
 

 

 
Micropropation of GN15 rootstock (hybrid of almond and peach) in 

Temporary immersion bioreactor 
 

ABSTRACT 
The liquid medium offers a more consistent environment and eliminates the hassle of transferring explants during the subcultures, 

creating optimal conditions for plant micropropagation. To study the micropropagation of GN15 rootstock, in the first we analyzed 

the impact of various plant growth regulator combinations on node explant establishment in semi-solid MS culture. Then to 

compare the temporary immersion bioreactor and semi-solid culture conditions on propagation rate and plant health of GN15 

rootstock, factors 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 were evaluated in three separate experiments. Rooting of 

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

was depended heavily on plant growth regulators, MS medium containg 0.5 mg/l BA was the best. The results of propagation under 

two different systems demonstrated that the temporary immersion system with 10-minute immersions every 6 hours, 0.5 mg/l BA, 

and 3% sucrose yielded optimal growth conditions for GN15 plantlets. However, the rooting and acclimatization tests revealed that 

the temporary immersion system was not suitable for rooting the GN15 rootstock under the given conditions. 
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 چکیده 

 موقت وریغوطه وراکتوریب طیهلو و بادام( در شرا دیبری)ه GN15 هیپا یادیزازدیر یساز نهیبه
 یرا برا یبهتر طیکشت شرا طیمح ضیکشت شده در هنگام تعو یهاهنمون ییبه جابجا ازیتر و عدم ن کنواختی طیفراهم کردن مح لیبه دل عیکشت ما طیمح

در محیط کشت گره  زنمونهیمختلف بر اسقرار ر یاهتکش طیمح بیابتدا اثر ترک ،GN15پایه  یادیزازدیر یکند. به منظور بررسمیفراهم  اهانیگ یادیزازدیر
در بر ضریب تکثیر و سلامت گیاهان،  مدجا مهیوری موقت و کشت نغوطه وراکتوریببه منظور مقایسه شرایط قرار گرفت. سپس  یابیمورد ارز MSنیمه جامد 

 1و  5/0، صفر یاهترشد )غلظ هکنند میساعت(، غلظت تنظ 24و  12، 6در هر  قهیدق 10 وریغوطه) وریغوطهجداگانه اثر دوره تناوب  شیقالب سه آزما
 طیدر مح زیشده ن ریتکث یهاهاهچیگ ییزا شهیقرار گرفت. ر یابیمورد ارز MSه یکشت پا طیدرصد( در مح 5و  4، 3) ز( و غلظت ساکارBAر تیرم در لگیلیم

 میانتخاب تنظ ریکشت، به شدت تحت تاث طیدر مح هاهزنمونی. استقرار رقرار گرفت یمورد بررس دو سیستمدر  IBAتریرم در لگیلیم 6/0 یحاو MSکشت 
 وریغوطه وراکتوریبنشان داد که  ریتکث یهاشیآزما جی. نتابهترین بود BAدر لیتر  رمگیلیم 5/0حاوی  MSبطوری که محیط کشت  رشد قرار گرفت یهاهکنند

 5/0 یکشت حاو طیساعت، مح 6در هر  قهیدق 10ی ورغوطهدوره  ،طیشرا نیبهتر .فراهم کرد GN15ی هاهاهچیگ ریرشد و تکث یرا برا یبهتر طیموقت شرا
مناسب نبود و تمام  پایه نیا ییزا شهیر یبراارزیابی شده در این تحقیق موقت  وریغوطه وراکتوریب نیدرصد ساکارز بود. همچن 3و  BAتر یرم در لگیلیم
 رفتند. نیاز ب یسازگار ندیفرا یشدند و ط یاهشیش طیشرا نیدر ا هاهاهچیگ

 محیط کشت مایع. ی شدن،اهشیش رطوبت نسبی،، تهویهتعلیق موقت، واژگان: کلید

 مقدمه 1

ا عملکرد تکثیر از موفقیت هسیستمدر یك محیط کشت نیمه جامد است. در این  هاهتکثیر شاخهای معمول ریزازدیادی شامل روش
 ی تکثیر گیاهان را به منظور تجاری سازی آنها کاهش دهندهاهنسبی برخوردار است و محققان به دنبال آن هستند تا زمان و هزین

(2002 ,Berthouly&Etienne )ی رویشی آنها هاهو پای وهیدرختان مبسیاری از گیاهان،  ایدرون شیشه طیدر شرا ری. دستورالعمل تکث
درختان اثر قابل توجهی در رشد، باروری و مقاومت به بیماری ها در درختان دارد. باروری  پایه. از طرف دیگر کیفیت است افتهیتوسعه 

بهتر جذب آب و مواد غذایی،  یایکاری عاری از بیماری، هاهبهبود یافته مانند پای تاخصوصیی با هاهبه استفاده از پای یك باغ مستقیماً
های آهکی، با داشتن خصوصیاتی چون تحمل خاک GN15مقاومت به آفات و بیماری های خاکزاد مرتبط است. هیبرید هلو بادام 

ای متعددی هت. شرک(Felipe, 2009) درختان هلو و بادام در کشور است برایو نماتد پایه مناسبی کلروز متحمل به خشکی، شوری، 



 

 

 طیشرای تولید این پایه تجاری، هاهکنند. لذا در این تحقیق به منظور کاهش هزینمیرا به روش کشت بافت تکثیر  پایهدر کشور این 
 آن صورت گرفت.مرسوم بافت کشت  طیشرای با اهمورد ارزیابی و مقایسموقت  وریغوطه وراکتوریدر بآن  ایدرون شیشهکشت 

 پیشینۀ پژوهش 2
ای کشت مایع، محیط یکنواخت تری را برای رشد هسیستمزیرا  ،لی استآهمحیط کشت مایع برای ریزازدیادی گیاهان، محیط اید

 دیگر استریل نمودن محیطعوض شوند، قابل تجدید هستند. از طرف کشت کنند و مواد غذایی بدون اینکه ظروف فراهم می انگیاه
توان از ظروف بزرگتر ای نیمه جامد، در این روش میهتکشت مایع با استفاده از فیلتر به آسانی امکان پذیر است. در مقایسه با کش

 (. 2019et alEgertsdotter  ;6Adelberg, 201Berthouly 2002; &Etienne ,.) از افزایش زمان انتقال بهره برداستفاده نمود و 
 ,Adelberg) در ریزازدیادی و تکثیر شاخه، ریزغده و جنین زایی سوماتیکی استفاده شده است موقت وریغوطههای از سیستم

وری موقت کیفیت مواد گیاهی تولیدی غوطه ها است. عموماًیکی از عوامل مهم در کارایی این نوع از سیستم وریغوطه. زمان (2016
. یکی از دلایل شودهای سوماتیکی نرمال میجنینباعث افزایش بنیه شاخه و فراوانی استفاده از این سیستم بخشد. بنابراین را بهبود می

ای گیاهی و تماس موقتی بافت با محیط کشت مایع است که این هتموقت، ترکیب تهویه بافوری غوطههای اصلی موفقیت سیستم
بسیار مهم است و جذب مواد غذایی  وریغوطهموقت زمان  وریغوطهای هسیستمشود. در نمیدو ویژگی در روش کشت مایع رعایت 

بسته به نوع واریته وری غوطهزمان  .(2007et alBerthouly 2002; Mehrotra &Etienne ,.) کندو جذب بیش از حد آب را کنترل می
 ™SETISموقت تجاری  وریغوطهگلابی از سیستم رقم برای ریزازدیادی دو   et al.Lotfi (2020) .یند ریزازدیادی متفاوت استاو فر

ی هاهبه منظور کاهش هزین et alMosqueda -Ramírez(2019) .ساعت استفاده کردند.  هشتدقیقه در هر  یك وریغوطهبا دوره 
موقت  وریغوطهدر شرایط کشت بافت، اثر سه نوع سیستم  (andreanum Anthurium)تولید و افزایش ضریب تکثیر گیاه آنتوریوم 

