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 چکيده

از كشت  باشند، بنابراين اولين مرحلهاي يکي از مهمترين مشکلات در مراحل ريزازديادي گياهان ميهاي درون شيشهپاتوژنرشد 

هاي استفاده از اسانسفرنگي با هاي توتگندزدايي مواد گياهي است. اين پژوهش با هدف بهينه كردن گندزدايي ريزنمونه بافت

ها در درصد اسانس 5/0گندزدايي ريزنمونه با -1مختلف )اوژنول، كارواكرول و تيمول( در قالب چهار آزمايش انجام گرفت: 

دقيقه  20و  10، 5هاي صفر، ها در زماندرصد اسانس 5/0گندزدايي ريزنمونه با  -2ثانيه  120و  90، 60، 30هاي صفر، زمان

ها درصد اسانس 5/0اسپري برگي با  -4دقيقه  20و  10، 5هاي صفر، ها در زمانك درصد اسانسيريزنمونه با گندزدايي  -3

بازدارندگي رشد ميکروبي را داشت.  هاي گياهان مادري. نتايج نشان داد تيمول بيشترين و اوژنول كمترينمنظور كاهش پاتوژن

همچنين درصد بازدارندگي آلودگي باكتريايي را فراهم كرد.  83دقيقه،  10ت درصد به مد 5/0با كارواكرول  گندزدايي ريزنمونه

 .  يج موثري داشتانتاي هاي قارچي در كشت درون شيشهدقيقه در حذف آلودگي10درصد به مدت  5/0تيمول 

 پاتوژن،  تيمول، كارواكرولكشت بافت،  :كليديواژه هاي 
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 مقدمه

درون  كشت مختلف مراحل طي گياهي هايبافت

 در گيرندكهقرارمي هايي تنش معرض در اي،شيشه

 تنش . ايناندبودهن مواجه آن با هيچگاه طبيعي زيستگاه

 ژنوم بيان روي بر توجهي قابل هاي العمل عکس ها

 در جديدي پاسخ ايجاد باعث تواند مي كه دارد گياهي

 در ها تنش طوركلي گردد. به بافتي كشت هاي تنش

 ها ازتنش بعضي اگرچه باشند، مي نامطلوب بافت كشت

 بارزترين باشند. از داشته نيز مفيدي اثرات است ممکن

 شيشه درون هاي كشت راه سر بر اختلالات و ها تنش

درون  يهاپاتوژن به حضور و گسترش توان مي اي

-(. پاتوژنBairu & Kane, 2011اشاره كرد ) ايشيشه

 جدي بسيار مشکلات از يکي اي شيشه درون هاي

 بيشتر ديگر عبارتي . بههستند ازديادي ريز درفرآيند

 درون هايبافت كشت براي كه هاييميکروارگانيسم

 آزاد درهواي و درمزرعه هستند، آفرين مشکل ايشيشه

 گياهي ماده كه زماني اما كنند، نمي ايجاد جدي مشکل

 اي شيشه درون كشت براي و شده برداشت مزرعه از

 ضدعفوني هاي ازروش استفاده عليرغم ميشود، استفاده

 همان در را بافت كشت فرآيند و شده آلودگي به منجر

 بودن مهيا موضوع اين ميکنند. دليل متوقف اوليه مراحل

 باعث كه است ايشيشه درون غني غذايي محيط يك

 و رشد آن در سرعت به ها قارچ و ها باكتري شود مي

 بافت كشت شروع در قدم اولين نمايند. درنتيجه نمو

  ;Cassells 2000است ) آلودگي كردن برطرف

Debergh and Vanderschaeghe ,1991كه (. موادي 

 عليه بر پاشيمحلول همچنين و عفوني ضد براي

 براي شوند،مي استفاده بيروني هايميکروارگانيسم

 گياهي بافت براي ولي بوده سمي هاميکروارگانيسم

 انواع به توانمي مواد اين است. ازجمله غيرسمي

 كلسيم، هيپوكلريت سديم، هيپوكليريت ها،كشقارچ

 هابيوتيك آنتي جيوه، كلريد نقره، نيترات اتيليك، الکل

 Perez – tornero etكرد. ) اشاره غيره و ها كش قارچ يا

al., 1999و درماني گرما پيوندي، ريز مريستم، (. كشت 

 حذف براي هستندكه هايي روش ازجمله درماني شيمي

 گياهي هاي گونه از تعدادي در ويروسي هاي آلودگي

 حتي دروني، هاي آلودگي مواقع بعضي است. اما متداول

 – Perezشوند )نمي حذف نيز الذكر فوق هاي با روش

tornero et al., 1999; Chorbel et al., 1998 .) 

