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  چكيده

تكثير بهينه كردن  باشد. به منظوربالا مي  رقم سوپرنيا خيار يكي از ارقام مهم هيبريد وارداتي با عملكرد
لف كوتيلدون، هيپوكوتيل و برگ در محيط هاي مختاي، ريزنمونهيشهشجنسي اين رقم از طريق كشت درون غير

 -1گرم در ليتر هورمون يليم 4/0و  3/0، 2/0، 1/0ي صفر، هاغلظت) تحت أثر (MSپايه موراشيگ و اسكوگ 
بنزيل  -6 گرم در ليتر هورمونيليم 4و  3، 2، 1ي هاغلظت ) در تركيب باNAAنفتالن استيك اسيد (

به صورت فاكتوريل در قالب طرح كاملا تصادفي در سه تكرار و تعداد  ) قرار گرفت. آزمايشBAPآمينوپورين (
زا و فراواني توليد نوساقه هاي رويانزايي، درصد كالوسپنج ريزنمونه در هر تكرار انجام گرديد. درصد كالوس

نمونه درصد) در ريز 6/86زايي (هاي كشت شده مورد ارزيابي قرار گرفت. بيشترين ميزان كالوسدر ريزنمونه
بيشترين درصد ، BAPگرم در ليتر يليم 3به همراه  NAA گرم در ليتريليم 3/0كوتيلدون در تيمار هورموني 

به   NAAگرم در ليتريليم 2/0درصد) در ريزنمونه هيپوكوتيل در تيمار هورموني  6/61زا (هاي رويانكالوس
 3/0) در ريزنمونه كوتيلدون در تيمار هورموني 08/20نوساقه ( تعدادبيشترين  و BAP گرم در ليتريليم 2همراه 

القا و  ي باززا شده جهتهامشاهده گرديد. نوساقه BAP گرم در ليتريليم 3به همراه  NAA گرم در ليتريليم
هاي رشديافته گياهچهو سپس منتقل  NAAگرم در ليتر هورمون يليم 1حاوي  ½ MSبه محيط  ريشهتشكيل 

، استفاده از ريزنمونه كوتيلدون جهت مطالعهشگاه سازگار گرديدند. بر اساس نتايج اين به محيط خارج آزماي
 گردد.خصوص در مطالعات انتقال ژن توصيه ميريزازديادي و باززايي اين ژنوتيپ به

  .NAA ،BAP، خيار، اييشهشريزازديادي، كشت درون : كليدي يهاواژه
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  مقدمه

