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Introduction 

 Success in tissue culture technique, especially in bulbous plants, depends on the microbial 

contamination control during in vitro culture. Decontamination is considered as a 

fundamental challenge in the technique of cell, tissue and plant organ culture. Although there 

are various methods for this purpose, the development of disinfection methods specific to 

each species is considered an important factor in the establishment and success of the tissue 

culture system. Applying different treatments can control the microbial contamination and 

consequently increase the percentage of explant survival. 

Materials and Methods 

 This study aimed to investigate the effect of time and different concentrations of sodium 

hypochlorite, carbendazim fungicide and mercuric chloride in inhibiting the contamination 

of inverted tulip bulbs (Fritillaria spp.) in tissue culture environment. So, an experiment was 

done as a completely randomized design at four replications in the biotechnology laboratory 

of Zanjan University during 2023. The experimental treatments consisted of 0.1% fungicide 

at different times (30, 25, 35 and 40 minutes), 5 levels of sodium hypochlorite (0,1, 1.5, 2, 

2.5 and 3%) at different times (7, 9, 10, 12 and 15 minutes), 70% Ethanol at two different 

times (0,60 and 90 seconds) and mercury chloride (0,0.1 and 0.2%). Bulbs that collected from 

nature were transferred to the Biotechnology Laboratory of the Faculty of Agriculture, 

Department of Horticulture, Zanjan University and kept them in the refrigerator at 4°C for 

two weeks. After this period of time, the bulbs were washed with detergent and then remained 

in water for 30 minutes. Then they were disinfected by using the above-mentioned 

treatments: It should be noted that at the end of each step, Fritillaria bulbs were washed with 

sterile distilled water. Also, after the end of the disinfection treatments, the desired explants 

were cultured in MS basic culture medium. The statistical analysis of this experiment was 

carried out using SAS software, version 9.1. The differences between mean values were 

compared using Duncan’s multiple range test method at the 5% significant level (p < 0.05). 

Results and Discussion 

 The results of the present study showed that, despite of the fact that the lowest percentages 

of contamination were achieved in 40 minutes of carbendazim fungicide, 70% alcohol in 90 

seconds, 3% concentration and 15 minutes of sodium hypochlorite and 0.2% mercury 

chloride concentration. But the survival rate of explants decreased to the lowest level and 

caused the explants to turn brown. According to the results, the best treatment with 80% 

decontamination and high survival rate were: 30 minutes of fungicide, 60 seconds of 70% 



 

 

alcohol, 2% and 2.5% sodium hypochlorite (for 12 and 10 minutes respectively) and 0.1% 

mercuric chloride for 7 minutes. Therefore, it is suggested to use the mentioned treatments 

for in vitro cultivation conditions to reduce the contamination and micropropagation of 

Fritillaria Spp. bulbs. 
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 چکیده

رود. با اینکه روشعنوان یک چالش اساسی در تکنیک کشت سلول، بافت و اندام گیاهی به شمار میرفع آلودگی به

های ضدعفونی مختص هر گونه یک عامل مهم در استقرار های مختلفی برای این منظور وجود دارد اما توسعه روش

های مختلف زمان و غلظتتاثیر بررسی منظور لذا پژوهش حاضر به .رودو موفقیت سیستم کشت بافت به شمار می

در ( .Fritillaria spp) لاله واژگون یپیازها آلودگیدر مهار و کلرید جیوه کاربندازیم  کشسدیم، قارچ تهیپوکلری

ارهای آزمایش تیمشد.  اجراصورت طرح کاملا تصادفی در آزمایشگاه بیوتکنولوژی دانشگاه زنجان به محیط کشت بافت

 ،1 ، صفر) سدیم تسطح هیپوکلری 5 (،دقیقه 40و  35، 30،25، صفر)های مختلف در زمان درصد 1/0کش قارچ شامل

 60،  صفربا زمان ) درصد 70الکل (، دقیقه 15و  12، 10، 9، 7،  صفرهای مختلف )( در زماندرصد 3و  5/2، 2 ،5/1

 دکه کمترین درصنیانتایج پژوهش حاضر نشان داد با وجود  .بود (درصد 2/0و  1/0 ،صفر )یوه ج کلرید ( وثانیه 90و 

دقیقه  15درصد و زمان  3، غلظت ثانیه 90 درصد در زمان 70کش کاربندازیم، الکل دقیقه قارچ 40در زمان آلودگی 

ها به کمترین میزان کاهش مانی ریزنمونهجیوه حاصل شد، اما میزان زنده کلرید درصد 2/0سدیم و غلظت  تهیپوکلری

مانی و درصد زنده درصد 80 ودگیبهترین تیمار با رفع آل طبق نتایج حاصل، ها شد.ریزنمونه نای شدیافت و باعث قهوه

 12ترتیب به مدت به درصد 5/2و  2سدیم  تهیپوکلری، درصد 70الکل  ثانیه 60کش، زمان دقیقه قارچ 30بالا، زمان 

درون کشت لذا استفاده از تیمارهای ذکر شده در شرایط . دقیقه بود 7 درصد به مدت 1/0کلرید جیوه دقیقه و  10و 

 گردد.می پیشنهادپیازهای گیاه لاله واژگون  ریزازدیادیآلودگی و  کاهشجهت  ،ایشیشه

 ریزازدیادیای، کلرید جیوه، گندزدایی، انقراض، درون شیشه ها:کلید واژه

  



 

 

 مقدمه

 دارایو  علفی غالباً گیاهانی شامل تیره این بوده و Liliaceae خانواده در گیاهان زینتی موجود از یکی 1واژگون لاله

 آمریکایی کشورهای در بازار و دارد بالایی بازارپسندیها ناشی از واژگونی گل زیبایی دلیلبه واژگون لاله باشد.می پیاز

 لاله گیاه(. Mohammadi Deh-cheshmeh et al., 2008) دهندمی نشان گیاه این به خاصی توجه و اروپایی

 محیط حفاظت سازمان هایسیاست است. براساس اهمیت حائز نیز اکوتوریست جذب و زیبایی محیط لحاظ از واژگون

