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  چكيده

علت عدم لقـاح، مـرگ جنـين يـا قطـع ارتبـاط       ه ب  اي يا بين جنسي در چغندرقند معمولاً تلاقي بين گونه

هاي هيبريد  نجات جنين مفيد بوده و جنين تكنيك ،در اين موارد. آميز نبوده است ندوسپرم با جنين موفقيتآ

اي  دستيابي بـه تلاقـي بـين گونـه    . شود داري مي اي كشت و نگه قبل از نابود شدن در شرايط درون شيشه

در . يسـت نژادي ميسر ن هاي متداول به دليل عدم تشابه كروموزومي با روش ههاي وحشي ب چغندرقند با گونه

به عنوان والد مادري با دو  37RTاي، تلاقي يك  توده تتراپلوئيد  بين گونهبراي تهيه هيبريدهاي  ،اين بررسي

پـس از  . صورت دسـتي انجـام شـد    عنوان والد پدري به هب Beta procumbensو  Beta.webianaگونه وحشي 

روزه در محـيط   20هـاي هيبريـد    جنين ،تترازوليوم كلرايد طالعه روند رشد جنين توسط محلول يك درصدم

 در شرايط آزمايشگاهي كشت و در تاريكي و دمـاي   در سه آز مايش با تركيبات مختلف هورمونيN6 غذائي 

 NAAهاي  وهورمون N6آزمايش سوم با تركيب محيط  .هفته قرار گرفتند چهارمدت  بهگراد  درجه سانتي 25

,BA ,GA3 و 5/0، 2/0، 1ميزان  ترتيب به بهP.V.P  و ساكارز و زغال فعال به گرم در ليتر  ميلي 300ميزان  به

زدن جنـين هيبريـد    نتيجه مطلوبي را از نظر جوانه درصد آگار 6/0گرم در ليتر و  يكو  30ترتيب به ميزان 

و  5/0ميـزان   به ترتيب به GA3و  BAحاوي N6زده جهت ازدياد به محيط  هاي جوانه سپس جنين. نشان داد

. قرار داده شـدند گراد   يدرجه سانت 25روشنايي و دماي ساعت 16قل و در شرايط تگرم در ليتر من ميلي يك

 و B.vulgaris×B.procumbens هيبريـد دو نـوع تلاقــي   زنـي و دانهـال   درصـد جوانـه  نشـان داد كـه   نتـايج  

B.vulgaris×B.webbiana است درصد40و  درصد10ترتيب  هب.  

  

   ، نجات جنينمحيط كشت چغندرقند، اي، تلاقي بين گونه :هاي كليدي واژه

  نپلي وينيل پيروليدو: P.V.Pآلفا نفتالين استيك اسيد، : NAAبنزيل آمينو پورين، : BA ،اسيد جيبرليك GA3: :اختصارات 
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 مقدمه

