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و در شرايط فراسرد  .Centaurea lachnopus Rech. fبررسي امكان نگهداري بذر 
  اه و گلخانهگسردي در شرايط آزمايش فرابذرهاي بررسي رشد 

 و علي اشرف جعفري عباس قمري زارع ، امر علي شاهمرادي،*محبت علي نادري شهاب، مريم جبليّ

 مؤسسه تحقيقات جنگلها و مراتع كشور سازمان تحقيقات، آموزش و ترويج كشاورزي،تهران، 

  28/11/93 :تاريخ پذيرش  15/4/93 :دريافت تاريخ

  چكيده
به دليل  .در مراتع بياباني استان سمنان رويش داردكه دو يا چند ساله  ،گياهيست علفي .Centaurea lachnopus Rech. fگونة 

. باشد در معرض خطر مي ،هاي رويشگاهي تخريب بعضي از عرصهو محدود ي يدامنة محدود اكولوژيك، پراكنش جغرافيا
بذرهاي و بررسي رشد ) Cryopreservation( سي امكان نگهداري بلند مدت بذر اين گونه در شرايط فراسردمنظور برر به

تيمار  به منظور تعيين بهترين پيش .شدآوري  فراسردي در شرايط آزمايشگاه و گلخانه، بذر اين گونه از رويشگاه طبيعي آن جمع
و  )آبگيري( Desiccation ،)ويتريفيكاسيون  PVS2 (پيش تيمار سه -C °196يا برودت سازي بذر در فراسرد ذخيرهبراي 

 و يكسال در شرايط ماه هفته، يك تيمار شده به مدت يكبذرهاي . مورد آزمايش قرار گرفتهمراه با شاهد درصد  30گليسرول 
شرايط آزمايشگاه و در  ،درايط فراسرش پس از خروج ازبذرها  .نگهداري شدند) درون ازت مايع( -C°196فراسرد يا برودت

ها نشان داد كه  نتايج بررسي. گرديدزني و استقرار بررسي  تعدادي از صفات مرتبط با جوانه ند وقرار گرفت آزمايشمورد  گلخانه 
در حفاظت از  ها در بررسي اثر پيش تيمار. باشد مي -C°196قابل نگهداري در شرايط فراسرد يا  Centaurea lachnopusبذر 

درصد  67/22درصد و  67/37 ،درصد 67/37به ترتيب با  PVS2و % 30گليسرول  ،آبگيري يتيمارها يط فراسرد،بذر در شرا
اثر  .پيش تيمار بودترين بهآبگيري  داشتند و پيش تيمار يدار تفاوت معني ،سردازني در تيمار يك هفته ماندگاري در فر جوانه

در تعدادي از  كه دادتيمارهاي مختلف بر ميانگين صفات نشان  و پيشدر شرايط فراسرد بذرها متقابل مدت زمان نگهداري 
در شرايط  .نيستدار  از صفات اين تفاوت معني ديگري دتعدا در ليوجود دارد و ي ذخيره سازيها ات تفاوت بين زمانفص

درصد،  30يمار آبگيري با پيش ت. شدندتر از شرايط آزمايشگاه جوانه زده و مستقر  فراسردي بهتر و يكنواختبذرهاي گلخانه 
ماه و يكسال ماندگاري در ازت مايع بهترين پيش تيمار براي  هفته، يك درصد استقرار به ترتيب در يك 33/28درصد و  67/31

   .ذخيره سازي بلند مدت بذر اين گونه در شرايط فراسرد بود

  .رتعي، گونه در معرض خطر، نگهداري بذر در فراسرد، گونه مCentaurea lachnopus :هاي كليدي واژه

  ac.ir-jebelly@rifr :پست الكترونيكي،  02636770810 :نويسنده مسئول، تلفن* 

  دمهقم
يا  دو ،گياهي بيابانيCentaurea lachnopus Rech. f ة گون
بر اساس  .است Asteraceaeندساله از خانواده چ

بين در هاي اين گونه  رويشگاه )14( موجود هايگزارش
از متر  1400ارتفاع در ) سمنان(امغان و سرخه د - سمنان

هاي اين  رويشگاه همچنين .)1شكل ( باشد ميسطح دريا 
 2- 7متر،  1600گونه را بيابان گچي حوالي سرخه ارتفاع 

سمنان به طرف  ،متر 1300-1400سرخه ارتفاع  يكيلومتر
در . )15(ند ا كردهگزارش نيز متر  1350فيروزكوه ارتفاع 

ي زيستي و ها شكلو  گرمسار ناحية بررسي فلور
اين گونه در  به حضور ،منطقه اين ي گياهانها كوروتيپ

مكان دقيق ولي شده  اشاره) 3(و دامغان  )1( منطقه گرمسار
با توجه به  .استنشده اين گونه مشخص ) هاي(رويشگاه 
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و رويشگاه آن به شدت در   C. lachnopus اينكه گونه
حفظ و حراست از آن از ، استمعرض تهديد و تخريب 

  . باشد ي برخوردار ميياولويت بالا

  
  در عرصه رويشگاهي سمنان Centaurea lachnopus) چپ(و جوان ) راست(گياه چند ساله  -1 شكل

 عياه در ازت مايا اندام گيبذر  سازي ذخيره
)Cryopreservation(  هابذرامكان نگهداري طولاني مدت 

 سازي ذخيره. كند مي هاي گياهي را امكان پذير و اندام
در  - C°196يا برودت  پلاسم گياهي در دماي فراسرد ژرم

ي شدن ياجرا. شدعملي  مرحلهاواخر قرن گذشته وارد 
 گياهيهاي  اندام گستردة نگهداريهاي آزمايشي و  روش

، نياز به ه روش مناسبب و دستيابي فراسرد شرايط در
استفاده از پيش ). 16( ددار هاي وسيعي بررسي وتحقيقات 

كننده با  مواد محافظت استفاده از ،ناسبهاي م تيمار
 در ... دهي تدريجي و ، سرمامناسب ، دمايبهينههاي  غلظت
تا  بايد مورد بررسي قرار گيردهاي گياهي مختلف  گونه

