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‌چکیده
 (،.Citrus aurantifolia L) یموترشاز کشت بافت و انتقال ژن ل ناشی ۀیشبدون ر یها نجات شاخساره برای ،ex vitroیوند پ یق،تحق این در

 کشت محیط از استفاده پیوندی و هایگیاهچه نگهداری شرایط، پیوند نوع پیوندک، ۀانداز و نوع مانند مختلفی های عامل یرتأثو  انجام

 محیطی شرایط در پیچی، پارافیلم متداول روش از استفاده با بازدهی بهترین ،داد نشان نتایج. شددر اطراف محل پیوند، بررسی  غذایی

 پیوند، موفقیت میزان در پیوندک، محل در غذایی محلول تزریق. آیدمی دست به ترچوبی و تر بزرگ پیوندک هایاندازه با و شده کنترل

 یتموفق یچی،پ یلمبا پاراف یسهدر مقا یوند،آگاردار در محل پ MS ییغذا یطکاربرد مح یبا شاهد نشان نداد. ول داریمعنی تفاوت

مواد  ۀکنند ینو تأم یوندکپ محافظ رطوبت پایه، روی پیوندک ۀدارند نگه عنوان به تواندمی ،داد نشان و برد بالارا  ex vitro یزپیوندیر

 . کندکمک  in vivo یطبه مح یوندکپ یجیتدر یو در سازگار ردهکعمل  یهاول یآن، در روزها ییغذا
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ABSTRACT 

This study was carried out to evaluate factors affecting ex vitro micrografting of sour lime (Citrus aurantifolia L.) 

such as size and type of scions, grafting type, micrografted plantlets conditions and usage of nutrient medium, in 
order to rescue rootless shoots developed form tissue culture or genetically transformed shoots. Our results showed 
that the optimum efficiency was achieved when bigger and woodier scions were used in conventional grafting 
method under controlled environmental conditions. Furthermore, soluble nutrients injected into the micrograft did not 
show significant difference compared with the control.  However, the number of successfully ex vitro micrografted 
explants treated with MS medium containing agar was higher than the parafilm covered micrografted explants. MS 
medium supplemented with agar can act as an additional nutritional source to the micrografted explants during the 
early days of micrografting. Moreover, it gives better anchorage and humidity support for scions and helps with the 
gradual acclimatization of them in in vivo conditions. 
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‌مقدمه

ی مطرح در کشت بافت گیاهی، ها فنیکی از 

کوچکی روی  2پیوندک ،فناست. در این  1ریزپیوندی

شود. از این  یمدار پیوند  یشهر ۀچیاهگبذری و یا  3ۀپای

 Jonard etها ) یماریب بدونبرای تولید گیاهان  روش

al., 1983; Navarro, 1987) های  یماریب، تشخیص

 بررسی، (Tanne et al., 1993)یروسی و شبهویروسی و 

ناسازگاری بین پایه و پیوندک و تأثیر فیزیولوژیکی و 

 ,.Cantos et alشناختی )هیستولوژیکی( پیوند ) بافت

1993; Jonard et al., 1990 ،)ی ها شاخسارهی ساز جوان

 ;Huang & Millikan, 1980تولیدی درختان بالغ )

Mneney & Mantell, 2001; Onay et al., 2004;. 

Pliego-Alfaro & Murashige, 1987 تولید گیاهان ،)

عنوان روشی با و به (Aleza et al., 2009)تتراپلوئید 

ذخایر  برای انتقال و تبادل مواد  یینپا یخطرپذیر

 Mneney)شود  یمگیاهی استفاده  (پلاسمژرم) توارثی

& Mantell, 2001) سودمندی فن. ریزپیوندی در اصل 

یزازدیادی برخی گیاهان است. رو کارآمد برای تکمیل 

شاید بتوان گفت اهمیت اصلی این روش در نجات 

یا  ها جوانه(، Raharjo & Litz, 2005های ناقص ) ینجن

کشت بافت یا انتقال ژن  بایی است که هاشاخساره

 De Pasquale etشوند ) ینمدار  یشهرشده اما  یدتول

al., 1999; Prakash et al., 1999.) 

