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 مطالعات محیط زیست، منابع طبیعی و توسعه پایدارفصلنامه 

 9029، تابستان (22پیاپی: ) 2 ، شمارهششمسال 

 

 

 ییزاکالوسبر  MS کشتطیو مح یمختلف توفورد یهاغلظت ریتأث

 .Rosa canina Lدار قطعات گره

     

 ،3یعبدالرحمان محمد خان، 2یروح دیوح، *1یمیمحبوبه رح

 5یداللهیعباس ، 4یتهران ییاکبر فدا یعل

 52/01/0011تاریخ دریافت:  
 52/00/0011 تاریخ پذیرش:

 

  02551کد مقاله:  
 

 یده ـچک
 

با هدف  زیترین پایه گل رز و نعنوان مهم.( بهRosa canina Lنسترن وحشی ) ییدارو اهیگ یسازنهیبه منظور به
 یشیمنظور، آزما نی. بدرفتیحاضر انجام پذ قیآن، تحق یژهیو یایبه کالوس مناسب جهت استفاده از مزا عیسر یابیدست

 یها( و غلظتMS 0/0و  MS 0/5) کشتطیبا دو فاکتور مح یکاملاً تصادف هیدر قالب طرح پا لیبه صورت فاکتور
از قسمت  یمترسانتی 2/0 دار(، در چهار تکرار انجام شد. قطعات گرهmgL-1 2/2و  0، 2/5، 0، 1) یمختلف توفورد

 اساس بر کشت، از پس ماهشدند. ارزیابی نتایج، یك هیته دهیوهیدر مرحله م ایتاج درختچه انهیم یفرع یهاشاخه یانیم
نشان داد که  جی. نتارفتیها صورت پذزایی ریزنمونهکالوس( و کالوس دیورود به مرحله تول یبرا آمادگی) شکل تغییر

درصد  نیشتریتوفوردی، ب mgL-1بوده است. غلظت چهار  MS 0/5مربوط به  افتهیشکل  رییتغ زنمونهیدرصد ر نیشتریب
در  افتهیشکل رییتغ زنمونهیدرصد ر نیشتریآن، ب mgL-1 2/5جوانه و غلظت  فاطرا هیدر ناح افتهیشکل رییتغ زنمونهیر

در  زنمونهیسر و دو سر ر كیزا در کالوس زنمونهیدرصد ر نیشتریب ن،یچنرا نشان دادند. هم زنمونهیدو سر و سرتاسر ر
 0/5 ماریو ت یتوفورد نهیشیب یهاوزن تازه و خشك کالوس متعلق به غلظت نیشتریفاقد هورمون مشاهده شد. ب ماریت

MS 2/5 یحاو mgL-1 درون  یهااهچهیمتصل به محور برگ گ یهاشدن کالوس در قاعده برگچه داریبود. پد
به احتمال  دهیپد نینبود. ظهور ا یتنها متأثر از کاربرد توفورد زنمونهی( مستقر بر رزمان با زرد شدن برگ)هم یاشهیش
 یهاتعادل هورمون کنندهنیی)تع زنمونهی( و زمان اخذ ریو معدن ی)آل کشتطیمح باتیرکغلظت ت تیاز اهم یحاک ادیز

 .باشدی( مدراتیکربوه رهیذخ زانیو م یدرون

 

 هورمون. ،ییدارو اهیزرد شدن، گ زنمونه،یبرگچه، ر یدی:ـان کلـواژگ

 

                                                           

 )نویسنده مسئول( مدرس، تهران تیدانشگاه ترب باغبانی علوم یدکتر دانشجوی - 9
mahrahimi8@gmail.com 

 دانشگاه شهرکرد، شهرکرد یگروه علوم باغبان اریدانش - 2

 دانشگاه شهرکرد، شهرکرد یگروه علوم باغبان اریدانش - 3

 دانشگاه شهرکرد، شهرکرد پزشکیاهیگروه گ اریدانش - 0

 مدرس، تهران تیدانشگاه ترب یگروه علوم باغبان اریدانش - 5
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 مقدمه  -1
های ترین پایه گل رز و گیاهی دارویی است. بیوتکنولوژی برای اصلاح روش(، مهم.Rosa canina Lوحشی )نسترن 

