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  چكيده

 دنتوانمي كه دنباشمي مشكلات اساسي از ييباكتريا و قارچي هايگيآلود وجود پيازي، گياهان ايشيشهدرونت كش رد

هاي مختلف تركيبات گياهي در رفع اين ثير غلظتامنظور بررسي ت به. دنده قرار تأثير تحت را تكثيري هايروش اين نوع يياكار

در پنج تكرار  تصادفي طور جداگانه در قالب طرح كاملا كشت گياه پيازي لاله واژگون، سه آزمايش به ها از محيطقبيل آلودگي

بين تيمارها از لحاظ بازدارندگي . و كارواكرول بود كاروون، تيمول -هاي مختلف استيمارهاي آزمايشي شامل غلظت. انجام شد

 ppm100 كه غلظت طوريداري در سطح احتمال پنج درصد وجود داشت، بههاي قارچي و باكتريايي، اختلاف معنياز آلودگي

همچنين رشد باكتري  .را نشان داد .Alternaria spيمول بازدارندگي كامل از رشد قارچ ت ppm150 كارواكرول و 

Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum در غلظت  1/0-2/0  با چگالي نوري ppm200  كارواكرول و تيمول و

رسد كه نظر ميبنابراين به. ل متوقف شدطور كام كارواكرول به ppm400 تيمول و  ppm300 با غلظت  2نيز در چگالي نوري 

هاي قارچي و باكتريايي محيط كشت ريزازديادي  تواند در كنترل آلودگيو كارواكرول مي استفاده از تركيبات گياهي تيمول

  .گياهان پيازي از جمله لاله واژگون مفيد واقع شود

 Alternaria sp. ،Pectobacterium carotovoraتيمول، كارواكرول، كشت بافت، گياهان پيازي، : هاي كليدي واژه

  

  مقدمه

تـرين عوامـل    از مهـم  هاي قارچي و باكتريـايي  آلودگي

 اي شيشــه درون هــاي مختلــف كشــت روش ســاز در مشــكل

  هـاي جـنس   قـارچ   بـه تـوان   از جمله اين عوامل مي. باشند مي

 Alternaria ،Aspergillus ، Penicilliumــاكتري ــاي و ب ه

Pectobacterium ،Erwinia  وRalstonia   ــود ــاره نمــ اشــ

)Odutayo et al., 2007(.   ــوع ــن ن ــراي جلــوگيري از اي ب

هـا برخـي تركيبـات گيـاهي در تحقيقـات مختلـف       آلودگي

تركيبات با  رسد كاربردنظر مي به. اند مورد بررسي قرارگرفته

 در قـارچي  ضـد  و باكتريـايي  ضد و با خاصيت منشاء گياهي

 تحت را آلودگي تواند ميزانمي ايشيشه درون كشت محيط

 در اسـاس،  همـين  بـر . داده و آن را كـاهش دهـد   قـرار  تأثير

 كـاروون،  -نام اس بهسه تركيب گياهي  تأثيرحاضر  پژوهش

هــاي قــارچي و  آلــودگي رفــع  در كــارواكرول و تيمــول

 مطالعـه  واژگـون  لاله ازديادي باكتريايي از محيط كشت ريز

  .شد

  هاي پژوهشمواد و روش

كـاروون،   -كيبات گيـاهي مـورد اسـتفاده شـامل اس    تر

 دماي در تيمول و كارواكرول از شركت سيگما خريداري و

 .شـدند  نگهـداري  اسـتفاده  زمـان  تـا  سلسيوس ي درجه چهار

 NaOH (1N)محلول پايـه تركيبـات گيـاهي، از     ي براي تهيه

 و اسـيديته  براي حـل كـردن تركيبـات گيـاهي اسـتفاده شـد      

تيمارهــاي . تنظــيم شـد  8/5ر سـطح  دمحـيط كشـت گيــاهي   

، 100، 50(كاروون  -هاي مختلف اس آزمايشي شامل غلظت
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150 ،200 ،... ، ppm1000( ــول ، 200، 150، 100، 50(، تيم

