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  ).Cucumis sativus L(هاي پارتنوژنز و تولید گیاهان هاپلوئید خیار  القاي جنین

  
  ، 3پناهی مهران عنایتی شریعت*، 2، حسن سلطانلو1زاده حامد ابراهیم

 2ساناز رمضانپورسیده   و4علی اسکندري

نباتات و بیوتکنولوژي،  دانشیار گروه اصلاح2 ،اي، دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی گرگان دانشجوي دکتري تخصصی کشاورزي هسته1
سازمان تحقیقات، آموزش و  ،)ABRII(پژوهشکده بیوتکنولوژي کشاورزي ایران  دانشیار3، طبیعی گرگان دانشگاه علوم کشاورزي و منابع

  اي، کرج، ایران اي، پژوهشگاه علوم و فنون هسته استادیار پژوهشکده کشاورزي هسته4، ، ایران کرج،)AREEO( ترویج کشاورزي
  15/06/96: ؛ تاریخ پذیرش 16/11/95: تاریخ دریافت

 1دهیچک
هاي  هاپلوئید مطلوب جهت پیشبرد برنامهدابلهاي  هدف اصلی از تولید گیاهان هاپلوئید رسیدن به لاین:سابقه و هدف

وري محصول را تا هاي خالص با صفات مطلوب، بهره حاصل از تلاقی لاینF1با استفاده از ارقام هیبرید . باشد اصلاحی می
. هستندهاي اصلاحی و تحقیقات ژنتیکی بسیار ارزشمند هاي خالص در برنامهبنابراین لاین. توان افزایش داد حد زیادي می

باشد و به هیچ هاي کلاسیک و با استفاده از خودگشنی نیازمند زمان و هزینه بسیار زیادي میهاي خالص در روش تولید لاین
هاي پیشرفته و جدید جایگزین کارآمدتر و پایدارتر   روشبنابراین. درصد خالص باشند ها صد وجه امکان ندارد که این لاین

ترین روش مورد استفاده براي القاي بکرزایی در گیاهان خانواده کدوئیان گرده عمدهوتابی دانهپرت. هاي سنتی هستند از روش
با این .  گري پرتو گاما اختلاف نظر دارند500 و 300 بر سر برتري دزهاي پژوهشگران قبلی، هاي بر اساس آزمایش. است

 با پژوهش این بنابراین. اند زمان با هم مقایسه نشده طور هم هاي این دو دز پرتو بوجود در هیچ پژوهش جامع منتشر شده
هاي گرده پرتوتابی شده افشانی با دانههاي هاپلوئید در ارقام مختلف خیار از طریق گرده هدف بررسی امکان القاي جنین

هاي  نوتیپترین دز پرتوتابی جهت تولید گیاهان هاپلوئید در ژ  گري پرتو گاما و تعیین مناسب500 و 300توسط دزهاي 
  .مختلف خیار انجام گرفت

  

هاي  در این مطالعه اثر دزهاي مختلف پرتوتابی و ژنوتیپ گیاهان مادري بر تشکیل میوه، تولید دانه، القاي جنین:ها مواد و روش
ش به صورت آزمای. هاي پرتوتابی شده و تولید گیاهان هاپلوئید مورد بررسی قرار گرفتافشانی با گردهپارتنوژنز پس از گرده

هفت ژنوتیپ مختلف خیار شامل .  تکرار اجرا گردید8بر پایه طرح کاملاً تصادفی با ) دز پرتو گاما و ژنوتیپ گیاه(فاکتوریل 
هاي پرتوتابی ، باسمنج تبریز و دستجرد اصفهان توسط گرده)OP(، بیت آلفا )F1(ارقام نگین، اکسترم، کریم و سوپر دامینوس 

گرده یک روز بعد از پرتوتابی گرده و رفتار لولهآمیزي دانهرنگ. افشانی شدند گري پرتو گاما گرده500 و 300شده با دزهاي 
ها از طریق کشت جنین در شرایط آزمایشگاهی نجات داده شدند و هاي استخراج شده از میوه دانه. مورد بررسی قرار گرفت

 . ایتومتري تعیین شددست آمده توسط دستگاه فلوس ههاي ب سطح پلوئیدي گیاهچه

                                                
  mehran.shariatpanahi@abrii.ac.ir:  مسئول مکاتبه*
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ترین میزان جنین  بیش. دار بوداثر دز پرتو گاما، ژنوتیپ و همچنین برهمکنش دز و ژنوتیپ بر تعداد دانه معنی :ها یافته
از .  گري مشاهده گردید500با دز ) 75/1(و ژنوتیپ کریم ) 25/2( گري 300پارتنوژنیک از پرتوتابی ژنوتیپ اکسترم با دز 

 گري هیچ جنین و هیچ گیاهی 500 دز توسطهاي پرتوتابی شده افشانی شده با گردهن، اکسترم و آلفا بیت گردههاي نگی ژنوتیپ
 برهمکنش خصوص بهداري بر روي تولید گیاه هاپلوئید نداشتند اما ژنوتیپ و کار رفته اثر معنی هدزهاي پرتوتابی ب. دست نیامد هب

 توسطهاي پرتوتابی شده افشانی ژنوتیپ اکسترم با گردهگرده. یاهان هاپلوئید خیار داشتداري بر تولید گ ثیر معنیأدز و ژنوتیپ ت
  . در این آزمایش شد)  در هر میوه25/1(ترین گیاه هاپلوئید   گري سبب تولید بیش300دز 

