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 مجله ایمنی زیستی

 1397 هارب، 1، شماره 11دوره 

 

های رشد کنندهبا بکارگیری تنظیم  (Citrus aurantium L)زایی نارنجزایی و ریشهبررسی باز
Kinetin IAA, NAA, های اگروباکتریوم رایزوژنزو سویه 
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 چکیده

 (Citrus)و جنس مرکبات  (Rutaceae)ای از تیره سدابیان ، نام درخت و میوهcitrus aurantiumنارنج با نام علمی 

 ،in vitroتحت شرایط  (Citrus aurantium L) هی نارنجدزایی و ریشهزنی، بازجوانهطالعه منظور ماست. به

ار هفته در تاریکی و هایی که به مدت چهنهالهای نارنج که شامل قطعات هیپوکوتیل و اپیکوتیل بودند، از دانریزنمونه

تکمیل شده با  MSها در محیط . این ریزنمونهیه شدمدت هفت روز در روشنایی قرار داده شده بودند، تهپس از آن به

و  0 ،5/0 ،1) (IAA)اسید استیکگرم در لیتر( و ایندولمیلی 2و  1، 5/0، 0های رشد کینتین )کنندهچهار سطح از تنظیم

یب گرم در لیتر کینتین و پس از آن ترکمیلی 5/0زنی در سطح بیشترین میزان جوانه گرم در لیتر( کشت شدند.میلی 2

منظور افزایش میزان به IAAمشاهده شد که بیانگر هورمون  Kinetinگرم در لیتر میلی 5/0و  IAAگرم در لیتر دو میلی

اگروباکتریوم رایزوژنز و همچنین  318و  9534، 15834های زایی اثر سویهزنی کارآمد نیست. در بخش ریشهجوانه

در محیط  aurantium) (Citrus های نارنجزایی شاخسارهبر ریشه NAA ی رشدکنندهگرم در لیتر تنظیمدو میلی غلظت

ترین مناسب 318 و سویه NAAهای ترکیبی تیمار ،کشت مورد بررسی قرار گرفت. در بین تیمارهای مورد بررسی

  ها برای صفات در این پژوهش بودند.تیمار

 زایی، کینتین، نارنج.بازاسید، استیکاگروباکتریوم رایزوژنز، ایندول: کلمات کلیدی

 
 مقدمه

 عضوی از خانواده روتاسه (Citrus) مرکبات

(Rutaceae) در سرتاسر جهان کشت  هستند که

شوند. این جنس از نظر مزه خوب و کیفیتش می

توانند از چه این گیاهان میشناخته شده است. اگر

یی آاما کار ،گیری و پیوند  تکثیر پیدا کنندطریق قلمه

 (.4ها پایین است )وشاین ر

زایی سوماتیکی تواند از طریق جنینزایی گیاهان میباز

زایی( اتفاق بیافتد و به این صورت )اندام یا ارگانوژنز

ها متحمل تغییراتی ها و بافتشود که سلولتعریف می
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شوند که در نهایت منجر به تشکیل یک ساختار می

یند آشود. این فرهای مشخص میواحد با ویژگی

معمولا در مرحله تمایز سلولی اتفاق میافتد که با 

 شود. ارگانوژنزهای نابجا تعریف میتشکیل جوانه

مستقیم انجام تواند به دو صورت مستقیم و غیرمی

افتد که زایی مستقیم هنگامی اتفاق میشود. اندام

تشکیل جوانه بدون تولید کالوس انجام شود، در حالی 

مستقیم به غیر ارگانوژنزانه در که پروسه تولید جو

 (.21شود )وسیله تولید کالوس دنبال می

به عنوان پایه، دارای  (Citrus aurantium L)نارنج 

پایه نارنج برای (. 6خصوصیات مطلوبی است )