ی ها شاخسارهی مرکبات ها گونهدر برخی از 

 ویژه بهباززاشده در کشت بافت و انتقال ژن، 

 (استرستنش ) در شرایط گر انتخابهای  یطمح

ها و غیره با چالش  (بیوتیک یآنتپادزیست )، کش علف

این  بیشترشوند. به این صورت که  یمرو  هبقا روب

 & Duttقادر به تولید ریشه نیستند ) ها شاخساره

Grosser, 2010 لیموترش یکی از ها آن(. در بین ،

. (Dutt & Grosser, 2009) است زا یشهر سختگیاهان 

ر ناچاهایی بایستی بچهیاهگبنابراین برای نجات چنین 

. (Dutt et al., 2011)ریزپیوندی استفاده کرد  فناز 

به نیمه گرمسیری  ةدرختان میو ینتر مهملیموترش از 

د. دارد و اهمیت تجاری و جایگاه اقتصادی آی می شمار

                                                                               
1. Micrografting 

2. Scion 

3. Stock 

شدن این  برطرفینۀ درزمی که بتواند ورافناستفاده از 

رسد. کاربردی  یمباشد، ضروری به نظر  مؤثرمشکل 

 کشت طیشرای در وندیپ زیرشدن این هدف با استفاده از 

 یر است.پذ امکان ای یشهشای و برون  یشهش درون

در محیط  طورمعمول بهپیوندهای متداول در باغبانی 

شود، ولی ریزپیوندی  یمانجام  (in vivoای ) درون زنده

( و در in vitroای ) در محیط درون شیشه طورمعمول به

 inگیرد. انجام پیوند در محیط  یمشرایط خاص صورت 

vitro  نسبت بهin vivo  به مهارت و دقت بیشتری نیاز

دارد. زیرا که اندازة پیوندک کوچک بوده و پیوندک و پایه 

هر دو باید در شرایط بسیار سترون باشند و تا مرحلۀ 

 هرکدامحال،  ینبااانتقال به خاک این شرایط حفظ شود. 

های مختلف، نیازها و شرایط  برتری باوجوداز این پیوندها، 

طلبد. حفظ رطوبت، کنترل دقیق دما، نور و  یم راخود 

های اصلی موفقیت ریزپیوندی  اجزاء محیط کشت از عامل

ین، احتمال آلودگی باوجودا. است in vitroدر محیط 

های  یاهچهگمحیط کشت در هنگام پیوندزنی و هدررفت 

پیوندی در مرحلۀ انتقال به خاک و شرایط گلخانه وجود 

، هر دو جزء پیوند، in vivoند که در پیو یدرحالدارد. 

و از محیط  سترونیعنی پیوندک و پایه، در شرایط نا

، نبود in vivoشود. ایراد اصلی پیوند  یمطبیعی تهیه 

های بدون بیماری است. زیرا  یوندکپاطمینان لازم از 

شود، در فضای آزاد و  یممنبعی که پیوندک از آن تهیه 

لی و فیزیولوژیکی طبیعی بوده و وابسته به شرایط فص

دهنده است. در مقابل، افزونش از طریق کشت بافت  گیاه

 ها آنهای سالم و بدون بیماری و حفظ  یوندکپو تولید 

و همیشه  تر مطمئن، تر صرفه به in vitroدر محیط 

است. نوع دیگری از پیوند وجود دارد که  دسترس قابل

ex vitro  ی ها یوندکپشود. در این روش  یمنامیده

هایی که در شرایط  یهپابه  in vitroیدشده در شرایط تول

in vivo  شود ) یمپیوند  اند کردهرشدRaharjo & Litz, 

های هر دو روش پیش را داشته  (. این روش برتری2005

حال بهینه  ینباارا ندارد.  ها آنو بسیاری از ایرادهای 

ن دشوار است. ولی با بهینه شدن ای ex vitroکردن پیوند 

 in vitroتوان بدون نیاز به ریزپیوندی در محیط  یمروش 

ی ها شاخساره ،های آن و درگیر شدن با دشواری

را به شرایط طبیعی و  in vitroیدشده در محیط تول

 منتقل و سازگار کرد. in vivoمحیط 
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ة باززاشدی ها شاخسارهزایی  یشهرسازی و طویل

شواری بنیادین در انتقال دمرکبات در محیط انتخابی دو 

 فنشود بناچار از  یمژن به مرکبات است که باعث 

سازی  ینهبهریزپیوندی استفاده شود. هدف از این تحقیق 

برای لیموترش بود. برای این منظور از دو  ex vitroپیوند 

نوع ریزنمونۀ میانگرة تولیدی از ریزازدیادی و 

یی لهه )اپیی تولیدی از باززایی محور بالاها شاخساره

پیوندک استفاده  عنوان بهی مختلف ها اندازه، با 1کوتیل(

شد. همچنین برای کوتاه کردن فرایند، افزون بر محیط 

کار رفت. در برخی  ة اتاقک رشد، گلخانه نیز بهشد کنترل

ها به اهمیت تیمارهای غذایی در میزان موفقیت  از منبع

 ,Pathirana & McKenzieاست ) شده  اشارهریزپیوندی 

2005; Rafail & Mosleh, 2010کاربرد  ،(. در این تحقیق

عاملی برای  عنوان بهمایع و آگاردار،  MSمحیط غذایی 

بررسی شد که  ex vitroبالا بردن موفقیت ریزپیوندی 

آگاردار، در شرایط  MSاستفاده از محیط غذایی  حال تابه

گزارش نشده است. محیط  (ex vitroای ) برون شیشه

ة پیوندک روی پایه، دارند نگه عنوان بهغذایی آگاردار، 

یی آن در مواد غذاکنندة  ینتأممحافظ رطوبت پیوندک، 

روزهای اولیه و کمک به سازگاری تدریجی پیوندک، به 

و  2انتهایی ex vitro، در انواع پیوندهای in vivoمحیط 

 بررسی شد. 3جانبی

 

