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 چکيده
تـك  ة ميكروسـپورها در مرحل ـ . شـدند  قرار داده) روز/ شب ( ساعت ٨/١٦  و دوره نوريC١٠/١٥˚ در اتاق رشدي با دماي دهنده ميكروسپورهاگياهان 

سـاكاروز كشـت    % ١٣حـاوي    NLN-13 شدند و در محـيط كشـت         جدا ٥/٢-٥/٣ mmه هايي به طول     هسته اي انتهايي تا ابتداي دو هسته اي از غنچ         
. ندگرديدمنتقل  باززايي  جهت،B5 کشت ه محيط ب٤-٥ mm ابعاد  بهرويانهای لپه اي شکل ، جداگرديدهی روز پس از كشت ميكروسپورها٣٠.گرديدند

 منتقل  C٢٥˚  با دماي  یپس به اتاق رشد    منتفل گرديدند و س    C٤˚ نكوباتوري با دماي  ا روز جهت شوک سرمايي به       ١٠ مدت بهرويانهای کشت گرديده    
ثـانوي يادداشـت بـرداری     کـالوس زا و درصـد توليـد رويانهـای     های نرمال، درصد توليد رويانهای  درصد توليد گياهچه، صفت٣ ، روز٣٠، پس از شدند
   حـاوي   یبالنهـاي يـك ليتـر     در    رويان توليد)  الف:  ر اين آزمايش را تشکيل مي دهد         تيما ،روش بدست آوردن رويان در سه سطح به شرح زير         . گرديد

ml  حاويی ليتر نيمبالنهايدر   رويان توليد )ب  ، محيط كشت١٠٠   ml١٠٠ * ١٥ای  شيشـه پتـري ديشـهاي  رويان در  توليد)  ج ، محيط كشت٢٥ 
، هـاي نرمـال   توليد شده در ظروف مختلف محيط كشت از نظر درصـد توليـد گياهچـه   هاي رويانكه بين  نتايج نشان داد . محيط كشتml٥/١٢ حاوي 

نتايج حاصل از مقايسه ميانگين تيمارهای اين آزمـايش نشـان           . داري وجود دارد     اختلاف معني  ،α = ٠١/٠در سطح   زا و رويانهای ثانوي،      رويانهای کالوس 
 نرمال را داشـتند و  هایگياهچه بالاترين درصد توليد  ،α = ٠١/٠ در سطح    ،دار تفاوت معني دون   ليتری ب  ٥/٠ و   ١داد که رويانهای توليد شده در بالنهای        

هـاي   رويان %١١/١١رويانهـای کـالوس زا و    % ٤١/٢١ی با توليـد   ليتر١رويانهای توليد شده در بالنهای    . ) %٥٤و  % ٥٨بترتيب  (   قرار گرفتند  aدر گروه   
  .ير طبيعی داشتند را بر باززايي غ تأثير کمترينثانوي

  
  . ثانوي، باززاييی کالوس زا، رويانهایرويانها ، .Brassica napus L ، كلزا :كليديهايواژه

 
  مقدمه
 Rape seed و نـام انگليسـي   Brassica napusنـام علمـي    كلزا بـا 

غني مقـام  رونخل  ا ويباشد كه پس از سو مي بوگياهي از تيره شب
. هان به خود اختصاص داده اسـت       ج  نباتي سوم را در تأمين روغن    

 به دليل سـازگاري،     سرما مقاوم بوده و    اين گياه در برابر خشكي و     
-خـود   كلـزا گيـاهي  . )١٣٧٨دهشيري ( دامنه كشت وسيعي دارد

درصد دگرگشني آن در ارقام مختلـف    وباشد مي دگرگشن  - گشن
اين . )١٣٧٦شهيدي و فروزان ( گزارش شده است% ٢٢-%٣٣بين 

