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Abstract 

 

Background and Objectives 

Production of pure lines is one of the most important tools due to production of high-yield seeds. 

Pure lines can be produced in a short time using in vitro techniques and therefore, reduce several 

years in required time for conventional plant breeding programs. The purpose of this study was 

investigation of different concentrations of TDZ on production of haploid plants in cucumber 

ovule culture.  

 

Materials and Methods 

The experimental layout was conducted in factorial arrangement in randomized complete design 

with three replications in greenhouse and laboratory of Razi university during 2015-2017. Factors 

were two cucumber genotypes (Esfahani and Beit Alfa) and different concentrations of TDZ (0, 

0.01, 0.02, 0.03, 0.04, 0.05, 0.06, 0.07, 0.08 mg/l). Unfertilized ovaries were harvested 1 day 

before an thesis and they were sliced into 1 mm cross sections under sterile conditions and placed 

on solid MS medium. Immediately after placing the unfertilized ovary slices of each genotype on 

induction medium, they were exposed to a thermal shock pretreatment at 35±1°C for 3 days. The 

first visual structures formed after 3 days in culture. After two weeks of culture, the frequency of 

embryo formation was recorded. After embryogenesis, the embryos were sub-cultured in medium 

containing 1.5 mg/L
-1

 GA3 and finally cultured in medium containing 0.05 mg/L
-1

 NAA and 1.5 

mg/L
-1

 BAP for organogenesis.  

 

Results 

Results indicated a statistically significant effect at 1% among TDZ concentrations. Genotypes and 

interaction between genotype and TDZ concentration did not have a significant effect on embryo 

induction. According to the results of means comparison, M8 medium with the average of 23.33 for 

Esfahani genotype and 20.66 for Beta Alfa genotype had the highest embryo induction and M1 

showed the lowest embryo induction for both genotypes. Ploidy level of calli and embryos were 

identified by Flucytometry assay. Haploid embryos were transferred to the regenerative medium. 

The chromosome content of haploid plants was doubled spontaneously in all regenerated plants. 
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Double haploid plants originated from megaspore and they were equivalent to haploid, which 

relates to homozygosity and can be used directly in breeding program. 

 

Discussion 

The high number of embryos was obtained in high concentration of TDZ (0.08 mg/l). Flucytometry 

assay is a way to recognizing ploidy level in plant tissues; thus it could be useful in choosing haploid 

tissue. Spontaneous chromosome doubling may occur via somatic cell fusion, endoreduplication, 

endomitosis and possibly many other mechanisms. In conclusion, the higher rates of embryo 

formation frequency achieved and doubled haploids obtained in the present study are promising 

for future work. 
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 چکیده

هرای   باشد. با توجه به پیشررتت  ترین ابزارها جهت تولید بذر پر عملکرد می های خالص یکی از مهم تولید لاین

های خالص را در زمان کوتاهی تولید کرد. در مطالعه حاضر، به منظور  توان لاین میهای آزمایشگاهی  اخیر روش

در  تصادتی برا هره تکررار    خالص از طریق کشت تخمک آزمایش تاکتوریلی در قالب طرح کاملاً های تولید لاین

اجرا شد.  4961-69های  دانشگاه رازی کرمانشاه در طی هالپردیس کشاورزی و منابع طبیعی گلخانه و آزمایشگاه 

هرا   بودند. تخمرک  اآلف یتو دو ژنوتیپ خیار اصفهانی و بگیاهی کننده رشد  تاکتورها شامل هطوح مختلف تنظیم

، TDZ (14/1هرای مختلرف    شده با غلظت تکمیل MSاتشانی برداشت شدند و بر روی محیط  یک روز قبل از گرده

بره   گراد درجه هانتی 99گرم بر لیتر( کشت شدند. پیش تیمار گرمایی  میلی 10/1و  10/1، 19/1، 10/1، 11/1، 19/1، 10/1

طور مستقیم القاء شردند شرمارش شرد. طبرق نترای        های که به تعداد جنین ها اعمال شد. روز روی کشت 9مدت 

در محیط القاء جنین نیز  TDZکننده رشد گیاهی   حاصل از مقایسه میانگین مشخص شد که با اتزایش غلظت تنظیم

  هآزمایش بر گرم بر لیتر بیشترین میانگین تعداد جنین در هر دو ژنوتیپ مورد   میلی 10/1اتزایش یاتت و در غلظت 