  

عنوان  ههاي پرتوتابی شده بهاي قبل تولید گیاهان هاپلوئید خیار با استفاده از گرده در این پژوهش همانند پژوهش:گیري نتیجه
هاي مختلف  ژنوتیپپژوهشدست آمده در این  هبر اساس نتایج ب. یید شدأهاي اینبرد ت روشی کارآمد و مفید در جهت تولید لاین

دهند و با تعیین شدت تابش مناسب پرتو گاما در هر ژنوتیپ هاي متفاوتی را نسبت به دزهاي مختلف پرتوتابی نشان می پاسخ
  .زایی پارتنوژنیک را القا نمود ان جنینتو می

  
 نجات جنین، هاپلوئید، پرتوتابی، خیاربکرزایی،  :هاي کلیدي واژه

  
  مقدمه

هاي  یکی از سبزي) .Cucumis sativus L(خیار 
نیا کشت و دطور گسترده در  اقتصادي مهم است که به

 بیش 2016 آن در سال سطح زیر کشتشود و  کار می
طبق آمار . کتار برآورد شده استاز دو میلیون ه

خیار رتبه چهارم ) FAO(بار جهانی  و سازمان خوار
تولید را در بین سبزیجات دارد و ایران با تولید 

 تن، رتبه سوم را در جهان پس از کشور 087/570/1
   ).14(چین و ترکیه دارا بوده است 

 آزمایشگاهی براي تولید گیاهان فنونتوسعه 
 یان یک دستاورد خاص و نسبتاًهاپلوئید در کدوئ

 و اصلاح نباتات فناوري ریستجدید در زمینه 
هدف اصلی از تحقیقات هاپلوئیدي رسیدن . باشد می

پیشبرد هاپلوئید مطلوب جهت  دابلهاي  به لاین
 F1 تولید بذور هیبرید .باشد هاي اصلاحی می برنامه

دار در عملکرد، قیمت بالا و  دلیل افزایش معنی به
ن محافظت از حقوق اصلاحگر، کارآمدترین و امکا

 ذرهاي تولید ب براي شرکتآوري فنترین  جذاب
اصلاح بذور هیبرید، به دسترسی تجاري به . باشد می

وابسته ) هاي اینبرد لاین( گیاهان خالص از نظر ژنتیکی

هاي  هاي خالص در روشتولید لایناما  .است
د زمان و از خودگشنی نیازمنکلاسیک و با استفاده 

حالی است  این در). 9(باشد   بسیار زیادي میهزینه
درصد  ا صده که به هیچ وجه امکان ندارد که این لاین

هاي  آوري ایجاد فن بنابراین). 17(هموزیگوت باشند 
هاپلوئید   تولید گیاهان دابلمانندپیشرفته و جدید 

حل کارآمد و سریع براي تهیه  تواند یک راه می
  .ص باشدهاي خال لاین

ها بر اساس مسیري که از آن منشاء دهاپلوئی
 ، هاپلوئیدهاي)14(بخودي گیرند به هاپلوئیدهاي خود می

، )43(حاصل از سلول تخمزا یا گامتوفیت ماده 
هاي دور  هاپلوئیدهاي حاصل از کشت جنین و تلاقی

افشانی با  ، هاپلوئیدهاي حاصل از گرده)35 و 25، 21(
اپلوئیدهاي حاصل و ه) 39(ده تابی شهاي پرتو گرده

  .شوند تقسیم می) 40(از میکروسپور 
اند که   گزارش کرده)2013(میرویچ  گالسکا و نیه

ترین روش دستیابی به گیاهان بهترین و شناخته شده
افشانی با هاپلوئید در خانواده کدوئیان از طریق گرده

باشد که موجب القاي هاي پرتوتابی شده می گرده
در . گرددهاي هاپلوئید میتنوژنتیک جنینتوسعه پار
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 آمده است که روش کشت پژوهشاین  گزارش
تخمدان و تخمک جهت تولید گیاهان هاپلوئید از 

هاي  تري برخوردار است و اخیراً توجه کارایی کم
تر به روش کشت بساك یا کشت میکروسپور  بیش
شود که شاید این روش قابل مقایسه با روش  می

  . )16 (تو دیده باشدهاي پر گرده
تواند روي کلاله جوانه دانه گرده پرتو دیده می

زده، به درون خامه نفوذ کرده و به کیسه جنینی برسد، 
هاي قطبی را بارور تواند تخمک سلول و هسته اما نمی

و در نتیجه باعث تحریک بکرزایی یا توسعه ) 6(کند 
ت هاي حاصل جهدانه. گرددهاي پارتنوکارپ می میوه

. گیرند هاي هاپلوئید مورد بازبینی قرار مینجات جنین
یید هاپلوئید بودن گیاهان حاصل و منشاء ژنتیکی أت

هاي مختلف مورد بررسی قرار گیرد ها باید با روش آن
  ).38 و 22(

برووسکی و پري مختلف هاي با توجه به گزارش
 کلوریا و  و)34 ( گري300 دز) 1994(میروویچ  نیه

عنوان بهترین   بهرا) 5(گري  500دز  )2005(همکاران 
زایی  جنین گاما براي القاي پرتوشدت تابش 

رغم رتبه  علی. اندکردهدر خیار معرفی پارتنوژنیک 
مناسب جهانی در زمینه تولید و مصرف خیار در ایران 

