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 چکیده

 یافتن برهمکنش بهینه محیطپژوهش حاضر به صورت طرح فاکتوریل در قالب کاملا تصادفی با چهار تکرار برای 

ها شامل جهت القای تولید پینه در لیسبون لمون انجام شد. ریزنمونه D-2,4رشد گیاهی  کشت، ریز نمونه و تنظیم کننده

ها جدا شدند و روی سازی از میوهغ بودند که پس از سترونهای نابالها و آبدانک میوهتخمدان تلقیح نشده، تخمک

میلی گرم در لیتر( قرار گرفتند.  2و  5/1، 1، 5/0و 0) D-2,4غلظت  5همراه با  H+Hو  MS ،MTهای کشت محیط

های تخمدان و آبدانک بیشترین های کشت نشان داد که در ریزنمونهو محیط D-2,4مقایسه تاثیر برهمکنش ریزنمونه، 

به دست آمد و در ریزنمونه تخمک  MT و MSروی محیط کشت  D-2,4میلی گرم در لیتر  1انگیزش پینه در تیمار 

های ت پینهبود. کمیت و کیفی MTو مربوط به محیط کشت  D-2,4میلی گرم در لیتر  5/0بیشترین انگیزش، در تیمار 

 ، نوع ریزنمونه و ترکیب شیمیایی محیط کشت وابسته بود.D-2,4تولیدی به سه عامل غلظت تنظیم کننده رشد 

 آبدانک، تنظیم کننده رشد، محیط کشت،  کلمات کلیدی:

 

 مقدمه

 به عوامل متعددی از جمله محیط کشت، غلظت های مرکباتدر کشت بافت ریزنمونه موفقیت تولید پینه باکیفیت

( به منظور 2003)و همکاران،  Sharma (.1131ها وابسته است )امین، های رشد، ژنتیک و نوع ریزنمونهکنندهتنظیم

های راف لمون وترویر سیترنج، از محیط کشت موراشیگی و اسکوگ های نوک شاخه و گرهانگیزش پینه از ریز نمونه

استفاده کردند.  NAAمیلی گرم در لیتر  2و  D-2,4میلی گرم در لیتر  2میلی گرم در لیتر کاینتین،  5/0همراه با 

Kumar  وRicha (2012 تاثیر مقادیر ،) 2,4مختلف-D ،NAA  وBAP  را روی انگیزش پینه و باززایی گیاه درC. limonia ،

C. limon  وC. pectinifera های جوانه جانبی مورد بررسی قرار دادند. بیشترین میزان تشکیل پینه از قطعهC. limonia 

 .شدگزارش  D-2,4میلی گرم در لیتر  1و در تیمار 

وارد ایران شد و به دلیل مقاومت بالای  1132-31های در سال( ’Citrus limon Burm. ‘Lisbon)ون لمون بلیس

این رقم نسبت به تحمل شرایط نامساعد محیطی مانند گرما و بادهای تند و داغ )که در شرایط جنوب ایران متداول 

های (. پژوهش1193است( در سطح وسیعی در جنوب کشور از آن استفاده می شود )فتوحی قزوینی و فتاحی مقدم، 

ها در ارتباط با برهمکنش محیط کشت، نوع ریزنمونه مختلفی در مورد القای تولید پینه در مرکبات انجام شده، اما گزارش

لمون محدود است. به همین دلیل پژوهش لیسبون  زایی در کشت بافتپینه بر D-2,4رشد گیاهی  و غلظت تنظیم کننده

جهت القای تولید پینه در  D-2,4رشد گیاهی  محیط کشت، ریز نمونه و تنظیم کنندهحاضر برای یافتن تلفیق بهینه 

 لیسبون لمون انجام شد.
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 هامواد و روش

 های گیاهيجمع آوری ریز نمونه

ها ها شامل تخمکهای مورد استفاده در این پژوهش، تخمدان تلقیح نشده و سری دوم ریز نمونهسری اول ریز نمونه

رای های بسته و بهای سری اول در اوایل فروردین، گلهای نابالغ لیسبون لمون بودند. جهت تهیه ریزنمونهمیوهو آبدانک 

های نابالغ، جمع آوری و به آزمایشگاه کشت های سری دوم در اواسط اردیبهشت تا اواسط خردادماه، میوهتهیه ریزنمونه

 بافت منتقل شدند.

