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 ،در اين تحقيـق   . باشد  هاي خالص مي    ترين روش جهت تهيه لاين     نژادي هاپلوييدي كارآمدترين و سريع      روش به 

 ،هـاي مختلـف شـامل سـرما        اثر تـنش  . زايي مطالعه گرديد    روتكل جنين روش كشت ميكروسپور به منظور توسعه پ      
ميكروسـپورها در مراحـل مختلـف    . زايي ميكروسپور بررسـي شـد    گرسنگي و كلشيسين بر روي القاي جنين   ،گرما

 در درجـه    ،سين  با و يا بدون كلشي     ، B يا   AT3 جدا گرديده و در محيط       ،هاي گل ضدعفوني شده    نموي از غنچه  
 AT3 ميكروسپورها به محيط تغيير يافته       ،بعد از اعمال تنش   . هاي متفاوت كشت شدند    ي مختلف و زمان   ها حرارت

گراد و شرايط تـاريكي نگهـداري         درجه سانتي  25هاي رشدي انتقال يافته و در دماي         تكميل شده با تنظيم كننده    
 و روش همـزن مغناطيـسي بـه    Bط اي ميكروسـپور، محـي   نتايج نشان داد كه مرحله نموي انتهاي تك هسته . شدند

بـه  ) µM 25( سـين  ترين مرحله، محيط و روش جداسازي ميكروسپورها بودنـد، ضـمنا تيمـار كلـشي     ترتيب مناسب
زايي و تقسيمات اسپوروفيتي در بيش   ساعت باعث القاء جنين72به مدت ) C 4°( همراه تنش درجه حرارت پائين
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  مقدمه

  فرنگـــــــــــــــــــــي  گوجـــــــــــــــــــــه
)Lycopersicon esculentum Mill(ــرين   از مهــم ت

باشد كه علاوه بـر    و صيفي مي   سبزي محصولات
 به عنوان گياه مدل نيز جهـت   ،مصرف خوراكي

مطالعــات ســيتولوژيكي و ســيتوژنتيكي اســتفاده  
فرنگـي بـا     تاكنون صدها واريتـه گوجـه     . شود مي

هاي اصلاح نباتات مدرن معرفي       استفاده از روش  
هــا، توليــد بــذور  از ميــان ايــن روش. شــده اســت

 دار در عملكــرد نــي بــدليل افــزايش معF1هيبريــد
، قيمــت بــالا و امكــان محافظــت طبيعــي از ميــوه

تـرين   تـرين و جـذاب   كارآمـد  ،نژادگـر  بهحقوق 
 براي موسـسات توليـد بـذر سـبزيجات          آوري  فن
علاوه بر استفاده F1 اصلاح بذور هيبريد. باشد مي

 عقيمـي و برگرداننـده نـر       هاي ايجاد نـر    از روش 
اي اينبـرد   ه ـ باروري، به دسترسي تجاري به لايـن      

هـاي اينبـرد     بـراي ايجـاد لايـن     . نيز وابـسته اسـت    
هــاي پرهزينــه و زمــان بــر نظيــر  معمــولاً از روش

هـاي   آوري ايجاد فن . شود  خودگشني استفاده مي  
كارآمد جديد نظير هاپلوئيدهاي مـضاعف شـده        

تواند يك راه حل كارآمد      مي) دابلد هاپلوييدها (
ــن  ــه لاي ــراي تهي ــاي خــالص باشــد  و ســريع ب . ه

آوري، تـاكنون    متاسفانه عليرغم اهميت ايـن فـن      
پذيري بـراي توليـد      پروتكل قابل اعتماد و تكرار    

  هــــــــــــــــــــــــــاي  لايــــــــــــــــــــــــــن
. فرنگي ارايه نشده اسـت      دابلد هاپلوييد در گوجه   

ــاره ــساك   در پــ ــشت بــ ــات، كــ اي از تحقيقــ
ــه ــد كـــالوس     گوجـ ــه توليـ ــر بـ ــي منجـ   فرنگـ

)Gresshoff and Doy, 1972; Sharp et al., 1972( 

زايـي بـا سـطوح مختلـف           موارد نادر شـاخه    و در 
انـد   پلوييدي شده كه در مراحل اوليه از بين رفتـه         

ــت      ــشده اس ــد ن ــدي تولي ــد هاپلويي ــاه دابل و گي
)Jaramillo and Summer, 1991;   

Brasileiro et al., 1999 .(محققـان ديگـر   البته 
ــده   ــاززايي گياهــان كامــل گردي ــه ب ــق ب ــد موف   ان

)Ziv et al., 1982; zagorska et al., 1998;  
Sharp et al., 2004( اكثـراً داراي سـطوح   ولي 

ــاري  ــا ناهنجـ ــال و يـ ــر نرمـ ــاي  پلوييـــدي غيـ هـ
كروموزومي بودند و ضمناً منشاء ميكروسـپوري       

 تركيبـات محـيط     اثـر . آنها نيز تاييد نـشده اسـت      
  كــــشت ماننــــد عناصــــر ميكــــرو و مــــاكرو و 

ــده تنظــيم ــين  كنن ــر القــاي جن زايــي  هــاي رشــد ب
   وسپور نيز مورد بررسـي قـرار گرفتـه اسـت          ميكر

)Sharp et al., 1972 Gresshoff and Doy, 1972;.( 
فرنگـي   زايـي ميكروسـپور در گوجـه       القاي جنين 

