
  
  در شرايط اين ويترو ).Alstroemeria sp( هاي ريزوم گياه آلسترومريا كنترل آلودگي ريزنمونه
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  چكيده
مشكل اصـلي  . عمدتا به روش اين ويترو و با استفاده از ريزنمونه ريزوم تكثير مي شود به عنوان يكي از گل هاي مهم شاخه بريده در دنيا آلسترومريا

 در ايـن از ايـن رو   .استفاده از اين ريزنمونه، آلودگي بالاي قارچي و باكتريايي مي باشد بطوري كه تهيه ريزنمونه استريل را بـا مشـكل مواجـه مـي كنـد     
هاي استرپتومايسـين، پنـي سـيلين،     آنتي بيوتيك، نانو ذرات نقره ،كلريد جيوه سديم،هيپوكلريت  چون  مختلفي ضد عفوني كنندهتركيبات تاثير  پژوهش

ريـز نمونـه هـا    . قرار گرفـت بررسي مورد  ئوكسو برد سفوتاكسيم و قارچ كش كاربندازيم بر كنترل آلودگي ريزنمونه هاي حاصل از ريزوم ارقام كاراليس
ميلي گرم در ليتر نفتالين استيك اسيد  2/0و  (BA)ميلي گرم در ليتر بنزيل آدنين   2حاوي  MSمحيط كشت  در پس از ضدعفوني با تركيبات مختلف 

)NAA( نتـايج نشـان داد تيمـار ريزنمونـه هـا بـا       . شـد براي تيماري هاي  مختلف اندازه گيري ريزنمونه ها  آلودگي بعد از سه هفته درصد. كشت شدند
به مـدت   درصد 3 وهيپوكلريت سديمدقيقه  يك به مدت درصد 70الكل   درصد و ضد عفوني با استفاده از 4/0زيم به ميزان  استفاده از قارچ كش كاربندا

و سپس انتقال بـه   دقيقه 20درصد به مدت 3 هيپوكلريت سديم ودقيقه  به مدت يك درصد 70الكل  تركيب ضد عفوني باو  كاراليسدقيقه براي رقم  20
در هـر دو   آلـودگي  كنترل. راي كمترين ميزان آلودگي بوداد كسئوبراي رقم برددر ليتر پني سيلين و استرپتومايسين ميلي گرم  200محيط كشت حاوي 

  . قرار نگرفت نقره نانو ذراترقم بردئوكس وكاراليس تحت تاثير كاربرد 
  

  زيم، آنتي بيوتيك، كاربنداكلريد جيوه هيپوكلريت سديم، ،آلسترومريا: كليدي واژه هاي
  
     1مقدمه

گياهي دگرگشـن بـوده كـه     ).Alstroemeria sp( آلسترومريا
هـاي   گونـه داراي  ايـن جـنس  . خاستگاه آن آمريكـاي جنـوبي اسـت   

است كه امروزه تعـدادي از آنهـا بـه    در خانواده آلسترومرياسه  فراواني
بـاغي،   انعنوان گياهان زينتي براي توليد گل هاي شاخه بريده، گياه

در حـال حاضـر   . )5( دنيا گلداني پـرورش داده مـي شـو    باغچه اي و
آلسترومريا به علت داشتن گل هاي زيبا و بادوام در بازارهـاي جهـاني   

 گـل هـاي   گل و گياه به عنوان يكي از مهـم تـرين و پرطرفـدارترين   
طور معمول با آلسترومريا به ). 11( به شمار مي رود شاخه بريده زينتي

اما آلودگي هاي ويروسي، سرعت كم شود،  ياستفاده از ريزوم تكثير م
فصلي، سبب محـدود شـدن اسـتفاده از ايـن     تكثير و محدوديت هاي 

براي فايق آمـدن بـر مشـكلات    در حال حاضر ). 20(روش شده است 
                                                            

گروه بيوتكنولوژي،  استاديارو  استادبه ترتيب دانشجوي كارشناسي ارشد،  - 4و2،1
 دانشكده كشاورزي، دانشگاه فردوسي مشهد

  :shahriari.ag@gmail.com( Email                 :نويسنده مسئول-(*
  گروه پژوهشي فناوري كشت بافت و ازدياد گياهان جهاد دانشگاهي مشهد مربي - 3

روش هاي معمول تكثير ايـن گيـاه زينتـي وتوليـد گياهـان عـاري از       
اهميـت   هگيـا در اين  هاي كشت اين ويترو روش،  استفاده از ويروس

براي تكثير اين ويتروي آلسترومريا معمـولا از   .زيادي پيدا كرده است
و ريـزوم  ) 12(، جوانه جـانبي  )16(ريزنمونه هاي جوانه انتهايي شاخه 

بـا ايـن حـال سـرعت     . استفاده مـي گـردد  ) 20و14، 13، 9، 8، 7، 5(
ر از ساير ريزنمونه هـا بيشـت  ) نوك ريزوم( باززايي جوانه انتهايي ريزوم

آلودگي هاي قارچي و باكتريايي از مشـكلات  ). 13(گزارش شده است 
اصلي استفاده از اندام هاي زير زمينـي بـه عنـوان ريـز نمونـه اسـت       

هنگامي كه هدف كشت بافت تكثير تجاري گياهـان باشـد،    .)15و11(
آلودگي هاي قارچي و باكتريايي مي تواند لطمات جبران ناپـذيري بـه   

استفاده از مواد ضد عفوني كننده سطحي يكـي از   ).17(آن وارد آورد 
براي گند زدايي . روش هاي  ممكن براي كاهش اين آلودگي ها است

درصـد، هيپوكلريـت سـديم، هيپوكلريـت      70سطحي عموما از الكـل  
آنتـي بيوتيـك هـا نيـز بـراي       .كلسيم و كلريد جيوه استفاده مي شود