ــارواكرول ) ppm 300 و 250 ، 200، 150، 100، 50(و كـــــ

 ريـز  اسـتقرار  از پس. دشتهيه ) ppm 400و  350، 300، 250

 هـاي اتاقـك  در هاي پتـري ، تشتككشت محيط در ها نمونه

ــا  ــد بـ ــاي رشـ ــيوس  24±2 دمـ ــاسلسـ ــوري  بـ ــدت نـ   شـ

 16ميكرومول بر مترمربـع در ثانيـه و تنـاوب نـوري      40- 60 

  .شدند داده قرار تاريكي ساعت 8و  روشنايي ساعت

منظور ارزيابي اثـر ضـدقارچي تركيبـات گيـاهي، يكـي از       به

حـاوي   MS كشـت  محـيط هاي آلوده كننده متـداول از  قارچ

ــهر ــازي و پــس از      يزنمون ــون جداس ــاز لالــه واژگ ــاي پي ه

هـاي  سازي با روش تك اسپور بـا اسـتفاده از ويژگـي    خالص

) Barnett & Hunter )1998شـناختي و مطـابق كليـد    ريخت

سـپس  . تشخيص داده شد  Alternariaعنوان جنس قارچي به

متر از حاشيه پرگنـه هفـت   ميلي 5قطر  بهيك ديسك قارچي 

 MSكن  سترون در محـيط   پنبه سوراخچوبكمك  بهروزه 

كـاروون،   -هاي مختلف تركيبـات گيـاهي اس  حاوي غلظت

بعد از گذشـت پـنج روز،   . زني شدتيمول و كارواكرول مايه

طور روزانه كنترل شـده و تغييـرات ياداشـت     كشت بههاي محيط

 تركيبـات گيـاهي بـا    هاي مختلف غلظت بازدارندگي درصد. شد

 )Pandey  et al.)1982 توسط شده ارايه مولفر از گيري بهره

 بازدارندگي=  GI = (dc – dt/dc) ×100 GI % :محاسبه شد

 ميانگين=  dtشاهد، در قارچ رشد قطر ميانگين= dcرشد، از

  .)مترميلي(بررسي  مورد در تيمار قارچ رشد قطر

منظور ارزيابي اثر ضـدباكتريايي تركيبـات گيـاهي از     به

 Pectobacterium carotovorumبـاكتري جدايه اسـتاندارد  

subsp. carotovorum ي شماره به PTCC No. 1675   كـه از

صـنعتي ايـران تهيـه شـده بـود،      هـاي علمـي  سازمان پـژوهش 

هاي كشت حاوي محيط بهزني باكتري براي مايه. استفاده شد

تركيبات گياهي، از كشت تازه بـاكتري، سوسپانسـيون تهيـه    

يون بـاكتري بـا اسـتفاده از دسـتگاه     سنجي سوسپانسرقت. شد

بـراي  . نـانومتر انجـام گرفـت    600مـوج  اسپكتروفتومتر با طول 

  چگــالي نــوري بــهمنظــور رســيدن  بــهســازي سوسپانســيون رقيــق

 )OD: optical density or absorbance (2 ،2/0 -1/0  از

هاي آماده شده  از سوسپانسيون. آب مقطر سترون استفاده شد

-در محـيط ) قطره  سه(يك اندازه  بهچكان قطرهبا استفاده از 

هاي متفـاوت تركيبـات    جامد حاوي غلظت MSهاي كشت 

صـورت مخطـط    بـه گياهي فوق و با استفاده از لوپ سـترون  

طور روزانه مورد بازرسـي   هاي كشت بهزني شد و محيطمايه

ميزان بازدارندگي سه تركيـب گيـاهي از رشـد    . قرار گرفتند

  )1982( گيري از فرمول ورد آزمون با بهرهقارچ و باكتري م

Pandey  et al. جذري تبديل از استفاده با ها داده. تعيين شد 

5.0+X افـزار  نـرم  از اسـتفاده  با شده و سپس سازينرمال 

SAS  آزمــون و تصــادفي كــاملا طــرح قالــب در 1/9نســخه 

 و تجزيه دمور % 5 احتمال سطح دانكن در ميانگين ي مقايسه

  .گرفت قرار تحليل

  

  نتايج و بحث

، پـــژوهشدســـت آمــده در ايـــن   بــه نتـــايج  براســاس 

ــت ــف اس  غلظ ــاي مختل ــرف كــردن    -ه ــاروون در برط ك

داري با تيمار هاي قارچي و باكتريايي اختلاف معنيآلودگي

شاهد نشان ندادند و بنابراين از تجزيه و تحليل نتـايج حـذف   

واريـانس نشـان داد كـه اثـر      ي نتايج حاصل از تجزيـه . شدند

ــارچ     ــد قـ ــدگي از رشـ ــارواكرول در بازدارنـ ــول و كـ تيمـ

Alternaria sp.  دار بـود  در سطح احتمال يك درصد معنـي .