‌ها‌روشمواد‌و‌
 ریزنمونه ۀن بذر لیموترش و تهیکردترون س

از  ریزنمونه ۀضدعفونی مناسب بذرها، برای تهی

ای دارد. ، اهمیت ویژهin vitroها در محیط لهادان

شد.  ی آور گردجهرم  ۀبذرهای لیموترش از منطق

دقیقه  دهصورت بود که حدود  ، بدینها آنضدعفونی 

در وایتکس تجاری )حاوی محلول هیهوکلریت سدیم 

 قرارگرفته Tween-20اضافه چند قطره  درصد(، به 5/5

بار  آرامی تکان داده شدند. سهس پس از یک و به

، درصد70شستشو با آب مقطر سترون، توسط اتانول 

یت درنهادوباره به مدت یک دقیقه ضدعفونی شدند. 

ستشو شده و روی کاغذ با آب مقطر سترون سه بار ش

                                                                               
1. Epicotyl 

2. Cleft grafting 

3. Side grafting 

 شمارشده به  واتمن، خشک شدند. بذرهای ضدعفونی

عدد در هر پتری دیش کشت شدند تا پس از  8-5

 محور بالای لهههای های بذری، ریزنمونهچهیاهگظهور 

 ,.Mukhtar et al)آیند  دستبه ها آنو میانگره از 

گرم  8به همراه  ½MS ۀ. بذرها در محیط پای(2005

 درصد ساکروز قرار داده شدند. 2آگار و در لیتر 

 

میانگره برای افزونش و  یها زنمونهیزایی از رشاخه یالقا

 یادیزازدیر

کار رفت و  همیانگره برای ریزازدیادی ب ۀریزنمون

 8با  MS ۀها در محیط کشت پایشاخساره افزونش

درصد ساکروز، به همراه هورمون  3گرم در لیتر آگار و 

BAP
گرم بر لیتر انجام شد.  یلیم 2در غلظت  4

و  افزونشبرای  طورمعمول بهتنها  BAPاستفاده از 

 ,.Mojtahedi et al)یزازدیادی مرکبات معمول است ر

ها، پس از گذشت  . برای طویل سازی شاخساره(2008

گرم  یلیم 1/0، دارای MSدر محیط  ها نمونهدو هفته، 

GA3گرم در لیتر  یلیم 1و  BAPبر لیتر 
واکشت ، 5

ی جدید دوباره میانگره تهیه و ها شاخسارهشدند. از 

شدند. این  ی جدیدتر با همین روش تولید ها شاخساره

شده و تداوم  ها شاخسارهروش باعث تولید مداوم 

 کرد.  ریزازدیادی لیموترش را تضمین 

 ،محور بالای لههزایی و تولید جوانه از برای القاء شاخه

 5/0به همراه  BAPگرم در لیتر  یلیم 3ترکیب هورمونی 

با  BAPکار برده شد. ترکیب  به NAAگرم در لیتر  یلیم

NAA  است کاررفته بهدر انتقال ژن به مرکبات 

(Marques et al., 2011; Tallón et al., 2013 .) 

 

 ها شاخسارهپیوندک از  ۀتهی

یزپیوندک از دو نوع شاخساره ردر این تحقیق دو نوع 

از  تولیدیی ها شاخسارهشد.  بررسی ex vitroبرای 

تر بودند و از  یچوبکه تنومندتر و  ها میانگره

( و در مقابل a-1)شکل  بودند آمده دست بهریزازدیادی 

که آبدارتر و  محور بالای لههی باززاشده از ها شاخساره

، ها شاخساره(. این نوع b-1تر بودند )شکل  یفلط

  شوند. یمدر فرایند انتقال ژن استفاده  طورمعمول به

                                                                               
4. Benzylaminopurine 

5. Gibberellic acid 
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 پایه عنوان بهل های دانساز آماده

یاخاک گبذرهای لیموترش در مخلوطی از خاک، پرلیت و 

متری در گلدان  یسانت 2-1( سترون، در عمق 1:1:1)

نوع آزمایش در گلخانه یا  برحسب ها گلدانکشت شدند. 

ر آبیاری با اتاقک رشد قرار داده شدند و هر سه روز یک

برگی  5-3و در مرحلۀ  ها لهادانشدند. پس از ظهور 

 استفاده شدند.  ex vitroپایه برای پیوند  عنوان به

 in vivoبه محیط  in vitroها از محیط  یوندکپچون 

شدند، افزون بر تنش ناشی از پیوند،  یممنتقل 

گرفتند.  یمنیز قرار  in vivoی محیطی فشارها تحت

ها  یشآزمابا پارافیلم، در همۀ  بربستن بنابراین افزون

پوشش شفافی روی گیاه پیوندشده بود و این درپوش 

 داشته نگهشفاف هر روز با پاشش )اسهری( آب، مرطوب 

 شد.  

