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مطالع�ه اث�ر تیمار ن�وري ب�ر ميزان 
جنين‌زايي و باززايي گياهچه‌ها در کشت 
بهاره   کلزای  رقم  س�ه  ميکروسپورهاي 

چكيد‌ه 
اس�تفاده از روش هاپلوئيدهاي مضاعف‌ش�ده مي‌تواند براي اهداف اصلاحی از جمله كاهش طول دوره اصلاحيک اربرد داشته ‌باشد. 
در تحقیق حاضر تاثیر تیمار نوري بر جنين‌زايي ازک ش�ت ميکروس�پورها در سه رقمک لزا؛ گلوبال، اپشن و پي‌اف و همچنین باززايي 
گیاهچه‌ها از جنین‌های حاصله در طي دو آزمايش جداگانه مورد مطالعه قرار گرفت. در آزمايش اول ميزان جنين‌زا‌يي ميکروسپورها 
در محيطک ش�ت NLN-13 تحت تاثیر س�ه تیمار نوري ش�امل تاريکي مطلق، 16 ساعت نور و 8 س�اعت تاريکي و تناوب ي کروز 
تاريکي و ي کروز 16 ساعت نور و 8 ساعت تاريکي به صورت آزمايش فاکتوريل در قالب طرح پايهک املًا تصادفي با 5 تکرار مطالعه 
ش�د. نتایج حاکی از معني‌دار ش�دن اثر رقم، تیمار نوری و همچنین اثر متقابل بين دو فاکتور بود. تيمار تاريکي در دو رقم گلوبال و 
پي‌اف تأثير معني‌داري بر روي میزان جنين‌زايي داشت و سبب افزایش معنی‌دار میزان جنین‌زایی در مقایسه با دو تیمار دیگر شده 
است و در این دو رقم، میزان جنین‌زایی در تیمار تارکیی در گروه a قرار گرفت. اما در رقم اپشن سه تيمار نوري تفاوت معني‌داري 
با همديگر ندارند و نش�ان مي‌دهدک ه در اين رقم جنين‌زايي تحت تأثير تیمار نوري قرار نگرفته اس�ت. در آزمايش دوم نیز میزان 
باززايي گياه از جنین‌های حاصل ازک ش�ت مکیروس�پور به صورت آزمايش فاکتوريل در قالب طرح پايهک املًا تصادفي دو فاکتوره با 
10 تکرار مطالعه ش�د. رقم ش�امل گلوبال، اپشن و پي‌اف فاکتور اول و جنين‌هاي بدست آمده در شرایط تاريکي و 16 ساعت نور و 8 
ساعت تاريکي فاکتور دوم را تشکيل دادند. نتایج حاکی از آن استک ه فقط اثر رقم بر روی میزان باززایی گیاهچه‌ها معني‌دار بود. 

نتایج همچنین نشان دادک ه رقم پي‌اف بيشترين تعداد گياهچه‌هاي باززايي شده را داشت و در گروه a قرار گرفت. 

Brassica napus L. ،كلمات كليد‌ي:ک شت ميکروسپور، جنين‌زايي، باززايي ، تیمار نوري‏
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مقد‌مه
براي توليد ارقام اصلاح شده در گياهان مختلف مي‌توان از روش هاي 
اصلاحي کلاسيک استفاده کرد، اما مهمترين معايب اين روش‌ها طولاني 
بودن دوره اصلاحي در آنها و همچنين هزينه بالاي آنها مي‌باشد )16(. با 
استفاده از روش هاپلوئيدهاي مضاعف شده مي‌توان طول برنامه اصلاحي 
را بط��ور قابل ملاحظه‌اي كاهش داد. گياهان هاپلوئيد و هاپلوئيد مضاعف 
ش��ده مي‌توانند براي اهداف مختلف ديگري مانند انتخاب گياهان جهش 
يافته، مطالعات بيوشيميايي و مهندسي ژنتيک کاربرد داشته ‌باشند )10(. 
در حال حاض��ر تکنولوژی هاپلوئيدهاي مضاعف ش��ده در نقاط مختلفی 
از دنی��ا به عنوان ی��ک روش مکمل ب��رای تولید لینه‌ه��ای هموزیگوس 
در کل��زا مورد اس��تفاده قرار می‌گیرد )25(. مرحله نمو ميکروس��پورها از 
عوام��ل موثر در موفقيت کش��ت ميکروس��پور می‌باش��د. مراحل مختلف 
نمو ميکروس��پورها ش��امل مرحله تت��راد، مرحله تك ‎هس��ته‌اي ابتدايي، 
 ‎دار، مرحله تك‎هسته‌اي واكوئل‎ هس��ته‌اي مياني، مرحله تك ‎مرحله تك
هس��ته‌اي انتهاي��ي واكوئل‌دار، مرحله تك ‎هس��ته‌اي انتهايي و مرحله دو 
هس��ته‌اي می‌باشد)29(. مطالعات سيتولوژيکي نشان مي‌دهند که مرحله 
مناس��ب جنين‌زاي‌ي از کش��ت ميکروس��پور در كلزا مرحله تک هسته‌اي 
انتهايي تا دو هس��ته‌اي ابتدايي مي‌باشد )9(. در این زمینه مشخص شده 
اس��ت که اندازه غنچه بر روی میزان جنین‌زایی موثر می‌باش��د، بطوریکه 
Eyasu و هم��کاران نش��ان داده‌اند که غنچه‌هایی ب��ه طول 2/5 تا 3/25 
 میلی‌متر س��بب تولید بیش��ترین میزان جنین از کشت میکروسپورها در

Brassica carinata می‌ش��ود )8(. در باززايي گياهان، عوامل مختلفي 
مانند مرحله رشد و نمو، بلوغ و ‌اندازه جنين موثر مي‌باشند )27(.

