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Abstract 
 

Anther culture is recognized as an efficient method for producing doubled haploid 

(DH) plants, serving as a powerful tool to accelerate plant breeding programs, 

especially in self-pollinated crops such as bell pepper (Capsicum annuum). In this 

study, four commercial F1 hybrids—Nirvin, Arancia, Tarento, and Massilia —were 

evaluated for their capacity to produce callus, embryos, and plantlets through anther 

culture. Flower buds at the appropriate microspore developmental stage (late 

uninucleate to early binucleate) were selected based on DAPI staining following a 

cold pre-treatment, and their anthers were cultured on five different media 

containing various concentrations of kinetin and 2,4 -D. The experiment was 

conducted in a factorial based on a completely randomized design (CRD) with four 

replicates. Traits including callus induction, embryogenesis, and plant regeneration 

percentages were recorded. The results indicated that all treatments, except for the 

control (lacking plant growth regulators), induced callus formation. The highest 

callus induction rate (78.47%) was observed in the Massilia hybrid on medium C4, 

which contained the highest concentration of 2,4-D. In contrast, the highest 

embryogenesis rate (52.62%) was recorded in the Tarento hybrid on medium C2. 

However, plant regeneration was generally low, and only embryos derived from 

Arancia and Tarento successfully developed into complete plantlets. These findings 

highlight the critical role of both appropriate growth regulator combinations and 

genotype selection in the success of anther culture. Optimization of physiological, 

environmental, and culture conditions can significantly enhance DH plant 

production efficiency in bell pepper and contribute to breeding programs for this 

valuable crop. 

Keywords: Anther culture, Bell pepper, Doubled haploid, Embryogenesis 
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  خلاصه

به بساک  روش  یکیعنوان  کشت  تول  یهااز  در  ابزار  یدهاپلوئ  یاهانگ  یدکارآمد  نباتات   یهابرنامه  یعمؤثر در تسر  یمضاعف شده،  اصلاح 

گ  یژهوبه نظ  یاهاندر  دلمه  یرخودگشن  م   (Capsicum annuum)  یافلفل  اشودیمحسوب  فلفل   یتجار  یبریدپژوهش، چهار رقم ه  ین. در 

کشت بساک  یقاز طر یاهچهو گ ینکالوس، جن یدها در تولآن ییتوانا یابیمنظور ارزبه Massiliaو   Nirvin  ،Arancia  ،Tarento  شامل  یادلمه

 ییسرما یمار( پس از اعمال تیاهستهدو  یلو اوا یاهسته )اواخر تک یکروسپوردر مرحله مناسب رشد م  یهاقرار گرفتند. گلچه  یمورد بررس

-2,4و  Kinetinسطوح متنوع از  یکشت مختلف حاو حیطو در پنج م  ی، جداسازDAPI (4′,6-diamidino-2-phenylindole)با   یزیآم و رنگ

D  آزما شدند.  به درصد کالوس  یدر قالب طرح کاملاً تصادف  یلصورت فاکتوربه  یشکشت  مربوط  انجام شد و صفات   یی،زابا چهار تکرار 

 ییزا( منجر به کالوسیاهیرشد گ  کنندهیم  شاهد )فاقد تنظ یمارجز ت به یمارهانشان داد که همه ت  یج. نتایددگر  یریگاندازه  ییو باززا  زاییینجن

ب کالوس  یشترینشدند.  به رقم    ییزادرصد  مح  Massiliaمربوط  با گرمدر لیتر  میلی  25/0یعنی    D-2,4  غلظت  ینبالاتر  ی)حاو  C4  یطدر   )

میلی گرم  15/0میلی گرم در لیتر کاینتین و  C2 (15/0 یطدر مح Tarentoدر رقم  زایییندرصد جن یشترینکه ب یدرصد بود، در حال 47/78

 23/1و  Tarentoدرصد برای رقم  4/4با مقدار  C2تنها در محیط   هایاهچهگ  ززاییبا  حال،ین درصد مشاهده شد. با ا  62/52با  (D-2,4در لیتر 

برای رقم   از رقم  هایینو جن  مشاهده شد  Aranciaدرصد  به گ  Tarentoو    Arancia  یهاحاصل  شوند. بر  یلکامل تبد  هاییاهچهتوانستند 

تنظ  یبترک  ها،یافتهاساس   گ  هایکنندهیممناسب  ژنوت  یاهیرشد  انتخاب  تع  یپو  نقش  موفق  یاکننده  یینمؤثر  دارد.   یتدر  بساک  کشت 

مضاعف شده در فلفل  یدهاپلوئ یاهانگ یدتول ییکارا یشموجب افزا تواندیکشت م  یبات و ترک یطیمح  یزیولوژیکی،ف  یطشرا  یقدق  سازیینهبه

 .یردباارزش مورد استفاده قرار گ یاهگ ینا ینژادبه یهاگردد و در برنامه یادلمه

 شدهمضاعف یدهاپلوئ ،یاکشت بساک، فلفل دلمه زایی،ینجن  :واژگان کلیدی

 

 Introduction مقدمه

 

جمعیت جهان تاا ساال . کندیم ایفا  پایدار اییندهآ یندر تضم تعیین کنندهش نق حاضر است وقرن  یهاچالش ترین  یحیاتاز    ییغذا  یتامن

 در واحد ساط  اسات دو برابری یدتول یازمندن این جمعیتی غذاتامین  (.FAO, 2009) یدنفر خواهد رس یلیاردم  ۹به حدود  یلادیم  2050

(Wijerathna-Yapa et al., 2022) .در حال توسعه مورد توجه  یدر کشورها ک،یاستراتژ یبه عنوان راهکار یدر کشاورز یوتکنولوژیعلوم ب

 .(Hasandokht, 2006) قرار گرفته است یجد

و از خانواده سولاناسه است. این خود گرده افشان   ،دو جنسه  ،(2n=2x=24)  یپلوئیدد  یاهیگ  (Capsicum annuumای با نام علمی )دلمه فلفل

 در گساترده بطور این گیاه(. Anaya-Esparza et al., 2021) است شکل ایزنگوله یا یاستاره یهاگل دارایای و چندساله بوده و بوتهگیاه 

 خشاک، مااده کپسایساین، باالای )محتاوای میاوه ارزش شود. اهمیت این گیاه به دلیلمی کشت جهان سراسر در گرمسیری و معتدل  مناطق

 اسات تزئیناات( و صانعت آشاپزی، در آن مختلاف کاربردهاای و کاروتنوئیادها ،هاااسانس معدنی، مواد ،(کمپلکس  B  و  A،  Cها )ویتامین

(Barroso et al., 2015)  . دارای تنوع رنگیچهارگوش   ،یبزرگ، گوشت یافلفل دلمه  یوهم  ,Basu & De)اس یاهو س ینارنجزرد، سبز،  قرمز،    و 

2003; Pickersgill, 1997; Smith & Heiser Jr, 1957; Zhigila  et al., 2014) .7000 حاداقل قادمت فلفل با شناسی باستان شواهد اساس بر 

Koleva Gudeva) است شده اهلی باشد کهمی مرکزی آمریکای گیاهی از هایجنس اولین از سال به عنوان یکی  et al., 2013).  
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بر پایه روش هایبرنامه   آوردن دست به  برای  نیاز مورد  زمان  اند،ای ارائه شدهفلفل دلمه  برای مانند کشت بافت بیوتکنولوژی  هایاصلاحی که 

دارای  ارقامی داده  کاهش هستند را (نقل و حمل صدمات   و  آفات   ها،بیماری  برابر  در  مقاومت  مانند)  مصرف  ربازا  نظر  مورد  هایویژگی  که 

در کشت فلفل  یرسط  ز 2023 یزراع لسا ( درFAO)ملل متحد  یخواروبار و کشاورزطبق آمار سازمان   .(Maraschin et al., 2005)است  

زیر  سط  2023در سال  FAO. تن است میلیون 38 یانهخالص سال یددر هکتار و تول هزار تن  5/18  یدتول  یانگینم   با  هکتار  میلیون  جهان دو

میانگین  هکتار  6375  را  ایران  فلفل درکشت    آمار نامه است. گزارش کردهتن هزار    ۹3تن در هکتار و تولید خالص سالیانه    7/14تولید    با 

