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چکیده 

-۴۵( بالایی  دانه  روغن  درصد  از  روغنی  دانه های  بین  در  و  بوده  بالا  عملکرد  پتانسیل  دارای  کلزا 

و  بالا  قیمت  عملکرد،  در  معني دار  افزایش  دلیل  به   F1 هیبرید  بذور  تولید  است.  برخوردار  درصد(   ۴۰

بذر  تولید  مؤسسات  براي  تکنولوژي  جذاب ترین  و  کارآمدترین  اصلاح گر،  حقوق  از  محافظت  امکان 

)لاین هاي  ژنتیکي  نظر  از  خالص  گیاهان  به  تجاري  دسترسي  به  کلزا،   F1 هیبرید  بذور  اصلاح  مي باشد. 

نظیر خودگشني  زمان بر  پرهزینه و  از روش هاي  معمولاً  اینبرد  ایجاد لاین هاي  براي  است.  وابسته  اینبرد( 

)دابلدهاپلوییدها(  شده  مضاعف  هاپلوئیدهاي  نظیر  جدید  کارآمد  فن آوري هاي  ایجاد  مي شود.  استفاده 

تولید  مراحل  نشریه  این  در  باشد.  خالص  لاین هاي  تهیه  براي  سریع  و  کارآمد  راه حل  یك  مي تواند 

است. شده  ارایه  کامل  طور  به  میکروسپور  جنین زایی  روش  طریق  از  کلزا  دابلدهاپلوئید  لاین های 

F1 کلمات کلیدی: کلزا، هاپلوئید/دابلدهاپلوئید، لاین خالص، هیبرید 
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مقدمه

دانه های روغنی با توجه به بازار وسیع مصرف و اهمیت بالا از لحاظ غذایی، در سطح ملی از اولویت خاصی 

برخوردار هستند و از دیرباز، بخش مهمی از کشاورزی کشورها را تشکیل داده و حتی برخی از آن ها جزء اقلام 

عمده صادراتی کشورها محسوب  شده اند. در بین دانه های روغنی، گیاه کلزا  به عنوان یك گیاه مناسب برای 

کاشت در شرایط آب و هوایی ایران مورد توجه قرار گرفته است. کلزا با بیش از ۴۰ درصد روغن در دانه، از 

گیاهان مهم جهت توسعه کشت نباتات روغنی و تولید روغن نباتی در ایران است. قابلیت کشت در نقاط مختلف 

کشور، درصد بالای روغن و کیفیت بالای روغن از جمله ویژگی های منحصر به فرد کلزا است که سبب شده 

است که توسعه کشت این گیاه، به عنوان نقطه امیدی جهت تأمین روغن خام مورد نیاز کشور به شمار رود. 

این گیاه در برابر خشکی و سرما مقاوم بوده و به دلیل سازگاری، دامنه کشت وسیعی دارد )دهشیری، ۱۳۷۸(.

کلزا با نام علمي .Brassica napus L گیاهي است روغني از خانواده شب بویان و آلوتتراپلویید با ۱۹ جفت 

کروموزم )2n = 4x = 38( که داراي دو تیپ متفاوت بهاره و پائیزه است. تیپ بهاره نسبت به تیپ پاییزه کم 

محصول تر و کم ارتفاع تر بوده و به سرما حساس تر است ولي در مقابل، زودرس تر از تیپ پائیزه بوده و در 

مناطق داراي زمستان هاي معتدل قابل کشت است. تیپ پاییزه پرمحصول تر، قدبلندتر و مقاوم تر مي باشد و 

بعد از طي یك مرحله روزت گلدهي را آغاز مي کند. طول دوره رشد کلزا در ارقام زودرس و کشت بهاره از 

۹۰ تا ۱۵۰ روز و در کشت پاییزه از ۲۰۰ تا ۳۳۰ روز مي رسد. کلزا گیاهي خودگشن- دگرگشن مي باشد و 

درصد دگرگشني آن در ارقام مختلف ۳۳-۲۲ درصد گزارش شده است )شهیدی و فروزان، ۱۳۷۶(.

در دهه  اخیر این محصول روغني از نظر متوسط مصرف روغن جهاني از رتبه پنجم به رتبه سوم صعود کرده 

و بعد از نخل روغنی و سویا قرار گرفته است. روغن کلزا به دلیل حضور اسیدهای چرب اشباع نشده و فاقد 

کلسترول از کیفیت تغذیه ای بالایی برخوردار است و بین ارقام و در شرایط مختلف تنوع زیادی در ترکیب 

اسیدهای چرب آن مشاهده می شود. روغن کلزا همچنین حاوی مقادیر زیادی امُگا ۶ و امُگا ۳ با نسبت ۱:۲ 

باشند، عموماً  اسید اروسیك را داشته  آلفاتیك و  است. زماني که روغن هاي کلزا کمترین گلوکوزینولات 

تحت عنوان کَنولا خوانده مي شوند )نگارش، ۱۳۸۷(. در اغلب اوقات لفظ کنولا به گونه براسیکا نیپوس 

اشاره دارد. کلزا به عنوان یك گیاه علفی در اروپا جهت علوفه  گوسفندان و خوک ها نیز کاربرد داشته است، 

گاهی بذر آن برای خوراک پرندگان مورد استفاده قرار می گیرد )Webster, 1998(. کاغذ و محصولات کاغذی 

به عنوان یکی از کالا های مصرفی، نقش مهمی در زندگی انسان ها ایفا می کنند. با توجه به مشخصات الیاف 
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کلزا )گونه ی غیرچوبی( و مقایسه آن با سایر مواد اولیه موجود، می توان استفاده از آن را به منظور تولید 

خمیر کاغذ توصیه نمود )حمصي و پیروز ۱۳۸۵(. کاغذ تولید شده با کلزا دارای مقاومت خوبی در برابر 

کشش، تاخوردگی و ترکیدگی می باشد. روغن کلزا محتوی مقدار قابل ملاحظه ای ویتامین C و فیبرهای 

قابل حل و ترکیبات ضد سرطان شامل سلنیوم، دی ایندول متان و سولفورافنِ می باشد. دی ایندول متان قابلیت 

تلفیق با پاسخ های ابتدایی سیستم ایمنی را با خاصیت های ضد ویروسی، ضد باکتریایی و ضد سرطان دارد.