دادند. آنها بیشترین  ساعت را مورد ارزیابی قرار 12دقیقه برای هر  یك وریغوطهبا دوره و بیوراکتور جذر و مدی  TIB،®RITA®شامل 
تکثیر گیاه   et al.Aka Kaçar (2020)گیاهچه به ازای هر ریزنمونه بدست آوردند.  83/50با  TIB®گیاهچه تولید شده را در سیستم 

Myrtus communis  موقت و سیستم کشت معمول )محیط کشت نیمه جامد( را مقایسه و گزارش کردند که  وریغوطهدر شرایط
ی تولید، نیروی کار مورد نیاز و زمان هاهشود، همچنین در این سیستم کشت هزینمیموقت باعث رشد و تکثیر بهتر  وریغوطهشرایط 

 یابد.میلازم برای تکثیر کاهش 
توسط  RITA®موقت  وریغوطهی شامل کشت اولیه در محیط کشت نیمه جامد و تکثیر در سیستم اهیك پروتکل دو مرحل

(2019) et al.Aguilar  ت برای تکثیر درخgrandis Tectona یكموقت آنها از دوره  وریغوطه. در سیستم مورد استفاده قرار گرفت 
 یكاستفاده کردند. دوره زمانی کوتاهتر یعنی  BAرم در لیتر گیمیل 05/0حاوی  MS در هر دو روز و محیط کشت وریغوطهدقیقه 

ی اهمقایس  CarloBenelli & (2018)ی تکثیر شده شد. هاهی شدن گیاهچاهنین باعث شیشیدقیقه در هر روز و مقادیر بالاتر سیتوک
( در دوره ™Plantformموقت ) وریغوطهبین تکثیر درخت زیتون در روش معمول کشت بافت در محیط کشت نیمه جامد با سیستم 

طوری ه موقت شرایط بهتری را برای رشد فراهم کرد ب وریغوطهساعت انجام دادند. آنها گزارش کردند  16دقیقه در هر  8 وریغوطه
سیستم   et alUma. (2021)برابر بود.  6/1نسبت به محیط کشت نیمه جامد  هاهرشد نسبی گیاهچروزه سرعت  28که در دوره 

موقت با حجم  وریغوطهی موز معرفی کردند. آنها از یك سیستم هاهموقت را یك سیستم مقرون به صرفه تولید گیاهچ وریغوطه
ساعت برای تکثیر و ریشه زایی موز مناسب بود. آنها  6دقیقه در هر  2 وریغوطهمیلی لیتری استفاده کردند و دوره  250ظرف کشت 

عدد گیاه تولید کردند و گیاهان تولید شده از نظر وضعیت فیزیولوژیکی مناسب  1496در این سیستم کشت بعد از ششمین واکشت 
عمول کشت در محیط کشت نیمه جامد گزارش برابر بیشتر از سیستم های م 7/2موقت را  وریغوطهبودند. آنها ضریب تکثیر در سیستم 

 کردند.
 تناوبی هاهاثر دور  et al.Zhang (2018)موقت  وریغوطهدر وضعیت  striata Bletillaبرای بهینه کردن شرایط تکثیر گیاه 

سه دقیقه در هر دو ساعت را برای تولید پروتوکورم  وریغوطه، غلظت ساکارز و تعداد نمونه اولیه را بررسی کردند. آنها دوره وریغوطه



 

 

 50و  40، 30، 20آنها در بررسی اثر سطوح مختلف ساکارز ) نیهمچنساعت را برای نمو آنها توصیه کردند.  6ها و سه دقیقه در هر 
 Rosales .ا داشتههاهچیپروتوکورم و نمو گ دیبر تول یاثر قابل توجه تریگرم در ل 40تا ساکارز  شیافزاگرم در لیتر( گزارش کردند که 

(2018) et al. ایدرون شیشهکشت  یبرا Stevia rebaudiana یموقت تجار قیتعل ستمیسه نوع س ع،یوس اسیدر مق (RITA ،BIT 
گرم در لیتر  30وری موقت میزان گزارش کردند که برای تکثیر این گیاه در سیستم غوطه قرار دادند. آنها یابارزی مورد را( SETIS و

گزارش   et al.Abahmane (2020)گرم در لیتر تعداد گیاهچه تولیدی به شدت کاهش یافت.  40ساکارز مناسب بود و با افزایش آن به 
موقت نسبت به محیط کشت نیمه جامد باعث کاهش  وریغوطه( در شرایط .Phoenix dactylifera Lکرد تکثیر درخت نخل خرما )

 شود.میی تکثیر شده هاهی نیروی کار، زمان لازم برای تکثیر و سازگاری بهتر گیاهچهاهی تولید از طریق کاهش هزینهاههزین
(2016) et al.Mosqueda -Ramírez  برای تکثیر گیاهStevia rebaudiana  سطوح مختلفBA  ،گرم در لیتر( را میلی 3و  2، 1)صفر

رسی قرار دادند. آنها گزارش کردند که در محیط کشت وری موقت مورد برو سیستم غوطه ددر دو سیستم شامل محیط کشت نیمه جام
میلی 3به رشد بدست آمد و با افزایش سطح این تنظیم کننده  BAگرم در لیتر میلی 2و  1شاخه در سطوح  تعدادنیمه جامد بیشترین 

تعداد شاخه بیشتری نسبت به محیط وری موقت گرم در لیتر تعداد شاخه تولیدی کاهش یافت. این درحالی است که سیستم غوطه
بدست آمد و با افزایش میزان این تنظیم  BAگرم در لیتر میلی 1کشت نیمه جامد تولید کرد و بیشترین شاخه در محیط کشت حاوی 

 وریغوطه( از سیستم 1392باقری و همکاران ) گرم در لیتر تعداد شاخه تولیدی بطور قابل توجهی کاهش یافت.لیمی 3کننده رشد تا 
( استفاده کردند. آنها دو نوع بیوراکتور تك پارچه و دو پارچه را در مقایسه با کشت GF677بادام ) -هیبرید هلو پایهموقت برای تکثیر 

گزارش کردند که بیوراکتورها در مقایسه با محیط کشت نیمه جامد شرایط بهتری برای رشد و تکثیر  ومعمول مورد ارزیابی قرار دادند 
 گیاهان فراهم نمود. 

 هیپا دیتول هاینهیبه منظور کاهش هزموقت، در این بررسی  وریغوطهلذا با توجه به مزایای ریزازدیادی گیاهان در سیستم های 
های آهکی، متحمل به خشکی، شوری، کلروز و نماتد، در آزمایش خصوصیاتی چون تحمل خاکداشتن به دلیل  GN15ی تجاررویشی 

 شتک طیبا شرا ایسهیو مقا رفتقرار گ یابیموقت مورد ارز وریغوطه وراکتوریدر ب اهیگ نیا یادرون شیشهکشت  طیشراهای مجزا 
 .انجام شدبافت مرسوم آن 

 شناسی پژوهش روش 3

های شاخه 1401سال  در فصل بهارموقت و محیط کشت نیمه جامد  وریغوطهدر بیوراکتور  GN15ارزیابی تکثیر پایه  به منظور
مادری پنج ساله واقع در پردیس دانشگاه فردوسی  پایهسانتی متر از  30تا  20به طول رشد فعال  وضعیتو در  یماریاز ب یعارنورسته 

وهشی بیوتکنولوژی گیاهان باغبانی جهاددانشگاهی خراسان رضوی منتقل شد. و به آزمایشگاه کشت بافت گروه پژ مشهد جداسازی
مرحله، از  نیپس از ا ند.دشستشو داده ش یجار آب ریز قهیدق 30به مدت  یجهت ضدعفونا ههریزنمونو ها حذف های شاخهبرگ

 هاهبرای ضدعفونی ریزنمون قهیدق 15به مدت  میسد تیپوکلریدرصد ه 5/1محلول  و سپس قهیدق كیدرصد به مدت  70 تانولا
 .شدند یآبکش لیمقطر استر با آب دقیقه 15در مجموع به مدت مرتبه  3 ناریلام رهودیز لیاستر طیتحت شرا در نهایت .دشاستفاده 
با  BAر تیرم در لگیلیم 1 حاوی MSدر محیط کشت نیمه جامد  و به طول یك سانتی متر برش داده شد ی حاوی گرههاهریزنمون

در ابتدا  هاهزنمونیو کشت ر Bبا عنوان محیط کشت  BAر تیرم در لگیلیم 5/0 یحاو MSکشت  طی، محAعنوان محیط کشت 
 BAر تیرم در لگیلیم 1 یحاو MSکشت  طیهفته و سپس انتقال به مح 3به مدت  3GA تریرم در لگیلیم 1 یحاو MSکشت  طیمح
از آنها به عنوان  هاهکشت شدند. پس از استقرار ریزنمون 7/5معادل  pHگرم در لیتر آگار و  8ساکارز،  % C ،3عنوان محیط کشت  به

 ریزنمونه اولیه برای تکثیر در شرایط بیوراکتور استفاده شد.

