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هاي  ريز ازديادي برخي پايه برچند نوع محيط كشت، تيمار ضد عفوني و هورموني  اثر
  (.Mallus domestica Borkh)سيب 

 2فاطمه سعيد نعمت پور و 2*، اكبر صفي پور افشار1نجمه محمد زاده مقدم

  رزي و منابع طبيعي، خراسان رضويمركز تحقيقات كشاومشهد،  ،ايران 1
 گروه زيست شناسيواحد نيشابور،  شگاه آزاد اسلامي،نيشابور، دان ،ايران 2

  1/2/97: تاريخ پذيرش  12/11/96: تاريخ دريافت

  چكيده

در . هاي داراي صفات مناسب دارا است ريزازديادي سيب نقش مهمي در ايجاد گياهان سالم، فاقد بيماري و در تكثير سريع پايه
مارهاي مختلف هورموني بر ميزان آلودگي، تعداد شاخه جانبي، طول ي، نوع محيط كشت و تيضدعفوناين تحقيق اثر شرايط 

با استفاده از آزمايش فاكتوريل در قالب طرح كاملاً  B9و  M106 ،M111و تعداد برگ سه پايه رويشي  ساقه، كالوس زايي
وه و هيپوكلريت سديم هاي مختلف كلريد جيها پس از  شستشوي سطحي با غلظتريز نمونه. تصادفي با سه تكرار مطالعه شد

كمترين آلودگي با استفاده از كلريد . كشت شدند DKWو  WPMييريافته، تغ MSهاي كشت ضدعفوني شده و سپس در محيط
ييريافته همراه تغ MSكشت  در اين آزمايش، محيط. ثانيه حاصل شد 30دقيقه و  3به ترتيب به مدت % 70و اتانول %   1/0جيوه 

ها نشان داد كه پايه مقايسه ميانگين. تري داشتيتر هورمون بنزيل آدنين با بيشترين رشد، استقرار موفقگرم در لميلي 1/0با 
هاي رويشي تفاوت معني داري دارد به طوري كه بالاترين طول از نظر كليه صفات مورد مطالعه با ساير پايه M106رويشي 

 2و  IBAگرم در ليتر ميلي 1/0 يي از تيمار هورمونيشاخه زا بيشترين .ساقه، كالوس زايي و تعداد برگ در اين پايه مشاهده شد
 كه يطور به است متفاوت محيط كشت شرايط به هاژنوتيپالعمل  عكسكه  داد نشان نتايج. حاصل شد BAPگرم در ليتر ميلي

 .داد نشان ها در صفت شاخه زاييژنوتيپ ساير به نسبت بهتري پاسخB9 پايه رويشي 

  ييشاخه زا، استقرار و اي يشهشسيب، پايه رويشي، كشت درون : كليدي واژه هاي

  asafshar@iau-neyshabur.ac.ir :، پست الكترونيكي 05142613905: نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه

هاي وحشي موجود در آسيا و اروپا بوده و هسيب از گون
از زمان . رسد تاريخ مي ماقبلقدمت كشت و پرورش آن به 

 225حدود (روم قديم  شناس ياهگتئوفراستوس دانشمند 
ارقام متعددي از سيب در روم مورد ) سال قبل از ميلاد

هاي سيب ها يا دانهاولين بوته. گرفته است ازدياد قرار مي
ميلادي به  17و  16اجرين اوليه در طي قرون مه يلهوس به

گياه سيب متعلق به تيره . )11(آمريكا برده شده است 
) Pomoiedeae(سيبيان  تيرهزير )  Rosaceae( يانسرخ گل

مشهور   Malus domestica Brokhو با نام علمي  است

درختان سردسيري معتدل و  ازجملهدرخت سيب . است
اين ميوه خوش عطر و طعم  .تيا خزان كننده اس يزر برگ

و  فسفر ،برم، كلسيم، سديم، پتاسيمحاوي مقدار زيادي 
  . )20( استآ و ب  ويتامينمقادير زيادي 

 و جنسي روش دو از گياهان ازدياد براي كلي طور به
 كه جنسي ازدياد روش در گردد، مي استفاده يرجنسيغ

 با ،رندگي يم قرار استفاده مورد گياهان بذرهاي معمولاً
 تأثير بذرهاي گياهان در گياه ژنتيك اينكه به توجه
 يكديگر با روش اين از حاصل هاي نهال يجهدرنت گذارد، مي
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 كه دارند را زيادي بسيار يها تفاوت و نبوده يكسان
 مكانيزه صورت به  كشاورزي عمليات انجام در يتدرنها
 انكشاورز اخير هاي سال در لذا. )6(كنند  مي ايجاد مشكل

) رويشي(غيرجنسي هاي روش از استفاده به باغداران و
 تكثير هاي روش ميان از. اند آورده رو ازدياد براي

 بسيار كه است دهه چند از بافت كشت روش ،يرجنسيغ
 دقت و توليد سرعت كه زيرا است گرفته قرار توجه مورد
 گياه هر از ديگر طرف از .است بالا بسيار روش اين در

 فضا كمترين در قلمه صدها توليد به اقدام انتو مي مادري
 هاي محيط معرفي و شناخت به توجه با اين بر علاوه .نمود
 بسيار علم اين پيشرفت اخير، يها سال در متنوع كشت
 كشت محيط در ها هورمون كاربرد با و يافته افزايش

 را زايي شاخه يا زايي يشهر قبيل از خاصي اهداف توان يم
 دچار ها نمونه تا برد بالا را رشد سرعت و كرده دنبال

  .)12(نشوند  آلودگي

شرايط  با ناطقيدر نتيجه م و مختلف هاي يماقل وجود
 به يابي دست اهميت ،در كشور ايران متفاوتاكولوژيك 

