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Extended Abstract  
Background: Hyrcanian boxwood (Buxus hyrcana Pojark.) is an evergreen tree native to the 

Hyrcanian forests in northern Iran. This species is considered one of the endangered plant 

species due to habitat loss, overexploitation, and environmental changes. In vitro propagation 

of this valuable species offers a viable solution to prevent its extinction and promote 

conservation efforts. However, one of the significant challenges faced in the in vitro culture of 

Buxus hyrcana is the presence of fungal and bacterial contamination. Such contamination not 

only affects the successful propagation of this species but also leads to increased costs and 

resource wastage.  The objective of the present study is to investigate the efficacy of various 

disinfectants, including 15% Percidine, Aqua Percidine, Super Percidine, and Percidine Plus, 

in removing contamination from B. hyrcana explants under in vitro culture conditions. These 

treatments were compared to the conventional method of using sodium hypochlorite, which is 

commonly employed for sterilization in plant tissue culture. By evaluating the effectiveness of 

these disinfectants, we aim to identify a reliable method for reducing contamination and 

improving the success rates of in vitro propagation for Hyrcanian boxwood. 

Methods: The experiment was conducted using a factorial arrangement as a completely 

randomized design, with three replications to ensure statistical validity. Initially, explants, 

which included both twigs and seeds, were thoroughly washed with ordinary water combined 

with a few drops of dishwashing liquid for five minutes. This step was crucial to eliminate any 

surface contaminants that could interfere with subsequent sterilization processes. Following 

this, the explants were treated with a 1% benomyl fungicide for ten minutes to further reduce 

fungal presence.  After the pre-treatment, the sterilization of explants was carried out under 

laminar airflow conditions using the experimental disinfectant treatments. The treatments 

included varying concentrations of Percidine (15%), Aqua Percidine, Super Percidine, and 

Percidine Plus at concentrations of 0%, 1%, 2%, and 4%. These treatments were compared 

against the standard sodium hypochlorite method, which served as the control.  Once the 

sterilization process was complete, the plant materials were placed on Murashige and Skoog 

(MS) medium, a widely used nutrient medium for plant tissue culture that provides essential 

nutrients for growth. To assess contamination levels, the cultures were monitored under 

controlled growth conditions at a temperature of 25±1 °C, with a light intensity ranging from 

1000 to 1500 lux, following a photoperiod of 16 hours of light and 8 hours of darkness. This 
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setup ensured optimal growth conditions for the explants while allowing for accurate 

evaluation of contamination rates. 

Results: The results of the study indicated a significant difference in fungal and bacterial 

contamination levels between the seed and twig explants. Specifically, contamination in the 

seed explants was considerably reduced compared to the twig explants. This finding suggests 

that the type of explant used plays a critical role in the success of sterilization protocols. 

Among the disinfectants tested, Super Percidine demonstrated the highest efficiency, achieving 

a contamination reduction rate of 63% in twig explants. This result highlights the potential of 

Super Percidine as an effective sterilizing agent for this particular type of explant.  In addition 

to Super Percidine, Aqua Percidine also showed promising results in seed explants, with a 

contamination reduction rate of 33%. This indicates that both disinfectants can effectively 

reduce contamination on the surface of seeds, making them suitable choices for in vitro 

propagation efforts. The comparative analysis of the various treatments revealed that while 

sodium hypochlorite is commonly used, the alternative disinfectants tested in this study may 

offer improved outcomes, particularly for specific explant types. 

Conclusion: In conclusion, the findings of this research suggest that the use of Super Percidine 

at a concentration of 2% is particularly beneficial for sterilizing twig explants of Hyrcanian 

boxwood. Furthermore, both Super Percidine (2%) and Aqua Percidine (2%) are recommended 

for use with seed explants, as they effectively reduce contamination rates and enhance the 

likelihood of successful in vitro propagation. These results contribute valuable insights into 

the optimization of sterilization protocols for endangered plant species, ultimately aiding in 

conservation efforts and the sustainable management of Hyrcanian boxwood 

populations.Future studies should explore the long-term effects of these sterilization methods 

on the growth and development of Buxus hyrcana in vitro, as well as the potential for scaling 

up these techniques for broader conservation applications. By improving our understanding of 

effective propagation methods, we can better support the preservation of this important species 

and its habitat. 

Keywords: Buxus hyrcana, Sterilization, Plant tissue culture, Super Percidine, Aqua presidine 
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 مقاله پژوهشی 

 

   یرکانیه شمشاد  یهازنمونه یر یها بر کنترل آلودگ کننده ی عفوند ض ی اثر برخ
 یاشه یدرون ش طیدر شرا

 

   و 5محمدکریم مقصودلو، 4سپیده زوار، 3سعید شعبانی،        2مریم مصلحی جویباری، 1اکرم احمدی
  6ربانی نسبحجت الله 

،  ران یگرگان، ا ،ی کشاورز  جیآموزش و ترو قات،ی استان گلستان، سازمان تحق  یعی و منابع طب ی کشاورز قاتیمرکز تحق  ،یعیمنابع طب قاتی پژوهش، بخش تحق   اریاستاد -1
 (Ahmadi.1870@gmail.com: )نویسنده مسوول

 رانی، ابندرعباس ،ی کشاورز جیآموزش و ترو  قات،ی، سازمان تحقهرمزگان استان  یعی و منابع طب ی کشاورز قاتیمرکز تحق  ،یعیمنابع طب قاتی پژوهش، بخش تحق   اریاستاد -2
 رانیگرگان، ا ،ی کشاورز  جیآموزش و ترو قات،ی استان گلستان، سازمان تحق  یعی و منابع طب ی کشاورز قاتیمرکز تحق  ،یعیمنابع طب قاتی پژوهش، بخش تحق   اریاستاد -3

