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 اگروباکتریومانتقال ژن با  شرایط در گیاه خیار باززایی نوساقه از کوتیلدونبهبود 

   تومفاشینس

 محمدرضا عبداللهیو  اصغر میرزایی اصل، حسین وثیقی معراجی 

 همدان، دانشگاه بوعلی سینا، دانشکده کشاورزی، گروه بیوتکنولوژی کشاورزی ایران،

 20/10/1402رش:تاریخ پذی 02/09/1402 تاریخ دریافت:

 

 چکیده

 منظور، اثرراتِ نیااست که به (Cucumis sativus)اریدر خ یختیاز اهداف مهم ترار یکی ومیبا اگروباکتر حیو تلق ییبهبود باززا 

برا  حیتلقر طیدر شررا ییزابرر نوسرا ه زنمونرهیو انردازه ر نیآرژنر نهیدآمیمختلر  اسر یهراغلظت ،ییسررما ماریتشیهمزمان پ

روز ترا تیمار سرمایی و اسیدآمینه آرژنین و اثر ساده آرژنین برای تعرداد طبق نتایج، اثر برهمکنش پیش شد. یابیارز ومیآگروباکتر

های تقسریم شرده براززایی ریزنمونرهو  دار شرددرصد معنی پنجبا سطح اطمینان  های با کوتیلدون کاملدر ریزنمونه زایینوسا ه

 امرادرصرد گردیرد  63/12زایی بره میرزان گرم در لیتر آرژنین باعث کاهش روز تا نوسا همیلی 1000استفاده از غلظت   نداشتند.

-روز تا نوسا ه تعداد ترینکم شد.درصد(  92/17)به میزان  زاییروز تا نوسا هگرم در لیتر آرژنین باعث افزایش میلی 500غلظت 

روز( و بیشرترین  17/16تیمار سرما )برا آرژنین در شرایط بدون پیش گرم در لیترمیلی 1000های تیمار شده با در کوتیلدون زایی

برای ویژگی سررعت رشرد نوسرا ه،  روز( مشاهده گردید. 33/25تیمار سرما )در شرایط پیش آرژنینگرم میلی 500نیز در تیمار 

برای ویژگری  آرژنینتنش سرما و اثر برهمکنش  نتیجه تجزیه واریانس، دار شد، در سطح یک درصد معنیآرژنین اثر ساده  فقط 

استفاده از آرژنین تیمار سرما )بدون آرژنین(، یا اعمال پیشتوان گفت مینشان داد. دار معنیرا درصد باززایی در سطح پنج درصد 

  تواند هم به باززایی و هم به رشد نو سا ه کمک کند.زایی خیار میگرم در لیتر در محیط نوسا همیلی 1000به میزان 

 ، تلقیحتراریختی ، GUSژن ، آرژنین، Cucumis sativus :یدیواژگان کل     

 Mirzaei.asl@gmai.com: یپست الکترونیک* نویسنده مسئول، 

 مقدمه

چرون  یمهمر یام تجرارخانواده شرامل ار ر نیا.  گونه است 825جنس و  118شامل  (Cucurbitaceae) یانکدوئ خانواده

 ونیرلیم 9خانواده سالانه شامل  نیا کشاورزی دیتول 2009در سال  فائو( به گزارش 8) ستخربزه، هندوانه و انواع کدو ا ار،یخ

 نیرمهرم ا هایهاز گون یکی  (.Cucumis sativus L) اریخ.  شودیو دانه م وهیم ،یتن سبز ونیلیم 184و  هانیهکتار از زم

هکترار  2.232.000کشرت آن  ریتن و سطح ز ونیلیم 88، حدود 2019محصول در سال  نیسالانه ا دیتول زانیم .خانواده است

هند اسرت  اریمنشا خ (17) شودیکشت م ایهگلخان ایهطیدر مح شتریمحصول ب نیاست. ا ایمهم دن یسبز 10جزو  اریبود. خ