آلودگي هاي داخلي . كنترل آلودگي هاي داخلي و خارجي موثر هستند
ايـن آلـودگي هـا    .  معمولا چندين هفته بعد از كشت ظاهر مي شـوند 

ممكن است از لحاظ ظاهري ديده نشوند،  اما بر روي رشد، تقسـيم و  
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از آنتـي بيوتيـك هـاي    ). 17(سبز شدن ريز نمونه ها تاثير مي گذارند 
يا متعددي جهت كنترل آلودگي هاي با منشا داخلي، به صورت منفرد 

بـا ايـن وجـود  احتمـال دارد كـه      ). 17(تركيبي اسـتفاده شـده اسـت    
علاوه بـر ايـن، بـه علـت     . ريزنمونه ها به آنتي بيوتيك حساس باشند

استفاده از غلظت هاي  بالاي آنتي بيوتيـك،  احتمـال وقـوع جهـش     
نيز  هاي نقطه اي و نيز اختلال در زنجيره انتقال الكتروني ميتوكندري

اخيرا استفاده از نانو ذرات نقره نيز  بـراي ضـد   ). 2(گزارش شده است 
 (Valeriana officinalis )سنبل الطيب عفوني ريز نمونه ها در گياه 

  ). 2(ده است گزارش ش
آلسـترومريا   كشت بافت گيـاه  بر روي انجام شده بيشتر تحقيقات

غلظت هاي مختلف  تنظـيم كننـده هـاي رشـد بـر       بررسي مربوط به
و عليرغم گـزارش   ريزوم بوده است يشه زايي ريزنمونهشاخه زايي و ر

هاي مختلـف مبنـي بـر وجـود آلـودگي بـالا در كشـت ايـن ويتـرو،           
تحقيقات اندكي درخصوص تعيين بهترين روش هاي تهيـه ريزنمونـه   

هيپوكلريـت سـديم بـر    ). 14و 5(استريل در اين گياه انجام شده است 
بوده است، با اين وجـود در   ضد عفوني برخي از ارقام آلسترومريا موثر

بعضي از ارقام نيز تاثير چنداني بر روي ميزان آلـودگي نداشـته اسـت    
تاكنون در اين گياه استفاده از ساير مواد ضدعفوني كننـده جهـت   ). 1(

 ـلذا هدف از ايـن  . تهيه ريز نمونه استريل گزارش نشده است ژوهش پ
 كلريت سديم،بررسي تاثير ضد عفوني كننده هاي مختلفي چون هيپو

ــانو ذرات نقــره، كلريــد جيــوه ،  ســيلين هــاي پنــي آنتــي بيوتيــك، ن
 كنتـرل  بـر روي  قارچ كش كاربندازيمن و سفوتاكسيم و يمايساسترپتو

  .بوده استريزوم گياه آلسترومريا  ريزنمونه حاصل از درصد آلودگي
  

  مواد و روش ها 
  تهيه ريزنمونه ومواد گياهي 

از  2كسئـو و برد 1كـاراليس رومريا آلسـت دو رقـم  در اين پـژوهش  
گلخانه گياهان زينتي سعادت شهر اسـتان فـارس تهيـه گرديـد و بـه      

گياهـان در  . دانشگاهي مشهد انتقال داده شـد گلخانه تحقيقاتي جهاد 
كوكوپيت و پرليت كشت شدند و بعد  1به  2جعبه هاي حاوي مخلوط 

 ـ   . از رشد كافي از طريق ريزوم تكثير شدند اثير شـرايط  بـا توجـه بـه ت
 درصد آلودگي ريز نمونه ها در شرايط اين ويترو بر رشدي گياه مادري

درجه سانتيگراد و فتوپريـودي   220 دماي شرايط مطلوب ، ارقام در
در طـول دوره رشـد   . شـدند  نگهـداري  روشـنايي و تـاريكي   8به  16

صـد  در 01/0آهـن   و درصد  2/0گياهان با محلول غذايي كريستالون 
آبياري شدند و پس از رشد كافي كه تعداد مناسب ريزوم بدسـت آيـد   

  .استفاده شد انجام پژوهش  از آنها براي) حداقل يك ماه(

                                                            
1- Caralis 
2- Bordeaux 

 ـه منظور تهيـه ريزنمو ب گياهچـه هـا از بسـتر كشـت خـارج و       ،هن
پـس از  . نددها به وسيله يك چاقوي تيز تاگره اول برش داده ش ريزوم

جوانـه هـاي   عمـل شستشـوي   . )الـف ،1شـكل ( برش دهي ريزوم هـا 
انجـام شـد و سـپس     آب جـاري بـا اسـتفاده از   ) نوك ريـزوم (انتهايي 

  .گرديدتيمارهاي ضد عفوني اعمال 
  

  ضد عفوني مختلف تيمار هاي
مختلف  عفوني كنندهجهت ضدعفوني ريزنمونه ها از تركيبات ضد

، قـارچ كـش   نـانو ذرات نقـره   ،كلريد جيـوه سديم، هيپوكلريت  :شامل
هـاي استرپتومايسـين، پنـي سـيلين و      آنتي بيوتيـك  دازيم و نيزكاربن

ابتدا . در پنج مرحله با انجام آزمايشات جداگانه استفاده شد سفوتاكسيم
براي بررسي اثر مقادير مختلف هيپوكلريت سديم بـر ميـزان آلـودگي    
ارقام كاراليس و بردئوكس، آزمايشي بـه صـورت فاكتوريـل در قالـب     

ريـز نمونـه    20در سه تكرار كه هر تكرار حـاوي  طرح كاملا تصادفي 
در اين مرحله ارقام به عنوان فاكتور اول و تيمار هـاي  . بود، انجام شد

