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Abstract 

Objective 

Fritillaria imperialis from the Liliaceae family is an ornamental species in danger of extinction. 

Therefore, it is nessessary to conserve the plant genetic pool. Two proper methods to access this 

goal are micropropagation and germplasm conservation in in vitro freezing conditions. The 

presence of suitable pre-treatments is necessary for cryopreservation. The most important and the 

most application of pre-treatment is encapsulation-dehydration. The purpose of current research 

was in vitro proliferation of F. imperialis using plant growth regulators and its cryopreservation 

using encapsulation-dehydration pre-treatment.   

Materials and methods 

Bulb scales as explants and MS medium as basic culture medium were used. For 

micropropagation, kinetin (Kin) and α_naphthaleneacetic acid in concentrations of 0 (as control), 

0.5, 1 and 2 mg l–1 were applied. For cryopreservation, explants were pretreated with 

encapsulation-dehydration followed by conservation in liquid nitrogen. Encapsulation was done 

using sodium alginate. Dehydration was carried out in air and using high level of sucrose. 
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Results 

The results of micropropagation showed that the maximum number of leaf (3.5) and root number 

(5.7) was obtained in explants treated with 0.5 mg l–1 Kin along with 1 mg l–1 NAA. The results 

of cryopreservation showed that encapsulation-dehydration in air as a pre-treatment had effective 

role on the survival and regeneration of explants (70.5%) after conservation in liquid nitrogen. 

Least explant survival was obtained in control (without pre-treatment). In vitro regenerated 

plantlets were cultivated in plastic pots containing peat moss and perlite (in ration of 1:1) and 

acclimatized with environmental conditions. The survival rate was 90% and the growth pattern 

of regenerated plants was similar to that of mother plants. 

Conclusions 

Present research proposes the use of 0.5 mg l–1 Kin together with 1 mg l–1 NAA for 

micropropagation and encapsulation-dehydration for germplam cryopreservation of F. imperialis. 

Micropropagation by direct and indirect organogenesis and embryogenesis is a proper approach 

for proliferation of ornamentals in danger of extiction. The success of these methods depends on 

type and concentrations of auxins and cytokinins applied in culture medium, singular or in 

combination. In order to protect rare and endangered ornamental species, modern 

biotechnological tools need to be utilized. 

Keywords: Growth regulators, Liliaceae family, Endengered Plants, Germplasm conservation, 

In vitro culture.  
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  چکیده

خطر ی زینتی در معرض (، یک گونهLiliaceaeی سوسنیان )( از خانوادهFritillaria imperialisی واژگون )لاله هدف:

ی بر است. ریزازدیادی، یک فن مناسب برای تکثیر لالهانقراض است. تکثیر این گیاه در شرایط طبیعی، کارایی بالایی ندارد و زمان

ضروری ی ژنتیکی این گیاه تهدیدشده، استفاده از فن حفاظت انجمادی ای است. برای حفظ خزانهشیشهواژگون در شرایط درون

-کردنتیمار، کپسولهترین پیشترین و پر استفادهتیمارهای مناسب ضروری است. مهمادی، حضور پیش. برای حفاظت انجماست

های رشد گیاهی و حفاظت کنندهی واژگون با استفاده از تنظیمای لالهشیشهگیری است. هدف از پژوهش حاضر، تکثیر درونآب

 گیری بود. آب-کردنتیمار کپسولهانجمادی آن با استفاده از پیش

عنوان محیط کشت پایه استفاده شدند. برای ریزازدیادی، به MSعنوان ریزنمونه و محیط کشت های سوخ بهفلس :هاروشمواد و 

گرم در لیتر مورد استفاده قرار میلی 2و  1، 5/0عنوان شاهد(، های صفر )به( در غلظتNAA( و نفتالین استیک اسید )Kinکینتین )

-ر ازت مایع نگهداری شدند. کپسولهگیری، دآب-کردنتیمار با روش کپسولهها بعد از پیشی حفاظت انجمادی، ریزنمونهگرفتند. برا

 گیری در هوا و با استفاده از غلظت بالای سوکروز انجام گرفت.کردن با استفاده از آلژینات سدیم انجام شد. آب
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گرم در میلی 5/0های تیمارشده با ( در ریزنمونه7/5( و تعداد ریشه )5/3تعداد برگ ) بیشتریننتایج ریزازدیادی نشان داد که  :نتایج

گیری در هوا آب-کردننتایج حفاظت انجمادی نشان داد که کپسولهدست آمد. به NAAگرم در لیتر همراه با یک میلی Kinلیتر 

درصد( بعد از نگهداری در ازت مایع داشت. کمترین  5/70ها )ونهزنی ریزنمتیمار، نقش مؤثری در بقا و قدرت جوانهعنوان یک پیشبه

ای، درون شیشهشده در شرایط درونهای باززاییتیمار( بود. گیاهچههای شاهد )بدون پیشبقای ریزنمونه مربوط به ریزنمونه

های مانی در گیاهچهگردیدند. نرخ زنده( کاشته شدند و با شرایط محیطی سازگار 1:1های حاوی پیت موس و پرلایت )به نسبت گلدان

 شده شبیه گیاهان مادری بود.درصد و الگوی رشد گیاهان باززایی 90شده، ریزازدیادی

را برای ریزازدیادی و  NAAگرم در لیتر همراه با یک میلی Kinگرم در لیتر میلی 5/0پژوهش حاضر، استفاده از  گیری:نتیجه

زایی زایی و جنینکند. ریزازدیادی توسط اندامی واژگون پیشنهاد میپلاسم لالهحفاظت انجمادی ژرم گیری را برایآب-کردنکپسوله

ها به نوع و غلظت های زینتی در حال انقراض است. موفقیت این روشمستقیم و غیر مستقیم یک رویکرد مناسب برای تکثیر گونه

دلیل حفاظت از گیاهان ط کشت، انفرادی یا در ترکیب با یکدیگر، بستگی دارد. بهکار برده شده در محیهای بهها و سیتوکینیناکسین

 فناوری نوین به کار برده شود. های زیستزینتی در معرض خطر انقراض، نیاز است که روش

 ای.شیشهدرونپلاسم، کشت ی ژرمگیاهان در حال انقراض، ذخیره ی سوسنیان،، خانوادهی رشدکنندهتنظیم: هاکلیدواژه

 پژوهشی.: نوع مقاله

 

گیری برای حفاظت فراسرد آب-کردنریزازدیادی و روش کپسوله( 1400حور شهرام، کاویانی بهزاد )صیدی شیما، صداقت استناد:

 .146-125(، 2)13، مجله بیوتکنولوژی کشاورزی(. Fritillaria imperialisی واژگون )گیاه لاله

 

 

Publisher: Faculty of Agriculture and Technology Institute of Plant 

Production, Shahid Bahonar University of Kerman-Iranian 

Biotechnology Society. 

