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، کشت (L. Prunus avium)های کشت پایه مختلف بر ریزازدیای گیلاس اثر محیط

 ی عاری از ویروسهامریستم و ریزپیوندی پیوندک

 1، مریم ملکی1، زهره شیرخانی2ناصر بوذری، *1پریسا جنوبی

 گروه علوم گیاهیدانشکده علوم زیستی، دانشگاه خوارزمی،  ،تهران ،ایران 1

 معتدله و سردسیریهای ژوهشکده میوهپموسسه تحقیقات علوم باغبانی،  سازمان تحقیقات، آموزش و ترویج کشاورزی،کرج،  ،ایران 2

 15/07/1403تاریخ پذیرش:  21/03/1403تاریخ دریافت: 

 چکیده

 شود. های گیاهی، به ویژه آلودگی ویروسی شدیدتواند موجب گسترش بیماریبر طولانی بودن میسیستم تکثیر سنتی علاوه

منظور بررسی تأثیر نوع محیط  به پژوهش حاضر .ت مریستم راهکارهای نوینی برای حل این مشکلات هستندریزازدیادی و کش

به منظور تعیین مناسبانجام شد.  OSHبخش امیدژنوتیپ گیلاس، مریستم کشت درون شیشه رشد بر  هایکنندهکشت و تنظیم

 3از و برای کشت مریستم،  (QLو MS ،DKW،WPM  ،mQLکشت )محیط 5ترین محیط کشت استقرار جوانه های جانبی از

 لاا فاکتوریل بر پایه طرح کام هایدر قالب آزمایش( لیتر بر گرممیلی 1 صفر و) با اسیداسکوربیک( QLو MS ،B5کشت )محیط

بیشترین  IBAگرم بر لیتر میلی 1/0و  BAگرم بر لیتر میلی 1با غلظت هورمونی  WPMدر محیط کشت  .شد ستفادهتصادفی ا

 1 و آسکوربیک لیتر اسید بر گرممیلی 1حاوی QLمحیط کشت درصد(  مشاهده شد.  28درصد استقرار جوانه های جانبی )

زایی در محیط درصد( شاخه 6/14بیشترین درصد ) را نشان داد.درصد(  6/2بیشترین درصد استقرار مریستم ) BA لیتر بر گرممیلی

 ½ MSدر محیط کشت دیده شد. ریشه زایی  IBAگرم بر لیتر میلی 2/0و  BAگرم بر لیتر میلی 2با غلظت هورمونی  MS کشت

داری افزایش یافت و بیشترین درصد به طور معنی NAAگرم بر لیتر میلی 1ی بعلاوه IBAگرم بر لیتر میلی 2با تیمار هورمونی 

 PNRSVمنظور بررسی حضور دو ویروس شایع گیلاس)به RT-PCRنتایج حاصل از بررسی زایی را نشان داد. درصد( ریشه 34)

متری( باندی دال بر آلوده بودن گیاهان میلی 6/0های گیاهی حاصل از کشت مریستم )( نشان داد در هیچکدام از نمونهPDVو 

  Maxma 14پایه رویشی  متر بر رویسانتی 2تا  1هایی با اندازه حاصل از کشت بافت وجود نداشت. گیرایی پیوند، در پیوندک

این مطالعه نشان داد که کشت مریستم ابزاری کارآمد برای از بین بردن ویروس از گیاهان آلوده گیلاس است آمیزتر بود. موفقیت

 .کندهای سالم را فراهم میکه امکان تولید مواد عاری از بیماری برای تامین پیوندک

 MS ،DKW،WPM  ،mQL ،QLاسید آسکوربیک، : واژه های کلیدی

 jonoubi@khu.ac.ir الکترونیکی: ، پست 02188329220مسئول، تلفن:  * نویسنده

 مقدمه

های زیستی ناشی شوند. تنشمیوه می دار باعث ایجاد مشکلات جدی در کشت و تولیدهای هستهکننده میوههای آلودهویروس

ایجاد کند که اغلب بر ارزش اقتصادی  Prunus های جنسها و میوهتواند علائمی را بر روی برگها و ویروئیدها میاز ویروس

ت دهد و در نهایت منجر به زوال درخدهد، سلامت درختان را تحت تاثیر قرار میگذارد، عملکرد را کاهش میمیوه تأثیر می

علائم و شدت عفونت به گونه گیاه میزبان و خود ویروس بستگی دارد. هیچ روش متعارف حفاظت از گیاهان در  [.31شود]می

برای تولید  [.37های سالم و حفاظت گیاه در برابر ناقلین ضروری است ]ها وجود ندارد. بنابراین استفاده از پایهبرابر ویروس
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طور گسترده در هایی است که بهکشت بافت یکی از روش .از چندین روش استفاده کردتوان گیاهان عاری از ویروس می

های غیرآوندی تولید کرد. از توان با استفاده از القا بافتهای سوماتیک را میشود. رویانهای گیاهی استفاده میکنی پاتوژنریشه

پذیر زایی سوماتیک امکانتولید گیاهان عاری از ویروس با رویان باشد،های آوندی وابسته میها به بافتکه انتقال ویروسآنجایی

[. نقطه ضعف این روش افزایش 25و 23، 10رسد وابسته به ژنوتیپ باشد ]است، اما مکانیسم آن مشخص نیست و به نظر می

ها و ویروئیدهای مختلف این روش با موفقیت برای از بین بردن ویروس .[8ثباتی ژنتیکی و تنوع سوماکلونال است ]خطر بی

 [.38و 7برای انگور و بادام مورد استفاده قرار گرفت ]

