپن، جاوه، آنگولا، شمال  يرسرعت به سا

 يشسپس تنوع آن افزا يافتو...گسترش  يرانا ه،یترک يقا،آفر

 یکیژنت یها(. به تفاوت1392)برزگر و همکاران، يافت

 یتجمع يک ینموجود ب هایينلا ياارقام  افراد، ینموجود ب

 یکیجنس تنوع ژنت ياگونه  يکگوناگون  هاییتجمع ینب يا

گام در تنوع  ین(. نخست1393)صومعه و همکاران، گويندیم

 يیشناسا ی،نژادآن در به هایيژگیاز و یریگو بهره یکیژنت

 یکیدست آوردن فواصل ژنتو به یتجمع ینآن در درون و ب

 هایتدر جمع یکی. وجود تنوع ژنتباشدیها مآن یانم رد

 یکیروابط ژنت يهاست و تجز ینژاداساس کار هر برنامه به

 یهابرنامه یهابخش ينمهمتر از يکی یزراع یهادر گونه

 ی(. درک درست1393و همکاران،  چهرهیهاست )س یاصلاح

 یاصلاح یدر برنامه ها یتموفق یبرا یکیتنوع ژنت یزاناز م

در  DNA یآشکارا در توال ییرتغ ينمهم است، بنابرا یاربس

نشان  یوشیمیايیو ب يکیمرفولوژ یزيولوژيکی،ف یاتخصوص

و همکاران،  یعل یاست)حاج بوده یکیدهنده پراکنش ژنت

ارقام و داشتن  يی( شناسا2011(. باربزا و همکاران )1395

 یبرا يندر انتخاب والد یکیاطلاعات در مورد روابط ژنت

در  یکیسودمند است. حذف تنوع ژنت يدجد یهاگونه یدتول

را به خطر  يندهآ يکنواختارقام  یدو تول یبوم یهاتوده

 يرذخا یدارو نگه تنوع و حفظ ناسايیش ينبنابرا اندازدیم

موفق  ینژادها در برنامه بهاز قدم يکیو  یضرور ی،توارث

 یجامعه دامنه يکدر  یکیاست. با بالا رفتن تنوع ژنت

 ینرابطه مثبت ب ينبا توجه به ا شودیم تریعانتخاب وس

 يشبا افزا ی،تکامل ییراتو مقدار وقوع تغ یکیتنوع ژنت یزانم

تر به صفت مورد علاقه آسان يابیدست یکیتنوع ژنت

 يادیز یها(. امروزه روش1393است)صومعه و همکاران،

 يک هاییتو درون جمع ینب یکیتنوع ژنت یریگاندازه یبرا

را  یاهیارقام  گ یندر  ب یکیگونه وجود دارد تنوع ژنت

 یریگاندازه یاهان،گ یپمشاهده فنوت یلهوس-به توانیم

 يقکه از طر یوشیمیايیب و اطلاعات یکيصفات مورفولوژ

برآورد نمود. به منظور  آيد،یبدست م هايزوزايمآ يهتجز

 یبذور کدو با استفاده از نشانگر مولکول یکیتنوع ژنت یبررس

SSR رقم  38کدو تنبل  یبرا يکی،مورفولوژ یاتو خصوص

 ینیرقم چ 10 یکدو خورشت یو برا یهرقم روس 28با  ینیچ

ها به داده یلو تحل يهگرفت، که تجز قرارمورد استفاده 

ها و مناطق ها بر اساس گونهبودن توده يزوضوح متما

 مولکولیو  يکیمورفولوژ یاتهر دو خصوص یبرا یايیجغراف

 یکیتنوع ژنت یبررس یرا نشان داد. برزگر و همکاران برا

 یاتاز نظر خصوص يرانیا یکدو یهااز نمونه یتعداد

استان  13از  یوشیمیايی،( و بSSR) یمولکول يکمرفولوژ

نمونه از گونه  26نمونه کدو که شامل  50 يرانکشور ا

C.pepo ،12  نمونه ازC. maxima  نمونه از  12وC. 

moschata قرار دادند  يابینمودند و مورد ارز یرا جمع آور

 26وارد و  يانسرو به روش حداقل وار یخوشه ا يهکه تجز

بردند که  ینمودند و پ یندب یمنمونه را به دو گروه تقس

ها آن یمستقل از گروه بند یوشیمايیاز صفات ب یگروه بند

بوده است. يکصفات مرفولوژ یبر مبنا
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 مواد و روش 

