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  ایگره یهاریزنمونه رشد و آلودگی میزان بر سیتوکینین و بنومیل کشقارچ تأثیر

Vaccinium arctostaphylos .L. ایشیشه درون شرایط در 
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 چکیده
ای است، های درون شيشهها در کشتریزنمونههای اصلی و از عوامل تأثيرگذار در پاسخ ميکروبی یکی از چالش آلودگی     

گردد. در تحقيق حاضر، جهت بررسی تأثير بنوميل بر ميزان ها از رویشگاه طبيعی تهيه میویژه در گياهان چوبی که ریزنمونهبه

ختلف های محاوی غلظت MSمحيط کشت (، از .Vaccinium arctostaphylos Lقاط )های گره قرهآلودگی و رشد ریزنمونه

همچنين، جهت بررسی برهمکنش بنوميل، محيط کشت پایه و ترکيب  گرم بر ليتر( استفاده شد. ميلی 2000تا 0بنوميل )

گرم بر ليتر(، ميلی 1/0) IBA( حاوی WPMو  MS ،ANهای پایه مختلف )ها، محيط کشتهورمونی بر پاسخ رشدی ریزنمونه

گرم بر ليتر( ميلی 150گرم بر ليتر( و بنوميل )صفر و ميلی 2و  1، 5/0، 0های در غلظت TDZو  BAPسيتوکينين )زآتين، 

 ميزان بر یدارمعنی تأثير MS پایه کشت محيط در بنوميل مختلف یهاغلظت از استفاده که داد نشان نتایج بررسی شدند.

 رشدی شرایط کمتر(، یا ليتر بر گرمميلی 400) ترپایين یهاغلظت در بنوميل از استفاده ولی نداشت، هاریزنمونه آلودگی

، MSدر محيط ها داشت. دهی ریزنمونهمانی و برگداری بر درصد زندهمتقابل تيمارها تأثير معنیاثر .کرد فراهم را مناسبی

درصد  WPMو  ANهای در حضور بنوميل بيشتر از محيط فاقد بنوميل بوده، ولی در محيطدهی برگمانی و درصد زنده

حاوی  WPMو  ANهای براین، در محيطداری در حضور بنوميل کاهش پيدا کرد. علاوهطور معنیدهی بهمانی و برگزنده

بسته به نوع و غلظت سيتوکينين تأثير  MSدهی شد، ولی در محيط دار درصد برگسيتوکينين، حضور بنوميل باعث کاهش معنی

 بنوميل متفاوت بود.

 

 .BAP، TDZ ،گياهی بافت کشت زآتين، بنوميل، کلیدی: هایواژه
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 مقدمه
Caucasian  ،قفقااازی )بلااوبریقاااط قااره گياااه

whortleberry) علماااای نااااام بااااا  Vaccinium

.L arctostaphylos اریکاساااه خاااانواده از عضاااوی 
(Ericaceae) دارای گيااه  ایان  ميوه و ریشه برگ، .است 

 باه  (.,Akhondzadeh 2000) باشاد مای  داروییاثرهای 
 ناژادی، باه  زمينه در وسيعی مطالعات تقاضا، افزایشدليل 

 آغااز  کاشات  هایسيستم و محصول کيفی و یکمّ افزایش
  گوناه  تکثيار  بارای  کاه  هاایی روش ازجملاه  است. شده

arctostaphylos V. گيارد،  قارار  استفاده مورد دتوانمی 
 است ایشيشهدرون  کشت طریق از تکثير یا ریزازدیادی

 گياهاان  ساری   ازدیاد برای را یمؤثر و کارآمد روش که
 قارچی، زایبيماری عوامل از عاری گياهان توليد ویژهبه

al et Noruzpour,. ) کندمی فراهم ویروسی و باکتریایی

a2019.) 
 موفقيت و گياهان بافت کشت پاسخ در متعددی عوامل

 ،است مؤثر گياهان ایشيشهدرون  تکثير و کشت در
 پایه، کشت محيط نوع به توانمی آنها مهمترین ازجمله
 یژنيکاپی هایویژگی گياهی، رشد هایکنندهتنظيم

 کرد اشاره مادری گياه رشدی شرایط و ریزنمونه
(2016., et alDarroudi ؛ b2019 .,al et Noruzpour). 

 مختلف گياهان بافت کشت برای مختلفی یهاکشت محيط
 و پرآوری زایی،اندام استقرار،برای  Vaccinium جنس
 به توانمی آنها ازجمله ،است شده پيشنهاد زاییریشه
 محيط (،,1980 Anderson) (AN) اندرسون کشت محيط
Murashige & ) (MS) اسکوگ و موراشيگ کشت

1977 Skoog,،) چوبی گياهان کشت محيط (WPM) 

(1980 McCown, & Lloyd) نمود. اشاره  
 بسيار یهاغلظت در که گياهی رشد هایکنندهتنظيم

 گياه، داخل مواد توزی  رویبر  ،شوندمی استفاده کم
 گذارند.می تأثير غيره و سلولی رشد سلولی، تقسيم
 و هااکسينویژه به گياهی، رشد هایکنندهتنظيم

 گياه در هم هاسلول نمو و رشد کنترل در ها،سيتوکينين
درون  شرایط در شده کشت یهاریزنمونه در هم و کامل

et al Kazeroonian ,.) دارند مهمی بسيار نقش ایشيشه

 تأثير به مربوط مطالعه در (.al et Zare,. 2014 ؛2017
 بر گياهی رشد هایکنندهتنظيم و پایه کشت محيط نوع

Vaccinium )قاط قره گياه ایشيشه درون استقرار

.L arctostaphylos،) محيط بين که شد مشخص 
 یهاغلظت با ترکيب در WPM و MS، AN یهاکشت

 یا و BAP زآتين، ليتر( بر گرمميلی 2 و 1 ،5/0) مختلف
TDZ ليتر بر گرمميلی 1/0 همراه به IBA یا و NAA 
  همراه به زآتين غلظت بالاترین در MS کشت محيط

