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  دهكيچ
در محصولات  ارقامه شناسنامه واقعي يته،تمايز دقيق ي،و ژنتيك ييكات مورفولوژين خصوصييتع
 Plant( بهنژادگر، اعطاي حقوق  (Plant Variety Protection, PVR)حمايت از مالكيت معنوي باغي،

Breeder’s Rights, PBRs( ،براي  ثبت و اخذ مجوز توزيع تجاري ارقام اصلاح شده ،سازييتجار
و فلوسايتومتري جهت  در مطالعه حاضر، مطالعات تكميلي سيتوژنتيكي. باشدميحائز اهميت ان اصلاحگر
بذري هندوانه  هايتوده(رقم هندوانه  21صفات سيتوژنتيكي، سايز ژنوم و سطح پلوئيدي در  ارزيابي
هندوانه  (DUS)تمايز، يكنواختي و پايداري   آزمون الملليبين ستورالعملبر اساس د قبلاً) كه ايراني

(UPOV) ،بر اساس  قبلاًكمي اين ارقام و . صفات كيفي انجام گرفت، مورد بررسي قرار گرفته بودند
 و فيزيولوژيكي شناسنامه مورفولوژيكيبررسي شده بودند و  (UPOV)هندوانه  الملليدستورالعمل بين

)(variety description اين ارقام با استفاده از مقايسه ميانگين به روش حداقل تفاوت معني) دارLSD (
هندوانه بهينه  برايتعيين سطح پلوئيدي آناليز فلوسايتومتري و در ابتدا كاراكتريزه شده بود.  وسه يمقا

تكنيك گرديد. مقايسه  DUSآزمون با نتايج  ،تهيه اين ارقامسيتوژنتيكي  شناسنامه شده و در نهايت
و تعيين سطح پلوئيدي گياه  يسلولدرون  DNAفلوسايتومتري در واقع روشي براي  آناليز ميزان نسبي

 PARTECه حاضر سيستم فلوسايتومتري ع. در مطالباشدميوي اطلاعاتي در مورد سايز ژنوم حا، بوده

Cell Analyser  هايتودهپلوئيدي  وحفلوسايتومتري و تعيين سط هايدادهو آناليز  يآورجمعجهت 
رقم مورد مطالعه در شرايط استاندارد گلخانه در مركز  21بذور هندوانه از هندوانه استفاده شد. بذري 

 4-3 هاينمونهجوان واقعي،  هايبرگكشت و پس از استقرار  (بلژيك) ILVOتحقيقات ژنتيك 
 عنوانبهگياه ديپلوئيد شيكوره  .از برگ جوان و تازه جهت آناليز سطح پلوئيدي استفاده شد متريميلي

نتايج حاصله از آناليز فلوسايتومتري سطح پلوئيدي ارقام  ز استفاده شد.كنترل و استاندارد در اين آنالي
كه  بودهتريپلوئيد رقم و تنها يك  ارقام هندوانه ديپلوئيد بودهاين كه اكثر هندوانه مورد مطالعه نشان داد 

م يا سطح پلوئيدي در وسايز ژنكه  دهندمينتايج نشان  اين .ارقام داردساير نسبت به متمايزي ميوه خواص 
  DUSيهاآزموندر ستفاده قابل اهندوانه  هايژنوتيپ شاخصي مهم در تمايز عنوانبههندوانه ممكن است 

 .باشد

  ژنوم سايز ، DNA ميزان پلي پلوئيدي، كروموزوم، سيتوژنتيك ،  :كلمات كليدي
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  مقدمه
 ،سالهيكاي گونه ،Cucurbitoideaeاز زير خانواده  (Citrullus lanatus (Thunb))هندوانه با نام علمي 

ارقام  صورتبه غالباً هندوانه تجاري جهانعمده توليد  .باشدمي vulgarisاز زير گونه  و) x2=n2=22( ديپلوئيد
توليد  ترينبزرگ عنوانبهپس از چين ميليون تن  5/4ايران با توليد و  (Solmaz & Sari 2009) است F1هيبريد 

. هندوانه داراي (FAO 2011) باشدميميليون تن، دومين توليد كننده هندوانه جهان  5/69ده هندوانه جهان با كنن
با هم و غيره ارقام مختلفي است كه از نظر شكل، اندازه، رنگ پوست، رنگ گوشت، اندازه بذر، طعم و مزه گوشت 

