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 ليمو آب رويان زا و رويان زايي از پينه هاي عادت كرده به پينه هایپرتوتابي گاما 
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 ١٧/١٠/٨٢تاريخ پذيرش مقاله 
 
 خلاصه

 
  ١ حاصل از تخمكهاي تلقيح نشده ليموآب شيراز روي محيط كشت موراشيگي و توكر                ی رويان زا پينه های 

)MT (   پينه هاي رويان زا در معرض پرتوتابي گاما در       .  ميلي گرم در ليتر عصاره جو نگهداري شد        ١٠٠٠به همراه
زوليوم، بيشترين درصد زنده     اربا استفاده از آزمون تت     .  گري قرار گرفت   ١٢٠ و   ١٠٠،  ٨٠،  ٦٠دوزهاي مختلف   

 بود كه با افزايش دوز گاما از درصد زنده ماندن ياخته ها كاسته              ٧٢/٧٣ گري به ميزان     ٦٠ماندن ياخته ها در دوز     
در . تيجه داد ) GA3(٢رم در ليتر اسيدجيبرليك    ميلي گ ١ حاوي   MTرويان زايي از پينه ها روي محيط كشت        . شد

 پينه ها عادت   در عين حال  ، رويان زايي با مشكل مواجه شد        پينه ها و پرتوتابی     ماه از كشت   ٨اين پژوهش پس از     
 MT هفته و سپس انتقال به محيط كشت         ٤ بدون قند طي      MTتنش پينه ها در محيط كشت      . به رشد كرده بودند   

GA3 حاوي
 ۱- mgl۱ ميلي گرم پينه حدود    ٢٥٠ هفته از انتقال، به ازاي هر        ٢پس از   . يان زايي را تحريك نمود   رو 

به ) BA (٣ بنزيل آمينوپيورين  -٦ و   GA3افزودن مقادير بالاي تنظيم كننده هاي رشد       . حاصل شد  رويان   ١٥٠
از پينه های   . انها گرديد  روي  شبه  سبب توليد مجدد پينه از     وپينه هاي عادت كرده، از رويان زايي جلوگيري نمود         

کمتر  پينه هاي تيمار نشده     درصد رويان زايی نسبت به     ۸۵  و ۷۰، حدود    گري ١٠٠   و  ٦٠ در دوزهاي    پرتو ديده 
بيشترين ميزان  . ميزان فعاليت پراكسيداز پينه ها اندازه گيري شد      .  گري رويان زايي رخ نداد     ١٢٠ و در دوز      بود

 .  بود كه با افزايش دوز گاما ميزان فعاليت پراكسيداز كاهش يافت٧٢/١ر نشده فعاليت پراكسيداز در پينه هاي تيما
 

 ، پينه رويان زا، پرتوتابي گاما، پينه عادت كرده، فعاليت پراكسيدازليمو آب :واژه هاي كليدي

 
 همقدم

جهش زايي در مواد بيولوژيكي با عوامل جهش زا، موجب             
و ياخته، كاربرد    فنون كشت بافت      . تغييرات ژنتيكي مي شود   

بهنژادي . هاي القايي درون شيشه اي را گسترش داد            شجه
جهشي در مركبات ابتدا بر انتخاب جهشهاي خودبخودي               

ها تمطلوب متمركز شده بود و بعدها با القاي ياخته ها و باف                
گياهان جهش يافته  ، بوسيله پرتوهاي گاما و ديگر جهش زاها        

 تاكنون براي القاي جهش    پرتوهاي گاما   ). ٤(بدون بذر توليدشد  

در بافتهاي مختلف گياهي از قبيل بذر، جوانه و قطعات درون              
 ).٩(شيشه اي بكار رفته اند 

اولين كوششها در پرتقال براي توليد جهش يافته هاي مقاوم         
). ٤( گزارش شد  ١٩٦٥به دماي پايين، با پرتوتابي گاما در سال          
 كشت درون شيشه اي    در مركبات براي جلوگيري از توليد شيمر،      

بافتهاي خورش، بعنوان منبع گياهي پايه در بررسيهاي                 
هاي رويشي در   نرويا). ٦(فيزيولوژيك و بهنژادي محسوب مي شود    
 يا از پينه سفيد       ) ١٤(مركبات بطور مستقيم از تخمك           

 رضا فتوحي قزويني: مكاتبه كننده 
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اي تلقيح نشده و در مواردي از پينه هاي زيرلپه دانهالها            هتخمك
 ،هايي كه مولد رويانها هستند        ياخته ). ٦(توليد شده است    

). ٩(اي ياخته هاي مريستمي را از خود نشان مي دهند           هويژگي
 فرايند رويان زايي و توليد گياه از ريزنمونه هاي تيمار شده با گاما            
حائز اهميت است، زيرا نتايج قطعي استفاده از پرتوتابي در                

 از طرفي بالا   . گياهان بدست آمده قابل پيش بيني خواهد بود         
بودن درصد توليد گياهان عادي از نمونه هاي تيمار شده، نشان            
مي دهد كه جهشهاي القا شده محدود بوده و سبب توليد                 

 است  مقداریدوز بهينه،   ). ١٠(گياهان غير طبيعي نشده است     
كه حداكثر فراواني جهشهاي مطلوب را دارد و سبب كمترين             

 را  LD50 به   پژوهشگران غالبا دوز نزديك    ). ١(تلفات مي گردد 
در برنامه هاي پرتوتابي، آزمايشهاي       ). ١(دوز بهينه مي دانند    

انتخاب . مقدماتي براي تعيين دوز مناسب جهش زا انجام مي شود       
مقدار دوز گاما براي پرتوتابي بسته به نوع گياه، اندام مورد                 

