
 Brassica napusی میکروسپور در ی دابل هاپلوئیدی بر پایهی توسعهپشت صحنه

 رضا وجدان  

   دابل هاپلوئیدی چیست؟

در این است که دابل  همانند گیاهان دیپلوئید طبیعی دو مجموعه کروموزوم دارند. اما تفاوت اصلی آنها    گیاهان دابل هاپلوئید،

ت شده بر  کش  و  ی هاپلوئید )بدون باروری(هاپلوئیدها )در این مثال دابل هاپلوئید حاصل از کشت میکروسپور( از دانه گرده

گیاهی با ژنوم هموزیگوس کامل و    گرده بطریق شیمیایی دو برابر شدهند. ژنوم هاپلوئید دانه  روی محیط کشت بوجود آمد

ی شیمیایی و سمی کلشی سین برای دو برابر کردن کروموزوم و تبدیل گیاه هاپلوئید عقیم به آورد. معمولاً مادهبوجود می

این گیاهان  گیاه دابل هاپلوئید بارور استفاده می بالایی از   هستندس  هموزیگو  در هر مکان ژنیشود. بنابراین  و ظرفیت 

تحت عناوینی نظیر کشت میکروسپور،    ،ی گرده. تکنیک تولید چنین گیاهانی از دانهباشنددارا میترکیبات فنوتیپی متفاوت را  

 و همکاران   keller  شود. نخستین گزارش موفقیت آمیز کشت بساک در براسیکا توسطزایی گرده یا آندروژنز خوانده میجنین

نخستین سیستم کشت برای تولید Lichter   (1982  )ثبت گردید. بهر حال    Wenzel(1975) و      Thomasو    (1975)

( Brassica napusمیلادی مطالعات بر روی کلزا )  80ی  گیاهان دابل هاپلوئید از میکروسپور را ارائه نمود. در اواخر دهه

ی  ی کشت میکروسپور در محیط کشت عاری از هورمون و بدون مرحلهایی بالا بوسیلهتوان با کاررا میها  نشان داد که جنین

 (. keller et al., 1987   , Pechan and Keller. 1988کالوس تولید نمود )

 اهمیت دابل هاپلوئیدی در برنامه اصلاح نباتات گیاهی 

نسل   هشت( برای صفات مورد نظر در حدود %99.2های تقریباً خالص )دستیابی به لایندر اصلاح نباتات کلاسیک برای  

رسیم )شکل می  %100خودگشنی نیاز است. این در حالیست که در تکنیک دابل هاپلوئیدی طی یک نسل به هموزیگوسیتی  

ص هستند و نیازی به  ها بطور کامل خالزیرا لاین  ،ثر استونهایت ارزشمند و مب گیاه از جمعیت دابل هاپلوئید بی(. انتخا1

 .Chang and Coeکنند )ی اصلاحی را کوتاه میهای دابل هاپلوئید نه تنها چرخهلاینهای پیاپی خودگشنی ندارند.  نسل

2009, Geiger and Gordillo. 2009, Szarejko and Forster. 2007  دهند افزایش مینیز  ( بلکه کارایی انتخاب را

(Geiger. 2009   Geiger and Gordillo. 2009,- Röber et al., 2005  بعلاوه دیگر نیازی به خودگشنی و انتخاب )

 باشد.های اصلاحی نمیجهت نگهداری لاین

 ی مارکرهای مولکولی و ترانسفورماسیون ی ژنتیک، توسعهدابل هاپلوئید در مطاله

حاصل   F2در جمعیت    شوند.بکار گرفته میبا راندمان بالایی  ی ژنتیک صفات مورد نظرهای دابل هاپلوئید در مطالعهلاین

که به ترتیب هموزیگوس    1:2:1شود، نسبت ژنوتیپی بصورت  از تلاقی سنتی دو والد و صفتی که با تک ژن غالب کنترل می

بترتیب    1:1شوند، ولی همان صفت در جمعیت دابل هاپلوئید با نسبت  تفکیک می  مغلوبغالب، هتروزیگوس و هموزیگوس  

-برای هموزیگوس غالب و هموزیگوس مغلوب تفکیک خواهد شد. در مورد صفات چند ژنی، این تکنیک توانست نوترکیبی

. بنابراین این روش مزیت بکارگیری  ایجاد نمایدیک نسل    طی  مکان ژنیتعداد زیادی    درهای ژنتیکی را برای هموزیگوسیتی  

 صفات کمی بهمراه دارد. ی جمعیتی کوچکتر را برای مطالعه

یا دابل هاپلوئید   NILs، تلاقی برگشتی یا  F2های:  در حال تفرق شامل یکی از جمعیت  هایی ژنتیکی، جمعیتدر ساخت نقشه

اند، این  ی مارکری بطور مکرر قابل استفادهی توسعهکه در برنامه  هستند  1های اصلاحی حقیقی. دابل هاپلوئیدها لاینهستند

در جوامع    حالیستدر   می  F2که  تفکیک صورت  نسل  در هر  برگشتی  بمنظور  گیرد. مطالعهیا تلاقی  پیچیده  ی صفات 

آل برای  از این رو دابل هاپلوئید جمعیتی ایدههای تکراردار طی چند سال و چند مکان نیاز دارد، به آزمایش QTL2شناسایی 

  % 100در استفاده از مارکرهای غالب، انتخاب گیاهان هموزیگوس  . مزیت اصلی دابل هاپلوئیدی  دستبابی به این هدف است

تفکیک صفت غالب به بصورت یک سوم غالب هموزیگوس، دو    F2باشد، حال آنکه در جمعیت  از جوامع در حال تفرق می