© the authors 

 

 مقدمه

صورت ی پایا با ارزش زینتی و دارویی است که بهلپهیک گیاه تک Fritillaria imperialisی واژگون با نام علمی لاله

و گاهی تا  6تا  3از  صورت چتریبه این گیاههای گل(.  .2015Hamidoghli et alکند )وحشی در برخی مناطق ایران رشد می

گل  و مانند استسبز برگ یدارای چندین براکتهی واژگون لاله د.نشوآن باز می یدر بهار در انتهای ساقه که استگل سرنگون  8

حضور طیف وسیعی از آلکالوییدها و گلیکوزیدها با خواص فیتوشیمیایی شود. زرد، نارنجی و قرمز دیده میهای سفید، به رنگآن 

عروقی شده -های دستگاه تنفسی و قلبیهایی از جمله بیماریجالب در این جنس موجب استفاده از آن در داروسازی و درمان بیماری



 1400و همکاران،  صیدی

129 

Agricultural Biotechnology Journal;      Print ISSN: 2228-6705,      Electronic ISSN: 2228-6500 

های زرد و قرمز جذاب دلیل داشتن گلهای این جنس بههمچنین، گونه (.Petrić et al. 2013; Çakmak et al. 2016است )

 ی(. در لالهMohammadi-Dehcheshmeh et al. 2006شوند، ارزش تجاری بسیار بالایی دارند )که در اوایل بهار تولید می

صنایع دارویی و غذایی مورد بررسی قرار عنوان یک منبع جدید نشاسته در تواند بهواژگون، مقدار زیادی نشاسته وجود دارد که می

 .Çakmak et alی آن بومی ایران هستند )گونه 14گونه دارد که  100ی واژگون حدود (. جنس لالهPetrić et al. 2013گیرد )

ری و های ایلام، چهارمحال و بختیاویژه در استانهای غربی ایران بههای وحشی این گیاه در ارتفاعات بخش(. جمعیت2016

عنوان یک گیاه گلدانی و برداری زیاد و غیر قانونی گل )استفاده بهدلیل بهرهی واژگون بهکهکلویه و بویراحمد پراکنش دارند. لاله

( قرار دارد. ریزازدیادی و IUCN 2016المللی حفاظت از طبیعت و منابع طبیعی )بریده( و سوخ در فهرست قرمز انجمن بینشاخه

 پلاسم گیاهان در خطر انقراض هستند. ویژه حفاظت انجمادی )شرایط فراسرد(، دو روش مهم برای حفظ ژرمای بههشیشحفاظت درون

ای کشد تا به اندازهسال طول می 6های این گیاه در شرایط مناسب حدود ی واژگون پایین است. سوخنرخ تکثیر طبیعی لاله

زدن، استفاده از های سنتی مانند قلمه(. تکثیر با روشHamidoghli et al. 2015)برسند که توانایی تشکیل گل را داشته باشند 

های مریستمی، خواب فیزیولوژیک بذرها و عدم شباهت کامل فلس سوخ و بذر به دلیل تولید تعداد کم سوخ، حضور کم سلول

 De Hertogh and Leبر است )ندارد و زمانافشانی، کارایی بالایی دلیل دگر گردهگیاهان حاصل از بذر با گیاهان مادری به

Nard 1993; Petrić et al. 2013; Çakmak et al. 2016های مؤثر دیگری ها عاملی برای یافتن روش(. این محدودیت

های تکثیر این گیاه، ریزازدیادی است. بسیاری از گیاهان زینتی در حال انقراض از جمله سوسن است. یکی از مؤثرترین روش

هایی راجع به تکثیر (. گزارشKaviani 2020شوند )چراغ، شمشاد خزری، سرخدار و انواع ارکیدها با روش ریزازدیادی تکثیر میچل

 ;Gao et al. 1999; Paek and Murthy 2002ی واژگون وجود دارد )های مختلف لالهای گونهشیشهدرون

Mohammadi-Dehcheshmeh et al. 2006; Joshi et al. 2007; Xue et al. 2008; Kizil and Khawar 

2014; Kulkhanova et al. 2015; Kizil et al. 2016; Çakmak et al. 2016ای شیشه(. تکثیر درونF. imperialis 

یک (، ایندول بوتیرNAAهای اکسینی مانند نفتالین استیک اسید )های مختلف از جمله فلس سوخ و هورمونبا استفاده از ریزنمونه

( و بنزیل آدنین TDZ(، تیدیازورون )BAP( و سیتوکینینی مانند بنزیل آمینوپورین )IAA( و ایندول استیک اسید )IBAاسید )

(BA( گزارش شده است )Witomska and Lukaszewska, 1997; Witomska, 2000; Rahimi et al., 2013, 

و  NAAهای مختلف زایی غیر مستقیم با کاربرد غلظتاژگون، اندامی وی ما برای ریزازدیادی لاله(. روش مورد استفاده2014

Kin ( بودRahimi et al., 2013از غلظت .) گرم بر لیتر میلی 4تا  1/0هایNAA گرم میلی 2تا  1/0های در ترکیب با غلظت

 Okawa andاستفاده شد ) imperialisغیر از  Fritillariaهای مختلف ای گونهشیشهبرای تکثیر درون Kinبر لیتر 

Nishino 2000; Joshi et al. 2007; Xue et al. 2008ی (. مطالعه روی باززایی مستقیم سوخچه از کشت فلس لاله

 33/8نشان داد که بالاترین میزان باززایی مستقیم ) NAAو  IAA ،TDZ ،BA ،Kin( در حضور F. imperialisواژگون )

گرم در لیتر میلی 2حاوی  MS( در محیط کشت 8متر( و بیشترین تعداد ریشه )میلی 26چه )ی سوخچه(، بیشترین اندازهسوخ
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NAA به( دست آمدHamidoghli et al. 2015در مطالعه .) گرم در لیتر اگرچه میلی 2ی ما، تعداد ریشه در محیط کشت حاوی

ه، برگ و ریشه از کشت فلس سوخ در محیط کشت درصد بالایی از سوخچ F. thunbergiiبیشترین نبود ولی مناسب بود. در 

MS گرم در لیتر حاوی یک میلیKin  گرم در لیتر میلی 3/0همراه باNAA به( دست آمدPaek and Murthy, 2002 .)