 .استفاده و مرحله رشدي گياه متفاوت است
ننده هاي رشد، حالتي   پديده عادت كردن پينه ها به تنظيم ك      

است كه در آن پينه ها قادرند به مدت طولاني و بدون اينكه از               
ها كاسته شود، به رشد خود در محيط كشت عاري          نشدت رشد آ  

پديده عادت كردن به     . از تنظيم كننده هاي رشد ادامه  دهند       
رشد در پينه ها و نگهداري طولاني مدت آنها در محيط فاقد                

وسط پژوهشگران ديگر در ساير گونه هاي        تنظيم كننده رشد ت    
با وجود حفظ قدرت    ). ۱۰،  ٩،  ۷(مركبات نيز گزارش شده است      

ازدياد پينه هاي عادت كرده، رويان زايي از اين پينه ها غالبا با               
 ).١٠(مشكل مواجه است

 كم بهنژادي در ايران       وداد پژوهشهاي به زراعي     اگرچه تع 
  در مركبات  ،جديدري زيستي   واولي بهره گيري از فن   ، بوده است ن
 كم  پرتوتابي براي توليد لاين هاي مقاوم به تنشها و بيماريها،           و

 از گروه مركبات لايم،    ١ شيراز يموآب رقم ل  ).٢(گزارش شده است  
براي دستيابي به    . استبه بيماري شانكر باكتريايي حساس         

 لاين هاي مقاوم به شانكر و يا تنشهاي ديگر، در اين بررسي تاثير           
. مطالعه مي شود  آبپينه هاي رويان زاي ليمو      روي  پرتوتابي  

 رويان زايي از پينه هاي تيمار شده ارزيابي خواهد           توانايی سپس
 . شد

                                                                                    
1-Mexican lime 

 مواد و روش ها
جهت ) مكزيكن لايم (ميوه هاي رسيده ليمو آب شيراز          

استخراج تخمكهاي تلقيح  نشده يا توسعه نيافته با هدف تهيه             
ميوه ها قبل از گندزدايي با      . زار تهيه گرديد  پينه رويان زا، از با    

در مرحله بعد با غوطه وري ميوه ها       . مايع ظرف شويي شسته شد    
 ثانيه و شعله ور ساختن سطح       ٣٠ درصد به مدت      ٩٦در الكل   

ميوه در اتاقك با جريان هواي سترون، عمل گندزدايي ميوه ها             
تلقيح  ، تخمكهاي   ستروندر اتاقك با جريان هواي       .صورت گرفت 

به همراه  ) ١٦ (MTنشده يا توسعه نيافته روي محيط كشت          
 درصد سوكروز كشت شد     ٥ و   (ME) ٢ ميلي گرم عصاره جو   ٣٠٠

 داراي  MTرشد پينه هاي بدست آمده، روي محيط كشت          ).٢(
 ميلي گرم در ليتر عصاره     ١٠٠٠ و   ٧٠٠ ،   ٥٠٠ ،   ٣٠٠غلظتهاي  

 همراه  MT زيركشت پينه ها روي محيط كشت    . جو ارزيابي شد  
 هفته  ٣ با تنظيم فواصل هر        ME ميلي گرم در ليتر      ١٠٠٠با  

 لوكس  ١٠٠٠ ساعت روشنايي    ١٦نمونه ها در شرايط    . ادامه يافت 
 درجه سانتي گراد    ٢٦±١ ساعت تاريكي و دماي ثابت            ٨و  

 . نگهداري شد
 گرم پينه امكان انجام       ٣٠ ماه با توليد حدود         ٨پس از    

). ١شكل  ( گاما ميسر گرديد        تيمارهاي مختلف با پرتوهاي     
 پتري هر يك شامل سه توده پينه به قطر          ٨ رويان  زا در    های پينه

 سانتي متر، براي تيمار با پرتوهاي گاما به مركز كشاورزي و               ٢
.  كرج انتقال يافت    -پزشكي هسته اي سازمان انرژي اتمي ايران      

در اتاق منبع گاما ظروف پتري در فاصله مشخصي از مركز گاما             
، ٨٠،  ٦٠درون دستگاه به صورت افقي در برابر دوزهاي مختلف           

با توجه به دوزيمتري    . گاما قرار گرفت  (Gy) گري   ١٢٠ و   ١٠٠
منبع كبالت سازمان انرژي اتمي، نمونه ها بر حسب دوزهاي              

 . ثانيه پرتوتابي شد١٤٠ و ١١٥، ٩٥، ٧٠مورد نياز به ترتيب 
زوليوم كلرايد به     تترا  با استفاده از   ها پينهآزمون زنده ماندن    
انجام  ، يك هفته پس از پرتوتابي        )۱۸(روش توويل و مازور     

 گرم  ٥/٠ از حل كردن      TTC ٣محلول تترازوليوم كلرايد  . گرفت
TTC        ٧ /٥ گرم و  ٠/ ٠ ٥ در بافر سديم فسفات با غلظتpH =  ،

                                                                                    
2 . Malt extract 
3- 2,3,5- triphenyltetrazolium chloride 
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 ميلي گرم  ١٠٠ ميلي ليتر به هر      ٣،  TTCاز محلول   . تهيه شد 
پينه هاي تيمار شده با     .  تيمار افزوده گرديد    پينه رويان زا از هر    

 ساعت در تاريكي و       ١٨ -٢٢گاما در محلول معرف به مدت          
سپس .  درجه سانتي گراد بدون تكان دادن باقي ماندند       ٢٢دماي  

