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 ازبا استفاده  (Cucurbita pepo var. styriaca) کاغذیوتخمکد هایجمعیتتنوع ژنتیکی بررسی 

 ISSR مولکولی هاینشانگر
 

 3جواد هادیانو  ،*2، احمد اسماعیلی1پریا امیری

 

 آباد، دانشگاه لرستان، خرمدانشكده كشاورزي، گروه زراعت و اصلاح نباتات، دانشجوي كارشناسي ارشد -1

 آبادلرستان، خرم دانشگاه كشاورزي، نباتات، دانشكده اصلاح و زراعت دانشیار، گروه -2

 دانشیار، گروه باغباني، پژوهشكده گیاهان و مواد اولیه دارویي، دانشگاه شهید بهشتي، تهران -3
 

(08/05/1396تاریخ پذیرش:  – 22/10/1396 )تاریخ دریافت:  

 

 چکیده

 ايهزنجیر واكنش كاربرددر  اخیر هاي . پیشرفتاستنژادي بهاز اهداف مهم  ، یكيدر گیاهان دارویيژنتیكي مطالعه تنوع 

ي میان نشانگرهااست و از  فراهم ساخته ژنوم از بیشتري ژني هايمكان تعداد در جمعیت را یک افراد بررسي امكان ،پلیمراز

در این استفاده شده است. گیاهان ه طور موفقیت آمیزي در مطالعات مختلف تنوع ژنتیكي بنیز   ISSRنشانگر، DNAمولكولي 

كلكسیون  كشت شده درجمعیت كدوتنبل  1 نمونه از 4 كاغذي وجمعیت كدوتخم 5 نمونه از 43 تنوع ژنتیكيپژوهش، 

نوارهاي میانگین  و دست آمدبه دهي قابل امتیاز نوار 83 مجموعررسي شد. در بISSR نشانگر  12توسط  دانشگاه شهید بهشتي

ضریب دندروگرام بر اساس  .دهي چند شكلي نشان دادندهاي قابل امتیازنواردرصد  100و  بود 91/6 هانشانگر تولیدي توسط

نتایج به  دست آمد.گروه اصلي به پنج ترسیم گردید و ،CLink (Complete Linkage)بندي روش خوشهتشابه جاكارد و 

بندي ارایه شده توسط دو اي نشان داد كه گروهاصلي و تجزیه خوشهبه مختصات بندي با دو روش تجزیه دست آمده از گروه

 برخي از كهنتایج نشان داد در مجموع دست آمد. به 97/0ضریب كوفنتیک محاسبه و  ند.مشابه بودروش مزبور با یكدیگر 

 مفید است.  Cucurbita pepo گونه تنوع ژنتیكي دربراي مطالعات آینده استفاده شده در این تحقیق،  ISSR هاينشانگر

 اصلي، اطلاعات چندشكلي مختصاتاي، تجزیه به تجزیه خوشه، كدو تخم كاغذي :کلیدی واژگان
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 و همکارانامیری  ... کاغذیهای کدوتخمبررسی تنوع ژنتیکی جمعیت

 مقدمه

 متعلق به خانواده ucurbitaC نام علمي جنس كدو با
Cucurbitaceae و طایفه Cucurbiteae  12است و شامل 

 هاي جنسگونه ههم(. Grisales et al., 2009) است گونه

Cucurbita  20داراي ( 40جفت كروموزوم=n2بوده و ) 

مي (x=10) عدد 10 اهاي پایه در آنهتعداد كروموزوم

گونه داراي اهمیت زراعي  5تعداد تنها  باشد. از این

 .گیرندمورد كشت و كار قرار مي شده و ليهستند كه اه

(، Cucurbita pepoكاغذي )كدو تخمها شامل گونهاین 

 .C(، كدو تنبل ).C. moschata Duch) كدو حلوائي

maxima Duch.ي دیگر از انواع كدو تنبل( و دو گونه 
(C. argyrosperma Hubber.  وC. ficifolia Bouche. )

 ،C. moschata هايگونه (؛ اگرچهNee, 1990) باشندمي
C. maxima و C. pepo  .داراي معروفیت بیشتري هستند