 

 ex vitroو تیمارهای پیوند  ها روش

میزان موفقیت در  بالا بردنچندین آزمایش برای 

لیموترش انجام شد، که به ترتیب  ex vitroپیوند 

 آورده شده است.

 

پیوندک بر میزان موفقیت پیوند  ۀانداز ریتأثبررسی 

ex vitro در شرایط گلخانه 

ی باززاشده از ها شاخسارههای این آزمایش از  یوندکپ

در دو گروه،   ها آنتهیه شدند. طول  محور بالای لهه

، در نظر متر یلیم 11-15متر و بین  یلیم 5-10بین 

برای جلوگیری از تبخیر،  ها برگ همۀگرفته شد. 

برش  Vبه شکل  ها آن زیرینحذف شدند و قسمت 

محلول غذایی  رونتا زمان پیوند د ها نمونهداده شد. 

MS  قرار داده شدند، تا از تبخیر و آسیب رسیدن به

برگی که قطر  3-5ی هالهادانجلوگیری شود.  ها آن

 ex vitroند، برای پیوند داشتمتر  یلیم 5/1-2حدود 

برگ همراه  3-2انتهایی به همراه  ۀانتخاب شدند. جوان

افقی با تیغ حذف و یک شکاف متناسب  صورت بهآن 

ها  یهپاعمودی روی  طور بهشکل پیوندک،  Vبا طول 

 3-4از سطح خاک حدود  ها یهپاایجاد شد. ارتفاع 

 ارگرفتهقرشکاف  ونی درآرام بهبود. پیوندک  متر یسانت

طول محل پیوند بسته شد  همۀنوار پارافیلم  ابو 

(. گیاهان پیوندی در شرایط گلخانه در c-1)شکل 

که نور  یطور بهشدند،  سایه و با رطوبت بالا قرار داده 

 نتابد.  ها آنمستقیم خورشید بر 

 

 در محل پیوند MSبررسی تأثیر تزریق محلول غذایی 

در این آزمایش سعی شد، تا تأثیر محلول غذایی در محل 

پیوند بررسی شود. چون پیوندک تولیدی از ریزازدیادی 

شد، فرض بر این  یمتهیه  in vitroمیانگره از محیط 

یوندک پکه ارتباط بین پایه و  گذاشته شد، تا هنگامی

برقرار شود، ارائۀ محلول غذایی در محل پیوندک باعث 

و حفظ آب و مواد غذایی پیوندک خواهد  کم کردن تنش

های قوی تولیدی از  یوندکپشد. به همین خاطر از 

متر استفاده شد.  یلیم 11-15ریزازدیادی با اندازة بین 

همانند آزمایش پیش، پیوند از نوع انتهایی بوده و توسط 

ی گیاهی به دو قسمت ها نمونهنوار پارافیلم بسته شد. 

شاهد و برای دیگر محلول  عنوان بهشده و شماری  یمتقس

یراز غ بهانسولین تزریق شد.  سرنگ، توسط MSغذایی 

تیمار تزریق محلول غذایی، شرایط محیطی و نگهداری 

برای هر دو گروه برابر بود. محلول غذایی هر دو روز 

شد.  یمبار به مدت دو هفته در محل پیوند تزریق  یک

مانند مواد ت دق دهندة محلول غذایی به یلتشکمواد 

بود با این تفاوت که  in vitroدر  شده استفاده MSغذایی 

 بدون آگار و هورمون بود.

 

 ی گیاهان پیوندی دار نگهبررسی اثر نوع پیوندک و محل 

شرایط نگهداری "دو عامل  تأثیردر این آزمایش 

 صورت بهبا هم  "نوع پیوندک"و  "گیاهان پیوندی

ظ شرایط نگهداری، بررسی شد. از لحا 2×2فاکتوریل 

ای بین گلخانه و اتاقک رشد انجام شد. تا بتوان  یسهمقا

تصمیم بهتری در انتخاب محل نگهداری گیاهان 

پیوندی با توجه به نتایج آزمایش گرفت. گیاهان 

درجه، و  22±2در شرایط دمای مستقر در اتاقک رشد 

µE m و با شدت نور  90±5رطوبت نسبی 
-2

 s
و  40 1-

ساعت  8ساعت روشنایی و  16رژیم نوری  در شرایط

تاریکی قرار گرفتند. برای عامل دوم دو نوع پیوندک 

ی ها شاخساره"و  "ریزازدیادی میانگره"از  تولیدی

 11-15بین  ةبا انداز "محور بالای لههباززاشده از 

متر در نظر گرفته شد. نوع پیوند انتهایی بود و  یلیم

 شد. محل پیوند توسط پارافیلم بسته
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ی ها شاخساره( b ،ی تولیدی از ریزنمونۀ میانگره )ریزازدیادی(ها شاخساره (ex vitro  :aهای مختلف ریزپیوندی  . مرحله1شکل 

