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 کشت و کشت توأم بساک با تخمدانطيمحو ترکيب  بساک، نوع قرار دادن مطالعه اثر جهت

 (Cucurbita pepo var. Styriacaکاغذی )پوستروی القاء کالوس در کشت بساک کدوی تخم 
 

The Study on the Effect of Anther Orientation, Type and Composition of Culture 

Medium and Ovary Co-culture on Callus Induction from Cultured Anthers of 
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 دهيچک

 دلوئی کالوس و جنین هاپ منظور تولیدبه (Cucurbita pepo var. Styriacaکاغذی )پوست تخم یگیاه کدو بساککشت  ،در این تحقیق

یی در میکروس وورهاو  یمت رمیلی 9-10هایبساکمتری حاوی سانتی 5/1های غنچه نشان داد کهآزمایشات سیتوژنتیکی  .شدبررسی 

 تک رارس ه فی ب ا فاکتوریل در قالب طرح کاملاً تصادسه آزمایش  .برای کشت بساک مناسب بودند انتهاییای میانی تا هستهمرحله تک 

ص رر، ) AAN رشد گیاهیهاِی کنندهتنظیمکشت و نوع و غلظت محیطاثر جهت قرار دادن بساک بر روی در آزمایش اول،  گردید. اجرا

کش ت  یشدر ای ن آزم ا. ش دبررس ی  زاییکالوسروی صرت درصد  (گرم در لیترمیلی 2، 1صرر، ) D-2,4 و (گرم در لیترمیلی 1، 5/0

 رازایی ک الوست رین درص د بیش، D-2,4 گ رم در لیت رمیلی 2و  NAAگرم در لیت ر میلی 1در محیط حاوی  محدبجهت  از هابساک

گ رم در یلیم 5، 5/2ص رر، ) D-2,4 مونیری هوو ترکیب تیمارها (5Bو  20E) کشتمحیطاثرات متقابل نوع  دوم،آزمایش  در .ایجاد کرد

 1ح اوی  20Eکش ت محیط ک ه مورد مطالعه قرار گرفتکدو  زاییکالوسبر صرت درصد  (گرم در لیترمیلی 1، 5/0صرر، ) BAP و (لیتر

در ج اد ک رد. ای دیگ ر در مقایسه ب ا تیماره ای رازایی کالوسترین درصد بیش، D-2,4گرم در لیتر میلی 5/2و  BAPگرم در لیتر میلی

ر دو د بس اک ک دو زاییک الوسبر درصد  کدوتخمدان  تخمدان گندم وبا کاغذی پوستاثر کشت توأم بساک کدوی تخم  سومآزمایش 

 ت ب هنس بکشت جامد، محیطدر توأم بساک کدو و تخمدان گندم در این آزمایش کشت . بررسی شد 20E مایع و کشت جامدمحیطنوع 

  را نشان داد.زایی کالوسدرصد ترین یشببقیه تیمارها 
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 مقدمه

 (،Cucurbita pepo var. Styriaca)کاغذی پوستکدوی تخم 

است. این  Cucurbitaceaeتیره  ساله و دگرگشن ازگیاهی یک

 Medicinal آن نام انگلیسیبوده و  مریکابومی آگیاه 

pumpkin-naked pumpkin بار در نیمه اولین. این گیاه باشدمی

خود به اول قرن نوزدهم در کشور اتریش بر اثر یک جهش 

جهش منجر به نازک شدن پوسته این ظاهر شده است.  خودی

این های دانهاستحصال روغن سبز رنگ  و در نتیجه تسهیلدانه 

آن بوده های دانه. قسمت مورد استراده این گیاه شده است گیاه

دست آمده هباشد. روغن بروغن میدرصد  55تا  35که حاوی 

بسیار ارزشمندی است که اسیدهای  ترکیباتاز این گیاه حاوی 

، مقدار زیادی روی، E، ویتامین Aچرب غیراشباع، ویتامین 

ها پروتوکلروفیل ها، کاروتنوئیدها ومواد معدنی، فیتواسترول

ازجمله آن هستند. مطالعات نشان داده است که روغن دانه و 

های مختلری نظیر های حاصل از آن در درمان بیماریفراورده

هیورپلازی پروستات، کاهش کلسترول و اسیدهای چرب اشباع 

انگل و قارچ و پوکی ضدخون، کاربرد دارد و نیز دافع کرم کدو، 

باشند میثر ؤفع سنگ کلیه و مثانه ماستخوان بوده و در د

کاغذی به علت پوستکدوی تخم  (.1389، )جهان و همکاران

داشتن خواص دارویی ذکر شده جزء گیاهان مهم دارویی 

ولی تاکنون کارهای اصلاحی بسیار کمی بر  ،شودمحسوب می

های روی این گیاه صورت گرفته است. یکی از بهترین روش

در گیاهان دارویی و  ماده مؤثره اصلاحی جهت همگن کردن

در این گیاهان  های جدید و بذر هیبریدتولید واریته چنینهم

این باشد، که بهترین راه دستیابی به خالص می هایلاین تولید

 مضاعف هاپلوئید به دنبال آن، تولید گیاهان هاپلوئید و هالاین

  باشد.می

عنوان منابع تولید بههای اصلاحی، هاپلوئیدها برنامهدر     

های هموزیگوت، بسیار مرید هستند. مزیت اصلی استراده لاین

های جدید ها، کاهش مدت زمان لازم برای تولید واریتهاز آن

های هموزیگوت از طریق است. مدت زمان لازم برای تولید لاین

های برنامهسال در  6-8کشت بساک یا دانه گرده، از حدود 

یابد. میند ماه یا حداکثر یک سال کاهش اصلاحی موجود، به چ

 1Fتوانند در تولید هیبریدهای های هموزیگوس خالص میلاین

 (. Jaine et al., 1996) و همکاران جاین خالص استراده شوند

 1950اولین گیاهان هاپلوئید در خانواده کدوئیان در دهه    

( Alders, 1958) آلدرز .(Gatazka, 2013) گاتازکا ندتولید شد

 ودست آورد ههای هاپلوئید باز بذور طبیعی خیار جنین

( در Swaminathan and Singh, 1958) سوامیناتان و سین

ی دیولوئیدی که بذور آن با اشعه تیمار شده بود، هندوانه

( Hayase, 1954) هایسمشاهده کردند. را هاپلوئید های ساقه

 (Cucurbita maxima Duch. ex Lam)یک گیاه هاپلوئید کدو 

 Cucurbita) با گونه دیگر کدوافشانی گردهاز طریق  را

moschata Duch. ex Poir) مشابه نیز  یدست آورد. در روشهب

(، اولین گیاه Dumas de Vaulx, 1979) والکس-د دوماس

دست آورد. اولین گیاهان هاپلوئید ههاپلوئید را از خربزه ب

Cucurbita pepo L.  چامبونت و الکسو-د دوماستوسط 

(Dumas de Vaulx and Chambonnet, 1986)  از کشت

و همکاران  زاگورچوا ند.تخمک لقاح نیافته تولید شد

(Zagorcheva et al., 1987)  آپومیکسی تخمک لقاح از طریق

های ماده یک گیاه هاپلوئید از در شرایط ایزولاسیون گلنیافته 

 . دست آوردندبه C. ficifoliusی گونه

در تولید گیاهان دابل هاپلوئید نرزایی مؤثر های یکی از روش    

است که با دو روش کشت بساک و کشت میکروسوور انجام 

. مطالعات اولیه (Ferrie et al., 1995) و همکاران فری گیردمی

در ارتباط با تولید گیاهان دابل هاپلوئید از طریق روش کشت 

انی مثل خیار، خربزه، در گیاه خانواده کدوئیانبساک در 

هندوانه و کدوی مسمایی انجام شده است که در اکثر این 

مطالعات فقط کالوس تولید شده یا تعداد بسیار محدودی گیاه 

؛ دریانوسکا و ایلیوا ؛ساسر ولازارت  استهاپلوئید ایجاد شده 

 ,Lazarte and Sasser)و همکاران  متوالی؛ شیل و راینسون

1982; Dryanovska and Ilieva, 1983; Shail and 

Robinson, 1987; Metwally et al., 1998). 1980ی در دهه 

 هایبساکهایی جهت تولید گیاهان هاپلوئید از کشت تلاش
Cucurbita maxima, C. moschata, C. pepo, Luffa 