 موقت وریغوطه در بیوراکتور GN15 هیپاشرایط تکثیر  سازیبهینه  3-1

موقت از سیستم طراحی و ساخته  وریغوطهدر شرایط بیوراکتور  GN15مختلف بر سرعت رشد و تکثیر پایه  عواملبه منظور ارزیابی 
شده توسط آقای دکتر داریوش داودی و همکاران در پژوهشگاه بیوتکنولوژی کشاورزی ایران استفاده شد )انتصاری و همکاران، 



 

 

، غلظت تنظیم کننده رشد محیط کشت و ساکارز در مرحله تکثیر مورد وریغوطه (. در سه آزمایش جداگانه، عوامل دوره تناوب1391
 5/0حاوی  MSهای گره در محیط کشت نیمه جامد ابتدا ریزنمونه هر آزمایش در، هابرای انجام این آزمایش رزیابی قرار گرفتند.ا

 ذیل منتقل شدند. هایها به شرایط آزمایشها، ریزنمونهدرصد ساکارز کشت و بعد از فعال شدن جوانه 3و  BAرم در لیتر گیمیل
 24و  12، 6دقیقه در هر  10 وریغوطه)دوره زمانی  وریغوطهتناوب دوره  3موقت با اعمال  وریغوطهدر آزمایش اول شرایط 

روز مورد ارزیابی  50در یك دوره زمانی درصد ساکارز  3و  BAرم در لیتر گیمیل 5/0حاوی  MSبا استفاده از محیط کشت  ساعت(
یك تیمار نیز همزمان در محیط کشت نیمه  ،کشت موقت با روش معمول وریغوطه وراکتوریبد قرار گرفت. به منظور مقایسه عملکر

های ورهد. آزمایش به صورت طرح کاملا تصادفی با شش تکرار و چهار تیمار انجام شد که سه تیمار انجام شد (گرم در لیتر 8) جامد
ریزنمونه )دو ریزنمونه در هر ظرف(  6موقت  وریغوطه وراکتوریب. در هر و یك تیمار هم محیط کشت نیمه جامد بودوری غوطه تناوب

میلی لیتری یك ریزنمونه قرار  200قرار گرفت که به عنوان تکرار در نظر گرفته شد. در محیط کشت نیمه جامد در هر ظرف کشت 
ی رشد هاهای مختلف تنظیم کنندهتدر آزمایش دوم اثر غلظ .ظرف مجزا به عنوان تکرار برای آن در نظر گرفته شد 6گرفت که 

و محیط کشت  ساعت 24دقیقه در هر  10 وریغوطهدوره  موقت با وریغوطهر بیوراکتور د BAگرم در لیتر میلی 1و  5/0، صفرشامل 
آزمایش به صورت فاکتوریل در قالب طرح کاملا تصادفی با دو فاکتور . مورد ارزیابی قرار گرفتروز  50در یك دوره نیمه جامد 

تعداد ریزنمونه وری موقت و محیط کشت نیمه جامد( در شش تکرار انجام شد. و نوع کشت )بیوراکتور غوطه BAای مختلف هتغلظ
 5و  4، 3در آزمایش سوم اثر سه غلظت  در هر ظرف بیوراکتور و محیط کشت نیمه جامد و تعداد تکرار آن مشابه آزمایش قبل است.

 50ساعت و محیط کشت نیمه جامد در یك دوره  24دقیقه در هر  10 وریغوطهبا دوره موقت  وریغوطه بیوراکتورساکارز در درصد 
آزمایش به صورت فاکتوریل در قالب طرح کاملا مورد ارزیابی قرار گرفت.  BAرم در لیتر گیمیل 5/0حاوی  MSروز در محیط کشت 

وری موقت و محیط کشت نیمه جامد( در شش تکرار های مختلف ساکارز و نوع کشت )بیوراکتور غوطهتصادفی با دو فاکتور غلظت
 تعداد ریزنمونه در هر ظرف بیوراکتور و محیط کشت نیمه جامد و تعداد تکرار آن مشابه آزمایش قبل است.انجام شد. 

از طریق  شده گیاهچه تکثیرشامل تعداد رشدی  اتیخصوصروز از شروع اعمال تیمارها،  50در همه آزمایش ها، پس از گذشت 
 ا اندازهب ، سطح برگکشبا استفاده از خطمتر برحسب سانتی ، ارتفاع گیاهچهمترمیلی 5شمارش تعداد گیاهچه رشد یافته بیش از 

متر با استفاده از برحسب سانتی ، طول دمبرگImagJبا استفاده از نرم افزار  ریتصو زیآنال قیسطح تك تك برگ ها از طر یریگ
 کشمتر با استفاده از خطبرحسب سانتی ، طول ریشهمترمیلی 5از طریق شمارش تعداد ریشه رشد یافته بیش از  ه، تعداد ریشکشخط

 .شدگیری اندازه

حتوای م. به منظور اندازه گیری های تکثیر شده استفاده شدهای وسطی گیاهچهجهت ارزیابی خصوصیات فیزیولوژیکی از برگ
شد  وزنتیمارهای آزمایش یك برگ جدا و بلافاصله تکرارهای برای هر یك از برگ ( RWC)آب محتوای نسبی و برگ ( WCآب )

(FWسپس انتهای دمبرگ )ساعت در آب مقطر قرار گرفت و با حذف آب اضافی با کمك دستمال کاغذی دوباره وزن  5به مدت  ها
محتوای آب  .ساعت اندازه گیری شد 24مدت درجه به  70با خشك کردن در دمای ها برگ( DWوزن خشك )(. در نهایت TWشد )

برگ  آبی نسب یمحتوا( و Ramirez-Vallejo & Kelly, 1998)براساس روش  DW*100/(FW-DW)برگ برحسب درصد به روش 
  ( محاسبه شد.Matin et al., 1989)براساس روش  100*(TW-DW)/(FW-DW)برحسب درصد به روش 

مقدار مشخصی برگ )با کمك پانچر با سطح عصاره نشت شده از  یکیالکتر تیهدا یریاندازه گ با( MSI)غشا پایداری شاخص 
. بدین نحو که برای هر تکرار از تیمارهای آزمایش یك دیسك برگی در آب مقطر محاسبه شد ای به قطر یك سانتی متر(مقطع دایره
( با 1Cی )کیالکتر تیهداگرفت و پس از اندازه گیری  راد قرارگیدرجه سانت 30ساعت در دمای  4آب مقطر به مدت  لیتردر ده میلی
(. 2Cی آن اندازه گیری شد )کیالکتر تیهداو دوباره  نددقیقه در آب درحال جوش قرار گرفت 15ها به مدت متر نمونه ECاستفاده از 

 حاسبه شد.( مSairam, 1994)براساس روش  C1C-(1/1002*(ه روش ب غشا پایداریشاخص 



 

 