با وارد کردن رقم هاي اصلاح شده  اوایل سال هاي دهه هفتاد هجري شمسي  از  ایران  تحقیقات کلزا در 

ایران  با شرایط آب و هوایي مناطق مختلف  پاییزه و بهاره یك صفر از خارج و بررسي سازگاري آن ها 

آغاز شد )احمدي، ۱۳۷۴(. در این راستا تعداد قابل توجهي رقم هاي اصلاح شده از مؤسسات تحقیقاتي 

کشورهاي آلمان، سوئد، کانادا، لهستان، فرانسه و غیره دریافت و با بررسي هاي انجام شده برتري رقم هایي 

مانند رقم هاي یك صفر پاییزه بلیندا و کوینتا در مناطق سرد و معتدل سرد و رقم یك صفر بهاره رافال در 

مناطق ساحلي شمال ثابت گردید. ایجاد تنوع ژنتیکي به منظور فراهم آوردن امکان سلکسیون ژنوتیپ هاي 

اصلاح  رقم هاي  ایجاد  براي  لازم  پیش شرط هاي  از  یکي  اصلاحي  برنامه هاي  اجراي  جهت  مطلوب 

)بهاره(،  دلگان  ارقام  اخیر  سال  چند  در   .)Mendham, 1995; Rakow, 1995( مي شود  محسوب  جدید  شده 

صادق )دیم(، ظفر )بینابین(، احمدی )زمستانه(، نیما )زمستانه( و نفیس )زمستانه( به روش دورگ گیری 

شده اند.  معرفی  دیم  مؤسسه  و  بذر  و  نهال  تهیه  و  اصلاح  تحقیقات  مؤسسه  توسط  گزینش شجره ای  و 

در سال هاي اخیر به دلیل توجه بیشتر به توسعه کشت کلزا، سطح زیر کشت آن رو به افزایش گذاشته است 

و پیش بیني مي شود تا چند سال آینده توسعه سطح زیر کشت این محصول چندین برابر افزایش یابد. در 

سال زراعی ۹۵-۱۳۹۴ کلزا با ۱۰/۶۶ درصد از سطح کل برداشت محصولات صنعتی در کشور )۴۹۰/۲ 

هزار هکتار( رتبه پنجم این محصولات را در ایران دارا می باشد. لذا تحقیقات در این زمینه بیش از پیش از 

اهمیت برخوردار است. استفاده از سیستم دابلدهاپلوییدي براي کمك به اصلاح کلزا در این راستا است. 

به نژادي  توده اي،  انتخاب  از:  عبارتند  مي روند  کار  به  کلزا  اصلاح  براي  که  اصلاحي  روش هاي  مهم ترین 

شجره اي، گزینش بالك، تلاقي برگشتي، انتخاب دوره اي، اصلاح واریته هاي ساختگي و به کارگیري دورگ ها. 

از معایب این روش ها طولاني بودن دوره آن ها مي باشد. امروزه متخصصین اصلاح نباتات به دنبال روش هاي 

دیگري هستند که بتوانند این مدت را به حداقل ممکن برسانند تا در وقت و هزینه هاي سنگین برنامه هاي 

اصلاح نباتات صرفه جویي شود. یکي از این روش ها، اصلاح از طریق سیستم هاپلوئیدهاي مضاعف شده 
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باشد. شجره اي  روش  مکمل  مي تواند  تلاقي  یك  صفات  ترکیب  براي  وسیله اي  عنوان  به  که  مي باشد 

دانشمندان  براي  پیش  مدت ها  از  نباتات  اصلاح  برنامه هاي  در  هاپلوئید  گیاهان  از  استفاده  اهمیت   

هموزیگوت  لاین هاي  تولید  زمینه،  این  در  تحقیقاتي  مهم  موضوعات  از  یکي  و  است  بوده  مسلم 

هموزیگوت  کاملًا  لاین هاي  تولید  با  مي باشد.  ناسازگار  خود  گونه هاي  در  هیبرید  گیاهان  تولید  جهت 

.)Koprna et al., 2005( مي شود  صرفه جویي  اصلاحي  برنامه هاي  زمان  در  سال   ۳-۵ روش  این  در 

سیستم هاپلوئیدی در صورتي موفق است که بتواند گیاهان هاپلوئید و هاپلوئید مضاعف شده تولید کند. روش 

کشت میکروسپورهاي جدا شده امروزه در خیلي از برنامه هاي اصلاحي کلزا در سراسر جهان به عنوان یك 

روش متمم و مکمل روش هاي معمول تولید لاین هاي خالص استفاده مي شود. استفاده از کشت میکروسپور 

سلول  یك  به  میکروسپور  فن آوري،  ایجاد  با  بلکه  نبوده  هاپلویید  دابلد  لاین هاي  تولید  به  محدود  تنها 

فوق العاده در خدمت علوم پایه جهت پاسخ گویي به سوالات اساسي و حل مشکلات تبدیل گشته است. به 

عنوان سیستم هاي آزمایشي، کشت میکروسپور مي تواند براي تشخیص نمو گرده و گرده افشاني، جنین زایي، 

توتي پوتنسي، چرخه سلولي، تغییر فاز و نقش تنش در نمو مورد استفاده قرار گیرد )شریعت پناهي، ۱۳۸۶(. در 

مطالعات ژنتیکي و به نژادي، کشت میکروسپورهاي ایزوله شده مي تواند به عنوان جدیدترین و کارآمدترین 

روش جهت تولید دابلدهاپلوییدها )لاین هاي اینبرید نوترکیب( به منظور استفاده در اصلاح نباتات و تهیه 

نقشه هاي ژنتیکي، غلبه کردن بر موانع تلاقي )نرعقیمي و خودناسازگاري(، القاء و انتخاب جهش ها و ایجاد 

گیاهان تراریخته استفاده گردند )شریعت پناهي و همکاران، ۱۳۹۰(. میکروسپور به عنوان یك سلول با پتانسیل 

توسعه محدود، مي تواند با تیمار تنش در جهت ایجاد توتي پوتنت مجدداً برنامه ریزي شود. آنالیزهاي مولکولي، 

فیزیولوژیکي، بیولوژي سلولي و بیوشیمیایي باعث افزایش اطلاعات در مراحل برنامه نویسي مجدد سلولي 

مي شود )شریعت پناهي و امامي، ۱۳۸۷; شریعت پناهي و همکاران،۱۳۹۰(. از جنین زایي میکروسپور جهت 

  .)Keller and  Armstrong, 1987( شناسایي مسیرهاي بیوشیمیایي و ارزیابي محصولات متابولیکي استفاده مي شود

جنین  زایی مستقیم و تولید سریع لاین هاي خالص از میکروسپورهاي ایزوله، مهم ترین ویژگي این روش در 

برنامه هاي اصلاحي مي باشد. همچنین با توجه به فراواني بالاي تولید گیاه از کشت میکروسپور و نیز سهولت 

انتقال ژن، کشت میکروسپور، کارآمدترین و بهترین اندام هدف در انتقال ژن به شمار مي آید و دانشمندان 

امیدوارند که در آینده اي نزدیك از این روش به عنوان یك روش متداول در مهندسي ژنتیك استفاده نمایند 

)Wang et al., 2018(. علي رغم مشکلات تکنیکي که روش کشت میکروسپور دارد، این روش در مقایسه با 
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:)Pickering and Devaux, 1992( کشت بساک داراي مزایاي زیر مي باشد

۱- شانس باززایي گیاهان دیپلوئید به دلیل حذف بافت هاي دیپلوئیدي مانند دیواره بساک و آوندها، محدود مي شود. 

