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  چکیده

 استان خراسان به خود اختصاص داده رود که سطح زیر کشت قابل توجهی را در ایران وو با ارزش اقتصادي بالا به شمار میخربزه گیاهی جالیزي 

اکوتیـپ  . هاي گذشته نقش مهمـی ایفـاء نمایـد   تواند در جبران کاستیهاي اصلاحی میهاي نوین در سرعت بخشیدن به برنامهبکارگیري تکنیک .است

در این مطالعه اثر دو فاکتور ریزنمونه و مقـادیر مختلـف   . هاي اصلاحی مورد توجه قرار گیردعنوان رقمی محلی و بازارپسند در برنامه تواند بهخاتونی می

 اي،هـاي لپـه  ي جانبی انتهـاي بـرگ  جوانه. در محیط کشت با هدف بهینه سازي شرایط باززایی مستقیم در اکوتیپ خاتونی بررسی شد BAPهورمون 

 BAP( ،RM3گرم درلیترمیلی 25/0 حاويBAP( ،RM2 )گرم در لیتر میلی 1/0 حاوي( RM1هاي کشت حقیقی و محور زیر لپه در محیط هايبرگ

یـک تیمـار   ( RM6و ) BAPگـرم در لیتـر  میلـی  1 حـاوي BAP( ،RM5 )گرم در لیترمیلی 75/0 حاويBAP( ،RM4 )گرم در لیترمیلی 5/0 حاوي(

اي در مقایسـه بـا سـایر ریـز     ي برگ لپـه ریزنمونه. کشت شدند) گرم در لیترمیلی 01/0( NAAو ) گرم در لیترمیلی BAP )5/0ترکیبی از دو هورمون 

  . افزایش یافت BAPزایی در محیط کشت با افزایش میزان ها باززایی بیشتري نشان داد و القاي ساقهنمونه

  

   BAPهورمون  ،زیرلپه محور خربزه، اي، برگ لپه برگ حقیقی، :کلیدي هاي واژه

  

  3  2 1  مقدمه

ــزه  تــرین محصــولات یکــی از مهــم .Cucumis melo Lخرب

اسـت و بـه دلیـل     Cucurbitaceaeاقتصادي و متعلـق بـه خـانواده    

. افشانی و عمر طولانی گل از تنوع بـالایی برخـوردار اسـت   دگرگرده 

. اقلیم مناسب کشت این گیاه نواحی گرمسیري و نیمه گرمسیري است

کننده خربـزه اسـت کـه    ایران بعد از چین و ترکیه سومین کشور تولید

هاي خراسان، سمنان و خوزسـتان بـه ترتیـب بـالاترین میـزان      استان

رقم خاتونی جـزء  ). 7( دهندعملکرد در هکتار را به خود اختصاص می

ارقام محلی ایرانی است که علاوه بر اهمیت اقتصادي، از نظر کیفیـت  

ترین سطح زیرکشت را در ایـران بـه   الایی دارد و بیشو طعم ارزش ب

اخیـر تـلاش هـایی بـراي     هـاي   در سال). 22( دهدخود اختصاص می

داخـل  هاي  معرفی ارقام اصلاح شده خاتونی توسط محققین و شرکت
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تنها بـه  ها  با این حال این تلاش. و خارج از کشور صورت گرفته است

عی محدود بوده است و هنوز به گزینی در جهت انتخاب صفات به زرا

از جملـه پژمردگـی   هـا   براي دستیابی به ارقام مقاوم خربزه به بیماري

  .فوزاریومی تلاشی صورت نگرفته است

در بسـیاري از کشـورهاي   هـا   یکی از مشکلات اصلی تولید ملون

ویروسـی،  هـاي   تولید کننده، حساسیت زیاد این محصول بـه بیمـاري  

 .Fusarium oxysporum f. spقـارچ  باکتریـایی و قـارچی بـویژه    

melonis هاي زیستی و غیر زیستی تولید گیاهان مقاوم به تنش. است

هاي اصـلاحی  و یا گیاهانی با صفات زراعی ارزشمند همواره در برنامه

هـاي اصـلاح   ها بـا روش است با این وجود معرفی آنمورد توجه بوده

زینـه خواهـد بـود و    کلاسیک از طریق تلاقی بسیار زمان بـر و پـر ه  

علاوه بر آن سبب انتقال طیف وسیعی از صفات غیرمطلـوب بـه رقـم    

هـاي  از سوي دیگر وجود مشکلات و محدودیت. مورد نظر خواهد شد

هــاي اي و بــین جنســی کــارائی اســتفاده از روشتلاقــی بــین گونــه

هـا و   ا استفاده از تکنیـک هاین محدودیت. استکلاسیک را کم نموده

مهندسی ژنتیک امکان . جدیدي را مورد توجه قرار داده استابزارهاي 

بدست آوردن یک ژن خاص را از منابع حیاتی خـارج از گونـه گیـاهی    

نمودن  هاي انتقال ژن، وارد ارائه تکنیک. مورد نظر ممکن نموده است

ــاه هــدف ممکــن ســاخته اســت  ــابراین،  .یــک ژن جدیــد را در گی بن

مقـاوم،  هـاي   ژن براي استفاده از ژننوین از جمله انتقال هاي  تکنیک
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 .در خربزه می تواند به عنوان یک روش اصلاحی مورد توجه قرار گیرد

