
 

 Iranian Journal of Seed Science and Technology  ایران بذر فناوری و  علوم نشریه

 Vol.: 13, No.: 3, Autumn 2024 1403، پاییز 3 شماره ،13 جلد
 

2024, 13 (3), 87-104 https://doi.org/10.22092/ijsst.2023.360061.1454  

 

Iranian Journal of  

Seed Science and Technology 

 

ISSN: 2588-4638 

Research Article   

The optimizing of micro propagation in some almond’s genotypes 

(Prunus dulcis L.) (The evaluation of shoot proliferation response to the 

explant type and sterilization method) 

Farzaneh Razavi1* , Masoumeh Asadi Aghbolaghi2  

1. Assistant Professor, ChaharMahal O Bakhtiari’s Agricultural Research, Education and Extension Organization(AREEO), 

Shahrekord, Iran.   

2. PhD Graduate in Seed Science and Technology, Department of Agronomy and Plant Breeding, College of Agriculture and Natural 

Resources, Univercity of Tehran, Karaj, Iran. 

Article Information  Abstract  

Received: 18 Sept. 2023 

Revised: 14 Oct. 2023 

Accepted: 14 Nov. 2023 

 

This study focused to optimize micropropagation in 11 different almond (Prunus dulcis)’s 

genotypes/cultivars. Main effort was to determine best explant and disinfection’s method in 

each genotype/cultivar. Almond’s cultivars, Mamaei (M), Shekoufeh (SH) and Fragnies (F) 

as well as bred almond lines; A1, A2, A3, A4, A5, A7, A8 and A9 were evaluated. The 

effect of explant; disinfection’s methods and genotype/cultivar were analyzed using factorial 

experiment on completely randomized design with 3 replications for each treatment. Results 

indicated 3 studied factors along with their interactions can greatly affect almond’s 

proliferation.  The explant (woody/ herbaceous shoot) showed different effects on 

proliferation in different almond’s genotypes/cultivars. In genotype A1, herbaceous shoot 

showed not suitable proliferation (30.12) compared to woody one (40.20), while in genotype 

A7, herbaceous shoot resulted better (40.13) than woody shoot (36.20). Interestingly, in 

most studied genotypes/cultivars such as A1, A3, A8, A9, SH, M, and F, woody mature 

shoot exposed better proliferation.  Likewise, sterilization’s method had different effects on 

proliferation in different genotypes/cultivars. For instance, sodium hypochlorite 25  % /15 

(conc. (%)/min.) showed higher proliferation in A7, A8, A9 and F, whereas, in other 

genotypes/cultivars, using 50  %/10 (conc. (%)/min.) was superior. Results verified almond’s 

genotype/cultivar and its interaction with explant and disinfection’s method, can 

significantly affect on proliferation as a genetic related trait. Results indicated almomd’s 

genotype/cultivar, method of disinfection, type of explant (herbaceous or woody shoot) and 

their interaction can affect significantly on almond’s proliferation, growth’s performance 

and rate. 
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EXTENDED ABSTRACT 

Introduction 
The almond (Prunus dulcis (Mill.) from Rosaceae 

family, is one of the most important nut crops worldwide 

and based on FAO report in 2020, after USA, Spain and 

Australia, Iran has major production. The micro 

propagation has many advantages for fruit trees clonal 

propagation and is especially important for clonal 

propagation of fruit rootstocks and for disease free 

orchard development. Generally, in fruit trees, in vitro 

culture of shoot tips are relatively easier to propagate 

compared to other types of explants, because of the 

presence of meristems and there are reports on shoot tip 

culture of various Prunus species. In the case of almond, 

explants from various tissues, including shoot tips, have 

already been used for micro propagation, but the 

technique has not been as successful as for different 

almond genotypes/ cultivars. This study mainly focused 

to optimize micro propagation in 11 different almond 

(Prunus dulcis)’s genotypes/cultivars, and finally 

reported the methods for successful shoot propagation of 

these genotypes/cultivars. 

 

Materials and Methods 

To determine the best explant and disinfection method in 

different almond genotype/cultivars, cultivars comprised 

Mamaei (M), Shekoufeh (SH) and Fragnies (F) as well as 

some bred almond lines included A1, A2, A3, A4, A5, 

A7, A8 and A9 were evaluated. The basic MS 

(Murashige & Skoog) basal medium was supplied for in 

vitro almond explant settlement and shoot propagation. 

Besides, the standard practical protocols for in vitro 

propagation of fruit trees were applied to propagate plant 

material. The effect of explant (woody/ herbaceous 

shoot); the method of disinfection (sodium hypochlorite 

25  %/15 (conc. (%)/min.)/50  %/10 (conc. (%)/min.)) and 

the genotype/cultivar (11 different almond (Prunus 

dulcis)’s genotypes/cultivars) and their interaction were 

analyzed using a factorial experiment on completely 

randomized design with 3 replications for each treatment. 

 

Results and Discussion 

Results indicated 3 studied factors with their interactions 

can greatly affect almond’s in vitro proliferation.  The 

explant (woody/ herbaceous shoot) showed different 

effects on proliferation in different almond’s 

genotypes/cultivars. In genotype A1, herbaceous shoot 

showed not suitable proliferation (30.12) compared to 

woody one (40.20), while in genotype A7, herbaceous 

shoot resulted better (40.13) than woody shoot (36.20). 

Interestingly, in most studied genotypes/cultivars such as 

A1, A3, A8, A9, SH, M, and F, woody mature shoot 

exposed better proliferation.  Likewise, the sterilization 

method showed different effects on shoot proliferation in 

different genotypes/cultivars. For example, sodium 

hypochlorite 25  % /15 (conc. (%)/min.) showed higher 

proliferation in A7, A8, A9 and F, whereas, in other 

genotypes/cultivars, using 50  %/10 (conc. (%)/min.) was 

superior. Results verified almond’s genotype/cultivar 

and its interaction with explant and disinfection method, 

can significantly effect on proliferation as a genetic 

related trait. Therefore, disinfection method, type of 

explant (herbaceous or woody shoot) and their 

interaction with almond genotype/cultivar can 

significantly affect on in vitro shoot proliferation, growth 

performance and growth rate in different almond 

genotype/cultivar. 

 

Conclusion 

In spite of the importance as main nut crop in Iran, 

almond (Prunus dulcis (Mill.) production stands lots of 

limitations and bottlenecks during its different growth 

seasons. These barriers are mainly based on the disease 

and pests' outbreak and environmental challenges such as 

cold and drought stresses as well. Therefore, main 

limitations are initiated by occurrence of fruit disease and 

pests as well as the climatic barriers. The clonal micro 

propagation in fruit trees such as almond, is one of the 

key solution which prepares many opportunities and 

benefits for healthy orchard improvement by 

development of superior disease free or stress tolerant 

almond rootstocks and scions in different 

genotypes/cultivars. In this report, the effect of explant; 

disinfection method and genotype/cultivar as well as 

interaction between all of them were analyzed. Results 

indicated these all factors and their interactions can 

greatly affect shoot proliferation in each 

genotype/cultivar.   Finally, micro shoot proliferation in 

almond (Prunus dulcis) was optimized by selection of 

best explant and disinfection method in each almond 

genotypes/cultivars involved Mamaei (M), Shekoufeh 

(SH) and Fragnies (F) and some bred almond lines such 

as A1, A2, A3, A4, A5, A7, A8 and A9. All together, this 

study reported methods for successful micro propagation 

in almond, specifically in vitro shoot multiplication, with 

engaged on sterilization methods and selection of best 

explants in different almond genotypes/ cultivars.
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 مقاله پژوهشی   

  زایی شاخه  درصد  بر ضدعفونی  شیوه و  ریزنمونه  نوع  بررسی با  ای شیشه  درون   کشت سازی بهینه 

 ( Prunus dulcis Mill)  بادام  هایژنوتیپ   و ارقام  از   برخی

 2آقبلاغی اسدی معصومه ،*1رضوی فرزانه

  ،کشتتتاورزی   ترویج و   آموزش  تحقیقات،  ستتتازمان ،یراییخ ب و  لاح مراهچ نایستتتا ی عیبط منابع  و   کشتتتاورزی  آموزش و   تحقیقات  مرکز ،استتتیادیار.  1

 .ایران شهرکرد،

 ، کرج، ایران.تهران دانشگاه طبیعی، منابع و  کشاورزی دانشکدگان روه زراعت و اصلاح نباتات،گ بذر، تکنولوژی و  علوم دکیریآموخیه دانش .2

 چکیده  اطلاعات مقاله

 27/06/1402: افتیدر خیتار

 22/07/1402: یبازنگر خیتار

 23/08/1402: رشیپذ خیتار

 

تری  کاربردهای  آوری کشتت بافت برای تکییر رویشتی یا ریزازدیادی درخیان میوه یکی از مه استیفاده از ف 

باشتد.  تحقیق  واضتر با  هدف  تعیی  بهیری  نوع ریز نمونه و باغبانی میتجاری ای  شتیوه در ووزه کشتاورزی و 

شتیوه ضتدعفونی برای ریز ازدیادی 11  رق  و ژنوتیپ  بادام  (lliM  siclud sunurP)  در  ستال های  8931  تا  0041  

