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  چكيده

ايست علفي و چند ساله كه در اقليم سرد  گونه) Trifolium radicosum) (Boiss. & Hohen(كوهستان  يا شبدرشبدركوهسري 
دار، باعث حفاظت خاك  گير، مرتفع و شيب و برف هاي كوهستاني سرد استقرار اين گونه در عرصه. كند مياي البرز مياني رشد  مديترانه

 شيب تند رويشگاه، توليد علوفة قابل توجه. بفرد مرتعي و اكولوژيك برخوردار است و از اهميت منحصرشده عرصه مستعد فرسايش 
حفظ و نگهداري بذر و دستيابي به كه  طوري به. تا اين گونه بشدت در معرض خطر انقراض قرار گيردشده باعث  شدت چراو 

اين گونه كه بذر مدت  بررسي امكان نگهداري طولانيمنظور  به. هاي كشت، تكثير و استقرار گياه از اهميت زيادي برخوردار است روش
 .شداستفاده  -C196°يا برودت ) Cryopreservation(از روش نگهداري بذر در شرايط فراسرد ) 67/35(%زني پائيني دارد  جوانه

همراه با  Glycerol%30 و  Desiccationn, PVS2شامل تيمار از سه پيش در شرايط فراسرد T. radicosum بذرهاي براي نگهداري 
. نگهداري شدند) درون ازت مايع( -C196°و يكسال در شرايط  تيمار شده به مدت يكهفته، يكماه پيشبذرهاي . شاهد استفاده گرديد

گيري شده نشان  تيمارهاي مختلف، پس از خروج از ازت مايع در شرايط آزمايشگاه و گلخانه جوانه زدند و صفات اندازه پيش بذرهاي
 ، PVS2تيمارهاي زني بذر در پيش درصد جوانه .هاي ماندگاري در شرايط فراسرد وجود ندارد داري بين زمان ه تفات معنيداد ك

30%Desiccation, Glycerol  درصد بود كه تفاوت  33/29و  67/21، 67/23 ترتيب در يك هفته ماندگاري در ازت مايع به
شرايط نشان داد كه تكثير غيرجنسي اين گونه از اين تكثير غيرجنسي اين گياه در . دتيمارهاي فراسردي نشان دا داري بين پيش معني

  .خوردار است بر طريق ريشه از جايگاه مهمي
  

شبدر كوهسري،  ,Trifolium radicosum, Seed cryopreservation, Endangered species, Range Plant: هاي كليدي واژه
  .فراسرد

  
  مقدمه

 Trifolium(كوهستان شبدر  شبدركوهسري يا

radicosum (Boiss. & Hohen )Synonyms: Trifolium 

guestii Blakelock; Trifolium tumens var. rechingeri 

Zohary & Heller (اي است چند ساله كه در اقليم  گونه
متر در البرز  2000-4000اي سرد و در ارتفاعات  مديترانه

در فلور ايرانيكا ) Rechinger )1977. كند ميمياني رشد 
زيرآب، كندوان، آزاد  پراكنش اين گونه را در ايران در كجور،
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كوه، ديزين، ارتفاعات شمال تهران، سمنان بطرف ساري، 
 همحدود. است كردهو چند نقطه ديگر اشاره  شمال گرگان

 1950-4000ارتفاعي رويش اين گياه در فلور ايرانيكا بين 
هاي  رويشگاه  نيا قليج. است شدهمتر از سطح دريا گزارش 

اين گونه را در البرز مركزي دامنه غربي آزادكوه در منطقه 
متر، كوه سوتك در منطقه  3300-3600 در ارتفاع و بلده

متر، كوه نمازگاه در منطقه  3000 – 3800دونا ارتفاع 
متر و چند نقطه ديگر گزارش  3000-3200 كجور ارتفاع

هاي رويشگاهي را بين  خاك عرصهpH  نامبرده. است كرده
اي سرد با متوسط درجه  اقليم آنرا مديترانهو  40/7- 92/7

. است كردهگزارش  C° 4-2 حرارت سالانه
آوري بذر اين  جمع) 2008(همكاران  و  Salimpourاًاخير

متر گزارش  3850و  3750ارتفاع در  گونه را از توچال
  .اند كرده
و  Norooziونه در دنيا، و پراكنش اين گ أمنشدر مورد  

در بررسي فيتوجغرافيايي ناحيه آلپي ) 2008(همكاران 
گونه  T. radicosum كردند كههاي ايران گزارش  كوه

Subendemic  منطقه البرز و نقطه انتشار آن در دنيا
 (Disjunctly)صورت منفصل   باشد كه به كوهستان البرز مي

و شرق و  Alqurd Dagكوهستان و شمال شرق عراق  به
  .مركز آناتولي تركيه پراكنش يافته است

درصد و اغلب در  5-60اين گونه در ارتفاعات با شيب 
ميزان . گردد گير مشاهده مي هاي رو به شمال و برف دامنه

هاي اين گونه در ارتفاعات مياني البرز  بارندگي در رويشگاه
. باشد متر و اغلب بصورت برف مي ميلي 400-500حدود 

Nazarian  در بررسي فيتوسوسيولوژي  )2004(و همكاران
و اثر فاكتورهاي اكولوژيك در پوشش گياهي حوزه آبخيز 

 .Tكه گونه  كردندكا در البرز مركزي اعلام لدونا و اي

radicosum و  اي ماسه رسي-در خاك با بافت لوميEC 
و  Salimpour . رويش دارد µs/m65/0-61/0 بين 

گونه  6و  T. rodicosum براي شناسايي )2007(همكاران 
ي يشناسامورفولوژي بذر براي  ديگر از شبدرهاي ايران از