cylindrical Roxb  کومارتوسط (Kumar, 1984 صورت )

اخیراً چندین  دست آمد.هگرفت، که در کل نتایج محدودی ب

محقق با مطالعه بر روی روش کشت بساک خیار موفق به تولید 

شوک آ گیاهان دابل هاپلوید با فراوانی بالا در این گیاه شده اند
 Ashok Kumar and)و همکاران  سونگ؛ مورثیو  کومار

Murthy, 2003, 2004; Song et al., 2007). 

تیپ گیاه مادری، شرایط رشد فاکتورهای زیادی از قبیل ژنو    

های تیمارگیاهان مادری، مرحله رشد و نمو میکروسوور، پیش

کشت بر میزان پاسخ محیطوع و ترکیب دمایی و شیمیایی، ن

. یکی از (Bajaj, 1990) جاجب باشندمیهای بساک موثر کشت

طور رایج در مطالعات کشت بساک اکثر بهفاکتورهایی که 

 کشت و کاربردمحیطنوع رار می گیرد گیاهان مورد بررسی ق
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جهت القاء کالوس و جنین  مختلف کننده رشد گیاهیتنظیم

 باشد.میهاپلوئید 

 نیز گیرندمیکشت قرار محیطها در روی جهتی که بساک    

تواند اثر قابل توجهی روی تولید کالوس و جنین داشته می

های حاصل از جنیناک روی تولید سباشد. اثر جهت ب

 ,Hanter) هانترطور دقیقی توسط محققین بهمیکروسوور 

در تعدادی ( Shannon et al., 1985و همکاران ) شانون ،(1985

 ای زراعی بررسی شده است.هگونهاز 

زایی جینکشت نقش موثری در القاء محیطترکیب     

های مختلف نیازهای متراوتی ژنوتیپکند. میمیکروسوور بازی 

ت پایه برای تشکیل گیاه هاپلوئید حاصل از کشمحیطاز نظر 

های کشت شده دهند. نیازهای غذایی بساکمیشان نگرده 

، بجاج)تر است ساده نسبت به میکروسوورهای ایزوله شده بسیار

های کشت پایه استراده شده برای محیطترین رایج .(1990

(، Chu, 1978) چو N6کشت محیطکشت بساک عبارتند از: 

 Murashige) گاسکو وموراشیگ  MSتغییر یافته  کشتمحیط

and Skoog, 1962 ،)کشت محیطNitsch  نیچ ونیچ (Nitsch 

and Nitsch, 1969 ،)کشت محیطB5 و همکاران گامبورگ 

(1968, et al.Gamborg ) 20 کشتمحیط وE  همکاران  وساتون

(Sauton et al., 1987) های نمک. مخلوطی ازMS با نصف 

کشت محیطگردد. میزمینیان توصیه سیبای خانواده بر غلظت

N6  کشتمحیطو  (1978، چو)برای غلات پیشنهاد شده است 

20E  و  ساتون) باشدخانواده کدوئیان می برای تخصصیمحیط

 . (1987، همکاران

طور وسیعی در بههای رشد گیاهی نیز دهنکنتنظیماثرات     

داد محدودی از کشت بساک بررسی شده است. اگرچه تع

زمینیان( به اضافه سیباعضای خانواده های گیاهی مدل )گونه

کشت بساک نیاز ندارند ولی حضور محیطکردن اکسین در 

ها یا سیتوکنینها، اکسینهای رشد از قبیل کنندهتنظیم

ترکیبی از این دو برای تولید جنین حاصل از میکروسوور در 

 باشدمیاهی ضروری های گیگونهکشت بساک بسیاری از 

به نظر  (.Maheshwari et al., 1982) و همکاران ماهشواری

کننده مسیر رشد و تعیینها اکسینرسد که نوع و غلظت می

(. Ball et al., 1993) همکاران و بال نمو میکروسوورها باشد

( معمولاً برای القاء کالوس و D-2,4هورمون توفوردی )

( و نرتالین استیک IAAید )های ایندول استیک اسهورمون

زایی مستقیم استراده جنین( برای تحریک NAAاسید )

 (.Armstrong et al., 1987)و همکاران  آرمسترانگگردند می

تولید گیاه هاپلوئید از طریق کشت بساک با در ارتباط     

کاغذی صورت نگرفته پوستای در گیاه کدوی مطالعهتاکنون 

عوامل مختلف از ین تحقیق، مطالعه اثر است. بنابراین هدف از ا

کشت محیطکشت، نوع محیطجهت قرار دادن بساک در قبیل 

کشت توأم چنین اثر همهای رشد گیاهی و کنندهتنظیمو 

کاغذی با تخمدان گندم و کدو بر روی پوستبساک کدوی 

کاغذی پوستهای بساک کدوی کشتزایی از کالوسمیزان 

 باشد.می

 

 هامواد و روش

 و کشت گياهان مادری اهیيمواد گ

کاغذی استراده پوستدر این تحقیق از بذور کدوی تخم 

پاکان بذر اصرهان تهیه شد. ی مؤسسهگردید. بذور این گیاه از 

این واریته بومی اتریش بوده و در چند سال اخیر کشت آن در 

بذور گیاهان مادری در مناطقی از ایران نیز رایج شده است. 

دو ای پلاستیکی با بستر کوکوپیت و پرلیت در عمق هشاسی

متر خاک در گلخانه دانشکده کشاورزی دانشگاه سانتی

چهار ها در مرحله گیاهچهسینا همدان کشت گردیدند. بوعلی

برای  متر منتقل شدند.سانتی 30قطر  هایی بابرگی به گلدان

راده وات است 300لامپ سه تأمین نور در روزهای کوتاه سال از 

متری از سطح سانتی 140ها در ارتراع لامپشد که این 

 8/16ها قرار گرفتند. شرایط نوری و دمایی گلخانه شامل گلدان

گراد در درجه سانتی 15-30ه دمایی نساعت )شب/ روز( با دام

 طول شب و روز بود.
 

