
 

 

 

Crossing between diploid and tetraploid parents for breeding of acid citrus  
 

ABSTRACT  

The aim of this research was to obtain triploid acid citrus genotypes. Stability of polyploidy level for two genotypes of key lime 

labeled as A and B and three genotypes of sweet lime labeled as C, D and E were investigated. The results showed that in tree A, 

four of five main branches (A1, A2, A3 and A4) were diploid (2n=2X) and only one main branch (A5) was mix-ploid (2X+4X). 

In tree B, all of seven main branches were equally triploid (2n=3X).  All branches of C and D trees of sweet lime were tetraploid 

and those of E tree were diploid. Controlled crossing was made between clementine mandarin and B tree of key lime and 

between each of three female parents of lemon (ʻEurekaʼ , ʻCook Eurekaʼ  and ʻLisbonʼ ) and two sweet lime tetraploids (C and D 

trees). From crossing between clementine mandarin and Mexican lime (B tree) no fruit as well as no seed was obtained. 

However, from crosses of three female lemons (ʻEurekaʼ , ʻCook Eurekaʼ  and ʻLisbonʼ ) with tetraploid sweet limes fruits and 

seeds were obtained. Only very small seeds with high monoembryony were cultured on B5 medium. Fifteen interploid hybrids 

were analyzed for ploidy level by flowcytometry of which ten seedlings were diploid (nucellar) and five seedlings were triploid 

(2n=3X), four from ʻEurekaʼ  × sweet lime and one from ʻCook Eurekaʼ  × sweet lime. The triploid genotypes obtained for the 

first time here are supposed to be seedless, therefore should be more evaluated for phenotypic characteristics.  
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  (اسیدی )ترشبهنژادی مرکبات دیپلوئید و تتراپلوئید برای یری بین والدین گدورگ

 
، و لیمو Bو درخت A درخت  ،شیرازی ترش لیمو هایدر نهالپلوئیدی پلیثبات د. بوتریپلوئید مرکبات اسیدی های یابی به ژنوتیپپژوهش دستاین هدف 

 A5و شاخه  (2X)دیپلوئید  A4و  A3, A2, A1های ، شاخهAاصلی درخت  نتایج نشان داد که از پنج شاخه. شدبررسی ( E و  C,D های شیرین )درخت
تتراپلوئید و لیمو  D و C  هایلیمو شیرین .بودند (3X)دارای سطح پلوئیدی یکسان و تریپلوئید  هر هفت شاخه Bبود. در درخت  2X+4X)) پلوئیدمیکس
)مادر( با لیمو  ʻلیسبونʼو  ʻکوک اورکاʻ ،ʼاورکاʼهای لمون)پدر( و بین B ترش  ها بین نارنگی کلمانتین )مادر( و لیموتلاقی دیپلوئید تعیین شد.  Eشیرین 
ها ریزش نموده و هیچ بذری به دست همه میوه B)درخت )ترش  بین نارنگی کلمانتین با لیمو )پدر( انجام پذیرفت. در تلاقی  Dو C های تتراپلوئیدشیرین

و بذرهای آنها مورد  ها به مرحله برداشت رسیدندهای تتراپلوئید میوهشیرینبا لیمو ʻلیسبونʼو  ʻکوک اورکاʻ ،ʼاورکاʼهای های بین لموننیامد. اما در تلاقی
که با فلوسیتومتری  دورگ اصله نهال 15از بین کشت شدند.  5B در محیط جنینی بیشتری برخوردار بودندبذرهای خیلی ریز که از تک. استفاده قرار گرفتند

و یک اصله  ʻاورکاʼ اصله چهار اصله به تلاقی پنج. از این اصله تریپلوئید به دست آمد پنجاصله نهال دیپلوئید و  10 ،مورد سنجش سطح پلوئیدی قرار گرفتند
بذری میوه صفت بیرود انتظار می به دست آمدند پژوهشدر این های تریپلوئید که برای اولین بار ژنوتیپ با لیمو شیرین تعلق داشتند. ʻکوک اورکاʼبه تلاقی 

  قرار گیرند. های تریپلوئید باید بیشتر مورد بررسیهای فنوتیپی این ژنوتیپویژگیبنابراین را از خود نشان دهند. 
 

  لمون  ،لایم ، تریپلوئید بذری،بهنژادی، بی ها:کلیدواژه
 

 مقدمه



 

 

ای در بازار مصرف اهمیت اقتصادی قابل توجه که شوندمحسوب می دنیا گرمسیریگرمسیری و نیمههای مرکبات از مهمترین میوه
روت، لیموهای فمرکبات شامل انواع پرتقال، نارنگی، گریپاصلی های گونه ،1سیتروسجنس . تبدیلی دارند-غذایی خوری و صنایعتازه

های در بین گونه. (Barry et al., 2020) شودهای آنها را شامل میانواع دورگ، نارنج، بالنگ )یا بادرنگ( و ترش و شیرین، شادوک
های که میوه 3لایم( ʻپرشینʼ) ʻتاهیتیʼ. به استثنای گیردمی در بررا  2هاها و لمونلایم ءترش دو گروه عمده مرکبات انواع لیمو

متوسط با پوست نازک و بیشتر سبز رنگ )در زمان برداشت تجاری( های کوچک تا ها دارای میوه، لایمدمتوسط تا کمی درشت دار
باشند. از می تر و زرد رنگتر، با پوست کلفتهای درشتدارای میوه تعلق دارند Burm. f  [L.] C. limonکه به گونهها لمونباشند. می

 هایدلیل داشتن میوههر دو گروه به  اشاره نمود. ʻ8فینوʼو  ʻ7مسیناʻ6 ،ʼورناʻ5 ،ʼلیسبونʻ4 ،ʼاورکاʼتوان به ترین ارقام لمون میمهم
تبدیلی از جمله تولید -غذایی خوری و صنایعاهمیت قابل توجهی در بازار مصرف تازه بالا C ویتامین )ترش( و بااسیدی عمدتاً  ،پر آب
در ایران در سال ها ها و لمونمیزان تولید لایم 9ها دارند. طبق آمار سازمان غذا و خوار و بار جهانیها و چاشنیانواع سس ،آبلیمو
ها بوده و در ایران از گروه لایم Swingle Citrus aurantifoliaترش معمولی با نام علمی  تن بوده است. لیمو  478972حدود  2021
ترش به زبان انگلیسی با  شود. این نوع لیموآب، لیموی شیرازی و لیموی عمانی شناخته می های عمومی و تجاری لیمویبا نام
 می Tanlimettioides  .C. دیگری از لیموها با نام علمی ءگونه ،11شیرین لیمو .معروف است 10لایمکی یالایم مکزیکنهای عنوان

در )کرمانشاه  و (، قیر و کارزینهای فارس )در جهرمدر ایران به خصوص در استانکند و شیرین تولید میهای درشت و باشد که میوه
ترش  لیمووجود تنوع بیشتر در ارقام تجاری ای برخوردار است. به مقدار زیاد تولید شده و از اهمیت اقتصادی قابل توجه (قصر شیرین

 های اقتصادی بیشتری را به گردش درو چرخه را بالا خواهد برد هاآنهای طبیعی و فرآورده ءتازه میوه مصرفسرانه میزان  تولید و
خوری و چه در صنایع ها چه در بازار تازهها و لمونلایم، به خصوص در مرکباتبذر  و یا کمبذر بیهای میوه در این راستا .خواهد آورد

در بهنژادی انواع مرکبات از جمله لیموها است که و قیمت بسیار بیشتری برخوردارند. به همین خاطر  پسندیبازاراز تبدیلی -غذایی
ویژه قرار  مورد توجه ،باشندمی( 3X) پلوئیدیتراز نظر سطح پلوئیدی بیشتر  کنند ومی بذر تولیدهای بیمیوهیابی به ارقامی که دست

ابتدا  مرکباتتریپلوئید  یابی به ارقامبرای دست. ( 2012et al.; Aleza , 2022et al.; Roverssi , 2024et al.Narukulla ,)گرفته است 
در  در ایران به امروز تا .مورد استفاده قرار داد (2X) با ارقام دیپلوئید هادر تلاقیسپس آنها را  و تولید نمود (4X) ارقام تتراپلوئید باید