برگ تازه از  گرمیلیم 200( و کاروتنوئید برای هر یك از تکرارهای تیمارهای آزمایش bو  a) لیکلروف زانیم یریگاندازه یبرا
 Lichtenthalerبراساس روش درصد  96متانول  تریلیلمی 10 از استفاده با هاجدا و استخراج رنگدانه افتهیجوان کاملا توسعه  هایبرگ

& Buschmann, 2001 نانومتر با استفاده از اسپکتروفتومتر مدل ) 666و  653، 470 هایجذب در طول موج زانیم. انجام شدBio 

Quest, CE 2502, UKبر اساس روابط  تی( قرائت شدند. در نهاCHL a = 15.65 A 666 – 7.34 A 653  میزان کلروفیلa ،CHL b 

= 27.05 A 653 – 11.21 A 666  میزان کلروفیلb ،C X+C = 1000A 470 – 2.860 CHLa –129.2 CHL b/245  دیکاروتنوئمیزان 
ی مقدار قندهای محلول براساس روش ریگاندازه کل محاسبه گردید. لیکلروفمیزان  CHL t = CHL a + CHL b + C X+Cو 

Dubois et al., 1956  .ای به قطر یك )با کمك پانچر با سطح مقطع دایره اهیبرگ تازه گ وزن مشخصی ازمنظور  نیبدانجام شد
 5محلول جدا و با  یی. قسمت بالاو سانتریفوژ گردیدبه آن اضافه  %95اتانول  تریلیلیم 5له شده و مقدار  ینیدر هاون چسانتی متر( 

دور  4500در  قهیدق 15 دتشده به م. عصاره استخراج افتیادامه  ماندهیرسوبات باق یعصاره رومجددا استخراج  %70اتانول  تریلیلیم
رم آنترون گیلیم 150معرف آنترون ) تریلیلیم 3شده  هیاز عصاره ته تریکرولیم 100مرحله، به  نیشد. پس از ا وژیفیسانتر قهیدر دق

در حمام آب جوش قرار داده شد و پس از  قهیدق 10. سپس به مدت دیدرصد( اضافه گرد 72 كیسولفور دیاس تریل یلیم 100خالص+ 
غلظت آن  ،استاندارمقایسه با منحنی و با نانومتر با دستگاه اسپکتروفتومتر قرائت  625ها، جذب آنها در طول موج خنك شدن نمونه

 .محاسبه شد

 ی تکثیر شدههاهگیاهچ و سازگاری ریشه زایی 3-2

 ریتکث یهاهاهچیجامد، گ مهیکشت ن طیموقت و مح وریغوطهکشت  طیشده در شرا ریتکث یهاهاهچیگ ییزاهشیرارزیابی به منظور 
 طیمح هجامد( ب مهیموقت و کشت ن وریغوطه وراکتوریقبل )ب طیشده و در شرا میبه صورت تك بوته تقس طیشده در هر دو شرا

 وراکتوریباز چهار ظرف کشت  .شدند ساکارز منتقلدرصد  3 و IBA تریلبر  گرمیلیم 6/0 یحاو MSی هاكنصف غلظت نمکشت 
دقیقه در  10 وریغوطهحاوی چهار ریزنمونه در هر ظرف کشت حاوی محیط کشت مایع با دوره زمانی هر کدام موقت  وریغوطه

ظرف مجزا به عنوان  8دو ریزنمونه قرار گرفت که در محیط کشت نیمه جامد نیز در هر ظرف کشت  ساعت استفاده گردید. 24هر 
تعداد  ،زاییشهیدرصد ر اهچه،یارتفاع گ اتیخصوص دیجد طیدر شرا هاهروز پس از کشت نمون 50تکرار برای آن در نظر گرفته شد. 

دار شده در هر دو های ریشهسپس گیاهچه .ندشدو ثبت  یرگیشده اندازه تکثیر اهچهیو تعداد گ یدیتول شهیطول ر ،یدیتول شهیر
و به منظور حفظ رطوبت در  منتقل( ی)به نسبت مساو تیو کوکوپ تیکولیورم بستر کشت یحاواتیلن کشت در ظروف پلیروش 

یدرجه سانت 24تا  22 یدر اتاقك رشد در دمامراحل اولیه درب ظروف بسته شدند و با گذشت زمان هوادهی افزایش یافت. ظروف 
 اهانیگ هیتغذ یبرا .گرفتندقرار  یکیساعت تار 8و  ییساعت روشنا 16ی نور طیدر شب و در شرا گرادیدرجه سانت 18در روز و  گراد

 ،(یسازگارروز پس از شروع  60 بای)تقر شیآزما انی. پس از پاشداستفاده  کباری یابه صورت هفته MS ل نصف غلظتاز محلو
 یبایمورد ارزهمانند قبل سازگار شده  اهچهیهر گدر  شهیو طول ر شهیسازگار شده، سطح برگ، تعداد ر یهاهاهچیدرصد گ اتیخصوص

 .قرار گرفت

 تجزیه و تحلیل آماری 3-3

تکرار  16در قالب طرح کاملا تصادفی با  یو آزمایش ریشه زای تکرار 5با  یقالب طرح کاملا تصادف در ی تکثیر گیاهچهآزمایش ها
ی درصدی با هاهدادانجام شد.  JMP-8افزار ها با استفاده از نرمداده لیو تحل هیو تجز Excelها در برنامه داده ی. آماده سازانجام شد

با  زیدرصد انجام و نمودارها ن 5در سطح احتمال  LSDبا آزمون  مارهایت نیانگیم سهیمقانرمال شدند.  arcsin√xاستفاده از فرمول 
 .گردیدرسم  Excelاستفاده از برنامه 

 های پژوهشیافته 4

 کشت بافت طیدر شرا زنمونهیر هیاستقرار اول 4-1



 

 

از لحاظ درصد فعال  مارهایت نیب یداریاختلاف معن که کشت شده نشان داد زنمونهیاستقرار ر شیآزما یهاهداد انسیوار هیتجز جینتا
و  هاهدرصد فعال شدن جوان نیشتریبی مقایسه میانگین هاهبراساس داد. شتشدن آنها وجود دا یاهشیش نیو همچن هاهشدن جوان

وجود  یاردنیاز نظر درصد فعال شدن جوانه تفاوت مع C و B کشت طیمح نیمشاهده شد. بA ت کش طیشدن در مح یاهشیدرصد ش
  .(1-4د )شکل نش یاهشیش یانمونه چیکشت ه طیدو مح نینداشت و در ا

 
 های مختلفدر محیط کشت GN15های ای شدن ریزنمونهو شیشه تکثیردرصد  .1-4شکل 

 

 وریغوطهموقت: اثر دوره تناوب  وریغوطه در بیوراکتور GN15 هیپابهینه کردن شرایط تکثیر  4-2

های تکثیر شده گیاهچهو بیوشیمیایی  ی، فیزیولوژیکیمورفولوژیک خصوصیاتی تناوب بر هاهی اثر دورهاهنتایج تجزیه واریانس داد
 و (MSIی )سلول یغشا پایداریمحلول، ، قند bو aنشان داد که اثر تیمار بر وزن تر، وزن خشك، طول ساقه، سطح برگ، کلروفیل 

 . بود دارمعنیغیر برگ ( WC)آب و محتوای  تنوئیدوکارار و بر تعداد گیاهچه تکثیر شده، مقدار دنیمعبرگ ( RWCنسبی آب )محتوای 

 وراکتوریبهای تولید شده در که گیاهچه دادتیمارهای آزمایش نشان  یمورفولوژیک اتیخصوص یهادادهنتایج مقایسه میانگین 
. بیشترین وزن تر، اشتندی رشد کرده در محیط کشت نیمه جامد دهاهموقت از نظر رشدی وضعیت بهتری نسبت به نمون وریغوطه

 6ها در دوره تناوب رغم رشد بهتر گیاهچهعلیساعت بدست آمد. لازم به توضیح است  6وزن خشك و سطح برگ در دوره تناوب 
 یفیزیولوژیک اتیخصوصمطالعه (. 2-4و شکل  1-4ی شدن نیز در این دوره تناوب مشاهده شد )جدول اهساعت بیشترین درصد شیش

