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 چکیده
( از گیاهان پیازی خانواده سوسن و یکی از زیباترین گیاهان دنیا است. این گونه .Fritillaria raddeana Regelلاله واژگون گرگانی )

دارویی و تحمل نسبی به خشکی و مناطق  -باشد. دارای ارزش زینتیطور معدود پاکستان و افغانستان میترکمنستان، بهبومی ایران، 

در معرض خطر انقراض، نخستین قدم، بررسی  سازی این گیاه بومی، خودرو ومنظور معرفی و اهلیباشد. بهدار میسنگلاخی و شیب

 ،ادی آن است. این پژوهش یک سیستم کارآمد برای باززایی غیرمستقیم از کشت بذر و سوخهای مختلف تکثیر از جمله ریزازدیروش

و  شدهاج سوخ از خاک در طبیعت، ضدعفونیهای گیاه پس از برداشت از گیاه یا استخردهد. اندامای ارائه میدر محیط درون شیشه

اسید، استیکآدنین( و اکسین )ایندولکینین )کاینتین، تیدیازورون، بنزیلهای مختلف سایتو غلظت تأثیرعنوان ریزنمونه استفاده شدند و به

زایی و باززایی مورد ارزیابی قرار گرفت. تلفات کمتر، آلودگی بسیار پایین و درصد اسید( بر پینهاستیکاسید، نفتالینبوتیریکایندول

از امتیازات ریزنمونه فلس سوخ  ،صد باززایی بالاتر در بازه زمانی یکسانزایی بالاتر از مزایای ریزنمونه بذر و وزن پینه بیشتر و درپینه

اسید -بوتیریکگرم در لیتر ایندولمیلی 5/2ها در محیط کشت موراشیگ و اسکوگ دارای اکثر این ریزنمونه همچنینشد.  تشخیص داده

 زایی قرار گرفتند. گرم در لیتر تیدیازورون در مسیر بازمیلی 2همراه با 
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ABSTRACT 

Fritillaria raddeana is one of the most fascinating flowers, belonging to Lilliaceae family, native to Iran, 
Turkmenistan, rarely found in Afghanistan and Pakistan. It is an important ornamental-medical bulbous plant, 
tolerant to arid conditions and stony slopes but facing extinction, so in vitro propagation of this plant will have a great 
importance for introduction and domestication of this wild and endangered plant. The present study was carried out to 
find an efficient system for in vitro callus induction and regeneration of F. raddeana via culturing of seeds and bulb 
scales. These explants were sterilized first and then cultured on media containing various concentrations of plant 
growth regulators. Different proportions of Auxins (6- indole-3-acetic acid (IAA), α-Naphthaleneacetic acid (NAA), 
Indole-3-butyric acid (IBA), Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D))  and Cytokinins (Benzylaminopurine (BAP), 
Thidiazuron (TDZ), Kinetin (KIN)),  and different MS basal media were tested. More survival percentage, less 
contamination and higher percentage of callus formation were the advantages of seed explants and heavier callus with 
higher regeneration percentage during the same period of time were the positive points of bulb scales explants. The 
best callus formation and regeneration medium was MS medium supplemented with 2 mgl-1 TDZ + 0.5 mgl-1 IBA. 
 
Keywords: Callus formation, endemic plant, indirect regeneration, plant growth regulators. 
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 مقدمه

ارزش زینتی  (، از گیاهان با.Fritillaria sppلاله واژگون )

( در راسته (Liliaceaeو دارویی خانواده سوسن 

ها است ایلپهو زیرگروه تک  (Liliales)سوسن

(Ghahreman & Attar, 1999 گیاه لاله واژگون گونه .)

که در فارسی به (Fritillaria raddeana Regelرادیانا )

شود از نام لاله واژگون زرد یا لاله گرگانی شناخته می

گونه لاله  71دار این تیره است و یکی از ن سوخگیاها

 ,Rechingerواژگون شناسایی شده در ایران است )

ندرت در ( که در گرگان و خراسان شمالی و به1990

 شود. گونه  مازندران و منطقه غرب کشور یافت می

F. raddeana همراه بهF. imperialis  در زیرجنس

Petilium  قرار داشته؛ رنگ آن زرد لیمویی و یا زرد

متر سانتی 10تا  00کمرنگ و دارای ارتفاعی در حدود 

(Rix, 1977; Rechinger, 1990; Kamari, 1996 بومی ،)

 Mirdeilami etمناطق سرد و خشک و سنگلاخی است )

al., 2012 و فاقد بوی نامطبوعی است که در اکثر )

(. Helsper et al., 2006)های این جنس وجود دارد گونه

ازدیاد در این گونه از طریق سوخ و بذر است. سوخ دارای 

یک تا پنج فلس آبدار، کامل یا نیمه رشد کرده بوده و 

 ,Baranovaمتر است )سانتی 70قطر آن در حدود پنج تا 

آذین چتری قرار دارند؛ ها منظم و روی گل(. گل1981

باشد دی بذر میدارای تعداد زیا میوه آن کپسول و

(Ghahreman & Attar, 1999سرعت تکثیر طبیعی .) 