ترتيـب   بـه قسمت در ميليـون   150و  100 از بيشتر هايغلظت

 رشـد  از در كـارواكرول و تيمـول باعـث جلـوگيري كامـل     

  ).1شكل (آلودگي قارچي مذكور شدند 

  
تيمار تركيبات گياهي در بازدارندگي از رشد  تأثير -1ل شك

 .)كاواكرول= Cتيمول، = Alternaria sp. )Tقارچ 

Fig. 1. The effect of herbal compound treatments in 

inhibition of Alternaria sp. growth (T= Thymol, C= 

Carvacrol). 
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ــه   ــايج ب ــدهبراســاس نت ــا غل دســت آم ــارواكرول ب    ظــت، ك

 ppm100-50   درصـدي و   72/60 -100باعث كاهش رشـد

  باعـــث كـــاهش رشـــد ppm 150 -50 تيمـــول بـــا غلظـــت

  ).1جدول (د شدرصدي آلودگي قارچي  97/48 -100

ميــانگين درصــد بازدارنــدگي از رشــد  ي مقايســه -1جــدول 

ــارچ  ــاهي تيمــول و   .Alternaria spق ــات گي توســط تركيب

  .كارواكرول
Table 1. Mean comparison of inhibitory percentage 

of  Alternaria sp. growth rate (%). 

Inhibitory growth rate ± SE  Concentrations  
(ppm) 

Thymol Carvacrol  

0.94d±48.97 1.31c±60.72 50 

0.44b±70.07 00a±100 100 

00a±100   00a± 100 150 

 .دار هستند يهاي داراي حروف مشترك فاقد اختلاف معن ميانگين

  

 )2جـدول  (قسـمت در ميليـون    300و  200تيمول بـا غلظـت   

و  2و  1/0–2/0ترتيب در دو رقت باكتري با چگالي نوري  به

جـدول  (قسمت در ميليـون    400و 200كارواكرول با غلظت 

ترتيب در دو رقت فوق باعـث بـازداري كامـل از رشـد      به )3

  .شد MS كشت محيطباكتري مورد بررسي در 
  

هاي مختلف تيمـول در  قابليت بازدارندگي غلظت -2ول جد

در  P. carotovorum subsp. carotovorumرشـد بـاكتري   

 .هاي مختلف رقت

Table 2. Inhibition of bacterial growth at different 

concentrations of Thymol. 
Bacteria dilutions                                  

Pure 

colony 
OD: 2 OD: 0.1-0.2 Thymol concentrations 

(ppm) 

_ _ _ 50 
_ _ _ 150 

_ _ 
+ 200 

_ _ 
+ 250 

_ 
+ + 300 

چگالي : OD، عدم بازدارندگي از رشد باكتري -بازدارندگي از رشد باكتري، + 

 .نوري

+ Inhibition of bacterial growth, -   Non-Inhibition of bacterial 

growth, OD: optical density. 

  

