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ی  فا
 

  فندق  اي  درون شيشه استقرارهاي ضد عفوني سطحي و محيط هاي كشت مناسب براي  مقايسه روش
  )4( ، سيد محمد ميري)3(، سونا حسين آوا )2( ، جواد مظفري)1(ابي تمهين آف

 –3و2، كشاورزي دانشگاه آزاد اسلامي واحد كرجدانشجوي كارشناسي ارشد دانشكدة  -كارشناس مؤسسة تحقيقات اصلاح و تهية نهال و بذر -1
  عضو هئيت علمي دانشگاه آزاد اسلامي واحد كرج -4،عضو هئيت علمي مؤسسة تحقيقات اصلاح و تهية نهال و بذر

%  1/0كلريـد جيـوه    -1جوانه هاي درختان بالغ فندق از كولتيوارهاي پاييزه، پشمينه و گردويي پس از ضدعفوني با سه روش 
 – 3دقيقـه   20به مدت ) كلر فعال%  5(سفيد كننده تجارتي %  6/1+ دقيقه  4به مدت %  1/0كلريد جيوه  -2دقيقه  7ت به مد

و PT ،MOLT ،DKW ،WPMمحيط كشت پايه شامل  5دقيقه در  15به مدت ) كلر فعال%  5(سفيد كننده تجارتي %  5/2
MS/2 28/94 ± ٪46/0دقيقه با توليـد   15به مدت ) كلر فعال%  5(ي سفيد كننده تجارت ٪5/2ضد عفوني با . كشت گرديدند 

بنزيل آدنين (با تركيب هورموني   MOLTريز نمونه هاي غير آلوده و سالم به عنوان روش ضد عفوني مناسب و محيط كشت
كـه تعـداد   ) ر ليتـر ميلـي گـرم د   04/0ميلي گرم در ليتر و ايندول تري بوتيريك اسيد 1/0جيبرليك اسيد , ميلي گرم در ليتر5/1

برگ، طول شاخساره و كيفيت رشد بالايي را در ژنوتيپ هاي پاييزه و پشمينه توليد نمود به عنوان محيط كشت مناسب بـراي  
جيبرليـك  , ميلـي گـرم در ليتـر     5/0بنزيل آدنين (با تركيب هورموني  PTرشد ريز نمونه هاي هر دو ژنوتيپ و محيط كشت 

به عنوان محيط كشت مناسب براي رشد ريز ) ميلي گرم در ليتر 04/0ر و ايندول تري بوتيريك اسيد ميلي گرم در ليت 1/0اسيد 
  .نمو نه هاي ژنوتيپ گردويي تشخيص داده شد

  :مقدمه
كشور ايران از نظر . فندق يكي از  ميوه هاي  مهم خشكباري است و از نظر دارويي و ارزش غذايي جايگاه قابل توجهي دارد 

گياه فندق استفاده هاي زيادي دارد و به دو صورت با پوست و ). 1383،   آوا حسين( در دنيا  مقام ششم را دارد  توليد فندق
بدون پوست به فروش مي رسد و ميوه هاي آنها به طور وسيع در شيريني سازي و مواد آرايشي به كار مي رود 

(Rodr′iguez et al.,1989)  .راسيون و از پوستة سخت آن در ايجاد حرارت در از چوب فندق در مبل سازي و دكو
تكنيك تكثير درون شيشه اي توليد كلوني گياهان يكنواخت را ميسر مي ) . 1383حسين آوا ، (گلخانه ها استفاده مي شود 

روش تكثير غيرجنسي مطمئني را فراهم مي سازد "سازد و در سطح وسيع براي گونه هاي چوبي استفاده مي شود زيرا اولا
  . انتشار سريع ژنوتيپهاي جديدبا خصوصيت هاي زراعي با كيفيت بالا را فراهم مي كند "ثانيا

بهينه كردن محيط كشت براي ارقام تجاري و ژنوتيپ هاي موجود در ايران ، توليد گياهان يكنواخت هدف از اين تحقيق 
د ژنتيكي به صورت گياه كامل در اندازه و در زمان كم نسبت به روشهاي سنتي و با صرفه اقتصادي ، سهولت تبادل موا