 B5های گلبرگ در محیط کشت ( از کشت ریزنمونهF. imperialisی واژگون )ی لالهمطالعه روی باززایی غیر مستقیم سوخچه

مناسب  IAAگرم در لیتر میلی 4/0و  NAAگرم در لیتر میلی BAP ،6/0گرم در لیتر میلی 1/0شده با آشکار کرد که محیط غنی

 (.Mohammadi-Dehcheshmeh et al. 2006بود )

مساعد ی ژنتیکی با ارزش برای اصلاح است. گیاهان در معرض انواع خطرهای ناشی از شرایط ناهر گیاه زینتی یک خزانه

ی ی زمین، در نتیجه حذف خزانهتواند منجر به حذف گیاهان از کرهمحیطی )زیستی و غیر زیستی( قرار دارند. این شرایط نامساعد می

های اصلاح گیاهی، استفاده در صنایع دارویی، غذایی و ژنتیکی با ارزش شود. حفظ و نگهداری تنوع زیستی گیاهی برای برنامه

توجهی در تجارت جهانی دارند.  (. گیاهان زینتی نقش قابلKaviani 2021مهندسی ژنتیک ضروری است ) آرایشی و-بهداشتی

ها برای حفظ این گیاهان در حال انجام است. مؤثرترین (. تلاشKaviani 2020برخی از گیاهان زینتی در خطر انقراض قرار دارند )

ویژه حفاظت انجمادی یا فراسرد )نگهداری در ازت مایع( است ای بهشیشهونپلاسم در شرایط درروش حفاظت گیاهان، نگهداری ژرم

(Panis and Lambardi 2005; Engelmann 2011; Kaviani 2020به .)پلاسم لیل تنش بالای حاصل از نگهداری ژرم

ارها، تنش حاصل از ازت مایع را بر تیمتیمارهای حمایتی استفاده شود. این پیشدر دمای بسیار پایین ازت مایع، لازم است از پیش

گیری با (، آبEngelmann 2011کردن در هوا )توان به خشکتیمارها میدهد. از بین این پیشهای گیاهی، کاهش میسلول

ل (، کاربرد ترکیبات نفوذکننده و نفوذناپذیر به درون سلوGonzález-Arnao et al., 2014استفاده از انجماد و مواد شیمیایی )

(Panis and Lambardi 2005( متابولیسم سازگارکننده ،)Panis 2019کپسوله ،)گیری )آب-کردنOzden-Tokatli et al. 

(، Yamamoto et al. 2011; Wang et al. 2020(، صفحات انجمادی )Matsumoto 2017کردن )ای(، شیشه2008

ها، بیشترین کاربرد را ( اشاره کرد. از بین این روشKaviani 2011; Panis 2019کردن بسیار سریع و انجماد آهسته )خشک

 ;Panis and Lambardi 2005کردن دارند )ایشیشه-کردنویژه برای گیاهان زینتی( و کپسولهگیری )بهآب-کردنروش کپسوله

Kulus and Zawleska 2014; Wang et al. 2020; Kaviani 2021 .) 

های گیاهی آوری بذر مصنوعی توسعه یافته است. ایجاد پوشش در اطراف ریزنمونهاساس فنگیری، بر آب-کردنفن کپسوله

ی مؤثر در برابر تنش ناشی از نگهداری در شرایط سرد و کنندهعنوان یک حمایتکردن یا ایجاد بذر مصنوعی یا تیله(، به)کپسوله

شود. بذرهای استفاده می نیز کردنبرداری و ذوبیم طی آبکردن همچنین برای حمایت مستقکپسولهفراسرد معرفی شده است. 

های آلژینات )عمدتاً آلژینات گیاهی در تیله موادشوند. تولید میهای کشت در محیطآلژینات سدیم و کلرید کلسیم با حضور مصنوعی 

مدت چند ساعت مولار به 75/0تا  1/0شده با سوکروز )عمدتاً با غلظت شوند، در محیط مایع غنیدرصد( کپسوله می 3سدیم با غلظت 
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ساعت(  6تا  2کاژل )عمدتاً طور فیزیکی در جریان هوای تمیز یک هود لامینار فلو یا روی سیلیشوند و بهکشت مییا چند روز( پیش

 ;Cruz-Cruz et al. 2013شوند )ور میسرعت در ازت مایع غوطهدرصد( سپس به 20گردند )مقدار رطوبت نمونه حدود خشک می

Kaviani 2021 .)های مکانیکی و اکسیداتیو در طی نگهداری حمایت شده، در برابر تنشهای خشکهای آلژینات از نمونهتیله

هایی الکل-(. حضور سوکروز یا قندTeixeira da Silva et al., 2014نماید )های کوچک را آسان میو دستکاری ریزنمونه کندمی

(. حضور Kulus and Zalewska, 2014کند )تر میتر و ارزانتر و روش را امنمانند مانیتول و سوربیتول، دستکاری را بسیار آسان

حفاظت  (.Ozden-Tokatli et al., 2008کند )ها را تحریک میتر ریزنمونهگیری، باززایی سریعسوکروز در کپسول، علاوه بر آب

ها و اجسام های برخی گیاهان زینتی و بذرها، پروتوکورمگیری برای انجماد سرشاخهآب-کردنانجمادی با استفاده از فن کپسوله

نگهداری درازمدت (. Khoddamzadeh et al., 2011; Kaviani 2020, 2021پروتوکورم ارکیدها گزارش شده است )شبه

 های یخ درون سلولبود که از تشکیل کریستالآمیز خواهد پلاسم گیاهی با استفاده از روش انجماد تنها در صورتی موفقیتژرم

مختلف از جمله گیاهان گیاهان  پلاسم(. مطالعات زیادی روی نگهداری ژرمWesley-Smith et al. 1998آید )عمل به ممانعت

 Panis and Lambardi 2005; Kaviani 2011; Kulus andزینتی در شرایط انجماد یا فراسرد انجام شده است )

Zawleska 2014 برخی از این مطالعات روی حفاظت انجمادی گیاهان زینتی قرارگرفته در لیست قرمز انجمن حفاظت از طبیعت .)

ی این مطالعات، هدف اصلی، (. در همهKulus and Zawleska 2014; Kaviani 2020, 2021و منابع طبیعی بوده است )

شده در ازت مایع و باززایی بیشتر آنها بعد از نگهداری و در هنگام های گیاهی نگهداریهای مناسب برای بقای نمونهپیداکردن راه

 کشت در محیط کشت است. 

های سازمان حفاظت وجود دارد که بر اساس سیاست (F. persica و F. imperialisی واژگون )از لاله در ایران دو گونه

شتتناختی قلمداد شتتده و بنا به دلایلی که پیش از این ذکر گردید، نیاز به ی ژنتیکی و عنصتتر زیباییعنوان ذخیرهمحیط زیستتت به

تیمارهای پیشبر ریزازدیادی و اثر  NAAو  Kinهای مختلف حفاظت دارند. بنابراین، هدف از پژوهش حاضتتر، بررستتی اثر غلظت

 ای بود.شیشهی واژگون در شرایط درونگیری بر حفاظت انجمادی لالهآب-کردنگیری فیزیکی و شیمیایی و کپسولهآب

 

 هامواد و روش

کان ی تحقیقات بیوتکنولوژی و علوم کشاورزی هیردر موسسه 1397-1398های این پژوهش طی سال: شرایط آزمایش

 ای انجام شد.شیشهها در شرایط درونی اجرا در آمد. آزمایشواقع در شهرستان آمل استان مازندران به مرحله

ی شدهی حفاظت( از زیستگاه طبیعی این گیاه واقع در منطقهF. imperialisی واژگون )های لالهسوخ :منبع گیاهی

درصد جهت شمالی( در ارتفاعات زاگرس در استان  30-60متر از سطح دریا و با شیب  2200-1800مانشت و قلارنگ )با ارتفاع 

