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  توليد بذر مصنوعي بوسيله كپسولي كردن رويان هاي پيكري در گياه سيب زميني
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 2 و حميد رضا عبدي2 ، رجب چوگانShohrehehsandar@yahoo.com )عهده دادر مكاتبات(1، شهره احساندار1احمد مجد

  تهيه نهال و بذر كرج موسسه تحقيقات اصلاح و. 2گروه زيست شناسيدانشگاه آزاد اسلامي واحد تهران شمال، دانشكده علوم پايه، -1

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
  چكيده 

در پژوهش حاضر، روشي براي تكنولوژي توليد بذر مصنوعي بوسيله  
 ) .Solanum) tuberosum L رويان هاي پيكري در گياه سيب زميني

يك روش موثر براي القاي رويانزايي . رقم اگريا گزارش شده است
پيكري از كشت هاي دمبرگي رقم آگريا سيب زميني ارائه شده است كه 

بذر مصنوعي در گياه سيب  گزارش نشده است، همچنين توليد "قبلا
. رويان هاي پيكري در ايران تاكنون گزارش نشده استزميني بوسيله 

. رويان هاي پيكري بوسيله يك پروتوكل دو مرحله اي بدست آمدند
-2,4  تكميل شده با MSدر آغاز روي محيط جداكشت هاي دمبرگي 

D وBAPكالوس هاي رويانزاي گره دار بر روي .  كشت شدند
 . تشكيل شدند BAP وD-2,4جداكشت ها روي محيط حاوي 

 حاوي ژيبرليك MSجداكشت هاي داراي كالوس اوليه سپس به محيط 
منجر BAP  وZتيمار با . برده شدند BAP  و(Z) زآتين, ( GA3)اسيد
در اين پژوهش .  القاي مستقيم بيشترين تعداد رويان هاي پيكري شدبه

در گويچه هاي آلژينات كلسيم رويانهاي  پيكري براي كپسولي كردن 
مثل (اين تكنيك شامل به تعليق در آوردن مواد گياهي . آزمايش شد

 رويان هاي سلولهاي گياهي ،بافت ها ،اندامها ، نوك هاي ساقه اي ،
محلول سديم آلژينات و سپس چكاندن آن در يك در يك ) پيكري

رويان هاي پيكري براي . محلول كلريد كلسيم در حال چرخش مي باشد
 پايه منتقل شدند و با سديم MSتوليد بذر مصنوعي به محيط محلول 

سديم . شدند و در  محلول كلريد كلسيم چكانده شدندآلژينات مخلوط 
. ب ترين براي كپسولي كردن بودند مناس %1 و كلريد كلسيم  %2آلژينات 

آلژينات كلسيم رويان هاي پيكري كپسولي شده در گويچه هاي % 80
 روز با 6 بدون هورمون پس از MS بذر ها روي محيط . جوانه زدند

هفته به گياهچه هاي كامل تبديل  3-4موفقيت جوانه زدند و پس از 
  .  شدند

 پيكري ، سيب زميني كشت بافت ، رويان زايي :واژه هايي كليدي 
  ،جدا كشت دمبرگي ، بذر مصنوعي ، سديم آلژينات 
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Production of synthetic seed by encapsulating 
somatic embryo in potato 
 (Solanum tuberosum L.) 
Majd. A1, Ehsandar. SH1, Choukan. R2 and Abdi. H. 
R.2 

1 Dept. of Biology, Faculty of sciences, Islamic Azad 
university , Tehran.I.R.of Iran 
2 Seed and Plant Improvement Institute, Karaj.I.R.of 
Iran 
In this research, a procedure for technology of 
synthetic seed production using somatic embryo of 
potato ( Solanum tuberosum L. ) cv. Agria has been 
reported. An efficient procedure has been developed 
for inducing somatic embryogenesis from petiole 
cultures of potato cv. Agria, which has not reported 
previously, in addition production of synthetic seed in 
potato by induction of somatic embryogenesis in iran 
has not been reported previously. A two-step protocol 
produced somatic embryo . petiole sections were 
initially cultured on 2,4 Dicchlorophenoxyacetic acid 
(2,4-D) + 6-Benzylaminopurine (BAP) supplemented 
Murashige and skoog (MS) Media. Nodoular 
embryogenic callus developed the explants on media 
containing 2,4-D and BAP. The explants with primary 
callus were subsequently moved onto MS media 
containing Z , GA3 and BAP. Treatment with Z and 
BAP resulted in the induction of the highest number of 
somatic embryos directly. In this research, A technique 
for the encapsulation of somatic embryo in calcium 
alginate beads was tested. The technique involves 
suspending plant material (i.e. plant cell, tissues, 
organs, shoot tips, somatic embryo) in a sodium 
alginate solution and then dripping it into a stirred 
calcium chloride solution. somatic embryo transferred 
to liquid basal Murashige and Skoog medium with 
sodium alginate mixture and then dripping into calcium 
chloride solution to produce synthetic seed. sodium 
alginate 2%  and calcium chloride 1% was best for 
encapsulation. Eighty percent of somatic embryo 
encapsulated in calcium alginate beads germinated. 
The seed germinated on hormone-free MS medium and 
after 6 days developed into complete plantlets 
successfully, which grew into full plants in 3-4 weeks.   
Keywords: tissue culture, somatic embryogenesis, 
Solanum tuberosum cv. Agria, petiole  
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  مقدمه
 Solanum(جهاني، سيب زميني  براساس آمار منتشر شده