هدف از اجرای  ( استفاده نشده است.12های اینترپلوئیدتلاقیمتفاوت )های بین دو والد با سطح کروموزومی از تلاقیبهنژادی مرکبات 
یابی به شبه های دیپلوئید و تتراپلوئید در تعدادی از لیموهای ترش و شیرین برای دستانجام تلاقی بین ژنوتیپ ،پژوهشاین 

  باشد.لیموهای تریپلوئید می

 

 پیشینه پژوهش
 موانع بیولوژیکیها و درصد بالای چند جنینی از جمله ، ناسازگاری بین گونهطولانی نونهالی ءعقیمی ژنتیکی، دوره ،در مرکبات

                                                           
Citrus .1 

Limes and Lemons .2  
) limeʼPersianʻ( ʼTahitiʻ .3 

4. ʻEurekaʼ   
5. ʻLisbonʼ   
6. ʻVernaʼ  

7. ʻMessinaʼ  

8. ʻFinoʼ   
(FAO) Food and Agriculture Organization of the United Nations .9 

Mexican or Key lime. 10 
Indian or Palestine Sweet lime .11 

ybridizationhInterploid  .12  



 

 

شده  تلاقی کنترلکه گیری دورگ .(Caruso et al., 2020; Perez-Tornero & Porras, 2008) اندشناخته شده ،نژادی این گیاهانبه
 یا پایه یابی به رقمبا هدف دست که استهای اصلی بهنژادی مرکبات یکی از روش ،باشدمینظر ژنتیکی متفاوت از بین دو والد 

مراحل متوالی انتخاب والدین، انجام  ،شوندرا شامل میگیری هایی از بهنژادی مرکبات که دورگبرنامه .گیردمطلوب صورت می

پذیری و گیری مرکبات، والدینی که توانایی ترکیبدر دورگ .به دنبال دارندرا  مطلوب 1فنوتیپ )گزینش( انتخابدر نهایت تلاقی و 
به  ،دکنتولید می جنسی و جنینبذرهای تککه به میزان زیاد  یبرای صفات مطلوب دارند انتخاب شده و والدپذیری بالایی توارث

به گیری و گزینش از ارقام تجاری مرکبات که با روش دورگ (Ray, 2002; Gmitter et al., 2007). رودبه کار میعنوان والد مادر 
ʻEncoreʼ توان به نارنگیمی انددست آمده ʻKingʼدو رقم نارنگی بین از تلاقی حاصل    ʻWillow Leafʼ و   ی از رقم، در کالیفرنیا 

ʻHayasakiʼ  شادوک به نام ʻMatou Buntanʼ از تلاقی  ʻHirado Buntanʼو   ʻAriakeʼ ی از تانگور به نامرقم،    پرتقال تلاقیاز   

ʻSeike Navelʼ ʻTsunokaoriʼ   دورگی به نام وو نارنگی کلمانتین،     ʻOkitsuʼ و )نوعی دورگ( ʻKiyomiʼ از تلاقی  )رقمی از   

توسط یونس ابراهیمی و  1347گیری مرکبات در ایران از سال های دورگبرنامه  (Gmitter et al., 2007).اشاره نمود انشو( نارنگی
ها به منظور رسیدن به تلاقی مختلفی ازهای ترکیبشد و های ستادی موسسه تحقیقات مرکبات کشور آغاز در ایستگاهش همکاران
، ʻیاشارʼهای توان به نارنگیدست آمده در داخل کشور میه ارقام مرکبات ب از .مناسب برای شمال ایران انجام پذیرفت ءپایه یا رقم و

ʼنوشینʻ ،ʼشاهینʻ ،ʼپرناʻ ،ʼوراʻ ،ʼخرمʻ  وʼجهانگیرʻ در پژوهشگاه بیوتکنولوژی  .(ب1394 ،الف؛ گلعین1394گلعین، ) اشاره کرد
کامکوآت  ʻناگامیʼترش از تلاقی بین  کشاورزی، پژوهشکده بیوتکنولوژی کشاورزی منطقه شمال کشور )رشت( نیز رقمی از لیمو

های آن پر آب، اسیدی، گرد و زرد رنگ بوده و ماندگاری زیادی روی )پدر( به دست آمده که میوه ʻمکزیکنʼترش  )مادر( و لیمو
 درخت دارند. این رقم تحمل زیادی به بیماری جاروک لیمو ترش نشان داده است.  

آن دسته از  .)غیر جنسی( 3ی رویشیهاها در هسته سلولیا بیشتر از کروموزوم (3X)عبارت است از وجود سه سری  2پلوئیدیپلی
دست  ای بهگیری بین گونههایی که از راه دورگپلوئیدپلیو  4پلوئیدپلیاتو ،دارندهای کروموزومی یکسان پلوئید که سریپلیگیاهان 

 (X=9)پایه کروموزوم عدد  9با تعداد  (=182X=2n) دیپلوئید سیتروسهای جنس بیشتر گونه .شوندنامیده می  5پلوئیدآللوپلی ،اندآمده
های با منشاء جنسی از تلاقی یک گامت کاهش نیافته با یک گامت نرمال هاپلوئید و پلوئیدپلی ،در حالت طبیعی مرکبات. در باشندمی

های از فرایند ،خودیخود بهای پلوئیدیا به اصطلاح پلی غیر جنسیهای با منشاء پلوئیدپلیو  ،هم یا تلاقی دو گامت کاهش نیافته با
 آیندمیبه وجود  )خورشی( و عدم کاهش طی میتوز 6های نوسلارها در سلولدو برابر شدن کروموزومجهش طبیعی و به دنبال آن 

.(Guerra et al., 2016)  های دیپلوئیدمرکبات ژنوتیپ در (2X)  و تتراپلوئید(4X) های تریپلوئید دارای بذر بوده در حالی که ژنوتیپ

 رسیدنداشته و زمان  اندازه بزرگ ،کهاین از جمله .دارند دیگری نیز های قابل توجهویژگیپلوئید یرقام ترهای امیوه .بذر هستندبی

 در  (Reforgiato  et al., 2005).بیشتری دارند های قرمزرنگدانه ،در بعضی موارد ،همچنین .گیردتری صورت میدر دامنه وسیعآنها 
با  .اندبودهمورد استفاده  (2X) با ارقام دیپلوئیدجانبه ی دوهادر تلاقی (4X) تتراپلوئیدارقام  ،مرکباتتریپلوئید  یابی به ارقامدست

 ،ʻ10ریالهʻ9 ،ʼمانداردʻ8 ،ʼکلاراʻ7 ،ʼتاکلهʼ  ارقام بهتوان اند که میبذر و تجاری زیادی به دست آمدهارقام بی هاتلاقیاستفاده از این 
ʼآلکانتاراʻ11 ،ʼسوئیت سیسیلیʻ12  وʼ سیسیلیارلیʻ13  2015 , دنمواشاره)et al., 2005; Russo et al.(Reforgiato .  