 با که رسدمی به نظر زیرا، دارند حفاظت به نیاز و شده قلمداد شناختی زیبایی عنصر و ژنتیکی ذخیره عنوانبه زیست

 رو روبه ییهاچالش با آینده در واژگون لاله بقای، پیاز و گل برداشت سازی،جاده متراکم، و محدود پراکنش به توجه

 (. Eslamzadeh et al., 2009) خواهد شد

، باشدمهمی می دارویی اثرات دارای آن در موجود شیمیایی بوده و ترکیباتنیز مراتع  سمی گیاهان جزو گیاه این

 درمان برای شیمیایی ترکیبات است. این گزارش شده آن برای گلیکوزیدی و آلکالوییدی ترکیبات وجود کهطوریبه

گیاه  گیرد. اینمی قرار استفاده مورد کبد کنندهپاك عنوانو نیز به لنفاوی سیستم هایبیماری روماتیسمی، دردهای

در (. Afifian, 2010) باشدمی پذیرامکان گلدانی صورت به آن و صادرات بوده دارا نیز را گلدانی تولید زینتی قابلیت

 ،آلودگیتولید گیاهان عاری از  تکثیر این گیاه زینتی و های معمولروش حال حاضر برای فایق آمدن بر مشکلات

ترین فلس سوخ از مرسوم .در این گیاه اهمیت زیادی پیدا کرده است ایدرون شیشههای کشت استفاده از روش

مواجه  لااواژگون است اما اغلب با آلودگی داخلی و خارجی قارچی و باکتریایی بسیار ب لالههای کشت بافت ریزنمونه

های مدیریت صحیح منابع ژنتیکی در این گونه، ضمن حفاظت از ذخایر ژنتیکی، منجر به استفاده از آن در برنامه. است

و ارائه محصولی جدید در سطح جهانی خواهد شد که این امر یکی از رموز موفقیت در گلکاری نوین در جهان  صلاحا

مزایای  ،های سنتی نیز با محدویت در ازدیاد مواجه هستنداز راهای این گونه گیاهان که باشد. تکثیر درون شیشهمی

 های طبیعی وها در رویشگاهها به علت برداشت گل و پیاز توسط گردشگران و چرای دامقابل توجهی دارد. این گونه

 (.Sadr et al., 2019) اندشدهزاد، از لحاظ اقلیم نیز دچار تهدید های درونانواع آلودگیخصوص هب

یکه م باشندو باکتریایی از مشکلات اساسی می های قارچیگیاهان پیازی، وجود آلودگیای شیشه درونکشت  رد

ترین عوامل های قارچی و باکتریایی از مهمآلودگیدهند. های تکثیری را تحت تأثیر قرار یی این نوع روشاکارد توان

توان . از جمله این عوامل می(Telem et al., 2016) باشندای میهای مختلف کشت درون شیشهساز در روشمشکل

 ،  Penicillium،Aspergillus ،Alternaria Pectobacterium یهاهای جنس باکتریبه قارچ

ErwiniaوRalstonia  ها برخی ترکیبات در تحقیقات مختلف مورد گیری از این نوع آلودگیوبرای جل. شاره نمودا

ریایی و باکتهای آلودگی برای کم کردن یا از بین بردنترکیبات این  رسد کاربردنظر می که بهاند بررسی قرارگرفته

 تواند میزان آلودگی را تحت تأثیر قرار داده و آن را کاهش دهدای میکشت درون شیشه ضد قارچی در محیط

                                                           
1 Fritillaria spp. 



 

 

(Mihaljević et al., 2013) .است که در ریزنمونه فلس، حتی در بهترین حالت، آلودگی  بررسی شده در آزمایشی

واژگون از موانع عدم موفقیت نسبی یا کامل در کشت  لالهدر  لا. آلودگی داخلی بسیار باشودکن نمیطور کامل ریشهبه

 قرارگیردهای هوایی مورد استفاده های جایگزین مانند اندامبافت این جنس است و محققین معتقدند باید ریزنمونه

(Gholami, 2007; Hamidoghli et al., 2015; Mohammadi Deh cheshmeh et al., 2007.) از  استفاده

ها است. برای گندزدایی سطحی عموما های ممکن برای کاهش این آلودگیکننده سطحی یکی از روشمواد ضدعفونی

ها نیز برای کنترل بیوتیکآنتی .شودجیوه استفاده می، هیپوکلریت کلسیم و کلریدوکلریت سدیمدرصد، هیپ 70از الکل 

شوند. این های داخلی معمولا چندین هفته بعد از کشت ظاهر میهای داخلی و خارجی موثر هستند. آلودگیآلودگی

 گذارندها تاثیر میسبز شدن ریز نمونه ها ممکن است از لحاظ ظاهری دیده نشوند، اما بر روی رشد، تقسیم وآلودگی

(Reed et al., 1995 .)کننده سطحی عمدتا همراه با هیپوکلریت سدیم استفاده عنوان یک ضدعفونیجیوه بهکلرید

جیوه نشان داد که کلرید بررسی نتایج .ددهها و کارایی ضدعفونی را افزایش میها و قارچشود و کنترل طیف باکتریمی

بالا  ترا در غلظها مانی ریزنمونهکند اما درصد زندهها را کنترل میریزنمونهطور نسبی آلودگی باکتریایی و قارچی هب

رسد برخی گیاهان نسبت به کلرید جیوه حساس باشند و تعیین مقدار مناسب این ماده نقش نظر میهب .دهدکاهش می

کننده در تحقیقات مختلف هم مورد تیمار ضدعفونی  تعیین مدت زمان .بسیار مهمی در تهیه ریزنمونه سالم و زنده دارد

 60درصد به مدت 70دقیقه، الکل  20درصد به مدت  1 کش کاربندازیمقارچاز  که گاهیطوریبه ،توجه قرار گرفت

کردن دقیقه برای استریل  7درصد به مدت  1/0دقیقه و کلرید جیوه  10درصد به مدت  5/2 هیپوکلریت سدیمثانیه، 

