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 ریزنمونه نخل خرماشدن  ایقهوهاثر عوامل مختلف کشت بر میزان 

(Phoenix dactylifera L.) ایدر شرایط درون شیشه 
 

The Effect of Various Factors on Browning of Date Palm (Phoenix dactylifera L.) 

Explant In Vitro 
 

 3و عزیز تراهی *2، موسی موسوی1امیری هحمید

 

 01/02/95تاریخ پذیرش:      26/10/94یافت: تاریخ در
 

 چکیده

ر میزان ف کشت بریزنمونه است. این پژوهش جهت تعیین اثر عوامل مختل شدن یاقهوهیکی از مشکلات تکثیر خرما در کشت بافت، 

نی سطحی ضدعفو آزمایش اجرا گردید. در آزمایش اول 5در قالب ای شیشهدر شرایط درون خرما  نخلریزنمونة  شدن یاقهوه

دوم از تیمار  . در آزمایشگردیدبررسی ای مرحلهو دو ای مرحلهیک  :در دو حالت مختلف %5/2 یمسدبا هیپوکلریت ها ریزنمونه

و  MS2/1 کامل، MS کشت پایه استفاده شد. در آزمایش سوم تأثیر محیطمولار میلی 8و  4، (0صفر )های پوترسین در غلظت

MS4/1، و نانوذرات اکسید روی شاملروی هارم تأثیر سولفات در آزمایش چ MS روی،  بدونMS بر گرم میلی 86/4و  43/2علاوه هب

ثیر تأزمایش پنجم آقرار گرفتند و در  یموردبررسبر لیتر نانواکسید روی گرم میلی 72/9و  86/4، 43/2 علاوههب MS لیتر روی و

ن در یک عفونی کرد. نتایج نشان داد که ضدشدندتناوبی( ارزیابی  بیورآکتورر و کشت )ظرف فیلتردار، ظرف بدون فیلتهای سیستم

داد که  زمایش دوم نشانهمراه با تکان شدید مؤثرتر از ضدعفونی در دو مرحله بود. نتایج حاصل از آ %5/2سدیم مرحله با هیپوکلریت

. همچنین محیط اثر بیشتری داشتمولار میلی 8د و غلظت نسبت به شاه شدن یاقهوهپوترسین در کاهش میزان مولار میلی 4غلظت 

 ادند. نتایج آخریندر آزمایشات سوم و چهارم نشان د یبترتبهنتایج بهتری  ،بر لیتر رویگرم میلی 86/4کامل و تیمار  MS یهپا

ترین میزان ی کمتناوب آکتوربیوربا درپوش فیلتردار نسبت به ظروف کاملًا بسته و ای شیشهدر ظروف  کشتکه  نشان دادآزمایش 

 .به همراه داشترا  شدن یاقهوه

 

 تناوبی بیورآکتورپوترسین، نانوذرات اکسید روی، هیپوکلریت سدیم، سولفات روی، های کلیدی: واژه

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                 
 ارشد و استادیار گروه علوم باغبانی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه شهید چمران اهواز، اهواز، ایرانکارشناسی موختهآدانشترتیب . به2و  1

 ، اهواز، ایرانرییهای گرمسخرما و میوه . عضو هیئت علمی پژوهشکده3

 Email: m.mousavi@scu.ac.ir      سئول*: نویسنده م
 



 ... شدنای اثر عوامل مختلف کشت بر میزان قهوه یهمطالع

34 

 مقدمه

عنوان ریزنمونه در شرایط کشت بافت های نخل خرما که بهبافت

کننود کوه ایون موواد یروند از خود مووادی ترشوم موکار میهب

 کشوتیطمحتدریجی بافت و  شدن یاقهوهکه باعث بر اینعلاوه

کوه باعوث طوریگردند، خاصیت سمی برای بافوت دارنود. بهمی

ممانعت از رشد گردیده، در نهایت منجر به از بین رفوتن بافوت 

 (.1990، 1شاهینگردند )ریز نمونه می

رشوم موواد فنولیوک بوه بافت معمولاً در اثور ت شدن یاقهوه    

این محول  یهاسلولمحیط از محل برش و در اثر زخمی شدن 

آنوزیم پلوی فنول اکسویداز  یلهوسبهها و سپس اکسید شدن آن

تشکیل  2کوئینونگیرد که در مرحله اول موادی بنام صورت می

سوپس ایون موواد بوه  باشوند.شوند که برای بافت سمی مویمی

 3مارشالشوند )ه یا سیاه تبدیل میای تیربه رنگ قهوههایی لکه

تراوش ترکیبات فنولیوک عمودتاً در کشوت  (.2000و همکاران، 

و  4گالیزیبافت گیاهان چوبی نظیر درختان میوه همچون موز )

 و 5آلمینوووو کاکووائو ) (1383 ،، گووردو )امووام(1981 ،همکوواران

چنوین درختوان جنگلوی همچوون کوا  ( و هم2003همکاران، 

( و اکووالیپتو) )عروواره و زنوودی، 2004ران، و همکووا 6تانووگ)