اما انتقال ژن نیازمند دستور کارهای  .را آغاز نموده است هاییهای زیست دارویی و انتقال ژن در این گیاه برنامهبیوسنتز متابولیت
ها جهت تعیین زایی یکی از بهترین روشبافت، کالوسدر روش کشت  .باشدای میشهمعتبر و قابل اطمینانی برای کشت درون شی

تواند در تهیه پروتوپلاست، تولید جنین سوماتیك، ریشه و ساقه مورد های رویشی است. کالوس میهای برتر برای پایهکلونی
های ضروری وژیکی و تولید متابولیت ثانویه نظیر روغنچنین، از کشت کالوس رزها برای بررسی وقایع فیزیولهم .استفاده قرار گیرد

گیاهی امری  یبافت و سلول هر گونهشود. انتخاب محیط کشت مناسب برای موفقیت در کشتو ترکیبات دارویی استفاده می
 Shirdel etباشد )کشت برای ریزازدیادی انواع رز از جمله نسترن وحشی میترین محیط، متداولMSضروری است. محیط کشت 

al., 2013زایی کاربرد زیادی دارد. با توجه به سهم عمده عنوان یك اکسین قوی، برای تحریك کالوس(. توفوردی بهRosa 

canina کالوس آن، تحقیق حاضر به بررسی اثر سطوح  یمندی از مزایای ویژههای مدرن و به منظور بهرهدر ژنتیك و اصلاح رز
 است.( و توفوردی پرداخته1/4و  1/2) MSمختلف محیط کشت 

 

 هاروش و مواد -2
و  MS (1/2کشت  کاملاً تصادفی، با دو فاکتور سطوح مختلف محیط این آزمایش به صورت فاکتوریل در قالب طرح پایه

دو ریزنمونه( گرم بر لیتر( در چهار تکرار )هر تکرار شامل میلی 2/2، چهار و 2/5های مختلف توفوردی )صفر، یك، ( و غلظت1/4
ای )رشد یافته در منطقه درختچه تاج یمیانه فرعی هایمتری، از قسمت میانی شاخهسانتی 2/0دار گره پذیرفت. قطعاتانجام

مدت یك دقیقه و هیپوکلریت درصد به 01های اتانول اییز( تهیه و توسط محلولل پدهی )در اواسط فصی میوهشهرکرد( در مرحله
دوم و دقیقه ضدعفونی گردیدند. در ضمن، دو غلظت یك 02مدت درصد ماده مؤثره( به 52/2رصد )حاوی د 01سدیم تجاری 

گرم ساکارز در لیتر، هشت  MS  ،51کشت تهیه شدند. برای هر دو غلظت محیطر کا بر اساس دستور MSکشت چهارم محیطیك
ها، توسط اتوکلاو کشت محیط .ظرف کشت، در نظر گرفته شد کشت در هرلیتر محیطمیلی 01و مقدار  pH 0/2گرم آگار در لیتر، 

صورت افقی  ها در شرایط کاملاً استریل بهدند. ریزنمونهل شدقیقه استری 51 زمانگراد در مدتدرجه سانتی 050تحت دمای 
نایی و هشت ساعت ساعت روش 02گراد و دوره فتوپریودی درجه سانتی 52تا  52گردیدند. سپس در اتاقك رشد تحت دمای کشت

ها با ی کالوستازه گونه واکشت، آزمایش متوقف گردید. وزنماه و بدون انجام هیچ از گذشت یك داری شدند. پستاریکی نگه
 41ساعت قرارگیری در آون، تحت دمای  04ز گذشت س اشد. وزن خشك پ گیریانتقال به ورق آلومینیومی وزن شده، سریع اندازه

سر، دو سر و سرتاسر یافته )اطراف جوانه، یك های تغییر شکلصفات مورد آزمون )ریزنمونه ثبت گردید. درصدگراد درجه سانتی
رابطه شماره یك  طریق از (هازایی در قاعده برگچهزا )یك سر و دو سر ریزنمونه( و کالوسهای کالوسریزنمونه(، ریزنمونه