 اسانس اثرات زمينه در متعددي هاي گزارش امروزه

و  غذايي عنوان تركيبات روغني معطر درصنايع به ها

 ميکروبي ضد است. خواص دسترس كشاورزي در

 از پس عمر افزايش براي بيشتر گياهي هاياسانس

 و هاسبزي ها، ميوه مانند كشاورزي محصولات برداشت

گيرد. مي قرار استفاده مورد بريده شاخه هايگل

ها در كشت درون ها در زمينه كاربرد اسانسپژوهش

زاده باشد. تقيندرت در دسترس مي اي گياهان بهشيشه

 گزارش (Taghizadeh & Solgi, 2014و سلگي )

وكارواكرول  هاي تيمولگندزدايي با اسانس كردندكه

 آلودگي برروي ترتيب درليتر( به گرمميلي 200-100)

هاي  ريزنمونه ايشيشه درون قارچي و يباكترياي هاي

 فعاليت و باشندمي موثر برموداگرس اي چمن گره

 مدت و غلظت به بستگي كارواكرول و تيمول ضدقارچي

 ( از1392همکاران ) و دارد. گوران تيمارها زمان

 اسانس ام پي پي 1000الي  250هاي غلظت

 برگي هاينمونه ريز منظورگندزدايي به اسطوخودوس

 و نمودند استفاده ساعت چهار و كي مدت به انگور

 اسانس اين از ام پي پي 1000غلظت  كه كردند مشاهده

 طوركامل به را هانمونه ريز آلودگي ميزان توانست

 مهاركند. 

 عصاره تاثير (Deein et al., 2013دين و همکاران )

 كردن استريل برروي را گياهان داروييبرخي  هاي

 قرار بررسي مورد داوودي اي شيشه درون كشت محيط

 هندي ميخك و فلفل عصاره كردندكه گزارش و ندداد

 كشت، محيط ليتر ميلي 20در  ميکروليتر 18درغلظت 

 ميلي 20در  ميکروليتر 36درغلظت  دارچين اسانس

 108غلظت  در اسطوخودوس اسانس كشت، محيط ليتر

 هايواسانس كشت محيط ليتر ميلي 20در  ليتر ميکرو

 و ميکر 252غلظت  در چاي درخت و ليمو زردچوبه،
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 در 100كشت، به صورت  محيط ليتر ميلي 20در  ليتر

 بودند. موثر كشت محيط كردن دراستريل صد

گياهي   Fragaria × ananassa (Duch)فرنگي توت

 ها ميوه ترين مهم از کيي گلسرخيان، خانواده به متعلق

 هواي و آب در و شودمي محسوب دنيا سرتاسر در

 گيرد. اينمي قرار كشت تحت گرمسيري نيمه و معتدل

 ارزش و طعم عطر، داشتن علت به زيادي محبوبيت ميوه

 ,Debnath and Teixeira da Silvaدارد ) ايتغذيه

 ساقه طريق از فرنگي توت اغلب ازدياد (. اگرچه2007

 توت ارقام برخي توليد گيرد،مي صورت رونده هاي

 ازدياد توت نيست و مطلوب چندان روش اين به فرنگي

 بسياري پذيرش مستعد كشت روش اين به فرنگي

 توت ازدياد منظور باشد. به مي قارچي هاي ازبيماري

 درارقام تنها كردكه استفاده بذر ازكشت توانمي فرنگي

 آن از اصلاحي هاي برنامه در يا و رونده ساقه فاقد

 براي فرنگي بذرتوت براين، علاوه شود. مي استفاده

 يا و سرمادهي هفته هشت تا شش به زنيجوانه

(. Wilson et al., 1973نيازدارد )  خاص تيمارهاي

 درعمل فرنگي، توت غيرجنسي ازدياد روش همچنين

 قابليت با گياهچه محدودي تعداد تنها مادري گياه يك

 به كاملا ً وابسته روش اين و كند مي توليد مناسب رشد

 و كاهد )بهناميانمي را توليد پتانسيل و بوده فصل

 و سريع هاي روش ايجاد رو، (. ازاين1384مسيحا، 

 مورد اي هموارهمانند ازدياد درون شيشه ازدياد پربازده

 بسيار فناوري گياهي بافت است. كشت بوده توجه

 كشاورزان بيشتر است ولي ازديادگياهان براي كاربردي

 طور به را گياهي بافت كشت آزمايشگاه تاسيس امکان

 مهم از کييندارند.  توليد زياد هزينه دليل به مستقل

-دستگاه ويژه به قيمت گران تجهيزات مشکلات ترين

 است. بنابراين، وگندزدايي اتوكلاو عمليات براي هايي

 هاياسانس اي شيميايي مواد كاربرد با هاييروش توسعه

 منظورجايگزين به ، ها آلودگي بردن ازبين براي گياهي

 هايكشت محيط استقرار براي اتوكلاوكردن روش كردن

 كشت براي پروتکل بهترين تواندمي پاتوژن از عاري

                                                 
1 . Murashige and skoog 

 ارزش به توجه با باشد. بنابراين گياهان ايشيشه درون

 كشت جهت اقليمي بستر بودن فراهم و اقتصادي

 به و ايران مختلف نقاط  در محصول اين ترگسترده

 كمي اهداف با ژن انتقال جهت لازم زمينه پيش عنوان

 گند شرايط سازي بهينه باهدف پژوهش اين وكيفي،

 درشرايط فرنگي توت هاي سطحي ريزنمونه زدايي

ترين مواد  با استفاده از مهم اي شيشه درون كشت

گياهي يعني اوژنول، تيمول و  هايتشکيل دهنده عصاره

 گرفت. كارواكرول صورت

 هامواد و روش

 MS1كشت متداول و تجاري  در اين طرح از محيط

هاي رشد كه )شركت سيگما( استفاده شد. تنظيم كننده

در اين تحقيق استفاده شد شامل ايندول بوتيريك اسيد 

(IBA به ميزان )گرم در ليتر و بنزيل آدنين ميلي 5/0

(BAدو ميلي )هاي خالص مورد گرم در ليتر بود. اسانس

استفاده در اين پژوهش شامل اوژنول، كارواكرول و 

درجه  60-70تيمول )شركت سيگما( بود كه در دماي 

گراد بر روي دستگاه گرم كن استيرر در داخل آب سانتي

هاي مختلف در تيمارهاي مورد مقطر بر اساس غلظت

و سپس به محيط كشت  استفاده در هر آزمايش حل

اضافه گرديد. به منظور تهيه محيط كشت پس از توزين 

گرم ساكارز و حل شدن در آب مقطر، از تنظيم  30

 در مقدارMS  كننده هاي رشد ذكر شده و نمك پودري 

حجم محلول فوق  مورد نياز به محيط كشت اضافه شد.