ها  سازي روش به همين دليل بهينه. روش بهينه بدست آيد
بذر يا اندام سازي  ذخيرهت كار بوده و موفقيت از ضروريا

هاي  بستگي به تحقيقات گسترده در زمينه گياهي در فراسرد
و ميزان فراسرد  ي درگياههاي  نمونهماني  زنده .فوق دارد

 توليد، فراسرد پس از خروج از شرايط ها نمونه رشد مجدد
تواند مورد تجزيه و تحليل  ميعوامل گياه كامل و ساير 

قرار  ارزيابي مورد روشهر كارآيي فته و مي قرار گرعل
 تعيين بهينه سازي روش ذخيره بر اساس نتايج،بعد  و گيرد

سازي روش و استفاده از مواد و  با بهينهرو  ازاين .)8(گردد 
سازي  توان به نتايج مطلوبي در ذخيره هاي مناسب مي تيمار
  . )18( دست يافتدر شرايط فراسرد هاي گياهي   نمونه

 اثر پيش تيمارهاي) 20( هاي فراسردي روش بررسيدر 
ماني  در زنده كردن كپسوله - دهيدراتاسيونو  ويتريفيكاسيون

 مطالعه قرارمورد  فراسرد هاي گياهي در شرايط نمونه
خروج از ازت مايع پس از  ها ماني نمونه درصد زنده .گرفت

براي پيش تيمارهاي مختلف به شوك حرارتي،  لماعاو 
 تيمار كه در پيش طوري به. اوت بودشدت متف

 60% يريگآب درو  33%ماني درصد زنده ،ويتريفيكاسيون
تيمار در  ثير پيشأاين اختلاف چشمگير حاكي از ت .بود

  .باشد ماني نمونه در شرايط فراسرد مي زنده ميزان

سازي رطوبت بذر قبل از ورود به شرايط فراسرد يا  بهينه
ماني نمونة گياهي  مهمي در زندهأثير تنيز  - C°196برودت 

بذر سه گونه پسته  در همين رابطه. د داردردر شرايط فراس
 جزءكه  P. lenticusو P. vera، P. terebinthusشامل 

. مورد بررسي قرار گرفتند اند و درشت يروغنبذرهاي 
ها براي نگهداري در  گونهك از يهر مقدار رطوبت بذر 

درصد  P. veraكه در  طوري به. دشرايط فراسرد متفاوت بو
 %20و در دو گونه ديگر، رطوبت  %7/11رطوبت مناسب 

زني پس از طي  ترين رطوبت براي حداكثر جوانه مناسب
كه  Najas flexilisبذر گونه  .)13(مراحل فراسرد بود 

داري در ، براي نگهاستي آبزي آبهاي شيرين ها گونهاز
وارد بعد كاهش و  %15تا  بذر شرايط فراسرد بايد رطوبت

 ،كيفيت و سلامت بذررو  ازاين .)10( گردد مايع ازت



 1395، 3، شماره 29جلد                                                                   )                      مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي گياهي 

598 

 يرطوبت نسبي محيط رشد گياهچه و شرايط افزايش دما
نقش  - C°196يا برودت  بذر پس از خروج از ازت مايع

استفاده از  ).7(دارند بذرها ماني و رشد  اساسي در زنده
اي كشت ه نمونه و محور جنينيهاي رويشي مانند  اندام

هايي مانند مركبات در شرايط فراسرد با هدف  بافتي گونه
دستاوردي است كه با استفاده از آن  ،پلاسم ايجاد ژرم

توان نسبت به نگهداري اندامهاي رويشي مركبات و  مي
همچنين  ).6( كردساير ارقام براي بلندمدت استفاده 

و ساير محورهاي جنيني هاي رويشي مانند  نگهداري اندام
داري بذر آنها در هيي كه نگها گونهاي رويشي ه مداان

ي جنس ها گونهمانند  ،پذير نيست ارف امكانعشرايط مت
 )Recalcitrant( ريكالسيترنتبذرهاي كه )  (Quercusبلوط

ي ها گونهاين افقي روشن و پايدار در حراست از دارند، 
 ،منابع علميبررسي  بر اساس. )9( است مهم و ارزشمند

اين  شود به اينكه ود ميدمح ،طالب منابع خارجيعمده م
 نيز داخلي هايو گزارش )14( شدهگزارش  ايران ازگونه 

ايران  حوزه رگونه در زي اين پراكنشدر مورد اغلب 
هاي زيستي و  معرفي فلور، شكلدر قالب ، يا )2( مركزي

در اين  .باشد مي )3(پراكنش جغرافيائي گياهان مرتعي 
هاي طبيعي  ت در خطر بودن آن در عرصهوضعي به هاگزارش

در مورد نحوه حفظ و اما  .)3( استشده اي گذرا  اشارهنيز 
روياندن بذر، توليد نهال و  روش ،حراست از اين گونه

ويژه  هدر معرض خطر ب ةنگهداري بلندمدت بذر اين گون
شده در فراسرد تا جايي كه بررسي  آن نگهداري بلندمدت

به  ،هاي اين تحقيق يافته. ندارد هيچگونه گزارشي وجود
، بذر زني آوري، جوانه هاي مربوط به جمعاغلب خلأ

 .قرار آن در گلخانه پاسخ خواهد دادتو اس روياندن گياه
با در فراسرد نگهداري بلندمدت بذر  امكانمضافاً اينكه 

ي ها از عرصه شدن آن هدف جلوگيري از انقراض و محو
در اين روشن و كاربردي  يرراهكا ارائة و رويشگاهي گياه

  .پرداخته شده استهدف اصلي به عنوان زمينه 

  روشها مواد و

بذر اين : محل جمع آوري بذر :هاي آزمايشگاهي بررسي
 -ان، شهرستان سمنان، جاده سمناننگونه از استان سم

