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 چكيده
 30تيمارهاي گليسرول   از پيش، در شرايط فراسردEucalyptus microthecaگونه بذر منظور بررسي امكان نگهداري  به
 استفاده )Desiccation(و كاهش رطوبت بذر ) PVS2 يا Plant Vitrification Solution 2(، محلول ويتريفيكاسيون گياهي درصد
 پس از خروج از ازت مايع در وشدند  نگهداري -Cº 196مايع با دماي  هفته در ازت مدت يك بهتيمار شده   پيشبذرهاي .شد

و به  كاغذ مرطوب كشت  بر رويبذرهااز  پس از اعمال شوك حرارتي نيمي. قرار گرفتند+) Cº 42(معرض شوك حرارتي 
   ماس كشت و به گلخانه با دماي   خاك معمولي و پيتحاويدرون گلدان نيمي ديگر . منتقل شدند+ Cº 24 ژرميناتور با دماي

Cº 20+ضمن احيا مجدد قادر به ، در شرايط فراسرد گذرانده بودندرا بذر تيمارهاي مختلف كه مرحله ماندگاري. ند انتقال يافت 
، تفاوت كردند تيمارهاي مختلف فراسرد كه در شرايط ژرميناتور و گلخانه رشد بذرهاي. زني و توليد گياهچه بودند جوانه
نتايج حاصل از اين بررسي نشان . بود ءآثار سوي از هر گونه ها طبيعي و عار شتند و رشد گياهچه شاهد ندابذرهايداري با  معني
  نگهداري بلندمدت بذر گونه امكان،هاي متابوليك و فيزيولوژيك موجود زنده در اين دما  كه با توجه به كاهش شديد فعاليتداد

E. microtheca با استفاده از بتوان  اين گونه را يبذرهاتوان انتظار داشت كه   و ميپذير بوده  امكاناسرد كاملاًًدر شرايط فر
 .تكنولوژي فراسرد براي مدت زمان بسيار طولاني حفظ نمود

 
 كاهش ،، محلول ويتريفيكاسيون گياهي درصد30گليسرول ، حفاظت فراسرد، Eucalyptus microtheca: هاي كليدي واژه
 .مايع  ازت،ذررطوبت ب

 
 مقدمه

حفاظت از در كنار روشهاي مرسوم و كلاسيك 
 ،هاي حفاظت شده ايجاد عرصه(هاي گياهي  گونه

 منابع هاي ژن شناسي و بانك هاي گياه نگهداري در باغ
حفاظت در شرايط فراسرد امروزه  ،)طبيعي

)cryopreservation(دهاي بسيار مهم در ور يكي از دستا

با استفاده ). Rao, 2004(ست ي گياهيها حراست از گونه
هاي  ، اندامبذرهاتوان بسياري از  از اين تكنولوژي مي

مايع با دماي   سلول و دانه گرده گياهي را در ازت،رويشي
Cº 196- هاي  فعاليتدر اين شرايط . نگهداري نمود

  متوقف تقريباً بذر يا اندام گياهيمتابوليكي و فيزيولوژيك
كه بذر در محيط ازت   در صورتي،ئوري تاز نظر. شود مي
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 تفاوت محسوسي بين طول مدت ،مايع زنده بماند
مدت نبايد وجود داشته  مدت و ميان نگهداري در كوتاه

 مسئله ،يكهاي متابولي زيرا با كاهش شديد فعاليت. باشد
 & Ozkavukcu (گردد  منتفي ميزمان نگهداري تقريباً

Erdemli, 2002 Purohit, 2004;(.  
ها و   حفاظت از بسياري از گونهبرايطي سالهاي اخير 

 تيمارهاي مختلفي ،هاي گياهي در شرايط فراسرد واريته
 ,.Vitrification() Wang et al(نظير ويتريفيكاسيون 

2005 Matsumoto et al., 2001; Fahy et al., 1987;(، 
 ,.Desiccation() Dussert et al (كاهش رطوبت بذر

 و كاهش )Jeyendran et al., 1985(رول  گليس،)1998
) Encapsulation-Dehydration(كردن  كپسوله -رطوبت

