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  سه   در شرایط درون شيشه اي با اجراي MD2   رقم آناناس    کشت جوانه   شروع   براي   بهينه   شرایط   بررسی   منظور   این پژوهش به 
.  شد   بررسی   ها ریزنمونه   بقاي   ميزان   و   مير   و  مرگ   آلودگی،  بر   سازي سترون  تيمار  اثر   اول،   آزمایش  در  . شد  انجام   مختلف   آزمایش 

مختلف:    هاي زمان   مدت   و   ها غلظت   در   ها ریزنمونه   سازي سترون   براي   ترکيب،   در   یا   تنهایی   به   اتانول،   و   سدیم   هيپوکلریت 
  هيپوکلریت   هفت دقيقه،   پنج و   سه،   مدت   به   درصد   70  اتانول   دقيقه،   15  و   10  پنج،   مدت   کلر فعال به   درصد   دو و نيم   سدیم   هيپوکلریت 

  کلر فعال به   دو و نيم درصد   سدیم   هيپوکلریت   و   دقيقه   سه   مدت   به   درصد   70  اتانول +    دقيقه   10  مدت   کلر فعال به   یک درصد   سدیم 
به   آناناس   ساقه   روي   بر  آنها   موقعيت  اساس  بر  ها جوانه  دوم،   آزمایش   در .  شد   استفاده   دقيقه   یک  درصد   70 اتانول +   دقيقه   15 مدت 

  هاي بخش چهارم تقسيم سوم، جوانه  قسمت هاي دوم، جوانه  قسمت هاي اول، جوانه   قسمت هاي پنج گروه: جوانه انتهایی، جوانه 
و یک    0/ 5،  0/ 1آدنين شامل: صفر،  مختلف بنزیل هاي  غلظت   اثر   سوم،   آزمایش   در .  شود   جوانه مشخص   رشد   ميزان   بيشترین   تا   شدند 
   در   ها کليه کشت .  شد   بررسی   ها رشد جوانه   بر   استيک اسيد نفتالين   ليتر   در   گرم ميلی   0/ 01  با   همراه   یا   تنهایی   گرم در ليتر به ميلی 

نور سانتی   درجه   26  ±   2  دماي  قرار    ساعت   16  نوري   دوره   و   لوکس   3000  گراد، شدت   که   داد   نشان   نتایج .  گرفتند روشنایی 

  کليه .  داشت   آناناس   هاي جوانه  سازي سترون   براي   را  تأثير   بيشترین  دقيقه   20  درصد کلر فعال به مدت   دو و نيم   سدیم   هيپوکلریت   
  محيط فاقد   بيشترین تاثير را داشت.   ليتر   در   گرم سه ميلی   شد، ولی غلظت   ها رشد جوانه   باعث   مورد استفاده   آدنين بنزیل   هاي غلظت 
  درصد   93  با   ترتيب   به   سوم   جانبی بخش   هاي جوانه   و   انتهایی   هاي جوانه .  را داشتند   ميزان رشد جوانه   هاي رشدکمترین کننده تنظيم 

 . داشتند   را   رشد   ميزان   بيشترین   درصد   92  و 
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 مقدمه

میاوه  مهاماتارین  از  یکای  مناااط  آناااناااس  هااای 

 گرمسایری جهان اسا . آناناس گرمسایری و نیمه 

[Ananas comosus (L.) Merr.]      گیااهی تا

    Bromeliaceaeاز خااانواده ای چناادسااااالااه  لپااه 

از طری  غیرجنسی  این گیاه  تجاری    ارقام .  باشد می 

 های متفاوت ها و قسام  شاود و از اندام تکثیر می 

 جوش تاا،، اسااالیاا، هپاا، تناه   این گیااه شااااما  

قرار  اساااتفااده    آن مورد   و پااجوش برای ازدیااد   

یکی از مشاااکتت تکثیر .  (Sen, 1990)گیرد می 

آناناس به روش ساانتی، محدودی  تعداد پاجوش  

باشاااد ها می و عدم یکنواختی در اندازه و وزن آن 

که در ساح  وسایع پاساخگوی تامین مواد گیاهی  

ها باشاد و اغل  گیاههه مناسا  برای کشا  نمی 

 کیفی  پائینی دارند. 

تولید ساریع    برای اسا  که   روشای ریزازدیادی  

گیاهان جدید به ویژه در ارقام تجاری حاصااا  از  

موفقیا   .  آناانااس را دارد   باه نژادی هاای  برنااماه 

به عواملی مانند ژنوتیا، نوع    روش اساتفاده از این  

هاای رشااااد، نوع و سااان  کنناده و غلظا  تنظیم 

کشاااا    ماحایاط  ناوع  و  ریازناماونااه  فایازیاولاوژیاکای 

  ساارع  .  (Shamim et al., 2016)بسااتگی دارد  

بر بودن فرایناد تولیاد و امکاان  تکثیر پاایین، زماان 

های ویروسای از مهمترین مشاکتت  انتقال بیماری 

باشاد. پژمردگی ناشای از  سانتی می به روش  تکثیر 

ویروس پژمردگی شاااپشااا  آرد آلود آناانااس 

(Pineapple mealybug wilt-associated 

virus)  هاا اساااا  ترین بیمااری یکی از خحرناا 

کثیر ساانتی امکان انتقال آن وجود  که در روش ت   

شااااپشاااا   تااوسااااط  و  آلااود دارد  آرد   هااای 

  Dysmicoccus brevipes)   و(D. neobrevipes 

مای  قاااباا  رخ  زیااان  باااعاا   و  در  دهااد   تاوجاهای 

بناابراین روش    ، (Cunha, 2005)  شاااود تولیاد می 

 هاایی تکثیر سااانتی منجر باه افزایش انتقاال بیمااری 

  گردد. می   

هاماکاااران   و   (Moore et al., 1992)ماور 

اولین پروتوکا  تکثیر آناانااس از طری  کشااا  

دادنااد.   ارائااه  را  ریاازازدیااادی،  بااافاا    در 

ترین  مرحلاه آغاازین کشاااا  مهمترین و حیااتی

 Daud et al., 2012; Vujovic)مرحله اساا  

et al., 2012)  این مرحلاه امکاان آلودگی . در 

هاا  هاا و بااکتریقاار از قبیا  آلودگی  میکروبی )

به عل  انتقال نمونه از محیط بیرون به آزمایشگاه  

های  وجود دارد. در صاااورت عدم کاربرد روش

سااازی ریزنمونه، آلودگی به محیط مؤثر سااترون

راه یاافتاه و باه  کشااا  باافا  غنی از مواد غا ایی 

شااود و منجر به مرر ریزنمونه  شاادت تکثیر می

برای از بین بردن  .(Cassels, 1991)خواهد شاد 

مااایاااکاااروبااای  آناااتااای   کااااربااارد  عاااوامااا  

 هااا و عواماا  راااادقااارچی در محیطبیوتیاا  

نمی  توصااایااه   تواننااد  زیرا می  ،شاااودکشاااا  

منجر باه مقااوما  میکروبی شاااوناد و همهنین 

ا مضااار بااشاااناد  ها ممکن اسااا  برای ریزنموناه

(Habiba et al., 2002)  . 

