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 .167 - 182: 27-1نهال و بذر  نژادي  مجله به. (.Brassica napus L)در سه هيبريد كلزا  هاپلوئيد دابلد

  
جهـت توليـد گياهـان      ) زايـي و بـاززايي      اعـم از جنـين    (در اين پژوهش، مراحـل مختلـف كـشت ميكروسـپور            

  RGS003×ARC5، Hyola 401هيبريـدهاي  . مورد بررسي قرار گرفت) .Brassica napus L( هاپلوئيد كلزا دابلد
سلولي  ميكروسپورها در مرحله تكويني انتهاي تك.  به عنوان مواد گياهي مورد استفاده قرار گرفتندHyola 420 و

   حـاوي NLN-13متر جدا شـدند و در محـيط كـشت     ميلي 5/3  تا 5/2هايي به طول  سلولي از غنچه تا ابتداي دو
 ـ         13    بـه مـدت  C° 35 سـاعت،  8 بـه مـدت   C°37هـاي حرارتـي     نش درصد ساكارز كشت شدند و سپس تحـت ت
هيبريدهاي مورد استفاده تنهـا در      . روز  قرار گرفتند   14 و 10 به مدت  C°30 ساعت و    72 به مدت    C°32 ساعت،   18
 روز 14بـه مـدت    C30°  تيمـار  روز توليد جنين رويشي كردند، هـر چنـد  14 و 10گراد به مدت   درجه سانتي30

اي شكل    هاي لپه   زايي ثانويه، انتقال جنين     بهترين روش براي غلبه بر جنين     . ي بهتري نشان داد   زايي و باززاي    جنين
   و تـاريكي بـه مـدت      گـراد  ي درجه سـانت   4دماي   و نگهداري در     )mgl-101/0(ك  يبرليد ج ي حاوي اس  B5ط  يبه مح 

 ـ ،دبعد از رش  . ين شد يتع گراد   درجه سانتي  25 و دماي    ييبه روشنا  روز و سپس انتقال      10  B5ط  يهـا بـه مح ـ     ني جن
گياهان هاپلوئيد به منظور افزايش سطح پلوئيـدي بـا محلـول            . جهت باززايي انتقال يافتند   ك  يبرليد ج يبدون اس 

گياهان دابلد هاپلوئيد از  هر سه ژنوتيپ مـورد بررسـي،   . ساعت تيمار شدند 5/1به مدت )  درصد34/0(كلشيسين 
  .توليد بذر كردند

  
  .زايي، باززايي، تنش حرارتي ميكروسپور، جنين ،اكلز: هاي كليدي واژه
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  مقدمه

  هاپلوئيـــــد  دابلـــــد/ گياهـــــان هاپلوئيـــــد 
ــايي   ــات داراي كاربردهــــ ــلاح نباتــــ   در اصــــ

نـژادي،    هـاي بـه     سرعت بخشيدن بـه برنامـه     ز قبيل   ا
ــال     ــسهيل انتقــ ــاب، تــ ــارايي انتخــ ــود كــ   بهبــ
ــستند  ــيوني هــــــ ــات موتاســــــ   ژن و مطالعــــــ

)Enayati Shariatpanahi and Emami 

Meybodi, 2009.(  
هـاي توليـد گياهـان        ترين روش   يكي از متداول  

ميكروسـپورها  . هاپلوئيد، كشت ميكروسپور اسـت    
  هــاي   خوشــهي شــده ازجــدا ســاز يهــا يــا بــساك

   محـــيط پــس از انتقـــال بــه   ،هـــا گــل يـــا غنچــه  
ــين   ــمت جن ــه س ــشت ب ــي  ك ــاء م ــي الق ــوند زاي  ش

)Touraev et al., 1997( .    ،در همـه ايـن مـوارد
  توانـــد بـــه   شـــدن مـــسير اســـپروفيتي مـــي فعـــال

  وســــيله قــــرار گــــرفتن ميكروســــپورها تحــــت 
ــنش ــرد    تـــ ــورت گيـــ ــف صـــ ــاي مختلـــ   هـــ

)Simmonds and Keller, 1999.(هــاي   تــنش
ــين   ــاء جنـ ــت القـ ــتفاده جهـ ــورد اسـ ــي در  مـ زايـ

هــاي كلاســيك  تواننــد بــه تــنش ميكروســپور مــي
ــشي  ( ــنگي و كل ــي، گرس ــرمايي، حرارت ــين س ، )س

پرتوتابي گاما، سانتريفيوژ، اسـيد     (هاي خاص     تنش
ــاده    ــده مـ ــاء كننـ ــواد القـ ــسزيك، مـ ــي،  آبـ   زايـ

 بــالاي محــيط، pH(هــاي جديــد  و تــنش) اتــانول
ــاكاريد،  ــه) D-2,4اليگوســ ــوند  طبقــ بنــــدي شــ

)Shariatpanahi  et al., 2006.(  
كشت ميكروسپورهاي كلزا براي اولين بار در    

). Lichter, 1982( گـــزارش شـــد 1982ســـال 
ــه   ــه بهينــ ــددي در زمينــ ــالات متعــ ــازي  مقــ   ســ

ــزا در ســال    هــاي اخيــر در  كــشت ميكروســپور كل

  ؛Gu et al., 2003(دنيــا ارايــه شــده اســت    
Custers et al., 1994 .( زايـي   موفقيت در جنـين

ميكروسپورهاي گياهان جنس براسـيكا بـه ميـزان         
و پارامترهاي كمي زيادي وابسته به ژنوتيپ است 

ــين  ــي در جنـ ــي  وراثتـ ــت مـ ــي دخالـ ــد زايـ   كننـ
)Zhang and Takahata, 2001 .( در كلـــزا

زايـي ميكروسـپور توسـط دو مكـان           صفت جنـين  
ــر افزايـــشي كنتـــرل مـــي   ــا اثـ ــود در  ژنـــي بـ   شـ