ها تفاوت  ن گزارش بين بذر گونهبر اساس ايكردند؛ استفاده 
  . رفولوژيك وجود داشتم

 )Cryopreservation( دماي فراسرد سازي در ذخيره
گياهي را هاي  و اندام بذرهامدت  امكان نگهداري طولاني

پلاسم  سازي ژرم تكنولوژي ذخيره. است كردهپذير  امكان
شروع و  1970گياهي در دماي فراسرد، اولين بار در دهه 

مطالعات زيادي در زمينه  توسعه يافت و 1980در دهه 
 انجام شدهپلاسم گياهي در دماي فرا سرد  نگهداري ژرم

ي اين فناوري در اواخر قرن گذشته وارد فاز عمل. است
حفظ  برايهاي چشمگيري  گرديد و در اغلب موارد موفقيت

تحقيقات انجام شده بر روي . است كردهذخائر توارثي فراهم 
هاي   كه بذر و اندام است هاي مختلف گياه نشان داده اندام

هاي  گياه مانند قطعات مريستمي، جوانه انتهايي، جوانه
از  انه گرده در تعداد زياديجانبي، محور جنيني و د

هاي گياهي به اين روش نگهداري، پاسخ مناسبي ارائه  گونه
 . دهند مي

هاي رويشي گياهاني كه تكثير  ها و اندام نگهداري بافت
با كاربرد  اهاي رويشي است، تنه آنها منحصراً از طريق اندام
باشد و استفاده از اين  پذير مي تكنولوژي فراسرد امكان

را در حفظ و نگهداري اين تكنولوژي افقي پايدار و مطمئن 
اي كه اين تكنولوژي در حال  گونهب. گياهان پديد آورده است

فراگير شدن در كشورهاي پيشرفته و انتقال دانش فني آن به 
ژنتيكي در كشورهاي در ر ئذخاهاي نگهداري  آزمايشگاه

  . (Reed et al., 2004)باشد  حال توسعه مي
 ،از قبيل درختيهاي گياهي  اي از گونه دامنه گسترده

ها  علفي، يكساله و چندساله با بكارگيري روش ،اي درختچه
در شرايط فراسرد نگهداري و  ،و پيش تيمارهاي مختلف

دستاوردهاي بسيار مهمي براي حفاظت بلندمدت اين نوع 
 ;Leunufna & Keller, 2005( است بدست آمدهگياهان 

Sherlock et al., 2005; Clavero– Ramirez et al., 

2005; Sanayaima et al., 2006; Towill et al., 2006; 

Mandal & Dixit – Sharma, 2007.(  
شبدركوهسري يا شبدر كوهستان  به دليل خطراتي كه

)(T. radicosum كند، اين گونه در  يد ميرويشگاه آنرا تهد و
 ,Jalili & Jamzad)در معرض خطر  هگونعنوان  هايران ب

ارزشمند از  هگونمراقبت از اين  شده و شگزار (1999
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تاكنون تحقيقي در مورد . برخوردار استي يبالاجايگاه 
گونه بومي، ارزشمند و در معرض خطر اين سازي بذر  ذخيره

در مورد  همچنين. ها انجام نشده است در ايران و ساير كشور
كه  از طريق بذر يا كلون كشت، تكثير و استقرار اين گونه

كمتر است، اين گونه حفظ و حراست  مهمترين كار براي
در مورد شناسايي و  ها گزارشاغلب . است شدهتوجه 

موارد اكولوژي از اي  و در پاره بوده T. radicosumپراكنش 
در اين تحقيق ضمن بررسي . است شدهاين گونه بررسي 

تكثير آن در  هنحوه نگهداري بذر در شرايط فراسرد به نحو
  .رويشي نيز پرداخته شده استيق رطشرايط گلخانه و از 

  
  ها مواد و روش
 - بذر اين گونه از جاده كرج : آوري بذر محل جمع

چالوس، پل زنگوله، جاده بلده، منطقه دونا بالاتر از 
روستاهاي ايلكا و كلاونگاه حوالي معدن سرب رنگه وجان، 

  .آوري گرديد متر جمع 3200ارتفاع 
اين  هايكه بذربايد توجه داشت : آوري بذر زمان جمع

دگي تا رسند و از اولين مرحله رسي طور همزمان نمي گونه به
شدن گلها حدود يك ماه  آخرين مرحله رسيدگي و خشك

ل ياواشدن گلها  آغاز خشك. فاصله زماني وجود دارد
مهرماه ل ياواشهريور و آخرين مرحله رسيدگي گلها 

ترتيب  آوري بذر در دو مرحله به جمع رو از اين. باشد مي
به دليل شرايط  87در سال . انجام شد 28/5/86و  8/5/86

قابل . شدها چند هفته زودتر انجام  آوري گرم و خشك، جمع
  .بودگرم  90/1توجه اينكه وزن هزار دانه بذر اين گونه 

 هاي آزمايشقبل از انجام : بذرهازني  بررسي جوانه
ين روش بي به بهتردستيا برايمقدماتي  هاي آزمايشفراسرد، 
ي هاتيمار. ن و استقرار بذر انجام شدكردزني، سبز جوانه

و + 20ي يدماهاي  دهي و تيمار فيزيكي بذر از قبيل خراش
براساس . گراد بكار گرفته شد درجه سانتي - 20و + 4
زني و سبزكردن  مقدماتي بهترين روش جوانههاي  مايشآز
  :باشد شرح زير ميب T. radicosum بذر

كه تعداد آنها قابل توجه (نارس  بذرهايحذف  - 1
  .هاي فيزيكي فاسد و آلودگي بذرهاي ،)باشد مي

