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٥٥ ...توليد كارآمد گياهان هاپلوييد به منظور ايجاد : لطفي و همكاران

 محمود لطفي: مكاتبه كننده

 مجله علوم كشاورزي ايران
 )٥٥-٦٥ (١٣٨٢، سال ١، شماره ٣٤جلد 

 
 هاي  توليد كارآمدگياهان هاپلوييد به منظور ايجاد لاين

 (.Cucumis melo L)خالص درخربزه 
 

 ٥ و اليزابت ارل٤، بدرالدين ابراهيم سيد طباطبايي٣، ذبيح اله زماني٢، عبدالكريم كاشي١محمود لطفي

 ابق دوره دكتري، استاد و استاديار دانشكده كشاورزي دانشگاه تهران، دانشجوي س٣، ٢، ١
  امريكا–، استاد گروه اصلاح نبات دانشگاه كورنل ٥، استاديار دانشگاه صنعتي اصفهان، ٤

 ٨/٨/٨١تاريخ پذيرش مقاله 
 

 خلاصه
 

ب به ويروس ها   گياهان هاپلوييد از چند توده خربزه ايراني و دو تا از هيبريدهاي پروژه مقاومت مرك               
از . القا شده بوسيله گرده هاي پرتو ديده توليد گرديد         ) بكرزا(از طريق نجات جنين هاي پارتنوژنتيك       

نسبت جنين هاي به دست    .  گياه باززايي شد   ٥٥ جنين به دست آمده در توده هاي ايراني             ١٣٦مجموع  
در . در خربزه طلايي متفاوت بود    % ٠,٤در طالبي سمسوري تا     % ٥آمده با توجه به ژنوتيپ هاي مختلف از        

 براي شناسايي و     ضمن افزايش كارآيي از طريق ابداع روش استفاده از كشت مايع          ) هيبريدها(سري دوم   
در روش معمول تعداد زيادي     .  گياه باززايي گرديد   ١٧٦ جنين يافت شده     ٢٣٩نجات جنين ها از مجموع     

مورد بازبيني قرار گيرند كه كاري دشوار و وقت گير         بذر بايد جهت يافتن و استخراج جنين هاي موجود         
 به دست آمده موجب     كشت بذور در محيط مايع علاوه بر افزايش كمي و كيفي جنين هاي             مي باشد اما 

بدين ترتيب مي توان به آساني به تعداد كافي گياه هاپلوييد           . سهولت تشخيص و استخراج آنها مي گردد     
در روش كشت تخمدان هاي    . بي به ژنوتيپ مورد نظر دست يافت       براي مشاهده تفرق صفات و دستيا      

 جنين در   ٣ تخمدان كشت شده تنها      ١٢٦كه جهت مقايسه انجام شد از مجموع        ) ماده زايي (تلقيح نشده   
رقم خاتوني به دست آمد كه بيانگر كارآيي ضعيف و وابستگي شديد آن به ژنوتيپ براي توليد گياهان                    

هاپلوييد بودن گياهان حاصله در مرحله اول با روش شمارش كروموزومي و            . شدهاپلوييد در خربزه مي با   
دو مورد  . در مرحله دوم از طريق فلوسيتومتري و همچنين صفات مورفولوژيكي مورد تاييد قرار گرفت              

دوبله شدن خودبخودي مشاهده شد و مابقي گياهان حاصله براي ديپلوييد شدن در شرايط مختلف تحت                
 .  سين قرار گرفتندتيمار كولشي

 
 پرتوتابي، نجات جنين ،كشت مايع ،)بكرزايي(پارتنوژنسيس ، خربزه، هاپلوييد :هاي كليدي واژه

 
 مقدمه 

انواع خربزه و طالبي كه تيپ ها و گروه هاي مختلف يك گونه           
را تشكيل مي دهند، از زمان هاي قديم جايگاه ويژه اي در تغذيه            

 تن  ١,١٠٠,٠٠٠يران با توليد بيش از      ا .مردم كشور ما داشته اند   
و اين    مقام چهارم را در جهان دارا مي باشد       ٢٠٠٠خربزه در سال    

در حالي است كه با وجود افزايش چشمگير توليد خربزه طي               

% ٧/٥توليد كل به    % ٢/٩دهه گذشته سهم ايران در اين مدت از         
ه اين گياه جاليزي در سالهاي اخير مورد توج       . كاهش يافته است  

بسياري از كشورها قرار گرفته و موسسات و شركت هاي اصلاح            
بذر تحقيقات وسيعي را جهت معرفي ارقام جديد با خصوصيات           
كيفي بالا، مقاوم به بيماريهاي مختلف و مناسب براي كشت در            

توده هاي بومي متعددي از خربزه و      . اقاليم گوناگون آغاز نموده اند   
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 ١٣٨٢، سال ١، شماره ٣٤مجله علوم كشاورزي ايران، جلد  ٥٦

كشت و كار مي شوند كه بعضي      طالبي در نقاط مختلف كشور ما       
از آنها از صفات كيفي و كمي فوق العاده اي برخوردارند و در                 
صورت خالص سازي و تلاقي آنها با لاينهاي داراي صفات                 
مطلوب نظير مقاومت به بيماريها مي توان ارقام با ارزش و قابل             

        .ارائه به بازارهاي جهاني  را بوجود آورد
روش دابل هاپلوييدي بصورت     طي چند سال گذشته          

