
 ایرانباغبانی علوم 

 (859-868)ص  1397 زمستان، 4، شمارة 49دورة 
Iranian Journal of Horticultural Science 

Vol 49, No 4, Winter 2019 (859-868) 

DOI: 10.22059/ijhs.2017.230756.1223 
 

 

* Corresponding author E-mail: zebarjadiali@yahoo.com  

 های رشد گیاهی بر القای کالوس و جنین در کشت بساک خیار کنندهبررسی اثر تنظیم
(Cucumis sativus L.) 

 
 3و محمدرضا عبدالهی* 2، علیرضا زبرجدی1ابوذر اسدی

 دکتری و دانشیار، پردیس کشاورزی و منابع طبیعی، دانشگاه رازی، کرمانشاه ی سابق. دانشجو2و  1
 ، همدانسیناشاورزی، دانشگاه بوعلی. دانشیار، دانشکده ک3

 (7/8/1396تاریخ پذیرش:  - 12/4/1396)تاریخ دریافت: 

 
 چکیده 

القای مختلف برای  محیط 25و جنین در کشت بساک خیار،  القای کالوسهای رشد گیاهی بر کنندهمنظور بررسی اثر تنظیمدر مطالعه حاضر به
با دفی ملاً تصاصورت فاکتوریل در قالب طرح کابه جداگانه آزمایشنظر گرفته شد. دو  جنین در یو چهار مسیر مختلف برای القا کالوس

ا صفهانی و بتخیار )ا ، فاکتورها شامل دو ژنوتیپالقای کالوسدر آزمایش  انجام شد. ترتیب برای القای کالوس و جنینچهار و سه تکرار، به
گرم در میلی 1و  D (0 ،25/0 ،5/0 ،75/0-2,4گرم در لیتر( و میلی 91/0و  0 ،225/0 ،45/0، 68/0)  BAPهای مختلفآلفا(، و ترکیب غلظت

 1/0و  NAA (05/0گرم در لیتر( و میلی 4و  2 ،3) BAPهای مختلف جنین نیز فاکتورها شامل ترکیب غلظت و در آزمایش القایلیتر( بوده 
 کداری در سطح یعنیها، اختلاف آماری متایج حاصل از تجزیه واریانس دادهگرم در لیتر( و همچنین انواع محیط مایع و جامد بودند. نمیلی

 ط پایهشده در محیهای کشتهای کشت و در سطح پنج درصد بین اثرهای متقابل ژنوتیپ و محیط کشت نشان داد. بساکدرصد بین محیط
MS از بین رفتند، اما  هفته از کشت 4اسخی نشان ندادند و بعد از های رشد گیاهی، در حالت جداگانه پکنندهشده با تنظیمهای تهیهو محیط

و  M24 ،M22های ها، محیطداشت. بر اساس نتایج حاصل از مقایسه میانگین القای کالوساثرات مختلفی بر  های رشدهکنندترکیب تنظیم
M15 یش، بیشترین کالوس و محیط محیط مورد آزما 25درصد در بین  96/75و  75/97، 98های ترتیب با میانگینبهM10 5/77ا میانگین نیز ب 

ین کالوس و محیط درصد در رقم بتا آلفا، بیشتر 45/98با میانگین  M22درصد نیز کمترین کالوس را برای ژنوتیپ اصفهانی داشتند. محیط 
M10  امد، ج -سیر جامدمکدام از سه نیز در هیچ القای جنیندرصد، کمترین میزان کالوس را برای این رقم داشت. در  7/59نیز با میانگین
داری در سطح زایی مشاهده شد و تفاوت آماری معنیجامد نرخ بالایی از جنین -جنینی مشاهده نشد؛ اما در مسیر مایع مایع-ایع و مایعم-جامد

با  M6یط د که محزایی نیز نشان دانینهای مورد استفاده برای جشده مشاهده شد. مقایسه میانگین محیطهای آزمایشدرصد، در بین محیط 5
 زایی را داشتند.درصد کمترین درصد جنین 20نیز با میانگین  M4زایی و محیط درصد، بیشترین درصد جنین 58/60میانگین 

 
 .BAP ،2,4-Dکشت اندام جنسی نر، خیار،  کلیدی:های واژه

 
 

The influence of plant regulators on callus and embryo induction in cucumber 
(Cucumis sativus L.) anther culture 

 
Abouzar Asadi11, Alireza Zebarjadi2*  and Mohammad Reza Abdollahi3 

1, 2. Former Ph.D. Student and Associate Professor, College of Agriculture and Natural Resources, Razi University, Kermanshah, Iran 
3. Associate Professor of Plant Breeding, Faculty of Agriculture, Bu-Ali Sina University, Hamedan, Iran 

(Received: Jul. 3, 2017- Accepted: Oct. 29, 2017) 
 

ABSTRACT 
In order to investigate effects of plant regulators on callus and embryo induction in cucumber anther culture, 25 
media for callus induction and 4 methods for embryo induction were tested. The experimental layout was conducted 
in factorial arrangement in randomized completely design with four and three replications for callus and embryo 
induction, respectively. Factors for callus induction were two cucumber genotypes (Esfahani and Beta Alfa) and 
different concentrations of BAP (0, 0.225, 0.45, 0.68 and 0.91 mg/l) and 2, 4-D (0, 0.25, 0.5, 0.75 and 1 mg/l). Also 
factors for embryo induction were different concentration of BAP (2, 3 and 4 mg/l) and NAA (0.05 and 0.1 mg/l) and 
different solid and liquid media. Results indicated that there are statistical significant effect at 1% among PGR 
concentrations and 5% among interaction between genotype and PGR concentrations. The anthers, which were 
cultured on basal MS medium and media supplemented with individual concentration of plant regulators did not 
show any response and they became necrotic after 4 weeks of culture, but combination of plant regulators had 
different effect on callus induction. According to results of means comparison M24, M22 and M15 media with 
average of 98, 97.75 and 96.75 percent and M10 medium with average of 77.5 percent had highest and lowest callus 
induction for Esfahani genotype, respectively. The highest and lowest callus induction for Beta Alfa cultivar obtained 
in M13 (98.45%) and M1 (59.7%) media, respectively. There was no response for embryo induction in Solid-Solid, 
Solid-Liquid and Liquid-Liquid methods, but high rate of embryo induction obtained in Liquid-Solid method. Results 
indicated that there was statistical significant effect at 5% among media. Means comparison for tested media showed 
that M6 (60.58%) and M4 (20%) medium had highest and lowest embryo induction, respectively. 
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 مقدمه

