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Extended Abstract  

1. Introduction: All the species belonging to the Asparagus subgenus are dioecious with the basic number of 

chromosomes (=10x), and the number of chromosomes varies depending on the type of species and due to 

changes in the ploidy level. Genotypes of Asparagus subgenus with chromosome number diploid (x2=20), 

triploid (x3=30), tetraploid (x4=40), pentaploid (x5=50), hexaploid (x6=60), octaploid (x8=80), decaploid 

(x10=100), and dodecaploid (x12=120) can be found. Asparagus is widely distributed in different climates of 

Iran. Asparagus officinalis L. is an edible herbaceous perennial dioecious crop species with different ploidy 

levels. One of the problems of asparagus production is the decrease in fertility due to the increase in ploidy 

levels, resulting in a reduction in seed production. The limitation of genetic resources in asparagus makes it 

necessary to use methods such as vegetative embryogenesis for the clonal propagation of this plant. One of 

the main uses of vegetative embryo is its use in artificial seed production. Hydrated artificial seeding was first 

achieved by coating alfalfa embryos. These seeds are prepared by encapsulating vegetative embryos or other 

vegetative organs of the plant in a hydrogel. So far, several methods have been used to produce artificial seeds, 

such as potassium alginate, sodium alginate, agar, gelrite, etc., among which the use of sodium alginate and 

calcium alginate has been introduced as the most successful methods. 
 

2. Materials and Methods: The current research was carried out to encapsulate tissue culture-originated 

vegetative embryos. For this purpose, the seeds of A. officinalis L. with two different ploidy levels (diploid 

and octaploid) were prepared. After washing the seeds with water and detergent, the seeds were disinfected in 

70% ethanol under a laminar hood for one minute and then placed in 30% sodium hypochlorite for 15 minutes. 

In the next step, the seeds were washed three times with sterile distilled water. Then they were established in 

the MS basic culture medium. The resulting seedlings were used for collecting five to seven-cm single-node 

explants. These single-node explants were cultured on B5 liquid media supplemented with 2 mg/L 2,4-D. 

Then they were kept in the axophyton device for 14 days in the induction phase. Afterwards, the explants 

were grown in B5 media without 2-4-D. After the emergence of vegetative embryos, the embryos were 

encapsulated using 2% sodium alginate in half-strength B5 medium containing 1 ppm of Kinetin. To harden 

the coverings of somatic embryos, a 100 mM calcium chloride solution was applied at three different time 

points of 30, 40, and 60 minutes. 
 

3. Results and Discussion: The lowest and highest percentage of germination rate among artificial seeds with 

Kinetin was recorded as T40 (25.2) and T30 (39.9), respectively. Also, the lowest and highest percentage of 

germination rate among artificial seeds without Kinetin was observed in C40 (21.7) and C60 (47.3), 

respectively.  The comparison of the average data on the germination speed between the mutual effects of mass 

and encapsulation treatment showed that the highest rate was related to the diploid seedlings obtained from 

artificial seeds treated with Kinetin, with a time of 60 minutes (AO6T60), as 14.4, and the lowest rate was 

related to the diploid mother plant (AO6P), as 9.7. Comparison of the average data of the effects of 

encapsulation treatment related to the average time required for germination shows that the highest was related 

to the 30-minute treatment (c30), as 8.1, and the lowest was related to the c40 treatment, as 2.4, and no 

significant difference was observed between the other treatments (p>0.05). Comparison of the average effects 

of encapsulation treatment in terms of length and number of stems shows that the longest stem length after 

the mother seedlings was related to Kinetin treatment 30 minutes (T30), as 6.8 cm, and this result was also 

observed for the trait number of stems. The lowest value of these traits was observed in the C60 treatment, as 

4.61 cm for stem length and the C30 treatment for stem number (4 numbers). The results of the average 

comparison between two plant populations show that the highest amount of carotenoid, total chlorophyll, 

chlorophyll a, and chlorophyll b is related to octaploid plants. Based on the results of comparing the averages 
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related to the encapsulation treatment, the highest amount of carotenoids was observed for 40 minutes with 

kinetin (T40) as 1.69 (mg/g fresh weight), and the lowest was observed for 40 minutes without Kinetin (C40) 

as 1.09 (mg/g fresh weight). In terms of chlorophyll b and total chlorophyll, the highest amount was observed 

in the mother seedlings, and the lowest was observed for chlorophyll b in C40 treatment as 1.02 (mg/g fresh 

weight) and for total chlorophyll in T30 treatment as 1.08 (mg/g fresh weight).  
 

4. Conclusion: The results of the comparison of the averages related to the mutual effects between plant mass 

and encapsulation treatments showed that in terms of carotenoid, chlorophyll b and total chlorophyll, the 

highest amount was related to the octaploid seedlings obtained from artificial seeds without 60 minutes 

Kinetin, and the lowest amount of carotenoid was related to the diploid seedlings obtained from artificial seeds 

with 60 minutes Kinetin, and in terms of chlorophyll b, it corresponded to diploid seedlings obtained from 

artificial seeds without 60 minutes Kinetin, and in terms of total chlorophyll, corresponding to diploid 

seedlings obtained from synthetic seeds without 40 minutes Kinetin. 
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 چکیده  

.  باشدمی سطوح پلوئیدی مختلف    خوراکی، دوپایه و با  چندساله علفی  محصول  ( یک.Asparagus officinalis L)  مارچوبه

محدود    دلیلبه  .  باشداز مشکلات مارچوبه کاهش باروری به دلیل افزایش سطوح پلوئیدی و به دنبال آن کاهش تولید بذر می 

  از   . یکیباشدبرای ازدیاد این گیاه ضروری می   ،رویشی  زاییجنین یی مانند  هاروش ی  ریکارگبه   مارچوبه،  ژنتیکی  منبع  بودن