 اآلفر  و بررای ژنوتیرپ بیرت    99/09دهت آمد. بر این اهاس بیشترین میانگین تعداد جنین برای ژنوتیپ اصرفهانی  

گررم   میلی 14/1دهت آمد و کمترین میانگین تعداد جنین نیز در محیط   هگرم بر لیتر ب میلی 10/1در محیط  99/01

شرده برا تلوهرایتومتری     های تولیرد  مد. هطوح پلوئیدی باتتدهت آ  هبر لیتر برای هر دو ژنوتیپ مورد بررهی ب

 دابلرد هاپلوئیرد  شرده   یی های هاپلوئید به محیط باززایی منتقل شدند. درنهایت گیاهان براززا  مشخص شد و باتت

 های اصلاحی بکار گرتت. عنوان لاین خالص در برنامه ها را به توان آن شدند و می

 

 کشت اندام جنسی ماده ،جنینتیدیازورون، : ها واژه کلید

 

 مقدمه
ران سا شات در ا کتحت  جات صیفی ترسن مهمخیار سکی از 

را باه خاود اختصاا      یشت قابل تاوجه کرسه سطح زکاست 

داده است. عبق آماار ساازمان خاوار و باار و کشااورزی ملال       

 Food and Agriculture Organization of) (متحد )فائو

the United Nations )(Organization, 2015)  اسران باا ،

کشات ب اد از ناین، کاامرون و       هکتار سطح زسار  66126

برای اسن محصول روسیه نهارمین سطح زسرکشت دنیا را 

از آن خود کرده است. بر اساا  آمارناماه وزارت جهااد    

بااا  ای گلخانااهخیااار  (Jihad, 2016) کشاااورزی اسااران 

تاان در  441هکتااار و بااا میااان ین تولیااد   4934مسااا ت 

دات یاان تولیشاات را در بااک رساان سااطح زسهکتااار، بااا تر

ران باه خاود اختصاا  داده اسات. فاائو در      سا ای گلخانه

اسران را باا   (Organization, 2015)آخرسن گزارش خود 
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میلیون تن خیار ب د از کشورهای ناین   0/1تولید بیش از 

خیاار در دنیاا م رفای    عماده  کنناده    و ترکیه سومین تولید

نیاز   و اسا  گزارش فائو سطح زسرکشات  برکرده است. 

 4013تاا ساال    1861میزان تولید خیاار در اساران از ساال    

با اسن  اال تماامی باذرهای    روندی افزاسشی داشته است. 

کاه   باشاند  مای مورد استفاده به جز ارقام محلی، وارداتای  

اسات   . اسان در  االی  شاود  میباعث خروج ارز از کشور 

که پتانسیل تولید بذر در داخل کشور وجود دارد و تولید 

تارسن گاام    اولاین و مهام   شاده  هاپلوئید مضااعف  های پاسه

 .باشد میجهت تولید بذر 

 ( و دگرگشان باوده   2n=2x=14دسپلوئیاد ) خیار گیااهی  

 بااا توجااه بااه نااو  ژنوتیااس از تااک جنسااه،   آن هااای و گاال

، با اسان  اال جنسایت    متفاوتنددو جنسه، تک پاسه و دو پاسه 

. گیارد  نیاز قارار مای    GA3های مثل  خیار تحت تأثیر هورمون

 گونااه دارد کااه خیااار بااا نااام    30 اادود  Cucumisجاان  

 باشاد  مای ها  آنگونه  ترسن مهم .Cucumis sativus Lعلمی 

(Hasandokht, 2006).  