 رانیگرگان، ا ،ی کشاورز  جیآموزش و ترو قات،یاستان گلستان، سازمان تحق   یعیو منابع طب ی کشاورز قاتیمرکز تحق  ،یعیمنابع طب قاتیپژوهش، بخش تحق  کارشناس  -5و  4
 رانیگرگان، ا ،ی کشاورز جی آموزش و ترو  قات،یاستان گلستان، سازمان تحق یعی و منابع طب ی کشاورز قاتیمرکز تحق  تحقیقات گیاهپزشکی،پژوهش، بخش  اردانشی -6

 16/2/1402تاریخ پذیرش:                      3/10/1401تاریخ دریافت: 

 

 مبسوط  دهیچک

  از جمله است که    رانی در شمال ا   یرکانیه  یهاجنگل  یسبز و بوم شهیهم  یدرخت  Buxus hyrcana Pojark  یبا نام علم   ی رکانی شمشاد ه : و هدف  مقدمه
های قارچی و وجود آلودگی  کند.  یری جلوگ  آناز انقراض    تواندیگونه با ارزش م  نیا   ایدرون شیشه  ری . تکثشودمحسوب میدر خطر انقراض    یاهیگ  یهاگونه

های بسیاری را در پی  تکثیر این گونه را تحت تاثیر قرار دهد و از طرفی هزینهتواند  شمشاد است که میای  شیشه  باکتریایی از مشکلات اساسی کشت درون
 ی هازنمونهیر  یدر حذف آلودگ   و پرسیدین پلاس  نیدیسوپر پرس  ، آکوا  نیدیپرس  ، درصد  15  نیدیپرسهای  کنندهضدعفونی  ییکارا در پژوهش حاضر داشته باشد.  

 . مورد بررسی قرار گرفت )هیپوکلریت سدیم( معمول ماده ضدعفونی کنندهبا  سهیدر مقا یا شهیکشت درون ش طیدر شرا  هیرکانیشمشاد 

ها )سرشاخه و منظور اعمال پیش تیمار، ریزنمونهتکرار انجام گرفت. ابتدا به در سه تصادفی  در قالب طرح کاملاً صورت فاکتوریلهب آزمایش ها: مواد و روش
دقیقه  10  مدتبههای سطحی مورد شستشوی اولیه قرار گرفتند. سپس، حذف آلودگیجهت دقیقه   پنج مدت مایع ظرفشویی بهمولی و چند قطره بذر( با آب مع

یمارهای آزمایشی  ها با تیمارهای آزمایشی انجام گرفت. تریزنمونه  ی ضدعفون( قرار داده شدند. بعد از آبشویی، در زیر هود استریل،  %1کش بنومیل )در قارچ
 هیپوکلریت سدیم  در مقایسه بادرصد(    4و    2،  1،  0های  ، پرسیدین پلاس )در غلظتنیدیسوپر پرس  ، آکوا   نیدیپرس  ، %15  نیدیپرسماده ضدعفونی کننده )  شامل

ها در شرایط رشدی با  گیری آلودگی، کشتها، مواد گیاهی بر روی محیط کشت موراشی و اسکوگ قرارگرفتند. برای اندازهریزنمونه  یضدعفونبودند. بعد از  
 ساعت تاریکی قرار گرفتند.   8ساعت نور و  16لوکس  1500تا  1000گراد با شدت نور درجه سانتی 25±1دمای 

طرفی در ریز  مقایسه با ریزنمونه سرشاخه کاهش یافت. از    داری درمعنیطور  بههای قارچی و باکتریایی در ریزنمونه بذر  نتایج نشان داد که آلودگی : هاافتهی
  ، سوپرپرسیدین  بعد ازدرصد( را در کاهش آلودگی از محیط کشت نشان داد و در ریز نمونه بذر    63ماده استریل کننده سوپرپرسیدین کارایی بالایی )  ، نمونه سرشاخه

 .  درصد( 33)  را در کاهش آلودگی از سطح بذور داشت مناسبیماده استریل کننده آکوا پرسیدین کارایی 
 و برای ریز نمونه بذر استفاده از سوپر پرسیدین  درصد(  2)  رسد برای ریزنمونه سرشاخه استفاده از ماده استریل کننده سوپر پرسیدینمی  نظربه  : یر یگجهینت
 تواند مفید واقع شود.  میدرصد(  2) و همچنین آکوا پرسیدیندرصد(  2)
 

   کشت بافت گیاهی ی، ضدعفون، هیرکانی شمشاد آکوا پرسیدین، سوپر پرسیدین،  : های کلیدی واژه 
 

 مقدمه
های و طبیعی جنگلهای بومی  شممشماد هیرکانی جزو گونه    

اهمیت حفاظتی بسمیار   دلیلهمین  به رود وشممار میبه هیرکانی
ای  یا شممشماد هیرکانی گونه شممشماد خزریزیاد برخوردار اسمت.  

رویش های شممال جنگل اسمت که در  برگ و همیشمه سمبزپهن
پسمند اسمت و تحمل آفتاب شمدید را ندارد.  سمایهدرختی  دارد.

متر  بسمیار کند و به سمالی یم میلی هیرکانیرشمد شممشمادهای  
 ،نمم آبرود  توان بههای شمشاد میگاه. از جمله ذخیرهرسدمی

 و( بندرگز)  بلبل چشممه و جیسما ،خیبوس،  گرداب  سمنگان،سمی
شمممشمماد هیرکانی در  اشمماره نمود.  دیگر  کوچم  منطقه چند

که قرار دارد (  Querco Buxetum)  جامعه بلوط شممشمادسمتان
لیلکی،   راش،  داغمداغمان،  لرگ،  توسمممکما،  ،همای افرابما گونمه
از پوشمش گیاهی   اسمت. همراه غیره  و  خسمب  شمب ،خرمندی

نظیر سمرخس و گرامینه و   علفی هایگونه  توان بهکف هم می
کرد  شمماره  اهای خاکزی یا دارچسممب های خزهتعدادی از گونه

(Rajaei et al., 2013.)   گونه شمممشمماد کاربردهای دارویی و
 .(Rajaei et al., 2013صنعتی بسیاری دارد )

های خزری به  در جنگل  درختان شمممشممادقدمت حضممور     
عنوان  بهگردد و از این نظر دوران سمموم زمین شممناسممی برمی

