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  (.Brassica napus L) باززایی نوساقه در کلزا رقم و تراکم کشت کوتیلدون بر تاثیر
  

Effect of Cultivar and Density of Cultured Cotyledons on Shoot Regeneration in Rapeseed 
(Brassica napus L.) 

  
  1رضا زبرجديو علی 2، علی هاتف سلمانیان*1دانیال کهریزي

  
  چکیده

کوتیلدون در یک  30و  15در دو سطح (، تراکم ریزنمونه )SLM-046و  PF-7045-91(کلزا دو رقم تجاري اثر  پژوهشدر این 
کلزا از  هايرقمنتایج نشان داد که بین . ها روي باززایی نوساقه مورد بررسی قرار گرفتو اثر متقابل آن) مترسانتی 10دیش به قطر پتري

% 56با ( SLM-046برتر از رقم ) باززایی% 74با ( PF-7045-91که رقم طوريدار وجود دارد، به نینظر باززایی نوساقه اختلاف مع
% 79با (ریزنمونه  15که تراکم طوريدار وجود داشت، به بین دو تراکم کشت شده نیز از این لحاظ اختلاف معنی. شناخته شد) باززایی
چنین نتایج آزمون تجزیه واریانس حاکی از عدم هم. نشان داد) باززایی% 51با (ریزنمونه  30داري نسبت به تراکم  برتري معنی) باززایی

  . دار بین اثر متقابل رقم در تراکم کشت بودوجود اختلاف معنی
  

  کلزا ، کوتیلدون، باززایی :هاي کلیديواژه
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

    
  
  
  
  

                                                 
  ، دانشکده کشاورزي، دانشکاه رازي، کرمانشاهگروه پژوهشی بیوتکنولوژي مقاومت به خشکیاستادیاران . 1
  ، تهرانآوريپژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و زیست فندانشیار . 2
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  مقدمه
نقش مهمی در مهندسی ژنتیک روشهاي کارگیري هب
شده که از نظر ارقامی تولید داشته و منجر به  گیاهان اصلاح

صفات با ارزش کشاورزي و اقتصادي بسیار حائز اهمیت 
ها، وابسته نژادي آنبهمنظور انتقال ژن به گیاهان به .باشند می

هاي زنده و سبز از  به توسعه روشی کارا براي باززایی نوساقه
در . باشد هاي کشت شده و روش تراریختی مناسب میبافت

اي از گیاه  این روش سلول، بافت، اندام و یا هر قطعه جدا شده
در یک محیط غذایی مصنوعی و در شرایط ) ریزنمونه(

لید تعداد زیاد گیاه کامل، در مدت تو. گردد استریل کشت می
تر نسبت به شرایط طبیعی، از مزایاي عمده کشت زمان کوتاه

 باشد وري مهندسی ژنتیک میآبافت گیاهی و لازمه فن
)Hooykass & Schilperoort, 1992. and Mukhopadhyay 

et al., 1992(.  
اي  در کشت بافت گیاهی شرایط متعدد و پیچیده

توان به ژنوتیپ گیاه،  ها میترین آنکه از مهمکنند  دخالت می
نوع ریزنمونه، ترکیب محیط کشت و شرایط محیطی اشاره 

؛ کهریزي و همکاران، 1382معینی و کهریزي، ( نمود
هاي روغنی بعد از غلات به عنوان دومین  دانه. )الف1386
مین کننده کالري براي جوامع بشري محسوب امنبع ت

، بعد از سویا و نخل روغنی، (Rapeseed)کلزا . شوند می
سومین منبع تولید روغن نباتی در جهان بوده و در مناطق 

رود و  ترین گیاه روغنی به شمار میعنوان مهممعتدل، به
این . کند مین میادرصد روغن خوراکی جهان را ت 13حدود 

سال گذشته گیاهانی مانند بادام زمینی،  20گیاه در طی 
دانه را پشت سر گذاشته و به دلیل کیفیت  آفتابگردان و پنبه
ترین غنی از پروتئین، یکی از مهم کنجالهبالاي روغن و 
بر این اساس سطح زیر کشت . رود شمار میگیاهان روغنی به

 گیري داشته استاین گیاه در چند سال گذشته توسعه چشم
(ERS, 2001).   