                                                           
Phenotype .1  
Polyploidy .2 

Somatic .3 
Autopolyploid .4  

Allopolyploid .5 
Nucellar .6 

               ʼTacleʻ .7 
               ʼClaraʻ .8 

ʼMandaredʻ .9 

ʼRealeʻ .10 
ʼAlkantaraʻ.11  

ʼSweet Sicilyʻ .12 
ʼEarly Sicilyʻ .13 



 

 

به طور  توانندمی ،زیرا .اندهای جدید نیز بسیار مورد توجه قرار گرفتهیابی به پایهارقام تتراپلوئید برای دست ،بهنژادی مرکبات در
های دیپلوئید به شرایط محدود کننده محیطی نسبت به پایهو های پاکوتاه کننده مورد استفاده قرار گیرند مستقیم به عنوان پایه

گیاهان تتراپلوئید بسیار  ،جا که در بهنژادی مرکبات از آن (Ruiz et al., 2015; Grosser et al., 2015). مت بیشتری نشان دهندمقاو
قرار گرفته مورد بررسیتولید شده و  مختلف پژوهشگرانطور مصنوعی با استفاده از تیمارهای کلشیسین توسط  به ،باشندبا ارزش می

در ارقام اسیدی )ترش(  های تتراپلوئیدکلشیسین فرممختلف  هایگیری تیماربا به کار پژوهشیدر  (Aleza et al., 2009).  اند
 گلهمچنین تر و های روغنی بزرگگره و تربا پوست ضخیم هایدیپلوئید اصلی دارای میوهدر مقایسه با ارقام  که شدتولید  مرکبات

 رشت(، پژوهش) در پژوهشکده بیوتکنولوژی کشاورزی منطقه شمال کشور  (Wakana et al., 2005).بودندتر بزرگ یو بذرها ها
 ترش لیموی تتراپلوئید در هابرای تولید ژنوتیپ بذری هایروی مریستم انتهایی نهالهایی انجام شد که در آنها تیمارهای کلشیسین 

)et al. Afshar Mohammadian , نداهشد یحفظ و نگهدارکه  آمدپلوئید به دست پلی و لیمو شیرین به کار رفت و تعدادی نهال

2012; Afshar Mohammadian et al., 2013). .ًتر بزرگنیز های گرده ارقام تتراپلوئید مرکبات نسبت به ارقام دیپلوئید دانه معمولا
استفاده از گیاهان تتراپلوئید  پیش از توصیه شده است که .(Lora et al., 2022) ندزنی کمتری برخوردارو جوانهمانی بوده ولی از زنده

  .(Aleza et al., 2009) قرار گیرد بررسیمورد  مناسب به عنوان والدین آنهاثبات سطح پلوئیدی و قابلیت  ،هادر تلاقی
 

 شناسی پژوهشروش

 

  های ترش و شیریندر لیمو های رویشی و زایشیویژگی ،پلوئیدیپلیبررسی پایداری 

 های )درختهای لیمو شیرین ،  و سه اصله از نهالBو A  هایشیرازی، درخت ترش لیمو هاینهال از اصله دوپلوئیدی در پلیثبات 

D, C  و E )مورد بررسی قرار گرفت اندشدهحفظ و نگهداری )رشت(  که در پژوهشکده بیوتکنولوژی کشاورزی منطقه شمال کشور. 
انتخاب و از پائین  E  و D, Cو چهار شاخه اصلی از هر یک از درختهای  B اصلی از درخت  ، هفت شاخهA ختاصلی از در پنج شاخه

های برگ بالغ )نه خیلی جوان و نه خیلی مسن( به تعداد  گذاری شدند و از آنها نمونههای ساعت کدحرکت عقربه به بالا در جهت
سطحی توسط دستمال کاغذی آغشته به اتانول  سازیپس از پاک هابرگ گذاری به عمل آمد. برچسبآوری و عدد جمع پنجتا  چهار

هر نمونه )کد اختصاصی شاخه مربوطه( قرار  برچسبدرصد و خشک شدن، لای کاغذهای مرطوب درون کیسه فریزر همراه با  70
بسته محتوی چندین لایه یخ خشک به آزمایشگاه کشت بافت و انتقال ژن پژوهشگاه  بها درون ظرف درگرفتند. این نمونه

ها برای آنالیز فلوسیتومتری از مواد شیمیایی کیت تجاری آمیزی نمونهسازی و رنگتکنولوژی کشاورزی کرج منتقل شدند. در آمادهبیو
Cystain PI Absolute P, Sysmex-Partec میکرولیتر از  400کوچکی محتوی  پتری ظرف ای از برگ هر نمونه دراستفاده شد. تکه

میکرولیتر از  1600های بسیار ریز تبدیل شد. به این مخلوط از یک نصفه تیغ با تقه تقه زدن ممتد به خردهبافر استخراج با استفاده 
گیری روی سکوی آزمایشگاه اضافه شد. پس از یک تا دو دقیقه قرارRNAse میکرولیتر از محلول آنزیم  12و   PIآمیزی بافر رنگ

اتومات به دستگاه فلوسیتومتر متصل گردید. پس از استارت  مکششده و برای  های بسیار ریز صافمخلوط فوق با عبور از صافی
تا  10000یعنی نمودار فلوسیتومتری )هیستوگرام( پس از شمارش حداقل ده هزار سلول )بین  .برداری انجام گرفتداده ،هدستگا

معروف است. برای هر پیک اصلی )پیک مربوط به هر  1( به دست آمد. این مرحله از کار با دستگاه فلوسیتومتر به مرحله گین30000
های ، آزمایش دوباره تکرار شد. نمونهCVبه دست آمد و در صورت بالا بودن مقدار  10یعنی کمتر از  CVنمونه( مقدار قابل قبول 

های گیریپلوئیدی قرار گرفتند. اندازهنیز مورد تعیین سطح  2لایم ʻپرشینʼلایم  و  ʻمکزیکنʼشاهد دیپلوئید و تریپلوئید به ترتیب از 
 ,Mitotoyu) ، ضخامت پهنک و طول دمبرگ( با استفاده از دستگاه کولیس دیجیتال برگ )طول، عرضمربوط به مرفولوژیک 

Japan )گیری، بیان شده توسط ها از روش قالبمتر انجام شد. برای بررسی تراکم روزنهبا دقت یکصدم میلیMathur & Koncz  

 میوهصفات کمی و کیفی  به این معنی که به جای قالب پارافین از چسب سلوفان استفاده شد.. با کمی تغییرات استفاده شد  (1997)

                                                           
Gain .1 

Tan.)Citrus latifolia lime ( ʼPersianʻ.2  



 

 

. گیری شدنددازهان رامسرشهر در  گرمسیریهای نیمهدر آزمایشگاه بخش فیزیولوژی پس از برداشت در پژوهشکده مرکبات و میوه ها
، نرمال( 1/0یا میزان ترشی عصاره )با تیتراسیون سود  ، اسیدیتهیعنی طول استوایی و قطبی میوه )با کولیس دیجیتال( اندازه میوه
کل  ،شمارش تعداد جنین زیر بینوکولار(بذر و  پوست کندنجنینی بذر )با تک، درصد های کامل و ناقص()با شمارش بذر تعداد بذر

میوه پس از آبگیری از  و درصد آب میوه )با کولیس دیجیتال( ، ضخامت پوست(2گاه رفرکتومترعصاره  )با دست  1مواد جامد محلول
ها با مقایسه میانگین و هاتجزیه داده .(Asadi Abkenar, 2014) دست آمده وزن کل میوه از وزن تفاله و وزن بذرها بنمودن کسر 

 .انجام پذیرفت SPSS16  و توسط نرم افزار tاستفاده از آزمون 

 

  دورگهای تعیین سطح پلوئیدی نهالو  سطوح کروموزومی متفاوت با هایتلاقی بین ژنوتیپ

به اعمال تیمارهای کلشیسین  با )رشت( که در پژوهشکده بیوتکنولوژی کشاورزی منطقه شمال کشورو شیرین ترش  هایلیمواز 

ها از سازی بساکهای نر مورد نظر با جداژنوتیپ ءگرده ءدانه .نر استفاده شدبه عنوان والد ، بودندحفظ و نگهداری شده دست آمده و 
و در  ی پتریهاظرفیعنی یک روز قبل از باز شدن کامل، در داخل  ،(الف-1)شکل  هایی که در مرحله نزدیک به باز شدن بودندگل

 محلول آستوکارمین یک درصد برای تعیین درصد دانه آمیزی باآوری شدند. رنگگراد جمعدرجه سانتی 26یک اتاق خشک با دمای 
 7/0درصد ساکارز،  12های گرده با کشت آنها روی محیطی حاوی زنی دانهمیزان جوانه. (ب-1)شکل  های گرده زنده انجام پذیرفت

های های گونهگل .(Brewbaker & Kwack, 1963)درصد آگار و املاح بور، منیزیم، پتاسیم و کلسیم مورد بررسی قرار گرفت 
در ایستگاه کترا در مرحله  ʻلیسبونʼو  ʻکوک اورکاʻ ،ʼاورکاʼ هایلمون، در ایستگاه رامسر ʻکلمانتینʼدیپلوئید مرکبات شامل نارنگی 