( است، در برگ درختان Prune Dwarf Virus) PDVشود، های مهم که باعث بیماری در درختان گیلاس میاز جمله ویروس

های رسیده گزارش شده است هگیلاس آلوده شده علائمی نظیر لکه های نکروزی، کلروزی و همچنین لکه های قرمز در میو

ی این ویروس با وسیله( است، درختان آلوده شده بهPrunus Necrotic Ring Spot Virus)  PNRSV[. ویروس مهم دیگر18]

زنی، کاهش رشد میوه، تأخیر در رسیدن میوه، کلروز، نکروز، تغییر شکل برگ و با کوتاه شدن طول برگ همراه کاهش جوانه

های اندام هوایی در شرایط آزمایشگاهی های حذف ویروس بر اساس کشتترین روش، رایجPrunusهای ونهدر گ[. 24است ]

ها در ناحیه نوک ساقه بسیار کم یا حتی عاری کاربرد کشت مریستم بر این مفهوم استوار است که غلظت ویروس .[36] است

شوند. بنابراین جداسازی مریستم و باززایی گیاه در شرایط توانند وارد مریستم ها نمیاز ویروس است زیرا اکثر ویروس

  [.19آزمایشگاهی ممکن است باعث ایجاد گیاهان عاری از ویروس شود ]

تکثیر اکثر  [.41کننده با رشد سریع است ]درختی خزان Rosaceaeی ( متعلق به تیره.Prunus avium Lگیلاس با نام علمی )

بر و کند و انرژیرسوم مانند نهال و قلمه زدن، گیاهان سالم و عاری از بیماری را تضمین نمیهای مبا روش Prunus هایگونه

 افتهی توسعه یادیزازدیر یهاروشبه منظور غلبه بر مشکلات در تکثیر رویشی ارقام گیلاس، در همین راستا  .گیر هستندوقت

 [. 37اند ]

های مختلف اثر سیتوکنین .مانند گیلاس انجام شده است Prunus هایگونهدر گذشته مطالعات ریزازدیادی با موفقیت در مورد 

بهترین اثر را داشته  BAدر شرایط آزمایشگاهی مورد مطالعه قرار گرفته است. نتایج نشان داد که  Lapinsبر تکثیر گیلاس رقم 

یی تحت تیمارهای هورمونی گیاهی مختلف زاهای گرفته شده از درختان بالغ گیلاس از نظر ظرفیت اندامریزنمونه [.32است ]

دست آمد بنزیل آمینو پورین و تیدیزارون به -6ها در ترکیب هورمونی مورد سنجش قرار گرفتند. بیشترین میزان تکثیر شاخساره

گیلاس  سازی کشت( برای بهینهIAAو  IBA ،NAA( و اکسین )2iPو  BA ،Kinی دیگر اثر سه نوع سیتوکین )[. در مطالعه6]

بهترین نتایج را داد. همچنین  BA سیتوکینین بر فاز تکثیر گیلاس نشان داد که 3تجزیه و تحلیل اثر هر  مورد آزمایش قرار گرفت.

 ،NAAو  IAA دار و طول ریشه در مقایسه بازایی، تعداد ریشه در هر ریزنمونه ریشهاز نظر درصد ریشه IBA ثابت شد که

مانی و نرخ نشان داد که درصد زنده( 2019[. در گزارش نداف و همکاران )16رای گیلاس بود ]زایی بهتری بهورمون ریشه

ولی در بین تیمارهای  بودمشابه  های مریستم در ارقام مختلف گیلاس تقریباانمونهتکثیر و همچنین رشد طولی شاخه تولیدی ریز

ها دارای در همه شاخص  BA گرم در لیترا یک میلیکامل ب MS که محیط کشتطوری، بهشدکشت تفاوت زیادی مشاهده 

  [.21] بالاترین میزان بود

همچنین ارزیابی پتانسیل های رشد بر ریزازدیادی گیلاس و کنندههدف از این مطالعه بررسی تأثیر نوع محیط کشت پایه و تنظیم

های عاری از ویروس های سالم در تولید نهالریزپیوندکها از گیاهان آلوده گیلاس و استفاده از کشت مریستم در حذف ویروس

 باشد.می
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 مواد و روشها

های نهال گیلاس های گیاهی از شاخسارهبه منظور ریزازدیادی و کشت مریستم نمونه: استقرار ریزنمونه های جوانه جانبی

(Prunus avium L.)  ژنوتیپ امید بخشOSH .به منظور تعیین مناسب متعلق به موسسه تحقیقات علوم باغبانی کرج تهیه شد

، الکل 20تریتون سازی با سازی و سترونهای رشد جهت استقرارگیلاس، پس از پیش سترونکنندهترین محیط کشت و تنظیم

 MS  [20]، DKW [5] ،WPM  [14] ،mQLکشت پایهمحیط 5های جوانه جانبی به درصد و هیپوکلریت سدیم ریزنمونه 70

) modified QL( [13] و QL [29] با هورمون BA  ،3 گرم بر لیتر(،میلی 1و  5/0)صفرGA  گرم بر لیتر( و میلی 1/0)صفر و

 گرم بر لیتر( منتقل شدند. میلی 1/0)صفر و   IBAهمچنین هورمون

منظور شناسایی بهترین مرحله نموی و اندازه مریستم به ارزیابی ساختار تشریحی مریستم راس شاخه برای کشت مریستم: 

)فرمالدئید، اتانول  FAA70ساعت در  24و به مدت آوری شده ها در ابتدای صبح جمعبرای تهیه ریزنمونه مریستم، سرشاخه