 2/12 میانگین تولیدهکتار و  18۹5 را ایدلمه سط  زیر کشت فلفل ،1402در سال  یامحصولات گلخانه یبرا ایران  یوزارت جهاد کشاورز

بیشترین کشت و  یرسط  ز یشترینب تن به ترتیب 43551کشت و تولید سالیانه هکتار  37۹. استان اصفهان با گزارش کرده استتن در هکتار  

 (1402 ،آمار نامه جهاد کشاورزی) را داردمحصول  ینا یدر کشور برامقدار تولید 

 از استفاده با خالص هایلاین تولید .دهدمی افزایش را ژنتیکی تنوع از استفاده امکان که است نباتات  اصلاح در مهم یابزار هاپلوئیدیروش  

ای گیاهان هاپلوئید مضاعف توان با القای درون شیشهمی .کشدمی طول( نسل) چرخه هشت تا هفت بین فلفل درنژادی  بهکلاسیک   هایروش

 & George, 2009; Greenleaf, 1986; Grubben) ها صرف جویی کردو در وقت و هزینه داد کاهشیک سال به زیر  این چرخه را شده زمان

Denton, 2004; Irikova et al., 2016; Ochoa-Alejo, 2012).  شامل نرزایی یا آندروژنز است که هاپلوئید در فلفل گیاهان    های تولیدروش

شیشه درون  شده  کشت  جدا  میکروسپورهای  و  بساک   دیتول  یبرا  روش  نیتر  جیرا  .(Parra-Vega & Seguí-Simarro, 2016)  باشدمیای 

مقاوم در خانواده   سومین  فلفل  آندروژنز،  القاء   به  پاسخ  مورد  در  .(Bhojwani, 2001)  است  بساک  کشت  فلفل  در  دیهاپلوئ  اهانیگ گیاه 

به آندرو  است  سولاناسه ایو پاسخ  برای  بین ژنز   ERCAN & Şensoy, 2011; Seguí-Simarro et) ه استدرصد گزارش شد 10تا  0ن گیاه 

al., 2011) . 

مورد تولگزارش  نیاول از طر  دیهاپلوئ  اهانیگ  دیها در  بساک درگونه  قیفلفل    .(Seguí-Simarro et al., 2011)بود است    ییایآس  یهاکشت 

از ت استفاده  با  بساک فلفل  از کشت  بر پا  Kinetinو    IAA  یاهیرشد گ  کننده  میتنظ  یمارهایمحققان  مختلف   MSکشت  طیمح هیدر سطوح 

به تول ا  دیهاپلوئ  اهیگ  دیموفق  اکس  نیشدند.  مانند  نیمحققان گزارش کردند که  به  کروسپوریدر م  یسلول میشروع تقس یبرا  (IAA)  اگزوژن 

مورفوژنز بساک کشت شده، تنها    یضرور  دیهاپلوئ  سمت  از چند صد   & George)  شده است  دیزنده تول  یهااهچهیدرصد گ  1/0است و 

Narayanaswamy, 1973). بر رو  ارشگز  نیاول بساک  اروپا  یکشت   نیبدست آمده از ا جیمنتشر شد. نتا  (Novak, 1974)  توسط  ییفلفل 

بساک چند  نیکالوس و جن دیپژوهش شامل تول  .Cمختلف فلفل که اغلب  یهاگونهبوده است. در ادامه  ییاروپا  یهاگونه از فلفل  نیاز کشت 

annuum اندقرار گرفته شیکشت بساک مورد آزما قیراز ط یدیهاپلوئ منظور القاء اند بهبوده (Seguí-Simarro et al., 2011).  

بوده است  حاصلههای جنین کیفیتشان دهنده افزایش کمیت و دست آمده نه کشت بساک فلفل انجام شده است نتایج ب  یرو که یقیتحقدر 

بوده است این زمینه  در  از تحقیقات  بسیاری   توسعه مرحله تاثیر بررسی منظوربه در پژوهشی که  .(de Vaulx et al., 1981)  این تحقیق پایه 

 چهار به هسته تعداد اساس بر را میکروسپور تکاملی مراحل ابتدا محققان شده است انجام فلفل درهاپلوئید  گیاهان  القاء   روی  بر  میکروسپور

 گرممیلی 1/0 و NAA لیتر در گرمیلیم  1/0 حاوی MS کشت محیط  روی  بر  را  مختلف  مراحل  هایبساک  سپس  و  کردند  بندیتقسیم  سط 

این تحقیق  و    کردند  کشت  Kinetin  لیتر  در ای و اوایل اواخر مرحله تک هسته جنین، تولید برای میکروسپور بهینه مرحله که داد  ننشانتایج 

مرحله  مرحله دو هسته این  است.  گیاه  تولید در فلفلژنوتیپ  تاثیر .(Kim et al., 2004) است بوده ایهسته دومیکروسپور ( ٪75)  حاویای 

این تحقیق  نیز    بساک  کشت  طریق  ازهاپلوئید   در   ای،دلمه ژنوتیپ شش چارلستون، ژنوتیپ هفت) متفاوتی  هایژنوتیپبررسی شده است، 

دادند که    را آزمایش کردند  (سبز  فلفل  ژنوتیپ  هفت  و  کاپیا  ژنوتیپ  هشت ، هفت ژنوتیپ ایدلمه فلفلشش ژنوتیپ بطور میانگین و نشان 

 Keleş et) هاپلوئیدی مضاعف شده خود به خودی بودند درصد 04/30و  ۹/34،  53مقادیر    دارای  ترتیببه  ، هشت ژنوتیپ کاپیاچارلستون

al., 2015).  مختلف    یر، تأثهمچنین در پژوهشی و  یشناکس 118کشت بساک  یرو یتربر ل گرمیلیم  3/0و  1/0 یهادر غلظت D-2,4سطوح 
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 1/0 ی، حاوD-2,4بود که علاوه بر  MS یط، محمورد استفادهکشت  یط. محه استقرار گرفت یابیمورد ارز BCو   F1  یهااز نسل  یپژنوت  11

عنوان مواد به B12 یتامینو یتربر ل گرمیلیم  04/0و  یسینگلا یتربر ل گرمیلیم  1/0 یوتین،ب یتربر ل گرمیلیم  Kinetin،  005/0  یتربر ل  مگریلیم 

تنظ  یمغذ بود  هایکنندهیمو  استرشد  نتاه  این تحقیق.  ب  یج  داد که  مح  یزانم   یشتریننشان  با غلظت   D-2,4  یکشت حاو  یطآندروژنز در 

القاء موثر آندروژنز در کشت بساک فلفل  یبرا ینغلظت اکس سازیینهبه یتدهنده اهمنشان یافته ینا .حاصل شده است  یتربر ل  گرمیلیم 1/0

م   D-2,4غلظت   یشکه افزا یاست، بطور ایدلمه بازده تول  تواندیفراتر از حد مطلوب  Grozeva) شود ینجن  یدمنجر به کاهش   et al., 2021). 

بساک در چهار رقم ه  ییکارا  یابیارز دلمه  یبریدکشت  ن  یرتحت تأث  یافلفل  مختلف  م   یکیتار  یمارنقره و ت  یترات سطوح  با   دهدینشان  که 

راستا، استفاده از  ین. در ایابدیبهبود م  دارییطور معنبه هایاهچهگ ییو نرخ باززا  زاییینجن  یلروز، پتانس  10تا    یکیدوره تنش تار  یشافزا

 یاناز م  یندرصد( را به همراه داشته است. همچن  11/71)  ییباززا  یزانم   یشترین، بCPکشت    یطنقره در مح  یترات ن  یتردر ل  گرمیلیم  10 لظتغ

پلاتو در ترک رقم  مطالعه،  مورد  بالاتر  یترات ن  یتردر ل  گرمیلیم   10با غلظت    یبارقام   16/66بساک )  ینجن  یلعملکرد را در تشک  یننقره، 

 (.Zamani et al., 2021ز خود نشان داده است )درصد( ا

ارز  یپژوهش منظور  به  اکس  یهااثر غلظت  یابیکه  نانوذره  بنز  یدآهنمختلف  در کشت  ییمختلف باززا یها( بر جنبهBAP) ینپور ینوآم   یلو 

دلمه م  ینا یبکه ترک دهدیصورت گرفته است، نشان م  یابساک فلفل   ییبسزا یرتأث زایییشهو ر  ییباززا  زایی،ینبر درصد جن  تواندیدو عامل 

بر بالاتر  ینا  هاییافتهاساس  بگذارد.  زمان%38/88)  زاییینجن  یزانم   ینپژوهش،  ت  ی(  که  شد  ل  گرمیلیم   20  یمارمشاهده  نانوذره   یتردر 

با عدم وجود    یدآهناکس بیتردر ل  گرمیلیم   BAP  (0همراه  مشابه،  به طور  به کار گرفته شد.  ب  یشترین(   یندر هم یز( ن%33/33) ییاززانرخ 

اکس  یتردر ل  گرمیلیم   20  ینیع  یماری،ت  یبترک اBAP  یتردر ل  گرمیلیم   0و    یدآهننانوذره  است.  نانوذره   یلپتانس  یج،نتا  ین، گزارش شده 

عنوان    یدآهناکس به  روش  یکرا  بهبود  در  مؤثر  گونه  یاهان،گ  ییباززا  یهاعامل  در  دلمه  ییهاخصوصاً  فلفل  م   ی،امانند   سازدیبرجسته 

(Mohammadi et al., 2026) محمد(ی et al., 2026). 