را  ها آن راحت تكثير و درختان ميوه براي مناسب هاي يهپا
 با طرفي از. نمايد دو چندان ميبا شرايط مناطق متناسب 

 ميزان زودرسي، رويشي، ميزان رشد در پايه نقش به توجه
 مناسب پايه انتخاب ها، بيماري برابر در مقاومت و عملكرد

  .)16(داشت  خواهد باغ مديريت برنامه در نقش بسزايي

قدمت تحقيق در مورد كشت بافت سيب به اواخر دهه 
هاي  جوانه كه يهنگام گردد يبرم 1970و اوايل دهه  1960

گزارش  ها آنيب در شرايط آزمايشگاهي كشت و رشد س
هاي متعدد سيب در  ژنوتيپ پس ازآن. )31- 19(گرديد 

كشت گوناگوني  يها روششرايط محيط كشت تكثير و 
 اي به منظور بررسي در مطالعه مثال طور به. توسعه يافت

 ،in vitro شرايط در پاكوتاه سيب درختان هاي موتانت رشد
 مشابه رشدي عادت كه مكينتاش يبس رقم سه مريستم
در اين مطالعه از  .استفاده شد داشتند پاكوتاه والدين گونه
 از هايي غلظت بر مشتمل اسكوگ و موراشيگ كشت محيط

 يك در ارقام همه .استفاده شد جهت باززايي آدنين بنزيل
مول  ميكرو 6- 3يعني  آدنين بنزيل غلظت از مطلوبي حد

 گر بودند، طولي رشد افزايش و زايي شاخه حداكثر داراي
 رشد عادت به وابسته سيتوكنين غلظت بالاي به تحمل چه

 ازديادي ريز بررسي در گزارشي ديگر و در. )22(بود 
 كشت محيط. شد استفاده نمونه ريز عنوان به ساقه از سيب
 محيط آزمايش اين در زايي شاخه رفته براي بكار

آمينو  بنزيل ياه هورمون همراه به اسكوگ و موراشيگ
 5/0، مول يكروم 4/4غلظت  با آزورون دي تي يا پورين

 جيبرليك مول ميكرو 4/1اسيد،  بوتريك ايندول مول يكروم
 بود كشت محيط در آگار و ساكارز مول ميكرو 6/87اسيد، 

)26( .  

 ،عملكرد افزايش در سيب پاكوتاه هاي پايه اهميت به توجه
 امراض و آفات با مبارزه، هرس قبيل از هايي هزينه كاهش
 پيدا زيادي اهميت مدرن باغداري در ها پايه اين امروزه
پاكوتاه  هاي پايه با سيب هاي باغ اكنون هم. )28(اند  كرده
 از. اقتصادي وجود دارد صورت به دنيا نقاط اقصي در

 يرجنسيغ تكثير قابليت ها يهپا اين مطلوب خصوصيات
  .)15(از طريق كشت بافت است  ها آن

 و عفوني ضد مختلف تيمارهاي اثر مقايسه مطالعه، اين در
 شيشه درون تكثير براي تيمار مناسبترين تعيين و هورموني

 اي شيشه درون تكثير جهت بهينه شرايط تعيين هدف با اي
 سيب هاي پايه مهمترين از كه سيب پاكوتاه هاي ژنوتيپ

  .شد انجام د،نباش مي

  روشهامواد و 
و   M106 ،M111(هاي رويشي سيب  ايهدر اين تحقيق پ

B9 ( مختلف در مركز تحقيقات  هاي يشآزماكه طي
  هاي پايه عنوان بهكشاورزي و منابع طبيعي خراسان رضوي 

، جهت تكثير از طريق كشت بودند  شدهبرتر شناسايي 
آزمايش شامل دو مرحله . ندبافت مورد مطالعه قرار گرفت

ريز در مرحله اول . زايي بود استقرار جوانه و شاخه
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از (در فصول مختلف هاي انتهايي و جانبي  جوانه يها نمونه
 تهيه شدنداز پايه هاي سيب ) 1390تا بهار  1389تابستان 

   .داشت وجود جوانه يك حداقلبطوريكه در هر ريزنمونه 

هاي رويشي  هاي انتهايي پايه پس از تهيه ريزنمونه از جوانه
ي،  به مدت نيم ساعت زير مورد مطالعه و شستشوي سطح

سپس عمل ضدعفوني تحت . آب جاري قرار داده شد
هود (شرايط تيمارهاي مختلف زير دستگاه لامينارفلو 

عفوني شده  بر روي  ضد يها جوانه. انجام شد) استريل
 و WPM يافته، تغيير MS(هاي مختلف  محيط كشت

DKW (روشنايي ساعت 16شامل  رشد و در شرايط اتاق 
 درجه و لوكس 5000 نور شدت و تاريكي اعتس 8 و

جهت استقرار قرار گراد  سانتي درجه25 ±1 حرارت
، نسبت به ها جوانهحدود يك ماه پس از كشت . گرفتند
گيري پارامترهاي مختلف از قبيل درصد آلودگي،  اندازه

تعداد شاخه جانبي، طول ساقه، درصد كالوس زايي و تعداد 
بهترين محيط كشت و شرايط  يتدرنها. برگ اقدام گرديد

رويشي مورد  هاي يهپاضدعفوني جهت استقرار جوانه 
 تيمار نوع سه از آزمايش اين در. مطالعه مشخص گرديد

  .گرديد استفاده ذيل شرح به ضدعفوني

+  دقيقه 3 مدت به صد در 1/0 جيوه كلريد  .1
  ثانيه 30 مدت به صد در 70 اتانول

+  دقيقه 5 تمد به صد در 1/0 جيوه كلريد  .2
   ثانيه 30 مدت به صد در 70 اتانول

 15 مدت به درصد 75/0  سديم هيپوكلريت  . 3
  ثانيه 30 مدت به صد در 70 اتانول+  دقيقه

