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 كاهش قهوه اي شدن ريز نمونه هاي سه رقم نظنز، سبري و شكري گلابي در كشت درون شيشه اي
  )1( ، حامد كاوه)2( ، علي تهراني فر)2( ، غلامحسين داوري نژاد)1( صفيه وطن دوست جرتوده

  دانشگاه فردوسي مشهد دانشيار گروه علوم باغباني -2 ،دانشگاه فردوسي مشهد شجوي دكتري علوم باغبانيدان-1
ارقام نطنز، سبري و شكري گلابي از بهترين ارقامي هستند كه در ايران در سطح وسيعي كشت و كار شده و بازارپسندي 

از روش هايي است كه براي كاهش اين مشكل مفيد كشت درون شيشه اي يكي . خوبي دارند ولي تكثير آنها مشكل است
به هر حال مانند بسياري از گياهان چوبي، درصد بسيار بالايي از ريزنمونه ها در اولين مرحله از كشت بافت به دليل . است

نمونه هدف اين آزمايش، بررسي اثر رقم، محيط كشت، زمان . ترشح مواد فنولي و قهوه اي شدن محيط كشت از بين مي روند
جوانه هاي . گيري، نوع ريزنمونه و روش كنترل قهوه اي شدن بر شدت اين عارضه در بافت ها و محيط كشت مي باشد

بر . كشت شدند WPMو  MSانتهايي و جانبي به عنوان ريزنمونه در بهار و تابستان پس از استريليزاسيون در محيط كشت 
همچنين مشخص شد كه شدت قهوه اي شدن . قهوه اي شدن را داشت اساس نتايج اين آزمايش، رقم سبري بيشترين شدت

قهوه اي شدن در محيط . درصد بود 95در ريزنمونه هايي كه در تابستان كشت شده بودند، در ماكسيمم مقدار خود و حدود 
هايي نسبت و جوانه نوع ريز نمونه نيز قهوه اي شدن را تحت تاثير قرار داد و جوانه هاي انت. بالاتر بود WPMاز  MSكشت 

سرانجام، انتخاب جوانه هاي جانبي به جاي جوانه انتهايي به عنوان ربز . هاي جانبي دوم و سوم فنول بيشتري ترشح كردند
ميلي گرم در ليتر  100ساعت و  12تا  10درجه سانتيگراد بمدت  4نمونه در فصل بهار و نگهداري آنها در محيط سرد با دماي 

 100استفاده از . دقيقه در سه رقم گلابي براي كاهش قهوه اي شدن مفيد بود 15ل از ضد عفوني براي اسيد آسكوربيك قب
  .ميلي گرم در ليتر پلي وينيل كلرايد در محيط كشت تاثيري در كنترل اين عارضه نداشت

  جوانه فنول، ،MS، WPM: كلمات كليدي
  :مقدمه

كه در بعضي از گونه ها از جمله گلابي وجود دارد،به علت آزاد شدن تيره شدن محيط كشت و از بين رفتن ريز نمونه ها 
 (PPO) 27تركيب هاي فنولي از بافت هاي آسيب ديده مي باشد كه پس از اكسيده شدن توسط آنزيم پلي فنول اكسيداز

ود دارند و يا در تعدادي از ريزنمونه ها مقداري مواد فنوليك در خ. موجب رنگي شدن ريز نمونه ها و محيط كشت  مي شوند
اثر برش يك سري مواد متابوليك ثانويه در آنها توليد مي گردد كه بعدا اكسيد شده ومنجر به قهوه اي شدن محيط كشت و 

مانند زغال فعال (و مواد جاذب ) مانند اسيد آسكوربيك(استفاده از آنتي اكسيدانت ها ) 2005آلييو، (مرگ ريز نمونه مي گردد 
رين روش هايي هستند كه براي حل اين مشكل استفاده مي شوند، اما با پرورش گياه مادري در شرايط از متداول ت) شده