به منظور انتقال یک ژن جدید به گیاه، بررسی شرایط کشـت بافـت و   

بهینـه سـازي روش بـاززائی مسـتقیم اهمیـت بـالائی دارد و اصــلاح       

کشت بافـت  هاي  نیکبا استفاده از تکها  ژنتیکی گیاهان از جمله ملون

و بیوتکنولوژي، پتانسیل خوبی را براي تولید میوه هایی با کیفیت بـالا  

محیطی و زیستی ایجاد کـرده اسـت   هاي  و ایجاد ارقام مقاوم به تنش

   ).5و  4(

اي یکی از مراحل کلیـدي   ززایی مستقیم در شرایط درون شیشهبا

طرفی، انـدام زایـی    از). 20(باشد  انتقال ژن میهاي  در موفقیت برنامه

اي  هاي جدید در شرایط درون شیشه فرایندي است که در آن شاخساره

آیـد و بـه تـدریج    از طریق تقسیم سلولی و تمایزیـابی بـه وجـود مـی    

مریستم انتهایی جدید در شاخساره تولید و نهایتا طویل شدن شاخساره 

بـودن   زایی غیرمستقیم خربزه به دلیـل زمـان بـر   اندام. اتفاق می افتد

یابی به گیاه کامل و احتمال بروز تنوع سوماتیکی و عـدم ثبـات    دست

ژنتیکی و تولید گیاهان شیمر از نظر سطح پلوئیـدي مطلـوب نیسـت،    

عوامل مختلفی در بهینه سازي شرایط باززایی مستقیم در ارقام ملـون  

انتخاب ریزقلمه مناسب، تعیین سطوح هورمون . مورد توجه بوده است

از جمله این عوامل است  BAP(1(مانند بنزیل آمینو پورین  سیتوکنیین

هـاي مختلـف خربـزه ماننـد     هاي تهیه شده از بافـت قلمهاثر ریز. )19(

هاي کوتیلدونی و یا برگ حقیقی مـورد مطالعـه قـرار گرفتـه     ریزنمونه

خربزه در شرایط درون شیشه اي به هاي  باززایی شاخساره. )19(است 

حقیقــی هـاي   و بــرگ) 19و  6(لپـه اي  هـاي   طـور مسـتقیم از بــرگ  

. گزارش شـده اسـت  ) 15 و 12) (هیپوکوتیل(و محور زیرلپه ) 27و11(

) 26و  19، 17، 13، 1(همچنین باززایی خربزه از طریـق انـدام زایـی    

موفقیت در باززایی در ارقام مختلف ملون تـا حـد   .  گزارش شده است

بررسـی ترکیبـات   . )21(زیادي تحت تـاثیر ژنوتیـپ گیـاه مـی باشـد      

هـاي   هـاي متفـاوت هورمـون   است که غلظتهورمونی نیز نشان داده

BAP  وNAA در باززایی خربزه اثرات متفاوتی اعمال می نمایند.  

