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 ها قابل استفاده است. دانشگاهزیست فناوری، بانک ژن و مؤسسات تحقیقاتی و 

 

 اهداف آموزشي:

گیری بهینه بذرهای دو گونه  شما خواننده گرامی در این نشریه با نحوه روش آب

برای ذخیره  (Cryopreservation)نگهداری در فراسرد برای آکاسیا و مورد 

 شوید. مدت بذرهای آنها آشنا می طولانی
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 چکيده

 از پر مخازن در بیولوژیکی های نمونه سازی ذخیره ،(cryopreservation)حفاظت فراسرد 

این روش  .باشد می گیاهی ژنتیکی منابع بلندمدت حفظ روش مؤثرترین مایع، نیتروژن

 های قسمت برای هم تواند می که آزمایشگاهی است، شرایط در بذر های بانک برای جایگزینی

( بذر طریق از) زایشی صورت به هم و رویشی صورت به ای به روش درون شیشه شده تکثیر

 در حفاظت اصلی هدف فراسرد هنگام در فیزیکی و شیمیایی صدمات از شود. اجتناب استفاده

 باشد، مضر سلولی ساختارهای یکپارچگی برای تواند می سلولی خارج یخ تشکیل سرماست. برابر

 نقش آب حذف سرد،حفاظت فرا های روش تمام در بنابراین،. است کشنده سلولی درون یخ اما

خارج  های نمونه ذوب از پس مانی زنده سازی ایمن و زدگی یخ آسیب از جلوگیری در کلیدی

درختچه همیشه سبز از خانواده  (.Myrtus communis L) مورد  .دارد مایع نیتروژن از شده 

Myrtaceae  گونه درختی. باشد میبا خواص دارویی و زینتی Acacia nilotica (L.) Delile   از 

 عنوان به دارد خود ظریف های ریشه در که هایی گرهک باو  است  Fabaceaeخانواده

 عهدهبر  خاک حاصلخیزی افزایش در را ای العاده فوق نقش خاک در جوی نیتروژن کننده تثبیت

ای  از اهمیت ویژهآنها حفظ ذخائر توارثی  ،آنها ومی بودنو ب انجه به ارزش این گیاهتو . باددار

این دو گونه در فراسرد بذرهای با نحوه نگهداری  ،در این نشریه .است برخوردار

(cryopreservstion) .آشنا خواهید شد 
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 مقدمه

های گیاهی، ایجاد بانک  عملکردهای حفاظتی انجام شده در زمینه حفظ گونه جملهاز

مدت و یا  های گیاهی )بانک بذر( و نگهداری بذر گیاهان در شرایط مناسب برای میان ژن

در شرایط یادشده، بذرها پس از . استتر  های طولانی نگهداری در دمای زیر صفر برای مدت

دهند که برای جلوگیری از نابودی آنها، نیاز به بازکشت  می نامیه خود را از دست مدتی قوه

های جنگلی، مدت زمان لازم برای تکمیل  ویژه گونه هها، ب برخی از گونه ،سویی. از باشد بذرها می

  نامیه کمی  اینکه برخی از بذرها، قوه علاوه بر .دارندرشد رویشی و شروع بذردهی بسیار طولانی 

های حفاظتی، ایجاد  ز دیگر فعالیتد. ادهن زنی را از دست می سرعت قوه جوانه دارند و یا اینکه به

بیش از چند هزار باغ  د.باش های طبیعی می شناسی و مناطق حفاظت شده در عرصه های گیاه باغ

ها  های گیاهی در این باغ شناسی در جهان ایجاد شده که هزینه مراقبت و نگهداری گونه گیاه

  .استآور  امبسیار سنگین و سرس

  مایع نیتروژن در ها بافت سازی ذخیره به (cryopreservation)حفاظت فراسرد 

(LN، ◦C 196- )،بخار یا LN (ًتقریبا ◦ C 190- 165 تا- )در. دارد اشاره LN، فرایندهای 

 مرگ و سلول پیری به منجر که آنزیمی فعالیت و تنفس ازجمله) بیوشیمیایی و متابولیک

 سازی ذخیره در نتیجه شوند، می متوقف مؤثر طور به سلولی تقسیم و( شود می سلولی

 برای پذیر امکان روش تنها حفاظت فراسرد.  (Li et al., 2019)کند می ممکن را مدت طولانی

 بذر های گونه مثال، عنوان به ،گیاهان مختلف های قسمت از ژنتیکی مواد مدت طولانی حفظ

 حال در و کمیاب های گونه ،رویشیشونده تکثیر گیاهان، (آبی کم به حساس) ارتدکس غیر

 . (Cruz-Cruz et al., 2013)ارزشمند گیاهیست  سلولی های لاین و انقراض

 نگهداری با ژنتیکی تنوع حفظ به توان می ،حفاظت فراسرد مزایای مهمترین ازجمله
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 آلوده گیاهان از ها سویرو حذف ،(نژاد اصلاح برای ویژه به) انقراض معرض در و وحشی های گونه

 و فنوتیپ پایداری حفظ سازی، ذخیره نیازهای حداقل جوانه رأسی، سرمادرمانی روش به

 کشت به نیاز بدون زیست، محیط از ناشی های آسیب یا ها بیماری برابر در ایمن شرایط ژنوتیپ

 Gonzalez-Arnao et)کرد اشاره پلاسم ژرم المللی بین تبادل تسهیل و متوالی و مستمر فرعی

al., 2014)  .نیست آسانی کار برای حفاظت فراسرد ثرؤم های روش توسعه حال، این با .

