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 چکیده

باشی.   کروبی در طیی دور  کشیت وابهیته میی    دار، به میزان کنترل آلودگی میموفقیت در تکنیک کشت بافت، به خصوص در رابطه با گیاهان سوخ
میانی  توان. به کنترل آلودگی میکروبی و به دنبال آن، افزایش درص. زن. های مختلف میکشاعمال تیمارهای مختلف نظیر تیمار گرمایی و کاربرد قارچ

ی گییا   اشیه یشبنومیل بر کاهش آلیودگی کشیت درون    شکقارچها کمک نمای.  لذا پژوهش حاضر با ه.ف بررسی اثر تیمار گرمایی و کاربرد ریزنمونه
اعمال و  ،(یک و دو در هزار) کش بنومیل در محیط کشتغلظت قارچ عامل شامل 2 با تصادفیکاملا  طرح قالب در فاکتوریل آزمایش نرگس، به صورت

به م.ت یک ساعت اسیتااد    گرادیسانتدرجه  54ایی از آب گرم به منظور اعمال تیمار گرم  انجام ش. تکرار 10 با( سطح 2) یا ع.م اعمال تیمار گرمایی
گرم در لیتر( برای کشت ریزنمونیه میلی 2/0) NAAدر لیتر( و  گرمیلیم 1) BAهای رش. کنن. تکمیل ش.  با تنظیم MSگردی.  از محیط کشت پایه 

ن درص. آلودگی در شرایط اعمال تیمار گرمایی و کاربرد دو گرم در لیتر های فلس جاتی استااد  ش.  نتایج پژوهش حاضر نشان داد با وجود آنکه کمتری
ها نیز در این تیمار مشاه.  ش. که منجر به کاهش پتانهیل باززایی ریزنمونیه ای ش.ن ریزنمونهبنومیل حاصل ش.، ولی با این حال بیشترین درص. قهو 

ها، ع.م اعمال تیمار گرمایی و کاربرد محیط کشت حاوی ییک  ایی و درص. آلودگی ریزنمونهای ش.ن، درص. باززها ش.  لذا با در نظر گرفتن درص. قهو 
 گردد های فلس جاتی گیا  نرگس توصیه میکش بنومیل جهت کشت ریزنمونهگرم در لیتر قارچ
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  1 مقدمه

های میکروبی در کشت بافیت گییاهی   آلودگی پیشگیری و کنترل
شیود  آلیودگی ایجیاد    برای موفقیت کار از عوامل حیاتی محهوب می

ترین عوامل از بین رفتن گیاهیان  ها از مهمش.  توسط میکروارگانیهم
شون.  از جمله ایین  ای محهوب میکشت ش.  در شرایط درون شیشه

(  ایین  4باشین. ) هیا میی  بیک ها و جلها، قارچها باکتریمیکروارگانیهم
کننی. و  ها با گیاهان کشت ش.  بر سر تغذیه رقابت میمیکروارگانیهم

با افزایش تراکم و تولی. ترکیبات سمی سیبب افیزایش میر  و مییر،     
دهی و به طیور  زایی و ریشهنوسان در رش.، نکروز بافت، کاهش شاخه

رشی.  کلی سیبب کیاهش بیازد  تولیی. و حتیی بازدارنی.گی کامیل از        
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DOI: 10.22067/jhorts4.v0i0.64767 

(  ض.عاونی ریزنمونه یکی از مراحل بهیار مهیم  22و  9، 8گردن. )می
هییای باکتریییایی و قییارری بییر روی  در جلییوگیری از شیییوو آلییودگی

باش.  بیه همیین علیت بهبیود     ها طی مراحل کشت بافت میریزنمونه
ها و تحقیی  در رابطیه بیا شیرایط ضی.عاونی در کشیت درون       روش
ای برخوردار است  در واقع، موفقییت  حظهای از اهمیت قابل ملاشیشه

های کشت بافت گیاهی وابهته به ض.عاونی ریزنمونه اسیت  پروتوکل
(  طی انجام ض.عاونی، مواد زن.  گیاهی نبای. فعالیت زیهتی خود 22)