 یی مسـتقیم توسـط بلکمـون و همکـاران    زااولین گزارش از اندام 

اي و بـرگ ارقـام   هـاي لپـه  ها توانستند از ریزنمونـه آن. ارائه شد) 23(

گرم میلی  1/0: 2:  1/0به ترتیب حاوي  MSف خربزه در محیط مختل

تـابعی  . ل به دست آورندسایکوسل، گیاهان کام -NAA- 2ipدر لیتر 

ــه) 26( و همکــاران ــاي از ریزنمون ــهه ــرگ لپ ــرگ و ب ــه، ب اي، زیرلپ

با سـطوح مختلـف هورمـونی از طریـق      2روزه رقم ارلز 10هاي  جوانه

در این میان بیشـترین بـاززایی در   . کردند باززایی مستقیم، ساقه تولید

  D: IAA:BAP-2,4 گرم در لیتـر  میلی 1/0: 1: 1/0حضور به ترتیب 

) 27( انجام شده توسط یـاداو و همکـاران   هايدر بررسی. گزارش شد

هاي بـرگ دو رقـم   روشی سریع و کارا براي باززایی ساقه از ریزنمونه

                                                           
1- 6-Benzylaminopurine (BAP) 
2- Earl,s 

گرم در میلی 1/5، 88/0، 13/1با به کارگیري 3معروف هالس و آناناس

هـا   آن. گـزارش شـده اسـت     BAP: NAA:AgNO3 لیتر به ترتیب 

. بـاززایی بـه دسـت آورنـد    درصـد   80-100توانستند از هر ریزنمونـه  

، اثر ژنوتیپ، ترکیب هورمونی و سن ریزنمونـه  )5(کوروك و همکاران 

شـش  اي سه ، چهـار و   هاي برگ لپهرا روي باززایی ساقه از ریزنمونه

هـاي  در غلظـت . گیاه خربزه بررسی کردند اي ژنوتیپ ترکیه 10روزه 

در  BAP :IAA :ABAگرم در لیتر به ترتیب میلی26/0: 88/0: 13/1

را نشان  )درصد 90(هاي چهار روزه بیشترین فراوانی باززایی ریزنمونه

ــدام. دادنــد بــا بررســی  4زایــی خربــزه رقــم کریولــودر گزارشــی از ان

-1/0(ي سه روزه هفت ژنوتیپ در محیط حاوي سه سطح ها ریزنمونه

5/0-1 (BAP  و سه سطح)5/0-05/0-0 (IAA   بیشـترین بـاززایی ،

به طـور میـانگین    BAPگرم در لیتر مستقیم شاخه با سطح یک میلی

تنها گزارش ). 16(ها به دست آمد در مجموع ژنوتیپ درصد 70بالاي 

اتونی مربوط به تحقیقی است زایی مستقیم خربزه رقم خدر مورد اندام

در این تحقیـق بـا   ). 20(انجام شده است  که توسط نداف و همکاران

روزه بیشترین باززایی  7هاي اي گیاهچههاي برگ لپهبررسی ریزنمونه

  ).درصد 64 (بدست آمد 

با توجه به ارزش زراعی و اقتصادي رقم خاتونی در استان خراسان 

نـوین در  هـاي   ره منـدي از فنـاوري  و ضرورت مهیا نمودن شرایط به

مختلف، در ایـن  هاي  افزایش کیفیت و مقاومت این گیاه در برایر تنش

سازي شرایط باززایی مستقیم گیاهچـه کامـل در   مطالعه با هدف بهینه

شرایط آزمایشگاهی اثر عواملی از جملـه ریزنمونـه و سـطوح مختلـف     

  . هورمونی مورد بررسی قرار گرفت
  

  ها مواد و روش

  مواد گیاهی 

اهدائی آقاي دکتر علی (در این تحقیق از بذور رقم محلی خاتونی 

رضا سبحانی، مرکز تحقیقات کشاورزي و منابع طبیعی استان خراسان 

بذور جهت تولید گیاهچه استریل در درون شیشه . استفاده شد) رضوي

ضدعفونی بذور پس از جـدا سـازي پوسـته     . مورد استفاده قرار گرفتند

دقیقـه روي   20بـه مـدت   درصـد   1در محلول هیپوکلریت سدیم  بذر

در شرایط استریل بذور سه بار و هر مرتبه بـه مـدت   . شیکر انجام شد

سپس بذور روي کاغـذ  . دقیقه در آب مقطر استریل شستشو شدند 10

کشـت  ) MS5 )17صافی استریل خشـک گردیـده و در محـیط پایـه     

ساعت در شـرایط تـاریکی    48به مدت ها  پس از کشت، شیشه. شدند

ساعت روشـنایی   16ي نوري قرار گرفتند و سپس به اتاق رشد با دوره

گراد نگهداري شـدند تـا   درجه سانتی 25ساعت تاریکی در دماي  8و 

                                                           
3- Ananas 
4- Criollo 

5- Murashige and Skoog 
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رشد گیـاه  هاي  کوتیلدونی توسعه یابند و در تعدادي از نمونههاي  برگ

