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Abstract  

Objective 

Meristem culture is a method used to produce virus-free plants. This study aimed to eliminate 

common viruses affecting Malus domestica L. Additionally, the investigation focused on 

the effects of two compounds, pectin and phloroglucinol, on improving branching and 

rooting.   
Materials and methods 

Lateral and apical bud explants were collected at three different time points in July, August, and 

September. The establishment of meristems was assessed using various concentrations of BA 

hormones. Explants derived from meristem growth were then transferred to an MS propagation 

medium supplemented with BA and GA3 hormones. After identifying the most suitable culture 

medium for propagation, the explants were moved to an optimal medium containing pectin and 

phloroglucinol to examine their effects on shoot length, shoot number, and leaf development. 

Rooting of elongated stems from the propagation stage was performed in MS½ medium with 

NAA and IBA hormones. Additionally, an experiment was conducted to evaluate the influence 

of phloroglucinol on rooting percentage. To confirm their virus-free status, regenerated plants 

from meristems were tested using RT-PCR. 

Results 

The results indicated that explants collected in the latter half of July in MS medium with a 

concentration of 1 mg  L-1 BA showed the highest establishment percentage (26.66%). The 

optimal medium for promoting stem elongation contained 1 BA and 1 mg  L-1 GA3. The highest 

leaf development was observed in MS medium with 1 mg  L-1 BA and without GA3.  The 
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interaction between BA and GA₃ significantly affected the number of secondary branches, 

whereas no significant effect was observed on the number of primary branches. Adding pectin in 

the proliferation stage increased the stem length (45%) and the branch number (82.6%). 

Incorporation of phloroglucinol into the medium led to a 24% increase in stem length but a 

39.13% decrease in branch quantity. The highest rooting percentage (34%) was observed in ½  

MS medium treated with 1 IBA plus 0.5 mg  L-1 NAA. Phloroglucinol treatment diminished the 

rooting percentage while increasing the average number of roots per explant. RT-PCR analysis 

of the plant samples derived from meristem culture did not reveal any bands indicative of viral 

infection. 

Conclusions 

This research demonstrated that meristem culture is an effective technique for generating virus-

free red-fleshed apple plants. Additionally, the RT-PCR method proved to be sufficiently precise 

for virus detection. Taking all factors into account, the application of pectin and phloroglucinol 

can serve as two dependable compounds to enhance branching during meristem culture. 
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Introduction 

Red-fleshed apple (Malus domestica L.), belonging to the Rosaceae family and the 

Maloideae subfamily, is extensively cultivated across the globe, predominantly in temperate 

regions, and has significant economic importance. Iran is recognized as a center of genetic 

diversity for apples, particularly for the Red-fleshed apple varieties prevalent in Central Asia. 

However, only small populations of wild Red-fleshed apple trees persist in northern, northeastern, 

and northwestern regions of Iran, and this variety is critically endangered. In commercial apple 

cultivars, viral pathogens such as ACLSV, ASGV, and ASPV are the most common viruses and 

severely reduce the growth and productivity of infected trees. Currently, conventional methods 

for controlling viral infections in plants are lacking. Consequently, the selection and propagation 

of healthy, virus-free mother plants are imperative to mitigate productivity losses and maintain 

fruit quality. Producing virus-free planting material is thus a vital strategy to prevent economic 
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damage caused by viral diseases. The meristem culture technique offers an effective approach for 

eliminating viruses and producing pathogen-free plant material. This method is widely employed 

in horticultural plants for virus eradication. The rapid cell division and growth in meristematic 

tissues, coupled with the limited vascular connection between the meristem and underlying 

tissues, facilitate the formation of virus-free zones in the apical meristem regions. The structural 

features of the meristem restrict viral movement, enhancing the likelihood of obtaining virus-free 

plants. The plant cell wall is a dynamic and complex structure that plays an important role in 

regulating growth and development, intercellular communication and defense, as well as in 

determining cell shape and fate. Growth and differentiation require remodeling of the wall 

polysaccharide networks during development and in response to external signals. Studies have 

provided ample evidence for the critical role of cell wall components such as pectins during 

embryogenesis in plants. This study aims to develop an optimal protocol for eliminating 

economically detrimental viruses from the endangered native Red-fleshed apple population and 

to produce virus-free clones via micropropagation, thus making healthy planting material 

accessible to local horticulturists. Additionally, the use of plant growth and structural stimulants 

in tissue culture was evaluated. 

 

Materials and methods 

To determine the optimal developmental stage and meristem size for preparing meristem 

explants, branch tips were collected at three different times (July, August, and September). These 

samples were fixed in FAA70 fixative for 24 hours. Following fixation, the samples were rinsed 

and stored in 70% ethanol. Conventional histological methods were employed for tissue 

sectioning. Pre-sterilization and sterilization procedures for explants containing lateral or apical 

buds involved treatments with 3% Tween 20, dishwashing liquid, 70% ethanol, and 5% sodium 

hypochlorite for varying durations. Based on microscopic examination of microtome sections, the 

most suitable developmental stage and meristem size were identified. Meristems, approximately 

0.2 to 0.6 mm in size, were carefully dissected from apical and lateral buds under a 

stereomicroscope using a scalpel and a graticule, and then transferred to the bud establishment 

medium. To assess factors influencing establishment success, all explants were cultured on MS 

medium. The sampling time was considered as the first factor, and the second factor was the 

concentration of BA hormone (0, 0.5, 1, 1.5, and 2 mg L⁻¹). Meristems that developed were 

transferred to MS medium containing BA (1, 1.5, and 2 mg L⁻¹) along with GA₃ (0, 0.5, and 1 

mg L⁻¹). At this stage, measurements of shoot length, number of shoots, and leaf development 

were recorded. After identifying the most effective propagation medium, explants were moved to 

an optimal medium supplemented with pectin and phloroglucinol, each at 0.2 mg L⁻¹, to examine 

their effects on shoot length, shoot number, and leaf development. Rooting was induced in 

elongated stems using MS½ medium containing NAA (0.5 mg L⁻¹) and IBA at different 

concentrations (1, 1.5, and 2 mg L⁻¹). After two months, rooting success was assessed. In a 

subsequent experiment, the best rooting medium was compared with a control medium containing 

162 mg L⁻¹ phloroglucinol, and rooting percentages were evaluated. Finally, rooted plants 
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underwent acclimatization and were transplanted into pots. To confirm their virus-free status, 

regenerated plants from meristems were tested using RT-PCR. All experiments included at least 

three replicates, and statistical analyses were performed using SPSS software with Duncan's 

multiple range test as a factorial experiment in a completely randomized design. 

 

Results 

The initial findings from meristem sterilization indicated that treating the explants with 5% 

sodium hypochlorite for 15 minutes, combined with increasing exposure times in 70% ethanol 

from 10 s to 30 s, eliminated contamination. This sterilization protocol was subsequently used for 

all remaining stages of bud culture. Results also identified that the optimal time for meristem 

establishment occurred in late July, with a benzyladenine (BA) concentration of 1.5 mg L⁻¹ 

achieving the highest success rate of 26.66%. After four weeks, meristem-derived samples were 

transferred to an MS medium supplemented with various combinations of BA and GA3. It was 

observed that increasing GA3 concentration in media with BA led to longer stems. The 

combination of 1 mg L⁻¹ BA and 1 mg L⁻¹ GA3 produced the greatest stem length of 2.7 cm. 

Conversely, media with 1.5 mg L⁻¹ BA without GA3 yielded the shortest stems at 0.8 cm. The 

addition of GA3 at BA concentrations of 1.5 and 2 mg L⁻¹ tended to reduce leaf development. 

The interaction between BA and GA₃ significantly affected the number of secondary branches, 

whereas no significant effect was observed on the number of primary branches. Incorporating 0.2 

mg L⁻¹ of pectin into the culture medium increased stem length by 45% and boosted branch 

number by 82.6%. Similarly, adding 0.2 mg L⁻¹ of phloroglucinol resulted in a 24% increase in 

stem length and a 39.13% rise in branch number. Regarding rooting, the effects of IBA and NAA 

were significant. Higher IBA levels led to decreased rooting percentages. The highest rooting rate 

of 100% was achieved in MS½ medium containing 0.5 mg L⁻¹ NAA and 1 mg L⁻¹ IBA. Increasing 

IBA concentration from 1 to 2 mg L⁻¹ significantly reduced rooting success to 11.06%. The 

addition of phloroglucinol slightly decreased the rooting percentage from 100% to 73.77%, but 

this difference was not statistically significant. Notably, phloroglucinol increased the average 

number of roots per explant fourfold compared to media without it. RT-PCR analysis revealed 

that none of the meristem-derived plant samples showed bands corresponding to common apple 

viruses (ASGV, ApMV, ACLSV, and ASPV), indicating they were virus-free. In contrast, the 

original orchard mother plants tested positive for these viruses. 

