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آفتابگردانایرانی دو هیبریدها در تولید بذر مصنوعی از طریق کپسوله کردن نوك شاخه
)Helianthus annuus hyb. Azargol and Farrokh(

4و حیدر ذوالنوریان3، سعید پورداد2، محمدرضا عظیمی1مراديسهیلا 

چکیده 
بهبودکیفیت و افزایش میزان تولید آفتابگردان درهاي بیوتکنولوژي استفاده از روشبرايتواند ابزاري تولید بذر مصنوعی می

در شرایط درون ) هیبرید آذرگل و فرخ(آفتابگردان هاي تکثیر یافتهاز شاخهجدا شده شاخهنوك ریز نمونه.کار رودبه
mM100و% 3بهترین ترکیب ژلی با استفاده از آلژینات سدیم . هاي آلژینات کلسیم کپسوله شدنددر دانهاي، شیشه

CaCl2.2H2Oهفته پس از کشت روي محیط 4هاي کپسوله شده به گیاهچه حداکثر درصد تبدیل نوك شاخه. دآمدستبهMS
هاي کپسوله شده تحت تأثیر غلظت آلژینات سدیم و حضور یا توانایی رشد نوك شاخه. بود% 100رشد هايکنندهتنظیمفاقد 

هاي آلژینات سدیم قرار هاي رشد در دانهکنندهو تنظیم)میکرو همراه با ساکارزوعناصر ماکرو(MSعدم حضور مواد غذایی 
خلوط کوکوپیت، پرلیت و پیت ي حاوي مهاانبه خوبی توسعه پیدا کرده بود به گلدهاآنهایی که ساقه و ریشه گیاهچه. گرفت

جایگزینتواندمیهاي آلژینات کلسیم هاي رویشی در دانهکپسوله کردن ریزنمونه.اتوکلاو شده منتقل شدند) 1:1:1(س ما
.مصنوعی شودبذرهايبراي تولیدهاي سوماتیکی استفاده از جنین

هاي آلژینات، کپسوله کردن،  نوك شاخهآفتابگردان، بذرهاي مصنوعی، دانه: کلیديهايواژه

مقدمه
Helianthus annuus(آفتابگردان  L. ( یکی از

.)1(رودشمار میبهدانه روغنی گیاهان ترینمهم
افزایش محتواي روغن همراه با افزایش مقاومت به 

ها از اهداف اصلاحی این محصول محسوب بیماري
به دلیل محدودیت تنوع طبیعی، اصلاح ژنتیکی . شودمی

براي صفات زراعی عموماً روي توانایی انتقال آفتابگردان
ق طریاي مطلوب از خویشاوندان وحشی از هژن

.)21(شده استگذاريپایههاي اصلاحی متداول روش
چنین ها و همفات مهم مقاومت به آفات و بیماريص

تحمل به خشکی و شوري موجود در خویشاوندان 
براي اصلاح ارزشیبامنبع تواند وحشی آفتابگردان می

اما متأسفانه ). 28(در نظر گرفته شودارقام زراعی 
هاي وحشی به دلیل وجود گونهاستفاده از خیلی از 

براي اصلاح .)33(موانع طبیعی تلاقی محدود شده است
هاي جدید توان از روشنتیکی صفات مختلف میژ

یا اهی از جمله امتزاج پروتوپلاستیبیوتکنولوژي گی
. استفاده نمود،هاي کلاسیکانتقال ژن، مکمل روش

هاي جدید، مشروط به موفقیت در کارایی تمام روش
در دو . )1(هاي مختلف استباززایی گیاه از ریزنمونه

زاییدامـر انـوناگونی نظیـاي گـهر روشـه اخیـده
براي )14،25،32(زایی سوماتیکیجنینو ) 7،8،16،33(

در همه این .شده استاستفادهباززایی آفتابگردان 
، طبیعیها، نسبت پایین باززایی گیاه، مورفوژنز غیرروش

نابهنگام از دهیگلها و زمان جنینبراي بلوغ همناتوانی
فراوانی .)19،21(روند شمار میبهمشکلاتترینمهم

باززایی در آفتابگردان بستگی به ژنوتیپ دارد و اغلب 
).13،23(سرسخت هستندشدهگزارشهاي ژنوتیپ

رزشی براي اتکنولوژي بذر مصنوعی امروزه کمک با
هاي گیاهی در مقیاس وسیع استازدیاد کلون

هاي اخیر کپسوله کردن لدر سا). 27،38،39،40(
در شرایط درون تکثیرشدههاي رویشی ریزنمونه

راي هاي سوماتیکی باستفاده از جنینبه جاي اي شیشه
کپسوله .)37،42(رودکار میمصنوعی بههايتوسعه بذر

یک سیستم شدهتکثیرهاي رویشی کردن ریزنمونه
این . هاي گیاهی استارزشمند و کارا براي تکثیر کلونی

توان براي را میشدهتکثیرهاي رویشی ریزنمونه
نگهداري ژرم پلاسم و تبادل مواد گیاهی فاقد آلودگی 

.)45(کار بردها بهبین آزمایشگاه
هاي صورت جداکشتتوان بهمصنوعی را میهايبذر
هاي جانبی یا جوانهها،هشاخشده از جمله نوك هکپسول
تیلن اهاي سوماتیکی با استفاده از ژل آلژینات،جنین

