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 مجله ایمنی زیستی

 1393بهار  ،1، شماره 7دوره 

 

 فراسرد شرايط در Satureja spicigera بذر نگهداري
 

 2 قربانعلی نعمت زاده ، 3عباس قمري زارع ،2بابایيان نادعلی ،*1نمازي غفارزاده ليلا

 ، ساري، ایرانساري طبيعی منابع و کشاورزي دانشگاه علوم نباتات اصلاح رشته دکتري دانشجوي -1

 ، ساري، ایرانساري طبيعی منابع و کشاورزي علوم دانشگاه استاد -2

 ، ایران، تهرانها و مراتع کشورموسسه تحقيقات جنگل استادیار -3

 

       namazi83@yahoo.com 

 چکیده

هاي مختلف گياه مرزه جا که گونهدر کشور ما نيز توجه زیادي به گياهان دارویی شده است. از آن ،هاي اخيردر سال

درپی غيرزنده تهدید شده و کشت کار پی هاي زنده وتنش و هاي طبيعی توسط انسانرویه از عرصهبر اثر برداشت بی

با  خوردار است.ها از اهميت بالایی براین گونه گردد، حفظ ذخایر ژنتيکها مییک گونه باعث کاهش تنوع ژنتيکی آن

ر شرایط خارج از پلاسم دهاي نگهداري ژرمذر در دماي فراسرد که یکی از روشاستفاده از تکنيک نگهداري ب

سازي ناميه ذخيرهيار کمتر و بدون از دست دادن قوهتوان بذر را به طور طولانی مدت، با هزینه بسرویشگاه است، می

 ویتریفيکاسيون رول، محلولگليس تيمارهاي از پيش فراسرد، شرایط در Satureja spicigera بذر نگهداري کرد. براي

 شد. بذرهاي استفاده مایع ازت به ورود از قبل بذر رطوبت کاهش و ((Plant Vitrification Solution 2 PVS2 گياهی

زنی هاي جوانهشدند. در این تحقيق شاخص نگهداري ºC 196- دماي و سه ماه در ماه یک هفته، یک مدت به شده تيمار

 یک مدت در شرایط فراسرد به S. spicigeraسرعت جوانه زنی( بذر ارتودکس گونه مرزه زنی، و رشد )درصد جوانه

تيمارهاي مختلف، از لحاظ شاخص و سه ماه مورد ارزیابی قرار گرفت. نتایج نشان داد که بين پيش ماه یک هفته،

فناوري فراسرد و بکارگيري  از استفاده توان باداري وجود دارد و میزنی اختلاف معنیزنی و سرعت جوانهجوانه

 گونه این انقراض از و حفظ طولانی بسيار زمان مدت براي، را خطر حال در و ارزشمند گونه این بذر تيمار مناسب،پيش

 .نمود جلوگيري به فرد منحصر

 ویتریفيکاسيون پلاسم، گليسرول،مرزه، فراسرد، ژرم: کلمات کليدي

 
 مقدمه

هاي خانواده نس( یکی از جSaturejaجنس مرزه )

( متعلق به زیر خانواده Lamiaceaeنعنا )

Nepetoideae  و قبيلهMentheae باشد. از نظر می

، Gonstscharoviaهاي فيلوژنيتکی به جنس

Calamintha ،Acinos ،Clinopodium  و

Micromeria پيدایش  باشد. مبدانزدیک میSatureja 

ن در که از این دورا استشناسی دوران سوم زمين
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هاي خشک گسترش یافته است. جنس مرزه رویشگاه

 30داراي حدود  ،بر اساس تعریف محدود براي آن

شوند. شناخته می Savoryگونه است که با نام معمول 

 Saturareاز کلمه لاتين  Saturejaبه عقيده پلينی نام 

)اشباع شدن( گرفته شده و این  Saturateبه معنی 

 (.1) باشدياهان در غذا میبدليل استفاده از این گ

باشد که از ميان گونه می 15این جنس در ایران داراي 

،  S. edmondi ،S. sahendicaهاي گونه به نام 9ها آن

S. bachtiarica، S. kallarica،S. rechingeri 

S.intermedia S. khuzistanica،S. isophylla  وS. 