را از دست دهن. و تنها بای. آلودگی حذف گردد  بنابراین بایی. غلظیت   
تیمارهای میورد نظیر بیه طیور     مواد مورد استااد  و م.ت زمان اعمال 

هیایی نظییر   انی.ام  ( 9متعادل با توجه به نوو ریزنمونه تعییین گیردد )  
گردن.، علائیم شی.ی.   ریزوم، استولون و سوخ که زیر خاک تشکیل می

کیه بیا    (،14)دهن. آلودگی را طی مراحل کشت بافت از خود نشان می
کننی.  و ییا   های بالای مواد ضی.عاونی اعمال تیمارهایی نظیر غلظت

توان علائم آلیودگی را  افزایش م.ت زمان اعمال تیمار ض.عاونی، می
با این حال با اعمال رنیین تیمارهیایی، گیاهی     تا ح.ودی کاهش داد 

ده. کیه  گردد که نشان میاوقات آلودگی در سطح بالایی مشاه.  می
های عامل آلودگی ب.ون بروز هیچگونه علائم ظاهری، در داخیل  قارچ
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های گیاهی قرار دارن. که پس از کشت، این علائیم ظیاهر میی   بافت
هیای دیگیر نظییر    رسی. کیه روش  شون.  بنابراین ضروری به نظر می

هیا نییز میورد    اعمال تیمار حرارتی جهت کنترل آلودگی داخلیی بافیت  
 ( 13بررسی قرار گیرد )

 نیی مختلیف ا  یهیا نرگس از قهیمت  ایشیشهدرونکشت  جهت
 زنمونیه یر نی  اما بهتر(11) استااد  ش.  است نمونهزیبه عنوان ر ا یگ

بیا  باشی.   یمی  سوخقطعات کورک برش خورد   ای یقطعات فلس جات
 لیتشک نیزم ریکه ز ییهاارگان ایها بافت یکروبیم یآلودگاین حال، 

 ایشیشیه درونکشت  یبرا یمشکل ج. کی( هاسوخشون. )مانن. یم
بیا   یسطح یض.عاون .یش. یمارهایت   با استااد  از(20) باش.یآنها م

کیش،  قارچ یکشت حاو طحیم ایو  میس. تیپوکلریه ایکمک اتانول 
از آنجیایی کیه آلیودگی     ( 6)حذف کیرد  تا ح.ودی را  یتوان آلودگیم

موانع تکثیر این گیا  از  یکی ای نرگس،شیشهطی شرایط کشت درون
ها کشت یتمام یگاه ایو  یرفتن تع.اد نیباعث از ب وباش. یم زینتی

 یکیاهش آلیودگ   ایی حیذف و   گیردد، لیذا ایین تحقیی  بیا هی.ف      یم
سیازی شیرایط کشیت درون    به منظور بهینهنرگس  ا یگهای ریزنمونه

 ای این گیا  زینتی انجام ش. شیشه

 

 هامواد و روش

 جهیاد  گرو  بیوتکنولو ی گیاهان زینتی آزمایشگا  این پژوهش در
 Narcissus)خ نیرگس شیهلا،   سیو   شی.  انجیام  مشیه.  دانشیگاهی 

tazetta L.) ای های هوایی گیا ، از گلخانهبع. از خشک ش.ن قهمت
آوری گردی.  پس از انتقال به آزمایشگا ، بیه  در شهرستان کاشمر جمع

هیای آسییب دیی.  و آلیود      منظور ض.عاونی مواد گیاهی، ابت.ا فلیس 
 رن. و اریج آب زیر دقیقه 30 م.ت به هاحذف گردی.ن. و سپس سوخ

 همچنیین  و گیرد و غبیار   تا ش.ن. داد  شهتشو رایج شوین. مایع قطر 
بیه منظیور اعمیال تیمیار       گیردد  برطیرف  آن سطح از دیگر زائ. مواد

ها به دو گرو  تقهیم ش.ن.  در گیرو   حرارتی، پس از این مرحله سوخ
 54اول، تیمار حرارتی اعمال نگردیی. و در گیرو  دوم تیمیار حرارتیی     

