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Extended Abstract 
Background: The standing red maple (Acer rubrum) is native to the northeastern United States 
of America for various reasons, including the beauty of colored leaves, being suitable and widely 
used for urban green space design, resistance to cold, humidity, and drought tolerance, and 
ecological characteristics, and a wide ability to be compatible with different types of soil. It is one 
of the imported species of maple in Iran, which is difficult to reproduce through seeds and cuttings 
in high production, and has not yielded favorable results at a high scale due to the limitations 
created in terms of the season and the number of cuttings.  Unfortunately, the success of laboratory 
cultivation methods is always hampered by microbial contamination, while contamination-free 
cultivation is a prerequisite for the success of laboratory-based plant biotechnology.  Therefore, 
surface disinfection is a vital step in preparing healthy and living explants in tissue culture. Most 
surface contamination can be removed by disinfecting the surface with a suitable disinfectant.  
Very few studies have been conducted in the field of preparing different sterile explants in the red 
maple genus. Therefore, this study aimed to provide an optimal  disinfection method for the 
micropropagation of the commercial species of red maple.  
Methods: First, treatments were selected through library studies and a literature review.  The 
required plant resources were obtained from seed organs, leaves, and petioles of one to three-
year-old young red maple seedlings from Shahsavar City, Mazandaran Province, and the research 
procedures were carried out in the tissue culture laboratory of the Golestan Agricultural and 
Natural Resources Research Center.  Then, a culture medium was prepared in six replicates of 
each treatment. In the next step, the required explants were separated from the mother base, and 
after removing the damaged explants or those with signs of fungal contamination, they were 
initially washed using a 500 cc container of Teepol and 0.04% benomyl fungicide, and transferred 
under a laminar air flow to continue the disinfection process.  The treatments were applied 
separately, the explants were cut into 1-cm pieces, and cultivated in jam glass containers using 
tweezers and scalpels with at least 20 cc of the intended culture medium. Then, samples were 
transferred to a growth chamber (12 hours light and 12 hours dark) in optimal environmental 
conditions with a temperature of 25 °C, and their contamination level was examined after 7 days 
of cultivation.  Statistical analysis was based on a factorial experiment as a completely randomized 
design with three types of explants, two types of culture media, and 13 treatments. Each treatment 
was cultivated in six replications, and three explants were cultivated in each replication.  Finally, 
the data were analyzed using SPSS software. 
Results: The sources of changes investigated in the experiment were statistically different from 
each other at the level of 0.01%.  In this study, fungal infections were diagnosed by the 
morphological method and with the naked eye, showing that the fungal diseases were caused by 
Penicillium sp., Aspergillus sp., Cryptococcus sp., Mucur sp., Rhizopus sp., Fusarium sp., and  
Pythium sp.  Based on the results of average comparisons, the rate of growth and spread of fungi 
in the PDA culture medium (83.2%) showed more contamination than in the MS culture medium 
(76.5%).  A comparison of the contamination rate of the explants revealed that the petiole explant 
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showed signs of contamination (59.6%) less than those of the leaf (8%) and the seed (96.2%).  
Among all the applied treatments, one drop of Teepol (two minutes) + benomyl fungicide (four 
g/liter) (25 min) + 75% alcohol (60 sec) + 25% sodium hypochlorite (15 min) + 0.1% mercury 
chloride (5 min) was determined as the best treatment for the decontamination of red maple 
explants for use in red maple micropropagation in Golestan Province, Iran. 
Conclusion: Maintaining disinfection conditions is a new, definite prerequisite for the successful 
reproduction of species in laboratory conditions. In the cultivation of ornamental species, such as 
red maple, which is aimed at commercial plant propagation, the control of contamination and 
preparation of sterile explants are of paramount importance due to the high volume of work, 
because the smallest contamination in the explant quickly reproduces in the environment and 
causes high financial damage, which is often not possible to compensate.  In the present study, the 
use of disinfectants as a combination of (Tipol (2 min) + benomyl fungicide (4 g/L) (25 min) + 
75% alcohol, 60 sec + sodium hypochlorite 25% (15 min) + 0.1% mercury chloride (5 min) had 
a greater effect on controlling the fungal infection of red maple seedlings.  In the present study, 
using these substances alone or in combination with another substance does not generally have a 
significant effect on the decontamination of the red maple cultivation environment. The use of 
these materials is one of the most important controlling methods for bacterial and fungal 
contamination in red maple glass culture. 
 
Keywords: Acer rubrum, Disinfection protocol, HgCL2, Tissue culture 
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 129 تا116صفحه 

 
 مبسوط  دهیچک

های رنگی، مناسب و  برگ  زیبایی  مختلفی از جمله  لیبه دلا  ( بومی شمال شرق ایالات متحده آمریکاAcer rubrumایستاده )  افرای قرمز و هدف:    مقدمه
توانایی گسترده برای و    های اکولوژیکی ویژگیو تحمل خشکی و    رطوبتسرما،  در برابر  پرکاربرد بودن برای استفاده در طراحی فضای سبز شهری، مقاومت  

و    استاز طریق بذر و قلمه در تولیدات با تعداد بالا دشوار    این گونهتکثیر    .های وارداتی جنس افرا در ایران است، یکی از گونهسازگاری با انواع مختلف خاک 
های کشت آزمایشگاهی همیشه  موفقیت روش  ، همراه ندارد. متاسفانهشده از نظر فصل و تعداد قلمه، نتایج مطلوبی در مقیاس بالا بهدلیل محدودیت ایجادبه
 ، رو از این بر آزمایشگاه است.نیاز برای موفقیت بیوتکنولوژی گیاهی مبتنیکشت بدون آلودگی یک پیشکه  ، در حالیدشودلیل آلودگی میکروبی مختل میبه

سطح با یک   ضدعفونی کردنتوان با  های سطحی را میاکثر آلودگی  .های سالم و زنده در کشت بافت استسطحی گامی حیاتی در تهیه ریزنمونه  ضدعفونی
های مختلف استریل در جنس افرای قرمز بسیار اندک گرفته در زمینه تهیه ریزنمونهمطالعات صورت  جایی که آن  از ماده ضدعفونی کننده مناسب از بین برد.

 . انجام گرفتجهت ریزازدیادی گونه تجاری افرای قرمز   بهینهاین مطالعه با هدف ارائه یک روش ضدعفونی   ، هستند
های  از اندام مورد نیاز  منابع گیاهی  سپس،   .ندای و بررسی پیشینه تحقیق انتخاب شدمورد آزمایش از طریق مطالعات کتابخانه  هایتیمار  ، ابتدا  ها: مواد و روش

آزمایشگاه کشت بافت    و مراحل پژوهش در   ندهای جوان یک تا سه ساله افرا قرمز از استان مازندران، شهرستان شهسوار تهیه شدلو دمبرگ نها  بذر، برگ
های مورد  ریزنمونه ، . در مرحله بعدندتهیه شد شش تکرار از هر تیمار  درها محیط کشت ، سپس .ندانجام گرفت مرکز تحقیقات کشاورزی و منابع طبیعی گلستان

شستشوی اولیه با استفاده از سی  سی  500زدگی، با استفاده از ظرف  های مخدوش یا دارای علائم قارچپس از حذف ریزنمونهو    ند شدنیاز از پایه مادری جدا  
صورت  . تیمارها بهجا انجام شدو ادامه مراحل ضدعفونی در آن یافتندلامینار انتقال  به زیر هودآنها  سپس،  .گرفت درصد انجام 04/0 کش بنومیلتیپول و قارچ

سی محیط سی  20متری با استفاده از پنس و اسکالپل، درون ظروف شیشه مربایی با حداقل  پس از برش به قطعات یک سانتی  هاجداگانه اعمال و ریزنمونه
گراد  درجه سانتی  25ساعت تاریکی( در شرایط محیطی بهینه با دمای    12ساعت روشنایی و    12پس از انتقال به قفسه نوری )  .کشت شدندکشت موردنظر  

