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ي منتخب هندوانه بذر آجیلی با استفاده از نشانگرهاژنوتیپارزیابی تنوع ژنتیکی 
مورفولوژیکیصفاتریزماهواره و مولکولی 

4نادعلی باقريو 3، نادعلی بابائیان جلودار2، سعیدرضا وصال1فرشته هنري

زي و منابع طبیعی ساريآموخته کارشناسی ارشد، استاد و استادیار، دانشگاه علوم کشاورردانش-4و 3، 1
)vessalsr@gmail.com: ، (نویسنده مسوولفردوسی مشهد، دانشگاه استادیار-2

1/10/94تاریخ پذیرش: 29/8/93تاریخ دریافت: 

چکیده
رود که تاکنون هاي سه گانه خراسان به شمار میدر مناطق دیم کاري استانهندوانه بذر آجیلی یکی از محصولات مهم درآمدزا 

مطالعات چندانی در مورد آن انجام نشده است. در این پژوهش تنوع ژنتیکی بین پنج ژنوتیپ منتخب هندوانه بذر آجیلی به همـراه  
آغـازگر ریـز مـاهواره    10با اسـتفاده از  یزنمطالعه صفات مورفولوژیکی واز طریقیک رقم هندوانه تجاري (کریمستون سوییت) 

)SSR .و آنالیزهـاي آمـاري قـرار    ارزیـابی روز از دوره رشدي گیاه مورد 45صفت مورفولوژیکی طی 14) مورد ارزیابی قرار گرفت
C14و C1هاي پژنوتید.کرتفکیکمجزاسه گروهدرراهاژنوتیپمورفولوژیکی،هايدادهبراساسهاي اصلیتجزیه به مؤلفهگرفت.

ژنومی بوسـیله آغازگرهـا و الکتروفـورز    DNAبا تکثیر در گروه سوم قرار گرفتند.C5و C2در گروه بعدي و SWو C8گروه، در یک 
هـاي چنـد شـکل بـه     آلل چند شکل بودند. میانگین تعداد آلل42ها، آلل تولید شد که از میان آن76محصولات حاصل، در مجموع 

متغیـر بـود.   85/0تـا  46/0) نیز بـین  PICقرار داشت. محتواي اطلاعات چند شکل (2-8بود که در دامنه  6ژنی ازاي هر مکان 
) و ضـریب تشـابه جاکـارد بـراي    UPGMA(روش جفت گروه بدون وزن بـا میـانگین حسـابی   اي براساس الگوریتم آنالیز خوشه

هرکدام در یک خوشـه مجـزا قـرار گرفتنـد کـه      C5و C2اد. دو ژنوتیپ را در سه خوشه اصلی قرار دهاژنوتیپهاي مولکولی، داده
 ـ  C14و C8ي هـا ژنوتیـپ است. در این دندروگرام هاژنوتیپها با سایر حداکثر تفاوت ژنتیکی آنگویاي ی از لحـاظ ژنتیکـی نزدیک
مبستگی کوفنتیـک نیـز وجـود تفـاوت     براساس دو معیار تشابه جاکارد و ضریب ههاژنوتیپ. نمودار پراکنش داشتندبه هم بالایی

وجود بیانگرتأیید کرد. در مجموع داده هاي حاصل از این آزمایش هاژنوتیپرا با سایر C5و C2ي هاژنوتیپژنتیکی قابل توجه بین 
ي این محصـول  بود که براي اهداف گزینش و به نژاداز هر دو جنبه مورفولوژیکی و مولکولی هاژنوتیپتنوع قابل ملاحظه میان این 

تواند بسیار مهم باشد.می

ابه جاکارد، ضریب همبستگی کوفنتیکریزماهواره، تشصفات مورفولوژیکی،کلیدي: هندوانه بذرآجیلی، تنوع ژنتیکی،هايواژه

مقدمه
گیاهی دیپلوئید Citrullus lanatusهندوانه با نام علمی 

)22=x2=n2 خانواده کدوئیان () ازCucurbitaceaeاست (
سابقه کشت و کار بسیار بااما بودهآن آفریقاخاستگاه. )20(

در سراسر جهان نیز پراکنده و در کشورهاي آسیایی طولانی
به بو داده و بذرها هندوانه،آجیلی بذر. در انواع)5(شده است

براي خوراك دام میوهمصرف شده و از پوست عنوان آجیل
در کشورهاي آفریقایی شور یا حتی . پوست آن شودمیاستفاده 
میزان تولید.)20(گردد میاستفاده انسان توسطو شدهشیرین 
بوده کهمیلیون تن102حدود، 2011هندوانه در سال جهانی

بیش از نیمی از آن در آسیا تولید شده است و ایران با تولید 
گرفته استسالانه دو میلیون تن در رتبه چهارم جهانی قرار 

)6(.
اجزاي تخمه ژاپنی یکی از بذر آجیلی هندوانه با عنوان 

منشاء،بسیاري از افراد. دهدها را تشکیل میاصلی اکثر آجیل
اما اولین بار در جابان ،دانندخاطر نامش ژاپن میه آن را ب

