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 چكیده

 کدوی دارویی گیاه ساکدر کشت ب هاپلوئید رویان تولید و القاء کالوس بر مختلف اثر فاکتورهای بررسیمنظور به مطالعه این

 و کشت گلخانه در کاغذیپوست کدوی بذور آزمایشات، انجام برای. شد انجام( Cucurbita pepo var. Styriaca) کاغذیپوست

صورت به . آزمایشاتشدند استریل بعدی مراحل در استفاده برای و انتخاب مترسانتی 5/1 اندازه با نر هایغنچه گلدهی، زمان در

 تیمار پیش طحس سه در سرمایی تیمار پیش اثر اول آزمایش. گردیدند اجرا تکرار 3 با تصادفی کاملاً طرح قالب در فاکتوریل

 صفت بر یاهیرشد گ هایکنندهتنظیم ترکیب و( شاهد) سرمایی تیمار پیش بدون و بساک سرمایی تیمار پیش غنچه، سرمایی

 حاوی کشت محیط در هابساکو کشت  هاغنچه سرمایی تیمار پیش.  گرفت قرار مطالعه مورد بساک کشت در زاییکالوس میزان

1-mgl1 NAA 1 و-mgl  2 D-2,4 صفت بر حرارتی مارتی پیش اثر دوم، در آزمایش ایجاد کرد. را زاییکالوس درصد بیشترین 

 اثر شامل ومس آزمایش. بود روز 7 مدت به ºC32 تیمار  به مربوط جواب بهترین آزمایش این در. شد بررسی زاییکالوس درصد

 نور شرایط در که هاییبساک بود، کاغذیپوست کدوی بساک کشت در زاییکالوس صفت بر رشد یهاکنندهمیو تنظ نوری تیمار

 هارمچ آزمایش در  .داد نشان را زاییکالوس درصد بالاترین شد، کشت mgl 5/2 D-2,4  +1-mgl 1 BAP-1 هورمونی غلظت با

  در و شد میکروسپورها از تعدادی رشد به منجر که گردید اعمال E20 کشت محیط در میکروسپور کشت طریق از آندروژنز

 .شد مشاهده قرینه تقسیمات سیتولوژیکی یهایبررس
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  1401، 2، شماره 3و ژنتیک گیاهی، جلد  تولید  

 مقدمه

 که باشندمی دارویی منابع نیترمهم از یکی دارویی گیاهان

 Tripathi and). اندداشته کاربرد پیش سال هزاران از

Tripathi, 2003) تاکنون دارویی گیاهان قدمت به با توجه 

 نگرفته صورت یاملاحظهقابل پیشرفتها آن اصلاح مورد در

 صنایع ازیموردن گیاهی یاولیه مواد گذشته هایسال طی و

 کشت  دلیل همین به. است شده برداشت طبیعت از دارویی

 و کمی صفات ارتقاءمنظور به دارویی گیاهان کردن اهلی و

 صفات با هاییژنوتیپ ایجاد و گیاهی هایفرآورده کیفی،

 تخم کدوی. باشدمی برخوردار خاصی اهمیت از مطلوب

 جزء( Cucurbita pepo var. styriaca) کاغذیپوست

 داشتن علت به که شودمی محسوب دارویی مهم گیاهان

 ,.Jahan et al) باشدیباارزش موردتوجه م دارویی خواص

 اصلاح تحقیقات دارویی، گیاهان سایر با مشابه ولی(. 2010

 تولید. است گرفته صورت گیاه این روی بر کمی بسیار نژادی

 بهبود در مرحله اولینعنوان به اغلب خالص هایلاین

 هایلاین. باشندیتوجه مقابل جاتیفیص و سبزی ژنتیکی

 هایواریته تولید برتر، هیبریدهای تولید هدف سه با خالص

. گردند استفاده توانندیم جدید هایواریته تولید و سنتتیک

 گیاهان در( مضاعف هاپلوئید گیاهان)خالص هایلاین تولید

 از آزاد یافشانگرده دارای گیاهانخصوص به مختلف زراعی

( .Cucurbita pepo L) کاغذیپوست تخم کدوی قبیل

 هالاین این. باشدیم مناسب تسهیلات و زمان نیازمند

 با( سال یک الی ماه چند) کوتاهیزمان مدت در توانندیم

 دست به تخمک یا بساک یاشهیش درون کشت از استفاده

 لازمزمان مدت کهی(. درحالMetwally et al., 1998) بیایند

 سنتی یهاروش طریق از هموزیگوت هایلاین تولید برای

 Farsi and Zol) باشدیم سال 6-8 حدود نباتات، اصلاح

Ali, 2008از رایجطور ( بهآندروژنز) گرده در ییزاانی(. رو 

 القاء ایزوله میکروسپورهای کشت یا  بساک کشت طریق

 سادگی، دلیل به بساک کشت .(Germana, 2011) گرددیم

 هاپلوئید گیاهان تولید در انتخابی روش یکعنوان به

 در.  است شده استفاده زراعی گیاهان از بسیاری در مضاعف

 دامنه برای زیاد مقیاس در بساک کشت امکان روش این

 Sopory and) باشدیم ریپذامکان هاژنوتیپ از وسیعی

Munshi, 1996). فاکتورهای قبیل از متعددی عوامل 

 در را گامتی ییزاانیرو به پاسخزاد برون وزاد درون

                                                                                                                                                                                      
 