میاری  به م.ت یک ساعت با استااد  از دسیتگا  بین   گرادیسانته درج
درصی. بیه می.ت ییک      70اعمال گردی.  پس از این مرحله، از اتانول 

گردی. و پس از های باکتریایی استااد  دقیقه برای از بین بردن آلودگی
ها به زیر هود لامینیار و آبکشیی بیا آب مقطیر     انتقال بشر حاوی سوخ

درصی.   5/1های قارری از محلیول  از بین بردن آلودگیاستریل، برای 
 کیاهش  منظیور  دقیقه استااد  ش.  بیه  30س.یم به م.ت  هیپوکلریت

 ،کننی.  یضی.عاون  ماد  و سوخ تماس سطح افزایش و سطحی کِشش
 محلییول بییه 20 تییوئین قطییر  3 تییا 2 محلییول، حجییم بییه بهییته

 بهبیود  رمنظیو  بیه  و ض.عاونی م.ت طی  ش. اضافه کنن. ض.عاونی
 پاییان  در  شی.  داد  تکیان  دست با محلول ،گن.زدا ماد  با گیا  تماس
 لامینیار  هود زیر در استریل شرایط تحت هاریزنمونه ض.عاونی، م.ت

 اسیتریل  مقطیر آب بیا  دقیقیه  15 و 10 ،5 زمیانی  هایباز  در مرتبه 3
 روی دییش  پتیری  داخل ها درسوخ شهتشو، از گردی.ن.  پس آبکشی
 در ها کیه های خارجی سوخفلس  ش.ن. داد  قرار استریل، فیصا کاغذ
 از اسیتااد   هیا بیا  سیوخ  و ج.ا بودن.، دی.  آسیب گن.زدا ماد  با مواجه

شی.ن.،   داد  مهاوی بیرش  صورت شعاعی به هشت قطعه به اسکالپل
 سیپس   بیود  صاحه پایگیاهی  بخشی از دارای قطعه هر که به طوری

(، بیه  1شی.ن. )شیکل    تقهیم جاتی یهافلس به خورد  برش قطعات
پیس از    ع.د ریزنمونه فلس جاتی ب.ست آم. 32 طوریکه از هر سوخ
ها با استااد  از یک پنس استریل در روی محییط  این مرحله، ریزنمونه

کشت انتقال داد  ش.ن. و با آرایش افقی روی محییط کشیت اسیتقرار    
رب ظروف کشت ها در محیط کشت، دیافتن.  پس از استقرار ریزنمونه

 ( 14توسط فویل آلومینومی بهته ش. )
 

 
 های فلس جفتی نرگسریزنمونه -1شکل 

Figure 1- Narcissus twin scale explants 

 
هیای  کننی.  ( تکمیل ش.  با تنظییم 17) MSاز محیط کشت پایه 

گیرم در لیتیر(   میلیی  2/0) NAAگیرم در لیتیر( و   میلیی  1) BAرش. 
کیش در محییط کشیت بیر     اثر غلظت قارچ استااد  ش.  جهت بررسی

کش بنومییل بیا غلظیت ییک در     کنترل آلودگی شرایط کشت، از قارچ
کش مورد نظیر بیا   هزار و دو در هزار استااد  گردی.  ب.ین منظور قارچ

 دمیای  در دقیقیه  15 می.ت  غلظت مشخص تهیه گردی. و ج.اگانه به
لامینار به محیط  گردی.ن. و در زیر هود اتوکلاو گرادسانتی درجه 121

گرم در لیتر  30کشت افزود  ش.ن.  همچنین در محیط کشت یاد ش.  
ساکارز به عنوان منبع کربوهی.رات و هشت گیرم در لیتیر آگیار بیرای     

 pHجام. کردن محیط کشت به کار برد  ش.  قبیل از افیزودن آگیار،    
 15 می.ت  به هاکشت تنظیم ش. و سپس محیط 7/5محیط کشت در 

ش.ن. و پس از افیزودن   اتوکلاو گرادسانتی درجه 121 دمای در دقیقه
 از گردی.ن.  پیس  توزیع لیترمیلی 15 میزان به هاییویال کش، درقارچ

