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 چكيده
 عنوان  آن بهحفظكه  باشدمي سردخشك نيمبرگ مناطق  هاي پهن  گونهيكي از L. Acer monspessulanum  علميبا نام كيكم
ــه يكــي از  ــوارثي گون ــاير ت ــي ذخ ــاي جنگل ــت خاصــي  ،ه ــ .برخــوردار اســتاز اهمي ــرد  Ĥوريفن ــرايط فراس  حفاظــت در ش

)cryopreservation( هاي گياهي در دماي    و اندام  بذرها نگهداري    شامل Cº 196-    سـرما در ايـن درجـه از       . باشدمي مايع يا ازت، 
هـا  و به دليل كاهش شـديد ايـن فعاليـت          شده  متوقف ˝يك بذر يا اندام گياهي تقريبا     هاي فيزيولوژ فرايندهاي متابوليكي و فعاليت   

در شـرايط فراسـرد از        كـيكم   نگهـداري بـذر    براي. ماني در مدت زمان بسيار طولاني است      نمونه بذر يا اندام گياهي قادر به زنده       
و كاهش رطوبـت  ) PVS2 يا Plant Vitrification Solution 2(، محلول ويتريفيكاسيون گياهي  درصد30 گليسرول هايتيمار پيش
. نگهـداري شـدند    -Cº 196 در دمـاي     ماه  يك و   هفته  يك تيمار شده به مدت      بذرهاي.  استفاده شد  ،قبل از ورود به ازت مايع      بذر

راه  هم ـپس از اعمال شوك حرارتي    پس از خروج از ازت مايع در معرض شوك حرارتي قرار گرفته و               تيمارهاي مختلف    بذرهاي
زنـي  جوانـه . نگهـداري شـدند   + Cº 4در سردخانه بـا دمـاي        روز   105بمدت  و  صافي مرطوب منتقل     كاغذ   بين شاهد   هايبذربا  

نيـز  هـا      رشـد گياهچـه    ، شاهد نداشتند  بذرهايداري با     معنيتفاوت   درصد بود و     18/19حدود   تيمارهاي مختلف فراسرد     بذرهاي
تيمارهـاي   فراسرد و بكارگيري پيش    وريفنĤ نشان داد كه با استفاده از        انجام شده  مطالعه   . بود منفيطبيعي و عاري از هر گونه آثار        

توان براي مدت زمان بسيار طولاني حفظ و از انقراض اين گونه منحصر بـه    بذر اين گونه ارزشمند و در حال خطر را مي          ،مناسب
   .فرد جلوگيري نمود

 

  . كيكم،، شوك حرارتيكاسيونويتريفي، گليسرولفراسرد، : واژه هاي كليدي
 

 همقدم
از  L. Acer monspessulanum  نــام علمــي بــاكــيكم

درختي است به ارتفاع     Acer و جنس    Aceraceaeخانواده  
بومي اروپاي  اين گونه   از نظر پراكنش جهاني      .متر 15-10

هـاي البـرز و زاگـرس       در ايـران در دامنـه     جنوبي است و    
طـالبي و   بندي ثاقـب  ق طبقه طب ).1344 ،ثابتي( انتشار دارد 
 جــزو Acer monspessulsnumگونــه ) 1383(همكــاران 

  انقــراض و در گــروه ذخــاير طبيعــي حــال هــاي درگونــه
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اين گونه   با توجه به اينكه      .گرفته است يافته قرار    مديريت
 سـرد خشك  نيمبرگ مناطق     هاي پهن   طيفي از گونه  نماينده  

ميت زيادي در ميـان      از اه  آنحفظ و حراست از      ،باشدمي
 .باشدميدر كشور برخوردار هاي جنگلي موجود  گونه

 حفاظــت از هــاي مرســوم و كلاســيكدر كنــار روش
شناسي ملي    هاي گياه ايجاد باغ  هاي منابع طبيعي مانند   گونه

و جنگلي و مرتعي هاي   گونهبذرهاياي، بانك ژن    و منطقه 
هاي ديتوانمن  استفاده از  ، جنگلي هاي حفاظت شده  عرصه

رد بـراي حفاظـت از      راهكاري منحصر به ف ـ   بيوتكنولوژي  
. باشدست كه به سرعت در حال توسعه مي       هاي گياهي گونه

هـاي   و انـدام بـذرها ، نگهـداري  هـا  توانمنـدي   يكي از اين  
  اسـت  Cryopreservation  يـا  رويشي در شرايط فراسـرد    

)Lambardi et al., 2005( .Ĥفراسرد روش ذخيـره وريفن   
زمـان بـسيار    بـراي مـدت   هاي گياهي    و اندام  بذرهاسازي  