تعداد کل ریزنمونه و   Nآن در است که صفت مورد آزمون درصد GP ن رابطه، (. در ای0242گردید )حسندخت و ابراهیمی، محاسبه
n باشد. دارای صفت مورد نظر می یریزنمونه تعداد 

(0) GP= (n/N)×100 
 
اند، بر اساس صورت درصد بیان شدههایی که بهآمده، به شاخصهای کیفی به کمیّ، بنابر کل حالات پیشنظور تبدیل دادهه مب
، از طریق رابطه شماره دو و نیز درصدها از طریق رابطه شماره سه 01تر از های صفر و کوچكصری امتیاز تعلق گرفت. دادهدید ب
 (. 0201شدند )یزدی صمدی و همکاران،  سازینرمال

  (5) Y= √(X+0.5) 
 (2) )   Y = Arc sin√X 

و  C-MSTATها با استفاده از برنامه یانگینم و مقایسه SAS®(  9.2versionزار )م افها با استفاده از نرآماری داده تجزیه
 ( انجام پذیرفت.P<0.05) LSDتوسط آزمون 

 

 بحث و جینتا -3
سر زا در یكهای کالوسبر درصد ریزنمونه MSکشت ختلف محیطح م(، سطو0واریانس )جدول بر اساس نتایج تجزیه

چنین، اثر دار داشت. همتازه کالوس( اثر بسیار معنیغیر از وزنمورد آزمون )به هایدار و بر سایر شاخصریزنمونه، اثر معنی
 دار بود. صفات مورد آزمون بسیار معنیکشت و توفوردی نیز بر کلیهمتقابل محیطتوفوردی و اثرات

، باعث افزایش MSکشت ها به یك چهارم غلظت محیط(، کاهش غلظت نمك5ها )جدول با توجه به نتایج مقایسه میانگین
های مورد آزمون که، از میزان سایر شاخصزا در یك سر ریزنمونه گردید. در حالییافته و کالوسهای تغییر شکلدرصد ریزنمونه
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چنین، درصد یافته در اطراف جوانه، دو سر و سرتاسر ریزنمونه و همهای تغییر شکل)وزن خشك کالوس، درصد ریزنمونه
 ( کاسته شد. هازا در دو سر ریزنمونه و در محل قاعده برگچههای کالوسریزنمونه

 شود که با افزایش غلظت توفوردی، بر میزان وزن تازه و خشك کالوس افزوده شده(، مشاهده می2و 5با توجه به جداول )
یابد و می ها انتقالشود، به سرعت درون گیاه به سایر قسمتسهولت جذب گیاه میقوی به عنوان یك اکسیناست. توفوردی به

 نماید.زایی را تحریك میو کالوس گذاردها( تأثیر میبرگچه ها )قاعدهویژه بر مریستمبه
 

 زایی نسترن وحشی و توفوردی بر کالوس MSکشت تجزیه واریانس اثر سطوح مختلف محیط «1» جدول

منابع 

 تغییرات

درجه 

 آزادی

 های تغییر شکل یافتهدرصد ریزنمونه
 کالوسوزن 

 زاهای کالوسدرصد ریزنمونه

 دو سر یک سر
اطراف 

 جوانه
 سرتاسر

قاعده  ریزنمونه

 دو سر سریک خشک تازه برگچه

 9 **52/30 **33/3 **95/92 **40/92 ns222/2 **91/2 *24/2 **91/1 **34/51 (A) محیط

توفوردی 

(B) 
0 **30/35 **22/0 **22/22 **01/02 **22/93 **25/9 **23/91 **00/3 **39/00 

(B( × )A) 0 **19/1 **92/1  **33/94 **90/5 **10/5 **51/2  **21/5 **00/3 **44/23 

 25/2 23/2 25/2 221/2 01/2 55/2 20/2 23/2 33/2 32 خطا

CV (%)  43/90 33/91 41/5 20/23 22/22 52/1 92/90 13/29 03/5 

ns دار در سطح پنج درصددار در سطح یک درصد و * اختلاف معنیاختلاف معنیدار، ** فاقد اختلاف معنی 