و  KOHمحيط كشت توسط  pHك ليتر رسانيده و يبه 

ك نرمال تنظيم و در نهايت نيز هفت گرم ي NaOHاي

-شد. محيط كشت اضافهآگار براي جامد كردن محيط

گراد و درجه سانتي 121هاي كشت در اتوكلاو با دماي 

 دقيقه استريل شدند.  20اتمسفر به مدت  2/1فشار 

 Fragaria x'در اين پژوهش از توت فرنگي رقم 

ananassa 'Gaviota اي مناسب كه در شرايط گلخانه

هاي مورد پرورش يافته بودند استفاده شد. ريزنمونه

ها ابتدا در زير هاي نسبتا جوان بود. برگاستفاده برگ
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همراه يك قطره مايع ظرفشويي به مدت آب جاري به

ها در حدود دقيقه شستشوي اوليه داده شد. ريزنمونه 20

سانتي متر مربع تهيه گرديد و از سطح رويي  1در  1

-بر روي محيط كشت قرار داده شد. در ريزنمونه 1برگ

هاي متداول داشت هايي كه نياز به گندزدايي با روش

)شاهد(، عمليات گندزدايي با استفاده از سفيد كننده 

 25/2درصد )داراي  50تجاري خانگي )وايتکس گلرنگ( 

دقيقه صورت گرفت. سپس  5درصد ماده فعال( به مدت 

داخل اتاقك رشد كنترل  ريزنمونه هاي كشت شده در

 16درجه سانتيگراد در شرايط  23±1/0شده با دماي 

 ساعت روشنايي و هشت ساعت تاريکي نگهداري شدند. 

 در قالب چهار آزمايش مجزا اجرا گرديد. اين پژوهش

هاي گياهي در منظور كنترل پاتوژنآزمايش اول: به

درصد سه نوع اسانس  5/0اين آزمايش از غلظت پايه 

، 60، 30هاي صفر، ژنول، كارواكرول و تيمول در زماناو

هاي برگي ثانيه براي گندزدايي ريزنمونه 120و 90

استفاده شد. اين آزمايش به صورت فاكتوريل با دو عامل 

نوع اسانس )با سه سطح( و زمان گندزدايي ) با پنج 

 سطح( در قالب طرح كاملا تصادفي با سه تکرار اجرا شد. 

هاي گياهي در منظور كنترل پاتوژنبه آزمايش دوم:

درصد سه نوع اسانس  5/0اين آزمايش از غلظت پايه 

و  10، 5هاي صفر، اوژنول، كارواكرول و تيمول در زمان

هاي برگي استفاده دقيقه براي گندزدايي ريزنمونه 20

شد. اين آزمايش به صورت فاكتوريل با دو عامل نوع 

دزدايي ) با چهار سطح( اسانس )با سه سطح( و زمان گن

 در قالب طرح كاملا تصادفي با سه تکرار اجرا شد. 

در اين آزمايش از غلظت پايه يك  :آزمايش سوم

درصد سه نوع اسانس اوژنول، كارواكرول و تيمول در 

دقيقه براي گندزدايي  15و 10، 5هاي صفر، زمان

هاي برگي استفاده شد. اين آزمايش به صورت ريزنمونه

ريل با دو عامل نوع اسانس )با سه سطح( و زمان فاكتو

گندزدايي ) با پنج سطح( در قالب طرح كاملا تصادفي 

 با سه تکرار اجرا شد.

                                                 
1. Adaxial  

هاي مادري توت فرنگي در آزمايش چهارم: ابتدا پايه

درصد اوژنول،  5/0گلخانه با سه اسانس با غلظت 

ها كاملا كارواكرول و تيمول سطح رويي و پشتي برگ

هاي محلول پاشي شده پاشي شدند. سپس از پايهلمحلو

هاي برگي گرفته شد و تحت دو پس از دو روز ريزنمونه

 5ها تيمار بدون هيچ نوع گندزدايي )قرار دادن ريزنمونه

 5/0دقيقه در آب مقطر استريل( و يا گندزدايي با غلظت 

دقيقه گندزدايي، سه بار  5درصد اوژنول به مدت 

ر استريل و سپس در محيط كشت شستشو با آب مقط

هاي قبلي استريل كشت شدند. به دليل اينکه در آزمايش

اي شدن را داشت، براي اوژنول كمترين اثر قهوه

گندزدايي سطحي فقط از اسانس اوژنول استفاده شد. 

ها بدون هاي گرفته شده از پايههمچنين ريزنمونه

يمارها پاشي براي مقايسه ساير تهيچگونه اعمال اسانس

با آن به عنوان شاهد در نظر گرفته شد. اين آزمايش به 

صورت فاكتوريل با دو فاكتور نوع اسانس )سه سطح( و 

عمليات گندزدايي)دو سطح( در قالب طرح كاملا 

 تصادفي اجرا شد.