atropatana ر منحصر کشور ایران هستند و سای

ترکيه، قفقاز،  ها علاوه بر ایران در ترکمنستان،گونه

هاي این رویند. گونهماوراي قفقاز و عراق نيز می

هاي کوهستانی مناطق شمال، جنس بيشتر در دامنه

شمال غربی، شمال شرقی، مرکزي و جنوب غربی 

هاي آهکی و یا ایران پراکندگی داشته و روي صخره

 (.2) رویندهاي سنگلاخی میدامنه

 ضد و قارچی ضد داروهاي از زیادي تعداد امروزه

 کار گرفته به عفونی عوامل درمان براي موثر باکتریایی

 در شده ایجاد ژنتيکی تنوع به توجه با اما شوند،می

 مقاوم هايسویه پيدایش و ميکروبی زايبيماري عوامل

 داروها، این مصرف از ناشی جانبی عوارض و همچنين

 با ميکروبی ضد داروهاي توسط هاآن نکرد جایگزین

 سبب و بوده برخوردار ايویژه اهميت از گياهی منشا

 بدون گياهی داروهاي یافتن زمينه در تحقيقات

 آب تنوع به توجه با بنابراین شده است. جانبی عوارض

 مواد شناسایی ایران، در گياهی فلور تنوع و هوایی و

 منظور به هانآ و استخراج کشور بومی گياهان موثر

 پيدا زیادي اهميت هاآن صنعتی سطح در و انبوه توليد

 مرزه از جمله گياهانی مورد در کار این است. کرده

 مورد کمتر و بوده ایران بومی منحصرا که بختياري

  برخوردار ايویژه اهميت از ،است گرفته قرار بررسی

 (.6باشد )می

عصاره ( نشان دادند که 2012صعودي و همکاران )

تواند در درمان بيماري می S. bachtiarica متانوليک 

 آلزایمر موثر باشد.

 .Sدر بررسی اثرات ضد ميکروبی اسانس دو گونه 

bachtiarica  وS .khuzistanica  در دو مرحله

در  S. khuzistanicaهاي اسانس برداشت نشان داد که

هر دو مرحله برداشت )قبل و زمان گلدهی( و اسانس 

S. bachtiarica داراي  ،در مرحله قبل از گلدهی

اي هستند. این اثرات ضد ميکروبی قابل ملاحظه

خواص به دليل وجود ترکيبات فنلی کارواکرول و 

توانند به تيمول در اسانس این گياهان است و می

هاي سنتزي بيوتيکعنوان جایگزینی مناسب براي آنتی

روز در حال ها روزبهها به آنکه مقاومت باکتري

 (.3افزایش است به کار روند )

منيت انگهداري از منابع ژنتيکی گياهی براي حفظ 

باشد. تنوع ژنتيکی غذایی و تنوع زیستی ضروري می

امکان انتخاب و اصلاح گياهان زراعی جدید و 

هاي زیستی و محيطی را پرمحصول، مقاوم به تنش

 (.13) مایدنمی فراهم

مختلف گياه مرزه بر اثر برداشت هاي جا که گونهاز آن

هاي تنشو  هاي طبيعی توسط انسانرویه از عرصهبی

درپی یک غيرزنده تهدید شده و کشت کار پی زنده و

حفظ  ،دشوها میگونه باعث کاهش تنوع ژنتيکی آن

ها از اهميت بالایی بر خوردار این گونه یذخایر ژنتيک

 است.

پلاسم گياهان هایی که براي حفظ ژرماز جمله روش

توان به حفاظت در رویشگاه و یا می ،وجود دارد
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حفاظت  (.7) حفاظت در خارج از رویشگاه اشاره کرد