بیوتکنولاوژی در اصالاح    های پیشرفت ترسن مهمسکی از 

 ای شیشاه درون  های تکنیکاخیر، توس ه  های سالنباتات در 

  توانااد ماایکااه  باشااد ماایبااه منرااور تولیااد گیاهااان هاپلوئیااد 

خااالم مااورد اسااتفاده قاارار ب یاارد  هااای  ساانباارای تولیااد 

(Shalaby, 2007) .فواسااد  تواننااد ماایخااالم  هااای  ساان

عنوان وارسته جدسد در گیاهاان   ارزشمندی از جمله استفاده به

خودگشن و استفاده به منرور تولید هیبرسادهای پار عملکارد    

. تولیاد  (Veilleux, 1994)در گیاهان دگرگشن داشته باشند 

گیاهاان باا    خالم در گیاهاان مختلاف مخصوصاا     های  سن

بااز مثال خیاار نیازمناد زماان و امکاناات کاافی         افشانی گرده

، ای شیشاه اخیار در کشات درون    هاای  پیشارفت . باا  باشد می

نسابت باه    تاری  کوتااه خاالم را در زماان    های  سن توان می

 .(Bajaj, 1990)سنتی تولید کرد  های روش

درکدوئیان هاپلوئید  ءالقاکه برای  هاسی روشکلی  عور هب

  (Parthenogenesis) وجاااود داردناااد عبارتناااد از پاااارتنوژنز

(، شاده  گارده پرتاو تابیاده   با داناه  افشانی  گرده)در درجه اول 

شاامل   (In Vitro Gynogenesis) ای شیشاه درون  زاسای  مااده 

 هااا تخمااکو  (Ovaries) تخماادان ای شیشااه)کشاات درون 

(Ovules) ای شیشه( و نززاسی درون (In Vitro Androgenesis) 

 (Microspores) میکروسپورها ای شیشه)کشت درون شامل 

-Gałązka and Niemirowicz) ((Anthers) هااا بسااا و 

Szczytt, 2013; Najafi et al., 2015)    ننادسن مطال اه باه .

از  شاده  منرور تولیاد گیاهاان هاپلوئیاد و هاپلوئیاد مضااعف     

اسات   شاده   عرسق کشت تخمدان و تخمک در خیاار انجاام  

(Diao et al., 2009; Gemes-Juhasz et al., 2002; 

Moqbeli et al., 2013; Plapung et al., 2014;  
 

Suprunova et al., 2008.) 

گیاهاان هاپلوئیاد در   تولیاد  کننده  سکی از عوامل محدود

. باشاد  میفقدان سک روش برای تولید در مقیا  وسیب  خیار

فاکتورهای زسادی بر موفقیت در کشت بسا ، میکروساپور  

و سااا تخمااک در اکثاار گیاهااان از جملااه کاادوئیان ماا ثر     

باه ژنوتیاس گیااه،     تاوان  مای . از جملاه اسان عوامال    باشند می

رشااد و توساا ه  شااراسر رشاادی گیاااه بخشاانده، مر لااه     

کشات   یشراسر محیطا  و میکروسپور، پیش تیمار جوانه گل

ترکیباات محایر کشات عامال     . (Bajaj, 1990)اشاره کارد  

جنین سا کاالو  و مت اقاآ آن بااززاسی     ءکلیدی م ثر در القا

 . (Maheshwari et al., 1982) باشد میگیاه 

(2002) Gemes-Juhasz et al.    تااأثیر مر لااه مناسااآ

گامتوفیاات ماااده و پاایش تیمااار گرماااسی را باار القااای درون    

تخمک پنج  سن پارتنوکارپ خیار مورد مطال ه قارار   ای شیشه

 (Cucumber Basal Medium) ماورد اساتفاده  دادناد. محایر   

CBM با  شده تکمیلTDZ 04/0 درصد 2و  گرم بر لیتر میلی 

روز  1-0باه مادت    هاا  دسش پتریساکاروز بود. ب د از کشت 

و در تااارسکی قاارار گااراد  سااانتی 30سااا  49، 42در دماهااای 

 CBMبااه محاایر باااززاسی   شااده ءالقااا هااای جنااینگرفتنااد. 

 BA 4/0،  گاارم باار لیتاار  میلاای NAA 00/0بااا  شااده تکمیاال

ساکاروز منتقل شدند. نتیجه اسان   درصد 3و  گرم بر لیتر میلی

افاازاسش القااای جنااین و  مطال ااه نشااان داد کااه گرمااا باعااث

است و بیشترسن ت داد جناین   شده  باززاسی در کشت تخمک

 روز به دست آمد. 4-2برای گراد  سانتی 30در دمای 

(2009) Diao et al.  شااش هیبرساادF1  خیااار را بااا

کاربرد تیمارهای مختلاف جهات کشات تخماک ماورد      

مطال ه قرار دادند. تیمارهای مورد بررسی عباارت بودناد   
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روز(،  4-2باه مادت   گاراد   ساانتی  30از: تیمار گرمااسی ) 

گارم بار    میلی 02/0و  TDZ(01/0 ،04/0 تیمار هورمونی 

(. نتااسج  گارم بار لیتار    میلی 10و صفر ( و نیترات نقره )لیتر

باه   گراد سانتی 30اسن مطال ه نشان داد که شو  گرماسی 

گاارم باار لیتاار   میلاای TDZ  02/0روز و غلراات 3ماادت 

بیشترسن فراونی تشکیل جنین را داشاتند در صاورتی کاه    

بار فراوانای تشاکیل جناین      داری م نای نیترات نقره تاأثیر  

کرد و نیاز ت اداد    تر هکوتانداشت اما دوره ظهور جنین را 

 جنین در هر قاچ از تخمدان را بیشتر کرد.