 رشد سطح ترینمناسب IBA ليتر بر گرمميلی 1/0
Noruzpour ) کرد فراهم را گونه این ایگره یهاریزنمونه

a2019 .,al et.) Ostrolucka در (2004) همکاران و 
 حاوی AN کشت محيط که کردند بيان گزارشی
 کشت محيط TDZ و ip2 زآتين، از مختلفی یهاغلظت
Vaccinium  و .corymbosum V یهاگونه برای مناسبی

idaea .در گياهان ژنيکاپی تغييرات این، بر علاوه است 
 یکی ،محيطی شرایط از ناشی سال مختلف فصول طی
 کشت بر هاریزنمونه پاسخ در گذارتأثير عوامل از دیگر

 گياهان در ویژهبهموضوع  این است. ایشيشهدرون 
 از گرددمی تهيه طبيعی رویشگاه از هاریزنمونه که جنگلی
 al etDaryani,. ) است برخوردار بالایی بسيار اهميت

 باید هاریزنمونه بنابراین، (.al et Firoozi,. 2019؛ 2016
 شرایط با )درختان( گياهان از و مناسب رشدی فصل در

 بيماری از عاری و مناسب فيزیولوژیکی و مورفولوژیکی
  شوند. تهيه

 انجام برای اصلی چالش ميکروبی هایآلودگی بروز
 گياهان ویژهبه گياهان تکثير و بافتی کشت هایپروژه
 که زمانی .باشدمی اندام و بافت کشت از استفاده با چوبی

 کشت برای طبيعی شرایط در رشدیافته یهاریزنمونه از
 ویژههب آن آلودگی کنترل شود استفاده ایشيشهدرون 
 طوریبه کند.می پيدا بسياری اهميت درونی هایآلودگی

 مناسبی راهکارهای هابيماری این با مقابله برای اگر که
 باکتریایی و قارچی هایآلودگی صورتبه ،نشود استفاده
Reed ) بردمی بين از را هاریزنمونه کل و کرده پيدا بروز
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1991 ,Esquivel-Abdelnour &.) حد از بيش استفاده 
 از جلوگيری برای هاميکروبآنتی و هابيوتيکآنتی از

 تقویت و گياه رشد کاهش به منجر است ممکن نيز بيماری
al et Mitchell,. ) شود گياهی درون سخت هایاندام

1995.) 

بيشتر  در که بوده سيستماتيک کشقارچ یک بنوميل
 فوزاریوم یهاگونه هایقارچ عليه مبارزه برای مواق 
 سال در بار اولين برای که گيردمی قرار استفاده مورد
 سال در و هشد گزارش کشقارچ یک عنوانبه 1968
 شد عرضه بازار به Pont Du شرکت توسط 1971

(1989 .,al et Leifert.) کشقارچ تأثير به توجه با 
ميزان  بودن بالا همچنين و هاقارچ نمو و رشد بر بنوميل
 رشدیافته یهاریزنمونه از استفاده در قارچی بيماری بروز
 در جنگلی یهاریزنمونهویژه به و طبيعی شرایط در

 تأثير بررسی برای تحقيق این ،ایشيشهدرون  یهاکشت
 برای کشت محيط درون بنوميل مختلف یهاغلظت

 آلودگی ویژه)به ميکروبی آلودگی بروز از جلوگيری
 محيط انواع درون بنوميل تأثير همچنين و قارچی(
 بر مختلف هورمونی ترکيبات همراه به پایه یهاکشت
 .شد انجامقاط قره گياه گره یهاریزنمونه رشد

 
 هاروش و مواد

  سالم هایجوانه حاوی و سالهیک هایسرشاخه
 روستای جنگلی مناطق ازقاط قره فنوتيپی( لحاظ )از

 تواب  از متر( 1670 و 64/48:0E و 25/38:0N) سوها
 شدند. منتقل آزمایشگاه به و تهيه اردبيل شهرستان
 محلول با ابتداقاط قره گره دو یا گرهتک یهاریزنمونه

 زیر و شده داده شستشو دقيقه 30 مدت به شوییظرف
 سپس، شدند. آبکشی ساعت یک مدت به جاری آب

 دقيقه 10 مدت به 2O2H (5%) محلول درون هاریزنمونه
 آبکشی دقيقه 5 مدت به استریل آب با و شده ورغوطه

  مدت به %70 اتانول با هاریزنمونه نهایت در .گردیدند

 حاوی و pH=10 با %5/2 سدیمهيپوکلریت و ثانيه 50
20Tween 1/0% از پس و شده تيمار دقيقه 12 مدت به 
 اضافی، آب حذف و استریل مقطرآب با آبکشی بار سه

 رشد هایکنندهتنظيم فاقد MS پایه کشت محيط روی
 ،200 ،100 ،0 بنوميل مختلف سطوح همراه به گياهی
 ليتر بر گرمميلی 2000 و 1000 ،500 ،400 ،300 ،250

  د.شدنکاشته 
 ميزان بر بنوميل تأثير ارزیابیبرای  دوم، آزمایش در
 همچنين و ایشيشه درون شرایط در هاریزنمونه رشد

 و پایه کشت محيط هایترکيب با آن کنشبرهم بررسی
 روی سطحی ضدعفونی از پس هاریزنمونه ها،سيتوکينين

 به (WPM و MS، AN) مختلف پایه کشت یهامحيط
 بر گرمميلی 2 و 1 ،5/0 )صفر، مختلف یهاغلظت همراه
 یا و زآتين یا BAP گياهی رشد هایکنندهتنظيم از ليتر(

TDZ ليتر بر گرمميلی 1/0 همراه به IBA همچنين و 
 کشت بنوميل ليتر بر گرمميلی 150 یا و صفر غلظت
  شدند.

