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 چكيده
از منابع ژنتيكي اين گياه مرتعـي  هاي مرتعي و بومي ايران است و حفاظت   از گونهيكي) Medicago rigidula (يونجه يكساله

 شدن يا شهيشروش دو  بنابراين براي اولين بار در ايران بذرهاي اين گياه در شرايط فراسرد با استفاده از                 .باشد لازم و ضروري مي   
 دو   و ل در دسـيكاتور آبگيـري شـدند       ژ روز توسـط سـيليكا     4به مدت    بذرها. حفاظت شدند با موفقيت   آبگيري  -كپسوله كردن و  

 در سوكروز   M2سرول  يقه با محلول گل   ي دق 20 به مدت    بذرها ، شدن يا  شهي روش ش   يا  روش اول   در .دي اعمال گرد  يروش حفاظت 
M6/0 يها  اليووي شده به كرا   يري بارگ يبذرها ؛ شدند يري بارگ ml2 يحاو cc5/0   محلول PVS2        در .افتنـد ي صـفر درجـه انتقـال  

 بـه ور گرديدنـد و پـس از آن           غوطه كي آلژين دي اس  دقيقه در محلول   15به مدت    بذرها ،يريآبگ- روش كپسوله كردن    يا روش دوم 
و بـه     سـاعت در دمـاي اتـاق آبگيـري شـدند           20بـذرهاي كپـسوله شـده بـه مـدت           . دشدن منتقل   CaCl2همين مدت به محلول     

 و  يا  شهي ـش روز بـذرهاي     6س از   پ. دنديع گرد يتروژن ما يسرعت وارد ن    به بذرهاهر دو گروه از     . افتندي انتقال   ml2 يها  اليوويكرا
 و 10، 5هـاي زمـاني     و در فاصلهذوب گرديدند گراد سانتيدرجه  40 ي با دماسترون  مقطر  دقيقه در حمام آب    2كپسوله به مدت    

آبـشويي  )1:  روش بازيابي استفاده شـد     3 از   آنگاه.  مولار با استفاده از شيكر شستشو داده شدند        2/1 دقيقه در محلول سوكروز      15
هـاي حـاوي      به پتـري   2 و   1 ساعت و انتقال بذرهاي روش       24) ب ، دقيقه 30 ) الف  و كپسوله و شاهد به مدت      يا  شهيذرهاي ش ب

 MSو انتقـال آنهـا بـه محـيط     % 5/1سديم  ، كپسوله و شاهد با هيپوكلريتيا شهي كردن بذرهاي شسترون) 2 ،كاغذ صافي مرطوب  
 روز 18 پس از سترون روز و در روش 4 پس از سترون در روش غير بذرهااني م درصد زندهبدين ترتيب  mgl-15/0 .GA3 حاوي
 ـ ي ـترت  بـه  يري ـآبگ- شدن و كپـسوله كـردن      يا  شهيزني بذرها پس از روش ش       درصد جوانه . گيري شد   اندازه و % 6/98-2/99ن  يب ب

 .بود% 7/99-4/98
 
 .Medicago rigidula، يريآبگ-كردن كپسوله شدن، يا شهيشحفاظت در دماي فراسرد، :  كليديهاي هواژ

 
 مقدمه

منابع ژنتيكي گياهي در زمينه كشاورزي اساس امنيـت         
غذايي در جهان هستند اما اين منابع با سرعت غير عمولي           

ل بـسياري دارد  ياين امر دلا. باشند ميدر حال ناپديد شدن    
هـا،    زدايـي، گـسترش راه      تـوان جنگـل     كه از آن جمله مـي     

چـراي مفـرط و     . را نام بـرد   شهرسازي و كشاورزي مدرن     
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تغيير در الگوي استفاده از زمين نيز خـسارت سـنگيني بـه       
چنـين  . وحشي كنـوني وارد كـرده اسـت        ياهيگهاي    گونه

مدت تأثير جدي در امنيت غذايي خواهـد         روندي در دراز  
توجه جهاني بـه نـابودي منـابع بـا ارزش ژنتيكـي             . داشت

هـايي     برنامه بنابراين .انگيزاند  مي  المللي را بر   عملكردي بين 
به منظور حفاظت منابع ژنتيكي گياهي در حال انجام است          

آوري و نگهـداري     كه هدف اصلي از اين عملكردها جمـع       
تنوعات ژنتيكي به منظور دسترسي مـداوم در مواجهـه بـا            

هاي   روش ددر اين زمينه باي   . باشد  ن مي نياز مصرف كنندگا  
 انجـام شـود    كار گرفته شود و حفاظت جدي     آوري ب   جمع