 درصد به   ٩٥ ميلي ليتر اتانول    ٣پينه ها با آب مقطر شسته شد و        
. دهر يك براي جداسازي رنگ قرمز فورمازان افزوده گردي               

 شدت رنگ    بر حسب   و د دقيقه جدا ش   ٣٠محلول قرمز پس از     
ميزان  نانومتر،   ٤٨٥توسط دستگاه اسپكتروفتومتر در طول موج       

 به منظور باززايي از محيطهاي      .ها معين گرديد   زنده ماندن ياخته  
اثر اسيد جيبرليك با    .  استفاده شد  ١كشت جامد و مايع جدول      

طي فرايند  . ينه ها بررسي شد  غلظتهاي متفاوت براي رويان زايي پ    
 ساعت  ٨ لوكس و      ١٥٠٠رويان زايي، نمونه ها در روشنايي        

.  درجه سانتي گراد قرار داشت     ٢٦تاريكي در شبانه روز و دماي        
 :تنشها و محركهاي مختلفي براي رويان زايي آزمايش شد               

تعويض نوع قند در محيط     )٢خودداري از زيركشت پينه ها،     ) ١ 
كشت )٤روي محيط كشت بدون قند،         كشت پينه    )٣كشت،  

زيركشت هاي متوالي با    )٥ ، رويان ها  شبه پينه هاي حاصل از   
استفاده از  ) ٧استفاده از مقادير بالاي هورمون،        )٦فواصل كم،   
 .كشت تعليقي

 
 تركيب محيطهاي كشت براي باززايي پينه هاي رويان زا -١جدول 

 از تخمكهاي تلقيح نشده ليموآب شيراز
 تركيب

MT+GA3(0.1 mg l-1)+Adenin (40 mg l-1) 
MT+GA3 (1 mg l-1)+Adenin (40 mg l-1) 
MT+ Lactose(5%)+ Adenin(40 mg l-1)  

MT+ BA(5 mg l-1)+ GA3(10 mg l-1)  
MT+ GA3(10 mg l-1) 

هاي محيط
 كشت جامد

MT+ Galactose(2%)  
MT+ Galactose(2%) + GA3(2 mg l-1)  

MT+ BA(5 mg l-1) 
MT+ BA(5 mg l-1)+ GA3(2 mg l-1)  

محيطهاي 
 كشت مايع

 
در اين پژوهش فعاليت آنزيم پراكسيداز بر اساس روش              

در پينه هاي رويان زاي حاصل از         ) ۲۰(يوگاروا و همكاران       
به اين منظور   . تخمكهاي تلقيح نشده ليمو آب شيراز بررسي شد       

  ٠٢/٠ بافر فسفات       ميلي ليتر ٢٠يك گرم از بافت گياهي با           

)٧pH= (          دقيقه به خوبي     ٤٠در داخل بوته چيني به مدت 
 دقيقه با    ١٠ به مدت     صاف شده سائيده شد و سپس عصاره        

با پايان  . سانتريفيوژ شد )  دور در دقيقه   ٨٤٠٠ (١٠٠٠٠  gقدرت
 درجه سانتي گراد    ٤ محلول رويي در دماي        ،يافتن سانتريفيوژ 

 اي آنزيمي بر روي آن انجام       نگهداري شد و بلافاصله بررسيه      
فعاليت آنزيم پراكسيداز به وسيله معرفهاي پراكسيد           . گرفت

 آمينو آنتي پيرين      -٤ مولار و      ٠٠١٧/٠ (H2O2)هيدروژن  
منحني .  مولار سنجيده شد   ١٧/٠ مولار به همراه فنل       ٠٠٢٥/٠

 توسط   (A510) نانومتر     ٥١٠تغييرات جذب در طول موج           
 سرعت فعاليت پراكسيداز و واحد        .اسپكتروفوتومتر ثبت گرديد  

. پراكسيداز در ميلي گرم نمونه، با استفاده از نمودار محاسبه شد          
  A403/A275 نسبت    روی  از (Rz) خلوص پراكسيداز    درجهبعلاوه  

 .تعيين گرديد
 

 نتايج
  توليد پينه رويان زا و رويان زايي-١

حدود يك گرم پينه رويان زا از كشت تخمك روي محيط             
.  ميلي گرم در ليتر عصاره جو توليد شد       ٣٠٠همراه با    MTكشت  

روي محيط كشت     پينه حاصل از تخمك و رويانهاي رويشي،         
MT    ميلي گرم در ليتر عصاره جو نگهداري شد        ١٠٠٠ همراه با  .

 ميلي   گرم در ليتر عصاره جو      ١٠٠٠ به همراه    MTمحيط كشت   
 در مراحل   .سبب رشد بهينه پينه ها و جلوگيري از رويان زايي شد        

 روز بود و    ١٥اوليه فواصل زيركشت پينه ها قبل از پرتوتابي هر          
 به همراه    MTتأخير از زيركشت نمونه ها روي محيط كشت            

 ميلي گرم در ليتر عصاره جو سبب باززايي آنها و سفت                ٣٠٠
 ميلي گرم  ١٠٠٠ به همراه    MTمحيط كشت   . شدن پينه ها بود  

 ، بود ولي تأخير در زيركشت      در ليتر عصاره جو مانع رويان زايي      
 ميلي گرم در   ٧٠٠ و   ٥٠٠غلظتهاي  . سبب گسترش باززايي شد   

ميلی گرم در ليتر به ترتيب       ۳۰۰ در مقايسه با    ليتر عصاره جو،  
با شروع  . شد سبب كاهش  رويان زايي       در صد    ۷۰ و   ۳۵حدود  

رويان زايي، ابتدا رويانهاي كروي تشكيل شد و پس از يك ماه              
 . توليد گرديدرويانهاي كامل