(روستایی در منطقه دماوند) تولید شد و وجه تسمیه آن نیز نام 
راحتی تلفظ به ژاپنی جهتبعدها ناماین ست. ااین روستا

هایی جابانی در واقع همان بذر هندوانهاست. تخمه یافتهتغییر 
جهت آجیلی است که براي استحصال بذر -موسوم به بذر

کشت خوراك دام و نیز پوست آن جهت مصارف آجیلی 
زاي هندوانه یکی از محصولات درآمد. این نوع)2(شوندمی
را گانه خراسان هاي سهمختلف استانهاي مناطق کاريمدی

شودهاي جنوبی کشور نیز کشت میو در استاندادهتشکیل 
با این حال، آمار دقیقی از سطح زیر کشت این محصول .)17(

در دسترس نیست.
گام اولیه براي ،تعیین میزان تنوع ژنتیکی در مواد گیاهی

پایه اساسی شناسایی، حفظ و نگهداري ذخایر توارثی و نیز 
). 26(هاي اصلاحی استژنتیکی و برنامهبراي تحقیقات

پدیده هتروزیس و تولید بذور درتنوع ژنتیکی میزان اطلاع از 
ارزیابی سنتی .)16(استمهم و اساسیبسیار هیبرید
پایه برعموماًپلاسمژنتیکی و مدیریت ژرمهايتفاوت

تحت یت،محدودعلاوه بر که بوده هاي مورفولوژیکی صیفتو
هاي روشبکارگیري. بنابراین گیرندقرار مینیز ثیر محیط أت

هاژنوتیپبررسی تنوع ژنتیکیشناسایی و قابل اطمینان براي 
. )27(رسد به نظر میضروري ،مکملبه عنوان راهکار 

مورد اطمینان یکی از ابزارهاي) DNA(نشانگرهاي مولکولی 
ارزیابی خویشاوندي ژنتیکی، براي و فارغ از تأثیرات محیطی 

بررسی شباهت یا تفاوت بین نیزانتخاب گیاهان برتر و
بعد از در میان نشانگرها، ).13،25(هاي مختلف هستندونهنم

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی
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15................... ................................................................................................................1396ستان ب/ تا22پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی/ سال نهم/ شماره 

SNP ها بسیار هزینه بردار چندشکلیکه براي مطالعه ها
).27(ها هستندریزماهوارهها،هترین گزینهباز یکیباشند، می

ا به دلیل قابلیت تغییر در تعداد واحدهاي تکراري، این نشانگره
ي هابسیار چندشکل بوده و به همین علت به عنوان نشانگر

مزایاي از ).12(می شوند مهم در نقشه یابی ژنتیکی استفاده 
بارز بودن، قابلیت اعتماد بیشتر واین نشانگر می توان به هم

.)24(تکرار پذیري نتایج آن اشاره کرد
هندوانهرويمتنوعیمطالعاتگذشتههايسالطی

درموجودتنوعسطحارزیابیبرايو سایر کدوئیان خوراکی 
مینهزدرهاآنازیکی. استگرفتهانجامکشورمختلفنقاط

و خوراکیبومیهايهندوانهدرموجودژنتیکیتنوعارزیابی
باجهانبینوکیانیتوسط1385سالدرکهاستکشور

با جمع آوري تعدادمطالعهایندر. شدانجامبیومتريویکردر
بر اساس صفات ايخوشهبنديدستهو انجام نمونهزیادي 

گرفتند که قرارمتمایزدسته8درهاژنوتیپ،مورفولوژیکی
). 11ي مورد مطالعه بود (هاژنوتیپبیانگر تنوع نسبتاً بالا بین 

اي مشابه روي مطالعهراد و همکاران نیز با انجامناروئی
مبتنی برايخوشهتجزیهوسیستانهندوانههاي محلیتوده

بندي دستهمتمایزگروهچهاردرآنها رامورفولوژیکی،صفات
.)22(کردند 

شدهآوريجمعکولتیوارهشت)4(همکارانوالبکاي
صفات مورفولوژیکیپایهبرراتونسخشکمناطقازهندوانه

.بندي کردندتقسیممجزاگروهدودرراآنهاورزیابیامیوه 
) با مطالعه تنوع ژنتیکی برخی از 18مؤیدي نژاد و همکاران (

ها براساس بندي آنایرانی و خوشهیهاي محلی طالبتوده
میان ، وجود تفاوت ژنتیکی قابل توجه)23(ضریب نی

هاي خارجی را اثبات کردند.هاي ایرانی و رقمطالبی
رقم هندوانه آمریکایی بوسیله 45مطالعه تنوع ژنتیکی در

شخیص را تکثیر باند واضح و قابل تRAPD288آغازگر 25
).14(شد

در دو مطالعه جداگانه که براي آنالیز تنوع ژنتیکی در 
ي هندوانه به کمک نشانگرهاي ریزماهواره انجام هاژنوتیپ

گرها براي ارزیابی تفاوت گرفت اطلاعات حاصل از این نشان
). موجاجو و 13،27(بسیار سودمند بودهاژنوتیپژنتیکی بین 