tuberosum L.(  محصول عمده جهان بعد از 4يكي از
، 2007ايران در سال. گندم ، برنج و ذرت به شمار مي رود

دهمين كشور توليد كننده سيب زميني در جهان بوده است 
)Faostate 2007  .(  بنابراين يك محصول دو لپه اي و

 نوع 50سيب زميني مبزبان.غده اي مهم در جهان است
 ويروس با نژادهاي مختلف است كه مهمترين آنها

(PVY)  Y Potato virus، Potato virus X 

(PVX)  ، Potato virus M (PVM)و  )Alfalfa 

mosaic virus (AMVحمل و نقل غده هاي .  هستند
بذري آلوده در نقاط مختلف جهان موجب شيوع گسترده 

اين گياه ). Hooker,1981(اين ويروس ها شده است
كانديداي مهم براي دستكاري ژنتيكي مي باشد كه زيست 

بذر مصنوعي براي تكثير اين گياه مي تواند فناوري توليد 
پلاسم  بوجود آمدن ژرم.  كارآمد و موثر واقع شودبسيار

جديد از طريق تكنيك هاي كشت بافت و انتقال ژن توان 
بالقوه اي را براي اصلاح كيفيت ، مقاوت به بيماري هاي 

 Haberlach et(براي سيب زميني فراهم آورده است

al.,1997.(  
بذر حقيقي در همه گياهان مقدور نيست لذا تهيه بذر تهيه 

در گياه سيب . صنوعي در اين گياهان قابل توجيه استم
زميني به دليل عدم ثبات ژنتيكي از بذرهاي حقيقي نمي 
توان استفاده كرد همچنين تكثير با غده هاي سيب زميني 
سبب شيوع انواع بيماري هاي مي گردد و از آنجا كه 

زميني مشكل و پرهزينه مي باشد  انبارداري غده هاي سيب
  . بذر مصنوعي مصداق مي يابد ، كاربرد 

آن سلولهاي پيكري  است كه طي رويانزايي پيكري فرايندي
رويان پيكري از . به رويان هاي پيكري متمايز مي شوند

. باشند لحاظ ريخت شناسي شبيه رويان هاي تخمي مي
رويان پيكري ساختارهاي دو قطبي و به طور عام داراي 

ها  لپه محور زيرهاي روياني نظير ريشه چه و  اندام
رويانزايي پيكري اساس چند تواني سلولي است . باشد مي

رويان هاي پيكري متفاوت . كه مختص گياهان عالي است
از همتاي زيگوتي خود به آساني قابل رديابي هستند، 

شرايط كشت آنها به آساني كنترل مي شود و فقدان يك 
اي براي ادامه آزمايش نيست  عامل، محدود كننده

)Kawahara and Komamire,1995( . اين ويژگي
ها باعث شده اند كه، رويانزايي پيكري يك مدل براي 
بررسي حوادث ريختي ، فيزيولوژيكي ، مولكولي و 
. بيوشيميايي طي شروع ونمو رويانزايي گياهان عالي باشد

رويان هاي پيكري به صورت بالقوه كاربرد هاي زيست 
بذر  جمله مي توان به توليد فناوري زيادي دارند كه از آن

( مصنوعي، ريزازديادي و گياهان تراژن اشاره كرد 
Francisco et al.,2006.(   

رويان هاي پيكري كپسولي بذرهاي مصنوعي به عنوان 
شده مصنوعي، جوانه هاي ساقه اي، تجمعات سلولي يا 
هر نوع بافت ديگري هستند كه مي توانند براي كاشتن به 

ستفاده شوند و داراي قابليت تبديل به يك عنوان يك بذر ا
گياه در شرايط درون شيشه اي يا شرايط برون شيشه اي 

)(ex vitro مي باشندكه اين پتانسيل را بعد از ذخيره 
  .Capuano et al. 1998)  (سازي حفظ مي كنند

 اجراي تكنولوژي بذر مصنوعي نيارمند دستكاري سيستم 
ليد مقياس بزرگ مواد هاي كشت درون شيشه اي براي تو

زنده براي كپسولي كردن است كه مي توانند به گياهان 
از طريق اين سيستم، تعداد زيادي از . كامل تبديل شوند