جنس براس��يکا ش��امل گونه‌هاي بس��ياري از جمله کلزا مي‌باشد. از 
زمانيکه توليد جنين‌هاي هاپلوئيد از ميکروس��پورهاي کلزا براي اولين بار 
توس��ط Lichter در سال 1982 گزارش ش��د )21(، پيشرفت‌هاي قابل 
ملاحظه‌اي در توس��عه سيستم مناسب توليد جنين از ميکروسپور حاصل 
ش��ده است )30(. کشت ميکروسپورهاي ايزوله روش مناسبي براي توليد 
لاين‌هاي هموزيگوت مي‌باشد و اغلب واريته‌هاي کلزا نسبت به اين روش 

پاسخ مثبت مي‌‌دهند )28(. 
از جهت تاثیر نوع ژنوتیپ مش��خص شده است که انواع بهاره معمولاَ 
پاسخ‌دهي بيشتري نس��بت به انواع پاييزه از نظر میزان جنين‌زاي‌ي دارند 
)23(. حال در بین تیپ‌های فوق ژنوتيپ نيز يکي از عوامل اصلي موفقيت 
در توليد جنين از کشت ميکروسپورها و بساک در جنس براسيکا مي‌باشد. 
تاثیر اين فاكتور در تمام گونه‌هاي براسيكا كه كشت بساك و ميكروسپور 
در آنها انجام گرفته مش��اهده شده است )5(. در گونه B. napus از نظر 
جنين‌زاي‌��ي تنوع بالايي وجود دارد، يعني ارقام مختلف از نظر جنين‌زاي‌ي 
با يکديگر متفاوت مي‌باش��ند، اما رابطه مشخصي بين خصوصيات عمومي 
ژنوتيپ‌ها و حداکثر توانايي جنين‌زاي‌ي هنوز به روشني تعريف نشده است 
)16(. در زمينه تأثير ژنوتيپ مش��خص شده است که اثر متقابل ژنوتيپ 
و محي��ط نيز در بعضي از گونه‌هاي جنس براس��يکا وجود دارد به نحوي 
که، بعضي ژنو‌تيپ‌ها در ش��رايط محيطي ويژه‌اي به كش��ت ميكروس��پور 
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 The effects of photoperiod on embryogenesis of microspore culture in three spring rapeseed cultivars
By: Peyman Sharifi, Department of Agronomy and Plant Breeding, Rasht Branch, Islamic Azad University, Rash , Iran.
(Corresponding Author; Tel: +989112829197) Ahmad Moieni, Associate Professor of Plant Breeding Department, 
Faculty of Agriculture, Tarbiat Modarres University, Tehran, Iran. 
Application of doubled haploid method can be used for breeding objectives such ac reduction time of breeding periods. 
In this research, the effects of photoperiod on embryo production from microspore culture of three rapeseed cultivars; 
Global, Option and PF7045/91 and plantlet regeneration in embryo-derived from microspores were studied in two 
separate experiments. In the first experiment, embryo production were analyzed from microspores cultured in NLN-
13 medium influenced by photoperiod treatments were; darkness, 16/8 (light/dark) and alternative daily darkness and 
16/8 (light/dark) in a factorial experiment based on completely randomized design with two factors in 5 replications. 
The results showed that there were significant differences between two factors and interaction between them on em-
bryogenesis. The numbers of embryos were increased significantly in Global and PF7045/91 cultivars under darkness 
condition and embryogenesis were laid in group A for this two cultivar. However, the effect of photoperiod was not 
significant on embryogenesis in Option cultivar. In the second experiment, the plant regeneration in embryos-derived 
from microspores was evaluated in a factorial experiment based on completely randomized design with two factors 
in 10 replications. Cultivar contain Global, Option and PF7045/91 and embryo-derived from microspores under dark-
ness and 16/8 (light/dark) were first and second factor, respectively. The results indicated that only the cultivars had 
significant differences. The results also indicated PF7045/91 cultivar had the highest plantlet regeneration and was set 
in group A.

Key words: Rapeseed, Brassica napus L., Microspore Culture, Embryogenesis, Plant regeneration photoperiod.
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پاسخ مي‌دهند. در تحقیقی گياهان بدست آمده از مزرعه بهتر از گياهان 
كش��ت شده در گلخانه به كشت ميكروسپور پاسخ دادند يعني اثر متقابل 
)ژنو‌تي��پ × محيط( وجود داش��ت )24(. در زمین��ه تاثیر ژنوتیپ بر روی 
باززایی در ارقام مختلف کلزا در تحقیقی فراواني باززايي گياه بسته به رقم 

متفاوت و از 47-1 درصد درصد متغير گزارش گردید )20(. 
عوامل مختل��ف محيطي مانند درجه حرارت و روش��نايي بر فراواني 
جنين‌زايي از کش��ت ميکروسپورهاي کلزا موثر می‌باشند. در زمينه تأثير 
روش��نايي از آزمايش��ات مشخص ش��ده اس��ت که تاريکي تقويت کننده 
جنين‌زاي‌ي مي‌باش��ند، در صورتي که نور سفيد براي جنين‌زاي‌ي بازدارنده 
مي‌باش��د )26(. عموماً كشت بساك و ميكروس��پور‌هاي ايزوله در شرايط 
تاركيي نگهداري مي‎ش��وند. بعد از تشكيل جنين‌ها كشت‌ها به روشنايي 
 منتقل مي‌ش��وند تا رش��د و نمو جنين افزايش يابد، در كش��ت بس��اك