است،  بسیار مناسب(sweet orange) های پرتقال قلمه

خاطر حساسیت به ویروس هرچند که استفاده از آن به

ها برای ترین بیماریزا که یکی از مخربتریست

مرکبات است و منجر به تخریب بسیاری از درختان 

در شرایط (. 5) شود، به شدت محدود شده استمی

در چندین گونه از مرکبات  ارگانوژنزای، شیشهدرون

کوتیل و انجام شده است که در آن از قطعات اپی

استفاده  BAPبهینه با  MSکوتیل در محیط کشت هیپو

 MSهای کشت از محیط همچنین .(2،3شده است )

 (17،18نیز گزارش شده است )NAA و  BAPبهینه با 

زایی ی ریشهمطالعات متعدد انجام شده در زمینه

های چوبی مثل ای در گونهشیشههای درونشاخساره

(، درخت زبان گنجشک، 16بلوط )( شاه7بلوط )

بیانگر نقش بسزای اکسین به  ( و آوکادو14) صنوبر

های نیاز جهت القای ریشه در گونهعنوان یک پیش

زا است. شمار زیادی از مطالعات ریشهچوبی سخت

یند تشکیل آفیزیولوژیکی از نقش مرکزی اکسین در فر

( اکسین در مرحله طویل 15اند )ریشه گزارش کرده

ها نشان پژوهش .(13) نداردشدن و رشد ریشه نقشی 

طور به ،داده است که نوعی از اکسین مورد استفاده

گذارد زایی تاثیر میمستقیم بر میزان و الگوی ریشه

-های درونطوری که القای ریشه در شاخساره(. به9)

 ،در محیط NAAعلت ماندگاری بیشتر =ای بهشیشه

نیاز دارد.  IBAتری نسبت به های پاییندر غلظت

های مختلف متفاوت عت جذب اکسینهمچنین سر

 (.26است )

اگروباکتریوم رایزوژنز از طریق منافذ طبیعی و یا زخم 

های گیری ریشهوارد بافت گیاهی شده و سبب شکل

ی اثر ی نحوهشود. دو نوع نگرش دربارهنابجا می

های موئین شکل گرفته اگروباکتریوم بر القای ریشه

اکسین در تغییر در سوخت و ساز  -1است: 

های تراریخته نقش مهمی در ایجاد فنوتیپ سلول

در مطالعات  -2 ؛(10کند )های موئین ایفا میریشه

های فیزیولوژیک انجام گرفته مشاهده شد که سلول

تراریخت حساسیت بیشتری نسبت به اکسین از خود 

زایی موفق رایزوژنز توسط (. ریشه25دهند )نشان می

Chavez-Vela های بذری ( روی نهال8) و همکاران

رایزوژنز  A4ی وحشی نارنج با استفاده از سویه

 گزارش شده است. pESC4حاوی وکتور 

زایی نارنج هدف از این پژوهش بررسی میزان باز

(Citrus aurantiium Lتحت شرایط درون )ای شیشه

و  IAAو  Kinetinهای مختلف با استفاده از تیمار

های باززایی شده با راهزایی شاخساهمچنین ریشه

 318، 15834های و سویه NAAبکارگیری فاکتورهای 

ها و نیز اگروباکتریوم رایزوژنز و ترکیبات آن 9534و 

رسیدن به یک روش بهینه برای تکثیر نارنج در شرایط 

که امکان تجزیه و بررسی  است ایکشت درون شیشه
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 در سطح مولکولی و یا انتقال ژن را تسهیل کند.

