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  القاء جنين هاي هاپلوئيد از طريق پرتو گاما در توده هاي تجاري خربزه و طالبي

  
  )2( محمود لطفي ،)1(، شهاب صالحي )1(مصطفي ناصرترابي 

  ستاديار گروه مهندسي توليدات گياهي، پرديس ابوريحان دانشگاه تهران ا-3 دانشجويان كارشناسي ارشد، -2 و 1
  

گياهان هاپلوئيد و دابل هاپلوئيد مواد ارزشمندي براي مطالعات ژنتيكي و سيتولوژيكي و همچنين اهداف اصلاحي مي 
 طالبي سمسوري  شامل خربزه خاتوني مشهد، سوسكي زرد، سوسكي سبز ايوانكي،در اين تحقيق هفت توده بومي. باشند

 بعنوان مواد مادري استفاده آناناسي و زرد قناري تبريز و دو رقم خارجي ورامين، طالبي ساوه، گرمك اصفهان و قراملكي
 60 واحد گري حاصل از چشمه كبالت 500 و 250گل هاي نر در چند مرحله جمع آوري و با پرتو گاما، دوزهاي . شدند

اين گرده ها باعث تشكيل ميوه هاي . اي پرتوتابي شده عمل گرده افشاني انجام گرفتپرتوتابي شد و روز بعد با گرده ه
اغلب بذور   گري براي عقيم سازي گرده ها كافي نبود و موجب تشكيل بذور طبيعي گرديد ولي250دوز .طبيعي شدند

پلوئيد فاقد آندوسپرم  گري پوك بودند و تنها بعضي از آنها حاوي جنين هاي ها500داخل ميوه هاي حاصل از دوز 
 دقيقه 10غوطه ورسازي به بذور به مدت  E20بهترين شرايط استريل سازي بذرها براي كشت در محيط مايع . بودند

محلول پاشي تخمدان . بود و بيشترين جنين از اين طريق در رقم سمسوري حاصل گرديد% 20محلول هيپوكلريت سديم 
سطح پلوئيدي گياهان . ه ها شد ولي تاثير آن در القاي جنين معني دار نبود موجب درشتي ميوppm750ها با جيبرلين 

  .حاصله از طريق شمارش كروموزومي و بررسي سلول هاي اپيدرمي صورت گرفت و هاپلوئيد بودن آنها تأئيد گرديد 
 

  ، پرتوتابي)بكرزايي(پارتنوژنسيس  خربزه، هاپلوييد،: كليدي هاي واژه

  

  مقدمه
ي مختلف بـراي توليـد هاپلوئيـد در انـواع گياهـان تيـره كـدوئيان از جملـه كـشت بـساك، تخمـك و                           از ميان روش ها   

ــداني نــدارد    ــشده موفقيــت چن ــيح ن ــد از طريــق  ) . 1999فيكــادني و همكــاران،(تخمــدان تلق ايجــاد گياهــان هاپلوئي
، سـاري وآبــاك  )1987 (هـاي پرتوتـابي توســط سـاتون و همكــاران   هــاي پارتنوژنيـك بــا اسـتفاده از گــرده  القـاء جنـين  

) 2008(و لــيم و ارل ) 2003(، لطفــي وهمكــاران  )1995(، فيكــادنتي وهمكــاران )1995(، دوره وهمكــاران )1994(
هـاي  از نـوع بكرزايـي اسـت كـه در آن گـرده            ) مـصنوعي (ايـن روش در حقيقـت يـك آپوميكـسي           . گزارش شده است  

از معايـب مهـم ايـن روش دسترسـي محـدود بـه              . رنـد هـاي تخمـزا را بـه عهـده دا         عقيم شده فقط نقش تحريك سلول     
پرتو گاما، درصد پايين جنين هـاي القـا شـده، مـشكل بـودن شناسـايي و نجـات تعـداد محـدودي از جنـين هـاي القـا                               

هـاي  تكنيـك كـشت مـايع بـراي سـهولت  شناسـايي جنـين              .  شده از ميان تعداد زيادي بذر حاصل از يـك ميـوه اسـت             
هــدف از ايــن تحقيــق توليــد گياهــان دابــل  ). 2003لطفــي و همكــاران ( پيــشنهاد شــد القــا شــده و افــزايش كــارآيي