  هـــايي بـــا اثـــر غالبيـــت هـــم در  ي كـــه ژنحـــال
  زايـــي ميكروســـپورها اثــر مثبتـــي دارنـــد  جنــين 

)Zhang and Takahata, 2001 .( ــرايط شـ
رشــدي گيــاه بخــشنده ميكروســپور نيــز يكــي از  

آميز   كننده جهت توليد موفقيت     فاكتورهاي تعيين 
جنين از ميكروسپورها در كلزا اسـت، بـه طـوري           

ــپورها با   ــد ميكروس ــاه مول ــه گي ــه  ك ــد در درج ي
 C8 -5°در روز و    C12 -10°(هـاي پـايين       حرارت
  ؛Palmer and Keller, 1999(رشـد كنـد   ) در شب

Ferrie and Keller, 1995 .( ــزا، فقــط در كل
ــايي    ــه انتهــ ــه در مرحلــ ــپورهايي كــ   ميكروســ

ــسته  ــك ه ــدايي دو   ت ــا ابت ــستهاي ي ــستند،  ه   اي ه
  دهنــــد زايــــي پاســــخ مثبــــت مــــي بــــه جنــــين

)Wang et al., 2002(. ترين اجزاي  يكي از مهم
  زايـــي،  محـــيط كـــشت مـــوثر در القـــاي جنـــين

  غلظــــت ســــاكارز در محــــيط كــــشت اســــت
)Ferrie et al., 1999 .( ــشان داده مطالعــات ن

بـراي  %) 14- 10(است كه سطوح بالاي سـاكارز       
ــسيم آن     ــروع تق ــپور و ش ــدن ميكروس ــده مان زن

پـيش  ).Touraev et al., 2001(ضـروري اسـت   
ك عامـــل كليـــدي بـــراي تيمـــار حرارتـــي، يـــ

آميز بودن كشت ميكروسپور در گياهـان         موفقيت
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در اكثـر   ).Zhao et al., 1996(براسـيكا اسـت   
ــين ــرار دادن كــشت  مــوارد، جن ــا ق   هــا در  زايــي ب

ــاي  ــدت  ºC 35 -30دمـ ــه مـ ــاعت 24- 72 بـ    سـ
  هـــا   شـــود و پـــس از آن جنـــين   شـــروع مـــي 

ــي ــايين  م ــاي پ ــد در دماه ــد   توانن ــل يابن ــر تكام ت
)Fletcher et al., 1998 ؛Duijs et al., 1992 .(

ــين  ــاززايي جن ــزان ب ــر مي هــاي  عوامــل مختلفــي ب
گذارنـد    حاصل از كـشت ميكروسـپور تـاثير مـي         

)Palmer and Keller, 1999(.  هـاي   در جنـين
  حاصـــل از كـــشت ميكروســـپور كلـــزا، مقـــدار 

ــي    ــد م ــسزيك تولي ــيد آب ــدكي اس ــود و در ان   ش
 امـا در عـوض      افتـد،    نتيجه بلوغ نرمال اتفاق نمي    

ــين ــا دســتكاري در   جن ــه زده و ب ــر جوان ــا زودت ه
ــه مرحلــه بلــوغ نرمــال رســيد   كــشت مــي تــوان ب

)Palmer and Keller, 1999.(  
  در ايـــــران نيـــــز كـــــشت ميكروســـــپور    
  كلــــزا مــــورد بررســــي قرارگرفتــــه اســــت    

)Abdullahi et al., 2003 ؛Hosseinpour 2003؛ 
Aslani 2002 ؛Bagheri, 2000 .( ــاقري بــ

(Bagheri, 2000)  موفق به اكتساب درصد پاييني
ــد    ــاييزه شــ ــام پــ ــاززايي در ارقــ ــلاني. بــ   اصــ

(Aslani, 2002)  ــزا رقــم  40تعــداد ــين از كل  جن
Quantum   به دست آورد كه تنها تعداد نه جنـين 

 جامـد بـه گياهچـه       B5پس از بـاززايي در محـيط        
پـــور  هـــاي حـــسين  آزمـــايش. تبـــديل شـــدند 

(Hosseinpour, 2003)جـــر بـــه توليـــد  نيـــز من
برخـي  . تعدادي گياه در دابلدهاپلوئيد در كلزا شد      

زايي ميكروسـپور توسـط       فاكتورهاي موثر بر جنين   
) Abdullahi et al., 2003(عبداللهي و همكاران 

  .مورد بررسي قرار گرفت

در تحقيق حاضر به منظور معرفي دستورالعملي       
زايــي  كــاربردي اثــر عوامــل مهــم مــوثر بــر جنــين 

ــپو ــين ميكروس ــاززايي جن ــاي حاصــل از   رها و ب ه
  .كشت ميكروسپور كلزا مورد بررسي قرار گرفت

  ها مواد و روش

  حاصـل از تلاقـي    F1 بـذر در ايـن آزمـايش   

RGS003×ARC5بهــــــــارههيبريــــــــدهاي   و  
Hyola 420 و  Hyola 401    كلـزا تهيـه شـده از 

هاي روغني موسسه تحقيقـات       بخش تحقيقات دانه  
ر، در گلدان و داخل اتـاق     اصلاح و تهيه نهال و بذ     

گـراد و دوره      درجه سانتي 18 تا   15رشد در دماي      
 ساعت تاريكي و همچنين 8 ساعت نور و    16نوري

هاي روغني كاشـته      در مزرعه تحقيقاتي بخش دانه    
 غنچـه بـه طـول       25در زمان گلدهي حدود     . شدند

 ميلي متر حاوي ميكروسپورهاي مرحله      5/3 تا   5/2
جــدا  ابتــداي دو ســلوليانتهــايي تــك ســلولي تــا 

