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 چکیده

-ونبرداری تحت تأثیر تیمارهای مختلف ستربا هدف یافتن بهترین ریزنمونه و فصل نمونهاین پژوهش 

کشت بافت شمشاد خزری انجام  هایپژوهشمناسب و بهینه برای  دستورالعملبه  یابیدست برای سازی

تیمارهای ضدعفونی های مختلف گیاه تهیه شدند. ابتدا پیشاز بخش ی برگ و ساقههاشد. ریزنمونه

مدت چهار تا پنج دقیقه شویی بهچند قطره مایع ظرف دارایها و شستشوی اولیه با آب معمولی ریزنمونه

 ماریت 13سازی با استفاده از سترون هود استریلهای سطحی انجام شد. سپس در زیر منظور حذف آلودگیبه

ای هآبشویی و در پایان ریزنمونه استریلپنج بار با آب مقطر  ،شده و بعد از اعمال هر تیمار انجام مختلف

در کنار شعله قرار داده  استریلهای پتریدر داخل  PDAمناسب از مواد گیاهی جدا و روی محیط کشت 

گراد با شدت نور درجه سانتی 26±1ها در اتاق رشد با دمایی معادل گیری آلودگی، کشتاندازه رایبشدند. 

بت به های فصل بهار نسقرار گرفتند. نتایج نشان داد ریزنمونه لوکس و تاریکی مورد بررسی 1500تا  1000

به  های برگی نسبتهای فصل پاییز دارای آلودگی میکروبی کمتری هستند. از طرفی ریزنمونهریزنمونه

 های ساقه درصد آلودگی کمتری از خود نشان دادند.ریزنمونه

 *.شمشاد خزری، کشت بافتبیماری بلایت شمشاد، تیمار ضدعفونی،  های کلیدی:واژه

                                                                                                                     
 09113735812شمارۀ تماس:      نویسنده مسئول *                



4، شماره 5پژوهش و توسعه جنگل، جلد  علمی فصلنامۀ  

528 

 

 مقدمه

ها ( شامل درختان، درختچهBuxaceaeخانواده شمشاد )

 سجن پنجاست. این خانواده دارای  سبزشهیهمو گیاهان 

، Buxus ،Noto buxus ،Sarcococcaشامل: 

Pachysandra  وStyloceras است (Van Laere et 

al., 2015ترین جنس این خانواده (. بزرگBuxus  است

دهد این تاکسونومیکی اخیر نشان می هایپژوهشکه 

 Larson, 1999; Van) گونه دارد 100تا  95جنس بین 

Laere et al., 2015) .شمشاد خزری (Buxus hyrcana 

Pojark. )سبزشهیهمبرگ یکی از معدود درختان پهن 

ر )بالغ بهای خزری است که دیرزیستی بالایی جنگل

(، جزو Marvie Mohadjer, 2006سال( داشته ) 500

 پیشینه. شودهیرکانی محسوب می –عناصر اکسین 

-های خزری به دوران سوم زمینها در جنگلحضور آن

عنوان یکی از درختان گردد و از این نظر بهشناسی برمی

های شمال بازمانده اقلیمی دوره پلیوسین در جنگل

 (. این گونهAkhani et al., 2010شود )محسوب می

ایران بوده و از اهمیت خاصی بین ذخایر  انحصاری

 ,.Khazaeli et alجنگلی جهان برخوردار است )

(. بهترین رویشگاه آن در شمال ایران در ارتفاع 2015

متر از سطح دریای آزاد قرار دارد، ولی تا  400تا  20

(. Sabeti, 2009شود )متر نیز مشاهده می 1200ارتفاع 

-علت تولید چوب با ارزش، همواره مورد بیشمشاد به

های آن مهری قرار گرفته و سطوح وسیعی از جنگل

دلیل کاهش چشمگیر امروزه به. برداری شده استبهره

 های در معرض خطرهای آن، در فهرست گونهجنگل

 ,.Asadi et alهای خزری قرار دارد )جنگل انقراض

ای شمال های جلگهمشاد در جنگل(. گونه ش2011

صورت های آن بهایران با توجه به تخریب رویشگاه

. حضور بیماری بلایت شودهای پراکنده دیده میلکه

و گسترش  (Calonectria pseudonaviculata)شمشاد 

های شمال تهدیدات را به مقدار آن در جنگل

برای  1994در سال افزایش داده است.  یتوجهقابل

ین بار علائم یک بیماری جدید روی درختان شمشاد اول

موجب که  انگلستان Hampshireدر نهالستان واقع در 

 مشاهده ،ه بودشد های شمشادعلائم سوختگی در گونه

 ,.Henricot et al., 2000; Gehesquiere et alشد )

 Crepel and)بلژیک  (. بلایت شمشاد از2016

Inghelbrecht, 2003) آلمان ،(Brand, 2005)،  ایتالیا

(Saracchi et al., 2008( سوئیس ،)Saracchi et al., 

(، ایرلند Henricot et al., 2008(، هلند )2008

(Henricot et al., 2008( اسپانیا ،)Varela et al., 

(، جمهوری چک Cech et al., 2010) کرواسی(، 2009

(Safrankova et al., 2012( فرانسه ،)Crepel and 

Inghelbrecht, 2003; Saurat et al., 2012 ترکیه ،)