(2013) Moqbeli et al.  گیااه   ای شیشاه تولید دورن

هاپلوئید خیار را باا اساتفاده از کشات تخماک در شاش      

، 01/0، صاافر) TDZخیااار تحاات تیمارهااای   F1هیبرسااد 

 30±1( و پیش تیمار گرم بر لیتر میلی 02/0و  03/0، 04/0

روز( مورد بررسی قارار   2و  3، 4، صفر)برای گراد  سانتی

 TDZ در غلرات  زاسای  جنینموفقیت در  ترسن بیشدادند. 

دست آمد و بهتارسن پایش تیماار     هبگرم بر لیتر  میلی 02/0

 روز گزارش شد. 3برای گراد  سانتی 30گرماسی نیز 

(2014) Plapung et al.    هاای   سان به منراور شناسااسی 

مادت   قط ات تخمدان را بهمقاوم به وسرو  موزائیک خیار 

نیترات نقاره کشات    ppm 0 اوی  CBMسک ماه در محیر 

شااده بااا  تکمیاال MSرا بااه محاایر  هااا جناایندادنااد. سااپ  
KIN/BAP, 2ip:IAA (6-(Gamma, Gamma-Dimethylallylamino) 

Purine (2ip))   .سابز   هاای  جناین به مدت دو ماه منتقل کردناد

منتقال   BA/2ip: IAAباا   شاده  تکمیال  MSرنگ باه محایر   

عناوان بهتارسن ترکیاآ در     به BAP:IAA 4:1شدند. ترکیآ 

 م رفی شد.  مورد آزماسش های  سندر اکثر  زاسی جنینالقای 

هدف از مطال ه  اضر بررسی اثرات سطوح مختلاف  

باار تولیااد گیاهااان   TDZرشااد گیاااهی  ای کننااده تنراایم

هاپلوئیااد از عرسااق کشاات تخمااک دو ژنوتیااس خیااار     

 بود.آلف  بیتاصفهانی و 

 ها روشمواد و 
 مواد ژنتیکی و اجرای آزمایش

مواد گیاهی مورد استفاده در اسن تحقیاق دو ژنوتیاس   

آلاف   بیات خیار شامل توده بومی اصفهانی و رقم هیبرساد  

از شاارکت پاکااان بااذر اصاافهان بودنااد. تااوده  شااده تهیااه

اصفهانی دارای ع م و مزه خیلی خوب و عملکرد با سی 

. باشد میو آفات  سا   های بیماریاما نسبت به  باشد می

، داری رنااگ و بازرپسااندی مناسااآ و  آلااف بیااترقاام 

ماورد   هاای  ژنوتیاس . باشاد  مای خاوبی   نسبتا  های مقاومت

مطال اااه، در گلخاناااه آموزشااای و پیوهشااای پاااردس    

کشاورزی و منابب عبی ی دانش اه رازی کرمانشااه کشات   

زراعای در گلخاناه، شاامل آبیااری،      هاای  مراقبات شدند. 

