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 چکیده
 دليل ابتلا به بيماریبه بند ناحيه هيرکاني است کهای و پایينهای جلگهدار بومي جنگلهای درختي نيامخسب یکي از گونهشب     

خسب مورد شب بذرهایسازی يرهدر این تحقيق، امکان استفاده از فناوری فراسرد برای ذخ قارچي دچار صدمات زیادی شده است.
بند حوزه غرب هراز واقع در استان مازندران انجام های پایينپایه درختي از جنگل 12آوری بذر از تعداد بررسي قرار گرفت. جمع

خسب شب بذرهایزني خسب در شرایط فراسرد از نتایج خصوصيات جوانهشب بذرهایسنجي قابليت نگهداری منظور امکانبه شد.
شامل: ویتریفيکاسيون، گليسرول  سازیتيمار آمادهبا چهار پيش گراد(درجه سانتي -130) فراسرد در دو حالت نگهداری در شرایط

گراد( استفاده درجه سانتي 18تيمار به همراه تيمار شاهد )نگهداری در شرایط خشك و دمای درصد، کاهش رطوبت و بدون پيش 92
گراد )شوک حرارتي( قرار داده درجه سانتي 27ماه در شرایط فراسرد خارج و در آب هفته و یككپس از نگهداری ی بذرهاشد. 
ثبت و  .ندگردیدگراد منتقل + درجه سانتي77دیش قرار گرفته و به ژرميناتور با دمای زني درون پتریسپس برای جوانه شدند.

طرفه و آزمون دونتایج تحليل واریانس  چ بذری جوانه نزد انجام شد.دیگر هي روزانه تا زماني که زده بصورتجوانه بذرهایشمارش 
تيمار مربوط به فراسرد با تيمار شاهد پيش 2خسب در شب بذرهایزني مقایسه ميانگين دانکن نشان داد که صفات مختلف جوانه

تحقيق این پذیر است. نتایج سرد امکانخسب در شرایط فراشب بذرهایشد که نگهداری گيری رو نتيجهتفاوت فاحشي نداشت. ازاین
توانند بدون خسب به دليل داشتن پوسته سخت بذر و محتوای رطوبتي بسيار پایين ميگونه شب که بذرهایکند همچنين تصریح مي

تيمار پيش انجامتوان بدون رو ميگراد نگهداری شوند. ازایندرجه سانتي -130تيمار( در دمای استفاده از مواد ضدانجماد )بدون پيش
برای حفاظت از ثر ؤمعنوان راهبردی و بانك بذر فراسرد را به نمودخسب در شرایط فراسرد اقدام شب بذرهایسازی نسبت به ذخيره

 های هيرکاني پيشنهاد کرد.ظرفيت ژنتيکي این گونه ارزشمند در سطح جنگل
 
  .کاهش رطوبت، گليسرول، ویتریفيکاسيون خسب،شببذر، زني جوانهبانك بذر فراسرد، : های کلیدیواژه

 

 مقدمه
یکي از  (.Albizia julibrissin Durazzخسب )شب     
است که  های هيرکانيدار بومي جنگلنيام درختي هایگونه

های گرمادوست بودن، در رویشگاه با توجه به نورپسند و

 متر 222بند )تا ارتفاع ای و پایينجلگهباز و نورگير نواحي 
رویشگاه  .(Sabeti, 1995) پراکنش دارداز سطح دریا( 

-ناحيه رویشي هند و مالزی )شامل جنگل خسب،اصلي شب

است ای ميانمار، بوتان، نپال، پاکستان و ميانمار( های حاره
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های ژاپن، چين، معتدله آسيا )شامل جنگلولي در نواحي 
بيعي طور طبه، ترکيه و جمهوری آذربایجان( تایوان، ایران
 ,.Cheatham et al., 1995; Orwa et al) گسترش دارد

های قدمت حضور این گونه درختي در جنگل .(2009
و از این  باشدميشناسي مربوط به دوران سوم زمينهيرکاني 
 عنوان یکي از درختان بازمانده اقليمي دوره ترشيارینظر به

(Tertiary) شودمحسوب مي هيرکاني هایدر جنگل 
(Akhani et al., 2010.) 

های درختي عنوان یکي از گونهخسب در گذشته بهشب
 های شمال داشتهدر جنگل پيشاهنگ حضور چشمگيری

(Sabeti, 1995)  امروزه به دليل ابتلاء به بيماری متأسفانه ولي
 Fusarium oxysporum (Rahnama, 2010 قارچي

&Panahian ن (، حضور آن فقط به تعدادی از تك درختا
های های دستخوش تخریب جنگلجوان، آن هم در عرصه

با توجه به  .بند هيرکاني محدود شده استای و پایينجلگه
بند، در نيم قرن ای و پایينپراکنش این گونه در مناطق جلگه

رویه انساني ازجمله سکونت، های بياخير به دليل فعاليت
-بهرهو  های جلگه به روستایيان، ورود دامواگذاری جنگل

تا  هی از آن به دليل توليد چوب با ارزش سبب شدربردا
 تا حدی که شودهای طبيعي این گونه بسيار محدود رویشگاه
حفاظت از  المللياتحادیه بيندر طبقه در معرض خطر این گونه 
  (.Jalili & Jamzad, 1999) شودمعرفي  IUCNطبيعت یا 

ژنتيکي های مناسب حفاظت ظرفيت تنوعراه ي ازیک
گياهي در خارج از رویشگاه، استفاده از فناوری فراسرد 

 فناوری فراسرد (.Engelman, 2004است )

(Cryopreservation)های و اندام بذرهاسازی ، روش ذخيره
گياهي برای مدت زمان بسيار طولاني در شرایط دمایي 

گراد درجه سانتي -130اکسيدکربن( تا )دی -52کمتر از 
(. با Popov et al., 2006; Reed, 2008) ( است)ازت مایع