SSRبارز و همRAPD) از نشانگرهاي بارز 20(همکاران
و هاي آفریقایی استفاده کردندپلاسم هندوانهژرمبراي ارزیابی

ري تبه اطلاعات دقیق،با تلفیق اطلاعات حاصل از دو نشانگر
هاي بدست آمده براي . بالاتر بودن ارزشدست یافتند

ارامترهاي بدست آمده نشانگرهاي ریز ماهواره در اغلب پ
نشانگرها در ارزیابی تنوع ژنتیکیاین آیی بالايحاکی از کار

است.
مطالعات متعدد صورت گرفته در زمینه کنون تاه کجااز آن

اکی و خورهاي رقمدر آزاد سازي نیز مورفولوژیکی وتنوع
با تحقیقات و )11،8،22(بوده استمتمرکز هندوانه تجاري 

با توجه بههندوانهبذر آجیلینوع روي بررویکرد بهنژادي 
ن پژوهش تنوع ایدر لذا .استبودهاندك بسیارآناهمیت 

هاي منتخب هندوانه بذر آجیلی ژنتیکی میان ژنوتیپ
مک ها با کنسان و تعیین قرابت ژنتیکی بین آهاي خرااستان

هاي بررسینیزونشانگرهاي مولکولی ریزماهواره
مورد ارزیابی قرار گرفت.مورفولوژیکی 

هامواد و روش
گیاهیمواد

ژنوتیپ منتخب هندوانه بذر آجیلی پنجاز پژوهش در این 
ها در حال (دادهقبلیمورفوفیزیولوژیکی که طی مطالعات 

ها برخوردار بیشتري با سایر ژنوتیپاز اختلافات نسبتاً،انتشار)
ت مطالعه صفااز طریق براي ارزیابی تنوع ژنتیکی ،ندابوده

آغازگرهايبا استفاده ازمورفولوژیکی و مطالعات مولکولی 
در93آزمایش در نیمه اول سال .استفاده شدریزماهواره

آزمایشگاه بیوتکنولوژي پژوهشکده علوم مزرعه تحقیقاتی و 
قابل ذکر است انشگاه فردوسی مشهد به انجام رسید. گیاهی د

این به دلیل بالا بودن درصد دگرگشنی در هندوانه،که
بودندشدهخودگشنقبلازموجودتنوعحفظبرايهاژنوتیپ

یک. شداستفادهتنوعارزیابیبرايشدهخودگشنبذورازو
مقایسهبراينیز) سوییتکریمستون(تجاريهنداونهرقم

هاي خوراکی و بذر آجیلی به این پنج نمونه بین هندوانهتفاوت 
اضافه شد.

تصادفیکاملبلوكطرحقالبدرمنتخبيهاژنوتیپ
طیظاهريهايویژگیلحاظبهوشدهکشتتکرارسهبا

برداري یادداشتصفت14برايوشدنسبزازپسروز45
کوتیلدونی،برگطولشاملمطالعهموردپارامترهاي. شدند
واصلیهايساقهتعدادمختلف،هايهفتهدرهابرگتعداد
رويبرمادهونرهايگلتعدادزمان،گذرطیدرفرعی

هايگرهتعدادفرعی،واصلیهايساقهازهرکدام
شماره(هاگلیناولظهورمحلفرعی،واصلیهايساقه
. بودغیرهو) گره
هر یک از بذر از 15تعداد نیز لکولیموهايبررسیمنظوربه

(تکرار)گلدانپنج ر ددار شده وانتخابی جوانهيهاژنوتیپ
پرورش داده برگیچهارمرحله تا گلخانه شرایطکشت و در

.شدند
DNAاستخراج 

مطالعات قبلیمطابق بابراي هر ژنوتیپ DNAاستخراج 
.رفتبه صورت مخلوط انجام گ)13(

در مرحلـه  هـا، ژنوتیـپ کدام ازبراي هرصورت کهن بدی
سـهم  شـده و بـا  برگـی تهیـه   نمونه از پنج تکرار، برگی 3-2

بـه  DNA. اسـتخراج  شـدند آسـیاب  و مخلـوط  با هم یکسان 
Rnaseاز آنـزیم  و با استفادهاتتغییراندکیبا CTABروش 

شد.انجامRNAبراي حذف 
وســـیله اســـتخراج شـــده بDNAکمیـــت تعیـــین از پـــس 

، غلظـت  و نیز کیفیت آن با استفاده از ژل آگارزاسپکتروفتومتر
تنظـیم  lµ/ng25در حـد  PCRبراي استفاده در واکنش آن 
شد.