تاکنون در کشت بافت و مهندسی ژنتیک گیاه کلزا از 
-ترین آنهاي مختلفی استفاده شده است که از مهم ریزنمونه
زبرجدي و ( هیپوکوتیل را نام بردو  توان کوتیلدون ها می

  ؛1386کهریزي و همکاران  ؛1383همکاران 
Zebarjadi et al. 2006  وKahrizi et al. 2007.(  

و همکاران، اثر ژنوتیپ، ترکیب  Ono، 1994در سال 
ریزنمونه را بر روي باززایی نوساقه از هورمونی و سن 

 Brassica napus ژنوتیپ گیاه 100هاي کوتیلدون  ریزنمونه
بیشترین فراوانی ها نشان دادند که آن. بررسی کردندرا 

و  BAPگرم در لیتر میلی 4از کاربرد %) 70(باززایی نوساقه 

چنگ و همکاران . دست آمدبدون استفاده از اکسین به
)Cheng et al., 2001( هاي کوتیلدون، هیپوکوتیل،  ریزنمونه

و  Brassica oleracea اي گیاه گرهقطعات ریشه و میان
 BAPو  NAA ،IAA ،TDZهاي  هاي مختلف هورمون ترکیب

ها گزارش کردند که در میان آن. را مورد بررسی قرار دادند
اي در  گره هاي مختلف، هیپوکوتیل و قطعات میان ریزنمونه
چنین هم. اند را داشته%) 90(بیشترین باززایی  BAPحضور 

IAA  وTDZ داري در باززایی نوساقه نشان  نیز افزایش معنی
سلمانیان و کهریزي  تاثیر ژنوتیپ و  2007در سال . دادند

منظور هاي کلزا به نوع ریزنمونه بر روي باززایی گیاهچه
و استفاده در تحقیقات مهندسی ژنتیک را مطالعه کردند 

مشخص گردید که عوامل ژنوتیپ، نوع ریزنمونه و اثرات 
هاي  داري روي باززایی گیاهچهها داراي اثرات معنیمتقابل آن
چنین گزارش کردند که ریزنمونه همها آن. کلزا بود

  . باشدکوتیلدونی داراي کارایی بالاتري براي باززایی می
ززایی روي باکه تاثیر تراکم ریزنمونه با توجه به این

در کشت بافت گیاهان مختلف گزارش شده ولی در نوساقه 
 پژوهشوجود ندارد، هدف از  اطلاعاتیرابطه با کلزا چنین 

هاي کشت  حاضر بررسی اثر رقم گیاه کلزا، تراکم کوتیلدون
ها روي ایجاد نوساقه و باززایی شده و اثرات متقابل آن

  .باشد گیاهچه می
  

  هامواد و روش
و  PF-7045-91ارقام  (Brassica napus)بذور کلزا 

SLM-046 هاي روغنی موسسه  از بخش تحقیقات دانه
این بذور  .تحقیقات تهیه و اصلاح نهال و بذر کرج تهیه گردید

به % 5/1با استفاده از محلول سفید کننده هیپوکلریت سدیم 
دقیقه همراه با  10به مدت % 10علاوه چند قطره تریتون 
هر بار به  مرتبه شستشو 3سپس . تکان دادن استریل شدند

بذور فوق در . با آب مقطر استریل انجام گرفتدقیقه  5مدت 
  محیط هاي زنی حاوي نصف غلظت نمک محیط جوانه

MS (Murashige and Skoog,1962)  کشت داده شدند و در
ساعت روشنایی در  16روزي اتاق رشد، با زمان نوردهی شبانه