تيمار هورموني براي  بهترين جهت تعيين در مرحله بعد
در اين آزمايش از محيط كشت . شاخه زايي اقدام گرديد

MS ها در اين محيط  جوانه تغيير يافته استفاده گرديد زيرا
. كشت در آزمايش اول بهترين شرايط رشد را دارا بودند

  :بود ترتيب ينا بهتيمارهاي هورموني مورد استفاده 
  شاهد بدون هورمون. 1
   BAPگرم در ليتر  ميلي IBA +1گرم در ليتر  ميلي 1/0. 2
  BAPگرم در ليتر  ميلي IBA +2گرم در ليتر  ميلي 1/0. 3
   IBAرم در ليتر گ ميلي 1. 4
   IBAگرم در ليتر  ميلي 2. 5

و پنج  B9و  M106 ،M111در اين آزمايش نيز از سه پايه 
اين آزمايش نيز مانند . تيمار مختلف هورموني استفاده شد

فاكتوريل در قالب طرح كاملاً  صورت بهآزمايش اول 
تصادفي با سه تكرار انجام شد كه هر تكرار شامل چهار 

صفات مورد . ارلن يك گياهچه كشت گرديد ارلن و در هر
بررسي در اين آزمايش شامل طول ساقه، تعداد شاخه، در 

  . استصد كالوس زايي و تعداد برگ 

ها و رسم نمودارها به ترتيب با  تجزيه و تحليل آماري داده
انجام و مقايسه Excel و  SAS يافزارها نرماستفاده از 

دانكن در  يا دامنهمون چند نيز با استفاده از آز ها يانگينم
  .سطح احتمال پنج درصد انجام شد

  نتايج

 90تا خرداد  89در اين آزمايش از شهريور  يبردار نمونه
انجام  1در پنج زمان مختلف به شرح ذكر شده در جدول 

بهترين  شود يمكه در اين جدول مشاهده  طور همان. شد
كشت  يها هنمونفعال از ريز  يها جوانهدر صد  80نتيجه با 

   .حاصل گرديد خردادماهشده در اواخر 

  

  ها نمونهشدن ريز  فعال بر يبردار نمونه زمان اثر مقايسه -1جدول 

  اواخر خرداد  اوايل ارديبهشت بهمن آبان شهريور  يبردار نمونهزمان 
  80  10 3 9 30 فعال نمونه درصد ريز
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 نتايج تجزيه واريانس اثرات پايه، محيط كشت و شرايط
اثر پايه و . نشان داده شده است 2در جدول  ضدعفوني

 ياستثنا بهعفوني بر كليه صفات  محيط كشت و تيمار ضد
اثر . دار بود تعداد شاخه جانبي و در صد كالوس زايي معني

براي كليه  يضدعفونمتقابل پايه، محيط كشت و شرايط 
زايي  تعداد شاخه جانبي و در صد كالوس ياستثنا بهصفات 

  .دار بود يمعن

  سه پايه رويشي سيب اي يشهشنتايج تجزيه واريانس اثرات محيط كشت و شرايط ضدعفوني در كشت درون   -2جدول 

  منابع تغييرات
درجات 
  آزادي

  ميانگين مربعات

  (cm)طول ساقه  تعداد شاخه جانبي  درصد آلودگي
درصد كالوس 

  زايي
  تعداد برگ

  a(  2  *29/831  **228/0  **153/1   **76/2449   **11/17(پايه 
  b(  2  **91/16549  **502/0  **014/11   **34/5985   **614/94(محيط كشت 

  c(  2  **338/8749  ns014/0  **228/1   ns003/61   **81/18( يضدعفونشرايط
a×b 4   ns89/405   **228/0   **589/5   **8/2586   **55/42  
a×c  4  ns42/126  ns014/0  **781/0   ns53/49   ns59/1  
b×c  4   ns95/522   ns014/0   ns393/0   ns61/86   **73/4  

a×b×c 8  *44/519  ns014/0  **865/0   ns23/99   **47/6  
  12/1  94/76  183/0  038/0  83/206  54  خطاي آزمايشي

  دار يمعنغير  ns و% 5در سطح  دار يمعن*، %1در سطح  دار يمعن **  

محيط كشت و شرايط  مقايسه ميانگين اثرات پايه،
كه  طور همان. نشان داده شده است 3ضدعفوني در جدول 

در بين سه پايه مورد مطالعه  شود يمدر اين جدول مشاهده 

بيشترين تعداد شاخه  ها يهپا، در مقايسه با بقيه M106پايه 
عداد برگ را جانبي، طول ساقه، در صد كالوس زايي و ت

  . دارا بود
  

بر صفات درصد آلودگي، تعداد شاخه جانبي، طول ساقه، درصد كالوس گين اثرات اصلي پايه، محيط كشت و شرايط ضدعفوني مقايسه ميان -3جدول
 سه پايه رويشي سيب  اي يشهشدر كشت درون زايي و تعداد برگ 

  تعداد برگ  درصد كالوس زايي  (cm)طول ساقه تعداد شاخه جانبي درصد آلودگي  تيمار

  پايه
M106  b52/38  a18/0  a78/0   a33/23   a38/2  
M111  b56/35  b06/0  b47/0   b93/5   b33/1  

B9  a63/49  b0  b39/0   c74/0   b82/0  

  محيط كشت
MS تغيير يافته  b15/8  a24/0  a25/1   a07/29   a6/3  

WPM  a78/57  b0  b4/0   b93/0   b92/0  
DKW  a78/57  b0  c0   b0   c0  

شرايط 
  ضدعفوني

A   b89/28  a11/0  b53/0   a10   b20/1  
B   b37/30  a06/0  b35/0   a04/12   b87/0  
C   a44/64  a07/0  a778/0   a96/7   a45/2  