، مرحلـه  1جـدول (ضدعفوني به عنوان فاكتور دوم در نظر گرفته شـد  
در مرحله دوم به منظور بررسي توام وايتكس و كلريد جيـوه بـر   ). يك

كاراليس از كلريد جيوه با سه غلظـت  كنترل آلودگي ارقام بردئوكس و 
مختلف پس از ضدعفوني ريزنمونه ها با هيپوكلريـت سـديم اسـتفاده    

با توجه به مرگ كامل ريزنمونـه هـاي   ). ، مرحله دوم1جدول ( گرديد
مربوط به رقم بردئوكس، تجزيه واريانس داده ها براي رقـم كـاراليس   

 20ار حـاوي  تكـرار و هـر تكـر    3به صورت طرح كاملا تصـادفي بـا   
با توجه به موفق نبودن كنترل آلودگي توسط تيمار . ريزنمونه انجام شد

هاي قبلي و گزارش هاي موفق استفاده از نانو ذرات نقـره در كنتـرل   
در ايــن مرحلــه، ابتــدا از آزمــايش ) 2( آلــودگي در برخــي از گياهــان

 زمان هاي مختلف نانوذرات نقره انجام شـد و  مقدماتي با غلظت ها و
شدگي و زنده مـاني ريزنمونـه هـا،     بر اساس آستانه تحمل، عدم سياه

ميلي گـرم در ليتـر نـانوذرات     100و  50ضدعفوني ريزنمونه با مقادير 
ميلي گـرم در ليتـر بـراي رقـم      300و 200نقره براي رقم كاراليس و 

 الكل بردئوكس انجام شد و اثر آن ها بر كنترل آلودگي نسبت به تيمار
در طـرح   دقيقـه  20 مـدت  بـه % 3 وايتكس  و دقيقه 1 مدت به% 70

ريزنمونـه بررسـي    20تكـرار و هـر تكـرار حـاوي      3كاملا تصادفي با 
  ).  ، مرحله سوم1جدول (گرديد 

در مرحله بعدي آزمايش، اثر مقادير آنتي بيوتيـك هـاي مختلـف    
شامل پني سيلين، استرپتومايسين و سفوتاكسـيم بـر كنتـرل آلـودگي     

 وايـتكس   و دقيقـه  1 مدت به% 70 الكل نسبت به تيمار ريزنمونه ها
تكرار و هـر تكـرار    3در طرح كاملا تصادفي با  دقيقه 20 مدت به% 3
انتخـاب  . ريز نمونه در رقم بردئوكس مورد بررسي قـرار گرفـت   20با 

غلظت آنتي بيوتيك هاي مورد آزمايش، بر اساس نتايج آزمايش هاي 
  .مقدماتي صورت گرفت
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  .ريزوم ها ي حاصل از ريزنمونهكاهش آلودگي  براي مراحل مختلف آزمايش انجام شده  -1جدول

  

مراحل
  تيمارهاي ضد عفوني اعمال شده  ارقام  آزمايش

  اول
  

  بردئوكس
  و
  اليسكار

  دقيقه 30به مدت   %2وايتكس ودقيقه1به مدت %70الكل
  دقيقه 25به مدت  %5/2وايتكس ودقيقه1به مدت%70الكل
  دقيقه 20 به مدت %3وايتكس ودقيقه1به مدت%70الكل

  دوم
  

  بردئوكس
  و

  ليسرااك

  دقيقه 10درصد به مدت  03/0كلريد جيوه ودقيقه20مدتبه%3وايتكس
  دقيقه 10درصد به مدت  06/0كلريد جيوه ودقيقه20به مدت%3وايتكس
  دقيقه 10درصد به مدت  1/0كلريد جيوه ودقيقه20به مدت%3وايتكس

  سوم

  
  بردئوكس

  

  دقيقه 40به مدت ميلي گرم در ليتر  200 نانو ذرات نقره به مقدار  ودقيقه  20به مدت % 3وايتكس ، دقيقه 1به مدت% 70الكل 
  دقيقه 20به مدت گرم  ميلي  300نانو ذرات نقره مقدار  و دقيقه 20به مدت % 3وايتكس ، دقيقه 1به مدت % 70الكل 

  ليسكارا
  دقيقه 40به مدت  ميلي گرم در ليتر 50نقره   نانوذراتو  دقيقه 20 به مدت %3وايتكس ، دقيقه 1به مدت % 70الكل 

  دقيقه  20نقره به مدت ت نانوذرا ميلي گرم در  100ه و دقيق 20 به مدت %3وايتكس   ،دقيقه 1به مدت % 70الكل 

  چهارم
  

  
  وكسبردئ

  

ميلي گرم در ليتر از هريك از آنتي  200وكشت بر روي محيط كشت حاوي  دقيقه 20به مدت  %3وايتكس  ،دقيقه 1 به مدت  %70الكل 
  ينلين و استرپتومايسيبيوتيك هاي پني س

  ليتر سفوتاكسيم ميلي گرم در 400و كشت بر روي محيط كشت حاوي  دقيقه 20 به مدت %3وايتكس  ،دقيقه  1 به مدت % 70الكل 

ريز  ضد عفونيساعت قبل از تهيه ريز نمونه و  72و   48 ،24گرم در ليتر  كاربندازيم در گلخانه در فواصل زماني  4باگياهان آلسترومرياتيمار  يسكارال  پنجم
  .دقيقه 20به مدت   %3س وايتكو  دقيقه 1 به مدت% 70الكل  نمونه ها در آزمايشگاه پس از شستشو با آب جاري با استفاده از 