شود و هنـوز     توسط فاكتورهاي زيادي كنترل مي    
پـذير   پروتكلي كه حتي در يـك ژنوتيـپ تكـرار        

باشد و نتايج مـشابهي را ايجـاد نمايـد، شناسـايي            
هدف تحقيق حاضـر بررسـي امكـان        . نشده است 

ــاي     ــده و الق ــپورهاي زن ــردن ميكروس ــه ك ايزول
ــين ــدا شـــده   جنـ ــپورهاي جـ زايـــي در ميكروسـ
  .باشد فرنگي مي گوجه

  

  ها مواد و روش

) Microtom(فرنگـي ميكروتـوم       رقم گوجـه  
ــا گلــدهي  ــاه ت ــدليل دوره رشــدي كوت توليــد , ب

هاي كوچك و مناسب بودن براي كشت در         بوته
ــوترونداخــل في ــرار گرفــت ،ت .  مــورد اســتفاده ق
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ــاي    ــا دمـ ــوترون بـ ــان در فيتـ ــه 20گياهـ  درجـ
 درصد و روشـنايي     70 رطوبت نسبي    ،گراد سانتي

اولين مرحله  . هزار لوكس پرورش داده شدند    16
ــين  ــم در جن ــپور  مه ــي ميكروس ــازي ،زاي  جداس

. ميكروسپورهاي زنده تحت شرايط استريل است    
 ضـــدعفوني ســـطحي مطلـــوب بايـــستي باعـــث

هاي تيمـار شـده در برابـر تمـامي           محافظت بافت 
بـدين  . هـا شـود    ها و زنده نگه داشتن آن      آلودگي

 10به مدت   % 90 و   70(منظور از تركيبات اتانول     
 هيپوكلريـت سـديم     ،) دقيقـه  2 ثانيه، ا و     30ثانيه،  

و آب  )  دقيقـه  20 و   10 ،   5به مـدت    % 10و   % 5(
) قيقه د 20 و   10 , 5به مدت   % 30 و   10( اكسيژنه  

فرنگـي   هـاي گوجـه    جهت استريل كـردن غنچـه     
كـردن   دو روش جداسازي شامل لـه      . استفاده شد 

هــا و همــزن مغناطيــسي جهــت جداســازي  غنچــه
فرنگـي بـا دو      هـاي گوجـه    ميكروسپورها از غنچه  

تيمار محيط كشت گرسنگي و غنـي بكـار بـرده           
ــد ــنگي   . شـــ ــشت گرســـ ــيط كـــ   Bدر محـــ

)Kyo and Harada, 1986 (راتهاي از كربوهيد
 3/0غير قابل تجزيه مانيتول و سوربيتول به ميزان         

ــيط غنـــــي از  9/0 و 6/0و  ــولار و در محـــ  مـــ
كربوهيدرات قابـل تجزيـه مـالتوز و سـاكارز بـه            

  . مولار استفاده گرديد9/0 و 6/0 0 ،/3ميزان 
هاي غنچه بـه     كردن بساك  ميكروسپورها با له  

ه در محـيط كـشت ب ـ     , متر  ميلي 4-5طول تقريبي   
ــي ــال   وس ــور از غرب ــايپتور و عب ــپ پ ــوك تي   له ن

mµ40  ــد ــدا گرديدنـــ ــپورهاي . جـــ   ميكروســـ
ــيط    ــده در محــــــــ ــدا شــــــــ    AT3جــــــــ

)Touraev and Heberle-Bors, 1999 ( ــا ي

سـين و در   با و بـدون كلـشي     ،Bمحيط گرسنگي   
هـاي زمـاني     هاي مختلـف بـا دوره      درجه حرارت 

  . متنوع كشت شدند
ه به منظـور بررسـي اثـر تـنش در تغييـر برنام ـ            

زايــي، پــيش   ميكروســپورها بــه ســمت جنــين   
ــالا   ــرارت بـ ــه حـ ــاي درجـ ــه 33(تيمارهـ  درجـ

 درجــه 4(ادرجــه حــرارت پــائين ، )گــراد ســانتي
از نظـر  B محـيط فقيـر   (، گرسـنگي   )گـراد  سانتي

ــدرات  ــروژن و كربوهي ــابع نيت    نســي و كلــشي) من
)µM 25 (         به تنهايي و يا به صورت تركيبي شـامل

ــائين   ــرارت پ ــه ح ــنگدرج ــين و گرس ي و همچن
سين مستقيماً بر روي    وكلشيدرجه حرارت پائين    

ــد   ــال گرديدن ــده اعم ــدا ش ــپورهاي ج . ميكروس
طـور كـه     هاي با اندازه برابـر، همـان       تشكيل هسته 

 هـاي ديگرنيـز توصـيه شـده اسـت          قبلاً در گونـه   
)Aionesei et al., 2005 (  بعنوان نشانگر جهـت

ي زاي ـ  تغيير برنامه ميكروسپورها بـه سـمت جنـين        
  .مورد استفاده قرار گرفت

هاي مورد اشاره بعنـوان تيمـار در قالـب           تنش
 تصادفي با چهار تكرار مورد بررسـي       طرح كاملاً 

صــفات مــورد ارزيــابي . مقايــسه قــرار گرفتنــد و
 Symmetrical(شامل فراواني تقسيمات متقارن 

divisions(  ــپورها ــپوروفيتي در ميكروسـ ــا اسـ يـ
ســلولي و  رن ســهســلولي، متقــا شــامل متقــارن دو