رويان هاي پيكري يا جوانه هاي ساقه اي توليد مي شوند 
كه به عنوان مواد نوزايي گياهي استفاده مي شوند زيرا آنها 

ه، چه بعد از تيمار ساختارهاي قوي براي نوزايي گيا
 .هاي رشد هستند كننده جزيي چه بدون تيمار با تنظيم

كپسولي كردن بهترين روش براي فراهم كردن محافظت و 
  . استبذرهاي مصنوعياي به  هاي درون شيشه تبديل قلمه

بذر مصنوعي خشك، در آن دسـته از گونـه هـاي گيـاهي              
رابـر  توليد مي شود كه در آن ها رويان هـاي پيكـري در ب             

خشكي مقاوم هستند و تحمل شرايط سخت و كم آبـي را          
رويان هاي پيكري را با ماده اي به نـام پلـي اكـسي       . دارند

 مي پوشانند، بدين صورت كه رويـان هـاي           اتيلن گليكول 
پيكري در پوسته اي از جنس پلي اكـسي اتـيلن گليكـول             

اين بذر ها را  درون محفظه هود اسـتريل          . قرار مي گيرند  
 مي دهند تا خشك شوند و سـپس آنهـا را در محـيط               قرار
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 25 .                                                                                                                 ..توليد بذر مصنوعي بوسيله كپسولي كردن رويان هاي

بذر مصنوعي هيدراته،   .كشت درون شيشه كشت مي دهند     
تنها در آن دسته از گونه هاي گياهي توليد مي شود كه در             
آن ها رويان هاي پيكري بـه خـشكي حـساس هـستند و              

اين بذر هـا شـامل رويـان     . تحمل شرايط سخت را ندارند    
ك هيـدروژل مثـل آلژينـات    هاي پيكري هستند كـه بـا ي ـ      

پوسته كپسول را آلژينات كلـسيم      . كلسيم كپسولي شده اند   
. و درون كپسول را رويان هاي پيكري تـشكيل مـي دهنـد        

كپسول هاي فوق را با آب مقطر شسته و آن را كشت مـي            
   ).Hussain Ara et al.,2000( كنند 

 و همكـاران تكنيكـي را       Redenbaugh ،   1984در سال   
رويان هـاي پيكـري يونجـه       لاسيون هيدروژلي   براي كپسو 
كپسولي كردن در هيدروژل مطالعه     از آن پس،  . ابداع كردند 

چنـدين  . شده ترين روش توليد بذر مصنوعي بوده اسـت     
سديم آلژينات، آگـار، ژلريـت و       ماده مثل پتاسيم آلژينات،     

غيره بعنوان هيدروژل آزمايش شـده انـد ولـي ژل سـديم             
  . همه استآلژينات معروف تر از

يكي از دلايلي كه مـا را بـر آن داشـت تـا در توليـد بـذر                   
مصنوعي تلاشمان را به كار بنديم، عدم توليد بذر حقيقـي           

 -1: در گياه سيب زمينـي اسـت بـه دلايـل زيرمـي باشـد              
 توليـد   -2ريزش غنچه ها و گل ها قبل يا پس از باروري            

قيمي  نر ع-3گرده اندك و عدم توليد دانه هاي زنده گرده    
  خود ناسازگاري-4

  
هدف از پژوهش حاضر شناخت شرايط مناسب و بهينه 
براي القاي رويانزايي پيكري، بلوغ وجوانه زني رويان ها، 
ايجاد گياهچه هاي كامل از رويان هاي پيكري در گياه 

در . سيب زميني و توليد بذر مصنوعي اين گياه مي باشد
راي رويان زايي اين تحقيق پس از ايجاد شرايط مناسب ب

پيكري و به دست آوردن رويان ها، با استفاده از روش 
كپسولي كردن در ژل سديم آلژينات به منظور محافظت از 

زنده ماني . رويان ها و توليد بذر مصنوعي را دنبال كرديم
بذرهاي مصنوعي، رويش آنها تا توليد گياهچه هاي كامل 

  . نيز انجام شد
  
  

 مواد وروش ها

غده هاي عاري از : اي ذخيره درون شيشهگياهچه ه
ويروس گياه سيب زميني واريته آگريا از بخش تحقيقات 
سيب زميني، پياز و حبوبات آبي موسسه تحقيقات اصلاح 

غده ها پس از شتشو با . و تهيه بذر و نهال كرج تهيه شد
 دقيقه در محلول ضد 25 تا 20آب معمولي، به مدت 

 درصد فعال غوطه ور و 5م عفوني كننده هيپوكلريت سدي
غده ها در . سپس با آب مقطر استريل شتشو شدند

گلدانهاي حاوي ماسه مرطوب كاشته شده و در گلخانه 
 درجه 25آبياري غده ها در دماي تقريبي . نگهداري شدند

