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The liquid medium creates optimal conditions for plant micropropagation by providing 

a more consistent environment and eliminating the hassle of explant transferring 

during the subcultures. This study was focused on the improving of GN15 rootstock 

micropropagation. At the first, the impact of various plant growth regulator 

combinations on node explant establishment in semi-solid MS medium was 

investigated to select the best establishment medium. Then the comparision between 

two culture system including temporary immersion bioreactor system and 

conventional semi-solid was performed to evaluate propagation rate and plant health 

of GN15 rootstock. To investigate the effects of immersion times (10 minutes every 6, 

12, and 24 h), plant growth regulator concentrations (0, 0.5, and 1 mg/l BA) and 

sucrose concentrations (3, 4, and 5 %) in MS medium three separate experiments were 

designed. Rooting of microcuttings was assessed in both systems with MS medium 

containing 0.6 mg/l IBA. The resulted revealed that successful establishment of 

explants was heavily dependent on plant growth regulators, MS medium containg 0.5 

mg/L BA was the best. The results also demonstrated that the temporary immersion 

system with 10-minute immersions frequency every 6 hours, 0.5 mg/L BA, and 3% 

sucrose created optimal growth conditions for GN15 shoots. However, the rooting and 

acclimatization tests revealed that the temporary immersion system was not suitable 

for rooting the GN15 rootstock under the studied conditions. In overall, to maximize 

the benefits of the temporary immersion system in GN15 micropropagation, it is 

recommended to utilize a two-stage strategy. This includes carrying out the 

propagation in the temporary immersion system followed by rooting the microcuttings 

in semi-solid media. 
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Extended Abstract 

Introduction 

The liquid medium creates a more consistent environment, eliminates explant transfer needs during medium 

replacement and enhances conditions for plant micropropagation. Moreover, in this culture method, larger 

vessels can be utilized compared to semi-solid medium, extending transfer times and fostering economical 

micropropagation. This study focused on the micropropagation of GN15 rootstock, a hybrid of almond and 

peach, recognized as the optimal rootstock for calcareous soils in Iran, conducted in temporary immersion 

bioreactor and semi-solid culture setups. 
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Materials and methods 

At the first, the impact of various plant growth regulator combinations on node explant establishment in 

semi-solid MS medium was investigated to select the best establishment medium. Then the comparison 

between two culture systems including temporary immersion bioreactor system and conventional semi-solid 

was done to evaluate propagation indices and plant health of GN15 rootstock. To investigate the effects of 

immersion times (10 minutes every 6, 12, and 24 h), plant growth regulator concentrations (0, 0.5, and 1 mg/l 

BA) and sucrose concentrations (3, 4, and 5 %) in MS medium, three separate experiments were designed. 

Rooting of microcuttings was assessed in both systems with MS medium containing 0.6 mg/l IBA. The 

plantlets were then transferred to the pots filled with a mixture of cocopeat and vermiculite in a 1:1 ratio for 

acclimatization. 

 

Results and Discussion 

The successful establishment of explants in the medium was strongly influenced by the plant growth 

regulators, with the highest percentage of plantlet establishment observed in the medium containing 1 mg/L 

BA. This medium also exhibited a high vitrification percentage, although the other media showed lower 

establishment percentages, no vitrification was observed. Results from propagation experiments in both 

systems revealed that the temporary immersion system offered superior conditions for the growth and 

propagation of GN15 plantlets. In the survey of immersion duration, 10-minute immersions every 6 hours 

resulted in the highest number of shoots, although they showed symptoms of vitrification. As the duration 

between immersion cycles increased, the number of propagated plantlets decreased. Increasing the 

concentration of BA led to enhanced shoot proliferation and plantlet growth in both systems, especially in the 

temporary immersion system. However, higher BA concentrations resulted in vitrification in plantlets from the 

temporary immersion system. In case of sucrose, a 3% sucrose level was found to be optimal for plantlet 

propagation in both systems. On the other hand, at a 5% sucrose level, the quantity and quality of propagated 

plantlets significantly decreased. Rooting and acclimatization results for GN15 rootstock in the two systems 

indicated that the temporary immersion system was not suitable for rooting this rootstock, as the plantlets 

became vitrified and disappeared during acclimatization. The semi-solid culture system provided better 

conditions for rooting.  

 

Conclusion 
This study demonstrated that for the large-scale propagation of GN15 rootstock under in vitro conditions, 

shoot propagation using a temporary immersion system is achievable. The system utilized MS medium 

supplemented with 0.5 mg/L BA, 3% sucrose, and featured immersion cycles of 10 minutes every 6 hours. 

Additionally, the best rooting of regenerated shoots was achieved in a semi-solid medium. 
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  ها:واژهکلید
رطوبت  ه،یموقت، تهو قیتعل

 طیشدن، مح یاشهیش ،ینسب
 .عیکشت ما

کشت شده در  یهانمونه ییبه جابجا ازیتر و عدم ن کنواختی طیفراهم کردن مح لیبه دل عیکشت ما طیمح
 یمنظور بررسبهکند. فراهم می اهانیگ یادیزازدیر یرا برا یبهتر طیشرا ،کشت طیمح ضیهنگام تعو

در محیط کشت گره  زنمونهیقرار رتلف بر استنظیم کننده های مخت بیابتدا اثر ترک ،GN15پایه  یادیزازدیر
 مهیوری موقت و کشت نغوطه وراکتوریبمقایسه شرایط  جهتقرار گرفت. سپس  یابیمورد ارز MSنیمه جامد 

وری وری )غوطهاثر دوره تناوب غوطه ،جداگانه شیدر قالب سه آزمابر ضریب تکثیر و سلامت گیاهان،  مدجا
ر تیرم در لگیلیم 1و  5/0، صفر یهارشد )غلظت کننده میساعت(، غلظت تنظ 24و  12، 6در هر  قهیدق 10

BAیه کشت پا طیدرصد( در مح 5و  4، 3) ز( و غلظت ساکارMS ییزا شهیقرار گرفت. ر یابیمورد ارز 
 یمورد بررس دو سیستمدر  IBAتریرم در لگیلیم 6/0 یحاو MSکشت  طیدر مح زیشده ن ریتکث یهااهچهیگ

 ،رشد قرار گرفت یهاکننده میانتخاب تنظ ریکشت به شدت تحت تاث طیدر مح هازنمونهی. استقرار رقرار گرفت
 یهاشیآزما جی. نتانتیجه را نشان دادبهترین  BAدر لیتر  رمگیلیم 5/0حاوی  MSطوری که محیط کشت هب

 GN15ی هاشاخساره ریرشد و تکث یرا برا یبهتر طیوری موقت شراغوطه وراکتوریکه ب مشخص نمود ریتکث
رم گیلیم 5/0 یکشت حاو طیساعت، مح ششدر هر  قهیدق 10ی وردوره غوطهبا  طیشرا نیبهتر .کندمیفراهم 

ارزیابی شده در این تحقیق وری موقت غوطه وراکتوریب نی. همچندست آمدبهدرصد ساکارز  سهو  BAتر یدر ل
از  یسازگار ندیفرا یو ط هشد یاشهیش طیشرا نیدر ا هااهچهیپایه مناسب نبود و تمام گ نیا ییزا شهیر یبرا

 رفتند. نیب

 نشریه علوم باغبانی. موقت یورغوطه وراکتوریب طیهلو و بادام( در شرا دیبریه) GN15 هیپا یادیزازدیر یساز نهیبه(. 1403) و خادم، آزاده هیمهد دهیس ،یاحمد؛ خراز ،یفیشر: استناد

  :2024.367387.2129ijhs./10.22059https://doi.org/ DOI    .577-695(، 4) 55 ،رانیا
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 مقدمه
عملکرد تکثیر  ،هاها در یك محیط کشت نیمه جامد است. در این سیستمهای معمول ریزازدیادی شامل تکثیر شاخهروش

 یابداری سازی آنها کاهش های تکثیر گیاهان به منظور تجتا زمان و هزینه سعی بر آن استو  بودهاز موفقیت نسبی برخوردار 
(2002, Berthouly&  Etienne2002)درختان  جمله از بسیاری از گیاهان ایدرون شیشه طیدر شرا ری. دستورالعمل تکث
مقاومت به ، باروری و کیفیت پایه درختان اثر قابل توجهی در رشد ،. از طرف دیگراست ارائه شدههای رویشی و پایه وهیم

های عاری از مانند پایه ،افتهیهای با خصوصیات بهبود بیماری ها در درختان دارد. باروری یك باغ مستقیماً به استفاده از پایه
با  GN15یبرید هلو بادام ه. ارتباط داردایی بهتر جذب آب و مواد غذایی، مقاومت به آفات و بیماری های خاکزاد کاربیماری، 