ساااححی  ساااازیساااترونهاای  روش  معمولا

هاا برای کنترل عواما  میکروبی ترجی  ریزنموناه

ای مورد اساتفاده  شاود و به طور گساتردهداده می

. برای  (Khan et al., 2004)قرار گرفته اسااا  
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ها از چندین ماده  ساازی ساححی ریزنمونهساترون

 کننده از قبی  اتانول، هیپوکلری  سااازیسااترون

جیوه اساااتفااده شاااده اسااا    سااادیم و کلریاد

(Almeida et al., 2002).   ،حااال ایاان   بااا 

های مختلف اتانول، هیپوکلری  ساادیم و غلظ 

مای جایاوه  بار   آثااارتاوانااد  کالاریااد   ماتافاااوتای 

سااازی جوانه های آناناس داشااته باشااند. سااترون

نشان   Nelson et al., 2015)نلسون و همکاران  

  درصااد دوکاربرد هیپوکلری  ساادیم  دادند که 

 آسااایا دقیقاه بااعا     25باه مادت    کلر فعاال

 ها شااد.های آناناس و کاهش رشااد آنبه جوانه 

هاای  کننادههاای مختلف تنظیمبر این غلظا عتوه

 رشااااد بساااتاه باه نوع ریزنموناه مورد اساااتفااده

بار    ماتافاااوتای  ناتااایاج  اساااا      رشاااادماماکان 

 هااآناانااس داشاااتاه بااشاااد. ساااایتوکنینریزنموناه  

ها برای تحری   به تنهایی یا در ترکی  با اکسین 

 Bissah et)اند  ها اسااتفاده شاادهبه رشااد جوانه

al., 2009) . 

هاااااماااااکاااااارانئااااا  و   زورایااااادا 

 (Zuraida et al., 2011)  در  کاه  د  دنا نشاااان دا

در    (Maspine) مساااپین  ریزازدیادی آناناس رقم

 (MS)  ساااکورموراشاااین  و ا محیط کشااا 

آدنایان  حاااوی غالاظاا     (BA)  بانازیاا    پاناجبااا 

افازایاش مایالای  شاااااخااه  ناماو  مایازان  لایاتار  در   گارم 

هاامااکاااران مااعااناای  و  بااادو  داشااااا .   داری 

 (Badou et al., 2018)  کااردنااد  گاازارش 

به محیط کشاا  منجر به  آدنین بنزی اسااتفاده از   

عثماان و همکااران    .شااادجواناه    رشااادافزایش  

(Usman et al., 2013)  در ریزازدیادی آناناس

  MSگزارش کردند که اساتفاده از محیط کشا   

در غلظا  پنج میکرومول و ساااه   BAباه همراه  

اساااتیاا    نفتااالین  اسااایااد  ،  (NAA)میکرومول 

  شد. بیشترین تعداد گیاههه تولید

هاااااماااااکااااااران  ا و   لااااامااااایااااادا 

 (Almeida et al., 2002)      غالاظاا  BAاثار 

گرم در لیتر  بر )صااافر، یا  و نیم و ساااه میلی

پارولا   رقام  آناااناااس  ماورد    (Pérola)پارآوری 

کااه  گازارش کاردنااد  و  دادنااد  قارار   باررساااای 

در محیط کش  مایع به همراه بنزی  آمینو پورین  

(BAP)  گرم در لیتر در غلظا  یا  و نیم میلی

تعااداد شاااااخااه تولیااد شااااد.  آتویاا    بیشاااترین 

هاااماااکااااران    (Atawia et al., 2016)و 

اساااماوت رقام  در  کااه  کااایان  گازارش کاردنااد 

(Smooth Cayenne)   هااای مختلف در غلظاا

BAP  گرم در لیتر بیشاااترین در غلظا  دو میلی

 تعداد شاخه ایجاد شد.

سازی  تیمار سترون   تعیین به منظور    پژوهش این  

 هاا و  ریزنموناه شاااروع کشاااا   منااساااا  برای  

بانازیاا   باهایانااه  بارای رشااااد  غالاظاا    آدنایان 

پاااجااوش  آغااازیاان جااوانااه  از  حاااصاااا    هااای 

 آناناس انجام شد. 

 

 هامواد و روش

 این پژوهش شام  سه آزمایش مختلف بود:

آزماایش اول: بررساای اثر نوع مااده سااترون  

 مانی ریزنمونهسازي بر ميزان آلودگی و زنده

این آزماایش پااجوش  رقم  در  هاای آناانااس 

MD2  آزمایشاگاه کشا  باف    به  از محیط گلخانه
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هاای گرمسااایری منتقا   پژوهشاااکاده خرماا و میوه 

به    شادند و   جدا  دق    با  ها برگهای پاجوش .  شادند 

جااری باه همراه    منظور حا   گرد و غباار در آ  

دقیقاه قرار   30به مدت    چناد قحره مایع ررفشاااویی 

 شاااکاا    مکعبی   هاای ریزنموناه   گرفتنااد. ساااپ  

  از   جراحی   چااقوی   از   تفااده اسااا   حااوی جواناه باا   

هاای  ریزنموناه .  شاااادناد   جادا   پااجوش   محورهاای 

   پاناج   ماادت   بااه   اساااتاریاا    ماقاحار   آ    بااا   جاوانااه 

ساازی  شادند. ساپ  به منظور ساترون   شاساتشاو  دقیقه 

هشاااا   داده شاااادنااد.  انتقااال  لامینااار   بااه هود 

 سااااازی ریزنموناه هاا باه شااار   تیماار ساااترون   

 ذی  بود: 

 کلرهیپوکلریا  ساااادیم دو و نیم درصااااد  

 فعاال باه مادت پنج دقیقاه، هیپوکلریا  ساااادیم   

دقیقاه،   10دو و نیم درصااااد کلر فعاال باه مادت

هیپوکلری  ساادیم دو و نیم درصااد کلر فعال به  

درصاااد به مدت ساااه   70دقیقه، اتانول   15مدت  

درصااااد باه مادت پنج دقیقاه،   70دقیقاه، اتاانول  

دقایاقااه،   70اتاااناول   هافاا   ماادت  بااه  درصااااد 

نیم درصااد کلر فعال به  هیپوکلری  ساادیم دو و 

درصااد به مدت ی    70دقیقه + اتانول  15مدت  

دقیقه، هیپوکلری  ساادیم ی  درصااد کلر فعال 

درصد به مدت سه   70دقیقه + اتانول   10به مدت  

 دقیقه.