 و خاکی و آبی منابع و جغرافیايی شرايط محدوديت

 فکر اين به را دانشمندان همواره ،جمعیت ازدياد

 به جهانی معضل اين برای حلیراه تا نموده مشغول

 مختلف علوم از استفاده. نمايند عرضه بشريت

عنوان يک به آن کاربرد و کشاورزی بیوتکنولوژی

 کشورهای در اًاخیر هک است مباحثی جمله ازحل، راه

 کاربرد و پژوهش مطالعه، توجه، مورد ،توسعه حال در

. خیار، يکی از (Hasandokht, 2006) است گرفته قرار

 که است ايران در کشت تحت جاتصیفیترين مهم

 داده اختصاص خود به را توجهیقابل زيرکشت سطح

 طبق آمار سازمان خوار و بار و کشاورزی ملل .است

 66146، ايران با ( ,2015Organization) 1متحد )فائو(

هکتار سطح زير کشت بعد از چین، کامرون و روسیه، 

چهارمین سطح زير کشت دنیا را برای اين محصول از 

آن خود کرده است. بر اساس آمارنامه وزارت جهاد 

ای با خیار گلخانه (Jihad, 2016)کشاورزی ايران 

تن در  221هکتار و با میانگین تولید  2832مساحت 

 تولیدات بین در را کشت زير هکتار، بالاترين سطح

داده است. فائو در ايران به خود اختصاص  ایگلخانه

، ايران را (Organization, 2015)آخرين گزارش خود 

میلیون تن خیار بعد از کشورهای  5/1با تولید بیش از 

کننده خیار در دنیا معرفی چین و ترکیه، سومین تولید

ئو، سطح زير کشت و کرده است. بر اساس گزارش فا

تا سال  1961نیز میزان تولید خیار در ايران از سال 

 روندی افزايشی داشته است.  2013

 ( يکساله، دولپه2n=2x=14گیاهی ديپلوئید ) اریخ

 یداراو  یعلفاين گیاه،  باشد.می 2کدوئیان تیره از و

. است خشن و نازک یخارها از دهیپوش و خزنده ساقه

 .باشدمی داردندانه و هيزاو یدارا و بزرگ آن یهابرگ

های آن دارای کاسبرگ و خیار گیاهی دگرگشن و گل

جنسه، دو گلبرگ و با توجه به نوع ژنوتیپ از تک

 Cucumisپايه متفاوتند. جنس پايه و دوجنسه، تک

 Cucumisعلمی  نام با خیار که دارد گونه 30 حدود

sativus L. باشد گونه می ترينمهم(Hasandokht, 

                                                                               
1. Food and Agriculture Organization of the United 

Nations (FAO) 

2. Cucurbitaceae 

دی مهم در سراسر های اقتصا. خیار از سبزی(2006

 از یاریبس مطالعه یبرا مناسبی ستمیسجهان و 

ی مانند تعیین جنسیت کيولوژیب مهم یندهايفرآ

(Jihad, 2016)ها ، انتقال ژن به هسته و ژنوم اندامک

(Alverson et al., 2011)  آبکش یولوژيزیفو (Zhang 

et al., 2010) باشد. می 

 علوم و پايه مطالعات در مهمی موضوع هاپلوئیدی،

 و 3هاپلوئید طور کلی، گیاهانبه. باشدمی کاربردی

 که بوده متنوعی کاربردهای دارای 4شدهمضاعف هاپلوئید

های هموزيگوس )و هموزيگوت هایلاين تولید به توانمی

 وژنوم  يابینقشه جهش، القا ژنتیکی، مطالعات انفرادی(،

. مهمترين (Chu et al., 1990)نمود  اشاره  ژن انتقال

های ا در برنامهفاکتوری که استفاده از هاپلوئیدی ر

اصلاحی خیار محدود کرده است، فقدان يک روش مؤثر 

باشد. توسعه يک سیستم برای تولید در مقیاس وسیع می

مؤثر برای تولید هاپلوئید مضاعف و کاربرد بیشتر آن در 

تواند های اصلاحی گیاهان خانواده کدوئیان، میبرنامه

زمان مورد نیاز برای توسعه رقم را کاهش دهد 

(Sauton& Dumas de Vaulx, 1988)طور کلی، . به

ئیان وجود کدودر دیهاپلوئ یالقاهايی که برای روش

افشانی با دارند عبارتند از پارتنوژنز )در درجه اول گرده

 5یشیشهزايی درونشده(، مادهدانه گرده پرتوتابی

( و نززايی 7هاو تخمک 6شیشه تخمدان)کشت درون

و  9میکروسپورهاشیشه درون)کشت  8شیشهدرون

Szczytt, -Gałązka& Niemirowicz) (10هابساک

2013). 