های در جنگمل نیوسمممیبازمانده اقلیمی دوره پل یکی از درختمان
بیماری بلایت و   در سالیان اخیر.  شودمحسوب میایران شممال 

همچنین آفت شب پره شمشاد خسارات بسیاری را به این گونه  
  .(  2016et alFarahani ,.) کرده اسمتارزش وارد  کمیاب و با

با توجه به مشممکلاتی که گونه باارزش شمممشمماد با آن روبرو  
همای تکثیر این گونمه جنگلی اسمممت، ریز ازدیمادی یکی از راه

های تجاری اسمتفاده از کشمت ریزازدیادی یکی از جنبهاسمت.  
های ای اسممت و مزایای زیادی نسممبت به روشدرون شممیشممه

دارد رویشممممی  ازدیمماد   Ghasemi Bazdi and)  مممتممداول 

Ahmadi, 2008)  .  ریزازدیادی موفق باید شرایط استریل برای
برای کشمت فراهم گردد. لذا، اسمتفاده از مواد ضمدعفونی کننده 

ها جویی در هزینهصمرفه جهتکه آلودگی را به حداقل برسماند 
در   ضمدعفونیکه از آنجاییباشمد.  میمؤثر زمان بسمیار ویژه  بهو 

کشمممت بمافمت یکی از مراحمل مهم و حیماتی اسمممت، در تممامی 
به چشمم   ضمدعفونیمطالعات کشمت بافتی تیمارهای مختلفی از 

 ،بما کمترین آلودگی  کمه  امما یمافتن روشمممی منماسمممب  .خوردمی

 دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي ساري
بومشناسی جنگلهای ایران سال یازدهم/ شماره 2/ 1402 ............................................................ 15 

صفحه: 13 تا 23  
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شت را بالا برد می توجهی را جویی قابلصرفهتواند موفقیت ک
شد شته با  Ghasemi Bezdi and) در زمان و هزینه پروژه دا

Ahmadi, 2008) .  هایریز نمونه ضااادعفونیدر خصاااو 
فته در راما مطالعات انجام گ شاامشاااد مطالعات اندت اساات

با انواع محصولات پرسیدین به شرح ذیل  ضدعفونیخصو  
شد: می سیمبا سکوکلا یرعبا  Mir Abbasiو همکاران ) هیل

2012., et alLeskokelaye  مقایسه اثر( در طی تحقیقی که 
نارون ملجمختلف هورمون توپولین بر روی پر ساااطوح  آوری 

(Ulmus glabra)  را انجام دادند، از ضدعفونی کننده پرسیدین
 های جانبی استفاده کردند.در ضدعفونی جوانه

باسااایم     کاران هیلساااکوکلا یرع  Mir Abbasi) و هم

Leskokelaye et al., 2013)  بر روی گری  ی یق د ق ح ت
شان بهینه شت بافت ملج انجام دادند. ای سیدین سازی ک از پر
صد  1/0 ضدعفونی ریزنمونه جوانهدر های جانبی و انتهایی در 

شان داد آلودگی به  شان ن ستفاده کردند که نتیجه تحقیقات ای ا
 Niknejad etهمکاران ) نژاد وکیندرصااد کاهش یافت.  نه

al., 2011باتیترک یاشهیدرون ش یابیبا عنوان ارز ی( پژوهش 
ست یپراکس یضدقارچ تیبا فعال س کیا  ی( بر رونیدی)پرس دیا

مختلف  یهااثر غلظت هاآنها انجام دادند. گروه از قارچ کی
س ست دیپراک س کیا سبه (PAA) دیا س نیدیعنوان پر  نیدیو پر
و  کنسیآلب دایااگچ، کااانااد کروساااپورومیم یرا بر رو 513

 اساااتاندارد یهاهینمودند. ساااو یبررسااا جرین لوسیآساااپرژ
(PTCC ) 10، 5، 3در  نیدیدرصاد پرسا 20و  10، 5، 3، 1با ،

، 30، 15، 5، 3در  513 نیدیدرصاد پرسا 2/0و  قهیدق 30، 20
شان،. شدند ماریت قهیدق 60، 45 ضا جینتا بنابر گزارش ای  تیر

 یبرا نیدساااه درصاااد پرسااایو  یکبخش با اساااتفاده از 
Candida albicans و Microsporum gypseum  پس از

پنج درصااد،  نیدیپرساا کارگیریهبو با  آمددساات هب قهیدق 10
  ، در موردگریدساات آمد. از طرف دبه قهیدق سااهپس از  نتیجه

A. nigerنیدیپرساا یبرا قهیدق 20پس از  یبل قبولاق جی، نتا 
 تنهای در ودرصد  10و  5 نیدیسپر یبرا قهدقی 10 سه درصد،

س یبرا قهیدق 5 صد  20 نیدیپر ستهبدر پروتکل طبق . آمد د
6986ISIR  ستانداردها و تحق سه ا س  ،رانیا یصنعت قاتیمو

آن در  یقدرت بالا لیدلبه (PAAپراکساای اسااتیک اسااید )
 یهاگونه نیترخصوصاً در مهم یکروبیم تیکاهش شدت جمع

 نانیمکننده قابل اط یضااادعفون کیعنوان تواند بهیقارچ، م
فاده در کاربردها یبرا ته شاااو یعموم یاسااات د. در نظر گرف

ستر سیلیا س مرحله، هازنمونهیر یسطح ونیزا سا شت  یا در ک
 از زنمونهیدر صورت برداشت ررود، لذا شمار میی بهاهیبافت گ
بالا و در نهایت در صورت عدم  یلودگآ احتمال ی،خارج طیمح

زیاد  یاهیبافت گ ریمرگ و م اساااتریلیزاسااایون موثر، احتمال
 (.Singh, 2018است )

 یدر خصااو  ضاادعفون یادیحال مطالعات زچه، تا بهاگر    
ست اما یجنگل یاهیگ یهازنمونهیر ، مطالعات صورت گرفته ا