(Akilli et al., 2012 ،)امریکا ) متحدهالاتیاIvors et 

al., 2012( سوئد ،)CABI/EPPO, 2012 اسلوونی ،)

(CABI/EPPO, 2012( دانمارک ،)CABI/EPPO, 

(، کانادا CABI/EPPO, 2012استرالیا ) (،2012

(Elmhirst et al., 2013 گزارش )بلایت شمشاد  .شد

( 2013و همکاران ) Rezaeeدر ایران اولین بار توسط 

سر و جیسا متعلق به تنکابن گزارش های لیرهاز جنگل

عامل بیماری بلایت شمشاد قارچ . شد

Cylindrocladium buxicola  شناخته شد و نام علمی

شناسی آنامورف )فرم غیرجنسی( و مشخصات ریخت

(. در Rezaee et al., 2013) شدبیمارگر معرفی 

طور رسمی از ایران دیگر، برای اولین بار بهپژوهشی 

 .Cتلئومرف )فرم جنسی( بیمارگر بلایت شمشاد با نام 

pseudonaviculata  شدمعرفی (Mirabolfathy et 

al., 2013.)  مکانیزم ظهور علائم بلایت در اثر تولید

ر دها توسط پاتوژن و یا ایجاد اختلال فیتوتوکسین

 گرنرهیتهای ها لکه. روی برگاستهای آوندی سیستم

ه شود کدیده می درنگیسفها بار قارچی و در پشت آن

ها سرعت موجب خشکیدگی و ریزش شدید برگبه
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های بیماری کوتاه و شود. عامل بیماری دارای چرخهمی

سریع بوده و هر چرخه بیماری در شرایط مناسب کمتر 

 ,Henricot and Gulhamشود )از یک هفته تکمیل می

نتیجه پیشرفت بیماری خیلی سریع بوده (. در2002

تری از دیگر در سطح وسیع 1391در سال  کهیطوربه

های شمشاد های شمشاد استان گیلان و جنگلعرصه

سرعت از غرب مازندران مشاهده شد و انتشار بیماری به

بنابراین  ؛توسعه و گسترش یافته است هیرکانی به شرق

-این گونه در حال حاضر در معرض تهدید شدید و در

ها و حفظ این احیای جنگل . برایاستحال انقراض 

گونۀ ارزشمند ضرورت دارد که نحوۀ تکثیر، تولید و 

نوان عپرورش آن مورد بررسی قرار گیرد. کشت بافت به

 آوری،تواند در زمینه جمعیک روش مناسب و سریع می

ای هپلاسم گیاهی و تولید پایهکثیر ژرمسازی، تذخیره

مناسب و عاری از بیماری شمشاد خزری مورد توجه 

 های کشت بافت برای اصلاحکاربرد تکنیکقرار گیرد. 

ر های سازگاری بهتژنتیکی گیاهان منجر به توسعه مدل

. همچنین شودمی رزندهیغهای زنده و در مقابل تنش

گران اصلاح برایجویی در زمان و مکان موجب صرفه

به انتخاب و کنترل فشارهای محیطی  ها را قادرشده و آن

ه های کشت بافت با ارائگرداند. علاوه بر این تکنیکمی

توانند ها میغلبه بر محدودیت برایهای مناسب روش

 های اصلاحی داشته باشندمزایای زیادی را در برنامه

(Pasqual et al., 2014.) ت بافت اینالبته تاکنون کش 

گونه در داخل کشور انجام نشده است و در خارج از 

کشور دو پژوهش در کشور چین انجام شده است. 

شمشاد مرواریدی  ای گونهدرون شیشه هایپژوهش

(Buxus sinica var. Parvifolia)  با هدف رفع خواب

انجام شد.  Niu (2008)تکثیر غیرجنسی توسط و بذر 

 1/0جیوه کلرید  بذرها، ترین روش ضدعفونیمناسب

وه جیکلرید های ساقه ریزنمونهو  دقیقه 8مدت به درصد

. بهترین زمان دست آمدبهدقیقه  6مدت بهدرصد  1/0

 Liتعیین شد.  ماهبهشتیارد هاریزنمونه تهیه برای

 .B)شمشاد  منظور تکثیر بیشتر و کارآمدبه (2011)

sinica var. Parvifolia)  برای ضدعفونی  بهینهروش

 1/0( HgCL2محلول کلرید جیوه ) ها را،ریزنمونه

های دقیقه و نرخ آلودگی ریزنمونه 2مدت درصد به

حفظ و تکثیر  کهییازآنجا درصد تعیین شد. 26/23ساقه 

 غیرجنسی برای قیبه طرهای برتر شمشاد خزری پایه

-جنگلکاری و احیای جنگل تولید در مقیاس انبوه برای

بعدی مانند  هایشمشاد خزری و همچنین پژوهشهای 

بررسی دلایل حساسیت بالای این گونه نسبت به عامل 

مقاوم آن به این بیماری مهلک  یهاهیپابیماری و یافتن 

 بنابراین آشنایی؛ برخوردار است یتوجهقابلاز اهمیت 

 ویژه تولید کالوس درای آن و بهشیشهبا تکثیر درون

های زیستی شمشاد تواند پایه پژوهشسطح انبوه می

پژوهشی در  کهییازآنجاخزری و نجات این گونه باشد. 