های  است. پژوهش حاضر با هدف کپسوله کردن جنین   مصنوعی  بذر   تولید  در  آن   کاربرد   ،رویشی  جنین   هایاستفاده  تریناصلی 

با دو    L.A. officinalis گونه   های کشت بافتی مارچوبه انجام گرفته است. بدین منظور بذرهایحاصل از گیاهچه   رویشی

پلوئیدی پایه    . گردید  تهیه  اکتاپلوئید  و   دیپلوئید  سطح  کشت  محیط  در  گیاهچه   MSسپس  از  شدند.  حاصل،  کشت  های 

قرار داده    D-4-2گرم در لیتر میلی مایع حاوی دو   B5سانتیمتری حاوی یک گره را جدا کرده و در محیط  7تا  5های ریزنمونه 

  B5ها در محیط کشت  روز در فاز القا نگهداری شدند. پس از آن ریزنمونه  14شدند. سپس در دستگاه آکسوفیتون به مدت  

درصد  دو  ها با استفاده از آلژینات سدیم  کپسوله کردن جنین   رویشی، های  از ظهور جنین واکشت شدند. پس    D-4-2مایع فاقد  

𝟏  در محیط 

𝟐
𝐁𝟓    100از محلول    رویشیهای  کینتین انجام شد. جهت سخت شدن پوشش جنین   گرم در لیترمیلی حاوی یک  

زنی برای  کمترین و بالاترین مقادیر درصد جوانه   دقیقه استفاده شد.   60و    40،  30مولار کلریدکلسیم در سه تیمار زمانی  میلی 

  C40  (7 /21( و برای تیمارهای بدون کینتین به ترتیب  %  9 /39)  T30( و  %  2  /25)   T40تیمارهای زمانی با کینتین به ترتیب  

  ( بود. % 3 /47) C60( و %

 کشت.  طیمح  زنمونه،یر  د،یپلوئید د، یاکتاپلوئ م،یسد نات یآلژ :های کلیدیواژه 
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 مقدمه 

( مارچوبه  تیره  Asparagusجنس  به  متعلق   )

است. این جنس به طور    (aceaeAsparag(  مارچوبگان

جنس مارچوبه بومی    .گونه است  300تقریبی دربردارنده  

 Bentz etاروپا، آفریقای شمالی و آسیای غربی است )

al., 2024گونه تمام  زیرجنس  (.  به  متعلق  های 

Asparagus  ( کروموزوم  پایه  تعداد  با  (  =10xدوپایه 

هستند و تعداد کروموزوم بسته به نوع گونه و ناشی از  

پلوئتغییرات   ژنوتیپدیسطح  است.  متغیر  های  ی 

دیپلوئید    Asparagusزیرجنس   کروموزوم  تعداد  با 

(20=x2( تریپلوئید   ،)30=x3( تتراپلوئید   ،)40=x4  ،)

( اوکتاپلوئید  x6=60(، هگزاپلوئید )x5=50پنتاپلوئید   ،)

(80=x8( دکاپلوئید   ،)100 =x10  دودکاپلوئید و   )

(120=x12می  )( شوند  یافت   ,.Ranjbar et alتواند 

(. بیان شده است که همین تغییرات پلوئیدی که  2020

می رخ  جنس  این  گیاهان  در  پیوسته  صورت  دهد  به 

باشد  می جنس  این  تکاملی  راهبرد  تواند 

(Mousavizadeh et al., 2016  در مارچوبه   .)

گستردهاقلیم پراکنش  نیز  ایران  مختلف  دارد.  های  ای 

 .Aتاکنون از این جنس پنج گونه علفی دائمی شامل  

officinalis  ،A. persicus  ،A. verticillatus  ،A. 

breslerianus    که است  شده  گزارش  و  شناسایی 

متداول و  مارچوبه  ارزشمندترین  جنس  این  گونه  ترین 

 ,.Mousavizadeh et alاست )  A. officinalisباغی  

2017; Khormali et al., 2020.) 

های  مارچوبه به صورت رویشی از طریق تقسیم ریزوم

های  کردن تعداد محدودی از نسخهگیاه به منظور فراهم

شود اما این  های منتخب تکثیر داده میکلونال از ژنوتیپ

بهداشتی  روش خطر  دارای  بالا،  هزینه  بر  علاوه  ها 

بیماری )مانند  گسترش  به  .Fusarium spها   )

)جمعیت است  جدید   ,Encina & Regaladoهای 

بودن مارچوبه و افزایش سطوح پلوئیدی  (. دوپایه  2022

می را سخت  گونه  این  جنسی  بین  تکثیر  تلاقی  سازد. 

ای نیز به دلیل موانعی همچون عدم سازگاری بین  گونه

از  گونه استفاده  رو  از همین  به شدت مشکل است.  ای 

زیستروش جنینهای  مانند  رویشی  فناوری  زایی 

(Somatic embryosمی )  تواند راهکاری مناسب جهت

محدودیت این  بر  آمدن  )فائق  باشد   & Encinaها 

Regalado, 2022جنین از  (.  حاصل  رویشی  زایی 

شرایط   در  غیرجنسی  سلول  از  رویان  تشکیل 

آزمایشگاهی است که همانند جنین بذری قادر به نمو  

می و  برتری  بوده  شود.  تبدیل  کامل  گیاه  به  تواند 

روشجنین سایر  به  نسبت  رویشی  تکثیر  زایی  های 

باشد که روش مناسبی برای  غیرجنسی به این دلیل می

تکثیر کلون بوده و امکان تکثیر انبوه گیاهان وجود دارد  

(Poddar & Poddar, 2021  در معمول  طور  به   .)