 دوره ،C°1±24 دمای با رشد اتاقک در هاکشت
 لوکس 3000-3500 نور شدت و ساعت 16 روشنایی
 درصد کشت، از پس هفته 4 حدود شدند. نگهداری
 یهاریزنمونه درصد و شدگیایقهوه درصد آلودگی،

 و آلودگی رف  در بنوميل تأثير بررسیبرای  کرده رشد
 درصد ،هاریزنمونه مانیزنده درصد صفات همچنين

برای  ریزنمونه هر در برگ تعداد ميانگين و دهیبرگ
 ميزان .شد ثبت هاریزنمونه رشد بر بنوميل تأثير بررسی
 )صفر ستاره 3 تا صفر از بصری صورتبه نيز ساقه رشد

 یهاریزنمونه بيانگر 3 و ریزنمونه رشد عدم بيانگر
 با ساقه تعداد بيشترین با رشد مقدار بيشترین حاوی

 محيط موارد همه در گردید. بندیرتبه طول( بيشترین
 یک فشار و C°121 دمای در اتوکلاو طریق از هاکشت

 سایر و بنوميل شد. ضدعفونی دقيقه 15 مدت به اتمسفر
 به اتوکلاو از قبل حرارت برابر در مقاوم هایترکيب
  بالا دماهای در ناپایدار هایترکيب و شدند اضافه محيط
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 با سرنگی سر فيلتر طریق از TDZ و زآتين قبيل از
 نشد اتوکلاو از پس و شده استریل ميکرومتر 2/0 منافذ
 آن به هود زیر و ترپایين دماهای در و کشت محيط
 .شد اضافه

 
 آماری تجزیه و آزمایشی طرح

 ندرو بنوميل مختلف یهاغلظت تأثير بررسی آزمایش
 آلودگی رف  ميزان بررسی برای MS کشت محيط

 و رارتک سه با تصادفی کاملاً طرح قالب در هاریزنمونه
 آزمایش .شد انجام تکرار هر در ریزنمونه 10 حداقل
 ليتر( بر گرمميلی 150) بنوميل تأثير بررسی به مربوط
 فمختل رشدی هایکنندهتنظيم و پایه کشت محيط درون

 صورت بهقاط قره یهاریزنمونه ایشيشهدرون  رشد بر
 و تکرار سه با تصادفی کاملاً طرح پایه بر فاکتوریل
 نای در .گردید انجام تکرار هر در ریزنمونه 10 حداقل

 و MS، AN) سطح سه با پایه کشت محيط نوع آزمایش
WPM) هاکشت محيط درون بنوميل و اول عامل عنوانبه 

 دوم عامل عنوانبه ليتر بر گرمميلی 150 و صفر غلظت با
  رکيبت )شامل رشدی هایکنندهتنظيم ترکيب و
 یا DZT یا زآتين همراه به IBA ليتر بر گرمميلی 1/0

BAP ليتر( بر گرمميلی 2 و 1 صفر، یهاغلظت با 
 انجام از قبل شد. گرفته نظر در سوم عامل عنوانبه

 با هاداده بودن نرمالآزمایش  ،هاداده وتحليلتجزیه
 سميرنوفا-کولوگروف اینمونه تک آزمون از استفاده
 زمونآ از استفاده با تيمارها ميانگين مقایسه .شد انجام
 .دگردی انجام %5 احتمال سطح در دانکن ایدامنه چند

 و 24SPSS افزارنرم از استفاده با هاداده وتحليلتجزیه
 EXCEL 2017 افزارنرم از استفاده با نمودارها رسم
 .شد انجام

  نتایج

 بر کشت محیط درون بنومیل مختلف یهاغلظت تأثیر
 مرحله درقاط قره یهاریزنمونه رشد و آلودگی میزان

 استقرار
 نشان هاداده واریانس تجزیه جدول از حاصل نتایج

 درصد نظر از بنوميل مختلف یهاغلظت بين که داد
قاط قره کرده رشد یهاریزنمونه درصد و شدگیایقهوه

 وجود %1 خطای احتمال سطح در یدارمعنی اختلاف
 وجود یدارمعنی اختلاف آلودگی درصد نظر از اما دارد،
  .ندارد

 مختلاف  یهاغلظت ميانگين مقایسه از حاصل نتایج
 کمتارین  کاه  داد نشاان  MS کشات  محيط درون بنوميل
 یهاا ریزنموناه  درصاد  بيشترین و شدگیایقهوه درصد
 ليتر بر گرمميلی 400 بنوميل تيمار به مربوط کرده رشد

 و درصاد  صفر شدگیایقهوه درصد و آلودگی درصد با
 این ؛(c -2 شکل، 1 )شکل بود %66/46 رشدی درصد

 بنوميال  ليتار  بار  گرمميلی 250 تيمار با که حاليست در
 1 شاکل  در کاه  طوریهمان نداشت. یدارمعنی اختلاف
 ترکيب در بنوميل غلظت افزایش با است شده داده نشان
 یهاریزنمونه رشد ليتر، بر گرمميلی 400 تا کشت محيط
 است. نگرفته قرار تأثير تحت یدارمعنی طورهبقاط قره
 و ليتار  بار  گارم ميلی 500 به آن غلظت افزایش با ولی

 درصااد توجااه قاباال و دارمعناای کاااهش باعااث بااالاتر
 افازودن  که طوریبه است. شده کرده رشد یهاریزنمونه
 کشت، محيط به بنوميل ليتر بر گرمميلی 2000 و 1000
 داده قرار تأثير تحت شدت به را هاریزنمونه رشد درصد

 اثر بيانگر کهداده است  کاهش )صفر( مقدار کمترین به و
 رشااد باار بااالا( غلظاات درویااژه )بااه بنومياال منفاای

 درون شارایط  در شاده  کشات قااط  قاره  یهاا ریزنمونه
  (.d -2 )شکل است ایشيشه
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قاط در شرایط کرده قره های رشدای شدگی و ریزنمونه، قهوهقارچی بر درصد آلودگی MSتأثیر بنومیل درون محیط کشت  -1 شکل

 ایدرون شیشه
Figure 1. Effects of benomyl in MS culture medium on percentage of fungal contamination, browning, 

and grown Vaccinium arctostaphylos L. explants under in vitro conditions 
 

 

 
 قاط؛ های قرههای رشد گیاهی بر میزان رشد ریزنمونهکنندهفاقد تنظیم MSتأثیر بنومیل درون محیط کشت  -2شکل 