 (.Hamidoghli et al., 2015) استفاده شده استورا آلوئه هاینمونه

از آن  و کاربرد داردهای قارچی و عمومی است، که در کنترل بسیاری از آلودگیکشی سیستمیک کاربندازیم قارچ

ها قبل از دهد که تیمار گیاهچهها نشان میشود. نتایج برخی گزارشکش عمومی استفاده میعنوان یک قارچبه

با توجه به اهمیت (. Zhang et al., 2007) تواند کارایی ضدعفونی را افزایش دهدکش میاین قارچضدعفونی با 

های سالم، های جدید برای کاهش آلودگی و افزایش تعداد کشتگیاهی و لزوم ایجاد پروتکل بافتهای کشت تکنیک

زایش منظور افبه گونژواپیاز لاله های ریزنمونهایجاد یک پروتکل کارآمد برای ضدعفونی ، هدف اصلی این مطالعه

 .استای های درون شیشهکشتکارایی 

 هامواد و روش

 -ده کشاورزیدانشک -صورت طرح کاملا تصادفی در سه تکرار در آزمایشگاه بیوتکنولوژی گروه باغبانی این آزمایش به

 هایلیتر در زمان گرم برمیلی 1/0کش قارچانجام شد. تیمارهای آزمایشی شامل  1401در تابستان  دانشگاه زنجان

 در (3و  5/2، 2 ،5/1، 1، شاهد )فقط آب مقطر() سطح هیپوکلرید سدیم 5، (دقیقه 40و  35، 30، 25، 0مختلف )

کلرید  ( وثانیه 90و  60، 0با زمان ) %70(، الکل دقیقه 15و  12، 10، 9، 7، (شاهد )فقط آب مقطرهای مختلف )زمان



 

 

پیاز لاله های ریزنمونهلودگی در آ مانی و مهار( جهت بررسی زندهدرصد 2/0و  1/0، مقطر(، شاهد )فقط آب ) یوهج

  اجرا گردید.واژگون، 

 و تهیه ریز نمونه مواد گیاهي

آوری و به جمع از منطقه حفاظت شده شهرستان ماهنشان استان زنجان 1401 اهمتیردر لاله واژگون  اهیگ یازهایپ

ا وسعتی بوزه مورد مطالعه منطقه ماهنشان . حیافت دانشکده کشاورزی دانشگاه زنجان انتقال ،آزمایشگاه گروه باغبانی

شهرستان زنجان، از شمال شهرستان ماهنشان از شمال به واقع شده، هزار هکتار در دو منطقه کوهستانی  بالغ بر پنج

باختری به شهرستان چاراویماق )استان آذربایجان شرقی(، از باختر به شهرستان تکاب )استان آذربایجان غربی(، از 

خاور به شهرستان زنجان، از جنوب خاوری به شهرستان ایجرود و از جنوب به شهرستان بیجار )استان کردستان( 

دقیقه  21درجه و  36دقیقه درازای خاوری و  59درجه و  47دقیقه تا  10درجه و  47شود. این شهرستان در محدود می

دقیقه درازای خاوری  40درجه و  47 دقیقه پهنای شمالی واقع شده است. مرکز این شهرستان نیز در 59درجه و  36تا 

بر اساس مطالعات انجام شده . متری از سطح دریا واقع شده است 1300و ارتفاع پهنای شمالی  قهیدق 45درجه و  36و

گرامینه در محدوده مورد مطالعه وجود گونه گرامینه و شبه 46های پهن برگ و نوع علفی 96گونه بوته و درختچه،  29

 (.Zamanzadeh Darban and Joulii Tehrani, 2020) دارد

 ضدعفوني سطحي و کنترل آلودگي

بیوتکنولوژی دانشکده کشاورزی گروه باغبانی دانشگاه زنجان انتقال و آوری شده از طبیعت به آزمایشگاه پیازهای جمع

بعد از این  ند.داری شدنگه گرادسانتیدرجه 4در دمای  مدت دو هفته برای گذرانده دوره سرمای مورد نیاز در یخچالبه

 ادهبا استفس به ترتیب سپ زیر آب جاری قرار گرفتند. دقیقه 30مدت و به شو شدهمدت پیازها با مایع ظرفشویی شست

 .انجام شد های پیاز لاله واژگونکنترل آلودگی سطحی ریزنمونهپنج آزمایش زیر از 

 درسی آب مقطر( سی 100 گرم در 1/0) دازیمنکش کاربقارچهای پیاز لاله واژگون با استفاده از ریزنمونه آزمایش اول:

 ضدعفونی گردید. (دقیقه 40و  35، 30، 25، شاهد )فقط آب مقطر() های مختلفزمان

شاهد )فقط )زمانی در سه بازه  (%96)اتانول درصد  70 الکل با استفاده ازهای پیاز لاله واژگون ریزنمونه آزمایش دوم:

 گندزدایی شد. (ثانیه 90و  60 آب مقطر(،

، 5/1، 1، ()فقط آب مقطرشاهد مختلف هیپوکلریت سدیم ) یهاغلظتهای پیاز لاله واژگون در آزمایش سوم: ریزنمونه

 ضدعفونی شد.( درصد 3و  5/2، 2

، 9، 7 ،شاهد )فقط آب مقطر() هیپوکلریت سدیم مختلف یزمانبازه در های پیاز لاله واژگون آزمایش چهارم: ریزنمونه

  گندزدایی گردید.دقیقه(  15و  12، 10



 

 

 2/0و  1/0 ،شاهد )فقط آب مقطر() یوهج کلریدهای مختلف های پیاز لاله واژگون در غلظتآزمایش پنجم: ریزنمونه

 قرار گرفت.برای ضدعفونی دقیقه  7به مدت ( درصد

 آزمایشلازم به ذکر است که در آخر هر عنوان تیمار شاهد در نظر گرفته شد. همچنین هر آزمایش به آب مقطر برای

نین همچ آب مقطر استریل شستشو داده شد. باها سموم موجود در ریزنمونهجهت رفع  پیاز لاله واژگونهای ریزنمونه

کشت بدون هورمون  MSمحیط کشت پایه  درمورد نظر  یهاریزنمونه ،بعد از تمام شدن زمان تیمارهای ضدعفونی