ساااترون تیمااارهااای مختلف  سااااازی،  برای 

ها ساااه بار با آ  مقحر آبشاااویی پایانی ریزنمونه

انجااام   دقیاقااه  پناج  ماادت  بااه   شااااد. اساااتاریاا  

 هاای گنادزدایی شااااده بر روی ساااپ  جواناه

اساااکور    پاایاه موراشااایج و  محیط کشاااا  

), 1962Murashige and Skoog(    حااااوی

درصااد  به   7/0ساااکارز )سااه درصااد ، آگار )

بانازیاا مایالای  5/0هاماراه   )گارم  و  BAآدنایان    1/0 

  با NAAاساتی  )گرم در لیتر اساید نفتالینمیلی

8/5  pH=   هاا باه صاااورتقرار گرفتناد. کشااا  

 مدت به  هاجوانه  رشاااد و آلودگی نظر  از  روزانه

پ  از حادود یا  مااه  .شااادناد  ارزیاابی پنج هفتاه

اناادازه بااه  ونساااباا   آلودگی   گیری درصااااد 

ریازناماونااه  باهاتاریان رشااااد  و  شااااد  اقاادام   هااا 

 سااااازی ریزنموناه تعیین شااااد.تیماار ساااترون

  تصاااادفی کامتً  طر   این آزمایش به صاااورت 

چهار تکرار و چهار مشاهده در هر تکرار انجام   با

 شد.

ماوقاعايات جاواناه   اثار  باررساای  دوم:  آزماایاش 

 پاجوش بر ميزان رشد جوانه

های پاجوش بر اساااس  در این آزمایش جوانه

موقعیا  قرارگیری بر روی سااااقاه باه پنج گروه  

 تقسیم شدند: 

  (B)های قسم  اول، جوانه(A)جوانه انتهایی

پاااجاوش ،   20هااای  )جاوانااه اباتاادای   درصااااد 

 20هاای  )جواناه   (C)هاای قساااما  دومجواناه

پاااجوش ، جوانااه هااای قساااماا  درصااااد دوم 

درصاد ساوم پاجوش ،  30های  )جوانه   (D)ساوم

 30هاای )جواناه   (E)هاای قساااما  چهاارمجواناه

  . 1درصد انتهایی پاجوش  )شک  
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: Cهای قساام  اول، : جوانهB: جوانه انتهایی،  A. ساااقههای آناناس بر روی  بندی جوانهتقساایم -1شااک  
 های قسم  چهارم: جوانهEهای قسم  سوم، : جوانهD قسم  دوم،های جوانه

Fig. 2. Categorization of pineapple buds on the stem. A: apical bud, B: buds of first 

section, C: buds of second section, D: Buds of third section, E: Buds of fourth section 

 

های مختلف پ  از طی مراح  ساترون جوانه

 حااوی سااااکاارز   MSساااازی باه محیط کشااا   

درصااد  به همراه ی    7/0)سااه درصااد ، آگار )

باا   NAAگرم در لیتر  میلی  1/0و    BAگرم  میلی

8/5  pH=   منتقا  شااادناد. این آزماایش در قاالا 

چهاار  جهاار تکرار و    باا  تصااااادفی  کاامتً  طر 

 مشاهده در هر تکرار انجام شد.

هاي رشاد کنندهآزمایش ساوم: اثر غلظت تنظيم

 بر ميزان نمو جوانه

غالاظاا  اثار  ایان آزمااایاش  ماخاتالاف  در  هااای 

گرم  آمینوپورین )نیم، ی ، دو و ساااه میلیبنزی 

و ی    1/0استی  )صفر،  در لیتر   و اسید نفتالین

بر میزان و سااارعاا  رشااااد  میلی لیتر   گرم در 

هاا مورد بررسااای قرار گرفا . آزماایش باه  واناهج

صاااورت طر  کامت تصاااادفی با چهار تکرار و 

 چهار مشاهده در هر تکرار انجام شد.

 در   هااکشاااا   در هر سااااه آزماایش هماه

 ساااع ، 16  نوری  دوره تح  رشااد  هایقفسااه 

  درجه 26 ± 2 دمای  و لوک   3000  نور  شااادت

ها  واریان  دادهتجزیه  . گرفتند  قرار گرادساااانتی

افزار   نرم  از  اساااتفاااده   ا   1/9نساااخااه    SASبااا 

هاا از آزمون  نجاام گردیاد. برای مقاایساااه میاانگین

 توکی در سح  احتمال پنج درصد استفاده شد.

 

 نتایج و بحث 

تجزیاه واریاان  داده هاا نشااااان داد کاه بین  
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تیمارها از نظر درصااد آلودگی، درصااد مرر و  

  MD2هاا و نمو شااااخاه آناانااس رقم  میر ریزنموناه 

داری در سااح  احتمال ی  درصااد  تفاوت معنی 

 . مقایساه میانگین ها نشاان  1وجود داشا  )جدول  

درصاد    100های آلوده ) داد که بیشاترین ریزنمونه 

  70ساااازی ریزنموناه باا اتاانول  در تیماار ساااترون 

دساا  آمد و پ  از  درصااد به مدت سااه دقیقه به 

درصاااد باه مادت پنج دقیقاه   70آن تیماار اتاانول  

درصااد  و    90/ 23درصااد ، هف  دقیقه )   96/ 14) 

هیپو کلری  ساادیم دو و نیم درصااد کلر فعال به  

درصااد  قرار گرفتند که   93/ 62مدت پنج دقیقه ) 