دار،  درب  آزمايش هاي به داخل لولهبذرها انتقال  - 2
 بعدها و  ان دادن لولهاضافه نمودن آب و شستشو همراه با تك

 .)بار تكرار گرديد 2اين مرحله ( آب هتخلي

به ) ايرفلو اخل هود لامينارد( در شرايط استريل - 3
 ٪15هاي آزمايش حاوي بذر، محلول هيپوكلريت سديم  لوله

  .شدنددقيقه در دماي آزمايشگاه نگهداري  15اضافه و 
بار با آب  3 بذرهامحلول هيپوكلريت سديم تخليه و  - 4
 .شدنداستريل شستشو  مقطرِ

كاغذ مرطوب استريل كه درون  ميانبه  بذرها - 5
 .شدندمنتقل  ،ديش قرار داشتند پتري

با شدت نور + C°20ها به ژرميناتور با دماي  پتري - 6
/ تاريكي(ساعت  8/16نوري  دورهوات بر مترمربع و  10

  .منتقل شدند) روشنايي
فراسرد  شرايط آزمايش نگهداري بذر در

)Cryopreservation(:  
بذرها قبل از ورود تيمارهاي فراسرد، يا تيمارهاي  پيش

 :باشد ير ميشرح زبه ازت مايع ب

(Plant Vitrification Solution 2) PVS2:  به
 ،ميلي ليتري حاوي بذر 15دار  هاي آزمايش درب لوله

مول  2مول ساكاروز و  4/0: شامل Loadingمحلول 
 20اضافه و بمدت ) Matsumoto et al.,1994(گليسرول 

. گراد قرار داده شدند درجه سانتي+ 22دقيقه در دماي 
هاي آزمايش حاوي  كاملاً تخليه و به لوله Loadingمحلول 

اتيلن گليكول  %15: شامل+) PVS2 )C°4بذر محلول 
(w/v)، 15% (w/v) DMSO، 30%  گليسرول(w/v)  4/0و 

را اضافه، درب آنها  )Sakai et al.,1991( مول ساكاروز
بعد . قرار داده شدند+ C°4 دقيقه در آب 20بسته و بمدت 
هاي آزمايش حاوي بذر بلافاصله وارد ازت  لوله از اين مدت
  .مايع گرديدند

Desiccation مقدماتي هاي  آزمايش :يا آبگيري
منظور يافتن حداقل رطوب بذر، بدون وارد آمدن صدمه به  به

. تا حداقل رطوبت بذر بدست آيدزني آن انجام شد  جوانه
وي گرم بذر با تراز 5حدود  ،منظور تعيين رطوبت كل بذر به

يادداشت ) FW(  عنوان وزن اوليه بذر هحساس توزين و ب
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ساعت در آون با دماي  72بمدت  بذرهاسپس . گرديد
C°75 از آون خارج و بلافاصله با  بذرها. قرار داده شدند

ترازوي حساس توزين و وزن خشك بذر بدست آمد 
(DW) .با استفاده از فرمول زير  درصد رطوبت كل بذر

  :محاسبه گرديد
Total Seed Moisture Content (%)=(FW-DW)/DW*100 

 ٪34/5صد رطوبت كل بذر  با استفاده از روش فوق در
تيمار  منظور تهيه بذر مورد نياز به. يدتعيين گرد

Desiccation توزين و به  ،گرم بذر تازه 50، مقدار
روز  7گرم سيليكاژل منتقل و بمدت  500دسيكاتور حاوي 

از  بذرها. شدنگهداري + C°4در سردخانه با دماي 
دسيكاتور خارج و با ترازوي حساس توزين و درصد 
رطوبت بذر پس از كاهش رطوبت در دسيكاتور با استفاده 

با در دست داشتن رطوبت كل . از فرمول فوق محاسبه گرديد
بذر و مقدار رطوبت بذر پس از خروج از دسيكاتور 

بت كل ، درصد كاهش رطوبت بذر نسبت به رطو)05/4٪(
صد رطوبت در 4/26 برابرمحاسبه گرديد كه اين كاهش  بذر

هاي  يري شده به داخل لولهگ رطوبتبذرهاي . كل بذر بود
و  ، درب آنها بستهليتري منفذدار منتقل ميلي 15 آزمايش

  .شدندوارد ازت مايع 
30% Glycerol :25دار  هاي آزمايش درب به لوله 
را ، درب آنها اضافه ٪30ليتري حاوي بذر، گليسرول  ميلي
. قرار داده شدند+ C°22دقيقه در دماي  20و به مدت  بسته

هاي آزمايش حاوي بذر وارد ازت مايع  پس از آن لوله
  .گرديدند

مدت ببذرها : در ازت مايعبذرها مدت زمان نگهداري 
  .شدندهفته، يكماه و يكسال در داخل ازت مايع نگهداري  يك

شاهد  بذرهايعنوان  هب سه نمونه بذر: شاهد بذرهاي
ماه و يكسال در  هفته، يك  يك هايآزمايشاستفاده در  براي

C°4 +عنوان شاهد از آنها استفاده شد هنگهداري و ب.  
منظور  به :از ازت مايع بذرهاتيمارهاي پس از خروج 

پس از خروج از ازت مايع بذرها ايجاد شوك حرارتي، 
از آب  بذرها. قرار داده شدند+ C°42 دقيقه در آب 2مدت ب

دقيقه در محلول ساكاروز استريل  30گرم خارج و بمدت 

بار با آب مقطر  3 هاسپس بذر. مول قرار داده شدند 5/1
. شستشو و بين كاغذ مرطوب استريل قرار داده شدند

با شدت + C°20پتريهاي حاوي بذر به ژرميناتور با دماي 
ساعت  8/16 نوري رهدومربع با وات بر متر 10نور 

