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 چکیده
توان به هاي بیوتکنولوژي مانند انتقال ژن به گیاهان، میگیري از روشبا بهره. مرکبات از مهم ترین محصولات باغبانی جهان هستند

توسعه یک سیستم باززایی بالا براي گیاه مورد . هاي مرکبات سرعت بخشیداي رقمهاي اصلاحی و در نتیجه بهبود ویژگی هبرنامه
هاي رشد گیاهی و نحوه قرار گیري هدف از این پژوهش، بررسی اثر تنظیم کننده. باشدنظر، اولین قدم در انتقال ژن به گیاهان می

به این منظور، بذر هاي میوه بالغ پرتقال رقم . ی استریز نمونه در محیط کشت بر درصد بازایی اپیکوتیل پرتفال رقم ایتالیای
پس از سه هفته قطعات . کاشته شدند) MS(موراشگی و اسکوگ  2/1ایتالیایی، پس از ضدعفونی و پوست کندن درمحیط کشت 

هاي  صفر، بتبا نس) BAP(،  حاوي بنزل آمینو پورینMSسانتیمتر جدا شده و در محیط کشت  1هاي رشد یافته، به طول اپیکوتیل
گرم در لیتر ایندول بوتریک اسید میلی 4/0یا  2/0،  1/0هاي صفر، با نسبت) به ترتیب(گرم در لیتر، در ترکیب میلی 4یا  2،  1

IBA)  (ها، در مقایسه ي غلظت هاي گوماگون بر اساس نتایج بدست امده، از نظر ظریب ازدیاد و تعداد شاخه. انتقال یافتندBAP  و
IBAمیلی گرم در لیتر 2یشترین ضریب باززایی مر بوط به غلظت ، ب BAP  میلی گرم در لیتر    0,2وIBA  همچنین ریز نمونه .بود

قرار داشتند، بیشتر مایل الیکه  ریز نمونه هایی که درجهت حهایی که درجهت افقی قرار داشتند بیشر تولید کالوس نمودند، در 
  .تولید شاخه کردند

   IBA, BAP ال رقم ایتالیایی،قپرتمرکبات ،بازایی،   :يکلیدهاي واژه
  

  مقدمه
ها به صورت بخش مهمی از صنعت باغبانی ها در سراسر دنیا هستند که کشت و تولید آنین میوهرتمرکبات از مهمترین و محبوب

کلاسیک نیاز به زمان دراز دارد، هاي هاي درختان میوه به روشاز انجا که بهبود ویژگی. باشددر امده است و رو به گسترش می
با استفاده از این . اندهاي نوین بیونکنولوژي رو آوردهبسیاري از کارشناسان اصلاح گیاهان براي اصلاح درختان میوه به روش

. مطلوب افزودهاي توان در زمانی کوتاه صفات مورد نظر را به گیاهان موجود با سایر ویژگیها، مانند انتقال ژن به گیاهان، میروش
    ).3،4( باززایی شاخاسارهاي نابجا، پیش نیاز  انتقال ژن به گیاهان با استفاده از سیستم کشت بافت گیاهی است

- کوتیلدر پژوهشی، باززائی اپی. )3( هاي رشد گیاهی براي شاخه زائی رقم هاي مرکبات هستندها مهمترین تنظیم کنندهسیتو کین

به تنهایی و یا همراه با   BAPتوصیه شده است که از. )2( بهترین نتیجه را داد BAPمیلی گرم در لیتر  1,8هاي پرتقال در مقابل 
در چهار رقم مرکبات، بهترین تیمار شاخه زائی ). 4(ستفاده شود   هاي پرتقالبراي باززائی ریز نمونه) NAA(نقتالین استیک اسید 

هاي رشد گیاهی در کاربرد تنظیم کننده. )1( یلی گرم در لیتر اکسین بوده استم 0,54و   BAPمیلی گرم در لیتر  2,2در حضور 
می تواند اثرات بزرگی را روي  BAPخد بهینه سبب افزایش باززائی در مرکبات می شود، چنانچه تفاوت هاي کوچک در مقدار 

هاي بهینه، نحوه قرار گیري ریز نمونه هی در نسبتهاي رشد گیاافزون بر داشتن تنظیم کننده. )3( پاسخ گیاه به باززائی داشته باشد
صورت  در آزمایش که بر روي نحوه قرار گیري ریز نمونه در بستر کشت. باشداي برخوردار میدر بستر کشت هم از اهمیت ویزه