زمینۀ کشت بافت شمشاد خزری گزارش نشده است، 

این پژوهش با هدف یافتن بهترین ریزنمونه و فصل 

برداری تحت تأثیر تیمارهای مختلف ضدعفونی نمونه

و  سبرسیدن به دستورالعمل منا سازی( برای)سترون

کشت بافت شمشاد خزری  هایبهینه برای پژوهش

 انجام شد.

 هامواد و روش

 منطقه مورد پژوهش

 15هکتار وسعت در  420شمشاد با  جنگلی گاهذخیره

کیلومتری جنوب  10کیلومتری جنوب غربی بندرگز و 

شرقی گلوگاه و در منطقه روستاهای چشمه بلبل و 

شرقی و عرض  54   20تا َ 53   53لیوان، طول جغرافیایی َ

 شمالی واقع شده است. 36   47تا َ  36  45جغرافیایی َ

 600اکثر آن متر و حد 20حداقل ارتفاع از سطح دریا 

متر و میلی 8/625متر است. میانگین بارندگی سالانه 

گراد گزارش درجه سانتی 48/13دمای متوسط سالیانه 
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منطقه بر اساس روش آمبرژه  یوهواآبشده است. 

های مرطوب معتدل گزارش شده است. گونهنیمه

گاه شامل بلوط )بلند مازو(، درختی موجود در ذخیره

های انجیلی، لرگ و آزاد و گونهممرز، افرا پلت، 

 .استای شامل ازگیل، ولیک و آلوچه درختچه

 هاروش

این پژوهش در آزمایشگاه ریزازدیادی و کشت بافت 

گیاهی دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی گرگان 

 1396ماه( و فصل بهار )آبان  1395در فصل پاییز 

بهترین ( انجام شد. برای ارزیابی ماهبهشتیارد)

کشت بافت شمشاد  ریزنمونه و فصل رویشی برای

ام بندرگز اقد چشمه بلبلگاه خزری با مراجعه به ذخیره

خشبی شد )دو تا سه های جوان نیمهبه برداشت شاخه

ی های پلاستیکها بلافاصله در داخل کیسهساله(، شاخه

سرعت به آزمایشگاه منتقل شدند. سپس قرار گرفته و به

ها و های مختلف گیاه مانند برگا از بخشهریزنمونه

ل تیمارهای ضدعفونی شامها تهیه شدند. ابتدا پیشساقه

های پوسیده و قدیمی و شستشوی جدا کردن قسمت

ها با آب معمولی حاوی چند قطره مایع اولیه ریزنمونه

 منظور حذفمدت چهار تا پنج دقیقه بهشویی بهظرف

ها با آب مقطر ریزنمونه های سطحی انجام شد.آلودگی

-بار آبکش شدند. سپس در زیر هود استریل سترون پنج

( 1سازی با استفاده از تیمارهای مختلف )جدول 

ضدعفونی شده و بعد از اعمال هر تیمار، پنج بار با آب 

 هایشده آبشویی و در پایان ریزنمونهمقطر استریل

متر سانتیالی یک  نیماندازه های برگی بهنمونه)مناسب 

متر( از میلی 10اندازه پنج الی های ساقه بهمربع و نمونه

 PDA (Potatoمواد گیاهی جدا و در محیط کشت 

Dextrose Agarشده در های استریل( در داخل پتری

، گیری آلودگیمنظور اندازهکنار شعله قرار داده شدند. به

درجه  26±1ها در اتاق رشد با دمایی معادل کشت

لوکس و تاریکی  1500تا  1000گراد با شدت نور سانتی

روز مورد بررسی قرار گرفتند.  20مدت )انکوباتور( به

ها هر روز بررسی شده و در صورت مشاهده پتری

های سالم به پتری جدید انتقال داده آلودگی، ریزنمونه

 شدند.
 

 های شمشاد خزریضدعفونی ریزنمونه برایشده کار گرفتههتیمارهای ب -1جدول 

Table 1. Treatments used for disinfection of explants of Buxus hyrcana 

 محیط
Medium  

  
 تیمار 

Treatment 

PDA 

دقیقه 2مدت به درصد 1/0کلرید جیوه    

Mercury chloride /1% for 2 minutes 
 1 

دقیقه 4مدت به درصد 1/0کلرید جیوه    

Mercury chloride /1% for 4 minutes 
 2 

دقیقه 6مدت به درصد 1/0کلرید جیوه    

Mercury chloride /1% for 6 minutes 
 3 

دقیقه 8مدت به درصد 1/0کلرید جیوه    

Mercury chloride /1% for 8 minutes 
 4 

دقیقه 2ترتیب هب هرکدام درصد 70درصد + الکل  5/5هیپوکلریت سدیم    

sodium hypochlorite5.5% + alcohol70% each, 2 minutes respectively 
 5 

دقیقه 4ترتیب به هرکدامدرصد  70+ الکل  درصد 5/5هیپوکلریت سدیم    

sodium hypochlorite5.5% + alcohol70% each, 4 minutes respectively 
 6 
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 .1مۀ جدول ااد

Continued table 1. 