 اریر. خکنردیرشرد م یریگرمسرمهیو ن یریدر مناطق گرمسر یبه صورت تجار اهیگ نیشد. ا یدر آنجا اهل شیسال پ 3000و 
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 عنوانبره ایرن گیراه .(10) اسرت یاز مرواد معردن یمنبع خوبو  است ینییپا میکلسترول و سد ،یچرب یآب بالا و محتو یدارا

 ،یودرسربره منظرور ز دیبریو ه دی. ار ام جدودشیاستفاده م یآوند ستمیو س تیجنس صیتشخ هایدر پژوهش هیلاو ایهلمد

 یبراز معرفر یبهترر محصرول در ف را تیرفیانردازه، رنرو و ک وه،یرشرکل م یکنواختیعملکرد،  شیافزا ،یمقاومت به خشک

 .(24)وندشیم

برار  نیاولر یانتقرال ژن بررا(. 24)باشردیم اریخ نژادیبهمدرن  یهادر روش یدیکل یهایآوراز فن یکیو انتقال ژن  ییباززا

بعنوان نا رل اسرتفاده شرده  Agrobacterium rhizogenesروش از  نیگزارش شد در ا (25)همکاران و Trulsonتوسط 

 .Aو نا رل  لردنیکوت ییبرا اسرتفاده از براززا یکیسرومات ییزانیبار با استفاده از روش جن نیاول یبرا تراریخت یارهایبود. خ

tumefaciens  (4)به دست آمد. Nishibayashi  شرده را برا روش  یمهندسر اریرخ اهرانیموفق شردند گ (15 )همکارانو

 و Nanasato کننررد. همررانطور کرره دیررتول A. tumefaciensو نا ررل  لیررپوکوتیه یهاونررهاز کشررت نم میمسررتق ییبرراززا

در پرژوهش  بره کرار گرفتره شرده اسرت.تراریخت  اریخ اهانیگ دیتول یبرا یمختلف یهااند روشگزارش کرده (14)همکاران

Immonen ای تراثیر چشرمریری برر هفتره 4تا  2تیمار سرمای بر روی چاودار گزارش شد که پیش 1999 در (7)و همکاران

 وShumilina و  (27)ناو همکررار Wang، (13)و همکرراران Mathewها داشررته اسررت.  در پررژوهش برراززایی ریزنمونرره

ردل صرحرایی داشرت. همینرین در های گیاه کیوی، کلرم و خرتیمار سرما بر باززایی ریزنمونهاثرات مثبت پیش (21)همکاران

به اثر ، (20)و همکاران Sen، (19)و همکاران Satish ،(26)و همکاران Vasanthهای های مختلفی از جمله پژوهشپژوهش

و  Nanasatoتوسرط  2012که در سرال  یها از جمله آرژنین اشاره شده است. در پژوهشهای مختل  اسیدآمینهمثبت غلظت

شرایط مختل  تلقیح با به کار بردن پمپ خلا مورد ارزیابی  رار گرفت که نتایج نشان داد اسرتفاده  ،رفتانجام گ (14)همکاران

اتقرال  ،ییبراززا یهاستمیبا س سهیدر مقاتر شدن عملیات تلقیح در عمق بافت ریزنمونه شده است. از پمپ خلا منجر به عمیق

ترا کنرون اثرر  (24) دیرآیتنرنا بره حسراب م کیهنوز  اریقال ژن در خانت نییپاو نرخ  ستیهمینان کاملا موثر ن اریژن در خ

 ایرن در پرژوهش حاررر اثررتیمار سرما و استفاده از اسیدآمینه آرژنین بر باززایی نوسا ه از گیاه خیار بررسی نشده اسرت.پیش

 شد. یبررسازی انتقال ژن به گیاه خیار سبرای بهینه ،ییزانوسا هبر  یلدونیکوت نمونه زیاندازه ر اثر، اثر نوع تلقیح و عوامل

 مواد و روشها

 نا رل و LBA4404و سرویه اگروبراکتریوم  BEIT ALPHA F1در این پرژوهش از برذر خیرار معمرولی برا نرام تجراری 

pCambia 2301 گردآوری شده است. 1مورد استفاده طی این پژوهش در جدول  کشت هایمشخصات محیطستفاده شد. ا 