، فراوانـي تقـسيمات نامتقـارن        متقارن چند سلولي  
)Asymmetrical divisions (   يـا گـامتوفيتي در

، فراوانـي ميكروسـپورهاي مـرده و       ميكروسپورها
. اي بــود هــسته فراوانــي ميكروســپورهاي تــك  

ــلولي  ــد ســــ ــاختارهاي چنــــ   فراوانــــــي ســــ
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)Multi-cellular structures ( منـــــــتج از
از گذشت سه هفته از كـشت از        ميكروسپور بعد   

 آميـزي بـا مـاده رنگـي اختـصاصي      طريق رنـگ 

DAPI )4’, 6-diamidino-2-Phenylindole (
 ،هاي ارايه شده در ايـن مقالـه        داده. تعيين گرديد 

ــار    ــا انحــراف معي ــانگين ب ) Means ± SD(مي
ميـانگين هـر    . باشـند  حاصل از چهـار تكـرار مـي       

نـتج شـده    تكرار از حداقل چهار نمونه مختلف م      
 ميكروسـپور   600براي هـر نمونـه حـداقل        . است

ــد  ــمارش گردي ــانس  . ش ــه واري ــر اســاس  تجزي ب
 و مقايــسه مــوازين طــرح آمــاري مــورد اســتفاده

 در سـطح     آزمـون دانكـن     استفاده از  باها   ميانگين
  . انجام گرفت درصد1احتمال 

  
  نتايج و بحث

هـاي   كردن ضدعفوني سطحي غنچـه   بهينه) الف

  داسازي ميكروسپورهاي زنده فرنگي و ج گوجه

ــي     ــشترين فراوانـ ــه بيـ ــشان داد كـ ــايج نـ نتـ
ــده  ــپورهاي زن ــيش از (ميكروس  از)  درصــد70ب

 H2O2 هـاي ضـدعفوني شـده بـا محلـول       غنچـه 
ليتـر    دقيقـه كـه در يـك ميلـي    10بمدت  %) 10(

 مــولار 3/0شــامل  (Bمحــيط كــشت گرســنگي 
هاي اپندورف با استفاده     در داخل تيوب  ) مانيتول

.  بدســت آمــد،نــوك تيــپ پــايپتور لــه شــدنداز 
فرنگـي بـا اتـانول بـه         هاي گوجه   ضدعفوني غنچه 

, هـايي نظيـر گنـدم      آميزي در گونـه    طور موفقيت 
جـــــو و تنبـــــاكو اســـــتفاده شـــــده اســـــت و 

سديم نيز به طور گـسترده در غـلات          هيپوكلريت
ايها مورد استفاده قـرار گرفتـه        و بسياري از دو لپه    

 كه استفاده از اتـانول و       اين در حالي است   . است
ــپورهاي     ــراي ميكروسـ ــديم بـ ــت سـ هيپوكلريـ

ماني  فرنگي مضر بود و باعث كاهش زنده       گوجه
روش همزن مغناطيسي با سرعت پـايين       . آنها شد 

ــازي    ــدم رهاســ ــث عــ ــاه باعــ ــان كوتــ و زمــ
ميكروسپورهاي بساك و در سرعت بالا موجـب        

بـه عـلاوه از     . افزايش ميكروسپورهاي مـرده شـد     
هـاي   نچه جهت دستيابي به جمعيت    كشت تك غ  

فرنگي با اندازه يكسان     هاي گوجه  هموژن از گل  
  .استفاده شد

هاي حرارتي و گرسنگي بـر القـاي          اثر تنش ) ب

ــپور    ــشت ميكروسـ ــپروفيتي در كـ ــسيمات اسـ تقـ

  فرنگي گوجه

بــه منظــور بررســي اثــر تــنش در تغييــر رفتــار 
ــين   ــه ســمت جن ــپورها ب ــاد   ميكروس ــي و ايج زاي

هـاي متـداول       ابتدا تنش  ،زا  اي جنين ميكروسپوره
 ،)گراد  درجه سانتي  33(شامل درجه حرارت بالا     
و ) گــراد  درجــه ســانتي4 (درجــه حــرارت پــائين

به تنهـايي و يـا بـه صـورت       ) Bمحيط(گرسنگي  
تركيبي بر روي ميكروسپورهاي جدا شده اعمال       

در گياهان مختلـف گـزارش      ). 1جدول  ( گرديد
تواننـد زمـاني كـه        يگرديده كه ميكروسپورها م ـ   

 از مـسير گـامتوفيتي      ،گيرنـد  تحت تنش قرار مـي    
زايـي   خود خـارج شـده و وارد فـاز القـاي جنـين           

ــوند   ;Nitsch and Norreel, 1972( شــ
Touraev et al., 1997.(  بدين منظور برخـي از 

ــنش ــنش   تــ ــد تــ ــا ماننــ ــي  هــ ــاي حرارتــ   هــ
ــسياري از     ــت در بــ ــا موفقيــ ــنگي بــ    و گرســ

انــــد   رفتــــههــــاي گيــــاهي بــــه كــــار گونــــه
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)Shariatpanahi et al., 2006 .( در
فرنگي گزارشات كمـي مبنـي بـر بررسـي           گوجه

ــنش  ــي از ت ــپورهاي    برخ ــاي ميكروس ــا در الق ه
  ;Shtereva et al., 1998 (زا وجـود دارد  جنـين 