 با  MTپينه ها طي ماههاي نخست توليد، در محيط كشت           
، دو هفته پس از كشت، باززايي نشان        GA3 ميلي گرم در ليتر     ١

 ميلي گرم در ليتر، تاخير     ١/٠ تا   GA3دادند ولي با كاهش غلظت      
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 ميلي گرم در   ١٠در محيط كشت حاوي      . در باززايي ديده شد    
 با رنگ كرم مايل به قهوه اي،         یرويانهاشبه   توليد   ،GA3ليتر  

نگهداري . توليد شد كه بلافاصله شروع به تشكيل پينه نمودند          
 ١٠در محيط كشت داراي       )  هفته ٦بيش از    (طولاني مدت    

 رويانها را    و شبه  ، تشكيل رويان از پينه    GA3ميلي گرم در ليتر    
تكامل رويانها به گياهچه روي محيط        ). ۱شكل  (سبب گرديد   

  GA3 ميلي گرم در ليتر      ١آدنين سولفات و      حاوي   MTكشت  
 .انجام گرفت

 

 
 رويان روي  شبه تشكيل رويان هاي كروي از پينه هاي اطراف-۱شكل 

  هفته٦ پس از +MT ١٠  mgl-1 GA3 محيط كشت
 

ياخته هاي پيش رويان ابتدا به صورت كروي رشد و نمو               
يده، در مراحل بعدي نمو به ترتيب اشكال كش       ). ۲شكل  ( يافتند  
بعضي . وگياهچه را پديد  آوردند   ) ۴شكل   (اژدری،  )۳شكل(قلبي  

 ٤اي با قطري حدود      نهروياشبه  از رويانها در مرحله كروي به         
، كه رشد ونمو آن ها از مرحله         )۱شكل  (ميلي متر تبديل  شدند  

 .كروي فراتر نرفت
 

 
        به هم روي محيط   تشكيل رويانهاي كروي چسبيده-۲شكل 

  هفته٤ پس از   + MT ١ mgl-1 GA3 كشت

 
  رويان در مرحله قلبي شكل-۳شكل 

 

 
 دار روي محيط كشت  رويانهاي لپه-۴شكل 

 +MT mgl-1 GA3١ +mgl-1٤٠آدنين سولفات
 
 تيمارباپرتوهاي گاماوآزمون ياخته هاي زنده پس از پرتوتابي -٢

 و  ١٠٠،  ٨٠،  ٦٠يك هفته بعد از پرتوتابي پينه ها با دوزهاي         
 گري به منظور انتخاب مناسب ترين دوز جهت جهش زايي،          ١٢٠

درصد . آزمون تترازوليوم پينه هاي تيمار شده، انجام گرفت           
ياخته هاي زنده پينه ها با اندازه گيري شدت رنگ محلول اتانول           

 ٢فورمازان از هر تيمار گاما، بوسيله اسپكتروفوتومتر در جدول            
ي كه  هاي، دوز ١يج جدول    بر اساس نتا   . نشان  داده شده است    

 ٦٠كمترين اثر سوء را بر زنده ماندن ياخته ها داشته است، دوز              
 .گري شناخته شد

  رويان زايي از پينه هاي تيمار شده با پرتوهاي گاما-٣
 هفته  ٦پس از پرتوتابي پينه ها، تأخير در فواصل زيركشت تا          

كشت نتايج استفاده از محيط     . نيز سبب گسترش باززايي نگرديد    
MT    ميلي گرم   ١ به همراه GA3           نشان داد كه پس از دو ماه  ،

 گري توليد   ١٠٠ و   ٨٠،  ٦٠رويانهاي كروي اندكي از تيمارهاي       
بعلاوه . )۲جدول    (شد و در بقيه، تغييري مشاهده نشد            

رويان زايي در پينه هاي تيمار شده نسبت به شاهد به طور                 
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يي رويان زايي برخي از    در اين مرحله در توانا    . معني دار كمتر بود  
پينه ها، تغييراتي رخ داده بود كه در آنها باززايي آغاز شد، ولي               

رويانهاي . بقيه به رشد خود در حالت عدم تمايز ادامه دادند             
 ٤ تا   ٣پس از   ) ۵شكل  (توليد شده اعم از عادي يا غير عادي         

  .هفته قهوه اي شده از بين رفتند
 زايي  پينه هاي عادت كرده و رويان -٤

پس از پرتوتابي، رويان زايي از پينه ها انجام نشد و در                  
هاي كشت  باززايي،پينه ها به رشد و تقسيم ياخته اي عادت         طمحي
اين وضعيت در پينه هاي تيمار نشده نيز وجود            .  بودند ١كرده
براي حل مشكل رويان زايي از پينه هاي عادت كرده،            . داشت

 : متفاوت بودنتايج حاصل از روشهاي تحريك پينه
 

 ميانگين تعداد  درصد ياخته هاي زنده پس از پرتوتابي،-٢جدول 
 ميزان واحد آنزيم پراكسيداز در يك  ميلی گرم پينه،۱۰۰جنين از 

 خلوص پراكسيداز در نمونه هاي درجه يا Rzميلي گرم پينه و نسبت 
 تيمار شده و تيمار نشده

  دوز های پرتو گاما به گری
٦٠ ٨٠ ١٠٠ ١٢٠ 

 شاهد
 

١٨/٣٣ ٦٤/٦٣ ٥/٣٣ ٧٢/٧٣  درصد ياخته هاي زنده ١٠٠
 تعداد جنين ۱۱۰ ۳۶ ١٢ ٢٠ ۰
٠٤٧/٠ ١٧٤/٠ ٤٤٣/٠ ٨٠/٠  واحد آنزيم در ميلي گرم نمونه ٧٢/١
١٠٤/٠ ٠٩/٠ ١١٠/٠ ١٧٥/٠ ١٦٦/٠  Rzنسبت 

