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هاي  دار شاخه هاي مختلف اتانول و هيپوكلريت سديم بر قطعات گرهميكروبي غلظت اي اثر ضد مقايسه درون شيشه
  ).Rosa canina L(فرعي نسترن وحشي 

  4 ، حميد رضا كبيري3 اكبر فدايي تهراني ، علي2 ، عبدالرحمان محمدخاني2 ، وحيد روحي*1 محبوبه رحيمي
  .استاديار گروه علوم باغباني دانشگاه شهركرد، شهركرد -2. دانشجوي كارشناسي ارشد علوم باغباني دانشگاه شهركرد، شهركرد -1

 .پزشكي دانشگاه شهركرد، شهركردكارشناس گروه گياه - 4. ردپزشكي دانشگاه شهركرد، شهركاستاديار گروه گياه -3 

  مسئول تويسنده *

  

  چكيده

دليل وجود مشكلات تكثير از طريق بذر و به. رز است هاي گل، گياهي دارويي و يكي از پايه).Rosa canina L(نسترن وحشي       

در جهت ر ، تحقيق حاضايشيشهدروندر شرايط  هاي مختلف آننهريزنمو در هاي نامشخص درونيعلّت بروز آلودگيقلمه و نيز به

فرعي نسترن  دار شاخهگرهو با هدف تعيين روش مناسب ضدعفوني قطعات بافتيابي به روش تكثير سريع از طريق كشت  دست

تيمارها شامل . نجام شدا تكرار 4 دركاملاً تصادفي صورت فاكتوريل در قالب طرح پايهبه آزمايش اين .پذيرفتصورت وحشي

ها پس از بودندريز نمونه )قيقهد 10تمدبه %15و 5،10، 0(سديم و هيپوكلريت )ثانيه 20مدتبه % 85و 55،70، 0(اتانول  هايمحلول

ترين ميزان يشوز، بر 14گذشت پس از. شدندداده رشد قرار يهاكنندهتنظيم فاقد  MSت كش صورت افقي روي محيطبهتيمار 

 همراهبه % 85و  70آلودگي در تيمارهاي تركيبي اتانول ترينكم .مشاهده گرديد آلودگي در تيمار شاهد و تيمارهاي فاقد الكل

 2ولي باعث ايجاد اثرات فنوليكي در داد را كاهشگرچه ميزان آلودگي  % 85كاربرد الكل . شدمشاهده %15و  10سديمهيپوكلريت

شبيه به ( يقارچ ناشناس. تر از آلودگي باكتريايي بودقارچي بيش ميزان عفونت. شد هاشدن نوساقهايزنمونه و شيشهري رس

در  .ندنيز شناسايي شد .Penicillium sp و  .Rhizopus sp. ،Rizoctonia sp هايقارچ .افت شدي)  Alternariaجنسخصوصيات 

با توجه به ميزان . تند، ميزان استقرار ريزنمونه نسبت به ميزان آلودگي افزايش داشتداش يمخمركه فقط آلودگي  هاييتيمار

- سديمدقيقه و هيپوكلريت 1مدت به% 70اتانول از ،دار نسترنگرهجهت ضدعفوني قطعات ؛شودپيشنهاد مي ،هاپراكندگي عفونت

  .شوداستفادهدقيقه 15 مدتبه 10%

  سديم، قارچ، اتانول، هيپوكلريت.Rosa canina L:  واژگان كليدي

  

  مقدمه

هاي عمودي يا كماني به طول اي و داراي ساقه، به فرم درختچهRosaceaeاز خانواده ) .Rosa canina L( نسترن وحشي      

 ، Eو  A ،Cهاي و ميوه غني از ويتامين Eبذر منبع خوبي از ويتامين . اكسيدانت داردمقدار زيادي آنتي. باشدمتر مي 5حداكثر 

و  5(شود استفاده مي Rosa floribundaو  Rosa hybridaعنوان پايه براي از آن به). 16( تركيبات مفيد است ساير فلاونوئيدها، و