۲- استفاده یکسان تمام میکروسپورها از مواد غذایي به علت آزاد بودن آن ها و نیز رفع مشکل رقابت میکروسپورها 

۳- دیواره بساک به عنوان مانعي در برابر انتقال مواد غذایي از محیط کشت به میکروسپورها عمل نمي کند. 

اثر  که  مواد سمي  و  اسید  آبسیزیك  بساک همانند  دیواره  از  ترشحات حاصل  نمودن مشکل  برطرف   -۴

بازدارندگي بر روي رشد میکروسپورها دارند. 

۵- امکان پذیر بودن مشاهده دقیق تمام مراحل آندروژنز

بودن  به علت جدا  میکروسپورها  بر روي  گوناگون  فاکتورهاي  مختلف  اثرات  بررسي  انجام  ۶- سهولت 

میکروسپورها از همدیگر و مشاهده راحت آن ها

۷- ایده آل بودن میکروسپورها براي اعمال تیمارهاي موتاژن و بررسي موتاسیون ها

۸- استفاده از روش هاي انتقال ژن بطور مستقیم بر روي میکروسپورها

۹- از تشکیل کالوس حاصل از بساک ها اجتناب مي شود و در نتیجه شیمرهاي کمي تولید خواهد شد.

۱۰- در کشت میکروسپور، اغلب تبدیل مستقیم میکروسپور به جنین اتفاق مي افتد و تشکیل جنین در کشت 

میکروسپور بهتر از کشت بساک روي مي دهد. 

۱۱- از لحاظ تئوري هر میکروسپور قادر به تولید یك گیاه کامل است لذا عملکرد تولید گیاهان هاپلوئید از 

.)Pauls et al., 1994( طریق کشت میکروسپورهاي ایزوله بسیار بیشتر از کشت بساک است

کشت میکروسپور کلزا به دلیل فراواني بالا جنین زایي که مي تواند در محدوده وسیعي از ژنوتیپ ها به دست 

آید، در تولید لاین هاي دابلدهاپلویید در برنامه هاي اصلاحي کلزا به طور معمول استفاده مي شود. هم اکنون 

تکنولوژي کشت میکروسپور قسمت مهمي از چندین برنامه اصلاحي براسیکا مي باشد. با استفاده از روش 

کشت میکروسپور تاکنون تعدادي از واریته هاي کلزا مانند Viz cyclone،Quantum و Q2 و غیره جهت کشت 

تجارتي آن در دنیا تهیه و توزیع شده اند اما در ایران هنوز رقمی با بکارگیری سیستم دابلدهاپلوئیدی تجاری 

نشده است.
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مواد و روش ها 

 کشت مواد گیاهی والدینی
بذور هیبریدهای کلزا در مزرعه و همچنین در گلخانه )گلدان هایی با قطر ۲۵ سانتی متر و با عمق کاشت حدود 

۰/۵ سانتی متر( کشت می شوند. خاک مورد استفاده شامل دو قسمت خاک مزرعه، یك قسمت کود دامی پوسیده 

و یك قسمت پیت و پرلیت می باشد. در داخل هر گلدان حدود ۵ بذر کشت شده، گلدان ها پس از کشت بذور در 

اتاق رشد قرار داده می شوند. حدود ۳ هفته پس از سبز شدن بذور و اطمینان از رشد مطلوب گیاهچه ها، در هر 

گلدان ۲ گیاهچه حفظ گردیده و بقیه حذف می شوند. به صورت متناوب در هر ۲۰ روز تعدادی گلدان کشت 

می شوند و گیاهان تا ظهور گلچه ها مورد مراقبت های لازم از نظر آبیاری و کوددهی قرار می گیرند )شکل۱(.

شکل a -1- گیاهان والدینی کلزا برای کشت میکروسپور، b- مراحل رشد گیاهان والدینی کلزا در گلخانه

 a

 b
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 شرایط اتاق رشد 
سدیم  بخار  وات   ۴۰۰ لامپ   ۶ با  می گیرند  قرار  آن  در  بهاره  ارقام  گلدان های  که  رشدی  اتاق هاي  نور 

رشد  اتاق  در  نور  شدت  و  داشته  قرار  گلدان ها  سطح  از  متری   ۱/۴ ارتفاع  در  لامپ ها  می شود.  تأمین 

سانتی گراد  دمای ۱۵  درجه  و  نور  اتاق رشد روی ۱۶ ساعت  فتوپریود،  لحاظ  از  می باشد.  لوکس   ۵۵۰۰

ارقام  گلدان های  که  رشدی  اتاق  نور  می شود.  تنظیم  سانتی گراد  درجه   ۱۰ دمای  با  تاریکی  ساعت   ۸ و 

به  گلدان ها  )ورنالیزاسیون(  کردن  بهاره  برای  ولی  بود،  بهاره  ارقام  مشابه  می گیرند  قرار  آن  در  پاییزه 

مدت ۸ هفته در دمای ۴ درجه سانتی گراد قرار داده شده و سپس به اتاق رشد موردنظر منتقل می شوند.

 مراقبت های زراعی
انجام  یکبار  روز   ۳ هر  آبیاری  می باشد.  محلول پاشی  و  سم پاشی  آبیاری،  شامل  زراعی  مراقبت های 

اتاق رشد دیده می شود، معمولاً  به وفور در  آفاتی که  از  بیماری ها، یکی  آفات و  کنترل  نظر  از  می گیرد. 

شته و تریپس می باشد که جهت دفع آن ها از دیازینون ۱/۲ در هزار و متاسیستوکس ۱ در هزار می توان 

که جهت  کارهایی  از  یکی  می گیرد.  انجام  مرتبه   ۲ گیاهان  دوره رشد  در  برنامه سم پاشی  و  کرد  استفاده 

جلوگیری از شیوع آفات و بیماری ها انجام باید بگیرد، حذف برگ های زرد و خشك در قسمت تحتانی 

گیاه است که معمولاً هر هفته یك بار این عمل انجام می گیرد. برای رشد بهتر گیاهان مادری، کود مایع 

فوسامکو و هوگلند نیز هر۱۴ روز یکبار به میزان ۳/۵ در هزار به روی گیاهان اسپری می شود. همچنین 

می شود. داده  گلدان  هر  به  آبیاری  آب  با  همراه  و  شده  آب حل  در  اوره  کود  گرم   ۵ نیز حدود  ماهیانه 

 برداشت غنچه ها و تعیین مرحله تکوینی میکروسپورها
گیاهان کلزا، حدوداً ۶۰ روز پس از کشت در اتاق رشد به تدریج شروع به غنچه دهی می کنند. غنچه های به 

طول ۳/۵-۲/۵ میلی متر که بهترین غنچه ها برای کشت میکروسپور می باشند، از این گیاهان انتخاب و برداشت 

می شوند و از طریق رنگ آمیزي با DAPI و رویت زیر میکروسکوپ فلورسنت، مرحله تکوین میکروسپورها 