1 endoreduplication 

 Wang et) دهدیم قرار تأثیر تحتشده کشت یهابساک

al., 2000; Datta, 2005) .،و فیزیولوژیکی وضعیت ژنوتیپ 

 گرده دانه نموی و رشد مرحله مادری، گیاهان رشد شرایط

 کشت محیط ،شدهکشت یهابساک یاها غنچه تیمار پیش

 یا جداگانهطور به رشد یهاکنندهمیتنظ و یاشهیش درون

 به هابساک پاسخ بر که هستند عواملی ازباهم  ترکیب در

 گذارندیم ایتوجهقابل تأثیر یاشهیش درون کشت

(Germana, 2011 .)مشاهده گیاهی یهاگونه از بسیاری در 

  شیمیایی یا فیزیکی تیمارهایپیش اعمال که است شده

 دهندهگل خوشه کل گیاه، ازجداشده  نر گل یهاغنچه روی

 کننده القاء کلید یکعنوان شده بهکشت هایبساک روی یا

 مسیر بازدارنده همچنین و اسپروفیتیکی نمو و رشد

. کندیم عمل( بالغ گرده دانه تولید) گامتوفیتیکی

 بالا، دمای سرمادهی، قبیل از مختلفی تیمارهایپیش

 سانتریفیوژ، ی،هوازیب شرایط خشکی، تنش بالا، رطوبت

 اشعه با پرتوتابی اتانول، نیتروژن، و ساکاروز گرسنگی تنش

 شوک سلولی، هایمیکروتوبول کنندهبیتخر مواد گاما،

 نرزایی القاء منظوربه مختلف گیاهی هایدرگونه الکتریکی

 یها(. شوکShariatpanahi et al., 2006اند )شده استفاده

عنوان ( بهگرمایی و سرمایی تیمارهایپیش) دمایی

 شناخته گامتی ییزاانیرو القاء در تیمارهاپیش نیمؤثرتر

 شدهنهیبه میزاناند. گرفته قرار استفاده مورد و شده

 هایژنوتیپ در آن اعمالزمان مدت و دمایی تیمارپیش

 باشدیم متفاوت گیاهی یهاگونه به مربوط مختلف

(Germana, 2011.) 

 3 تا 2 مدت به گرادیسرررانت درجه 4 سررررمایی تیمارپیش

 زراعی گیاهان از بسیاری بساک کشت در رایجطور به هفته

ستفاده ست شده ا  مادری گیاه ژنوتیپ نوع به آن اثرات و ا

ستگی  سرمایی تیمارپیش. (Osolnik et al., 1993)دارد  ب

 منجر که شررده 1داخلی همانندسررازی فراوانی افزایش باعث

ید افزایش به به مضررراعف هاپلوئ هان در خودیخود یا  گ

 معمولاً گرمایی تیمارپیش(. Amssa et al., 1980) گرددمی

ساک روی شت یهاب  30 -37دمایی  محدوده در وشده ک

 اعمال روز چند تا سرراعت چند مدت به گرادیسررانت درجه

 هاگونه بعضرری در کامل گیاهان یا گل هایجوانه. شررودمی

 24به مدت  گرادسرررانتی درجه 30 دمای تحت کههنگامی

 قرار ساعت یک مدت به گرادسانتی درجه 40 یا و ساعت



 
کشت بر القاء کالوس در یاهیرشد گ یهاکنندهمینور و تنظ ،یتیمار دمایاثر پیش... 

 رسدمی. به نظر شودمی القاء هاآن در ییزاانیرو گیرند،می

 و نموده تجزیرره را هررامیکروتوبول حرارتی، تیمررار کرره

 فرآیندها این. دهدمی تغییر خود جای از را دوک هایرشته

 نمو و رشرررد و میکروسرررپور هسرررته غیرعادی تقسررریم به

  (.Pierik, 1987) شودمی منجر اسپوروفیتیکی

قای بر مؤثر عوامل از یکی نور  برای. باشررردمی آندروژنز ال

-Datura innoxia (Sangwan))  ترراتوره گیرراه کشررررت

Norreel 1977)، ( ترروتررونNicotiana tabacum) ( 

Sunderland and Roberts, 1977 ) طه صرررردفی و قشررر

(Annona squamosa) (Nair et al., 1983) مار یه تی  اول

قاء برای پراکنده نور کاربرد سرررپ  تاریکی و  آندروژنز، ال

 ایزوله میکروسپور هایکشت. است گردیده گزارش مناسب

 باشررندمی ترحسرراس نور به بسرراک هایکشررت به نسرربت

(Nitsch, 1977) .گیرراهی خردل چینی  هررایگونرره در

(Brassica juncea )(Sharma and Bhojwani, 1989)  و

 در نور از اسررتفاده  (Xu, 1990)(Hordeum vulgare)جو 

 همچنین. اسررت شررده گزارش مضررر بسرراک، هایکشررت

ست شده گزارش سپورها دهیکالوس که ا  کشت در میکرو

یاه بسررراک  تاریکی به( Azadirachta indica) چریش گ

 .(Chaturvedi et al., 2003) دارد نیاز ممتد

 که باشدمی دیگری عوامل از گیاهی رشد یهاکنندهمیتنظ

 تأثیر تحت گیاهی مختلف یهاگونه در را آندروژنز کارایی

 در درونی عوامل از رشد هایکنندهتنظیم. دهندمی قرار

 طبیعی هایفعالیت بر تأثیر با  که باشدمی گیاهان رشد

 Maheshwari et) کندمی کنترل راها آن نمو و رشد گیاه،

al., 1982.) از استفاده گیاهی، یهاگونه از بسیاری در 

 ها،اکسین قبیل از گیاهی رشد یهاکنندهمیتنظ

 ضروری آندروژنز، القاء برایها آن از ترکیبی یا هاسیتوکنین

در  (.Maheshwari et al., 1982) است شده گزارش

 D-2,4 هورمون و ساکارز مختلف هایغلظت اثر پژوهشی،

 کشت طریق از کاغذی تخم کدوی هاپلوئید گیاهان تولید بر

 از هاپلوئید گیاه بیشترین در این تحقیق، شد؛ بررسی پرچم

 یاهستهتک مرحله میکروسپورهای حاوی پرچم کشت

 mgl 150-1 حاوی کشت هایمحیط در انتهایی تا میانی

 Metwally)آمد  دست به D-2,4 هورمون mgl 5-1 و ساکارز

et al., 1998.) نتایج Song که داد نشان( 2007) همکاران و 

 درصد بر رویان، القاء کشت محیط و گرمایی تیمارپیش

 داریمعنی اثر خیار بساک کشت در زاییرویان و زاییکالوس

( 2015) همکاران و Abdollahiهای اخیر، در سال .داشت

 ،(سیتوکنین و اکسین) گیاهی رشد یهاکنندهمیتنظ اثر

 تخمدان توأم کشت و گرمایی و سرمایی تیمارهایپیش

 مورد هندوانه بساک کشت در آندروژنز کارایی روی را گندم

 و گامتی رویان و کالوس تولید به موفق و دادند قرار بررسی

 تحقیق در. گردیدند هاپلوئید گیاهان باززایی همچنین

 و سرمایی تیمارهایپیش شامل مختلف عوامل اثر حاضر،

 کارایی بر نور و گیاهی رشد یهاکنندهمیتنظ گرمایی،

 مورد کاغذیپوست تخم کدوی بساک کشت از آندروژنز

 اثر تحقیق این دوم بخش در همچنین. گرفت قرار بررسی

 کشت طریق از آندروژنز القاء روی گرمایی تیمارهایپیش

 .شد بررسی میکروسپور

 