لاین ایجاد  و  هاپلوئید  گیاهان  تولید  در  بساک  قابلیت کشت  به  توجه  هموزبا  میهای  بهیگوت،  روش  این  از  مؤثر در توان  ابزاری  عنوان 

دلمهبرنامه بهرههای اصلاحی فلفل  بهای  این پژوهش،  در  نمود.  ای برای تولید کالوس، منظور ارزیابی پتانسیل کشت بساک فلفل دلمهبرداری 

به روش  جنین و گیاهچه،   از رنگ آمیزی  استفاده  با  میکروسپور بر  DAPIابتدا  مختلف توسعه  های مناسب انتخاب و گلچه سی شدرمراحل 

 .مورد بررسی قرار گرفتها بر روی بساک های رشد گیاهینظیم کنندهت تأثیر تیمارهای مختلفسپس  .شدند

 

 Materials and Methods ها روش و مواد

ا ه  نیدر  رقم  چهار  از  دلمه  یتجار  دیبریپژوهش  ا  Massiliaو    Nirvin  ،Arancia  ،Tarentoشامل    یافلفل  دلارق  نیاستفاده شد.  به   لیام 

ب و  آفات  به  مقاومت  بالا،  بازارپسند  هایماریعملکرد  م   یو  برتر محسوب  ارقام  از جمله  اشوندیمطلوب  بذور  از شر  نی.   Rijk  کتارقام 

Zwaan  اهانینشا و پرورش گ دیکشت شدند. تول 1به  2 یبه نسبت حجم تیو کوکوپ تیبستر پرل ینشا حاو یهاینی. بذور در سدیگرد هیته 

گلخانه در  یانجام شد. دما یکیساعت تار 8و  ییساعت روشنا 16 ینور طیواحد اصفهان، تحت شرا یدر گلخانه دانشگاه آزاد اسلام   یمادر

 .دیگرد میتنظ وسیدرجه سلس 28تا  17 نیب یکیو در دوره تار وسیدرجه سلس 33تا  25 نیب ییشنادوره رو

و  یطور متناوب با آب معمولو به یصورت هفتگبه اهانیگ یاریلخانه منتقل شدند. آبگ یشن-روز پس از کشت، نشاها به بستر خاک لوم چهل

 کلروسید یهاکشکنترل آفات، از حشره یانجام شد. برا تریگرم در ل کیبا غلظت  هایزمغذیر ی( حاو20-20-20) NPKمحلول کود کامل 

 .دیکنترل کنه استفاده گرد یبرا 1000در  1با غلظت  نیو از آبامکت پس،یو تر دیبا مگس سف مبارزهجهت  دوریو کنف
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گل  کی آغاز  از  پس  تعگل  ،یدههفته  جهت  م   نییها  رشد  نمونهو    کروسپورهایمرحله  بساک  گلچه  یبردارکشت  اساس شدند.  بر  ها 

به گلبرگ حدود    یظاهر  یهاشاخص  یصاف ذدر کاغشده بلافاصله برداشت یهاانتخاب شدند. گلچه  20به    80شامل نسبت طول کاسبرگ 

در  وسیدرجه سلس 4 یساعت در دما 24مدت ها بهگلچه ،ییسرما ماریتشیمنظور اعمال پقرار گرفتند. به خی یشده و بر رو دهیچیمرطوب پ

 شدند. ینگهدار  خچالی

ارزبه:  تعیین سطح توسعه میکروسپور  آمینیدینوید یزیآم روش رنگاز هسته،  یتو مشاهده وضع یکروسپورهامرحله نمو م  یقدق  یابیمنظور 

استفاده  DAPI)  یندولا  یلفن براشد(  و اوایل  یاهسته تکاواخر آنها در مرحله  یکروسپورهایکه م  شداستفاده  هاییاز غنچهکشت بساک   ی. 

اداشتندقرار  ای  دو هسته بهبه  یمرحله رشد  ین.  م   یالقا  یبرا  یزیولوژیکیف  یطشرا  ترینینهعنوان   یکشت بافت یستمدر س  یکروسپورهاپاسخ 

Ashok Kumar & Murthy, 2004; Kim)شده است شناخته    et al., 2004; Kumar et al., 2003)محلول  یسازآماده . برایDAPI ابتدا بافر ،

لیتر یلیبر م  گرمیلیم  یکبا غلظت  DAPI. سپس محلول استوک یدگرد یهته )1جدول (شده در مطابق با فرمول ارائه( NIB)هسته    لیتینگیزوا

استفاده شد و  DAPIبرای حل کردن پودر    ساخته شد. استون خالص   DAPI، محلول )2جدول (ذکرشده در  یاجزا یببا ترک یت،در نها از 

  .یدآماده گرد

اندازهاز چهار رقم    های گلغنچه باز  از غنچهمختلف )  یهادر  از  اولیه تا قبل  به ترتیب اندازه دسته بندیآور( جمعهاشدن غنچههای   ی و 

قرار داده  اییشهلام ش یبر رویک بساک  و یها جداسازها از گلبساکهر غنچه با کولیس اندازه گیری شد.  برگو گل طول کاسبرگ. دشدن

محلول    یکرولیترم   10شد. سپس    یکروسپورهاو با استفاده از نوک پنس، عمل اسکواش انجام شد تا م   یداضافه گرد  بساک  یبر رو  DAPIاز 

نمونه دقیقه در دمای اتاق نگهداری شد. سپس با استفاده از میکروسکوپ فلورسنت  10مدت ده شد و در تاریکی بهبا لامل پوشان آزاد شوند. 

 مورد بررسی قرار گرفت.   UVدر طول موج 

 NIBمحلول یک لیتر ساخت  یبرا ازیمورد ن باتیترک -1جدول 

Table 1. Ingredients needed to make one liter of NIB solution 

Material Concentration(mM)  (mg)Molecular weight Gram/Liter 
Tris-HCl pH 7 10 157.6 1.57 
Spermine tetra hydrochloride 10 348.19 3.48 
NaCl 10 58.4 0.58 
Hexylene glycol (2,5-hexanediol) 200 118.18 23.64 

 

 DAPIمحلول میلی لیتر  10 هیته یبرا ازیمورد ن باتیترک -2جدول 

Table 2. Ingredients required to prepare 10 ml of DAPI solution  
Material amount 

NIB ml 5 

DAPI stock µl 12.5 
Triton X-100 µl 50 

Glycerin ml 4.93 
 

اتانول  گلچه  یسطح  یسازلیاستر  ندیفرا:  ها بساک  کشت از  استفاده  با  ه  70ها  و  انجام   یحجم-یدرصد وزن5/1سدیم    تیپوکلریدرصد 

ابتدا گلچه وشو داده شدند. در مرحله شست لیور شده و سپس سه بار با آب مقطر استردرصد غوطه 70در اتانول  هیثان 30مدت ها بهگرفت. 