اير فلـو در شـرايط اسـتريل،    –در زير لامين  . شدند
هـاي مختلـف ضـدعفوني شـامل          ها با محلول    غنچه

 5/3و هيپوكلريد سديم )  ثانيه60 و   30،  15(اتانول  
عفوني و سپس سه      ضد)  دقيقه 20و15،  10(درصد  

بـراي  . بار با آب مقطر استريل شستـشو داده شـدند   
محلول (ا از محيط شستشو     جداسازي ميكروسپوره 

گرم در ليتر سـاكارز در يـك ليتـر آب مقطـر             130
بعد از له كـردن     . شد استفاده) pH = 2/6استريل با   

ها در محـيط شستـشو، محلـول سوسپانـسيون            غنچه
حـــاوي ميكروســـپورها بـــه ترتيـــب از دو الـــك  

 63 و 90هايي به قطر    اندازه سوراخ با  آزمايشگاهي  
ــريم ــور داده شــدكرومت ــسيون حــاوي .  عب سوسپان

ــپورها، ــل ميكروس ــه داخ ــاي لول ــشگاهيه    آزماي
 بـه   rpm 1200 بـا سـرعت       و ختـه يرليتري     ميلي 50
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شـد و   وژ  يفيسـانتر  C°4در دمـاي    قه  ي دق پنجمدت  
  رسـوب  . شـد  حـذف ي  ي ـروسبز رنگ   ع  ي ما سپس

 دو تـا سـه       با اضافه كـردن    ته نشين شده   زرد رنگ 
. رقيـق شـد     NLN-13ليتـر از محـيط كـشت          ميلي

  پتــريتـشتك  در هـر  راي كـشت ميكروسـپورها   ب ـ
 NLN-13ط  ياز مح ـ ليتـر      ميلـي  8/5 ،متري  سانتي 6

ــع  ــپسوتوزي ــسيون   200  س ــر از سوسپان ميكروليت
. گرديـد  اضـافه    بـه آن  ق شـده    يكروسپورهاي رق يم

ميكروسپورهاي كشت شده تحـت تـنش حرارتـي         
 بـه مـدت     C° 35 ساعت ،    8 به مدت    C°37شامل  

 درجـه   30 ساعت و    72 به مدت    C°32 ساعت،   18
پـس  . روز قرار گرفتند  14 و 10گراد به مدت    سانتي

هاي پتـري حـاوي       از اعمال تنش حرارتي ، تشتك     
گـراد و      درجه سانتي  25ميكروسپورها به انكوباتور    

 روز 30 تـا  20پس از حـدود   . تاريكي انتقال يافتند  
اي   لپـه ها در مرحلـه      نيجن،    از كشت ميكروسپورها  

 كي ـبرليج دي حاوي اس ـ  B5ييباززاط  ي به مح  شكل
)mgl-101/0(  به منظور تيمار سرمايي    .  منتقل شدند

ــين ــه و توليــد  جهــت جلــوگيري از جن زايــي ثانوي
 در دماي    و كيي در تار  ها  هاي نرمال، جنين    گياهچه

 روز قرار داده    10 تا   7 به مدت    گراد ي درجه سانت  4
داخل اتاق رشدي با دماي     به  ها    سپس جنين . شدند

 ســاعت 16گــراد و فتوپريــود   نتي درجــه ســا 25
 ميانگين  . ساعت تاريكي قرار گرفتند    8روشنايي و   
قابل انتقال به محيط    (هاي تشكيل شده     تعداد جنين 

 ييهـاي بـاززا    غنچه و درصد جنين    25از  ) باززايي
سطح پلوئيـدي گياهـان بـاززايي       . شدشده محاسبه   

. شده با استفاده از روش فلوسايتومتري تعيـين شـد         
فــزايش ســطح پلوئيــدي گياهــان هاپلوئيــد، بــراي ا

بـه   ) گـرم در ليتـر  4/3% (34/0تيمار با كلشي سين 

جـذب  (  سـاعت 7 سـاعت و  2ساعت ،  5/1 مدت
در . انجـــام شـــد) كلـــشي ســـين از طريـــق ريـــشه

افزار   ها ابتدا آزمون نرمال بودن توسط نرم        آزمايش
MINITAB  افـزار    بر اساس نمودار نـرم    .  انجام شد
MINITABورت نيــاز بــه تبــديل داده بــه ، در صــ

هـا    دليل عـدم نرمـال بـودن از تبـديل مناسـب داده            
ــد  ــتفاده ش ــانس و   . اس ــه واري ــام تجزي ــس از انج پ

ها به مقياس اصـلي خـود بـاز           مقايسه ميانگين، داده  
هـا و مقايـسه       كليه تجزيه واريـانس   . گردانده شدند 

 MSTATC و SASافزارهــاي  هــا بــا نــرم ميــانگين
ــ. انجــام شــدند ــانگينمقاي ــه روش سه مي هــاي  هــا ب

.  درصد انجام شد   5 در سطح احتمال     LSDآزمون  
  . رسم شدندExcelافزار  نمودارها با نرم

  
  نتايج و بحث

  كردن ضدعفوني و جداسازي ميكروسپورها بهينه

تيمارهاي مختلـف ضـدعفوني شـامل اتـانول و        
هـاي مختلـف جداسـازي       هيپوكلريدسديم و روش  

ــپورها  ــاز(ميكروسـ ــا مگنـــت و روش جداسـ ي بـ
استريير، روش له كردن بساك با استفاده از انتهاي         

نتايج نـشان داد    . مورد بررسي قرار گرفت    )سرنگ
بيش از  (كه بيشترين فراواني ميكروسپورهاي زنده      

هاي حـاوي     هاي داراي بساك     غنچه از)  درصد 70
سلولي الـي ابتـداي دو        ميكروسپورهاي انتهاي تك  

لـــــول ســـــلولي و ضـــــدعفوني شـــــده بـــــا مح
  دقيقـه  20 درصـد بـه مـدت        5/3سديم    هيپوكلريت

