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چکیده

ثر هاي مؤنژادي نیازمند به کارگیري روشهاي بهید خربزه براي استفاده در برنامههاي دابل هاپلوئید از گیاهان هاپلوئتولید لاین
ایی، پلوئیدي و بر باززسینکلشیاي اي و گلخانهدرون شیشهکارایی تیمارهاي ودن کروموزمی است. در این بررسی برابر نمدو

بالاترین میزان باززایی و مورد ارزیابی قرار گرفت. گیاهچه هاپلوئید حاصل از بکرزایی با گرده پرتوتابی شده تولید دانه گرده 
وانتهاییجوانهصل گردید. قطعساعت حا24به مدت سینکلشیمیلی گرم در لیتر 500اي دیپلوئید شدن در تیمار درون شیشه

در% 63بهگرهتکهايریزنمونهدر% 31ازجانبیجوانههايریزنمونهباززاییمیزانافزایشسببجانبیجوانهرشدبهتحریک
رشدهايکنندهتنظیمواجدمحیطدرهاریزنمونهکشتاي درون شیشهيتیمارهاگردید. دریافتهرشدجانبیجوانههايریزنمونه

1000اي موثرترین تیمار غلظت گلخانهگردید. در تیمارباززاییمیزاندرچشمگیريکاهششدن ریزنمونه وکالوسیسبب
به طور کلی، با توجه به نتایج بدست آمده% دیپلوئید شدن را ایجاد نمود. 40ساعت بود که 24به مدت سینکلشیگرم در لیتر میلی

اي ههاي سرشاخه و جوانه جانبی رشد یافته و ترکیب تیمار درون شیشاستفاده از ریزنمونهنمودنثرترین روش جهت دیپلوئیدمؤ
ساعت پیشنهاد 24گرم در لیتر به مدت میلی1000اي با غلظت گرم در محیط مایع و تیمار گلخانهمیلی500ظت با غلسینکلشی

شود. می

، ریزنمونه، بکرزاییسینکلشیدو برابر نمودن کروموزمی، کلیدي:کلمات

مقدمه

میلیون تن سومین تولید کننده در جهان 45/1با تولید سالانه و ایراندر کشور استترین محصولات صیفیخربزه یکی از مهم
افزایش اي به طور گستردهآن افزایش میزان تولید و ارزش غذایی به خاطر هاي اخیر، تقاضا براي این محصول در سالمی باشد. 

هاي خالص اینبرد به عنوان مرحله اساسی در تولید ارقام هیبرید به بر اساس تولید لاینگونه عمدتاً نژادي این هاي به. برنامهیافت
،نژادي کلاسیکهاي بهباشد. در برنامههاي محیطی میها و تنشو همچنین مقاوم به آفات و بیماريمنظور توسعه ارقام پر محصول 

% خلوص ژنتیکی 100هنوزهاي حاصلبا این وجود لاینو آید مینسل خودگشنی بدستینص هموزیگوت بعد از چندلاین خال
هاي کاملاً خالص از به لایننزمان رسیدبا کاهش دادن. روش تولید گیاهان هاپلوئید مضاعف )Germana, 2006(را ندارند

دروننرزاییهايروشطریقازتوانندمیهاپلوئیدگیاهانکند. میءن ایفای را در اصلاح این گیاهامگیاهان هتروزیگوس نقش مه
پرتوگردهباافشانیگردهباعمدتاًجنینیکیسهدرتخمزاسلولرشدبهتحریک(بکرزائیو، ايشیشهدرونزاییماده، ايشیشه
بهنیافتهلقاحتخمزايسلولآندرکهاستغیرجنسیتکثیرازشکلیبکرزائیروش). Faris et al., 1999(آیندبدست) دیده
تخمدانوتخمکبساك،کشتنظیرهاپلوئیديمرسومهايروش. داردمادريمنشاءفقطجنینیچنینوشودمیتبدیلجنین
هايجنینالقاءخانوادهایندرروشترینموفقونداردچندانیموفقیتجالیزيگیاهانانواعدرهاپلوئیدتولیدبراينشدهتلقیح
اولین ). 1382لطفی و همکاران، (باشدمیاختصاصیکشتمحیطدرهاجنیننجاتسپسوپرتودیدههايگردهازاستفادهبابکرزا