بهبعد، گلچه حفظ  یوشو داده شدند. براشست لیو مجدداً سه بار با آب مقطر استرقرار گرفتند   میسد تیپوکلریمحلول ه  در قهیدق 2مدت ها 

جلوگ  کروسپورهایم   کیولوژیزیف  طیشرا آس  یریو  بساک  بیاز   ینگهدار  خی  یو رو  لیاستر  شیدیدرون پتر  شدهلیاستر  یهاها، گلچهبه 

 شدند.
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ها با . سپس بساکدندیپرچم جدا گرد لهیها با دقت از م انجام شد و بساک  لیها با استفاده از اسکالپل و پنس استرکاسبرگ و گلبرگ  یجداساز

 کشت قرار داده شدند.  طیمح یباشد، رو نییها رو به پاآن یکه سط  شکم یاگونهبه لیاستفاده از پنس استر

از مح یندر ا بساک فلفل پ  یبرا  1۹81در سال و همکاران  de Vaulxکه توسط  C  یهپا یطپژوهش   یطت، استفاده شد. محشده اس  یشنهادکشت 

کار  به هابساک ییو باززا یزبر روند تما یاهیرشد گ هایکنندهیمتنظ یرتأث  یبررس  یبرا  اییهعنوان پاآگار بود و به  یترگرم در ل  7  یحاو  یادشده

بساک، پنج ت  سازیینهبه  منظوربه  .(de Vaulx et al., 1981)  گرفته شد  یهامختلف شامل غلظت تنظیم کننده رشد گیاهی  یمارپاسخ کشت 

و  D-2,4و    Kinetinاز    یمتفاوت تنظیم  گذشته  مطالعات  نتایج  بررسی  مح  براساس  ا  یهپا  یطبه  شد.  تنظ  ینافزوده  از   کنندهیمدو  رشد 

 یدر مطالعات متعدد ایدرون شیشه ییو باززا زایینینکالوس، ج یها در القاو نقش آن ندشویمواد در کشت بافت محسوب م   ینپرکاربردتر

است شده  محاعمال  تیمارهای  .(George et al., 2007; Nowaczyk & Kisiała, 2006)  گزارش  شامل پنج  با C5تا    C1کشت )  یطشده   )

( در نظر گرفته شد تا امکان تنطیم کننده رشد گیاهیعنوان شاهد )فاقد به C5 یمارت.  بودند  3مطابق جدول  تنظیم کننده رشد گیاهی  هاییبترک

 20مدت به گرادیدرجه سانت 121 یدر دما ها. تمامی محیطفراهم گردد های رشد گیاهیتنظیم کننده یربدون تأث یهپا یطاثر خالص مح  یسهمقا

 .شدند یلاتوکلاو استر توسط یقهدق

نها با شرا  یریدرزگ  لمیبا پاراف  هاشیدیپتر  ت،یدر  اتاقک رشد  به   8و  ییساعت روشنا 16 یدوره نور وس،سلسی درجه 25± 1 ییدما طیو 

نور  با    یکیساعت تار منتقل شدند.  3000شدت   ها،ینجن یزکالوس و تما یپس از القا  .شد  انجام  کباری  روز  20  هر  هابساک  واکشت  لوکس 

مح  هاییاهچهگ به  گیاهیبدون    MSکشت    یطحاصل  رشد  کننده  و    تنظیم  رشد  امکان  تا  شدند  دخالت آن  یعیطب  نمومنتقل  بدون  ها 

 .(de Vaulx et al., 1981) رشد فراهم گردد هایکنندهیمتنظ

 کشت طیمح در استفاده مورد رشد یها کننده میتنظ غلظت -3جدول 

Table 3. Concentration of growth regulators used in culture medium  

Medium Kinetin (mg/L) 2,4-D (mg/L) 
C1 0.15 0 

C2 0.15 0.15 

C3 0.015 0.015 

C4 0.15 0.25 

C5 0 0 

 

پلوئیدی پراکنش نور و انتشار فلورسانس    یهاست که عملکرد آن بر پا یسلول  هاییژگیو  یینتع  یبرا  یشرفتهپ  یابزار  یتومتریفلوس :تعین سطح 

بررس یهاتوسط سلول شمار به یاهیگ یهابافت یدیسط  پلوئ ییندر تع یعکارآمد و سر  یاز ابزارها  یکیدستگاه،    ین. اباشدیاستوار م   یمورد 

 یهامنظور، از برگ ینبد .یداستفاده گرد یتومتریاز روش فلوسا  شده،ییباززا یاهانگ یدیسط  پلوئ یصمنظور تشخبه  ،مطالعه  ین. در ارودیم 

ن نمونه و   یلهوسه شد. نمونه برگ در حضور بافر استخراج هسته بهمشخص استفاد یدیمرجع با پلوئ یپژنوت یارقم   یک  یزجوان و سالم هر 

و سوسپانس  یلاستر  یغت شد  از صاف  یونخرد  داده شد. سپس هسته  یلونینا  یحاصل  متصل  یهاعبور  با رنگ فلورسنت  به   هشوندآزادشده 

DNA  ،Propidium iodide  ط  یزیآم رنگ از  پس  توسط  یو  مناسب،  شدند.   یلتحل  BD FACSCanto II  یتومتری  فلوسا  دستگاه  زمان 

بررسدستبه  هاییستوگرامه بر اساس نسبت فلورسانس نمونه به مرجع  یدیشد. سط  پلوئ یسهها با قله مرجع مقاقله نمونه یگاهو جا یآمده 

 .یدگرد یینمرجع تع  DNAو با احتساب مقدار 

تعین سطح هموزیگوتی برای  و  یتیاز لحاظ هموز یکیخلوص ژنت یینتع یبرا پلوئیدیبازا شده د یاهانگ یبه منظور بررس: آزمایش ملکولی 

 استفاده شد.  یاز مارکر مولکول یگوتیهتروز

 

 [
 D

O
I:

 1
0.

61
88

2/
ge

bs
j.1

4.
2.

2 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 g

eb
sj

.ir
 o

n 
20

26
-0

8-
30

 ]
 

                             6 / 15

http://dx.doi.org/10.61882/gebsj.14.2.2
https://gebsj.ir/article-1-535-fa.html


 و همکاران ذکریا  .... ای از طریقتولید گیاهان هاپلوئید مضاعف شده فلفل دلمه

 

 1404 تانو زمسپایيز   /2شماره  /دهمچهار دوره /و ایمنی زیستی ژنتيک مهندسی  171

 

 ,.Saghai Maroof et al) بر اساس دستورالعمل  یجزئ  ییرات و با اعمال تغ  CTABاستفاده از روش  بایم ژنو  DNAاستخراج  :  DNAاستخراج 

اصل  (1994 ماده  ا  یانجام شد.  در  استفاده  بافر  .باشدیم  Cetyltrimethylammonium Bromide (CTAB)  ییندهشو  یبروش، ترک  ینمورد 

 DNAاستخراج   یگرم شد. برا یقهدق  50مدت به  گرادیدرجه سانت 65 یبا دما  بلاکهات یبر رو یااز استفاده، در حمام آب گرم   یشاستخراج پ

از  مط  یفیتک  بایم ژنو نمونهیداستفاده گرد  یاهجوان و سبز گ  یهابرگ  گرمیلیم   300لوب،  در.  ن  ینیهاون چها  از  استفاده  با   ایعم   یتروژنو 

پودر شدند و بلافاصله به وبه . شدند  ینگهدار یخ یها، بر رونمونه یرسا یسازآماده یلمنتقل و تا زمان تکم  لیترییلیم  2  هاییالصورت کامل 

 الکلیزوآمیلبا فنل:کلروفرم:ا یمارانکوبه شدند. پس از ت یقهدق 50به مدت  گرادیدرجه سانت 65 یها در دمانمونهپس از افزودن بافر استخراج  

بار تکرار شد(.    ین)ا  یدجدا گرد  DNA  یحاو  یفاز آب  یفیوژ،و سانتر ا  DNAمرحله سه   %70سرد رسوب داده شد، با اتانول   یزوپروپانولبا 

 شد. یرهذخ گرادیدرجه سانت -20 یدر آب مقطر حل و در دما DNA ایت،. در نهیدگردشستشو و سپس خشک 

( متعلق به خانواده فلفل که SSRجفت آغازگر ) یکپژوهش، از  یندر ا: (Polymerase chain reaction)  مرازیپل  یرهواکنش زنج  یشآزما 