  . حقیقی تداوم یافتهاي  تا زمان ظهور برگ

 
  در راندمان باززایی BAPنوع ریزنمونه و هورمون بررسی اثر 

اي، بـرگ  هـاي بـرگ لپـه   راندمان باززایی مسـتقیم در ریزنمونـه  

ریز . لپه رقم خاتونی خربزه مورد بررسی قرار گرفتحقیقی و محور زیر

استریل رشد یافته در شرایط درون شیشه تهیه هاي  از گیاهچهها  نمونه

روزه  10هـاي  و محور زیرلپه از گیاهچهاي هاي برگ لپهریزنمونه. شد

روزه در شرایط اسـتریل   20هاي ي برگ حقیقی از گیاهچهو ریزنمونه

 BAPپنج تیمار هورمونی با غلظت متفاوت از هورمون . جداسازي شد

هـاي   جهت مقایسه باززایی مستقیم ریز نمونه) پورینآمینو بنزیل  -6(

، 25/0، 1/0سـطوح  هـا   تیماردر این . مختلف مورد استفاده قرار گرفت

اضـافه   MSي در محیط پایـه  BAPگرم در لیتر میلی 1و  75/0، 5/0

گـرم در  میلی BAP 5/0شد و یک تیمار حاوي ترکیبی از دو هورمون 

 NAAگـرم در لیتـر   میلـی  01/0) الین استیک اسیدنفت( NAAلیتر و 

یشه حاوي از هر نمونه سه ریز قلمه در هر ش. مورد استفاده قرار گرفت

حاوي  ها  محیط. هر محیط کشت قرار گرفت و در سه تکرار کشت شد

. بودنـد  = 8/5pHگـرم در لیتـر آگـار و     5/6گرم در لیتر ساکارز و  30

گراد تا بروز ساقه درجه سانتی 25ظروف کشت در اتاقک رشد با دماي 

 8ساعت روشـنایی و   16روشنایی با دوره نوري . زایی نگهداري شدند

مـول بـر متـر مربـع بـه وسـیله       میکرو 30تاریکی با شدت نور ساعت 

پس از کشت در شرایط ها  نمونه. شدهاي فلورسنت سفید تامین لامپ

 .روشنایی و دماي مشابه مرحله جوانه زنی نگهداري شدند

  

  هاي باززایی شدهدر طویل شدن ساقه BAPبررسی اثر غلظت 

زنمونه جدا و به محـیط  هاي تولید شده از محل تمایز از رینوساقه

هاي باززا شده  جهت طویل شدن ساقه. ه منتقل شدندطویل شدن ساق

هـاي متفـاوت   بـا غلظـت  ) ME2و ME1 (دو نـوع محـیط هورمـونی    

میـزان    ME1در محـیط  . مـورد بررسـی قـرار گرفـت     BAPهورمون 

با همان نسـبت مشـابه هورمـون در محـیط بـاززایی       BAPهورمون 

میزان هورمون نسبت به محیط باززایی  ME2استفاده شد و در محیط 

 .یک سطح کاهش یافت

  

  هاي طویل شدهزایی ساقهدر ریشه NAAبررسی اثر هورمون  

هاي طویل اي قوي و گسترده، نوساقهجهت تشکیل سیستم ریشه

ها بـه صـورت   شده روي محیط طویل شدن نوساقه از محل میان گره

سـه نـوع محـیط    . قـل شـدند  زایی منتهاي ریشهاریب جدا و به محیط

 MS، محـیط  )MRA(عاري از هورمـون   MSزایی شامل محیط ریشه

 MSو محـیط  ) NAA )MRBگرم در لیتـر  میلی 01/0تکمیل شده با 

  .تهیه شد) NAA )MRCگرم در لیتر میلی 05/0تکمیل شده با 

  دار هاي ریشه سازگاري گیاهچه

امل آگار بـه  دار شده پس از شستشو با آب و حذف کگیاهان ریشه

هـاي  کوچک حاوي بستر کشـت ترکیبـی شـده از نسـبت    هاي  گلدان

روي گیاهـان جهـت   . کولیت منتقل شـدند ورمی: پرلیت: مساوي پیت

هاي پلاسـتیکی پوشـانده و بـراي    ممانعت از تنش رطوبتی  با پوشش

درجـه   25سـپس در شـرایط دمـایی    . آبیاري از آب مقطر استفاده شد

سـاعت تـاریکی    8سـاعت روشـنایی و    16ري گراد و تناوب نوسانتی

هـا و  ساعت،  با ایجـاد منافـذي در پوشـش    48پس از . نگهداري شد

حذف تدریجی آن شرایط سازگاري گیاهان نسبت بـه محـیط فـراهم    

  .آمد

  

  ها آنالیز داده

در دو سطح بـرگ حقیقـی،   (آزمایشات باززایی با فاکتور ریزنمونه 

در ) RM5- RM1در پنج سطح ( BAPو غلظت هورمون  ) ايبرگ لپه

ها  داده. قالب آزمایش فاکتوریل بر پایه طرح کاملا تصادفی آنالیز شدند

آزمـون   ي بوسیلهها  آنالیز شدند و میانگین JMPو  SPSSبا نرم افزار 

  Microsoft Excel 2007نمودارها در نرم افزار .ندشدمقایسه دانکن 

  .رسم شدند

  

  نتایج و بحث

دسـتورالعمل بـاززایی مسـتقیم گیاهـان در انجـام      در اختیار بودن 

سازي این شـرایط  به منظور بهینه. انتقال ژن ضروري استهاي  برنامه

هـاي مختلـف در   هـا و ریزنمونـه  در رقم خاتونی خربـزه اثـر هورمـون   

و  هـا   زایی مستقیم، تیمارهاي مناسب جهت طویل شـدن سـاقه   ساقه

 .قرار گرفتها مورد بررسی دار نمودن ریزساقه ریشه

  