 2500-3000) روشنایی ساعت 16 نوری شرایط به هاریزنمونه کشت،
 گذشت از پس  ش.ن. منتقل گرادسانتی درجه 25±1 دمای در( لوکس

هیای تشیکیل شی. ،    تعی.اد سیوخک  ) هاونهریزنم العملعکس روز 30
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ها، درص. آلیودگی باکترییایی، درصی. آلیودگی     درص. باززایی ریزنمونه
  قیرار گرفیت   ارزییابی  مورد( ای ش. های قهو قارری، درص. ریزنمونه

 فاکتوریل آزمایش به صورت تصادفیکاملا  طرح قالب در آزمایش این
 2) ر محیط کشیت دمیل کش بنوغلظت قارچ عامل، شامل 2 با( 2×2)

 تکیرار  10 بیا  ،(سیطح  2) اعمال و یا ع.م اعمال تیمار گرمایی ،(سطح
 تحلییل  و و تجزییه  Excel برنامیه  در هیا داد  سیازی آماد   انجام ش.

 مییانگین  مقایهیه   شی.  انجیام  JMP-8 افیزار نیرم  از استااد  با هاداد 
 از برنامیه و در نهاییت بیا اسیتااد      شی.  انجام LSD آزمون با تیمارها
Excel  .نمودارهای مربوط به آنها رسم گردی 

 

 نتایج و بحث

ها نشان داد کیه اثیر غلظیت    نتایج حاصل از تجزیه واریانس داد 
بنومیل و تیمار گرمایی و اثرات متقابل آنها بر درص. باززایی ریزنمونیه 

(  افزایش غلظت بنومیل در محییط کشیت و   1دار بود )ج.ول ها معنی
ها داشت، مال تیمار گرمایی تاثیر منای بر باززایی ریزنمونههمچنین اع

در ریزنمونیه ( درصی.  93میانگین این صیات )  نیشتریببه طوری که 
های کشت ش.  در محیط کشت حاوی یک گیرم در لیتیر بنومییل و    
شرایط ع.م اعمال تیمار گرمایی حاصل ش.  در حالی که کاربرد تیمیار  

ت حاوی دو گرم در لیتر بنومیل منجیر  گرمایی و استااد  از محیط کش
 ( 2ها گردی. )شکل ( در ریزنمونهدرص. 32درص. باززایی ) نیکمتربه 

 
  یاشهیکشت درون ش یکنترل آلودگبر و تیمار گرمایی  کشغلظت قارچ اثر )میانگین مربعات( واریانس تجزیه -1جدول 

 نرگس یفلس جفت

Table 1- ANOVA (Mean Square) of fungicide concentration and heat treatment on  contamination control of Narcissus tazetta 

twin scale explants in vitro 

 منبع تغییرات
S.O.V 

درجه 

 آزادي
df 

 تعداد پیازچه
Bulblet 

number 

 قطر پیازچه
Bulblet 

diameter 

 قهوه اي شدن
Browning  

(%) 

 آلودگي
Contamination (%) 

 ززایيبا
Regeneration  

(%) 

 کشغلظت قارچ

 Benomyl concentration 
(A)  

1 1.22 ns ns
0.001  5487.31 ** 1775.55 ** 5487.31 ** 

 تیمار گرمائی 

Heat treatment (B) 
1 4.90 ** 0.009 ns 14231.76 ** 381.30 ** 14231.76 ** 

 B× A  1 0.62 ns 0.001 ns 752.56 ** 2333.25 ** 752.56 ** 

 Error 36 0.698 0.009 15.34 13.35 15.34خطا 

 دار در سطح احتمال یک درصد، پنج درصد و عدم معنی دار.به ترتیب معنی ns**، * و 
**, * and ns: significant at 1%, 5% and non-significant, respectively. 