  (.10) تواند بسيار پر هزینه باشدگياه در رویشگاه می

 از حفاظت کلاسيک و مرسوم هايروش کنار در

 شناسی گياه هاي باغ ایجاد مانند طبيعی منابع هايگونه

 و جنگلی هايگونه بذرهاي ژن بانک اي،طقهمن ملی و

 از استفاده جنگلی، شده حفاظت هايو عرصه مرتعی

 فرد به منحصر راهکاري هاي بيوتکنولوژيتوانمندي

 سرعت به که هستگياهی  هايازگونه حفاظت براي

 ها،توانمندي این از یکی .باشدمی توسعه حال در

 فراسرد شرایط در هاي رویشی اندام و بذرها نگهداري

(Cryopreservation) (.9) است  

 هاياندام و بذرها سازيذخيره روش، فراسرد آوريفن

با (. 12) بسيار طولانی است زمان مدت براي گياهی

 هاياندام بذرها، از بسياري توانآوري میاین فن

 ºC 196-دماي  در را گياهی گرده دانه و سلول رویشی،

 و متابوليکی هايآن فعاليت که در مایع ازت محيط یا

 مدت براي است، شده اندام متوقف و بذر فيزیولوژیک

  (.11) نمود حفظ بسيار طولانی زمان

توان به حفظ ثبات ژنتيکی از مزایاي این تکنيک می

هاي حفاظت در شرایط پایه مادري، کاهش هزینه

مزرعه، نسخه پشتيبان براي گياهانی که به صورت 

د و نيز به عنوان یک سيستم شونکلن تکثير می

 (.14) هاي مهم اشاره کردحفاظتی براي کشت

هاي در این تحقيق سعی بر این هست که شاخص

را در  S. spicigeraزنی و رشد بذر گونه مرزه جوانه

پاسخ به دماي فراسرد، جهت بررسی کارآمدي 

و عنوان یک روش جایگزین فراسرد به آوريفن

مدت بذرهاي کردن بلند ي ذخيرهمقرون به صرفه

 پلاسمی ارزیابی شود. ارتودکس در مراکز ژرم

  

 هامواد و روش

 5از استان گيلان  S. spicigera: بذر گونه گياهی مواد

 28 2/02کيلومتر مانده به رودبار با طول جغرافيایی 

 1320و ارتفاع  36 50 8/58، عرض جغرافيایی 049

 قرار ستفادها مورد آوري وجمعمتر از سطح دریا 

 گرفت.

 نمونه از قرارگيري قبل: فراسرد دماي در نگهداري

 زیر تيمارهاي پيشºC 196-) دماي(مایع  ازت در بذرها

 :شد اعمال

به  بذرها (Glycerol): گليسرول تيمارپيش -

بمدت  شده و ي حاوي گليسرول منتقلهاویالیواکر

شدند. سپس  داده قرار ºC4یک ساعت در دماي 

 گردیدند.  مایع ازت وارد ها کرایوویال

 دو از (Vitrification): ویتریفيکاسيون تيمارپيش -

و   PVS2 (Plant Vitrification Solution 2)محلول

 .شد استفاده تيمارپيش عنوان به Loadingمحلول 

( اتيلن W/Vدرصد ) 15 حاوي PVS2محلول 

ميتل سولفوکساید، ( ديW/Vدرصد ) 15گليکول،  

( گليسرول در محيط کشت مایع W/Vرصد )د 30

MS  هاي رشد کنندهمولار همراه با تنظيم 4/0سوکروز

(8/5pH= )محلول  .(16) استLoading  شامل

مولار در محيط  4/0مولار و سوکروز  2گليسرول 

 20ابتدا بذور بمدت  (.17) باشدمی MSکشت مایع 

قرار گرفتند. سپس محلول  Loadingدقيقه در محلول 

Loading  تخليه و محلولPVS2 دماي(ºC25 )

. پس از سپري شدن پنج دقيقه، بذور به شدجایگزین 

( ºC4سرد )دماي PVS2هاي حاوي محلول کرایوویال

 قرار ºC4منتقل شده و بمدت یک ساعت در دماي 

  .شدند مایع ازت ها واردشدند. سپس کرایوویال داده

 وزن تيمار، در این :بذر رطوبت کاهش تيمارپيش -
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تعيين ) گرمی  (0/0001حساس ترازوي با بذر اوليه

 اختلاف اساس بر بذرها رطوبتی ابتدا محتواي .شد

 با هانمونه خشک کردن (هانمونه خشک وزن تر و وزن

 17 و بمدت ºC 103دماي در آون دستگاه از استفاده

 محتواي کاهش منظور به شد. محاسبه (8) ساعت

 به بذرها روي کاغذ صافی ،ممکن به حداقل رطوبتی

 درجه 28 دماي و دستگاه آون در ساعت 19 مدت

 از براي جلوگيري. (1)جدول  گرفتند قرار گرادسانتی

 شده،آبگيري بذرهاي توسط محيط رطوبت جذب

 بذرها بلافاصله ادامه، در شد. بسته محکم ظروف درب

 ازت وارد مستقيما و شدند داده قرار کرایوویال درون

 .شدند مایع
 مطالعه مورد گونه بذر هايويژگي -1 جدول

 زمان

 یآورجمع

 هزار دانه وزن

 )گرم(

 درصد محتوای رطوبتي

 آبگيری كردن( از )قبل

 محتوای رطوبت درصد

 كردن(آبگيری از )پس

 آوریجمع محل

 

 گياه نوع

کیلومتر مانده  5استان گیلان  28/2 4 0.6 23/8/1388

 به رودبار

S. spicigera 

 

(: بذور به عنوان شاهد به شاهد) تيماربدون پيش

( ºC4ها منتقل شده و در یخچال )دمايکرایوویال

 نگهداري شدند. 