 .دار بر اساس آزمون دانكن است حروف يكسان بيانگر عدم اختلاف معنيدر هر ستون 

A: ثانيه، 30دقيقه و 3به ترتيب به مدت % 70و اتانول %  1/0كلريد جيوه B : ثانيه،  30دقيقه و  5به ترتيب به مدت % 70و اتانول %  1/0كلريد جيوهC 

 .ثانيه 30دقيقه و 15به ترتيب به مدت % 70و اتانول % 75/0هيپوكلريت سديم :
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مشاهده  M106 در ضمن درصد آلودگي كمي در پايه 
تغيير  MSهمچنين نتايج نشان داد كه محيط كشت . گرديد

آلودگي، بيشترين تعداد شاخه جانبي،  يافته كمترين در صد
طول ساقه، در صد كالوس زايي و تعداد برگ را داشته 

ي نتايج نشان داد ضدعفونمقايسه بين شرايط مختلف . است
% 70و اتانول %  1/0كلريد جيوه (A  يضدعفونكه شرايط 

كمترين در صد ) ثانيه 30دقيقه و  3به ترتيب به مدت 
اخه جانبي و طول ساقه را داشته آلودگي، بيشترين تعداد ش

 .است

مقايسه ميانگين اثرات متقابل پايه، محيط كشت و شرايط 
  .نشان داده شده است 4ضدعفوني در جدول 

 

 درصد ساقه، طول جانبي، شاخه تعداد آلودگي، درصد صفات برشرايط ضدعفوني × محيط كشت × مقايسه ميانگين اثرات متقابل پايه  -4جدول 
  . سه پايه رويشي سيب اي يشهشدر كشت درون برگ  تعداد و يزاي كالوس

  تعداد برگ  درصد كالوس زايي  (cm)طول ساقه  تعداد شاخه جانبي درصد آلودگي شرايط ضدعفوني  محيط كشت پايه

M106  
  

MS تغيير يافته  
A i00/0 55/0  a16/2  ab 33/68  b 87/5  a 

B i00/0 57/0  a 41/2  a 00/85  a 10/6  a 

C 67/6  hi 50/0  a 00/2  ab 67/56  b 72/7  a 

WPM  
A 67/46  cdef 00/0  c 49/0  d d00/0 89/0  c 

B 33/33  defgh c00/0 d00/0 d00/0 00/0  c 

C 67/66  cd c00/0 d00/0 d00/0 83/0  c 

DKW  
A 33/33  defgh c00/0 d00/0 d00/0 c00/0 

B 00/60  cd c00/0 d00/0 d00/0 c 00/0 

C 00/100  a c00/0 d00/0 d00/0 c00/0 

M111  
  

MS تغيير يافته  
A 00/0  i 40/0  ac 40/1  bc 67/6  cd 40/3  b 

B 67/6  hi 00/0  c 72/0  cd 33/23  c 75/1  bc 

C 33/13  fghi 11/0  bc 12/2  ab 00/15  c 84/6  a 

WPM  
A 67/26  defgh c00/0 d00/0 33/8  cd c00/0 

B 00/40  cdefg c00/0 d00/0 d00/0 c00/0 

C 00/100  a c00/0 d00/0 d00/0 c 00/0 

DKW  
A 67/46  cdef c00/0 d00/0 d00/0 c00/0 

B 00/20  efghi c00/0 d00/0 d00/0 c00/0 

C 67/66  bc c00/0 d00/0 d00/0 c00/0 

B9 

MS تغيير يافته  
A 33/13  ghi c00/0 10/0  d 67/6  cd 07/0  c 

B 00/0  i c00/0 00/0  d d00/0 00/0  c 

C 33/33  cdefgh c00/0 34/0  d d00/0 69/0  c 

WPM  
A 33/53  cde c00/0 60/0  d d00/0 58/0  c 

B 00/60  cd c00/0 00/0  d d00/0 00/0  c 

C 33/93  ab c00/0 50/2  a d00/0 00/6  a 

DKW  
A 00/40  cdefgh c00/0 d00/0 d00/0 c00/0 

B 33/53  cde c00/0 d00/0 d00/0 c 00/0 

C 00/100  a c00/0 d00/0 d00/0 c00/0 

  دقيقه و3به ترتيب به مدت % 70و اتانول %  1/0كلريد جيوه :A  .دار بر اساس آزمون دانكن است حروف يكسان بيانگر عدم اختلاف معنيدر هر ستون 
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ب به مدت به ترتي% 70و اتانول % 75/0هيپوكلريت سديم :  Cثانيه،  30دقيقه و  5به ترتيب به مدت % 70و اتانول %  1/0كلريد جيوه : Bثانيه،  30
 .ثانيه 30دقيقه و 15

  

نتايج تجزيه واريانس اثرات پايه و تيمارهاي هورموني در 
 5سه پايه رويشي سيب در جدول  اي يشهشكشت درون 

اثر پايه بر كليه صفات مورد مطالعه . نشان داده شده است
. دار شدتعداد برگ در سطح يك در صد معني ياستثنا به

وني بر كليه صفات مورد همچنين اثر تيمارهاي هورم

. استدار زايي بسيار معنيصد كالوسدر ياستثنا بهمطالعه 
اثر متقابل پايه و تيمار هورموني در مورد صفات تعداد 

دار شد اما در مورد صفات درصد شاخه و طول ساقه معني
  .دار شدكالوس زايي و تعداد برگ غير معني