بسياری از مدت به نگهداری طولانيتوان این فناوری مي
های گرده که فعاليتهای رویشي، سلول و دانه، اندامبذرها

 متابوليکي و فيزیولوژیك آنها در شرایط دمایي فوق سرد
تقریبا  وساز()عدم تقسيم سلولي و کاهش شدید سوخت

 Kaviani et al., 2011; Araújo et) کمك کرد متوقف شده

al., 2016). توان در داخل منابع ژنتيکي گياهي را مي
رویشگاه اصلي )با حفاظت از رویشگاه طبيعي که در آن 

یا خارج از رویشگاه اصلي  گونه هدف استقرار دارد( و
های )حفاظت و نگهداری در مناطقي امن مانند باغ

نمونه یا بذر در شرایط  شناسي یا به صورتگياه
گيری از بهرهاخيراً آزمایشگاهي( ذخيره و حفاظت کرد. 

های مرسوم و کلاسيك حفاظت روش فراسرد در کنار روش
شناسي ملي و های گياههای گياهي مانند ایجاد باغاز گونه
های جنگلي و مرتعي و عرصه بذرهایای، بانك ژن منطقه

های گياهي به ز گونهحفاظت شده جنگلي، برای حفاظت ا
. (Hatami et al., 2010) باشدسرعت در حال توسعه مي

ویژه برای مواقعي که امکان نگهداری بلندمدت این روش به
ای )کاهش های معمول سردخانهبا استفاده از روش بذرها

دمای محيط به همراه کاهش رطوبت بذر( فراهم نباشد از 
  (.Michalak et al., 2013) ای برخوردار استاهميت ویژه

 بذرای در ارتباط با نگهداری تاکنون مطالعات پراکنده
توان درختان در شرایط فراسرد انجام شده که از آن جمله مي

 Robinia pseudoacaciaاقاقيا ) مانندهایي به مطالعه گونه

L.) (Jebeli et al., 2014) ،گيلاس وحشي (Prunus 

avium L.) (Chmielarz, 2009)، کيکم (Acer 

monspessulanum L.) (Hatami et al., 2010a) ،
 (F. Muell. Eucalyptus microtheca) اکاليپتوس

(Hatami et al., 2010b)، ( ملجUlmus glabra Huds. )
(Chmielarz, 2010)، فندق (L. Coryllus avellana) 
(2013 et al.,Michalak ،) پده ( Populus euphratica

Oliv.) (Jebeli et al., 2015a)گبر ، (Acacia tortilis 

Forssk.) و چِش یا کرت (Acacia nilotica L.) (Jebeli 

2015b et al., ،)ایسرو خمره (L. rientalisoBiota ) 
(2009 et al.,Shahab  Naderi )ملج و (Ulmus glabra 

Huds.) (Shahab et al., 2017 Naderi) نتایج  .اشاره نمود
تيمار درصد پيشگيری از دو شان داد که بهرهقات نتحقي این

ترتيب به دليل کاهش کاهش رطوبت و ویتریفيکاسيون به
ای رطوبت بذر و تبدیل ماهيت رطوبت بذر به یك حالت ژله

شود امکان که فاقد ساختار کریستالي است سبب مي
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سرد فراهم شود. حصول فرادر شرایط دمایي  بذرهانگهداری 
های متابوليکي و فعاليت ر آنچنين شرایطي که د

فيزیولوژیك بذر بسيار اندک بوده و امکان فعاليت عوامل 
سازی وجود ندارد، نویدبخش امکان ذخيره زا نيزبيماری
مدت های طولانيهای مزبور برای دورهگونه بذرهای

 باشد. منظور جلوگيری از خطر انقراض آنها ميبه
سخت و قابليت ی بذرهادليل توليد خسب اگرچه بهشب

است ظرفيت تنوع  قادربلندمدت دائمي تشکيل بانك بذر خاک 
های شمال حفظ کند اما با ژنتيکي خود را در سطح جنگل

-توجه به اینکه بخشي از گستره رویشگاهي این گونه در توده

، (نوشهر) و مزگاء سنگانهای جنگلي شمشاد هيرکاني مثل سي
به متأسفانه  ،ل )بندرگز( بودهبلبو چشمه سرا )شيرگاه(انجيلي

های مزبور به درختان شمشاد در جنگلپوشش دليل انهدام تاج
توسط قارچ  سوختگي برگ شمشاددليل بيماری 

Calonecteria pseudonaviculata (Mirabolfathy et al., 

 )Cydalima perspectalis( پره شمشادو آفت شب 2013(
(Ahangaran, 2017) زیراشکوب جنگل رسيده ، نور زیادی به

خسب مدفون در شببذرهای زني جوانهمنجر به این امر  که
تا از ذخایر گردیده ها شده و سبب داخل خاک این رویشگاه

به  رشد کردههای چون نونهال .کاسته شودخسب ژنتيکي شب
باشد. به یم محکوم به فنا ميبه بيماری قارچي فوزار دليل ابتلا

شود تا از محل بانك بذر خاک سبب ميزني سخن جوانه دیگر
خسب در همواره از ظرفيت تنوع ژنتيکي بانك بذر خاک شب

تحقيق این رو ازاین های شمشاد هيرکاني کاسته شود.رویشگاه
-شببذرهای سنجي قابليت نگهداری در نظر دارد تا با امکان

خسب در شرایط فراسرد نسبت به ارائه یك روش حفاظتي 
 Cryo) رویشگاهي در قالب بانك بذر فراسرد مناسب خارج از

seed bank)  .اقدام کند 
 

 هامواد و روش
بههذرهای سههنجي نگهههداری منظههور انجههام آزمههایش امکههانبههه

خسهب  شهب بذرهای آوری خسب در شرایط فراسرد، جمعشب
-از جنگهل  متریسانتي 78-18با قطر پایه درختي  12از تعداد 

در واقهع در اسهتان مازنهدران    بند حوزه غرب ههراز  های پایين
انجهام شهد. آزمهایش فراسهرد در آزمایشهگاه       32ماه سال آبان

طبيعي نور و علوم دریایي دانشگاه تربيهت  مرکزی دانشکده منابع
تيمارهای فراسرد یها تيمارههای قبهل از    پيش مدرس انجام شد.