هاتکثیر ریزماهواره
SSRآغازگرهـاي  از هاي ریـز مـاهواره  مکانبراي تکثیر

ــه ــه در مطالع ــازگر و ) 21(جو و همکــاراناموجــبکــار رفت آغ
ASUW13ــل ا ــه حاص ــاران ز مطالع ــوي و همک ــا ) 15(ل ب
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16...... .........................................ریزماهواره و صفات مورفولوژیکیمولکولی هاي منتخب هندوانه بذر آجیلی با استفاده از نشانگرارزیابی تنوع ژنتیکی ژنوتیپ

بـراي ارزیـابی   2مطابق با جـدول بیشترین میزان چند شکلی 
توسط شرکت مـاکروژن کـره  آغازگرها سنتز استفاده شد.تنوع 

واقـع در دانشـگاه   ،2و به سـفارش شـرکت دنازیسـت   1جنوبی
انجام شد.فردوسی مشهد

PCRانجام واکنش 

جو اولیتر طبق توصیه موج ـمیکر10با حجم PCRواکنش 
میکرولیتر مسـتر  5تغییرات شاملاندکی) و با 20(و همکاران
میکرولیتــر نمونــه 2ســاخت شــرکت آمپلیکــون،3مــیکس رد

DNA ازمیکرولیتـر  3/0نانوگرم بر میکرولیتـر،  25با غلظت
آّب میکرولیتر 4/2وبرگردانپیش رو وهايآغازگرهر یک از 

سـازي اولیـه در دمـاي    رفت. واسرشتهصورت گ4بدون نوکلئاز
ºC94 چرخـه شـامل   35دقیقه و پس از آن 4به مدتºC94

ثانیه، اتصال در دمـاي مناسـب بـراي هـر جفـت      30به مدت 
بـه  ºC72)، بسط در دمـاي  2جدول ثانیه (30آغازگر به مدت 

دمـاي  ثانیه و در پایان چرخـه هـا، بسـط نهـایی در     30مدت 
ºC72 ه انجام گرفت.دقیق7به مدت

PCRالکتروفورز محصولات 

) 18طبق توصیه موجـاجو و همکـاران (  PCRمحصولات 
ــه مــدت 2در ژل آگــارز  ــان 2% ب ــا شــدت جری 80ســاعت ب

5میلــی آمپــر الکتروفــورز شــدند. در هــر چاهــک بــه میــزان 
میکرولیتر گرین ویـور  3به همراه PCRمیکرولیتر از محصول 

درصد بکار رفت.5/0
هاي مورفولوژیکیجزیه و تحلیل دادهت

صـفت در  14تجزیه واریانس براي شش صفت از مجموع 
دار شد کـه ایـن موضـوع    سطح احتمال یک و پنج درصد معنی

ها به لحاظ ظاهري دار میان ژنوتیپبیانگر وجود اختلاف معنی
) بـه کمـک   PCAهـاي اصـلی (  آنالیز تجزیه بـه مؤلفـه  است.

براسـاس صـفات داراي تنـوع در    Minitab ver.16افـزار  نرم
از طریق نمودار بـاي  هاژنوتیپجدول تجزیه واریانس انجام و 

).1بندي شدند (شکل پلات دسته
هاي مولکولیتجزیه و تحلیل داده

ــانگر،       ــر نش ــه ه ــوط ب ــدهاي مرب ــمارش بان ــور ش ــه منظ ب
گذاري از بالاترین و سنگین ترین باند به سمت پـایین و  شماره

گـذاري بانـدها،   ). پس از شـماره 20ترین باند انجام شد (کسب
ها براساس حضور باند (یـک) و عـدم حضـور    امتیازدهی به آن

افـزار  هاي حاصل به وسیله نرمباند (صفر) صورت گرفت و داده
NTSYS ver.2.02    ــاس ــت. براس ــرار گرف ــالیز ق ــورد آن م

بـه  UPGMAمحاسبات، ضریب تشـابه جاکـارد و الگـوریتم    
بندي تعیین ان سازگارترین ضریب تشابه و الگوریتم خوشهعنو

شد. 
بـراي  PICمحتواي اطلاعات چند شکلی یا شاخص تنوع 

=PICهــر جفــت آغــازگر بوســیله فرمــول ( 1-∑ Pi2) ،(3 (
ام در یـک مکـان   iفراوانی آلـل Piمحاسبه شد. در این فرمول 

شود.آلل بسط داده میnریزماهواره است که براي 
ــد شــکلی ژنوتیــپ  ــا اســتفاده از فرمــول درصــد چن هــا ب

PL= (PA/TA)×100 ــه در آن، 20(محاســبه شــد PL)، ک
تعـداد  TAهاي چند شکل و تعداد آللPAدرصد  چندشکلی، 

).  3هاي مشاهده شده براي هر ژنوتیپ است (جدول کل آلل

نتایج و بحث
تنوع مورفولوژیکی 

کی به کمک آنـالیز جـز اصـلی،    در بررسی تنوع مورفولوژی
راموجـود کـل تنـوع ازدرصد80%مجموعدراولمؤلفهسه

به منظـور پرهیـز از پیچیـدگی و بـروز     ).1جدولنمود (توجیه
مـورد يهاژنوتیپبرايپلاتباينمودار،نتایج منفی احتمالی

مؤلفهبراساسبعديدودیاگرامدر). 1شکل(شدرسممطالعه
ایـن براسـاس . سـت اهاژنوتیپبهمربوطتورهاوکدوم،واول

. شـدند بنـدي گـروه مشـخص گـروه سهدرهاژنوتیپنمودار
دو. گرفتقرارگروهیکدرC14وC1ژنوتیپدو بطوري که 

