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روز)  5الی  1سانتیگراد به مدت ه درج 4در این تحقیق، اثر تیمار سرمایی (

روز) و  10الی  1سانتیگراد به مدت ه درج 30کیب با شوك گرمایی (در تر

 72الی  24گرم در لیتر به مدت میلی 100الی  25سین (همچنین اثر کلشی

زایی میکروسپور در دو رقم ساعت) بر القاي تقسیمات اسپوروفیتی و رویان

از هیبرید گوجه فرنگی (برلینا و پتوپراید) بررسی شد. ساختارهاي منتج 

هایی هسته تنها در رقم برلینا و در کشت 10کشت میکروسپور با بیشتر از 

ه درج 4روز تحت تیمار سرمایی  2و  1مشاهده گردید که به مدت 

سانتیگراد قرار ه درج 30روز در دماي  2سانتیگراد و سپس به مدت 

روز دماي  2روز و سپس  2یا  1گرفتند. همچنین تیمار سرمایی به مدت 

 9-10سانتیگراد به طور موثري موجب تشکیل ساختارهاي ه درج 30

هسته در هیچکدام  5اي در هر دو رقم گردید. ساختارهاي با بیشتر از هسته

درجه سانتیگراد  30روز تحت تیمار دمایی  10هایی که به مدت از کشت

- هسته 9-10قرار گرفتند بودند مشاهده نگردید. در رقم برلینا، ساختارهاي 

ساعت رویت  48سین به مدت گرم در لیتر کلشیمیلی 25تیمار اي در 

شدند در حالیکه در رقم پتوپراید، در هیچکدام از تیمارها ساختارهاي با 

کروي تنها در محیط کشت دو  هايهسته تشکیل نگردید. رویان 8بیشتر از 

روز  دماي  2روز و سپس  5و  2سانتیگراد به مدت ه درج 4لایه و تیمار 

مناسب پیش ه سانتیگراد تشکیل شدند. در صورت انتخاب دوره درج 30

زایی را در میکروسپورهاي توان رویانتیمار گرمایی و سرمایی می

  فرنگی القا نمود.  گوجه

  

فرنگی،  سین، گوجهتنش سرمایی، تنش گرمایی، کلشیهاي کلیدي: واژه

  .میکروسپور

  

  

  

  

  

In this study, the effect of cold treatment (4 °C for 1 to 5 days) 

in combination with heat shock (30 °C for  1 to 10 days) and 

also colchicine treatment (25 to 100 mg/l for 24 to 72 h) were 

assessed on induction of sporophytical divisions in isolated 

microspore culture in two hybrid tomato cultivars (‘Berlina’ 

and ‘Petoperide’). Microspore-derived structures with more 

than 10 nuclei were only observed in cv. ‘Berlina’ and in the 

cultures incubated for 1 or 2 days at 4 °C and then for 2 days 

at 30°C. In addition, cold treatment for 1 or 2 days and then 2 

days at 30°C could efficiently induce formation of microspore-

derived structures with 9-10 nuclei in both cultivars tested. No 

microspore-derived structure with more than 5 nuclei was 

observed in the cultures treated at 30°C for 10 days. In the cv. 

‘Berlina’, microspore-derived structures with 9-10 nuclei were 

detected when 25 mg/l colchicine was used for 48 h, while in 

cv. ‘Petoperide’, microspore-derived structures with more than 

8 nuclei were not observed in all treatments tested. Globular 

embryos were only produced in two-layer culture medium 

when treated at 4°C for 2 and 5 days and then subjected to 

30°C for 2 days. Microspore embryogenesis could be induced 

in tomato if appropriate duration of cold and heat treatment 

was selected. 

 
Keywords: Cold stress, Heat stress, Colchicine, Tomato, 
Microspore  

  

  

 و تشکیل ساختارهاي رویانی القاي تقسیمات اسپوروفیتی 

 (.Lycopersicon esculentum Mill)فرنگی  گوجه میکروسپور در کشت
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  مقدمه