در  ).B.vulgaris L(سطح زير كشت چغندرقند

كه بـر اسـاس آمـار     استهكتار  192000كشور بالغ بر 

پنجـاه و   شـكر، تن در هكتـار   17/5 با توليد1381سال 

از محل كشت چغنـدر   صد از نياز مصرف داخلييك در

 و شـكر  قنـد  هاي هانجمن صنفي كارخان( .قندتامين شد

 توانـد  افزايش توليد در واحـد سـطح مـي   ). 1382 كشور

طور مستقيم از طريق بهبود پتانسيل ژنتيكي گياه بـا   هب

كه  افزايش عملكرد در واحد سطح انجام پذيرد و يا اين

ن گيـاه در مقابـل   كـرد تـر   ومطور غيرمستقيم با مقـا  هب

زا و شرايط نامناسب محيطي و در نتيجه  عوامل بيماري

  .پذيري كمتر صورت گيرد آسيب

شناسايي منـابع ژنتيكـي مقاومـت بـه آفـات و      

نـژادي چغندرقنـد    هاي بـه  از دير باز در برنامه ها بيماري

هـاي متعـددي    زارشـگ ـ. اي داشـته اسـت   جايگاه ويژه

اومـت بـه سركسـپورا، نماتـد     بر وجـود صـفات مق   مبني

دك حقيقــي و دروغــي، ويـــــروس ـچغندرقنــد، سفيــ

 ـ رلــي ـد و ويــروس كـدرقـنـموزائــيك چغن اپ در ـت

ود ــ ـد وجـندرقـن ــشــاونــد چغـــويـهاي خ ونــهـگ

 Savitsky 1960 and 1975; De Bock) دارد

1986; Van Geyt et al. 1990) .تـرين   يكي از مهم

لاقي ـي، تـقال اين صفات به گونه زراعـاي انتـه روش

 ،كه در برخي از گياهان در حالي. استاي  هـونــن گـبي

 ـ ريباًـاي دور تقـه اي يا دورگ ن گونهـتلاقي بي دون ـب

هـا بـه انـدازه     وند و تلاقي بين آنـش يه ميـمشكل ته

 ــها ساده اس ـ تلاقي بين واريته ولتيوارهاي ـل ك ــت، مث

كـه   )Lycopersicom esculentum( وجه فرنگـي ـگ

 ـ  هـب  ـ L. pimpinellifolicm ا گونـه ـراحتـي ب لاقي ـت

ــ ــ يـم ــوارد  ،)Sing 1990(ابدـي ــياري از م ــا در بس  ،ام

با سـطوح متفـاوتي از مشـكلات ماننـد      F1 هاي دورگ

ك، عدم توسـعه تخمـك و عـدم    ـكيل تخمـدم تشـع

هــاي دورگ مواجــه بــوده كــه موجــب   گياهچــهد ـرش ـ

شــود  اي دور مــيـهــ قـــيد تلاـدن رشـــمحـــدود شــ

)Simmonds 1979(. ــنس ــترين Beta در جـ ، بيشـ

هاي  و گونه B.vulgaris مطالعات تلاقي دور بين گونه

هاي ايـن   گونه. انجام شده است Procumbenesگروه 

هستند كـه عـلاوه    Beta هايي از جنس گروه تنها گونه

هـاي   و تـنش  اـه ـ بيمـاري ت بـه  ـاومـودن مقـبر دارا ب

ــ ــدد، دـمتع ـــاراي مق ـــالا نســـاومت ب ــه نم اتد ـبت ب

ــد ــ )Heterodera schachtii( چغندرقن ــز ه  ستندـني

(Savitsky 1960 and 1975; De Bock 1986; 

Klin et al. 1999; Van Geyt et al. 1990) .

علـت عـدم   ه هاي اين گروه ب هاي موفق با گونه تلاقي

 هـا در  تشابه كروموزومي و عدم جفت شـدن كرومـوزم  

خصوص در سطح ديپلوئيـدي و  ه كل بوده و بميوز مش

علت نكروزه شدن ريشه و عـدم  ه زني ب در مرحله جوانه

 Simmonds 1979; Van)  تشـكيل ريشـه ثانويـه   

Geyt et al. 1990)  يا عدم ارتباط بين سيستم آوندي

ن ـاصل از بيــــحـــ اجـنتـــه، ـشــــه ريـه بــــاقـ ــس

 F1نسل . Van Ripley and Arnison1990)(رود مي

هايي كه زنــده بـاقي    در به تشكيل ريشه نبوده و آنقا

هـاي   استــــفاده از گونـــه  . ماننـد عقيــم هسـتند    مي
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هـاي هيــبريد بـر     ـهچ گياهحـدواسـط و يا پيـوند زدن 

اند كـه   ايي بودهـه سالـه از جمـله روش روي چغندر يك

ــ ـــب ــن مشـراي رف ــع اي ــورد اســـ ــــكل م رار ـتفاده ق

 Savitsky 1960 and 1975; Van) انـد  رفــته ـگ

Geyt et al. 1990).  

هر چند مطالعـات زيـادي در زمينـه مشـكلات     

موجود در تهيه هيبريـدهاي چغندرقنـد و زنـده مانـدن     

در چند دهـه اخيـر صـورت     ،ها پس از مرحله دانهال آن

 ـ  اما پيشرفت ؛گرفته است . دسـت نيامـد  ه هاي زيـادي ب

ي بـه  گرچه در اين زمينه محققين زيادي جهت دسـتياب 

اي بـه ويـژه نتـاج     هيبريدهاي زنده و زاياي بـين گونـه  

هاي وحشي و چغندرقنـد تـلاش زيـادي     حاصل ازگونه

 ;Johnson and Wheatley 1961) انجـام دادنـد  

Savistsky 1960 and 1975; De Bock 1986; 

Bruun 1991) .  