موفقيت آميز و اميدبخشي براي تسريع برنامه هاي اصلاحي بعضي        
درحاليكه تلاشهاي  . گياهان مهم زراعي بكار گرفته شده است        

انجام شده براي توليد گياهان هاپلوييد در خربزه و ساير انواع              
كدوييان از روشهاي معمول كشت بساك و تخمك موفقيتي در           

 توليد اولين گياهان هاپلوييد در       ١٩٨٧در سال   ) ٥(پي نداشت   
خربزه از طريق القاء جنينهاي پارتنوژنتيك با استفاده از                  
گرده هاي پرتوتابي شده توسط ساتون و همكاران گزارش گرديد          

اين روش در حقيقت نوعي ماده زايي بود كه در آن از                ). ١٥(
ه مي شد و   گرده هاي عقيم شده براي تحريك سلول تخم زا استفاد       

 هفته پس از گرده افشاني استخراج  و         ٣-٥جنين هاي القاء شده    
اگرچه بعدها اين روش    . در محيط درون شيشه اي نمو مي يافتند     

توسط ساير محققين و در ساير انواع كدوييان  نيز مورد تاييد و              
، كاني و   )١٤(در خيار ) ١٩٨٩(ساتون  [بررسي بيشتر قرار گرفت     

در ) ١٩٩٤(، ساري و همكاران      )٣(خربزهدر  ) ١٩٩٢(همكاران  
، )٧(در خربزه    ) ١٩٩٥(،  فيكادنتي و همكاران         )١٢(هندوانه

در خيار  ) ١٩٩٩(و لطفي و همكاران     ) ١٩٩٩(چاگلر و همكاران    
درصد پايين  ، ولي عدم دسترسي به منبع پرتو گاما        )]  ٨،  ٢(

جنين هاي القا شده، دشوار بودن تشخيص و نجات جنين هاي            
ده از طريق باز نمودن تعداد زيادي بذر، مشكلات دو برابر            القا ش 

، كردن كروموزومها و در نهايت تعداد كم لاينهاي به دست آمده           
. استفاده از آن را در برنامه هاي اصلاح خربزه محدود مي نمود             

پيشنهاد ) ١٩٨٩(و ساتون و همكاران   ) ١٩٨٨(ساوين و همكاران  
يكس نرم براي تشخيص     نمودند از روش پرتونگاري با اشعه ا         

 ،١٦(جنين ها در داخل بذر بدون بازكردن آنها استفاده گردد              
ضمن اشاره به      فيكادنتي و همكاران     ١٩٩٩در سال    ). ١٧

مشكلات ياد شده تلاش نمودند از كشت تخمدانهاي تلقيح              
نشده به عنوان روشي جايگزين استفاده نمايند و اگرچه موفق             

وليد نمايند ولي كارآيي واقعي آن      شدند تعدادي گياه هاپلوييد ت    
در اين تحقيق سعي    ). ٦(نسبت به روش قبلي مقايسه نگرديد        

گرديد ضمن بررسي واكنش توده هاي مهم خربزه ايراني به توليد          
با ابتكار در   ، گياهان هاپلوييد با استفاده از روش نجات جنين          

رفع برخي موانع ياد شده از آن بطور كارآمد در پروژه توليد                 
 ويروس بهره برداري و ضمنا كارايي دو روش        ٤لاينهاي مقاوم به    

 .مذكور نيز مورد مقايسه قرارگيرد
 

 مواد و روشها
 گياهان مادري

اين تحقيق در دو مرحله مختلف يكي در مورد چند توده              
خاتوني مشهد، زرد ايوانكه، سوسكي سبز         (مهم بومي ايران      

صفهان، شهد شيراز،    ايوانكه، طالبي سمسوري ورامين، ابرامه ا       
و تعدادي از هيبريدهاي آنها در      ) گرمك اصفهان و خربزه طلايي    

گروه علوم باغباني دانشكده كشاورزي دانشگاه تهران و ديگري           
در مورد دو هيبريد منتخب از پروژه اصلاح مقاومت مركب به              

 آمريكا  ٢ در گروه اصلاح نبات دانشگاه كورنل       ١چهار ويروس مهم  
مشخصات اين دو هيبريد    . لعاتي انجام شد  طي يك فرصت مطا   
 :به شرح ذيل مي باشد

[(WCPM339 x ZCPM339)F5 x (HMX0583)] F1         هيبريد آ 
[(WCPM339 x ZCPM339)F5 x (Galia A)] F1         هيبريد ب  

كه در آنها والد اول نسل پنجم حاصل از تلاقي دو لاين                 
و موزاييك خيار و      مقاوم به ويروس هاي موزاييك هندوانه          

موزاييك زرد زوخيني، موزاييك خيار و سفيدك سطحي و               
 شركت  ٠٥٨٣اچ ام ايكس  (والدهاي دوم دو لاين مطلوب تجاري       

 .مي باشند) ٤ و گاليا آ شركت هولر٣هريس موران
  پرتودهي گرده و نجات جنين

در سري اول گياهان مادري به روش معمول در نيمه                 
و در سري دوم در ارديبهشت ماه          در مزرعه     ١٣٧٩ارديبهشت  

 به روش گلداني در داخل گلخانه كشت و با محلول هاي             ١٣٨٠
زمانيكه به اندازه كافي گلهاي نر و ماده           . غذايي تغذيه شدند   

ظاهر مي شدند، گلهاي نر درست در روز قبل از شكفتن                   
 واحد  ٢٥٠جمع آوري و با دز       ) گلبرگ هاي سبز مايل به زرد     (