صورت ) Dumas)1987وSautonگزارش در مورد تولید هاپلوئید و دابل هاپلوئید در خربزه با تکنیک گرده پرتوتابی شده توسط
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Lotfi؛ Sari et al., 1994ن دیگر مورد بررسی و گزارش گردید (یقهاي اخیر توسط محقاین روش در طی دههگرفت. & Kashi,

Kurtar؛ 1999 & Balkaya, ). مضاعف کردن سري کروموزمی گیاهان هاپلوئید بدست آمده براي تولید لاین هموزیگوس 2010
Lotfi(باشداین روش میترین موانع در کاربرد کاملاً بارور یکی از مهم et al., 2003(هاي گیاهان . روش دو برابر کردن کروموزم

و سیناز جمله ژنوتیپ، غلظت کلشیاست. فاکتورهاي زیادي سینکلشیپایه تیمار با ماده شیمیایی هاپلوئید در خربزه عمدتاً بر 
دهد. این بررسی به منظور ی سین را تحت تاثیر قرار میط کلشها توسمدت زمان تحت تیمار موفقیت دو برابر کردن کامل کروموزم

شده با به کارگیري چندین روش مضاعف کردن کروموزمی گیاهان هاپلوئید خربزه حاصل از بکرزایی با تکنیک گرده پرتوتابی 
صورت گرفت. هاي بومی خربزهمضاعف در تودهگیاهان هاپلوئید تولید ثرترین روش در اشعه گاما و بدست آوردن مؤ

هامواد و روش

پژوهشکدهدرخربزهبومیهايتودهدرهاي دابل هاپلوئیدلاینتولیدمنظوربه1391تا1388زراعیهايسالدرپژوهشاین
موادعنوانبه) قناريزردوآناناسی(وارداتیرقمدوو بومیطالبیوخربزهرقمششاز. شدانجامکرجايهستهکشاورزي

Lotfi. شیوه تولید گیاه هاپلوئید براساس روش گردیداستفادهپژوهشاین درگیاهی et al.)2003 .تعیینجهت) انجام گرفت
. گردیداستفادهکروموزومیشمارشروشازآناتومی،ومورفولوژیکیهايبررسیبرعلاوهحاصلههايگیاهچهپلوئیديسطح

میکروتوبولآنتیمادهمختلفتیمارهايتحتها،کروموزمکردنمضاعفبرايگیاه هاپلوئید بدست آمد که 52در نهایت 
.گرفتندقرار) سینکلشی(

:هاپلوئیدهاي گیاهانکروموزمکردنمضاعف

inاي (ها با تیمار دورن شیشهن کروموزومروش اول: دو برابر نمود vitro (ازبعدهفتهدوه حاصلهاپلوئیدگیاهان:سینکلشی
و)جانبیهايجوانهحاويسانتیمتري5/1-3(گرهتک،شاخهسرریزنمونهنوعسه. شدنداستفادهگیاهیمادهعنوانبهواکشت

با هاریزنمونه، Aهاي متفاوت قرار گرفتند. تیمار با زمانسینکلشیار تیمار مختلف ثیر چهتحت تأیافتهرشدجانبیهايجوانه
فاقد تنظیم E20Aجامدبا آب مقطر تیمار شده و سپس به محیط کشترقیق شدهسینکلشیگرم در لیترمیلی500محلول 

محیطبهوشدهتیمارمقطرآبباشدهرقیقلیتردرگرممیلی500محلولباهاریزنمونه،Bتیمارشدند. منتقل هاي رشد کننده
)mg/L IAA; 1.12 mg/L BA; 0.26 mg/L ABA; 5 mg/L AgNO3 0.88(رشدهايکنندهتنظیمحاوي E20Aجامدکشت