-به طور كلي نتايج اين آزمايش بر اساس ميزان قهوه

يده هاي كشت شده بر اساس علايم پدنمونه اي شدن ريز

سطح برگ، ميزان آلودگي  اي و سياه شدنقهوه

هاي ژلاتيني به ها بر اساس وجود لکهباكتريايي ريزنمونه

رنگ زرد، سفيد، شيري و صورتي، ميزان آلودگي قارچي 

هاي ميسيليوم سفيد و سياه و ميزان بر اساس كلوني

در  هاي كشت شده و توليد كالوسسالم بودن ريزنمونه

مختلف از روز اول پس از كشت مورد هاي محيط كشت

ارزيابي و يادداشت برداري قرار گرفت. داده ها ابتدا به 

درصد تبديل شدند و پس از نرمال كردن داده هاي 

  ANOVA       غيرنرمال با استفاده از روش لگاريتم با 

تجزيه شدند. آزمون  SASو با استفاده از نرم افزار 

اي تعيين معني دار بر  (DMRT)اي دانکنچنددامنه

 بودن تفاوت آماري بين ميانگين تيمارها انجام شود.
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 نتايج 

نتايج جدول تجزيه واريانس نشان نتايج آزمايش اول: 

دهنده اثر معني دار اثرات ساده و متقابل نوع اسانس و 

هاي قارچي، باكتريايي و زمان گندزدايي بر روي آلودگي

ها مقايسه ميانگين اي شدن ريزنمونه بود.ميزان قهوه

گونه اثر مخربي نشان داد كه گندزدايي با اوژنول نيز هيچ

ها نداشت. گندزدايي با اي شدن ريزنمونهبر مرگ و قهوه

ها ميزان هاي كارواكرول و تيمول در همه زماناسانس

اي شدن ريزنمونه را نسبت به شاهد افزايش داد و قهوه

يي با اسانس تيمول اي شدن گندزدابيشترين ميزان قهوه

هاي بود. بين زمان ثانيه 120الي  60هاي در زمان

ها تفاوت اي شدن ريزنمونهمختلف بر روي ميزان قهوه

هاي كدام از زمانمعني دار نبود. اوژنول در هيچ

گندزدايي نتوانست آلودگي باكتريايي را كنترل كند ولي 

 33) ثانيه 120الي  90هاي كارواكرول در طي زمان

-59) ثانيه 120الي  30هاي درصد( و تيمول در زمان

درصد( گندزدايي باعث كنترل آلودگي باكتريايي  52

هاي توت فرنگي نسبت به شاهد شد. اوژنول و ريزنمونه

ها در هاي قارچي كشتكارواكرول در كنترل آلودگي

تيمول در  هاي گندزدايي كارآيي نداشت وليهمه زمان

هاي آلودگي ثانيه 90الي  30مدت زمان گندزدايي 

 درصد( را نسبت به شاهد كاهش داد 34-52قارچي )

 .  (1)جدول 

 فرنگياي توتبر روي صفات درون شيشهو زمان گندزدايي  اثر متقابل نوع اسانس -1جدول 

 نوع اسانس
 گندزدايي زمان

 )ثانيه(
 صفات

  
اي شدن ميزان قهوه

)%( 

ميزان  آلودگي باكتريايي 

)%( 

ميزان  آلودگي قارچي 

)%( 

 0c 100 a 100 a 0 شاهد

 اوژنول

30 0c 100a 100a 

60 0c 100a 100a 

90 0c 100a 100a 

120 0c 100a 100a 

 كارواكرول

30 8b 100a 100a 

60 33/8 b 100a 100a 

90 33/8 b 67/66 b 90ab 

120 33/8 b 33/66 b 67/91 ab 

 تيمول

30 b33/8 67/66 b 67/66 bc 

60 67/16 a 67/41 cd 13/58 c 

90 5/16 a 48c 51c 

120 67/16 a 33/48 c 33/48 cd 

 معني دار نيستند.( 01/0آماري با استفاده از آزمون دانکن در سطح ) ميانگين هايي كه داراي حروف مشابهي هستند از لحاظ 

 

 نتايج آزمايش دوم:

هاي مختلف نتايج جدول تجزيه واريانس تاثير اسانس

ها نشان داد كه هم اثرات ساده براي گندزدايي ريزنمونه

 01/0طح و هم اثرات متقابل نوع و زمان گندزدايي )در س

 اي توت فرنگي موثر بود.رون شيشهدرصد( بر پاسخ د

مقايسه ميانگين اثر متقابل نوع اسانس در زمان 

گندزدايي ريزنمونه نشان دهنده اين بود كه با افزايش 

اي شدن ريزنمونه نسبت به زمان گندزدايي، ميزان قهوه

دقيقه از نظر اثر  10و  5هاي زمان .افتيشاهد افزايش 



 15/   های توت فرنگیطبیعی جهت گندزدایی سطحی ریزنمونه یهابررسی اثرات ضدمیکروبی اسانس

اي شدن نسبت به يکديگر تفاوت ميزان قهوه بر روي

دقيقه گندزدايي  20داري نداشتند ولي مدت زمان معني

ها به شدت هاي برگي توت فرنگي با اسانسريزنمونه

كه گندزدايي با  ايگونهاي شدن را افزايش داد، بهقهوه

ها را درصد ريزنمونه 80دقيقه كارواكرول  در حدود  20

ها با اسانس اوژنول دايي ريزنمونهاز بين برد. گندز

ها نتوانست كدام از زمانبرخلاف دو اسانس ديگر در هيچ

آلودگي باكتريايي را نسبت به شاهد كنترل كند. 