 

 زایی نسترن وحشی و توفوردی بر کالوس MSکشت مقایسه میانگین اثر سطوح مختلف محیط« 2» جدول

 یافتههای تغییر شکلدرصد ریزنمونه 
وزن کالوس 

 گرم()میلی

 زاهای کالوسدرصد ریزنمونه

 سرتاسر جوانه سردو  یک سر تیمارها
یک سر 

 ریزنمونه

دو سر 

 ریزنمونه

قاعده 

 برگچه
 خشک تازه

 کشتمحیط
1/2MS b 25/99 a 31/0 a 15/91 a 91/91 

a 
22/95 

a 32/9 a 25/5 a 15/3 a 49/39 

1/4MS a 41/39 b 41/9 b 92/92 b 41/92 
a 
15/92 

b 22/9 b 31/0 b 22/2 b 92/94 

 توفوردی 

گرم )میلی

 بر لیتر( 

 c 22/2 b 22/2 e 22/2 d 22/2 صفر
c 
31/22 

c 22/2 a 51/94 a 31/0 e 19/23 

22/9 b 53/91 a 31/0 b 49/91 c 25/23 
b 
31/24 

b22/9 c 22/2 b 22/2 d 10/25 

52/2 b 15/94 a 25/3 d 41/99 a 41/33 
a 
52/23 

a 22/2 b 01/25 b 22/2 c 10/32 

22/0 b 53/91 b 22/2 a 32/25 b 53/23 
a 
92/91 

a 22/2 c 22/2 a 31/0 b 39/25 

52/5 a 22/52 a 31/0 c 31/20 c 01/25 
a 
52/94 

a 22/2 c 22/2 b 22/2 a 15/54 

 باشد.می 55/5در سطح  LSDآزمون بر اساس دار معنی وجود اختلاف عدم بیانگر ستونهر  مشابه در*: حروف 

 
یافته، حاکی از  های تغییر شکلها در ماه اول چندان زیاد نبود. ایجاد کالوس در برخی ریزنمونهرشد کالوس ور کلی،ه طب

( است و دارای Sصورت حرف  برای تولید کالوس بود. منحنی رشد کالوس یك منحنی سیگموئیدی )به هاشکل توانایی کلیه تغییر
دی، خطی، کند شدن و سکون، که در این فاز تعداد سلول و اندازه آنها ثابت باقی باشد: کمون و یا فاز تأخیری، تصاعپنج مرحله می

  (.0211ماند )سادات نوری و همکاران، می
ها، در ابتدا وارد فاز رویشی و در پژوهش حاضر، در هر ظرف کشت دو ریزنمونه وجود داشت. در اکثر تیمارها، یکی از ریزنمونه

 که همه قطعاتشد. با توجه به اینمیدهی ی کالوسدیگر، وارد مرحله کمون و فاز فعالیت نهفتهتولید شاخ و برگ، و ریزنمونه 
دلیل ایجاد رقابت غذایی بین دو شود که بهگونه استنباط می دار شرایط یکسانی از لحاظ سن، طول و قطر داشتند، لذا اینگره

ترتیب؛ پس از مدتی علائم رشد را زودتر جذب و مصرف نموده است. بدین ریزنمونه، آن که در رقابت قویتر بوده، عناصر لازم برای
-زمان با آغاز کلروز برگ، کالوس در قاعده برگچهها نمایان شد. همصورت زرد شدن برگ دارای گیاهچه به یکمبود در ریزنمونه

در مجموع هر دو ریزنمونه وارد فاز  های مستقر بر قطعات ساقه، نیز پدیدار شد. بنابراین،های )نواحی مریستمی( گیاهچه
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زایی شدند. کالوس در محل اتصال برگچه با محور برگ، تنها متأثر از توفوردی نبود. بلکه، در تیمار فاقد توفوردی نیز این کالوس
 (.2و  5زایی پدیدار شد )جداول نوع کالوس

 
 زایی نسترن وحشیو توفوردی بر کالوس MSکشت مقایسه میانگین اثرات متقابل سطوح مختلف محیط « 3» جدول