تعریف دي متیل سولفوکسید و سایر مواديگلیکول،
اه یها به گکه باعث توسعه و تبدیل جداکشتکرد

)moradi_s998@ymail.comولومسنویسنده(دانشجوي کارشناسی ارشد، دانشگاه زنجان، -1
استادیار، دانشگاه زنجان-2

معاونت تحقیقات دیم سرارود، کرمانشاهدانشیار، -3
منابع طبیعی کرمانشاهمرکز تحقیقات کشاورزي و، کارشناس-4
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تیلن اهاي سوماتیکی با استفاده از ژل آلژینات،جنین

تعریف دي متیل سولفوکسید و سایر مواديگلیکول،
اه یها به گکه باعث توسعه و تبدیل جداکشتکرد

)moradi_s998@ymail.comولومسنویسنده(دانشجوي کارشناسی ارشد، دانشگاه زنجان، -1
استادیار، دانشگاه زنجان-2

معاونت تحقیقات دیم سرارود، کرمانشاهدانشیار، -3
منابع طبیعی کرمانشاهمرکز تحقیقات کشاورزي و، کارشناس-4

17/9/92:تاریخ پذیرش6/7/92: تاریخ دریافت

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی
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مصنوعی براي تهیه بذرهاي. )24(تعریف کرد،دشومی
کار از این . ها کپسوله شوندکشتلازم است که جدا

تواند یهاي محلول در آب مطریق به کار بردن هیدروژل
اي، داراي مواد تغذیهپوشش باید. انجام پذیرد

رشد و سایر اجزایی باشد که براي هايکنندهتنظیم
يهستند و باید به وسیلهزنی و تبدیل لازمجوانه

،)4(هاي کشاورزي حاضر قابل کشت باشدماشین
دلیل این . کردن از همه بهتر استکپسولهبرايآلژینات 

نتایج .)10(سهولت کاربرد و عدم سمیت آن استامر،
تحقیقات نشان داده است که براي کنترل رشد و 

زنی، آندوسپرم مصنوعی مشابه آندوسپرم سهولت جوانه
حاوي یک یا چند ترکیب مثل تواند با منشأ جنسی می

ا، ـهوژنـپاتهاي رشد، آنتیکنندهمواد مغذي، تنظیم
ي کودهااي زیستی و ـهکنندها، کنترلـهکشعلف

منظور اطمینان از تبدیل به گیاه و توسعه آن بهزیستی
زنی در مزرعه باشد که رشد را کنترل کرده و جوانه

.)15،26،29(بخشد میهاي سوماتیکی را تسهیل جنین
اي ـهرنامهـواند در بـتمیذر مصنوعی ـبيوژـتکنول

ها را اصلاحی مفید بوده و اجازه تکثیر خیلی از ژنوتیپ
د که گیاهان هیبریتولید.در زمان کوتاه فراهم سازد

هاي ناپایدار هستند، نگهداري ژرم پلاسم وژنوتیپ
مختلف مثل اياستفاده در اهداف تحقیقی و تجزیه

، بررسی دقیق نقش موادي مثل مطالعه نقش آندوسپرم
و غیره روي هاکشآفترشد گیاهی، هايکنندهتنظیم

هاي گیاهی از جمله کاربردهاي بذرهايمکانیسم
با وجود این مزایا گزارشات کمی از . باشدمصنوعی می

هاي رویشی وجود داردکپسوله کردن اندام
توجه به مشاهده هتروزیس و با .)40،38،30،27،2(

،اهمیت تولید ارقام هیبرید در آفتابگردان از یک سو
و نیاز به تهیه هر ساله این ارقام از ولیدهزینه بالاي ت

اهمیت کاربرد کشت بافت گیاهی نیزو سویی دیگر
هاي بیوتکنولوژي براي استفاده از روشبرايابزاري در 

، شودر نظر گرفته میدبهبود و افزایش تولید آفتابگردان
تجاري ارزش باتولید بذر مصنوعی در ارقام هیبرید 

.باشدرهاد روش مناسبی براي تکثیر این بذتوانمی

هامواد و روش
هاضدعفونی مواد گیاهی و تکثیر ریزنمونه

هاي آذرگل و دو هیبرید به نامبذر در این آزمایش از 
بخش از 1391بذرها در شهریورماه . فرخ استفاده گردید

مؤسسه تحقیقات اصلاح و تهیه نهال هاي روغنی دانه
دقیقه در دهبالغ به مدت هايبذر. بذر کرج تهیه گردید

لیتر گرم در هزار میلی5/1(محلول قارچ کش بنومیل 
قرار گرفته و بعد 20حاوي سه قطره تویین ) آب مقطر

در زیر. از آبکشی با آب مقطر به زیر هود منتقل شدند

درصد 70انول دقیقه در الکل اتدوها به مدت هود نمونه
قیقه با آب مقطر استریل شسته شده و به مدت پنج د

50در هیپوکلریت سدیم هاسپس بذر. بکشی شدندآ
درصد استریل سطحی شده و سه بار با آب مقطر 

براي ظهور . دقیقه آبکشی شدند5بار استریل هر
گرم میلی100حاوي MSها، بذرها در محیط گیاهچه