  سه پايه رويشي سيب اي يشهشارهاي مختلف هورموني در كشت درون نتايج تجزيه واريانس اثرات تيم -5جدول 

  درجات آزادي  منابع تغييرات
  ميانگين مربعات

  تعداد برگ  درصد كالوس زايي (cm)طول ساقه تعداد شاخه
  a(  2 **26/4  ** 23/3 **  04/567  ns 69/31(پايه 

  b(  4  ** 18/17  **  77/1 ns 57/184  ** 04/1172(تيمارهاي هورموني 
a×b 8  ** 59/2  *39/0 ns 57/184  ns 64/105  

  01/48  84/96  13/0  62/0  30  خطاي آزمايشي
  دار يمعنغير  ns و% 5در سطح  دار يمعن*، %1در سطح  دار يمعن **  

مقايسه ميانگين اثرات پايه و تيمارهاي هورموني در كشت 
نشان  6در جدول  سه پايه رويشي سيب اي يشهشدرون 

بيشترين تعداد  B9نتايج نشان داد كه پايه . داده شده است
شاخه و بيشترين تعداد برگ را داشته است اما بيشترين 

بوده  M106زايي مربوط به پايه طول ساقه و در صد كالوس
ها نشان داد كه بيشترين همچنين مقايسه ميانگين. است

ار تعداد شاخه و بيشترين تعداد برگ مربوط به تيم
گرم در ليتر  ميلي IBA +2گرم در ليتر  ميلي 1/0هورموني 

BAP بيشترين طول ساقه مربوط به تيمار  كه يدرحال. است

گرم در ليتر  ميلي IBA +1گرم در ليتر  ميلي 1/0هورموني 
BAP  و بيشترين درصد كالوس زايي مربوط به تيمار

  BAPو بدون هورمون  IBAگرم در ليتر  ميلي 1هورموني 
گرم  ميلي 1/0دهد كه تيمار هورموني  نتايج نشان مي. ستا

كمترين درصد   BAPگرم در ليتر  ميلي IBA +1در ليتر 
 .زايي را داشته است كالوس

مقايسه ميانگين اثرات متقابل پايه و تيمارهاي هورموني در 
 .نشان داده شده است  7جدول 

  

در كشت درون زايي و تعداد برگ  بر صفات تعداد شاخه، طول ساقه، درصد كالوسمختلف مقايسه ميانگين اثرات تيمارهاي هورموني  -6جدول 
  سه پايه رويشي سيب  اي يشهش

  تعداد برگ  درصد كالوس زايي  (cm)طول ساقه  تعداد شاخه   تيمار

  پايه
M106 65/1  b 71/2  a 11/11  a 69/13  a 

M111 84/1  b 05/2  b 00/0  b 32/14  a 

B9 65/2  a 81/1  b 00/0  b 47/16  a 

تيمارهاي 
  هورموني

A 00/1  b 25/2  b 77/2  ab 73/6  b 

B 31/3  a 82/2  a 00/0  b 03/25  a 

C 79/3  a 34/2  b 77/2  ab 40/29  a 

D 15/1  b 69/1  c 96/12  a 42/6  b 

E 00/1  b 85/1  c 00/0  b 55/6  b 
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 IBA +1گرم در ليتر  يليم B :1/0شاهد بدون هورمون، :A .زمون دانكن استدار بر اساس آ حروف يكسان بيانگر عدم اختلاف معنيدر هر ستون 
 BAP   ،E  :2و بدون هورمون  IBAگرم در ليتر  يليم BAP ،D :1گرم در ليتر  يليم IBA +2گرم در ليتر  يليم BAP  ،C  :1/0گرم در ليتر  يليم
 . BAPو بدون هورمون  IBAگرم در ليتر  يليم

  
در كشت درون  برگ تعداد و زايي كالوس درصد ساقه، طول شاخه، تعداد صفات برهورموني  يمارهايت× انگين اثرات متقابل پايه مقايسه مي -7جدول 

 . سه پايه رويشي سيب اي يشهش

  تعداد برگ  درصد كالوس زايي (cm)طول ساقه تعداد شاخه تيمارهاي هورموني  پايه

M106  
  

A 00/1  e 78/2   abc 00/10  b 08/8   d 

B 17/2  cde 02/3   a 00/0  b 00/16  cd 

C 64/2  cd 90/2   ab 00/10   b 56/25    bc 

D 44/1  de 49/2   abcd 25/33   a 28/10  d 

E 00/1  e 36/2 abcde 00/0  b 56/8   d 

M111  
  

A 00/1   e 29/2   bcde 00/0   b 78/7   d 

B 50/3   bc 67/2  abc 00/0   b 33/28   abc 

C 72/2   cd 88/1  def 00/0   b 78/23   bc 

D 00/1 e 26/1       fg 00/0  b 61/4 d 

E 00/1 e 18/2    cde 00/0  b 11/7 d 

B9 

A 00/1 e 70/1   ef 00/0  b 33/4  d 

B 28/4   b 78/2   abc 00/0  b 75/30  ab 

C 00/6  a 24/2    bcde 00/0  b 86/38  a 

D 00/1 e 32/1  fg 00/0  b 39/4  d 

E 00/1 e 02/1    g 00/0  b 00/4  d 

 IBA +1گرم در ليتر  يليم B :1/0شاهد بدون هورمون، :A .دار بر اساس آزمون دانكن است حروف يكسان بيانگر عدم اختلاف معنيدر هر ستون 
 BAP   ،E  :2ون هورمون و بد IBAگرم در ليتر  يليم BAP ،D :1گرم در ليتر  يليم IBA +2گرم در ليتر  يليم BAP  ،C  :1/0گرم در ليتر  يليم
  . BAPو بدون هورمون  IBAگرم در ليتر  يليم
  