ها مورد آلودگی ریزنمونه مهارمانی و درصد درصد زنده در نهایت،(. Teixeira and Dobranszki,  2014) شدند

 .(Manole et al., 2012) بررسی قرار گرفت

 100ها ضربدر های آلوده/تعداد کل ریزنمونهدرصد مهار آلودگی= تعدادریزنمونه

 100ها ضربدر /تعداد کل ریزنمونهزندههای = تعدادریزنمونهمانی درصد زنده

ای دانکن چند دامنه ها از طریق آزمونو مقایسه میانگین داده V9  SASافزاراز نرمهای حاصل با استفاده آنالیز داده

 .در سطح پنج درصد مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفتند

 و بحث نتایج

له های پیاز لاماني ریزنمونهبر رفع آلودگي و زنده کاربندازیم کشقارچ زمان نگهداری در تاثیر

 واژگون 

انی مکاربندازیم برای رفع آلودگی و زندهکش زمان نگهداری در قارچاثر  ،دادها نشان داده تجزیه واریانسنتایج حاصل از 
کش قارچ(. با افزایش زمان نگهداری در 1دار شد )جدول در سطح احتمال یک درصد معنیپیاز گیاه لاله واژگون 

دقیقه مهار آلودگی  40به  25که با افزایش زمان از طوری، بهافزایش یافتمهار آلودگی پیازهای لاله واژگون  کاربندازیم
های پیاز لاله واژگون تاثیر منفی مانی ریزنمونهبر زنده. ولی با این حال الف( 1)شکل  داری بهبود یافتطور معنیبه

برای نگهداری بهترین زمان لذا طبق نتایج،  .ب( 1)شکل  توجهی کاهش دادطور قابلمانی را بهداشت و درصد زنده
و قدرت باززایی و رشد  دیدهها کمترین آسیب را زیرا ریزنمونه است،ه دقیق 30های پیاز لاله واژگون گندزدایی ریزنمونه

  .(1)شکل  کندرا حفظ می

 لاله واژگونپیاز گیاه ماني کش کاربندازیم برای رفع آلودگي و زندهزمان نگهداری در قارچتجزیه واریانس اثر  -1جدول 
Table 1. Variance analysis of the effect of storage time in carbendazim fungicide for decontamination and survival 

of Fritillaria spp. Bulbs. 

 میانگین مربعات 
Mean of Squares 

  

 ماني درصد زنده
Survival (%) 

 درصد رفع آلودگي
Decontamination (%) 

 درجه آزادی
Df 

 تغییراتمنابع 
S.O.V 

 تکرار 2 1.9500 13.0086

Replication 
 زمان  4 **322.7666 **141.6773



 

 

Time 
 خطا 8 0.6166 2.2428

Error 
 ضریب تغییرات - 4.53 1.68

C.V (%) 
ns ،**  درصد. 5و  1داری در سطح احتمال داری، معنیبه ترتیب عدم معنی *و 

, respectivelyp≤0.05and  p≤0.01significant, significant at -: non*and  **, ns 
 

 
 ماني گیاه لاله واژگونبرای رفع آلودگي و زندهکاربندازیم کش قارچنگهداری در  . تاثیر زمان1شکل 

Figure 1. The effect of storage time in carbendazim fungicide for decontamination and survival 

of Fritillaria spp. Bulbs. 
 

 Eed) دکنترل آلودگی در شرایط کشت بافت کمک نمای هب ندوانتها میکشکه کاربرد قارچ ددهنها نشان میپژوهش

et al., 2010.) دباشیمکاربندازیم کش ی، قارچچ، مؤثرترین تیمار در مقابل آلودگی قاردهبر اساس تحقیقات انجام ش 
(Ahmadi et al., 2012 .)در طیف وسیعی برای ، کشی سیستمیک و عمومی است، قارچکاربندازیمکه ز آنجاییا

صورت پودر هب کاربندازیم. شودهای گیاهی در محصولات زراعی، باغی و زینتی استفاده میپیشگیری و کنترل بیماری
اه سرعت از طریق برگ و ریشه توسط گیبه کشقارچ رنگ است و قابلیت حلالیت بالایی در آب دارد. این خاکستری
 کشاز تیمارهای قارچ هادتفاس کردند کهگزارش محققین . دباشمیمفید های داخلی لذا جهت حذف قارچ، شودجذب می

 ,Smith) دکمک نمای یچبه کاهش آلودگی قار دتوانها، میقبل از کشت نمونه د(درص 5/0با غلظت  کاربندازیمنظیر )
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2013; Mng'omba et al., 2012 .) آلتان و همکاران(Altan et al., 2010)، برای  لفیاز تیمارهای شیمیایی مخت
 100و بهترین پاسخ را پس از اعمال ترکیب د کردنه ادتفای لیلیوم اسمیکروبی در کشت درون شیشه کنترل آلودگی

نتایج مشابهی  .دنمودن دهدقیقه مشاه 30ت دماتین بهستگرم در لیتر نیمیلی 100ه همرابه کاربندازیم گرم در لیترمیلی
  کاربرد محیط کشت .است شده گزارش( Allen et al., 2004; Barnett and McGilvray, 2002) در بذر کاجنیز 

MS نیا در .دگردی انجدان رومی ههای گیاباعث حذف کامل آلودگی از ریزنمونه کاربندازیمگرم در لیتر  حاوی یک 
های مختلف ضدعفونی روش ،ها داشتبر باززایی ریزنمونه فیدر محیط کشت تاثیر من کاربندازیم فزایش غلظتا قیتحق

ای مورد استفاده و توصیه شده است، ولی برخی شیشه ها برای کنترل آلودگی در محیط درونبیوتیک و استفاده از آنتی
 .(Khatibzadeh et al., 2013) ها دارندروی ریزنمونهوری پایین و برخی هم اثرات سمی زیادی ها بهرهاز این

