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 گیاهی تولید هاي پژوهش نشریه
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  حاوي نیترات و آمونیومB5 تأثیر مولیبدن در محیط کشت 
  زایی رویشی دمبرگ هویج بر جنین

  
  3فر يقادر دیفرشو  2یخیمشا زیکامب، 1یتوکل میمر*

 دانشگاه باغبانی، گروه دانشیار2گرگان،  طبیعی منابع و کشاورزي علوم گاهی، دانشبانغباگروه ارشد  یکارشناسي دانشجو1
  گرگان طبیعی منابع و کشاورزي علوم دانشگاه یار گروه زراعت،دانش3، گرگان طبیعی منابع و کشاورزي علوم

 18/5/93؛ تاریخ پذیرش:  1/4/92تاریخ دریافت: 

  1چکیده
 ی،بـذر مصـنوع   یـد و تول یکیژنت هاي يکار دست یاد،ز سیاتکثیر گیاهان در مق  هاي مهم از روش یکی

  یطموجود در مح ـ ییعناصر غذا یبترک مانند یعوامل مختلف یرتأث است که تحت رویشیزایی  جنین یکتکن
ی بررس ـ یج رادمبـرگ هـو   یشیرو زایی ینجن یزانبر م یبدنمول یرتأث پژوهشاین  بنابراین قرار دارد. کشت

 یمارهـاي کشت شدند. ت زایی ینجن يالقا براي یافته ییرتغ B5کشت  یطگ در مح. ابتدا قطعات دمبرکند می
مولیبدن با عنصر  که وم بودیو آمون نیترات شکلدو  شامل B5تنها و  نیترات يکشت دارا یطشامل مح یشآزما

 یکد از . بعیدحذف گرد یگرها اضافه و از دسته د از آن يا به دستهگرم بر لیتر  میلی 99/0غلظت استاندارد 
 6. پس از گذشت یدندمنتقل گرد D-2,4 بدون یمشابه ول یطبا شرا ها ظهور جنین یطبه مح ها یزنمونهر ،ماه

 هـاي  تیمار. نتایج نشان داد در یدندمشخص گرد ید شدهتول یشیرو هاي ینو تعداد جن ها یشهتعداد ر ،هفته
آماري در این تیمارها، کاربرد  تجزیهطبق  .دترین تعداد ریشه و جنین کروي تشکیل ش بیش ،نیترات تنها شامل

تـرین جنـین کـل و     . تشـکیل بـیش  بوددار ن درصد معنی 5بر تعداد ریشه و جنین کروي در سطح مولیبدن 
و آمونیوم همراه مولیبدن در محیط کشت حضور  نیترات شکلتر مربوط به زمانی بود که هر دو  یافته تکامل

در قسـمت   يرشد قطـر  يداراها  ینجن ،نیتروژندو شکل مختلف  شاملکشت  یطدر مح ینهمچنداشتند. 
کـه   یافـت  یشرنگ سبز افـزا  هرظادر  ،مولیبدن نبودنشان داد که در زمان  یجعلاوه نتا بهبودند.  یپوکوتیله

  .است ها سیتوکنین یاحتمال یشافزا یقاز طر یلکلرف تولیدبر  هنشد یااح نیتروژنمثبت  یردهنده تأث نشان
  

  رویشی ییزا نیجن ،ومیآمون ،نیترات ،مولیبدن :یديکل يها واژه
                                                

  tavakoli.mary@gmail.comمسئول مکاتبه: * 
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  مقدمه
 یاهـان اسـت، از  انبـوه گ  یـاد ازد يبـرا  يدی ـروش جد هـاي گیـاهی کـه    ي انداما شهیش درونکشت 

 ـ  نهیدر زم پژوهش لزوم . بنابراینباشد یمی بذر مصنوع یدتولو  آوري زیستی فني کاربردها یـی  زا نیجن
ها  وضع سلول ییرتغ. گردد یآشکار م تر بیش یفیتبا ک يها نیجن یدولت براي ییها روشیافتن و  رویشی

 .شـود  نامیده مـی  ییزا ي جنینها القا در درون آن یدجد یلپتانس یجادو ا زا نیبه جن زا نیرجنیاز حالت غ
 یی،کشـت از نقطـه نظـر غـذا     محـیط مربـوط بـه ترکیـب     یاديز بسیار به مقدارتوان  را می یدهپد ینا

 ـ وم يالقـا  ینـه در زم یـادي ز يهـا  گـزارش . دانست محیطی یاو  یهورمون بـا   یـی رویشـی  زا نیفـق جن
 طور مثـال  هب). 2008 ،پور وحدت( وجود دارد یاهیمختلف گ يها گونه درکاري در محیط کشت  دست

 ـ يالقاکشت سبب  یطر از مح) با حذف ب2006( یومنو ن مشایخیو ) 2001مشایخی (  یشـی رو ینجن
 یجهو ییزا ینرا در جن يروو ر ب) اثر عناصر 2008پور ( وحدت .)2009، زاده موسوي( شدند یجدر هو

و  یـی زا انـدام  یرا ط ـ یینقش عناصر غـذا  یز) ن2008( یرکوهیز يریپ .ندمورد مطالعه قرار داد یارو خ
عناصر و  یرتأث یبررس) به 2010( همکارانزاده و  يموسو .کرد ی بررسیفرنگ گوجه یشیرو ییزا ینجن

 ـدم یشـی رویـی  زا ینکشت بر جن يها طیمحدهنده  یلتشک ییامواد غذ  الخیـري  .یج پرداختنـد رگ هـو ب
زایـی خرمـا    هاي مختلف عصاره مخمر و کازئین هیـدرولیزات بـر جنـین     ) به مطالعه اثر غلظت2011(

