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چکیده
Trifolium)رشـدي چنـد گونـه شـبدر     هـاي زدگی و ویژگیحمل به تنش یختبررسیمنظوربه spp.)      پـس از اعمـال تـنش مـذکور در شـرایط
فاکتوریل در قالب طرح کاملاً تصادفی با چهـار  صورتبهدر دانشکده کشاورزي دانشگاه فردوسی مشهد 1391-92شده، آزمایشی در سال زراعی کنترل

.T، ایرانـی  T. repense، سـفید  T. pratenseقرمـز  (هـاي شـبدر   ، گونـه )مهر27شهریور و28(شامل تاریخ کاشت عوامل آزمایش . تکرار اجرا شد

Resupinatum)زهییپاي هاگونه( و شبدر لاکیT. Incarnatum)و-18، -15، -12، -9، -6، -3، )شـاهد (صفر (زدگی و دماهاي یخ) )بهارهگونه
، سـطح بـرگ و دمـاي    )LT50su(درصـد بقـاء   بر اساسدرصد گیاهان 50پایان دوره بازیافت درصد بقاء، دماي کشنده در. بودند) گراددرجه سانتی-21

نتایج نشان داد که . مورد بررسی قرار گرفت) RDMT50(درصد وزن خشک 50، وزن خشک و دماي کاهنده )RLAT50(درصد سطح برگ 50کاهنده 
همچنـین ایـن   . بـالاتري برخـوردار بودنـد   ءبقـا شهریور، گونه قرمز و ایرانی از درصد 28گراد در تاریخ کاشت درجه سانتی-15با کاهش دما از صفر به 

ازکمتري داشت و شبدر سـفید  LT50suمهر گونه لاکی 27که در تاریخ کاشت صورتیکمتري داشتند درLT50suشهریور 28ها در تاریخ کاشت گونه
زدگی بر سطح برگ و وزن خشک بوته در پایـان  برهمکنش تاریخ کاشت، گونه و دماهاي یخ. کاشت تقریباً مشابه بودصفت مذکور، در هر دو تاریخ نظر

گراد کمترین کاهش گراد نسبت به دماي صفر درجه سانتیدرجه سانتی-18شهریور شبدر ایرانی در دماي 28در تاریخ کاشت . دار بوددوره بازیافت معنی
گراد نسبت به تیمار شاهد سـطح بـرگ آن افـزایش    درجه سانتی-15ها در دماي نیز برخلاف سایر گونهمهر27ر تاریخ کاشت دسطح برگ را داشت و 

دو . هاي سـفید و لاکـی داشـتند   هاي قرمز و ایرانی درصد بقاء بالاتري نسبت به گونهگراد گونهدرجه سانتی-18شهریور در دماي 28در کاشت . داشت
.را داشتندRDMT50ترتیب کمترین و بیشترین مهر، به27شهریور و 28نی و سفید در هر دو تاریخ کاشت گونه شبدر ایرا

تاریخ کاشت، خوسرمایی، دوره بازیافت، سطح برگبقاء، : يیدکلهاي واژه

1مقدمه

میلیون هکتار از مزارع در مناطق سـرد و در  5/2در ایران بیش از 
.زدگی قرار دارنـد از جمله تنش یخهاي سرماي زمستانمعرض آسیب

توانـد  ي زمستانه است، میهاتنشین ترمهمزدگی که یکی از یختنش
هـاي  و بافـت هـا سـلول با ایجاد خسارات شدید از طریـق صـدمه بـه    

Mirmohammadi(گیاهی، سبب از بین رفتن گیاهان زراعی گـردد  

Maibodi and Tarkesh Esfahani, 2004 .(گران، به عقیده پژوهش
قرار گرفتن گیاه در معرض دماهاي پایین و قبل از مواجهه با دماهـاي  

Gusta(شـود  زدگـی مـی  زا، باعث افزایش تحمل به یختنش et al.,

2001; Thomashow, 2001 .( بریگر و همکاران)Bridger et al.,

ــه-4و 3، 2، 1 ــب ب ــشترتی ــهدان ــد ي آموخت ــی ارش ــتاد،کارشناس ــیار، اس و دانش
دانشـگاه  ،دانشـکده کشـاورزي  اگروتکنولـوژي،  گروه ،کتري زراعتديآموختهدانش
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) Triticum aestivum(بیان داشتند که خوسرمایی در گنـدم  ) 1996
ها خوسـرمایی  در بررسی آن. شودزدگی میسبب افزایش تحمل به یخ

درصد کشندگی بر اساس درصد بقاء به میـزان  50سبب کاهش دماي 
در . گراد نسبت به تیمـار عـدم خوسـرمایی شـد    درجه سانتی8تا 5/5

مشـاهده  ) Cicer arietinum(نخود بررسی اثر خوسرمایی روي گیاه 
اعمال خوسرمایی سبب بهبود درصد بقـاء و کـاهش میـزان    گردید که

Nezami(تلفات در گیاه شـد   et al., 2007 .(   همچنـین در آزمایشـی
Cynodon(روي پنج رقم برموداگرس  spp.) ( میدلند، هاردي، تیفتون

ــر اســاس کمتــرین دمــاي بقــاء ) ، وردفیــدر و گــردون گیفــت44 و ب
)5LSTs(زدگی بیشترین تحمل به یخ، رقم گردون گیف در اکثر مواقع

Jeffry(را نسبت به ارقام دیگر از خود نشان داد  et al., 1995.(2

زدگـی در شـرایط   گیاهان بعد از اعمـال یـخ  ) بازیافت(رشد مجدد 
عنـوان یـک شـاخص بـراي     بـه ) حدود سه تا چهار هفته(کنترل شده 

ان در همین راستا عزیزي و همکـار . تحمل به سرما استفاده شده است

5- Lowest Survival Temperatures
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)Azizi et al., 2007 (  زدگـی گنـدم، رابطـه    با مطالعه تحمل بـه یـخ
داري بین ارتفـاع گیـاه، سـطح بـرگ و وزن خشـک بـا       مثبت و معنی

LT50suدر آزمــایش نظــامی و . طــی دوره بازیافــت مشــاهده کردنــد
ــاران  Nezami(همک et al., 2010b(ــپ ــه  ، ژنوتی ــاي تریتیکال ه