هاي بزرگ گیاهي هستند كه در سانان یكي از تیرهكدو

 هدور شوند و به علت رشد سریع درتغذیه بشر استفاده مي

اند. توجه آبدار موردهاي خوراكي رشد خود و تولید میوه

كدو، خربزه، خیار، هندوانه و طالبي جز این خانواده 

وهواي شوند و به آبهستند و در سراسر ایران كشت مي

 باشندوب ایران هم سازگار ميمناطق شمال و جن

(Grisales et al., 2009در طب سنتي از قسمت .) هاي

-ضد قند و تأمین عنوان مادهف گوشتي انواع كدو بهمختل

هاي دانه شده است. روغن كننده املاح بدن استفاده

هاي رودهطور مؤثري در درمان كرمگیاهان این جنس به

اي، هیپوتروفي پروستات، التهاب معده و تصلب شرایین و 

در جلوگیري از انقباضات نامنظم قلب، كاهش  همچنین

قطره  د.ننگ مثانه و كلیه نقش مؤثري دارخطر تشكیل س

شده و  پروستاتان دارویي است كه از بذور این گیاه تولید

هاي دستگاه ادرار كاربرد براي درمان بیماري

 (.Zargari, 2005) دارد
هاي مشابه مطالعات ژنوتیپي براي شناسایي ژنوتیپ

منظور حفظ، ارزیابي و استفاده از ذخایر ژنتیكي، مطالعه به

شده قبل از شروع اصلاحپلاسم وحشي، بومي یا تنوع ژرم

ین شناسایي و تفكیک هاي اصلاحي و همچنبرنامه

 ,De Girorgioهم بسیار حائز اهمیت است )ها از ژنوتیپ

2007; Arab Tajandareh et al., 2016 .)هاي از نشانگر

قدرتمند براي  عنوان ابزار به PCR مولكولي مبتني بر

نتیكي در شكلي و مطالعه تنوع و روابط ژشناسایي چند

 .(Zietkiewiz et al., 1994)شود ميگیاهان استفاده 

 عنوانههاي تكراري ساده داخلي بتوالياستفاده از امروزه 

كلئوتید، نوهاي ديهاي مبتني بر تكرارنشانگر

میان محققان به صورت  تترانوكلئوتید یا پنتانوكلئوتید، در

 ,.Zietkiewiz et al) یک روش متداول درآمده است

از تصادفي بوده و نیمه ISSR هاي(. نشانگر1994

شكلي بالایي برخوردار است و در تكرارپذیري و چند

 Denduangboripant) دامنه وسیعي از گیاهان كاربرد دارد

et al., 2010 .)هاياین روش شامل تكثیر قطعه DNA 
اي ماهوارهریز موجود در فواصل بین دو ناحیه تكراري

(. Shi et al., 2010سوي آن قرار دارند ) است كه در دو

غالب است، اما  یک نشانگر RAPD مانند ISSR نشانگر

بالاتري داشته، پذیري نسبت به آن تكثیرپذیري و تنوع

 نیاز كم به هاآسان است. این نشانگرسریع بوده و روشي 
DNA هايها تكرارپذیري نشانگرالگو دارند. این نشانگر 

را به دلیل طویل بودن طول  (SSR) ریز ماهواره

باشند. در واقع این تكنیک اغلب هایشان دارا مينشانگر

 RAPD و AFLP هايرا دارد و روش هامزایاي ریزماهواره
 (.Chen et al., 2008) آمیزدهم مي را در

-در مقایسه با نشانگر ISSR نشانگر صاتخبا توجه به مش

بسیار نزدیک هاي دیگر، در مطالعات ژنتیكي بین افراد 

 ;Chen et al., 2008ها، برتري دارد )بندي كولتیواروطبقه

Powell et al., 1996.)  این تكنیک همچنین براي مطالعات

كه هیچ نوع اطلاعي از هاي گیاهي ژنتیكي گونه تنوع

 Godwin etتوالي آن در دسترس نیست مناسب است )

al., 1997.) نشانگرهاي هاي پیشین ازاساس بررسي بر 
ISSR  ریحانمثل روي گیاهاني (Ocimum basillicum) 

 (، پنیرکShinde et al., 2010همكاران ) و Shinde توسط
(Malva sylvestris) توسط Celka ( و همكارانCelka et 

al., 2010دانه(، بنگ (Hyoscyamus muticus L.) توسط 
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El- shawaf ( و همكارانEl-shawaf et al., 2009)، گل 

 Dos Santos (Dos توسط (Passiflora caerulea) ساعت

Santos, 2011)، ( توتونNicotiana tabacum L.توسط ) 
Shazdehahmadi و Kharazi (Shazdehahmadi and 

Kharazi, 2016 ،) كدوي ایران از جنس مختلف  5و

(، Esmailnia et al., 2015همكاران ) و Esmailnia توسط

هدف از این پژوهش شناسایي و  استفاده شده است.