اجرا گردید. آزمایش بصتتورت فاکیوریز  ستته عاملی شتتامز ریز نمونه  خشتتبی یا علفی(، شتتیوه ضتتدعفونی با 

هیپوکلرید سدی   غلظت  52%،  51  دقیقه یا غلظت  05%  ،01  دقیقه( و ژنوتیپ/ رق   ارقام مامایی   M(، شکوفه  

 HS( و فرانیس  F( و هشتت ژنوتیپ  واصتز از بهندادی( در قالب طرح پایه کاملا تصتادفی با سته تکرار  اجراء  

شتد. شتیوه ضتدعفونی، ریز نمونه، ژنوتیپ /رق  و  اارات میقابز ای  سته عامز، ترایر معنیداری بر شتاخهزایی  

درون شتیشتهای بادام داشتیند.  در ژنوتیپهای  9A ،8A  ،3A ،1A   نام در برنامه بهندادی( و ارقام شتکوفه، مامایی  

و فرانیس، ریزنمونه خشتبی درصتد شتاخهزایی بالاتری نستبت به ریز نمونه علفی داشتت. در ژنوتیپ  1A، ریز  

نمونه خشتتبی دارای درصتتد شتتاخهزایی بالاتری  04/02  ( نستتبت به ریزنمونه علفی  03/21( بوده، در ژنوتیپ  

7A، ریزنمونته علفی منجر بته شتتتاختهزایی بتالاتری  04/31(  نستتتبتت بته ریزنمونته خشتتتبی  63/02(  شتتتد.  در 

ژنوتیپهای  4A  ،3A ،2A ،1A و رق  شتتکوفه، هیپوکلرید ستتدی  با غلظت  52%  برای 51  دقیقه باعث کاهش 

شتاخهزایی نستبت به غلظت  05  درصتد برای 01  دقیقه شتده استت. اار میقابز سته عامز ژنوتیپ/رق ، شتیوه ضتد  

عفونی و نوع ریز نمونه دارای تاایر معنیدار بر میزان شاخهزایی بادام بود.  سایر ترکیبات ضدعفونی کننده، ریز  

 نمونهها و محیط کشتهای مخیلف در ریزازدیادی بادام درآینده بررسی خواهند شد.

 های کلیدی:واژه

  بادام،

  ریزازدیادی،

  پرآوری، بافت کشت

  ،MS کشت محیط 

 ضدعفونی
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 مقدمه

و   (Rosaceae  یانتیره گز ستترخ  از (Prunus dulcis Mill)  دامبا

از اهمیت  خشکباری   صولیبه عنتتتتتتوان محتتتتتت   Prunusاز جنس 

ایترانویدهای   و  دنتیتتا    Kester et al., 1991 است  برخوردار    در 

Tehranifar et al., 2002; 2002;).   در فائو  گزارش  طبق 

بعد از آمریکا، تولیتتتد بتتتادام را  چهارم  تتتران رتبتتته  ای،   2020ستتتال

.  ( FAO, 2020   به خود اخیصاص داده استتتتتتاستتپانیا و استتیرالیا  

د  یت ر کشتتتت و تولیاز نظر ستتتز  زپرورش بتادام   مراکز  یترمه 

، یجتان شتتترقیخراستتتتان، فتارر، آ ربتا  یهتامحصتتتول، استتتیتان

 یجتان غربیزد، کرمتان، اصتتتفهتان و آ ربتای، یاریت بخیو  چهتارمحتال  

 Chaichi et al., 2002; Darvishian, 2000; Ghasemi باشندمی

et al., 2010; Shahnavazi, 2012; Vazvai, 1999  .) استتیفاده از

آوری کشتتت بافت برای تکییر رویشتتی یا ریزازدیادی درخیان ف 

 زهدر ووشتتتیوه  تجتاری ای     هتایتری  کتاربردمه یکی از  میوه  

باشتد.  باتوجه به  نقش پایه در میزان رشتد  می  و باغبانی  کشتاورزی

رویشتی، زودرستی، میزان عملکرد و مقاومت در  برابر بیماریها  و 

آفتات در درخیتان میوه، انیختا  و تکییر پتایته منتاستتتتب نقش بت ه  

ستتتزایی در موفقیتت تولیتدات  بتاغی  دارد. بته طور کلی پتایتههتای 

درخت میوه به دو روش جنستی و غیرجنستی تکییر میشتوند، ولی 

با توجه به اینکه در تکییر جنستتی تفرص صتتفات واصتتز شتتده و 

نهالهای واصتله از نظر خصتوصتیات ژنییکی ترییر مییابند، ستعی 

بر ای  استت تا از روش تکییر غیرجنستی، بهویده روشهای کشتت  

بافت برای تولید انبوه پایههای ستال   و توستعه باغات میوه استیفاده 

Hartman  et(.  همچنی   ریزازدیتادی  بته عنوان    al.,1990   شتتتود

شتیوه ای  مناستب جهت وفظ و نگهداری  ژرمپلاست های باارزش 

بومی و  گونههای ووشتی درخیان میوه  در وتتتتتال انقرا   به کار  

میرود. شتیوه  ریزازدیادی درخیان میوه برتری بستیار زیادی نستبت  

به  شتتیوه های ازدیادی  ستتنیی دارد، از جمله ای  مزایا،  میتوان به  

تولیتد  پتایتههتا و ارقتام درخیتان میوه عتاری از  بیمتاریهتا، کوتتاه کردن 

چرخته زایشتتتی، امکتان    تکییر  در تمتام طول ستتتال،  استتتیفتاده در 

نمود  گیتتاهتتان  هیبریتتد  اشتتتتاره   برنتتامتتههتتای  بهندادی  و  تولیتتد 

 Channuuntapipat et al., 2003b.) 

رویشتتی ستتیب در مخیلف های  ریزازدیادی پایهای  مزالعهدر 

نمونه و   ریز  ضتدعفونی های مخیلفای، شتیوه محیط درون شتیشته

از   M106پایه رویشتی  . طبق نیایجنوع تیمار هورمونی بررستی شتد

های  نستبت به ستایر پایهطول ستاقه، کالور زایی و تعداد بر  نظر 

زایی از تیمار هورمونی و بهیری  شتاخه  برتری داشتترویشتی ستیب 

واصتتتز   BAPمیلی گرم در لییر  2و    IBAمیلی گرم در لییر 1/0

 (.Mohamadzadeh Moghadam & Hamidi, 2017  شد

درخیتان میوه از جملته   هتای مخیلفهتا و گونتهریزازدیتادی پتایته

مزتالعته و ارزیتابی قرار مورد  ابعتاد گونتاگون    در  Prunusجنس  

استتتتت   طتبتق(.  Fotopoulos & Sotiropoulos, 2005   گترفتیتته 

توانستتتیه استتتت  ریز ازدیادی   شتتتیوه   نیز  برخی تحقیقات گزارش 

و ستازگار شتدن با ارقام بادام  بخشتی را از نظر تکییر  نیایج رضتایت

 ;Kamali et al., 2001   گلختانته و مزرعته ارائته دهتدشتتترایط  

Nazari et al., 2010). 

پتایته رویشتتتی  منظور بهبود روش ریزازدیتادی  بتهای  در مزتالعته

غتلتظتتت677GF  بتتادام هتورمتون،  متختیتلتف  و   هتتایهتتای  اکستتتیت  

، همراه با MS  کشتتمحیط   ،نیایجطبق  .  ندستییوکنی  بررستی شتد

لییریت  میلی لییرو نی  میلی BA گرم در  بتا تولیتد    IBAگرم در 

تری  قزر تری  تعداد شتتاخستتاره، بلندتری  طول ستتاقه، بیشبیش

گره، تعتداد بر  و درصتتتد ستتتاقته، تعتداد گره و فواصتتتز میتان

کشتتتت  تری  محیطشتتتده به عنوان مناستتتبهای باززاییریزنمونه

شتتتتد ریشتتتته  .انتیتختتا   بتهتیتریت   متحتیتط هتمتجتنتیت   در  زایتی 

گرم در و نی  میلی IBAگرم در لییر  میلی ی  واوی MS کشتتت

ریزازدیادی   .(Gerdakaneh et al,. 2020   واصتتز شتتد BA  لییر

نظیر اخیصتتتتاصتتتی بودن دارای محتدودیتت نیز  درخیتان میوه   هتایی 

دستیورالعمز کشتت درون شتیشته ای شتامز نوع ریز نمونه، نوع ترکیب 

محیط کشتتتت و بالانس مواد غذایی  و هورمون ها ،  نحوه ستتتازگاری  

انتواع آلتودگتی هتتای   ایت  ویتیترو  بتتا متحتیتط متزرعتته،  هتمتچتنتیت   گتیتتاهتتان 

