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Abstract 

 

Background and Objectives 

Pomegranate (Punica granatum L.) is a fruit tree that originated from Iran and has been 

cultivated since ancient times. Classical propagation methods of pomegranate like stem cutting 

and air-layering have seasonal timing and a higher risk of pathogens contamination. 

Micropropagation by tissue culture could be considered a method for production of steady and 

pathogen free plants in this species. However, factors such as lack of rooting and browning due to 

the oxidation of phenolic components under in vitro culture can limit its micropropagation 

efficiency. To overcome these problems, the effects of various factors, including media, iron-

chelating agent, and plant growth regulators, were examined on the pomegranate propagation 

through in vitro conditions.  

 

Materials and Methods 
To obtain sterile explants, stem cuttings of the pomegranate cultivar Shishe Cap Ferdos were 

treated with different disinfection treatments. Then, the effect of DKW, MS and WPM basal 

media and two types of iron chelating agents (EDDHA and EDTA) were evaluated to decrease 

the secretion of phenolic compound from explant and subsequent browning. In the next step, the 

effect of plant growth regulators treatments, including 1-2 mg/l of BA in combination with 0.2 

mg/l of various auxins (IAA, NAA or IBA) on shoot development and proliferation was studied. 

After that, rooting of regenerated plantlets was explored at WPM medium supplemented with 0.5 

or 1 mg/l IAA, IBA or NAA. Finally, pomegranate plantlets were transferred to different soil 

mixtures, including eat moss and perlite (2:1), cocopeat and perlite (2:1), peat moss and 

vermiculite (2:1) and cocopeat and vermiculite (2: 1) for acclimation.  

 

Results 

The results indicated that sterilization with 2% sodium hypochlorite for 15 minutes followed by 

washing with 1g/l carbendazim for 10 minutes, and finally culturing the explants in the medium 

containing 1 g/l carbendazim had the best effect on reducing explant contamination. Among 

different basal media and iron chelating agents, WPM resulted in the lowest explant browning. 

Also, EDDHA was more efficient compared to the EDTA so that explant browning in WPM 

media containing Fe-EDDHA reduced by 55.8% compared to DKW containing Fe-EDTA. In 



Eshaghi Sanayi et al.: Effect of Medium, Iron-Chelating …  

 

310 

addition, WPM basal medium supplemented with 2 mg/l BA and 0.2 mg/l IAA induced higher 

shoot proliferation in node explant of pomegranate. For rooting treatments, after 45 days, WPM 

supplemented with 1 mg/l IAA induced higher rooting percentage, root length and number in 

pomegranate shoots. Among different acclimatizing treatments, plantlets that grew on peat moss 

and perlite (2: 1) had the highest leaf number and stem height. 

 

Discussion 

Our results suggested that the medium composition and chelating agent affected pomegranate 

explants browning. EDDHA appears to have a positive effect on reducing browning by chelating 

copper, which is a phenol oxidase cofactor. Also, EDDHA was more efficient compared to the 

EDTA.  

 

Keywords: In vitro culture, Proliferation, Rooting, Shoot induction 
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 چکیده
های یکنواخت و عاری از بیمااری   عنوان یک راهکار برای تولید نهال از طریق کشت بافت به ریزازدیادی انار

تواند ریزازدیادی این گیاه را با  میای شدن  زایی و قهوه از قبیل عدم ریشه عواملبا این حال برخی . استمطرح 

در  4931در ساال   رقم شیشاه کاف فاردو    لذا تأثیر عوامل مختلف بر روی ریزازدیادی انار . کندمشکل مواجه 

بارای  بدین منظور در دو آزمایش جداگاناه  . مورد بررسی قرار گرفت خراسان رضویآزمایشگاه جهاد دانشگاهی 

آهان   کنناده  تو دو ناوع کالا   WPM و DKW ،MSهای کشت  محیطهای گره اثر  ای شدن ریزنمونه کنترل قهوه

 2/0در ترکیاب باا    BAگارم بار لیتار     میلای  2و  4مقاادیر  و برای حداکثر پرآوری شاخه  EDDHAو  EDTA شامل

های  ها اثر اکسین زایی شاخه برای ریشه. مورد بررسی قرار گرفت IAAو  IBA ،NAAهای  گرم بر لیتر از اکسین میلی

IBA ،NAA  وIAA  در محیط کشتWPM     بعاد از  .  تداادفی ماورد ارزیاابی قارار گرفات     در قالاب طارح کااملا

نتایج نشان داد که استفاده از محیط کشت . های مختلف منتقل شدندبه بسترجهت سازگاری ها  گیاهچه ،زایی ریشه

WPM کننده آهن کلات و EDDHA ها را نسابت باه محایط کشات      ریزنمونه شدن ای قهوهDKW    8/55باه میازان 

 BAگرم بر لیتار   میلی 2هورمونی  با تیمار WPMمحیط کشت  زایی، جهت شاخساره بهترین تیمار. داد کاهشدرصد

از نظار درصاد    IAAگارم بار لیتار     میلای  4زایی، محیط کشت حااوی   برای ریشه. بود  IAAگرم بر لیتر میلی 2/0و 

ای کشت بافتی ه درنهایت برای سازگاری گیاهچه. شده پاسخ بهتری نشان داد زایی، تعداد و طول ریشه تولید ریشه

 .تر بود مناسب( 2:4)انار ترکیب پیت ما  و پرلیت 

 

 ای کشت درون شیشه زایی، شاخه زایی، پرآوری، ریشه: ها کلیدواژه

 