 فنـĤوري بـا ايـن   ). Popov et al., 2006(طـولاني اسـت   
 سلول و دانـه     ،هاي رويشي ، اندام بذرهاتوان بسياري از     مي

مايع كـه    يا محيط ازت     -Cº 196 گرده گياهي را در دماي    
هاي متابوليكي و فيزيولوژيـك بـذر و انـدام           در آن فعاليت  

زمان بسيار   براي مدت     را  است  متوقف شده  ˝ريباگياهي تق 
 ).Ozkavukcu & Erdemli, 2002(طـولاني حفـظ نمـود    
) 2004 ( و همكـاران   Waltersهاي  نتايج حاصل از بررسي   
 عمــر نيمــهكــه نــشان داد  Avramiبــا اســتفاده از معادلــه 

حـدود  تـوان   مـي را   -Cº 196 در دمـاي  زني كـاهو     جوانه
 توانمندي ايـن    ،اين مدت زمان   كه   حفظ نمود،  سال   3500

 . دهد را در حفاظت از ذخاير توارثي نشان ميفنĤوري
هاي گيـاهي   ها و واريته   بسياري از گونه    نگهداري براي

 تيمارهاي مختلفي نظير ويتريفيكاسيون     ،در شرايط فراسرد  
 ,Vitrification ()Gale et al., 2008; Rall(بذر يـا انـدام   

 Desiccation ()Bhat (ا اندام ي كاهش رطوبت بذر،)1987

et al., 2005; Liu et al., 2003(،  گليسرول)Jeyendran 

et al., 1985(  ــسولهو ــردنكپـ ــيون-كـ   ويتريفيكاسـ
)Encapsulation-Vitrification) (Panis & Lambardi, 

هـايي كـه در      يكي از روش   .كار گرفته شده است   ب) 2005
 بـذر در شـرايط      مـاني  و زنـده   سازي ذخيره افزايش كارايي 

 استفاده از تيمـار ويتريفيكاسـيون       ،دارد مثبت   تأثيرفراسرد  
و انـدام   بـراي نگهـداري بـذر        PVS2با استفاده از محلول     

 شو همكـاران   Ishikawa  محققـي بـه نـام      .باشد ميگياهي  
 و سـپس    تيمـار ويتريفيكاسـيون     پيش  با استفاده از   )1997(

 در ازت Bletilla striata  گونهبذرهايجنين سازي  ذخيره
-ها پـس از خـروج از ازت         زني جنين   سرعت جوانه  ،مايع

 محقــق . درصــد گــزارش نمودنــد60مــايع را در حــدود 
ــام   ــه ن ــري ب ــيش از )Thammasir) 2000 ديگ ــار پ  تيم

 Doritisه ونبذر گنگهداري  براي PVS2 يا ويتريفيكاسيون

pulcherrima      مـاه   3 و پـس از   كـرد   در ازت مايع استفاده 
 موفقيـت آميـز     نتيجه را  مايع   در ازت  بذرهايسازي   هذخير

 /ايمرحلـه  انجمـاد يـك   بكارگيري تكنيك    .گزارش نمود 
نيـز  ) One step freezing-Vtrification(ويتريفيكاسـيون  

هــاي  هــاي انتهــايي گونــه حفاظــت فراســرد جوانــهبــراي
Quercus suber، Castanea sativa، Olea europaea، 

Aesculus hippocastaneum و Fraxinus angustifolia 
 ,Panis & Lambardi(آميز گـزارش شـده اسـت    موفقيت

 استفاده از محلول    ،هاي ارائه شده    براساس گزارش  ).2005
مـاني   باعث افزايش زنـده    PVS2ويتريفيكاسيون گياهي يا    

 .گرددشرايط فراسرد ميهاي گياهي در  بذر و اندام

مــايع و  ازتســازي در  ديگــري كــه بــر ذخيــرهتيمـار 
 ،نشان داده   مثبت تأثيررايط فراسرد    در ش  بذرهايماني   زنده

پاسخ به كاهش درصد    . باشدكاهش درصد رطوبت بذر مي    
به طور  . باشدمي  به نوع گونه متفاوت    با توجه رطوبت بذر   



 ...نگهداري بذر كيكم
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 5 - 10  با كـاهش   ، در شرايط فراسرد   بذرهاماني  كلي زنده 
 ،مـايع  ازتدرصد محتواي رطوبت بـذر قبـل از ورود بـه            

 جـنس در  ).Stanwood, 1985(  اسـت شدهگزارش مثبت 
نتيجه مطلوبي  بذر  رطوبت  از كل   درصد   3 - 5بيد كاهش   
 Wood(داشـته  در شرايط فراسرد  بذرهايماني را در زنده

et al., 2003(، در حاليكه در گونـه  Najas flexiti   كـاهش
ــل درصــد5/9 ــت ر از ك ــذر  طوب ــه را درب ــرين نتيج  بهت