هاي هاي برگي توت فرنگي با اسانسگندزدايي ريزنمونه

ويژه كارواكرول به ميزان زيادي توانستند تيمول و به

شاهد كاهش دهند. در هر  آلودگي باكتريايي را نسبت به

 20و  10، 5هاي مختلف گندزدايي )تيمار بين زمان

هاي داري از نظر كنترل آلودگيدقيقه( تفاوت معني

هاي قارچي باكتريايي نبود. در مورد كنترل آلودگي

ها مشابه كنترل هاي توت فرنگي اثر اسانسريزنمونه

 ل جهتي بود. همچنان كاربرد اوژنوهاي باكتريايآلودگي

هاي ها تاثيري در كنترل آلودگيگندزدايي ريزنمونه

درصد آلودگي  100قارچي نسبت به شاهد نداشت )

قارچي(. ولي كارواكرول و تيمول با افزايش زمان 

هاي قارچي را كنترل گندزدايي، تا حد زيادي پاتوژن

كردند كه با شاهد تفاوت معني داري داشتند. كمترين 

-درصد( با گندزدايي ريزنمونه 8)ميزان آلودگي قارچي 

دست آمد. بر اساس دقيقه تيمول به 20هاي برگي با 

توان نتيجه گيري كرد كه هرچند نتايج اين آزمايش مي

-درصد نتوانست آلودگي 100هيچ كدام از تيمارها بطور 

اي را كنترل كند ولي تيمار گندزدايي هاي درون شيشه

 10به مدت  هاي برگي توت فرنگيريزنمونه سطحي

درصد اسانس كارواكرول تا حد زيادي  5/0دقيقه با 

درصد(  60درصد( و قارچي ) 83هاي باكتريايي )آلودگي

دهد ضمن اينکه حداقل پديده را نسبت به شاهد كاهش 

درصد( در اين تيمار  10ها )اي شدن ريزنمونهقهوه

 (.2)جدول  مشاهده شد

 

 فرنگياي توتو زمان گندزدايي بر روي صفات درون شيشه اثر متقابل نوع اسانس -2جدول 

 نوع اسانس
 زمان گندزدايي

 )دقيقه(
 صفات

  
اي شدن ميزان قهوه

)%( 

ميزان  آلودگي باكتريايي 

)%( 

ميزان  آلودگي قارچي 

)%( 

 a 100 a 100 0 0 شاهد

 اوژنول

5 5/4 d 100 a 100a 

10 5/7 d 100 a 100a 

20 25c 100 a 100a 

 كارواكرول

5 6d 67/16 c 50b 

10 14cd 67/16 c 40bc 

20 3/83  a 67/16 c 33/33 bc 

 تيمول

5 6d 50b 50b 

10 66/6 d 33/58 b 33/33 bc 

20 45b 33/58 b 33/8 c 

 معني دار نيستند.( 01/0در سطح ) ميانگين هايي كه داراي حروف مشابهي هستند از لحاظ آماري با استفاده از آزمون دانکن 
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 نتايج آزمايش سوم: 

بر اساس نتايج آزمايش اول و دوم، در اين آزمايش از 

 ها براي گندزدايي سطحي ريزغلظت بيشتر اسانس

فرنگي يعني يك درصد استفاده شد. هاي توتنمونه

تايج جدول تجزيه واريانس نشان دهنده معني دار بودن ن

اكثر اثرات ساده و متقابل نوع و غلظت اسانس بر صفات 

در  اي شدن، ميزان آلودگي باكتريايي و قارچي بود.قهوه

و  5با زمان گندزدايي  طي اين آزمايش اسانس اوژنول

شدن اي دقيقه در ميزان قهوه 5دقيقه و كارواكرول  10

 15و  10هاي ولي زمان ها تاثيري نداشتند.هريزنمون

دقيقه گندزدايي با يك درصد كارواكرول و تيمول باعث 

 هاي برگي شدند.فنل در ريزنمونهافزايش ميزان ترشح 

هاي با كاربرد سه نوع اسانس ميزان شيوع پاتوژن

ها نمونه باكتريايي در هنگام افزايش زمان گندزدايي ريز

نسبت به شاهد كاهش يافت،  دقيقه 15الي  10از 

دقيقه از هر سه  15ها با مونهريزنکه گندزدايي بطوري

اسانس به شدت آلودگي باكتريايي كاهش يافت. كمترين 

گندزدايي با  در تيمار ميزان آلودگي باكتريايي

دست آمد. دقيقه به 15كارواكرول يك درصد به مدت 

ل و هاي كارواكروهاي قارچي اسانسدر مورد آلودگي

نمونه ريزتيمول بهتر از اوژنول عمل نمودند و گندزدايي 

دقيقه آلودگي قارچي  15الي  5با اين دو اسانس به مدت 

)جدول  درصد رسيد 13الي  5ها به ميزان ناچيز كشت

3.) 