گذاری شدند. یک تا دو روز ها توسط پنس اخته شده و پاکتشدگی کامل( با جداسازی پرچمنزدیک به باز شدن )یک روز قبل از باز
با استفاده از  آوری شدهجمع ءهای گردهانهها برداشته شدند و د، پاکتچسبنده روی سطح کلالهو ظهور شیره سفید رنگ  بعد و پس از

با گذاشتن پاکت روی آنها دوباره افشانی شده های گردهمالیده شدند. گل ،های اخته شدهروی کلاله گل های ظریف و بسیار نرمموقلم
افشانی شده یادداشت گرده هایگلمربوط به هر شاخه تاریخ و تعداد  برچسبروی  .(ت-1)شکل  شدند محافظتاز بازدید حشرات 

شماره ردیف برداشت و برحسب   (ث-1)شکل ها( )بلوغ میوه پس از رسیدنهای کنترل شده افشانیهای حاصل از گردهشد. میوه
برش عرضی تا نیمه و کمی  هر میوه با ،در آزمایشگاه .ندشدگذاری کد قطعه باغ و شماره درخت در ردیف مربوطهدرختان در 

 نخشک شدو کمی پس از شستشو  وهر نیمه با استفاده از نوک قاشق استخراج  رهایبذچرخاندن به دو نیمه مساوی تبدیل شد و 
 7/0درصد ساکارز،  3به همراه  5Bدر محیط  ضد عفونی شدهدر شرایط  ،گرم وزن داشتند 09/0بذرهایی که کمتر از  جنین شدند. وزن

به  ،(چ-1)شکل  هایی که با این روش به دست آمدندگیاهچه .(ج-1)شکل  کشت شدند 3GAگرم در لیتر میلی 1درصد آگار و 
ماه گیاهان سازگار شده به  پس از گذشت یککلاو شده برای سازگاری منتقل شدند. های کوچک حاوی پیت و پرلایت اتوگلدان
طبق  نیز هااز تلاقی دست آمده سطح پلوئیدی گیاهان به .شدندحفظ و نگهداری  در گلخانه مرکز رشت وهای بزرگتر منتقل گلدان

که تریپلوئید طبیعی است، همزمان  لایم ʻپرشینʼیعنی  ،با این تفاوت که هر نمونه همراه با یک نمونه شاهد ؛تعیین شدشرح فوق 
  .ندتریپلوئید جداسازی، حفظ و نگهداری شد هایدورگ .مورد سنجش قرار گرفت

 

                                                           
Total Soluble Solid (TSS) .3  
Refrectometer .4 

 پ ب



 

 

 

   

های گرده با محلول آستوکارمین یک درصد، پ( آمیزی دانهب( رنگدر لیمو شیرین تتراپلوئید،  ها ها در اولین روز پس از باز شدن گلالف( وضعیت بساک. 1شکل 

های رشد ها در ارقام لمون )مادر( پس از گرده افشانی، ث( میوهگذاری گلت( پاکتاند(، ها جدا شدهای از گل فاقد مادگی در لیمو شیرین تتراپلوئید )پرچمنمونه
 های پژوهش(.)منبع: یافتههای به دست آمده و چ( گیاهچه 5Bج( کشت بذرهای بسیار ریز در محیط ، ʼEurekaʻیافته در لمون 

 

 های پژوهشیافته

 

  E و D, C, B, A هایدرختدر های اصلی سطح پلوئیدی شاخه

 شیرازیترش  لیمو از دو اصله نهالجداگانه که به عنوان شاهد دیپلوئید  2و  1های نمونه)الف و ب(  2و شکل  1 طبق جدول
سطح کروموزومی تریپلوئید را نشان  ،لایم ʻپرشینʼاز  3شاهد شماره  ءنمونهسطح کروموزومی مورد انتظار دیپلوئید و  ،برداشت شدند

هر یک با نشان دادن یک پیک اصلی A4 و  A3, A2, A1های یعنی شاخه ، چهار شاخهAدرخت  از پنج شاخه. (پ-2)شکل  ندداد
؛ در هیستوگرام مربوطه دو 5شماره  ءیک شاخه، یعنی شاخه تنها(. الف-3را نشان دادند )شکل  (2X)( سطح دیپلوئیدی 2)پیک شماره 

-3د )شکل بو (4X) و تتراپلوئید (2X)را نشان داد که به ترتیب مربوط به سطح پلوئیدی دیپلوئید  3و  2های پیک اصلی یعنی پیک
تعیین شد. در هر یک  2X+4Xبا ژنوتیپ  1پلوئید یا پلوئیدی کایمرابه عنوان شاخه میکس Aدر درخت  5ی شماره شاخه ،(. بنابراینب

 می 1Gی سلولی و پیک ثابتی است که به احتمال زیاد مربوط به مرحله هپیک اصلی نبود ،1 ءپیک یا قله شماره ،هااز این هیستوگرام
 3و  2 ءهای شمارهدر هیستوگرام فلوسیتومتری مربوط به هر یک از هفت شاخه اصلی، دو پیک اصلی یعنی پیک Bدر درخت  باشد.

 .باشد می Bشاخه اصلی درخت  ءمربوط به نمونه 3 ءترش دیپلوئید( و پیک شماره مربوط به شاهد )لیمو 2که پیک شماره  مشاهده شد
سطح  ،1طبق جدول (. پ-3را نشان دادند )شکل  (3X)اصلی سطح پلوئیدی یکسان و تریپلوئید  هر هفت شاخه Bدر درخت 

 . دیپلوئید تعیین شد Eدرخت های تتراپلوئید و شاخه D و C لیمو شیرین  هایهای درختپلوئیدی شاخه

 

 E و  D ,C  هایشیرینلیمو  و Bو   A لیمو ترشهای های شاهد، درختهای درختسطح پلوئیدی در شاخه. 1جدول 

                                                           
or ploidy chimeraMixploid  .1 

 الف

 چ ج ث ت



 

 

عدد مد مربوط  سطح پلوئیدی

 3به پیک 

عدد مد مربوط 

 2به پیک 

 نوع درخت کد شاخه

2X -- 41 1ترش مکزیکن شماره  لیمو 1شاهد 
2X -- 35 2ترش مکزیکن شماره  لیمو 2شاهد 

= 3X 2 = پرشین لایمX, 1شاهد+ پرشین لایم  3شاهد 30 47 1شاهد 
2X -- 32 (A1) درخت 1شاخه A 
2X -- 42 (A2) 2شاخه  
2X -- 40 (A3) 3شاخه  
2X -- 40 (A4) 4شاخه  

2X+4X 77 37 (A5) 5شاخه  
B1 = 3X = 2X,  2شاهد 37 56 2شاهد+(B1) درخت 1شاخه B 
B2 = 3X = 2X,  2شاهد 39 59 2شاهد+(B2) 2شاخه  
B3 = 3X = 2X,  2شاهد 39 59 2شاهد+(B3) 3شاخه  
B4 = 3X = 2X,  2شاهد 36 54 2شاهد+(B4) 4شاخه  
B5 = 3X = 2X,  2شاهد 37 56 2شاهد+(B5) 5شاخه  
B6 = 3X = 2X,  2شاهد 35 53 2شاهد+(B6) 6شاخه  
B7 = 3X = 2X,  2شاهد 37 56 2شاهد+(B7) 7شاخه  

4X 101 42 -- جعفری+درخت C 
4X 99 41 -- جعفری+درخت D 
2X 102 21 -- جعفری+درخت E 
 .(پژوهشهای )منبع: یافته

 

 

دیپلوئید، درخت  ،)لیمو ترش مکزیکن 1شاهد  الف( ،)هیستوگرام فلوسیتومتری( DNAگیری میزان آمیزی شده برگ برای اندازههای رنگهیستوگرام سلول. 2شکل 

