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Abstractچکیده
کارگیري تکنیک موتاسیون در سازي بهبهینهتحقیق حاضر با هدف

و Hyola 401هیبریدهاي . زایی میکروسپورهاي کلزا انجام شدجنین
Hyola 420عنوان مواد گیاهی و موتاژن شیمیایی بهEMS) اتیل متان

و 2/0، 1/0هاي براي غلظتEMSاستوك . استفاده گردیدند) سولفونات
تهیه و میکروسپورها در NLN13درصد با استفاده از محیط کشت 3/0

بعد از . دقیقه تیمار شدند90و 30،60هاي هاي موردنظر و با زمانغلظت
14مدت هکشت و سپس بNLN13اعمال تیمار، میکروسپورها در محیط 

نتایج نشان داد که در هر دو هیبرید در . قرار داده شدندC30°روز در دماي 
دست ها بهدقیقه بیشترین تعداد جنین90موتاژن و زمان درصد1/0غلظت 

90و شاهد در مدت  زمان EMSکار برده شده از هر سه غلظت به.آمد
تند و هر چه غلظت در داري با هم داشزایی اختلاف معنیدقیقه از نظر جنین

ها پس جنین. دست آمده کمتر بودهاي بهاین زمان افزایش یافت تعداد جنین
و C4°همراه با اسیدجیبرلیک و نگهداري در دماي B5از انتقال به محیط 

هاي گیاهچه. منتقل شدندC25°روز به انکوباتور با دماي 10مدت تاریکی به
در هر دو . بدون اسیدجیبرلیک انتقال یافتندB5رشدکرده به محیط باززایی 

دقیقه اعمال شده بود، 90که در مدت زمان EMSاز % 3/0هیبرید غلظت 
. داراي بیشترین میزان باززایی کل بود

باززایی،زاییجنین،EMS، موتاسیون،میکروسپور: کلیديهاي واژه

In this study, an experiment was designed for
optimization of mutation application on microspore
embryogenesis of canola, regeneration of embryos and
producing haploid plants, from Hayola 401 and Hayola
402 hybrids using EMS mutagen treatments. EMS
stocks were prepared for 0.1, 0.2 and 0.3 percent using
NLN13 culture medium and then microspores were
cultured in NLN13 medium. Then, they were stressed
by heat shock (30°C for 14 days). The results showed
that in both hybrids by 0.1 % mutagen treatment for 90
minutes, the highest numbers of embryos achieved. So
in the 90 minutes durations all of three applied
concentrations from EMS and the control had
significant differences and by increasing the
concentration along this duration, fewer embryos were
achieved. Afterwards, embryos were transferred to B5
medium containing gibberellic acid and incubated at
25°C and after full growth they were transferred to B5
medium without gibberellic acid. The results in both
hybrids showed that the highest numbers of regenerates
were produced when EMS (0.3% for 90 min) was
applied to isolated microspores.

Keywords: Microspores, Mutation, EMS,
Embryogenesis, Regeneration
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مقدمه 
پروتئین در 38-45%روغن و 40- 45%داشتن باکلزا

است گرفتهقرارکشوردرقابل کشتهاي روغنیفهرست دانه
(Negaresh. طور وسیعی تکنیک موتاسیون به.(2008

منظور بهبود کیفیت محصولات زراعی و ایجاد مقاومت به به
تواند این تکنیک می. شودکار برده میها و آفات بهبیماري
پلاسم با خصوصیات مطلوب و جدید را فراهم زیادي ژرمتعداد 
Liu)کند  et al., ترکیب تکنیک موتاسیون و . (2005

مخصوصاً در ) In vitro(گزینش در شرایط آزمایشگاهی 
وسیله دهد که بهسطح هاپلوئیدي، اجازه انتخاب صفاتی را می

تواندوسیله میشوند و بدینهاي مغلوب یا غالب کنترل میژن
Liu)هاي مطلوب را افزایش دهدیافتهجهش et al.,

هاي متعددي جهت تولید گیاهان هاپلوئید و به روش.  (2005
دنبال آن گیاهان دابلدهاپلوئید وجود دارد که یکی از 

باشد که به دو روش کشتها آندروژنز میترین آنعمومی
Enayti)گیرد میکروسپور انجام میبساك و کشت

Shariatpanahi and Emami Meybodi. 2009) .
بودن میکروسپورها براي آلبودن از دیواره بساك، ایدهمستقل

ها، امکان استفاده اعمال تیمارهاي موتاژن و بررسی موتاسیون
ژن و توانایی تولید تعداد زیادي لاین ها در انتقالاز آن

Palmer)باشددابلدهاپلویید از مزایاي کشت میکروسپور می

and Keller. 1999) . کشت میکروسپورهاي کلزا براي
. گزارش گردید1982در سال Litcherاولین بار توسط 

کشت میکروسپور کلزا ابزاري مفید جهت تولید گیاهان 
هاي اصلاحی و یک هاي هموزیگوت در برنامههاپلوئید و لاین

باشدهاي ژنتیکی میسیستم مؤثر براي دستکاري
(Barro et al., 2001) .

