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 كشت ميكروسپور و توليد گياهان هاپلوئيد در ارقام مختلف 

 )Brassica napus(كلزا 
 

  ٤ احمد علي خواجه احمد عطاري و٣، محمد رضا قنادها٢، جواد مظفري١فت اح اصلاني
 ، استادياران پژوهش، ٤ ،٢مياندوآب  عضو هيأت علمي دانشگاه آزاد اسلامي واحد ،١

  دانشيار پرديس كشاورزي و منابع طبيعي، دانشگاه تهران ،٣مؤسسه تحقيقات اصلاح و تهيه نهال و بذر كرج 
 ٢٦/١/٨٣تاريخ پذيرش مقاله 

 
 خلاصه

 
 ده  بمنظور بررسي امكان بكارگيري هاپلوئيد بريدينگ براي اصلاح كلزا در ايران، كشت ميكروسپور بر روي               

براي برداشت ميكروسپور، ارقام مورد نظر طي دو آزمايش جداگانه، درچهارتاريخ كاشت            . رقم كلزا، انجام گرديد   
و ) روشنايي/تاريكي( ساعت   ٨/١٦آزمايش اول در فصل تابستان با فتوپريود          . متمادي در گلخانه كشت شدند     

) روز/ شب (C١٥/٢٠°  دمايفتوپريود و   و آزمايش دوم در فصل پائيز با همان          ) روز/ شب  (C٢٥/٣٠° دماي
و با تراكم كشت    )  تك هسته اي تا اوايل دوهسته اي     واخرا(ميكروسپورها در مرحله مناسب تكوين      . انجام گرديد 

و با غلظتهاي   ) NLN(  ميكروسپور در هر ميلي ليتر بر روي محيط كشت مايع القاء جنين                  ٠٠٠/٨٠-٠٠٠/١٠٠
در . در آزمايش اول تحت اين شرايط جنيني بدست نيامد           . ت گرديدند كش) ٦٥ و   g/l١٣٠(مختلف ساكارز   

آزمايش دوم تنها با تغيير دماي گلخانه اي كه گياهان مادري در آن كشت شده بودند رقم كلزاي بهاره                            
Quantum     نه جنين پس از باززايي، به       ’ جنين بدست آمده تعداد       ٤٠از مجموع   .  جنين  هاپلوئيد توليد نمود

بررسيهاي سيتوژنتيكي نشان داد كه در سه تاي  اين گياهان با مضاعف شدن خودبخودي                 . بديل شدند گياهچه  ت 
نتايج اين تحقيق حاكي از اين است كه علاوه بر ژنوتيپ            . كروموزومها، گياهان دابل هاپلوئيد حاصل شده است       

نيك كشت ميكروسپور به شمار    گياه، شرايط رشد گياهان مادري عامل تعيين كننده اي در موفقيت آميز بودن تك               
نيز حائز اهميت بوده    ) NLN(مشاهدات ما نشان داد كه غلظت ساكارز در محيط كشت مايع القاء جنين               . مي آيد

بررسي اثر تيمار سرمادهي در باززايي جنين ها نيز           .  در اين مطالعه مناسب تشخيص داده شد        g/l١٣٠و ميزان   
بر روي افزايش باززائي    %) ١در سطح   (انتيگراد اثر كاملا  معني داري       درجه س  ٤نشان داد كه يك تيمار سرمايي        

 . جنين ها دارد در حاليكه اثر سن جنين در ميزان باززايي معني دار نبود
 

 Brassica napus دابل هاپلوئيدي، كشت ميكروسپور، هاپلوئيد بريدينگ، كلزا،  دابل هاپلوئيدي، كشت ميكروسپور، هاپلوئيد بريدينگ، كلزا، ::هاي كليديهاي كليدي  واژهواژه
 

 مقدمه
 كشور از طريق واردات      مصرف روغن خوراكي  % ٩٠بيش از   

مهمترين گونه زراعي جنس        (گياه كلزا     . تأمين مي گردد  
Brassica(            درصد  ٧/١٤كه بعد از سويا و نخل روغني با توليد 

روغن نباتي، مقام سوم را در جهان دارد بعلت ويژگيهايي از قبيل           
 درصد بالا و كيفيت مطلوب         ،قابليت كشت در نقاط مختلف      

يدي جهت تأمين روغن خام مورد نياز          روغن بعنوان نقطه ام    
 اما در حال حاضر     .)٣ (كشور و رهايي از وابستگي در آمده  است       