Olszewska & Tomaszewska)توسط   -Sowa, 2021)  اند،شده  یمعرف ( با مشخصاتTTTGCATGTTTTACCCATTCC )CAMS-679-F 

–  (ATGTGAAACACATAGGTAGC  )CAMS-679-R  گرد واکنش    برای  ید.استفاده  از  PCRانجام  نها  یک،   یکرولیترم   20  ییحجم 

از مخلوط  یکرولیترم  1( به همراه مولاریلیم  1.5 یی)با غلظت نها یزیممن یدشامل کلرور 10Xاز بافر  یکرولیترم  1واکنش،  یناستفاده شد. در ا

نها  یدهانوکلئوت اضافه گردمولاریلیم   0.5  یی)با غلظت   10 ییبا غلظت نها Reverseو  Forward یاز آغازگرها یکاز هر  یکرولیترم  0.5. ید( 

م   یکومولپ واحد( به مخلوط افزوده شد. به عنوان  1 یینها یت)با فعال یمرازپل Taq یماز آنز یکرولیترم  0.2 ین،استفاده شد. همچن  یکرولیتربر 

حجم واکنش با آب دو  یت،. در نهایدنانوگرم( استفاده گرد 40)معادل  یترولیکرنانوگرم بر م  400با غلظت  یژنوم   DNAاز  یکرولیترم  2الگو،  

 استفاده شد. Bio-Rad( شرکت  Thermocyclers) PCRبرای انجام واکنش از دستگاه  رسانده شد. یکرولیترم  20به  یربار تقط

به صورت فاکتوریل در قالب طرح کاملا تصادفی با چهار تکرار اجرا شد. برای هر تکرار یک   آزمایش:  ها طرح آزمایشی و تجزیه تحلیل داده

بساک در هر تکرار کشت شد. فاکتورها شامل رقم در چهار سط  و محیط   14متری( در نظر گرفته شد و تعداد  پتری دیش )هشت سانتی

بودند.   کننده  دیتول یهاکننده کالوس، درصد بساک دیتول یها)درصد بساک ات صف مارهایروز پس از اعمال ت 50حدود  کشت در پنج سط  

از جن  دیتول  یهااهچهی، درصد گنیجن اندازههانیشده  و نرم افزارهای  Excelها از محیط نرم افزار برای تجزیه و تحلیل داده  شدند.  یریگ( 

SAS.V9  درصد انجام شد.  5ای دانکن در سط  آماری ها با روش آزمون چند دامنهاستفاده شد. مقایسه میانگین 

 

 Results and Discussion و بحث نتایج

 

 یکروسپورم یزیآم  رنگ

از رنگ  نتایج مراحل رشد گلچه  DAPIبا رنگ    یکروسپورهام   یزیآم حاصل  داد که  م نشان  م   یکروسپورهاها و توسعه  به سه مرحله   توانیرا 

)جدول    یمتقس  یزمتما م 4کرد  به  مربوط  اول  مرحله  ا  یاهستهدر فاز تک  یهاول  یکروسپورهای(.  در  به کاسبرگ   ینبود. نسبت طول گلبرگ 

به م مرحله  اندازه  6/46  ینانگیطور  ا  یریگدرصد  در  م   ینشد.  بدون  یکروسپورهایشده و م   یلتازه تشک  یهابا هسته  یکروسپورهاییمرحله، 

شد مشاهده  بساک  مرحله.  (E-1)شکل    هسته  م   یبیبا ترک  ییهادوم شامل  مرحله دو  یاهستهتک  یکروسپورهایاز  بود.   یاهستهبالغ و آغاز 

 . (F-1)شکل  ها کامل بودمرحله تکامل هسته یندرصد بود و در ا 2/60یانگینطور م مرحله به یننسبت گلبرگ به کاسبرگ در ا

م  به  مربوط  سوم  مرحله    یکروسپورهاییمرحله  وارد  کاملاً  که  ا  ایهستهدوبود  در  به کاسبرگ  بودند. نسبت گلبرگ  به  ینشده  طور مرحله 

 .(G-1)شکل  درصد بود 70 یانگینم 

 [
 D

O
I:

 1
0.

61
88

2/
ge

bs
j.1

4.
2.

2 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 g

eb
sj

.ir
 o

n 
20

26
-0

8-
30

 ]
 

                             7 / 15

http://dx.doi.org/10.61882/gebsj.14.2.2
https://gebsj.ir/article-1-535-fa.html


 و همکاران دولت آبادی  .... کلزا و آرابیدوپسیس در DAD1 ژن ویرایش

 

 172 1403بهار و تابستان   /1شماره  /سيزدهمدوره  /و ایمنی زیستی ژنتيک مهندسی 

 

 ایویژگی های گل و مراحل توسعه میکروسپور در فلفل دلمه -4جدول 

Table 4. Flower characteristics and microspore development stages in bell pepper 

Microspore development stage Flower length (mm) Petal to flower ratio )%(  Sepal length (mm) Petal length (mm) 
Single nuclear 6 46.6 3.2 2.8 
Late mononuclear Early binuclear 8.3 60.2 3.3 5 
Binuclear 10 70 3.2 7 

 

 
: بساک مرحله تک Cای. ای و اوایل دو هسته: مرحله اواخر تک هستهBای. : مرحله قبل از تک هستهAای و توسعه میکروسپور. مراحل رشد غنچه فلفل دلمه -1شکل 

: Gای. : میکروسپور مرحله اواخر تک هسته و اوایل دو هستهFای. : میکروسپور در مرحله تک هستهEای. : مرحله دو هستهDای با انتهای ارغوانی رنگ. هسته

 ایر مرحله دو هستهمیکروسپور د

Fig 1. Stages of bell pepper bud growth and microspore development. A: Pre-mononuclear stage. B: Late mononuclear and 

early binuclear stages. C: Mononuclear anther with purple tip. D: Binuclear stage. E: Microspore at mononuclear stage. F: Lat e 

mononuclear and early binuclear microspore. G: Microspore at binuclear stage  
 

 تعیین سطح پلوئیدی

نشان داد  یزحاصل از آنال هاییکار گرفته شد. منحنبه یتومتریحاصل از کشت بساک، ابتدا فلو سا  یباززا  یاهانگ  یکیژنت  یتماه  یابیارز  یبرا

با گ  یالگو  یدارا  شدهیبررس  یهانمونه  یکه تمام  آمده دستبه هاییاهچهگ یشترکه ب دهدیامر نشان م  ینشاهد بودند. ا یپلوئیدد یاهانمشابه 

بوده و روند مضاعف  ییدیسط  پلو  یدارا برابر  اول  یها در طکروموزوم  یخودشدن خودبهدو   ینداده است. چن یرو  زاییینجن  یهمراحل 

رو  اییدهپد بر  مختلف  مطالعات  ن  یدر  فلفل  و    یزآندروژنز  شده  اصل  یکیگزارش  محسوب   یدهاپلوئدابل  یاهانبه گ  یابیدست  یاز عوامل 

 .(Germana, 2011; Supena et al., 2006) دشویم 

 SSRمارکر 

بودن  یگوت هموز یانگربودند که ب یباندتک یالگو یدارا  یاهاناز گ ینشان داد که بخش  PCRآمده از الکتروفورز محصولات  دستبه یالگوها

الگو  یگرد  یگروه  کهیآنهاست، در حال ا  ییشناسا  یگوت هتروز  یاهانعنوان گبه  یباند  دو  یبا  از آن است که اگرچه   یحاک  یجنتا  ینشدند 

 .اندرا حفظ کرده یهمچنان تنوع آلل یاهانگ یشده است، اما برخ یگوت کاملاً هموز یدهایهاپلوئدابل یدمنجر به تول هاییاز باززا یبخش

. کندیم  ییدکشت بساک را تأ یقطردر فلفل از  یگوت هموز ییو باززا یکروسپورم  ییزاو کالوس زاییینجن  یاثربخش  یقتحق  این:  بساک کشت

ا اکثر جن  ینبا  ا  یدتول  هایینحال،  در  مس  ینشده  نتوانستند   یلتبد یرطبیعیغ یکنند و به ساختارها یرا ط یاهچهبه گ یزتما یعیطب یرمطالعه 
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شوند )شکل  یلکامل تبد هاییاهچهتوانستند به گ C2 یطدر مح Tarentoو رقم  C1 یطدر مح Aranciaرقم    هایین(. تنها جن2شدند )شکل  