 
از  : خودداري از زيركشت پينه ها براي مدت طولاني           -

ه خودداري شد و سپس به         هفت ١٢زيركشت پينه ها به مدت      
در .  منتقل شد  GA3 ميلي گرم   ١ همراه با     MTمحيط كشت   

و آدنين سولفات،   GA3  حاوي   MTمرحله بعد در محيط كشت      
پينه ها در طي يك ماه اول تكثير يافته و در طي ماههاي بعدي              

 تيمار  ٤پينه هاي  هر   . تغييري در باززايي آنها مشاهده نگرديد       
 . نشان دادندگاما واكنشهاي مشابه

 به منظور تحت تنش      : تعويض نوع قند در محيط كشت       -
 ٥قرار دادن پينه ها و باززايي پينه ها، از قند لاكتوز به ميزان                

 ٤٠ به همراه     MTدرصد به جاي سوكروز در محيط كشت            
 هفته  ٤پس از   . ميلي گرم در ليتر آدنين سولفات استفاده شد        

                                                                                    
1. Habituated callus 

از گالاكتوز نيز به ميزان     . شدتغييري در باززايي پينه ها مشاهده ن     
 هفته بعد   ٣اين پينه ها   .  درصد به جاي سوكروز استفاده شد       ٢

منتقل گرديد اما    GA3 ميلي گرم   ١ داراي   MTبه همان محيط    
 . باززايي از نمونه ها مشاهده نشد

پينه هاي  :كشت پينه ها روي محيط كشت بدون قند         - 
پس . نتقل شد  بدون سوكروز م    MTعادت كرده به محيط كشت      

 ميلي گرم  ١ همراه با     MT هفته پينه ها به محيط كشت         ٦از  
GA3   هفته پرآوري رويانها در مرحله        ٢پس از    .  انتقال يافت 

سپس اين رويانها روي      . كروي به مقدار زيادي مشاهده شد        
 هفته بعد   ٢.  و آدنين منتقل شد    GA3 حاوي   MTمحيط كشت   
 رويان در مرحله     ١٥٠ ميلي گرم پينه حدود       ٢٥٠به ازاي هر     

بيشترين مقدار رويانها در پينه هاي     ). ۶شكل  ( توليد شد    اژدری
). ٢جدول  ( گري مشاهده شد       ١٠٠ و    ٦٠تيمار شده با دوز       

جداسازي رويانها براي كشت بر خلاف مجموعه رويانهايي كه در           
 . ساير محيط كشتها ديده شده بود، بسهولت انجام گرفت

 

 
انها و قهوه اي شدن آنها پس از پرتوتابي  غيرطبيعي شدن روي-۵شكل

  گري٨٠با دوز 
 

 
 هفته پس از انتقال از محيط ٤ اژدری پرآوري رويانهاي -۶شكل

 كشت بدون سوكروز
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 برخي از رويانها در     :رويانهاشبه  كشت پينه هاي حاصل از     -
متر   ميلي  ٤ با قطر تقريبي     یرويانهاشبه  مرحله كروي شكل به     

   و نمو و تبديل      رشد  رويانها به ندرت قابليت   اين  . تبديل  شدند 
 هر كدام   ،رويانهاشبه     از    عدد  ٨تعداد  .  داشتند  به گياهچه را  

  MT از محيطهاي كشت      متر در هر يك     ميلي ٤به قطر تقريبي    
 در  GA3 حاوي   MTو   GA3+ ۱- mgl۱۰ BA۱- mgl٥ یحاو

 در محيط . ، كشت شدند  ١/٠ ، ١ ،   mgl١٠ -۱غلظتهاي مختلف   
 گرم پينه توليد     ١/١ هفته مقدار     ٤ بعد از     GA3 و   BAحاوي  

رنگ پينه ها كرم مايل به سفيد و رنگ رويانها قهوه اي               . شد
 ميلي گرم در ليتر    ١٠ حاوي    MTدر محيط كشت    . كمرنگ بود 

اسيد جيبرليك نيز پس از دو هفته پينه هاي سفيد رنگي ديده             
نشده روشن تر ولي   شد كه از پينه هاي حاصل از تخمكهاي تلقيح         

 ميلي گرم پينه   ١٥٠ هفته   ٨رويان طي   شبه  هر  . سفت تر بودند 
 حاوي  MTرويانهادر محيط كشتهاي    شبه  از كشت   . توليد نمود 

 پينه زايي مشاهده نشد و پس از       GA3ميلي گرم در ليتر    ١/٠ و   ١
پينه هاي .  هفته اين رويانها تيره رنگ شده و از بين رفتند               ٦

 رويانها جمع آوري شد و در محيط          شبه   فايجاد شده از اطرا    
 جهت باززايي   GA3 ميلي گرم در ليتر      ١ به همراه     MTكشت  

 ٤رويانها بعد از     شبه  پينه هاي جديد و منتج از        . كشت شدند 
 .هفته شروع به رويان زايي نمودند

زيركشت  پينه هاي  :  زيركشتهاي متوالي با فواصل كم        -
 MTي محيط كشت     عادت كرده در فواصل يك هفته اي رو         

پس از  .  انجام گرفت و پنج بار تكرار شد       GA3 ميلي گرم   ١حاوي  
 هفته از زيركشت، متفاوت از پينه هاي ماههاي نخست، مقدار           ٥