 فرنگياي توتو زمان گندزدايي ريزنمونه بر روي صفات درون شيشه اثر متقابل نوع اسانس -3جدول 

 اسانسنوع 
زمان 

 گندزدايي)دقيقه(
 صفات

  
اي شدن ميزان قهوه

)%( 

ميزان  آلودگي باكتريايي 

)%( 

ميزان  آلودگي قارچي 

)%( 

 0c 100 a 100 a 0 شاهد

 اوژنول

5 0c 100a 67/26 cd 

10 0c 75ab 67/41 bc 

15 67/16 c 33/33 cde 33/58 b 

 كارواكرول

5 0c 100a 67/11 d 

10 66/76 b 67/46 bcd 67/6 d 

15 100a 33/8 e 33/8 d 

 تيمول

5 c66/11 85a 33/13 d 

10 66/76 b 25de 67/6 d 

15 a100 23de 5d 

 معني دار نيستند.( 01/0) ميانگين هايي كه داراي حروف مشابهي هستند از لحاظ آماري با استفاده از آزمون دانکن در سطح 

 

 چهارم: نتايج آزمايش

هاي پاشي پايهنتايج تجزيه واريانس اثر اسانس 

مادري و گرفتن ريزنمونه از آنها نشان دهنده اثر معني 

فرنگي بود. اي توتداري بر روي اكثر صفات درون شيشه

پاشي شده بر روي ميزان اثرات ساده نوع اسانس محلول

ها و ميزان آلودگي باكتريايي، اي شدن ريزنمونهقهوه

ات ساده شرايط گندزدايي بر كليه صفات و اثرات اثر

پاشي شده در شرايط متقابل نوع اسانس محلول

اي شدن و آلودگي گندزدايي بر صفات ميزان قهوه

دار بود. مقايسه معني 01/0قارچي همگي در سطح 

ها بر روي پاشي با اسانسميانگين نشان داد كه محلول

حتي در تيمارهايي  گياه مادري اثرات نامطلوبي نداشت و

ويژه تيمول وضعيت ظاهري پاشي شده بود بهكه اسانس

از نظر شادابي و رشد گياهان نسبت به شاهد بهتر بود. 



 17/   های توت فرنگیطبیعی جهت گندزدایی سطحی ریزنمونه یهابررسی اثرات ضدمیکروبی اسانس

هاي مادري هاي گرفته شده از پايهزمانيکه ريزنمونه

پاشي شده با كارواكرول و تيمول، قبل از كشت اسانس

ي دقيقه گندزداي 5درصد به مدت  5/0توسط اوژنول 

اي شدن ريزنمونه به شدت زياد شد شدند ميزان قهوه

 40درصد و در تيمول  100ايکه در كارواكرول، بگونه

هاي پاشي پايهها از بين رفتند. اسانسدرصد كشت

)با گندزدايي و بدون  و سپس كشت آنها مادري با اوژنول

-گونه عوارض نامطلوبي بر روي ريزنمونهگندزدايي( هيچ

پاشي گياهان با اوژنول نتوانست  لولها نداشت. مح

هاي مادري كاهش ميزان آلودگي باكتريايي را در پايه

-دهد و با شاهد تفاوت معني داري نداشت ولي ريزنمونه

ها گرفته شده بودند و قبل از كشت هايي كه از اين پايه

با اوژنول گندزدايي شدند، ميزان آلودگي باكتري آنها 

پاشي با كارواكرول و انسدرصد كاهش يافت. اس 20

هاي باكتريايي را به ميزان تيمول ميزان شيوع پاتوژن

-پاشي با كارواكرول چه زمانيزيادي كاهش داد. اسانس

شدند، آلودگي نها گندزدايي شدند و چه كه ريزنمونه

درصد نسبت به شاهد  85الي  70باكتري در حدود 

هاي كاهش داد. تيمول به شدت كمتري آلودگي

-كتريايي را نسبت به كارواكرول كنترل نمود. ريزنمونهبا

پاشي شده با تيمول هاي اسانسهاي حاصل از پايه

 30درصد و عدم گندزدايي  40درصورت گندزدايي 

هاي باكتريايي كاهش درصد نسبت به شاهد آلودگي

هاي گرفته شده از سه يافت. عدم گندزدايي ريزنمونه

اي اوژنول، كارواكرول و هتيمار محلول پاشي با اسانس

هاي قارچي نداشت تيمول هيچ اثري در كنترل آلودگي

ها با اوژنول ابتدا گندزدايي ولي زمانيکه همين ريزنمونه

هاي گرفته شده سطحي و سپس كشت شدند، ريزنمونه

پاشي بااوژنول، كارواكرول و تيمول به هاي محلولاز پايه

نسبت به  درصد 100و  100، 84ترتيب شيوع قارچ 

 (.4)جدول شاهد كاهش يافته بود 

 

 

  فرنگياي كشت توتفرنگي و گندزدايي بر صفات درون شيشههاي توتپاشي پايهاثر متقابل اسانس -4جدول 

هاي نوع تركيب اسانس

 پاشيمحلول
 صفات نوع گندزدايي

  
اي ميزان قهوه

 شدن )%(

آلودگي باكتريايي ميزان  

)%( 
 ميزان  آلودگي قارچي )%(

 0c 100a 100a - شاهد

 اوژنول
 0c 90ab 100a بدون گندزدايي

0c 80b 66/16 با گندزدايي  b 

 كارواكرول
 0c 30d 100a بدون گندزدايي

 100a 15d 0c با گندزدايي 

 تيمول
 0c 70bc 100a بدون گندزدايي

 40b 60c 0c با گندزدايي

 معني دار نيستند.( 01/0ميانگين هايي كه داراي حروف مشابهي هستند از لحاظ آماري با استفاده از آزمون دانکن در سطح )
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 بحث