 مقدمه

با توجه به شررای  مناسر    ایران زادگاه انار است و 

ی خرروراکی انررار در ایررران، امکرران   برررای تولیررد گونرره

یسررر خشررم م گسررترش آن در منرراطک خشررم و نیمرره 

تر  انرار،    077777ایران با تولید سالیانه حدود  .باشد می

تری  تولیدکننده و صادرکننده ایر  محورود در    بزرگ

لرذا انجرا     (.Tehranifar et al., 2010) باشرد  جهان می

هررای ملتلررن ایرر  گیرراه  تحقیقررات منسررجی روی جنبرره

ضروری است تا بتوانیی در بازارهای رقابتی دنیا جایگاه 

 . ظ نمایییخود را حف
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تکثیر انار بره وسریله پراجوش، ریشره دارکرردن قلمره       

ترری    رایر  . شرود  زدن انجا  می ساقه، کاشت بذر و پیوند

روش ازدیاد انار، قلمه چوب سرلت و چروب نرر  اسرت     

بره    ها پیش مرسو  بوده است، ولری ایر  روش   که از ساد

دلیررم محرردودیت فوررلی، زمررانبر بررودن فراینررد تکثیررر و  

هرایی   شده با محدودیت ده شدن گیاهان تکثیراحتماد آلو

بنرابرای ،  (. Behzadi Shahrbabaki, 1998)مواجه است 

توسعه یم روش کارآمد تکثیر در شررای  درون شیشره   

زدایرری مبتنرری بررر کشررت   ای کرره در برگیرنررده آلررودگی 

مریستی و تیمارهای جانبی و فرراهی کرردن شررای  بهینره     

ای  درخرت میروه   در  دباش برای حداکثر سرعت تکثیر می

های گذشته، تکنیرم کشرت    در طی ساد. ضروری است

طور گسترده برای تکثیر تعداد زیادی از درختران   بافت به

 گرمسیری استفاده شده است میوه مناطک گرمسیری و نیمه

(Skiada et al., 2010; Perez-Tornero et al., 2010 .)

شرده اسرت   ای ارقا  انرار گرزارش    تکثیر درون شیشه قبلاً

(Murkute et al., 2004; Naik and Chand, 2011) . در

هرایی در مرورد تکثیرر چنرد رقری برومی        ایران نیز گزارش

 .Valizadeh Kaji et al( 2013) که طوری هوجود دارد، ب

خرانی را در   تکثیر دو رقی انار ایرانی ملس ساوه و یوسن

و WPM (Woody Plant Medium )دو محری  کشرت   

MS (Murashige and Skoog )برا توجره   . بررسی کردند

بره   WPMها، مشلص شد که محری  کشرت    به نتای  آن

از لحرا  تولیرد    MSها نسبت بره   دلیم غلظت کمتر نمم

های بلندترکارآمردتر   های قویتر با طود شاخساره گیاهچه

زایری،   علاوه برای  مشلص شد که برای ریشه. بوده است

ی مناس  به دلیرم  با تیمارهورمون ½ WPMمحی  کشت 

 ½MS تحریم تقسیی سرلولی و القرای ریشره نسربت بره      

با ای  وجود برخری ماالعرات نشران داده    . باشد ثرتر میؤم

بررا تیمررار   ½MS و  MSکرره تکثیررر در محرری  کشررت   

زایرری نیررز  زایرری و ریشرره هورمررونی مناسرر  برررای شرراخه 

  ;Naik et al., 1999)آمیررز باشررد  توانررد موفقیررت مرری
 

Naik et al., 2000; Murkute and Mayakumari, 2003;  
 

Chauhan and Kanwar, 2012; Singh et al., 2012 .) 

 برا  معمرو ً های محی  کشت آه  است که  یکی از نمم
 

 EDTA (Ethylene Diaminete Traacetic Acid)کننررده  کررلات

برخی محققان گزارش کردنرد   .شود می در محی  کشت استفاده

 Fe-EDDHAبررا  Fe-EDTAجررایگزینی کرره در درخترران میرروه 

(Etyhylenediamine-di (o-hydroxyphenyl) acetic acid) 