ریزي منظور پایههایي با تنوع مناسب بهمعرفي جمعیت

 باشد.هاي اصلاح گونه مورد مطالعه ميبرنامه

 هامواد و روش

جمعیت  1كاغذي و جمعیت كدو تخم 5در این تحقیق، 

كدو تنبل، كه از مزرعه كلكسیون دانشگاه شهید بهشتي 

یابي به به منظور دست، آوري شدندجمعتهران  شهر

ژنتیكي و روابط خویشاوندي آنها جهت اطلاعات تنوع 

هاي اصلاحي بعدي با استفاده از ریزياستفاده در برنامه

 پنجمورد بررسي قرار گرفتند.  DNA روشهاي مولكولي

تهران، همدان،  متعلق به كاغذيكدو تخماز جمعیت 

از جمعیت  1كلكسیون و نمونه نامشخص زردبند، فارس، 

نمونه، همدان  9از جمعیت تهران . كدو تنبل همدان بود

نمونه، نمونه  10نمونه، فارس  4نمونه، زردبند  10

نمونه و  10نامشخص كلكسیون دانشگاه شهید بهشتي 

 .(1)جدول نمونه جمع آوري شد  4كدو تنبل همدان 

در هاي جوان ژنومي از برگ DNA در ابتدا براي استخراج

شد و در تانک حاوي ازت مایع  گیريحال رشد نمونه

 DNAمنتقل شد.  -80نگهداري و بلافاصله به فریزر 
هاي پودر شده در ازت مایع توسط كیت ژنومي از برگ

براي  شركت توپاز ژن استخراج شد. DNA استخراج

استخراج شده از روش  DNA تعیین كمیت و كیفیت

راي بررسي كیفیت با این ب اسپكتروفتومتري استفاده شد.

انتخاب  ،بود 8/1-2هایي كه جذب آنها بین روش نمونه

 DNA شدند. همچنین براي بررسي بیشتر كیفیت
 ،( مولكولSmearاستخراجي و بررسي عدم شكستگي )

و  TBE 0/5x بافربا درصد  8/0ها روي ژل آگارز نمونه

 ولت الكتروفورز شدند. در نهایت غلظت 90ولتاژ 
DNAكه از نظر كیفیت مناسب بودند براي واكنش  هایي

انده نانوگرم در میكرولیتر رس 10مراز به اي پليزنجیره

میكرولیتر  10مراز در حجم اي پلي. واكنش زنجیرهشدند

براي  PCR ها بهینه شد. مواد واكنشبراي تمامي نمونه

 10با غلظت  DNA میكرولیتر 3، شامل ISSR نشانگر

میكرولیتر نشانگر با غلظت  7/0نانوگرم در هر میكرولیتر، 

میكرولیتر آب مقطر  5/1پیكومول در میكرولیتر،  10

با  PCR كیت مسترمیكساز میكرولیتر  8/4استریل و 

شامل  ISSR براي PCR بود. شرایط تكثیر 2X غلظت

گراد به درجه سانتي 94واسرشت سازي اولیه در دماي 

 و پس  دقیقه 4 مدت
 

 آوري شدههاي جمعمشخصات نمونه -1جدول 
Table 1. Characteristics of collected samples 

 كد

Code 
 توده/جمعیت

Population 
 گونه

Species 
T1-T9 تهران 

Tehran 
 كاغذيكدوتخم

C. pepo 
H1-H10 

 همدان

Hamedan 
 كاغذيكدوتخم

C. pepo 
Z1-Z4 زردبند 

Zardband 
 كاغذيكدوتخم

C. pepo 
F1-F10 فارس 

Fars 
 كاغذيكدوتخم

C. pepo 

C1-C10 
 بهشتي شهید دانشگاه كلكسیوناز نامشخص نمونه 

Uncertain sample of Shahid Beheshti University 
Collection 

 كاغذيكدوتخم

C. pepo 

KTH1-KTH4 همدان 

Hamedan 
 كدوتنبل

C. maxima 
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 و همکارانامیری  ... کاغذیهای کدوتخمبررسی تنوع ژنتیکی جمعیت