 هاواد و روشم

در آزمایشگاه بیوتکنولوژی کشاوزی این مطالعه که 

 (citrusاز بذور نارنجدانشگاه گیلان صورت گرفت 

aurantium L)  تازه و رسیده جهت کشت در محیط

MS است. بذور مورد نظر، پس از  جامد استفاده شده

درصد  70ها، با محلول سازی پوسته آنخارج

دقیقه ضدعفونی شدند  15سدیم به مدت هیپوکلرید

درصد  70عفونی بعدی با اتانول الف(. ضد -1)شکل

انجام شد که مدت آن یک دقیقه بود. پس از هر بار 

ضدعفونی، بذور سه مرتبه با آب مقطر استریل، 

کشت ذکر کشی شدند و در مرحله بعد به محیطآب

شده انتقال پیدا کردند و به مدت چهار هفته در اتاقک 

گراد قرار درجه سانتی 28ریکی و دمای رشد، در تا

های ب(. پس از یک ماه، ظرف -1داده شدند )شکل

های نارنج به محیط با تیمار نهالای حاوی دانشیشه

ساعت روشنایی در همان شرایط دمایی منتقل  16

ها از سفید به سبز نهالروز رنگ دان 7شدند. در پایان 

های ی از قسمتگیرر یافت که مناسب برای نمونهیتغی

 تیل است.کوتیل و اپیکوهیپو

های رشد مورد کنندهگذاری بهتر تنظیممنظور تاثیربه

ها، انتهای دو طرف هر کدام از نمونهآزمایش بر ریز

قطعات هیپوکوتیل و اپیکوتیل به اندازه دو تا سه 

متر در جهت طولی برش داده شد و به محیط میلی

سطوح مختلف کینتین جامد تکمیل شده با  MSکشت 

 استیکگرم در لیتر و ایندولمیلی 2، 1، 5/0، 0شامل 

گرم در میلی 2، 1، 5/0، 0های با غلظت (IAA)اسید 

 ها باهای مختلف این هورمونلیتر و نیز ترکیب

ها در اتاقک رشد با یکدیگر انتقال داده شدند. نمونه

 گراد همراهدرجه سانتی 28شرایط کنترل شده، دمای 

قرار داده شدند و هر دو هفته  ساعته 16با روشنایی 

ها به محیط کشت جدید با همان شرایط بار، نمونهیک

شت یک ماه از کشت )شکل منتقل شدند. بعد از گذ

 -1زایی ارزیابی شدند )شکل ها از نظر باز(، نمونه1

 پ، ت(. 

آزمایش در قالب طرح کاملا تصادفی و با سه تکرار 

نمونه قرار داشت. در هر تکرار پنج ریزانجام شد که 

تجزیه و تحلیل شد و SAS ver 9  نتایج در برنامه

 ها توسط آزمون دانکن مقایسه شدند.میانگین

ها به محیط ها، آنبه منظور رشد بیشتر شاخساره

فاقد ترکیبات هورمونی منتقل شدند. پس  MSکشت 

ها جهت تلقیح با از مدت سه هفته، از شاخساره

 و تنظیم 9534و  318، 15834های باکتری یهسو

گرم در لیتر میلیبه میزان دو  NAAی رشد کننده

گذاری بهتر این عوامل، منظور تاثیراستفاده شد. به

متر ها به میزان دو الی سه میلیانتهای این شاخساره

 برش زده شد. 

های اگروباکتریوم سازی باکتری ابتدا سویهآماده برای

جامد  YEPدر محیط  (9534 ,318 ,15834)ز رایزوژن

 48تا  24بیوتیک ریفامپیسین به مدت حاوی آنتی

ساعت کشت داده شدند. پس از این دوره، از 

جهت کشت در  ،های رشد یافته در این محیطکلونی

بیوتیک ریفامپیسین مایع حاوی آنتی YEPمحیط 

 انکوباتور کریشاستفاده شد. سپس در داخل دستگاه 

(Amperetablle Multiron II) به  ساخت کشور آلمان

ی درجه 25با دمای  200ساعت و دور  16مدت 

گراد قرار داده شدند. مقدار باکتری با استفاده از سانتی

 PG Instrumentsمدل اسپکتروفتومتردستگاه 
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ItdT80+UV/VIS  را  8/0اندازه گرفته شد که عدد

سب است. برای انجام سانتریفیوژ منا ونشان داد 

دقیقه  5به مدت  4500های باکتری با دور محلول

 سانتریفیوژ شد.