انتقرال ژن برا  طیدر شررا ییزابر نوسا ه  نیآرژن نهیآمدیو اس ییسرما ماریتشیپ ،یلدونیکوت زنمونهیاثر اندازه ر شیآزما نیدر ا

. عامرل این تحقیق به صورت آزمایش چهارعاملی در  الب طرح کامل تصادفی با سه تکرار اجرا شدشد.  یبررس ومیآگروباکتر

در دو سطح تلقیح ساده و  ومیاگروباکتر حینوع تلق دومعامل  ،مل و تقسیم شدهی در دو سطح کالدونیکوت زنمونهیاول  اندازه ر

و عامرل تیمرار سررمایی تیمار سررمایی و بردون پیشدر دو سطح همراه با پیش ییسرما ماریت شیعامل سوم پ ،تلقیح با سرنو

تکررار در نظرر  سره مراریهرر ت یبرا ( بود.تریگرم در ل یلیم 1000و  500، صفر) نیآرژن نهیآمدیمختل  اس یهاچهارم غلظت

 بود. یمتریسانت شش شید یپتر کیدر   زنمونهیر 10گرفته شد که هر تکرار شامل 
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 های کشت در مراحل مختل  کشت و تلقیح خیارمحیط -1جدول 

)در لیتر(ترکیب محیط کشت کاربرد محیط منبع   شماره محیط 

(30) زنی بذرجوانه   B5 1 

(30) مکشت اگروباکتریو   LB (میلی 50مایع+ کانامایسین)2 گرم 

(30)  3 مایع MS ر یق کردن  

(41)  همکشتی 
MS +1گرم+ آبسیزیک اسید میلی 2بنزیل آمین پورین  جامد 

 درصد آگار%0.8گرم+میلی
4 

(41) زایینوسا ه   

MS +1گرم+ اسیدآبسیزیک میلی 2بنزیل آمین پورین  جامد 

 75زوکسیم گرم+سفتیمیلی 50سین درصد آگار+ کانامای%0.8گرم+میلی

 گرممیلی 1000و  500، 0گرم+ اسید آمینه آرژنین در غلظت های میلی

5 

با استفاده از فیلتر،  ABAرمون وتنظیم شد. ه 5.8روی عدد  ، بل از ارافه کردن آگار NaOHبا استفاده از  pHجدول بالا کشت های در تمام محیط

 ه محیط ارافه شد.استریل شد و بعد از اتوکلاو ب

 قرهید  یکشد. بذرها به مدت  انتخاب اریبذر خ 200  تعدادی: زنکشت جوانه طیو کشت بذرها در مح یضدعفون

ترا جردا کرردن  ، رار گرفتند لیدر آب استر قهید  15درصد  رار گرفتند. بذرها  شسته شده و به مدت  سه میسددیپوکلریدر ه

 70در اترانول  هیرثان 30بدون پوشش به مردت  ی(. بذرها1 شکل) توسط پنس جدا شد تر شود. پوسته بذرهاپوشش بذر آسان

 3و سرپس  ور شردندغوطره میسددیپوکلریدر ه هیبدون پوشش به مدت چند ثان یور شدند. در مرحله بعد بذرهادرصد غوطه

 . (1 شکل)  رار داده شدند B5و روی محیط  شسته لیمرتبه با آب استر

کلونی برا یرک ترک دولیتر از محیط شماره میلی 10مقدار سازی محیط تلقیح،برای آماده: گروباکتریومتهیه محیط تلقیح ا

حرکرت داده دور در د یقره  200ساعت با دور  24به مدت  سلسیوس درجه 28اگروباکتریوم تلقیح شد. محیط کشت در دمای 

گررم میلی 50بیوتیرک کانامایسرین)مایع حاوی آنتی LBزه لیتر محیط تامیلی 50در  کشت باکتریمیکرولیتر از  200. مقدار شد

بره  OD600تا زمانی کره  شیک شد،دور در د یقه  200و دور سلسیوس درجه  28برلیتر( واکشت شد. محیط کشت در دمای 

 سمت  د یقه در دمای اتاق سانتریفوژ شد. 10، به مدت g 5000 سپس با نیرویمحیط کشت باکتری  .رسید 0.8الی  0.6میزان 