سازي  سفانه تاکنون اقدام جدي در خصوص خالصأمت
 صورت نگرفته یا تولید بذر هیبرید این گیاه در کشور

 تمام بذور هیبرید مورد نیاز کشاورزان با و تقریباً
شوند که  بسیار زیاد از خارج از کشور تهیه میهزینه

که  با توجه به این. گرددسبب خروج ارز از کشور می
طور  هگاه ب  گري پرتو گاما هیچ500 و 300دزهاي 

 پژوهشدر این اند؛  زمان مورد بررسی قرار نگرفته هم
خیار  ژنوتیپ مختلف 7 در  پرتو گاما این دو دزاثر

  .مورد بررسی قرار گرفت
  

  ها مواد و روش
هاي پرتوتابی  افشانی توسط گرده مواد گیاهی و گرده

القاي  واکنش ارقام مختلف به مطالعهمنظور  به: شده

 رقمپرتوتابی شده، هفت  هاي از طریق گردهبکرزایی
صورت  ه آزمایش باین .ند مورد بررسی قرار گرفتخیار

 8فاکتوریل دو عاملی بر پایه طرح کاملاً تصادفی با 
در دو عنوان عامل اول  پرتو گاما به. تکرار انجام شد

عنوان  نیز به)  رقم7( گري و ژنوتیپ 500 و 300دز 
تیمار شاهد نیز . عامل دوم مورد بررسی قرار گرفتند

ه س .ا سایر تیمارها در نظر گرفته شدبراي مقایسه ب
، )Negin F1(نگین   شاملايرقم خیار هیبرید گلخانه

عنوان  به )Karim F1( و کریم )Extreme F1 (اکسترم
 سوپردامینوسهیبرید رقم خیار  دوو ي درپایه ما

)Super Dominus F1( بیت آلفا افشان هدگرو آزاد
)Beith Alpha OP( رقم خیار بومی  دونیز  و

 و يعنوان والد پدر هب  اصفهان دستجردو تبریزباسمنج 
 ماه نیمه دوم اسفندبذر گیاهان . استفاده شدنديمادر

هاي کشت حاوي مخلوطی از پیت و پرلیت  در سینی
 هاي رشد گیاهچهپس از .  کشت شدند60:40به نسبت 

بذري و رسیدن به مرحله دو تا چهار برگ حقیقی، 
پژوهشکده بیوتکنولوژي  پیشرفتهها به گلخانه  نشاء

 کشت هیدروپونیک انتقال امانه با سایران کشاورزي
هاي نر یک روز قبل از باز  گل.یافته و کشت شدند

 گاما پرتوآوري شده و جهت پرتوتابی با  شدن جمع
اي پژوهشگاه علوم و به پژوهشکده کشاورزي هسته

ها پس از جدا کردن بساك. منتقل شدنداي فنون هسته
جدا شده و ها همراه با میله گلبرگ و کاسبرگ گل

 اي هاي شیشه طور مساوي براي هر دز در پتري دیش هب
. قرار گرفتند) متر سانتی2 و ارتفاع 10به قطر (

 پژوهشکده  درها با استفاده از دستگاه گاماسل نمونه
 500و ) 34 (300با دزهاي کرج  -ايکشاورزي هسته

با ) Co60( 60 گاما توسط منبع کبالت پرتوگري ) 5(
 گري در 2/0  کوري و نرخ دز1800ته درت اکتیویق

هاي نر، آوري گلزمان با جمع هم. پرتوتابی شدندثانیه 
هاي ماده نیز حداکثر تا غروب همان هاي گل جوانه

هاي ناخواسته روز براي جلوگیري از دریافت گرده
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 صبح روز 8-10ساعت . توسط سنجاق بسته شدند
 و  شدههاي پرتوتابیافشانی با بساكبعد عمل گرده

مدت یک شب  که به )شاهد(هاي پرتوتابی نشده  بساك
وسیله دست  هبدر دماي اتاق نگهداري شده بودند، 

افشانی   بساك گرده3هر گل ماده توسط  (انجام شد
سنجاق بسته هاي ماده مجدداً توسط سپس گل. )شد

 یک گل ماده از هر  در هر تکرار همچنین.شدند
 هاي سنجاق. ایزوله شد نیافشا ژنوتیپ بدون انجام گرده

 افشانی حذف شدند  روز پس از گرده3-4ایزوله 
)13(.  

انجام زمان با  هم: زنی دانه گرده آزمایش جوانه
هاي گرده پرتوتابی شده زنی دانه جوانهافشانی،  گرده
.  قرار گرفتبررسیآزمایشگاه مورد شرایط در 
وي محیط  ر گاما برپرتوهاي پرتوتابی شده با  گرده

 ساکارز،  درصدw/v (15( شامل شت گرده خیارک
)w/v (01/0 اسید بوریک،  درصدmM1 نیترات 

   pH=6با ) Sigma(فیتاژل  درصد 3/0کلسیم و 
  ، شش ساعت پس از کشت. )4 (پخش شدند

با میکروسکوپ هاي گرده زنی دانه جوانهمیزان 
Olympus BX53 ندمورد بررسی قرار گرفت. 