عنـوان روشـي مفيـد و     تكنيك نجات جنين به

از گياهـاني كـه در   مطمئن جهت توليد گياهان هيبريد 

 ،هاي سخت يا غيـرممكن دارنـد   شرايط طبيعي آميزش

جنين هيبريد قبل از نـابود   ،در اين روش. رود كار مي هب

. شود داري مي شدن در شرايط آزمايشگاهي كشت و نگه

وليد ـاربرد اين تكنيك در تـددي از كـهاي متع زارشـگ

 Van(هيبريدهاي دور در گياهان مختلف ازجمله كلـم 

Ripley and Arnison 1990(، ـ   .Ram et al(ج ـبرن

ــدم ،)2004  ،)Kumlehn et al. 1997( گنــ

ــوم  Delphinium ()Honda and Tsutsui(دلفيني

 وسنـســـ ،Chen et al. 1997)(يارـخـــ ،)1997

)Shanchi 2002( ــيكلمه  Ishizaka and(و سـ

Uemetsu 1995( هيبريداسيون بين جنسي . دارد وجود

اي  فرنگي و هيبريداسيون بين گونـه ي توت تارقام تجار

 در كيوي با استفاه از نجـات جنـين ميسـر شـده اسـت     

)Sharma et al. 1996( . مقاومت به ويروس پيچيدگي

 Solanum بـا موفقيـت از   )RLRV(زميني برگ سيب

etuberasum  بــه S. tuberosum  از طريــق نجــات

نجـات  . )Sharma et al. 1996(جنين انتقال داده شـد 

 ـ   ر توليد هيبريدهاي بين گونهجنين د ه اي غـلات نيـز ب

 Kumlehn et al. 1997(. Oriza( كـار رفتـه اسـت   

minuta )يك رقم تتراپلوئيد با مقاومـت  ) برنج وحشي

هايي چون بلاست و بلايت باكتريايي  به آفات و بيماري

ها از گونه وحشي به برنج  مقاومت به اين بيماري .است

  . تقل شده استزراعي با روش نجات جنين من

هاي وحشي  مشكل تلاقي بين چغندرقند و گونه

طور عمده در مراحـل بعـد از    هب Procumbentes گروه

جنـين   ،در اين نوع تلاقـي . يابد تشكيل جنين بروز مي

دليل عدم تشكيل ريشـه   شود اما رشد آن به تشكيل مي

 .)Savitsky 1975; Savitsky 1960(شـود   وقف ميتم

منظــور  بـه  B.webbianaو  B.vulgaris تلاقـي بـين  

ــد  ــه نمات ــت ب ــال ژن مقاوم ــه )H. schachtii( انتق ب

 Wheatley( و ويتلي هاي زراعي توسط يوهانسن گونه

and Yohanson 1961 ( هـاي  ههچ ـگيا. انجام گرفـت 

F1 عنـوان   هدار ب عنوان پيوندك روي چغندرقند ريشه به

يادي از تعداد ز تقريباً ،پيوند زده شد و از اين طريق پايه

اما پس از آزمون نسل چهـارم   ،زنده ماندند F1 گياهان
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براي مقاومت به نماتد هيچگونه  )BC4(تلاقي برگشتي

  . )De Bock 1986(نشد همقاومتي مشاهد

اي جهـت انتقـال ژن    بالاخره مطالعات گسترده

ــد از گــروه    ــه نمات ــت ب ــه  Procumbentes مقاوم ب

روع ـش ـ 1960ال ـدر س ـ چغندرقند توسـط ساويتسـكي  

 ــدر اي. (Savitsky 1960) دـش تلاقـي   از ،ررسيـن ب

و  B.webbiana با B.vulgaris دـــوئيـلـگياهان ديپ

B. procumbens،  تلاقي از هيبريدهاي ديپلوئيد وB. 

vulgaris  بـــاتتراپلوئيـــد B.patellaris تتراپلوئيـــد، 

خواص  ،F1در تمام گياهان . شدتوليد هيبريد تتراپلوئيد 

هــا در هيبريــدهاي  پــرچم. ي غالــب بــودچغنــدر وحشــ

. خـــالي بــود  ديپلوئيــد خيلــي كوچــك و تقريبـــاً   

بذر توليـد   100الي  15هيبـريدهـاي تتراپلـوئيد حـدود 

 Savitsky 1975; YU 1984; Van Geyt et) كردند

al. 1990). اولين كسي بود كـه بـا   ) 1975(ساويتسكي

دهاي زنده و استفاده از چغندر زراعي تتراپلوئيد به هيبري

بارور دست يافت و از تلاقـي ايـن هيبريـدها و چغنـدر     

افي ـا يك كروموزوم اضـب يانـاهـد، گيـوئيـزراعي ديپل

)2n+1( اومت بــه نماتــد ـال ژن مقـــدف انتقـــا هـــبــ

 ـ  چنــين بــراون هــم. )Savitsky 1975( دســت آمــد هب

)Bruun 1991( هـاي   مطالعات ساختاري روي تخمدان

اي چغندر انجـام   ي داخل و بين گونهها حاصل از تلاقي

داد، وي نشان داد كه آندوسپرم در شرايط آزمايشگاهي 

تر نسبت به شـرايط طبيعـي رشـد كـرده و      خيلي سريع

هاي آنـاتوميكي   وي با بررسي ،علاوهه ب. يابد توسعه مي

هـــــاي هيبريـــــد، تجزيــــــه زودرس    جنـــــين 

را عامــل احتمــالي عــدم    (suspensor)سوسپانســور

هـاي   هاي دور حـاوي ژن  تلاقي. قلمداد كرددهي  ريشه

نـژادي چغندرقنـد مـورد     هاي به تواند در برنامه مي ،مفيد

بنابراين در اين مطالعه امكان كاربرد  .استفاده قرار گيرد

هـاي   هـاي دور گونـه   ات جنـين در تلاقـي  ـتكنيك نج

ــ ــا گـزراع ـــي ب ــاي هـون  .Bو  B. procembors ه

webbiana از گــروه Procumbentes بررســي  مــورد

  .قرار گرفت

  