گرم 8گرم در لیتر ساکارز و 30در لیتر میواینوزیتول، 
قبل از اتوکلاو در محیط pH. در لیتر آگار کشت شدند

اتمسفر به 1/2گراد و فشار درجه سانتی121دماي 
هاي بذرها در لوله.تنظیم شد7/5دقیقه روي 20مدت 

زنی در اتاق رشد با لیتر از محیط جوانهمیلیدهحاوي 
درجه 25روشنایی و دماي /تاریکی8/16دوره نوري 

هايها از گیاهچهنوك شاخه. گراد نگهداري شدندسانتی
اي جدا رشد یافته در شرایط درون شیشه)روزه21(

. ها استفاده شدندبراي تکثیر شاخهايشده و ریزنمونه
mg/l BA5/0حاوي MSها روي محیط نوك شاخه

محیط pH. قرار گرفتندهاي جانبیتکثیر شاخهبراي
ظروف ارلن مایر . تنظیم شد8/5قبل از اتوکلاو روي 

هاي تکثیر و سه ریزنمونه از محیطلیتر میلی50حاوي 
.در اتاق رشد با شرایط مذکور قرار داده شدند

هاکپسوله کردن نوك شاخه
تعیین غلظت مناسب سدیم آلژینات و کلرید براي

گرفته روي سایر هاي انجامکلسیم با توجه به آزمایش
براي )درصد4و 3، 2(گیاهان سه غلظت مختلف 

200و 150، 100هاي آلژینات سدیم و غلظت
ها نوك شاخه. انتخاب شدمولار براي کلرید کلسیممیلی

و در آلژینات با استفاده از پنس و اسکالپل جدا شده 
پس از کپسوله کردن نوك .کلسیم کپسوله شدند

روز مقایسه و دهپس از آنهازنی ها، میزان جوانهشاخه
بهترین غلظت سدیم آلژینات و کلرید کلسیم انتخاب 

تولید برايهاي حاصل از محیط تکثیر نوك شاخه.شد
به این ترتیب که ابتدا با . بذر مصنوعی استفاده گردید

لیتر آلژینات سدیم مخلوط شده سپس به همراه دو میلی
سمپلر برداشته شده و به آرامی از طریقاز آلژینات 

برايها کپسول. کلرید کلسیم چکانده شدنداخلد
دقیقه در محلول کلرید 20پلیمریزاسیون به مدت 

دست آمده مصنوعی بهبذرهاي. ري شدندکلسیم نگهدا
به مدت پنج دقیقه با آب ) هاي کپسوله شدهنوك شاخه(

ها سپس با کپسول. شو داده شدندوشستمقطر استریل 
پنس برداشته شده و روي کاغذ صافی استریل قرار 

براي کپسوله کردن نوك . گرفتند تا خشک شوند
آلژینات سدیم، از سه ماتریکس آب ل ها در تهیه ژشاخه

مایع به همراه دو MSمایع و محیط MSمقطر، محیط 
گرم در لیتر و دو میلیBAPگرم در لیتر هورمون میلی

.  فاده شداستIAAهورمون 
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هاي هاي کپسوله شده به گیاهچهتبدیل نوك شاخه
کامل

امل تحت شرایط درون هاي کتبدیل به گیاهچهبراي
هاي کپسوله نوك شاخه(مصنوعی اي، بذرهايشیشه

بلافاصله بعد از هاي کپسوله نشده و نوك شاخه) شده
اقد ـد فـجامMSه محیط ـبردن ـه کـکپسول
آنهاهاي رشد منتقل شده و میزان باززایی کنندهتنظیم

.بررسی شد
ها به گلدانانتقال گیاهچه

یافته پس از هاي داراي شاخه و ریشه توسعهگیاهچه
حذف محیط چسبیده به برايشستشوي ملایم زیر آب 

حاوي ) متربا قطر هفت سانتی(ي هاانآن به گلد
استریل شده با ) 1:1:1(س ت ماکوکوپیت، پرلیت و پی

اي ـها کلاهکـا بـهگیاهچه. دـل شدنـلاو  منتقـوکـات
اطمینان از حفظ رطوبت در دو براياتیلنی شفاف پلی

سازگاري با برايهفته اول پوشانده شده و به تدریج 
دربا محلول غذایی سه هاانگلد. شرایط بیرون باز شدند

فوسامکو محلول پاشی شده و در اتاق سازگاري با هزار
60گراد و رطوبت نسبی درجه سانتی21شرایط دمایی 

ها با هفته گیاهچه4بعد از . درصد نگهداري شدند
30با قطر (تربزرگي هاانموفقیت سازگار شده و به گلد

حاوي ماسه، خاك باغچه و کود دامی ) مترسانتی
هاي داخل خاك گیاهچه. ندمنتقل شد) 1:1:1(استریل 

هفته در شرایط اتاق سازگاري باقی 4گلدان به مدت 
به گلخانه بیشتررشد و توسعه براي،مانده و در نهایت

.منتقل شدند
هاطرح آزمایشی و تجزیه داده

هاي کپسوله شده و درصد تبدیل نوك شاخه
هفته پس از کشت 4کپسوله نشده به گیاهچه 

هاي کپسوله شده با تبدیل نوك شاخه. شدگیرياندازه
تعیین شده و ي جدید و ریشههاظهور ساقه و برگ