 

Conclusions 

The meristem tissue prevents the spread of virusus due to its lack of vascular bundle 

differentiation and elevated auxin levels. Therefore, in this study, a meristem culture technique 

was employed to produce virus-free plants. Initial testing of the mother plants using molecular 

RT-PCR revealed that all samples were infected with ACSLV, ASGV, ApMV, and ASPV viruses. 

In contrast, none of the plants derived from meristem culture showed viral contamination, 

demonstrating that RT-PCR is sufficiently accurate for virus detection. Additionally, the 
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application of pectin and phloroglucinol proved to be effective and reliable agents for enhancing 

branching in meristem cultures. 
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  چکیده

مطایعه حاضتر را هد  حذ   کار می رود. رههایی استت که ررا  تویید گیاهان عار  از ویرو   کشتت مریستتی یکی از روش  هدف:

زایی، تأثیر دو ترکیس پکتین و زایی و ریشتتههمچنین ره منظور رهبود شتتاخه  .ها  شتتایگ گیاه ستتیس توستترم ان ام شتتدویرو 

 فلوروگلوسینول مورد رررسی قرار گرفت.

ها  جوانه جانبی و انتهایی در سته رازه زمانی در تیر، مرداد و شتهریور ررداشتت شتدند. استتمرار مریستتی در ریزنمونه  :هاروشمواد و 

دارا    MSره محیط پرآور   ها  حاصتل از رشتد مریستتی  ریزنمونه( مورد ارزیاری قرار گرفت.  BAها  مختلف رنزیل آدنین )غلظت

ها ره محیط رهینه حاو  پکتین و فلوروگلوستینول ره منظور رررستی اثر این دو ستس  ریزنمونه  منتمل شتدند. 3GAو  BAهورمون  

ها  طویل شتده در مرحله پرآور  در زایی از ستاقهها، تعداد شتاخستاره و توستعه ررگی انتمال یافتند. ریشتهتیمار رر طول شتاخستاره

ها را  ررا  تأیید وضتعیت عار  رودن از ویرو ، گیاهان راززایی شتده از مریستتی ان ام شتد. IBAو  NAAدارا   ½MSمحیط  

 .آزمایش شدند RT-PCR استفاده از

 BAگرم رر ییتر میلی  1را غلظت   MSکشتتت ها  ررداشتتت شتتده در نیمه دوم تیرماه در محیطریزنمونه  نتایج نشتتان داد   :نتایج

 3GAگرم رر ییتر میلی  1و  BAگرم رر ییتر میلی  1را غلظت   MSدرصتد( را نشتان دادند. محیط   66/26ریشتترین درصتد استتمرار ) 

 3GAو ردون   BAگرم رر ییتر میلی 1را غلظت  MSحیط  ریشتترین توستعه ررگی در م  رهترین محیط ررا  افزایش طول ستاقه رود.

اضتافه کردن پکتین در مرحله پرآور  راع  افزایش    دار رود.ها  فرعی معنیرر تعداد شتاخه 3GAو  BAاثر متمارل  مشتاهده شتد. 

درصتد(  24را اضتافه کردن فلوروگلوستینول ره محیط، طول ستاقه ) درصتد( شتد.  6/82درصتد( و افزایش تعداد شتاخه ) 45طول ستاقه )
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 1را تیمار  ½ MSدرصتد( در محیط کشتت 34زایی )ریشتترین درصتد ریشته درصتد( کاهش یافت. 13/39افزایش یافت و تعداد شتاخه )

حضتتور تیمار فلوروگلوستتینول راع  کاهش درصتتد    مشتتاهده شتتد. NAAگرم رر ییتر میلی 5/0  رعلاوه IBAگرم رر ییتر  میلی

، هیچ راند  دال RT-PCRها  مویکویی را  در رررستی.  زایی در کل گیاهان و رالا رفتن میانگین تعداد ریشته در هر گیاه شتدریشته

 رر آیوده رودن گیاهان حاصل از کشت مریستی وجود نداشت.

این مطایعه نشتان داد که کشتت مریستتی ارزار  کارآمد ررا  تویید گیاهان عار  از ویرو  در گیاه ستیس توسترم   گیری:نتیجه

رود. رتا در نظر گرفتن تمتام جوانتس، استتتتفتاده از پکتین و   ررخوردار  ویرو  ردیتاری  جهتت  کتافی  دقتت از  RT-PCR روش استتتت.

 زایی در کشت مریستی مورد استفاده قرار داد.عنوان دو ترکیس قارل اعتماد در رهبود شاخهتوان رهفلوروگلوسینول را می

 ایما  ریشه، راززایی، جوانه جانبی، هورمون: هااژهکلیدو

 پژوهشی.: نوع مقاله

تویید گیاهان عار  از ویرو  سیس توسرم از طریق کشت مریستی    (1405)  نصوحیان مائده،   شیرخانی زهره،  جنوری پریسا  استناد:

 . 54-27(، 3)18، م له ریوتکنویوژ  کشاورز . آن ازدیادرر  و رررسی اثرات پکتین و فلوروگلوسینول
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 مقدمه

طور گسترده در قرار دارد. درختان سیس ره Maloideae تیرهو زیر  Rosaceae( در تیره  .Malus domestica Lسیس )

. آسیا  مرکز ، (Phipps et al., 1991)ویژه در مناطق معتدل کشت شده و اهمیت اقتصاد  قارل توجهی دارند  سطح جهان ره

ها  سیس توسرم  ویژه ررا  گونهچین، قفماز و آسیا  صغیر منارگ اصلی تنوع زیستی سیس هستند. ایران مرکز تنوع ژنتیکی سیس ره

. متأسفانه در حال حاضر تنها چند جمعیت کوچک  (Faramarzi et al., 2014; Wang et al., 2018)در آسیا  مرکز  است  

شدت در معرض خطر انمراض قرار  غرب ایران راقی مانده که این رقی رهشرق و شمالسیس توسرم وحشی در مناطق شمال، شمال

(، ویرو  ساقه شیار  ACLSVدر ارقام ت ار  سیس، ویرو  یکه ررگی کلروتیک سیس )  .( Abedi et al., 2019)گرفته است  

ور  درختان آیوده را ره شدت  ها هستند و رشد و رهرهترین ویرو ( شایگ ASPVو ویرو  ساقه گودکی سیس ) (ASGVسیس )

 ها وجود نداردهیچ روش متعارفی ررا  حفاظت از گیاهان در ررارر ویرو   .(Desvignes & BoyÃ, 1988)دهند  کاهش می

(Szabó et al., 2024) ها  ویروسی، انتخاب  ور  و کیفیت درختان میوه در اثر ریمار منظور جلوگیر  از کاهش رهره. رنارراین ره

رو تویید گیاهان عار  از ویرو  کمک شایانی ره جلوگیر  از ها  مادر  سایی رسیار اهمیت پیدا می کند، از اینو کشت نهال

کار ها در درختان میوه رهکنی ویرو ها  آزمایشگاهی مختلفی ررا  ریشه نماید.  روشخسارات حاصل از ریماریها  ویروسی می

کشت مریستی   ،(Hu et al., 2015; Vivek & Modgil, 2018; Wang et al., 2018)شود: از جمله گرمادرمانی  گرفته می

 Paprštein et)درمانی  ، شیمی (Hu et al., 2017)، تلفیق گرمادرمانی و کشت مریستی  ( Wang et al., 2016)رأ  ساقه  

al., 2013; Hu et al., 2015)  سرمادرمانی ،(Li et al., 2016; Romadanova et al., 2016; Bettoni et al., 2018 )  ،

ها  گیاهی و تکثیر مواد گیاهی تکنیک کشت مریستی، حذ  ویرو   .(Zhao et al., 2018) و ترکیس گرمادرمانی را سرمادرمانی  
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 & Vivek)ها از گیاهان راغی است  کنی ویرو کشت مریستی روشی پرکارررد ررا  ریشه  .سازدعار  از ویرو  را ممکن می 

