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  استفاده از روش اصلاحي هاپلوئيدي در غلات

  چكيده

باعث  (Doubled haploids)توليد هايلوئيد و به دنيال آن دابلد هاپلوئيد 

در حداقل ) F1يا  F3(دستيابي به هموزيگوتي مطلق از گياهان هتروزگوت 

از نقطه نظر اصلاحي در گياهان خودگشن، همچون غلات، . ممكن گردد

ي هموزيگوت مي تواند باعث سرعت بخشيدن و همچنين دستيابي به لاينها

  .اصلاحي شود يافزايش كارايي گزينش در برنامه ها

در حال حاضر روشهاي مختلفي از قبيل پرچم، دانه گرده، تخمدان، تخمك و 

. حذف كروموزومي براي توليد هاپلوئيد در گياهان زراعي موجود مي باشند

يك سيستم توليد هاپلوئيد براي برنامه  شرايط لازم جهت انتخاب و بكارگيري

ميزان كافي توليد هاپلوئيد كهد از نظر اقتصادي -1: هيا اصلاحي عبارتند از

لاينهاي دابلد هاپلوئيد بدين انده مي بايست از نظر -2مقرون به صرفه باشد 

لاينهاي كتوليد شده مي بايست يك نمونه -3سيتولوژيكي پايدار و طبيعي باشد 

  .گامتهاي والدين باشند تصاديف از

توليد هاپلوئيد از طريق گشت پرچم ساده ترين و معمولترين روش مي باشد 

. كه در بسياري موارد ميزان توليد گزارش شده قابل ملاحظه مي باشند

متاسفانه وابستگي ژنتيكي در غالب گزارشهاي ياد شده به چشم يم خورد، 
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يك تكنيك كشت پرچم واكنش بطوري كه فقط بعضي از ژنوتيپ ها نسبت به 

از طرف ديگر ظهور گياهان آلبينو يك مشكل اساسي . مطلوب نشان مي دهند

  .در ايم سيستم محسوب مي شود

توليد هاپلوئيد از طريق حذف كروموزومي مبني بر تلقيح بين دو گونه گياهي 

مي باشد كه بعد از تلقيح و در طول تشكيل جنين كروموزومهاي يكي از 

ذف گرديده و باعث ايجاد جنين و بدنبال آن گياهچه هاي هاپلوئيد يم والدين ح

  .شود

توليد هاپلوئيد از طريق حذف كروموزومي براي اولين بار در جو در نتيجه 

تلاقي با جو وحشي گزارش شد كه به خاطر مزيتهاي آن نسبت به روشهاي 

زومي در توليد هاپلوئيد از طريق حذف كرومو. ديگر مورد توجه قرار گرفت

در ايران اين . گندم در نتيجه تلاقي با ذرت اخيراً در انگلستان گزارش شد

پروژه . روش توليد هاپلوئيد در گندم مورد نظر موسسه اصلاح بذر مي باشد

توليد هاپلوئيد در گندم با همكاري بخش غلات و بخش فيزيولوژي موسسه 

مقاله جداگانه اراده آغاز گرديده و نتايج آن در  1371اصلاح بذر از سال 

  .خواهد شد

  مقدمه
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در حال حاضر گرايش فزاينده اي براي توليد انبوه هاپلوئيد در غلات و ساير 

هاپلوئيد استفاده هاي فراواني در تحقيقات . گياهان زراعي و باغي وجود دارد

ژنتيكي و برنامه هيا اصلاحي از قبيل تعيين نقشهد هاي ژنتيكي، تعيين 

ژنوم و همچنين بين ژنومها، تسهيل مطالعات موتاسيون، همولوژي در يك 

تسهيل مطالعات صفات كمي، سرعت بخشيدن به برنامه هاي اصلاحي و 

در اين مقاله استفاده از هاپلوئيدها در برنامه . افزايش كارآيي سلكسيون دارند

  .هاي اصلاحي با تاكيد در غلات ارائه يم گردد

 (Doubled haploid system)مزاياي روش اصلاحي هاپلوئيد 

از نظر اصلاحي در گياهان خودگشن همچون غلات، سيستم دابلد هاپلوئيد مي 

زيرا هر لاين دابلد . تواند مستقيماً جهت توليد ارقام جديد استفاده شود

. مي باشدهاپلوئيد توليد شده پتانسيل تبديل شدن به يك كالتيوار جديد را دارا 

اپلوئيد در مقايسه با روشهاي كلاسيك اصلاحي مزاياي اصلي سيستم دابلد ه

  :بشرح ذيل است

  سرعت بخشيدن به برنامه اصلاحي- 1

  افزايش كارايي سلكسيون در طول برنامه- 2
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  سرعت بخشيدن به برنامه اصلاحي- 1