ها با محیط تلقیح که حاوی باکتری انتهای شاخساره

 MSی محیط مورد نظر و مواد تشکیل دهنده

جامد بود به مدت یک ساعت آغشته شدند و نیمه

 MSکشتی حاوی عناصر محیط سپس به محیط هم

 28روز، در تاریکی و دمای مایع و پرلیت به مدت سه 

ث(. در  -1گراد منتقل شدند )شکل ی سانتیدرجه

این مدت باکتری فرصت لازم برای رشد روی بافت 

ها کند. در انتهای سه روز، شاخسارهگیاهی را پیدا می

بیوتیک گرم آنتیمیلی 200مقطر حاوی با آب

دقیقه شسته شدند. سپس به  20سفتریاکسون به مدت 

مایع حاوی  MSبه محیط کشت  ،زایییشهمنظور ر

بیوتیک سفتریاکسون منتقل گرم در لیتر آنتیمیلی 100

شدند و هر دو هفته یک بار به محیط کشت جدید با 

 ج(.  -1همان ترکیبات جایگزین شدند )شکل

 
 های اگروباکتریوم رایزوژنز، ج(زایی شده با سویههای باززنی، پ و ت( باززایی، ث( تلقیح شاخسارهالف( ضدعفونی بذور نارنج، ب(جوانه -1شکل

های باززایی شده.زایی شاخسارهریشه  

 

به صورت طرح کاملا تصادفی انجام شد.  هاآزمایش

برای هر تیمار نه تکرار در نظر گرفته شد. هر تکرار 

ی آزمایش حاوی یک شاخساره بود. شامل یک لوله

و  SAS ver 9افزار ها با نرمتجزیه و تحلیل داده

 ی میانگین با آزمون دانکن انجام شد.مقایسه

 نتایج و بحث

 بخش باززایی

ها نشان داد که بین سطوح تجزیه و تحلیل داده

داری در سطح مختلف هورمون کینتین اختلاف معنی

 Kinetinپنج درصد وجود داشت همچنین اثر متقابل 
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داری را در سطح یک درصد اختلاف معنی IAAو 

داد. این پژوهش مشخص کرد که تفاوت نشان 

در  IAAهای مختلف هورمون داری بین غلظتمعنی

های مشاهده زایی نارنج وجود ندارد. اولین جوانهباز

روز از کشت  10شده در این آزمایش، پس از گذشت 

زنی در ها مشاهده شد. بیشترین میزان جوانهآن

گرم یلیم 5/0های مختلف این آزمایش، به تیمار تیمار

جوانه  31شد که با مشاهده در لیتر کینتین مربوط می

زنی را درصد افزایش در جوانه 72در سه تکرار، 

نسبت به تیمار شاهد که فاقد هورمون بود نشان داد 

( نتایج 12و همکاران در سال )  Goswami(. 2)شکل 

 (citrus limon)شیرین مشابهی را برای باززایی لیمو

همین ترتیب، کمترین میزان بهدست آوردند. ب

گرم در زنی، در تیمار ترکیبی حاوی یک میلیجوانه

رخ داد که  Kinetinگرم در لیتر میلی 5/0و  IAAلیتر 

همچنین همین مقدار  .تعداد نه جوانه را نشان داد

گرم در لیتر زنی در تیمار ترکیبی حاوی دو میلیجوانه

Kinetin  گرم در لیتر و یک میلیIAA  مشاهده شد که

درصد افت را نشان داد.  50نسبت به تیمار شاهد 

داری در سطح یک ها افزایش معنیتجزیه و تحلیل

و  IAAگرم در لیتر درصد در تیمار حاوی دو میلی

شاهد نشان  نسبت به Kinetinگرم در لیتر میلی 5/0

جوانه  26 داد که تعداد جوانه ثبت شده در این تیمار

گرم در میلی 5/0در تیمار ترکیبی حاوی بود. همچنین 

 25تعداد  ،Kinetinگرم در لیتر و یک میلی IAAلیتر 

درصد افزایش را در  38جوانه به ثبت رسید که 

(. 2زنی نسبت به شاهد را نشان داد )شکلجوانه

( در 22و همکاران نیز در سال )  Rogayahپژوهش

تایج ن Pummelo  (Citrus grandis)این زمینه روی 

از  آمده دست به نتایج .مشابهی را  در بیان کردند

های ساقه گیاه که تیپ داد نشان (19پژوهش )

reticulata Citrus محیط در کشت شده MS حاوی 

 ،گرم کینتینمیلی 5/1 و BAP لیتر در گرممیلی یک

بیشترین میزان . ندداد نشان را باززایی درصد بیشترین

و  5/1 مربوط به یزنمونهر هر در ساقه تعداد متوسط

 .بود BAP و کینتین لیتر در گرممیلی 5/0

 