 شدن یاقهوه گردند.می شدن یاقهوه( باعث بروز مشکل 1386

ای وابسته به رقوم بووده و شودت آن در در شرایط درون شیشه

تورین ترکیبواتی کوه باعوث ارقام مختلف متفاوت اسوت. عموده

هوای نخول خرموا در شورایط کنتورل شوده ای شدن بافتقهوه

، و 8فولاوان، 7کافیویول شویکیمیک اسویداند از ارتشوند عبمی

باشند. در پینوه نخول می 9مشتقات هیدروکسی سینامیک اسید

زایی ممکن است برخی از مواد فنلوی جنینخرما در طی مرحله 

تجمع پیدا کنند که پس از یوک مواه از کشوت پینوه، رنوگ آن 

کنود ایون تیییور در رنوگ ناشوی از موی شدن یاقهوهشروع به 

هوای بوا فنلسید شدن کافیویل شیکیمیک اسیدها و تجموع اک

 2-3اسوت.  11مشتقات سیناپیک همچون 10جایگزینی متوکسی

و  DHC3هوای ماه پس از کشت، دو ترکیوب فنوولی دیگور بنام

DHC4 هوا از مشوتقات کننود. هور دوی آننیز تجمع پیودا موی

 ،12کوماریووک-پوویهیدروکسووی سووینامیک اسووید بوووده شووامل 

                                                 
1. Shaheen 

2. Quinones 

3. Marshall 

4. Galeazzi 

5. Alemanno 

6. Tung 

7. Caffeoylshikimic Acids 

8. Flavans 

9. Hydroxycinamic Acid Derivatives 

10. Methoxy Substituted Phenols 

11. Sinapic Derivatives 

12. P-coumaric 

، 15درمی و البلا ح الباشند )می 14ناپیک اسیدسیو  13فرولیک

( گزارش دادند که 2004) 16ال حدرمیو  زوینچنین هم (.2004

کشوت نسوبت بوه محیطدرصود در  3وجود ساکارز بوه غلظوت 

درصد باعث تجمع مواد فنلوی بیشوتری در  6و  5/1های غلظت

 زای نخل خرما گردید.بافت جنین

هوای خرموا ی شدن بافوتاجهت برطرف نمودن مشکل قهوه    

در کشت بافت، موواد مختلفوی توسوط محققوین زیوادی موورد 

تووان بوه اسوتفاده از هوا مویآن ازجملوهاند آزمایش قرار گرفته

گوورم بوور لیتوور میلووی 150اکسوویدان شووامل محلووول آنتووی

گوورم بوور لیتوور اسووید اسووکوربیک میلووی 100و  یدسوویتریکاس

، آدنین و گلوتوامین (، سیترات آمونیوم1983، 17تیسرات و زاید)

دی متیووول و  18دی هیدروکسوووی نفتوووالین(، 1990، شووواهین)
 20پلووی ونیوول پیرولیوودون(، a7991، تیسوورات) 19سولفوکسوواید

، زایوود ؛b1979، تیسووراتغووال فعووال )ز( و 1983، 21بیوچسوون)

سومی  یلدلبوهفعوال  زغال( اشاره کرد. در حال حاضر از 1984

های تهیوه از ریزنمونهاستفاده  گردد.نبودن استفاده بیشتری می

و  و بهوارهای زمسوتان شده از مواد گیاهی گرفته شده در فرل

این پدیده را کواهش  تواندیمکشت محیطافزودن زغال فعال به 

 اسوید آسوکوربیکچنوین کواربرد (. هم2008، آل خطیبدهد )

پیش از ضدعفونی سطحی ریزنمونوه هوا و کشوت روی محویط 

MS  فعووال، بهتوورین روش بوورای  گوورم بوور لیتوور زغووال 3دارای

و همکواران،  22طوه) جلوگیری از این پدیوده بیوان شوده اسوت

استفاده از قطعات ریزنمونه کوچوک و واکشوت نموودن . (2007

توانود تر نیز در رفع این مشکل مویاصل زمانی کوتاهودر ف هاآن

و همکاران نیوز از  تانگ 2004در سال  (.1986، زایدمؤثر باشد )

جهت برطرف نمودن  24اسپرمیدینو  23وترسینپهای پلی آمین

در شرایط کنترل  25کا  ورجینیاهای ای شدن پینهمشکل قهوه

 شده استفاده کردند.

هدف از این پژوهش که در قالب پنج آزمایش مجزا اجرا     

های نخل خرما شدن ریزنمونه ایگردید کاهش میزان قهوه

                                                 
13. Ferulic 

14. Sinapic Acid 

15. El Bellaj and El Hadrami 

16. Zouine and El Hadrami 

17. Zaid and Tisserat 

18. Dihydroxynaphtalene 

19. Dimethylsulfoxide 

20  . PVP 

21. Beauchesene 

22. Taha 

23  . Putrescine 

24. Spermidine 

25. Pinus virginiana Mill. 
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ه( در شرایط های اولی)شامل قطعات مریستم انتهایی و برگ

 باشد.کشت بافت می

 