با روش مناسآ انجاام   پاشی محلول، کودپاشی و پاشی سم

گرفت. خیارهای که در مزرعه کشت شدند بر  سآ نیاز 

سک بار با استفاده از سیستم آبیااری  آبی خیار هر سه روز 

روز ب ااد از کشاات  30آبیاااری شاادند و در فاصااله ه قطاار

جهت کشت تخماک شاد. بار     ها گل آوری جمباقدام به 

بهتاارسن  .Gemes-Juhasz et al (2002) مطال ااهاسااا  

گل جهت کشت تخماک ساک    های جوانهزمان برداشت 

 هاای  گلبار  کاه  ه ماد های گل)افشانی  گردهروز قبل از 

 .باشد میباز نشده باشند(  ها آن

 قبل از کشت ها گلضدعفونی کردن 
 که قبلا  های شیشه، درون شده گل برداشت های جوانه

بودناد و روی ساخ قارار     شاده   با فوسل آلومینیومی پوشیده

 های جوانهداشتند منتقل شدند. به منرور ضدعفونی کردن 

استفاده شد، ل جهت زدودن خا  سمقطر استر گل از آب

ثانیاه و پا  از آن    30درصد به مادت   90سپ  با اتانول 

قااه یدق 10درصااد بااه ماادت    3م ست ساادسااپوکلریبااا ه

مقطار   مرتباه باا آب   3در پاساان   هاا  گال عفونی شدند.  ضد

 ل شستشو داده شدند.ساستر

 انجام کشت و پیش تیمار
هااا تحاات شااراسر اسااترسل شااکافته شاادند،    مااادگی

 1هااای  هااا بااه تکااه هااا بااه همااراه بافاات بااین آن  تخمااک

 MSباار روی ماایحر کشاات متااری تقساایم شاادند و  میلاای

(Murashige and Skoog, 1962تکمیل )   شده با ساطوح

، 01/0، صااافر)TDZ (Thidiazuron )هورماااون مختلاااف 

گاارم  میلاای 09/0و  09/0/.، 06، 00/0، 02/0، 03/0، 04/0

هاای    اوی تخماک های  دسش بر لیتر( قرار گرفتند. پتری

شده جهت پیش تیمار به مادت ساه روز در دماای     کشت

در تارسکی قرار گرفتناد و ب اد از اسان    گراد  سانتی 1±30
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مدت به اتاقک رشد با دمای م مولی منتقل شدند. ب د از 

شاده   تکمیال  MSها به محایر   دو هفته از کشت رسزنمونه

هاا   منتقال شادند. رسزنموناه    GA3گرم بر لیتار   میلی 0/1با 

 MSسک هفته در اسن محایر ماندناد و ساپ  باه محایر      

 00/0و  BAPگاارم باار لیتاار   میلاای 0/1شااده بااا   تکمیاال

ها  منتقل شدند. در نهاست رسزنمونه NAAگرم بر لیتر  میلی

بادون تنرایم کنناده رشاد گیااهی منتقال        MSبه محایر  

 3محیر مورد استفاده در تمام مرا ال باا سااکارز    شدند. 

و میزان اسادسته آن نیاز     تکمیل درصد9/0آگار  و درصد

 .ه بودتنریم شد 9/0تا  9/0بین 

 تشخیص هطوح پلوئیدی
 های جنینو  ها کالو تشخیم سطوح پلوئیدی روی 

آمده باا اساتفاده از آزمااسش فلوسااستومتری و باا      دست  به

 هاای  جناین و  هاا  کاالو  انجام شاد.   DAPIآمیزی  رنگ

 باززا منتقل شدند.  های محیرهاپلوئید جهت باززاسی به 

 ها دادهطرح مورد اهتفاده و تجزیه و تحلیل 
تصاادفی   کاملا پاسه آزماسش فاکتورسل در قالآ عرح 

عناوان ساک تکارار در نرار      به دسش پتریبا سه تکرار )هر 

است( برای اسن آزماسش در نرر گرفته شاد و   شده  گرفته

بافات  ااوی تخماک کشات      قط اات دساش   در هر پتری

 )در دو ساطح(  . فاکتورهای آزماسش شامل ژنوتیسندشد

بودند. ب اد  )در هشت سطح(  TDZمختلف  های غلرتو 

 هاای  جناین از دو هفته از کشت صفات ت اداد کاالو  و   

رماال باودن   آزماون ن شمارش و ساداشت شادند.   شده ءالقا

 هاا  ماناده  باقیروی  Minitabافزار  داده ها با استفاده از نرم

افزار  با استفاده از نرم ها دادهانجام گرفت، تجزسه و تحلیل 

با استفاده از آزمون نند  ها میان ینمقاسسه  و SASآماری 

 . نددانکن انجام گرفت ای دامنه

 نتای  و بحث
بافاات تخماادان همااراه بااا  متااری میلاایسااک  قط ااات

( روی محایر کشات   الاف  -1نار  )شکل  های تخمک

به همراه محایر باه    شده کشت های رسزنمونهقرار گرفتند. 