صورت هفتگی صورت هاي رشدي بهشاخصگیرياندازه
.       گرفت

کپسوله تعیین درصد مناسب مواد براي آزمایش
الب آزمایش فاکتوریل بر پایه ها در قکردن نوك شاخه

فاکتورهاي مربوط به . جام شدطرح کاملاً تصادفی ان
آزمایش تعیین درصد مناسب مواد کپسوله کننده شامل 
آلژینات سدیم در سه سطح و کلرید کلسیم در سه 

ها با پنج تکرار و چهار ریز نمونهاین آزمایش. سطح بود
.در هر تکرار انجام شد

الب آزمایش در قتولید بذر مصنوعیآزمایش
انجام فاکتوریل بر پایه طرح کاملاً تصادفی در پنج تکرار 

) آذرگل و فرخ(فاکتورها شامل هیبرید در دو سطح . شد

آلژینات (سطح 3و نوع تهیه ماتریکس آلژینات سدیم در 
MSبا محیط شدهتهیهآلژینات با آب مقطر،شدهتهیه

مایع به همراه دو MSبا محیط شدهتهیهمایع ، آلژینات 
گرم در لیتر و دو میلیBAPگرم در لیتر هورمون میلی

در ي کپسوله نشده شاهدهاو نوك شاخه)IAAهورمون 
ریز نمونه براي 4در این آزمایش تعداد . نظر گرفته شد

در مواردي که .قرار گرفتهاي آزمایشهر تکرار در لوله
بودند با صورت درصدي و حاصل از شمارشها بهداده

تبدیل شده Arcsin√xاي استفاده از فرمول تبدیل زاویه
+ 5/0ها از فرمول و در صورت وجود صفر بین داده

Arcsin√xها با داده. ها استفاده شدبراي تبدیل داده
و آزمون دانکن SASو MSTATCافزارنرماستفاده از 

.مورد ارزیابی قرار گرفتندα=05/0در سطح احتمال 

ایج و بحثنت
هاي آلژینات کلسیمخصوصیات دانه

و زدهجوانهبا شمارش تعداد بذرهاي مصنوعی 
ایسه ـمقنیزی و ـزنهـد جوانـاسبه درصـمح

از لحاظ شکل، قطر کپسول و گرفتهشکلهاي کپسوله
ها، بهترین غلظت سخت، نرم یا متعادل بودن کپسول

1جدول . آلژینات سدیم و کلرید کلسیم انتخاب گردید
هاي نوك شاخهزنی خصوصیات ظاهري و درصد جوانه

.دهدکپسوله شده را در هر یک از تیمارها نشان می
زنی و قطر با توجه به اهمیت میزان جوانه

هاي متفاوت مواد هاي حاصل از غلظتکپسول
براي این صفات تجزیه واریانس انجام شد کننده کپسوله

نشان داد که ) 2جدول (که نتایج حاصل از این تجزیه 
هاي مختلف آلژینات سدیم و کلرید کلسیم تأثیر غلظت

زنی روي میزان جوانه%) 1در سطح (داري بسیار معنی
هاي مختلف آلژینات سدیم و اثر غلظت. ها داشتکپسول

ها روي قطر کپسولهاآنچنین اثر متقابلکلرید و هم
.دار بوددر هر دو ریز نمونه بسیار معنی

تعیین بهترین غلظت آلژینات سدیم و کلرید براي
با استفاده از آزمون دانکن انجام کلسیم، مقایسه میانگین

2، 1هاي شکل(نتایج حاصل از مقایسه میانگین . گرفت
کار گرفتههاي بهنشان داد از بین غلظت) 2و جدول

ین میزان بیشترکلسیم شده براي آلژینات سدیم و کلرید
زنی مربوط به تیمار آلژینات سدیم سه درصد و جوانه

مولار بوده است و ترکیب این میلی100کلرید کلسیم 
ین قطر بیشترهاي آلژینات با دانهشد که دو غلظت باعث 

را به خوبی ها ریزنمونهکه این کپسولتولید شود
.دادندپوشش می
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هازنی و قطر کپسولکلرید کلسیم روي میزان جوانههاي مختلف آلژینات سدیم وتأثیر غلظت-1جدول 
میانگین مربعات

درجه آزادي قطر بذرمنابع تغییر زنیدرصد جوانه
**5459/12 **2905/0 2 آلژینات سدیم
**5737/11 **2706/0 2 کلرید کلسیم

**6806/3 ns0140/0 4 کلرید× آلژینات 
4204/0 0145/0 36 اشتباه آزمایشی

.داردرصد و غیر معنی1دار در سطح احتمال به ترتیب معنیns:و**

هازنی کپسولوانههاي مختلف آلژینات سدیم و کلرید کلسیم روي خصوصیات ظاهري و درصد جتأثیر غلظت-2جدول 
هاخصوصیات ظاهري کپسول زنیدرصد جوانه قطر کپسول

(mm)
کلرید کلسیم

(mM)

آلژینات سدیم
(%) نوع ریزنمونه

گرد، نرم، جابجایی سخت، شفاف a95 b174/8 100 2 هانوك شاخه
گرد، نرم، جابجایی سخت، شفاف cd50 c182/6 150 2