درجه  94چرخه شامل واسرشت سازي در دماي  35از آن 

 دقیقه، اتصال نشانگر در دمایي بین 1گراد به مدت سانتي

 72ثانیه و بسط در دماي  50به مدت گراد سانتي 52-49

 ،هادر پایان چرخه .دقیقه بود 1گراد به مدت درجه سانتي

 بسط نهایي در ،هاسنتز كامل تمامي رشته اطمینان از براي
براي  دقیقه انجام شد. 10گراد به مدت درجه سانتي 72

ژل  ها برروينمونه ،PCRتكثیر شده  بررسي محصولات

در  دقیقه 150ولت به مدت  80با جریان درصد  3ارز آگ

تعیین حدود  براي. بارگذاري شدند الكتروفورز دستگاه

جفت باز  100اندازه نوارها روي ژل، از اندازه نشانگر 

برداري زیر عكس ،هامشاهده نوار استفاده شد. براي

در این پژوهش از وسیله ژلداک صورت گرفت. به  UVنور

توانستند چند در مطالعات قبلي كه  ISSR نشانگر 12

استفاده  (Karimi et al., 2014)نشان دهند  شكلي بالایي

 و IS نشانگر 10 تا 1 كه نشانگرهاي شمارهشد؛ 

  .(2)جدول  بودند UBC نشانگرهاي 12و  11 نشانگرهاي

( و عدم حضور 1ها بر اساس حضور )نوار: هاآنالیز داده

( امتیازدهي شدند و هر نوار به عنوان یک جایگاه ژني 0)

 (. محاسبات با نرم افزار1در نظر گرفته شد )شكل 
NTSYS-PC  انجام شد. دندروگرام با روش  02/2نسخه

Clink با واحد SHAN افزار ترسیم همین نرم توسط

 PCoA: Principal) گردید. از تجزیه به مختصات اصلي

Coordinate Analysisبر پایه ضریب  بندي( براي گروه

كه  ها استفاده شدتشابه یا واریانس/كوواریانس در بین داده

ارائه مي هاي اصلياطلاعات مفیدتري درباره تمایز گروه

 :PIC) شكل(. محتوي اطلاعات چندRohlf, 1987كند )

Polymorphic Information Content)   براي هر نشانگر

. محاسبه گردید  PIC=Σ[2pi (1-pi)]با استفاده از فرمول 

 ،ipشكل،  چند اطلاعات محتواي، PICدر این رابطه 

ام در حالت عدم i( فراواني نوار ip-1ام و ) iفراواني نوار

. (Thimmappaiah et al., 2008)باشد وجود نوار مي

 بر اساس فرمول (MI: Marker Index) شاخص نشانگر
MI = PIC.N.β (Thimmappaiah et al., 2008 محاسبه )

درصد  β و تعداد كل نوارها براي هر نشانگر Nگردید، كه 

 هاي چندشكل تقسیم بر تعداد)تعداد جایگاهچندشكلي 
شاخص نشانگر  باشد.ها( براي هر نشانگر ميكل جایگاه

دهد تولید نوار بیشتر را نشان مي پتانسیل هر نشانگر براي

(Anderson et al., 1993 Powell et al., 1996;.) 

 نتایج و بحث

چندشكلي قابل  ،ISSRتمامي نشانگرهاي استفاده شده 

نوار  ISSR، 83نشانگر  12نشان دادند. از مجموع توجهي 

تمامي نوارها در سطح جمعیت چندشكل  تولید شد كه

)براي  5هاي چندشكل بین بودند. تعداد نوار

)براي  9( تا IS21و  IS4 ،IS5 ،IS6نشانگرهاي

( متغیر بود. درصد چندشكلي IS11و  IS7،IS8نشانگرهاي

محتوي  میانگین(. 3درصد محاسبه گردید )جدول  100

 برآورد شد كه بین 23/0اطلاعات چند شكل نشانگرها 

 )براي نشانگرهاي 32/0( تا IS4 )براي نشانگر 14/0
UBC868 وIS5نشانگرهاي ( قرار داشت. بنابراین 
UBC868 و IS5 كار رفته بهتر از سایر نشانگرهاي به

محاسبه  ها را مشخص كنند.نمونه توانستند فاصله ژنتیكي

هاي مورد براي هر كدام از نشانگر MI نشانگرشاخص 

میزان شاخص نشانگر  استفاده نشان داد كه بیشترین

( و كمترین مقدار مربوط به 34/2) IS11 نشانگر مربوط به

( بود. این شاخص نشان داد كه 7/0) IS4نشانگرها 

نسبت به سایر نشانگرها پتانسیل بالاتري در  IS11نشانگر 

 ارد.تولید نوار بیشتر د

 هایهاي حاصل از نشانگردر این پژوهش، بر اساس داده

ISSR، اي به روشدندروگرام تجزیه خوشه Clink  و بر

 NTSYS-PC افزارماتریس تشابه جاكارد با نرم اساس
 از حاصل دندروگرام مجموع در (.2ترسیم شد )شكل