  
نتايج اين بررسي ها نشان داد كه غلظت هاي انـدك هركـدام از   

از آنجا كـه شـرايط   . آنتي بيوتيك ها در كنترل آلودگي موثر نمي باشد
نگهداري گياه مادري بر ميزان آلودگي در شرايط اين ويترو تاثير مـي  

م بـراي ضـد   گذارد در مرحله پنجم آزمايش،  از قارچ كـش كاربنـدازي  
عفــوني بســتر كشــت گياهــان در گلخانــه اســتفاده شــد و ســپس در 
آزمايشــگاه، تيمــار ضــدعفوني بــا هيپوكلريــت ســديم اعمــال گرديــد 

مقايسه اثر كاربندازيم بر كنترل آلودگي نسبت به تيمار فاقد ). 1جدول(
 3درصد به مدت يك دقيقه و هيپوكلريت سديم  70الكل ( كاربندازيم

بـه روش مقايسـات    tبا اسـتفاده از آزمـون   ) دقيقه 20درصد به مدت 
 پـس از ريـز نمونـه هـا    در همـه مراحـل فـوق،    . جفت شده انجام شد

جاري و اعمال تيمار هاي ضد عفوني در محيط كشت شستشو در آب 
MS  ميلي گرم در ليتر 2حاويBA )ميلي گـرم    2/0و ) بنزيل آدنين

 ـ و شـرايط ) اسـيد اسـتيك   نفتالن( NAAدر ليتر در  سـاعت  16 ورين
در همه مراحـل آزمـايش   . كشت شدندگراد درجه سانتي 225 دماي

واكشت ريزنمونـه هـا پـس از چهـار هفتـه      به استثناي مرحله چهارم، 
در اين مرحله، جهت جلوگيري از اثر منفي آنتي بيوتيك بـر  . انجام شد

ليـه  در ك. ادامه رشد، آنتي بيوتيك از محيط كشت واكشت حذف شـد 
بعد از گذشت سه هفتـه از اعمـال تيمارهـاي ضـدعفوني،      آزمايش ها

ريزنمونه هاي فاقد . ميزان آلودگي تيمار هاي مختلف اندازه گيري شد
آلودگي كه با هيپوكلريت و نانوذرات نقره ضد عفوني شـده بودنـد، در   

و ريشـه    )، ب1شـكل  ( هفته هاي پنجم و هفتم به ترتيب ساقه زايي
داده هاي حاصـل از مراحـل مختلـف     ).، ج1شكل (زكردند زايي را آغا

مقايسه ميانگين ها به  و شد آناليز SASآزمايش با استفاده از نرم افزار 
با استفاده از آزمون چند دامنه  غير از داده هاي حاصل از مرحله پنجم،

  .اي دانكن انجام شد
  

  نتايج و بحث
زيــه نتــايج تج. هيپوكلريــت ســديمتيمــار : مرحلــه اول 

 >P)05/٠(داده هاي اين آزمـايش بيـانگر تـاثير معنـي دار      واريانس
ضد عفوني حاوي هيپوكلريت سديم به عنوان عامل تغيير بر هاي تيمار

نتـايج حاصـل از مقايسـه ميـانگين هـا       .)2جدول ( بوددرصد آلودگي 
نشان داد كه بيشترين و كمترين درصد آلودگي به ترتيب در تيمارهاي 

بـه  (  درصد هيپوكلريت سـديم بدسـت آمـد    3و  2ي ضد عفوني حاو
اثر رقم نيز بر درصد آلودگي معنـي دار بـود ،   ). درصد 67و  92ترتيب 

به نحوي كه رقم كاراليس در تيمـار هـاي ضـد عفـوني هيپوكلريـت      
  4/72به ترتيب ( سديم آلودگي كمتري نسبت به رقم بردئوكس داشت

  ). درصد 89و 
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و  ريشه دار شدن گياهچه ها در هفته )  ب(، رشد ريزنمونه ها و توليد شاخساره در هفته پنجم) الف(زنمونه نوك ريزومنحوه تهيه ري - 1شكل

  ).ج(هفتم
  
جدول تجزيه واريانس درصد آلودگي ريزنمونه هاي ريزوم،  -2جدول

  تحت تاثير غلظت هاي مختلف هيپوكلريت سديم و رقم
 تمجموع مربعا درجه آزادي  منابع تغيير

 7/1928** 2  ضدعفوني
 3/1233** 1  رقم

 7/116* 2  رقم ×ضدعفوني 

 6/200 12  خطا

 6/3479 17  كل

  %5 و% 1احتمال به ترتيب معني دار در سطح  :*و** 

  
اثر متقابل تيمار ضد عفوني و رقم معني دار بود به گونه اي كه در 
تمام سطوح تيمار هاي ضد عفـوني رقـم كـاراليس آلـودگي كمتـري      

عموما ريز نمونه هايي كه از ). 2شكل( سبت به رقم بردئوكس داشتن
پياز و طوقه تهيه مي شوند به شدت  ،اندام هاي زير زميني مانند ريزوم

. آلوده بوده و تهيه ريز نمونه اسـتريل در آن هـا بسـيار مشـكل اسـت     
هيپوكلريت سديم به عنوان يك ضد عفـوني كننـده عمـومي توانـايي     

از ) 15(پدرسون و براند ). 12و1(آلودگي ها را دارد كنترل محدود اين 
و  5 ،1در مدت زمـان هـاي   ) درصد 5تا  1(محلول هيپوكلريت سديم 

دقيقه استفاده كردند و نتايج نشان داد بهترين نتيجه زماني بدست  10
. انجـام شـد  ) دقيقـه  10و  5 ،1(مرحلـه   3مي آيدكه ضـد عفـوني در   
نيـز از هيپوكلريـت سـديم بـراي ضـد      ) 1(بهلولي زنجاني و همكاران 