پينه ها باز  . بسيار كمي از پينه ها رويانهاي كروي توليد نمودند         
 . هم به رشد خود ادامه دادند و رنگ برخي از آنها به سبز گراييد

 : رشد  های هده از مقادير بالاي تنظيم كنند           استفا  -
 و  ٥ به ترتيب به ميزان        GA3 و   BA رشد   ه های تنظيم كنند

رشد .  استفاده شد  MT ميلي گرم در ليتر در محيط كشت          ١٠
درمحيط كشتهاي    رويانهاشبه  بسيار زياد پينه ها و توليد پينه از        

بعلاوه تغييري در بهبود      .  مشاهده شد   GA3 و    BAداراي  
 .يان زايي مشاهده نشدرو

 در دو محيط كشت مختلف        : استفاده از كشت تعليقي     -
MT         به همراه گالاكتوز و MT     ميلي گرم    ٥ به همراه BA 

 دور در دقيقه به رشد ادامه       ١٤٠پينه ها در شرايط    . استفاده شد 
 ٢( حاوي گالاكتوز    MTدو هفته بعد به محيطهاي  كشت        . دادند
 ميلي گرم  ٥ حاوي   MT و   GA3ر   ميلي گرم در ليت   ٢و  ) درصد

.  منتقل گرديدند   GA3 ميلي گرم در ليتر       ٢ و    BAدر ليتر    
تعويض قند سوكروز با گالاكتوز و استفاده از كشت تعليقي نه              
تنها بهبودي در رويان زايي نداشت بلكه تغييري در رنگ پينه ها           

 .نيز مشاهده نشد
  اندازه گيري پراكسيداز-٥

 نانومتر به    ٥١٠در طول موج     منحني تغييرات جذب نور       
 فعاليتنتايج بدست آمده از ميزان      .  ثانيه ثبت گرديد   ٥٠٠مدت  

نشان مي دهد كه   ) ۲جدول  (پراكسيداز در يك ميلي گرم نمونه       
. بيشترين ميزان فعاليت پراكسيداز در پينه هاي تيمار نشده است        

در پينه هاي تيمار شده بيشترين ميزان فعاليت پراكسيداز در             
با افزايش دوز از مقدار فعاليت          .  گري بدست آمد     ٦٠ دوز

به طور كلي ميزان فعاليت       . پراكسيداز در پينه ها كاسته شد      
فعاليت پراكسيداز با توجه به       . پراكسيداز در پينه ها بالا نبود      

. نتايج بالا، مي تواند نشانگر دخالت اين آنزيم در تمايزيابي باشد           
ت آنزيم پراكسيداز و مقدار آن       به نظر مي رسد كه گاما بر فعالي       
 . در بافت پينه اثر سوء داشته است

كه واحد فعاليت   ) ٢جدول  ( تيمارهاي مختلف      Rzنسبت
 بالا  ، در بررسيهاي گياهي   .آنزيم به ازاي هر ميلي گرم آنزيم است      

بودن اين نسبت نشان دهنده خلوص بالاي آنزيم و مناسب بودن           
 بيشتر باشد، مقدار    Rz هر چه مقدار  . آن جهت استخراج است   

اين مساله   . پراكسيداز نسبت به كل پروتئين بيشتر است            
مي تواند در مواردي كه نياز به استخراج آنزيم از يك منبع                 

زيرا بالا بودن آن نشان دهنده        . گياهي است، مفيد واقع شود     
براي استخراج  ) نوع گياه و نوع بافت      (مناسب بودن آن منبع       

 در پينه هاي تيمار شده      Rzقدار نسبت   بيشترين م . آنزيم است 
به اين ترتيب به نظر مي رسد كه        .  گري مشاهده شد   ٦٠با دوز   

 گري براي بالا بردن خلوص        ٦٠پرتوتابي در مقادير بالاتر از        
آنزيم، در مواردي كه هدف استخراج آنزيم است، مفيد واقع               

  در مقايسه بين پينه هاي شاهد و      ٢با توجه به جدول     . نمي گردد
 بين شاهد و     Rzپينه هاي تيمار شده اختلاف معني دار نسبت         
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 گري وجود ندارد ولي بين تيمارها تفاوت معني دار              ٦٠دوز  
 .مشاهده مي شود

 
 بحث

نتايج اين بررسي نشان داد كه عصاره جو بطور مؤثري سبب           
 كه با پژوهشهاي انجام گرفته در مورد         شود میافزايش ياخته ها   

عصاره جو در    ). ١٣،٩(ات مطابقت دارد      ساير گونه هاي مركب   
 ميلي گرم در ليتر در افزايش رويان زايي        ٥٠٠غلظتهاي كمتر از    

رشد . مشابه است ) ٦( گميتر و مور   از پينه ها مؤثر بود كه با نتايج      
 بدون تنظيم كننده هاي رشد      MTياخته هاي رويان زا در محيط     

همخواني ) ١٠( روي   -لگبهينه بود كه با نتايج كوچبا و اسپي         
 داراي عصاره جو به     MTدر اين پژوهش پينه ها در محيط       . دارد

مدت يكسال و بدون اينكه از شدت رشد پينه ها كاسته شود،               
نگهداري طولاني مدت پينه ها در محيط فاقد           . نگهداري شد 

تنظيم كننده رشد توسط پژوهشگران ديگر در ساير گونه هاي            
توليد مجدد پينه از     . )١٦،٩،٣(مركبات نيز گزارش شده است      

رويانها و رويانهاي طبيعي در اين بررسي با پژوهشهاي پرز           شبه  
پديده عادت كردن پينه ها     . داردهمخواني  ) ١٩٩٨( و همكاران 