گیری، از روشهای درصد ذخیره شد. به منظور برش 70ها در اتانول شو، نمونهوپس از شست و استیک اسید( تثبیت گردید. 70%

های افزایشی های افزایشی الکل آبگیری، در سریها به ترتیب در سری. نمونه[34]بافت شاختی استفاده شد  -معمول سلول

میکرومتر برش تهیه شد.  6-7گیری شدند و در نهایت از آنها با میکروتوم با ضخامت سازی و در پارافین قالبتولوئن شفاف

 ,E200, Nikon)اسلایدهای تهیه شده با میکروسکوپ نوری  .[3]آمیزی شدند ائوزین رنگ-از هماتوکسیلینها با استفاده نمونه

Tokyo, Japan)  برداری قرار گرفتند.مورد بررسی دقیق و عکس 

، 20ها حاوی جوانه جانبی یا یک جوانه راسی با توئین نمونهسازی ریزسازی و سترونسترونپیش: کشت مریستم راس شاخه

ها پس از تشخیص بهترین مرحله نموی و اندازه که از % صورت گرفت. مریستم 5/2درصد و هیپوکلریت سدیم  70اتانول 

بررسی برشهای میکروتومی حاصل شد، در زیر استریومیکروسکوپ با استفاده از گراتیکول مدرج بوسیله تیغ اسکالپل در 

دیش کشت شدند. به منظور بررسی عوامل راسی و جانبی جدا شده در پتری هایمیکرو متری از جوانه 600های حدود اندازه

دارای اسید آسکوربیک  5Bو  QL، MSپایههای کشتمحیط درهای مریستمی موثر بر میزان موفقیت مرحله استقرار، ریزنمونه

درجه  25±1به اتاقک رشد در دمای ها نمونه لیتر( مستقر شدند. بر گرممیلی 1) BA و هورمون (لیتر بر گرممیلی 1)صفر و 

درصد استقرار مورد بررسی  ماه 2ساعت تاریکی منتقل شدند. پس از گذشت  8ساعت روشنایی و  16سانتیگراد با فتوپریود 

 قرار گرفت.

با غلظت هورمونی  DKWو  MSمنظور تکثیر به محیط پرآوری شاخه های استقرار یافته بهزایی: ها و ریشهپرآوری شاخه

BA (8/0 ،1 ،5/1  و هورمون میلی 2و )گرم بر لیترIBA (1/0 ،2/0  منتقل شدند. در این مرحله تعداد میلی 5/0و )گرم بر لیتر

دارای هورمون  ½ MSهای طویل شده از مرحله پرآوری در محیط ریشه زایی در ساقه ها مورد ارزیابی قرار گرفت.شاخه

NAA (1 وگرم بر لیترمیلی 2و ) IBA (1 ،2  انجام شد. بعد از گذشت میلی 3و )زایی مورد ماه درصد ریشه 2گرم بر لیتر

 ارزیابی قرار گرفت.

: گیاهان باززایی شده از مریستم به منظور تایید RT-PCR ارزیابی گیاهان باززایی شده عاری از ویروس با استفاده از تکنیک

از گیاه درون  RNA ورد ارزیابی قرار گرفتند. بدین منظور استخراجم RT-PCRعاری از ویروس بودن با استفاده از تکنیک 

، بررسی TOPAZ GENE (Cat. No: TGK2004)  با استفاده از مینی کیت گیاهیای گیلاس حاصل از کشت مریستم شیشه
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 اساس بر cDNA تکثیر منظور به PCR واکنشبا استفاده از کیت شرکت پارس توس،  cDNAاستخراج شده، سنتز  RNAکیفیت 

 انجام شد. ( و الکتروفورز1( )جدول  PNRSVو PDVویژه مربوط به دو ویروس رایج گیلاس ) آغازگرهای

 

 توالی آغازگرهای مورد استفاده. 1جدول 

دمای  توالی  نام پرایمر

 اتصال

%GC 

PNRSV-F 5' GAGCCTGAGTCGATGATCCA 3' 96/58  
55 

PNRSV-R 5' CACCAGTCCATTTAGCCTGC 3' 90/58  

PDV-F 5' TTGATTCGGTGCGTTTCTGG 3' 13/59  
50 

PDV-R 5' ACAACTTAGCTGGGTTCGGT 3' 24/59  

 

به منظور انجام ریزپیوندی پیوندکهای عاری از ویروس، های عاری از ویروس بر روی پایه های رویشی: ریزپیوندی پیوندک

از گلخانه موسسه تحقیقات علوم سرشاخه های این پایه رویشی  استفاده شد. به عنوانه پایه پیوند MAXMA 14از گیلاس رقم 

سازی درون بعد از سترون MAXMA 14ریز نمونه های شاخه ای حاوی جوانه جانبی پایه رویشی باغبانی کرج تهیه شدند. 