های مهم تولید گیاه کشت بساک يکی از روش

 بر زيادی باشد. فاکتورهایهاپلوئید در خیار می

 جمله از گیاهان اکثر بساک، در کشت در موفقیت

 به توانمی عوامل اين جمله از. باشدمی مؤثر کدوئیان

 مرحله بخشنده، گیاه رشدی شرايط گیاه، ژنوتیپ

                                                                               
3. Haploid 

4. Doubled haploid 

5. In Vitro Gynogenesis 

6. Ovaries 

7. Ovules 

8. In Vitro Androgenesis 

9. Microspores 

10. Anthers 
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 کشت محیط شرايط گل، جوانه تیمارپیش میکروسپور،

. ترکیبات محیط (Bajaj, 1990)کرد  اشاره کشت و

يا کالوس و  القای جنینکشت، عامل کلیدی مؤثر در 

شده که نوع و باشد. مشخصمتعاقب آن باززايی گیاه می

مؤثر  1های رشد گیاهی بر نرزايیکنندهغلظت تنظیم

 یها )اکثر اعضاد کمی از گونهباشد. اگر چه تعدامی

( به افزودن اکسین در محیط القا 2خانواده سولاناسه

افتد، حضور در محیط ساده اتفاق می القا نیازی ندارند و

های رشد )اکسین، سیتوکنین و يا ترکیبی از کنندهتنظیم

در  ،کروسپوریماز شده ن مشتقیجن دیتولها( برای اين

 3هابرای نوع ريکالسیترنت صاً های گیاهی مخصواکثر گونه

نظر . به(Maheshwari et al., 1982)باشد ضروری می

کننده مسیر توسعه ها، تعیینرسد نوع و غلظت اکسینمی

کننده تنظیم .(Ball et al., 1993)د باشمیکروسپور می

کند و می تولید کالوس را القا D-2,44 رشد گیاهی

زايی مستقیم را القا ، جنینANA6 و IAA5 هایهورمون

  .(Armstrong et al., 1987)کنند می

Abdollahi et al. (2016) هایغلظت پژوهشی، در 

و عناصر  (لیتر در گرم 14 و 7، 5 ،3 ،0) آگار مختلف

 و بساک کشت برابر( را بر 2و  5/1، 1، 5/0پرمصرف )

 خیار مورد گامتی چهار رقم رويان و القای کالوس

 اختلاف که داد ها نشانآن نتايج. دادند قرار بررسی

ر آگار و عناص مختلف هایغلظت بین آماری دارمعنی

 زايیرويان و زايیکالوس میزان نظر از پرمصرف،

دارد. دو  وجود خیار چهار رقم بساک کشت در گامتی،

برابر کردن عناصر پرمصرف در محیط کشت، باعث 

زا در ژنوتیپ های جنیندرصدی کالوس 100افزايش 

که ساير ارقام در مقدار يک اصفهانی شد. در حالی

زا را نشان جنین هایبرابر، بیشترين درصد کالوس

زا در محیط های جنینترين درصد کالوسدادند. بیش

 Hamidvandآمد.  دستبهگرم بر لیتر  7حاوی آگار 

et al. (2013) 5و  2های رشد گیاه )کنندهاثر تنظیم 

و  1، 5/0صورت تکی و به NAAو  D-2,4میکرومول 

                                                                               
1. Androgenesis 
2. Solanaceae 
3. Recalcitrant 

4. 2,4-Dichlorophenoxyacetic Acid  
5. Indole-3-Acetic Acid  
6. A-Naphthaleneacetic Acid  

میکرومول  2در ترکیب با  KINو  BAPمیکرومول  5/1

2,4-Dزايی حاصل از کشت بساک دو ( را بر جنین

پ اصفهانی و بتا آلفا خیار مورد بررسی قرار دادند و ژنوتی

کننده گزارش دادند که تفاوت بین سطوح مختلف تنظیم

دار بود. ترکیب های مختلف، معنیرشد گیاهی و هورمون

2,4-D µM2/µM KIN 5/1زايی بیشترين درصد کالوس

 D µM2/µM KIN 5/1-2,4را در ژنوتیپ اصفهانی و 

بیشترين درصد  D µM2/µM BAP 1-2,4 همراهبه

زايی را در رقم بتا آلفا نشان داد. بیشترين تعداد کالوس

 D µM2/µM-2,4جنین در بساک با استفاده از ترکیب 

BAP 1 دست آمد.هب 

Suprunova et al. (2008) منظور افزايش نرخ به

تولید گیاهان هاپلوئید خیار حاصل از کشت 

تخمک، بساک و میکروسپور، چند عامل شیشه درون

های کنندهبه قرار زير را مورد بررسی قرار دادند: تنظیم

 D-2,4گرم بر لیتر میلی 2و  1، 4/0رشد گیاهی )

گرم بر لیتر میلی 1و  5/0، 2/0ترتیب در ترکیب با به

BA) ( ،گرم میلی 2/0و  1/0، 05/0برای کشت بساک

 2/0و  1/0، 05/0ترتیب در ترکیب با ، بهTDZبر لیتر 

درصد برای  5همراه ساکاروز ، بهBAگرم بر لیتر میلی

ژنوتیپ(، طول گل و  10کشت تخمک(، اثر ژنوتیپ )

های مختلف مرحله توسعه میکروسپور. از بین هورمون

TDZ 1-mg.L 2/0 کننده رشد گیاهی نظیمبهترين ت

 D-2,4 1-mg.L 2/BA1-mg.L 1زايی، ماده برای القا

کننده رشد گیاهی برای نرزايی و بهترين ترکیب تنظیم

ی توسعه ی و اوايل دو هستهاهستهنیز اواخر تک

میکروسپور، بهترين مرحله برای کشت بساک گزارش 

در شش آزمايش )شامل  Song et al. (2007)شدند. 