.  روز يك بار انجام شد4 الي 3سانتي گراد گلخانه، هر 
روزه  45 تا 30براي تهيه قلمه هاي تك گره، از بوته هاي 

قلمه هاي تك گره در محلول ضد عفوني . استفاده شد
 دقيقه قرار داده 20هيپوكلريت سديم به مدت  % 5/2كننده

شدند و سپس توسط آب مقطر استريل سه تا چهار بار 
 MS  از محيط كشت پايهml10.شتشو شدند

)Murashige and Skoog, 1962 (هاي  در لوله
 دقيقه 15شدند و به مدت ريخته ) mm200×15 (آزمايش

تك گره هاي استريل شده در محيط كشت . اتوكلاو شدند
 گرم در ليتر 30 محلولهاي نمكي، ويتامين ها، MSپايه 

 گرم در 5/6تنظيم كننده هاي رشد كه با ساكارز، بدون 
. جامد شده بودند، قرار داده شدند) Sigma(ليتر آگار 

مه هاي تك گياهچه هاي كشت بافت ذخيره بوسيله قل
تمامي هورمونهاي استفاده شده در اين . گره تكثير يافتند

استريل )  ميكرون2/0(تحقيق بوسيله فيلترهاي ميلي پور 
شده و سپس به محيط كشت اتوكلاو شده سرد شده 

  .اضافه شدند
لوله ها پس از كشت در اتاقك رشد تحت : شرايط كشت

اصل از  ساعت نور ح16شرايط كنترل شده با دوره نوري 
 3500لامپ هاي فلورسانت سفيد و زرد رنگ با شدت 

. درجه سانتي گراد قرار داده شدند 24±1لوكس و دماي 
گياهچه هاي كشت بافت ذخيره بوسيله قلمه هاي تك 

واكشت نمونه ها هر چهار هفته يك بار . گره تكثير يافتند
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انجام واكشت ها به منظور تحريك رشد بيشتر . انجام شد
 .ه هاي قدرتمند تر انجام شدو گياهچ

هاي گياهچه هاي  از دمبرگ:القاي رويان هاي پيكري
. جداكشت استفاده شد اي به عنوان هفته 4-6ذخيره

متر در يك  سانتي0,5هاي دمبرگ، به طول جداكشت
موقعيت افقي در روي پليت هاي حاوي محيط كشت پايه 

MS )2,4 ساكارز % 3تكميل شده با) 1محيط-D , 1 -

mgl 2 +BAP 1 -mgl 5/0به مدت يكماه در تاريكي  
.  درجه سانتي گراد نگهداري شدند24±1در دماي 

 به محيط كشت 1كالوسهاي تشكيل شده بر روي محيط
 mgl 4- 1 ساكارز  % 3تكميل شده با  )2محيط  (MSپايه 

  منتقلBAP 1 -mgl 1ژيبرليك اسيد وmgl1- 1زآتين و
  نگهداري شدند ساعت16شدند و درروشنايي بادوره نوري

رويان هاي پيكري : رويان هاي پيكريكردن  كپسولي
 ml گياه سيب زميني را در مرحله لپه اي جداكرده با 

ساكارز و  % 3 به همراه MSكشت پايه محلول محيط 100
سديم آلژينات استريل شده مخلوط كرديم سپس  % 2

 در يك محلول كلريد ml20 محلول بوسيله يك پي پت 
.  استريل تحت شرايط چرخشي چكانده شد %1كلسيم 

دقيقه در كلريد كلسيم 20گويچه هاي تشكيل شده به مدت
 مرتبه بوسيله آبّ مقطر استريل شده 2چرخيدند، سپس 
 ml 100كپسولهاي بدست آمده را به. شتشو داده شدند
 گرم ساكارز در فلاسك ارلن 10 وMSمحيط كشت پايه 

انيدن كامل در فلاسك پس از پوش.  منتقل كرديم ml ماير
  درجه سانتي گراد بر روي شيكر 26آن در تاريكي در 

rpm120روز بذرها را به محيط 6بعد از.  قرار داديم
  . جامد در لوله هاي آزمايش منتقل كرديمMSكشت پايه 

: انتقال گياهچه هاي حاصل از رويش رويانها به خاك
ترون در شرايط س هاي پيكري رويان هاي حاصل از گياهچه

از درون لوله هاي كشت خارج، و پس از شتشوي محيط 
اطراف ريشه با آب مقطر سترون به درون پرليت سترون 

 مرطوب در زير پوششهاي "منتقل و در شرايط كاملا
گياهچه ها طي مدت يك هفته . پلاستيكي نگهداري شدند

با سوراخ كردن تدريجي درپوش آنها مرحله سازش را 

ها  گياهچهانتقال .خشكي سازگار شدندكرده و با محيط  طي
) اتوكلاو شده(به گلدانهاي داراي خاك معمولي سترون 