اي حـاوي محـيط شستـشو بـا           كه در ظروف شيشه   
 بـه دسـت آمـد       ،استفاده از انتهاي سرنگ له شدند     

هـا بـا اتـانول بـه طـور       ضدعفوني غنچـه  ). 1شكل  (
هـايي نظيـر گنـدم، جـو و      آميزي در گونـه     موفقيت
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  وسپور و باززايي گياهان هاپلوئيد در كلزامراحل مختلف كشت ميكر: a-x -1شكل 
- a سلولي در زمان ايزوله كردن-ميكروسپورهاي مرحله انتهايي تك ،  b-- سلولي در زمان ايزولـه كـردن رنـگ    -ميكروسپورهاي مرحله انتهايي تك 

ميكروسـپورهاي بـا تقـسيمات       -NLN. d ميكروسپورهاي با تقسيمات اسپوروفيتي پـس از گذشـت يـك هفتـه در محـيط                  - DAPI.، cآميزي شده با    
 هفتـه از كـشت زيـر    3سـاختارهاي چنـد سـلولي پـس از گذشـت       - DAPI. e ,f,g,hو رنـگ آميـزي شـده بـا      اسپوروفيتي پس از گذشت يك هفته

- m,n,o,p .   اژدري و لپه اي- قلبي - ساختارهاي مختلف جنين شامل كروي -DAPI. i,j,k,l ميكروسكوپ نوري و همچنين رنگ آميزي شده با 
– S,t,u,v,w,x. ها با كلشيـسين   مرحله دو برابر كردن كروموزوم-r .  مرحله سازگاري گياهچه ها با محيط-qمراحل مختلف باززايي درون شيشه اي 

  .مراحل گلدهي و  بذر گيري 
Fig. 1. a-x. Stages of microspore embryogenesis and regeneration in canola 

 a- Freshly isolated late uni-cellular microspores, b- DAPI-stained unicellular microspores c-sprophytically-
devided microspores in NLN medium after 1 week, d- DAPI-stained sprophytically-devided microspores 
after 1 week, e,f,g,h- DAPI stained/light microscopy of multicellular structures after 3 weeks, i,j,k,l- embryo 
structures in different stages i. e. globular,heart, torpedo and cotyledonary,  m,n,o,p-In vitro regeneration 
stages q-Adaptation of regenerants r- Chromosome doubling with colchicines s,t,u,w,x-Flowering and seed 
setting stages 

  
تنباكو استفاده شده است و هيپوكلريت سـديم نيـز       

اي   لپـه   به طور گـسترده در غـلات و بـسياري از دو           
اين در حالي است    . مورد استفاده قرار گرفته است    

كه استفاده از اتـانول بـراي ميكروسـپورهاي كلـزا           
ــاني آن باعـــث كـــاهش زنـــده ــا شـــد ولـــي  مـ هـ

  دقيقـه  20بـه مـدت     درصـد    5/3سديم    هيپوكلريت
مـاني و عـدم       بهترين نتيجه را از نظـر درصـد زنـده         

روش جداسازي با انتهاي    . آلودگي به دنبال داشت   
ــا روش  ــسه بــ ــرنگ در مقايــ ــزن  ســ ــاي همــ هــ

آزمايشگاهي و همزن مغناطيسي نتيجه بهتري را از        
ماني ميكروسـپورها نـشان       نظر تعداد و درصد زنده    

  . داد
يد به شـدت بـه مرحلـه        هاي هاپلوئ   توليد جنين 

رشد و نموي ميكروسپورها در زمان ايزوله شـدن         
حساس است و در كلـزا، فقـط ميكروسـپورهايي          
كه در مرحله تك سـلولي انتهـايي يـا ابتـداي دو             

دهنـد    زايي پاسخ مثبت مـي      سلولي هستند، به جنين   
)Fan et al., 1988 ؛Kott and Polsoni, 1987( 
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 حاضــر نيــز كــه مــشابه ايــن نتــايج در تحقيــق
  مشاهده شد، به طوري كه وقتي ميكروسپورها در        

ــوان  ــويني جـ ــر  مراحـــل تكـ ــراد و (تـ ــامل تتـ   شـ
ــا مــسن) ســلولي ابتــداي تــك ــر  و ي انتهــاي دو (ت

. زايـي نـشدند    موفق بـه جنـين  ،شدند جدا) سلولي
ــك   ــايي ت ــه انته ــپورها در مرحل ــلولي  ميكروس س

ــوده و    ــراكم بـ ــگ و متـ ــزين زرد رنـ   داراي اگـ
قعيـــــت كنـــــاري قـــــرار دارد و هـــــسته در مو

  ميكروســـپورها بـــه صـــورت كـــاملاً ســـه لـــوپي 
  ايـن مرحلـه، مرحلـه مناسـب        . شـوند   مشاهده مـي  
ــين ــراي جن ــزا اســت   ب ــي ميكروســپورهاي كل زاي

)Fletcher et al., 1998.(  
  زايي در ميكروسپور القاي جنين

 حاصل  F1ميكروسپورهاي جدا شده ازگياهان     
هيبريـدهاي  ،  RGS003×ARC5)190( از تلاقـي 

Hyola 420 و Hyola 401   ــاي ــور الق ــه منظ  ب
 هاي حرارتي مختلف شامل  زايي تحت تنش جنين

C°37 ســـاعت، 8 بـــه مـــدت C° 35بـــه مـــدت   
 درجـه   30 سـاعت،  72 به مـدت     C°32 ساعت،   18

ــانتي ــدت   س ــه م ــراد ب  درجــه 25روز و 14 و10گ
 و F1گياهــان .قــرار گرفتنــد) شــاهد(گــراد  ســانتي

 تنهــا در Hyola 420 و Hyola 401هيبريــدهاي 
 روز توليـد    14 و   10گراد به مدت       درجه سانتي  30