زا، جنین القای کالوستیمارهای دمايی، محیط پیش

، محیط القای جنینکشت، محیط شرايط پیش

زنی جنین و اثرات ژنوتیپ( باززايی گیاهان جوانه

وسیله آندروژنز را مورد ارزيابی هاپلوئید خیار بهدابل

القای قرار دادند. در اين مطالعه، بهترين محیط برای 

 µM BAشده با تکمیل MSزا، محیط جنین سکالو

44/4 ،µM 2,4-D 26/2 ،µM KIN 64/4 ،3  درصد

القای درصد آگار معرفی شد. برای  8/0ساکاروز و 

 µM NAA 54/0 ،µMBAهمراه به MS، محیط جنین

عنوان درصد آگار به 8/0درصد ساکاروز و  3، 32/13



 ... نیجن و کالوس یالقا بر یاهیگ رشد یهاکنندهمیتنظ اثر یبررساسدی و همکاران:  862

 

یط زنی جنین، محمحیط بهینه معرفی شد. برای جوانه

MS شده با کاملµM BA 22/2 ،6  درصد ساکاروز و

درصد آگار گزارش شد. در اين مطالعه، سه جنین  2/1

 45شده در گیاه هاپلوئید مضاعف 42در بساک و 

 درصد موفقیت( گزارش شد. 93بساک )

Ashok Kumar & Mrthy (2004)  اثر قندهای

های اکارر، مالتوز، گلوکر و فروکتوز با غلظتمختلف )س

و  45/0، 4/0، 35/0، 3/0، 25/0، 2/0، 15/0، 1/0، 05/0

M5/0 های مختلف طور جداگانه( و اسید آمینهبه

 با )گلوتامین، گلايسین، آرژنین، اسپاراژين و سیستئین

 طور جداگانه و نیز بابه mM5و  2، 1، 5/0های غلظت

ان زايی و باززايی گیاهرا بر جنین (mM2و  1های ترکیب

 B5حاصل از کشت بساک دو رقم خیار، در محیط 

کننده رشد گیاهی شده با ترکیب تنظیمکامل

µMBA1/µM 2,4-D 2 ند و نتیجه مورد بررسی قرار داد

ین ، بهترين قند در بM25/0گرفتند که ساکارز با غلظت 

 نهی آمیشده و نیز ترکیبی از همه اسیدهاقندهای مطالعه

را  از هرکدام، بهترين پاسخ mM1مورد استفاده با غلظت 

 .Ashok Kumar et alکند. ايجاد می القای جنینبرای 

 زايی و بازايی کشت بساک دو رقم خیار راجنین (2003)

گراد برای درجه سانتی 4تیمار دمايی )پیش تأثیرتحت 

روز( و  1گراد برای درجه سانتی 30روز و  10-0

و  IAA ،IBA ،2,4-D ،NAA ،BAP ،KNها )هورمون

TDZ ر ومیکرومولا 5/0و  1، 2، 5، 10، 20های با غلظت 

و  TDZ/KN/BAP 2 ،1میکرومولار با  D 2-2,4ترکیب 

مورد بررسی قرار  B5میکرومولار( در محیط کشت  5/0

ولار میکروم 1و  D-2,4میکرومول  2دادند و ترکیب 

BAP جه در 4تیمار عنوان بهترين ترکیب و نیز پیشرا به

ار تیمعنوان بهترين پیشروز را به 2مدت گراد بهسانتی

 دند. هدف از مطالعه حاضر، بررسی اثرات گزارش کر

های رشد کنندهتکی و ترکیب سطوح مختلف تنظیم

 های و نیز محیط BAP ،2,4-D ،NAAگیاهی 

 مختلف جامد و مايع بر نرزايی در کشت بساک 

 خیار بود.

 

 هامواد و روش
 مواد ژنتیکی و اجرای آزمایش

تیپ مواد گیاهی مورد استفاده در اين تحقیق، دو ژنو

خیار شامل توده بومی اصفهانی و رقم هیبريد بتا آلفا 

بذر اصفهان بودند. شده از شرکت پاکانتهیه

های مورد مطالعه، در گلخانه آموزشی و ژنوتیپ

پژوهشی پرديس کشاورزی و منابع طبیعی دانشگاه 

در  یزراعی هامراقبترازی کرمانشاه کشت شدند. 

 و یودپاشک ،یپاشسم ،یاریگلخانه، شامل آب

و در فاصله  با روش مناسب انجام گرفت یپاشمحلول

ها جهت آوری گلروز بعد از کشت، اقدام به جمع 40

های گل، کشت بساک شد. بهترين زمان برداشت جوانه

باشد که میکروسپورها جهت کشت بساک، زمانی می

ای هستند در اواسط تا اواخر مرحله تک هسته

(Ashok Kumar& Murthy, 2004; Ashok Kumar 

et al., 2003)های با مراحل مختلف رشد، . گل

(، يک عدد بساک از هر گل a-1آوری شد )شکل جمع

جداسازی و بر روی لام میکروسکوپی قرار گرفت. ده 

روی آن قرار گرفت.  DAPIآمیزی میکرولیتر مايع رنگ

وسیله استفاده از برش به میکروسپورهای آن با

اسکالپل در محلول آزاد شدند. لامل رو آن قرار داده 

شدن آن، با استفاده منظور جلوگیری از خشکشد، به

 از لاک ناخن، درزگیری بین لام و لامل انجام گرفت و

بعد از نیم ساعت، با استفاده از  در تاريکی قرار گرفت.

 سکوپ مطالعه گرديد.ومیکر

 

 تیمار دماییاعمال پیش

 هايی که قبلاً شده، درون شیشههای گل برداشتجوانه

با فويل آلومینیومی پوشیده شده بودند و روی يخ قرار 

مدت های حاوی گل بهداشتند، منتقل شدند. شیشه

 Ashok Kumar)گراد درجه سانتی 4دو روز در دمای 

et al., 2003) تیمار سرمايی منظور اعمال پیشبه

 منتقل شدند.

 

 ز کشتها قبل اعفونی کردن گلضد

 استريل مقطر آب ها، ازغنچه سطحی عفونیضد برای

 70 اتانول با سپس استفاده شد، خاک زدودن جهت

کش درصد قارچ 5/0دقیقه، با محلول  1 مدتبه درصد

 با آن از پس و دقیقه، 5مدت سی بهتیترکیبی رورال

 دقیقه 10 مدتبه درصد 5/0 سديم هیپوکلريت

 مقطر آب با مرتبه 3يان، ها در پاضدعفونی شدند. گل
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 داده شدند.  شستشو استريل

 هاها جهت کشت بساکسازی محیطآماده

 القای کالوسهای خیار به در اين آزمايش پاسخ بساک

شده با ترکیبات تکمیل MSمحیط کشت  25در 

( مورد بررسی قرار 1کننده رشد گیاهی )جدول تنظیم

بخش، گرفت. طرح آزمايشی مورد استفاده در اين 

آزمايش فاکتوريل در قالب طرح کاملا تصادفی بود. 

