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-كردنهاي كپسولهپلاسم در ازت مايع و استفاده از روشحفظ منابع ژنتيكي سوسن چلچراغ با نگهداري ژرم

 شدنايشيشه-كردنبرداري و كپسولهآب
 ، افشين احمدي حصار)3( ، اميرحسين دارابي)1( آبادي، داود هاشم)2( ، محمدنقي پاداشت دهكائي)1( بهزاد كاوياني

  )4( ، سيد مرتضي افضليان)4( سيد حسين سيدي ،)4( سارا غفاري ،)4(
ها و گياهان زينتي،  استاديار ايستگاه تحقيقات گل -2 كشاورزي، گروه باغباني اعضاي هيئت علمي دانشگاه آزاد اسلامي واحد رشت، دانشكده -1

دانشجويان دوره كارشناسي ارشد  -4 شاورزيهاي گياهي،دانشگاه آزاد اسلامي واحد رشت، دانشكده ك كارشناس آزمايشگاه بيماري -3 لاهيجان
  باغباني، گرايش گياهان زينتي، دانشگاه آزاد اسلامي واحد رشت

روشي مناسب براي حفـظ درازمـدت منـابع ژنتيكـي گيـاهي      ) -C°196(پلاسم در دماي بسيار پائين ازت مايع نگهداري ژرم
هـاي  هـا، محورهـاي جنينـي، جوانـه    دانه([.Lilium ledebourii (Baker) Bioss]هاي سوسن چلچراغ پلاسمژرم. است

. شدن، در ازت مايع نگهداري شدندايشيشه-كردنبرداري و كپسولهآب-كردنبا استفاده از روش كپسوله) هامحوري و پيازچه
-آب-كردنبرداري،كپسولهآب-تيمارهاي مورد استفاده براي كاهش تنش ناشي از انجماد در ازت مايع، سوكروز، سوكروزپيش

-مولار سوكروز، همچنين از جريان هواي تميز اتـاق كشـت، بـه    75/0از غلظت . شدن بودندايشيشه-كردنبرداري و كپسوله
، كپسـوله  )مـولار ميلـي  100(و كلريدكلسيم ) درصد 3(سديم ها با استفاده از آلژيناتپلاسمژرم. مدت يك ساعت استفاده شد

 15گليسرول، ) وزن به حجم(درصد  30، با تركيب2شدن گياهي ايمچنين در محلول شيشهها هپلاسمژرم. شدند) دارپوشش(
هـا بعـد از   پلاسـم ژرم. اي شدنددي متيل سولفوكسايدشيشه) وزن به حجم(درصد  15اتيلن گليكول و ) وزن به حجم(درصد 

-بعـد از نگهـداري در ازت مـايع، ژرم   . ور شـدند مدت حداقل يك ساعت در ازت مايع غوطـه تيمارها، بهقرارگرفتن در پيش
هـا در محـيط   پلاسـم سـپس ژرم . قرار گرفتند C°38-37دقيقه در حمام آب گرم با دماي  2مدت شدن، بهها براي ذوبپلاسم

شدن براي ايشيشه-كردنها و روش كپسولهبرداري براي دانهآب-كردنروش كپسوله. جامد موراشيگ و اسكوگ كشت شدند
برداري، درصـد  آب-كردندر روش كپسوله. ها مورد استفاده قرار گرفتهاي محوري و پيازچهرهاي جنيني، جوانهها، محودانه

بـرداري،  تيمارشده با سـوكروز و آب هاي پيشهاي شاهد، صفر، براي دانهها بعد از نگهداري در ازت مايع، براي دانهبقاي دانه
-كـردن در روش كپسـوله . درصـد بـود   50بـرداري، تيمارشده با سـوكروز و آب ي پيششدههاي كپسولهدرصد و براي دانه 75

، 2شـدنگياهي  ايتيمارشده بـا محلـول شيشـه   ي پيشها و محورهاي جنيني منجمدشدهدرصد از دانه 10شدن، حدود ايشيشه
تيمارشـده  يني شاهد و پيشها و محورهاي جنكه دانهشده، در محيط كشت، جوانه زدند، درحاليمولار سوكروز و كپسوله/. 75