ی آزمون سيتولوژیکی تعيين مرحله رشد و نمو

 هاميکروسپور

شد و نموی میکروسوورهای کدوی جهت تعیین مرحله ر

های مختلف قبل از باز اندازههایی با غنچهکاغذی ابتدا پوست

آمیزی به آزمایشگاه منتقل رنگشدن برداشت و جهت 

های مربوط به هر اندازه غنچه بساکگردیدند. در آزمایشگاه، 

ها بیرون آورده غنچهکولار از داخل بینیزیر میکروسکوپ 

میکروسوورها با روش اسکواش با استراده از  آمیزیشدند. رنگ

انجام شد و مرحله رشد و نموی مربوط  یک درصداستوکارمین 

به میکروسوورهای هر اندازه غنچه در زیر میکروسکوپ با 

  برابر مورد بررسی قرار گرفت.  40و  10بزرگنمایی 
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اثر جهت قرار دادن بساک بر روی : آزمایش اول

د ـهای رشکنندهتنظيم رکيبتچنين کشت و هممحيط

2,4-D  وNAA  زاییکالوسروی صفت درصد 

کشت محیطدر این آزمایش اثر جهت قرار دادن بساک بر روی 

 D-2,4)های رشد گیاهی کنندهتنظیمچنین نوع و غلظت و هم

کدوی  بساک در کشت زاییکالوسروی صرت درصد ( NAAو 

م این آزمایش، ابتدا منظور انجابهکاغذی بررسی شد. پوستتخم 

هشت گرم ساکارز، گرم در لیتر  90حاوی  5Bکشت پایه محیط

سطح  سهدر  D-2,4هورمونی شامل ترکیب  نهآگار و  در لیتر

 صرر،) سطح سهدر  NAA( و گرم در لیترصرر، یک، دو میلی)

تهیه گردید. سوس  pH= 7/5( با گرم در لیتریک میلی ،5/0

ز نظر طرز قرار گرفتن بر روی ها در دوگروه مجزا ابساک

ها به سمت کشت، کشت شدند. در گروه اول بساکمحیط

کشت قرار محیطمحدب و در گروه دوم به سمت مقعر بر روی 

 (. 1گرفتند )شکل 

 

 
های کشت شده از سمت بساک (:a. کاغذیپوستدر کشت بساک کدوی تخم  کشتمحیطبر روی ها بساکنحوه قرار دادن  :1شکل 

 کشت شده از سمت مقعرهای بساک(: b، محدب
Fig. 1: The manner of anther displacement on culture medium in anther culture of of pumpkin (Cucurbita pepo var. 

Styriaca). a): The cultured anthers from convex side, b): The cultured anthers from concave side 
 

در قالب طرح کاملًا  2×3×3صورت فاکتوریل بهین آزمایش ا    

 بساک( 10دیش، هرکدام حاوی سه پتری) تکرار سهتصادفی با 

عنوان فاکتور به بساک )محدب و مقعر( انجام شد. جهت کشت

( گرم در لیتر، یک میلی5/0صرر، ) NAA هورمون اول، غلظت

صرر، ) D-2,4 هورمون های مختلفعنوان فاکتور دوم و غلظتبه

در نظر گرفته  عنوان فاکتور سومبه( گرم در لیتریک، دو میلی

روز در  چهارمدت بههای کشت شده شدند. ابتدا بساک

مدت بهو سوس  گرادچهار درجه سانتی تیمار سرماییپیش

هرته  چهارقرار گرفتند.  C°25با دمای  هرته در اتاق رشد چهار

انتقال داده  زاییرویان کشتمحیطها به بعد از کشت، کالوس

 شدند. 

 

کشت و ترکيب تيمارهای محيط نوع اثر :دومآزمایش 

بر روی  (BAP) و سيتوکينين (D-2,4) مونی اکسينرهو

در کشت بساک کدوی تخم  زاییکالوسصفت درصد 

 کاغذیپوست

گرم  90 حاوی( 20Eو  5B) کشتمحیطدر این آزمایش دو نوع 

مناسب برای  pHآگار با  م در لیترهشت گر، ساکارزدر لیتر 

ترکیب  نه ( و20Eبرای  9/5و  5Bبرای  7/5ها )هرکدام از محیط

مدت بههای برداشت شده مختلف هورمونی ساخته شد. غنچه

قرار  گرادچهار درجه سانتیتیمار سرمایی پیشروز در  چهار

ها در تیمارهای هورمونی مختلف کشت گرفتند سوس بساک

مؤثرترین تیمار ) C°32روز در انکوباتور  هرتدت مبهشدند و 

 ،زایی، در آزمایشات قبلی( قرار داده شدندبر کالوس گرمایی

 منتقل شدند. C°25با دمای  ها به اتاق رشدپس از آن، نمونه

 زاییرویان کشتمحیطها به هرته بعد از کشت، کالوس چهار

در  2×3×3 صورت فاکتوریلبهاین آزمایش  انتقال داده شدند.

تکرار انجام شد. نوع  سهقالب طرح کاملًا تصادفی با 

و  5Bکشت محیطسطح ) دوعنوان فاکتور اول در بهکشت محیط

20Eهای مختلف هورمون (، غلظتD-2,4 ( صرر، در سه سطح

چنین عنوان فاکتور دوم و همبه( گرم در لیتر، پنج میلی5/2

، یک 5/0صرر، )در سه سطح  BAP هورمون های مختلفغلظت

  عنوان فاکتور سوم در نظر گرفته شدند.به( گرم در لیترمیلی
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اثر کشت توأم بساک کدوی تخم  :سومآزمایش 

تخمدان خود گياه بر  کاغذی با تخمدان گندم وپوست

 زاییکالوسصفت درصد 

های های نر با اندازه مناسب، غنچهابتدا غنچه، در این آزمایش

های گندم در قبل از باز شدگی( و تخمدانماده کدو )یک روز 

انتخاب و پس از ضدعرونی کردن  (Booting) ی آبستنیمرحله

 .مورد استراده قرار گرفتنددر تیمارهای زیر 
 جامدکشت محیط .2، تخمدان بدون 20E جامدکشت محیط .1

20E  20 جامدکشت محیط. 3، کدوتخمدان  20حاویE  حاوی

 .5، تخمدان بدون 20E مایعکشت طمحی .4، گندمتخمدان  20

کشت محیط. 6، کدوتخمدان  20حاوی  20E مایعکشت محیط

  گندمتخمدان  20حاوی  20E مایع

گرم در لیتر  90 حاوی 20Eکشت محیطدر این آزمایش از     

و ترکیب هورمونی  pH= 9/5آگار با  هشت گرم در لیتر، ساکارز

BAP (1-lmg 1و )D-2,4 (1-lmg 5/2 )آزمایش  تراده شد.اس

 تکرار )هرسه صورت فاکتوریل در قالب طرح کاملٌا تصادفی با به

بساک کشت شده( انجام گرفت. نوع  10 لتکرار شام

عنوان فاکتور اول و بهکشت در دو سطح )جامد و مایع( محیط

تخمدان کدو و  20نوع تخمدان در سه سطح )بدون تخمدان، 

 ر دوم در نظر گرفته شد.عنوان فاکتوبهتخمدان گندم(  20

چهار درجه ، در تیمار سرمایی های بساکتمامی کشت

با دمای  روز نگهداری و به اتاق رشد چهارمدت بهگراد سانتی

C°25 .ها به هرته بعد از کشت، کالوس چهار منتقل شدند

 انتقال داده شدند.  زاییرویان کشتمحیط

د از کشت بساک، هرته بعچهار  ،در تمامی آزمایشات بالا    

5B  کشتمحیط از های القاء شدهکالوسدر  رویان القاء منظوربه

 در میکرومول 54/0 غلظت با NAA هورمونی ترکیب حاوی

 به ساکارز لیتر، در میکرومول 32/13 غلظت با BAP و لیتر

 و لیتر در گرم هشت میزان به آگار لیتر، در گرم 30 میزان

7/5pH=  به ها کالوس انتقالته بعد از هر چهار .شد استراده

کشت باززایی )محیط محیطبه  هازایی، این کالوسرویانمحیط 

5B 7/5آگار با  مهشت گر، ساکارزگرم در لیتر  30 حاوی =pH 

منتقل  Kin (1-lmg 2) ( و1-lmg 2/0) NAAو ترکیب هورمونی 

 C°25ها در اتاق رشدی با دمای کشت در تمامی مراحلشدند. 

