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رويان زايي  از كشت جدايه هاي
 ميكروسپوري  در ارقام مختلف كلزا

(Brassica napus L.)
• محمدرضا عبدالهي، دانشجوي دكتري، دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده كشاورزي، گروه اصلاح نباتات

• احمد معيني، عضو هيات علمي دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده كشاورزي، گروه اصلاح نباتات
• پرهام حدادي،  دانشجوي كارشناسي ارشد،  دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده كشاورزي، گروه اصلاح نباتات

• مختار جلالي جواران، عضو هيات علمي دانشگاه  تربيت مدرس،  دانشكده كشاورزي، گروه اصلاح نباتات           

چکيده
در اين آزمايش ۳ رقم كلزاي بهاره گلوبال۱، پي اف۲ و آپشن۳ به عنوان مواد گياهي انتخاب گرديدند. گياهان دهنده ميكروسپورها 
در اتاق رشـدي با دماي ۱۵/۱۰ درجه سـانتيگراد  و دوره نوري ۱۶/۸ ساعت(شـب / روز) قرار داده شدند.  ميكروسپورها در مرحلة 
 NLN-۱۳ تك هسـته اي انتهايي تا ابتداي دو هسـته اي از غنچه هايي به طول ۲/۵ تا ۳/۵ ميليمتر  جدا شـدند و در محيط كشت
حاوي ۱۳٪ سـاكاروز كشت گرديدند. ميكروسپورهاي كشت شـده به مدت ۱۴ روز در معرض تنش دمايي ۳۰درجه سانتيگراد  و در 
شرايط تاريكي قرار گرفتند و پس از آن به اتاق رشدي با دماي ۲۵درجه سانتيگراد و در داخل يك لرزاننده منتقل گرديدند. ارقام 
به لحاظ توان جنين زايي ميكروسپورها داراي اختلاف معني داري در سطح ۱٪ بودند. مقايسه ميانگين ها نشان داد كه رقم پي اف و 

رقم آپشن به ترتيب با توليد ۳۴۱۲/۲۵ و ۳۰۷۹/۵ جنين، بيشترين تعداد جنين را توليد کردند.
كلمات كليدي: كلزا ، Brassica napus L.، كشت ميكروسپور، جنين زايي

Pajouhesh & Sazandegi  No:60  pp: 48-52 

Embryogenesis from isolated microspore culture in different cultivars of rapeseed ( Brassica napus L.) 
By: M. Abdollahi, Student of ph.D, Department of plant breeding, College of Agriculture, Tarbiat Modarres 
Uneversity., A. Moieni, Assistant Prof of Tarbiat Modarres University, Departmint of Plant Breeding, College of 
Agriculture, Tarbiat Modarres University., P. Haddadi, Student of M.Sc. (AM), Department of Plant Breeding, College 
of Agriculture, Tarbiat Modarres University. and  M. Jalali Javaran, Assistant Prof of Tarbiat Modarres University, 
Departmint of Plant Breeding, College of Agriculture, Tarbiat Modarres University.,  
Three spring cultivars of rapeseed (Global, PF and Option ) were chosen as plant materials for this experiment. 
Donor plants were grown in a growth chamber at a day/night temperature of 15/10˚C (16/8 hours). Microspores at 
late-uninucleate to early- bionucleate were isolated from buds 2.5-3.5 mm in length and cultured in modified Lichter 
medium (NLN-13) containing 13% sucrose. Cultures incubated at 30˚C and darkness for 14 days, then transferred to 
shaker in the growth chamber at 25˚C.  Results showed that there were significant differences between cultivars at 1% 
level. The comparison of means showed that PF and Option, with 3412/25 and 3079/5 embryos were the best cultivars 
for embryogenesis respectively.
Key Words: Brassica napus L., Rapeseed, Microspore Culture, Embryogenesis 
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و سازندگي ۴۹پژوهش