قرار گرفتند.  گراد سانتیدرجه  33مدت سه روز در دمای 

 هاا  رسزنموناه اولین تغییرات ب د از اعمال تنش گرمااسی روی  

گلبولی شاکل مشاخم شاد )شاکل      های جنینصورت  هب

روی   .Diao et al(2009) ب(. در تحقیق مشابهی کاه -1

نند رقم خیار انجام دادند، توانستند با افزودن نیترات نقره 

به محیر کشت زمان مشاهده اولین تغییارات را باه نهاار    

 گازارش  هاا  آنتا پنج روز ب اد از کشات کااهش دهناد.     

دادند که اولین تغییرات در شاهد  دود هشت روز ب د از 

کشت مشاهده شد. در مطال اه  اضار اولاین تغییارات در     

ساه تاا نهاار روز ب اد از کشات       TDZبا تر  های غلرت

باا افازاسش غلرات     رساد  مای مشاهده شد، بنابراسن به نرر 

TDZ شوند می ءسرس تر القا ها جنین . 

ب د از تنش گرماسی و بدون تغییار محایر    ها رسزنمونه

کشاات در اتاقااک رشااد م مااولی قاارار گرفتنااد. تمااامی   

متاورم شادند. ب اد از دو هفتاه      شاده  کشت های رسزنمونه

منتقاال شاادند.   GA3بااه محاایر  اااوی    هااا رسزنمونااه

سک هفته در اسان محایر ن هاداری شادند و      ها رسزنمونه

نتقااال سااپ  بااه محاایر باااززاسی منتقاال شاادند. ب ااد از ا  

اداماه   هاا  آنبه محیر بااززاسی، رشاد    شده ءالقا های جنین

متوقاف   هاا  رسزنموناه پیدا کرد. رشد کالو  در برخی از 

زرد رنگ شدند و از بین رفتند )شکل  ها کالو شد، اسن 

 هاا  رسزنموناه (، رشد کاالو  در برخای دس ار از    الف -4

سفت و سبزرن ی  های بافتبه  ها کالو ادامه پیدا کرد و 

 هاااای تحلیااالب(. تجزساااه و -4تبااادسل شااادند )شاااکل 

نشاان داد کاه هماه اسان      هاا  بافتفلوساستومتری روی اسن 

دارای ساطوح پلوئیادی، دسپلوئیاد و تتراپلوئیادی      ها بافت

از  هاا  بافات هماه اسان    گفات کاه   تاوان  می، پ  باشند می

تولید شدند، بنابراسن هماه   ها رسزنمونهدسپلوئید  های بخش

  ذف شدند. ها بافتاسن 

شامارش شادند و    هاا  تخماک از  شاده ء القا های جنین

مورد تجزسه تحلیل آماری قرار گرفتناد. بار اساا  نتااسج     

 هاای  دادهوارساان   اصال از   در جدول تجزسه  شده ارائه

(، تنهاا اثار   1)جدول  شدهء القا های جنینآمده از دست  به

TDZ در پاسااخ دو  داری م ناایشااد و تفاااوت  دار م ناای

ژنوتیس خیار به کشت تخمک بر اسا  سطوح هورمونی 

مشاهده نشد. اثر متقابل هورمون در گیاه نیز  شده آزماسش

نشد. مقاسسه میان ین بارای هار گیااه در ساطوح      دار م نی

انجاام شاد. عباق جادول مقاسساه میاان ین        TDZمختلف 
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از کشات تخماک دو ژنوتیاس خیاار      شده القاء های جنین

باا  (، مشاخم شاد کاه    4)جادول  آلاف   بیات ی و اصفهان

در محایر   TDZکننده رشد گیااهی   غلرت تنریم افزاسش

گارم   میلای  09/0و در غلرت  افزاسش سافتالقاء جنین نیز 

بر لیتر بیشترسن میاان ین ت اداد جناین در هار دو ژنوتیاس      

آمااد. باار اساان اسااا  بیشااترسن دساات  بااهمااورد آزماااسش 

و برای  33/43میان ین ت داد جنین برای ژنوتیس اصفهانی 

آمد و کمترسن میاان ین  دست  به 66/40آلف  بیتژنوتیس 

بر لیتر بارای هار    گرم میلی 01/0ت داد جنین نیز در محیر 

. نتااسج  (4)جادول   آماد دست  بهدو ژنوتیس مورد بررسی 

(2013) Moqbeli et al.  کااه بااه منرااور تولیااد گیاهااان

 بار روی شاش   ه مطال ا هاپلوئید از کشات تخماک خیاار    

 رقاام هیبرسااد خیااار انجااام دادنااد نیااز بااا نتاااسج  اصاال از 

هااا  آن در مطال ااه مااذکوراساان مطال ااه همخااوانی دارد.  