 12های با قطر ديشتعداد چهار تکرار )پتری

متر( برای هر محیط کشت در نظر گرفته شد و سانتی

 بساک کشت شد. 20ديش در هر پتری

 

آزمایش اول: پیدا کردن بهترین محیط القای کالوس 

 هادر کشت بساک

 هایکاسبرگ و هابرگگل ابتدا ها،بساک کشت جهت

 استريل پنس و اسکالپل توسط شده استريل هایغنچه

 گرديد، جدا پرچم میله از هابساک سپس جدا شدند،

 يک با نرسد. آسیبی بساک سوماتیکی بافت به کهنحویبه

 قرار کشت محیط روی بر آرامی با هابساک استريل، پنس

 زگیریدر سلفون با هاديشپتری کشت، از بعد. گرفتند

واکشت . شدند داده انتقال رشد اتاقک به و شدند

ت بار انجام گرفت. در نهايها هر دو هفته يکريزنمونه

 شده شمارش و ياداشت شد. های القاتعداد کالوس

 
کردن بهترین محیط جهت القای آزمایش دوم: پیدا

 جنین

 MSدر اين بخش، ابتدا شش محیط کشت شامل 

کننده رشد گیاهی، تنظیمشده با شش ترکیب تکمیل

، در دو حالت جامد و مايع 2گزارش شده در جدول 

ها آماده شد. ظروف جهت القای جنین و يا باززايی کالوس

مدت يک ساعت شده برای هر ترکیب تیماری، بهکشت

گراد قرار گرفتند و بعد از آن، درجه سانتی 35در دمای 

های شیشهبه اتاقک رشد با دمای معمولی منتقل شدند. 

دور در  100حاوی محیط مايع نیز روی شیکر با دور 

دقیقه قرار گرفتند. بعد از گذشت سه هفته، تمامی 

 0و  5، 10طور جداگانه به شیب غلظت هها بريزنمونه

و در دو محیط مايع و جامد  D-2,4گرم در لیتر میلی

های رشدکرده در محیط مايع، به دو منتقل شدند. نمونه

کرده در محیط های رشدد و مايع و نمونهمحیط جام

کننده جامد نیز به دو محیط جامد و مايع حاوی تنظیم

ها چهار که ريزنمونهطوریرشد گیاهی منتقل شدند. به

مايع -جامد و مايع-مايع، مايع-جامد، جامد-مسیر جامد

منظور القای جنین طی کردند. در پايان، تعداد را به

رش شد. طرح آزمايشی در اين شده شماهای القاجنین

صورت آزمايش فاکتوريل در بخش اجرای آزمايش، به

قالب طرح کاملًا تصادفی با سه تکرار بود؛ ولی با توجه به 

ها و نیز صفر بودن تعدادی از رفتن برخی از نمونهازبین

های حاصل از اين بخش، در قالب طرح تیمارها، داده

ی ژنوتیپ اصفهانی تجزيه و تصادفی با سه تکرار، برا کاملاً

 تحلیل آماری شدند.

 

 هاتجزیه و تحلیل داده

 دکنندهیتولی هاصفات درصد بساک ،شيآزما نيدر ا

کننده جنین محاسبه های تولیدو درصد کالوس کالوس

نرم افزار  ها با استفاده ازبودن دادهآزمون نرمالشد. 

Minitab اده و تبديل د ها انجام گرفتماندهیباق یرو

 هايی که توزيع نرمال نداشتند انجام شد.برای داده

ی ها با استفاده از نرم افزار آمارداده لیو تحل هيتجز

SAS  .ها با استفاده از نیانگیم سهيمقاانجام گرفت

در جدول انجام گرفت.  دانکن یادامنه چند آزمون

شده های نرمالبندی دادهها، از حروفمقايسه میانگین

 های اصلی استفاده شده است.های دادهنو میانگی

 
 های رشد گیاهی مورد استفاده برای کشت بساککنندهغلظت تنظیم. 1جدول 

Table 1. Plant regulators concentration for anther culture 
Medium BAP (mg/l) 2,4-D (mg/l) Medium BAP (mg/l) 2,4-D (mg/l) 

M1 0 0 M14 0.45 0.25 
M2 0.225 0 M15 0.45 0.5 
M3 0.45 0 M16 0.45 0.75 
M4 0.68 0 M17 0.45 1 
M5 0.91 0 M18 0.68 0.25 
M6 0 0.25 M19 0.68 0.5 
M7 0 0.5 M20 0.68 0.75 
M8 0 0.75 M21 0.68 1 
M9 0 1 M22 0.91 0.25 
M10 0.225 0.25 M23 0.91 0.5 



 ... نیجن و کالوس یالقا بر یاهیگ رشد یهاکنندهمیتنظ اثر یبررساسدی و همکاران:  864

 
M11 0.225 0.5 M24 0.91 0.75 
M12 0.225 0.75 M25 0.91 1 
M13 0.225 1     

 

کننده رشد گیاهی مورد غلظت ترکیبات تنظیم. 2جدول 

 زايیاستفاده برای جنین

Table 2. Plant regulators concentration for embryo 

induction 
Medi
um 

BAP 
(mg/l) 

2,4-D 
(mg/l) 

Temperature 
shock (0C)  

Agar 
(g/l) 

M1 0.05 2   
M2 0.05 3  0 
M3 0.05 4 35  
M4 0.1 2  8 
M5 0.1 3   
M6 0.1 4   

 

 نتایج و بحث

منظور تعیین مرحله رشد میکروسپور، در ابتدا به

 ندهای مختلف برداشت شدهای گل در سنجوانه

، DAPIآمیزی ( و با استفاده از رنگa-1 )شکل

هسته میانی های گل با میکروسپور در مرحله تکجوانه

ی ای شناسايی شدند و براهستهتا اواخر مرحله تک

کشت بساک مورد استفاده قرار گرفتند. ساير محققین، 

بهترين مرحله رشد میکرسپور جهت کشت بساک 

ای معرفی هستهی میانی تا اواخر تکاهستهخیار را تک

 ,.Ashok Kumar et al., 2003; Song et al)کردند 

2007; Germanà, 2010; Abdollahi et al., 2016). 