 های تغییر شکل یافتهدرصد ریزنمونه تیمارها
وزن کالوس 

 گرم()میلی

 زاهای کالوسدرصد ریزنمونه

 محیط

 کشت

 توفوردی

گرم )میلی

 بر لیتر(

یک 

 سر

دو 

 سر

اطراف 

 جوانه
 سرتاسر

یک سر 

 ریزنمونه

دو سر 

 ریزنمونه

قاعده 

 برگچه
 خشک تازه

1
/2

 M
S

 

 e 22/2 c 22/2 d 22/2 d 22/2 f 22/2 c 22/2 a 25/23 a 31/1 e 49/1 صفر

55/1 cd 23/90 b 31/1 
c 
41/99 

c 52/92 de 15/1 b 22/9 c 22/2 b 22/2 
d 
41/99 

55/2 d52/92 
a 
52/92 

c 
41/99 

ab 31/30 a 22/31 a 22/3 c 22/2 b 22/2 
b 
41/39 

55/4 cd 23/90 c 22/2 
b 
25/23 

ab 92/24 bcd25/90 b 22/9 c 22/2 a 31/1 
c 
92/34 

55/5 c 32/95 c 22/2 
a 
15/04 

c 10/92 bc 22/91 a 22/3 c 22/2 b 22/2 
c 
31/31 

1
/4

 M
S

 

 e 22/2 c 22/2 d 22/2 d 22/2 e 15/0 c 22/2 b 10/92 b 22/2 f 22/2 صفر

55/1 b 22/25 c 22/2 
b 
15/23 

d 22/2 de 22/1 b 22/9 c 22/2 b 22/2 f 22/2 

55/2 b 22/25 c 22/2 
c 
41/99 

a 31/31 cde22/92 b 22/9 b 10/92 b 22/2 f 22/2 

55/4 b 22/25 c 22/2 
b 
22/25 

b 22/25 b 22/22 a 22/3 c 22/2 b 22/2 
d 
52/92 

55/5 a 31/40 b 31/1 d 22/2 d 22/2 b 22/22 b 22/9 c 22/2 b 22/2 
a 
92/14 

 باشد.می 55/5 در سطح LSDدار بر اساس آزمون حروف مشابه در هر ستون بیانگر عدم وجود اختلاف معنی*: 

 
های مستقر بر قطعات های کلروزه گیاهچههای برگزایی در قاعده برگچهدر رابطه با تفسیر علل یا عوامل رخداد پدیده کالوس

دار این گیاه تحت تأثیر منبع توجه داشت که سرعت رشد قطعات گرهای، باید نسترن وحشی در شرایط درون شیشه ساقه
باشند )سادات نوری و (. البته این ذخایر در ابتدا و انتهای فصل رشد بیشتر می.Shirdel et al., 2013گیرد )کربوهیدرات قرار می

زایی ریزنمونه، برای هر نظور افزایش کالوسه منیز بیان شد، ب هاطور که در قسمت مواد و روشچنین، همان(. هم0211همکاران، 
و سادات نوری و همکاران،  0242کار گرفته شد )حسندخت و ابراهیمی، ، قند )ساکارز( دو درصد به MSکشتدو غلظت محیط

مجتهدی، که اثر هورمون مانند روی گیاه دارد، از نزدیك با جریان قندها مربوط است )لسانی و توفوردی در ضمن، انتقال (. 0211
0240.) 

کنند، بنابراین، زردی برگ کشت در طول زمان کشت، تغییر میای، ترکیبات محیطکه در شرایط درون شیشهبا توجه به این
کشت  تر از عناصر دیگر مصرف شده و از محیطعنوان مثال؛ بعضی از عناصر، سریعگیرد. بهتحت تأثیر عوامل دیگری نیز قرار می

شود. البته کشت حذف می یابد. آمونیوم به سرعت از محیطکشت تغییر می ین اساس، تعادل عنصری محیطشوند. بر احذف می
 pHکشت، کشت مورد استفاده بستگی دارد. بنابراین، با حذف آمونیوم از محیط مقدار و سرعت مصرف آن، به ژنوتیپ و محیط

 pH(. از سویی، کنترل 0211دنبال دارد )سادات نوری و همکاران،  یابد که در بعضی موارد نکروزه شدن را بهمحیط کاهش می
کشت نیست، بلکه تعادل مناسب بین نیترات و آمونیوم محرک  زمان از نیترات و آمونیوم در محیطمحیط تنها دلیل استفاده هم