ها و روش مواد
به عنوان آپشن) و پي اف بهاره (گلوبال، رقم كلزاي سه اين آزمايش در
در رشدي داخل اتاق در مادري گياهان ــدند. گرفته ش نظر گياهي در مادة
۸ نور و ساعت ۱۶ با فتوپريود روز) ــانتيگراد (شب/ دماي ˚۱۵/۱۰درجه س
به غنچه ۱۰۰ ،حدود بذور كشت از پس ماه ۳ كردند. رشد تاريكي ــاعت س
استفاده از ها، با غنچه ضد عفوني ــد. ش ــت ميليمتر برداش ۳/۵ ۲/۵ تا طول
دو سپس و ۱۰ دقيقه مدت به (گلرنگ) ٪۵/۲۵ ــديم س محلول هيپوكلريت
شستشو، از انجام عمل پس استريل انجام شدند. آب مقطر شستشو با مرتبه
جداسازي محلول ــياب كوچك به همراه ۳۰ ميلي ليتر آس در يك ها غنچه
شدند. آسياب (۷) (pH=۶ ــاكاروز با س ٪۱۳ حاوي (محلول ــپورها ميكروس
سوراخهايي با آزمايشگاهي ترتيب از دو الك به حاصل سوسپانسيون سپس
هر و بار حاصل دو سوسپانسيون شد. داده عبور ۵۳ µm۱۰۶ وµmقطر به
انجام از پس و شد ۱۲۷۰سانتريفيوژ rpm دور در دقيقه ۴ مدت به دفعه
حذف ميكروسپورها زردرنگ ــوب رس بالاي رنگ سبز مايع ــانتريفيوژ س هر
رسوب رنگ بالاي ــبز س مايع دوم، پس از حذف ــانتريفيوژ س از بعد گرديد.
(۱۲) NLN-۱۳ ــت كش محيط ــر  ۴-۵ ليت حدود ميلي ــپورها ميكروس
يك از ــتفاده اس اين مرحله با ــد. در گردي اضافه ــپورها ميكروس ــوب رس به
گرديد تعيين ــت كش محيط در ميكروسپورها تراكم ــلول، س ــمارش ش لام
ــپس س ــد. ــانده ش رس نظر مورد حجم به ــپورها ــيون ميكروس و سوسپانس
ابعاد به شيشه اي هاي ديش پتري در ــپورها ميكروس حاوي ــت محيط كش
ــانتي س درجه دماي۳۰ با انكوباتوري به و گرديد توزيع متر ميلي ۱۲۰×۱۵
چشم غير با ها كه جنين بعد، زماني ۱۴ روز ــدند. ش و تاريكي منتقل گراد
اتاق داخل در ــده، لرزانن يك ــها روي ديش پتري ــلح قابل ديدن بودند، مس
پس ۳۰ روز گرفتند. قرار تاريكي گراد و سانتي درجه ۲۵ با دماي ــدي رش
باززايي محيط به انتقال آماده يافته، رشد جنينهاي ميكروسپورها، كشت از
تيمار (رقم) ۳ با تصادفي كاملاً طرح يك از تحقيق ــد. در اين بودن (۸) B۵

گرديد. استفاده تكرار ۴ و

نتايج
پي آپشن، ۳ رقم براي زايي جنين صفت واريانس از تجزية حاصل نتايج
معني هم اختلاف با ــطح ٪۱ س ارقام مختلف در كه ــان داد نش گلوبال و اف
آزمايش اين در شده ــتفاده اس ارقام كلية و (۱ ــماره ش (جدول داري دارند

داشته اند. به كشت ميكروسپور نسبت واكنش متفاوتي
ــان نش (۱ دانكن(نمودار روش به كلزا مختلف ــام ارق ميانگين ــه مقايس
ارقام پي دارد. ــود وج آنها بين ٪۱ ــطح س در داري ــه اختلاف معني ك داد
ــترين بيش جنين، ۳۰۷۹/۵ و ۳۴۱۲/۲۵ توليد ــا به ترتيب ب ــن آپش و اف
(b جنين(گروه تعداد کمترين جنين، توليد۴۶۵ با گلوبال رقم و (a ــروه (گ
ميکروسپورهاي کشتهاي از جنين انبوه توليد زير ــکل ش كردند. در را توليد
ــده داده ش ــان نش ــكل ش اي لپه مرحله در يك جنين بالغ و تصوير ــزا کل