 10درجه و  48دقیقه تا  44درجه و  45عرض شمالی نسبت به استوا و  یدقیقه 15درجه و  34دقیقه تا  58درجه و  31بین )ایلام 
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ها به آزمایشگاه کشت بافت منتقل گردیدند و (. این سوخA1تهیه شدند )شکل ( النهار گرینویچطول شرقی نسبت به نصف یدقیقه

 ها مورد استفاده قرار گرفتند. به عنوان مواد اولیه برای آزمایش

مدت یک ساعت در ظرفی حاوی آب شهری های گیاهی بهنمونه: ی ریزنمونههای گیاهی و تهیهضدعفونی نمونه

های خوبی شسته شوند و سپس به مدت نیم ساعت آبکشی گردیدند. سوخد قطره مایع ظرفشویی قرار داده شدند تا به همراه با چن

دقیقه با آب  10مدت گرم بر لیتر بنومایل همراه با کاربندازیم( تیمار شدند و سپس بهمیلی 1/0کش )دقیقه با قارچ 20مدت تمیز به

دقیقه در هیپوکلریت  15مدت گرم بر لیتر کلرید جیوه و بعد از آن به 01/0دقیقه در محلول  15مدت ها بهمقطر آبکشی گردیدند. سوخ

ثانیه در  60مدت ها بهبار با آب مقطر استریل مورد شستشو قرار گرفتند. در نهایت، نمونه 3درصد قرار داده شدند، سپس  20سدیم 

دقیقه روی کاغذ  5مدت ها بهستشوی کامل با آب مقطر استریل در زیر هود، نمونهبار ش 3درصد قرار داده شدند. بعد از  70اتانول 

( و B1متر بریده شدند )شکل میلی 10در  10صورت عمودی به قطعات ها بهصافی استریل قرار داده شدند تا خشک شوند. سوخ

 (. C1ها مورد استفاده قرار گرفتند )شکل عنوان ریزنمونه برای آزمایشبه

 MSی محیط کشت مورد استفاده، محیط کشت پایه: یط کشت و تیمارهای مورد استفاده در ریزازدیادیمح

(Mureshige and Skoog, 1962)  درصد آگار بود. میزان اسیدیته 8/0درصد سوکروز و  3با (pH محیط کشت قبل از اتوکلاو )

صورت انفرادی و گرم در لیتر، بهمیلی 2و  1، 5/0عنوان شاهد(، های صفر )بهدر غلظت NAAو  Kinتنظیم گردید.  6/5-8/5روی 

 20مدت و  فشار یک اتمسفر به C121ºهای کشت در اتوکلاو با دمای یا در ترکیب با یکدیگر، مورد استفاده قرار گرفتند. محیط

 دقیقه ضدعفونی شدند. 

های سوخ بعد از ضدعفونی سطحی مستقیماً در ازت فلس -1: نجمادیتیمارهای مورد استفاده در حفاظت اپیش

ساعت در جریان هوای تمیز هود لامینار فلو  2مدت های سوخ بعد از ضدعفونی سطحی بهفلس -2 مایع قرار داده شدند )شاهد(؛

حاوی  MSمحیط کشت مایع ساعت در  2مدت های سوخ بعد از ضدعفونی سطحی بهفلس -3 گیری فیزیکی(؛گیری شدند )آبآب

ساعت در محیط  2مدت های سوخ بعد از ضدعفونی سطحی بهفلس -4 گیری شیمیایی(؛گیری شدند )آبمولار سوکروز آب 75/0

ساعت در جریان هوای تمیز هود  2مدت گیری شیمیایی(، سپس بهگیری شدند )آبمولار سوکروز آب 75/0حاوی  MSکشت مایع 

حاوی  MSهای سوخ بعد از ضدعفونی سطحی به محیط کشت مایع فلس -5 گیری فیزیکی(؛ی شدند )آبگیرلامینار فلو آب

صورت های سوخ بهماندند. سپس فلسمولار سوکروز و سه درصد آلژینات سدیم منتقل شدند و مدت یک ساعت در این محیط 75/0

( 2CaClمولار کربنات کلسیم )میلی 100مولار سوکروز و  75/0حاوی  MSانفرادی و توسط پنس از این محیط به محیط کشت مایع 

(. A2شد )شکل ماندند. در این شرایط، دور هر فلس سوخ، پوشش )کپسول( تشکیل منتقل شدند و مدت یک ساعت در این محیط 

ی ب منتقل شدند و مجموعهمتر بدون درسانتی 9ای با قطر درون ظروف پتری شیشههای سوخ سپس بههای حاوی فلسکپسول
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شدند گیری مدت یک ساعت آب( بهB2شده در زیر جریان هوای تمیز هود لامینار فلو )شکل های سوخ کپسولهظروف همراه با فلس

(Kulus and Zawleska 2014.) 

ور گردیدند. غوطهدرون تانک ازت مایع تیمارشده و شاهد بههای سوخ پیشفلس: کردننگهداری در ازت مایع و ذوب

 Kulusشدند )دقیقه منتقل  2برای  C40ºدرون آب سرعت بههای منجمدشده بهساعت نگهداری در ازت مایع، نمونه 24بعد از 

and Zawleska 2014 .) 

، (C2)شکل شده در ازت مایع های نگهداریمحیط کشت مورد استفاده برای باززایی ریزنمونه: محیط کشت باززایی

گرم در لیتر همراه با یک میلی Kinگرم در لیتر میلی 5/0شده با درصد آگار و غنی 8/0درصد سوکروز،  3با  MSمحیط کشت 

NAA آمده از آزمایش ریزازدیادی( بود. میزان اسیدیتهدست)محیط مناسب باززایی به (pH محیط کشت قبل از اتوکلاو، روی )

 دقیقه ضدعفونی شدند.  30مدت و فشار یک اتمسفر به C121ºکشت در اتوکلاو با دمای های تنظیم گردید. محیط 8/5-6/5

 8ساعت روشنایی و  16ها، در اتاق رشد تحت شرایط های کشت حاوی ریزنمونهمحیط :هاشرایط نگهداری ریزنمونه

درصد  75-80و رطوبت نسبی  C24º ± 1میکرومول بر متر مربع بر ثانیه، دمای  50ساعت تاریکی، با جریان تراکم فتون فتوسنتزی 

 نگهداری شدند. 