Figure 2. Effects of benomyl in MS culture medium without plant growth regulators on the growth of Vaccinium 

arctostaphylos L. explants; 
benomyl, respectively 1-MS containing 200, 300, 400, 1000, and 2000 mg.L A, B, C, D, and E: MS without benomyl (control) and 
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 همراه به مختلف یهاکشت محیط در بنومیلکش تأثیر قارچ
درون  رشد و استقرار بر گیاهی رشد هایکنندهتنظیم
 قاطقره یهاای ریزنمونهشیشه

 و هاسيتوکينين بين احتمالی کنشبرهم ارزیابیبرای 
 رشد و استقرار در بنوميل با پایه کشت محيط نوع

 و )شاهد( صفر سطوح از ،قاطقره یاگره یهاریزنمونه
 نتایج .شد استفاده کشقارچ این ليتر بر گرمميلی 150

 درصد که داد نشان هاداده واریانس تجزیه از حاصل
 طوربهقاط قره یهاریزنمونه دهیبرگ درصد و مانیزنده
 غلظت پایه، کشت محيط نوع تأثير تحت یدارمعنی

 رشد هاینندهکتنظيم ترکيب ،کشت محيط درون بنوميل
 بين جانبه سه و هجانب دو متقابل هایاثر همچنين و گياهی
 .گرفت قرار آنها

 از استفاده اول آزمایش در ،آمده بدست نتایج طبق
 بنوميل ليتر بر گرمميلی 2000 و 1000 ،500 یهاغلظت
 ،شد هاریزنمونه رشد کاهش موجب کشت محيط درون
 رشد آن از کمتر و ليتر بر گرمميلی 400 غلظت در ولی

 جای به بنابراین، .نگرفت قرار تأثير تحت هاریزنمونه
 درون بنوميل ليتر بر گرمميلی 400 غلظت از استفاده
 150 یعنی ترپایين غلظت از دوم آزمایش در کشت محيط
 در که داد نشان نتایج است. شده استفاده ليتر بر گرمميلی

 دهیبرگ درصد بنوميل فاقد AN پایه کشت محيط
 فاقد WPM و AN کشت یهامحيط در و (39/59%)

 %81 و %24/76) هاریزنمونه مانیزنده درصد بنوميل
 .بود تيمارها سایر از بيشتر یدارمعنی طوربه رتيب(تبه

 محيط بين شودمی مشاهده 1 جدول در که طوریهمان
 همچنين و بنوميل( بدون و بنوميل )حاوی AN کشت
 از (بنوميل بدون و بنوميل حاوی) WPM کشت محيط
 اختلاف هاریزنمونه مانیزنده و دهیبرگ درصد نظر

 تعداد ميانگين نظر از اما .شد مشاهده یدارمعنی آماری
 ندارد. وجود یدارمعنی اختلاف ریزنمونه هر در برگ

 محيط نيز بنوميل دارای کشت یهامحيط بين همچنين
 هاریزنمونه مانیزنده و دهیبرگ درصد نظر از MS کشت

 و AN کشت یهامحيط با یدارمعنی آماری اختلاف
WPM .دارد 

حاوی  WPMو  MS ،ANهای پایه بين محيط کشت
بنوميل و بدون بنوميل با توجه به نوع و غلظت سيتوکينين 

دهی و داری از نظر درصد برگمورد استفاده اختلاف معنی
طوری که ها مشاهده شد. بهمانی ریزنمونهدرصد زنده

( مربوط به محيط کشت 100%دهی )بيشترین درصد برگ
WPM  گرم بر ليتر زآتين ميلی 5/0فاقد بنوميل و حاوی

 (. Cو  A ،B -4( )شکل A -3بود )شکل 
 

 

 های مانی ریزنمونهدهی و درصد زندهتعداد برگ، درصد برگ تأثیر نوع محیط کشت پایه و بنومیل بر -1جدول 
 ایدر شرایط درون شیشه (.Vaccinium arctostaphylos L)قاط قره

Table 1. Effects of basal medium and benomyl on number of leaves and percentage of foliation and Vaccinium 

arctostaphylos L. explants survival under in vitro conditions 

Basal medium )1-(mg.LBenomyl  Average number of leaves Foliation (%) Survival (%) 
MS 150 2.54 a* 44.70 b 61.79 b 

AN 150 2.07 ab 26.25 c 34.09 d 

WPM 150 2.66 a 30.33 c 55 bc 

MS 0 2.58 a 26.79 c 48.37 c 

AN 0 1.55 b 59.39 a 76.24 a 

WPM 0 2.31 ab 50.46 ab 81 a 

*Different letters in each column shows a statistically significant difference in 1% probability level of Duncan Multi-Range Test (DMRT). 
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مشاهده  A -3طوری که در شکل براین، همانعلاوه
های ، درصد ریزنمونهMSشود در محيط کشت پایه می

برگ داده در محيط حاوی بنوميل بيشتر از محيط فاقد 
 WPMو  AN هایبنوميل بوده، ولی در محيط کشت

ها تحت تأثير بنوميل درون دهی ریزنمونهدرصد برگ
داری کاهش پيدا کرده است طور معنیمحيط کشت به

 کشت یهامحيط در که، طوریهب(. Iو  G ،H -4)شکل 
AN و WPM سيتوکينين سه هر حضور در (BAP، زاتين 
 باعث کشت محيط ترکيب در بنوميل از استفاده (TDZ و

 است، شده هاریزنمونه دهیبرگ درصد دارمعنی کاهش
 تأثير سيتوکينين نوع بهبا توجه  MS کشت محيط در ولی

 MS کشت طيمح در ،نمونه برای بود. متفاوت بنوميل
 هاریزنمونه دهیبرگ درصد TDZ یهاغلظت تمام حاوی

 آن فاقد کشت محيط با مقایسه در بنوميل حضور در
 در که حالی در است. یافته افزایش یدارمعنی طورهب

 BAP ليتر بر گرمميلی یک حاوی MS کشت محيط
 و 5/0 یهاغلظت در ولی کاهش باعث بنوميل از استفاده

 دهیبرگ درصد افزایش باعث ليتر بر گرمميلی دو
 پایه یهاکشت محيط بين . البته،استشده  هاریزنمونه

MS، AN و WPM یهاکشت محيط و بنوميل حاوی 
 مورد سيتوکينين غلظت و نوع بهبا توجه  بنوميل بدون