  بحث

ها زماني است كه درخت از  بهترين زمان براي گرفتن نمونه
خواب زمستاني بيرون آمده و تقريباً فعاليت خود را شروع 

اند زيرا در زمان خواب درخت، مواد فنلي از ريز  كرده
ي را در محيط كشت ئنمونه آزاد گرديده كه اثرات سو

 درصد بر تواند مي گيري نمونه زمان. )30(كنند  ايجاد مي
 بطوريكه ،باشد مؤثر كشت به ريزنمونه پاسخ و آلودگي
افزايش  شود، نزديك مي سال انتهاي به چه هر آلودگي

كه  نتايج حاصل از اين تحقيق نشان داد .)25(يابد  مي
 درصد آلودگي ارديبهشت الي آبان يها ماه در اينكه باوجود

شوند و به دليل ترشح  نمي فعال ها جوانه ولي است پايين
 در. شود رنگ مي يا قهوهتركيبات فنلي محيط كشت 

 منتخب هاي ژنوتيپ از شده گرفته هاي نمونه كه صورتي
 به دست نتايج .شوند مي فعال به خوبي خرداد ماه اواخر در

) 2005(همكاران كوشال و  نتايج پژوهش با اين از آمده
 )2012(نتايج ميتيك و همكاران  با اما )21(دارد مطابقت
 شرايط به تواند مي علت آن كه )25( است متفاوت

توان  بنابراين مي .باشد وابسته ژنوتيپ و محيطي جغرافيايي،
برداري براي ريز  با توجه به نتايج اين آزمايش زمان نمونه

در اواخر خرداد ماه هاي گزينش شده سيب را  ازديادي پايه
  .توصيه نمود
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آمده از آزمايش استقرار جوانه در  به دستبا توجه به نتايج 
برتري   M106پايه  ،صد آلودگيدر جز بههمه صفات 

. هاي مورد مطالعه داشت داري نسبت به ديگر پايه معني
بندي نتايج با آزمون دانكن نيز نشان داد كه پايه  گروه

M106 د شاخه جانبي، طول ساقه، در مورد صفات تعدا
 M111 و پايه  aزايي و تعداد برگ در گروه  درصد كالوس

در مورد صفات  B9و پايه  bدر مورد كليه صفات در گروه 
 bتعداد شاخه جانبي، طول ساقه و تعداد برگ در گروه 
 cقرار دارد در مورد صفت درصد كالوس زايي در گروه 

پاسخ  M106نمود كه پايه توان بيان  بنابراين مي. قرار دارد
  .بهتري به كشت نشان داده است

 MSكه در قسمت نتايج بيان شد محيط كشت  طور همان
تغيير يافته در تمامي صفات برتري نسبت به دو محيط 

و  WPMدر رابطه با دو محيط . ديگر از خود نشان داد
DKW  از صفات محيط  كدام يچهدرDKW  برتري نشان

ورد صفات درصد آلودگي، تعداد شاخه نداد ولي نتايج در م
 باهمداري  جانبي و درصد كالوس زايي تفاوت معني

در مورد صفات طول ساقه و تعداد برگ محيط . ندارند
اين امر را . برتري نشان داد DKW نسبت به  WPMكشت 

  . )3(نيز تصديق نمودند) 2013(اميري و الاهنيا  

 WPMيط كشت هاي قرار داده شده در مح هاي نمونه برگ
زرد شده و  تر يعسرتغيير يافته  MSنسبت به محيط 

نازك و كشيده بر  صورت بهها  هاي اين نمونه همچنين برگ
روي محيط كشت پخش گرديدند، كه اين نتايج با نتايج 

نتايج نشان  .)24(مطابقت دارد ) 2013(مارينو و نوفريني 
 6/3د تغيير يافته با ميانگين تولي MSداد كه محيط كشت 

با ميانگين   WPM و محيط استعدد برگ بهترين محيط 
اختلاف اين دو محيط كشت . در مرتبه دوم قرار دارد 92/0

توان به  اين مطلب را مي. دار است از نظر تعداد برگ معني
 MS غلظت متفاوت عناصر ماكرو در دو محيط كشت 

هاي  نسبت داد، زيرا غلظت نمك WPMتغيير يافته و 
تغيير يافته نسبت به محيط  MSدر محيط كشت  تهكاررف به

 DKWدر رابطه با محيط كشت . استبيشتر  WPMكشت 
اين محيط اولين بار براي گردو ساخته و  كه ينابا توجه به 

سيكوتي و همكاران  شده است و بنابر مطالعهاستفاده 
هاي رويشي سيب  پايهبراي اين محيط كشت ) 2008(

توان با توجه به نتايج اين  ين ميبنابرا. )9( يستنمناسب 
 هاي يهپاآزمايش محيط كشت مناسب براي ريز ازديادي 

  .تغيير يافته توصيه نمود MSگزينش شده سيب را 

 وآمده از آزمايش استقرار جوانه  به دستبا توجه به نتايج 
عفوني  در مورد صفت درصد آلودگي كه در تيمارهاي ضد

هيپوكلريت  يضدعفوناهميت بيشتري دارد، بين تيمار 
دقيقه و 15به ترتيب به مدت % 70و اتانول % 75/0سديم 

و داري وجود دارد  با دو تيمار ديگر تفاوت معني ثانيه 30
صد آلودگي مناسب به نظر در 44/64اين تيمار با ميانگين 

رسد كه اين نتيجه با نتايج ارائه شده توسط دوبرانزكي  نمي
با كلريت  يضدعفونشتند كه بيان دا) 2010(و همكاران 

 كه يصورتسديم تأثيري بر از بين بردن آلودگي ندارد، در 
 ،استفاده كلريد جيوه بدين منظور نتايج مطلوبي نشان داد