 يهاهخانوادمهمترين  ازيكي  1كدوئيان

هندوانه، و ) Rajagopalan et al., 2005(گياهي 

چهار محصول اقتصادي مهم كدو، خربزه و خيار 

خيار  .)Lebeda et al., 2007( دنباشيم اين خانواده

)Cucumis Sativus به عنوان يكي از محصولات (

اولين گياه اهلي شده آسياي ، مهم اين خانواده

و چهارمين   .Abu-Romman et al (2013)مركزي

محصول سبزي مهم در جهان بعد از گوجه فرنگي، 

اين سبزي . )Lv et al., 2011( باشديمكلم و پياز 

 با وجودي كه داراي مقادير ناچيزي انرژي، مواد

دليل وجود مواد معطر و ه معدني و پروتئين است، ب

 يهازماناثرات مفيدي كه در تغذيه دارد از و  ثرؤم

 هايدياره مردمان و اقوام بسيار قديم مورد توج

 مختلف از جمله هندوستان، مصر و يونان بوده

هاي مطرح در از چالش .)Milnear, 2000( است

دستيابي و فراهم آوردن بذور  اين گياه،تكثير 

كه حدود  باشديمبا عمكرد بالا  هيبريد يكنواخت

درصد هزينه توليد اين محصول را در بر  30

استفاده از . )Ugandhar et al., 2011( گيرديم

صفات انتقال به دليل تكثير غيرجنسي  يهاروش

جهت  طور كامل به نسل بعده گياهان مادري ب

تكثير گياهان مطلوب مورد انتخاب موردتوجه 

گياه تكثير غيرجنسي  يهاروش ينترمهماست. از 

بالاخص جهت تكثير گياهان هيبريد مطلوب ، خيار

                                                 
1Cucurbitaceae 

روش بذور هيبريد، و قطع وابستگي به واردات 

 ,Ahmad & Anis( است 2ايتكثير درون شيشه

كشت  يهاروشاستفاده از  ،. افزون بر اين)2005

بافت و پرورش ريزنمونه گياهان در محيط كشت 

انجام مطالعات بيوتكنولوژي مانند  ، جهتمصنوعي

 & Jesmin ژنتيكي هاييدستكار وانتقال ژن 

Mian   (2016)سوماكلونالدستيابي به تنوع  و 

Jeyakumar & Kamaraj   (2015) اجتناب ناپذير

ريزنمونه و تركيب محيط نوع ، يافتن رقم .است

بهترين عملكرد در شرايط كشت منجر به كه  كشت

حائز در ريزازديادي گياه خيار بسيار  شودبافت 

 ).et alRomman -Abu ,.2013( است اهميت

 يهاهورمونبرهمكنش  دهديممطالعات نشان 

در  اكسين و سيتوكنين نقش مهميويژه هبگياهي 

در شرايط كشت بافت  هاموفقيت باززايي ريزنمونه

در  .)Custers & Verstappen, 1989دارند (

نفتالن  -1هورمون ، D,2,4 يهاهورمون اثربررسي 

 4بنزيل آمينوپورين -NAA( ،6( 3استيك اسيد

)BAP ( 5كينتينو )KIN( ريزنمونه  بر باززايي

، بيشترين درصد رقم خيار يتعدادوتيلدوني ك

+  BAP µM 5زايي در تيمار هورموني كالوس

2,4,D µM 5/0 بيشترين ميزان توليد نوساقه در  و

                                                 
      2In vitro propagation 

3
 1-Naphthaleneacetic acid  

4
 6-Benzylaminopurine 

5
 Kinetin 
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 BAP µM 5  +NAA µM 5/0 تيمار هورموني

در بررسي  ).Kim et al., 2011( گزارش گرديد

، BAP ،KIN يهاهورمونمختلف  يهاغلظت

IAA+BAP  وIAA+KIN  ر بازززايي ريزنمونهد -

كوتيلدون و هيپوكوتيل گياه خيار، بيشترين  هاي

 IAA mg/L در تيمار هورموني درصد توليد نوساقه

5/0 +BAP  mg/L 3 گرديد ( مشاهدهUgandhar 

et al., 2011(.  بازززايي  ،مطالعه ديگريدر

 اثرريزنمونه گره گياه خيار رقم دستگردي تحت 

مورد  KIN راه به هم IBAمختلف  يهاغلظت

درصد باززايي در  يشترينو ببررسي قرار گرفته 

در  و بيشترين طول نوساقه KIN  mg/L5/1تيمار 

گزارش  IBA mg/L 025/0 +KIN mg/L 1تيمار 

 Otroshy & Mokhtari, 2014.( Hassan( گرديد

Pour et al. (1996)  يهاروشضمن مقايسه 

در  وانهج زايي و كشت تكزايي رويشي، اندامجنين

   & Murashige و اسكوگ گموراشيمحيط كشت 

 Skoog )1962(  يهاهورمونبه همراه NAA  و

KIN روش كشت تك جوانه را براي تكثير سريع ،

 )Khoshbakht et al )1995. .پيشنهاد نمودخيار 

هاي جانبي خيار رقم جوانه ريزنمونه گزارش كرد

 1موراشيگ و اسكوگ طاها و نبيل در محيط كشت

MS) (حاوي NAA mg/L 1/0  +KIN mg/L 1/0 

نمايند، ضمن دار شده و توليد گياهچه ميريشه

العمل بيل عكساينكه رقم طاها نسبت به رقم ن

                                                 
1
 Murashige and Skoog 

 Hajibabaei et al. (2010) .دهدبهتري نشان مي

 3GAو  NAA ،BAP يهاهورموناثر در بررسي 

بر مراحل پرآوري شاخه و  مختلف يهاغلظتدر 

ريزنمونه از  رقم سلطاني ياگلخانهخيار  يزاييشهر

استفاده نمودند.  هاي جوانه جانبي و جوانه انتهايي

حداكثر  ،ريزنمونه جوانه جانبينتايج نشان داد در 

تعداد گره، طول شاخه و طول ريشه و حداقل قطر 

 ،هورمون كالوس تحتاني در محيط كشت فاقد

 و NAAحداكثر تعداد ريشه در محيط كشت داراي 

حداكثر وزن تر شاخساره در محيط كشت فاقد 

 به دست3GA mg/L 5/0 محيط حاويهورمون و 

، حداكثر جوانه انتهاييباززايي از ريزنمونه آمد. در 

بدون يا با و  3GAتعداد گره در محيط كشت فاقد 

BAP و همچنين محيط كشت داراي BAP 3 وGA 

mg/L 5/0  همچنين در بررسي تاثير گرديد.حاصل 

و  ، جوانه انتهاييميانگرههاي دازه ريزنمونهان

كشت در باززايي گياه خيار، شرايط همچنين 

زاويه  و با تربزرگهاي مشخص گرديد ريزنمونه

كشت مناسب و همچنين ظروف كشت با امكان 

هوادهي بهتر تاثير مثبتي در باززايي اين گياه دارند 

)Custers & Verstappen, 1989(.  عليرغم

متعدد از كشت درون شيشه اي گياه  گزارشات

ها بسيار پايين مي فراواني باززايي ريزنمونهخيار، 

دهد كه موفقيت تر نشان ميمطالعات دقيقباشد. 

هاي مختلف اين گياه به ميزان باززايي از ريزنمونه

 & Wehner(زيادي به نوع ژنوتيپ وابسته است 

 Romman-Abu; 2011., et alLocy, 1981; Kim 
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et al., 2013.(  رقم سوپرنيا (گريفاتون)، رقم

زودرس، مقاوم به ويروس موزاييك خيار و 

 پر محصولويروس موزاييك خربزه، يكي از ارقام 

با توجه به اهميت كشت . باشديموارداتي خيار 

، در پر محصولاي خيار در ازدياد ارقام درون شيشه

 كه BAPو  NAAمطالعه اثر تركيبات هورموني اين 

اكسين و سيتوكينين  يهاهورموناز پركاربردترين 

زايي و باززايي ريزنمونه هاي بر كالوس ،باشنديم

ضمن تا  گردديمبررسي  رقم سوپرنيامختلف 

در تقابل با ريزنمونه،  محيط هورمونيبهترين تعيين 

فراهم تكثير آن در شرايط كشت بافت شرايط 

اين گياه  به طوري كه مشكلات توليد و تكثيرگردد. 