زايي كم و صرف ازدياد تجاري آن از طريق قلمه، با سرعت ريشه. زندشود ولي به سختي جوانه ميمعمولاً با بذر تكثير مي). 14

هاي به منظور رهايي يافتن از ميكروارگانيسم ،هاي گياهي با مواد شيمياييدن بافتنمو ضدعفوني  ).9(يرد گبسيار صورت مي هزينه

گروه داراي عامل آلكيلات، سولفوهيدريل، اكسيدازي،  5ها به كنندهدعفونيض .شودهاي گياهي انجام ميموجود در سطح اندام

سلولي، انحلال شدن غشاءباعث شكسته S-Hها با تأثير مستقيم بر گروه عاملي الكل .شوندتقسيم مينفوذپذير  دهيدراته و عوامل

شود سلولي مياتانول داراي عامل دهيدراته است كه باعث تخريب اجزاء). 17و10(شوند ها مينمودن پروتئين ها و غيرطبيعيچربي

اتانول در فرآيند تخمير از قندهايي . شودهايي نظير مخمر توليد ميي ميكروارگانيسموسيلهالكل يا اتانول بهمحلول آبدار اتيل). 11(

هاي لكلاها را به قندها را مصرف نموده و آن ،هامخمر. شودها مشتق ميهيدروليز نشاسته، گلوكز، سلولز و ساير قند ساكارز،مثل 

ها را آن  DNA، پروتئين و و ليپيد دارد هاميكروارگانيسم يم اثر اكسيدازي برسدهيپوكلريت). 17( كنندنظير اتانول تبديل مي خطي

كشت قابل وز پس از انجام عملر 14تا  1ف گياهي معمولاً ظرهايلودگي باكتريايي و قارچي اندامآ). 10(دهد مورد حمله قرار مي
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رو هاي ضدعفوني گوناگوني روبهت بافت انواع رز، با روششده در زمينه كش با بررسي تحقيقات انجام ).1(بود تشخيص خواهد

ها را به دار نسترن وحشي، ابتدا ريزنمونهگرهجهت كشت قطعات خشبي ،)2013(شيردل و همكاران  در آزمايشي ).12(شويم مي

 5مدت به % 70قيقه ، اتانولد 15مدت به%  Tween 80 (1/0( 80ترتيب از توينسپس به ،دادند شستشوآب جاري  باساعت 1مدت

-سديم بهدقيقه و در نهايت از هيپوكلريت 2به مدت ) w/v(وزني  - حجمي % 1/0) mercury (II) chloride( مركوري دقيقه، كلريد

انيه و ث 5 تبه مد % 70، در تحقيقي در رابطه با ريزازديادي نسترن وحشي، از اتانول)2011(اسماراندا  .نمودندقيقه استفادهد 20مدت

، )2001(اسيتكن و اركيسلي . استفاده نمود هاي جواني ساقهيافته هاي تازه رشدقيقه براي جوانهد 10تمدبه  % 3 مسديهيپوكلريت

 قيقه ضدعفونيد 20مدت تقريباًسديم بهثانيه و هيپوكلريت 30مدت به % 70الكلهاي نسترن را توسط اتيلساقه دارگرهقطعات

بنابراين، پس از انتخاب اندام گياهي . )13و  12(است اي متفاوتشيشهدرون هاي رز، در شرايط كشتشناسي گونهآسيب. نمودند

   .گيردنظر قرارمد ستيلين مسئله بايبه عنوان او ،كردنمناسب جهت كشت، دستورالعمل ضدعفوني

  

  ها روش و مواد

صورت فاكتوريل در قالب طرح در آزمايشگاه كشت بافت دانشگاه شهركرد به 1391ايل خردادماه سال اين آزمايش در او        

 ها ازريزنمونه .گرديداجراكرار ت 4و سطح  4هر كدام در  سديمهيپوكلريتعفوني اتانول و با دو فاكتور ضدپايه كاملاً تصادفي 

- انتيس 5/1طول به  ،هاي دانشگاه شهركردمجموعه گلخانهمحوطه قع در وا، گلدهي مرحلهدر  ايدرختچههاي فرعي وسطي شاخه