دلیل تعداد کم فلس، این گونه بسیار پایین است و به

 ،باشند و در نتیجههای مریستمی بسیار کم میسلول

برداری یا های سنتی فلسدرصد بازده ازدیاد با روش

 Bryan, 2002; Leتقسیم سوخ نیز بسیار کم است )

Nard & De Hertogh, 1993 گونه .)F. raddeana  از

شود، اما حتی در شرایط طریق بذر نیز تکثیر می

در حدود  ،مناسب نیز تا زمان ایجاد یک سوخ گلده

 & Le Nardپنج تا هفت سال زمان مورد نیاز است )

De Hertogh, 1993چنین بذور در زمان پراکنش (. هم

ی خواب عمیق نیافته بوده و دارادارای جنین تکامل

 & Baskinی مورفوفیزیولوژیک هستند )پیچیده

Baskin, 2014افشانی گیاهان دلیل دگرگرده( و به

 & Le Nardحاصل دارای تفرق صفات خواهند بود )

De Hertogh, 1993.) 

شناختی این گونه و خاصیت رغم ارزش زیباییعلی

 Li etدارویی سوخ آن که دارای مواد ضد درد است )

al., 2001عنوان یک گیاه (، تاکنون به ندرت از آن به

زینتی و یا یک گیاه دارویی استفاده شده است. با 

های لاله واژگون و بومی توجه به خطر انقراض گونه

بودن این گونه، هر گونه تحقیقی در زمینه کشت و 

جهت مدیریت منابع ژنتیکی و تولید این گیاه، به

نظر ضروری بهحفاظت از این ذخایر ارزشمند، 

ای گیاهانی مانند بنابراین ازدیاد درون شیشه رسد.می

F. raddeana دلیل که دارای محدودیت ازدیاد بوده و به

پیاز توسط گردشگران از  و ها، برداشت گلچرای دام

زاد، از لحاظ اقلیم نیز دچار طبیعت و انواع آلودگی درون

 Bajajداراست )توجهی را است، مزایای قابلتهدید شده 

et al., 1988; Fay, 1992; Sudha & Seeni, 1994;. 

Gharehyazie et al., 2004.) 
، تا به امروز F. raddeanaرغم اهمیت علی

ای شیشههای درونگونه گزارشی مبنی بر آزمایشهیچ

 ،در این گونه دیده نشده است. در پژوهش حاضر

گونه، شده در این عنوان نخستین آزمایش ثبتبه

های کشت با های بذر و سوخ در محیطریزنمونه

های رشد کشت شدند کنندههای مختلف تنظیمترکیب

ای این تا پروتکلی جهت حفظ و ازدیاد درون شیشه

گونه بومی و انحصاری، با استفاده از سوخ و بذر نوشته 

های تکمیلی فراهم شود  شده و مقدماتی جهت بررسی

گونه با ارزش بومی از خطر این  ،تا در مرحله نخست

انقراض نجات یابد و در مراحل بعد، از این نتایج در 

سبز شهری های دارویی، زینتی و فضایزمینه

 شود.  برداری بهره
 

 هامواد و روش

 هازنمونهسازی ریمواد گیاهی و آماده
 ریزنمونه فلس سوخ

های طبیعی در از رویشگاه F. raddeana هایسوخ

های سنگلاخی شاهرود به شمالی )تپه استان خراسان

آوری و پس از شستشوی سطحی جمع سمت آزادشهر(

با آب و مایع شوینده و تیمار با قارچکش )کاربندازیم 

ساعت  91مدت ، یک ساعت(، به%0/0+ بنومیل 0/0%

مدت هواخشک گردید. سپس درون پاکت کاغذی به
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برای غلبه بر رکود  ºC 9چهار تا هشت هفته در دمای 

 (. 2013et al Petrić ,.داری شدند )نگه

پس از گذراندن دوره سرمایی، در هر بار کشت، 

، 8+ بنومیل % 8کش )کاربندازیم %کل سوخ با قارچ

یک ساعت( تیمار و با تیغ اسکالپل استریل به چهار 

قسمت تقسیم شد و درون نیم لیتر آب دارای دو قطره 

پنج دقیقه روی شیکر تکان داده  مدتبه 80تویین 

مدت یک ساعت در زیر آب جاری به ،شد و پس از آن

 %10ثانیه در الکل  00مدت قرار گرفت. سپس به

ها در محلول دارای نمونه ،ور شد. در مرحله بعدغوطه

کننده با نام تجاری هیپوکلریت )ضدعفونی% سدیم8

دقیقه درون شیشه و در  70مدت دامستوس( به

فظه مخصوص دستگاه پمپ هوا قرار گرفت تا مح

کننده به های هوا خارج شده و مواد ضدعفونیحباب

ها نفوذ لای فلس نمونهسطوح دور از دسترس، در لابه

شده در زیر هود های استریلکند. در پایان ریزنمونه

لامینار با آب مقطر دو بار تقطیر استریل، سه بار و با 

کشی شدند. قطعات فلس به دقیقه آب 0فاصله زمانی 

متر مربع تقسیم )به شکل سانتی 7×7×0/0های اندازه

های پایه مکعب مستطیل( و در محیط کشت

 ,MS( ،)Murashige & Skoogموراشیگی و اسکوگ )