)Triticale spp. (سه هفته پـس از اعمـال تیمـار    وزن خشک ازنظر
، ET-79-17کـه ژنوتیـپ  نحويداري داشتند، بهزدگی تفاوت معنییخ

ــدار وزن ET-83-20بیشــترین وزن خشــک و ژنوتیــپ  ــرین مق کمت
Henkeby(هنکباي و همکـاران  . خشک را دارا بودند et al., 2006 (

 ـنیز با بررسی چندین رقم یونجه و شبدر یک ا ساله گزارش کردند که ب
مـاده  ) فواصل سـه درجـه  (گراد درجه سانتی-13تا -1کاهش دما از 

کمتـري  LT50داري داشـت و گیاهـانی کـه    خشک گیاه کاهش معنی
داشتند از تولید ماده خشک بیشتري نیز پس از رشد مجـدد برخـوردار   

.بودند
Trifolium(شبدرها  spp. ( ین ترمهمگونه از 300با داشتن حدود

ایـران شـبدر بعـد از یونجـه     در.رونـد شـمار مـی  بـه اي گیاهان علوفه
)Medicago sativa(است که سـطح  دولپهاي ترین گیاه علوفه، مهم

هـزار هکتـار را بـه خـود اختصـاص داده اسـت       70زیر کشتی حـدود  
)Zamanian and Asadi, 2004 .( هـاي پژوهشـگران   نتایج بررسـی

طریق افزایش طول تواند از نشان داده است که کشت پاییزه شبدر می
و اسـدي  زمانیـان . دوره رشدي سبب بهبود عملکرد ایـن گیـاه گـردد   

)Zamanian and Asadi, 2004 (  در طی سه سال، اثر فصل کاشـت
هاي شبدر را مطالعه نموده و بیـان داشـتند   بر میزان تولید علوفه گونه

شـبدر در کاشـت پـاییزه،    هاي که میانگین عملکرد علوفه خشک گونه
همچنین چابک و اسپهبدي . درصد بیش از کاشت بهاره بود15حدود 

)Chabok and Espahbodi, 2011 (    اظهار داشـتندکه تولیـد علوفـه
10مهـر،  25مهـر،  10شبدر برسیم در مازندران در پنج تاریخ کاشت 

تاریخ که يطوربهداري بود، آذر داراي تفاوت معنی10آبان و 25آبان، 
تـن علوفـه خشـک داراي    11/2و 04/2مهر بـا  25و 10هاي کاشت

هـاي بعـد از   بیشترین میزان تولید بودند و تولید علوفه در تاریخ کشت
.مهر کاهش یافت25

هاي شبدر بـوده و  که ایران از مراکز اصلی تنوع گونهرغم اینعلی
رود، ولـی  اي ارزشـمند بـه شـمار مـی    گیاهان علوفهجملهازاین گیاه 

هاي ایرانی این گیـاه  اطلاعات چندانی در مورد تحمل به سرماي گونه
زدگی این گیـاه  با ارزیابی میزان تحمل به سرما و یخ. یستندر دست 

توان تاریخ کاشت مناسب را جهت حصول حداکثر عملکـرد تعیـین   می
زدگـی چهـار   بررسی میزان تحمل به یخهدفبالذا این مطالعه . نمود

شبدر از طریق ارزیابی درصد بقاء و رشد مجـدد گیاهـان پـس از    گونه 
.اعمال تنش صورت گرفت

هاروشمواد و 
آزمــایش صــورتبــه1391-92زراعــی در ســالایــن پــژوهش 

فاکتوریل در قالب طـرح کـاملاً تصـادفی بـا چهـار تکـرار در گلخانـه        
عوامل آزمـایش عبـارت   . تحقیقاتی دانشگاه فردوسی مشهد انجام شد

شـبدر  ، چهـار گونـه   )مهـر 27شهریور و28(ند از دو تاریخ کاشت بود
.Tایرانی شبدر ، T. repense، شبدر سفید T. pratenseشبدر قرمز (

resupinatum.شــبدر لاکــی وT. incarnatum ( و هشــت تیمــار
-21و-18، -15، -12، -9، -6، -3شـامل دماهـاي صـفر،    (دمایی 

).گراددرجه سانتی
1391سـال  مهرمـاه 27شهریور و 28ر دو تاریخ کشت گیاهان د

ي هـا گلـدان بـذر در  20-30بـه ایـن منظـور ابتـدا تعـداد      . انجام شد
متـر حـاوي مخلـوطی از نسـبت مسـاوي      سانتی10پلاستیکی با قطر 

15بـه  هـا آنتعـداد  ،کشت و بعد از اسـتقرار برگخاكخاك، ماسه و 
28صل از تـاریخ کاشـت   گیاهان حا. بوته در هر گلدان تقلیل داده شد

مهرماه به مـدت  27شهریور به مدت چهار ماه و گیاهان تاریخ کاشت 
. سه ماه در شرایط آب و هوایی طبیعی رشد یافته و خوسرمایی شـدند 

ــوگیري  ــین رفــتن گیاهــان، در ازازدر طــی ایــن دوران جهــت جل ب
گیاهـان بـه شاسـی    ،دگـرا درجه سانتی-4هایی با دماي کمتر از شب
هـاي  یـاز و مراقبـت  نموردآبیاري گیاهان در مواقع . منتقل شدندسرد

.لازم شامل کنترل آفات و امراض انجام شد
ها آبیاري و گیاهان یک روز قبل از اعمال دماهاي آزمایش، گلدان

ماه به فریزر ترموگرادیان منتقـل  ي د28هر دو تاریخ کاشت در تاریخ 
شهریور در مرحله رشدي 28ت در این زمان گیاهان تاریخ کاش. شدند

برگی قرار 4-5مرحله مهر در 27برگی و گیاهان تاریخ کاشت 10-8
گراد بود و پس دماي فریزر در ابتداي آزمایش پنج درجه سانتی. داشتند

گراد در ساعت کـاهش  ها با سرعت دو درجه سانتیاز قرار دادن نمونه
هـاي  بـه بافـت  این وضعیت شرایط را بـراي توزیـع مجـدد آب   . یافت