نیـز C5وC2يهاژنوتیپوبعديگروهدرSWوC8ژنوتیپ
اولمؤلفـه درکـه صفاتی).1شکل(شدندواقع سومگروهدر

لحـاظ بـه هاژنوتیپبنديگروهدرراتأثیربیشترینیرندگقرار
واریـانس . داشـت خواهنـد مورفولـوژیکی صـفات وهاویژگی
کـه استتغییراتیمیزانبیانگر) اول(اصلیمؤلفهسهتجمعی

بـالاتر آنمقـدار هرچـه کـه استتوجیهقابلهادادهمیاندر
اسـت بـوده رآمـدت کـار اصـلی هايمؤلفهبهآنالیزانجامباشد

ــر،    .)21( ــه حاض ــاس در مطالع ــن اس ــر ای ــفاتب ــلیص اص
ششـم هفتهدرفرعیهايساقهتعدادتغییراتاینکنندهتوجیه
اصـلی ساقهرويشدهظاهرمادههايگلتعدادوگیرياندازه
.گرفتندقراراولمؤلفهدرکهبودند

سـت توانهـا مؤلفهبهتجزیه) 8(همکارانوهومطالعهدر
بـا مقایسهدرکهکندتوجیهراکلتغییراتاز73%مجموعدر

.اسـت کـرده توجیـه راتغییراتازکمتريسطححاضرمطالعه
محلــیارقــامرويمطالعــهدرنیــز)4(همکــارانشوالبکــاي

بررسـی بـراي تونسخشکمناطقازهندوانهشدهآوريجمع
هـا نوتیپژبنديگروهبرايPCAروشاززراعیصفاتتنوع

مطالعـه نیـز   ایـن درروشایـن ازاسـتفاده کهکردنداستفاده
% از تغییـرات  6/74همانند پژوهش حاضر بسیار کارامد بوده و 

کل را بازگو نمود و بر اساس آن ارقام محلی آنها بـه دو گـروه   
مجزا تفکیک شدند.

تنوع مولکولی 
همـه  با انتخاب مناسـب،  بخش بررسی تنوع مولکولی،در

اده در ایـن پـژوهش بـا موفقیـت     مورد اسـتف SSRآغازگر10
هـاي مـورد مطالعـه    هاي ژنی ریزمـاهواره را در ژنوتیـپ  مکان

تکثیر نمودند که حاکی از کـارایی نشـانگرهاي انتخـاب شـده     
). بـا ایـن حـال،    4شکلي مورد بررسی است (هاژنوتیپبراي 

تولید کننـد  نتوانستند باند چند شکلP10و P1 ،P7سه آغازگر
هـا  تمایزي براي آنهـا در بـین ژنوتیـپ   و به عبارت دیگر باند م

مشاهده نشد. 
آلل بوسیله 76در شش ژنوتیپ مورد مطالعه، در مجموع 

آلل چند شکل 42ها، آغازگر تولید شد که از میان آن10
تنها یک باند تولید کردند که در P7و P1بودند. آغازگرهاي

10یپ مورد مطالعه مشترك بود. آغازگر شماره تمام شش ژنوت
)P10 ها، باند اما مشترك میان تمام ژنوتیپ12) نیز با تولید

ن بررسی تنوع میادر،هاي متعددرغم تولید آللنتوانست علی
. هاي مورد نظر مفید باشدژنوتیپ

1- MACROGEN Advancing through Genomics 2- DENA ZIST asia
3- Red master mix-Amplicon 4- Nuclease free water
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شش ها،آغازگردر سایر چند شکلهاي آللمیانگین تعداد 
حتـواي اطلاعـات چنـد   م.متغیر بـود آلل 2-8د و در دامنه بان

که تابعی از تعداد و فراوانی آلـل اسـت  ها آغازگر)PIC(شکل
و ژانـگ  گرفـت. در مطالعـه  قـرار 46/0-85/0در دامنه )12(

23از ) که بـراي آنـالیز تنـوع ژنتیکـی هندوانـه      26(همکاران
هـاي  تعداد آللمیانگین نیز استفاده شده بود، مارکر ریزماهواره 

ت و محتواي اطلاعـات  آلل قرار داش2-7چند شکل در دامنه 
متغیر بـود. همچنـین در پـژوهش    82/0تا 45/0چند شکل از 

ژوهش نیز آغازگرهاي این پ% 90که )20(موجاجو و همکاران
محتواي اطلاعات چند شکل در دامنه از این منبع انتخاب شد،

بـه نتـایج   نتایج هـر دو پـژوهش   قرار گرفت که 97/0-39/0
تأییـدي بـر  توانـد  مـی کـه  بسیار نزدیک اسـت حاضر بررسی

کارایی نشانگرهاي توصـیه شـده بـراي ارزیـابی میـزان تنـوع       
بـه دلیـل   باشد.هاي هندوانه در نقاط مختلف جهان میژنوتیپ

که رسد، به نظر میتأیید مجدد این نشانگرها در مطالعه حاضر
هاي اصـلاحی هندوانـه بـراي    از این نشانگرها در برنامهبتوان