هـاي القـاء شـده از طريـق پارتنوجنـسيس و رفـع برخـي از موانـع موجـود                 هاپلوئيد بـا اسـتفاده از روش نجـات جنـين          
ده بـراي  هـاي آين ـ بـه منظـور اسـتفاده در پـروژه     هـاي محيطـي  و كـاهش آلـودگي   از جمله القـاء بيـشتر پارتنوجنـسيس   

  .ايجاد وبررسي صفات مطلوب و منابع مقاومت مي باشد
  

  مواد وروش ها 
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ــكي           ــكي زرد، سوس ــشهد، سوس ــاتوني م ــزه خ ــامل خرب ــشور  ش ــومي ك ــاي ب ــوده ه ــر ت ــورد نظ ــاهي م ــواد گي م
سبزايوانكي، طالبي سمـسوري ورامـين، طـالبي سـاوه ، گرمـك اصـفهان، قراملكـي و ارقـام تجـاري وادداتـي  آناناسـي                           

  1387اي در ارديبهــشت مــاه ســال كــه بــه دو صــورت هيــدروپونيك  و كــشت خــاكي گلخانــه قنــاري بودنــد و زرد 
هـاي نـر در روز قبـل    هـاي نـر و دو جنـسه ظـاهر شـدند گـل          زماني كه در بوته ها بـه انـدازه كـافي گـل            .  كشت شدند 

آوري و بـا دوزهـاي      ش جمـع  دي ـدرون يـك پتـري    )  گلبرگهـاي سـبز مايـل بـه زرد        (هـا   از شكوفايي و آزاد شدن گـرده      
 پرتـودهي و تـا صـبح روز بعـد در دمـاي اتـاق نگهـداري                  60 واحد پرتـو گامـا حاصـل از چـشمه كبالـت              500 و   250
-منظـور جلـوگيري از گـرده   هـاي دو جنـسه بـه   همزمـان اختـه و ايزولـه نمـودن گـل     . هـا آزاد گردنـد    شدند تا گـرده   مي

  .شدافشاني ناخواسته انجام مي
- گـل نـر پرتوتـابي شـده روي  هـر يـك ازگـل       2-3افـشاني دسـتي بـا    صبح عمـل گـرده   11 تا 9عات روز بعد طي سا

هـاي هاپلوئيـد   تخمـدان گلهـا دو روز بعـد از               بـراي القـا يـا تقويـت جنـين         .  گرفـت هاي ايزوله روز قبل صورت مـي      
  . پاشي شدند محلولppm  750تلقيح با جيبرلين 

افـشاني برداشـت سـپس بـذور را از ميـوه خـارج و بعـد از                  ه بعـد از گـرده     هاي تشكيل شـده سـه الـي چهـار هفت ـ          ميوه
 دقيقــه ضــدعفوني 10بــه مــدت ) هيپوكلريــد ســديم% 5حــاوي (هــاي تجــاري ســفيد كننــده% 20شستــشو بــا محلــول 

شستشــشو  ودر ) لامينــارفلو(هــا كــه پــوك بودنــد را در محــيط ســترون نمــوده و بعــد از آن بــذرهاي حاصــل از ميــوه
) ديـش   بـذر در هـر پتـري   30-40(قـرار مـي گرفتنـد    ) 1987سـاتون و دومـاس   ( E20اختـصاصي مـايع  محيط كـشت  

هـاي حـاوي بـذور  هـر روز بـا دسـت تكـان داده         پتـري .شـدند  روز نگهـداري مـي  15 تـا  8در اتاقك رشد به مدت  و
  .هاي احتمالي موجود در داخل بذور بدين وسيله هوادهي شودشدند تا به جنينمي

هـايي  هاي كوچك هاپلوئيـد داخـل بـذور بـه راحتـي از بـذور پـوك قابـل تـشخيص بودنـد و جنـين                         ب جنين ترتيبدين
  . شدندجامد كشت داده مي E20كه در مراحل مختلف رشدي بودند را خارج كرده و در محيط كشت 