  ها مواد و روش

منظـور تلاقـي بـين     در اين بررسي بـه  :مواد گياهي

 ـ ونهـگ بـه نـام    وده تتراپلوئيـد زراعـي چغندرقنـد   ـاي، ت

37RT ـ به   هـاي وحشـي   ونهـد مـادري و گ ـ ـعنوان وال

Beta procumbens  وB.webbiana  ــد ديپلوئيــ

دد بذر از ع 100تعداد . عنوان والد پدري انتخاب شدند هب

بـه   گونه زراعي چغندرقند در گلدان كاشت و جهت رشد

تا  6هاي حاصل پس از  گياهچه. انتقال داده شد گلخانه

تـا   4دماي ( به سردخانه) برگي 10تا  8مرحله (هفته  8

شدن منتقـل   و نور دائم جهت بهاره) گراد درجه سانتي 7

شـده جهـت    بهـاره گياهـان   ،هفتـه  10پـس از  . شدند

علاوه بر نور  ،در گلخانه. انتقال يافتنده گلخانه گلدهي ب

وات در ارتفـاع   200طبيعي در هر مترمربع يك لامـپ  

طـول روز در  . گياهـان قـرار داده شـد    يمتر سانتي 80

تـا   20ساعت و دماي گلخانه در روز حـدود   16گلخانه 

در . گراد بـود  درجه سانتي 15درجه و در شب حدود  25

گلنـد و     گياهان با محلول هو روز 15هر  ،طي اين مدت
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يـاوري،  ( هـاي فسـفاته تغذيـه شـدند     چنين محلول هم

1383.(  

ــه ــروه  گون ــي گ ــاي وحش  Procumbentes ه

دليل  هاما ب ،شدن ندارند يكساله هستند و احتياج به بهاره

هـا بسـيار    زنـي آن  پوسته بسيار سخت بذر، زمان جوانـه 

زمــان بــا گونــه  هــم ،بــر ايــن اســاس. طــولاني اســت

  .كاشت بذور وحشي نيز انجام گرفت،زراعي

  

دهي و رشد  هاي مادري پس از ساقه پايه :گيري دورگ

گيـري دسـتي    ها و دورگ دن گلكرآذين براي اخته  گل

هـاي   آذين تمام گـل  در هر گل ،بدين منظور. آماده شد

حـذف شـدند و تنهـا     ،شده قسمت پـائين سـاقه   شكفته

 ن جهت عقيمآذي هاي نشكفته در قسمت مياني گل گل

چـون والـد مـادري يـك رقـم      . انتخـاب شـدند   ،دنكر

ژرم بود، در هر كلاستر گـل كـه كنـار هـم روي      مولتي

. دندش ـغير از يك گل، بقيه حـذف   به ،ساقه قرار داشتند

هـاي كوچـك    صورت دستي و با پـنس  عقيم نمودن به

بـدين صـورت كـه     .)1شـكل ( نوك تيز صورت گرفـت 

 ها بـه طـوري   شد و بساك آرامي كنار زده ها به كاسبرگ

بـا پـنس برداشـته     ،كه به نوك كلاله آسيب وارد نشود

هـاي   سپس جهت جلوگيري از آلودگي بـا گـرده  . شدند

هـاي شـفاف    آذين اختـه شـده بـا پاكـت     گل ،ناخواسته

دن كـر روز پـس از اختـه    6تا  4. كاغذي پوشانده شدند

آوري  طور مجـزا جمـع   هاي وحشي به ها، گرده گونه گل

هـاي اختـه    مو در روي كلالـه گـل   و توسط قلم هگرديد

گل آذيـن مربوطـه    و مجدداً )2شكل(شده قرار داده شد

عمـل   ).3شـكل ( با پاكت شفاف كاغذي پوشـانده شـد  

صــبح و بــا دو تكــرار  10تــا  8دهــي در ســاعت  گــرده

  .شد دهي انجام روز پس از اولين گرده دوفاصله  به

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  عقيم سازي والد مادري 1شكل

Fig. 1 Emasculation of  female parent 
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  انتقال گرده به والد مادري 2شكل

Fig. 2 Pollination of the female plant 

 

 

  

  

  دهي هاي والد مادري پس از گرده آذين پوشاندن گل 3شكل

Fig. 3 Isolation of  female plants after pollination  
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له رشد جنـين از  دن مرحكرمشخص : نجات جنين