داری باا هم ناداشاااتناد. کمترین میزان  تفااوت معنی 

ساااازی باا هیپوکلریا  آلودگی در تیماار ساااترون 

دقیقه   20ل به مدت سادیم دو و نیم درصاد کلر فعا 

درصااااد  و پ  از آن تیماار هیپوکلریا    12/ 1) 

دقیقه   15سادیم دو و نیم درصاد کلر فعال به مدت 

اتاااناول   هاماراه  یاا    70بااه  ماادت  بااه   درصااااد 

  . 2درصد  مشاهده شد )جدول    20/ 71دقیقه )   

 
نمو سااازی بر میزان آلودگی، مرر و میر و مختلف سااترونتیمارهای  برای اثر  تجزیه واریان    -1جدول  
 MD2آناناس رقم شاخه 

Table 1. Analysis of variance for the effect of different sterilization treatments on 

contamination, mortality and shoot development rate in pineapple cv. MD2 
 

 درصد نمو شاخه 

Shoot development (%) 

 رصد مرر و میر د
Mortality (%) 

 درصد آلودگی 
Contamination (%) 

 درجه آزادی 

d.f.  منبع تغییرات S.O.V. 

 Treatment تیمار 8 **4797.85 **125.09 **5069.62

 Error اشتباه 27 **3.42 **0.83 **2.61

  (%) .C. V رری  تغییرات  درصد   2.76 17.38 5.83

 .Significant at the 1% probability level :**                                                      دار در سح  احتمال ی  درصد. معنی**: 
 

درمیان تیمارهای مختلف، بیشترین درصد مرر  

و میر ریزنموناه در تیماار هیپوکلریا  سااادیم یا   

دقیقاه باه همراه اتاانول  10فعاال باه مادت درصاااد کلر  

درصاد  و پ     18/ 39درصاد به مدت ساه دقیقه )   70

درصاااد باه مادت هفا  دقیقاه   70از آن تیماار اتاانول  

  . 2درصد  قرار داش  )جدول   9/ 77) 

تایامااار  در  شاااااخااه  ناماو  مایازان   بایشاااتاریان 

ساازی ریزنمونه با هیپوکلری  سادیم دو ساترون 

 49/84دقیقه ) 20و نیم درصاد کلر فعال به مدت 

درصااد  و سااپ  تیمار هیپوکلری  ساادیم دو و 

دقیقه به همراه   15نیم درصاااد کلر فعاال به مدت 

 39/75درصاااد باه مادت یا  دقیقاه )  70اتاانول  

 70درصاااد  مشااااهده شاااد. در تیمارهای اتانول  

درصاد به مدت ساه، پنج و هف  دقیقه، میزان نمو 

  شاااخه صاافر بود و پ  از آن تیمار هیپوکلری 

دقیقه به    10سدیم ی   درصد کلر فعال به مدت  

درصد به مدت سه دقیقه با میزان   70همراه اتانول  

  درصد قرار داش . 35/2نمو شاخه 

آمیز و رشاد ریزنمونه  ساازی موفقی  ساترون 

 ی  مرحله رااروری در کشاا  باف  گیاهی 
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 MD2سازی بر میزان آلودگی، مرر و میر و نمو شاخه آناناس رقم مقایسه میانگین اثر تیمارهای مختلف سترون -2جدول 

Table 2. Mean comparison of the effect of different sterilization treatments on contamination, mortality and shoot development rate in 

pineapple cv. MD2 
 

 درصد نمو شاخه 

Shoot development (%) 

 درصد مرر و میر 
Mortality (%) 

 درصد آلودگی 
Contamination (%)  تیمار Treatment 

4.43e 1.92e 93.62b   دقیقه   5درصد کلر فعال    2/ 5هیپوکلری  سدیم Naocl (2.5%)- 5 min 

21.46d 2.21de 76.33e   دقیقه   10درصد کلر فعال    2/ 5هیپوکلری  سدیم Naocl (2.5%)- 10 min 

61.1c 3.75c 35.14f   دقیقه   15درصد  کلر فعال    2/ 5هیپوکلری  سدیم Naocl (2.5%)- 15 min 

84.49a 3.41dc 12.1h   دقیقه   20درصد کلر فعال    2/ 5هیپوکلری  سدیم Naocl (2.5%)- 20 min 

0f 0f 100.0a   درصد سه دقیقه   70اتانول ethanol 70%- 3 min 

0f 3.86c 96.14b   درصد پنج دقیقه   70اتانول ethanol 70%-5 min 

0f 9.77b 90.23b   درصد هف  دقیقه   70اتانول ethanol 70%-7 min 

75.39b 3.90c 20.71g   درصااد ی     70دقیقه + الک     15درصااد کلر فعال    2/ 5هیپوکلری  ساادیم
 دقیقه 

Naocl (2.5%)- 15 min+ etanol 70 -1min 

2.35ef 18.39a 79.25d   درصد سه دقیقه   70دقیقه + الک     10هیپوکلری  سدیم ی  درصد کلر فعال Naocl (1%)- 10 min+ etanol 70 -3 min 

 داری ندارند.  باشند بر اساس آزمون توکی در سح  احتمال پنج درصد تفاوت معنیهایی، در هر ستون، که دارای حداق  ی  حر  مشتر  میمیانگین
Means, in each column, followed by at least one letter in common are not significantly different at the 5% probability level-using Tukey test. 
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کننده و غلظ  و  که به نوع مواد رادعفونی   اسا  

نتایج نشااان داد نوع ماده  مدت آن بسااتگی دارد.  

کنناده و مادت زماان کااربرد آن در  راااادعفونی 

 گیااههاه   رشاااد ایش  ز لودگی و اف آ   کااهش میزان 

هیپوکلریا  ساااادیم    ای دارد. اثر قاابا  متحظاه   

 هاا  خااصااایا  رااادمیکروبی باالایی در برابر قاار  

بااکتری  اماا در غلظا  و  از هاا دارد   هاای باالاتر 

و     بوده  برای گیاااه سااامی   باااعاا   حااد محلو  

مای  مایار آن  از    گاردد. افازایاش مارر و  اساااتافاااده 

های کم و شاساتشاو با  هیپوکلری  سادیم در غلظ  

بار اثر ساامی  آن   پنج تا   چهار آ  مقحر اسااتری  

قاااباا  متحظااه  میزان  بااه    دهااد ای کاااهش می را 

(Badou et al., 2018) . 