بر رانـدمان بـاززایی    BAPاثر نوع ریزنمونه و غلظت هورمون 

  مستقیم

انتخاب ریزنمونـه مناسـب یـک گـام اصـلی در دسـت یـابی بـه         

در این آزمایش درصد ساقه زایی سـه  . باززایی گیاهان استهاي  روش

مـورد  ) لپـه اي و بـرگ حقیقـی   هاي  محور زیرلپه، برگ(نوع ریزنمونه 

هـاي  هاي باززا شده از ریزنمونـه ظهور اولین ساقه. تبررسی قرار گرف

هـا در  مختلف به طور متوسط دو هفته بعـد از قـرار گـرفتن ریزنمونـه    

طـی هفتـه اول کشـت،    . زایی مستقیم مشاهده شدمحیط کشت اندام

شـروع و فراوانـی بـاززایی در    . ها مشاهده شـد رشد و توسعه ریزنمونه

نتـایج نشـان داد کـه بیشـترین     . مختلـف متفـاوت بـود   هاي  ریزنمونه

راندمان باززایی در تمامی سطوح هورمونی مربوط به ریزنمونـه بـرگ   

 ). 1شکل (اي است لپه

مشاهدات نشان داد که ریزنمونه محور زیرلپه در تمـام تیمارهـاي   

اي داده و هیچ سـاقه هورمونی مورد مطالعه فقط تشکیل بافت کالوس 
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مـاه   6محور زیرلپه تـا مـدت   هاي  در ریزنمونه). 2 شکل(تشکیل نشد 

هـاي کشـت آزمـون شـده      چگونه باززائی در هـیچ یـک از محـیط   هی

  . مشاهده نشد
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  ʽخاتونی محلیʼ رقمخربزه  زاییاثر نوع ریزنمونه بر درصد ساقه - 1شکل 

Figure1- The effect of explant types on shoot regeneration percent of Cucumis melo L., cv. Khatooni) 
  

  0.1  0.25 0.5  0.75 1  

  

  BAPمیلی گرم در لیتر  1و  75/0، 5/0، 25/0، 1/0هاي  در غلظت ʽخاتونی محلیʼ رقمخربزه اثر ریزنمونه محور زیرلپه  - 2شکل 

Figure 2- The effect of hypocotyls explants of Cucumis melo L. cv. khatooni in different concentrations of BAP (1, 0.75, 0.5, 
0.25, and 0.1 mg/l) 

  

زایی، تاثیر  ها در تحریک ساقهبا توجه به نقش اساسی سایتوکینین

هاي برگ زایی ریزنمونه روي ساقه BAPهاي مختلف هورمون غلظت

، اقهجهت باززایی س. اي، برگ حقیقی و محور زیرلپه بررسی گردیدلپه

هاي متفاوت هورمـونی  حاوي غلظت MSها در محیط کشت ریزنمونه

  . گرم در لیتر کشت شدندمیلی 1و  BAP )1/0 ،25/0 ،5/0 ،75/0از 

هـاي مختلـف هورمـونی از لحـاظ     نتایج حاصل از بررسی غلظـت 

بیشترین . متفاوت بوددر سطح احتمال یک در صد درصد باززایی ساقه 

 BAPگـرم در لیتـر   میلـی  1محـیط حـاوي   درصد بـاززایی سـاقه در   

 5/0و  75/0هـاي حـاوي   سپس به ترتیـب در محـیط  . مشاهده گردید

زایی مربـوط  کمترین درصد ساقه. زایی دیده شدگرم در لیتر ساقهمیلی

  ).3شکل (بود  BAPگرم در لیتر میلی 1/0به محیط حاوي 

 در مجموع نتـایج ایـن آزمایشـات نشـان داد کـه در میـان انـواع       

اي بـه دلیـل دارا بـودن    هاي مورد مطالعه، ریزنمونه برگ لپهریزنمونه

ترین ها به عنوان مناسببالاترین درصد باززایی در بین سایر ریزنمونه

هـاي  همچنین در بـین غلظـت  . ریزنمونه جهت باززایی انتخاب گردید

بیشـترین درصـد    BAPگرم در لیتـر  میلی 1مختلف هورمونی غلظت 

بنابراین می توان انتخاب ریزنمونه برگ لپه اي و . بب شدباززایی را س

را براي مراحـل بـاززایی    BAPسطح هورمونی یک میلی گرم در لیتر 

در تیماري که حاوي مقادیر کمی . گیاه خربزه رقم خاتونی توصیه نمود

زایـی در هـر   بود انـدام  BAPدر ترکیب با هورمون  NAAاز هورمون 

برگ حقیقی و محور زیرلپه به صورت رشـد  اي، سه ریزنمونه برگ لپه

در این تیمار هر سه ریزنمونه تنها ). 4شکل(و توسعه ریشه نمایان شد 

این نتایج حاکی از آن بود . زایی مشاهده نشدزایی نمودند و ساقهریشه

هـا  از باززائی مستقیم ریـز نمونـه   NAAکه مقادیر اندکی از هورمون 

زائـی را  زایی و در نتیجه ریشـه ر ساقهجلوگیري نموده و به عبارتی مها

 .در هر سه ریزنمونه مورد استفاده القاء می نماید
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 برگ حقیقی