زمان تلقيح تا برداشت و تاييد ميـزان موفقيـت تلاقـي    

 اي، توسط تترازوليوم كلرايـد صـورت گرفـت    بين گونه

(Yavari 1979) مـادگي جـدا شـده در     ،براي اين كار

سـاعت   24مدت  تترازوليوم كلرايد به يك درصد محلول

آميـزي قـرار    گراد جهت رنـگ  درجه سانتي 30در دماي 

از هـر تلاقـي   (جنين  30تعداد  ،اين آزمايشدر . گرفت

هـا   چنين جنـين  مورد آزمون قرار گرفت و هم) عدد 15

جـدا و   ،روزه پس از لقـاح  25و  20، 14، 7هاي  در سن

قـدرت  . به محلول تترازوليـوم كلرايـد انتقـال داده شـد    

حياتي جنـين بـا قرمـز شـدن در مجـاورت ايـن مـاده        

ميزان رشد و  ،يچنين با اين بررس هم. دشو مشخص مي

  )5شكل (.شود نمو جنين نيز نشان داده مي

هـاي   دهي، گل روز پس از اولين گرده 25تا  20

تلقيح شده از گياه پايه مادري جداو پـس از انتقـال بـه    

هــاي اضــافي حــذف و ضــدعفوني  برگچــه ،آزمايشـگاه 

تيمار ضد عفوني شامل شستشـو بـا   . سطحي انجام شد

 70قـرار دادن در الكـل   دقيقـه،   2به مدت  معموليآب 

 دن در محلـول كـر ثانيـه، غوطـه ور    30به مدت  درصد

دقيقـه و   20سديم هيپوكلريـت  بـه مـدت     يك درصد

هـا   جنين. شستشو با آب مقطر استريل در سه نوبت بود

 ـ    ط كـاملاً ـبا اسـتفاده از استرويوميكروسـكوپ در شراي

 ـ ،استريل لامين اير س كوچـك از  ـتوسط اسـكالپل و پن

 ــده و در محيـدا شـدان جـمـن تخرود  ايهـط غذايي پ

N6 )Chu 1978(     در سـه   يـك طبـق جـدول شـماره

  .آزمايش كشت شدند

 

هاي كشت جنين تركيب محيط 1جدول   

Table 1 Composition of embryo culture media 

 

  پارامترهاي مورد آزمايش

Studied  parameters 

  آزمايش اول

Test 1 

  آزمايش دوم

Test 2 

  ش سومآزماي

Test 3 

هاي رشد بر حسب  هورمون

  گرم در ليتر ميلي

Growth hormones mg/l 

BA  -  0.2 0.2  

NAA -  0.5 0.5 

GA3  -  -  1 

P.V.P mg l
-1   -  -  300 

(Agar)%  0.6 0.8  0.8  آگار 

(Sucros)%   3 6 6  ساكارز  

(Active charcoal) mg l
 1000 1000 1000  زغال فعال  1-
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 9با قطر (ديش  در هر پتري ،ها زمايشدر تمام آ

سـي محـيط غـذائي بـود      سي 15كه حاوي ) متر سانتي

نوع تلاقي كشت و تحت شرايط  جنين از يك 10تعداد 

زنـي   جوانه زمانگراد تا  درجه سانتي 20تاريكي و دماي 

هـاي   جنـين . داري شدند نگه) روز 30الي  15حدود در (

زنـي در   ئـم جوانـه  زده بلافاصله پس از ظهور علا جوانه

 2000ساعت روشنايي و شدت نـور   16شرايط محيطي 

. گـراد قـرار داده شـدند    درجه سانتي 25لوكس و دماي 

هاي جوانه زده جهـت رشـد در    پس از يك هفته جنين

گرم در ليتر هورمون  ميلي 5/0حاوي  N6محيط غذايي 

BA  گرم در ليتر  ميلي يكوGA3  تحت شرايط نوري

 ،براي دستيابي به دانهال هيبريد. گرفتندالذكر قرار  فوق

محـيط  ايـن  هـاي كوچـك اوليـه بـار ديگـر در       دانهال

  .واكشت شدند

  

  نتايج و بحث

افشـاني طبيــعي در    كـه گـرده   ايـن علي رغم 

امـا ايـن    ،شـود  وسيلـه باد انجام مـي ه زراعي ب چغنـدر

دليل عـدم تشـابهات    هاي طبيعي به روش و ساير روش

. ثر نيسـت ؤهاي دور در چغندرقـند م ـ كروموزومي گونه

ــه     ــين گون ــي ب ــذر در تلاق ــم ب ـــداد ك ـــد تع اي  تولي

ــه ــدرزراعي و گون  Procumbentes هــاي وحشــي چغن

 ;Savitsky1960)توسط محققين گزارش شـده اسـت  

Johnson and Wheatley 1961; Savitsky 

1975; De Bock 1986) كـه  چنين در مطالعـاتي  هم 

ه مشـخص شـد   ه استگرفتزني بذر صورت  جوانهروي 

 .Bكــه عـدم موفقيــت كامـل در تلاقــي بـين     اسـت 

vulgaris هــاي وحشــي و گونــه Procumbentes  در

گرده به داخل خامـه چغنـدرزراعي    ه عدم نفوذ لولهـنتيج

ــت ــوده اس  ;Bhojwani and Razdan 1983) ب

Bruun 1991; Brown 1996; Clark 1997(.  