) .Lycopersicon esculentum Mill( گوجه فرنگی

قرن  یک یکی از گیاهان با ارزشی است که طی

گذشته مورد توجه زیادي قرار گرفته است. این گیاه 

و فیبر بوده، و عاري از  C و A هايغنی از ویتامین

داراي  گوجه فرنگی . همچنینباشدمیکلسترول 

از این ترکیب مقدار قابل توجهی لیکوپن است که 

و  بودههاي کاروتنوئیدي مهمترین آنتی اکسیدان

هاي آزاد آسیب رسان به بسیاري سلول را از رادیکال

نماید. علاوه بر این، می هاي گیاه، محافظتاز بخش

اثرات ضد سرطانی این ترکیب توسط برخی از 

 ).Afroz et al., 2010محققان گزارش شده است (

جه فرنگی با استفاده از تاکنون صدها واریته گو

اند. از میان ف اصلاح نباتات معرفی شدههاي مختلروش

دار به دلیل افزایش معنی هیبرید ها، تولید بذوراین روش

، قیمت بالا و امکان محافظت از حقوق F1در عملکرد 

آوري براي ترین فنترین و جذاببهنژادگر، کارآمد

همچنین ارقام باشد. موسسات تولید بذر سبزیجات می

بالاتر، یکنواختی، مقاومت و تحمل  1هیبرید از بنیه

باشند هاي زنده و غیر زنده برخوردار میبیشتر به تنش

)Tay, 2002صلاح بذور هیبرید ). ا F1 از طریق

نر باروري، به ه هاي ایجاد نرعقیمی و برگردانند روش

وابسته است. در  2هاي خالصدسترسی تجاري به لاین

نباتات سنتی، به علت ماهیت خودگشن اصلاح 

هاي خالص، به طور فرنگی، براي ایجاد لاین گوجه

گیري هاي اصلاحی مرسوم بعد از دورگعمده از روش

اي و نتاج تک بذر استفاده اي، تودهاز قبیل روش شجره

ها اغلب بسیار وقت گیر و گردد که این روشمی

. )Shariatpanahi et al., 2007باشند ( پرهزینه می

هاي زیست فناوري گیاهی از طریق سیستم ،امروزه

(روش کشت بساك و  3تولید گیاهان هاپلوئید مضاعف

                                                                  
1. Vigor  
2. Inbred lines 
3. Doubled haploid  

کامل  4کشت میکروسپور) مدت زمان رسیدن به خلوص

را بطور قابل توجهی کاهش داده است. علاوه بر این، 

ها، انتقال ژن و یافته این تکنیک براي جداسازي جهش

باشد. به دلیل پایداري و آل میایده نیز 5اصلاح معکوس

هموژن بودن گیاهان هاپلوئید مضاعف، کارآیی گزینش 

یابد، زیرا انتخاب اي افزایش مینیز به طور قابل ملاحظه

شود انجام می خالصصد دردر میان گیاهان صد

)Babbar et al., 2004; Wijnker et al., 2012.(  

تکاملی خود در حالت طبیعی، میکروسپورها مسیر 

نمایند. تحت گرده بالغ طی میه را براي تولید دان

توان مسیر تکاملی میکروسپورها را شرایط خاصی می

عوامل موثر بر  اززایی منحرف نمود. به سمت رویان

توان به ژنوتیپ والد زایی میکروسپور میرویان

تکاملی میکروسپور، ترکیبات محیط ه مادري، مرحل

تنش القایی اشاره نمود کشت، تراکم کشت و 

)Babbar et al., 2004; Ferrie and Caswell, 

هایی که براي القاي ). از مهمترین تنش2011

توان به شوند میزایی میکروسپور استفاده می رویان

و  تنش سرمایی، گرمایی، گرسنگی، تنش اسمزي

 ,.Shariatpanahi et alسین اشاره نمود (کلشی

فرنگی، اطلاعات فراوان گوجه ). با وجود اهمیت2006

و عوامل موثر بر  6بسیار محدودي در رابطه با نرزایی

 سال گذشته تلاش 40باشد. در طول آن در اختیار می

بسیار زیادي براي تولید گیاهان هاپلوئید مضاعف چه 

از طریق کشت میکروسپور و چه کشت بساك صورت 

ابل گرفته است ولی با این وجود، پروتکل موفق و ق

 ,Bal and Abakاعتمادي در این زمینه وجود ندارد (

2007; Seguí-Simarro et al., 2011تحقیق .( 

Zagorska ) بر روي کشت بساك 1998و همکاران (

فرنگی نشان داد که تنها رقم هیبرید گوجه  85در 

هیبرید) توانایی باززایی گیاه  15ارقام محدودي (

                                                                  
4. Homozygosity  
5. Reverse breeding  
6. Androgenesis  
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وابستگی ه باشند که نشان دهندمیهاپلوئید را دارا 

باشد بسیار زیاد این صفت با ژنوتیپ والد مادري می

)Zagorska et al., 1998 تحقیق .(Motallebi-Azar 

) بر روي کشت بساك چهار رقم 2004و همکاران (

زایی و وجه فرنگی نشان داد که صفات کالوسگ

افزایشی کنترل  -باززایی گیاهچه توسط اثر ژنتیکی

شوند. در حالیکه صفت رشد کالوس تحت تاثیر اثر می

 باشد. همچنین،غیر افزایشی می - ژنتیکی

Motallebi-Azar  وPanahandeh )2010 نشان (

 داري بر القايدادند که تیمار سرمایی تاثیر معنی

هاي کشت شده ندارد ولی زایی در بساكکالوس

کارایی باززایی را به طور قابل توجهی افزایش 

  Nuezو  Seguí-Simarroدهد. در تحقیق دیگر،  می

) 2010همکاران ( و Corral-Martínez) و 2007(

تعدادي گیاه هاپلوئید مضاعف از طریق کشت بساك 

اند. با این وجود، بسیاري از این گیاهان، تولید نموده

تنوع بالایی از لحاظ سطح پلوئیدي و مورفولوژیکی 

-Zagorska et al., 2004; Corralاند (نشان داده

Martínez et al., 2010; Seguí-Simarro et al.,. 

مطالعات بسیار محدودي در رابطه با کشت  .)2011

هاي میکروسپور گوجه فرنگی در اختیار جدایه

و  Vargheseنتایج حاصل از تحقیق . باشد می

Yadav )1986 و همچنین (Seguí-Simarro  و

Nuez )2007 حاکی از تشکیل ساختارهاي شبه (

این هاي میکروسپور بود که رویان در کشت جدایه

(غیر منتج از  از نوع کاذبمتاسفانه ساختارها 

ها (ساختارهاي یکومو ناشی از تر بوده  میکروسپور)

ها قرار دارند) که در سطح اپیدرم غنچه يگرز مانند

  ).Bal et al., 2012بحث شده توسط باشند (می

با توجه به اینکه گوجه فرنگی از گیاهان بسیار سر 

باشد، نیاز به تحقیقات گسترده و سخت به نرزایی می

زایی وسیع در رابطه با عوامل تاثیرگذار بر رویان

 ,.Segui-Simarro et al( سپور وجود داردمیکرو

ه درج 4در این تحقیق، تاثیر تیمار سرمایی ( ).2011

روز) در ترکیب به  5و  2، 1، 0سانتیگراد به مدت 

ه درج 30صورت فاکتوریل با شوك گرمایی (

روز) و همچنین  10و  5، 2، 1، 0سانتیگراد به مدت 

ر لیتر گرم دمیلی 100و  50، 25، 0سین (اثر کلشی

ساعت) بر القاي تقسیمات  72و  48، 24به مدت 

زایی میکروسپور در دو رقم گوجه اسپوروفیتی و رویان

  فرنگی (برلینا و پتوپراید) مورد بررسی قرار گرفت. 