 هاروش و مواد

 مادری گیاهان رشد شرایط و گیاهی مواد

 بذر پاکان یمؤسسه از کاغذیپوست تخم کدوی بذور

 هایسال در و بوده اتریش بومی واریته این. شد تهیه اصفهان

 انجام جهت .است شده رایج ایران در آن کشت اخیر

 کوکوپیت بستر با پلاستیکی هایشاسی در بذور آزمایشات،

 محلول برگی 4 مرحله در و گردید کشتگلخانه  در پرلیت و

 جهت انتهایی مریستم روی ppm 500 غلظت با نقره نیترات

 سپ  و (Den Nijs and Visser, 1980اسپری ) گیاه نرزایی

در شرایط فتوپریود  ها. گلدانشد منتقل بزرگ هایگلدان به

 گرادیسانت درجه 15-30 دمای و( روز/شب) ساعت 8/16

 و چیده مختلف هایاندازه با هاغنچه سپ . قرار گرفتند

 مرحله تعیین سیتولوژیکی آزمون بررسی و آزمایشات جهت

 .شدند منتقل آزمایشگاه به گرده دانه نموی و رشد

 

 رویان و کالوس القاء کشت محیط

صورت به آزمایشات از یک هر در کالوس القاء کشت محیط

 از یک هر در. شد تهیه آزمایش نوع بسته به و جداگانه

 ازشده اعمال تیمار نوع به بسته کشت هایمحیط

 و کالوس القاء جهت. گردید استفاده مناسب هایهورمون

 سطوح با E20 و B5 پایه کشت محیط از آزمایشات در رویان

-2,4 یا ،D+NAA-2,4 هورمونی هایترکیب مختلف

D+BAP هورمونی ترکیب و کالوس القاء جهت Kinetin 

+NAA یا BAP  +NAA شد استفاده رویان القای جهت. 
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 تعداد شمارش جهت سیتولوژیكی آزمون

 شدهءالقا هایرویان و هاکالوس هایکروموزوم

طور به را دیپلوئید کدوی بذور ابتدا کار، این انجام برای

 کهیهنگام کنند، زاییریشه تا خیسانده ظرفی در جداگانه

 مترسانتی 5/0 اندازه به رسیدند، cm  1-2اندازه به هاریشه

 ظرفی در. شد داده قرار جدا ظرف در و بریده را هاآن از

 انتخاب را شدهالقاء هایرویان و هاکالوس از تعدادی دیگر،

 محلول در ساعت 3 مدت به جداگانهطور به نمونه دو هر و

 به هانمونه سپ  داده شد. قرار درصد 05/0 سینکلشی

 با پایان، درو  دارینگه کارنوی محلول در ساعت 24 مدت

 Darlington and) شدند آمیزیرنگ استوکارمن یک درصد

Lacour, 1976 .) لام روی هانمونه آمیزی،رنگ از پ 

 ها، زیرآن روی لامل دادن قرار از بعد و شده له آزمایشگاهی

 هاچهریشه و هاکالوس در هاکروموزوم تعداد میکروسکوپ،

 .گرفتند قرار شمارش مورد

 

 ترکیب و سرمایی تیمارپیش اثر: اول آزمایش

 در زاییکالوس درصد بر یاهیرشد گ هایکنندهتنظیم

 کاغذیپوست تخم کدوی بساک کشت

 مناسب یاندازه با هاییغنچه آزمایش، این انجام جهت

 gl 90-1حاوی 5B پایه کشت محیط سپ  شد، برداشت

 3 در D-2,4) شامل هورمونی تیمار 9 و آگار gl 8-1 ساکارز،

 -mgl  0-1) سطح 3 در NAA و( mgl 0- 1- 2-1) سطح

 اعمال جهت گروه 3 در و گردید تهیه  =7/5pHبا (( 1 -5/0

 ابتدا هاغنچه اول، گروه. شدند جداسازی سرمایی تیمارپیش

. گرفت قرار C°4سرمایی  تیمارپیش در روز 4 مدت به

 روی هاآن هایبساک و شد ضدعفونی سرمادیده هایغنچه

 کشت هورمونی مختلف تیمارهای حاوی کشت هایمحیط

 هابساک سپ  و یضدعفون ابتدا هاغنچه دوم. در گروه شد

 هورمونی مختلف تیمارهای حاوی کشت هایمحیط روی

 داده قرار روز 4 مدت به C°4 سرمایی تیمارپیش در و کشت

 تیمارپیش اعمال بدون و استریل ها،غنچه سوم، گروه. شد

 کشت هایمحیط روی ها، بساک(شاهدعنوان )به سرمایی

 هفته 4 حدود. شدند داده انتقال رشد اتاق به و گرفتهقرار 

 هایکالوس سپ . گردید القاء کالوس هابساک روی بعد،

 هورمونی  ترکیب با 5B باززایی کشت محیط در شدهالقاء

1-mgl2 Kinetin  +1-mgl 2/0 NAA این. شدند داده قرار 

 کاملاً  طرح قالب در 3×9 فاکتوریلصورت به آزمایش

عنوان به سرمایی تیمارپیش. شد انجام تکرار 3 با تصادفی

 ها،غنچه سرمایی تیمارپیش) سطح 3 در اول فاکتور

 و( سرمایی تیمارپیش بدون ها وبساک سرمایی تیمارپیش

( سطح 9 در) دوم فاکتورعنوان به هورمونی مختلف سطوح

 .شد گرفته نظر در

 زاییکالوس درصد گرمایی بر تیمار اثر: دوم آزمایش

هورمونی  ترکیب با 5Bپایه کشت محیط روی هابساک ابتدا

D-2,4 (1-mgl 2 )و NAA (1-mgl 1()تیمار بهترین 

gl- و ساکارز gl 90-1حاوی  و( قبلی آزمایشات در هورمونی

 دمای در روز 4 مدتو به  شد داده قرار pH=7/5با  آگار  18

C°4  با مجزا انکوباتور 3 در نگهداری گردید. سپ 

 مدت به( C°30- C°32- C°35)مختلف  هایحرارتدرجه

 .شد منتقل کشت اتاق به آن از پ  و شد نگهداری روز 7

 شاهدعنوان به گرمایی تیمارپیش اعمال بدون هم تیمار یک

 تصادفی کاملاً طرحصورت به آزمایش این. شد گرفته نظر در

 -C°30- C°32) حرارتی تیمارپیش سه. شد انجام تکرار 4 با

C°35 )تشکیل را آزمایش این تیمارهای شاهد، همراه به 

 .دادند

 