گرد، نرم، جابجایی سخت، شفافتقریباً cd50 c34/6 200 2
گرد، مناسب، قابل جابجایی، شفاف a100 a226/9 100 3

زنی، شفافسخت، تأخیر جوانهگرد،  ab80 b044/8 150 3
زنی، شفافدار، سخت، تأخیر جوانهدنباله bc60 c066/6 200 3

زنی، کدردار، سخت، تأخیر جوانهدنباله bc60 c062/6 100 4
زنی، کدردار، سخت، تأخیر جوانهدنباله d40 c942/5 150 4
کدرزنی، دار، سخت، تأخیر جوانهدنباله d35 c846/5 200 4

.دار می باشددهنده عدم تفاوت معنیدر هر ستون حروف مشابه نشان

.هازنی کپسولهاي مختلف آلژینات سدیم و کلرید کلسیم روي درصد جوانهتأثیر غلظت- 1شکل 

a b c

d e f

a:و کلرید کلسیم % 3ها در آلژینات سدیم بذرهاي مصنوعی حاصل از کپسوله کردن نوك شاخهmM100،b:زنی جوانه
ها برداشتن کلاهک:eها در گلدان، کاشت گیاهچه:dشستن محیط  روي ریشه، :MS ،cبذرهاي مصنوعی روي محیط 

.ها به گلدان حاوي خاكانتقال گیاهچه:fاز روي گلدان، 
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هازنی و قطر کپسولکلرید کلسیم روي میزان جوانههاي مختلف آلژینات سدیم وتأثیر غلظت-1جدول 
میانگین مربعات

درجه آزادي قطر بذرمنابع تغییر زنیدرصد جوانه
**5459/12 **2905/0 2 آلژینات سدیم
**5737/11 **2706/0 2 کلرید کلسیم

**6806/3 ns0140/0 4 کلرید× آلژینات 
4204/0 0145/0 36 اشتباه آزمایشی

.داردرصد و غیر معنی1دار در سطح احتمال به ترتیب معنیns:و**

هازنی کپسولوانههاي مختلف آلژینات سدیم و کلرید کلسیم روي خصوصیات ظاهري و درصد جتأثیر غلظت-2جدول 
هاخصوصیات ظاهري کپسول زنیدرصد جوانه قطر کپسول

(mm)
کلرید کلسیم

(mM)

آلژینات سدیم
(%) نوع ریزنمونه

گرد، نرم، جابجایی سخت، شفاف a95 b174/8 100 2 هانوك شاخه
گرد، نرم، جابجایی سخت، شفاف cd50 c182/6 150 2

گرد، نرم، جابجایی سخت، شفافتقریباً cd50 c34/6 200 2
گرد، مناسب، قابل جابجایی، شفاف a100 a226/9 100 3

زنی، شفافسخت، تأخیر جوانهگرد،  ab80 b044/8 150 3
زنی، شفافدار، سخت، تأخیر جوانهدنباله bc60 c066/6 200 3

زنی، کدردار، سخت، تأخیر جوانهدنباله bc60 c062/6 100 4
زنی، کدردار، سخت، تأخیر جوانهدنباله d40 c942/5 150 4
کدرزنی، دار، سخت، تأخیر جوانهدنباله d35 c846/5 200 4

.دار می باشددهنده عدم تفاوت معنیدر هر ستون حروف مشابه نشان

.هازنی کپسولهاي مختلف آلژینات سدیم و کلرید کلسیم روي درصد جوانهتأثیر غلظت- 1شکل 

a b c

d e f

a:و کلرید کلسیم % 3ها در آلژینات سدیم بذرهاي مصنوعی حاصل از کپسوله کردن نوك شاخهmM100،b:زنی جوانه
ها برداشتن کلاهک:eها در گلدان، کاشت گیاهچه:dشستن محیط  روي ریشه، :MS ،cبذرهاي مصنوعی روي محیط 

.ها به گلدان حاوي خاكانتقال گیاهچه:fاز روي گلدان، 
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هازنی و قطر کپسولکلرید کلسیم روي میزان جوانههاي مختلف آلژینات سدیم وتأثیر غلظت-1جدول 
میانگین مربعات

درجه آزادي قطر بذرمنابع تغییر زنیدرصد جوانه
**5459/12 **2905/0 2 آلژینات سدیم
**5737/11 **2706/0 2 کلرید کلسیم

**6806/3 ns0140/0 4 کلرید× آلژینات 
4204/0 0145/0 36 اشتباه آزمایشی

.داردرصد و غیر معنی1دار در سطح احتمال به ترتیب معنیns:و**

هازنی کپسولوانههاي مختلف آلژینات سدیم و کلرید کلسیم روي خصوصیات ظاهري و درصد جتأثیر غلظت-2جدول 
هاخصوصیات ظاهري کپسول زنیدرصد جوانه قطر کپسول

(mm)
کلرید کلسیم

(mM)

آلژینات سدیم
(%) نوع ریزنمونه

گرد، نرم، جابجایی سخت، شفاف a95 b174/8 100 2 هانوك شاخه
گرد، نرم، جابجایی سخت، شفاف cd50 c182/6 150 2