داري  ثير معنـي أكـاروون ت ـ -طور كلي در اين پژوهش، اس به

روي قارچ و باكتري مورد آزمايش نشان نـداد و بنـابراين از   

ها حذف شد، اما دو تركيب كارواكرول تجزيه و تحليل داده

ــ ــن دو  أو تيمــــول، تــ ــبي روي ايــ ثير بازدارنــــدگي مناســ

 تركيب نيـز نشـان   مقايسه اثر دو. ميكروارگانيسم نشان دادند

 عمل نمـوده  تيمول از بهتر مراتب به كارواكرول كه دهد مي

 ضد عوامل قوي از و فنلي جزو تركيبات اين دو ماده. است

 هم تركيبات اين). Castillo et al., 2014(هستند  ميكروبي

 شدن لخته در توانندهم مي و كنندمي نفوذ سلول غشاي در

 ,Dorman & Dean( باشـند  داشـته  نقـش  سـلول  محتويـات 

تحقيقات مختلف نشان داده است كه اسانس آويشن ). 2000

-تيمول و كـارواكرول مـي   ماده مؤثره دو شيرازي داراي هر

 اسانس اثر بررسي در .Karami-Osboo et al )2010. (باشد

ــن و ــواد آويش ــؤثره م ــاهي  م ــب گي ــن دو تركي ــر اي  ب

 ايـن  بـه  Winslow Erwinia amylovora (Burrill) باكتري

كنـد كـه بـا نتيجـه     مـي  تر عملقوي تيمول كه رسيدند نتيجه

 در پژوهشـي، فعاليـت   .پژوهش حاضر كمـي متفـاوت اسـت   

 مطالعـه  مورد اي شيشه درون شرايط در تيمول باكتريايي ضد

ــرار ــه قــــ ــه گرفتــــ ــث كــــ ــار باعــــ ــاكتري مهــــ   بــــ

) YabuuchiSmith( Ralstonia solanacearum آگـار  در 

ــده ــت شـ   در مطالعـــات ).Momol et al., 2000( اسـ

Elansary et al., (2012)     اثـرات ضـدميكروبي بـرگ سـه ،

ــاه  ــين و ش ــو، زرب ــاه جمب اي روي برخــي  پســند درختچــه گي

مشـاهده و معلـوم شـده     P. carotovoraهـا از جملـه    باكتري

-αدليـل دارا بـودن    بـه ها اثر گيـاه جمبـو    كه در بين آناست 

pinene بيشتر از بقيه بود.  

  در ارزيابي اثرات پنج گيـاه دارويـي بـومي ايـران روي    

P. carotovora آويشـن معمـولي    نيز مشخص شده است كه

)Thymus vulgaris L. (كند  تر از ساير گياهان عمل مي قوي

وجـود كـارواكرول در ايـن گيـاه نسـبت       و اين برتـري را بـه  

كـه بـا نتـايج پـژوهش     ) Mehrsorosh et al., 2014(اند  داده

غلظت  در همچنين در آزمايشي، تيمول. حاضر مطابقت دارد

از  جلـوگيري  باعث% 100ميزان  ليتر بهميلي 20 در ميكروليتر 5/24
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 شــده اســت Link.  Penicillium expansumرچقــا رشــد

)Neri et al., 2006 .( در تحقيـق Perina et al. (2014) ،

ــه  T. vulgarisاســانس  ــاده تيمــول ب ــا حــداقل   و م ــب ب ترتي

ليتـر توانسـتند از    ميكروگرم بر ميلـي  250و  500بازدارندگي 

كـه    عمـل آورنـد، در حـالي    ممانعـت بـه   A. alternataرشـد  

كش تجاري مـورد بررسـي،    ازدارندگي قارچحداقل غلظت ب

  .ليتر بود ميكروگرم بر ميلي 1250

ــاي مختلـــف  قابليـــت بازدارنـــدگي غلظـــت -3جـــدول  هـ

 .P. carotovorum subspكـارواكرول در رشــد بـاكتري   

carotovorum هاي مختلف در رقت. 

Table 3. Inhibition of bacterial growth at different 

concentrations of Carvacrol. 

Bacteria dilutions                                    

Pure 

colony 

OD:2  OD:0.1-0.2  Carvacrol 

concentrations (ppm) 

_ _ _ 50 

_ _ _ 150 

_ _ + 200 

_ _ + 250 

_ _ + 300 

_ _ + 350 

_ + + 400 

: OD، رشـد بـاكتري   عدم بازدارندگي از -بازدارندگي كامل از رشد باكتري، + 

  .چگالي نوري

+ Inhibition of bacterial growth, -  Non-Inhibition of bacterial 

growth, OD: optical density. 