محیط کشت  25شده برای بر اساس نتايج مشاهده

شده با سطوح مختلفی از تکمیل MSپايه 

صورت تکی و ترکیبی، های رشد گیاهی بهکنندهتنظیم

شده با سطوح مختلف محیط تکمیل 4مشخص شد که 

BAP ،4 2,4شده با سطوح مختلف محیط تکمیل-D  و

کننده رشد گیاهی، بدون تنظیم MSمحیط کشت پايه 

در کشت بساک خیار نشدند.  القای کالوسباعث 

( در b-1ها )شکل شده در اين محیطهای کشتبساک

روز،  14اوايل رشد طبیعی بودند، ولی بعد از گذشت 

ها زرد شدند و بعد از رشدی مشاهده نشد و نمونه

(. e-1شکل )دود چهار هفته از بین رفتند گذشت ح

Ashok Kumar et al. (2003)  در  القای کالوسنیز

کشت بساک دو رقم خیار را در پاسخ به اثرات تکی و 

کنندهای مختلف رشد گیاهی مورد ترکیبی تنطیم

کدام از ها نیز هیچبررسی قرار دادند. در مطالعه آن

های مورد استفاده، پاسخی به اثرات تکی ژنوتیپ

 TDZو  IAA ،IBA ،BAP ،KNهای رشد کنندهتنظیم

منظور کاهش اريبی و کاهش اثر نشان ندادند. به

ها از های اين محیط، دادهنتايجدادهای صفر بر روی 

محیط باقیمانده  16های ها جدا شدند و دادهساير داده

های مورد تجزيه و تحلیل آماری قرار گرفتند. بساک

شده با ترکیبات تکمیل محیط 16شده در کشت

کننده رشد گیاهی مختلف، بعد از گذشت سه تنظیم

زايی شروع شد. بعد از روز، متورم شدند و روند کالوس

(. c-1ها تولید شدند )شکل گذشت دو هفته کالوس

ها، بعد از گذشت چهار هفته، بزرگتر شد اندازه کالوس

شده، های القا(. در اين مرحله تعداد کالوسd-1)شکل 

محاسبه  القای کالوسو درصد شمارش و ياداشت شد 

 گرديد.

نتايج تجزيه واريانس اثر ترکیبات سطوح مختلف 

کننده رشد گیاهی بر پاسخ دو ژنوتیپ اصفهانی تنظیم

نشان داده  3و بتا آلفا خیار به کشت بساک، در جدول 

، 3شده در جدول شده است. بر اساس نتايج ارائه

دو رقم مورد آزمايش مشاهده داری بین تفاوت معنی

های کشت، اختلاف بسیار که بین محیطنشد؛ در حالی

دار آماری مشاهده شد. اثر متقابل رقم در محیط معنی

دار شد. با توجه کشت نیز در سطح پنج درصد، معنی

ها، دار نبودن اختلاف بین ژنوتیپبه معنی

ا هدارشدن اثر متقابل، ناشی از تفاوت بین محیطمعنی

و رقم،  محیط کشتبودن اثرات متقابل  داریمعناست. 

کننده تنظیمسطوح مختلف  رییکه با تغ دهدینشان م

. هر چند گرددیمتفاوت م ارقامواکنش رشد گیاهی، 

دار نشد؛ اما در يک طور کلی اثر ژنوتیپ معنیکه به

سطح ترکیب هورمونی مشخص، میزان کالوس 

وت بود. ضمن اينکه ها متفاتولیدشده توسط ژنوتیپ

شده در ژنوتیپ اصفهانی، دارای اندازه های القابساک

شده حاصل از رقم بتا آلفا های القابزرگتری از بساک

های نشده(. بنابراين بساکهای نشان دادهبودند )داده

شده پاسخ متفاوتی به سطوح مختلف کشت

 گريعبارت دبهکننده رشد گیاهی نشان دادند. تنظیم

و  کندیم رییتغ هاپیتوسط ژنوت کالوس، تولید انزیم

کننده رشد گیاهی اينکه در يک ترکیب تنظیم

شود، به نوع مشخص، چه میزان کالوس تولید می



 865 1397 زمستان، 4 ة، شمار49 ة، دورايران باغبانیعلوم  

 

شده، بر اساس مطالعات انجام ژنوتیپ بستگی دارد.

گذار در تأثیرساير محققین نیز، ژنوتیپ را يک عامل 

 Ashok Kumar) نداپاسخ به کشت بساک معرفی کرده

et al., 2003; Song et al., 2007; Abdollahi et al.,. 

 یاثر متقابل برا یدهبرش ،لیدل نیهمبه. (2016

 سهيمقا جيانجام گرفت و بر اساس نتا هاژنوتیپ

 نيترو کم نيشتریجداگانه، مشخص شد که ب نیانگیم

 ترکیبات در سطوح مختلف تولید کالوسمقدار 

 .باشدیم 4مطابق جدول یاهی کننده رشد گتنظیم

(، 4بر اساس جدول مقايسه میانگین )جدول 

 75/96و  75/97، 98با  M15و  M24 ،M22های محیط

القای محیط مورد آزمايش، بیشترين  25درصد در بین 

ه برا برای ژنوتیپ اصفهانی داشتند؛ ولی با هم  کالوس

 M10داری نشان ندادند. محیط لحاظ آماری تفاوت معنی

 القایها، باعث درصد کمتر از بقیه محیط 5/77نیز با 

با  M22در ژنوتیپ اصفهانی شده است. محیط  کالوس

 و القای کالوسدرصد در رقم بتا آلفا، بیشترين  45/98

القای درصد، کمترين میزان  7/59نیز با  M10محیط 

 را برای اين رقم داشت. کالوس

 Ashok Kumar et al. (2003)ای در مطالعه

و  D 2µM-2,4یب شده با ترکتکمیل B5محیط کشت 

BAP 1µM  در  القای کالوسرا بهترين محیط جهت

 .Song et al یخیار معرفی کردند. در مطالعه ديگر

در خیار،  کالوس القایبهترين محیط را برای  (2007)