 های پیاز لاله واژگونماني ریزنمونهالکل بر رفع آلودگي و زنده زمان نگهداری درتاثیر 

مانی برای رفع آلودگی و زنده درصد 70الکل ها نشان داد، اثر زمان نگهداری در نتایج حاصل از تجزیه واریانس داده
(. مهار آلودگی پیازهای لاله واژگون با افزایش 2دار شد )جدول واژگون در سطح احتمال یک درصد معنیپیاز گیاه لاله 

دار ثانیه سبب افزایش معنی 90به  60که با افزایش زمان از طوریافزایش یافت، به درصد 70الکل  در زمان نگهداری
های پیاز لاله مانی ریزنمونهزندهدرصد  70ه در الکل ثانی 90نگهداری به مدت الف(. ولی  2)شکل  گردیدمهار آلودگی 

های نهنموای شده و رشد و باززایی ریزها قهوه. در این صورت، بیشتر ریزنمونهدادکاهش توجهی طور قابلبهرا واژگون 
دایی برای گندز در الکل ، بهترین زمان نگهداریبر همین اساسب(.  2)شکل  گیاهی کاهش یا کاملا از بین رفت 

 رشددرت ق ها گردیده وثانیه بود که سبب مهار آلودگی بیشتر و آسیب کمتر ریزنمونه 60های پیاز لاله واژگون ریزنمونه
 (. 2)شکل  کردباززایی را حفظ  و

 لاله واژگونپیاز گیاه ماني برای رفع آلودگي و زنده الکلزمان نگهداری در تجزیه واریانس اثر  -2جدول 
Table 2. Variance analysis of the effect of storage time in Alcohol for decontamination and survival of Fritillaria 

spp. Bulbs. 

 میانگین مربعات 
Mean of Squares 

  

 ماني درصد زنده
Survival (%) 

 درصد رفع آلودگي
Decontamination (%) 

 درجه آزادی
Df 

 منابع تغییرات
S.O.V 

 تکرار 2 2.9011 12.3477

Replication 
 زمان  2 **3644.6944 **271.8877

Time 
 خطا 4 0.8011 0.3361

Error 
 ضریب تغییرات - 2.30 0.65

C.V (%) 
ns ،**  درصد. 5و  1داری در سطح احتمال داری، معنیبه ترتیب عدم معنی *و 

, respectivelyp≤0.05and  p≤0.01significant, significant at -: non*and  **, ns 
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Figure 2. The effect of storage time in alcohol for decontamination and survival of Fritillaria spp. Bulbs. 
 

سطح کوتیکول شده  رویلایه  سبب حذف ،هابرای گندزدایی ریزنمونهدرصد  70از الکل  استفاده گزارش شده است که
 ,Harum)ها داشته باشد نفوذ و تأثیر بهتری بر بافت نمونه قدرت تواند یمکننده اصلی محلول ضدعفونی در نتیجه و 

که اولین مرحله کشت سلول و بافت گیاهی شامل انتقال ماده گیاهی از محیط خارج آزمایشگاه به از آن جایی(. 2013
های ریزازدیادی و کشت بافت مرحله مهم از پروتکل کیها کشتشرایط آزمایشگاهی است، ضدعفونی و استقرار 

کند بلکه برخی از بروز نمیآلودگی همیشه در مراحل استقرار (. Silva and Dobranszki, 2014) شودمی محسوب
های معمول مشکل با روش یندههای داخلی هستند که بعد از مرحله کشت ظاهر شده و از بین بردن این نوع آلادهینلاآ

به گونه و نوع ریزنمونه  ،گیردهای ضدعفونی مختلفی که توسط محققین مورد استفاده قرار میاست. اگرچه روش
ورت صهیپوکلریت سدیم از جمله موادی هستند که بهبا  به تنهایی یا همراهدرصد  70با این حال، با اتانول ؛بستگی دارد

ای الکل ماده ،اندهای قبلی نشان دادهپژوهش(. Karaoğlu et al., 2006) گیردمورد استفاده قرار می متداولبسیار 
خوردن ها و در ادامه برهمواسرشت شدن سریع پروتئینباشد که باعث تخریب غشای سلولی، کننده می دهیدراته
برای ضدعفونی بذرهای زوفا و ریحان نیز استفاده  درصد 70از الکل (. Cowan, 1999) شودوساز سلول می سوخت

ریل و فرایند است یافتهتر باشند میزان آلودگی داخلی کاهش های انتخابی جواندر این مرحله هر چه ساقه که شده است
  (.Ahmadi et al., 2012خواهد بود ) دن با موفقیت بیشتری همراهکر

 لاله واژگون  ازیپ یهازنمونهیرماني های مختلف هیپوکلرید سدیم بر رفع آلودگي و زندهتاثیر غلظت

لاله  اهمانی پیاز گیبرای رفع آلودگی و زنده های مختلف هیپوکلرید سدیمغلظتها نشان داد، اثر تجزیه واریانس داده
های مختلف هیپوکلرید سدیم آلودگی استفاده از غلظت(. 3دار شد )جدول واژگون در سطح احتمال یک درصد معنی

درصد بیشترین تاثیر را در رفع آلودگی پیاز لاله  3 های پیاز لاله واژگون را مهار کرد و کاربرد هیپوکلرید سدیمریزنمونه
مانی و رشد پیازها داشت. اثر منفی بر زنده ،لظت این مهار کننده آلودگیالف(. اما افزایش غ 3واژگون داشت )شکل 

درصد مشاهده شد  3مانی با استفاده از هیپوکلرید سدیم که بیشترین درصد رفع آلودگی و کمترین درصد زندهطوریبه

a
b

c

0

30

60

90

120

0 60 90

ی 
مان

ده 
 زن

صد
در

S
u

rv
iv

al
 (

%
)

زمان نگهداری در الکل
Alcohol time (Second)

(ب)

c

b

a

0

20

40

60

80

0 60 90

ی
دگ

آلو
ع 

 رف
صد

در
D

ec
o

n
ta

m
in

at
io

n
 (

%
)

زمان نگهداری در الکل
Alcohol time (Second)

(الف)



 

 

هار آلودگی و در عین برای مترین تیمار درصد مناسب 5/2و  2کاربرد هیپوکلرید سدیم بر همین اساس، ب(.  3)شکل 
 (. 3بود )شکل های پیاز مانی ریزنمونهحال حفظ زنده

 لاله واژگونپیاز گیاه ماني برای رفع آلودگي و زنده های مختلف هیپوکلرید سدیمغلظتتجزیه واریانس اثر  -3جدول 
Table 3. Variance analysis of the effect of different concentrations of sodium hypochlorite for decontamination and 

survival of Fritillaria spp. Bulbs. 

