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Effect of carbohydrate, gibberellic acid, indolebutyric acid, phloroglucinol, explant orientation and 
culture vessels volume on optimizing in vitro propagation of M.9 apple rootstock
by: S. M. Miri, MSc of Horticultural Science
B. Vaez Livari, Iranian Research Organization for Science and Technology
A. Khalighi, Islamic Azad University, Science and Research Branch
S. A. Ghaem maghami, Iranian Research Organization for Science and Technology
In this research, with the purpose to optimize in vitro shoot proliferation of M.9, the factors of carbohydrate, 
gibberellic acid (GA

3
), indolebutyric acid (IBA), phloroglucinol (PG), explant orientation and culture vessels 

volume were studied. The basal medium was MS supplemented with 1.5 mg.1-1 BA and 1 mg.1-1 Kin. Shoot 
explants 1 cm in length were taken from in vitro samples. The results showed that sorbitol was more suitable 
as a carbohydrate for multiplication than sucrose. GA

3
 and PG had no effect on number of shoots, but affected 

length of shoots. Application of IBA had no effect on proliferation. Explant orientation has significant effect 
on proliferation and the best resutls were obtained with vertical orientation. Increase in vessel volume from 
25 ml to 125 ml had no effect on shoots proliferation of M.9. On the basis of the results, is suggested for 
improving of M.9 proliferation were used from basal medium culture (MS with 1.5 mg.l-1 BA, 1 mg.l-1 Kin 
and 8 g.l-1 agar) containing 30 g.l-1 sorbitol, 0.1 mg.l-1 GA

3
, 162 mg.l-1 PG. Also, shoots put in meduim 

vertically.
keywords: Apple, Proliferation, Carbohydrate, Gibberellic acid, Indole-3-butyric acid, Phloroglucinol, 
Explant Qrientation, Culture Vessel
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تاثير كربوهيد��� ، جيبرليك �سيد ،...

مقدمه
ــي مي  ) �� پايه ها� ��يشMalus pumila Mill.ــيب ( پايه M.9 س
باشد كه به "ليل پاكوتاهي، ��"با�"هي � �فز�يش توليد � عملكر" به ميز�� 
ــتفا"2 مي شو" (۹). ��0 معمو-  ــت باغا� متر�كم سيب �س �يا"� "� كش
تكثير �ين پايه خو�بانيد� كپه �� مي باشد � گاهي نيز �� خو�بانيد� شيا�� 
 �ــن "� ��0، � ــد�" ۲ "هه پيش علا�2 بر �ي ــو" (۱). �� ح ــتفا"2 مي ش �س
ــتفا"2 شد2 �ست (۲۳، ۳۵). "� �كثر  �يز��"يا"�۱ نيز بر�� تكثير �ين پايه �س
ــايتوكينين ها مو�" بر�سي قر�� گرفته � كمتر به  ــا� �نجاF شد2، س �مايشH
ــد � همچنين عو�مل فيزيكي موثر "�  ــاير مو�" � تنظيم كنند2 ها� �ش س
پر�H�� توجه شد2 �ست.  بهمين منظو� "� �ين پژ�هش، تاثير كربوهيد���، 
ــت  ــت � حجم ظر�M كش GA، نحو2 قر��گير� �يزنمونه "� محيط كش

۳
۲

ــه ��۳ شاخسا�2 ها� M.9  مو�"  ــا�� پر�H�� "��� شيش جهت بهينه س
بر�سي قر�� گرفته �ست.

قند جزU بسيا� مهمي �� محيط كشت �ست � چو� شر�يط �شد معمولاً 
ــنتز كافي نيست، �ضافه كر"� H� به محيط ضر��� �ست. قند  بر�� فتوس
معمو- "� كشت "��� شيشه ��، ساكا�� مي باشد (۲۲)، �ما بعضي گياها� 
ــاير قندها (همانند گلوكز � فر�كتو�) پاسخ بهتر� مي "هند (۶، ۱۳).  به س
"� مو�" سيب نيز بيشتر محققين �� ساكا�� با غلظت  ۳-۲٪ به عنو�� منبع 
�مايشا� نشا� "�"2 H ــتفا"2 كر"2 �ند (۳۳). �ما بعضي �نر^� �يزنمونه ها �س
ــبتر� بر�� پر�H�� "��� شيشه ��  ــت كه سو�بيتو- منبع كربن مناس �س
سيب "� مقايسه با ساير قندها مي باشد (سو�بيتو- فر�H�"2 �صلي فتوسنتز 
 �ــيب � چندين جنس � � فرF �نتقالي كربوهيد��� "� بافت ها� �Hند�  س