  .تسريع عرضه به باغداران مي باشدحجم كم و 
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   :ها مواد و روش
  : مواد گياهي و انتخاب ريز نمونه

، ارقام فندق جمع آوري شده در كلكسيون باغ كما ل آباد كرج به اسامي تابستانه ، اصل قره باغ ، رسمي ، گردويي ، پاييزه 
و شيرواني به پستان  ، انبوه ، ميش  ، ناخن رود ، گرچه ، محلي كرج 1ن ، تيپ گرد اشكورات ، شصتك پشمينه ، خندا

كيفيت مغز خوب ، عملكرد بالا داراي  صورت درون شيشه كشت شدند و سپس رقم هاي پاييزه ، پشمينه و گردويي كه
در فصل . يط كشت براي ريز ازديادي انتخاب شدندنسبت به بقيه ارقام وداراي قدرت  رشد بالا بودند جهت بهينه سازي مح

  . بهار اواخر ارديبهشت ماه از پاجوش هاي اين ارقام نمو نه هاي علفي انتخاب و به آزمايشگاه منتقل شدند
  :مراحل آماده كردن ريز نمو نه ها جهت انجام ضدعفوني 

  شستشو با آب شير وسپس حذف برگها و گوشواره ها   - 1
  دقيقه و سپس آبكشي با آب شير  10صابون به مدت  شستشو با آب - 2
 سانتي متر 1- 5/1بريدن شاخه ها به قطعات حاوي يك جوانه به طول  - 2

 (ساعت جهت محدود كردن قهوه اي شدن كشت 24قراردادن جوانه ها زير آب جاري به مدت حداقل يك ساعت تا  - 4
(Compton et al.,1986  

  :ضد عفوني ريز نمونه ها 
دقيقه قرار داده شدند و سپس با آب مقطر استريل  شستشو  1به مدت % 70ز نمو نه ها پس از تهيه در الكل اتيليك ري - 1

 .گرديدند

ريز نمونه ها در هر روش  در مواد ضد عفوني كننده به مدت لازم  قرار داده شدند و در زمان ضد عفوني جهت تماس  - 2
  .وني كننده به روش شيكر تكان داده شدندبيشتر سطح ريز نمو نه ها  با مواد ضد عف

  .دقيقه انجام گرفت 5سپس سه بار آبكشي با آب مقطر استريل هر باربه مدت   - 3
  .ريز نمونه ها در پتري ديش هاي حاوي كاغد صافي استريل قرار داده شدند "بعدا - 4
  .م گرفتبرش انتهاي ريز نمو نه ها جهت حذف قسمت سفيد شده در اثر ضد عفوني انجا - 5
  .دقيقه انجام شد 15- 30خشك كردن ر يز نمو نه ها به مدت  - 6
  .سپس ريز نمو نه ها در محيط هاي كشت قرار گرفتند - 7
  :ندتيمارهاي استريل به شرح ذيل بود 
  دقيقه  7به مدت  20قطره تويين  4بعلاوه %  1/0كلريد جيوه  - 1
قطره تويين  4و ) كلر فعال%  5(سفيد كنندة تجارتي%  6/1+ دقيقه  4ت به مد 20قطره تويين  4بعلاوه %  1/0كلريد جيوه  - 2

  دقيقه 20به مدت  20
  دقيقه  15به مدت  20قطره تويين  4بعلاوه  ) كلر فعال%  5(سفيد كنندهء تجارتي %  5/2- 3

 :محيط كشت هاي مورد استفاده 
1984)  DKW ( Driver and Kuniyuki  

WPM (Lloyd and McCown,1980)  
PT ( macro and micro Perez-Torner et ., 2000 and DKW organics )  

MS/2 ( Murashige and Skoog, 1962; 1 /2 macro,1/2 micro)  
MOLT( combination of DKW and WPM)  
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 )غلظت به ميلي گرم در ليتر(جدول تركيبات مورد استفاده در محيط كشت 