در  .(3دارای پیک  + پرشین لایم تریپلوئید 2دارای پیک  دیپلوئید 1)شاهد 3شاهد  (پ ( و2دیپلوئید، درخت شماره  ،ترش مکزیکن )لیمو 2شاهد ب( (، 1شماره 
افقی  محورتعداد هسته و واحد  چپعمودی سمت  محورواحد  باشد.می 1Gمربوط به مرحله سلولی و به احتمال زیاد بوده  ثابت 1 ها پیک شمارههیستوگرام ءهمه

 .های پژوهش()منبع: یافتهباشد. میزان فلورسنس می

 الف
یددیپلوئ  

(2x) 

 ب

ددیپلوئی  

(2x) 

 پ
دتریپلوئی  

(3x) 



 

 

 

  

 ،)هیستوگرام فلوسیتومتری( DNAگیری میزان آمیزی شده برگ برای اندازههای رنگهیستوگرام سلول. 3شکل 

  .(پژوهشهای )منبع: یافته (3)پیک  B4( + نمونه شاخه 2)پیک  2شاهد ( پو  A5 شاخهب(  ،A1شاخه الف(               

 

 B و  A هایصفات برگ در درخت مقایسه

و   A های درخت های این جدول بین برگاند. طبق دادهبا یکدیگر مقایسه شده Bو   Aصفات اصلی برگ در دو درخت  ،2در جدول 
B  وجود دارد. درخت دار اختلاف معنیاز نظر طول، عرض، ضخامت پهنک و طول دمبرگB درخت در مقایسه با  Aجز شاخه )به

های آن شاخه ءکه همه Aهای درخت برگپهنک  .برخوردار بودهای بزرگتر و ضخیمتر با دمبرگ کوتاهتر برگاز  ( A5پلوئید میکس
 . نشان دادبیشتری  های ترشحیو کیسه ایتراکم روزنه ،های تریپلوئیدبا شاخه Bهای درخت نسبت به برگ ،(A5)به جز  دیپلوئید بود

 
  tبا استفاده از آزمون B و   A لیمو ترش مکزیکن مقایسه میانگین صفات برگ در دو درخت .2جدول 

Sin. (2-tailed) t   درختB  درختA صفات برگ 

0/00** 27/7- 29/4±37/55  (mm) طول پهنک  63/4±51/43* 

00/0 94/4- 63/3±72/35  (mm) عرض پهنک  70/3±09/29 
045/0 09/2- 028/0±30/0  (mm) ضخامت پهنک  035/0±27/0 
00/0 
00/0 

11/5 

76/38- 

40/1±33/6  
40/3±85/25  

27/2±85/9 
38/7±19/61 

 (mm) طول دمبرگ

  ***تراکم روزنهها

00/0 17/11- 90/7±00/26 های ترشحیتراکم کیسه 72/6±27/40    
                                                                            05/0P<**, deviationStandard Mean±*   

)منبع:   انجام پذیرفتپیکسل  1800× 1800اندازه  و در  40با بزرگنمایی پهنک  های ترشحیها و کیسهروزنهتعداد شمارش ***

   .(پژوهشهای یافته

 

 Bو   A هایهای درختصفات میوه مربوط به شاخه

آورده شده  Bهای درخت و یکی از شاخه Aدرخت  یهاهای میوه مربوط به یکی از شاخهتعدادی از مهمترین ویژگی ،3در جدول 
ها به دهی رسید و پس از برداشت میوهبه میوه 1397این شاخه در سال  ،زیرا .تعیین نشد A درخت از شاخهاین است. سطح پلوئیدی 

انجام پذیرفت.  1401های اصلی این درخت در سال آنالیزهای فلوسیتومتری شاخه ،کهدر حالی .دلیل خشک شدن از ته بریده شد
 تواند دیپلوئید باشد. در لیمونمی ،دهدمی های صفات میوه مربوط به این شاخه نشانطور که دادهذکر شده همان سطح پلوئیدی شاخه

 الف
 دیپلوئید

(2x) 

 ب

 میکس پلوئید

(2x+4x) 

 پ

 تریپلوئید

(3x) 



 

 

تر و تر، پوست کلفتهای این شاخه درشتمیوه ،در صورتی که .تر هستندتر و پر آبتر، پوست نازکها کوچکهای دیپلوئید میوهترش
احتمال این که این  ،بنابراین .(Nukaya et al., 2019)باشد ها در مرکبات میهای بارز تتراپلوئیداند. این موارد از ویژگیترکم آب

 بیشتر است.   ،پلوئید بودهشاخه تتراپلوئید و یا حتی میکس
      

 1401( در سال B4 )شاخه B درخت  هاییکی از شاخهو  1397در سال A  درخت هایهای میوه مربوط به یکی از شاخهویژگی .3جدول 

درخت 

نمونه /

 )میوه(

وزن 
(g) 

طول 
(mm) 

عرض 
(mm) 

ضخامت  عرض/طول

پوست 
(mm) 

تعداد 

 پره

تعداد 

 بذر

درصد 

چند 

 *جنینی

 درصد 

آب 

 میوه

TSS 

(°Brix) 

TA 

(%) 

TSS/TA  ویتامینC 

(mg/100ml) 

               Aدرخت 
1 34 54/42 02/39 09/1 79/1 9 1 -- 66/35 2/9 43/9 98/0 6/42 

2 5/30 33/42 30/38 1/1 42/1 10 13 -- 95/43 9 24/8 1/1 84/43 

3 2/37 72/43 84/40 07/1 63/1 10 7 -- 06/41 2/9 07/8 1/1 61/41 

4 9/42 48/47 98/41 13/1 88/1 10 14 -- **-- -- -- -- -- 

5 1/26 78/39 54/35 12/1 22/1 9 4 -- -- -- -- -- -- 

6 5/26 07/43 87/34 24/1 96/1 9 7 -- -- -- -- -- -- 

 میانگین

±SD 

64/32 

52/6± 

28/43 

51/2± 

30/38 

82/2± 

13/1 

60/0± 

63/1 

29/0± 

6/9 

55/0± 

67/7 

05/5± 

38/52 

-- 

23/40 

21/4± 

14/9 

12/0± 

58/8 

74/0± 

06/1 

07/0± 

68/42 

12/1± 

              B درخت

1 26 99/39 48/35 13/1 77/1 7 1 00/0 8/9 20/8 21/7 14/1 44/31 

2 42 00/43 84/42 00/1 25/2 10 3 00/0 9/18 20/8 21/7 14/1 44/31 

3 28 04/40 12/36 11/1 76/1 10 2 00/0 6/11 40/8 21/7 16/1 44/31 

 44/31 15/1 21/7 27/8 43/13 00/0 2 9 93/1 08/1 15/38 01/41 32 میانگین

±SD 72/8± 72/1± 08/4± 07/± 28/0± 73/1± 0/1± 00/0± 82/4± 11/0± 00/0± 01/0± 00/0± 
 SD: Standard deviation          های هر بذر شمارش و سپس درصد گرفته شد. پوست کنده شده و جنینعدد(  46عدد میوه ) 6های مربوط به بذر ءدرصد چندجنینی بذر، همه در محاسبه*

 .(پژوهشهای )منبع: یافتهاستفاده شد  6با  5و  4با  3، 2 با 1 هایمیوهعصاره از سه نمونه حاصل از مخلوط   Cو ویتامین  TSS ،TAگیری درصد آب میوه، برای اندازه**       

 

 بودآورده شده است. سطح پلوئیدی این شاخه تریپلوئید نیز  B (B4)درخت  یهاهای میوه مربوط به یکی از شاخهویژگی ،3در جدول 
. از ندندازه متوسط و پوست نازک برخوردارااز های این شاخه میوه ،دهدهای این جدول نشان میطور که داده(. همانپ- 3)شکل
این شاخه به طور  ءدهد که هر سه میوهنشان می 3های جدول باشد. اما دادهبذری میوه میبیهای بارز مرکبات تریپلوئید ویژگی

هشت عدد بذر استخراج شد. دو عدد از این بذرها فاقد جنین رشد یافته بودند  ،B4 شاخه ءز سه میوها .متوسط دارای دو عدد بذر بودند
های بسیار کم ولی به بذر   Bدهد که درخت زنی خوبی داشتند. این یافته نشان میجنین بوده و جوانهو شش بذر باقی مانده تک