جمعیت را بر اساس  6فرد این  ISSR ،47 هايداده

بندي كرد. طبقه گروه در پنج 45/0ضریب تشابه حدود 

كاغذي از جمعیت تخم 1اول شامل فرد شماره  گروه

از  9شماره  نامشخص كلكسیون، گروه دوم شامل فرد

كاغذي همدان، گروه سوم شامل افراد جمعیت تخم

 گروه چهارم شامل افراد و دانــجمعیت كدو تنبل هم
 از 9اره ــكاغذي تهران، شماز جمعیت تخم 5شماره 
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جمعیـت از 10ون، شماره ــص كلكسیـنامشخكاغذي جمعیت تخم

 (R=A/T, Y=G/Cمورد استفاده در این تحقیق ) ISSR توالي آغازگرهاي -2جدول 

Table 2. Sequences of ISSR primers used in present study (R=A/T, Y=G/C) 

  ردیف
Row 

 نشانگرکد مشخصه 
Code of marker 

 (5´→ 3´) نشانگرتوالی 

(5´→3´)Primer Sequence  
1 IS4 CACACACACACACACACAG 

2 IS5 GACACACACACACACACC 

3 IS6 CACACACACACACACACC 

4 IS7 ACGACGACGACGACGG 

5 IS8 ACGACGACGACGACGC 

6 IS9 TCGTCGTCGTCGTCGG 

7 IS11 ACACACACACACACACG 

8 IS13 TAGAGAGAGAGAGAGAY 

9 IS21 AGAGAGAGAGAGAGAGRC 

10 IS23 CTCCTCCTCCTCRC 

11 UBC849 GTGTGTGTGTGTGTGTYA 

12 UBC868 GAAGAAGAAGAAGAAGAA 

 

 
منفي. كدها بیانگر : شاهد bp ،C 100: نشانگر اندازه Lدرصد.  3روي ژل آگارز  ISSR11 نشانگر واكنش محصول  -1 شكل

 افراد است
Figure 1. Product of ISSR11 marker reaction on 3% agarose gel, L: 100bp DNA ladder, C: negative control. The 

codes represent studied genotypes 
 

  شده استفاده   ISSRنشانگرهاي چندشكلي مشخصات -3 جدول

Table 2. Polymorphic properties of used ISSR markers 

 ردیف

Row 

 هانشانگرنام 

Markers name 
 هانواركل 

Total bands 
 نوارهاي چندشكل

Polymorphic bands 

 درصدچندشكلي

Percent of  

polymorphism 

اطلاعات میزان

 چندشكلي

PIC 

شاخص 

 نشانگر

MI 
1 IS4 5 5 100 0.14 0.7 

2 IS5 5 5 100 0.32 1.6 

3 IS6 5 5 100 0.16 0.8 

4 IS7 9 9 100 0.23 2.07 

5 IS8 9 9 100 0.25 2.25 

6 IS9 8 8 100 0.26 2.08 

7 IS11 9 9 100 0.26 2.34 

8 IS13 8 8 100 0.22 1.76 

9 IS21 5 5 100 0.2 1 

10 IS23 6 6 100 0.26 1.56 

11 UBC849 7 7 100 0.16 1.12 

12 UBC868 7 7 100 0.32 2.24 
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 similarity coefficient  ضریب تشابه 

 Clink بنديروش گروه و جاكارد تشابه ضریب اساس بر ISSRنشانگرهاي  حاصل دندروگرام -2شكل 

Figure 2. Dendrogram of the ISSR markers based on the Jaccard similarity coefficient and the Clink grouping 

method 
 

كاغذي از جمعیت تخم 2كاغذي همدان و شماره تخم

هاي فرد دیگر جمعیت 37گروه پنجم شامل تهران بود. 

