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زایی در کشت میکروسپورهاي جداشده کلزا و  برخی عوامل موثر بر جنین

هایی جداگانه بررسی  هاي حاصله در آزمایش از جنین ها باززایی گیاهچه

ها به صورت فاکتوریل دو فاکتوره و در قالب طرح پایه  ند. آزمایششد

م در سه سطح شامل ها، ارقا کاملاً تصادفی انجام شدند. در تمام آزمایش

اول را  ) فاکتورPF7045/91اف ( ) و پیOption، اپشن ((Global)گلوبال 

متر جدا و  میلی 3-4هاي به طول  دادند. میکروسپورها از غنچه تشکیل می

به  شـده کشت شدند. میکروسپورهاي کشت NLN-13در محیط کشت 

رایط ش گراد و در درجه سانتی 30روز در معرض تنش دمایی  14مدت 

درجه  25تاریکی قرار گرفتند و پس از آن به اتاق رشدي با دماي 

براي باززایی،  گراد و در داخل یک لرزاننده منتقل گردیدند. سانتی

شدند و بعد از  منتقل  B5روزه به محیط کشت جامد  25-35هاي  جنین

هاي غیر طبیعی،  هاي طبیعی، گیاهچه روز، گیاهچه 25تا  20حدود 

آزمایش اول در هاي تغییرنکرده شمارش شدند.  دار و جنین یشههاي ر جنین

 . دربوددار  زایی اثر حجم محیط کشت، رقم و نیز اثرمتقابل آنها معنی جنین

 5/695لیتر محیط کشت با متوسط تولید  میلی 5/12رقم گلوبال، حجم 

در آزمایش  زایی را داشت. دیش، بیشترین میزان جنین جنین در هر پتري

دار بود. در  زایی، اثر زغال فعال و اثرمتقابل دو فاکتور معنی نیندوم ج

زایی منابع مختلف هیدرات کربن با هم اختلاف  آزمایش سوم جنین

دار بر  دار داشتند. در آزمایش اول باززایی، اسید جیبرلیک اثر معنی معنی

 هاي طبیعی و هاي غیرطبیعی، گیاهچه هاي تغییرنکرده، گیاهچه تعداد جنین

هاي  دار داشت و اثرمتقابل اسید جیبرلیک و رقم بر گیاهچه هاي ریشه جنین

دار بود. در آزمایش دوم باززایی، اثرمتقابل عامل ژلی و رقم بر  طبیعی معنی

  دار بود.   هاي طبیعی معنی گیاهچه

  

زایی، کشت میکروسپور، کلزا، گیاهان   باززایی، جنین هاي کلیدي: واژه

  هاپلوئید.

The effect of some factors on embryogenesis from 
isolated microspore and plantlet regeneration from 
microspore-derived embryos was studied separately in 
Brassica napus. Experiments carried out in factorial 
based on completely randomized design. The first 
factor in all of the experiments was cultivars contained 
Global, Option and PF7045/91. The microspores were 
isolated from 3-4 mm buds and cultured on NLN-13 
medium. Cultures incubated at 30˚C and darkness for 
14 days, and then transferred to shaker in the growth 
chamber at 25˚C. In regeneration experiment, embryos 
with 20-25 days old were transferred to B5 medium and 
nearly 20-25 days after transferring embryos, normal 
regenerated plantlets, abnormal regenerated plantlets, 
rooted embryos and non differentiated embryos were 
counted. In the first embryogenesis experiments, the 
effects of medium volume, cultivar and interaction 
effects of two factors were significant. In Global 
cultivar, the highest values of embryos (695.5 per Petri) 
were observed in 12.5 ml medium volume. In the 
second embryogenesis experiment, the interaction 
between activated charcoal and cultivar on 
embryogenesis was significant. In the third 
embryogenesis experiment, the form of carbohydrate 
had a significant effect on embryo yield. In the first 
experiment of plantlet regeneration, GA3 had 
significant effect on normal regenerated plantlets, 
abnormal regenerated plantlets, rooted embryos and 
non differentiated embryos and the interaction between 
GA3 and cultivar was significant for normal 
regenerated plantlets. In the second experiment of 
plantlet regeneration, the interaction between gelling 

agent and cultivar was significant on normal 
regenerated plantlets. 
  
Keywords: Embryogenesis, Haploid Plants, 
Microspore Culture, Rapeseed, Plant Regeneration.  
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  مقدمه