به شيوه مرسوم را حل نموده و ضمن توليد گياهاني 

 دبا تولي ،با كيفيت بالا و عاري ازعوامل بيماريزا

 اي پايين، از خروج ارز از كشورانبوه آن با هزينه

جهت واردات سالانه بذور هيبريد اين رقم پر 

سازي با بهينه همچنين گردد.نيز جلوگيري  محصول

توان از آن مي مختلفهاي نمونهتوليد كالوس از ريز

هايي مانند انتقال ژن و كشت در جهت برنامه

  پروتوپلاست استفاده كرد. 

  

  هامواد و روش

از شركت سوپرنيا  تجاري خيار رقم بذور

 2 به مدت پاكان بذر اصفهان تهيه گرديد. بذور

ه ـبت تحت آب روان قرار گرفته و سپس ساع

به درصد  5 يما هيپوكلريت سدـطحي بـسرت وـص

. بعد از خشك شدند يضدعفونقيقه د 15ت مد

كاغذ صافي استريل، به محيط كردن بذور بر روي 

 7و ساكاروز گرم در ليتر  30حاوي  MS زنيجوانه

، هدـش تـكش ورذـب .دندـمنتقلشگرم در ليتر آگار 

 جهدر 25±2يمادر دني زنهاجو محيطروي  رـب

 16 رينو يمرژ تحتروز  10ت مد به گرادسانتي

 ساعت تاريكي قرار گرفتند.  8ساعت روشنايي و 

برگ  و هيپوكوتيل، كوتيلدون هايريزنمونه

سه روز . ندجهت باززايي مورد استفاده قرار گرفت

 6پس از گذشت  ند.زد بذور جوانه پس از كشت،

ها به ، كوتيلدونزني بذورجوانهروز از زمان 

اقه به نحوي صورت انحنادار از محل اتصال به س

كه هيچ بخشي از جوانه همراه آن نباشد.  ندجدا شد

و  2mm5×5به قطعات  يكوتيلدونهاي ريزنمونه

 برگ. ندشدتقسيم  mm8-6 هيپوكوتيل به قطعات 

روزه برداشت و به قطعات  16هاي گياهچه
2mm5×5  محيط درها ريزنمونه .گرديدتقسيم 

هورموني  مختلف يهاغلظت حاوي MS كشت

NAA  وBAP )Duchefa, Netherland ( جدول)

تركيب  20با . اين آزمايش كشت شدند) 1

 دربه صورت فاكتوريل هورموني و سه ريزنمونه 

و تعداد پنج سه تكرار  قالب طرح كاملا تصادفي با

 هانمونه. سپس اجرا گرديد تكرارهر  درريزنمونه 

گراد درجه سانتي 24±2 در اتاق رشد با دماي حدود

ساعت  8ساعت روشنايي و  16وره نوري با د
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و شده تاريكي تحت نور فلورسنت سفيد نگهداري 

  .گرديدندواكشت  باريكهر سه هفته 

با شمارش تعداد فراواني كالوس توليد شده 

به تعداد توليد كردند هايي كه كالوس ريزنمونه

ريزنمونه اوليه به صورت درصد محاسبه گرديد. 

ان سطحي كه توسط حجم كالوس بر مبناي ميز

و ني  بر اساس شاخص هوكرشده كالوس پوشيده 

درصد تعيين و  )Hooker & Nabors  )1977برز

در مقايسه با سطح كالوس  زارويانهاي كالوس

با محاسبه  ،هانوساقه فراواني دست آمد.هاوليه ب

مار ميانگين تعداد نوساقه توليد شده در هر تي

 دست آمد.ا  بهههورموني به تعداد كل نوساقه

بر اساس يانگين و مقايسه م هادادهتجزيه واريانس 

 .Vنرم افزار كمكبه  1كلز -نيومن -استيودنتروش 

9.2  SAS  قبل از انجام تجزيه  گرفت.انجام

با  ، تست نرماليته توزيع اشتباهات آزمايشيواريانس

 هايو آزمون هاداده 3كشيدگي ،2محاسبه چولگي

 و 5شاپيرو ويلك ،4اسميرنوف-كلموگروف

 9.2V.  SAS به كمك نرم افزار 6اندرسون دارلينگ

  و در صورت لزوم تبديل داده انجام گرفت. انجام

                                                 
1
 Student–Newman–Keuls (SNK) 

2
 Kurtosis 

3Skewness 

4Kolmogotov-Smirnov 

5Shapiro-Wilk 

6Anderson- Darling 

 دار كردن نوساقه هاي توليد شده، جهت ريشه

 در ليتر گرميليم 1حاوي  ½ MSكشت  محيط

 ،زايييشهر. پس از استفاده گرديد NAAهورمون 

 خارج آزمايشگاه، با شرايط گياهان جهت سازگاري

- پس از حذف محيط كشت و شستشو ملايم ريشه

استريل منتقل و به منظور ابتدا به پرليت ها، گياهان 

حفظ رطوبت با سرپوش شفاف پوشانده شدند. 