)Rao, 2004( . ــه ــه برنام ــاد   از جمل ــاظتي، ايج ــاي حف ه
هـاي   در ايـن بانـك    . تاسر جهان است     در سر  هاي ژن  بانك
درجـه   1-5( گياهـان در شـرايط مناسـب       بـذر  معمولاً   ،ژن

 مـدت و يـا در دمـاي زيـر          براي حفاظت ميان  ) گراد  سانتي
بــراي حفاظــت  )گــراد ســانتي درجــه -18 ًمعمــولا( صـفر 
 اما در اين شرايط، بذرها پس       .شوند  نگهداري مي مدت   بلند

 بنـابراين  .دهنـد   قوه ناميـه خـود را از دسـت مـي          از مدتي   
اما ممكن است در طـي      .  امري ضروريست  بذرهاشت  گباز
ــه شتكــباز ــد هــاي مكــرر نمون ــودگي گردن  هــا دچــار آل
)Saloma, 2002( .  آوري دانـه   از طرف ديگر گرچـه جمـع

كننـد آسـان      ي دانه توليـد مـي     هايي كه تعداد زياد     در گونه 
يا توسط چراي    ها غيرقابل دسترسند و     است اما گاهي دانه   

گـاهي نيـز در     . اند   دچار آسيب شده   زا يماريعوامل ب دام و   
ماني خـود     بذرها قدرت زنده   ،طي انتقال به محل نگهداري    

هـاي   از ديگـر فعاليـت   .)Rao, 2004 (دهند را از دست مي
شناسـي و   هاي گيـاه  ي ايجاد باغحفاظتي منابع ژنتيكي گياه  

هاي طبيعي است كه هزينـه        مناطق حفاظت شده در عرصه    
 بـسيار   Ĥنهاهاي گياهي در اين مك      مراقبت و نگهداري گونه   

 .)Saloma, 2002 (آور است سنگين و سرسام

 پلاسم گيـاهي در دمـاي فراسـرد        تكنولوژي ذخيره ژرم  
)Cryopreservation(،       وع و  شـر  1970 اولين بار در دهـه 

 در اين تكنولوژي ماده گياهي      ، توسعه يافت  1980در دهه   
نيتروژن مـايع بـه مـدت       ) -C°196(در دماي بسيار پايين     

در ايـن دمـا   . )Barbara, 2001 (گـردد  طولاني ذخيره مـي 
هاي متابوليسمي به حالـت تعليـق        تقسيم سلولي و فعاليت   

د شو  آيند و ماده گياهي بدون هيچ تغييري ذخيره مي          مي  در
در صورت لـزوم فراينـدهاي بازيـابي         و در زمان خاص و    

هـاي    در اين دما واكنش    ،به عبارت ديگر  . گيرد  صورت مي 
 دما آنقدر پايين اسـت       زيرا .افتد  معمول شيميايي اتفاق نمي   

هـا وجـود     كه تحرك مولكولي كافي بـراي انجـام واكـنش         
 .)Rao, 2004 (ندارد

عه يافتـه    حفاظت در دماي فراسرد يك تكنولوژي توس      
 گردد و تنهـا     ارزش مي  است كه باعث بقاي ماده ژنتيكي با      

مدت از ژرم پلاسم گيـاهي       روش موجوديست كه در دراز    
. كنـد   كه به صورت رويشي تكثير شده است حفاظـت مـي          

تواننــد قــدرت  مــواد نگهــداري شــده بــه ايــن روش مــي
رو   از ايـن  . ماني خود را به مدت طولاني حفـظ كننـد           زنده
 ژنتيكي كـاهش    ذخاير از دست رفتن      ژني و  فرسايشخطر
اين روش به فضاي كمي نياز دارد و مـاده گيـاهي            . يابد  مي

 تقريبـاً  ،علاوه بر ايـن . كند ها نيز محافظت مي را از آلودگي 
هـا    گونه تغييرات فيزيولوژيكي و سوماكلونال در نمونه       هيچ

 اين روش يـك انتخـاب كارآمـد در    بنابراين. آيد  پديد نمي 
 .)Rao, 2004 ( حفاظت ماده ژنتيكي گياهيستزمينه

اي    در زمينه استفاده از محلـول شيـشه        ها گزارشاولين  
ــين 15.  داده شــد1989شــدن در ســال    ســال بعــد از اول

ترين پروتكل حفاظـت      عنوان گسترده   اين روش به      گزارش  
 سـهولت آن    ،ايـن روش      موفقيـت   . فراسرد استفاده گرديـد   

خوبي براي محـدوده وسـيعي        بهاين روش       همچنين  . است
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هاي گياهي مـورد اسـتفاده قـرار گرفتـه            ها و بافت      از گونه 
  ).Wolf & Bryant, 1999(است 

هــايي بــا  اي شــدن، شــامل اســتفاده از محلــول شيــشه
 ,Luo & Reed(ويسكوزيته و قابليـت آبگيـري بالاسـت    