هـا کـه در طبیعـت    گیاهی و جلوگیري از تشکیل یخ در داخـل سـلول  
منظـور بـه ). Murray, 1988(کنـد  افتد، فراهم مـی اتفاق میندرتبه

جلوگیري از پدیده فراسرمایی و ایجاد هستک یخ در گیاهان، در دماي 
هــا انجــام شــد روي نمونــهINAB1گــراد اســپري درجــه ســانتی-2
سطح گیاهان با قشري از این محلول پوشانده و خیس شد که يطوربه
)Lindow, 1982 .( جهت ایجاد تعادل در دماي محیط، گیاهان در هر

ــایی   ــار دم ــفر، (تیم ــه -21و -18، -15، -12، -9، -6، -3ص درج
به مدت یک ساعت نگه داشته و سپس براي جلوگیري از ) گرادسانتی

 ـ       درجـه  5±2ا دمـاي  ذوب شدن سـریع یـخ بـه اتاقـک رشـد سـرد ب
.نگهداري شدنددر آنجاساعت 24تا 12گراد منتقل و مدت سانتی

هـا بـه گلخانـه    گلـدان براي بازیافت گیاهان و تعیین درصد بقـاء، 
در . یـابی شـد  هـا ارز آندر درصد بقاءانتقال یافته و پس از چهار هفته 

هـاي لازم شـامل کنتـرل   طول این مدت آبیاري گیاهان و نیز مراقبت
انجـام  ) هاي حـاوي چسـب تلـه حشـرات    از طریق نصب کارت(آفات 

1- Ice Nucleation Active Bacteria
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درصد بقاء گیاهان از طریق شمارش تعـداد بوتـه زنـده در هـر     . گرفت
).Cardona, 1997(محاسبه شد ) 1(رابطهگلدان و با استفاده از 

تعداد بوته چهار هفته بعد /زدگیتعداد بوته قبل از یخ(×100)1(
درصد بقاء) = زدگیاز یخ

ی نظیر سطح بـرگ  صفاتیريگاندازهبازیافت گیاهان نیز از طریق 
70هـا در آون  سـاعت قـرار گـرفتن نمونـه    48پس از (و وزن خشک 

.تعیین شد) گراددرجه سانتی

شدهزدگی در شرایط کنترلهاي یخدرصد بقاء در گیاه شبدر تحت تأثیر تیمار) MS(منبع تغییرات، درجه آزادي و میانگین مربعات -1جدول 
Table 1- Source of variations, degrees of freedom and mean squares of survival percentage in clover species as affected by

freezing stress in controlled conditions
منبع تغییرات

S.O.V.

درجه آزادي
df

درصد بقاء
Survival percentage

تاریخ کاشت
Planting Date

1 57ns

گونه
Species

3 10 ns

گونه×تاریخ کاشت 
Planting Date× Species

3 203*

دما
Temperature

7 34009*

دما×تاریخ کاشت 
Planting Date× Temp.

7 317*

دما×گونه 
Species× Temp.

21 177*

دما×گونه×تاریخ کاشت
Planting Date× Species× Temp.

21 179*

خطا
Error

128 66

کل
Total

191

ضریب تغییرات
CV (%)

12

nsدار در سطح پنج درصددار و معنیترتیب غیر معنیبه*: و
ns and *: non- significant and significant at %5 level of probability, respectively

LSD (0.05)=4.1
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شدهگیاه شبدر تحت شرایط کنترلءد بقادرصبرهمکنش تاریخ کاشت و گونه بر - 1شکل 
Figure 1- Interaction of planting date and species on Survival percentage of clover under controlled conditions
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شدهگیاه شبدر در شرایط کنترلءبر درصد بقازدگی برهمکنش تاریخ کاشت و دماهاي یخ- 2شکل 
Figure 2- Interaction of planting date and freezing temperature on survival percentage of clover under controlled conditions
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LSD (0.05) =9.3

زدگی در شرایط کنترل شدههاي شبدر در دماهاي مختلف یخگونهد بقاء درص-3شکل 
Figure 3- Survival percentage of clover species in different freezing temperatures under controlled conditions

، )1LT50SU(درصد کشندگی بر اسـاس درصـد بقـاء    50درجه حرارت 
و دمـاي  ) 2RDMT50(درصد وزن خشـک گیاهـان   50دماي کاهنده 

نیز پس از ترسـیم نمـودار   ) 3RLAT50(درصد سطح برگ 50کاهنده 
ایی کـه  زدگـی و تعیـین دم ـ  هاي هر صفت در مقابل دماهاي یـخ داده

درصد کاهش این صفات نسبت به تیمـار شـاهد شـده بـود،     50سبب 
Nezami(مشخص شد  et al., 2010a.(

MSTAT-Cافـزار  ها با استفاده از نرمتجزیه و تحلیل آماري داده

1- Lethal Temperature50 According to The Plant
Survival Percentage
2- Reduced Dry Matter Temperature50
3- Reduced Leaf Area Temperature50

مقایسه میانگین . صورت گرفتExcelافزارها توسط نرمو رسم شکل
مال پـنج درصـد انجـام    سطح احتدرLSDها با استفاده از آزمون داده
.شد

نتایج و بحث
شبدر تحت تأثیر تاریخ کاشت و گونه قرار نگرفت، امـا  بقاءدرصد 

، )1جــدول (دار بــود بــرهمکنش ایــن عوامــل بــر درصــد بقــاء معنــی
کاشت از شهریور به مهر مـاه، درصـد بقـاء در    دریرتأخکه با يطوربه

در لاکـی ایـن   که در شـب یدرحالدرصد کاهش یافت، 8/7شبدر قرمز 
).1شکل (داد درصد افزایش نشان 5/2شاخص 
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جـدول  (دار بـود  برهمکنش تاریخ کاشت و دما بر درصد بقاء معنی
که درصد بقاء گیاهان هر دو تـاریخ کاشـت تـا دمـاي     یناوجودبا). 1

گراد چندان تحت تأثیر قرار نگرفت، ولی در دماهاي درجه سانتی-15
مهر با شدت بیشتري نسبت27ریخ کاشت کمتر، درصد بقاء گیاهان تا

