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  چكيده
ن كن ممه هرچند امكان استفاده تجاري از آكانبه ريزازديادي آن است  غيرجنسيتكثير  هايروشيكي از 

ورد استفاده واقع گردد. مانتقال ژن  خصوصاًاصلاحي  هايبررسيتواند در نباشد اما مي صرفهبهمقروناست هنوز 
يوهت. مزايي انبه رقم محلي چارك توسط بافت نوسل (خورش) ميوه مورد بررسي قرار گرفدر اين پژوهش رويان

نوسل  و پس از ضدعفوني سطحي و استخراج بافت شدهآوريجمع افشانيگردهروز بعد از  45 -40هاي نارس انبه، 
 D-2,4ورمون گرم در ليتر از هميلي 3و  2، 1، 5/0، 0 هايغلظتتغيير يافته با  MSاز تخمدان، روي محيط كشت 

باعث  D-2,4 تريدر لگرم ميلي 1تيمار  ،ماه يكپس از  زا كشت شدند.هاي جنينش كالوسيبراي بدست آوردن پ
ين كالوسبود. ا زيزا نجنين يهاكالوسشيترين غلظت براي توليد په مناسبكشد  زاهاي جنينكالوسشيتوليد پ

ها منتقل و به انيبلوغ رو يبرا BPAدر ليتر  گرمميلي 5/0با تيمار هورموني  5Bشت تغيير يافته كها به روي محيط 
ون مه جامد بديع و نيما 5Bها جوانه زدند و در محيط كشت تغيير يافته شدند. رويان يماه نگهدار يكمدت 

ه ها مشاهدگسترش اندام ،شتكط يشه نگهداري و در هر دو نوع محيساقه، برگ و ر يجيل تدركيهورمون تا تش
  د.يگرد

  .ان، ريزازديادييبلوغ رو، خورش، زاش جنينيهاي پكالوس: كلمات كليدي 
 

  مقدمه
ر كشاورزي سازمان خواروبا FAOبراساس گزارشات  است.  Anacardiaceaeخانواده  به متعلق L. Mangifera indica انبه

وليد تظر ميزان هم دنيا از نمميوه قاره آسيا است و بعد از موز، مركبات، انگور و سيب پنجمين ميوه  ترينمهمملل متحد انبه 
ر احداث باغات دجنسي تكثير غير هايروش. در ايران اكثر باغات قديمي حاصل از كشت بذر بوده ولي اخيراً استفاده از باشدمي

غيرروش ازدياد  ترينمرسومريزازديادي است. گر چه در ايران  ،جنسيتكثير غير هايروشباشد. يكي از رو به گسترش مي
 خصوصاًشت بافت اما امروزه استفاده از تكنيك ك )Saboki and Habibifar, 2001(است  بذري هايپايهروي  پيوند برجنسي 
به  املاًكبه هنوز راي تكثير انبدر بسياري از منابع براي انبه گزارش شده هر چند امكان استفاده تجاري از آن  بدني زاييرويان

اده واقع نتقال ژن مورد استفا خصوصاًو اصلاحي  مولكولي سلولي هايبررسيدر  تواندمياثبات نرسيده ليكن كشت بافت انبه 
  .        (Pateña and Barba, 2011; Ram, 1997) گردد

جنيني و چندجنيني انبه  براي ارقام تك )Litz, 1984(توسط ليتز  )Nucell(خورش  هايبافتاز  جنسيغيرجنين زايي 
بستگي به  هاجنينگسترش  دهد اما پتانسيل توليد ورخ ميجنسي غيرزايي گزارش شد. او ثابت كرد در هر دو نوع انبه، جنين

گرم در ليتر ساكاروز  60گرم در ليتر گلوتامين،ميلي 400با  MS هاينمكرقم انبه دارد. او در محيط كشت نيمه جامد حاوي 
همكاران  و نگهداري كرد. ديوالد و زا را توليدهاي جنينكالوس D-2,4گرم در ليتر ميلي  2-1گرم در ليتر آگار و  8و 