کااربرد اتاانول باه تنهاایی در  حاارااار   در پژوهش 

های جوانه آناناس مؤثر نبود  ریزنمونه   ساازی ساترون 

ریزنمونه    رشااد و منجر به آلودگی بیشااتر و کاهش  

و همکاااران   هااامونااد  نتااایج  بااا  نتااایج  این  شااااد. 

(Hammond et al., 2014)    و سااان و همکااران

(Sen et al., 2013)    محاابقا  دارد کاه کااربرد

ها ر به آلودگی بیشااتر ریزنمونه اتانول به تنهایی منج 

  بر  سااازی . اتانول نسااب  به سااایر مواد سااترون شااد 

داشا  و بهتر اسا    بیشاتری  منفی   اثر   ریزنمونه   روی 

مورد    ساااازی مواد ساااترون   ساااایر   باا   اتاانول همراه 

اسااتفاده قرار گیرد و اثر آن بیشااتر از کاربرد آن به  

 . (Almeida et al., 2002)تنهایی اس   

تیمااار سااااازی ساااترون تیمااارهااای    در میااان   ،

باه  کلر فعاال درصاااد  دو و نیم هیپوکلریا  سااادیم  

دقیقه، کمترین میزان آلودگی و بیشااترین   20مدت  

جوانه را داشااا . اساااترلا و همکاران    رشاااد میزان 

(Estrela et al., 2003)    کااه کااردنااد  گاازارش 

با    دو درصادکلر فعال اثربخشای هیپوکلری  سادیم  

بهبود   ریزنمونااه  قرار گرفتن  زمااان  افزایش ماادت 

  یابد. در محالعه حاراار، افزایش مدت زمان قرار می 

هاای آناانااس باا هیپوکلریا  سااادیم  گرفتن ریزنموناه 

شاااد، با این حال قرار    ساااازی ساااترون  باع  بهبود 

دقیقاه   20گرفتن در معرض طولانی مادت بیش از  

ها مضاار باشااد و باع   ممکن اساا  برای ریزنمونه 

سااایف و همکاران  - ها شاااود. ال آن   رشاااد کاهش  

(Al-Saif et al., 2016)   کردند کلروک    گزارش

دقیقاه برای    20باه مادت    درصااااد کلر فعاال   1/ 4

 های تا، آناناس مناس  سححی جوانه   سازی سترون 

 . بود 

هیپوکلریا  سااادیم   (Usman, 2013)عثماان  

دقیقاه و    20باه مادت کلر فعاال درصاااد  یا  و نیم 

دقیقه   10به مدت کلر فعال درصاااد   0/ 75ساااپ  

پیشاانهاد داد.   آناناس را   تا،   سااازی سااترون برای  

نشااان داد   (Nelson et al., 2015)نتایج نلسااون 

به  کلر فعال  درصاد    دو کاربرد هیپوکلری  سادیم  

دقیقاه بااعا  حا   آلودگی از هماه    25مادت  

اما میزان رشاد جوانه نساب  به مدت    شاد، ها کشا  

توجهی  دقیقاه باه میزان قاابا    20و    15،  10زماان  

قارار گارفا یااافاا  کاااهاش   مانافای  اثار  هاماهانایان   تان  . 

ماواد   ماادت  ماعارض طاولانای  در  آناااناااس  جاوانااه 

کنناده در محاالعات خان و همکاران و  رااادعفونی 

هاامااکاااران   و   ;Khan et al., 2004)ابااراهاایاام 

Ebrahim et al., 2013)  . این  گزارش شاده اسا  

از پژوهش حاارااار  نتاایج باا نتاایج بادسااا  آماده 

دارد کااه   آن  ماحاااباقاا   ماواد در  غالاظاا   ناوع، 
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اربرد بر میزان آلودگی  رادعفونی و مدت زمان ک 

نمو   کم   میزان   کاهش  . بود و رشااد جوانه اثرگ ار  

  تواند   می   با افزایش مدت زمان رااادعفونی   جوانه 

  روی   بر هیپوکلری  سااادیم    فعال   ماده   اثر  دلی    به 

 منجر  که  باشااد   رریف و حساااس جوانه   های باف  

گردد می   رشاد   حال   در  های قسام    رفتن   بین   از   به 

(Teixeira et al., 2006) . 

ها نشاان داد که اثر موقعی  تجزیه واریان  داده 

ناماو و سااارعاا  جاوانااه  مایازان  بار  پاااجاوش   هااای 

دار بود  آن در ساااح  احتماال یا  درصاااد معنی   

 . مقایسه میانگین ها نشان داد که بیشترین 3)جدول  

میزان نمو شااااخاه از ریزنموناه در جواناه انتهاایی باا  

داری با  تفاوت معنی درصاااد بود که    93/ 5میاانگین  

درصاااد    92هاای قساااما  ساااوم باا میاانگین  جواناه 

های قساام  اول ساااقه   . جوانه 4نداشاا  )جدول  

کمترین میزان نمو شااااخاه از ریزنموناه )صااافر  را  

نشاان دادند. بیشاترین سارع  نمو شااخه از ریزنمونه  

 ( اناتاهااایای  در جاوانااه  تارتایاا   و    15/ 75بااه  روز  

سا  آمد که  روز  بد  16های قسام  ساوم ) جوانه 

  . 4داری نداشتند )جدول تفاوت معنی 

 

   MD2رقم    آناناس مدت زمان نمو شاخه و میزان تولید شاخه  جوانه بر    نوع   برای اثر   تجزیه واریان    - 3جدول  
Table 3. Analysis of variance for bud type effect on shoot development duration of and 

shoot production rate of pineapple cv. MD2 
 

 میزان تولید شاخه 
Shoot production rate 

 مدت زمان نمو شاخه 
Shoot development duration 

 درجه آزادی

d.f. ع تغییرات بمن S.O.V. 
 Bud type جوانه  نوع 4 **368.37 **6629.8

 Error اشتباه  15 5.35 3.26

  (%) .C. V رری  تغییرات  درصد    14.68 3.30

 .Significant at the 1% probability level :**                                                      دار در سح  احتمال ی  درصد **: معنی

 
 MD2رقم  آناناس مدت زمان نمو شاخه و درصد تولید شاخهجوانه بر  اثر نوع مقایسه میانگین -4جدول 

Table 4. Mean comparison of bud type effect buds on shoot development duration and 

shoot production rate of pineapple cv. MD2 
 

 درصد تولید شاخه 
Shoot production rate 

(%) 

 مدت زمان نمو شاخه )روز 
Shoot development 

duration (day) جوانه  نوع Bud type 

93.5a 15.75b جوانه انتهایی Apical bud 

0.0d - ل او  قسم های  جوانه Buds of the 1st section 

28.0c 23.75a دوم  قسم های  جوانه Buds of the 2nd section 

92.0a 16.00b سومقسم   های  جوانه Buds of the 3rd section 

60.0b 23.25a مچهار  قسم   هایجوانه Buds of the 4th section 

داری باشاند بر اسااس آزمون توکی در ساح  احتمال پنج درصاد تفاوت معنیهایی، در هر ساتون، که دارای حداق  ی  حر  مشاتر  میمیانگین
 ندارند.  