 تند.قرار گرف

 

 

های آزمون سيتولوژیکی جهت شمارش تعداد کروموزوم

 های القا شدهها و رویانکالوس

زایی ابتدا بذور کدوی دیولوئید را در ظرفی خیسانده تا ریشه

رسیدند، به  مترسانتی 1-2ها به اندازه که ریشهکنند، هنگامی

رار ها را بریده و در ظرف جدا قآن نوک متر ازسانتی 5/0اندازه 

 رویانساختار  5 کالوس و 5داده شدند. در ظرفی دیگر تعداد 

 سهمدت بهطور جداگانه بهنمونه سری را انتخاب و هر دو مانند 

 تیمار شدندپیشدرصد  05/0سین ساعت در محلول کلشی

 100ساعت در  24مدت به جهت تثبیت، هاسوس نمونه

 قرار داده اسید استیک( 1: اتانول 3) محلول کارنویسی سی

ساختارهای رویان  وها کالوس ،های ریشهنمونهنهایت در  شدند.

 ودارلینگ آمیزی شدند رنگدرصد یک با استوکارمن  مانند
آمیزی، (. پس از رنگDarlington and Lacour, 1976) لاکور

 زیر میکروسکوپدر ها بر روی لام آزمایشگاهی له شده و نمونه

ها و ها در کالوسداد کروموزوم، تعبرابر 40با بزرگنمایی 

 مورد شمارش قرار گرفتند.ها چهریشه

 

 صفات مورد مطالعهتجزیه آماری و 

کاغذی پوستهای کدوی تخم در این مطالعه بر روی بساک

فقط کالوس القاء گردید و به جز چند مورد نادر که ساختارهای 

ی دیده مشاهده شد، در بقیه موارد رویان چهریشهو  رویان مانند

درصد  ین در آزمایشات انجام شده فقط صرتابنابر نشد.

. روش محاسبه بدین صورت بود که مطالعه گردیدزایی کالوس

بساک کشت  10کالوس به ازای  تولیدکنندههای درصد بساک

دیش در نظر پتریزایی در هر کالوسعنوان درصد بهشده، 

با ترتیب بها و رسم نمودارهها تجزیه وتحلیل داده گرفته شد.

مقایسه . انجام شد Excel و SPSSافزارهای استراده از نرم

ها با استراده از آزمون چنددامنه دانکن انجام شد. میانگین

و  زاییکالوسی مربوط به صرت درصد هاجهت تبدیل داده

 از تبدیل جذری استراده شد. هاآن سازینرمال

 نتایج و بحث

 وسپورميکر یتعيين مرحله رشد و نمو

با اندازه مختلف نشان داد  های نرغنچهآزمون سیتولوژیکی روی 

هایی به دارای بساکمتر سانتی 3-4هایی با اندازه که غنچه

ها حاوی د که این بساکنباشمیمتر میلی 9-10اندازه 

ایی میانی تا انتهایی میکروسوورهایی در مرحله تک هسته

له میکروسوور جهت ترین مرح. این مرحله مناسبباشندمی
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 (. 2شکل ) (1998و همکاران،  متوالی) باشدمیکاغذی پوستو القای کالوس در گیاه کدوی تخم  بساک کشت
 

 
چنین مرحله رشد و نموی مناسب میکروسوور جهت کشت کی جهت تعیین اندازه مناسب غنچه نر و بساک و همیآزمون سیتولوژ: 2شکل 

ی مناسب میکروسوورها رشد و نمو مرحله (:bها جهت کشت بساک ا و بساکهاندازه مناسب غنچه(: a کاغذی.پوستساک کدوی تخم ب

 ای انتهاییهستهکاغذی در مرحله تک پوستیک میکروسوور کدوی تخم  (:cبرابر(،  40میکروسوورها با بزرگنمایی ) جهت کشت بساک

 برابر(100 ییبزرگنما ) مناسب برای کشت بساک
Fig. 2: Cytological experiment to identify the desirable size of bud and anther and also developmental stage of pollen 

for anther culture of pumpkin (Cucurbita pepo var. Styriaca). a): Desirable size of bud and anthers for anther culture, 

b): Microspores at desirable development stage for anther culture (magnification:40x), c): A pumpkin microspore at late 

uni-nucleate stage, desirable for anther culture (magnification:100x) 

 

کشت بساک  در مانند رویانساختارهای القای کالوس و 

 کاغذیپوستکدوی تخم 

(، طی a3های کشت شده )شکل در تمامی آزمایشات، بساک

( و b3تدریج متورم شدند )شکل بهیک هرته پس از کشت، 

نمودند.  (c, d, e3زایی )شکل روز شروع به کالوس 15پس از 

های القاء شده، جهت القای هرته پس از کشت، کالوس چهار

ر برخی زایی انتقال داده شدند. درویان، به محیط جدید رویان

ها مشاهده شد از تیمارها ساختار رویان مانند بر روی کالوس

سمت بهها ( ولی در اکثر تیمارها، کالوسc, f3)شکل 

( i, h3 )شکل مانندریشه ( وg3 )شکل ساختارهای ساقه مانند

های هرته پس از کشت، کالوس هشترشد ونمو کردند. حدود 

و ساقه مانند، به های دارای اندام ریشه زا و کالوسرویان

ای گیاهچهند ولی هیچ کشت باززایی انتقال داده شدمحیط

سیتولوژیکی جهت شمارش  نتایج آزمایش باززایی نشد.