 یکننده ها یمفاقد تنظ C5 یطها در محکه بساک داد(. مشاهدات نشان 4درصد بود )شکل  42/4و  33/1 یبها به ترتآن  ییباززا  رصد(، که د2

 20ز گذشت کشت شده پس ا یهابساک یمارهاکه در همه ت یدرحال ،کرده و نکروز شدند ییرتغ  یاروز به رنگ قهوه 20رشد پس از گذشت 

به تول اول2کالوس کردند )شکل    یدروز شروع  از حدود   متریلیم   3تا    2طول  به  هاینجن  ین(.   ین(. سپس ا2شدند )شکل یانروز نما 30پس 

بتدر  ینجن  یاهرشد کرده و به گ MS یطدر مح یجبتدر هایاهچهگپس از آن (.  2مانند شدند )شکل    یشهر  یهااندام  یا  یاهچهبه گ  یلتبد  یجها 

×  یطکنش محو برهم یپکشت، ژنوت یطعامل مح دوها نشان داد که اثر هر داده یانسوار یهحاصل از تجز نتایج(.  3شدند )شکل    یلکامل تبد

بساک  یپژنوت  یالگو یزن ینجن یدکنندهتول یهامورد درصد بساک در(. 5معنادار بود )جدول  01/0زا در سط  احتمال کالوس یهابر درصد 

بود )جدول  زاییینجن یها در القابساک ییها بر توانارقم و اثر متقابل آن یط،اثر مح یاز معنادار یحاک یانسوار یهاهده شد. تجزمش  یمشابه

ا5 م   یجهنت  ین(.  نشان  یجنتا همچنینکشت و رقم قرار دارد. یطمح نوع یربه شدت تحت تأث ییزاهمانند کالوس یزن زاییینکه جن  دهدینشان 

از جنبازا    یاهانکه درصد گ  دادند ن  یلتشک  هایینشده   ین(. ا5قرار گرفته است )جدول  یمورد بررس یمارهایمعنادار ت  یرتحت تأث  یزشده 

احتمال    یمعنادار اصل  یبرا  01/0در سط   متقابل آن  یهمه عوامل  اثر  اهمو  موفق را  ییباززا یکشت برا  یطمح  یبترک  یقدق  یمتنظ  یتها، 

 یاهیکننده رشد گ یمتنظ یمارهایت یکشت، مشخص شد که تمام  یطچهار مح  یانگینم   یسهآمده از مقادستبه یجساس نتاا  بر  .سازدیبرجسته م 

 یپژوهش، به القا یندر ا یمورد بررس هاییپژنوت یهکل ین،(. همچن4فلفل شدند )شکل  یهادر بساک  ییزاشاهد، منجر به کالوس یمارجز تبه

به  یفلفل مورد بررس یپژنوت 17راستا است که در آن، تمام هم (Grozeva et al., 2021)یق تحق یجبا نتا یافته ینکالوس واکنش نشان دادند. ا

بساک پاسخ دادند. درصد  47/78با مقدار  Massilia یپدر ژنوت ییزاکالوس یزانم  یشترینکالوس، ب یدکنندهتول یهانظر درصد بساک  از  کشت 

 ینبالاتر C4 یطمح یگر،د یبود. از سو C2 یطدرصد در مح 03/16با  Tarento یپمقدار مربوط به ژنوت ینمشاهده شد و کمتر C4 یطدر مح

 نشان داد. یمارهات یانکالوس در م  یرا در القا یرتأث

ب  یپاسخ  یچه  Nirvin  یپژنوت  زایی،ینخصوص جن  در نداد.   62/52با  C2 یطدر مح Tarentoمربوط به رقم  زاییینجن یزانم   یشتریننشان 

 هاییطمح یاهی،کننده رشد گ یمتنظ یمارهایت یردست آمد. از نظر تأثدرصد به51/1با   C4 یطدر مح  Aranciaآن در رقم  یندرصد بود و کمتر

C1  وC2 هاییپحاضر، در ژنوت هاییدر بررس(. 4داشتند )شکل  زاییینجن ینقش را در القا  ینریشتب Tarento  وArancia یطدر مح C2 ،

 ینیجن یچرا داشت، اما ه ییزاکالوس یشترینب C4 یطدر مح ینکهبا ا Massilia یپ. در مقابل، ژنوتبیشتر بود ییزااز کالوس زایییندرصد جن

 (.4نکرد )شکل  یدتول

 

 
های غیر طبیعی که اندام شبیه : جنینCهای ایجاد شده از کالوس. : جنینB: کالوس ایجاد شده از بساک. Aروز.  50بعد از  C2های کشت شده در محیط بساک  -2شکل 

 : گیاهچه تشکیل شده از جنین طبیعی. Dیل شده است. ریشه تبد

Fig 2. Anthers cultured in C2 medium after 50 days. A: Callus formed from anthers. B: Embryos formed from callus. C: Abnormal embryos 

that have developed into root-like organs. D: Plantlet formed from normal embryo. 
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 Fig 3. Plant regeneration in bell pepper anther culture           ایباززایی گیاه در کشت بساک فلفل دلمه -3شکل 

 ایچهار رقم فلفل دلمه بساک تجزیه واریانس برای اثر محیط کشت و رقم بر روی کشت -5 جدول

Table 5. Analysis of variance for the effect of growing medium and cultivar on anther production of four bell pepper cultivars 

S.O.V df  
Mean of square  

  Callus-producing anthers Embryogenic anthers Regenerated plants 

Medium 3 **4368.31 **819.70 **5.99 

cultivar 3 **378.12 **598.73 **3.27 

Medium× cultivar 9 **275.28 **415.14 **3.27 
Error 32 41.82 3.22 0.02 

CV(%)  16.53 30.01 47.79 
** Indicates a significant difference at the one percent level. 

 
( و Embاک های تولید کننده جنین )( ، درصد بسCalهای تولید کننده کالوس )نمودار مقایسه میانگین اثر متقابل محیط کشت × رقم برای صفات درصد بساک -4شکل 

 . Tarento: رقم Nirvin .D: رقم Massilia .C: رقم Arancia .B: رقم A(. Regها )های تولید شده از جنیندرصد گیاهچه

Fig 4. Comparison of the mean of the interaction of culture medium × cultivar for the traits percentage of anthers producing callus (Cal), 

percentage of anthers producing embryos (Emb), and percentage of plantlets produced from embryos (Reg). A: Arancia cultivar. B: Massilia 

cultivar. C: Nirvin cultivar. D: Tarento cultivar. 
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بازده را در پاسخ به کشت بساک داشته است، چرا  ین( بهتریاهستهو آغاز دو یاهستهخر تککه مرحله دوم )اوا دادآمده نشان  دستبه  یجنتا

م  ا  یکروسپورهاکه  دارا  یندر   ,Ashok Kumar & Murthy) از جمله یشینبا مطالعات پ هایافته ینبا تکامل کامل بودند. ا  ییهاهسته  یمرحله 

2004; Kim et al., 2004; Kumar et al., 2003)  اهم مناسب  ینراستا است، که  اند. از کرده یآندروژنز معرف یالقا یفاز برا ینترمرحله را 

دل  یگر،د  یسو به  اول،  مرحله  بودن هسته و    یلدر  م   یلعدم تشک  یانارس  بساک   یمناسب  یدهپاسخ  یتقابل  یکروسپورهاکامل آن،  به کشت 

 مورد انتظار مشاهده نشد.  یزیتما یتظرف ی،اهستهتک یکروسپورهایعدم حضور م  یلدل به یزدر مرحله سوم ن نی. همچنتندنداش

ب  ینا  یها  یافته مح  یانگرپژوهش  نوع  که هم  است  مختلف تأث  یکیژنت  هاییژگیکشت و هم و  یطآن   یالقا  ینددر فرآ  یتوجهقابل  یرارقام 

بساک خاص، متفاوت بوده  یطیمح یطکه پاسخ هر رقم به شرا دهدینشان م  یز× رقم ن یطاثر متقابل مح یفلفل دارند. معنادار یهاکالوس در 

محی  توانیو نم و  یطمح یاهیرشد گ هایکنندهیمتنظ یبترک ینمؤثر دانست؛ بلکه تعامل ب یکسانطور به هایپتمام ژنوت یواحد را برا  یطک 