بر پایه آزمایش فاکتوریل در قالب طرح پایه کاملا  یآمار آنالیز. قرارگرفتبررسی  مورد  ها میزان آلودگی آن ، روز از کشت  هفت قرارداده شدند و پس از گذشت 
  ، در نهایتتیمار که هر تیمار در شش تکرار و در هر تکرار سه قطعه ریزنمونه کشت شد.   13تصادفی با سه نوع ریزنمونه بود که در آن، دو نوع محیط کشت و 

 شدند. آنالیز SPSS افزارها با استفاده از نرمداده

روش مورفولوژیکی  بههای قارچی  ، آلودگیمطاله حاضردر   ند.شتدرصد با یکدیگر اختلاف آماری دا   0/ 01  در سطح   در آزمایش  منابع تغییرات مورد بررسی   ها: يافته
غیرمسلح و   چشم  داد    ندشدداده  تشخیص    با  نشان  بیماریعوکه  جنس  قارچی  امل   ، .Penicillium sp.  ،Aspergillus sp.  ،Cryptococcus spهای  از 

Mucur sp. ،Rhizopus sp. ،Fusarium sp. و ،Pythium sp. میزان رشد و گسترش قارچ در محیط کشت  ، میانگین مقایسات نتایج  اساس بر  .بودندPDA  با  
ریزنمونه دمبرگ    نشان داد که  کار رفتههای بهمقایسه میزان آلودگی ریزنمونهنشان داد.    درصد  5/76  با  MS  محیط کشت   آلودگی بیشتری نسبت بهدرصد،    2/83

بهترین تیمار    از بین تمامی تیمارهای اعمال شده، نشان دادند.  درصد(    96.2و بذر )  (درصد  8( آلودگی کمتری نسبت به برگ )درصد  6/59)با علائم آلودگی  
کش بنومیل  دقیقه( + قارچ 2)تیپول یک قطره  )در ایران، استان گلستان، قرمز  یافرا  ریزازدیادیاستفاده در جهت    های افرای قرمزجهت رفع آلودگی ریزنمونه

 .دقیقه( تعیین شد 5درصد ) 1/0دقیقه( + کلرید جیوه  15)  درصد،  25+ هیپوکلریت سدیم  (ثانیه  60) درصد،  75دقیقه( + الکل  25گرم بر لیتر( ) 4)
های واراداتی  بافت گونهدر کشت  ، همچنین  .تاس  یشگاهیآزما  طیدر شرا ها  گونهموفق    ریتکثقطعی جدید    ازینشیپ  کی  ضدعفونی  طیحفظ شرا   گیري: نتیجه

یابد زیرا دلیل حجم بالای کار، اهمیتی دوچندان میاسـتریل به ریزنمونه تهیه ها وکنتـرل آلودگی باشد،  گیاه تجاری تکثیر هدف  که و تزئینی مانند افرای قرمز
در پژوهش  .  نیستجبران آن ممکن    آورد که غالباًهمراه میبه  را   و خسارت مالی زیادی  شودمیسرعت در محیط تکثیر  ترین آلودگی در ریزنمونه بهکوچک
  تیپوکلری+ ه  هثانی  60  ،٪75( + الکل  قهیدق  25( )تریگرم بر ل  4)  لیکش بنوم( + قارچقهیدق  2)تیپول  از )  یب یصورت ترکبه  هکنندضدعفونی  ادمواز    دهستفاا   ، حاضر

  ی، در پژوهش حاضرکل  طورهبهای افرای قرمز دارد.  قارچی ریزنمونه  گی دلوآ  لکنتردر    یشتریب  ر ی( تاثقهیدق  5درصد )  1/0  وهی ج  دی( + کلرقه دقی  15)  ٪25  میسد
ا   کیکاربرد هر   افرا   طیمح  یر رفع آلودگب  یریگاثر چشم  گریماده د  کیبا    بی ترک   ای  ییتنهامواد به  نیاز  از این مواد  قرمز ندارد.  یکشت    از  یکی  استفاده 

 . ای افرای قرمز استشیشهدرون کشت در قارچی و باکتریایی آلودگی کنترل هایروش ترینمهم
 

 کشت بافت ، 2HgCL  قرمز،   پروتکل ضدعفونی، افرا هاي كلیدي:  واژه
 

 مقدمه
  Sapindaceaeدر خانواده  براسـاس منابع، که    Acerجنس      

زیرخـانواده   هجـای    Hippocastanoideaeو    اســــت  گرفتـ
(Mohamadzadeh Moghadam & Hamidi, 2017  

Sabeti, 1993)،   ــطح جهان   80دارای ــتگونه در س این   .اس

های شمال و گونه است که در جنگل 10دارای    ایران درجنس  
ترش دارد و گاه و هاگونه زیر به توجه با غرب گسـ  ها،آن رویشـ

عنــاوین ) کیکم یــا کفکی  کرکو، بــا  ــتــانی   subspکردسـ

Assyriacum( کهوک یا کیکم قفقازی ،)subsp Ibericum ،)
ا کیکم ترکمنی ) اه کرکو یـ ــیـ (،  subsp Turcomanicumسـ
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  ( و ککم یا کیکم ایرانیsubsp Cinerascens)  کیکم شیرازی
(subsp Persicumناخته می اری ایران شـ وند و ( که انحصـ شـ

ــورت بومی در جنگلها بهاغلب آن ــور وجود دارندص  های کش
(Sabeti, 1993). 

 مـاننـد افرای قرمز ،افراهـای وارداتی  تعـداد محـدودی از گونـه    
ها و سایر نقاط کشور کشت  در پارک (Acer rubrumایستاده )

فرای قرمز ا  .(Borhani & Mousazadeh, 2008)اند  شـــده
ت رق ایالات متحده آمریکا اسـ مال شـ  دلیل زیباییبه  .بومی شـ

ــرمـا،  در برابر  هـای رنگی،  برگ ــکی  رطوبـتسـ  ،و تحمـل خشـ
توانایی گســترده برای ســازگاری با و  های اکولوژیکیویژگی

هیـک    ،انواع مختلف خـاک الی  گونـ ــت  زینتی  عـ ه ارزش   اسـ کـ
از آنجایی که   .(Fadhaladeen et al., 2021) تجاری نیز دارد

ــترش و انتخاب گونه ــب نقش مهمی در گس های گیاهی مناس
هری دارد  بز شـ ای سـ  Ghasemi Aghbash et)پایداری فضـ

al., 2023)،  نظیر کمدلیـل زیبـایی  بـهنیز قرمز  ی افرا  یهـانهـال
اربردترین  ترپرفروشترین،  محبوبیکی از   هین و پرکـ اگونـ ی هـ
  شـودشـهری محسـوب میریزی طراحی منظر در برنامهزینتی 

(Li et al., 2017). 
از طریق بذر در اغلب موارد نتیجه دلخواه   افرای قرمز  تکثیر     

های تکثیر رویشی با توجه  استفاده از قلمه و سایر روش را ندارد.  
برآوردن    ،از طرفی. شودمحدود می ،به فصل و تعداد قلمه لازم

نیازهای تولید انبوه با تکثیر از طریق قلمه در مقیاس کوچک  
های محیطی، معرفی گونه   دلیل عوامل همچنین به   . دشوار است

رنگی اغلب با مشکل رنگ ناپایدار برگ و   هایبرگبا  درختی  
  تکثیر   لذا ؛ (Lin et al., 1997)  تنوع صفات نتاج همراه است

 . استپذیر  توجیه برای این گونه    ،بافت  کشت از طریق  جنسیغیر
می     متعددی  گیاهان در  توانند  عوامل    ریزازدیادی 

های سطحی  آلودگی  برخی از این عواملکه    آفرین باشندمشکل
ریزنمونه  درونی  آلودگیو  کشت،  ها،  محیط  به  مربوط  های 

آلودگیآلودگی و  و تجهیزات  ابزار  به  های مربوط  های مربوط 
هنگامی  .  (Emam, 2018)  هستندای بودن اپراتور  عدم حرفهبه 

بافت کشت  هدف  کنترل  ،که  باشد،  گیاهان  تجاری   تکثیر 
  است آلودگی و تهیه ریزنمونه استریل از اهمیت زیادی برخوردار  