. بطوری شتوجود دا MSIو  RWCاری بین تیمارها در صفات دیاختلاف معن هاهبراساس نتایج مقایسه میانگین دادنشان داد که نیز 
. از نداشتاری وجود دیی تناوب اختلاف معنهاهو بین دوربود موقت این دو پارامتر بیشتر از شاهد  وریغوطهکه در تمام تیمارهای 

بیوشیمیایی، محتوای  اتیخصوصهمچنین در بین  (.1-4)جدول بود نیز کمترین مقدار مربوط به تیمار شاهد  آب از دست رفته برگهانظر 
که نشان دهنده وضعیت بهتر این تیمارها در جذب قند از  بودساعت از دو تیمار دیگر بیشتر  6قند برگ در تیمار شاهد و زمان تناوب 

شود ولی روندها میاری بین تیمارها دیده دیاختلاف معن bو  aکرفیل میزان . از لحاظ می باشدمحیط کشت به دلیل زمان تماس بیشتر 
 (.1-4نیستند )جدول  منطقیچندان 
 

 موقت یورغوطه وراکتوریدر ب GN15 هیپاهای تکثیر شده گیاهچه برخی خصوصیاتبر وری غوطهتناوب  یهااثر دوره. 1-4جدول 
 aکلروفیل

(mg/gfw) 
 تیمار (g) وزن تر (gوزن خشک ) (cm) طول ساقه (2cmسطح برگ )

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 
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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 

 bکلروفیل

(mg/gfw) 
RWC (%) MSI (%)  

ای درصد شیشه

 )%(شدن

 قندمحلول برگ

(mg/gfw) 
 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 

 .باشدمیدرصد پنج در سطح احتمال  LSDدار بر اساس آزمون حروف مشابه در هر ستون بیانگر عدم تفاوت معنی
 

    
 ساعت 24و  12، 6 وریغوطهتناوب دوره  و به ترتیب رشد یافته در تیمارهای مختلف آزمایش، از راست به چپ محیط کشت نیمه جامد GN15ی هاهگیاهچ .2-4شکل 

 BAموقت: اثر غلظت  وریغوطه در بیوراکتور GN15ه پایبهینه کردن شرایط تکثیر  4-3

های تکثیر گیاهچهو بیوشیمیایی  ی، فیزیولوژیکیمورفولوژیک اتیخصوصو نوع کشت بر  BAی اثر سطوح هاهنتایج تجزیه واریانس داد
، MSI ،RWCنشان داد که اثر ساده نوع کشت بر وزن تر و خشك اندام هوایی، وزن تر و خشك برگ، وزن تر و خشك ساقه، شده 

بر وزن تر و خشك  BAساده سطوح اثر بود. همچنین دار غیر معنی اتیخصوصار و بر سایر دیمعنتنوئید وکار و a ، bمحتوای کلروفیل 
 اتیخصوصار و بر سایر دیاندام هوایی، وزن تر و خشك برگ، وزن تر و خشك ساقه، ارتفاع، تعداد برگ، تعداد گیاهچه و سطح برگ معن

ار و سایر دیو قند برگ معن تنوئیدوکار ،a ،bسطح برگ، کلروفیل  اتیخصوصبر  BAبود. اثر متقابل نوع کشت و سطوح  دارغیر معنی
 . بود دارغیر معنیپارمترها 

اری بین تیمارها مشاهده دیی نوع محیط کشت اختلاف معنهاه، براساس نتایج مقایسه میانگین دادیفیزیولوژیک اتیخصوصاز لحاظ 
 وریغوطه وراکتوریب RWCو  MSIوزن تر و خشك اندام هوایی، وزن تر و خشك برگ،  خصوصیاتشد. بطوری که در اکثر تیمارها 

ی غلظت تنظیم هاه(. همچنین براساس نتایج مقایسه میانگین داد2-4وضعیت بهتری نسبت به محیط کشت نیمه جامد داشتند )جدول 
وزن تر و خشك اندام هوایی، وزن  خصوصیاتاری بین تیمارها مشاهده شد بطوری که در اکثر تیمارها دیاختلاف معن BAکننده رشد 

بیوشیمیایی،  اتیخصوص. در بین (3-4از همه بهتر بود )جدول  BAگرم در لیتر میلی یكتر و خشك برگ، ارتفاع و تعداد گیاهچه سطح 
داشت و محتوای قند  وریغوطه وراکتوریبدر محیط کشت نیمه جامد وضعیت بهتری نسبت به تنوئید وکار و a ، bمحتوای کلروفیل 

گرم میلی یكحاوی  وریغوطه وراکتوریبی رشد یافته در هاه(. در مجموع گیاهچ4-4برگ چندان تحت تاثیر تیمار قرار نگرفت )جدول 
یی که رشد زیادی داشتند علائمی از هاه(. اگرچه در نمون4-4؛ 3-4 یهالاز نظر رشدی وضعیت بهتری داشتند )شک BAدر لیتر 

 .شدی شدن مشاهده اهشیش

 



 

 

 در شرایط کشت بافت GN15پایه شده  ریتکث یهااهچهیگ اتیخصوص یاثر نوع کشت بر برخ .2-4جدول

 نوع کشت

وزن تر 

اندام 

 (g)هوایی

وزن خشک 

اندام 

 (g)هوایی

وزن تر 

 (g)برگ

وزن خشک 

 (g)برگ

وزن تر 

 (g)ساقه

وزن خشک 

 (g)ساقه
MSI(%) RWC(%) 

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 

 .باشدمیدرصد پنج در سطح احتمال  LSDدار بر اساس آزمون حروف مشابه در هر ستون بیانگر عدم تفاوت معنی

 در شرایط کشت بافت GN15پایه شده  ریتکث یهااهچهیگ اتیخصوص یبر برخ BAاثر سطوح  .2-4جدول

BA 
(mg/l) 

وزن تر 

اندام 

 (g)هوایی

وزن خشک 

 ( g)اندام هوایی

وزن تر 

 (g) برگ

وزن 

خشک 

 (g)برگ

وزن تر 

 (g)ساقه

وزن 

خشک 

 (g)ساقه

ارتفاع 

(cm) 
 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 

 .باشدمیدرصد پنج در سطح احتمال  LSDدار بر اساس آزمون حروف مشابه در هر ستون بیانگر عدم تفاوت معنی
 

 در شرایط کشت بافت GN15پایه شده  ریتکث یهااهچهیگ اتیخصوص یو نوع کشت بر برخ BAاثر سطوح . 4-4جدول

 a (mg/gfw)کلروفیل  BA (mg/l) نوع کشت
 bکلروفیل 

(mg/gfw) 

 تنوئیدوکار

(mg/gfw) 

 سطح برگ

(2cm) 

قند محلول برگ 

(mg/gfw) 

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 

 وریغوطه وراکتوریب
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 

 .باشدمیدرصد پنج در سطح احتمال  LSDاساس آزمون  دار برحروف مشابه در هر ستون بیانگر عدم تفاوت معنی
 

   



 

 

 BAرم در لیتر گیمیل 1و  5/0، صفررشد یافته در تیمارهای مختلف آزمایش، از راست به چپ محیط کشت نیمه جامد حاوی  GN15ی هاهگیاهچ. 3-4شکل 

   
 BAرم در لیتر گیمیل 1و  5/0، صفرحاوی  وریغوطه وراکتوریبرشد یافته در تیمارهای مختلف آزمایش، از راست به چپ  GN15ی هاهگیاهچ .4-4شکل 

 موقت: اثر میزان ساکارز محیط کشت وریغوطهدر بیوراکتور GN15پایه بهینه کردن شرایط تکثیر  4-4