 ). Phunchindawan et al., 1997( كار گرفته شده استب
ويتريفيكاسيون  /اي مرحله استفاده از روش انجماد يك

)One step freezing-Vtrification (حفاظت فراسرد براي 
 Quercus suber، Castanea هاي  گونههاي انتهايي جوانه

sativa، Olea europaea، Aesculus hippocastaneum و 
Fraxinus angustifolia آميز گزارش شده است  موفقيت

)Panis & Lambardi, 2005 .( با استفاده از تكنيك
 Malus spp.، Pyrusهاي انتهايي  ويتريفيكاسيون جوانه

spp.، Prunus spp.، Populus spp. و Vitis vinifera  نيز
ماني   درصد زنده50 از مايع بيش  پس از خروج از ازت

 ). Lambardi & De Carlo, 2003(داشتند 
 با هدف تقليل كاهش رطوبت بذراستفاده از تيمار 

در  مثبتي تأثير ،مايع رطوبت بذر قبل از ورود به ازت
كه كاهش محتواي   طوري   به، داردبذرهاماني  حفظ و زنده

ماني بذر   مثبتي در زندهتأثير درصد 10 تا 5ز  بذر اترطوب
در ). Stanwood, 1985 (داشته است -Cº 196در دماي 

 درصدي 93/12  كاهشCitrus auantifoliaمورد گونه 
مايع نتيجه مطلوبي در  رطوبت بذر قبل از ورود به ازت

 ).Normah & Siti Dewi Serimala, 1997(داشت  بر
 تا 13 كاهش در صورت Musa balbisiana بذر همچنين

ماني در شرايط   درصد رطوبت بهترين نتيجه را در زنده18

 ). Bhat et al., 1994(نشان داده است  )-Cº 196( فراسرد
 هيبريد هاي جانبي  نگهداري جوانهبراي

 E. grandis× Eucalyptus camaldulensis  در شرايط
در مقايسه (وز گليسرول و ساكاراي استفاده از  شيشه درون

 گرديد گزارش ترآميز موفقيت) با ساكاروز تنها
)Blakesley & Kiernan, 2001 .( از طرف ديگر در

 بر روي افزايش مقاومت به انجماد سلولهاي اي مطالعه
 E. gunnii، هر چه محتواي ساكاروز قابل حل در 

 مقاومت به انجماد بود،هاي سلولي اين گونه بيشتر  لاين
 يافت نيز افزايش فراسردا در مقابل دماي ه اين سلول

)Leborgne et al., 2004( . 
اي در ارتباط با نگهداري  در ايران هنوز تحقيق گسترده

هاي جنگلي با  درختچه  درختان ويبذرهايا حفاظت 
مطالعه حاضر . استفاده از تكنيك فراسرد انجام نشده است

 هاي درختي گونه  يكي ازدر مورد  تادر صدد است
از اين  F. Muell. E. microtheca  يعنيوارداتي اكاليپتوس

 درختي است E. microtheca. روش استفاده نمايد
 100 متر و قطر تا 20 حدودسبز با ارتفاع  هميشه
در فضاي سبز و ايجاد را اي  نقش سازندهكه  متر سانتي
در  رويشگاه طبيعي اين گونه.  داردكاشت هاي دستجنگل

شرقي استراليا و  گرمسيري شمال و نيمهنواحي گرمسيري 
درجه و  33تا  14هايي با عرض جغرافيايي زار بيشهنيز در 

 & Susiluto (ست متر از سطح دريا700ارتفاع 

Berninger, 2007 .(E. microtheca  بردبار به گرما و تا
باشد و در  ، حشرات و باد ميها حد زيادي مقاوم به قارچ

 زيست زياد اسيديتهن و با  سنگي، خشك،هاي رسي خاك
 درخت نيا سالانه ارتفاعي رويش). Little, 1983 (كند مي
 با عنايت به اهميت اين درخت . گزارش شده استمتر 3

غال چوب ز ، هيزمتوليد ،جلوگيري از فرسايش خاكدر 
)Tuomela, 1997 Webb et al., 1984;( و نقش آن در 