يابـد    ها كاهش مي      اين روش محتواي آب نمونه        در  ). 1997
رسد كه كريستال يخـي تـشكيل نـشود و            حي مي و به سط  

شـكل انتقـال      آب باقيمانده، مستقيماً از فاز مايع به فاز بـي         
شـكل اجـزاي      اين حالت خطري از جانب فاز بي         در. يابد

ايـن    از طرفي بـا اسـتفاده از   . سلولي را تهديد نخواهد كرد  
توان از تشكيل كريستال يخي بدون آنكه كـاهش           روش مي 

ي در آب درون سلولي مشاهده شود جلوگيري        قابل توجه 
 ).Wolf & Bryant, 1999(كرد 

 يهـا  روشيكـي از    ز  ي ـنآبگيـري   -روش كپسوله كـردن   
اين تكنيك اولـين     .تكنولوژي حفاظت فراسرد است    يحفاظت

 و  1986 هـاي  و همكاران در سـال     Redebbaughبار توسط   
 و Fabre توســـط 1990 گـــزارش شـــد و در ســـال 1987

Dereuddre    تـاكنون بـراي انـواع زيـادي از          توسعه يافـت و
اين تكنيك يكي از     .هاي گياهي استفاده شده است     پلاسم ژرم

اي و مهم حفاظت فراسرد است كه تـاكنون          هاي پايه  پروتكل
 Benson, 1999(با موفقيت مورد استفاده قرار گرفتـه اسـت   

Fabre & Dereuddre, 1990, .(آبگيري -روش كپسوله كردن
ــاكنون د ــويج   ت ــرد ه ــت فراس  )Davcus carota(ر حفاظ

)et al., 1991 Dereuddre et al., 1991, Dereuddre( ،
 كـشمش  ،) Martinez & Revilla. 1998(هـاي رازك   جوانه

و چندين گونـه  ) Ribes caliatum() Domet, 2000(دانه  بي
 . تجاري ديگر به كار برده شده است

 كي ـتكنك  از اهداف مهم اين تحقيـق، دسـتيابي بـه ي ـ          
.  اسـت M. rigidulaاهي ـ گ حفاظت بـذرهاي جهتكارآمد 

 .باشـد   هاي مرتعي بـومي ايـران مـي         اين گياه يكي از گونه    

مـاني     در طي اين پژوهش امكان نگهداري و زنـده         بنابراين
 اين گياه در شـرايط فراسـرد بـا اسـتفاده از روش              يبذرها

آبگيري براي اولين بـار در      -كپسوله كردن  شدن و    يا  شهيش
 .ايران مورد بررسي قرار گرفت

 
 مواد و روشها

هاي اين گونه گيـاهي، از مراتـع واقـع در ايـستگاه              بذر
 سـالم بـه     يبذرهاآوري شدند و      تحقيقاتي البرز كرج جمع   

ــدت  ــري  4م ــيكاتور آبگي ــيليكاژل در دس  روز توســط س
 .گرديدند
قـه در   ي دق 20مـدت      شده به  يري آبگ بذرهاي از   يگروه

 سـترون  يريدر محلـول بـارگ     گـراد   تيساندرجه   25  يدما
  قـرار گرفتنـد    M 6/0 در سـوكروز     M2سرول  ي ـ گل يحاو

)Panis et al., 2004( . از محلول يريآبگبه منظور PVS2 
 ـ ي حـاو  PVS2محلول  . استفاده شد  ) EG(كـول   يلن گل ي ات

w/v 15%،w/v 15 %DMSO87%سرول يـــ، گل w/v 30% ،
. بـود  w/v 7/13%زاني ـ به م  MS2/1 يها  سوكروز در نمك  

 ســترون يهــا اليـوويــرون كرا شــده ديري بــارگيبــذرها
صفر درجه قرار داده     يبا دما  PVS2 محلول   cc5/0 يحاو

 .ره گشتندي ذخLN بلافاصله در بعدشدند و 
 15 بـه مـدت      ،بـذرها  از   يگريگروه د پس از آبگيري،    

اين محلول  .  منتقل گرديدند  كي آلژين دي اس دقيقه به محلول  
 آسـكوربيك اسـيد،   mgl-1 50كروز، مولار سو75/0حاوي 

در حجـم    MSهاي ميكرو محيط      آلژينيك اسيد و نمك    3%
. دبو نصف ميزان آندر اين محيط  هاي ماكرو    كامل و نمك  

 دقيقـه بـه   15 بذرها از اين محيط خـارج و بـه مـدت         بعد
پس از تـشكيل   . منتقل شدندCaCL2  ،mmol 100محلول