القای جنین بافت،  مقادیر  کشت  تنظیم  با  رویشی  های 

در اکثر  .  شودهای رشد گیاهی کنترل میتنظیم کننده

سلول انتقال  از  پس  حاوی  موارد  کشت  محیط  از  ها 

فاقد   یا  اکسین  کمتر  مقادیر  کشت  محیط  به  اکسین 

جنین میاکسین  تحریک  به  اکسین.  شودزایی  و  ها 

عنوان اکسین مصنوعی، نقش روشنی  به  D-2,4خصوص  

د  نکندر القای جنین رویشی در گیاهان مختلف ایفا می

 Lotfi etشود )و برای ایجاد جنین رویشی استفاده می

al., 2022   ،یکی از کاربردهای اصلی جنین رویشی .)

( است  Syntheticاستفاده آن در تولید بذر مصنوعی )

(Garg & Maheshwari, 2023  .) 

های اخیر علاقه زیادی متوجه تهیه بذرهای  در سال

( بذر  Encapsulationکردن )مصنوعی از طریق کپسوله

اندام برای یا سایر  های گیاه شده است که روشی مهم 

ژرم تبادل  و  میحفظ  محسوب  گردد  پلاسم 

(Majumder et al., 2023  تکنولوژی بذر مصنوعی .)

فوق انبوه گونهالعادهاز اهمیت  های گیاهی  ای در تولید 

هایی است،  که در آنها تکثیر جنسی بذر دچار محدودیت

جنین اخیراً،  است.  در  برخوردار  رویشی  های 

کردن جهت تولید بذر مصنوعی به شدت مورد  کپسوله

گرفته قرار  تلاشاستفاده  و  برای  اند  زیادی  های 

اندامکپسوله اندامکردن  سایر  و  غیرجنینی  های  های 

  Axillaryی )محور  ای   یجانب   یهاجوانهن  رویشی همچو

buds)    ،و گرهنوک ساقه (،  nodal segments ها )ها 

( است  گرفته  (.  Poddar & Poddar, 2021صورت 

بذرهای مصنوعی مشابه بذرهای طبیعی هستند که در  
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های رویشی با یک یا بیش از یک لایه مصنوعی  آن جنین

شده میپوشیده  باعث  نهایت  در  که  شبیه  اند  شود 

تواند  شده میهای کپسولهجنین  . کپسول به نظر برسند

ژرم از  حفاظتی  اهداف  همچون  پلاسمبا  مهمی  های 

گیاهان در معرض خطر انقراض یا گیاهان با محدودیت  

جنین این  بگیرد.  قرار  استفاده  مورد  جنسی  ها  تکثیر 

مابین مراکز تحقیقاتی در   تبادل مواد  فرایند  همچنین 

 ,.Majumder et alکنند )سراسر جهان را تسهیل می

بار از  شده اولینبذر مصنوعی به صورت هیدراته  (.2023

روکش جنینطریق  شدکردن  انجام  یونجه  این   .های 

های رویشی یا سایر  کردن جنینبذرها از طریق کپسوله

میاندام تهیه  هیدروژل  در  گیاه  رویشی  شوند.  های 

روش مصنوعی  تاکنون  بذر  تولید  برای  متعددی  های 

پتاسیم سدیمهمچون  و  آلژینات،  ژلریت  آگار،  آلژینات، 

آنها   بین  در  که  است  گرفته  قرار  استفاده  مورد  غیره 

سدیم از  کلسیماستفاده  و  عنوان  آلژینات  به  آلژینات 

 Abbas etاند )شده  ها معرفیآمیزترین روشموفقیت  

2022, .al.)  ژل بین  استفاده  در  در  های  شده 

کپسولکپسوله شده،  ذکر  موارد  مانند  های  سازی 

ویژگی برخورداری  دلیل  به  همچون  آلژینات  هایی 

خصوصیات برتر یون، ویسکوزیته مطلوب، اثر سمی کم  

ژله سرعت  جنین،  نگهداری  برای  امکان  و  شدن  ای 

سازی  مدت به عنوان بهترین روش برای کپسولهطولانی

دارندجنین کاربرد  سوماتیکی  با  آلژینات.  های  سدیم 

شود  قرارگیری در کلریدکلسیم به حالت جامد تبدیل می

یون جایگزینی  دلیل  به  فرایند  این  با  که  سدیم  های 

می انجام  تغییر  کلسیم  جامد  حالت  به  آلژینات  و  شود 

 (.  Sarmah et al., 2010کند )می

  بافت   هر  مصنوعی   هایریزنمونه  مصنوعی،  هایبذر

  کامل   گیاه  یک  به توانندمی که  هستند  ی فعال  مریستمی

  آزمایشگاهی   شرایط  در   چه  را  توانایی  این   و  .شوند  تبدیل

  حفظ   نگهداری  از  پس   ،شرایط آزمایشگاه   از   خارج   چه   و

  بذرهای   فناوری (.   Abbas et al., 2022)  کنند می

  کننده   امیدوار  گیاهان  تکثیر   و  حفظ  برای  مصنوعی

  بذر   ی که گیاهان  یا   دانه   بدون  گیاهان   برای  ویژه   به  است،

  و   مطلوب  هایویژگی  حفظ  برای  و  کنندنمی  تولید   زنده

  مزایای   فناوری  این.  دارند  رویشی   تکثیر  به  نیاز  برتر

  حفظ   کار،  سهولت  فضا،   و   هزینه   کاهش  جمله   از   زیادی 

  تکثیر   اقتصادی،  مهم  و   کمیاب  گیاهان  پلاسم  ژرم

 برتر  گیاهی  هایگونه فصلی  مستقل   و  پیوسته   و   مستقل 

  را   کشورها  بین  پلاسم   ژرم  تبادل  و   پایدار  ژنتیک   نظر  از

 & Abbas et al., 2022; Garg)  کندمی  ارائه

Maheshwari, 2023  .)بذر   طور   به  مصنوعی تولید 

  و   باغی   محصولات   و   گیاهان  انواع  روی   آمیزی موفقیت

  شده   استفاده  سبزی   محصولات  جمله  از   تجاری   مهم

،  همکاران  و  Abbasi  (.Sarmah et al., 2010)  است

 و  مارچوبه  گیاه  راسی   هایجوانه  که کردند ذکر(  2020)