در تاریکی نگهداري  oC15در روشنایی و  oC25درجه حرارت 
  . گردیدند

روزه که طول دمبرگ  5هاي  چههاي گیاهکوتیلدون
طور ها بهنتهایی آنبود، جدا شدند و جوانه امتر میلی 2ها آن

محیط متري میلی 2ها در عمق  دمبرگ. کامل قطع گردید
گرم  30و  BAPگرم در لیتر  میلی 5/4 حاوي MSکشت پایه 

  . قرار داده شدند  )pH=8/5(ساکارز در لیتر 
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صفت مورد بررسی فراوانی باززایی نوساقه بود که 
 تعداد نوساقه تولید شده بهنسبت طبق تعریف عبارت از 

تجزیه . باشد دیش میتعداد ریزنمونه کشت شده در هر پتري
صورت آزمایش فاکتوریل با دو عامل، در به پژوهشآماري این 

عامل اول . تکرار انجام شد 4قالب طرح پایه کاملاً تصادفی در 
رقم کلزاي تجاري و عامل دوم  2ژنوتیپ که سطوح آن شامل 

یک کوتیلدون در  30و  15تراکم ریزنمونه بود که از دو سطح 
هاي ایجاد  نوساقه. شد تشکیل می cm10دیش به قطر  پتري

کشت پایه   شده از کشت کوتیلدون پس از شمارش، به محیط
MS ها   که طول نوساقهپس از این. بدون هورمون منتقل شدند

 2حاوي  MSرسید به محیط پایه  cm10-8به اندازه حدود 
گرم  7و ساکارز گرم در لیتر  IBA ،20گرم در لیتر  میلی

  . زایی منتقل گردیدند جهت ریشه )pH=8/5(درلیتر آگار 
، )cm10با ارتفاع حدود (دار شده  هاي ریشه گیاهچه

ترکیب یکسانی از (هاي کوچک حاوي خاك استریل به گلدان
ها تا  این نمونه. منتقل شدند) کولیت و پرلیت پیت، ورمی

ري با شرایط گلدانی، با محیط زمان استقرار کامل و سازگا
براي سازگاري  .آبیاري شدند MSهاي مایع حاوي نصف نمک

حفظ رطوبت نسبی بالا و کنترل (تدریجی با شرایط طبیعی 
پس از . هاي شفاف استفاده گردیدز سرپوشا )آلودگی
ها حذف گردید و به شرایط طبیعی خاك  اري، سرپوشگساز

شرایط  نه کنترل شده باگلخااین گیاهچه در . منتقل شدند
 oC25ساعت تاریکی، و دماي  8ساعت روشنایی و  16نوري 

در شب منتقل شدند و تا زمان بذرگیري در  oC15در روز و 
  .همان شرایط باقی ماندند

دست آمده، با استفاده از نرم افزارهاي هاي به داده
MSTATC ها  که اکثر دادهبا توجه به این. تجزیه آماري شدند

که داراي توزیع نرمال باشند، اساس درصد بودند، براي اینبر 
X اي از تبدیل داده زاویه  Arcsin  استفاده شد(Westhof, 

و مقایسه  Fتجزیه واریانس با استفاده از آزمون . (1999
اي دانکن در سطح    میانگین از طریق آزمون چند دامنه

  .انجام شد%  1احتمال 
  

  نتایج و بحث
منظور تولید گیاهان تراریخت، ابتدا باید فراوانی به

ژنوتیپ گیاه مورد بررسی، یکی . باززایی را بهینه سازي نمود
چه امکان چنان. باشدثر بر فراوانی باززایی میواز عومل م

هاي گیاهی وجود داشته باشد،  دسترسی به تنوعی از ژنوتیپ
لازم است که در قالب یک طرح آزمایشی مناسب بهترین 