 & Hay( اين گونه در بـر داشـته اسـت    بذرهايماني  زنده

Muir, 2000.( گونـه مختلـف از   9 حفاظت فراسـرد  براي 
ي هـا و سـاير گونـه     Malus و   Pyrus، Prunus هايجنس

روش ) De Carlo) 2003 و Lambardi ،درختــــــي
ــسوله ــذر -كــردن كپ -Encapsulation(كــاهش رطوبــت ب

Dehaydration ( هـا  د از گونه   درص 50كار بردند و در     را ب
 بـراي .  درصد يـا بيـشتر را گـزارش نمودنـد          80ماني  زنده

هــاي گيــاهي نــواحي گونــه حفاظــت فراســرد بــسياري از
 Recalcitrant آنها   بذرهايگرمسيري و نيمه گرمسيري كه      

 هاي ويتريفيكاسـيون و كـاهش رطوبـت       باشند از روش  مي
 شـده اسـت    اسـتفاده     يا اندام گيـاهي    براي نگهداري بافت  

)Benson, 1999.(  
ــر ) Whittle) 2005و Beardmore  اســاس آزمــايش ب

تحمـل بـه دمـاي پـايين در         مقاومت به كاهش رطوبـت و       
 Acer saccharinum بذرهايهاي جنيني حاصل از جوانه

L  كه با ABA   و tetcyclacis      رشـد   ،تيمـار شـده بودنـد -

 نـسبت   tetcyclacis و   ABA تيمار شده بـا   هاي پيش جوانه
  .افزايش نشان دادند% 55هاي شاهد تا به نمونه

 
 مواد و روشها
 ،از منطقـه قلنـدر   Acer monspessulanumبذر گونـه  

ــاييز  قبــل از . گرديــدآوري جمــع1386اســتان ايــلام در پ

، )-Cº 196دمـاي ( مـايع    در ازت  بـذرها نمونـه   قرارگيري  
 : اعمال گرديد زيرهايتيمار پيش

 ):Glycerol 30%( درصـد  30تيمار گليـسرول پيش
ليتـر   ميلـي  30با اضافه نمودن     درصد   30محلول گليسرول   

نمونـه  .  تهيه شد  مقطر  آبليتر   ميلي 70گليسرول خالص به    
دار دربليتـري    ميلـي  15هـاي آزمـايش      بـه لولـه    بذرهاي

منتقل و به آنها محلول گليـسرول       ) ليتري ميلي 15 فالكون(
 +Cº 22  دقيقـه در دمـاي  20 درصد اضافه و به مـدت  30

بلافاصـله  هاي حـاوي بـذر      فالكون سپس   .ندقرار داده شد  
  .مايع گرديدند وارد ازت
ــيش ــارپ ــيون تيم از دو ): Vitrification (ويتريفيكاس
ــول   و) PVS2) Plant Vitrification Solution 2محلـ
Loading محلـول   . تيمار اسـتفاده شـد    عنوان پيش بهPVS2 

ــاكاروز   ــامل سـ ــولار، گلSucrose (4/0(شـ ــسرول  مـ يـ
)Glycerol (30 درصــد، اتــيلن گليكــول )Ethylenglycol (

 درصــدDMSO) Dimethyl soulfoxide (15درصــد و 15
 شـامل  Loadingمحلـول  . )Sakai et al., 1991 (باشـد مـي 

 Sucrose (4/0( مولار و سـاكاروز      2) Glycerol(گليسرول  
 بـذرهاي  ).Sakai & Engelman, 2007(باشـد  مـولار مـي  

 هـا  فـالكون   به ،داده شدند  قرار   ليتريميلي 15 فالكونداخل  
 Cº دقيقـه در دمـاي   20 به مدت  اضافه و Loadingمحلول

 Loading دقيقـه محلـول      20پـس از    . قرار داده شدند   +22
 سـرد   PVS2 حـاوي بـذر محلـول        هـاي فالكونتخليه و به    

+ Cº 4 دقيقه در دمـاي      20اضافه و به مدت      +)Cº 4دماي  (
 .مايع گرديدندوارد ازت ها  فالكونسپس. قرار داده شدند

 وزن  ،در ايـن تيمـار     :كاهش رطوبت بـذر    تيمارپيش
تعيـين  )  گرمـي 0001/0(تـرازوي حـساس   اوليـه بـذر بـا    

و در   سـاعت در آون      72 بـه مـدت      بـذرها  سـپس    .گرديد
  پـس از قرارگـرفتن در آون        ،قرار داده شدند   Cº 72دماي  