از شش کشت داده شدند. شاخه های رشد یافته بعد BA گرم بر لیترمیلی 2حاوی غلظت هورمونی DKW محیط کشت پایه 

 OSHهای حاصل از رشد مریستم گیلاس ژنوتیپ امیدبخشهفته آماده دریافت پیوند بودند. برای تهیه ریزپیوندک، از ریز شاخه

سانتی متر داشته و حاوی جوانه انتهایی و  چند برگ کوچک بود،  2تا  1تری بوده و اندازه ای حدود که دارای رشد مطلوب ،

 در شرایط استریل در زیر هود لامینار فلو انجام گرفت. گیاهان پیوند زده شده در محیط کشت پایه استفاده شد. پیوند اسکنه ای 

DKW گرم بر لیتر میلی 2حاوی غلظتBA  8ساعت روشنایی و  16کشت داده شدند. گیاهان پیوندی در اتاق رشد با فتوپریود 

ز پیوند به تدریج علائم رشد در پیوندک دیده شد. گیاهان رشد قرار گرفتند. سه هفته بعد ا C 25ساعت تاریکی و میانگین دمای 

گرم بر لیتر میلی 1ی بعلاوه IBAگرم بر لیتر میلی 2حاوی  ½   MSماه به محیط ریشه زایی شامل نمکهای  2یافته پس از 

NAA  .منتقل شدند و تشکیل ریشه دادند 

 ای دانکنتوسط آزمون مقایسه SPSSافزار تکرار با استفاده از نرم 3با تمام محاسبات آماری در این مطالعه،  های آماری:بررسی

  .تجزیه و تحلیل قرار گرفت مورد طرح پایه کاملا تصادفیبه صورت آزمایش فاکتوریل و در قالب 

 نتایج

 ، MS ،DKW،WPMها، پنج نوع محیط کشت پایهسازی محیط کشت برای استقرار جوانهجهت بهینهسازی کشت بافت: بهینه

QLو mQL   همچنین سه هورمونBA ،IBA  3وGA های مختلف مورد ارزیابی قرار گرفت. نتایج حاصل از تجزیه غلظت  در

در  دار بود.معنی>P 01/0ها در سطح بر استقرار جوانه GA3و  BA ،IBAو تحلیل آماری نشان داد که اثر متقابل محیط کشت، 

بیشترین درصد استقرار به میزان  WPMدر محیط کشت  IBAگرم بر لیتر میلی 1/0و  BAگرم بر لیتر میلی 1تیمار هورمونی 
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میلی گرم بر  1/0بعلاوه  IBAمیلی گرم بر لیتر  1/0و  BAمیلی گرم بر لیتر  5/0(. در تیمار هورمونی 1مشاهده شد )شکل  28%

شتند. در این تیمار بالاترین درصد رشد دا داراختلاف معنیQL و MS ،MQبا سه محیط  DKWو  WPMدو محیط  GA3لیتر 

 (.1درصد مشاهده شد )شکل  21به میزان  WPMجوانه در محیط 

 

 
 1و  5/0)صفر،   BAتحت تیمارهای هورمونی   QLو  MS ،DKW ،WPM ،mQLکشت پایهمحیطها در میانگین درصد استقرار جوانه. 1شکل 

های با تفاوت آماری حروف متفاوت نمایانگر گروه گرم بر لیتر(.میلی 1/0)صفر و  IBAگرم بر لیتر( و میلی 1/0)صفر و   GA3گرم بر لیتر(،میلی

 دار است.معنی

در برش طولی مریستم راس ساقه توسط میکروتوم مشاهده شد که مریستم بررسی ساختار تشریحی مریستم رأس ساقه: 

 تحولاتی با مریستم رویشی بلوغ، مرحله به گیاه رسیدن از پس شکل است.های برجسته یا گنبدی انتهایی ساقه از نوع مریستم

هایی که از مریستم راسی ساقه تا اوایل خرداد ماه گرفته شد در فاز رویشی برش شود.می تبدیل زایشی مریستم به گذراند که می

ی زایشی شده است ه مریستم وارد مرحلههایی که از خرداد ماه به بعد گرفته شد نشان داد کو برش( a2)شکل قرار داشتند 

ها نشان داد که مطالعه بافت شناسی روی نمونه و در نتیجه زمان نمونه برداری در کشت بافت بسیار اهمیت دارد. (b2)شکل 

بافت عنوان بخش مریستمی جهت کشت ها بهتوان از آنمتر فاقد آوند هستند و میمیلی 6/0هایی در حدود ها در اندازهنمونه

 (.3استفاده کرد )شکل 

ها نشان داد که اثر متقابل نتایج حاصل از تجزیه واریانس داده: های پایه و اسید آسکوربیک بر استقرار مریستمکشتمحیط تاثیر

درصد  نیشتریباد که نتایج نشان د(. P≤0.05دار بوده است )محیط کشت و اسید آسکوربیک بر درصد استقرار مریستم معنی

)شکل  شد مشاهده BA تریل بر گرمیلیم کی و کیآسکورب دیاس تریل بر گرمیلیم کی یحاو QLکشت  طیمح در ستمیاستقرار مر
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ها در حضور و عدم حضور اسید آسکوربیک داری در درصد استقرار مریستماختلاف معنی MS وB5 در محیط ( هرچند 5و 4

 در محیط کشت وجود داشت.

 
 مریستم زایشی. b)مریستم رویشی  a). برش طولی مریستم راسی ساقه. 2شکل 

T :،تونیکا C :،کورپوس Mm :مغز، مریستم Ef :اولیه طرح (برگیEbauche foliar)  ،:Se  ،کاسبرگ:Pe ،گلبرگ:St.P   ،پریموردیوم پرچم

:Ov.P پریموردیوم تخمدان 

 

 متر با گراتیکول مدرجمیلی 6/0ی مریستم در اندازه . جداسازی3شکل 

 

 
 روزه در 1های مریستم c)+ آسکوربیک اسید؛  QLروزه در محیط 1های مریستم b)؛  QLروزه استقرار یافته در محیط 1های مریستمa) . 4شکل 

روزه  1های مریستم)f؛ MSروزه در محیط  1های مریستم )e+ آسکوربیک اسید؛ 5B روزه در محیط 1های مریستم )d+ آسکوربیک اسید؛ MSمحیط 