مناسب ايران بسياري از مناطق براي  ،توسعه فضاي سبز
روي بر  تحقيق بنابراين. )1386 ،عصاره و سردابي (است
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اي برخوردار  مدت بذر آن از جايگاه ويژه نگهداري بلند
 .باشد مي

 
 مواد و روشها
آباد دزفول  از منطقه صفي E. microthecaبذر گونه 

آوري گرديد و   جمع1387استان خوزستان در شهريورماه 
در آزمايشگاه رد نگهداري آن در شرايط فراس

سسه تحقيقات جنگلها و ؤممنابع طبيعي فناوري  زيست
 قبل از قرارگيري . كشور مورد بررسي قرار گرفتمراتع
تحت شرايط زير و  ،)-Cº 196 دماي(مايع  در ازت بذرها

 . شدندتيمار  پيشمنظور نگهداري در فراسرد به
 w/v( )Glycerol(  درصد30تيمار گليسرول پيش -

 70 درصد با اضافه كردن 30لول گليسرول مح ):30%
.  تهيه شد خالص به گليسرولسترونليتر آب مقطر  ميلي

ليتري منتقل و به   ميلي2هاي   عدد بذر به كرايوتيوپ1200
 20 درصد اضافه و به مدت 30آنها محلول گليسرول 

بلافاصله وارد  آنگاه .قرار داده شد +Cº 22دقيقه در دماي 
  .مايع گرديد ازت
از دو  ):Vitrification (ويتريفيكاسيونتيمار  پيش -

و ) PVS2) Plant Vitrification Solution 2محلول 
Loadingمحلول . تيمار استفاده شد عنوان پيش  بهPVS2 

 مولار، گليسرول Sucrose (4/0(شامل ساكاروز 
)Glycerol (30 درصد، اتيلن گليكول )Ethylenglycol (

درصد  DMSO) Dimethyl soulfoxide (15درصد و  15
)Sakai et al., 1991 Sakai et al., 1990; (باشد مي .

 مولار و Glycerol (2( شامل گليسرول Loadingمحلول 
     Nishizawa(باشد   مولار مي4/0) Sucrose(ساكاروز 

et al., 1993 .(بذر داخل عدد  1200 تعداد
 محلول  آنهاهقرار گرفتند و بليتري   ميلي2هاي  كرايوتيوپ
Loading دقيقه در دماي20 اضافه و آنگاه به مدت      

Cº 22+ دقيقه محلول 20پس از . قرار داده شدند 
Loading حاوي بذر محلول هاي كرايوتيوپ تخليه و به 

PVS2دماي  ( سردCº 4 (+ دقيقه در 20اضافه و به مدت 

وارد ها   كرايوتيوپسپس. قرار داده شدند+ Cº 4دماي 
 .مايع گرديدند ازت
در  ):Desiccation ( كاهش رطوبت بذرتيمار پيش -

اين تيمار وزن كل بذر از طريق تعيين وزن اوليه با ترازوي 
 72 به مدت بذرهاقرار دادن  سپس و 0001/0حساس 

 و محاسبه اختلاف وزن قبل و بعد Cº 72ساعت در آون 
).  درصد81/4(و درصدگيري گرديد محاسبه از آون 
در . درصد درنظر گرفته شدصد كل بذر معادل رطوبت
يافته از   مقدار رطوبت كاهشكاهش رطوبت بذرتيمار 

هفته در دسيكاتور   به مدت يكبذرهاطريق قراردادن 
 با ترازوي بذرها براي اين كار نخست وزن ،تعيين شد
 ، پس از توزينبذرها.  گرديدتوزينگرم  0001/0حساس 

 برابر 10(خشك سيليكاژل  برابر 10به دسيكاتور حاوي 
منتقل و سپس هواي داخل دسيكاتور تخليه و ) وزن بذر

قرار داده + Cº 4هفته در دماي  دسيكاتور به مدت يك
  از دسيكاتور خارج و مجدداًبذرها ،هفته پس از يك. شد