هـاي محـوري و   يك از جوانههيچ. مولار سوكروز، بدون كپسول، بقايي را نشان ندادند/. 75، 2شدن گياهي ايبا محلول شيشه
بـرداري، علائمـي از رشـد را    مولار سـوكروز و آب /. 75، 2شدن گياهي ايتيمارشده با محلول شيشههاي شاهد و پيشپيازچه

-ترين اندام گياه سوسن چلچراغ براي نگهداري در ازت مايع، دانه، مناسبنتايج اين مطالعه نشان داد كه، مناسب .نشان ندادند
  .كردن استترين روش، كپسولهبرداري و مناسبآب-تيمار، سوكروزترين پيش

  آبگيري - پوشش دار كردن - پيش تيمار - خزانه ژنتيكي: كلمات كليدي
  مقدمه

) -C°196ازت مايع، (پلاسم آنها در شرايط فراسرد ي ژنتيكي گياهان، نگهداري ژرماي حفظ خزانههيكي از بهترين روش
زاي ازت مايع، استفاده براي كاهش اثر تنش. شودها متوقف ميوسازي سلولهاي سوختي فعاليتدر اين شرايط، همه. است

تيمار عنوان پيششدن بهايشيشه- كردنبرداري و كپسولهآب-كردنهايي همانند كپسولهاز تركيباتي همانند سوكروز و روش
ها در برابر ازت مايع و نگهداري درازمدت پلاسمها براي افزايش مقاومت ژرماستفاده از اين تركيبات و روش. ضروري است

ي دف مطالعهه). 2005؛ پنيس و لامباردي، 2000انگلمن، (آنها در اين شرايط در مطالعات زيادي نشان داده شده است 
هاي سوسن چلچراغ بعد پلاسمشدن بر روي بقاي ژرمايشيشه- كردنبرداري و كپسولهآب- كردنحاضر، اثر سوكروز، كپسوله
  .از نگهداري در ازت مايع بود

  هامواد و روش
) و پيازچهي محوري دانه، محور جنيني، جوانه( [.Lilium ledebourii (Baker) Bioss]هاي سوسن چلچراغ پلاسمژرم

ها بعد از ضدعفوني سطحي با اتانول پلاسمبرداري، ژرمآب-كردنبراي كپسوله. آوري شدندي داماش گيلان جمعاز منطقه
هفتاد درصد و هيپوكلريت سديم نيم درصد، به محيط كشت مايع موراشيگ و اسكوگ حاوي هفتاد و پنج صدم مولار 

ها به محيط كشت مايع موراشيگ و اسكوگ حاوي هفتاد و پلاسمسپس ژرم. ندساكاروز منتقل شدند و يك ساعت در آن ماند
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پنج صدم مولار ساكاروز همراه با سه درصد آلژينات سديم منتقل شدند و بعد از يك ساعت در محيط كشت مايع موراشيگ 
هاي حاوي يك تيله. اده شدندمولار كلريد كلسيم قرار دو اسكوگ حاوي هفتاد و پنج صدم مولار ساكاروز همراه با صد ميلي

شدن، ايشيشه- كردنبراي كپسوله. برداري شدندمدت يك ساعت در زير اتاق كشت با جريان هواي تميز، آبپلاسم، بهژرم
اتيلن ) وزن به حجم(گليسرول پانزده درصد ) وزن به حجم(حاوي سي درصد  2شدن گياهي ايها در محلول شيشهپلاسمژرم

تمام . دي متيل سولفوكسايد تهيه شده در محيط مايع موراشيگ و اسكوگ قرار گرفتند) وزن به حجم(ه درصد گليكول و پانزد
گرم سي و هفت تا سي بعد از آن دو دقيقه در حمام آب. مدت حداقل يك ساعت در ازت مايع نگهداري شدندها بهپلاسمژرم

كشت جامد موراشيگ و اسكوگ براي باززايي كشت گرديدند گراد ذوب شدند و در نهايت در محيط ي سانتيو هشت درجه
  . و به اتاق رشد منتقل شدند

  نتايج و بحث
هاي شاهد، صفر، برداري بعد از نگهداري در ازت مايع، براي دانهآب-كردنهاي تيمارشده با كپسولهدرصد باززايي در دانه