پس از يك هفته، سرپوش حذف و گياهان به 

يك سوم خاك مزرعه، يك سوم ماسه گلدان حاوي 

  گرديدند.منتقل خاكبرگ يك سوم و  شسته

  

  و بحثنتايج 

، MSاز كشت در محيط پس  سه روزبذور 

ده زايي، كالوسرشد كردند. شروع به جوانه زده و 

ها بر روي محيط پس از قرار گرفتن ريزنمونهروز 

شد. شروع  مختلف هورموني يهاغلظتحاوي 

ها بر روي محيط واكشت كالوسدو دور پس از 

. )3و  2، 1(شكل ندگرديد ها القاهورموني، نوساقه

 رشد يافته جهت ريشه دهي به محيط هاينوساقه

½ MS  هورمون حاويNAA  منتقل شدند

  .)4(شكل

ها  در مورد درصد نتايج تجزيه واريانس داده

زا و تعداد هاي رويانزايي، درصد كالوسكالوس

هاي داراي غلظت MSنوساقه در محيط كشت 

مختلف هورموني نشان داد كه از لحاظ صفت 

بين اثر متقابل  %5ايي در سطح احتمال زكالوس
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 NAAبا تيمارهاي هورموني  هاي مختلفريزنمونه

 دار وجود دارد.استفاده شده اختلاف معني  BAPو

زا و تعداد هاي روياندر بررسي درصد كالوس

در  NAAنوساقه، اثر متقابل ريزنمونه و هورمون 

 %1و مابقي در سطح احتمال  %5سطح احتمال 

  ).2عني دار نشان دادند (جدولاختلاف م

به منظور برآورد بهتر اثرات عوامل هورموني 

درصد "براي  هادادهمورد مطالعه، مقايسه ميانگين 

و  "زاهاي روياندرصد كالوس"، "زاييكالوس

 كلز-نيومن-استيودنتبه روش  "فراواني نوساقه"

- ). بيشترين درصد كالوس3انجام گرفت (جدول 

گرم در ليتر) به يليم NAA  )3/0زايي هورموني

  گرم در ليتر) مشاهده گرديد.يليم BAP  )3همراه

در ريزنمونه هيپوكوتيل بيشترين درصد با 

درصد در ريزنمونه كوتيلدون در  6/86 ميانگين

 NAA  )4/0زايي در تيمار هورمونيكالوس تيمار

گرم در يليم 1(  BAPگرم در ليتر) به همراهيليم

درصد و در ريزنمونه برگ با  70ن ليتر) با ميانگي

  NAAدرصد در تيمار هورموني 33/58ميانگين 

گرم يليم 1(  BAPگرم در ليتر) به همراهيليم 3/0(

در ليتر) مشاهده گرديد. در بررسي اثر تيمارهاي 

- زايي كالوسهورموني استفاده شده بر روي رويان

زا با ميانگين هاي رويانبيشترين درصد كالوس ها،

درصد در ريزنمونه هيپوكوتيل در تيمار  6/61

  گرم در ليتر) به همراهيليم NAA  )2/0هورموني

BAP )2 گرم در ليتر) مشاهده گرديد. در يليم

ريزنمونه كوتيلدون، بيشترين درصد در تيمار 

گرم در ليتر) به همراه يليم NAA  )3/0هورموني

BAP )4 ددرص 3/54گرم در ليتر) با ميانگين يليم 

درصد در تيمار  55و در ريزنمونه برگ با ميانگين 

گرم در ليتر) به يليم NAA  )3/0هورموني

گرم در ليتر) مشاهده گرديد. يليم BAP  )3همراه

اثر تيمارهاي هورموني استفاده شده بر روي باززايي 

نشان داد كه بيشترين تعداد نوساقه با ميانگين 

ار در ريزنمونه كوتيلدون در تيم 08/20

گرم در ليتر) به يليم NAA  )3/0هورموني

گرم در ليتر) مشاهده گرديد. يليم BAP  )3همراه

در ريزنمونه هيپوكوتيل بيشترين ميزان در تيمار 

گرم در ليتر) به يليم NAA  )3/0هورموني

و  5/3گرم در ليتر) با ميانگين يليم BAP  )2همراه

تيمار  درصد در 76/3در ريزنمونه برگ با ميانگين 

 3(  BAPگرم در ليتر) ويليم NAA  )3/0هورموني

   گرم در ليتر) مشاهده گرديد.يليم

در اتاق رشد  ها پس از سازگارياين گياهچه

 به طبيعي، محيط 	فيتوترون براي سازگار شدن به

-گياهچه از درصد 95 حدود. شدند منتقل گلخانه

 اشاره، مورد بافت كشت شرايط در شده توليد هاي

نيز زنده ماندند و رشد مطلوبي از  گلخانه شرايط رد

  .خود نشان دادند
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هاي به همراه غلظت MSكشت  مراحل مختلف باززايي گياه خيار از ريزنمونه كوتيلدون بر روي محيط -1شكل