ها در کدوی تخم تعداد کروموزمنشان داد که ها کروموزوم

 کهحالیدر، (2n= 2x = 40) عدد بود 40کاغذی دیولوئید پوست

 (درصد 60ار رویان مانند )ساختسه ( و درصد 80کالوس )چهار 

ها و ساختارهای رویان مانند بررسی شده در آزمایش از کالوس

 20کروموزوم ماهیت هاپلوئید با تعداد ، شمارش کروموزومی

 (. 4)شکل  (n= x = 20) نشان دادند

 

a
 ف

b
 ف

c
 ف
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 ،فته، یک هرته پس از کشتهای تورم یا.بساک(: b، های تازه کشت شدهبساک (:aکاغذی. پوستکدوی تخم  کشت بساک: 3شکل

c-f:) ها ساختارهای رویان مانند مشاهده . در بعضی از کالوسهرته پس از کشت چهارهای کشت شده القاء شده در بساک هایکالوس

 h ،(رنگهای سیاهفلش) بساک کشتهرته بعد از  هشت، بر روی کالوس های ساقه ماننداندام(: g، (fو  cهای ها در شکلشود )فلشمی

 بساک هرته بعد از کشت هشت، بر روی کالوس ریشه مانند هایساختار (:i و 
Fig. 3: Anther culture of pumpkin (Cucurbita pepo var. Styriaca). a): Fresh cultured anthers, b): Turgid anthers, one 

week after culture, c-f), Induced calli,4 weeks after anther culture, embryo like structures were observed in some calli 

(arrows in c and f), g): Shoot like structures on callus, 8 weeks after anther culture (black arrows), h and i): Root like 

structure on callus, 8 weeks after anther culture 

 

 
ها و ساختارهای رویان مانند حاصل از کشت بساک چنین کالوسدر ریشه گیاهان دیولوئید و هم ها متعیین تعداد کروموزو: 4شکل 

هسته سلول (: b ،، حاصل از سلول نوک ریشه گیاه دیولوئید2n=40هسته سلول دیولوئید با عدد کروموزومی  (: aکاغذی.پوستکدوی تخم 

 کشت بساکبعد از  هرته هشت ،وس، حاصل از بافت کالn=20هاپلوئید با عدد کروموزومی 

Fig. 4: Identification of chromosome number in root of diploid plants and also, calli and embryo like structures 

derived from anther culture of in pumpkin (Cucurbita pepo var. Styriaca). a): Nuclear od diploid cell with 40 

chromosomes (2n=2x=40), b): Nuclear of haploid cell with 20 chromosomes (n=x=20), derived from callus tissue, 8 

weeks after anther culture 
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 آزمایش اول

کشت محیطاثر جهت قرار دادن بساک بر روی  در این آزمایش

روی  NAA و D-2,4های رشد کنندهتنظیم ترکیبچنین و هم

از کشت بساک کدوی تخم  زاییکالوسدرصد  صرت

نتایج تجزیه واریانس اثر کاغذی مورد بررسی قرار گرفت. پوست

چنین نوع و کشت و هممحیطجهت قرار دادن بساک بر روی 

بر روی صرت  NAA و D-2,4های رشد کنندهتنظیمغلظت 

های کدوی تخم در کشت بساک زاییکالوسدرصد 

نشان داده شده است. نتایج، اختلاف  1کاغذی در جدول پوست

بین دو جهت قرار گرفتن بساک  05/0داری را در سطح معنی

های مختلف زایی نشان داد. غلظتبرای صرت درصد کالوس

تراوت  D-2,4هورمون نرتالین استیک اسید و هورمون 

داری نشان دادند. اختلاف معنی 001/0در سطح داری معنی

های رار گرفتن بساک با هورمونبین اثرات متقابل جهت ق

NAA  2,4و-D  مشاهده نشد. اثرات متقابلNAA  2,4و-D 

چنین نشان دادند. هم 001/0داری را در سطح اختلاف معنی

اختلاف  NAA × 2,4-D × گانه جهت بساکاثرات متقابل سه

زایی از برای صرت درصد کالوس 05/0داری در سطح معنی

 .(1)جدول  اغذی نشان دادندکپوستهای کدوی تخم بساک

 

بر روی صرت درصد  NAAو  D-2,4های رشد گیاهی کنندهتنظیمتجزیه واریانس اثر جهت بساک، نوع و غلظت : 1جدول 

 کاغذیپوستزایی در کشت بساک کدوی تخم کالوس

Table 1: Analysis of variation for the effect of anther orientation, type and concentration of plant growth regulator of 

2,4-D and NAA on the callogenesis percentage in pumpkin (Cucurbita pepo var. Styriaca) cultured anthers  

 میانگین مربعات
Mean of squares 

 درجه آزادی
df  

 منبع تغییرات
Source of variations 

474.07* 1 
 (A) جهت بساک

Anther orientation (A) 

9112.96*** 2 
 (Bهورمون نرتالین استیک اسید )

Naphthalene acetic acid (B) 

10012.96*** 2 
 (Cتوفوردی )هورمون 

2, 4-D (C) 

90.74ns 2 هورمون نرتالین استیک اسید×  جهت بساک 
A×B 

79.63ns 2 توفوردیهورمون ×  جهت بساک 
A×C 

 توفوردیهورمون  × اسید هورمون نرتالین استیک 4 ***987.96
B×C 

204.63* 4 
 توفوردیهورمون  × هورمون نرتالین استیک اسید×  جهت بساک

A×B×C 

 خطای آزمایشی 36 75.93

Error 

22.19 - 
 ضریب تغییراتدرصد 

CV (%) 
 دارمعنیغیر و 001/0و  01/0، 05/0دار در سطح معنیترتیب به: ns *** و ،**، *

*, **, *** and ns: Significant at 0.05, 0.01, 0.001 and non significant respectively 
 

بساک بر روی  قرار گرفتن مقایسه میانگین اثر جهت    

قرار  نشان داد که زاییکشت، بر صرت درصد کالوسمحیط

زایی نسبت کالوس درصد 85ها به سمت مقعر با گرفتن بساک

زایی درصد کالوسها به سمت محدب، به قرار گرفتن پرچم

 ایجاد کردند.بیشتری را 

 NAA × گانه جهت بساکمقایسه میانگین اثرات متقابل سه    

× 2,4-D نشان داده  2 زایی در جدولرای صرت درصد کالوسب

کشت محیطکاغذی در پوستاست. کشت بساک کدوی تخم 

گرم دو میلیو  NAAگرم یک میلیحاوی ترکیب هورمونی 

2,4-D و  درصد 6/86ترتیب با بهحالت محدب و مقعر  در هر دو

زایی را ایجاد ترین درصد کالوسزایی، بیشکالوسدرصد  3/83

های محیطصورت مقعر در بهها چنین کشت بساککردند. هم

یک +  NAAگرم یک میلیکشت حاوی ترکیب هورمونی )

رم  گلی دو می+  NAAگرم لی می 5/0( و )D-2,4 گرممیلی

2,4-D )زایی بدون کالوس درصد 3/73و  درصد 80ترتیب با هب

ترین درصد دار آماری با دو تیمار اول بیشمعنیاختلاف 
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زایی مربوط به ترین درصد کالوسزایی را نشان دادند. کمکالوس

کشت بدون محیطهای کشت )محدب و مقعر( در بساک

 (.2 هورمون بود )جدول

 

صرت درصد بر  NAAو  D-2,4 کننده رشد گیاهیتنظیمو قابل جهت قرار گرفتن بساک مقایسه میانگین اثرات مت :2جدول 

 کاغذیپوستزایی در کشت بساک کدوی تخم کالوس

Table 2: Mean comparison of the interaction effect of anther orientation and plant growth regulator of 2,4-D and NAA 

on the callogenesis percentage in pumpkin (Cucurbita pepo var. Styriaca) 

 (گرم در لیترمیلی) نرتالین استیک اسید
NAA (mgl-1) 

 (گرم در لیترمیلی) توفوردی
2,4-D (mgl-1) 

 جهت قرار گرفتن بساک
Anther orientation 

 محدب

Convex 
 مقعر

Concave 

0 
0 0.0i 3.3hi 
1 16.6fgh 20.0fg 
2 16.6fgh 30.0ef 

0.5 
0 13.3ghi 26.6efg 
1 53.3d 36.6e 
2 66.6bcd 73.3abc 

1 
0 13.3ghi 23.3efg 
1 63.3cd 80.0ab 
2 86.6a* 83.3a 

 باشندمی 05/0 آماری در سطح بین تیمارها براساس آزمون دانکندار معنیاختلاف  دهنده عدمنشانحروف مشابه ها با ردیفها و اعداد ستون *:

*: Means followed by the same letter within each column and row are not significantly different at the 0.05 level, according to the 

Duncan’s Multiple Range Test 

 

کاغذی، در هنگام جداسازی پوستهای کدوی تخم بساک    

روی باشند، که پس از قرار گرفتن بر دارای انحناء می

کشت و جذب مواد غذایی، متورم شده و این تورم باعث محیط

شود. کشت میمحیطبیشتر شدن انحنا و فاصله گرفتن از سطح 

کشت محیطها از سمت مقعر خود بر روی بنابراین اگر بساک

قرار گیرند، جذب مواد غذایی از طریق آوندها باعث ایجاد تورم 

ت وسعت و کشت شده گردیده و به عل هایبساکدر 

بیشتر سطح رویی بساک، انحنا بیشتر شده و در پذیری انعطاف

نتیجه باعث فاصله گرفتن و حتی جدا شدن بساک از سطح 

 قسمت محدب ازها اگر بساک کهحالیدرگردد. کشت میمحیط

، میکروسوورهای موجود در قرار بگیرند کشتمحیطخود روی 

ی گرده شانس بیشتری برای جذب مواد غذایی از کیسه

 در مطالعه حاضر دلیلخواهند داشت، به همین  کشتمحیط

ها از سمت بساکزایی در حالت قرار گرفتن درصد کالوس

طور به نسبت به حالت مقعر کشتمحیطمحدب خود بر روی 

 داری بیشتر بود.معنی

 هانتر(، 1985) و همکاران وننشاادی توسط مطالعات زی    
( بر روی گیاه Powell et al., 1988و همکاران ) پاول( و 1985)

، جهت قرار گرفتن بساک بر روی هاآنجو انجام شد که در 

( Up)ایستاده ( و Flat)خوابیده ، به دو جهت کشتمحیط

بررسی شد. در مطالعات این محققین بیشتر گیاهان سبز 

کشت  صورت ایستادهبههای کشت شده آمده از بساکوجود هب

 دساندرلنچنین مطالعات مشابهی توسط شده بودند. هم
(Sanderland, 1971 و )و همکاران میسو (Misoo et al., 

ها بر ( بر روی گیاه توتون انجام شد، که قرار گرفتن بساک1981

-زایی و رویانصورت ایستاده درصد کالوسبه کشتمحیطروی 

صورت خوابیده ایجاد زایی بیشتری در مقایسه با قرار گرفتن به

کرد، که با نتایج این تحقیق مبنی بر اثر متراوت جهت قرار 

 ها به آندروژنز مطابقت دارد.گرفتن بساک بر روی پاسخ بساک

آزمایشی  (1390چنین خاوری خراسانی و همکاران )هم    

شامل  کشتمحیطمبنی بر اثر جهت قرار گرفتن بساک روی 

جهت کشت از  ،کشتمحیطها از جهت لبه روی )کشت بساک

صورت تصادفی( بر میزان القای بهو کشت  هاپهنای بساک

جنین حاصل از کشت بساک ذرت انجام دادند. نتایج تجزیه 

واریانس نشان داد که با وجود برتری تیمار نحوه قرارگیری 

ین تیمارهای اعمال ، بکشتمحیطها از جهت لبه بر روی بساک

 زایی وجود ندارد.از نظر القای جنین یدارشده تراوت معنی

در این آزمایش، اثر نوع و غلظت  فاکتور دیگر مورد مطالعه    

 اززایی بر صرت کالوس D-2,4و  NAA رشدهای کنندهتنظیم

گونه همان باشد.کاغذی میپوستکدوی تخم  هایکشت بساک

(، 2 انگین نشان داده شد )جدولسه میمقایکه در جدول 

 گرمدو میلی زایی مربوط به تیمارترین درصد کالوسبیش
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ترین و کم NAAهورمون  گرمیک میلیو  D-2,4هورمون 

زایی مربوط به تیمار شاهد )بدون ترکیب درصد کالوس

هورمونی( بود که هیچ کالوسی مشاهده نشد. در این آزمایش، 

بودند )حتی  D-2,4بیشتری هورمون تیمارهایی که دارای مقدار 

زایی را نشان الوس( درصد بالاتری از کNAAبدون هورمون 

 (.8دادند )شکل 

های رشد، کنندهتنظیمدهد که مطالعات مختلف نشان می    

 ونهورمترین نقش مهمی در القای کالوس و رویان دارند. رایج

 D-2,4 در کشت بساک استراده شده جهت القای کالوس

و  مِتوالی(. در آزمایشی، Germana, 2011) جرماناباشد می

را بر  D-2,4های مختلف هورمون لظتغ( اثر 1998همکاران )

 ند،تولید گیاهان هاپلوئید کدو از طریق کشت پرچم بررسی کرد

زایی در آزمایش این محققین ترین درصد کالوسکه بیش

 بود. D-2,4هورمون  گرمپنج میلیمربوط به تیمار 

 سترادها که دست آمده از این آزمایش نیز نشان داد،هنتایج ب    

طور چشمگیری بههورمونی نسبت به تیمار شاهد،  تیمارهایاز 

 منجر به القاء کالوس گردید.

 

 ومدآزمایش 

و تیمارهای  کشتمحیطدر این آزمایش اثرات متقابل نوع 

یی زابر روی صرت درصد کالوس اکسین و سیتوکینین مونیرهو

  مورد بررسی قرار گرفت. در کشت بساک کدوی تخم کاغذی

چنین نوع و و هم کشتمحیطاثر نوع  نتایج تجزیه واریانس    

 زاییکالوسهای رشد بر روی صرت در صد کنندهتنظیمغلظت 

 3 در جدولکاغذی پوستکدوی تخم  هایدر کشت بساک

ر سطح داری را دنشان داده شده است. نتایج، اختلاف معنی

برای صرت درصد  5Bو  20E کشتمحیطبین دو نوع  05/0

های مختلف هورمون نرتالین زایی نشان داد. غلظتکالوس

داری در سطح تراوت معنی D-2,4استیک اسید و هورمون 

با  کشتمحیطنوع نشان دادند. اثرات متقابل  001/0

داری را در سطح اختلاف معنی D-2,4و  BAPهای هورمون

اختلاف  D-2,4و  BAPنشان دادند. اثرات متقابل  01/0 آماری

چنین اثرات نشان دادند. هم 001/0داری را در سطح معنی

اختلاف  BAP × 2,4-D ×کشت محیطگانه نوع متقابل سه

زایی از برای صرت درصد کالوس 05/0داری در سطح معنی

مقایسه  کاغذی نشان دادند.پوستهای کدوی تخم بساک

زایی نشان ، بر صرت درصد کالوسکشتمحیطاثر نوع  میانگین

زایی نسبت به کالوسدرصد  55با  20E کشتمحیطداد که 

 داری دارد.معنیبرتری  5B کشتمحیط

 × کشتمحیطگانه نوع مقایسه میانگین اثرات متقابل سه    

BAP × 2,4-D 4زایی در جدول برای صرت درصد کالوس 

کاغذی پوستبساک کدوی تخم نشان داده شده است. کشت 

گرم در یک میلیحاوی ترکیب هورمونی ) 20E کشتمحیطدر 

 درصد90( با D-2,4گرم در لیتر میلی 5/2و  BAP لیتر

زایی را ایجاد کرد. ترین درصد کالوس، بیشزاییکالوس

های کشت حاوی ترکیبات ها در محیطچنین کشت بساکهم

گرم در لیتر میلی BAP  +5/2گرم در لیتر میلی 5/0هورمونی )