لو و بادام در کشور های آهکی، خشکی، شوری، کلروز و نماتد پایه مناسبی برای درختان هداشتن خصوصیاتی چون تحمل خاک
در این  ،کنندهای متعددی در کشور این پایه را به روش کشت بافت تکثیر میشرکتبا توجه به آنکه (. Felipe, 2009است )

مورد وری موقت غوطه وروراکتیدر بآن  ایکشت درون شیشه طیشراد این پایه تجاری، های تولیتحقیق به منظور کاهش هزینه
 .مقایسه شد آن بافتمرسوم کشت  طیشرابا  ارزیابی و

 

 پیشینۀ پژوهش
تری را برای های کشت مایع محیط یکنواختزیرا سیستم ،لی استآمحیط کشت مایع برای ریزازدیادی گیاهان، محیط ایده

استریل  ،رف دیگرطض شوند، قابل تجدید هستند. از یعوتکشت ظروف  آنکهو مواد غذایی بدون  نمودهفراهم گیاهان رشد 
توان های نیمه جامد، در این روش مینمودن محیط کشت مایع با استفاده از فیلتر به آسانی امکان پذیر است. در مقایسه با کشت

  Egertsdotter  ;7201Adelberg, ; 2002Berthouly) نتقال بهره برداز ظروف بزرگتر استفاده نمود و از افزایش زمان ا

 2019., et al& Etienne .) 
ریزغده و جنین زایی سوماتیکی استفاده شده است از وری موقت در ریزازدیادی و تکثیر شاخه، های غوطهسیستم در

(Adelberg, 2017زمان غوطه .)وری موقت کیفیت غوطه ،ها است. عموماًسیستم وری یکی از عوامل مهم در کارایی این نوع
های سوماتیکی نرمال استفاده از این سیستم باعث افزایش بنیه شاخه و فراوانی جنین ، لذابخشدمواد گیاهی تولیدی را بهبود می

بافت با  های گیاهی و تماس موقتیوری موقت ترکیب تهویه بافتهای غوطهشود. یکی از دلایل اصلی موفقیت سیستممی
وری موقت زمان های غوطهشود. در سیستممحیط کشت مایع است که این دو ویژگی در روش کشت مایع رعایت نمی

 Mehrotra 2002 ,Berthouly ;)کند وری بسیار مهم است و جذب مواد غذایی و جذب بیش از حد آب را کنترل میغوطه

2007., et al& Etienne)نوع واریته و فرایند ریزازدیادی متفاوت است. برای ریزازدیادی دو رقم وری بسته به . زمان غوطه
شده است وری یك دقیقه در هر هشت ساعت استفاده با دوره غوطه ™SETISوری موقت تجاری گلابی از سیستم غوطه

)2020 et al.,Lotfi (. وری موقت شامل اثر سه نوع سیستم غوطه در بررسی®TIB،®RITA  و بیوراکتور جذر و مدی با دوره
در شرایط کشت  های تولید و افزایش ضریب تکثیر گیاه آنتوریومکاهش هزینه برساعت  12وری یك دقیقه برای هر غوطه
)Mosqueda -Ramírez گیاهچه به ازای هر ریزنمونه تولید شد 83/50با  TIB®گیاهچه در سیستم تعداد بیشترین  بافت،

)2019., et al .وری موقت و سیستم کشت معمول )محیط کشت نیمه جامد( در شرایط غوطه موردتکثیر گیاه  سهیمقا با
های تولید، نیروی کار مورد نیاز و زمان لازم هزینه و شودوری موقت باعث رشد و تکثیر بهتر میشرایط غوطه گزارش شد که

 .) et al.,Aka Kaçar 2020(د یاببرای تکثیر کاهش می
وری موقت شامل کشت اولیه در محیط کشت نیمه جامد و تکثیر در سیستم غوطه ،ایدو مرحله دستورالعملیك استفاده از 

®RITA وری در هر دو روز و محیط کشت دوره یك دقیقه غوطه باMS  گرم در لیتر میلی 05/0حاویBA  برای تکثیر درخت

                                                                                                                                                                 
1.  Anthurium andreanum 

2.  Myrtus communis 
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Tectona grandis و مقادیر بالاتر سیتوکینین  (یك دقیقه در هر روز) کوتاهتردوره زمانی  کهآمیز بوده است، درحالیموفقیت
روش معمول  بهتکثیر درخت زیتون  مقایسهدر  .) et al.,Aguilar 2019(گردید های تکثیر شده ای شدن گیاهچهباعث شیشه

 16دقیقه در هر  8وری غوطه( در دوره ™Plantformوری موقت )کشت بافت در محیط کشت نیمه جامد با سیستم غوطه
روزه  28طوری که در دوره به کند،میوری موقت شرایط بهتری را برای رشد فراهم غوطه شده است کهگزارش  نیزساعت 

های تولید گیاهچه .) ,2018Benelli & Carlo( برابر بود 6/1ها نسبت به محیط کشت نیمه جامد سرعت رشد نسبی گیاهچه
ساعت برای  6دقیقه در هر  2وری میلی لیتری و دوره غوطه 250وری موقت در ظرف کشت م غوطهموز نیز در یك سیست

 1496تکثیر و ریشه زایی موز، یك سیستم مقرون به صرفه گزارش شده است. در این سیستم کشت بعد از ششمین واکشت 
برابر  7/2وری موقت تکثیر در این سیستم غوطهطوری که ضریب عدد گیاه با وضعیت فیزیولوژیکی مناسب تولید شده است، به

  .( et al.,Uma 2021بیشتر از سیستم های معمول کشت در محیط کشت نیمه جامد بود )
وری سه دقیقه در هر دوره غوطه ،وری موقتدر وضعیت غوطه Bletilla striataتکثیر گیاه  در بررسی شرایط بهینه برای

 غلظت شیافزا ،نیهمچن. شده استساعت برای نمو آنها توصیه  ششا و سه دقیقه در هر دو ساعت برای تولید پروتوکورم ه
همچنین .  ) et al.,Zhang 2018(ه است ا داشتهاهچهیپروتوکورم و نمو گ دیبر تول یاثر قابل توجه تریگرم در ل 40تا ساکارز 

موقت  قیتعل ستمیسه نوع سدر  عیوس اسیدر مق Stevia rebaudianaای کشت درون شیشه یبراگزارش شده است که 
گرم در لیتر تعداد گیاهچه  40و با افزایش آن به است گرم در لیتر ساکارز مناسب  30میزان ( SETIS و RITA ،BIT) یتجار

( در شرایط L Phoenix dactylifera.. تکثیر درخت نخل خرما )) et al.,Rosales 2018(یابد میتولیدی به شدت کاهش 
های نیروی کار، های تولید از طریق کاهش هزینهشت نیمه جامد باعث کاهش هزینهموقت نیز نسبت به محیط ک وریغوطه

. مقایسه دو سیستم  ) et al.,Abahmane 2020(شودهای تکثیر شده میزمان لازم برای تکثیر و سازگاری بهتر گیاهچه
گرم در لیتر( میلی 3و  2، 1)صفر،  BA سطوح مختلفوری موقت با کشت شامل محیط کشت نیمه جامد و سیستم غوطه

 یكدر محیط کشت نیمه جامد بیشترین تعداد شاخه در سطوح نشان داده است که  Stevia rebaudianaتکثیر گیاه منظور به
شاخه تولیدی گرم در لیتر تعداد میلی سهو با افزایش سطح این تنظیم کننده رشد به  شودمی حاصل BAگرم در لیتر میلی دوو 

وری موقت تعداد شاخه بیشتری نسبت به محیط کشت نیمه جامد تولید سیستم غوطه در . این درحالی است کهیابدمیکاهش 
با افزایش میزان این تنظیم کننده رشد تا . بدست آمد BAگرم در لیتر میلی یكو بیشترین شاخه در محیط کشت حاوی  شد
از سیستم  .)et al.,Mosqueda -Ramírez 2016( گرم در لیتر تعداد شاخه تولیدی بطور قابل توجهی کاهش یافتمیلی سه

دو نوع بیوراکتور تك پارچه  شده است. در مقایسهاستفاده نیز ( GF677بادام ) -وری موقت برای تکثیر پایه هیبرید هلوغوطه
این پایه گیاهان  مقایسه با محیط کشت نیمه جامد شرایط بهتری برای رشد و تکثیر بیوراکتورها در، و دو پارچه با کشت معمول