  پتانسیل   ، ساقه  کشت  از   حاصل   سوماتیک  هایجنین

  شرایط   در  مصنوعی  بذرهای  تولید  برای  استفاده   مورد

  مصنوعی   بذرهای   که   دریافتند  آنها  .را دارند  آزمایشگاهی 

  به  نسبت   بیشتری   سرعت  با   MS  محیط   در  یافته  رشد

  MS  محیط   در   یافته  رشد   های   دانه
1

2
  و   زنند می  جوانه  

  توسط   شده  ایجاد  ژل   ماتریس.  شوندمی  تبدیل  نهال  به

  مولار   میلی  100  و  سدیمآلژینات  درصد    2  کمپلکس

 نوک کردن کپسوله برای  روش  کارآمدترین   کلسیم کلرید

  است   آزمایشگاهی  شرایط  در  فرنگیگوجه  شاخه

(Oceania et al., 2015  .)های بذر  از   استفاده   و   تولید  

  مورد   گسترده طور  به   زمینی سیب  تکثیر  برای   مصنوعی

استگرفت  قرار  مطالعه   سازی کپسوله  بررسی.  ه 

  هایجنین  مانند)  زمینی سیب  مختلف  هایریزنمونه 

  های کشت  و  ها شاخه  نوک  گرهی،  های بخش  سوماتیک، 

  رشد   گیاهان  عملکرد  تخمین  و(  سلولی   سوسپانسیون

 ,.Schafer-menuhr et al) مصنوعی   های بذر  از   یافته 

 .  انجام شده است( 2003

بذرهای   تولید  زمینه  در  موفق  تحقیقات  وجود  با 

با   دهی  پوشش  زمان  مدت  اما  گیاهان،  در  مصنوعی 

های کپسوله شده  کلریدکلسیم برای سخت شدن جنین

به خوبی مشخص نشده است. لذا هدف از تحقیق حاضر،  

های رویشی در مارچوبه با دو سطح  ضمن تولید جنین

مدت زمان    ریتأثپلوئیدی دیپلوئید و اکتاپلوئید، بررسی  
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  ی هانیبر کپسوله کردن جن  می دکلسیبا کلر  یدهپوشش

 باشد.می ی شیرو

 ها مواد و روش

منابع  حاضر  طرح   دانشگاه  بافت  کشت  آزمایشگاه  در 

تا    1400های  طبیعی و علوم کشاورزی گرگان در سال

 انجام شده است.  1402

 مواد گیاهی

در دو سطح دیپلوئید    .A. officinalis Lبذرهای گونه  

 Mousavizadeh)گردید  بومی ایران تهیه    دیاکتاپلوئو  

et al., 2016).    پس از شستشوی بذرها با آب و مایع

شوینده، در زیر هود لامینار بذرها به مدت یک دقیقه در  

  15درصد ضد عفونی شدند و سپس به مدت  70اتانول 

سدیم   هیپوکلریت  در  فعال    30دقیقه  )کلر    2درصد 

درصد( قرار داده شد. بذرها در مرحله بعد با آب مقطر  

(  Lotfi et al., 2021شدند )استریل، سه نوبت آبشویی  

 & MS  (Murashige  و سپس در محیط کشت پایه 

Skoog, 1962  اتاقک در  بذرها  سپس  شدند.  کشت   )

روز بذرها جوانه  14کشت قرار داده شد. پس از گذشت 

شده تشکیل  گیاهان  از  )والدین    زدند.  طبیعی  بذر  از 

شد    ((pمادری) استفاده  رویشی  جنین  تولید  برای 

 . (a .1)شکل

 زایی رویشیالقای جنین

گیاهچه های  از  ریزنمونه  شده  تولید    7تا    5های 

 Mousavizadeh et)حاوی یک گره    سانتیمتری ساقه

al., 2017)    در و  شد  جدا  استریل  قیچی  و  پنس  با 

حاوی    B5  (Gamburg et al., 1968)محیط   مایع 

2,4-D    قرار داده شدند و در   رگرم در لیتمیلی  2با غلظت

  25در دمای  و    (Auxophyton Steward) آکسوفیتون  

لوکس توسط   3000ساعت نور ) 16و گراد درجه سانتی

. پس  (b1نگهداری شدند )شکل.  های فلورسنت(  لامپ

،  5نوبت آبشویی )  3ها پس از  روز ریزنمونه  14از گذشت  

دقیقه( شستشو با محیط کشت مایع استریل، به    1و    3

منتقل شدند و بعد    D-2,4مایع فاقد    B5محیط کشت  

  40کولار با بزرگ نمایی  از گذشت سه هفته در زیر بینی

)شکل.  جنین مرحله    (c1هایی  در  بودند  دوقطبی  که 

 ,.Lotfi et al)برای تولید بذر مصنوعی انتخاب شدند  

2021.) 

 هاکپسوله کردن جنین

کپسوله جنینفرایند  برای  با  کردن  رویشی  های 

سدیم )بکارگیری  محیط    2آلژینات  همراه  به  درصد( 

  B5کشت  
1

2
و     شاهد  عنوان  به  کینتین  هورمون  فاقد 

)آ  2آلژینات  سدیم   از   سدیم   نمک   اسید لژینیک درصد 

کشت  ایقهوه  جلبک  محیط  همراه  به   )B5  
1

2
حاوی    

غلظت   با  لیترمیلی  1کینتین  در  قلیاییت  گرم  با   ،8/5  

(pHسخت جهت  شد.  انجام  محلول  (  از    100شدن 

تقطیر  میلی دوبار  مقطر  آب  با  کلرایدکلسیم  مولار 

های انتخاب شده  استفاده شد. به این صورت که جنین

شدند و سپس با محلول  دیش قرار داده  داخل یک پتری

با سرنگ  آلژینات از آن  بعد    50سدیم مخلوط شدند و 

ای که در مرکز آن جنین وجود  سی به صورت قطرهسی

ور شدند. در سه تیمار  دارد در محلول کلریدکلسیم غوطه

  100دقیقه روی شیکر با    60و  40،  30زمانی به مدت  

از   نگهداری شدند. پس  به همان صورت  دور در دقیقه 

شده که حاوی جنین  گذشت این مراحل، قطرات چکانده

شکل   مصنوعی  بذر  و  شده  سخت  گرفت  بودند 

  حله بعد بذرها با آب مقطر پاکسازی . در مر(d1)شکل.