شناسایي می شود. غنچه هایی با طول ۳/۵-۲/۵ میلی متر، حاوی میکروسپورهای مرحله انتهایی تك هسته ای و 

ابتدای دو هسته ای هستند و این غنچه ها برای کشت میکروسپورهای جدا شده، مناسب می باشند )شکل ۲(. 
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شکل 2- انتخاب غنچه های مناسب کلزا برای کشت میکروسپور

DAPI روش رنگ آمیزی با رنگ فلوئورسنتی 
بهترین مرحله تکوین میکروسپورها )مرحله میانی تا انتهایی تك سلولی( و همچنین میزان تقسیمات هسته ای 

 DAPI تعیین می گردد. جهت رنگ   آمیزی با DAPI ۱ در ساختارهای چندهسته ای/ چند سلولی با رنگ آمیزی

به ۴ محلول زیر نیاز است:

محلول ۳:۱ اسید استیك به اتانول ۹۶ درصد 

اتانول۵۰ درصد

  )DAPI( ماده رنگ آمیزی کننده

گلیسرول ۸۷ درصد

ابتدا محیط کشت را داخل تیوب های ۱/۵ میلی لیتر پخش کرده و در ۲۰۰۰ دور   DAPI برای رنگ آمیزی 

و  برداشته شده  تیوب  هر  رویی  محیط  می نماییم. سپس  سانتریفیوژ  دقیقه   ۳ مدت  به   )۳۱۴  g( دقیقه  در 

روی رسوب ته نشین شده به مقدار یك میلی لیتر محلول ۳:۱ اضافه کرده، بعد از گذشت ۲۰ دقیقه مجدداً 

با همان سرعت و زمان سانتریفیوژ شده و بعد از برداشتن محلول روی رسوب ته نشین شده )روشناور(، 

روی رسوب باقی مانده به مقدار یك میلی لیتر اتانول ۵۰ درصد اضافه کرده و بلافاصله دوباره سانتریفیوژ 

انجام می شود. بعد از برداشت اتانول بالای رسوب میکروسپورها، روی رسوب باقی مانده ۲۰ میکرولیتر ماده 

رنگ آمیزی کننده DAPI و حدود ۱۰ میکرولیتر گلیسرول اضافه می شود. تیوب های حاصل را در تاریکی به 

مدت ۲۴ ساعت در دمای ۴ درجه سانتی گراد قرار داده و بعد از گذشت ۲۴ ساعت سانتریفیوژ نموده و 

رسوب باقی مانده را روی لام گذاشته و بعد از قرار دادن لامل، در زیر میکروسکوپ فلورسنت دار مشاهده 

1- 4`,6-diamidino-2-phenlindole
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باید طوری روی لام قرار گیرد که بین لام و لامل هیچ گونه حباب هوایی وجود نداشته  می نماییم. لامل 

باشد. برای از بین بردن حباب های هوای بین لام و لامل می توان لام را روی یك کاغذ خشك کن گذاشته 

کنارین حرکت کرد. به سمت  از قسمت مرکزی لام  انگشت  با  آرامی  به  و  تا کرده  را روی لام  کاغذ  و 

 محیط های جداسازی، جنین زایی و باززایی گیاه از میکروسپورها
 محیط جداسازی میکروسپورها

طی  که  غنچه  قسمت های  سایر  از  میکروسپورها  جداسازی  سپس  و  غنچه ها  آسیاب  برای  محیط،  این 

داخل  در  ساکارز  گرم   ۱۳۰ جداسازی،  محیط  تهیه  برای  می شود.  استفاده  شده اند،  ایجاد  شدن  آسیاب 

درب  بطری های  در  آن،  تهیه  از  پس  می شود.  تنظیم   ۶ روی  آن   pH و  گردیده  حل  مقطر  آب  لیتر  یك 

در  شدن  استریل  جهت  و  شده  توزیع  بطری  هر  در  میلی لیتر   ۱۵۰ مقدار  به  اتوکلاو  مخصوص  آبی 

میکروسپورها  جداسازی  محیط  می گیرند.  قرار  بار   ۱/۲ فشار  و  سانتی گراد  درجه   ۱۲۱ دمای  با  اتوکلاو 

)جدول۱(. می شود  نگهداری  یخچال  در  سانتی گراد  درجه   ۴ دمای  در  شدن  اتوکلاو  از  پس 

 محیط کشت جنین زایی مستقیم میکروسپورها
محیط کشت جنین زایي مورد استفاده، محیط )NLN-13 (Lichter, 1982 می    باشد که میکروسپورهای استخراج 

شده در این محیط کشت می شوند. به منظور تهیه محیط کشت NLN-13  طبق دستورالعمل از محلول های 

مادری تهیه شده به مقدار مورد نیاز برداشته می شود و سپس ۱۳۰ گرم ساکارز به آن اضافه می گردد. حجم 

محلول به یك لیتر رسانده شده و در نهایت pH آن روی ۵/۸ تنظیم می شود. لازم به یادآوری است که محیط 

فاقد هر گونه هورمون است )جدول۱(. استفاده در کشت میکروسپورهای کلزا مایع بوده و  کشت مورد 

 سترون کردن محیط کشت جنین زایی میکروسپورها
کردن  استریل  اتوکلاو،  گرمای  به  اسید  اسکوربیك  ویتامین  مثل  ویتامین ها  بعضی  بودن  دلیل حساس  به 

هایی  سوراخ  با  فیلتری  ابتدا  که  ترتیب  بدین  می گیرد.  انجام  فیلتراستریلیزاسیون  دستگاه  با  کشت  محیط 

فویل  داخل  در  فیلتراستریلیزاسیون  دستگاه  و سپس  می شود  نصب  دستگاه  روی  میکرومتر   ۰/۲۲ قطر  به 

در  سپس  می شود.  استریل  بار   ۱/۲ فشار  و  سانتی گراد  درجه   ۱۲۱ دمای  در  و  شده  پیچیده  آلومینیوم 
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فیلتر  دستگاه  طرف  یك  به  درصد   ۷۰ الکل  با  ضدعفونی  از  پس  خلاء  پمپ  شلنگ  لامینارایرفلو،  زیر 

محیط  سپس  می گردد.  روشن  خلاء  پمپ  و  شده  برداشته  دستگاه  درب  و  می شود  وصل  استریلیزاسیون 

پایین، محلول  ایجاد شده در مخزن  اثر خلاء  بالایی ریخته می شود. در  تهیه شده در داخل مخزن  کشت 

از  کشت  محیط  تمام  عبور  از  پس  می گردد.  حذف  آن  آلودگی های  و  کرده  عبور  فیلتر  از  کشت  محیط 

کرده  باز  آهستگی  به  را  دستگاه  دیگر  طرف  لاستیکی  درپوش  است  روشن  دستگاه  حالی که  در  فیلتر، 

شده  تمام  کشت  محیط  فیلتراستریلیزاسیون  عمل  مرحله  این  در  می شود.  خاموش  خلاء  پمپ  سپس  و 

هر  در  میلی لیتر   ۲۰۰ میزان  به  شده  استریل  آبی  درب  بطری های  داخل  در  مخزن  داخل  کشت  محیط  و 

بطری توزیع می گردد. بطری های حاوی محیط کشت استریل شده به مدت ۳-۲ روز در دمای اتاق قرار 

گرفته و پس از اطمینان از استریل بودن آن ها در یخچال در دمای ۴ درجه سانتی گراد نگهداری می شوند.