 . (Bagheri et al., 2016) نمودند فراهم

 دیتول هاینهیمنظور کاهش هزبهوری موقت، در این بررسی با توجه به مزایای ریزازدیادی گیاهان در سیستم های غوطه
به خشکی، شوری، کلروز و  مقاومتهای آهکی، به دلیل داشتن خصوصیاتی چون تحمل خاک، GN15ی تجاررویشی  هیپا

و  رفتقرار گ یابیوری موقت مورد ارزغوطه وراکتوریدر ب اهیگ نیا یاکشت درون شیشه طیشرانماتد، در آزمایش های مجزا 
 .مقایسه شدبافت مرسوم  شتک طیبا شرا نتایج حاصل

 

 شناسی پژوهش روش

های شاخه 1401در بهار سال  ،وری موقت و محیط کشت نیمه جامددر بیوراکتور غوطه GN15به منظور ارزیابی تکثیر پایه 
واقع  ،از پایه مادری پنج ساله قرار داشتند رشد فعال وضعیتو در  بوده یماریاز ب یعار که مترسانتی 30تا  20نورسته به طول 

 در پردیس دانشگاه فردوسی مشهد جداسازی و به آزمایشگاه کشت بافت گروه پژوهشی بیوتکنولوژی گیاهان باغبانی جهاد
 یجار آب در قهیدق 30به مدت  یجهت ضدعفونها ها حذف و ریزنمونههای شاخه. برگنددانشگاهی خراسان رضوی منتقل شد
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به  میسد تیپوکلریدرصد ه 5/1محلول  و سپس قهیدق كیدرصد به مدت  70 تانولمرحله، از ا نیپس از ا ند.دشستشو داده ش
در مجموع مرتبه سه  ناریلام رهودیز لیاستر طیتحت شرا نهایت،شد. در استفاده ها برای ضدعفونی ریزنمونه قهیدق 15مدت 

سه درمتر برش داده شدند و های گره دار به طول یك سانتیریزنمونه .ی شدندآبکش لیمقطر استر با آب دقیقه 15به مدت 
 5/0 یحاو MSکشت  طیمح: B؛ BA تریرم در لگیلیم یك یحاو MSجامد  مهیکشت ن طیمح :Aمحیط کشت شامل 

هفته  3به مدت  3GA تریرم در لگیلیم 1 یحاو MSکشت  طیمح درابتدا  هازنمونهیراولیه کشت  :C ؛BA تریرم در لگیلیم
معادل  pH باآگار  تریگرم در ل 8ساکارز، درصد  3 حاوی ؛BA تریرم در لگیلیم یك یحاو MSکشت  طیو سپس انتقال به مح

 ها از آنها به عنوان ریزنمونه اولیه برای تکثیر در شرایط بیوراکتور استفاده شد.از استقرار ریزنمونه . پسکشت شدند 7/5

 وری موقتدر بیوراکتور غوطه GN15 هیپابهینه سازی شرایط تکثیر 

 ارائهوری موقت از سیستم بیوراکتور غوطه در شرایط GN15مختلف بر سرعت رشد و تکثیر پایه  عواملمنظور ارزیابی به
های گره در محیط کشت نیمه ابتدا ریزنمونهبراساس نتایج آزمایش قبل، استفاده شد.  Entesar et al. (2012)شده توسط 

از آنها برای ها ال شدن جوانهاز فع پسدرصد ساکارز کشت و  سهو ( B)محیط  BAگرم در لیتر میلی 5/0حاوی  MSجامد 
وری، غلظت تنظیم کننده رشد محیط کشت در سه آزمایش جداگانه، عوامل دوره تناوب غوطهبعدی استفاده شدند. های آزمایش

 ساکارز در مرحله تکثیر مورد ارزیابی قرار گرفتند.  و
به صورت  بود ودرصد ساکارز  3و  BAگرم در لیتر میلی 5/0حاوی  MS مورد استفاده محیط محیط کشت ،آزمایش اولدر

ه تناوب دور 3وری موقت با اعمال شرایط غوطهدر این آزمایش اثر  شد. اجراطرح کاملا تصادفی با چهار تیمار و شش تکرار 
بر خصوصیات روز  50نی ساعت( با استفاده از در یك دوره زما 24و  12، 6دقیقه در هر  10وری وری )دوره زمانی غوطهغوطه

ریزنمونه )دو ریزنمونه  6وری موقت غوطه وراکتوریبدر هر  مورد ارزیابی قرار گرفت.حاصل  یهاشاخسارهبیوشیمیایی رشدی و 
وری موقت با روش وطهغ وراکتوریبمنظور مقایسه عملکرد به عنوان تکرار در نظر گرفته شد. بهدر هر ظرف( قرار گرفت که 

ر محیط کشت نیمه د( انجام شد. آگار تریل در گرم 8) (A)معمول کشت، یك تیمار نیز همزمان در محیط کشت نیمه جامد 
ی آن در نظر گرفته ظرف مجزا به عنوان تکرار برا 6میلی لیتری یك ریزنمونه قرار گرفت که  200جامد در هر ظرف کشت 

 1و  5/0شامل صفر،  BAهای مختلف شد. آزمایش دوم به صورت فاکتوریل در قالب طرح کاملا تصادفی با دو فاکتور غلظت
ظیم های مختلف تنشد. اثر غلظت وری موقت و محیط کشت نیمه جامد( انجامر و نوع کشت )بیوراکتور غوطهگرم در لیتمیلی
یط کشت نیمه جامد ساعت و مح 24دقیقه در هر  10وری وری موقت با دوره غوطهبیوراکتور غوطهسیستم در  BAرشد  کننده

ر محیط ددرصد  5و  4 ،3 شاملساکارز  های مختلفاثر غلظت ،مروز مورد ارزیابی قرار گرفت. در آزمایش سو 50در یك دوره 
نیمه جامد در  ساعت و محیط کشت 24دقیقه در هر  10وری وری موقت با دوره غوطهبیوراکتور غوطه دو سیستم درکشت 

ورت فاکتوریل ار گرفت. آزمایش به صمورد ارزیابی قر BAگرم در لیتر میلی 5/0حاوی  MSدر محیط کشت و روز  50یك دوره 
وری موقت و محیط کشت یوراکتور غوطهو نوع کشت )ب های مختلف ساکارزدر قالب طرح کاملا تصادفی با دو فاکتور غلظت

مشابه  در هر سه آزمایش در هر ظرف بیوراکتور و محیط کشت نیمه جامدها و تکرارها نیمه جامد( انجام شد. تعداد ریزنمونه
  .بود

شامل تعداد گیاهچه تکثیر شده از طریق شمارش تعداد  ،رشدی اتیخصوصز شروع اعمال تیمارها، روز ا 50پس از گذشت 
سطح  یریا اندازه گکش، سطح برگ بمتر با استفاده از خطمتر، ارتفاع گیاهچه برحسب سانتیمیلی 5گیاهچه رشد یافته بیش از 

کش، متر با استفاده از خط، طول دمبرگ برحسب سانتیایمیج جی با استفاده از نرم افزار ریتصو زیآنال قیبرگ ها از طر تمامی
کش متر با استفاده از خطمتر، طول ریشه برحسب سانتیمیلی 5تعداد ریشه از طریق شمارش تعداد ریشه رشد یافته بیش از 

 گیری شد.اندازه

                                                                                                                                                                 
1.  ImagJ 
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منظور اندازه گیری استفاده شد. بههای تکثیر شده گیاهچه میانیهای از برگ ،جهت ارزیابی خصوصیات فیزیولوژیکی
 شده ( برگ برای هر یك از تکرارهای تیمارهای آزمایش یك برگ جداRWC( برگ و محتوای نسبی آب )WCمحتوای آب )

ساعت در آب مقطر قرار گرفت و با حذف آب اضافی با کمك  5ها به مدت سپس انتهای دمبرگ. (FWو بلافاصله وزن شد )
به سلسیوس درجه  70ها با خشك کردن در دمای ( برگDWوزن خشك ) ،(. در نهایتTWوزن شد ) دستمال کاغذی دوباره

 ,Ramirez-Vallejo & Kelly) 1با استفاده از رابطه محتوای آب برگ برحسب درصد  .ساعت اندازه گیری شد 24مدت 

 محاسبه شد.  (Matin et al., 1989 ) 2با استفاده از رابطه  برگ برحسب درصد آبی نسب یمحتواو  (1998
 WC= (FW-DW)/DW*100 (1رابطه 

 RWC= (FW-DW)/(TW-DW)*100 (2رابطه 

 
مقدار مشخصی برگ )با کمك پانچر با عصاره نشت شده از  یکیالکتر تیهدا یریاندازه گ با( MSIغشا )پایداری شاخص 