 در مركز    ٦٠در مورد اول چشمه كبالت          (گري پرتو گاما      
تحقيقات پزشكي و كشاورزي هسته اي كرج و در مورد دوم               

پرتودهي و تا صبح روز      )  در دانشگاه كورنل    ١٣٧چشمه سزيم   
در اين زمان هر گل      . بعد در دماي محيط نگهداري مي شدند       

                                                                                    
1 . Multiple Virus Resistance project 
2 . Cornell University 
3 . Harris Moran Seed Co. 
4 . Hollar Seed Co. 
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٥٧ ...توليد كارآمد گياهان هاپلوييد به منظور ايجاد : لطفي و همكاران

ماده كه در صورت نياز از روز قبل براي جلوگيري از گرده افشاني            
 گل نر    ٢-٣ه، اخته و ايزوله شده بود با استفاده از               ناخواست

پرتوتابي شده و يا  در مواردي  به  عنوان  شاهد  با استفاده از                   
 . گلهاي نر سالم گرده افشاني مي شد

 روز پس از گرده افشاني        ٢١-٢٣ميوه هاي تشكيل شده      
 .برداشت و تا زمان استفاده در دماي محيط نگهداري مي شدند          

% ٥حاوي  (سفيد كننده هاي تجاري    % ٢٠ا با محلول    اين ميوه ه 
 دقيقه ضد عفوني سطحي  و در        ١٠به مدت   ) هيپوكلريت سديم 
سپس تمام   . شكافته مي شدند  ) لامينار فلو  (محيط سترون     

بذرهاي موجود در آنها خارج گرديده روي كاغذهاي استريل             
تميز شده و يكي يكي جهت يافتن جنين ها با كمك ابزار                  

جنين هاي يافت شده بر روي      ). ٢شكل  (از مي شدند   جراحي ب 
) ١٩٨٧ساتون و دوماس دولكس      (٢٠محيط كشت اختصاصي اي  

و در  )  جنين در هر شيشه كشت يا ظرف پتري             ٣(كشت  
 .اطاقك هاي رشد نگهداري مي شدند

 

 
  ميوه حاصل از گرده افشاني با گرده هاي پرتوديده در-١شكل 

 رقم زرد ايوانكي
 

 
 كردن تك تك بذرها جهت جستجو و استخراج باز-٢شكل

 جنين هاي هاپلوييد القا شده
 

 ابداع روش كشت مايع براي تشخيص جنينها
از آنجا كه باز كردن تك تك بذرها كاري بسيار وقت گير و              
مشكل بود در سال دوم با استفاده از تجربيات پيشين و پس از               

 يافتن  مدتي انجام بررسي هاي مقدماتي جهت رفع موانع و             
، بهترين شرايط كشت كه در اينجا از ذكر آنها صرف نظر مي گردد          

روشي ابداع گرديد كه در آن از كشت مايع بذور براي تشخيص             
در اين روش بذرها پس از       . و نجات جنين ها استفاده مي گردد     

خارج شدن از ميوه و شستشو در محيط سترون بصورت شناور             
 بذر در هر    ٨٠-٩٠(رفتند   قرار مي گ  ٢٠در محيط كشت مايع اي   

و بر روي يك    )  ميلي ليتر مايع  ٢٠ حاوي   ١٠٠×٢٠ظرف پتري   
و زير نور كافي در اطاقك رشد       )  دور در دقيقه   ٣٠(شيكر ملايم   

 روز بذرهايي كه حاوي       ١٠بعد از حدود     . نگهداري مي شدند 
جنين بودند بواسطه آنكه جنينهاي آنها رشد كرده و يا به رنگ              

تي در بعضي موارد ريشه چه آنها خارج شده بود         سبز گراييده و ح   
بدين ترتيب اين جنينها خارج      . به راحتي قابل تشخيص بودند     

شده و طبق روش معمول بر روي محيط كشت جامد كشت                
 ).                                                                     ٥ و ٤شكل(مي شدند 

  آمدهرشد و تكثير گياهان به دست
جنين هايي كه خوب رشد مي كردند و گياهچه هاي كاملي را          
 تشكيل مي دادند بطور جداگانه در ظروف كشت با ارتفاع                 

). ٣شكل  ( سانتيمتر و دربهاي شفاف منتقل مي شدند          ١٠-١٥
سپس هر گياه بنام يك لاين نامگذاري و طي يك يا چند مرحله             

آن در محيط كشت    از طريق كشت جوانه انتهايي و ميانگره هاي        
اين تكثير به منظور جلوگيري از       ). ٦شكل  (تازه تكثير مي شد     

دست رفتن لاين ها در طي مراحل مختلف و بويژه تيمار با                 
گياهان به دست آمده پس از            . كولشيسين انجام مي شد    

شستشوي كامل ريشه ها از محيط كشت و آگار به بسترهاي               
م تركيب پيت ماس و     در مورد اول پرليت و در مورد دو        (خاكي  

منتقل شدند و پس از مقاوم سازي تدريجي نسبت          ) ورميكوليت
به هواي محيط در داخل اطاق رشد و يا پس از انتقال به گلخانه              
براي ديپلوييد شدن تحت تيمارهاي مختلف كولشيسين قرار            

، آزمايش جداگانه اي براي يافتن مناسب ترين غلظت        . (گرفتند
ولشيسين براي ديپلوييد كردن لاين هاي     زمان و روش تيمار با ك     