س یاندک صولات پر صو  مح س ن،یدیدر خ و  نیدیسوپر پر
ش نیدیپرس انجام گرفته  رانیا ،یمیآکوا ساخت شرکت بهبان 

 یریکارگهحذف ب قی)از طر ینضدعفو با توجه به اهمیتاست. 
مان یمواد مختلف ضااادعفون نده در ز فاوت( و  یهاکن به مت

ساند ضر با هدف  ،یآلودگن حداقل ر سی کارایی مطالعه حا برر
 غلظت)با تعیین  پرسایدین، پرسایدین آکوا و ساوپر پرسایدین

شمشاد  بذر و سرشاخه هایدر حذف آلودگی از ریزنمونه بهینه(
 انجام گرفت. ایدر شرایط کشت درون شیشه هیرکانی

 

 هامواد و روش
گاه برداری از عرصه جنگلی )ذخیرهنمونه :مورد مطالعه منطقه
(. 1انجام گرفت )شکل چشمه بلبل، بندرگز(  هیرکانیشمشاد 
هکتار وسعت دارد که در  420گاه جنگلی شمشاد حدود ذخیره
کیلومتری جنوب شرقی  10کیلومتری جنوب غربی بندرگز و  15

گلوگاه در منطقه روستای چشمه بلبل و لیوان )طول جغرافیایی 
 36́تا  45° 36́́شرقی و عرض جغرافیایی  54° 20́تا  °53 53́

به ، گیریاز نمونه پسها نمونهشمالی( واقع شده است.  °47
 .انتقال یافتزمایشگاه کشت بافت گیاهی آ

 
 گاه شمشاد چشمه بلبل، استان گلستانبرداری واقع در ذخیرهمحل نمونه -1شکل 

Figure 1. Sampling site located in Cheshmeh Bolbol reserve, Golestan province 
 

 مطالعه، شمشاددر این پژوهش گونه مورد  :های مطالعاتیگونه
 (.2 بود )شکل هیرکانی
 استفاده در اینمورد  تیمارهای: استفاده مورد یضدعفونمواد 

 .در جدول شماره یک آمده استتحقیق 

شاخه و بذر از برداری بهنمونه :تهیه مواد گیاهی سر صورت 
شاد  شم شکل  هیرکانیگونه  برداری در (. نمونه3انجام گرفت )

های جوان انجام گرفت: برای شاااخهاردیبهشاات ماه و از ساار 
جدا شاااده و  خل کپساااول  ها از دا بذر تدا  نه اب یه ریزنمو ته

 حجت الله ربانی نسب و محمدکريم مقصودلو، سپیده زوار، سعید شعبانی، مريم مصلحی جويباریاکرم احمدی، 
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 متری برش داده شااد.سااانتی 3-2ها نیز به قطعات ساارشاااخه
طور تصاااادفی انتخاب و هساااه پایه درختی ب :روش تحقیق

یهنمونه پا جام گرفتگیری از این  تدا در آزمایشاااگاه ها ان . اب
دقیقه در  5 مدتبهها سااازی، ریزنمونهمنظور پیش سااترونبه

آب با چند قطره مایع ظرفشویی مورد شستشوی قرار گرفتند و 

( قرار گرفتند. %1کش بنومیل )دقیقه در قارچ 10 مدتبهسپس 
ستریل،  شویی، در زیر هود ا ها با ریزنمونه ضدعفونیبعد از آب

مایشااای  های آز مار کاهش آلودگی ساااطحی از تی در جهت 
 .اعمال شد در سه تکرار (1) صورت جدولبهها ریزنمونه

 

 هیرکانیتیمارهای مورد استفاده در ضدعفونی سطحی از بذر و سرشاخه گونه شمشاد  -1جدول 
Table 1. Treatments used in surface disinfection of seeds and twigs of Buxus hyrcana species 

 ردیف
Row 

 تیمارهای ضدعفونی
Disinfection treatments 

 )روش معمول( دقیقه 10 مدتبهسه بار  و شستشو با آب مقطر درصد( 4و  2، 1) و هیپوکلریت سدیم درصد 96 استفاده از اتانول 1
Using 96% ethanol and sodium hypochlorite (1, 2 and 4%) and washing with distilled water three times for 10 minutes (usual method) 

 (دقیقه 10)دقیقه و سپس سه بار شستشو با آب مقطر  5 مدتبه درصد( 4و  2، 1) %15استفاده از پرسیدین  2
Using 15% Percidine (1, 2 and 4%) for 5 minutes and then, washing three times with distilled water (10 minutes) 

 (دقیقه 10)دقیقه و سپس سه بار شستشو با آب مقطر  10 مدتبه درصد( 4و  2، 1) %15استفاده از پرسیدین  3
Using 15% Percidine (1, 2 and 4%) for 10 minutes and then, washing three times with distilled water (10 minutes) 

 (دقیقه 10)دقیقه و سپس سه بار شستشو با آب مقطر  5 مدتبه درصد( 4و  2، 1)ستفاده از پرسیدین آکوا ا 4
Using Percidine Aqua (1, 2 and 4%) for 5 minutes and then, washing three times with distilled water (10 minutes) 

 (دقیقه 10)دقیقه و سپس سه بار شستشو با آب مقطر  10 مدتبه درصد( 4و  2، 1) ستفاده از پرسیدین آکواا 5
Using Prasidine Aqua (1, 2 and 4%) for 10 minutes and then, washing three times with distilled water (10 minutes) 

 (دقیقه 10)دقیقه و سپس سه بار شستشو با آب مقطر  5 مدتبه درصد( 4و  2، 1)استفاده از سوپر پرسیدین  6
Using Super Percidine (1, 2 and 4%) for 5 minutes and then, washing three times with distilled water (10 minutes) 

 (دقیقه 10)دقیقه و سپس سه بار شستشو با آب مقطر  10 مدتبه درصد( 4و  2، 1)استفاده از سوپر پرسیدین  7
Using Super Percidine (1, 2 and 4%) for 10 minutes and then, washing three times with distilled water (10 minutes) 