 بر تأثیر شامل کم، فوق و پایین دماهای معرض در بیولوژیکی مواد دادن قرار از ناشی مشکلات

 یداریناپا ،(متابولیسم نتیجه در و) بیوشیمیایی های واکنش توقف یا کاهش یعنی ،یندهاافر انواع

 برگشت غیرقابل پلاسمولیز ها، سلول و ها بافت شکستن ،غشاها نفوذپذیری نیمه دادن دست از و

 و شیمیایی صدمات از اجتناب.  (Zamecnik et al., 2021)است سلولی مرگ نهایت در و

 خارج یخ تشکیل سرماست. برابر در حفاظت اصلی هدف ،حفاظت فراسرد هنگام در فیزیکی

 کشنده سلولی درون یخ اما باشد، مضر سلولی ساختارهای یکپارچگی برای دتوان می سلولی

 از جلوگیری در کلیدی نقش آب حذف حفاظت فراسرد، های روش تمام در بنابراین،. است

 آن را .دارد LN از شده مشتق های نمونه ذوب از پس مانی زنده سازی ایمن و زدگی یخ آسیب

 های فراسرد کننده فظتامح. آورد دست به فراسرد های کننده محافظت از استفاده با توان می

 آب کم را آنها و  تعدیل سلولها خارج/داخل در را آب توزیع که هستند شیمیایی ترکیبات

 زدگی آنها و تر از نقطه یخ در پایین پلاسمایی، غشای پایداری افزایش باعث مواد این کنند. می

 زدگی صدمات یخ برابر در ها سلول از حال عین در و شوند می سیتوزول ویسکوزیته افزایش

 .) (Kaviani and Kulus, 2022کنند می محافظت

با خواص  Myrtaceae درختچه همیشه سبز از خانواده(.Myrtus communis L) مورد 

  Fabaceaeاز خانواده Acacia nilotica (L.) Delile گونه درختی. باشد دارویی و زینتی می
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خاک  نیتروژنکننده  تثبیت عنوان بهظریف خود دارد،  های ریشهکه در  هایی با گرهکو  است

به ارزش این گیاهان و جه تو با. ددار  عهدهبر در افزایش حاصلخیزی خاک  ای العاده نقش فوق

باعث شده تا حفظ ذخائر توارثی و جلوگیری از فرسایش و انقراض آنها از  ،بومی بودن آنها

 .باشدار ای برخورد اهمیت ویژه
 

 دستورالعمل

را به وسیله بذرها ابتدا آوری کنید.  بذرهای سالم مورد و آکاسیا را از رویشگاه مورد نظر جمع

دقیقه استریل کنید و  20دقیقه و  10درصد کلر فعال( به ترتیب به مدت  1هیپو کلرید سدیم )

تیمار برای بذرهای هر بهترین  ،سه بار با آب مقطر استریل شستشو دهید. بعد از استریل بعد

  ( قرار دهید.-196در نیتروژن مایع ) بعدگونه را اعمال کنید و 
 

 در فراسرد(.Myrtus communis L) روش نگهداری بذر مورد 

درصد  30تیمار گلیسرول  ،مایع سازی بذر مورد در نیتروژن تیمار برای ذخیره بهترین 

ها توسط  شوند و کرایوویال میها منتقل  درون کرایوویال رها به در این تیمار، ابتدا بذ. باشد می

، سپس گردد میها با استفاده از پارافیلم مسدود  % پر شده و اطراف درب کرایوویال30گلیسرول 

 شوند. می( قرار داده -196های حاوی نمونه بلافاصله در نیتروژن مایع ) کرایوویال
 

  در فراسرد (Acacia nilotica)داری بذر آکاسيا روش نگه

. باشد می شدن ای شیشه تیمار مایع، نیتروژن در آکاسیا بذر سازی ذخیره برای تیمار  بهترین

 .است نیاز مورد PVS2 محلول و LS بارگیری محلول دو شدن ای شیشه تیمار برای
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 را بسازید. LS ابتدا محلول بارگيری (الف

مولار( تشکیل شده است که با  4/0مولار( و ساکارز ) 2ماده گلیسرول )این محلول از دو 

 .زیر عمل کنیدشرح رسد. برای ساخت محلول بارگیری به  به حجم می MSمحیط کشت پایه 

  :مولار 4/0 ساکارز محلول تهيه طرز

 وزن کنید ورا گرم از آن  92/136باشد.  گرم می 3/342که وزن مولکولی ساکارز  از آنجایی

به حجم یک لیتر برسانید )البته چون به این حجم نیاز ندارید به اندازه حجم مورد نیاز وزن 

  کنید(.