 اصـلاح  سـنتي روشـهاي  . اسـت ) ٢ n=x٤=٣٨(پلوييد تتراگياه آلو
 اخير نقش بسيار مهمي در اصـلاح عملكـرد و           ةنباتات در چند ده   
تـوان بـه روش      كه از ميان اين روشـها مـي        ،اندكيفيت كلزا داشته  

ــاب ــوده انتخـ  ــ و)Mass selection( ايتـ ــزينش شـ  ايرهج گـ
)Pedigree(  ةبـودن دور  ز معايب اين روشـها طـولاني        ا .اشاره كرد 

امروزه متخصصين اصلاح نباتات به دنبـال روشـهاي         . باشدآنها مي 
ديگري هستند كه بتوانند اين مدت را به حداقل ممكـن برسـانند             

 -هاي اصلاح نباتـات صـرفه     هاي سنگين برنامه  هزينه تا در وقت و   

 هاپلوئيدي   سيستم اصلاح از طريق  ،  يكي از اين روشها    .جويي شود 
 در صورتي موفق است که بتوان گياهـان         ئيدي هاپلو سيستم. است

در .  توليـد کـرد  )Doubled Haploid(  دوگانـه هاپلوئيد و هاپلوئيد
آزمايشـهايي را در     اين راستا قبل از استفاده از اين سيسـتم، بايـد          

روشهاي متعـددي   . بايست انجام داد  سازي گياهان مي  جهت بهينه 
 هاپلوئيـد دابل  ياهان  و به دنبال آن گ     جهت توليد گياهان هاپلوئيد   

، )Androgenesis( آنـدروژنز در اکثـر گياهـان،    .وجـود دارد  شـده 
 و  كشـت بسـاك   شود که به دو طريق      مهمترين روش محسوب مي   

 .شودهای جداشده انجام ميكشت ميكروسپور
كشت ميكروسپور به لحاظ مزايـاي آن بركشـت         حال حاضر،   در

 و) Dunwell 1996( محققـين اسـت   مـورد توجـه    بسـيار بسـاك، 
گزارش ) ١٩٨٢(كشت ميكروسپور كلزا براي اولين بار توسط ليچر         

ــد  ــي ).Lichter  1982(گردي ــاي مختلف ــان ،فاكتوره ــي  روي زاي
 .Keller et al( دهنـد  ميكروسپورها در كلزا را تحت تأثير قرار مي

شرايط رشد، فيزيولـوژي و ژنوتيـپ گياهـان         : زا که عبارتند    )1987
   .Takahata et al( ، اندازة غنچـه )Kuginuki et al. 1997( مادری



  ٢ شماره) ١٣٨٤ (ويکمسيجلد ، مجله علوم دانشگاه تهران    ٥٠

1993, Li & Guan 2003( مراحل تكاملي ميكروسپورها ،)Fan et 

al. 1988(  تراكم ميكروسپور در محيط كشـت ،)  دامنـة  بطوريکـه
ميكروسـپور در    ١٠٠٠٠٠تراكم ها از قبيل تراكم بيش از        وسيعي از   
 ٤٠٠٠٠ و  ٥٠٠٠٠ ،)Polsoni et al. 1988(ليتــر  هــر ميلــي 

 ٢٤٠٠٠ تا ١٦٠٠٠ و )Fletcher et al. 1998( ليتر ميكروسپور در هر ميلي
پـور در هـر ميلـي    در كشـت   )Pechan & Keller 1988(ليتـر   ميكروس

، ترکيــب محــيط کشــت )ميكروسـپـورهاي كلــزا اسـتـفاده شــده اســت
)Takahata 1997( و دما )Pechan et al. 1991(  بهينـه  اَ بعض ـكـه-
يي کامـل گيـاه از رويانهـاي حاصـل از كشـت             بـاززا . اند  سازي شده   

ميكروسپور براي اصلاح نباتات و مهندسي ژنتيك ضـروري اسـت،           
صورت غيرطبيعـي بـاززايي     اما گزارش شده است كه اكثر رويانها به         