 : كشت قطعاتbاي جهت تهيه ريزنمونه : كشت بذور در شرايط درون شيشهBAP aو  NAAهاي مختلف هورمون

دهي : كالوسBAP ،cو  NAAهاي هاي مختلف هورمونحاوي غلظت MSريزنمونه كوتيلدون در محيط كشت 

  .پنج هفته پس از كشت ريزنمونه بر روي محيط : تشكيل نوساقهdريزنمونه كوتيلدون 

Fig1: Different stages of cucumber plant regeneration from cotyledon explant on the MS medium 

supplemented with different concentrations of NAA and BAP hormones a: The seed cultivation in 

vitro condition to prepare explant b: The culturing of the cotyledon explant segments on the MS 

medium containing different concentrations of NAA and BAP hormones c: The callus production 

from the cotyledon explant d: The shoot formation after five weeks of explant culture on the 

medium. 

 
به همراه غلظت هاي  MSكشت  مراحل مختلف باززايي گياه خيار از ريزنمونه هيپوكوتيل بر روي محيط -2شكل

از قطعات ريزنمونه هيپوكوتيل كشت شده بر روي محيط : تشكيل كالوس BAP eو  NAAهاي مختلف هورمون

حاصل از قطعات زا هاي رويان: كالوسBAP fو  NAAهاي هاي مختلف هورمونحاوي غلظت MSكشت 

 .: تشكيل نوساقه بر روي قطعات هيپوكوتيل كشت شدهgهيپوكوتيل كشت شده 

Fig2: Different stages of cucumber plant regeneration from hypocotyl explant on the MS medium 

supplemented with different concentrations of NAA and BAP hormones. e: The callus production 

of the hypocotyl explant segments on the MS medium containing different concentrations of NAA 

and BAP hormones f: The embryonic calli derived of hypocotyl explant segments g: The shoot 

formation on the cultured hypocotyl fragments. 
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هاي مختلف همراه با غلظت MSكشت  احل مختلف باززايي گياه خيار از ريزنمونه برگ بر روي محيط: مر-3شكل

حاوي غلظت هاي مختلف  MS: كشت قطعات ريزنمونه برگ در محيط كشت BAP hو  NAAهاي هورمون

عات : باززايي قطj: تشكيل كالوس بر روي قطعات برگي كشت شده بر روي محيط BAP iو  NAAهاي هورمون

  .برگي كشت شده

Fig.3: Different stages of cucumber plant regeneration from hypocotyl explant on the MS medium 

supplemented with different concentrations of NAA and BAP hormones. h: The culturing of the 

leaf explant segments on the MS medium containing different concentrations of NAA and BAP 

hormones i: The callus production from the cultured leaf explant segments on the mediumj: The 

regeneration of cultured leaf segments. 

  
 تشكيل ريشه k:اي شيشهها به شرايط برون هاي رشد يافته و سازگاري گياهچهزايي در نوساقهالقاي ريشه -4شكل

: گياه كامل رشد يافته در شرايط درون lحاوي هورمون اكسين،  MSبه محيط كشت  هاي انتقال يافتهدر نوساقه

 .سازگاري گياهان حاصل از باززايي به شرايط برون شيشه m:شيشه، 

Fig.4: Root induction of the grown shoots and adaptation of seedlings to the in vivo conditions. k: 

Root formation in the transferred shoots to the MS medium containing auxin hormone, l: Full 

grown plant in vitro condition, m: Adaption of the regenerated plants to in vivo.    
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هاي زايي و باززايي ريزنمونهلوسجهت كا  BAPو NAAهاي هاي مختلف هورمونغلظت -1جدول

 .كوتيلدون، هيپوكوتيل و برگ گياه خيار

Table 1- Different cocentrations of NAA and BAP hormones for callogenesis and 

regeneration of cotyledon, hypocotyl and leaf explants in cucumber. 

NAA  
 گرم بر ليتريليم

mg/L)(  

BAP  
 بر ليترگرم يليم

mg/L)(  

 كد تيمار

Treatment 

code  

NAA  
 گرم بر ليتريليم

mg/L)( 

BAP 

  گرم بر ليتريليم
(mg/L)  

 كد تيمار

Treatment 

code 

0  1  A 0.2  3  K  
0  2  B  0.2  4  L  
0  3  C  0.3  1  M  
0  4  D  0.3  2  N  

0.1  1  E  0.3  3  O  
0.1  2  F  0.3  4  P  
0.1  3  G  0.4  1  Q  
0.1  4  H  0.4  2  R  
0.2  1  I  0.4  3  S  
0.2  2  J  0.4  4  T  
  