 .شرح زیر استخسب به شرایط فراسرد بهشببذرهای ورود 
در این  :(Vitrification) ریفيکاسيونتيمار ویتپيش

 PVS2 (Plant Vitrification تيمار از دو محلولپيش

Solution 2) و لودینگ (Loading) .برای این  استفاده شد
 ليتری حاوی بذر،ميلي 82های منظور نخست به کرایوتيوپ

مولار و  2/2 (Sucrose) محلول لودینگ شامل ساکارز
 72مدت ولار افزوده شده و بهم 7 (Glycerol) گليسرول

گراد در ژرميناتور + درجه سانتي77دقيقه در دمای 
-تخليه کرده و به لوله سپس محلول را کاملاً نگهداری شدند.

 های حاوی بذر محلول ویتریفيکاسيون شامل اتيلن گليکول
(Ethylenglycol) 18 سولفوکسيدمتيلدرصد و دی 
(Dimethyl soulfoxide) یا DMSO 18  درصد، گليسرول

مولار اضافه شده و پس از بستن  2/2درصد و ساکارز  92
+ درجه 2دقيقه در آب  72های حاوی بذر به مدت در لوله
های بذر وارد شرایط گراد قرار گرفتند. در نهایت لولهسانتي

 فراسرد )ازت مایع( شدند.
: در این (Desiccation) رتيمار کاهش رطوبت بذپيش

گرمي(  2221/2اوليه بذر با ترازوی حساس )تيمار، وزن 
ساعت در آون و در  27تعيين گردید. سپس بذرها به مدت 

-Ghassemi) گراد قرار داده شدنددرجه سانتي 28دمای 

Golezani & Dalil, 2011) پس از قرار گرفتن در آون نيز ،
درصد رطوبت بذر از حاصل  وزن بذرها محاسبه گردید.

ذرها، قبل و بعد از قرارگيری در آون تقسيم اختلاف وزن ب
 (. 1)رابطه  شدبه وزن اوليه تعيين 

 
 ]وزن اوليه بذر( -وزن اوليه بذر/ )وزن بذر پس از خشك شدن[×  122 (1)رابطه 
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هفته در  به مدت یك بذرهادر تيمار کاهش رطوبت بذر، 
برابر وزن  12برابر سيليکاژل خشك ) 12دسيکاتور حاوی 

 2مدت یك هفته در سردخانه در دمای و به بذر( منتقل
از دسيکاتور  بذرهاگراد نگهداری شدند. سپس درجه سانتي

. درصد رطوبت ندگردیدخارج و با ترازوی حساس توزین 
 1گيری در دسيکاتور با استفاده از رابطه بذر پس از رطوبت

برآورد شد. از تفاضل رطوبت اوليه بذر از رطوبت بذر در 
درصد کاهش رطوبت بذر محاسبه شد. در نهایت دسيکاتور، 

درصد کاهش رطوبت بذر در تيمار کاهش رطوبت از نسبت 
درصد رطوبت کاهش یافته به درصد رطوبت بذر )که از 

 بذرهاآید( مشخص شد. طریق قرار دادن در آون بدست مي
 بعدها منتقل و پس از خروج از دسيکاتور به کرایوتيوپ

 وارد ازت مایع شدند.
محلول گليسرول  ابتدا: درصد 92تيمار گليسرول پيش

ليتر گليسرول خالص به ميلي 92درصد با اضافه نمودن  92
محلول آماده شده به  سپس مقطر تهيه شد.ليتر آبميلي 22

دقيقه در  72مدت حاوی بذر اضافه شده و به هایکرایوتيوپ
. پس از آن قرار گرفتند گراد + درجه سانتي77دمای 

 . گردیدها وارد ازت مایع ایوتيوپکر
خسب بدون شب بذرهایدر این حالت  :تيماربدون پيش

تيماری )بدون استفاده از مواد ضد گونه پيشاعمال هيچ
انجمادی( در درون لوله آزمایش قرار داده شد و مستقيم 

 وارد ازت مایع شدند.
خسب بدون شببذرهای در این حالت  :)شاهد( تيمار

داده  رهای آزمایش قراتيماری در داخل لوله گونهچاعمال هي
گراد نگهداری درجه سانتي 2شد و در یخچال با دمای 

 شدند. 
ماه در هفته و یكجز شاهد به مدت یكکليه تيمارها به
گراد نگهداری شدند. درجه سانتي -130ازت مایع با دمای 

از  بذرهاپس از سپری شدن زمان نگهداری در ازت مایع، 
دقيقه در  7شاهد به مدت  بذرهایازت مایع خارج و همراه 

 گراد )شوک حرارتي( قرار داده شدنددرجه سانتي 27آب 
(Hatami et al., 2010a).  پس از شوک حرارتي، نمونه

زني در فراسرد و شاهد برای تعيين درصد جوانه بذرهای
دیش حاوی ماسه استریل قرار گرفته و در ژرميناتور پتری
 . ندگردیدگراد نگهداری + درجه سانتي77مای با د

 ،(7)رابطه  زنيسرعت جوانه ،بذرهازني جوانه درصد
طول گياهچه و نسبت طول  چه،چه، طول ساقهطول ریشه

گيری چه پس از سبز شدن بذرها اندازهچه به ساقهریشه
 گردید. 