  .منتقل گرديدند) روشنايي/تاريكي(
طرح آزمايشي فاكتوريل با دو فاكتور  :طرح آزمايشي

 ،PVS2 ،Desiccation( تيمارهاي فراسرد شامل پيش
Glycerol30% سازي در ازت  و مدت زمان ذخيره )و شاهد

تصادفي با سه تكرار مورد  مايع با بكارگيري طرح كاملاً
بذر  50ها هريك با  ديش پتري. گرفتاستفاده قرار 

صفات مورد . بودندواحدهاي آزمايشي در اين آزمايش 
چه، طول  گيري در اين آزمايش طول ريشه بررسي و اندازه

زني شاخص بنيه بذر  چه، درصد جوانه چه، طول گياه ساقه
(VI)چه بر طول  زني و نسبت طول ريشه ، سرعت جوانه
شاخص بنيه بذر با استفاده از فرمول . بودند (R/S)چه  ساقه

) Abdul – Baki and Anderson )1973ارائه شده توسط 
ها  ها و مقايسه ميانگين تجزيه واريانس داده. محاسبه گرديد
  .انجام شد SASافزار  با استفاده از نرم

تيمارهاي مختلف  بذرهاي :اي گلخانه هاي آزمايش
ع و اعمال شوك حرارتي فراسرد پس از خروج از ازت ماي

خاك،   حاويشاهد در داخل گلدان  بذرهايهمراه با 
بذرها صد استقرار ماسه كشت و در ماس و  پيت 

 طرح آزمايشي فاكتوريل با. گيري گرديد در گلدان اندازه
سازي  تيمارها و مدت زمان ذخيره ر، پيشتعداد تكرا همان

هاي  داده تجزيه واريانس. در ازت مايع بكار گرفته شد
  .انجام شد SASافزار  ها با نرم آزمايشي و مقايسه ميانگين

ها  آزمايشاين  :در گلخانه استقرار گياه ورويشي  تكثير
  :شرح زير انجام شدب

شامل ريشه و و ماه، گياه كاملاً رشد كرده  آباناوايل  - 1
و  برداشت شدوجان  رنگه از منطقهساقه از رويشگاه گياه 

  . به آزمايشگاه منتقل گرديدخير أتبدون 
متر از يقه بريده  سانتي 7-4هاي ساقه به طول  قلمه - 2
 هبقيبرگچه نگهداري و  3در انتهاي ساقه يك دمبرگ با . شد

  .شدندها حذف  چهها و برگ دمبرگ

3
1

3
1

3
1
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متر  سانتي 3 -10طول اي ب ريشهه شامل ريش هقلم - 3
بر روي ساقه يك . متر ساقه تهيه شد سانتي 2-1همراه با 

ها حذف  ساقه و برگ هبقيبرگچه نگهداري و  3دمبرگ با 
  .شدند
ماس و  پيت خاك،  با نسبت  ها گلدان - 4
  .ماسه پر شدند 
 4-3هاي ساقه حدود  هاي ريشه تا يقه و قلمه قلمه - 5
  ).قلمه 3-4در هر گلدان ( متر در خاك فروبرده شدند سانتي
  .روز يكبار آبياري گرديدند 3-4ها هر  گلدان - 6

  
  نتايج

اثر : فراسرد در آزمايشگاه هاي بذرهاي آزمايش

ها در ازت مايع شامل  هاي مدت زمان نگهداري بذر تيمار
 .Tسازي بذر  سال ذخيره ماه و يك  هفته، يك  يك

radicosum  در ازت مايع بر ميانگين صفات مختلف در
زني بذر براي  ين كل جوانهميانگ. است شدهارائه  1جدول 

سازي بذر در ازت مايع  سال ذخيرهماه و يك هفته، يك يك
و از نظر آماري  ٪27و  ٪08/28، ٪58/27ترتيب  هب

چه،  ميانگين كل طول ساقه ولي. تفاوتي بين آنها وجود ندارد
چه و طول گياهچه و بنيه بذر در تيمار يكسال  طول ريشه

با اينكه . دهد نشان مي سازي از نظر آماري كاهش ذخيره
سازي  ماه ذخيره  هفته و يك  ميانگين صفات يادشده در يك

اين تفاوت چشمگير  امادر ازت مايع با يكسال تفاوت دارد 
  .نيست

، طول گياهچه، سرعت چه چه، طول ساقه ل ريشهزني، طو ازت مايع بر ميانگين درصد جوانه در T. radicosumهاي نگهداري بذر  اثر زمان - 1جدول 
  (R/S)چه  ساقه/چه زني، شاخص بنيه بذر و طول ريشه جوانه

هاي نگهداري بذر زمان زني جوانه  چه طول ريشه  چه طول ساقه  زني سرعت جوانه طول گياهچه   شاخص
بنيه بذر  چه ساقه/چه طول ريشه 

  (mm) (mm) (mm) (VI) R/S
هفته يك  58/27  a* 46/1  a 94/1  a 40/3  a 88/6  a 97/0  a 75/0  a 

ماه يك  08/28  a 39/1  a 85/1  a 24/3  a 12/7  a 94/0  a 76/0  a 

a 25/1 27 يكسال  b 70/1  b 95/2  b 81/6  a 82/0  b 74/0  a 

  .باشند دار نمي معني %1حروف مشترك هستند در سطح هايي كه داراي حرف يا  در هر ستون، ميانگين -*
 

تيمارهاي قبل از ورود بذر به ازت مايع شامل  اثر پيش
PVS2،  و درصد  30گليسرولDesiccation  يا كاهش رطوبت
شاهد در جدول  بذرهايبر ميانگين كل صفات همراه با بذر 