هرا در شررای  کشرت     زایی بهترر گیاهچره   باعث رشد و ریشه

 ;Ciccotti et al., 2008 Garrison et al., 2013)شود  می بافت

Haghgou Tabalvandani et al., 2014 .) همچنرری  

(2015) Silvestri رد کرره در شرررای  کشررت گررزارش کرر

  تر است و پایدار Fe-EDTAنسبت به  Fe-EDDHAبافت 

(2018 )Wojtania and Matysiak     گرزارش کردنرد کره

Fe-EDDHA  اثرات مثبتی روی رشد و فعالیت فتوسنتزی

 .ای دارد رز در شرای  درون شیشه

 هررای  کننررده در کشررت بافررت انررار اسررتفاده از تنظرریی 

ماالعاتی بره منظرور شناسرایی    رشد اهمیت اساسی دارد و 

 هرای رشرد بررای براززایی      کننرده  ترکی  مالوبی از تنظیی

 ;Terakami et al., 2007)انرار صرورت گرفتره اسرت     

Kanwar et al., 2010 .) کره   شرده  طرورکلی مشرلص   هبر

اضررافه کررردن سرریتوکینی  برره محرری  کشررت برررای پرررآوری 

 ،(Benzyl Adenine) بنزیم آدنری  . شاخساره ضروری است

( Zeatin riboside) ، زآتی  ریبوزایرد (Kinetin) کاینتی 

 هرای  کننده تری  تنظیی معمود( Thidiazuron) و تیدیازورون

رشد سیتوکنینی هستند که به تنهایی یرا همرراه برا غلظرت     

انرد   کمی از اکسی  برای پرآوری شاخساره اسرتفاده شرده  

(Naik and Chand, 2011 .) یی زا که ریشه با توجه به ای

ای  هرای درون شیشره   های به وجود آمده از کشت شاخساره

ها در خاک اسرت   یم پیش شرط اساسی برای استقرار آن

زایری   های محی  کشت، ریشه لذا نوع اکسی  و میزان نمم

 دهررد  مرری هررا را شرردیداً تحررت ترر ثیر خررود قرررار  ریزنمونرره

(Heloir et al., 1997; Kantharajah et al., 1998.)  در

هرا از قبیرم    ترری  اکسری    ایی انار استفاده از معمودز ریشه

و ( Naphthalene Acetic Acid)نفترالی  اسرتیم اسرید    
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مرسرو   ( Indole Butyric Acid) ایندود بوتیریم اسرید 

در (. Drazeta, 1997; Fougat et al., 1997)باشرد   مری 

برا تیمرار هورمرونی     ½WPMای  ارتبراط محری  کشرت    

د فعاد به مقدار یم گر  برر لیترر برا    مناس  و استفاده از زغا

زایری   درصد با ی ساکارز در محی  کشت انار جهت ریشره 

 ;Singh and Khawale, 2006)بکرار گرفتره شرده اسرت     

Valizadeh Kaji et al., 2013.) 

 ای درختان یکی از مشکلات اصلی در کشت درون شیشه

 قهوه ای یا سیاه شدن ریزنمونه و محی  کشت به دلیم ترشح

ترکیبررات فنررولی و درنتیجرره نکررروز شرردن ریزنمونرره اسررت   

(Valizadeh Kaji et al., 2013; Delijam et al., 2016; 

Vatandoost Jartoodeh et al., 2013 .)هرای   از روش

هرا در محری     ای شردن ریزنمونره   ملتلفی برای کنترد قهوه

جمله تغییر نوع محی  کشرت،   است از شدهاستفاده کشت 

های در شرای  تاریکی به مردت چنرد روز،    ونهقراردادن نم

اکسیدانت نظیر اسرید   استفاده از زغاد فعاد یا ترکیبات آنتی

باشرد   مری  آسکوربیم و اسید سریتریم در محری  کشرت   

(Kiani Feriz et al., 2005; Dalal et al., 2006;  

Feng-jie et al., 2007; Singh et al., 2007; 
 

Ahmed and Ali, 2012; Feyissa et al., 2005.) 