  .گياهان مرحله رويشي را با موفقيت گذراندند. انجام شد
مقايـسه ميـانگين هـا بـا اسـتفاده از           : بررسي هاي آماري  

 يـا همـان طـرح        )Duncan's(آزمون چند دامنه دانكـن      
 3و براي هر آزمايش حـداقل       تنظيم  متعادل كاملا تصادفي    

 6سه ظرف محيط كشت و در هـر ظـرف حـداقل             (تكرار  
آناليز ها بـا اسـتفاده از نـرم         . در نظر گرفته شد   ) جداكشت

 . انجام شدندMSTAT- Cافزار 
  نتايج

توليد كالوس، باززايي و ايجـاد رويـان پيكـري در محـيط             
 فاقد تنظيم كننده هاي رشـد در هـيچ يـك از             MSكشت  

اي برگي، ميانگره اي و دمبرگي مشاهده نـشد         جداكشت ه 
و  قطعات جداكشت نكروزه شده و از بـين رفتنـد نمونـه              

 در.  آورده شــده اســت1اي از ايــن كــشت هــا در شــكل 
محيط هاي كشت حاوي تنظيم كننده هاي رشد كالوس ها  
تشكيل شدند و بهترين زمان براي واكشت اين كالوس ها          

تاخير در اين زمـان باعـث       .  تا چهار هفته بود    3زماني بين   
  .قهوه اي رنگ شدن كالوس ها مي شد

  نه تنها در IAA , IBA , NAAتيمارها با اكسين هاي 
كالوس زايي موثر نبودند، بلكه در ايجاد كالوس هاي 

 و 1شكل ( رويان زا  نيز  به هيچ عنوان تاثيري نداشتند 
باعث تشكيل   D-2,4، در حالي كه هورمون)1نمودار 

همچنين مقدار ). 3شكل (وس هاي رويانزا شد كال
هورمون در نتيجه آزمايش ها بسيار مهم بود، غلظت بهينه 

2,4-D  1  تا 2 براي دستيابي به كالوس زايي بين -mgl 3 
كمتر (بود، به طوري كه اين هورمون در غلظت هاي پايين 

و ) 2شكل ( فقط باعث ريشه زايي مي شد ) mgl 1- 1از 
كالوس هاي قهوه ) mgl5 -1بيشتر از (الا در غلظت هاي ب

  ).4شكل (  اي رنگ تشكيل مي شدند
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  %)برحسب( تاثير اكسين بر روي تشكيل كالوس هاي غير رويان زا و رويان زا : 1 نمودار 
  

كالوس هاي حاصل از كـشت جداكـشت هـاي دمبرگـي            
 محيط كـشت داراي     گياهچه هاي يك ماهه رقم  اگريا در       

 BA ميلي گرم در ليتر      5/0 و   D-2,4 ميلي گرم در ليتر      2
ويژگي هاي ظاهري كالوس هاي رويان زا را داشـتند كـه            

( مختلفي از رويـان زايـي        ماه مراحل    3-2پس از گذشت    
روي كالوس ها قابـل     ) رويان هاي گويچه اي، قلبي شكل     

ط محي( واكشت كالوس ها در اين محيط        .تشخيص بودند 
تاثير قابل توجهي در تكميل مراحل رويان زايي،  بلوغ          ) 1

رويان ها و در نهايت آشـكار شـدن سـاختارهاي رويـاني             
به همين علت كالوس هـا را بـه محـيط            .كامل را  نداشت   

-1 زآتـين و   mgl 4-1 تكميـل شـده بـا    MS پايـه  كشت

mgl1    ژيبرليك اسيد وBAP 1-mgl 1)   منتقـل   )2محيط
يك تا دو هفته ديگر رويانزايي شـدت   و  با گذشت     شدند

گرفت و بر تعداد رويان هاي پيكري بر روي كـالوس هـا             
  ).5شكل ( افزوده شد 

ما از رويان هاي پيكري كه در مرحله         در ادامه آزمايش ها   
اولين قدم در   . قبل پژوهش بدست آورديم، استفاده كرديم     

كشت مستقيم رويان هاي پيكري، پوشش دادن رويان هـا          
وســته هــاي هيدراتــه مــي باشــد در پــژوهش حاضــر در پ

تكنيك جديـد كپـسولي كـردن بوسـيله كلـسيم آلژينـات             
رويان هاي پيكـري گيـاه سـيب زمينـي رقـم            . استفاده شد 

ساكارز  % 3 به همراه    MSكشت پايه   آگريا را كه با محيط      
سديم آلژينات استريل مخلوط شـده بودنـد بوسـيله          % 1و  