سطح زير كشت كلزا در كشور بسيار پايين است بطوريكه در               
به ). ٢( هكتار گزارش شده است      ١٠٥٦٠ حدود   ٧٥-٧٦سالهاي  

همين لحاظ ايجاد واريته هاي مناسب كشت در شرايط مختلف           
همترين پيش نياز توسعه زراعت اين محصول تلقي         كشورمان م 

سيستم هاپلوئيد بريدينگ در اين گياه مدل موفقي از          . مي گردد
در اين روش   . كاربرد بيوتكنولوژي در اصلاح نباتات بوده است        

علاوه بر كاهش مدت زمان برنامه هاي اصلاحي و افزايش قابل             
 تثبيت  ، صفات مطلوب زراعي به سرعت      گزينشملاحظه كارائي   
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 ١٣٨٤، سال ٢، شماره ٣٦مجله علوم كشاورزي ايران، جلد  ٣٣٢

مي يابند در حاليكه در روشهاي مرسوم توليد گياهان خالص به            
). ٤(طريقه خويش    آميزي، درصدي از ناخالصي باقي مي ماند            
هاي  علاوه بر اين ايجاد گياهان هاپلوئيد براي استفاده در برنامه           

به نژادي و تحقيقات ژنتيكي بنيادي در گياهان عالي نيز از                
يكي از روشهاي توليد      ). ١٧( است    اهميت زيادي برخوردار   

اين روش يك   . گياهان هاپلوئيد روش كشت ميكروسپور مي باشد     
تكنيك مؤثر و مطمئن براي توليد تعداد زيادي از گياهان                 

در اين روش امكان بازيافت تعداد        . هموزيگوس بشمار مي رود   
زيادي از گياهان هاپلوئيد به علت دارا بودن تعداد زيادي                  

كشت ميكروسپور روشي   . ر هر بساك وجود دارد     ميكروسپور د 
است كه اخيرا  به لحاظ مزاياي آن بر كشت بساك، مورد توجه              

پتانسيل توليد گياهان هاپلوئيد در روش      ). ١٦(قرار گرفته است    
كشت ميكروسپور بيشتر بوده و توليد سريع لاينهاي خالص از             

اي ميكروسپورهاي ايزوله، مهمترين ويژگي آن در برنامه ه             
توليد لاينهاي خالص توسط اين روش، در          . اصلاحي مي باشد 

 تهيه نقشه هاي ژنتيكي بسيار مؤثر بوده است به علاوه ميكروسپور        
 و مطالعات     DNAانتقال    يك ماده ژنتيكي ايده آل جهت        

نخستين دانشمندي بود   ) ١٩٥٣(تولك  ). ٧(موتاسيون مي باشد   
  Ginkgoياهكه مشاهده كرد اگر دانه هاي گردة رسيدة گ            

biloba ) در محيط غذايي مناسبي كشت داده         ) از بازدانگان
اولين گزارش  . شوند، مي توانند كالوس هاپلوئيد توليد نمايند        

قطعي از جنين زايي هاپلوئيد حاصل از ميكروسپور توسط گوها و          
سپس در سال    ). ١٥( منتشر شد      ١٩٦٤مهشواري در سال      

ده از بافت بساك گياه       بود كه ميكروسپورهاي ايزوله ش      ١٩٧٤
Datura innoxia       تشكيل جنين هاي   ). ١٤( كشت گرديد

هاپلوئيد از ميكروسپورهاي ايزوله شده در كلزا براي اولين بار             
از آنزمان  ). ١١( گزارش گرديد     ١٩٨٢بوسيله ليشتر در سال       

تاكنون پيشرفتهاي قابل توجهي براي توسعه يك روش مؤثر             
ز ميكروسپور در گونه هاي مختلف     براي توليد جنين هاي حاصل ا    

 موفق  )١٣٧٩(باقري و معيني نيز       . كلزا صورت گرفته است     
 Ceres,Bounty شدند از كشت ميكروسپورهاي سه رقم پائيزه      

,SLM 046  با توجه به    ). ١( جنين بدست آورند        ٤٥تعداد
كارائي بالاي روش هاپلوئيدي در زمينه توليد واريته هاي جديد           

آمريكاي شمالي، براي سرعت بخشيدن به          كلزا در اروپا و        
برنامه هاي نوپاي اصلاح اين گياه در كشورمان، ايجاد و                   