) یک گونه آلوتتراپلوئید  (.Brassica napus Lکلزا

)2n = 4x = 38( هاي است که از تلاقی گونه 

است.   ه بوجود آمد B. oleraceaو  B. rapa دیپلوئید

هاي زراعی  هاي خالص در بسیاري از گونه تولید لاین

پذیرد، اما از  هاي کلاسیک انجام می از طریق روش

ها، طولانی مدت و  مهمترین معایب این روش

پرهزینه بودن آنها است. پژوهشگران براي رفع این 

هاي کشت بافت و سلول استفاده  مشکل از روش

هاي چشمگیري  ین زمینه به موفقیتاند که در ا کرده

 از طریق کشت بساك و کشت میکروسپورهاي ایزوله

ها مدت زمان  اند. با استفاده از این تکنیک دست یافته

ساله پروژه اصلاحی و تولید لاین خالص به  10 -12

 Lemonnierسال کاهش داده شده است ( 5حدود 

et al., 2001; Mohan et al., 1996در جنس .( 

ها براي تولید گیاهان  پژوهش ،(Brassica)سیکا برا

زایی  شده بوسیله جنین هاپلوئید و هاپلوئید مضاعف

 .میلادي آغاز گردید 1970میکروسپور در اواسط دهه 

کشت میکروسپورهاي کلزا براي اولین بار در سال 

آمیزي انجام  تر به صورت موفقیتچتوسط لی 1982

 هاي مایش). شروع آزLichter, 1982پذیرفت (

سال بعد از کشت میکروسپورهاي  5/2اي،  مزرعه

 دهد. کارایی این روش را نشان می F1گیاهان هیبرید 

تواند کارایی زیادي  میکشت میکروسپورهاي ایزوله 

این روش از در اصلاح نباتات داشته باشد، بطوریکه 

اي، تولید گیاهان  توان براي انتخاب درون شیشه می

هاي  ي بذر مصنوعی و تولید لاینتراریخت، تکنوللوژ

 Kucera( هموزیگوت (خالص ژنتیکی) استفاده کرد

et al., 2002 .(  

هاي به دست  باززایی گیاهچه طبیعی از جنین

آمده از کشت میکروسپور، یکی از مراحل مهم در 

تولید گیاهان هاپلوئید و هاپلوئید مضاعف شده است 

ن از عوامل که مرحله رشد و بلوغ جنین و اندازه جنی

هاي  شوند. جنین محسوب می مرحلهموثر بر این مهم 

کروي شکل قابلیت باززایی گیاه را دارند، ولی با 

پیشرفت مراحل رشد جنین، قابلیت باززایی افزایش 

 ). علاوه بر شرایطTakahata, 1997کند ( پیدا می

فیزیولوژیکی و مورفولوژیکی جنین، عوامل محیطی 

اتاق رشد، فقدان  متعددي از قبیل دماي

هاي رشد مانند اسید آبسیزیک و نیز  کننده   تنظیم

ها به محیط باززایی  شدت نور و مرحله انتقال جنین

در کشت بر فراوانی باززایی گیاه موثر هستند. 

ها بسیار حائز اهمیت است و  میکروسپور، تعداد جنین

باید سعی کرد که این تعداد تا حد مقدور بیشتر باشد. 

ها تحت تأثیر عوامل ژنتیکی و محیطی  جنیند تعدا

زایی را تحت  است. عوامل محیطی متعددي جنین

) در 2005و همکاران ( Aslaniدهند.  تأثیر قرار می

 شرایط ژنوتیپ گیاه، بر تحقیقی نشان دادند که علاوه

 در اي کننده تعیین عامل مادري گیاهان رشد

شمار  هب میکروسپور کشت تکنیک بودن آمیز موفقیت

 مایع کشت محیط در ساکارز آید. همچنین غلظت می

گرم در  130بود و میزان  اهمیت حائز جنین نیز القاء

 تیمار اثر شد. بررسی داده تشخیص لیتر مناسب

 یک که داد نیز نشان ها جنین باززایی در سرمادهی

داري  معنی کاملاً اثر گراد سانتی درجه 4 سرمایی تیمار

 اثر حالیکه در داشت، ها ززائی جنینبا افزایش روي بر

همچنین  .نبود دار معنی باززایی میزان در جنین سن

Hosseinpour )2003 در تحقیق خود تعدادي گیاه (

کلزا تولید نمود. علاوه بر  شده در مضاعف هاپلوئید

) نیز در تحقیق 2003و همکاران ( Abdullahiاین 

 کروسپورمی زایی جنین بر موثر خود برخی فاکتورهاي

و همکاران  Oroojloo .دادند قرار بررسی را مورد

 ) در تحقیقی نشان دادند که بهترین روش2011(

 هاي جنین انتقال ثانویه، زایی جنین بر غلبه براي

جیبرلیک  حاوي اسید B5شکل به محیط  اي لپه

 درجه 4 دماي در گرم در لیتر) و نگهداري میلی 01/0(

 انتقال سپس و روز 10 تمد به تاریکی و گراد سانتی

  گراد بود. سانتی درجه 25 دماي و روشنایی به

 هایی جداگانه، این پژوهش، در قالب آزمایشدر 
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مقادیر مختلف زغال فعال و حجم محیط کشت، تأثیر 

منابع مختلف هیدرات کربن در محیط کشت القاء 

زایی میکروسپورها و  جنین بر روي میزان جنین

ي مختلف اسید جیبرلیک و ها همچنین تأثیر غلظت

هاي حاصل از کشت  نوع ژل بر باززایی گیاه از جنین

میکروسپورهاي چند رقم کلزاي بهاره، بررسی شده 

  است. 

  

  ها  مواد و روش

در این تحقیق از سه رقم کلزاي بهاره گلوبال 

(Global)) اپشن ،Option(اف  ) و پیPF7045/91(  به

استفاده گردید. دست آمده در اتاق رشد کنترل شده 

ساعت (تاریکی/  16/  8شامل  اتاق رشد رژیم نوري

گراد (شب  درجه سانتی C10  /15روشنایی) با دماي 

وات  400 هاي لامپ ، توسطاتاق رشد نور / روز) بود.

به میزان  )250/400W ،ML ،IP55بخار سدیم (

 IMMاز محیط  .تأمین گردیدلوکس  5500

)Fletcher et al., 1998ساکارز (در13وي ) حا % 

آزمایش سوم منابع هیدرات کربن متفاوت بودند) و 

6=pH  استفاده شد. همچنین جهت جدا کردن

متر مورد  میلی 3- 4هایی با طول  غنچه ،میکروسپورها

 NLN-13استفاده قرار گرفت. محیط کشت مایع 

)Fletcher et al., 1998(  ساکارز، فاقد13حاوي % 

 میکروسپورهاي ایزوله براي کشت pH=6هورمون و 

هاي جداسازي و  مورد استفاده قرار گرفت. محیط

و  کشت میکروسپورها به ترتیب توسط اتوکلاو کردن

  میکرومتر) استریل شدند. 22/0فیلتر کردن (

 3- 4غنچه به طول  100تعداد  در هر مرحله،

اي و یا  هسته ، مطابق با مرحله انتهاي تکمتر میلی

 توسطانتخاب و کروسپورها، اي می ابتداي دو هسته

دقیقه  10% به مدت 5هیپوکلریت سدیم (وایتکس) 

با آب مقطر سپس دو مرتبه استریل سطحی و 

 شستهدقیقه،  5به مدت  مرتبههر استریل سرد و 

کن  ظرف مخلوطها به داخل  غنچه سپس، شدند.