 هامواد و روش

 یاهیمواد گتهیه 

جهت تهیه ریزنمونه شامل  مورداستفادهمواد اولیه گیاهی 

 )از ساله ارقام استعمران )از اهواز( و کبکاب 3-4های پاجوش

ک ها از یباشند. برای باز کردن پاجوششهرستان بهبهان( می

 هار استفاده گردید. برگمتنیمچاقوی بزرگ به طول بیش از 

های چسبیده به ترین برگیکی پس از دیگری از سمت بیرونی

وسیله چاقو خار  به طرفبهو پس از کشیدن  یآرامبهپاجوش 

 3×8 مانده که دارای ابعادنمونه باقی یتدرنهاحذف شده 

اده های اولیه است آمو دربرگیرنده نوک شاخه و برگ مترسانتی

 د.ضدعفونی سطحی ش

 

 شدن ایو کنترل قهوه سطحی عفونیضد هایآزمایش

 ها(آزمایش اول )ضدعفونی ریزنمونه

برای غلبه بر آلودگی قارچی و باکتریایی و سالم ماندن 

ه قال بتر و انتها به قطعات کوچکآن یماز تقس، قبل هاریزنمونه

وسیله روش مناسبی ، باید بهیک پینهکشت تحرمحیط

 د. برای این منظور آزمایشی در قالب یکسطحی شون یضدعفون

و  طرح کاملًا ترادفی با دو روش ضدعفونی کردن در سه تکرار

 گردید: انجامبا استفاده از رقم کبکاب 

ان الف: ضدعفونی با هیپوکلریت سدیم در دو مرحله و بدون تک

 که شامل مراحل زیر است: 1991)دادن )تیسرات، 

 مایع. شستشو با آب لوله شهری و صابون -

 (گرادیسانتدرجه  4) اکسیدان سردقرار دادن در محلول آنتی -

 150و  اسید آسکوربیکگرم بر لیتر میلی 100شامل 

 مدت تقریباً یک ساعتبر لیتر اسید سیتریک بهگرم میلی

هیپوکلریت  %5/2)دارای  %50قرار دادن در وایتکس تجاری  -

یقه دق 20مدت به 20 1نیتوی سدیم( محتوی چند قطره

 دهیتکان گونهیچهبدون 

 سه بار شستشو با آب مقطر استریل -

های اضافی و بیرون آوردن مریستم و چند برگ حذف برگ -

 مترمربعاولیه اطراف آن به ابعاد یک سانتی

 20 ینیمحتوی چند قطره تو %5قرار دادن در وایتکس  -

 دقیقه 10الی  5مدت به

 سه بار شستشو با آب مقطر استریل -

                                                 
1. Tween  

نی با هیپوکلریت سدیم در یک مرحله و با تکان ضدعفو ب:

 :دادن شدید که شامل مراحل زیر است

 شستشو با آب استریل -

 (گرادیسانتدرجه  4) اکسیدان سردقرار دادن در محلول آنتی -

 150و  اسید آسکوربیکگرم بر لیتر میلی 100شامل 

 مدت تقریباً یک ساعتبه سیتریک یداسبر لیتر گرم میلی

 هیپوکلریت %5/2)دارای  %50دن در وایتکس تجاری قرار دا -

دقیقه با  20مدت به 20-نیسدیم( محتوی چند قطره توی

 شدید در جهت عمودی و افقی توسط دست دهیتکان

 سه بار شستشو با آب مقطر استریل -

های ، آن را به ریزنمونهبافت مریستمیپس از ضدعفونی 

یزنمونه در هر ر 3تقسیم کرده،  (متریلیم 2-3تر )کوچک

 پلیت کشت شدند. 10در و مجموعاً  دیشپتری

 

 آزمایش دوم )تیمار پوترسین(

دهنده عنوان عامل کاهشدر این آزمایش اثر پوترسین به

درون  شدن بافت ریزنمونه نخل خرما در شرایطای قهوه

موردبررسی قرار گرفت. برای این منظور پوترسین در ای شیشه

مولار و بر روی دو رقم میلی 8و  4 ،(0صفر ) سه غلظت

شامل  مورداستفادهاستعمران و کبکاب آزمایش گردید. محیط 

بر علاوهکه  (1962، 2اسکوگ وموراشیگ ) MSمحیط پایه 

گرم بر میلی 170محتوی  دهنده آناستاندارد تشکیل یهانمک

گرم بر لیتر میلی 20گرم بر لیتر ساکارز و  4PO2NaH ،30لیتر 

2,4-D گرم بر لیتر جهت  5/7. از آگار نیز به میزان بود

ها در دمای شدن محیط استفاده گردید. کلیه کشتجامد نیمه

داشته شدند. گراد و در تاریکی نگهدرجه سانتی 1±27

 قرار گرفتند. یموردبررسهفته  5کشت شده پس از های نمونه

 

کشت محیط ترکیبات های غلظت)مقایسه  آزمایش سوم

MS) 

در  MS کشتمحیطماکرو ترکیبات  غلظت آزمایش اثر در این

های نخل خرما رقم ای شدن ریز نمونهسه سطم، بر میزان قهوه

استعمران در قالب طرح کاملاً ترادفی با حداقل سه تکرار 

استفاده شده در این  MSهای قرار گرفت. محیط یموردبررس

 عنوان محیط پایهبه ¼MS½، MSکامل،  MSآزمایش شامل: 

بر  گرمیلیم 2ip ،100گرم بر لیتر میلی 3 محتوی هرکدامکه 

گرم بر لیتر  3بر لیتر آدنین سولفات،  گرمیلیم D ،40-2,4لیتر 

گرم بر لیتر بیوتین میلی 1گرم بر لیتر ساکارز،  30زغال فعال، 

فقط  ¼MS و ½MS گرم بر لیتر آگار بود. در محیط 5/7و 

                                                 
2. Murashige and Skoog 
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کامل  MSغلظت  ¼ و ½ه ب (پرمررف) ماکروترکیبات  غلظت

 کاهش داده شد.