نسل خودگشني  6حدوداً ) پديدگري، بالك(در روشهاي كلاسيك اصلاحي 

بعد از كراس اوليه زمان لازم جهت دستيابي به حد نصاب كافي هموزيگوتي 

هر نسل خودگشني باعث كاهش هتروزيگوسيتي و افزايش . است

 mتعداد ژن، نسبت گياهان هموزيگوت بعد از  nبا . هموزيگوسيتي مي گردد

nmmنسل خودگشني را مي توان با فرمول  ]2/)12[( براي مثال . محاسبه نمود −

% 85نسل خودگشني حدوداً  5عد از جفت ژن مستقل ب 5با درنظر گرفتن 

  .گياهان هموزيگوت خواهند بود

بديهي است كه با درنظر گرفتن كليه ژنهاي حتي بعد از تعداد زيايد نسلهاي 

مهمترين مزيت سيستم دابلد . خودگشني هموزيگوسيتي كامل بدست نمي آيد

د از هاپلوئيدي دستيابي به هموزيگوسيتي در حداقل زمان ممكن مي باشد و بع

و سپس دابلد هاپلوئيد،  (F1)ئيد از گياهان هتروزيگوت .توليد هاپلو

هموزيگوسيتي مطلق بدون توجه به تعداد ژنهاي در حال تفكيك حاصل 

اين امتياز جهت تثبيت ژنهاي صفات كمي حائز ). 1شكل شماره . (ميگردد

  .اهميت است

  :افزايش كارآيي سلكسيون- 2
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احتمال دستيابي به يك ژنوتيپ خاص مورد ): ژنهاي اصلي(صفات كيفي -الف

تعداد ژن در نسل  nبا ) تركيب خاصي از ژنها در شرايط هموزيگوت(نظر 

(1/4)
n
F2  در نسل  1/64در حالي كه اين احتمال با سيستم هاپلوئيدي در مقابل

F2 روشهاي كلاسيك مي شود.  

بيشتر  امتياز افزايش كارآيي سلكسيون در سيستم هاپلوئيدي: صفات كمي-ب

اولا در اين سيستم واريانس . در مورد صفات كمي مورد توجه مي باشد

افزايشي تنها جز واريانس ژنتيكي در لاينها مي باشد كه ارزش واقعي بريدينگ 

در مقايسه در سيستمهاي كلاسيك واريانس غالبيت نيز . آنها اشكار مي سازد

مبهم و پيچيده گردد  وجود دارد كه باعث مي شود ارزش واقعي بريدينگ آنها

ثانياً در سيستم هاپلوئيدي از آنجائي كه لاينها هموزيگوت ). 1جدول شماره (

قطعه آزمايشي از نظر ژنتيكي / مطلق مي باشند، تمام گياهان در يك واحد 

از  F4و يا  F3درصورتي كه سيستمهاي كلاسيك مثل . يكسان مي باشند

قطعه آزمايش صورت مي گيرد باعث آنجائي كه تفرق ژنتيكي در گياهان داخل 

بروز اختلافات ژنتيكي داخل قطعه ازمايشي و در نتيجه بريدر مي بايستي هم 

داخل قطعه و همچنين بين قطعات آزمايشي سلكسيون را انجام دهد كه تا 

در سيستم هاپلوئيدي . حدودي باعث پيچيدگي و مستلزم دقت بيشار مي باشد

ثالثاً تا ). 2جدول شماره (شي انجام مي گيرد سلكسيون فقي بين قطعات آزماي
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آنجائي كه حساسيت سلكسيون از يك نسل به نسل ديگر مطرح مي باشد، 

همبستگي ژنتيكي كامل  لاينهيا دابلد هاپلوئيد بواسطه هموزيگوسيتي مطلق يك

از والدين به نتاج نشان مي دهند، در حالي كه در سيستمهاي كلاسيك هيچگاه 

  ).3جدول شماره (كاملي وجود ندارد چنين همبستگي 

عليرغم موارد فوق استفاده از روش اصلاحي هاپلوئيدي به دليل نياز اين 

سيستخم به امكانات آزمايشگاه گشت بافت، محيطهاي قابل كنترل رشد، 

  .پرسنل متخصص، گسترده و همه جايي نمي باشد

  