 محیط کشت باززایی گیاه از جنین های حاصل از کشت میکروسپورهای کلزا
لیتر۰/۰۱ اسید جیبرلیك است. برای تهیه  بهترین محیط کشت باززایی گیاه محیط B5 حاوی میلی گرم بر 

پتاسیم،  از تهیه محلول های مادری، ویتامین ها و محلول مادری یدید  باززایی، پس  لیتر محیط کشت  یك 

از هر کدام مطابق دستورالعمل موجود به مقدار مورد نیاز برداشته می شود، سپس ۲ درصد ساکارز، ۸ گرم 

بر لیتر آگارآگار و هورمون جیبرلیك اسید به محیط کشت باززایی اضافه شده و در نهایت حجم محلول 

فشار  و  سانتی گراد  درجه   ۱۲۱ دمای  در  و  گردیده  تنظیم   ۵/۷ روی  آن   pH می شود.  رسانده  لیتر  یك  به 

دقیقه   ۳۰ و حدود  اتوکلاو خارج شده  از  )جدول۱(. سپس  می گردد  سترون  دقیقه   ۲۰ مدت  به  بار   ۱/۲

پتری دیش های  در  میلی لیتر   ۱۲/۵ میزان  به  بعد  مرحله  در  و  شده  کمی خنك  تا  می شود  رها  لامینار  زیر 

پلاستیك های  داخل  در  و  بسته شده  آن ها  می شود. سپس درب  توزیع  سانتی متر   ۸ قطر  با  یکبار مصرف 

برای  به ذکر است  البته لازم  از ۴-۳ روز برای کشت استفاده می شوند.  محافظ غذا قرار می گیرند و بعد 

و حجم  کرده  درصد حل   ۹۸ اتانول  میلی لیتر  یك  در  را  آن  میلی گرم  یك  اسید،  جیبرلیك  نمودن  اضافه 

از  را  نظر  مورد  حجم  کشت،  محیط  لیتر  یك  برای  سپس  و  رسانده  میلی لیتر   ۱۰ به  مقطر  آب  با  را  آن 

مقدار لازم  آبسیزیك،  اسید  نمودن  اضافه  برای  کرده، همچنین  اضافه  مواد  بقیه  به  و  برداشته  محلول  این 

با  و  رسانده  میلی لیتر   ۱۰ به  مقطر  آب  با  را  آن  و حجم  کرده  نرمال حل  یك   NaOH میلی لیتر  یك  با  را 

روزه   ۳۰ میلی متری   ۴-۵ جنین های  می شود.  اضافه  کشت  محیط  لیتر  یك  به  فیلتراستریلیزاسیون  روش 
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داده می شود(. قرار  پتری دیش ۱۰ عدد جنین  )در هر  منتقل می گردد  این محیط کشت  به  لپه ای شکل  و 

    
(1-mgl)

    

 B 5 NLN-13

   

Macroelements 
KNO3

 

MnSO4.H2O 
Ca(NO3)2.4H2O 
KH2PO4 

CaCl2(NH4) 
Na2SO4

 

H2PO4.H2O 

 

2500

 

10

 

- 
- 

150

 

134

 

150

 

 

125

 

95.18 
500

 

125

 

- 
- 
- 

 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

Microelements 
MnSO4.H2O 
H3BO3 

ZnSO4.7H2O 
Na2MoO4.2H2O 
KI

 

 

10

 

3 
2 

0.25

 

0.75

 

 

- 
10

 

10

 

0.25

 

- 

 

- 
- 
- 
- 
- 

CuSO4.5H2O 
CoCl2.6H2O 

0.025 
0.025 

0.025 
0.025 

- 
- 

Vitamins and

 

Amino acid

 

Biotin 
Acid Folic 
Glycin 
Acid Nicotinic

 

Pyridoxine HCl

 

Thyamine HCl

 

Gluthathion

 

L-Glutamine

 

L-Serin 

 
 

0.05

 

0.5 
2 
5 

0.5 
0.5 
30

 

800

 

10

 

 
 

- 
- 
- 
1 
1 
10

 

- 
- 
- 

 
 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

Myo inositol 
Agar

 

100

 

- 
100

 

8000

 

- 

Sucrose 130000 2 0000 130000

 

pH  5.8 5.8 6 

جدول 1- مواد مورد نیاز جهت تهیه یك لیتر محیط کشت القاء NLN-13 و محیط جداسازی میکروسپورها و 
.)Gamborg et al., 1968(اB5 محیط باززایی
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 مراحل کشت میکروسپورهای کلزا
 برداشت غنچه ها

دوهسته ای  ابتدای  الی  تك هسته اي  انتهایي  میکروسپورهای  حاوی  که  میلی متری   ۳-۴ غنچه   ۱۰۰ ابتدا 

انتخاب شده و در یك ظرف کوچك فلاسك مانند  اتاق رشد  می باشند، از گیاهان کشت شده در داخل 

اتاق  بین  زیاد  فاصله  وجود  صورت  )در  می شود  داده  قرار  دارد  وجود  یخ  لایه  یك  آن  دیواره  در  که 

شوند(. منتقل  آزمایشگاه  محل  به  یخ  حاوی  فلاسك  یك  توسط  است  بهتر  غنچه ها  آزمایشگاه،  و  رشد 

 استریل کردن غنچه ها
میلی لیتر۳۰-۴۰  حدود  و  شده  ریخته  استریل  میلی لیتر۵۰  فالکون  یك  داخل  در  غنچه ها  لامینار،  زیر  در 

هیپوکلریت سدیم )NaClO ( ۳/۵ درصد به آن اضافه می گردد. درب فالکون را بسته و به مدت ۱۵ دقیقه 

منتقل  غنچه ها  به  دمای دست  تا  باشد  داشته  تماس  فالکون  درب  با  فقط  که دست  به طوری  داده  تکان 

از سمپلر ۵ میلی لیتر هیپوکلریت  استفاده  با  با هیپوکلریت سدیم،  نشود. پس از ضدعفونی کردن غنچه ها 

استریل  مقطر  آب  میلی لیتر   ۳۰-۴۰ حدود  سپس  می شود.  برداشته  فالکون  داخل  در  موجود  سدیم 

هر  و  مرتبه   ۲ استریل  مقطر  آب  با  غنچه ها  شست وشوی  مجموع  در  می شود.  اضافه  فالکون  داخل  به 

تا  یادآوری است که ظروف حاوی هیپوکلریت سدیم و آب مقطر  به  انجام می گیرد. لازم  مرتبه ۵ دقیقه 