نتايج وي نشان داد كه . عفوني ريزوم پنج رقم آلسترومريا استفاده كرد
هيپوكلريت سديم بر كاهش آلودگي رقم جامايكـا تـاثير داشـت و بـر     

نتـايج بدسـت آمـده در ايـن     . روي ساير ارقام تـاثير چنـداني نداشـت   
سـديم دلالـت    پژوهش نيز بر كنترل نسبي آلودگي توسط هيپوكلريت

   .دارد 
  

  
 كنترل رقم و مقادير مختلف هيپوكلريت سديم بر متقابل اثر  - 2شكل 

  .درصد آلودگي ريز نمونه ريزوم
الكل  ):2(،دقيقه 30به مدت   %2وايتكس  و دقيقه 1به مدت   %70الكل ): 1( 
به مدت % 70الكل  ):3( ،دقيقه 25به مدت  %5/2وايتكس  و  دقيقه1به مدت % 70
ميانگين هاي با حروف مشترك داراي . دقيقه 20 به مدت %3وايتكس   ودقيقه  1

  .درصد نيستند 5اختلاف معني داري در سطح 
  

كلريد جيوه به عنوان يـك ضـد   . تيماركلريد جيوه: مرحله دوم 
عفوني كننده سطحي عمدتا همراه با هيپوكلريت سديم اسـتفاده مـي   

ا و كـارايي ضـد عفـوني را    شود و كنترل طيف باكتري ها و قـارچ ه ـ 
اسـتفاده از   كـه  ،نتايج حاصل از اين مرحله نشان داد. افزايش مي دهد

 3وايتكس كلريد جيوه، در فرايند ضد عفوني ريزنمونه ها با استفاده از 
رقم كاراليس شد به نحوي كه در  در درصد باعث بهبود كنترل آلودگي
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درصـد   50زنمونه هـا  كلريد جيوه، ميزان آلودگي ري درصد 03/0تيمار 
بين سطوح مختلف كلريد جيوه از نظر كنتـرل آلـودگي   ). 3جدول(بود 

لازم به توضيح است كه با افـزايش  . اختلاف معني داري وجود داشت
 1/0بـه   درصـد  03/0ميزان كلريد جيوه بكار رفته براي ضـدعفوني از  

درصد،  1/0درصد، رشد گياهچه ها كاهش يافت، بطوري كه در تيمار 
ريز همچنين . ريز نمونه ها فقط سبز شدند و بندرت شاخه توليد كردند

ضـد عفـوني شـده     كلريد جيـوه درصد 03/0غلظت  درنمونه هايي كه 
و  هاز لحاظ ظاهري ضعيف تـر بـود  هايي توليد كردند كه شاخه بودند 

در رقـم بردئـوكس عليـرغم كنتـرل     . به سختي ريشه توليد مي كردند
تمام غلظت هاي اعمال شـده باعـث عـدم    زنمونه ها، كامل آلودگي ري

 را تاييـد  مـرگ ريزنمونـه هـا   آزمون تترازوليوم،  .شدرشد ريزنمونه ها 
گزارش هايي در مورد تاثير كلريد جيوه بر مرگ ريـز نمونـه هـا    . نمود

درصد كلريد جيوه در زمان هاي  1/0در پژوهشي از غلظت . وجود دارد
زنـده مـاني و مـرگ و ميـر      زان آلودگي،متفاوت براي اندازه گيري مي

نتايج نشـان داد كـه كلريـد جيـوه     ). 10(جوانه هاي انگور استفاده شد 
بطور نسبي آلودگي باكتريايي و قارچي ريزنمونه ها را كنترل مي كنـد  
اما درصد زنده ماني ريزنمونه ها را كاهش مي دهـد، بطـوري كـه در    

بنظر مي رسد برخي  .ا شديكي از ارقام باعث مرگ كامل ريز نمونه ه
گياهان نسبت به كلريد جيوه حساس باشند و تعيين مقدار مناسب اين 

علـم و  . ماده نقش بسيار مهمي در تهيه ريزنمونـه سـالم و زنـده دارد   
درصـد بـراي كـاهش آلـودگي ريـز       1/0از كلريد جيوه ) 3(همكاران  

 Operculinaهميشـه سـبز چنـد سـاله      نمونه حاصل از گره گيـاه 

turpethum        استفاده نمـوده و نتـايج مثبتـي از نظركنتـرل آلـودگي
به نظر مي رسدكه در گياه آلسترومريا غلظت بـالاتر از  . گزارش كردند

درصد باعث  مرگ ريز نمونه ها مـي شـود و اسـتفاده از غلظـت      1/0
هاي كمتر و زمان هاي كوتاه تـر مـي توانـد راه حلـي بـراي كـاهش       

  .   آلودگي در اين گياه باشد
اخيـرا قابليـت اسـتفاده از    . تيمار نـانوذرات نقـره  : مرحله سوم

نانوذرات در كنترل آلودگي هاي محيط كشت در كشت بافـت گيـاهي   
بنظر مي رسد اين تركيبات به علت وجود نسبت . در حال بررسي است

سطح به حجم زياد، قابليت كنترل آلودگي هـاي سـطحي و داخلـي را    
ايـن پـژوهش در مـورد تـاثير ايـن تركيبـات        نتايج). 19(داشته باشند 

ميلي گرم در ليتر بـا   50بركنترل آلودگي نشان داد كه بين تيمار هاي 
درصـد آلـودگي در     57ميلي گرم در ليتر با  100درصد آلودگي  و  58

 72ميلي گرم در ليتر با  200رقم كاراليس، همچنين بين غلظت هاي 
درصد آلـودگي در رقـم    70با  ميلي گرم در ليتر 300درصد آلودگي و 