هاپلوييد خربزه صورت پذيرفت كه نتايج آن در آينده منتشر              
 ).خواهد شد

 تعيين سطح پلوييدي
در مرحله اول از رنگ آميزي سلولهاي انتهاي ريشه با                 
استوكارمن و شمارش كروموزومي و در مرحله دوم از فناوري              

پلوييدي گياهان   فلوسيتومتري براي حصول اطمينان از ها           
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 ١٣٨٢، سال ١، شماره ٣٤مجله علوم كشاورزي ايران، جلد  ٥٨

دستگاه فلوسيتومتر منحني هايي بر     ).١(حاصله استفاده گرديد    
مبناي اندازه هسته سلولها رسم مي نمايد و مي توان از آن با                
استفاده از يك گياه استاندارد كه حجم هسته آن مشخص و               
محل پيك آن ثابت مي باشد به آساني براي تشخيص سطح               

در اين آزمايش چند گياه      . مودپلوييدي گياهان نيز استفاده ن     
، مختلف كه حجم هسته اي نزديك به خربزه دارند ازجمله برنج           

خيار و آرابيدوپسيس براي تعيين بهترين گياه استاندارد  براي            
 . ورد آزمون قرار گرفتندخربزه  م

 

 
  هفته ٤ گياه حاصل از نمو جنين در محيط كشت، -٣شكل 

 پس از كشت

   
)   ٥                          ()         ٤( 

رويت جنين هاي نمو يافته در داخل بذر در محيط مايع                -٤شكل  
 كشت جنين هاي هاپلوييد جوانه زده داخل بذر-٥شكل 

 

   
)                ٧  (   ) ٦( 

 تكثير گياه هاپلوييد در محيط كشت   -٦شكل 
  شيشه اي   توليد گل نر در برخي لاين ها در محيط درون -٧شكل

 
 

 كشت تخمدان
 تخمدان تلقيح نشده از       ٦٢به موازات روش نجات جنين        

 تخمدان از خربزه     ٤ تخمدان از هيبريد ب و          ٦٠هيبريد آ ،   
بدين منظور گل هاي ماده در روز          . خاتوني كشت گرديدند   

شكوفايي قبل از ظهر جمع آوري و به آزمايشگاه منتقل                   
مدان مانع نفوذ آب و       از آنجا كه كركهاي روي تخ       . مي شدند

به (ضدعفوني آن مي شوند پس از قطع گلبرگها ابتدا تخمدانها            
 ٢٠١بطور كامل در محلول غليظ توين       )  ميلي متر ٨-١٥طول  

غوطه ور شده و سپس به مدت چند دقيقه در زير جريان آهسته             
 دقيقه در محلول    ١٥اين تخمدان ها به مدت     . آب قرار مي گرفتند  

ضد عفوني  ) هيپوكلريت سديم  % ٥,٢٥(اري  سفيد كننده هاي تج  
سپس بصورت  . و سه مرتبه با آب مقطر استريل شسته مي شدند        

 قطعه با قطر حدود يك ميلي متر برش داده             ٦-١٠عرضي به    
 بر روي   ١٠٠×١٥شده و قطعات هر تخمدان در يك ظرف پتري          

% ٤ با    ٢محيط كشت حاوي املاح و ويتامينهاي پايه ام اس             
 قرار  ٤ ميكرومول تي ديازرون    ٠٩/٠ و    ٣ فيتاگار %٨/٠ساكاروز،  
 روز اين قطعات به محيط كشت مشابهي        ٤-٥پس از   . داده شدند 

 ٨٨/٠ و     ٥ ميكرومولار نفتالين استيك اسيد         ٢٧/٠حاوي   
.  بجاي تي ديازرون واكشت شدند         ٦ميكرومولار بنزيل آدنين   

تخمدانهاي كشت شده در اتاق رشدي مشابه با جنين ها                 
در مواردي كه جنيني نمو يافته و قابل رويت           . دنگهداري شدن 

بود از تخمدان جدا و در محيط ام اس بدون هورمون كشت                 
 .مي شد
 

 نتايج و بحث
  بذور و جنينهاي به دست آمده، ميوه ها
از گلهاي گرده افشاني شده با گرده هـاي پرتوتــابي         %    ٥٥

به با  در مرحله دوم با شرايطي مشا      % ٨٥شده در مرحله اول و       
. گلهاي گرده افشاني شده با گرده هاي سالم تشكيل ميوه دادند           

پايين بودن درصد ميوه هاي تشكيل شده در مرحله اول حاصل            
در اين  . از مشكلات گرده افشاني دستي در مزرعه مي باشد            

ميوه ها پوسته بذر نيز بطور طبيعي توسعه يافته بود ولي اكثر              
ها حاوي جنينهاي كوچكي     درصد كمي از آن    . آنها پوك بودند   

                                                                                    
1 . Tween 20 
2 . MS (Murashige & Skoog) 
3 . Phytagar 
4 . TDZ (Thiadiazuron) 
5 . NAA (Naphtalin Acetic Acid) 
6 . BA (Benzyl Adenin) 
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٥٩ ...توليد كارآمد گياهان هاپلوييد به منظور ايجاد : لطفي و همكاران

بودند كه جزييات تعداد، نسبت و گياهان حاصل از آنها در                 
 . آمده است١جدول 

 بر مي آيد نسبت        ١همانگونه كه از محتواي جدول            
. جنين هاي به دست آمده در ژنوتيپهاي مختلف متفاوت مي باشد        