تيمارشده با سوكروز و ي پيششدههاي كپسولهصد و براي دانهدر 75برداري، تيمارشده با سوكروز و آبهاي پيشبراي دانه
بر ). 2006؛ ريد و همكاران، 2002برنارد و همكاران، (نتايج مشابهي در برخي گياهان گزارش شد . درصد بود 50برداري، آب

تيماري بعد از پيش ها بدون هيچپلاسمپلاسم چاي و صنوبر نشان داد كه اين ژرمخلاف اين نتيجه مطالعه بر روي ژرم
- كردنمناسب بودن روش كپسوله). 2008؛ بنلي و همكاران، 1996جانيرو و همكاران، (نگهداري در ازت مايع رشد كردند 

سوزوكي و همكاران، (ي بسياري از محققان نشان داده شد تيمار در مطالعهعنوان يك پيشبرداري و استفاده از سوكروز بهآب
ي ها و محورهاي جنيني منجمدشدهدرصد از دانه 10شدن، حدود ايشيشه- كردندر روش كپسوله). 2010؛ كاوياني، 2006
كه شده، در محيط كشت، جوانه زدند، درحاليمولار سوكروز و كپسوله/. 75، 2شدن گياهي ايتيمارشده با محلول شيشهپيش
مولار سوكروز، بدون كپسول، بقايي /. 75، 2شدن گياهي ايتيمارشده با محلول شيشهها و محورهاي جنيني شاهد و پيشدانه

/. 75، 2شدن گياهي ايتيمارشده با محلول شيشههاي شاهد و پيشهاي محوري و پيازچهيك از جوانههيچ. را نشان ندادند
هاي ي كشتبر رو) 2008(رومرو و پنيس -ي سانچزمطالعه.برداري، علائمي از رشد را نشان ندادندمولار سوكروز و آب

ها بعد از نگهداري در ازت پلاسمنشان داد كه بهترين پاسخ ژرم) 2008(ي ناداراجان و همكاران جنيني زيتون همچنين مطالعه
ي زيادي مناسب بودن روش مطالعه. برداري شوندشدن آبايمدت يك ساعت در محلول شيشهمايع هنگامي است كه به

  ).2007؛ تاماسيري و سومكول، 2005پنيس و لامباردي، (دادند  شدن را نشانايشيشه-كردنكپسوله
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Abstract 
Cryopreservation is a perfect method for long-term conservation of plant genetic resources at 
very low temperature (liquid nitrogen, -196°C). Lily germplasms (seeds, embryonic axes, 
lateral buds and bulblets)were cryopreserved using an encapsulation-dehydration and 
encapsulation-vitrification methods. Pretreatments applied for reduction of LN stress were 
sucrose (0.75 M), dehydration (1 h in laminar air flow cabinet), encapsulation-dehydration 
and encapsulation-vitrification. The germplasms were encapsulated in sodium alginate (3%) 
and calcium chloride (100 mM).Germplasms were vitrified in plant vitrification solution 2 
(PVS2)consisted of 30% (w/v) glycerol, 15% (w/v) ethylene glycol and 15% (w/v) dimethyl 
sulphoxide. Germplasms were plunged in LN for 1 h and then were re-warmed rapidly in a 
water-bath at 37-38°C for 2 min.Following cryopreservation, germplasms were cultured on 
solid MS medium.Encapsulation-dehydration method was used for seeds and encapsulation-
vitrification method for seeds, embryonic axes, lateral buds and bulblets. In encapsulation-
dehydration method, control seeds did not survive after LN treatment. The rate of viability in 
non-encapsulated seeds but pretreated with sucrose and dehydration was 75% and the rate of 
viability in pretreated, encapsulated seeds was 50%. About 10% of cryopreserved seeds and 
embryonic axes pretreated with PVS2 solution, sucrose (0.75 M) and encapsulation were able 
to sprouting, while there was no survival after LN storage for seeds and embryonic axes 
pretreated with PVS2 solution and sucrose. None of lateral buds and bulblets pretreated with 
sucrose and encapsulation-vitrification was survival after cryopreservation. The results of 
these studies showed that the best organs, pretreatment and method were seeds, sucrose-
dehydration and encapsulation, respectively. 