 

 تأثیر نانوذرات اکسید روی() آزمایش چهارم

 صورتبهروی عنرر  منظور مشاهده تأثیراین آزمایش به

 شدن یاقهوهمیزان  بر نانوذرات اکسید رویسولفات روی و 

نخل خرما رقم استعمران در  بافت مریستمیهای ریزنمونه

ردید که بدین منظور، از ای طراحی گشرایط درون شیشه

و  %8/99با خلوص های مختلف نانوذرات اکسید روی غلظت

ایل صورت پودر سفید متم شکل نانومتر به 6-12ذرات  اندازهبه

در  د.( استفاده شاز شرکت نانوپار) اسپادانا )تهیه شده به زرد

و  شد ذرات تهیه این آزمایش ابتدا استوک با غلظت بالا از نانو

شد.  برای هر محیط از آن برداشته یازموردنیزان سپس به م

 راتاز نانوذ یازموردنبرای تهیه استوک پس از محاسبه، میزان 

ه سی در آب مقطر ریختسی 500اکسید روی را وزن و در ارلن 

 100دقیقه در حمام اولتراسونیک ) 40مدت شد و سپس به

ل حلودرجه( قرار داده تا م 35و در دمای  یلوهرتزک 40وات، 

و تیمارهای لازم اعمال شد.  هیکنواخت استوک تهیه شد

 MSکار برده شده در این آزمایش شامل محیط تیمارهای به

 گرم برمیلی 86/4و  43/2های با غلظت MSبدون روی، محیط 

حاوی  MSبا منشاء سولفات روی و محیط  رویعنرر لیتر 

ا ب رویر عنرگرم بر لیتر میلی 72/9و  86/4، 43/2های غلظت

رح این آزمایش در قالب طبودند.  رویمنشاء نانوذرات اکسید 

 کاملًا ترادفی با حداقل سه تکرار اجرا گردید.

 

 های مختلف کشت(مقایسه سیستم) آزمایش پنجم

در این آزمایش اثر سه سیستم کشت بر روی کاهش میزان 

خرما رقم استعمران مورد های نخلای شدن ریزنمونهقهوه

های کار رفته شامل ظرفهای بهبی قرار گرفتند. سیستمارزیا

های میکرون(، ظرف 22/0دار )ای با درپوش فیلترشیشه

تناوبی  بیورآکتورای با درپوش بدون فیلتر )کاملًا کیپ( و شیشه

. این آزمایش در قالب طرح بودند 1با سیستم تهویه فشاری

کشت یطمحتکرار اجرا شد.  3کاملًا ترادفی و با حداقل 

محیط  عنوانبهکامل  MSدر این آزمایش شامل  مورداستفاده

گرم بر لیتر میلی 2ip ،100گرم بر لیتر میلی 3پایه به همراه 

2,4-D ،40 لیتر  گرم بر 3گرم بر لیتر آدنین سولفات، میلی

گرم بر لیتر بیوتین میلی 1گرم بر لیتر ساکارز و  30زغال فعال، 

صورت ای فیلتر و بدون فیلتر محیط بههای داربود. برای ظرف

از تنظیم پس ها در این محیط یگردعبارتبهجامد است نیمه

                                                 
1. Force Ventilation 

ها اضافه گرم بر لیتر آگار به آن 5/7، مقدار 7/5اچ بر روی پی

مایع  بیورآکتور کار رفته درکرده سپس اتوکلاو شدند. محیط به

 بود. و فاقد آگار

 

 تناوبی بیورآکتورسیستم 

که در آزمایشگاه کشت بافت دانشگاه شهید  رآکتوربیواین 

و کشت چمران اهواز طراحی و ساخته شد از یک مخزن محیط

کشت تشکیل شده است. درون هریک از  یهدو محفظ

مشبک استفاده شد که  جداکنندهاز یک صفحة ها محفظه

های کشت های پلاستیکی درون محفظهپایهی هوسیلبه

مستقر  هاصفحهها بر روی این هاست. ریزنمون مهارشده

مپ شوند. در این سیستم از دو نوع پمپ هوا استفاده شد )پمی

ای هوا با فشار قوی برای تیذیه و پمپ هوا با فشار ضعیف بر

ت از یک تایمر جه بیورآکتورچنین در این تهویه سیستم(. هم

 آن،تنظیم که با طوریههای تیذیه استفاده گردید بتنظیم دوره

و محیط غذایی را به پمپ روشن شده بار، ساعت یک 6ر ه

. محل استقرار مخزن کردهای کشت تزریق میدرون محفظه

های کشت قرار داشت و محیط تر از محفظهمحیط، کمی پایین

طور مرتب توسط یک مگنت استییرر )جهت مایع درون آن به

شد. بنابراین در هر نشین شدن( هم زده میجلوگیری از ته

های کشت و خاموش مرحله تزریق محیط به درون محفظه

به مخزن باز  مجدداًشدن پمپ، محیط در اثر نیروی ثقل 

به  هاپمپگشت. لازم به ذکر است که در مسیر ورودی می

، هاآن چنین محل خرو  هوا ازو همهای کشت محفظه

 (.1بودند )شکل  شدهنربمیکرون  22/0فیلترهای 

 