  هاي اصلاحيشرايط يك سيستم توليد هاپلوئيد براي استفاده در برنامه 

با درنظر گرفتن مزاياي سيستم توليد هاپلوئيدي نسبت به روشهاي كلاسيك 

قبل از بكارگيري اين روش بايد توجه داشت كه سيستم توليد هاپلوئيد داريا 

اين شرايط . ويژگي هاي لازم جهت استفاده در برنامه هاي اصلاحي مي باشد

  :شامل

  ميزان توليد هاپلوئيد-1- 1

ر انتخاب يك روش توليد هايلوئيدي ميزان توليد اقتصادي با مهمترين معيا

در حال حاضر . درنظر گرفتن بودجه، پرسنل و امكانات آزمايشگاهي مي باشد

بهرحال اكثر اين . روشهاي متنوع توليد هاپاوئيد در گياهان زراعي وجود دارد
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رنامه هاي روشها قادر به توليد اقتصايد هاپلوئيد به يمزان قابل استفاده در ب

از طرف ديگر سيستم توليد هاپلوئيد نبايد داراي وابستگي . اصلاحي نيستند

لطوري كه بعضي ژنوتيپ ها واكنش مطلوب و بعضي ديگر . ژنتيكي باشد

متايقانه ئابستگي ژنتيكي در بيشتر سيستمهاي . واكنش ضعيف نشان دهند

  .توليد هاپلوئيد در گزارشهاي منتشر شده به چشم مي خورد

دابلد هاپلوئيد مي بايست از نظر ستولوژيكي و مورفولوژيكي طبيعي باشند - 2

بطور كلي با روشهاي . اين ملاك لستگي به روش و مسير توليد هاپلوئيد دارد

  .كشت بافت از دو مسير مي تواند گياه هاپلوئيد ايجاد نمود

د از غيرمستقيم از طيرق كالوس، بعد از توليد كالوس از سلول هاپلوئي-الف

. و يا ارگان زايي گياهچه هاي هاپلوئيد بدست مي آيندطريق جنينهاي رويشي 

گياهان توليد شده از اين مسير ممكن است داراي ناپايداري كروموزومي 

و ظهور گياهان آلبينو ) جابجائي ها، آنيوپلوئيدها، حذف بازوي كروموزومها(

  .شود) ناشي از ناپاداري كلروپلاست(

ات ژنتيكي ناشي از فاز كالوس يك عامل منفي منفي در بطور كلي موسان

  .برنامه هاي هاپلوئيد بريندينگ محسوب مي شود

مستقيم بدون فاز كالوس، در اين مورد گياهچه هاي هاپلوئيد بدون تشكيل -ب

براي مثال توليد هاپلوئيد از جنينهاي نارس حاصل . كالوس توليد مي شوند
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نهاي رويشي مستقيماً از ميكروسپور در جو از تلاقي ذرت با گندم و توليد جني

گياهان هاپلوئيد بدست آمده از اين مسير نسبتاً پايدار، . اين گروه مي باشند

كروموزومي، بدون ناهنجاري كروموزومي و  nداراي ژنوم هاپلوئيد 

  .كلروپلاست پايدار هستند

دابلد هاپلوئيد بدست آمده مي بايست يك نمونه تصادفي گامتهاي والدين - 3

  .باشند

به عبارت ديگر سيستم توليد هاپلوئيد نبايد هيچگونه سلكسيون روي گامتهاي 

والدين طي روند ايجاد هاپلوئيد اعمال كند و هرگونه سلكسيون روي گامتهاي 

) ژنهاي اصلي(فات كيفي در مورد ص. توسط بريدر انجام پذيرد) هاپلوئيد(

انتظار مي رود و در مورد  F1از گامتهاي والدين در دابلد هاپلوئيد  1:1نسبت 

مي بايستي مطابق با حد واسط  F1صفات كمي ميانگين عملكرد دابلد هاپلوئيد 

عملكرد والدين باشد و هرگونه اختلاف معني دار از نمايانگر سلكسيون گامتها 

شات منتشر شده در مورد دابلد هاپلوئيدهاي گندم و گزار. مي باشدبه يك سو 

  ).7و  2(جو از طريق نلاقي وحشي تائيد بر تصادفي بودن گامتها دارند 

  روشهاي توليدي هاپلوئيد

در گياهان ) متعاقب آن دابلد هاپلوئيد(روشهاي مختلفي براي توليد هاپلوئيد 

ي ديگر مثل علاوه بر تكنيكهاي كشت بافت روشها. زراعي وجود دارند
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پارتينوژنز و آپوگامي نيز وجود دارند كه به لحاظ اهميت كمتر كاربرديشان 