مختصات و  .شدآوري  فيروزكوه، سه راهي سرخه جمع
اه بين عرض مورد بررسي اين گي مشخصات مكاني عرصة

شمالي و طول  ʺ31 '30 °35و   ʺ04 '32 °35جغرافيايي
شرقي به وسعت   ʺ03 '14 °53وʺ32 '11 °53 جغرافيايي 

در (متر  1450كيلومترمربع و ارتفاع حدود  15تقريبي 
رويشگاه ) قسمت جنوبي( متر 1200و ) قسمت شمالي

   .)قسمت هاشورزده( )2شكل ( باشد مي

  
در  Centaurea lachnopusي عمده عرصة رويشگاه -2شكل 

فيروزكوه، در اطراف سه راهي  -كيلومتري مسير سمنان 20حدود 
  )قسمت هاشورزده(سرخه 

گرم و اشكال مختلف  23/42وزن هزار دانه بذر اين گونه 
  .ارائه شده است 3بذر در شكل 

قبل از انجام آزمايشهاي فراسرد،  :زني بذرها بررسي جوانه
ي متعددي از قبيل خراش بذر با سمباده، هاي مقدمات بررسي

هاي  شستشوي بذر با آب جاري، تيمار تاريكي و نور، تيمار
با . عفوني بذر انجام شد هاي ضد دمايي مختلف و روش

توجه به اينكه استفاده از هيپوكلريت سديم در ضدعفوني 
زني بذر گرديد، اين ماده از  بذر باعث كاهش شديد جوانه

بر اساس نتايج آزمايشهاي  .ف شدعفوني بذر حذ ضد
 C. lachnopus زني بذر مقدماتي، بهترين روش جوانه

ابتدا بايد استحصال بذر و حذف كركهاي : شرح زير است به
  ).3شكل(انتهايي بذر انجام شود 
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  ) چپ(زدايي شده  كركبذر و  )وسط(كركدار  بذر ،)راست(C. lachnopus  رسيدة خشك شده گل -3شكل 

داده شده  خراش ملايم 100سپس بذرها با سمباده شماره 
 .شوندشستشو  تكان شديدو با  منتقل دار در هاي به شيشهو 

آب  ها و به شيشهكرده را تخليه  آب بعد از اين مرحله
بار در شرايط  6 تااين مرحله را و  كردهاضافه استريل 
بين كاغذ استريل را رها بذ سپس .نماييم تكرار مي استريل

به ژرميناتور با قرار داده و  ديش درون پتريدر مرطوب 
  .)4شكل ( كنيم منتقل مي شرايط تاريكي در+ C°24دماي 

  
در  Centaurea lachnopusشاهد بذرهاي  زني جوانه -4شكل 

  شرايط آزمايشگاه

 ):Cryopreservation(آزمايش نگهداري بذر در فراسرد 
به بذرها يا تيمارهاي قبل از ورود   فراسردتيمارهاي  پيش

 :باشد ازت مايع به شرح زير مي

(Plant Vitrification Solution 2) PVS2:  ي ها لولهبه
 لودينگي حاوي بذر محلول ليتر ميلي 15 دار  ب  درآزمايش 

اضافه و  )11(مول گليسرول  2مول ساكارز و  4/0: شامل
محلول . داده شدند قرار+ C°22دقيقه در دماي 20بمدت 

حاوي بذر محلول  ي آزمايشها لولهكاملاً تخليه و به را 
PVS2 )C°4 (+گليكول  اتيلندرصد  15: شامل(w/v)، 15 

 4/0و  (w/v)گليسرول  درصد DMSO، 30 (w/v) درصد
+  C° 4 دقيقه در آب 20و  كرده اضافه) 17(مول ساكارز 

 حاوي بذر ردا دري آزمايش ها لوله سپس .قرار داده شدند
  .وارد ازت مايع گرديدند فاصله بلا

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

 ،به منظور تعيين رطوبت كل بذر. آن انجام شد زني جوانه
عنوان  هگرم بذر با ترازوي حساس توزين و ب 10حدود 

 72بمدت بذرها سپس . شديادداشت ) FW( وزن اوليه بذر
از بذرها . قرار داده شدند C°75عت در آون با دماي سا

آون خارج و بلافاصله با ترازوي حساس توزين و وزن 
درصد رطوبت كل بذر با . بدست آمد (DW) خشك بذر

   :شداستفاده از فرمول زير محاسبه 
Total Seed Moisture Content (%) = (FW - 

DW)/DW*100  

گرم بذر  5مقدار  ،تيماراين به منظور تهيه بذر مورد نياز 
گرم سيليكاژل منتقل  100تازه توزين و به دسيكاتور حاوي 

نگهداري + C°4روز در سردخانه با دماي  9و بمدت 
از دسيكاتور خارج و با ترازوي حساس بذرها . گرديد

توزين و درصد رطوبت بذر پس از خشك شدن در 
با در دست . شدتفاده از فرمول فوق محاسبه دسيكاتور با اس

و مقدار رطوبت  )در صد 87/3( داشتن رطوبت كل بذر
درصد  ،)درصد 55/2(خروج از دسيكاتوربذر پس از 

 نسبت به كل رطوبت بذر كاهش رطوبت بذر در دسيكاتور
درصد رطوبت  12/34برابر محاسبه گرديد كه اين كاهش 
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 15 دردارآزمايش ي ها لوله بهبذرها . كل بذر بود
  .شدندي منفذدار منتقل و بلافاصله وارد ازت مايع ليتر ميلي

 دار  دري آزمايش ها لوله ):Glycerol(درصد  30گليسرول 
پر، درب  درصد 30ي حاوي بذر، با گليسرول ليتر ميلي 15

قرار داده + C°22دقيقه در دماي  20و به مدت بسته را آنها 
حاوي بذر وارد ازت  مايشي آزها لوله پس از آن. شدند

  .مايع گرديدند

براي شاهد بذرهاي عنوان  هسه نمونه بذر ب: شاهدبذرهاي 
به عنوان  ماه و يكسال يك ،هفته يك هاياستفاده در آزمايش