  ).Huang et al. 1991 (شوند مي
 .هاي هاپلوئيد مـؤثر هسـتند     رويانزيادي در باززايي گياه از      عوامل  

 از عوامل مهم موثر بر باززايي       رويانها و بلوغ    رويان مرحلة رشد و نموي   
 بطوريكه از ميان رويانهـاي  )Takahata & Keller 1991( باشند مي

اـه      روزه پاسخ    ٣٥اي در كلزا، رويانهاي       مرحلة لپه  بهتري به باززايي گي
هـا از    رويـان پـيش تيمـار    ).Kott & Beversdorf 1990 (نشان دادند

 بر افزايش  (ABA)مار سرمايي و آبسزيك اسيدقبيل آبگيري جزئي، تي
  مي رويان موجب تحريك بلوغ     ABAباززايي مستقيم آنها مؤثر است و       

اندازة رويان نيز يـك عامـل مـؤثر در    . )Wakui et al. 1994( شود
 ).Takahata 1997( باشد هاي هاپلوئيد كلزا ميباززايي گياه از رويان

 به ازاي هر غنچـه   رويانو تعداد زايي     رويانزغال فعال در افزايش     
  نقشي ندارد، اما براي باززايي گياه مطلوب مي باشـد رويانو نمو 

)Gland et al. 1988.( مطالعه اثر ظرف مورد ،هدف از اين آزمايش 
هـای نرمـال،    استفاده جهت کشت بر روي درصـد توليـد گياهچـه          

نوي در  درصد توليد رويانهای کالوس زا و درصد توليد رويانهای ثـا          
  .كشت ميكروسپور كلزا است

  
 ها مواد و روش

 اسـتفاده  PF7045 / 91از رقم تجاری کلزاي بهـاره  در اين تحقيق 
بذور ايـن رقـم از شـرکت سـهامي خـاص توسـعه کشـت                . گرديد
   اين رقم جزء ارقام دو صفر بوده و قوه.های روغني تهيه گرديددانه

توليـد شـده و در چنـد         در كشور آلمان     PF رقم. ناميه بالايي دارد  
 بهاره  با توجه به  .  است رايج شده نيز  سال اخير، كشت آن در ايران       

بـذور گياهـان مـادري در        .رندسازي ندا   به بهاره ، نيازي    بذور بودن
 كشـت   ٥/٠ cm عمق كاشت حـدود   و با    ٢٥ cm گلدانهايي با قطر  

/ تـاريکي  (٨/١٦ hدوره نـوری     گلدانها به اتاق رشدی بـا     . ندگرديد
  لوكس ٥٥٠٠شدت نور و  ) روز/ شب   (C١٠/١٥°، دماي   )اييروشن

 ١٠٠سه مـاه و در زمـان گلـدهي حـدود            پس از   . منتقل گرديدند 

 حـاوي ميكروسـپورهايي در مرحلـه    ٥/٢-mm٥/٣ غنچه به طول 
اي از گياهـان در حـال       اي انتهايي تا ابتـداي دو هسـته       تك هسته 

بـه  % ٢٥/٥ها با محلول هيپوكلريت سـديم        غنچه .گلدهي جدا شد  
  شـده  بـا آب مقطـر اسـتريل   بـار و دو   ضد عفوني    دقيقه   ١٠مدت  

بــراي جداســازي ميكروســپورها از محلــول . شستشــو داده شــدند
براي  ).Fletcher et al. 1998(استخراج ميكروسپورها استفاده شد 

 گرم ساكارز را در داخل يك ليتر آب حـل           ١٣٠،  محلولتهيه اين   
 ٢٠تنظـيم گرديـد و بـه مـدت      ٦ محلول حاصل روي pHكرده و  
هـا بـه    غنچه . بار استريل شد   ٢/١ و فشار    C١٢١° دماي   دردقيقه  
 ثانيـه آسـياب     ٣٠ از محلول جداسـازي و بـه مـدت           ml٣٠همراه  
سوسپانسيون حاصل به ترتيب از دو الـك آزمايشـگاهي بـا            . شدند