 03/2يافته معادل   مقدار رطوبت كاهش. ندتوزين گرديد
يافته در   كاهشمقدار رطوبت . بودوزن اوليه بذر  درصد

كه از طريق قرار دادن دسيكاتور نسبت به كل رطوبت بذر 
محاسبه و درصد آن كه همان  ،در آون بدست آمده بود

 كاهش رطوبتدرصد كاهش رطوبت بذر در تيمار 
 معادل درصد كاهش رطوبت ( محاسبه گرديد،باشد مي
 عدد 1200تعداد ). باشد  مي100٪ - 29/42٪=  71/57٪

 2 هاي كرايوتيوپخروج از دسيكاتور به بذر پس از 
  حاوي بذر وارد ازتهاي تيوپ سپسليتري منتقل و  ميلي

 .ندمايع گرديد
عنوان   بذر به1200تعداد  :)شاهد(تيمار  بدون پيش -

ليتري منتقل و در شرايط   ميلي2هاي  شاهد به كرايوتيوپ
 .ندنگهداري شد+ Cº 22آزمايشگاه با دماي 

ها  كليه نمونه، تيمارهاي ذكر شدهپس از انجام پيش 
مايع خارج و  هفته از ازت پس از يك جز تيمار شاهد هب

 قرار )شوك حرارتي (+Cº 42  دقيقه در آب2به مدت 
 ,Engelmann, 1990 Lambardi & De Carlo( گرفتند
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 .ها جلوگيري شود شدن مجدد بافت كريستاله تا از) ;2003
 ،با دستمال كاغذي آبگيري پس از اعمال شوك حرارتي و

هاي حاوي كاغذ صافي  پتريبه )  عدد600 (بذرهانيمي از 
رژيم و + Cº 25 منتقل و در ژرميناتور با دماي مرطوب
در .  شدندمنتقل  ساعت تاريكي8 نور و ساعت 16نوري 

 بذرهانيمي ديگر از . قرار داده شدبذر عدد  50 هر پتري
 منتقل و در +)Cº 22دماي حدود (به گلخانه )  عدد600(

 1:1به نسبت خاك معمولي و ماس  پيتهاي حاوي  گلدان
. بذر كشت گرديدعدد  50در هر گلدان . كاشته شدند

 .با لايه كاغذ مرطوبي پوشانده شدها  بذر گلدانسطح 
 ارتفاع 1:3 تا هاي آب قرار گرفته و ها داخل تشت گلدان
لا  و بابذرها پس از سبز شدن .ها آب اضافه گرديد گلدان

ها از بالا   و گلدان كاغذها را برداشته،آمدن لايه كاغذ رويي
 50با سبز شدن حداقل  بذرها زني جوانه .آبياري شدند

ساير صفات از قبيل طول  .گيري شد  اندازهبذرهادرصد 
شدن  سبزگياهچه پس از طول  و چه ساقهطول  ،چه ريشه
صد شدن در با مشخص. گيري گرديد  اندازهبذرها
 در شرايط چه ساقه و چه ريشهني و ميانگين طول ز جوانه

 شد محاسبه )1(از رابطه  شاخص بنيه بذر ،آزمايشگاهي
)Abdul Baki & Anderson, 1973(:  
 

     )1(رابطه 
شاخص بنيه بذر=متر ميانگين طول گياهچه به ميلي×زني درصد جوانه/100           
 

 4ر و  تكرا3 تصادفي با آزمايش در قالب طرح كاملاً
يكاسيون و ف، ويتريشامل شاهد، كاهش رطوبت(تيمار 

 واحدهاي آزمايشي در . انجام شد) درصد30گليسرول 
 . بودندديش و گلدان ترتيب پتري اتور بهگلخانه و ژرمين

  بهپس از تبديل(زني  هاي بدست آمده از درصد جوانه داده
Arcsin( گياهچه طول، چه ريشه طول، چه ساقه، طول، 
 و شاخص بنيه بذر چه ساقه طول به چه ريشه ولطنسبت 

از درصد هاي حاصل   دادهدر شرايط آزمايشگاه و
با ) Arcsinبه پس از تبديل (زني در شرايط گلخانه  جوانه
  .شدندتجزيه و تحليل آماري  SASافزار  نرم