 5Bمحیطدر 
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 BA و هورمون (لیتر بر گرممیلی 1دارای اسید آسکوربیک )صفر و  5Bو  QL، MSپایههای کشتمحیط درها . میانگین درصد استقرار مریستم5شکل 

 دار است.های با تفاوت آماری معنیحروف متفاوت نمایانگر گروه لیتر(. بر گرممیلی 1)

 DKWو  MSمریستم بعد از گذشت سی روز به محیط پرآوری  های حاصل از کشتنمونه: تکثیر گیاهان در محیط پرآوری

ها نشان داد که اثر متقابل محیط منتقل شدند. نتایج حاصل از تجزیه واریانس داده IBAو  BAهای هورمونی مختلف حاوی تیمار

گرم میلی 2با غلظت هورمونی  MS حیط کشتها در مریزنمونه (.P≤0.01دار بود )زایی معنیبر درصد شاخه هورمون و کشت

 5/1حاوی غلظت  MSدرصد( را نشان داد. در محیط 6/14زایی )بیشترین درصد شاخه IBAمیلی گرم بر لیتر  2/0و  BAبر لیتر 

 (.7و  6های شکلدرصد( مشاهده شد ) 3زایی )کمترین درصد شاخه IBAمیلی گرم بر لیتر  2/0و  BAگرم بر لیتر میلی

 

گرم برلیتر میلی 3و  2، 1های حاوی غلظت ½   MSزایی به محیطهای طویل شده، برای ریشهساقه: زایینتایج حاصل از ریشه

IBA گرم بر لیتر میلی 2و  1غلظت  وNAA .ها نشان داد که اثر متقابل این دو نتایج حاصل از تجزیه واریانس داده منتقل شدند

ی بعلاوه IBAتر گرم بر لیمیلی 2. در تیمار هورمونی (P≤0.01)دار بود زایی به ازای هر ریزنمونه معنیهورمون بر درصد ریشه

درصد( را نشان داد  34زایی )داری افزایش یافت و بیشترین درصد ریشهطور معنیزایی بهمیزان ریشه NAAگرم بر لیتر میلی 1

شکل )درصد( را به خود اختصاص داد 66/0) زاییکمترین درصد ریشه NAAو صفر  IBAگرم بر لیتر میلی 1و تیمار هورمونی 

 .(9و  8
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و  5/1حاوی غلظت DKWکمترین تعداد شاخه درمحیط کشت (a. مقایسه محیط کشت پایه و غلظتهای مختلف هورمونی در مرحله پرآوری: 6شکل 

 IBAو  BAگرم بر لیتر میلی 2/0و  2حاوی غلظت MSمحیط کشت  ( بیشترین تعداد شاخه درb؛ IBAو   BAگرم بر لیترمیلی2/0

 

 
 IBA (1/0 ،2/0گرم بر لیتر( و هورمون میلی 2و  8/0 ،1 ،5/1) BAبا غلظت هورمونی  DKWو  MSمحیط پرآوری  درصد شاخه زایی در .7شکل 

 دار است.های با تفاوت آماری معنیحروف متفاوت نمایانگر گروه گرم بر لیتر(.میلی 5/0و 
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محیط کشت  ( بیشترین تعداد ریشه درb؛ IBAگرم بر لیترمیلی 1 کمترین تعداد ریشه درمحیط کشت حاوی غلظت (aزایی. مرحله ریشه. 8شکل 

 NAAگرم بر لیتر میلی 1و   IBAگرم بر لیترمیلی 2حاوی غلظت 

 
گرم بر لیتر(. حروف میلی 3و  1 ،2) IBA (لیترگرم بر میلی 2و 1)صفر،  NAAدارای هورمون  MS  2/1محیط زایی در . درصد ریشه9شکل 

 درصد است. 1ی مقادیر کمتر از دهندهنشان #دار است. های با تفاوت آماری معنیمتفاوت نمایانگر گروه

نشان داد  RT-PCRنتایج حاصل از بررسی : RT-PCRارزیابی گیاهان باززایی شده عاری از ویروس با استفاده از تکنیک 

های گیاهی حاصل از کشت مریستم باندی وجود نداشت که دال بر آلوده بودن گیاهان حاصل از کشت از نمونهدر هیچکدام 

(. در حالیکه این باندها در گیاهان مادری در باغ 10شکل ( باشد )PDVو  PNRSVبافت به دو ویروس شایع گیلاس)

 حضورداشتند. 
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از ژن اکتین برای گیاه باغی و  PCRمحصول  :a,bهای چاهک .در گیاهان حاصل از کشت مریستم RT-PCR . تأیید عدم حضور ویروس با10شکل 

گیاه باغی،  PDV ژن  از PCR: محصول   e: گیاه باززایی شده عاری از ویروس، چاهک dچاهک ، c :Ladder 100 bpعاری از ویروس، چاهک 

 گیاه باغی PNRSVاز ژن  PCR: محصول  hوس، چاهک : گیاه باززایی شده عاری از ویر g: کنترل منفی، fچاهک 

ی درصد گیرایی پیوند تحت تاثیر فاکتورهای مختلف از جمله نوع پیوند، اندازههای عاری از ویروس: ریزپیوندی پیوندک

-1های در اندازهOSH های حاصل از کشت مریستم رقم های انجام شده از ریز شاخهپیوندک و نوع پایه می باشد. در بررسی

هفته  4پیوند زده شد که بعد از گذشت  MAXMA14سانتی متر به عنوان پیوندک استفاده شد و بروی پایه رویشی  1-2و  5/0

عنوان توان ریزپیوندی را بهآمیز شدن پیوند، پیوندک و پایه با هم رشد نمودند و میو تشکیل کالوس در محل پیوند و موفقیت