گرم در لیتر ساکارز و شامل  90( دارای 1962

اسید بوتیریکهای رشد اکسین، ایندولکننده تنظیم

(IBAنفتالن ،)یکاست( اسیدNAA و )دی کلرو  -9، 8

های ( و سایتوکینینD-2,4فنوکسی استیک اسید )

( و تیدیازورون KIN(، کاینتین )BAبنزیل آدنین )

(TDZهرکدام در غلظت )( 8، 7، 0/0، 0های مختلف 

گرم در لیتر( به تنهایی و ترکیب یک نوع اکسین میلی

با یک نوع سایتوکینین کشت شد. پیش از اتوکلاو 

ºهای کشت در کردن محیط
C 787 اسیدیته روی ،

گرم در تنظیم و محیط با دو و نیم میلی 1/0تا  1/0

( جامد شد. Duchefa, The Netherlandلیتر فیتاژل )

دور درب ظروف )شیشه مربا( برای جلوگیری از نفوذ 

آلودگی خارجی و پراکنش اسپور قارچ در آلودگی 

با سلفون پوشیده شد داخلی، ابتدا با پارافیلم و سپس 

ºو در تاریکی و دمای
C 8± 71  قرار داده شدند. پس از

القای پینه و تورم آن، ظروف کشت به محیطی با 

µmolm  شدت نور
-2
S

ºو دمای 180-
C 8±71  انتقال

گرم میلی 80های بالاتر از یافتند. در مرحله بعد پینه

های های باززایی شامل ترکیبانتخاب و به محیط

 ، IBA ،NAA ،2,4-Dهای رشد کنندهمتنظی

BA ،KIN  وTDZ های مشابه با در غلظت 

گرم در لیتر( و میلی 8، 7، 0/0، 0زایی )آزمایش پینه

µmolmدر شدت نور
-2
s

ºو دمای 180-
C 8±80  منتقل

 شدند. 

 
 ریزنمونه بذر

در حدود دو ماه پس از پایان فصل گلدهی در طبیعت، 

های طبیعی به رویشگاهمجددا برای برداشت بذر 

 F. raddeanaمراجعه شد. از آنجا که جنین بذر گونه 

نمودن نیافته است برای برطرفهنگام برداشت تکامل

مدت، بذور نیاز به سرمادهی مرطوب این خواب طولانی

دیش دارند. بذور درون کاغذ صافی مرطوب در پتری

مدت چهار تا شش هفته در دمای قرار داده شد و به
º
C9  قرار داده شد. پس از طی این مدت، بذرها با آب

 80جاری شستشو و در آب دارای دو قطره تویین 

ور شدند. سپس یک ساعت در دقیقه غوطه 80مدت  به

% 10ثانیه نیز در الکل  00 زیر آب جاری قرار گرفته و

دقیقه با  70ضدعفونی شدند. این بذور در مرحله بعد 

کننده با نام  ت )ضدعفونیهیپوکلریسدیم %0/8محلول 

 های تجاری دامستوس( ضدعفونی و مانند نمونه

فلس در زیر لامینار آبکشی شدند. هنگام کشت 

های بودن جنین بذر و وجود بازدارندهدلیل کوچکبه

دهی یا اسکاریفیکاسیون انجام روی پوسته بذر، خراش

صورت مثلثی با تیغ اسکالپل استریل برش شد؛ بذور به

 ،شدشد و قسمتی که جنین را شامل می داده

 های رشد مختلف صورت افقی روی محیطبه

  به تنهایی، محیط با پایه  MS)محیط با پایه

MS  فعال و محیطغالز %7/0همراه باB5  (Gamborg 

et al., 1968ها همگی ( قرار گرفتند. این محیط

 کننده گرم در لیتر ساکارز، فاقد تنظیم 90دارای

با پنج تکرار )پنج ریزنمونه در هر تکرار( بودند.  رشد و

 های رشد کرده از پس از حدود چهار ماه جنین

زایی کشت های پینهدرون بذر خارج شده و در محیط

 شد. سایر مراحل آزمایش مشابه ریزنمونه فلس 

 تکرار شد.
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 ها و محاسبات آماریآوری دادهمعج