چكانـديم،  % 5/0كلـسيم    در محلول كلريد     ml 10 سرنگ

گويچه هايي تشكيل شـدند كـه بـه محـض چكانـدن در              
كلريد كلسيم متلاشي شده و حالت كـروي نمـي گرفتنـد،      

 باعث تشكيل گويچه هايي مـي  ml10 استفاده از سرنگ 
شد كه قطر آنها بسيار كوچك بود و رويان ها در قـسمت             

به همين دليـل  نـسبت       . مركزي گويچه جاي نمي گرفتند    
آلژينـات سـديم وكلريـد كلـسيم را تغييـر داده و از              هاي  

سـديم  % 2ساكارز و    % 3 به همراه    MSمحيط كشت پايه    
 mlبوسيله يـك پـي پـت        . آلژينات استريل استفاده كرديم   

% 1 از محيط مـذكور در يـك محلـول كلريـد كلـسيم               20
چكانديم، گويچـه هـايي تـشكيل شـدند كـه بـه محـض               

ي مي گرفتند كـه در      چكاندن در كلريد كلسيم حالت كرو     
ابتداي چرخش حالـت شـفافي داشـتند وبـه مـرور زمـان              
گويچه هاي مات رنگ شكل گرفتند، همچنين اسـتفاده از          

 باعث شد رويـان هـا در قـسمت مركـزي     ml20 پي پت 
  . گويچه جا بگيرند
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 MSكشت جداكشت هاي برگي در محيط كشت : 1شكل

  بدون تنظيم كننده هاي رشد

 MSكشت جداكشت هاي برگي در محيط كشت : 2شكل
  IAA 1 -mgl 1 داراي
 MSهاي رويانزا در محيط كشت تشكيل كالوس: 3شكل

                            BAP 1 -mgl 5/0و D 1 -mgl 2-2,4داراي 
 MSكشت جداكشت هاي برگي در محيط كشت : 4شكل

  D 1 -mgl 5-2,4داراي 
 4 داراي MSه رويان پيكري در محيط كشت پاي: 5شكل 

 ميلي گرم در ليتر    Z ،1ميلي گرم در ليتر  BAP 1 و 
  GA3ميلي گرم در ليتر 

 رويان هاي پيكري  كپسولي شده با سديم :6شكل 
 )بذر مصنوعي ( آلژينات 

 درجه سانتي 26بذر هاي مصنوعي را به تاريكي در  دماي 
انتقال داديم، كه علت اين rpm120 گراد بر روي شيكر 

انه زني سريعتر رويان ها و همچنين هوادهي كار جو
در . مناسب براي تامين مواد مغذي و اكسيژن به بذرها بود

ادامه، نمو گياهچه هايي كه از بذرهاي كپسولي شده در 
بذرهاي مصنوعي .  كلسيم آلژينات رشد كردند بررسي شد

 روز شروع به جوانه زني كردند 6رقم اگريا  را كه پس از 
 روز 14بعد از . انتقال داديمMS پايه   به محيط كشت

كشت در نور فلورسانت پوسته كلسيم آلژينات تحليل 
رفت،  بذرها نمو پيدا كردند و يك ماه بعد گياهچه هايي 

 برگ بوجود 8 تا 6 سانتي متر با 15 الي 7با طول بين 
اين گياهچه ها بسيار ضعيف تر از گياهچه هاي . آوردند

 بذر كشت 20از ميان . ودندحاصل از كشت غده ها ب
 تاي آنها به گياهان كامل تبديل شدند، در حاليكه 16شده، 

 تاي ديگر بدون 2 گياهچه در كپسول باقي ماندند و 2
  . هيچ تغييري باقي ماندند
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مراحل جوانه زدن بذر مصنوعي در محيط كشت : 7شكل
MSبدون تنظيم كننده هاي رشد   

  
اهچه حاصل از بذر مصنوعي به شرايط انتقال گي :8شكل

   گلخانه اي
  بحث

مطالعات گزارش شده بر روي كشت بافت گياه سيب 
زميني اغلب به بازايي گياه از طريق اندام زايي محدود 
شده اند و مقالات بسيار كمي به رويان زايي پيكري در 

باززايي از طريق رويان زايي پيكري . اين گياه پرداخته اند
هاي جداكشت دمبرگي تاكنون گزارش نشده از كالوس 

در اين پژوهش يك روش ساده براي القاي مستقيم . است
رويان هاي پيكري از جداكشت هاي دمبرگي ارائه كرده 

روند مشابهي از رويان زايي پيكري حاصل از . ايم

 جداكشت هاي برگي گياه سيب زميني توسط 

JayaSree ست ارائه شده ا2001 و همكاران در سال.  
بر اساس نتايج حاصل از مطالعات متعدد، كالوس زايي 

 نا ممكن مي "گياهان بدون تنظيم كننده هاي رشد تقريبا
نتايج ما در اين تحقيق نيز  ). George, 1996(باشد 