تا انجا که ما ). 1(هایی مشاهده شد که بصورت عمودي در محیط کشت بافت قرار داشتند گرفت، بیشرین باززایی در ریزنمونه
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هاي پرتقال در مازندران است اي در مورد باززایی پرتقال رفم ایتالیائی، که یکی از مهمترین رقممطالعهتا کنون اطلاع داریم، 
 ،و اکسین BAPهاي رشد گیاهی سیتوکینین، بنابراین در پژوهش، حاضر، اثر نسبت هاي مختلف تنظیم کننده. صورت نگرفته است

و هم چنین نحوه قرار گیري ریز نمونه در بستر کشت براي باززائی پرتقال رقم ایتالیائی مورد ارزیابی ) (IBAاسید  ایندول بوتریک
  . قرار گرفت

 
  مواد و روشها

  هاتهیه مواد گیاهی و شرایط محیطی نگهداري کشت
سپس در شرایط .ثانیه آتش زده شدند 10دت به م% 96در اتانول  ،اهبذر هاي پرتقال رقم ایتالیایی بلافاصله پس از خروج از میوه 

کشت ) MS(موراشگی و اسکوگ  2/1ارفلو پوست بذر کنده شد و در محیط کشت بافت  ایر استریل و در زیر دستگاه لامینار
- تهالپس از سه هفته .. نگهداري شدند هفته در تاریکی 3به مدت  Cᵒ25در دماي   MS 2/1هاي کشت شده در محیط ربذ .شدند

سانتی متر تهیه شده  و به  1ها به طول ها  از اپیکوتیل گیاهچهرشد یافته از محیط کشت بیرون آورده شدند و ریز نمونهبذري هاي 
به ترتیب در ترکیب با ) گرم در لیترمیلی 4و  BAP )0 ،1  ،2هاي گوناون هاي رشد گیاهی با نسبتهاي داراي تنظیم کنندهمحیط
 .افقی قرار گرفت یا مایل ریز نمونه به صورت 5در هر ظرف، . انتقال یافتند  IBA) گرم در لیترمیلی 4/0و  2/0،  1/0، 0(هاي نسبت

 50پس از . ساعت تاریکی نگهداري شدند 8ساعت روشنایی و  16و فتوپرید  Cᵒ25ظروف محتوي کشت در اتاق رشد با دماي 
همچنین زمان کالوس دهی و اولین . مورد ارزیابی قرار گرفت) یز نمونهمیانگین تعداد شاخه تقسیم بر تعداد ر(روز ضزیب ازدیاد 

  .دشاخه نابجا و تعداد شاخه در هر محیط بررسی ش
  

   نتایج
کاملا موثر بود، هیچکدام از کشت ها الودگی نشان  کاربرد آتش براي از بین بردن آلودگی هاي سطحی قارچی و باکتریایی

زنی بذرها بسیار مفید بود و کلیه بذرها پس از سه و یا چهار روز ت در شتاب دادن به جوانهچنین کندن پوست مرکباهم. ندادند
بر اساس نتایج بدست امده، از نظر ظریب ازدیاد و  .متر نمودندسانتی 12هاي به طول حدودا جوانه زدند و پس از دو هفته تولید نهال

هاي رشد گیاهی در پرتقال ایتالیایی مشاهده شد بکار رفته تنظیم کننده ها، تفاوت قابل توجهی در بین چهار تیمارتعداد شاخه
بیشترین  IBAمیلی گرم در لیتر  0,4و 0,2و 0,1و 0و  BAPمیلی گرم در لیتر  4و 2و 1و  0در مقایسه ي غلظت هاي ) . 1جدول (

  ).  c 1شکل . (تعلق داشت IBAمیلی گرم در لیتر    0,2و  BAP میلی گرم در لیتر 2ضریب ازدیاد به غلظت 
همچنین نتایج نشان داد که  .تاثیر مطلوبی در شاخه زائی نداشت  IBAمیلی گرم در لیتر 0 /1و   BAPمیلی گرم در لیتر 1تیمار 

 در ریزنمونه. بوده است IBAمیلی گرم در لیتر  /.2و  BAPمیلی گرم در لیتر  2تشکیل اولین کالوس و اولین شاخه نابجا در تیمار 
در محیط کشت قرار داشتند حدودا سه هفته زودتر از ریزنمونه هایی که به صورت افقی قرار داشتند  مایل  هایی که به صورت