به منظور ارزيابی تنوع ژنتیکی از کدو حلوايی محلی با  

جمعیت از کدو حلوايی  3 ، تعدادISSRاستفاده از نشانگر 

تکرار  3محلی را در قالب طرح بلوک های کامل تصادفی با 

در دانشگاه علوم کشاورزی و 1395در ارديبهشت ماه سال 

جاده دريا مورد  9کیلومتر  ساری واقع در منابع طبیعی

بذر در گلخانه کشت  30ارزيابی قرار گرفتند. از هر جمعیت

هايی به ابعاد زمین ابتدا کرت ها بهگرديد قبل از انتقال نشاء

 50ها از يکديگر متر و در هر کرت فاصله بوته 2×3

متر در نظر سانتی 60ها از يکديگر متر و فاصله رديفسانتی

برگی رسید  4الی  3گرفته شدو زمانی که نشاءها به مرحله 

به مزرعه منتقل شد.و سپس تا مرحله تولید میوه کدو 

های سالم هر م شد و سپس از برگهای زراعی انجامراقبت

( 2000)ونگ و کیم، CTABژنومی به روش  DNA نمونه

گرم از  برگ های سالم  5/0استخراج گرديد، بطور خلاصه، 

و تازه را که با استفاده از نیتروژن مايع در هاون به خوبی 

پودر گرديده بود برای استخراج استفاده شد. بعد از استخراج 

نومی از طريق اسپکتوفتومتری در ژ DNAکمیت و کیفیت 

نانومتر و نیز الکتروفورز ژل آگارز  280و  260هایطول موج

آغازگر  4درصد تعیین گرديد.  در اين پژوهش از  0.8

ISSR  اختصاصی که کیفیت آللی مناسب و میزان پلی

مورفیسم بالايی را بین جمعیت کدو حلوايی محلی را نشان 

استفاده گرديد  ای پلیمرازیرهداده بودند برای واکنش زنج

ای پلیمراز (. مواد مورد استفاده در واکنش زنجیره1)جدول 

ها را در دستگاه از شرکت سیناکلون تهیه گرديد نمونه

ترموسايکلر با دمای اتصال مختص هر پرايمر گذاشته و پس 

ای پلیمراز برای مشاهده الگوی از انجام واکنش زنجیره

درصد استفاده  1.5الکتروفورزر ژل آگارز  ها ازباندی ژنوتیپ

 شد.

 های مولکولی آنالیز داده
 پرايمر هر برای تکرارپذير و مشخص شکل چند باندهای

ISSR  به صورت وجود باند و عدم وجود باند به ترتیب با

يک و صفر امتیاز دهی شدند سپس محتوای اطلاعات چند 

فرمول زير محاسبه ( برای هر نشانگر با استفاده از PICشکل)

 گرديد.

𝑃𝐼𝐶𝑖 = 2𝑓𝑖(1 − 𝑓𝑖) 

ام، i، محتوای اطلاعات چند شکل نشانگر PICiدر اين رابطه 

fi فراوانی قطعه نشانگرi ام هنگام وجود باند و(1-fi)  فراوانی

-Roldinباشد )ام در حالت عدم وجود باند میiقطعه نشانگر

Ruiz et al., 2000 افزار اکسل (. که با استفاده از نرم

های مولکولی ای دادهمحاسبه شد. برای انجام تجزيه خوشه

 استفاده گرديد. NTYSISاز نرم افزار 

 توالی آنها و دمای اتصال آغازگرها در واکنش زنجیره ای پلیمراز استفاده شده در اين مطالعه. نام پرايمرها و 1جدول 

 دمای اتصال پرايمر )درجه سانتی گراد( توالی پرايمر

ISSR2 C9 (GA) 58 

ISSR7 C8 (GA) 53 

ISSR11 G8 (GA) 53 

ISSR17  53 
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 3و 1 یتجمع یها یپدرتمام ژنوت ISSR2 2 يمرپرا یباند یالگو -1شکل