انجام طرح آزمایشی . ژنوتیپ براي هر ریزنمونه انتخاب گردد

مناسب براي انتخاب بهترین ارقام، تجزیه و تحلیل اطلاعات را 
وده، اجراي طرح تر نم در مراحل بعدي انتقال ژن راحت

قبلی  پژوهشدر . شود تر و هزینه اجراي آن کمتر می ساده
 هاي مورد بررسی دو رقممشخص گردید که در بین ژنوتیپ

و ریزنمونه کوتیلدون  SLM-046و  PF-7045-91 تجاري کلزا
 & Salmanian(باشند داراي بیشترین فراوانی باززایی می

Kahrizi, 2007(.  
هاي مناسب روي محیط ویژه پس از کشت کوتیلدون

شکل (شد  ها ایجاد هایی روي آن  هاي لازم، نوساقه و واکشت
زایی ها ناشی از اندامهاي حاصل از کشت کوتیلدون  نوساقه). 1

ترین رود که کم باشد و انتظار می مستقیم از انتهاي بریده می
دهد که ها نشان میگزارش. تنوع سوماکلونال را داشته باشند

اند، ابتدا  هایی که از کشت هیپوکوتیل ایجاد شده  اقهنوس
اند و در اثر باززایی غیر  زایی را طی کردهمرحله کالوس

ها همین سبب ممکن است در آنبه. اند مستقیم تشکیل شده
 و ؛Evan et al. 2003(  تنوع سوماکلونال مشاهده گردد

Cheng et al. 2001( .تنوع سوماکلونال هم به نوبه  اگر چه
اي از اهمیت  خود جهت انتخاب در شرایط درون شیشه

هدف این  اما ،)Kahrizi et al., 2007a(اي برخوردار است  ویژه
جهت حفظ ساختار ژنتیکی از  مطالعهدر این . نبودپژوهش 

توان  دلایل مختلفی را می. ریزنمونه کوتیلدون استفاده گردید
ا در کشت هیپوکوتیل تولید کالوس اتفاق ارائه نمود که چر

ولی در کشت کوتیلدون باززایی مستقیم مشاهده  ،افتد می
 قبلاً ذکرکه چنانکه در کشت هیپوکوتیل اول این. شود می

هاي رشد اکسینی قوي با  گردید، معمولاً از تنظیم کننده
کارگیري این مواد در همقادیر بالا استفاده شده است که ب

هم زده و  را شدیداً به ریز نمونهمحیط کشت، تعادل هورمونی 
این در حالی . شودباعث ایجاد توده سلولی تمایز نیافته می

است که در کشت کوتیلدون از تنظیم کننده سیتوکنینی به 
-هم. همراه مقدار کم و ضعیف اکسین استفاده شده است

باید به نوع بافت و ریزنمونه چنین براي تفسیر این موضوع 
 بافت کوتیلدونیبرنامه و تمایز . مورد استفاده هم توجه شود

باشد و به همین دلیل بسیار مشابه برنامه و تمایز برگ می
تمایل به باززایی مستقیم دارد و این در حالی است که بافت 

توان براي تولید هر  هیپوکوتیل تمایز کمتري داشته و می
چنین شرایط هم. از آن استفاده نمودبافت جدیدي 

ها تاثیر زیادي روي نوع باززایی آن دارد  ریزنمونه یفیزیولوژیک
)Kahrizi et al., 2007b .( نتیجه با اهمیتی که از کشت

دست آمد، امکان باززایی چندین نوساقه از یک کوتیلدون به
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باشد که این موضوع در ریز ازدیادي و مهندسی  کوتیلدون می
  ).1شکل ( باشد یک کلزا بسیار حائز اهمیت میژنت

نتایج تجزیه واریانس باززایی نوساقه از ارقام و 
مشاهده  1ها در جدول شماره  هاي مختلف ریزنمونه تراکم
  .گردد می

  
  
  

   
  کشت بذور

Culture of seeds  
  کوتیلدون آماده براي کشت

Desired cotyledon for culturing  
  کشت کوتیلدون ها

Culture of cotyledons 

   