با اين وجود به نظر مي رسد در صورت بازبيني تعداد كافي بذر              
 توده ها و تيپهاي مختلف بتوان به تعداد قابل توجهي             در غالب 

از آنجا كه تشكيل جنين هاي هاپلوييد يك        . جنين دست يافت  
امر احتمالي مي باشد عدم حصول جنين در رقم شهد شيراز و              

همانگونه كه  . گرمك را مي توان به تعداد كم نمونه نسبت داد           
يد جنين را   مشاهده مي شود طالبي سمسوري بالاترين درصد تول      

دارا مي باشد كه مطابق يافته هاي قبلي مبني بر بالا بودن درصد            
 نسبت به گروه      ١تشكيل جنين در ارقام گروه كانتالوپنسيس        

 ).١٣، ٧( مي باشد ٢اينودوروس
جنين هاي به دست آمده در مراحل نموي مختلفي قرار              

و يا  ) مرحله كروي (اگرچه بعضي جنين هاي نارستر       . داشتند
نيز قابليت باززايي داشتند بهترين مرحله      ) لپه اي( يافته تر   توسعه

جنين هاي . براي باززايي در محيط كشت مرحله قلبي شكل بود         
قهوه اي كه به نظر مي رسيد پيش از استخراج سقط شده باشند            
و جنين هاي اژدري شكل كه غيرطبيعي به نظر مي آمدند قابليت          

ابي  توليد گياهان هاپلوييد       بنابراين در ارزي   . باززايي نداشتند 
علاوه بر تعداد جنين به دست آمده بايد نوع و قابليت نمو آنها                

جنين هايي كه قابليت باززايي داشتند     . نيز مورد توجه قرار گيرد    
در مدت كوتاهي گياهچه هاي كاملي تشكيل مي دادند و در غير            
 اين صورت يا اصلا رشد نمي كردند و يا اندام هاي غير طبيعي              
تشكيل مي دادند كه گاهي به توليد ريشه تنها و يا اندكي كالوس            

 . ختم مي شد
اگرچه كشت گياهان مادري در مزرعه موفقيت آميز بود و            
بواسطه نزديكتر بودن به شرايط طبيعي كشت خربزه بومي               
مزيت هاي نسبي بر آن مترتب مي باشد ولي به دليل پايين بودن            

قي دستي در مزرعه و احتمال       درصد تشكيل ميوه حاصل از تلا      
انتقال  بيماري هاي بذر زاد كه در مزرعه انتشار دارند به                    

از جمله در برخي      . جنين هاي حاصله قابل توصيه نمي باشد       
گياهان حاصل از ارقام زرد ايوانكه، ابرامه اصفهان و                      

خاتوني به تدريج طي تكثير در محيط كشت علائم                ×ابرامه
نتيجه بررسي اين گياهان از      .  شد بيماري شبه ويروسي آشكار    

                                                                                    
1 . Cantalopensis 
2 . Inodorus 

 آلودگي  ٣طريق انتقال عصاره آنها بر روي گياه محك توتون             
ويروسي آنها را تاييد مي نمود ولي مجال و امكانات لازم براي               

 .  بررسي بيشتر و تعيين نوع ويروس در دسترس نبود
  ارزيابي نتايج استفاده ازكشت مايع

يد متعلق به گروه    كه هر دو هيبر   ) ٢جدول  (در سري دوم    
 گياه  ٥/٠-٦/١(اينودوروس بودند نسبت گياهان به دست آمده           

از طريق بازكردن بذرها  مطابق يافته هاي        ) هاپلوييد در صد بذر   
پيشين بود  ولي با كمك كشت مايع افزايش چشمگيري نشان             

استفاده از روش كشت    ).  گياه هاپلوييد در صد بذر     ٨/٢-٩/٢(داد  
ج مثبت و شگفت آوري را در جهت سهولت          مايع همچنين نتاي  

تشخيص و استخراج جنينها در پي داشت بطوري كه مي توان             
 بذر را در طول كمتر از يك ساعت بازرسي و                ٦٠٠بيش از    

جنين هاي آنها را استخراج نمود و اين در حالي است كه باز                 
 ساعت كار ظريف و خسته كننده       ٨نمودن تك تك آنها بيش از       

 از طرفي در اين طريق چون جنينها در داخل بذر             .را مي طلبيد 
بيشتر نمو مي يافتند به راحتي قابل رويت بودند و در هنگام                

همچنين اين جنينها طي    . بيرون آوردن كمتر آسيب مي ديدند     
يك روند تدريجي در طول دوره كشت مايع تشكيل سبزينه               

كه مي دادند كه اين به باززايي بهتر آنها نسبت به جنينهايي                
پر واضح است كه    . بطور مستقيم خارج مي شدند كمك مي كرد      

روش مذكور نسبت به پرتو نگاري با اشعه ايكس كه پيش از اين             
مزاياي بسيار  ) ١٧،  ١٦(براي اين منظور پيشنهاد شده بود           

زيادي دارد و علاوه بر آنكه مستلزم دسترسي به دستگاه                  
. ز در پي دارد    پرتونگار نمي باشد هزينه و خطر كمتري را ني           

مزيتهاي روش جديد را مي توان به صورت ديگر بر مبناي تعداد            
 ١٠٠بذر مورد نياز و تعداد بذري كه بايد براي به دست آوردن               

كاهش تعداد  ). ٣جدول  (گياه هاپلوييد بازبيني شود بيان نمود        
بذر مورد نياز به ميزان يك ششم تا يك دوم به معني كمك اين              