هاي چغندرقنـد كوچـك و فنجـاني شـكل      گل

ها بسيار  سازي دستي آن عقيم ،همين علته هستند و ب

سـازي دسـتي    هر چند كه تكنيـك اختـه  . مشكل است

 گيـرد  گيـري كمتـر مورداسـتفاده قـرار مـي      براي دورگ

)Smith 1980(، علت بالا بودن ضريب اطمينان ه اما ب

در انجــام تلاقــي و تهيــه دورگ مــوردنظر از روش    

ي دسـتي اسـتفاده و   افشان هاي نر و گرده سازي گل اخته

 دش ـترتيب درصد مطلـوبي جنـين هيبريـد تهيـه      بدين

  .)4شكل(

  

  )افشاني روز پس از عمل گرده14( هاي تلقيح شده در والد مادري گل 4شكل

Fig. 4 Fertilized flowers  (14 days after pollination) 
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آميزي با تترازوليوم كلرايد، بـه دو منظـور    رنگ

ــد  ــام ش ــنج: انج ــين و  اول س ــاتي جن ــدرت حي ش ق

عدد جنين  30تعداد . بررسي روند رشد و نمو جنين،دوم

تمـام  . قـرار گرفتنـد   يـك درصـد   در تترازوليوم كلرايـد 

ها در مجاورت اين ماده قرمز شدند كـه علـت آن    جنين

اكسيدكربن و نشـانه زنـده    دن ديكرتنفس جنين و آزاد

ي ها چنين بين سن هم. )5شكل(ها بود بودن تمام جنين

 20متفاوت جنين كه در اين رنگ قرار داده شدند جنين 

روزه داراي ساختمان كامل دو قطبي بـا سـاختار اوليـه    

  .كوتيلدون و ريشه بود

  

  

  

  

  

  

 

  

  جنين هيبريد پس از تيمار با تترازوليوم كلرايد 5شكل 

Fig. 5 Hybrid embryo treated with tetrazolium chloride  

 

 

 N6اي جنين، محيط پايه  در كشت درون شيشه

ثير تركيبات تكميلـي  أت ،در عين حال. محيط اصلي بود

بر رشد بهينه جنين در شرايط آزمايشگاهي بررسي شـد  

  .ده استشارائه  2كه نتايج آن در جدول شماره 
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شت شده و هاي ك ، درصد باروري، تعداد جنينشدههاي تلقيح شده، تعداد مادگي بارور نوع تلاقي، تعداد گل 2جدول 

  زده در سه آزمايش مختلف كشت جنين هاي جوانه درصد جنين

Table 2 Type of hybridization, number of fertilized flowering buds, number of fertilized ovules, 

fertilization percent, number of cultured embryos and germination percent in the  three 

experiments 

 

  زني درصدجوانه

Germination 

(%) 

هاي  تعداد جنين

  كشت شده

Number of 

cultured 

embryos 

  درصد باروري

Fertilization  

(%)  

  تعداد مادگي بارور

Number of 

fertilized  

ovule 

  هاي تعداد غنچه گل

  تلقيح شده 

Number of  

fertilized flower 

  نوع تلاقي

Crossing type 

  ها آزمايش

No. 

experiment 

-  

-  

60 

60  

28 

33 

60 

70  

210 

210 

37RT(4n) × B. webbiana(2n) 

37RT(4n) × B. procumbens(2n)  

  اول

First 

experiment 

-  

-  

45 

45 

29 

30 

45 

47 

155 

155 

37RT(4n) × B. webbiand(2n) 

37RT(4n) × B. procumbens(2n) 

  دوم

Second 

experiment 

40 

10 

100 

100 

22 

44 

100 

200 

450 

450 

37RT(4n) × B. webbiand(2n) 

37RT(4n) × B. procumbens(2n)  

  سوم

Third 

experiment 

  