را آزمااسش   TDZبر لیتار   گرم میلی 02/0تا  01/0سطوح 

بر لیتار   گرم میلی 02/0کردند و گزارش دادند که غلرت 

  اناد  کارده م ثرتر بود. ساسر محققین نیز اسن نتیجه را تأسید 

(Diao et al., 2009; Gemes-Juhasz et al., 2002; 

Plapung et al., 2014; Suprunova et al., 2008.) 

که القاء  نشان داد(، 4)جدول  ها میانی ینجدول مقاسسه 

جنین در ژنوتیس محلی اصفهانی نسبت به رقام تجااری   

هار نناد کاه اسان اخاتلاف       بیشاتر انجاام شاد    آلف بیت

 شاده   القااء  هاای  جناین . ت اداد  (1نشد )جادول   دار م نی

باا تر   هاای  غلرات در هر دو ژنوتیس مورد آزماسش در 

 بیشاتر   تار  پااسین  هاای  غلرات نسبت به  داری م نیعور  هب

 بود.

 

 
 شده خیار از طریق کشت تخمک مراحل مختلف تولید گیاه هاپلوئید مضاعف -4شکل 

ها با  شده بعد از اعمال پیش تیمار گرمایی )جنین های القا جنین -های نارس؛ ب متری تخمدان حاوی تخمک قطعات یک میلی -لفا

تشکیل  -ادامه رشد جنین و توقف رشد باتت تخمدان؛ ث -های در حال رشد؛ ت جنین-مشخص شدند(؛ پهای قرمز رنگ  دایره

 ظهور گیاه هاپلوئید مضاعف -هاختارهای اولیه برگ و هاقه مانند؛ ج

Figure 1. Cucumber ovule embryogenesis and regeneration of double haploid plantlets derived from 

them 
(A): Ovary slices containing immature ovules; (B): Induced embryos; (C): Sprouting embryo; (D): Continued 

growth of the embryo and stop ovarian tissue growth; (E): Shoot-like organogenesis; (F): Elongated shoots  

(E and regenerated plantlets) 
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 رشد باتت دیپلوئید تخمدان -0 شکل

باتت هفت و هبز رنگ رشد کرده از باتت دیپلوئید  -شده بعد از هه تا چهار هفته از کشت؛ ب توقف رشد و زرد شدن ریزنمونه کشت -لفا 

 شده اهت( های از بین رتته با دایره مشخص )جنین

Figure 2. Ovarian diploid tissue growth 
(A): Stopping growth and yellowing slices after three to four weeks of culture; (B): Rigid and green tissue grew 

out from diploid tissue (marked with circle) 

 
 شده از کشت تخمک خیار القاء های جنینتجزیه واریانس  -4جدول 

Table 1. Analysis of variance of induced Cucumber ovule embryos  
 میانگین مربعات

Mean of square 

 درجه آزادی
df 

 منابع تغییرات
SOV 

22.65
ns

 1 
 ژنوتیس

         Genotype 

212.31
**

 7 
  تیدسازورون

         TDZ 

2.79
ns

 7 
 اثر متقابل

         Interaction G× TDZ 

9 32 
  خطا

         Error 

   22.26 
 )درصد( ضرسآ تغییرات

         C.V. (%) 

 
 و اصفهانیآلف  بیتالقاء از کشت تخمک دو ژنوتیپ خیار  های جنینمقایسه میانگین  -4جدول 

Table 2. Mean comparison of induced embryos from Esfahani and Beit Alpha ovule culture 

TDZ 
  اصفهانی

Esfahani 
 فا آل بیت

Beit Alpha 

0.01 6.33
d 5

e 
0.02 7.66

d 6.33
de 

0.03 11
c 9.66

cd 
0.04 11.66

c 13
bc 

0.05 14.66
b 13.33

bc 
0.06 16

b 15
b 

0.07 22.66
a 19.33

a 
0.08 23.33

a 20.66
a 
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 ب
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باا   شاده  القاا  هاای  جناین و  هاا  کاالو  سطح پلوئیدی 

استفاده از دست اه فلوساستومتری مشخم شاد. بخشای از   

شده برای انجاام آزمااسش فلوسااستومتری     تولید های بافت

سااطوح مختلااف پلوئیاادی شااامل هاپلوئیااد اسااتفاده شااد. 