 یطلیتر از مح میلی 30 وه منتقل شدسرد  1کوچک

سه ه و براي شد اضافهنها آ به جداسازي میکروسپورها

ثانیه به وسیله  10به مدت  مرتبهو هر  مرتبه

روي به دست آمده مخلوط . آسیاب شدند کن مخلوط

  50میکرومتر که خود روي فیلتر  100 فیلتر

هاي ظرف  میکرومتر قرار داشت منتقل شد. دیواره

لیتر از محیط جداسازي  میلی 20با  کن مخلوط

)IMMهاي  یون میکروسپور) شسته شد. سوسپانس

و هر  rpm 1270بدست آمده دو مرتبه در سرعت 

دقیقه سانتریفیوژ گردید. بعد از اولین  4مرتبه به مدت 

سانتریفیوژ، مایع فوقانی حذف و رسوب بدست آمده 

به حالت  IMMلیتر از محیط  میلی 50توسط  مجدداً

سوسپانسیون در آمد و در دومین سانتریفیوژ پس از 

لیتر  میلی 4فوقانی، رسوب حاصله توسط حذف مایع 

به حالت سوسپانسیون در  NLN-13محیط کشت 

آمد. تراکم میکروسپورها توسط لام شمارش مشخص 

لیتر، تنظیم  میکروسپور در هر میلی 60000و تراکم 

شد. سوسپانسیون میکروسپورها جهت کشت در 

 12اي (با قطر  هاي استریل شیشهدیش پتري

تیمار  ها جهت  دیش یع گردید. پتريتوز متر)  سانتی

با تاریک  روز به انکوباتور 14تنش حرارتی، به مدت 

گراد و سپس به اتاق رشد با  درجه سانتی 30دماي 

ي با سرعت ا هگراد روي لرزانند درجه سانتی 25دماي 

rpm 40  .منتقل شدند  
  

   زایی جنین هاي آزمایشالف) 

  زایی جنینآزمایش اول؛ تأثیر حجم محیط کشت بر 

این آزمایش به صورت فاکتوریل دو فاکتوره، در قالب 

تکرار انجام شد. ارقام  10طرح پایه کاملاً تصادفی با 

عنوان فاکتور اول و حجم محیط کشت در هر به

 5/12  و 10،  5/7، 5دیش در چهار سطح ( پتري

دادند و در مجموع  فاکتور دوم را تشکیل می لیتر) میلی

                                                                  
1. Micro blender 
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در این آزمایش مورد بررسی قرار دیش  پتري 120

دهنده گرفت. توضیح اینکه، تراکم محیط کشت نشان

لیتر از محیط کشت  تعداد میکروسپور در یک میلی

هاي  است و حال آنکه در تحقیق حاضر در تمام حجم

میکروسپور در هر  60000محیط کشت از تراکم 

لیتر استفاده شد. همچنین با توجه به اینکه  میلی

از حجم محیط کشت، مقدار محیط کشت منظور 

موجود در ظرف است، تیمار شاهد اینجا فاقد مفهوم 

  است.

  زایی  آزمایش دوم؛ تأثیر زغال فعال بر جنین

به صورت فاکتوریل، در قالب طرح نیز این آزمایش 

تکرار انجام شد. ارقام و  5پایه کاملاً  تصادفی و با 

، 1، 0ح (میزان زغال فعال محیط کشت در چهار سط

گرم در لیتر) به ترتیب اولین و دومین فاکتور را  3و  2

  دادند.   تشکیل می

   آزمایش سوم

تأثیر منابع مختلف هیدرات کربن در محیط کشت 

) روي NLN-13 )Fletcher et al., 1998مایع 

زایی، بصورت آزمایش فاکتوریل در قالب طرح  جنین

ررسی قرار تکرار مورد ب 5پایه کاملاً تصادفی و با 

الذکر فاکتور اول و منابع مختلف  گرفت. سه رقم فوق

هیدرات کربن در چهار سطح (ساکارز، مالتوز و شکر 

معمولی استریل شده از طریق اتوکلاو و فیلتر کردن) 

دادند. هدف این بخش از  فاکتور دوم را تشکیل می

زایی در کلزا با استفاده از شکر  آزمایش، مقایسه جنین

با مالتوز و ساکارز و دو روش استریل آن) (معمولی 

روز بعد از کشت  40ها، حدود  در تمام آزمایش بود.

متري و بزرگتر،  میلی 5/0هاي  میکروسپورها، جنین

  هاي آماري قرار گرفتند. شمارش و مورد تجزیه

  

  هاي باززایی  ب) آزمایش

 B5ها از محیط کشت جامد براي باززایی گیاهچه

)Gamborg et al., 1968گرم در میلی 1/0 ) حاوي 

% 8/0% ساکارز و 2، (GA3)لیتر اسید جیبرلیک 

 35 - 25 هاي جنین .دش  استفاده =pH 7/5آگار و - آگار

متر و زرد رنگ بر روي این  میلی 3- 4  روزه و به اندازه

 10دیش حاوي  محیط کشت منتقل شدند و هر پتري

ها به محیط کشت  جنین بود. پس از انتقال جنین

درجه  25ها به اتاق رشد با دماي  دیش باززایی، پتري

ساعت روشنایی منتقل گردیدند. مطالعه  16گراد و  سانتی

باززایی گیاهچه به صورت آزمایش فاکتوریل دو فاکتوره، 

تکرار انجام شد.  10در قالب طرح پایه کاملاً تصادفی با 

، اپشن (Global)شامل گلوبال رقم در سه سطح 

)Option ( اف پی) وPF7045/91 فاکتور اول را در هر دو (

  داد. می آزمایش تشکیل

آزمایش اول؛ تأثیر میزان اسید جیبرلیک بر باززایی 

  ها چه گیاه

اسید جیبرلیک در چهار سطح میزان در این آزمایش 

فاکتور دوم را  گرم در لیتر) میلی 3/0و  2/0 ،1/0 ، 0(

  داد. تشکیل می

  ها بر باززایی گیاهچه آزمایش دوم؛ تأثیر نوع ژل

آگار، فیتاژل، -در این آزمایش نوع ژل شامل آگار

فاکتور دوم  1:1آگار + فیتاژل به نسبت -آگارز و آگار

  داد. را تشکیل می

روز بعد از  25تا  20در هر دو آزمایش حدوداً 

 ذیلها به محیط کشت باززایی، حالات  انتقال جنین

  :)Haddadi et al., 2008( گیري شدند اندازه

T1هاي  هاي طبیعی (گیاهچه : تعداد گیاهچه

 هاي طبیعی و ریشه)  داراي برگ

T2هاي  هاي غیرطبیعی (گیاهچه : تعداد گیاهچه

هاي ثانویه فراوان  باززایی شده غیر طبیعی و با جنین

  بر روي آنها)