 (دقیقه 10)دقیقه و سپس سه بار شستشو با آب مقطر  10 مدتبه درصد( 4و  2، 1) پلاس استفاده از پرسیدین 8
Using Percidine Plus (1, 2 and 4%) for 10 minutes and then, washing three times with distilled water (10 minutes) 

 (دقیقه 10)دقیقه و سپس سه بار شستشو با آب مقطر  10 مدتبه درصد( 4و  2، 1)پلاس استفاده از پرسیدین 9
Using Percidine Plus (1, 2 and 4%) for 10 minutes and then, washing three times with distilled water (10 minutes) 

 

 ها، مواد گیاهی روی محیط کشتریزنمونه ضدعفونیبعد از     
گیری آلودگی، موراشی و اسکوگ قرارگرفتند. برای اندازه

گراد با درجه سانتی 25±1ها در شرایط رشدی با دمای کشت
ساعت  8ر و ساعت نو 16لوکس  1500تا  1000شدت نور 

صورت هآماربرداری( ب. بررسی آلودگی )تاریکی قرار داده شدند
 هفتگی انجام گرفت و تا یک ماه ادامه داشت. در پایان،

 های قارچی و باکتریایی مورد شناسایی قرار گرفت.آلودگی
 

 

 
 درختان شمشاد در رویشگاه اصلی -2شکل 

Figure 2. B. hyrcana in origin site 
 

 
 هیرکانیبذر، کپسول حاوی بذور و برگ شمشاد  -3شکل 

Figure 3. Seed, Capsule containing seeds and leaves of B. hyrcana 
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 تجزیه و تحلیل آماری
ح صااورت فاکتوریل در قالب طرهطرح آزمایشااات تحقیق ب    

های آماری توساااط تصاااادفی اسااات. تجزیه و تحلیل کاملاً
های مدل، ماندهانجام شاااد. باقی 16نساااخه  SPSSافزار نرم

مال بودن اسااامیرنوف )بر-توساااط آزمون کولموگروف ای نر
بهداده ید. همچنین  نالیز ها( بررسااای گرد جام آ ند چمنظور ان

کننده و غلظت متغیره، متغیرهای نوع ریزنمونه، ماده اساااتریل
 هان دادهمقایسه میانگی مورد بررسی قرار گرفتند. کنندهاستریل

 با استفاده از آزمون دانکن انجام گرفت.
 

 و بحث نتایج
ر تیمار دتوجه به میزان بالای آلودگی و عدم کنترل آن  با    

مانی  جاد اریبی در دادهپنج ز قه و ای مدقی مار ز  پنجان ها، تی
د بررسی دقیقه مور 10های تیمار زمانی دقیقه حذف و تنها داده

 قرار گرفتند. 

های آلودگیحذف  ها درضدعفونی کنندهنتایج استفاده از 
  هاسطحی ریزنمونه

ته داده     مالی تدا بررسااای نر فاده از آزمون در اب با اسااات ها 
ناقیباسااامیرنوف بر روی -کولموگروف های مدل انجام دهما

 (. ≤05/0pها بود )گرفت که نتایج حاکی از نرمال بودن داده
های چند متغیره داده (، نتایج آنالیز واریانس2جدول شماره )    

سیدین  ستریل کننده پر صل از مواد ا سیدین، %15حا سوپرپر  ،
یت ساااادیم را در  یدین پلاس، آکواپلاس و هیپوکلر پرسااا

دهد. نتایج حاکی درصد نشان می 4و  2، 1های مختلف غلظت
دار بودن پارامترهای نوع ریزنمونه، نوع اسااتریل کننده از معنی

نده یل کن ظت اساااتر تایج ≥01/0pد )ها بوو غل (، همچنین، ن
ماده  ×داری بین نوع ریزنمونه نشان داد که اثرات متقابل معنی

کننده  ضدعفونیغلظت  ×کننده، بین نوع ریزنمونه ضدعفونی
(01/0p≤وجود داشااات ولی اثرات متقابل معنی ) داری در نوع

نه نده ×ریزنمو یل کن نداشاااات ×ماده اساااتر ظت وجود   غل
(05/0 p≥.) 
 

 سوپر پرسیدین، آکواپرسیدین ، %15ها قبل از کشت با پرسیدین در استریلزاسیون ریزنمونه هاواریانس کل دادهتجزیه نتایج  -2جدول 
 و پرسیدین پلاس             

Table 2. Results of ANOVA in sterilization of explants before culture with 15% Percidine, Super  
                     Percidine, Aqua Percidine and Percidine Plus 

 منبع تغییرات
Source of variation 

 درجه آزادی
Degree of freedom 

 میانگین مربعات
Mean square 

 Fمقدار 
F amount 

 ریزنمونه
Explant 

1 195.075 **181.465 

 ماده استریل کننده
Sterilizing agent 

4 196.179 **182.462 

 غلظت
Density 

3 355.575 **330.674 

 ماده ضدعفونی کننده×ریزنمونه
Explant × Sterilizer 

4 10.721 **9.973 

 غلظت ماده ضدعفونی کننده ×ریزنمونه
Explant × Concentration of Sterilizer 

3 21.831 **20.307 

 غلظت ماده ضدعفونی کننده×ماده ضدعفونی کننده
Disinfectant × Concentration of Sterilizer 

12 25.524 **23.743 

 غلظت ماده ضدعفونی کننده×ماده ضدعفونی کننده ×ریزنمونه
Explant × Sterilizer × Concentration of Sterilizer 

12 1.976 **1.839 

 خطا
Error 

80 1.075  

 کل
Total 

120   

 
ها نشااان داد که میزان آلودگی در مقایسااات میانگین داده    

 ( )شکلp≤0.01ریزنمونه سرشاخه بیشتر از ریزنمونه بذر بود )
داری ها نشااان داد که تفاوت معنیمقایسااات میانگین داده (.4

کشااات بافت )اساااتفاده از  ضااادعفونیبین ماده معمول در 
و پرساایدین  %15هیپوکلریت ساادیم( و اسااتفاده از پرساایدین 