 دو   عبور داده شد و سـپس      ٥٣ µm و   ١٠٦ µmسوراخهايي به قطر  
 ـبار و هر دفعـه   ١٢٧٠ rpm  )g٢٠٠( دقيقـه، در دور  ٤ه مـدت   ب

پـورها    سبز رنگ بالاي    و سپس مايع    سانتريفيوژ   رسوب زردرنگ ميكروس
پس از حـذف مـايع فوقـاني بـالاي ميكروسـپورها در             . حذف گرديد 

 NLN-13 )Lichter  از محـيط كشـت  ٤ mlدومـين سـانتريفيوژ،   

رها، ميكروسـپو   سوسپانسـيون  تـراكم .  به آنها اضافه گرديد    )1982
ميلـي ليتـر      ميكروسپور در هـر    ٤٠٠٠٠توسط لام شمارش، روی     

پتري سوسپانسيون ميكروسپورها در    . تنظيم گرديد محيط كشت   
 ليتری بـه  ١ و ٥/٠ بالنهای ،)١٠٠×mm١٥ (اي ديشهاي شيشه

 توزيع گرديد و جهـت اعمـال        ١٠٠ و   ٢٥ ،٥/١٢ mlترتيب حاوی   
تـاريكي منتقـل     و   C٣٠˚بـه انكوبـاتوري بـا دمـاي         شوک گرمايي   

ها بـا چشـم غيـر مسـلح قابـل           رويان روز بعد، زماني كه      ١٤. شدند
 در ،)٤٠ rpm(  روي يك لرزاننده و بالنهاديدن بودند، پتري ديشها

ــاي  ــد C٢٥˚دم ــرار گرفتن ــاريكي ق ــس از كشــت ٣٠ . و ت  روز پ
 ميلـي متـری لپـه اي شـکل و زرد            ٤ -٥ي  هارويان ،ميكروسپورها

 حاوي  )B5 )Gamborg  et al. 1968 باززايي کشتبه محيطرنگ 

mgl-1اسيد جيبرليك  ١/٠  (GA3)، آگـار بـا    % ٨/٠سـاكاروز و    % ٢
pH   عـدد رويـان در هـر پتـری          ١٠( ندگرديدمنتقل   ،٧/٥ معادل 

 روز  ١٠ مـدت  بـه پتری ديشها   . )٩ cmديش يکبار مصرف به قطر      
 منتقل گرديدنـد    C٤˚ انكوباتوري با دماي  جهت شوک سرمايي به     

 روز پـس    ٣٠.  منتقل شدند  C٢٥˚  با دماي  ی اتاق رشد  پس به و س 
 صـفت،  ٣از قرار گرفتن رويانهـا بـر روی محـيط کشـت بـاززايي،             

زا و   درصد توليد گياهچه های نرمال، درصد توليد رويانهای کالوس        
اين آزمايش  . درصد توليد رويانهای ثانوي يادداشت برداری گرديد      

هر .  تكرار انجام گرفت   ٥و   تيمار   ٣در قالب طرح كاملاً تصادفي با       
 عدد رويـان بـه عنـوان يـک تکـرار در نظـر               ١٠ديش حاوي     پتري

)  الـف  :روش بدست آوردن رويان در سه سطح شـامل        . گرفته شد 
  محيط كشـت ml١٠٠  حاوي یبالنهاي يك ليتردر  رويان  توليد



  ٥١   كشت ميكروسپورهاي كلزا آمده از صفات باززايي رويانهاي بدست

 ml٢٥   حـاوي ی ليتر نيمبالنهايدر  رويان   توليد)ب ،)B٥ شکل(
  ای شيشــهپتــري ديشــهايدر   رويــان توليــد)  ج ،محــيط كشــت

 mm حاوي  ١٠٠ * ١٥ mlشکل( محيط كشت ٥/١٢ Aتيمار )٥ 
- جهت آناليز داده   SPSSاز نرم افزار    . اين آزمايش را تشکيل دادند    