  

  هاروش و مواد

  پرورش گیاهان مادري

برلینا و پتوپراید مورد هیبرید ارقام  ،در این تحقیق

مادري در گلخانه با  بررسی قرار گرفتند. گیاهان

سانتیگراد و شبانه ه درج 25-30شرایط دمایی روزانه 

سانتیگراد تحت شرایط نور طبیعی ه درج 20-15

پرورش داده شدند. گیاهان مادري دو بار در هفته 

  آبیاري گردیدند.

  

  تکاملی میکروسپورها ه تعیین مرحل

دو ماه از کشت بذور، گیاهان  بعد از گذشت تقریباً

ها دهی شده و اولین غنچهگله وارد مرحلمادري 

تکاملی میکروسپورها با استفاد از ه . مرحلشدند ظاهر

 ) تعیین گردیدDAPI( 1آمیزي اختصاصی هستهرنگ

)Vergne et al., 1987(میلی متري  5- 7هاي . غنچه

تکاملی اواسط تا اواخر ه هاي مرحلحاوي میکروسپور

ردیدند. در برداشت گ) 'A, A؛1اي (شکل هسته تک

ترین مرحله جهت مناسب ،ها، این مرحلهاکثر گونه

باشد زایی میکروسپور میالقاي رویان

)Shariatpanahi et al., 2006.(  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

                                                                  
1. 4', 6-Diamidino-2-phenylindole  
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  اي؛هسته هاي مرحله تکاملی اویل تا اوخر تکمیکروسپور: 'A, Aهاي میکروسپور گوجه فرنگی. . کشت جدایه1شکل 

B, B' اي؛ هسته 3- 5: میکروسپورهايC, C' اي؛ هسته 6- 8: میکروسپورD, D' اي؛هسته 8- 9: میکروسپور  

E, E' هسته؛  10: میکروسپور حاوي بیشتر ازF, F': رویان کروي 

  

  ها و کشت میکروسپورضدعفونی کردن غنچه

 3هاي برداشت شده توسط هیپوکلریت سدیم غنچه

 ،ه ضدعفونی و در ادامهدقیق 10به مدت  )v/vدرصد (

دقیقه توسط آب  5ها سه بار و هر بار به مدت غنچه

سانتیگراد) شستشو داده ه درج 4مقطر استریل خنک (

ها با استفاده از پنس در شرایط استریل از شدند. بساك

Bها جدا شده و در محیط غنچه
(این محیط براي  1

 Touraev etباشد؛ جداسازي میکروسپورها مناسب می

al., 1996a(  2با استفاده از همزن مغناطیسی به مدت 

خوبی کوبیده شدند. مخلوط حاصل از توري ه دقیقه ب

میکرومتر  40داراي منافذ به قطر  2پلاستیکی با مش

هاي عبور داده شد و سوسپانسیون حاصل در تیوب

لیتري جمع آوري گردید. سپس میلی 15فالکون 

 4دقیقه و به مدت  دور در 1100سوسپانسیون  با شدت 

دقیقه سانتریفوژ گردید. مایع فوقانی رسوب میکروسپور 

میلی  15 مجددا دور ریخته شد و به رسوب بدست آمده

اضافه گردید. این عمل دوبار تکرار شد.   Bلیتر  محیط

متري سانتی 6هاي میکروسپورها در پتري دیش نهایتاً

NLNلیتر محیط  میلی 5حاوي 
درصد  13حاوي  3

میکروسپور  4×104و تراکم  )Lichter, 1982( کارزسا

  لیتر کشت گردیدند. در هر میلی

                                                                  
1. B-medium  
2. Mesh  
3. Lichter-modified Nitsch and Nitch medium  

  کشت میکروسپور در محیط دو لایه

 در این مرحله، از محیط کشت دو لایه براي

 زایی میکروسپور استفاده گردید. محیط تحتانی رویان

 20) جامد حاوي B5)Gamborg et al., 1968 از نوع 

گرم در لیتر آگار  7و   pH=7/5 گرم در لیتر ساکارز،

)Duchefa Biochemie(  و محیط فوقانی نیزB5 

 Duchefaگرم در لیتر ساکارز ( 20مایع حاوي 

Biochemie( هاي رقم برلینا توسط پنس بود. بساك

هاي ضد عفونی شده جدا و به محیط فوقانی از غنچه

هاي کشت شده منتقل شدند. در این روش، بساك

روز) باز شده و  3-5ند روز (پس از گذشت چ

گردند. میکروسپورها به داخل محیط کشت آزاد می

هاي جداسازي این شیوه کشت، یکی از روش

میکروسپور بدون اعمال هر گونه فشار فیزیکی (مانند 

له کردن توسط هاون، همزن مغناطیس و یا پالس 

الکتریکی) جهت به حداقل رسانیدن صدمات به 

  د.باشمیکروسپورها می

  

  هاي فیزیکی و شیمیاییاعمال تیمار

براي القاي مسیر اسپوروفیتی در میکروسپورهاي 

هاي فیزیکی وشیمیایی استفاده از تنش ،کشت شده

، 0سانتیگراد به مدت ه درج 4گردید. تیمار سرمایی (

سانتیگراد ه درج 30روز) و شوك گرمایی ( 5و  2، 1

ا هم به روز) در ترکیب ب 10و  5، 2، 1، 0به مدت 
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صورت فاکتوریل به عنوان تیمارهاي فیزیکی و 

گرم در لیتر به میلی 100و  50، 25، 0سین (کلشی

ه ساعت) به عنوان القا کنند 72و  48، 24مدت 

زایی مورد بررسی قرار گرفتند. در شیمیایی رویان

ها پس از کشت در روش کشت دو لایه، بساك

سانتیگراد  درجه 4محیط فوقانی تحت تیمار سرمایی 

ه درج 30و شوك گرمایی  روز 5و  2به مدت 

درجه  4روز  1روز  ( 5و  2، 1سانتیگراد به مدت 

سانتیگراد به علت نمود ه درج 30روز  10سانتیگراد و 

ضعیف در این مرحله حذف گردیدند) قرار گرفتند. 