ی تولیدشده به ازای هر ریزنمونه روز، تعداد برگ و تعداد ریشه 65در آزمایش ریزازدیادی، پس از : شدهگیریصفات اندازه

زنی فلس سوخ بعد از نگهداری در ازت مایع در محیط باززایی مانی و جوانهدرصد زندهشمارش شدند. در آزمایش حفاظت انجمادی، 

مشاهده شد، ای شیشهشده در شرایط درونهای کشتچنانچه علائم ظهور نوریشه یا نوساقه در ریزنمونهگرفتند. مورد ارزیابی قرار 

 (.Kaviani and Negahdar 2017مانی آنها تلقی شد )نشان از زنده

های پلاستیکی حاوی پیت موس و ها با آب مقطر استریل شسته شده و به گلدانگیاهچه: هاشرایط سازگاری گیاهچه

شب، رطوبت  C18-22ºروز و  C22-26ºی سازگاری با دمای ها در یک گلخانهمنتقل گردیدند. گلدان 1به  1پرلیت به نسبت 

ای نگهداری شدند تا سازگاری انجام شود. آبیاری ساعت با آبیاری دوره 14ی نوری لوکس و دوره 8000درصد، تراکم نوری  80نسبی 

 بار با محلول هوگلند انجام شد.روز یک 15بار با آب شهری و هر هر هفته یک

تکرار  3در  (RCD)ی کاملاً تصادفی قالب طرح آماری فاکتوریل بر پایه ها درآزمایش: های دادهطرح آماری و تجزیه

های رشدیافته ی نمونهبار با مشاهدههفته یک 2، هر هاشدند. بررسی کلی نمونهعنوان نمونه انجام در هر تکرار بهسوخ فلس  4و تعداد 

کردن روز برای حفاظت انجمادی بعد از خارج 90روز برای ریزازدیادی و بعد از  65نهایی بعد از  گیریدرون ظروف کشت و اندازه

افزار ها با استفاده از نرمشد. واکشت در آزمایش ریزازدیادی، برای دو بار انجام شد. تجزیه و تحلیل دادهها از ظروف کشت انجام نمونه

SPSS شد. از آزمون انجام  16ی نسخهLSD  ها استفاده گردید.ی میانگیندرصد برای مقایسه 95در سطح احتمال 
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 نتایج و بحث

ها های سوخ تشکیل شد. برگروز از کشت، کالوس روی فلس 45بعد از گذشت : بر ریزازدیادی Kin و NAAاثر 

ی وجود اثرات دهنده( نشان1ها )جدول ادهواریانس د (. نتایج تجزیهD1جود آمدند )شکل زایی غیر مستقیم از کالوس بهروش اندامبه

( بود. جدول ≥01/0pبر تعداد برگ و تعداد ریشه در سطح احتمال یک درصد ) Kinو  NAAهای مختلف دار غلظتمتقابل معنی

شده در محیط کشت های کشتدر ریزنمونه(، در فلس 98/7( نشان داد که بیشترین تعداد کالوس )2ی میانگین صفات )جدول مقایسه

گرم در لیتر دست آمد. محیط کشت حاوی یک میلیبه Kinگرم در لیتر میلی 5/0 همراه با NAAگرم در لیتر شده با یک میلیغنی

Kin  داری با تیمار برتر داشت. بیشترین تعداد برگ ر هر ریزنمونه مناسب بود، اگرچه اختلاف معنیکالوس د 33/6با القای تعداد

و کمترین تعداد آن  Kinگرم در لیتر میلی 5/0 همراه با NAAگرم در لیتر ( در تیمار یک میلیE1عدد در هر گیاه( )شکل  5/3)

ی دست آمد. نتایج نشان داد که همهبه Kinگرم در لیتر میلی 2 همراه با NAAگرم در لیتر میلی 2عدد در هر گیاه( در تیمار  66/1)

دارای تعداد کمتری برگ بودند. در تیمارهای  NAAهای ی غلظتهمراه با همه Kinگرم در لیتر میلی 2های تیمارشده با ریزنمونه

برگ در هر  3بیش از  NAAگرم در لیتر میلی 2و  همراه با یک Kinگرم در لیتر میلی 5/0و  Kinگرم در لیتر میلی 5/0 حاوی 

گرم در لیتر میلی 5/0 همراه با NAAگرم در لیتر شده با یک میلیغنی MS(. نتایج آشکار کرد که محیط 2گیاه تولید گردید )جدول 

Kin ( را در هر ریزنمونه القا کرد. در محیط7/5بیشترین تعداد ریشه ) ر لیتر گرم دمیلی 5/0 های حاویKin  گرم میلی 5/0همراه با

ریشه در هر ریزنمونه تولید شد. کمترین  5بیش از  NAAگرم در لیتر میلی 5/0همراه با  Kinگرم در لیتر و یک میلی NAAدر لیتر 

(. 2)جدول وجود آمد به NAAو  Kinدر هر ریزنمونه( در تیمار شاهد و تیمار حاوی بالاترین غلظت از  9/2و  8/2تعداد ریشه )

( . میزان بقای F1روز انجام شد )شکل  30های سازگارشده، بعد از مشاهدات برای درک اثر سازگاری روی بقا و مورفولوژی گیاهچه

توجهی در های سازگارشده تفاوت ظاهری قابلدرصد بود و گیاهچه 90ی قرارگرفته در گلخانه، حدود شدههای باززاییگیاهچه

 (.1گیاهان مادری نداشتند )شکل ی رویشی با مرحله

برای تولید بیشترین تعداد  Kinگرم در لیتر میلی 5/0 همراه با NAAگرم در لیتر در پژوهش حاضر، استفاده از یک میلی

در گیاهان، القای  Kinترین نقش بیولوژیک زایی غیر مستقیم از کالوس مناسب بود. مهمکالوس و هر دوی برگ و ریشه طی اندام

تقسیم سلولی و تمایز، القای تولید کالوس و باززایی نوشاخه از بافت کالوس است، که این فرآیندها همراه با استفاده از غلظت پایین 

بستگی ی مورد استفاده ی گیاهی و نوع ریزنمونهگردد. البته میزان موفقیت به عوامل زیاد دیگری از جمله گونهیک اکسین تسریع می

ای، شیشهای و برونشیشهی نابجا روی نوشاخه یا قلمه در شرایط درونتحریک تولید ریشه NAAترین نقش بیولوژیک دارد. مهم

 همچنین تمایز است.
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تعداد برگ، روی  Kinو NAA های رشد گیاهی کنندههای مختلف تنظیمی واریانس اثر غلظت. تجزیه1جدول 

  ایشیشهدر شرایط درون ی واژگونالوس لالهتعداد ریشه و تعداد ک

Table 1. Analysis of variance of the effect of different concentrations of plant growth 

regulators NAA and Kin on leaf, root and callus number of F. imperialis in vitro conditions  

 تعداد کالوس

Callus number 

 ریشهتعداد 

Root number 

 تعداد برگ

Leaf number 

 درجه آزادی

df 

 منابع تغییرات

S.o.V 

6.67** **4.20 **4.58 3 Kin 

2.17* ns1.40 **0.70 3 NAA 

5.40** **1.82 **0.36 9 Kin × NAA 

 خطا 32 0.099 0.554 0.55

 ضریب تغییرات - 12.10 18.00 17.75

 دار.عدم وجود اختلاف معنی nsدرصد.  1دار در سطح احتمال اختلاف معنی **

** Significant at the 1% probability levels. ns Non-significant. 

 

زایی زایی و ریشهی رشد انتخاب شدند. انجام هر دوی فرآیندهای ساقهکنندهبا توجه به هدف پژوهش حاضر، این دو تنظیم