کشت موفقیت در  تأثیر زیادي دارد.زایی  که عصاره مخمر در افزایش جنین ندو گزارش نمود ندپرداخت
؛ 2006گیاهی تا حدود زیادي به ترکیب مناسب محیط کشت بسـتگی دارد. (فـروتن و وادیـدار،     بافت

 ـنوع و م ).2001؛ پیري، 2002آروین،  هـاي کشـت بـر تـوان      طیموجـود در مح ـ  یعناصـر معـدن   زانی
 کـه یتروژن است ن ،یشیرو ییزا نیمؤثر بر جنجمله عناصر از  دارند. یاثرات متفاوت یشیرو ییزا نیجن

 يا ژهیو یتاز اهم یشیرو ییزا ینجن يالقا برايکشت  يها طیمح ترکیب درآن مختلف  اشکال حضور
 يدر القا نیتراتو تازاوا معتقدند که  ینرتچون را گرانی پژوهش. )2010زاده،  موسوي( برخوردار است

نـوع   هـا  از آنبرخی ). به عقیده 1969و تازاوا،  ینرت(را نماید یم یفارا ا ینقش مثبت یشیرو هاي  ینجن
موجود در  نیتروژنزایی رویشی نقشی نداشته و تنها غلظت  در جنین احیا صورت احیا یا غیر به نیتروژن

 تـر  بـیش کـل بنـا بـه عقیـده      در .زایی رویشی دارد در جنین اي ه کنند محیط کشت است که نقش تعیین
 باشد (مشایخی، رویشی میزایی  شده شرط اساسی براي تحقق جنین احیا نیتروژنحضور  گران پژوهش

در  نیتـروژن خـود پـی بـرد کـه نـوع       هـاي  ) در طی آزمـایش 2000که مشایخی ( در صورتی ).2007
  کند. می ایفاها نقش مهمی  جنین شناسی ریخت
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هان مولیبدن است که کمبود آن، دامنه تغییرات گوناگونی را  دیگر عناصر ضروري براي رشد گیااز 
 یبـدن مول يدارا یم. وجود دو آنزآورد ها پدید می  هاي برخی آنزیم  ر فعالیتدر ساختار ترکیبات آلی و د

بـه   نیتـرات بعـد از جـذب   . ثابت شده است یبه خوب کتازدر  نیتراتو  یتروژنازن یعنی یعال هان یادر گ
عنـوان   گیرد. عنصر مولیبدن به میصورت  ردکتاز نیترات احیاي آن به نیتریت توسط آنزیم  ،درون سلول

 يهـا   نشـانه معتقـد اسـت   ) 1995(مارشـنر   .)1995(مارشنر، شود  کتاز محسوب میرد  آنزیم نیتراتکو
  دارند، غالب است. یبدنکه کمبود مول هانی یادر گ نیتروژنکمبود 
هـاي رویشـی    ترین منابع تولید بذر مصنوعی، جنین که یکی از مهم ، با توجه به ایناین پژوهشدر 
شناسی  شکل، ریخت بر و آمونیوم نیتراتبا مولیبدن همراهی  به بررسی اثر باشد، مناسب می شکلداراي 

  .شد، پرداخته B5در محیط کشت  دست آمده از دمبرگ هویج هب هاي جنینو میزان تشکیل 
  

  ها روشمواد و 
این بررسی در آزمایشگاه کشت بافت گروه باغبانی دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی گرگان 

 اسـتریل  شرایطو شستشو با آب مقطر در  ضدعفونیپس از هویج رقم نانتس بذور ابتدا د. انجام گردی
(که یک محیط کشـت عمـومی و    MS هاي پایه محیط کشت نصف نمک شامل جامد محیط کشتدر 

 یمتقس ـ متري سانتی 1 هاي به قطعه ها آن هفته، محور زیرلپه 4. پس از گذشت ندکشت شدرایج است) 
ه و درون منتقل شدیتر) ل یلیم 100گرم در  یلیم D )10-2,4داراي  B5 کشتمحیط  شاملو به ظروف 

هـاي   منظـور تهیـه محلـول    به. )2007(مشایخی،  ندقرار گرفتزایی  القاي جنین برايآکسوفیتون دستگاه 
تـأمین سـایر عناصـر     بین عناصر غذایی آن محیط حذف و بـراي  ذخیره، ترکیب مربوط به هر تیمار از

ها بر حسب   نبوده و حذف شده بودند، معادل آن کیب محیط کشت که مدنظر این بررسیتر موجود در
پتاسـیم بـه    نیتـرات جاي حـذف   هعنوان مثال ب به .)1وزن مولکولی به محیط کشت افزوده شد (جدول 

علت  دیگر به محیط کشت اضافه گردید. کازئین هیدرولیزات به شکلو پتاسیم به  نیتروژنهمان اندازه 
احیا شده حذف گردیـد.   نیتروژنعنوان  کلی و بدون جایگزینی بهورط ود اطلاع کافی از ترکیب آن بهبن

کشـت   یطبه مح ـ تیمار مربوطهتهیه و در  يا یک از مواد مورد بررسی محلول ذخیره جداگانه هر يبرا
رئالیزاسیون هاي مشابه بدون اکسین یعنی مرحله  یک ماه پس از آن، عمل واکشت در محیط افزوده شد.