 زنيسرعت جوانه = ∑ni/di                 (7)رابطه 
in  زده در هر روزجوانه بذرهایاد = تعد      id  تعداد =
 های پس از کاشتروز

 
و ميانگين  بذرهازني با مشخص شدن درصد جوانه

چه )طول گياهچه( در شرایط چه و ساقهمجموع طول ریشه
برآورد  9 استفاده از رابطه باآزمایشگاهي، شاخص بنيه بذر 

 . (Abdul Baki & Anderson, 1973) شد
 

 بذرشاخص بنيه =متر ميانگين طول گياهچه به ميلي× زني / درصد جوانه122 (9ه )رابط
 

تيمارهای به صورت فاکتوریل با دو فاکتور پيش آزمایش
طرح کاملا تصادفي با  در قالبسازی فراسرد و زمان ذخيره

تيمارهای قبل از فراسرد فاکتور اول  تکرار انجام شد. 5
، ویتریفيکاسيون، دسيکاتور( )از طریق شامل کاهش رطوبت

تيمار )بدون استفاده از و بدون پيش درصد 92گليسرول 
دو بازه زماني )یك فاکتور دوم و  شاهد و مواد ضد انجماد( 

 حداقل ها هریك حاویدیش. پتریبودندماه( ای و یكهفته

روند. شمار ميعنوان واحدهای آزمایشي بهعدد بذر به 82
 ين با استفاده از آزمون دانکن انجام شد.آزمون مقایسه ميانگ

 

 نتایج
تحقيق، وزن هزار دانه و درصد رطوبت این براساس نتایج 

درصد  1/2±7/2گرم و  55±17 ترتيبخسب بهبذر شب
های نتایج حاصل از تجزیه واریانس دادهبرآورد شد. 
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شرایط فراسرد نشان داد که بين  در خسبشب بذرهای
درصد،  92یفيکاسيون، گليسرول های شاهد، ویترتيمار

تيمار )بدون استفاده از مواد ضد کاهش رطوبت و بدون پيش
زني، زني، سرعت جوانهانجماد( بر صفاتي مانند درصد جوانه

طول  و چهچه، طول ساقهبنيه بذر، طول ریشه شاخص

چه اختلاف چه به ساقهجز نسبت طول ریشهگياهچه به
- اهده شد. همچنين مدتدرصد مش 1داری در سطح معني
های یك هفته و یك ماه نگهداری در شرایط فراسرد و زمان

تيمارها و زمان بر صفات مذکور اختلاف اثر متقابل پيش
 (. 1)جدول  نشان داددرصد  1سطح  دررا  یدارمعني

 

خسب در گونه شببذرهای ها بر نگهداری آن ها و اثر متقابلتیمارها، زماندار بودن اثر پیشتجزیه واریانس و سطح معنی -1جدول 

 -ºC191شرایط آزمایشگاهی پس از خروج از دمای 

 خطا تيمار* زمانپيش زمان تيمارپيش های مطالعاتيویژگي
MS F MS F MS F MS 

 72/95 10/9** 55/172 19/97** 23/1772 98/2** 13/100 زنيدرصد جوانه
 39/0 50/0** 89/22 22/187** 22/1289 75/13** 88/199 زنيسرعت جوانه

 01/38 27/2** 12/021 21/122** 13/10028 13/11** 21/1203 شاخص بنيه بذر
 19/91 00/2** 98/795 32/793** 75/2202 80/5** 92/700 چهریشه طول

 03/9 22/2** 21/70 20/25** 32/732 13/78** 22/39 چهطول ساقه
 22/20 23/2** 23/985 11/791** 17/12022 21/12** 29/028 طول گياهچه

 ns20/1 09/1 **58/102 22/2 **12/2 21/2 21/2 چهساقهچه به طول ریشهنسبت
 داریدرصد و عدم معني 1دار در سطح ترتيب معنيبه :nsو  **

 
-در زمان تيمارهاپيش، بذرهازني در بررسي درصد جوانه

-تيمارتمامي پيش زنينگهداری نشان داد که درصد جوانه های

تيمار، درصد، بدون پيش 92شامل گليسرول ی یك هفته ها
زني ترتيب با درصد جوانهبه کاهش رطوبت و ویتریفيکاسيون

به همراه شاهد در یك هفته  08/55و  32/53، 32، 12/32
تيمار در یك ماه ( و بدون پيش20/53( و یك ماه )22/31)
تيمارهای شو پي( دارای بيشترین مقدار 32/52)

درصد و کاهش رطوبت با یك  92ویتریفيکاسيون، گليسرول 
)به ترتيب با درصد  -ºC 130 سازی در دمایماه ذخيره

( کمترین مقدار بودند. 07/20و  02/22، 99/23زني جوانه
زني از یك هفته به یك ماه بنابراین روند نزولي درصد جوانه

-اهد در بين پيشسازی در شرایط فراسرد و نسبت به شذخيره

درصد و کاهش  92های ویتریفيکاسيون، گليسرول تيمار
بيشترین و بدون  75/19و  82/17، 97/3ترتيب رطوبت به

 (.1 ( کمترین بود )شکل20/7يمار )تپيش
تيمارها، تيمار شاهد با یك زني در بين پيشسرعت جوانه

 02/92+ با ميانگين ºC 2هفته نگهداری در دمای یخچال 
درصد با یك ماه  92تيمار گليسرول رین مقدار و پيشبيشت
کمترین  90/10سازی در شرایط فراسرد با ميانگين هذخير

-های فراسردی یك هفته ذخيرهتيمارمقدار بود. در بين پيش

درصد با ميانگين  92سازی در نيتروژن مایع، گليسرول 
تيمار دیگر شامل بدون بيشترین مقدار و سه پيش 71/75

ترتيب با ميانگين تيمار، کاهش رطوبت و ویتریفيکاسيون بهپيش
کمترین مقدار بودند اما در بين  27/70و  52/70، 21/72