بكارگيري روش كشت ميكروسپورهاي ايزوله كلزا در ايران نيز           
تحقيق حاضر جهت بررسي امكان         . تواند كارساز گردد     مي

استفاده از تكنولوژي كشت ميكروسپور و بهينه سازي آن براي            
ان هاپلوئيد و لاين هاي دابل هاپلوئيد به منظور              ايجاد گياه 

توصيه جهت برنامه  اصلاحي كلزا در بخش تحقيقات دانه هاي            
 .روغني وزارت جهاد كشاورزي صورت گرفته است

 
 ها مواد و روش

  كاشت و پرورش گياهان مادري
) SLM046, Orient (پائيزه تعداد ده رقم كلزا شامل دو رقم      

 ,Cyclone, Quantum, Balero, Dakini(و هشت رقم بهاره     

PF-7045/91, Shiralee, Option-500, Sponsor(   در يك 
كشت .  كشت شدند  طرح بلوكهاي كامل تصادفي و با پنج تكرار        

ارقام مذكور به منظور تأمين مداوم ميكروسپور در چهار تاريخ             
در هر  . كاشت متمادي در دو آزمايش در گلخانه صورت گرفت          

ه عدد بذر كاشته شده و پس از رشد گياهان تعداد           گلدان ابتدا د  
در آزمايش اول   . آنها به دو عدد در هر گلدان كاهش داده شد            

تحت شرايط گلخانه با       ) ميكروسپور دهنده(گياهان مادري     
  C٢٥/٣٠° دمايو  ) روشنايي/ تاريكي( ساعت    ٨/١٦فتوپريود  

 ايدمو در آزمايش دوم تحت همان شرايط و فقط با           ) روز/ شب(
 .پرورش داده شدند) روز/ شب (C١٥/٢٠°متفاوت در  

 استخراج ميكروسپور و كاشت آنها

 عدد از آنها در     ٥٠-١٠٠ بعد از ظهور اولين غنچه ها، تعداد        
از گل آذين هاي  ) ٥/٢-mm٤ غنچه طول(مرحله مناسبي از تكوين   

به منظور  .انتهايي برداشت شده و ضدعفوني سطحي شدند            
دو نوع  ، ابتدا استفاده از      تخراج ميكروسپور روش اس بهينه سازي  

 در تهيه سوسپانسيون     ml٣٠ و    ٥/١ mlميكروتيوب با حجم     
  همچنين  .ميكروسپور و ميزان آلودگي آن بررسي گرديد             

  NLNمحيط كشت       مناسب ترين روش سترون سازي           
 اتوكلاو كردن، استفاده از فيلتر         روش    سهبا مقايسه    ) ١١(

 ميكرون تعيين   ٢/٠يلتر سرسرنگي    ميكرون و ف   ٤٥/٠سرسرنگي  
 مشاهده مراحل تكامل ميكروسپور و اطمينان از           بمنظور. شد

مرحله اواخر  (قرار داشتن ميكروسپورها در مرحله مناسب كشت        
با استفاده از محلول رنگي      ) تك هسته اي تا اوايل دو هسته اي      
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. شديك تست سيتولوژيكي بر روي آنها انجام          % ٢ ١استوكارمن
 B5روسپورها با خرد كردن غنچه ها در محيط مايع           سپس ميك 

ساكارز ايزوله شدند و    % ١٣حاوي  ) محيط استخراج ميكروسپور  (
 -٠٠٠/١٠٠ cell/ml(پس از تعيين تراكم مناسب كشت             

) ١١(  NLN در محيط كشت   ٢به وسيله هماسيتومتر  ) ٠٠٠/٨٠
بعنوان محيط كشت القاء جنين      ساكارز  % ٥/٦ و% ١٣با غلظت   

ويژگي  .افه شده و در داخل پتري ديش ها توزيع گرديدند       اض زايي
%) ١٣ساكارز ( زياد كربنو هيدر  داشتن منبع  NLNمحيط كشت   

  را هت مراحل القاء جنين    مناسب ج  محيط اسمزي كه  مي باشد  
فراهم مي كند همچنين در اين محيط كشت بدليل آنكه                 

اكسين، (ميكروسپورها خود يك منبع غني از هورمونهاي رشد           
 هورمونها به محيط كشت     افزودنهستند نيازي به    ) توكينينسي