Brasileiro et al., 1999. ( ،در ايــن تحقيــق 
درجـه حـرارت   هـاي   داري بين تنش   تفاوت معني 

 و گرسـنگي در مقايـسه    بالادرجه حرارت  ،پائين
ــاهد   ــا شـ ــنش (بـ ــدون تـ ــي  ) بـ ــر فراوانـ از نظـ

ميكروســـپورهاي داراي تقـــسيمات متقـــارن يـــا 
تنهــا ). 1جــدول (اســپوروفيتي مــشاهده نگرديــد 

زماني كه شوك حرارتي بر روي ميكروسـپورها        
اي بـا انـدازه       سـاختارهاي سـه هـسته      ،اعمال شـد  

م و  برابر مشاهده گرديد كه موفق بـه ادامـه تقـسي          
ــشدند    ــلولي نـ ــد سـ ــاختارهاي چنـ ــشكيل سـ    تـ

تنش گرسنگي به تنهايي هـيچ اثـري        ). 1جدول  (
 به تنهايي و يـا      درجه حرارت پائين  تنش  . نداشت

ــزايش    ــا تــنش گرســنگي باعــث اف در تركيــب ب
داري بـر روي      امـا اثـر معنـي      ،سلولهاي زنده شـد   

). 1جـدول   ( القاي تقسيمات اسـپروفيتي نداشـت     
ايج تحقيقات قبلي مبني بـر      نتايج تحقيق حاضر نت   
درجـه  هـاي مرسـوم شـامل        كم تاثير بـودن تـنش     

 و پرتوتـابي در     درجه حرارت بالا   ،حرارت پائين 
زايي را در    القاي ساختارهاي چند سلولي و جنين     

نمايـد، هـر چنـد تحقيقـات         ميكروسپور تاييد مي  
گذشته عمدتاً از طريق كشت بـساك بـوده و بـه            

يــد و در صــد جــاي جنــين، كــالوس توليــد گرد
هــا،  بــالايي از گياهــان بــاززايي شــده از كــالوس

ــر از ميكروســپور داشــتند  ــشا ســوماتيكي و غي    من
)Brasileiro et al., 1999 Shtereva et al., 1998;( 

و اطلاعاتي در خصوص نحوه تاثير مستقيم تنش        
فرنگي تـاكنون    بر تقسيم ميكروسپورها در گوجه    

ز گزارشـات   در برخي ا  .  در دسترس نبوده است   
هـا بـر روي      نشان داده شده است كه برخي تـنش       

ــاي   ــده در القـــ ــدا شـــ ــپورهاي جـــ   ميكروســـ
 غنچه  ،موثر تر از تيمار بر روي بساك       زايي   جنين

ــي    ــاه مــ ــطح گيــ ــا در ســ ــل و يــ ــند گــ   باشــ
)Touraev and Heberle-Bors, 1999.(  

هــاي جــدا شــده و  تيمــار دمــاي پــائين ســنبله
زايـــي  هـــاي گـــل باعـــث القـــاي جنـــين غنچـــه

ــان  ــدم ن ــرنج، گن ــدم ميكروســپور در جــو، ب ، گن
   شـــــــدند مركبـــــــات، تريتيكالـــــــه ورومود
)Touraev et al., 2001 ( پــيش . اســت شــده

ــي    ــزايش فراوان ــين باعــث اف ــرما همچن ــار س تيم
ــد ) Endo-reduplication( ســازي داخلــي همانن

افـــزايش دابلـــد  شـــده كـــه متعاقبـــاً منجـــر بـــه  
ــي   ــان م ــودي گياه ــدهاي خودبخ ــردد هاپلوئي  گ

)Amssa et al., 1980 .(  تنش گرمايي نيز بـراي
، ، گنـدم  زايـي ميكروسـپور در كلـزا        القاي جنـين  

 اسـتفاده شـده اسـت        تيمـوفي  تنباكو، بادمجـان و   
)Touraev et al., 1997(.  تنش گرسنگي يكـي 

زايـــي  هـــاي جنـــين از مـــوثرترين القـــاء كننـــده
ــد   ــسياري از گياهــان مهــم مانن ميكروســپور در ب

ــاكو، گ ــرنج، جــو و ســيب  تنب ــدم، ب ــين ــد  م  باش

)Touraev et al., 2001(.  اي و   تغييـرات هـسته
  اسـت  سيتوپلاسمي در تنش گرسنگي ديده شده     

مايز پلاستيدها، تاخير در ايجـاد      تكه باعث القاي    
هـاي   هاي رويـشي، ظهـور واكوئـل       ديواره سلول 

ــسته  ــزرگ، كوچــك شــدن ه ــي در  ب ــاي قطب ه
319
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  فرنگي  پائين و گرسنگي بر روي فراواني تقسيمات اسپوروفيتي ميكروسپورهاي گوجه اثر درجه حرارت بالا و-1جدول 
Table 1. Effect of high and low temperatures and starvation stresses on the division symmetry of tomato microspores 

 
    (%) Symmetric(%)    متقارن 

 
 
 
 
 
Stress 

 
 
 تنش 

  كل
  

Total  

  و هسته بهد
   اندازه يكسان

2 nuclei of  
equal size 

  سه هسته
  
  

3 nuclei 

  بيش از سه هسته
  
  

>3 nuclei 

  (%)نامتقارن 
  

Asymmetric 
(%) 

  سلولي-تك
  

Uni-cellular 
(%) 