و  نوری تیمار متقابل اثر: سوم آزمایش

 بساک کشت در زاییکالوس بر رشد یهاکنندهمیتنظ

 کاغذیپوست تخم کدوی

 gl90-1حاوی 5B پایه کشت محیط از آزمایش این در

 به هاغنچه ابتدا. شد استفاده pH 7/5 با آگار gl 8-1 ساکارز،

 سپ . گرفت قرار C°4 سرمایی تیمارپیش در روز 4 مدت

 هورمونی تیمار 9 حاوی کشت هایمحیط در هابساک

 قرار C° 32انکوباتور  در روز 7 مدت به و شده کشت مختلف

 که تفاوت این با شد؛ منتقل کشت اتاق سپ  به و گرفت

 روشنایی در دوم گروه و( فویل در)تاریکی  در اول گروه

 قالب در 2*2*3 فاکتوریلصورت به آزمایش. نگهداری شد

  نوری تیمار. شد انجام تکرار 3 با تصادفی کاملاً طرح

 ،(روشنایی و تاریکی) سطح  2 در اول فاکتورعنوان به

 و 5/2 ،0) سطح سه در D-2,4 هورمون مختلف هایغلظت

 سه در BAP مختلف هایغلظت و دوم فاکتورعنوان ( به5

 .شد گرفته نظر در سوم فاکتورعنوان ( به1 و 5/0 ،0) سطح
 

 میكروسپور کشت مطالعه: چهارم آزمایش

 در کاغذیپوست تخم کدوی در میکروسپور کشت مطالعه

 مناسب اندازه با غنچه 50 حدود ابتدا. شد انجام آزمایش این

 آزمایشگاه به یخ، حاوی فلاسک با و جدا کدو هایبوته از
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 هاآن هایبساکسرعت به و یضدعفون هاغنچه. شد منتقل

 دمای با میکروسپور جداسازی محیط حاوی ظرف در و جدا

C°4 محلول بیشتری مقدار کامل، آسیاب از پ . شد له 

 صاف µm 250 الک با سپ  و اضافه محیط به جداسازی

 حجم با  cc  50فالکون 2 در حاصل سوسپانسیون. شد

 مدت به rpm 1270 دور با سانتریفیوژ در و تقسیم مساوی

 رویی مایع سانتریفیوژ، بار هر از پ . شد داده قرار دقیقه، 2

 مقداری با ظرف ته در شدهجمع میکروسپورهای و جدا

. شد سانتریفیوژ مجدداً  و مخلوط تازه ایزولاسیون محلول

 به 20E کشت محیط ml 2 .گردید تکرار مرتبه 3 عمل این

 غلظت هماسیتومتر لام با و اضافه میکروسپورها

 محیط ml هر در میکروسپور 40000 روی میکروسپورها

 100 حدود غلظت این به رسیدن برای. گردید تنظیم کشت

 و شد اضافه میکروسپورها به 20E کشت محیط سیسی

 در سیسی 15 مقدار به میکروسپورها حاوی کشت محیط

-پتری کشت، از پ . گردید توزیع دیشپتری هر داخل

 در یا روز 14 و 7 مدت به C30° دماهای در هادیش

 آزمایش این در .شدند داده قرار روز 7 مدت به C 32°دمای

 با BAP هورمون و mgl 5/2-1 غلظت با D-2,4 هورمون از

 به  سطح 3 در گرمایی تیمارهایپیش و mgl 5/0-1 غلظت

.  شد استفاده 1 جدول شرح

 

 
 میکروسپور در کشتمورداستفاده  یهازمانمدت و گرمایی تیمارهای -1 جدول

 

 

 

 

 
 

 
 

 آماری تجزیه

 تصادفی کاملاً طرح قالب در فاکتوریلصورت به آزمایشات

 انجام SPSS و Minitab افزارهاینرم از استفاده با تکرار 3 در

 بساک 10 ازای به کالوس دارای هایبساک درصد. شد

بودن روی آزمون نرمال. شد ارزیابی پتری هر درشده کشت

ی هادادهکردن انجام گرفت. جهت نرمال هادادهباقیمانده 

 استفاده گردید. هادادهدرصدی از تبدیل جذر 

 

 

 

 

 و بحث نتایج

 دانه نمو و رشد مرحله تعیین سیتولوژیكی آزمون

 (میكروسپور) گرده

تر توسط گروه تحقیقاتی مقاله در آزمایش دیگری که پیش

 سیتولوژیکی مشخص گردید که حاضر انجام شد، در آزمون

  اندازه به هاییبساک دارای cm3-4  اندازه با هاییغنچه

mm9-10 میکروسپورهایی حاوی هابساک این و باشندمی 

 Mohseniهستند ) انتهایی تا ای میانیهستهتک مرحله در

Araghi et al., 2017) .مرحله ترینمناسب مرحله این 

 گیاهان اکثر در کالوس القای و کشت جهت میکروسپور

  (.1شکل ) باشدمی

 

 

 دما (روز) زمانمدت تیمار

Co30 Co32 

1 7 - - 

2 7 - + 

3 14 + - 
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 کدوی بساک کشت از حاصل رویان و کالوس القای