ای انررار وجررود  هررای درون شیشرره در اسررتقرار کشررت

ای شردن   ها باعث قهروه  ترکیبات فنولی زیاد، در ریزنمونه

گرردد   هرا مری   محی  کشت و ریزنمونه و از بی  رفرت  آن 

(Murkute and Mayakumari, 2003 .)  ،لذا ای  تحقیرک

سررازی ریزازدیررادی انررار بررا بررسرری اثررر   بررا هرردی بهینرره

آه  برر رشرد و   کننده  های کشت ملتلن و کلات حی م

هرا روی رقری شیشره     ای شدن ریزنمونره  جلوگیری از قهوه

از . ای صورت گرفت کپ فردوس در شرای  درون شیشه

نتررای  ایرر  آزمایشررات در مراحررم تکمیلرری بهینرره کررردن  

هرای متنروع    فرایند تکثیرر برا تمرکرز برر اسرتفاده از روش     

ای جهرت   درون شیشره  حذی آلودگی مبتنری برر کشرت   

تولید گیاهان یکنواخت و عاری از بیماری مورد اسرتفاده  

 .گیرد می قرار

 ها مواد و روش

 سازی ریزنمونه برای کشت تهیه و آماده

های یرم سراله رقری     به منظور اجرای ای  پژوهش شاخه

عفرونی   شیشه کپ فردوس انار پس از جداسازی مرورد ضرد  

دقیقره   47ها به مردت   بتدا نمونهبرای ای  منظور ا. قرار گرفتند

شرده و   زیر آب جراری و چنرد قارره مرایع شروینده شستشرو      

(. 9جردود  )عفونی قرار گرفتند  های ملتلن ضد تحت تیمار

هرا   در تما  تیمارهای ضردعفونی، آبشرویی پایرانی ریزنمونره    

هرای   مرتبه در بازه 4تحت شرای  استریم در زیر هود  مینار 

مقار اسرتریم انجرا  شرد و در     قه با آبدقی 91و  97، 1زمانی 

تیمررار سرره و چهررار عررلاوه بررر آبشررویی در انتهررا بررا محلررود   

(. 9شرکم  )کاربندازیی یم گر  در لیتر شستشرو انجرا  شرد    

 3تکررار و   4تورادفی برا    صورت طرح کاملاً ای  آزمایش به

 .مشاهده در هر تکرار انجا  شد

بار میازان    EDDHAبررسی اثر محیط کشات و  

 ها ای شدن ریزقلمه قهوه

برره منظررور بررسرری اثررر نرروع محرری  کشررت و نرروع      

های گرره انرار    ای شدن، ریزنمونه کننده آه  بر قهوه کلات

در ترکیر  برا    WPMو  MS ،DKWدر سه محی  کشرت  

کره دارای   EDTAیرا  EDDHA  کننده آه  دو نوع کلات

 2/7و BA گر  برر لیترر    ترکی  هورمونی یکسان یم میلی

بود، کشرت  IAA  (Indoleacetic acid )لیتر گر  بر میلی

ها بردی  صرورت برود     کننده روش استفاده از کلات. شدند

اسراس   بر( FeSO4) به همراه آه  EDTAکننده  که کلات

تهیه و به محی  کشت  MSدستورالعمم تهیه محی  کشت 

کرره در محرری  کشررت حرراوی     حررالی اضررافه گردیررد در 

 Fe-EDTAز برره جررای اسررتفاده ا EDDHAکننررده  کررلات

 Fe-EDDHAاز ترکیررر  تجررراری  MSمحررری  کشرررت 

 977درصرد آهر  بره میرزان      8/1حاوی  Duchefaشرکت 

ایر  آزمرایش   . گر  بر لیتر به محی  کشت اضرافه شرد   میلی

 در قال  طررح کراملاً  (  4× 2)صورت آرایش فاکتوریم  به

نوع محی  کشت با  4کننده آه  و  نوع کلات 2توادفی با 

 .هده در هر تکرار انجا  شدمشا 4تکرار و  4
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Figure 1. Sterilization of pomegranate stems cuttings 

 
Table 1. Disinfection treatments of nodal explants in Pomegranate 

Disinfection protocol ID 

70%Etanol (1min), 1.5% Sodium Hypochlorite (15 min) T1 

70%Etanol (1min), 2% Sodium Hypochlorite (15 min) T2 

2% Sodium Hypochlorite (15 min), 1g/l Carbendazim (10 min) T3 

2% Sodium Hypochlorite (15 min), 1g/l Carbendazim (10 min), Media contains of 1 g/l Carbendazim T4 

 

بررسی اثر نوع محیط کشت و ترکیب هورمونی 

 زایی بر شاخه
متری که در  سانتی 2تا  1/9های گره به طود  ریزنمونه

هر کدا  حاوی دو جوانه جانبی بود، پرس از ضردعفونی   

،  MS های ملتلن شامم سه ساح محی  کشرت  در تیمار

DKW  وWPM  گر  بر لیتر بنزیم  میلی 2و  9و دو ساح

 IAAو  IBA ،NAAآدنی  در ترکی  با سه ساح اکسی  

درصرد سراکارز    4ر لیتر، گر  ب میلی 2/7هر یم به مقدار 

ای  آزمایش . کشت شدند=pH 0/1درصد آگار با  8/7و 

 0صورت فاکتوریم در قالر  طررح کراملا تورادفی برا       به

ها  محی  کشت. مشاهده در هر تکرار انجا  شد 9تکرار و 

لیترر   میلی 91لیتری به میزان  میلی 977های کشت  در شیشه

درجررره  929دقیقررره در دمرررای  91توزیرررع و بررره مررردت 

هرا بره    پرس از کشرت، ریزنمونره   . گراد اُتوکلاو شد سانتی

( لوکس 4777تا 2177)ساعت روشنایی  91شرای  نوری 

پرس از  . گرراد منتقرم شردند    درجه سانتی 21±9در دمای 

ها با ارزیابی تعداد  العمم ریزنمونه روز عکس 31گذشت 

ای شردن   شرده و درصرد قهروه    های براززایی  و طود شاخه

 .صورت گرفت

بررسی نوع و غلظت هورمون اکسین بر میازان  

 شده  های القا زایی شاخه ریشه

برره منظررور بررسرری اثررر نرروع و غلظررت اکسرری  بررر     

شده در مرحله قبرم بره محری      های باززا زایی، شاخه ریشه

، IBAهرای هورمرونی    حاوی ترکی  WPMکشت جامد 

NAA  وIAA  4گرر  برر لیترر،     میلی 9و  1/7در دو ساح 

منتقررم  pH = 0/1درصررد آگررار بررا  8/7ارز، درصررد سرراک

صورت فاکتوریرم در قالر  طررح     ای  آزمایش به. شدند

مشاهده در هر تکرار انجرا    4تکرار و  4توادفی با  کاملاً

هرا و شررای  نگهرداری     ی تهیره محری  کشرت    نحوه. شد

در ایر  آزمرایش اثرر    . ها مشابه آزمرایش قبرم برود    کشت

سی صفات تعداد و طود زایی با برر محی  کشت بر ریشه

زایی ریشه و درصد  شده و درصد کالوس های تولید ریشه

هرا بره محری      مراه پرس از انتقراد گیاهچره     زایی یرم  ریشه

 . زایی مورد ارزیابی قرار گرفت ریشه

 ای سازگاری با شرایط برون شیشه

شده انارکره دارای   های تولید برای ای  منظور گیاهچه

دار  مترر بودنرد، پرس از ریشره     یسرانت  3ترا   4طولی برابر با 

های یکبار موری حاوی بسترهای ملتلرن   شدن به لیوان

، پیرت مراس و   9:2شامم کوکوپیرت و پررلیرت بره نسربت     

کولیت به نسربت   ، کوکوپیت و ورمی9:2پرلیت به نسبت 

منتقرم   9:2و پیت مراس و ورمری کولیرت بره نسربت       9:2

 1برا  تورادفی   ای  آزمایش در قالر  طررح کراملاً   . شدند

 ز  بره ککرر اسرت کره قبرم از انتقراد       . تکرار انجا  شرد 

 ها به مدت  ها به خارج از ظروی کشت، درب آن گیاهچه
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براز قررار گرفرت ترا رطوبرت       ساعت به حالت نیمره  4تا  2