که برای هر تکرار از تیمارهای آزمایش یك  ترتیب. بدین در آب مقطر محاسبه شد متر(ای به قطر یك سانتیسطح مقطع دایره
 تیهداپس از اندازه گیری  .گراد قرار گرفتدرجه سانتی 30ساعت در دمای  4آب مقطر به مدت  لیتردیسك برگی در ده میلی

ی کیالکتر تیهداره دقیقه در آب درحال جوش قرار گرفتند و دوبا 15ها به مدت متر نمونه EC( با استفاده از 1Cی )کیالکتر
 .( ,1994Sairam) محاسبه شد  3با استفاده از رابطه  شاخص پایداری غشا(. 2Cاندازه گیری شد ) هاآن

 

 MSI= (1-C1/C2)*100 (3رابطه 

 
و  برگ تازه گرمیلیم 200برای هر یك از تکرارهای تیمارهای آزمایش  میزان رنگدانه های فتوسنتزی، یریگاندازه یبرا

انجام شد میزان جذب نمونه ها  درصد 96متانول  تریلیلمی 10 از استفاده با هاجدا و استخراج رنگدانه افتهیجوان کاملا توسعه 
 & Lichtenthaler)از شرکت بیوتك آمریکا اندازه گیری شد  Epochمیکروپلیت ریدر مدل  با استفاده از اسپکتروفتومتر

Buschmann, 2001.) 
ای به قطر )با کمك پانچر با سطح مقطع دایره اهیبرگ تازه گ وزن مشخصی از ،ی مقدار قندهای محلولریگاندازه برای

پس . و سانتریفوژ گردیدبه آن اضافه  درصد 95اتانول  تریلیلیم 5مقدار  سپس شد کوبیده و نرم ینیدر هاون چمتر( یك سانتی
 ماندهیرسوبات باق یعصاره رو جداسازیمجددا  درصد 70اتانول  تریلیلیم 5، به کمك محلول ییقسمت بالااز جدا نمودن 

 تریکرولیم 100مرحله، به  نیشد. پس از ا وژیفیسانتر قهیدور در دق 4500در  قهیدق 15 دت. عصاره استخراج شده به مانجام شد
درصد( اضافه  72 كیسولفور دیاس تریل یلیم 100رم آنترون خالص+ گیلیم 150معرف آنترون ) تریلیلیم 3شده  هیاز عصاره ته

ها، جذب آنها در طول پس از خنك شدن نمونه ند.در حمام آب جوش قرار داده شد قهیدق 10به مدت  ها، نمونه. سپسدیگرد
 ,.Dubois et al) محاسبه شد ها، غلظت آناستاندارمقایسه با منحنی نانومتر با دستگاه اسپکتروفتومتر قرائت و با  625موج 

1956). 

 های تکثیر شدهیشه زایی و سازگاری گیاهچهر

جامد به صورت  مهیکشت ن طیوری موقت و محکشت غوطه طیشده در شرا ریتکث یهارهشاخسا ،ییزاهشیرارزیابی منظور به
های نصف غلظت نمكکشت  طیمحو  جامد مهیوری موقت و کشت نغوطه وراکتوریبدر دو سیستم شده و  میتك بوته تقس

MS ،تریلبر  گرمیلیم 6/0 یحاو IBA هر  ،وری موقتغوطه وراکتوریباز چهار ظرف کشت  .شدند درصد ساکارز منتقل سه و
استفاده گردید. در محیط  ساعت 24دقیقه در هر  10وری محیط کشت مایع با دوره زمانی غوطه وکدام حاوی چهار ریزنمونه 

 طیها در شراروز پس از کشت نمونه . پنجاهریزنمونه قرار گرفتدر هر ظرف کشت دو با هشت تکرار کشت نیمه جامد نیز 
 .شدندو ثبت  یرگیاندازهشده  دیتول شهیرو طول  تعداد ،زاییشهیدرصد ر ،شده تکثیر  اهچهیارتفاع و تعداد گ اتیخصوص ،دیجد
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)به  تیو کوکوپ تیکولیورم بستر کشت یحاو ،اتیلندار شده در هر دو روش کشت در ظروف پلیهای ریشهگیاهچه ،سپس
منظور حفظ رطوبت در مراحل اولیه درب ظروف بسته شد و با گذشت زمان هوادهی افزایش به شدند. منتقل( ینسبت مساو

 16ی نور طیدر شب و در شرا سلسیوسدرجه  18در روز و  سلسیوسدرجه  24تا  22 یدر دما ،در اتاقك رشدیافت. ظروف 
 کباری یابه صورت هفته MS ل نصف غلظتاز محلو اهانیگ هیتغذ یبرا گرفتند.قرار  یکیساعت تار 8و  ییساعت روشنا

سازگار شده، سطح  یهااهچهیدرصد گ اتیخصوص ،(یروز پس از شروع سازگار 60 بای)تقر شیآزما انی. پس از پاشداستفاده 
 .قرار گرفت یابیسازگار شده مورد ارز اهچهیهر گدر  شهیبرگ، تعداد و طول ر

 تجزیه و تحلیل آماری

زایی در قالب طرح کاملا تصادفی با و آزمایش ریشه تکرار 5با  ،یقالب طرح کاملا تصادف های تکثیر گیاهچه درآزمایش
انجام شد.  JMP-8افزار ها با استفاده از نرمداده لیو تحل هیو تجز Excelها در برنامه داده ی. آماده سازتکرار انجام شد 16

 پنجدر سطح احتمال  LSDبا آزمون  مارهایت نیانگیم سهیمقانرمال شدند.  arcsin√xهای درصدی با استفاده از فرمول داده
 .شدرسم  Excelبا استفاده از برنامه  زیدرصد انجام و نمودارها ن

 

 های پژوهشیافته

 کشت بافت طیدر شرا زنمونهیر هیاستقرار اول

از  مارها،یت نیدار بیاختلاف معن وجود دهندهکشت شده نشان  زنمونهیاستقرار ر شیآزما یهاداده انسیوار هیتجز جینتا
درصد فعال  نیشتریبهای مقایسه میانگین داده براساس. بودشدن آنها  یاشهیش نیها و همچنلحاظ درصد فعال شدن جوانه

از نظر درصد فعال شدن جوانه  C و B کشت طیمشاهده شد. محA ت کش طیشدن در مح یاشهیها و درصد ششدن جوانه
  .(1د )شکلنش یاشهیش در آنها یانمونه چیو ه ندنداشتی دارتفاوت معنی

 

 
کشت  طیمح ؛BA تریدر ل گرمیلیم كی یحاو A :MSکشت  طیمح، های مختلفدر محیط کشت GN15های ای شدن ریزنمونهدرصد تکثیر و شیشه .1شکل 

B :MS تریدر ل گرمیلیم 5/0 یحاو BAکشت  طیمح ؛Cکشت  طیدر مح هازنمونهیر هی: کشت اولMS تریدر ل گرمیلیم 1 یحاوGA3  هفته و سپس  3به مدت
 .BA تریدر ل گرمیلیم یك یحاو MSکشت  طیانتقال به مح
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 وری موقتدر بیوراکتور غوطه GN15 هیپابهینه کردن شرایط تکثیر 

  وریدوره تناوب غوطه اثر

 یهااهچهیگ ییایمیوشیو ب یکیولوژیزیف ،یکیمورفولوژ اتیتناوب بر خصوص یهادوره اثر یهاداده انسیوار هیتجز جینتا
 یغشا یداریقند محلول، پا ،bو a لیبر وزن تر، وزن خشك، طول ساقه، سطح برگ، کلروف ماریداد که اثر ت نشانشده  ریتکث

  .نبود داریمعن برگ آب یمحتوا و دیکاروتنوئ مقدار شده، ریتکث اهچهیگ تعداد بر و داریمعن برگآب  ینسب یمحتوا و یسلول

های تولید شده در مورفولوژیکی تیمارهای آزمایش نشان داد که گیاهچه اتیخصوصهای نتایج مقایسه میانگین داده
های رشد کرده در محیط کشت نیمه جامد داشتند. وری موقت از نظر رشدی وضعیت بهتری نسبت به نمونهغوطه وراکتوریب

رشد بهتر  که با وجودساعت بدست آمد. لازم به توضیح است  6بیشترین وزن تر، وزن خشك و سطح برگ در دوره تناوب 
(. مطالعه 2و شکل  1ای شدن در این دوره تناوب مشاهده شد )جدول بیشترین درصد شیشه ،ساعت 6ها در دوره تناوب گیاهچه
 یپایداری غشاداری بین تیمارها در صفات محتوای نسبی آب برگ و فیزیولوژیکی نیز نشان داد که اختلاف معنی اتیخصوص