 1، شمارة 18هان مرتعي و جنگلي ايران جلد اصلاح گيا دو فصلنامة تحقيقات ژنتيك و

 

15

بـا  طوبـت بـذر      ر  درصـد  . محاسـبه گرديـد    بذرهانيز وزن   
ري در  قبـل و بعـد از قرارگي ـ     بذرها،لاف وزن    اخت محاسبه

كـاهش رطوبـت    در تيمار   ).  درصد 7/6( گرديد   تعيينآون  
قـرار داده    در دسـيكاتور     هفتـه   يـك  به مدت    بذرهاي ،بذر

در  براي اين كار     .شدند و مقدار كاهش رطوبت تعيين شد      
 تعيـين و  گـرم    0001/0 با تـرازوي حـساس       ابتدا وزن بذر  

 برابـر سـيليكاژل     10 به دسـيكاتور حـاوي       بذرهاي سپس
 هواي   در ادامه  ،گرديدندمنتقل  )  برابر وزن بذر   10(خشك  

 در  هفتـه   يـك داخل دسيكاتور تخليه و دسيكاتور به مدت        
 از  بـذرهاي  ،هفتـه   يـك پس از   . قرار داده شد   +Cº 4دماي  

مقـدار رطوبـت    .  توزين گرديد  "و مجددا  دسيكاتور خارج 
مقـدار  . بـود  وزن اوليـه بـذر      درصـد  4ه معادل   يافت  كاهش

يافته در دسيكاتور نسبت به كـل رطوبـت          رطوبت كاهش 
) كه از طريـق قـرار دادن در آون بدسـت آمـده بـود              (بذر  

محاسبه و درصد آن كه همان درصد كاهش رطوبـت بـذر            
درصـد   (مـشخص شـد   باشـد    مي كاهش رطوبت در تيمار   

). شد مي ٪100-٪ 70/59= ٪30/40 معادل   كاهش رطوبت 
  هافالكون پس از خروج از دسيكاتور به بذرهاي

 .ند مايع گرديد وارد ازتبعدمنتقل و 
منتقل و در   ها  فالكون شاهد به    بذرهاي): شاهد(تيمار  

 .ندنگهداري شد+ Cº 4 سردخانه با دماي
هفتـه و    مـدت يـك    جز تيمار شـاهد بـه      ب تيمارهاكليه  

.  نگهـداري شـدند  -Cº 196مايع با دمـاي    در ازت ماه  يك
 بـذرهاي ،  زمان نگهداري در ازت مايع    پس از سپري شدن     

 مــدته بــ شــاهد بــذرهايمــايع خــارج و همــراه  از ازت

داده شـدند   قـرار   ) شوك حرارتـي  ( Cº 42 آب دقيقه در    2
)Engelmann, 1990(.   ــه ــي، نمون پــس از شــوك حرارت

زنـي در   تعيين درصد جوانـه    براي شاهد   فراسرد و  بذرهاي
 حاوي كاغذ صافي قرار گرفتـه و در سـردخانه بـا             ظروف
 پـس از    بـذرها زنـي   جوانـه . نگهداري شدند + Cº 4دماي  

 ،چـه  ريـشه   و ساير صفات از قبيـل طـول         تعيين  روز 105
 بـذرها شـدن   چه و طول گياهچـه پـس از سـبز         طول ساقه 

شـدن درصـد    با مشخص . ندگيري گرديد اندازه)  روز 121(
چه، در شـرايط    چه و ساقه  يشهزني و ميانگين طول ر    جوانه

 شاخص بنيه بذر به روش زير محاسـبه شـد           ،آزمايشگاهي
)Abdul-baki & Anderson, 1973 :( 

 
 شاخص بنيه بذر)= چه چه و ريشه ساقهطول مجموع (متر ميانگين طول گياهچه به ميلي× زني درصد جوانه/ 100

 
تيمارهـاي  .  شـد  اجراآزمايش در قالب طرح فاكتوريل      

، )Desiccation(كــاهش رطوبــت ل از فراســرد شــامل قبــ
و شــاهد  درصــد 30 گليــسرول ،)PVS2(ويتريقيكاســيون 

شامل سازي    هاي ذخيره  و زمان   سطوح يك فاكتور   عنوان به
در نظـر   سـطوح فـاكتور دوم       به عنـوان     ماه  يك و   هفته  يك

هاي  تكرار و در طرح پايه بلوك      3تيمارها در   . ندگرفته شد 
هـاي بدسـت آمـده از        داده .مقايسه شـدند   تصادفي   ˝كاملا