 ،آگاردار MS( پوشاندن محل پیوند با محیط کشت d ،پیوند توسط پارافیلم( بستن محل c ،محور بالای لههباززاشده از ریزنمونۀ 

e پیوند انتهایی با استفاده از محیط کشت )MS آگاردار پس از گذشت دو هفته، f پیوند مجاورتی با استفاده از محیط کشت )MS 

( تشکیل ناقص i ،( برش عرضی مقطع پیوندh ،( پیوند موفق با تشکیل پینه بین پیوندک و پایهg ،آگاردار پس از گذشت دو هفته

 .است  مشخصاست. قسمت بدون پینه با دو فلش  شده مشخصپینه در پیوند جانبی که با فلش 

Figure 1. Different stages of ex vitro micrografting: a) shoot from internodes explant (micropropagation), b) shoot 

regeneration from epicotyl explant, c) graft wrapping with parafilm, d) graft covering with agar MS medium, e) cleft 

grafting by using agar MS medium after 2 weeks, f) side grafting by using agar MS medium after 2 weeks, g) 

successful graft by callus formation between scion and rootstock, h) cross-section of the graft union, i) partial callus 

(single arrow) and no callus (double arrow) formation on the side grafting. 

 

محیط غذایی آگاردار بر میزان موفقیت  تأثیربررسی 

 ریزپیوندی

مشخص شد که  نیپیشهای  یشآزمادر حین اجرای 

 محور بالای لههاز باززایی  تولیدیهای  یوندکپچون 

در هنگام پارافیلم پیچی  غلباتر و آبدار بودند.  یفضع

رفتند. به همین خاطر  یمشده و از بین  آسیبدچار 

آگاردار  MSآزمایشی طراحی شد که از محیط غذایی 

 ةکنند ینتأمیوند و همچنین محل پ ةدارند نگه عنوان به

آب و مواد غذایی برای پیوندک استفاده شود و 

(. d-1)شکل  ای با روش پارافیلم پیچی انجام شود یسهمقا

این آزمایش در اتاقک رشد انجام شد و شرایط 

بود. برای جلوگیری از  پیشنگهداری همانند آزمایش 

چند قطره  هرروز، آگاردارخشک شدن محیط غذایی 

در محل پیوند و روی محیط کشت، اضافه  MSمحلول 

از  تولیدیای  شاخساره های هها از قطع یوندکپشد.  یم

 11-15بین  ةو با انداز محور بالای لههباززایی 

و  7، 6آمد. مقدار آگار در سه سطح  به دستمتر  یلیم

 گرم در لیتر استفاده شد. 8

، غذایی آگاردار محیطبا استفاده از روش در ادامه، 

آزمایشی برای مقایسۀ دو نوع پیوند مجاورتی و انتهایی، با 

متر و بین  یلیم 5-10ی مختلف پیوندک )بین ها اندازه

 انجام شد.  2×2متر( در قالب فاکتوریل  یلیم 15-11

a 

d 

c b 

f e 

g h i 

a 



 ... لیموترش گیاه در ex vitro ریزپیوند موفقیت بر مؤثر های عامل و همکاران: وندسهیلی 510

 

 محاسبات آماری 

 ۀنتایج پس از گذشت سه هفته و پس از رشد اولی

برداری شد. هر آزمایش در سه تکرار  یادداشت ها جوانه

. نتایج داشت ex vitroپیوند  12انجام شد و هر تکرار 

  محاسبهدرصد  برحسبپیوندهای موفق  شمار برحسب

 ۀ. مقایسشد تجزیه SASآماری  افزار نرمو توسط 

و  5دار  یمعنها توسط روش دانکن و در سطح  یانگینم

 درصد انجام شد.  1

 