های و بین دوره ند،بیشتر از شاهد بود صفتاین دو  مقادیر وری موقتطوری که در تمام تیمارهای غوطههب، ی وجود داشتسلول
 محیط کشت نیمه جامد نیز کمترین مقدار مربوط به هاآب از دست رفته برگز نظر داری وجود نداشت. اتناوب اختلاف معنی

ساعت  6بیوشیمیایی، محتوای قند برگ در تیمار شاهد و زمان تناوب  اتیخصوصدر بین  ،(. همچنین1بود )جدول  (تیمار شاهد)
از دو تیمار دیگر بیشتر بود که نشان دهنده وضعیت بهتر این تیمارها در جذب قند از محیط کشت به دلیل زمان تماس بیشتر 

 (.1)جدول  شدداری بین تیمارها دیده اختلاف معنی bو  a کلروفیلمی باشد. از لحاظ میزان 
 

 وراکتوریدر ب GN15 هیپاهای تکثیر شده گیاهچه برخی خصوصیاتبر وری غوطهتناوب  یهااثر دوره. 1جدول 

 موقت یورغوطه
 aکلروفیل

گرم بر گرم )میلی

 وزن تازه(

سطح برگ 

 متر مربع()سانتی

طول ساقه 

 متر()سانتی
 وزن خشک )گرم(

 وزن تر 

 (گرم)
 تیمار

ab 60/1 c 39/11 b 75/1 c 077/0 c 240/0 )شاهد )محیط کشت نیمه جامد 

a 99/1 a 54/29 a 22/5 a 513/0 a 878/1 6 وریساعت غوطه 

b 32/1 b 33/20 a 15/4 ab 376/0 ab 381/1 12 وریساعت غوطه 

a 04/2 bc 72/16 a 00/6 b 322/0 b 087/1 24 وریساعت غوطه 

 

 
 1ادامه جدول 

 bکلروفیل

بر گرم  گرمیلیم)

 (وزن تازه

محتوای نسبی آب 

 )درصد(

شاخص پایداری 

 غشا )درصد(
 ای شدن)درصد(شیشه

قندمحلول برگ 

بر  گرمیلی)م

 گرم وزن تازه(

 تیمار

bc 606/0 b 24/72 b 91/48 c 0 a 28/84 )شاهد )محیط کشت نیمه جامد 
ab775/0 a 31/88 a 0/110 a 33 a 45/82 6 وریساعت غوطه 
c 424/0 a 47/96 a 87/96 b 16 b 98/28 12 وریساعت غوطه 
a 971/0 a 61/87 a 42/91 c 0 b 43/34 24 وریساعت غوطه 

 باشند.( میLSDدار )درصد، بر اساس آزمون حداقل اختلاف معنی 5دار در سطح  احتمال مقادیر میانگین های دارای حروف مشترک در هر ستون فاقد تفاوت معنی
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 24و  12، 6وری محیط کشت نیمه جامد و به ترتیب دوره تناوب غوطه ،از راست به چپ .رشد یافته در تیمارهای مختلف آزمایش GN15های گیاهچه .2 شکل

 ساعت

 

  BAاثر نوع محیط کشت و غلظت 

 ییایمیوشیو ب یکیولوژیزیف ،یکیمورفولوژ اتیو نوع کشت بر خصوص BAاثر سطوح  یهاداده انسیوار هیتجز جینتا
وزن تر و خشك برگ، وزن تر و  ،ییداد که اثر ساده نوع کشت بر وزن تر و خشك اندام هوا نشانشده  ریتکث یهااهچهیگ

 ریو بر سا داریمعن دیوتنوئو کار a ، b لیکلروف یمحتوا ، یسلول یغشا یداریآب برگ و پا ینسب یمحتواخشك ساقه، 
وزن تر و خشك برگ، وزن تر و  ،ییبر وزن تر و خشك اندام هوا BAسطوح  ساده اثر ن،یهمچن. نبود داریمعن اتیخصوص

. اثر متقابل نوع کشت نبود داریمعن اتیخصوص ریو بر سا داریو سطح برگ معن اهچهیخشك ساقه، ارتفاع، تعداد برگ، تعداد گ
  .نبود داریمعنپارمترها  ریسا برو  داریمعن برگ قند و دیکاروتنوئ ،a، b لیسطح برگ، کلروف اتیبر خصوص BAو سطوح 

طوری که در اکثر هبدار بود، معنی فیزیولوژیکی اتیخصوصبر نوع محیط کشت اثر  ،هابراساس نتایج مقایسه میانگین داده
 در ی و محتوای نسبی آب برگسلول یپایداری غشاتیمارها خصوصیات وزن تر و خشك اندام هوایی، وزن تر و خشك برگ، 

غلظت تنظیم کننده رشد  اثر ،(. همچنین2نسبت به محیط کشت نیمه جامد داشتند )جدول  مقادیر بیشتریوری غوطه وروراکتیب
BA ،وزن تر و خشك اندام هوایی، وزن تر و  هایمقادیر ویژگیطوری که در اکثر تیمارها هب بر برخی صفات معنی دار بود

بود )جدول  بیشتر از سایر تیمارهای آزمایش BAگرم در لیتر یك میلیدر محیط حاوی خشك برگ، ارتفاع و تعداد گیاهچه 
 وضعیت بهتری BAحاوی  و کاروتنوئید در محیط کشت نیمه جامد a  ،bبیوشیمیایی، محتوای کلروفیل  اتیخصوص(. در بین 3
(. در 4ار قرار نگرفت )جدول محتوای قند برگ چندان تحت تاثیر تیم اما نشان دادند،وری غوطه وراکتوریبسیستم نسبت به  را

از نظر رشدی وضعیت بهتری داشتند  BAگرم در لیتر وری حاوی یك میلیغوطه وراکتوریبهای رشد یافته در گیاهچه ،مجموع
 ای شدن مشاهده شد.هایی که رشد زیادی داشتند علائمی از شیشهدر نمونه حال، با این(4 و 3های )شکل
 

 در شرایط کشت بافت GN15شده پایه  ریتکث یهااهچهیگ اتیخصوص یبرخاثر نوع کشت بر . 2جدول

نوع 

 کشت

وزن تر 

اندام 

 هوایی)گرم(

وزن خشک 

اندام 

 هوایی)گرم(

وزن تر 

 برگ)گرم(

وزن 

خشک 

 برگ)گرم(

وزن تر 

 ساقه)گرم(

وزن 

خشک 

 ساقه)گرم(

شاخص 

پایداری 

 غشا 

 )درصد(

محتوای نسبی 

 آب )درصد(

محیط کشت 
 نیمه جامد

b 53/0 b 13/0 b 26/0 b 06/0 b 26/0 b 057/0 b 09/46 b 83/66 

 وراکتوریب
 وریغوطه

a 21/2 a48/0 a23/1 a 28/0 a 97/0 a 198/0 a 83/75 a 82/80 
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درصد، بر اساس آزمون  5دار در سطح  احتمال مقادیر میانگین های دارای حروف مشترک در هر ستون فاقد تفاوت معنی

 باشند.( میLSDدار )معنیحداقل اختلاف 

 
 در شرایط کشت بافت GN15شده پایه  ریتکث یهااهچهیگ اتیخصوص یبر برخ BAاثر سطوح  .3 جدول

BA 

)میلی 

گرم 

در 

 لیتر(

وزن تر 

اندام 

 هوایی)گرم(

وزن خشک 

اندام 

 هوایی)گرم( 

وزن تر 

برگ 

 )گرم(

وزن 

خشک 

برگ)گرم 

 گرم(

وزن تر 

ساقه)گرم 

 گرم(

وزن 

خشک 

 ساقه)گرم(

ارتفاع 

 متر()سانتی

تعداد 

 برگ

تعداد 

 گیاهچه

0 b 63/0 b 18/0 b 42/0 b 124/0 b 21/0 b 060/0 b 93/1 b 60/13 b 00/1 

5/0 b 94/0 b 21/0 b 54/0 b 126/0 b 40/0 b 079/0 b 80/2 b 25/20 b 52/1 

1 a 54/2 a 52/0 a29/1 a 280/0 a 25/1 a 243/0 a 35/4 a 50/44 a 20/3 

 باشند.( میLSDدار )درصد، بر اساس آزمون حداقل اختلاف معنی 5دار در سطح  احتمال مقادیر میانگین های دارای حروف مشترک در هر ستون فاقد تفاوت معنی

 
 در شرایط کشت بافت GN15شده پایه  ریتکث یهااهچهیگ اتیخصوص یو نوع کشت بر برخ BAاثر سطوح . 4جدول