 20ا بـه مـدت      ه ـ  هـا، كپـسول     نمونهزيركپسول در اطراف    
 درجـه   25(  اطـاق  ساعت در شرايط آزمايشگاهي با دمـاي      
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آب خـود را از   هـا  خـشك شـدند تـا كپـسول      )گراد  سانتي
 .دست دهند

 شـده درون    يري بارگ بذرهاي شدن،   يا  شهيدر روش ش  
 PVS2محلول  cc5/0 يحاو ml 2 سترون يها اليـوويكرا

ه كپسوله شـد   بذرهاي. صفر درجه قرار داده شدند     يبا دما 
هـر دو گـروه از    منتقل شدند و ml 2هاي به كرايوويالز ين

ور   هـاي نيتـروژن مـايع غوطـه        سـرعت در تانـك     به بذرها
  .گرديدند

 6مدت   به و كپسوله    يا  شهيش يبذرهاپس از نگهداري    
هـاي نيتروژنـي    ها از تانك روز در نيتروژن مايع، كرايوويال 

 ترونس ـ دقيقه در حمام آب مقطر       2خارج شده و به مدت      
هـا در      نمونـه  بعـد . ور شـدند    غوطـه  گـراد   سانتيدرجه   40 

 دقيقه در محلـول سـوكروز       15 و   10،  5هاي زماني     فاصله
بـر روي شـيكر      MSهـاي     مولار و نصف ميزان نمك     2/1

 .منتقل گرديدند
) 1 : از سه روش استفاده گرديـد      بذرهامنظور بازيابي    به
قيقـه   د 30مـدت     بـه  ، كپـسوله و شـاهد     يا  شهي ـ ش يبذرها

هاي حاوي كاغذ صافي مرطوب       در پتري  آبشويي شدند و  
، كپسوله  يا  شهي ش يديگري از بذرها  گروه  ) 2 ، گرفتند قرار

هـاي     ساعت آبشويي شدند و در پتري      24مدت    به و شاهد 
گـروه سـوم    ) 3 ،حاوي كاغذ صافي مرطوب قرار گرفتنـد      

سـديم   ريـت ل بـا هيپوك   ، كپسوله و شـاهد    يا  شهي ش يبذرها
اي در     دقيقـه  2 بار آبشويي    3پس از     شدند و  نسترو% 5/1

ــال ــيط    وي ــاوي مح ــاي ح ــون  mgl-1 5/0 وMSه هورم
 تكـرار و    4هر تيمـار داراي      .جيبرليك اسيد استقرار يافتند   

 در 2 و1بــذرهاي ( ريزنمونــه بــود 25هــر تكــرار حــاوي 
 ). بودندسترون در شرايط 3هاي   و بذرسترونشرايط غير

رسـت يـا     رصـد توليـد دانـه     د( بذرهاماني    صد زنده   رد
 در شـرايط   روز و    4 پس از    سترون غيردر شرايط   ) گياهچه
واريـانس  تجزيـه   .  روز محاسبه گرديـد    18 پس از    سترون
در  SASافـزار    توسـط نـرم    ،arcsinي تبديل شده به     ها  داده

چنـد  بـا اسـتفاده از آزمـون         و يقالب طرح كـاملا تـصادف     
 . شددانكن انجام يا دامنه
 
 جينتا

 يمان   بر زنده  ييقه آبشو ي دق 30ها با     واع پروتكل اثر ان 
داري بـين درصـد       ج نشان داد كه اختلاف معني     ينتا: بذرها
در ) LN-(و شـاهد    ) LN+(مار شده   ي ت بذرهايزني    جوانه
صـد    همچنـين در  . وجـود داشـت    درصـد    5احتمال  سطح  
مـار  ي ت بـذرهاي كمتـر از    ) LN-( شاهد   بذرهايزني    جوانه
 يا  شهي ـ ش بذرهاي يزن  درصد جوانه  يول. بود) LN+(شده  

.  را نـشان ندادنـد     يدار  يگونه اختلاف معن ـ   چيو كپسوله ه  
ترتيب در روش كپسوله كردن       زني به   وانهجبالاترين درصد   

 شـاهد نيـز     بذرهايزني    درصد جوانه . بود% 100و برابر با    
 ).1 جدول  و2 و 1شكل ( دوب% 7/67
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 .مار فراسردي پس از تييقه آبشوي دق30 با سترونط غير يا در شربذرهاماني  مقايسه زنده -1شكل 

  

  
 .شاهد: كپسوله كردن و د:  ج،شاهد: اي شدن، ب شيشه:  در روش الفييقه آبشوي دق30 با بذرها يمان  زنده-2شكل 

 
 ر فراسردماي پس از تبذرها ماني  بر زندهييقه آبشوي دق30ها با  تجزيه واريانس اثر انواع پروتكل -1جدول 