تيمار سازی بدون پيشههای فراسردی یك ماه ذخيرتيمارپيش
درصد با ميانگين  92بيشترین و گليسرول  50/72با ميانگين 

اهشي سرعت طورکلي روند ککمترین مقدار بود. به 90/10
هفته به یك ماه در شرایط فراسرد و نسبت به  زني از یكجوانه

( بيشترین و 58/11درصد ) 92تيمار گليسرول شاهد در پيش
( 58/0و  38/8ترتيب تيمار )بهویتریفيکاسيون و بدون پيش

  (.7دارای کمترین مقدار بودند )شکل 
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خسب شب بذرهایزنی تیمار بر درصد جوانهدرصد، کاهش رطوبت و بدون پیش 33ون، گلیسرول های شاهد، ویتریفیکاسیبررسی اثر تیمار -1شکل 

 -ºC191سازی در دمای پس از یک هفته و یک ماه ذخیره
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 خسبشب بذرهایزنی تیمار بر سرعت جوانهدرصد، کاهش رطوبت و بدون پیش 33های شاهد، ویتریفیکاسیون، گلیسرول بررسی اثر تیمار -2شکل 

 -ºC191سازی در دمای پس از یک هفته و یک ماه ذخیره

 
یك  ها باتيمارشاخص بنيه بذر در بين پيش در بررسي
 92تيمارهای ویتریفيکاسيون و گليسرول پيش هفته نگهداری

دارای  28/179و  82/179ترتيب با مقادیر درصد به
بالاترین مقدار و کاهش رطوبت دارای کمترین مقدار بودند، 

سازی در ها با یك ماه ذخيرها در این رابطه بين تيمارام

تيمار شرایط فراسرد، بيشترین مقدار مربوط به بدون پيش
تيمار دیگر ( و کمترین مقدار مربوط به سه پيش20/30)

های ویتریفيکاسيون تيماراز نظر شاخص بنيه بذر پيش است.
 ترتيب بادرصد با یك هفته نگهداری به 92و گليسرول 

از بيشترین مقدار و ویتریفيکاسيون،  28/179و  82/179
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-درصد و کاهش رطوبت با یك ماه ذخيره 92گليسرول 

و  92/51، 99/50ترتيب با سازی در شرایط فراسرد به
طور کلي، در از کمترین مقدار برخوردار بودند. به 82/22

ها از یك تيماراین روند نزولي شاخص بينه بذر در بين پيش

 هانوساندر مقایسه با تيمار شاهد، کمترین  به یك ماه و هفته
 هانوسان( و بيشترین 22/71تيمار )مربوط به بدون پيش

 (.9باشد )شکل ( مي21/21درصد ) 92مربوط به گليسرول 
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بذرهای تیمار بر شاخ  بنیه بت و بدون پیشدرصد، کاهش رطو 33های شاهد، ویتریفیکاسیون، گلیسرول اثر تیمار بررسی -3شکل  

 -ºC191سازی در دمای خسب پس از یک هفته و یک ماه ذخیرهشب
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بذرهای چه تیمار بر طول ریشهدرصد، کاهش رطوبت و بدون پیش 33های شاهد، ویتریفیکاسیون، گلیسرول بررسی اثر تیمار -4شکل 

 -ºC 191سازی در دمای خسب پس از یک هفته و یک ماه ذخیرهشب
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چه نتایج نشان داد که بيشترین طول با بررسي طول ریشه
تيمار ویتریفيکاسيون با یك هفته يشچه مربوط به پریشه
-متر و کمترین طول ریشهميلي 28/55سازی به طول ذخيره

-تيمار کاهش رطوبت با یك ماه ذخيرهچه مربوط به پيش

چه در طول ریشه باشد.متر ميميلي 22/80سازی به طول 
های یك هفته در شرایط فراسردی تيماربين پيش

-متر بيشترین و پيشميلي 28/55ویتریفيکاسيون با طول 

متر کمترین مقدار ميلي 20/25تيمار کاهش رطوبت با طول 
بود. در روند کاهش طول ریشه از یك هفته به یك ماه 

و در مقایسه با تيمار شاهد،  -ºC 130نگهداری در دمای 
متر ميلي 12/70تيمارهای ویتریفيکاسيون به طول پيش

متر کمترین ميلي 23/10تيمار به طول بيشترین و بدون پيش
 (.2بود )شکل 
خسب نشان های شبچه نونهالطول ساقه گيریاندازه
سازی شامل تيمارهای یك هفته ذخيرهپيش داد که

به تيمار درصد و بدون پيش 92یتریفيکاسيون، گليسرول و
سازی در همراه شاهد در یك هفته و یك ماه ذخيره

تيمار و پيش ودندببيشترین مقادیر دارای نيتروژن مایع 
سازی از کمترین درصد با یك ماه ذخيره 92گليسرول 

های یك هفته تيمارمقایسه پيشدر  .بودمقدار برخوردار 
جز ها بهتيمارسازی در شرایط فراسرد، تمامي پيشهذخير

اما مقایسه بين  .بودندکاهش رطوبت دارای بالاترین مقادیر 
ی، ویتریفيکاسيون و سازهای یك ماه ذخيرهتيمارپيش

 78/29و  52/20ترتيب با طول درصد به 92 گليسرول
به خود اختصاص را متر بيشترین و کمترین مقادیر ميلي

تيمارها از یك هفته به دادند. بنابراین روند کاهشي پيش
در مقایسه با تيمار شاهد، سازی و یك ماه ذخيره

کاهش  متر( وميلي 37/0درصد ) 92تيمار گليسرول پيش
ترتيب بيشترین و کمترین متر( بهميلي 90/1رطوبت )

 (.8شکل به خود اختصاص دادند )را مقادیر 
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خسب پس از یک چه شبهتیمار بر طول ساقدرصد، کاهش رطوبت و بدون پیش 33های شاهد، ویتریفیکاسیون، گلیسرول بررسی اثر تیمار -5 شکل