سوپ ستفاده،  سیدین پلاس وجود ندارد. از بین مواد مورد ا ر پر
 های سطحیها توانست آلودگینسبت به بقیه ضدعفونی کننده

نه بهریزنمو هد )نحو موثر و معنیها را  کاهش د ( %63داری 
شکل ضدعفونی کننده(. ل5 ) های مختلف بدون توجه به ذا در 

سیدین هیپوکلری درصد آلودگی نوع ریزنمونه، در سدیم، پر ت 
سااوپر بیش از  پرساایدینآکوا بیش از  ، پرساایدین پلاس15%

های همچنین، نتایج مقایساااه میانگین غلظت .بود پرسااایدین
اسااتفاده اثرات  های موردمورد بررساای نشااان داد که غلظت

طوریکه کمترین هداری بر روی کاهش آلودگی داشااتند بمعنی
سطح  شترین آلودگی در  4آلودگی در  صد و بی شاهددر  تیمار 

شد که با افزایش غلظت شاهده  میزان آلودگی کاهش یافت  ،م

شکل  ستریل 6) سی اثرات متقابل ریزنمونه و ماده ا (. نتایج برر
شان داد که موثر سطحی ترکننده ن ین مواد در کاهش آلودگی 

سیدین و در ریزنمونه بذر،  سوپرپر شاخه  سر سطح ریزنمونه  از 
(. نتایج 7باشااد )شااکل آکواپرساایدین و سااوپرپرساایدین می

 ،داد که در بین تیمارهای مختلف انمقایساااات میانگین نشااا
داری در کاهش درصاااد تفاوت معنی 4و  2ساااوپرپرسااایدین 

شت ) و  5/84 ترتیببهآلودگی سطحی از ریزنمونه سرشاخه دا
شکل  9/89 صد کاهش آلودگی( ) ست که 8در (. لازم به ذکر ا

شدن )باعث قهوهدرصد  4غلظت   (سوختگی و خشکیدگیای 
شکل ریزنمونه شد ) شان داد که  نتایج پژوهش (.9ها  ضر ن حا

داری در ماده و غلظت استریل کننده اثرات معنی نوع ریزنمونه،
ب ند.  که طوریهمیزان بروز آلودگی در محیط کشااات دار که 

آلودگی در ریزنمونه سااارشااااخه بیشاااتر از ریزنمونه بذر بود. 
ترین منبع آلودگی در کشت بافت گیاهی ریزنمونه گیاهی، مهم

ها اسااتریل قبل از کشاات لازم اساات که ریزنمونه اساات. لذا،
(. Saeedi Heidari and Safarnejad, 2015شااااونااد )
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نه گانبومآوری شاااده از های جمعریزنمو  های طبیعیسااااز
سیاری دارند و کنترل آلودگیآلودگی سطحی ب های آن از های 

 Dharجمله مشااکلات بزرگ در کشاات بافت گیاهی اساات )
and Upreti, 1999 .) 

به ذکر اسااات که      به آلودگی در ریزنمونهلازم  مل ها  عوا
یل  نه،مختلفی از قب نه، نوع گو سااان، فصاااال  نوع ریزنمو

ستگی دارد برداری ونمونه  Read and) شرایط آب و هوایی ب

Preece, 2014.) حاصااال از این پژوهش و با توجه به نتایج 
شتر در ریزنمونه شاخه در میزان آلودگی بی سر سههای  با  مقای

بهبذر می که  ماس بیشاااتر توان عنوان کرد  مدت ت یل  دل
بافریزنمونه با محیط بوده اسااات و از طرفی  ت ها در تماس 

 ,.Mohamadzade et alریزنمونه نیز در آلودگی موثر است )

2020 .) 
موساااساااه اساااتانداردها و  6986)پروتوکل  ISIRطبق     
آن در  یقدرت بالا لیدلبه 1PAA(، رانیا یصااانعت قاتیتحق

 یهاگونه نیخصوصاً در مهمتر یکروبیم تیکاهش شدت جمع
 نانیکننده قابل اطم یضااادعفون کیعنوان تواند بهیقارچ م

ها یبرا کاربرد فاده در  ته شاااود یعموم یاسااات  در نظر گرف
(Niknejad et al., 2011.) ها اگرچه در بساایاری از پژوهش

استفاده از پرسیدین )پراکسی استیک اسید( حتی در درصدهای 

 Mir Abbasi Leskokelaye etپایین نیز موثر بوده اساات )

al., 2012دلیل آلودگی بسیار ( ولی در گونه جنگلی شمشاد به
ساااازگان جنگلی این اساااتریل کننده کارایی چندانی در بوم

ای همچون نداشاات اما سااوپرپرساایدین با داشااتن مواد موثره
پراکساای اسااتیک اسااید، حاوی هیدروژن پراکساااید و اسااید 

ضدعفونی سیال )رفرنس( کارایی بالاتری در  ستیک گلا ریز  ا
نمونه سارشااخه نشاان داد. از طرفی، در ریزنمونه سارشااخه، 

کارایی خوب و مناسبی را در کاهش آلودگی  %2سوپرپرسیدین 
رغم علیدرصااد  4که سااوپر پرساایدین نشااان داد در صااورتی

کاهش بیشاااتر آلودگی بدلیل ایجاد ساااوختگی و اثر بر روی 
نده ناسااابی نبودز نه م به مانی ریزنمونه گزی یل که احتمالا  دل

لذا غلظت  باشااد.کننده میافزایش میزان ماده موثره اسااتریل
شاد  شم شاخه در گونه  سر ضدعفونی ریزنمونه  سب برای  منا

نژاد و اگرچه نیکگردد. معرفی می %2سوپرپرسیدین  هیرکانی
سیدین  3و  1(، دوز Niknejad et al., 2011همکاران ) % پر

یدین  قه در کنترل گروهی از  10 مدتبهرا  513و پرسااا دقی
مناساب  کنسیآلب دایکاند وگچ  کروساپورومیمها از جمله قارچ

تشخیص دادند ولی بر روی ماده سوپرپرسیدین گزارش مدون 
 علمی یافت نشد.