کننده رشد شده با ترکیبات تنظیمتکمیل MSمحیط 

 KIN 4.64و  BAP 4µM ،2,4-D 2.26 µMگیاهی 

µM که  یديگر معرفی کردند. در مطالعه

Hamidvand et al. (2013)  بر روی دو رقم خیار انجام

 D-2,4شده با ترکیب تکمیل MSدادند، محیط کشت 

2µM  وKIN 1µM  القای را بهترين محیط جهت

در خیار ژنوتیپ اصفهانی معرفی کردند. نتايج  کالوس

، بیشترين M24مطالعه حاضر نشان داد که محیط 

را در ژنوتیپ اصفهانی داشت و محیط  القای کالوس

M22  برای رقم بتا آلفا نشان  القای کالوسنیز بالاترين

اين طور کلی در هر دو رقم مورد آزمايش در داد. به

در ترکیب  BAPهای بیشتر از تحقیق، ترکیب غلظت

الوس را در ، تولید کD-2,4های مختلف با غلظت

های بیشتر کرد. ترکیب غلظت های بیشتری القابساک

BAP 2,4های کمتر با غلظت-D  نسبت به ترکیب

نیز  D-2,4های بیشتر با غلظت BAPهای کمتر غلظت

ساک خیار شد. بیشتر کالوس در کشت ب باعث القای

در ترکیب با  BAPژنوتیپ اصفهانی در دو سطح کمتر 

نسبت به رقم بتا آلفا، پاسخ  D-2,4های مختلف غلظت

 نشان داد.  القای کالوسبهتری برای 

 
. تجزيه واريانس القای کالوس کشت بساک 3جدول 

های خیار در پاسخ به سطوح مختلف ژنوتیپ

 های رشد گیاهیکنندهتنظیم

Table 3. Analysis of variance of cucumber’s anther 

culture induction in response to different levels of 

plant regulators 
S.O.V df M.S. 

Genotype(g) 1 29.24ns 
Medium(M) 15 42.24** 
Interaction G*M  15 31.09* 
Error 96 9.48 
C.V. (%)  18.06 

داری در سطح پنج و يک درصد و نبود عنیترتیب م: بهns*، ** و 

 دار.اختلاف معنی
*, **, ns: significant at 5 and 1% of probability levels, and non-

significant, respectively. 

 

منظور القای جنین يا شده بههای القاکالوس

زا، به شرح زير منتقل های جنینباززايی، به محیط

اوت برای القای جنین مورد شدند. چهار مسیر متف

 6محیط مايع و  6ها به بررسی قرار گرفت. کالوس

شده با سطوح مختلف محیط جامد تکمیل

منتقل  2شده در جدول های رشد گزارشکنندهتنظیم

ها به شیب هفته، همه کالوس 4تا  3شدند. بعد از 

صورت که منتقل شدند. بدين D-2,4غلظت 

د بودند به دو محیط های که در محیط جامکالوس

های که در محیط مايع بودند جامد و مايع و کالوس

نیز به دو محیط جامد و مايع منتقل شدند. بعد از 

زا شمارش های جنینگذشت دو هفته، تعداد کالوس

کدام از های حاصل ياداشت گرديد. در هیچشد و داده

مايع  -مايع و مايع -جامد، جامد -سه مسیر جامد

ها هده نشد. در اين سه مسیر، کالوسجنینی مشا

 BAPهای حاوی ترکیبات با بزرگتر شده و در محیط

(. f-1رنگ سفت تشکیل شد )شکل های سبزبالا، کالوس

کمتر نیز  BAPشده با های تکمیلدر محیط

رنگ و اسفنجی بودند )شکل کرده زردهای رشدکالوس

g-1ین جامد پاسخ مناسبی به القای جن-(. مسیر مايع
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های مورد استفاده برای القای داد. در تمامی محیط

(. h-1جنین، در اين مسیر جنین مشاهده شد )شکل 

های شده شمارش و درصد کالوسهای القاتعداد جنین

 زا محاسبه شد.جنین
 

 

 

 

های رشد هکنندحاوی تنظیم MSهای مختلف در کشت بساک خیار در پاسخ به محیط القای کالوسمقايسه میانگین  .4جدول 

 ای دانکن و در سطح پنج درصدگیاهی با استفاده از آزمون چند دامنه

Table 4. Means comparison of cucumber’s anther culture induction in different MS media supplemented with plant 

regulators based on Duncan’s new multiple range test at 5% level 
Beta Alfa  Esfahani 

Percent Mean Medium Percent Mean Medium 

98.45 19.69 a M22 
 

98 19.60 a M24 
96.25 19.25 ab M21 

 
97.75 19.55 a M22 

95.3 19.06 ab M20 
 

96.75 19.35 a M15 

95.3 19.06 ab M19 
 

95.3 19.06 ab M23 
95.3 19.06 ab M24 

 
95.1 19.02 ab M21 

93.75 18.75 ab M25 
 

95 19.00 ab M20 

93.15 18.63 ab M18 
 

92.5 18.50 ab M19 
89.05 17.81 abc M15 

 
91.25 18.25 ab M25 

85.95 17.19 bc M23 
 

90.00 18.00 abc M16 

80.85 16.17 cd M14 
 

88.75 17.75 abc M12 
80.00 16.00 cd M16 

 
87.50 17.50 abc M11 

78.15 15.63 cd M12 
 

87.50 17.50 abc M18 

73.45 14.69 d M11 
 

84.4 16.88 abc M14 
72.50 14.50 d M13 

 
81.25 16.25 bc M13 

69.70 13.94 de M17 
 

81.25 16.25 bc M17 

59.70 11.94 e M10 
 

77.5 15.50 c M10 

 .دار آماری ندارندهای دارای حروف مشابه در هر ستون با هم اختلاف معنیمیانگین
In each column of treatment groups, means followed by the same letters are not significantly different. 