 محیط
Medium  

  
 تیمار 

Treatment 

PDA 

ترتیب به هرکدامدرصد  70درصد + الکل  5/1دقیقه(+ هیپوکلریت سدیم  2) درصد 1/0کلرید جیوه  

دقیقه 1  

mercuric chloride /1% (2 min) + sodium hypochlorite 1.5% + alcohol 70% each 1 

minute 

7 

دقیقه( 3درصد ) 1/0دقیقه( + کلرید جیوه  10درصد ) 1/0بنومیل  کشقارچ  

Fungicide Benomyl /1% (10 min) + Mercury chlor 

ide /1% (3 min) 

8 

دقیقه( 3درصد ) 1/0دقیقه( + کلرید جیوه  10درصد ) 5/0بنومیل  کشقارچ  

Fungicide benomyl /5% (10 min) + Mercury chloride /1% (3 min) 
9 

دقیقه( 3درصد ) 1/0دقیقه( + کلرید جیوه  10درصد ) 5/0اس رورال تی کشقارچ  

Fungicide Reveral TS /5% (10 min) + Mercury chloride /1% (3 min) 
10 

 3) درصد 70 دقیقه(+ الکل 3درصد ) 1/0دقیقه( + کلرید جیوه  10) درصد 1/0بنومیل  کشقارچ

دقیقه( 3درصد ) 5/1 میسددقیقه(+ هیپوکلریت   

Fungicide Benomyl /1% (10 min) + Mercury chloride /1% (3 min) + Alcohol70% 

(3 min) + Sodium hypochlorite 1/5% (3 min) 

11 

 3درصد ) 70دقیقه(+ الکل  3درصد ) 1/0دقیقه( + کلرید جیوه  10درصد ) 5/0بنومیل  کشقارچ

دقیقه( 3درصد ) 5/1دقیقه(+ هیپوکلریت سدیم   

Fungicide Benomyl /5% (10 min) + Mercury chloride /1% (3 min) + Alcohol70% 

(3 min) + Sodium hypochlorite 1/5% (3 min) 

12 

درصد  5/1دقیقه(+ هیپوکلریت سدیم  3درصد ) 70دقیقه( + الکل  10درصد ) 1/0بنومیل  کشقارچ

(دقیقه 3)  

Fungicide Benomyl /1% (10 minutes) + alcohol 70% (3 minutes) + sodium 

hypochlorite1.5% (3 min) 

13 

 

 آماری لیوتحلهیتجز

چهار )ها طرح آماری مورد استفاده در همۀ آزمایش

تیمار  13تصادفی با  کاملاًآزمایش( در قالب طرح 

ضدعفونی و شش تکرار و در هر تکرار شش ریزنمونه 

 1872و  یتشتک پتر 312 درمجموعبنابراین ؛ انجام شد

در ابتدا  گیاهی مورد بررسی قرار گرفت. زنمونهیر

-از توزیع نرمال به شدهلیتبدهای اصلی و تبعیت داده

وسیله آزمون کولموگروف اسمیرونوف و همگن بودن 

 منظورآزمون لون بررسی شد. به لهیوسبهها اریانسو

مختلف  تیمارهایبررسی تفاوت یا عدم تفاوت 

برگ ) هازنمونهیربر اساس هر یک از  ضدعفونی

اقه و س آبان ماهماه، برگ ماه، ساقه اردیبهشتاردیبهشت

ها از بودن دادهبودن و همگننرمال با توجه به( آبان ماه

-ارداستفاده شد. پس از معنی طرفهکیآنالیز واریانس 

های ریزنمونهدر  های ضدعفونیتیمارشدن اختلاف 

ها از آزمون تر میانگین، برای مقایسه جزئیمختلف

 دانکن استفاده شد.

 نتایج

های سازی ریزنمونهمنظور کاهش آلودگی و بهینهبه

کشت بافت آن و  هایپژوهششمشاد خزری برای 

-به بهترین ریزنمونه و فصل نمونهرسیدن  برایهمچنین 

گیری از تیمارهای مختلف ضدعفونی استفاده شد. نتایج 

داری بین تجزیه واریانس نشان داد اختلاف معنی
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( )جدول Sig ≤.05استفاده وجود دارد )تیمارهای مورد

2.) 
 