 هاسترون کردن ریزنمونه

با های سری اول پس از انتقال به آزمایشگاه، ابتدا با آب معمولی و سپس در زیر دستگاه جریان هوا ریزنمونه

و پس از آن هیپوکلریت سدیم( به مدت یک دقیقه گندزدایی  % 25/5حاوی) ٪ 1کلراکسدقیقه و  5به مدت  ٪00اتانول

بتدا ها پس از انتقال به آزمایشگاه، اهای نابالغ، میوه. به منظور سترون کردن میوهبا آب مقطر سترون سه بار آبکشی شدند

هیپوکلریت سدیم( همراه با  % 25/5)حاوی  %10و سپس در زیر دستگاه جریان هوا با محلول کلراکس با آب معمولی 

سه بار آبکشی شدند. پیش از آنکه دقیقه گند زدایی و پس از آن با آب مقطر سترون  10سه قطره مایع شوینده  به مدت 

 ها در زیر دستگاه جریان هوا به صورت طولی برش داده شوند، به مدت چند ثانیه روی شعله قرار گرفتند.میوه

 انگیزش پینه 

 5/1، 1، 5/0و D (0-2,4غلظت  5همراه با   H+Hو   MS ،MTها، سه نوع محیط کشت برای پینه زایی ریزنمونه

گرم  50تا  10های کشت، منبع کربوهیدرات در تمامی محیطاستفاده شد.  0/5 ±1/0روی pHمیلی گرم در لیتر( با  2و 

های مورد استفاده قرار گرفت و تمامی محیط های کشتگرم در لیتر آگار برای جامدسازی محیط 9تا  0سوکروز بود. 

دقیقه اتوکلاو شدند. در زمان کشت، برای هر  19اتمسفر به مدت  2/1ر درجه سلسیوس و فشا 121کشت در دمای 

وبه مدت  C˚29در شرایط دمایی  دیشچهار تکرار )و در هر تکرار پنج ریزنمونه( در نظر گرفته شد. ظروف پتری ریزنمونه

و  Hookerروز بر اساس شاخص استاندارد 21سه هفته در تاریکی کامل نگهداری شدند و نتایج تولید پینه، پس از  

Nabors ( به معنی بیشینه اندازه پینه یادداشت  10ها بین دو مقدار صفر یا عدم تشکیل پینه و اندازه پینهبا مقداری تغییر

 (، تخمین زده شد. برداری گردید

 آنالیز آماری

ریزنمونه در هر تکرار انجام شد. مقایسه  5تکرار و  3این پژوهش به صورت طرح فاکتوریل در قالب کاملا تصادفی با 

  صورت گرفت. NTSYSو نرم افزار  LSDدرصد و به کمک آزمون  5ها در سطح احتمالمیانگین

 نتایج و بحث 

 D-2,4های مختلف های کشت و غلظتها، بدون در نظر گرفتن محیطروز از کشت ریزنمونه 21پس از گذشت 

( 02/3های تخمک )کمترین میزان، در ریزنمونه ( و22/2های آبدانک )بیشترین میانگین انگیزش، به ترتیب در ریزنمونه

در انگیزش پینه، در هر سه ریزنمونه مربوط به تیمار  D-2,4(. بیشترین تاثیر تنظیم کننده رشد 1مشاهده شد )جدول 

داری با تیمار شاهد )صفر میلی گرم در لیتر( های تخمدان و تخمک تفاوت معنیمیلی گرم در لیتر بود که در ریزنمونه 1

 مختلف هایداری داشت. مقایسه میانگین اثر اصلی محیط کشتتفاوت معنی D-2,4و در ریزنمونه آبدانک با همه سطوح 

MT (35/5 )بر میزان انگیزش پینه نیز نشان داد که بیشترین و کمترین میزان انگیزش، به ترتیب مربوط به محیط کشت 