 

 

 
 مقایسه میانگین درصد آلودگی در دو ریزنمونه سرشاخه و بذر -4شکل 

Figure 4. Compare means of infection Percentage in twigs 
and seeds 

 های مختلفهای استریل کنندهمقایسه میانگین داده -5شکل 
Figre 5. Compare means of data of different sterilizers 
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 هادر کاهش آلودگی سطحی از ریزنمونه کننده لیمختلف مواد استر یهاغلظتمقایسه میانگین اثرات  -6شکل 

Figure 6. Compare means of different concentrations of sterilizers in reducing surface contamination of explants 

  

 
 ماده استریل کنندهمقایسه اثرات متقابل ریزنمونه و  -7شکل 

Figure 7. Comparison of interaction effect between explants and sterilizer 
 

 
 درصد( در ریزنمونه سرشاخه 4و  2، 1، 0های مختلف )مقایسه اثرات متقابل ماده استریل کننده در غلظت -8شکل 

Figure 8. Comparison of interaction effect of sterilizer in different concentrations (0, 1, 2 and 4%) in twigs explants 
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 %4سوختگی ریزنمونه سرشاخه در سوپرپرسیدین  -9 شکل

Figure 9. Twig explant burning in super Percidine 4% 
 

های مقایسه اثرات متقابل ماده استریل کننده و غلظت
 ها در آلودگی سطحی ریز نمونه بذرمختلف آن

نتایج بررسی اثرات متقابل در ریزنمونه بذر نشان داد که در     
شاااهد بیشااترین میزان آلودگی مشاااهده شااد و کمترین  تیمار

یدین )آلودگی در غلظت ( %4و  2های مختلف ساااوپر پرسااا
سطحی( و اکوا  2/81و  7/86 ترتیببه) صد کاهش آلودگی  در

درصااد کاهش آلودگی سااطحی( اتفا   67/86( )4پرساایدین )
اشاااره شااد، مواد موثره در  همانطور که قبلاً (.10افتاد )شااکل 

ماده اسااتریل کننده سااوپرپرساایدین شااامل پراسااتیک اسااید، 
ست.  سیال ا ستیک گلا سید ا ساید و ا ستیک هیدروژن پراک پرا

شیمیایی خود، توانایی از  سیع فعالیت  سید با توجه به طیف و ا
بین بردن کلیه اشاااکال میکروبی را دارد و مقاومت میکروبی 

ان دلیل عدم ایجاد مقاومت میکروبی کند. دانشاامندایجاد نمی
نوع واکنش  40در مقابل پراساااتیک اساااید را انجام بیش از 

دانند. ها میشاایمیایی توسااط این ترکیب در میکروارگانیساام
سید به ستیک ا سم عمل پرا ستریل مکانی صلی ا عنوان ماده ا

باندهای سولفور صورت است که کننده در سوپرپرسیدین بدین
ها را پاره کرده و ها و آنزیممولکول پروتئینو ساااولفیدریل در 

دهند. ترکیبات مهمی در ساالول عملکرد خود را از دساات می
های حاوی باندهای دوگانه واکنش پراساتیک اساید با مولکول

تواند فعالیت اسمزی لیپوپروتئین غشاء سیتوپلاسمی داده و می
ان را از طریق پاره کردن و ایجاد تغییر ساااختاری در ساااختم

سید می ستیک ا سلولی از بین ببرد. پرا های تواند آنزیمدیواره 
سید کرده و راه سلول را اک شیمیایی ضروری  های حیاتی بیو
ها را مختل کند. آنزیم سااالول و انتقال فعال از طریق غشااااء
گانیسااام که برخی میکروار تالاز  با کمک آن هیدروژن کا ها 

ساید را غیرفعال می سید تاثیری کنند، بر روی پرپراک ستیک ا ا
تا یت آنزیم ب عال کاهش می-د-ندارد و ف ید را  هد. گالاکتوز د

خاطر عدم فعالیت کاتالاز هوازی نیز بههای بیمیکروارگانیساام
و ساوپراکساید دساموتاز نسابت به پراساتیک اساید حسااس 
سید یک دناتوره کننده پروتئین  ستیک ا ستند. همچنین، پرا ه

ک ساالول نیز اثرگذار اساات. اساات و بر ساااختار اسااید نوکلئی
شوند خاصیت های آلی که از پراستیک اسید مشتق میرادیکال

توانند در مقابل اساااپورها که حالت اساااپورکشااای دارند و می

شکل یک ماده احیا کننده عمل هب شده دارند به  سید  شدت اک
کنند )اطلاعات ارائه شااده همراه محصااول توسااط شاارکت 

 سازنده(. 
مان     که ه ته شااااطور  بذر علاوه بر گف نه  د، در ریز نمو

سطحی  سیدین نیز در کاهش آلودگی  سیدین، آکوا پر سوپرپر
ضدعفونی کننده قوی بر  سیدین یک محلول  موثر بود. آکوا پر
پایه هیدروژن پراکسااااید و یون نقره اسااات که دارای قدرت 

سم ست. در مطالعات اثرگذاری زیاد در نابودی میکروارگانی ها ا
یت ضادمیکروبی ذرات نقره در شارایط کشات بسایاری خاصا
توان به ای گزارش شااده اساات که از جمله میدرون شاایشااه
شاره کرد که Faghani and Rajali, 2014فغانی و رجالی ) ( ا

اثرات ضااادعفونی کنندگی نانوذرات نقره را بر روی بذور جو 
ند.  تایج مثبتی را گزارش نمود ند و ن مورد بررسااای قرار داد

ور به دو صورت نانو ذرات نقره در ضد عفونی بذ مکانیسم عمل
مکانیسم یونی: در این مکانیسم ذرات نانو نقره فلزی ( 1است: 

کنند. این را از خود سااااطع می Ag+های یون به مرور زمان،
هاییون ند با جانشاااینی،  جداره  Hs- ها طی واکنش  را در 