 Hasanokht  &  Ebrahimi,  2006(   بتاکیریتایی و قتارچی   می بتاشتتتد

;Hasanokht  &  Kahrizi,  2003(.  همچنی   کلونشتتتدن گیاهان  

چوبی در شتتترایط درون شتتتیشتتتهای به آستتتانی گونههای علفی 

نمیباشتد  که منجر به بروز نیایج میفاوت در تکییر درون شتیشتهای  

.)Pirick et al., 1987; 1973( درخیان میوه شده است 

انبوه پتایشتتتیوه تکیبررستتتی  ای  در مزتالعته در   677GF  هیت ر 

 وراکیوریب  در پایه  ای  ریزازدیادیاد که نشتتتان دتنتاوبی  وراکیور  یب

 وزن  و تر  وزن  شاخه،  ارتفاع  شاخه،  تعداد  ثیو  از  تواندیم  یاهیگ
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 دارای  و  داشتتیه برتری  جیرا  کشتتت ستتی یستت   با  ستتهیمقا در خشتت 

 .(al., et Bagheri 2013  دباش یاقیصاد توجیه

  بادام   ×   هلو   هیبرید   ی شتت ی رو   ی ها ه ی پا   ی اد ی زازد ی ر  دیگر  ای مزالعه  

طبق  بررستی شتد.    ( Kamali et al.  ,  2001      کمالی و همکاران  توستط 

  ی ها ط ی مح  ر ی ستتا   بر   افیه ی ر یی تر  Knop کشتتت   ط ی مح   از   استتیفاده   ج ی نیا 

  داشتیه   ی برتر   یی زا شتاخه  مروله   در  1/2MS و  MS مانند   شتده  ش ی آزما 

.  داد   نشتتان   بهیری   نیایج  LS کشتتت   ط ی مح   یی زا شتته ی ر  مروله   در   ی ول 

در   (Dejmpour et al.,  2010   دژم پور و همکتاران   نیتایج پدوهش 

 5/0ستتدی   هیپوکلریدنشتتان داد که ضتتدعفونی با   Prunusجنس 

و  5/5، 5/8های دقیقه و کلرید جیوه با غلظت 15درصتتد به مدت  

لییر ک  تری  آلودگی را در محیط کشتتتتت ایجتاد یت  گرم در 

نتدادگتتان  هتمتچتنتیت نتمتودنتتد.   بتتادام   HS302و    HS314هتتای  در 

های  زایی را داشتتیه و ندادگانتری  توانایی استتیقرار و شتتاخهبیش

HS721    وHS408   زایی را داشتتتیندتری  میزان رشتتتد شتتتاخهک  

 Shkafandeh & Ghasemi, 2008).  

نیتایج ای    استتتتار  بهیری  شتتتیوه ضتتتتدعفونی   ،پدوهشبر 

گرم در میلی 200ها به ترتیب با استتتیفاده از کلرید جیوه  ریزنمونه

درصتتد( و   10ستتدی     هیپوکلریددرصتتد( و نهاییا     70لییر(، الکز  

امام و  .  شتتدشتتستتیشتتوی آن ستته بار با آ  مقزر ستتیرون اعلام  

ازدیادی بادام   نیز در بررستتی ریز(  Imam et al., 2013همکاران  

ها از الکز  جهت ضدعفونی نمونه   (Amygdalus scoparia کوهی  

درصتتد، جهت کاهش آلودگی ستتزحی و برای ستتیرون کردن  70

بهینه      درصتتد( استتیفاده نمودند.  0/ 1ها از محلول کلرید جیوه   جوانه 

های  ریز  ازدیادی   موار و انیخا  ریزنمونه مناستتب  هر  ستتازی روش 

ژنوتیتپ بادام،   زمینته منتاستتتب برای مزتالعتات آتی روی گیتاه با دام را  

در کشتتت درون شتتیشتته ای   در برنامه های   بهندادی   و تکییری  فراه  

می نمتایتد .   تحقیق وتاضتتتر بتا هتدف تعیی  بهیری  نوع ریز نمونته   و   نیز  

کارآمدتری  شتتیوه ضتتدعفونی ریز نمونه در   تکییر درون شتتیشتته ای   

 در    11   ژنوتیپ مخیلف بادام   منیخب   انجام  گرفت . 

 

 هاروش  مواد و
 و گیاهی مواد رویشی

ستته رق  تجاری بادام شتتامز رق  ازدیادی   ریز در ای  مزالعه،

رق  زودگتز تجتاری میتداول استتتیتان چهتارمحتال و    (M)متامتایی  

تجاری ایرانی و مقاوم دیرگز رق     (SH)، رق  شتتکوفه  (بخییاری

  8 نیز  و (خارجیدیرگز  رق  تجاری    (F)و رق  فرانیس  ( به ستترما

 ، A1, A2, A3, A4, A5, A7  هایبه نام  ژنوتیپ اصتتتلاوی بادام

A8    وA9 ، در آزمایشتتگاه کشتتت بافت مرکز تحقیقات و آموزش

مورد کشتتتاورزی و منتابع طبیعی استتتیتان چهتارمحتال و بخییتاری  

بهینه ستازی کشتت و استیقرار گیاهچه شتامز ، هگرفیبررستی قرار 

برای هر در محیط کشتت نوع ریزنمونه و شتیوه ضتدعفونی    انیخا 

ی  هتا گردیتد. لازم بته  کر استتتت کته ژنوتیتپ  انجتام  رق  یتا ژنوتیتپ

بتادام    تحقیقتات بهندادیبرنتامته    وتاصتتتز،  A1    .....A9اصتتتلاوی  

 کرجدر منزقه ی معیدله  هاپدوهشتکده میوه   یتحقیقات کلکستیوندر

بر استتتار کدگذاری آنها در برنامه   هاو استتتامی ای  ژنوتیپبوده  

بر    هتاانیختا  ای  ارقتام و ژنوتیتپ  بته طور کلی بتاشتتتد.بهندادی می

ها در میزان مقاومت به تنش سترمازدگی و ژنییکی آناستار تنوع  

ارقتام انیختا  شتتتده برای ای  آنهتا بوده استتتت.    نیز زمتان گلتدهی

پدوهش در نهالستتیان مذکور  دارای  برچستتب ستتلامت و اصتتالت  

ژنییکی تایید شتده توستط موستسته ابت و گواهی بذر و نهال بوده و 

ی اصتتتلاوی نیز دارای گواهی ستتتلامتت از نهتالستتتیتان  هتاژنوتیتپ

 سیگاه تحقیقات باغبانی کرج بودند.یتحقیقاتی ا

 های مورد مطالعه سازی کشت بافت بادام در ژنوتیپ بهینه 

شتیوه ریزازدیادی بادام در ای  مزالعه بر استار اصتول کشتت 

ده انجتام شتتتده بر ریز ازدیتادی در ختانواو مزتالعتات    بتافتت گیتاهی

انجتام    بتادامهتای هلو و  رزاستتتته و خصتتتوصتتتتا در برخی هیبریتد

 & Alizadeh & Grigorian, 2001; Athenaashari گتترفتتت

Zakai Khosroshahi, 2013; Seyed Tabatabaei & Omidi, 

2011; Sharifi et al., 2010; Hasandokht & Ebrahimi, 2006; 

Jalili Marandi & Hakimi Rezaei, 2003  .) با توجه به پیانستیز

های بادام نستبت به رشتد و نمو ژنییکی میفاوت هر کدام از ژنوتیپ

ستازی نحوه کشتت بافت در ای، بهینهدر شترایط کشتت درون شتیشته

هتای مورد بررستتتی بتادام در ای  تحقیق مورد هر کتدام از ژنوتیتپ

و شتیوه  خشتبی( -2علفی،   -1   نوع ریزنمونه بررستی قرار گرفت.

 %50ستتدی   هیپوکلرید   2،  اانیه(  7-6  %70الکز   -1   ضتتدعفونی

ستتدی   هیپوکلرید  -،اانیه(  7-6درصتتد   70الکز   -2دقیقه(،   10 

هتای مخیلف مورد ارزیتابی قرار در بی  ژنوتیتپ  دقیقته(  15   25%

 گرفت.
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 شیوه تهیه ریز نمونه

ای از هر ژنوتیتپ در بهتار و اوایتز  جهتت ازدیتاد درون شتتتیشتتته 

شتاخه  ستبز و جوان و  شتاخه  های مخیلف از دو نوع  مونه زن تابستیان ری 

و در وال رشتد فعال در نهالستیان   ، ستال  های جوان تر از شتاخه خشتبی 

 ;Azazi et al., 2018   میر تهیته گردیتد ستتتانیی   15تتا    10بته طول  

Bagheri et al., 2013; Zolfaghari Nasab et al., 2004)  . سپس 

یخ گذاشتیه و به آزمایشتگاه   جعبههای گیاهی داخز نایلون و  نمونه

ها جهت کشتتت در محیط ستتیرون . نمونهندکشتتت بافت انیقال یافی

.  نتدهتا جتدا شتتتدهتای آنبر هتای جتانبی  بتا وفظ جوانتهآمتاده و  

ها بستتتیته به نوع ژنوتیپ میفاوت خواهد بود. اندازه نهتایی ریزنمونه

میر با تا سته ستانیی 5/1ها بی   برای هر ژنوتیپ ستایز نهایی ریزنمونه

 سه جوانه جانبی در نظر گرفیه شد. تاوفظ ی  

 هامراحل ضدعفونی ریزنمونه

 هتا هتا ضتتتدعفونی ریزنمونته ریزنمونته آلودگی قزعی  بتاتوجته بته  

 ;Bagheri & Azadi, 2002 باشتتتد قبز از کشتتتت ضتتتروری می 

Darab et al., 2010; Hasandokht & Ebrahimi, 2006.) 