‌حثنتایج‌و‌ب
پیوندک بر میزان موفقیت پیوند  ۀانداز ریتأثبررسی 

ex vitro در شرایط گلخانه 

پیوندک بر میزان موفقیت پیوند  ةانداز ،نتایج نشان داد

داری دارد  یمعنمثبت و  تأثیردرصد  5در سطح 

 11-15 ةهای با انداز یوندکپ(. موفقیت 2)شکل

یوندهایی با پکه  یدرحالدرصد بود.  6/30متر  یلیم

متر تنها در حدود  یلیم 5-10 ةهای با انداز یوندکپ

پیوندک،  ةدرصد زنده مانده و رشد کردند. انداز 6/5

 Suarez et) دای دار یژهوعامل مهمی است که اهمیت 

al., 2005مستقیمی با میزان  ۀپیوندک، رابط ة(. انداز

احتمال  تر بزرگهای  یوندکپموفقیت داشت و 

های بین  یوندکپکه  یطور بهری داشتند. موفقیت بیشت

 وشد  یمی با پارافیلم بسته سخت بهمتر  یلیم 10-5

شد. شاید علت  یم، پس از گذشت یک روز سیاه بیشتر

ها بود که با فشار کمی  یوندکپآن در ضعیف بودن 

است که  یادآوریبه رفت. لازم  یمو از بین  شده له

 محور بالای لهه از تولیدیی ها شاخسارهها از  یوندکپ

ی ها نمونهبودند.  آبدارترساختار لطیف و  ازلحاظبوده و 

ی چوبی بیشتری داشته و این ها بافت ۀ، توسعتر بزرگ

شد. دلیل دیگر شاید این  یم ها آنامر، باعث استحکام 

، قابلیت تحمل بیشتری تر بزرگهای  یوندکپباشد که 

ی ناشی از آن داشتند. ها تنشنسبت به تغییر محیط و 

پیوندک  ةبا افزایش انداز Pistacia veraدر گیاه پسته 

 Onay) رفته استداری بالا  یمعن طور بهاحتمال موفقیت 

et al., 2004 احتمال دارد، دلیل اصلی آن این باشد .)

پیوندک و پایه  (کامبیومیزایندة ) ۀی لایها یاختهکه 

 ,.Singh et al) در تماس باشند باهمتوانند  یمبهتر 

های گلابی  یوندکپدیگری،  نتایج بررسی. در (2008

 37متر موفقیت کمتری ) یسانت 5/0دارای طول زیر 

درصد( و  83) 5/3های با اندازة  یوندکپدرصد( نسبت به 

 .(Hassanen, 2013) اندداشتهدرصد( 80متر ) یسانت 4

 

 در محل پیوند MSبررسی تأثیر تزریق محلول غذایی 

داری بین تزریق محلول  یمعندر این تحقیق تفاوت 

ی شاهد بدون ها نمونهدر اطراف پیوند با  MSغذایی 

(. درصد موفقیت در هر 3)شکل  شدتزریق مشاهده ن

 1/36و  9/38دو گروه نزدیک هم بوده و به ترتیب 

شده و شاهد بود. میزان  یقتزری ها نمونهدرصد برای 

ها با پیوند موفق در هر دو گروه  یاهچهگرشد و شادابی 

  برابر بودند. باهم

تزریق محلول مغذی در ریزپیوندهایی که با 

 هدررفتبود و  دشواربودند قدری  شده بستهپارافیلم 

در اختیار قرار دادن  ها . در برخی از منبعی داشتزیاد

ه یر مثبتی بر میزان موفقیت آن داشتتأثمحیط کشت، 

با محلول  شده اشباعل ورمیکولیت مثا طور به. است

 شده  دادهغذایی که انگورهای پیوندی در آن قرار 

یر مثبتی داشته است تأثبودند، در میزان موفقیت 

(Pathirana & McKenzie, 2005.) 

 

 
 (α=0.05گلخانه ) یطدر شرا ex vitro یوندپ یتموفق یزانبر م یوندکپ ةانداز یر. تأث2 شکل

Figure 2. Effect of scion size on the success rate of ex vitro micrograft in greenhouse (α=0.05) 
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 در محل پیوند MS. تأثیر تزریق محلول غذایی 3شکل 

Figure 3. Effect of nutrient solution injection in graft zone 

 

ی گیاهان دار نگهنوع پیوندک و محل  تأثیربررسی 

 پیوندی 

وجود اثر متقابل بین نوع پیوندک و محل  بررسیبرای 

شده   یطراحی گیاهان پیوندی این آزمایش دار نگه

داری بین اثر  یمعنتفاوت  ،نشان داد ها داده تجزیۀبود. 

ها فارغ که در بین ریزنمونه یدرحالمتقابل وجود ندارد. 

داری در  یمعن، اختلاف بسیار ها آناز مکان پیوندزنی 

که  یطور به(. 1درصد مشاهده شد )جدول  1سطح 

درصد( در  4/44ریزازدیادی ) تولیدی ازهای  یوندکپ

محور بالای باززایی از  تولیدی ازهای  یوندکپمقابل 

تند. همچنین درصد(، موفقیت بیشتری داش 4/19) لهه

درصد بین محل  1داری در سطح  یمعنتفاوت بسیار 

درصد( و گلخانه  1/43نگهداری در اتاقک رشد )

 درصد( وجود داشت. 8/20)

داری بر  یمعنیر تأثی گیاهان پیوندی دار نگهشرایط 

اتاقک  کنترل قابلمیزان موفقیت پیوندها داشت. شرایط 

یی و تاریکی دما، رطوبت نسبی، مدت روشنا ازلحاظرشد 

ها، اثر مستقیم و  یماریبو حتی مدیریت و مهار آفات و 

ة دهند نشانپیوندها داشت. این عامل مهم،  برمثبتی 

به شرایط محیطی است  ex vitroحساسیت بالای پیوند 

 کنترل قابلهای دمایی و رطوبتی کم و  که باید نوسان

. با توجه به نتیجۀ (Dutt et al., 2009)داشته باشد 

در اتاقک رشد  ex vitroشود پیوند  یمتحقیق، توصیه 

 تر کوتاهکه پیوند در گلخانه باعث  هرچندانجام شود. 