 .(9) (OD600=0.25) و سپس ر یق شد مایع حل MSنشین شده در محیط  سمت ته .رویی دور ریخته شد

از  متر،یسرانت  یکحدا ل  چهشهیطول ر ، باکه جوانه زده بودند ییروز بذرها دوبعد از : نمونه زیرو تلقیح  یساز آماده

و بلافاصله  یروز نرهدار 7به مدت  سلسیوسدرجه  4 یدر دما خیالیبذر در  100تعداد . (30)زنی جدا شدند محیط جوانه

چه دیش استریل به همراه یک تکه کاغذصافی  رار گرفتند. ریشرهبذرها روی پتری (1شکل )استفاده شدند نمونه زیر هیته یبرا

-ین مرحله کوتیلدونانتهای کوتیلدون حذف شد. در ا 3/1ها از وسط به دونیم تقسیم شدند. سپس جدا شد و سپس کوتیلدون

های جردا شرده در آب اسرتریل (.کوتیلردون14ها بسته به تیمار، یا بصورت کامل و یا از وسط به دو نیم شده، استفاده شردند)

د یقه نرهرداری  20حاوی اگروباکتریوم ارافه و به مدت  MSهای کوتیلدونی در محیط (. نص  ریزنمونه11نرهداری شدند)
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ای، تلقیح شدند. بعد از تلقریح، کاغرذ صرافی د یقه 5های کوتیلدونی با سرنو ساده، در دو نوبت هشدند. نص  دیرر ریزنمون

ها در . نمونره(1شکل)(  رار گرفتند 4ها روی محیط همکشتی)محیطها  رارداده شد. سپس ریز نمونهاستریل روی محیط کشت

 .(30)نرهداری شدند درجه سلسیوس و به مدت دو روز  28دمای 

 
( جوانه زنری برذرها، Cزنی، (  رار دادن بذرها روی محیط جوانهBی بذر، ( جداسازی پوستهAمراحل کشت بذر و تلقیح کوتیلدون خیار .  -1ل شک

D ،تهیه و تلقیح ریزنمونه )Eهای متمایل به زرد روی محیط همکشتی، ( ریزنمونهIها، ( ظهور نوسا هG انجام آزمون هیستوشیمیایی )GUS 

 

منتقرل  زاییبره محریط نوسرا ه 1 شرکلمطرابق  ،بافت سفت باهای متمایل به زرد نمونهریز :ییزانوساقه طیمح به لانتقا

سررعت رشرد  زایی،روز تا اولرین نوسرا هتعداد  :صفات ،زاییه محیط نوسا هبها روز از انتقال ریزنمونه سهعد از ب(. 11)شدند

. برای بررسی سرعت رشد نوسا ه، در اولین مشاهده، اندازه ندشد بررسی ،زاییسا همتر در هفته و درصد نونوسا ه با نرخ میلی

گیری شد. میزان رشد نوسا ه در یک هفته به عنوان سررعت رشرد طول نوسا ه تعیین و پس از یک هفته مجددا طول آن اندازه

  نوسا ه در نظر گرفته شد.

 GUSآزمرون هیستوشریمیایی  ،زاییها به محریط نوسرا هریزنمونهاز انتقال  روز 33از  بعد :GUSآزمون هیستوشیمیایی 

 .(1 شکل)شد انجام (14)همکارانو  Nanasato پروتکل طبقهای برگی گیاهان باززایی شده نمونه روی

 آنالیز آماری

ای دانکرن در سرطح ها با اسرتفاده از آزمرون چنددامنره( و مقایسه میانرین4/9)نسخه  SASافزار ها با نرمتجزیه و تحلیل داده

هرای تجزیره واریرانس بر ررار برود، آمده نرمال بوده و فرضهای به دستدرصد انجام شد. با توجه به این که دادهاحتمال پنج

 ها انجام نشد.تبدیل داده

 نتایج 
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برا روش )شرده هرای تقسریم ؛ در هییکردام از کوتیلردوننوسا ه نشان دادنرد  باززاییِ ،های کاملکوتیلدون نوع ریزنمونه:

Nanasato دیگرد حذف انسیوار هیتجز از لدونیکوت اندازه عاملوزایی صورت نررفت نوسا ه (و همکاران. 