 شدن یاهوهقروش سنجش میزان 

های نخل بافت ریزنمونه شدن یاقهوهجهت سنجش میزان 

( استفاده گردید. این 1994و همکاران ) 2اولیویراخرما از روش 

ها با ای عراره ریزنمونهروش مبتنی بر سنجش میزان رنگ قهوه

 است. مو  نانومتر 440استفاده از اسپکتروفتومتر در طول 

  

 هاتجزیه و تحلیل داده

 SASافزار های با استفاده از نرمه و تحلیل آماری دادهتجزی

انجام گردید و آنالیز واریانس برای هرکدام از تیمارها محاسبه 

چند وسیله آزمون به %5ها نیز در سطم احتمال شد. میانگین

 با هم مقایسه شدند.ای دانکن دامنه

                                                 
2. Oliviera 
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Fig. 1: A) Fixing net frame in the bottom of culture chamber B) Cultures chambers C) Medium reservoir D) General 

view of the bioreactor E) Culture vessels with filter and sealed F) Browning the explants in three culture systems 
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 ضدعفونی با هیپوکلریت سدیم 
Sterilization with NaClO  

 

 های نخل خرماضدعفونی سطحی ریزنمونهای ای و دو مرحلهیک مرحله: مقایسه دو روش 2ل شک
Fig. 2: Comparison between one-step and two-step explant sterilization methods 
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 نخل خرما دو رقمشدن ریزنمونه  ایثیر پوترسین روی کاهش میزان قهوهأت: 3 شکل
Fig. 3: Effect of putrescine on reducing the explant browning in date palm 

 

 ج و بحثنتای

 یضدعفون یزانبر م یمسد یپوکلریتاثر روش کاربرد ه

 یسطح

نتایج حاصل از این آزمایش معلوم کرد که روش ضدعفونی 

ها در یک مرحله با هیپوکلریت سدیم )وایتکس کردن ریزنمونه

از مؤثرتر دهی شدید بسیار همراه تکانبه( %50تجاری 

یپوکلریت سدیم و ها در دو مرحله با هضدعفونی کردن ریزنمونه

وده شده یا مرده در های آلدهی بود. درصد ریزنمونهبدون تکان

اما در  ؛است %4ای بسیار کم بوده در حدود روش یک مرحله

ای کاملًا برعکس بوده درصد آلودگی در حدود روش دو مرحله

ها، آلوده شده یا تقریباً تمام ریزنمونه یگردعبارتبهبود  94%

توان به دو دلیل (. علت این امر را می2ل مرده بودند )شک

 توجیه کرد:

های درشت در وایتکس باعث نفوذ این ریزنمونهتکان دادن . 1

 های سطحی گشته، عواملبه لایه کنندهیضدعفونماده 

که در شرایط برد. درحالیرا در این ناحیه از بین می زابیماری

دم نفوذ خوب ع دلیلبه کنندهآلودهبدون تکان دهی، عوامل 

قرار گرفتن  محضبههای سطحی کمین کرده، وایتکس، در لایه

ها، عوامل کشت و اتساع نسبی آنها بر روی محیطریزنمونه

صد
در

 
 س
ی
ها
ه 
مون
یزن
ر

لم
ا

 
P

er
ce

n
ta

g
e 

o
f 

h
ea

lt
h

y
 e

x
p

la
n
ts

 

وه
قه

ول
 ط
در
ب 
جذ
ن )

شد
ی 
ا

  
مو

44
0

 
ر(
مت
انو
ن

 
B

ro
w

n
in

g
 (

O
D

/4
4
0

 n
m

) 

 ایدو مرحله

Two-step 
 اییک مرحله
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، باعث از بین رفتن یداکردهپتوسعه  سرعتبه کنندهآلوده

 گردند.ها میریزنمونه

م در تر برای بار دوهای با حجم کوچکریزنمونهقرار گرفتن . 2

 ض وایتکس احتمالاً باعث نفوذ بیشتر این ماده سمی بهمعر

ها بافت اینتر گشته و باعث صدمه به های حسا) درونیبافت

 گردد.می

دقیقه جهت  20مدت استفاده از وایتکس در یک مرحله به    

بار اولیندر نخل خرما برای  های مریستمیبافتضدعفونی 

شده بود. پس از آن ( گزارش 1980و همکاران ) 1شارماتوسط 

 محققین زیادی نیز با موفقیت از این روش استفاده کردند.