 نتایج و بحث
مورد مطالعه در  ISSRآغازگر  4در تحقیق حاضر از تعداد 

قطعه تکثیر شده بدست آمد که از اين میزان  24مجموع 

(. میانگین تعداد کل 2جدولها چندشکل بودند )تمامی آن

 آغازگر چند شکل به ازای هر قطعات تولید شده و تعداد باند

باند( و  8) 2تعداد باند توسط آغازگر  ينعدد بود. بالاتر 6

 5 يک)هر  17و  11 یآغازگرها یتعداد باند برا ينکمتر

شده مورد سنجش در  یدتول یباند( بدست آمد. اندازه باندها

 نشان یتها در جمعبود. آلل 3000bpتا  300 یمحدوده

 0.41 ینب یقتحق يناطلاعات چند شکل در ا یدهد. محتوا

در  PIC یزانم ينبود. بالاتر 0.47آن  یانگینو م 0.50تا 

و بعد از آن مربوط به  0.50 یزانبه م ISSR11آغازگر 

شد که  یینتع 0.49 یزانبه م ISSR7و  ISSR2 یآغازگرها

 يزآغازگرها در تما یباتترک ينا یبالا يینشان دهنده کارا

 یااست. در مطالعه یقتحق ينمورد استفاده در ا یها یپژنوت

انجام  ISSRنشانگر  10کدو تنبل با استفاده از  یکه رو

باند بدست آمد  13تا 2چند شکل از  یگرفت تعداد باندها

درصد متفاوت بود مقدار  100تا  25از  یو درصد چند شکل

 یشترينبدست آمده که ب 37/0تا  27/0از  PICشاخص 

بود  ISSR14و  ISSR10 یوط به نشانگرهامرب PIC یزانم

(Kiani and Siahchehreh, 2017 .) 

 

 است شده استفاده کدو حلوايی در تنوع تحلیل و تجزيه برای آنها که هایتوالی و پرايمرها لیست -2جدول 

 

 

 

 

 
  

 PICشاخص  مورفیسمدرصد پلی  تعداد باندهای پلی مورفیک تعداد کل باندها پرايمر

ISSR2 8 8 100 49/0 

ISSR7 6 6 100 49/0 

ISSR11 5 5 100 50/0 

ISSR17 5 5 100 41/0 
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 ایتجزيه خوشه

های مورد های مولکولی برای جمعیتای دادهتجزی خوشه

 UPGMAمطالعه با استفاده از ضريب تشابه جاکارد و روش 

انجام شد که اين روش دارای بیشترين ضريب کوفنتیک 

ای استفاده ( بود که برای انجام تجزيه خوشه77/0)

نشانگرها مورد ای با استفاده از تجزيه خوشه(.  2)شکلشد

گروه  3مورد مطالعه را در  ژنوتیپ 30 تعداد توانستمطالعه 

 10کهژنوتیپ قرار گرفتند  16 بندی کند. در گروه اولطبقه

ند که ساختار بود1ژنوتیپ آن گرفتند ژنوتیپ جمعیت

ژنوتیپ قرار 11داشتند در گروه دوم هم ژنتیکی نزديک به

 ژنوتیپ 2و  8مختص جمعیت  ژنوتیپ آن 9که   گرفتند

گروه  بودند در اينجا اکثر 3جمعیت  ديگر مختص

ژنوتیپ قرار گرفتند  16در گروه اول  بندی کند.طبقه

 3یپ ديگری مختص جمعیت ژنوت 6و  1مختص جمعیت

 10هايی که در اين گروه قرار که بودند بنابراين اکثر ژنوتیپ

مختص  ژنوتیپ ديگر 6و  اولژنوتیپ آن مختص جمعیت

هايی که در اين بودند بنابراين اکثر ژنوتیپ سومجمعیت 

ند که ساختار بود اولگروه قرار گرفتند ژنوتیپ جمعیت 

ژنوتیپ قرار  11گروه دوم داشتند در  هم ژنتیکی نزديک به

ژنوتیپ  2و  اولمختص جمعیت  ژنوتیپ آن 9گرفتند که 

در اينجا اکثر افرادی که در  بودند 3جمعیت  ديگر مختص

اين گروه قرار دارند. ژنوتیپ جمعیت اول بوده و ساختار 

، 3شود درگروه نزديکی در اين جمعیت ديده میژنتیکی 

قرار گیری  بودند. 3ژنوتیپ قرار گرفته که مختص جمعیت 2

دهنده تشابه در ساختار  ها در يک گروه نشانژنوتیپ

 حلوايی کدو چندشکلی بالای مقدار باشد.ها میژنتیکی آن

 توانمندی مارکر ISSR مولکولی نشانگرهای که داد نشان

 همکاران و اسپانسکی باشد. می ژنتیکی تنوع بررسی برای

 54 تعداد ISSR و RAPD ازنشانگر استفاده با( 1999)