  های کنترل ترین روشکننده از مهماستفاده از مواد ضدعفونی   و
 . (Son et al., 2011) آلودگی است

ثر ؤم  هاریزنمونه عوامل مختلفی روی نوع و میزان آلودگی      
می   هستند جمله  آن  از  به که    محل  مادری، پایه  سن توان 

  مختصات  و نمونه برداشت فصل پایه، روی  نمونه  قرارگیری
کرد نظر    مورد  گیاه رویشگاه اکولوژیکی و جغرافیایی   اشاره 

(Hathaway et al., 2020).  درختان   گرفتن  قرار به توجه با  
  کاشت( مصنوعی و دست  ، فضای سبزمرتع جنگل،)  عرصه در
از    فهد محیطی،  هایپاتوژن انواع به هااندام   سطحی آلودگی و

بافت   ضدعفونیتیمارهای   کشت  ریز   هایآلودگی حذف  ،در 
 ;Emam, 2018)  استآن    بافت به  زدن صدمه   بدون نمونه 

Mohammadzadeh et al., 2019 ). 
گزارشی     مرحله    مشکلات  ،در  در    ، ضدعفونیریزازدیادی 

  یا نهان آلودگی  با شدهکشت هاینمونه ریز بودن درگیرشامل  
  از   فنولی مواد ترشح بر اثر هانمونه   شدن ایقهوه نیز  و  داخلی

 . (Emam, 2018) شودمیعنوان  آن

  برطرف   معمول  ضدعفونیهای  تیمارا  ب داخلی یا نهان آلودگی    
کلروز  ضعیف رشد به منجر و  شودنمی  شودمی  هابافت  یا 

(Alam et al., 2010) . 
دلیلبه       به   ،همین  و  صحیح  محلولاستفاده  از  های  موقع 

قارچسترون انواع  مانند  مختلف  کلردار  کشکننده  ترکیبات  ها، 
جیوه کلرید  سدیم  و  نظیر   این کاهش برای  هیپوکلریت 

می به ضروری    ،هاآلودگی  ,.Emoghene et al)  رسدنظر 

 درصد، 70 الکل از  عموماً سطحی  ضدعفونی برای.  (2020
هیپوکلریت هیپوکلریت  استفاده جیوه کلرید  و کلسیم  سدیم، 

قطعات ریزنمونه .  (Son et al., 2011)  شودمی دارای  های 
آن دنبال  روش شستشو با الکل و به چوب، کامبیوم و پوست به 

هایی که برای بافت   ،از طرفی  .گردندمی  دادن ضدعفونی شعله
نشده احاطه  حفاظتی  بافت  با    ،اندتوسط  سطحی  ضدعفونی 

کلیسم   یا  سدیم  داردبههیپوکلریت  کاربرد  دادن  شعله  . جای 
به  نیز  اوقات  بافتگاهی  حساسیت  گونه دلیل  و  به  ها  ها 
های مختلف کلرید جیوه برای این منظور هیپوکلریت از غلظت

 .  ( Emoghene et al., 2020) شودمیاستفاده 
مرریزنمونه       گ  یستمیبافت  از  که  استخراج   اهیاست  مادر 

به یم و  اولشود  ماده  کشت  یبرا  هیعنوان   یهاشروع 
  زنمونه یر  نیتربذر ارجح  ،ی طورکلبه  .رودبه کار می  یشگاهیآزما
  ک یگوتیز  نیجن  زیرا   است  یدرخت  یهاکشت بافت گونه  یبرا

پوش و  اندوسپرم  در  شده  ش)که  محصور  از    یکیاست(  بذر 
  ی برا  یادی ز  اریبس  لیاست که پتانس  اهیگ  یهابخش  نیترجوان

م  زاییباز نشان  در    (.Pant & Husen, 2022)  دهدیاز خود 
 بردارینمونه   فصل   و  ریزنمونه   بهترین  یافتن  هدف   باپژوهشی  

  به   دستیابی  جهت  ضدعفونی  مختلف  تیمارهای  تأثیر  تحت
  شمشاد   بافت  کشت  هایپژوهش  برای  بهینه  دستورالعمل

مختلف    تیمار  13  تحت  ساقه  و  برگ  هایریزنمونه ،  خزری
کار    ضدعفونی  شد به  داد  نتایج  و   ندگرفته  که نشان    ند 
  پاییز   فصل  هایریزنمونه   به   نسبت  بهار  فصل  هایریزنمونه 

 Mohammadzadeh)  بودند  کمتری  میکروبی  آلودگی  دارای

et al., 2019) .  به   نسبت   برگی   هایریزنمونه  ، طرفی  از  
 دادند.  نشان  خود  از  کمتری  آلودگی  درصد  ساقه  هایریزنمونه 
سازی در پژوهشی با عنوان بهینه  ابراهیمی و همکاران   ،همچنین

( گون  مستقیم  شرایط Astragalus verusباززایی  در   )
به   که  کردند  بیان  ایشیشهدرون ضدعفونی  ترتیب  پروتکل 

آوری بذرهای سالم از درون بوته گیاه، شستشو در  شامل جمع
دقیقه و   یک  مدتدرصد به  70آب جاری، قرارگرفتن در الکل  

  20مدت  استفاده از هیپوکلریت سدیم یک درصد به   ،در نهایت
  .(Ebrahimi et al., 2018) دقیقه بود

با  دیگری  محقق کیکم  افرا  ریزازدیادی  تعیین   در    هدف 
بافت  کشت طریق از کیکم  افرا باززاییبرای   بهینه کشت محیط

  محلول که  عنوان کرد    ،ثرؤم  کنندهضدعفونیو تعیین تیمارهای  
درصد   1/0دقیقه، کلرید جیوه  10مدت کش بهقارچ درصد 5/0
 تدقیقه و هیپوکلری  3  مدتدرصد به   70دقیقه، اتانول    3مدت  به 

به  م  20مدت  سدیم  تیمار  از ؤدقیقه  جلوگیری  جهت    ثرتری 
ریزنمونه  بودآلودگی  جوانه  و  بذر   ,.Ebrahimi et al)  های 

2018) . 
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در ریزازدیادی افرای  متخصصین کشت بافت گیاهی    برخی
های قرمز از طریق کالوس جنینی از چهار ریزنمونه شامل برگ 

زنی( همراه با روز پس از جوانه   15ها )تقریباً  ترد و تازه، شاخه
شاخه  شاخهجوانه،  و  جوانه  بدون  بهای  سخت  عنوان  ه  های 

مراحل   کردند.  استفاده  آنان  ضدعفونی  ریزنمونه  پژوهش  در 
مدت   به  جاری  آب  زیر  در  گرفتن  قرار    ، دقیقه   20شامل 

درصد   75دقیقه، تیمار با الکل    5مدت  هب  وری در تیپولغوطه 
  شش  و دقیقه  8ثانیه، تیمار با کلرید جیوه به مدت  30به مدت 

 . (Dai et al., 2020) کشی شدندبار با آب مقطر استریل آب 
 و  سدیم  هیپوکلریت)   سطحی  ضدعفونی  عامل   دو  ثیرأت
 Gerbera jamesonii)  ژربرا   برگ  ریزنمونه  در(  جیوه  کلرید

Bolus)   درون شرایط  قرارای  شیشهدر  بررسی  و    گرفت  مورد 
بهترین تیمار ضدعفونی برای این گونه ترکیبی از    که  اعلام شد

 3مدت  درصد به  چهار  درصد و هیپوکلریدسدیم  0.1کلریدجیوه  
یک مطالعه آزمایشگاهی در    . (Kumar et al., 2021)  بود دقیقه  
برای  بهینه ریزازدیادیدست یافتن به یک پروتکل  برای دیگر
های  ریزنمونه   ضدعفونیشیوه    ،کردستان عراقدر    قرمز  یافرا

استفاده قلمهشامل    مورد  جوانه شستشوی  دارای  آب    های  با 
به لوله تیپول  محلول  و  با   40مدت  کشی  تیمار  سپس    دقیقه، 