B. oleraceae نگهداري در تاركيي نس��بت به تيمار روشنايي بهتر بوده 
است )31(. در تحقيقي میکروسپورهای ایزوله کلزا پس از کشت به مدت 
7 روز ب��ه تاریکی منتقل گردید و در نتيجه اين تحقيق ميزان جنين‌زايي 
به طور قابل توجهی افزایش یافت )32(. عبداللهی و همکاران در تحقیقی 
تأثیر ش��وک گرمایی و تراکم میکروسپور را در محیط کشت مورد بررسی 
ق��رار دادن��د و دریافتن��د که قرار دادن محیط کش��ت ب��ا تراکم 60000 
میکروس��پور در ه��ر میلی‌لیتر در دمای 30 درجه س��انتی گراد برای 10 
روز و سپس انتقال به 35 درجه سانتی گراد به مدت 18 ساعت می‌تواند 
بیش��ترین مقدار جنین را تولید نماید )Gu .)3 و همکاران در آزمایش��ی 
دریافتند که بیش��ترین می��زان باززایی گیاهچ��ه از جنین‌های حاصل از 
کشت میکروس��پور کلزا بدون واکشت با استفاده از تعویض محیط کشت 
و کاهش غلظت ساکارز حدود 48 ساعت بعد از انتقال جنین‌ها به محیط 
باززایی س��بب افزایش میزان باززایی می‌ش��ود )14(. شریفی و همکاران 
تعدادی از عوامل موثر بر جنین‌زایی ميکروسپورها و باززایی گیاهچه‌ها در 
کلزا را مورد مطالعه قرار دادند و به نقش مثبت اسيد جيبرليک در باززایی 
گیاهچه‌های نرمال اش��اره نمودند و نش��ان دادند که براي باززايي گياهان 
طبيعي به مقدار مش��خصي از اسيد جيبرليک در محيط کشت نياز است 
و نيز به تدريج با افزايش غلظت اسيد جيبرليک از ميزان گياهان طبيعي 

کاسته مي‌شود )1(.
فراواني بالاي جنين‌هاي بدس��ت آمده از اين سيس��تم ابزار مناسبي 
ب��راي اس��تفاده در برنامه‌ه��اي اصلاحي کلزا مي‌باش��د. اس��تفاده از اين 
تکنيک در حال حاضر با موفقيت هايي همراه بوده اس��ت، به نحوي که با 
 استفاده از کشت ميکروس��پور، در کشور کانادا، رقام زيادي از کلزا مانند:
 Kastan ،Kingfisher ،LoLinda ،Phoenix ،Plumbshot

Sumit وTornado توليد شده‌ است )4( 
ه��دف از تحقيق حاضر مطالعه تأثير تیمار نوري بر ميزان جنين‌زايي 
ميکروس��پورهاي کل��زا و باززاي��ي گياهچه‌ه��ا از جنین‌ه��ای حاص��ل از 
میکروسپورها و همچنین ارزیابی اختلافات احتمالی موجود بین سه رقم 

مورد مطالعه از نظر صفات فوق می‌باشد. 

مواد و روش‌ها
کشت ميکروسپورهاي ايزولهک لزا

در اي��ن تحقيق از س��ه رق��م کل��زاي به��اره )Global)،(Option( و 

)PF7045/91( که از موسس��ه تحقيقات اصلاح و تهيه نهال و بذر تهیه 
گردیده بود، اس��تفاده ش��د. ارقام فوق جز ارقام بهاره و دو صفر، با میزان 
روغ��ن ح��دود 40 ت��ا 45 درصد، دارای ق��وه‎ ناميه بالاي��ي )بيش از 90 
درصد( و مخصوص کش��ت در مناطق معتدل و گرم و مرطوب می‌باشند. 
آزمایشات در آزمایشگاه کش��ت بافت دانشكده كشاورزي دانشگاه تربيت 
مدرس در سال 1381 انجام شد. بذور اين ارقام در يک اتاق رشد کنترل 
ش��ده با شدت نور اتاق رشد 5500 لوكس و تیمار نوري اتاق رشد شامل 
16/8 س��اعت )تاريکي/ روش��نايي( با دماي 10 / 15 درجه س��انتی گراد 
)ش��ب / روز( کش��ت گرديدند. براي تامين نور اتاق رشد، از 6 لامپ 400 
وات بخار س��ديم )250/400W ، ML ، IP55( اس��تفاده ‌‌شد. از محيط  
IMM)11( حاوي 13 درصد س��اکارز، جهت جدا کردن ميکروس��پورها 
از غنچه‌ه��ا و از محيط کش��ت ماي��ع NLN-13 )11( حاوي 13 درصد 
 ساکارز و فاقد هورمون براي کشت ميکروسپورهاي ايزوله استفاده گرديد 
)جدول 1(. محيط‌هاي جداسازي و کشت ميکروسپورها به ترتيب توسط 

اتوکلاو کردن و فيلتر کردن )0/22 ميکرومتر(، استريل شدند. 
محيط ايزولاس��يون ميكروس��پور‎ها در اين تحقيق، مطابق با پرتكل 
Fletcher و هم��کاران )11( تهيه گرديد. ب��راي تهيه اين محيط، 130 
گ��رم س��اكارز را در داخل كي ليتر آب حل ك��رده و pH محلول حاصل 
روي 6 تنظيم گرديد و سپس در داخل بطري‌هايي تقسيم شد بطوري كه 
در هر بطري حدود 100 میلی لیتر محلول ريخته شد و سپس درب آنها 
را محكم بس��ته ش��د و در داخل اتوكلاو به مدت 20 دقيقه با دماي 121 
درجه سانتی گراد و فشار 1/2 بار قرار گرفتند تا استريل شوند، سپس در 
يخچال در دماي 4 درجه س��انتی گراد قرار داده ش��دند و طي آزمايشات 