هفته از  6پس از گذشت هاي گیاهی انجام گردید.  شده زیر اپیدرم نمونه هاي القا جنین 1با هدف ظهور
                                                
1- Realization 
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هـا از جملـه     ي ریزنمونـه ظـاهر  ییراتتغ یزو ن شده یدتول ي رویشیها  نیتعداد جن شروع رئالیزاسیون،
متصـل بـه کـامپیوتر     1یمـدل سـان  با استفاده از دستگاه استرئوسـکوپ   زایی یی و کالوسزا هیشر یزانم

تجزیـه و  سـپس   .نرمال شـدند  2استفاده از تبدیل جذريها با  داده .برداري شد عکساز آن شمارش و 
هـا بـا اسـتفاده از      مقایسه میـانگین  وتکرار  4تیمار در  4طرح کاملاً تصادفی با  در قالبها   تحلیل داده

  .)1998(سلطانی،  گردیددرصد انجام  5و  1 هاي حدر سط SASافزار آماري  نرمو  LSDآزمون 
  

  .در طی آزمایش ها  آنجاي  شده بهو مواد جایگزین  B5ترکیبات حذف شده از محیط  -1جدول 
 ترکیبات جایگزین ترکیبات حذف شده  ها تیمار  ردیف

  Casein hydrolysate  مولیبدن بدوننیترات، آمونیوم و  شامل یطمح  1
O2H2 . 4MoO2Na O2H10 . 4SO2Na 

  - Casein hydrolysate مولیبدن ينیترات، آمونیوم و دارا شامل یطمح 2

  مولیبدن بدونآمونیوم و  بدوننیترات،  شامل یطمح 3
4SO2)4NH(  

O2H2 . 4MoO2Na  
Casein hydrolysate  

4MgSO  
O2H10 . 4SO2Na  

-  

  )4SO2)4NH مولیبدن يآمونیوم و دارا بدوننیترات،  شامل یطمح 4
Casein hydrolysate  

4MgSO  
-  

  شد.و به محیط کشت افزوده اساس وزن مولکولی عناصر و نمک مورد استفاده محاسبه مقدار معادل ترکیبات جایگزین، بر* 
  یتر به محیط کشت افزوده شد.بر ل گرم یلیم 99/0با غلظت استاندارد  یبدنعنصر مول **
  

  و بحث یجنتا
در مـواد گیـاهی   اندازه ریشـه   وتشکیل بر  لف نیتروژنمخت اشکالد که ادست آمده نشان د هج بنتای

 3زا جنین هاي سلولی پیش  دهنده تمایل توده نشان این حالت .)2(جدول  ي دارددار اثر معنیمورد کشت 
تمـایز  باشد که آن هم نوعی تأثیر بر  میکار رفته  هب نیتروژنتأثیر نوع  تحت ها  به تکامل ریشه و رشد آن

  .استجنینی  جنینی یا شبهابتدایی در تکامل 
  

                                                
1- Sunny 
2- 5.0X   
3- Pro-Embryal Mass 
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 یـوم و آمون نیتـرات  شـامل   کشـت  هاي یطدر مح ییدنتحت اثر مول یشه،تشکیل و اندازه رتجزیه واریانس  -2جدول 
   براساس میانگین مربعات.

 اندازه ریشه تعداد ریشه زا توده ریشه درجه آزادي منبع تغییرات

 067/0** 70/446*  73/211** 3 تیمار

  003/0  69/84  73/13 12 خطا
  درصد. 1ي در سطح احتمال دار معنی** درصد و  5ي در سطح احتمال دار معنی* 
  

و آمونیـوم در   نیتـرات  شامل  تهاي کش حیطم در ریشه، تحت اثر مولییدن تشکیل و اندازه میانگین مقایسه -3 جدول
  یزاسیون.رئال مرحله
  یشهاندازه ر  تعداد ریشه  زا کالوس و توده سلولی ریشه  تیمار

  b57/1 b01/2 b8/0  مولیبدن ) محیط شامل نیترات، آمونیوم و بدون1(
 b7/0 b47/1 b76/0 نیترات، آمونیوم و داراي مولیبدن ) محیط شامل2(

 a91/15 a17/22  b8/0  مولیبدن شامل نیترات، بدون آمونیوم و بدون) محیط 3(

 a20 /10 a23/17  a05/1  آمونیوم و داراي مولیبدن شامل نیترات، بدون) محیط 4(
 ندارند. درصد 5 احتمال سطح در LSDبراساس آزمون  داري معنی اختلاف ستون هر در مشترك حروف داراي اعداد *

  
نیترات و آمونیوم تشکیل ریشه  شکلدر محیط داراي دو این است که  3توجه در جدول  نکته قابل
 نیتـرات دهنده تـأثیر   له نشانأاین مسش یافت. کاه داري یطور معن هتنها، ب نیترات يدارا یطنسبت به مح

در ایـن  شـاید  اي درخور توجه است.  باشد که خود پدیده جا) می ههاي ناب زایی (ریشه به تنهایی بر اندام
که باعـث   طوري هب آن بودهمعمول احیاي روش  ی غیر ازصورت به نیتراتمصرف و  ساز و حالت سوخت

 ،شـود  مشـاهده مـی  ه چ ـ زیرا چناندارد  يتر نیاز به بررسی بیش بروز این پدیده شده است. این فرضیه
  یزیکآبس ـ یداس ـهمانند جا نیترات  در اینکاهد.  میزایی  بر ریشهآن توسط مولیبدن از این تأثیر  احیاي

شـود در   که گفتـه مـی   این . بر خلاف)2006و همکاران،  شاکري( گردد یم ییزا یشهدر ر یعباعث تسر
گردد که  اما در این بررسی مشاهده می نماید زایی جلوگیري می از ریشه ها، نیتروژن  مقابل کربوهیدرات

  ).1ل (شکدهد  نیترات تولید ریشه را افزایش می
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  کشت مورد استفاده قرار گرفت. یطدر مح یتروژنعنوان تنها منبع ن به نیتراتکه  یزمان زا یشهر کالوس یلتشک - 1شکل 
  