نگهداری شوند. سانتی گراد  درجه   ۲-۴ دمای  با  یخچال  در  است  بهتر  غنچه ها  از شروع ضدعفونی  قبل 

 استخراج میکروسپورها
محیط  میلی لیتر   ۳۰ سپس  می شوند.  منتقل  دیگر  میلی لیتر   ۵۰ فالکون  داخل  به  شده،  استریل  غنچه های 

استخراج میکروسپورها )محیط شست وشو( را به داخل فالکون اضافه نموده، ظروف حاوی محیط استخراج 

دمای ۴-۲ درجه سانتی گراد  با  یخچال  در  میکروسپورها  مرحله جداسازی  از شروع  قبل  تا  میکروسپورها 

نگهداری می شوند. سپس حدود ۳ میلی لیتر از محیط استخراج میکروسپورها که حاوی غنچه های استریل شده 

می باشند، به داخل بشر کوچك استریل شده ریخته و با استفاده از ته پیستون استریل داخل سرنگ به آرامی 

غنچه ها له می شوند تا میکروسپورهای داخل غنچه ها در داخل محیط شست وشو آزاد شوند. سوسپانسیون 

حاصل از آسیاب کردن غنچه ها در شرایط کاملًا استریل به ترتیب از دو الك آزمایشگاهی با سوراخ هایی به 
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قطر۹۰ و ۶۳ میکرومتر، عبور داده می شود. پس از عبور سوسپانسیون میکروسپورها از الك های آزمایشگاهی 

و قرار گرفتن در یك ظرف استریل، سوسپانسیون حاصل توسط پیپت استریل به داخل فالکون ۵۰ میلی لیتر 

مخصوص سانتریفیوژ )از قرار ۳۰-۲۵ میلی لیتر در هر لوله( توزیع می گردد. سپس فالکون های فوق به داخل 

جافالکون های سانتریفیوژ منتقل شده و جافالکون ها در داخل دستگاه سانتریفیوژ قرار می گیرند. لازم به یادآوری 

است که جافالکون های سانتریفیوژ باید قبل از سانتریفیوژ از لحاظ وزنی کاملًا هم وزن باشند تا تعادل آن ها 

در هنگام سانتریفیوژ حفظ گردد. سانتریفیوژ در ۱۲۷۰ دور در دقیقه )یا g ۲۰۰( و به مدت ۴ دقیقه باید انجام 

شود. پس از اتمام سانتریفیوژ، لوله های سانتریفیوژ از دستگاه خارج می شوند. پس از سانتریفیوژ، یك لایه 

رسوب زرد رنگ در ته فالکون ها قرار دارد و در بالای آن روشناور مایع سبز رنگی می باشد. مایع سبز رنگ 

روی رسوب میکروسپورها )روشناور( با پیپت استریل حذف شده، سپس ۲۵ میلی لیتر محیط تازه جداسازی 

میکروسپورها به رسوب اضافه می گردد و عمل سانتریفیوژ ۴ دقیقه دیگر به همان ترتیب گفته شده انجام گرفته 

که در این مرتبه مایع فوقانی بالای رسوب میکروسپور شفاف تر می شود. در این آزمایش، در کل، ۲ مرتبه 

عمل سانتریفیوژ انجام می گیرد و هر بار مایع فوقانی بالای رسوب میکروسپورها حذف می شود )شکل۳(.

 توزیع سوسپانسیون حاوی میکروسپورها در پتری دیش ها
NLN- محیط کشت  میلی لیتر  سانتریفیوژ، ۴-۵  دومین  در  میکروسپورها  بالای  فوقانی  مایع  از حذف  پس 

یکنواخت  کاملًا  سوسپانسیون  تا  می شود  زده  هم  به  بار  چند  و  شده  اضافه  میکروسپورها  رسوب  به   13

حاصل گردد. سپس پتری دیش های ۶ سانتی متر یکبار مصرف استریل بسته به مقدار سوسپانسیون حاوی 

میکروسپورها زیر هود باز شده و در ادامه در داخل هر کدام ۵/۸ میلی لیتر محیط NLN-13 توزیع شده و 

می گردد  اضافه   NLN-13 محتوی  پتری دیش های  به  میکروسپورها  حاوی  سوسپانسیون  از  میکرولیتر   ۲۰۰

شکل 3- مراحل استخراج میکروسپورهای کلزا
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)میکروسپورهای هر۱۰-۸ غنچه به یك پتری دیش ۶ سانتی متر حاوی ۵/۸ میلی لیتر محیط NLN-13 منتقل 

می شوند( و دور هر پتری دیش با دو لایه پارافیلم درزگیری می شود. سپس مشخصات تیمار اعمال شده و 

تاریخ کشت میکروسپور روی پتری دیش ها یادداشت گردیده و پتری دیش ها در داخل انکوباتور در دماهاي 

حرارتي مختلف )۳۰ درجه سانتی گراد( جهت اعمال تیمار پیش حرارتی موردنظر قرار می گیرند و پس از 

۱۴ روز نمونه ها به شیکر انکوباتور با دور rpm ۴۰ و دمای ۲۵ درجه سانتی گراد منتقل می شوند )شکل ۴(.

 

شکل ۴- توزیع میکرسپورهای استخراج شده داخل پتری دیش های چند خانه

 تنش حرارتي
مي باشد.  براسیکا  گیاهان  در  میکروسپور  کشت  بودن  موفقیت آمیز  جهت  کلیدي  فاکتور  یك  بالا،  دمای 

-۷۲ مدت  به  سانتی گراد  درجه   ۳۰-۳۵ دماي  در  کشت ها  دادن  قرار  با  جنین زایي  موارد،  اکثر  در 

در  همچنین  یابند.  تکامل  پایین تر  دماهاي  در  مي توانند  جنین ها  آن  از  پس  و  مي گردد  شروع  ساعت   ۲۴

میکروسپورها  جنین زایي  در  قابل توجهي  افزایش  به  منجر  روز   ۱۴ مدت  به   ۳۰ دمایي  تیمار  آزمایشي 

حرارتی  تنش  اعمال  برای  می شوند،  داده  کشت  پتري دیش ها  در  که  میکروسپورهایی  گردید. 

بعد  و  می گیرند  قرار  تاریکی  در  روز   ۱۴ مدت  به  سانتی گراد  درجه   ۳۰ دمای  در  انکوباتور  داخل 

می شوند. منتقل  رویان  تشکیل  زمان  تا  سانتی گراد  درجه   ۲۵ دماي  با  انکوباتور  به  تنش  دوره   اتمام  از 

 باززایی گیاه از جنین های حاصل از کشت میکروسپور
شرایط  در  که  تشکیل شده  لپه ای شکل  میلی متری   ۴-۵ جنین های  میکروسپورها،  از کشت  پس  روز   ۳۰

استریل )سترون( به محیط کشت باززایی گیاه منتقل می گردند )در هر پتری دیش ۵ تا ۱۰ عدد جنین قرار 
داده می شود(. سپس پتری دیش های مورد نظر به اتاق رشد با فتوپریود ۱۶ ساعت نور و دمای ۲۲ درجه سانتی گراد منتقل می شوند.
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 باززایی گیاهچه ها
بعد از گذشت ۲۵ تا ۳۰ روز از کشت میکروسپور، جنین ها به مرحله لپه ای شکل رسیده و آماده انتقال به 

به محیط  از پنس استریل  با استفاده  لپه ای  این مرحله، جنین های  باززایی )B5( می باشند. در  محیط جامد 

باززایی که از قبل تهیه شده، منتقل می شوند )شکل۵(.