مورد استفاده قرار گرفتند )11(. 
محيط كش��ت NLN-13 ب��ه دليل وجود برخ��ي ويتامين‎ها و مواد 
حساس به دماي بالا، توسط دستگاه فيلتراسيون )Millipore( استريل 
گرديد. دستگاه فيلتراسيون داراي فيلتر‌هاي به قطر m 0/22 با استفاده 
از اتو‌كلاو با دماي 121 درجه س��انتی گراد و فش��ار 1/2 بار به مدت 30 
دقيقه اس��تريل شدند. همراه اين دس��تگاه بطري‌هايي با حجم حدود نيم 
ليتر نيز براي ريختن محيط کش��ت استريل شده، توسط اتوکلاو استريل 
گرديدند. پس از اس��تريل نمودن به زير لامينار روش��ن منتقل ‌ش��ده و با 
ال��كل 70 درصد، ش��يلنگ مربوط به پمپ خلاء ضدعفوني ش��ده و پمپ 
روش��ن شد و به لوله مخصوص دس��تگاه متصل گرديد. در اثر خلاء ايجاد 
ش��ده، محيط كشت از فيلتر عبور کرده و آلودگي‎هاي آن گرفته مي‎شود. 
پس از اتمام كار دستگاه، ابتدا قبل از خاموش كردن پمپ خلاء، شيلنگ 
آن از دستگاه فيلتراسيون جدا و سپس پمپ خاموش شد و محيط كشت 
اس��تريل شده در بطري‌هايي كه همراه دستگاه استريل شده بودند توزيع 
گرديد و درب آنها بس��ته و با فويل آلومينيوم پوشيده شد و پس از حدود 

كي هفته از اين محيط براي کشت ميکروسپور استفاده گرديد )11(. 
از هر کدام از ارقام تعداد 100 غنچه به طول 4-3 ميلي‌متر، مطابق با 
مرحله تک‌‌هسته‌اي انتهايي و دوهسته‌ايي ابتدايي، انتخاب و با استفاده از 
محلول هيپوكلريت سديم 5/25 درصد به مدت 10 دقيقه استريل سطحي 
و س��پس دو مرتبه با آب مقطر استريل سرد )4 درجه سانتی گراد( و هر 
مرتبه به مدت 5 دقيقه، شس��ته ش��دند. در مرحله بعد، غنچه‌ها به داخل 
ظرف سرد )4 درجه سانتی گراد( مخلوطک‌ن کوچک )ميكروبلندر( منتقل 
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جای اظهارنظر در مورد اثرمتقابل فاکتورها، اثرات س��اده یکی از فاکتورها 
در سطوح فاکتور دیگر مورد ارزیابی قرار گرفت )22(.

باززايي گياهک امل از جنين‌هاي حاصل ازک شت ميکروسپور 
براي باززايي گياهچه، از محيط كش��ت جام��د B5 )12( حاوي 0/1 
)ميلي گرم در ليتر( اسيد جيبرليك )GA3(، 2 درصد ساکارز و 0/8درصد  
آگار- آگار و  )pH= 7/5( اس��تفاده ‌ش��د. اين محيط کشت با استفاده از 
ات��وکلاو به مدت 20 دقيقه اس��تريل گرديد و س��پس در پتري‌ديش‌هاي 
ي��ك بار مصرف )به قطر10 س��انتي متر( و به مي��زان 12/5 ميلي‌ليتر در 
هر پتري‌ديش‌توزيع گرديد. جنين‌زاي‌ي در کش��ت ميکروس��پورهاي کلزا 
به صورت جنيني زايي مس��تقيم و بدون تش��کيل کالوس بوده است. پس 
از 25 ت��ا 35 روز جنين‌هايي به ‌ان��دازه4-3 ميلي‌متر به روي اين محيط 
کش��ت منتقل شدند و هر پتري‌ديش حاوي 10 جنين بود. پس از انتقال 
جنين‌ها به محيط باززايي، پتري‌ديش‌ها به اتاق رش��د کنترل ش��ده‌اي با 
دماي 25 درجه س��انتی گراد و تیمار ن��وري 16/8 )تاريکي/ نور( منتقل 
گرديدن��د. مطالعه باززايي گياه به ص��ورت آزمايش فاکتوريل دو فاکتوره، 
در قالب طرح پايه کاملًا تصادفي با 10 تکرار انجام شد. رقم در سه سطح 
گلوبال، اپش��ن و پي‌اف فاکتور اول و جنين‌هاي بدست آمده در دو سطح 
ش��امل جنين‌هاي بدس��ت آمده در تاريکي و جنين‌هاي بدست آمده در 
ش��رايط 16 ساعت نور و 8 ساعت تاريکي فاکتور دوم را تشکيل دادند. با 
توجه به اینکه جنین‌های حاصله در دو شرایط 16 ساعت نور و 8 ساعت 
تاريک��ي و تن��اوب یک روز در میان تاریکی، 16 س��اعت نور و 8 س��اعت 
تاريکي، علی‌رغم تفاوت کمی، از لحاظ ظاهری با یکدیگر تفاوت نداشتند، 
ب��رای آزمایش باززایی از جنین‌های حاصله از تاریکی و 16 س��اعت نور و 
8 س��اعت تاريکي اس��تفاده شد و به عبارتی فاکتور دوم فقط در دو سطح 
بود. هر تکرار از يک پتري‌ديش حاوي 10 جنين تش��کيل شد. حدود 30 
روز بع��د از انتقال جنين‌ها به محيط کش��ت باززايي، تعداد گياهچه‌هاي 
باززايي شده طبيعي يعني گياهچه‌هاي حاوي برگها و ريشه هاي طبيعي، 
شمارش ش��دند. داده‌ها به روش تبديل لگاريتمي‌ نرمال گرديدند و برای 
تجزی��ه و تحلیل آماری از نرم افزارهای SPSS و MSTATC اس��تفاده 

گرديد. 