توانند شرايط محيطي و عمليات زراعي مي اگرچه. شودمي(ارقام تريپلوئيد) نيز ديده  ارقام بدون بذر ،باشندميمتفاوت 
عامل تعيين كننده در عملكرد كمي و كيفي هندوانه نوع رقم  بوده، ليكندر عملكرد هندوانه  مؤثر بسيار عوامل

تمايز، يكنواختي و  هايآزمونجام ان مختلف هندوانه وجود دارد. هايژنوتيپدر بين ارقام و  داريمعنيتفاوت  ،باشدمي
 يالملنيه بي، اتحاد(Solmaz & Sari 2009) بوده) براي شناسايي و ثبت ارقام جديد ضروري DUSپايداري (

براي اجراي  ياربردك يها، دستورالعمل(CPVO 2014) و اتحاديه اروپا  (UPOV 2013) ياهيت از ارقام گيحما
 نقاطهندوانه تركيه از قديمي و محلي  پلاسمژرمنمونه از  134 ،ديگر ايمطالعهدر  .اندنمودهرا ارائه DUS  هايآزمون
گرفت كه مورد بررسي قرار  UPOVبر اساس دستورالعمل رفولوژيكي وصفت مختلف م 56و  شدهيآورجمع مختلف

 نشان داد پلاسمژرمدر اين  ولوژيكيمورفمورد مطالعه براي اكثر صفات  نتايج اين مطالعه تنوع ژنتيكي قابل توجهي را
(Solmaz & Sari 2009) . گزارشات محدودي مبني بر ميزان پليبه نژادي و اصلاحي هندوانه،  هايبرنامهدر اكثر 

و اكثر گزارشات موجود در يكي گزارش شده است در صفات فيزيولوژيكي و سيتوژنت خصوصاً مورفيسم و تنوع ژنتيكي 
 .Uluturk et al. 2011; Mujaju et al)باشندمي هابيماريارتباط با صفات مورفولوژيكي يا بررسي مقاومت به 

و سطح پلوئيدي در تعيين و تمايز عملكرد فيزيولوژيكي و  سايز ژنوم ،صفات سيتوژنتيك با توجه به اهميت . (2010
محصولات باغي  ها و ارقام زير گونهتمايز ژنوتيپ دررا ين فاكتورها نقش مهمي عملكردي محصولات باغي، بررسي ا

آناليز و تعيين سطح  .دارد نظير هندوانه محيطي مختلف جغرافيايي و تحت شرايطمحصولات كشت شده  خصوصاً
صلاح ژنتيكي در ااين تكنيك كاربرد  روشي معمول بوده، فلوسايتومتري  با استفاده از تكنيك  پلوئيدي گياهان

اينترپلوئيدي، كنترل سطوح پلوئيدي در  هايتلاقيمحصولات با هدف كاراكتريزه كردن و گزينش نتاج و والدين در 
. از طرفي باشدميشناخته شده  يخوببهتوليد و تكثير بذور و ارزيابي آزمايشات پلي پلوئيداسيون گياهان  يهاپروسه

گياهي  هاينمونه يسازآمادهفلوسايتومتري و اتوماسيون كامل اين تكنيك در تهيه و  هايتكنيكاخير در  هاييشرفتپ
و  ترآسان، كاربرد اين تكنيك را در مطالعات اصلاحي و تكنولوژي بذر و محصولات باغي هاآنجهت آناليز سايز ژنوم 

، ايگونهينبهاي در هيبريداسيون اًخصوصتوجيه نموده است. اين اطلاعات در مورد سايز ژنوم  آن راكاربرد اقتصادي 
 حاصل از هيبريداسيون داشته باشد هاينهالدر ارزيابي نوع و طبيعت هيبريدي نتاج و  يمؤثرنقش  تواندمي

)Loureiro et al. 2007; Johnston et al. 1999; Bretagnolle & Thompson 1995;  Van Tuyl & 

Boon 1997; Van Tuyl et al. 1989; Arumuganathan & Earle 1991; Doležel et al 1989; 
Galbraith et al. 1983(.   