آمیزي و رنگ DAPIها توسط رنگ اختصاصی هسته

س مشاهده توسط میکروسکوپ فلورسنت معکو

آزمایشات به صورت فاکتوریل در قالب ه شدند. کلی

تکرار (هر پتري دیش  4تصادفی با  کاملاًه طرح پای

توسط ها ند. دادهمعادل یک تکرار) اجرا گردید

 تجزیه شده و SPSS  (ver. 16)افزار آماري نرم

) DMRT( 1دانکنه توسط آزمون چند دامنها میانگین

  یگر مقایسه شدند.با همد ٪5در سطح احتمال 

  

  نتایج و بحث

ریزي  در شرایط عادي، میکروسپورها مسیر از قبل برنامه

نمایند.  بالغ را طی میه گرده شده به سمت تولید دان

هاي مناسب، تحت شرایط خاص و با اعمال تنش

توان مسیر تکاملی میکروسپورها را به سمت  می

مدتا هایی که عزایی منحرف نمود. از جمله تنش رویان

به منظور القاي مسیر اسپوروفیتی در میکروسپورها 

هاي سرمایی و توان به تنششوند، میاستفاده می

). Shariatpanahi et al., 2006گرمایی اشاره نمود (

میکروسپورها در هر ه آمیزي هستنتایج حاصل از رنگ

دو رقم نشان داد که در شرایط عدم اعمال تنش، 

 هايات متقارن بودند (جدولمیکروسپورها فاقد تقسیم

بودن  مؤثر). نتایج این تحقیق همچنین حاکی از 1- 4

تیمار سرمایی در ترکیب با تیمار گرمایی بر القاي 

تقسیمات اسپوروفیتی در میکروسپورهاي گوجه فرنگی 

بود. در شرایط اعمال شوك گرمایی بدون تیمار 

) 'B,B؛1(شکل اي هسته 3- 5سرمایی، تنها ساختارهاي 

  ) تشکیل شدند.'C, C؛1(شکل اي هسته 6- 8و 

سانتیگراد) بر القاي ه درج 30سانتیگراد) و گرمایی (ه درج 4هاي مختلف پیش تیمار سرمایی (واریانس اثر دورهه نتایج تجزی .1جدول 

 روسپورهاي گوجه فرنگی رقم برلیناتقسیمات هسته در میک

    میانگین مربعات
  درجه

 آزادي

  منابع

 تغییرات
  یشتر ازب

 هسته 10

10-9  

 ايهسته

8-6  

 ايهسته

5-3  

 ايهسته

  تقسیم

 نشده
 

2.8** 4.6** 34.4* 24.7ns 191.3*  3 ) سرماA(  

5.0** 16.2** 21.0ns 364.5** 1031.7**  4 گرما  )B(  

0.55ns 0.9ns 3.2ns 92.4* 178.5*   12 ) اثر متقابلA×B(  

  زمایشیاشتباه آ 60  60.8 36.3 11.2 0.67 0.46

 ضریب تغییرات -  11 26 45 14 13

ns ،*  باشنددرصد می 1 و درصد 5دار در سطح احتمال ، معنیدارعدم وجود اختلاف معنیه : به ترتیب نشان دهند**و.  

  

  

  
1. Duncan’s multiple range test   
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هسته  9- 10ساختارهاي منتج از میکروسپور  با 

در شرایط تیمار  ) در رقم برلینا و'D, D؛ 1(شکل 

روز و  5و  2, 1درجه سانتیگراد به مدت  4سرمایی 

درجه سانتیگراد مشاهده شدند، در  30روز  2سپس 

روز و  1حالیکه در رقم پتوپراید، تنها در تیمار سرمایی 

روز تشکیل شدند. ساختارهاي منتج از  2تیمار گرمایی 

 )'E, E؛ 1(شکل هسته  10کشت میکروسپور با بیشتر از 

 2و  1هایی که به مدت نیز تنها در رقم برلینا و در کشت

درجه سانتیگراد) و سپس به  4روز تحت تیمار سرمایی (

درجه سانتیگراد قرار  30روز تحت تیمار دمایی  2مدت 

گرفته بودند، مشاهده شدند. به دلیل برتري نسبت به 

رقم پتوپراید، از رقم برلینا براي کشت میکروسپور در 

کروي  شت دو لایه استفاده گردید. رویانمحیط ک

) تنها در محیط کشت دولایه و در تیمار 'F, F؛ 1(شکل 

 30روز  2روز و سپس  5و  2درجه سانتیگراد به مدت  4

). 6و  5درجه سانتیگراد تشکیل گردیدند (جداول 

تکنیک کشت دو لایه براي اولین بار توسط 

Sunderland  وRoberts  گیاه  و در 1977در سال

) و پس از آن، به طور Zheng, 2003توتون معرفی شد (

زایی میکروسپور در موفقیت آمیزي براي القاي رویان

 Peng andبسیاري از گیاهان نظیر آسپاراگوس (

Wolyn, 1999) گندم ،(Zheng, 2003 و فلفل (

)Supena and Custers, 2011 مورد استفاده قرار (

 Abakو  Balقیق گرفته است. نتایج حاصل از تح

) نشان داد که با استفاده از تنش گرسنگی 2005(

توان تقسیمات متقارن را در میکروسپورهاي گوجه  می

فرنگی القا نمود ولی ساختارهاي رویانی تشکیل نگردید. 