 
داد  ها نشانای ش.ن ریزنمونهاز سوی دیگر محاسبه درص. قهو  

بود  اعمال تیمار گرمیایی و   داریمعنکه تاثیر تیمارها بر این صات نیز 
کاربرد بنومیل با غلظت دو گرم در لیتیر، تیاثیر شی.ی.ی بیر افیزایش      

مییانگین در ایین    نیشیتر یبها داشیت و  ای ش.ن ریزنمونهدرص. قهو 
 تیمار حاصل ش.، در صورتی که ع.م کاربرد تیمیار گرمیایی و کیاهش   

ومیل در محیط کشت بیه مییزان ییک گیرم در لیتیر باعیث       غلظت بن
 (  3 ها گردی. )شکلای ش.ن ریزنمونهمیزان قهو  کاهش

بر اساس نتایج به دست آم.  اثر تیمار گرمایی بر تعی.اد سیوخک   
ثیر أبود، به طوری که کیاربرد تیمیار گرمیایی تی     داریمعنباززایی ش.  

درص.ی  25اعث کاهش منای بر تع.اد سوخک باززایی ش.  داشت و ب
این صات در مقایهه با شرایط ع.م اعمال تیمار گرمایی ش.  در واقیع  

یاب. کیه  ها کاهش میبا اعمال تیمار گرمایی پتانهیل باززایی ریزنمونه
درص.ی تع.اد سوخک باززایی ش.  میی  27در نتیجه منجر به کاهش 

ان داد باززایی شی.  نشی   هایگیری قطر سوخک(  ان.از 4گردد )شکل 
داری بر این صات ن.اشت ولی با این حال ثیر معنیأکه تیمار گرمایی ت

ی قطیورتر های به نهبت در شرایط ع.م اعمال تیمار گرمایی، سوخک
 ب(  -6و شکل  5متر( تشکیل گردی. )شکل میلی 72/0)با قطر 

میییزان مقاومییت گیییا  بییه تیمییار گرمییایی، بهییتگی بییه شییرایط  
ان.از  و محتوای رطوبیت گییا ، قی.رت رشی.،      فیزیولو یکی گیا  نظیر

های خارجی، میزان درجه حرارت در هنگام رشی.، سیطح   وضعیت لایه
رکود و خواب، سن و ساختار  نتیکی گیا  دارد  در پژوهش انجام ش.  

درجیه   45روی گیا  لیلیوم مشخص گردی. که اعمیال تیمیار گرمیایی    
خیر در أ.ن و تی ای شی گراد به م.ت ییک سیاعت، باعیث قهیو     سانتی

ثیر منایی بیر   أها گردی.  همچنین اعمال این تیمار تی باززایی ریزنمونه
ها نییز بیه   یی ریزنمونهباززا درص.تع.اد سوخک باززایی ش.  داشت و 

 40که اعمال تیمارهای گرمایی کاهش یافت، درحالی درص. 25میزان 
ن.اشت  هانهزنمویرثیر منای بر میزان باززایی أگراد تدرجه سانتی 44تا 
(  لذا انتخاب دمای مناسب با توجیه بیه مییزان حهاسییت بافیت      15)

 ای دارد گیاهی جهت انتخاب صحیح تیمار گرمایی اهمیت ویژ 

باشی.،  درص. آلودگی که شامل آلیودگی باکترییایی و قیارری میی    
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گردد  نتایج من.رج در شکل پارامتر مهمی در این پژوهش محهوب می
های فلس جاتی کشت ش.  در محیط ر ریزنمونهده. که دنشان می 7

گرم در لیتر بنومیل و اعمال تیمار گرمیایی، بیشیترین    1کشت حاوی 
 14درص. آلیودگی قیارری و    21درص. آلودگی مشاه.  ش. که شامل 

ی بیا سیایر تیمارهیا    داریمعنی درص. آلودگی باکتریایی بیود و تایاوت   

( در شیرایط  درصی.  7درصی. آلیودگی )   نیکمترداشت  از سوی دیگر، 
گیرم در لیتیر بنومییل     2اعمال تیمار گرمایی و محیط کشیت حیاوی   

های یک و دو گرم در لیتر بنومیل در حاصل ش.  همچنین بین غلظت
 داری مشاه.  نگردی. شرایط ع.م اعمال تیمار گرمایی اختلاف معنی

 

 
 های فلس جفتی نرگسدرصد باززایی ریزنمونه کش در محیط کشت برغلظت قارچ ×تیمار گرمایی متقابل اثر  -2شکل 

Figure 2- Interaction effects of heat treatment ×fungicide concentration on regeneration (%) of Narcissus twin scale explants. 