 نوع کشت

BA  میلی(

گرم در 

 لیتر(

 aکلروفیل 

گرم بر گرم )میلی 

 وزن تازه(

 bکلروفیل 

گرم بر )میلی

 گرم وزن تازه(

 کاروتنوئید

گرم بر گرم )میلی

 وزن تازه(

 سطح برگ

متر )سانتی

 مربع(

قند محلول 

گرم میلی)برگ 

بر گرم وزن 

 (تازه

محیط کشت نیمه 
 جامد

0 b 22/1 b 487/0 bc 38/0 c 78/5 b 81/10 
5/0 a 83/1 a 684/0 ab 50/0 bc 67/21 b 59/12 

1 a 95/1 a 755/0 a 52/0 b 36/26 ab 46/14 

 وراکتوریب
 وریغوطه

0 b 26/1 b 462/0 bc 38/0 b 52/33 a 79/21 
5/0 b 81/0 b 300/0 d 24/0 b 42/26 ab 44/15 

1 b 05/1 b 417/0 cd 28/0 a 60/67 b 44/9 

 باشند.( میLSDدار )درصد، بر اساس آزمون حداقل اختلاف معنی 5دار در سطح  احتمال میانگین های دارای حروف مشترک در هر ستون فاقد تفاوت معنیمقادیر 

 
 

   
 BAگرم در لیتر میلی 1و  5/0حاوی صفر،  ،از راست به چپ. رشد یافته در محیط کشت نیمه جامد GN15های گیاهچه. 3شکل 
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 BAگرم در لیتر میلی 1و  5/0صفر،  حاوی ،از راست به چپ .وریغوطه وراکتوریبرشد یافته در  GN15 هایشاخساره .4شکل 

 

 نوع محیط کشت و میزان ساکارزاثر 

که  یطوربه ،مورد مطالعه موثر بود یکیمورفولوژ اتیخصوصنشان داد که اثر ساده ساکارز بر  هاداده انسیوار هیتجز جینتا
ساده نوع کشت  اثر ن،یبر ا علاوهشدند.  داریدرصد معن كیارتفاع و سطح برگ در سطح احتمال  اهچه،یتعداد برگ، تعداد گ

 ،مورد مطالعه موثر بودند یکیولوژیزیو ف یکیمورفولوژ اتیخصوصموقت( بر  یورغوطه وراکتوریجامد و ب مهیکشت ن طی)مح
وزن تر برگ، وزن خشك برگ، وزن تر ساقه، وزن خشك ساقه،  ،ییوزن خشك اندام هوا ،ییکه وزن تر اندام هوا یطوربه

ار دیدرصد معن پنجدر سطح  اهچهیدرصد و تعداد گ كیدر سطح  دیتنوئوو کار a ،bلیارتفاع، تعداد برگ، سطح برگ، کلروف
درصد و وزن تر ساقه، تعداد  كیدر سطح  یسلول یغشا یداریتعداد برگ و پا یساکارز و نوع کشت برا زانیشدند. اثر متقابل م

 ،فیزیولوژیکی اتیخصوصهای نتایج مقایسه میانگین داده براساس ار شدند.دیدرصد معن پنجو سطح برگ در سطح  اهچهیگ
و کاروتنوئید  a ،bبجز میزان کلروفیل  ،وری موقت در بیشتر صفات مورد بررسیغوطه وراکتوریب شاخساره های رشدیافته در

نوع محیط کشت و میزان ساکارز برهمکنش (. در بررسی اثر 5)جدول  ندنسبت به محیط کشت نیمه جامد وضعیت بهتری داشت
 4و  3وری حاوی غوطه وراکتوریبهای رشد یافته در بیشترین تعداد برگ، تعداد گیاهچه، وزن تر ساقه و سطح برگ در گیاهچه

  (. 6)جدولدرصد ساکارز مشاهده گردید 
 

 در شرایط کشت بافت GN15شده پایه  ریتکث یهااهچهیگ اتیخصوص یاثر نوع کشت بر برخ .5جدول

 نوع کشت

وزن تر 

اندام 

 هوایی)گرم(

وزن خشک 

اندام 

 هوایی)گرم(

وزن تر 

 برگ)گرم(

وزن 

خشک 

 برگ)گرم(

وزن 

خشک 

 ساقه)گرم(

ارتفاع 

 متر()سانتی

کلروفیل 
a 
گرم )میلی

بر گرم 

 وزن تازه(

کلروفیل 
b 
گرم )میلی

بر گرم 

 وزن تازه(

 کاروتنوئید

گرم )میلی

بر گرم 

 وزن تازه(

 وراکتوریب
 وریغوطه

a 22/1 a 26/0 a 60/0 a 16/0 a 099/0 a 13/4 b 18/2 b 91/0 b 54/0 

محیط کشت 
 نیمه جامد

b 35/0 b 07/0 b 13/0 b 036/0 b 042/0 b 53/2 a 26/4 a 69/1 a 06/1 

 باشند.( میLSDدار )درصد، بر اساس آزمون حداقل اختلاف معنی 5دار در سطح  احتمال مقادیر میانگین های دارای حروف مشترک در هر ستون فاقد تفاوت معنی
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 کشت بافت در شرایط GN15شده پایه  ریتکث یهااهچهیگ اتیخصوص یو نوع کشت بر برخ غلظت ساکارزاثر  .6 جدول

محیط کشت و 

 ساکارز
 تعداد برگ

تعداد 

 گیاهچه

سطح برگ 

 متر مربع()سانتی

وزن تر ساقه 

 )گرم(
MSI )درصد( 

نیمه جامد و ساکارز 
3% 

b 80/12 ab 60/2 b 71/18 b 318/0 bc 66/51 

نیمه جامد و ساکارز 
4% 

b 40/13 bc 80/1 b 69/12 b 166/0 c 33/45 

نیمه جامد و ساکارز 
5% 

b 60/10 bc 80/1 b 06/9 b 237/0 a 00/70 

وری و ساکارز غوطه
3% 

a60/22 a 80/3 a 83/41 a 706/0 ab 28/64 

وری و ساکارز غوطه
4% 

a 60/28 a 60/3 a 95/50 a 829/0 a 62/71 

وری و ساکارز غوطه
5% 

b 80/7 c 20/1 b 81/15 b 318/0 ab 66/60 

 باشند.( میLSDدار )درصد، بر اساس آزمون حداقل اختلاف معنی 5دار در سطح  احتمال مشترک در هر ستون فاقد تفاوت معنیمقادیر میانگین های دارای حروف 

 

 های تکثیر شدهو سازگاری گیاهچهها شاخسارهزایی ریشه

های آزمایش نشان داد که درصد، تعداد و طول ریشه تحت تاثیر تیمارهای مختلف آزمایش قرار نتایج تجزیه وایانس داده
 شده ریتکث اهچهیگ تعدادبرگ و شامل ارتفاع گیاه، تعداد  ،اتیخصوصدار شدند. سایر معنی درصد كیگرفت و در سطح احتمال 

های رشد یافته در محیط کشت نیمه شاخسارهزایی نشان داد که تاثیر تیمارهای آزمایش قرار نگرفت. نتایج آزمایش ریشه تحت
 ،درصد بود. همچنین 25وری موقت این میزان غوطه وراکتوریبکه در حالی در ،درصد ریشه دار شدند 50جامد به میزان 

ی رشد یافته در هاهای ریشه دار شده در محیط کشت نیمه جامد موفق به تولید ریشه بیشتری در مقایسه با گیاهچهگیاهچه
های رشد یافته در محیط کشت وری شدند. علاوه بر این، نتایج نشان داد که طول ریشه تولید شده در گیاهچهغوطه وراکتوریب

 7وری موقت بیشتر بود )جدول غوطه وراکتوریبهای رشد یافته در شرایط طور قابل توجهی در مقایسه با گیاهچهنیمه جامد به
و ند ای شدن، ترد و شکننده بودشیشه علاوه بر وریغوطه وراکتوریبهای رشد یافته در کر است که گیاهچه(. قابل ذ5و شکل 

 نبودهمناسب  GN15زایی وری موقت برای ریشهغوطه وراکتوریب(. نتایج این آزمایش نشان داد که 5-4کالوسی شدند )شکل 
بدین نحو که مرحله تکثیر  ،ای برای تکثیر این گیاه در شرایط بیوراکتور استفاده شوداز روش های دو مرحله که است آن و بهتر

 های نیمه جامد انجام شود.ها در محیط کشتهاشاخسارهزایی وری موقت و مرحله ریشهغوطه وراکتوریبدر 
 