 یطمح یاهیکننده رشد گ یمتنظ یبو ترک یپمتقابل ژنوت یرتأث همچنیندارد.  ییزاکالوس یزانم   در  ایکنندهیینرقم نقش تع  یکیژنت  هاییژگیو

بر القا نشان داده است   یقتحق  ینا یجشده است. نتا  یبررس  (Chaudhari, 1997) توسط  یز( ن.Capsicum annuum Lکالوس در فلفل ) یکشت 

ب  یرتحت تأث  یطور قابل توجهبه  ییزاکالوس  یهاکه پاسخ کشت  یطمح یاهیکننده رشد گ یمتنط هاییبو ترک  تلفمخ  هاییپژنوت  ینتعامل 

به دارند.  مثال، ژنوتقرار  نشان  NAA یتردر ل گرمیلیم  5/12 یحاو MS یطد کالوس را در محرش  یشترینب  'California Wonder'  یپعنوان 

 ینا یجمشابه نتا هایافته ینکرد. ا یدتول NAA یتردر ل گرمیلیم  5/7با  MS یطرا در مح ینتعداد جن یشترینب 'Jwala'  یپژنوت  یکهداد، در حال

م   یقتحق برا  دهندیبودند و نشان  با  یالقا  سازیینهبه  یکه  کشت متناسب با  یطمح  یاهیکننده رشد گ  یمتنظ  هاییبترک  یدکالوس در فلفل، 

 ی،سلول یزمرتبط با تما یکیژنت هاییژگیاز و یناش تواندیم  زاییینارقام در توان جن یانم  تفاوت  شوند. یمتنظ یپهر ژنوت  یکیژنت  هاییژگیو

استرس و حساس  یکروسپورهام   یریواکنش پذ ارقام در  یبرخ رسدینظر م به ین،باشد. علاوه بر ا یاهیگ کننده رشد یمتنظ یبات به ترک  یتبه 

اهم  یشتریب  یدکه تأک  کنندیم   یجادا  ینیجن  یزتما  یبرا  یترهینبه  یزیولوژیکیف  یطخاص، شرا  هاییطمح  یبرخ دق  یتبر   یطشرا  یقانتخاب 

بافت دارد.  کشت 

ا  زاییینجندر خصوص  آمده  دستبه  نتایج با    یندر  در   (Barroso et al., 2015)در گذشته هم راستا است    شدهگزارش  هاییافتهپژوهش 

مذکور،تحق جن  یق  که  شد  به  زاییینمشخص  بساک  معناداردر کشت  م   یرتحت تأث  یطور  متقابل   هاییژگیکشت و و  یطمح  یبترک  یاناثر 

 16 یانگین)م  زاییینجن یزانم  ینبالاتر داریبا اختلاف معن M2کشت  یطدر مح ۹شماره  یپعنوان نمونه، ژنوتقرار دارد. به  هایپژنوت  یکیژنت

 یشبا کشت بین در پژوهشی محققان همچنداشتند.  ترییفپاسخ ضعکشت  یطدر همان مح هایپژنوت یرکه سا ی( را نشان داد، در حالینجن

 ینقش مؤثر یزنمودند که دما ن یدتأک ینبوده و همچن یردرصد متغ 1/6تا 5/1  ینب  زاییینبساک فلفل، گزارش کردند که درصد جن 11۹000از  

موفق داد که پاسخ  هایافته  ینا  .(Kristiansen & Andersen, 1993)کند  یم   یفاا  زاییینجن  یتدر  آندروژنز فلفل  یستمدر س یزیتما یهانشان 

ن  یستندن  یمقابل تعم  یسادگبه  یطشرا سازیینهاساس، به ینوجود دارد. بر ا یپهر ژنوت یبرا یطیمح هاییبترک یاختصاص یبه طراح یازو 

به نوع تنظها،  دما نگهداری نمونهاز لحاظ    یژهوکشت   هایپژنوت  ینب  یکیژنت  یهابا در نظر گرفتن تفاوت  یدبا  یاهیرشد گ  هایکنندهیمغلظت و 

گزارش شده  یزن یگرات ددر مطالع یپ،به ژنوت زاییینجن ییتوانا  یدشد  یوابستگ یدهپد  .یابد  یشافزا  زاییینجن  یندفرآ ییتا کارا  یردصورت گ

به رو  یبررس  یجنتا  کهیطوراست؛  م Brassica sppمختلف کلزا )  یهاگونه  یبر  و   یکسانکاملاً    یطیمح  یطدر شرا  یکه حت  دهدی.( نشان 

موفقکنترل م   یتشده، نرخ  م   تواندیم   یکروسپوردر کشت   ,Frey & Müllerداشته باشد )  یچندبرابر  یهامختلف، تفاوت   هاینوتیپژ  یاندر 

به2011 مثال، در گونه (.   یگرکه د یکنند، در حال یدتول دیشیدر هر پتر ینجن 50از  یشتوانستند ب هایپژنوت ی( برخB. napus) کلزاعنوان 

حضور  یه،اول تنش یمانند دما ییفاکتورها یقدق یمکردند که تنظ یدتأک ینها همچنکردند. آن یدتول ینجن 5ط کمتر از یدر همان شرا هایپژنوت

مح  هاییدرات کربوه در  نوع تنظ  یطخاص  و  انتخاب صح  کنندهیمکشت  به  یدیاز عوامل کل  یپ،ژنوت  ی رشد، در کنار   یندفرا  سازیینهدر 

 هستند. زاییینجن
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سالم و کامل به  یاهچهبه گ ینجن یلدهنده آن است که تبدشده، نشان یلتشک هاییندر حضور جن  یحت یمارهات  یدر برخ ییباززا یینپا  درصد

  یزرشد ن یدر مراحل بعد ییدما  یا ینور  یزیولوژیکی،عوامل ف  یرتحت تأث تواندیم  یی،القا یطمح  یبات دارد که علاوه بر ترک  یازن  یمتفاوت  یطشرا

ااشدب حاک  یجنتا  ین.  مجموع  موفق  یدر  است که  آن  به  یتاز  به  بساک وابسته  مرحله  سازیینهدر کشت  دق  یاچند  اساس   بر  یمارهات  یقو 

بر به یرتأث  یابیمنظور ارزبه یمتعدد  یهاپژوهش  رقم است.  هاییژگیو بساک در گ ییکارا  سازیینهعوامل مختلف   Capsicumفلفل ) یاهکشت 

annuumاست گرفته  داد که کارا  تحقیقات   ینا  یجنتا.  (Nowaczyk & Kisiała, 2006)  ( صورت  به  یینشان  به   یطور قابل توجهآندروژنز 

بستگ  ینگهدار  یطو شرا  یپژنوت بساک  معن  ین،دارد. همچن  یکشت  القا  ینب  داریرابطه  و  C یطبساک در مح زایی برایی جنینطول دوره 

مح  Kinetinسط    ا  یطدر  م   هایافته  ینمشاهده شد.  است که علاوه  یچندعامل یندیسالم و کامل، فرآ یاهچهبه گ ینجن یلکه تبد دهندینشان 

ترک بعد  ییدما  یا  ینور  یزیولوژیکی،ف  یطبه شرا  یی،القا  یطمح  یبات بر  مراحل  ن  یدر  ا  یزرشد  است.   یقتحق  هاییافتهمشاهدات،    ینوابسته 

 نمایدیم  ییدتأ جنین، یعوامل پس از القا یتحاضر را در خصوص اهم

بساک  صدر خصو م   یدتول  یهادرصد  کننده  یممقدار تنظ یشترینب یدارا C4 یطمح ینکهاظهار کرد که باتوجه به اچنین توان یکننده کالوس 

کننده  یمتنظ ینگرفت که ا  یجهنت  توانیم   ،را نشان داد یمارهات یانکالوس در م  یرا در القا یرتأث  ینبالاتر  یطمح یناست و ا  D-2,4  یاهیرشد گ

به    یمؤثرتر  نقش  یاهیرشد گ القا  Kinetinنسبت  دهنده تفاوت پاسخ نشان ینموضوع همچن ین(. ا4کرده است )شکل   یفاا  ییزاکالوس  یدر 