بيشترين ميانگين صفات مربوط به تيمار . است شدهارائه  2
بيشترين  Desiccationن تيمار و پس از آ استشاهد 

در اين . دهد ميانگين را در بين تيمارهاي فراسردي نشان مي
خوش كاهش  تيمار ميانگين كل صفات مختلف كمتر دست

 PVS2و  درصد 30گليسرول پس از آن تيمارهاي . اند شده
كمترين ميانگين را در بين صفات مورد بررسي ترتيب  به

    . دهند نشان مي
چه، طول گياهچه،  ساقهچه، طول  زني، طول ريشه نگين درصد جوانهبه ازت مايع بر ميا T. radicosumهاي قبل از ورود بذر  تيمار اثر پيش - 2جدول 

  (R/S)چه  ساقه /چه زني، شاخص بنيه بذر و طول ريشه سرعت جوانه
 تيمار

 

درصد 
زني جوانه  

چه ريشهطول   
(mm) 

چه طول ساقه  
(mm)

 طول گياهچه
(mm) 

سرعت
زنيجوانه

 شاخص بنيه بذر
(VI) 

چه ساقه/چه طول ريشه  
R/S 

11/35 شاهد  a* 77/1  a 28/2  a 06/4  a 46/8  a 43/1  a 78/0  a 

30گليسرول   24 c 18/1  c 67/1  c 85/2  c 34/6  c 68/0  c 71/0  b 
Desiccation 28 b 38/1  b 91/1  b 28/3  b  07/7 b 92/0  b 72/0  ab 

PVS2 11/23  c 14/1  c 46/1  d 60/2  d 87/5  c 60/0  c 78/0  a 

  .باشند دار نمي معني %1باشند در سطح  وف مشترك ميهايي كه داراي حرف يا حر در هر ستون، ميانگين-*

3
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 تيمارهاي فراسردي شامل اثر متقابل پيش

Desiccation،PVS2  ، همراه شاهد ودرصد  30گليسرول 
سازي بذر در  ماه و يكسال ذخيره  هفته، يك  هاي يك زمان

به تفصيل  3ازت مايع بر ميانگين صفات مختلف در جدول 
زني  هاي اين جدول، جوانه براساس داده. است شدهارائه 

شاهد در  بذرهايتيمار يك هفته  1جدول ( شاهد بذرهاي
 بذرهاي( ماه و يكسال  يك ،هفته  يك هايدر تيمار )تيمار

و  ٪33/35 ،٪67/35 ترتيب هب )شاهد در تيمار يكسال
باشد كه از نظر آماري تفاوتي با يكديگر  مي 33/34٪

زني بذر اين  دهند كه حداكثر جوانه ها نشان مي داده. ندارند
بوده و قسمت عمده  ٪67/35آل تنها  گونه در شرايط ايده

همچنين . باشند زني نمي مختلف قادر به جوانهل يدلابه  بذرها
زني بذر اين گونه در طي يكسال ماندگاري در شرايط  جوانه

شاخص بنيه بذر تيمار  اما. دهد معمولي كاهش نشان نمي

پس از يكسال ماندگاري در شرايط معمولي ، (VI)شاهد 
پس از  47/1در هفته اول به  6/1اندكي كاهش يافته و از 

پس از يكسال  21/1و ) بدون تفاوت آماري(ماه  يك
 پس ازدهد شاخص بنيه بذر  ماندگاري رسيده كه نشان مي

 هفته و يك يكداري با  يكسال از نظر آماري تفاوت معني
چه و سرعت  چه بر طول ريشه طول ساقه. دهد ماه نشان مي 

در . دهند طي يكسال كاهشي نشان نمي ،زني بذر شاهد جوانه
چه و طول  چه و ساقه ت ازجمله طول ريشهساير صفا

شود كه  گياهچه تغيير ناچيزي در تيمار يكسال مشاهده مي
 .باشد ن صفت به زمان ماندگاري ميبيانگر حساسيت اي

ميانگين ساير صفات نيز پس از خروج از شرايط فراسرد با 
اينكه در اغلب موارد در مقايسه با شاهد مقدار كمتري را 

د بر اين راز اثر منفي شرايط فراس حكايته كدهند  نشان مي
  .داردصفات 

  
چه، طول  زني، طول ريشه در ازت مايع بر ميانگين درصد جوانه T. radicosumهاي نگهداري بذر  تيمارهاي مختلف و زمان اثر پيش - 3جدول 

  (R/S)چه  ساقه/چه زني، شاخص بنيه بذر و طول ريشه چه، طول گياهچه، سرعت جوانه ساقه

زمان نگهداري 
 درصد تيمار بذر

 زني جوانه
چه طول ريشه  

(mm) 

چه طول ساقه  

(mm) 

 طول گياهچه
(mm) 

سرعت 
زني جوانه  

شاخص بنيه 
 بذر

(VI) 

طول 
چه ساقه/چه ريشه  

(R/S) 

هفته يك 67/35 شاهد   a* 95/1  a 5/2  a 47/4 a 31/8  ab 60/1  a 78/0  ab 

30%گليسرول    67/21  d 23/1  def 73/1  de 97/2  def 40/5  e 64/0  e 71/0  b 

 Desiccation 33/29  b 43/1  bc 03/2  b 47/3  bc 53/7  abc 01/1  c 70/0  b 

 PVS2 67/23  cd 22/1  def 48/1  fg 70/2  gf 26/6  de 64/0  e 82/0  a 

    
ماه يك 33/25 شاهد   a 83/1  a 33/2  a 17/4  a 50/8  a 47/1  a 79/0  ab 

30%گليسرول    33/26  bcd 20/1  def 68/1  def 88/2  ef 19/7  bcd 76/0  de 72/0  ab 