با  هاآنکاغذی و آنالیز سطح پلوئیدی پوست تخم

 شمارش کروموزومی

شده کشت هایبساک (،2aکشت )شکل  از پ  هفته یک

 روز 15 از پ  هاکالوس اولین. شدند متورم جیتدربه

 القای ( جهت2bای )شکل هفته 4 هایکالوس. شد مشاهده

 از تعدادی. شد منتقل زاییرویان جدید محیط به رویان

 نشان خود هایکالوس روی را مانندی رویان ساختار تیمارها

 زاییساقه سمت به هاکالوس تیمارها، اکثر ولی در دادند

 حدود. کردند و نمو رشد(  2dشکل) زاییریشه و(  2cشکل)

 هایکالوس و زارویان هایکالوس کشت، از پ  هفته 8

 باززایی کشت محیط به مانند،ساقه و ریشه اندام دارای

 جهت سیتولوژیکی آزمون نهایت در. شد داده انتقال

 Darlington) محققین قبلی روش به هاکروموزوم شمارش

and Lacour 1976)، انجام ماننداندام ساختارهای روی بر 

 کاغذیپوست تخم کدوی در هاکروموزم تعداد. گردید

 اکثر که در حالی در ،(2n = 2x = 40)بود  عدد 40 دیپلوئید

 کشتبه وجود آمده از  هایاندام یا هارویان ها،کالوس

 عدد 20 هاآن هایکروموزوم تعداد و بوده هاپلوئید بساک،

 (.3بود )شکل 

 

 

 

 

 

 

 

 

اندازه مناسب غنچه نر و بساک و همچنین مرحله رشد و نموی مناسب میکروسپور جهت کشت بساک کدوی تخم آزمون سیتولوژیکی جهت تعیین  -1شکل 

 کاغذیپوست

 a- ا جهت جداسازی بساک، هاندازه مناسب غنچهb- ی حاوی میکروسپور در مرحله مناسب برای القاء آندروژنز، هابساکc-  یک میکروسپور کدوی تخم

 برابر(100 نماییبزرگی انتهایی مناسب برای کشت بساک )اهستهتککاغذی در مرحله پوست
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 کاغذیکدوی تخم پوست کشت بساک -2 شکل        

 a- شدههای تازه کشتبساک ،b- شت، یافته یک هفته پ  از کهای تورمبساکc- (، از کشت هفته پ  4) شدهکشتی هابساکشده در القاء هایکالوس

d- (از کشت پ  هفته 8بر روی کالوس ) ریشه مانند  هایساختار 

 

 

 

 
 

 
 کاغذیهای حاصل از کشت بساک در کدوی تخم پوستها و کالوسی نوک ریشه و همچنین رویانهاسلولدر  هاکروموزومتعیین تعداد  -3شکل 

 a- هاسلول( 2ی نوک ریشه با ماهیت دیپلوئیدn=40 ،)b- ها و رویانکالوس ی مربوط بههاسلول( های حاصل از کشت بساکn=20) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a b 

c d 
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 اول آزمایش

 و سرمایی تیمارپیش اثر ها،واریان  داده بر اساس تجزیه

 در زاییکالوس درصد بر رشد هایکنندهتنظیم ترکیب

 اختلاف کاغذی، دارایپوست تخم کدوی بساک کشت

 از. (2بود )جدول  001/0 سطح احتمال در داریمعنی

 ترکیبات با سرمایی تیمارهایپیش متقابل اثرات طرفی،

 کدوی هایبساک زاییکالوس درصد صفت برای هورمونی

 .شد دارمعنی درصد 5 سطح احتمال در کاغذیپوست تخم

 غلظت در سرمایی تیمارپیش متقابل میانگین اثرات مقایسه

 داد نشان زاییکالوس درصد صفت برای هورمونی ترکیبات

 کشت محیط در کاغذیپوست تخم کدوی بساک کشت

 mgl 2 D-2,4-1 و mgl 1 NAA-1 هورمونی ترکیب حاوی

تیمار پیش و هاغنچه تیمار سرماییپیش حالت دو هر در

-کالوس %67/86 و  %67/96 با ترتیب به هابساک سرمایی

کرده است  ایجاد را زاییکالوس درصد بیشترین زایی،

 بساک و غنچه سرمایی تیمارهایپیش همچنین. (3)جدول 

 + mgl 1NAA-1) هورمونی ترکیب حاوی کشت محیط در
1-mgl1 D-2,4 )کالوس%  00/80 و%  33/83 با ترتیب به-

 بیشترین اول تیمار دو با آماری داریمعن اختلاف بدون زایی

 زاییکالوس درصد کمترین و داد نشان را زاییکالوس درصد

 ازهرکدام  در هورمون بدون هایکشت محیط به مربوط

 .بود سرمایی تیمارهای پیش

 

 

 

 

 
درصد کالوس زایی در کشت بساک کدوی تخم  بر گیاهی رشد کنندهمیتنظ ترکیب و سرمایی تیمارپیش نوعمقایسه میانگین اثرات متقابل  -3جدول 

 کاغذیپوست

 NAA (mgl )1-D (mgl-2,4-1( هورمونی تیمار سرمایی تیمارپیش بدون هاغنچه سرمایی تیمارپیش هابساک سرمایی تیمارپیش

j33/3 j33/3 j33/3 T1 0 

0 fgh 00/20 defg67/26 gh67/16 T2 5/0 
defg00/30 def67/36 efgh33/23 T3 1 
defg 67/26 de00/40 ij67/6 T4 0 

1 def67/36 bc33/63 defg67/26 T5 5/0 
ab 33/73 ab00/80 def67/36 T6 1 

efgh 33/23 def00/40 hi00/10 T7 0 2 
ab 00/80 ab33/83 defg33/33 T8 5/0  

ab 67/86 a67/96 cd67/46 T9 1 
*
 .باشندیم 05/0احتمال  در سطح بین تیمارها بر اساس آزمون دانکن داریاختلاف معن عدم دهندهحروف مشابه نشانبا   هافیردو  هاستوناعداد  
 

 

 
 

زایی در کشت بساک بر درصد کالوس گیاهی رشد کنندهمیتنظ ترکیب و سرمایی تیمارپیش نوع تجزیه واریان  اثر -2 جدول