هتای  هتا و آلودگیبردن میکروارگتانیستتت در ابیتدا برای از بی   

ها با مایع ظرفشتویی و آ  شتهری شتستت ستزحی موجود، ریزنمونه

  ساعت تحت آ  جاری قرار داده شدند 24و شو و سپس به مدت  

آمتاده و   از مراوتز  هتای مخیلف ستتتتازی ریزنمونته، شتتتیوه پس 

ریزنمونته تهیته شتتتده،   هرژنوتیتپ و  برای هر هتا  ضتتتدعفونی نمونته

هتای  مخیلف مربوط بته هر مورد بررستتتی قرار گرفتت. ریزنمونته

متتدت  اتتتانتول  70%  در  تتوستتتط  ابتیتتدا  متجتزا  طتور  بتته  ژنتوتتیتتپ 

زمان 10اانیه(  تیمار شتدند  و  ستپس  دو تا سته بار شتستت و شتو با 

آ  مقزر ستیرون  زیر هود لامینار انجام گرفت.  پس از ای  مروله 

ریزنمونهها در  دو   درصد میفاوت  25  و  50 درصد( از  هیپوکلرید  

ستدی  به ترتیب   در مدت زمانهای  15 و  01 دقیقه غوطهور شتده   

و در نهایت شتستت و شتوی مجدد با آ  مقزر ستیرون، دو تا سته 

بار انجام شتتد.  ریز  نمونهها پس از ضتتدعفونی روی محیط کشتتت 

 MS قرار داده شدند.

 و کشت ریز نمونه MSتهیه محیط کشت 

 ( %07/0موراشتتیو و استتکو  جامد  آگار   محیط کشتتت

 MS, Murashige & Skoog medium،)   تتترکتتیتتبتتات وتتاوی 

( برای ریزازدیتادی pH  1±7/5هتای مخیلف  میفتاوتی بتا غلظتت

 ;Azazi et al., 2018   مورد اسیفاده قرار گرفتی بادام  هاژنوتیپ

Bagheri et al., 2013; Zolfaghari Nasab et al., 2004)    جدول 

بتته متتدت1 درجتته  121دقیقتته در دمتتای   20 (. محیط کشتتتتت 

ستیرون شتدند.  در اتوکلاو  کیلو پاستکال   2/1گراد و فشتار ستانیی

به محیط کشت اتوکلاو شده اضافه   فیلیر ستیرون شده   هایهورمون

هتا زیر هود لومینتار بر روی پس از ضتتتدعفونی، ریزنمونته شتتتدنتد.

 .محیط کشت قرار داده شدند

 شرایط محیطی اتاقک رشد

های کشتتت شتتده، ظروف  به منظور استتیقرار و پرآوری ریزنمونه 

ستاعت    16گراد،  درجه ستانیی  25±2کشتت در اتاق  رشتد در شترایط  

های فلورستتنت  روشتتنایی و هشتتت ستتاعت تاریکی که توستتط لامپ 

بته متدت  فراه  می   روز، بستتتیته بته نوع ژنوتیتپ،    30  الی   20شتتتتد، 

 ;Azazi et al., 2018; Bagheri et al., 2013  نگهداری شتتدند 

Zolfaghari Nasab et al., 2004)  ها  جوانهپرآوری  . در ای  مدت

روز از  30الی   20پس از گذشتتت  ها  واکشتتت نمونهآغاز گردید.  

 ستتازی و تازه کردن تبادلات گازی و غذایی کشتتت، جهت جوان

های جوان  انجام  شتتد. مدت زمان مورد نیاز برای استتیقرار گیاهچه

کتامتز ریزنمونتههتا در محیط کشتتتت و برخی فتاکیورهتای رشتتتد  

رویشتتی شتتامز ستترعت رشتتد جوانهها، تراک  و عادات رشتتدی  

شتتتاخههای تولید شتتتده  رشتتتد  افقی و عمودی(، خصتتتوصتتتیات  

مورفولوژیکی بر  و شاخههای تولید شده  اندازه ،  رنو، بافت(  

بر اسار اندازه گیریهای کمی با اسیفاده از کولیس، خط کش و 

نیز مقتایستتتته بتا جتدول توصتتتیفی کمی-  کیفی  دیستتتکریپیور(  

گیاهچههای درون  شتتیشتتهای  بادام   تهیه شتتده توستتط رضتتوی  

 9931((،    در ژنوتیتپهتای مورد مزتالعت ه در طی هر دوره قبتز از 

 واکشت مورد ارزیابی قرار گرفیند.

 زایی )پرآوری(ارزیابی شاخه

شتتمارش  بابه عنوان میریر مورد مزالعه   پرآوریمیزان ارزیابی 

انجام   در هر شتتیشتته  ویال(     جوانهای  های گیاهچهتعداد شتتاخه

ستتته  ،  تیماررای هر ژنوتیپ در هر ب استتتت که رشتتتد، لازم به  ک 

 (.1 شکز  در نظر گرفیه شد  سه ویال یا شیشه(  تکرار
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 ای درون شیشه بادام MS ترکیب محیط کشت  -1جدول  

Table 1- The composition of MS medium for almond’s invitro culture 

 گرم/لییر میلی 
 mg/L) 

 عناصر پر مصرف
Macro element 

332.02 
 کلرید کلسی  

)2Calcium chloride (CaCl 

170 
 فسفات پیاسی  

)4PO2Potassium dihydrogen phosphate (KH 

1900 
 نییرات پیاسی  

)3Potassium nitrate (KNO 

180 
 سولفات منیزیوم 

)4Magnesium sulfate (MgSO 

1650 
 نییرات آمونیوم 

)3NO4Ammonium nitrate (NH 

 عناصر ک  مصرف 
Micro elements 

0.025 
 کلرید کبالت 

O)2.6Hl2Cobalt Chloride (CoC 

0.025 
 سولفات مس 

O)2.5H4Cuprum Sulfate (CuSO 

6.2 
 اسید بوری 

)3BO3Boric Acid (H 

0.83 
 یدید پیاسی 

Potassium Iodide (KI) 

16.9 
 سولفات منگنز 

O)2.4H4Manganese Sulfate (MnSO 

0.25 
 مولیبدات سدی  

O)2.2H4Sodium Molybdate (Na2MoO 

8.6 
 سولفات روی 

O)2.7H4Zinc Sulfate (ZnSO 

 هاوییامی  
Vitamins 

2 
 گلایسیس

)2NO5H2Glycine (C 

0.5 
 نیکوتینی  اسید 

)2NO5H6Nicotinic Acid (C 

0.5 
 پیرودوکسی  

)3H11NO8Pyridoxine (C 

0.1 
 تیامی  

)4O5CIN17H12Thiamine (C 

 آه  
Iron 

37.25 

 دی سدی  اتیل  دیامی  تیرا اسیی  اسید 
Disodium ethylenediaminetetraacetic acid 

EDTA)2(Na 

27.85 
 سولفات آه  

O)2.7H4Ferrous Sulfate (FeSO 

30000 
 ساکاروز 

Sucrose 

500 
 گلوتامی 

L-glutamine 

7000 
 آگار 

Agar 
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 در شرایط سیرون شیشه  ویال( گیاهچه بادام درون  - 1شکز 

Figure 1- Almond seedlings in tubes (vial) 
 

  هاآماری دادهتجزیه 

شتتامز   فاکیور اولکه ستته عاملی فاکنوریز   بصتتورت آزمایش

شتتامز  و فاکیور دوم علفی و خشتتبی(    نوع ریزنمونه با دو ستتز 

  2اتانیته(،   7-6   %70الکتز    -1 شتتتیوه ضتتتتدعفونی  دوستتتز  از  

 7-6درصتتتد    70الکتز    -2دقیقته(،   10   %50هیپوکلریتد ستتتدی   

 11در  :و فاکیور ستتومدقیقه(    15   %25هیپوکلرید ستتدی     -اانیه(،

تجزیه انجام گرفت.   ژنوتیپ( 8 سته رق  و   رق /ژنوتیپ   ستز  از

مقتایستتته میتانگی  هتا بته روش آنووای یت  طرفته و  واریتانس داده 

  داری پنج درصتتتدیهتا توستتتط آزمون دانک  در ستتتز  معنداده 

 P ≤ 0.05  )  وstudent F–test   وT- test  ) در قالب طرح پایه کاملا

ج به دستتت تحلیز آماری نیای انجام گرفت.با ستته تکرار تصتتادفی 

 .انجام شد SAS 9.4افزار آمده با اسیفاده از نرم

 