 دار، نشانگر عدم اختلاف معنیهای کینتینهای مختلف کینتین. وجود حروف مشابه در غلظتزنی با غلظتتغییرات در میزان جوانه -2شکل

 بر پایه مقایسه میانگین است.
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داری بر پایه مقایسه میانگین است. . وجود حروف مشابه نشانگر عدم معنیIAAو  Kinetinهای زنی ترکیبمقایسه میانگین جوانه -3شکل 

K= Kinetin, I= IAA.  

نقش  Kinetinرسد هورمون بر همین اساس به نظر می

های اپیکوتیل و هیپوکوتیل زنی نمونهموثری در جوانه

دارد.  in vitroدر شرایط  (citrus aurantium L)نارنج 

گرم در لیتر، میزان میلی 5/0با افزایش غلظت کینتین تا 

کوتیل یی در سطح قطعات هیپوکوتیل و اپیزاباز

که با افزایش غلظت آن بیش از ، در حالیافزایش یافت

ر تولید جوانه گرم در لیتر، روند رو به زوال دمیلی 5/0

حال در این طیف غلظتی، حداقل مشاهده شد. با این

 های شاهد دیده شد.زایی در نمونهبازمیزان 

کار هایی که بهکدام از غلظتدر هیچ IAAهورمون 

داری از نظر عملکرد، نسبت به تفاوت معنی ،برده شد

توان این های شاهد از خود نشان نداد که مینمونه

به تنهایی، نقش موثری در  IAAچنین استنتاج کرد که 

 رنج ندارد.ی ناتولید جوانه و باززایی گونه

دهد که نوسانات بسیار زیادی در نشان می  3شکل 

تولید جوانه و باززایی نارنج در ترکیبات تیماری 

نشان داده شده است.  IAAو  Kinetinهای هورمون

داری بیانگر تفاوت معنی ،مقایسه میانگین این ترکیبات

در عملکردشان نسبت به یکدیگر است همچنین از 

تیجه گرفت که ترکیب ان نتواین شکل می

تواند در دو جهت می IAAو  Kinetinهای هورمون

نقش ایفا کنند.   منفی و مثبت در باززایی نارنج

ترکیب  ،زنی یا باززایی نارنجبنابراین در جوانه

تواند تیمارهای می IAAو  Kinetinهای هورمون

 همراه داشته باشند. ناسبی را برای اهداف مورد نظر بهم

 زاییشهبخش ری

های نارنج روز از کشت شاخساره 45شت پس از گذ

های زایی، تعداد شاخسارهدر محیط کشت ریشه

زایی و میانگین طول ریشه دار شده، درصد ریشهریشه

های مشاهده شده در هر تیمار ارزیابی شد. اولین ریشه

روز پس از کشت  10بود که  15834مربوط به تیمار 

ها نشان ی دادههده شد. تجزیههای نارنج مشاشاخساره

های دار شده در تیمارهای ریشهداد که تعداد شاخساره

داری با تیمار شاهد مختلف این آزمایش، افزایش معنی
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 ن و باکتری( در سطح یک درصد داشت.)فاقد هورمو