Means, in each column, followed by at least one letter in common are not significantly different at the 5% 

probability level-using Tukey test. 
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همه انواع   پژوهش حارار نشاان داد که نتایج 

هاای پااجوش آناانااس برای کشااا  باافا  جواناه 

ی و پ  از آن های انتهای نیسااتند. جوانه   مناساا  

های جانبی برای اساااتفاده در ریزازدیادی  جوانه 

 هساااتناد و دارای باالاترین    منااسااا  تر آناانااس  

ترین سارع   و ساریع   تولید شااخه از جوانه میزان 

فاقاط  زایای شاااااخااه  پاااجاوش  هار  در   باودنااد. 

یا  جواناه انتهاایی وجود دارد در حاالی کاه   

و یا  20های جانبی ممکن اسااا  به تعداد جوانه 

تر بساااته به اندازه پاجوش برساااد. بنابراین،  بیشااا 

های انتهایی به تنهایی برای شاروع  تکیه بر جوانه 

حاصااله از هر گیاه   هایریزنمونه تعداد   ، کشاا  

 اول  قساااما  هاای ساااازد. جواناه را محادود می 

  دارند، که بتفاصاااله پ  از جوانه انتهایی قرار    

 هاا  انادازه کوچکتری نسااابا  باه سااااایر جواناه

 ه اساا ،درآنها انجام نشااد  مو شاااخه ن دارند و 

 ، ها باشادکه ممکن اسا  به عل  خوا  جوانه   

کننده رشاد بکار رفته در شاکساتن  و میزان تنظیم 

 ,.Moore et al)  خوا  جوانه مؤثر نبوده اسا  

1992) . 

اثر   تجزیاه واریاان  داده هاا نشااااان دادکاه 

های رشد بر سرع  نمو شاخه کنندهغلظ  تنظیم

 درصاااد تشاااکیا  شااااخاه از جواناه از جواناه و  

 و تعاداد آن در ساااح  احتماال یا  درصااااد  

ها نشان  . مقایسه میانگین  5دار بود )جدول  معنی 

 داد کاه بیشاااترین درصااااد تشاااکیا  شاااااخاه

مااحاایااط کشاااا     در   حاااوی    MSاز جااوانااه 

BA 1/0گرم بر لیتر به همراه  با غلظ  ساااه میلی 

درصااد   75/75با میانگین   NAAگرم بر لیتر میلی

   MS  هاایکشااا   مشااااهاده شاااد کاه باا محیط

لیتر به   بر  گرممیلی ساه و دو  غلظ  با BA  حاوی

میااانگین   بااا  تفاااوت   71و    74ترتیاا    درصااااد 

کمترین درصااد     .6داری نداشاا  )جدول  معنی

فاقد   MSتولید شاااخه از جوانه در محیط کشاا  

درصاااد    42هاای رشاااد باا میاانگین  کننادهتنظیم

 اهده شد.مش

از نظر سارع  نمو شااخه از ریزنمونه، محیط  

به تنهایی    BAگرم بر لیتر  کشا  حاوی ساه میلی

روز بیشااترین ساارع  رشااد را به   18با میانگین 

داری باا معنی  خود اختصاااااد داد کاه تفااوت

  BAگرم بر لیتر  های حاوی سه میلیمحیط کش 

هاامااراه   لاایااتاار  ماایاالاای  1/0بااه  باار   NAAگاارم 

 1/0به همراه    BAگرم بر لیتر روز ، دو میلی  20) 

لاایااتاار  ماایاالاای باار  و  NAA  (25/21گاارم   روز  

روز  نداشااا    BA  (5/22گرم بر لیتر  ساااه میلی 

رشااااد در  6)جاادول   ساااارعاا   کاماتاریان   .  

های رشااد با کنندهفاقد تنظیم MS محیط کشاا 

روز بدساا  آمد که با دو محیط  25/34میانگین 

حاااوی   لیتر    گرممیلی  5/0کشاااا    بااه   BAبر 

 NAAگرم بر لیتر  میلی  1/0تنهاایی یاا همراه باا   

  .6داری نداش  )جدول معنیتفاوت 

بیشاترین تعداد شااخه از هر ریزنمونه جوانه در  

گرم در  های حاوی دو و سااه میلیمحیط کشاا 

شاااخه  مشاااهده شااد که با سااه   BA  (42/2لیتر  

های حاوی  ر )محیط کشااا محیط کشااا  دیگ

گرم در  ، دو و سه میلیBAگرم در لیتر ی  میلی

لیتر  میلی  1/0بااه همراه    BAلیتر    NAAگرم در 

مااعااناای )جاادول  تاافاااوت  نااداشاااا     .6داری 
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مدت زمان نمو شااخه، درصاد تولید شااخه و تعداد شااخه بر   (NAA)اساید نفتالین اساتی و    (BA)بنزی  آدنیناثر غلظ  های مختلف   برای  تجزیه واریان  -5جدول  
 MD2از هر ریزنمونه آناناس رقم 

Table 5- Analysis of variance for the effect of different concentrations of benzyl adenine (BA) and naphthalene acetic acid (NAA) on shoot 

development duration, shoot production rate and shoot number shoot per explant of pineapple cv. MD2 
 

 هر ریز نمونه شاخه    تعداد 
Shoot number explant-1 

 شاخه از ریزنمونه   تشکی  درصد  
Shoot production rate 

 نمو شاخه مدت زمان  
Shoot development duration 

 درجه آزادی 

d.f.  منبع تغییرات S.O.V. 