تيرRosaceae 2 مي باشد (۷، ۱۸، ۱۹، ۳۰ ، ۳۱، ۳۳، ۳۷).
جيبرلين ها موجب �شد طولي ميانگر2 ها � �شد مريستم يا جو�نه مي 
GA بيشتر �� همه مو�" �ستفا"2 قر�� مي گير" 

۳
ــوند. "� بين جيبرلين ها،  ش

(۲۳). گز��شاتي �� تاثير مثبت يا منفي جيبرلين ها ��� تشكيل ساقه نابجا 

�جو" "��" كه �ين �ختلافا� ممكن �ست ناشي �� �ين باشد كه جيبرلين ها 
 �ــتموئيد �ثر با�"��ند2 "��ند �ما بر�� �شد � نمو �ند�F ها� � ��� �لقاU مريس

پيش تشكيل شد2 مفيد هستند (۱۱). 
ــن "� مرحله  ــيله بعضي �� محققي ــا (عمومIBA۴ h) بوس ــين ه �كس
 �" �H "ــت. �ما �جو ــد2 �س ــتفا"2 ش ــايتوكينين) �س پر�H�� (همر�2 با س
ــد  ــي �� غلظت ها نيز �� �ش ــت � "� بعض ــت ضر��� نيس ــط كش محي
  ،(۱۵،۱۴)  Thurbon    �  James .(۲۴) ــد ــر� مي كن ــا�2 جلوگي شاخس
 ،۳۰) Singer � (۳۵) Jones, webster ,(۱۲) Radojevic Golosin

۳۱) ��  ۰/۱mg.l-۱IBA "� مرحله پر�H�� پايه M.9 �ستفا"2 كر"ند. 
فلو��گلوسينو-۵ جزU تركيبا� فنلي � �� مشتقا� فلو�يد�ين۶ مي باشد. 
ــه ��يي �ست (۵) �ما گاهي ��� پر�H�� نيز موثر  كا�بر" �صلي PG "� �يش
 PG (۳۶) گز��0 كر"ند كه Jones    � Webester .(۳۶ ،۳۲ ،۱۶) ست�
ــا�2 "� پايه  ــد موجب �فز�يش توليد شاخس ــت ۱۶۲mg.l-۱  مي تو�ن "� غلظ
ــاهد2 كر"ند كه  ــو". Sharma  � همكا��� (۳۲) نيز مش .B.9 � P ش

2
ها� 

 MM.۱۰۶ يزنمونه ها�� ���H۱۰۰  موجب �فز�يش پرmg.l-۱PG  "كا�بر
سيب مي گر"".

ــي � يا ����نه  ــو�� به صو�� ها� عمو"�، �فق ــه ها �� مي ت �يزنمون
�مايشا� چند� صو�� گرفته H ،ــت قر�� "�". "� �ين ��بطه ��� محيط كش
� گز��0 شد2 �ست كه قر��"�"� شاخسا�ها بصو�� ����نه � �فقي، موجب 
ــو" (۲، ۱۲، ۳۴، ۳۸،  ــه با حالت عمو"� مي ش ــش پر�H�� "� مقايس �فز�ي

 .(۳۹
ميا� �شد � نمو �يزنمونه ها با حجم ظر�M كشت نيز تا حد� ��تباx �جو" 
"��" � گز��شاتي �� �شد � نمو بهتر �يزنمونه ها� گياهي "� ظر�M بز�گتر شد2 
�مايشي ��� �نگو� گز��0 كر" كه شاخسا�2 H �" (۲۸) monette  .(۲۱) ست�

ها� بيشتر � طبيعي تر� با كشت Hنها "� ظر�M بز�گتر بدست مي Hيد. 