. )درصـد  5سطح معنـي دار  ( نداردبردئوكس تفاوت معني داري وجود 
همچنين از لحاظ درصد آلودگي نيز تفاوت معني داري بين اسـتفاده از  

 70تيمـار شـاهد شـامل الكـل     ( نانو ذرات نقره و عدم اسـتفاده از آن  
وجـود  ) قهدقي 20درصد به مدت  3دقيقه و وايتكس  1درصد به مدت 

ايـن در حـالي اسـت كـه عابـدي و       ).درصـد  5 سطح معني دار( ندارد

ــاران  ــره   ) 2(همك ــه گ ــدعفوني ريزنمون ــراي ض ــب  ب ــنبل الطي   س
( Valeriana officinalis L.)     از تركيب ضد عفـوني كننـده

آنهـا  . هاي الكل، هيپوكلريت سديم و نانوذرات نقـره اسـتفاده كردنـد   
ميلي گرم در ليتر ايـن مـاده    100ظت گزارش كردند كه استفاده از غل

امـا  . كارايي ضدعفوني الكل و هيپوكلريت سديم را افزايش مـي دهـد  
هنوز گزارش هاي زيادي در مورد تـاثير نـانو ذرات نقـره بـر كـاهش      
آلودگي وجود ندارد و بايد پژوهش هاي بيشتري با استفاده از گياهان و 

تاثير يا عدم تـاثير ايـن    ريزنمونه هاي متفاوت انجام شود تا در نهايت
  . ماده بر ميزان آلودگي مشخص شود

آلودگي هـاي باكتريـايي    .تيمار آنتي بيوتيك ها: مرحله چهارم
كه منشا داخلي دارند و در درون بافت ريز نمونـه هسـتند معمـولا بـا     

آنتـي   .استفاده از ضد عفوني كننده هاي سطحي از بـين نمـي رونـد    
انند در كنترل آلودگي هاي ريزنمونـه هـا   بيوتيك ها در مواردي مي تو

نتايج حاصـل  . مفيد باشند و درصد آلودگي ريزنمونه ها را كاهش دهد
از اين آزمايش نشان داد كه استفاده از آنتي بيوتيك ها در فرايند ضـد  

درصـد باعـث    3عفوني ريزنمونه ها با اسـتفاده از هيپوكلريـت سـديم    
تركيـب آنتـي بيوتيـك هـاي     اسـتفاده از  . بهبود كنترل آلـودگي شـد  

در  )ميلـي گـرم در ليتـر    200هر كـدام  ( پني سيلينسين و ياسترپتوما
 اثـر  )ميلـي گـرم در ليتـر    400( مقايسه با آنتي بيوتيـك سفوتاكسـيم  

داشت، بطوري كه كاربرد توام ايـن دو آنتـي    در كنترل آلودگي بهتري
نظر از   يمآنتي بيوتيك سفوتاكسكاربرد جداگانه در مقايسه با بيوتيك 
 .)4جـدول ( وضعيت بهتري داشـت   سبزشدگيدرصد  آلودگي و درصد

اما ريز نمونه هاي سبز شده در محـيط كشـت حـاوي پنـي سـيلين و      
استرپتو مايسين پس از واكشت در محيط كشت فاقـد آنتـي بيوتيـك،    
توليد شاخساره هاي كوتاه نمودند و ريشه زايي آنها نيـز بعـد از زمـان    

  .طولاني آغاز شد
از مشكلات عمده كشت بافت گيـاهي، آلـودگي هـاي باكتريـايي     
است و معمولا كنترل اين نوع آلودگي ها بويژه از نوع داخلي مشـكل  
است و هفته ها بعد از كشت بر روي محيط كشت ظـاهر مـي شـوند    

از آنتي بيوتيك هاي استرپتومايسين، ريفامپيسين، پني سيلين و ). 17(
ه صورت تركيبـي در محـيط كشـت بـراي     سفوتاكسيم به تنهايي يا ب

كنترل آلودگي هاي باكتريـايي داراي منشـاي داخلـي در كشـت ايـن      
همچنين از ايـن آنتـي بيوتيـك هـا در     ). 17(ويترو استفاده شده است 

فرايند ضد عفوني به صورت قبل و يا بعد از ضد عفوني سطحي براي 
الحي و ص ـ). 16(كنترل آلودگي هاي باكتريـايي اسـتفاده شـده اسـت     

براي كنتـرل آلـودگي باكتريـايي در رز مينيـاتوري از     ) 18(خوشخوي 
ميلي گرم در ليتر بعد از ضد عفوني  100محلول جنتامايسين با غلظت 

وم، بعد از ضد عفوني يدر مطالعه اي بر روي ليل. سطحي استفاده كردند
كردن قطعات پياز با الكـل و هيپوكلريـت سـديم، آن هـا را  بـر روي      

كشت حاوي آنتي بيوتيك استرپتومايسـين و پنـي سـيلين هـر      محيط
كشت نمودند و نتيجه مناسبي در ميلي گرم در ليتر 200كدام با غلظت 

  ).4(كنترل آلودگي كسب كردند 
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  ه در رقم كاراليسو تعداد شاحساره هاي توليد شد طول شاخساره ،ريزنمونه هاي حاصل از ريزوم  كلريد جيوه بر درصد آلودگي تيمار اثر -3جدول
  تعداد شاخه  طول شاخه  درصد آلودگي تيمار هاي ضدعفوني

 a60  a16/3  a00/4  دقيقه20مدت به% 3 وايتكس

  b50  b  50/1  b  90/1  دقيقه10درصد به مدت03/0كلريد جيوهودقيقه20مدت  به  %3وايتكس 
  bc46    bc  08/1    c75/0  دقيقه10مدتدرصد به06/0كلريد جيوهودقيقه20به مدت % 3وايتكس 
  c40  c  46/0   d20/0  دقيقه10درصد به مدت1/0كلريد جيوهودقيقه20به مدت %  3وايتكس 