  .در اينجا بحث نمي شوند

  كشت پرچم و دانه گرده نارس- 1

كشت پرچم ساده ترين و معمولترين روش توليد هاپلوئيد محسوب مي شود و 

. دارد گونه گياهي در اين زمينه گزارش وجود 200در حال حاضر در بيش از 

يكي از مشكلات كشت پرچم اين است كه مشخص نيم باشد گياهب دست آمده 

از دانه گرده يا قسمتهاي ديگر پرچم مي باشد كه باعث بروز نتايج با سطوح 

عوامل بازدارنده استفاده گسنرده كشت پرچم در . مختلف پلوئيدي مي گردد

، )رخي ژنوتيپهاواكنش ضعيف ب(برنامه هاي اصلاحي شامل وابستگي ژنتيكي 

پيشرفتهاي اخيزر در تكنيك پرچم . ظهور گياهان آلبينو و نوسانات مي باشد

همچون جايگزيني مالتوز بجاي سوكروز، آگارز بجاي آگار، پيش تيمار 

مانيتول، پيش تيمار سرما و غيره، گامهاي مثبت در بهينه سازي اين تكنيك 

  .بشمار مي آيند

كه اخيراً به لحاظ مزاياي آن بر كشت كشت دانه گرده نارس روشي است 

در اين روش مشكگل دخالت ديواره پرچم . پرچم بيشتر مورد توجه يم باشد

 كبعلاوه دانه گرده ي. مرتفع و همچنين داراي پتانسيل بالاتر توليد مي باشد

موتاسيون براي ترانسفورماسيون و مطالعات  DNAماده ايده ال جهت انتقال 
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يكروسپور از طريق مكانيكي با استفاده از سانتريفوژ و جداسازي م. يم باشد

بطور كلي كشت . صورت ميگيرد (Inositol 1-2f/1)يا پيش از تيمار انوسيتول 

پيشرفتهاي اخير در . كيكروسپور در جو تا بحال موفق تر از گندم بوده است

بهينه سازي تكنيك كشت پرچم و ميكروسپور در جو اخيراً توسط پيكرينگ و 

در گندم هگزاپاوئيد و ترتيكال و گندم تتراپلوئيد . مروز شده است) 6(واكس دي

پيشرفتهاي تكنيك كشت پرچم اخيراً در هشتمين سمپوزيوم ژنتيك گندم 

  ).9گزارش شده اند 

  كشت تخمدان و تخمك- 2

كشت يم ) كشت تخمك(در اين روش تخمدان تلقيح نشده و يا تخمك جدا شده 

يد هاپلوئيد از و، گندم، تنباكو، برنج و چغندر قند تولدر گياهان ذرت، ج. شود

  .اين روش گزارش شده است

  :عوامل موثر در توليد هاپلوئيد در اين روش

مرحله رشد كيسه جنين، همزمان با موقعي مه ميكروسپورها دو هسته -الف

  .اي مي شوند

پيش تيمار سرما، وضعيت قرار رگفتن (اجزاء محيط كشت و شرايط رشد -ب

بطور كلي در اين روش پائين و پرهزينه يمب شاد و ) ر محيط كشت و غيرهد

  .تنها در مورد چغندر قند نسبت به كشت پرچم برتر گزارش شده است
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  حذف كروموزومي- 2