( نشان 2002)  Paek and Murthyتیمار هورمونی از اکسین و سیتوکینین از نظر اقتصادی و زمانی حائز اهمیت است.در یک 

ی فلس پیاز در محیط از کشت ریزنمونه .F. thunbergii Miqبرگ از هر پیازچه( در  3دادند که بیشترین تعداد برگ )با میانگین 

آمده در دستی بهدست آمد. این نتیجه با نتیجهبه Kinمیکرومولار  65/4ترکیب با در  NAAمیکرومولار  62/1شده با کشت غنی

 F. thunbergiiشده نقش مؤثری روی نمو پیازچه از فلس پیاز در ها و انواع سیتوکینین استفادهپژوهش حاضر همخوانی دارد. غلظت

در هر پیازچه( در محیط کشت  44/6ن باززایی شاخه )بالاترین میزا F. aurea Schott(. در Paek and Murthy 2002داشت )

(. بالاترین تولید Kizil et al. 2016دست آمد )به NAAگرم بر لیتر میلی 1/0همراه با  TDZگرم بر لیتر میلی 1/0و  05/0حاوی 

تواند ه علت اصلی آن میدست آمد، کبه NAAو  Kinهای بالاتر در هر فلس پیاز( در پژوهش ما، با استفاده از غلظت 5/3برگ )

ترتیب در بالاترین تعداد شاخه و ریشه به F. imperialisهای اکسینی و سیتوکینینی باشد. در زای هورمونتفاوت در میزان درون

 (. .2014Rahimi et alدست آمد )به NAAگرم بر لیتر میلی 2/0و  TDZگرم بر لیتر میلی 5/0های کشت حاوی محیط
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تعداد برگ، روی  Kinو NAA های رشد گیاهی کنندههای مختلف تنظیمی میانگین اثر غلظت. مقایسه2جدول 

 LSDبا کمک آزمون  ایشیشهدر شرایط درون ی واژگونتعداد ریشه و تعداد کالوس لاله

Table 2. Mean comparison of the effect of different concentrations of plant growth 

regulators NAA and Kin on leaf, root and callus number of F. imperialis in vitro conditions 

using LSD test 

 تعداد کالوس

Callus number 

 تعداد ریشه

Root number 

 تعداد برگ

Leaf number 

 گرم بر لیتر(نفتالین استیک اسید )میلی

)1−NAA (mg l 

 گرم بر لیتر(کینیتن )میلی

)1−Kin (mg l 

± 0.81 ef2.80 ± 0.23 h2.80 ± 0.01 cd2.65 0.00 0.00 

± 0.64 cde3.90 ± 0.14h –e3.23 ± 0.04ef 2.18 0.50 0.00 

± 0.46 e3.25 ± 0.21 h–d3.70 ± 0.01 c2.98 1.00 0.00 

± 0.462 e3.23 ± 0.28 abcd4.73 ± 0.10 e2.50 2.00 0.00 

± 0.68 e3.23 ± 1.01f –b4.40 ± 0.01 ab3.40 0.00 0.50 

± 0.95 bc5.13 ± 0.67 ab5.40 ± 0.21 e2.55 0.50 0.50 

± 0.72 a7.98 ± 1.43 a5.70 ± 0.12a 3.50 1.00 0.50 

± 0.98 cd4.18 ± 0.75 h–c3.80 ± 0.14 ab3.42 2.00 0.50 

± 0.80 b6.33 ± 0.45h –f3.33 ± 0.58 e2.55 0.00 1.00 

± 0.15 cde4.12 ± 1.10 abc5.00 ± 0.44 de2.60 0.50 1.00 

± 0.73 bcd4.74 ± 0.82 e–a4.66 ± 0.67 e2.40 1.00 1.00 

± 0.72 cde4.40 ± 0.54 f–b4.36 ± 0.40 ef2.20 2.00 1.00 

± 0.65 bcd4.86 ± 0.12h –d3.76 ± 0.05 fg1.96 0.00 2.00 

± 0.80 cde4.22 ± 0.17g –c4.10 ± 0.13 fg1.93 0.50 2.00 

± 0.83 de3.35 ± 0.28 h–d3.70 ± 0.34 g1.83 1.00 2.00 

± 0.77 cde3.67 ± 0.15 gh2.90 ± 0.13 fg1.66 2.00 2.00 

طور به LSDای چند دامنهدرصد آزمون  5های با حروف متفاوت روی هر ستون در سطح احتمال میانگین* 

 داری متفاوتند.معنی

*Means with different letters on the same column are significantly different (p<0.05) based 

on LSD test.  

ی در ترکیب با یک سیتوکینین، مؤثرترین اکسین برای القای پیازچه و رشد و نمو برگ و ریشه در لاله NAAاکسین 

 .Fها با استفاده از فلس پیاز در برای باززایی اندام NAAو  Kin ،BAهای مختلف (. از غلظتPaek, 1994اژگون است )و

roylei Hook .استفاده شد 
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های ی ریزنمونه( تهیهB( در زیستگاه طبیعی، استان ایلام؛ Aی واژگون. . مراحل ریزازدیادی لاله1شکل 

های زایی غیرمستقیم از فلس( تولید کالوس و اندامDها در محیط کشت؛ ( قراردادن ریزنمونهC؛  سوخفلس 

؛ NAAگرم بر لیتر همراه با یک میلی Kinگرم بر لیتر میلی 5/0روز روی محیط کشت حاوی  45بعد از  سوخ

Eگرم بر میلی 5/0روز روی محیط کشت حاوی  65ی کامل ایجادشده در شرایط کشت بافت بعد از ( گیاهچه

های تولیدشده در شرایط کشت بافت با ( سازگاری گیاهچهF؛ NAAگرم بر لیتر میلی همراه با یک Kinلیتر 

 روز بعد از خروج از ظروف کشت. 30ای شیشهشرایط برون

Figure 1. Micropropagation process of F. imperialis. A) At natural habitat, Ilam province; 

B) Preparation of bulb scale explants; C) Putting explants on culture medium; D) Callus 

production and indirect organogenesis from bulb scales after 45 days on culture medium 

containing 0.5 mg l–1 Kin together with 1 mg l–1 NAA; E) Full plantlet produced in tissue 

culture conditions after 65 days on culture medium containing 0.5 mg l–1 Kin together with 

1 mg l–1 NAA; F) Acclimatization of plantlets produced in tissue culture conditions with ex 

vitro conditions, 30 days after exit from culture vessels. 
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میکرومولار  2و  Kinمیکرومولار  5درصد( در محیط کشت حاوی  8/95ی )هفته از کشت، بالاترین باززای 8بعد از گذشت 

NAA به( دست آمدJoshi et al. 2007بالاترین درصد ریشه .)( در  35/6( و تعداد ریشه )100زایی )در هر پیازچهF. aurea 

Schott  گرم در لیتر بهمیلی 5/0در محیط کشت حاوی( دست آمدKizil et al. 2016 که با نتایج حاصل از پژوهش ما همخوانی ،)