هاي مربوط به    همچنين براي نرمال کردن داده     .ها استفاده گرديد  
انهـای  صفات درصد توليد رويانهای کالوس زا و درصـد توليـد روي           

ــديل  ــانوي، از تب ــدarcsin√xث ــاليز .  اســتفاده گردي در جــدول آن
های تبديل شده و در مقايسه ميانگين تيمارهـا از          واريانس از داده  

  .های اصلي استفاده گرديدداده
  

  نتايج و بحث
 درصـد توليـد     ، كه در اين آزمايش بررسـي گرديـد        صفتياولين  
ای در نظر گرفتـه   چهگياهچه نرمال، گياه. بود هاي نرمال گياهچه

. )٤ Aو ٣ شکل(های نرمال بود  برگ و نوساقه،شد که دارای ريشه
هـاي بدسـت    رويان بـراي     صـفت  واريانس اين  نتايج حاصل از آناليز   

.  آمـده اسـت    ١زائـي در جـدول          رويـان آمده از روشهاي مختلـف      
هاي توليـد   رويان نشان داد كه بين      صفتجدول آناليز واريانس اين     

 از نظــر درصــد توليــد ،ف مختلــف محــيط كشــتشــده در ظــرو
داري وجود     اختلاف معني  ،α = ٠١/٠در سطح   ،  هاي نرمال   گياهچه
نتايج حاصل از مقايسـه ميـانگين تيمارهـای ايـن آزمـايش             . دارد

 ٥/٠ و   ١ نشان داد که رويانهای توليد شـده در بالنهـای            )١شكل  (
رين بـالات  ،α = ٠١/٠در سـطح    ،  داريتفـاوت معنـي   ليتری بـدون    
 قـرار   a نرمـال را داشـتند و در گـروه           هـای گياهچـه  درصد توليـد  

هاي نرمال در     درصد توليد گياهچه  . %)٥٤و  % ٥٨بترتيب  (گرفتند  
 قـرار   b  بود و در گـروه    % ٢٢ هاهاي بدست آمده از پتري ديش     رويان
نتـايج ايـن آزمـايش نشـان داد کـه ميـزان نرمـال بـودن                 . گرفت
 در   ليتـري  ٥/٠  و ١ هاي بالنهـاي  يانرو  شده از  باززاييهای  گياهچه

در توجيـه بـاززايي    .بـود مقايسه با رويانهای پتـری ديـش بيشـتر    
 ٥/٠ و   ١بيشتر گياهان نرمال در رويانهای بدست آمده از بالنهـای           

توان اينگونه توضيح داد که اين رويانها بعلـت اينکـه در            ليتری مي 
 برخـور   انـد از کيفيـت بهتـری      ظروفي با شرايط زير تشکيل شـده      

 سـطح بيشـتر محـيط    )٢ ، حجم بيشـتر محـيط کشـت   )١ :دارند
ر  هوای بيشتر در بالنها و در نتيجه تبادلات گـازی بهت ـ           )٣ ،کشت

 رويانهـاي توليـد شـده در        )٤ ،بين محيط کشت و فضای مربوطـه      
 .رســند مــي)Cotyledonary(اي بالنهــا ســريعتر بــه مرحلــه لپــه

هايي كـه از بالنهـا      ويانر ، كه مشاهده شد  آزمايش   همچنين در اين  
 حاصـل    كـه از پتـري ديـش       هاييرويانبدست آمدند در مقايسه با      

ــال  ــوژي نرم ــر و از ن شــدند، از نظــر مرفول ــت ــه رشــدي ظ ر مرحل
. گرددميها   رويان تر بودند كه اين امر موجب باززايي بهتر         يكنواخت