همچنین در هر دوي آنها .در ریز نمونه هایی که به صورت افقی قرار دارندکالوس دهی بیشتر مشاهده شد.شاخه زایی انجام شد
 ). 2شکل. (تعلق داشت IBAمیلی گرم در لیتر  /.2و  BAPگرم در لیتر  میلی 2اولین بازایی مربوط به غلظت 
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 IBAو  BAPمقایسه ي ضریب ازدیاد و تعداد شاخه در اثر مقادیر :  1جدول 

  تعداد شاخه  ضریب ازدیاد  تیمار
BAP(0),      IBA(0)  0,2  5  
BAP(1),  IBA(0.1)  0,12  3  
BAP(2),  IBA(0,2)  0,68  17  
BAP(4),  IBA(0.4)  0,24  6  

  

        
 BAP )میلی گرم در لیترA  )0 (. BAP :B )1:،شاخه زائی در محیط کشت بافت با استفاده از اپی کوتیل پرتقال ایتالیایی :  1شکل 

.:C )2 میلی گرم در لیتر( BAP .:D )4  میلی گرم در لیتر BAP(  

  
  )ریزنمونه به فرم افقی :B.ونه به فرم مایلریزنم:(A :طرز قرارگیري ریزنمونه در محیط کشت:2شکل

 
 بحث

میلی گرم در 1اثر افزاینده بر ضریب ازدیاد و تعداد شاخه دارد و  BAP میلی گرم در لیتر 2در این مطالعه مشاهده شد که تیمار 
که بیشترین تعداد  )2002( رانو همکا Kobayashi  تایجناین  نتایج با . تاثیر چندانی بر ضریب ازدیاد و تعداد شاخه ندارد BAPلیتر

و   Bordonهمچنین با نتایج .بدست آوردندهمخوانی دارد BAP میلی گرم در لیتر1,8هاي باززایی شده را در حضور شاخه
 در مقایسه  همخوانی داردبدست اوردند BAP  میلی گرم در لیتر  2,2که بیشترین تعداد شاخه زایی را در حضور) 2000(همکاران 
تاثیر معنی  BAP، پافزایش میزان IBAمیلی گرم در لیتر  0,4و 0,2و 0,1و 0و  BAPمیلی گرم در لیتر  4و 2و 1و  0ي غلظت ها

منجر به افزایش  IBAمیلی گرم در لیتر /. 4و  BAPمیلی گرم در لیتر 4داري بر ضریب ازدیاد و تعداد شاخه نداشت زیرا در تیمار 
میتوان ضریب ازدیاد و تعداد ، هاي رشد گیاهیتنظیم کنندهمناسب نسبت هاي  راین با کاربردبناب .ضریب ازدیاد و تعداد شاخه نشد

همچنین در این پژوهش مشاهده شد، ریزنمونه هایی که بصورت عمودي در محیط کشت قرار گرفتندکالوس . شاخه را افزایش داد
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که در مورد جهت قرار گیري ریز نمونه )2000(و همکاران   Bordonهايیافتهاین  نتایج با . دهی کمتر و شاخه زایی بیشتري دارند
با باززایی و ضریب زایی افزایش شاخهنشان داد که امکان بنابراین با نتایج به دست آمده  در محیط کشت انجام شد همخوانی دارد 

   .ایتالیایی وجود داردرقم هاي رشد گیاهی در پرتقال انتخاب غلظت هاي مناسب تنظیم کننده
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Abstract 
Citrus are among the most important horticulture crop plants. Taking advantage of biotechnology methods such 
as plant gene transformation can accelerate citrus cultivar improvement programs. Development of a high 
regeneration system is the first step in plant gene transformation.  The goal of present study was to evaluate the 
effects of plant growth regulators and explants position on culture media for improving regeneration percentages 
of sweet orange, cv. Italian. Toward this end, seeds of mature fruits of sweet orange cv. Italian, after being 
disinfected and peeled, were cultured on half strength Murashige and Skoog (MS) medium. After three weeks, 1 

cm pieces of grown epicotyls were transferred to MS medium containing 0, 1, 2 or 4 mg L-1 of 6-benzyladenine 

(BA) in combination with (respectively) 0, 0,1, 0.2 or 0,4, mg L-1 indole-3-butyric acid (IBA). According to 
obtained results, regarding regeneration rates and number of shoots in different concentrations of BA and IBA, 
the highest regeneration rate belonged to 2 mg L-1 BA  and 0,2 mg L-1 IBA. In addition, those explants that were 
positioned horizontally mostly produced callus, while those explants which were positioned vertically mostly 
produced shoots. 
Keywords; regeneration, citrus, sweet orange, cv. Italian, BA, IBA, 
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