 داد نشان آمده بدست نتايج نمودند، بررسی را خربزه ژنوتیپ

 مورد هایژنوتیپ بین شکلی چند درصد 90 حدود که

 که بالايی شکلی چند رسد می نظر به دارد وجود مطالعه

 مناطق از هاژنوتیپ آوریجمع بدلیل تواندکردند می برآورد

 .است بوده( کشور 23) پراکنده و وسیع جغرافیايی



 ISSR / 28با استفاده از نشانگر  يیکدو حلوا یکیتنوع ژنت يابیارز

 

 
ISSRنشانگرهای  از حاصل باندهای پايه بر حلوايی کدو ژنوتیپ 30 برای شده ترسیم فتوگرام -2 شکل
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 منابع
 یکیتنوع ژنت ی(. بررس1392برزگر،ر. ، پ، غ. ا، ع. ر. ب،  )

 یاتبا استفاده از خصوص يرانا یکدو یها¬از گونه يیها-نمونه

  14-20 یرساله دکتر یوشیمیايیو ب یمولکول يکی،مرفولوژ

 یکیتنوع ژنت ی(. بررس1394زاده, د. ز, ب. د, ر. ) مردان

از نظر صفات  يرانشمال غرب ا یکدو یبوم یها¬توده

و  یزراع یاهانگ ینژاد¬مجله به -یزيولوژيکیو ف يکیمورفولوژ

 .107 – 123(: 1) 3 یباغ

 یوهگل و م یداز صفات تول یبرخ يابی(. ارز1395ر. ) برزگر،

آنها با رقم  يسهو مقا يرانا یخورشت یکدو یمحل یها¬توده ینب

 .4 140(:1) 18 یکشاورز یمجله به زراع -1F  یتجار

 

تنوع  يابی(. ارز1395.. ر، د. ز، ب. ک. ج،  )ی،اعل یحاج

 citrulls)يرانا یهندوانه بوم یها¬از توده یبرخ یکیژنت

vulgarisتولیدات – یهاروم يیآب و هوا يط( در شرا 

 .129-( 1)40( یکشاورز ی)مجله علمیاهیگ

N. Barboza, F.J. Albertazzi, J.A. Sibaja-Cordero, 

F. Mora-Umaña, C. Astorga, P. Ramírez, (2012). 

Analysis of genetic diversity of Cucurbita moschata 

(D.) germplasm accessions from Mesoamerica 

revealed by PCR SSCP and chloroplast sequence 

data. Scientia Horticulturae: 134 60–71. 

 

 

  



 

 

Genetic variation of squash pumpkins population using ISSR markers 

4, Esmaeilzadeh, R.3, Kiani, Gh. 2, Kazemitabar, S.K.1Hatami, T. 

Abstract 

The genus pumpkin from the family Cucurbitaceae with oily seeds has 10 species, 5 of which are of 

agricultural importance. Three species C. Pepo and C. Moschata, C. Maxima are more important. The present 

study aimed to investigate genetic diversity based on ISSR markers in 30 genotypes of 3 populations of 

pumpkin. For this purpose, 4 primers with simple repetitive sequences (microsatellite) were used. In this study, 

72 genetic locations were ranked, of which there were 72 polymorphic locations with a polygonal percentage 

of 100%. To assess the genetic similarity between the population, cluster analysis using Jaccard's similarity 

was used with UPGMA method. The mean genetic distance of genotypes (by Jaccard's coefficient of similarity) 

was 0.77 and the mean of content (PIC) was 0.47. The ISSR11 primers had the highest PIC (0.50). With the 

regret to dendrograms obtained from cluster analysis revealed a high variation among genotypes.  The highest 

genetic distance was between genotypes R30, R11 and R14 and the lowest genetic distance between R24 and 

R27. The results of this study showed that ISSR markers can be effectively used to study the genetic variation 

of pumpkin. Among the primers used, the marker ISSR11 ((GA) 8 G) was the most suitable primer for 

subsequent studies. 

Key words: squash, genetic variation, ISSR markers 
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