Modgil, 2018)  .رأسی  ها قسمت  ویژه درره  ویرو   از  عار   نماطی  تواندمی   ویرو   ره  نسبت  گیاه  ترسریگ  رشد  و  سلویی  تمسیی 

  عدم  طرفی  شود. از  محدود   هارافت  در  ویرو   تکثیر  که  دارد   وجود  احتمال  این  نتی ه  در.  آورد  وجودره  مریستمی  نواحی  مانند  گیاه

 Retheesh) شود مریستمی نواحی در ویرو  از عار   نماط ای اد راع  زیرین ها رافت و مریستی  رین کامل آوند  ارتباط وجود

& Bhat, 2010; Hadidi & Barba, 2011). ها  رسیار کمی ررا  رشد مریستی ساقه را حداقل اندازه رحرانی ررا  از  تلاش

را را کشت   ASGV و   ASPVها   تلاش کردند ویرو   Wang et al., 2016  .ها در سیس ان ام شده استرین رردن ویرو 

ها  جوان  مترمررعی از ررگسانتی   24/0در این مطایعه، قطعات ررگی    ها  جانبی حذ  نمایندها  مشتق شده از جوانهنوک سرشاخه

نوک سرشاخه )ره طول  ها  نار ا استفاده شد.آیوده ره ویرو  جدا شد و ررا  ایما  جوانه   "گالا"ها  یک ماهه سیس  انتهایی شاخه 

فلوروگلوسینول یک    .ا  جدا شد و ررا  راززایی شاخه کشت شدهفته  4ها  نار ا  پریموردیوم ررگی از جوانه  متر( را چهارمیلی  4/0

مویکول ررا   پایه  ساختار  که  است  فنویی  )ترکیس  است  متعدد   زیستی  فعال  آن اییSingh et al., 2010ها   از  که  (. 

ا   رنارراین در کشت رافت نیز نمش رایموه  وه در دیواره سلویی نمش دارد  فلوروگلوسینول یک فنول پایه است، فرض شده است ک

در تعداد  از مطایعات، نشان داده شده است که فلوروگلوسینول در ارتباط را سایر هورمون ها راع  ایما و افزایش طول ریشه    .دارد

( شود  خورشیدDaud et al., 2013; Pérez et al., 2016می  رافت  کشت  در  فلوروگلوسینول  از  استفاده  ستاره  (. 

(Ornithogalum dubium راع  کایو )  زایی و راززایی گیاه شد و خواصی شبیه اکسین/سیتوکینین را نشان داد. مطایعات نشان

را این حال، نمش    (.Petti, 2020زایی مستمیی را ایما کند )هورمون عمل کند و رویانعنوان شبهتواند رهداد که فلوروگلوسینول می

ره هنوز  گیاهی  رافت  کشت  در  فلوروگلوسینول  که  )ها (  است  این  رر  فرض  حاضر  حال  در  است.  نشده  شناخته  کامل  طور 

( که را نمش غایس مشاهده شده در تحریک  Teixeira da Silva et al., 2013افزایی دارد )فلوروگلوسینول را اکسین اثر هی

(. همچنین مطایعات  Sarkar & Naik, 2000; Siwach & Gill, 2011حد  ایما  شاخساره مطارمت دارد )زایی و تاریشه

 B9و    P2ها   تواند موجس افزایش تویید شاخساره در پایهگرم در ییتر میمیلی  162نشان داده است که فلوروگلوسینول در غلظت  

(Webster & Jones, 1991)    وM9  (Miri et al., 2003aمی شود ).    ا  است  سلول گیاهی ساختار  پویا و پیچیدهدیواره

رشد  تنظیی  در  مهمی  نمش  میوکه  ایفا  سلول  سرنوشت  و  شکل  تعیین  در  همچنین  و  دفاع  و  سلویی  رین  ارتباطات  کند  نمو، 

(Somerville et al., 2004)شبکه رازساز   مستلزم  تمایز  و  رشد  پلی.  ره  ها   پاسخ  در  و  تکوین  طول  در  دیواره  ساکارید  

. مطایعات شواهد متعدد  از نمش حیاتی اجزا  دیواره سلویی مانند (Barnes & Anderson, 2018)ها  خارجی است  سیگنال

.  ( El-Tantawy et al., 2013; Rodríguez-Sanz et al., 2014)  زایی در گیاهان نشان داده استها در طول رویانپکتین

محیط در  پکتین  از  استفاده  رادام  رافت  کشت  تا  MSکشت  در  شد  شیشهسبس  مشکل  نوساقهحدود   شدن  شود  ا   ررطر   ها 

(Rugini and Verema, 1982پژوهش .)زایی سوماتیک رلوط نمش دارد )ها نشان داد که پکتین در رویانPérez-Pérez et 

al., 2019.)  طیکه مح  ها نشان دادپژوهش  QL  را   ییانتها   هاشاخه   و رما  رخشدی را رهبود مگلاری    رتکثی   ، نپکتیرا    شدهی غن

 Abdollahi)  کندی م  کیتحر  یشگاهیآزما  ط یرا در شرامختلف گلاری  ارقام    رگگسترش ر  یرخشت یو ره طور رضا  دهدی م  شیافزا

et al., 2005) .  ها  جوانه، تمسیی،  نتایج استفاده از پکتین در محیط کشت صنورر نشان داد که این ترکیس در رنیانگذار  پریموردیوم

حذ      دستورایعمل مناسس ررا  افتنیپژوهش،    نیهد  از ا(.  Angulo et al., 2018-Garcíaرشد و تمایز سلویی نمش دارد )

  ادیزازدیره روش ر  رو  یاز و   عار   هاکلون  د یدر حال انمراض و توی  ی توسرم روم  س یس  اهیاز گ   اقتصاد  رارانیز   هارو یو
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 اهیگ   ساختار  باتیرشد و ترک   رکمح  باتیاثرات ترک  یاری ارز  ن،ی. همچنردیراغداران کشور قرار گ  اریکه رتواند در اخت   اگونه است، ره 

 . شودیمطایعه محسوب م نیاهدا  ا گریکشت رافت، از د ندیدر فرآ

 

 هامواد و روش

)  مریستی،ره منظور کشت   ره طول  .Malus domestica Lشاخسارها  سیس توسرم   مرکز از  متر   سانتی   15-10( 

 تهیه شد. تحمیمات و اصلاح نهال و رذر کرج 

ره منظور شناسایی رهترین مرحله نمو  و  :  ارزیابی ساختار تشریحی مریستم رأس شاخه برای کشت مریستم

شهریور    25تا    20مرداد و    25تا    20تیر،    25تا    20در سه زمان    آور  شدهها جمگاندازه مریستی ررا  تهیه ریزنمونه مریستی، سرشاخه

ها را  شو نمونهوپ  از شست و استیک اسید( تثبیت گردید. %70)فرمایدئید، اتانول  FAA70کننده ساعت در تثبیت  10-12ره مدت 

 ,.Chehregani et alگیر  در همین محلول نگهدار  شدند )درصد منتمل شده و تا زمان ررش  70ها ره اتانول  آب جار ، آن

ها  افزایشی ایکل ها ره ترتیس در سر شناختی استفاده شد. نمونهها  معمول سلول رافتگیر ، از روش(. ره منظور ررش2007

ها  مساو   ساز  )دو ح ی ایکل+ یک ح ی تویوئن، ح یها  افزایشی تویوئن شفا  درصد( آرگیر ، در سر   100و    96،  90،  80)

گیر  شدند و در نهایت از آنها را میکروتوم را  ایکل و تویوئن، یک ح ی ایکل+ دو ح ی تویوئن و تویوئن خایص( و در پارافین قایس

،  100ها  کاهشی ایکل )ها را سر نمونه  دهیزدایی با تولوئن و آب پس از پارافینمیکرومتر ررش تهیه شد.    6-7ضخامت  

هماتوکسیلین   50و    70،  95 از  استفاده  را  رنگ-درصد(  شدند  ائوزین  را    . (Sanderson, 2020)آمیز   شده  تهیه  اسلایدها  

 رردار  قرار گرفتند. کوپ نور  مورد رررسی دقیق و عک میکروس

  20ها حاو  جوانه جانبی یا جوانه رأسی را توئین  نمونهساز  ریزساز  و سترونسترونپیش:  کشت مریستم رأس شاخه

اتانول    3) مایگ ظرفشویی،  )  70درصد(،  و هیسوکلریت سدیی    30و    10درصد  )  5ثانیه(  دقیمه( صورت گرفت   15و    10،  5درصد 

(Boudabous et al., 2010مریستی .)ها  میکروتومی حاصل  ها پ  از تشخیص رهترین مرحله نمو  و اندازه که از رررسی ررش

ها   متر از جوانهمیلی  6/0تا    2/0ها  حدود  شد، در زیر استریومیکروسکوپ را استفاده از گراتیکول مدرج روسیله تیغ اسکایسل در اندازه

ره منظور رررسی عوامل مؤثر رر میزان موفمیت مرحله استمرار همه    رأسی و جانبی جدا شده و ره محیط استمرار جوانه منتمل شدند.