که به نظر ) 2شکل (شهریور کاهش یافت 28به گیاهان تاریخ کاشت 
28در گیاهـان تـاریخ کاشـت    تـر مناسبرسد به دلیل خوسرمایی می

.شهریور باشد
داري تحت تأثیر دمـا قـرار   طور معنیهاي شبدر بهدرصد بقاء گونه

گـراد،  درجـه سـانتی  -15دمـاي  که تـا با وجود این). 1جدول (گرفت 
هاي مورد بررسی نسبتاً مشابه بود ولی با کاهش بیشتر درصد بقاء گونه

درصـد بقـاء   ). 3شـکل  (طور متفاوتی کاهش یافـت  دما، درصد بقاء به
و 25ترتیـب  گـراد بـه  درجه سـانتی -18شبدر قرمز و ایرانی در دماي 

که شبدر لاکی در درصد بود، در حالی 1/2درصد و شبدر سفید 9/22
.این دما کاملاً از بین رفته بود

تـنش  بررسـی اثـر   بـا ) Swensen, 1980(سونسـن و همکـاران   
Pisum(فرنگیسه ژنوتیپ نخودبرزدگییخ sativum() یک ژنوتیپ

ژنوتیپ بهاره در دماي مشاهده کردند که )بهاره و دو ژنوتیپ زمستانه
درصد سهزدگی حدود ز تیمار یخچهار هفته بعد اگراد، درجه سانتی-6

دمـا ایـن  هـاي زمسـتانه در   ژنوتیپءدرصد بقاکهحالیدر ،بقاء داشت
ژنوتیپ گراد درجه سانتی-9در دماي ینهمچن. درصد بود65بیش از 

درصـد بقـاء   35هـاي زمسـتانه   ژنوتیـپ کهیدرحال، بهاره از بین رفت
.داشتند

ت تأثیر برهمکنش تـاریخ  تحداريمعنیطوربهگیاهان درصد بقاء 
دو گونه شبدر ). 1جدول (زدگی قرار گرفت کاشت، گونه و دماهاي یخ

،گـراد یسـانت درجه -15تاریخ کاشت تا دماي لاکی و سفید در هر دو 
گراد یسانتدرجه -18مناسبی داشتند ولی با کاهش دما به ءدرصد بقا

و ایرانی در تاریخ که دو گونه شبدر قرمزکاملاً از بین رفتند، درصورتی
50ترتیب داراي گراد بهدرجه سانتی-18شهریور در دماي 28کاشت 

ن دمـا  یمهر در ا27که در تاریخ کاشت درصد بقاء بودند، درحالی42و 
رسد که دو گونه شـبدر قرمـز و   لذا به نظر می). 4شکل (از بین رفتند 

یگر برخوردار هاي دایرانی از تحمل به سرماي بیشتري نسبت به گونه
.باشند

شدهشبدر تحت شرایط کنترلگیاهدرصد بقاء زدگی بر برهمکنش تاریخ کاشت، گونه و دماهاي یخ- 4شکل 
Figure 4- Interaction of planting date, species and freezing temperatures on survival percentage in clover under controlled

conditions
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داري مشـاهده  هاي کاشت تفاوت معنـی بین تاریخLT50suنظراز
کمتـري  LT50suمـاه،  یورشـهر 28کشـت و گیاهـان  ) 3جـدول  (شد 

به نظـر  ). 4جدول (داشتند مهرماه27در شدهکشتنسبت به گیاهان 
28رسد طول دوره خوسـرمایی بیشـتر در گیاهـان تـاریخ کاشـت      می

در شرایط طبیعـی،  . شده استهاآنبالاتر در درصد بقاء شهریور سبب 
خوسرمایی در پاییز زمانی که دما بالاتر از نقطه انجمـاد اسـت انجـام    

هـاي کارآمـد   فرآیند خوسرمایی در گیاهان متحمل، مکـانیزم .گیردمی
کنـد کـه ایـن امـر     زدگـی را فعـال مـی   مورد نیاز براي تحمل بـه یـخ  

اي کـه  ر طول دورهد. ها در بقاي زمستانه استکننده ظرفیت آنتعیین

ینـدهاي  آگیاهان در معرض دمـاي پـایین قـرار دارنـد، تعـدادي از فر     
کنـد کـه ایـن    بیوشیمیایی، فیزیولوژیکی و متابولیکی در گیاه تغییر می

واسطه دماي پایین، بیشتر در سـطح بیـان ژن   طور منظم بهتغییرات به
رایـف و زینلـی  ). Ouellet and Charron, 2013(گیـرد  انجـام مـی  

)Rife and Zeinali, 2003 (هــاي مختلــف تــأثیر دورهمطالعــهبــا
Brassica napus(زدگی سـه رقـم کلـزا    خوسرمایی بر تحمل به یخ

L.( نقش طول دوره خوسرمایی را در ارقام پاییزه و بهاره حائز اهمیت ،
Nezami(همچنین نظامی و همکاران . دانستند et al., 2007 (  بیـان

. در نخود شدLT50suسبب بهبود داشتند که خوسرمایی 

زدگی در شرایط گیاه شبدر پس از اعمال تنش یخRLAT50و MS (LT50su ،RDMT50(منبع تغییرات، درجه آزادي و میانگین مربعات -3جدول 
شدهکنترل

Table 3- Source of variations, degrees of freedom and mean squares of LT50su, RDMT50 and RLAT50 in clover species as
affected by freezing stress in controlled conditions

منبع تغییرات
S.O.V

درجه آزادي
df

میانگین مربعات
MS

RDMT50 RLAT50 LT50su

تاریخ کاشت
Planting date

1 0.5ns 7.1 ns 1.8*

گونه
Species

3 6.6* 25.7* 1.3*

گونه×تاریخ کاشت
Planting date× Species

3 3.5* 5.8 ns 1.3*

خطا
Error

16 0.4 2.2 0.4

nsدار در سطح پنج درصددار و معنیترتیب غیر معنیبه*: و
ns and *: non- significant and significant at %5 level of probability, respectively