NLN ابتدا در   ) پتري ديش براي هر رقم كلزا     ٥ (پتري ها.  نيست 
 ساعت و در تاريكي         ٧٢ بمدت     C٣٢°انكوباتور در دماي       

 روز و   ١٨ بمدت   C٢٥°نگهداري، سپس به اتاق كشت با دماي         
 .در تاريكي منتقل شدند

 طح پلوئيدي آنهاباززايي جنين ها و تعيين س
 ) جامد B5(محيط باززايي   در مرحله لپه اي شكل به      جنين  ها  

و دو سطح   ) C٢٥°  و C٤°( اثر دو سطح دما    . شدند منتقل ) ١١(
 ) روز پس از كشت ميكروسپور     ٢٨ و   ٢١(جنين در زمان انتقال     

در يك آزمايش فاكتوريل با طرح پايه كاملا تصادفي با دو تكرار             
اين كار دو پتري ديش هر يك حاوي پنج         براي  . بررسي گرديد 

 روزه بلافاصله پس از انتقال به محيط باززايي در               ٢١جنين  
 بمدت ده روز تحت شوك سرمائي قرار داده شدند و            C٤°دماي  

همين عمل  .  باقي ماندند  C٢٥°دماي  دو پتري ديش ديگر در      
بعد از يك هفته ماندن بر روي محيط        ( روزه   ٢٨براي جنين هاي   

نيمي از پتري ها    . نيز انجام گرديد   ) C٢٥°دماي  ي در    باززاي
 بلافاصله پس از انتقال به محيط باززايي تحت شوك سرمايي             

°Cو نيمي ديگر پس از يك هفته رشد در دماي               ٤°Cبه  ٢٥
 برده شدند و پس از ده روز شوك سرمايي به دماي             C٤°دماي  
°Cبرگردانده شدند تا در زير نور با شدت           ٢٥ molm-2s-1 µ٤٠  

جهت بررسيهاي    . گياهچه هاي هاپلوئيد باززايي شوند          
                                                                                    

1. Acetocarmine 
2. Hemocytometer 

سيتوژنتيكي شمارش كروموزوم هاي گياهچه هاي حاصل در           
 سلولهاي مريستمي انتهاي ريشه مطابق روش مجيب و ميراندا           

 . انجام گرديد و سطح پلوئيدي آنها مشخص شد) ١٣(
 

 نتايج و بحث
ها در رقم   در اين تحقيق از ميان ده رقم مورد آزمايش تن            

Quantum             ميكروسپورها مستقيما  به جنين تبديل شدند 
 جنين از اين رقم بدست آمد و ميزان جنين زايي             ٤٠بطوريكه  

بقيه ژنوتيپها معادل صفر بود بنابراين تجزيه واريانس                   
آزمايش هاي مربوطه براي هيچكدام از صفات ميسر نبوده و              

 ژنوتيپ رقم به علت تفاوت بسيار روشن و فاحش جنين زايي            
Quantum           توليد .  با ديگر ژنوتيپها نيازي نيز به آن نمي باشد

 بيانگر اين است كه فركانس پاسخ        Quantumجنين از ژنوتيپ    
به كشت ميكروسپور در آن نسبت به ساير ژنوتيپهاي مورد                

نقش عامل ژنوتيپ در     ). ١جدول  (استفاده بسيار زيادتر است      
ميت بوده و گياهاني كه داراي       اه فراواني جنين زايي، بسيار با     

ساختار ژنتيكي متنوع تري باشند دامنه پاسخ آنها به كشت               
بهترين ژنوتيپ براي   ). ٥(اي متغير باشد     تواند بطور برجسته   مي

كشت ميكروسپور كه داراي عملكرد بالايي از جنين زايي بود و             
 ). ٦( بود Topasتوسط هوانگ معرفي گرديد واريته  

 تنها ميكروسپورهاي حاصل از گياهان كشت       در اين آزمايش  
روزـ  (١٥-C٢٠°در دماي    ) Quantumمربوط به رقم     (شده  
جنين توليد نمودند در حاليكه در ميكروسپورهاي برداشت        ) شب

 ٢٥-C٣٠°شده از گياهان كشت شده همان رقم، در دماي               
بنابراين مي توان گفت    . جنين زايي صورت نگرفت   ) روزـ شب (

اهان والد گرده دهنده عامل تعيين كننده اي در       شرايط رشدي گي  
در دماهاي پايين بميزان    . پاسخ جنين زايي ميكروسپور آنهاست   