 و ه هندوانهكاراكتريزه شد هايژنوتيپآناليز فلوسايتومتري در تعيين سطح پلوئيدي  سازيينهبهحاضر، هدف از مطالعه 
يك  عنوانهبعرفي اين صفت م يتاًنهاهندوانه و  هايژنوتيپتمايز و سايز ژنوم در سطح پلوئيدي  يرتأثارزيابي  يتاً نها

 بوده است. UPOVاساس دستورالعمل بر  DUS در آزمون مؤثركاراكتر 
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  هامواد و روش

 يسيستم فلوسايتومتر

 PARTEC Cell Analyser II   (Partec, Munster, Germany)در اين مطالعه، سيستم فلوسايتومتر
، DPAC  (Data Pool Application for CA-II; Partec, Munster, Germany) افزارنرمتجهيز شده با 

 گياهي، حاوي لامپ يهاپژوهشفلوسايتومتري و كاربرد در تعيين سطح پلوئيدي در  يهاو آناليز داده يآورجمعجهت 

UV LED  (365 nm)  15با قدرت خروجي حداقل mW  با تركيب دپي  يزيآمرنگجهت آناليزDAPI (4',6-

diamidino-2-phenylindole)  در تعيين سطح  يمولكول يزيآمرنگ، يك تركيب فلورسنت نفوذي جهت
  پلوئيدي هندوانه استفاده شد.

 مواد رويشي استفاده شده در آناليز فلوسايتومتري هندوانه: 

ك حقيقات ژنتيز ترقم مورد مطالعه در اين پروژه  در شرايط استاندارد گلخانه در مرك 25بذور هندوانه از 
از برگ جوان  متريميلي 4-3 هاينمونهجوان واقعي هندوانه،  هايبرگكشت شده و پس از استقرار  ILVO كاربردي

ناليز آد در اين و  استاندار نمونه كنترل عنوانبهو تازه جهت آناليز سطح پلوئيدي استفاده شد گياه ديپلوئيد شيكوره 
  ).1استفاده شد (شكل 
 ه و سوسپانسيون هسته سلولي جهت آناليز فلوسايتومتري:تهيه نمون

ي خرد شده بر استخراجي از بافت گياه ياهسته  DNAآناليز فلوسايتومتري با رزولوشن و دقت بالا بر روي
ريز از بافت هاي ديسكبر اساس اين روش انجام گرفت.  (Galbraith et al. 1983, Otto 1990)اساس روش 

 ده، پس ازشرد يد خشامل سيتريك اس تكرار از هر رقم هندوانه در گلخانه تهيه شده، در محلول بافربرگ جوان در سه 
 يتاً نهاشستشو داده شده،   phenylindole-2-iamidinod-6',4( DAPI(و  4HPO2Na فيلتر شدن با بافر

  ).2شكل (راج شدند سلولي جهت آناليز سطح پلوئيدي توسط فلوسايتومتري استخ هايهستهسوسپانسيون حاوي 
  

  
  پ)شاهد ديپلوئيد (چ عنوانبهو برگ گياه شيكوري  ،بذور كاشته شده از ارقام مورد مطالعه هندوانه(راست) :1شكل 
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  PARTEC (CytoFlowSpace) مدل  (UV LED)تهيه نمونه و آناليز سطح پلوئيدي نمونه با سيستم فلوسايتومتر : 2شكل 

  
  نتايج و بحث
 "ماسال"رقم  جزبهارقام مورد مطالعه  اكثرداده است كه  فلوسايتومتري در اين تحقيق نشانآناليز نتايج 
كه در رقم  دهدمي). نتايج نشان 1(جدول  باشدمي )x3=n2(ماسال تريپلوئيد ژنوتيپ ، )x2=n2=22( ديپلوئيد بوده

، ميزان ضخامت رنگ گوشت ميوه نظيرنيز ميوه كيفي  تبرخي از صفا تربزرگژنوم با سايز تريپلوئيد  "ماسال"
كه  دهدمينتايج اين مطالعه نشان  .)4-2 ولاجد، 3شكل ( باشدميها متمايز كاملاً نسبت به ساير ژنوتيپپريكارپ 

المللي حفاظت از ارقام گياهي كه اتحاديه بين (DUS)تمايز، يكنواختي و پايداري  هايآزموندستورالعمل اجراي 
هندوانه ايران كافي نيست و  پلاسمژرم، براي متمايز كردن ارقام و منابع باشدمياي صفات مورفولوژيكي بر مبن عمدتاً