 
زا های جنیننتايج تجزيه واريانس تعداد کالوس

جامد برای ژنوتیپ اصفهانی در  -برای مسیر مايع

گزارش شده است. بر اساس اين نتايج،  5جدول 

پنج درصد بر روی داری در سطح معنی تأثیرمحیط 

ها داشت. مقايسه میانگین برای محیط القای جنین

 M5و  M6 ،M1 ،M3 ،M2(، نشان داد که 6)جدول 

و  50، 50، 68/55، 58/60های ترتیب با میانگینبه

 درصد  20با میانگین M4درصد، بهتر از  50

شدند. با توجه به نتايج  القای جنینباعث 

ه نسبت خاصی از رسد کمی نظربهآمده، دستبه

دهد و زايی را افزايش میجنین NAAبا  BAPترکیب 

کاهش يا افزايش هر کدام از اين دو، باعث افزايش 

نسبت  شود. مثلاًزايی میکمتری در جنین

دو برابر محیط  M6های رشد در محیط کنندهتنظیم

M1  بود و در اين دو محیط، بیشترين درصد

که وقتی در محیط یزايی مشاهده شد، در صورتجنین

M4 مقدار ،BAP  ثابت ماند و غلظتNAA  دو برابر

داری نسبت به ساير زايی بطور معنیالقای جنینشد، 

 Song et al. (2007)ها، کمتر افزايش پیدا کرد. محیط

 NAAو  BA µM 32/13شده با تکمیل MSمحیط 

µM 54/0  در  القای جنینرا بهترين محیط جهت

 .Hamidvand et alکشت بساک خیار معرفی کردند. 

 Ashok Kumar & Murthy (2004)و  (2013)

 MSزايی را در محیط کشت بیشترين نرخ جنین

را در  D µM 2-2,4و  BAP µM 1شده با تکمیل

زارش دادند. نتايج اين مطالعه در کشت بساک خیار گ

کننده رشد گیاهی مورد سطوح مشترک تنظیم

 .Song et alآزمايش با نتايج گزارش شده توسط 

 د.نیز همخوانی دار (2007)

 
 نیبرای ژنوتیپ اصفها تجزيه واريانس القا جنین .5جدول 

Table 5. Analysis of variance for embryo induction in 
Esfahani genotype 

S.O.V df MS 

Medium 5 607.59* 
Error 12 160.54 
C.V. (%)  15.56 

 احتمال پنج درصد. دار در سطحمعنی* 
* Significant at 5% of probability level. 

 
های شده از کالوسهای القامقايسه میانگین جنین .6ل جدو

ی منهبساک در ژنوتیپ اصفهانی با استفاده از آزمون چند دا
 دانکن و در سطح پنج درصد

Table 6. Means comparison of embryo induction in 
Esfahani Genotype based on Duncan’s new multiple 

range test at 5% level 
 Mean Medium 

60.58 a M6 
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55.68 a M1 

50 a M3 
50 a M2 
50 a M5 
20 b M4 

دار های دارای حروف مشابه در هر ستون با هم اختلاف معنیمیانگین
 .آماری ندارند

Means followed by the same letters are not significantly different. 
 

 
 

 
های حاوی اب گلهای مختلف گل جهت انتخ( اندازهa) .اریزايی گامتی در کشت بساک خزا و رويانرويان القای کالوس .1شکل 

کرده بعد از دو رشد ( بساکcشده در روز اول، )کشت اریبساک خ( bی تا اواخر دو هسته، )میکروسپورهای با مرحله تک هسته

از چهار هفته از  شده بعدشده و نکروزههای زرد( بساکeته از کشت، )کرده بعد از چهار هفهای رشد( بساکdهفته از کشت، )

 ها القا نشد، ر آنهای اسفنجی که جنین د( ريزنمونهgها القا نشد، )های سفت و سبز رنگی که جنین در آن( ريزنمونهfکشت، )

(hجنین ) جامد. -در مسیر مايعشده القاهای 

Figure 1. Callogenesis and embryogenesis in anther culture of Cucumber: (a) Different size of flower buds in order to 

choose suitable development stage, (b) Cucumber cultured anther on the first day, (c) Grown anther after two weeks 

of culture, (d) Grown anther after four weeks of culture, (e) Necrotic and yellow anthers after four weeks of culture, 

(f) Green and stiff explants in which the embryo was not induced, (g) spongy explants in which the embryo was not 

induced (h) Induced embryos in Liquid-Solid method. 

 
 یکل یریگجهینت

توان نتیجه گرفت که ترکیبی از سطوح می طور کلیبه

اکسین و سیتوکنین، بر القا کالوس در کشت بساک 

های رشد گیاهی، در کنندهباشد و تنظیمخیار مؤثر می

مثبتی در اين خصوص ندارند.  تأثیرحالت جداگانه، 

ترتیب با به M15و  M24 ،M22های محیط

درصد بیشترين  75/96، 75/97، 98های میانگین

درصد نیز  5/77نیز با میانگین  M10کالوس و محیط 

کمترين کالوس را برای ژنوتیپ اصفهانی داشتند. 

درصد در رقم بتا آلفا  45/98با میانگین  M22محیط 

 7/59نیز با میانگین  M10بیشترين کالوس و محیط 

درصد کمترين میزان کالوس را برای اين رقم داشت. 

برای  D-2,4و  BAPتر های بالابنابراين ترکیب غلظت

شود. مسیر القای کالوس کشت بساک خیار توصیه می

زايی را داشت و محیط جامد نرخ بالايی از جنین -مايع

M6  درصد بیشترين درصد  58/60با میانگین

درصد  20نیز با میانگین  M4زايی و محیط جنین

 زايی را داشتند.کمترين درصد جنین
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