عنوان فاکتور اول )نیمه دوم  گیر  ره. زمان نمونهکشت شدند  MS  (Murashige & Skoog, 1962)ها در محیط کشت  ونهریزنم

ها در اتاقک نمونهگرم رر ییتر( مورد رررسی قرار گرفت.  میلی  2و    5/1،  1،  5/0)صفر،    BAتیر، مرداد و شهریور( و فاکتور دوم هورمون  

ساعت تاریکی قرار گرفتند و پ  از گذشت یک ماه درصد    8ساعت روشنایی و   16درجه سانتیگراد را فتوپریود  25±1رشد در دما  

 استمرار مورد رررسی قرار گرفت. 

 MSره محیط پرآور   ها  حاصل از رشد مریستی رعد از گذشت چهار هفته  ریزنمونه:  زاییها و ریشهپرآوری شاخه

گرم رر ییتر( منتمل شدند. یک ماه پ  از انتمال ره میلی 1و   5/0)صفر،   3GAگرم رر ییتر( و میلی  2و  1 ،5/1) BAدارا  هورمون 

 دست آمد:ره 1ها، تعداد شاخساره و توسعه ررگی مورد رررسی قرار گرفت. توسعه ررگی مطارق فرمول طول شاخسارهمحیط پرآور  

 : 1فرمول

 توسعه ررگی=/ ))عرض کوچکترین ررگ× طول رزرگترین ررگ( + )عرض رزرگترین ررگ× طول رزرگترین ررگ((  2
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ها ره محیط رهینه حاو  پکتین و فلوروگلوسینول هرکدام ره صورت  کشت جهت پرآور ، ریزنمونهرعد از انتخاب رهترین محیط

ها، تکرار انتمال یافتند. رعد از یک ماه ره منظور رررسی اثر این دو تیمار رر طول شاخساره 9گرم رر ییتر را میلی 2/0جداگانه ره میزان 

  ½MSها  طویل شده از مرحله پرآور  در محیط  زایی در ساقهریشه  گیر  صورت گرفت.تعداد شاخساره و توسعه ررگی نمونه

زایی ماه درصد ریشه  2گرم رر ییتر( ان ام شد. رعد از گذشت  میلی  2و    1  ،5/1)  IBAگرم رر ییتر( و  میلی  5/0)  NAAدارا  هورمون  

گرم میلی  162مورد ارزیاری قرار گرفت. در آزمایش دیگر رهترین محیط رهینه ره عنوان شاهد را محیط حاو  فلوروگلوسینول ره میزان  

کوییت و حاو  مخلوط کوکوپیت، ورمی گلدانهایی داخل ره دارریشه در نهایت گیاهان زایی رررسی شد.رر ییتر ممایسه و درصد ریشه

  ره   نسبی  رطورت  سطح  سس   گرفتند  رالا قرار  نسبی  رطورت  در  روز  5  تا  4  مدت  ره  شدند  منتمل  شده  استریل  1:  1:  2پرییت را نسبت  

د. رعد از ضمن کاهش رطورت، گیاه را محیط سازگار گردی  ضمن کاهش رطورت، گیاه را محیط سازگار گردید.  شد.  داده  کاهش  تدریج

 ها  رزرگتر و ره گلخانه را شرایط مناسس منتمل شدند. هفته از انتمال گیاه ره خاک را اطمینان از سایی رودن، گیاه ره گلدان  4گذشت  

گیاهان راززایی شده از مریستی :  RT-PCR  ارزیابی گیاهان باززایی شده عاری از ویروس با استفاده از تکنیک

 RT-PCR  (Reverse Transcription Polymerase Chainره منظور تأیید عار  از ویرو  رودن را استفاده از تکنیک  

Reactionمورد ارزیاری قرار گرفتند. ردین منظور استخراج ) RNA  ا  سیس توسرم حاصل از کشت مریستی و  از گیاه درون شیشه

ان ام شد. رررسی کمی و کیفی    TOPAZ GENE (Cat. No: TGK2004) کیت گیاهی از شرکتگیاه راغی را استفاده از مینی

RNA    درصد ان ام گرفت. سنتز    2استخراج شده را استفاده از نانودراپ و ایکتروفورز ژل آگارزcDNA    را استفاده از کیت شرکت

ها  رایج سیس  ویژه مرروط ره ویرو   آغازگرها   اسا   ر ر  cDNA  تکثیر  منظور  ره   PCR  پار  تو  صورت پذیرفت و واکنش 

(ASGV  ،ApMV، ACLSV  وASPV  و 1( )جدول ) رصورتMultiplex- PCR    ان ام شد. محصول واکنش نیز رو  ژل

  ون یدناتوراس  ،ییواکنش دما    اجرا    ررا استفاده گردید  1X  TAEایکتروفورز شد. در این رررسی ررا  ان ام ایکتروفورز از رافر    آگارز

  30ره مدت    گرادیدرجه سانت  94   در دما  ونیچرخه دناتوراس  35و ره دنبال آن    مه،یدق  4ره مدت    گرادیدرجه سانت  94   در دما  هیاوی

گسترش    و  هیثان  40ره مدت    گرادیانتدرجه س  72   و گسترش در دما  هیثان  50ره مدت    گرادی درجه سانت  56   اتصال در دما  ه،یثان

   . ان ام شد مهیدق 10ره مدت  گرادیدرجه سانت 72  در دما یینها

 

 . توالی آغازگرهای موردنیاز1جدول 

Table 1. Sequence of required primers 

 نام آغازگر 

Primer name 
 توایی آغازگر

Primer sequence 

TM (°C) %GC 

ASGV –F 5' GAAGACGTGCTTCAACTAGC 3' 56 50 
ASGV –R 5' TTTTAGACCAGTGGCAAAGT 3' 55 40 
ApMV –F 5' AGGGTCCTGAGCAGTCGAGA 3' 62.14 60 
ApMV-R 5' GTTTGGAGGGGCTTCCCACT 3' 62.08 60 
ACLSV-F 5' TTCATGGAAAGACGGGGCAA 3' 59.85 47.62 
ACLSV-R 5' AAGTCTACAGGCTATTTATTA 3' 56.64 26.67 
ASPV-F 5' ATGTCTGGAACCTCATGCTGCAA 3' 58.22 55 
ASPV-R 5' TTGGGATCAACTTTACTAAAAAGCATAA 3' 63.53 60 
nads-F 5' GATGCTTCTTGGGGCTTCTTGTT 3' 61.63 47.83 
nads-R 5' CTCCAGTCACCAACATTGGCATAA 3' 61.53 45.83 
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آماریبررسی مطایعه،:  های  این  حداقل  در  را  آمار   محاسبات  نرم   3تمام  از  استفاده  را  شد.    SPSSافزار  تکرار  ان ام 

 . گرفت و ممایسه میانگین تیمارها ره روش دانکن صورت انجام شد ها ره صورت فاکتوریل در قایس طرح کاملاً تصادفیآزمایش

 

 نتایج 

نمونه رردار   ررش طویی مریستی رأ  ساقه  :بررسی ساختار تشریحی مریستم رأس ساقه تاریخ  ها در هر سه 

مشاره رودند و رخش ها  زیر در آنها مشاهده گردیدند: تونیکا در سطح ریرونی و کورپو  در رخش میانی قرار داشته و ناحیه تونیکا  

ها  کوچک را دیواره نازک هستند که ره صورت عمود رر سطح اندام  ها  لایه تونیکا سلولتمریباً ره شکل مسطح دیده شد. سلول

سازند. ناحیه مریستی مغز که در مرکز  ها  داخلی را میشوند و رافتها  کورپو  در جهات مختلف تمسیی میشوند. سلولتمسیی می

ها  اوییه ررگی احاطه شده  پذیر  کمتر  داشت. اطرا  مریستی رأسی ره وسیله طرحها  رزرگتر را رنگرأ  ساقه قرار دارد سلول

توان از میکرون فاقد آوند هستند و می  500 هایی در حدودها در اندازهها نشان داد که نمونهشناسی رو  نمونه مطایعه رافت  است.