)Dewald et al., 1989a and 1989b (ًمحيط كشت مذكور را اپتيمم كرده و از محيط كشت تغيير يافته  بعداB5  هاينمكبا 
گرم در ليتر ميلي 1گرم در ليتر گلوتامين و ميلي 400بعلاوه  MSو تركيبات ارگانيك  مصرفكم هاينمكو  B5 پرمصرف

2,4-D گرم در ليتر از ماده ژل كننده  8ه با ك(Gellan gum)  .براي پرآوري و  هاآننيمه جامد شده بود، استفاده كردند
صورت نيمه جامد و يا مايع (بدون ماده ژل ه هاي كالوسي پيش جنيني ايجاد شده از همان محيط كشت بتوده ينگهدار
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ه جامد كننده و وضعيت فيزيكي محيط كشت (مايع، نيمه جامد) و نوع كننده) استفاده كرده و نتيجه گرفتند كه نوع ماده نيم
از محيط  D-2,4ها بايد ها و بلوغ جنينو براي تشكيل ريز لپه مؤثرندنرمال  زنيجوانهازت (ارگانيك، معدني) در ميزان موفقيت 

شه و يل ركيايجاد و تش يبدني در بافت نوسل انبه رقم چارك برا زاييروياناين پژوهش استفاده از  شد. دركشت حذف مي
 مورد بررسي قرار گرفته است.  ايشيشههوايي در شرايط درون  يشيهاي رواندام

 
  هاروشمواد و 
ي با قطر هاميوه و آورياز روستاي تنبانو ميناب جمع افشانيگردهروز بعد از  45 -40هاي نارس انبه رقم چارك، ميوه

دند. عفوني شدقيقه ضد 10درصد به مدت  1/0سطحي با محلول كلريد جيوه  فونيضدعاز  سانتيمتر انتخاب و پس 5/4 -5/3
 نارس، تحت شرايط استريل هايميوهرا با شكاف طولي  هاآنو نوسل اطراف  هالپهجنين،  يعني (Embryo Mass)توده جنيني 

ط كشت نيمه جامد كشت هاي جدا شده از محل برش نخورده روي محينوسلها و جنين، لپهخارج نموده و پس از حذف 
  شدند.

ز مواد جاذب مانند اكنند. استفاده مواد فنولي از خود ترشح مي سرعتبههاي كشت شده در روي محيط كشت ريزنوسل
د. يگرد نظرصرفآن،  يراتتأثاهش ك جتاًينتشت و كط يمح D-2,4 ل جذبيبه دل(PVP) دون يروليل پينيو يا پليزغال فعال و 

 3-2ها به محيط كشت جديد منتقل شده و پس از روز يك بار ريز نمونه3-2لذا براي جلوگيري از اثرات نامطلوب اين مواد، هر
ساعت  8اعت و تاريكي س 16افت. فتوپريود اتاقك رشد براي دوره روشنايي ياهش كها نمونهزياز ر يشت، ترشح مواد فنولكوا

  شده بود.تنظيم 
 )Litz, 1984(تغيير يافته  MSگرم در ليتر به محيط كشت پايه ميلي 3و 2، 1، 5/0، 0 هايدر غلظت D-2,4هورمون 

ار عناصر مقدتغيير يافته شامل نصف  MSكشت  كشت شدند. محيط هاآنروي  هاي انبه چارك براضافه شده و نوسل
 400م در ليتر تيامين، گرميلي 4/0 علاوهبه MS) يهاروالمنتيكو م ماكرو( MSكشت  و عناصر پرمصرف محيط مصرفكم

ديفكو  جايبهامد كردن گرم در ليتر ساكاروز بود كه اسيد اسكوربيك آن حذف و براي نيمه ج 60گرم در ليتر گلوتامين وميلي
د. در نهايت تعداد سه شتنظيم  8/5وي ها قبل از اتوكلاو كردن رمحيط pHگرم در ليتر فيتاژل استفاده شد.  2باكتو آگار از 