ها و تولید هیبریدها گیریائز اهمیت بوده و در دورگجنین در بهنژادی مرکبات بسیار حکند. تولید بذر تکجنین تولید میشدت تک
 رود. ویژگی مثبت به شمار می

 

 و سطح پلوئیدی آنها هادست آمده از تلاقیه ب هایدورگ

که به عنوان والد پدر به ، B)کی لایم(، درخت  ʻمکزیکنʼترش  زنی آنها در لیموهای گرده زنده و جوانهمیزان دانه، 4طبق جدول 
به عنوان والد پدر هیچ میوه و هیچ  ʻمکزیکنʼترش  از تلاقی بین نارنگی کلمانتین به عنوان مادر و لیمو ،صفر بود. بنابراین ،کار رفت

. (پ- 1)شکل ناقص و فاقد مادگی بودند هاگل های شیرین به کار رفته به عنوان والد پدر تقریباً همهدر لیمو بذری به دست نیامد.
گیری بسیار خوبی برخوردار آمیزی توسط محلول آستوکارمین یک درصد از رنگبا رنگ هاگلآوری شده از این های گرده جمعدانه



 

 

 ءهای گرده همه(. با استفاده از این دانه4جدول زنی نشان دادند )جوانهدرصد(  12)درصد  10بیش از و  درصد( 80تا  70بین )بوده 
(. 4مرکبات کترا تشکیل میوه و بذر دادند )جدول های انجام شده روی درختان مادری سه رقم لمون در ایستگاه تحقیقات تلاقی

ارزیابی  صله نهالا 15از  ، 6و  5  هایطبق جدول نشان داد کهها دست آمده از تلاقیه دورگ ب هاینهال بررسی سطح پلوئیدی

ارتفاع این پنج (. 4( سطح پلوئیدی تریپلوئید را نشان دادند )شکل هانهال از %33( )12و  8، 5، 4، 2پنج اصله نهال )کدهای  شده
با )دیگر که دیپلوئید بودند  سنهم اصله نهال 10در مقایسه با  در سن یک سالگی( مترسانتی 6/27با میانگین )اصله نهال تریپلوئید 

  (.6)جدول تر بود بسیار کوتاه (مترسانتی 2/57میانگین ارتفاع 
 

میوه و تعداد بذر به دست آمده از تعداد گل گرده افشانی شده، تعداد  ،ترش و شیرین به کار رفته به عنوان والد پدر های گرده زنده و جوانه زده در لیمودر صد دانه .4 جدول

 در ایستگاه کترا شدههای انجام تلاقی

تعداد 

بذر 

فاقد 

 جنین

تعداد *

بذر 

دارای 

 جنین

 تعداد

 بذر ریز

تعداد 

 بذر 

تعداد 

 میوه

تعداد 

گل 

تلاقی 

 یافته

درصد جوانه تلاقی

زنی دانه 

 گرده

درصد دانه

های گرده 

 زنده

 والد پدر

48 39 87 356 12 20 ʻEurekaʼ  × Sweet lime 4X  12 70  80تا Sweet lime 4X 

28 18 46 238 10 11 ʻCook Eurekaʼ  × Sweet lime 4X 0/0 0/0 Mexican lime (B) 

6 4 10 62 2 3 ʻLisbonʼ  × Sweet lime 4X -- -- -- 
 مجموع -- -- -- 34 24 656 143 61 82

 .های پژوهش()منبع: یافته  In vitroکشت شده در شرایط *
 

 

 

 ،باشدبه عنوان شاهد می لایم )تریپلوئید( ʻپرشینʼمربوط به  2و پیک )دیپلوئید(  1هیبرید شماره مربوط به  1الف( پیک  فلوسیتومتری:های هیستوگرام .4 شکل

  .های پژوهش(باشد )منبع: یافتهمی (و شاهد لایم )تریپلوئید ʻپرشینʼو )تریپلوئید(  2هیبرید شماره شامل دو پیک روی هم مربوط به  2پیک ب(  
 

 

 

  الف
(2x) دیپلوئید   

+ 

(3x) تریپلوئید   

 ب 
(3x) یپلوئیدتر   

+ 

(3x) تریپلوئید   



 

 

 

 

 (2X×4X)بین والدین دارای سطوح کروموزمی متفاوت های از تلاقی به دست آمدههای نهال سطح پلوئیدی .5جدول 

سطح 

 پلوئیدی

عدد مد مربوط 

  3به پیک
عدد مد مربوط 

 2به پیک 

تعداد پیک در هیستوگرام 

 ]نمونه + شاهد )تریپلوئید([

شماره  نوع تلاقی

 هیبرید

(2X) 2  55 85 دیپلوئید Eureka × Sweet lime 4X 1 

(3X) 1 87 -- تریپلوئید Eureka × Sweet lime 4X 2 

(2X) 2  55 82 دیپلوئید Lisbon × Sweet lime 4X 3 

(3X) 1 88 -- تریپلوئید Eureka × Sweet lime 4X 4 

(3X) 1 81 -- تریپلوئید Eureka × Sweet lime 4X 5 

(2X) 2 55 81 دیپلوئید Eureka × Sweet lime 4X 6 

(2X) 2 59 85 دیپلوئید Eureka × Sweet lime 4X 7 

(3X) 1 82 -- تریپلوئید Eureka × Sweet lime 4X 8 

(2X) 2 53 81 دیپلوئید Eureka × Sweet lime 4X 9 

(2X) 2  56 83 دیپلوئید Eureka × Sweet lime 4X 10 

(2X) 2 56 82 دیپلوئید Eureka × Sweet lime 4X 11 

(3X) 1 82 -- تریپلوئید Cook Eureka × Sweet lime 4X 12 

(2X) 2  54 79 دیپلوئید Cook Eureka × Sweet lime 4X 13 

(2X) 2  51 76 دیپلوئید Cook Eureka × Sweet lime 4X 14 

(2X) 2  52 80 دیپلوئید Cook Eureka × Sweet lime 4X 15 

 .(پژوهشهای )منبع: یافته

 

  این پژوهش دردست آمده به دیپلوئید و تریپلوئید یک ساله هایدر دو گروه از نهالها و مقایسه میانگین ارتفاع تعداد نهال به دست آمده از تلاقی .6 جدول

یدها در گروه تریپلوئکد نهال ها در گروه کد نهال 

 دیپلوئید

 تعداد نهال

دتریپلوئی  

تعداد 

 نهال

 تلاقی

2 ،4 ،5 ،8  1 ،6 ،7 ،9 ،10 ،11  4 10 Eureka × Sweet lime 4X 

12 13 ،14 ،15 1 4 Cook Eureka × Sweet lime 4X 

-- 3 0 1 Lisbon × Sweet lime 4X 

 مجموع 15 5 -- --

53/8±6/27 85/16±2/57  ارتفاع میانگین -- -- 
SD)±M) 

 .(پژوهشهای )منبع: یافته

 

 بحث
پیوند شده روی پایه  (2و درخت  1)درخت  ʻمکزیکنʼترش  از دو اصله نهال لیمو جداگانهکه  2و  1 های شاهدنمونه این پژوهشدر 

لایم که به  ʻپرشینʼرا نشان دادند.  سیتروس در جنس (2x)سطح کروموزومی معمول و مورد انتظار دیپلوئید  ،نارنج برداشت شدند
سطح نیز رفت طور که انتظار میآن 3 به عنوان شاهد (Bacchi, 1940; Moore, 2001)طور طبیعی گیاهی تریپلوئید است 

کار ه درستی روش ب ،نتایجی که از آنالیز سطح پلوئیدی گیاهان شاهد به دست آمد ،را نشان داد. بنابراین (3x)کروموزومی تریپلوئید 
 Eو  D, C, B, A یهانهال اثبات رساند. به Eو  D, C, B, Aهای های درختشاخه تعیین سطح پلوئیدیرا برای  پژوهشرفته در این 

 Afshar) دست آمده بودندبه برگیدو های بذری در مرحلهکارگیری تیمارهای کلشیسین روی مریستم انتهایی نهاله با ب