  مرده
  

Dead (%) 

Control (non-stress)  0.4 ± 7.2 )بدون اعمال تنش(شاهدbc 7.2 ± 0.4bc 0 0 2.1 ± 0.2a 33.4 ± 3.3bc 57.3 ± 3.2c 

Starvation B/25ºC/4d 0.2 ± 7.6 گرسنگيb 7.6 ± 0.2ab 0 0 0.8 ± 0.1cd 34.2 ± 1.9bc 57.4 ± 1.8c 

Low temperature 

4ºC/AT3/4d 

 درجه حرارت پائين
6.3 ± 0.4d 6.3 ± 0.4de 0 0 1.4  ± 0.3b 45.1 ± 5.1a 47.2 ± 5.3d 

Low temperature & 

Starvation 4ºC/B/4d 

ــرارت پـــائين و    ــه حـ درجـ

 گرسنگي
7.8 ± 0.2ab 7.8 ± 0.2ab 0 0 1.1 ± 0.1bc 38 ± 2.9b 53.1 ± 3.1cd 

High temperature 

33ºC/AT3/1d 

 درجه حرارت بالا
8.6 ± 0.1a 8.2 ± 0.1a 0.4±0.1 0 1.5 ± 0.2b 29.9 ± 2c 60 ± 2.2c 

  .  تكرار ارايه شده است4 حاصل از " ميانگين±انحراف معيار"ها بصورت  داده.  تعيين گرديدDAPI محلول رنگي آميزي با   هفته از طريق رنگ3فراواني تقسيمات پس از گذشت 
  .معني دار نمي باشند) P≤0.01( در سطح ستون هرميانگين هاي داراي حروف يكسان در 

Frequency of divisions was counted after 3 weeks in samples stained with DAPI. Means ± SD of four replications.  
Means, within each columm, followed by the same letter(s) are not significantly different at the P≤0.01. 
 d=day= روز
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 سـاختار   ،سلولهاي رويـشي، تغييـر در كرومـاتين       
هسته، تركيبـات فـسفوليپيد پلاسـمالما و كـاهش          

   ودشــــــ  مــــــي،هــــــا در انــــــدازه هــــــستك
)Garrido et al., 1995 .(  ــامي ــا وجــود تم ب

زايي   مورد اشاره مبني بر القاي جنين     هاي  گزارش
ــا اســتفاده از   در ميكروســپور گياهــان مختلــف ب

 گرمـــا و گرســـنگي، در  ،هـــاي ســـرما  تـــنش
هـاي معمـول     فرنگي اسـتفاده از ايـن تـنش        گوجه

  .زايي نگرديد منجر به القاي جنين

كننـده مـسير     القـاء سين به عنـوان       اثر كلشي ) ج

زايــي در ميكروســپورهاي كــشت شــده     جنــين

  فرنگي  گوجه

ــايش  ــري از آزمـ ــري ديگـ ــا در سـ ــر ،هـ  اثـ
عنوان يك تنش شـيميايي بـر روي      ه  سين ب  كلشي

ميكروســپورهاي جــدا شــده مــورد بررســي قــرار 
  صــــــرف نظــــــر از ). 2جــــــدول (گرفــــــت 

   ،ســين ممانعــت تــشكيل دوك توســط كلــشي   
ــن     ــه اي ــت ك ــده اس ــشان داده ش ــبب  ن ــاده س    م

  كلــزازايــي در كــشت ميكروســپور  القــاي جنــين
)Zaki and Dikinson, 1991; Zhao et al., 1996(، 

ــوه  و در كــشت ) Herrera et al., 2002(قه
) Obert and Barnabas, 2004(بـساك ذرت  

تـــرين غلظـــت   مناســـب،در ايـــن تحقيـــق. شـــد
سين جهت القاي تقسيمات اسـپوروفيتي و        كلشي

گـرم    ميلي 10 معادل   µM 25دار    مق  ،سميت كمتر 
ــزا  ــد كلـــ ــر ماننـــ ــد در ليتـــ ــين گرديـــ    تعيـــ

)Zhao et al., 1996(. تيمــار پــس از اعمــال 
هـا جهـت حـذف ايـن مـاده           سـين، كـشت    كلشي

طــور كــه در  همــان. شــيميايي شستــشو گرديدنــد

سـين    تيمار كلـشي    است  نشان داده شده   2جدول  
  گــراد بــه مــدت  درجــه ســانتي25بــه تنهــايي در 

 درصد تقـسيمات    5/12 توانست ميزان     ساعت 24
داري  اسپوروفيتي را القاء نمايد كه به طـور معنـي         

افـــزايش مـــدت تيمـــار . از شـــاهد بيـــشتر بـــود
گراد   درجه سانتي  25 ساعت در    72سين به    كلشي

 درصـد ميكروسـپورهاي     70باعث مرگ بيش از     
سـين بـا     تركيب تنش كلـشي   . كشت شده گرديد  

رين نتيجـه را بـه       بهت ـ درجـه حـرارت پـائين     تيمار  
ايـن در حـالي اسـت كـه در كلـزا            . دنبال داشـت  
ــشي ــا در تركيــب   تــنش كل ــه تنهــايي و ي   ســين ب

ــين    ــاي جنـ ــراي القـ ــا بـ ــنش گرمـ ــا تـ ــي  بـ   زايـ
ــي    ــار م ــه ك ــپور ب ــنش  ميكروس ــه رود و ت   درج