 Growth regulator concentration رشد غلظ  تنظیم کننده  8 **136.37 **516.21 **1.38
 Error اشتباه  27 5.84 4.20 0.04

 (%) .C. V رری  تغییرات درصد    9.39 3.21 11.17

 .Significant at the 1% probability level :**                                                                                                                                             دار در سح  احتمال ی  درصد. **: معنی

 
مدت زمان نمو شااخه، درصاد تشاکی  شااخه و تعداد شااخه از هر بر   (NAA)اساید نفتالین اساتی و    (BA)بنزی  آدنینهای مختلف مقایساه میانگین اثر غلظ  -6جدول  

 MD2ریزنمونه آناناس رقم 

Table 6. Mean comparison of the effect of different concentrations of benzyl adenine (BA) and naphthalene acetic acid (NAA) on shoot 

development duration, shoot production rate and shoot number explant-1 of pineapple cv. MD2 
 

 تعداد شاخه ادر هر ریز نمونه 
Shoot number explant-1 

 درصد تولید شاخه 
Shoot production rate (%) 

 )روز  نمو شاخه مدت زمان 
Shoot development duration (day) 

 )میلی گرم در لیتر   اسید نفتالین استی 
NAA (mgl-1) 

 )میلی گرم در لیتر   بنزی  آدنین
BA (mgl-1) 

0.85e 42f 34.25a 0 0 

1.47cd 53e 31.50ab 0 0.5 

1.1de 55e 32.35ab 0.1 0.5 

2.35a 64d 25.25cd 0 1 
1.85bc 68cd 26.75bc 0.1 1 
2.42a 71abc 22.50cde 0 2 
2.02ab 69c 21.25cde 0.1 2 
2.42a 74ab 18.00e 0 3 
2.20ab 75.75a 20.00de 0.1 3 

 داری ندارند.  باشند بر اساس آزمون توکی در سح  احتمال پنج درصد تفاوت معنیهایی، در هر ستون، که دارای حداق  ی  حر  مشتر  میمیانگین
Means, in each column, followed by at least one letter in common are not significantly different at the 5% probability level-using Tukey test. 
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شااااخاه  در محیط  85/0کمترین تعاداد شااااخاه )

کننده رشاااد بدسااا  آمد که کشااا  فاقد تنظیم

 5/0داری باا محیط کشااا  حااوی  تفااوت معنی

گرم در  میلی  1/0باه همراه    BAگرم در لیتر  میلی

 نداش .  NAAلیتر  

باه تنهاایی یاا در    BAنتاایج نشاااان داد غلظا  

بااا   مایازان    NAAتارکایاا   ازبار  شاااااخااه    ناماو 

آناااناااس  ریازناماونااه باود.  MD2 رقام  هااای  ماؤثار 

گرم در لیتر باه  میلی  5/0از    BAافزایش غلظا   

نمو   مدت زمان  گرم در لیتر، در افزایشمیلی  سااه

از  ن و در ماادت زمااا  ثر بودؤجوانااه م  شاااااخااه 

تری شاااخه از ریزنمونه تولید شااد )جدول کوتاه 

 های رشاادکننده. در محیط کشاا  فاقد تنظیم 6

اماا درصاااد   ،دهادزنی آناانااس روی میجواناه  نیز

توجهی  به میزان قاب  آنو سااارع    زاییشااااخه

یااباد و کااهش می  BAنسااابا  باه محیط حااوی  

جواناه مورد نیااز    نمومادت زماان بیشاااتری برای  

باه تنهاایی و باه میزان  BAاسااا . بناابراین کااربرد 

تواند برای شروع کش  گرم در لیتر میمیلی  ی 

  . اگرچه 6)جدول  جوانه آناناس اسااتفاده شااود

منجر باه  گرم  میلیسااااه    تاا  BAافزایش غلظا   

کاربرد غلظ  کمتر زایی شااد، اما  افزایش شاااخه

ولیاه ریزنموناه  در کشااا  اگرم در لیتر   میلی  دو)

زیرا    ،شاااودترجی  داده میجها  نمو شاااااخاه  

تر و ساااازگار با محیط زیسااا   مقرون به صااارفه

  خواهد بود.

  در شااخه تولید برBA   مثب  تنظیم کننده  اثر

 و  خان توسااط آناناس ایدرون شاایشااه کشاا 

 و  دانسااااو  ،(Khan et al., 2004)هاماکاااران  

زریاادا(Danso et al., 2008)هاامااکاااران    و  ، 

 و  عثمااان  ،(Zuraida et al., 2011)  همکاااران

  فراهااانی  و  (Usman et al., 2013)همکاااران  

(Farahani, 2014)  اسااا   شاااده  گزارش  نیز .

 (Almeida et al., 2002)  آلمیادا و همکااران

هاای جاانبی  زنی جواناهکردناد برای جواناه  گزارش

گرم در  میلی دوحاوی   MSآناناس محیط کش  

تفاوت   پژوهش حاراار. در بودناساا  م  BAلیتر  

ها، با کاربرد جوانه  رشاادداری در ساارع   معنی

NAA   در محیط کشاا  نسااب  به محیط کشاا

 به تنهایی مشاهده نشد. BAحاوی 

نتااایج  بااا  پژوهش حااارااار  زریاادا و   نتااایج 

محابق  دارد   Zuraida et al., 2011)همکاران  

باه تنهاایی برای شاااروع   BAگزارش کردناد    کاه

  MSو محیط کشااا   بودافی کشااا  آناناس کا 

در    BAمیلی گرم در لیتر    پنج مکما  شااااده باا  

 86شااخسااره )  رشادبیشاترین درصاد    NAAغیا   

 درصاااد  را ایجااد کرد. این نتاایج باا نتاایج بااتیاا 

نیز  (Bhatia and Ashwath, 2002)و آشاوات  

از نشااااان دادناد  محاابقا  دارد کاه    اساااتفااده 

های رشااد در  کنندههای نامناساا  تنظیمغلظ  

تواند منجر به کاهش یا مرحله اسااتقرار جوانه می

برای    آدنینبنزی . شاودناناس آتوقف رشاد جوانه  

در    شاااخه  رشااد  القای و  ساالولی تقساایم  تحری 

مای ایافااا  ماهامای  ناقاش   Kyte and)کاناادجاوانااه 

Kleyn, 1996)  .گاوتارسااااون   و  فایاروزآبااادی

(Firoozabady and Gutterson, 2003)  نیز بر

مریسااتم    از  هاگیاههه  رشااد  در  آدنینزی بن نقش

می توان    بناابراین  .کردناد  تااکیاد  انتهاایی آناانااس
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کااه   گایاری کارد  غالاظاا  ناتایاجااه  و   تارکایاا  