 و بحث  نتایج 

بر استتتار تجزیه نیتایج آماری، هر ستتته فاکیور نوع رق /ژنوتیتپ، 

تاایر  سته عامز ای   و نیز اار میقابز  عفونی و نوع ریزنمونهضتدشتیوه  

نهتالمعنی بر میزان پرآوری  هتای بتادام در کشتتتتت درون داری 

  (.2 جدول  داشیند ایشیشه

 و   رق /ژنوتیپ، ریزنمونهنوع های ضدغفونی، تاایر روش  میانگی  مربعات( واریانس تجزیه نیایج  -2جدول  

 بادام ای درون شیشه  زاییشاخهبر  ای  سه عامز  تاایرات میقابز 

Table 2 – The mean square’s analysis of variance of the effect the explant, sterilization’s method, genotype/cultivar and 

their interaction on almond’s in vitro proliferation rate 

 
 منابع ترییر 

Sources of variation 

 درجه آزادی 

Df 

 زایی شاخهمیانگی  مربعات 

Mean Square of branching/proliferation 

 ژنوتیپ / کولییوار 

Genotype/cultivar 
10 

** 25.20 

 روش ضدعفونی

sterilization method 
1 

**44.63 

 نوع ریزنمونه 

type of explants 
1 

**11.18 

 روش ضدعفونی  ×ژنوتیپ/کولییوار 

Genotype/cultivar× sterilization method 
10 **12.88 

 نوع ریزنمونه  ×ژنوتیپ/کولییوار 

Genotype/cultivar× type of explants 
10 **20.24 

 نوع ریزنمونه ×روش ضدعفونی  ×ژنوتیپ 

Genotype× sterilization method×type of explants 
10 

** 22.12 

 خزای آزمایشی 

Experimental error 
88 0.77 

 ضریب ترییرات  درصد(

Coefficient of variation (percentage) 
 18.17 

 significantly different, P=0.01**  درصد  1** معنی دار در سز  
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و  بر پرآوریو ژنوتیپ/رقم    شییوه ضیدعفونیبرهمکنش  

 بادام زاییشاخه

دقیقه(    15   % 25ستدی    هیپوکلرید به همراه  % 70استیفاده از الکز  

  10   % 50ستدی    هیپوکلرید به همراه  % 70در مقایسته با استیفاده الکز  

بتاعتث کتاهش    SHرق   و   A1 ،A2 ،A3 ،A4ی  هتا ژنوتیتپ دقیقته( در 

در    ،  بادام شتتده استتت ای  درون شتتیشتته   گیاهچه  زایی شتتاخه درصتتد  

به همراه  % 70صتتورتی که استتیفاده از ای  روش ضتتدعفونی  الکز  

  و   A7  ،A8  ،A9ی  ها ژنوتیپ دقیقه( در    15   % 25ستتتدی   هیپوکلرید 

ای  های درون شتیشته گیاهچه   زایی در  افزایش درصتد شتاخه     Fرق  

نیتایج،    طبق .  ( 3جتدول  و    2شتتتکتز     بتادام را بته همراه داشتتتیته استتتت 

گیاه  ای  مناستب برای کشتت درون شتیشته روش ضتدعفونی  انیخا   

 خواهد بود. میفاوت  مخیلف،  ی  ها و رق    ژنوتیپ بادام، بسیه به  

کننده، به ویده در کشتت درون  ری  عوامز محدود ت یکی از مه  

و بتاکیریتایی    هتای ای گیتاهتان چوبی، آلودگی شتتتیشتتتته  قتارچی 

 ,.Alt et al., 2004; Ruth et al., 2006; Sarmast et al  هستتیند 

2011; Yang et al., 2001  ) وتالتت نهفیته دارنتد و پس از    کته اغلتب

 ,Seyed Tabatabai & Omidi    شتتوند کشتتت ریزنمونه نمایان می 

ای برای  به طور گستتتیرده   ستتتدی  و کلرید جیوه  هیپوکلرید (.  2011

کنیرل آلودگی آزمتایشتتتگتاهی گیتاهتان چوبی مورد استتتیفتاده قرار 

عنوان داشتتیند  (  Pirik et al., 1973  پیری  و همکاران    ند. گیر می 

توان تنهتا از الکتز استتتیفتاده ها نمی که برای نابودی میکروارگانیستتت  

ستتتپوردار اار  ی  هتا قتار  هتا و  بتاکیری بر    نمود، زیرا اتتانول بته تنهتایی 

 . است  الزامی سدی  کلرید  بنابرای  اسیفاده از هیپو   . گذارد نمی 

منتاستتتتب ضتتتتدعفونی  زمتان  از طرفی تعیی  غلظتت و متدت  

هتای  الزامی استتتت. استتتیفتاده از غلظتت هتا برای هر ژنوتیتپ  ریزنمونته 

ها و در نییجه صترف وقت  پایی ، ااربخشتی اندکی بر میکروارگانیست  

های بالای مواد  و هزینه به همراه خواهد داشتت، در والی که غلظت 

ضتتتدعفونی کننتده، علاوه بر صتتترف هزینته بتاعتث آلودگی محیط  

رود ها  به ای  مواد بالا می زیستتت شتتده و مقاومت میکروارگانیستت  

Darab et al., 2010) .)    با اعمتال ترییرات در مراوز ضتتتدعفونی و

های ضدعفونی  ، روش زایی بادام شاخه   ها بر عملکرد ارزیابی تاایر آن 

به دستت آمده، که با نیایج تحقیق    بهینه مخصتوص هر ژنوتیپ هدف 

تاایر مستیقی  روش ضتدعفونی بر میزان بروز  دیگری که نشتان دهنده  

مزتابقتت  هتا استتتت، آلودگی و در نهتایتت کتارایی رشتتتد و نمو نمونته 

 (.Webster et al., 2003  ( 2دارد  شکز  

   

 بادام   زایی شاخهر درصد با  ژنوتیپ/رق  ب   ریز نمونه شیوه ضدعفونیبرهمکنش  -3جدول  

 ( رق /در هر ژنوتیپزایی بادام  تاایر شیوه ضدعفونی ریزنمونه بر درصد شاخه

Table 3- Intraction of explant’s sterilization method and genotype/cultivar on almond’s in vitro proliferation 

 ی تولید شده( ها میانگی  تعداد شاخه زاییشاخهمیزان 

number of branches produced (proliferation) mean 
دقیقه(  15  % 25اانیه( + هیپوکلرید سدی   7تا   6   %70اتانول   

Ethanol 70% (6 to 7 seconds) + Sodium 

hypochloride 25% (15 minutes) 

دقیقه(  10  % 50هیپوکلرید سدی  اانیه( +  7تا   6   %70اتانول   

Ethanol 70% (6 to 7 seconds) + Sodium 

hypochloride 50% (10 minutes) 

 ژنوتیپ/کولییوار 

Genotype/Cultivars 
 

25.220 ± 3.54e 45.12 ± 1.49 b A1 

44.63± 4.10 b 56.12 ± 3.10a A2 

11.18± 2.70 h 30.12 ± 1.70d A3 

12  ±1.14 h 14.5 ± 0.42 g A4 

26.10 ± 0.51 e 27 ± 0.52 e A5 

40.11 ± 4.24c 30.17 ± 1.25d A7 

32.12 ± 1.18 d 22.12 ± 2.19 e A8 

30.17 ± 1.29d 23.14 ± 1.23e A9 

23.17 ± 0.97 e 25.12 ± 0.77 e SH 

23.12±1.38 e 23.46 ± 0.88 e M 

21.13 ± 0.36 e 17.10 ± 0.65 f F 
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 زایی بادام در هر ژنوتیپ/رق ( بادام  تاایر شیوه ضدعفونی ریزنمونه بر درصد شاخه  زاییشاخهبرهمکنش شیوه ضدعفونی ریز نمونه  با  ژنوتیپ/رق  بر درصد  - 2شکز 

Figure 2– Intraction of explant’s sterilization method and genotype/cultivar  on almond’s in vitro proliferation 
 

ایتزدپتنتتاه  متزتتالتعتته  کشتتتتت    ( (Izadpanah, 2001  نتیتتایتج  در 

نشان داد که اسیفاده از هیپوکلرید     .Prunus avium Lآزمایشگاهی  

های تهیه  دقیقه در ضتتتدعفونی ریزنمونه  20به مدت   % 1/ 25ستتتدی  

نتتاظری و همکتتاران  استتتتت.  ارائتته کرده  نییجتته را  بهیری    شتتتتده 

  Nazari et al., 2010 های  (  نیایج قابز قبول از ضتدعفونی ریزنمونه

هیبریتد   پتایته  هتای انیهتایی شتتتاخته  و  جتانبی  هتای تهیته شتتتده از جوانته 

GF677  ، اانیه و هیپوکلرید ستدی      4تا    3درصتد به مدت   96الکز   با

نیایج پدوهش دژم پور  دقیقه به دستت آوردند.   10درصتد به مدت    5

نشتتان    Prunus( در جنس Dezhampor et al., 2010و همکاران   

دقیقه و   15درصتد به مدت   0/ 5داد ضتدعفونی با هیپوکلرید ستدی  

تری  و یت  گرم در لییر ک    5/ 5،  8/ 5هتای  کلریتد جیوه بتا غلظتت 

 آلودگی را در محیط کشت ایجاد نمودند.  

