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 دهیچک

 یافتن برهمکنش بهینه محیطفاکتوریل در قالب طرح کاملا تصادفی با چهار تکرار برای پژوهش حاضر به صورت 

ها رشد گیاهی جهت القا تولید و پرآوری پینه در مکزیکن لایم انجام شد. ریزنمونه هایکشت، ریز نمونه و تنظیم کننده

 ها جدا شدند و رویسازی از میوههای نابالغ بودند که پس از سترونها و آبدانک میوهتخمدان تلقیح نشده، تخمکشامل 

های تولیدی روز پینه 21قرار گرفتند. پس از  D-2,4میلیگرم در لیتر  5/0همراه با  H+Hو  MS ،MTهای کشت محیط

با  NAAگرم در لیتر و میلی 4و  3، 2، 1، 0های با غلظت BAرشد  هایتنظیم کنندهبه محیط کشت همسان حاوی 

روزه دیگر در اتاق رشد نگهداری شدند.  21گرم در لیتر منتقل و برای دو دوره میلی 4/0و  3/0، 2/0، 1/0، 0های غلظت

 NAAو  BAهای های مختلف مورد آزمایش در حضور تنظیم کنندهنشان داد که سرعت رشد پینه در ریزنمونه نتایج

فاوت های مختلف، متها و محیط کشتهای مختلف این دو تنظیم کننده رشد، در ریزنمونهافزایش یافت ولی تاثیر غلظت

ها رشد، نوع ریزنمونه و ترکیب شیمیایی محیط کشت همگی در رشد و پرآوری پینه هایبود. نوع و غلظت تنظیم کننده

 و کیفیت آنها هم نیز تحت تاثیر همین سه عامل قرار گرفت.تاثیر گذار بودند. میزان پینه به دست آمده 

 

 ، محیط کشتBA ،NAA  :یدیکل کلمات
 

 مقدمه

شود. این رقم دارای های زیادی است که در مناطق جنوبی ایران کشت میمکزیکن لایم یا لیموی آب شیراز سال

های مهم تجاری قدرت رشد بالا و عملکرد زیاد است به طوری که این دو صفت مهم سبب شده تا به عنوان یکی از پایه

گیری از کشت درون بهره(. 1331و فتاحی مقدم،  در جنوب کشور مورد استفاده وسیع قرار گیرد )فتوحی قزوینی

القای تولید پینه و پرآوری آن از  های مختلف مرکبات توسط پژوهشگران زیادی گزارش شده است.ای برای گونهشیشه

 از پینه باکیفیت به عوامل متعددی موفقیت تولید. آیدای به حساب میافزایی در محیط درون شیشهها در گیاهاولین قدم

و همکاران   Vardi (.1313وابسته است )امین،  هاهای رشد، ژنتیک و نوع ریزنمونهکنندهجمله محیط کشت، غلظت تنظیم

(1110 ،)Moore ( 1112و همکاران )های داندرون های حاصل از کشت بافت یاختهپرآوری پینهآمیز ای موفقیتبه گونه

های نوک ( به منظور انگیزش پینه از ریز نمونه2001)و همکاران،  Sharma اند.را گزارش کرده چندین گونه مرکبات

میلی گرم در لیتر کاینتین،  5/0های راف لمون وترویر سیترنج، از محیط کشت موراشیگی و اسکوگ همراه با شاخه و گره

تاثیر مقادیر مختلف  Richa (2012،)و  Kumarاستفاده کردند.  NAAمیلی گرم در لیتر  2و  D-2,4میلی گرم در لیتر  2

2,4-D ،NAA  وBAP  را روی انگیزش پینه و باززایی گیاه درC. limonia ،C. limon  وC. pectinifera  مورد بررسی قرار

های جوانه جانبی و محور روی لپه به عنوان ریز نمونه روی های برگ، نوک شاخه، قطعهدادند. این پژوهشگرها از قطعه

 3و در تیمار  C. limoniaهای جوانه جانبی ردند. بیشترین میزان تشکیل پینه از قطعهاستفاده ک MSمحیط کشت 