 هفته، یک یک مدت به شاهد تيمار بجز تيمارها کليه

 نگهداري ºC 196- دماي با مایع ازت در ماه و سه ماه

 از بلافاصله هانمونه ،سریع کردن گرم منظور شدند. به

 به گرادسانتی درجه 40 ماري بن و در خارج ازت انکت

سپس بذور به  (.5) شدند داده ثانيه قرار 100مدت 

مولار منتقل شده  2/1سوکروز  MSمحيط کشت مایع 

نگهداري شدند.  ºC25دقيقه در دماي  20و بمدت 

 تيمار شرایط از از خروج پس ،بذرها ضدعفونی عمل

 اعمال از قبل هاشدن بذر مرطوب گرفت تا از انجام

 دماي هنگام نگهداري در دیدن آسيب متعاقبا و تيمار

بذور با استفاده از هيپوکلریت  .جلوگيري شود فراسرد،

( بمدت پنج دقيقه ضدعفونی سطحی V/Vدرصد )5/1

شده و پس از سه بار شستشو با آب مقطر و سترون، 

 مترسانتی 10قطر با شده سترون دیشپتري درون به

 و در شدند منتقل واتمن صافی کاغذ ددع یک حاوي

 گرادسانتی درجه 25 دماي با اتاقک کشت  به نهایت

 عدد 30 پتري ظرف هر در بذر تعداد شدند. انتقال داده

شد. این آزمایش  گرفته نظر در تکرار 3 هر ظرف از و

 مقطر آب ليترميلی 3 پتري ظرف هر به .شدبار تکرار  3

 در و صورت روزانه به بذرها شمارش. شد افزوده

 زنیزمان جوانه طی از پس شد. انجام معين ساعت

 انجام زیر روش به سرعت درصد هايشاخص محاسبه

  (:15) شد

زده( جوانه بذرهاي زنی )درصدجوانه درصد -1

(Germination Percent=Ni/N) آن  در کهNi  تعداد

بذرهاي  کل تعداد Nام و iروز  در زده جوانه بذرهاي

 است. شده آزمون

 (Germination rate=ΣNi/Ti)زنی جوانه سرعت -2

  Tiروز و هر در زده جوانه بذرهاي تعداد Niآن  در که

 .است کاشت از پس روز شمار

 طرح قالب در لیفاکتور يآمار طرح مدل از استفاده با

 . تيمارهاي قبلشدتيمارها مقایسه  ،یتصادف کاملا هیپا

، (PVS2)یفيکاسيون ویتر گليسرول، شامل فراسرد از

 عنوان شاهد به و  (Desiccation)رطوبت کاهش

 شامل یک سازيذخيره هايزمان و فاکتور یک سطوح
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 در دوم فاکتور سطوح عنوان به و سه ماه ماه یک هفته،

 از نرم هاداده تحليل و تجزیه براي .ندشد نظر گرفته

 .شد استفاده  MSTAT-Cافزار

 گيرينتيجه

 ماه و سه هفته، یک ماه یک هايماناثر ز بررسی در

 درصد مانند صفاتی در 196ºC- دماي  در بذر نگهداري

 وجود داريتفاوت معنی  زنیزنی، سرعت جوانهجوانه

 دارزمان معنی× نداشت. همچنين اثر متقابل تيمار 

زنی، بين نشد. در خصوص درصد و سرعت جوانه

 تيمار شاهد و تيمارهاي مختلف گليسرول،

رطوبت  ، کاهش(PVS2)ریفيکاسيون ویت

(Desiccation)  دار تفاوت در سطح یک درصد معنی

 با آزمون تيمارها ميانگين مقایسه (. نتایج1بود )جدول 

زنی و سرعت نشان داد که درصد جوانه دانکن

زنی در تيمار گليسرول به  ترتيب به ميزان جوانه

 از کمترین مقدار برخوردار بود 901/0و  80/41

زنی در تيمار کاهش (. همچنين درصد جوانه2)جدول 

داري با شاهد رطوبت و ویتریفيکاسيون تفاوت معنی

 ،زنی در تيمار کاهش رطوبتنداشت و سرعت جوانه

 داري با شاهد نداشت. تفاوت معنی

 
 از پس آزمايشگاه شرايط در S. spicigera در نگهداري بذر گونه شده گیرياندازه صفات وايانس تجزيه هايجدول مربعات میانگین -2 جدول

 باشد.هاي بکاربرده شده ميتیمارپیش Bفاکتور  زمان،A فاکتور  ،ºC 196- دماي از خروج

 

 

 

 