سارع    ،های  جوانه نمو برهای رشاد  کنندهتنظیم 

  تولیاد شااااخاه و تعاداد شااااخاه در ها  ریزنموناه

  .اش توجهی داثر قاب  MD2رقم  آناناس

دساااا  آماده از  نتاایج باهبناابراین براساااااس  

ساااازی با هیپوکلری   پژوهش حارااار، ساااترون

 20سااادیم دو و نیم درصاااد کلر فعاال باه مادت  

دقیقاه در کنترل آلودگی ریزنموناه آناانااس رقم  

MD2  و افزایش میزان نمو شاااخه از جوانه نقش

بر روی    جواناهداشااا . همهنین موقعیا  )نوع   

بود   میزان نمو شااخه از آن مؤثردر  سااقه پاجوش  

و در انتخا  ریزنمونه برای کشاا  باف  آناناس 

هاای قساااما  ، جواناه انتهاایی و جواناهMD2رقم 

سااوم ساااقه بیشااترین نمو شاااخه از جوانه را دارا  

، MD2بودند. در کشاا  اولیه جوانه آناناس رقم  

گرم  آدنین با غلظ  ی  تا ساه میلیکاربرد بنزی 

در لیتر در محیط کشاا  در افزایش ساارع  نمو 

 ریزنمونه و میزان نمو شاخه از جوانه مؤثر بود. 
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ABSTRACT 

Boroujerdnia, M., Saboki, E. and Mousavi, S. N. 2024. Effect of different disinfection treatments and 

bud type on growth initiation of pineapple cv. MD2 in in vitro conditions. Seed and Plant, 40, pp.193–210 

(in Persian). 

 

The aim of this study was to determine the optimal conditions for in vitro culture 

initiation of pineapple cv. MD2 using tissue culture technique, in three different 

experiments. In the first experiment, the effect of sterilization treatment on contamination, 

mortality and development rate of explants was investigated. In the second experiment, 

the buds were divided into five groups based on their position on the pineapple stem to 

determine the highest rate of bud regeneration. In the third experiment, the effect of 

different concentrations of benzyl adenine (BA) (0, 0.1, 0.5 and 1 mgl-1) was studied alone 

or in combination with 0.01 mgl-1 of naphthalene acetic acid (NAA) concentrations on 

regeneration of buds. The results showed that sodium hypochlorite (2.5%) in 20 minutes 

was the most effective for sterilizing pineapple buds. All concentrations of BA promoted 

bud regeneration but the 3 mgl-1 was the optimum. Apical buds and the third section 

axillary buds had the highest regeneration rate at 93% and 92%, respectively. 

 

Keywords: Pineapple, benzyl adenine, apical bud, tissue culture, sodium hypochlorite. 
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Introduction 

Pineapple [Ananas comosus (L.) Merr.] is one of the most economically important 

tropical fruit that belongs to Bromeliaceae. Pineapple plants can be propagated using 

vegetative materials of slips, suckers, stem sections or crowns. However, in all these three 

cases plant material is often limited, thus in vitro culture is a commercial alternative 

approach. In vitro micropropagation of pineapple plantlets has many advantages over 

conventional methods of vegetative propagation. Tissue culture enhances rapid 

propagation of suckers to supplement conventional methods to produce pineapples to 

meet both local and international market demands (Shamim et al., 2016). However, tissue 

culture initiation, the most critical step towards rapid in vitro propagation, is challenged 

by microbial contamination, exogenous growth hormone requirements and bud type for 

growth (Vujovic et al., 2012). Therefore, the aim of this study was to determine optimal 

sterilization protocols and BA concentration to initiate pineapple in vitro culture using 

apical and axillary buds as sources of explants. 
 

Materials and Methods  

In this study the buds of suckers of pineapple cv. MD2 was used for in vitro culture in 

three different experiments. In the first experiment, explants were sterilized with sodium 

hypochlorite and ethanol at different concentrations, alone or in combination, and 

durations (2.5% sodium hypochlorite for 5, 10, 15 minutes, 70% ethanol for 3, 5, 7 

minutes, 1% sodium hypochlorite for 10 minutes + 70% ethanol for 3 minutes and 2.5% 

sodium hypochlorite for 15 minutes + 70% ethanol for 1 minute), followed by three 

rinsing with sterilized distilled water under aseptic conditions. The explants were placed 

on solidified Murashige and Skoog (MS) based medium supplemented with 0.5 mgl-1 of 

benzyl adenine (BA) combined with 0.1 mgl-1 of naphthalene acetic acid (NAA). In the 

second experiment, buds were grouped based on their position on the pineapple stem 

(apical, 1st section, 2nd section, 3rd section, and 4th section) to determine the highest rate 

of bud regeneration. Following sterilization, different buds were transferred to MS 

medium containing 1 mgl-1 BA+ 0.1 mgl-1 NAA at pH = 5.8. In the third experiment, the 

effect of different concentrations of BA (0, 0.1, 0.5 and 1 mgl-1) was studied alone or in 

combination with 0.01 mgl-1 NAA concentrations on regeneration of buds.  
 

Results and Discussion 

The results showed that sodium hypochlorite (2.5%) in 20 minutes was the most 

effective in sterilizing pineapple buds. The effectiveness of sodium hypochlorite (2.5%) 

enhanced with increasing exposure time. The highest explant regeneration rate was 
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observed in the disinfection treatment with 2.5% sodium hypochlorite for 20 minutes 

(84.49%) followed by 2.5% sodium hypochlorite treatment for 15 minutes + 70% ethanol 

for 1 minute (75.39%). Ethanol alone could not successfully disinfect pineapple buds. 

There was high level of harmful microbial contamination of plant tissues associated 70% 

ethanol treatment, hence the cultures deteriorated.  

The apical bud followed by the third section buds were the first to show growth and 

had the highest rate of regeneration (95% after two weeks). The third section buds 

recorded (90%) regeneration rate within 1-3 weeks. 

All concentrations of BA promoted bud regeneration. The highest regeneration rate 

was observed in the culture medium containing BA at concentration level of 3 mgl-1 and 

0.1 mgl-1 NAA with an average of 75.75%. The lowest regeneration rate in the MS culture 

medium without growth regulators with an average of 42%. These results are in 

agreement with findings of Zuraida et al. (2011) and Usman et al, (2013). 
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