عناصر آوند  ان ام   ها  را اندازه رزرگتر تمایزیارینمونهدر    (.1عنوان رخش مریستمی جهت کشت رافت استفاده کرد )شکل  ها رهآن

 شده رود. 

 
 : طرح اولیه برگیEf: مریستم مغز، Mm: کورپوس، C: تونیکا، T. برش طولی مریستم راسی ساقه. 1شکل 

Figure 1. Longitudinal section of the shoot apical meristem. T: Tunica, C: Corpus, Mm: 

Medullary meristem, Ef: Leaf primordium 

 

ساز  را  نتایج حاصل از ت زیه و تحلیل آمار  نشان داد که اثر زمان سترون  :هاسازی مریستمنتایج حاصل از سترون

ها ساز  مریستینتایج اوییه حاصل از سترون (.>01/0Pدار رود )ها معنیدرصد رر میزان آیودگی مریستی  70سدیی و ایکل  هیسوکلریت

دقیمه را روند افزایشی زمان قرارگیر    5درصد ره مدت    5سدیی  ها  قرار گرفته در هیسوکلریتنشان داد که درصد آیودگی درنمونه

دقیمه را روند افزایشی زمان    15درصد ره مدت    5ثانیه کاهش یافت و در هیسوکلریت سدیی    30ثانیه ره    10درصد از    70در اتانول

شد که در رمیه   %100نده مانی نمونه ها ثانیه میزان آیودگی ره صفر رسید و درصد ز 30ثانیه ره  10درصد از  70قرارگیر  در اتانول 

 (. 2مراحل کشت جوانه از این نسبت ررا  سترون ساز  ریزنمونه ها استفاده شد )جدول 
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 سازیهای سیب تو سرخ در تیمارهای متفاوت سترون. درصد آلودگی مریستم2جدول 

Table 2. Percentage of infection of M. domestica meristems in different sterilization 

treatments. Different letters indicate groups with statistically significant differences 

 (%) Infection  آلودگی )درصد( Treatment      تیمار

 درصد 70ایکل 

Ethanol (70%) 
 درصد  5سدیی هیسوکلریت

Sodium hypochlorite (5 %) 
10 s 5 min 30a 
30 s 5 min 20b 
10 s 10 min 16.6b 
30 s 10 min 16.6b 
10 s 15 min 6.6c 
30 s 15 min 0d 

 

نمونه تأثیر هورمون  زمان  و  مریستم  BAبرداری  استقرار  داده:  بر  واریان   ت زیه  درصد  نتایج  از  حاصل  ها  

هفته رعد از کشت نشان داد که اثر متمارل زمان و    BA  ،4رردار  و هورمون  تیمارها  مختلف زمان نمونه  ها درمانی ریزنمونهزنده

(. نتایج ره دست آمده از ممایسه میانگین تیمارها نشان داد که در 2( )شکل >05/0Pدار رود )ها معنیرر استمرار مریستی BAغلظت 

 (.  2درصد، شکل  66/26ها مشاهده شد )، ریشترین درصد استمرار مریستیBAگرم رر ییتر میلی 5/1نیمه دوم تیرماه و غلظت 

 
برداری )نیمه دوم تیر، مرداد و شهریور( و  . درصد استقرار مریستم در تیمارهای مختلف زمان نمونه2شکل 

دانکن، حروف متفاوت نشان ای مقایسهطبق آزمون (. گرم بر لیترمیلی 2و  5/1، 1، 5/0صفر، )  BAهورمون

خطای   ±تکرار  3ستون معرف میانگین  . هر(>05/0P) است یشیآزما یهاگروه نیب داری دهنده اختلاف معن

 استاندارد است 

Figure 2. Percentage of meristem establishment in different treatments of sampling time 

(July, August and September) and BA hormone (0, 0.5, 1, 1.5 and 2 mg L-1). According to 

the Duncan test, different letters indicate a significant difference between the experimental 

groups (P ≤ 0.01). (means ± SE, n = 3) 
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  BAها نشان داد که اثر متمارل  نتایج حاصل از ت زیه واریان  داده :  بر پرآوری  3GAو    BAاثر تیمارهای مختلف  

ها   رر تعداد شاخه 3GAو  BA(. دو هورمون P≤0.01دار رود ) ها  فرعی معنیرر طول ساقه، توسعه ررگی و تعداد شاخه 3GAو 

اثر معنی نتایج ممایسه میانگیناصلی  سبس افزایش    3GAافزایش غلظت هورمون    BAها نشان داد که در حضور  دار  نداشتند. 

 3GAگرم رر ییتر  میلی  1و    BAگرم رر ییتر  میلی  1را غلظت هورمونی    MSها در محیط کشتمیانگین طول ساقه شد. ریزنمونه 

را نشان داد. در محیط  سانتی  7/2ریشترین طول ساقه ) ییتر  میلی  5/1حاو  غلظت    MSمتر(  رر    3GAو عدم حضور    BAگرم 

ره محیط کشت    3GAنتایج نشان داد اضافه کردن هورمون    (.4و    3ها   شکلمتر( مشاهده شد )سانتی  8/0کمترین طول ساقه )

 . (5شکل )گرم رر ییتر سبس کاهش توسعه ررگی شد میلی 2و  5/1ها  را غلظت BAدارا  

 

 ها نمونه ازدیاد. مرحله 3شکل 

Figure 4. Proliferation stage of samples 
 

ها  اصلی شد اما این افزایش از نظر آمار   سبس افزایش تعداد شاخه  BAره محیط کشت دارا     3GAافزودن هورمون  

ها  فرعی  دار رود. ریشترین و کمترین تعداد شاخهها  فرعی معنیتعداد شاخه  رر  3GAو    BAاثر متمارل  (.  6دار نبود )شکل  معنی

 (. 7مشاهده شد )شکل  3GAو ردون  BAگرم رر ییتر میلی5/1و  1را غلظت هورمونی   MSره ترتیس در محیط کشت



 (1405 پاییز ، 3، شماره 18مجله بیوتکنولوژی کشاورزی )دوره 

40 

 

 
)صفر،   3GAگرم بر لیتر( و  میلی  2و    1  ،5/1)  BAحاوی هورمون    MS. طول ساقه در محیط پرآوری  4شکل  

  ن یب  داریدانکن، حروف متفاوت نشان دهنده اختلاف معنای  مقایسهطبق آزمون  گرم بر لیتر(.  میلی  1و    5/0

 خطای استاندارد است ±تکرار  3ستون معرف میانگین  . هر(>01/0P)  است یشیآزما یهاگروه

Figure 4. Stem length in MS medium containing BA (1, 1.5, and 2 mg L-1) and GA3 (0, 0.5, 

and 1 mg L-1). According to the Duncan test, different letters indicate a significant difference 

between the experimental groups (P ≤ 0.01). (means ± SE, n = 3) 

 

)صفر،   3GAگرم بر لیتر( و میلی 2و  1 ،5/1) BAحاوی هورمون    MS. توسعه برگی در محیط پرآوری 5شکل 

  ن یب  داریدانکن، حروف متفاوت نشان دهنده اختلاف معنای  مقایسهطبق آزمون  گرم بر لیتر(.  میلی  1و    5/0

 خطای استاندارد است ±تکرار  3ستون معرف میانگین  . هر(>01/0P)  است یشیآزما یهاگروه

Figure 5. Leaf development in MS medium containing BA (1, 1.5, and 2 mg L-1) and GA3 

(0, 0.5, and 1 mg L-1). According to the Duncan test, different letters indicate a significant 

difference between the experimental groups (P ≤ 0.01). (means ± SE, n = 3) 
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گرم بر لیتر( و  میلی  2و    1  ،5/1)  BAحاوی هورمون    MSهای اصلی در محیط پرآوری  . تعداد شاخه6شکل  

3GA    ،لیتر(.  میلی  1و    5/0)صفر دانکن، حروف متفاوت نشان دهنده اختلاف  ای  مقایسهطبق آزمون  گرم بر 

 خطای استاندارد است  ±تکرار  3ستون معرف میانگین  . هراست یشیآزما یهاگروه نیب داریمعن

Figure 6. Number of primary branches in MS medium containing BA hormone (1, 1.5 and 