T3دار  هاي ریشه دار (جنین هاي ریشه : تعداد جنین

 و فاقد نوساقه)

T4هاي تغییر نکرده ن: تعداد جنی 

ها از  براي تجزیه واریانس و مقایسه میانگین

  استفاده گردید.  MSTATCو  SPSSافزار  نرم
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  نتایج و بحث

  زایی هاي جنین الف) آزمایش

   آزمایش اول؛ تأثیر حجم محیط کشت

از تجزیه واریانس نشان داد که اثر دو  حاصلنتایج 

ثر فاکتور رقم و حجم محیط کشت و همچنین ا

زایی  % بر میزان جنین1متقابل آنها در سطح احتمال 

دار شدن اثر متقابل دو  با توجه به معنی .دار بود معنی

باشد  فاکتور، مقایسه اثرات اصلی فاقد اعتبار کافی می

و لذا اثرات ساده هر فاکتور در سطوح فاکتور دیگر 

 مقایسه ).Montgomery, 2001اند ( مقایسه شده

اده حجم محیط کشت بر متوسط میانگین اثر س

دهد که در  نشان می 2زایی در هر رقم در شکل  جنین

لیتر محیط کشت با  میلی 5/12رقم گلوبال، حجم 

دیش،  جنین در هر پتري 5/695متوسط تولید 

حجم دیگر  3زایی را داشت و با  بیشترین میزان جنین

 داري داشت. در رقم اپشن، سه اختلاف بسیار معنی

لیتر محیط کشت،  میلی 5/12و  10 ،5/7حجم 

، 1/476 زایی را به ترتیب با مقادیر بهترین جنین

دیش داشتند و  جنین در هر پتري 5/530و  5/559

داري وجود نداشت. در رقم  بین آنها اختلاف معنی

لیتر محیط  میلی 5/12و  10، 5/7نیز سه حجم  اف پی

زایی را داشتند و بین آنها  کشت، بیشترین جنین

، 5/595به ترتیب داري وجود نداشت ( اختلاف معنی

  دیش). جنین در هر پتري 3/843و   9/824

زایی  دهند که پتانسیل جنین این نتایج نشان می

باشد و  اف نسبت به دو رقم دیگر بهتر می رقم پی

زایی به ژنوتیپ بستگی دارد. در  بنابراین میزان جنین

یگر نیز تطابق با نتیجه تحقیق حاضر، محققین د

زایی در  ها از نظر جنین نشان دادند که بین ژنوتیپ

دار  کشت میکروسپورهاي ایزوله کلزا اختلاف معنی

 ;Abdullahi et al., 2003وجود داشت (

Tavakoli and Shariat Panahi, 2013.( به نظر 

 5/12رسد که در رقم گلوبال باید فقط از حجم  می

در ارقام اپشن و  لیتر محیط کشت استفاده کرد و میلی

 10لیتر، حجم  میلی 5/12اف علاوه بر حجم  پی

لیتر نیز نتیجه خوبی داده است. بطور کلی در این  میلی

جنین در  3/843اف با متوسط تولید  آزمایش رقم پی

زایی را داشته  دیش، بیشترین میزان جنین هر پتري

دهند که با افزایش  است. نتایج همچنین نشان می

زایی  شت، ظاهراً، شرایط موثر بر جنینحجم محیط ک

مانند مواد غذایی محیط کشت، تعادل بین حجم هوا 

و حجم محیط کشت و نیز ترکیب گازهاي موجود در 

شود.  دیش به صورت مناسبی فراهم می داخل پتري

لیتر احتمالاً بدلیل  میلی 5زایی در حجم  کاهش جنین

تبخیر شدن بخشی از محیط کشت، افزایش 

زیته و چسبندگی محیط کشت و معلق نبودن ویسکو

 کهشد  با و در نتیجه اختلال در رشد و نمو آنها می

ها  . این یافتهه استزایی شد باعث کاهش جنین

 10باشد که از حجم  مطابق با نتایج سایر محققین می

)Grubor et al., 1998 لیتر محیط میلی 5/12) و 

 )Fletcher et al., 1998دیش ( کشت در هر پتري

تطابق با نتیجه تحقیق اند. همچنین در  استفاده کرده

) Moieni )1388  و  Habibi Khanianiحاضر 

هاي مختلف محیط کشت در  نشان دادند که حجم

هاي حاصل از  سطح احتمال یک درصد بر تعداد جنین

تأثیر داشت. در تحقیقی دیگر  کلزا کشت میکروسپور

 3محیط کشت از نشان داده شد که افزایش حجم نیز 

دیش سبب افزایش تعداد  لیتر در پتري میلی 7به 

 Park etهاي هاپلوئید در فلفل قرمز گردید ( جنین

al., 2010.(  

  

  
هاي تولید شده از میکروسپور کلزا در محیط  جنین. 1شکل 

  )PF7045/91اف ( در رقم پیNLN-13 کشت 
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  زایی در ارقام کلزا. ط کشت بر روي جنینمقایسه میانگین تأثیر حجم محی. 2 شکل

هاي مختلف محیط کشت با  زایی بین حجم جنین  میزان در دار دهنده عدم وجود اختلاف معنی در هر سطح رقم، حروف مشترك نشان

هاي  عیار دادهدهده انحراف م اعداد بالاي هر ستون، نشان است. ٪5) در سطح احتمال LSDدار ( استفاده از معیار حداقل اختلاف معنی