توليد هاپلوئيد از طريق حذف كروموزومي مبني بر تلقيح بين دو گونه گياهي 

وزومهاي يكي از والدين يم باشد كه بعدداز تلقيح در طول تشكيل جنين كروم

جنين هاپلوئيد كشت شده . حذف گرديده و باعث ايجاد جنين هاپلوئيد مي شود

اين روش براي اولين بار . و بدنيال آن گياهچه هاي هاپلوئيد حاصل مي شوند

 Hordeum vulgrare x H.bullbosum)در جو در نتيجه تلاقي با جو وحشي 

2n=2x=14  وئيد در گندم در نتيجه تلاقي با جو توليد هاپل). 3(گزارش شد

). 1(گزارش شد  (Triticum aestivum x G.bulgbosum 1n=4x=2)وحشي 

اخيراً در . بدليل وابستگي ژنتيكي اين سيستم بطور گسترده ساتفاده شد

 T,aestivum x zea mays)انگلستان توليد هاپلوئيد در نتيجه تلاقي با ذرت 

2n=20)  اين سيستم وابستگي ژنتيكي شديد وجود ندارد در ). 4(گزارش گرديد

و در حال حاضر بهترين روش توليد هاپلوئيد در گندم استفاده در برنامه هاي 

  .اصلاحي محسوب مي شود

  توليد ارقام جديد با استفاده از روش اصلاحي هاپلوئيدي

نسلهاي مختلف در حال تفكيك بعنوان ماده اوليه برنامه اصلاحي هاپلوئيدي 

و معمولترين  F1بطور كلي سيستم . م است مورد استفاده قرار گيرندممكن
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بهرحال . سريع ترين روش راه جهت دستيابي و معرفي ارقام جديد مي باشد

  :دو مشكل در اين سيستم وجود دارد

مي باشند و  F1از آنجائي كه دابلد هاپلوئيدهاي توليد شده از هيبريدهاي -الف

صورت نمي گيرد، تعداد زيايد لاين دابلد  F1هيچگونه گزينش در مرحله 

هاپلوئيد جهت دستيابي به نوتركيبي مطلوب لازم مي باشد و ممكن است حتي 

  .لاين دابلد هاپلوئيد احتمال گرفتن رقم جديد بدست نيايد 700-800با داشتن 

بخاطر اينكه يك چرخه نوتركيبي يا ميوز انجام پذيرفته،  F1در سيستم -ب

اين مشكلات را . ت شكستن لينگاژهاي نامطلوب كافي نباشدممكن است كه جه

مي توان با به تعويق انداختن مرحله توليد هاپلوئيد در نسلهاي بعدي مرتفع 

 F3سيستم ) اسنپ مذاكره حضوري(به همين خاطلر بعضي از محققيت . نمود

در اين سيستم گرچه مزيت سرعت بخشيدن به برنامه . را تريجيح مي دهند

تا حدودي كاهش مي يابد اما تعداد كمترين لاين دابلد هاپلوئيد  اصلاحي

نياز و شانس شكسته شدن لينگاژهاي نامطلوب بيشتر ) لاين 150حدودا (

  .است

در حال حاضر در ايران روش توليد هاپلوئيد در گندم با روش حذف 

مورد نظر موسسه تحقيقات اصلاح  F3و سيستم ) تلاقي با ذرت(كروموزومي 

  .يه نهال و بذر مي باشدو ته
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 واريانسهاي فنوتيپي مورد انتظار در نسلهاي-1جدول 

F2  وF3  و جمعيتDH  حاصل ازF1 

   

VA+VD+VEI 

VA+1/2VD+VEP 

2VA+VEP 

 

  F2بين تك بوته ها 

 F3بين ميانگين خانواده ها 

  F1حاصل از  DHميانگين خانواده هاي 

  VA= واريانس افزايشي 

  VD =واريانس غالبيت 

  VEI= واريانس محيطي بين افراد 

  VEP= واريانس محيطي بين كرتها 

  

  

  واريانسهاي فنوتيپي درون كرتي مورد انتظار-2جدول 

  F2حاصل از  DHو جمعيت  E4و  E3در نسلهاي 

  نسل  واريانس

VA+1/2VD+VEI2/1  

VA+1/4VD+VEI4/1  

VEI 

 F3كرتهاي 

 F4كرتهاي 

 F2حاصل از  GHكرتهاي 
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 ه بين همبستگي هاي ژنتيكي در مقايس-3جدول 

 1Fحاصل از  DHو جمعيت  3Fو  2Fنسلهاي 

  

  نسل    

 DH 1Fجمعيت /DH F1جمعيت     

 3Fميانگين هاي /F2گياهان 

  4Fميانگين هاي / 3Fميانگين هاي 
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