پ( و دسپلوئید )شکل -3ب(، تتراپلوئید )شکل -3)شکل 

مشااهده شاد.    شاده  القاء های جنینو  ها کالو ت( در -3

 اذف   هاا  بافات هاپلوئید واکشت شدند و بقیه  های بافت

ار هفتاه ساک باار در محایر     هر سه تا نه ها کشتشدند. 

باززاسی واکشت شدند تا ساختار اولیه بر  مانند تشکیل 

 شده بدون هورمون و تکمیل MSشد. سپ  به محیر پاسه 

 90/0آگاار و اسایدسته    درصاد  9/0ساکارز و  درصد 3با 

رشاد کردناد. باه     هاا  گیاهچهمنتقل شدند. ب د از دو هفته 

به مادت دو هفتاه در    شده ، گیاهان تولیدزاسی رسشهمنرور 

 IAAبار لیتار    گارم  میلای  4/0باا   شاده  تکمیال  MSمحیر 

بااا  شااده کشاات شاادند. سااطوح پلوئیاادی گیاهااای تولیااد

فلوسااستومتری   نتااسج فلوساستومتری مشخم شاد. بار اساا     

عور خودبخودی مضاعف شادند   هب شده تمامی گیاهان تولید

عاور مساتقیم در    هعنوان  سن خاالم با   را به ها آن توان میو 

(. گیااه کاماال  2اصالا ی بکااار گرفات )شااکل    هااای برناماه 

در اسات.   شاده   نشاان داده  (0)به گلدان در شکل  شده منتقل

کشات تخماک باشاد، باا     خاالم از عرساق    هاای   سنتولید 

جهاات دو براباار کااردن  سااین کلشاایتوجااه بااه ساامی بااودن 

 تواناد  مای مر لاه   گیاهان هاپلوئید،  ذف اسن های کروموزم

 رساد  مای به نرر  شده سودمند باشد. با توجه به مطال ات انجام

و  زاسای  مادهشده از  گیاهان تولید که درصد بسیار زسادی از

. در مطال ه باشند می پلوئید پلینرزاسی در خیار دسپلوئید سا 

(2009) Diao et al.  شاده  گیاه تولیاد  20فقر دو گیاه از 

از کشت تخمک خیار هاپلوئید بودند. نتاسج اسن مطال ه را نیز 

مطال اات محققااان دس اار روی گیاهااان دس اار تأسیااد کردنااد  

(Chani et al., 2000; Germana and Chiancone, 2003). 

 

 
 

 از تلوهایتومتریدهت آمده با اهتفاده  ههطوح پلوئیدی ب  -9شکل 
 دیپلوئیدی حاصل از کالوس -ت ؛تتراپلوئید -هاپلوئید؛ ج -آمده از کنترل؛ بدهت  بهدیپلوئید  -لفا

Figure 3. Ploidy levels determined using a flowcytometric assay 

(A) Diploid (control); (B) Haploid; (C) Tetraploid; (D) Diploid (Callus) 
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 شده حاصل از کشت تخمک خیار گیاهان هاپلوئید مضاعف -1شکل 
Figure 4. Doubled haploid plants regenerated from ovule culture 

 

 
 

 شده حاصل از کشت تخمک خیار گیاه کامل هاپلوئید مضاعف -0شکل 
Figure 5. Double haploid plant from cucumber ovule culture 

 

 گیری نتیجه
 TDZآماده، باا افازاسش غلرات     دسات   باه عبق نتاسج 

تری به کشات نشاان    خیار پاسخ بهتر و سرسب های تخمک

به القاء جنین، ب اد از ساه    ها تخمکدادند. اولین واکنش 

 هاای  محایر گلباولی شاکل در    هاای  جنینصورت  روز به

بااا  قاباال مشاااهده بااود. باار اسااا     TDZداری غلراات 

 شاده  فلوسااستومتری تماامی گیاهاان تولیاد     هاای  آزماسش

را  هاا  آن تاوان  مای عور خودبخودی مضااعف شادند و    هب

 هااای برنامااهعااور مسااتقیم در  هعنااوان  ساان خااالم باا بااه

گفات کاه    تاوان  مای عاورکلی   هبا  اصلا ی بکار گرفات. 

کشت تخمک روشی م ثر در تولید گیاهان هاپلوئیاد در  

 .باشد میخیار 
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