 نتايج
 هاي آزمايشگاهي نتايج حاصل از تجزيه واريانس داده

 شرايطنگهداري شده در  E. microtheca  گونهيبذرها
 و چه ساقه طول ،زني  كه در صفات جوانهفراسرد نشان داد

 بين تيمار شاهد و بذرها چه ساقه به چه ريشه طولنسبت 
 ،)Desiccation(تيمارهاي مختلف كاهش رطوبت 

و ويتريفيكاسيون ) Glycerol 30%( درصد 30گليسرول 
)PVS2 (وجود نداشتداري  تفاوت معني)  تنها ). 1جدول

 درصد با 30 تيمار گليسرول ،چه ساقهدر صفت طول 
 شاهد و كاهش هايتيماردر متر كمترين و   ميلي99/12

متر بيشترين مقادير   ميلي81/17 و 18ترتيب با  رطوبت به
 گياهچه و ،چه ريشهدر رشد ). 2جدول (دادند را نشان 

دهنده   درصد نشان1دار در سطح  بنيه بذر اختلاف معني
 درصد، 30، گليسرول PVS2تيمارهاي بين دار   معنييرتأث

مقدار . بود يادشدهدر صفات كاهش رطوبت بذر و شاهد 
 78/12 با) PVS2( در تيمار ويتريفيكاسيون چه ريشهرشد 
داري كمتر از ساير تيمارها و در   طور معني متر به ميلي

متر   ميلي11/20 با )Desiccation (كاهش رطوبت بذر
در صفت  بودندداري بيشتر از ساير تيمارها  نيطور مع به

نيز تيمار ) چه ساقه و چه ريشهمجموع (طول گياهچه 
كاهش متر و تيمار   ميلي50/26 درصد با 30گليسرول 

ترتيب از كوچكترين و  متر به  ميلي93/37 با رطوبت بذر
شاخص بنيه ). 2جدول  (بودند برخوردار طولبزرگترين 

 از كمترين 83/13با ) PVS2(كاسيون بذر در تيمار ويتريفي
 از بيشترين 56/22 با كاهش رطوبت بذرمقدار و در تيمار 
بدست براساس نتايج ). 2جدول  (بودمقدار برخوردار 

ماني   از نظر زندهداري بين تيمارها  تفاوت معنيآمده
پس از خروج از ازت مايع در E. microtheca بذرهاي 

 و مقدار اين نشدمشاهده شرايط آزمايشگاهي و گلخانه، 
 درصد در تيمارهاي 04/95-43/99 صفت بين

 3؛ شكل 2؛ شكل 3جدول  (بودويتريفيكاسيون و شاهد 
             بذرهازني  در مقايسه درصد جوانه. )الف و ب

E. microtheca  با استفاده در شرايط آزمايشگاه و گلخانه
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ش  شد كه تيمارهاي شاهد و كاه مشاهدهt  آزموناز
 اين در حالي . ندارندداري با هم تفاوت معنيرطوبت بذر 

 در يدار است كه در تيمار ويتريفيكاسيون تفاوت معني

 و در تيمار مشاهده درصد بين اين دو محيط 5سطح 
 درصد 1 در سطح يدار  تفاوت معني، درصد30گليسرول 

 .)1شكل  ( شدديده
 

  آزمايشگاهيE. microtheca يبذرهاتيمارها در  پيشدار بودن   تجزيه واريانس و سطح معني-1جدول 

 منابع تغييرات
 درجه
 آزادي

 درصد
 زني جوانه

چه  طول ساقه
 )متر ميلي(

چه  طول ريشه
 )متر ميلي(

 طول گياهچه
 )متر ميلي(

/ چه ريشهطول 
 چه ساقهطول 

 بنيه بذر
 

 ns011/0 ns 64/27 **19/46 **12/138 ns 043/0 **05/90 3 تيمار
 74/8 073/0 01/15 49/5 67/8 006/0 12 خطا

 25/16 86/25 29/12 77/14 82/18 34/9  ضريب تغييرات 
 داري عدم معنيو % 1، % 5 در سطح دار معنيترتيب  به= ns  و**، *    
 