به   70اتانول   هیپوکلری  یکمدت  درصد   5/2سدیم    تدقیقه، 
به مقطر   20مدت  درصد  آب  با  کشی  آب  مرتبه  سه  و  دقیقه 

از   مرحله  هر  از  پس  لامینار    ،ضدعفونیاستریل  هود  زیر  در 
شد مطالعه  .(Fadhaladeen et al., 2021)  گزارش    ، ایدر 

ریزنمونه   ضدعفونی روش   آلودگی  کاهش  برای  های سطحی 
 شامل  Clinacanthus Rhizophora apiculataای  گره

Pyroligneous acid (PA) ( سدیم  هیپوکلریت   ،Clorox  ،)
( جیوه  کلرید  و  کش(  )قارچ  متیل  و (  2HgClتیوفانات    بود 

با   2HgCl  که  شد گزارش   متیل  کشقارچهمراه   تیوفانات 
سطحی با    ضدعفونی  و  بودکاهش آلودگی قارچی    تیمار  بهترین

( جیوه  به   2/0کلرید  و    یکمدت  درصد(  غلظت    زمان ساعت 
به بالاترین درصد بقا و زنده ماندن ریزنمونه    بهینه بود که منجر

   .(Hashim et al., 2021)شد  این گونه گرهی
مطالعات دیگر  گونه   در  جنسریزازدیادی    ، افرا  های 

 ایدرون شیشه بر وجود آلودگی بالا در کشت  مبنی  یهایگزارش

دار  ,.Emam, 2018; Ghaffar Shahriari et al)د  نوجود 

2011; Imani et al., 2022)  . مطالعات صورت گرفته در زمینه
 بسیار  افرای قرمز  های مختلف استریل در جنستهیه ریزنمونه 

پژوهشانجا از هدف  لذا  هستند.اندک   این   بهترین  تعیین  ،م 
بردن جهت  ضدعفونی  تیمار بین  سطحی   از  آلودگی 

 .  است افرای قرمز هبرگ و دمبرگ گون بذر،  یهاریزنمونه 
 

 ها مواد و روش
 مطالعه  مورد گونه

 علمی  نام  با  قرمز  افرای  ،پژوهش  این  در  مطالعه  مورد  گونه
Acer rubrum و است چین و شرقی آمریکای بومی که است 

 در  منظر  ایجاد  در  درختچه  صورتبه   ایران  جمله  از  سایرنقاط  در
  آن   فروش  مراکز  در  مطالعه  مورد  رقم.  دارد  کاربرد  سبز  فضای

   .(1)شکل  است شده مصطلح ایستاده قرمز افرای به
یک تا های جوان لو دمبرگ نها از بذر، برگ  منابع گیاهی

ساله افرا قرمز از استان مازندران، شهرستان شهسوار تهیه    سه
مرکز تحقیقات  آزمایشگاه کشت بافت  پژوهش حاضر در .ندشد

های بذر  نمونه  ابتدا   انجام شد.   کشاورزی و منابع طبیعی گلستان
ساعت در جریان آب ولرم قرار گرفتند تا علاوه بر    48به مدت  

ی بذر را  های سطحی، بتوان پوسته بیرونی و بالهرفع آلودگی
کردبه  جدا  آن  از  دارای علائم  نمونه   .راحتی  یا  های مخدوش 

ها، برداری از نهالزدگی برگ و دمبرگ نیز پس از نمونه قارچ
ازدمبرگحذف شدند و     500درون بشر    ،جدا شده  هابرگ  ها 

ها با  نمونه  ،سپس  .و با آب جاری شسته شدند  ،سی ریختهسی 
قطره یک  از  شدمدت  به  تیپول  استفاده  تیمار  دقیقه  و   نددو 

 20مدت  ها به نمونه  ،کشی انجام شد سپسآبکشی با آب لوله
گرم بر لیتر   کش بنومیل با غلظت چهاردقیقه در محلول قارچ

 کشی آبکشی شدند. و مجددا شش مرتبه با آب لوله  ندقرار گرفت
ها پس از شستشوی اولیه نمونه  کنندهضدعفونیتیمارهای  

قارچ و  تیپول  بنومیل با  منتقل  نمونه   1کش  هود  زیر  به   و ها 
. پس از انجام هر  ند شدشده در جدول یک اجرا  تیمارهای تنظیم

ها ، نمونه هکنندمرحله از تیمار، جهت دفع کامل مواد ضدعفونی 
   پنج مرتبه با آب مقطر استریل شستشو داده شدند.

 

 
تیمارهابه 1 تمام  در  از ضدعفونی  بخش  این  بودن  مشترک  جدول    دلیل  در  آن  آوردن   . خودداری شداز 
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 121..................  ..........................................................................................................  (.Acer rubrum Lافرای قرمز )  دمبرگ  و  های برگریزنمونه آلودگی کنترل

  

  
 آن ورو بذ افرای قرمز ایستاده  تصویر -1شکل  

Figure 1. Acer rubrum and its seeds 

 
 برگ و دمبرگ بذر، های ریزنمونه کننده ضدعفونیهای تیمار  -1جدول 

Table 1. Sterilization treatments of seed, Leaf, and petiole explants 
 کد 
Code 

 ها تیمار
 Treatments 

Aa ( دقیقه 15) %10  آب اکسیژنه + ثانیه  30 ،٪70الکل  دو) پولیت 
Alcohol 70%, 30 seconds + H2O2 10% for 15 minutes 

Bb  ( دقیقه 10) %10 آب اکسیژنه + (ثانیه 60) ٪75الکل 
Alcohol 75%, 60 seconds + H2O2 10% for 10 minutes 

Cc  (دقیقه 5) 05/0 جیوه، کلرید+  (ثانیه 60) ٪75الکل 
Alcohol 75%, 60 seconds + mercury chloride, 0.05 (5 minutes) 

Dd  دقیقه( 10) 05/0 جیوه کلرید+  (ثانیه 60) ٪75الکل 
Alcohol 75%, 60 seconds + mercury chloride 0.05 (10 minutes) 

Ee  ( دقیقه 5) درصد 1/0 کلریدجیوه+  (ثانیه 30) ٪75الکل 
Alcohol 75%, 30 seconds + mercury chloride 0.1% (5 minutes) 

Ff  ( دقیقه 10) درصد 1/0 کلریدجیوه+  (ثانیه 60) ٪75الکل 
Alcohol, 60 seconds + 0.1% mercury chloride (10 minutes) 

Gg 
 (دقیقه 15) ٪10دقیقه( + آب اکسیژنه  5درصد ) 1/0کلریدجیوه 

0.1% Mercury chloride (5 minutes) + hydrogen peroxide 10% (15 minutes ) 

Hh  دقیقه( 15) ٪10دقیقه( + آب اکسیژنه  5درصد ) 1/0کلریدجیوه 
0.1% Mercury chloride (5 minutes) + hydrogen peroxide 10% (15 minutes) 

Ii  دقیقه( 5درصد ) 1/0( + کلرید جیوه دقیقه 5) ٪25+ هیپوکلریت سدیم  (ثانیه 60) ٪70الکل 
Alcohol 70%, 60 seconds + sodium hypochlorite 25% (5 minutes) + mercury chloride 0.1% (5 minutes) 

Jj  (دقیقه 5درصد ) 1/0دقیقه( + کلرید جیوه  10) ٪25+ هیپوکلریت سدیم  (ثانیه 60)  ٪75الکل 
Alcohol 75%, 60 seconds + sodium hypochlorite 25% (10 minutes) + mercury chloride 0.1% (5 minutes) 

Kk  دقیقه( 5درصد )  10دقیقه( + آب اکسیژنه  15) ٪25+ هیپوکلریت سدیم  (ثانیه 30) ٪75الکل 
Alcohol 75%, 30 seconds + sodium hypochlorite 25% (15 minutes) + hydrogen peroxide 10% (5 minutes) 