F value منابع تغييرات درجه آزادي ضريب تغييرات ميانگين مربعات 

 بذرهاماني  بر زنده آبشويي  دقيقه30اثر نوع تيمار با  2 74/10 86/1355 23/21**

 .دار دارند  اختلاف معني≥01/0Pها در سطح  نيانگيم: **  
 

 بـر   يي سـاعت آبـشو     24هـا بـا       اثر انواع پروتكـل   
داري   ج نشان داد كـه اخـتلاف معنـي        ينتا: بذرها يمان  زنده

و شـاهد   ) LN+(مار شده   ي ت بذرهايزني    بين درصد جوانه  
)-LN (   همچنـين  . وجود داشت  درصد   5احتمال  در سطح
 بـذرهاي كمتـر از    ) LN-( شاهد   بذرهايزني    صد جوانه   در

 ـ   درصـد جوانـه    يول. بود) LN+(مار شده   يت  بـذرهاي  يزن
 را نـشان    يدار  يه اختلاف معن ـ  گون چي و كپسوله ه   يا  شهيش

ترتيـب در روش      زنـي بـه     بـالاترين درصـد جوانـه     . ندادند
زنـي   درصـد جوانـه  . بـود % 6/98 شدن و برابر بـا     يا  شهيش

 ).2 و جدول 4و  3شكل (د وب% 6/60 شاهد نيز بذرهاي

الف

 د

 ب

 ج
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 .اسردمار فري پس از تيي ساعت آبشو24 با سترونط غير ي در شرابذرهاماني  مقايسه زنده -3شكل 

 

 

 
 .شاهد: كپسوله كردن و د: شاهد ج: اي شدن،ب شيشه:  در روش الفيي ساعت آبشو24 با بذرها ماني زنده :4شكل 

 
 مار فراسردي پس از تبذرهاماني   بر زندهيي ساعت آبشو24ها با  تجزيه واريانس اثر انواع پروتكل: 2جدول 

F value منابع تغييرات اديدرجه آز ضريب تغييرات ميانگين مربعات 

 بذرهاماني  آبشويي بر زندهساعت  24اثر نوع تيمار با 2 15/14 02/1868 **33/17

 .دار دارند  اختلاف معني≥01/0Pها در سطح  نيانگيم: **
 

 و  يمان   بر زنده  سترونط  يها در شرا    اثر انواع پروتكل  
ــتول ــه يد گي ــذرهااهچ ــراد: ب ــترونط ير ش ــتلاف س  اخ

مـار شـده   ي تبـذرهاي زنـي     صـد جوانـه   داري بـين در     معني
)+LN (   و شاهد)-LN (   وجـود   درصد   5احتمال  در سطح

) LN-( شـاهد    بـذرهاي زني    صد جوانه   همچنين در . داشت
 ـ. بـود ) LN+(مـار شـده     ي ت بـذرهاي كمتر از     درصـد   يول
گونـه اخـتلاف     چي و كپسوله ه   يا  شهي ش بذرهاي يزن  جوانه
زنـي     جوانـه  بـالاترين درصـد   .  را نـشان ندادنـد     يدار  يمعن

 ج د

 ب الف
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. بـود % 7/99ترتيب در روش كپسوله كـردن و برابـر بـا              به
 5شـكل   (د  وب% 05/77 شاهد نيز    بذرهايزني    درصد جوانه 

 ).3و جدول 
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 .مار فراسردي پس از تسترونط ي در شرابذرهاماني   مقايسه درصد زنده-5شكل 

 
 مار فراسردي پس از تبذرهاماني  ه زند برسترونط يها در شرا  تجزيه واريانس اثر انواع پروتكل-3جدول 

F value منابع تغييرات درجه آزادي ضريب تغييرات ميانگين مربعات 

 بذرهاماني   بر زندهستروناثر نوع تيمار در شرايط  2 70/11 03/982 **95/11
 .دار دارند  اختلاف معني≥01/0Pها در سطح  نيانگيم: **
 

 بحث
تواند   تنها زماني مي  هاي زيستي    حفاظت فراسرد بافت  

هـاي يخـي     با موفقيت انجام شود كه از تشكيل كريستال       
ــلولي در  ــاندرون س ــهزم ــايع   غوط ــروژن م وري در نيت

هـاي   توانند آسـيب    ها مي  زيرا اين كريستال  . اجتناب گردد 
ــد و قابليــت غــشاء    ــه غــشاء ســلولي وارد كنن جــدي ب

 كه آسيب سلولي در و از آنجايي  پلاسمايي را مختل كنند     
هاي   تكنيك بنابراينتكنيك حفاظت فراسرد قابل جبران نيست       

 گيـرد   آبگيري به منظور كاهش آب درون سلولي صـورت مـي          
)2005; Roland et al, 2006 Wang et al,.(  استفاده از ماده