  باشـــد   مـــورد توجـــه نمـــي  حـــرارت پـــائين 
)Simmonds, 1994; Zhao et al., 1996.(  در ايـن 

روســـپوري كـــه بـــا هـــاي ميك تحقيـــق، كـــشت
درجه  ساعت در    72به مدت   ) µM 25(سين كلشي

 % 5/35 ،تيمـار گرديدنـد   ) C 4° (حرارت پـائين  
تقسيمات اسـپوروفيتي نـشان دادنـد كـه بـيش از            

 توليـد   ،از ميكروسپورهاي تغيير برنامه شـده     % 25
ساختارهاي چند سلولي و متعاقباً كالوس و جنين        

ــد ــپورها  . نمودنـ ــار ميكروسـ ــدم تيمـ ــا در گنـ بـ
سين تنهـا باعـث افـزايش درصـد بـاززايي             كلشي

ــارور از   ــان ب ــه 15گياه ــي 53 ب ــد م ــود  درص  ش
)Hansen and Andersen, 1998 (ــ ــي ب ه ول

زايــي در ميكروســپور  كننــده جنــين عنــوان القــاء
ــالي   ــت در ح ــشده اس ــزارش ن ــزا  گ ــه در كل   ك

)Zhao et al., 1996 (ســين بــه عنــوان  كلــشي
اي در   القاكننده عمل نموده است و چنـين نتيجـه        
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 فرنگي سين به تنهايي و يا در تركيب با تنش درجه حرارت پائين بر روي فراواني تقسيمات اسپوروفيتي ميكروسپورهاي گوجه  اثر كلشي-2جدول 
Table 2. Effect of colchicine alone or with low temperature on the frequency of sprophytic divisions of tomato microspores 

 
 

  Colchicine (25µM = 10 mg/l)سين     كلشي

24 h 72 h 

  in vitro   وضعيت ميكروسپور و تقسيمات هسته اي آن در كشت
 

State of microspore and microspore nucleus during 
 in vitro culture 

25ºC  4ºC 25ºC  4ºC  

بدون اعمال (شاهد 
  )تنش

Control (no stress) 
AT3/25°C 

      
 Total  12.5 ± 1.8c 20.5 ± 1.3b 6.1 ± 0.6d 35.4 ± 1.7a 7.2 ± 0.4dكل   
 nuclei 12 ± 1.8c 17.1 ± 1.5b 6.1 ± 0.6d 26.1 ± 1.5a 7.2 ± 0.4d 2دو هسته   

 nuclei 0.4 ± 0.1c 2.6 ± 0.2b 0 6.3 ± 0.5a 0 4-3 هسته   4-3
 (%) Symmetric)  ٪(متقارن 

 nuclei 0 0 0 0.6 ± 0.1 0 6 هسته   6بيش از 
Asymmetric (%)  0.4 ± 2.7  )٪(نامتقارنab 3.2 ± 0.4a 0.7 ± 0.1d 1.8 ± 0.4c 2.1 ± 0.2bc 
Uni-cellular (%) 2.1 ± 44.5  )٪(سلولي -تكb 53 ± 3.6a 20.1 ± 1.3d 16.7 ± 1.2d 33.4 ± 3.3c 

Dead (%)  3.6 ± 40.3  )٪(مردهc 23.3 ± 3d 73.1 ± 2a 46.2 ± 2.7c 57.3 ± 3.2b 
 

  .  تكرار ارايه شده استچهار حاصل از " ميانگين±انحراف معيار"ها بصورت  داده.  تعيين گرديدDAPI آميزي با محلول رنگي   هفته از طريق رنگسهفراواني تقسيمات پس از گذشت 

 .باشند دار نمي معني) P≤0.01 ( احتمال ستون در سطحهرهاي داراي حروف يكسان در  ميانگين. اند مقايسه شده) P≤0.01(دانكن ها به روش  ميانگين
The frequency of divisions was counted after three weeks in samples stained with DAPI.  
Means ± SD of four replications. Means within each column, followed by the same letter are not significantly different at the P≤0.01.  
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فرنگـي نيـز حاصـل شـده         اين بررسـي در گوجـه     
ــا كلــشي . اســت ســين در  تيمــار ميكروســپورها ب

ــه مــدت   ميلــي500 و 50غلظــت    گــرم در ليتــر ب
زايــي و   ســاعت در كلــزا باعــث القــاي جنــين15

ين سالم بـا كـارايي بـالاي        توليد تعداد زيادي جن   
) درصـد  91 تـا    83( توليد گياهان دابلد هاپلوئيـد    

  ).Zhou et al., 2002(شده است 
فرنگــي بــه تيمــار     پاســخ ميكروســپور گوجــه   

بـه  ) Zhao et al., 1996(سين مانند كلـزا   كلشي
 طوريه  مرحله تكوين ميكروسپور بستگي دارد ب     

دهـي   كه در هـر دو گونـه بهتـرين مرحلـه پاسـخ            
تخريــب . باشــد نتهــاي مرحلــه تــك ســلولي مــيا

سايتوسكلتال در مرحلـه معينـي از توسـعه سـلول           
هاي  آور نيست به دليل اينكه ميكروتوبول       تعجب

هاي  ميكروسپورهاي تك سلولي در قياس با دانه      
گرده نارس در مرحله دو سلولي نسبت بـه تيمـار         