 96/0كاغذي بود كه در این گروه بیشترین شباهت )تخم

از جمعیت همدان بود.  7و  5شماره  درصد(  بین دو فرد

گذاري یا مقیاستجزیه به مختصات اصلي یک روش 

هاي ها یا تفاوتیابي است كه با ماتریس شباهتمختصات

شود و هدف از آن به اي از افراد شروع ميبین مجموعه

ها با ابعاد كمتر وجود آوردن یک نمودار گرافیكي از داده

بطوریكه فاصله بین نقاط در نمودار، نزدیک به  ؛است

بر این اساس (. Rohlf, 1987باشد )هاي اصلي ميتفاوت

 41/31لي اول دو مؤلفه اص ،ISSR هايبراي نشانگر

( و 4)جدول نمودند  هرا توجی درصد از واریانس كل

ؤلفه ترسیم این دو مبر اساس  (3)شكل  نمودار دو بعدي

در گروه اول گروه تقسیم نمود.  را به پنج افراد گردید كه

 4، گروه چهارم فرد 4، گروه سوم فرد 1، گروه دوم فرد 1

-گروهقرار گرفت كه مشابه  فرد 37و در گروه پنجم  فرد

با مقایسه اي بود. دندروگرام حاصل از تجزیه خوشهبندي 

مشاهده شد كه هر دو فواصل فضایي و فواصل ژنتیكي 

 ا به طور مشابهي از هم تفكیک كردند. درر افرادروش 

اي كل این نمودارها با دندروگرام حاصل از تجزیه خوشه

 تطابق داشتند.

در این مطالعه نشانگرهاي استفاده شده چندشكلي بالایي 

هاي هاي جمعیتدرصد چندشكلي( را در بین نمونه 100)

این وضعیت از مزایاي  ،كدو از خود نشان دادند

ر از دوازده نشانگ .كار رفته استبه ISSR نشانگرهاي

 ,IS5, IS8, IS9, IS11, IS23استفاده شده، شش نشانگر )

UBC868 داراي )PIC  كه نشان  ندبود 5/0تا  25/0بین

شش نشانگر  .باشنداطلاعات سودمندي را دارا مي دهدمي

( داراي IS4, IS6, IS7, IS13, IS21, UBC849دیگر )

PIC  اطلاعات  دهدند كه نشان ميبود 25/0كمتر از

توان گفت، برخي از سودمند اندكي دارند. بنابراین مي

براي مطالعه تنوع ژنتیكي كدو سودمند  ISSRنشانگرهاي 

واقع شدند. بوستون و همكاران بیان كردند آغازگرهایي 

داشته باشند داراي اطلاعات  5/0بزرگتر از  PICكه 
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آنها  PICسودمند زیادي هستند، آغازگرهایي كه مقادیر 

 25/0باشند سودمند و آنهایي كه كمتر از  5/0تا  25/0بین 

 Botstain etباشند داراي اطلاعات سودمند اندكي هستند )

al., 1980.) 
-هاي كدو تخمدر پژوهش حاضر تنوع ژنتیكي ژنوتیپ

 ، بررسي شد. اینISSR كاغذي و كدوتنبل با نشانگرهاي
كاغذي و جمعیت كدو تخم 5فرد  47نشانگرها توانستند 

 جمعیت كدو تنبل را از هم تفكیک كنند. نتایج تجزیه 1
و ضریب تشابه جاكارد نشان  CLink اي به روشخوشه

درصد تشابه( بین دو  96داد كه بیشترین شباهت ژنتیكي )

كاغذي از استان از جمعیت كدو تخم H7 و H5 فرد

 توان در یكسان بودن نوع گونهكه علت را مي همدان بود
(C. pepo ) افراد جمعیت قرار گرفتن  دانست.آنها

احتمالاً كدوتنبل استان همدان در یک گروه جداگانه را 

اي به گونه كه این افراد متعلقتوان به این علت دانست مي

هاي مربوط لب ژنوتیپ. اغهستند (C. maximaمتفاوت )

كاغذي به صورت هاي مختلف كدو تخمبه جمعیت

گروه قرار گرفتند كه این امر نشان پراكنده كنار هم در یک 

هاي دهنده عدم مطابقت فاصله ژنتیكي بین نمونه

كاغذي با منشأ جغرافیایي تخمهاي مختلف كدو جمعیت

بود. با توجه به اینكه افراد جمعیت كدو تنبل در كنار 

توان نتیجه یكدیگر و در یک گروه مجزا قرار گرفتند مي

توانستند تا حدودي افراد را  ISSR گرفت كه نشانگرهاي

نه منشأ و تفكیک كنند  بر اساس نوع گونه از هم

 جغرافیایي.