: ر شرایط آزمایشگاهیهاي القایی د نجات جنین
 باافشانی  روز پس از گرده21هاي رشد کرده  میوه
 برداشت و به آزمایشگاه ،هاي پرتوتابی شده گرده

ها شکافته شده و پس از شستشو میوه. منتقل شدند
 استخراج کشی شیر لولهیان آبرهاي آن در زیر ج دانه

علاوه بر این پس از شکافتن میوه، . و تمیز شدند
 دقیقه در 12مدت  ا مجدداً جهت ضدعفونی بهه دانه

قرار گرفتند   هیپوکلریت سدیم درصد1محلول حاوي 
 دقیقه در آب مقطر استریل 5-10مدت  سپس بهو 

ور شده و در نهایت سه مرتبه با آب مقطر استریل  غوطه
براي سهولت شناسایی و استخراج  ).29(شسته شدند 

  تقریباً.ده شداستفا )27(ها از روش کشت مایع  جنین
هاي یک بار  دیش شده در پتري  ضدعفونیدانه 20-40

ریخته شد و روي ) mm 20×100(مصرف استریل 
) 20E )38 محیط کشت مایع ml 25 حدوددر ها  آن

 ایندول mg/l02/0   ساکارز و درصد3همراه با 
ور  که بذور در آن غوطه طوري ه، ب)IAA(استیک اسید 

هاي حاوي جنین نابالغ با  پتري.شوند اضافه گردید
 .نوار پارافیلم بسته شده و به اتاق رشد منتقل شدند

منظور هوادهی  چند بار در طول هفته بهها  پترياین 
 روز با استفاده 10-20تکان داده شد و پس از گذشت 

 جنین قرار  نجاتاز یک منبع نوري مورد بررسی و
ا  در اتاق رشد بي نجات داده شدههاجنین .گرفتند
 ساعت دوره 16گراد و   درجه سانتی28 ± 2دماي 
یک تا سه هفته . قرار گرفتند)  لوکس3000(نوري 

رشد کرده ) هايگیاهچه(هاي پس از کشت، جنین
  شیشهتر به  صورت جداگانه براي رشد بیش به

 و 7به قطر (هاي شفاف  با درب)جار(اي  استوانه
 MS2/1 حاوي محیط کشت تازه) متر سانتی10ارتفاع 

  .انتقال یافتند) 30(
  پلوئیدي  تجزیه و تحلیل سطح: فلوسایتومتري

 ژنوم توسط با تعیین اندازه دست آمده هبگیاهان 
 ساخت شرکت پارتک آلمان دستگاه فلوسایتومتري

)Partec, Munster, Germany (منظور  به. انجام شد
  روشاب پلوئیدي سطوح تجزیه براي نمونه تهیه

هاي  برگ از مساوي مقدار به اي،تههس سوسپانسیون
گیاهان هاپلوئید و دیپلوئید  جوان هايقسمت کوچک

 .شد برداشته مربع متر سانتی یک تقریبی اندازه به
µl400 سپس و شده افزوده هابرگ استخراج به بافر 

این  از پس .شدند خرد تیز تیغ یک از استفاده با ها برگ
 لوسایتومتري فتجزیه مخصوص ترکیب µl1600 مرحله

PIفیلترهاي مخصوص از نمونه سپس. شد  اضافه 
 و قطعات سلولی تجمعات تا شد داده عبور دستگاه
 دستگاه به شده صاف نمونه. شوند حذف درشت
هیستوگرام  تجزیه، فرایند از انجام پس و  شدتزریق
DNA مقدار .آمد دست به DNAبررسی با نمونه  هر 
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 با .گرفت قرار مطالعه مورد سلول 10000 حداقل
دستگاه  به شده تزریقی تهیه نمونه که این به توجه

هاپلوئید  گیاه عصاره از مخلوطی صورت جدا و نیز به
 ، سطحگیاه ثابت پیک محل داشتن با بود و دیپلوئید

  .)32 (شد تعیین نمونه پلوئیدي
 گیاهان حاصل از القاي مانی دانه گردهآزمایش زنده

 و دیپلوئید از هاپلوئیدهاي نر گیاهان گل: جنین
هایی که در گلخانه سازگار شده و رشد کافی  نمونه

زمایشگاه منتقل داشتند جدا شده و بلافاصله به آ
 روي لام ها حذف و گرده گیاهانگلبرگ گل. ندشد

 فلوروسئین ه از محلولرسپس یک قط. پخش شدند
پس از . ها اضافه شد روي آن) FDA(داي استات 

را روي لام قرار داده و با  لامل چند ثانیه
  .  فلوئورسنت بررسی شدندوپکمیکروس

آزمون نرمال بودن توزیع :  آماريتجزیه و تحلیل
 انجام گرفت و براي SASافزار  ها با استفاده از نرم داده

هاي مربوط به صفات سازي توزیع دادهتبدیل و نرمال
  تعداد دانه، تعداد جنین، تعداد گیاه باززا شده و 

. اد گیاه هاپلوئید از تبدیل جذري استفاده شدتعد
اي دانکن  دامنه ها از آزمون چند جهت مقایسه میانگین

)DMRT ( استفاده  درصد5در سطح احتمال   
 SASافزار  هاي آماري توسط نرم  تمام تجزیه. گردید

)Ver 9.4 (انجام شد.   
  