پس از  های فلسهای کشت محتوی ریزنمونهشیشه

روز در  70مدت بندی با پارافیلم و سلفون بهعایق

شدند. پس از  روز در روشنایی قرار داده 70تاریکی و 

ها با تقسیم تعداد طی این دوره درصد بقای ریزنمونه

شده ارزیابی شد؛ های زنده به تعداد کل کشتریزنمونه

ماه پس از چنین درصد تشکیل پینه نیز حدود یکهم

روز پس از کشت اولیه(، از تقسیم تعداد  00)انتقال 

مانده های زندهداده به تعداد نمونههای پینهریزنمونه

روز پس از کشت اولیه )واکشت هر  40دست آمد. به

ها با ترازوی دقیق در بار(، وزن تر پینهسه هفته یک

دو ماه پس از  تقریباًگیری شد. زیر هود لامینار اندازه

باززایی، درصد باززایی با تقسیم  انتقال به محیط

هایی که تشکیل شده بر ریزنمونههای باززاییریزنمونه

دست آمد. این بخش از پژوهش برای هر پینه دادند به

 کاملاًدو نوع ریزنمونه )فلس و بذر( در قالب طرح 

دست آمده از با توجه به نتایج به تصادفی انجام شد.

کننده رشد، از بین مهای انواع ترکیبات تنظیآزمایش

های با بیشترین بازده، انتخاب و هر ترکیب غلظت

پلات آنالیز شد. این مرحله در قالب طرح اسپلیت

ها با شده( انجام گرفت و میانگین دادههای خرد)کرت

های آماری آزمون توکی مقایسه شدند. در محاسبه

دهی و یا دلیل عدم پاسخهای کشت بهبرخی از محیط

ها به تیمارهای دهی بسیار ضعیف ریزنمونهپاسخ

 تأییدهای رشد، حذف گردیدند. برای کنندهتنظیم

دست آمده آزمایش دو بار تکرار و از میانگین نتایج به

ها با های حاصل از دو آزمایش برای آنالیز دادهداده

 استفاده شد.  SASافزار استفاده از نرم

 

 نتایج و بحث

های بذری نشان داد که بهترین نتایج کشت ریزنمونه

دارای  MSزنی، محیط کشت محیط کشت برای جوانه

گونه همان (.7بود )جدول  زنی% جوانه00غال فعال با ز

دارای رکود عمیق  F. raddeanaکه بیان شد، بذر 

 ,Baskin & Baskinپیچیده مورفوفیزیولوژیک است )

جنین رسی تا زمان تکمیل پس ،(. بر طبق منابع2014

رشد جنین صورت  ،بذر در جنس لاله واژگون

گیرد و رشد مورفولوژیک و فیزیولوژیک جنین در نمی

شدن مدت زمانی طولانی نیازمند سپری ،حالت عادی

Yaojia های مختلف متفاوت است )است که در گونه

et al., 1992; Kizil & khawar, 2014 در این ،)

بذر را به عواملی از زنی توان عدم جوانهآزمایش نیز می

زنی های جوانهجمله رکود جنین و وجود بازدارنده

(. Zhiliang et al., 1989; Yu et al., 2008نسبت داد )

گرم در لیتر باعث  70میزان غال فعال بهزافزودن 

شده از بذر از جمله های سمی تولیدجذب متابولیت

د شوترکیبات فنلی و بازدارنده و بهبود رشد جنین می

(Thomas, 2008; Zhou et al., 2010هم ،) چنین

شود که در هنگام رشد و موجب جذب ترکیباتی می

زایی شود و از رشد جنین و ریشهها تولید مینمو سلول

(. Fridborg et al., 1978کند )جلوگیری می

اسید و بازدارنده رشد مانند آبسیزیک هایکننده تنظیم

اتیلن که ممکن است در بذر موجود باشد و یا تولید 

 ,Thomasگردد )غال فعال جذب میزشود نیز توسط 

2008; Kariyana & Nisyawati, 2013 .)غال فعال ز

باعث ایجاد تاریکی نسبی مشابه شرایط زیر خاک 

( و تحت این شرایط Thomas, 2008شود )می

 (.YanLi et al., 2010یابد )زنی بذر بهبود میجوانه

 
 تأثیر نوع محیط کشت بر جوانه زنی بذور  .7جدول 

Fritillaria raddeana 
Table 1. Effects of basal medium on seed 

germination of Fritillaria raddeana 
Medium Seed germination (%)* 

MS + 0.1 % activated charcoal 60 a 

MS 30 b 

B5 6 c 

درصد آزمون  0، در سطح احتمال یکسان هایی که با حروفمیانگین* 

 دار ندارند.توکی تفاوت معنی

* Means with the same letters are not statistically different among 

treatments by the Tukey test (p<0.05). 