نتايج و بحث
تأثير روشنايي و تاريکي بر جنين‌زايي

ميکروسپورهاي هر سه رقم استفاده شده در اين تحقيق، جنين توليد 
کردند و در واقع توليد جنين به صورت مس��تقيم انجام شد و كالوس‌زايي 
در مرحله توليد جنين وجود نداشته است. لازم به ذکر است که جنين‌هاي 
توليد شده در شرايط مختلف نوري از نظر رنگ با همديگر تفاوت داشتند. 
به نحوی که جنين‌هاي رش��د کرده در تیمار تاريکي مطلق، به رنگ زرد 
متمايل به کرم و جنين‌هاي رش��د کرده در دو تیمار 16 س��اعت نور و 8 
ساعت تاريکي و تناوب يک شبانه روز تاريکي و يک شبانه روز 16 ساعت 
نور و 8 ساعت تاريکي به رنگ سبز بودند )شکل 1(. البته از لحاظ ظاهری 
)و نه کمی و آماری( به جز تفاوت در رنگ جنین‌های حاصله که می‌توان 
آن را به ش��رایط فتوسنتز و در نتیجه تقویت رنگدانه‌ها نسبت داد، تفاوت 
محسوس��ی بین جنین‌های حاصله مش��اهده نگردید، ک��ه این موضوع به 

شده و سپس 30 ميلي‌‌ليتر از محيط جداسازي ميکروسپورها به آنها اضافه 
ش��د. غنچه‌ها س��ه مرتبه و هر بار به مدت 10 ثانيه بوس��يله مخلوطک‌ن 
آس��ياب شدند. مخلوط بدست آمده برای جداسازی میکروسپورها بر روي 
دو فيلتر که به ترتیب دارای قطر100 و 50 ميکرومتر بودند، منتقل گردید 
و سپس ديواره‌هاي ظرف مخلوطک‌ن با 20 ميلي‌ليتر از محيط جداسازي 
ميکروس��پورها شسته شد. محلول بدست آمده نيز به روي فيلترها منتقل 
ش��د. سوسپانسيون ميكروسپور‌هاي بدست آمده دو بار و با سرعت 1270 
دور در دقيق��ه )ش��عاع چرخش: 155 ميلي‌متر( و ه��ر مرتبه به مدت 4 
دقيقه س��انتريفيوژ گرديد. بعد از اولين س��انتريفيوژ، مايع فوقاني حذف 
و رس��وب بدس��ت آمده مجددا توس��ط 50 ميلي‌ليتر از محيط جداسازي 
ميکروسپورها به حالت سوسپانسيون در آمد و در دومين سانتريفيوژ پس 
از حذف مايع فوقاني، رس��وب حاصل توس��ط 4 ميلي‌ليتر محيط كش��ت 
NLN-13 به حالت سوسپانس��يون درآمد. تراکم ميکروس��پورها توسط 
لام شمارش تعيين و سپس با توجه به تراكم 60000  ميكروسپور در هر 
ميلي‌ليتر، حجم سوسپانسيون ميكروسپور‌ها تنظيم شد و جهت کشت به 
پتري‌ديش‌هاي اس��تريل )با قطر 15 سانتي متر(، از قرار 12/5 ميلي‌ليتر 
در هر پتري‌ديش ‌توزيع گرديد. پتري‌ديش ها با دو لايه پارافيلم درزگيري 
و جه��ت پيش تيمار حرارتي، به مدت 14 روز به انكوباتور تاريک با دماي 
30 درجه س��انتی گراد در شرايط ثابت و بدون استفاده از شيکر( منتقل 
ش��دند. بعد از پيش‌‌تيمار حرارتي، پتري‌ديش‌ها به اتاق رشد با دماي 25 
درجه س��انتی گراد و بر روي ش��يکري با سرعت 40 دور در دقيقه منتقل 

شدند و در اين مرحله، سه تيمار تیمار نوري به شرح زير اعمال شد: 
1- تيمار تاريکي مطلق

2- 16 ساعت نور و 8 ساعت تاريکي
3- تناوب يک روز تاريکي و يک روز 16 ساعت نور و 8 ساعت تاريکي

مطالعه جنين‌زايي بصورت آزمايش فاکتوريل در قالب طرح پايه کاملًا 
تصادفي با 5 تکرار انجام ش��د. به دلیل اینکه در این تحقیق هدف بررسی 
تاثی��ر رقم، تیمار ن��وری و اثرات متقابل آنها بوده اس��ت، در هر دو مورد 
جنين‌زاي��ي و باززايي گياهچ��ه از جنین‌های حاصله از آزمایش فاکتوریل 
اس��تفاده گردید. هر پتري‌ديش به عنوان يک تکرار محس��وب ش��د و در 
مجموع 45 پتري‌ديش مورد بررس��ي قرار گرف��ت. در حدود 40 روز بعد 
از کش��ت ميکروس��پورها، جنين‌هاي داراي اندازه حدود 0/5 ميلي‌متر و 
بزرگتر، ش��مارش و مورد تجزيه و تحلي��ل آماري قرار گرفتند. از آنجا که 
اگر داده‌های حاص��ل از یک آزمایش توزیع نرمال نداشته‌باش��ند، تجزیه 
آماری آنها درس��ت و معتبر نمی‌باش��د و بایس��تی اقدام به تبدیل داده‌ها 
نم��ود )2(، داده‌های آزمای��ش حاضر نیز با توجه به عدم داش��تن توزیع 
نرم��ال، به روش تبديل لگاريتمي‌ نرمال گرديدن��د. برای تجزیه و تحلیل 
آماری از نرم‌‌افزارهای SPSS و MSTATC استفاده گرديد. برای تبدیل 
داده‌ها از روش‌های مختلف تبدیل اس��تفاده گردید که در نهایت با تبدیل 
لگاریتمی داده‌ها به نحو بارزتری توزیع نرمال را نش��ان دادند. در مواردی 
ک��ه اثر متقابل دو فاکتور معنی‌دار بودند برای مقایس��ه میانگین، به جای 
اینکه یک سطح خاص از هر کدام از فاکتورها یا عوامل به طور کلی مورد 
بررس��ی قرار گیرد و به عنوان یک س��طح مناس��ب توصیه شود، سطوح 
مختلف یک فاکتور در هر کدام از سطوح فاکتور دیگر به صورت جداگانه 
مورد تجزیه واریانس و مقایسه میانگین قرار گرفتند و به عبارتی دیگر به 