 B5شده و در محیط  
1

2
جامد فاقد هورمون کشت شدند    

کردن به صورت کامل تحت  . مراحل کپسوله(e1 )شکل.

 (.Feyzi et al., 2017هود لامینار انجام گرفت )

زنی بذور مصونوعی و  ارزیابی خصووصویات جوانه

 های رشدیشاخص

،  زنیزدن بذور مصنوعی، صفات درصد جوانهبعد از جوانه 

زنی به  زنی و میانگین زمان لازم برای جوانهسرعت جوانه

  محاسبه گردید  3و    2،  1های  ترتیب با استفاده از رابطه

گیاهچه. رسیدن  از  بعد  مطلوب،  همچنین  اندازه  به  ها 

برگویژگی تعداد گرههای رشدی شامل  زمان  ها،  و  ها 

رویشی  ظهور جوانه  اولیه  مراحل  روئیت طی  قابل  های 

ها شامل  شناسی گیاهچهگردید. صفات ریختگیاه پایش  

گیری شد و  کش اندازهارتفاع ساقه و طول ریشه با خط
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گردید  شمارش  گیاه  هر  ازای  به  ریشه  و  ساقه    تعداد 

(Lotfi et al., 2021.)   

1) 
تعداد بذرها جوانه زده  

یبذرها کاشته شده  تعداد کل 
× 100 

2) 
زنیجوانه روزانه مجموع درصد  

روز
 

3) 
تعداد  بذرها ی  جوانهزده  در  هر روز

مجموع تعداد  بذرها 
 

 
 مراحل کشت بذر مادری مارچوبه، القای جنین رویشی، کپسوله کردن جنین های رویشی و جوانه زنی بذرهای مصنوعی.  -1شکل 

a  گیاهچه حاصل از بذر طبیعی در محیط کشت=MS  ،جامدb  نمونه گیاهی در مرحله القاء جنین در محیط کشت=B5  مایع حاوی

های کپسوله شده،  =جنین dفاقد هورمون،  B5های رویشی در محیط کشت مایع = ظهور جنینc، گرم در لیترمیلی 2توفوردی با غلظت  

e بذر مصنوعی کشت شده در محیط کشت =B5 𝟏

𝟐
های اُکتاپلوئید حاصل از بذر  = گیاهچهgزنی، = بذرمصنوعی در حال جوانهfجامد،  

B5  𝟏مصنوعی در محیط کشت 

𝟐
( و T60های دیپلوئید حاصل از بذر مصنوعی دارای کینتین در آندوسپرم اطراف جنین ) =گیاهچهhجامد،  

 (.C60آندوسپرم فاقد کینتین در اطراف جنین )
Figure 1- Asparagus maternal seed cultivation stages, induction of vegetative embryos, encapsulation of vegetative 

embryos and germination of artificial seeds. 

a = plant obtained from natural seed in solid MS culture medium, b = plant sample in embryo induction stage in 

liquid B5 culture medium containing 2,4-D with 2 PPM concentration, c = emergence of vegetative embryos in 

hormone-free B5 liquid culture medium, d = encapsulated embryos, e = artificial seed grown in solid B5 1/2 culture 

medium, f = germinating artificial seed, g = octaploid seedlings obtained from artificial seed in solid B5 1/2 culture 

medium, g = diploid plantlets obtained from artificial seed with kinetin in endosperm around the embryo (T60) and 

endosperm without kinetin around the embryo (C60) 
 

   گیری رنگدانه اندازه

روش   )   Barnesاز  همکاران  محاسبه    (1992و  برای 

ک نمونهلغلظت  در  شد.  روفیل  استفاده  مارچوبه  های 

به محلول  جذب  از  میزان  استفاده  با  آمده  دست 

.  شدقرائت    645و    663های  وفتومتر در طول موجراسپکت

با استفاده  بترتیب و کل   a ،bمقدار کلروفیل  پس از آن

گرم بر گرم وزن تر  برحسب میلی 6و  5، 4های رابطهاز 

غلظت    گیریاندازهبرای  همچنین گردید.    هبنمونه محاس

نانومتر قرائت    510و    480های  ، در طول موجکارتنوئید
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از  شد استفاده  با  کارتنوئید  مقدار  برحسب    7رابطه  . 