طوری که بیشترین میزان آن مربوط به تیمار ترکیبی به

گرم در لیتر و به میزان دو میلی NAAحاوی هورمون 

 100اگروباکتریوم رایزوژنز بود که  318ی سویه

های زایی را نشان داد. این نتایج با گزارشدرصد ریشه

Ghorbel ( روی ریشه11و همکاران ) زایی

 مطابقت داشت. Troyer citrangeهای شاخساره

شده در پژوهش  کشت داده ایگره هایبخش

Mokhtar ( 2005و همکاران) روی MS دو حاوی 

دهی را شامل بیشترین میزان ریشه، NAA گرممیلی

 بهترین نارنج، روی بر شده انجام هایآزمایش در .بود

 ترکیب در IBA لیتر در گرممیلی یک زاییریشه تیمار

 تیمار و شده گزارش NAA لیتر در گرممیلی یک با

 دانستند تنهایی به NAA حضور از موثرتر را ترکیبی

 بیشترین ،نارنج روی بر دیگر ایلعهمطا در (.24)

 NAA لیتر در گرممیلی 5/0 تیمار در زاییریشه میزان

 به IBA لیتر در گرممیلی دو با ترکیب در یا تنهایی به

 (.1) آمد دست

زایی مربوط به تیمار شاهد این کمترین میزان ریشه

آزمایش بود که هیچ تیمار هورمونی و باکتریایی روی 

درصد  11زایی برابر ، میزان این ریشهآن انجام نشد

های مربوط به داده ی(. در نتایج تجزیه1بود )شکل

بقیه تیمارها  9534به غیر از سویه  ،صفت طول ریشه

داری با شاهد در سطح یک درصد اختلاف معنی

در تیمارهای  ،داشتند که این افزایش طول ریشه

 ترکیبی با میزان بیشتری همراه بود و با نتایج

 اگروباکتریوم .پوشانی وجود داردزایی همریشه

 گیاه در اکسین طبیعی فعالیت دادن تغییر با رایزوژنز

بنابراین (. 20) شودمی زاییریشه بهبود سبب

 318و  15834های و سویه NAAهای ترکیبی تیمار

زایی و همچنین طول ریشه نقش در افزایش ریشه

زایی و رشد یشهر یکه نشان دهنده مستقیمی داشتند

 کارآمدتر در محیط ترکیبی است.

 

 های مختلف حروف مشابه نشانه عدم معنی داری بین سطوح است.دار شده در تیماری ریشهمیانگین تعداد شاخساره -4شکل
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بین سطوح است. داریختلف. حروف مشابه نشانه عدم معنیهای مدار شده در تیماری ریشهمیانگین طول ریشه شاخساره -5شکل

هورمونی و های این مشاهدات نشان داد که تیمار

زایی ثیر زیادی در افزایش ریشهتواند تاباکتریایی می

های نارنج داشته باشد. این افزایش در شاخساره

های شود که تیمارزایی هنگامی بیشتر دیده میریشه

کار برده ی و باکتریایی در ترکیب با هم بههورمون

ها روی هم باعث افزایش در اثر متقابل آن شوند و

 شوند.های نارنج میزایی شاخسارهمیزان ریشه
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Abstract 

Orange is with academic name of Citrus aurantium from Rutaceae family and citrus of Citrus. In order to 

study the germination, regeneration, and root of orange (Citrus aurantium L.) under in vitro conditions, 

orange primers containing hypocotyl and epicotyl fragments were seeded for four weeks in the dark and 

then for seven days in Lighting was provided. These explants were cultured in MS medium supplemented 

with four levels of kinetin growth regulators (0, 0.5, 1 and 2 mg / L) and indole acetic acid (IAA) (0, 0.5, 

1 and 2 mg / L). The highest level of germination was observed at 0.5 mg / L Kuintin, and then 2 mg / L 

IAA in addition to 0.5 mg / L Kinetin, which indicates that IAA hormone is not effective for increasing 

germination. In rooting section, the effects of strains 15834, 9534 and 318 Agrobacterium rhizogenesis, 

also the concentration of 2 mg / L of NAA growth regulator on rooting of orange citrus (citrus aurantium) 

strains were investigated. Among the treatments, NAA and strain 318 combination treatments were the 

most suitable treatments for traits in this study. 

Keywords: Agrobacterium rhizogenesis, IAA, Kinetin, orange, regeneration. 
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