تشکیل رویان کروي در این تحقیق، نشان دهنده 

برتري ترکیب تیمارهاي سرمایی و گرمایی در مقایسه با 

باشد. مطابق بررسی منابع رادي گرسنگی میتنش انف

موجود، این تحقیق، اولین گزارش مبنی بر تشکیل 

هاي میکروسپور گوجه فرنگی رویان کروي از جدایه

هاي کروي تشکیل شده به رویان باشد. تکامل رویانمی

  باشد.اژدري یا کوتیلدونی در دست بررسی می

  

سانتیگراد) بر القاي ه درج 30سانتیگراد) و شوك گرمایی (ه درج 4مختلف تیمار سرمایی (هاي دوره اثرمیانگین ه مقایس .2جدول 

  گوجه فرنگی رقم برلیناه تقسیمات هسته در میکروسپورهاي کشت شد
 تقسیمات هسته (درصد)  تیمار دمایی (روز)

 هسته 10بیشتر از  9-10 6-8  3-5 تقسیم نشده  درجه  30  درجه 4

 0 100 a* - - - - 

 1 93 ± 2.6 ab 7 ± 2.6 e - - - 

0 2 64 ± 5.2 de 34 ± 6.8 bc 2 ± 1.8 c - - 

 5 59 ± 6.9 f 41 ± 6.9 a - - - 

 10 74 ± 6.3 cd 26 ± 6.3 bc - - - 

 0 87 ± 7.9 bc 13 ± 7.9 de - - - 

 1 61 ± 9.4 ef 35 ± 7.1 ab 4 ± 2/6 c - - 
1 2 48 ± 8.8 g 36 ± 5.9 ab 9 ± 3.3 b 5 ± 2.8 b 2 ± 1.1 b 

 5 82 ± 7.6 bc 18 ± 7.6 d - - - 

 10 93 ± 4.4 ab 7 ± 4.4 e - - - 

 0 82 ± 8.4 bc 18 ± 8.4 d - - - 

 1 51 ± 6.5 fg 42 ± 4.4 a 7 ± 3.6 bc - - 
2 2 25 ± 10.7 h 37 ± 5.3 a 19 ± 4.9 a 11 ± 5.2 a 8 ± 2.6 a 

 5 71 ± 10.1 cd 23 ± 6.6 cd 6 ± 4.1 c - - 

 10 88 ± 4.3 bc 12 ± 4.3 e - - - 

 0 74 ± 9.1 cd 26 ± 9.1 bc - - - 

 1 63 ± 12.4 e 31 ± 6.4 bc 6 ± 4.9 c - - 
5 2 52 ± 9.7 fg 37 ± 4.8 a 9 ± 5.3 b 2 ± 1.4 b - 

 5 82 ± 10.4 bc 14 ± 5.2 de 4 ± 3.6 c - - 

 10 90 ± 6.4 ab 10 ± 6.4 e - - - 

  باشد.) میDMRTدانکن (ه توسط آزمون چند دامن %5وجود اختلاف معنی دار در سطح احتمال ه حروف غیر مشابه نشان دهند ستون، : در هر*
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سانتیگراد) بر القاي ه درج 30سانتیگراد) و گرمایی (ه درج 4هاي مختلف پیش تیمار سرمایی (نتایج تجزیه واریانس اثر دوره .3جدول 

  سپورهاي گوجه فرنگی رقم پتوپرایدتقسیمات هسته در میکرو

    میانگین مربعات
 منابع تغییرات درجه آزادي

  تقسیم نشده ايهسته 3-5 ايهسته 6-8 ايهسته 9-10 هسته 10بیشتر از 

  )Aسرما ( 3  **90 **42.7 **20.6 - -

  )B(  گرما 4  **97.5 **54.5 **12.3 - -

  )A×Bل (اثر متقاب 12  **54.5 **28.5 **8.4 - -

  اشتباه آزمایشی 60  16.3 10.8 2.3 - -

 ضریب تغییرات -  6 31 36 - -

ns ،*  باشنددرصد می 1و  درصد 5دار در سطح احتمال ، معنیعدم وجود اختلاف معنی داره : به ترتیب نشان دهند**و.  

  

سانتیگراد) بر القاي ه درج 30) و شوك گرمایی (سانتیگراده درج 4هاي مختلف تیمار سرمایی (دوره اثرمقایسه میانگین  .4جدول 