Ll  دقیقه( 5درصد ) 1/0دقیقه( + کلرید جیوه  15) ٪25+ هیپوکلریت سدیم  (ثانیه 60) ٪75الکل  Alcohol 75%, 60 seconds + 

sodium hypochlorite 25% (15 minutes) + mercury chloride 0.1% (5 minutes) 
Mm  دقیقه( 5درصد ) 1/0دقیقه( + کلرید جیوه  20) ٪25+ هیپوکلریت سدیم  (ثانیه 45) ٪70الکل 

Alcohol 70%, 45 seconds + sodium hypochlorite 25% (20 minutes) + mercury chloride 0.1% (5 minutes) 
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 در شیشه مربایی  قرمز ی افرا برگ و دمبرگ بذر، هایشده از ریزنمونههای کشت تصویر نمونه -2شکل  
Figure 2. Cultured samples of seed, leaf, and petiole explants 

 

ضدعفونی  از  پس تیمارهای  ، (1)جدول    کنندهاعمال 
اسکالپل  ریزنمونه  و  پنس  از  استفاده  با  دمبرگ  و  برگ  های 

در    و  ندیک در یک سانتیمتر برش داده شد   استریل به قطعات
های محیط کشت  سی ازسی  20  حاوی  ظروف شیشه مربایی
  در   ،شده  کشتدر پنج تکرار    ،MSو    PDAمورد استفاده شامل  

ساعت تاریکی و    8  ساعت روشنایی،  16  ینور  طیشرا  قفسه با
از  (2)شکل    شدند  گذاشته  گراددرجه سانتی  25دمای     3. بعد 

روز    7از گذشت    بعدهای آلودگی ظاهر شد و  اولین نشانه   ،روز
  رابطه یک درصد آلودگی از  .شدها ثبت میزان آلودگی ریزنمونه 

 . محاسبه شد
 )رابطه یک(

%𝐶 = 𝑚/𝑀 × 100 
%Cدرصد آلودگی : 

M: شده در آن تکرارکل ریزنمونه کشت 
m : تعداد ریزنمونه آلوده هر تکرار 

 روش آماري  
فاکتوریل در قالب طرح پایه   بر پایه آزمایش  ی آمار  آنالیز

 13ریزنمونه، دو نوع محیط کشت و    نوع  سهتصادفی با    کاملاً
در و  تکرار    پنجدر  هر تیمار  که  یک  جدول  تیمار بیان شده در  

دار پس از بررسی معنی   .شدکشت    ریزنمونه  قطعه  سههر تکرار  
های هر بودن اختلاف منابع تغییرات آزمایش، مقایسه میانگین 

انجام   SPSSافزار نرم در روش مقایسه میانگین دانکن بامتغیر 
 شد. 

  

 نتايج و بحث
حاضر پژوهش  جهتتلاش  ،در  در    آلودگی   کاهش  ی 

 13  ، تحت تاثیرافرای قرمز  یگونه  ایشیشههای درونکشت
نوع  و    ریزنمونه   نوعو بررسی اثر    متنوع  کنندهتیمار ضدعفونی 

دست  نتایج به  صورت گرفت. در انتخاب بهینه آن محیط کشت
های حاصل از آزمایش حاضر، در قالب جداول از آنالیز دادهآمده  

 اند. هشدو نمودارهای زیر ارائه 
نتایج آنالیز واریانس حاصل از بررسی اثر نوع محیط کشت  

PDA    وMS  و بذر  و  دمبرگ  برگ،  شامل  ریزنمونه  نوع   ،
بر  تیمارهای ضدعفونی  کشت  مختلف  آلودگی  در  درصد  ها 

شده  2جدول   هماننداارائه  جدول  .  در  که    ( 2)شماره    طور 
اثر مستقل نوع محیط کشت، نوع ریزنمونه و    ،شودمشاهده می

به مختلف  ضدعفونی  دارای  تیمارهای  آزمایش  در  رفته  کار 
   است.درصد  01/0دار با یکدیگر در سطح  اختلاف معنی 

آنالیز واریانس   اثر   دهد کهنشان میهمچنین جدول   تنها 
بر    اعمال شده و نوع ریزنمونه  ضدعفونینوع تیمارهای    متقابل

آلودگی معنی  درصد  اختلاف  سطح  دارای  در  درصد    01/0دار 
دیگری   . است پژوهش  آماری  در  اختلاف  درصد    05/0  نیز 

  در تمام تیمارهای مورد بررسی صورت اثر مستقل و متقابل  ه ب
همچنین  .  (Mohammadzadeh et al., 2019)  شد گزارش  

و همکاران متقابل    (Son et al., 2011)  سون  و  اثر مستقل 
دار کننده و نوع رقم گونه را در تحقیق خود معنیتیمار ضدعفونی 

 بیان کردند. 

 ها کشت آلودگی درصدبر  کنندهضدعفونینوع محیط کشت، نوع ریزنمونه و تیمارهای مختلف تجزیه واریانس حاصل از اثر  -2 جدول
Table 2. Analysis of the variance resulting from the effect of the culture medium type, the explant type, and different  
                sterilization treatments on the percentage of culture contamination 

 منبع تغییرات 
Source of variation 

 مجموع مربعات
Sum of squares 

 درجه آزادی
df 

 میانگین مربعات 
Mean Square 

 fآماره 
F 

 داریمعنی
Sig. 

 محیط کشت 
Medium 78.000 1 78.000 27.141 0.00** 

 ریزنمونه 
Explant 1626.083 2 813.042 282.902 0.00** 

 تیمار
Treatment 2154.045 12 179.454 62.474 0.00** 

 محیط کشت*ریزنمونه 
Medium * Explant 14.019 2 7.010 2.439 0.089ns 

 تیمار *محیط کشت
Medium *Treatment 

58.417 12 4.868 1.694 0.069ns 

 تیمار*ریزنمونه 
Treatment* Explant 1763.167 24 73.465 25.563 0.000** 

 محیط کشت *تیمار*ریزنمونه 
Medium * Treatment* Explant 53.064 24 2.211 0.769 0.9 ns 

 خطا
Error 

672.500 234 2.874   

 کل
Total 51156.000 312    
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 123..................  ..........................................................................................................  (.Acer rubrum Lافرای قرمز )  دمبرگ  و  های برگریزنمونه آلودگی کنترل

کار  اثر نوع محیط کشت بهمقایسه میانگین  نتایج حاصل از  
کشتدرصد    بررفته   شرایطآلودگی  در  در   ایشیشه درون   ها 
میهمان.  نداشده   ارائه   3  شکل  مشاهده  که  درصد    ،شودطور 

از  %  21/77با    PDAها در محیط کشت  آلودگی کشت بالاتر 
آلودگی    MSمحیط کشت   درصد  پژوهش    .است  7/68با  در 

بود و    PDAاولین علائم بروز آلودگی در محیط کشت    ،حاضر
از  تعداد ریزنمونه  این محیط کشت بیشتر  آلوده در سطح  های 
های رشد و گسترش پرگنه  ، . در ادامهشد  ثبت   MSمحیط کشت  

به  چشمیقارچی  کشت    صورت  محیط  دو  شده بین    استفاده 
  طور توان اینمی  با توجه به نتایج پژوهش حاضر،  .شد  مقایسه
  علت وجود نشاسته به  PDAگیری کرد که محیط کشت  نتیجه 

کند میفراهم  ها  برای میکروارگانیسم  ی کهالوصولسهل   و گلوکز
طرفی  و آن،    علتبه   از  در  موجود  مواد  کم  متقابل    اثرتنوع 

ها برای میکروارگانیسممغذی    جهت جذب بهتر موادبازدارنده  
ها رشد سریع  قارچ  ها خصوصاًو میکروارگانیسم  آوردوجود نمیبه 

 Khodaei)  خدایی و همکاران  ،از طرفی   .تری دارندو گسترده

et al., 2009)    عاملpH  بر روند    را  مهم محیطی  و سایر عوامل
پرگنه و  میسیلیوم  بیماریقارچ  رشد  و    مانند  زاهای  فوزاریوم 

بیشترین و   که  و بیان کردند نددانستهای مختلف آن موثر گونه
بین   pHهای مختلف فوزاریوم در  کمترین رشد میسیلیوم گونه