 اختلاف نيز هاریزنمونه مانیزنده درصد نظر از استفاده
 ،MS کشت محيط در کلی طوربه .شد مشاهده یدارمعنی

 مانیزنده درصد کشت محيط ندرو بنوميل از استفاده
  TDZ تيمار در بلکه نداده کاهش تنها نه را هاریزنمونه

  شدقاط قره ایگره یهاریزنمونه مانیزنده بهبود باعث
 موارد بيشتر در آمده دستب نتایج طبق (.B -3 )شکل
 درصد WPM و AN کشت یهامحيط به بنوميل افزودن
 .داد کاهش یدارمعنی طوربه را هاریزنمونه مانیزنده
 بيشتر در WPM و AN یهاکشت محيط در براین،علاوه
 مانیزنده درصد نظر از استفاده مورد سيتوکينين سطوح

 حاوی یهاکشتمحيط بين یدارمعنی اختلاف هاریزنمونه

 (،B -3 )شکل داشت وجود بنوميل بدون و بنوميل
 فاقد WPM و AN کشت یهامحيط در که، طوریبه

 یهامحيط از بيشتر هاریزنمونه مانیزنده درصد بنوميل
 درصد بيشتریننمونه،  برای بود. بنوميل دارای کشت
 حاوی WPM کشت محيط به مربوط (100%) مانیزنده
 AN کشت محيط و زآتين ليتر بر گرمميلی 2 و 1 ،5/0

 D، E -4 )شکل زآتين ليتر بر گرمميلی 1 و 5/0 حاوی
 بر گرمميلی 2 حاوی AN کشت محيط همچنين و (F و

 فاقد و IBA ليتر بر گرمميلی 1/0 همراه به TDZ ليتر
 AN کشت محيط در که حالی در ،آمد بدست بنوميل
 درصد ،BAP ليتر بر گرمميلی 5/0 و بنوميل دارای
 بين در مقدار )کمترین صفر حدود به هاریزنمونه مانیزنده

 (.B -3 )شکل یافت کاهش تيمارها(
 کشت از حاصل یهاساقه طولی رشد تحقيقاین  در
 صورتبه (.arctostaphylos V)قاط قره گياه ایگره
 در که طوریهمان .گرفت قرار ارزیابی مورد دهیرتبه

 محيط بين لیک طوربه ،شودمی مشاهده 2 جدول
 ساقه طولی رشد نظر از بنوميل، فاقد پایه یهاکشت
 و WPM کشت یهامحيط از بيشتر MS پایه کشت محيط

AN کشت محيط در همچنين است. بوده MS فاقد( 
 و زآتين ليتر بر گرمميلی 2 و 1 ،5/0 حاوی و بنوميل(

BAP کشت محيط و AN 1 ،5/0 حاوی و بنوميل( )فاقد 
 از بيشتر ساقه طولی رشد زآتين، ليتر بر گرمميلی 2 و

 WPM پایه کشت محيط از بيشتر همچنين و تيمارها سایر
 افزودن (.2 جدول) بود گياهی رشد هایکنندهتنظيم حاوی
 AN و MS پایه یهاکشت محيط ترکيب به بنوميل

 کاهش به منجر ،مانیزنده و دهیبرگ درصد برخلاف
 این (.K -4شکل  و 2 )جدول است شده ساقه رشد ميزان
 پایه کشت محيط درون بنوميل وجود که حاليست در

WPM کرده بهتر و بيشتر را هاساقه رشد ميزان مراتب به 
 است.
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Figure 2. Effects of culture medium, benomyl, and plant growth regulator on percentage of A: Foliation and  
B: Survival of Vaccinium arctostaphylos L. node explants under in vitro conditions 
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 ایقاط در شرایط درون شیشههای گره قرهمانی ریزنمونهدرصد زنده :Bدهی و درصد برگ :Aرشدی بر  کنندهت، بنومیل و تنظیمتأثیر محیط کش -3شکل ادامه 
Figure 2. Effects of culture medium, benomyl, and plant growth regulator on percentage of A: Foliation and  

B: Survival of Vaccinium arctostaphylos L. node explants under in vitro conditions 
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 های مختلفدر محیط کشتقاط های گرهی قرهاستقرار و رشد ریزنمونه -4شکل 

Figure 4. Establishment and growth of Vaccinium arctostaphylos L. node explants in different culture media 
A, B, and C: WPM medium containing zeatin 0.5, 1, and 2 mg.L-1, respectively and IBA 0.1 mg.L-1; D, E, and  

F: AN medium containing zeatin 0.5, 1, and 2 mg.L-1, respectively and IBA 0.1 mg.L-1; G, H, and I: AN medium containing zeatin 

0.5, 1, and 2 mg.L-1, respectively and IBA 0.1 mg.L-1 and benomyl 150 mg.L-1; J and K (Stem production): MS medium containing 

zeatin 2 mg.L-1 and IBA 0.1 mg.L-1, lacking benomyl and containing benomyl 150 mg.L-1, respectively 
 

 بحث
محيط کشت مورد استفاده در کشت سلول و بافت گياهی 

ها، مستعد ویژه هيدروکربندليل داشتن مواد معدنی و آلی بهبه
ها از ها و بروز آلودگی است. زمانی که ریزنمونهرشد ميکروب

گياه رشدیافته در شرایط طبيعی و رویشگاه طبيعی تهيه 
ها و قارچی بافت علت بالا بودن آلودگی باکتریایی وشود، بهمی
های درون در کشت های گياهی، احتمال بروز آلودگیاندام
ای نيز زیاد خواهد بود. بنابراین، برای کنترل مؤثر شيشه

های ميکروبی و تأمين شرایط مناسب برای رشد و نمو آلودگی
مناسب برای ضدعفونی مؤثر  ها، استفاده از روشریزنمونه

ی هارشد عوامل ميکروبی در کشتها و جلوگيری از ریزنمونه
ای ضروریست. در این تحقيق، ابتدا تأثير درون شيشه

فاقد  MSهای مختلف بنوميل درون محيط کشت غلظت
های ميکروبی مورد های رشد گياهی بر بروز آلودگیکنندهتنظيم