كاربرد بيوتكنولوژي در اصلاح گياهان به 

ميزان زيادي به القاي كالوس و به دنبال آن باززايي 

). القاي كالوس Murphy, 2003گياه وابسته است (

و سپس باززايي مزيت بيشتري نسبت به باززايي 

 مؤثرمستقيم در انتقال ژن دارد از آنجا كه انتخاب 

ژن هاي ا منجر به دستيابي به ترانسهكالوس

).  ,.Radhakrishnan et al 2007گردد (يممطلوب 

القاي كالوس موفق تحت تاثير نوع ريزنمونه و 

 ,.Ozgen et alباشد (يمشرايط كشت بافت 

هاي مختلف خانواده كدوييان در ). گونه1998

ريزازديادي رفتار متفاوتي دارند، اين تفاوت به 

تحت تاثير فاكتورهاي مختلف از  ميزان زيادي

- هجمله، نوع ژنوتيپ، تركيبات محيط كشت ب

ها، شرايط فيزيكي خصوص نوع و غلظت هورمون

 Kathal etباشد (رشد مانند نور، دما و رطوبت مي

al., 1988ين ترمعمولها از ها و سيتوكنين). اكسين

- ي گياهي در كشت بافت انواع ريزنمونههاهورمون

  هستند. هاي گياهي
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  .در كشت درون شيشه اي خيار براي صفات ارزيابي شده هادادهتجزيه واريانس  -2جدول
Table 2- Analysis of variance for evaluated traits in vitro culture of cucumber. 

 منابع تغييرات

Source of variation  
 زاييكالوس

Callogenesis  
 زاكالوس رويان

Embryonc calli  
 فراواني نوساقه

Shoot frequency  
 ريزنمونه

Explant  

0.488  1.645  0.456  

NAA 1.275  0.518  0.203  

BAP 0.758  0.283  3.192  

NAA*BAP 0.508**  0.964**  1.364**  

 NAA *ريزنمونه

Explant*NAA 
 

4821.**  0.067*  0.211*  

 BAP *ريزنمونه

Explant*BAP 
 

1.575**  0.921**  0.387**  

 *NAA*BAPونهريزنم

Explant*NAA*BAP 

0.0756**  0096**  0.314**  

 خطا

Error 

0.267  0.033  0.134  

  CV(%  9.25  10.62  9.88ضريب تغييرات (
 01/0و  05/0به ترتيب اختلاف آماري معني دار در سطح **  و *

* and* * Statistically significant difference of 0.05 and 0.01 respectively. 
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زا و فراواني نوساقه هاي رويانزايي، درصد كالوسهاي درصد كالوسمقايسه ميانگين داده -3جدول

  .هاي هيپوكوتيل، كوتيلدون و برگ خيار تحت تاثير تيمارهاي هورموني مختلفحاصل از كشت ريزنمونه
Table 3- The comparing means analysis of the percentage of callogenesis, embryonic calli 

and shoot frequency resulting of hypocotyl, cotyledon and leaf explant cultures under the 

effect of different hormone treatments. 

 كوتيلدون   

Cotyledon  
 هيپوكوتيل    

Hypocotyl  
 برگ    

Leaf  
  

 تيمار

Treatme

nt  

كالوس

 زايي

Callogen

esis  

كالوس 

 ازرويان

Embryon

ic  

 فراواني

 نوساقه

Frequen

cy of 

shoot  

كالوس

 زايي

Callog

enesis  

كالوس رويان

 زا

Embryonic 

calli  

فراواني 

 نوساقه

Frequ

ency 

of 

shoot  

كالوس

 زايي

Callogen

esis  

كالوس 

 زارويان

Embryon

ic calli  

فراواني 

 نوساقه

Frequen

cy of 

shoot 

A 16.6 gh 5.6 e 0.16 f 19 h 13i 0.27ij 15.33 gh 5.66 f h 0.2 
B 12.3 h 15 bcd 0.33ef 20 h 17hi 0.27j 13.33h 15 bc h 0.26 
C 26.6 fg 12.3cde 0.33 ef 20 h 19gh 0.45hi 19 fg 12.33cde gh0.533 
D 16.3 gh 10 de 0.58 ef 21.6 h 15hi 0.54 gh 21.3 f 10 de fgh0.666 
E 56.6 bc 11.6 de 0.33 ef 33.3 fg 20gh 0.33 ij 39.33 de 11.66de h0.35 
F 41.6 de 9.3de 0.5 ef 21.3h 16.6hi 0.23 j 38.33 e 9.3 de h0.333 
G 36.6 ef 14.6 bcd 0.91 ef 48.3cde 24.3fg 0.66 g 54.33 b 14.6 bc efg1.016 
H 38.3 ef 10 de 0.45 ef 40 ef 33.3c 0.45 hi 43.33 d 10 de h0.25 
I 39.6 ef 9 e 1e 34 fg 49.3b 0.55 gh 37.33 e 9 de h0.4 
J 35 ef 10 de 0.88 e 26.6 gh 61.6a 0.53 gh 37.33 e 10 de h0.4 
K 42.6 de 11.6de 0.75 e 34.3fg 48.3b 1.13 de 44.33 d 11.6 de efg0.93 
L 31 ef 9.6de 0.66 e 47.6cde 31.6cd 1.08 ef 35.66 d 9.6 de fgh0.66 
M 52.6 cd 18.3bc 12.5bc 60 b 27.6cdef 0.88 fg 58.33 ab 18.3bc bc1.98 
N 60 b 19 b 12.4 bc 55 bc 30.6cde 3.5 a 55 ab 19 b bcd1.8 
O 86.6 a 50 a 20.08a 55 bc 31.6cd 2.8 b 63.33 a 55 a a3.76 
P 76.6 a 54.3 a 14.8b 48.3cde 28.6cdef 1.3 cd 56.66 ab 54.3a b2.16 
Q 28.3 fg 11de 2.75d 70 a 256.6ef 1.4 c 41.66 de 11de de1.38 
R 38.3 ef 10de 3.08d 37.3f 26.3def 1.33 cd 38 e 10de cd1.66 
S 55 bc 11.6de 15.6b 42def 24.3fg 1.21 de 51.66 bc 11.6de bcd1.75 
T 61.6 b 13.3bcd 9.5c 50 cd 25.6ef 1.03 ef 56.66 ab 13.3cd ef0.2 