شدهزدگی تحت شرایط کنترلگیاه شبدر پس از اعمال تنش یخRLAT50وLT50su ،RDMT50اثر تاریخ کاشت و گونه بر -4جدول 
Table 4- Effect of planting date and species on LT50su, RDMT50 and RLAT50 (ͦC) as affected by freezing stress in controlled

conditions
Treatment LT50su RLAT50 RDMT50

تاریخ کاشت
Planting date

شهریور28
Sep. 18

-17.0 -14.2 -15.0

مهر27
Oct. 18

-16.5 -15.3 -15.7

LSD (0.05) 0.9 ns ns

گونه
Species
قرمز
Red

-17.2 -12.1 -15.8

سفید
White

-16.5 -14.4 -14.1

ایرانی
Persian

-17.1 -17.0 -16.5

لاکی
Crimson

-16.2 -15.4 -16.1

LSD (0.05) 1.0 1.8 0.8
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ــه ــین گون ــاوتLT50suهــاي شــبدر از نظــر در ب ــیتف داري معن
)P≤0.05 ( وجود داشت) این شاخص در شبدر قرمـز  مقدارو) 3جدول

بـرهمکنش  ). 4جدول (هاي سفید و لاکی بود تر از گونهو ایرانی پایین
که با طوري، به)3جدول (دار بود معنیLT50suتاریخ کاشت و گونه بر 

در دو گونـه  LT50su،مهرماه27شهریور ماه به 28از تأخیر در کاشت 
در شـبدر سـفید   . قرمز و ایرانی افزایش و در گونه لاکی کاهش یافت

شـکل  (تفاوتی از نظر این شاخص در بین دو تاریخ کاشت دیده نشـد  
) قرمز، سفید و ایرانی(هاي پاییزه شهریور گونه28در تاریخ کاشت ). 5

در ) لاکـی (که گونـه بهـاره   ر بودند، درحالیکمتري برخورداLT50suاز 
رسـد  بنابراین بـه نظـر مـی   ؛ ي داشتکمترLT50suمهرماه 27کاشت

گونه لاکی در کاشت دوم تحمل بـه سـرماي بـالاتري را نشـان داده     
,Anderson and Taliaferro(و تالیافرو مطالعه اندرسونبااست که 

در مراحل رشدي پایین مبنی بر تحمل به سرماي بهتر گیاهان ) 1995
28هاي پاییزه با خوسرمایی مناسب در کاشـت  اما گونه؛ مطابقت دارد

تري نسبت مهرماه، توانایی بقاء مناسب27شهریورماه نسبت به کاشت
,Ouellet and Charron(اولـت و شـارون   . به گونـه بهـاره داشـتند   

زدگی یک صفت چند ژنی استتحمل به یخاظهار داشتند که) 2013
که نیازمند ظرفیت برنامه ژنتیکی در تمام زمستان است، به این مفهوم 

هاي یک جنس ظرفیت متفاوتی نسـبت بـه   ها و گونهکه برخی جنس
.زدگی دارندتحمل به یخ

شدهدر گیاه شبدر تحت شرایط کنترلLT50suبرهمکنش تاریخ کاشت و گونه بر - 5شکل 
Figure 5- Interaction of planting date and species on LT50su in clover under controlled conditions
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زدگیهاي شبدر سه هفته پس از تنش یخبر سطح برگ گونهکاشتاثر تاریخ-6شکل
Figure 6- Effect of planting date on leaf area of clover species three weeks after freezing stress

یخ کاشت و گونـه بـر سـطح بـرگ در پایـان دوره      برهمکنش تار
هرچند که سطح برگ گیاهان کاشـت  ). 5جدول (دار بود بازیافت معنی

دوم کمتر از کاشت اول بود، ولی درصد کاهش سطح برگ تحت تأثیر 

بیشترین درصد کاهش . هاي مختلف متفاوت بودتاریخ کاشت در گونه
) درصـد 42(شبدر لاکـی  و کمترین آن در) درصد75(در شبدر ایرانی 

).6شکل (مشاهده شد 
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شدهزدگی در شرایط کنترلسطح برگ و وزن خشک شبدر تحت تأثیر تنش یخ) MS(منبع تغییرات، درجه آزادي و میانگین مربعات -5جدول 
Table 5- Source of variations, degrees of freedom and mean squares of leaf area and dry matter in clover species as affected

by freezing stress in controlled conditions
منبع تغییرات

S.O.V

درجه آزادي
df

سطح برگ در بوته
Leaf area per plant

در بوتهوزن خشک 
Dry matter per plant

تاریخ کاشت
Planting date

1 6739* 294819*

گونه
Species

3 792* 14332*

گونه×کاشت تاریخ
Planting date× Species

3 558* 10217*

دما
Temperature

7 299* 8942*

دما×تاریخ کاشت 
Planting date× Temp.

7 291* 14183*

دما×گونه 
Species× Temp.

21 74.2* 2661*

دما×گونه×تاریخ کاشت
Planting date× Species× Temp.

21 52.9* 2364*

)کوواریت(تعداد بوته
Plant number (Covariate)

1 103 248

خطا
Error

127 2.8 114

ضریب تغییرات
CV (%)

13.7 13.9

nsدار در سطح پنج درصددار و معنیترتیب غیر معنیبه*: و
ns and *: non- significant and significant at %5 level of probability, respectively

زدگی بر سطح برگ در بوته ریخ کاشت و دماهاي یخبرهمکنش تا
هرچند که در گیاهـان هـر دو تـاریخ کاشـت،     ). 5جدول (دار بود معنی

کاهش دما سبب کاهش سطح برگ گیاهان گردید، ولی درصد کاهش 
شـهریور،  28کـه در تـاریخ کاشـت    نحـوي این صفت متفاوت بود، بـه 

نسـبت بـه دمـاي    گراد درجه سانتی-15کاهش سطح برگ در دماي 
درصد و براي گیاهـان تـاریخ کاشـت    38گراد حدود صفر درجه سانتی

درجـه  -18کاهش سطح برگ در دماي . درصد بود10مهر حدود 27
درصـد  93گراد نیز حدود گراد نسبت به دماي صفر درجه سانتیسانتی

در (گونـه برگـی نداشـتند    یچه ـمهـر  27بود، اما گیاهان تاریخ کاشت
).7شکل ) (یک از گیاهان زنده نماندندر هیچدماي مذکو