  .)1شكل (جنين كردند 
 تحت  زايي ميكروسپورها  در مورد صفت جنين   

 و هيبريـدهاي    F1  گياهـان  ، بـين  اين تنش حرارتي  
Hyola 401و  Hyola 420از نظــر  و همچنــين 

اخـتلاف   C°30حرارتـي   مدت زمان اعمال تيمـار 
 .)2شــــــكل  (ده شــــــددار مــــــشاه معنــــــي

 
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  تنش حرارتي بر ميزان جنين زايي ميكروسپور× مقايسه ميانگين اثر متقابل ژنوتيپ -2شكل 

Fig. 2. Mean comparison for the effect of heat shock × genotypes interactions on 
microspore embryogenesis 

  
  .دار هستند معني% 5احتمال هاي داراي حروف مختلف در سطح  ميانگين

Means with different letters are significantly different at 5% probability level. 
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 شـود،    مشاهده مي)2(شكل طور كه در  همان

F1 درجــــه 30و تيمــــار حرارتــــي 190شــــماره 
ــه مــدت   ســانتي ــي 14گــراد ب ــشترين فراوان  روز بي
رد آزمـايش و    زايي را در بين هيبريدهاي مـو        جنين

  .تيمارهاي حرارتي نشان دادند

 6/44با ميانگين توليـد 190 شماره F1 ژنوتيپ 

 غنچـه بهتـرين ژنوتيـپ در مقايـسه بـا            25جنين از   
 به ترتيـب  Hyola 420 و Hyola 401هيبريدهاي 
ــانگين ــا مي ــد  ب ــاي تولي ــود 7/7 و 2ه ).3شــكل ( ب

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
   ميزان جنين زايي ميكروسپوربر )F1 و Hyola 401  ،Hyola 420(ها  مقايسه ميانگين اثر ژنوتيپ-3شكل 

Fig. 3. Mean comparison for the effect of genotypes(Hyola 401 , Hyola 420 and F1) on 
microspore embryogenesis 

  .دار هستند معني% 5ميانگين هاي داراي حروف مختلف در سطح احتمال 
Mean with different letters are significantly different at 5% probability level. 

  
 نيـــز برتـــرين تيمـــار  روز14تيمـــار حرارتـــي 

هـاي مـورد اسـتفاده بـا       حرارتي در تمامي ژنوتيـپ    
   غنچـــه بـــود25جنـــين از 33/29ميـــانگين توليـــد 

  ).4شكل (
زايـي ميكروسـپور    بر روي جنـين  تاثير ژنوتيپ

ــد   ــز گــزارش گردي ــي ني  ه اســتدر تحقيقــات قبل
)Zhou et al., 2002 ؛Zhang and Takahata, 2001.( 

ــين  ــايي جنـ ــط   توانـ ــپورها توسـ ــي ميكروسـ زايـ
شوند و پارامترهاي     فاكتورهاي ژنتيكي كنترل مي   

زايي ميكروسپورها دخالت     كمي وراثتي در جنين   

در  ).Zhang and Takahata, 2001(كننـد   مـي 
داخل يك ژنوتيپ نيز ممكن است از گيـاهي بـه           

زايي تفاوت وجـود      ه ديگر از نظر ميزان جنين     گيا
ــد  ــته باشـ ــين . داشـ ــفت جنـ ــزا صـ ــي  در كلـ زايـ

ميكروسپور توسط دو مكان ژني بـا اثـر افزايـشي           
هايي با اثر غالبيت  شود در حالي كه ژن    كنترل مي 

زايي ميكروسپورها اثـر مثبتـي دارنـد     هم در جنين  
)Zhang and Takahata, 2001.(  در تحقيقـي 

  زايــي  داري از ميــزان جنــين  معنــي تفــاوت،ديگــر
 مــورد مقايــسه مــشاهده شــد F1 هيبريــد ســهبــين 
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  ميكروسپور  ميزان جنين زاييبر مقايسه ميانگين اثر مدت زمان اعمال تيمار حرارتي -4شكل

Fig. 4. Mean comparison for the effect of heat treatment duration on microspore 
embryogenesis 

  .معني دار هستند% 5ميانگين هاي داراي حروف مختلف در سطح احتمال 
Mean with different letters are significantly different at 5% probability level. 

  
)Zhou et al., 2002.(     با وجـود ايـن كـه پاسـخ 

هاي مختلف به كشت ميكروسپور       پذيري ژنوتيپ 
 مربـوط اسـت امـا       تا حدودي به ريختـه ارثـي آن       

سازي تنش مورد استفاده در القـاء   توان با بهينه  مي
ميكروســپورهاي جنــين زا از نظــر نــوع و شــدت  

ــپ  ــي در ژنوتي ــنش حت ــاي ســخت پاســخ ده   ت ه
 بـه  ،زايـي را القـاء كـرد        نيز جنـين  ) ريكالسيترنت(

همين دليل در تحقيق حاضر از تيمارهـاي دمـايي          
  .دهاي مختلف استفاده ش متفاوت در زمان

زايـــي  دمـــاي مناســـب بـــراي القـــاي حنـــين 
   بــــه مــــدتºC 35 -30ميكروســــپور در كلــــزا 

   ســـــاعت گـــــزارش شـــــده اســـــت   24- 72
)Duijs et al., 1992 .( در بعضي ارقام كلزا نظير

Topas     زايـي     دماي مناسب بـراي جنـينºC32   بـه 
 ســاعت اســت كــه پــس از آن،    24- 72مــدت 

 روز منتقـل    18 بـه مـدت      Cْ25ها به دمـاي       كشت
در گزارشـي  ).Duijs et al., 1992(ند شـو  مـي 

 و فقـط    ºC35ديگر، يك پيش تيمار حرارتي در       
ــراي  ــرفتن    18ب ــرار گ ــال آن ق ــه دنب ــاعت و ب  س
 تعداد و   ºC25 روز در دماي     10ها به مدت      كشت