دست آمد. البته تعداد به NAAو  Kinدر هر فلس پیاز( در محیط حاوی هر دوی  7/5نداشت. در پژوهش ما، بیشترین تعداد ریشه )

این هورمون  دست آمد که از غلظت بالایتنهایی زمانی بهبه NAAدر هر فلس پیاز( در محیط کشت حاوی  73/4ی مناسب )ریشه

زای آنها های درونتوان در ژنوتیپ گیاه، شرایط رشد و میزان هورمونگرم بر لیتر( استفاده شد. علت نتایج متفاوت را میمیلی 2)

زایی زایی و ریشهها، به تنهایی یا در ترکیب با یکدیگر، بر شاخهها و سیتوکینینهای مختلف انواع اکسینجستجو کرد. اثر غلظت

 (. Soltanpour et al. 2018; Mohebodini and Fathi 2020ی از گیاهان نشان داده شده است )بسیار

گیری آب-کردنآمده در این بخش از پژوهش نشان داد که کپسولهدستنتایج به: تیمارها در حفاظت انجمادیاثر پیش

( 3ها )جدول واریانس داده یداشت. نتایج تجزیهدر برابر تنش بالای ازت مایع سوخ های در هوا نقش مؤثری در مقاومت فلس

انجمادی های حفاظت کردن بر بقای ریزنمونهگیری و کپسولهتیمارهای مختلف آبدار پیشی وجود اثرات متقابل معنیدهندهنشان

تیمارشده های پیشبه فلسدرصد( مربوط  5/70ها )( بود. بالاترین درصد بقای ریزنمونه≥01/0pشده در سطح احتمال یک درصد )

 75/0گیری با کردن همراه با آبتیمارشده با کپسولههای پیشگیری در هوا بود. درصد بقا در ریزنمونهکردن همراه با آببا کپسوله

 صد بود. در 50/45و  76/48ترتیب مولار سوکروز به 75/0گیری با گیری در هوا و آبکردن همراه با آبمولار سوکروز و کپسوله

 

 بعد از حفاظت انجمادی  ی واژگونتیمارهای مختلف روی بقای لالهی واریانس اثر پیش. تجزیه3جدول 

Table 3. Analysis of variance of the effect of different pre-treatments on survival of F. 

imperialis in vitro after cryopreservation  

 S.o.V   منابع تغییرات df  درجه آزادی Explants survival  هابقای ریزنمونه

 Pre-treatment     تیمارپیش 3 710**

 Error   خطا 32 44.17

13.60 
 ضریب تغییرات -

C.V. 

 درصد.  1دار در سطح احتمال وجود اختلاف معنی **

** Significant at the 1% probability levels 
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گیری تیماری( مشاهده شد. آبشاهد )بدون اعمال هیچ پیشسوخ های درصد( در فلس 7/18ها )کمترین بقای ریزنمونه

ها در محلول حاوی غلظت بالای سوکروز و گیری ریزنمونهتر از آبها در زیر جریان هوای تمیز هود لامینار فلو مناسبریزنمونه

 (.4ها در محلول حاوی غلظت بالای سوکروز بود )جدول گیری ریزنمونهنار فلو همراه با آبگیری زیر جریان هوای تمیز هود لامیآب

 

ی واژگون زنی فلس سوخ لالهتیمارهای مختلف روی درصد جوانهپیشاثر ی میانگین . مقایسه4جدول 

 شده در ازت مایعنگهداری

Table 4. Mean comparison of the effect of different pre–treatments on germination 

percentage of F. imperialis bulb scale preserved in liquid nitrogen  

  Mean comparison    مقایسه میانگین

 زنی فلس سوخ )درصد(جوانه

Germplasm germination (%) 

 Pre-treatments   تیمارهاپیش

± 5.10e 18.70 شاهد  Control 

± 10.17 b57.30 گیری در هواآب     Dehydration in air 

± 6.20d 38.20 گیری با سوکروزآب   Dehydration by sucrose 

± 8.18c 41.10 گیری با سوکروزگیری در هوا و آبآب 

Dehydration in air and by sucrose  

± 12.53 a70.50 گیری در هوا کردن همراه با آبکپسوله 

Encapsulation together with dehydration in air  

± 5.88 c48.76 گیری با سوکروزکردن همراه با آبکپسوله 

Encapsulation together with dehydration by sucrose 

± 7.55 c45.50 گیری با سوکروزگیری در هوا و آبکردن همراه با آبکپسوله 

Encapsulation together with dehydration in air and by 

sucrose  

به طور  LSDای درصد آزمون چند دامنه 5های با حروف متفاوت روی هر ستون در سطح احتمال میانگین

 داری متفاوتندمعنی

Means with different letters on the same column are significantly different (P < 0.05) based 

on LSD test 
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گیری قبل از قرارگیری در ازت آب-کردنی واژگون با روش کپسولهلاله سوخهای تیمار فلس. پیش2شکل 

در حال رشد بعد  سوخهای (؛ فلسBگیری فیزیکی زیر هود )ی در حال آبشدههای کپسوله(؛ فلسAمایع )

 (.Cازت مایع ) کردن ازاز خارج

Figure 2. Pre-treatment of F. imperialis bulb scales by encapsulation-dehydration method 

before plunging in liquid nitrogen (A); Encapsulated scales physical dehydrating under 

hood (B); Growing bulb scales after withdraw of liquid nitrogen (C). 

 

نشده های کپسولهتواند برای ریزنمونهگیری که میزا مانند آبمارهای تنشها مقاومت آنها را در برابر تیکردن ریزنمونهکپسوله

کند. گیری را کند میی آب(. حضور آلژینات، مرحلهEngelmann 2011دهد )رساننده یا حتی کشنده باشند، افزایش میبسیار آسیب

پلاسم گیاهان مختلف تیمارهای حفاظت انجمادی ژرمآمیزترین پیشگیری یکی از پرکاربردترین و موفقیتآب-کردنروش کپسوله

 Kaviani 2011; Khoddamzadeh et al. 2011; Kulus and Zalewskaویژه گیاهان زینتی در حال انقراض است )به

مایع را شده در ازت ی واژگون قرار داده پلاسم گیاه لالهگیری در حفظ ژرمآب-کردن(. پژوهش حاضر نقش مؤثر کپسوله2014

 .Kaviani et alهای مشابهی توسط برخی محققان روی تعدادی از گیاهان زینتی در حال انقراض گزارش گردید )نشان داد. یافته

2008; Thammasiri 2008; Kaviani 2010, 2011; Khoddamzadeh et al. 2011; Subramaniam et al. 