+ C°1±23 بلند مدت در اًكوتاه مدت، ميان مدت و نسبت
  .از آنها استفاده شد هاعنوان شاهد آزمايش هنگهداري و ب

به مدت بذرها  :در ازت مايعبذرها هداري مدت زمان نگ
 - C°196يا ماه و يكسال در داخل ازت مايع  هفته، يك يك

  .شدندنگهداري 

بر اساس  :تيمارهاي پس از خروج بذر از ازت مايع
از بذرها مقدماتي بهترين تيمار پس از خروج  هايآزمايش

پس از بذرها ابتدا  .ازت مايع به شرح زير به دست آمد
قرار + C°42دقيقه در آب  2ازت مايع به مدت  خروج از
 30از آب گرم خارج و بمدت آنگاه بذرها . داده شدند

در . ندگرفتقرار  مول 5/1 استريل دقيقه در محلول ساكارز
بار با آب مقطر استريل شستشو و  6بذرها شرايط استريل 

قرار  در داخل پتري ديش بين كاغذ مرطوب استريلبعد 
يهاي حاوي بذر به ژرميناتور با دماي پتر. داده شدند

C°24 +با شرايط تاريكي منتقل گرديدند.  

كتور شامل طرح آزمايشي فاكتوريل با دو فا :طرح آزمايشي
سازي در ازت مايع با  زمان ذخيره پيش تيمارهاي فراسرد و
تصادفي با سه تكرار مورد استفاده  بكارگيري طرح كاملاً

، PVS2سرد شامل پيش تيمارهاي فرا. قرار گرفت
Desiccation ، و شاهد تشكيل دهنده درصد  30گليسرول

ماه و  هفته، يك يكزماني  دورهسه  و Aسطح فاكتور 

 3در ازت مايع تشكيل دهنده بذرها سازي  يكسال ذخيره
ها هر يك  ديش پتري. در اين آزمايش بودند Bسطح فاكتور 

رد صفات مو. محسوب شدندبذر واحدهاي آزمايشي  25با 
 :گيري در اين آزمايش عبارت بودند از بررسي و اندازه

چه، طول  چه، طول ساقه طول ريشه ،زني جوانهدرصد 
و نسبت  زني جوانه، سرعت (VI)شاخص بنيه بذر  ،گياهچه

با  شاخص بنيه بذر. (R/S)چه  ساقهه چه ب طول ريشه
   :شدمحاسبه  )4(استفاده از روش زير 

متر  نگين طول گياهچه به ميليميا× زني  درصد جوانه/ 100
شاخص بنيه بذر)= چه چه و ريشه مجموع طول ساقه(  

ها با استفاده از نرم  ها و مقايسه ميانگين تجزيه واريانس داده
  .انجام شد SASافزار 

پس از خروج از ازت مايع و بذرها :اي گلخانه هاي بررسي
 با نمونههمراه  اعمال تيمارهاي پس از خروج از ازت مايع

 وسانتيمتر  15هاي با قطر  گلدان شاهد در گلخانه در
 60متر و قطر  سانتي 15ي بزرگ با ارتفاع ها طشت
 5/2عمق كشت . شدندكشت  بادي متر حاوي ماسه سانتي
هر هفته يكبار آبياري بذرها . متر در نظر گرفته شد سانتي

 گيري اندازهبذرها درصد استقرار و سبز شدن . گرديدند
آزمايشي مورد استفاده فاكتوريل و پيش  طرح. گرديد

ذخيره سازي در ازت  زمان تيمارها، تكرارها و تيمارهاي
ي حاصل از آزمايش و مقايسه ها داده. بكار رفتمايع 

  .انجام شد SASبا نرم افزار  ها ميانگين

  جينتا
هفته،  كيپس از گذراندن  بذرها :يشگاهيآزما يها يبررس

گيري  پس از اندازهو ع خارج يكسال از ازت مايماه و  كي
ه يهمراه بذر شاهد مورد تجز به يشيآزما يها دادهصفات، 
 مختلف يمارهايش تير پيتأث. قرار گرفتند يل آماريو تحل

 1در جدول  ين كل صفات مورد بررسيانگيمبر فراسردي 
  . استشده ارائه 
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، بنيه بذر و نسبت زني جوانهچه، سرعت  گياه چه، طول چه، طول ساقه طول ريشه، زني جوانهدرصد بر ميانگين  فراسرديي ها تيمار اثر پيش -1جدول
  شده در ازت مايع ذخيرهCentaurea lachnopus بذرهاي  (R/S)چه  هساق به چه طول ريشه

تيمار پيش   زني جوانه 
  )درصد(

چه طول ريشه  
( متر ميلي )  

چه طول ساقه  
( متر ميلي ) 

   چه طول گياه
 )متر ميلي(

  زني هسرعت جوان
 

  شاخص بنيه
(VI)  

 و  چه طول ريشه
 چه طول ساقه

11/35 شاهد  *a± 5/0  58/26  a± 5/0  08/37  a± 7/0  67/63  a±1 64/7  a± 1/0  72/22  a± 5/0  72/0  ab± 07/0  

30%گليسرول    28 b±1 20 c± 8/0  83/25  c± 8/0  83/45  c± 5/1  43/4  c± 2/0  86/12  c± 5/0   78/0 a± 07/0  

Desiccation 67/32  a± 8/0  47/23  b± 5/0  78/32  b±1 25/56  b±1 26/5  b± 1/0  47/18  b± 7/0  72/0  ab± 07/0  

PVS2 67/20  c± 1/0  53/16  d± 4/0  61/23  c± 6/0  14/40  d±1 99/2  d± 1/0  29/8  d± 4/0  7/0  b± 07/0 ± 

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

 يشاهد از نظر آماربذرهاي  زني وانهجن درصد يانگيم
نشان  Desiccationمار يت فراسردي دربذرهاي با  يتفاوت
اما ، )درصد 67/32درصد و  11/35ب يبه ترت(دهند  ينم
ن يب كمتريبه ترت 30%گليسرول  و PVS2 يمارهايش تيپ
ن يا. دارند يفراسرد يمارهايش تين پيرا در ب ها نيانگيم
 زني جوانهر در ياخ يمارهايش تيپ مكر ياز تأث يج حاكينتا