.(۲ و ۱ شماره است(شکلهاي

  بحث 
(۲) كه  خنجي كار از غير داخلي، به خارجي و منابع دقيق ــي بررس با
ــتفاده اس نتي گراد ــا س درجه ۳۲ دمايي تنش روز ۳ تا ۲ با گلوبال رقم از
كلزا، ميكروسپورهاي جنينزايي ژنوتيپ بر روي اثر مطالعه زمينه در كرد،

مقدمه
از  نباتات اصلاح هاي برنامه در هاپلوئيد گياهان از استفاده اهميت
موضوعات از و يكي است گرديده مسلم براي دانشمندان پيش ها مدت
توليد جهت هاي هموزيگوس لاين توليد زمينه اين در تحقيقاتي ــم مه
هاپلوئيد باشد. گياهان ــازگار مي خودناس هاي گونه در هيبريد گياهان
ــتند. هس داراي كاربرد فراواني ــي ژنتيك۴ مهندس و نباتات ــلاح اص در
خالص كاملاً لاين هاي توليد نباتات، اصلاح در آنها ــتفاده اس مهمترين
.(۹) ــد باش مي هاپلوئيد گياهان كروموزومهاي كردن برابر دو از طريق 
زراعي، ــان گياه اصلاح در روش هاپلوئيدي ــدن ش واقع ــد مفي جهت
و از گونهها ــيعي وس دامنه ــر و در موث صورت ــتي به بايس ــا هاپلوئيده
و هاپلوئيد گياهان توليد روشهاي متعددي جهت شوند. توليد ژنوتيپها
روشها اين از يكي كه دارد وجود مضاعف هاپلوئيد گياهان آن دنبال به
ميكروسپور۷ كشت كشت بساك۶ و روش به دو ميباشد كه آندروژنز۵

شود. مي انجام
در روش اين ــپور، ميكروس ــت كش روش فني ــكلات مش عليرغم
باززايي جمله: كاهش از ــت، اس داراي مزايايي بساك كشت با ــه مقايس
ــاك، بس بافت هاي ديپلوئيد ديوارة ــذف ح دليل به ديپلوئيد ــان گياه
كشت بساك از در كه ــپورها ميكروس ــد رش ممانعتكننده مواد حذف
پيگيري دقيق تمام مراحل و ــاهده مش ميشود، ــح ترش ــاك ديواره بس
ميكروسپورها مستقيم تماس غذايي به دليل مواد بهتر جذب آندروژنز،
كاهش جنين، به مستقيم اكثر ميكروسپورها تبديل ــت، با محيط كش
ميكروسپورها بودن مناسب و كالوس تشكيل عدم دليل به شيمر توليد
. ژن(۱۴،۴) انتقال و دست ورزيهاي ژنتيكي موتاسيون، مطالعات براي
سال در Lichterــط توس بار اولين براي كلزا ــپور ميكروس ــت كش
قابل ــرفت هاي پيش بعد به تاريخ آن از و گرديد ــزارش ۱۹۸۲ (۱۲) گ
هاپلوئيد هاي جنين توليد ــراي ب مؤثر روش يك ــعة توس براي توجهي
گرفته است صورت براسيكا هاي مختلف گونه در ميكروسپور حاصل از
را كلزا در ــپورها ميكروس زايي جنين ــي، ــاي مختلف (۱۶،۵). فاكتوره
متعدد و شرايط مختلف ژنوتيپ گياه، از قبيل: قرار ميدهند تأثير تحت
بهينهسازي بعضاً كه اندازه غنچه القاء جنين، كشت محيط گياه، ــد رش
در بار اولين براي ايران در كلزا ــپورهاي ميكروس كشت ــدهاند(۱۰). ش
دانشگاه كشاورزي ــكده دانش در ارشد ــي كارشناس پاياننامه قالب يك
ژنوتيپهاي از تعدادي تحقيق اين در كه ــد(۱) انجام ش مدرس تربيت
جنين زايي به پاسخ نظر از مزرعه، در ــده ــت ش كش پاييزه كلزا، و بهاره
بسيار تعداد كه بررسي شدند شيشهاي شرايط درون در ــپورها ميكروس
اثر ديگر تحقيقي در ــد. ش توليد پاييزه ژنوتيپهاي از فقط جنين كمي
شد كلزا مطالعه رقم چند روي در سانتيگراد درجه ۳۲ °C تنش دمايي
باعث ــانتيگراد ۳۲ درجه س °C تنش روز ۳ ۲ تا گرديد كه داده ــان نش و
۳۲ جنين ديش پتري هر متوسط از طور و به گرديد بهبود جنينزايي
مورد بهاره كلزاي رقم ــه اين تحقيق، جنينزايي س در آمد(۲). ــت بدس