زا  سـمت تولیـد تـوده سـلولی ریشـه      ذف آمونیوم از محیط، شرایط را بهعبارت دیگر در اینجا ح به
 هایی که براي تولید ریشه لازم اسـت در حضـور هـر دو     آنزیم علاوه به احتمال زیاد هب .کند هدایت می

خـود پـی    هاي ) نیز طی پژوهش2010روستا (یابد.  نیتروژن و یا حتی همراه با مولیبدن تغییر می شکل
هاي هوایی را کـاهش    عنوان تنها منبع نیتروژن استفاده گردد، نسبت ریشه به اندام ونیوم بهبرد که اگر آم

با نتـایج   طور دقیق آید که به می دست  که نتیجه معکوس در اثر استفاده از نیترات به دهد، در صورتی می
 ند.ک این بررسی مطابقت می

نیتـرات و   شـکل هر دو  شاملدر تیمار  هدست آمد هاي به  شایان ذکر است که در این بررسی جنین
افـزایش اکسـین    کـه حـالتی شـبیه بـه     رشد قطري در ناحیه هیپوکوتیل بودندترین  داراي بیش آمونیوم
میزان کافی اسیدهاي آمینه مـورد نیـاز بـراي     برده رسد در تیمار نام نظر می به. )2(شکل  باشد میدرونی 

ها باعث افزایش میـزان اکسـین درونـی     آن نداشتن عالیتف کهاکسیداز  -IAAهایی مانند  ساخت آنزیم
تواند توجیهی براي رشـد همـه    این امر می بنابراین .باشد )، فراهم نمی2001 ،و کرکبی منگلگردد ( می

حضـور  کـه دریافتنـد   ) 2009هاي سـان و همکـاران (   با توجه به یافتهعلاوه  هب. جانبه هیپوکوتیل باشد
نیز بـه ایـن دلیـل    رشد قطري هیپوکوتیل رسد  نظر می گردد، به میداخلی  مولیبدن باعث افزایش اکسین

 و نیتـرات  زمـان  آنزیمی که در اثر کاربرد هم نتیجه گرفت سامانهتوان  میاز طرفی  افزایش یافته است.
یـا در اثـر    سـاخت  فرآیندکند که طی  تشکیل موادي فراهم می شود، شرایطی را براي ونیوم فعال میآم
 قطـري کنـد و رشـد    ها بـه یکـدیگر تغییـر مـی      ی و یا نسبت آنهاي گیاه  ها هورمون  مدن آنوجود آ به

  .)2006، و نیومن مشایخی( دهد میزان اکسین درونی بسیار حساس است را افزایش می هیپوکوتیل که به
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  وتیل).(رشد قطري هیپوک زمان صورت هم ، آمونیوم بهنیتراتجنین اژدري در محیط داراي  -2شکل 
  ).یابد تر باشد، قطر هیپوکوتیل نیز افزایش می چه احیاي نیتروژن بیشهر(ب) تیمار داراي مولیبدن ( و مولیبدن (الف) تیمار بدون

  
مشـاهده  انجام گردیـد،   بدون مولیبدناما مولیبدن با تیمار مشابه  دارايتیمار نیترات  اي که بین یسهمقادر 

اندازه ریشـه  از حیث  اما نداردوجود داري  تفاوت معنیتعداد ریشه زا و  ریشه ماندااز نظر تعداد  ها شد بین آن
 یبررس ـ همین تر بود. داراي مولیبدن بیش نیتراتکه اندازه ریشه در تیمار  طوري به ،بود دار یمعنها  آناختلاف 

ه حـذف مولیبـدن   نشـان داد ک ـ کار برده شـد،   به زمان صورت هم و آمونیوم به نیتراتي که در مورد دو تیمار
شـد احتمـال    یـان کـه ب طور است. همان  ه داري از نظر تمامی صفات مربوط به ریشه ایجاد نکرد تفاوت معنی

عنـوان   (به شود میزایی  یشهمؤثر بر ر دار نیتروژنترکیبات  یدتولباعث  ،از محیط کشتآمونیوم حذف  رود یم
در  نیتـرات مسیر بیوشـیمیایی   اما گردد). زایی می هکند که منجر به ریش مثال غلظت خاصی از اکسین تولید می

 شـود  مـی  ،زایـی دارد  که اثر منفی بر ریشه سیتوکنینشاید باعث کاهش تولید  و کند  میتغییر  یومحضور آمون
بـه   مختلـف نیتـروژن   اشکالآید که  وجود می فرضیه جدیدي بهجا  در اینبنابراین  ).2001 و کرکبی، (منگل

متناسب با نـوع  مسیرهاي بیوشیمیایی خاص و سري  د درون گیاه یکنتوان می با یکدیگر ترکیب درتنهایی یا 
  هدایت کند.و رفتار مواد گیاهی را در مسیري ویژه را فعال نموده  محیط

  
و آمونیـوم   نیتـرات  شامل  هاي کشت یطحم در هاي رویشی، تحت اثر مولییدن ینجنتجزیه واریانس تعداد  -4جدول 

   ن مربعات.براساس میانگی
  جنین کل  نئومورف  گیاهچه  اژدري  قلبی  کروي  درجه آزادي  منبع تغییرات

  51/1508*  16/17**  66/1**  49/16**  33/200*  71/16**  3  تیمار
  79/138  08/0  005/0  90/0  42/20  49/0  12  خطا

   درصد. 1ي در سطح احتمال دار معنی** درصد و  5ي در سطح احتمال دار معنی* 

 ب الف
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از نظـر تعـداد   بر مراحل مختلـف جنینـی    متفاوت نیتروژن اشکالدهد که  نشان می 4نتایج جدول 
  .گذار استنیز تأثیرکل هاي  تعداد جنینو  ، نئومورفجنین کروي، قلبی، اژدري، گیاهچه