Real Leave 

 ايبرگ لپه

Cotyledon   

 محور زیرلپه

Hypocotyl  

     
 01/0و  BAPمیلی گرم در لیتر  5/0رکیبی در تیمار ت. ʽخاتونی محلیʼ رقمخربزه  هاي مختلفزایی ریزنمونهبر اندام NAAتاثیر هورمون  - 4شکل 

روز از کشت تنها ریشه زایی نموده و هیچ  20هر سه ریزنمونه برگ حقیقی، برگ لپه اي و محور زیرلپه پس از گذشت  NAAمیلی گرم در لیتر 

  اي تشکیل نشد ساقه

Figure 4- The effect of NAA on the different explants organogenesis of Cucumis melo L. cv. khatooni. In all three explants 
(true leaves, cotyledon and hypocotyls) rooting was observed in a treatment combination including 0.5 mg/l BAP and 0.01 

mg/l NAA, 20 days after cultivation while no stem was formed at the same time  
  

NAA (mg/l) 

0 0.01  0.05  

     

اي عاري از هورمون، سیستم ریشه MSدر محیط  ʽخاتونی محلیʼ رقمدر خربزه  NAAهاي مختلف دار شده در غلظتگیاهان ریشه - 5شکل 

 NAAگرم در لیتر میلی 05/0و  01/0غنی شده با  MSدر محیط . زایی شکل گرفتهفته از قرار گرفتن روي محیط ریشه 3ضعیفی بعد از گذشت 

  روز تشکیل شد 10تا  8اسبی بعد از گذشت اي منسیستم ریشه

Figure 5- Rooted plants of Cucumis melo L. cv. khatooni in the different concentrations of NAA. In MS medium without 
hormone, a weak root system was formed three weeks after exposure on the rooting medium.  In MS medium enriched with 

0.01 and 0.05 mg/l NAA an appropriate root system was formed after 8 to 10 days 
  

  هاي باززاشده در طویل شدن ساقه BAPاثر هورمون 

هـاي  هـا و بـه وجـود آمـدن سـاقه     به منظور افزایش طول سـاقه 

هاي تولیدي که به خـوبی از محـل میـانگره    تر و مناسب، ساقهطبیعی

روز پس از بـاززایی بـه محـیط     10ابل جداسازي بود، پس از گذشت ق

کـه غلظـت    ME1در محـیط  . مناسب جهت طویل شدن منتقل شدند

کـرد  نسبت به محیط باززایی یک سطح کاهش پیـدا  BAP  هورمون 

ها به طول مناسـب جهـت انتقـال بـه     روز ساقه 10-14بعد از گذشت 

 BAPکه غلظت هورمـون   ME2در محیط . زایی رسیدندمحیط ریشه

مشابه غلظت هورمون در محیط باززایی بـود، فقـط بـاززایی و تکثیـر     

 .هاي جدید اتفاق افتاد ساقه

  

  

  زایی و سازگاري گیاهان در ریشه NAAنتایج اثر هورمون 

القاي ریشه جهت به دسـت آوردن گیاهـان کامـل بـا تـاثیر سـه       

ي طویل شده هاساقه. مورد بررسی قرار گرفت NAAغلظت هورمون 

هـاي مختلـف کـه بـراي     بـه محـیط   ايجهت تشکیل سیستم ریشـه 

زایـی  بـراي ریشـه  . زایی ارزیـابی گردیـده بودنـد منتقـل شـدند      ریشه

، 0با سـطوح   NAAحاوي  MSهاي طویل شده از محیط کشت  ساقه

روز پس از کشـت،   10تا  8. گرم در لیتر استفاده شدمیلی 05/0، 01/0

در . زایی بررسـی شـدند  ها بر اساس ریشهساقه در محیط القاي ریشه،

اي ضعیفی بعد از گذشـت  عاري از هورمون، سیستم ریشه MSمحیط 

در محـیط  . زایی شکل گرفـت هفته از قرار گرفتن روي محیط ریشه 3

MS    گـرم در لیتـر   میلـی  05/0و  01/0غنی شـده بـاNAA   سیسـتم

در ). 5شـکل  (روز تشکیل شد  10تا  8اي مناسبی بعد از گذشت ریشه
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زایـی، در  هاي مختلـف ریشـه  هاي قرار داده شده در محیط مورد ساقه