ــشي ــسيار حـــساس  كلـ ــين بـ ــر مـــي سـ ــند تـ   باشـ
)Zhao and Simmonds, 1995 .(  

هاي آلفا و بتـا      سين با اتصال به توبولين     كلشي
هـا گرديـده و      باعث دپليمرزه شدن ميكروتوبـول    

متعاقباً از يـك طـرف باعـث تغييـر مكـان هـسته              
ميكروســـپورها بـــه قـــسمت مركـــزي و القـــاي  

و از طـرف ديگـر      ) اسـپوروفيتي (تقسيمات برابـر    
هاي اختصاصي گرده و مـانع       توقف سنتز توبولين  

مه مراحل نمو ميكروسپور بـه دانـه گـرده و           از ادا 
نهايتاً تغيير مـسير ميكروسـپورها بـه سـمت مـسير            

در ). Simmonds, 1994(گـردد   زايي مـي  جنين
رسد تنش سـرمايي نيـز بـه         اين بررسي به نظر مي    

 نوعي  ،هاي حياتي سلول   دليل كند كردن فعاليت   

تـــنش گرســـنگي بـــه طـــور غيـــر مـــستقيم بـــه  
نمايد كـه در تركيـب بـا         ميكروسپورها اعمال مي  

هـا   سين امكان تغيير مسير ميكروسپور     تنش كلشي 
 .كنــد مــي تــسهيلرابــه ســمت مــسير اســپروفيتي 

ژنوتيپ يكي از فاكتورهـاي مـوثر آنـدروژنز در          
% 4/35در ايــن تحقيــق . باشــد فرنگــي مــي گوجـه 

ساختار چنـد   % 25تقسيمات اسپروفيتي و بيش از      
  ســين در يبــا تيمــار كلــش)  ســلول9 تــا 3(ســلولي

رقــم  ســاعت در 72گــراد بــراي   درجــه ســانتي4
در چهـار   .  بدسـت آمـد    فرنگي ميكروتـوم    گوجه

 و 225-72 ,460-72 ,362-72(ژنوتيـپ ديگـر   
 ميكروتـوم نيز كـه از طريـق تلاقـي بـا           ) 72-116

بدست آمد، تقسيمات اسـپروفيتي و سـاختارهاي        
 ميكروتـوم چند سـلولي تقريبـاً نتـايجي مـشابه بـا            

 نتايج نشان داد كـه تيمارهـاي فـوق در           .نشان داد 
تواننـد    فرنگـي مـي    هـاي مختلـف گوجـه      ژنوتيپ

ريزي مجدد ميكروسپورها به سـمت       جهت برنامه 
 .مرحله اسپروفيتي استفاده شوند

ــود  ) د ــراي بهب ــه كــردن شــرايط كــشت ب بهين

  فرنگي زايي ميكروسپور در گوجه جنين

 بهينه كـردن شـرايط كـشت        ،در مرحله بعدي  
ر نگهداري فعاليت برنامه نويـسي مجـدد        به منظو 

بعــد از كــشت  . ميكروســپورها انجــام گرفــت  
 ميكـرو مـولار     25 با   AT3ميكروسپور در محيط    

گراد و مـدت    درجه سانتي4سين در دماي   كلشي
 آنها  مورد شستشو قـرار گرفتـه و بـه            ، ساعت 72

 ,M1S, NN, NLN, FHG, N6"هـاي   محـيط 

AT3"هــا   آزمــايشكليــهدر .  انتقــال داده شــدند
بيــشترين فراوانــي ميكروســپورهاي بــا تقــسيمات 
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 سـلولي  -ميكروسپورهاي مرحله انتهايي تك A–: فرنگي زايي ميكروسپور در گوجه مراحل جنين: 1 شكل
 ميكروسپورهاي با تقسيمات اسپوروفيتي پس از گذشـت يـك هفتـه در محـيط                -Bدر زمان ايزوله كردن؛     

AT3 ؛C - ــاختارهاي ــت    س ــس از گذش ــلولي پ ــد س ــشت؛  3چن ــه از ك ــي؛ -D هفت ــاختارهاي جنين    س
 E و-F       آميـزي بـا      تقسيمات اسپوروفيتي در ميكروسپورها از طريق رنگDAPI ؛G-    ميكروسـپور بـا شـش

  . ساختار چند سلولي-H ؛هسته
Fig. 1. Stages of microspore embryogenesis in tomato:  A. Freshly isolated late uni-
cellular microspores; B. Initial divisions of embryogenic microspores after 7 days of 
culture in medium AT3; C. Multi-cellular structures formed after 3 weeks of culture; D. 
Embryo-like structure; E and F. Symmetrically divided microspores stained with DAPI; 
G. Symmetrically divided microspore with six nuclei; H. Multi-cellular structure.  