باشد، طول شاخه و تعداد گره افزایش و  (. اگر میزان نیترات بیشتر از آمونیوم0211)سید طباطبایی و امیدی،  باشدمیزایی نیز ریخت
طور معمول، مصرف نیتروژن حال، به(. با این(Shirdel et al., 2011یابد های کلروزه نسترن وحشی کاهش میتعداد برگ

 (.0211شود، کمتر است )سید طباطبایی و امیدی، های ساقه از آنچه برای کشت کالوس استفاده میکشت در کشتمحیط
زایی را کشت یا در ریزنمونه، کالوسل زیاد، پدیده مذکور در ارتباط با عاملی است که کاهش یا عدم وجود آن در محیطبه احتما
ها زیاد باشد، گیاه با شود. البته هنگامی که غلظت نمكمی هانماید و موجب از بین رفتن سبزینگی و زرد شدن برگتحریك می

و  0240نمایند )لسانی و مجتهدی، ن و کمبود آب هر دو زردی و ریزش برگ را تحریك میشود. افزودن اکسیکمبود آب مواجه می
 (.0201کافی و همکاران، 

های مسن شروع شد. بنابراین، به احتمال زیاد، پدیده مذکور به یك عنصر در پژوهش حاضر، علائم زردی برگ، ابتدا از برگ 
در پژوهش دیگری پیرامون ریزازدیادی نسترن وحشی نیز، یکی از دلایل کلروز  کهباشد. با توجه به اینضروری متحرک مربوط می
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تر در شروع، های جوان(، برگShirdel et al., 2011ای این گیاه، کاهش نیترات گزارش شده است )های درون شیشهبرگ
 (.0204شود )کافی و همکاران، می های پیرتر به طرف آنها منتقلدهند، زیرا ازت از برگعلامت کمبود را در خود نشان نمی

تا یك چهارم غلظت آن، باعث کاهش  MSکشت رسد؛ کاهش غلظت محیطنظر میطور کلی، بهبا توجه به نتایج آزمایش، به
کشت توان گفت؛ بهترین محیطگردد. در مجموع میمی هاریزنمونه زاییو کاربرد هورمون توفوردی، موجب افزایش میزان کالوس

 باشد.گرم بر لیتر توفوردی میمیلی 2/5به همراه  MS 1/2دار نسترن وحشی، کاربرد زایی قطعات گرهالوسجهت ک
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Abstract 

 

This research carried out to optimize the micro propagation of medicinal plants dog rose, one of 

the rose rootstock, for quick access to get suitable callus. A factorial experiment conducted based 

on a completely randomized design with two factors, medium (1/2 MS and 1/4 MS) and different 

concentrations of 2,4-D (0, 1, 2.5, 4, and 5.5 mgL-1), with four replications. Explants prepared 

from middle of axillary stem during the fruiting stage in 1.5 cm length with nodal. The results 

evaluated based on deformation (ready to enter the callus production phase) and callugenesis 

ability after one month of planting. Results showed that the highest percentage of explants 

deformation related to 1/2 MS. The highest percentage of deformation in the bud area, and head 

and whole explants related to four and 2.5 mgL-1 2,4-D concentration, respectively. In addition, 

the highest percentage of callugenesis observed in one and two sides of explants.  The highest 

fresh and dry weight of callus obtained from the high peak of 2,4-D and 1/2 MS containing 2.5 

mgL-1 2,4-D. Callus produce in meristematic regions of leaflets base that attached to the axis of 

the explants (along with yellowing leaves) was not only influenced by 2,4-D. But also, this 

probably related to the importance of the high concentrations of medium nutrition time of taking 

explants (relating on the internal hormone balance and the amount of stored carbohydrates). 

 

Keywords: leaflets, explant, yellowing, medicinal plant, hormone.  

 
 