شود. همچنین اختلاف  یمشدن مسیر سازگاری گیاه 

داری بین دو نوع پیوندک وجود داشت.  یمعنبسیار 

ی باززاشده از اپی ها شاخسارههای تولیدی از  یوندکپ

یل داشتن آب بیشتر و تردتر بودن، در مقابل به دلوتیل، ک

تر آب خود را  یعسرشرایط گلخانه، بسیار حساس بوده و 

های  یوندکپرفتند. در مقابل  یمو از بین  داده  دست از

 تر مقاومتر و  یچوبتر،  یقوتولیدی از ریزازدیادی میانگرة 

ی و اتاقک رشد موفقیت ا گلخانهبوده و در شرایط 

ة این است که اگر دهند نشانیشتری داشتند. این نتیجه ب

سازی و ترکیب هورمونی  یلطورا با  ها شاخسارهبتوان 

 طور بهتر کرد، میزان موفقیت  یچوبتر و  یقومناسب، 

 چشمگیری بالا خواهد رفت.
 

 ex vitroی گیاهان پیوندی در پیوند دار نگه. تأثیر نوع پیوندک و محل 1جدول 
Table 1. Effects of scion types and incubation places of micrografted plants on the success rate of  

ex vitro micrografting 

Successful grafts (%) Treatments 
44.4 a** Scion derived from micropropagation 
19.4  b   Scion derived from regeneration 
43.1 a** Grafting in growth room 
20.8 b   Grafting in greenhouse 

27.8 ns      Scion (micropropagation) / in greenhouse 
61.1 ns    Scion (regeneration) / in growth room 
13.9 ns   Scion (micropropagation) / in greenhouse 
25.0 ns   Scion (regeneration) / in growth room 

 Significant at 0.01probability level, ns: non-significant :**.         دار: بدون اختلاف معنیns(، α=0.01**: اختلاف در سطح )
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محیط غذایی آگاردار بر میزان موفقیت  تأثیر ۀمقایس

 ریزپیوندی

ی ها غلظتبا  MS، از محیط غذایی بررسیدر این 

مختلف آگار، در محل پیوند، استفاده شد. نتایج اولیه 

گرم در لیتر آگار،  6محیط کشت حاوی  ،نشان داد

بهترین حالت برای قرار دادن آسان محیط کشت، در 

اطراف محل پیوند است. زیرا هم انسجام کافی و هم 

. محیط داشتانعطاف لازم برای پوشش محل پیوند 

یل سفتی و به دلهای با غلظت بالای آگار، کشت

شکنندگی، قادر به قرارگیری در محل پیوند نبودند. 

با  MSنشده است(. بنابراین محیط کشت  بیان ها داده)

تیمارها استفاده شد.  همۀگرم در لیتر آگار برای  6

درصد( در مقایسه با  7/41میزان موفقیت این تیمار )

درصد(، در  7/16بستن پارافیلم دور محل پیوند )

  (.4دار بود )شکل  یمعندرصد  5سطح 

ة اتاقک رشد، که شد کنترلاین بررسی در شرایط 

است، صورت گرفته بود.  in vitroیک به شرایط نزد

توان علت اصلی را، در حفظ رطوبت پیوندک و  یم

، به in vivoسازگاری تدریجی آن، به شرایط محیط 

کمک محیط کشت آگاردار دانست. وجود آگار، باعث 

انسجام محیط غذایی و در دسترس قرار دادن تدریجی 

افزون بر  شود.مواد و کم کردن شدت تنش محیطی می

ای نازک در این، پس از خشک شدن آن، ایجاد لایه

اطراف محل پیوند شده و باعث نگهداری و محافظت آن 

(. نکتۀ دیگر در این آزمایش این بود e-1)شکل  شودیم

اعمال شرایط سترون، آلودگی محیط کشت  باوجودکه 

ها از نوع پوده رست )ساپروفیت(  یآلودگدهد. این  رخ می

 کرد. ینمبرای گیاه بیماری ایجاد بوده و 

برای تشکیل پینۀ )کالوس( قوی در محل پیوند 

بایستی رطوبت آن تا هنگام ترمیم کامل از دست نرود 

(Hussain et al., 2014 از مواد گوناگونی برای حفظ .)

مثال از  طور بهشود.  یمرطوبت محل پیوند استفاده 

  محلول غذایی آگاردار، در پیوند سیب و گلابی در
in vitro نشان  آمده دست بهاست. نتایج  شده  استفاده

داد، اضافه کردن محیط کشت آگاردار در محل پیوند 

داری در میزان موفقیت دارند. این  یمعنیر بسیار تأث

درصد، در  60درصد و در گلابی  70میزان در سیب 

درصد بوده است  10دون پوشش غذایی مقابل شاهد ب

(Rafail & Mosleh, 2010 ولی در تحقیق دیگری .)