 -ºC 191سازی در دمای هفته و یک ماه ذخیره

 
 چهگيری طول گياهچه )طول ریشهنتایج حاصل از اندازه

های تيمارپيشچه( نشان داد که طول ساقه +
درصد با یك هفته نگهداری  92ویتریفيکاسيون، گليسرول 

به همراه شاهد با یك هفته نگهداری در  -ºC 130در دمای 
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و  83/190، 95/193ترتيب + بهºC 2یخچال با دمای 
تيمار کاهش بيشترین مقادیر و پيشدارای متر ميلي 31/199

درجه  -130سازی در دمای رطوبت با یك ماه ذخيره
ر اددارای کمترین مقمتر ميلي 52/122با طول گراد سانتي
در های یك هفته نگهداری تيمارمقایسه بين پيشدر  .بودند

درصد  92دمای فراسرد شامل ویتریفيکاسيون و گليسرول 
متر بيشترین ميلي 83/190و  95/193 ترتيب با طولبه

رین متر کمتميلي 53/179مقادیر و کاهش رطوبت با طول 
-پيشدر مقایسه بين اما  را به خود اختصاص دادند، مقدار

بدون شامل سازی در دمای فراسرد ههای یك ماه ذخيرتيمار
و  20/123ترتيب با طول تيمار و ویتریفيکاسيون بهپيش
-ميلي 52/122و کاهش رطوبت با طول  مترميلي 27/125

با توجه  د.ترتيب دارای بيشترین و کمترین مقادیر بودنمتر به
به روند نزولي طول گياهچه از یك هفته به یك ماه در دمای 

-درصد و بدون پيش 92تيمار گليسرول نيتروژن مایع، پيش

ن و یمتر بيشترميلي 25/71و  25/91ترتيب با طول تيمار به
 (.0 کمترین ميزان تغييرات را از خود نشان دادند )شکل
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از یک خسب پس تیمار بر طول گیاهچه شبدرصد، کاهش رطوبت و بدون پیش 33های شاهد، ویتریفیکاسیون، گلیسرول بررسی اثر تیمار -1شکل 

 -ºC 191سازی در دمای هفته و یک ماه ذخیره

 
های چه در نونهالچه به ساقهریشه بررسي نسبت طول

 92های گليسرول تيمارخسب نتایج نشان داد که پيششب
-درصد، ویتریفيکاسيون و کاهش رطوبت با یك هفته ذخيره

و  21/1، 27/1ترتيب با نسبت سازی در دمای فراسرد به
-ترین مقادیر و کاهش رطوبت با یك ماه ذخيرهبالا 21/1

کمترین مقدار از  72/1 مقدارسازی در شرایط فراسرد با 
سازی تيمارهای یك هفته ذخير. در بين پيشبرخوردار بودند

های ویتریفيکاسيون، گليسرول تيماردر نيتروژن مایع پيش
درصد و کاهش رطوبت دارای بيشترین مقادیر و بدون  92

 دارای 85/1 مقدارهمانند شاهد با  02/1 مقدارر با تيماپيش
های یك تيمارحال در بين پيش. بااینبودندکمترین مقدار 

تيمار درصد و بدون پيش 92سازی، گليسرول ماه ذخيره
بيشترین و کاهش رطوبت با  21/1و  27/1ترتيب با به
به خود را چه چه به ساقهکمترین نسبت طول ریشه 72/1
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چه دادند. بنابراین روند کاهشي نسبت طول ریشهاختصاص 
چه از یك هفته به یك ماه در دمای فراسرد و در به ساقه

بيشترین و  22/2مقایسه با شاهد، کاهش رطوبت با مقدار 

از خود را  هانوسانکمترین  13/2تيمار با مقدار بدون پيش
 (.2نشان دادند )شکل 

a a a
b b
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e
cd c
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ویتریفيکاسيون  92 گليسرول   کاهش رطوبت  بدون پيش تيمار  شاهد 

چه
قه 
سا
به 
چه 
شه 
 ری
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ت ط
سب
ن

پیش تیمارها

یك هفته 

یك ماه 

چه به تيمار بر نسبت طول ریشهدرصد، کاهش رطوبت و بدون پيش 92های شاهد، ویتریفيکاسيون، گليسرول بررسي اثر تيمار -2شکل 
 -ºC 130سازی در دمای خسب پس از یك هفته و یك ماه ذخيرهچه شبساقه

 

 بحث

خسب پس از خروج از نيتروژن مایع و انتقال به بذر شب   
سوئي  هایاثربدون اینکه دچار  دیش در ژرميناتورپتری

زني و جوانهقابليت  دارای شاهد هایتيمارشوند، همانند 
با توجه به امکان از یکسو بنابراین بودند.  توليد گياهچه

نيتروژن مایع این گونه درختي در دمای  بذرهایماني زنده
و از سوی دیگر به دليل اینکه گراد( درجه سانتي -130)

توان مي ،درصد است 8ن گونه کمتر از محتوای رطوبتي ای
با قابليت ماندگاری  بذرهایخسب را در گروه بذر شب

 Roberts)بندی کرد طبقه (orthodox) بلندمدت یا ارتدوکس

& Ellis, 1989; Engelman, 1990) . در بررسي درصد
)بدون استفاده از مواد ضد تيمار زني بدون پيشجوانه

 هد )نگهداری در یخچال با دمایهمانند تيمار شاانجمادی( 
ºC2)+  سازی های ذخيرهزمان داری بين مدتمعنياختلاف

نشد. براساس  یك هفته و یك ماه در نيتروژن مایع مشاهده

تئوری، در محيط نيتروژن مایع هيچ تفاوت محسوسي بين 
شود. مدت مشاهده نميمدت و ميانسازی کوتاهذخيره