تیمار شده و سپس به E20Aمایعکشتمحیطمیلی گرم در لیتر رقیق شده با 500با محلول ها ریزنمونه،  Cتیمار .شدندمنتقل 
با شدهرقیقلیتردرگرممیلی500محلولباها ریزنمونه،Dتیمارشدند.منتقل هاي رشد فاقد تنظیم کنندهE20Aجامدمحیط کشت

براي هر چهار .شدندمنتقلرشدهايکنندهتنظیمحاويE20AجامدکشتمحیطبهسپسوشدهتیمارE20Aمایعکشتمحیط
دردور100باشیکردستگاهرويبرسینکلشیدر معرض محلول ساعت24و12،18هايزمانمدتبههاریزنمونه،نوع تیمار

بطورآنهاازعدد4-2وشدندشستهاستریلمقطرآببابارسهگیاهیهايریزنمونهتیمار،زماناتمامازبعد. گرفتندقراردقیقه
درجه25دمايبارشداتاقدروشدهمنتقلE20Aکشتمحیطحاويکشتظروفبهریزنمونهنوعبهتوجهباجداگانه

هاي باززایی شده بعد از سازگاري به گلخانه گیاهچه. گرفتندقرارتاریکیساعت8وروشناییساعت16فتوپریودوسانتیگراد
منتقل شدند.

اي در شرایط درون شیشهگیاهانی که: )in vivo(ايگلخانهشرایطدرسینکلشیبا تیمار : دو برابر نمودن کروموزوم2روش 
و500غلظتباسینکلشیتیماردر معرض مجدداًجداسازيازبعدنبوده،آمیزموفقیتهاآندرکروموزوم نمودنبرابردوعمل

انتهاییمریستم،سانتیمتر انتهایی شاخساره)10(انتهاییجوانهاطرافهايبرگحذفازبعد. گرفتندقرارلیتردرگرممیلی1000
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آبباهاسرشاخهتیمارزمانمدتاتمامازبعد . گرفتندقرارسینکلشیمحلولدرساعت24و12هايزمانمدتدراصلیشاخه
.شوندپاكسینکلشیمحلولازکاملاًتاشدندشستهشیر

دانه شمارشهاي مورفولوژي وهاي غیر مستقیم شامل بررسیروشازبا استفاده پلوئیديسطحتعیین: پلوئیديسطحتعیین
). Lim & Earle, 2008(گرفتصورتمختلفگیاهاننرهايگلگرده

نتایج و بحث

یکسانغلظتباکشتمحیطنوعوزمانمدتریزنمونه،نوعبهبستههاریزنمونهباززاییمیزاناي، ون شیشهردر تیمار د
ساعت12مدتبه Cتیمار شده با تیمار ايسرشاخههايریزنمونه. بودمتغیر% 88تا20از) لیتربرگرممیلی500(سینکلشی

ساعت24مدتبهCو Aتیمار شده با تیمار ايگرهتکهايریزنمونهدر حالی کهدادندنشانرا%) 88(باززاییمیزانبیشترین
)% 63ه یافته (رشدجانبیهايجوانهو)% 63(ايسرشاخههايریزنمونهدر میزان باززایی.داشتندرا%) 20(باززاییمیزانکمترین

نسبت به گرهتک) که نشان دادند میزان باززایی در ریزنمونه Earle)2008و Limبالاتر بود که با نتایج گرهتکنسبت به ریزنمونه 
24تیمار شده به مدت  هايریزنمونهکمترین میزان باززایی و بیشترین میزان دیپلوئید شدن در .تطابق دارد،اي پایین استسرشاخه

درهاریزنمونهکشتتیمارهاهمهدر. شدحاصلتیماراینگیاهانازبذرگیريمیزانبیشترینو همچنینگردیدساعت مشاهده 
محیط،درشدهکشتمحلازهانمونهاکثروشدباززاییمیزاندرچشمگیريکاهشسببي رشدهاکنندهتنظیمواجدمحیط
جوانهقطع. شدافزودهکالوسحجمبرشدبیشترمحیطایندرماندگاريزمانمدتهرچهونمودندشدنکالوسیبهشروع