 شرایط کشت بافتدر  GN15پایه ریشه زایی  اتیخصوص یاثر نوع کشت بر برخ .7جدول 

 متر(طول ریشه )سانتی تعداد ریشه زاییدرصد ریشه تیمار

 a 50 a 31/1 a 39/1 محیط کشت نیمه جامد

 b 25 b 25/0 b 18/0 وریغوطه وراکتوریب

 باشد.در سطح احتمال پنج درصد می LSDدار بر اساس آزمون حروف مشابه در هر ستون بیانگر عدم تفاوت معنی
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 مترشاخص= یك سانتی .وری موقت )چپ(نیمه جامد )راست( و بیوراکتور غوطه کشترشد یافته در محیط GN15های زایی در گیاهچهوضعیت ریشه .5شکل 

 
های ها در بستر ترکیبی کوکوپیت و پرلیت، رشد آنها مورد ارزیابی قرار گرفت. گیاهچهپنجاه روز پس از سازگاری گیاهچه

 ،همچنین .همگی از بین رفتند داشتندهای شکننده و کالوسی علت اینکه ریشهوری موقت بهغوطه وراکتوریبحاصل از 
های سازگار شده دارای متوسط درصد سازگار شدند. گیاهچه 82دار شده در محیط کشت نیمه جامد با فراوانی های ریشهگیاهچه

گرم، سطح برگ  075/0گرم، وزن خشك اندام هوایی  286/0متر، متوسط وزن تر اندام هوایی سانتی 8/2ارتفاعی برابر با 
های سازگار شده به های گیاهچهگرم بودند. ریشه 026/0گرم و وزن خشك ریشه  18/0متر مربع، وزن تر ریشه سانتی 82/12

 خوبی توسعه یافته بودند.
 

 بحث
 یروش هاهای رشد، ت پایه و تنظیم کنندهها در محیط کشت، به شدت تحت تاثیر انتخاب نوع محیط کشاستقرار ریزنمونه

(.  et al., ,Shokri ;2014 et al.,Arab 2013) گیردقرار میگیاه ژنوتیپ و  کشت بافت طیشرا یطیعوامل مح، ییزدا یآلودگ
ها در و همچنین کشت سه هفتگی ریزنمونه BAگرم در لیتر و یك میلی 5/0اثر مقادیر  ،در آزمایش حاضر در مرحله استقرار

مورد بررسی  BAگرم در لیتر و سپس انتقال به محیط کشت حاوی یك میلی، 3GAگرم در لیتر محیط کشت حاوی یك میلی
درصد  ، امامشاهده شد BA تریدر ل گرمیلیم كی یحاو کشت طیمح دردرصد(  7/35قرار گرفت. بیشترین درصد استقرار )

درصد استقرار در دو محیط کشت دیگر پایین اگرچه درصد(.  4/38ها نیز در این محیط کشت بالا بود )ای شدن ریزنمونهشیشه
 ستمیدر مر ییزااندام ی وسلول میتقس میدر تنظ هیها نقش م نینیتوکیساها مشاهده نشد. ای شدن در ریزنمونهشیشه، اما بود

کشت  طیبه مح 3GA ای نی(. افزودن اکس 2012Benková,  & ; Vanstraelen2011., et alBartrina) نوک شاخه دارند
 نینیتوکیمانند غلظت سا گریعوامل د یسركی ریتاث حتاما اثر آن ت، ( Kane, 2005) شودطول شاخه  شیافزاباعث تواند یم

باعث  نینیتوکیسا نهیتنها در سطح به 3GAکه شده است (. گزارش Rousselle & Pua ,1983)دارد کشت قرار  طیدر مح
در  .Prunus mahaleb Lزایی شترین شاخهیب همچنین .(Geng et al., 2016)گردید  بیس یهاهزقلمیرشد شاخه در ر

 et alBagheri ,.2013 )دست آمده استبه BAگرم در لیتر و یك میلی 3GAگرم در لیتر حاوی یك میلی، MSمحیط کشت 

گرم یلیم 2/0و  BAر تیگرم در لیلیم كی یحاو، MSکشت  طیمحدر  نیز بادام( -هلو  دیبری)ه GF677 هیپا(. ریزازدیادی 
 (. et alGanji Moghadam,. 2008موفق بوده است)  3GAر تیدر ل

وری، ترکیب تنظیم ای، اثر دوره غوطهدر شرایط درون شیشه GN15به منظور بهینه سازی تکثیر پایه  ،در مرحله پرآوری
وری موقت در مقایسه با محیط کشت نیمه جامد مورد ارزیابی غوطه وراکتوریبهای رشد و میزان ساکارز محیط کشت در کننده



 591 انشریفی و دیگر /..یورغوطه وراکتوریب طیهلو و بادام( در شرا دیبریه)  GN15هیپا یادیزازدیر یساز نهیبه (پژوهشی –)علمی 

 

 

 GN15های وری موقت شرایط بهتری را برای رشد و تکثیر گیاهچهغوطه وراکتوریبهای انجام شده قرار گرفت. در تمام آزمایش
 جینتادر این بررسی، انجام شده  GN15ی هااهچهیگ ییزاموقت بر رشد و شاخهوری اثرات مثبت غوطه همانند. نمودفراهم 
(،  et al.,Berthouly 1995(، قهوه )1987Christie & Jones, -Aitken) Pinus radiataچون  یاهانیدر گنیز  یمشابه

 Droseraگوشتخوار  اهی(، گ 1997 et al.,Cabasson) Citrus deliciosa(،  ,1994Akita & Takayama) ینیزم بیس

communis (2019et al., Kunakhonnuruk  ،)Stevia rebaudiana (2017et al., Pérez -Posada( موز ،)et Uma 

2021 al., ،)Bletilla striata (2018et al., Zhang ) و ( 2020نخل خرما et al.,Abahmane  گزارش شده است. یکی )
و تماس موقتی بافت با محیط کشت مایع است که  هواموقت ترکیب تهویه  وریغوطههای اصلی موفقیت سیستم دلایلاز 

با انتخاب زمان مناسب دوره تعلیق برخی از عوامل محدود  ،در این روششود. این دو ویژگی در روش کشت مایع رعایت نمی
 et al., Zapataای شدن هستند )که از عوامل محیطی بروز شیشه ،و رطوبت نسبی بالا 2COکننده نظیر غلظت بالای اتیلن، 

2004; Cordovilla et al., 2014موقت  یورغوطه وراکتوریدر ب یگلاب رقمدو  یادیزازدیر بررسیدر شود. ( کنترل می
SETIS  استفاده از و  افتی شیشدت افزابه یریتکث یهااهچهیشدن گ یاهشیدرصد ش ،یورغوطه یزمانفاصلهبا کاهش

meta–Topolin riboside  یاmeta–Methoxy topolin riboside  به جایBA شدت ها را بهای شدن گیاهچهشیشه
ی تعداد ورغوطه یزمان فاصلهبا افزایش  کهمد، در حالیبدست آساعت  8 یورتعداد شاخه در دوره غوطه نیشتریب و کاهش داد

زایی شاخهبرای  و پیوسـته موقت یورمقایسه دو نوع بیوراکتور غوطه .) al.,et Lotfi 2020( کاهش یافت یریتکث اهچهیگ
نسبت  یهای بیشتر و با کیفیت بهتردهد و شاخهای شدن را کاهش میشیشه موقت یورسیب نشان داد که بیوراکتور غوطه

 .) et al.,Zhu 2005( کندمیبه سیسـتم پیوسته تولید 
 & Ružić & Vujović, 2008; Ivanova)ت کش طیمح بیترک پ،یچون ژنوت یعوامل مختلف ریشاخه تحت تاث ریتکث

2012 & Liu, ; Yang2009Staden, ) ،یها. گونهردیگقرار می برخی از عوامل دیگرکشت بافت و  طیشرا یطیعوامل مح 
 اتاثرباعث بروز تواند خاص می ییمواد غذا افزایش ایدارند، هر گونه کمبود  نهیرشد به یبرا یمتفاوت یایهتغذ ازیمختلف ن

 ;Ramage & Williams, 2002; Ivanova & Staden, 2009)د شدن شو یاهشیمانند ش یکیولوژیزیو مشکلات ف یمنف

2012 & Liu,Yang ). ها نقش مهمی در رشد ویژه نوع و غلظت سایتوکینینهب ،های رشد محیط کشتترکیب تنظیم کننده
 5/0) نینیتوکیسا که استفاده از شیآزما نیا جینتا همانند(. Ružić & Vujović, 2008ی کشت شده دارد )هاو نمو بافت

وری غوطه وراکتوریبدر  GF677 هیپا یادیزازدیر ،شد شده کشت یهانمونه در ییزاشاخه كیباعث تحر( BA تریدر ل گرمیلیم
 ( Bagheri et al., 2016) موفق بود  NAA تریگرم در لیلیم 1/0و  BA تریگرم در لیلیم كبا محیط کشت حاوی ی موقت