 میانگین مربعات 
Mean of Squares 

  

 ماني درصد زنده
Survival (%) 

 درصد رفع آلودگي
Decontamination (%) 

 درجه آزادی
Df 

 منابع تغییرات
S.O.V 

 تکرار 2 11.4444 0.1072

Replication 
 هیپوکلریت سدیم 5 **8094.2777 **1281.3577

Sodium 

hypochlorite  
 خطا 10 0.7222 0.9125

Error 
 ضریب تغییرات - 3.02 1.15

C.V (%) 
ns ،**  درصد. 5و  1داری در سطح احتمال داری، معنیبه ترتیب عدم معنی *و 

respectively, p≤0.05and  p≤0.01significant, significant at -: non*and  **, ns 
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 ماني گیاه لاله واژگونبرای رفع آلودگي و زنده سدیمت هیپوکلریمختلف  هایغلظت. تاثیر 3شکل 

Figure 3. The effect of different concentrations of sodium hypochlorite for decontamination and survival 

of Fritillaria spp. Bulbs. 

 

 

جبران  هایلطمهتواند های قارچی و باکتریایی میکشت بافت تکثیر تجاری گیاهان باشد، آلودگیهنگامی که هدف 
برای گندزدایی سطحی عموما از هیپوکلریت سدیم  (.Hosseini and Alizadeh, 2013) ناپذیری به آن وارد آورد

های داخلی معمولا موثر هستند. آلودگیهای داخلی و خارجی ها نیز برای کنترل آلودگیبیوتیکشود. آنتیاستفاده می
 رشد، تقسیم برها ممکن است از لحاظ ظاهری دیده نشوند، اما شوند. این آلودگیچندین هفته بعد از کشت ظاهر می

هیپوکلریت سدیم بر ضدعفونی برخی از ارقام (. Reed et al., 1995) گذارندها تاثیر میسبز شدن ریز نمونه و
 Abdi et) میزان آلودگی نداشته است برآلسترومریا موثر بوده است، با این وجود در بعضی از ارقام نیز تاثیر چندانی 

al., 2008 .)جیوه  برم، کلرید کننده مانند پروکسید هیدروژن، اتانول، نیترات نقره، آب طیف وسیعی از مواد ضدعفونی
عنوان بهسدیم که  تیرپوکلیهحال  ولی با این ،گیرندقرار میها برای ضدعفونی سطحی مورد استفاده بیوتیکآنتی و

هیپوکلریت سدیم (. Smith, 2013) گیردمورد استفاده قرار میطور گسترده به ،شده استشناخته سفیدکننده تجاری 
های زیستی مانند با استفاده از اکسید کردن مولکول وها موثر است ها و ویروسها قارچدر برابر همه انواع باکتری

 طی شرایط کشت نرگس زینتی هگیا یکی از موانع تکثیر .(Yildiz and Er, 2002) کشدها را میمیکروب ،پروتئین
ازی شرایط سمنظور بهینهبههای پیشین، کاربرد هیپوکلریت سدیم باشد. طبق یافتهمهار آلودگی آن می ایشیشه درون

 (.Yildiz and Er, 2002گردید ) نرگس ههای گیاریزنمونهمنجر به کاهش یا حذف آلودگی در  ایکشت درون شیشه

 له واژگون لا ازیپ یهازنمونهیر مانيهیپوکلرید سدیم بر رفع آلودگي و زنده نگهداری در تاثیر زمان

گیاه لاله  مانی پیازسدیم برای رفع آلودگی و زنده تیپوکلریه درزمان نگهداری ها، اثر تجزیه واریانس دادهطبق نتایج 
 هیپوکلرید سدیمافزایش مدت زمان نگهداری در (. 4)جدول  دار نشان داداختلاف معنی واژگون در سطح یک درصد
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الف(. با افزایش  4در مهار آلودگی پیاز لاله واژگون گردید )شکل  یدرصد 54/87دقیقه منجر به افزایش  15به  7از 
پیازدر های ریزنمونهمانی پیازها کاهش یافت و کمترین میزان باززایی درصد زنده سدیم تیپوکلریهزمان نگهداری در 

ب(.  4)شکل  پیاز گردید هایباعث قهوه ای شدن ریزنمونهکه طوری، بهدقیقه مشاهده شد 15زمان نگهداری به مدت 
دقیقه موثرترین تیمار برای کاهش آلودگی و  12و  10ها، زمان مانی ریزنمونهبا توجه به درصد مهار آلودگی و زنده

 (. 4ها بود )شکل بهبود رشد و باززایی نمونه

 لاله واژگون هایریزنمونهماني برای رفع آلودگي و زندهسدیم ت هیپوکلریزمان نگهداری در تجزیه واریانس اثر  -4جدول 
Table 4. Variance analysis of effects of storage time in sodium hypochlorite for decontamination and survival of 

Fritillaria spp. Bulbs. 

 میانگین مربعات 
Mean of Squares 

  

 ماني درصد زنده
Survival (%) 

 درصد رفع آلودگي
Decontamination (%) 

 درجه آزادی
Df 

 منابع تغییرات
S.O.V 

 تکرار 2 0.3405 23.6538

Replication 
 زمان  5 **222.9088 **291.7435

Time  
 خطا 10 0.3398 1.4445

Error 
 ضریب تغییرات - 3.82 1.51

C.V (%) 
ns ،**  درصد. 5و  1داری در سطح احتمال داری، معنیبه ترتیب عدم معنی *و 

, respectivelyp≤0.05and  p≤0.01significant, significant at -: non*and  **, ns 

 

 



 

 

 
 ماني گیاه لاله واژگونبرای رفع آلودگي و زنده میسدت یپوکلریههای مختلف تیمار . تاثیر زمان4شکل 

Figure 4. The effect of different times of sodium hypochlorite treatment for decontamination and survival 

of Fritillaria spp. Bulbs. 