قابل توجهي رشد دانه هاي گرده كاهش يافته و مي توان اكثر              
اواخر تك هسته اي تا    (ميكروسپورها را در مرحله مناسب كشت        

سپورهاي دستيابي به ميكرو   . انتخاب نمود ) اوايل دوهسته اي 
مناسب جنين زايي علاوه بر پرورش گياهان مادري گرده دهنده          
در درجه حرارت پايين و يكنواخت گلخانه مستلزم داشتن               
گياهان سالم و قوي و بدون آلودگي به هر گونه آفت و بيماري               

بيشترين ) ٨(بر اساس تحقيقات صورت گرفته         . نيز مي باشد 
ايي بدست آمده كه در     پاسخ به كشت ميكروسپور از گياهان كلز      

http://daneshresan.com/
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در شرايط تغذيه اي خوب رشد      ) روزـ شب   (٥-C١٠°دماي    
 ). ١جدول (كرده اند

 
 جنين هاي بدست آمده از ژنوتيپهاي كلزا در دو شرايط -١جدول

 متفاوت رشد گياهان گرده دهنده
 تعداد جنين حاصل

 رقمشرايط رشد گياهان والد گرده دهنده
تعداد پتري 
 aكشت شده 

 bآزمايش دوم  c زمايش اولآ

SLM046 ٠ ٠ ١٢٨ 
Orient ٠ ٠ ١٦٨ 

Cyclone ٠ ٠ ١٥٢ 
Quantum ٤٠ ٠ ١٩٢ 

Balero ٠ ٠ ١٨٠ 
Dakini ٠ ٠ ٨٠ 

PF-7045/91 ٠ ٠ ١٩٢ 
Shiralee ٠ ٠ ١٧٦ 

Option-500 ٠ ٠ ٦٠ 
Sponsor ٠ ٠ ٦٤ 

a-               مجموع پتريهاي كشت شده در طي چهار بار تكرار آزمايش كه در 
 ميكروسپور در هر    ٠٠٠/٨٠-٠٠٠/١٠٠هر بار در هر پتري ديش حدود       

 . ميلي ليتر كشت مي گرديد
b-  فصل پاييز، دماي گلخانه C °١٥-٢٠ 
c-  فصل تابستان، دماي گلخانه C °٢٥-٣٠ 

 
تمامي جنين  ها، از كشت ميكروسپورهايي بدست آمدند كه         

 اوايل  در طول مرحله تكوين در مرحله اواخر تك هسته اي تا             
در اين مرحله كه بعد از مرحله تك          . مرحله دوهسته اي بودند  

هسته اي مياني مي باشد سيتوپلاسم ميكروسپور شفاف بوده و           
بنظر ). ١شكل  (هسته آن در اطراف ديواره سلول قرار مي گيرد          

مي رسد كه ميكروسپورهاي واقع شده در اين مرحله نسبت به             
بنا . ايي بيشتري داشته باشند   ساير مراحل تكوين، قابليت جنين ز    

به اظهارات بسياري از دانشمندان نيز اين مرحله بحراني ترين            
مرحله در بين تمامي فاكتورهاي مؤثر در كشت ميكروسپور كلزا           

بالاترين فركانس جنين زايي در     ) ١٠(طبق گزارشات   . مي باشد
 . ميكروسپورهايي رخ مي دهد كه در اين مرحله قرار داشته باشند

 NLNقايسه جنين زايي ميكروسپورها در محيط كشت           م
 گرم در ليتر ساكارز نشان داد        ٦٥ گرم و    ١٣٠حاوي غلظتهاي   

 گرم  ١٣٠ فقط در محيط حاوي      Quantumكه جنين زايي رقم    

در حاليكه بر اساس گزارشات قبلي       . در ليتر ساكارز اتفاق افتاد     
 درصد  ١٠-١٤نيز غلظت مناسب ساكارز توصيه شده مابين            

اين نتايج حاكي از آنست كه ساكارز           ). ١٢(متغير مي باشد    
موجود در محيط كشت ميكروسپور هم بعنوان يك منبع كربن و           
هم بعنوان يك محيط اسمزي لازم جهت القاء جنين از اهميت             

در ميزان  %) ١٣(بالايي برخوردار بوده و وجود غلظت مناسب آن         
 .عملكرد جنين زايي تأثيربسزايي دارد

 