 زاییروز تا نوسا هبرای  آرژنینتیمار سرما و نتایج تجزیه واریانس نشان داد که اثر متقابل پیشزایی: روز تا نوساقهتعداد 

 .زایی کوتیلدون خیار نداشتنوسا هروز تا  تعدادنشان داد که تلقیح با سرنو تاثیری بر  نتایج .دار شددرصد معنیپنجدر سطح 

گرم در لیتر باعرث افرزایش میلی 500غلظت با  مار آرژنینهمینین تی (2 جدول)تیمار سرما باعث افزایش آن گردید ولی پیش

گرم در لیتر باعث کراهش آن بره میرزان میلی 1000غلظت  ولی استفاده از .درصد شد 92/17زایی به میزان نوسا هروز تا تعداد 

 1000های تیمار شرده برا زایی در کوتیلدوننوسا هروز تا تعداد ترین درصد گردید. بر اساس نتایج مقایسه میانرین، کم 63/12

 آرژنرینگرم میلی 500تیمار  نیز درتعداد ترین روز( و بیش 17/16تیمار سرما )با در شرایط بدون پیش آرژنینگرم در لیتر میلی

  (.2 شکل)روز( مشاهده گردید  33/25تیمار سرما )در شرایط پیش

 یرکنتایج تجزیه واریانس نشان داد که اثر ساده آرژنین برای ویژگی سرعت رشد نوسرا ه در سرطح سرعت رشد نوساقه: 

(. نتایج نشان داد که تلقیح با 2 جدولار نشدند )ددار شد، ولی دیرر تیمارهای مورد بررسی برای این ویژگی معنیدرصد معنی

هرای مختلر  آرژنرین بره صرورت تیمار سرما تاثیری بر سرعت رشد نوسرا ه نداشرتند ولری اسرتفاده از غلظتسرنو و پیش

شرد داری برر میرزان سررعت رگرم در لیترر تراثیر معنریمیلی 500تیمار آرژنین با غلظت  .داری آن را تحت تاثیر  رار دادمعنی

درصدی آن گردید. بر اساس نتایج  29/114گرم در لیتر آرژنین باعث افزایش میلی 1000نوسا ه نداشت ولی استفاده از غلظت 

و صرفر  500، 1000هرای های تیمرار شرده برا آرژنرین در غلظتترین سرعت رشد نوسا ه در کوتیلدونمقایسه میانرین، بیش

 (.3 شکل)میلی متر در هفته مشاهده گردید  75/1و  83/1، 75/3گرم به ترتیب  با میلی

تیمار سرما و آرژنین برای ویژگی درصرد براززایی در نتایج تجزیه واریانس نشان داد که اثر برهمکنش پیشدرصد باززایی: 

ان داد نتایج به دست آمده نشر .دار نشددار بود، ولی دیرر تیمارهای مورد بررسی برای این ویژگی معنیدرصد معنی پنجسطح 

 1000و  500هرای تیمار کوتیلدون خیرار برا غلظت .که تلقیح با سرنو تاثیری بر میزان درصد باززایی کوتیلدون خیار نداشت

درصد(  66/50و  51تیمار سرما باعث افزایش درصد باززایی )به ترتیب به میزان گرم در لیتر آرژنین در شرایط بدون پیشمیلی

برر اسراس نترایج  .(2)جدول درصد گردید 04/19و  32/22ما باعث کاهش آن به ترتیب به میزان تیمار سرولی در شرایط پیش

گرم در لیتر آرژنین در شرایط بدون میلی 1000و  500های تیمار شده با ترین درصد باززایی در کوتیلدونمقایسه میانرین، بیش

گررم در لیترر آرژنرین در شررایط نیرز در تیمرار صرفر میلیتررین درصرد( و کم 33/75و  50/75تیمار سرما )به ترتیب با پیش

 .(4 شکل)درصد( مشاهده گردید  00/50تیمار سرما )پیش

در ایرن پرژوهش  ،( از کوتیلدون تقسیم شده بعنوان ریز نمونه اسرتفاده شرده اسرت10و همکاران ) Liuهر چند در پژوهش  