نشان داد كه بدون وجود هورمون ها قطعات جداكشت 
ه نكروزه شده و از نمي توانند توليد كالوس كنند، در نتيج

واكشت كردن كالوس ها در محيط هاي . بين مي روند
كشت داراي هورمون بر روي زمان تشكيل رويان هاي 
پيكري و تعداد آنها بر روي جداكشت هاي سيب زميني 

افزايش تعداد رويان هاي پيكري به علت . تاثير داشت
واكشت كالوس ها در اين تحقيق با نتايج پژوهش هاي 

Seabrook&  Douglass مطابقت 2001 در سال 
  .دارد

عوامل موثر مهم در القاي كالوسهاي رويانزا و رويان هاي 
پيكري و باززايي گياهان شامل نوع جداكشت، سن 

تنظيم كننده . جداكشت و تنظيم كننده هاي رشد مي باشد
مي . هاي رشد، عامل مهم در تشكيل نوع كالوس هستند

 گرفت كه اكثر تيمار هايي توان در حالت عمومي نتيجه
-  مي D-2,4كه رويانزايي پيكري را القا مي كنند، مثل

 Mazrooei .توانندروي تعادل درون سلول تاثير بگذارند
 اظهار داشتند كه نوع اكسين استفاده 1997و همكاران در 

شده در آزمايش هاي رويان زايي پيكري تاثير اساسي دارد 
رترين اكسين ها براي رويان و به اين نتيجه رسيدندكه موث

 T-2,4,5 و D-2,4زايي پيكري در سيب زميني شيرين 
مي باشند نتايج آزمايش هاي پژوهش حاضر نيز نقش 

2,4-D  در تشكيل رويان هاي پيكري را تاييد مي
گزارش داد كه نمو طبيعي ) Ammirato) 1987.كند

 جايگاه رويان ها( رويان هاي پيكري نيازمند تنظيم مكاني 
بر روي بخش هاي متفاوت جداكشت و متفاوت بودن 

و زماني پيدايش ) شيب غلظت هورموني در اين قسمتها
و ) رويان ها همگي در يك زمان پديدار نشدند( رويان ها 

تنظيم كننده هاي رشد مي توانند . تمايز سلولي است
چندين تاثير در اين فرايند ها داشته باشند كه به غلظت يا 

در پژوهش . ها بستگي دارد  كارگيري هورمونبه مرحله به

      نو ساقه

(Shoot) 

 بذر مصنوعي 
(Artificial Seed)    

  (Root)    ريشه
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. حاضر، نمو غير همزمان رويان هاي پيكري مشاهده شد
 De Garcia et al., 1995اين پديده توسط

همچنين . گزارش شده استJayaSree et al., 2001و
منبع جداكشت نقش مهمي در رويان زايي دارد، جداكشت 

ند، مي هايي كه داراي سطح بالاي اكسين داخلي هست
 Jimenez and Thomas ,2006(توانند مناسب باشند 

احتمال دارد يكي از دلايل تشكيل كالوس هاي رويان  ) 
زا و رويان هاي پيكري از جداكشت هاي دمبرگي در 
پژوهش حاضر نسبت بيشتر هورمون هاي درون زا در اين 

 .جداكشت ها نسبت به ساير آنها باشد

 Zakia Latif etal.,2007دادند كه تيمار با نشان 
در كالوس زايي و ايجاد  IAA , IBA اكسين هاي 

 NAA كالوس هاي رويان زا تاثيري ندارند اما هورمون
تنها به مقدار بسيار كمي در تشكيل كالوس زايي موثر 

  .ها مشابه است اين گزارشهاي ما نيز با نتايج آزمايش.است
و سخت شدن كلسيم آلژينات با غلظت سديم آلژينات 

كلريد كلسيم و نيز مدت تشكيل كمپلكس تنظيم مي شود؛ 
ژل سديم آلژينات همراه با ي محلول حاوي % 2 "معمولا

Mm Ca+2 100 است كار مي رود و نتايج رضايت
بررسيهاي ما در اين زمينه با .  بخشي به همراه دارد

 بدست آورده  Redenbaugh et al.,1993نتايجي كه
 مواد پوشاننده يك عامل مهم غلظت. اند، هم سويي دارد

پوشش بايستي داراي مواد . در فناوري بذر مصنوعي است
تغذيه اي، تنظيم كننده هاي رشد و ساير اجزايي باشد كه 
براي جوانه زني و تبديل لازم هستند و بايد بوسيله ماشين 

 و همكاران، Ara(هاي كشاورزي حاضر قابل كاشت باشد
ينات كلسيم سهولت كاربرد و دليل استفاده از آلژ  ).2000

كپسولهاي آلژينات كلسيم با چكاندن .عدم سميت آن است
مخلوط رويان هاي پيكري و آلژينات سديم در محلول 