 برای پرآوری پینه گزارش کردند. D-2,4گرم در لیتر میلی

ها در ارتباط با برهمکنش های مختلفی در مورد القا و پرآوری تولید پینه در مرکبات انجام شده، اما گزارشپژوهش 

رشد بر القای پینه در مکزیکن لایم محدود است. به همین دلیل  هایمونه و غلظت تنظیم کنندهمحیط کشت، نوع ریزن
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رآوری رشد گیاهی جهت القا تولید و پ هایپژوهش حاضر برای یافتن تلفیق بهینه محیط کشت، ریز نمونه و تنظیم کننده

 پینه در مکزیکن لایم انجام شد.

 

 هاروش و مواد

 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 مکزیکن لایم بودند. جهت تهیه ریزنمونهو آبدانک میوه

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

 بافت منتقل شدند.

 هاسترون کردن ریزنمونه

 ٪00با اتانولهای سری اول پس از انتقال به آزمایشگاه، ابتدا با آب معمولی و سپس در زیر هود لامینار ریزنمونه

و پس از آن با آب مقطر هیپوکلریت سدیم( به مدت یک دقیقه گندزدایی  % 25/5حاوی) %1کلراکس دقیقه و  5به مدت 

ها پس از انتقال به آزمایشگاه، ابتدا با آب های نابالغ، میوه. به منظور سترون کردن میوهسترون سه بار آبکشی شدند

ت سدیم( همراه با سه قطره مایع هیپوکلری % 25/5)حاوی  %10و سپس در زیر هود لامینار با محلول کلراکس معمولی 

ه ها بدقیقه گند زدایی و پس از آن با آب مقطر سترون سه بار آبکشی شدند. پیش از آنکه میوه 10شوینده  به مدت 

 صورت طولی برش داده شوند، به مدت چند ثانیه روی شعله قرار گرفتند.

 انگیزش پینه 

جهت اضافه شده بود،  D-2,4گرم در لیتر میلی 5/0که به هر یک غلظت  H+Hو  MS ،MTسه نوع محیط کشت 

گرم  50تا  30تنظیم و از  0/5 ±1/0روی pHهای کشت، در تمامی محیطاستفاده قرار گرفت. القای پینه زایی مورد 

گرم در لیتر آگار جامد شدند و تمامی  3تا  0کشت با کاربرد  هایسوکروز به عنوان منبع کربوهیدرات استفاده شد، محیط

های دقیقه اتوکلاو شدند. جهت کشت ریز نمونه 13اتمسفر به مدت  2/1درجه سلسیوس و فشار  121ها در دمای آن

ا، هها به صورت طولی برش داده شدند و روی محیط کشت قرار گرفتند. در کشت سری دوم ریزنمونهسری اول، تخمدان

ها به نحوی که آسیب نبینند جدا و به های نابالغ و آبدانکها به صورت طولی برش داده شدند سپس تخمکابتدا میوه

و به مدت سه هفته در تاریکی کامل نگهداری  C˚23محیط کشت منتقل شدند. سپس ظروف پتری در شرایط دمایی 

 شدند.

 پرآوری پینه

های با غلظت BAهای رشد های تولیدی، از تنظیم کنندههای رشد بر پرآوری پینهبرای بررسی اثر تنظیم کننده

های گرم در لیتر استفاده شد. پینهمیلی 4/0و  3/0، 2/0، 1/0، 0های با غلظت NAAگرم در لیتر و میلی 4و  3، 2، 1، 0

با تنظیم  H+Hو  MS ،MTهای کشت حیطهای اولیه جدا شدند، به طور جداگانه به مروز از ریزنمونه 21تولیدی، پس از 

ها بر اساس اندازه گیری روز، یادداشت برداری 21های رشد یاد شده منتقل و در اتاق رشد نگهداری شدند. پس از کننده

با همان ترکیب تنظیم  H+Hو  MS ،MTهای تازه های هر ریزنمونه روی محیط کشتوزن تر صورت گرفت و پینه