 تهیه محیط کشت باززایی
 با توجه به جدول )۱( که قبلًا ذکر شد، محیط کشت جامد B5 تهیه شده و به وسیله اتوکلاو استریل می شود و 

سپس در پتری دیش های یکبار مصرف استریل به قطر۱۰سانتی متر و از قرار۱۲-۱۰ میلی لیتر در هر پتری دیش 

توزیع می گردد. این مرحله از کار در زیر لامینار ایرفلو و در محیط استریل باید انجام شود. پس از توزیع و 

جامد شدن محیط داخل پتری ها، پتری های حاوی محیط کشت جامد با دو لایه پارافیلم درزگیری می شود.

 

B5 شکل ۵- جنین های لپه ای قابل انتقال به محیط

انتقال جنین های بالغ به محیط کشت باززایی

پس از گذشت چند روز از توزیع محیط کشت باززایی در پتری ها و حصول اطمینان از عدم آلودگی آن ها، 

انجام می شود. جنین ها طوری در  ایرفلو  از پنس کاملًا استریل و در زیر لامینار  استفاده  با  انتقال جنین ها 

محیط کشت قرار می گیرند که محل خروج ریشه چه آن ها در تماس با محیط کشت باشد. پس از انتقال، 

برای جلوگیری از نفوذ هر گونه آلودگی دور پتری دیش ها به وسیله پارافیلم باید درزگیری شود )شکل ۶(.
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شکل ۶- انتقال جنین های کامل منتج از میکروسپور به محیط B5 بدون هورمون

 اعمال پیش تیمار سرمایی
می توان بعد از انتقال جنین ها به محیط کشت جامد باززایی گیاهچه، پتری دیش های حاوی جنین را برای 

مدت ۱۰ روز به یخچال با دمای ۴ درجه سانتی گراد و تاریکی منتقل کرد. اعتقاد بر این است که اعمال پیش 

تیمار سرمایی اثر مثبتی بر تولید گیاهچه های نرمال از این جنین ها دارد.

 انتقال جنین ها به اتاق رشد
بعد از گذشت ۱۰ روز و اعمال پیش تیمار سرمایی پتری دیش های حاوی جنین، به اتاق رشد با دمای ۲۵ 

رویت  قابل  پتری دیش ها  داخل  در  گیاهچه ها  روز،  از حدود ۳۰  بعد  منتقل شوند.  باید  سانتی گراد  درجه 

تغییر،  بدون  جنین های  سه صفت  برای  یادداشت برداری  و  پتری دیش ها  بررسی  مرحله  این  در  می باشند. 

جنین های فقط ریشه دار و گیاهچه های طبیعی انجام می شود.

 انتقال گیاهچه های نرمال به شیشه )جار( کشت بافتی
بعد از مشاهده گیاهچه های نرمال در داخل پتری دیش ها، این گیاچه ها در زیر لامینار ایرفلو و در شرایط 

استریل به شیشه کشت بافتی در ابعاد قطر ۶ سانتی متر و ارتفاع ۹ سانتی متر، حاوی ۲۰ میلی لیتر محیط کشت 

جامد B5  منتقل می شوند. درب این شیشه ها بسته شده و سپس به اتاق رشد با دمای ۲۵ درجه سانتی گراد 

باید منتقل شوند.
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 انتقال گیاهچه ها به گلدان
بعد از اینکه گیاهچه ها در شیشه کشت بافتی به حداکثر رشد خود رسیدند، به گلدان های حاوی پرلیت، 

ورمی کولیت و ماسه به نسبت مساوی منتقل می شوند. برای جلوگیری از نفوذ هر گونه آلودگی، مواد ذکر 

شده به همراه گلدان ها بوسیله اتوکلاو، باید استریل شوند. برای حفظ رطوبت نسبی، روی گلدان ها بوسیله 

نایلون پوشانده می شود )شکل ۸(. آبیاری این گلدان ها به وسیله کود هوگلند به صورت یك روز در میان 

و از طریق زیرگلدانی انجام می گیرد. پس از گذشت مدتی و استقرار گیاهچه ها در گلدان و رشد آن ها، 

پرلیت  به گلدان هایی بزرگ تر حاوی خاک سبك، ماسه و  برداشته شده و  نایلونی روی گلدان ها  پوشش 

منتقل می شوند )شکل ۷(.

 بررسی سطح پلوئیدی گیاهچه های باززایی شده با روش فلوسایتومتری 
 برای تعیین سطح پلوئیدی معمولاً از دستگاه فلوسایتومتری مدل PA 1 Partec استفاده می شود. روش کار با 

دستگاه فلوسایتومتری به شرح ذیل می باشد:

الف( ابتدا یك نمونه برگ گیاه حدود ۱ سانتی مترمربع )ترجیحاً از برگ های جوان( انتخاب می شود. بهتر 

است نمونه برگ قدری بزرگ تر و در حدود ۵-۴ سانتی مترمربع باشد تا در صورت نیاز به تکرار آزمایش، 

این امکان مهیا باشد. ضمناً در صورتی که امکان بررسی سطح پلوئیدی در همان روز وجود نداشته باشد، 
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شکل 7- انتقال گیاهچه ها به گلدان های حاوی پیت و پرلیت

شکل8 - مراحل مختلف کشت میکروسپور و باززایی گیاهان هاپلوئید در کلزا
a- میکروسپورهاي مرحله انتهایي تك سلولي در زمان ایزوله کردن.

.DAPI میکروسپورهاي مرحله انتهایي تك سلولي در زمان ایزوله کردن رنگ آمیزی شده با -b
.NLN میکروسپورهاي با تقسیمات اسپوروفیتي پس از گذشت یك هفته در محیط -c

.DAPI میکروسپورهاي با تقسیمات اسپوروفیتي پس از گذشت یك هفته و رنگ آمیزی شده با -d
e ,f ,g ,h- ساختارهاي چند سلولي پس از گذشت ۳ هفته از کشت زیر میکروسکوپ نوري و همچنین رنگ آمیزی شده با 

.DAPI
I ,j ,k ,l - ساختارهاي مختلف جنین شامل کروی، قلبی، اژدری و لپه ای.

m ,n ,o ,p- مراحل مختلف باززایي درون شیشه ای
q- مرحله سازگاری گیاهچه ها با محیط.

r- مرحله دو برابر کردن کروموزوم ها با کلشیسین.
s ,t ,u ,v ,w ,x- مراحل گلدهی و بذرگیری.
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می توان نمونه ها را در کاغذهای خشك کن یا دستمال کاغذی مرطوب قرار داده و سپس در داخل کیسه 

نایلونی پیچیده و در دمای ۴ درجه سانتی گراد آن ها را برای مدت ۳-۲ هفته نگهداری کرد.