در  هاآنو ميانگين  يبردارادداشتيقطعه نوسل  دهي هرماه درصد كالوس نظر گرفته شده و پس از يك درهر شيشه در نوسل
 10تعداد  بيترتنيابهظر گرفته و نشاهد در  عنوانبهبدون هورمون نيز  تيمار يك تكرار در نظر گرفته شد. عنوانبههر شيشه 

 (ANOVA)انس يه واريتجز ل شدند ويتحل SPSS افزارنرمها توسط داده تكرار براي هر تيمار غلظت هورموني در نظر گرفته و
   انجام گرفت. %1ن در سطح كها به روش داننيانگيسه ميو مقا

تغيير يافته  B5كشت جديد،  هايبه محيط  D-2,4گرم در ليتر دست آمده از تيمار يك ميليه زاي بهاي رويانكالوس
)Dewald et al., 1989b ( عناصر پرمصرفشامل B5 )هايالمنتماكروB5( ،مصرفعناصر كم MS )هايميكروالمنتMS( ،

گرم در ليتر  2و   ساكارز گرم در ليتر 30گرم در ليتر گلوتامين و ميلي 400كازيين،  بدون شيره نارگيل و MSهاي ويتامين
هاي بدني تشكيل شده جهت رشد بعدي به محيط كشت منتقل شدند. رويان 1BPAهورمون  ليتر گرم درميلي 5/0 فيتاژل و

هاي حاوي محيط كشت مايع روي دستگاه شيكر با سرعت ه و شيشهجامد و مايع فاقد هورمون منتقل شد B5تغيير يافته 
rpm 80 .نگهداري شدند  

  
  نتايج و بحث
) و در اين 2طي كرده (شكل يادولپههاي كامل از گلبولار تا رويان تدريجبهزايي را رويانزا مراحل هاي رويانكالوس
كشت هورمون). نگهداري طولاني مدت امبريوئيدها در محيط3(شكل شد اي نيز مشاهدههاي تك، دو و يا چند لپهميان رويان

زني و ). جوانهa-4سانتيمتر نيز رشد كنند (شكل 5/3ا قطر نده حجيم شده و حتي تيدر آ هالپه) باعث شد تا ينينكيتويدار (س
). زمان بلوغ و جوانهdو  b –4جامد و هم مايع ديده شد (شكلمهيها (ريشه، ساقه و برگ) در محيط كشت ناندام رشد بعدي

 rpmمحيط مايع و روي شيكر با سرعت  در هاي بالاي يك سانتيمترلپهريز .ديشكماه طول  3تا  2زني بسيار تدريجي بوده و 
                                                 
1- N-Benzyl-9-(2-tetrahydropyranyl)adenine 
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دادند رشد و بلوغ خود را ادامه  كنديبهمه جامد يدر محيط كشت ن تركوچكهاي ردند و نمونهكبالغ شده و رشد  سرعتبه 80
  ).cو a -4(شكل

هاي وسراي توليد كالب D-2,4شود كه تيمار هورموني ) مشاهده مي1ل (ك) و ش1در آزمايش نخست با توجه به جدول (
 باشد.وع مياين موض دييتأيز در نتيمارها و شاهد  هايميانگينو اختلاف زياد بين  دارمعنيزا لازم بوده و تفاوت ش رويانيپ

اين  يهاالوسكدهد. لذا از ان ميدار نشها تفاوت معنيبهترين تيمار است كه با بقيه تيمار D-2,4گرم در ليتر ميلي 1تيمار 
 D-2,4ورمون تيمار براي رشد و گسترش بعدي استفاده شد. درصد پايين توليد كالوس در شاهد حاكي از ضرورت وجود ه

  باشد. مي )Dewald et al., 1989a(كه مشابه با نتيجه تحقيقات ديوالد و همكاران  استا زبراي توليد كالوس رويان
  كزاي انبه چارهاي رويانش كالوسيروي درصد توليد پ D-2,4ر مختلف غلظت هورمون يانس اثر مقاديه واريتجز -1جدول