  دهنده هر ترکیب تیماري است. تشکیل

  

  زایی آزمایش دوم؛ تأثیر زغال فعال بر جنین

داد که اثر رقم  نتایج حاصل از تجزیه واریانس نشان 

دار نبود، اما اثر زغال فعال و  زایی معنی بر میزان جنین

% 1زغال فعال در سطح احتمال × نیز اثر متقابل رقم 

ثر ساده زغال فعال در هر سطح رقم ا .دار بود معنی

دهد که در رقم گلوبال، تیمار فاقد  ) نشان می3(شکل 

جنین در هر  2/796زغال فعال با تولید متوسط 

زایی را داشت. در  دیش، بیشترین میزان جنین پتري

گرم در  1رقم اپشن، تیمارهاي فاقد زغال فعال و 

 703و  6/721لیتر زغال به ترتیب با متوسط تولید 

زایی را  دیش، بیشترین میزان جنین جنین در هر پتري

اف، افزایش یک گرم در لیتر زغال  داشتند. در رقم پی

فعال به محیط کشت در مقایسه با شاهد (بدون زغال 

جنین در  4/695و  900فعال) به ترتیب با تولید متوسط 

  زایی شد.   دار جنین دیش، باعث افزایش معنی هر پتري

دهد که تأثیر زغال فعال بر  نشان می این نتایج

زایی به رقم بستگی دارد، به عنوان مثال، در  جنین

رقم گلوبال، تیمار فاقد زغال فعال بهترین پاسخ را 

این ماده به عنوان یک ماده جاذب  داشت. از آنجا که 

موجود در  قوي است و احتمالاً بعضی از مواد سمی 

ثل ترکیبات زایی م محیط کشت و مضر براي جنین

هاي زخمی  ها و یا بافت شده توسط سلول فنلی ترشح

اغلب به محیط کشت بافت  نماید. لذا  را جذب می

گردد و در نتیجه گاهی اوقات رشد را در  اضافه می

 Carlos andکند ( اي تنظیم می شرایط درون شیشه

Dias, 1999زایی ). تأثیر متفاوت زغال فعال بر جنین 

تلف، ممکن است ناشی از ترکیبات هاي مخ در ژنوتیپ

هاي  ها و یا بافت شده توسط سلول متفاوت ترشح

هاي  ها باشد، که پاسخ زخمی در هر کدام از ژنوتیپ

ها را در پی داشته است. در مورد رقم  متفاوت ژنوتیپ

اپشن تیمار فاقد زغال فعال و یک گرم در لیتر پاسخ 

زایی  ا جنینکه سایر تیمارهاي داشتند، در حالی مشابه

داري کاهش دادند. در مورد  را شدیداً و بطور معنی

گرم در لیتر زغال فعال به  1اف، افزایش  رقم پی

داري افزایش  زایی را بطور معنی محیط کشت، جنین

گرم در لیتر زغال فعال بر  1داد. تأثیر مثبت افزایش 

اف مطابق با نتایج  زایی رقم پی میزان جنین

از محققین است. بطوریکه، در هاي بعضی  آزمایش

هاي مختلف  آزمایشی مشخص شد که در مورفوتیپ

Brassica oleraceaeاضافه کردن ، ml 1/0  زغال

گرم زغال فعال،  1فعال (محلولی از زغال فعال شامل 

بار تقطیر شده)  لیتر آب دو میلی 100گرم آگارز و  5/0

ن به محیط کشت میکروسپورها، تولید جنین را به میزا

). در Dias, 1999اي افزایش داد ( قابل ملاحظه

درصد  05/0تحقیقی دیگر نشان داده شد که افزودن 

سبب  ،زغال فعال به محیط کشت میکروسپورهاي کلزا

). Liu et al., 2003زایی شد ( افزایش میزان جنین

، نشان داده B. nigraهمچنین در تحقیق دیگري در 
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زغال فعال به % 1محلول  شد که افزایش یک قطره از

زایی شد  محیط کشت میکروسپورها، سبب افزایش جنین

)Margale and Chevre, 1991 در تحقیق دیگري .(

نیز با استفاده از یک محیط کشت دو لایه شامل زغال 

 ,Mathiasها در کلزا افزایش یافت ( فعال، تعداد جنین

در تحقیقی  در تطابق با نتیجه تحقیق حاضر،). 1988

دیش  فعال به هر پتري گرم زغال میلی 1افزودن   دیگر

 Brassicaمیکروسپور بروکلی (در کشت 

oleracea L. زایی شد ( ) سبب افزایش جنینNa et 

al., 2011 در گونه .(Brassica juncea  نیز گزارش

افزودن زغال فعال سبب افزایش  شده است که

 Prem etگردد ( زایی در کشت میکروسپور می جنین

al., 2008 .(نتایج این تحقیق، تأثیر کاهنده  از دیگر

 هاي بالاتر بود. زایی در غلظت زغال فعال بر میزان جنین

هاي رشد و بعضی از  کننده زغال فعال سبب جذب تنظیم

شود و همچنین  مواد غذایی موجود در محیط کشت می

تواند از  حضور زغال فعال موجود در محیط کشت می

 محیط کشت، سبب افزایشهاي  جذب کاتیونطریق 

pH  گردد که این مسئله نیز ممکن است عامل کاهش

 ,.Taji et alزایی در رقم گلوبال شده باشد ( جنین

2000 .(Niu ) با اضافه مقادیر 2015و همکاران (

هاي کلم، تأثیر مثبت این  مختلف زغال فعال در ژنوتیپ

و  زایی میکروسپورها نشان دادند را در جنین عامل

 1/0ها استفاده از  ظه کردند که در برخی از ژنوتیپملاح

گرم در لیتر زغال  2/0گرم در لیتر و در برخی دیگر 

  زایی شد. فعال سبب افزایش میزان جنین

 

  
  زایی در ارقام کلزا مقایسه میانگین تأثیر مقدار زغال فعال بر روي جنین .3 شکل

زایی بین مقادیر مختلف زغال فعال موجود در  جنین  میزاندر دار  اختلاف معنی دهنده عدم وجود در هر سطح رقم، حروف مشترك نشان