MS PT MOLT WPM DKW اجزا 
     Microelements 

025/0 25/0 25/0 25/0 25/0 CuSO4.5H2O 
 FeNaEDTA 63/44 80/36 63/44 70/36 - ٭
8/27  -  -  -  - FeSO4.7H2o 
3/37  -  -  -  - Na2EDTA 
2/6 20/6 20/6 20/6 8/4 H3BO3 

90/16 30/22 80/33 30/22 80/33 MnSO4.H2O 
25/0 25/0 39/0 25/0 39/0 Na2MoO4.2H2O 
6/8 60/8 17 60/8 17 ZnSO4.7H2O 

83/0  -  -  -  - KI 
025/0  -  -  -  - COCl2.6H2O 

     Macroelements 
 - 5/72 5/112 5/72 5/112 CaCl2 

440  -  -  -  - CaCl2.2H2O 
 - 26/471 64/1664 26/471 64/1664 Ca(NO3)2.2H2O 

170 170 265 170 265 KH2PO4 
 K2SO4 1559 990 1559 990 - ٭

1900  -  -  -  - KNO3 
 - 54/180 49/361 54/180 49/361 MgSO4 

370  -  -  -  - MgSO4.7H2O 
1650 400 1614 400 1614 NH4NO3 

     Vitamins 
2 2 2 2 2 Glycine 

100 100 100 100 100 Myo-Inositol 
5/0 1 1 50/0 1 Nicotinic acid 
5/0  - 5/0 50/0  - Pyridoxine Hcl 
1/0 2 2 1 2 Thiamine Hcl 
  

ميلي گرم در ليتر  IBA ( ،1/0(ميلي گرم در ليتر 04/0از ضد عفوني، ر يز نمو نه ها به محيط هاي كشت كه داراي بعد 
)GA3 ( ميلي گرم در ليتر  5/0و)BA ( براي محيط كشتPT  ميلي گرم  5/1و)BA ( براي محيط كشتهايDKW, 

MS/2 , WPM , MOLT   ساعت در تاريكي  24سيداسيون فنلي  كشت ها به جهت كم شدن اك.بودند منتقل شدند
)Druart et al.,1982  ( ساعت ، تحت  16درجة سانتي گراد با دورة نوري  23 ± 1قرار گرفتند سپس به اتاق رشد با دماي
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بعد از ). .Damiano et al ., 2005(ميكرومول در ثانيه در متر مربع منتقل شدند 5/37نور سفيد لامپ مهتابي با شدت نور 
روز يادداشت برداري از طول شاخساره ، تعداد برگ  ، تعداد شاخساره  و  35ز يادداشت برداري از آلوده ها و بعد از رو 10

تصادفي ، در سه تكرار و هر تكرار  "آزمايشات به صورت فاكتوريل ، در قالب طرح كاملا. ظاهر گياهچه ها انجام گرفت 
مقايسه ميانگين ها بر اساس آزمون دانكن انجام گرفت . و SPSSر نرم افزار تجزيه آماري د. ريز نمو نه اجرا شد  5داراي 

)05/0= P   .(  
  :و بحث نتايج

  :ها تعيين مناسب ترين روش ضد عفوني سطحي نمون
در تعيين مناسبترين روش ضد عفوني سطحي نمو نه ها ، تعداد ريز نمو نه هاي سالم، ريز نمو نه هاي آلوده و ريز نمو نه هاي 

  . ده در اثر استريل براي تيمارهاي ضدعفوني يادداشت برداري و به صورت جدول زير منعكس گرديدمر