 نسبت  ،چه، گياهچه چه، ريشه زني، طول ساقه  درصد جوانه 
 SASافـزار   چه و شاخص بنيه بذر با نـرم       چه به ساقه  ريشه

سـتفاده از   هـا بـا ا    ند و ميـانگين   شدتجزيه و تحليل آماري     
 .مقايسه گرديدند درصد 1 آزمون دانكن در سطح

 
 نتايج 
نشان  )1جدول  (ها  زيه واريانس داده   حاصل از تج   نتايج

 ، كــاهش رطوبــت بــذر، در بــين تيمارهــاي شــاهد كــهداد
ي در صـفات  ) PVS2( درصد و ويتريفيكاسيون     30گليسرول  

 طـول   ،چه طول ريشه  ،چه طول ساقه  ،زنيجوانه  درصد مانند
چـه و شـاخص     چه به طول ساقه    نسبت طول ريشه   ،گياهچه
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در بررسـي اثـر     . شـت  ندا وجـود داري  بنيه بذر تفاوت معني   
  دمـاي  دربـذر    نگهـداري    مـاه   يـك  و   هفتـه   يـك  هـاي زمان

Cº 196-  چـه   طول ساقه،زني درصد جوانه ماننديدر صفات، 
 تفـاوت نيز   طول گياهچه و شاخص بنيه بذر        ،چهطول ريشه 

چـه بـه    تنها در نسبت طول ريشه     .وجود نداشت داري  معني
-مـشاهده   رصد   د 1دار در سطح    چه تفاوت معني  طول ساقه 

 ـ  روند نزولي درصد جوانه    ، با اين حال   .شد ذر از زني و بنيه ب
 ).1جدول ( شد ديده ماه يك به هفته يك

 
  گونه بذرهايمتقابل آنها بر نگهداري  ها و اثر زمان،تيمارهادار بودن اثر پيش تجزيه واريانس و سطح معني-1جدول 

A. monspessulanum دماي ز خروج ازدر شرايط آزمايشگاه پس ا Cº 196- 

 منابع تغييرات
 درجه
 آزادي

 درصد
 زني جوانه

طول 
 چه ساقه

 طول گياهچه چه طول ريشه
 به چه طول ريشه
 چه طول ساقه

 بنيه بذر
 

 ns 014/0 ns 90/2 ns 86/14 ns 40/30 ns 04/0 ns 90/8 3 تيمار

 ns 004/0 ns 50/13 ns 17/28 ns67/2 ** 87/0 ns 32/2 1 زمان

 ns 007/0 ns 21/6 ns 19/12 ns 87/15 * 21/0 ns 50/4 3 زمان* ثر متقابل تيمار ا

 23/8 06/0 22/48 82/16 51/10 01/0 16 خطا

 CV%(  55/22 89/27 78/23 05/24 53/15 95/49(ضريب تغييرات 

 .داريعدم معنيو % 1، % 5 در سطح دارمعنيترتيب  به= ns  و *،**
 

 ، تيمارهـاي كـاهش رطوبـت بـذر    اثر متقابـل ميـانگين    
   درصـد در مـدت   30 و گليسرول    )PVS2 (ويتريفيكاسيون

 -Cº 196ر دمـاي     نگهداري د  ماه  يك و   هفته  يكهاي  زمان
 كـه در صـفات درصـد        دادو مقايسه با تيمار شاهد نـشان        

 طـول گياهچـه و     ،چه طول ريشه  ،چه طول ساقه  ،زنيجوانه
 تيمارهـا   در بـين  داري  شاخص بنيه بذر نيز تفـاوت معنـي       

 و تنهـا در صـفت نـسبت طـول         ) 1شـكل   ( شتوجود ندا 
 5دار در سـطح     معنـي چـه تفـاوت     چه به طول سـاقه    ريشه

 در ايــن صــفت تيمــار گليــسرول . شــددرصــد مــشاهده 

 07/2  نسبت  با  نگهداري در فراسرد   هفته  يكدر   درصد   30
در  نگهداري   ماه  يك درصد   30بيشترين مقدار و گليسرول     

 دبـو  از كمتـرين مقـدار برخـوردار         22/1 سبت ن  با فراسرد
 بنيـه   ،زني اثر صفات درصد جوانه    1 نموداردر  . )2جدول(

 بذرهايچه  چه و طول ساقه    طول ريشه  ،بذر، طول گياهچه  
A. monspessulanum    پس از خـروج از شـرايط فراسـرد 

هـاي  گياهچهدهنده  نشاننيز   1شكل   .نشان داده شده است   
 و هفتـه  يـك  A. monspessulanum  گونـه حاصل از رشد