 
1. True-breeding line  
2.  Quantitative trait loci 



تخاب گیاهان هموزیگوس غالب در جوامع  باشد. بنابراین نرخ موفقیت استفاده از مارکر غالب برای انسوم هتروزیگوس می

F2  باشد.  می %33تنها 

ها که سبب تثبیت توان قبل از فرایند دو برابر کردن کروموزومکروسپورهای هاپلوئید را میی مدر ترانسفورماسیون ژنتیکی،  

( بطور موفقیت آمیزی HVA1ژن مقاومت به خشکی  )  شود، مورد هدف انتقال ژن قرار دارد.پایداری هموزیگوسیتی می

شد منتقل  هاپلوئید  نان  گندم  ژن    ه به  هموزیگوسیتی  شدن  دیپلوئید  از  بعد  را    و  آن  اند  ووارد  توانسته   نمایندتثبیت    گیاه 

(Chauhan and Khurana, 2011 .) 

 دابل هاپلوئیدی در کلزاسفری بسوی 

براسیکا تحت تاثیر عوامل زیادی قرار دارد، نظیر شرایط رشد گیاهان دهنده، ژنوتیپ، پیش  باززایی میکروسپور در جنس  

(. هر  Ferrie, 2003ی زندگی دانه گرده، بعلاوه شرایط کشت میکروسپور )تیمار، مواد بکار رفته در محیط کشت، مرحله

بایست هر یک از آنها ایش بهره برداری مییک از عوامل نامبرده در باززایی میکروسپور تاثیر گذارند و به منظور افز

 .  د شدخواهداده شرح  بطور خلاصهبرخی از این عوامل در ادامه بهینه سازی گردند. 

 ها برای تولید دابل هاپلوئید ژنوتیپ

هاپلوئید  های دابل  ی براسیکا پاسخ بهتری برای تولید لاینهای خانواده( در مقایسه با سایر گونهBrassica napusکلزا )

های ژنتیکی در میکروسپورهای گرفته شده برای تولید دابل هاپلوئیدی در یک گونه نیز گزارش (. ولی تفاوت22دهد )می

زایی در  (. تفاوت در قدرت جنینی22قدرت جنین زایی بسیار بالایی دارد )  B. napus cv Topasگردیده است. برای مثال  

ه قدرت جنینی در مقاسیه با تیپ زمستان   B. napusی  است، بعنوان نمونه تیپ بهاره  های رشدی مختلف نیز مشاهده شدهتیپ

هایی که پاسخ ضعیفی به کشت میکروسپور (. ژنوتیپHuang et al., 1990   Kott et al., 1988 -زایی بالاتری دارد

 (. Kott et al., 1988ای در مراحل مختلف میوز هستند )دهند، دارای تنوع گستردهمی

 3شرایط رشد گیاهان دهنده 

 محیطی کشت شوندهای تنش شود این گیاهان در شرایطی با حداقل شرایط رشد گیاهان دهنده بسیار مهم است و پیشنهاد می

(Ferrie, 2003) .    مشخص شده است، گیاهان رشد یافته در دمای پائینC0  10/12  یک هفته قبل از جداسازی میکروسپور ،

گیاهان دهنده در اتاق   ،(. در اغلب موارد برای کشت میکروسپور19نماید )بهترین وضعیت را ایجاد می  B. napusبرای  

 ,Ferrieزایی در گیاهان رشد کرده در گلخانه و مزرعه کاهش یافته است )کارایی جنین  بطوریکه پرورش  یافتند.  رشد  

2003 .) 

 مار سرمایت

(.  Gu et al., 2004بخشد )نماید و کیفیت جنین را نیز بهبود میزایی را تحریک میهای گل، فرایند جنینتیمار سرمایی جوانه

تاثیر منفی    B. oleraceaتاثیر کمتری دارد و در    B. rapaهمچنین گزارش شده است، تیمار سرمایی در کشت میکروسپور  

روز در    4-2گراد بمدت  درجه سانتی چهار های گل مناسب برای کشت میکروسپور درگذارد. در تیمار سرمایی، غنچهمی

 (. Gu et al., 2004گیرند )سوکروز و در تاریکی قرار می %13محیط کشت مایع با 

 ی تکاملی دانه گردهانتخاب غنچه و مرحله

اما این همبستگی برای ژنوتیپی میوزی دانهمستقیمی با مرحلهی غنچه همبستگی  اندازه های  ها و گونههای گرده دارد. 

ی غنچه امکان پذیر است، ولی  از اندازه  4میکروسپور جنینی  ترتر و کوچک. تمایز میان مقدار بزرگمختلف متفاوت است

طی فرایند میوز، با استفاده از رنگ آمیزی   .(Pechan and Keller, 1988)  بینی واقعی تولید جنین امکان پذیر نیست  پیش

ترین اندازه ای کاملی تک هستهها در اواسط مرحلهی رشدی میکروسپور را تشخیص داد. غنچهتوان مرحلههماتوکسیلین می

 
3.  Donor plants growing condition  
4. embryogenic microspore  



میکروسپورها شکل    (. در این مرحلهFerrie, 2003 - Kontowski and Friedt, 1994را برای تولید دابل هاپلوئید دارند )

(. گزارش شده است که در مراحل جلوتر ممکن  Ferrie and Caswell, 2011گرد دارند و هسته در وسط سلول قرار دارد )

دا تولید  کارایی  که  کنند  آزاد  میکروسپور  کشت  طی  در  مهارکننده  و  سمی  ترکیبات  میکروسپورها  از باست  هاپلوئید  ل 

 (.  Kott et al., 1988, 2004دهد )میکروسپور را کاهش می
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