 کاغذیکدوی تخم پوست

 مربعات میانگین آزادی درجه تغییر منابع

 65/40 2 سرمایی تیمارپیش

 61/49 8 هورمونی تیمار

 78/1 16 هورمونی تیمار×  سرمایی تیمارپیش

 842/0 54 آزمایشی خطای

 16/%18  تغییرات ضریب

 و 001/0 و 05/0 سطح احتمال در داریمعن اختلاف ترتیب به 
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گسترده در کشت  طوربهی رشد گیاه هاکنندهمیتنظاثرات 

بساک مورد بررسی قرار گرفته است. اگرچه تعداد کمی از 

مثال، اکثر اعضای خانواده  عنوانبه) ی مدلهاگونه

Solanaceae)  نیازی به افزودن اکسین به محیط القایی

، وجود دهدیمی ساده رخ هاطیمحندارند و القاء در 

ها یا ترکیبی ها، سیتوکینینی رشد )اکسینهاکنندهمیتنظ

شده از میکروسپور در اکثر ( برای تولید جنین مشتقهاآناز 

مناسب  ،دهپاسخی سخت هاگونه ژهیوبهی گیاهی، هاگونه

نوع  رسدیمبه نظر  (.Maheshwari et al., 1982باشد )می

 کندیمها مسیر توسعه میکروسپور را تعیین و غلظت اکسین

(Ball et al., 1993). اسید استیککلرو فنوکسیدی(2,4-D) 

 (IAA)اسید و ایندول استیک گرددیمباعث ایجاد کالوس 

زایی جنین (NAA)اسید و همچنین آلفا نفتالین استیک

 ;Armstrong et al., 1987) کنندیممستقیم را تحریک 

Liang et al., 1987)طور به تیمار سرمایی،. پیش

است  شده استفاده مختلف گیاهان در آمیزیموفقیت

(Indrianto et al., 1999.) ،تیمارپیش اثر پژوهشگران 

 بساک کشت در گامتی زاییرویان و زاییبر کالوس سرمایی

 داد استفاده نشانآمده دستبه کردند، نتایج بررسی را خیار

 بیشترین روز، 4 مدت به گرادسانتی درجه 4 تیمارپیش از

 ازای به را رویان تعداد بیشترین و زاییکالوس درصد میزان

سایر  .(Hamidvand et al., 2012کرد ) ایجاد بساک هر

 سه هایبساک روی Cº4 سرمایی تیمارپیش اثر محققان،

 روز چهار و روز دو روز، یک یهازمانمدت در را خیار واریته

 تیمارپیش در زاییرویان میزان بیشترین که کردند مطالعه

 مشاهده هاواریته تمامی برای روز، 2 مدت به Cº4 سرمایی

 تیمارپیش اثر بررسی در همچنین. (Song et al., 2007شد )

 به Cº4تیمار  کدو، در ماده گل هایغنچه بر Cº4 سرمایی

 کرد القاء را رویان و کالوس درصد بیشترین روز، 4 مدت

(Metwally et al., 1998در .) توسطشده انجام بررسی 

 کدو، گونه 6 روی (Rakha et al., 2012محققین دیگر )

 4 مدت به Cº4) سرمایی تیمارپیش ترکیب شد مشخص

 ژینوژنز بر کشت، محیط در D-2,4 هورمون از استفاده و( روز

همچنین . است دارمعنی شدتبه هاگونه همه آندروژنز و

 تیمارپیش اثر دادند ( نشانKiani et al., 2013محققین )

 محمدیگل بساک کشت از حاصل کالوس تولید بر سرمایی

 آمدبه دست  شرایطی در کالوس تولید بیشترین و بوده مؤثر

 شد و کشت ،(1H) پایه کشت محیط در ابتدا هابساک که

 با مروری بر نتایج. شد اعمال هاآن روی تیمارپیش سپ 

 و سرمایی تیمارپیش اثر تاکنون ،نامحققسایر  آزمایشات

 با که بوده است دارمعنی زاییکالوس درصد بر کنندهمیتنظ

 .دارد خوانیهم آزمایش این از حاصل نتایج

 

 دوم آزمایش

 ددرص بر گرمایی تیمارپیش واریان  اثر تجزیه نتایج

 کاغذیپوست تخم کدوی هایبساک کشت زایی درکالوس

 صفت ایبر بساک گرماییتیمارهای پیش بین که داد نشان

 اختلاف 001/0 احتمال سطح در زاییکالوس درصد

 .(4دارد )جدول  وجود داریمعنی

 ملاحظه( 4 شکل) میانگین مقایسه نمودار در کهطور همان

 %65 با روز، 7 مدت به Cº32گرمایی  تیمارشود، پیشمی

 مدت به Cº35گرمایی  تیمارپیش و بیشترین، زاییکالوس

 در زاییکالوس درصد کمترینزایی کالوس %15 با روز، 7

 Cº32 تا دما شودمی ملاحظه. دادند نشان را بساک کشت

 دما رفتن بیشتر بالا شده است اما زاییکالوس افزایش باعث

 داشته زاییکالوس درصد میزان بر کاهشی اثر ،(Cº35 تا)

 .است

 

 
 کاغذیزایی در کشت بساک کدوی تخم پوستبر درصد کالوس گرمایی تیمارپیشتجزیه واریان  اثر  -4جدول 

 تغییر منابع آزادی درجه مربعات میانگین

67/1116 3 گرمایی تیمار 

 آزمایشی خطای 12 17/104

 تغییرات ضریب  51/25%

                   :001/0 سطح احتمال در داریمعن اختلاف 
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 کاغذیزایی در کشت بساک کدوی تخم پوستکالوس درصد بر گرمایی تیمارپیش مقایسه میانگین اثر -4شکل 

 (باشدیمآماری  داریمعنعدم اختلاف  دهندهنشانف مشابه حرو) 

 

 