به هر محيط كشت پس از زيركشتهاي متعدد مشاهده شد، كه             
نتايج اين  . نيز اشاره شده است   ) ١٠،٨،٥،٤(در برخي گزارش ها    

 گياهچه ها،  رشد كه بهترين محيط كشت براي       بررسي نشان داد  
MT    همراه با GA3          ١١ ،٢( و آدنين است كه با نتايج ديگران (

 براي رشد و تكامل گياهچه هاي نارنگي        GA3غلظت  . مشابه بود 
، بيشتر از غلظتي بود كه براي نمو رويانها و باززايي           )٥(ساتسوما  

بقاي  روي    GA3چگونگي اثر    . در ليموآب شيراز مصرف شد      
بر اساس بررسيهاي   . رويانهاي توليد شده كاملا مشخص نيست      

 و آدنين  سولفات، آغازش ريشه      GA3) ١٩٧٤(كوچبا و همكاران    
محيط ) ١٩٨٦( و مور   گميتر. و نمو رويان را تحريك مي كند        

 باشد، براي تحريك جوانه زني       GA3كشتي را كه فقط داراي        
 در رويان زايي    GA3البته نقش منفي      . رويانها كافي دانستند   

پينه هاي حاصل از تخمك پرتقال شاموتي نيز گزارش شده               
، تاثير بازدارندگي   BAدر اين پژوهش افزايش غلظت      ). ١٢(است

نهاي مختلف  يتوکنيافزودن س . روي تكامل گياهچه ها نشان داد     
به پينه هاي عادت كرده پرتقال شاموتي نيز بر اساس نتايج                

 .يان زايي نشد، سبب افزايش رو)١٩٨٥(گميتر

برخي از رويانهاي بدست آمده از پينه ها قابليت تبديل به             
مشابه اين  . رويان ناميده شدند   شبه  گياهچه را نداشتند كه       

). ١٧،٦،٥(رويانها در ساير مركبات نيز گزارش شده است               
همچنين توليد رويان ثانوي از رويانهاي زيركشت شده روي              

رويانهاي غيرطبيعي  .  نيز مشاهده شد   GA3محيط كشت داراي    
در بين رويانهاي ايجاد شده روي تمامي محيطهاي كشت بكار             
. رفته بصورتهاي چند لپه اي و چسبيده به هم مشاهده شد               

گزارش ) ١٧،٦،٥(چنين رويانهايي در بعضي ارقام مركبات، قبلا        
 .شده است

 ماه،  ٦ هفته و در طي       ٤ تا   ٣زيركشتهاي مداوم با فواصل      
 ها به محيط كشت و كاهش رويان زايي را            پديده عادت پينه   

با فرض تاثير تنش افزايش فواصل زيركشت،           . بدنبال داشت 
 ١٥ تا   ١٢بعنوان محرك رويان زايي، از زيركشت پينه ها به مدت         

هفته خودداري شد ولي رويان زايي از پينه ها مشاهده نشد كه با            
ادت پينه هاي ع . منطبق نبود ) ١٩٨٦( و همكاران     گميترنتايج  

 هفته و زيركشت    ٤كرده در محيط كشت فاقد سوكروز به مدت          
مجدد آن در محيط كشت داراي جيبرلين، سبب فراواني رويانها           

 -لگاين نتيجه با پژوهشهاي كوچبا و اسپي        . و پرآوري آنها شد    
از طرف ديگر در    . مطابقت داشت ) ١٩٨٦(و مور   ) ١٩٧٧(روي  

كتوز يا لاكتوز به جاي     پينه هاي عادت كرده، جايگزيني قند گالا     
 . سوكروز رويان زايي را تحريك نكرد

به نظر مي رسد كه خودداري از زيركشت پينه ها به مدت              
طولاني و كشت پينه ها روي محيط كشت فاقد منبع                     
كربوهيدرات و سپس بازگرداندن پينه ها به محيط قبلي مي تواند         

يك پينه را   سبب ايجاد تنشي در پينه ها گردد كه اعمال فيزيولوژ        
اين يافته ها با نتايج       . در جهت رويان زايي تحريك مي كند        

 . مطابقت دارد) ١٥(پژوهشگران پيشين
استفاده از پينه هاي رويان زاي مركبات به عنوان ريزنمونه           
براي تيمار با پرتوهاي گاما، در پژوهشهاي پيشين نيز گزارش             

كه پرتوتابي  نتايج حاصل از اين بررسي نشان داد        ). ٩(شده است   
بيشترين ميزان رويان زايي   . سبب كاهش رويان زايي پينه ها است    

 گري كشنده بود كه با       ١٢٠دوز  .  گري مشاهده شد   ٦٠در دوز   
بر روي پرتقال شاموتي     ) ۱۹نقل از (نتايج پاسكال و همكاران       

بعد از چند بار زيركشت، در توانايي رويان زايي             . مشابه بود 
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برخي از پينه ها توليد رويانهاي     . ده گرديد پينه ها، تغييراتي مشاه  
فراواني كردند، در حاليكه بقيه پينه ها بسيار كم و يا اصلا توليد             

اين حالت در پرتقال شاموتي نيز گزارش شده          . رويان ننمودند 
شايد يكي از دلايل كاهش توانايي رويان زايي پينه ها،          ). ٩(است

بالاترين درصد زنده   . پيامدهاي حاصل از پرتوتابي پينه ها باشد      
ماندن ياخته ها با استفاده از داده هاي بدست آمده از آزمون               

 درصد بود و با      ٧٢/٧٣ گري، به ميزان      ٦٠تترازوليوم در تيمار     
بعد از  . افزايش مقدار دوز از زنده ماندن ياخته ها كاسته شد            