2 mg L-1) and GA3 (0, 0.5 and 1 mg L-1). According to the Duncan test, different letters 

indicate a significant difference between the experimental groups. (means ± SE, n = 3) 

 
گرم بر لیتر( و  میلی  2و    1  ،5/1)  BAحاوی هورمون    MSهای فرعی در محیط پرآوری  . تعداد شاخه7شکل  

3GA    ،دانکن،  ای  مقایسهطبق آزمون    دار مشاهده نشد. گرم بر لیتر(. اختلاف آماری معنیمیلی  1و    5/0)صفر

معن اختلاف  دهنده  نشان  متفاوت  هر(>01/0P)  است  یشیآزما  ی هاگروه  نیب  داریحروف  معرف    .  ستون 

 خطای استاندارد است  ±تکرار  3میانگین 

Figure 7. Number of secondary branches in MS medium containing BA hormone (1, 1.5 and 

2 mg L-1) and GA3 (0, 0.5 and 1 mg L-1). According to the Duncan test, different letters 

indicate a significant difference between the experimental groups (P ≤ 0.01). (means ± SE, 

n = 3) 
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ها نشان داد که اثر تیمار پکتین رر طول  نتایج حاصل از ت زیه واریان  داده:  اثر پکتین و فلوروگلوسینول بر پرآوری

(. نتایج نشان داد که اضافه کردن  3)جدول   دار نبوددار رود و رر توسعه ررگی معنی( معنی>01/0P( و تعداد شاخه )>05/0Pساقه )

درصد و افزایش تعداد شاخه ره میزان    45کشت راع  افزایش طول ساقه ره میزان  گرم رر ییتر ره محیطمیلی  2/0پکتین ره میزان  

همچنین نتایج    تر از محیط ردون پکتین رود. درصد شد و طبق نتایج ره دست آمده محیط حاو  پکتین ررا  پرآور  مناسس  6/82

دار رود و رر توسعه  ( معنی>01/0Pسینول رر طول ساقه و تعداد شاخه )ها نشان داد که اثر تیمار فلوروگلوحاصل از ت زیه واریان  داده

گرم رر ییتر فلوروگلوسینول ره محیط، طول ساقه ره  میلی  0/  2نتایج نشان داد را اضافه کردن میزان    (.4دار نبود )جدول  ررگی معنی

 درصد کاهش یافت.  13/39درصد افزایش یافت و تعداد شاخه  24میزان 

 . تجزیه واریانس اثر پکتین بر پرآوری3جدول 

Table 3. Variance analysis of pectin effects on proliferation 

 صفت 

Trait 

 منبع تغییرات

Source of 

Variation 

 درجه آزادی 

Degrees of 

Freedom 

 مجموع مربعات 

Sum of 

Squares 

میانگین  

 مربعات

Mean 

Squares 

F-Value 

 طول ساقه 

Shoot Length 

 رین گروهی 
Between groups 

 درون گروهی 

Within group 
 م موع 

Total 

1 

 
16 

 
17 

4.014 

 
13.37 

 

17.38 

4.014* 

 
0.83 

4.8 

 توسعه ررگی 

Leaf Development 

 رین گروهی 

Between group 
 درون گروهی 

Within group 
 م موع 

Total 

1 

 
16 

 
17 

0.005 

 

1.441 

 
1.441 

0.005ns 

 
0.09 

0.05 

 تعداد شاخه 

Number of Branches 

 رین گروهی 

Between group 
 درون گروهی 

Within group 
 م موع 

Total 

1 

 
16 

 
17 

64.22 

 
102.22 

 

166.44 

64.22** 

 
6.38 

10.05 

،  (P ≤ 0.01)شاهد در سطح یک درصد را گروه  داریمعن داراختلا  معنی**، (P ≤ 0.05)شاهد در سطح پنج درصد را گروه  داریمعن  داراختلا  معنی*
ns  شاهد را گروه  داریمعن  عدم اختلا 

* Significant differences with the control group (P ≤ 0.05), ** Significant differences with the control 

group (P ≤ 0.01), ns no significant differences with the control group 

 

گرم میلی  NAA   (5/0دارا  هورمون    ½ MSزایی ره محیط  ها  طویل شده ررا  ریشهساقه :  زایینتایج حاصل از ریشه

ها نشان داد که اثر متمارل این دو  نتایج حاصل از ت زیه واریان  داده گرم رر ییتر( منتمل شدند.میلی  2و    1  ،5/1)  IBAرر ییتر( و  

موجس    IBAها نشان داد که افزایش سطح هورمون  نتایج ممایسه میانگین  .(>01/0P)دار رود  زایی معنیهورمون رر درصد ریشه
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گرم  میلی 1و  NAAگرم رر ییتر  میلی 5/0دارا   ½ MSزایی در محیط کشت  طوریکه میزان ریشهزایی شد رهکاهش درصد ریشه

دار  طور معنیزایی رهگرم رر ییتر میزان ریشهمیلی  2گرم رر ییتر ره  میلی  1از    IBAدرصد رود اما را افزایش غلظت    IBA  100رر ییتر  

 (.8درصد کاهش یافت )شکل   06/11ره 

 

 . تجزیه واریانس اثر فلوروگلوسینول بر پرآوری4جدول 

Table 4. Variance analysis of phloroglucinol effects on proliferation 

 صفت 

Trait 

 منبع تغییرات

Source of 

Variation 

 درجه آزادی 

Degrees of 

Freedom 

مجموع 

 مربعات

Sum of 

Squares 

میانگین  

 مربعات

Mean 

Squares 

F-

Value 

 طول ساقه 

Shoot Length 

 رین گروهی 
Between groups 

 درون گروهی 

Within group 
 Total  م موع

1 

 
16 

 
17 

1.681 

 
3.842 

 

5.523 

1.681** 

 
0.24 

6.998 

 توسعه ررگی 

Leaf Development 

 رین گروهی 

Between group 
 درون گروهی 

Within group 
 Total  م موع

1 

 
16 

 
17 

0.06 

 

1.441 

 
1.447 

0.006ns 

 
0.09 

0.063 

 تعداد شاخه 

Number of 

Branches 

 رین گروهی 

Between group 
 درون گروهی 

Within group 
 Total  م موع

1 

 
16 

 
17 

14.22 

 
32.88 

 

47.11 

14.22** 

 
2.05 

6.919 

 شاهد را گروه  داریمعن  عدم اختلا  ns، (P ≤ 0.01)شاهد در سطح یک درصد را گروه  داریمعن  داراختلا  معنی**

** Significant differences with the control group (P ≤ 0.01), ns no significant differences with the control 

group 

 

بر ریشه فلوروگلوسینول  ریشه:  زاییاثر  رر  فلوروگلوسینول  اثر  رررسی  ساقهجهت  ره محیط  زایی،  شده  ها  طویل 

گرم رر میلی  162   رعلاوه(  NAAگرم رر ییتر  میلی  5/0رعلاوه    IBAگرم رر ییتر  میلی  1)ساز  شده طبق پژوهش ان ام شده  رهینه

دار نبود اما رر  زایی معنیها نشان داد که تأثیر فلوروگلوسینول رر درصد ریشهییتر فلوروگلوسینول منتمل شدند. ت زیه واریان  داده

(. نتایج نشان داد که حضور فلوروگلوسینول راع  کاهش  5( )جدول >05/0Pدار رود )میانگین تعداد ریشه ره ازا  هر ریزنمونه معنی

دار نبود. حضور تیمار فلوروگلوسینول راع  رالا  درصد شد. این کاهش از نظر آمار  معنی  73/77درصد ره    100زایی از  درصد ریشه

طور  که میانگین تعداد ریشه در هر ریزنمونه در ممایسه را محیط فاقد فلوروگلوسینول رفتن میانگین تعداد ریشه در هر ریزنمونه شد ره

 (. 9ررارر افزایش یافت )شکل  4
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و   IBA  (1  ،5/1گرم بر لیتر( و  میلی  5/0)  NAAدارای هورمون    ½ MSزایی در محیط  . درصد ریشه8شکل  

  ی ها گروه  نیب  داریدانکن، حروف متفاوت نشان دهنده اختلاف معنای  مقایسهطبق آزمون  گرم بر لیتر(.  میلی  2

 خطای استاندارد است  ±تکرار   3ستون معرف میانگین   . هر(>01/0P) است یشیآزما

Figure 8. Rooting percentage in MS ½ medium containing NAA (0.5 mg  L-1) and IBA (1, 