ره يذخبذرهاي شده مربوط به  گيري اندازهر صفات يو سا
  .استع يشده در ازت ما

گليسرول شامل  يمختلف فراسرد يمارهايش تيپابل قمتاثر 
شاهد بذرهاي همراه با  PVS2و  Desiccation، درصد 30

ن صفات يانگيع بر ميدر ازت مابذرها  ينگهدار يو زمانها
  . استشده ارائه به تفصيل  2در جدول  ،مختلف

چه،  ، طول ريشهزني جوانهدرصد در ازت مايع بر ميانگين  Centaurea lachnopus هاي نگهداري بذر تيمارهاي مختلف و زمان اثر پيش -2جدول 
  (R/S)طول ساقچه به  چه ، بنيه بذر و نسبت طول ريشهزني جوانهچه، سرعت  چه، طول گياه ساقه طول

زمان
 نگهداري

تيمار پيش درصد 
  زني جوانه

  

 طول
  چه ريشه

 )متر ميلي(

 طول
  چه ساقه

  ) متر ميلي(

  طول
  گياهچه

  )متر ميلي(

 سرعت
  زني جوانه

 )متر ميلي(

  شاخص
  بنيه

(VI) 

چه  طول ريشه
 چه ساقه به

هفتهيك 33/44 شاهد  * a± 5/0  67/26  ab± 7/0  33/38  ab± 9/0  65 ab±1 53/10 a±1 83/28  a± 7/0  70/0  b± 07/0  

30%گليسرول    67/32  cd±2 42/20  de±1 25 e±1 42/45  ef±2 05/5  bc±1 70/14  c± 4/0  82/0  a± 08/0  

 Desiccation 67/37  bc±1 75/23  bcd±1 17/34  bc±2 92/57  bc±2 98/5  b 87/21  b± 5/1  7/0  b± 07/0  

 PVS2 67/22  ef±2 67/16  f± 7/0  75/23  e±1 42/40  ef±1 42/3  de 05/9  de± 4/0  7/0  b± 07/0  

         

ab±1 67/27 41 شاهد ماهيك  a± 5/0  58/39  a±2 25/67  a±2 46/9  a± 5/0  59/27  a± 6/1  71/0  b± 07/0  

30%گليسرول    31 d±1 42/20  de±1 08/27  de±1 50/47  de±2 36/5  b± 5/0  85/14  c± 7/1  75/0  ab± 07/0  

 Desiccation 33/34  cd± 5/0  75/23  bcd± 6/0  33/33  c±1 08/57  c±1 78/5  b±1 61/19  b± 8/0  71/0  b± 07/0  

 PVS2 21 ef± 8/0  08/17  ef 7/0  17/24  e±1 25/41  ef±2 16/3  de±1 71/8  de± 8/0  71/0  b± 07/0  

         
f±0 42/25 20 شاهديكسال  abc±1 33/33  c± 3/0  75/58  bc±1 92/2  de±1 75/11  cd± 3/0  76/0  ab± 07/0  

30%گليسرول    33/20  f±1 17/19  ef± 7/0  42/25  e± 9/0  58/44  ef±1 88/2  de±1 01/9  de± 2/0  76/0  ab± 07/0  

 Desiccation 26 e±1 92/22  cd± 9/0  83/30  cd±1 75/53  cd±2 02/4  dc±1 92/13  c± 8/0  74/0  ab± 07/0  

 PVS2 33/18  f±1 83/15  f± 3/0  92/22  e± 3/0  75/38  f± 6/0  40/2  e±1 10/7  e± 5/0  69/0  b± 07/0  

  .باشند دار نمي معني% 1در سطح  هستندهايي كه داراي حرف يا حروف مشترك  انگيندر هر ستون، مي*

هفته  يك(آل  زني بذر شاهد در شرايط ايده درصد جوانه
درصد بوده و بيش از  33/44) سازي در شرايط عادي ذخيره

از طرفي . زني نبودند درصد از بذرها قادر به جوانه 55
زمان به سرعت كاهش  زني بذرهاي شاهد با گذشت جوانه
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 20و  41ماه و يكسال به ترتيب به  يافته و پس از يك
شاخص بنيه بذر نيز با همين روند . درصد كاهش يافت

ماه و يكسال  هفته، يك كاهش پيدا كرده و پس از يك
و  59/27، 83/28به ترتيب به ) در شرايط عادي(ماندگاري 

چه و  چه، طول ساقه اما طول ريشه. درصد رسيد 75/11
چه تغيير ناچيزي را نشان دادند كه اين تغييرات  طول گياه

دهد بذرهاي شاهد در صورت  نامحسوس نشان مي
  .كنند زني به طور عادي شروع به رشد و نمو مي جوانه

 30تيمار با گليسرول  بذرهاي فراسردي كه پس از پيش
اند، نشان  وارد ازت مايع شده PVS2و  Desiccationدرصد،

دادند كه بذر اين گونه به خوبي شرايط فراسرد را تحمل 
در . كرده و قابل نگهداري در شرايط فراسرد هستند

هاي مختلف  داري بين پيش تيمار حال تفاوت معني عين
  . براي اغلب صفات مشاهده شد

اثر متقابل مدت زمان نگهداري بذرها در شرايط فراسرد و 
دهند كه  تيمارهاي مختلف بر ميانگين صفات نشان مي پيش

زني بذر در تيمار يكسال ذخيره سازي در  درصد جوانه
  .دهند ازت مايع در كليه پيش تيمارها كاهش نشان مي

 درصدن يشتريب Desiccationمارها، يش تين پيدر ب
براي  ،درصد 26و  33/34، 67/37به ترتيب را  زني جوانه
نشان  و يكسال ذخيره سازي در فراسردماه  هفته، يك يك