(LSD, p≤0.05) 

 

 
 های فلس جفتی نرگسشدن ریزنمونه ایکش در محیط کشت بر درصد قهوهغلظت قارچ×تیمار گرماییمتقابل اثر  -3شکل 

Figure 3- Interaction effect of heat treatment ×fungicide concentration on browning (%) of Narcissus twin scale explants. 

(LSD, p≤0.05) 
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 ب الف

 
 های فلس جفتی نرگساثر تیمار گرمایی بر تعداد سوخک باززایی شده ریزنمونه -4 شکل

Figure 4- Effect of heat treatment on regenerated bulblet number of Narcissus twin scale explants. (LSD, p≤0.05) 
 

 
 های فلس جفتی نرگساثر تیمار گرمایی بر قطر سوخک باززایی شده ریزنمونه -5شکل 

Figure 5- Effect of heat treatment on regenerated bulblet diameter of Narcissus twin scale explants. (LSD, p≤0.05) 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 طیشرا در یجفت فلس زنمونهیر از شده لیتشک یهاسوخک: ب نرگس، یجفت فلس یهازنمونهیاز ر سوخک لیتشک هیاول مراحل: الف -6 شکل

 ییگرما ماریت اعمال عدم

Figure 6- A: Early stages of bulblet formation from Narcissus twin scale explants. B: Bulblet formation from Narcissus twin 

scale explants, in the absence of heat treatments. (LSD, p≤0.05) 
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 های فلس جفتی نرگسکش در محیط کشت بر درصد آلودگی ریزنمونهغلظت قارچ ×تیمار گرمایی متقابل اثر  -7شکل 

Figure 7- Interaction effect of heat treatment ×fungicide concentration on contamination (%) of Narcissus twin scale 

explants. (LSD, p≤0.05) 

 
توانی. بیه   هیا میی  کیش دهن. که کاربرد قیارچ ها نشان میپژوهش

(، و بیر  18و  7کنترل آلودگی در شرایط کشیت بافیت کمیک نمایی. )    
ترین تیمار در مقابل آلودگی قیارری،  ثرؤاساس تحقیقات انجام ش. ، م

کیش، جیزو   کیه ایین قیارچ   (  از آنجیایی 1باشی. ) کش بنومیل میقارچ
های گردد، لذا جهت حذف قارچهای سیهتمیک محهوب میکشقارچ

( گیزارش نمیود اسیتااد  از    21(  اسیمیت ) 16باشی. ) داخلی مای. میی 
ل از کشیت  ( قبدرص. 5/0کش )نظیر بنومیل با غلظت تیمارهای قارچ

توان. به کیاهش آلیودگی قیارری کمیک نمایی.  آلتیان و       ها، مینمونه
( از تیمارهای شییمیایی مختلایی بیرای کنتیرل آلیودگی      3همکاران )

ای لیلییوم اسیتااد  کردنی. و بهتیرین     میکروبی در کشت درون شیشه
گرم در لیتر بنومیل به همیرا   میلی 100پاسخ را پس از اعمال ترکیب 

دقیقیه مشیاه.  نمودنی.      30گرم در لیتر نیهتاتین به م.ت لیمی 100
( و آلین و همکیاران   5گیلواری )نتایج مشابهی نیز توسط بارنت و مک

( نشیان دادنی. کیاربرد    10( گزارش ش.  است  هال.من و همکاران )2)
حاوی یک گرم در لیتر بنومیل باعث حیذف کامیل    MSمحیط کشت 

کاملیا گردی.  در محلول آبی، بنومیل بیه  های گیا  آلودگی از ریزنمونه
بنزیمی.ازول کاربامات و بوتیل ایزوسیانات شکهته -2دو ترکیب متیل 