مورد مطالعه موثر بود. بدین صورت  یمورفولوژیک خصوصیاتی آزمایش نشان داد که اثر ساده ساکارز بر هاهنتایج تجزیه واریانس داد
دار شدند. همچنین اثر ساده نوع کشت )محیط درصد معنی یكسطح برگ در سطح احتمال  و که تعداد برگ، تعداد گیاهچه، ارتفاع

مورد مطالعه موثر بودند. بدین صورت که  یفیزیولوژیکو  یمورفولوژیک خصوصیاتموقت( بر  وریغوطه وراکتوریبکشت نیمه جامد و 
وزن خشك برگ، وزن تر ساقه، وزن خشك ساقه، ارتفاع، تعداد برگ،  وزن تر برگ، ،ییوزن خشك اندام هوا ،ییوزن تر اندام هوا
اثر متقابل میزان ساکارز  ار شدند.دیمعندرصد  پنجدر سطح  اهچهیدرصد و تعداد گ یكدر سطح  دیتنوئوکار و a ،bلیسطح برگ، کلروف

ار دیدرصد معن پنجدر سطح  سطح برگ و اهچهیدرصد و وزن تر ساقه، تعداد گ كیدر سطح  MSI و تعداد برگو نوع کشت برای 
موقت در بیشتر  وریغوطه وراکتوریبی اثر نوع کشت، هاه، براساس نتایج مقایسه میانگین دادیفیزیولوژیک اتیخصوصاز لحاظ  شدند.

در (. 5-4نسبت به محیط کشت نیمه جامد وضعیت بهتری داشت )جدول تنوئید وکارو  a ،bصفات مورد بررسی بجز میزان کلروفیل 
ر گیاهچهساقه و سطح برگ د، وزن تر بیشترین تعداد برگ، تعداد گیاهچهبررسی اثر نوع محیط کشت و میزان ساکارز مشخص شد که 

 . (6-4)جدول  درصد ساکارز مشاهده گردید 4و  3حاوی  وریغوطه وراکتوریبهای رشد یافته در 
 

 در شرایط کشت بافت GN15پایه شده  ریتکث یهااهچهیگ اتیخصوص یاثر نوع کشت بر برخ. 5-4جدول

 نوع کشت
وزن تر اندام 

 (gهوایی)

وزن خشک 

 (gاندام هوایی)
 (gوزن تر برگ)

وزن خشک 

 (gبرگ)

وزن خشک 

 (gساقه)

 a 22/1 a 26/0 a 60/0 a 16/0 a 099/0 وریغوطه وراکتوریب

محیط کشت نیمه 
 جامد

b 35/0 b 07/0 b 13/0 b 036/0 b 042/0 

 (cmارتفاع ) نوع کشت
 aکلروفیل 

(mg/gfw) 

 bکلروفیل 

(mg/gfw) 

 تنوئیدوکار

(mg/gfw) 
 

  a 13/4 b 18/2 b 91/0 b 54/0 وریغوطه وراکتوریب

محیط کشت نیمه 
 جامد

b 53/2 a 26/4 a 69/1 a 06/1  

 .باشدمیدرصد  پنجدر سطح احتمال  LSDدار بر اساس آزمون حروف مشابه در هر ستون بیانگر عدم تفاوت معنی
 

 در شرایط کشت بافت GN15پایه شده  ریتکث یهااهچهیگ اتیخصوص یو نوع کشت بر برخ غلظت ساکارزاثر  .6-4جدول 

 (%) MSI (gوزن تر ساقه ) (2cmسطح برگ ) تعداد گیاهچه تعداد برگ کشت محیط

 b 80/12 ab 60/2 b 71/18 b 318/0 bc 66/51 %3نیمه جامد 

 b 40/13 bc 80/1 b 69/12 b 166/0 c 33/45 %4نیمه جامد 



 

 

 b 60/10 bc 80/1 b 06/9 b 237/0 a 00/70 %5نیمه جامد 

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

 a 60/28 a 60/3 a 95/50 a 829/0 a 62/71 %4وری غوطه

 b 80/7 c 20/1 b 81/15 b 318/0 ab 66/60 %5وری غوطه

 .باشدمیدرصد  پنجدر سطح احتمال  LSDدار بر اساس آزمون حروف مشابه در هر ستون بیانگر عدم تفاوت معنی
 

 ی تکثیر شدههاهگیاهچو سازگاری ایی زهریش 4-5

ی آزمایش نشان داد که درصد، تعداد و طول ریشه تحت تاثیر تیمارهای مختلف آزمایش قرار گرفت و در هاهنتایج تجزیه وایانس داد
 یمارهایتشامل ارتفاع گیاه، تعداد برگ و تعداد گیاهچه تکثیر شده تحت تاثیر  اتیخصوصار شدند. سایر دیدرصد معن یكسطح احتمال 

درصد ریشه  50های رشد یافته در محیط کشت نیمه جامد به میزان ایی نشان داد که گیاهچهزهآزمایش قرار نگرفت. نتایج آزمایش ریش
ی ریشه دار شده در محیط هاهدرصد بود. همچنین گیاهچ 25موقت این میزان  وریغوطه وراکتوریبدار شدند این درحالی است که در 

شدند. علاوه بر این،  وریغوطه وراکتوریبی رشد یافته در هاهبه تولید تعداد ریشه بیشتری در مقایسه با گیاهچکشت نیمه جامد موفق 
های رشد یافته در محیط کشت نیمه جامد به طور قابل توجهی در مقایسه با نتایج نشان داد که طول ریشه تولید شده در گیاهچه

های (. قابل ذکر است که گیاهچه5-4شکل و  7-4 جدولموقت بیشتر بود ) وریغوطه وراکتوریبهای رشد یافته در شرایط گیاهچه
نتایج این  (.5-4و کالوسی شدند )شکل  ندای شدن نشان دادند، ترد و شکننده بودحالت شیشه وریغوطه وراکتوریبرشد یافته در 

برای ی اهمناسب نیست و بهتر است از روش های دو مرحل GN15وری موقت برای ریشه زایی غوطه وراکتوریبآزمایش نشان داد که 
ها ریشه زایی گیاهچهمرحله وری موقت و غوطه وراکتوریبتکثیر در مرحله استفاده شود بدین نحو که  بیوراکتورتکثیر این گیاه در شرایط 

 های نیمه جامد انجام شود.در محیط کشت
 در شرایط کشت بافت GN15پایه ریشه زایی  اتیخصوص یاثر نوع کشت بر برخ .7-4جدول 

 (Cmطول ریشه ) 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 وریوطهغ وراکتوریب

 .باشدمیدرصد  پنجدر سطح احتمال  LSDدار بر اساس آزمون حروف مشابه در هر ستون بیانگر عدم تفاوت معنی

 
 ، شاخص= یك سانتی متر(چپموقت ) وریغوطهبیوراکتور ( و راستنیمه جامد ) کشترشد یافته در محیط GN15های ایی در گیاهچهزهوضعیت ریش .5-4شکل 

ی حاصل هاهدر بستر ترکیبی کوکوپیت و پرلیت، رشد آنها مورد ارزیابی قرار گرفت. گیاهچ هاهپنجاه روز پس از سازگاری گیاهچ
ی ریشه دار هاهی شکننده و کالوسی بودند همگی از بین رفتند همچنین گیاهچهاهموقت به علت اینکه ریش وریغوطه وراکتوریباز 



 

 

سانتی  8/2ی سازگار شده دارای متوسط ارتفاعی برابر با هاهدرصد سازگار شدند. گیاهچ 82شده در محیط کشت نیمه جامد با فراوانی 
متر مربع، وزن تر ریشه سانتی 82/12گرم، سطح برگ  075/0گرم، وزن خشك اندام هوایی  286/0تر اندام هوایی  متر، متوسط وزن

 .بودندی سازگار شده به خوبی توسعه یافته هاهی گیاهچهاهگرم بودند. ریش 026/0گرم و وزن خشك ریشه  18/0
 