2011; Kulus and Zalewska 2014; Kaviani and Negahdar 2017گیری باعث باززایی آب-کردنتیمار کپسوله(. پیش

 Kaviani( طی کشت در محیط باززایی شد ).Buxus sppی شمشاد خزری )های حفاظت انجمادی شدهدرصد از سرشاخه 60

and Negahdar 2017; Negahdar et al. 2021 در .)Cyrtopodium hatschbachii 64تیمار موجب بقای این پیش 

 Dendrobium(. در ارکید دندروبیوم )Surenciski et al. 2012د بذرهای نابالغ بعد از نگهداری در ازت مایع گردید )درص

heterocarpum, D. nobile, D. Walter Oumaeعنوان ریزنمونه، قبل از حفاظت انجمادی، پروتوکورم به( اجسام شبه
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 (ها در محیط باززایی جوانه زدند درصد از ریزنمونه 16و  53، 8ترتیب هگیری شدند. بعد از حفاظت انجمادی، بکپسوله و آب

Lurswijidjarusa and Thammasiri 2004; Pimda and Bunnag 2010; Mohanty et al. 2012 علت تفاوت .)

درصد  47(، 2011ن )و همکارا Khoddamzadehگردد. گیری برمیای و تفاوت در مدت زمان آبدر میزان باززایی، به تفاوت گونه

گیری بعد از حفاظت انجمادی آب-کردنتیمارشده با فن کپسولهپیش Phalaenopsis bellinaپروتوکورم باززایی را در اجسام شبه

ی زینتی در خطر ( روی حفاظت انجمادی بذر سوسن چلچراغ، یک گونه2008و همکاران ) Kavianiی گزارش کردند. مطالعه

ی ها شد، در حالی که در مطالعهدرصد از نمونه 50مولار موجب بقای  6/0گیری با سوکروز کردن و آبه کپسولهانقراض، نشان داد ک

مولار سوکروز موجب  75/0مدت یک ساعت در معرض جریان هوای تمیز هود لامینار فلو و یک ساعت با سوکروز گیری بهدیگر  آب

کردن روی حفاظت در برابر ها نشان از عدم تأثیر کپسولهعداد اندکی از گزارش(. تKaviani 2010درصد از بذرها شد ) 75بقای 

 (. Sakai et al. 2000; Kaviani 2011پلاسم دارد )انجماد ژرم

گیری برای هر ها نقش بحرانی در موفقیت یا عدم موفقیت حفاظت انجمادی دارد. حد بحرانی آبمقدار آب موجود در سلول

آبی و کمتر از حد بحرانی دلیل کمهای گیاهی را بهگیری بیشتر از حد بحرانی، نمونهباید تعیین شود. میزان آبگونه و رقم گیاهی 

گیری فیزیکی و شیمیایی (. آبPanis and Lambardi 2005برد )ها از بین میلهای یخی درون سلودلیل تشکیل کریستالبه

پلاسم برخی گیری( در ارتقای بقای ژرمآب-کردنکردن )کپسولهز( همراه با کپسولههای بالای سوکروویژه استفاده از غلظت)به

 Kaviani 2011; Khoddamzadeh et al. 2011; Kulus andها بعد از حفاظت انجمادی مؤثر بوده است )گونه

Zalewska 2014ها ای تمیز هود لامینار فلو، ریزنمونهها تحت جریان هوکردن ریزنمونهها، همچنین خشک(. حضور سوکروز در تیله

 Kaviani 2011; Kulus and Zalewskaشوند )تر آنها را در محیط کشت باززایی باعث میکنند و باززایی سریعگیری میرا آب

کروز مولار سو 75/0های مختلف متغیر است. در پژوهش حاضر استفاده از غلظت گیری و غلظت سوکروز در گونه(. زمان آب2014

 Kulus andها مانند شمعدانی و داوودی گزارش شد )مدت یک ساعت مناسب تشخیص داده شد. نتایج مشابه در برخی گونهبه

Zalewska 2014تیمار فیزیکی مناسب است. نتایج مشابه در برخی گیری در هوا نیز یک پیشی حاضر نشان داد آب(. مطالعه

گیری در (. آبKaviani 2011; Kaviani and Negahdar 2017; Panis 2019; Kaviani 2021ها وجود دارد )گزارش

افتد تر اتفاق میتر است و کاهش آب سریعگیری فیزیکی آسانهای آبجریان هوای تمیز هود لامینار فلو نسبت به سایر روش

(Khoddamzadeh et al. 2011در پژوهش حاضر، قدرت بقای ریزنمونه .)گیری فیزیکی )در مارشده با هر دوی آبتیهای پیش

تنهایی بود. نتایج مشابه در برخی گیاهان تیمارشده با هر یک بههای پیشهوا( و شیمیایی )با سوکروز( کمتر از قدرت بقای ریزنمونه

ور گیری به طآب-کردن(. روش کپسولهKulus and Zalewska 2014; Kaviani 2021زینتی در حال انقراض گزارش شد )

 Khoddamzadehپروتوکورم مورد استفاده قرار گرفته است )ای در حفاظت انجمادی ارکیدها با استفاده از بذر و اجسام شبهگسترده

et al. 2011; Subramaniam et al., 2011های (. در پژوهش حاضر نیز بالاترین درصد باززایی بعد از حفاظت انجمادی فلس

 دست آمد.گیری )در هوا( بهآب-کردنیمار کپسولهتی واژگون با پیشلالهسوخ 
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ریشه در هر  7/5برگ در هر ریزنمونه( و بیشترین تعداد ریشه ) 5/3در پژوهش حاضر، بیشترین تعداد برگ ): گیرینتیجه

آمد. امروزه،  دستتتتبه NAAگرم در لیتر همراه با یک میلی Kinگرم در لیتر میلی 5/0های تیمارشتتتده با ریزنمونه( در ریزنمونه

دستتترس، ی ژنتیکی قابل های با ارزش در حال انقراض و افزایش خزانهویژه گونههای زینتی بهدلیل حمایت از تعداد زیادی گونهبه

ن تواخوبی مورد حمایت قرار گرفته باشتتتد را میای که بهکار برده شتتتوند. ریزنمونهلازم استتتت که ابزارهای بیوتکنولوژی مدرن به

سرد، میبه شرایط فرا شت بافت گیاهی و نگهداری در  توان یک بانک مدت نامحدود در ازت مایع نگهداری کرد. با ترکیب فنون ک

ضای محدود ایجاد نمود. موفقیت رویکرد نگهداری ژرم سترده در یک ف سرد به عوامل متعددی از ژن گیاهی گ شرایط فرا سم در  پلا

نتایج حفاظت استتمزی، تنش تغییر مواد شتتیمیایی، تنش خشتتکی و تنش انجماد بستتتگی دارد. جمله تحمل مواد گیاهی به تنش 

ها بعد از زنی ریزنمونهتیمار، نقش مؤثری در بقا و قدرت جوانهعنوان یک پیشگیری بهآب-کردنانجمادی نشتتتان داد که کپستتتوله

 های منجمدشده طی کشت در محیط باززایی جوانه زدند. درصد ریزنمونه 70نگهداری در ازت مایع داشت و بیش از 

سگزاری ش :سپا شگاه  یاز معاونت محترم پژوه شتدان سلامی واحد ر ضر  یدر اجرا یبه خاطر همکار آزاد ا پژوهش حا

  .شودیم یسپاسگزار
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