 
 مرحله تتراد كه در اثر تقسيم         -١:  مراحل نمو ميكروسپور    -١ل  شك

 مرحله   -٢. ميوز سلول ميكروسپور داراي چهار هسته ميشود             
. تك هسته اي مياني كه هسته تقريبا  در وسط ميكروسپور قرار مي گيرد         

 مرحله اواخر تك هسته اي كه هسته در اطراف ديواره ميكروسپور             -٣
 مرحله دو هسته اي كه     -٤. م شفاف مي باشد  قرار مي گيرد و سيتوپلاس   

 مرحله  -٥. ميكروسپور داراي سيتوپلاسم دانه اي و متراكم مي باشد         
دانه گرده كامل كه سلول ميكروسپور بيضوي شكل بوده و داراي                 

 .  سيتوپلاسم متراكم مي باشد
 

در طي اين بررسي، مشخص گرديد كه اولين غنچه هاي              
دهنده نقش بسزايي در افزايش        گرفته شده از گياهان گرده        

جنين زايي داشتند همچنين نشان داده شد كه استفاده از                
طريقه صحيح استريل كردن محيط كشت و بكار بردن لوله هاي           
سانتريفوژ مناسب اين كار، درصد آلودگي را در محيط كشت به            
ميزان زيادي پايين مي آورد و كمترين ميزان آلودگي زماني              

 ميكرون جهت    ٢/٠يلترهاي سرسرنگي    بدست آمد كه از ف       
 mlاستريل كردن محيط كشت و از لوله هاي آزمايش با حجم              

 ).٢جدول ( جهت استخراج ميكروسپور استفاده گرديد ٣٠
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 تأثير استفاده از روشهاي مختلف استريل كردن -٢جدول 
  كشتمحيط كشت و استخراج ميكروسپور بر ميزان آلودگي

 استخراج ميكروسپور
 

  كردن محيط كشتاستريل
 

تعداد پتري
كشت شده

تعداد پتري
 آلوده

درصد 
 آلودگي

ml٥/١ در ميكروتيوب   %٥٢ ١٠٠ ١٩٠ اتوكلاو

 %٢٠ ٤٠ ٢٠٠ اتوكلاو ٣٠ mlبا تيوب 

ml٥/١ در ميكروتيوب  ميكرون/. ٤٥فيلتر سرسرنگي ٧٥ ٤٥ ٦٠% 

ميكرون/. ٤٥فيلتر سرسرنگي ٣٠ mlدر تيوب  ٤٢ ٨٥ ٢٠٠% 

ml٥/١ يوب در ميكروت ميكرون/. ٢فيلتر سرسرنگي  ٣٣ ١٢٦ ٣٨٠% 

ميكرون/. ٢فيلتر سرسرنگي  ٣٠ mlدر تيوب  ٧ ٥٠ ٦٥٠% 

  ميكروسپور در هر ميلي ليتر  ٨٠٠٠٠-١٠٠٠٠٠تراكم كشت : *
 

نتايج تجزيه واريانس اثرات سرمادهي و سن جنين در زمان           
 ٤° C  روز در دماي   ١٠انتقال نشان داد كه اثر سرمادهي بمدت        

در افزايش باززايي گياهچه ها از جنين هاي حاصل از كشت               
در حاليكه اثر سن    ). ٣جدول(ميكروسپور كاملا  معني دار است       

جنين در زمان انتقال و اثر متقابل سن جنين و تيمار سرما                 
مقايسه ميانگين تيمار سرمادهي با شاهد نيز           . معني دار نبود 

ر جنين هاي پيش تيمار     حاكي از آنست كه درصد جوانه زني د        
٢٦(بطور معني داري بيشتر از تيمار شاهد           ) درصد٧١(شده  
 ).٢شكل .(مي باشد) درصد

 
 تجزيه واريانس اثرات سن جنين در زمان انتقال و          -٣جدول  

 Quantumتيمار سرما بر روي باززايي جنين هاي رقم 
 منبع تغييرات
S.O.V 

درجه آزادي
df 

مجموع مربعات
SS 

عاتميانگين مرب
MS 

 
F 

 ٠٣٧٠/٠ n s ٠٠١/٠ ٠٠١/٠ ١ سن جنين

٣٣٣٣/٢٢ ** ٦٠٣/٠ ٦٠٣/٠ ١ تيمار سرما
 ٠٧٤٠/٠   n s ٠٠٢/٠ ٠٠٢/٠ ١ سرما× سن جنين

  ٠٢٧/٠ ١١١/٠ ٤ خطاي آزمايشي
CV%= ١/٢٤  ٧١٧/٠ ٧ كل

 %   ١معني دار در سطح احتمال : **
هايي كه  در گزارشهاي قبلي نشان داده شده است كه جنين          