  نوساقه هاباززایی 
Regeneration of shoots 

  رشد و تکثیر نوساقه ها
Growth and multiplication of shoots  

  طویل شدن و ریشه دار شدن گیاهچه ها
Elongation and rooting of plantlets 
  مراحل باززایی نوساقه از طریق کشت کوتیلدون در کلزا  :1شکل 

Fig. 1:. Shoot regeneration stages via cotyledon culture in rapeseed 
  
  

  هاي دو رقم کلزا در دو تراکم کشت مختلف تجزیه واریانس باززایی نوساقه از کوتیلدون: 1جدول 
Table1: Analysis of variance of shoot regeneration from cotyledons in two cultivars and two 

culture densities in rapeseed 
  منبع تغییر

Source of variation  
  درجه آزادي

Degree of freedom  
  میانگین مربعات

Mean of squares  
 ∗∗ Cultivar  1  4.63  رقم
 ∗∗ Density  1  14.44  تراکم
  Cultivar × Density  1  ns 0.55  تراکم ×رقم 

  Error  12  0.28  خطاي آزمایش
 .Total  15  5.39 =%C.V  کل
  (Significant P<0.1) %1دار در سطح احتمال  وجود اختلاف معنی: ∗∗
ns: دار عدم وجود اختلاف معنی (Non-significant)  

  
 

 

  
دهد که براي  جدول تجزیه واریانس فوق نشان می

دار  هاي گیاه کلزا، اختلاف معنی باززایی نوساقه از کوتیلدون
چنین بین دو تراکم کشت شده هم. بین دو رقم وجود دارد

شود، ولی  دار مشاهده می نیز براي صفت فوق اختلاف معنی

براي اثرات متقابل رقم در تراکم کشت کوتیلدون، اختلافات 
توان  ها بهتر می هدر مقایسه میانگین داد. دنباش دار نمی معنی

آورده شده  2نمود که در جدول شماره  مشاهدهاین نتایج را 
  .است
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مقایسه میانگین اثر رقم و تراکم کوتیلدون بر روي باززایی نوساقه کلزا: 2جدول   
Table2: Mean comparison of cultivar and culture density effects on shoot regeneration in 

rapeseed 
 درصد باززایی

Regeneration percutago 
 تیمار

Treatment 
 Cultivar  رقم 

a 85.0 PF-7045-91 
b 63.0 SLM-046 

 Density  تراکم 
a 87.0 15 ریزنمونه  

15 explants 
57.0 b 30 ریزنمونه  

30 explants 
 Cultivar × Density  تراکم ×رقم  

a 91.0 PF × 15 ریزنمونه  
PF×15 explants 

c 57.3 PF × 30 ریزنمونه  
PF×30 explants 

b 66.0 SLM × 15 ریزنمونه  
SLM×15 explants 

d 42.7 SLM × 30 ریزنمونه  
SLM×30 explants 

.ها استدار بین آن وجود اختلاف معنی بیانگرمشابه بین سطوح هر تیمار غیر حروف   
Means in each column, followed by the similar letters are not significantly different at the 1% probability  
 

  
بالاترین  PF-7045-91، رقم 2طبق جدول شماره 

از طریق کشت کوتیلدون را ) %85( درصد باززایی نوساقه
) باززایی نوساقه% 62با ( SLM-046نشان داده است و رقم 

پس از آن قرار دارد ولی بین این دو رقم نیز در سطح احتمال 
  .داري وجود دارد اختلاف معنی% 1

کوتیلدون  15چنین بر اساس جدول فوق، تراکم هم
دیش داراي فراوانی باززایی نوساقه بیشتري در هر پتري

. باشدمی %)57(کوتیلدون در هر پتري  30نسبت به %) 87(
هاي دیگر در گیاهان  این کاهش باززایی که براي ریزنمونه