نور و گرما از عوامل تحريك  كننده ي ). 1979مير و هارل،(مطلوب، بهتر مي توان قهوه اي شدن ريز نمونه ها را برطرف نمود
ريزنمونه ها در دماي پايين و تاريكي مي تواند يكي از راه كارهاي  فعاليت آنزيم پلي فنول اكسيداز هستند، بنابراين قرار دادن

در درختان ميوه خصوصا گلابي، به طور وسيعي با ميزان قهوه  موفقيت در كشت بافت ).1996بلاك و لانكس، (مناسب باشد 
ن هستند، همچنين قهوه اي ارقام آسيايي گلابي بيشتر از ارقام اروپايي در معرض قهوه اي شد .اي شدن بافت ها مرتبط است

  ).2008كومار و ژانگ، (شدن در تابستان بيشتر رخ مي دهد 
سانتي متراز قسمت هاي بيروني تاج درختان ارقام مذكور در  20بمنظور تهيه ريزنمونه، شاخه هايي بطول : مواد و روش

شست و شوي سطحي آن ها انجام و سپس پس از انتقال به آزمايشگاه  .انتخاب گرديد) بهار و  تابستان(فصول مختلف سال 
، شست و شوي سطحي داده و 28بمنظور ضدعفوني ريزنمونه ها ابتدا آنها را با مايع دستشويي اوه .ريزنمونه از آنها تهيه گرديد

                                                 
27 -Polyphenol oxidase   
28 -Ave 
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. ثانيه تيمار شدند 30درصد به مدت 70پس از گذشت اين زمان با الكل  دقيقه در زير آب روان قرار گرفتند، 30سپس بمدت 
 0.1درصد داراي  1.5 پس از ضدعفوني سطحي نمونه ها ،براي كنترل آلودگي هاي قارچي از هيپوكلريت سديم با غلظت هاي

  ميلي گرم در ليتر سفوتاكسيم درون محيط كشت 200دقيقه و براي كنترل آلودگي هاي باكتريايي از  15بمدت   20توين% 
 MSبراي استقرار نمونه ها از محيط كشت هاي .ون فلس آماده شدندريز نمونه ها بصورت فلس دار و بد .استفاده شد

) 1980لويد و مك كاون، ( WPMگرم در ليتر آگار و  8گرم در ليتر ساكاروز و  30داراي ) 1962موراشي و اسكوگ، (
اي شدن ريزنمونه  براي حذف مواد فنولي و كاهش قهوه .گرم در ليتر آگار استفاده گرديد 8گرم در ليتر ساكاروز و  20داراي

  :ها تيمارهاي مختلفي به شرح زير انجام شد
ميلي گرم در  100درجه سانتي گراد، استفاده از اسيد آسكوربيك به غلظت  4ساعت قبل از كشت در  12سرمادهي نمونه ها 

ر درون محيط كشت ، ميلي گرم در ليت 100دقيقه ، استفاده از اسيد آسكوربيك به غلظت  15ليتر در مرحله ضدعفوني به مدت 
درجه سانتي گراد و  4ساعت قبل از كشت در  12درون محيط كشت ،سرمادهي نمونه ها % 0.02به غلظت  PVPاستفاده از 

ساعت قبل از كشت  12ميلي گرم در ليتر در مرحله ضدعفوني، سرمادهي نمونه ها  100استفاده از اسيد آسكوربيك به غلظت 
ميلي گرم در ليتر درون محيط كشت، سرمادهي نمونه ها  100اده از اسيد آسكوربيك به غلظت درجه سانتي گراد و استف 4در 
درون محيط كشت، سرمادهي نمونه ها % 0.02به غلظت  PVPدرجه سانتي گراد و استفاده از  4ساعت قبل از كشت در  12
ميلي گرم در ليتر در مرحله  100غلظت درجه سانتي گراد  و استفاده از اسيد آسكوربيك به  4ساعت قبل از كشت در  12

  .ويال انجام شد 6تكرار و در هر تكرار  3آزمايش بصورت فاكتوريل در قالب طرح كاملا تصادفي در. ضدعفوني
  :نتايج و بحث