  آزمايشگاهي به روش آزمون دانكنE. microtheca يبذرها نگهداري درتيمارها   پيش مقايسه ميانگين-2جدول 

 تيمار
 درصد
 زني جوانه

 چه ساقهطول 
 )متر ميلي (

 چه ريشهطول 
 )متر ميلي(

 طول گياهچه
 )متر ميلي(

 /چه  ريشهطول 
 چه ساقهطول  

 بنيه بذر
 

 a  18 ab  08/17 a 08/35 95/0 a  02/22 89/74 شاهد
 ab  78/13 c  78/12 b 56/26 96/0 b  83/13 04/60 ويتيريفيكاسيون

 b  99/12 bc  49/13 b 50/26 14/1   b34/14 85/64 %30گليسرول 
 a  81/17 a  11/20 a 93/37 13/1  a 56/22 56/70 كاهش رطوبت بذر

 هاست ميانگينبيندار معنياختلاف حروف مختلف بيانگر  

 
 خانهدر شرايط گل E. microtheca يبذرهاتيمارهاي فراسرد بر  دار بودن اثر پيش  تجزيه واريانس و سطح معني-3 جدول

 )CV%(ضريب تغييرات  خطا ميانگين مربعات درجه آزادي منابع تغييرات
 ns  014/0 02/0 35/12 3 زني درصد جوانه

ns  = داريعدم معني 
 

 تيمارهاي فراسرد زني بين محيط آزمايشگاه و گلخانه براي پيش  در جوانهt آزمون -4جدول 
 طوبت بذركاهش ر %30گليسرول  ويتيريفيكاسيون شاهد تيمار 

 -t 95/1- 63/4- 98/9- 01/3آماره 
 ns 19/0 * 04/0 ** 01/0 ns 09/0 داري معني

 داري و عدم معني% 1، % 5 در سطح دار معنيترتيب  به= ns و **، * 
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 فراسردتيمار پس از خروج از در شرايط آزمايشگاهي و گلخانه  E. microtheca يبذرهاماني  زنده زني و  مقايسه جوانه-1شكل 

 

 

           د                 ج                                      ب                                                الف               
تيمار كاهش )  ب،تيمار شاهد)  الف؛مايع در شرايط آزمايشگاهي پس از خروج از ازت E. microthecaهاي رشد يافته   گياهچه-2شكل 

  درصد30تيمار گليسرول ) تيمار ويتريفيكاسيون و د)  ج،رطوبت
 

 
 

 الف                                                                             

 
 4                                   ب 3                                   ب 2                                    ب 1   ب            
نماي كلي از گلدانهاي تيمارهاي مختلف آزمايش فراسرد و شاهد )  الف؛ در شرايط گلخانهE. microthecaهاي رشد يافته   گياهچه-3شكل 

تيمار ويتريفيكاسيون و ) 3 ،تيمار كاهش رطوبت) 2 ،تيمار شاهد) 1:  تيمارهاي مختلف به تفكيكيبذرهااستقرار ) نه و بدر شرايط گلخا
  درصد30تيمار گليسرول ) 4
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 بحث 
مايع و  پس از خروج از ازت E. microtheca يبذرها

ديش در ژرميناتور و نيز انتقال به گلدان در  انتقال به پتري
 ،ي شوندئ سوتاكه دچار اثر بدون اينشرايط گلخانه 

خوبي تحمل كرده و قادر به  به را -Cº 196 سرماي
 بذرهازني  وانهدرصد ج. شدند زني و توليد گياهچه جوانه

مايع نيز در هر دو محيط ژرميناتور پس از خروج از ازت 
  شاهد نشانيبذرهاداري را با  و گلخانه تفاوت معني

                 يبذرهاماني  ندهبا توجه به امكان ز. ندنداد
E. microtheca اين گونه را جزء توان  مي مايع در ازت