جنين ها و كاهش تعداد بذري كه بايد بازبيني        روش به نمو بهتر     
 درصد به ترتيب در هيبريد آ       ١,٧گردد به كمتر از يك درصد تا        

بدين ترتيب استفاده   . و ب بيانگر نقش آن در سهولت كار است         
از كشت مايع نقش مهمي در افزايش كارآيي توليد گياهان                

ه در  هاپلوييد در خربزه و احيانا ساير كدوييان دارد بطوريك             
برنامه هاي اصلاحي مي توان به آساني به تعداد كافي گياهان              
هاپلوييد براي مشاهده تفرق صفات و دستيابي به ژنوتيپ مورد            

 .نظر دست يافت
                                                                                    

3. Nicotinia glotinosa  
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 ١٣٨٢، سال ١، شماره ٣٤مجله علوم كشاورزي ايران، جلد  ٦٠

 راني  تعداد و نسبت جنين ها و گياهان هاپلوييد به دست آمده در اثر گرده افشاني با گرده هاي پرتوتابي شده در توده هاي خربزه اي-١جدول 

نسبت گياه  نوع جنين
%به بذر  

نسبت گياه 
%به جنين   

تعداد گياهان به 
 كروي قلبي لپه اي اژدري دست آمده

نسبت جنين
 %به بذر

تعداد جنينهاي 
 ااستخراج شده

تعداد  تعداد بذر
 ميوه

 گياهان مادري

 خاتوني مشهد ١ ٥٤٨ ٤ ٧/٠  ٤   ٣ ٧٥ ٥/٠

 زرد ايوانكه ٢ ٩٦٥ ١٢ ٢/١  ٧ ٤ ١ ٥ ٤٢ ٥/٠

 ابرامه اصفهان ٢ ١١٥٨ ٣٤ ٩/٢ ٨ ١٥ ٧ ٤ ١٤ ٤١ ٢/١

 سبز ايوانكه ٢ ١٠٢٤ ٤٠ ٩/٣ ٤ ٢٦ ٥ ٥ ١٥ ٣٨ ٥/١

طالبي سمسوري ١ ٦٤٠ ٣٢ ٥ ١ ١٠ ١٩ ٢ ١٠ ٣١ ٦/١

 شهد شيراز ١ ٥٥٨ ٠        

 گرمك اصفهان ١ ٤١٠ ٠        

 خربزه طلايي ١ ٤٤٥ ٢ ٤/٠  ١ ١  ٢ ١٠٠ ٤/٠

 زرد× خاتوني  ١ ٦٣١ ٥ ٨/٠ ١ ٤   ٣ ٦٠ ٥/٠

ابرامه× خاتوني  ١ ٦٧٧ ٦ ٢/١  ٣ ٣  ٣ ٥٠ ٤/٠

سبز× سمسوري  ١ ٣٢٢ ١ ٣/٠   ١    

ميانگين/ مجموع ١٤ ٧٣٧٨ ١٣٦ ٨/١ ١٤ ٧٠ ٤٠ ١٢ ٥٥ ٤٠ ٧/٠

 
 و كشت بذور در محيط مايع در دو          مقايسه تعداد و نسبت جنين ها و گياهان هاپلوييد به دست آمده در روش استخراج مستقيم                -٢جدول  

 تا از هيبريدهاي پروژه اصلاح مقاومت مركب به ويروسها

تعداد / تعداد جنين با توجه به مراحل نمو آن
 گياه به دست آمده از آنها

نسبت گياه 
%به بذر  

نسبت گياه 
%به جنين   

تعداد گياهان به 
 دست آمده

*نمو يافته اژدري  كروي قلبي

نسبت جنين
 %به بذر

تعداد جنين  تعداد بذر
ستخراجروش ا

 جنين
 ژنوتيپ

 هيبريد آ مستقيم ٥٧٨ ٤ ٧/٠ ٠/١ ٣/٣   ٣ ٧٥ ٥/٠

 هيبريد آ كشت مايع ٢٢٩٠ ١٠٦ ٦/٤ ٣/١٦ ٢٣/٤٢ ٣٩/٤٨  ٦٥ ٦١ ٨/٢

  مجموع ٢٨٦٨ ١١٠ ٨/٣ ٣/١٧ ٢٦/٤٥   ٦٨ ٦٢ ٤/٢

  بهيبريد مستقيم ١٠٢٨ ٢٦ ٥/٢ ٢/٥ ١٤/٢٠  ٠/١ ١٦ ٦١ ٦/١

 هيبريد ب كشت مايع ٣٢١١ ١٠٣ ٢/٣ ٩/١١ ٤٥/٤٦ ٣٨/٤٥ ٠/١ ٩٢ ٨٩ ٩/٢

  مجموع ٤٢٣٩ ١٢٩ ٠/٣ ١١/١٦ ٥٩/٦٦   ١٠٨ ٨٤ ٥/٢

٠/٢ ١٧٦ ٧٧ ٥/٢ 

)٠(% 

٧٧/٩٣ 

)٨٣(% 

٨٥/١١١
)٧٤(% 

١٤/٣٣ 

)٤٣(% 

٧١٠٧ ٢٢٩ ٢/٣ 
 ميانگين/ جمع كل 

 جنينهاي سبز شده يا جوانه زده *
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٦١ ...توليد كارآمد گياهان هاپلوييد به منظور ايجاد : لطفي و همكاران