گرد، نرم، جابجایی سخت، شفافتقریباً cd50 c34/6 200 2
گرد، مناسب، قابل جابجایی، شفاف a100 a226/9 100 3

زنی، شفافسخت، تأخیر جوانهگرد،  ab80 b044/8 150 3
زنی، شفافدار، سخت، تأخیر جوانهدنباله bc60 c066/6 200 3

زنی، کدردار، سخت، تأخیر جوانهدنباله bc60 c062/6 100 4
زنی، کدردار، سخت، تأخیر جوانهدنباله d40 c942/5 150 4
کدرزنی، دار، سخت، تأخیر جوانهدنباله d35 c846/5 200 4

.دار می باشددهنده عدم تفاوت معنیدر هر ستون حروف مشابه نشان

.هازنی کپسولهاي مختلف آلژینات سدیم و کلرید کلسیم روي درصد جوانهتأثیر غلظت- 1شکل 

a b c

d e f

a:و کلرید کلسیم % 3ها در آلژینات سدیم بذرهاي مصنوعی حاصل از کپسوله کردن نوك شاخهmM100،b:زنی جوانه
ها برداشتن کلاهک:eها در گلدان، کاشت گیاهچه:dشستن محیط  روي ریشه، :MS ،cبذرهاي مصنوعی روي محیط 

.ها به گلدان حاوي خاكانتقال گیاهچه:fاز روي گلدان، 
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هاي آلژینات سدیم از لحاظ بافت، شکل، دانه
. ندداشتمتفاوتی هايویژگینفوذپذیري و میزان سختی 

کمپلکس کردن، آلژینات سدیم سه برايبهترین غلظت 
هاي مولار بود که دانهمیلی100درصد و کلرید کلسیم 

تر آلژینات غلظت پایین. تولید کردقطرهمگرد، شفاف و 
سدیم نه تنها زمان پلیمریزاسیون را افزایش داد بلکه 

آنهاهاي نرمی شد که کار کردن با منجر به تولید دانه
کاهش توانایی . طی انتقال به محیط کشت سخت بود

هاي پایین آلژینات سدیم بعد از ژلاتینه شدن غلظت
از در معرض دماي بالا طی اتوکلاو قبلاً نیز قرارگیري

در. گزارش شده بود)41(و همکارانسینگسوي
هاي بالاي دو ماده شیمیایی کپسوله کننده عوض غلظت

یباً هم قطر اما سختی شد که به هاي تقرباعث تولید دانه
این . انداختزنی را به تأخیر میجوانهتوجهیقابلطور 

، سینگ و )18(لویود - هاي دانسو و فوردنتایج با یافته
، چانگ و همکاران)2(آنیس ، احمد و)38،39(همکاران 

. مطابقت داشت) 6(الدن-بدرو عواطف)17(
ها از دیدگاه کپسولبافت، شکل، قطر و شفافیت 

مورفولوژي بستگی به ترکیبات مختلف آلژینات سدیم و 
غلظت پلیمر، غلظت آلژینات . )30(کلرید کلسیم دارد 

، غلظت کلرید کلسیم و زمان تیمار شدهاستفادهسدیم 
پارامترهاي مهم در تعیین نفوذپذیري، مقاومت و سختی 

نیز ) 23(هانگ و ترومن . )12(باشد هاي حاصل میدانه
هاي مختلف آلژینات و مدت زمان در مطالعه غلظت

قرارگیري در کلرید کلسیم، عنوان کردند آلژینات سدیم 
CaCl2.2H2OmMسه درصد و قرارگیري در محلول 

هاي یک فرم، گرد، شفاف دقیقه، دانه30به مدت 100
عنوان ) 34(رائی و همکاران . کندمیو سفتی ایجاد 

درصد آلژینات سدیم 2هاي حاصل از کردند که کپسول
در غلظت کهدرحالیشکننده بوده و شکل نامرتبی دارند 

ها هم اندازه بوده ولی خیلی سفت درصد کپسول4
بهصد آلژینات سدیم بهترین نتایج در3بودند، در غلظت 

. آمددست
گزارش ) 12(و بلاك ) 29(استادن - مالابادي و وان

هاي سوماتیکی کپسوله زنی جنینجوانهدادند که درصد 

تأثیر غلظت آلژینات سدیم داري تحتطور معنیشده به
.دنرگیري در کلرید کلسیم قرار دارو مدت زمان قرا

درصد آلژینات 3نیز غلظت ) 41(سینگ و همکاران
وایی ـاي هـهردن اندامـه کـراي کپسولـم را بـسدی

Rhododendro maddeniپیشنهاد دادند.
کلسیم  باعث سفتی بیش از حد غلظت بالاي کلرید

براي کپسوله )37(سرکار و نیک . شودها میکپسول
براي ) 30(، نیک و چاند Solanum tubersomکردن 

Punica granatum براي ) 38(، سینگ و همکاران
Phylianthus amarusمول کلرید میلیغلظت صد

هاي کپسولکلسیم را بهترین غلظت براي ایجاد
. یکنواخت و شفاف معرفی کردند

هاي رشد در کنندهتأثیر کاربرد مواد غذایی و تنظیم
یی اسدیم روي میزان باززماتریکس ژل آلژینات