 .کوتیلدون های تقسیم شده باززایی نداشتند
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یی زایی، سرعت رشد نوسا ه و درصد باززاهای تعداد روز تا نوسا هویژگی درتجزیه واریانس اثر آرژنین   -2جدول 

 تیمار سرما.کوتیلدون خیار از طریق تلقیح ساده و با سرنو در شرایط پیش

 میانرین مربعات 
روز تا نوسا ه زاییتعداد  درجه آزادی منابع تغییر  درصد باززایی سرعت رشد نوسا ه 

 20.25ns 0.00ns 476.69ns 1 شرایط تلقیح

 3.36ns 0.11ns 0.69ns 1 پیش تیمار سرما

 88.03ns **15.36 *103.08 2 آرژنین

پیش تیمار  ×تلقیح شرایط 
 سرما

1 12.25ns 1.00ns 950.69ns 

آرژنین ×تلقیح شرایط   2 9.08ns 0.08ns 240.53ns 

آرژنین × پیش تیمار سرما  2 83.03* 0.19ns 1573.53* 

پیش تیمار  ×تلقیح شرایط 
آرژنین ×سرما   

2 2.58ns 0.25ns 6.03ns 

 411.39 0.75 21.47 2 خطای آزمایشی

 30.82 35.43 23.87 - رریب تغییر )درصد(

ns ،*  01/0و  05/0دار در سطح دار و معنیبه ترتیب غیرمعنی **و. 

 12. از بین انتخاب شد GUSونه برای آزمون هیستوشیمیایی از هر تیمار یک نم :GUSنتایج آزمون هیستوشیمیایی 

میلی گرم بر لیتر  500×تلقیح با سرنو×. پیش تیمار سرما1های: های مثبت از تیمارنمونه(. 5 شکل)نمونه مثبت بودند 2نمونه 

 .انتخاب شده بودند ،میلی گرم آرژنین 1000 ×تلقیح  ساده×. پیش تیمار سرما2آرژنین،

 

 

 

 

 

 

 

 

با حدا ل  یهانیانریم ،در هر ستونسرما.  تیماربا پیش زایینوسا هروز تا تعداد های مختل  آرژنین بر ویژگی مقایسه میانرین اثر غلظت -2کل ش

 .باشدیدر سطح احتمال پنج درصد با استفاده از آزمون دانکن م داریحرف مشابه نشان دهنده عدم وجود اختلاف معن کی
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به حرف مشا کیبا حدا ل  یهانیانریم ،در هر ستون. نوسا هبر ویژگی سرعت رشد  آرژنینهای مختل  غلظتساده مقایسه میانرین اثر -3شکل 

 .باشدیدر سطح احتمال پنج درصد با استفاده از آزمون دانکن م دارینشان دهنده عدم وجود اختلاف معن

 

 

 

 

 

 

 

 

حرف مشابه  کیبا حدا ل  یهانیانریم ،در هر ستونباززایی با پیش تیمار سرما.  های مختل  آرژنین بر درصدمقایسه میانرین اثر غلظت -4شکل 

 .باشدیدر سطح احتمال پنج درصد با استفاده از آزمون دانکن م دارینشان دهنده عدم وجود اختلاف معن
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 GUSآزمون هیستوشیمیایی نتایج  -5شکل 

 بحث

( با تهیه ریزنمونه از 11)همکارانو  Liu(. 11ت)ترین روش انتقال در خیار اسهای کوتیلدون رایجبازازایی مستقیم از نوسا ه

ها باززایی شدند با این حال در محیط گزینشرر درصد نوسا ه 100( گزارش کردند که SAMناحیه مریستم انتهایی سا ه)

و  50باززایی دو ژنوتیپ خیار را مقایسه کردند و به درصدهای  (3) همکارانو  Ailiنشد.  هییکدام منجر به تولید گیاهیه

ریز  درصد باززایی (11) و همکاران Liuو  (6) ناو همکار  Grozevaدرصد رسیدند. در دو پژوهش جداگانه توسط  100