 

 
 هاي كدوباي پلات دوبعدي مربوط به تجزیه مختصات اصلي جمعیت -3شكل 

Figure 3. Two-dimensional plot related to the principal coordinates analysis of Cucurbita populations 
 

 ISSR تجزیه به مختصات اصلي مربوط به نشانگر -4جدول 

Table 4. Principal coordinate analysis of the ISSR marker 

 1 مؤلفه 

Component 1 
 2 مؤلفه

Component 2 
 نسبیواریانس 

Relative variance 
20.19 11.21 

 31.41 20.19 واریانس تجمعی
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Cumulative variance 
 

و همكاران روي تنوع  Hatami اي كه توسطدر مطالعه

 با استفاده از نشانگرجمعیت كدو حلوایي ژنتیكي سه 

ISSR دست درصد به 100درصد چندشكلي  ،انجام شد

در پژوهشي توسط  (.Hatami et al., 2017)آمد 

Barzegar  نمونه كدو از  50كه به بررسي تنوع ژنتیكي

با  C. moschataو  C. pepo، C.maximaهاي گونه

درصد  100 انجام گرفت، SSR استفاده از نشانگر

 يمطالعه در (.Barzegar, 2014مشاهده شد ) چندشكلي

 30 یكيهمكاران تنوع ژنت و Esmailnia توسط دیگري

 بامختلف  جنس پنج از كدوي ایراني از بومي يگونه

 يچند شكل درصد شد، بررسي ISSR نشانگر از استفاده

در  .(Esmailnia et al., 2015آمد ) دستبه درصد 93/92

و همكاران روي تنوع  Kameli اي كه توسطمطالعه

 .S. spicigera, S. rechingeri, Sژنتیكي سه گونه مرزه )

khuzistanicaبا استفاده از نشانگر ) ISSR انجام شد، 

 Kameli etدست آمد )درصد به 100درصد چندشكلي 

al., 2013.) شي دیگر توسطهدر پژو Song  و همكاران

 Salvia) گليكه به بررسي تنوع ژنتیكي مریم

miltiorrhizaاستفاده از نشانگر ( با ISSR پرداختند، 

 ,.Song et alدست آمد )درصد به 100درصد چندشكلي 

هاي چندشكلي یكي از شاخص میزان اطلاعات(. 2010

مهم براي مقایسه نشانگرهاي مختلف از نظر قدرت تمایز 

مقادیر بالاي آنها دلالت بر چندشكلي  رود.به شمار مي

زیاد در یک جایگاه نشانگري دارد كه در تفكیک و تمایز 

بالا  PIC بنابراین نشانگرهایي باسزایي دارد. افراد نقش به

هایي با خویشاوندي نزدیک اهمیت براي تمایز ژنوتیپ

دست آمده در این تحقیق نشان داد كه بالایي دارد. نتایج به

 و IS5 هاينشانگركار رفته، هاي بهنشانگراز میان 

UBC868  بیشترینPIC هاي نشانگر را دارا بودند. از میان

بیشترین شاخص نشانگر و ، IS11نشانگر مورد استفاده

. ا بودرا دار نوار بنابراین بیشترین پتانسیل تولید حداكثر

برآورد گردید كه  23/0 يمیانگین میزان اطلاعات چندشكل

هاي در افراد جمعیت قابل توجهنشان دهنده تنوع ژنتیكي 

 كاغذي و كدوتنبل است.كدو تخم

تجزیه به مختصات اصلي ابزار دیگري براي نشان دادن  

نحوه پراكنش افراد است كه به عنوان روشي مكمل براي 

نتایج حاصل از این و رود اي به كار ميتجزیه خوشه

اي تطابق ا دندروگرام حاصل از تجزیه خوشهب آزمون

توانست  خوبي، بهISSR اگرچه نشانگر مولكوليداشت. 

كند اما بر  ها را مشخصتفاوت ژنتیكي بین جمعیت

و با توجه به پراكنده بودن اي اساس نتایج تجزیه خوشه

كاغذي در كنار هاي مختلف كدو تخمجمعیت افراداغلب 

 توان نتیجه گرفت كه نشانگریكدیگر به طور كلي مي

ISSR ها را بر حسب منشأ خوبي نمونهنتوانست به

. به عنوان مثال جغرافیایي از هم تفكیک كند

Ehteshamnia 5ژنوتیپ از  96 و همكاران، تنوع ژنتیكي 

جمعیت طبیعي گردوي ایراني در استان گلستان را با 

قرار مكان ژني ریز ماهواره مورد بررسي  11استفاده از 

ها بندي جمعیتدسته ، دست آمدهبر اساس نتایج به .دادند

بندي آنها بر اساس هاي مولكولي با دستهبا استفاده از داده

 Ehteshamnia et) موقعیت جغرافیایي انطباق پیدا نكرد

al., 2009)دار نبودن همبستگي بین فواصل . بنابراین معني

ارتباط  هفواصل ژنتیكي آنها نشان دهند و جغرافیایي

هاي جدا از هم از طریق جریان ژني ژنتیكي بین جمعیت

 اي،در مطالعه (.Alikhani et al., 2014است )