نتیجه نمو طبیعی میکروسپور در گیاه تمایز آن به 
اما . باشدگرده و انجام لقاح با سلول تخمک میدانه

در صورت : میکروسپورهاي جداشده دو مسیر را پیش رو دارند
اعمال تنش و کشت در محیط آزمایشگاهی و شرایط عدم

بالغ و گرده رسیده و به دانه) In vitro(اي شیشهدرون
کند و در صورت اعمال تنش گامتوفیت نر بارور تمایز پیدا می

میکروسپورها از مسیر گامتوفیتی خارج و وارد مسیر اسپروفیتی 
طور مکرر تقسیم شده و به سمت عبارتی بهبه. شوندمی

کنند شوند و در نتیجه تولید جنین میزایی هدایت میجنین
(Maluszynski. 2003) .ه دسته کلی تقسیم ها به ستنش

هایی است که به فراوانی مورد استفادهدسته اول تنش: اندشده
غذایی و گیرند مانند سرما، گرما، کمبود موادقرار می

هایی که کمتر مورد استفاده قرار دسته دوم تنش. سینکلشی
گاما، تنش اتانول، تیمار سانتریفیوژ، کاهش گیرند مانند اشعهمی

هایی هستند دسته سوم تنش. اسیدسیزیکفشار اسمزي و آب
بالاي محیط، pHاند شامل که جدیداً مورد استفاده قرار گرفته
هاي فلزهاي سنگین و الیگوساکارید کاراگینن، تنش

Shariatpanahi)باشند هاي شیمیایی میکنندهالقاء et al.,

ها، زایی در میان گونهاختلاف در میزان جنین. (2006
شود ها و در میان گیاهان با ژنوتیپ یکسان دیده میژنوتیپ

(Ferrie. 2003) . استفاده از یک موتاژن در کشت
. هاي کمی انجام شده استبساك در گونهمیکروسپور یا کشت

EMS یک موتاژن با کاربرد گسترده است اما انواع دیگري
یا اشعه گاما ) NaN3(آزید، سدیم)اتیل نیتروز(ENUنظیر

Polsoni)نیز استفاده شده است  et al., در کشت .(1988
آزید بیشترین میزان میکروسپورهاي جو تیمارشده با سدیم

مولار براي مدت یک ساعت 0001/0زایی در غلظت جنین
Castillo)آمده استدستبه et al., در آزمایشی . (2001

زایی در باعث افزایش جنین) گري10دز (گاما اثر اشعه 
زایی در میکروسپورهاي هاي کشت شده و کاهش جنینبساك

Macdonald)کلزا شد  et al., تحقیق حاضر با .(1988
با استفاده از (کارگیري تکنیک موتاسیون سازي بههدف بهینه

باززایی زایی میکروسپورهاي کلزا و بر جنین) EMSموتاژن 
. انجام شدها جنین

هامواد و روش
HyolaوHyola 401در این پژوهش بذور هیبریدهاي

از مؤسسه تحقیقات اصلاح و تهیه نهال و بذر تهیه و در 420
. هاي پژوهشکده بیوتکنولوژي کشاورزي کشت شدندگلخانه
متر که داراي میلی5/3-5/4طول مناسب هاي کلزا بهغنچه

سلولی بودند، از نتهاي تکمیکروسپورهایی در مرحله ا
هیبریدهاي مذکور در گلخانه جدا و سپس در اتاق کشت زیر 

ور دقیقه غوطه15مدت به% 5/3سدیم لامینار در هیپوکلریت
مقطر استریل هر دفعه سپس سه بار شستشو با آب. شدند

جهت جداسازي میکروسپورها، . مدت سه دقیقه انجام شدبه
) =6pHساکارز با % 13(اسازيها در داخل محیط جدبساك

محلول سوسپانسیون حاوي میکروسپورها از الک . له شدند
میکرومتر عبور 68هایی به قطرآزمایشگاهی با اندازه سوراخ

هاي سوسپانسیون حاوي میکروسپورها، داخل لوله.داده شد
لیتري ریخته و سپس دو بار با سرعت میلی50آزمایشگاهی 

rpm1270گراد درجه سانتی4دقیقه در دماي 5مدت به
رسوب . سانتریفیوژ شد و سپس مایع سبزرنگ رویی حذف شد
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لیتر از محیط میلی1کردن نشین شده با اضافهزردرنگ ته
منظور ایجاد جهش، به. رقیق گردیدNLN-13کشت 

لیتري توزیع میلی2هاي میکروسپورها به داخل میکروتیوب
.NLN-13(Lichterلیتر از محیط کشت میلی1شدند و 

با EMS(Ethyl methanesulfonate)حاوي (1982
ها درصد حجمی به آن3/0و 1/0،2/0هاي متفاوت غلظت

دقیقه در داخل 90و 60، 30مدت اضافه شده، سپس به
پس از اعمال تیمار دو بار شستشو با . یخچال نگهداري شدند

rpm2000ژ آن با و سانتریفیوNLN-13محیط کشت 
براي کشت میکروسپورها در هر . دقیقه انجام گرفت1مدت به

NLN-13لیتر از محیط میلی8/5متري، سانتی6دیش پتري

میکرولیتر از سوسپانسیون میکروسپورهاي 100توزیع شد و  
سپس میکروسپورها ابتدا . شده به آن اضافه گردیدرقیق