 بحث 5
 یآلودگ یروش های رشد، هاهدر محیط کشت، به شدت تحت تاثیر انتخاب نوع محیط کشت پایه و تنظیم کنند هاهاستقرار ریزنمون

 et al.Arab, ) گیرد و تمام این عوامل به شدت تحت تاثیر ژنوتیپ استمیقرار  کشت بافت طیشرا یطیعوامل محیی و زدا

2013 et al., Shokri,2014;) رم در لیتر گیو یك میل 5/0استقرار اثر مقادیر . در آزمایش حاضر در مرحلهBA  و همچنین کشت سه
 BAرم در لیتر گیو سپس انتقال به محیط کشت حاوی یك میل 3GAرم در لیتر گیدر محیط کشت حاوی یك میل هاههفتگی ریزنمون

مشاهده شد اما درصد  BAرم در لیتر گیدرصد( در محیط کشت حاوی یك میل 7/35مورد بررسی قرار گرفتند. بیشترین درصد استقرار )
درصد(. درصد استقرار در دو محیط کشت دیگر پایین بود و در عین  4/38نیز در این محیط کشت بالا بود ) هاهی شدن ریزنموناهشیش

نوک  ستمیدر مر ییزااندام ی وسلول میتقس میتنظدر  هیها نقش م نینیتوکیسانیز مشاهده نشد.  هاهی شدن در ریزنموناهحال شیش
کشت  طیبه مح 3GA ای نیاست که افزودن اکس یدرحال نی(. ا Benková, 2012 &., 2011; Vanstraelen et alBartrina) شاخه دارند

 طیدر مح نینیتوکیمانند غلظت سا گریعوامل د یکسری ریتاث حت( اما اثر آن تKane, 2005) شودطول شاخه  شیافزاباعث تواند یم
باعث رشد شاخه  نینیتوکیسا نهیتنها در سطح به 3GAگزارش کردند که   6)201(. et alGeng(.  1983et alPua ,.) ردیگیکشت قرار م

حاوی  MSرا در محیط کشت  .Prunus mahaleb Lزایی ( بشترین شاخه1387گنجی مقدم و همکاران ) ود.شیم بیس یهاهزقلمیدر ر
 كی یحاو MSکشت  طیمح نیز از( 1392و همکاران ) یباقرگزارش کردند.  BAگرم در لیتر و یك میلی 3GAگرم در لیتر یك میلی

 .استفاده کردند 3GAر تیگرم در لیلیم 2/0و  BAر تیگرم در لیلیم
های وری، ترکیب تنظیم کنندهاثر دوره غوطه، ایدرون شیشهدر شرایط  GN15 پایهبه منظور بهینه سازی تکثیر پرآوری در مرحله 

در تمام  وری موقت در مقایسه با محیط کشت نیمه جامد مورد ارزیابی قرار گرفت.غوطه وراکتوریبرشد و میزان ساکارز محیط کشت در 
اثرات  همانندفراهم کرد.  GN15ی هاهبرای رشد و تکثیر گیاهچ را موقت شرایط بهتری وریغوطه وراکتوریبهای انجام شده آزمایش
 Pinus radiataچون  یاهانیدر گنیز  یمشابه جینتادر این بررسی،  GN15ی هاهاهچیگ ییازهموقت بر رشد و شاخ وریغوطهمثبت 

(Christie & Jones, 1987-Aitken( قهوه ،)1995 et al.,Berthouly س ،)ینیزم بی (Akita & Takayama, 1994 ،)Citrus deliciosa 
(1997 et al.,Cabasson گ ،)گوشتخوار  اهیDrosera communis (2019et al., Kunakhonnuruk  ،)Stevia rebaudiana (-Posada

2017et al., Pérez ( موز ،)2021 et al.,Uma  ،)Bletilla striata (2018et al., Zhang ( نخل خرما ،)2020 et al.,Abahmane  )
و تماس موقتی بافت با محیط کشت  هواموقت، ترکیب تهویه  وریغوطههای اصلی موفقیت سیستم دلایلگزارش شده است. یکی از 

در این روش با انتخاب زمان مناسب دوره تعلیق برخی از عوامل شود. مایع است که این دو ویژگی در روش کشت مایع رعایت نمی
 et al., Zapataی شدن هستند )اهشیشاز عوامل محیطی بروز و رطوبت نسبی بالا که  2COمحدود کننده نظیر غلظت بالای اتیلن، 

2014 et al.,2004; Cordovilla ) (2020)د. شونکنترل می et al.Lotfi  یورغوطه وراکتوریبدر  یگلاب رقمدو  یادیزازدیر در خصوص 
 افتی شیبه شدت افزا یریتکث یهااهچهیشدن گ یاهشیدرصد ش یورغوطه یزمانفاصلهگزارش کردند که با کاهش  SETISموقت 

ها را به شدت کاهش ای شدن گیاهچهشیشه BAبه جای  meta–Methoxy topolin ribosideیا  meta–Topolin ribosideاستفاده از و 
 یریتکث اهچهیگی تعداد ورغوطه یزمان فاصلهبدست آوردند و با افزایش ساعت  8 یوردر دوره غوطهرا تعداد شاخه  نیشتریبداد. آنها 

و پیوسـته مقایسه کردند نتایج آنها نشان  موقت یورغوطهزایی سیب را در دو نوع بیوراکتور شاخه et al. Zhu (2005) .کاهش یافت
نسبت به سیسـتم پیوسته  یهای بیشتر و با کیفیت بهتردهد و شاخهای شدن را کاهش میشیشه موقت یورغوطهداد که بیوراکتور 

 .کندتولید می



 

 

 Staden Ivanova & ;Vujović, 2008& Ružić ,)ت کش طیمح بیترک پ،یچون ژنوت یعوامل مختلف ریشاخه تحت تاث ریتکث

2012 et al., Yang 2009;) ،یبرا یمتفاوت یاهیتغذ ازیمختلف ن یها. گونهردیگقرار می رهیکشت بافت و غ طیشرا یطیعوامل مح 
هشیمانند ش یکیولوژیزیفو مشکلات  یمنف اتاثرباعث بروز تواند خاص می ییبود مواد غذا شیب ایدارند، هر گونه کمبود  نهیرشد به

های رشد محیط ترکیب تنظیم کننده .(et al., Yang , 2009;Ivanova & Staden , 2002;Williams & Ramage 2012)د شدن شو یا
همانند (.  Ružić & Vujović, 2008دارد )های کشت شده نقش مهمی در رشد و نمو بافتها بویژه نوع و غلظت سایتوکینینکشت 

و همکاران  یباقرای کشت شده شد. ههونمزایی در نباعث تحریك شاخه BAگرم در لیتر میلی 5/0استفاده از  که نتایج این آزمایش
گرم یلیم 1/0و  BA تریگرم در لیلیم كاز محیط کشت حاوی ی وری موقتغوطه وراکتوریبدر  GF677 هیپا یادیزازدیربرای  (1395)

  استفاده کردند. NAA تریدر ل
شود. در این شرایط جوانه فعال های ریزنمونه گره به عنوان مواد اولیه گیاهی استفاده میهای درختان چوبی از جوانهدر بیشتر کشت

ها به عنوان بنابراین کربوهیدرات(. Yaseen et al., 2009دارد ) هاو نیاز به منبع انرژی نظیر کربوهیدارت نبودهشده اوتوتروف کامل 
 Li& دارد )در این مسیر های موثر زایی و کنترل بیان ژناندام القای انرژی در محیط کشت نقش قابل توجهی در تامین منبع مهم

Otoni, 2003 &Neto  de PaivaLeung, 2000; ). های ساکارز در کنار سایر منابع کربن نقش مثبتی در نمو شاخه و ریشه در گونه
ای از ها سطح بهینهبرای رشد و نمو مناسب جوانههمچنین (. Cheong & An, 2015; Bahmani et al., 2009دارد ) Prunusجنس 

های اسمزی در سطوح بالا با ایجاد استرس سطوح پایین به دلیل عدم تامین انرژی کافی وکه بطوریکربوهیدرات ضروری است 
درصد  4و  3ح ودر نتایج ما نیز سط (.Huang & Liu, 2002; Gerdakaneh et al., 2009شود )ها باعث رشد محدود آنها میگیاهچه