   و بحثنتایج
مربوط به تولید نتایج حاصل از تجزیه واریانس 

انه، القاي جنین، باززایی گیاه و تولید گیاهان هاپلوئید د
 گاما، پرتو دزاثر .  آورده شده است1در جدول 

 و ژنوتیپ بر تعداد دز برهمکنشژنوتیپ و همچنین 
 .بود) 1، جدول P<01/0(دار دانه در میوه معنی

پرتوتابی میوه از هر ترین تعداد دانه در  بیش
آلفا بیت  ،)88/350 (هاي باسمنج تبریز ژنوتیپ

 دست آمد ه گاما بپرتو گري 300 دزبا ) 50/342(
رین تعداد دانه در هر میوه از پرتوتابی ت  کم.)2جدول (

 گاما پرتو گري 500 دزبا ) 88/82(ژنوتیپ کریم 
 نیز نشان پژوهشگران مطالعات دیگر .دست آمد هب

دهد که با افزایش دز پرتوتابی تعداد دانه در میوه  می
 .)42و  34، 28، 23، 15(یابد  میکاهش 

 گاما بر روي شاخص پرتوهاي دزاگرچه تفاوت 
داري نداشت اما ژنوتیپ و القاي جنین اثر معنی

ثیر أ پرتوتابی و ژنوتیپ بر این صفت تدز برهمکنش
 جنینترین میزان  بیش. )P <01/0 ( داشتندداري معنی

 رماکستهاي ژنوتیپ پرتوتابی در ترتیب  بهپارتنوژنیک
 500 و  گري300 هايدزبا  )75/1 (و کریم) 25/2(

که از پرتوتابی در حالی. مشاهده گردید گاما پرتو گري
 گري 500 دز و آلفا بیت با اکسترمهاي نگین،  ژنوتیپ

  .)2جدول ( دست نیامد ههیچ جنینی ب
دست آمده نشان داد که دز پرتوتابی  هنتایج ب

)05/0>P( ها  آن برهمکنش، ژنوتیپ و همچنین
)01/0>P( باززایی گیاه روي) هاپلوئید و دیپلوئید (
 300دست آمده از دز  هترین گیاه ب بیش. ثر استؤم

داري را با   بود که تفاوت معنیاکسترمگري و ژنوتیپ 
هاي نگین،  از ژنوتیپ. سایر تیمارها از خود نشان داد

 گري پرتوتابی شده 500 و آلفا بیت که با دز اکسترم
جدول  (دست نیامد ه جنین و هیچ گیاهی ببودند هیچ

نتایج مشابهی را در ) 2011(گونزالو و همکاران . )2
فرایند تولید گیاهان هاپلوئید خربزه گزارش کردند 

طور معمول با افزایش دز پرتوتابی درصد  به). 18(
ها کاهش  هاي القایی و نیز توانایی باززایی آن جنین

هرچه دز پرتوتابی یابد و این در حالی است که  می
زیادتر شود احتمال زنده ماندن گرده و انجام لقاح 

هاي  طبیعی کاهش یافته اما درصد هاپلوئید بودن جنین
  .تر افزایش خواهد یافت القایی نسبت به دزهاي پایین
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نتایج تجزیه واریانس نشان داد که تفاوت دزهاي 
یاه داري بر روي تولید گکار رفته اثر معنی هپرتوتابی ب

 خصوص بهو ) P<05/0(هاپلوئید نداشت اما ژنوتیپ 
داري  ثیر معنیأت) P<01/0( دز در ژنوتیپ برهمکنش

ترین گیاه  بیش. بر تولید گیاهان هاپلوئید خیار داشت
 گري 300 با دز اکسترمهاپلوئید از پرتوتابی ژنوتیپ 

با ) 75/0(و پرتوتابی ژنوتیپ سوپردامینوس ) 25/1(
این در حالی است که هر . ست آمدد ه گري ب500دز 

ها در دز متفاوت نتوانستند هیچ یک از این ژنوتیپ
دهد   این نتایج نشان می.)2جدول  (گیاهی تولید کنند

 خیار در مراحل  مختلفهايکه واکنش ژنوتیپ
کننده د گیاهان هاپلوئید و موارد محدودمختلف تولی

ط جا که شرای از آن. براي هر ژنوتیپ متفاوت است
ها مشابه و یکسان بود، آزمایش براي همه ژنوتیپ

ثیر قوي ژنوتیپ بر تولید أها بیانگر تتفاوت در واکنش
  شد که پیش از این باگیاهان هاپلوئید در خیار می

    مختلف گزارش شده استپژوهشگراننیز توسط 
بنابراین  ).37 و 36، 34، 31، 28، 26، 22، 10، 1(
لامت گیاه نقش مهمی در رسد ژنوتیپ و س نظر می به

  .کندهاي هاپلوئید پارتنوژنز بازي می القاي جنین
  

  . زایی گیاه و تولید گیاه هاپلوئیدنتایج تجزیه واریانس اثر دز پرتو گاما و ژنوتیپ بر روي تعداد دانه، جنین، باز -1جدول 
Table 1. Analysis of variance of the effect of Gamma-irradiation doses and different cucumber genotypes on 
seed number (S), embryo number (E), plant number (P) and haploid plant number (H). 