گراد و بعد از آن سانتیدرجه 30روز در دماي 14مدت به
گراد و در تاریکی درجه سانتی25مدت سه هفته در دماي به

اي شکل به اي یا نیزهها در مرحله لپهجنین. قرار گرفتند
منتقل ) mg/l01/0(حاوي اسیدجیبرلیک B5محیط باززایی 

زایی منظور تیمار سرمایی جهت جلوگیري از جنینبه. شدند
ها در تاریکی و در هاي نرمال، جنینگیاهچهثانویه و تولید 

. روز قرار داده شدند10مدت گراد بهدرجه سانتی4دماي 
درجه 25ها به داخل اتاق رشدي  با  دماي سپس جنین

ساعت تاریکی 8ساعت روشنایی و 16گراد و فتوپریود  سانتی
بدون B5هاي تولیدشده به محیط گیاهچه. قرار گرفتند

. یک در داخل شیشه انتقال داده شدنداسیدجیبرل
وبودندیکبار مصرفشدندآغشته EMSظروفی که به 

و بعد در نایلون و شدهخنثی آنEMSاستفاده ابتدا بعد از 
EMSباقیمانده . سوزانده شدندآوري و سطل مخصوصی جمع

EMS. شده هرگز نباید در چاه فاضلاب ریخته شوداستفاده

EMSشود لذا باقیماندهحل نمیهرگز در آب شسته و 

% 5تیوسولفات شده و ظروف آلوده در محلول سدیماستفاده
)Na2S2O3 (نگهداري و بعد ساعت و در زیر هود 24مدت به

، در نایلون و سطل مخصوص EMSشدن از غیرفعال و خنثی
در مرحله اول میانگین تعداد .آوري و سوزانده شدجمع
غنچه و در مرحله دوم درصد 25شده از هاي تشکیلجنین
هاي رشدکرده و نرمال تعداد گیاهچه(هاي باززایی شده جنین

بدون اسیدجیبرلیک یا باززایی B5و قابل انتقال به محیط 
.براي هر دو هیبرید محاسبه گردید) کل

صورت فاکتوریل و بر پایه طرح کاملاًهها بآزمایش
ها ابتدا آزمون در آزمایش. تصادفی با سه تکرار انجام شد

طبق . انجام گرفتMINITABافزار بودن توسط نرمنرمال
در صورت نیاز به تبدیل داده ،MINITABنمودار نرم افزار 

. ها استفاده شدبودن از تبدیل مناسب دادهدلیل عدم نرمالبه
ها به ین، دادهپس از انجام تجزیه واریانس و مقایسه میانگ

ها و کلیه تجزیه واریانس. مقیاس اصلی خود باز گردانده شدند
. انجام گرفتMSTATCافزار ها با نرممقایسه میانگین
ها به روش آزمون دانکن در سطح احتمال پنج مقایسه میانگین

رسم Excelافزار نمودارها با نرم. و یک درصد انجام گردید
.شدند

نتایج و بحث  
هاي حاصل از میکروسپورهاي هیبرید رسی جنینبر

Hyola 401
و Hyola 401هیبریدهاي میکروسپورهاي جداشده از

Hyola 420زایی ابتدا تحت منظور افزایش القاء جنینبه
و % 2/0،%1/0هاي متفاوت با غلظتEMSتیمار تأثیر پیش

دقیقه قرار گرفتند و سپس 90و 60، 30هاي و در زمان% 3/0
روز بر روي 14مدت گراد بهدرجه سانتی30تیمار حرارتی 

زایی را در میکروسپورها مراحل مختلف جنین. ها اعمال شدآن
طی کرده و براي رشد کامل و  NLN13داخل محیط 
اي شکل به انکوباتور با دماي هاي نرمال یا نیزهتشکیل جنین

). 1شکل(گراد منتقل شدند درجه سانتی25

اي و نرمالجنین نیزه: eوd. جنین قلبی:C. جنین کروي: b. میکروسپور سه لوپی: a. زایی میکروسپور در کلزامراحل مختلف جنین-1شکل 

دهد که اختلاف بین مدت زمان تیمار، نشان می1جدول 
ها از نظر تعداد شده و اثر متقابل آناعمالهايغلظت

در سطح احتمال یک درصد میکروسپورها هاي حاصل از جنین
اثر متقابل حاکی از آنست که2شکل نتایج. دار بودمعنی
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وبودندیکبار مصرفشدندآغشته EMSظروفی که به 

و بعد در نایلون و شدهخنثی آنEMSاستفاده ابتدا بعد از 
EMSباقیمانده . سوزانده شدندآوري و سطل مخصوصی جمع

EMS. شده هرگز نباید در چاه فاضلاب ریخته شوداستفاده

EMSشود لذا باقیماندهحل نمیهرگز در آب شسته و 

% 5تیوسولفات شده و ظروف آلوده در محلول سدیماستفاده
)Na2S2O3 (نگهداري و بعد ساعت و در زیر هود 24مدت به

، در نایلون و سطل مخصوص EMSشدن از غیرفعال و خنثی
در مرحله اول میانگین تعداد .آوري و سوزانده شدجمع
غنچه و در مرحله دوم درصد 25شده از هاي تشکیلجنین
هاي رشدکرده و نرمال تعداد گیاهچه(هاي باززایی شده جنین