شود. های ریزنمونه گره به عنوان مواد اولیه گیاهی استفاده میدرختان چوبی از جوانه ایدرون شیشه هایکشت اغلبدر 
، (Yaseen et al., 2009ها دارد )جوانه فعال شده اتوتروف کامل نبوده و نیاز به منبع انرژی نظیر کربوهیدارت ،در این شرایط

زایی و کنترل بیان ها به عنوان منبع مهم تامین انرژی در محیط کشت نقش قابل توجهی در القای اندامکربوهیدراتبنابراین 
(. ساکارز در کنار سایر منابع کربن 2003Neto & Otoni,  de Paiva; 2000, Li & Leungهای موثر در این مسیر دارد )ژن

(. Cheong & An, 2015; Bahmani et al., 2009دارد ) Prunusهای جنس نقش مثبتی در نمو شاخه و ریشه در گونه
سطوح پایین به دلیل عدم که طوریهب ،ای از کربوهیدرات ضروری استها سطح بهینهبرای رشد و نمو مناسب جوانه ،همچنین

 ,Huang & Liuشود )ها باعث رشد محدود آنها میهای اسمزی در گیاهچهتامین انرژی کافی و سطوح بالا با ایجاد استرس

2002; Gerdakaneh et al., 2009 ها مناسب زایی و رشد شاخهدرصد ساکارز برای شاخه 4و  3نیز سطوح  حاضر(. در نتایج
 بود. 

ای در دو سیستم کشت شامل محیط کشت نیمه در شرایط درون شیشه GN15های زایی و سازگاری گیاهچهنتایج ریشه
نبوده، مناسب  GN15زایی وری موقت برای ریشهغوطه وراکتوریبوری موقت نشان داد که شرایط غوطه وراکتوریبجامد و 

محیط کشت نیمه جامد  برعکس،سازگاری از بین رفتند.  و طی فرایند های شدها در این شرایط شیشهتمام گیاهچه طوری کهبه
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. نیز ی داشتندعیطب یهاشهیو ر شده دار شهیرها گیاهچهدرصد  50طوری که هب نمود،زایی فراهم شرایط بهتری را برای ریشه
شده زارش گ IBAر تیگرم در لیلیم 8/0 یحاو، MSکشت  طیدر مح محلب یهااهچهیگ (درصد 2/43) ییازشهیر نیشتریب

نیز کشت بدون هورمون  طیدر مح اهیگ نیای درصد 100 ییازشهیر اگرچه ،(Gangi Moghadam et al., 2008) است 
 Prunus ( در گیاهدرصد 7/79) ییازشهیر زانیم نیشترهمچنین، بی(.  Mahdavian et al., 2010) دست آمده استبه

salicina کشت نصف غلظت  طیدر محMS ، ر تیگرم در لیلیم 5/0تا  2/0باIBA  نولیفلوروگلوس تریگرم در لیلیم 40تا  20و 
 . )2010Ning, -Ying(مشاهده شده است 

 

 گیری و پیشنهادهانتیجه
 یهاروشهای رشد، هها در محیط کشت به شدت تحت تاثیر انتخاب نوع محیط کشت پایه و تنظیم کننداستقرار ریزنمونه

. در می باشندنوتیپ و تمام این عوامل به شدت تحت تاثیر ژ داشتهقرار  کشت بافت طیشرا یطیعوامل محیی و زدا یآلودگ
 از نظربهترین محیط کشت ، GN15ررسی برای استقرار ریز نمونه های پایه بهای کشت مورد در میان محیطحاضر  تحقیق
در بود.  BAگرم در لیتر میلی 5/0حاوی  کشتای شده، محیط شیشه تعداد نمونهو کمترین ها ریزنمونهاستقرار  بالای درصد

وری اکتور غوطهبیور GN15پایه  جهت پرآوریوری موقت دو سیستم کشت محیط کشت نیمه جامد و بیوراکتور غوطهمقایسه 
 های انجام شده درمام آزمایشدر تاگرچه  فراهم نمود. GN15 هایشاخسارهبرای رشد و تکثیر  تری رامناسبموقت شرایط 

. لازم ای شدن نمونه ها همراه بود.با شیشهاما  تولید شاخساره را داشت،ساعت بیشترین  6وری غوطه تناوب دوره ،بررسی نای
در هر دو  BAیش میزان وری تعداد گیاهچه تکثیر شده نیز کاهش یافت. با افزاغوطهتناوب با افزایش دوره  که به ذکر است

طوری هب ،وری موقت بیشتر بوددر بیوراکتور غوطه یافت اما این افزایشها افزایش گیاهچهزایی و رشد سیستم کشت میزان شاخه
در این سطح از تنظیم کننده رشد  ،ین حالاهر ریزنمونه تولید شد. با  از گیاهچه 4تعداد  BAگرم در لیتر که در سطح یك میلی

،BA رز، در محیط کشت نیمه جامدخصوص میزان ساکا مشاهده شد. در هم های تکثیریای شدن در نمونهعلائم شیشه، 
مناسب  شاخسارهکثیر درصد ساکارز برای رشد و ت سه و چهارمقادیر  ،وری موقتدر بیوراکتور غوطهو درصد ساکارز  3سطح 
های یاهچهزایی و سازگاری گشدت کاهش یافت. نتایج ریشهو کیفیت آن به پرآوری شاخسارهاما با افزایش میزان ساکارز  ،بودند

GN15 زایی وری موقت برای ریشهر غوطهای نشان داد که شرایط بیوراکتودر شرایط درون شیشهGN15  نبوده، مناسب
محیط کشت نیمه جامد  برعکس،رفتند.  و طی فرایند سازگاری از بین های شدها در این شرایط شیشهتمام گیاهچه طوری کهبه

در  های طبیعی داشتند.و ریشه هها ریشه دار شددرصد گیاهچه 50طوری که هب نمود،زایی فراهم شرایط بهتری را برای ریشه
از  که شودای توصیه میوش درون شیشهبه ر GN15وری موقت در تکثیر غوطه بیوراکتورجهت استفاده از مزایای  ،مجموع

ها در وری موقت و مرحله ریشه زایی گیاهچههغوط ربیوراکتومرحله تکثیر در  نحوی که، بهای استفاده شودروش دو مرحله
 محیط کشت نیمه جامد انجام شود.

از سطوح بالای سیتوکینین  زمانی که ،وری موقتدر شرایط غوطه GN15 هایشاخسارهبه منظور افزایش ضریب تکثیر 
ه و همچنین استفاده از تهوی ،و کلرید ویژه ترکیبات ازتهههای مختلف محیط کشت بگردد اثر نمكیم شنهادیپشود استفاده می

 خارجی به منظور کاهش میزان رطوبت محیط مورد بررسی قرار گیرد.
 

 تقدیر و تشکر
کمال  6041-20ی با کد در قالب طرح پژوهش ،دانشگاهی به دلیل تامین منابع مالی انجام آزمایشات این مقاله از جهاد

 تشکر را دارد.

                                                                                                                                                                 
1.  Prunus ahaleb L. 
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 منابع
(. بررسی و مقایسه ظروف کشت رایج و بیوراکتورتناوبی 1392از )محمد اسماعیل؛ داودی، داریوش و انتصاری، مهرنباقری، سکینه؛ امیری، 

 .43-36(، 1) 27 نشریه علوم باغبانیبادام(.  ×)هیبرید هلو 677GFجهت تکثیر انبوه پایه 
 0.20784i0.v4jhorts/10.22067rg/https://doi.o  

های مختلف در ریزازدیادی پایه (. تاثیر محیط کشت1395باقری، سکینه؛ امیری، محمد اسماعیل؛ داودی، داریوش و انتصاری، مهرناز )
GF677  623-616(، 4) 30 نشریه علوم باغبانیبادام(.  -)هیبرید هلو. 

https://doi.org/10.22067/jhorts4.v0i0.32259 

مجله ای چهار ژنوتیپ پاکوتاه گزینش شده محلب. (. تکثیر درون شیشه1387گنجی مقدم، ابراهیم؛ بلندی، احمد رضا و آناهید، صدیقه )
 .61-79،54. پژوهش و سازندگی در منابع طبیعی

زایی پایه رویشی اثر محیط کشت و تنظیم کننده رشد بر پرآوری و ریشه(. 1389مهدویان، مرتضی؛ بوذری، ناصر و عبدالهی، حمید )
  SPIJ./10.22092/https://doi.org.1109672017. 26-15(، 1) 26 مجله به نژادی نهال و بذر(. 64محلب )سنت لوسی 
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