های کنش بين سيتوکينينارزیابی قرار گرفت، سپس برهم
قاط های گره در گياه قرهریزنمونهمختلف و بنوميل از نظر رشد 

مطالعه شد. نتایج نشان داد تأثير بنوميل در ترکيب محيط کشت 
های بر بروز آلودگی قارچی و همچنين رشد و نمو ریزنمونه

 قاط با توجه به غلظت بنوميل متفاوت است.ای گياه قرهگره
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 قاطهای گره قرهرشدی بر رشد ساقه در ریزنمونه کنندهبنومیل و تنظیم تأثیر محیط کشت پایه، -2جدول 
Table 2. Effects of culture medium, benomyl, and plant growth regulator on stem growth of  

Vaccinium arctostaphylos L. node explants 
Basal medium + cytokinin Benomyl 0 mg.L-1 1-mg.LBenomyl 150  

MS + 0.5 ZT ** ** 

MS + 1 ZT *** - 

MS + 2 ZT *** - 

MS + 0.5 BAP *** * 

MS + 1 BAP *** ** 

MS + 2 BAP *** - 

MS + 0.5 TDZ - - 

MS + 1 TDZ ** - 

MS + 2 TDZ * * 

MS (Without hormone) - - 

AN + 0.5 ZT *** - 

AN + 1 ZT *** - 

AN + 2 ZT *** - 

AN + 0.5 BAP * - 

AN + 1 BAP - * 

AN + 2 BAP * - 

AN + 0.5 TDZ - - 

AN + 1 TDZ ** - 

AN + 2 TDZ ** ** 

AN (Without hormone) - - 

WPM + 0.5 ZT ** ** 

WPM + 1 ZT * ** 

WPM + 2 ZT - ** 

WPM + 0.5 BAP * ** 

WPM + 1 BAP * * 

WPM + 2 BAP ** ** 

WPM + 0.5 TDZ * * 

WPM + 1 TDZ - - 

WPM + 2 TDZ - ** 

WPM (Without hormone) - - 

***: Shoots with length of 3-4 cm, **: Shoots with length of 2-3 cm, *: Shoots with length of 0.5-1 cm, -: Without stem growth 
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 از تار پاایين  یهاا غلظت )در بنوميل افزودن که طوریهب
 )فاقاد  MS کشات  محايط  ترکياب  به (ليتر بر گرمميلی 400

 )تيماار  بنوميل بدون کشت محيط به نسبت هورمونی( ترکيب
 ميازان  کااهش  و هاا ریزنموناه  رشاد  افزایش موجب شاهد(
 رشاد  ميزان بيشترین طوری کهبه .شودمی آنها شدگیایقهوه

 باه  مرباوط  (46%/66) قااط قاره  گياه ایگره بافت ریزنمونه
 بنوميال  ليتار  بار  گرمميلی 250 و 400 حاوی کشت محيط
 محيط به بنوميل افزودن با (2016) همکاران و Santos بود.

 یهاااریزنمونااه ایشيشااهدرون  کشااتباارای  MS کشاات
indica Azadirachta ،شکا قاارچ  اثار  کاه کردناد   گزارش 
 نحاوی باه  .است سيتوکينين مشابه کشت محيط درون بنوميل

 در بنوميل وجود ،پژوهش این در آمده بدست نتایج طبق که
 یتاأثير  ،گياهی رشد کنندهتنظيم فاقد MS پایه کشت محيط
 فاقاد  کشات  محايط  با مقایسه در و داشته سيتوکينين همانند
 .اسات  هداد افزایش را هاریزنمونه رشد شاهد( )نمونه بنوميل

Haldeman کنتارل  بار  را بنوميل تأثير (1987) همکاران و 
 ماورد  sinensis Camellia یهاا ریزنموناه  داخلای  آلودگی
 آلااودگی رفاا  %100) نتااایج بهتاارین و داده قاارار بررساای
 محايط  روی هاریزنمونه که آوردند دستب زمانی را قارچی(
 شدند. کشت بنوميل ليتر بر گرمميلی 200 حاوی MS کشت

 ليتار  بر گرمميلی 100 افزودن که است شده گزارش همچنين
 آلاودگی  %100تاا   MS، 33/93 کشت محيط درون بنوميل

 کنتاارل osbeck limonia Citrus یهاااریزنمونااه قااارچی
 ایان  در حاصال  نتاایج  باا  که ( al etEed,. 2010) شودمی

 همکااران  و Paul ایان،  بار  عالاوه  .باشاد می همسو تحقيق
 محايط  درون بنوميال  از اساتفاده  که کردند گزارش (2001)

Anacardium  یهاا ریزنموناه  آلاودگی  رفا  بارای   کشات 

huvila داده نشاان  شاده  انجام هایبررسی است. نبوده مؤثر 
 باه  کاش قارچ عنوانبه کاربندازیم و بنوميل افزودن که است

 کاااهش موجااب IBA و BAP حاااوی MS کشاات محاايط
 خرماا  یهاا ریزنموناه  رشد ميزان کاهش همچنين و آلودگی

(palm Date)  شاود مای (2018 .,al et Sherif). Altan و 
  ایشيشااه درون کشاات بررساای بااا (2010) همکاااران

.L candidum Lilium در بنوميال  افازودن  کاه  کردند بيان 

 درصاد  کااهش  باعاث  کشت محيط درون بالاتر یهاغلظت
 مشاهده 1 شکل در که طوریهمان .شودمی هاریزنمونه رشد
 بسايار  قاارچی  آلاودگی  درصاد  نيز شاهد تيمار در شودمی

 و شااهد  تيماار  باين  آمااری  اخاتلاف  نتيجه در ،بوده پایين
 یکی است. نشده مشاهده بنوميل کشقارچ حاوی تيمارهای

 تيماار  باالای  کاارآیی  اسات  ممکن ،نتيجه این هایعلت از
 و 2O2H تلفيقااای )کااااربرد اساااتفاده ماااورد ضااادعفونی
 از قبل هاریزنمونه سطحی ضدعفونی برای سدیم(هيپوکلریت

 احتماالی  هاای آلاودگی  حاداکثری  حذف نتيجه در و کشت
 کاه  است کوچکی و خنثی مولکول یک 2O2H باشد. موجود