  .درصد نيستند 5در سطح  اختلاف معني دار دارايف مشترك وحر باميانگين هاي 
  
  ريزنمونه رقم بردئوكسن بر درصد آلودگي ، سبز شدگي و سياه شدگي يومايسو استرپت پني سيلينسفوتاكسيم، هاي  اثر  آنتي بيوتيك -4 جدول

  

نوع و غلظت آنتي بيوتيك درمحيط  تيمار هاي ضد عفوني
  كشت

درصد 
  آلودگي

درصد سبز 
  شدگي

درصد سياه 
  شدگي

20به مدت%3وايتكس،ا دقيقه  به مدت%70الكل
  a74  c15   a11   عدم استفاده از آنتي بيوتيك  دقيقه

20به مدت%3وايتكس،ا دقيقه  به مدت%70الكل
  b62     b25  a13    )ميلي گرم در ليتر 400(سفوتاكسيم   دقيقه

20به مدت%3وايتكس،ا دقيقه به مدت %70الكل
  دقيقه

ميلي گرم200(پني سيلين و استرپتومايسين
  c40   a50 a10   )درليتر

  .درصد نيستند 5در سطح ختلاف معني داري ا داراي ف مشتركوحر با  ميانگين هاي
  

تاكنون گزارشي در مورد اسـتفاده ازآنتـي بيوتيـك هـا در كنتـرل      
آلودگي هاي  باكتريايي ريزنمونه نوك ريزوم هـاي آلسـترومريا ارائـه     
نشده است،  اما نتايج اين پژوهش نشان مي دهد كه استفاده تركيبـي  

مقايسه با استفاده از  يك آنتـي  آنتي بيوتيك ها با غلظت پايين تر در  
استفاده از سـاير آنتـي   . بيوتيك با غلظت بالا داراي نتايج بهتري است

بيوتيك هاكه ريز نمونه ريزوم حساسـيت كمتـري نسـبت بـه آن هـا      
داشته باشد مي تواند راه حـل ديگـري بـراي كـاهش آلـودگي هـاي       

  .    باكتريايي باشد
اربندازيم قارچ كشي ك. قارچ كش كاربندازيم: مرحله پنجم

سيستميك با طيف وسيع كنترل قارچ ها است و از آن به عنوان يـك  
نتايج برخي گزارش ها نشان مـي  . قارچ كش عمومي استفاده مي شود

دهد كه تيمار گياهچه ها قبل از ضد عفوني با اين قارچ كش مي تواند 
ا بـا  آزمون مقايسه ميانگين ه ).21(كارايي ضد عفوني را افزايش دهد 

= 0/13( نشان داد كه كاربندازيم  تاثير معنـي داري  tاستفاده از آزمون 
t (به نحوي كه تيمار رقـم  .  بر كاهش درصد آلودگي ريزنمونه ها دارد

گـرم در ليتـر در فواصـل     4كاراليس با قارچ كش كاربندازيم به ميزان 
از  ميزان آلـودگي را  ،ساعت قبل از تهيه ريز نمونه 72و 48 ،24زماني 

تيمـار فاقـد كاربنـدازيم و ضـد عفـوني بـا       (درصد در تيمار شاهد  60
 3درصد به مدت يك دقيقه و هيپوكلريـت سـديم    70استفاده از الكل 
تاكنون گزارشي در . درصد كاهش داد 47به ) دقيقه 20درصد به مدت 

خصوص اثر تيمار گياهچه ها با استفاده از قارچ كش كاربنـدازيم قبـل   
در كشت بافت آلسترومريا وجود ندارد اما از قـارچ كـش   از ضد عفوني 

ميلي گـرم در ليتـر بـراي كـاهش      100و 50سيكلوهگزاميد با غلظت 
آلودگي ريزنمونه ها در محيط كشت استفاده شده اما تاثيري بركاهش 

به نظر مي رسد تاثير كاربندازيم بـر كـاهش   ). 1( آلودگي نداشته است
ت بوده است كـه ايـن قـارچ كـش تـا      آلودگي رقم كاراليس به اين عل

حدي توانسته فلور قارچي ريزنمونـه و بستركشـت را كنتـرل نمـوده و     
شرايط ضد عفوني را با استفاده از الكـل و هيپوكلريـت سـديم فـراهم     

  . كند
  

  نتيجه گيري
هنگامي كه هدف كشت بافت تكثير تجاري گياهان باشد، كنتـرل  

. يـت زيـادي برخـوردار اسـت    آلودگي و تهيه ريزنمونه اسـتريل از اهم 
استفاده از مواد ضد عفوني كننده يكي از مهم ترين روش هاي كنترل 

بر اسـاس نتـايج    .آلودگي باكتريايي و قارچي در كشت اين ويترو است
به طور متوسط ميزان آلودگي را بـين   هيپوكلريت سديم ،اين پژوهش

ان مكمـل  استفاده از كلريد جيوه بـه عنـو  . درصد كاهش داد 40تا  25
) درصـد  55متوسط ( آلودگي را به ميزان بيشتري كنترل كرد ،وايتكس

. ولي اثرات منفي بر روي رشد ريزنمونه ها و توليد شاخسـاره داشـت   
تيمـار  . نانوذرات در هر دو رقم تاثير چنداني بر كنترل آلودگي نداشـت 

ريزنمونه هاي حاصل از رقم كاراليس با قارچ كش قبل از ضد عفـوني  
ــطح ــيلين و     س ــي س ــك پن ــي بيوتي ــتفاده از آنت ــين اس ي و همچن