ده انحراف نده اعداد بالاي هر ستون، نشان است. ٪5) در سطح احتمال LSDدار ( محیط کشت با استفاده از معیار حداقل اختلاف معنی

  دهنده هر ترکیب تیماري است. هاي تشکیل معیار داده
  

  
  زایی در ارقام کلزا میانگین  تأثیر منابع مختلف هیدرات کربن بر جنینمقایسه .  4شکل

اعداد بالاي هر  زایی است. دار بین منابع مختلف هیدرات کربن از نظر میزان جنین حروف مشترك، نشاندهنده عدم وجود اختلاف معنی

  دهنده هر ترکیب تیماري است. هاي تشکیل ده انحراف معیار دادهنده ستون، نشان
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  آزمایش سوم؛ تأثیر منابع مختلف هیدرات کربن 

نتایج حاصل از تجزیه واریانس آزمایش تأثیر نوع 

زایی در کشت میکروسپورهاي  نهیدرات کربن بر جنی

رقم و نیز اثر متقابل بین دهد که اثر  نشان می کلزا

دار نبود، در حالیکه  رقم و منبع هیدرات کربن معنی

دار بود، لذا  اثر ساده منبع هیدرات کربن بسیار معنی

زایی فقط تحت تأثیر منبع هیدرات  متوسط جنین

دهد  ). این شکل نشان می4شد (شکل  کربن مقایسه 

که محیط کشت حاوي ساکارز اتوکلاو شده با متوسط 

دیش، بهترین تأثیر  جنین در هر پتري 87/766ولید ت

نتایج بدست آمده در  زایی داشت. را بر روي جنین

با نتایج  زایی، بر جنین ساکارز تأثیر بسیار مثبتمورد 

تحقیقات گذشته در زمینه کشت حاصل از 

گیاهان کلزا و نیز در میکروسپورهاي ایزوله در 

یشی مشخص در آزما ، بطوریکهمطابقت دارد مختلف

گردید که ساکارز نقش مهمی به عنوان منبع هیدرات 

-13هاي بالا ( زایی دارد و غلظت کربن براي جنین

زایی  غلظت براي جنین%) بهترین و مناسبترین 10

ساکارز در محیط کشت  ).Lichter, 1982باشند ( می

احتمالاً دو نقش مجزاي منبع هیدرات کربن (نقش 

کننده فشار اسمزي را دارد  اي) و عامل تنظیم تغذیه

)Grubor, 1998نتیجه تحقیق حاضر  ). در تطابق با

زایی در شرایط استفاده از شکر  مبنی بر عدم جنین

معمولی و مالتوز، در تحقیقی جایگزین کردن ساکارز 

با مونوساکاریدهایی مثل گلوکز، فروکتوز و گالاکتوز 

راه هاي پایین به هم یا استفاده از ساکارز در غلظت

کننده فشار اسمزي مانند مانیتول،  یک ماده تعدیل

). Hamaoka et al., 1991(هیچ جنینی تولید نشد 

تحقیقی دیگر تأثیر منابع  دربرخلاف نتایج حاضر، 

(ساکارز، مالتوز و گلوکز) بر  مختلف هیدرات کربن

زایی از میکروسپورهاي گل رز مورد بررسی قرار  جنین

ها از محیط  بیشترین جنین گرفت و نشان داده شد که

 Dehestaniکشت حاوي گلوکز بدست آمد (

Ardakani, 2012 در تحقیقی دیگر از منابع .(

کربن شامل ساکارز، فروکتوز، گلوکز  مختلف هیدرات

زایی از میکروسپورهاي گونه  و مالتوز براي جنین

Brassica oleracea  استفاده شد و نتایج نشان داد

، %13با غلظت ي مالتوز که در محیط کشت حاو

 ,.Crista et alتعداد جنین تولید شد ( بیشترین

که در کشت میکروسپور با وجود آن ). بنابراین2013

هاي  باشد، در گونه کلزا استفاده از ساکارز مرسوم می

دیگري از این جنس، استفاده از مالتوز همراه با 

  . بوده استموفقیت بیشتري 

  

  هاي باززایی ب) آزمایش

آزمایش اول؛ تأثیر میزان اسید جیبرلیک بر باززایی 

  ها  چه گیاه

د که اثر رقم بر روي اد  نشان  واریانسنتایج تجزیه 

هاي  هاي طبیعی، گیاهچه صفات تعداد گیاهچه

هاي تغییرنکرده  دار و جنین هاي ریشه غیرطبیعی، جنین

دار بود.  دار نشد، ولی اثر اسید جیبرلیک بسیار معنی معنی

چنین اثر متقابل رقم و اسید جیبرلیک روي تعداد هم

دار شد، اما براي سایر صفات  هاي طبیعی معنی گیاهچه

هاي طبیعی با  براي صفت تعداد گیاهچه .دار نشد معنی

دار شدن اثر متقابل دو فاکتور، اثرات ساده  توجه به معنی

هر فاکتور در سطوح فاکتور دیگر مقایسه شدند، اما براي 

ات از آنجا که فاکتور رقم و اثر متقابل دو سایر صف

دار نبود، مقایسه میانگین براي اثر اصلی  فاکتور معنی

مقایسه میانگین حاصل از اسید جیبرلیک انجام شد. 