 در کنند کهتبدیل می Ags- باندهای ها بهمیکروارگانیسااام
کنش ین وا یجااه ا ت توره شاااادن ،ن می تااا تفااا   فتاادا و  ا

سم ستی: این ( 2روند؛ از بین می هامیکروارگانی سم کاتالی مکانی
سااامی  -نانو نقره هایمکانیسااام بیشاااتر در مورد کامپوزیت

های نیمه کند. ذرات نانو نقره روی پایهکانداکتورها صااد  می
ند مان ندمیقرار  2SiO یا 2TiO هادی  لت  . در اینگیر حا

یه مهپا بههای نی به انرژی نور  یاز  بدون ن یل کاهش هادی  دل
ها بین لایه ظرفیت و لایه هدایت اتم به حالت سرعت الکترون

ضور ذرات پروتون و تراکم الکترون می سند، در پایداری از ح ر
کند و این وضعیت ذره، مانند یک پیل الکتروشیمیایی عمل می

را تولید  OH+ یون ،O2H درولیزو با هی 2O با اکسید کردن اتم
های فعال در گروه اکسااایژن فعال کنند که هر دو از بنیانمی

 باشاااندهساااتند که از قویترین عاملین ضاااد میکروب نیز می
(Faghani and Rajali, 2014 لذا، با توجه به نتایج پروهش .)

توان از این محصااول در حاضاار علاوه بر سااوپرپرساایدین می
سیدین  شاد از محصول آکواپر شم سطحی بذور  حذف آلودگی 

 نیز بهره جست. 
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 درصد( در ریزنمونه بذر 4و  2، 1، 0های مختلف )های مورد استفاده در غلظتمقایسه اثرات متقابل انواع استریل کننده -10شکل 

Figure 10. Comparison of interactions effect of different sterilizers used in different concentrations (0, 1, 2 and 4%) 
in seed explants 

 

 های قارچی و باکتریاییدر این آزمایش، تشااخیص آلودگی    
جادهب روش مورفولوژیکیبه یل ای هده  دل بل مشاااا قا علائم 
سلح انجام به شم غیر م صه، منبع به شد.راحتی با چ طور خلا

 اصاالی آلودگی در مطالعه حاضاار منشااا قارچی مشاااهده شااد
ی( و آلودگی 99%) ماری. ( بود٪1)ایی باکتر مل بی  قارچی عا

که با تشخیص  بودندسفید مایل به خاکستری و مشکی  عمدتاً
، .Penicillium spهااای انااجااام گاارفااتااه از جاانااس

Cladosporium sp. ،Fusarium sp. ،Alternaria sp.  و
Botrytis sp. ند. همچنین، آلودگی یایی  هایبود جاد باکتر ای

رشااد  حاکی از در همه موارد،کردند که ساااختارهای مخاطی 
. بنابر تشااخیص انجام ها بودباکتریفرسااای تهاجمی و طاقت

باکتری جنس  ته  های کشااات در محیط .Bacillus spگرف
شکل  شد ) شاهده  شدهای آلودگی(. 11م شاهده  از جمله  هم

 Odutayo et) ها هستندکشت طیمعمول در مح یهایآلودگ

al., 2007.) جا باکتر یقارچ یهایکه آلودگییاز آن از  ییایو 
 شوندیمحسوب م یاهیمهم در کشت بافت گ یهاچالش لهجم

در زمان و  یاریبسااا ییجوصااارفه تواندیکنترل و مهار آنها م
همراه داشته باشد.پژوهش به کی یهانهیهز

 

 
های مختلف آلودگی قارچی )الف و ب( و های سرشاخه و رنگهای مشاهده شده در محیط کشت بر روی ریزنمونهانواع آلودگی -11شکل 

 آلودگی باکتریایی و قارچی در کنار هم )پ(
Figure 11. Infections observed in culture medium on twig explants and different colors of fungal infection (a and b) 

and bacterial and fungal infections together (c) 
 

 کلی گیرینتیجه
 یبرا یابزار مناساااب شاااگاه،یدر آزما یاهیکشااات بافت گ    
 شاارایط معمول اساات که در یناممکن یهابه هدف دنیرساا

وجود ای امکان کشت و توسعه آنها شیشهشرایط درونخارج از 
 تیاهم یدارا ایشیشهگیاهی و تکثیر دروندارد. کشت بافت ن
 یهاشگاهیاست. آزما یو جنگلدار یباغبان ،یدر کشاورز یادیز

شت بافت را  ینتیز اهانیگنهال درختان و  هاونیلیم انهیسال ک
از جمله مراحل  ضااادعفونی. کنندیو به بازار عرضاااه م دیتول
س شت بافت گ اریب ست که ایجاداهیمهم در ک شت ی ا  یهاک
. در هزینه و زمان صااارفه جویی خواهد کرد یاز آلودگ یعار

های در خصو  حذف آلودگی را یارزشمند جینتاپروژه حاضر 
 های سااارشااااخه و بذر با محصاااولات ساااطحی از ریزنمونه
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ه کردن دنبال داشت که با بهینهسوپرپرسیدین و آکواپرسیدین ب
نهآن می یاهی چوبتوان از این مواد برای دیگر گو ی و های گ

 .غیرچوبی بهره جست
 

 قدردانیتشکر و 
ست از مد لازم     شیمی جناب  تیریا شرکت بهبان  محترم 

دکتر کاویان و خانم رکار خانم سااا آقای کرجالیان و همچنین

حاتم جام این پژوهش رازاده دکتر  نه ان ند که زمی ، فراهم آورد
تشااکر و قدردانی گردد. همچنین، از زحمات جناب آقای دکتر 
ابوالفضاال فرجی ریاساات محترم مرکز تحقیقات کشاااورزی و 
منابع طبیعی گلساااتان و آقای دکتر علیرضاااا کیانی معاونت 

ورزی و منابع طبیعی گلستان مرکز تحقیقات کشا سابق محترم
که ما رادر پیشااابرد اهداف این پژوهش یاری نمودند، کمال 

تشکر را داریم.
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