  گوجه فرنگی رقم پتوپراید.ه تقسیمات هسته در میکروسپورهاي کشت شد

 تقسیمات هسته (درصد)  (روز) تیمار دمایی

 هسته 10بیشتر از  9-10 6-8  3-5 تقسیم نشده  درجه 30 درجه 4

 0 100 a* - - - - 

 1 96 ± 2.9 ab 4 ± 2.9 d - - - 

0 2 91± 5.5 ab  9 ± 5.5 cd  - - - 

 5 86 ± 6.9 bcd  12 ± 3.9 bc 2 ± 1.4 b  - - 

 10 89 ± 4.8 bc  11 ± 4.8 cd  - - - 

 0 95 ± 2.0 ab  5 ± 2.0 d  - - - 

 1 76 ± 7.4 de  18 ± 5.2 a  6 ± 2.1b  - - 

1 2 66 ± 8.9 e 18 ± 6.0 a  12 ± 4.5 a  7 ± 1.8 a  - 

 5 83 ± 5.6 cde  17 ± 5.6 ab  - - - 

 10 93 ± 3.3 ab  7 ± 3.3 cd  - - - 

 0 83 ± 4.4 cde  17 ± 4.4 ab  - - - 

 1 79 ± 7.3 de  19 ± 5.1 a  2 ± 0.8 b  - - 

2 2 88 ± 5.5 bcd  12 ± 5.5bc  - - - 

 5 85 ± 4.6 cd  15 ± 4.6 bc  - - - 

 10 96 ± 1.3 ab  4 ± 1.3 d  - - - 

 0 85 ± 6.6 cd  12 ± 3.9 bc  3 ± 1.0 b  - - 

 1 89 ± 3.4 bc 11 ±3.4 cd  - - - 

5 2 83 ± 7.8 cde  17 ± 7.8 ab  - - - 

 5 91 ± 4.2 ab  9 ± 4.2 cd  - - - 

 10 100 a - - - - 

  باشد.) میDMRTدانکن (ه توسط آزمون چند دامن %5وجود اختلاف معنی دار در سطح احتمال ه حروف غیر مشابه نشان دهنددر هر ستون، : *
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سانتیگراد) در محیط ه درج 30سانتیگراد) و شوك گرمایی (ه درج 4هاي مختلف تیمار سرمایی (نتایج تجزیه واریانس اثر دوره .5 جدول

  م برلیناکشت دو لایه بر القاي تقسیمات هسته در میکروسپورهاي گوجه فرنگی رق
    میانگین مربعات

 منابع تغییرات درجه آزادي
  تقسیم نشده ايهسته 3-5 ايهسته 6-8 هسته 9بیشتر از   رویان کروي

0.8ns 1.7ns 5.0ns 151.7* 192.3*  1 ) سرماA(  

  )B(  گرما 2  **997.4 **279.5 **67.3 **48.8 **6.0

0.7ns 1.5ns 1.4ns 3.5ns 4.3ns  2 ) اثر متقابلA×B(  

  اشتباه آزمایشی 18  39.6 24.9 8.1 0.9 0.4

 راتضریب تغیی -  10 18 34 12 0.4

ns ،*  باشنددرصد می 1و  درصد 5دار در سطح احتمال ، معنی: به ترتیب نشان دهنده عدم وجود اختلاف معنی دار**و.  
  

سانتیگراد) در محیط ه درج 30سانتیگراد) و شوك گرمایی (ه درج 4هاي مختلف تیمار سرمایی (اثر دورهمیانگین ه مقایس. 6جدول 

 روسپورهاي گوجه فرنگی رقم برلیناهسته در میک کشت دو لایه بر القاي تقسیمات
 تقسیمات هسته (درصد)  تیمار دمایی (روز)

 رویان کروي هسته 9بیشتر از  6-8  3-5 تقسیم نشده  درجه 30 درجه 4

 1 58 ± 7.3 c* 38 ± 6.9 a 4 ± 1.7 b - - 
2 2 29 ± 10.8 d 41 ± 7.7 a 16 ± 6.0 a 10 ± 4.3 a 4 ± 1.6 a 

 5 82 ±7.8 ab  18 ± 7.8 cd  - - - 
 1 71 ± 12.4 b 25 ± 6.4 bc 4 ± 1.9 b - - 
5 2 48 ± 11.7 c 32 ± 8.6 ab 11 ± 5.5 ab 7 ± 3.1 a 2 ± 0.9 a  

 5 84 ± 7.7 a 10 ± 4.0 d 6 ± 2.9 b - - 
  باشد.) میDMRTدانکن (ه آزمون چند دامن% توسط 5وجود اختلاف معنی دار در سطح احتمال ه : در هر ستون، حروف غیر مشابه نشان دهند*    

  