آن  و متعاقب درصد 30گليسرول مار يپس از آن ت .دهد يم
PVS2 زني و ساير صفات مورد  هاي جوانه داده .دقرار دار

و  درصد 30گليسرول  هاي تيماردهد كه  بررسي نشان مي
PVS2 در مقايسه با Desiccation ثير كمتري در حفاظت أت

در بين صفات مورد . دنراسرد داردر شرايط فبذرها از 
هاي  زني و شاخص بنية بذر در تيمار بررسي، سرعت جوانه

. دهند زني نشان مي فراسردي روندي همانند درصد جوانه
چه و طول گياهچه و  ، طول ساقهچه ريشه صفات طولاما 

روند تغييرات  (R/S)چه  بر طول ساقهچه  نسبت طول ريشه
پيش  بين در سازي يرهذخ هاي مدت زمان دركمي را 

ها نشان  نتايج بررسي. دنده هاي مختلف نشان مي تيمار
 يبرا تيمار شين پيبهتر Desiccationمار يتپيش  دهد كه مي

  .باشد يط فراسرد مين گونه در شرايبذر ا ينگهدار
عوامل بدليل حضور گلخانه شرايط  :اي گلخانه هاي بررسي
 ،كعوامل بيولوژي ،نور خاك، مانند طبيعي
تر  نزديك طبيعي به عرصه، عواملو ساير ها  ارگانيسم ميكرو

 در گلدان استقرار گياه ،اي گلخانه هايدر آزمايش. باشد مي
اثر پيش تيمارهاي مختلف و . مورد بررسي قرار گرفت

سازي بذر در ازت مايع بر استقرار و  مدت زمان ذخيره
ائه ار 5و شكل  3رشد گياهان در شرايط گلخانه در جدول 

  . استشده 

  بر استقرار و رشد نهال در شرايط گلخانه فراسرددر  Centaurea lachnopusتيمارهاي مختلف و زمانهاي نگهداري بذر  اثر پيش -3جدول 
چه درصد استقرار گياهتيمارپيش  زمان ذخيره سازي  

±a *45 شاهد هفته يك 5/2  
درصد30گليسرول   67/17  d± 2/1
 Desiccation 30 b± 3/4  

 PVS2 20 d± 5/2  

   
33/43 شاهد ماه يك  a± 4/1  

درصد30گليسرول   67/21  cd± 4/1  

 Desiccation 67/31  b± 4/1  

 PVS2 33/18  d± 4/1  

   
±d 20 شاهد يكسال 5/2  

درصد30گليسرول   67/14  d± 2/0  

 Desiccation 33/28  bc± 8/3  

 PVS2 33/19  d± 5/0  

  .باشند دار نمي معني% 1در سطح  هستنده داراي حرف يا حروف مشترك هايي ك در هر ستون، ميانگين :*
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a            b  

در شرايط  )b(در گلدان و طشت ) a(ماه ماندگاري در ازت مايع  پس از يك Centaurea lachnopusاستقرار بذر گياهان فراسردي  -5شكل 
  گلخانه

شاهد بذرهاي  ر استقرارحداكث 3هاي جدول  براساس داده
 ،ماه و يكسال ماندگاري در شرايط عادي يك ،هفته در يك

باشد  مي درصد 20و  درصد 33/43 ،درصد 45به ترتيب 
از بين . كه تقريباً مشابه شرايط آزمايشگاهي است

 30با ميانگين  Desiccationتيمارهاي فراسردي،  پيش
نگين بيشترين ميا )درصد 33/28و  درصد 67/31( درصد

درصد  20 ميانگين با PVS2بعد استقرار را داشته و 

روند ثابت بدون اختلاف ) درصد 33/19و  درصد 33/18(
سازي در  ماه و يكسال ذخيره هفته، يك در يك دار را معني

ميانگين با  درصد 30گليسرول داشته و پس از آن  فراسرد
به ) درصد 67/14و  درصد 67/21 ( درصد 67/17استقرار 

در  سازي ماه و يكسال ذخيره هفته، يك يب براي يكترت
با روند غيريكنواخت داشته است  راكمترين مقدار  فراسرد،

  ).6شكل (

  
  نهدر ازت مايع بر استقرار و رشد نهال در شرايط گلخا Centaurea lachnopusتيمارهاي مختلف و زمانهاي نگهداري بذر اثر پيش -6شكل 

  بحث
 Cدهد كه بذر  هاي آزمايشگاهي نشان مي نتايج بررسي

lachnopus   قابل نگهداري در شرايط فراسرد ياC°196 - 

و قابل كند  ميبوده و بخوبي شرايط فراسرد را تحمل 
 C ميزان رطوبت بذر. است مدت سازي طولاني ذخيره

lachnopus  بذر اين درصد و  87/3بسيار كم و در حد

درصد استقرار

a
a

dd
cd

d

b b
bc

d d d

٠ 
۵ 

١٠ 

١۵ 
٢٠ 
٢۵ 
٣٠ 
٣۵ 
۴٠ 
۴۵ 
۵٠ 

ھفته يک ماه يک

 

%30گليسرول شاهد Desiccation PVS2

ساليک
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بذر اين . شود محسوب مياُرتدوكس ذرهاي ب گونه جزء
خوار در  به سرعت توسط آفات بذرگونه پس از رسيدن 

اين  هايآزمايشبر اساس . شود روي بوته پارازيته مي
گونه در بهترين حالت  اين زني بذر ، درصد جوانهپژوهش

كه اين درصد براي گونه بياباني طبيعي  بوددرصد  33/44
ط فراسرد باعث كاهش درصد حال شراي درعين .باشد مي

در اين . گردد زني مي زني، بنية بذر و سرعت جوانه جوانه
پس از قرار گرفتن در شرايط بذرها گفت كه  درابطه باي

فراسرد تا حدي بنية خود را از دست داده و درصدي از 
، پس از خروج سرد را ندارند نيز كه تحمل شرايط فرابذرها 