 (. 11شکل های مطلوب به کار گرفت )یاه کامل با ویژگیروشی برای ایجاد گ

 بحث و نتیجه گیری

 تواند این مشکلات را برطرف کند.های سنتی با مشکلاتی همراه است. تکنیک کشت بافت میتکثیر گیاهان چوبی با روش

توان با کشت درشیشه ی دارند، همچنین میزایی بالاترمطالعات نشان داده است که گیاهان حاصل از این تکنیک قابلیت ریشه

 [. 43-42و  39گیاهان سالم تولید کرد ]

بر روی رشد و میزان استقرار جوانه های جانبی  mQLوMS ،DKW،WPM ، QLدر این پژوهش تأثیر پنج محیط کشت 

های پایه و تیمارهای کشتمحیطهای جانبی در جوانهرشد  صدگیلاس مورد مطالعه قرار گرفت. نتایج نشان داد که در

گرم بر میلی 1با تیمار هورمونی  WPMداری است. بیشترین درصد رشد جوانه در محیط کشت هورمونی دارای اختلاف معنی

ترین درصد رشد شاخه پایین MSدست آمد. محیط کشت به 3GAگرم و صفر میلی IBAگرم بر لیتر میلی 1/0بعلاوه  BAلیتر 

 یون مقدار اینکه شده، ضمن پتاسیم نیترات جایگزین پتاسیم سولفات MSدر مقایسه با محیط   WPMکشت را داشت. محیط

 است. MSبرابر بیشتر از مقدار آن در محیط  WPM 4محیط  در سولفات
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برقراری  d)( ایجاد شکاف در پایه؛ cبرش مورب دو طرف پیوندک؛  b)برش مورب یک طرف پیوندک؛ a) . مراحل مختلف ریزپیوندی. 11شکل 

 گیاه در هفته چهارم بعد از پیوند g)تشکیل کالوس در محل پیوند؛  f)گیاه در هفته اول بعد از پیوند زدن؛  e) اتصال محکم بین پیوندک و پایه؛

های آن موجب کلروز و توقف رشد شده بنابراین در مرحله به دلیل بالا بودن غلظت نمک MSرسد محیط کشت نظر میبه

طوری که بعضی از ها نشان داد، بهتأثیر منفی بر کیفیت جوانه 3GAشود. در این پژوهش استفاده از هورمون استقرار توصیه نمی

استفاده  WPMو  MSی استقرار گلابی از محیط کشت ( برا2014ها علائم کلروزی را نشان دادند. رحمان و همکاران )برگ

[. در کشت بافت زردآلو بیشترین 30بود ] WPMکردند و گزارش کردند که بیشترین درصد استقرار مربوط به محیط کشت 

 که با نتایج مطالعه حاضر مطابقت دارد. [26]مشاهده شد  WPMدرصد رشد جوانه در محیط 
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در اندازه کوچک که هم عاری از ویروس باشد و هم توانایی تولید گیاه سالم را داشته باشد کار  و کشت آن جدا کردن مریستم

ها به مرحله پرآوری ی استقرار در کشت مریستم از اهمیت بالایی برخوردار است زیرا انتقال آنمرحله .[40]بسیار دشواری است 

های استقرار یافته با طول شاخه ضعیف و کوچک تر، در مرحله پرآوری بستگی دارد. ریزنمونه هابه استقرار اولیه مریستم

 33های متفاوتی را نسبت به شرایط محیط کشت به همراه خواهند داشت ]کنند و پاسخهای قوی عمل میتر از ریزنمونهضعیف

تواند درصد بقاء مریستم را بهبود بخشد، بلکه منجر می ها در محیط کشت نه تنها[ تعادل مناسب بین نوع و غلظت هورمون43و

 .[26]شود ها میبه رشد بهتر و طویل شدن شاخساره

ها طبق آزمایشات انجام شده در پژوهش حاضر، نتایج نشان داد اثر متقابل نوع محیط کشت و اسید آسکوربیک بر استقرار مریستم

به علت داشتن میزان بالاتری از عناصر پرمصرف، تأثیر  MSتفاده از محیط کشت رسد اسنظر میداری داشته است. بهتاثیر معنی

ای گیلاس، بهترین نتایج را در محیط برای کشت درون شیشهدر مطالعه قبلی  ها داشته است.منفی در استقرار اولیه ریزنمونه

  MSنسبت به محیط پایه QLپایه  محیط در کلسیم سطح[ که با نتایج پژوهش حاضر مطابقت دارد. 1گزارش کردند ] QLکشت 

 محیط برتری از بخشی که رسدمی نظرکمتر است. بنابراین به  MSبه نسبت QLمحیط پایه  در آمونیوم بیشتر و همچنین سطح

QL  نسبت به محیطMS کشت محیط تحقیق این در شده بهینه شرایط اساس بر. با افزایش محتوای کلسیم آن ارتباط داردQL  

 رود. بکار گیلاس هایمریستم استقرار محیط کشت برای بهترین عنوانتواند بهگرم بر لیتر اسید آسکوربیک میمیلی 1ظت با غل

ی اسید آسکوربیک کمترین درصد استقرار را نشان بعلاوه BAگرم بر لیتر میلی 1 با غلظت هورمونی MSهمچنین محیط کشت 

ها داد. یکی از مشکلات اساسی در کشت مریستم گیلاس نکروزه شدن آن است که در نتیجه با توقف رشد و از بین رفتن نمونه

به استقرار در محیط ها های مهمی است که روی پاسخ نمونههمراه است. نوع محیط کشت و ترکیبات اضافه شده به آن از فاکتور