از روش كشت مايع در مقايسه با استخراج          كارآيي استفاده    -٣جدول  
  گياه هاپلوييد در خربزه١٠٠مستقيم جنين براي به دست آوردن 

تعدادبذري كه 
بايدبازبيني گردد

تعداد بذر 
 ژنوتيپ روش مورد نياز

 هيبريد آ استخراج مستقيم جنين ١٩٢٥٠ ١٩٢٥٠
استخراج جنين پس از كشت بذور در  ٣٥٢٣ ١٦٣

 محيط مايع
 

هيبريد ب استخراج مستقيم جنين ٦٤٢٥ ٦٤٢٥
استخراج جنين پس از كشت بذور در  ٣٤٩٠ ١١٢

 محيط مايع
 

 
 گلدهي در محيط درون شيشه اي

 ١٧ لاين از هيبريد آ و       ١٤(در تعدادي از گياهان سري دوم       
پس از انتقال به ظروف كشت و يا در حين           ) لاين از هيبريد ب   

قابل توجهي گلهاي نر     تكثير در محيط درون شيشه اي تعداد         
مشاهده گرديد كه بعضي از آنها بعد از مدتي شكفته مي شدند              

اين گلها همانگونه كه انتظار مي رفت كوچك و فاقد           ). ٧شكل  (
وقوع پديده گل انگيزي در تعداد محدودي از         . دانه گرده بودند  

لاينها اگرچه ممكن است اندكي متاثر از تغييرات جزيي عوامل            
ق رشد بوده باشد ولي مي تواند بيانگر تفاوت             محيطي در اتا   

اگرچه گزارشي مبني برگلدهي    . ژنتيكي آنها در زودگلدهي باشد    
خربزه در محيط درون شيشه اي وجود ندارد ولي بررسي هايي در          
رابطه با كنترل گلدهي يا تغيير جنسيت گلهاي خيار در محيط            

د بسته  و نشان مي ده  ) ١٠،  ٩(درون شيشه اي انجام شده است       
گلدهي حتي در محيط بدون     ، به ژنوتيپ و شرايط مختلف رشد     
 . هورمون  نيز ممكن است رخ دهد

تاييد هاپلوييد بودن گياهان حاصله و مقايسه آنها با گياهان            
 ديپلوييد

جنين هاي كوچك هاپلوييد به راحتي از جنين هاي كامل وبا         
شاني با  لپه هاي توسعه يافته حاصل از لقاح مضاعف و گرده اف            

گرده هاي سالم كه به عنوان شاهد انجام شده بود، قابل تشخيص           
اندامهاي رويشي گياهان حاصله در شرايط سني و رويشي         . بودند

در سري اول حتي      . مشابه كوچكتر از گياهان ديپلوييد بود        
زمانيكه طول بوته ها پس از انتقال به گلخانه به حدود يك متر              

در . هور گل به چشم نمي خورد      رسيده بود هيچگونه علائم ظ      
سري دوم تقريبا تمام لاينها پس از انتقال به گلدان و قرارگرفتن            
در شرايط گلخانه تعداد زيادي گلهاي نر و به تدريج تعدادي گل            
ماده ظاهر شد كه از لحاظ ظاهري كوچكتر بوده و بواسطه جدا             

ند بودن گلبرگها  از گلهاي پيوسته گلبرگ ديپلوييد متمايز بود           
همچنين گلهاي نر آنها دانه گرده توليد نمي كردند و         ). ١٢شكل  (

به هر حال هر دو     . گلهاي ماده قادر به تلقيح و توليد ميوه نبودند        
تجزيه فلوسيتومتريك   و) ١١شكل  (روش شمارش كروموزومي     

هاپلوييد بودن گياهان حاصله را      ) ١٣شكل  (هسته هاي سلولي   
  .كاملا تاييد مي نمود

 مدانكشت تخ
دركشت تخمدان هاي تلقيح نشده اگر چه در بسياري از              

 روز پس از كشت تعدادي از تخمكها اندكي                ٢-٣نمونه ها  
 هفته انتظار هيچ     ٦نمويافته و قابل رويت بودند ولي پس از             

 تخمدان كشت شده در هيبريد آ و          ١٢٢گياهچه اي از مجموع    
ل توجهي  از تخمدانها مقدار قاب    % ٤٠حدود  . ب به دست نيامد    

كالوس سبز از بافت هاي رويشي ديواره تخمدان توليد نمودند و            
مابقي بدون هيچگونه نموي به تدريج به رنگ خردلي گراييدند            

 تخمدان كشت شده در     ٤ گياهچه كوچك از     ٣تنها  ). ٨شكل  (
خربزه خاتوني به دست آمد كه آنها نيز پس از جداسازي و                  

 . سيار بطئي داشتندانتقال به محيط فاقد هورمون نموي ب
 

 
و يا ) سمت چپ(كشت تخمدان هاي تلقيح نشده، عدم توسعه-٨شكل 

 )سمت راست( هفته پس از كشت٦توليد كالوس از بافتهاي رويشي 
 

 
 تعدادي از گياهان هاپلوييد به دست آمده پس از انتقال به -٩شكل 

 بستر خاكي در داخل گلخانه
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 وم هاي گياه هاپلوييد تصوير ميكروسكوپي كروموز-١٠شكل 