 

دلیل آلودگی داخلی باکتریایی و قارچی بسیار به

رغم استفاده از علی F. raddeanaهای بالا در فلس

های مختلف ضدعفونی، تغییر برند شوینده دارای روش

هیپوکلریت، مدت زمان تیمار و غلظت مواد سدیم

کننده، استفاده از انواع قارچکش، ضدعفونی

های زمانی مختلف ، تیمار آب گرم در بازهبیوتیک آنتی

و صرف زمان حدود شش ماه، غلبه بر آلودگی قارچی 

باکتریایی با موفقیت چندانی همراه نبود. از بین و 

های مختلف سوخ، شده از قسمتهای برداشتریزنمونه
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های های نزدیک به صفحه پایگاهی در فلسجز قطعهبه

ها در سه  (، سایر قطعهProximal endداخلی )

دلیل آلودگی از بین رفتند. ی نخست کشت، بههفته

بود و در  %49/8یزنمونه گین بقای کل در این نوع رمیان

های ریزنمونه بهترین محیط کشت در بررسی جداگانه

از  70( تنها mg/L 2,4-D 8%و KIN  mg/L0/0سوخ )

  ها زنده ماندند. این نتایج مشابه گزارشریزنمونه

 ,.Joshi et alبود ) F. royleiشده در مورد گونه  ارائه

یز، درصد (. در مراحل بعد و تا انتهای آزمایش ن2007

دلیل آلودگی داخلی بیشتر های فلس بهتلفات ریزنمونه

این مطلب بیانگر این است که در ریزنمونه  ،بود. در کل

طور کامل فلس، حتی در بهترین حالت، آلودگی به

شود. آلودگی داخلی بسیار بالا در کن نمیریشه

های واژگون از موانع عدم موفقیت نسبی یا کامل لاله

فت این جنس است و محققین معتقدند در کشت با

های هوایی مورد های جایگزین مانند اندامریزنمونه باید

 ,Witomska & Lukaszewskaاستفاده قرارگیرد )

1997; Mohammadi-Dehcheshmeh et al., 2007;. 

2008; Gholami, 2007; Hamidoghli, 2011 .) 

 اریاختلاف بس انگریب انسیوار هیجدول تجز

کشت و اثرات  طینمونه، مح زیاز نظر نوع ر یدار یمعن

( و 8زایی و وزن تر آن )جدولدر مرحله پینهمتقابل آنها 

بذر  های( بود. در این بین، ریزنمونه9باززایی )جدول 

عدد برابر با  ینداشتند. ا یبالاتر دهیپینهدرصد میانگین 

حاصل از فلس سوخ  زاییپینه %87/7در مقابل  81/9%

 مورد هاییطمح یتمام یندر ب پینهوزن  یانگینبود. م

بود  یشتردر بذر ب جنین، بودنکوچک رغمعلی مطالعه،

 در(. سوخ در گرممیلی 70/7 و بذر در گرمیلیم 90/7)

 برترین و حذف پاسخ بدون تیمارهای باززایی مورد

 میانگین درصد. شد مقایسه باهم ماندهباقی هایمحیط

 بذر در% 71/7) بود بالاتر بذر های ریزنمونه در نیز باززایی

اثرات متقابل نشان  نیانگیم سهی(. مقاسوخ در %77/7 و

 ،کشت طیمح زنمونهیدرخصوص هر دو نوع ر که داد

 گرمیلیم 0/0و  TDZ یتردر ل گرممیلی 8 دارای محیط

( 7زایی )شکل پینهدرصد  نیشتریب یدارا IBA یتردر ل

 یطمح ینبهترنیز  پینهوزن تر  گیریاندازه مرحله . دربود

 یتردر ل گرم یلیم 0/0و  TDZ یتردر ل گرمیلیم 8شامل 

NAA  در ریزنمونه بذر بود. بیشترین میانگین وزن پینه

 8و  KINگرم در لیتر میلی 7در سوخ از محیط دارای 

در . (8)شکل  دست آمدبه D-2,4گرم در لیتر میلی

 یزنمونه،هر دو ر ط درمرحله باززایی نیز بهترین محی

 0/0و  TDZ یتردر ل گرممیلی 8زایی )مشابه محیط پینه

 (.9بود )شکل ( IBA یتردر ل گرمیلیم

 
زایی و  وزن تر پینه در . تجزیه واریانس پینه8جدول 

 Fritillaria raddeana ریزنمونه بذر و سوخ 

Table 2. Variance analysis of callus formation and 

fresh growth weight of Fritillaria raddeana (seed and 

bulb scales explant) 
M.S. 

df S.O.V Callus  
fresh weight (mg) 

Callus  
formation (%) 

0.14** 7.93** 1 Explant 

0.002* 0.003 ns 2 Main plot error 
0.73** 49.32** 8 Medium 

0.73** 39.52** 8 Explant × Medium 

0.67 0.03 34 Residual error 

1.82 8.02  C.V. (%) 

 دار.و نبود اختلاف معنی درصد 7و  0 احتمال دار در سطحمعنی: nsو ** *، 
*, **, ns: Significant at 5 and 1% of probability level, and non-significant, 

respectively. 