بدون اسیدجیبرلیک یا باززایی B5و قابل انتقال به محیط 
.براي هر دو هیبرید محاسبه گردید) کل

صورت فاکتوریل و بر پایه طرح کاملاًهها بآزمایش
ها ابتدا آزمون در آزمایش. تصادفی با سه تکرار انجام شد

طبق . انجام گرفتMINITABافزار بودن توسط نرمنرمال
در صورت نیاز به تبدیل داده ،MINITABنمودار نرم افزار 

. ها استفاده شدبودن از تبدیل مناسب دادهدلیل عدم نرمالبه
ها به ین، دادهپس از انجام تجزیه واریانس و مقایسه میانگ

ها و کلیه تجزیه واریانس. مقیاس اصلی خود باز گردانده شدند
. انجام گرفتMSTATCافزار ها با نرممقایسه میانگین
ها به روش آزمون دانکن در سطح احتمال پنج مقایسه میانگین

رسم Excelافزار نمودارها با نرم. و یک درصد انجام گردید
.شدند

نتایج و بحث  
هاي حاصل از میکروسپورهاي هیبرید رسی جنینبر

Hyola 401
و Hyola 401هیبریدهاي میکروسپورهاي جداشده از

Hyola 420زایی ابتدا تحت منظور افزایش القاء جنینبه
و % 2/0،%1/0هاي متفاوت با غلظتEMSتیمار تأثیر پیش

دقیقه قرار گرفتند و سپس 90و 60، 30هاي و در زمان% 3/0
روز بر روي 14مدت گراد بهدرجه سانتی30تیمار حرارتی 

زایی را در میکروسپورها مراحل مختلف جنین. ها اعمال شدآن
طی کرده و براي رشد کامل و  NLN13داخل محیط 
اي شکل به انکوباتور با دماي هاي نرمال یا نیزهتشکیل جنین

). 1شکل(گراد منتقل شدند درجه سانتی25

اي و نرمالجنین نیزه: eوd. جنین قلبی:C. جنین کروي: b. میکروسپور سه لوپی: a. زایی میکروسپور در کلزامراحل مختلف جنین-1شکل 

دهد که اختلاف بین مدت زمان تیمار، نشان می1جدول 
ها از نظر تعداد شده و اثر متقابل آناعمالهايغلظت

در سطح احتمال یک درصد میکروسپورها هاي حاصل از جنین
اثر متقابل حاکی از آنست که2شکل نتایج. دار بودمعنی
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لیتر از محیط میلی1کردن نشین شده با اضافهزردرنگ ته
منظور ایجاد جهش، به. رقیق گردیدNLN-13کشت 

لیتري توزیع میلی2هاي میکروسپورها به داخل میکروتیوب
.NLN-13(Lichterلیتر از محیط کشت میلی1شدند و 

با EMS(Ethyl methanesulfonate)حاوي (1982
ها درصد حجمی به آن3/0و 1/0،2/0هاي متفاوت غلظت

دقیقه در داخل 90و 60، 30مدت اضافه شده، سپس به
پس از اعمال تیمار دو بار شستشو با . یخچال نگهداري شدند

rpm2000ژ آن با و سانتریفیوNLN-13محیط کشت 
براي کشت میکروسپورها در هر . دقیقه انجام گرفت1مدت به

NLN-13لیتر از محیط میلی8/5متري، سانتی6دیش پتري

میکرولیتر از سوسپانسیون میکروسپورهاي 100توزیع شد و  
سپس میکروسپورها ابتدا . شده به آن اضافه گردیدرقیق

گراد و بعد از آن سانتیدرجه 30روز در دماي 14مدت به
گراد و در تاریکی درجه سانتی25مدت سه هفته در دماي به

اي شکل به اي یا نیزهها در مرحله لپهجنین. قرار گرفتند
منتقل ) mg/l01/0(حاوي اسیدجیبرلیک B5محیط باززایی 

زایی منظور تیمار سرمایی جهت جلوگیري از جنینبه. شدند
ها در تاریکی و در هاي نرمال، جنینگیاهچهثانویه و تولید 

. روز قرار داده شدند10مدت گراد بهدرجه سانتی4دماي 
درجه 25ها به داخل اتاق رشدي  با  دماي سپس جنین

ساعت تاریکی 8ساعت روشنایی و 16گراد و فتوپریود  سانتی
بدون B5هاي تولیدشده به محیط گیاهچه. قرار گرفتند

. یک در داخل شیشه انتقال داده شدنداسیدجیبرل
وبودندیکبار مصرفشدندآغشته EMSظروفی که به 

و بعد در نایلون و شدهخنثی آنEMSاستفاده ابتدا بعد از 
EMSباقیمانده . سوزانده شدندآوري و سطل مخصوصی جمع

EMS. شده هرگز نباید در چاه فاضلاب ریخته شوداستفاده

EMSشود لذا باقیماندهحل نمیهرگز در آب شسته و 

% 5تیوسولفات شده و ظروف آلوده در محلول سدیماستفاده
)Na2S2O3 (نگهداري و بعد ساعت و در زیر هود 24مدت به