ها را به ازاي هر غنچه افـزايش داده           كيفيت جنين 
در آزمايشي ديگر ). Gland et al., 1988(است 

به نتـايج تحقيـق حاضـر اسـت،         كه نتايج آن مـشا    
ــه مــدت ºC30تيمــار دمــايي  ــه 14 ب  روز منجــر ب

زايي ميكروسپورها    افزايش قابل توجهي در جنين    
اصـولاً بـر اسـاس    ). Fletcher et al., 1998(شد 

هــا در  هــاي مختلــف، قــرار دادن كــشت گــزارش
قبل از قـرار دادن     ) ºC35 -30(درجه حرارت بالا    

. نين ضروري است  ، براي القاي ج   ºC25در دماي   
ترين درجه حرارت براي القـاي جنـين در           مناسب
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 است و يـك تيمـار       ºC33 -32ها    بسياري از گونه  
سه چهار روزه در اين درجه حرارت در افـزايش          

توانــد مــوثر باشــد    توليــد جنــين در كلــزا مــي   
)Chuong and Beversdorf, 1985 .(  همچنـين

در مورد تاثير مثبت تيمار حرارتي مشخص شـده         
ست كه بالا رفتن دماي محـيط كـشت، فراوانـي           ا

ــپورها    ــلولي را در ميكروس ــارن س ــسيمات متق تق
هــاي  افــزايش داده و موجــب ادامــه تقــسيم هــسته

شـود    اي مـي    رويشي در ميكروسپورهاي دو هسته    
)Custers et al., 1994 .(  البته در تحقيق حاضـر

اي   سعي شد از ميكروسپورهاي انتهايي تك هسته      
  .استفاده شود

تـوان   به هر حال بر اساس نتايج ارايـه شـده مـي         
ــايي    نتيجــه ــار دم ــه تيم ــرد ك ــري ك  درجــه 30گي
 روز بهترين تيمار حرارتـي      14گراد به مدت      سانتي

هـاي كلـزا      زايي در ميكروسـپور     جهت القاي جنين  
ــضي از    ــت در بعـ ــن اسـ ــد ممكـ ــر چنـ اســـت هـ

هاي سخت پاسخ ده به كشت ميكروسـپور          ژنوتيپ
  .تر استفاده شود رارتي طولانينياز باشد تيمار ح

ــزان    ــز در مي ــل ژنوتيــپ و محــيط ني ــر متقاب اث
زايي نقش دارند  دهي ميكروسپورها به جنين  پاسخ

)Palmer and Keller, 1999 .(    بـه طـوري كـه
گياهان پرورش يافته در مزرعه نسبت به گياهاني        

دهـي    كه در گلخانه رشد كرده بودند ميزان پاسخ       
ســپور نــشان دادنــد   بيــشتري بــه كــشت ميكرو  

)Roulund et al., 1990 (  و مشابه اين نتيجـه در
تحقيق حاضر نيز مشاهده شـد، چـرا كـه گياهـان            

اي داراي رشــد كــاملاً طبيعــي بــوده و      مزرعــه 
هايي با ميكروسپورهاي فراوان و زنده توليد     غنچه

ــرده در     ــد ك ــان رش ــه گياه ــالي ك ــد در ح كردن

ــم   ــه طــور دائ ــه ب ــه خــصوص در فــصل  (گلخان ب
گرفتنـد و     مـورد حملـه آفـات قـرار مـي         ) تابستان

  ).اي مقايسه مشاهده(ديدند  صدمه مي
  ها و ايجاد گياهان هاپلوئيد باززايي جنين

، درصد  ها به محيط باززايي     پس از انتقال جنين   
هاي مختلف مورد بررسي      باززايي در بين ژنوتيپ   

 كـه در  هـا نـشان داد    مقايـسه ميـانگين   .قرار گرفت 
 و F1  هيبريــــدززايي، بــــينمــــورد صــــفت بــــا

و همچنين  Hyola 420 و Hyola 401هيبريدهاي
هاي مختلـف حرارتـي مـورد اسـتفاده در      بين تيمار 

داري  اختلاف معنـي زا    هاي جنين   القاي ميكروسپور 
 بـا ميـانگين     190F1 هيبريـد    .)5شكل   (وجود دارد 

 بيشترين ميزان باززايي را در      23/63درصد باززايي 
 Hyola 420و Hyola 401 هاي مقايسه با هيبريـد 

  ).5 و 1هاي  شكل(نشان داد 
 هــاي حاصــله از تيمــار حرارتــي ضــمناً جنــين

C°30 بــا ميــانگين درصــد    روز14 دوره زمــاني 
 بيـشترين بـاززايي را در مقايـسه بـا           52/49باززايي  

 روزنــشان 10 دوره زمــاني C°30 تيمــار حرارتــي
  ).6شكل (دادند 

ــي    ــار حرارتــ ــپ و تيمــ ــاثير ژنوتيــ ــر تــ    بــ
  هــاي منــتج از ميكروســپور  درصــد بــاززايي جنــين

ــزارش شــــده اســــت  ــبلاً نيــــز گــ ــزا قــ   در كلــ
)Burbalis et al., 2002  (  نتـايج تحقيـق    كـه بـا

ــو   .حاضــر همخــواني دارد  ــر رشــد و نم ــلاوه ب  ع
ــوژيكي    ــوژيكي و مورفول ــوغ فيزيول ــاهري، بل ظ

ها نيز يكي از فاكتورهـاي مهـم در بـاززايي           جنين
در ). Takahata et al., 1991(هـا اسـت    جنـين 

ــاززايي      ــد ب ــه درص ــد ك ــشخص ش ــشي م آزماي
 درصـد نـسبت بـه    20هاي بـزرگ، بـيش از         جنين
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هاي منتج از  بر درصد باززايي جنين) F1 و Hyola 401 ،Hyola 420(مقايسه ميانگين اثر ژنوتيپ  -5 شكل