هـاي مرسـوم     منظور آبگيـري يكـي از روش       سيليكاژل به 

 را  هشـد  هـاي كپـسوله     نمونه. باشد  ميها    خشك كردن نمونه  
توان به همراه مقداري سـيليكاژل درون دسـيكاتور قـرار             مي

 ;Wolf & Bryant, 1999 (به پمپ خلأ وصـل نمـود   داد و

Finkle & Ulrich, 1982(.      بـه ايـن منظـور بـذرها توسـط 
سيليكاژل در دسيكاتور آبگيري شـدند تـا در اثـر كريـستاله             

 ورود به نيتروژن مـايع آسـيبي        زمانشدن اين ميزان آب در      
 .ها وارد نگردد به ريزنمونه

اي شدن، القاء     كه كليد موفقيت در روش شيشه       از آنجايي 
ها به منظور رويارويي بـا محلـول          مقاومت اسمزي در نمونه   

اي شـدن     اي شدن است، در طي اعمال پروتكل شيشه         شيشه
ها  ، نمونه PVS2قبل از تماس با محلول      و پس از آبگيري و      
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 ,Hirai & Sakai(ور شــدند  در محلــول بــارگيري غوطــه

 مولار و گليـسرول     6/0اين محلول حاوي سوكروز     ). 2005
 . مولار بود2

 Wang نــشان دادنــد كــه تمــاس )2004( و همكــاران ،
اي شـدن بـدون حفاظـت اسـمزي           مستقيم با محلول شيشه   

شود كـه بـه       ها مي    مخرب بر روي بافت    هايباعث ايجاد اثر  
در ايـن   . سترس اسـمزي يـا سـميت شـيميايي اسـت          دليل ا 

از . صورت استفاده از محلول بـارگيري لازم و ضروريـست         
شود محتـواي     تيمار با محلول بارگيري باعث مي       رو پيش   اين

هـا در     ها را كاهش و مقامت اسمزي نمونه        آب دروني نمونه  
همچنين اسـتفاده   . اي شدن افزايش يابد     مقابل محلول شيشه  

 سـمي مـواد محافظـت كننـده كـه در            هايل اثر از اين محلو  
 Wang. رساند  شود را به حداقل مي      مرحله بعدي استفاده مي   

هاي   ي بر روي سر شاخه    ياه، طي آزمايش  )2005(و همكاران   
 بيان داشتند كه استفاده از ايـن محلـول باعـث            Papayaگياه  

هـا    البته بقا نمونه  . گردد   مي آنهاها و طول عمر       بقاي سرشاخه 
استفاده از محلول بـارگيري     .  نيز بستگي دارد   آنهانوتيپ  به ژ 

آورد و ميزان بقـاي       پايين مي  دماي ذوب را نيز تا حد زيادي      
دهـد    ها را بعد از خروج از نيتروژن مايع افـزايش مـي             نمونه

)Wang et al., 2004 ،Wang et al., 2005 و Sarkar & 

Naik, 1998 .(Volk و Walters) 2006( كـه  ، نشان دادنـد 
هاي نعنا و سير با گليسرول و سوكروز دماي           شاخه  تيمار سر 

ــول    ــتفاده از محل ــا اس ــس از آن ب ــاهش داد و پ ذوب را ك
بايد توجه داشـت    . اي اين دما باز هم كاهش پيدا كرد         شيشه

بدون وجود گليـسرول هـيچ غلظتـي از سـوكروز مقاومـت             
 ).Hirai & Sakai, 2005(اسمزي را افزايش نخواهد داد 

 بسياري مبني بـر اثـرات بـسيار مفيـد محلـول             رشهاگزا
گيري بر افزايش تحمل استرس اسمزي ناشي از محلـول            بار

 ,.Taro) Takagi et alاي شـدن وجـود دارد كـه در     شيشه

و تــوت ) Thinh, 1997(، مــوز، اركيــده و آنانــاس، )1997
 . به اثبات رسيده است) Hirai et al., 1998(فرنگي، 

هـا بـا يـك        ريزنمونه،  يرياز بارگ در اين تكنيك پس     
اي شـدن     شوند و شيـشه     تيمار مي  اي  محلول غليظ شيشه  

معمـولترين  . دهـد  درون سلولي و خارج سـلولي رخ مـي    
حفاظت كنندگان سرمايي كـه در ايـن مرحلـه و در ايـن              

شود شامل موادي مثل گليـسرول، دي         محلول استفاده مي  
تــرين جراي. ل هــستندگليكــو متيــل سولفوكــسيد و اتــيلن

اين .  است PVS2محلولي كه مورد استفاده قرار مي گيرد        
 ، پلـي اتـيلن گليكـول      w/v30%محلول حاوي گليـسرول     

w/v15%     دي متيل سولفوكسيد ،w/v 15 %    اسـت و داراي
 اسـت   MSقند سوكروز در محيط      غلظت نسبتاً بالايي از   