موجود در ظروی کشت کاهش یابرد و ترنش حاصرم از    

. هررا از ایرر  ظررروی برره حررداقم برسررد   خررروج گیاهچرره

هرا منتقرم    هرا بره بسرتر    وی ریشره ها پس از شستشر  گیاهچه

می  رطوبررت  ز  جهررت حفررظ و   برره منظررور ترر . شرردند

های یکبرار مورری شرفای     ها از لیوان نگهداری گیاهچه

سرسس در اتاقرم رشرد در    . عنوان درپوش استفاده شرد  به

درجرره  98گررراد در روز و  درجرره سررانتی 23تررا  22دمررای 

و  ساعت تراریکی  8سانتیگراد در ش  و در شرای  نوری 

بره منظرور سرازگاری    . ساعت روشرنایی قررار گرفتنرد    91

هایی در انتهرا   ها، پس از دو هفته سوراخ تدریجی گیاهچه

های شفای ایجاد شد و پس از حدود  و لبه خارجی لیوان

طور کامم برداشرته   های شفای پلاستیکی به ماه لیوان یم

هرای کوچرم    روز بره گلردان   31گیاهران پرس از   . شدند

گراد و  درجه سانتی 28تا  21شدند و در دمای  انتقاد داده

. لوکس نگهداری شدند 1777تا  3777شدت نور حدود 

 .میان صورت گرفت صورت روز در ها به آبیاری گلدان

 ها داده  تجزیه و تحلیل

. انجا  شد JMP-8افزار  ها با استفاده از نر  تحلیم داده

حتمراد  در سراح ا  LSDمقایسه میانگی  تیمارها با آزمون 

درصد انجا  گرفت و نمودارها نیز با استفاده از برنامه پن  

Excel درصررد )هررای درصرردی  تبرردیم داده. رسرری شرردند

زایری و   زایی، درصد ریشره  ای شدن و درصد کالوس قهوه

بررا اسررتفاده از روش آرک سررینوس بررا ( درصررد آلررودگی

 .صورت گرفت([ ArcSin Sqrt (X/100]کاربرد فرمود 

 نتایج و بحث

 دعفونی ریزنمونه انار ض

هرای درصرد ضردعفونی     واریرانس داده  نتای  تجزیره  

داری بی  تیمارهای  داد که اختلای معنی ها نشان  ریزنمونه

هرا بیرانگر    داده ی میرانگی   مقایسه. عفونی وجود دارد ضد

عنوان مکمم در مرحله  آن است که کاربرد کاربندازیی به

. لرودگی داشرت  ضدعفونی اثر قابم توجهی در کراهش آ 

درصرد   2و  1/9که استفاده از هیسوکلریت سدیی  طوری هب

درصررد آلرودگی شررد ایرر    01و  10/19ترتیرر  باعرث   بره 

هررا بررا کاربنرردازیی و  کرره بررا شستشرروی ریزنمونرره درحررالی

 44/8استفاده از آن در محی  کشت آلودگی کشت را به 

استفاده از هیسوکلریت سدیی به عنوان . درصد کاهش داد

 هررای انررار بررا نتررای    ریزنمونررهکننررده  ضرردعفونی مرراده

(2013)Bonyanpour and Khosh-Khui  (1983) وAl-

Obeid  برا ایر  تفراوت کره ضردعفونی برا      . ماابقت دارد 

هرا، انجرا     غلظت با تر از غلظت ای  پژوهش توسر  آن 

کره   دلیم ای . کش نیز استفاده نکردند گرفته است و قارچ

هیسوکلریرت سردیی مرورد    در ای  پژوهش غلظرت کمترر   

ی  غلظت با ی ای  ماده ای  است که استفاده قرار گرفت

هرا   باعث افزایش آسی  ساح ریزنمونره کننده  ضدعفونی

 .شرود  ای شدن مری  ی قهوه گردد و باعث تسریع پدیده می

استفاده از کاربندازیی، در شستشوی ( 2)با توجه به جدود

آلودگی را  ریزنمونه و حضور آن در محی  کشت، میزان

 .به میزان زیادی کاهش داد

کنناده آهان بار     اثر نوع محیط کشت و کالات 

 ای شدن ریزنمونه انار عارضه قهوه

ای شدن یکی از مشکلات عمده در ریزازدیرادی و   قهوه

ای شرردن  علررت قهرروه. کشررت بافررت گیاهرران چرروبی اسررت 

شرده در اثرر    ها، اکسید شدن مواد پلی فنولی تراوش ریزنمونه

هررا اسررت و چررون در  نظمرری در سررلود ایجرراد برریآسرری  و 

هررای سرراقه دو برررش در دو طررری ریزنمونرره وارد   ریزنمونرره

ی  شود، ای  امرر باعرث ایجراد جراحرت و تشردید پدیرده       می

در (. Lee and Whitaker, 1995)گرردد   ای شردن مری   قهروه 

شده انار نیز در محلی از ریرز نمونره کره     های کشت ریز نمونه

ای شردن   فروبرده شده بود علائی قهوه به درون محی  کشت

 (.2شکم ) و متعاق  آن تلری  ریزنمونه مشاهده شد

 

Table 2. The effect of disinfection treatments on contamination of cultured explants in pomegranate 

 Treatment ID 
T1 T2 T3 T4 

Contamination (%) 91.67
a
 75

ab
 50

b
 8.33

c
 

Means within a column followed by the same letters are not significantly different at α = 0.05. 
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Figure 2. (A) Browning in pomegranate node explants cultured. The effect of BA concentration on 

shoots produced, (B) 2mg/L BA and 0/2 mg/L IAA and (C) 1mg/L BA and 0/2 mg/L NAA 

 

 