 
. جدول تجزیه واریانس باززایی در ریزنمونه بذر و 9جدول 

 Fritillaria raddeanaسوخ 

Table 3. Variance analysis of regeneration in 

Fritillaria raddeana (seed bulb scales explant) 
M.S. 

df S.O.V 
Regeneration (%) 

0.001 ns 1 Explant 
0.0003 ns 2 Main plot error 

0.41** 3 PGR treatments 

0.02** 3 Explant × Medium 
0.0005 14 Residual error 

1.98  C.V. (%) 

 دار.درصد و نبود اختلاف معنی 7و  0دار در سطح احتمال : معنیns*، ** و 
*, **, ns: Significant at 5 and 1% of probability level, and non-significant, 

respectively. 

 

دهد که در باززایی از جنین، ها نشان میتحقیق

، بیش از ترکیب ºC9تیمار سرمادهی در 

موجود در محیط کشت دارای  های کننده تنظیم

(. در Carasso & Mucciarelli, 2014اهمیت است )

های ذکرشده بذور این آزمایش با توجه به نتایج تحقیق

قرار  ºC9مدت چهار تا شش هفته در دمای از ابتدا به

دلیل عدم های حاصل از بذر بهشدند. ریزنمونهداده 

وجود آلودگی قارچی و باکتریایی شدید که در 

های بسیار شوند، ریزنمونهوفور دیده میها بهژئوفیت

زایی و باززایی بالایی باشند و توانایی پینهمناسبی می

 ;Ziv & Lilien-kipins, 2000باشند )را دارا می
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Özcan et al., 2007هایی نیز وجود دارد که (. گزارش

( و نابالغ لاله Subotic et al., 2004از جنین بالغ )

های باززایی، ( در آزمایشÖzcan et al., 2007واژگون )

حال دست آمده است.  با اینهای زیادی بهسوخک

رشد بودن دمدت و کندلیل کوچکی بذور، رکود طولانی به

دهی و جنین، از کشت بذر در محیط کشت تا پینه

دنبال آن باززایی، زمان زیادی صرف خواهد شد؛ در  به

نتیجه وزن تر پینه در یک بازه زمانی مشخص، نسبت به 

ها کمتر است. در پژوهشی در رابطه با دیگر ریزنمونه

های ایرانی لاله واژگون، بیان شد که ریزازدیادی توده

بر بودن تکثیر بذری لاله واژگون و نرخ ازدیاد دلیل زمان به

پایین تولید سوخک، بهترین راه تکثیر، کشت بافت است، 

ی مناسب بدون آلودگی که ریزنمونهصورتیالبته در

  (.Gholami, 2007داخلی انتخاب شود )

های شاهد در تمامی تیمارها، پیش از ریزنمونه

توان گفت همانند می تشکیل پینه از بین رفتند؛ پس

های رشد کنندهها حضور تنظیمبسیاری از آزمایش

ها در محیط رشد الزامی است برای بقای ریزنمونه

(Aggarwal & Barna, 2004; Debiasi et al., 2007; 

Liao et al., 2004; Mohammadi-Dehcheshmeh et. 

al., 2008; Palmer & Keller, 2011 در مقایسه .)

گونه که ذکر شد، شده بین دو نوع ریزنمونه، همانانجام

زایی از بذر و سوخ در محیط بالاترین میانگین تیمار پینه

گرم در لیتر  میلی 0/0و  TDZگرم در لیتر میلی 8شامل 

IBA درشد. این نتیجه دیدهF. pallidiflora  در محیط

( که Hao et al., 1982دیده شد ) D-2,4و  KINدارای 

زایی از سوخ و بذر در این های برتر پینهیکی از محیط

پژوهش بود. مشاهده و بررسی نتایج این پژوهش 

نقش بسیار مهم سایتوکینین در مسیر  دهنده نشان

است.  F. raddeanaهای زایی ریزنمونهسازی و پینهفعال

که در سایر تیمارهای آزمایش نیز تا حدودی  رغم اینعلی

ها از کیفیت و کمیت شد، اکثر این پینهزایی دیدهپینه

ترتیب  به 0و  9 های مناسبی برخوردار نبودند. شکل

را در  F. raddeanaآمده از سوخ و بذر  دستهای به پینه

دهد، تفاوت در شکل  های کشت متفاوت نشان میمحیط

ی کیفیت پینه کنندهخوبی بیانها بهظاهری این پینه

باشد. های باززایی میحتی پس از انتقال به محیط

شاداب،  TDZهای دارای آمده از محیطدستهای به پینه

(. c, e, f-0تر بودند )شکل شفاف، سبز براق و متراکم

هایی در تعدادی از گیاهان زینتی نیز وجود دارد گزارش

آمده از این آزمایش است، دستننده نتایج بهکتأییدکه 

مانند های سبز، گرهبر ایجاد پینه TDZها اثر این آزمایش

دهد و پر رشد را در ارقام شمعدانی، رز و کاسنی نشان می

(Murthy et al., 1998.) 