2,4-D( ،)گرم در لیتر صرر میلیBAP  +5/2 گرم در لیترمیلی 

2,4-D( و )گرم در لیتر یک میلیBAP +گرم در لیتر پنج میلی

2,4-D کشتمحیط( در E20 ( گرم صرر میلیو ترکیب هورمونی

( در هر دو D-2,4گرم در لیتر پنج میلی+  BAPدر لیتر 

، %3/73، %6/66، %33/73ترتیب با به 20E و 5B کشتمحیط

دار آماری با معنیزایی بدون اختلاف کالوس %6/66و  67/76%

زایی را نشان دادند. ترین درصدهای کالوستیمار اول بیش

های کشت شده در زایی مربوط به بساکترین درصد کالوسکم

 بود. کشتمحیطمحیط شاهد )بدون هورمون( در هر دو نوع 

وع نهای کشت شده در دو وجود آمده از بساکههای بکالوس    

. تراوت قابل توجهی باهم داشتند ،از لحاظ کیری کشتمحیط

سبزتر ها بیشتر، کالوس 20E کشتمحیط در زاییکالوسسرعت 

  .تر بودندو کروی
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زایی کالوسبر روی صرت درصد  BAPو  D-2,4اهی های رشد گیکنندهتنظیم، نوع و غلظت کشتمحیطتجزیه واریانس اثر  :3جدول 

 کاغذیپوستدر کشت بساک کدوی تخم 

Table 3: Analysis of variation for the effect of culture medium, type and concentration of plant growth regulator of 2,4-

D and BAP on the callogenesis percentage in pumpkin (Cucurbita pepo var. Styriaca) cultured anthers 

 میانگین مربعات
Mean of squares 

 درجه آزادی
df  

 منبع تغییرات
Source of variations 

2.89* 1 
 (A) کشتمحیط

Culture medium (A) 

98.48*** 2 
 (Bتوفوردی )

2,4-D (B) 

10.92*** 2 
 (Cبنزیل آمینوپورین )

BAP (C) 

4.98** 2 
 توفوردی × کشتمحیط

B   × A 

3.65** 2 
 بنزیل آمینوپورین×  کشتمحیط

C   × A 

19.25*** 4 
 بنزیل آمینوپورین×  توفوردی

C   × B 

1.99* 4 
 بنزیل آمینوپورین×  توفوردی×  کشتمحیط

C   × B   × A 

0.636 36 
 خطای آزمایشی

Error 

12.25 - 
 ضریب تغییراتدرصد 

CV (%) 
  001/0و  01/0، 05/0در سطح دار معنیترتیب به***: و ** ، *

*, ** and ***: Significant at 0.05, 0.01 and 0.001, respectively 
 

زایی کالوسبر روی صرت درصد  BAPو  D-2,4های رشد گیاهی کنندهتنظیم و کشتمحیطمقایسه میانگین اثرات متقابل  :4جدول 

  کاغذیپوستدر کشت بساک کدوی تخم 
Table 4: Mean comparison of the interaction effect of culture medium and plant growth regulator of 2,4-D and BAP on 

the callogenesis percentage in pumpkin (Cucurbita pepo var. styriaca) cultured anthers 

 (گرم در لیترمیلی) توفوردی
2,4-D (mgl-1) 

 (لیترگرم در میلی) بنزیل آمینوپورین
BAP (mgl-1) 

 کشتمحیط

Culture medium 
B5 E20 

0.0 
0.0 0.00f 0.00f 
0.5 43.33cd 30.00de 
1.0 26.67de 20.00e 

2.5 
0.0 53.33bc 66.67ab 
0.5 56.67bc 73.33ab 
1.0 53.33bc 90.00a* 

5.0 
0.0 76.67ab 66.67ab 
0.5 56.67bc 53.33bc 
1.0 30.00de 73.33ab 

 باشندمی 05/0 آماری در سطح بین تیمارها براساس آزمون دانکندار معنیاختلاف  دهنده عدمنشانحروف مشابه ها با ردیفها و اعداد ستون :*

*: Means followed by the same letter within each column and row are not significantly different at the 0.05 level, according to the 

Duncan’s Multiple Range Test 
 

 افزایش غلظت هر دو هورمون درچنین نتایج نشان داد، هم    

است باعث کاهش میزان القای کالوس شده  ،کشتمحیطهر دو 

ها افزایش غلظت هورمون تواند به این دلیل باشد کهمیکه 

 بالارفتن سوخت وموجب  ها(،ها و سیتوکینین)ترکیب اکسین

 ،)باقری گرددمیکشت محیطوکاهش مواد غذایی در ساز 

1376) . 

( اثر 2007و همکاران ) سونگ مشابهیتحقیقی در     

را بر کشت بساک  سیتوکنین اکسین و های رشدکنندهتنظیم

بهترین  در آزمایش این محققین خیار بررسی کردند که
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غنی  MS کشتمحیطزا، برای القای کالوس رویان کشتمحیط

میکرومول  26/2آمینوپورین و میکرومول بنزیل 44/4با شده 

2,4-D برای این محققین میکرومول کینیتین بود.  64/4 و

 54/0شده با غنی MS کشتمحیط القای مستقیم رویان،

میکرومول  32/13 و اسید استیکمیکرومول نرتالین 

و بهترین باززایی رویان در  را استراده کردند آمینوپورینبنزیل

آمینوپورین، بنزیلمیکرومول  22/2حاوی  MS کشتیطمح

. این آوردند دستآگار بهدرصد  2/1ساکارز و  شش درصد

ژنوتیپ خیار کالوس  16محققین با استراده از این روش از 

گیاه  42رویان هاپلوئید به ازای هر بساک و  سهتولید کردند و 

دست بهبساک در واریته نینجیا  45هاپلوئید مضاعف از حدود 

 آوردند.

( تأثیر Ugur et al., 2003) و همکاران اوگار در تحقیقی    

خربزه بررسی  کشت بافت را بر روی MSو  20E کشتمحیط

از  استرادهی دارمعنی اثر مثبت، این محققین کردند که نتایج

نشان زایی برای صرت کالوسرا  MSنسبت به  20E کشتمحیط

 توراوو  پناهیشریعتی توسط مطالعات چنین. همداد
(2010, and TouraevShariatpanahi ) انجام شد که 

خانواده  برایعنوان محیط اختصاصی بهرا  20E کشتمحیط

 دار نوعاثر معنی این محققین نتایج کدوئیان، معرفی کرد.