رییزبیرهیمیکینیش   بیادام  نیمیونیه نیوع  ژنیوتیییپ   / رقیم  بیر   و 

 بادام زاییشاخهپرآوری و 

نوع ریزنمونه مورد استیفاده تاایر  واضتر،  استار نیایج تحقیقبر 

(. 2هتای بتادام نشتتتان داد  جتدول  نهتالداری بر میزان پرآوری یمعن

ای، تاایر در کشت درون شیشه  بادام  نوع ریزنمونه برای هر ژنوتیپ

بته عنوان میتال   .(3و شتتتکتز    4 جتدول    میفتاوتی خواهتد داشتتتت

، از علفینمونه   در مقایستته با ریز A1در ژنوتیپ  خشتتبی ریزنمونه  

که استیفاده از  والیبهیری برخوردار بوده، در  زاییدرصتد شتاخه

زایی درصتد شتاخه A7و     A4  ،A5های  نمونه علفی در ژنوتیپریز

در البیه  .  (3و شتتکز   4 جدول    تری را به همراه داشتتیه استتتبیش

، A1 ،A3 ،A8شتتامز  های مورد مزالعه در ای  تحقیقاکیر ژنوتیپ

A9     و کولییوارهتایSH  ،M    وF ریزنمونته خشتتتبی از درصتتتد ،

 نمونه علفی برخوردار بوده استت.  زایی بیشتیری نستبت به ریزشتاخه

نمونه مناستب برای کشتت درون  با توجه به ای  نیایج، انیخا  ریز

 و  ه بودمیفاوت های مخیلف، ای گیاه بادام، بستیه به ژنوتیپشتیشته

 .برای هر ژنوتیپ بایسیی تعیی  گردد

 (Yildorma et al. (2010    در کشتتت آزمایشتتگاهی دو رق

که   ( بادام نشان دادندFerraduel ( و فرادوئز Ferragnesفرانیس  

نیمه   های جدا شتتتده،های مخیلف بذر  جنی از ریزنمونه استتتیفاده 

هایی را در تفاوتهای دستت نخورده(  هستیه به همراه جنی  و هستیه

در مزالعه  های کشتت شتده به همراه دارد.ونهزایی و رشتد نمشتاخه

بر  دیگری بتتاداماز  گیتتاه  بتتاالا  و  کشتتتتت   هتتای جوان  برای 

ای    نیایج  .(Miguel et al., 1996شتتتد  استتتیفاده   آزمایشتتتگاهی

های جوان گیاه تهیه شتتده از بخش  هایکه بر  نشتتان داد مزالعه

%( برخوردار بودنتد و در   40تتا    2/38بتالاتری  میزان بتاززایی  از  

هتای بتالاتر هتای تهیته شتتتد از منشتتتاء بتالا، غلظتتمقتایستتته بتا بر 

های با باززایی بر   .برای القاء شتاخستاره نیاز استت TDZهورمون  
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بود که با کشتتت در محیط ترییر یافیه و واکشتتت  %15منشتتاء بالا،  

افزایش یافت. در   %3/35، به  BAتر هورمون  ها در غلظت ک نمونه

از   ،(.Jatropha curcas Lگیتاه جتاتروفتا   بتافتت  کشتتتت  مزتالعته
از جتمتلتته  هتتای  ریتزنتمتونتته بتر  و    هتیتپتوکتوتتیتتز، دمتبتر متختیتلتف 

های  های رشدی بسیه به ریزنمونهاسیفاده شد. نیایج نشان داد عادت

مخیلف میفاوت استت و برای توستعه رشتد و نمو ترکیبات میفاوتی 

در   (.Mukta, 1996)  &  Sujathaبود  از هورمون مورد نیاز خواهد  

های ریشتته، کوتیلدون و هیپوکوتیز در  بررستتی استتیفاده از ریزنمونه 

های  ریز نمونه     که   بادام نشتتتان داده شتتتد   ای درون شتتتیشتتته   کشتتتت 

های هیپوکوتیز داشتیه  کوتیلدون باززایی بیشتیری نستبت به ریزنمونه 

ریشته برای باززایی مناستب نبودند و خشتبی یا علفی  های  و ریز نمونه 

 (.Nas et al., 2010 ها در نیایج واصز موار بودن ریزنمونه 

 ژنوتیپ/رق ( زایی بادام در هر نمونه بر درصد شاخه  تاایر نوع ریز بادام  زاییشاخهبر درصد و رق /ژنوتیپ  نمونه  نوع ریزبرهمکنش  -4جدول  

Table 4- Intraction of explant and genotype/cultivar on almond’s in vitro proliferation 

ی تولید شده  تکییر(هامیانگی  تعداد شاخه  

Mean number of branches produced (proliferation) 

های علفی شاخه  

Green stem 

های چوبی شاخه  

Wood stem 

 ژنوتیپ/کولییوار 

Genotype/Cultivar 

30.12 ± 1.54 c 40.20 ± 1.49 a genotype A1 

35.24± 2.11 b 35.10 ± 3.13 b genotype A2 

17.32 ± 1.72 g 20.15 ± 1.78 f genotype A3 

25.12 ± 1.14 e 15.13 ±0.42  g genotype A4 

27.16 ± 0.59 cd 25.18±0.51 e genotype A5 

40.13 ± 1.41a 36.2 ± 1.24 b genotype A7 

30.11 ± 1.18 c 40.11 ± 2.19 a genotype A8 

24.15 ± 1.29e 43.44 ± 1.24 a genotype A9 

30.10 ± 0.99 c 43.13 ± 0.77 a cultivar SH 

24.18 ± 1.49 e 30.17 ± 0.89 c cultivar M 

26.23± 0.43 de 40.11 ± 0.69a cultivar F 

 

 
 در هر ژنوتیپ/رق   بادام زاییشاخهریز نمونه بر درصد نوع تاایر  - 3شکز 

Figure 3 - Intraction of explant and genotype/cultivar on almond’s in vitro proliferation 
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تیاییر نوع ژنوتییپ بر میزان پرآوری نهیال بیادام و عیادات 

 ایدرون شیشهکشت رشد رویشی آن در محیط 

تری  بیش،  هابر استتار شتتمارش شتتاخه چهکمی و    نیایجطبق  

های مخیلف بعد از کشتتتت  روز تری  پرآوری گیتاه در زمانوک 

اول، ده ، بیستی  و ستی ام پس از کشتت( ارائه شتده استت  شتکز 

شتود با گذشتت زمان، گیاهان از الف(. همانزور که مشتاهده می-4

دهند و گیری را نشتتتان مینظر تعداد و اندازه بر  افزایش چشتتت 

روز مشتتاهده شتتد  شتتکز  30تری  پرآوری نهال بادام بعد از بیش

هتای عتادت  هتای مخیلف بتادام (. در تحقیق وتاضتتتر ژنوتیتپ-4

اند.  داری داشتیهیهای رشتدی معنتفاوت رشتدی میفاوتی داشتیه،  

دار نوع ژنوتیتپ بر ینیتایج جتدول تجزیته واریتانس بیتانگر تتاایر معن

همچنی  (. 2شتتتیشتتته بود  جتدول  درون میزان پرآوری در محیط 

درون های مخیلف بادام در محیط  های رشد رویشی ژنوتیپعادت

( که ای  نیایج 7-4شتتکز   ،5کاملا  مینوع بود  جدول    ایشتتیشتته

های  ژنوتیپبافت  در کشت    Ainsley et al. (2000) منزبق با نیایج

که  نشتان دادها نیز  بوده، نیایج آن MSمخیلف بادام در محیط پایه  

ی با میفاوت  ایشیشهدرون    ت رشدیاعاد  های مخیلف بادامژنوتیپ

 Amygdalus   کوهیریزازدیادی بادام  در بررستی.  یکدیگر دارند

scoparia Spach.های مخیلف از نظر ( نشتان داده شتد که ژنوتیپ

شتتترایط هتای مینوعی بته  تولیتد تعتداد جوانته میفتاوت بوده و واکنش

طور   به  .(Azazi et al., 2018)   ازدیادی نشتتتان دادندعمومی ریز

کشتتتتت واوتد کته برای    توان گفتت ارائته یت  محیطکلی می

باشتتتد نیاز به مزالعات های مخیلف آاار یکستتتانی داشتتتیه  ژنوتیپ

داردگستتتیرده  مزتتالعتتاتی    .تری  بردر  ژنوتیتتپ رز   کتته   چنتتدی  

 Rosa rugosa  از نظر ضتریب داری های معنیتفاوت  ،شتد( انجام

های  های تولیدی و شتاخ  رشتد بی  ژنوتیپتکییر، ارتفاع شتاخه

 گردیتدمخیلف از ای  گونته در واکنش بته ریزازدیتادی مشتتتاهتده  

 Jing et al., 2010.)  توستتتطدر پدوهش انجتام شتتتده    چنی هم 

Ruttle & Douglas (1988)    کلون تجتاری صتتتنوبر    12بر روی

ها و های مخیلف در تشکیز و توسعه ساقهمشخ  شد که ژنوتیپ

تری داشتیند.  ها نستبت به محیط کشتت نقش بیشاستیقرار گیاهچه

های مخیلف در پاسخ به تکییر از طریق ریزازدیادی تفاوت ژنوتیپ

گزارش شتتتده   نیز  (Paulownia fortuneiای از پتالونیتا  در گونته

روی   ای. نیایج واصتتز از مزالعه(Ashtrava et al., 2014)استتت  

زایی  های رشتد گیاهی بر انداماار ژنوتیپ، ریزنمونه و تنظی  کننده 

( نشتتان داد .Helianthus annuus Lای آفیابگردان  درون شتتیشتته

دار گیری معنیکته اارات ای  عوامتز بر روی صتتتفتات مورد انتدازه 

داگوستتتیتا و    یدیگر  پدوهش در.  (Mirzaei et al., 2016)  بود

 از پیت در پنج ژنوت بتاززایی    (،Dagusto et al., 2008همکتاران  

 درصتد گزارش  8/2-6/28 یآفیابگردان را با فراوان پیژنوت هفت

دار نوع ژنوتیتپ بر میزان یدر مزتالعته وتاضتتتر نیز تتاایر معن  کردنتد.