 ،)12( دهند ود را از دست ميزني خ توان جوانه از فراسرد
و در زمان ورود  عزني در يك مقط اين كاهش بنيه و جوانه

در  پس از آن دهد و يبذر يا اندام گياهي به فرا سرد رخ م
 در اين تحقيق. كند نميثابت مانده و تغيير  اًطي زمان تقريب

زني، بنية بذر و سرعت  درصد جوانهبعضي از صفات مانند 
در مقايسه با  فراسردسازي در  سال ذخيرهيك در زني جوانه
به . دداداري را نشان  كاهش معني سازي، ذخيره هفته يك

اين كاهش منطقي  ،انجام شدهلحاظ تئوريك و محاسبات 
هاي  زيرا در محيط فراسرد فعاليت. رسد به نظر نمي

متابوليكي و زيستي سلول به شدت و تا نزديك به صفر 
ماني افزايش  ت مدت زمان زندهكاهش يافته و به همين نسب

ا اندام يبذر  يدر رابطه با مدت زمان ماندگار. يابد مي
 يها ا انداميبذر  ي، به طور كلط فراسرديدر شرا ياهيگ
، و بذر (Quercus)هاي جنس بلوط  مانند بذر گونه يشيرو

در فراسرد  يمان كه توان زنده (Castanea.sativa)شاه بلوط 
كنواخت يع و يمحض ورود به ازت مارا نداشته باشند به 

ن يبلافاصله از ب) - C°196(خود  يرامونيپ يشدن با دما
فراسرد را  يفضا ياهيا اندام گيكه بذر يدر صورت .روند يم

 ك و محاسباتي، براساس اصول تئوركندتحمل 
 نيمه عمرانجام شده  كاهو بذر يبر رو كه) 5(ترموديناميك 

گردد   يحفظ م هار صد سالو چ هزارسه  بذر تازني  جوانه
)19.(  

زني، بنية  فوق، دليل كاهش درصد جوانه ثبا توجه به مباح
سازي در  زني در تيمار يكسال ذخيره بذر و سرعت جوانه

، به احتمال زياد به دليل هفته ازت مايع در مقايسه با يك
گيري مانند زمان گذار و غيرقابل پيش وجود عوامل اثر

ش يآزما ،به عنوان نمونه .بوده است هو غير هاآزمايش ياجرا
تيمار دود يكسال بعد از حگاري در ازت مايع ديكسال مان

ساير صفات كه  شدولي مشاهده . هفته انجام شده است يك
چه، طول گياهچه و نسبت  چه، طول ساقه مانند طول ريشه

دار  چه يا از نظر آماري تفاوت معني ساقه به چه طول ريشه
ميزان  يا دهند و سازي نشان نمي يرههاي ذخ براي زمان

نشان د تغييرات وعدم وج. باشد چيز مي تفاوت بسيار نا
و تفاوتي كرده زنده مانده بخوبي رشد بذرها دهد كه  مي

پيش تأثير . وجود نداردسازي  هاي ذخيره بين زمان
 و , PVS2%30گليسرول ( ي فراسرديتيمارها

Desiccation(  رهاي بذمورد بررسي در بر صفات
 كه بيشترين ميانگين صفات مربوط به دادفراسردي نشان 

 پيش در مقايسه با بنابراين. بود Desiccation تيمار پيش
تيمار بهترين  پيشاين  PVS2 و %30گليسرول تيمار هاي 

. ثير را در حفاظت از بذر در شرايط فراسرد داشته استأت
تواي احتمالا به دليل كاهش مح Desiccationثير مثبت أت

هاي يخ  گيري كريستال آب درون سلولي و كاهش شكل
از طرفي محافظت . باشد ميدرون سلولي در شرايط فراسرد 

از بذر در  PVS2ويژه  هو ب %30گليسرول كم پيش تيمار 
ب درون آتواند به دليل محتواي بيشتر  شرايط فراسرد مي

ثير منفي أويا ت) Desiccationدر مقايسه با (ي لسلو
گليسرول و  يا و %30گليسرول تيمار  پيش ل درگليسرو

رو  از اين. باشد PVS2 ي موجود در يساير مواد شيميا
 C lachnopusداري بذر گونة هبهترين پيش تيمار براي نگ

  .است Desiccationدر شرايط فراسرد پيش تيمار 

 يفراسردبذرهاي كه  دهد مينشان  يا هاي گلخانه بررسي
خود را  يمان زنده يا آبگيري Desiccation ماريژه در تيو هب

در  يرييتغ يساز رهيذخو زمان كرده به طور ثابت حفظ 
كه بذر اين  دادنشان  نتايج .نداشته استدرصد استقرار 
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گونه در شرايط خاك بهتر از شرايط آزمايشگاه جوانه زده 
مستقر شده در بذرهاي ميزان بالاي . شود و مستقر مي

تواند به  يه با شرايط آزمايشگاه مشرايط گلخانه در مقايس
باشد ويا شرايط گلخانه بوده گذار  ط ناشناختة اثريدليل شرا

تر از شرايط  قرار گياه مناسبتزني و اس براي جوانه
فراسردي بذرهاي نكته حائز اهميت اينكه . استاه گآزمايش

قرار در تبه خوبي توان رشد و اس C.lachnopusو شاهد 
   .نددار را ط گلخانهيمح

ن يت حفظ و حراست از ايدر رابطه با اهممباحث كلي 
بصورت زير قابل و در حال خطر اب يكم ،كيگونه اندم

 اين گونه كيدامنه اكولوژ گسترة پراكنش و .استارائه 
عمدتاً  يخاكهادر منحصراً ن گونه يا. باشد مي ار محدوديبس

رشد  قرار دارند يگچ يسازندها يكه بر رو يكم عمق
استقرار آن در بستر يا مسير رودهاي خشك فصلي  .كند مي

شود و  يا نقاطي كه در آنها تا حدودي آب باران جمع مي
هاي كوچك اين عرصه  هاي رو به شمال تپه يا در دامنه