هاي زدگی در گونهدرصد کاهش سطح برگ با کاهش دماهاي یخ
گونه قرمز، سفید و لاکی با کـاهش دمـا از   . مختلف شبدر متفاوت بود

درصـد  24و 58، 28ترتیـب حـدود   گراد، بهدرجه سانتی-15صفر به 
ه تنهـا کـاهش سـطح    کاهش سطح برگ داشتند، اما در گونه ایرانی ن

برگ مشاهده نشد، بلکه مقدار آن حدود هفت درصد افزایش نشان داد 
گیاهان عالی که در معرض تغییرات شرایط محیطـی ماننـد   ). 8شکل (

گیرند، ناچار به تنظـیم ظرفیـت فتوسـنتزي خـود     دماي پایین قرار می
Huner(هستند  et al., زدگی، خسارت به در شرایط تنش یخ). 2013

عمومـاً  (هـا  دانـه هـاي کلروپلاسـتی کـه در ترکیـب بـا رنـگ      نـده گیر

گسـیختگی  ها هستند، موجـب توقـف و از هـم   و پروتئین) کارتنوئیدها
زدگی، شود پس از پایان تنش یخظرفیت فتوسنتزي شده که سبب می

میزان فتوسنتز کاهش یافته و توسعه سـطح بـرگ نیـز کـاهش یابـد      
)Ouellet and Charron, 2013.(

زدگی بر سطح بـرگ  رهمکنش تاریخ کاشت، گونه و دماهاي یخب
کـه در  يطوربه، )5جدول (دار بود گیاهان در پایان دوره بازیافت معنی

ــاریخ کاشــت  ــه  28ت ــا از صــفر ب ــاهش دم درجــه -18شــهریور، ک
درصـدي سـطح بـرگ در    48و 98گراد، سبب کـاهش حـدوداً   سانتی
هـاي سـفید و   رایط مشابه گونـه هاي قرمز و ایرانی شد، اما در شگونه

مهـر بـا   27همچنـین در گیاهـان تـاریخ کاشـت     . لاکی از بین رفتند
گـراد، درصـد کـاهش سـطح     درجه سانتی-15کاهش دما از صفر به 

2و 33، 6ترتیـب حـدود   هاي قرمز، سـفید و لاکـی بـه   برگ در گونه
گ درصد بود، اما گونه ایرانی در شرایط مشابه نه تنها کاهش سطح بر

شکل (درصد نیز افزایش سطح برگ نشان داد 12نداشت، بلکه حدود 
9.(

دار درصد سطح بـرگ معنـی  50اثر تاریخ کاشت بر دماي کاهنده 
دار بـود و ، ولی اثر گونه بر میانگین این شاخص معنـی )3جدول (نبود 
را دارا RLAT50یشترین و بترتیب کمترین هاي ایرانی و قرمز بهگونه

).4ل جدو(بودند 
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زدگی بر سطح برگ شبدر در پایان دوره بازیافتبرهمکنش تاریخ کاشت و دماهاي یخ-7شکل 
Figure 7- Interaction of planting date and freezing temperatures on leaf area of clover at the end of the recovery period

سطح برگ بوته در شبدر در پایان دوره بازیافتزدگی بر برهمکنش گونه و دماهاي یخ-8شکل 
Figure 8- Interaction of species and freezing temperatures on leaf area of clover at the end of the recovery period

دار بـود  برهمکنش تاریخ کاشت و گونه بر وزن خشک بوته معنی
27گیاهـان کاشـت   که وزن خشـک بوتـه در  رغم اینعلی). 5جدول (

شهریور بود، اما درصد کاهش وزن خشک هر 27مهر کمتر از کاشت 
که کمتـرین درصـد کـاهش وزن    نحويها متفاوت بود، بهیک از گونه

سـفید  شبدردرو بیشترین آن ) درصد64(خشک بوته در شبدر لاکی 
).10شکل (مشاهده شد ) درصد77(

دگی بسته به تاریخ زدرصد کاهش وزن خشک بوته در دماهاي یخ
شهریور، با کاهش دما از 28در کاشتکه يطوربهکاشت متفاوت بود، 

ترتیب حدود گراد، وزن خشک بوته بهدرجه سانتی-18و -15صفر به 
27ی بود که گیاهان کاشـت درحالاین . درصد کاهش داشت89و 25

ش درصد کاه12گراد، درجه سانتی-15مهر با کاهش دما از صفر به 

گـراد از بـین رفتنـد    درجه سـانتی -18وزن خشک داشتند و در دماي 
).11شکل (

زدگی در پایان دوره میزان کاهش وزن خشک بوته در دماهاي یخ
کاهش دما از صفر به باکهيطوربهبازیافت بسته به گونه متفاوت بود، 

گراد، وزن خشک در هـر یـک از شـبدرهاي قرمـز،     درجه سانتی-15
درصـد کـاهش   1و 30، 42، 3ترتیـب حـدود   انی و لاکی بهسفید، ایر

گـراد،  درجـه سـانتی  -18همچنین با کـاهش دمـا از صـفر بـه     . یافت
درصـد کـاهش وزن   65و 94ترتیب حدود هاي قرمز و ایرانی بهگونه

درجـه  -18هـاي سـفید و لاکـی در دمـاي     خشک داشتند، ولی گونه
).12شکل (نماندند گراد زنده سانتی
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زدگی بر سطح برگ شبدر در پایان دوره بازیافتبرهمکنش تاریخ کاشت، گونه و دماهاي یخ-9شکل 
Figure 9- Interaction of planting date, species and freezing temperatures on leaf area of clover at the end of the recovery

period
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Figure 10- Interaction of planting date and species on dry weight of clover at the end of the recovery period
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زدگی بر وزن خشک بوته شبدر در پایان دوره بازیافتبرهمکنش تاریخ کاشت و دماهاي یخ-11شکل 
Figure 11- Interaction of planting date and freezing temperatures on plant dry weight of clover at the end of the recovery

period

زدگی بر وزن خشک بوته شبدر در پایان دوره بازیافتبرهمکنش گونه و دماهاي یخ-12شکل 
Figure 12- Interaction of species and freezing temperatures on plant dry weight of clover at the end of the recovery period