  
و  نیترات شامل  هاي کشت یطحم در یشی تولید شده، تحت اثر مولییدنروهاي  تعداد جنین میانگین مقایسه -5 جدول

  یزاسیون.رئال ونیوم در مرحلهآم
 جنین کل نئومورف گیاهچه اژدري قلبی کروي  تیمار

 b05/2 b45/9 a00/5 b70/0 b91/2  b23/28 مولیبدن ) محیط شامل نیترات، آمونیوم و بدون1(

 c70/0 a98/16 a53/3 a99/1 a02/5 a52/48 نیترات، آمونیوم و داراي مولیبدن ) محیط شامل2(
 a35/4 c94/1 b70/0 b70/0 c70/0 c12/7  مولیبدن نیترات، بدون آمونیوم و بدون) محیط شامل 3(

 a14/5 bc43/2 b12/1 b70/0 c70/0 c83/8  آمونیوم و داراي مولیبدن ) محیط شامل نیترات، بدون4(

LSD )05/0(  12/1 22/7 52/1 11/0 45/0 84/18 
  ندارند. درصد 5 سطح در يدار معنی اختلاف ستون هر در مشترك حروف داراي اعداد* 

  باشند. می 5/0علاوه  اعداد داخل جدول جذر اعداد اصلی به** 
  

ویـژه   زایی و به دهد که مصرف نیترات و آمونیوم هر دو با هم جهت جنین نشان می 5نتایج جدول 
 ـ2باشـد (تیمـار    ها لازم مـی   جنین در شناسی ایجاد تعادل ریخت  کـه در ایـن تیمـار تعـداد     طـوري  ه). ب

اسـتفاده شـد،    نیتـرات  شـکل تنهـا بـه    ي و جنین کل نسبت به زمانی که نیتروژنهاي قلبی، اژدر جنین
 ،مورد استفاده نیتروژن فرمشود که  عبارت دیگر در اینجا مشاهده می چندین برابر افزایش یافته است. به

هـا را   تکامـل آن کند و بـه نـوعی درجـه     ها را تا مرحله خاصی از تکامل جنینی هدایت می فقط جنین
جاي نیترات که باعث تمایز و تشکیل  ) وقتی به1981هاي والکر و ساتو (  یافتهنماید. طبق  مشخص می

گردنـد. ایـن ترکیبـات     هاي رویشی ظاهر می  آمونیوم به محیط غذایی اضافه شود جنین  گردد، ریشه می
 وسـاز  سوختایی رویشی از طریق اثر بر ز طور مستقیم و یا غیرمستقیم بر جنین توانند به دار می نیتروژن

باشد  هان می ایندول استیک که یک اکسین طبیعی و غالب در گیااسید هاي رشد گیاهی مانند   کننده تنظیم
). 2007(مشـایخی،   ایـد اثـر نم  سیتوکنینو یا بر سنتز  هان لازم است براي رشد و نمو گیاو وجود آن 

گیـاه   انجام شده روي محیط کشـت سـلولی   هاي پژوهشحاصل  و همکاران از نتایج هالپرین علاوه  هب
هاي رویشی لازم   جنین القا برايصورت آمونیوم  هشده و ب احیا شکلبه  نیتروژنهویج، دریافتند که تنها 

جنـین  ، )1995(تـورپ  بـه گفتـه   ). 1966هـالپرین،   ؛ 1965هـالپرین و وتـرل،    باشـد (  و ضروري مـی 
کنـد امـا وجـود مقـدار مشخصـی از       تنها در حضور نیترات رشـد مـی   ،هاي هویج  یافته در کشت شکل
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شود بدون وجود  که گفته می این خلافبر سلولی نیز براي بروز این پدیده ضروري است. آمونیوم درون
هـا در محیطـی کشـت      امکان ندارد اما در این بررسی مشاهده گشت که وقتی نمونه زایی آمونیوم جنین

هـاي    کـه یافتـه   ل شدصورت نیترات بود، تعداد زیادي جنین گلبولی تشکی ط بهآن فق نیتروژنشدند که 
زایـی   باعـث جنـین   DNA). نیترات با متیله کردن 4و  3کند (تیمارهاي  ) را اثبات می2000مشایخی (

 ـ .نـدارد  این امر نقشیآمونیوم در رود  احتمال می و) 1995(نیومن، گردد  می  يهـا  یدر بررس ـ ینهمچن
 عـلاوه  بـه  هاي آزاد شده دارد.  رابطه مستقیم با تعداد جنین یتروژنمقدار ن ) مشاهده شد که2008( یريپ

ترین گیاهچه تولیدي را به خود اختصاص داد که  بیش نیتروژن شکلهر دو  شاملدر این بررسی تیمار 
 ـ مختلف نیتروژن اشکال زمان هم و ضروري حضور گر اثر مثبت این امر بیان هـاي    ینبر تکامل بهتر جن
دلیل حضور مولیبدن دلیلی  تر نیتروژن به احیاي بهتر و بیش برده . همچنین در محیط نامباشد تولیدي می

  .)3(شکل باشد  مضاعف براي این پدیده می
  

  
  

  .همراه با مولیبدن نیتروژن شکلهر دو  شامل B5کشت  گیاهچه تولیدي در محیط -3شکل 
  

مختلـف   يهـا   متفاوت در غلظـت  هاي یماررا با استفاده از ت یهفرض ینا 2000در سال نیز مشایخی 
 ،نماید ها را مشخص می  تعداد جنین نه تنها نیتروژننمود که نوع  بیان يو .اثبات کرد 1یومسولفات آمون