نشان داد که بیشترین درصد استقرار در حضور اسید  گذارد. مقایسه حضور یا عدم حضور اسید آسکوربیککشت اثر می

و همکاران  ها است که با نتایج دلالدار اسید آسکوربیک بر استقرار مریستمگر تاثیر معنیآسکوربیک صورت گرفته که بیان

-بر نقش آنتیکند. علاوهاکسیدان از روند اکسیداسیون جلوگیری میعنوان آنتی[. اسید آسکوربیک به4خوانی دارد ]( هم2004)

گرم بر لیتر اسید آسکوربیک به محیط کشت میلی 100اضافه کردن. ها نیز نقش دارداکسیدانی، در تقسیم و طویل شدن سلول

MS [27]ریزنمونه های گلابی گزارش شده است ها جهت کنترل نکروزه شدن عنوان یکی از بهترین روشبه . 

گیاه  های هورمونی مختلف متناسب با نوع گونهرپایه و تحت تیما هایدر این پژوهش با استقرار دادن گیاهان در محیط کشت

 زیادی ایهگزارش Prunus جنس گیاهان ها برای تکثیرنسبت به افزایش تعداد شاخه اقدام گردید. در ارتباط با نقش هورمون

استفاده شد. نتایج به دست آمده نشان داد که  IBAو  BAهای مختلف هورمون در این پژوهش از غلظت .است شده منتشر

حاصل  IBAگرم بر لیتر میلی 2/0بعلاوه  BAگرم بر لیتر میلی 2با غلظت هورمونی  MSبیشترین تعداد شاخه در محیط کشت 

های پایین اکسین مانع سرخیان گزارش شده است. غلظتهای مختلف تیره گلبرای گونه افزایی سیوکینین و اکسینشد. اثر هم

تواند شود که در این صورت میکننده ظاهر میشود و تولید کالوس به دلیل تکثیر سلولی در نقش مصرفزایی سلول میاز ریخت

  .[36ها و تولید شاخه داشته باشد ]اثر کاهنده در رشد ریزنمونه

ای بیشترین تعداد شاخه، ارتفاع شاخه و تعداد در شرایط درون شیشه Red June( در تکثیر هلو رقم 2008محمود و همکاران )

[. بین محیط 15گزارش کردند ] BAمیلی گرم بر لیتر  2با ترکیب هورمونی  MSبرگ در هر ریزنمونه رادر محیط کشت 

ضی ترکیبات کم مصرف و پرمصرف وجود دارد و تفاوت در پاسخ به هایی از نظر مقدار بعتفاوت DKWو MS های کشت

هاست که یکی از این موارد میزان ای گیلاس مورد مطالعه در این پژوهش ناشی از همین تفاوتعملکرد کشت درون شیشه
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یش تعداد است که با نتایج پژوهش حاضر به جهت رشد بهتر و افزا DKWنسبت به محیط  MSبیشتر نیترات در محیط کشت 

 غیر و جذب در سهولت بدلیل نیترات ولی است کشت محیط در نیتروژن اصلی منبع آمونیم و ها همسویی دارد. نیتراتشاخه

  .[35]باشد می نیتروژن از بهتری منبع آمونیم به نسبت بودن سمی

 MSدر محیط کشت  NAAمیلی گرم بر لیتر  1و  IBAگرم بر لیتر میلی 2زایی بیشترین تعداد ریشه در غلظت ی ریشهدر مرحله

برای  ½ MSزایی کاهش یافت. محققان دیگر نیز از محیط کشتهای بالاتر هورمونی درصدریشهدست آمد. در غلظتبه ½

به  دهد. این افزایش احتمالازایی را افزایش می[ و تاکید کردند که درصد ریشه32و 9استفاده کردند ]گیلاس  دهی ارقامریشه

زردآلوی و  Prunus [28]های در گونه NAAو IBAزایی توسط هورمون ریشه علت کاهش نیتروژن در محیط است. القای

گرم بر لیتر، رشد ریشه ادامه میلی 2-5/2تا حدود  IBAمطالعات نشان داده با افزایش غلظت  گزارش شده است. [2]مجارستانی 

 که با نتایج مطالعه حاضر مطابقت دارد.  [11]این رشد آن محدود گردیده های پایین و بالاتر از یافته و در غلظت

آلوده نبود نتایج حاصل  PNRSVو  PDVهای کدام از ویروسنشان داد که گیاه حاصل از کشت مریستم به هیچ RT-PCRنتایج 

 PNRSV (Prunusهای گیلاس آلوده به ویروس را بر روی نمونه RT-PCRبا نتایج سایر مطالعات که سنجش مولکولی 

Necrotic Ring Spot Virus)  و (Prune Dwarf Virus) PDV [.44و  16نجام دادند همسویی دارد ]ا 

به ( نیز 2006) Amiri .پیوندی بستگی داردی پیوندک در ریزهای مهمی از جمله روش پیوند زدن و اندازهپیوندی به فاکتورریز

های گیلاس رقم سیاه مشهد که های به دست آمده از مریستمنوع پیوند و اندازه پیوندک اشاره و پیشنهاد کرده است که پیوندک

ای رشد داده شدند بالاترین موفقیت در گیرایی پیوند را نشان دادند هفته در محیط کشت در شرایط درن شیشه 5-6به مدت 

ها که به اندازه مناسب رسیدند از آنا ابتدا در محیط کشت مناسب رشد داده شدند پس از آنه. در این پژوهش نیز مریستم[1]