زدگی بر وزن خشـک  برهمکنش تاریخ کاشت، گونه و دماهاي یخ
درکـه يطـور بـه ، )5جـدول  (دار بود بوته در پایان دوره بازیافت معنی

گـراد،  درجـه سـانتی  -15گیاهان کاشت اول با کاهش دما از صفر به 
، 6ترتیب حـدود  شبدرهاي قرمز، سفید و لاکی بهوزن خشک بوته در

. درصــد افــزایش داشــت7درصــد کــاهش و شــبدر ایرانــی 40و 43
گراد، وزن خشـک  درجه سانتی-18همچنین با کاهش دما از صفر به 

درصـد  56و 87ترتیـب حـدود   بوته در شبدرهاي قرمـز و ایرانـی بـه   
درجـه  -18که شبدرهاي سفید و لاکی دمـاي کاهش داشت، درحالی

مهر، وزن 27همچنین در گیاهان کاشت . گراد را تحمل نکردندسانتی
نسبت به دماي -15خشک بوته در شبدرهاي قرمز و ایرانی در دماي 

درصد افـزایش داشـت،   12و 6ترتیب حدود گراد بهصفر درجه سانتی
و 54ترتیـب حـدود   که وزن خشک شبدرهاي سفید و لاکی بهیدرحال

).13شکل (داشتهش درصد کا20

 ـ، ولی )3جدول (دار نبود معنیRDMT50اثر تاریخ کاشت بر  ینب
وجود داشـت،  ) P≤0.05(داري تفاوت معنیRDMT50از نظر هاگونه

لاکی کمتـرین و شـبدرهاي قرمـز و    و شبدرایرانی شبدرکهيطوربه
و ینظــام.را بــه خــود اختصــاص دادنــدRDMT50یشــترینبســفید 

اي روي نخـود اظهـار داشـتند کـه     هدر طـی مطالع ـ ) 1385(همکاران 
نیـز بـراي   RDMT50تـوان از شـاخص   مـی LT50علاوه بر شاخص 

. ودارزیابی میزان خسارت سرما در گیاه و رشد مجـدد آن اسـتفاده نم ـ  
دار بـود،  معنـی RDMT50برهمکنش تـاریخ کاشـت و گونـه نیـز بـر      

غییر تاریخ کاشـت از  که در شبدرهاي قرمز، ایرانی و لاکی با تينحوبه
اما در شـبدر  یش یافت،افزاRDMT50مهرماه اواخر شهریور به اواخر 

مهرمـاه ایـن صـفت    27شهریور بـه  28سفید با تغییر تاریخ کاشت از 
).14شکل (کاهش داشت 
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تزدگی بر وزن خشک بوته شبدر در پایان دوره بازیافبرهمکنش گونه، تاریخ کاشت و دماهاي یخ-13شکل 
Figure 13- Interaction of species, planting date and freezing temperatures on plant dry weight of clover at the end of the

recovery period

گیريیجهنت
هاي درصد بقاء نتایج این پژوهش نشان داد که بر اساس شاخص

زدگی بهتـري  یخ، دو گونه شبدر قرمز و ایرانی از تحمل بهLT50suو 
صفات مربـوط بـه رشـد    از نظر. ها برخوردار بودندنسبت به سایر گونه

ــه،   ــرگ بوت ــه و RLAT50مجــدد شــامل ســطح ب ، وزن خشــک بوت

RDMT50مهـر  27یشترین توانایی بازیافت در گیاهان تاریخ کاشت ب
نسـبت  ) ایرانی و لاکـی (ساله هاي یکماه مشاهده شد، همچنین گونه

RDMT50و RLAT50داراي ) قرمـز و سـفید  (دساله به شبدرهاي چن

.زدگی بالاتري بودندکمتر و تحمل به یخ
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Figure 14- Interaction of planting date and species on RDMT50 of clover at the end of the recovery period

References

1. Anderson, J. A., and Taliaferro, C. M. 1995. Laboratory freeze tolerance of field grown forage Bermuda grass
cultivars. Agronomy Journal 87: 1017-1020.

2. Azizi, H., Nezami, A., Nassiri Mahallati, M., and Khazaie, H. 2007. Evaluation of cold tolerance in wheat
(Triticum aestivum L.) cultivars under controlled conditions. Iranian Journal of Field Crops Research 5 (1): 107-
120. (in Persian with English abstract).

3. Bridger, G. M., Falk, D. E., Mckersie, B. D., and Smith, D. L. 1996. Crown freezing tolerance and field winter
survival of winter cereals in eastern Canada. Crop Science 36: 150-157.

4. Cardona, C. A., Duncan, R. R., and Lindstrom, O. 1997. Low temperature tolerance assessment in paspalum. Crop
Science 37: 1283-1291.

5. Chabok, Kh., and Espahbodi, K. 2011. Seeding dates effects on seed and forage production of Berseem clover
(Trifolium alexandrinum L.) in Mazandaran. Agronomy Journal (Pajouhesh & Sazandegi). No: 93. pp: 1-7. (in
Persian with English abstract).

6. Gusta, L. V., O’Connor, B. J., Gao, Y. P., and Jana, S. 2001. A re-evaluation of controlled freeze-tests and
controlled environment hardening conditions to estimate the winter survival potential of hardy winter wheat.
Canadian Journal of Plant Science 80: 241-246.

7. Henkeby, M., Antolin, M. C., and Sanchez-Diaz, M. 2006. Frost resistance and biochemical changes during cold
acclimation in different annual legumes. Environmental and Experimental Botany 55: 305-314.

8. Huner, N. P. A, Bode, R., and Dahal, K. 2013. Shedding some light on cold acclimation, cold adaptation, and
phenotypic plasticity. Botany 91 (3): 127-136.

9. Jeffrey, A. A., and Charles, M. T. 1995. Laboratory freeze tolerance of field-grown forage Bermuda grass
cultivars. Agronomy Journal 87: 1017-1020.

10. Lindow, S. E., Arny, D. C., and Upper, C. D. 1982. Bacterial ice nucleation: A factor in frost injury to plants. Plant
Physiology 70: 1084-1089.

11. Mirmohammadi Maibodi, A. M., and Tarkesh Esfahani, S. 2004. Physiological and Breeding Aspects of Cold and
Freezing Stress in Crops. Golbon Press. 223 pp. (in Persian).