مطالعه اثر تیمار نوری ...
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راحتی از ش��کل 2 قابل اسنتاج و مشاهده می‌باشد. البته همانطور که در 
زیر ملاحظه می‌ش��ود، صفت جنین‌زایی بی��ن ارقام مختلف و تحت تأثیر 

تیمارهای نوری مختلف نیز با یکدیگر دارای تفاوت می‌باشند.
نتايج تجزيه واريانس برای صفت جنين‌زايي جدول 2 نشان مي‌دهد، 
که اثرات س��اده رقم و تیمار‌ه��اي مختلف نوري و همچنين اثرات متقابل 
بين دو فاکتور )رقم و تیمار نوري( در س��طح احتمال 1 درصد با همديگر 
اختلاف معني‌داري دارند و نشان مي‌دهد که دو فاکتور مورد مطالعه بطور 
مستقل عمل نکرده‌اند. بديهي است که در اين صورت مقايسه ميانگين اثر 
اصلي ژنوتيپ و تیمار نوري اعتبار کافي ندارد و به منظور بررسي ماهيت 
اثرات ساده، تجزيه جداگانه انجام گرفت )22( و اثرات ساده فاکتور تیمار 
نوري در هر کدام از س��طوح رقم براي صفت جنين‌زايي مورد بررسی قرار 
گرفت و به عبارتی نشان داده شد که سطوح مختلف تیمار نوری بر روی 

هر کدام از صفات به چه نحوی تأثیرگذار می‌باشند.
بنابر توجیه فوق، اثر س��اده 3 تیمار نوري ب��رای هر کدام از ارقام در 
جدول 3 نش��ان داده شده اس��ت. در رقم گلوبال، میزان جنین‌زایی تحت 
تأثیر س��طوح مختلف تیمار نوری با یکدیگر اختلاف معنی‌دار دارند و در 
بین س��ه تیمار نوری مورد مطالعه، میزان جنین تولید ش��ده در ش��رایط 
تيم��ار تاريکي بطور معني‌داري با س��اير تيمارها اختلاف داش��ته و تحت 
ش��رایط تاریکی در رقم مذکور بيش��ترين تعداد جنين توليد شده است. 
مقایس��ه میانگین میزان جنین تولید ش��ده در تیماره��ای نوری مختلف 
نش��ان می‌دهد که در رقم گلوبال، میزان جنین‌زایی در تیمار تاریکی در 
گروه a و در دو تیمار نوری دیگر در گروه b قرار گرفته‌اند. در رقم پي‌اف 
نیز بين س��ه تیمار نوري از نظر می��زان جنین‌زایی تفاوت معني‌دار وجود 
دارد و می��زان جنین‌زای��ی در این رقم با توجه به نوع تیمار نوری متفاوت 
اس��ت، به نحوی که در این رقم نی��ز همانند رقم گلوبال در تيمار تاريکي 
بيشترين میزان جنين از کشت میکروسپور تولید شده است و جنین‌زایی 
در س��ه تیمار نوری مختلف در س��ه گ��روه مجزا ق��رار گرفته‌اند. در رقم 
Option میزان جنین‌زایی در س��ه تيمار تیمار نوري تفاوت معني‌داري 
با همديگر ندارند و نش��ان مي‌دهد که در اين رقم، جنين‌زايي تحت تأثير 
تیمار نوري قرار نگرفته است و میزان جنین‌زایی در شرایط مختلف تیمار 
ن��وری از نظر آماری تفاوت معنی‌داری با یکدیگر نش��ان نمی‌دهند. بطور 
کلي اين نتايج نشان مي‌دهد که در دو رقم Global و PF7045/9 تيمار 
تاريکي براي جنين‌زايي بطور معني‌داري موثر بوده اس��ت و سبب افزایش 
معنی‌دار میزان جنین‌زایی در مقایس��ه با دو تیمار دیگر که س��طوحی از 
روش��نایی را طی مراحل جنین‌زایی دریافت داش��ته‌اند، شده است. حال 
آنکه در رقم اپش��ن تیمار نوري اث��ر معني‌داري بر روی میزان جنين‌زايي 
نداشته است و تحت شرایط مختلف نوری میزان جنین برابر از نظر آماری 
تولید شده است. Taji و همکاران در بحث مربوط به بررسی عوامل موثر 
بر روی موفقیت کشت میکروسپور و جنین‌زایی سوماتیک اظهار داشته‌اند 
ک��ه تاريکي و نور آب��ي تقويتک‌ننده جنين‌زاي‌ي مي‌باش��ند، در صورتيکه 
نور س��فيد براي جنين‌زاي‌ي بازدارنده مي‌باش��د )26(. عموماً كشت بساك 
و ميكروس��پور‌هاي ايزوله در ش��رايط تاركيي نگهداري مي‎شوند و بعد از 
تش��كيل جنين‌، محیط‌های كشت به روشنايي منتقل مي‌شوند تا رشد و 
 Yang نمو جنين افزايش يابد. در این راس��تا، در نتایج حاصل از تحقیق
و همکاران، همانند نتایج بدس��ت‌آمده از مطالعه حاضر، مش��خص ش��ده 