تر های بزرگبه عنوان پیوندک بروی پایه رویشی استفاده شد و پیوند موفق اسکنه انجام شد. نتایج حاکی از آن بود که اندازه

ی بزرگتری دارند به آسانی با ههایی که اندازوند دارند. پیوندکمتر( موفقیت بیشتری در گیرایی پیسانتی1-2پیوندک )در حدود  

در ریزپیوندی، از  [.22]گیرد تر صورت میکنند و جذب آب و عناصر غذایی راحتی کامبیومی پایه ارتباط برقرار میحلقه

ازگاری و انتقال آب و عناصر استفاده شد چرا که این پایه پر رشد بوده و توانایی بیشتری برای س MAXMA 14ی رویشی پایه

غذایی دارد. درصد بالای ریزازدیادی گیلاس، تولید گیاهان عاری از ویروس و موفقیت در ریز پیوندی گیلاس رویکرد مناسبی 

 برای تکثیر ارقام تجاری ارزشمند و سالم درختان میوه بویژه گیلاس ارائه می نماید. 

مریستم کشت در شیشه رشد بر  های کنندهکشت و تنظیمبررسی تأثیر نوع محیطمنظور  به پژوهش حاضرکلی:  گیرینتیجه

 WPM شتمحیط ک( QLو MS ،DKW،WPM  ،mQLکشت پایه )محیط 5از انجام شد.  OSHبخش امیدژنوتیپ گیلاس 

اد سازی فنل از بیشترین درصد استقرار جوانه های جانبی گیلاس را نشان داد. نکروز شدن ریزنمونه های درختی به دلیل آز

اکسیدان، عنوان یک آنتیای یکی از مشکلات ریزازدیادی این گیاهان می باشد. بکارگیری اسید اسکوربیک بهترکیبات دیواره

بیشترین درصد  اسیداسکوربیک غنی شده با QLکشت محیطشدت کاهش داد. ها بهها را در برخی محیطای شدن نمونهقهوه

در زایی بدست آمد. ریشه  MS کشتزایی از محیطدر محیط پرآوری بیشترین درصد شاخهرا به دنبال داشت.  استقرار مریستم

 های اکسینی حاصل شد. با تیمار هورمون ½MSمحیط کشت 

رو از روش کشت دهد از اینمریستم به دلیل تمایز نیافتن دستجات آوندی و غلظت بالای اکسین اجازه تکثیر ویروس را نمی

منظور بررسی حضور دو به RT-PCRمنظور دستیابی به گیاهان عاری از ویروس استفاده شد. نتایج حاصل از بررسی مریستم به
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های گیاهی حاصل از کشت مریستم آلودگی ویروسی ( نشان داد در هیچکدام از نمونهPDVو  PNRSVویروس شایع گیلاس )

نتایج نشان داد استفاده شد.  MAXMA 14عنوان پیوندک بر روی پایه رویشی وجود نداشت. از این گیاهان عاری از ویروس به

 های سالم در گیلاس است. که کشت مریستم ابزاری کارآمد برای تولید گیاهان عاری از ویروس به منظور تامین پیوندک

 .کنند که هیچ تضاد منافعی ندارندنویسندگان اعلام می تضاد منافع:

 سپاسگزاری

برای  باغبانی پژوهشکده میوه های معتدلهاز معاونت پژوهشی و فناوری دانشگاه خوارزمی و موسسه تحقیقات علوم نویسندگان 

 فراهم آوردن امکانات کشت بافت و ریزپیوندی تشکر می نمایند
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The effect of different basic culture media on cherry (Prunus avium L.) 

micropropagation, meristem cultivation and micrografting of virus-free 

scions 
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1Deptartment of Plant Sciences, Faculty of Biological Sciences, Kharazmi University, Tehran, I.R. of Iran; 
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Abstract 

Traditional plant propagation, aside from being slow, can also lead to the spread of plant 

diseases, with viral infections being particularly concerning. To address these issues, the 

cultivation of meristems through in vitro culture and the development of 

micropropagation protocols are crucial tools. This study aimed to investigate the impact 

of different growth media and regulators on meristem cultivation in cherry cv. 

OSH using a factorial experiment design. Five culture mediums (MS, DKW, WPM, 

mQL, and QL) with various hormones (BA, GA3, and IBA) were tested to determine the 

most effective combination for establishment percentage. The results showed that the 

WPM culture medium with a hormone concentration of 1 mg L-1 BA and 0.1 mg L-1 IBA 

had the highest establishment percentage (28%). Three culture media (MS, B5, and QL) 

with ascorbic acid (0 and 1 mg L-1) were tested to determine the most effective 

combination for establishment of cherry meristem. The QL culture medium containing 1 

mg L-1 of ascorbic acid and 1 mg L-1 of BA exhibited the highest meristem establishment 

percentage (2.6%). The MS medium with a hormone concentration of 2 mg L-1 BA and 

0.2 mg L-1 IBA showed the highest shoot proliferation percentage (14.6%). Additionally, 

the ½MS culture medium with a hormonal treatment of 2 mg L-1 IBA plus 1 mg L-1 NAA 

significantly increased rooting rates, resulting in the highest rooting percentage (34%). 

Furthermore, the results of RT-PCR analysis indicated that none of the plant samples 

obtained from the meristem culture were infected with common cherry viruses (PNRSV 

and PDV). Successful grafting was achieved using scions of 1-2 cm in size on Maxma 14 

rootstock. Overall, this study highlights the effectiveness of meristem culture in 

eliminating viruses from infected cherry plants, offering the potential to produce disease-

free propagation material. 

Key words: Ascorbic acid, MS, DKW, WPM, mQL, QL 
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