ــورد  ).  مــولار4/0( ــواد ذكــر شــده در م ــه درصــد م البت
 ,.Wang et al(باشـد   تواند متفاوت  هاي گياهي مي گونه

برخي اجزاي محلـول   ).Sarkar & Naik, 1998 و 2005
PVS2     ها، جايگزين آب سلولي       در عين آبگيري از نمونه

رغـم از دسـت رفـتن آب ، وزن تـر              بـه شـوند، زيـرا       مي
د، كه اين امر بـه دليـل نفـوذ          كن  نمي يها تغيير زياد    نمونه

جرم مواد وارد شده . ا استه  درون سلول  مواد سرمايي به
گيـري آب از دسـت        توان با اندازه    ها را مي    درون سلول   به

 و Volk & Walters, 2006(ها تخمـين زد   رفته از سلول
Wang et al., 2005.( 

هاي    در مورد گونه   PVS2زمان بهينه تماس جداكشت با      
مختلف متفاوت است و بستگي به دماي ايـن محلـول دارد،          

وان با كاهش دما از اثرات مخرب ايـن محلـول           ت   مي بنابراين
هـاي   دليـل فعاليـت كمتـر واكـنش         با كاهش دما، بـه    . ستكا

اثر تغييرات خاص در جذب اجزاي       ها و در    جذبي در نمونه  
PVS2 معمـولاً  . گردنـد   هـاي احتمـالي محـدود مـي         ، آسيب

 هـا بـا ايـن محلـول، در           ماني توسط تيمار نمونه     بهترين زنده 
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 و  Wang. شـود   حاصـل مـي    گـراد   سـانتي   صفر درجه  دماي
هاي تيمـار شـده بـا          سلول  كه  نشان دادند  )2004(همكاران  
نـسبت بـه     گـراد   سانتيصفر درجه    در دماي    PVS2محلول  

ا   ماني خود ر    با سرعت كمي زنده    گراد  سانتيدرجه   24دماي  
ــد ــز Corredoira. از دســت دادن ــاران ني از ) 2004( و همك

 بـر روي    گـراد   سـانتي فر درجه   صاي در دماي      محلول شيشه 
.  اسـتفاده نمودنـد  Chestnutهاي سوماتيكي و تخمـي       جنين

Panis     كاربردن محلـول       با به  )2004( و همكاران نيزPVS2 
هـاي    بـر روي سرشـاخه     گـراد   سـانتي صفر درجـه    در دماي   

 توانـستند بازيـابي حاصـل       Musaceaeهاي تيره     برخي گونه 
 . كنند

هـايي   بذرها در كپسول  ،  يريآبگ-روش كپسوله كردن  در  
و  Flashsland. شـوند  از جنس آلژينات كلسيم محصور مـي      

يك تفسير قابـل قبـول      هاد كردند كه    پيشن )2006 (همكاران
مـاني   در رابطه با تأثير زياد اين روش در افزايش درصد زنده     

 اينــست كــه در ايــن روش مــواد غــذايي معــدني و بــذرها
 بنـابراين  ،هـا هـستند    در دسترس ريزنمونـه    هورموني كاملاً 

عنوان  توانند به   يها م   ن كپسول ي بذر، ا  ييره غذا يعلاوه بر ذخ  
 . كمـك كننـد    بذرها يمان  ش زنده ي به افزا  يليك فاكتور تكم  ي

حضور  ها و   ممكن است بدليل وجود اين كپسول      طور همين
سـري مـواد     هـا يـك    طولاني مدت آنها در اطراف ريزنمونـه      

شوند و تأثير بسزايي در بروز      اندوژني بتدريج به محيط آزاد      
 طـور  همـين ). ,.Flashsland et al 2006(پاسخ داشته باشند 

مشاهده شده است كه وجود مـاتريكس غـذايي در اطـراف            
ها رشد دوباره آنها را پس از ذوب شـدن تقويـت             ريز نمونه 

 ).Fabre & Dereuddre, 1990(كند  مي
يع خـارج   ها از نيتروژن ما     پس از مدت زمان لازم، نمونه     

 دقيقه وارد حمـام آبـي       2-10سرعت به مدت     شوند و به    مي
اگر گرم كـردن    . گردند  مي گراد  سانتيدرجه   40-45با دماي   

بصورت تدريجي انجام شود ممكـن اسـت فرصـت كـافي            
  بازيابي فراهم شود   زمانهاي يخي در     براي تشكيل كريستال  

)Sarkar,.& Naik, 1998; Finkle & Ulric, 1982 .(
سرعت  ها پس از خروج از نيتروژن مايع به          ريزنمونه راينبناب