 . شدگرم بر گرم وزن تر نمونه محاسبه میلی

4) Chl a (mg/g.fw) = 12.7(A663) – 

2.69(A645) ×V/1000×W 

5) Chl b (mg/g.fw) = 22.9(A645) – 

4.68(A663) ×V/1000×W 

6) Chl total (mg/g.fw) = 20.2(A645) + 

8.02(A663) ×V/1000×W 

7) Car (mg/g.fw) = 7.6(A470) – 

1.49(A510) ×V/1000×W 

= A  ،طول موج  = V  ،حجم نهایی محلول  = FW    وزن

 ه تر نمون

 تجزیه و تحلیل آماری

فاکتوریل  صورت به  آزمایش  طرح   بر   عاملی  دو  آزمایش 

  فاکتور .  انجام شد  تکرار   سه   در  تصادفی   کاملاً   پایه طرح

در    .A. officinalis Lاول سطح پلوئیدی مارچوبه گونه  

و   دیپلوئید  سطح  )گیاهان    دیاکتاپلوئدو  ایران  بومی 

  مدت زمان   دوم  فاکتور  ( بود و (pحاصل از بذر طبیعی)

در دو  (  دقیقه   60  و  40  ،30)  کلریدکلسیم   با   دهیپوشش

افزار  نرم  توسط  ها،داده  آنالیز.  بود  کینتین  بدون  و  با  حالت

SAS var 9.1  (2001  )استفاده   با  هامیانگین  مقایسه  و  

 شد.   پنج درصد انجام  در سطح  LSDآزمون از

 نتایج و بحث 

( نشان داد که  1نتایج حاصل از تحقیق حاضر )جدول  

)بیشترین درصد جوانه والدین  به    p  )1/72زنی مربوط 

می بذردرصد  بین  در  بیشترین  باشد.  مصنوعی  های 

دقیقه بدون کنیتین    60زنی مربوط به تیمار  درصد جوانه

(c60  )3/47    .شکل( درصد بودh1 و کمترین آن مربوط )

زمانی   تیمار  )   40به  کنیتین  بدون    c40  )7/21دقیقه 

ها تیمار  نتایج مقایسه میانگین  (.  1درصد است )جدول  

می نشان  کردن  سرعت  کپسوله  بیشترین  که  دهد 

دقیقه بدون کینتین    40زنی مربوط به تیمار زمانی  جوانه 

(c40  )2/18  است و کمترین آن مربوط به    درصد در روز

مقایسه    (.  1بود )جدول   درصد در روز  3/10(  pوالدین )

زنی بین اثرات  های مربوط به سرعت جوانهمیانگین داده

که   داد  نشان  کردن  کپسوله  تیمار  و  توده  متقابل 

های  مربوط به گیاهچه درصد در روز 4/14بیشترین آن 

دیپلوئید حاصل از بذر مصنوعی تیمارشده با کینتین با  

( و کمترین  h1( )شکل.  AO6T60دقیقه بود )  60زمان  

به گیاه مادری دیپلوئید    7/9آن   مربوط  روز  درصد در 

(AO6P 2( بود )جدول .)
 کپسوله کردن.  ماریت راث صفات گیاهی در نیانگیم سهیمقا -1جدول 

Table 1- Comparison of the average main effects of encapsulation treatment . 
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a7.49 a8.45 a17.16 a10.83 a14.16 ab1.51 a1.39 a1.34 a72.18 c10.3 p 

a8.14 bc6.35 b1.5 d4 bc3.83 ab1.50 a1.29 ab1.14 b45.49 ab15.88 C30 
a7.6 ab6.86 b1.1 b7.83 c3.33 bc1.24 ab1.22 ab1.08 c39.90 ab17.5 T30 

b2.47 bc5.85 b1.36 d4.16 bc3.83 c1.09 b1.02 b0.90 c21.77 a18.2 C40 

ab4.44 ab6.83 b1.23 bc7.16 c3.33 a1.69 a1.33 ab1.17 bc25.25 b15.82a T40 

a7.89 c4.61 b1.81 dc5.16 b5.66 ab1.53 a1.36 ab1.25 b47.33 b14.54 C60 

a6.42 c4.83 b1.31 bc7.5 bc4.33 ab1.43 ab1.21 ab1.10 bc37.02 ab17.32 T60 

P ی مادر اهانی=گ ، = C30 30 قهیدق  ،T30 قه، یدق 30 نینتی= ک = C40 40قه، یدق T40 قه، یدق 40 نینتی= ک = C60 60 قهیدق  ،T60 =

 . قهیدق 60 نینتیک 

P = mother plants, C30 = 30 minutes, T30 = kinetin 30 minutes, C40 = 40 minutes, T40 = kinetin 40 minutes, C60 = 60 

minutes, T60 = kinetin 60 minutes. 
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های اثرات تیمار کپسوله کردن  مقایسه میانگین داده

نشان   زنی  جوانه  برای  لازم  زمان  میانگین  به  مربوط 

تیمار  می به  مربوط  آن  بیشترین  که  دقیقه    30دهد 

(c30می )باشد و کمترین آن متعلق به تیمارc40     بود

معنی اختلاف  نشد  و  مشاهده  تیمارها  سایر  بین  دار 

(. مقایسه میانگین اثرات تیمار کپسوله کردن  2)جدول  

نشان می تعداد ساقه  و  نظر طول  بیشترین  از  که  دهد 

های مادری مربوط به تیمار  طول ساقه پس از گیاهچه

( بود و برای صفت تعداد ساقه  T30دقیقه )  30کینتین  

نیز این نتیجه مشاهده گردید. کمترین مقدار این صفات  

برای تعداد    C30برای طول ساقه و تیمار    C60در تیمار  

 (. 1ساقه مشاهده شد )جدول 

مطالعه بریشدر  گیاه  روی   Hyparrhenia) ای 

hirta L.)   توسطPirozi  ( همکاران  عنوان  2020و   )

های کپسوله شده  زنی جنینشد، بیشترین درصد جوانه

  100دقیقه در محلول کلریدکلسیم    40در تیمار زمانی  

مولار روی شیکر بوده است که با نتایج این آزمایش  میلی

( گزارش کردند  2017)   Sharmaو  Soniمغایرت دارد.  

  racemosus)   دارویی  مارچوبه  تولید بذر مصنوعی در  که

.A  )  های تولید شده  بذر  درصد  9/94امکان پذیر است و

شده تبدیل  گیاهچه  به  و  زدند  اساس  جوانه  بر  اند. 