 

 
 .Fritillaria raddeanaدر  زایی ریزنمونهپینهکننده رشد بر های تنظیمتأثیر تیمار .7شکل 

 داری ندارند.از طریق آزمون توکی تفاوت معنی 0اند در سطح احتمال %بندی شدههایی که با حروف یکسان دسته** میانگین
Figure 1. Effect of plant growth regulators on callus formation of explants in Fritillaria raddeana 
** Means with the same letters are not statistically different among treatments by the Tukey test (p < 0. 05). 
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 .Fritillaria raddeanaدر  کننده رشد بر وزن تر پینه ریزنمونههای تنظیمتأثیر تیمار .8شکل 

 داری ندارند.از طریق آزمون توکی تفاوت معنی 0سطح احتمال %اند در بندی شدههایی که با حروف یکسان دسته** میانگین
Figure 2. Effect of plant growth regulators on callus fresh weight of explants in Fritillaria raddeana 

** Means with the same letters are not statistically different among treatments by the Tukey test (p < 0. 05). 

 

 
 Fritillaria raddeanaکننده رشد بر باززایی  ریزنمونه در های تنظیمتأثیر تیمار .9  شکل

 داری ندارند.از طریق آزمون توکی تفاوت معنی 0اند در سطح احتمال %بندی شدههایی که با حروف یکسان دسته** میانگین
Figure 3. Effect of plant growth regulators on regeneration of explant in Fritillaria raddeana 

** Means with the same letters are not statistically different among treatments by the Tukey test (p < 0. 05). 

 

 
زایی در محیط پینه -a(: MS( )bar=1cmدر محیط موراشیگی و اسکوگ ) Fritillaria raddeanaتشکیل پینه و باززایی در فلس  .9شکل 

زایی در محیط پینه -b(، D-2,4اسید )استیککلرو فنوکسیدی -9، 8گرم در لیتر میلی 8( و KINگرم در لیتر کاینتین )میلی 0/0دارای 
 8باززایی در محیط دارای  -c(، IBAاسید )بوتیریکولگرم در لیتر ایندمیلی 0/0( و TDZگرم در لیتر تیدیازورون )میلی 8دارای 

 .IBAگرم در لیتر میلی 0/0و  TDZگرم در لیتر میلی
Figure 4. Callus formation and regeneration of Fritillaria raddeana via bulb scales: a- Callus formation on MS+ 0.5 mgl-1 

KIN+ 2 mgl-1 2,4-D; b- Callus formation of bulb scales, on MS medium containing 2 mgl-1 TDZ+0.5 mgl-1 IBA, c- 
Regeneration on MS medium containing 2 mgl-1 TDZ+0.5 mgl-1 IBA. 
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اسکوگ  زنی بذر در محیط کشت موراشیگی وجوانه -Fritillaria raddeana( :bar=1cm )aتشکیل پینه و باززایی از جنین بذر .0شکل 

(MS همراه با )7/0 ( درصد زغال فعالAC ،)b- زایی جنین پس از انتقال از محیط پینهMS+ AC  گرم در لیتر میلی 0/0به محیط دارای

گرم در لیتر میلی 8پس از انتقال به محیط دارای  -c(، D-2,4استیک )کلرو فنوکسیدی -9، 8گرم در لیتر میلی 8( و KINکاینتین )

گرم در لیتر میلی 7پس از انتقال به محیط دارای  -d(، IBAاسید )بوتیریکگرم در لیتر ایندولمیلی 0/0( و TDZن )تیدیازورو

 0/0و  TDZگرم در لیتر میلی 8ماه پس از انتقال به محیط دارای  8باززایی جنین  -IBA ،eگرم در لیتر میلی 0/0( و BAآدنین )بنزیل

 .IBAگرم در لیتر میلی 0/0و  TDZگرم در لیتر میلی 8ماه پس از انتقال به محیط دارای  0اززایی جنین ب -IBA ،fگرم در لیتر میلی
Figure 5. Callus formation and regeneration of Fritillaria raddeana from seeds embryo: a- Seed germination on MS 

medium+ 0.1% activated charcoal (AC); b- Callus formation on embryo, after transferring from MS+AC medium to MS+ 

0.5 mgl-1 KIN+2 mgl-1 2,4-D; c- After transferring to MS+ 2 mgl-1 TDZ+0.5 mgl-1 IBA; d- After transferring to MS+ 1 mgl-

1 BA+0.5 mgl-1 IBA; e- Regeneration of seed embryo after 2 months, on MS medium containing 2 mgl-1 TDZ+0.5 mgl-1 

IBA; f- Regeneration of seed embryo after 5 months, on MS medium containing 2 mgl-1 TDZ+0.5 mgl-1 IBA. 