 

 یزنمونهشدن ر یابر قهوه یناثر پوترس

و  4نتایج حاصل از این آزمایش نشان داد که هر دو غلظت     

 مولار پوترسین نسبت به شاهد باعث کاهش میزانمیلی 8

مولار میلی 4 شدن بافت ریز نمونه گردیدند و غلظت ایقهوه

ش ثیر بیشتری در کاهأمولار تمیلی 8پوترسین نسبت به غلظت 

ای شدن بافت ریزنمونه داشت. نتایم حاصل از میزان قهوه

ف های مختلتجزیه و تحلیل آماری نیز نشان داد که بین غلظت

م رق دار بوده اما اثرات متقابل غلظت درو ارقام اختلاف معنی

 که نیز نشان دادها . مقایسه میانگین(1 دار نبود )جدولمعنی

 مولار ومیلی 8مولار پوترسین نسبت به غلظت میلی 4غلظت 

بافت ریزنمونه  شدن یاقهوهباعث کاهش بیشتر میزان  شاهد

( گزارش 2004و همکاران ) تانگ(. 3نخل خرما گردید )شکل 

فت روز باعث بازیا 35و اسپرمیدین پس از  پوترسیندادند که 

 92/18و  55/19ترتیب به میزان هشده کا  بای هوهق پینه

 نیز با اسپرمیدین و اسپرمین پوترسیندرصد گردیدند. ترکیبات 

و  68/16ترتیب برابر با های شده بقهوه پینهباعث بازیافت 

 یرتأثدرصد گردیدند اما ترکیب اسپرمیدین با اسپرمین  62/15

 ای شده بازیافتقهوه هایینهپدرصد  32/1کمی داشت و فقط 

 شدند.

 

 ریز نمونه شدن یاقهوهکشت بر اثر غلظت محیط

های نتایج حاصل از آزمایش مقایسه و بررسی تأثیر غلظت نمک

 شدن یاقهوهبر میزان ( ¼MS½ ،MSکامل،  MSکشت )محیط

( نشان داد که 2های نخل خرما رقم استعمران )جدول ریزنمونه

 یاقهوهبر میزان  MS تکشهای ماکرو محیطاثر غلظت نمک

 4شکل  دار بوده است.معنی (P<0.05) درصد 5در سطم  شدن

های اثر غلظت نمک با آزمون دانکنمقایسه میانگین 

دهد. را نشان می شدن یاقهوهبر میزان  MSکشت محیط

                                                 
1. Sharma 

با میانگین جذب  شدن یاقهوهترین میزان بیش

 OD/440= 0/16571nm برای MS¼ و کمترین میزان قهوهای

کامل مشاهده  MSبرای   = nm03/0OD/440با میزان  شدن

 شد.

اران و همک التورکیتوسط  آمدهدستبهاین نتایج مؤید نتایج     

ر سه رقم خرما در چهای هبا مطالع هاباشند. آن( می2013)

اثر ( کامل MS و MS¼ ،MS½، ¾MSکشت پایه )محیط

ها و فعالیت احتمالی قدرت محیط را بر میزان فنول

گزارش ها در پینه خرما را بررسی کردند آناکسیدانی آنتی

ش کشت، تولید مواد فنلی افزایدادند که با کاهش غلظت محیط

آید که بین قدرت محیط و تجمع به نظر مییابد. می

طه های ریزنمونه نخل خرما رابهای ثانویه در بافتمتابولیت

د شی از این واقعیت باشمعکو) وجود دارد. این ممکن است نا

د بهبو های اولیه و رشد سلولی راعمدتاً متابولیسم کامل MS که

 شدن یاقهوهبخشیده و از این طریق باعث رشد پینه و کاهش 

 گردید.

 

 نمونهیزر شدن یاقهوهبر  یعنصر رواثر 

های آزمایش چهارم نشان نتایج حاصل از تجزیه واریانس داده

، در سطم شدن یاقهوهع روی بر میزان داد که اثر غلطت و منب

مقایسه  5 شکل (.3دار بود )جدول درصد دارای اثر معنی 5

های میانگین اثر نانوذرات اکسید و سولفات روی در غلظت

ترین دهد. بیشرا نشان می شدن یاقهوهمختلف بر میزان 

گرم بر لیتر میلی 72/9ها در تیمار ای شدن ریزنمونهمیزان قهوه

واکسید روی )با میانگین جذب برابر با نان

nm08586/0(OD/440= 86/4ترین آن در تیمار و کم 

)با میانگین جذب برابر با  بر لیتر رویگرم میلی

nm02534/0(OD/440= .با توجه به نتایج  مشاهده شد

های مورد آزمایش فوق، عنرر روی و نانواکسید روی در غلظت

 یاقهوه، یجهدرنتمواد فنلی و  آزمایش اثرات متفاوتی بر میزان

این ملاحظه گردید که  باوجود ها داشت.ریزنمونه شدن

گرم بر لیتر میلی 43/2گرم بر لیتر روی و یلیم 43/2تیمارهای 

شتند. آماری ندا داری ازلحاظمعنینانواکسید روی اختلاف 

اکسیدانی ناشی خاطر خاصیت آنتیآید عنرر روی بهنظر میبه

ها و سیدآسکوربیک موجب کاهش مواد فنلی در پینهاز سنتز ا

و  2المور (.1388 ،پور و همکارانوحدتکشت گردید )محیط

 یهعنوان ماد( نیز از اسیدآسکوربیک به2004همکاران )