Mohammadi ،جد جمعیت  35تنوع ژنتیكي  و همكاران
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 نشانگر 17را با استفاده ( Aegilops cylindricalگندم )

ISSR دست آمده توسط نتایج به، بررسي كردند. بر اساس

هاي اي و تجزیه به مؤلفهبندي خوشههاي گروهروش ،آنها

طور كامل از هم تفكیک  ها را بهاصلي نتوانست جمعیت

را كند و عدم ارتباط بین تنوع مولكولي و تنوع جغرافیایي 

نشان داد كه نشان دهنده تنوع ژنتیكي بالاي این جمعیت

مطابقت الگوي  (. عدمMohammadi et al., 2014ها بود )

تواند اي ميجغرافیایي در تجزیه خوشهبندي با منشأ گروه

دلیل اول كافي نبودن تعداد  :دو دلیل داشته باشد

نشانگرهاي استفاده شده و در نتیجه عدم پوشش تمامي 

ها شدگيدوم وجود یكسري مضاعف دلیلها، و ژنوتیپ

استفاده مجدد  پلاسم پس از ذخیره طولاني مدت ودر ژرم

كه باعث بروز یكسري اشتباهات و در نتیجه عدم تفكیک 

 ,.Chen et alشود )هاي یكسان از یكدیگر ميژنوتیپ

2012.)  

از آنجا كه اجراي هر برنامه اصلاحي وابسته به وجود 

بنابراین انتخاب والدین مناسب در برنامه باشد؛ميتنوع 

حداكثر هاي تلاقي براي تولید هیبریدهایي با 

هتروزیگوستي امري ضروري است. وقتي والدین از نظر 

تري از هم داشته باشند به تعداد كمتري شژنتیكي فاصله بی

تلاقي براي دستیابي به بهترین جمعیت نیاز است و 

، با اینشود. بنابرتري در نتاج ظاهر ميهتروزیس قوي

اجراي تلاقي براي تولید ارقام مناسب با داشتن 

ورد نظر از ارقامي كه داراي بیشترین فاصله خصوصیات م

. توان استفاده نمودمي ،ژنتیكي و صفات مورد نظر باشند

هاي در نهایت لازم به ذكر است، با توجه به ویژگي

كاغذي و كدوتنبل و تنوع ژنتیكي دارویي گیاه كدوتخم

حفاظت در محل براي حفظ ذخایر  ،بالاي آننسبتاً 

 شود.یه ميها توصژنتیكي این گونه
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Abstract 
Evaluation of genetic diversity in medicinal plants is one of the most important evolutionary and 

breeding goals. Recent developments in polymerase chain reaction brings the possibility of evaluation 

the individuals of a population in more sites of genome, and among different DNA molecular markers, 

the ISSR marker was successfully used in study of the genetic diversity of different plants. The genetic 

diversity of 43 individuals from five populations of Styrian Pumpkin (Cucurbita pepo var. styriaca) 

and 4 individuals from one population of C. maxima which cultivated in Shahid Beheshti University 

collection (Tehran, Iran) was investigated using 12 ISSR markers. Totally, 83 scorable bands were 

produced by ISSR markers and the mean for the produced band for each marker was 6.91 and 100% of 

scorable bands were polymorphic. Dendrogram was illustrated based on Jaccard coefficient similarity 

matric and algorithm of Complete Linkage. Based on cluster analysis, individuals of populations 

divided into five main groups. The results of the grouping through principal coordinate analysis and 

cluster analysis showed that groupings by the two mentioned methods were consonant with each other 

and have made a similarity grouping. The cophenetic coefficient was calculated as 0.97. Totally, the 

results of present study showed that the some of used ISSR markers could be useful for future study of 

genetic variation in Cucurbita pepo. 

Keywords: Cucurbita pepo L., Cluster analysis, Principal coordinate analysis, Polymorphic 

information 
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