 

 مولار: 2 گليسرول محلول تهيه طرز

باشد. یک لیتر  روی موادی که به صورت مایع هستند نوشته شده که هر لیتر چند گرم می

 گرم است. 1230گلیسرول 

شود  مولار می 2گرم از آن  2/184باشد.  گرم می 1/92سرول که وزن مولکولی گلی از آنجایی

رسانیم )البته  سی از آن را برداشته و به حجم یک لیتر می سی 76/149است که چون مایع 

 چون به این حجم نیاز ندارید به اندازه حجم مورد نیاز وزن کنید(.

                                     

  :MSطرز تهيه محيط کشت 

زیر  (1) مطابق با جدولدوم عناصر ماکرو(  ها و یک )فقط نمک MSسپس محیط کشت 

 .بسازید
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 SMترکيبات محيط کشت پایه - 1جدول 

 غلظت در محیط کشت
 گرم در لیتر( )میلي

 مواد شیمیایي

825 NH4NO3 

950 KNO3 

185 MgSO4.7H2O 

85 KH2PO4 

220 CaCl2.2H2O 

9/16 MnSO4.H2O 

6/8 ZnSO4.7H2O 

025/0 CuSO4.5H2O 

83/0 KI 

025/0 CoCl2.6H2O 

2/6 H3BO3 

25/0 Na2MoO4.2H2O 

3/37 Na2EDTA.2H2O 

8/27 FeSO4.7H2O 

 

 : LSطرز تهيه محلول نهایی 

مولار و  2را بریزید. بعد گلیسرول  MS ابتدا محیط کشت ،در یک بالن با حجم مورد نظر

منظور مولار را کم کم اضافه کنید، بعد به حجم مورد نظر برسانید و به 4/0 اکارزسپس س

 (.Sakai et al., 1990)نمایید استفاده اتوکلاو 
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 :PVS2محلول  يهته ب( طرز

 .از اجزاء زیر تشکیل شده است PVS2محلول 

 % وزن به حجم( 15اتیلن گلیکول ) (1

 % وزن به حجم( 15متیل سولفوکساید ) دی (2

 % وزن به حجم( 30سرول )گلی (3

های ماکرو حاوی محلول ساکارز  با نصف نمک MS درصد وزن به حجم محیط کشت 13/ 7

  (Sakai et al., 1990)مولار  4/0

متیل سولفوکساید  گرم دی 15گرم اتیلن گلیکول،  15ابتدا ، PVS2برای تهیه محلول 

های  نمک MS (2/1 کشت سی( را با محیط سی 4/24گرم گلیسرول ) 30سی( و  سی 6/13)

و  نیداتوکلاو کبعد سی رسانده و  سی 100به حجم و  نیدمخلوط ک (مولار 4/0ماکرو و ساکارز 

 .نماییدپس از اتوکلاو در یخچال نگهداری 

دقیقه در  20ابتدا بذرهای آکاسیا را استریل کرده و به مدت  ،ها بعد از ساخت محلول

کنید و  PVS2مدت مورد نظر از آن خارج و وارد محلول  محلول بارگیری قرار دهید. بعد از طی

ها قرار داده و به تانک نیتروژن مایع مخصوص ذخیره  به همراه این محلول درون کرایو ویال

 انتقال دهید.
 

 بازیابی بذرهای خارج شده از فراسرد

 منظور گرم بهخواهیم بذرها را از نیتروژن مایع خارج و استفاده کنید. ابتدا  که می  در زمانی

 گراد سانتی درجه 40 گرم و در حمام آب خارج نیتروژن تانک از ها بلافاصله نمونه کردن سریع،

مولار به  2/1. سپس بذرها با سوکروز (Englman, 1990)شوند  داده ثانیه قرار 120مدت  به
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شو دقیقه شست 5مولار به مدت  75/0دقیقه شستشو شود. دوباره بذرها با سوکروز  5مدت 

 شوند.
 

 کشت بذرهای بازیابی شده

های حاوی کاغذ صافی نمناکی که قبلاً اتوکلاو شده  دیش بر روی پتریسپس بذرهای مورد 

گراد  درجه سانتی 25ها به اتاقک رشد دمای  با پارافیلم بسته و پتریرا ها  منتقل شوند. سرپتری

 (.1کل کنند )ش زنی می . بعد از چند روز شروع به جوانهمنتقل شوند

دقیقه در اسید سولفوریک غلیظ )برای شکستن خواب بذر(  30بذرهای آکاسیا نیز به مدت 

های حاوی کاغذ صافی نمناکی که قبلاً اتوکلاو  دیش بر روی پتریقرار داده و پس از شستشو 

درجه  25ها به اتاقک رشد دمای  با پارافیلم بسته و پتریرا ها  شده منتقل شوند. سرپتری

 (.2کنند )شکل  زنی می . بعد از چند روز شروع به جوانهگردندگراد منتقل  سانتی
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