  ميكروسپور
Fig. 5. Mean comparison  for the effect of genotypes (Hyola 401 , Hyola 420 and F1) on 
regeneration frequency(%) of microspore-derived embryos 

  .دار هستند معني% 5هاي داراي حروف مختلف در سطح احتمال  ميانگين
Mean with different letters are significantly different at 5% probability level.  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  

 حرارتي بر در صد باززايي جنين  مقايسه ميانگين اثرتنش-6شكل
Fig. 6. Mean comparison  for the effect of heat shock on  regeneration frequency(%) of 

microspore-derived embryos 
  .دار هستند معني% 5هاي داراي حروف مختلف در سطح احتمال  ميانگين

Mean with different letters are significantly different at 5% probability level. 
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 درصد نسبت بـه     34هاي با اندازه متوسط و        جنين
هـــاي بـــا انـــدازه كوچـــك بيـــشتر بـــود   جنـــين

)Takahata, 1997 (   ــايج در ــن نت ــشابه اي ــه م ك
تحقيــق حاضــر نيــز مــشاهده شــد بــه طــوري كــه  

ا اي شــكل در مقايــسه بــ هــاي اژدري و لپــه جنــين
تـر بـوده و بـاززايي         هاي قلبي شكل بـزرگ      جنين

).7شــــكل (نرمــــال و بهتــــري نــــشان دادنــــد 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

   مقايسه ميانگين اثر اشكال مختلف جنين بر در صد باززايي جنين-7شكل
Fig. 7. Mean comparison for the effect of various shapes of microspore-derived embryos 

on regeneration frequency(%)  
  .دار هستند معني% 5هاي داراي حروف مختلف در سطح احتمال  ميانگين

Mean with different letters are significantly different at 5% probability level. 
  

هـاي هاپلوئيـدي      براي باززايي گيـاه از جنـين      
 MS يـا    B5هـاي كـشت       تـوان از محـيط      كلزا مـي  

هـاي    راساس تاكيد بيشترگزارش  استفاده كرد اما ب   
، محــيط )Gland et al., 1988از قبيــل(قبلــي 

ــت  B5كــشت  ــرار گرف ــتفاده ق ــورد اس ــار .  م تيم
ها از قبيل تيمـار سـرمايي و تـاريكي جهـت          جنين

ــستقيم گــزارش شــده اســت    ــاززايي م ــزايش ب اف
)Wakui et al., 1994 .( محققين مشاهده كردند

ــا اســـيد آبـــسزيك و   كـــه جنـــين   هـــايي كـــه بـ
  ســرما پــيش تيمــار شــده بودنــد، توانــايي بــالايي  
جهــت بــاززايي گيــاه در شــرايط خــاكي داشــتند 

)Kawana and Ohkawa, 1992 .(  هرچنـد در
 درجـه   4دمـاي   (تحقيق حاضر تيمـار تـوام سـرما         

 و اسـيد جيبرليـك    )  روز 10 بـه مـدت      گراد يسانت
)mgl-101/0(   هـاي انتقـال يافتـه بـه          بر روي جنين

 در تـاريكي و سـپس      B5ط  يمحر   د محيط باززايي 
 ،  گـراد   درجه سـانتي   25 و دماي    ييبه روشنا انتقال  

زايي   بيشترين تاثير را بر روي محدود كردن جنين       
) از طريق كند كردن چرخه تقسيم سلولي      (ثانويه  

در مــورد . و متعاقــب آن بــاززايي بهتــر نــشان داد
تاثير سرما، مشخص شده است كه با قرار گـرفتن          

سرما، به علت يكنواخت شدن چرخه      ها در     جنين
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ــه ســلول ــاه افــزايش   ســلولي كلي ــاززايي گي هــا، ب
همچنين مـشخص شـده اسـت كـه دوره          . يابد  مي

سرمايي يكي از عوامل مهم در افـزايش بـاززايي          
 10 تا 8ها به مدت  است به طوري كه تيمار رويان

گـراد و در تـاريكي         درجه سانتي  4روز در دماي    
يـزان قابـل تـوجهي افـزايش        باززايي گياه را بـه م     

  ). Fletcher et al., 1998(دهد  مي

تعيين سطح پلوئيدي و تيمار گياهان هاپلوئيـد بـا          

  سين  كلشي

هـاي هاپلوييـد و انتقـال         پس از بـاززايي جنـين     
 سـطح   ،ها به گلـدان بعـد از چنـد برگـي شـدن              آن

هـــا بـــا دســـتگاه فلوســـايتومتري     پلوييـــدي آن
لوييـدي گياهچـه    نتيجـه سـطح پ    . گيري شـد    اندازه

ــكل ــد در شـ ــده اســـت 1هاپلوييـ ــشان داده شـ . نـ
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

        A             B 
  

 با دستگاه فلوسايتومتري) B(و ديپلوئيد) A( تعيين سطح پلوئيدي گياهچه هاي هاپلوئيد-8شكل 
Fig. 8. Determination of ploidy level of haploid plantlets(A) and diploids (B) using flow 

cytometry 
  

 ملاحظـــه (A) 8طـــور كـــه در شـــكل  همـــان
 46شود، مد به دسـت آمـده در گيـاه هاپلوييـد              مي

كـه گيـاه     (B)است، با توجـه بـه شـكل         ) 2پيك  (
ديگر از نظر سـطح     پلوييد و ديپلوييد اوليه با يك     ها

گيري شده است، مد گياه ديپلوييـد     پلوييدي اندازه 
ــا  ــر ب ــاه  ) 4پيــك  (95براب ــر مــد گي ــاً دو براب تقريب

دهـد    نـشان مـي   (A)شـكل   . هاپلوييدش بوده است  
كه سطح پلوييدي گياه باززايي شـده نـصف گيـاه           