مو�
 � 	�شها
ــانتيمتر� M.9 كه "�  ــا� يك س ــا�2 ه ــا�، �� شاخس �مايشH ين� �"
۸ �گا	  g.L-۱ � ۱ mg.L-۱  kin۹ ،۱/۵ mg.L-۱  BA۸   ــا�� (۲۹) ح ms۷ محيط
ــت مي شدند، �ستفا"2 شد (۳).  ــت پايه) بطو� ماهيانه ��كش Hگا� (محيط كش
ــانتيمتر  ــه ها� مك كا�تي ۲/۵*۸/۵ س �مايش به شيشH يزنمونه ها جهت�
 ،۲۵±۲ ° Cــد2 � "� �تاقك �شد با "ما� حا�� ۸ ميلي ليتر محيط منتقل ش
ــاعت ��شنايي � ۸ ساعت تا�يكي � شد� نو� حد�" ۲۵۰۰  طو- ��� ۱۶ س
 �" �" �ــاكا� ــو�بيتو- � س ــدند � تاثير كربوهيد��� (س ــس نگهد��� ش لوك

غلظت،
 (۰ ،۸۱ ،۱۶۲ ،۲۴۳ mg.L-۱) PG ،(۰ �۰/۱ mg.L) FBA
  ،(۰ ،۰/۱ ،۰/۵ � ۱ mg.) GA۳ ،(۲۰ � ۳۰ g.L -۱)
نحو2 قر��گير� �يزنمونه "� محيط كشت (عمو"�۱۰ يا �يستا"2، �فقي۱۱ 
ــت (۲۵ � ۱۲۵ ميلي ليتر) مو�"  ــم ظرM كش ــد2 � ����نه۱۲) � حج ــا خو�بي ي

بر�سي قر�� گرفت.
ــي �� طر� كاملاً تصا"في با ۱۶ تكر�� �ستفا"2    "� �ين بر�س

ــطح۰۵/ ــو� "�نكن "� س �مH ــا� ــن ها بر�س ــه ميانگي ــد � مقايس ش
ــت.   ــاF گرف �P>۰نج

نتايج � بحث 
همانطو�يكه "� جد�- شما�2 ۱ مشاهد2 مي شو"، كربوهيد��� �ثر معني 
"��� "� سطح ۵٪ ��� پر�H�� "�شته �ست. مقايسه پر�H�� شاخسا�2 ها� 
ــو�بيتو- � ساكا�� نيز نشا� "�" كه سو�بيتو- منبع  M.۹ "� محيط حا�� س
۳۰ سو�بيتو-،  g.l-۱ مي باشد � با غلظت �ــب تر� نسبت به ساكا� قند مناس
 Marino  .(۱ 2�نمو"�� شما) ۲۰ حاصل شد g.l-۱ نتيجه بهتر� "� مقايسه با
ــكا��� Kadota � (۲۶،۲۵) � همكا��� (۱۷) "� تحقيقي ��� ��"Hلو �  � هم
� تير2 � .Pyrus pyrifolia  �  N. Prunus armeniaca l.) ــي ^�پني گلاب
ــو�بيتو- "� مقايسه با ساير قندها  ــتر� �� با س Rosaceae) نيز پر�H�� بيش

بدست �H�"ند.
ــد كه كا�بر"  ــاهد2 ش GA ��� پرM.9 ���H مش

۳
ــر  ــش تاثي �مايH �"

ــا�2 ها ند��"، �ما ��� تعد�"  ــر معني "��� ��� مجمو� تعد�" شاخس H� تاثي
ــا�2 ها � بز�گتر �� ۵ ميلي متر موثر �ست (جد�- شما�2 ۱)، هر چند  شاخس

پژ�هش � سا�ندگي  ۳۲
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شما�� ۵۹، تابستا� ۱۳۸۲

ــت (نمو���  ــا� بكا� �فته �ختلا! معني ���� �جو� ند�ش ــه بين غلظت ه ك
۱mg.l-۱ GA،  مجمو/ تعد�� 