1.5, and 2 mg L-1). According to the Duncan test, different letters indicate a significant 

difference between the experimental groups (P ≤ 0.01). (means ± SE, n = 3) 

 

 

 ( فاقد ترکیب فلوروگلوسینول cو  b( دارای ترکیب فلوروگلوسینول؛ و dو  aزایی در محیط؛  . ریشه9شکل 

Figure 9. Rooting in medium; a and d) containing phloroglucinol and; b and c) lacking 

phloroglucinol 

 

کوییت و پرییت منتمل ها  حاو  کوکوپیت، ورمیدار شده رعد از سه هفته ره گلدانگیاهان ریشه: انتقال گیاهان به خاک

درصد قرار گرفتند و رعد از سازگار شدن را محیط، گیاهان ره گلخانه   70درجه سانتیگراد و رطورت  25شدند. و در انکوراتور در دما  

 (. 10% منمل شدند )شکل  30درجه سانتیگراد و رطورت نسبی  28را دما  
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 زایی . تجزیه واریانس اثر فلوروگلوسینول بر ریشه5جدول 

Table 5. Variance analysis of phloroglucinol effects on rooting 

 صفت 

Trait 

 منبع تغییرات

Source of 

Variation 

 درجه آزادی 

Degrees of 

Freedom 

 مجموع مربعات 

Sum of 

Squares 

میانگین  

 مربعات

Mean 

Squares 

F-Value 

 تعداد ریشه
Number of Roots 

   رین گروهی
Between group 
 درون گروهی 

Within group 
 Total  م موع

1 

 
4 

 
5 

352.667 

 
108.667 

 

461.33 

352.667** 

 
27.167 

12.98 

 زایی درصد ریشه

Rooting Percentage 

 رین گروهی 

Between group 
 درون گروهی 

Within group 
 Total   م موع

1 

 
4 

 
5 

743.707 

 

743.707 

 
1487.413 

743.77ns 

 
185.927 

4 

 شاهد را گروه  داریمعن  عدم اختلا  ns، (P ≤ 0.01)شاهد در سطح یک درصد را گروه  داریمعن  داراختلا  معنی**

** Significant differences with the control group (P ≤ 0.01), ns no significant differences with the control 

group 

 

-RTنتایج حاصل از رررسی  :  RT-PCRارزیابی گیاهان باززایی شده عاری از ویروس با استفاده از تکنیک  

PCR  ها  گیاهی حاصل از کشت مریستی راند  وجود نداشت که دال رر آیوده رودن گیاهان حاصل  نشان داد در هیچکدام از نمونه

که این راندها در  حایی(. در11شکل  ( راشد )ASPVو   ASGV  ،ApMV،ACLSVها  شایگ سیس )از کشت رافت ره ویرو 

 گیاهان مادر  در راغ حضورداشتند. 

 

 بحث

  تواند این مشکلات را ررطر  کند. ها  سنتی را مشکلاتی همراه است. تکنیک کشت رافت میتکثیر گیاهان چوری را روش

این تکنیک قارلیت ریشه از  رالاتر  داشته، همچنین می مطایعات نشان داده است که گیاهان حاصل  توان را کشت درشیشه  زایی 

ها  ساز  ریزنمونه. در این پژوهش تیمارها  متفاوتی ررا  سترون(Zarghami & Ahmadi, 2023)گیاهان سایی تویید کرد  

ها ور  متفاوت نشان داد که میزان آیودگی ریزنمونهها  غوطه سدیی در زمانمورد استفاده قرار گرفت. نتایج کارررد ایکل و هیسوکلریت

ماده ضدعفونی  در  زمان خیساندن  مدت  داردره  رستگی  هیسوکلریت  .کننده  نفت،  اتر  ایکل،  از جمله  شیمیایی  ماده  کلسیی، چندین 

ساز  مواد گیاهی  جهت سترون  ور  متفاوت رر اسا  نوع گونه ها  غوطه ها و زمان جیوه، استون در غلظتهیسوکلریت سدیی، کلرید

ثانیه   30هایی رود که رعد از . کمترین درصد آیودگی در این مطایعه مرروط ره نمونه(Boudabous et al., 2010)شود استفاده می

% شستشو داده شده رودند که را نتایج مطایعات رر رو  هلو مطارمت   5دقیمه را هیسوکلریت    15درصد ره مدت    70ور  در اتانول  غوطه

 . ( Felek et al., 2015)داشت 
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 ( گیاهان سازگار شده با محیط بیرونc( گیاه در حال هوادهی؛ bهای در حال سازگاری؛ ( نمونهa. 10شکل 

Figure 10. a) Acclimating specimens; b) Aeration plant; c) Plants adapted to the outdoor 

environment 

 

 c )Ladder 100؛   cDNA( کنترل منفی فاقد b( کنترل مثبت؛ RT-PCR  .aالکتروفورز مربوط به . 11شکل 

bp ؛d-g ) گیاهان حاصل از کشت مریستم عاری از ویروس 

Figure 11. Electrophoresis of RT-PCR. a) Positive control; b) Negative control without 

cDNA ; c) Ladder 100 bp; d-g) Virus-free samples from meristem culture 
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هایی متداویی ویرو   ASPVو    ACSLV  ،ASGV  ،ApMVها   رررسی درختان سیس نشان داده است که که ویرو 

این گیاه دیده می که ریشتر نشان دادند    Vivek and Modgil (2018)  . (Vivek & Modgil, 2018)شوند  هستندکه در 

ها  که حداکثر زندمانی ریزنمونهحاییمتر  ره دییل خشک شدن نتوانستند زنده رمانند، درمیلی  2/0-4/0ها  سیس در اندازه  مریستی

در پژوهشی نشان داده شد که در تمامی ارقام   میلی متر مشاهده شد که را پژوهش حاضر تطارق دارد.  5/0-7/0در محدوده اندازه  

  ریزنمونه   تهیه،   زمان  نظر   از   (Masoudi et al., 2020).راشد  آور  شده در رهار میها  جمگسیس، ریشترین درصد رما در ریزنمونه 

شامل    گونه  دو اکاییستو   که  قرار  مطایعه  مورد  E. viminalisو    Eucalyptus gunniاز    ره   مرروط  نتی ه  رهترین  گرفتند 

 Asare)را نشان دادند    شدن  ا قهوه  میزان  کمترین  و  استمرار  درصد  رالاترین  و  رودند  شده  تهیه  ماه  فروردین  در  رود که  هاییریزنمونه

& Zandi, 2008) مرداد   ها ریزنمونه و   رود  ماه  اردیبهشت در  شده تهیه  ها ریزنمونه  ره  مرروط  استمرار  میزان   رالاترین گردو  . در  

  تهیه  ها نمونه  که  دهد می  نشان  هایافته  این.  دادند  نشان  تیمارها  سایر  را  دار معنی  تفاوت  که داشتند  را  استمرار  میزان  کمترین  ماه

 تیمارها   ره   را   پاسخ  رهترین  هارافت  در  زادرون  ها هورمون  سطح  رودن  رالا  و  سلویها  ریشتر  رودن  فعال  دییل  ره   فصل  شروع   در  شده

ها  تهیه شده در تیرماه ریشترین درصد استمرار را نشان  در پژوهش حاضر نیز نمونه.  (Yari et al., 2011)اند  داده  شده  اعمال

نظر می ره  رافتدادند.  زمانرسد  در  که  گیاهی  می ها   ررداشت  رشد  مختلف فصل  فیزیویوژیکی ها   دییل خصوصیات  ره  شوند 

مطایعات نشان داده است ژنوتیپ، نوع ریزنمونه، نوع   دهند.ا  پاسخ یکسانی نشان نمیشیشهمتفاوت، معمولاً نسبت ره کشت درون

تنظیی غلظت  گیاهی  کنندهو  رشد  ریزنمونه  (PGRs)ها   استمرار  رر  کشت  شرایط  و  کشت  محیط  هستند  ترکیس  موثر  ها 

(Dobránszki & da Silva, 2010; Magyar-Tábori et al., 2010; Zahedzadeh et al., 2014).   در مرحله پرآور

این    دار  نداشت.ها  اصلی و فرعی اثر معنیدار رود و رر تعداد شاخهرر طول ساقه و توسعه ررگی معنی  3GAو    BAاثر متمارل  

 BA این گزارش زمانی که غلظت ، در(Ochatt & Caso, 1982)متفاوت رود   ها  سیسنتایج را نتایج گزارش شده ررا  مریستی

دست آمده از پژوهش حاضر همسو نتایج ره  .ها در هر ریزنمونه افزایش یافتهر دو در محیط تکثیر کاهش یافت، تعداد شاخه 3GA و

  پرآور  سبس افزایش طول ساقه و تعداد شاخه سیس  استفاده از پکتین در مرحلهرود.    Vivek and Modgil (2018)را نتایج  

ساکارید  دیواره سلویی است  ها  پلیدهد که رشد و تمایز نیازمند رازساز  کنترل شده شبکهشواهد روزافزون نشان میتوسرم شد.  