اعمال تیمار سرمایی در سطح گیاه مادري، 

هاي جدا شده و همچنین بساك و ها یا سنبلهغنچه

میکروسپورهاي کشت شده موجب تغییر مسیر 

زایی در طیف تکاملی میکرروسپورها به سمت رویان

وسیعی از گیاهان زراعی نظیر گندم، جو، توتون، برنج، 

 ,.Touraev et alلزا، چاودار و تریتیکاله شده است (ک

2001; Shariatpanahi et al., 2006.( Seguí-

Simarro   وNuez )2007 نشان دادند که تیمار (

روز، کارآیی  6به مدت  سانتیگراده درج 7سرمایی 

تقسیمات اسپوروفیتی میکروسپورها و همچنین 

گوجه ه هاي کشت شدباززایی گیاهان را از بساك

دهد. نتایج حاصل از فرنگی افزایش می

) Panahandeh )2010و   Motallebi-Azarتحقیق

نیز بر روي کشت بساك گوجه فرنگی نشان داد که 

 48و  36مدت  سانتیگراد بهه درج 4تیمار سرمایی 

داري ها را به طور معنیساعت، باززایی گیاهچه

دهد. تیمار سرمایی موجب افزایش غلظت افزایش می

متابولیکی ه آمینو اسیدهاي آزاد و در نتیجه تغییر برنام

میکروسپورها شده که براي منحرف کردن مسیر 

باشد. زایی مورد نیاز میتکاملی به سمت رویان

اند گیاه گوجه فرنگی نشان داده همچنین مطالعات در

ه هاي کد کنندکه پس از تیمار سرمایی، بیان ژن

 tom111) مانند HSPs( ١هاي شوك گرماییپروتئین

). Sabehat et al., 1998یابد (افزایش می tom66و 

ها موجب HSPرسد که افزایش بیان چنین به نظر می

توقف مسیر تکاملی میکروسپورها به سمت تشکیل 

). Zhao et al., 2003شود (بالغ میه گرده دان

ها موجب   HSP اند کههمچنین مطالعات نشان داده

ها شده و به این تخریب دوك تقیسم و میکروتوبول

ترتیب موجب بازآرایی اسکلت سلولی و در نتیجه 

سلولی میکرسپورها به سمت فرآیند ه تغییر در چرخ

 ,Simmonds and Kellerشوند (زایی میرویان

                                                                  
1. Heat shock proteins  
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1999; Shariatpanahi et al., 2006 در این .(

 30هاي طولانی تیمار دمایی هتحقیق، تاثیر منفی دور

سانتیگراد بر القاي تقسیمات اسپوروفیتی در هر ه درج

دو رقم مشاهده گردید به طوریکه ساختارهاي با 

هایی که به هسته در هیچکدام از کشت 5بیشتر از 

سانتیگراد ه درج 30یی روز تحت تیمار دما 10مدت 

نگردید. همچنین، تقسیمات  رؤیتقرار گرفته بودند، 

هایی که تحت تیمار سرمایی و اسپوروفیتی در کشت

گرمایی قرار نگرفته بودند، مشاهده نشد. تاثیر تیمار 

گرمایی نیز بر بازآرایی اسکلت سلولی میکروسپورها 

 ,Simmonds and Kellerگزارش شده است (

نین، تیمار گرمایی موجب افزایش بیان ). همچ1999

 1پروتئین کینازه میتوژن فعال کننده هاي کد کنندژن

)MAPK شده و به این ترتیب موجب القاي (

-Seguiشود (زایی در میکروسپورها می رویان

Simarro et al., 2005; Zoriniants et al., 2005.(  

هاي شیمیایی سین نیز از جمله القا کنندهکلشی

زایی میکروسپور در باشد که براي آغازش رویانمی

ها مورد استفاد قرار گرفته است بسیاري از گونه

)Touraev et al., 1996b; Herrera et al., 2002; 

Würschum et al., 2012.(  نتایج این تحقیق حاکی

القاي تقسیمات   سین براز موثر بودن تیمار کلشی

شده در هر دو اسپوروفیتی در میکروسپورهاي کشت 

  ).7- 10 هايرقم گوجه فرنگی بود (جدول

  

  فرنگی رقم برلیناروسپورهاي گوجهسین بر القاي تقسیمات هسته در میکهاي مختلف تیمار کلشیها و دورهنتایج تجزیه واریانس اثر غلظت. 7جدول
    میانگین مربعات

 منابع تغییرات درجه آزادي
  تقسیم نشده ايههست 3-5 ايهسته 6-8 ايهسته 10-9

- 4.1ns 3.4ns 32.5ns  3 ) غلظتA(  

  )B(  دوره 2  **308.3 **163.6 **16.7 -

- 17.9** 18.1ns 26.7ns  6 ) اثر متقابلA×B(  

  اشتباه آزمایشی 36  17.7 13.8 2.3 -

 ضریب تغییرات -  6 33 22 -
ns ،*  باشنددرصد می 1و  درصد 5دار در سطح احتمال ، معنیدار عدم وجود اختلاف معنیه دهند : به ترتیب نشان**و.  

  
ه القاي تقسیمات هسته در میکروسپورهاي کشت شدسین بر هاي مختلف تیمار کلشیها و دورهغلظت اثرمیانگین ه مقایس .8جدول 

  گوجه فرنگی رقم برلینا
  تقسیمات هسته (درصد)  سینتیمار کلشی

  سین غلظت کلشی
 ر)(میلی گرم در لیت

  دوره تیمار 
 (ساعت)

 9-10 6-8 3-5 تقسیم نشده

 24 97 ± 1.3 a* 3 ± 1.3 d - - 
0 48 100 a - - - 

 72 95 ± 2.7ab 5 ± 2.7 cd - - 
 24 84 ± 9.8 bc 16 ± 9.8 ab - - 
25 48 70 ± 11.0 d 14 ± 6.6 bc 13 ± 4.9 a 3 ± 1.4 a  
 72 79 ± 7.6 cd 19 ± 5.8 a 2 ± 1.1 b - 
 24 88 ± 6.3 bc 7 ± 4.2 bc 5 ± 2.9 b - 
50 48 81 ± 10.5 c 19 ± 10.5 a - - 
 72 96 ± 3.0 a 4 ± 3.0 cd - - 

 24 100 a - - - 
100 48 100 a - - - 
 72 100 a - - - 

  باشد.) میDMRTدانکن (ه توسط آزمون چند دامن %5وجود اختلاف معنی دار در سطح احتمال ه حروف غیر مشابه نشان دهند ستون، : در هر*

  

  
  

 1. Mitogen-activated protein kinase 
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سین بر القاي تقسیمات هسته در میکروسپورهاي گوجه هاي مختلف تیمار کلشیها و دورهغلظت نتایج تجزیه واریانس اثر. 9جدول 

  فرنگی رقم پتوپراید
    میانگین مربعات

 منابع تغییرات درجه آزادي
  تقسیم نشده ايهسته 3-5 ايهسته 6-8 ايهسته 10-9

- 3.2ns 2.6ns 5.6ns  3 ) غلظتA(  

- 4.2ns 281.6** 353.3**  2 دوره  )B(  

  )A×Bاثر متقابل ( 6  **69.6 **51.3 *7.1 -

  اشتباه آزمایشی 36  19.4 8.0 2.5 -

 ضریب تغییرات -  5 19 41 -

    ns ،*  باشندمی درصد 1و  درصد 5دار در سطح احتمال ، معنیجود اختلاف معنی دارعدم وه : به ترتیب نشان دهند**و.  