 Desiccation 33/28  bc 38/1  bcd 88/1  bcd 27/3  bcd 07/7  cd 92/0  cd 74/0  ab 

 PVS2 33/22  d 15/1  ef 48/1  fg 63/2  gf 71/5 e 59/0  e 78/0  ab 

    
33/34 شاهد يكساله  a 53/1  b 00/2  bc 53/3  b 57/8  a 21/1  b 77/0  ab 

30%گليسرول    00/24  cd 12/1  f 58/1 efg 70/2  gf 42/6  cde 65/0  e 71/0  ab 

 Desiccation 33/24  bcd 32/1  cde 80/1  cde 12/3  cde 63/6  cde 82/0  d 73/0  ab 

 PVS2 33/23  cd 05/1  f 42/1  g 47/2  g 64/5  e 58/0  e 74/0  ab 

  .باشند دار نمي معني %1حروف مشترك هستند در سطح هايي كه داراي حرف يا  در هر ستون، ميانگين -*
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  در تيمارهاي مختلف) T. radicosum( شبدر كوهسري زني بذر جوانه -1شكل 

  
 ها وناين آزم: در گلخانه فراسردي بذرهاي هاي آزمايش

سرد در شرايط خارج فرا هاي آزمايشمنظور بررسي نتايج  به
درون خاك كه به طبيعت و شده آزمايشگاهي  از محيط كنترل

تيمارهاي مختلف و  اثر پيش. انجام شد ،استتر  نزديك
هاي نگهداري بذر در ازت مايع بر استقرار و رشد  زمان

  . است شدهارائه  4گياهچه در گلخانه در جدول 
  

  گلخانه در ازت مايع بر استقرار اوليه بذر در شرايط T. radicosumهاي نگهداري بذر  تيمارهاي مختلف و زمان اثر پيش - 4جدول 
تيمارهاي فراسردپيش زمان نگهداري  ماندگاري 

هفته يك  *a 20 شاهد 

30%گليسرول  67/13  b 

 Desiccation 67/13  b 

 PVS2 13 b 

   

ماه يك 33/19 شاهد   a 

30%گليسرول  67/13  b 

 Desiccation 67/15  ab 

 PVS2 14 b 

   

67/19 شاهد يكسال  a 

30%گليسرول  33/12  b 

 Desiccation 15 ab 

 PVS2 33/13  b 
  .باشند دار نمي معني% 1حروف مشترك هستند در سطح هايي كه داراي حرف يا  در هر ستون، ميانگين: *

  
و  ٪33/19، ٪00/20شاهد با  در اينجا نيز بذر

ماه و  هفته، يك بيشترين درصد استقرار را در يك 67/19٪
داري بيشتر از ميانگين  طور معني بهكه  استيكسال داشته 

  .باشد فراسردي مي بذرهاي
مايع كه با ذخيره شده در ازت  بذرهايدرصد استقرار 

هاي مختلف  اند و طي زمان تيمارهاي مختلف تيمار شده پيش
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اند تفاوت قابل توجهي نشان  در ازت مايع نگهداري گرديده
بيشترين درصد استقرار مربوط به تيمار كه  طوري به. دهند نمي

Desiccation  در يكماه ذخيره سازي در ازت يا آبگيري
  . باشد مي ٪67/15مايع با 

 

   
  بعد از يكسال ماندگاري در ازت مايع، در شرايط گلخانهTrifolium radicosum  هاي استقرار بذر و گياهچه -2شكل 

  
  جنسي گياه در شرايط گلخانهتكثير غير

نظر از  صرف(منظور حفظ و حراست از اين گياه  به
يافتن روش مناسب براي تكثير و توليد  ،)مباحث فراسرد

با توجه به مشكلات فراروي . باشد ل بسيار مهم ميگياه كام
گسترده،  هاي آزمايشتوليد گياه كامل از طريق بذر، با انجام 

بهترين روش تكثير گياه از طريق غيرجنسي يا كلون بدست 
. ده شدها توضيح دا آمد كه روش كار در بخش مواد و روش

هفته بعد از كشت شروع به  4-3هاي ساقه تا حدود  قلمه
پس از سپري شدن اين مدت شروع به  اما كردند،رشد 

  . پژمردگي نموده و خشك شدند
  

  
  از طريق كلون ريشه در شرايط گلخانه T. radicosumتكثير گياه  -3شكل 

  
ز بود و آمي موفقيتسيار بريشه  هقلمتكثير گياه از طريق 

سالم، طبيعي  هخوبي رشد كرده و ريشه و ساقها ب قلمه بيشتر
  ). 3شكل ( كردندو فراواني توليد 

  بحث
در رابطه  :آزمايشگاهفراسرد در محيط  بذرهايبررسي 
سازي بذر در ازت مايع بر  تيمارهاي ذخيره با اثر پيش
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، بيشترين شدهارائه  3ميانگين صفات مختلف كه در جدول 
 در يك Desiccationتيمار  زني مربوط به پيش درصد جوانه

بود سازي بذر در ازت مايع  سال ذخيره ماه و يك  هفته، يك 
باشد، و  مي ٪33/26و  ٪33/28، ٪33/29ترتيب  هكه ب

ماه و يكسال مشاهده   يك ،هفته  تفاوت جزئي بين يك
ها در دامنه  از نظر آماري ميانگين اما ).1شكل (شود  مي

، Desiccationتيمار  پس از پيش. مشترك قرار دارند
. قرار دارند PVS2و درصد  Glycerol 30 تيمارهاي پيش

زني و  بقيه صفات هم تقريباً روندي مشابه با درصد جوانه
  .زني بذر دارند سرعت جوانه
در فراسرد كه با  بذرهاربوط به نگهداري نتايج م