اين پوسته ژلاتيني رويان ها . نمك كلسيم بوجود مي آيند
را حفاظت نموده و مي تواند به عنوان آندوسپرم مصنوعي 

 Fujii,J.Ann et(د نيز به بقا و دوام رويان كمك نماي

al.,1987 .(  

هيدروژل آلژينات گزينه مناسبي به عنوان ماتريكس بذر 
مصنوعي مي باشد به دليل چسبندگي متعادل، سميت 

پايين و ژلي شدن سريع كه از مشخصات مهم براي كاربرد 
پس از تشكيل شدن كپسول، . كپسولي كردن مي باشد

از سطح شتشو با آب مقطرموجب حذف يونهاي كلسيم 
درميان مواد متفاوت كه براي كپسولي . كپسول مي شود

كردن وجود دارند، سديم آلژينات  به دليل قابليت حل 
شدن در دماي اتاق و خاصيت نفوذپذيري كامل ژل با 
كلريد كلسيم انتخابي مناسب براي رويان هاي پيكري و 

ما  ). Bapat et al., 1987. ( توليد بذر مصنوعي است
وجه به نتايج تحقيقاتي در پژوهش حاضر از سديم نيز با ت

 .آلژينات و محلول كلريد كلسيم استفاده كرديم

رويان هاي پيكري كپسولي شده توانستند به گياهچه هاي 
كامل داراي ريشه، محور زير لپه و محور ساقه برگي 

اي نياز به   ساقه- اي تكامل بيابند، تشكيل محور ريشه
 Arae et.(هاي راسي داردتشكيل و فعاليت مريستم 

al.,2000 (  نيز در گزارش هاي خود وجود مريستم هاي
ريشه اي و ساقه اي در رويان هاي پيكري را گزارش داده 

  . اند
 بذر هاي مصنوعي ساخته شده را به منظور ارزيابي در 
شرايط گلخانه كشت مي كنند و ميزان تبديل آنها به گياه 

ري از بذرهاي مصنوعي بسيا. كامل را بدست مي آورند
ايجاد شده در شرايط محيط كشت قادر به رشد مي باشند 
ولي در صورت كشت در داخل خاك قادر به رشد نيستند 
در تحقيق ما بذر مصنوعي پس از انتقال به شرايط گلخانه 
رشد مناسب خود را پيگيري كرد و به ادامه رشد خود 

  .پرداخت
 يدبذرهاي مصنوعيرغم تحقيقات گسترده درمورد تول علي

طي يك دهه گذشته، چندين مسئله مهم در مورد تجاري 
اولين شرط براي به .سازي آن پاسخ داده نشده است

كارگيري عملي تكنولوژي بذر مصنوعي توليد مقياس 
بالاي ريزازديادي با كيفيت است، كه در حال حاضر يك 

فاكتور هاي ديگري كه . جدي استء عامل محدودكننده
نه زني ضعيف بذرهاي مصنوعي هستند عبارتند عامل جوا

از عدم تامين مواد مغذي و اكسيژن، تهاجم ميكروبي، 
فناوري بذر . هاي پيكري آسيب مكانيكي به رويان

مصنوعي پتانسيل عظيمي در ريزازديادي و تبديل ژرم 
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 31 .                                                                                                                 ..توليد بذر مصنوعي بوسيله كپسولي كردن رويان هاي

به هر حال، تحقيق بيشتري . پلاسم و اصلاح نباتاتي دارد
زم است، بطوريكه مي توان براي تكميل اين تكنولوژي لا

 Arae et( در يك مقياس تجاري از آن استفاده كرد 

al.,2000.(   
گرچه در پژوهش حاضر گياهچه هاي حاصل از رشد 
بذرهاي مصنوعي رشد و نمو مناسبي داشتند، اما عاري 
بودن آنها از آلودگي هاي ويروسي و باكتريايي نياز به 

ادي سترون هستند و گياهان زي.بررسي هاي لازم را دارد
قادر به تشكيل دانه نمي باشند، زيست فناوري توليد 
بذرهاي مصنوعي براي تكثير اين گياهان كاربرد وسيعي 

هاي مصنوعي مي تواند به عنوان  سيستم تهيه بذر. دارد
 بذر. يك روش كشت و تكثير مورد استفاده قرار گيرد

مي هاي مصنوعي در صورتي بالاترين سود و منفعت را 
. رسانند كه بتوان از آنها به عنوان بذر حقيقي استفاده كرد

هاي مصنوعي مي تواند  با اين حال توليد گلخانه اي بذر
تحقيقات . راه ميانه اي جهت تكثير و ازدياد گياهان باشد

بعدي بايستي در جهت يافتن راه حلي براي افزايش 
كيفيت رويان و نسبت رشد مناسب در شرايط كشت 
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