  نتايج تيمارهاي ضدعفوني) 1-.1-4( جدول
 تعداد نمونه  ژنوتيپ  ضدعفوني تيمار

  كشت شده
  (% )پاسخ به ضد عفوني سطحي

زنده و 
  غيرآلوده

  آلودگي  مرده
  قارچي

  آلودگي
  باكتريايي

  هكلريد جيو
  به مدت1/0%
  دقيقه7

  پاييزه
  پشمينه
  گردويي

20  
20  
20  

45  
25  
20  

0  
5  
5  

45  
45  
55  

10  
25  
20  
  

%  1/0كلريد جيوه     
  3به مدت

%  6/1+دقيقه  4   4
سفيدكننده  تجارتي به 

 دقيقه20مدت 

  پاييزه
  پشمينه
  گردويي

40  
44  
40  

35  
54/79  
5/22  

0  
36/11  
5/22  

35  
81/6  
5/47  

5/7  
27/2  
5/7  

  سفيد كننده%  5/2
  15تجارتي به مدت

  دقيقه

  پاييزه
  پشمينه
  گردويي

35  
35  
35  

57/88  
14/97  
14/97  

0  
0  
0  

43/1  
86/2  
0  

0  
0  

86/2  
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تفاوت معني داري وجود % 1تجزيه آماري نشان داد كه بين ژنوتيپ ها ، تيمارهاي ضد عفوني و اثرات متقابل آنها در سطح 
  ).1- 1-4جدول(دارد

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  پاسخ ژنوتيپ ها به تيمارهاي ضدعفوني) 1- 1-4(شكل
ژنوتيپ پشمينه داراي بيشترين تعداد ريز نمونه هاي زنده و سالم بود و ژنوتيپ هاي پاييزه و گردويي از نظر تعداد ريز نمو نه 

 . .هاي زنده و سالم در يك كلاس قرار گرفته اند

  
 
 
 
 
 
  
  
  
  
  
  

  پاسخ تيمارهاي استريل)2 - 1-4( شكل 
  .داراي بيشترين تعداد ريز نمونه هاي زنده و سالم و بدون ريز نمو نه هاي مرد ه بود) كلر فعال%  5(يتكس تجارتيوا%  5/2

0

1

2

3

4

5

Ag%0.1 Ag%0.1+N%1.6 N%2.5

ات
صف

ن 
نگي
ميا

تيمارهاي ضدعفوني

ريزنمونه هاي زنده و سالم

ريزنمونه هاي آلوده

cريزنمونه هاي مرده در اثر استريل

b

a

a

b

cb

a

b

 

0

1

2

3

4

پاييزه پشمينه گردويي

ژنوتيپ

ات
صف

ن 
نگي
ميا ريزنمونه هاي زنده و سالم

ريزنمونه هاي آلوده

ريزنمونه هاي مرده در اثر استريل

b

a

b

a
a

b

a a
a
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  تجزيه واريانس  تيمارهاي ضد عفوني) 1- 1-4(جدول
ميانگين مربعات تعداد 

هاي مرده در  ريزنمونه
 اثراستريل

ميانگين مربعات تعداد 
  ريزنمونه هاي آلوده

ت تعداد ميانگين مربعا
 منبع تغييرات df ريزنمونه هاي سالم

ns 21/0  **64/3 **20/4 2 ژنوتيپ 
 تيمارهاي ضدعفوني 2 79/51** 20/36** 19/5**
ns42/0 **51/4 **68/5 4 تيمارهاي ضدعفوني×ژنوتيپ 

 اشتباه آزمايشي 49 71/0 65/0 071/0

  
 :در صد ريز نمو نه هاي زنده و سالم در تيمارهاي استريل

  30±0٪/79دقيقه  7به مدت  ٪ 1/0يماركلريد جيوه ت

   77/46 ± ٪60/1دقيقه 3به مدت  ٪ 1/0كلريد جيوه +دقيقه 20به مدت ) كلر فعال٪ 5(وايتكس تجارتي ٪ 6/1تيمار
   28/94 ± ٪46/0دقيقه  15به مدت ) كلر فعال ٪5(وايتكس تجارتي ٪ 2/ 5تيمار

دقيقه بيشترين درصد ريز نمو نه هاي زنده  15كلرفعال به مدت ٪ 5جارتي حاوي سفيد كننده ت ٪ 5/2بنابر اين ضد عفوني با 
  .. و سالم را ايجاد كرده و به عنوان مناسبترين تيمار ضد عفوني معرفي شد

  :اي فندق  تعيين محيط كشت مناسب براي رشد درون شيشه
ز كشت ، يادداشت برداري از تعداد برگ ، طول روز بعد ا 35بعد از استقرار ريز نمو نه ها در محيط هاي كشت مختلف ، 