یز نمونه از سا ه به کوتیلدون توانستند نرخ با تغییر منبع تهیه ر (29)همکارانو   Zhengدرصد بود.  96.7 نمونه های خیار

های خیار بستری به عواملی ( باززایی ریزنمونه24)همکارانو   Tanدرصد برسانند.  به گزارش 78درصد به  63باززایی را از 

رد. تا این ه شده به محیط دافهای اراهورمون و همیون ژنوتیپ ریزنمونه، منبع ریزنمونه، مرحله رشدی منبع مادری ریزنمونه

در این پژوهش  بر روی باززایی خیار انجام نشده است. زایینوسا هزمان پژوهشی در مورد تاثیر استفاده از اسیدآمینه در محیط 

ها تقسیم شدند توانایی باززایی خود را از دست دادند، از کوتیلدون برای تهیه ریز نمونه استفاده شد. زمانی که کوتیلدون

ها باشد. نرخ باززایی در خیار به عوامل های تقسیم شده و کوچک به دلیل آسیب دیدن آنرفتن ریز نمونهممکن است از بین 

درصد هم گزارش شده است، با این حال بسیار مهم است  100های های مختل  حتی نرخمختلفی بستری دارد و در پژوهش

رسد استفاده از باززایی بالایی صورت گیرد. به نظر میکه در شرایط تلقیح با اگروباکتریوم و در محیط گزینشرر، درصد 

وری بیشتری در باززایی و تری تولید کرده و بهرههای  ویتواند گیاهیهکوتیلدون کامل به دلیل اندوخته غذایی بیشتر می

 انتقال ژن داشته باشد.

 .(19)زایی در گیاه ارزن شدر شدن نوسا هلایسین و آرژنین در محیط کشت باعث بهتگهای پرولین، استفاده از اسیدآمینه 

Roa   ژنوتیپ با باززایی کم  10استفاده از آسپارژین و پرولین باعث بهتر شدن باززایی در که ( گزارش کردند 16)همکارانو

 Vigna) ( تاثیر مثبت اسیدآمینه پرولین را در باززایی گرم سیاه20) همکارانو  Sen در سورگوم شیرین شده است. 

mungo)  گزارش کردند. در پژوهشHaque  (بیشترین باززایی ذرت مربوط به محیط کشتی بود که نیترات 7و همکاران )

( استفاده 19و همکاران)  Satish( و 5) و همکاران  Grewalنقره و اسیدآمینه گلوتامین به آن ارافه شده بود. در گزارشات 

نیز اثر مثبت کاربرد آرژنین را درافزایش کلروفیل و  نصیبی و همکاران ه است.از اسیدآمینه باعث بهتر شدن باززایی گیاهان شد

در پژوهش حارر نیز استفاده از آرژنین   (.2)اندپراکسید در گیاه گندم تحت تنش شوری گزارش کردهکاهش مقدار هیدروژن

همینین افزایش سرعت رشد ریزنمونه  باعث افزایش نرخ یاززایی وزایی نوسا هگرم در لیتر در محیط میلی 1000با غلظت 
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باشد و در بذرهای پروتئینی نوع اسید آمینه، آرژنین بیشترین نسبت ازت به کربن را دارا می 21از آنجایی که در بین  شد.

تواند یک منبع خوب برای عنصر نیتروژن شود میدرصد کل نیتروژن توسط ذخیره آرژنین تامین می 40-50گیاهان مختل  

ها و اسیدهای نوکلئیک کارآمدی ریزنمونه با استفاده از این منبع در ساخت و توزیع سایر اسیدهای آمینه، پروتئین باشد و

اکساید در ایجاد مقاومت رود. نیتریک( به شمار میNOاکساید)ساخت نیتریکبیشتری داشته باشد. همینین این اسیدآمینه پیش

ها برای . ممکن است استفاده از آرژنین در محیط به ریزنمونه(29)کندثبتی ایفا میو غیرزنده نقش مهم و م های زندهبه تنش

 های محیطی و تحمل آلودگی توسط اگروباکتریوم کمک کند.ترمیم زخم، مقاومت در برابر تنش

Immonen   داشت.  هفته تاثیر چشمریری در باززایی گیاهان  4تا  2( گزارش کردند تیمار سرما به مدت 9) همکارانو