های تخمدان های کشت نشان داد که در ریزنمونهو محیط D-2,4مقایسه تاثیر برهمکنش ریزنمونه،  ( بود.13/3) H+Hو 

 MSروی محیط کشت  D-2,4میلی گرم در لیتر  1، در تیمار 25/10و  50/9و آبدانک بیشترین انگیزش پینه به ترتیب 

و مربوط به محیط  D-2,4میلی گرم در لیتر  5/0در ریزنمونه تخمک بیشترین انگیزش، در تیمار به دست آمد.  MT و

ترین که بیش(. بررسی اثر برهمکنش محیط کشت و ریزنمونه بر میانگین اندازه پینه نشان داد 1بود )جدول  MTکشت 
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 01/3، 15/5)به ترتیب  MTمیانگین انگیزش پینه در هر سه ریزنمونه تخمدان، تخمک و آبدانک مربوط به محیط کشت 

زایی این (. در پینه2بود )شکل  H+H( مربوط به محیط کشت 30/5و  05/1، 22/3( و کمترین آن )به ترتیب 23/2و 

 .(1نی برز را نشان دادند )شکل  و مقیاس هوکر 10تا  0عددی بین ها در سه هفته اول کشت، طیف پایه، ریزنمونه

 

 

 

 

 

 

 

های تخمدان، تخمک و آبدانک نابالغ لیسبون روی محیط به ترتیب انگیزش پینه در ریزنمونه - Cو  A ،B« 1»شکل 

 روز.  21بعد از  D-2,4همراه با غلظت یک میلی گرم در لیتر   MTکشت 

های تخمدان،تخمک و آبدانک نابالغ لیسبون بر میانگین انگیزش پینه از ریزنمونه D-2,4اثر سطوح مختلف  «1»جدول 

 (.Naborsو  Hooker)استاندارد  H+Hو  MS ،MTدر سه محیط کشت 

هایی که در هر ردیف یا ستون دارای حداقل یک حرف مشترک کوچک یا بزرگ هستند، اختلاف معنی داری در میانگین

 ها را نشان می دهند(.کوچک برهمکنشندارند )حروف بزرگ اثرهای اصلی و حروف  LSDآزمون  ٪5سطح 

میانگین ریزنمونه   محیط کشت  D-2,4 ریز نمونه

 D-2,4و 

 میانگین ریزنمونه

       (mg/l) MS MT H+H  

 0 0/00s 0/00s 0/00s 0/00G  

 5/0  5/01i-o 0/22c-j 1/95qr 5/21DEF  

  9/50bc 2/99c-k 5/09h-n 0/05BC 1 تخمدان

 5/1  2/32d-m 2/19e-m 2/02g-n 2/23CD  

 2 2/00g-n 2/21e-m 5/31k-q 5/30DE  

      3/30B 

 0 0/00s 0/00s 0/00s 0/00G  

 5/0  3/31n-r 2/02d-k 1/09r 3/05F  

  2/29d-l 5/29j-p 3/02pqr 5/30DEF 1 تخمک

 5/1  5/31k-q 2/10f-m 3/11o-r 5/20EF  

 2 5/00m-q 5/02l-q 3/01qr 3/23F  

      3/02C 

 0 0/00s 0/19s 0/00s 0/02G  

 5/0  3/25ab 0/30ec-g 2/10e-m 0/00BC  

  0/95b-e 10/25a 9/00bcd 9/02A 1 آبدانک

 5/1  2/31c-k 0/05b-f 0/29b-g 0/35B  

 2 0/32c-h 0/15c-i 0/10c-i 0/19B  

      2/22A 

   5/32A 5/35A 3/13B میانگین محیط کشت
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 برهمکنش محیط کشت و ریزنمونه در تاثیر بر میانگین اندازه پینه در پایه لیسبون.« 2»شکل 

 LSDآزمون  ٪5هایی که در ستون دارای حداقل یک حرف مشترک بزرگ هستند، اختلاف معنی داری در سطح میانگین

 اصلی را نشان می دهند(.ندارند )حروف بزرگ اثرهای 

بود اگرچه واکنش  D-2,4های تخمدان، تخمک و آبدانک پایه لیسبون وابسته به حضور انگیزش پینه در ریزنمونه