 و کارده  نفوذ هاميکروارگانيسم غشای به سرعت به دتوانمی
 نتيجاه  در و شود آزاد هيدروکسيل هایرادیکال توليد باعث
 غشاایی  ليپيادهای  و هاپروتئين ،DNA اکسيداسيون موجب

 یسامّ  جاانبی  محصولات آنکه بدون شده هاميکروارگانيسم
 باالا  وریبهره به توجه با (.al et Linley,. 2012) کند توليد

 از ،گيااه  بارای  کام  يتسامّ  و هاا ریزنمونه ضدعفونی نظر از
2O2H ازجمله ،گياهی یهاریزنمونه سطحی ضدعفونی برای 

al et Curvetto,. ) اسات  شده استفاده انار و یاس کلم، گل

 زمااان مادت  و غلظات  .(al et Bhawana,. 2015 ؛2006
 متفاوت هاریزنمونه سطحی ضدعفونی برای 2O2H از استفاده
  دارد بساااتگی گيااااهی گوناااه و ناااوع باااه و اسااات

(2016 .,al et Duan.)  
درون  یهاکشت در که داد نشان تحقيقاین  نتایج

 درصد نظر ازقاط قره گره یهاریزنمونه ایشيشه
 اثر هاریزنمونه مانیزنده درصد و دادهبرگ یهاریزنمونه
 و نوع بنوميل، پایه، کشت محيط نوع بين یدارمعنی متقابل
 ،MS پایه کشت محيط در دارد. وجود سيتوکينين غلظت
 بيشتر بنوميل حاوی محيط در دادهبرگ یهاریزنمونه درصد

 MS کشت محيط در کلی طوربه بوده، بنوميل فاقد محيط از
 کشت محيط درون ليتر( بر گرمميلی 150) بنوميل از استفاده
 دهیبرگ و مانیزنده )درصدقاط قره گره یهاریزنمونه رشد

 بوده متفاوت سيتوکينين غلظت و نوع بهبا توجه  (هاریزنمونه
 رشد بهبود باعث TDZ حاوی محيط در ویژههب و

 .است شده ایشيشهدرون  شرایط درقاط قره یهاریزنمونه
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 WPM و AN یهاکشت محيط در که حاليست در این
 )درصد رشد کشت، محيط ترکيب در بنوميل از استفاده
 بدون راقاط قره گره یهاریزنمونه (دهیبرگ و مانیزنده
 این داد. کاهش یدارمعنی طوربه ،سيتوکينين نوع به توجه
 و نوع و بنوميل پایه، کشت محيط بين متقابل اثر یدؤم نتایج
 نظر به براین،علاوه است. استفاده مورد سيتوکينين غلظت

 سيتوکينين غلظت و نوع و بنوميل متقابل اثر این رسدمی
 به توجه با است. افتاده اتفاق MS کشت محيط در بيشتر
 ویژههب نمکی هایترکيب از غنی MS کشت محيط اینکه

3NO4NH و ترکيبات این غلظت بين متقابل اثر ،است 
 کند عمل سيتوکينين مکمل یک عنوانبه دتوانمی که بنوميل

(2016 .,al et Santos) ًرشد افزایش باعث احتمالا 
موضوع  این .شودمی محيط این درقاط قره گره یهاریزنمونه

 کشت محيط نوع بين متقابل اثر تأثير و اهميت دهندهنشان
 ایگره یهاریزنمونه بافتی کشت پاسخ در بنوميل و پایه
 برای گياهی هایبافت و هاسلول نيازالبته،  است.قاط قره

 گونه بهبا توجه  ایشيشهدرون  شرایط در بهينه رشدی پاسخ
 همين بر است. متفاوت ریزنمونه نوع چنينهم و گياهی
 مواد غلظت و نوع براساس متعددی هایفرمولاسيون اساس،
 محيط ترکيب در استفاده مورد آلی مواد همچنين و معدنی
 همچنين (.et al. George, 2008) است شده هئارا کشت
 ریزنمونه، نوع به پایه کشت محيط درون بنوميل اتتأثير
 دارد بستگی مادری پایه گياه رشدی شرایط و گياهی گونه

(2001 .,al et Paul.) رشدی پاسخ نيز تحقيقاین  در 
 و MS، AN یهاکشتمحيط درقاط قره گره یهاریزنمونه
WPM بود. متفاوت  

Brown انواع تأثير بررسی با (1982) همکاران و 
درون  کشت در باکتریایی ضد هایترکيب و کشقارچ
 درون بنوميل از استفاده در کردند بيان ،ارکيده گياه ایشيشه
 بنوميل زیرا کرد، رعایتباید  را لازم احتياط کشت محيط
 قایقی ارکيده یهاریزنمونه رشد کنندهممانعت یک
(Cymbidium) حالی در است. ایشيشه درون شرایط در 

 اضافه با که دندکر گزارش (2016) همکاران و Santos که،
 ،MS کشت محيط درون بنوميل ترپایين یهاغلظت کردن

 indica Azadirachta یهاریزنمونه رشد بر مثبتی تأثير
قاط قره گياه در تحقيقاین  نتایج با که است داشته

 تأثير بيانگر (،B و A -3 )شکل حاصل نتایج همسوست.
 پایه یهاکشت محيطبيشتر  درون بنوميل وجود منفی
 دهیبرگ درصد روی بر گياهی رشد هایکنندهتنظيم همراهبه
 کشتقاط قره گياه ایگره یهاریزنمونه مانیزنده درصد و

 که حاليست در این .باشدمی ایشيشهدرون  شرایط در شده
 در TDZ حاوی MS پایه کشت محيط در بنوميل وجود
 رشد هایکنندهتنظيم سایر خلاف بر مختلف یهاغلظت
 همچنين است. داشته هاریزنمونه رشد بر مثبتی تأثير گياهی،
 رشد بر ترپایين یهاغلظت در بنوميل مثبت تأثير وجود