اثر ظروف مورد استفاده جهت کشت بر روی باززايي نرمال تاکنون          
مـورد  گزارش نشـده اسـت امـا سـاير عوامـل،            ت منتشره   در مقالا 

وسپانسـيون حـاوي   س ١/٠ ml اضافه كـردن . اندمطالعه قرار گرفته 
ي تر آگاروز به هر پ%٥/٠و ) Activated Charcoal( فعال زغال% ١
منجـر  ، بخاطر جذب توکسينها و مواد فنلـي،  يش در زمان كشت   د

 .Gland et al( يـد هـا گرد رويانبه مساعد شـدن بـاززايي گيـاه از    

ها بر روي يك كاغذ فيلتـر       رويان انتقال    ديگری، در آزمايش . )1988
% ٦٠قرار گرفته در بالاي محيط آگار منجـر بـه افـزايش بـيش از                

 برابر بـاززايي    ٥/١ها گرديده كه اين فراواني      رويانباززايي نرمال در    
 هايي بود كه روي يك محيط حاوي آگار كشت شـده بودنـد  رويان

)Zhao et al. 1996( .  كلـزا در    اي شـكل  اي لپـه رويانه ـقـرار دادن
 هفتـه و سـپس      ٢ به مـدت     BAPحاوي   B5 باززايي    کشت محيط

هـا  رويان منجر بـه بـاززايي نرمـال         BAPن  و بد B5انتقال به محيط    
 در آزمـايش ). Licher 1985, Swanson et al. 1987( گـردد مـي 

 تـا   ٨ها بـه مـدت      رويانتيمار  ديگری همچنين مشخص گرديد که      
گراد و در شرايط تـاريكي بـاززايي           درجه سانتي  ٤اي  م روز درد  ١٠

 .Fletcher et al( دهـد  گياه را به ميزان قابل توجهي افزايش مـي 

 ، بـر بـاززايي گيـاه      رويـان بررسـي تـأثير انـدازه       به منظور   ). 1998
-٥،  ٣-٤،  ٢-٣هاي    اندازه، با   رقم گلوبال ،  هاي هاپلوئيدي كلزا  رويان
 منتقـل   B5 بـه محـيط كشـت بـاززايي          ٦ mm بزرگتر از   و ٥-٦ ،٤

 از  صـفاتي ها به محـيط بـاززايي       رويان روز بعد از انتقال      ٣٠شدند و 
هـاي  رويانزايي، توليد برگ، توليد  قبيل درصد توليد نو ساقه، كال

زايي در آنها مـورد بررسـي قـرار گرفـت و مشـخص                ثانوي و ريشه  
 سـاقه توليـد   ٦ mm بزرگتـر از هاي با انـدازه  رويان% ٧٣  کهگرديد

  وها علاوه بر ساقه، داراي برگ نيـز بودنـد     روياناين   % ٧٠كردند و   
وجـود  ). ١٣٨١ عبـدالهي (بهترين ميزان بـاززايي را نشـان دادنـد          

ABA          اي   خيـره ذپروتئينهـاي   در محيط کشت منجر بـه افـزايش
 بـراي توان رويانها را     مي ABAگردد در نتيجه به کمک       مي هارويان
هاي هاپلوئيدي تيمـار شـده بـا        رويان. نگهداری نمود ولاني مدت   ط

ABA   قادرند در داخل خاك به گياه كامل تبـديل شـوند،            سرما و 
 .)Kawana & Ohkawa 1992( يعني مستقيماً آنها را به خاك برد

ــين  ــا  رويانهمچن  در ABAهــاي آبگيــري شــده و تيمــار شــده ب
Chinese Cabbage     نرمـال كردنـد   در داخـل خـاك توليـد گيـاه 

)Takahata et al. 1992( .كه در اين تحقيق آنـاليز  صفتي دومين 
آنرمـالي در    نـوعي     بود كـه    رويانهای کالوس زا    توليد درصدگرديد  
نتـايج  . )Baillie et al. 1992( آيـد  هـا بـه شـمار مـي    رويانباززايي 