هاي ميکروبي در كشت پيشگيري و كنترل آلودگي

قيت كار از عوامل حياتي هاي گياهي براي موفبافت

گي ايجاد شده توسط شود. آلودمي محسوب

ترين عوامل از بين رفتن گياهان ها از مهمميکروارگانيسم

شوند. اي محسوب ميكشت شده در شرايط درون شيشه

ها با گياهان كشت شده بر سر تغذيه اين ميکروارگانيسم

كنند و با افزايش تراكم و توليد تركيبات سمي، رقابت مي

نکروز بافت،  سبب افزايش مرگ و مير، نوسان در رشد،

و به طور كلي سبب  زايي و ريشه دهيكاهش شاخه

كشت  توليد و حتي بازدارندگي كامل، ازكاهش بازده 

گردند. ضدعفوني سطحي يکي از مراحل بسيار مهم مي

هاي باكتريايي و قارچي بر در جلوگيري از شيوع آلودگي

هاي كشت بافت ها، در طي انجام روشروي ريزنمونه

ها و تحقيق در مورد ين علت بهبود روشاست، به هم

اي از شيشههاي درونمواد جديد ضدعفوني در كشت

هاي اهميت قابل ملاحظه برخوردار است. موفقيت

هاي كشت بافت گياهي وابسته به ضدعفوني پروتکل

ريزنمونه است. در طي انجام ضدعفوني، مواد زنده گياهي 

د و تنها بايد نبايد فعاليت زيستي خود را از دست بدهن

آلودگي حذف گردد، بنابراين بايد غلظت مواد ضدعفوني 

كننده و مدت زمان ضدعفوني به طور  متعادل با توجه 

به نوع ريزنمونه و عدم سميت براي آن تعيين گردد 

(Gouran et al.,2012)مهمترين  از قارچ ها و . باكتري ها

پاتوژن هاي مشکل ساز دركشت هاي درون شيشه اي 

ك ماده ضدعفوني كننده ايده آل بايد يهستند. بطوركلي 

يعي برعليه طب هاي پايين و به فرم هاي موادغلظت در

باشد. عوامل بسياري  موثر هاميکروب دامنه زيادي از

 گندزداها بركارايي ضدعفوني كننده هاي شيميايي و

نظرگرفته شود شامل  در رند. عواملي كه بايدگذامي تاثير

ماهيت مواد  انواع ميکروارگانيسمهاي موجود، غلظت و

مي باشد. امروزه  مدت زمان تيمار ضدعفوني كننده و

مقاومت باكتريها و قارچها به قارچ كشها و باكتري 

كشهاي معمول عامل محدود كننده در استريل كردن 

لب مواد شيميايي مواد گياهي و محيط كشت است. اغ

ضد ميکروبي سميت زيادي براي موجودات دارند و 

كه ايمن امروزه علاقه زيادي به استفاده از مواد جديدي 

 ,Torres, 1989; Kumar) دارد وجود و موثر باشند،

2001 .) 

ها توانستند كه اسانس نتايج اين مطالعه نشان داد

كنند.  مهار تيمارها برخي از در را هاانواع آلودگي رشد

هاي استخراج شده مطالعات نشان داده است كه اسانس

 و كارواكرول، تيمول، ائوجنول، ليمونين گياهي نظير

بين بردن  بورنئول ممکن است جايگزيني مناسب براي از

 يك سري مواد ميکروبهاي مقاوم باشند. همچنين اين ها

براي سلامتي بودن ايمن  كه علاوه بر طبيعي هستند

قارچي مي باشند. فعاليت ضد  طبيعت نيز با ازگاربشر، س

 ,Rhizoctonia solani هاي فلفل سياه عليه قارچ

Aspergillus flavus و Fusarium verticillioides 

(. فعاليت Srichana et al., 2009گزارش شده است )

 Hoque etهايي مانند فلفل سياه )باكتريايي اسانسآنتي

al., 2011( زنجبيل ،)Kamazeri et al., 2012 ميخك ،)

 Hui et(، اسطوخودوس )Joshi et al., 2011هندي )

al., 2010( ليمو، ترنج ،)Kirbaslar et al., 2009 و ،)

هاي ( عليه برخي پاتوژنAllawi et al., 2009زردچوبه )

غذايي گرام مثبت و گرام منفي نيز گزارش شده است. 

وژنول، تيمول هاي متعددي گزارش شده كه ادر بررسي

و كارواكرول بعنوان بيشترين اسانس هاي آويشن داراي 

اثرات آنتي ميکروبي و آنتي اكسيدانتي قوي هستند. 