، در نایلون و سطل مخصوص EMSشدن از غیرفعال و خنثی
در مرحله اول میانگین تعداد .آوري و سوزانده شدجمع
غنچه و در مرحله دوم درصد 25شده از هاي تشکیلجنین
هاي رشدکرده و نرمال تعداد گیاهچه(هاي باززایی شده جنین

بدون اسیدجیبرلیک یا باززایی B5و قابل انتقال به محیط 
.براي هر دو هیبرید محاسبه گردید) کل

صورت فاکتوریل و بر پایه طرح کاملاًهها بآزمایش
ها ابتدا آزمون در آزمایش. تصادفی با سه تکرار انجام شد

طبق . انجام گرفتMINITABافزار بودن توسط نرمنرمال
در صورت نیاز به تبدیل داده ،MINITABنمودار نرم افزار 

. ها استفاده شدبودن از تبدیل مناسب دادهدلیل عدم نرمالبه
ها به ین، دادهپس از انجام تجزیه واریانس و مقایسه میانگ

ها و کلیه تجزیه واریانس. مقیاس اصلی خود باز گردانده شدند
. انجام گرفتMSTATCافزار ها با نرممقایسه میانگین
ها به روش آزمون دانکن در سطح احتمال پنج مقایسه میانگین

رسم Excelافزار نمودارها با نرم. و یک درصد انجام گردید
.شدند

نتایج و بحث  
هاي حاصل از میکروسپورهاي هیبرید رسی جنینبر

Hyola 401
و Hyola 401هیبریدهاي میکروسپورهاي جداشده از

Hyola 420زایی ابتدا تحت منظور افزایش القاء جنینبه
و % 2/0،%1/0هاي متفاوت با غلظتEMSتیمار تأثیر پیش

دقیقه قرار گرفتند و سپس 90و 60، 30هاي و در زمان% 3/0
روز بر روي 14مدت گراد بهدرجه سانتی30تیمار حرارتی 

زایی را در میکروسپورها مراحل مختلف جنین. ها اعمال شدآن
طی کرده و براي رشد کامل و  NLN13داخل محیط 
اي شکل به انکوباتور با دماي هاي نرمال یا نیزهتشکیل جنین

). 1شکل(گراد منتقل شدند درجه سانتی25

اي و نرمالجنین نیزه: eوd. جنین قلبی:C. جنین کروي: b. میکروسپور سه لوپی: a. زایی میکروسپور در کلزامراحل مختلف جنین-1شکل 

دهد که اختلاف بین مدت زمان تیمار، نشان می1جدول 
ها از نظر تعداد شده و اثر متقابل آناعمالهايغلظت

در سطح احتمال یک درصد میکروسپورها هاي حاصل از جنین
اثر متقابل حاکی از آنست که2شکل نتایج. دار بودمعنی
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Hyola 401زایی هیبرید غلظت و زمان در میزان کل جنین

که طوريبه. دار استمعنییک درصددر سطح احتمال 
درصد 1/0اد جنین زمانی مشاهده شد که غلظت بیشترین تعد

. دقیقه برروي میکروسپورها اعمال شد90مدت بهEMSاز 
درصد و با مدت 3/0و 2/0هاي ترتیب غلظتبعد از آن به

.زایی را نشان دادنددقیقه بیشترین میزان جنین90زمان 
ها و شاهد در دار بین غلظتاین اختلافات معنی).4شکل (

میزان . دقیقه نیز مشاهده شد60ان اعمال تیمار مدت زم
ها بررسی نشد به این ترتیب، پس از بر سلولEMSکشندگی 

درصد در مدت 3/0و 1/0،2/0هاي دقیقه، غلظت90زمان 
ها را تولید و اختلافات دقیقه بیشترین میزان جنین60زمان 
اما وقتی که مدت زمان اعمال تیمار، . داري با هم داشتندمعنی

هاي یاد شده با هم و در دقیقه بود، هیچ یک از غلظت30
).2شکل (داري نداشتند مقایسه با شاهد اختلاف معنی

EMSتیمار ، غلظتEMSتیمار واریانس زمانتجزیه- 1جدول 
Hyola 401زایی در هیبرید ها برروي جنینو اثرات متقابل آن

میانگین مربعاتدرجه آزاديمنابع تغییرات
99/5**2دما

55/0**3غلظت
13/0**6غلظت×دما 

34016/0خطا
%1اختلاف معنی دار در سطح **

میانگین اثر متقابل غلظت و زمان بر میزان مقایسه -2شکل 
Hyola 401زایی میکروسپورهاي کلزا در هیبریدجنین

هاي حاصل از میکروسپورهاي هیبرید بررسی جنین
Hyola 420

نشان داد که اثر 2جدول مندرج در تجزیه واریانس نتایج 
هاي حاصل ها از نظر تعداد جنینزمان، غلظت و اثر متقابل آن

داري در سطح از میکروسپورها داراي اختلاف بسیار معنی
آید بر می3از شکل طور که همان. باشداحتمال یک درصد می

کار رفته، بهEMSدرصد 1/0دقیقه غلظت 90در مدت زمان 
دهد و اختلاف را نشان میزایی بیشترین میزان جنین

ها دارد و ضمناً شاهد ها و زمانداري با سایر غلظتمعنی
زایی را نشان کمترین میزان جنین) EMSغلظت صفر (