آلودگی را طی مراحل کشت بافت  دیدش لائمعد، گردنهایی نظیر ریزوم، استولون و سوخ که زیر خاك تشکیل میامدنا

ت زمان اعمال دافزایش م و دهکنن دعفونیمواد ض لاهای باهایی نظیر غلظترکه با اعمال تیما ند،دهاز خود نشان می

تیمارهایی، گاهی اوقات  چنینبا این حال با اعمال  .ودی کاهش داددآلودگی را تا حلائم توان ع، میدعفونیتیمار ض

 ظاهری، لائمون بروز هیچگونه عدعامل آلودگی ب یهاکه قارچ ددهگردد که نشان میمی دهمشاه الاآلودگی در سطح ب

که  درسنظر میبنابراین ضروری به .دشونظاهر می لائمکه پس از کشت، این ع ندهای گیاهی قرار داردر داخل بافت

 جهت کنترل آلودگی داخلی سدیم تیپوکلریههای مختلف ها و غلظتو زمان های دیگر نظر اعمال تیمار حرارتیروش

تواند تابع عوامل گندزدایی میروش مورد استفاده در (. Kharrazi et al., 2016) بررسی قرار گیرد موردها نیز بافت

مختلف گیاهی یا محیطی مانند گونه گیاهی، سن، نوع ریزنمونه، میزان سمیت عامل گندزدا، نوع آلودگی، هزینه 

های گیاهی ترکیبات گندزدا برای بافت(. Mng'omba et al., 2012) اقتصادی و شرایط محیطی حاکم بر آن باشد
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مناسب، مدت زمان قرارگیری ریزنمونه در معرض عوامل گندزدا و ترتیب استفاده از باشند و کاربرد غلظت سمی می

 Mahmoud) سازی شودبهینهها مانی ریزنمونهاین مواد باید برای به حداقل رسانیدن آسیب به بافت و حداکثر زنده

and Al-Ani, 2016 .)یت سدیم عنوان بهترین تیمار ها، استفاده از الکل به اضافه هیپوکلر -برای ضدعفونی ریزنمونه

 دنها بایو ت دتی خود را از دست دهنسفعالیت زیید گیاهی نباده ونی، مواد زنفعدانجام ض طی شده ضدعفونی معرفی

ا ور متعادل بط هت زمان اعمال تیمارهای مورد نظر بدو م دهافغلظت مواد مورد است دآلودگی حذف گردد بنابراین بای

 (.Khatibzadeh et al., 2013)ردد ریزنمونه تعیین گ عوتوجه به ن

 ظتیم با غلهیپوکلریت سد کاربرد ،برگیآزمایشی تحت عنوان تیمارهای بذر برای مدیریت بیماری باکتریایی لکهدر 

 ثرا که تیمار بذور کاهو روی کنترل آلودگی باکتریایی نسبتاً بی داد نشاندر کاهو دقیقه  5و  15درصد به مدت  5 و 2

 درصد 2توانست آلودگی باکتریایی را به میزان دقیقه  15برای  درصد 1سدیم با غلظت  و تیمار بذور با هیپوکلریت بوده

 (.Pernezny et al., 2002) کاهش دهد

 ون لاله واژگ ازیپ یهازنمونهیرماني بر رفع آلودگي و زندهکلرید جیوه  های مختلفغلظتتاثیر 

اژگون مانی پیاز گیاه لاله وهای مختلف کلرید جیوه برای رفع آلودگی و زندهها، غلظتواریانس دادهطبق نتایج تجزیه 
درصد مهار کلرید جیوه های مختلف (. استفاده از غلظت5داری نشان داد )جدول در سطح احتمال یک درصد اثر معنی

های ولی بین غلظت داری افزایش داد،طور معنیبه شاهددر مقایسه با تیمار  های پیاز لاله واژگون راآلودگی ریزنمونه
الف(. افزایش غلظت این مهار کننده آلودگی اثر  5)شکل  داری مشاهده نشددرصد کلرید جیوه تفاوت معنی 2/0و  1/0

درصد سبب کاهش  2/0به  1/0افزایش غلظت کلرید جیوه از  کهطوریبه ،مانی و رشد پیازها داشتمنفی بر زنده
کل مشاهده شد )ش ها در این تیمارای شدن ریزنمونهبالاترین درصد قهوهها گردید و مانی ریزنمونهدرصدی زنده 25/30
درصد کلرید جیوه در مهار آلودگی وجود نداشت، لذا   2/0و  1/0داری بین تیمار که اختلاف معنیاز آنجایی ب(. 5

 (.  5موثرترین تیمار بود )شکل 

 واژگون لاله ازیپ یهازنمونهیرماني برای رفع آلودگي و زنده کلرید جیوه های مختلفغلظتتجزیه واریانس اثر  -5جدول 
Table 5. Variance analysis of effects of different concentrations of Mercury chloride for decontamination and 

survival of Fritillaria spp. Bulbs. 

 میانگین مربعات 
Mean of Squares 

  

 ماني درصد زنده
Survival (%) 

 درصد رفع آلودگي
Decontamination (%) 

 درجه آزادی
Df 

 منابع تغییرات
S.O.V 

 تکرار 2 1.1077 10.0133

Replication 
 کلرید جیوه 2 **7373.9144 **918.4933

Mercury chloride  
 خطا 4 1.0327 1.3266

Error 
 ضریب تغییرات - 1.78 1.71

C.V (%) 
ns ،**  درصد. 5و  1داری در سطح احتمال داری، معنیبه ترتیب عدم معنی *و 

, respectivelyp≤0.05and  p≤0.01significant, significant at -: non*and  **, ns 



 

 

 

 
 لاله واژگون ازیپ یهازنمونهیرماني جیوه برای رفع آلودگي و زنده های مختلف کلرید. تاثیر غلظت5شکل 

Figure 5. The effect of different concentrations of mercuric chloride on decontamination and survival 

of Fritillaria spp. Bulbs. 