بلافاصله بعد از انتقال به محيط جامد باززايي در معرض يك               
 قرار مي گيرند در     ٤° Cدر دماي )  روزه ٧-١٢(دوره سرمادهي   

درصد جوانه زني بالايي نشان       ) ٢٥ C °(مقايسه با شاهد      
 ).      ٩(مي دهند 

 

 
  اثر تيمار سرما بر روي درصد باززائي جنين ها-٢شكل 

 
 شده در حين كار نشان داد كه دقت عمل            بررسيهاي انجام 

در حين انتقال جنين به محيط باززايي و جلوگيري از آلودگي              
محيط رشد جنين در افزايش فراواني توليد گياهچه هاي حاصل          

جنين هاي باقيمانده نيز در اتاق رشد با       . تأثير قابل توجهي دارند   
يك  و نور مناسب شروع به رشد و نمو كرده، طي              ºC٢٥دماي  

و پس از   ) ٣شكل  (دوره يك ماهه توليد گياهچه هايي را نموده         
 گياهچه هاي كاملي را     ٣عمل واكشت در شرايط درون شيشه اي     

با توجه به اينكه در كشت ميكروسپور جنين ها           . ايجاد كردند 
مستقيما  از سلول ميكروسپور و نه كالوس بوجود مي آيند و                

ر مستقيم از رشد     جنين هاي بدست آمده در اين تحقيق بطو         
ميكروسپور حاصل شده و داراي ريشه چه و برگچه بودند اين              
موضوع گوياي اين است كه جنين هاي بدست آمده هاپلوئيد             
مي باشند كه نتايج حاصل از تست سيتوژنتيكي گياهچه هاي            

 ). ٤شكل(بدست آمده نيز صحت اين موضوع را تاييد نمود 
نمود كه فراهم بودن     بطوركلي بايستي به اين نكته اشاره         

تأثير ) آزمايشگاه و گلخانه مجهز     (امكانات تحقيقي مناسب      
مجموعه بررسيهاي انجام   . بسزايي در نتايج اين آزمايش دارند       

شده در دو مرحله نشان داد كه فراواني القاء جنين از                      
ميكروسپورها و درصد باززايي جنين به عوامل مختلفي بستگي           

 ان ـــداري گياهـشرايط پرورش و نگهدارد كه در اين بين عامل 
                                                                                    

1. in vitro 
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، گياهچه ها پس از (B)، ظهور ريشچه و برگچه (A)تشكيل جنين قلبي شكل از ميكروسپور:  رشد و نمو جنين و توليد گياهچه هاي هاپلوئيد-٣شكل 

 .(D)پس از يك ماه از واكشت  ، گياهچه  كامل رشد كرده (C)يك هفته از واكشت 
 

 
و ) A ((n = 19)وموزوم هاي يك گياه هاپلوئيد  تعداد كر-٤شكل 

حاصل از كشت ميكروسپور كلزا ) B ((2n = 38)يك گياه ديپلوئيد 
 در مقايسه با كروموزوم هاي يك گياه ديپلوئيد حاصل از بذر 

(C) (2n = 38). 

اهميت بوده و نقش بسزايي را در               گرده دهنده بسيار با    
جنين زائي در   .ا دارد موفقيت آميز بودن كشت ميكروسپور كلز      

  موفقيت آميز بوده و جنين هاي حاصل       Quantumژنوتيپ بهاره   
. از كشت ميكروسپور در اين رقم، گياهان هاپلوئيد توليد نمودند          

توان به اين نكته اشاره      در ارتباط با ضرورت توليد هاپلوئيدها مي      
نمود كه تكنيك توليد گياهان هاپلوئيد و ايجاد هاپلوئيدهاي             

عف علاوه بر كاهش مدت زمان برنامه هاي اصلاحي، سيستم         مضا
ايده آلي براي جداسازي موتانتها و انتقال ژن نيز محسوب                
مي شود همچنين چون سلولهاي گياهان هاپلوئيد داراي مجموعه        
كاملي از كروموزوم هاي منفرد هستند با دو برابر كردن                   

 كاملا    كروموزوم هاي آنها، هاپلوئيدهاي مضاعف كه گياهان          
بدليل پايداري و هموزيگوس    ). ٤(خالصي هستند توليد مي شوند     