  

در تحقيقي، خاصيت ضدقارچي تيمـول، كـارواكرول،   

هاي آلوده كننده غـذا  ائوگنول و منتول در كنترل رشد قارچ

عليـه ايـن نـوع     ارزيابي شد و معلوم شـد كـه تركيبـات فـوق    

يي به كـارواكرول اختصـاص   اها مؤثرند و بيشترين كارقارچ

خاصيت كـارواكرول  ). Abbaszadeh et al., 2014(داشت 

ــو   ــدگاري ليم ــزايش مان ــهدر اف ــارچ  ب ــاهش ق ــل ك ــا و دلي ه

هاي عامـل فسـاد ميـوه نيـز بـه اثبـات رسـيده اسـت         ميكروب

)Castillo et al., 2014 .( استفاده از نتايج پژوهش حاضر نيز

هـاي قـارچي و   تركيبـات گيـاهي را در ممانعـت از آلـودگي    

صـورت   بـه هاي ريزازديـادي گيـاهي   باكتريايي محيط كشت

رسد اين تركيبـات گيـاهي   نظر مي بهآميز نشان داد و موفقيت

ــه ــي ب ــارواكرول م ــژه ك ــد وي ــيت ض ــد خاص ــارچي و  توان ق

ن اشكال مختلف و كاربردهاي متنـوع نشـا   بهضدميكروبي را 

اســتفاده از تركيبــات گيــاهي و مــواد زيســتي در مهــار . دهــد

جاي مواد شيميايي چنـد سـالي    بههاي گياهي  آفات و بيماري

پزشكي جايگاه مناسبي پيدا كرده است كه در تحقيقات گياه

هاي قارچي و باكتريايي در كشـت  كنترل آلودگي اما ،است

تـرين مـوارد    عنوان عملي بهبافت و ريزازديادي را شايد بتوان 

هـاي پـايين    غلظـت  ضـمناَ . استفاده از اين تركيبـات برشـمرد  

مثبـت بـر پارامترهـاي رشـدي از      تـأثير تيمول و كارواكرول 

هـاي  در غلظت اما ،جمله تعداد پيازچه، ريشه و برگ داشت

 دسـت نتـايج در  (د شسوزي مشاهده  بالا كاهش رشد و گياه

كـه   بـود  دوارامي ـ تـوان طبق نتايج ايـن پـژوهش مـي   ). انتشار

تركيبات شيميايي براي برطرف كردن ايـن   از جاي استفاده به

زمينـه   كـه خوشـبختانه   طبيعي تركيبات گياهي ها ازآلودگي

 كشـور مـا فـراهم اسـت،     هـا در  اوليـه آن  مـواد  تهيه و توليد

 شـده  تمـام  قيمـت  تركيبات گياهي بـا وجـود  . نمود استفاده

ثير أت ـدليل  بهها  كش تريها و باك كش قارچ با مقايسه در بالاتر

  .دارند غلظت بسيار پايين، توجيه اقتصادي مناسبي نيز در
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Abstract 

Fungal and bacterial infections are main problems in the micropropagation of bulbous plants which can 

affect the efficiency of these propagation methods. To investigate the effect of different concentrations of herbal 

compounds on the growth and regeneration of crown imperial, an experiment was conducted based on the 

completely randomized design in factorial arrangement with five replications. Treatments included various 

concentrations of S-carvon, thymol and carvacrol. The concentrations of thymol and carvacrol significantly 

(P<0.05) inhibited the fungal and bacterial growth. Thymol at 150 ppm and carvacrol at 100 ppm completely 

inhibited the growth of Alternaria sp. (100%). Investigation on the effects of plant extract compounds on 

bacterial pathogens removal revealed that 200 ppm of thymol and carvacrol completely inhibited the growth of 

Pectobacterium carotovora subsp. carotovorum with 0.1-0.2 OD (Optical density). Moreover, maximum growth 

inhibition of P. carotovorum subsp. carotovorum with OD=2 by thymol and carvacrol was observed at the rate 

of 300 and 400 ppm, respectively. Various concentrations of S-carvon did not significantly affect fungal and 

bacterial pathogens comparing to the control. In general, carvacrol and thymol could effectively prevent the 

fungal and bacterial growth and could be used as a potential candidate for the prevention of fungal and bacterial 

infection of culture medium in the micropropagation of plants such as crown imperial. 

Keywords: bulbous plants, carvacrol, tissue culture, Alternaria sp., Pectobacterium carotovora, thymol 

 