د که اد هاي طبیعی نشان  تجزیه جداگانه صفت گیاهچه

در تیمار فاقد اسید جیبرلیک، بین سه رقم اختلاف 

گرم در لیتر  میلی 1/0تیمار  داري وجود نداشت. در معنی

% باززایی، 30اف و گلوبال با   اسید جیبرلیک، دو رقم پی

هاي طبیعی را داشتند.  داري بیشترین گیاهچه بطور معنی

گرم در لیتر اسید جیبرلیک هم  میلی 3/0 و 2/0در تیمار 

%، بیشترین درصد 26% و 28اف به ترتیب با  رقم پی

). 6ا داشت (شکل هاي طبیعی ر باززایی گیاهچه

اف  همچنین ملاحظه شد که در ارقام گلوبال و پی

گرم در لیتر  میلی 1/0افزایش مقدار اسید جیبرلیک تا 
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سبب افزایش باززایی شد و از آن پس از میزان باززایی 

هاي نرمال کاسته شد. در حالیکه در رقم اپشن  گیاهچه

ظر داري از ن گرم در لیتر اختلاف معنی 2/0و  1/0بین 

تطابق با نتیجه تحقیق حاضر، آماري وجود نداشت. در 

Ahmadi ) نشان دادند که استفاده از 2011و همکاران (

گرم در لیتر سبب  میلی 1/0جیبرلیک اسید به میزان 

و  Ghazanfariزایی مستقیم در کلزا شد.  افزایش جنین

نشان دادند که بیشترین میزان نیز ) 2012همکاران (

هاي حاصل از کشت  ها از جنین هباززایی گیاهچ

گرم در لیتر اسید  میلی 1/0میکروسپور با کاربرد 

جیبرلیک حاصل شد و افزایش بیشتر این ماده سبب 

و  Haddadiها شد. همچنین  کاهش باززایی گیاهچه

 15/0و  1/0) نشان دادند که استفاده از 2008همکاران (

اززایی گرم در لیتر اسید جیبرلیک سبب افزایش ب میلی

  ها در کشت میکروسپورهاي ایزوله کلزا گردید. گیاهچه

 هاي میانگین صفات تعداد گیاهچه مقایسه

هاي تغییر نکرده  دار و جنین هاي ریشه غیرطبیعی، جنین

نشان داده شده است. این شکل  نشان  7در شکل 

گرم در لیتر اسید  میلی 3/0 و  2/0دهد که دو تیمار   می

% 46% و 54با میزان تولید جیبرلیک به ترتیب 

هاي تغییر نکرده، بیشترین مقدار باززایی  جنین

 1/0طبیعی را داشتند. در محیط کشت حاوي  غیر

و در محیط  21گرم در لیتر اسید جیبرلیک، % میلی

هاي  ها به گیاهچه % جنین9کشت فاقد اسید جیبرلیک، 

. شکل فوق همچنین نشان  طبیعی تبدیل شدند غیر

گرم در لیتر اسید جیبرلیک،  میلی1/0در تیمار  دهد که می

، 0دار بودند. همچنین براي سه تیمار  ها ریشه % جنین26

گرم در لیتر اسید جیبرلیک، به ترتیب  میلی 3/0و  2/0

  . دار بودند ها فقط ریشه درصد جنین 11و  12، 12

شود براي باززایی  گیري می بنابراین، نتیجه

دار مشخصی از اسید هاي طبیعی به مق گیاهچه

جیبرلیک در محیط کشت نیاز است و نیز به تدریج با 

هاي  افزایش غلظت اسید جیبرلیک از میزان گیاهچه

هاي  شود و به تعداد گیاهچه طبیعی کاسته می

شود. نتایج حاضر، مطابق با  غیرطبیعی افزوده می

نتیجه حاصل از آزمایشی است که در آن از محیط 

گرم در لیتر اسید  میلی 1/0حاوي  B5کشت جامد 

جیبرلیک جهت باززایی جنین کلزا استفاده شد و نتایج 

). در Grubor et al., 1998مثبتی بدست آمد (

بر روي  آزمایش دیگري در مورد تأثیر اسید جیبرلیک

هاي  هاي جنین ها و لپه باززایی گیاه از هیپوکوتیل

هاپلوئید مضاعف شده گزارش شده است که وجود 

) همراه GA3گرم در لیتر اسید جیبرلیک ( میلی 5/0

هاي رشد و یا بدون آن در محیط کشت  کننده تنظیم

B5بیشترین تأثیر را بر باززایی گیاهان داشته است ، 

)Bagniewska et al., 2001 .(  

  

  
  اف) هاي باززایی شده از کشت میکروسپور کلزا (رقم پی گیاهچه .5شکل 
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  هاي طبیعی در هر کدام از سطوح اسید جیبرلیک براي صفت باززایی گیاهچهاثرات ساده رقم  .6شکل 

هاي نرمال بین ارقام مختلف با  درصد گیاهچهبر دار  دهنده عدم وجود اختلاف معنی در هر غلظت اسید جیبرلیک، حروف مشترك نشان

  است. ٪5) در سطح احتمال LSDدار ( از معیار حداقل اختلاف معنیاستفاده 

  دهنده هر ترکیب تیماري است. هاي تشکیل ده انحراف معیار دادهنده الاي هر ستون، نشاناعداد ب

  

  ها  چه آزمایش دوم؛ تأثیر نوع ژل بر باززایی گیاه

نتایج تجزیه واریانس نشان داد که اثر رقم روي چهار 

دار نشد، اما اثر نوع ژل  مطالعه معنیمورد صفت 

رقم و نوع ژل بر دو دار بود. همچنین اثر متقابل  معنی

هاي طبیعی  دار و گیاهچه هاي ریشه صفت جنین

 .دار نشد دار شد، اما براي دو صفت دیگر معنی معنی

هاي طبیعی که اثر متقابل دو  براي صفت گیاهچه

است، اثرات ساده رقم در هر   دار شده فاکتور معنی

اند. مقایسه میانگین  سطح نوع ژل مقایسه شده

هاي  اگانه صفت تشکیل گیاهچهحاصل از تجزیه جد

آگار، -داد که در تیمار آگار ) نشان 8طبیعی (شکل 

  داري بیشترین میزان %، بطور معنی30رقم گلوبال با 

  

-در تیمار آگار هاي طبیعی را داشت. باززایی گیاهچه

داري  %، بطور معنی36اف با  آگار + فیتاژل، رقم پی

اشت. هاي طبیعی را د بیشترین باززایی گیاهچه

% باززایی 23همچنین در تیمار آگارز، رقم گلوبال با 

داري بهترین وضعیت  هاي طبیعی، بطور معنی گیاهچه

، بطور  %30با   اف را داشت و در تیمار فیتاژل، رقم پی

طبیعی را  هاي داري بیشترین تعداد گیاهچه معنی

 Pereraتولید کرد. در تطابق با نتیجه تحقیق حاضر، 

) در تحقیقی عامل ژل را در 2012و همکاران (

هاي نارگیل بررسی کردند  ها از جنین باززایی گیاهچه

و نشان دادند که بیشترین میزان باززایی در تیمار 

  فیتاژل حاصل شد.