 هایکالوس درصد بیشترین ،Cº32 تیمار اعمال نیز خیار در

(. Song et al., 2007) است داشته را به دنبال زارویان

 گرمایی تیمارپیش اثر بر مبنی ایمحققین دیگر نیز مطالعه

 واریته دو بساک کشت در گامتی زاییرویان و زاییکالوس بر

 درصد ها، بیشتریندر پژوهش آن دادند؛ انجام خیار

 روز و 2 مدت به Cº30 گرمایی تیمار به مربوط زاییکالوس

 تیمار به مربوط زاییکالوس درصد )صفر درصد( کمترین

 et al.,Hamidvand بود ) روز 4 مدت به Cº35گرمایی 

 کشت بر را گرمایی تیمارپیش اثر سایر محققان، .(2012

 گرمایی تیمارپیش که کردند مشاهده و بررسی خیار بساک

 موفقیت برای کلیدی فاکتورهای رویان، القاء کشت محیط و

. (Song et al., 2007آیند )می شماربه خیار بساک کشت در

 که دهدمی نیز نشان دیگر محققان آزمایشات نتایج

 هایگونه در آندروژنز در مهم فاکتور یک حرارتی تیمارپیش

 خوانیحاضر هم آزمایش نتایج با که باشدمی مختلف گیاهی

 . دارد

 

 

 

 سوم آزمایش

 غلظت و نوع همچنین و نوری تیمار واریان  اثر تجزیه نتایج

 کشت زایی درکالوس درصد بر رشد هایکنندهتنظیم

 داده نشان 5 جدول در کاغذیپوست تخم کدوی هایبساک

 اختلاف شود،گونه که مشاهده میاست. همان شده

 16/8 فتوپریود) روشنایی و تاریکی تیمار دو بین داریمعنی

. وجود ندارد زاییکالوس درصد صفت برای( تاریکی/روشنایی

 تفاوت پورین آمینو بنزیل هورمون مختلف هایغلظت

 مختلف هایغلظت و 05/0 سطح احتمال در دارمعنی

 001/0 سطح احتمال در داریمعنی تفاوت D-2,4 هورمون

 نوری تیمار متقابل اثر بین داریمعنی اختلاف. دادند نشان

 متقابل اثر ولی شد مشاهده 01/0 سطح در BAP هورمون با

. نداد نشان داریمعنی اختلاف D-2,4 هورمون با نوری تیمار

سطح  در را داریمعنی اختلاف D-2,4 و BAP متقابل اثرات

 گانهسه متقابل اثرات همچنین. دادند نشان 001/0 احتمال

 سطح در دارمعنی اختلافی D-2,4 با BAP با نوری تیمار

 کدوی هایبساک از زاییکالوس درصد صفت برای 05/0

 .دادند نشان کاغذیپوست تخم
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 کاغذیزایی در کشت بساک کدوی تخم پوستبر درصد کالوس گیاهی رشد کنندهمیتنظ ترکیب و نوری تیماراثر تجزیه واریان   -5جدول 

 

     

 تیمار گانهسه متقابل اثرات میانگین مقایسه نتایج

 در زاییکالوس درصد صفت برای BAP×2,4-D×نوری

 تخم کدوی بساک کشت. شده است داده نشان 6 جدول

 mgl-1 هورمونی ترکیب حاوی نوری تیمار در کاغذیپوست

0 BAP 1 و-mgl 5 D-2,4 تاریکی و روشنایی حالت دو هر در 

 درصد بیشترین زایی،کالوس%  6/76 و%   6/86 با ترتیب به

 تحت هابساک کشت همچنین. کردند ایجاد را زاییکالوس

 هورمونی ترکیب حاوی کشت هایمحیط در تاریکی تیمار

(1-mgl 0 BAP  +1-mgl  5 D-2,4 )با روشنایی تیمار و 

 و( mgl 0 BAP  +1-mgl 5/2 D-2,4-1)هورمونی  ترکیب

(1-mgl 5/0 BAP  +1-mgl 5/2 D-2,4 )6/76 با ترتیب به، 

 داریمعن اختلاف بدون زاییدرصد کالوس 3/63 و 3/73

 نشان را زاییکالوس درصد بیشترین اول تیمار با آماری

 هایبساک به مربوط زاییکالوس درصد کمترین. دادند

 کشت محیط در روشنایی و تاریکی تیمار درشده کشت

. درصد بودند 6/6 و صفر به ترتیب با هورمونی، ترکیب بدون

 در هورمون غلظت طور که از نتایج پیداست، بالارفتنهمان

 با مقایسه در زایی،بیشتر کالوس کاهش باعث تاریکی

 بالاترین در زاییدرصد کالوس همچنین. است شده روشنایی

  از بیشتر روشنایی تیمار درشده استفاده دو هورمون سطوح

 .است بوده تاریکی تیمار

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 تغییر منابع آزادیدرجه  مربعات میانگین

ns42/1 1 نوری تیمار 

02/74 2 2,4-D 

73/1 2 BAP 

ns72/0 2 2,4 × نوری تیمار-D 

14/5 2 نوری تیمار × BAP 

20/20 4 2,4-D  ×BAP 

96/1 4 2,4 × نوری تیمار-D  ×BAP 

 آزمایشی خطای 36 60/0

 تغییرات ضریب  07/12

 داریمعن  غیر و 001/0و  01/0،  05/0 احتمال در سطح داری: به ترتیب معنns،*** و** ، *
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 کاغذیپوستزایی در کشت بساک کدوی تخم درصد کالوسبر  گیاهی رشد کنندهمیتنظ ترکیب و نوری تیمارمقایسه میانگین اثرات متقابل  -6جدول 

 BAP (1-mgl) هورمون D-4-2 (1-mgl) هورمون
 تیمار نوری

 نور هفته( 4تاریکی )

0 

0 g 0 i 6/6 

5/0 def 33/43 h 6/16 

1 gh 6/26 efg3/33 

5/2 

0 bcd33/53 abc 3/73 

5/0 bcd  67/56 a-d 3/63 

1 bcd  33/53 bcd  6/56 

5 

0 ab67/76 a*6/86 

5/0 bcd  67/56 cde 0/50 

1 ef00/30 def 6/56 
 .باشدیم 05/0احتمال  در سطح بین تیمارها بر اساس آزمون دانکن داریاختلاف معن عدم دهندهحروف مشابه نشان *

 
 

 

 بر گیاهی رشد هایکنندهتنظیم و نور اثر پژوهشگران،

 از حاصل هایکالوس در آنتوسیانین تجمع و زاییکالوس

و نتیجه  کرده بررسیرا  گالیکا رز در مختلف هایجدا کشت

 گرمیلیم D +1-2,4 لیتر در گرمیلیم 2-3 غلظت گرفتند

BAP مختلف هایکشت در کالوس تولید تحریک برای 

 ,Reza Nejad and Tarahiاست ) مناسب( بساک و رویشی)