تيمار با مواد جهش زا، پينه ها و رويانهاي تلف شده قابل                   
 آنها به   یدر مراحل رشد بدست  آمد كه قدرت بقا         ملاحظه اي  

اگر تابش پرتوها زياد باشد، ميزان      . طور معني داري كاهش يافت   
تقسيم ياخته ها به يكباره پايين مي آيد و پس از دو ساعت به                

هر چند تقسيم ياخته ها دوباره شروع          .كلي متوقف مي شود   
). ١(هد رسيد مي شود ولي ميزان آن به ميزان قبل از تابش نخوا          

وجود ساز و كار هاي ترميمي در ياخته ها پس از پرتوتابي، برخي            
به همين دليل   . از آسيب هاي ناشي از پرتوتابي را ترميم مي نمايد       

پس از  . آزمون زنده بودن ياخته ها يك هفته بعد انجام شد             
. گذشت يك هفته از پرتوتابي، آغاز تكثير پينه ها محسوس بود           

در حال تقسيم بعد از پرتودهي به خاطر             كثرت ياخته هاي    
تشديد تقسيم در اثر پرتوها نيست بلكه ناشي از تقسيم ياخته ها            

كند شدن ميتوز به سبب     . )۱ (پس از يك مرحله تاخيري است     
). ١( است ATP و توليد    IAAاثر تاخيري موادجهش زا در سنتز      

كاهش قدرت بقاي ياخته ها پس از پرتوتابي، ممكن است تنها             
بلكه به  . ربوط به اثرات مستقيم پرتودهي بر ياخته ها نباشد          م

اثرات غير مستقيم ناشي از پرتودهي بر محيط كشت نيز مربوط            
.  محيط است  pHزيرا بخشي از اين اثر مربوط به تغيير            . شود

بعلاوه دو ماده آب اكسيژنه و پراكسيدهاي آلي نيز در چنين               
وهش انجام تيمارهاي   در اين پژ  . )۱ (محيطهايي پديد مي آيند  

 MTپرتوتابي در شرايطي انجام شد كه پينه ها در محيط كشت            
. قرار داشتند ) جهت گسترش رشد پينه ها    (حاوي عصاره جو     

بنابراين نبايد اثر مضاعف محيط كشت بر پينه ها بعلت پرتوتابي           
اثر مضاعف پرتوتابي روي محيط كشت و پينه         . را ناديده گرفت  

 .اشاره شده است) ٩،١(اي پيشيندر برخي از نوشته ه
تيمارهايي كه رويان زايي را كاهش مي دهند، فعاليت               

بر اساس نتايج اين پژوهش        ). ٩(پراكسيداز را نيز مي كاهند     
 ١٢٠رويان زايي پينه هاي پرتوتابي شده كاهش يافت و در دوز             

فعاليت پراكسيداز نيز با افزايش      . گري رويان زايي مشاهده نشد    
شايد يكي از دلايل كم شدن فعاليت             .  شد  دوز گاما كم    

پراكسيداز پينه هاي پرتوتابي شده، كاهش رويان زايي در اثر             
گاما بر فعاليت پراكسيداز اثر      پرتو بنابراين. تيمارهاي پرتوي است  

گاما بر   پرتو سوء داشته است كه نشان دهنده اثر تخريبي             
ش آن، در   فعاليت پراكسيداز به دليل نق    . متابوليتهاي ثانوي است  

شايد يكي از دلايل عدم تمايز       . زمان تمايزيابي افزايش مي يابد    
. پينه ها در اين پژوهش، كم بودن فعاليت پراكسيداز بوده است           

فعاليت پراكسيداز در پاسخ به حمله پاتوژن ها افزايش مي يابد و            
 از نوع زخم، صدمه     های اوليه اين واكنش غالبا در پاسخ به آسيب       

  رخ مي دهد    برای مقاومت يا التيام      جزيه بافتي به ديواره و ت     
 پراكسيداز ياخته هاي    فعاليت در تيمارهاي پرتوتابي، تعيين   ). ٣(

جهش يافته، كه ممكن است گياهان مقاوم به تنشها را توليد              
بنابراين، سطح آنزيم در توده ياخته اي هر         . نمايند، مقدور نبود  

جهش يافته مقاوم،   هاي   چه باشد، به نظر مي رسد كه در ياخته        
 .فعاليت پراكسيداز بالا باشد
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SUMMARY 

 
Embryogenic callus from unfertilized lime ovules, was subcultured on MT basal medium 

supplemented with 1000 mg/l malt extract (ME). The calli were exposed to gamma irradiation at 
60, 80, 100 and 120 Gy doses. Percentage of cell viability was determined through tetrazolium 
assay. The highest viability of cells was 73.72% in 60 Gy, and further increase in gamma dose, 
decreased cell viability. Embryogenesis resulted when calli cultured on MT medium containing 
1 mgl-1 GA3. during the study, embryo formation from the calli was difficult, however the calli 
habituated to growth after 8 months. Calli when subcultured on MT medium without sucrose for 
4 weeks as a stress, then subcultured on MT+GA3 medium resulted in stimulated 
embryogenesis. Mean embryo formation from each 250 mg callus, was approximately 150 after 
2 weeks. Addition of high concentrations of GA3 and BA to habituated calli inhibited 
embryogenesis and then produced callus from pseudobulbils. In irradiated calli, the perentage of 
embryos from 60 and 100 Gy treatments were 70 and 85 and embryogenesis did not happen at 
120 Gy. Activity of peroxidase in irradiated and non-irradiated calli was assessed. Maximum 
activity of peroxidase was 1.72 in non-irradiated calli. Increase in gamma dose, decreased 
activity of peroxidase. 
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