روز نگهداری شدند. سپس یادداشت  21قرار گرفتند و در شرایط دمایی و نوری اتاق رشد، به مدت  های مرحله پیشکننده

ها های این مرحله نیز بر اساس اندازه گیری وزن تر صورت گرفت و در پایان، بر اساس محاسبه اختلاف وزن پینهبرداری

 ها محاسبه شد. سرعت رشد پینههای مختلف کشت، های رشد در محیطدر تیمارهای مختلف تنظیم کننده

 شرایط دمایي و نوری اتاق رشد

ساعت  3ساعت روشنایی،  11درجه سلسیوس، طول روز  23های انجام شده، در اتاق رشد و در شرایط دمایی کشت

 شد، نگهداری شدند.های فلورسنت فراهم میمیکرومول بر متر در ثانیه که توسط لامپ 40تا  35تاریکی و شدت نور 
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 آنالیز آماری

ریزنمونه در هر تکرار انجام شد.  5تکرار و  4این پژوهش به صورت فاکتوریل در قالب طرح کاملا تصادفی با 

 صورت گرفت. NTSYSو نرم افزار  LSDدرصد و به کمک آزمون  5ها در سطح احتمال مقایسه میانگین

 و بحث   نتایج

آمده است.  1و نوع ریزنمونه بر میانگین سرعت رشد در جدول  های رشدهای تاثیر تنظیم کنندهمقایسه میانگین

 های رشد، نوع ریزنمونه به طور معنیهای مختلف تنظیم کنندهدهد که بدون در نظر گرفتن نوع و غلظتنتایج نشان می

خمدان و های تگذار است به طوری که ریزنمونه آبدانک در مقایسه با ریزنمونهداری روی میانگین سرعت رشد پینه تاثیر

 گرم در سه هفته( را داشته است. میلی 3/200تخمک بیشترین سرعت رشد پینه )

در پایه مکزیکن  (mg/3weeks)و نوع ریزنمونه بر سرعت رشد پینه  NAAو  BAهای مختلف تاثیر غلظت «1»جدول 

 .MSلایم روی محیط کشت 

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

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

 BAگرم در لیتر میلی 3ها نشان داد که غلظت بر میانگین سرعت رشد پینه BAهای مختلف بررسی تاثیر غلظت

گرم در سه میلی 0/101ن غلظت )ای که سرعت رشد در ایبیشترین تاثیر را بر میانگین سرعت رشد پینه داشت، به گونه

گرم در سه هفته( میلی 5/142و  1/103میلی گرم در لیتر )به ترتیب  2و  1ها ی هفته( با میانگین سرعت رشد در غلظت

بر میانگین سرعت رشد در پینه هر سه  NAAنشان داد. مقایسه اثر  LSDدرصد آزمون  5تفاوت معنی داری در سطح 

بود  NAAگرم در لیتر میلی 3/0نوع ریزنمونه نشان داد که در پینه تخمدان بیشترین سرعت رشد مربوط به غلظت 

گرم در لیتر میلی 4/0گرم در سه هفته( در حالی که بیشترین سرعت رشد پینه در تخمک مربوط به تیمار میلی 0/130)