در عين حال افزايش زمان تماس ريز . )12(مطابقت دارد 
شود  باعث كاهش آلودگي مي باآنكهنمونه با كلريد جيوه 

موجب نابودي  ها تبافولي به علت پلي فنلي شدن 
كه اين مورد در نتايج آزمايش ما نيز . شود ها مي كشت

زمان ( A يضدعفونبه طوري كه در تيمار  بودمشهود 
تعداد شاخه جانبي، طول ) دقيقه 3استفاده از كلريد جيوه 

  يضدعفونساقه و تعداد برگ بيشتري نسبت به تيمار 

B) ه گرديدمشاهد) دقيقه 5زمان استفاده از كلريد جيوه .
 يضدعفونتوان اظهار نمود كه بهترين روش  بنابراين مي

و اتانول %  1/0كلريد جيوه ( Aسيب تيمار  هاي يهپابراي 
 تيمار .است) ثانيه 30دقيقه و  3به ترتيب به مدت % 70

 بر) 2009(بنماهيول و همكاران  نتايج با يضدعفون مناسب
اركيده  روي بر )2009(چاگ و همكاران  ،)5(پسته  روي

 Prunusبر روي ) 2010(و ناس و همكاران  )8(

microcarpa )27( بود مشابه يضدعفون زمان در تفاوت با 
 يريگ نمونه زمان نمونه، ريز اندازه به تواند مي تفاوت اين كه
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كلي با  طور به .باشد مربوط يضدعفون هاي تيمار پيش و
ت آمده از اين آزمايش براي كش به دستتوجه به نتايج 

با كلريد  يضدعفونتوان روش  هاي رويشي سيب مي پايه
  .دقيقه را توصيه نمود 3درصد به مدت  1/0جيوه 

 M106در آزمايش اول در خصوص استقرار جوانه پايه 
برتري نشان داد اما در آزمايش دوم بررسي تيمارهاي 

 B9هورموني در مورد صفت شاخه زايي و تعداد برگ پايه 
مورد صفت طول ساقه و درصد  اما در. برتري داشت

برتري داشت كه اين  M106كالوس زايي همچنان پايه 
توان به تأثير هورمون و استفاده از تيمارهاي  موضوع را مي

همچنين . هورموني مختلف در كشت بافت مرتبط دانست
در مورد صفت  B9با توجه به نتايج مقايسه ميانگين پايه 

قرار دارد كه نسبت  aروه در گ 65/2تعداد شاخه با ميانگين 
همچنين پايه . داري نشان داد ديگر برتري معني هاي يهپابه 
B9  در گروه  47/16در مورد صفت تعداد برگ با ميانگين

a يهدوپادار با  قرار دارد و در مورد اين صفت تفاوت معني 
در مورد صفت تعداد برگ با  M111پايه . ديگر ندارد

قرار دارد اما در مورد ساير  a برگ در گروه 32/14ميانگين 
بيان  گونه يناتوان  بنابراين مي. قرار دارد bصفات در گروه 
بهترين پاسخ را نسبت به تيمارهاي  B9نمود كه پايه 

اين نتايج با نتايج . هورموني جهت شاخه زايي داشته است
مطابقت دارد به اين صورت كه ) 1993(دردي و همكاران 

ژنوتيپ محلب را  11 اي يشهشن آنان امكان تكثير درو
در اين . پايه براي دو رقم گيلاس مطالعه كردند عنوان به

تحقيق نشان داده شد كه ميزان پرآوري شاخه در روي 
 گونه ينامختلف متغير بود و  هاي يهپامحيط مشابه براي 

نتيجه گرفتند كه ميزان پرآوري تا حد زيادي به ژنوتيپ 
  .)13(وابسته است 

كه يك هورمون از ) BAP(نزيل آمينو پورين هورمون ب
گردد  و باعث القاي شاخه زايي مي استها  كينينگروه سيتو

در ليتر مورد بررسي  گرم يليم 2و  1در سه غلظت صفر، 
صفات مشخص گرديد كه  يريگ اندازهبعد از . قرار گرفت

در ليتر نسبت به ديگر تيمارهاي اعمال  گرم يليم 2غلظت 
در پژوهشي كه ايكونا و مولئو . استتر  شده مناسب

انجام دادند  آلبالوبر روي كشت بافت پايه رويشي ) 2010(
بنزيل آدنين نسبت به  گرم يليم 1بيان كردند كه غلظت 

 است تر مناسبدر ليتر  گرم يليم 4و  3، 2، 5/0 يها غلظت
نيز بيان نمودند كه ) 2012(كلمنته مورنو و همكاران . )17(

 گرم يليم 1و  5/0داري بين كاربرد دو غلظت  اختلاف معني
براي ريز ازديادي پايه رويشي  BAPدر ليتر از هورمون 
كه يك اكسين به  IBAهورمون . )10(گيلاس وجود ندارد 

زايي در  ها باعث ريشه رود و مانند ديگر اكسين شمار مي
، 1/0صفر،  يها غلظتدر گردد در اين آزمايش  گياهان مي

م در ليتر مورد استفاده قرار گرفت كه در گر ميلي 2و  1
مورد صفات، تعداد شاخه، تعداد برگ و طول ساقه غلظت 

برتري داشت اما در مورد صفت درصد كالوس زايي  1/0
در اين رابطه . گرم در ليتر برتري نشان داد ميلي 1غلظت 

باعث  تنها نهگزارش شده است كه غلظت اكسين زيادي 
گردد  نمي Withania somniferaاه در گي زايي يشهرالقاي 

گردد  بلكه در برخي موارد باعث كند شدن اين عمل نيز مي
)29(.  