 استفاده از این  Protea cynaroidesروی گیاه 

  ه استداری بر میزان موفقیت نداشت یمعنیر تأثروش 

(Wu et al., 2007) . 

 

 
 ex vitro (α=0.05)آگاردار در مقابل پارافیلم پیچی بر میزان موفقیت پیوند  MS. تأثیر محیط غذایی 4شکل 

Figure 4. Effect of MS medium supplamented with agar compared with wrapping with parafilm on the success rate of 
ex vitro micrografting 

 
 آگاردار در محل پیوند( MS)با استفاده از محیط غذایی  ex vitroیت پیوند تأثیر اندازة پیوندک و نوع پیوند در موفق .2جدول 

Table 2. Effect of scion size and grafting type on the success of ex vitro micrgrafting (Graft zone was treated with MS 
medium supplemented with agar) 

Successful grafts (%) Treatments 
31.9 ns   Scion size 11-15 mm 
26.4 ns   Scion size 5-10 mm 
51.4 a** Cleft grafting 
6.9 b     Side grafting 
11.1 ns   Scion size 11-15 mm / side grafting 
52.8 ns   Scion size 11-15 mm / cleft grafting 

2.8 ns Scion size 5-10 mm / side grafting 
50 ns Scion size 5-10 mm / cleft grafting 

 .Significant at 0.01probability level, ns: non-significant :**              دار.: بدون اختلاف معنیns(، α=0.01**: اختلاف در سطح )
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حاوی آگار،  MSتیمار محل پیوند با محیط غذایی 

جای بستن با پارافیلم، چنین امیدی را داد که بتوان  به

های کوچک و نرم را که با پارافیلم آسیب  یوندکپ

ی تحت کنترل، بر in vivoبینند، در محیط  یم

های بذری پیوند زد. در این آزمایش هر دو اندازة  یهپا

متر،  یلیم 11-15متر و بین  یلیم 5-10پیوندک بین 

با دو نوع پیوند انتهایی و جانبی با روش  در ترکیب

(. نتایج 2محیط غذایی آگاردار بررسی شد )جدول 

ی مختلف با استفاده از روش ها اندازهنشان داد، در بین 

داری وجود ندارد.  یمعنمحیط کشت آگاردار تفاوت 

درصد  9/31متر حدود  یلیم 5-10هایی با اندازة  یوندکپ

 4/26متر حدود  یلیم 11-15هایی با اندازة  یوندکپو 

درصد، پیوند موفق داشتند. نتایج این روش نشان 

کوچک را نیز  نسبت های به یوندکپتوان  یمدهد،  یم

های بزرگ با استفاده از محیط کشت  یوندکپهمانند 

  شده کنترلهای بذری در شرایط  یهپاآگاردار روی 

in vivo  یوند انتهایی پ دو نوعپیوند کرد. در مقایسۀ بین

درصد موفقیت،  9/6درصد و پیوند جانبی با  4/51با 

درصد مشاهده شد. تجزیۀ  1دار در سطح  یمعناختلاف 

 داری نشان نداد.  یمعناثر متقابل، اختلاف 

توان از محیط غذایی حاوی  یم ،نتایج نشان داد

های کوچک نیز استفاده کرد. در  یوندکپآگار، برای 

مشخص شد که  ،انبی و انتهایینوع پیوند ج ۀمقایس

در . ددار شایان پذیرشیپیوند انتهایی موفقیت  تنها

نشان داد، در پیوند جانبی، تا  ها مشاهدهاین بررسی 

که محیط کشت اطراف پیوند مرطوب بود،  هنگامی

ی ها جوانهماند. حتی در برخی موارد  یمپیوندک زنده 

ولی  .(f-1کرد )شکل  یمو تولید برگ  شده فعالبرگی، 

با خشک شدن محیط کشت اطراف محل پیوند، 

 ۀپینشد. در پیوند انتهایی  یمپیوندک نیز خشک 

باعث پیوند بین پیوندک و پایه  کلی بهشده،  تشکیل

( ولی این لایه در پیوند g-1و  h-1شد )شکل  یم

 مجاورتی در برخی نواحی ایجاد شده و ضعیف بود

رسد، پیوند جانبی با  یم(. بنابراین به نظر i-1)شکل 

توان از  یممناسب نبوده و  ex vitroاین روش برای 

 جای آن استفاده کرد. هپیوند انتهایی ب
 

 ی کلیریگ جهینت

با توجه به  نتایج این تحقیق، استفاده از محیط کشت 

MS   ،بر حفظ  افزونحاوی آگار در اطراف محل پیوند

ین رطوبت، شرایطی را برای پیوندک فراهم تأمو 

، از مواد مغذی محیط نخستکند که در روزهای  یم

 تنشکند تا در برابر  یمتغذیه کند. همچنین کمک 

مقاومت بیشتری داشته باشد. این  in vivoشرایط 

در کل، باعث بالا رفتن میزان موفقیت در  ها عامل

 شود. یم ex vitroپیوند 
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