 . باشد  در ازت مايع ميشده نگهداري ماه يك
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 در شرايط آزمايشگاه  A. monspessulanum  گونهبذرهاينگهداري هاي مقايسه ميانگين اثر تيمارها در زمان -2جدول
 به روش آزمون دانكن -Cº 196  دمايپس از خروج از

 

 تيمار زمان
 درصد
 زنيجوانه

 چهطول ساقه
)mm( 

چه طول ريشه
)mm( 

 )mm(طول گياهچه 
طول چه به نسبت طول ريشه
 چهساقه

 بنيه بذر
)vigor( 

 b 60/1 64/6 83/28 67/17 17/11 06/25 شاهد هفتهيك
 b  65/1 17/4 50/28 67/17 83/10 15/15 ويتريفيكاسيون 
 a 07/2 29/7 50/31 33/21 17/10 84/22 %30گليسرول  
 b  52/1 13/6 00/28 67/17 33/11 47/23 كاهش رطوبت 
 b  36/1 62/6 83/28 50/16 33/12 47/23 شاهد ماه يك

 b 31/1 76/3 00/25 17/14 83/10 62/14 ويتريفيكاسيون 
 b 22/1 58/5 50/32 67/17 83/14 49/16 %30گليسرول  

 b  42/1 78/5 83/27 33/16 50/11 62/14 كاهش رطوبت 
 . تيمارهاستدار بين سطوحدهنده اختلاف معني تفاوت نشانمحروف 
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A. monspessulanum جوانه زنی 

a a a

a

a a

a
a

0

5

10

15

20

25

30

اهد
ش

وبت
رط

ش 
کاه

%٣
ل ٠
سرو
گلي

ون
اسي
فيک
تري
وي اهد
ش

وبت
رط

ش 
کاه

%٣
ل ٠
سرو
گلي

ون
اسي
فيک
تري
وي

يک ماه                                                                             يک هفته

د )
ѧص
در

ي (
زن

نه 
جوا

 
 الف

A. monspessulanum بنيه بذر 

a
a

a

a

a

a a

a

0
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10

اهد
ش

وبت
رط

ش 
کاه

%٣
ل ٠
سرو
گلي

ون
اسي
فيک
تري
وي

اهد
ش

وبت
رط

ش 
کاه

%٣
ل ٠
سرو
گلي

ون
اسي
فيک
تري
وي

 يک ماه                                                                        يک هفته
 ب

A. monspessulanum طول گياه چه، طول ريشه چه و طول ساقه چه
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 ج

 بر كاهش رطوبت بذرو % 30 گليسرول ،)PVS2( ويتريفيكاسيون ،شاهدبررسي اثر تيمارهاي  -1 نمودار
 هفته يكپس از  A. monspessulanum زده گونه   جوانهبذرهايچه چه و ساقه ريشه،طول گياهچه: بنيه بذر و ج:  ب،زنيدرصد جوانه:  الف

در ازت مايع نگهداري ماه يكو 
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    ب                             الف                             

 -Cº 196 دماي  نگهداري شده درهفته يكA. monspessulanum  گونه بذرهايهاي حاصل از رشد  گياهچه: الف-1شكل 

 -Cº 196  دماي نگهداري شده درماه يك A. monspessulanum  گونهبذرهايهاي حاصل از رشد  گياهچه: ب
 
 بحث

 بــــذرهايفراســــرد بــــر روي اثــــر در مطالعــــه 
A. monspessulanum  پـس از  بـذرها  مشاهده گرديد كـه 

 ـ   خروج از ازت مـايع هماننـد نمونـه       ه هـاي شـاهد قـادر ب
بـا توجـه بـه امكـان        . باشند ميزني و توليد گياهچه     جوانه
ــده ــاني زن ــذرهايم ــايدر A. monspessulanum ب   دم

Cº 196- بـذرهاي  جـزو ايـن گونـه را       بـذرهاي توان  مي 
Orthodox) Engelman, 1990; Roberts & Ellis, 

ــود) 1989 ــداد نم ــدهبررســيدر  .قلم ــاني و درصــد  زن م
 ميان تفاوت آماري A. monspessulanum  گونهزني جوانه

 و   كاهش رطوبت بـذر    ،)PVS2(تيمارهاي ويتريفيكاسيون   
 در زمينـه    . درصد با تيمار شاهد مشاهده نشد      30گليسرول  

هـاي  زمـان   در ازت مـايع نيـز بـين        بـذرها نگهداري  زمان  
داري  ياد شده در ازت مايع تفاوت معني       بذرهاينگهداري  
كه بـذر در محـيط        در صورتي  ،اساس تئوري  بر. ديده نشد 

 تفاوت محـسوسي بـين طـول         نبايد ،ازت مايع زنده بماند   
 وجـود داشـته     مـدت  مدت و ميان   ري در كوتاه  هدامدت نگ 