شود و کنترل طیف عنوان یک ضدعفونی کننده سطحی عمدتا همراه با هیپوکلریت سدیم استفاده میکلرید جیوه به
نشان پژوهشی  مطالعاتنتایج . دهدو کارایی ضدعفونی را افزایش میرا بر عهده دارد ها ها و قارچباکتری از یعیوس
ها را کنترل میطور نسبی آلودگی باکتریایی و قارچی ریزنمونههکه کلرید جیوه ب (Alam et al., 2010) ه استداد
طوری که در یکی از ارقام باعث مرگ کامل ریزنمونهه، بداد را کاهش گل نیلوفری هامانی ریزنمونهما درصد زندها کند

جیوه حساس باشند و تعیین مقدار مناسب این ماده نقش بسیار  رسد برخی گیاهان نسبت به کلریدنظر میهها شد. ب
 میزان کلریدلازم به توضیح است که با افزایش  (.Alam et al., 2010) مهمی در تهیه ریزنمونه سالم و زنده دارد

 1/0که در تیمار طوریهب ؛ها کاهش یافتدرصد، رشد گیاهچه 1/0درصد بـه  03/0کار رفته برای ضدعفونی از هجیوه ب
کلرید  درصد 03/0هایی که در غلظت ها فقط سبز شدند و بندرت شاخه تولید کردند. همچنین ریز نمونهدرصد، ریزنمونه

 کردند.تر بوده و به سختی ریشه تولید میتولید کردند که از لحاظ ظاهری ضعیف هاییجیوه ضدعفونی شده بودند شاخه
ها شد. های اعمال شده باعث عدم رشد ریزنمونهتها، تمام غلظرغم کنترل کامل آلودگی ریزنمونهعلیگل پریوش در 

هایی در مورد تاثیر کلریدجیوه . گزارش(Sain and Sharma, 2013) ها را تایید نمودهآزمون تترازولیوم، مرگ ریزنمون
 سنجشهای متفاوت برای درصد کلرید جیوه در زمان 1/0غلظت  استفاده ازها وجود دارد. در پژوهشی بر مرگ ریزنمونه

نشان ورا آلوئه پژوهشی در گیاه(. Kashif, 2005) های انگور استفاده شدمانی و مرگ و میر جوانهمیزان آلودگی، زنده
درصد به مدت  1/0 ثانیه، محلول تازه کلرید جیوه 60به مدت  درصد 70اتانول  کاربرد ،بهترین روش ضدعفونیداد که 

درصد 1/0 کلرید جیوههمچنین  (.Shamsian et al., 2016)دقیقه بود  9درصد و زمان  3با هیپوکلرید سدیم ، دقیقه 1
 (Saggoo and Kaur, 2010) ورا استهای آلوئهریزنمونهمانی زندهآلودگی و  مؤثرترین تیمار ضدعفونی در کنترل

درصد برای کاهش آلودگی ریزنمونه حاصل از  1/0جیوه از کلرید در آزمایشی. همسویی دارند پژوهشکه با نتایج این 
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 کنترل آلودگی گزارش نموده و نتایج مثبتی از نظراستفاده  Operculina turpethum گره گیاه همیشه سبز چند ساله
شود و استفاده از ها میدرصد باعث مرگ ریز نمونه 1/0که در گیاه آلسترومریا غلظت بالاتر از  رسدنظر میکردند. به

 ,.Alam et al) باشدیم حلی برای کاهش آلودگی در این گیاهتواند راهتر میهای کوتاههای کمتر و زمانغلظت

2010.) 

 گیرینتیجه

 کشت ستربا ب مستقیمکه در تماس  و پیازی دارسوخ خصوص در رابطه با گیاهانباکتریایی، بهی و رچکنترل آلودگی قا

 کاربرد اعمال تیمارهای مختلف از جمله د.باشای میاساسی در شرایط کشت درون شیشه یکی از مراحلد، باشنمی

تواند به کنترل آلودگی قارچی و باکتریایی جیوه در محیط کشت می و کلرید میسدت یپوکلریه، الکلکش، تیمارهای قارچ

ها یل باززایی ریزنمونهنسبر پتا فیتأثیر من دتوانتیمارهای میچنین با این حال اعمال در گیاه لاله واژگون کمک نماید. 

ل سینپتافظ ر حو از سوی دیگ قارچی و باکتریایینحوی که باعث کنترل آلودگی لذا انتخاب تیمار مناسب به د،داشته باش

آلودگی  دکه کمترین درصبا وجود آن ،نتایج پژوهش حاضر نشان داد .دباشها گردد، حائز اهمیت میباززایی ریزنمونه

درصد  3ثانیه، هیپوکلریت سدیم  90درصد به مدت  70دقیقه، الکل  40به مدت  درصد 1/0 کشقارچ در شرایط اعمال

طور ها را بهمانی و قابلیت باززایی نمونهآمد؛ اما درصد زنده دستدرصد به 2/0دقیقه و کلرید جیوه  15به مدت 

درصد به مدت  1/0 کشقارچها گردید. بر همین اساس، کاربرد ای شدن ریزنمونهتوجهی کاهش داده و باعث قهوهقابل

دقیقه و  10و  12ترتیب به مدت درصد به 5/2و  2ثانیه، هیپوکلریت سدیم  60درصد به مدت  70دقیقه، الکل  30

ای هها، توان رشد و باززایی ریزنمونهمانی ریزنمونهدرصد با کاهش درصد آلودگی و حفظ درصد زنده 1/0کلرید جیوه 

ای، استفاده از تیمارهای ذکر شده جهت مهار آلودگی واژگون را بهبود بخشید. لذا در شرایط کشت درون شیشهپیاز لاله

 . گرددتوصیه می اژگونپیازهای گیاه لاله و و تکثیر بهینه

 شکر و قدردانيت

 ژوهشپانجام این  که در منابع طبیعی و اداره محیط زیست شهرستان ماهنشانشکر و قدردانی از مسئولین محترم ت

 .دانت کافی را داشتهددانشجویی مساع
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