  ).2000گردد (مشایخی،  مینیز  وجود آمده هي بها  جنین عمیق در شناسی بلکه باعث تغییر ریخت
ط نیترات و آمونیوم آثـار مفیـدي بـر رشـد و نمـو گیـاه دارد، از جملـه        شایان ذکر است که مخلو

گـردد   ATPو بهبـود بخشـیدن تولیـد     pHباعث ذخیره انرژي، به حداقل رسـاندن تغییـرات    تواند یم
اسـت.    هدهان اثبات ش ـ ). اهمیت میزان نسبت نیترات به آمونیوم در طول رشد و نمو گیا2010(روستا، 

                                                
1- (NH4)2SO4 
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سلولی که منجر به باززایی گیاه از کالوس جنینی  اولیه رویدادهايدریافتند که  )1990(گریمز و هوگز 
نسـبت   ومـولار   میلـی  25-45 بینتأثیر محیطی است که نیتروژن کل آن  شود، تحت در برنج هندي می

جـورج و   ).1993باشـد (جـورج و همکـاران،    متغیـر   50:50-15:85 یون نیترات به یون آمونیوم بـین 
تـأثیر نسـبت نیتـرات بـه      تحـت  ،هـان  که وقوع تمایز و رشد در گیـا  نمودندرش گزا) 1993( همکاران

نسبت تغییر آن بسیار کم باشد. یعنی در مراحل مختلـف رشـد و نمـو ایـن      که يطور هآمونیوم است، ب
که تغییر این نسبت ممکن است کم باشد ولی اثر زیادي بر پدیـده   این بر خلافاست و  یرها متغ  نسبت
افتد. نیترات یون مثبت و آمونیوم منفی  . البته از نظر بار الکتریکی نیز این پدیده اتفاق میگذارد می تمایز

نتایج  شوند. بنابراین ی داخل سلول را باعث مییون شوند. سلولی می منجر به تعادل یونی درون است که
رج و مزرعـه نیـز   بـه محـیط خـا    گـردد بلکـه   هاي کشت بافت نمـی  این بررسی تنها محدود به محیط

تر محصول  تولید بهتر و بیش آورد که کشاورزان براي وجود می  یافته و این فرضیه و پیشنهاد را به تعمیم
هاي فیزیولوژیک انجام شده در گیاه  استفاده نمایند تا تمام جنبه نیتروژنمختلف  اشکالترکیبی از  باید

  وظیفه خود را به خوبی انجام دهند.
  

    
  .همراه با نیترات و آمونیوم B5 جنین تشکیل شده در محیط کشت -4شکل 

  الف) بدون مولیبدن و ب) همراه با مولیبدن
  

 )،4و  3(تیمارهـاي  تنهـا   نیتـرات  خلاف تشکیل جنین در محیط کشت شاملبرذکر است که  قابل
در محـیط کشـت    یـوم و آمون نیترات شکلترین جنین تشکیل شده مربوط به زمانی بود که هر دو  بیش

 ).4رسـید (شـکل    جنین می 1000-1200حدود  ها به تعداد آنکه در هر تکرار  طوري ه. بحضور داشت
 یـواره د يتنهـا دارا  نیتـرات  شـامل  هاي یمارکشت نسبت به ت هاي  یطمح ینشده در ا یلتشک هاي  ینجن

صـورت    بـه  شـده ن احیـا شـده و احیـا    نیترات وجودلزوم  گر یان) که ب5 (شکل بودند يتر منظم یسلول

 ب  الف
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دهنده تمایل  جنین کروي نشان  کننده منسجم احاطه وجود دیواره سلولی ناصاف و غیر. باشد یم زمان هم
م ییکی از علا این. بنابر)2007، مشایخی( زا است جنین هاي سلولی پیش ها به بازگشت جنین به توده آن

اثـر قـاطع مـس بـر     تواند به  این امر میکه  بودهها  یافته سطح صاف آن هاي کروي تکامل تشکیل جنین
عنـوان   تر مس به نقش بیش). 1995(مارشنر،  مرتبط باشد یسلول هاي  یوارهد یمیاییش یبو ترک یلتشک
(مارشـنر،   باشـد  مـی  اکسیداسیون و احیـا هاي   ر واکنشها د  اساس اتصال آن با آنزیمغذایی گیاه بر  ماده

 بـدون وابسته است و جذب آن در محـیط   یط کشتموجود در مح نیترات یزانم ). جذب مس به1995
شـده در   وجـود نیتـروژن احیـا   از طـرف دیگـر،   ). 1993یابد (جورج و همکـاران،   نیترات کاهش می

گلوتـامین   هایی مانند  قالب اسیدآمینه یا در آمونیوم شکلزایی مورد نیاز است. این ممکن است به  جنین
وژن، ). آمونیوم در فرآیند جـذب نیتـرات، تثبیـت نیتـر    1993یا آلانین تأمین شود (جورج و همکاران، 

 ینبنـابرا شود.  هاي آمینه و همچنین در مرحله ذخیره پروتئین و فسفریلاسیون تولید می زدایی اسید آمین
 یزانبودن م اهمفر یلدل حضور دارد، به یومو آمون نیترات کلشکشت آن هر دو  یطکه در مح یماريدر ت

  .گیرد یبهتر صورت م یسلول یوارهد یلتشک تر مس، و جذب بیش مختلف اشکالدر  نیتروژن
  

  
  وتنها  نیترات شامل B5(الف) محیط کشت  در کروي تولید شده  مقایسه جنین -5شکل 

  بود (تفاوت در منظم بودن دیواره جنین). و آمونیوم نیترات شکلهر دو  (ب) محیطی که شامل
  