دهد هر چه مقدار  که نشان می  ندگیری شد اندازه  5/6  تا  6/5
pH  مطابق با    .گیردراحتی صورت میها به کمتر باشد رشد قارچ

زیرا   نیاز به بررسی بیشتری دارد  pHعامل    ،نتایج تحقیق حاضر
متفاوت    pHزای شناسایی شده و  های بیماریقارچقطعا با تعدد  

اثر آن بر رشد   کار رفته در تحقیق حاضر،دو محیط کشت به  در
   .ها موثر خواهد بودپرگنه
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 ها بر اساس نوع محیط کشت آلودگی کشت   درصد -3شکل  
Figure 3. The contamination percentage of cultures based on the type of the medium 

 
با   آلودگی کشت  ،4شکل  مطابق  نوع  درصد  اساس  بر  ها 

 ،درصد  2/96بذر با  که ریزنمونه  کار رفته نشان داد  ی بهریزنمونه 
درصد    6/59با  دمبرگ    و  7/83برگ با    در مقایسه با ریزنمونه

   داد. بیشتری را از خود نشان آلودگی
  مانند   عوامل مختلفی به   بافت  ها در کشتریزنمونه   آلودگی

  بستگی   هوایی  و  آب  شرایط  و  بردارینمونه   فصل  سن،  گونه،  نوع
در  .  (Read & Preece, 2014)  دارد عوامل  این  بررسی  در 

 6/59)  های دمبرگعلت آلودگی کمتر ریزنمونه پژوهش حاضر،  
سطح مقطع این دو  توان به میدرصد(  72/83)به برگ ( درصد

  علت سطح مقطع گسترده، قطعاً ریزنمونه اشاره کرد که برگ به
میکروارگانیسم دمبرگپذیرای  نسبت  به  بیشتری  های های 

و آلودگی    است   ، اندها واقع شده ظریف و جوان که در پناه برگ 
 ,Emam)  آوردوجود میمیکروبی بالاتری را در محیط کشت به

های برگ بیشتر درصد آلودگی ریزنمونه   ،همین دلیلبه   . (2018
 .  بودهای دمبرگ از درصد آلودگی ریزنمونه 

ها را بیشتر به  توان آلودگی ریزنمونه در پژوهش حاضر می 
خصوصا در رابطه با ریزنمونه    ی مادریی پایهمحیط رشد یافته 

داد.  بذر به   ارتباط  قرمز  افرای  بیرونی  بذر  پوسته  داشتن  علت 

ویژه شرایط  داخلی  چوبی  پوسته  و  حضور   را  ایالیافی  جهت 
شرایط آب و    کهجاییاز آن   کند وها فراهم میمیکرو ارگانیسم

ریزنمونه  آلودگی  تاثیرگذار در  از عوامل  پایه   و  استها  هوایی 
مادری افرای قرمز مورد استفاده، در محیطی با رطوبت بالای  

،  ای رشد یافتهای متنوع گلخانهگونه   کنارشمال کشور و در  
محققان دیگری نیز    های بسیار متنوع بود.میکروارگانیسم  حاوی

تهیه ریزنمونه از گیاهانی که در آب و هوای    که  اندگزارش داده
های تر از محیطکنند بسیار مشکلد می مرطوب گرمسیری رش

 . (Ebrahimi et al., 2018)تر است سردتر و خشک
هایی مانند برگ، بهتر این است که برای ریزنمونه   ،طرفیاز  

کمتر  جوان و شاداب هستند و    ،هادر اوایل فصل رویش که برگ 
  اند، مورد استفاده قرار گیرند های محیطی بودهدر معرض آلودگی

  زا های بیماریها و میکروارگانسیماسپور قارچبا    زیرا درگذر زمان
گردد و  ها بیشتر می شدت آلودگی در آن   ، لذاهستند  تماسدر  

آن آلودگی  کنترل  قویجهت  تیمارهای  از  استفاده  ها  تری 
 ,Mohamadzadeh Moghadam & Hamidi)  گرددمی

2017) . 
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 ها براساس نوع ریزنمونهدرصد آلودگی کشت  -4شکل  

Figure 4. The contamination percentage of cultures based on the type of the explant 

 
مطالعه حاضردر  ضد  13  ،ی  با عفونی   تیمار  کننده 

برای  ترکیب مختلف  ضدعفونی  های  برای  بهینه  تیمار  تعیین 
گرفتریزنمونه  قرار  آزمون  مورد  قرمز  افرای  مقایسه  .  ندهای 

بر درصد    مورد آزمون  مختلف  ضدعفونیتیمارهای  میانگین اثر  
کد    هایتیمارکه  دهد  ینشان مپنج  شکل  در    هاآلودگی کشت

Aa، Bb ،Kk وHh   ی با بیشترین میزان آلودگی، در کلاسهa 
، c  در کلاسه  Eeتیمار  ،  bدر کلاسه    Ggتیمار    .قرار گرفتند
  و تیمار   eدر کلاسه    Iiو    Cc، تیمارهای  Mm  ،Ddتیمارهای  

Ff    در کلاسهd  بالاترین درصد آلودگی    .(5)شکل    قرار گرفتند
گرم    4کش بنومیل )دقیقه( + قارچ  2)  تیپول )  Aaکد  در تیمار  
 2O2H %10+  ثانیه 30  ،درصد 70دقیقه( + الکل  25بر لیتر( 

مدت   مقدار   درصد  100میانگین  با    (دقیقه  15به  کمترین  و 
کش بنومیل دقیقه( + قارچ  2)  تیپول)  Llکد  آلودگی در تیمار  

لیتر(    4) بر  الکل    25)گرم   + +    60  ،درصد  75دقیقه(  ثانیه 
درصد   1/0دقیقه( + کلریدجیوه    15)  درصد  25سدیم  هیپوکلریت

دقیقه(   2تیپول )ترکیب    گیری شد.اندازهدرصد    32با  (  دقیقه  5)
طور مشترک به دقیقه(  25گرم بر لیتر(   4+ قارچ کش بنومیل )

کار گرفته شد و در ادامه از ذکر آن خودداری  در تمام تیمارها به
 . ه استشد

قطعی    ازینشیپ  کی  عفونی   ضد  طیحفظ شراکه  با وجود این
  که   شود   دقت   باید  ، است  یشگاهیآزما  طی موفق در شرا  ریتکث

 مرگ  سبب  ،هاآلودگی  بردن  بین  از  بر، علاوهضدعفونیتیمار  
 . (Sen et al., 2013) نشود  ریزنمونه

 درصد   10آب اکسیژنه  +    ثانیه  30  درصد  70الکل    ترکیب
  75الکل    ،کشقارچ  ترکیب،  Aaدر تیمار    (دقیقه  15  )  مدتبه 

در تیمار   (دقیقه  10)  درصد  10آب اکسیژنه  +    ثانیه  60  درصد
Bb، درصد  10دقیقه( + آب اکسیژنه  5درصد ) 1/0 کلریدجیوه  

ثانیه +   30  درصد،  75الکل  ، ترکیب  Hhدر تیمار    دقیقه(  15)
سدیم   اکسیژنه    15)  درصد  25هیپوکلریت  آب   +  10دقیقه( 

( تیمار   دقیقه(  5درصد  می   Kkدر  های ترکیبکه  دهد  نشان 
  برای گونه افرای قرمز نیستند. یمناسب کنندهضدعفونی 

های حساس و بدون لایه  در بافت  که  اندمحققان دریافته
محافظ، مثل برگ یا ساقه، استفاده از محلول هیپوکلریت سدیم 

رقیق کلسیم  به یا  مقطر  آب  با  شستشده  الکلی  ودنبال  شوی 
موثر  نمونه  Emam, 2018; Mohamadzadeh)  است ها 

Moghadam & Hamidi, 2017)  .مطالعه این  ترکیب    در 
  سدیم کش، هیپوکلریتنه و یا ترکیب قارچکش، آب اکسیژقارچ

تاثیر چندانی در    ، های مختلف مورد بررسیها و زمان در غلظت
  های برگ و دمبرگ نداشت. های ریزنمونهاز بین بردن آلودگی 