در کشت سلول، بافت و شدن ای و ضدقهوهاکسیدانت آنتی

 اند.های گیاهی استفاده نمودهاندام
جج

                                                 
2. Elmore   



 ... شدنای اثر عوامل مختلف کشت بر میزان قهوه یهمطالع

40 

 های نخل خرماریزنمونه شدن یاقهوهثیر پوترسین در کاهش أتواریانس نتایج تجزیه  :1جدول 
Table 1: Analysis of variance of the effect of putrescine on reducing explant browning in date palm 

 منابع تیییرات

Source of variations 

 درجه آزادی
df 

 میانگین مربعات
Mean squares 

 شدن یامیزان قهوه
Browning 

 غلظت

Concentration 
2 0.362*** 

 رقم
Cultivar 

1 0.008* 

 رقم × غلظت
Concentration × Cultivar 

2 0.002ns 

 خطا
Error 

17 0.001 

 ضریب تیییرات
CV 

 12 

 درصد  5دار در سطم معنیغیراختلاف  و درصد 5، درصد 1دار در سطم اختلاف معنیترتیب به :nsو  *، ***
***, * and ns: Significantly different at 1%, 5% and no significantly different at 5%, respectively 

 

 نخل خرما هایریزنمونه شدن یاقهوهمیزان  بر MSکشت های محیطمختلف نمک یهاغلظتنتایج تجزیه واریانس اثر : 2جدول 
Table 2: Analysis of variance of the effect of MS strength on explant browning in date palm 

 منابع تیییرات

Sources of variations 

 درجه آزادی
df 

 میانگین مربعات
Mean squares 

 شدن یامیزان قهوه
Browning 

 غلظت محیط
Medium strength 

2 0.03637619* 

 خطا
Error 

18 0.01992063 

 ضریب تیییرات
CV 

 12.6 

 باشددار میرصد معنید 5در سطم : *
*: Significantly different at 5% 

 

( مشاهده کردند که با 2002و همکاران ) 1هانگچنین هم

توان تا میزان زیادی از فعالیت میسکوربیک آ اسیداستفاده از 

گردد، شدن می ایشدت باعث قهوهفنل اکسیداز که بهآنزیم پلی

هاست. زیرا تحمل سلولعامل مهم دیگر، میزان  ممانعت کرد.

گرم بر لیتر در میلی 43/2نانوذرات اکسید روی تا غلظت 

های بالاتر اثرات منفی زایی اثر مثبت ولی در غلظتپینه

اند، ها به این غلظت متحمل بودهداشتند. احتمالاً ریزنمونه

های بالاتر برای سلول سمی بوده و منجر به که غلظتدرحالی

های کم فلز روی با گردیده است. غلظتها آن شدن یاقهوه

اکسیدانی مانند آنتوسیانین، فلاونویید القای سنتز ترکیبات آنتی

های آزاد اکسیژن ایجاد شده غلبه بر رادیکال اسید آسکوربیکو 

های نماید. از طرفی همبستگی مثبتی بین فعالیت رادیکالمی

، 2گ و وانگزنآزاد و غلظت کلی مواد فنلی در گیاه وجود دارد )

                                                 
1. Huang 

2. Zeng and Wang 

و همکاران،  الترکی ؛2004و همکاران،  3واگنستین ؛2001

جایی و تجمع نانوذرات بسته به (. البته جذب، جابه2010

گیاهی، نوع و ترکیب شیمیایی، ساختمان و استحکام های گونه

 (.2011و همکاران،  ریکونانوذرات متفاوت است )

                                                 
3. Wagensteen 
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 نخل خرما  ریزنمونه شدن یاقهوهبر میزان  MSکشت : اثر غلظت محیط4شکل 
Fig. 4: Effect of MS strength on explant browning in date palm  

 

 

 نخل خرما هایریزنمونه شدن یاقهوهمیزان  بر روینتایج تجزیه واریانس اثر : 3جدول 
Table 3: Analysis of variance of the effect of Zn on explant browning in date palm 

 منابع تیییرات

Sources of variance 

 آزادی درجه
df 

 میانگین مربعات
Mean Squares 

 شدن یامیزان قهوه
Browning 

 روی
Zn 

5 0.01082347* 

 خطا
Error 

36 0.01309932 

 ضریب تیییرات
CV 

 13.1 

 باشددار میدرصد معنی 5در سطم  :*
*: Significantly different at 5% 
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 بدون روی 

Without Zn 

Zn 

2.43 

Zn 

4.86 

ZnO NPs 

2.43 

ZnO NPs 

4.86 
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7.29 

 لیتر( درگرم روی )میلی و منبع غلظت 
Zn source concentration (mg/l) 

 ای شدن کالو)ن قهوهاثر غلظت و منبع روی بر میزا :5شکل 
Fig. 5: Effect of Zn source and concentration on explant browning in date palm 

 نخل خرما یهانمونهریز شدن یاقهوهمیزان  های مختلف کشت برنتایج تجزیه واریانس اثر سیستم :4جدول 
Table 4: Analysis of variance of the effect of culture systems on explant browning in date palm 