 در شعاع محدود در ،ييايجغراف پراكنش از منظر .است
به لحاظ حفاظتي، . رويش دارد استان سمنان بعضي از نقاط
با خطر  گونه در طبقة ناي) 3(رش كريمي بر اساس گزا

با توجه به  .استشده دسته بندي ) Low Risk= LR( ترمك
هاي  بررسي در معرض خطر بودن، دليل اهميت گياه به

ور اين گونه ضاز روند رويشگاه و حي ا مستمر و چند ساله
روزكوه، يشهرستان سمنان، جاده فاصلي آن در  رويشگاه در

سال هاي طي ) سمنان يلومتريك 20حدود (سه راه سرخه 
در اين  گياهانتشار  شعاعكه  هبعمل آمد 1386- 1390

با . )2شكل ( باشد مي مربع لومتريك 15حدود  رويشگاه
شگاه از ي، ارتفاع روشگاهيرو قيدق يو بررس ش عرصهيمايپ

 1450تا ارتفاع ) تر از سه راه سرخه نيپائ يكم(متر  1300
تر از سه راه سرخه به طرف لومتر بالايك 3حدود  (متر
در ( سه راه سرخه يشمال شرق يلومتريك 2و  )روزكوهيف

 مشخص )متر 1378ارتفاع حدود  رو به شمال تپه ةدامن
ن يا يها هين عرصه، تعداد پايا كاملي ها بررسيبا . شد

با  .صد پايه تخمين زده شد اًحدود اين رويشگاهگونه در 

كرده خطر كمتر معرفي اين گونه را با ) 3(اينكه كريمي 
هاي ميداني و پيمايش منطقه، به  بر اساس بررسياما است، 

گفت  يدباصنعتي،  -دليل گسترش فعاليت هاي معدني
و موجوديت اين  ،رويشگاه اين گونه در معرض نابودي
هاي  طي بررسي. باشد گونه به شدت در معرض انقراض مي

بر علاوه  1389سال  تاسالانه از عرصه رويشگاهي 
سه  واقع در شمال شرق هاي گچ، تپة گسترش كارخانه

اين  گچ تقريباً خراج سنگتاسراهي سرخه به دليل 
  . از بين رفته بود و رويشگاه تخريب

هاي نادر با  اين گونه يكي از گونه با توجه به مباحث فوق،
آن به دليل رويشگاه  و دامنه اكولوژيك بسيار محدود

ال نابودي حدر  عدنيم - هاي صنعتي گسترش فعاليت
، به دليل چراي مفرط عرصة رويشگاهياز طرفي  .باشد مي
با در  .است اضانقر خطر به شدت در معرض گياه يبقا

 دربذر اين گونه قابل نگهداري بلند مدت  نكهينظر گرفتن ا
 ،در اولين اقدام گردد ميپيشنهاد باشد،  يشرايط فراسرد م

آوري و با اعمال  عجم از عرصة رويشگاهيبذر اين گونه 
تيمار مناسب در شرايط فراسرد نگهداري تا در  پيش

براي  يبذر ،صورت بروز خطر و حذف گونه از طبيعت
و عرصه وجود داشته  در گلخانهمجدد كشت و استقرار 

در  ين فرصت طرحيشود در اول يه ميتوصهمچنين  .باشد
و خارج از  يشگاهيرون گونه در عرصه ينه كشت ايزم

از  .ارائه گردد بذر توليد اه وير گيبا هدف تكثه رويشگا
كه  ييها ب طرحيتصو و يبردار از هر گونه بهره يطرف

د يعت باشد بايا بذر آن از طبياه يگ از يمنجر به بهره بردار
به بخش اجرا  شود توصيه مي بعلاوه. شود يريجداً جلوگ

نسبت به و جلوگيري ب عرصه ياز تخرهر نوع ممكن 
  .كنداقدام  آن رويشگاهي يها عرصه وگونه  اين حفاظت

  سپاسگزاري

تحقيقات جنگلها و مراتع كشور كه اعتبارات مؤسسه از 
بررسي "مورد نياز اين تحقيق را در قالب طرح مصوب 

ي مرتعي و بياباني ها گونهامكان نگهداري بذر تعدادي از 
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Cryopreservation of Centaurea lachnopus Rech. f. Seeds and 
Establishment of the Cryopreserved Seeds under Laboratory and 

Greenhouse Conditions 
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Abstract 

Centaurea lachnopus Rech. f. is a biennial or perennial range specie which grows in 
Semnan province located in center of Iran. Narrow geographic range and ecological 
zone, small population size, and habitat degradation in one of its growing sites put this 
species under threat. To evaluate the possibility of long-term preservation of Centaurea 
lachnopus seeds, three pre-cryopreservation methods including PVS2, Desiccation, and 
30% Glycerol were applied before incubation of the seeds under cryopreservation 
conditions (-196°C). The treated seeds were incubated in LN for period of 1 week, 1 
month, and 1 year. The cryopreserved seeds were removed from liquid nitrogen and 
evaluated under laboratory and greenhouse conditions. The results showed that seeds of 
Centaurea lachnopus are able to tolerate cryogenic conditions. Effects of the 
cryopreservation pre-treatments on seed germination at 1 week cryogenic incubation, 
revealed that 30%Glycerol, Desiccation and PVS2 with 36.67%, 37.67% and 22.67% 
germination (respectively) were significantly different. Desiccation showed the best 
effects on survival rate and other attributes of the cryopreserved seeds. The interaction 
effects between LN incubation periods and pretreatments were significant for some of 
the attributes. However   some of the attributes did not show different means in different 
incubation periods. In greenhouse conditions, the cryopreserved seeds were germinated 
better and established more consistently than that of the laboratory conditions. 
Desiccation pretreatment with 30.00%, 31.67% and 28.33% plantlet establishment in 
greenhouse conditions for 1 week, 1 month and 1 year cryopreservation periods, 
showed the best results, compared with the other pretreatments.   

Key words: Centaurea lachnopus, Seed cryopreservation, Range species, Endangered 
species.  

  