  .شاخساره ،  تعداد شاخساره و ظاهر گياهچه ها در محيط هاي كشت مختلف  انجام گرفت 
% 1براساس نتايج به دست امده در صفات مورد بررسي بين ژنوتيپ ها ، محيط هاي كشت و اثرات متقابل آنها در سطح 

  ).1- 2-4جدول (اختلاف معني داري وجود داشت 
  

  
  پاسخ ژنوتيپ ها به صفات مورد بررسي)1- 2-4(شكل 

0

4

8

12

پاييزه پشمينه گردويي

ات
صف

ين 
انگ

مي

ژنوتيپ

تعدادشاخساره

تعداد برگ

طول شاخساره
b ab a
b a b

c
a

b
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  پاسخ محيط كشت ها به صفات مورد بررسي)2- 2-4(شكل 

ر گرفته از نظر تعداد شاخساره ، طول شاخساره و تعداد برگ در كلاس بالا قرا MS/2با توجه به شكل بالا محيط كشت 
داراي برگ هاي ريز و سبز كمرنگ بود كه ريزبودن برگها با گزارش  MS/2است ولي بر اساس يادداشت برداري ها 

Damiano  2005(و همكارانش ( مطابقت دارد و زردي برگ ها در محيط كشتMS توسطNas  و همكارش)2001 (
در طي چندين واكشت كشت شدند تعداد ريز  MSكشت  مشاهده شده و اظهار داشته كه وقتي ريز نمونه هاي زرد در محيط

  .ونه هاي زنده به طور ناجور كاهش يافتنم
  مقايسه ميانگين تيمارها) 2- 2-4(جدول

 
  ژنوتيپ

  
  

  محيط   كشت
  

  گردويي  پشمينه  پاييزه

  تعداد
  شاخساره

  تعداد
  برگ

  طول
  شاخساره

  تعداد
  شاخساره

  تعداد
  برگ

  طول
  شاخساره

  تعداد
  شاخساره

  تعداد
  برگ

  طول
  شاخساره

PT ab87/0  de20/2 fgh7 ab87/0 c47/3 abc40/10 ab 87/0  cd 07/3  ab67/10 

MOLT de 60 /0  c 27/3  cde 07/9  bcd 80/0  c 53/3  a 53/11  bcd 80/0  de 20/2  ij 47/5  

DKW cde70/0  cd07/3  hi 20/6  e 50/0  e 07/2  ghi 67/6  ab 1  c 60/3  efg 8  

WPM ab 93/0  e2 jk40/4 a10/1 c30/3 def37/8 cde73/0  e 73/1  k 93/3  
MS/2 ab90/0  b67/4 fg60/7 a10/1 a70/6 a40/11 a 10/1  b 90/4  bcd67/9 

  
با توجه به اين كه تعداد شاخساره و تعداد برگ نرخ تكثير ، طول شاخساره فاكتور رشد و رنگ و متناسب بودن اندازه برگها 

-2-4(اين اساس محيط كشت مناسب براي هر ژنوتيپ بر اساس جدول مقايسه ميانكين تيمارها  كيفيت رشد مي باشد بر
  .معرفي مي گردد)2

0

4

8

12

PT MOLT DKW WPM MS/2

محيط كشت 

ات
صف

ين 
انگ

مي تعداد شاخساره

تعداد برگ

طول شاخساره

b c
c b

a

b bb
c

a

a
a

b

c

a
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از نظر تعداد شاخساره در كلاس  MS/2و  PT  ،WPMبر اساس جدول مقايسه ميانگين ها در ژنوتيپ پاييزه محيط كشت 
در كلاس بالا قرار دارد  MOLTاخساره در محيط كشت طول ش.در كلاس بالا ست MS/2تعداد برگ در .بالا قرار دارند 

از نظر تعداد برگ يعني نرخ تكثير در  MOLTمي باشد در عين حال  MOLTكمتر از . MS/2ولي طول شاخساره در 
كه از حيث تعداد برگ يعني نرخ تكثير و طول شاخساره MOLT بنا بر اين محيط كشت .قرار دارد  MS/2كلاس بعد از 