 
 داردرصد و غیر معني 5 ، 1احتمال سطح در دارمعني ترتیب به nsو  * ،  **

 روش به ºC 196- دماي  از خروج از آزمايشگاه پس شرايط در S. spicigeraگونه  بذرهاي نگهداري در تیمارها اثر میانگین مقايسه -3 جدول

 دانکن آزمون

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 منابع تغييرات درجه آزادي درصد جوانه زنی سرعت جوانه زنی
ns074 /0 ns586/78 2  فاکتور A 

 B فاکتور  3 315/897** 072/2**

ns118/0 ns610/49 6 AB 

 خطا 12 399/81 102/0

 CV% ضریب تغييرات   71/15% 11/19%

 تيمار درصد جوانه زنی سرعت جوانه زنی

 b673/1 ab59/53 ویتریفيکاسيون 

c901/0 b80/41 گليسرول 

ab791/1 a30/66 کاهش رطوبت 

a326/2 a96/67 شاهد 
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 بحث

 تفاوت مایع ازت در بذر هاي نگهداريزمان بين

 ورتیص در تئوري، اساس بر .داري وجود نداشتمعنی

 تفاوت نباید بماند، زنده مایع محيط ازت در بذر که

 و مدت ه کوتا در نگهداري طول مدت بين محسوسی

 شدید کاهش با داشته باشد. زیرا وجود مدتنميا

 نگهداري زمان لهمسا حياتی، و متابوليکی هايفعاليت

 نيز (2006) د. پاپوو و همکارانشومی تقریبا منتفی

 ذخيره سال 25 از هویج پس هايسلول که دادند نشان

 حفظ را خود حيات تجدید قابليت مایع ازت در

 .کندمی

 

 

در صد و  ،در مقایسه بين تيمارها با تيمار شاهد

زنی در تيمار کاهش رطوبت از بيشترین سرعت جوانه

 کاهش تيمار از استفاده (.1)شکل  مقدار برخوردار بود

 به ورود از قبل رطوبت بذر تقليل هدف با رطوبت

زنی و در درصد جوانه مثبتی ثيرت  196ºC-دماي

 شد مشاهده بررسی این داشت. در زنیسرعت جوانه

 فراسرد در شرایط بذر از حفاظت باعث این تيمار که

باشد. می موفقيت همراه با روش این کاربرد و شودمی

 استفاده کاربردي مقياس در توانمی روش لذا از این

نيز  (2005) طه بردمور و وایتلراب در همين .نمود

 بذر از حفاظت براي را رطوبت کاهش روش بکارگيري

 .کردند گزارش آميزموفقيت

ويتريفیکاسیون  (c(کاهش رطوبت )b(شاهد )a) ºC 196-پس از خروج از دماي  (S. spicigera)زني بذر گیاه مرزه مقايسه جوانه -1شکل 

(dگلیسرول) 

 سپاسگزاري

حترم گروه مستقل تحقيقات م مسئولان از

  اجرایی و مالی فناوري منابع طبيعی که امکاناتزیست

 

 

 صميمانه اند،آورده تحقيق فراهم این انجام براي را

 .شودمی قدردانی و تشکر
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Abstract 

In recent years, our country has drawn an increasing amount of attention to medicinal plants. Because 

different plant species Savory inappropriate harvesting of natural areas by humans, and the growing threat 

of biotic and abiotic stresses following the work resulted in reduced genetic diversity of a species is, a 

species of genetically keep reserves Curb upper's. Seed storage techniques using ultracold temperatures is 

one way of maintaining germplasm habitat conditions are outside, you can seed a long time, with much 

less cost and without loss of viability on storage. Using seed cryopreservation, as one of the Ex situ plant 

germplasm conservation method we can store seed for long-term, with much lower expenses and without 

losing seed viability. In order to preserve Satureja spicigera seed under -196ºC condition, three pre-

cryopreservation treatments, PVS2 solution, Desiccation and Glycerol were applied. The treated seeds 

were transferred into Liquid Nitrogen (LN) and stored for 7, 30 and 90 days respectively. In this study the 

effect of cryopreservation on germination and growth indices (germination percent, germination rate, seed 

vigour index, plantlet length on orthodox seeds of plant species (Satureja spicigera) in storage conditions 

of cryopreservation (-196ºC) were evaluated for 7, 30 and 90 days. Comparing treatments, significant 

differences were observed on germination indices and germination rate. The results showed that, the long-

term preservation of the species, seed in -196 ºC using suitable precryopreservation treatment is possible.  

Keywords: Satureja, Cryopreservation, Germplasm, Glycerol, Vitrification 
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