  یک   عنوانبه   سدیم  هیپوکلریت  ،نیقاساس گزارش سایر محق بر
  این   محدود  کنترل  توانـایی  عمـومی  کننـدهعفـونی   ضد

 . (Alam et al., 2010; Lin et al., 1997)ها را دارد آلودگی
 25ثانیه + هیپوکلریت سدیم    60  درصد،  75الکل  ترکیب  

تیمار در    دقیقه(  5درصد )  1/0دقیقه( + کلرید جیوه    15)  درصد،
Ll  کلرید+    ثانیه  60  درصد،  75الکل  ، ترکیب  درصد  75/3  با 

الکل و ترکیب    درصد  66با   Ccدر تیمار   (دقیقه  5)  05/0  ،جیوه
( + دقیقه  5)  درصد،  25+ هیپوکلریت سدیم    ثانیه  60  درصد  70

)  1/0جیوه  کلرید   تیمار  دقیقه  5درصد  در   )Ii    درصد  67با  ،
تیمارهای مورد    نسبت به سایردرصد آلودگی را  میانگین  کمترین  

 (. 6)شکل  بررسی نشان دادند
  باعث  را   2HgCl  قرار گرفتن در معرض  یادیز  یهاگزارش

  مدت طولانی به   قرار گرفتنو همچنین  بقا    زان یبر م  یاثرات منف
  ها زنمونهیشدن و مرگ ر  یا قهوه  را عامل  2HgCl  در معرض

.  (Johnson et al., 2011; Sen et al., 2013)  عنوان کردند
 اناهیگ  ی برایسم  اریو بس  یکننده قو لیعامل استر  کی  اتانول
ها را  های هیدروفوبیک و رزینموم  زیرا  ،( Gross, 1987) است

  نیز   خـود  و  کندمی  حذف  هسـتند  هاکه محافظ میکروارگانیسم
است.    مؤثر  هـاآلودگی   حـذف  در  کننـدهضدعفونی   یک   نقش  در
اثربخش  یبرا مختلف  یبهبود    اتانول   از  ،ضدعفونی  تیمارهای 
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 Hesami et)  شودیاستفاده م  باتیترک  ریسا قبل از استفاده از

al., 2018).  اتانول در   ،به همین دلیل نیز  پژوهش حاضر  در 
   های مختلف مورد آزمون قرار گرفت. ها و زمانغلظت

کاربـرد  هایروش  گاهی مانند  محلـول   دو  تلفیقـی 
هـا حـذف آلودگی  بـرای  دنبـال یکدیگـر،  به   کنندهضدعفونی
بالـغ   هایشـاخه  ،مثـال  بـرای  .(Gross, 1987)  دنکاربرد دار

Pseudotsuga menziesii  سـدیم   هیپوکلریت  محلول  دو  بـا  
ضدعفونی    یکدیگر  پی  در  درصد  05/0جیوه  کلرید  و  درصد  10

بیان،    .شدند این  با  مواد مطابق  ترکیب  به  نگاهی    با 
می  ،بهینهتیمارهای    یکنندهضدعفونی  در   که  شودمشاهده 

حاضر   از  تنها  پژوهش  همزمان  الکل،    ،کشقارچاستفاده 
تری بر حذف هیپوکلریت سدیم و کلریدجیوه تاثیر بسیار مناسب

های سطحی گونه افرای قرمز  آلودگیو    ها داشتنداین آلودگی
ترکیب الکل و آب هیدروژنه و یا    ،کلیطوربه   .شدبهتر کنترل  

را   مطلوب  اثر  تنهایی  به  سدیم  هیپوکلریت  و  الکل  ترکیب 
  سطحی   عفونیکننده  ضـد  یـک  عنوانبه   جیوه  کلرید  . نداشت
  کنترل   و  شودمـی  اسـتفاده  سدیم  هیپوکلریت  با  همراه  عمدتا
  افزایش   را  ضـدعفـونی   کـارایی  و  هـاقـارچ  و  هاباکتری  طیف

کردند  نیز  دیگر  محققین  .دهدمی با    عفونی  ضدکه    اعلام 
 Ghaffar)  شتندا  آلودگی  بردن  بین  از  بر  تأثیری  کلریدسدیم

Shahriari et al., 2011) . 
کش های بنزیمیدازول، یک قارچکشبنومیل از گروه قارچ

 ها وطیف وسیعی از میکروارگانسیمسیستمیک است که برای  
میبیماری قرار  استفاده  مورد  قارچی   & Dane)گیرد  های 

Dalgiç, 2005)  .محمدزاده و همکاران  (Mhammadzadeh 

et al., 2019)  همراه کش بهاستفاده از قارچکه    ندداد   گزارش
 .داداری کاهش دطور معنی کلرید جیوه آلودگی را به

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 عفونی ضدها براساس نوع تیمار کشت  درصد آلودگیمیانگین  -5شکل  
Figure 5. The contamination percentage of cultures based on the type of sterilization treatment 

 
ب  پژوهشگران بخش  مل  یاهیگ  یوتکنولوژیدر   یمؤسسه 

 ی ضدعفون اثر    یابیارز  ی برابنگلادش،    داکا  یوتکنولوژیب
رو  یها کننده بر    ربذ  یهازنمونه یر  ی مختلف 

Achyranthes aspera L.  شرا ب  ،یشگاهیآزما  طی در    ن یدر 
  قه یدق  30مدت  به  میسد  ت یپوکلریمختلف، محلول ه  یمارهایت

موثرتر بالاتر،    یهاغلظتدر  هرچند    .کردند  اعلام  ماریت  نیرا 
عوامل   برابر  ی ضدعفونهمه  در  را  اثر  حداکثر    ی لودگآکننده 

کم بود    هازنمونهیبقا ر  درصد  امانشان دادند،    ی کیولوژیکروبیم
(Sen et al., 2013 Naik & Karihaloo, 2007; .) 

اث  همان میانگین  مقایسه  نمودار  که  ن  راتطور    وع متقابل 
ریزنمونه بذر در تمام   ،دهد( نشان می6ریزنمونه و تیمار )شکل 

می نشان  را  بالاتری  آلودگی  درصد  برخی  تیمارها  ولی  دهد 
تیمارها اثر بیشتری در کنترل آلودگی ریزنمونه برگ و دمبرگ 

   .داشتند
عدم دریافت نتیجه مطلوب در کنترل آلورگی ریزنمونه بذر  

علاوه را  حاضر  پژوهش  عدم    در  و  انسانی  خطای  احتمال  بر 
های درونی بذر افرای  توان به آلودگیمی  کنترل آلودگی محیط،

از کشت قرمز کشت روز پس  سه  تا  زیرا  داد،  نسبت  نیز  شده 

ی از آلودگی مشاهده نشد  تعلام ریزنمونه در محیط کشت هیچ
و اولین علائم آن پس از گذشت یک هفته از کشت در اکثر 

شد پدیدار  همچنینندظروف  پوسته   ،.  با  بذر  چوبی  کشت  ی 
جهت دریافت نتایج بهتر است از  و  نیستداخلی روش مناسبی 

روش کشت جنین بهره برد تا همانند سایر محققان از کمترین 
ضدعفونی تولیدمواد  در  گردد.  استفاده    ی هاهچهگیا  کننده 

  یط اشر  در جنین    کشت  طریقاز   (.Taxus baccata L) ارسرخد
 تمدصد به در 10نه سیژآب اکتیمار از   دهستفاا، ایشیشهدرون 

  ترین مناسب  ،قیقهدیک    ت صد به مددر  70  لتانوو ا   قیقهد15
درون  وربذ  ی ضدعفونیابر  رتیما شرایط  در  ای  شیشهسرخدار 

  نشود گزارش شد   هی در آن مشاهددگلوآگونه  چ هیکه    ریبهطو
(Razavi et al., 2016) . 