 بر را نوری مختلف هایشدت اثر محققان دیگر نیز. (2011

 و بساک)گلی  هایجداکشت در هاکالوس رنگیزه میزان

 گل و محمدی گل( ساقه و دمبرگ برگ،) رویشی و( مادگی

 .(Abdi Rad et al., 2012اند )کرده بررسی مینیاتوری سرخ

 اثر به مربوط نتایج بهترین داده است نشان تحقیقات نتایج

ها به غنچه که شودحاصل می زمانی سرمایی، تیمار و نور

 سپ  و بوده C°4 سرمایی معرض تیمار در ساعت 24 مدت

 هورمونی ترکیب و حضور تاریکی در ،شدهکشت هایبساک
1-mgl 5/0 D-2,4 1 و-mgl 2 BAP گیرند قرار (et Tang 

al., 2012.) و اکسین) رشد یهاکنندهمیتنظ اثر بررسی در 

 و زاییکالوس میزان برها آن متقابل اثرات و( سیتوکینین

خیار  یواریته دو بساک کشت از گامتی زاییرویان

(Cucumis sativus L.)هاسیتوکنین و هااکسین ، کاربرد 

 نشان داریمعنی تأثیر (هورمون بدون) شاهد تیمار به نسبت

 و زاییکالوس درصد صفت مورد داد؛ همچنین، در

نتیجه همین  نیزشده کشت هایبساک از گامتی زاییرویان

 آزمایش حاضر در .(Hamidvand et al., 2012شد ) ملاحظه

 هورمونی تیمار با آن متقابل اثر و زاییکالوس بر نور تأثیر نیز

 محققین توسط گرفتهصورت آزمایشات نتایج و شد دارمعنی

 .  کندمی تأیید را قبلی

 

 چهارم آزمایش

 تخم کدوی یشدهایزوله کشت میکروسپورهای

 تیمارهای داد نشان  20E مایع کشت محیط در کاغذیپوست

 و میکروسپورها از بعضی رشد به منجرشده اعمال حرارتی

 در هفته 4زمان مدت گذشت از بعد اولیه قرینه تقسیمات

 میکروسپورهای تشخیصمنظور . بهگردید هاآن از تعدادی

 استوکارمن محلول آمیزیرنگ از کشت، محیط در کردهرشد

(. 5 شکل)شد  استفاده
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 مایع کشت محیط کاغذی درکدوی تخم پوستشده کشت میکروسپورهای -5شکل 

a - متورم شده،  میکروسپورهایb- هفته پ  از کچهار  یافتهتورم یک میکروسپور( 100یینمابزرگشتX) 

 

 

 از هاپلوئید گیاه تولید در بررسی محققان بر اساس نتایج

 کشت خیار، ژنوتیپ 10 در میکروسپور و بساک طریق

 باهم جنین و کالوس القای لحاظ از میکروسپور و بساک

. (Supronova and Shamykova, 2008) اندمتفاوت

 و کالوس القای درصد بر ژنوتیپ و محیطی عوامل همچنین

-Gatazka and Niemirowicz) باشدمی مؤثر زاییجنین

Szczytt, 2013 .) با این وجود، تاکنون مطالعات اندکی در

 امید و کدوئیان انجام شده است میکروسپور کشت یزمینه

 صورت بیشتری تحقیقات راستا این در آینده، در است

 .پذیرد

 

 گیری کلینتیجه

 تخم کدوی بساک نتایج این پژوهش نشان داد کشت

mgl- هورمونی ترکیب حاوی کشت محیط در کاغذیپوست

1 1 NAA 1 و-mgl 2 D-2,4 تیمار اعمال پیش بعد از

کالوس  بالاترین میزان تشکیل منجر به هاغنچه سرمایی

 7 مدت به Cº32تیمار گرمایی گردید. همچنین اعمال پیش

شده منجر به بالاترین میزان های کشتروز روی بساک

 کاغذیپوست تخم کدوی بساک زایی گردید. کشتکالوس

 mgl 5-1و  mgl 0 BAP-1 هورمونی ترکیب حاوی تیمار در

2,4-D ها تحت شرایط روشنایی بیشتریندادن آنو قرار 

 .کرد ایجاد را زاییدرصد کالوس

 تخم کدوی یشدهایزوله آزمایش کشت میکروسپورهای

منجر به تولید   20E مایع کشت محیط در کاغذیپوست

 رشد باعث شدهاستفاده حرارتی تیمارهای ولیرویان نگردید 

اولیه در  قرینه تقسیمات و ایجاد میکروسپورها از بعضی

 .گردید هابرخی از آن
 

 سپاسگزاری

جهت سینا همدان بهدانشگاه بوعلیوسیله از بدین

های مالی از این پژوهش و همچنین ارائه خدمات حمایت

گردد.پژوهشی قدردانی می
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Abstract 

This study was performed to investigate the effect of various factors on callus induction and haploid embryo 

production in the anther culture of pumpkin (Cucurbita pepo var. Styriaca). For experiments, pumpkin seeds were 

planted in the greenhouse and at the time of flowering, male flower buds with a size of 1.5 cm were selected and 

sterilized for use in later stages. The experiments were performed as a factorial experiment in a completely 

randomized design with 3 replications. The first experiment studied the effect of cold pretreatment on three levels 

of bud cold pretreatment, anther cold pretreatment and without cold pretreatment (control) and the combination of 

plant growth regulators on callus formation in anther culture. Cold pretreatment of buds and culture of anthers in 

culture medium containing 1 mgl-1 NAA and 2 mgl-1 2,4-D produced the highest callus formation percentage. In 

the second experiment, the effect of heat pretreatment on the percentage of callus formation was investigated. In 

this experiment, the best response was related to 32°C treatment for 7 days. The third experiment consisted of the 

interaction effectt of light treatments and growth regulators on callus formation in anther culture of Pumpkin. 

Anthers that cultured in light conditions with a hormonal concentration of 2.5 mgl-1 2,4-D + 1 mg /l BAP showing 

the highest percentage of callus formation. In the fourth experiment, androgenesis was applied by culturing 

microspores in E20 medium, which led to the growth of a number of microspores, and in the cytological 

examination, the symmetric divisions were observed. 
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