ثانيه  20ت زماندر مد) % 85و  70، 55، 0(هاي با غلظت درجه 96 اتانول ماده شيميايي 2. شدندهمتر تهيميلي 63/3تا  70/2قطرمتر و 

در ) %15و  10، 5، 0(هاي با غلظت )يد شركت مرك آلمانتول(ال كلر فع %14تا  6و  NaOH %1 حاوي كمتر از سديمو هيپوكلريت

ه محلول. شد بردهكاربه ليتريليم 100مقداربه )دقيقه 10تمدشويي از آب مقطر استريل استفاده شدها و در مرحله آبدر تهي .

و  نمودنت استريل مد حيندر . شويي شدندآب قيقهد 5مدت بار به ار با آب مقطر استريل و هرب  3ها پس از اعمال تيمار ريزنمونه

 مواد تنظيم فاقد MSكاملاً استريل روي محيط كشت  سپس در شرايط. شدتكان داده مي طور مداومظرف به آرامي و به ،شستشو

اتاقك رشد با وز در ر 14ت به مد سپس. شدندكشت داده، pH 7/5و  گرم آگار 8 ،ساكارز ليتر در گرم 20حاوي ،ي رشدكننده

) لوكس 6000(هاي فلورسنت لامپساعت روشنايي با 16 ساعت تاريكي، 8گراد و دوره فتوپريودي سانتي رجهد 25±2دماي 

 تجزيه SAS 9.1، توسط نرم افزار )arc sin )6ها به درصد تبديلاي، از طريق تبديل زاويهها پس از داده .نگهداري شدند

  .انجام پذيرفت LSD 05/0آزمون ها از طريق سه ميانگينمقاي گرديد و

  

  بحث و نتايج

 ،داري نداردها اثر معنيبر ميانگين درصد استقرار ريزنمونه ،تيمار اتانول ،)1جدول ( تجزيه واريانس حاصل از با توجه به نتايج        

سديم اعمال شده، در هر دو شاخص ن تيمارهاي هيپوكلريتبي. داري دارداختلاف بسيار معنيميانگين درصد آلودگي  نسبت به اام

 سديم بر آنبودن هيپوكلريتي مؤثّروجود دارد كه نشان دهنده %1داري در سطح معنياختلاف ،درصد آلودگي و استقرار

 14پس از گذشت  ،اثرات متقابل تيمارهاي اتانول و هيپوكلريت سديم بيندار اختلاف معنيرغم عدم وجود علي .ها استشاخص

- به% 85و  70ترين آلودگي در تيمارهاي اتانول تيمارهاي فاقد الكل وكم و )صفر( ترين ميزان آلودگي در تيمار شاهدبيش، روز

% 50كه كمتر از زماني ،حجمي است %90 تا 60غلظت بهينه ضد باكتريايي اتانول . شدمشاهده% 15و  10سديمهيپوكلريت همراه

در  كاهد ولي باعث ايجاد اثرات فنوليكيگرچه از ميزان ظهور آلودگي مي%  85كاربرد الكل  .دت و اثر بيشتري داراليفع درقيق شو

تيمار از شاهد مربوط به  پس ترين آلودگيترين درصد استقرار و بيشكم. شودمي هااي شدن نوساقهشيشهسر ريزنمونه و  2

 هيپوكلريت .سديم وجود نداردهيپوكلريت% 15و  10هاي داري بين غلظتمعنيفاختلا .)1شكل ( است %5 سديمهيپوكلريت
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  اي شدن و مرگ بافت جوانهها، در قهوههاي طولاني، با افزايش ترشحات فنلي از قاعده نمونههاي زياد و زمانسديم در غلظت

ن فعاليت قارچ به نسبت زيادتر از ميزان فعاليت باكتري ميزا .تر از آلودگي باكتريايي بودميزان آلودگي قارچي بيش .است ؤثرم

، )3( ، ميزان استقرار ريزنمونه نسبت به ميزان آلودگي افزايش داشت)8( داشتند در تيمارهايي كه فقط آلودگي مخمر ).2(است 