 

  

اكسين به سيتوكنين مسير تقسيم  نسبت

 ,Davis( كنديمسلولي و باززايي گياه را تعيين 

). گزارشاتي از باززايي ريزنمونه كوتيلدون 1995

)Halder et al., 1982; Gambley & Dodd, 

1990; 1991; Singh et al., 1990) برگ ،(Burza 

et al., 1995; Seo et al., 2000; Mishra & 

Bhatnagar, 1995) هيپوكوتيل ،(;Nishibayashi 

et al., 1996 Raharjo et al., 1996( گره  و 
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Ahmad & Anis  )2005(  گياه خيار تحت تاثير

اما فراواني باززايي  وجود دارد هاهورمونانواع 

تر نشان داده باشد. مطالعات دقيقاغلب پايين مي

است كه نوع ژنوتيپ نقش بسياري مهمي در 

هايي به ار داشته است لذا تلاشباززايي گياه خي

بهبود شرايط باززايي از انواع ژنوتيپ ها  منظور

 ,.Abu-Romman et alصورت گرفته است (

در اين مطالعه از رقم پرمحصول وارداتي  ).2013

به تنهايي  BAPاثر هورمون  وشده سوپرنيا استفاده 

 NAAمختلف هورمون  يهاغلظتو در تركيب با 

اين هاي مختلف باززايي ريزنمونه زايي ودر كالوس

. نتايج نشان داد قرار گرفتبررسي  ژنوتيپ مورد

به تنهايي قادر به القاي كالوس  BAPهورمون 

- كالوس  NAAاما در تركيب با هورمون  باشديم

 دهي بيشتري دارد كه اين نتيجه با گزارش 

Shrivastara & Roy )(2012  مطابقت دارد. با

دهي ون اكسين ميزان كالوسميزان هورم افزايش

 Lou نتايجبا ، نتايج حاصل در تطابق افزايش يافت

& Kako )1994 (و Ladyzynski et al. )2001 (

 اتگاهي از نقش اكسين در تقسيمآ با .باشدمي

 Ahsan et al.  (2014)مكرر ميوزي و رشد سلول

 درصدبيشترين . دور از انتظار نيستنتيجه موردنظر 

  NAAريزنمونه كوتيلدون در تيمار در زاييكالوس

 گرميليم 3(  BAPبه همراهدر ليتر)  گرميليم 3/0(

در ليتر) و سپس در ريزنمونه هيپوكوتيل و برگ 

دهد كه مطالعات قبلي هم نشان مي مشاهده گرديد.

هاي به وجود آمده از كوتيلدون كه معمولا كالوس

هاي باززا شده هستند در پاسخ به داراي جوانه

سطوح بالاي اكسين به تنهايي يا در تركيب با 

ها نسبت به ساير ريزنمونه BAP) معمولا( سيتوكنين

 .)Stripichitt et al., 2005( شوندتوليد ميبيشتر 

 زاييكالوس درصددر ريزنمونه هيپوكوتيل حداكثر 

به در ليتر)  گرميليم NAA )4/0 در تيمار

آمد. با  در ليتر) بدست گرميليم BAP  )1همراه

در برخي  زاييميزان كالوس  BAPافزايش ميزان

در بررسي اثر  .كاهش يافتها ريزنمونه

و باززايي  زاييگياهي بر كالوس يهاهورمون

 Abu-Romman etريزنمونه هيپوكوتيل گياه خيار 

al. 2013) ( عنوان كردند كه افزايش ميزان هورمون

ثير دهي تاكالوسدر نين نسبت به اكسين يسيتوك

باززايي در ريزنمونه بيشترين ميزان  كاهشي دارد.

 گرميليم NAA )3/0 هورموني يماردر تكوتيلدوني 

- هدر ليتر) ب گرميليم 3(  BAPبه همراهدر ليتر) 

عنوان يك نتيجه مهم در اين آزمايش  بهدست آمد. 

نقش بسزائي در  BAP مشخص شد كه هورمون

 )Ugandhar et al. )2011با نتايج  كه ردباززائي دا

محيط حاوي در را ميزان باززايي  نبيشتري كه

در تركيب با  BAPغلظت هاي مختلف هورمون 

 پايين هورمون اكسين بدست آوردند بسيارغلظت 

شايد با  اين هورموناثرات چشمگير  مطابقت دارد.