(  مکیانیزم عمیل   19باشن. )شود که هر دو در مقابل قارچ موثر میمی
و یا فراین.های مرتبط  DNAبنومیل از طری  جلوگیری ش.ی. از سنتز 

 ( 23و  19باش. )ها میبا تقهیم سلولی قارچ
توانی. در  ده. که کاربرد تیمار گرمایی نییز میی  مطالعات نشان می

ای میوثر باشی.   کنترل آلودگی میکروبی در شرایط کشت درون شیشیه 
(  در پژوهش انجام ش.  روی گیا  لیلییوم مشیخص گردیی.    15و  13)

هیای  که در شرایط ع.م اعمال تیمار گرمایی، میزان آلودگی ریزنمونیه 

گراد درجه سانتی 42بود و اعمال تیمار گرمایی  درص. 50فلهی ح.ود 
به م.ت یک ساعت، تاثیر بهیار مطلوبی بر کاهش مییزان آلیودگی در   

های گیا  نیرگس  (  در رابطه با ریزنمونه15شرایط کشت بافت داشت )
گراد باعیث کیاهش آلیودگی    درجه سانتی 54نیز، اعمال تیمار گرمایی 

(  گیاهی  13گردیی. )  درصی.  5بیه   درصی.  60تا  40ها از داخلی بافت
یابی.  در  اوقات بع. از اعمال تیمار گرمایی، میزان آلودگی افزایش میی 
درجیه   44رابطه با گیا  لیلیوم، با اعمال ییک سیاعت تیمیار گرمیایی     

گراد درجه سانتی 42گراد، میزان آلودگی نهبت به تیمار گرمایی سانتی
تیمار دمایی بالا، به علیت آسییب   افزایش یافت  در واقع بع. از اعمال 

های باقی مان.  ممکن اسیت بیه آسیانی از بافیت آزاد     ها، پاتو نبافت
های موجود در بافت را فعیال  گردن.  همچنین دمای بالا، اسپور پاتو ن

(  بیا توجیه بیه    15گیردد ) کرد  و در نتیجه باعث افزایش آلودگی میی 
ر تیمیار گرمیایی بیر روی    ثیأاینکه مطالعات انجام ش.  در رابطه بیا تی  

تیا   1914هیای  ها، مح.ود بیه سیال  کاهش آلودگی میکروبی ریزنمونه
(، لذا رنین به 15و  12باش. و پس از آن متوقف ش.  است )می 1997

رس. که اعمال ایین تیمیار جهیت کنتیرل آلیودگی میکروبیی       نظر می
اعیث  کارایی لازم را ن.ارد  در پژوهش حاضر نیز اعمال تیمار گرمایی ب

هیا کیاهش   های فلس گردی. و درص. باززایی ریزنمونیه آسیب به بافت
 یافت 

 

 گیرینتیجه

کنترل آلودگی قارری و باکتریایی، به خصوص در رابطه با گیاهان 
باشن.، یکی از مراحیل  دار که در تماس مهتقیم با بهتر کشت میسوخ
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 باشی.  اعمیال تیمارهیای   ای میی اساسی در شرایط کشت درون شیشه
هیا نظییر بنومییل در    کشمختلف از جمله تیمار گرمایی و کاربرد قارچ

توان. به کنترل آلودگی میکروبی سوخ نیرگس شیهلا   محیط کشت می
ثیر منایی  أتوان. تکمک نماین.  با این حال اعمال رنین تیمارهایی می

ها داشته باش.، لذا انتخاب تیمار مناسب به بر پتانهیل باززایی ریزنمونه
که باعیث کنتیرل آلیودگی میکروبیی و از سیوی دیگیر حای          نحوی

باش.  نتایج پژوهش ها گردد، حائز اهمیت میپتانهیل باززایی ریزنمونه
حاضر نشان داد با وجود آنکه کمترین درص. آلودگی در شرایط اعمیال  

تیمار گرمایی و کاربرد دو گرم در لیتر بنومیل حاصل ش.، ولی بیا ایین   
هیا نییز در ایین تیمیار     ای شی.ن ریزنمونیه  قهیو  حال بیشترین درص. 