میانگین   NAA(mg/l)   BA(mg/l) ریز نمونه

ریزنمونه و 
NAA 

میانگین 

 ریزنمونه

  1 2 3 4  

 1/0 12/3q 00/3pq 13/0m-q 11/0m-q 31/0E  

 2/0 102/1j-q 101/0i-q 151/3fgh 102/0j-q 111/1CD  

  141/0g-k 122/0g-o 112/0efg 125/0g-n 130/0C 3/0 تخمدان

 4/0 35/0m-q 103/3i-q 114/0h-p 142/3g-j 111/2D  

       111/0B 

 1/0 111/0h-p 115/2h-p 15/1l-q 103/3i-p 103/3D  

 2/0 33/0n-q 113/0efg 10/3k-q 131/3g-m 113/3CD  

  31/0n-q 133/3g-m 122/3g-o 141/0g-k 120/0CD 3/0 تخمک

 4/0 11/3j-q 121/0g-p 125/0g-o 142/0g-j 121/3CD  

       110/5B 

 1/0 133/3g-m 140/0ghi 231/0bcd 205/3de 131/3B  

 2/0 140/0g-l 115/3def 312/0a 231/0ab 232/2A  

  31/0opq 214/3bc 211/3bc 203/0ab 222/4A 3/0 آبدانک

 4/0 113/3h-p 110/0fg 211/1abc 221/0cd 113/2B  

       200/3A 

   BA 103/1C 142/5B 101/0A 114/3Aمیانگین اثر 
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NAA (3/121 بود، اگرچه با سایر غلظتگمیلی )2/0ها تفاوت معنی داری نداشت و در آبدانک، مربوط به غلظت رم 

گرم در لیتر تفاوت معنی داری نداشت. برهمکنش میلی 3/0گرم( بود که با غلظت میلی 2/232) NAAگرم در لیتر میلی

های نش بین نوع ریزنمونه، غلظتبر سرعت رشد پینه نشان داد که برهمک BA×NAAهای مختلف ریزنمونه و غلظت

گرم در سه هفته( میلی 312(. بیشترین سرعت رشد پینه )1بر سرعت رشد پینه وجود دارد )جدول NAAو  BAمختلف 

مشاهده شد. سرعت   NAAگرم در لیترمیلی 2/0و  BAگرم در لیتر میلی 3مربوط به ریزنمونه آبدانک بودکه در غلظت 

های بیان های تخمدان و تخمک در غلظتها به طور معنی داری بیشتر از سرعت رشد پینهرشد آبدانک در این غلظت

گرم در لیتر میلی 2/0و  BAگرم در لیتر میلی 2شده بود و برعکس بهترین سرعت رشد پینه حاصل از تخمک در غلظت 

NAA های بیان شده انک در غلظتهای حاصل از تخمدان و آبدبه دست آمد که اختلاف معنی داری را نسبت به پینه

 نشان داد.

های که یکی از سایتوکینین BAاز آنجا که برای رشد پینه، افزودن سایتوکنین به محیط کشت ضروری بود، از 

ای را هها تقسیم یاختهای مختلف بهره گیری شد. سایتوکینینهای گیاهی است در غلظتبسیار موثر در کشت ریزنمونه

(. همچنین به این دلیل که وجود اکسین در محیط کشت، مرحله دیگری از چرخه 1310کنند )علیزاده، تسریع می

آید، جهت های ضعیف به حساب مییکی از اکسین NAA( و از آنجا که 1310د )علیزاده، کنای را القا میتقسیم یاخته

و  BAگیری شد. استفاده از ها در محیط کشت بهرهبر تقسیم و طویل شدن یاخته  BAگذاری افزایش کارایی و تاثیر

NAA برای رشد پینه( های مرکبات توسط پژوهشگران دیگری نیز گزارش شده استSaway et al., 2005.) 

یش های مختلف مورد آزماگیری از این دو تنظیم کننده رشد نشان داد که سرعت رشد پینه در ریزنمونهنتایج بهره 

های مختلف این دو تنظیم کننده رشد، در افزایش یافت ولی تاثیر غلظت NAAو  BAهای در حضور تنظیم کننده

، BAگرم در لیتر میلی 4تا  1های ای که از بین غلظتهای مختلف، متفاوت بود. به گونهها و محیط کشتریزنمونه

بر سرعت رشد  NAAو  BAبود. اثر برهمکنش  BAگرم در لیتر میلی 3بیشترین میانگین سرعت رشد مربوط به غلظت 

 3/0تا  2/0های همراه با غلظت BAگرم در لیتر میلی 3تا  2های بین پینه نشان داد که در هر سه ریزنمونه غلظت

بر سرعت رشد پینه نشان  NAAو  BAاثر برهمکنش  .بیشترین تاثیر را بر سرعت رشد داشتند NAAگرم در لیتر میلی

گرم در لیتر میلی 3/0تا  2/0های همراه با غلظت BAگرم در لیتر میلی 3تا  2های بین داد که در هر سه ریزنمونه غلظت

NAA  بیشترین تاثیر را بر سرعت رشد داشتند. نتایج حاصل از این پژوهش با نتایج گزارش شده قبلی در ارتباط با تاثیر

BA  وNAA ها مطابقت داشت )بر پرآوری پینه در مرکبات و سایر گونهShahid et al., 2011; Kumar and Richa, 

2012.) 