 های شمشاد خزریتجزیه واریانس ریزنمونه -2جدول 

Table 2. Analysis of variance of explants of Buxus hyrcana 

Sig. F 
 میانگین مربعات 
Mean Square 

آزادیدرجه    
df 

 مجموع مربعات 
Sum of Squares 

ماهبهشتیاردآلودگی برگ    

Leaf May Contamination 

 0.000** 5.784   2838.319  12  34059.829 
گروهی بین   

Between Group 

     490.741  65 31898.148  
یگروهدرون  

Within Group  

       77  65957.977 
 کل 

Total 

Sig. F 
 میانگین مربعات 
Mean Square 

 درجه آزادی 
df 

 مجموع مربعات 
Sum of Squares 

ماه آلودگی برگ آبان   

Leaf November Contamination 

 0.000** 15.631 4219.492 12 50633.903 
 گروهی بین 

Between Group 

   269.943 65 17546.296 
 یگروهدرون

Within Group  

    77 68180.199 
 کل 

Total 

Sig. F 
 میانگین مربعات 
Mean Square 

 درجه آزادی 
df 

 مجموع مربعات 

Sum of Squares 

ماهبهشتیارد ساقهآلودگی    

Stem May Contamination 

 0.000** 15.663 4529.321 12 54351.852 
 بین گروهی 

Between Group 

   289.174 65 18796.296 
 یگروهدرون

Within Group  

    77 73148.148 
 کل 

Total 

Sig. F 
 میانگین مربعات 
Mean Square 

 درجه آزادی 
df 

 مجموع مربعات 

Sum of Squares 

ماهآلودگی ساقه آبان    

Stem November Contamination 

 0.000** 18.142 5065.290 12 60783.476 
 بین گروهی 

Between Group 

   279.202 65 18148.148 
 یگروهدرون

Within Group  

    77 78931.624 
 کل 

Total 

 

 ماهبهشتیاردهای برگ در مربوط به ریزنمونه جنتای

 هایبه درصد آلودگی ریزنمونه نتایج مربوط 1شکل 

را در تیمارهای مختلف ضدعفونی  ماهبهشتیاردبرگ 

ر ها بیانگر آن است که تیمادهد. مقایسه میانگیننشان می

دقیقه(+ هیپوکلریت  2) درصد 1/0کلرید جیوه هفت )

 1ترتیب به هرکدام درصد 70+ الکل  درصد 5/1سدیم 

-یداشته و تفاوت معن( بالاترین درصد آلودگی را دقیقه

داری با بقیه تیمارها دارد، این در حالی است که 

 10) درصد 1/0کش بنومیل قارچتیمارهای هشت )
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-قارچ( و نه )(دقیقه 3) درصد 1/0دقیقه( + کلرید جیوه 

 1/0دقیقه( + کلرید جیوه  10) درصد 5/0کش بنومیل 

کمترین درصد آلودگی را داشته و  (دقیقه 3) درصد

(.1تیمارها داشتند )شکل  دیگرداری با معنیتفاوت 
 

 
 دهنده تفاوت، حروف متفاوت نشانر تیمارهای مختلف ضدعفونید ماهبهشتیاردهای برگ آلودگی ریزنمونه مقدار -1شکل 

 .استدرصد  پنجداری بر اساس آزمون آماری دانکن در سطح معنی

Figure 1. The amount of contamination of leaf samples of May in different treatments of disinfection. 

Different letters indicate a significant difference based on Duncan's test at the 5% level. 
 

 ماههای ساقه در اردیبهشتمربوط به ریزنمونه جینتا

 هایآلودگی ریزنمونهنتایج مربوط به درصد  2شکل 

را در تیمارهای مختلف ضدعفونی  ماهبهشتیاردساقه 

ر ها بیانگر آن است که تیمادهد. مقایسه میانگیننشان می

دقیقه(+ هیپوکلریت  2) درصد 1/0کلرید جیوه هفت )

 1ترتیب به هرکدام درصد 70+ الکل  درصد 5/1سدیم 

-عنیتفاوت م( بالاترین درصد آلودگی را داشته و دقیقه

داری با بقیه تیمارها دارد، این در حالی است که تیمار 

دقیقه( + کلرید  10) درصد 5/0کش بنومیل قارچنه )

کمترین درصد آلودگی را  (دقیقه 3) درصد 1/0جیوه 

تیمارها دارد )شکل  دیگرداری با داشته و تفاوت معنی

2.) 

 ماه های برگ در آبانمربوط به ریزنمونه جینتا

 هاینتایج مربوط به درصد آلودگی ریزنمونه 3شکل 

ماه را در تیمارهای مختلف ضدعفونی نشان  برگ آبان

ها بیانگر آن است که تیمار دهد. مقایسه میانگینمی

دقیقه(+ هیپوکلریت  2درصد ) 1/0کلرید جیوه هفت )

 1ترتیب به هرکدامدرصد  70درصد+ الکل  5/1سدیم 

-آلودگی را داشته و تفاوت معنی( بالاترین درصد دقیقه

داری با بقیه تیمارها دارد، این در حالی است که تیمار 

دقیقه( + کلرید  10درصد ) 5/0کش بنومیل قارچنه )

کمترین درصد آلودگی را  (دقیقه 3درصد ) 1/0جیوه 

تیمارها دارد )شکل  دیگرداری با داشته و تفاوت معنی

3.) 

 ماه ساقه در آبانهای مربوط به ریزنمونه جینتا

 هاینتایج مربوط به درصد آلودگی ریزنمونه 4شکل 

ماه را در تیمارهای مختلف ضدعفونی نشان  ساقه آبان

ها بیانگر آن است که تیمار دهد. مقایسه میانگینمی

دقیقه(+ هیپوکلریت  2) درصد 1/0کلرید جیوه هفت )

 1ترتیب به هرکدامدرصد  70+ الکل درصد 1 /5سدیم 

-( بالاترین درصد آلودگی را داشته و تفاوت معنیدقیقه

داری با بقیه تیمارها دارد، این در حالی است که تیمار 

دقیقه( + کلرید  10درصد ) 5/0کش بنومیل قارچنه )

کمترین درصد آلودگی را  (دقیقه 3درصد ) 1/0جیوه 

تیمارها نشان داد  دیگرداری با داشته و تفاوت معنی

 (.4)شکل 
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 دهنده تفاوت، حروف متفاوت نشانر تیمارهای مختلف ضدعفونید ماهبهشتیاردهای ساقه آلودگی ریزنمونه مقدار -2شکل 

 .استدرصد  پنجداری بر اساس آزمون آماری دانکن در سطح معنی

Figure 2. The amount of contamination of stem samples of May in different treatments of disinfection. 