ها ش.  لذا با مشاه.  ش. که منجر به کاهش پتانهیل باززایی ریزنمونه
ای ش.ن، درص. بیاززایی و درصی. آلیودگی    در نظر گرفتن درص. قهو 

ها، ع.م اعمال تیمار گرمایی و کاربرد محییط کشیت حیاوی    ریزنمونه
هیای فلیس   کشت ریزنمونیه  کش بنومیل جهتیک گرم در لیتر قارچ
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Introduction: Success in tissue culture technique, especially in bulbous plants, depends on the microbial 

contamination control during in vitro culture. Applying different treatments, such as heat treatment and usage of 

fungicides, can control the microbial contamination and consequently increase the percentage of explant survival.  

Materials and Methods: This study aimed to investigate the effect of heat treatment and fungicide on reducing the 

contamination during in vitro culture of narcissus. So, an experiment was done as a factorial experiment in a completely 

randomized design with two factors, including benomyl concentration in the medium (1 and 2 g/l) and heat treatments 

(two levels, with and without heat treatment), with 10 replications. In order to sterilizing the plant materials, damaged 

and infected scales were removed firstly and then bulbs were washed for 30 minutes with running tab water and a few 

drops of dishwashing liquid. For applying heat treatment, bulbs were divided into two groups. In the first group, heat 

treatment was not applied and in the second group heat treatment 54 °C was applied for one hour using water bath. 

After this step, bulbs surface were sterilized by dipping in 70% ethanol for one minute and rinsed with sterile distilled 

water, followed by immersing in 1.5% sodium hypochlorite solution for 30 min. After sterilization with sodium 

hypochlorite solution, bulbs were washed three times with sterile distilled water under laminar air flow hood. After 

sterilization step, bulbs were cut into 32 twin scales explants and cultured in MS medium supplemented with 1 mg/l BA 

and 0.2 mg/l NAA + benomyl (1 or 2 g/l). After 30 days, the response of explants (number of produced bulbs, 

percentage of explant survival, percentage of bacterial contamination, percentage of fungal contamination, percentage 

of browning) was evaluated. Data preparation was done in the Excel program and data analysis was done using JMP-8 

software. Mean comparison of the treatments was done by LSD test and finally the charts were drawn using the Excel 

program. 

Results and Discussion: The results showed that increasing the concentration of benomyl in the medium and 

applying heat treatment had negative effect on regeneration potential of explants, so that the maximum regeneration 

mean were observed when heat treatment was not applied for explants and medium contains 1 g/l benomyl. Using the 

heat treatment and application of 2 g/l benomyl in the medium leads to the lowest regeneration amount. On the other 

hand, evaluating the browning percentage of explants showed that the effect of treatments was significant in this trait. 

Applying the heat treatment and using 2 g/l benomyl in the medium had severe effect on the increasing of explant 

browning and the maximum mean was observed in this treatment. But reducing the benomyl concentration in the 

medium and none application of heat treatment caused the lowest amount of explant browning. Contamination 

percentage that includes bacterial and fungal contamination is an important parameter in this study. Explants that 

cultured in the medium containing 1 g/l benomyl and applying heat treatment showed the highest contamination 

percentage, which contains 21% fungal and 14% bacterial contamination. The lowest percentage of contamination was 

observed when heat treatment applied and medium contains 2 g/l benomyl. However, this treatment caused the highest 

percentage of explant browning that lead to reduction of explants regeneration potential. Researches showed that the use 

of fungicides can help to control tissue culture contamination and according to previous studies, benomyl is the most 

effective treatment against fungal infection. As benomyl is considered as a systemic fungicide, so it is useful to 

eliminate the internal fungus. On the other hand, there are some reports about the positive effect of heat treatment on the 

control of tissue culture contamination. As regards this investigations were done in 1914 to 1997 and then stopped, so it 

seems that application of this treatment had no sufficient efficiency for contamination control during in vitro condition.  
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Conclusion: Therefore, by considering the browning, regeneration and contamination percentage, non-application 

of heat treatment and usage of 1g/l benomyl fungicide in the medium for in vitro culture of Narcissus twin scales 

explants is recommended. 
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