نشان داد كـه بـين       )١ جدول( حاصل از آناليز واريانس اين صفت     
  توليــددرصــديــد شــده در ظــروف مختلــف از نظــر هــاي تولرويان

داري وجود   اختلاف معني ،  α = ٠١/٠در سطح   رويانهای کالوس زا،    



  ٢ شماره) ١٣٨٤ (ويکمسيجلد ، مجله علوم دانشگاه تهران    ٥٢

يـا بعـد از بـاززايي    ) B٤ شکل( روی رويان    کالوسها مستقيماَ . دارد
مقايسـه  . روی گياهچه يـا روی رويانهـای ثـانوي تشـکيل گرديـد            

هاي رويان كه نشان داد )A٢ شكل( ميانگين تيمارهاي اين آزمايش 
 رويانهـای    توليـد   درصـد  توليد شده در ظـروف مختلـف از لحـاظ         

.  گروه مجزا قرار گرفتند٣و در  داري دارند  اختلاف معنيکالوس زا 
رويانهـای  % ٩٥/٥٩رويانهای توليد شده در پتری ديش بـا توليـد            

 را بر باززايي غيـر طبيعـی داشـتند و در            تأثيرکالوس زا بيشترين    
ی بـا    ليتر ١های  رويانهای توليد شده در بالن    . فتند قرار گر  aگروه  
 را بر باززايي غيـر   تأثيرزا کمترين  رويانهای کالوس %٤١/٢١توليد  

 ٥/٠هـای   رويانهای توليد شـده در بـالن      . )cگروه  (طبيعی داشتند   
 گروه قبلـي  ٢ رويانهای کالوس زا در بين     %٣٠/٣٥ی با توليد    ليتر

رين صفتي که مورد تجزيه و تحليل       آخ.  قرار گرفتند  bو در کلاس    
نتـايج  .  بـود )C٤ شـکل ( هاي ثـانوي رويان درصد توليد قرار گرفت

 . نشـان داده شـده اسـت       ١تجزيه واريانس اين صـفت در جـدول         
هاي توليـد   رويانجدول آناليز واريانس اين صفت نشان داد كه بين          

در ،  هـاي ثـانوي   رويانشده در ظروف مختلف از نظر درصـد توليـد           
مقايسه ميانگين   .داري وجود دارد   اختلاف معني  ،α = ٠١/٠سطح  

درصد توليـد    برای صفت ظروف مختلف    در  شده هاي توليد روياناثر  
رويانهـای توليـد شـده      .  آمـده اسـت    B٢شـكل   ي ثانوي در  هارويان
 را  تأثير بيشترين   هاي ثانوي  رويان  %٠٨/٥٣پتری ديش با توليد     در

رويانهـای  . ر گرفتنـد   قرا aوه  گرطبيعی داشتند و در   بر باززايي غير  
  . %١١/١١ی با توليد  ليتر١بالنهایتوليد شده در

 را بر باززايي غير طبيعـی داشـتند          تأثير  کمترين  ثانوي رويانهای
ی بـا توليـد      ليتـر  ٥/٠رويانهای توليد شـده در بالنهـای        . )cگروه  (

 قـرار   b گروه قبلي و در کلاس       ٢ در بين    هاي ثانوي  رويان %٤١/٢١
 گيـاه از   نرمـال در اين آزمـايش عليـرغم بهبـود بـاززايي     .گرفتند
هـاي  رويانها، اشكال آنرمالي مختلفي از قبيـل توليـد كـال و             رويان

 ايـن نتـايج، كـار محققـين         .ها مشاهده گرديـد   رويانثانوي بر روي    
هاي رويانزايي ثانوي در رويان و باززايي غير طبيعيگذشته مبني بر 

 .Keller et al( كنـد   تأييد مـي  راحاصل از كشت ميكروسپور كلزا

1987, Huang et al. 1991.(هـاي هاپلوئيـدي بـه     انتقال گياهچه
توان با  مي. )D٤ شکل(  روز بعد از باززايي صورت گرفت      ٤٠پرليت  