بودن گياهان هاپلوئيد مضاعف، كارايي سلكسيون نيز به مقدار           
قابل ملاحظه اي افزايش مي يابد يعني اين گياهان در تمام                

حاليكه در روش توليد      مكانهاي ژني كاملا  خالص هستند در       
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زي، درصدي از ناخالصي باقي     گياهان خالص به طريقه خويش آمي    
 و   غلات ،از نظر اصلاحي نيز در گياهان خودگشن نظير        . مي ماند

 سيستم دابل هاپلوئيد مي تواند مستقيما  جهت توليد ارقام           كلزا
جديد استفاده شود، زيرا هر لاين هاپلوئيد مضاعف توليد شده             

وه علا. توانايي تبديل شدن به يك كولتيوار جديد را دارا مي باشد         
براين، ايجاد گياهان هاپلوئيد براي استفاده در برنامه هاي                
به نژادي و تحقيقات ژنتيكي بنيادي در گياهان عالي نيز از                

 ).١٧(اهميت زيادي برخوردار است 
بر اساس نتايج بدست آمده از اين تحقيق و همچنين جهت            

هاي روغني   استفاده موفقيت آميز از اين تكنيك در بخش دانه          
داتي مطرح مي گردد كه مي تواند در آينده راهگشاي             پيشنها

 :تحقيقات گسترده تري در اين زمينه باشد
اثر سن گياه و گل آذين بر روي جنين زايي ميكروسپور را              

 .مي توان طي يك آزمايش بررسي نمود

 مي توان با بررسي تراكم هاي مختلف كشت ميكروسپور و           
 . ي هر رقم دست يافتمقايسه نتايج حاصل به تراكم مطلوب برا

 ميكروسپورها قبل از كشت وحصول      ٤تعيين درصد زنده بودن  
اطمينان از بالا بودن اين درصد، مي تواند به بسياري از ابهامات             

مي توان با تعويض محيط كشت بدليل          . بعدي خاتمه دهد   
برطرف نمودن اثر مواد سمي توليد شده توسط ميكروسپورها            

 .بخشيددرصد جنين زايي را بهبود 
 

 سپاسگزاري
 تحت عنوان   ٢٠٦٨٠اين تحقيق بخشي از پروژة ملي شمارة        

از آقايان دكتر   . مي باشد» تحقيقات و توليد بذر دانه هاي روغني    «
عبدالرشيد، مقصود پژوهنده و محسن آقائي زاده كه در اجراي            
 .اين پژوهش ما را ياري نموده اند صميمانه سپاسگزاري مي نمايم

                                                                                    
1. Viability 
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SUMMARY 

 
In order to develop and optimize a procedure for producing double haploid lines in 

rapeseed breeding program, microspore culture was investigated in ten rapeseed 
cultivars. The cultivars included two winter (Orient, SLM 046) and eight spring 
cultivars (Cyclone, Quantum, Balero, Dakini, PF-7045/91, Shiralee, Option 500, 
Sponsor). The experiment was conducted on plants grown under greenhouse conditions 
in two different seasons of summer and fall 2001. The plants were grown during 
summer under 25-30°C and fall under 15-20°C temperature conditions and seasonal 
natural daylight. Microspores were cultured in recommended developmental stage (late 
uninucleate to early binucleate) with a density of 80000 to 100000 cells/ml on NLN 
media containing either 6.5% or 13% sucrose. No embryo induction occurred in 
microspores derived from plants grown under 25-30°C in summer, while from the same 
cultivars grown under 15-20°C in fall, embryos were developed only from microspores 
of the spring cultivar Quantum on B5 liquid media. Comparison of different sucrose 
levels in the media proved that 13% sucrose is a proper concentration for microspore 
culture in rapeseed. Nine out of 40 embryos produced from microspore culture in this 
cultivar were developed into putative haploid plantlets. Effects of cold pretreatment on 
regeneration of embryos into plantlets was significant at %1 level. Cytological analyses 
were carried out to verify the ploidy level in putative haploid plantlets. Six out of nine 
regenerated plantlets were confirmed to be haploids while three were diploids. Results 
in this study indicated that genotypic characteristics as well as growing conditions of 
donor plants are important factors in embryogenesis of microspores. The temperature in 
which plants were grown during flowering stage is a major determinant for success of 
microspore culture in rapeseed. 
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