 

 

Mohammadian et al., 2012; Afshar Mohammadian et al., 2013) . پس از گذشت حدود ده سال در این این پنج اصله نهال که
مریستم انتهایی  یهامتوالی سلول از تقسیمآنها  های اصلیشاخه و به مرحله بلوغ رسیده همگیپژوهش مورد بررسی قرار گرفتند 

  L1 اند. لایهتشکیل شده  L3و  L1  ،L2سلولی شامل  های انتهایی از سه لایهدر مرکبات مریستم .بود نهال بذری اولیه حاصل شده
های سلول L2 آورد. لایههای محتوی عصاره را به وجود مییعنی کیسه (1اپیدرم و همچنین بخش اصلی گوشت میوه )پالپ لایه

 Caruso et) سازدمیجات آوندی را دسته L3 و لایه کندتولید میهای زیر اپیدرم و بافت خورش )نوسلوس( را ها(، بافتجنسی )گامت

al., 2020) .چه موقعیت و سلولی از سه لایه ذکر شده نفوذ کرده باشد و همچنین در هر لایه  بسته به این که کلشیسین تا کدام لایه
 های مرفولوژیک()ویژگی و فنوتیپ)نتیجه فلوسیتومتری( نتایج آن روی ژنوتیپ  ،ها را تحت تاثیر قرار داده باشدچه تعداد از سلول

های آن در شاخه دیگرپلوئید بود و دارای یک شاخه میکس Aمتفاوت بوده است. نتایج این پژوهش نشان داد که درخت  هاشاخه
 . این پدیده ممکن است به علت تاثیر اندک کلشیسین یعنی تاثیر کلشیسین روی تعداد اندکی از سلولندسطح دیپلوئیدی باقی ماند

  .(Aleza et al., 209) های مریستم انتهایی بروز کرده باشد
رود که این درخت از تاثیر را نشان دادند. انتظار نمی (3X)پلوئید ررسی شده سطح پلوئیدی یکسان و تریهای بشاخه  ،Bدر درخت 
و بسته به غلظت  ،ها یا بذرهاچرا که در گیاهان دیپلوئید مثل مرکبات با تیمار کلشیسین روی مریستم ،وجود آمده باشده کلشیسین ب

یا ( 4X)های تتراپلوئید که ژنوتیپشود و یا اینحفظ می (2X)کارگیری کلشیسین یا سطح پلوئیدی اصلی دیپلوئیدی ه مدت زمان ب
و تاکنون گزارشی ( Wakana et al., 2005 ; Yasuda et al., 2022)آیند وجود میبه( 4X+8Xو 2X+4X )پلوئید میکس و یا بیشتر

یکی از دو حالت نوسلار و یا B وجود آمدن گیاهان تریپلوئید پس از اعمال تیمار کلشیسین وجود ندارد. منشاء درخت همبنی بر ب
جنینی به  ءتواند باشد. در حالت اول از جنین نوسلار، یعنی جنین تولید شده در بافت نوسلوس )خورش( در خارج از کیسهجنسی می

وجود آمده و در حالت دوم از لقاح سلول تخم در داخل کیسه جنینی. در صورتی که منشاء جنسی داشته باشد دو احتمال دیگر نیز 
لقاح  (2n)زای دیپلوئید و یا از سلول تخم حاصل شده (2n)گرده دیپلوئید  ءبا دانه( n)زای هاپلوئید یا از ترکیب سلول تخم :وجود دارد

های مولکولی تر به روشهای دقیقاثبات هر یک از این سه احتمال نیازمند بررسیاست.  وجود آمدهبه (n)گرده هاپلوئید  ءبا دانه یافته
هر چند که مطالعات سیتولوژیک  .(Xia et al., 2021) باشدمی DNAتعیین توالی  یا و SNP از جمله نشانگرهای مولکولیرفته و پیش

به وجود  ((nبا دانه گرده هاپلوئید  ((2n های تریپلوئید در حالت طبیعی از تلاقی تخمک کاهش نیافتهبیشتر جنیناند که نشان داده
 ،رود و به دلیل رشد زیاد جنینرشد از بین می در مراحل اولیه ،خواهد شد (5n)آیند. در این حالت به دلیل آنکه آندوسپرم پنتاپلوئید می

 ,Esen et al., 1979; Wakana)شود ای که در بذرهای ریز اکثر مرکبات دیده مییابد. پدیدهافزایش میقدرت آن در تولید نهال 

1981).  
دمبرگ و تر ضخیم ،بزرگترپهنک  یی تولید نمود که ازهابرگکه دیپلوئید بود A درخت  در مقایسه بابه دلیل تریپلوئیدی  Bدرخت 

نیز برخوردار  هاهای ترشحی و روزنهکمتر کیسهخیلی تراکم از  Aنسبت به درخت  Bدرخت های برگتر برخوردار بودند. پهنک کوتاه
. درختان مرکبات (et al., 2022; Kiran et al., 2024 Jiang) خوانی داردهای دیگر پژوهشگران نیز همای با یافتهچنین نتیجه .بود

 ,.Nukaya et al., 2019; Wakana et al)تری برخوردارند تر و ضخیمهای بزرگتریپلوئید و تتراپلوئید نسبت به دیپلوئیدها از برگ

مربوط به سطح پلوئیدی  به احتمال زیاد B و  A. بنابراین در این پژوهش بررسی صفات برگ نشان داد که تفاوت درخت (2005
 متفاوت آنها بوده است.

 با قوه نامیه های گردهافشانی آزاد توسط دانهآن در شرایط گرده هایگلآن است که  نشان دهنده B4 های شاخهوجود بذر در میوه
لایم  ʻپرشینʼای حتی در . چنین پدیدهنداشتندزنی جوانه قدرتاین درخت  هایگل های گردهاند چرا که دانهافشانی شده زیاد گرده

کند که تعداد بسیار کمی بذر دارند و هایی تولید میمیوهگاهی باشد بذر میپلوئید بوده و بیلایم که تری ʻپرشینʼشود. نیز دیده می
های دیگر ارقام تریپلوئید وجود یک تا دو عدد بذر در میوه .(2013et al. Santos ,) جنین( هستند)تک 2این بذرها به شدت منوامبریون
طور متوسط دارای یک تا سه عدد بذر باشند از های مرکبات اگر به میوه .( et al.Roverssi(2022 , مرکبات نیز گزارش شده است

 شوند.بذر محسوب مینظر تجاری بی

                                                           
Pulp .1 
Monoembryon .1 



 

 

زیرا این رقم خودناسازگار بوده، بذر  ،ها از نارنگی کلمانتین به عنوان والد مادر استفاده شددر یک سری از تلاقیدر این پژوهش،  
های بهنژادی مرکبات همیشه به عنوان والد ها و برنامهرقم در تلاقیکند. به این دلایل نیز این جنین تولید میزیاد و صد در صد تک

ها روی نارنگی . با انجام تلاقی(Starrantino & Recupero, 1981; Oiyama et al., 1981)مادر مورد استفاده قرار گرفته است 
برای برداشت به مرحله نهایی نرسید. اگر چه در تیر ماه  ها در تیر ماه شروع به ریزش نموده و هیچ تعداد میوهمیوه ءکلمانتین، همه

یا ریزش تیر ماه موسوم بوده و  1افتد که به جون دراپها در اکثر درختان میوه از جمله مرکبات اتفاق میترین دوره ریزش میوهاصلی
در این پژوهش عدم تشکیل میوه )به طور ، اما  (Iglesias et al., 2006)نمایندها در این دوره ریزش میچه درصد زیادی از میوه

 به کار رفته مربوط می، B، درخت ترش )والد پدر( های گرده لیموزنی در دانهمطلق( در نارنگی کلمانتین به فقدان کامل قدرت جوانه
نتایج این پژوهش و  نیافته بودندزنی نداشتند از گیاه دیپلوئید و یا تتراپلوئید منشاء کار رفته که قدرت جوانههای گرده بهشود. دانه