داد که نوع محری    ها نشان  واریانس داده نتای  تجزیه 

هررای انررار اثررر  شرردن ریزنمونرره ای  قهرروه در میررزان   کشررت

شدن   ای قهوه  صد که بیشتری  در طوری به. دار داشت معنی

  صد تری  در و کیدرصد  1/02با  DKWدر محی  کشت 

 درصرد  21/31 برا  WPMشدن در محری  کشرت     ای قهوه

رسرد اسرتفاده از محری  کشرت      بره نظرر مری   . آمد دست هب

WPM   کرره محرری  کشررتی رقیررک از نظررر عناصررر غررذایی

توانرد تر ثیر بهترری در جلروگیری از پدیرده       مری  باشد می

نیز  .Kiani Feriz et al (2005) .باشدای شدن داشته  قهوه

 در غرذایی  عناصرر  غلظرت  گزارش کردند که برا کراهش  

 ی زیترون هرا  ریزنمونره  شردن  ای قهوه میزان کشت، محی 

نشان داد که ها  واریانس داده تجزیه نتای  . یابد کاهش می

کننرده آهر  نیرز     نروع کرلات  علاوه بر نوع محی  کشت، 

هررا  ای شرردن ریزنمونرره داری بررر درصررد قهرروه ترر ثیر معنرری

به  EDDHAکننده  استفاده از کلاتبه نحوی که . داشت

طرور مرسرو  در محری      ، که بهEDTAکننده  جای کلات

کشررت برررای کررلات کررردن آهرر  مررورد اسررتفاده قرررار   

ای شردن   داری بر کراهش میرزان قهروه    گیرد، اثر معنی می

شررده کرره   مشررلص(. 4جرردود )هررا داشررت   ریزنمونرره

با جذب مس کره کوفراکتور    EDTAها نظیر  کننده کلات

توانند از اکسرید شردن    آنزیی پلی فنود اکسیداز است، می

ای شرردن ریزنمونرره  ی و متعاقرر  آن قهرروهترکیبررات فنررول

بررا (. Tabatabai and Omidi, 2010) جلروگیری کننرد  

 رسرد کره احتمرا ً    توجه به نتای  ای  پژوهش به نظرر مری  

توانایی بیشرتری   EDTAنسبت به  EDDHAکننده  کلات

 .داشته باشد برای جذب مس از محی  کشت

اثر نوع محیط کشات و ترکیاب هورماونی بار     

 زایی شاخه

ها نشان داد کره اثرر    نتای  جدود تجزیه واریانس داده

و نروع اکسری  برر تمرا       BAنوع محری  کشرت، غلظرت    

دار و تنها اثر متقابم نروع محری     شده معنی صفات ارزیابی

اساس  بر. دار بود بر طود شاخه معنی BAکشت و غلظت 

هرای ملتلرن از    ها، محی  کشرت  نتای  مقایسات میانگی 

. داری داشتند شده اختلای معنی ره تولیدنظر تعداد شاخسا

روز  31شده بعد از  که بیشتری  تعداد شاخه تولید طوری هب

و کمتری  تعرداد  38/9با میانگی   WPMدر محی  کشت 

مشراهده   9/9برا میرانگی      DKWشاخه در محری  کشرت  

شرده در غلظرت    همچنی  بیشتری  تعداد شاخه تولیرد . شد

گرر  برر لیترر     میلی 2/7و  BAگر  برلیتر  میلی 2هورمونی 

IAA     9و کمتررری  تعررداد شرراخه در غلظررت هورمررونی 

و  NAAگرر  برر لیترر     میلری  2/7و BA لیترر   گر  برر  میلی

IBA بیشرتری  طرود    (.2و شرکم   3جردود ) آمرد  دست هب

برا   BAحراوی   WPMشاخه برای انار، در محری  کشرت   

 با NAAگر  بر لیتر  میلی 2/7گر  بر لیتر و  میلی 9غلظت 

تری  طود شراخه در محری     متر و کی سانتی 09/1میانگی  

گر  بر لیترر   میلی 2با تیمار هورمونی MSو  DKWکشت 

BA  گر  برر لیترر    میلی 2/7وIAA    جردود  )مشراهده شرد 

3 .) 
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Table 3. The effect of media and Fe chelating agents on browning of pomegranate explants 

Medium 
Browning percentage 

Mean 
EDTA EDDHA 

WPM 55
bc***

 37.5
c
 46.25

C*
 

DKW 85
a
 60

bc
 72.5

A
 

MS 70
b
 50

bc
 60

B
 

Mean 70
A**

 49.17
B
 

 *, ** Main Effects; *** Interaction Effects; each effects is compared independently. Means followed by the same 

letters are not significantly different at α = 0.05. 

 

 

Table 4. The effect of media, type of auxin and BA concentration on the number and the length of 

activated shoots in Pomegranate 

Mean 
Type of Auxin (0.2 mg/l) 

BA (mg/l) Medium Character 
IAA IBA NAA 

1.16
C*

 1.36
b-d

 1.14
c-e

 1.00
e***

 1 
WPM 

T
h

e 
n

u
m

b
er

 o
f 

sh
o

o
ts

 

1.48
A
 1.71

a
 1.43

a-c
 1.29

b-e
 2 

1.10
C
 1.21

c-e
 1.07

de
 1.00

e
 1 

DKW 
1.21

BC
 1.29

b-e
 1.21

c-e
 1.14

c-e
 2 

1.14
C
 1.29

b-e
 1.14

c-e
 1.00

e
 1 

MS 
1.38

AB
 1.57

ab
 1.36

b-d
 1.21

c-e
 2 

 1.40
A
 1.23

B
 1.11

B**
 Mean 

       