ژنوتيپ پاييزه پسشنهاد محيط كشت مناسب براي رشد درون شيشه اير رشد در كلاس بالا قرار دارد به عنوان  يعني فاكتو
  .شد 

 
 
 
 
 
 
 
 
  

a = محيط كشتMS/2  و رشد ژنوتيپ پاييزه  b = محيط كشتMOLT )محيط كشت  
  )منتخب براي ژنوتيپ پاييزه   محيطدر اين 

در  MS/2تعداد برگ در .عداد شاخساره در كلاس بالا قرار دارنددرت MS/2و  WPMدر ژنوتيپ پشمينه محيط كشت 
در كلاس بالا قرار گرفته است ولي چون برگها در محيط كشت  MS/2و  MOLTطول شاخساره در .كلاس بالاست 

MS/2 ن محيط ريز و سبز كمرنگ بودند و ريز بودن برگ ها و سبز كمرنگ بودن آنها كيفيت پايين رشد را مي رساند  بنابر اي
قرار گرفته و از حيث فاكتور رشد در كلاس بالاست   MS/2كه از حيث تعداد برگ يعني نرخ تكثير بعد از  MOLTكشت 

  .ژنوتيپ پشمينه معرفي مي گرددبراي رشد درون شيشه ايبه عنوان محيط كشت مناسب 
 
 
 
 
  
  
 
 
 

c  =شت ريز بودن و كمرنگ بودن رنگ برگ ها ي ژنوتيپ پشمينه در محيط كMS/2  
d  = محيط كشتMOLT محيط كشت انتخابي براي ژنوتيپ پشمينه  

در كلاس بالا قرار دارد  طول شاخساره كه فاكتور   MS/2درژنوتيپ گردويي تعداد شاخساره و تعداد برگ در محيط كشت 
از نظر تعداد  PTدر كلاس بالا قرار گرفته است بنابراين با توجه به اين كه محيط كشت  PTرشد است  در محيط كشت 

براي رشد درون شيشه قرار گرفته است به عنوان محيط كشت مناسب . MS/2شاخساره يعني نرخ تكثير  دركلاس بعد از 
  .ژنوتيپ گردويي معرفي مي گردداي
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e   = محيط كشتMS/2    f  =محيط كشتPT محيط كشت انتخابي براي ژنوتيپ گردويي 

  اي فندق تعيين محيط كشت مناسب براي رشد درون شيشه) 1- 2- 4(جدول تجزيه واريانس 
 ميانگين مربعات
 تعداد شاخساره

 ميانگين مربعات
 طول شاخساره 

 ميانگين مربعات 
 منبع تغييرات    df تعداد برگ 

 ژنوتيپ 2 771/2** 39/32** 040/0*
  محيط كشت 4 089/13** 417/26** 149/0**
 محيط كشت ×ژنوتيپ  8 901/1** 838/9** 083/0** 

 اشتباه آزمايشي 30 158/0 836/0 010/0

  :منابع مورد استفاده 
، كشت بافت درختان ، باقري ، عبدالرضا ،سيد مهدي زيارت نيا ، محمد حسيني ،  1383جي، ام، بونكا، پي، ون، ادركاس ، 

  دانشگاه فردوسي مشهد
ي و كيفي ارقام جمع آوري شدهء فندق در كلكسيون كرج ، حسين آوا ، سونا ، بررسي تكميلي و تعيين خصوصيات كم

   1383سازمان تحقيقات و آمو زش كشاورزي ، 
  1384قرباني ، احمد ، بررسي شناسايي و جمع آوري ارقام فندق در سطح كشور ، دفتر امور ميوه هاي سردسيري و خشك ، 

- Damiano ,C, E,Catenaro, J, Giovinazzi, A, Frattarelli and E,Caboni  ,Micropropagation of 
Hazelnut ( Corylus avellana L .) , Acta Hort , 686, 2005 
-Rodriguez, R, Rodriguez, A,Gonzales, A and Perez, C,1989, Hazelnut ( Corylus avellana L. 
), Biotechnology in Agriculture and  Forestry, Vol, 5 , Trees II,p.127-160.In:Y.P.S.Bajaj(ed) 

  