ن شوند و همراه بودهای ریزنمونه میهای هستند که در محیط کشت به سرعت جذب بافتها از ترکیبسایتوکنین

آنها با یک اکسین، ضمن آن که سرعت جذب را افزایش می دهد تا حدودی مانع از اکسیداسیون و باند شدن آنها می 

ت که واکنش یک ریزنمونه به محیط کشت به وجود غلظت خاصی از اکسین و سایتوکینین شود. همچنین عقیده بر آن اس

 (.  1310وابسته است و نسبت این دو در نهایت تعیین کننده واکنش بیولوژیکی ریزنمونه خواهد بود )علیزاده، 

ف ند به طوری که اختلاهای آبدانک دارای بالاترین سرعت رشد بودنتایج نشان داد که در بین سه ریزنمونه، پینه

های سرعت میانگین سرعت رشد مربوط به این ریزنمونه با دو ریزنمونه دیگر از نظر آماری معنی دار بود. مقایسه میانگین

بیشتر از  MTرشد پینه در دو محیط کشت نیز نشان داد که به طور کلی میانگین سرعت رشد پینه در محیط کشت 

 بود.  MS میانگین سرعت رشد در محیط کشت

های آلی مانند سیتریک و آسکوربیک اسید به عنوان یکی از منابع تاثیر گذار در تشکیل و رشد پینه شناخته اسید

 اند شده

(Unger and Feng, 1978و از آنجائی که تاثیرگذاری ترکیب ) هایی مانند شیره نارگیل، عصاره مالت و عصاره مخمر بر

و تشدید فعالیت  RNAها از طریق فعال کردن ها در کشت بافت اثبات شده و مشخص شده که این ترکیبرشد یاخته
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های آلی و به خصوص اسید سیتریک ترکیب رسد( به نظر می1310ها بر رشد یاخته موثرند، )علیزاده، ها و پروتئینآنزیم

تاثیری مشابه اثرهای شیره نارگیل، عصاره مالت و عصاره  NAAو  BAها در مجاورت و آسکوربیک موجود در آبدانک

 مخمر داشته باشند. 

رشد، نوع ریزنمونه و  هایبر اساس نتایج به دست آمده، چندین عامل مهم از جمله نوع و غلظت تنظیم کننده

ها تاثیر گذار بودند. میزان پینه به دست آمده و کیفیت آنها کیب شیمیایی محیط کشت همگی در رشد و پرآوری پینهتر

 هم نیز تحت تاثیر همین سه عامل قرار گرفت.
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Abstract 

The presentstudy was carried out in a factorial in completly randomized design with four replications 

for finding the optimized interaction between culture media, explant and type of plant growth regulator for 

callus induction and proliferation in Citrus aurantifolia L. ‘Mexican Lime’. After sterilization, the explants 

(unfertilized ovary, ovules and juice vesicles) were transferred from fruits to MS, MT and H+H media 

completed with 2,4-D (0.5 mg l-1). After 21 days calluses were transferred to respected MS, MT and H+H 

media completed with BA (0, 1, 2, 3, 4 mg l-1) and NAA (0, 0.1, 0.2, 0.3 0.4 mg l-1) and were kept in growth 

chamber for two 21 day periods. Comparison of Interaction between explants, plant growth regulators and 

culture media indicated that callus growth increased when BA and NAA were present, however different 

concentrations and type of plant growth regulators and also culture media and explants had varied effects 

on callus growth and proliferation. In conclusion quality and quantity of callus depended on culture media, 

type of plant growth regulator and types of explant 
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