گرفته است. بررسي قرار

۱۳۸۲ پاييز ،۶۰ شماره
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پژوهش و سازندگي  ۵۰

ــد،  ــتفاده در اين تحقيق باش ــع ديگري كه در ارتبا ط با ارقام مورد اس منب
ــد كه ارقام پي اف و آپشن براي اولين بار در يك  ــد و به نظر مي رس پيدا  نش
ــتقل به لحاظ جنين زايي ميكروسپورها بررسي مي شوند.  نتايج  آزمايش مس
ــپورهاي  ــن آزمايش با نتايج محققين مبني بر اينکه جنين زايي ميكروس اي
ــت و تنوع ژنتيكي بالايي در  ــته به ژنوتيپ اس ــيكا وابس گياهان جنس براس
ــرد جنين زايي براي ژنوتيپ هاي مختلف وجود دارد، مطابقت مي کند  عملك
ــپور در كلزا با توجه به  ــت ميكروس ــخ دهي به كش (۱۱)، به طوري كه پاس

ژنوتيپ گياه فرق مي كند (۱۷).
ــط فاكتورهاي ژنتيكي كنترل  ــپورها توس توانايي جنين زايي ميكروس
ــوند و پارامترهاي كمي۸ وراثتي در جنين زايي ميكروسپورها دخالت  مي ش

شكل شماره ۱- توليد انبوه جنين در كشت ميکروسپورهاي کلزا

شکل شماره ۲- تصوير يك جنين بالغ لپه اي شكل ازميکروسپور کلزا

ــياري جهات  ــد (۱۸). فاكتورهاي ژنتيكي مؤثر در جنين زايي از بس مي كنن
ــتند به طوري كه در اكثر آنها اثرات  ــترك هس ــيكا مش بين گونه هاي براس
ــپورها اثر مثبتي دارند. در همة گونه  ــي ژنها روي ميكروس غالبيت و افزايش
ــي و غالبيت از نظر افزايش ميزان جنين زايي معني  ها هر دو اثرات افزايش
دار هستند و هيچ اثرات مادري در جنين زايي ميكروسپورها مشاهده نشده 
ــت و از طرف ديگر وراثت پذيري صفت جنين زايي در ميكروسپورها بالا  اس
ــت جنينزايي در گونه هاي  ــوارد بيان كنندة كنترل صف ــد كه اين م ميباش
ــط فاكتورهاي ژنتيكي مشابه مي باشد. در كلزا  ــيكا توس مختلف جنس براس
ــط ۲ مكان ژني با اثرات افزايشي كنترل مي شود در  صفت جنين زايي توس
حاليكه ژنهايي با اثرات غالب هم در جنين زايي ميكروسپورها اثرات مثبتي 

رويان زايي سوماتيكي از...
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تغييرات منابع آزادي درجه مربعات ميانگين F