علت تولید مواد سمی و تواند بهمختلف مطالعه شده است، می
معینی و کهریزي، (هاي غیر باززا باشد  مضر از سوي ریزنمونه

افزایش رقابت بین ممکن است که و یا این) 1382
  ).Kahrizi et al., 2007a(ها، باعث این امر شود  ریزنمونه

دهد که اثر چنین جدول مقایسه میانگین نشان میهم
باززایی داراي بیشترین % 91ریزنمونه  PF × 15متقابل 

نکته قابل توجه در . میانگین در میان سایر اثرات متقابل است
رابطه با اثرات متقابل این است که جدول تجزیه واریانس این 

دار نشان داد و این در اززایی غیرمعنینوع اثر را براي درصد ب
حالی است که بر اساس نتایج مقایسه میانگین، این نوع اثر با 

که ملاحظه چنان .باشد دار میدرصد معنی 1سطح بالاي 
درصد  1شود تمامی اثرات متقابل، در سطح احتمال  می

گر ضعف این نکته بیان. دهنددار نشان میاختلاف معنی
باشد و لذا لازم است  اریانس در این رابطه میآزمون تجزیه و

مقایسه میانگین تیمارها انجام شود تا بتوان با اطمینان 
علت این موضوع احتمالاً به نوع توزیع . بیشتري قضاوت نمود

که این توزیع به طریقی طوريگردد، به ها بر می فراوانی داده
با  است که اثرات مثبت و منفی همدیگر را خنثی نموده و
دار وجود اختلاف در اثر تیمارها، تجزیه واریانس آن را معنی

  .(Westhof, 1999)  دهدنشان نمی
ها، با نتایج  دار بین ژنوتیپوجود اختلاف معنی

Zhang and Bhalla (1999) پژوهش. در کلزا مطابقت دارد-
 7سازي شرایط انتقال ژن روي  منظور بهینههبمذکور  گران

فراوانی باززایی از دو ریزنمونه کوتیلدون و  رقم کلزا و براي
هیپوکوتیل مطالعه کردند و اختلافات بین ارقام را بسیار 

وابستگی فراوانی باززایی به ژنوتیپ . دار گزارش نمودند معنی
رساند که جهت ریزازدیادي و یا انتقال ژن باید  این را می
یی بالایی کار گرفته شوند که داراي درصد باززاهایی به ژنوتیپ
) از نظر خصوصیات زراعی(چه رقم مناسبی چنان. باشند
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وجود داشته باشد ولی فراوانی باززایی کمی داشته باشد، 
گیري با ژنوتیپ داراي فراوانی باززایی  توان از طریق دورگ می

بر خلاف نتایج   .بالا، این صفت را به ژنوتیپ برتر منتقل کرد
در سال  Mollersو  Menze، پژوهشبه دست آمده از این 

گزارش کردند که براي باززایی نوساقه از کوتیلدون و  1999
ها مشاهده  داري بین ژنوتیپ هیپوکوتیل کلزا اختلاف معنی

علت عدم تطابق بین نتایج تحقیقات، عمدتاً به . نشده است
-گردد، به هاي مورد استفاده بر میاختلاف در ارقام و ژنوتیپ

ها استفاده  که برخی محققین از دامنه وسیعی از ژنوتیپطوري
. اند که تنوع بالایی براي صفت مورد نظر در خود دارند کرده

هایی را در پژوهش خود  نیز ژنوتیپ گرانپژوهشبعضی از 
از . اند که براي متغیر مورد مطالعه تنوع ندارند استفاده کرده

باشد که تا یطرف دیگر صفت باززایی تحت کنترل ژنتیکی م
هاي مختلف  کنون براي باززایی گیاهان مختلف از ریزنمونه

هاي مختلف گزارش شده است  هاي زیادي براي کروموزومژن
)Kahrizi et al., 2000; Pierik, 1987; Smith, 2000 .(  
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