 -102سازی در دمای زیر ا ذخيرهرود بانتظار ميبنابراین 
عمر بذر به مدت صدها و حتي  گراد، طولدرجه سانتي

زیرا در این شرایط بسياری از  ،هزاران سال افزایش یابد
های و اندام بذرهامتابوليکي و فيزیولوژیکي یندهای افر

های شيميایي تقریبا گياهي، تحرک مولکولي و واکنش
مخرب و افزایش یندهای افرز طور کلي اشود و بهمتوقف مي

 ,Walters et al., 2004; Benson) کندسن جلوگيری مي

زمان  دهد که مدتمرور منابع در این رابطه نشان مي .(2008
بر این نتایج های گياهي در شرایط فراسرد نگهداری اندام

طور کلي (. بهRong & Hua, 2009نخواهد داشت )ثير أت
رتي که نمونه بتواند در ازت مایع این است در صو اعتقاد بر

های مختلف زمان زنده بماند تفاوتي محسوسي در مدت
 ,.Aryakia et al)نگهداری در ازت مایع وجود ندارد 
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های متابوليکي، مسئله زیرا با کاهش شدید فعاليت ،(2012
 et al., 2015)شود زمان نگهداری تقریباً منتفي ميمدت

Tabatabaiepoor). 
در  بذرهازني درصد جوانه ،تحقيقاین نتایج  براساس
 32/52درصد( و یك ماه ) 32تيمار با یك هفته )بدون پيش

مایع در مقایسه با تروژن يسازی در دمای ندرصد( ذخيره
تيمار شاهد )یك هفته  وفراسردی  یهاتيمارسایر پيش

 درصد در دمای یخچال 20/53درصد و یك ماه  22/31
ºC 2+ کليه بنابراین در .برخوردار بودند بالاتری( از مقادیر 

تيمار چه( بدون پيشجز طول ساقهصفات مورد بررسي )به
از یك هفته به یك ماه نگهداری در شرایط دمایي نيتروژن 

تيمار  وها تيمارمایع روند نزولي کمتری نسبت به سایر پيش
 شاهد از خود نشان داد. 

که است  Fabaceaeخسب از خانواده درختي شبگونه 
سازی در شرایط ذخيره قابليتبه خوبي این گونه  بذرهای

فراسرد را دارد و پس از خروج از نيتروژن مایع قادر به 
زني و استقرار و توليد نهال است. این قابليت جوانه

ماندگاری در دمای ازت مایع بدون استفاده از مواد 
های مهم ضدانجمادی به دليل توليد پوسته سخت از ویژگي

 & Baskin) باشدخسب ميشب مانندداران خانواده نيام

Baskin, 1998; Merou et al., 2011). خت با س بذرهای
که است هایي ها یا پریکارپخفتگي فيزیکي، دارای پوسته

 & Fenner) ناپذیر بودهنسبت به آب و محلول شيميایي نفوذ

Thompson, 2005)، واملي عنوان یکي از عاین ویژگي به
خسب در دمای نيتروژن مایع شب بذرهایاصلي ماندگاری 

 یندافرارتدوکس  بذرهایدر همچنين  شود.محسوب مي
توان و مي شودمي انجامکاهش رطوبت به صورت طبيعي 

 تيماری فناوری فراسرد را اجرا کردبدون هيچ پيش
(Benelli et al., 2013). در این رابطه Araújo  و همکاران
 mucronata بذرهای نگهداری از نشان دادند که (7210)

Passiflora، suberosa .P و P. edulis  بدون استفاده از
-تيمار( در شرایط فراسرد امکانمواد ضد انجماد )بدون پيش

  پذیر است.
تيمار کاهش رطوبت در تمامي صفات مورد بررسي پيش

چه به و نسبت طول ریشه بذرهازني جز درصد جوانهبه
چه با یك هفته نگهداری در شرایط فراسرد مقادیر اقهس

تيمار از خود نشان پایيني نسبت به تيمار شاهد و بدون پيش
سازی در دمای نيتروژن مایع، ذخيره همچنين با یك ماه داد.

تيمار کاهش رطوبت در تمامي صفات مورد مطالعه پيش
-پيشروند نزولي بيشتری در مقایسه با تيمار شاهد و بدون 

کاهش رطوبت داد. در اغلب موارد،  از خود نشانتيمار 
 شود.ماني ميقبل از ورود به شرایط فراسرد سبب زنده بذرها

در همين رابطه بکارگيری روش کاهش رطوبت برای 
 Acer saccharinumهایي مانند گونه بذرهای

(Beardmore & Whittle, 2005)فندق ، (L. Coryllus 

avellana) (Michalak et al., 2013) ملج و (Ulmus 

glabra Huds.) (Chmielarz, 2010 )آميز گزارش موفقيت
در حالي که همين کاهش رطوبت ممکن است  .شده است

را پس از خروج از نيتروژن مایع  بذرهازني بعضي از جوانه
بافت بذر طي کاهش (. Thammasiri, 2000) کاهش دهد

ي که در آن متابوليسم یهانسبت به بافتبه راحتي رطوبت 
در هنگام  بذرهابيند. ميزان آسيب به کاهش یافته آسيب مي

کاهش رطوبت عميق وابسته به محتوای رطوبتي بافت و 
شرایط کاهش رطوبت مانند درجه حرارت، رطوبت و 

که این نتایج با ( Chmielarz, 2009) حضور اکسيژن دارد
سب مطابقت خشب بذرهایهای این پژوهش در مورد یافته
 دارد.