 منابع تیییرات

Source of variance 
 درجه آزادی

df 

 میانگین مربعات
Mean Squares 

 شدن یامیزان قهوه
Browning 

 سیستم کشت

Culture system 
2 0.00141168* 

 خطا
Error 

18 0.00003440 

 ضریب تیییرات
CV 

 1.8 

 باشدیدار مدرصد معنی 5در سطم : *
*: Significantly different at 5% 
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 هانمونهریز شدن یاقهوهت بر میزان لف کشهای مختاثر سیستم: 6شکل 
Fig. 6: Effect of culture systems on explant browning in date palm 
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 یزنمونهر شدن یاقهوهکشت بر یستم اثر س

های های حاصل آزمایش بررسی اثر سیستمتجزیه واریانس داده

ها نشان داد که نمونهریز شدن یاقهوه مختلف کشت بر میزان

( اثرات P<0.05درصد ) 5های مختلف کشت در سطم یستمس

)جدول  ها داشتندنمونهریز شدن یاقهوهداری بر میزان معنی

های مختلف کشت را بر مقایسه میانگین اثر سیستم 6(. شکل 4

ترین میزان دهد. بیشها نشان مینمونهای شدن ریزمیزان قهوه

در  =nm 057/0OD/440، با میانگین جذب برابر باشدن یاقهوه

ای شدن با ترین میزان قهوهتناوبی و کم بیورآکتورسیستم 

در ظرف  =nm014233/0OD/440میانگین جذب برابر با 

و همکاران  1عثمانی(. F1)شکل  فیلتردار مشاهده گردید

(2009bگزارش مشابهی در مورد پینه ) زایی نخل خرما رقم

ها در غالب اده بودند. آنتناوبی ارائه د بیورآکتوردر  2دگلت بی

دهی نخل خرما متوجه یک آزمایش مقدماتی جهت القاء کالو)

های کشت شده در شدند که پس از مدتی اغلب ریزنمونه

ای شده و سپس مردند. البته نتایج این تناوبی، قهوه بیورآکتور

( بر روی 2002و همکاران ) 3کوزکیکامل با نتایج  طوربهتحقیق 

 میایرت داشت. FHIA-18(AAAB)ز، رقم زایی موکالو)

 

 کلی گیرییجهنت

در این پژوهش معلوم گردید که  آمدهدستبهاسا) نتایج بر

های نخل خرما در شرایط ریزنمونه شدن یاقهوهامکان کاهش 

ای تا حد زیادی با رعایت عوامل مختلف دخیل در درون شیشه

ماکرو  هاینمککشت بافت میسر خواهد شد. غلظت 

ای شدن ثیر زیادی بر روی قهوهأکشت و روش تهویه تیطمح

که تحریک پینه در نخلها داشتند. با توجه به اینریزنمونه

                                                 
1. Othmani   

2. Deglet Bey 

3  . Kosky   

ها بر باشد بنابراین کشت ریزنمونهمدت میخرما فرآیند طولانی

با غلظت کم باعث  پرمررفهای محتوی عناصر روی محیط

 یاقهوهمشکل شده و از این طریق  هاهایجاد تنش در ریزنمون

در  آمدهدستبهچنین از نتایج . همنمایدیمبروز بیشتری  شدن

های کشت معلوم گردید که کیپ بودن آزمایش مقایسه سیستم

صورت گاز یا بخار هدلیل تجمع برخی مواد بهظروف کشت ب

گردد. از طرف دیگر می شدن یاقهوهباعث افزایش مشکل 

دلیل خشک شدن سریع هب تهویه زیادی ریزنمونه نیز احتمالاً

ها و یا فراهم بودن اکسیژن زیاد نیز سبب سطم ریزنمونه

گردد. در پایان پیشنهاد ها میشدن ریزنمونهایافزایش قهوه

 جنساکسیدانی، نظیر مواد آنتی دیگری عواملاثر گردد می

های و غلظت چند برابر نمک شرایط نوری ،ظرف کشت

 ار بگیرند.قر یموردبررسنیز  کشتمحیط
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این پژوهش با حمایت مالی معاونت پژوهشی دانشگاه شهید 

چمران اهواز در قالب گرنت انجام شده است لذا از مسئولین 

 شود.محترم دانشگاه تشکر و قدردانی می
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The Effect of Various Factors on Browning of Date Palm (Phoenix dactylifera L.) 

Explant In Vitro 
 

Amiri1, H., Mousavi2*, M. and Torahi3, A. 

 

Abstract 

 

Explant browning is the main problem in date palm tissue culture. This study was conducted to investigate the effect of 

various factors on browning of date palm explants, by five independent experiment including surface sterilization of 

explants with sodium hypochlorite (one-step vs. two-step), controlling explants browning through putrescine 

application (0, 4 and 8mM), medium strength (full, 1/2, 1/4MS), Zn source and concentration (MS without Zn, MS + 

2.43 and 4.86 mg/l bulk Zn, MS+ 2.43, 4.86 and 9.72 mg/l ZnO nanoparticles) and culture systems (Temporary 

Immersion Bioreactor, vessel with filter on lid, and sealed vessel). Results showed that the best method for explants 

sterilization was one-step sterilization for 20min. with vigorous shaking. For browning reduction, the best results were 

obtained with 4mM putrescine, full MS strength, MS + 4.86 mg/l bulk Zn and culture in vessels with filters on lids. 

 

Keywords: Sodium hypochlorid, Zn sulphate, Putrescine, ZnO nanoparticles, Temporary Immersion Bioreactor 
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