  میانگین مربعات
Mean Squares 

 هاپلوئید گیاه
H 

 گیاه باززا شده
P 

 جنین
E 

 دانه
S 

درجه 
  آزادي

df 

 اتمنابع تغییر
S.O.V 

0.06ns 0.30* 0.06ns 93.16** 1 دز پرتو  
Irradiation doses 

 ژنوتیپ 6 **84.66 **0.51 **0.22 *0.11
genotypes 

  ژنوتیپ×دز پرتو   6 **30.54 **0.99 **0.43 **0.37
Irradiation doses * genotypes 

 خطا  98 7.52 0.07 0.06 0.05
Error  

 )درصد( ضریب تغییرات  - 18.61 25.71 27.43 26.16
CV%  

  .دار معنی و غیر درصد5،  درصد1دار در سطح احتمال  ترتیب معنی  بهns و *، **
**, * and ns are significant at the 1% and 5% probability levels and non-significant respectively. 
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لید دانه، القاي جنین هاپلوئید، باززایی هاي مختلف خیار براي صفات تومقایسه میانگین برهمکنش دز پرتو گاما و ژنوتیپ -2جدول 
  . گیاه و تولید گیاه هاپلوئید

Table 2. Mean comparison interaction of Gamma-irradiation doses and different cucumber genotypes for 
mean seed number (MS), mean embryo number (ME), mean plant number (MP), mean haploid number (MH).

  میانگین هاپلوئید
MH 

  میانگین گیاه باززا شده
MP 

 میانگین جنین
ME  

 میانگین دانه
MS  

  ژنوتیپ
Genotype 

 دز پرتو گاما
Gamma-

irradiation doses  
0.50bc 0.50bcd 0.75c 265.25bcd نگین Negin 

1.25a 1.75a 2.25a 253.75cd اکسترم Extreme 

0.00d 0.25bcd 0.25cd 132.25fg کریم Karim 

0.00d 0.50bcd 0.75c 288.00abc سوپر دامینوس Super Daminus 

0.13cd 0.13cd 0.13d 342.50ab آلفا بیت Beith Alpha 

0.38bcd 0.38bcd 0.38cd 350.88a باسمنج تبریز Basmenj Tabriz 

0.25cd 0.25bcd 0.25cd 169.00ef دستجرد اصفهان Dasgerdi Isfahan  

300 Gray 

0.00d 0.00d 0.00d 298.25abc نگین Negin 

0.00d 0.00d 0.00d 245.75cde اکسترم Extreme 

0.25cd 0.63bc 1.75ab 82.88g کریم Karim 

0.75b 0.75b 1.38b 244.00cde سوپر دامینوس Super Daminus 

0.00d 0.00d 0.00d 161.50fg آلفا بیت Beith Alpha 

0.25cd 0.25bcd 0.50cd 201.50def باسمنج تبریز Basmenj Tabriz 

0.50bc 0.50bcd 0.50cd 192.75def دستجرد اصفهان Dasgerdi Isfahan  

500 Gray 

  .دار ندارند  اختلاف معنی درصد1هاي با حروف مشابه در هر ستون در سطح احتمال  میانگین *
* Means with the same letters in each column are not significantly different at the %1 probability level. 

  
تابی با  پرتودز از دو پژوهشدر این  کلیطور هب

 زایی  گري براي القاي جنین500 و 300شدت 
نتایج تجزیه واریانس .  استفاده گردیدپارتنوژنیک

 بر دز این دو  بیندار عدم وجود تفاوت معنیبیانگر
طیف وسیعی از . وانی القاي جنین هاپلوئید بودافر

 در خانواده زاییالقاي جنینشدت تابش گاما براي 
ترین شدت  که بیش طوري گردد به استفاده میکدوئیان

ترین شدت تابش در گیاه  تابش در گیاه خیار و کم
 .)24(گزارش گردیده است )  گري25 (خورشتیکدو 
 در مقاومت و دهگر دانه قطر بین منفیهمبستگی یک 
 DNA مقدار از تابعی آن هم که دارد  وجودپرتو برابر

 نظر به  نتیجهدر. )41 و 20، 2( باشدمی هسته در

 تري کوچک دانه گرده داراي که خیار گیاه رسد می
)mµ65(است کدوئیان  هاي نسبت به سایر گونه

 پرتو بالاي دزهاي به نسبت تري مقاومت بیش داراي
مین دلیل است که موفقیت القاي جنین و به ه باشد می

و تولید گیاهان هاپلوئید در انواع کدو که داراي گرده 
تر  هاي پاییندزهستند با ) mµ180 (تري بزرگ

 دزترین مناسبکه  طوري هگزارش شده است؛ ب
و در کدو ) 22( گري 100 و 50ل کدو تنبپرتوتابی 

علاوه بر این . گزارش شده است) 12( گري 100طبی 
که  ، در حالیاست منفذ 3گرده خیار و خربزه داراي 

 توانایی بنابراین.  منفذ دارند12هاي انواع کدو  گرده
ده در خیار و خربزه زنی دانه گرمانی و جوانه زنده
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 اندازه، سن و بنابراین. باشدها میتر از کدو بیش
 دزی دانه گرده در تعیین شناس ریختخصوصیات 

  .باشدکننده می عیینپرتوتابی بسیار مهم و ت
زنی  جوانه نتایج :زنی دانه گردهآزمایش جوانه

) شاهد( گرده پرتوتابی شده و پرتوتابی نشده هاي دانه
   نشان )1شکل (گرده مانی دانه توانایی زندهز نظرا

  هاي گرده شاهد زنی و رشد لوله دانهجوانهکه  داد
  هاي پرتوتابی شده از گرده) زنیجوانهدرصد  96(

 اما اختلاف استتر  بیش) زنیجوانهدرصد  94(
این نتایج تا حد . داري از لحاظ آماري نداشتند معنی

ند تفاوتی اه قبلی که گزارش کردهاي زیادي به گزارش
هاي   شاهد با گردههاي گردهدانهدر رشد لوله 

کاگلار ). 44 (نزدیک است پرتوتابی شده وجود ندارد
زنی   که توانایی جوانهگزارش کردند) 1999(و آباك 

 و 450، 300با دزهاي (هاي پرتوتابی شده خیار  گرده
  ). 3(هاي شاهد برابر بود  با گرده)  گري پرتو گاما600

  

  
  . )ب(هاي پرتوتابی شده  و گرده) الف(هاي گرده شاهد  زنی دانه جوانه -1 شکل

Fig. 1. Pollen germination. Control (a) and irradiated pollen (b).  
  