بود كه البته با اين غلظت تعداد زيادي از نمونه ها بشدت % 2موثرترين غلظت هيپوكلريت سديم در كنترل آلودگي قارچي،  
در آزمايش مشخص گرديد  .هيپوكلريت سديم استفاده شد%  5/1هوه اي مي شدند، بنابراين براي روش ضدعفوني از غلظت ق

كه نوع رقم بطور معني داري بر ميزان قهوه اي شدن تاثير گذار است بگونه اي كه رقم سبري بيشترين درصد قهوه اي شدن را 
همچنين مشخص شد كه زمان نمونه گيري نيز بر ميزان قهوه اي شدن . داشتبروز داد و پس از آن شكري و سپس نطنز قرار 

موثر است، ريزنمونه هاي گرفته شده در تابستان بطور معني داري از ريز نمونه هاي گرفته شده در بهار مواد فنولي بيشتري را 
سبري مورد بررسي قرار گرفت و  با توجه به اين موضوع تيمار هاي قهوه اي شدن برروي رقم. در محيط كشت آزاد كردند

  ). 1نمودار (بهترين تيمار به عنوان يك روش كلي براي كنترل قهوه اي شدن براي هر سه رقم بكار رفت
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 درصد قهوه اي شدن در ريزنمونه هاي گرفته شده در بهار و تابستان در سه رقم سبري،شكري و نطنز - )1(نمودار 
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براساس نتايج حاصل از تجزيه واريانس داده ها مشخص گرديد كه حضور و يا عدم حضور فلس برروي جوانه بطور معني 
همچنين در بين تيمار هاي .شدن موثر است و جدا نمودن فلس ها باعث افزايش اين موضوع مي گرددداري در ميزان قهوه اي 

درون محيط كشت در جوانه هاي فلس دار كمترين اثر را در كنترل قهوه اي شدن  PVPانجام شده مشخص شد كه كاربرد 
ساعت قبل از كشت  12لي سرمادهي نمونه ها بهترين تيمار در كاهش ترشح مواد فنو). ≥P%5(نسبت به ساير تيمارها داشت 

. دقيقه بود 15ميلي گرم در ليتر اسيد آسكوربيك در مرحله ضدعفوني به مدت  100درجه سانتي گراد همراه با كاربرد  4در 
 همچنين سرمادهي نمونه ها قبل از كاشت همراه با كاربرد اسيد آسكوربيك درون محيط كشت نيز تا حد زيادي قهوه اي شدن
ريزنمونه ها را نسبت به شاهد كاهش داد در صورتي كه كاربرد اسيد آسكوربيك در محيط كشت به تنهايي تاثير بسيار ناچيزي 

  ).2نمودار (در كنترل اين مشكل داشت
  
  
  
 
  
  
  
  
  
  
  

ط كشت در مورد جوانه هاي بدون فلس نيز سرمادهي نمونه ها قبل از كاشت همراه با كاربرد اسيد آسكوربيك درون محي
درون   PVPكاربرد. بطور معني داري در كاهش قهوه اي شدن موثر بود كه البته اين مقدار از جوانه هاي فلس دار كمتر بود

براساس نتايج اين آزمايش مشخص شد كه هرچه ). 3نمودار (محيط كشت كمترين اثر را در كنترل ترشح مواد فنولي داشت 
مطابقت  2005د ترشح مواد فنولي نيز بيشتر خواهد بود كه با يافته هاي آلييو در سال ايجاد زخم برروي ريز نمونه بيشتر باش

دارد  و قرار دادن ريز نمونه ها در دماي پايين و استفاده از آنتي اكسيدانت ها در كنترل قهوه اي شدن بسيار موثر است و 
ط كشت  مي باشد كه با نظر كومار و كاربرد اسيد آسكوربيك در مرحله ضدعفوني موثرتر از كاربرد آن در محي

  .مشابهت دارد) 2008(همكارانش
  
  
  
  
  
  
  
  

 هوه اي شدن در تيمارهاي مختلف در جوانه هاي فلس دار رقم سبريدرصد ق -) 2(نمودار 

 درصد قهوه اي شدن در تيمارهاي مختلف در جوانه هاي بدون فلس رقم سبري -)3(رنمودا
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