در % 63بهگره هاي تکدر ریزنمونه% 31ازجانبیجوانهباززاییمیزانافزایشسببجانبیجوانهرشدبهتحریکوانتهایی
سینکلشیغلظتبهبستهتیمار شده در گلخانهگیاهان هايسرشاخهمانی میزان زنده. هاي جوانه جانبی رشد یافته گردیدریزنمونه

درشدندیپلوئیدمیزانبیشترینولییافتکاهشباززاییسینکلشیغلظتافزایشبااینکهوجودبا. بوددرصد85و5/68بین
.)%40(شدحاصلبودندعدد20ازبیشترگردهتعداددارايکههاییگیاهچهدرساعت24مدتبهلیتربرگرممیلی1000تیمار
افزایشدر حالی کهرخ ندادساعت12مدتبهسینکلشیلیتربرگرممیلی500شده باتیمارهاپلوئیدگیاهاندرشدگیدوبل

.دادافزایشهاکروموزمشدنبرابردومیزانو مدت زمان تحت تیمارسینکلشیغلظت

گیري کلینتیجه

د یافته هاي سرشاخه و جوانه جانبی رشلوئید نمودن استفاده از ریزنمونهروش جهت دیپبا توجه به نتایج بدست آمده موثرترین
گرم در لیتر به میلی1000اي با غلظت گرم در محیط مایع و در تیمار گلخانهمیلی500سین با غلظت اي کلشیدر تیمار درون شیشه

.باشدمیساعت 24مدت 

حاصل از بکرزاهاپلوئیدگیاهانبا زمان هاي مختلف بر باززایی و تعداد دانه گرده سینلشیکمقایسه تاثیر تیمارهاي مختلف -1جدول 
ریزنمونه هاي مختلف

دانه تعداد
گرده
(%)

گیاهان 
انتقال یافته 
به گلخانه

گیاهچه هاي 
باززایی شده 

(%)

تعداد 
ریزنمونه هاي 

تیمار شده

مدت زمان 
تیمار 

سینکلشی
سینکلشیتیمار ریزنمونهنوع 

>20 5 -20 <5
0 1 (25) 3 (75) 4 7 (41) a 17 12 A گرهتک
0 2 (67) 1 (33) 3 6 (35) ab 17 18
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1 (33) 1 (33) 1 (33) 3 3 (30) bcd 10 24
0 1 (33) 2 (67) 3 4 (29) bcd 14 12 B

1 (33) 1 (33) 1 (33) 3 4 (24) de 17 18
1 (33) 1 (33) 1 (33) 3 4 (21) de 19 24
1 (17) 2 (33) 3 (50) 6 7 (41) a 17 12 C

1 (20) 2 (40) 2 (40) 5 8 (40) a 20 18
1 (33) 1 (33) 1 (33) 3 9 (35) ab 26 24

0 1 (33) 2 (67) 3 6 (32) bc 19 12 D

0 1 (50) 1 (50) 2 6 (26) cde 23 18
1 (33) 0 2 (67) 3 3(20) e 15 24
7 (15) 14 (34) 20 (48) 41 67 (31) 214 کل
1 (20) 2 (40) 2 (40) 5 7 (50) c 14 12 A سرشاخه
1 (25) 2 (50) 1 (25) 4 5 (83) a 6 18
1 (33) 1 (33) 1 (33) 3 6 (75) b 8 24

0 1 (33) 2 (67) 3 5 (56) cd 9 12 B

0 1 (50) 1 (50) 2 2 (50) 4 18
1 (25) 2 (50) 1 (25) 4 3 (60) c 5 24
1 (25) 1 (25) 2 (50) 4 7 (88) a 8 12 C

1 (20) 3 (60) 1 (20) 5 7 (78) b 9 18
1 (25) 1 (25) 2 (50) 4 5 (71) b 7 24
2 (67) 0 1 (33) 3 4 (57) cd 7 12 D