5.02
A*

 4.36
c
 5.00

b
 5.71

a***
 1 

WPM 

T
h

e 
le

n
g

th
 o

f 

sh
o

o
ts

 (
cm

) 3.98
B
 3.71

f-i
 3.93

d-g
 4.29

cd
 2 

3.90
B
 3.57

g-i
 3.93

d-g
 4.21

c-e
 1 

DKW 
3.26

C
 2.64

j
 3.36

i
 3.79

f-i
 2 

4.00
B
 3.71

f-i
 4.00

c-f
 4.29

cd
 1 

MS 
3.36

C
 2.79

j
 3.43

hi
 3.86

e-g
 2 

 3.46
C
 3.94

B
 4.36

A**
 Mean 

*, ** Main Effects; *** Interaction Effects; each effects is compared independently. Means followed by the same 

letters are not significantly different at α = 0.05. 

 

 NAAنترای  ایرر  آزمررایش نشران داد کرره اسررتفاده از   

برای رشد طولی شاخه نسبت به دو هورمون اکسی  دیگر 

باعث ایجاد حالت  BAهمچنی  غلظت زیاد . تر استثرؤم

 (2013) .شرود  شرده مری   های براززایی  پرتراکی در گیاهچه

Valizadeh Kaji et al.    در ماالعه خود روی انرار، تر ثیر

زایرری را گررزارش  در بهبررود شرراخه WPMمحرری  کشررت 

هرا   ای  در حالی است که در بسریاری از پرژوهش   .کردند

برررای ریزازدیررادی انررار   MSاسررتفاده از محرری  کشررت  

 ;Naik et al., 2000)آمیرز گرزارش شرده اسرت      موفقیت

Murkute and Mayakumari, 2003; Chauhan and 

Kanwar, 2012 .)    در ماالعرره دیگررری نیررز اسررتفاده از

هرا در   نسبت به سرایر سریتوکینی    BAکننده رشدی  تنظیی

 Murkute and)زایی انرار، نترای  بهترری نشران داد      شاخه

Mayakumari, 2003 .)(2014) با ای  حاد Mohamadi 

Nejad et al.    در ریزازدیادی گرو محی  کشرتDKW 

 .گزارش کردند WPMرا محی  کشت بهتری نسبت به 

بررسی اثر نوع و غلظات هورماون اکساین بار     

 شده انار های تکثیر زایی ریزنمونه میزان ریشه
ی، زایر  ی شاخسراره  شرده در مرحلره   هرای ایجراد   شاخه

. زایری منتقرم شردند    شده و بره محری  کشرت ریشره     بریده

گرر    میلری  1/7های حاوی  هایی که به محی  کشت شاخه

در لیتر از هر سه نروع اکسری  منتقرم شردند، هریه گونره       

هرای آزمرایش حرذی     ای تولید نکردند، لرذا از داده  ریشه

شدند و آزمایش در قال  طرح کامم توادفی با سه تیمار 

گرر  در لیتررو سره تکررار      ساح یرم میلری  نوع اکسی  با 

هرا نشران داد    نتای  جدود تجزیه واریانس داده. آنالیز شد

دار  شرده معنری   که اثر نوع اکسی  بر تما  صفات ارزیرابی 

نتای  مقایسه میانگی  نشران داد کره بیشرتری  درصرد     . بود

گرر    حاوی یم میلی WPMکشت   در محی دهی  ریشه

ترری  درصرد    درصد و کری  81/88 با میانگی  IAAلیتر  بر  
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 IBAو  NAAلیترر   برر   گرر    یم میلیدهی در حضور  ریشه