تنظ  هایپژنوت مختلف  سطوح  گ  یمبه  رشد  همچن  یاهیکننده  از  ین  است.  بهD-2,4استفاده   یتر،در ل  گرمیلیم   2تا    1  یهادر غلظت  یژهو، 

القا  یشترینب داشته است، در حال  Pusa Jwalaس را در رقم  کالو  یدرصد  با  یبدر ترک یا ییتنهابه Kinetin  یحاو  یمارهایکه ت  یبه همراه 

پا تأثD-2,4  یینغلظت  دادند  یکمتر  یر،  نشان  خود  ار  .(Rao & Sangapure, 2014)  از  دیگر، تفاوت در پاسخ  به تیمارهای از سوی  قام 

های تری به تیمارهای ترکیبی با غلظتپاسخ مطلوب  G4 کننده رشد گیاهی نیز مشاهده شد. برای نمونه، نتایج مطالعات نشان داد که رقمتنظیم

 Kinetin یا BAP زمانو حضور هم D-2,4تر در شرایطی با سط  پایین Pusa Jwala دهد، در حالی که رقم دیگری مانندنشان می D-2,4بالاتر 

های شدت تحت تأثیر ویژگیهای رشد گیاهی بهکنندهعملکرد بهتری در تشکیل کالوس داشت. این نتایج حاکی از آن است که پاسخ به تنظیم

معناداری در پاسخ آندروژنز بین ژنوتیپتفاوت    .(Ranjan et al., 2018)  ژنتیکی رقم است ها و حتی گیاهان مجزا گزارش شده است؛ های 

نی مطالعه حاضر  نتایج  با  این یافته  دارد، و  اهداکننده در تعیین کارایی آندروژنز در فلفل تأکید  بر نقش کلیدی ژنوتیپ گیاه  که  ز موضوعی 

داردهم افزا  ینهمچن  .(Niklas-Nowak et al., 2012)  خوانی  با   یتر،بر ل گرمیلیم  2تا   D-2,4کننده رشد    یمغلظت تنظ  یشمشاهده شد که 

ب  یابدیم   یشافزا  ییزاکالوس  یزانم  به  زاینجن  یهاکالوس  یشترینو  نتا  اییافتهدست آمدند؛  در همان غلظت  با  راستا پژوهش هم  ینا  یجکه 

القا  یدیقدرتمند، نقش کل  یمصنوع  یناکس  یکعنوان  به  D-2,4   کننده رشد  یم. تنظ(Pineda-Lázaro et al., 2011)  است  هاییمتقس  یدر 

رشد را فعال  یمیتنظ یرهایمس یعی،طب هایینعملکرد اکس یدبا تقل یبترک ین. اکندیم   یفاا  ییزاکالوس  یندو آغاز فرا  یافته  یزتما  یرغ  یسلول

ها اندام ییباززا یا ینیجن یزآغاز تما یراب یازین یشامر پ ینکه ا شودیم  یزنیافتهتما  یهادر سلول  یتوزیم   هاییمتقس  یککرده و موجب تحر

ا(De Klerk, 2012)  است  اییشهشدرون  یطدر شرا در  ن  ین.  به   یلاست، تما  یافته  یشافزا  D-2,4مشاهده شد که هر چه غلظت    یزپژوهش 

ب یناست. ا یافتهکاهش   زاییین، جناما در مقابل  ست،شده ا  یشترب  ییزاکالوس  یتوکینینو س ینسطوح اکس  ینآن است که تعادل ب  یانگرموضوع 

 است. یکامل، ضرور هاییاهچهگ یدتول برای یسلول یزو تما زاییینجن یرمس یکتحر یبرا

نوع غ  تولید شده  هایینپژوهش جن  ینا  در از  مطالعه.همچنین  بودند  یعیطب  یرعمدتاً  باززا  یادر  درصد  28/8تا  83/4 ینب  هاینجن  یینرخ 

کنننده  یماز عدم تعادل تنظ یناش تواندیم  یدهپد ین. ا(Grozeva et al., 2021) اندبوده یرطبیعیغ یافتهرشد   هایینگزارش شده و عمده جن

 یرادامه مس ی( برایطمح  pH  یانور، دما    یر)نظ یطیمح  یطنامناسب بودن شرا یاو   ای،یشهش از کشت درون  یناش  یکیژنت یداریناپا  گیاهی،رشد 

باززا  یطمح  یازمندن  یکآندروژنت  هاییناز جن یاهچهگ  یدعلاوه، تولباشد. به  ینجن  یعیطب ینتکو  یزیولوژیکی،ف یهامناسب، بدون تنش  ییکشت 
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دما  ینور یطو شرا  ینهآم  یدهایاس یا هااکسیدانیافزودن آنت یرشد و حت  هایکنندهیمسطوح قند، تنظ  تریقدق  یبررس  ین،است. بنابرا یقدق ییو 

 مؤثر باشد. ییدر بهبود روند باززا تواندیکشت م  یطبه مح

و  یکروسپورمرحله نمو م  یرتحت تأث  یتوجهطور قابلبه یادر کشت بساک فلفل دلمه یتپژوهش نشان داد که موفق ینا یجتا:  گیری کلینتیجه

به  هایپژنوت  یکیژنت  هاییژگیو  ینهمچن دارد.  م قرار  نها  رسدینظر  تک  ییمرحله  اندک  یکروسپور،م   یاستههرشد  درصد  با  از   یهمراه 

برا  تریناسبمن  ی،اهستهدو  یکروسپورهایم  به   هایپتفاوت پاسخ ژنوت  ینباشد. همچن  in vitro  یطدر شرا  زاییینجن  یرمس  یالقا  یمرحله 

مح  هاییبترک  یاست. از سو یکیژنت ینهبه زم  یکیپاسخ اندروژنت یدشد یدهنده وجود وابستگنشان  یهورمون  یمارهایکشت و ت  یطمختلف 

برخ  یگر،د همراه بود؛  یینیپا ییبا کارا یاهچهبه گ هاینجن ینا یلمشاهده شد، اما تبد یقابل توجه مقداربه    ینجن  یدتول  یمارهات  یاگرچه در 

ب  یموضوع بعد  هایییتوجود محدود  یانگرکه  مراحل  بساک است. در مجم  هایینو رشد جن  ییباززا  یدر  از کشت  نتاحاصل   ینا  یجوع، 

تأک موفق  کندیم   یدمطالعه  تول  یتکه  دبل  یدهاپلوئ  یاهانگ  یددر  دلمه  یقاز طر  یدهاپلوئو  بساک فلفل  دق  یازمندن  یاکشت  مرحله   یقانتخاب 

 است. ییباززا یطشرا سازیینهمطلوب و به یپژنوت یکروسپور،مناسب م 

نتاب:  پیشنهادها  به  انجام پژوهشدستبه  یجا توجه   یشنهاداست. پ یضرور زاییینجن یمراحل پس از القا سازیینهبه یبرا یلیتکم یهاآمده، 

آ  شودیم  مطالعات  بررس  ینده،در  بر  از نظر عوامل ف  یطمختلف، شرا  یهورمون  هاییبترک  یعلاوه  مح  یزیکیکشت  نور،   یطیو  دما،  مانند 

پاسخ  یبررس ین. همچنیابد یشافزا یاهچهبه گ ینجن یلتبد ییتا کارا یردقرار گ یابیمورد ارز یزرشد ن یهاکنندهمیبستر و غلظت تنظ  یبترک

کمک کند. افزون  یدهاپلوئو دبل یدهاپلوئ یدتول یتر برامناسب genotypes یبرتر و معرف  یکیمنابع ژنت ییبه شناسا  تواندیم   یشترب هاییپژنوت

ا از    ین،بر  به  راهکارهاییاستفاده  بساک، پ  سازیینهمانند  برداشت  افزا  تواندیم   ییباززا  یطشرا  یمو تنظ  ییالقا  تیمارهاییشمرحله   یشدر 

نها نها  یستمس  ینا  ییراندمان  در  باشد.  نقش  تواندیم  یاکشت بساک فلفل دلمه  یبرا  وابستهیپپروتکل کارآمد و ژنوت  یکتوسعه    یت،مؤثر 

 د.کن یفاخالص ا هایینلا یداصلاح نباتات و تول یهابرنامه یعدر تسر یمهم
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