هاي کپسوله شدهریزنمونه
دست آمده از آزمایش هاي بهبا استفاده از غلظت

قبلی، اقدام به تولید بذر مصنوعی از طریق کپسوله 
ه کردن ـراي کپسولـب. ا شدـهوك شاخهـردن نـک

هاي رویشی در تهیه ژل آلژینات سدیم، از سه ریزنمونه
مایع MSمایع و محیط MSماتریکس آب مقطر، محیط 

و دو BAPگرم در لیتر هورمون به همراه دو میلی
. استفاده شدIAAگرم در لیتر هورمون میلی

هاي مختلف روي میزان تأثیر ماتریکس3جدول
مصنوعی باززایی و برخی از پارامترهاي رشد در بذرهاي 

ها را در دو هیبرید شاخهحاصل از کپسوله کردن نوك 
MSمورد ارزیابی، چهار هفته پس از کشت روي محیط 

اثر هیبرید و اثر متقابل هیبرید به غیر از . دهدنشان می
درصد هاي جانبی و تعداد شاخهو ماتریکس روي 

اثر داري را براي تجزیه واریانس اختلاف معنیدهی ریشه
هیبرید، اثر ماتریکس و اثر متقابل هیبرید و ماتریکس 

.درصد نشان داد1مام صفات در سطح احتمال در ت
صفات با منظور تعیین بهترین هیبرید و ماتریکسبه

درصد5در سطح احتمال استفاده از آزمون دانکن
.ارائه گردید5در شکل که نتایج مقایسه شدند

دهیریشهها روي میزان تجزیه واریانس تأثیر هیبرید و ماتریکس چهار هفته پس از کاشت بذرهاي مصنوعی نوك شاخه-3جدول 
و برخی پارامترهاي رشد

میانگین مربعات
درصد 

دهیریشه
تعداد 
ریشه

تعداد شاخه 
جانبی طول ریشه

عرض 
برگ

طول 
برگ تعداد برگ طول شاخه درجه 

آزادي منابع تغییر
ns62/15 **65/7 ns00004/0 **71/168 **17/2 **22/11 **55/110 **9/300 1 هیبرید
**62/515 **51/24 **3710/1 **38/1728 **56/1 **76/87 **16/218 **7/971 3 ماتریکس
ns95/98 **74/11 ns0205/0 **96/70 **6903/0 **75/18 **86/13 **51/54 3 ماتریکس× هیبرید 

12/78 4359/0 0137/0 19/9 0735/0 3939/0 7585/0 51/3 32 اشتباه آزمایشی
.ردادرصد و غیر معنی1دار در سطح احتمال ترتیب معنیبه:nsو **
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تأثیر نوع هیبرید و ماتریکس آلژینات سدیم روي طول شاخه، تعداد برگ، طول برگ، عرض برگ، طول ریشه، تعداد -5شکل 
هاي داراي حروف میانگین(هاي کپسوله شده آفتابگردان دهی در نوك شاخهریشه، تعداد شاخه جانبی و درصد ریشه

.)ندارندباهمداري صد تفاوت معنیدر5در سطح احتمال در هر ستون بر اساس آزمون دانکنمشابه

دلیل نیاز به هاي کپسوله شده بهزنی در نمونهجوانه
هاي کپسوله نشده ها نسبت به ریزنمونهشکافتن کپسول

و وجود ها در هفته دوم ظاهر شدهریشهدیرتر رخ داد
هاي رشد در ماتریکس کنندهمواد غذایی و تنظیم

. دهی شدافزایش میزان ریشهکننده باعثکپسوله
مشخص است در اغلب 5شکل که در طورهمان

ین مقادیر متعلق به بیشترپارامترهاي مورد ارزیابی 
به MSو ماتریکس MSماتریکس حاوي مواد غذایی 
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که حضور جاآناز . باشدهاي رشد میکنندههمراه تنظیم
هاي جانبی و هاي رشد باعث تولید شاخهکنندهتنظیم

محیط شد، در این ماتریکس نسبت به بیشترتعداد برگ 
. بودکمترها حاوي مواد غذایی طول شاخه و اندازه برگ

ین مقدار در بین پارامترهاي مورد ارزیابی مربوط به کمتر
ماتریکس آب مقطر بود که دلیل این کاهش را به عدم 

توان هاي کپسوله شده به مواد غذایی میدسترسی نمونه
ي هاکنندهاستفاده از مواد غذایی و تنظیم. نسبت داد

رشد در آندوسپرم مصنوعی سبب بهبود تمام پارامترهاي 
تمام . هاي کپسوله نشده شدرشدي نسبت به ریزنمونه

پارامترها با گذشت زمان افزایش پیدا کردند اما وجود 
وند افزایش صفات هاي رشد رکنندهمواد غذایی و تنظیم

.را بهبود بخشید
دروندر شرایط تولیدشدههاي رویشی ریزنمونه

توانند مستقیماً اي تحت شرایط کنترل شده میشیشه
ها از طریق اما اگر این ریزنمونه. تبدیل به گیاهچه شوند

کپسوله کردن با پوشش مصنوعی تبدیل به بذر 
شده و شبیه بیشترهاآنپذیري مصنوعی شوند تطابق