اس��ت که نگهداري كشت بساك در جنس براسیکا در تاركيي در مقایسه 
با ش��دت ن��ور w/m 10 بهتر بود و میزان جنین بیش��تری تولید گردید 
)Kintzios .)31 و همکاران در آزمايش��ي تأثير روشنايي بر جنين‌زايي 
س��وماتيکي فلفل را مطالعه نمودند و نش��ان دادند اگر ريزنمونه‌ها ابتدا به 
مدت س��ه هفته در تاريکي قرار داده شوند و س��پس به روشنايي منتقل 
ش��وند در مقايس��ه با حالتي که از ابتدا به مدت 4 هفته در روشنايي قرار 
گرفتند، تعداد جنين توليد ش��ده افزايش معني‌داري پيدا ميک‌ند )19(. 
در مورد تأثير تاريکي بر روي جنين‌زايي در ساير گياهان نيز مطالعه شده 
اس��ت و مش��خص گرديده است که، قرار دادن کشت س��لولي در تاريکي 
براي جنين‌زايي س��وماتيک در بعضي دیگر از گونه‌ها نيز مفيد مي‌باش��د، 
در اين زمينه مي‌توان به خيار )6(، خربزه )17( و رز )18( اشاره کرد که 
در تمام آزمايش��ات مذکور، افزايش جنين‌زايي سوماتيك در نتیجه اعمال 
تيمار تاريکي مش��اهده شده است. در اين تحقيق برای دو ژنوتيپ PF و 
Global در تاريکي جنين‌زاي‌ي بهتری انجام ش��ده اس��ت و میزان جنین 
تولیدی در تیمار تاریکی در مقایس��ه با دو تیمار دیگر بیشتر بوده است و 
در هر دو رقم با تیمارهای دیگر از نظر آماری متفاوت بوده است. تاريکي  
از اثر بازدارندگي نور بر روي بس��ياري از پروس��ه‌‌هاي بيولوژيکي گياهي، 
همانند تأثير منفي آن بر روي رشد سلول‌هاي جنين‌‌زا، مي‌‌تواند جلوگيري 
نمايد. بنابراین، کش��ت در تاريک��ي از راه‌‌های مختل��ف، مانند محدود کردن 
نمو پلاستيدها به کلروپلاس��ت، از تمايز بافت ريزنمونه کشت شده جلوگيري 
ميک‌‌‌ن��د )13(. تاریکی علاوه بر تأثیر مثبت بر روی جنین‌زایی س��وماتیک بر 
روی س��اير فرآيندهاي كش��ت بافت و س��لول نیز موثر می‌باشد، در این راستا 
مشخص شده است كه وقتي برگ‌هاي اكاليپتوس به مدت 30 روز در تاركيي 

قرار گرفتند، میزان باززايي گياهچه از ریزنمونه‌ها افزایش یافت )7(.

نتايج باززايي گياهچه از جنين‌هاي حاصل از ميکروسپور
حدود 30 روز بعد از انتقال جنين‌ها به محيط کش��ت باززايي، تعداد 
گياهچه‌هاي باززايي ش��ده طبيعي )ش��کل3( يعن��ي گياهچه‌هاي حاوي 
برگ ها و ريش��ه طبيعي، شمارش شده و سپس مورد تجزيه واريانس قرار 
گرفتند. نتايج تجزيه واريانس جدول 2 نش��ان مي‌دهد که س��ه رقم مورد 
مطالعه در س��طح احتمال 1 درصد با همديگر اختلاف معني‌دار دارند، اما 
اث��ر تیمار ن��وری و همچنين اثر متقابل دو فاکتور م��ورد مطالعه معني‌دار 
نيس��ت. بنابراین با توج��ه به نتیجه حاصله می‌توان اظه��ار نمود که تاثیر 
ش��رایط نوری مختلف در مرحله جنین‌زایی، ب��ر روی گیاهچه‌های بوجود 
آم��ده از آن جنین‌ه��ا، تأثیر ندارد و به عبارتی جنین‌هایی که در ش��رایط 
نوری مختلف حاصل شده‌اند، در مرحله باززایی با یکدیگر تفاوت معنی‌دار 
آماری ندارند. با توجه به معنی‌دار ش��دن فاکتور رقم، مقايس��ه ميانگين‌ها 
بین ارقام انجام گرفت و نتایج حاصله نشان دادند که رقم پي‌اف بيشترين 
تعداد گياهچه‌هاي باززايي ش��ده را داشت و در گروه a قرار گرفت )جدول 

 .)4
تع��داد گياهچه‌هاي بدس��ت آم��ده در اين تحقيق ب��ا کارهاي بعضي 
محققين نيز مطابقت دارد. بطوريکه در تحقيقي مشخص شده است که در 
کلزا فراواني باززايي گياه کامل از ميکروسپور اغلب کم و از 1 تا 47 درصد 
متغير اس��ت. بررسي بافت جنين‌هاي لپه‌اي نش��ان داده است که ارتباط 
آوندي غير طبيعي بين محور ساقه و ريشه يکي از علل پايين بودن باززايي 
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NLN-13IMMB5اجزاء