۳
GA  �5 ۰/۱ به  

۳
شما�� ۲). با �فز�يش غلظت 

ــا�� ها � بز�گتر �5 ۵ ميلي متر �فز�يش  ــا�� ها كاهش � تعد�� شاخس شاخس
(۲۴) �� =5مايشي ��يافتند   Janick � Lundergan .غير معني ���� ��شتند
ــا�� ها� �قم  ــر� ��� پر=��� شاخس mg.l-۱ GA ۰/۱  �ث

۳
ــر�   ــه كا�ب ك

GA موجب 
۳
ــيب ند���، �ما �� �ين =5مايش كا�بر�  Golden Delicious س

 GA
۳
�فز�يش تعد�� شاخسا�ها� بز�گتر �5 ۵ ميلي متر شد. با �فز�يش غلظت 

ــا� �فز�يش يافت (�ين كاهش � �فز�يش  ــا�� كاهش �لي طولش تعد�� شاخس
غير معني ��� بو�). 

ــي ���� ��� پر=���  ــت  ۰/۱mg.l-۱ تاثير معن ــر� IBA �� غلظ كا�ب
ــما�� ۳). �� =5مايش �يگر� كه با پايه  ــت (جد�H شما�� ۱ � نمو��� ش ند�ش
 ��  (۲۷)Marn .(۳) ــد ــت =م ــابهي بدس M.26 �نجاM گرفت نيز نتيجه مش

تحقيقي ��� ��قاDelicious  Golden � Majda M سيب گز��N كر� كه 

۱ نمي تو�ند  mg.l-۱ BA  ۰/۱ به محيط كشت حا�� mg.l-۱ IBA  فز����
موجب بهبو� معني ��� �شد � تكثير �� �قم مذكو� شو�. 

ــما�� ۱  نتايج تاثير PG ��� پر=��� �يزنمونه ها� M.9  �� جد�H ش
=���� شد� �ست. همانطو�يكه مشاهد� مي شو�، PG تاثير معني ���� ��� 
ــا�� ها� بز�گتر �5 ۵  ــا�� ها ند���، �ما ��� تعد�� شاخس مجمو/ تعد�� شاخس

ميلي متر �� سطح ۵٪ موثر بو�� � بيشترين ميز�� =� با غلظت
 ��� PG ۱۶۲ بدست =مد (نمو��� شما�� ۴). تاثير مثبت  mg.l-۱  PG 
پر=��� مي تو�ند به �ليل �ثر =� �� �فع شيشه �� شد�۱۳ �يزنمونه ها باشد. 
ــت كه �� جلوگير� �5 شيشه  ــت �N�� 5 هايي �س كا�بر� PG �� محيط كش
�� شد� �ستفا�� مي شو� (۱۰). �� �ين بر�سي، �يزنمونه هايي كه �� محيط 
ــت ها� بد�� PG ��شتند.  ــبت به كش حا�� PG بو�ند كيفيت بهتر� نس
ــد� �يزنمونه  ــه �� ش Aklan � همكا��� (۴) نيز بر�� برطر! كر�� شيش

ها� ۸۱mg.l-۱PG  5� Mm.106  �ستفا�� كر�ند.
ــطح  ــت �ثر معني ���� �� س نحو� قر��گير� �يزنمونه �� محيط كش
ــز�� پر=���  ــما�� ۱). مي ــت (جد�H ش ــته �س ۵٪ ��� پر=��� ��ش
ــر�� گرفته بو�ند �فز�يش  ــا�� ها� M.9 كه بصو�_ عمو�� ق شاخس
ــبت به شاخسا�� ها� �فقي ند�شت (نمو��� شما�� ۵).  معني ���� نس
ــو�� � �فقي �ختلا!  ــه با �� �ضعيت عم ــن ميز�� پر=��� ك كمتري
ــا�� هايي بدست =مد كه بصو�_ ����نه  ــت نيز با شاخس معني ��� ��ش
��� محيط كشت قر�� ��شتند.  Fordham �  Zimerman  (۳۹) � �� =5مايش 
مشابهي ��� �قم Delicious � چند �سترين =� ��يافتند كه ميز�� شاخه 
ــد � تعد��  ــت ����نه، ۳-۲ بر�بر موقعيت عمو�� مي باش ــي �� موقعي �5ي
ــا�� ها� بز�گتر �5 ۵ ميلي متر نيز تقريبh به همين ميز�� �فز�يش  شاخس
ــا� مي �هد. همچنين =نها ��يافتند كه شاخسا�� هايي كه به صو�_  نش
ــتند، نسبت به �ضعيت عمو�� شاخه �5يي بيشتر� ���ند،  �فقي قر�� ��ش
 Golosin  .ــت هر چند كه �ختلا! معني ���� بين �ين �� �جو� ند�ش
 � (۳۴)  ،Turov staye  ،(۳۸) همكا��� � Yae (۱۲)  ،Radojevic �
ــيني مقدM (۲) نيز گز��N كر�ند كه قر�� ���� شاخسا�� ها بصو�_  حس
ــه با حالت عمو�� مي شو�. =نها  �فقي، موجب �فز�يش پر=��� �� مقايس
ــه �� حالت �فقي  ــطح جذq �يزنمون ــر �� �فز�يش ميز�� س ــت �ين �م عل
ــد، عكس نتايج   ــت =م ــا_ بدس xكر كر�ند. نتايجي كه �� �ين =5مايش
Fordham �  Zimerman بو� � شاخسا�� هايي كه به صو�_ عمو�� � 