محيط كشت فاقد هورمـون و   ،در آزمايش اول

P.V.P. چنين غلظـت آگـار و سـاكارز در ايـن      هم. بود

در ايـن  . درصـد بـود   6و  8/0ميزان  محيط به ترتيب به

روز  4الـي   3هاي كشت شده پس از  تمام جنين ،محيط

در آزمـايش   .زني صفر بود اي شدند و درصد جوانه قهوه

و  BAهـاي   حاوي هورمون N6محيط كشت پايه  ،دوم

NAA گـرم در ليتـر    ميلـي  5/0و  2/0مقدار  ترتيب به به

در ايـن  . بود و ساير عوامـل مشـابه آزمـايش اول بـود    

روز  سـه هـا بعـد از    محيط نيز درصـد بـالائي از جنـين   

هـايي از پاسـخ    و در تعـداد كمـي نشـانه   اي شدند  قهوه

هـاي نامتمـايز    صـورت تـوده   هاي كشت شده بـه  جنين

هاي نامتمايز  اين توده. وجود آمد هسلولي در اطراف آن ب

 .اي شـده و از بـين رفتنـد    سلولي پس از چند روز، قهوه

علت بازدارندگي ناشي  هزني در آزمايش اول ب عدم جوانه

نـين هيبريـد بـود كـه     از ترشح مواد فعلي در كشـت ج 

هــا در  محـدوديت رشـد بـا وجــود اسـتفاده از هورمـون     

عـلاوه   ،در آزمايش سـوم . دشآزمايش دوم نيز برطرف 

و  2/0ميزان  به ترتيب به NAAو  BAهاي  بر هورمون

ــي 5/0 ــر، هورمــون  ميل  1غلظــت (  GA3گــرم در ليت

بـه   P.V.P چنـين  هم. دافزوده شنيز ) گرم در ليتر ميلي

 ،در اين محـيط . ميلي گرم در ليترافزوده شد 300مقدار 

 6/0چنـين آگـار بـه     درصـد و هـم   3غلظت ساكارز به 

 ). 6شـكل ( دشزني مشاهده  جوانه ودرصد كاهش يافت 

ترين تركيب محيط كشت آزمايش  مناسب ،براين اساس
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دسـت   هزني ب زيرا بالاترين ميزان جوانه ،دشسوم تعيين 

  .)2جدول ( آمد

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 هاي كشت شده در شرايط درون شيشه زني جنين جوانه 6شكل

Fig. 6 Germination of embryos In vitro 

 

 

  

  

  

  

  

  

 هاي هيبريد دانهال  7شكل

Fig. 7 Hybrid seedlings 

  

ثر ؤعوامل بسياري در موفقيت كشت جنـين م ـ 

ها شامل ژنوتيپ، مرحلـه رشـد    ترين آن ند كه مهمهست

محيطي والـد مـادري،    جنين در زمان جداسازي، شرايط

ها، سـاكارز،   مختلف محيط كشت، هورمون هاي تركيب

 ).Kumlehn et al 1997( اسـت نـور   يژن، دما وـاكس

عـدم  مــؤثر بـر   ل ــ ـوامـيكي از ع ،قيقــن تحـدر اي

اي  وهــيبات فنلي و قهــها، ترشح ترك نـزني جني جوانه

 اوتي بـراي ـتفـاي مـارهــمـتي. ودــا بـــه نآدن ــش

 ـــركيـه تـلــمــد از جـــواد زائـذب مــج لي ـبات فن

 ـــاي ش وهـهـيري از قـوگـلــدر ج رود  ار مـي ـك ـ هدن ب
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 ـ ولـم ــكه مع  اسـت ال ـع ـــــــهـا زغـال ف   رين آنـت