Macroelement (mg l-1)عناصر پر مصرف

KNO3 Potassium Nitrate125-2500نیترات پتاسیم

MnSO7 .4H2OManganese Sulphate Heptahydrate125-250سولفات منگنز هپتاهیدرات

--Ca(NO3)2.4H2OCalcium Nitrate Tetrahydrate500نیترات کلسیم تتراهیدرات

--KH2PO4MonoPotassium Phosphate125فسفات منوپتاسیم

CaCl2Calcium Chloride--150کلرید کلسیم

2SO4Ammonium Sulphate--134(NH4)سولفات آمونیوم

NaH2PO4.H2OSodium Phosphate Monohydrate--150فسفات سدیم منوهیدرات

Microelement (mg l-1)عناصر کم مصرف

MnSO4.4H2OManganese Sulphate Tetrahydrate22/30-10سولفات منگنز تتراهیدرات

H3BO3Boric Acid6/2-3اسید بوریک

ZnSO7 .4H2OZinc Sulfate Heptahydrate8/6-2سولفات روی هپتاهیدرات

Na2MoO4.2H2OSodium Molybdate Dihydrate0/25-0/25مولبیدات سدیم دی‌هیدرات

CuSO4.5H2OCopper(II) Sulfate pentahydrate0/025-0/25سولفات مس پنتاهیدرات

CoCl2.6H2OCobalt Chloride Hexahydrate0/025-0/25کلرید کبالت هپتاهیدرات

KIPotassium Iodide--0/75یدید پتاسیم

.)B5( و باززایی گیاهچه‌ها )NLN-13( جنین‌زایی ،)IMM( جدول 1- اجزای تشیکل‌دهنده محیط‌هایک شت لازم برای جدا نمودن مکیروسپورها 

میزان ساکارز در دو محیط جدا نمودن مکیروسپورها )IMM( و جنین‌زایی )NLN-13( 13درصد و در محیطک شت باززایی گیاهچه‌ها )B5( 2 درصد بوده است. محیط ایزولاسیون فقط حاوی 
13درصد ساکارز می‌باشد.

مطالعه اثر تیمار نوری ...
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  )پژوهش‌وسازند‌گی(101

منابع تغييرات
باززاييجنين زايي

)d.f.( درجه آزادي)MS( ميانگين مربعات)d.f.( درجه آزادي)MS( ميانگين مربعات

)A( 20/815**20/1875رقم**

)B( 10/068**20/2625تیمار نوريns

)B × A( 20/264**0/1625       4رقم × تیمار نوري ns

360/0323540/133خطاي آزمايشي

C.V. =6/78%C.V.= %13/97 

d.f.MSp3p2p1رقم

P20/048  **2/5 ± 0/14 b2/36 ±0/23  b2/79±0/03 a در گلوبال

P20/063  **2/63 ± 0/05 b2/42 ± 0/08  c2/91 ±0/19 a در پی‌اف

P2ns0/0072/81 ± 0/05 a2/67± 0/4  a در اپشن

متوسط تعداد گياهچهرقم

ab 0/11 ±17گلوبال

a 0/416 ±18پی‌اف

b 0/14 ±14اپشن

 جدول 2- تجزيه واريانس براي صفت جنين‌زايي و باز‌زايي گياهچه از جنين‌هاي توليد شده در شرايط نوري مختلف 

جدول3- اثرات ساده تیمار نوري در هرک دام از سطوح رقم براي صفت جنين‌زايي

جدول 4- مقايسه ميانگين درصد باززايي گياهچه طبيعي در ارقام مختلفک لزا

  p2 و p1 تناوب ي کروز در میان = p3 16 ساعت نور و 8 ساعت تاريکي و p2 =  ،تاريکيp1 =   :تیمار نوري ) شامل : P
)7045/91 PF( و پي‌اف )Option( اپشن ،)Global(رقم: گلوبال

MS: میانگین مربعات

در هر ستون میانگین‌های دارای حروف مشابه در سطح احتمال 1 درصد دارای اختلاف معنی‌دار نمی‌باشند.

در هر ستون میانگین‌های دارای حروف مشابه در سطح احتمال 1% دارای اختلاف 
معنی‌دار نمی‌باشند.

*و**: وجود اختلاف معني‌دار در سطح احتمال 5% و %1 
ns: عدم وجود اختلاف معني‌دار 

C.V.: ضریب تغییرات
A: رقم، B: تیمار نوری و B × A: اثر متقابل رقم در تیمار نوری
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ش�کل 1- جنين‌ه�اي بدس�ت آم�ده در 
روش�نايي  و  مطل�ق  تاريک�ي  ‌ش�رايط 
)16 س�اعت ن�ور و 8 س�اعت تاريک�ي( 
در رقم گلوب�ال. پتری‌دیش ق�رار گرفته 
در ش�رایط روش�نایی دارای جنین‌ه�ای 
متمایل به س�بز و پتری‌دیش حاصل شده 
از شرایط تارکیی حاوی جنین‌های سفید 
متمای�ل به زرد می‌باش�ند. در هرک دام از 
پتری‌ه�ا تع�داد زی�ادی جنین ازک ش�ت 
مکیروس�پورهای ایزول�هک لزا به دس�ت 

آمده‌اند. 

ش�کل 2- جنين‌هاي بدس�ت آمده در شرايط 
تاريک�ي مطلق و تیمارهای دارای س�طوحی از 
روش�نایی در رقم گلوبال. همانطورک ه ملاحظه 
می‌گردد جنین‌های حاصل از تیمار 16 س�اعت 
نور و 8 س�اعت تاريکي به رنگ س�بز روشن و 
جنین‌های حاصل از تارکیی سفید می‌باشند.

شکل 3- گیاهچه باززایی شده از جنین های حاصل ازک شت مکیروسپورک لزا در رقم پی اف 
از 10 جنین قرار داده ش�ده برای باززایی پتری دیشکی ی از جنین ها به گیاهچهک امل تبدیل 
ش�ده اس�ت. تعداد از آنها در مراحل اولیه رشد هس�تند و تعدادی دیگر نیز بدون هیچ گونه 

تغییری در محیطک شت قرار دارند..

مطالعه اثر تیمار نوری ...
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