  
  کهاي تغییرنکرده در آزمایش تأثیر اسید جیبرلی دار و جنین هاي ریشه مقایسه میانگین صفات گیاهان غیر طبیعی، جنین. 7شکل 

دار بین صفات مورد بررسی با استفاده از معیار حداقل  دهنده عدم وجود اختلاف معنی در هر غلظت اسید جیبرلیک، حروف مشترك نشان

  است. ٪5) در سطح احتمال LSDدار ( اختلاف معنی

  دهنده هر ترکیب تیماري است. هاي تشکیل ده انحراف معیار دادهنده اعداد بالاي هر ستون، نشان
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  هاي طبیعی اثرات ساده رقم در هر کدام از سطوح ژل براي صفت باززایی گیاهچه .8 شکل

هاي نرمال بین ارقام مختلف با استفاده  درصد گیاهچهبر دار  دهنده عدم وجود اختلاف معنی در هر سطح نوع ژل، حروف مشترك نشان

  است. ٪5) در سطح احتمال LSDدار ( از معیار حداقل اختلاف معنی

  دهنده هر ترکیب تیماري است. هاي تشکیل ده انحراف معیار دادهنده بالاي هر ستون، نشان اعداد

  

هاي طبیعی در  بطور کلی متوسط تولید گیاهچه

آگار + فیتاژل، آگارز و - آگار، آگار-تیمارهاي آگار

و  32/15، 66/28، 33/25فیتاژل عبارت بودند از 

فیتاژل آگار + -دهد ترکیب آگار که نشان می 33/25

هاي طبیعی  بهترین تیمار ژلی براي افزایش گیاهچه

اف بیشترین میزان  بود و در این شرایط رقم پی 

% ). بر اساس 36هاي طبیعی را تولید کرد (  گیاهچه

ها، تعدادي از گیاهان به  ها و ژل نتایج در تمام ژنوتیپ

طبیعی و عمدتاً همراه با تعداد بسیار  صورت غیر

و این نتایج با   ثانویه باززایی شدند هاي زیادي جنین

) که گزارش 1991و همکاران ( Huangهاي  یافته

شوند و به  ها به گیاهچه تبدیل نمی کردند اکثر جنین

شوند، یا اینکه بر روي  صورت غیرطبیعی باززایی می

  شود، تطابق دارد.  هاي ثانویه تشکیل می آنها جنین

دو فاکتور × ژنوتیپ دار  معنیمتقابل در ارتباط با اثر 

بر میزان باززایی مورد بررسی (اسید جیبرلیک و نوع ژل) 

 Ahmadiها که در تحقیق حاضر مشاهده شد،  گیاهچه

) در تحقیقی با مقایسه چهار ژنوتیپ کلزا نشان 2011(

داد که بیشترین میزان باززایی مستقیم مربوط به رقم 

Amica  تفاوت بود که با سایر ارقام از نظر باززایی

دار داشت. همچنین در تحقیق دیگري نشان داده  معنی

زایی از میکروسپورهاي گندم و  شد که نظر صفات جنین

هاي  هاي حاصله، بین ژنوتیپ ها از جنین باززایی گیاهچه

 Taiefehداري وجود داشت ( مورد مطالعه تفاوت معنی

Afshari, 2011(.  در تحقیقی دیگر ملاحظه شد که

و محیط و همچنین اثرات متقابل آنها بر  اثرات ژنوتیپ

هاي حاصل از کشت  ها از جنین باززایی گیاهچه

 Hyola 401میکروسپورهاي کلزا معنی دار بود. ژنوتیپ

ده  سخت پاسخ  NK karibic پاسخ پذیرترین و ژنوتیپ

در  .)Ghodsi, 2014ها بودند (ترین در بین ژنوتیپ

داد که ) نشان Tarinejad )2013تحقیقی دیگر 

هاي متفاوتی به باززایی  هاي مختلف کلزا پاسخ ژنوتیپ

  ها دادند. گیاهچه

هاي  هاي باززایی، نمونه پس از پایان آزمایش

واکشت  جدید کشت هاي محیط در شده دار ریشه

 شدند و به تشکیل جدید هاي گیاهچه گردیدند و

 تا و منتقل داراي پرلیت کوچک هاي گلدان درون

 هاي پلاستیکی سرپوش زیر رد را سازش مرحله

ایجاد نمودند.  را گلدانی گیاهان و کرده طی منفذدار

نهایت  در و دادند تشکیل هایی غلاف حاصل گیاهان

  شدند. آوري جمع ها لاین بذرهاي

تحقیق، استفاده  این از آمده بدست نتایج اساس بر

لیتر، اضافه  میلی 5/12و  10از محیط کشت با حجم 

گرم در لیتر به محیط  1به میزان کردن زغال فعال 
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کشت و همچنین استفاده از ساکارز به عنوان منبع 

هیدرات کربن محیط کشت جهت نیل به بیشترین 

میزان جنین در کشت میکروسپورهاي ایزوله کلزا 

ها از  شود. در مورد باززایی گیاهچه توصیه می

گرم در لیتر  میلی 1/0از   هاي حاصله، استفاده  جنین

آگار + فیتاژل به عنوان نوع -جیبرلیک و آگار اسید

تواند  هاي طبیعی می ژل جهت باززایی بهینه گیاهچه

مفید باشد. همچنین نتایج این تحقیق نشان داد که 

 ) در مقایسه با دو رقم دیگر ازPF7045/91اف ( رقم پی

  بود. زایی و باززایی بیشتري برخوردار  پتانسیل جنین
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