 & Orthodox) Engelmann, 1990 Roberts يبذرها

Elis, 1989; (حساب آورد به. 
در شرايط  E. microtheca يبذرهاماني  زندهدر 

 گلخانه و آزمايشگاه تفاوتي ميان تيمارهاي ويتريفيكاسيون
)PVS2(، كاهش رطوبت بذر )Desiccation ( و گليسرول

. شدبا تيمار شاهد مشاهده ن) Glycerol 30%( درصد 30
اي  ورقهدليل ايجاد حالت  به) PVS2(ويتريفيكاسيون تيمار 

گيري   و جلوگيري از شكلدر زمان انجماد آب
 سلولي كه براي سلول كشنده درونهاي يخ  كريستال

    Volk(د كن  فراهم ميسلول است، شرايط امني را براي

et al., 2006 .(كه در اغلب منابع به اثر مثبت تيمار  با اين
PVS2  ها  زني بسياري از گونه روي درصد جوانهبر

)Sakai & Engelman, 2007 Liu et al., 2003;( ويژه به 
و اركيده ) Schoenweiss et al., 2005(گنجشك  زبان

اشاره ) Bletilla striata() Ishikawa et al., 1997(ژاپني 
 واكنش E. microtheca يبذرها در مورد ،شده
شرايط پس از خروج از  و مشاهده نشدتوجهي  قابل

 و شاخص بنيه بذر چه ريشهصفات طول  فراسرد تنها در
 . بودقابل مشاهده  اين تيمار ناچيزاثر 

 كاهش رطوبت بذر تيمار پيشبكارگيري 
)Desiccation(طول در تيمارها   نسبت به ساير پيش

 اما ،ثر بودؤبذر م طول گياهچه و شاخص بنيه ،چه ريشه
 با اين .قرار نداده است تأثيرتحت را زني  جوانهاين تيمار 

 داري ميان تيمارهاي زني تفاوت معني كه در درصد جوانه
انگين ميبين در مقايسه  ،شتفراسرد و شاهد وجود ندا

رطوبت در   ش تيمار كاه،تيمارها پس از تيمار شاهد
زني و شاخص بنيه بذر از مقدار به نسبت  درصد جوانه

 كه گونه بيد با ه نشان دادتحقيقات .بيشتري برخوردار بود
 درصدي رطوبت نتيجه مطلوبي را در 5 تا 3كاهش 

 مايع در بر داشته است ماني پس از خروج از ازت زنده
)Wood et al., 2003( .هاي   حفاظت فراسرد جنينبراي

 روش )Melia azedarach(ماتيكي درخت زيتون تلخ سو
-Encapsulation(رطوبت  كاهش -كردن كپسوله

Dehydration (رطوبت اهش ك تيمار و پيش)Pre-

treatment-Dehydration (صدهاي ترتيب با در به
 موفق معرفي هايي روشعنوان   درصد به30 و 36ماني  زنده
كه  جه به اينبا تو. )Scocchi et al., 2007(اند  شده

هاي گياهي ميزان آب قابل انجماد  مشكل عمده سلول
 در بذرهاو با قرارگيري كاهش رطوبت  تيمار در ،باشد مي

سلولي  توان محتواي آب بين دسيكاتور حاوي سيليكاژل مي
هاي   مخرب تشكيل كريستالهايرا كاهش و در نتيجه اثر

 و بذرهادر مرحله انجماد و افزايش حجم آب يخي 
 ,.Bhat       et al(هاي گياهي را به حداقل رساند  نداما

2005 et al., 2003; Wood .(استفاده از توان مي بنابراين 
عنوان  به پس از فراسرد بذرها حفاظت برايرا  اين تكنيك

 .معرفي نمودموفق روشي 
تنها مشاهده شد كه  درصد 30در مورد تيمار گليسرول 

پس از خروج از  E. microtheca يبذرهاطول گياهچه 
 در واقع .يافتازت مايع در شرايط آزمايشگاهي كاهش 

 خطرات ناشي از ،كننده عنوان ماده محافظت بهگليسرول 
 ,.Turner et al (دهد هاي يخي را كاهش مي كريستال

 استفاده از ،هها نشان داد تا جايي كه بررسي). 2001
مورد تيمار به تنهايي در  عنوان يك پيش گليسرول به