0 1 (33) 2 (67) 3 3 (50) d 6 18
2 (67) 0 1 (33) 3 3 (43) d 7 24
9 (20) 17 17 43 57 (63) 91 کل

0 1 (75) 3 (75) 4 7 (64) c 11 12 A جوانه جانبی 
1رشد یافته (20) 1 (20) 3 (60) 5 8 (67) c 12 18

2 (50) 1(25) 1 (25) 4 7 (78) b 9 24
1 (17) 2 (33) 3 (50) 6 11 (55) d 20 12 B

1 (25) 0 3 (75) 4 7 (47) d 15 18
1 (12) 2 (25) 5 (63) 8 11 (52) d 21 24

0 3 (33) 6 (67) 9 15 (88) a 17 12 C

2 (18) 5 (45) )36(4 11 15 (83) ab 18 18
3 (30) 4 (40) 3 (30) 10 12 (80) ab 15 24

0 2 (40) 3 (60) 5 7 (47) d 15 12 D

1 (25) 1(25) 2 (50) 4 6 (46) d 13 18
1 (33) 1 (33) 1 (33) 3 6 (55) d 11 24
13 (19) 23 (29) 37 (52) 73 112 (63) 177 کل
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درصد اختلاف معنی 1در سطح اي دانکنچند دامنهباشند بر اساس آزمون هایی که حداقل داراي یک حرف مشترك میدر هر ستون میانگین
.ندارنددار 

مانی و تعداد دانه گرده گیاهان هاپلوئید بکرزا رشد یافته در گلخانهبر زندهسینکلشیايگلخانهاثر تیمار -2جدول 

تعداد دانه 
گرده

تعداد 
مانیزنده

تعداد گیاه 
تیمار شده

مدت زمان 
تیمار 

سینکلشی

تیمار 
(mg/l)سینکلشی

>20 5 -20 <5
0 (0) 2 (29) 5 (71) 7 (87) a 8 12 500

2 (25) 2 (25) 4 (50) 8 (80) a 10 24
2 (13) 4 (27) 9 (60) 15 (85) a 18 کل
2 (29) 2 (29) 3 (42) 7 (64) b 11 12 1000
2 (40) 0 (0) 3 (60) 5 (63) b 8 24
4 (33) 2 (17) 6 (50) 12 ( 5/68 ) b 19 کل
6 (24) 6 (24) 15 (52) 27 (74) 37 کل

درصد اختلاف معنی 1در سطح اي دانکنچند دامنهباشند بر اساس آزمون هایی که حداقل داراي یک حرف مشترك میدر هر ستون میانگین
.ندارنددار 
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Abstract

Production of double haploid lines from haploid melon plants for use in breeding programs
requires efficient chromosome doubling procedures. In this study, the effects of in vitro (A, B, C, and
D treatments) and in vivo colchicine treatments tested on regeneration, ploidy, and pollen production
of parthenogenetic melon plantlets produced through in situ parthenogenesis by pollination with
irradiated pollen. The most effective procedure was in vitro exposure of shoot tip explants to 500 mg.l-

1 of colchicine for 24 h. This treatment gave 43% regeneration of explants and 67% conversion to
diploidy. Plant regeneration was increased from 31% in nodal explants to 88% in growing axillary bud
explants. In vitro exposure of explants to colchicine treatments and transferred the treated explants to
medium supplemented with a combination of growth regulators resulted in less plant regeneration and
more calli growth. In case of the In vivo treatments, the most effective treatment was 1000 mg. l-1 of
colchicine for 24 h, with a 40 % doubling rate. Finally, Strategie in vitro exposure of shoot tip and
growing axillary bud explants to colchicine treatments and combination with in vivo 1000 mg.l-

1colchicine for 24 h recommended for recovery of doubled haploid lines from parthenogenetic melon
plants.

Key words: Chromosome doubling, Colchicine, explants, Parthenogenesis