)1983, Honda and Tsutsui 1997, Pierie 1987 

Bhojwani and Razdan( .  زغــال فعـال در غلظــت

دن مشـكل نبـود و   كار گرفته قـادر بـه برطـرف كـر     هب

كه يك جاذب تركيبات فنلي است  P.V.Pكه  هنگامي

درصـد   6/0و ميزان آگار به  به محيط كشت اضافه شد

حضــور  اي نشـده و در   هـا قهـوه   جنـين  ،افـت تقليـل ي 

  .دشطور طبيعي انجام  به  زني جوانه ،جيبرليك اسيد

با تيمار تترازوليـوم كلرايـد مشـخص شـد كـه      

هستند و نيازي به غلظت بالاي  روزه بالغ 20هاي  جنين

ساكارز علاوه بـر تـامين كـربن، تثبيـت     . ساكارز ندارند

و اهميـت ايجـاد فشـار     اسـت كننده فشار اسمزي نيـز  

هـاي   جنـين . اسمزي از اهميت غذايي آن بيشـتر اسـت  

 .نارس در محيط كشت نياز به فشار اسمزي بـالا دارنـد  

ار هـا در حالـت طيعـي داراي فش ـ    آندوسپرم اين جنـين 

غلظـت   معمـولاً ). Pierik 1987( اسمزي بالائي اسـت 

و  اسـت درصـد   8/0تـا   6/0آگار در كشت جنين بـين  

آورد و  عمل مي هاز رشد جنين جلوگيري ب ،غلظت بيشتر

استفاده از محيط  ،كه در برخي موارداست اين در حالي 

زني و رشد جنـين را بهبـود بخشـيده     كشت مايع جوانه

  ).Pierik 1987( است

اهش غلظت آگـار موجـب حركـت تركيبـات     ك

منفي مترشحه به سمت پائين محيط كشـت شـده و از   

ها در محل تمـاس جنـين بـا محـيط كشـت       تجمع آن

رسـد كـه    نظر مـي  هب ،بنابراين. آيد عمل مي جلوگيري به

و كــاهش غلظــت آگــار و   P.V.Pزمــان  كــاربرد هــم

چنين اسيد جيبرليك كه داراي اثرات محرك بر رشد  هم

 ;Honda and Tsutsui 1997( ين اســتجنــ

Kumlehn et al. 1997; Pierik 1987 (  در بهبـود

  .ثر بوده استؤشرايط رشد جنين م

مطالعات زيادي در زمينه مشـكلات موجـود در   

ها  اي چغندر و زنده ماندن آن هاي بين گونه تهيه دورگ

پس از مرحله دانهال در چند دهه اخير صـورت گرفتـه   

ستيابي به گياه تلاقي نيـز موضـوع   است و علت عدم د

 Bruun 1991; De Bock(چندين تحقيق بوده است 

1986; Johnson and Wheatley 1961; 

Savitsky 1960.(  

 Andersen and Larsen)اندرسون و لارسـن 

براي بررسي عوامـل فيزيولـوژيكي نـاتواني در      (1990

 لاقي چغنـدر ــتنتاج حاصل از دادي ــعـوليد ريشه، تـت

با اسـتفاده از   B. webbiana شيــونه وحـراعي و گز

هـاي ايـن    شـاخه . تكنيك نجـات جنـين تهيـه كردنـد    

هـاي طبيعـي ريـز     ها كه فاقد ريشه بود و شـاخه  دورگ

گيري و مقايسه ميـزان   ازدياد شده چغندرقند براي اندازه

 ــ ــي ب ــيتوكينين داخل ــد هس ــار رفتن ــراي . ك ــات ب مطالع

اخلي انجام شد تا زمـاني  گيري ميزان سيتوكنين د اندازه

تـرين حـد اسـت جهـت تعيـين       كه ميزان آن در پائين

. دهي مشخص شود ترين زمان براي تيمار ريشه مناسب

نجـات   روشهاي هيبريد توليد شده با استفاده از  شاخه

دار داراي  هـاي طبيعـي ريشـه    جنين در مقايسه با شاخه

 دهـد  اين نشان مـي . ميزان بيشتري زآتين داخلي بودند

مـي توانـد    ، هـاي دورگ  كه ميزان زآتين زياد در شاخه
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 ،در ايـن مطالعـه  . هـا باشـد   دهـي آن  عامل عدم ريشـه 

هاي داخلـي و قابليـت    همبستگي بين ميزان سيتوكنين

    .زائي توضيح داده شده است ريشه

ــين  مشــكلات موجــود در تهيــه هيبريــدهاي ب

اي چغندرقند و عدم توليـد بـذر كـافي در گياهـان      گونه

چنين عدم وجود گياهان هيبريد حاصـل از   ورگ و همد

ــه تلاقــي چغنــدر هــاي وحشــي گــروه  زراعــي بــا گون

Procumbentes،     اهميـت اسـتفاده از تكنيـك كشــت

با استفاده از . دارد را بيان ميدر محيط آزمايشگاه جنين 

هـاي   علاوه بر صرف زمان كمتـر در برنامـه   ،اين روش

زده و  هـاي جوانـه   ناصلاحي، راندمان دستيابي به جنـي 

. )7شـكل (يابـد  هاي هيبريـد افـزايش مـي    دانهال نهايتاً

يكـي از مشـكلات    ،گونه كه قبلا نيـز ذكـر شـد    همان

كـه  اسـت  هـا   علت سختي پوسته آنه زني بذور ب جوانه

. شـود  راحتي با كشـت جنـين برداشـته مـي     اين مانع به

 Anderson( طبق مطالعات انجام شـده  ،اين رعلاوه ب

and Larsen 1990( ل ريشـه در  ـيكي از موانع تشكي

ــه  ــين گونـ ــدهاي بـ  × B.vulgarisاي  هيبريـ

B.webbiana اسـت ها  بالا بودن زآتين داخلي در آن ،

برطرف كردن اين مشكل از طريق كشت جنين، ايجـاد  

ها و با تاكيد بـه   شرايط محيطي مناسب از نظر هورمون

ه طور ك ـ همان .رسد نظر ميه ها محتمل ب نقش اكسين

تركيب مناسب محيط كشت در رشد جنـين   ،بررسي شد

 ،و در مواردي استثر ؤاي چغندر م هيبريدهاي بين گونه

هاي دور چغندرقند وجود داشته  ژن مطلوبي در گونهاگر 

اي پس  هاي بين گونه باشد ،امكان انتقال ژن در تلاقي

هـا در محـيط كشـت حاصـل از تحقيـق       رشد جنين از

  .خواهد بودپذير امكان
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