رود افزایش زمان تماس ریزنمونه  انتظار می  ،طور عمومیبه 
پلی آنکه  حال  شود،  آلودگی  کاهش  باعث  کلریدجیوه  فنلی با 

گردد که این مورد در  ها میها موجب نابودی کشتشدن بافت 
مشهود بود و علائم    بر روی ریزنمونه برگ  نتایج آزمایش ما نیز 

درصد   برای تعیین  ،روای شدن قابل تشخیص بود. از اینقهوه
یت گونه مورد  جیوه مورد استفاده بر اساس حساسمناسب کلرید
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 انجامهای اصلی،  اولیه، قبل از کشت  تست  چندین  بررسی باید
خاص از    ر اثر اعمال غلظتیبها  در صورتی که کشت  تا  د نشو

شدن بروز نماید اسـتفاده د یا علائم فنلینکلریدجیوه از بین رو
حلـی توانـد راهتـر مـیهای کوتاههای کمتر و زماناز غلظـت

ریزنمونهبـرای   با    حفظ  باشدهمزمان  آلودگی  در    .کـاهش 
درصد در    01/0جیوه    کلرید  که  پژوهش حاضر نیز مشاهده شد

در    دقیقه   10دقیقه عملکرد بهتری را نسبت به تیمار    5تیمار  
هایی گزارش   . (6شکل  )  شتدا   بر روی هر سه ریزنمونه  Llتیمار  

هـا ثیر کلریدجیوه در غلظت بالا بر مرگ ریـزنمونـه أدر مورد ت
  ( Mohammadzadeh et al., 2019)  ی در پژوهش  . دنوجود دار
با )زمان استفاده از کلرید    Aدر تیمار ضدعفونی  که    شد گزارش  

برگ    3جیوه   تعداد  و  ساقه  طول  جانبی،  شاخه  تعداد  دقیقه( 
به تیمار ضدعفونی   از کلرید   Bبیشتری نسبت  استفاده  )زمان 

 Son)  سون و همکاران   ، همچنین  .شددقیقه( مشاهده    5  جیوه

et al., 2011)    آلوسترومریا که   هایریزنمونه  کردند کهاعلام
  ، ندبود  هشـد  ضـدعفـونی  ه،جیـو  کلرید  درصد  01/0غلظت  در  

و    ندتـر بـودشاخههایی تولید کردند که از لحاظ ظاهری ضعیف
تیمار هیپوکلریت   ، یدر تحقیق  .کردندبه سختی ریشه تولید می 

به   1سدیم   جیوه    15مدت  درصد  کلرید  و    درصد   1/0دقیقه 

دقیقه برای حداکثر بقای ریزنمونه برگ ژربرا توصیه    5مدت  به 
نتایجکه    ( Kumar et al., 2021)  شد حاضر  با    و   پژوهش 

نیز    (Nasiri, 2008)  و  ( Majid et al., 2014)تحقیقات  
ی ضدعفونی متشکل  تیمارها ،در پژوهش حاضر  .ت داردمطابق

از    از آب اکسیژنه و هیپوکلرید سدیم بدون اعمال کلرید جیوه
تیمارهایج نشان   Bbو     Aaمله  آلودگی  کنترل  در  تاثیری 

دیگر،  .ندادند سوی  ریزنمونه    از  به  نیل  جهت  پژوهشی  در 
بذور   درون   Ficus religiosaاستریل  شرایط  با    ای،شیشهدر 
اتانول   دقیقه و هیپوکلریت سدیم    10مدت  درصد به   70تیمار 

 Hesami)دست آمد  دقیقه نتایج مطلوبی به   5مدت  درصد به  10

et al., 2018)  .مطالعه تنوع  در  عنوان  با  در ای  سوماکلونال 
ازاندامییباززا  یهااهکیگ ل  شهیر  ساقه،  یهاشده  لپه   یلکیو 
از پروتکل ضد عفونی    (Gleditschia capsica Desfی )رانیا

مدت ( نیم درصد به2HgClوری در کلرید جیوه ) صورت غوطهبه 
وری در اتانول کشی با آب مقطر استریل و غوطه دقیقه، آب 10
کشی با آب ثانیه و در نهایت سه بار آب  60مدت  درصد به  70

 Imani)  دست آمد هبمقطر استریل استفاده شد و ریزنمونه سالم  

Rastabi et al., 2022) . 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 ها ضدعفونی بر میانگین درصد آلودگی کشتها براساس اثر متقابل نوع ریزنمونه و تیمار کشت  -6شکل  
Figure 6. Cultures based on the interaction effect of the explant type and disinfection treatment on the average 

contamination percentage of cultures 
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 از کشتپس  روز   7 های برگ و دمبرگو عدم آلودگی ریزنمونه( Ll)  بهترین تیمارتصویر ظروف مربوط به  -7شکل  
Figure 7. The containers related to the superior treatment (Ll) and the absence of contaminated leaf and 

petiole explants 7 days after culture 
 

 يايیو باكتر یقارچ  يهای آلودگ یصتشخ 
آلودگیمطاله حاضردر   باکتریایی،  و  قارچی  روش به  های 

و   غیر مورفولوژیکی  بخش    مسلح  با چشم  توسط متخصصین 
  گیاهپزشکی مرکز تحقیقات کشاورزی و منابع طبیعی گلستان 

سفید، کرم تا    عمدتاً  قارچی  امل بیماریعو   .ندشدداده  تشخیص  

های تشخیص انجام گرفته از جنس   طبقکه    بودند سیاه رنگ  
Penicillium sp.  ،Aspergillus sp.  ،Cryptococcus sp.  ،

Mucur sp.  ،Rhizopus sp.  ،Fusarium sp.و  ،  
Pythium sp. ( 8شکل بودند .) 

 

   
 های شناسایی شده آلودگی قارچ  تصویری از -8  شکل

Figure 8. An image of the infection form of the identified fungi 
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 کلی گیرينتیجه
جهت    طوربه  مناسب  تیمار  کردن عفونی ضدکلی 

 دو)  تیپول  ،قرمزی افرایبرگ و دمبرگ گونه  بذر،  هایریزنمونه 
دقیقه( + الکل    25)گرم بر لیتر(    4کش بنومیل )دقیقه( + قارچ

دقیقه(  15) درصد  25ثانیه + هیپوکلریت سدیم  60 درصد، 75
کلرید   ریزنمونه   دقیقه(  5)درصد    1/0جیوه  +  در  و  های  بود 

 دمبرگ آلودگی کمتری نسبت به برگ پدیدار گشت.
  های واراداتی و تزئینی مانند افرای قرمز بافت گونه   کشتدر  

 تهیه  وها  آلودگی  کنتـرل  باشد،  هگیا  تجاری  تکثیر   هدف  هک
دهد  مینتایج نشان  .  یابداهمیتی دوچندان می  اسـتریل   ریزنمونه 

از  وصبه   کنندهضدعفونی   مواد   از  استفاده  که ترکیبی  رت 
سدیم در این گونه    و هیپوکلریت، الکل، کلرید جیوه  کشقارچ

اعمال مطابق با نتایج    در کاهش آلودگی دارد و  تاثیر بیشتری

یک تنهایی یا فقط  کاربرد هر یک از این مواد به   سایر تیمارها،
 ،طور کلیای دیگر این تاثیر را ندارد. به با ماده  ضدعفونی  مرحله

  آلودگی   کنترل  هایروش ترینمهم  از  یکی   استفاده از این مواد
   .استای شیشهدرون کشت در قارچی و باکتریایی

 

 قدردانیتشکر و 

مقاله ازنویسندگان  حاضر  دکتر    ی  آقای  جناب  زحمات 
ری صابری،  محترمعلیرضا  و   است  کشاورزی  تحقیقات  مرکز 

منابع طبیعی گلستان و جناب آقای مهندس لطف ا... پارسایی،  
مرکز تحقیقات کشاورزی  معاونت محترم امور مالی و پشتیبانی
جهت   گلستان  طبیعی  منابع  انجام  فراهمو  شرایط  سازی 

حجت دکتر  آقای  جناب  و  هیئت  آزمایشات،  نسب،  ربانی  الله 
ها یاری پزشکی که در تشخیص نوع آلودگیعلمی بخش گیاه

 کمال تشکر و قدردانی را دارند.  ند، درسان
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