اسـتفاده  به منظور بهبود و اصلاح صـفات  گزینش غیرمستقیم
P3مشـاهده شـده مربـوط بـه     PICبالاترین میزان .)7نمود (

) مشـاهده شـد.   46/0(P9و کمترین میزان بـراي  بود ) 85/0(
72/0میانگین محتواي اطلاعات چند شکل بین هفت آغازگر، 

. در شش مورد محتواي اطلاعات چند شکل بزرگتر بدست آمد
مطلـوب  مـوارد زوج،این نشانگرها) که <5/0PICبود (5/0از 

. در )13(شـدند بنـدي ه دسـته ع ـهاي مـورد مطال براي ژنوتیپ
) 97/0(PICبالاترین میزان ،)20(مطالعه موجاجو و همکاران

در این پـژوهش  P9متناظرمربوط به آغازگر ،آغازگرهادر بین 
ایـن نشـانگر کمتـرین    ،حاضـر در صورتی که در بررسـی  بود،

دهنـده نشـان ) را به خود اختصاص داد کـه  PIC)46/0میزان 
مطالعـه  هـاي  بین ژنوتیـپ قابل ملاحظه تفاوت ژنتیکی وجود
است.در دو پژوهششده

NTSYSافـزار  ماتریس تشابه جاکـارد بوسـیله نـرم   رسم 
ver.2.02مطالعــه نشــان داد کــههــاي مــورد بــراي ژنوتیــپ
C14و C8هـاي  ین ژنوتیپمیزان شباهت و نزدیکی ببیشترین 

C2و C1هـاي  و کمترین میزان شباهت بـین ژنوتیـپ  ) 69/0(

نیـز  کریمسـتون سـوییت  هندوانـه  رقـم  .وجود داشت) 17/0(
) و بیشترین شباهت و نزدیکی C5)11/0کمترین شباهت را با 

) نشان داد.C8)50/0را با ژنوتیپ 

) SWییت (رقم هندوانه کریمسـتون سـو  چندشکلیدرصد 
هـا  بوسیله آغازگرهاي مـورد اسـتفاده بیشـتر از سـایر ژنوتیـپ     

توانـد بـه دلیـل طراحـی اولیـه ایـن       . که می%) بوده است57(
). بـا ایـن   9هاي هندوانه شیرین باشـد ( پرایمرها براي ژنوتیپ

هاي بذر آجیلـی در  حال، این آغازگرها در بررسی تنوع ژنوتیپ
اند.عمل کردهآمد این آزمایش نیز بسیار کار

NTSYSافـزار  ها با استفاده از نـرم بندي ژنوتیپدر گروه
ver.2.02براســاس الگــوریتم وUPGMA و ضــریب تشــابه

در سه گروه قرار گرفتند. گروه اول هاژنوتیپ) 2جاکارد (شکل
C5هاي و دوم به صورت تک شاخه و به ترتیب شامل ژنوتیپ

تقسـیم  bو aبـه دو زیـر شـاخه    بود. اما گروه سوم ابتداC2و 
bختم شد، اما زیر شـاخه  SWنیز به ژنوتیپ aشد. زیر شاخه 

)PCAهاي اصلی (نتایج آنالیز تجزیه به مؤلفه- 1جدول
Table 1. The results of Principal Component Analysis (PCA)

واریانس تجمعیواریانس نسبیمقادیر ویژههامؤلفه
174/240/040/0
276/124/064/0
303/115/080/0

مشخصات آغازگرهاي مورد استفاده- 2جدول
Table 2. Specifications of primers used

نام 
آغاز
گر

SSRموتیف توالی آغازگر
دماي 
اتصال

هاي تعداد آلل
مشاهده شده

هاي تعداد آلل
چند شکل

محتواي اطلاعات 
)PIC(*چند شکل 

P2-F
P2-R

AAGGCTGCAGAGACCATGAC
GAACGGGCAAGAAGTAGTAA

(AAG)5
(ATC)8

507571/0
P3-F
P3-R

AATGTTAAGCAGTAAGCACATGG
GTTAAGTGGAAGAGGCCACA(AAG)95610885/0

P4-F
P4-R

GCATAAACCACCTGTGAGTGG
CTTTACTTTGCGTTTCGGTA(TG)8557776/0

P5-F
P5-R

GGAGTAGTGGTGGAGACATGG
CTTCAAACGCTTTCTCTTTCCT

(AAG)9
N69 (AT)26

509682/0
P6-F
P6-R

AATCTTCCCCATGCCAAAAC
CTTCCCTCCCAAACCTTCAG(AAT)9528765/0

P8-F
P8-R

TTCCTGTTTCATGATTCTCCAC
GTTCAATTACCGAGGTAAGACT(AG)25557778/0

P9-F
P9-R

TCAAATCCAACCAAATATTGC
GCAACCACTACAAAGGAAGAG(AAT)15495246/0

هادرصد چند شکلی ژنوتیپ- 3جدول
Table 3. Polymorphic percentage of the genotypes

C1C2C5C8C14swژنوتیپ

*هاي مشاهده شده کل آلل

هاي چند شکلآلل
(%)چند شکلی

45
20
44

32
7
21

31
7
22

48
23
47

46
20
43

59
34
57

آغازگر مورد استفاده10هاي حاصل براي هر ژنوتیپ بوسیله تعداد کل آلل: *
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18............................................... ریزماهواره و صفات مورفولوژیکیمولکولی هاي منتخب هندوانه بذر آجیلی با استفاده از نشانگرتیکی ژنوتیپارزیابی تنوع ژن