كـدام بـه    شـدند وهـر     متـر منتقـل مـي      سـانتي  10_15هايي كه رشد مطلوبي داشـتند در ظـروف كـشت بـه ارتفـاع                جنين
ايـن تكثيـر    . شـدند هـاي جـانبي واكـشت و تكثيـر مـي          عنوان يك لاين نامگـذاري و چنـد بـار از طريـق كـشت جوانـه                

  .ها درطي مراحل مختلف آزمايش انجام شدبراي جلوگيري از  دست رفتن لاين
هـاي  آميـزي سـلول   از طريـق شـمارش كرومـوزومي صـورت گرفـت رنـگ            تعيين سطح پلوئيـدي بـه روش مـستقيم          

هــا از مريــستم انتهــايي ريــشه گيــاه داخــل بطــري ريــستم نــوك ريــشه بــا اســتوكارمن و جهــت شــمارش كرومــوزومم
آميــزي بــه روش فــولگن و روش غيــر مــستقيم از طريــق شــمارش هــاي مريــستمي بعــد از رنــگســلول. اســتفاذه شــد

  .هاي موجود در روزنه مورد مشاهده قرار گرفتندتعداد روزنه و مقدار كلروپلاست
  

  تايج و بحثن
هـا كـافي نبـود و       سـازي گـرده    گـري بـراي عقـيم      250دوز  .هـاي طبيعـي شـدند     ها پرتوديـده باعـث تـشكيل ميـوه        گرده

 گـري  پـوك بودنـد و         500هـاي حاصـل از دوز       اغلـب بـذور داخـل ميـوه        موجب تـشكيل بـذور طبيعـي گرديـد ولـي          
 ـ         تنها بعضي از آنها  حـاوي جنـين         سـازي بـذرها بـراي      بهتـرين شـرايط اسـتريل     . دهـاي هاپلوئيـد  فاقـد آندوسـپرم بودن

بـود و بيـشترين جنـين از        % 75 ثانيـه الكـل      30و% 20 دقيقـه محلـول هيپوكلريـت سـديم          E20كشت در محـيط مـايع         
ــا جيبــرلين محلولپاشــي تخمــدان. ايــن طريــق در رقــم سمــسوري مــشخص گرديــد   موجــب درشــتي ppm750هــا ب

  .دار نبودعنيها شد ولي تاثير آن در القاي جنين مميوه

 ٣٠
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كـروي   مرحلـه (نارسـتر   هـاي  جنـين  بعـضي  گرچـه . قرارداشـتند  مختلفـي  نمـوي  مراحـل  در آمـده  دست به هاي جنين
 جنـين . بـود  شـكل  قلبـي  مرحلـه  كـشت  محـيط  بـاززايي در  مرحلـه بـراي   بهتـرين  داشتند باززايي قابليت نيز) اي و لپه

 نـسبت جنـين و گيـاه بدسـت آمـده در      .باشـند  دهش ـ سـقط  اسـتخراج  از پـيش  رسـيد  مـي  نظـر  بـه  هـم   اي هاي قهوه
دو گيـاه از رقـم قراملكـي، يـك گيـاه از رقـم زرد                (هاي  مختلف متفـاوت بـود ودر پايـان چهـارلاين هاپلوئيـد               ژنوتيپ

  . باززايي شد) ايوانكه و يك گياه نيز از رقم سبز ايوانكه
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Abstract 
 
Haploid and doubled haploid plants are valuable materials for genetic and cytogenetic studies as 
well as for plant breeding purpose. Seven field cultivar and tow non native cultivar used as 
maternal genotype. Male flower collected several times exposed to gamma radiation at 500 Gy. 
The following day pollination was performed with those irradiated pollen. These pollen caused 
fruit set naturally but with empty seed. Only some of these seed have haploid embryo that have no 
endosperm. After 3 or 4 week the embryo were rescued and cultured on liquid E20 medium then 8 
day later the seed have embryo distinguished and transferred to solid E20 medium. Ploidy level 
determined with chromosome counting and morphological assay.  
 
Key words: Haploid, Melon, Parthenogenesis, Embryo rescue, Irradiation. 
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