Ex-( نمونه برگ در داخل یك پتر دیش کوچك قرار داده شده و۴۰۰ میکرولیتر از محلول آنزیمی )یب

traction Buffer(Partec. germany( )که ترکیبی از آنزیم های هضم کننده دیواره های سلولی نظیر سلولاز و پکتیناز 

می باشد( روی آن ها ریخته می شود. سپس با استفاده از یك تیغ تیز با ضربات عمودی و محکم روی نمونه ها 

در جهات مختلف، بافت برگ برش خورده تا هضم آنزیمی تسریع شود. 

ج( در ادامه نمونه برگ از صافی هایی با منافذی به قطر۵۰ میکرومتر عبور داده شده تا ضایعات، حذف گردند 

و سپس با ۱۶۰۰ میکرولیتر محلول رنگی اختصاصی DNA به نام DAPI  سلول ها باید رنگ آمیزی شوند.

د( پس از مدت ۲ الی ۳ دقیقه، نمونه درون دستگاه قرار می گیرد و با عبور تك سلول ها از جلو آشکارساز 

دستگاه، علاوه بر شمارش تعداد سلول ها، مقدار DNA مربوطه نیز تعیین می شود. بر این اساس و بر مبنای 

Gain تعریف شده برای نمونه ها، پیك های مربوطه توسط دستگاه معلوم می شوند. لازم به توضیح است که 

چون کلزا همانند گیاه سیب زمینی در هنگام کار با فلوسایتومتر تشکیل دو پیك شامل یکی در مرحله G1 یعنی 

قبل از سنتز DNA  و یکی در مرحله G2 یعنی پس از سنتز DNA  دارد، لذا در این پژوهش در صورتی که 

به عنوان شاهد از کلزا دیپلوئید استفاده شود، دو پیك مربوطه با هم همپوشانی خواهند داشت. پیك P2 گیاه 

دیپلوئید، بر پیك P2 گیاهی که سطح پلوییدی آن اندازه گرفته خواهد شد، منطبق خواهد شد و لذا بهتر است 

از نمونه گیاه دیگری مثل جعفری به عنوان شاهد استفاده شود که سطح پلوئیدی آن بالا و خارج از محدوده  

پیك های تشکیل شده توسط گیاه مورد ارزیابی باشد.

براساس بررسی پیك های )تعداد سلول های موردبررسی( حاصل از فلوسایتومتری، مشخص می شود که پیك های 

بین FL100 و FL200 که به ترتیب نمایان گر فاز G1 و G2 یا M هستند به عنوان مواد دیپلوئید یا دابلدهاپلوئید معرفی شده 

و Peakهای بین FL50 تا FL100 به عنوان مواد هاپلوئید معرفی می شوند )Weber et al., 2005(. براساس نسبت مدهای 

گیاه هاپلویید به دیپلویید گیاهچه های هاپلویید از دابلدهاپلوییدهای خود به خودی تفکیك می گردند )شکل ۹(.
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 تیمار گیاهچه های هاپلوئید با کلشی سین برای ایجاد گیاهان دابلد هاپلوئید
از آنجایی که گیاهان هاپلوئید عقیم هستند، با تیمار آن ها با کلشی سین اقدام به تولید گیاهان دیپلوئید بارور 

می شود. بهترین زمان اعمال تیمار کلشی سین بر گل، شاخه و حتی کل گیاه، زمان تولید غنچه می باشد. به 

دلیل رشد سریع گیاه در این مرحله جذب کلشی سین از طریق ریشه سریع تر می باشد. طبق تحقیقات انجام 

شده در مورد تیمار گیاهچه های هاپلوئید حاصل از کشت میکروسپور مشخص شده است که بهترین نتیحه 

در تولید دابلد هاپلوئیدي، قرارگیری طوقه و ریشه های گیاهچه در غلظت ۳/۴ گرم در لیتر کلشی سین به مدت 

۱/۵ ساعت می باشد )Zhou et al., 2002(. گیاهچه های تیمار شده را سپس به مدت ۱/۵ ساعت در معرض نور 

شدید قرار داده تا میزان فتوسنتز بیشتر شود و به مدت یك هفته قبل از تیمار با کلشي سین، بهتر است آبیاری 

صورت نگیرد تا کلشی سین به خوبی توسط ریشه ها جذب شود. قبل از اعمال تیمار کلشی سین، تشخیص 

بین گیاهان هاپلوئید و گیاهان دیپلوئید خود به خودی بسیار حائز اهمیت است. تشخیص گیاهان دیپلوئید 

خود به خودی در این زمان بسیار ساده است به دلیل این که این نوع گیاهان گل های بزرگتری دارند و گرده 

بیشتری تولید می کنند.

 Y می باشد و محور DNA در هیستوگرام نمایان گر میزان فلورسانس x شکل9- آنالیز فلوسایتومتری سطح پلوئیدی. محور
نمایان گر تعداد سلول شمرده شده به ازاء هر کانال هیستوگرام می باشد.

پیک 1( نمایان گر peak برای سلول های مرده و غیره می باشد که ما آن را محاسبه نمی کنیم.
پیک 2( نمایان گر فاز G1 برای یك گیاه هاپلوئید یا دیپلویید می باشد.

پیک 3( نمایان گر فاز G2 یا فاز M برای یك گیاه هاپلویید یا دیپلویید می باشد.
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 نتیجه گیری 
دستورالعمل معرفي شده در این پژوهش به سهولت مي تواند در صورت تأمین امکانات مورد نیاز توسط 

در  استفاده  منظور  به  دابلدهاپلوئید  لاین هاي  تهیه  جهت  بذر،  تولیدکننده  یا خصوصي  دولتي  بخش هاي 

برنامه هاي به نژادي کلزا مورد بهره برداري قرار گیرد و نیاز کشور را به معرفي ارقام جدید در حداقل زمان 

کشت  گیاهي  مواد  عنوان  به  جدیدي   F1 هیبریدهاي  چنانچه  مي شود  پیشنهاد  ضمناً  سازد.  مرتفع  ممکن 

ابتدا تنش حرارتي ۳۰ درجه سانتی گراد دوره زمانی ۱۴ روز استفاده  میکروسپور مورد استفاده قرارگیرد، 

بررسي شوند. مقایسه و  تیمارهاي حرارتي  بودن درصد جنین زایي سپس سایر  پایین  شود و در صورت 

 سپاس گزاری
بدین وسیله از پژوهشگاه بیوتکنولوژی کشاورزی ایران به دلیل حمایت مالی در قالب طرح تحقیقاتی شماره 

۸۶۰۱-۰۵-۰۵-۱ تقدیر و تشکر می گردد. 
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