 

زایی گونه پینهدر بین تیمارهای مورد بررسی، هیچ

های شاهد و یا در حضور یکی از و باززایی در محیط

های اکسین و سایتوکینین صورت نگرفت. کنندهتنظیم

 KINهای مورد آزمایش، چنین از بین سایتوکینینهم

ی داشتند. دهی بسیار کمپاسخ TDZنسبت به  BAو 

نیز درصد  F. sonnikovae در مطالعات باززایی از فلس

دست به NAAو  TDZباززایی بالایی در محیط دارای 

(، در آزمایشی روی Kulkhanova et al., 2015)آمد 

زایی در انواع باعث شاخساره TDZارقام سوسن نیز 

(. بر خلاف Li et al., 2000است )ها شدهریزنمونه

زایی در فلس، باززایی بسیار کمی در مرحله پینه

دیده شد؛ این نتایج مشابه نتایج  D-2,4محیط دارای 

 Hypericum) شده روی علف چایپژوهش انجام

perforatum( )Pretto & Santarem, 2000; Murch 

& Saxena, 2002; Palmer & Keller, 2010 و نوعی )

( Astragalus cariensis( )Erisen et al., 2010گون )

آمده از دستهای بهکه پینهزمانی ،حالبود. با این

به محیط باززایی محتوی  D-2,4محیط دارای 

 ویژههای متفاوت برخی از انواع سایتوکینین بهغلظت

TDZ   واکشت شدند، درصد باززایی بسیار بالاتری

شده در علف صورت گرفت؛ این نتایج با گزارش ثبت

(. بر طبق Palmer & Keller, 2010تطابق دارد ) چای

، 8004تا  7444های آمار منتشرشده در بین سال

TDZ، های گیاهی، ترین ماده در باززایی سلولپرکاربرد

بوده است  ISIشده در مجلات های چاپدر پژوهش

(Guo et al., 2011 بخشی از اثرات .)TDZ  مرتبط با

 وسیلههاست که بهسازی آنها و ذخیرهبیوسنتز پورین

ها کننده افزایش یافته و روند کاتابولیسم آناین تنظیم

های مولکول TDZچنین در حضور یابد، همکاهش می

زاد بیشتری در حالت فعال باقی سایتوکینین درون

های معدنی در ( و یونJones et al., 2007مانند )می

یابند که کلیه این عوامل بر درون سلول تجمع می

زایی و باززایی در انواع بر پینه TDZمثبت  تأثیر

 است.  مؤثرها ریزنمونه

 

 گیری کلینتیجه

بهترین  ،آمده در این آزمایشدستبا توجه به نتایج به

های بذر و زایی و باززایی ریزنمونهمحیط برای پینه

گرم در لیتر میلی 0/0دارای  MSسوخ محیط کشت 

ر لیتر گرم دمیلی 8اسید همراه با بوتیریکایندول

تیدیازورون ارزیابی شد. بهترین محیط برای افزایش 

های بذر، محیط تر وزن تر پینه در ریزنمونهسریع
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گرم در میلی 0/0و  TDZگرم در لیتر میلی 8دارای 

گرم در میلی 0/0های سوخ و برای ریزنمونه NAAلیتر 

هر دو نوع  بود. D-2,4گرم در لیتر میلی 8و  KINلیتر 

دارای مزایا و معایبی است که بسته به هدف ریزنمونه 

و شرایط آزمایش، مدت زمان و نوع ریزنمونه در 

توانند مورد استفاده قرار گیرند. ریزنمونه دسترس می

ها در مطالعات ترین ریزنمونهفلس که از مرسوم

ریزازدیادی لاله واژگون است دارای آلودگی خارجی و 

بوده و در هنگام داخلی بسیار زیاد و تعداد محدود 

برداشت موجب از بین رفتن گیاه مادری این گونه در 

معرض انقراض خواهد شد. با این وجود، در صورت 

بودن غلبه کامل بر آلودگی و یا در دسترس

های استریل که از طریق کشت بافت حاصل ریزنمونه

شوند، از سرعت تکثیر و اندازه مناسبی برخوردار 

های بذری با تعداد زیاد در هباشند. اما ریزنمونمی

دهی بهتر به دسترس بوده، آلودگی بسیار کمتر و پاسخ

گونه آسیبی های رشد داشته و هیجکنندهانواع تنظیم

ها در کنند. این ریزنمونهبه گیاه مادری وارد نمی

صورت در اختیار داشتن زمان کافی از جانب 

های متعدد در جهت رشد و واکشتپژوهشگر، به

 تری خواهندهای مناسبهای مناسب، ریزنمونهیطمح

بود. با توجه به اینکه پژوهش حاضر از نخستین 

 F. raddeanaمطالعات ریزازدیادی انجام گرفته روی 

باشد. القای پینه و است دارای اهمیت بسیاری می

باززایی آن، نخستین قدم در حفاظت و تکثیر 

له واژگون ای این گونه رو به انقراض لاشیشهدرون

تر در این تواند آغازگر مطالعات گستردهاست که می

 گونه ارزشمند بومی باشد. 
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