Different letters indicate a significant difference based on Duncan's test at the 5% level. 

 
 دهنده تفاوت، حروف متفاوت لاتین نشانر تیمارهای مختلف ضدعفونیدماه آبان  برگهای آلودگی ریزنمونه مقدار -3شکل 

 .استدرصد  پنجداری بر اساس آزمون آماری دانکن در سطح معنی

Figure 3. The amount of contamination of leaf samples of November in different treatments of 

disinfection, Latin letters indicate a significant difference based on Duncan's test at the 5% level. 

 
-دهنده تفاوت معنینشان ت، حروف متفاور تیمارهای مختلف ضدعفونیدماه  های ساقه آبانآلودگی ریزنمونه مقدار -4شکل 

 .استدرصد  پنجداری بر اساس آزمون آماری دانکن در سطح 

Figure 4. The amount of contamination of stem samples of November in different treatments of 

disinfection. Different letters indicate a significant difference based on Duncan's test at the 5% level. 
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 بحث

 انحصاری و ارزشمندهای شمشاد خزری یکی از گونه

بین ذخایر جنگلی  در ایران بوده و از اهمیت خاصی

 (.Khazaeli et al., 2015برخوردار است ) و ایران جهان

-علت تولید چوب با ارزش، همواره مورد بیشمشاد به

های آن مهری قرار گرفته و سطوح وسیعی از جنگل

. از طرفی علاوه بر فشارهای محیطی، شده است تخریب

( C. pseudonaviculataحضور بیماری بلایت شمشاد )

های شمشاد خزری تهدیدات و گسترش آن در جنگل

افزایش داده است. کنترل  یتوجهقابل به مقداررا 

هایی که از های میکروبی در ریزنمونهآلودگی

های طبیعی گرفته شده یک چالش بزرگ در اکوسیستم

(. Daud et al., 2012کشت بافت گیاهی است )

های به عامل هازنمونهیرهای میکروبی در آلودگی

برداری و مختلفی مانند نوع گونه، سن، فصل نمونه

، Magaña, 2012) یط آب و هوایی بستگی داردشرا

Read and Preece, 2014) درون هایبنابراین آلودگی؛ 

-مهم از و بوده بافت کشت مشکلات از یکی ایشیشه

 کرد دقت باید و است بافت کشت در کار مراحل ترین

 ریزنمونه مرگ سبب هاآلودگی بردن بین از بر علاوه که

 مناسب روش تعیین در این پژوهش برای .نشود

تیمار  13متعددی ) هایروش از هاریزنمونه ضدعفونی

 شدت آمدهدستبهشد. بر اساس نتایج  استفاده مختلف(

 1/0کش بنومیل قارچ) 11ضدعفونی در تیمارهای 

دقیقه(+  3درصد ) 1/0دقیقه( + کلرید جیوه  10درصد )

 5/1 میسددقیقه(+ هیپوکلریت  3درصد ) 70الکل 

 10درصد ) 5/0کش بنومیل قارچ) 12((، دقیقه 3درصد )

 70دقیقه(+ الکل  3درصد ) 1/0دقیقه( + کلرید جیوه 

 3درصد ) 5/1دقیقه(+ هیپوکلریت سدیم  3درصد )

دقیقه(  10درصد ) 1/0کش بنومیل رچ)قا 13(( و دقیقه

 5/1دقیقه(+ هیپوکلریت سدیم  3درصد ) 70+ الکل 

نجر به سوختن (( بالا بوده که مدقیقه 3درصد )

نتایج تجزیه واریانس ده  های گیاهی شدند.ریزنمونه

داری بین تیمار مختلف نشان داد اختلاف معنی

های تیمارهای مورد استفاده در فصول و ریزنمونه

(. بر اساس 2( )جدول Sig ≤.05مختلف وجود دارد )

-های برگ در اردیبهشتاز ریزنمونه آمدهدستبهنتایج 

 2درصد ) 1/0کلرید جیوه بهار( تیمار هفت )ماه )فصل 

درصد  70درصد + الکل  5/1دقیقه(+ هیپوکلریت سدیم 

( بالاترین درصد آلودگی را دقیقه 1ترتیب به هرکدام

داری با ها( و تفاوت معنیدرصد ریزنمونه 75داشته )

بقیه تیمارها دارد، این در حالی است که تیمارهای هشت 

دقیقه( + کلرید جیوه  10درصد ) 1/0کش بنومیل قارچ))

درصد  5/0کش بنومیل قارچ( و نه )(دقیقه 3درصد ) 1/0

کمترین  (دقیقه 3درصد ) 1/0دقیقه( + کلرید جیوه  10)

ها( و درصد ریزنمونه 25درصد آلودگی را داشته )

(. در 1داری با دیگر تیمارها داشتند )شکل تفاوت معنی

(، اتانول 2HgCl)ها کلرید جیوه بسیاری از پژوهش

(O6H2C( و هیپوکلریت سدیم )NaClO )یا ییتنهابه 

مار ین تیعنوان بهترها بهزمان از آنصورت هماستفاده به

، Daud et al., 2012ضدعفونی معرفی شدند )

Mihaljević et al., 2013 ،Read and Preece, 2014 .)