نتایج نشان داد . زایی رخ دادتمام سطوح هورمونی مورد استفاده، ریشه

گـرم در لیتـر،   میلی 05/0و  01/0در هر دو سطح  NAAکه هورمون 

شود و در سـطح بـالاتر افـزایش تحریـک در     تولید ریشه را باعث می

 .افتـد  د ریشه فرعی و افزایش طول ریشه اصلی و فرعی اتفاق میتولی

 NAAزایـی حـاوي   در مجموع مشاهدات نشان داد که محـیط ریشـه  

زایـی  جهـت ریشـه   MSتري نسـبت بـه محـیط جامـد     محیط مناسب

  .باشدها میهاي باززاشده از ریزنمونه ساقه

  

  گیري بحث و نتیجه

یاه تا حد زیادي تحت تاثیر دستیابی به دستورالعمل انتقال ژن به گ

در ایـن  . روش باززایی مستقیم گیاه در شرایط آزمایشگاهی می باشـد 

مطالعه با هدف بهینه سازي شرایط باززایی مسـتقیم اثـر فاکتورهـاي    

مختلفی از جمله نوع ریز قلمه و سطوح هورمونی مختلـف در مراحـل   

و در ها  شهپرافزایی، طویل شدن ساقه، ریشه دار شدن ساقه، توسعه ری

نهایت مراحل سازگاري گیاهچـه و انتقـال بـه شـرایط گلخانـه مـورد       

  . بررسی قرار گرفت

اي رانـدمان بـاززایی مسـتقیم بـالاتري     در مطالعه حاضر برگ لپه

زایی نتایج مشابه دیگري از اندام. ها را دارا بودنسبت به دیگر ریزنمونه

دریکس . ش شده استاي سایر ارقام خربزه گزارهاي لپهمستقیم برگ

اي ارقام مختلف خربزه روي هاي برگ لپهاز ریزنمونه) 6(و وان بگنوم 

ترین باززایی را بـه  بیش BAPگرم در لیتر میلی 1محیط کشت حاوي 

تـرین بـاززایی مسـتقیم را    بیش) 23(سینگ و همکاران . دست آوردند

زه در گیاه خری BAPگرم در لیتر میلی 22/0روي محیط کشت حاوي 

ین باززایی بیشتر) Amarilo(آماریلو  در رقم  خربزه ي. دست آوردندبه

با ) 25(سوزا و همکاران ). 16(اي حاصل شد هاي برگ لپهاز ریزنمونه

راندمان بـاززایی  درصد  42اي خربزه هاي برگ لپهاستفاده از ریزنمونه

م در لیتر گرمیلی 1ها علاوه بر البته محیط باززایی آن. مستقیم داشتند

BAP  گرم در لیتـر  میلی 25/0حاويIAA   نتـایج پـژوهش   . نیـز بـود

با غلظت یک میلـی   BAPحاضر نشان داد که مواد تنظیم کننده رشد 

نتایج این بررسی با بسیاري . گرم در لیتر بیشترین باززایی را نشان داد

در ایـن خصـوص بـاززایی درون    . از نتایج محققان قبلی مطابقت دارد

 6(برگ کونیلدونی و بـرگ حقیقـی   هاي  ي خربزه از ریزنمونهشیشه ا

هـا   ، اکسین)12و  3(ها  هاي باززایی حاوي سایتوکینین در محیط) 12و

  .به دست آمده است) 16و  10(

در تقسـیم  هـا   مشخص شده است کـه سـایتوکینین   امروزه کاملاً

جـانبی از رکـود، در تشـکیل و رشــد    هـاي   سـلولی، آزاد شـدن جوانـه   

در . جانبی و همچنین در کنترل چرخه سلولی نقـش دارنـد  هاي  هجوان

تاثیر شدیدي در شروع تقسیم سلول داشته و باعث ها  حالی که اکسین

سـازمان  هـاي   از مریسـتم ) کـالوس (سازمان نیافته هاي  تشکیل بافت

یافته می شوند، به طوري که با اسیدي کـردن دیـواره سـلولی باعـث     

. شوند میها  بافت آوندي و تشکیل ریشه بزرگ شدن سلول، تمایزیابی

دستکاري نسبت سایتوکینین به اکسین در محیط کشت مـی توانـد در   

  ). 9( الگوي نمو یا جهت دهی برنامه اندام زایی مناسب باشد

اي به طور کلی ایـن مطالعـه نشـان داد کـه ریزنمونـه بـرگ لپـه       

ر آن افزایش علاوه ب). ≥P 01/0(بیشترین درصد باززایی ساقه را دارد 

 1زایـی در خربـزه شـد و غلظـت     سبب افـزایش سـاقه   BAPغلظت 

زایـی را دارد ولـی افـزایش    بیشـترین سـاقه   BAPگـرم در لیتـر    میلی

سبب کاهش ارتفـاع سـاقه شـده و بنـابراین کـاهش       BAPهورمون 

به یک سطح نسـبت بـه غلظـت هورمـون در      BAPغلظت هورمون 

در . شـود ززایی شـده مـی  محیط باززایی باعث طویل شـدن سـاقه بـا   

هـاي بـاززایی شـده    آزمایشی که به منظور القاي ریشه بر روي سـاقه 

 NAAگرم در لیتر میلی 01/0انجام شد مشاهده شد که محیط حاوي 

 . باشدزایی میتري جهت ریشهمحیط مناسب

  