در   که  عواملی  جمله  از  شد  مشخص  تحقیقاتی 

بذرهانفوذ سختی  و  مقاومت  کاج  پذیری،  مصنوعی  ی 

محلول   در  گیری  قرار  زمان  دارد  بسزایی  نقش 

می )کلریدکلسیم   ,Malabadi & Stadenباشد 

کلریدکلسیم    معرض  در  گرفتن   قرار  زمان  مدت  (.2005

  بر   توجهی   قابل  طور   به  شدن   سخت   فرآیند   طول  در 

  شده   کپسوله   ی سوماتیک  های جنین  زنیجوانه  درصد 

Vigna aconitifolia  گذاشت    تأثیر(Malabadi & 

Nataraja, 2002).    نتایج همکاران   و  Iqbalبر اساس 

  مستقل   ی مصنوعی بذرها  کیفیت   که   شد  ثابت(  2019)

  که   حالی  در  است،سدیم  با آلژینات  تیمار  زمان   مدت  از

  میلی مولار   100  کلسیمکلرید  محلول  تیمار با   دقیقه  15

  با   ی یبذرها  و  گذاردمی  تأثیر  بذرهای مصنوعی  کیفیت   بر

  محلول   تیمار با   زمان   کاهشو    کندمی  تولید   بهتر  کیفیت 

(   های   دانه  تشکیل  به  منجر(  دقیقه  10کلریدکلسیم 

. که در پژوهش حاضر نیز این  شودمی  شکننده  و  ظریف

(  2010)  همکاران   و  Sarmah  نتایج کاملا ثابت گردید.

  مختلف  های غلظت  بین  از   که   کردند   پیشنهاد 

  معرض   در   گرفتن   قرار   با   %  3ت  غلظ  ،   سدیم آلژینات

  دقیقه،   30  مدتبه  کلریدکلسیم مولارمیلی  100  محلول

  . کندمی تولید  تریکنواخت  و  گرد  شفاف،  سفت،  هایدانه

Bekheet  (2006)  3  سدیم آلژینات  که   داد  گزارش   %  

  و   جنین   بقای   میزان   بالاترین  ژل  ماتریکس   عنوان   به

  که   داد  نشان  همچنین  او.  داد  نشان  را  گیاهچه  به  تبدیل

  معرض   در  گرفتن   قرار  زمان  بهترین  دقیقه  30

مصنوعی    شدن  سخت  برای  کلریدکلسیم بذرهای 

)  Zare  .باشدمی همکاران  که  2007و  نمودند  بیان   )

گرم در لیتر روی گندم، سبب  میلی  4کینتین با غلظت  

چه به  چه و افزایش نسبت طول ساقهافزایش طول ساقه

چه گردیده است. در تحقیقی بیان شد که کاربرد  ریشه

میسیتوکنین کینتین  جمله  از  افزایش  ها  سبب  تواند 

می )شاخساره   ,Carelli & Echeverrigarayشود 

2002.) 

کردن   کپسوله  تیمار  اثرات  میانگین  مقایسه  نتایج 

می به  نشان  مربوط  ریشه  طول  بیشترین  دهد 

باشد و در بین تیمارهای کپسوله  های مادری میگیاهچه

دقیقه روی    60کردن بیشترین آن مربوط به تیمار شاهد  

می )شیکر  همهC60باشد  آماری  لحاظ  از  که  ی  ( 

)جدول   برابرند  هم  با  شده  کپسوله  بر    (.1تیمارهای 

توده   بین  متقابل  اثرات  میانگین  مقایسه  نتایج  اساس 

کپسوله و  بین  گیاهی  اختلافی  که  داد  نشان  کردن 

ی کپسوله شده از نظر طول ریشه در بین هر دو  تیمارها

توده گیاهی وجود ندارد اما بین گیاهان مادری دیپلوئید  

(AO6( و اکُتاپلویئد )AO3اختلاف از نظر طول ریش )  ه

به گونه دیپلوئید  مربوط  بیشترین آن  وجود داشت که 

 (. 2است )جدول 
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 مقایسه میانگین اثرات متقابل توده گیاهی در تیمار کپسوله کردن.  -2جدول  
Table3- Comparison of the average interaction effects of plant accession with encapsulation. 

 زنی سرعت جوانه 

Germination rate 

(G%/day) 

 طول ریشه 
root length 

(cm) 

 کارتنوئید

Carotenoid 

(mg/g) 

 bکلروفیل 
Chlorophyll 

b (mg/g) 

 کل کلروفیل 
Total chlorophyll 

(mg/g) 

 تیمارها
Treatments 

e9.76 a23.33 cd0.94 d0.79 b2.28 AO6P 

cde13.56 c1.16 d0.74 e0.31 b1.41 AO6C30 

ebcd13.56 c1.06 cd0.97 e0.29 b1.49 AO6T30 

ab19 c1.53 cd0.86 e0.25 b1.20 AO6C40 

abc18.65 c1.21 bcd1.15 e0.33 b1.38 AO6T40 
abcd16.43 c2.03 d0.69 e0.34 b1.35 AO6C60 
bcde14.40 c1.42 d0.64 e0.31 b1.24 AO6T60 

e10.83 b14 a2.08 bc1.99 a5.08 AO3P 
abc18.20 c1.86 a2.21 ab2.27 a 4.9 AO3C30 
abc18.41 c1.16 b1.01 ab2.15 a4.78 AO3T30 

abcd17.45 c1.20 bc1.23 c1.80 a4.49 AO3C40 
de19 c1.26 a2.22 a2.33 a4.76 AO3T40 

ed12.65 c1.60 a2.37 a2.38 a5.05 AO3C60 
a 20.25 c1.23 a2.21 abc2.10 a5.06 AO3T60 

AO6= گیاهان دیپلوئید  ،AO3=  گیاهان اُکتاپلوئید ،P یمادر اهانی=گ ، = C30 30قهیدق  ،T30 0 قه، یدق 30 نینتی= ک= C40 40 قه، یدق 

T40 قه، یدق 40 نینتی= ک = C60 60  قهیدق  ،T60 قهیدق 60 نینتی= ک . 