 ,Barnes & Anderson)طور عاد  ان ام شود  شود تا تمسیی و گسترش سلویی ره که من ر ره تغییراتی در خواص مکانیکی آنها می 

زایی سوماتیکی و زیگوتی نمش مهمی دارند  زایی و همچنین در رویانها در طول انداماجزا  دیواره سلویی مانند پکتین  .(2018

(Geshi et al., 2013; Smertenko & Bozhkov, 2014)  استفاده از پکتین در محیط کشت سبس افزایش  . در پژوهشی

استفاده از فلوروگلوسینول    .( Nezami et al., 2010)شد    GF677ها  هیبرید رویشی  ها  پایهساقهسرعت و کیفیت رشد طبیعی نو 

در این مطایعه سبس افزایش طول ساقه و تعداد شاخه سیس توسرم شد. در مطایعات قبلی افزودن فلوروگلوسینول ره محیط کشت  

 & MM106  (Websterها   ، ریزنمونهB9  (Webster & Jones, 1991)و    P2ها   سبس افزایش تویید شاخساره در پایه

Jones, 1989)    و پایهM106    وM9  (Miri et al., 2003b)    شد. تأثیر فلوروگلوسینول رر پرآور  سیس پایه گمی ایماسی را

ا  شدن ره  . کاهش شیشه(Mohseniazar et al., 2012)رد آزمایش همراه رود ها  موها در نمونها  شدن شاحهکاهش شیشه

  ل یو تشکداده    شیرا افزا   ییزاشهیدرصد ر  نولیفلوروگلوس  مولاری لیم  ن یکافزود  اکسیدانی رود. ها  آنتیعلت افزایش فعاییت آنزیی

رشد   نولیفلوروگلوسهمچنین گزارش شده است که    (. Kim et al., 2020ه است )کاهش داد  M9  سیس   ه یکایو  را در پا

 Londe)و موز  (  Pérez et al., 2016)  ایدر پاپا  را  دیجد   هاشه یو ر  را افزایش داده  شهیشدن ر  لیطو  ،کرده  کیتحر  زا  شهیر
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et al., 2017 ) س ی از ارقام س یدر ررخ ییزاشه یراع  رهبود پاسخ ر نولی گزارش شده رود که فلوروگلوس نیاز ا  ش ی. پایما کرده است  

ها  طویل شده ره در این پژوهش ساقه  .(Zimmerman, 1984) ندارد    ریتأث  چیه  ایارقام مضر است    ریسا   اما ررا  شود،یم

 IBAمنتمل شدند. را افزایش غلظت هورمون    NAAگرم رر ییتر  میلی  5/0و    IBAها  مختلف  را غلظت  ½MSمحیط کشت  

زایی  رر رو  ریشه  IBAزایی ارقام متعدد سیس ان ام شده تاثیرگذار   زایی کاهش یافت در مطایعاتی که رر رو  ریشهدرصد ریشه

گرم رر ییتر کاهش یافت میلی  1تا    IBAرا افزایش غلظت    MSزایی در سیس در محیط  ره روشنی نشان داده شده است. درصد ریشه

(Avestan et al., 2018 )    .زایی شامل یک مرحله کوتاه ایما  ریشه )حداکثر یک ریشهکه را نتایج مطایعه حاضر مطارمت دارد

شود،  اغلس در مرحله ایما  ریشه استفاده می  IBAتر طویل شدن ریشه )چند هفته( است.  هفته( و ره دنبال آن یک مرحله طولانی

  . (Dobránszki & da Silva, 2010)شود  یا یک محیط ردون اکسین در فاز افزایش طول ریشه استفاده می NAA کهحاییدر

  رهعنوان  توانندراشد. ترکیبات فنلی میمشتمات فلوریدزین می  ترکیبات فنلی از  جزء  3O6H6Cا  است را فرمول  فلوروگلوسینول ماده

  افزایش   ره  من ر  راشد و این مورد  پراکسیدازاسیداستیکاکسیداز و یا ایندول اسیداستیکآنزیی ایندول  ررا   جایگزین  یک سورسترا 

فلوروگلوسینول نمو ریشه، طویل  .  (Kishore et al., 2006)شود    ریشهزایی  افزایش  نتی ه  اسید و دراستیکایندول  هورمون  درونی

کارررد ( تحریک می کند. Londe et al., 2017( و موز )Pérez et al., 2016شدن ریشه و ایما  ریشه ها  جدید را در پاپایا )

درصد شد. این کاهش از    73/77درصد ره    100زایی سیس توسرم از  زایی راع  کاهش درصد ریشهفلوروگلوسینول در محیط ریشه

دار نبود. حضور تیمار فلوروگلوسینول راع  رالا رفتن میانگین تعداد ریشه در هر ریزنمونه شد. در پژوهشی که رر نظر آمار  معنی

 Alizadeh)زایی شد  گرم رر ییتر راع  افزایش درصدریشهمیلی  250رو  زیتون ان ام گرفت تیمار اکسین رعلاوه فلوروگلوسینول  

et al., 2018 )دیگر تأثیر فلوروگلوسینول رر هشت رقی سیس مورد رررسی قرار گرفت نتایج نشان داد این ترکیس تنها . در مطایعه  

نتایج   .(Kishore et al., 2006)کنندگی داشته و رر رمیه ارقام یا موثرنبوده و یا خاصیت رازدارندگی داشت رر یک رقی اثر تحریک

ها  شایگ گیاه سیس مبتلا نبودند  کدام از ویرو نشان داد که گیاهان حاصل از کشت مریستی ره هیچ  RT-PCRمویکویی حاصل از  

 ا گسترده  طور ره  نیز  RT-PCR  کمک  ره    آیودگی راشد مشاهده نشد. سن شدهندهو طی سن ش مویکویی هیچ راند  که نشان

مطایعات استفاده   .(Menzel et al., 2002)  گرفته است   قرار  استفاده  مورد  میوه  درختان  دیگر  و  سیس ها ویرو   تشخیص  ررا 

 ;Wang et al., 2016; Vivek & Modgil, 2018)     اندها نشان دادهمتر  را ررا  حذ  ویرو ها  چند میلیاز مریستی

Kazemi et al., 2019)  .دست آمده در این پژوهش همخوانی داشت. نتایج حاصل از این مطایعات را نتایج ره 

رو  دهد از اینمریستی ره دییل تمایز نیافتن دست ات آوند  و غلظت رالا  اکسین اجازه تکثیر ویرو  را نمی :  گیرینتیجه

  روش  را  مادر   گیاهان  اوییه  رررسی  منظور دستیاری ره گیاهان عار  از ویرو  استفاده شد.در این مطایعه از روش کشت مریستی ره

  ASPVو    ACSLV  ،ASGV  ،ApMV  ها ویرو   ره  رررسی   مورد  مادر   ها نمونه  تمام  داد  نشان  RT-PCR  مویکویی

 RT-PCR  روش ها  گیاهی حاصل از کشت مریستی آیودگی ویروسی وجود نداشت وکه در هیچکدام از نمونهحاییرودند در  آیوده

مؤثر در رهبود    سیرا دو ترک  نولیو فلوروگلوس  نیپکت  توانیم   ج،یرا در نظر گرفتن نتارود.    ررخوردار  ویرو   ردیاری  جهت  کافی  دقت  از

مر  ییزاشاخه فلوروگلوس  سیس  ستییدر کشت  اگرچه  گرفت.  نظر  افزا  نولیدر  ر  شیموجس  درصد   شهیتعداد  اما  شد،  هر ساقه  در 

 قارل مشاهده است.  ییزاو اثر مثبت آن عمدتاً در شاخه  دهره صورت دوگانه رو   ییزاشهینمش آن در ر  نیرا کاهش داد؛ رناررا  ییزاشهیر
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