 ،هاي متابوليكي و حياتي   ا كاهش شديد فعاليت   زيرا ب . باشد
 و  Popov .گـردد  منتفـي مـي    ˝مسئله زمان نگهداري تقريبا   

هـويج  هـاي   نيز نشان دادنـد كـه سـلول       ) 2006(همكاران  
)Carrot (   سـال ذخيـره در ازت مـايع قابليـت           25پس از 

 .نمايند حفظ ميراخود تجديد حيات 
فرايندي است كـه آب از حالـت مـايع           ويتريفيكاسيون

فاقـد سـاختار     كـه    شودمي شكل  اي بي   وارد يك فاز شيشه   
هاي گيـاهي    نگهداري بافت   در اين حالت   .كريستالي است 

ــ ازتدر  ــستال شــكلدونمــايع ب هــاي يخــي  گيــري كري
 Gale et al., 2008; Matsumoto (بـود   پذير خواهد امكان

et al., 2001; Wang et al., 2005(.  تفاوتي در اين مطالعه
تيمارها مشاهده   ساير پيش   و تيمار ويتريفيكاسيون  پيش بين
 طـول   ،زني جوانهدرصد   ( يك از صفات   زيرا در هيچ  . نشد
 ـ   محـسوسي  اثر   )ه بذر اهچه و شاخص بني   گي شد و   ديـده ن

 بـر   انجام شده ست كه در بسياري از مطالعات       اين در حالي  
 ,Thinh( آنانــاس ، اركيــده، مــوز ماننــدييهــاگونــهي رو

 ســپيدار و )Hirai et al., 1998( تــوت فرنگــي ،)1997
)Lambardi et al., 2000 (    گـزارش  اثر مثبـت ايـن تيمـار

 .گرديده است
با هدف تقليل رطوبت    تفاده از تيمار كاهش رطوبت      اس

بتي در حفظ و     مث تأثير -Cº 196  دماي بذر قبل از ورود به    
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 كه اين   شددر اين بررسي مشاهده     .  داشت بذرهاماني  دهزن
تيمار همانند تيمارهاي ديگـر باعـث حفاظـت از بـذر در             

ايـن روش بـا موفقيـت       شود و كـاربرد     شرايط فراسرد مي  
 لـذا از ايـن روش كـه از نظـر سـادگي و               .باشـد مي همراه

 تـر سـاده  نيـاز بـه مـواد شـيميايي روشـي       و عدمسهولت

در  . اسـتفاده نمـود    در مقيـاس كـاربردي     توانمي ،باشد مي
نيــــز ) Whittle) 2005 و Beardmore همــــين رابطــــه

 از بـذر     حفاظـت  برايكاهش رطوبت را      روش بكارگيري
 .گزارش نمودندآميز موفقيت Acer saccharinum گونه

 مـاده   عنوان نوعي  هاي مختلف به   غلظت از گليسرول با  
د شـــو اســـتفاده مـــيمحـــافظ در فراينـــدهاي ســـرمايي

)Jeyendran et al., 1985 .( اين ماده تشكيل يخ را كاهش
 بـه همـين     .آوردپايين مـي  به آرامي   داده و نقطه انجماد را      

 اسـتفاده  Cryoprotectant مـاده محـافظ يـا        عنوان علت به 
در حفاظـت    درصـد    30تيمـار گليـسرول      پـيش  ،شـود مي

تفـاوتي بـا سـاير     A. monspessulanum   گونـه بـذرهاي 
 .داشته استن تيمارها

باشد  داراي خواب ميA. monspessulanumبذر گونه 
 شاهد و فراسرد    بذرهايزني  مدت زمان لازم براي جوانه     و

در همـين   . دانجام ـمي روز به طول     105 حدود   ،+Cº 4در  
ــصيري   ــه نـ ــه) 1387(رابطـ ــذر جوانـ ــي بـ ــه زنـ   گونـ

A. monspessulanum  ــستر ماســه را حــدود ــاه 6در ب  م
مويد وجـود خـواب در بـذر ايـن گونـه            گزارش نمود كه    

 ولـي   پـايين تيمارهـا   كليـه    در   بذرهادرصد احياء   . اشد مي
 ن موجـود بـي     با توجه به اختلافات كم      و داميدواركننده بو 

  به اين نتيجـه    توانتيمار فراسرد با تيمار شاهد مي      پيش سه
 بذر اين گونـه را بـا هريـك از تيمارهـاي فـوق               رسيد كه 

نگهـداري  در دوره بلندمـدت      -Cº 196  دماي وان در ت  مي
بكار گرفته  تيمارهايي كه در اين بررسي      در بين پيش  . نمود