  سپاسگزاري

بدین وسـیله از معاونـت محتـرم پژوهشـی دانشـگاه فردوسـی و       

شکده علوم گیاهی که فضاي آزمایشـگاهی لازم  مدیریت محترم پژوه

  .را جهت اجراي این تحقیق مهیا نمودند صمیمانه تشکر می نمائیم
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Introduction: Iran is the third producer of Melon (Cucumismelo L.) after China and Turkey in the 

World.Melon is one of the main crops in Khorasan province in the term of cultivation area. The cultivar of 
Khatooni, among many varieties of melon, can be considered as a breeding cultivar because of its great 
qualitative traits including sweetness and flavor. This cultivar is also economically important and has many 
attractions for export. However, this cultivar is susceptible to some of plant diseases caused by different 
bacterial, viral and fungal pathogens which among them vascular wilt caused by Fusariumoxysporum f. sp. 
melonis (Leach &Currenu) Snyder & Hansen (FOM) is one of the most destructive soil-borne diseases in melon 
in Iran particularly in temperate and cold regions. The control of melon diseases has depended increasingly on 
the extensive use of toxic chemicals (pesticides). Many of these chemicals have been shown to be toxic to non-
target microorganisms and animals and may be toxic to humans. Another problem with using chemicals to 
control plant pathogens is that a pathogen may become resistant to the chemicals. 

The most promising control approaches are included conventional breeding and genetic engineering of 
disease-resistant plants. However, the conventional breeding method of melon is very complicated therefore; 
genetic engineering could be an effective and quick tool for producing new cultivars. In vitro direct regeneration 
is one of the most crucial step in gene transferring programs (20). In the present study, the effects of explant type 
and medium were considered in order to optimize the regeneration condition for melon (cv. Khatooni).  

 
Material and Methods: The Khatoonicv.was provided by the Seed Bank of Plant Sciences Research Center 

from Ferdowsi University of Mashhad. The seeds were disinfected by NaClO in 1 % concentration, washed three 
times by distilled water and cultivated on MS medium (Murashigo and Skoog) for germination. The explant 
types were; lateral buds of cotyledon and the true leaves and hypocotyls. The selected media were: M1(0.1 mg.l-1 
BAP (6-Benzyl amino purine)), M2 (0.25 mg.l-1 BAP), M3 (0.5 mg.l-1 BAP), M4 (0.75 mg.l-1 BAP),M5 (1 mg.l-1 
BAP)and M6(including 0.5 mg.l-1 BAP and 0.01 mg.l-1 NAA (1-Naphthalene acetic acid))The experiment was 
repeated three times. The experimental –was conducted factorial based on completely randomized design and 
statistical analysis was performed using the SAS and JMP software. The corresponded graphs were drawn by 
Microsoft excel 2007.   

 
Results and Discussion: The greatest amount of shoot regeneration in cotyledons was observed in M5 with 

1 mg.l-1 BAP while minimum shoot regeneration was observed in M1with 0.1 mg.l-1 BAP. Cotyledon leaves 
showed the best regeneration efficiency among the other evaluated explants as it has also been reported by many 
other researchers (12, 8, 20, 21, and 2). The observations showed that in all BAP concentration, hypocotyls only 
formed callus tissue and did not produce any stem. In all three explants (true leaves, cotyledon and hypocotyls) 
rooting was observed in a treatment combination including 0.5 mg.l-1BAP and 0.01 mg.l-1 NAA 20 days after 
cultivation while no stem was formed at the same time. In three weeks after exposure , a weak root system was 
formed on the rooting mediumin without hormonetreatment .  In MS medium enriched with 0.01 and 0.05 mg.l-1 
NAA an appropriate root system was formed after 8 to 10 days. The medium containing 0.01mg.l-1 NAA was 
more appropriate for root regeneration (rooting).  

Conclusion: Many studies have been shown that, the manipulation of different phytohormones ratio such as 
auxin and cytokinin in cultural medium is a suitable strategy to manage differentiation and organogenesis 
programs in plant (9). In the present study, the effects of explant type and medium were investigated in order to 
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optimize the regeneration condition for melon (cv. Khatooni). As a result, in all BAP concentration, hypocotyls 
only formed callus tissue and did not produce any stem. However, by increasing of BAP hormone concentration 
in the cultivated media, shoot regeneration will also increase. The result of our study showed that, cotyledon 
leaves were more effective on shoot regeneration compared to the true leaves and hypocotyls as it has also been 
reported by other researchers.  

 
Keywords: BAP, Cotyledon, Hypocotyl, Real leaf 
 

 

 