نـشاء  والد اوليه است، پـس گيـاه بـاززايي شـده، م           
  .گرفته از ميكروسپور گياه ديپلوييد اوليه است

براي افزايش سطح پلوئيدي گياهـان هاپلوئيـد،        
 grl-14/3 ســين بــا غلظــت    گياهــان بــا كلــشي  

ــدون ــاني  DMSOب  7 و 2 ، 5/1 در ســه دوره زم
 5/1نتايج نـشان داد كـه تيمـار       . ساعت تيمار شدند  

هاپلوئيـد نرمـال      سين گياهان دابلـد     ساعت با كلشي  
هاي طبيعي تشكيل شدند و در نهايت         داد و غلاف  

 
2n n
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آوري شـد و      هاپلوئيد جمع   هاي دابلد   بذرهاي لاين 
  .)1شكل (گيري هستند  ها در حال بذر بقيه لاين

سين از نظر درصـد       بهترين نتيجه تيمار با كلشي    
هاپلوئيـد، قرارگيـري طوقـه و         توليد گياهـان دابلـد    

ــشه ــه  ريـ ــاي گياهچـ ــت   هـ ــا در غلظـ  gl-1 4/3هـ
 ســـاعت بـــود كـــه 5/1ســـين بـــه مـــدت  كلـــشي
ــزارش ــي     گ ــد م ــز آن را تايي ــي ني ــاي قبل ــد ه   كن

)Zhou et al., 2002.(  ــپورها ــار ميكروس تيم
  ســـين بلافاصـــله پـــس از جداســـازي بـــا كلـــشي

)mgl-1 500 ــه مــدت ــاثير )  ســاعت15 ب ــا ت نيــز ب
دار بر روي درصد مـضاعف شـدگي مـورد            معني

  ). Zhou et al., 2002(استفاده قرار گرفته است 
هاي گياهان هاپلوئيد     دو برابر كردن كروموزوم   

و توليد جنين و سپس گياهـان دابلدهاپلوئيـد از دو     
كه   اول آن . جهت داراي اهميت بسيار بالايي است     

باشند و گياهان هاپلوئيد عقـيم        هاپلوئيدها عقيم مي  
توانند به بـذر برونـد و مراحـل زايـشي را طـي                نمي

 مهـم تكنولـوژي كـشت    كه جنبـه   كنند و ديگر آن   
هـاي هموزيگـوت جهـت        ميكروسپور، توليد لاين  

چون گياهان  . هاي اصلاحي است    استفاده در برنامه  
حاصـــل از كـــشت ميكروســـپور در كلـــزا اكثـــراً 
هاپلوئيد و عقيم هستند، لذا براي توليد گياهاني بـا          

هاي گياهي ديپلوئيد     ها و تمام قسمت     ها، شاخه   گل
هاي اين گياهان بايـد دو        و بارور تعداد كروموزوم   

هـا و     دو برابـر شـدن تعـداد كرومـوزوم        . برابر شود 
توليد گياهان دابلدهاپلوئيد مي توانـد از طريـق دو          

هـا در طـي       خـودي كرومـوزوم     بـه   برابر شدن خـود   
ــدوميتوز  ــد آنـ ــدن  (فرآينـ ــر شـ ــر و دو برابـ تكثيـ

و يـا بـه وسـيله       ) ها بـدون تقـسيم هـسته        كروموزوم
ميكروتوبــول نظيــر   تــيتيمــار بــا يــك مــاده آن   

 ).Fletcher et al., 1998(سين انجام شـود   كلشي
) يك نوع پـروتئين   (سين با مولكول توبولين       كلشي

ايـن پـروتئين مـانع از پليمريزاسـيون         . شـود   باند مي 
هــا در طــول متافــاز  ميكروتوبــول و تــشكيل دوك

ــدن تعــداد       ــبب دو برابــر ش ــده و در نتيجــه س ش
ــوزوم ــلول   كروم ــسته س ــا در ه ــوز  ه ــان ميت در پاي

سين،  تيمار با كلشي). Taji et al., 2000(شود  مي
ــداد     ــا تعـ ــاني بـ ــت آوردن گياهـ ــه دسـ ــراي بـ بـ

ــوزوم ــه روش     كروم ــه س ــده ب ــضاعف ش ــاي م ه
) الـف  ):Zhou et al., 2002(تواند انجام شود  مي

ــده،   ــه ش ــپورهاي ايزول ــار ميكروس ــار ) ب تيم تيم
  و ها قبل از انتقال بـه محـيط كـشت بـاززايي             جنين
سين روي طوقه گياهـان بـاززايي         اعمال كلشي ) ج

  .شده
رسد كـه     با توجه به نتايج اين بررسي به نظر مي        

ــه     ــد ب ــژوهش بتوان ــن پ ــده در اي ــي ش روش معرف
هــاي دابلدهاپلوئيــد بــه  ســهولت بــراي تهيــه لايــن

هاي به نژادي كلـزا مـورد    منظور استفاده در برنامه
 . برداري قرار گيرد بهره

 
  سپاسگزاري

ــاتي   ا ــروژه تحقيقـ ــشي از پـ ــق بخـ ــن تحقيـ يـ
ــه     ــشاورزي بــ ــوژي كــ ــشكده بيوتكنولــ پژوهــ

ــماره ــت12-05-05-8601-86001شـــــ .  اســـــ
اكبـر حبـشي رئـيس        وسيله از آقاي دكتر علي      بدين

بخش كشت بافت و انتقال ژن اين پژوهـشكده بـه           
ــات    ــواد شــيميايي و امكان ــراهم كــردن م خــاطر ف

 رضـا   آزمايشگاهي و همچنين آقاي مهندس محمد     
هاي آزمايشگاهي    سروشك به خاطر كمك     شمس

  .شود اي تشكر و قدرداني مي و مزرعه
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