کار برده دقیقه هر سه غلظت به90در مدت زمان . دهدمی
داري و همچنین شاهد داراي اختلاف معنیEMSشده از 

درصد 1/0در غلظت EMSدهنده تأثیر باهم بودند که نشان
اما هرچه غلظت در این . زایی استبر افزایش میزان جنین

یابد زایی روبرو کاهش مییابد، میزان جنینزمان افزایش می
هاي بیشتري مشاهده شد و اما در مقایسه با شاهد تعداد جنین
نتایج نشان .دار بودها معنیاین اختلاف بین شاهد و غلظت

تواند بر شیمیایی در هر دو هیبرید میدهد این موتاژنمی
. زایی تأثیر بگذارد و باعث افزایش آن بشودروي صفت جنین

مشاهده ) درصدEMS)1/0این افزایش تنها در غلظت پایین 
شود که با افزایش زمان اعمال تیمار، تأثیر آن نیز بیشتر می
.شودمی

ها برروي آنتجزیه واریانس زمان، غلظت و اثرات متقابل- 2جدول 
Hyola 420زایی در هیبرید جنین

میانگین مربعاتدرجه آزاديمنابع تغییرات
67/0**2دما

42/0**3غلظت
21/0**6غلظت×دما 

34011/0خطا
%1اختلاف معنی دار در سطح **

زایی مقایسه میانگین اثر متقابل غلظت و زمان برجنین-3شکل
Hyola 420میکروسپورهاي کلزا در هیبرید 

EMSموتاژن . شوداي میهاي نقطهموجب جهش
EMSوسیله پیوندهاي هیدروژنی به هاي آلکیلی را بهگروه

آلکیلی گوانین را تولید 5-6کند و اکسیژن با گوانین اضافه می
شود و سبب جفت می) به جاي سیتوزین(که با تیمین کند می

روي قطعه بسیار EMS.شودمیG/Cبا A/Tجابجایی
باشد، اثر کوچکی از کروموزوم که حامل یک یا چند ژن می

Waungh)گذرد می et al., که غلظتهنگامی.(2006
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EMSکند و باعث شود، خاصیت سمی پیدا میبیشتر می
شود، گرچه نتایج نشان داد مرگ میکروسپورهاي بیشتري می

هاي بالاتر، از هاي تولیدي در غلظتکه باز هم تعداد جنین
EMSاین نتایج حاکی از آن بوده است که . شاهد بیشتر است

تواند در کنار شوك حرارتی، در غلظت و زمان مشخص می
زایی در محرکی براي افزایش میزان جنینعامل

سودمندي استفاده از موتاژن براي . میکرسپورهاي کلزا باشد
براي (هاي کم موتاژن در غلظت) نرزایی(تحریک آندروژنز 

EMS،گزارش شده است ) آزید و اشعه گاماسدیم
(Vagra et al., 1976; Macdonald et al., 1988;.

Lee and Lee. 2002) .
Polsoni et al.,(1998) اثرات موتاژنEMS را

زایی کلزا بررسی کردند و مشاهده کردند که برروي جنین
درصد 45دقیقه، 60مدت بهEMSدرصد 1/0غلظت 

آمده در این دستهکه با نتایج بدهدزایی را کاهش میجنین
رسد ژنوتیپ نقش مهمی در نظر میبه. تحقیق مطابقت نداشت

غلظت و مدت زمان مورد استفاده از تیمار . این رابطه دارد
هاي مورد استفاده ها و انواع موتاژنها، ژنوتیپموتاژن به گونه
Ahmad)بستگی دارد  et al., 1991; Zhang and

Takahata. 1999)  .
He-yun wan et al.,(2007) که گزارش نمودند

زایی تواند محرکی براي جنینمیEMSهاي پایین غلظت
EMSدرصد از 1/0و 001/0،01/0هاي ها غلظتآن. باشد

هایی که در شده و جنینرا بر روي میکروسپورهاي ایزوله
. اي شکل بودند در گیاه کلزا آزمایش کردندمرحله  لپه

بهترین . ساعت بود15و 5، 1کار برده شده هاي بهزمان
شده با دست آمد که میکروسپورهاي ایزولهنتیجه هنگامی به

تیمار شدند ساعت5مدت و EMSدرصد01/0غلظت 

دست آوردند ها را  بهو بیشترین تعداد جنین
(He-yun wan et al., زایی در تحریک جنین. (2007

Hyolaدر هیبریدهاي) درصدEMS)1/0غلظت پایین 

.فوق مطابقت داشتبا نتایج آزمایشات Hyola 420و 401
هاي حاصل از میکروسپور بررسی باززایی گیاهچه

Hyola 401در هیبرید 

همراه با B5ها به محیط باززاییپس از انتقال جنین
هاي تولیدشده ها و گیاهچهجنیندرصد باززایی، اسیدجیبرلیک

بر باززایی کل مورد EMSیا باززایی کل محاسبه شد و اثر 
ها دیشهایی که در پتريتعداد گیاهچه. بررسی قرار گرفت

رشد کرده بودند براي هر غلظت و زمان مشخص شمرده شده 
اسید انتقال داده بدون جیبرلیکB5و سپس به محیط نهایی