استرپتومايسن در محيط كشـت، ميـزان آلـودگي ريزنمونـه هـا را بـه       
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به نظر مي رسد استفاده از قارچ كـش  . صورت معني داري كاهش داد
آلـودگي  ها و آنتي بيوتيك ها مي تواند روش جديـدي بـراي كنتـرل    

سـترومريا باشـد كـه ايـن     نوك ريزوم گيـاه آل  هاي حاصل از ريزنمونه
نيازمند پژوهشي است كـه طيـف وسـيعي از قـارچ كـش هـا و آنتـي        

  .بيوتيك ها را در بر گيرد
  
  

  سپاسگزاري
نگارندگان مقاله از معاونـت پژوهشـي دانشـگاه فردوسـي مشـهد      
بخاطر تامين بخشي از هزينه هاي تحقيق و همچنين از گروه كشـت  

 آوردنمشـهد بخـاطر فـراهم    بافت و ازدياد گياهان جهاد دانشـگاهي  
امكانات آزمايشگاهي براي انجام اين تحقيـق تشـكر و قـدرداني مـي     

  .نمايند
  
  منابع

  .ص100 .پايان نامه كارشناسي ارشد. بررسي كشت درون شيشه اي گياه آلسترومريا.  1384. و حاتم زاده ع. حميداوغلي ي. بهلولي زنجاني س -1
2- Abedi  G., Salehi H., and khosh-khui M. 2008. A novel nanomaterial  for removal of bacterial contaminants in 

valerian ( Valeriana officinalis L.) tissue culture. Acta. Physiol. Plant 30:709-714. 
3- Alam M.J., Alam I., Sharmin S.A., Rahman M.M., Anisuzzaman M., and Alam M.F. 2010. Micropropagation and 

antimicrobial of Operculina turpethum an endangered medicinal plant. Plant Omics Journal 3:40-46.  
4- Altan F., Burun B., and Sahin N. 2010. Fungal contamination observerd during micropropagation of Lilium 

candidum L. and the effect of chemotherapeutic substance applied after sterilization. African Journal of 
Biotechnology 9:991-995. 

5- Bond S., and Alderson P.G. 1993. The influence of apical dominance on the in vitro multiplication of the rhizome of 
Alesteromeria. J. Hort. Sci. 68:905-910. 

6- Chiari A., and Bridgen M.P. 2000. Rhizome splitting: a new micropropagation technique to increase in vitro 
propagule yield in Alstroemeria. Plant Cell  Tissue and Organ Culture 62:39-46. 

7- Gabryszewska E. 1995. Plant regeneration of Alstroemeria in vitro. Acta. Agrobotanica 48:95-104. 
8- Gabryszewska E., and Hempel M. 1985. The influence of cytokinins and auxins on Alesteromeria in tissue culture. 

Acta. Hort. 167:295-300. 
9- Hakkaart F.A., and Versluijs J.M.A. 1988. Virus elimination by meristem tip culture from a range of Alesteromeria 

cultivars. Neth. J. Plant Pathol. 94:49-56. 
10- Kashif M., Sajid G.M., and Anwar R. 2005. Effect of duration of mercuric chloride treatment on culture viability, 

contamination and mortality of various accessions of grapes. Sarhad. J. Agric. 21:25-28. 
11- Khaleghi A., Sahraroo A., Rasoulnia I.N., and Ataei R. 2008. In vitro propagartion of Alstromeria cv. Fuego. 

American Eurasian Journal of Agriculture and Environmental Science 3:492-497. 
12- Lin H.S., De Jue M.J., and Jacobsen E. 1997. Direct shoot regeneration from excised leaf explants of in vitro grown 

seedlings of Alstromemeria L. Plant Cell Tissue and Organ Culture 16:770-774. 
13- Lin H.S., De Jue M.J., and Jacobsen E. 2000. The application of leafy explant micropropagation protocol in 

enhancing the multiplication efficiency of Alstroemeria. Scientia Horticulture 87:307-318. 
14- Lin W.C., and Monette P.L. 1987. In vitro propagation of Alstroemeria Alsaan. Plant Cell Tissue and Organ Culture 

9:29-35. 
15- Pederson C., and Brandt K. 1992. A method for disinfection of underground  rhizome tips of Alesteromeria and 

Heliconia. Acta. Hort.  325:499-504.  
16- Pedraz Santos M.E., Lopez Peralta M.C., Gonzalez Hernandez V.A., Engleman Clark E.M., and P. Sanchez Garcia. 

2005. In vitro regeneration of Alstroemeria cv Yellow King by direct organogenesis. Plant Cell, Tissue and Organ 
Culture 84: 189-198. 

17- Reed B. M, Buckley P.M., and Dewllde T.N. 1994. Detection and eradication of endophytic bacteria from 
micropropagated mint plants. In Vitro Cell. Dev. Biol. 31:53-57. 

18- Salehi  H., and Khosh-Khui M. 1997. A simple procedure of disinfection of ‘Baby Masquerade’ of miniature rose 
explants. Sci. Hortic. 68:145-148. 

19- Sondi I., and Salopek-Sondi B. 2004. Silver nano particles as antimicrobial aget: A case study on E. coli as a model 
for Gram-negative bacteria. J. Colloid Interface. Sci. 275:177-182. 

20- Van Zaayen A. 1995. Virus and Virus-Like Diseases of Bulb and Flower Crops. Wiley Publishers,  Chichester, 
West Sussex, UK, 237-249. 

21- Zhang L.Z., Wei N., Wu Q.X., and Liping M. 2007. Anti-oxidant response of Cucumis sativius L. to fungicide 
carbendazim. Pesticide Biochemistry and Physiology 89: 54–59. 