های برگ فصل بهار این در حالی است که در ریزنمونه

در این پژوهش کمترین آلودگی مربوط به تیمار هشت 

کش بنومیل و کلرید جیوه قارچ زمانهمو نه که استفاده 

دست آمد. با توجه به شرایط منطقه که دچار به ،بود

رسد، اسپور قارچ عامل نظر میبیماری شده چنین به

-بیماری درختان سالم را هم آلوده کرده است که می

 ها در محیط کشتبایستی قبل از استفاده از ریزنمونه

ضدعفونی و کاهش آلودگی میکروبی از  برایبافت 

کش استفاده کرد. همچنین نتایج این بخش از قارچ

همراه کلرید کش بهپژوهش نشان داد استفاده از قارچ

داری کاهش دهد طور معنیتواند آلودگی را بهجیوه می

برای  بهینهروش  Li (2011)و  Niu (2008)(. 1)شکل 



4، شماره 5پژوهش و توسعه جنگل، جلد  علمی فصلنامۀ  

536 

 

محلول کلرید جیوه  ها راریزنمونه کردنیضدعفون

(HgCL2 ،)1/0 دو دقیقه و نرخ آلودگی مدت درصد به

دست آوردند که با نتایج بهدرصد  26/23ها ریزنمونه

خوانی دارد. با توجه به نتایج تیمارهای این پژوهش هم

، دادندهشت و نه کمترین درصد آلودگی را نشان 

ماهیت تیمارهای هشت و نه یکسان بوده  کهییازآنجا

-کار گرفته شدهکش بهها در درصد قارچتنها تفاوت آن

/ درصد بوده 1صورت چنانچه در تیمار هشت به ،است

درصد بوده بنابراین تیمار  5/0صورت اما در تیمار نه به

لین شود. برای اوهشت نسبت به تیمار نه ترجیح داده می

 دشکش گزارش عنوان قارچبنومیل به 1968ر در سال با

در  Du Pontتوسط شرکت آمریکایی  1971و در سال 

(. Dane and Dalgiç, 2005بازار به فروش رسید )

-شککش سیستمیک و از گروه قارچبنومیل یک قارچ

های بنزیمیدازول است که برای طیف وسیعی از 

همچنین برای مهرگان و ها مانند بیمیکروارگانسیم

-های قارچی مورد استفاده قرار میبسیاری از بیماری

زیادی  هایپژوهش(. Dane and Dalgiç, 2005گیرد )

ش کهای گیاهی با استفاده از قارچکنترل بیماری برای

، Dane and Dalgiç, 2005) بنومیل گزارش شده است

Mamza et al., 2010 ،Daud et al., 2012 ،Sawant 

et al., 2017 .)ای هبا توجه به نتایج حاصل از ریزنمونه

رید کل)فصل بهار( تیمار هفت ) ماهبهشتیاردساقه در 

 5/1دقیقه(+ هیپوکلریت سدیم  2) / درصد1جیوه 

( دقیقه 1ترتیب به هرکدامدرصد  70درصد + الکل 

درصد  55/85بالاترین درصد آلودگی را داشته )

بقیه تیمارها دارد،  داری باها( و تفاوت معنیریزنمونه

 5/0کش بنومیل قارچاین در حالی است که تیمار نه )

( (دقیقه 3درصد ) 1/0دقیقه( + کلرید جیوه  10درصد )

-درصد ریزنمونه 5/30کمترین درصد آلودگی را داشته )

(. 2داری با دیگر تیمارها دارد )شکل ها( و تفاوت معنی

رگ در به ب های ساقه نسبتبا توجه به نتایج ریزنمونه

-ظر مینفصل بهار آلودگی بیشتری داشته است. چنین به

رسد که با گذشت زمان )از فصل بهار به فصل پاییز( 

بیشتری با محیطی که  زمانمدتها ریزنمونه کهییازآنجا

 زاهای بیماریها و دیگر میکروارگانسیماسپور قارچ

ها نآاند بنابراین شدت آلودگی در اند، در تماسپراکنده

ایستی بها میبیشتر بوده است و برای کنترل آلودگی آن

تری استفاده کرد. نتایج حاصل از از تیمارهای قوی

ماه )فصل پاییز( تیمار هفت های برگ در آبان ریزنمونه

دقیقه(+ هیپوکلریت سدیم  2درصد ) 1/0کلرید جیوه )

( دقیقه 1ترتیب به هرکدامدرصد  70درصد + الکل  5/1

درصد  5/80بالاترین درصد آلودگی را داشته )

داری با بقیه تیمارها دارد، ها( و تفاوت معنیریزنمونه

 5/0کش بنومیل قارچاین در حالی است که تیمار نه )

( دقیقه 3درصد ) 1/0دقیقه( + کلرید جیوه  10درصد )

-درصد ریزنمونه 9/38کمترین درصد آلودگی را داشته )

(. 3اری با دیگر تیمارها دارد )شکل دها( و تفاوت معنی

بت های برگ در فصل پاییز نسبا توجه به نتایج ریزنمونه

های برگ و ساقه در فصل بهار دارای به ریزنمونه

ای فصل هنسبت به ریزنمونه چراکهآلودگی بیشتر است. 