بر درصد القای  های رشد گیاهی راکنندهتنظیمو  کشتمحیط

دهد که با نتایج ن میرویان ا در کشت بساک نشاکالوس و 

و تیمارهای  کشتمحیطاثرات نوع مبنی بر  حاضر تحقیق

زایی بر روی صرت درصد کالوس اکسین و سیتوکنین مونیرهو

 مطابقت دارد. در کشت بساک 

 

 

 سومآزمایش 

کاغذی پوستدر این آزمایش اثر کشت توأم بساک کدوی تخم 

ی کشت هابا تخمدان گندم و تخمدان خود گیاه در محیط

ز انتایج حاصل  جامد، مایع و دولایه مورد بررسی قرار گرفت.

تجزیه واریانس اثر تیمار کشت توأم بساک کدوی تخم 

در دو کاغذی با تخمدان گندم و تخمدان خود گیاه پوست

در  زاییکالوسبر روی صرت درصد کشت جامد و مایع محیط

ر داری را دنشان داده شده است. نتایج، اختلاف معنی 5 جدول

چنین دو کشت جامد و مایع و هممحیطبین دو  001/0سطح 

اثرات زایی نشان داد. برای صرت درصد کالوسنوع تخمدان 

داری را در معنیکشت و نوع تخمدان نیز اختلاف محیطمتقابل 

زایی نشان دادند )جدول کالوسبرای صرت درصد  05/0سطح 

5.) 

کشت و نوع محیطنوع ات متقابل مقایسه میانگین اثر    

ی کدوی تخم هازایی بساکدرصد کالوس بر رویتخمدان 

ها نشان داده شده است. کشت بساک 1نمودار در کاغذی پوست

زایی کالوس درصد 85جامد بدون تخمدان با  کشتمحیطدر 

که کشت تؤام حالیدرزایی را ایجاد کرد، ترین کالوسبیش

جامد باعث  کشتمحیطر ها با تخمدان گندم و کدو دبساک

ن زایی نسبت به شاهد گردید. که البته ایکاهش درصد کالوس

کاهش در مورد کشت توأم بساک با تخمدان گندم کمتر بود. 

ها با تخمدان گندم مایع فقط کشت توأم بساک کشتمحیطدر 

 گردید. (درصد 10زایی بسیار کمی )منجر به درصد کالوس

توأم اثر کاهشی بر جامد کشت  گردد که در محیطمیمشاهده 

ه توان نتیجزایی داشته است که آن را میمیزان درصد کالوس

 ست.ها در جذب مواد غذایی دانها و تخمداناثر رقابتی بساک
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اک کدوی زایی در کشت بسکالوستخمدان کدو بر روی صرت درصد  یاتخمدان گندم  کشت حاویمحیطتجزیه واریانس اثر  :5جدول 

 کاغذیپوستتخم 

Table 5: Analysis of variation for the effect of wheat or pumpkin ovary conditioned medium on the callogenesis 

percentage in pumpkin (Cucurbita pepo var. Styriaca) cultured anthers 

 میانگین مربعات
Mean of squares 

 درجه آزادی
df 

 ییراتمنبع تغ
Source of variations 

123.25*** 1 
 (A) کشتمحیط

Culture medium (A) 

20.24*** 2 
 (B) نوع تخمدان

Type of ovary (B) 

14.92* 2 
 نوع تخمدان×  کشتمحیط

B   × A 

1.12 12 
 خطای آزمایشی

Error 

27.26 - 
 ضریب تغییراتدرصد 

CV (%) 
  001/0و  05/0دار در سطح معنیترتیب به***: و  *

* and ***: Significant at 0.05 and 0.001, respectively 

 
 

 
 

 
 

 
 

تخم  بساک کدوی زایی در کشتکالوسبر صرت درصد  کشت و نوع تخمدان در کشت توأممحیطمتقابل اثر مقایسه میانگین  :5شکل 

 باشندمی 05/0 آماری در سطح ا بر اساس آزمون دانکنبین تیمارهدار معنیاختلاف  دهنده عدمنشانحروف مشابه  .کاغذیپوست
Fig. 5: Mean comparison of the interaction effect of culture medium and type of ovary in co-culture medium on the 

callogenesis percentage in pumpkin (Cucurbita pepo var. styriaca) cultured anthers. Means followed by the same letter 

are not significantly different at the 0.05 level, according to the Duncan’s Multiple Range Test 
 

( در آزمایشی Broughton et al., 2008) و همکاران وتونابر    

اثر کشت توأم بساک با تخمدان گندم را بر تولید جنین و گیاه 

ندم بهاره استرالیایی مورد بررسی قرار سبز در کشت بساک گ

القا،  کشتمحیطدادند. در این آزمایش اضافه کردن تخمدان به 

که ها داشت. هنگامیتأثیر قابل توجهی بر عملکرد بساککالوس 

بساک افزوده شد، متوسط جنین و  کشتمحیطپنج تخمدان به 

 10 گیاه سبز، افزایش یافت. ولی با افزایش تعداد تخمدان )تا

ها حاصل نشد. با اضافه شدن عملکرد بساک ییری درغعدد(، ت
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الو
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 15-20، نرخ تولید جنین و گیاه سبز کشتمحیطتخمدان به 

 افزایش یافت. درصد

ر بای مطالعهنیز ( (Lantos et al., 2009و همکاران  لانتوس    

م روی کشت توأم میکروسوور گیاه فلرل با تخمدان گندم انجا

یش رقم فلرل اسوانیایی موردآزما 3ن آزمایش دادند که در ای

در آزمایش این محققین مشاهده شد که کشت قرارگرفتند. 

 به توأم میکروسوورها با هردو نوع تخمدان گندم و فلرل منجر

زایی میکروسوورها گردید ولی این افزایش در جینافزایش 

 کشت توأم میکروسوورها با تخمدان گندم بیشتر بود.

 ,.Letarte et alو همکاران ) تارلیتحاصل از مطالعات نتایج     

های آرابینوگالاکتان که از ( نشان داد که پروتئین2006

شوند نقش کلیدی را در القای های گندم ترشح میتخمدان

چنین نتایج کند، همنرزایی در میکروسوورهای گندم ایرا می

های پروتئین ی جایگزینیوسیلهاین مطالعه بیانگر این بود که به

جای تخمدان در کشت میکروسوور گندم، بهآرابینوگالاکتان 

توان میزان القای نرزایی را در این گیاه بهبود بخشید، البته می

این روش در مقایسه با استراده مستقیم از تخمدان یی آکار

 تر است.پایین

های بساککلی نتایج این تحقیق نشان داد که کشت طوربه    

کشت محیطکاغذی از جهت محدب بر روی پوستخم کدوی ت

20E (حاوی محیط ،)ترکیب کشت اختصاصی خانواده کدوئیان

گرم در لیتر میلی 5/2و  BAP گرم در لیتریک میلیهورمونی )

2,4-Dچنین کند. هممیزایی را یجاد کالوسترین درصد ( بیش

کشت مایع محیط مناسبی برای محیطنتایج نشان داد که 

فقط در  و باشدنمیکاغذی پوستت بساک کدوی تخم کش

های کدو با تخمدان گندم بساککشت مایع، کشت توأم محیط

زایی گردید. نتایج این تحقیق فقط کالوسمنجر به بهبود اندک 

هاپلوئید در رویان مانند  رهایامنجر به القاء کالوس و ساخت

یی جهت باززا و کاغذی گردیدپوستکشت بساک کدوی تخم 

ها و تولید گیاهان هاپلوئید در گیاه دارویی کدوی تخم کالوس

 مورد نیاز است. مطالعات بیشتری پوست کاغذی
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