اين  نتايج اما . استهكار گرفته نشدب گياهي هاي گونه
عنوان يك ماده محافظت  بكارگيري آن بهژوهش گوياي  پ

با ( بود E. microtheca حفاظت فراسرد گونه برايكننده 
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 بذرهازني  دار در درصد جوانه توجه به نبود تفاوت معني
 در از گليسرول عمدتاً. )پس از خروج از ازت مايع

 و شود ميها در شرايط فراسرد استفاده  باكتري دارينگه
 كه بكارگيري اين دادنتايج نشان  ،گونه كه اشاره شد همان

  نيز گياهي در شرايط فراسرديبذرهاتيمار در نگهداري از 
 .ثر باشدؤمد توان مي

ي كه پس از خروج از ازت مايع يبذرهادر مورد نمونه 
شدند بايد گفت كه به گلخانه منتقل و در گلدان كاشته 

در شرايط گلخانه بهتر  E. microtheca يبذرهاماني  زنده
طوري كه تيمار شاهد با  به. از شرايط آزمايشگاهي بود

ترتيب از   درصد به04/95 و تيمار ويتريفيكاسيون با 43/99
در . زني برخوردار بودند بيشترين و كمترين درصد جوانه

 در بذرهازني   جوانهكه در شرايط آزمايشگاهي درصد حالي
 درصد از بيشترين و در تيمار 89/74تيمار شاهد با 

 درصد از كمترين درصد 04/60ويتريفيكاسيون با 
 در واقع ؛)4 و جدول 1شكل (ي برخوردار بود زن جوانه
ماس و با لايه كاغذ مرطوب رويي  زني در بستر پيت جوانه

يش و د آنها در گلخانه بهتر از كاغذ مرطوب درون پتري
 .در ژرميناتور بود

راحتي شرايط فراسرد را تحمل  بهاين گونه بذر 
ها در كليه تيمار) Recovery( درصد احياء بذر  ونمايد مي
 و تفاوت كمي بين  و بسيار اميدواركننده بودزياد
 ولي در حالت كلي تيمار ،تيمارها وجود داشت پيش

هد كاهش رطوبت بذر با توجه به اختلافات كم آن با شا
نگهداري   با توجه به موفقيت. تر از بقيه تيمارها بود مناسب

در شرايط فراسرد امكان تعميم نتايج  E. microthecaبذر 
 اما، وجود داردهاي اكاليپتوس نيز  حاصل به ساير گونه

 .هاي تكميلي لازم است بررسي
 
 اريگزسپاس

وري فنا ش در گروه مستقل تحقيقات زيستاين پژوه
موسسه تحقيقات جنگلها و مراتع كشور  در منابع طبيعي

آبروش زهرا از سركار خانم مهندس . ه استشدانجام 
 .گردد  تهيه بذر تقدير و تشكر ميبراي
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Abstract 
 
The aim of this study was to investigate the possibility of cryopreservation of Eucalyptus microtheca 
seeds at -196 ºC, using Liquid Nitrogen (LN). Before transferring the seeds into LN, three pre-treatments 
including Plant Vitrification Solution 2 (PVS2), Desiccation and Glycerol 30% was applied. The treated 
seeds transferred into LN for period of one week. The seeds removed from the LN, subjected to heat 
shock (+42 ºC) for 2 minutes, blotted and transferred both onto moist paper in petri dishes and pots, filled 
with soil and pit moss. The petri dishes and pots, transferred into germinator (+24 ºC) or greenhouse 
(+20ºC), respectively. Subsequent of cryopreservation period, seed germination and recovery was high, 
there were no significant differences between cryopreserved and control seeds in germinator and 
greenhouse conditions. Further more, there were no adverse effect or abnormality observed in seedlings 
developed from cryopreserved seeds. Results showed that, long-term preservation of E. microtheca seeds 
under LN (cryopreservation) is promising.   
 
Key words: Eucalyptus microtheca, cryopreservation, Glycerol 30%, Plant Vitrification Solution 2 
(PVS2), Desiccation, Liquid Nitrogen. 