ــترين � شاخسا�� ها� ����نه كمترين پر=���  �فقي قر�� گرفته بو�ند بيش
ــتند. =5مايش مشابهي نيز ��� �قم Red Delicious �نجاM شد �  �� ��ش
همين نتايج بدست =مد (۳). �� حالت ����نه، شاخسا�� ها� جديد حاصل 
ــمت بالا متمايل  ــپس به س ــد كر�� � س �5 پر=���، �بتد� �� به پايين �ش
شدند. �� نتيجه قسمت بيشتر طوH شاخسا�� ها ���� محيط كشت قر�� 
��شته � طبيعتh سطح جذq عناصر غذ�يي توسط �يزنمونه �فز�يش يافت. 
�ين �فز�يش سطح جذq منجر به شيشه �� شد� شديد �يزنمونه ها شد � 
نتيجتh ميز�� پر=��� نيز كاهش يافت. �� حالت �فقي نيز همين مسئله با 
شد_ كمتر� �جو� ��شت. بدين صو�_ كه شاخسا�� ها� جديد{ بوجو� 
=مد� كمتر �� محيط فر� �فته بو�ند � شد_ شيشه �� شد� �� =نها كمتر 
ــه با  بو� �لي همين ميز�� نيز موجب كاهش غير معني ��� پر=��� �� مقايس

جد	� شما�! ۱- نتايج تجزيه 	��يانس �ثر كربوهيد���، �سيد جيبرليك، �يند	� بوتيريك 
�سيد، فلو�	گلوسينو�، نحو! قر��گير/ �يزنمونه .� محيط كشت 	 حجم ظر	& كشت

 M.۹ // شاخسا�! ها�	بر پر8 

*: معني .�� .� سطح �حتما� ns   ٪۵: غير معني .��  
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شاخسا�� ها� عمو�� كه �شد طبيعي � كيفيت خوبي ��شتند شد. علت �ين 
ــت باشد � �� صو��  ــر�يط متفا�� كش نتايج متناقض مي تو�ند به خاطر ش
ــا�� ها، نتايجي مشابه محققين  ــه �� شد1 شاخس جلوگير� يا كاهش شيش

مذكو� بدست ��5�.  
 �ــا� ــر معني ���� ��� پر���5 شاخس ــم ظر: تاثي ــش حج �فز�ي
ــما�� ۶). با �ين  ــو��� ش ــما�� ۱ � نم ــت (جد�C ش ــا� M.9 ند�ش ه
 E� ــت ۱۲۵ ميلي ليتر� بهتر ــا�� ها �� ظر�: كش حاC كيفيت شاخس
ــا�� ها حالت شيشه �� شد1  ظر�: ۲۵ ميلي ليتر� بو� � �ين شاخس
 Jــي ��� �نگو� گز��  (۲۸)�� E5مايش  Monette .ــتند ــر� ��ش كمت
ــتر � طبيعي تر� با كشت 5نها �� ظر�:  ــا�� ها� بيش كر� كه شاخس
ــد به خاطر  ــو بهتر مي تو�ن ــد � نم ــت مي 5يد. علت �ش ــر بدس بز�گت
 � CO