C1بـه ژنوتیـپ   cمجدداً به دو بخش تفکیـک شـد و بخـش   

به یک خط عمودي کـه دو  dمنتهی شد. در نهایت زیر شاخه 
گرفت، متصل گردید.را در بر میC14و C8ژنوتیپ 

و هـا ژنوتیـپ تایج ضـرایب تشـابه بـین    بنابراین براساس ن
نتیجـه گرفـت کـه    توان می،اي حاصلدندوگرام تجزیه خوشه

ي هـا ژنوتیپحداکثر تفاوت ژنتیکی را با C5و C2ي هاژنوتیپ
انــد کــه در مــورد بررســی بــا توجــه بــه داده مولکــولی داشــته

انـد. در  قـرار گرفتـه  هـا ژنوتیـپ مجزا با سایر لاًهاي کامگروه
اي شـده  تر و زنجیـره نزدیکهاژنوتیپوم روابط بین خوشه س

است که این موضوع حاکی از قرابت بیشتر این چهار ژنوتیـپ  
طـوري  است. بههاژنوتیپدر مقایسه با سایر نسبت به یکدیگر 

از لحاظ ژنتیکی بسیار نزدیک به هم C14و C8که دو ژنوتیپ 
نزدیکی خویشاونديC1تشخیص داده شد و هر دو با ژنوتیپ 

). در زیر شاخه بعـدي ایـن سـه ژنوتیـپ     2(شکل نشان دادند
)C1 ،C8 وC14 کریمسـتون سـوییت  هندوانه شـیرین رقم ) با

ارتباط یافته اند که نشان دهنده قرابت کلـی آنهـا بـا یکـدیگر     
است. 

در اغلب مطالعاتی که تـاکنون روي ژرم پلاسـم هندوانـه    
ي هـا ژنوتیـپ ی بـین  سـطح تنـوع مولکـول   ،انجام شده اسـت 

). امـا در پـژوهش   13،20(هندوانه پایین گـزارش شـده اسـت   
هــایی بــه طــور مجــزا در شــاخهC2و C5حاضــر دو ژنوتیــپ 
اند که این موضوع بیـانگر تفـاوت ژنتیکـی    جداگانه قرار گرفته

هاي مـورد مطالعـه اسـت. ایـن    آنها با سایر ژنوتیپقابل توجه
در مزرعه نیـز  قبلاً،و میوهدر سطح مورفولوژیکی بوته تفاوت

نـژادي  از نظر بهلذا ها در حال انتشار).به وضوح دیده شد (داده
دهـد.  را افـزایش مـی  امکان گـزینش مهم بوده و  یک مزیت 

از ،به لحـاظ ژنتیکـی  ها پراکنش ژنوتیپبراي مطالعه جزئی تر 
براسـاس هاژنوتیپدوتایی آزمون مانتل که اساس آن مقایسه 

،اسـت تشابه جاکارد و ضریب همبسـتگی کوفنتیـک  دو معیار
میزان قرابت و خویشاوندي نمودار حاصل. )19(استفاده گردید

دهـد را به صورت کمی و تصـویري نشـان مـی   هاژنوتیپبین 
اي بین دو ژنوتیـپ  طوري که هرچه نقاط مقایسه. به)3(شکل

ــزان    ــد می ــرار گیرن ــالاتري ق مشــخص در ســمت راســت و ب
یابـد.  ها افزایش مـی و تشابه ژنتیکی آنهاژنوتیپخویشاوندي 

دو و بـالایی  در نقطه انتهایی کهC14و C8دو ژنوتیپ بنابراین
محور قرار گرفته اند بیشترین میزان تشابه ژنتیکـی را بـا هـم    

مشـخص شـده اسـت،    3اند. همان طـور کـه در شـکل   داشته
، کمتـرین C5بـا ژنوتیـپ   هـا ژنوتیـپ ضریب همبستگی کلیه 

تمـام  ،بـوده اسـت. بـه عبـارت دیگـر     19/0مقدار و برابـر بـا   
را نسـبت بـه   همبسـتگی ژنتیکـی   کمتـرین میـزان   هاژنوتیپ

دهنـده اخـتلاف   کـه ایـن موضـوع نشـان    ندداشـت C5ژنوتیپ 
ي مورد مطالعه است. عـلاوه  هاژنوتیپبا سایر C5ژنتیکی زیاد 

ــر  ــاط مقایســه،C5ب ــري نق ــپ قرارگی ــا دیگــر C2اي ژنوتی ب
حـاکی از  نیـز  ،2هاي پایینی و چپ شکلدر قسمتهاژنوتیپ