ايـن   زيـرا    ،باشدميه  قابل توصي   تيمار كاهش رطوبت   ،شد
از نظر مواد مصرفي و سهولت كـار نـسبت بـه بقيـه              مار  تي

 .تيمارها ارجحيت دارد
دهـد  به طور كلي نتايج حاصل از اين بررسي نشان مي         

 بوده و   -Cº 196  دماي  اين گونه قابل نگهداري در     كه بذر 
 و محتـواي    بـوده  Orthodoxبه دليـل اينكـه بـذر از نـوع           

 رطوبت موجـود    ،بنابراين .باشدرطوبت آن بسيار پايين مي    
.  اثر منفي در ماندگاري آن در محيط فراسرد ندارد         ،در بذر 

 امكـان   ،از نظر مدت زمان نگهداري بذر در شرايط فراسرد        
زيــرا براســاس . ســال وجــود دارد هــزار ري چنــدنگهــدا

كـه    بر روي بذر كـاهو     انجام شده محاسبات ترموديناميكي   
 نيمـه عمـر     ،در شرايط دمـايي پـايين نگهـداري گرديدنـد         

 Walters( سال برآورد گرديـد  3500زني اين گونه جوانه

et al., 2004( . گونـه مقاومـت بـذر  با توجـه بـه   بنابراين  
A. monspessulanum فراسـرد و عـدم تفـاوت    ط شرايه ب

ــدگاري در  ــين شــاهد و تيمارهــاي مان ــايب  -Cº 196  دم
وجـود  سال  برآورد ماندگاري بذر در مقياس بيش از هزار         

 .دارد

 ، بـر بـذر    عـلاوه تـوان   مي  فراسرد فنĤوريبا استفاده از    
 ،هاي جـانبي يـا انتهـايي      هاي گياهي مانند جوانه    ساير اندام 

 را براي مدت زمان بسيار طولاني  دانه گرده و جنين،سلول
هايي كه  در اين صورت حفظ و بقاي گونه      . نگهداري نمود 

 بـذرهاي ماننـد    (پـذير نيـست   نگهداري بـذر آنهـا امكـان      
Recalcitrant ( قابـل   ،شوند ن تكثير مي   از طريق كل   يا فقط

 Berjak & Pammenter, 2002; Pâques (اجرا خواهد بود

et al., 2000( . فنــاســتفاده ازĤحفاظــت در شــرايط وري 
مدت بذر تعـداد زيـادي از      فراسرد امكان نگهداري طولاني   

و حفاظت  كرده  خطر را فراهم معرضهاي گياهي در      گونه
هـاي    از ذخاير توارثي گياهي و جلوگيري از انقراض گونه        
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 بـا   ن بنـابراي  .شودي را موجب مي   جنگلي و مرتع  ارزشمند  
 ـ     امكان احياء  فنĤورياستفاده از اين     هـاي  هو حفاظـت گون

عـي  هـاي منـابع طبي     مختلف در معرض خطر در اكوسيستم     
مدت  شايان ذكر است كه نگهداري طولاني      .شودفراهم مي 

ها در شرايط فراسرد و دور شدن نمونه از   بذر يا ساير اندام   
 از  جمله ملاحظاتي است كه نبايد       از ،يشرايط متغير محيط  
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Abstract 
     Montpellier Maple (Acer monspessulanum) is one of the broad leaf species grows in semi-
arid and cold climate of I.R. Iran. Preservation of this wild woody species has a great 
importance in natural resource point of view. Cryopreservation technique is used to preserve 
seed and vegetative organs under -196 ºC conditions. In the mentioned temperature, all of the 
metabolic and physiological activities of the seed or organ almost is stopped. As the result, seed 
and organ can survive for a long period of time. In order to preserve A. monspessulanum seed 
under -196 ºC condition, three pre-cryopreservation treatments, PVS2 solution, Desiccation and 
30% Glycerol  were applied. The treated seeds were transferred into Liquid Nitrogen (LN) and 
stored for 7 and 30 days respectively. After finishing storage period, the seeds were removed 
from the LN, imposed to heat shock and transferred between wet-papers in germination boxes. 
The cryogenic seeds together with control seeds were incubated at +4 ºC for 105 days to 
germinate. Mean germination percentage of the cryopreserved seeds was 19.18% and, there 
were no significant differences between the control and cryopreserved seeds. No adverse effects 
or abnormalities were observed on seedlings developed from cryopreserved seeds. The results 
showed that, the long-term preservation of the species, seed in -196 ºC using suitable pre-
cryopreservation treatment is possible. 
 
Key words: Cryopreservation, Glycerol, Vitrification, Desiccation, and Acer 
monspessulanum.  
 