 طور مستقيمبهتواند مي های ویتریفيکاسيونتيمارپيش
شکل ای بيآمورف یا شيشه مرحلهمایع به  مرحلهاز را آب 

 Fahy et) تغيير داده و از تشکيل بلورهای یخ جلوگيری کند

al., 1984). تيمار ویتریفيکاسيون در تمامي صفات پيش
درصد  92و گليسرول زني جز سرعت جوانهمورد بررسي به

زني و جز سرعت جوانهدر تمامي صفات مورد بررسي به
چه در یك هفته نگهداری در دمای نيتروژن مایع طول ریشه

این رابطه پس در از خود نشان دادند اما را بيشترین مقادیر 
 بيشتریسازی در نيتروژن مایع روند نزولي از یك ماه ذخيره

ه با تيمار شاهد و بدون در صفات مورد بررسي در مقایس
های کمي به گزارشاین وجود. بااز خود نشان دادتيمار پيش



 سنجي نگهداری بذرهای ...امکان  57

ها اشاره تيماراثر سوء مواد شيميایي موجود در این پيش
ي مانند یهاو برای گونه (Kuleshova et al., 1999) نداهکرد
 Schoenweiss) (.Fraxinus excelsior L) گنجشكزبان

et al., 2005) ،توسليپاکا (F. Muell. Eucalyptus 

microtheca )(Hatami et al., 2010b،) Doritis 

pulcherrim Lindl. (Thammasiri, 2000) و سپيدار 
(Populus alba L.) (Lambardi et al., 2000 ) استفاده از

آميز تيمار ویتریفيکاسيون در شرایط فراسرد موفقيتپيش
یتریفيکاسيون، اما در تيمار محلول و .شده استگزارش 

  اتيلن گلایکول وساکارز، موادی مانند گليسرول، 

DMSO(Dimethyl soulfoxide) به  احتمالاً به دليل نفوذ
آسيب  بذرهازني و رشد جوانههای یندافر به بذرهادرون 

 Kuleshova et al., 1999; Jebelli et) کنندجدی وارد مي

al., 2015a; Naderi Shahab et al., 2017) . در همچنين
 بذرهابه درون  آن تيمار گليسرول احتمالاً به دليل نفوذپيش

های اکسيژن و مولکول تبادلات گازی،یند افرو جلوگيری از 
و  زنيجوانه این عمل از ،آب بين فضای دروني و بيروني بذر

بنابراین استفاده از  .کندممانعت ميخسب شب بذرهارشد 
 تواند مضر هم باشدميو يست مواد ضدانجماد هميشه موفق ن

(Kistnasamy et al., 2011; Berjak & Pammenter, 

آثار سوء این  هدهندنشانحال نتایج این مطالعه بااین (.2014
زني و سایر صفات مورد بررسي است که البته ماده بر جوانه

 های بيشتر در این زمينه ضرورت دارد. پژوهش
نگهداری ان داد که طور کلي نتایج این پژوهش نشبه

پذیر بوده و خسب در شرایط فراسرد امکانشب بذرهای
 بذرهای دليل پوسته سخت و محتوای رطوبتي بسيار پایينبه

بدون استفاده تيمار )بدون پيش، )به صورت طبيعي( این گونه
نگهداری  -ºC130 توان در دمایميی( از مواد ضد انجماد

ي مانند ویتریفيکاسيون، یهاتيمارکرد و از بکارگيری پيش
زیرا  .درصد و کاهش رطوبت خودداری کرد 92گليسرول 

-زني گونه درختي شبها بر صفات جوانهتيمارپيشاین 

ها آسيباینکه با توجه به  د.نکنسوئي وارد مي هایاثرخسب 
 هگوناین  ه است،دادجدی و در معرض خطر انقراض قرار 

بيماری قارچي های طبيعي توسط درختي در رویشگاه

این گونه را از  بذرهای .شودخسب توصيه ميپژمردگي شب
آوری و با استفاده از فناوری های مختلف جمعرویشگاه

مدت حفاظت در شرایط فراسرد امکان نگهداری طولاني
خطر را فراهم کرده تا در در معرض  این گونه بذرهای
ی جدخطر در معرض که این گونه ارزشمند جنگلي  يصورت
ذخيره شده در  بذرهای استفاده ازبتوان با ، گرفتقرار 
البته توصيه  از انقراض آن جلوگيری کرد.بذر فراسرد بانك
سازی تر از ظرفيت ذخيرهمنظور شناخت دقيقشود بهمي

ضمن افزایش طول  ،خسب در شرایط فراسردشب بذرهای
نيز استفاده خسب چندساله شب بذرهایاز دوره مطالعه، 

 د.گرد
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Abstract 

Persian Silk tree (Albizia julibrissin Durazz.) is one of the native leguminous species in plain 

and lowland hyrcanian forests, which has been severely damaged by fungal disease. In this 

research, feasibility of preservation of A. julibrissin seeds in cryo condition was studied. Seeds 

of A. julibrissin were collected from 10 trees in lowland forests of western part of Haraz 

watershed, Mazandaran province, Iran. Seed germination characteristic of this species were 

analyzed in cryopreservation with four pretreatments including: vitrification solutions, 30% 

glycerol, desiccation and without cryoprotectants as well as control treatment, storage in dry 

condition at 15°C temperature. Seeds after one week and one month storage in liquid nitrogen 

condition were removed from the liquid nitrogen and the seeds were soaked into water at +42°C 

(heat shock). Then, seed were placed in petri dishes and so on were transferred into germinator 

at +22 ºC. Seed germination was daily checked as long as no seed has been germinated. Results 

of two way ANOVA followed by Duncan as a post hoc multiple comparisons showed that there 

were no significant differences between germination traits of A. julibrissin seeds in four 

pretreatments of cryopreservation with control treatment. So we concluded that 

cryopreservation of A. julibrissin seeds is feasible. Our result indicated that having hard seed 

coat and as well as very low moisture content enable A. julibrissin seeds to be preserved in cryo 

condition without any cryoprotectants. Therefore, cryopreservation of A. julibrissin seeds could 

be done without any pre-treatment and it could be proposed as an effective strategy to protect 

the genetic recourse of this valuable species of the Hyrcanian forests in Iran. 
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