 و فنولي تركيبات بودن دارا دليل به كارواكرول و تيمول

 و ميکروبي سلولهاي ديواره روي بر هيدروكسيل گروه

 كارواكرول مهم كنند. ويژگيمي عمل آنها سازنده اجزاي

 در سازد مي قادر را ها آن كه است آبگريزي تيمول و

 باكتري سلولهاي ميتوكندري و ديواره غشاء هايچربي

 شده، متصل غشاء هايپروتئين به كرده، نفوذ

 اختلال باعث نهايت در و كرده، آزاد را ساكاريدهاليپوپلي

 از آخر، مرحله گردد. در آنها نفوذپذيري و درساختمان

 هاي يون و مولکولها خروج و سلول محتويات رفتن دست

شود. نوع اسانس، مي ميکروبي مرگ به منجر حياتي

ها همگي نمونه غلظت و زمان در معرض قرار گرفتن ريز
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هاي باكتريايي و قارچي در ميزان ضد ميکروبي آلودگي

 ها آن غلظت با ها اسانس كشي قارچ . فعاليتاستموثر 

دارد. كارواكرول داراي ساختار فنلي است  زيادي رابطه

كه فعاليت ضد ميکروبي آن بر روي باكتريها، قارچها و 

 Botelho et al. 2007; Martinez-Romero et)مخمر 

al., 2007; Yahyazadeh et al., 2008)  .ثابت شده است

تيمول نيز يکي از مواد باكتري كش و قارچ كش است 

هاي گياهي كاربرد دارد يكه بطور موثري بر روي بيمار
(Braga et al., 2008; Yahyazadeh et al., 2008; 

Olasupo et al., 2007; Svircev et al., 2007). 

 كاربرد مورد در هاي بسيار كميگزارش تاكنون

 درون درشرايط ها ريزنمونه ضدعفوني براي هااسانس

عنوان ها را بهدر دسترس است. اثرات اسانس اي شيشه

د ضدعفوني كننده بر روي شرايط استريل محيط موا

هاي هاي داوودي بر روي محيطو رشد گره MSكشت 

-تيمار شده گزارش كردند. آنها تکنيك جايگزيني عصاره

هايي مانند دارچين، اسطوخودوس، ليمو و غيره را براي 

ضدعفوني محيط كشت به منظور جايگزيني اتوكلاو 

با نتايج ما مبني كردن محيط كشت معرفي كردند كه 

هاي قارچي و باكتريايي محيط كشت مهار كامل آلودگي

 مشابهت دارد.

ها به منظور گندزدايي کي از موانع كاربرد اسانسي

ها، صدمات شديد بر روي بافت محيط كشت و ريزنمونه

فرنگي و آزاد شدن فنل و در نهايت مرگ برگي توت

 را اتفاق اين ها در طي اين آزمايش بود كهريزنمونه

فرنگي  داد. توت نسبت اسانس روغني طبيعت به توانمي

 تركيبات  هاي خانواده رزاسه داراينيز مانند ساير جنس

 غيرزنده و زنده هاي تنش اثر در و است فنلي زيادي

 و نمونه ريز جداسازي يابد. درحين مي مقدارآنها افزايش

 پلي فعاليت با تركيبات اين بافت، صدمه ديدن از پس

 دارند، وجود ها سلول هاي در پلاست كه اكسيدازها فنل

 مزبور بافت شدن سياه يا ايهموجب قهو و اكسيدشده

 آنزيمي فعاليت اين اكسيداسيون گردند. محصولات مي

 تثبيت عدم ها، بافت تيره شدن وسبب نموده متوقف را

 مي ريزنمونه مرگ در نهايت و كشت درمحيط ريزنمونه

(. بطور مشابهي گوران و Husain et al., 2007شود )

هاي انگور را ( اثرات سوختگي ريزنمونه1392همکاران )

ها در محيط كشت هاي زياد اسانسبه دليل وجود غلظت

 آلوده عوامل دركنترل هااسانس برخلاف قدرت بالاي

 شديد حساسيت كننده گزارش كردند. بنابراين

 است ممکن ه،گيا علفي هايبافت و هاي گياهيسيستم

 ولي باشد، ضدعفوني هايپروتکل در آنها از  استفاده مانع

 ميرود ها اين احتمالاسانس به سرشت روغني توجه با

 عامل عنوان به پايين هاي غلظت در آنها از بتوان كه

 مواد جاي به سطحي كاهش كشش براي سطحي فعال

 بررسي مورد بايد  كه نمود استفاده توين چون شيميايي

 گيرد. قرار

 گيري كلينتيجه

طور كلي نتايج اين آزمايش نشان دهنده آن است به

كه حضور اسانس در محيط كشت كارآيي لازم در كنترل 

اي را هاي قابل رشد در شرايط درون شيشهانواع آلودگي

اي با هاي درون شيشهدارد. افزايش كنترل رشد پاتوژن

توت فرنگي هاي برگي اي شدن ريزنمونهميزان قهوه

رابطه عکس داشت. در كل در بين سه اسانس مورد 

هاي استفاده تيمول كارآيي بيشتري در كنترل پاتوژن

-ها با حداقل صدمه به بافتويژه قارچاي بهدرون شيشه

هاي گياهي را داشت و اوژنول كمترين بازدارنده رشد در 

-اي بود. گندزدايي سطحي ريزنمونهشرايط درون شيشه

دقيقه توانست  10درصد به مدت  5/0كارواكرول ها با 

ها با حداقل آسيب به درصد بازدارنده رشد باكتري 83تا 

 10درصد هم به مدت  5/0ها را فراهم كند. تيمول بافت

تواند به عنوان يك ماده گندزداي كارآمد براي دقيقه مي

درصد بازدارندگي( در كشت درون  91ها )كنترل قارچ

 رنگي توصيه شود.  فاي توتشيشه
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