 F Sigن مربعاتيانگيممجموع مربعاتيدرجه آزاد رييمنبع تغ

 684/13000/0 87/7245 48/28983  4 مارهاين تيب

   5/529 5/23827  45 مارهايدرون ت

  
ن) در تكامل و بلوغ يبرلي(ج 3GAن) و هورمون ينتكي( Kin ن)،يآدنل ي(بنز BA هاي سايتوكينينيدر مورد اثر هورمون

)، چاتورودي و همكاران Deore et al., 2000)، دورا و همكاران (Ara et al., 2004هايي از آرا و همكاران (ها گزارشبعدي رويان
)Chaturvedi et al., 2004(  و توماس)Thomas, 1999( مون ارائه شده است اما در مورد هورBPA  مشاهده  تاكنونگزارشي

 نگرديد.

  
  نكمارها با روش آزمون دانيسه تيج مقاينتا -1ل كش

  
باشد كه رمون) ميهاي جنين زا در تيمار شاهد (بدون هو) از توليد كالوس%5/10، وجود درصد قابل توجهي (مهمنكته 

ا بذور بدر ارقام  يعيطب طوربهه البته كارقام است  ياندام نوسل انبه لااقل در برخ يين زايجن يياين موضوع نشان دهنده توانا
ر مرحله اول و عدم حضور د D-2,4) به اهميت حضور  Litz, 1984ند. ليتز (يآي) به وجود ميجنسريغ يهاني(جن ينيچند جن

 )Thomas, 1999(مچنين توماس زا اشاره نموده هرويانهاي زايي و توليد كالوسعامل اصلي رويان عنوانبهآن در مرحله دوم 
  رده است. كزايي عنوان به رويان يكرا در تحر D-2,4نيز اهميت 

 
  سپاسگزاري

مونهنراي تهيه بآقاي مهندس سيد محمود طالبي  ژهيوبهاز همكاري صميمانه مديريت جهاد كشاورزي شهرستان ميناب 
شگاه ذاشتن آزمايعلمي و صنعتي ايران براي در اختيار گ هايپژوهشي سازمان هاي گياهي و همچنين پژوهشكده كشاورز

  شود.كشت بافت گياهي، تشكر و قدرداني مي
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  اي بالغويان دولپهيك ر bمرحله گلبولاري شكل،  aزاي انبه چارك: هاي جنينحاصل از كالوس هايرويان -2شكل 

  
 

  
  .يالپهتكيك رويان  c. يادولپهيك رويان نرمال  bاي. يك رويان چند لپه a -3شكل

  ) 4xتوسط بينوكولار با بزرگنمايي  هاعكس(
  

  
رويان  –  cگياهچه رشد كرده در محيط كشت مايع، – bمايع،  يك رويان بالغ در محيط كشت – aها : زني رويانبلوغ و جوانه -4شكل

  مه جامد.يگياهچه رشد كرده در محيط كشت ن – dمه جامد، يدر محيط كشت ن زدهجوانه
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Abstract 

It is possible to commercially use micropropagation for mango asexual propagation but it can be 
applied for breeding studies especially for genetic engineering. In this research, micropropagation of 
mango (Charak variety) through somatic embryogenesis from nucell tissues was studied. Immature fruits 
were collected 40-45 days after pollination and their surface were sterilized. The nucellus was separated 
from each ovule and cultured on modified MS medium with difference 2, 4-D treatments (0, 0.5, 1, 2 and  
3 mg/l) to obtain proembryogenic callus. 1mg/l 2, 4-D treatment was the best for proembryogenic callus 
induction after one month. Proembryogenic calluses were cultured on media containing 0.5 mg/l BPA to 
initiate embryos. After one month, embryos were maturated and then germinated and gradually 
developed to plantlet with stem, leaf and root on liquid and semisolid B5 medium without hormone. 
Keywords: Proembryogenic calluses, Nucell, Maturation embryos, Micropropagation.  

 