 ها مناسب بود. زایی و رشد شاخهرز برای شاخهساکا

در دو سیستم کشت شامل محیط کشت نیمه جامد و  ایدرون شیشهدر شرایط  GN15ی هاهایی و سازگاری گیاهچزهنتایج ریش
در  هاهمناسب نیست و تمام گیاهچ GN15ایی زهموقت برای ریش وریغوطه وراکتوریبموقت نشان داد که شرایط  وریغوطه وراکتوریب

نیمه جامد شرایط بهتری را برای ای شدند و طی فرایند سازگاری از بین رفتند. این درحالی است که محیط کشت این شرایط شیشه
نیز ( 1387مقدم و همکاران ) یگنج ی طبیعی داشتند.هاهو ریش هریشه دار شد هاهدرصد گیاهچ 50ایی فراهم کرد بطوری که زهریش

زارش گ IBAر تیگرم در لیلیم 8/0 یحاو MSکشت  طیدر مح .P.mahaleb Lی هاهاهچیگ را در درصد 2/43 ییازهشیر نیشتریب
همچنین کشت بدون هورمون گزارش کردند.  طیا در محر P. mahalebی درصد 100 ییازهشی( ر1389و همکاران ) انیمهدوکردند. 

Ning (2010)-Ying کشت نصف غلظت  طیدرصد را در مح 7/79 ییازهشیر زانیم نیشتریبMS  ر تیگرم در لیلیم 5/0تا  2/0باIBA 
 .آوردندبدست  نولیفلوروگلوس تریگرم در لیلیم 40تا  20و 
 

 گیری و پیشنهادهانتیجه 6
 یآلودگ یهاروشی رشد، هاهدر محیط کشت، به شدت تحت تاثیر انتخاب نوع محیط کشت پایه و تنظیم کنند هاهاستقرار ریزنمون

. در آزمایش حاضر در است گیرد و تمام این عوامل به شدت تحت تاثیر ژنوتیپمیقرار  کشت بافت طیشرا یطیعوامل محیی و زدا
در محیط کشت حاوی یك میلی هاهو همچنین کشت سه هفتگی ریزنمون BAگرم در لیتر و یك میلی 5/0ار اثر مقادیر مرحله استقر
بهترین محیط کشت در مورد بررسی قرار گرفتند.  BAگرم در لیتر و سپس انتقال به محیط کشت حاوی یك میلی 3GAگرم در لیتر 

به  در ادامه. بود BAگرم در لیتر میلی 5/0محیط کشت حاوی ای شده، این آزمایش به لحاظ درصد استقرار و کمترین گیاهچه شیشه
بیوراکتور ، دو سیستم کشت شامل محیط کشت نیمه جامد و ایدرون شیشهدر شرایط  GN15منظور بهینه سازی شرایط تکثیر 

، ساعت( 24و  12، 6ی زمانی هاهدر دور وریغوطهدقیقه  10) وریغوطهتناوب موقت مورد ارزیابی قرار گرفت. لذا اثر دوره  وریغوطه
در قالب آزمایش های  درصد( 5و  4، 3محیط کشت ) و میزان ساکارز( BAرم در لیتر گیمیل 1و  5/0، 0)رشد  هتنظیم کنند غلظت

موقت شرایط بهتری برای  وریغوطهبیوراکتور های انجام شده مجزا در دو سیستم کشت مورد ارزیابی قرار گرفتند. در تمام آزمایش



 

 

ساعت بیشترین گیاهچه را تکثیر نمود اما گیاهچه 6 وریهغوط تناوب دورهدر بررسی اثر فراهم کرد.  GN15ی هاهرشد و تکثیر گیاهچ
تعداد گیاهچه تکثیر شده نیز وری غوطهتناوب ای شدن را نشان دادند. لازم به ذکر است با افزایش دوره های تکثیر شده علائم شیشه

ایی زهدر هر دو سیستم کشت میزان شاخ BAبا افزایش میزان  شدمشخص غلظت تنظیم کننده رشد در آزمایش بررسی کاهش یافت. 
 BAگرم در لیتر موقت بیشتر بود بطوری که در سطح یك میلی وریغوطه بیوراکتورافزایش یافت و این مقدار در  هاهو رشد گیاهچ

ی هاهای شدن در نمونعلائم شیشه BAعدد گیاهچه در هر ریزنمونه تولید شد. با این حال در این سطح از تنظیم کننده رشد  4تعداد 
درصد ساکارز بیشترین تعداد گیاهچه را تولید نمود  3رز، در محیط کشت نیمه جامد سطح تکثیری مشاهده شد. در خصوص میزان ساکا

درصد ساکارز برای رشد  4و  3موقت مقادیر  وریغوطه بیوراکتورایی کاهش یافت. در خصوص زهو با افزایش مقدار ساکارز میزان شاخ
 مناسب بودند اما با افزایش میزان ساکارز به پنج درصد تعداد گیاهچه تکثیری و کیفیت آن به شدت کاهش یافت. هاهو تکثیر گیاهچ

در دو سیستم کشت شامل محیط کشت نیمه جامد و  ایدرون شیشهدر شرایط  GN15ی هاهایی و سازگاری گیاهچزهنتایج ریش
در  هاهمناسب نیست و تمام گیاهچ GN15ایی زهموقت برای ریش وریغوطهبیوراکتور موقت نشان داد که شرایط  وریغوطهبیوراکتور 

ای شدند و طی فرایند سازگاری از بین رفتند. این درحالی است که محیط کشت نیمه جامد شرایط بهتری را برای این شرایط شیشه
در مجموع جهت استفاده از مزایای  ی طبیعی داشتند.هاهریشه دار شدند و ریش هاهدرصد گیاهچ 50ایی فراهم کرد بطوری که زهریش

ی استفاده شود بدین نحو که اهود از روش دو مرحلشیتوصیه م ایدرون شیشهبه روش  GN15وری موقت در تکثیر غوطه بیوراکتور
 نیمه جامد انجام شود. تها در محیط کشوری موقت و مرحله ریشه زایی گیاهچهغوطه بیوراکتورمرحله تکثیر در 

ود شوری موقت زمانی که از سطوح بالای سیتوکینین استفاده میدر شرایط غوطه GN15ی هابه منظور افزایش ضریب تکثیر گیاهچه
 و همچنین استفاده از تهویه خارجی به منظور کاهش ازته و کلریدهای مختلف محیط کشت بویژه ترکیبات گردد اثر نمكیم شنهادیپ

 میزان رطوبت محیط مورد بررسی قرار گیرد.
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EXTENDED ABSTRACT 
 

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. 
To study the micropropagation of GN15 rootstock, in the first we examined the impact of various plant growth regulator 

combinations in the semi-solid MS culture, 0.5 and 1 mg/l BA as well as culturing explants in 1 mg/l GA for three weeks and 

subculturing in 1 mg/l BA, on node explant establishment. Then to compare the temporary immersion bioreactor and semi-solid 

culture conditions on propagation rate and plant health of GN15 rootstock, factors of immersion times (10 minutes every 6, 12, and 

24 hours), plant growth regulator concentrations (0, 0.5, and 1 mg/l BA) and sucrose concentrations (3, 4, and 5 %) in MS medium 

were evaluated in three separate experiments.The rooting of plantlets was assessed in temporary immersion bioreactor and semi-

solid culture setups using MS medium containing 0.6 mg/l IBA. Following this, the rooted plantlets from the two different systems 

were acclimatized in a mixture of cocopeat and vermiculite in a 1:1 ratio. 

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. Similarly, this medium also exhibited a high 

vitrification percentage, while the other media showed lower establishment percentages with no vitrification 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 plantlets, although they showed signs 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.  

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. 
Keywords: Humidity, Liquid medium, Temporary immersion, Ventilation, Vitrification.  

 