 های مختلف این تنظیم کننده رشد متفاوت بود.های مختلف به انگیزش پینه در غلظتریزنمونه

2,4-D ای شده و را دارد، باعث بالا رفتن سرعت تقسیم یاخته ای نقش آغازگرکه در مرحله خاصی از چرخه یاخته

های دیگر را تحت زای همگروه خود و یا گروههای درونرشد قادرند سنتز یا تخریب هورمون هایاز آنجا که تنظیم کننده

. از طرف شودهای تخمدان و تخمک، باعث تشکیل پینه میزای بافتهای درونتاثیر قرار دهد، به عنوان مکمل هورمون

های گیاهی ممکن است اکسین را از طریق باند شدن، غیرفعال نموده و یا آن را اکسید نمایند )اکسیداسیون دیگر، بافت

ل دهد و به همین دلیها کندتر به حالت باند شده و غیر فعال تغییر حالت مینسبت به سایر اکسین D-2,4آنزیمی( اما 

 (.1130علیزاده، تاثیر آن بر پینه زایی بیشتر است )

 ,Unger and Feng)های مرکبات موثر هستند زایی ریزنمونهگزارش شده اسید سیتریک و آسکوربیک بر پینه

های آلی به ویژه اسید سیتریک و آسکوربیک است، بنابراین های آبدانک غنی از اسیدمحتوای یاخته در ریزنمونه .(1978

 D-2,4زا مانند های بروندر انگیزش پینه تاثیرگذار باشند و یا به عنوان مکمل تنظیم کننده D-2,4توانند در غیاب می

های نیز به احتمال، به میزان اسید D-2,4در تشکیل پینه موثر باشند. تشکیل نشدن پینه در آبدانک پایه لیسبون در غیاب 

 های این پایه وابسته است.  آلی بیان شده در آبدانک

 های بالاتر سفتها تردتر و در غلظتتر، پینههای پایینوابسته بود؛ در غلظت D-2,4ها به غلظت لید پینهکیفیت تو

های تشکیل شده بودند حالت نرم و آبکی داشتند. شدت سیگنال D-2,4هایی که در عدم حضور و ظاهر شدند. پینه

 (.1131در این ارتباط اثرگذارند )امین،  D-2,4های بافت در مواجهه با دریافتی توسط یاخته

اثر متفاوتی در انگیزش پینه داشتند. اگرچه در هر سه محیط کشت،  H+Hو  MS،MTهای مختلف محیط کشت

های مختلف، از نظر آماری تفاوت معنی داری داشت، به پینه تشکیل شد ولی میانگین انگیزش پینه در محیط کشت

بیشترین میزان انگیزش پینه را نشان داد. با توجه به این که  H+Hبه محیط کشت  نسبت MTای که محیط کشت گونه

با نسبت برابر است و در این محیط کشت  MTو  MSهای بر خلاف محیط کشت H+Hهای محیط کشت ترکیب نمک

ین محیط ر انسبت به دو محیط کشت دیگر از کربوهیدرات کمتری استفاده می شود، کمتر بودن میزان انگیزش پینه د

 ها باشد. کشت به احتمال می تواند ناشی از این تفاوت
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Abstract 

Present study was carried out in a factorial in completly randomized design with four replications for 

finding the optimized interaction between culture media, explant and 2,4-D for callus induction in Citrus 

limon Burm. ‘Lisbon’. After strelization, the explants (unfertilized ovary, ovules and juice vesicles) were 

transferred from fruits to MS, MT and H+H  media completed with 2,4-D (0, 0.5, 1, 1.5 and  
2 mg l-1) .Comparison of interaction between explants, 2,4-D and culture media indicated that the highest 

callus induction was obtained from ovaries and juice vesicles cultured on MS and MT media completed 

with 1 mg l-1  2,4-D and in ovules on MT medium completed with 0.5 mg l-1 2,4-D. In conlussion quality 

and quantity of callus depended on culture media, 2,4-D concentrations and types of explant.  
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