دهد كه بذر  نشان مي اند، شدهتيمارهاي مختلف تيمار  پيش
مدت در ازت مايع قابل نگهداري بلند T. radicosumگونه 
يا كاهش  Desiccationتيمار  از طرفي پيش. باشد مي

و  PVS2تيمارهاي  نتيجه بهتري نسبت به پيشرطوبت بذر 
Glycerol 30  ترين  مناسب رو از اين ،دهد نشان ميدرصد

تيمار براي نگهداري بذر اين گونه در شرايط فراسرد،  پيش
يا كاهش رطوبت بذر قبل از  Desiccationتيمار  پيش
تأثير مثبت كاهش البته . استسازي در فراسرد  ذخيره

ماني  رطوبت بذر قبل از ورود به ازت مايع، در احياء و زنده
ازت مايع توسط ديگران نيز گزارش  آنها پس از خروج از

 ).Cho et al., 2002; Stewart et al., 2001( است شده
دليل كاهش محتواي آب بذر و تيمار ب تأثير مثبت اين پيش

هاي يخ درون سلولي  در نتيجه كاهش تشكيل كريستال
سازي بذر در فراسرد، تنها گزينه براي  ذخيره .باشد مي

ذخاير توارثي در حال خطر  پلاسم نگهداري بلندمدت ژرم
دليل كاهش ، ب-C°196  زيرا در شرايط فراسرد يا. باشد مي

ماني  هاي متابوليكي و حياتي، مدت زمان زنده شديد فعاليت
در رابطه با مدت . يابد سال افزايش مي بذر تا چند هزار

و   C °196-،Waltersماني بذر در شرايط زمان زنده
 3400ماني بذر كاهو را  دهمدت زمان زن) 2004(همكاران 

گونه اثر  شرايط فراسرد هيچاز طرفي . كردندسال محاسبه 
فراسردي  بذرهاياز  رشد كردهسوئي در بذر و گياهان 

  ). Naderi Shahab et al., 2009(ندارد 

هاي مربوط  ميانگين: گلخانهفراسرد در  بذرهايبررسي 
تيمارهاي ذخيره سازي در ازت  به تيمارهاي شاهد و پيش

دهند كه درصد استقرار بذر اين گونه در  مايع نشان مي
و در حالت  ٪00/20بهترين شرايط براي بذر شاهد 

تيمار   در پيش ٪67/15سازي در ازت مايع  ذخيره
Desiccation از استقرار كم  حكايتها  اين داده. باشد مي

بديهي است در  ).2شكل ( دارداين گونه در شرايط گلخانه 
هاي زنده و  هاي طبيعي بدليل شرايط سخت و استرس عرصه

  .غير زنده، درصد استقرار بسيار كمتر خواهد بود
هاي مختلف مراقبتي  قابل توجه اينكه با بكارگيري روش

كه با صرف  ،ددعهاي كشت و نگهداري مت و اعمال روش
امل از وقت و زمان زيادي همراه بود، استقرار و توليد گياه ك

با دستاورد بسيار ناچيز و يا عدم بذر بسيار مشكل و 
با توجه به اينكه امكان توليد گياه از بذر . موفقيت همراه بود

هاي ديگري براي حفظ  توان از روش باشد مي مشكل مي
زيرا . كرداستفاده  نيز بلندمدت اين گونه در شرايط فراسرد

باشد و يا  مشكل كه امكان رويش گياه از بذر در صورتي
 بذرهاي(نباشد  پذير امكان رفانگهداري بذر در شرايط متع

 مانند هاي رويشي توان با استفاده از اندام مي) يكالسيترنتر
 ،محورهاي جنيني ،هاي زايگوتي جنين ،مريستم انتهايي

 مدت استفادهداري بلندهبراي نگهاي جانبي و انتهايي  جوانه
 ;Caswell & Kartha, 2009; Walters et al., 2002(كرد 

Sanayaima et al., 2006; Clavero-Ramirez et 

al.,2005; González-Arnao & Engelmann, 2006 .( از
دانش كشت  مان ازأتو گردد با استفاده پيشنهاد مي رو اين

هاي فراسرد، نسبت به بررسي امكان نگهداري  بافت و روش
بررسي  شرايط فراسردشي اين گونه در يهاي رو اندام يا اندام

در فراسرد نيز نگهداري اندام رويشي  امكانعلاوه بر بذر تا 
  . فراهم گردد
در بخش گونه كه  همان :گياه در گلخانه غيرجنسيتكثير 

هفته پس  4-3حدود  ههاي ساق نتايج توضيح داده شد قلمه
هاي  در بررسي كه از قلمه. از كشت پژمرده و خشك شدند

يك از   مشخص گرديد كه در هيچدست آمد شك شده بخ
عدم تشكيل كه  طوري به. ريشه تشكيل نشده است ها اين قلمه
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ريشه باعث عدم توان جذب مواد غذايي از محيط خاك و 
ساقه  هنتيجه اينكه استفاده از قلمدر. است شدهمرگ گياه 

  .باشد آميز نمي براي تكثير گياه موفقيت
بهترين روش تكثير اين  ،بر اساس نتايج اين آزمايش 
شدت نياز به حفظ در حال خطر كه بو ارزشمند بسيار گياه 

بر  .باشد ريشه ميقلمه ارد، تكثير از طريق و حراست د
جنسي، تكثير انبوه ر غيرياساس نتايج بدست آمده از تكث

ار مطمئن و يبسي ياجراريشه راهكار ه قلمگياه از طريق 
عرصه رويشگاهي از ج رسريع براي تكثير اين گياه در خا

هاي در معرض تهديد و  براي احياء عرصه رو از اين. باشد مي
حذف گونه و  هايي كه در اثر فشار چرا باعث يا عرصه