شده تـا بـراي ورود بـه         گراد  سانتيدرجه   40وارد حمام آبي  
 .مراحل بعدي، ذوب گردند

 بـذرها  يابي ـبازمشاهدات نشان داد كه در هر سه روش         
 24 با آبـشويي     سترونشرايط غير   ( شده،   يا  شهيكپسوله و ش  

درصـد زنـده     )سـترون   دقيقه و نيز در شـرايط      30ساعت و   
كه حاكي از كارآمد بودن ايـن        ماني بسيار بالايي بدست آمد    

 M. rigidula در حفاظـت بـذرهاي گونـه مرتعـي    هـا  روش
داري بـين    كه تفـاوت معنـي      از آنجايي  ،از طرف ديگر  . است

 بـا   ط فراسـرد  يمار شده در شـرا    يت يبذرهاماني   درصد زنده 
 بنــابراين دقيقــه وجــود نداشــت 30 ســاعت و 24آبــشويي 

تـد تـأثير زيـادي در       اتو تفاوت در مدت زمان آبشويي نمـي      
 . ماني داشته باشد افزايش درصد زنده

ــرايط   ــر دو ش ــتروندر ه ــر س ــترون و غي ــاوت س  تف
حفاظـت شـده در      يبذرهاماني   چشمگيري بين درصد زنده   

ــاين ــروژن م ــذرهاو +) LN (عيت ــاهد يب وجــود ) -LN( ش
سـتنباط كـرد كـه وجـود        طـور ا   توان اين  بنابراين مي . داشت

مـاني   تواند باعـث افـزايش دوره زنـده        دماي بسيار پايين مي   
 .اين گونه مرتعي گردد بذرهاي
مـاني   طور كلي با توجه به درصـد بـسيار بـالاي زنـده             به
 شـدن و كپـسوله      يا  شهي ـش ( حفـاظتي  هـر دو روش    ،بذرها
 كارآمـد بـراي حفاظـت       يها  روشعنوان    به،  )يريآبگ-كردن
كه در    از آنجايي  يل و شناخته شدند ونه مرتعي    اين گ  يبذرها

شـود    جويي بيشتري مي    در وقت صرفه   شدن   يا  شهيشروش  
بـه منظـور     ن روش ي ـ ا بنـابراين  هم دارد    يشتريو سهولت ب  

 .گردد  ميشنهاديپحفاظت فراسرد بذرهاي اين گونه مرتعي 
 



59 1، شمارة 17جلد اصلاح گياهان مرتعي و جنگلي ايران  فصلنامة تحقيقات ژنتيك ودو 

 سپاسگزاري

 در مؤسسه تحقيقات جنگلها و مراتع كشور        پژوهشاين  
هـاي صـميمانه      بدين وسـيله از مـساعدت      .ه است انجام شد 

  تحقيقـات   مستقل گروه محترم و همكاران گرامي در       داناتاس
تـشكر و   و نيز دانـشگاه الزهـراء        منابع طبيعي  زيست فناوري 
 .گردد قدرداني مي
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Abstract 

Preservation of genetic resources of Medicago rigidula which is one of the forage and 
endemic species in Iran is essential. For the first time seeds of the species were successfully 
cryopreserved by vitrification and encapsulation-dehydration methods. The seeds were 
dehydrated by silicagel in desiccator, then two conservation methods were applied: 1) by 
vitrification method, seeds were loaded with 2M glycerol solution in 0.6M sucrose for 20 min., 
then loaded seeds were transferred into 2ml cryovials containing 0.5ml PVS2 at 0°C. 2). By 
encapsulation-dehydration method, dried seeds plunged into alginic acid solution for 15 min, 
then transferred into CaCl2 solution for the same duration. Encapsulated seeds were dehydrated 
in room temperature for 20h and transferred into 2ml cryovials. Both of the seed groups plunged 
instantly in liquid nitrogen (-196°C). After a week vitrified and encapsulated seeds were thawed 
in distilled water bath at 40°C for 2 min and washed in 1.2M sucrose solution for 5, 10 and 15 
min intervals with gentle shake. Three recovery procedures were used: 1) washing of vitrified, 
encapsulated and control seeds under running water for I) 30 min, II) 24 h and transferring the 
seeds onto petri-dishes containing moist filter papers and 2) sterilization of vitrified, 
encapsulated and control seeds by 1.5% sodium hypochlorite and transferring into MS medium 
supplemented with 5 mgl-1 GA3. Survival percentage of seeds was estimated after 4 and 18 days 
respectively for unsterile and sterile conditions. The germination percentage of seeds after 
vitrification and encapsulation-dehydration method ranged respectively between 98.6%-99.2% 
and 98.4%-99.7%. 

 
Key words: Cryopreservation, Vitrification, Encapsulation, Dehydration and Medicago 
rigidula. 

 