 در رقم زرد ايوانكي
 

 
كروموزوم هاي گياه شاهد ) ×٤٠٠(تصوير ميكروسكوپي -١١شكل 

 ديپلوييد در رقم زرد ايوانكي
 

 
تفاوت اندازه و ريخت ظاهري گلها در گياهان هاپلوييد -١٢شكل 

 )سمت راست(وديپلوييد ) سمت چپ(
 

 ديپلوييد شدن خودبخودي
وم دو مورد دوبله شدن خودبخودي در       در آزمايشات سري د   

مشاهده شد كه    ) ٣ و ب  ٢٧لاين ب (گياهان حاصل از هيبريد ب      
اگرچه ميوه آن رشد بطئي داشت ولي بذر حاصل از خودگشني            

درگلهاي نر  . دستي آنها به خوبي تشكيل و جمع آوري گرديد          
  نيز دانه هاي گرده مشاهده شد ولي بعد مشخص شد ١٣لاين آ

ه ها پوك بوده و قادر به گرده افشاني و تشكيل ميوه           كه اين گرد  
پيش از اين درصد كمي دوبله شدن  خودبخودي طي            . نيستند

 تكثيرهاي متوالي در محيط كشت در خيار گزارش شده بود               
ولي در آزمايشات مربوط به خربزه اشاره اي به مشاهده اين          ) ١٤(

 ). ١٣، ٧، ٣(پديده نشده است 
 

 

 
گياه : سمت راست،  نمونه شاهد ديپلوييد خربزه: تجزيه فلوسيتومتريك بافت برگ خربزه به همراه گياه استاندارد كلم بروكلي، سمت چپ-١٣شكل 

 )٣٢لاين ب (هاپلوييد حاصل از نمو جنين هاي پارتنوژنتيك 
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٦٣ ...توليد كارآمد گياهان هاپلوييد به منظور ايجاد : لطفي و همكاران

از جمع بندي نتايج به دست آمده مي توان گفت روش نجات           
 بوسيله پرتو گاما روشي مطلوب  براي توليد          جنين هاي القا شده  

گياهان هاپلوييد در خربزه مي باشد و تمام گياهان به دست آمده           
با وجود بحث هاي زيادي كه در اين باره        . در آن هاپلوييد هستند   

 واحد گري پرتودهي دز مناسبي      ٢٥٠شده است به نظر مي رسد      
اني زمان  براي القا هاپلوييدي و سه هفته پس از گرده افش               

همانگونه كه اغلب محققين     . مناسبي براي نجات جنينها باشد     
اشاره نموده اند نسبت جنين و گياه به دست آمده در ژنوتيپهاي            
مختلف متفاوت مي باشد ولي اغلب ارقام ايراني واكنش خوبي            

بكارگيري كشت مايع بذور     . نسبت به اين روش نشان دادند        
براي اولين بار انجام شد     جهت تشخيص و استخراج جنينها كه        

تاثير بسيار زيادي در افزايش كارآيي اين روش داشت بطوري كه           
 توليد تعداد زيادي گياه هاپلوييد را با سهولت و اطمينان بيشتـر 

در صورت موفقيت در ديپلوييد كردن تعداد           . ميسر مي سازد 
كافي از لاينهاي به دست آمده بطور قطع استفاده ازگياهان               

اپلوييد براي دسترسي به لاينهاي خالص و تسريع                دابل ه
اگرچه .  برنامه هاي اصلاحي در خربزه مفيد و كارآمد خواهد بود         

مراحل انجام كار در روش كشت تخمدانهاي تلقيح نشده قدري            
آسانتر است ولي با توجه به اينكه نتيجه آن به شدت وابسته به               

ده بسيار كند   مراحل نمو گياهان به دست آم      ، ژنوتيپ مي باشد 
است و تنها درصدي از آنها هاپلوييد مي باشند به نظر مي رسد              
. كارآيي كمي براي استفاده در برنامه هاي اصلاحي داشته باشد          

همچنين مشخص شد كه استفاده از فناوري فلوسيتومتري               
بويژه زماني كه تعداد گياهان مورد بررسي زياد باشد روشي موثر           

 .سطح پلوييدي آنها مي باشددر تعيين سريع و آسان 
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SUMMARY 
 
Haploid plants were produced from several Iranian melon cultivars as well as two F1 

progeny of “Multiple Virus Resistance Project” via rescuing embryos induced by irradiated 
pollen.  In total, 55 haploid plants recovered from 136 rescued embryos in Iranian cultivars by 
opening and examining individual seeds.  The rate of obtained embryos differed from 5% in 
‘Samsoori’ to 0.4% in ‘Talaie’ cultivars.  Finding and excising induced embryos through 
opening and examining individual seeds was a tedious and very time-consuming task.  
Therefore in second case (F1 progeny of MVRP), liquid culture was applied for detecting the 
induced embryos.  This innovated method allowed embryos to get more developed in the seeds 
covering resulted in easy detection and rescuing task.  Recovering 176 haploid plants from 239 
excised embryos showed also advantages of the method in increasing the efficiency of haploid 
plant production in melon breeding programs.  The haploid state of recovered plants was 
confirmed by both chromosome counting and flow cytometry techniques.  A small number of 
plants spontaneously doubled and the rest were treated by colchicines for doubling.  The seeds 
of doubled lines are under screening for resistance to viruses.  Ovary slice culture produced 
only three plantlets in ‘Khatooni’ cultivar from 126 cultured ovaries, suggesting the low 
efficiency and possible genotype dependence of gynogenesis method for haploid production in 
melon.  
 

Key words: Haploid, Melon, Parthenogenesis, Liquid culture, Embryo rescue, Irradiation,  
                           Gynogenesis, Ovary culture, Flow cytometry        
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