های و همچنی  عادت  ایشتتیشتتهکشتتت درون  پرآوری در محیط  

 مشاهده شد. رشد رویشی مینوع

  
 روز پس از کشت  30گیاهچه ریزازدیادی بادام   -4bشکز 

Figure 4b- Almond’s micropropagated plantlet, 30 days 

after explant’s  settlement  (M, (Mamai) cultivar) 

 ریزازدیادی بادام مراوز مخیلف پس از کشت - 4aشکز 

Figure 4a- Different growth stages in almond’s 

micropropagation after  explant’s settlement  

(M, (“Mamaei”) cultivar) 

 
  

30th day             20th day         10th day             1st day 

4                        3                     2                      1 
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 ( In vitro  (ای  وییرو   ای شیشهدرون  شرایطدر  ی مخیلف بادام ها عادات رشدی میفاوت ژنوتیپ - 5شکز 

 (  M: کولییوار F،5:کولییوار Sh  ،4کولییوار :A2 ،3: ژنوتیپ A5  ،2: ژنوتیپ 1 

Figure 5 – The variation of in vitro growth habits in different almond’s genotypes  

(1: genotype A5, 2:  genotype A2, 3: cultivar Sh, 4: cultivar F, 5: cultivar M) 
 

        

 (A3: ژنوتیپ A2 ،3: ژنوتیپ  A1 ،2: ژنوتیپ 1  ی بادامهاریشه دهی برخی از ژنوتیپ - 6شکز 

Figure 6- In vitro rooting of some almond’s genotypes  

(1:  genotype A1, 2: genotype A2, 3: genotype A3) 
 

 

 
 IBAواوی   MS تفاوت ریشه دهی در دو ژنوتیپ مخیلف بادام در محیط کشت - 7شکز 

Figure 7- The rooting differences of  two different almond’s  genotypes in MS  medium contain IBA & auxin 

1       2       3       4        5 

1           2            3               
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 ی مخیلف بادام هاتفاوت مشاهده شده در عادات رشدی ژنوتیپ -5جدول  

Table 5 – In vitro observed differences in growth habits of different almond’s genotypes 
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M 
 عمودی

upward 
 strong قوی

 میوسط 

middle 

 میوسط 

middle 

 ک 

low 

 ایمیوسط/قهوه

middle  / 

brown 

 بلند/میوسط 

tall/ middle 

 بلند/په  

tall / wide 

 منفی

negative 

F 
 نرمال 

normal 

 بسیار قوی

very strong 

 خیلی ک 

very 

low 

 میوسط تا کوتاه

middle   to 

short 

 ک 

low 

 بزر / سبز 

large / green 

خیلی بلند/ خیلی 

 په  

very tall/ 

very wide 

بسیار  

بلند/خیلی  

 په  

very tall / 

very wide 

 منفی

negative 

SH 
 نرمال 

normal 

 میوسط 

middle 

 میوسط 

middle 

 بلند

tall 

 ک 

low 

 بزر /سبز

large /green 

بلند تا میوسط  

بلند تا میوسط  /

tall to 

middle/ tall 

to middle 

 بلند/میوسط

tall/ 

middle 

 میبت

positive 

A1 
 نرمال 

normal 

 میوسط 

middle 
 

 ک 

low 

 بلند

tall 

 زیاد

high 

 کوچ /سبز

small / green 

 میوسط/میوسط

middle/ 

middle 

 بلند/باری 

tall / 

narrow 

 میبت

positive 
 

A2 

 عمودی

upward 
 

 میوسط 

middle 
 

 ک 

low 

 کوتاه و په 

short & 

wide 

 خیلی ک 

very 

low 

 کوچ  /سبز

small / green 

 بلند/میوسط 

tall/  middle 

 بلند/میوسط

tall / 

middle 

 میبت

positive 

A3 
 نرمال 

normal 

 قوی

 strong 

 ک 

low 

 بلند

tall 

 میوسط 

middle 

 کوچ /سبز

small / green 

بلند میوسط/ 

 عمودی میوسط 

middle tall/  

middle 

upward 

 بلند/په  

tall / wide 
 

 منفی

negative 
 

A4 
 نرمال 

normal 

میوسط تا  

 ضعیف

middle to 

weak 

 ک 

low 

 کوتاه و باری  

short & 

narrow 

 زیاد

high 

 بزسکوچ /

 small / green 

 کوتاه/کوچ  

short / low 

 کوتاه/باری  
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narrow 

 میبت

positive 

A5 
 نرمال 

normal 

میوسط تا  

 ضعیف

middle to 
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 ک 

low 

خیلی کوتاه و  

 خیلی باری  

very short &  
very narrow 

 میوسط 

middle 
all situations 

خیلی کوتاه/  

 خیلی کوچ  

too short / 

too little 

 کوتاه/باری  

short/ 

narrow 

 منفی

negative 

A7 
 عمودی

upward 

 میوسط 

middle 

 میوسط 

middle 

 بلند

tall 

 میوسط 

middle 

 بزر /سبز

large / green 

میوسط/ کوچ  

 میوسط 

middl/ 

middle low 

میوسط/ 

 باری  

middle/ 

narrow 

 منفی

negative 

A8 
 عمودی

upward 

 میوسط 

middle 

 میوسط 

middle 

 میوسط و په 

middle &   
wide 

 ک 

low 

ای کوچ /قهوه

 مایز به سبز 

small/ green 

to brown 

 کوتاه/کوچ  

short / low 

 کوتاه/باری  

short / 

narrow 

 منفی

negative 

A9 
 نرمال 

normal 

 میوسط 

middle 

 زیاد

high 

 میوسط 

 middle 

 ک 

low 

 سبز /میوسط 

middle / 

green 

 میوسط/کوچ  

middle/ low 

میوسط 

 باری  /

middle / 

narrow 

 میبت

positive 
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 نمونه، شییوه ضید عفونی  ریز نوع  برهمکنشایر متقابل یا 

 بادام در میزان پرآوری ژنوتیپ/رقم و نوع 

،   استیفاده از الکز   بعد از در مراوز ضتدعفونی    نشتان داد که نیایج  

 غلظتت و زمتان( بستتتیته بته نوع   ستتتدی    هیپوکلریتد شتتتیوه استتتیفتاده از  

  تتاایر کتاملا     ژنوتیتپ/رق  بتادام و نوع ریز نمونته  خشتتتبی یتا علفی( 

رق  و   / بستتتیته بته نوع  ژنوتیتپ      ی بر میزان پرآوری بتادام دارد،  میفتاوت 

ستدی   هیپوکلرید غلظت  ،  نوع ریز نمونه به کار برده شتده در هر کدام 

قتابتز  و  میفتاوت توانتد تتاایر می بکتار برده شتتتده و زمتان استتتیفتاده از ان  

  ای شتیشته درون    گیاهچه تولیدی   توجهی بر میزان عملکرد رشتد و نمو 

در    (،  SHشتکوفه     به عنوان میال در رق    . ( 6و    2ول  ا  جد   داشتیه باشتد 

دقیقته در    10ستتتدی  برای    هیپوکلریتد   % 50صتتتورتی کته از غلظتت  

ضتتتدعفونی استتتیفاده شتتتود، تفاوت چشتتتمگیری در میزان پرآوری  

ی بتادام در بی  ریز نمونته علفی یتا خشتتتبی وجود نتدارد، در  هتا گیتاهچته 

کته در همی  رق ، در تیمتار ضتتتتدعفونی بتا غلظتت پتایی  تر  وتالی 

دقیقته، ریزنمونته خشتتتبی    15در زمتان    % 25ستتتدی  یعنی    هیپوکلریتد 

(.  6پرآوری بیشتیری نستبت به ریزنمونه علفی نشتان داده استت  جدول  

تتاایر میقتابتز بی  ژنوتیتپ/رق ، شتتتیوه  برهمکنش و  اطلاعتات در مورد  

ستتتدی  و نوع ریز نمونته در ستتتایر ارقتام و    هیپوکلریتد ضتتتدعفونی بتا 

 ارائه شده است.      6ی مورد مزالعه، در جدول  ها ژنوتیپ 

 بادام  زاییشاخهنوع ریز نمونه و شیوه ضد عفونی  بر درصد ، تاایرمیقابز ژنوتیپ -6جدول  