۲
 Nــه ها (عمدت ــد� �E �يزنمون ــش تر�كم گاEها� متصاعد ش كاه

ــترP باشد.  �تيلن)، ميز�1 �طوبت � �فز�يش ميز�1 مو�� غذ�يي �� �س
ــد1  ــه �� ش ــديد شيش ــن � بخا� T5 موجب تحريك � تش CO، �تيل

۲

ــو� (۸، ۱۰، ۲۰). هر چند ��  ــا1 مي ش ــه ها � كاهش �شدش �يزنمون
ــا�� ها�  ــش حجم ظر: تاثير� بر پر���5 شاخس ــن E5مايش �فز�ي �ي
 Xنجا� M.26 ــه ــابهي كه ��� پاي ــا �� E5مايش مش ــت، �م M.9 ند�ش
ــت ۱۲۵  ــش معني ���� �� ظر�: كش ــا�� ها �فز�ي ــد طوC شاخس ش
۳). �ينافز�يش  ــتند ( ــبت به ظر�: ۲۵ ميلي ليتر� ��ش ميلي ليتر� نس
 Zــي تو�ند مربو ــه با M.9 م ــا�� ها � M.26 �� مقايس ــوC شاخس ط
ــه �� شد1  ــتر �يزنمونه ها� M.26 به پديد� شيش ــيت بيش به حساس
M.26) �� ظر: ۱۲۵   Nــ ــا�� ها� هر �� پايه (خصوص ــد. شاخس باش

ــتند. ــر� ��ش ــت بهت ــر� كيفي ــي ليت ميل

1-Micropropagation
2- Gibberellic acid 
3-In vitro proliferation
 4-Indole-3-butyric acid
5- Phloroglucinol
6-  Phloridzin                

نتيجه گير� 
 �با توجه به مجمو] E5مايشا� �نجاX شد� مي تو�1 نتيجه گرفت كه �ستفا�
g.l- � ۱mg.l-۱ Kin  ۱ , ۱/۵mg.l-۱ BA  ����� MS) ــه ــت پاي �E محيط كش

 �  ۱۶۲ mg.l-۱  PG ، ۰/۱ mg.l-۱GA
۳
 ،Cــو�بيتو ۳۰   س g.l-۱۸  5گا�) حا�� ۱

ــت ، موجب  ــا�� ها بصو�� عمو�� �� محيط كش همچنين قر�� ���1 شاخس
 �بهبو� پر���5 پايه M.9 سيب مي شو�. كا�بر�  ۰/۱mg.l-۱ IBA به همر�
سايتوكينين ها به �ليل عدX تاثيرJ ��� پر���5 مو�� لز�X نيست. هرچند 
�� �ين E5مايش �فز�يش حجم ظر: تاثير� ��� پر���5 ند�شت �ما به �ليل 
كيفيت بهتر شاخسا�� ها (كه �� مرحله �يشه �Eيي فاكتو� بسيا� مهمي �ست) 

�� ظر: بز�گتر، �ستفا�� �E 15 پيشنها� مي گر��.

 �	
سپاسگز
 �Eكشا�� �ــيله �E Eحما� � همكا�� كليه كا�كنا1 پژ�هشكد بدين �س
ــها� علمي � صنعتي �ير�1 كه �� �ين تحقيق يا�� نمو�ند  ــاEما1 پژ�هش س

صميمانه تشكر مي گر��. 

پا�	قي ها

 M.۹ ها� �	شاخسا �	بر پر�� �
نمو(
	 شما	� ۱- مقايسه ميانگين تاثير كربوهيد	

� حر�4 مشتر2 (	 سطح 
حتما, ٪۵ 	
(ستو6 ها� با 	نگ مشابه (


ختلا4 معني (
	 ند
	ند)

نمو(
	 شما	� ۲- مقايسه ميانگين تاثير GA۳ بر پر��	� شاخسا	� ها� M.۹ (ستو6 ها� 

� حر�4 مشتر2 (	 سطح 
حتما, ٪۵ 
ختلا4 معني (
	 ند
	ند)	
)
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