 بجـای   NLN-13 به محيط کشـت رويـانزايي        ABAاضافه نمودن   
 ،)Senaratna et al. 1991( اضافه نمودن به محيط کشت بـاززايي  

 بـاززايي    کشـت   قبل از انتقال بـه محـيط       ي رويانها ها  حذف لپه با  
)Fletcher et al. 1998(، با استفاده از مارکرهای مولکولي همچون 

RAPD                 و شناخت و تـوالي يـابي ژنهـايي کـه در بـاززايي دخيـل 
 آبگيـری رويانهـا بوسـيله    ، عمـل )Zhang et al. 2003( هسـتند 
 ن در زيـر لامينـار  کاغذ واتم ـ  بجای خشک کردن رویدسيکاتور

)Wang et al. 2002(بطوري كه ، استفاده از محيط كشت دولايه ،
 قرار گيرد و در بالا محيط فاقد )جامد(در پايين محيط حاوي آگار 

 B5 جامـد    روزه به محيط نيمه٢١ها ی  و انتقال رويان)مايع (آگار
 B5 روزسپس انتقال به محـيط جامـد   ٣به مدت )  آگار٤ g l-1با (
)Li & Guan 2003( هـاي   افزايش درصـد بـاززايي گياهچـه    باعث

  . گرديدنرمال

  
  زائي براي صفات باززاييرويانمختلف هاي بدست آمده از روشهاي رويان آناليز واريانس -١جدول 

  

  ميانگين مربعات

  درجه آزادي  منابع تغييرات
  هاي ثانوي  روياند توليد درص   زاكالوس هايروياندرصد توليد   هاي نرمال درصد توليد گياهچه

  
   بدست آوردن رويان روش

  
٠٠٦٣٨٤/٠ **  ٠٠١١٤/٠ **  ٦٦٧/١٩٤٦ **  ٢  

  ٠٠٠١٩/٠  ٠٠٠٠٣٤/٠  ٦٦٧/٥٦  ١٢  خطاي آزمايشي

   %٥٥/١٥   %٣٣/١٠   %٨٤/١٦   ).C.V(ضريب تغييرات 
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  .ز رويانهای توليد شدهای نرمال ادرصد توليدگياهچه ه صفتاثر ظروف مختلف بر روي ) ±SE( مقايسه ميانگين -۱ شکل
  

  
درصـد توليـد     B- ،صفت درصد توليد رويانهـای کـالوس زا        بر روي    A-: اثر ظروف مختلف  ) ±SE( مقايسه ميانگين    -۲ شکل

  .از رويانهای توليدشده  ثانويرويانهای
  
  

  
  

  ،آزمايش ایهی هاپلوئيدی به لولههاگياهچهانتقال  - B،یهاپلوئيد  باززايي گياه از رويان  از روز پس٣٠ -  A-۳ شکل
 C-  ایشيشه به ظرف هاگياهچهانتقال.   .Bar = 1 cm  

  



  ٢ شماره) ١٣٨٤ (ويکمسيجلد ، مجله علوم دانشگاه تهران    ٥٤

  
  

  
  

گياه از رويانهاي  روز پس از باززايي ٣٠ Brassica napus L. cv. PF) (.  -A باززايي گياه از رويانهاي هاپلوئيدی كلزا-۴ شکل
 D-، هاپلوئيدی هايرويان روي بر  ثانويرويانهاي تشكيل  C-،رويانهاي هاپلوئيدی بر روي كالوس تشكيل B- ،هاپلوئيدی

   cm (D) 5. و Bar = 1000 µm (A - C) . هاپلوئيد به پرليتانتقال گياه
  

  

  
  

  Bar = 1 cm.  . در بالن رويانتوليد انبوه  - B ،در پتری ديش  رويانتوليد انبوه  -A -۵ شکل
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