نتایج تجزیه واریانس نشان داد که بین . )5شکل (شدند
هاي متفاوت اعمال تیمار موتاژن زمانهاي مختلف و غلظت

نتایج حاکی از آن است ).3جدول (دار وجود دارد تفاوت معنی
دقیقه و غلظت هاي 90که وقتی میکروسپورها تحت تیمار 

گیرند داراي باززایی بیشتري درصد قرار می3/0و 2/0، 1/0
داري با سایر که داراي اختلاف معنیطوريباشند، بهمی

دقیقه و 60ار تیم). 6شکل (ها هستندو زمانها غلظت
دقیقه نشان 30داري را با زمان هاي آن نیز تفاوت معنیغلظت

. باشدهاي باززا شده بیشتري میدهد و داراي تعداد گیاهچهمی
رسد عوامل مهم دیگري نظر میآمده بهدستبا وجود نتایج به

باززایی، طول نظیر میزان بلوغ جنین در زمان انتقال به محیط
تواند تأثیر زایی و سنین مختلف جنین میدوره جنین

EMSداري بر روي درصد باززایی جدا از مسأله تیمار معنی

. داشته باشد
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هیبرید در) هاي متفاوته و غلظتدقیق90در زمان (EMSشده از میکروسپورهاي تیمارشده با هاي تشکیلمقایسه فراوانی جنین-4شکل 
Hyola 401a- بدون تیمار(شاهدEMS(  .b -EMS1/0 . %c-EMS2/0 .%d -EMS3/0%.

.اسیدهمراه با جیبرلیکB5ها در محیطباززایی جنین: a. هاها و تولید گیاهچهباززایی جنین-5شکل
bوc :ها به  محیطانتقال گیاهچهB5 اسیدجیبرلیکبدون

زایی هنگامی افزایش پیدا کرد این در حالی است که جنین
و زمان بیشتر EMSتري از که میکروسپورها با غلظت پایین

دهد که میزان این موضوع نشان می. تیمار شده بودند
تباط ها به گیاهچه ارتواند با راندمان تبدیل جنینزایی میجنین

اثر تیمار Habibzadeh(2008). مستقیمی نداشته باشد
زایی و باززایی را بر روي جنینD-2,4شیمیایی 

میکروسپورهاي کلزا بررسی کردند و متوجه شدند که بیشترین 
باشد اما می) تیمار حرارتی(زایی مربوط به کنترل میزان جنین

ا تحت بیشترین میزان باززایی هنگامی است که میکروسپوره
دقیقه 20مدت و بهmg/l25با میزان D-2,4تنش شیمیایی 

. گیرندقرار می

ها برروي تجزیه واریانس زمان، غلظت و اثرات متقابل آن- 3جدول 
Hyola 401ها در هیبرید باززایی گیاهچه

میانگین مربعاتدرجه آزاديمنابع تغییرات
44/2**2دما

19/1**3غلظت
46/0**6غلظت×دما 

3403/0خطا
%1اختلاف معنی دار در سطح **

مقایسه میانگین اثر متقابل غلظت و زمان برباززایی کل -6شکل 
Hyola 401میکروسپورهاي کلزا در

هاي حاصل از میکروسپور بررسی باززایی گیاهچه
Hyola 420در هیبرید

آید میبر4طور که از جدول تجزیه واریانس شماره همان
داري بین سطوح مختلف زمان، غلظت و اثرات اختلاف معنی

نتایج مقایسه میانگین تعداد .ها وجود داردمتقابل آن
هاي باززا نشان داد که بیشترین فراوانی باززایی مربوط گیاهچه

درصد و زمان 3/0در غلظت EMSبه تیمار میکروسپورها با 
داري را در مقایسه با که اختلاف معنیطوريدقیقه بود به90

در واقع هرچه به ). 7شکل (ها نشان دادها و زمانسایر غلظت
ها توانایی رویم، جنینهاي بالاتر میها و زمانسمت غلظت

تیمار میکروسپورها با زمان و . بیشتري براي باززایی پیدا کردند
هاي اعمال شده، کمترین تعداد غلظت کم نیز در بین غلظت

دار بین وجود اختلاف معنی. باززا شده را داشتهايگیاهچه
و مدت ) درصد3/0و EMS)1/0 ،2/0هاي بالاي غلظت
با زمان و ) دقیقه90دقیقه و 60(تر هاي طولانیزمان

دهنده این نشان) ساعتدرصد و نیم1/0(تر هاي پایینغلظت
عنوان محرکی براي افزایش تواند بهمیEMSمطلب بود که 

این مطلب در مورد . کار برده شودها بهی باززایی جنینتوانای
. کندنیز صدق میHyola 401هیبرید 

ها برروي تجزیه واریانس زمان، غلظت و اثرات متقابل آن- 4جدول 
Hyola 420ها در هیبرید باززایی گیاهچه

میانگین مربعاتدرجه آزاديمنابع تغییرات
34/11**2دما

85/5**3غلظت
76/4**6غلظت×دما 

3437/3خطا
%1اختلاف معنی دار در سطح **
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مقایسه میانگین اثر متقابل غلظت و زمان برباززایی کل -7شکل 
Hyola 420میکروسپورهاي کلزا در