  

ه القاي تقسیمات هسته در میکروسپورهاي کشت شدسین بر هاي مختلف تیمار کلشیها و دورهغلظت اثرمقایسه میانگین  .10جدول 

  گوجه فرنگی رقم پتوپراید

  تقسیمات هسته (درصد)  سینتیمار کلشی

  سینغلظت کلشی

 (میلی گرم در لیتر)

  دوره تیمار 

 (ساعت)
 9-10 6-8 3-5 تقسیم نشده

 24 100 a* - - - 

0 48 100 a - - - 

 72 98 ± 1.3 a 2 ± 1.3 c - - 

 24 93 ± 3.6 a  7 ± 3.6 bc  - - 

25 48 81 ± 6.9 b  14 ± 3.3 ab  5 ± 1.7 a  -  

 72 77 ± 8.1 bc  23 ± 8.1 a  - - 

 24 68 ± 9.7 c  25 ± 5.8 a  7 ± 3.4 a  - 

50 48 76 ± 8.2 bc 24 ± 8.2 a  - - 

 72 92 ± 3.7 ab  8 ± 3.7 bc  - - 

 24 100 a - - - 
100 48 100 a - - - 
 72 100 a - - - 

  باشد.ی) مDMRTدانکن (ه توسط آزمون چند دامن %5وجود اختلاف معنی دار در سطح احتمال ه حروف غیر مشابه نشان دهند ستون، : در هر*

  

اي تنها هسته 9-10در رقم برلینا، ساختارهاي  

ساعت  48گرم در لیتر به مدت میلی 25در تیمار 

اي نیز در هسته 6-8مشاهده شدند. ساختارهاي 

 72و  48گرم در لیتر به مدت میلی 25تیمارهاي 

 24میلی گرم به مدت  50ساعت و همچنین غلظت 

اید، در هیچکدام ساعت رویت گردیدند. در رقم پتوپر

هاي تیماري، ساختارهاي با بیشتر ها و دورهاز غلظت

 6- 8هسته مشاهده نگردید. ساختارهاي  8از 

 24گرم به مدت میلی 25اي در تیمارهاي  هسته

ساعت مشاهده  24میلی گرم به مدت  50ساعت و 

و  Shariatpanahiشدند. نتایج حاصل از تحقیق 

یکروسپور گوجه بر روي کشت م )2007همکاران (

سین گرم در لیتر کلشیمیلی 10فرنگی نشان داد که 

ترین تیمار براي القاي ساعت مناسب 72به مدت 

-تقسیمات متقارن در رقم تحقیقاتی میکروتوم می

 Panahandehو  Motallebi-Azarباشد. تحقیق 

 250سین تا غلظت ) نیز نشان داد که کلشی2010(

زایی و فزایش کالوسگرم در لیتر، موجب امیلی

گوجه ه هاي کشت شدباززایی گیاهچه از بساك

هاي بالاتر اثر بازدارندگی شود، اما غلظتفرنگی می

نشان دادند. نتایج این تحقیق نشان داد که با وجود 

سین بر القاي تقسیمات اسپورفیتی  موثر بودن کلشی
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گوجه فرنگی، در ه در میکروسپورهاي کشت شد

رها، ساختارهاي رویانی مشاهده هیچکدام از تیما

  نگردید.

سین با چسپیدن به هترودیمرهاي توبولین کلشی 

α  وβ ها و در نتیجه بر موجب تخریب میکروتوبول

میکروسپورها ه هم خوردن تقسیم نامتقارن هست

شود که این تغییرات در نهایت موجب القاي  می

 ,.Zhao et alشود (زایی در میکروسپورها میرویان

1996; Shariatpanahi et al., 2006 در مقایسه با .(

رقم پتوپراید، تقسیمات متقارن بیشتري در 

میکروسپورهاي رقم برلینا مشاهد شد. ژنوتیپ گیاه 

زایی میکروسپور دارد و مادري تاثیر بسزایی بر رویان

اي دیگر بلکه اي به گونهنه تنها از گونه تأثیراین 

نیز متفاوت است. علاوه  هاي یک گونهدرون ژنوتیپ

ها اي، گاه در بین واریتهبر تغییرات درون و برون گونه

شود و یا ارقام یک ژنوتیپ نیز تغییرات مشاهده می

)Zamani et al., 2003; Shumilina et al., 2015 .(

سین بر در این تحقیق، تاثیر منفی غلظت بالاي کلشی

مشاهده القاي تقسیمات اسپوروفیتی در هر دو رقم 

 100که تقسیمات متقارن در غلظت گردید به طوري

  هاي تیماري القا نگردید. گرم در لیتر و در همه دورهمیلی

نتایج این تحقیق نشان داد که در صورت انتخاب 

مناسب پیش تیمار سرمایی و گرمایی و ه دور

توان سین، میهمچنین دوره و غلظت مناسب کلشی

روسپورهاي گوجه فرنگی تقسیمات متقارن را در میک

القا نمود. همچنین، این تحقیق اولین گزارش مبنی بر 

هاي میکروسپور هاي کروي از جدایهتشکیل رویان

هاي حاصله تنها در باشد. رویانگوجه فرنگی می

سانتیگراد به ه درج 4محیط کشت دو لایه و در تیمار 

سانتیگراد ه درج 30روز  2روز و سپس  5و  2مدت 

ها چند شدند. در محیط کشت دو لایه، بساكتشکیل 

روز پس از کشت باز شده و میکروسپورها به داخل 

گردند. میکروسپورهاي القا شده محیط کشت آزاد می

پی، ساختارهاي رویانی را  در با انجام تقسیمات پی

هاي حاصله و دهند.  تکامل و بلوغ رویانتشکیل می

دست بررسی باززایی گیاهان هاپلوئید مضاعف در 

  باشد.می

  

  سپاسگزاري

گروه  دکترينامه پژوهش حاضر بخشی از پایان

است که تحت حمایت  اردبیلدانشگاه  اصلاح نباتات

پژوهشکده بیوتکنولوژي کشاورزي ایران در قالب 

انجام  12- 05- 05-9451- 940001شماره  پروژه

  شد.
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