 ایر  نترای   . آمرد  دست هدرصد ب 08/20و  33/33ترتی  با  به

زایی انار نسبت بره نروع    ریشه العمم دهد که عکس نشان می

عرلاوه برر ایر ، تعرداد ریشره نیرز       . باشرد  اکسی  متفاوت می

رشردی قررار    کننده  یر نوع تنظییداری تحت ت ث طور معنی به

که بیشرتری  طرود و تعرداد ریشره در      طوری به. گرفته است

 1جردود  )مشاهده شرد   IAAلیتر  در  گر   غلظت یم میلی

همراه با هورمرون   MSکشت   استفاده از محی (. 4و شکم 

زایی ارقرا  انرار گرزارش     جهت ریشه NAAیا  IBAاکسی  

ایر    (.Drazeta, 1997; Fougat et al., 1997)شده اسرت  

داد کره   در صورتی است که نترای  پرژوهش حاضرر نشران     

، IAAکننررده رشررد   تنظرریی، دارای WPMکشررت  محرری 

 انرار  هرای  زایری ریزنمونره   کشت مناسبی جهت ریشره  محی 

بره   ایر  اخرتلای احتمرا ً   . باشد رقی شیشه کپ فردوس می

 .های ملتلرن انرار ارتبراط دارد    تفاوت موجود بی  ژنوتیپ

ارقا  انار توانرایی   Naik and Chand (2011) بنابر پژوهش

باززایی ملتلفی دارند که دلیم آن نیازهای متفاوت هر رقی 

 Kantharajah( 1998) .های رشدی است کننده برای تنظیی

et al. زایی انار در  گزارش کردند که با تری  درصد ریشه

 .ردآید که ساح نمرم پرایینی دا   دست می همحی  کشتی ب

(2018) Kharrazi et al.   هرای   زایری گیاهچره   بررای ریشره

های ملتلن را بررسی و گرزارش کردنرد کره     ژربرا اکسی 

 .زایی بهتر بود برای ریشه IBAگر  در لیتر  یم میلی

 ای سازگاری با شرایط برون شیشه

 3تررا  4شررده انررار کرره دارای طررود  هررای تولیررد گیاهچرره

هرای یکبرار    ار شردن بره لیروان   د ، پس از ریشهبودندمتر  سانتی

بره منظرور    .موری حراوی بسرترهای ملتلرن منتقرم شردند     

هرا از   می  رطوبت  ز  جهت حفرظ و نگهرداری گیاهچره    ت

عنوان درپوش استفاده شرد   های یکبار موری شفای به لیوان

هرای   و پس از گذشت یم هفته، با سوراخ نمودن تره لیروان  

هرا قررار    اهچره طرور معکروس برر روی گی    کره بره  )پلاستیکی 

طرور   هرا بره   گرما و رطوبرت هروای اطررای گیاهچره    ( داشتند

هایت دمرا  درن شده و  غیرمستقیی از قسمت انتهایی لیوان خارج

یافته که برا ادامره    و رطوبت اطرای گیاهچه به تدری  کاهش

ای بره   یافته از شرای  درون شیشه های انتقاد ای  عمم گیاهچه

او  شدند و پرس از حردود   تدری  به دما و رطوبت محی  مق

طرور کامرم برداشرته     های شفای پلاسرتیکی بره   یم ماه لیوان

نتررای  تجزیرره واریررانس نشرران داد کرره اخررتلای      . شرردند

درصد، بی  نوع بستر کشت و رشرد   پن داری در ساح  معنی

کره   طروری  به. طولی و افزایش میزان برگ گیاه وجود داشت

ر بعرد از یرم مراه    بیشتری  طود شاخه و تعداد برگ برای انا

برا میرانگی     9:2ترتی  در بستر پیت ماس و پرلیت به نسبت  به

(. 1جردود  )آمرد   دسرت  هعدد برگ ب 1/94متر و  سانتی 2/97

های کوچم انتقراد   روز به گلدان 31گیاهان شاداب پس از 

گرراد و شردت    درجه سرانتی  28تا  21داده شدند و در دمای 

 (.3شکم )اری شدند لوکس نگهد 1777تا  3777نور حدود 
 

Table 5. The effect of auxin type (1 mg/l) in rooting of pomegranate explants  
Type of auxin  Root induction (%) Callus induction (%) The number of roots The length of roots (cm) 

NAA 44.4
b
 55.6

a
 2.14

ab
 0.95

b
 

IBA 27.7
c
 77.2

a
 1.00

b
 0.46

c
 

IAA 88.8
a
 11.1

b
 3.14

a
 1.36

a
 

Means within a column followed by the same letters are not significantly different at α = 0.05. 
 

 
 

Figure 3. Rooting of pomegranate, (A) rooting with 1 mg/l IAA, (B) rooting with 1 mg/l NAA and 

callus induction and (C) rooting with 1 mg/l IBA and also callus induction 
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Table 6. The effect of different soil mixtures on the growth of plantlets 

The shoot length (cm) The number leaf Soil mixture 
10.2

a 13.6
a
 Peat moss and perlite (2: 1) 

4.1
c 10.8

bc CocoPeat and perlite (2: 1) 

8.4
ab 12.0

ab Peat moss and vermiculite (2: 1) 

4.9
bc 9.6

c CocoPeat and vermiculite (2: 1) 
Means within a column followed by the same letters are not significantly different at α = 0.05. 

 

 
 

Figure 4. Hardening stage in the pomegranate plantlets: Pomegranate plantlet transferd from the 

culture medium to pot under plastic glass (A), one month (B) and 45 days after plantlet transfering (C) 

 

 گیری نتیجه
رسرد کره بهترری  تیمرار جهرت       در مجموع به نظر می

های انار استفاده از هیسوکلریت سدیی  ضدعفونی ریزنمونه

ستشو برا کاربنردازیی اسرتریم و اسرتفاده از     دو درصد و ش

ای  ترکی  در محی  کشت به میزان یرم گرر  برر لیترر     

ای شردن   تری  تیمار جهرت کنتررد قهروه    مناس . باشد می

کننرده   بره همرراه کرلات    WPMاستفاده از محی  کشرت  

EDDHA های مناس  جهرت   برای ایجاد شاخساره. است

، برا  WPMت زایری، محری  کشر    استفاده در مرحله ریشره 

گر   میلی 2/7و  BAگر  بر لیتر  تیمار هورمونی یم میلی

اسراس نترای  حاصرم از     برر  .شود توصیه می NAAبر لیتر 

با تیمرار هورمرونی یرم     WPMزایی، محی  کشت  ریشه

بیشتری  تعداد ریشه و طود ریشه را   IAAگر  بر لیتر میلی

ای هر  گر  بر لیترر از اکسری    میلی 1/7تولید کرد و غلظت 

NAA ،IBA ،IAA  زایرری در انررار نشررد  منجررر برره ریشرره .

بسرتر  شرده   های تولید بهتری  بستر برای سازگاری گیاهچه

 .است 9:2پیت ماس و پرلیت به نسبت 

 گزاری سپا 

از همکاری گروه بیوتکنولوژی گیاهان زینتی سازمان 

جهاددانشگاهی خراسران رضروی جهرت در اختیرار قررار      

ای جهرت انجرا  ایر      گللانه دادن فضای آزمایشگاهی و

 .گردد آزمایش تشکر و قدردانی می
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