برخي از محققان  اگرچهلازم است تا با ساير صفات سيتوژنتيك، فيزيولوژيك و عملكردي (فانگشنال) تكميل شود. 
)Roose et.al. 2006( آناليزي  يهاپروسهل استفاده از ماركرهاي مولكولي را براي تكميDUS  در هندوانه را

هاي متنوع و بررسي صفات مورفولوژيك در آن جمعيت، همچنين مطالعه ساير پيشنهاد كردند ولي با مطالعه جمعيت
 ,CPVOشود (هاي تمايز، يكنواختي و پايداري كه توسط برخي كشورها (اتحاديه اروپا) استفاده ميدستورالعمل

كه انجام مطالعات سيتوژنتيكي (فلوسايتومتري) و تعيين سطح پلوئيدي و سايز ژنوم در هر  رسديم)، به نظر 2007
ژنوتيپ/رقم هندوانه از يك طرف و بررسي عملكرد فيزيولوژيكي آن تحت شرايط محيطي و جغرافيايي متنوع و مقايسه 

ح شده ملي مناسبي براي تمايز و شناسايي دستورالعمل اصلا گذاريهپا تواندمي احتمالاً ياهستهآن با سايز ژنوم 
نتايج باشد.  الملليينباصلاحاتي در دستورالعمل  گذاريهپاهندوانه از توده بذري موجود در ايران و حتي  هايژنوتيپ

شرح  1پلوئيدي ارقام هندوانه مورد مطالعه در جدول شماره  سطوححاصله از آناليز فلوسايتومتري در اين پژوهش و 
تحت ماسال ) ژنوتيپ تريپلوئيد حساسيت/بررسي نحوه عملكرد (مقاومت تنهانه ،آتيدر مطالعات ده است. داده ش
 يعملكرد هايآناليزبا انجام بلكه  ،د شدهبررسي خواو آفات  هابيماريفوزاريوم و ساير  محيطي و بيماري هايتنش

كاركتريزه كردن و  زيستي و غير زيستي هايتنشانواع مقاومت هندوانه به انواع در  مؤثركانديد  هايژن )فانگشنال(
، سيتوژنتيك تكميلي هايتكنيكبا استفاده از ) هاژن(تهيه نقشه فيزيكي  هاكروموزومبروي  هاژناين  فيزيكي نواحي

نگشنال براي فا يمولكولبه ماركرهاي  احتمالاًدر اين هندوانه تريپلوئيد ماسال، و مقايسه آن با نوع هندوانه ديپلوئيد، 
  .دست خواهيم يافت  DUSيهاآزمونتكميل 
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  نتايج آناليز فلوسايتومتري و نتايج سطح پلوئيدي در ارقام هندوانه :1جدول 

Watermeloen 22‐04‐16 Gain

Nr Sample Comp nr peak positi ploidy 551

1 9369D 001‐001 98 2x

2 PHONIX 001‐002 103 2x

3 SATURN 001‐003 107 2x

4 SANCI 001‐004 104 2x

5 YAMI 001‐005 110 2x

6 WOLRD QUEEN 001‐006 102 2x

7 CHARLSTON 76 001‐007 103 2x

8 ROSHA 001‐008 104 2x

9 CRIMSON SWEET AMPHIUN 001‐009 99 2x

10 GLORY JUMBO 001‐010 106 2x

11 3X MASA 001‐011 150 3x

12 WORLD STAR 001‐012 96 2x

13 MADAGA 001‐013 98 2x

14 VENUS 001‐014 101 2x

15 YALDA 001‐015 109 2x

16 UNICORN 001‐016 102 2x

17 GLORY FUN 001‐017 108 2x

18 BEST YIELD 001‐018 100 2x

19 2720 D 2X 001‐019 103 2x

20 TITAN 001‐020 105 2x

21 TONDAR 001‐021 110 2x  
 
Table 2: Some characteristics according to UPOV guideline for the conduct of tests for 
distinctness, uniformity and stability (DUS) in watermelon "Masal" 

No. Characters States of expression Note 
1 Ploidy triploid 3 
2 Fruit: shape in longitudinal section circular 1 
3 Fruit: depression at apex medium 3 
4 Fruit: ground color of skin medium green  6 
5  Fruit: conspicuousness of veining medium 3 
6 Fruit: pattern of stripes one colored and mled 4 
7 Fruit: width of stripes narrow 3 
8 Fruit: main color of stripes medium green 4 
9 Fruit: conspicuousness of stripes strong 4 