ديگري كه در اين پژوهش مورد بررسي قرار گرفت  مسئله
در محيط  IBAو  BAPدو هورمون  توأمبحث كاربرد 

نشان داد كه در مورد  ها كشت بود، كه نتايج مقايسه ميانگين
القا  BAPرگ كه توسط هورمون صفاتي نظير تعداد ب

از تعداد برگ  IBAگردند با افزايش غلظت هورمون  مي
نتايج محققين ديگر نشان داده است كه بهتر . شود كاسته مي

 طور بهاست، بسته به هدف مورد نظر اين دو هورمون 
در مورد . )4(جداگانه در محيط كشت به كار برده شود 

رش شده است كه در كشت بافت پايه رويشي زردآلو، گزا
هورمون )  يك اكسين استIBA كه همانند ( NAAحضور 

BAP البته )7(گذارد  تأثير بيشتري بر شاخه زايي مي ،
نبايد در سطوح بالا به كار رود و  NAAغلظت هورمون 

همچنين در مواردي كه اكسين داخلي در سطح بالايي قرار 
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ي در براي شاخه زاي BAPهمراه با  NAAدارد نبايد از 
  .     محيط كشت استفاده شود

 مسئلهكشت بافت اهميت دارد  فنپارامتر ديگري كه در 
ها،  ، زيرا در مرحله واكشت نمونهاستتوليد شاخه جانبي 

توان جدا نمود و هر يك  هاي جانبي توليد شده را مي شاخه
حتي . يك نمونه در محيطي جداگانه كشت نمود عنوان بهرا 

شاخ قوي باشد از هر  ها شاخ سارهشد در برخي موارد كه ر
توان چندين ريز نمونه تهيه كرد و با اين كار  مي ساره

به همين . )20و11( يابد سرعت تكثير بسيار افزايش مي
هاي  منظور بررسي اين صفت در مورد ريز ازديادي پايه

تغيير يافته نسبت به  MSسيب نشان داد كه محيط كشت 
توليد شاخه جانبي بيشتري دو محيط ديگر مورد آزمايش 

بهترين محيط توليد  MSدر پژوهشي نيز محيط . نمود
) Amygdalus communis(شاخه براي ريز ازديادي بادام 

در ليتر هورمون  گرم يليم 1معرفي شد، همچنين غلظت 
BAP  در محيط كشتMS غلظت براي توليد  ينتر مناسب

ايج نشان نت. )18(شاخه بادام در محيط كشت اعلام گرديد 
هاي هورموني اعمال شده، غلظت  داد كه در بين تيمار

بهترين  79/3با ميانگين   IBA 1/0  +BAP 2هورموني 
علاوه بر اين . نتيجه را براي توليد شاخه جانبي دارا است

 1/0در ليتر بنزيل آدنين  و  گرم يليم 2حاوي   B9پايه 
  .  ليد نمودبيشترين شاخه جانبي را تو IBAدر ليتر  گرم يليم

در مورد صفت توليد كالوس با توجه به آزمون دانكن در 
تيمارهاي مختلف هورموني مشاهده گرديد كه كالوس زايي 

تيمار . قرار دارند abدر گروه  Cو   Aدر تيمار هورموني 
قرار دارد و  aدر گروه  96/12با ميانگين  Dهورموني 

ل از اين نتايج حاص. بيشترين كالوس زايي را داشته است
كه بيان داشتند ) 2009(في و همكاران  تحقيق با نتايج لينگ

بالاي اكسين سبب ايجاد كالوس و مانعي براي  يها غلظت
  .)23(رشد شاخه و ريشه است مطابقت دارد 

  گيري كلي نتيجه

 ترين زمان بر اساس نتايج حاصل از اين پژوهش، مناسب
مورد  يبس هاي پايه ازديادي ريز براي برداري نمونه

همچنين از بين . تعيين شدماه  خرداد اواخر آزمايش
تغيير يافته  MSدر محيط  M106هاي مورد مطالعه پايه  پايه

 ضدعفوني بعلاوه استفاده از تيمار. بهترين استقرار را داشت
 3 مدت به ترتيب به% 70 اتانول و%  1/0 جيوه شامل كلريد

در مورد شاخه   .ثانيه سبب كمترين آلودگي شد 30 و دقيقه
در حضور هورمون بنزيل آمينو پورين با  B9زايي، پايه 

  . ترين پاسخ را داشت ميلي گرم در ليتر مناسب 2غلظت 
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Abstract 

Micropropagation of apple has played an important role in the production of healthy, 
disease-free plants and in the rapid multiplication of rootstocks with desirable traits. In 
this study, the effects of disinfection, medium type and plant hormone on 
contamination, number of lateral branches, shoot length, callus induction, number of 
leaves of three rootstocks M106, M111 and B9 as factorial experiment in completely 
randomized design with three replications were investigated. The explants Surface 
sterilized by different concentrations of mercuric chloride and sodium hypochlorite and 
then were cultivated in modified MS, WPM and DKW media. The lowest 
contamination achieved by mercuric chloride (0.1%) and ethanol (70%) for 3 minutes 
and 30 Seconds, respectively. In this study, the modified MS medium supplemented 
with 0.1 mg/L BA with maximum growth had more successful establishment. Mean 
comparisons showed that rootstock M106 in terms of all studied traits, have a 
significant difference with other rootstocks, and So that the highest shoot length, leaves 
number and callus induction observed in this rootstock. The maximum branch initiation 
achieved from medium supplemented by 0.1 mg/ L IBA and 2 mg/ L BAP. The results 
showed that genotypes respond differently to culture conditions, as the rootstock B9 
showed better response to branch initiation than other genotypes. 

Key words: Apple, Rootstock, In Vitro, Establishment and Shoot initiation 