توان گونه را با  مي شدههاي ديگر  جايگزيني آن با گونه
گيري روش فوق در خاج از عرصه تكثير و در عرصه  بكار

  .كردرويشگاهي آن كشت و مراقبت 
 و رويشگاه و لزوم حفاظت از گياه هايط شكنندشر
  رويشگاهي  هعرص

در رابطه با رويشگاه طبيعي گياه، بدليل بارش برف 
در منطقه سنگين و وجود سرما، آغاز رشد رويشي گياه 

ها  و زمان ظهور گل ماه شروع دونا، از حدود ارديبهشت
بوده طور غيرهمزمان  هرسيدگي گلها ب. باشد مي ماهاواسط تير

كه در  طوري به. لاني استطو اًتو مدت زمان گلدهي نسب
هاي  هاي در حال باز شدن و گل اواسط مرحله گلدهي غنچه

در بررسي . باشند شده قابل مشاهده مي رسيده و خشك
 كه بيشترري شده مشخص گرديد وآ هاي خشك جمع گل
ساقه اغلب بصورت خوابيده . هستندها عقيم و فاقد بذر  گل

(prostrate)  تكثير . رسد متر هم مي سانتي 40و ارتفاع آن تا
از طريق استولون بوده و  گياه در شرايط طبيعي اغلب تكثير

البته . باشند ها بسيار متراكم، بهم تنيده و فشرده مي ريشه
هاي رويشگاهي  تراكم پوشش اين گياه در بعضي از عرصه

مشاهده درصد هم  100نيافته مانند رنگه وجان تا  تخريب
  .شد

دار، مرتفع و  هاي شيب استقرار اين گونه در عرصه
، شدهگير، باعث حفاظت خاك اين نوع اراضي ناپايدار  برف

فرد اكولوژيك برخوردار  هب و اين گياه از اهميت منحصر

 هشرايط خاص اكولوژيك و محدود بودن دامن. باشد مي
ژيك اين گياه، محدوديت در پراكنش اين گونه را واكول

  . است شدهموجب 
هاي رويشگاهي، ماندگاري  عرصه شيب زياد

مدت برف در بهار، خوشخوراكي گونه و توليد علوفه  طولاني
شدت مورد چراي ول فصل رويش باعث شده كه گياه بدر ط

چراي مفرط زمينه را براي تخريب پوشش . دام قرار گيرد
گياهي و متعاقب آن فرسايش شديد و ناگهاني خاك و رانش 

. است كردههاي رويشگاهي پرشيب گياه فراهم  صهعر
سيسات أتاستخراج معدن و  ه،جاداحداث  ،برآن علاوه

هاي حفاظتي و جلوگيري از تخريب  اعمال برنامهموجب 
عرصه و پوشش گياهي آن، استقرار مجدد گياه و احياء 

فراوري سرب در قلب رويشگاه اين گونه در هاي  عرصه
  . است شدهقابل توجه رويشگاه باعث تخريب و وجان  رنگه

  
  سپاسگزاري

تحقيقات جنگلها و مراتع  هسسؤممسئولان محترم از 
كشور كه اعتبارات مورد نياز اين تحقيق را كه در قالب طرح 

هاي  مكان نگهداري بذر تعدادي از گونهبررسي ا"مصوب 
، تشكر تأمين كردند "يط فراسردمرتعي و بياباني در شرا

مركز تحقيقات منابع (نيا  قليج دكتراز جناب آقاي . گردد مي
و عزيمت ي يشناساكه نسبت به ) دراننطبيعي و امور دام ماز

تشكرّ بعمل  كردند،ساعدت وجان م رنگهدر به رويشگاه 
تحقيقات  سسهؤم(از جناب آقاي حسين نيكچهره  .آيد مي

م متن يدر تنظي يراهنما دليلبه ) جنگلها و مراتع كشور
  .گردد تشكرّ مي
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Abstract 
Trifolium radicosum (Boiss. & Hohen.) is a perennial range legume growing on steep or 
moderately steep slopes in high altitudes areas of the central Alborz Mountain with a 
cold Mediterranean climate. Establishment of this species in cold, high-altitudes, and 
steep slopes with heavy snow falls prevents soil degradation and erosion. In this regard, 
the species has a great importance in ecological and range conservation point of view. 
Overgrazing, high nutrient values, palatability, as well as habitat susceptibility may 
cause the species to face the risk of extinction. In order to evaluate the possibility of 
long-term conservation of the Trifolium radicosum seeds, with low degree of 
germination (35.67%), cryopreservation approach was evaluated. Subsequent to 
cryopreservation, three pre-cryopreservation methods including PVS2, desiccation, and 
30% glycerol were applied. The treated seeds were transferred into liquid nitrogen (-
196°C) for one week, one month and one year, respectively. The cryopreserved seeds 
were removed from liquid nitrogen and imposed to heat shock, surface sterilized and 
were transferred between sterile moist papers in petri dishes or sown in pots under 
greenhouse conditions. The cryopreserved seeds of different storage times and pre-
cryopreservation treatments were survived under liquid nitrogen conditions, germinated 
normally, and grown to seedlings. Differences between cryopreservation times for most 
of the attributes were not significant. However there were significant differences 
between pre-cryopreservation treatments for some of the attributes, such as germination 
(29.33, 26.33 and 21.67% for desiccation, PVS2 and 30% glycerol in one weak 
cryopreservation period). In clonal propagation experiments under greenhouse 
conditions, the root cuttings showed excellent results compared to that of the stem 
cuttings. 
   
Keywords: Trifolium radicosum, seed cryopreservation, endangered species, range 
plant.   
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