هاي القا شده مرتبط شناسي در بافتبافت تغييرات

ها نشان ررسيب. )Neibaur et al., 2008( باشد
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نياز پيش ،دهد حذف اكسين از محيط كشتمي

خاموش شدن چند ژن و يا سنتز محصولات جديد 

 .باشد كه براي نمو رويان لازم استژني مي

طور هرفته ب همچنين نوع و غلظت سيتوكينين بكار

هاي ساقه را در ژنوتيپنوچشمگيري باززايي 

 ,.Amini et al( دهدمتفاوت تحت تاثير قرار مي

زايي و از طرفي ريزنمونه كوتيلدون كالوس ).2013

دو ريزنمونه ديگر نشان به باززرايي بهتري نسبت 

 Kumar et هاييافتهبا  اين نتيجه نيز در تطابق .داد

al. )(2003  مختلف برگ، هاي ريزنمونه استفادهدر

- يافته همچنين در تطابق ،هيپوكوتيل و كوتيلدون

 et al.  Alsopو) Wehner & Locy )1981 هاي

 اين عكس العمل برتر ريزنمونه. باشدمي) 1978(

 به توانميها را نسبت به ساير ريزنمونهوتيلدون ك

در  زادرونبالاي هورمون اكسين  يهاغلظت

      و اثر متقابل آن بر ريزنمونهكوتيلدون 

Gambley & Dodd (1990)  و يا پتانسيل

ه يه دليل وجود ارگانوژنيك بيشتر اين ريزنمون

هاي مريستمي توليد كننده ساقه در سطح سلول

  et al., 2010رويي كوتيلدون نسبت داد (

.(Motamedi  هاييافتهاما با Jesmin & Mian 

گياه هاي مختلف در استفاده از ريزنمونه )2016(

- كالوسميزان زايي كه بيشترين خيار جهت كالوس

 ساقه، برگ و هايريزنمونه در زايي را به ترتيب

اين نتيجه كه مغاير بود.  گزارش كردندكوتيلدون 

دليل تغيير در تعادل  هتواند باحتمالا ميمتفاوت 

هاي مختلف گياه بسته هاي دروني در اندامهورمون

به  ).Javadian et al., 2016به ژنوتيپ باشد (

عبارتي هر ژنوتيپ داراي مقادير خاصي از 

هورموني  هايغلظت هاي دروني بوده وهورمون

استفاده شده بيشترين تاثير را در واكنش نسبت به 

 ,.Norouzi et alهاي دروني بافت دارد (هورمون

زايي و چندين عامل بر موفقيت كالوس ).2018

 ژنوتيپ ازجملهاست  مؤثرباززايي از كوتيلدون 

(1981) Wehner & Locy   كه از  هايييوهمسن

هايي كه به كوتيلدون و بذر گرفته شده است هاآن

هايي كه در نسبت به كوتيلدون انديافتهخوبي رشد 

 ,Lange & Juvik( مرحله رشد اوليه هستند

زني يا تحريك فاز جوانه در  BAP نقش ).1986

باززائي تاييد شده و در اين راستا نشان داده شده 

ميلي گرم در  3در غلظت  BAP است كه استفاده از

 NAA گرم در ليتريليم 3/0 ا در تركيب ب ليتر

ژنوتيپ سوپرنيا خيار از بهترين تيمار جهت باززايي 

نتايج حاصل از   .باشدمي كوتيلدونهاي ريزنمونه

توليد كالوس و باززايي  تواند درمياين بررسي، 

پرمحصول با اهداف رقم غير مستقيم اين 

ريزازديادي، مطالعات سوسپانسيون سلولي و 

هاي وص در راستاي توليد واكسنخصهتراريختي ب

  .راه گشا باشددر اين گياه نوتركيب خوراكي 
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Abstract  
Supernia is one of the most important high-yield cultivars of the imported cucumber hybrids. 

In order to optimize asexual propagation of this variety through in vitro culture, cotyledon, 

hypocotyl and leaf explants were placed in the MS basal medium containing 0, 0.1, 0.2, 0.3 and 

0.4 mg/l concentrations of 1-Naphthaleneacetic acid (NAA) in combination with 1, 2, 3 and 4 

mg/l of 6-Benzylaminopurine (BAP) hormone. The experiment was conducted as a factorial 

arrangement in completely randomized design at three replications and five samples in each 

replicate. The percentage of callogenesis, embryogenic calli and shoot frequency of the cultured 

explants were evaluated. The highest percentage of callogenesis (86.6%) was obtained from 

cotyledon explant on the MS medium supplemented with 0.3 mg/l NAA + 3 mg/l BAP 

hormones. The highest embryogenic calli (61.6%) were developed on the MS medium 

supplemented with 0.2 mg/l NAA   + 2 mg/l BAP hormones in hypocotyl culture. Also, the 

maximum number of shoot (20.08) were obtained on MS medium supplemented with 0.3 mg/l 

NAA   + 3 mg/l BAP hormones in hypocotyl explant. The regenerated shoots were transferred to 

half-strength MS medium supplemented with 1 mg/l NAA hormone for root induction and 

formation. Then, the grown seedlings were adapted to the in vivo condition. Based on the results 

of this study, it is recommended to use the cotyledon explant for propagation and regeneration of 

this genotype, especially in the gene transferring studies. 
Key words: Micro propagation, In vitro culture, Cucumber, NAA, BAP. 
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