 نيز مارچوبه و داوودی گل آناناس، نارنگی، در هاریزنمونه
 ،BAP مانند گياهی رشد هایکنندهتنظيم با ترکيب درویژه به
ip2 است. شده گزارش زآتين و George همکاران و 
 رشد هایکنندهتنظيم و بنوميل تأثير بررسی با (2008)

 درون شرایط در گيلاس یهاریزنمونه رشد بر مختلف گياهی
 ترپایين یهاغلظت در بنوميل افزودن که کردند بيان ایشيشه

 )در BAP و IBA، ip2 همراه به ليتر( بر گرمميلی 100)
 رشد بر مناسبی تأثير ،MS کشت محيط به کمتر( یهاغلظت

 دارد. هاریزنمونه
 در ویژهبه سلولی تقسيم برای هاسيتوکينين و هااکسين

 نقش M به 2G و S به 1G از گياهی سلول انتقال مراحل
 رشد هایکنندهتنظيم این براین،علاوه دارند. مهمی بسيار
 گياه نمو و رشد در مهمی و مشخص وظایف دارای گياهی
 رشد کنندهتنظيم عنوانبه هورمون دو هر که آنجا از و هستند
 داشتن و گياه هایقسمت بيشتر در سنتز قابليت گياهی،
 جهت این از بنابراین دارند، نمو فرایند در پيام انتقال وظيفه
 نمو و توسعه فرایندهای در سيتوکينين و اکسين کنشبرهم
 (.al et Zhao,. 2010) است اهميت مورد بسيار

 و BAP با مقایسه در زآتين سيتوکينين تحقيق،این  در
TDZ یهاریزنمونه ایشيشهدرون  رشد و استقرار برای 
 و Cuce بود. ترمناسب بنوميل فاقد محيط در ویژههبقاط قره

 و پایه کشت محيط تأثير بررسی با (2013) همکاران
 رشد بر ip2 و BAP زآتين، مختلف یهاغلظت
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 محيط که گرفتند نتيجه arctostaphylos .V یهاریزنمونه
  همراه به زآتين ليتر بر گرمميلی 1 حاوی AN کشت

 در دادند. نشان را بهتری عملکرد IBA ليتر بر گرمميلی 1/0
 تيمار .arctostaphylos V گونه ایشيشهدرون  کشت

 بر گرمميلی 1 همراه به زآتين ليتر بر گرمميلی 2 هورمونی
 ترمؤثر گياه استقرار در WPM کشت محيط در IAA ليتر
  مشابهی نتایجالبته،  .(al et Meiners,. 2007) بود
  یهاریزنمونه کشت موفقيت درصد افزایش بر مبنی

arctostaphylos V. یهاغلظت حضور در استقرار مرحله در 
 است شده گزارش ليتر( بر گرمميلی 5/0) زآتين پایين

(2006 .,al et Gajdosova.) درون  کشت در زآتين تأثير
  گونه ایگره یهاریزنمونه استقرار مرحله در و ایشيشه

corymbosum V. از کارآمدتر بسيار نيز TDZ و ip2 نشان 
 (.Esquivel-Abdelnour & Reed, 1991) است شده داده

 این درکه  توان گفتگيری کلی میعنوان نتيجهبهبنابراین، 
 گرمميلی 2000 و 1000) بالاتر یهاغلظت از استفاده تحقيق

 بر تأثير عدم برعلاوه MS پایه کشت محيط در بنوميل ليتر( بر
 شده کشتقاط قره ایگره یهاریزنمونه آلودگی کنترل ميزان
 کشت یهاریزنمونه رشد ميزان ،ایشيشهدرون  شرایط در

 رفتن بين از موجب نتيجه در ،داده قرار تأثير تحت را شده
 یهاغلظت از استفاده که حاليست در این .شودمی آنها

 ریزنمونه، از ناشی هایآلودگی مناسب کنترل برعلاوه ترپایين
 نتایج طبق همچنين ندارد. هاریزنمونه رشد بر منفی تأثير

 غلظت در بنوميل از استفاده به مربوط آزمایش از آمده دستب
 پایه کشت یهامحيط با ترکيب در ليتر بر گرمميلی 150

(MS، AN و WPM) هایکنندهتنظيم مختلف انواع همراه به 
 و AN پایه کشت یهامحيط درون بنوميل وجود گياهی، رشد

WPM و دهیبرگ درصد ميزان بر منفی و دارمعنی تأثير 
 که ستحالي در این داشت. هاریزنمونه مانیزنده درصد
 درصد ميزان MS پایه کشت محيط به بنوميل افزودن
 همچنين داد. افزایش را هاریزنمونه مانیزنده و دهیبرگ

 یهاغلظت در TDZ حاوی کشت محيط به بنوميل افزودن
 و )زآتين گياهی رشد هایکنندهتنظيم سایر خلاف بر مختلف
BAP،) نداشت. هاریزنمونه رشد بر منفی تأثير 
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Abstract 
     Microbial contamination is one of the main challenges and influential factors in the response 

of explants under in vitro cultures, especially in woody plants where the explants are prepared 

from natural habitats. In the present study, to investigate the effects of benomyl on microbial 

contamination and growth of Vaccinium arctostaphylos L. node explants, MS containing 

different concentrations of benomyl (0-2000 mg.L-1) was used. Furthermore, to investigate the 

interaction of benomyl, basal medium, and hormonal composition on the growth response of 

explants, different basal media (MS, AN, and WPM) containing IBA (0.1 mg.L-1), cytokinin 

(Zeatin, BAP, and TDZ, each at concentrations of 0, 0.5, 1, and 2 mg.L-1), and benomyl (0 and 

150 mg.L-1) were studied. The results showed that benomyl in MS medium had no significant 

effect on the explants contamination, but use of lower benomyl concentrations (400 mg.L-1 or 

less) could provide better growth conditions. Interaction of treatments significantly affected the 

percentage of survival and explants foliation. MS contained benomyl showed higher percentage 

of survival and foliation than MS without benomyl, but in AN and WPM media, the percentage 

of survival and foliation were significantly decreased in the presence of benomyl. Furthermore, 

in AN and WPM media contained cytokinin, the presence of benomyl significantly reduced the 

foliation percentage, while in MS medium, the effect of benomyl was different depending on the 

concentration and cytokinin type. 
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