12. Murray, G. A., Eser, D., Gusta, L. V., and Eteve, G. 1988. Winter hardiness in pea, lentil, faba bean and chickpea.
p. 831-843. In the R.J. Summerfield (Ed.) World crops: cool season food legumes. Kluwer Academic Publishers
A. the Netherlands.

13. Nezami, A., Bagheri, A., Rahimian, H., Kafi, M., and Nassiri Mahallati, M. 2007. Evaluation of Freezing
Tolerance of Chickpea (Cicer arietinum L.) Genotypes under Controlled Conditions. Journal of Water and Soil
Sciences 10 (4): 257-269. (in Persian with English abstract).

14. Nezami, A., Hajmohammadnia Ghalibaf, K., and Kamandi, A. 2010a. Evaluation of freezing tolerance of sugar
beet (Beta vulgaris L.) cultivars under controlled conditions. Environmental Stresses in Crop Sciences 3 (2): 177-
187. (in Persian with English abstract).

15. Nezami, A., Soleimani, M. R., Ziaee, M., Ghodsi, M., and Bannayan Aval, M. 2010b. Evaluation of freezing
tolerance of hexaploid triticale genotypes under controlled conditions. Notulae Scientia Biologicae 2: 114-120.

16. Ouellet, F., and Charron, J. B. 2013. Cold Acclimation and Freezing Tolerance in Plants. In: eLS. John Wiley &
Sons, Ltd: Chichester. DOI: 10.1002/9780470015902.a0020093. pub2

17. Rife, C. L., and Zeinali, H. 2003. Cold tolerance in oilseed rape over varying acclimation durations. Crop Science
43: 96-100.



1400بهار، 1، شماره 19، جلد نشریه پژوهشهاي زراعی ایران14

18. Swensen, J. B. 1980. Development of freezing tolerance and changes in tissue moisture during hardening of
Pisumsativum L. and Pisumsativum subsp. Arvense L. MSc thesis, University of Idaho, USA.

19. Thomashow, M. F. 2001. So what’s new in the field of plant cold acclimation? Lots! Plant Physiology. 125: 89-93.
20. Zamanian, M., and Asadi, H. 2004. Effects of seed rate, planting date and planting method on morphological traits

and forage yield of Persian clover. Iranian Journal of Crop Sciences 7 (3): 241-251. (in Persian with English
abstract).



15...بررسی خصوصیات رشدي چند گونه شبدر،حضرتی و همکاران
نشریه پژوهشهاي زراعی ایران

1-15.، ص1400بهار، 1، شماره 19جلد 
Iranian Journal of Field Crops Research
Vol. 19, No. 1, Spring. 2021, p. 1-15

Evaluation of Growth Characteristics of Four Clover Species (Trifoliums pp.)
Affected by Freezing Stress under Controlled Conditions
E. Hazrati1, A. Nezami2*, H. R. Khazaie2, M. Parsa3, E. Boroumand Rezazadeh4

Received: 12-08-2017
Accepted: 30-12-2017

Introduction: In Iran, clover is the second most important forage crop after alfalfa (Medicago sativa) and is
cultivated on a surface of about 70,000 hectares. Yield improvement of this plant could be achieved through
autumn cultivation. Iran is still one of the main centers for the diversity of clover species, there is not much
information about freezing tolerance of native species of this important plant. Since freezing stress is one of the
most important winter stresses which causes severe damage to the plant cells and tissues and ultimately plant
death, evaluation of freezing tolerance of this crop could help to determination of the best planting date in order
to achieve the highest yield. The aim of this study was to evaluate the freezing tolerance of four clover species
through assessment of plant survival and re-growth after freezing stress.

Materials and Methods: In order to study growth criteria of four clover species after freezing stress in
controlled conditions, an experiment was conducted in 2012-13 in Faculty of agriculture, Ferdowsi University of
Mashhad. Treatments were arranged as factorial based on Completely Randomized Design with four
replications. Factors were included of planting dates (late September and late October), clover species (red
clover T. pratense, white clover T. repense, Persian clover T. resupinatum (autumn species) and crimson clover
T. incarnatum (spring species) and freezing temperatures (0 (control), -3, -6, -9, -12, -15, -18, -21ºC). Survival
percentage, LT50 according to Survival (LT50su), leaf area, Reduced 50% Leaf Area Temperature (RLAT50), dry
weight and Reduced Dry Matter Temperature 50 (RDMT50) were measured after three weeks re-growth.

Results and Discussion: Results indicated that survival percentage was significantly affected by interaction
of planting date, species and freezing temperatures. In both planting dates, crimson and white species showed a
good survival till -15°C while they were killed as temperature was more decreased to -18°C. In first planting
date, two species of red and Persian clover had 50 and 42% survival, but were killed in this temperature in the
second planting date. The lowest LT50su in autumn (red, white and Persian) and spring (crimson) species was
found in first and second planting dates, respectively indicating higher freezing tolerance in crimson species at
second planting date and a better acclimation of autumn species at first planting date which led to a higher
survival compared to spring species. Leaf area was significantly affected by planting date, species and freezing
temperatures at the end of the recovery period. In first planting date, decreasing temperature from zero to -18°C
caused reduction of 98 and 48% of leaf area in red and Persian species while no plant of white and crimson
species was survived in this condition. In second planting date, leaf area was decreased about 6, 33 and 2% as
temperature decreased from zero to -15°C while leaf area of Persian species, not only was not decreased, but also
increased by about 12%. The lowest and highest RLAT50 were observed in Persian and red species. Interaction
of planting date and species on RDMT50 was significant in a way that in delayed planting date, RDMT50 was
increased in red, Persian and crimson species while it was decreased in white species.

Conclusions: Red and Persian species showed higher freezing tolerance according to indices of survival
percentage and LT50su. The highest recovery ability of plants based on leaf area per plant, RLAT50, plant dry
matter and RDMT50 was found for second planting date. Also annual species of Persian and crimson had lower
RLAT50 and RDMT50 and higher freezing tolerance compared to perennial species of red and white clover.

Keywords: Acclimation, Leaf area, Planting date, Recovery period, Survival
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