رفت تتراپلوئید باشد اما آنالیز فلوسیتومتری آوری شده بود که اگرچه احتمال میهای گرده از درختی جمع نشان داد که این دانه
 های آن نشان داد که تریپلوئید بوده است.شاخه

بسته به هدف بهنژادی باید از دیگر  ،جنین فراهم نباشدکوالد مادر با بذرهای صد در صد ت دسترسی به در مرکبات در صورتی که 
های اسیدی در این پژوهش چون هدف تولید ژنوتیپبه همین دلیل جنینی برخوردارند استفاده کرد. ارقام که از بیشترین درصد تک

جنین درصد بذر تک 50با بیش از  ‘لیسبونʼو  ‘کوک اورکاʼ، ‘اورکاʼشامل  از گروه لمون  ترش )ترش( و تریپلوئید بود، سه رقم لیمو
(, 2008Tornero-Perez  &Porras(  ءهای تتراپلوئید مورد استفاده قرار گرفتند و همهبه عنوان والد مادر در تلاقی با لیمو شیرین 

 تشکیل میوه و بذر دادند.  فوقهای انجام شده روی درختان مادری سه رقم تلاقی
چنین  ،دیگر هایطبق نتایج پژوهش. ♀(2X × 4X)♂های این پژوهش از والدین دیپلوئید به عنوان والد مادر استفاده شد در تلاقی

تری تولید ، نتاج تریپلوئید کم♀(4X × 2X)♂های دارای والد ماده تتراپلوئید های برعکس یعنی تلاقیهایی در مقایسه با تلاقیتلاقی
های طبیعی و دیپلوئید والد پدر های غیر طبیعی و کاهش نیافته دیپلوئید والد مادر )دیپلوئید( با گامتگامتکنند و به علت آمیزش می

آنالیز  . اگرچه به علت کمی تعداد نتاج(Aleza et al., 2010; Khan & Kender, 2007))تتراپلوئید( فراوانی نتاج تتراپلوئید بیشتر است 
اند نیز کمتر ها که احتمالاً نوسلار بودهدر این پروژه نتاج تتراپلوئید به دست نیامد ولی تعداد نتاج تریپلوئید در مقایسه با دیپلوئید شده
یاد ها از والد مادر تتراپلوئید استفاده کرد که بذور والد مادر صد در صد و یا با درصد زتوان در تلاقی(. از طرفی موقعی می10به  5بود )
بنابراین از آنها فقط امکان استفاده به  ،های به کار رفته فاقد مادگی بودندشیرینهای لیموجنین باشند. در این پژوهش چون گلتک

 عنوان والد پدر فراهم بود.    
دیپلوئیدهای مشابه به های تریپلوئید و تتراپلوئید نسبت به های زیادی وجود دارد مبنی بر این که در درختان میوه ژنوتیپگزارش
 باشد.در یک راستا می پژوهشکه با نتایج این  (Guerra et al., 2014; 2016)باشند دار از ارتفاع کمتری برخوردار میطور معنی

 

 گیری و پیشنهادهانتیجه

 پنجدر مجموع  ،تتراپلوئید به عنوان پدرهای ( به عنوان مادر با لیمو شیرینʻکوک اورکاʼ و ʻاورکاʼاز تلاقی دو رقم لمون )در این پژوهش 

گیرند. برای این منظور پیشنهاد های بیشتر قرار در آینده مورد بررسیاز نظر فنوتیپی  که بایدبه دست آمد  دورگ نوع ژنوتیپ تریپلوئید
 C. paradisi Macfad. × Poncirus) سیتروملو سوئینگل و یا پایه (L. C. aurantium)روی پایه نارنج  هاکه این ژنوتیپشود می

trifoliata L. Raf.) به تعداد کافی ازدیاد شده و حفظ و نگهداری  شوند،راحتی فراهم میهای متداول در شمال کشور بوده و به که از پایه
  شوند.
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Extended Abstract 

Introduction 

Acid limes and lemons belong to a group of citrus known as acid citrus. Fruits of this group are highly juicy, 

acidy, containing high vitamin C and seeds. One of the most important aims in citrus breeding is to obtain cultivars 

producing seedless fruits. Like other citrus, fruits of seedless lime and lemon cultivars are highly valuable both in 

fresh consuming market and in processing industry. In citrus, fruits of diploid and tetraploid genotypes contain seeds 

and only triploid genotypes are seedless. To obtain triploids at first tetraploid cultivars should be produced and then 

by crossing between diploids and tetraploids or vice versa it is possible to get triploid cultivars. The aim of this 

research was obtaining acid citus triploid genotypes by means of controlled crossings between diploid and tetraploid 

citrus cultivars.  

 

Materials and Methods  

In Agricultural Biotechnology Research Institute of North of Iran (Rasht), by applying colchicine treatments some 

polyploidy genotypes of ʻMexicanʼ  or key lime (Citrus aurantifolia Swingle) and sweet lime (Citrus limettioides 

Tan.) have been produced and well protected. In the present research these genotypes were used for production of 

triploid genotypes. In the first step using flowcytometry method polyploidy level stability for two genotypes of key 

lime labeled as A and B and three genotypes of sweet lime labeled as C, D and E were investigated. A number of 

vegetative and reproductive characteristics of A and B trees were also evaluated, including leaf  (length, width and 

diameter of blade, length of petiole and stomatal density) and fruit characters (weight, length, width, total soluble 

solids, total acidity, peel thickness, seed number, juice content and polyembryony of seeds). In the second stage in 

citrus research station of  Ramsar controlled crossing was made between clementine mandarin and ʻMexicanʼ  lime 

(B tree), and in Kotra  citrus station (Mazandaran province) controlled crosses were made between three female 

parents of lemon (ʻEurekaʼ , ʻCook Eurekaʼ  and ʻLisbonʼ ) and two sweet lime tetraploids (C and D trees). For rescue 

of triploid embryos, seed from fruits of the crosses were extracted, washed and grouped based on their size and 

weight. Only those seeds less than 0.09 g (very small seeds that supposed to be highly monoembryonic) were 

cultured in media B5 medium supplemented with 3% sucroce, 0.7% Agar, 0.5g/l malt extract and 1mg/l GA3.  

 

Results and Dicussion 

The results showed that in tree A, four of five main branches (A1, A2, A3 and A4), each with one main 

flowcytometric peak, were diploid (2n=2X). Only one main branch (A5) with two separate main flowcytometric 

peaks was mix-ploid (2X+4X). In tree B, all of seven main branches were equally triploid (2n=3X). Leaves of tree B 

(triploid) comparing to tree A (diploid excepting A5) were larger and thicker, with shorter petiole and more 

scattered stomata. Fruits of one branch of tree B (B4) included two seeds in average. As tree B is triploid and its 

commercial seedlessness is important it is necessary that each of its branches to be multiplied by vegetative 

propagation for maintenance also for more study and use in breeding improvement. From crossing between 

clementine mandarin and ʻMexicanʼ  lime no fruit as well as no seed was obtained. However, in crosses of three 

female parents of lemon (ʻEurekaʼ , ʻCook Eurekaʼ  and ʻLisbonʼ ) with tetraploid sweet limes fruits were obtained. 

Embryos resulted from these female parents in B5 medium supplemented with 1.5 mg/l of GA3 showed highest 

percentage and shortest of germination. 35 days after in vitro germination seedlings were transferred to out of in 

vitro condition. From 15 seedlings which analyzed for ploidy level by flowcytometry, ten seedlings were diploid 

(nucellar) and five seedlings were triploid (2n=3X), four from ʻEurekaʼ  × sweet lime and one from ʻCook Eurekaʼ  × 



 

 

sweet lime. In future these triploid seedlings should be more studied for their fruits characters to determine their 

potential as new citrus cultivars and commercial production. 

 

Conclusion 

From crosses of ʻEurekaʼ  and ʻCook Eurekaʼ  diploid lemons (females) with tetraploid sweet lime (male), in total 

five triploid genotypes were obtained which should be more evaluated for phenotypic characteristics in future. For 

this porpuse, we suggeste that triploid genotypes of this research must be propagated on sour orange or citromelo 

rootstocks for preservation and having enough plant materials.  

 