 . مـشاهده گرديـد  AT3در محـيط  %) 4/35(برابر  
 انجام  AT3بنابراين تغييرات بيشتر بر روي محيط       

 24 ميلــي مــولار بــه 41مقــادير نيتــروژن از . شــد
 5:1مولار و نسبت آمونياك بـه آمونيـوم از           ميلي

  و نيتـروژن ارگانيـك بـه غيـر ورگانيـك             9:1به   

تحقيـق و   چراكـه   ,  تغيير داده شد   9:1 به   5/1: 1از 
در جو اين سه خصوصيت بـراي تـشكيل         بررسي  

جنين از ميكروسپورهاي توتي پوتنت بسيار مهـم        
اصـلاح  ). Mordhorst and Lorz, 1993(بـود  

بعضي از تركيبات محيط كشت باعـث تغييـر در          
روسپورهاي با تقسيمات برابر سلولي     فراواني ميك 

ــا % 4/35از  ــد% 40تـــــ ــين . گرديـــــ همچنـــــ
...) مـالتوز و  , ساكارز(هاي متفاوت    كربوهيدرات

هــاي متفــاوت   و تركيبــات مختلــف و غلظــت  
 ,D, IAA, NAA-2,4(هـاي گيـاهي    هورمـون 

PAA, BAP, Kinetin and Zeatin ( در محيط
AT3  بهترين شرايط براي تقسيمات    .  ارزيابي شد

گـرم در     ميلـي  2هماهنگ ميكروسپور استفاده از     
 كـه بـه     ،گرم در ليتـر زاتـين       ميلي 1 و   D-2,4ليتر  

 گرم در ليتر مـالتوز      90 با   AT3محيط تغيير يافته    
سـاختارهاي چنـد سـلولي بـا        .  بـود  ،اضافه شـدند  

امـا  ) 1شـكل   (گرديـد      سـلول تـشكيل      9بيش از   
 برخي از ايـن سـاختارها     . منجر به توليد گياه نشد    

ــستند  ــين ه ــشابه   . جن ــسيمات م ــي تق ــن فراوان اي
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پـذيري بـه كـشت ميكروسـپور         هـاي پاسـخ    گونه
مانند تنباكو و گندم كه دابلد هاپلوئيدها در آنهـا          

 . باشد  مي،توانند به تعداد زياد توليد شوند مي

فرنگـــي بـــه روش كـــشت    گيـــاه گوجـــه 
 و در بسياري    دهد  به سختي پاسخ مي   ميكروسپور  

حتـي در مرحلـه جداسـازي       از تحقيقات گذشته    
 بــا ايــن ند،هــاي زنــده مــشكل داشــت ميكروســپور

وجود در اين بررسي براي اولين بار مراحل مهـم          
فرنگي كه    و كليدي در كشت ميكروسپور گوجه     
 شناسـايي  ،شامل جداسازي ميكروسپورهاي زنده  

ــا ــنش القــ ــپوروفيتي در   تــ ــسير اســ ــده مــ كننــ
ــپورها ــالايي از  ،ميكروســ ــي بــ ــاد فراوانــ  ايجــ

 تـشكيل جنـين     هاي چند سـلولي و نهايتـاً       تارساخ
. با موفقيـت انجـام گرديـد      ) البته با فراواني پائين   (

 ، توسـعه يافتـه    هـاي كـاملاً    هر چند فراواني جنين   
. دهند  پايين است و باززايي خوبي نشان نمي       نسبتاً

ــابراين ــهبنــ ــان    بهينــ ــاززايي گياهــ ــازي بــ ســ
ده هاي تشكيل ش   دابلد هاپلوئيد از جنين   /هاپلوييد

پيشنهاد . باشد هدف اصلي در تحقيقات آينده مي     
شود اعمـال تيمارهـاي هورمـوني در مراحـل           مي

هـا   زايـي جهـت توسـعه بهتـر جنـين          انتهايي جنين 
  .مورد توجه و بررسي قرار گيرد

با توجه به اينكه پروتكل معرفي شده در ايـن          
ــوم  ــم ميكروت ــر رق در چهــار  ،بررســي عــلاوه ب

ــF1ژنوتيــپ  ابي قــرار گرفــت و  نيــز مــورد ارزي
 بــه نظــر ،نتــايجي مــشابه ميكروتــوم بدســت آمــد

دار  رسد وابستگي ژنتيكي اين پروتكـل معنـي        مي
شـــود در ســـاير  هرچنـــد پيـــشنهاد مـــي. نيـــست
 اين پروتكل هاي قابل دسترس نيز مجدداً     ژنوتيپ

  . مورد بررسي قرار گيرد
ســين  از آنجــايي كــه در ايــن بررســي كلــشي

فيتي در ميكروسـپورها    باعث القاي مسير اسـپورو    
شـود مـوادي ماننـد        پيـشنهاد مـي    بنـابراين گرديد  

تريفلـــورالين و اورايـــزلين كـــه اثراتـــي مـــشابه  
ــا ســميت كمتــر دارنــد نيــز مــورد   كلــشي ســين ب

  .ارزيابي قرار گيرند
هـاي مرحلـه     هاي با ميكروسپور   انتخاب غنچه 

اي در زمان كشت بسيار مهـم        هسته-انتهايي تك 
تـر و يـا      كروسـپورهاي جـوان   چراكه مي . باشد مي
سـين پاسـخ     هاي گرده نارس به تيمار كلـشي       دانه
شـود از    بـراي ايـن منظـور توصـيه مـي         . دهند نمي

ــگ   ــنت و رنـ ــكوپ فلوروسـ ــزي  ميكروسـ آميـ
ــي   ــاده رنگ ــا م ــپورها ب ــت DAPI ميكروس جه

شناســايي مرحلــه نمــوي ميكروســپورها اســتفاده  
  .گردد
  

  سپاسگزاري

ئيفـا بخـاطر    بدين وسـيله از خـانم فاطمـه تورا        
پرورش و نگهداري گياهان و دولـت جمهـوري         
اسلامي ايران به خاطر فراهم كـردن امكـان ايـن            

  .گردد تحقيق تشكر و قدرداني مي
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