AO6= Diploid Plants, AO3= Octaploid Plants, P = mother plants, C30 = 30 minutes, T30 = kinetin 30 minutes, C40 = 

40 minutes, T40 = kinetin 40 minutes, C60 = 60 minutes, T60 = kinetin 60 minutes. 

 

 های فتوسنتزی رنگیزه 

دهد  نتایج مقایسه میانگین بین دو توده گیاهی نشان می

و    aکلروفیل  که بیشترین مقدار کارتنوئید، کلروفیل کل،  

باشد )شکل  مربوط به گیاهان اکُتاپلوئید می  bکلروفیل  

نتایج مقایسه میانگین2 بر اساس  به تیمار  (.  ها مربوط 

کپسوله کردن بیشترین مقدار کارتنوئید مربوط به زمان  

( بود و کمترین آن مربوط  T40دقیقه با کینتین )  40

( مشاهده شد. از نظر  C40دقیقه بدون کینتین )  40به

در    bکلروفیل   آن  مقدار  بیشترین  کل  کلروفیل  و 

برای  گیاهچه آن  کمترین  و  شد  مشاهده  مادری  های 

  T30و برای کلروفیل کل تیمار    C40تیمار    bکلروفیل  

)جدول   شد  مقایسه    (. 1مشاهده  از  حاصل  نتایج 

های مربوط به اثرات متقابل بین توده گیاهی و  میانگین

بیشترین مقدار   نشان داد که  تیمارهای کپسوله کردن 

کلروفیل  ک به    bارتنوئید،  مربوط  کل  کلروفیل  و 

بود. کمترین مقدار کارتنوئید    AO3C60های  گیاهچه

گیاهچه به  مقدار    AO6T60های  مربوط  کمترین  و 

به گیاهچه  bکلروفیل   از    AO6C60های  مربوط  بود. 

های  نظر کلروفیل کل کمترین مقدار مربوط به گیاهچه

AO6C40  (. 2بود )جدول 

تروسررررط   شررررده  بریرران  نرتررایرج  اسرررراس   برر 

Joseph&Randall   (1981  در گیراه فیسرررکیوبلنرد )

(F. arundinacea  مشرخص شرد که با افزایش سرطح )

  حرداکثر   و  یرابردمی  افزایش  کلروفیرل  غلظرت  پلوئیردی

  .ه اسرررت بود  در گیراهران اکُتراپلوئیرد  کلروفیرل  محتوای

Mathura  ( برا 2006و همکراران  نمودنرد کره  بیران   )

افزایش سررطح پلوئیدی از دیپلوئید به تتراپلوئید غلظت  

برابر می دو   Shariat & Sefidkonشرررود.  کلروفیرل 

( بیان نمودند که با افزایش القای سطح پلوئیدی  2021)

  کل   کلروفیل(  Satureja khuzistanicaدر گیاه مرزه )

افزایش یافت که    درصرررد 4  کارتنوئیردها و  درصرررد 30

باشرد.  نتایج فوق با نتایج این پژوهش در یک راسرتا می

( 2022و همکراران )   Naderianبر اسررراس تحقیقرات

 میزان  دررا    داریمعنی  تفراوتافزایش سرررطح پلوئیردی  

   .کندایجاد نمی گیاه داتوره  کاروتنوئیدها  و  کل  کلروفیل
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 ها فتوسنتزی.مقایسه میانگین اثرات اصلی توده گیاهی برای رنگدانه -2شکل 

Figure 2 – Mean comparison of the plant accession main effects for pigment 

 

 

 گیری کلینتیجه

  فنوتیپی   خصوصیات از نظر  نتایج نشان داد    به طور کلی 

)فاکتور    یحاصل از بذر مصنوع  یتودهدو    بین  رشدیو  

a) در  وجود ندارد  ی تفاوت یدو اکُتاپلوئ یپلوئید مارچوبه د

اعمال    یننشان داد که اختلاف ب  یجنتا  ین که ا  یصورت

نتایج این پژوهش    کپسوله کردن وجود داشت.  هاییمارت

های  زنی در بین بذرمشخص کرد بیشترین درصد جوانه 

تیمار   به  مربوط  بدون    60مصنوعی  روی شیکر  دقیقه 

زنی مربوط  و بیشترین سرعت جوانه  .( بودc60کینتین )

به بذرهای مصنوعی تیمار شده با کینتین در مدت زمان  

بیشترین   60 بود.  کلریدکلسیم  با  دهی  پوشش    دقیقه 

  تیمار در    مصنوعی  بذرهای  زنیجوانه    برایزمان لازم  

مشاهده شد. بر   کلریدکلسیم با    دهی پوشش    دقیقه   30

ا افزا  توانیم  یج نتا  یناساس  با  که  نمود    یش اثتنبات 

پوشش زمان   زنیجوانه  کلریدکلسیم با    دهیمدت 

و با کاهش مدت زمان    یافته   مصنوعی افزایش  بذرهای

  پیدا کاهش    زنیتنها جوانهنه  یدکلسیمبا کلر  ی دهپوشش

  افزایش   نیز  زنیجوانه    برایکرده بلکه مدت زمان لازم  

که  می  یشنهادپ  است.  یافته  ثبات    برایشود  اثبات 

استفاده    ولکولی م  مارکرهایاز    مصنوعی   بذرهای  ژنتیکی

حاصل    گیاهان  زیسازگارسا  یزمینهدر    همچنینشود و  

 انجام شود.  پژوهشیمارچوبه  مصنوعیاز بذر 

 ی سپاسگزار

منابع   و  کشاورزی  علوم  دانشگاه  پژوهشی  معاونت  از 

برای   گرگان  هزینهتأطبیعی  طرح مین    حاضر   های 

 .گرددقدردانی می
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