تفاوت بیشتر و همبستگی ژنتیکی کـم ایـن ژنوتیـپ بـا سـایر      
نتـایج دنـدروگرام   مجدد بر صـحت  ید أیتوباشدمیهاژنوتیپ
ي مورد بررسی است.هاژنوتیپاي رسم شده براي خوشه

ايهبررسیازحاصلنتایجبین،فوقمطالببراساس
شدمشاهدههاییو شباهتهافاوتی تمولکولومورفولوژیکی

عواملتأثیردلیلبههاتفاوتوجودمنابعبسیاريدرکه
از جمله . استشدهعنوانگیاهانروي فنوتیپمحیطی
ژنوتیپدوقرابتبهتوانمیدو روش نتایجبینهايشباهت

C8وSW،هايژنوتیپبالايتشابهC1وC14مچنینو ه
.کرداشارههاژنوتیپسایرازC5ژنوتیپزیادفاصله

ماننـد  نـه تنهـا  ،مطالعـه حاصـل از ایـن   نتـایج  بطور کلی 
بـر کـارایی   ) 10،13،20،27(قبلـی مطالعات مشابه انجام شـده  

کیـد  أنشانگرهاي ریزماهواره در ارزیابی سطح تنـوع ژنتیکـی ت  
را ي مورد مطالعـه اهژنوتیپوجود تنوع ژنتیکی بین بلکه کرد، 

کــه منتخبــی از ژرم مولکــولینیــزلحــاظ مورفولــوژیکی و از
بـه  ،هاي سه گانه خراسـان هسـتند  پلاسم این گیاه در استان

و انتخـاب  بیشـتر . بـه ایـن ترتیـب بـا مطالعـات     اثبات رسانید
بالا با هتروزیسو توان زمینه تلاقی مؤثر برتر میي هاژنوتیپ

هاي اصـلاح شـده ایـن محصـول     یتهوارو معرفیجهت تولید
.کردفراهمرامهم تجاري

نمودار باي پلات براساس دو مؤلفه اصلی اول-1شکل 
Figure 1. The biplot diagram based on the first two main components
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Figure 2. The genetic variation dendrogram based on the UPGMA algorithm and Jaccard's similarity coefficient. The
cut-off in the dendrogram is based on the average Jaccard similarity coefficient (1)

ز محل میانگین ضریب تشابه جاکارد و نیز ضریب تشابه جاکارد. برش نمودار اUPGMAنمودار تنوع ژنتیکی براساس الگوریتم -2شکل 
.)1صورت گرفته است (

براساس دو معیار تشابه جاکارد و ضریب هاژنوتیپبراساس آزمون مانتل. نقاط معرف مقایسات دوتایی بین هاژنوتیپنمودار پراکنش -3شکل
.همبستگی کوفنتیک است

Figure 3. Distribution patterns of the genotypes based on Mantel test. The dots representing binary comparisons
between genotypes are based on Jaccard's similarity and cophenetic correlation coefficients
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20...... .........................................ریزماهواره و صفات مورفولوژیکیمولکولی هاي منتخب هندوانه بذر آجیلی با استفاده از نشانگرارزیابی تنوع ژنتیکی ژنوتیپ

به ترتیب از سمت راست به چپ)P8و P3 ،P5(مکان هاي تکثیر شده بوسیله برخی از پرایمرها-4شکل
Figure 4. DNA fragments amplified by some primers (P3, P5 and P8 from right to left, respectively)
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Abstract
Edible seed watermelon is a cash crop in rain-fed condition in Khorasan provinces, with little

research paid to it yet. In this study, genetic variation was evaluated among five candidate
genotypes of edible seed watermelon, along with one commercial cultivar (Crimson Sweet)
using 10 microsatellite primers (SSR) as well as morphological studies. 14 morphological traits
were evaluated and analyzed during 45 days of early plant growth. Principal Components
Analysis on morphological data could separate the genotypes into three distinct groups,
including C1 and C14 genotypes in one group, C8 and SW in the next and C2 and C5 in the third
one. For molecular analysis, genomic DNA was extracted and amplified further by the primers,
followed by electrophoresis of the products. A total of 76 clear alleles were produced, of which
42 were polymorphic alleles. Average number of polymorphic alleles per locus was 6, ranging
from 2 to 8. Polymorphic information content (PIC) varied within 0.46 to 0.85. Cluster analysis
based on Jaccard's similarity coefficient and Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
Mean (UPGMA) algorithm classified the genotypes into three main clusters. C2 and C5
genotypes placed separately in different cluster that represents high genetic distance from the
other genotypes. In this dendrogram, a very close genetic relationship was found between C8
and C14 genotypes. The scatter plot of genotypes based on Jaccard's correlation coefficient and
Cophenetic correlation also confirmed a significant genetic difference between both C2 and C5
genotypes compared with other genotypes. The data from this experiment suggested a
considerable diversity in terms of morphological and molecular aspects among the genotypes,
which is very crucial for selection and breeding purposes in this crop.

Keywords: Cophenetic Correlations, Edible seed watermelon, Genetic diversity, Jaccard's
similarity coefficient, Microsatellite, Morphological traits
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