Table 6- The effect of interaction between genotype, explant and sterilization’s method on almond’s in vitro proliferation 

های تولید شده  تکییر%( میانگی  تعداد شاخه  

Mean number of branches produced (proliferation %) 

 ژنوتیپ/کولییوار 

Genotype/Cultivars 

دقیقه(  15  %25اانیه( + هیپوکلرید سدی    7تا   6  %70اتانول   

Ethanol 70% (6 to 7 seconds) + Sodium 

hypochloride 25%  (15 minutes) 

دقیقه(  10  %50اانیه( + هیپوکلرید سدی    7تا   6  %70اتانول   

Ethanol 70% (6 to 7 seconds) + Sodium 

hypochloride 50% (10 minutes) 

 شاخه چوبی 

Wooden Branch 

 شاخه علفی 

Green Branch 

 شاخه چوبی 

Wooden Branch 

 شاخه علفی 

Green Branch 
38.35 ± 1.48 a 35.13 ± 1.52 c 46.12 ± 2.84e 43.10 ± 1.53 b A1 

38.10 ± 3.14 b 35.24± 2.11 b 57.63± 3.90 b 53.12 ± 3.12a A2 

37.62 ± 1.78 f 35.32 ± 1.72 g 42.30± 2.70 h 37.12 ± 2.50d A3 

35.13 ±0.42  g 30.12 ± 1.14 e 28.21   ±1.14 h 24.05 ± 0.42 g A4 

25.80±0.51 e 28.16 ± 0.59 cd 30 ± 0 .51 e 29.12 ± 0.52 e A5 

37.29 ± 1.24 b 41.14 ± 1.41a 38.11 ± 4.24c 35.55 ± 1.25d A7 

40.15 ± 2.19 a 35.12 ± 1.18 c 34.12 ± 1.18 d 27.12 ± 2.19 e A8 

42.88 ± 1.24 a 26.15 ± 1.29e 28.89 ± 1.29d 21.14 ± 1.23e A9 

43.13 ± 0.77 a 30.10 ± 0.99 c 23.17 ± 0.97 e 24.12 ± 0.77 e SH 

31.15 ± 0.89 c 25.17 ± 1.49 e 28.12±1.35 c 24.46 ± 0.88 d M 

40.15 ± 0.69a 35.23± 0.43 cd 18.13 ± 0.36 f 20.15 ± 0.65 e F 

 

 گیری کلی نتیجه
بته طور کلی، تتاایر نوع ژنوتیتپ یتا رق  بتادام  بر میزان پرآوری در  

های رشتد رویشتی بادام به طور  ای و همچنی  عادت محیط درون شتیشته 

و ارقتام مورد مزتالعته در ای     هتا بی  ژنوتیتپ چشتتتمگیری مینوع بود.  

 هیپوکلرید پدوهش، تنوع چشمگیری در عکس العمز به میزان غلظت  

که عکس العمز هر ژنوتیپ یا رق  به  ستتدی  مشتتاهده شتتد، به طوری 

  ستتدی  منحصتتر به فرد بود که با هیپوکلرید غلظت و زمان استتیفاده از  

ها بر عملکرد،  اعمال ترییرات در مراوز ضتدعفونی و ارزیابی تاایر آن 

مشتتخ     یا رق    ژنوتیپ های ضتتدعفونی بهینه مخصتتوص هر  روش 

های مخیلف خشتبی یا علفی  شتاخه  استیفاده از ریزنمونه   همچنی    . شتد 

هتای رشتتتدی مینوعی بته همراه هتای میفتاوت بتادام، عتادت در ژنوتیتپ 

  ی  ریزنمونه مشتتتخ  بستتتیته به ژنوتیتپ، می داشتتتت به طوری که  

  های بادام شتتود. زایی در نهال توانستتت باعث کاهش یا افزایش شتتاخه 

هتای مورد مزتالعته در ای  تحقیق ریزنمونته خشتتتبی از  در اکیر ژنوتیتپ 

از  تری نستبت به ریزنمونه علفی برخوردار بود.  زایی بیش درصتد شتاخه 

نوع    طرفی  و  نوع ریزنمونتته  رق /ژنوتیتتپ،  ستتتته عتتامتتز  برهمکنش 
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به صتتتورت   ( ستتتدی  هیپوکلرید با   تیمتار  ضتتتدعفونی  غلظتت و زمان 

نیتایج پرآوری در بتادام را تحتت تتاایر قرار داده، برای هر   معنتاداری 

رق /ژنوتیپ بستیه به نوع ریزنمونه که علفی باشتد یا خشتبی، غلظت و  

بتا زمتان   بر    ستتتتدی  هیپوکلریتد    تیمتار  درون  پرآوری  تتاایر میفتاوتی 

مورد    ، مقایسه کامز بی  همه فاکیورهای . بر ای  اسار داشت   ای شیشه 

  موار بر درصتتد پرآوری  و اارات میقابز آنها در هر زنوتیپ یا  مزالعه 

نمایش داده شتده استت و بهیری  شتیوه ضتدعفونی و     7در جدول   رق  

به  .  ( 7ر کدام پیشتتنهاد شتتده استتت  جدول  بهیری  نوع ریز نمونه در ه 

دهتد کته در هر ژنوتیتپ/ رق  بر  طور کلی نیتایج ای  مزتالعته نشتتتان می 

نامناستتتب   استتتیفاده از غلظت استتتار نوع ریزنمونه علفی یا خشتتتبی، 

هیپوکلرید برای ضدعفونی با    مدت زمان نامناسب   سدی  یا    هیپوکلرید 

نامزلو  به بافت و نیایج  جدی  آستیب  آلودگی یا  باعث ایجاد    ستدی   

. شود می   ای در بادام درون شیشه   کشت 

   یارائه بهیری  نوع ریزنمونه و شیوه ضدعفون بادام و  ایشیشهموار و تاایرات میقابز آنها بر پرآوری درون  مقایسه کامز فاکیورهای  -7جدول  

 بادام در هر ژنوتیپ یا رق  

Table 7- The comparision between different effective factors and their interaction on almond’s invitro proliferation to 

propose the best strilization’s method and explant’s type for each almond’s genotype or cultivar 
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اار میقابز روش ضدعفونی و ریزنمونه و  

 ژنوتیپ/کولییوار 

Interaction: sterilization’s method 

& explant & genotype/cultivar 
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  (a)دقیقه(  15برای  %25هیپوکلرید سدی   

 (b)دقیقه(  10برای  %50هیپوکلرید سدی    در مقایسه با

sodium hypochloride (25% for 15 min) (a) vs 
sodium hypochloride (50% for 10 min) (b) 

   (c)شاخه چوبی 

 (d)در مقایسه با شاخه علفی 

wooden branch (c) vs 

green branch (d) 

 نوع ضدعفونی  

 در مقایسه با نوع ریزنمونه

type of Sterile vs 

type of explant 

A1 a˂b c˃d 
(a: c˃d ) 

(b: c˃d ) 
bc 

A2 a˂b N 
(a: c=d=N) 

(b: c˃d) 
bc 

A3 a˂b c˃d 
(a: c˃d ) 

(b: c˃d ) 
bc 

A4 a˂b c˂d 
(a: c˃d ) 

(b: c˃d ) 
ac 

A5 N c˂d 
(a: c˂d ) 

(b: c=d=N ) 
ac 

A7 a˃b c˂d 
(a: c˂d ) 

(b: c˃d ) 
ad 

A8 a˃b c˃d 
(a: c˃d ) 

(b: c˃d ) 
ac 

A9 a˃b c˃d 
(a: c˃d ) 

(b: c˃d ) 
ac 

SH a˂b c˃d 
(a: c˃d ) 

(b: c=d=N ) 
ac 

F a˃b c˃d 
(a: c˂d ) 

(b: c˂d ) 
ad 

M N c˃d 
(a: c˃d ) 

(b: c˃d ) 
ac 

N: neutral OR equal   (N:خنیی یا مساوی  

  

تر در زمینه تاایر ترکیباتی دیگر رستتد بررستتی بیشبه نظر می

هتای ضتتتدعفونی ریزنمونتهمتاننتد نییرات نقره و کلریتد جیوه جهتت  

های ووشی بادام، نوع ریزنمونه شامز بر ، دمبر ، جوانه،  گونه

ای بادام در مریستتتی  و پروتوپلاستتتت در کشتتتت درون شتتتیشتتته

های مخیلف مانند های مخیلف، استتیفاده از محیط کشتتتژنوتیپ

WPM  ،DKW ،Knop    وMS½  ای بادام و در کشتت درون شتیشته

ریشتتتته و  پترآوری  متیتزان  بتر  کتتدام  هتر  نتیتتایتج  در بتررستتتی  زایتی 

هتا  العمتز دیگر ژنوتیتپهتای مخیلف بتادام و ارزیتابی عکسژنوتیتپ

و ارقتام تجتاری بتادام در محیط کشتتتت درون شتتتیشتتته و غیره در 

 مزالعات تکمیلی ضروری است.
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