ير از آلودگي مخمري، آلودگي كه ريزنمونه غدر صورتي. )4(د شوندر اطراف ريزنمونه مي Bباعث توليد ويتامين  هازيرا مخمر

قارچ ناشناسي  هادر كشت. شدتر رشد قارچ و باكتري نسبت به مخمر، رشد ريزنمونه متوقف ميدليل سرعت بيشبه داشت،ديگري 

نيز  .Penicillium spو   .Rhizopus sp. ،Rizoctonia spهاي قارچ. يافت شد) .Alternaria spجنس شبيه به خصوصيات (

ها برگندزدايي ريزنمونهعامل ديگري كننده ، غير از غلظت مواد ضدعفونيهاعفونتبا توجه به ميزان پراكندگي  .شدند شناسايي

جهت  ؛شود، لذا پيشنهاد مياست سديمو هيپوكلريت الكل هاي، مدت زمان اعمال تيماربه احتمال زياد كه باشدمي تأثيرگذار

  .شوداستفادهدقيقه 15مدت به %10سديمو هيپوكلريت دقيقه1در مدت زمان  %70اتانولز ا، وحشي نسترن دارضدعفوني قطعات گره

  دار نسترن قطعات گرهاستقرار  سديم بر درصد آلودگي وتأثير تيمارهاي اتانول و هيپوكلريتتجزيه واريانس نتايج : )1( جدول

  ميانگين مربعات                                                             

  درصد استقرار  درصد آلودگي  درجه آزادي  منابع تغييرات

)                                                A(اتانول 

  )B(سديم هيپوكلريت
A×B   
  خطا

3  

3  

9  

48  

**86/1196  
**49/4654  

n.s88/206  

78/122  

n.s11/657  
**77/3263  

n.s21/391  

12/426  
n.s :اختلاف معني دار در سطح يك درصد **ختلاف معني دار، فاقد ا                              

  

  
  

    

  

  

  

  

پايين، (و بر ميزان درصد آلودگي  هيپوكلريت سديم - )پايين، راست(و  هاي مختلف اتانولاثر غلظت - )بالا، چپ(، ) 1(شكل

  ساقه فرعي نسترن وحشي داربر ميزان درصد استقرار قطعات گره  سديمهيپوكلريت - )چپ

  .دهنده وجود اختلاف معني دار استحروف غير يكسان نشان * 

  منابع

 . انتشارات علوم پزشكي اصفهان. مباني كشت بافت گياهي. 1372. پور، سافشاري )1

 .مركز نشر دانشگاه شيراز. چاپ ششم. هامباني و روش )ازدياد نباتات(افزايي گياه. 1384. خوشخوي، م )2
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Abstract 
       Dog rose (Rosa canina L.), is a medicinal plant and one of the rootstocks for rose. Due to problems with 
propagation by seed and cutting methods and internal infection of explants at in vitro culture, a research was 
conducted on tissue culture methods for rapid propagation by determining the best method of sterilization for 
node branches of the dog rose. A factorial experiment was conducted based on completely randomized design 
with four replicates. The treatment included ethanol (0, 55, 70 and 85% at 20 seconds) and sodium hypochlorite 
(0, 5, 10 and 15 % at 10 minutes). Explants after treatments put horizontally on MS medium without growth 
regulators. The highest infection of explants obtained in control and all treatment without alcohol treatments 
after 14 days. The minimum infection observed in 70 and 85% of ethanol with 10 and 15% of sodium 
hypochlorite. However, alcohol 85 % treatment reduced the amount of infection, but caused phenolic effects of , 
explant and ne shoots vitrification. Fungi infection observed more than bacterial infection. Unidentified fungus 
(similar to the characteristics of Alternaria sp.) were found. The others fungus were also identified including 
Rhizopus sp., Rizoctonia sp. and Penicillium sp.. Explants was more stable in treatment with yeast infection. In 
this experiment the best treatment was observed at 70% ethanol to for 1 min with %10 sodium hypochlorite for 
15 minutes.   

Keywords: Rosa canina L, ethanol, sodium hypochlorite ,fungus  
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