پوشش مصنوعی مورد استفاده . )35(شوندبذر واقعی می
ها کردن یک محافظ فیزیکی براي جنینبراي کپسوله 
اوي ـتواند حمیآندوسپرم مصنوعیکه فراهم کرده 

ها، قارچ بیوتیکهاي رشد، آنتیکنندهمنبع کربن، تنظیم
زنی را بهتر کند بدون ها و مواد دیگر باشد که جوانهکش

در منابع . )11(اینکه موجب القا تغییرات نامطلوب شود 
جلوگیري از آلودگی برايفاوتی هاي متمختلف افزودنی

کننده زنی با ژل کپسولهو افزایش میزان بقا و جوانه
.تلفیق شده است

هاي رشد کنندهو تنظیمMSاستفاده از مواد غذایی 
در ماتریکس آلژینات و استریل کردن هر دو ماده 

هاي کننده باعث افزایش قدرت زیست ریزنمونهکپسوله
توان به مواد غذایی بهبود رشد را می. کپسوله شده شد

منبع عمل موجود در آندوسپرم مصنوعی نسبت داد که 
افزایش میزان رشد گیاهان با افزودن . را داردکربن 

کننده کپسولهغذایی و کربوهیدرات به ماتریکسمواد
محققان دیگر نیز گزارش شده استاز سوي

رائوت و همکاران)3،44،43،35،34،23،22،20،9(
لاید - ، دانسو و فوردPlumbago zeylanicaدر ). 36(
و آرون کومار در برنج نیز گزارش Cassavaدر ) 18(

هاي در ماتریکس آلژینات کنندهدادند که حضور تنظیم
هاي کپسوله شده را هاي اولیه از ریزنمونهتوسعه شاخه
ترکیب ماتریکس آلژینات یک فاکتور . دهدافزایش می

بذرهاي مصنوعی را .شودمحسوب میمهم باززایی
افزودن ترکیبات کمکی به . دهدتأثیر قرار میتحت

. شودمحلول آلژینات باعث بهبود پارامترهاي رشد می
نیاز به دسترسی به عناصر معین در ماتریکس ژلی 

شود در آینده راین پیشنهاد میبناب،اي دارداهمیت ویژه
.  اي به آن شودتوجه ویژه
هاي حاصل از بذرهاي و انتقال گیاهچهسازگاري

مصنوعی به گلخانه
ها در اتاق سازگاري بسته به نوع قدرت بقاي گیاهچه

کار گرفته ماتریکسی که در تهیه ژل آلژینات سدیم به
هاي حاصل از که گیاهچهطوريشده بود متفاوت بود، به

هاي حاوي ب مقطر و ماتریکسهاي ژلی آماتریکس
هاي حاصل از نسبت به گیاهچههاي رشد، کنندهتنظیم

هاي کپسوله شده هاي کپسوله نشده و ریزنمونهریزنمونه
قدرت بقاي MSدر ماتریکس آلژینات حاوي محیط 

بیشترتوان به وقوع دلیل این امر را می. داشتندي کمتر
ماتریکس (اي شدن در این دو ماتریکس پدیده شیشه

) هاي رشدکنندهي تنظیمآب مقطر و ماتریکس حاو
.نسبت داد

اي شده به محض انتقال به هاي شیشهگیاهچه
محیط بیرون به سرعت رطوبت از دست داده و از بین 

ها از بین ها نیز تعدادي از برگدر سایر گیاهچه. رفتند
هاي جدیدي روي رفتند اما بعد از استقرار گیاه برگ

هفته بعد از انتقال،چهار. ها ظاهر شدگیاهچه
تر حاوي ي بزرگهاناهاي سازگار شده، به گلدگیاهچه

منتقل ) 1:1:1(مخلوط خاك باغچه و کود دامی استریل 
چهارهاي داخل خاك گلدان به مدت گیاهچه. شدند

هفته در شرایط اتاق سازگاري باقی مانده و در نهایت 
.به گلخانه منتقل شدندبیشتررشد و توسعه براي
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Synthetic Seed Production via Alginate Encapsulation of Shoot Tips in Two
Iranian Sunflower Hybrids (Helianthus annuus hyb. Azargol and Farrokh)

Soheila Moradi1, Mohamad Reza Azimi2, Saeid Pourdad3 and Haidar Zolnorian4

Abstract
Synthetic seeds can use as tool for applied biotechnology methods for improve the quality

and increase the production of sunflower. Shoot tips excised from in vitro proliferated shoots
were encapsulated in calcium alginate beads. The best gel complexation was achieved using 3%
sodium alginate and 100 mM CaCl2.2H2O. Maximum percentage response for conversion of
encapsulated shoot tips into plantlets was 100% after 4 wk of culture on Murashige and Skoog
(MS) medium without plant growth regulators. The regrowth ability of encapsulated shoot tips
was affected by the concentration of sodium alginate and the presence or absence of MS
nutrients and plant growth regulator in calcium alginate beads. Plantlets with well-developed
shoot and roots were transferred to pots containing an autoclaved mixture of cocopeate, perlite
and peat moss (1:1:1). Encapsulation of vegetative propagules in calcium alginate beads can be
used as an alternative to synthetic seeds derived from somatic embryos.

Keywords: Alginate Beads, Encapsulation, Helianthus annuus, Sunflower, Synthetic Seeds
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