Mathew  سمتیک، سرما و آنتی اکسیدانت را بر باززایی کیوی مثبت ارزیابی کردند. پیش اُ( تاثیر پیش تیمار 13) همکارانو

. تیمار سرما باعث افزایش پاسخ انواع ژنوتیپ شلغم وحشی (27)تیمار سرما تاثیر چشمریری بر باززایی بروکلی زینتی داشت

زایی در محیط نوسا ه آرژنیناستفاده از یا (. در این پژوهش نیز اثر متقابل پیش تیمار سرما و 21به باززایی در کشت بافت شد)

با توجه به نتایج پژوهش  در شرایط تراریختی با آگروباکتریوم شد.منجر به افزایش درصد باززایی و سرعت رشد نوسا ه 

 (،1)اری میزان پرولین در سلول ذرت را افزایش دهدتواند به طور معنی دو همکاران اعمال تنش سرما می السلامیطریق

ها را تغییر های متابولیکی و عملکرد آنزیمتواند ویژگیسرما میبنابراین با توجه به گزارش پژوهش های مختل  میتوان گفت 

مقابله با تنش ی ریزنمونه ممکن است موجب فعال شدن مسیرهای اعمال سرما به بذرهای جوانه زده،  بل از تهیه ،(10)دهد

های مربوط به تهیه ریزنمونه و نیز آلودگی با اگروباکتریوم را ها برای مقابل با تنشسرما شود که این تغییرات توانایی سلول

  افزایش دهد.
 منتقل شد. به خیار با موفقیت GUSژن گزارشرر طی این تحقیق، 

 نتیجه گیری 

موفق همینان یک گلوگاه در مسیر های اصلاحی این  ت اما انتقال ژنِروش های مختلفی برای اصلاح خیار معرفی شده اس

گیاه است. بنابراین، این مسیر همینان نیاز به بهینه سازی و تثبیت دارد تا بتوان به یک دستورالعمل  ابل اطمینان رسید. با 

و افزایش  باززایییی بهتر، کاهش دوره تواند به باززاتیمار سرما و تیمار آرژنین میتوجه به نتایج این پژوهش، اعمال پیش

 های کوتیلدونی خیار کمک کند.   کارایی انتقال ژن به ریزنمونه

 سپاسگزاری

 دانشکده کشاورزیِ  تولید و ژنتیک گیاهیِپژوهش تحت حمایت مادی و معنوی آزمایشراه بیوتکنولوژی کشاورزی، گروه  این

 دانشراه بوعلی سینا صورت گرفته است. 

 ندارند. یت اد منافع چیکنند که هیاعلام م سندگانینو افع:تضاد من
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Abstract 

 

Improving regeneration and inoculation with Agrobacterium is one of the important 

goals of transgenic cucumber (Cucumis sativus) and for this purpose, the simultaneous 

effects of cold pretreatment, different concentrations of amino acid arginine and the size 

of the explants on regeneration in the conditions of inoculation with Agrobacterium 

were evaluated. According to the results, the interaction effect of cold pretreatment and 

arginine and the simple effect of arginine for the number of days to explant regeneration 

with complete cotyledons were significant with a confidence level of five percent, and 

divided explants did not regenerate. Using a concentration of 1000 mg/liter of arginine 

decreased the days to generation by 12.63%, but the concentration of 500 mg/liter of 

arginine increased the days to generation (by 17.92%). The lowest number of days until 

regeneration was observed in cotyledons treated with 1000 mg/L arginine in conditions 

without cold pretreatment (with 16.17 days) and the highest in the treatment of 500 mg 

arginine in conditions of cold pretreatment (25.33 days). For the characteristic of shoot 

growth rate, only the simple effect of arginine was significant at the level of one 

percent, the result of analysis of variance showed the interaction effect of cold stress 

and amino acid to be significant at the level of five percent. It can be said that the use of 

arginine at the rate of 1000 mg/liter in the medium of cucumber regeneration or cold 

pretreatment can help both regeneration and shoot growth. 
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