Lee and Lee(2002) اثر تیمارEMSروي را بر
منظور تولید هاي حاصل از پرچم در برنج بهالقاء کالوس

نتایج تحقیق حاکی از آن بود . هاي پایدار بررسی کردندموتانت
ساعت 6مدت را بهEMSدرصد از 5/0که وقتی غلظت 

بردند نسبت به کار میشده برنج بههاي کشتبرروي پرچم
یی گیاهان کنترل، القاء کالوس افزایش پیدا کرد اما باززا

تواند میEMSدهد که این مطلب نشان می. کاهش پیدا کرد
زایی، القاء کالوس و باززایی گیاهان را تحت تأثیر قرار جنین
نوع گیاه مورد استفاده، زمان و غلظت تیمار و ژنوتیپ در . دهد

گزارش کرد که Hu(1983). باشداین مسئله بسیار مهم می
ن سبز را کاهش داده اما آلبینو را باززایی گیاهاEMSتیمار با 

زا، نسبت به گاهی اوقات تیمارهاي جهش. دهدافزایش می
دهندهاي آندروژنیک را میتحریک کشت پرچم از قبل پاسخ

(Zhang et al., کند که این نتیجه مشخص می. (1992
دیواره پرچم نقش مهمی را براي اولین تقسیم میکروسپور 

Pan.دارد et al.,(1983) گزارش کردند که آغاز توسعه
. کالوس از میکروسپور به بافت دیواره پرچم وابسته است

EMSکه فراوانی آندروژنیک در تیمار با گزارش شده است

تواند کاهش یابد، شود میبساك انجام میکه فوراً بعد از کشت
EMSبساك تیمار با روز بعد از کشت10اما هنگامی که 

علت حفظ دیواره بساك در این مدت، اولین بهشود،انجام می
به همین دلیل . تقسیم میکروسپورها به راحتی انجام شده است

گیرد، صورت میEMSروز تیمار با 10هنگامی که بعد از 
ها آن. شودافزایش القاء کالوس در مقایسه با کنترل دیده می
درصد5/0اعلام کردند که فراوانی باززایی کل در تیمار 

EMS روز بعد از کشت بساك انجام 10، هنگامی که
یابد اما فراوانی شود، در مقایسه با کنترل افزایش میمی

این . باشدهاي پایدار در مقایسه با کنترل کمتر میموتانت

دهد که مرحله کشت میکروسپور و زمان تیمار مسئله نشان می
EMSد تواند در ایجابراي مرحله تقسیم میکروسپور، می
.Lee and Lee)هاي پایدار و باززایی کل مهم باشد موتانت

نتایج این تحقیق حاکی از آن بود که در صورتی که . (2002
شوندکشتسلولی میکروسپورهاي کلزا در مرحله انتهاي تک

ها انجام شود، افزایش باززایی کل بر روي آنEMSو تیمار با 
درصد 3/0غلظت(EMSدر غلظت و زمان مشخص تیمار با 

تواند میEMSغلظت بالاتر . شوددیده می) دقیقه90و زمان 
ها براي باززایی کل باشد محرکی براي افزایش توانایی جنین

هاي پایدار را در مقایسه با اما ممکن است فراوانی موتانت
کنترل کاهش دهد که بررسی این موضوع در آینده پیشنهاد 

اي ایجادشده در مرحله هدر تحقیق حاضر موتانت. شودمی
هاي بذردهی در گلخانه بوده و بعداً به مزرعه براي ارزیابی

.  اي منتقل خواهند شدمزرعه
آزمایش حاکی از آن است نبه اختصار نتایج حاصل از ای

بهترین غلظت براي افزایش EMSدرصد1/0غلظت که
درصد3/0غلظتولی باشدزایی در هر دو هیبرید میجنین

EMSهاي نرمال و بهترین غلظت براي افزایش تولید جنین
در EMSهاي مختلف غلظت. باززایی استبالابردن میزان 

.زایی نداردمدت زمان پایین اعمال تیمار تأثیري بر جنین
علاوه بر ایجاد جهش EMSطورکلی موتاژن شیمیایی به

زایی و باززایی در میکروسپورهايتواند باعث افزایش جنینمی
هاي متفاوت ها و زماناین افزایش گرچه در غلظت. کلزا شود

تواند فرق داشته باشد اما در مقایسه با کنترل در تمامی می
که ییاز آنجا. دهدصفات مورد بررسی افزایش را نشان می

توانند نشان هاي متفاوتی را میهاي مختلف پاسخژنوتیپ
مورد دیگر لازم درکه بررسی گردد پیشنهاد میدهند می

هاي فیزیکی موتاژنهمچنین . هاي کلزا انجام گیردژنوتیپ
ها و کنند که استفاده از آنهاي بزرگتري را ایجاد میشکست
آزید در آینده پیشنهاد هاي شیمیایی دیگر نظیر سدیمموتاژن

. شودمی
سپاسگزاري

این تحقیق از پروژه تحقیقاتی پژوهشکده بیوتکنولوژي 
13- 05-0555- 8601-88004ن به شمارهکشاورزي ایرا

وسیله از خانم مهندس مهناز بدین. استخراج گردیده است
هاي آزمایشگاهی تشکر و قدردانی عروجلو به خاطر کمک
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