رقم ۲ ۱۰۴۲۱۷۴۳/۵۸ ۱۴/۴۴۴**

آزمايشي خطاي ۹ ۷۲۱۵۰۳/۵۳۸

يا ــيك كلاس ــهاي از طريق روش را نظر نياز، ژنهاي مورد صورت و در نمود
جنينزايي ضعيف ــيل پتانس با يا ركليرنت ــام ارق ژنوتيپ يا به ژن ــال انتق

داد. انتقال

پاورقيها
1- Global
2- PF
3- Option
4- Genetic Engineering
5- Androgenesis
6- Anther Culture 
7- Microspore Culture
8- Quantitive Parpameters
9- Hybrids
10- Molecular Markers

استفاده مورد منابع
در ايزوله ــپورهاي ميكروس ــت كش به ــخ پاس ــي ه ،۱۳۷۹. بررس باقري، -۱
ــگاه تربيت دانش ــد ارش ــي كارشناس نامه كلزا. پايان ژنوتيپهاي ــدادي از تع

ص. مدرس، ۸۴

.(۱۸) دارند
كه كه صفاتي اند ساخته ــكار را آش حقيقت اين اصلاحي، ــهاي آزمايش
با ژنوتيپ هايي از ميتوانند هستند، ميكروسپور ــت كش به پاسخ مربوط به
پاسخده غير پايين يا دهي ــخ پاس با هايي ژنوتيپ بالابه ــخدهي پاس ميزان
مشترك والد يك با كه هيبريدها۹ وجود دارد شواهدي .(۱۳) شوند منتقل
ــپورها زايي ميكروس جنين ــابهاي به مش طور به ــان يكس تيمارهاي و تحت
ــزاء عملكرد اج را براي ژنتيكي ــرل كنت اهميت اين ــه دهند، ک مي ــخ پاس
ــت كش در زايي ميزان جنين بالاترين .(۶) ميكند ــد تأيي جنين ــد تولي در
اين كه طوري به است، شده مشاهده Topasواريتة در كلزا ــپور ميكروس
ــپور ميكروس نموي و ــد مراحل رش مطالعة گياه مدل در يك عنوان گياه به
از است ممكن ژنوتيپ يك در داخل ــت (۱۹). اس كرده پيدا اهميت فراواني
باشد. ــته داش وجود تفاوت زايي جنين ميزان لحاظ از ديگر به گياه گياهي
ميكروسپورها پاسخ دهي ميزان محيط هم در و متقابل ژنوتيپ اثرات چون
در يافته پرورش ــان گياه كه طوري به ،(۱۳) ــد دارن نقش جنين زايي ــه ب
دهي پاسخ ميزان كرده بودند رشد گلخانه در گياهاني كه به ــبت نس مزرعه
ميكروسپور كشت به پاسخ نشان دادند (۱۵). ميكروسپور كشت به بيشتري
ماركرهاي مولكولي۱۰ مربوط ــيكا با تعيين براس گياهان در ژنتيكي از نظر
خواهد كنند، بهبود مي دخالت ــي زاي جنين ژنهايي كه در يابي ــه مكان ب
جنين به ــخ دهي بالا پاس با هايي ژنوتيپ وانتخاب ها ژن اين و تعيين يافت
احتمالاً كشت براسيكا جنس در باشند(۱۸). مي مفيد ــتا راس اين در زايي

گونه از ژنوتيپهاي ــي بعض و B.napus گونه در ــپور ميكروس
ــد مي باش گونه ژنوتيپهاي و گونهها ديگر از ــر مؤثرت B.rapa

.(۳)
طريق از جنينزايي براي ژنتيكي ــوع تن با توجه به وجود
مواد ــاير س روي تحقيقات ادامه با كلزا، ــپور ميكروس ــت كش
را معرفي جنينزايي براي ژنوتيپ بهترين ژنتيكي كلزا،ميتوان

جنينزايي صفت براي کلزا مختلف ارقام واريانس آناليز -۱ جدول

احتمال ٪۱ سطح در معنيدار اختلاف وجود ٭٭

ارقام ميانگين مقايسه

نظر از كلزا مختلف

جنينزايي   ميزان

۱۳۸۲ پاييز ،۶۰ شماره
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