به مقدار نیترات جذب شده بستگی  ردکتاز نیتراتبیان داشت که فعال شدن آنزیم  )2000شیلینگ (
با توجه به علاوه  بهگردد.  زیاد میفعالیت آن و یا  تولیداین آنزیم نیز  ،دارد و با حضور و یا افزایش آن

 ردکتـاز   نیتـرات است که باعث افزایش فعالیت  یترات به تنهاییاین حضور ن) 2000( مشایخیگزارش 
 نیتراتکند. همچنین تکامل جنینی به نوع  عبارت دیگر میزان سوبستراي آنزیم را فعال می . بهاست  ه شد
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 نیتـرات و  یومآمون یعنی نیتروژنهر دو منبع  یبرشد با ترک یزانحداکثر مکار برده شده بستگی دارد.  هب
 ـ  شـود  یتصور م ینچن ).1995(مارشنر،  آید یدست م به 5/6در مقدار  یطمح pH يو نگهدار  یکـه حت

مناسـب   یزانبدون م یمآنز ینو ا شود یم ردکتاز نیترات یمآنز فعالیت یشباعث افزا نیتراتاندك  یزانم
سوخت  گییختر  هم در باشد که به یگرد هاي  یتفعال يآن، ممکن است دارا  نندهک عنوان فعال به یبدنمول

  ).1995و ساز منجر شود (مارشنر، 
 ـ  طور بـارزي نشـان مـی    هب نیتروژنهمچنین در اینجا مولیبدن نقش خود را در احیاي  یـن  ه ادهـد ب

تعداد جنین کروي اخـتلاف   نظراز  4و  2هاي  جدول بین تیماردر این  شده درجطبق نتایج صورت که 
تـرین میـزان جنـین     در حضـور مولیبـدن بـیش    تنها اتنیتر که تیمار شامل طوري هدار وجود دارد ب معنی

در  2ها در تیمار   ي و تعداد کل جنینا گیاهچه تعداد جنین قلبی،است و همچنین   ه گلبولی را تولید کرد
 مولیبـدن ن معنی نیست کـه بـدون حضـور    ه آاما این ببرابري یافته است.  2افزایش  1مقایسه با تیمار 

 اعـلام ) 2007(مشایخی کند.  ها را فراهم نمی زمینه ظهور آنآن  نبوداید شود بلکه ش جنین تشکیل نمی
ی کـه  هـای   مو آنـزی  در محیط القـا  ،هایی که براي تولید جنین تا مرحله گلبولی لازم است  پروتئیننمود 

تشـکیل  در محـیط کشـت رئالیزاسـیون    گـردد،   باعث عبور جنین از این مرحله به مراحـل بعـدي مـی   
هـاي دیگـر، نقـش      کتـاز و آنـزیم  رد عنوان کوفاکتور نیتـرات  که مولیبدن به جایی از آنوه علا هبشوند.  می
یع در فعالیـت  )، افـزایش سـر  1997هان دارد (گوپتا،  نیتروژن و گوگرد در گیا وساز اي در سوخت ه ویژ

 )2011 و همکـاران،  (بیگـی  شـود  نیترات و افزایش عملکرد مـی  وساز سوخت یعاین آنزیم باعث تسر
شوند، در بستري از  می ردکتاز  کاهش در فعالیت نیترات دنبال آن بهان دچار کمبود مولیبدن و ه گیا وقتی

ایـن   نبـود  بنـابراین ). 1992نگا و آدرکـاس،  وکنند (ب ، رشد میکرده تیسم نیترات که تجمع آن ایجاد
باشـد. نتـایج    یشده در محیط کشت م احیا نیتروژننیترات، مشابه حذف  شاملعنصر در محیط کشت 

اسـتیک را    اینـدول اسـید   آبسیزیک و  اسید  که مولیبدن بیوسنتز دهد نشان می) 2009سان و همکاران (
آبسـیزیک  اسید   مقدار توجه کند و کاهش قابل وسیله آنزیم آلدهیداکسیداز در گندم زمستانه تنظیم می به
ن، ممکن است بـر تعـادل هورمـونی درون    استیک در گندم زمستانه داراي کمبود مولیبد  ایندولاسید  و 
). وجود اکسین در محیط کشت ممکن است منجر بـه تکامـل   2009ها اثر گذارد (سان و همکاران،   آن

گردد و یا حتی اگر غلظت آن به اندازه کافی زیاد باشد مانع از انجام مراحـل   عادي در بافت جنینی غیر
این مـوارد   تر که در بیش )1995د (مرکل و همکاران، و یا قلبی شکل نیز شو هاي کروي  تکاملی جنین

یک، از آبسـیز اسـید   کـس،  در حالـت ع  گـردد.  زایی تکـراري مـی   بروز این حالت منجر به تولید جنین
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هـا،    و رشـد نابهنجـار در لپـه    تایی و همچنـین بـروز بدشـکلی   هاي رویشـی چنـد    وجود آمدن جنین به
 نیتـروژن  هد که مولیبـدن نـه تنهـا باعـث احیـا     د ایج نشان می). این نت1983و، کند (امیرات جلوگیري می

که حتی حضور آمونیـوم   پذیرد صورت میهایی   آنزیمتولید  یندفرآ ،نشرایط حضور آگردد بلکه در  می
ازت  ور که احیـا این تص شود حدس زده می ها را تولید نماید. بنابراین تواند آن در محیط کشت نیز نمی

هاي   متابولیتبرخی  رسد می نظر بهو کند کاملاً صحیح نبوده  قط یک روند را طی میها فاز اول تا به انت
بـه ایـن دلیـل حضـور      بنـابراین  سزایی در رشد و نمو گیاه دارنـد.  هآید که تأثیر ب وجود می میانی نیز به