 اند(. بر اساسبهار مدت تماس بیشتری با محیط بوده

ماه  های ساقه در آبانهاز ریزنمون آمدهدستبهنتایج 

 2) درصد 1/0کلرید جیوه )فصل پاییز( تیمار هفت )

درصد  70درصد + الکل  5/1دقیقه(+ هیپوکلریت سدیم 

( بالاترین درصد آلودگی را دقیقه 1ترتیب به هرکدام

داری با ها( و تفاوت معنیدرصد ریزنمونه 5/83داشته )

 یمارهای هشتبقیه تیمارها دارد، این در حالی است که ت

دقیقه( + کلرید جیوه  10درصد ) 1/0کش بنومیل قارچ)

درصد  /5کش بنومیل قارچ( و نه )(دقیقه 3درصد ) 1/0

( کمترین دقیقه 3درصد ) 1/0دقیقه( + کلرید جیوه  10)

ها( و درصد ریزنمونه 65/41درصد آلودگی را داشته )

؛ (4داری با دیگر تیمارها داشتند )شکل تفاوت معنی

های ساقه در که ریزنمونه شودمیبنابراین مشخص 
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صل های برگ و ساقه در ففصل پاییز نسبت به ریزنمونه

های برگ در فصل پاییز آلودگی بیشتری بهار و ریزنمونه

با  -1دلایل ذیل باشد: تواند بهموضوع می نیا دارند.

گذشت زمان از فصل رویش جدید )از فصل بهار به 

که گیاه در تماس با محیط قرار  یانزممدتفصل پاییز( 

گیرد افزایش یافته و همین امر موجب افزایش می

از فصل رویش به فصل پاییز لایه  -2. شودمیآلودگی 

 و گردوخاکموارد مانند  سایرمومی سطح کوتیکول و 

-میهمچنین رشد خود گیاه افزایش یافته، این موجب 

 -3رود. ها بالاتر شدت آلودگی در ریزنمونه شود

ه های برگ با توجه بهای ساقه نسبت ریزنمونهریزنمونه

به  اند. با توجهها دارای آلودگی بیشتریبافت سخت آن

ی هاریزنمونه شودمینتایج کلی این پژوهش مشخص 

های فصل پاییز دارای فصل بهار نسبت به ریزنمونه

ای هآلودگی میکروبی کمتری هستند. از طرفی ریزنمونه

های ساقه درصد آلودگی سبت به ریزنمونهبرگی ن

شود گیری میبنابراین نتیجه؛ کمتری از خود نشان دادند

گیری برای به حداقل رساندن بهترین فصل نمونه

در محیط کشت بافت برای گونه شمشاد خزری  آلودگی

 های برگ است.( و ریزنمونهماهبهشتیاردفصل رویش )

 تیمار ضدعفونیهمچنین با توجه به نتایج بهترین 

ارزشمند  های برگی در فصل بهار این گونهریزنمونه

های آن دچار جنگلی که در حال حاضر اکوسیستم

ارچقبیماری بلایت شمشاد بوده، تیمار هشت یعنی ))

 1/0دقیقه( + کلرید جیوه  10درصد ) 1/0کش بنومیل 

( است. بیماری بلایت شمشاد یکی از (دقیقه 3درصد )

تن رفبینکه در چند سال اخیر موجب از مشکلاتی است

 های آن شده با توجه به اینکهسطوح زیادی از اکوسیستم

های ارزشمند این گونه اندمیک بوده و از گونه

اکوسیستم جنگلی ایران بوده بنابراین آشنایی با شیوه 

ای آن و یافتن دستورالعمل مناسب تولید درون شیشه

 ایهپژوهشتواند پایه کشت بافت آن، این پژوهش می

 زیستی بعدی در این زمینه باشد.
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Abstract 

The aim of this study was to find the best explants and sampling period under different sterilization 

treatments in order to achieve a suitable and optimal protocol for tissue culture studies in Buxus sp. 

Explants were prepared from different parts of the plant, including leaves and stems. At first, detergent 

disinfection treatments and initial washing with ordinary water containing a few drops of liquid dish for 

four to five minutes were performed to remove surface contamination. The Explants were flushed with 

distilled water five times. Then, under laminar Floe sterilization, use 13 different treatments and 

disinfect five times each treatment with distilled autoclaved leachate and at the end of the appropriate 

samples (leaf samples of 0.5 to 1 cm Squares and stem samples of 5 to 10 mm) were isolated from plant 

material and placed on a PDA medium inside autoclaved petri dishes alongside a flame. In order to 

measure the contamination, cultures in a growth room with a temperature of 26 ± 1 ° C with a light 

intensity of 1000 to 1500 lux and dark (incubator) were investigated. The results showed that samples 

of spring season have less microbial contamination than those in the autumn season. On the other hand, 

leaf samples showed less contamination percentage compared to stem explants. 

Keywords: Boxblight, Treatments of sterilization, Buxus hyrcana Pojark, Tissu culture. 
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