نیز اشاره ) 2016(و همکاران  طور که دانگ همان
قدر بالا باشد که از اند، دز پرتوتابی نباید آن کرده

 تا حدي بایدزنی لوله گرده ممانعت کند، بلکه  جوانه
باشد که از انجام لقاح طبیعی و تولید جنین دیپلوئید 

) 2000(پیکس و همکاران ). 9(جلوگیري کند 
  اند که سطح پایین پرتوتابی ممکن هگزارش کرد

زایشی آسیب برساند، است تنها به بخشی از هسته
که هسته زایشی توانایی لقاح کامل را از دست  طوري هب

هاي هاپلوئید را داشته داده و تنها توانایی القاي جنین
باشد که ممکن است دلیلی بر رشد گیاهان هاپلوئید از 

ها پس از از میوههاي استخراج شده برخی جنین
 ). 33(هاي پرتوتابی شده باشد افشانی با گرده گرده

هاي  هاي تیمار شده با گردهمیوه گل: تشکیل میوه
. صورت طبیعی رشد کردند هب) شاهد(پرتوتابی نشده 

ها  افشانی همه میوهکه سه هفته پس از گرده طوري هب
 دانه پر حاوي جنین طبیعی با لپه  درصد99داراي 

هاي  هاي حاصل از گلکه میوه در حالی. دبودن
هاي پرتوتابی شده حاوي افشانی شده با گرده گرده

تعداد بسیار محدودي دانه حاوي جنین بودند و اکثر 
دهنده صحت انجام ها پوك بودند که نشان دانه

افشانی  آزمایش در طول مراحل پرتوتابی و گرده
 مطابقت )2003(باشد و با نتایج لطفی و همکاران  می

تر  توجه این بود که در بیش نکته قابل). 27(دارد 
هاي پرتوتابی شده، افشانی شده با گردههاي گرده میوه
در نوك میوه تشکیل شده ) هاي پوكحتی دانه(ها  دانه

هاي قسمت دم میوه غالباً پوك و کوچک بودند و دانه
ثیر دز پرتو بر أدلیل ت تواند بهبودند که این موضوع می
اي که  هاي ماده همچنین گل. رشد لوله گرده بوده باشد

 ب الف
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ها جلوگیري شده بود در ارقام افشانی آن از گرده
پارتنوکارپ بدون تشکیل دانه رشد کردند ولی ارقام 

  .اي و بومی قادر به تشکیل میوه نشدند مزرعه
هاي  جنین: رشد گیاهچه و تجزیه و تحلیل پلوئیدي

 پنج هفته به حدودر دنجات داده شده پس از گذشت 
یک برگ از هر ). 2شکل (گیاهچه تبدیل شدند 

گیاهچه جهت تجزیه و تحلیل فلوسایتومتري استفاده 
پلوییدي   هیستوگرام مربوط به تعیین سطح3شکل . شد

رسم شده توسط دستگاه فلوسایتومتري را نشان 
دهد که سبب شناسایی گیاهان هاپلوئید از دیپلوئید  می

، )xمحور ( محور افقی در این شکل. )3شکل  (گردید
، )yمحور ( ها و محور عموديپلوئیدي سلول سطح

هاي شمارش شده براي هر نمونه را نشان تعداد سلول
دست  گیاهان به DNAبراي مطالعه محتواي . دهد می

عنوان شاهد   مادري بهژنوتیپآمده از برگ خیار 
قرار این نمونه چندین بار مورد آزمایش . استفاده شد

لوسایتومتري، گرفت و مشخص شد که دستگاه ف
را براي ) DNA )Modeهاي شاخص محتواي  پیک

 نشان 170 و 85طور متوسط  گیاه دیپلوئید شاهد به
مورد انتظار  DNAبنابراین شاخص محتواي . دهد می

 تخمین 40-45براي گیاه خیار هاپلوئید در محدوده 

 در صورتدر تمامی گیاهان مورد آزمایش . زده شد
 DNA  شاخص محتوايهاي، پیکدیپلوئید بودن گیاه

ها بر نمونه  بود و پیک170 و 85ها در محدوده  آن 
در گیاهان هاپلوئید که  در حالی. شاهد منطبق شد

 و 42هاي دیپلوئید در حدود تقریباً نصف مد نمونه
 متفاوت از نمونه شاهد هاییبود و تشکیل پیک 85
 علاوه بر برخی از گیاهان DNA هیستوگرام در .داد

 است دو پیک 1پیک اول که حاصل خطاي دستگاه
که ) 2پیک (دیگر وجود خواهد داشت؛ یک پیک بلند 

دهد و پیک دیگر  تقسیم سلولی را نشان میG1مرحله 
 چرخه سلولی G2/Mکه نشان دهنده مرحله ) 3پیک (