10 Fruit: margin of stripes medium 2 
11 Fruit: size of insertion of peduncle medium 5 
12 Fruit: size of pistil scar medium 5 
13 Fruit: thickness of pericarp thick 7 
14 Fruit: main color of flesh yellow 2 

 
Table 3: Some characteristics according to UPOV Guideline for the conduct of tests for 
distinctness, uniformity and stability (DUS) in watermelon "Best yield" 

No. Characters States of expression 
Not

e 
1 Ploidy diploid - 
2 Fruit: shape in longitudinal section medium elliptic 3 
3 Fruit: depression at apex medium 3 
4 Fruit: ground color of skin light green to medium green 5 
5  Fruit: conspicuousness of veining medium 3 
6 Fruit: pattern of stripes Only veins 6 
7 Fruit: width of stripes Very narrow 1 
8 Fruit: main color of stripes light green 3 
9 Fruit: conspicuousness of stripes weak 2 

10 Fruit: margin of stripes diffuse 1 
11 Fruit: size of insertion of peduncle medium 5 
12 Fruit: size of pistil scar medium 5 
13 Fruit: thickness of pericarp medium 5 
14 Fruit: main color of flesh red 6 
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Table 4: Characteristics according to UPOV Guideline for the conduct of tests for distinctness, 
uniformity and stability (DUS) in watermelon "Maral" 

No
. 

Characters States of expression Note 

1 Ploidy diploid - 
2 Fruit: shape in longitudinal section narrow elliptic 4 
3 Fruit: depression at apex medium 3 

4 Fruit: ground color of skin 
medium green to  

dark green 
7 

5  Fruit: conspicuousness of veining weak 2 
6 Fruit: pattern of stripes Only one colored  1 
7 Fruit: width of stripes broad 7 
8 Fruit: main color of stripes dark green 5 
9 Fruit: conspicuousness of stripes Very strong 5 
10 Fruit: margin of stripes medium 2 
11 Fruit: size of insertion of peduncle medium 5 
12 Fruit: size of pistil scar medium 5 
13 Fruit: thickness of pericarp medium 5 
14 Fruit: main color of flesh red 6 

  

 
 "(Best Field)بست فيلد "(وسط)، رقم  "(Maral) مارال"(راست)، رقم  "(Masal) ماسال" يهارقم: ميوه هندوانه 3شكل 
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Abstract 
Watermelon (Citrullus lanatus (Thunb.)) from sub-family Cucurbitoideae includes 4 

diploid species (2n=2X=22) distributed over the world. Citrullus lanatus is an annual 
herbal plant and the edible watermelon is sub species Vulgari and commercial 
watermelon production is mostly based on  F1 Hybrid seeds. Due to the report of FAO 
(2011), Iran is the second watermelon producer after the China over the world. Different 
watermelon’s cultivars are cultivated around the world with variability in the fruit shape, 
size, skin color, seed number & color, as well as disease and pest resistance, etc. To date, 
watermelon’s cultivars in Iran are rarely genetically characterized, especially their 
heritage and the history of breeding programs are not clearly determined.  In the present 
study, around 60 morphological and physiological traits were already analyzed based on 
the UPOV instruction for the examination of Distinctness, Uniformity and Stability (DUS 
analysis) in watermelon’s Iranian varieties. To confirm the results of this study, the 
ploidy level and genome size of these varieties should be measured by flow cytometry 
technique as a well-known and established technique for ploidy analysis in plant 
breeding. Recent developments in the apparatus itself, as well as in automated sample 
preparation, simplified this technique and made it more cost effective. Commonly flow 
cytometry analyses the relative DNA content in the cell related to the ploidy level of the 
plant. Besides ploidy, information on genome sizes can be obtained. Flow cytometric 
technique was firstly optimized for watermelon in ILVO (Belgium) and subsequently 
applied to determine ploidy level in every variety. Our results confirmed that only one 
studied variety was triploid and others were diploids. The triploid showed some distinct 
fruit traits different with others. These results demonstrated the ploidy level can be 
considered as one of the characteristics should be measured in DUS analyses of 
watermelon's UPOV instruction.  
Keywords: DNA amount, genome size, interspecific hybridisation, ploidy, polyploidisation 

 