است و محل قرارگیري آن در محور افقی دو برابر 
دست آمده   گیاه به47از ). 32(خواهد بود پیک قبلی 

از زمان گزارش استفاده از .  گیاه هاپلوئید بودند34
فلوسایتومتري جهت تعیین سطح پلوئیدي توسط 

، کاربرد این روش روز به )1987(دلات و همکاران 
تر  از آن زمان به بعد بیش. روز در حال گسترش است

 جهت تعیین  استفاده از فلوسایتومتري راپژوهشگران
 هاي خصوص در آزمایش هسطح پلوئیدي گیاهان ب
عنوان یک روش سریع و  تولید گیاهان هاپلوئید به

  ).32 و 19، 8 ،7( اند مطمئن گزارش کرده
  

  
  1.اي و تشکیل گیاهچه هاپلوئید شیشه مراحل رشد جنین پارتنوژنیک درون -2شکل 

Fig. 2. In vitro rescued parthenogenic embryo and plant regeneration.  
 

                                                
1- Noise 

 ج ب الف
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  . گیاه دیپلوئید) ب(گیاه هاپلوئید ) الف. (تعیین سطح پلوئیدي با استفاده از فلوسایتومتري -3شکل 
Fig. 3. Ploidy determination by flow cytometry analysis. (a) haploid plants of cucumber; (b) diploid plants as control. 

  
گیاهان هاپلوئید : یشناس ریخت خصوصیات بررسی

توان با استفاده از مشاهدات و دیپلوئید را می
گیاهان هاپلوئید  .ی از هم تشخیص دادشناس ریخت

در . سبت به گیاهان دیپلوئید داشتندتري ن رشد کم
 گیاهان از تر کوچک ماده و نر هايگل هاپلوئید گیاهان

 4 و 3  غالباًها هاي آنگل و )4شکل  (بوده دیپلوئید
که گلبرگ گیاهان دیپلوئید   در حالی؛ بودندیگلبرگ

 همچنین . گلبرگی هستند5 طور معمول بهخیار 
 چسبیده یکدیگر به جام انتهاي در ها آن هاي گلبرگ
و ) 1989(مشاهدات با نتایج ساتن  این که نبودند
  مطابقت داردکاملاً) 1392(زاده و همکاران  ابراهیم

 طور معمول هنر گیاهان هاپلوئید ب هايگل .)37 و 11(
و در صورت ) 23(کردند نمی تولید اي گرده هیچ

تعداد بسیار کمی گرده با هاي احتمالی هم وجود گرده
تر  در بیش. )5شکل ( مشاهده شد طبیعیشکل غیر

جمعی در هر  صورت دسته ها بهگیاهان هاپلوئید گل
 ئید معمولاًشدند ولی در گیاهان دیپلوگره تشکیل می

 هاي گل. شد گل در هر گره تشکیل نمی2تر از  بیش
 توسط افشانی گرده انجام وجود با هاپلوئید گیاهان ماده

 .ندادند تشکیل اي میوه هیچ دیپلوئید گیاهان گرده
 و هاپلوئید گیاهان در نیز ها برگو شکل  ابعاد تفاوت

  بررسی خصوصیات.کاملاً واضح بود دیپلوئید
 تشخیص گیاهان  پیش از این نیز جهتیشناس ریخت

خیار، هندوانه، خربزه و کدو هاپلوئید از دیپلوئید در 
  .استفاده شده است) 22 و 3(

  

  
 . )ب(و دیپلوئید ) الف (هاي ماده در گیاهان هاپلوئیدتفاوت ظاهري گل -4 شکل

Fig. 4. Differences between the haploid plant (a) and diploid plant flowers (b). 
 

 الف ب

 ب الف



 همکاران و زاده حامد ابراهیم
 

31  

 
  . )ب(و دیپلوئید ) الف(هاي گیاهان هاپلوئید گرده )FDA( استات  فلورسیئن دايآمیزي رنگ -5 شکل

Fig. 5. Fluorescein diacetate (FDA) staining of the haploid (a) and diploid (b) pollen.  
  

   کلیگیري نتیجه
هاي  ز گردهگیاهان هاپلوئید خیار با استفاده اتولید 

هدف . باشد پرتوتابی شده یک روش کارآمد و مفید می
هاي  تحقیقات هاپلوئیدي رسیدن به لایناصلی از 

هاي اصلاحی  هاپلوئید مطلوب جهت پیشبرد برنامه دابل
تو گاما جهت یش از دو دز پردر این آزما. باشد می

 ژنوتیپ خیار استفاده 7ژنیک در القاي جنین پارتنو
دار بودن   معنیبیانگر تجزیه واریانس یجانت. گردید

ترین   بیش. در ژنوتیپ بود پرتو گامادز برهمکنش
 با دز اکسترمفراوانی گیاه هاپلوئید از پرتوتابی ژنوتیپ 

و پرتوتابی ژنوتیپ سوپردامینوس ) 25/1( گري 300
توان نتیجه  می. دست آمد ه گري ب500با دز ) 75/0(

هاي متفاوتی را  هاي مختلف پاسخژنوتیپ  کهگرفت
دهند و با نسبت به دزهاي مختلف پرتوتابی نشان می

نوتیپ ژتعیین شدت تابش مناسب اشعه گاما در هر 
  . نمودءزایی پارتنوژنیک را القا توان جنین می
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