گردد که در حالت عـادي در مراحـل و    شی میهاي روی  زمانی جنین مولیبدن در محیط کشت باعث هم
ویژه در تولید بذر مصنوعی بسیار اهمیت  زمانی به این حالت هم. گیرند میهاي مختلف تکاملی قرار  فاز

کنند سعی دارند که این مشکل اساسی را  که در این زمینه کار می پژوهشگرانی تر که بیش طوري هدارد ب
  تولید نمایند. 1زمان هاي هم حل نموده و جنین

هـاي    ) نشان داد که در محیط5ها (جدول   از مقایسه میانگین ست آمدهد نتایج بهدر طی این بررسی 
تعـداد جنـین   تشـکیل  نیترات و آمونیوم همـراه بـا مولیبـدن بودنـد،      شکلهر دو  که شامل B5کشت 

(شـکل   یابد افزایش مینسبت به سایرین  تر بیشهاي  هاي با تعداد لپه عبارت دیگر جنین یا بهنئومورف 
اسـید داخلـی،     و آبسـیزیک  سیتوکنینود تعادل در نسبت بین اکسین، توان به نب را میه این پدیده ک )6

ها به تنهایی تکامل جنینی را به یک سمت خاص مانند  که مصرف هر کدام از آن نسبت داد. در صورتی
  ).2000دهد (مشایخی،  فقط تشکیل ریشه بدون لپه سوق می

  

 
  بود. زمان همصورت  ، آمونیوم و مولیبدن بهنیترات شامل B5هایی که محیط کشت  ارتیمدر جنین نئومورف تشکیل شده  - 6شکل 

  ود تعادل در نسبتنبدلیل  بههم پیوسته تعداد زیادي لپه  هریشه، رشد زیاد و بنکردن رشد 
  کاملاً مشهود است. یداخل  و آبسیزیک سیتوکنین ین،اکس ینب

                                                
1- Synchronized 
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ها، یک جز لازم در مولکـول    نقش در تشکیل پروتئین يبر ایفا  یتروژن علاوهلازم به ذکر است که ن
شود. عرضه کافی نیتروژن با رشد رویشی زیـاد   گیاه میدر که کمبود آن باعث زردي  باشد میکلروفیل 

هـاي   هاي بدون مولیبدن تعـداد تـوده   در تیمار). 2011، و همکاران و رنگ سبز تیره ارتباط دارد (شافع
. )7(شکل  مشاهده گردیدتر  آیند بیش وجود می زا به جنین هاي پیش  لولسلولی سبز رنگ که از تکثیر س

اثر بازداردنـده   آبسیزیکاسید  یابد. هورمون  درونی کاهش می ABAمولیبدن میزان  هاي بدون در تیمار
و  RNAنین بـا افـزایش   یتوکنین دارد. از طرفـی چـون س ـ  ه سیتوکهاي رشد از جمل بر فعالیت محرك

جـورج و  هـا و تشـکیل کلروپلاسـت رابطـه دارد (      ها در جهت تخصصی شدن سلول  افزایش پروتئین
هش رسد که در این بررسی حذف مولیبـدن محـیط از طریـق کـا     نظر می به )، بنابراین1993، همکاران

ABA دنبـال   بـه  بـرده  نـام هـاي   تز کلروفیل را در تیمارآن افزایش سیتوکنین، افزایش سن پیروي از و به
باشـد   زایی رویشی مـی  جنین ها در محیط کشت داراي اثر منفی بر القاي  نینضور سیتوکح .استه داشت

گر  ل دارد. این نتایج از یک طرف بیانمطابقت کام که با نتایج این پژوهش )1993، جورج و همکاران(
ي هـا   هـاي واقـع در کشـت     سلول میتقس عیها در تسر  نیتوکنیسکه  ) مبنی بر این2007مشایخی ( نتایج

) و 2007اثر مثبتی دارند (مشـایخی،  زا  نیجن شیپغیر یسلول يها  توده ریتکث جهیدر نت و یسلول یقیتعل
هـاي درونـی را     ها و یا شرایط خاصی نسبت هورمـون   رسد مولیبدن در غلظت نظر می از طرف دیگر به

نیتـرات و   شکلهر دو  املنمایند. در محیط ش تر می ها تولید کلروفیل بیش  تغییر داده و در نتیجه جنین
تـري نسـبت بـه تیمـار مشـابه داراي       نیافتـه بـیش   هاي سبز رنگ تکامل  آمونیوم و بدون مولیبدن، جنین

بود.   هاي سلولی به نارنجی تغییر کرده  ها رنگ بخشی از توده  مولیبدن آن رؤیت شد که در برخی از آن
 ـ   ب ها می  دهنده سنتز آنتوسیانین  بروز این رنگ نشان هـا اسـت. ایـن     راي تجمـع قنـد  اشـد کـه علامتـی ب

بلکه مصـرف قنـدها نیـز بسـتگی زیـادي بـه حضـور         نیتروژن دهد که نه تنها احیا نشان می ها مشاهده
توجه داشت که احیـاي   دهد. بنابراین باید مقدار آن مصرف قندها را تغییر میحضور و مولیبدن دارد و 

باشـد، نیـاز بـه قنـد      NADPHصورت  چه به ATPورت ص خواه است و این انرژي چه به ازت انرژي
هـا   هـا یـا آمیـد     آمینه آمونیوم و برخی اسید  وسیله تواند به ردکتاز می نیترات چنین میزان فعالیت  دارد. هم

ردکتاز باعـث تجمـع    نیترات  عدم فعالیت )، بنابراین1995، جلوگیري و یا کاملاً متوقف شود (مارشنر
 ـ  توان فقط بیان نمود بنابراین نمیگردد.  گیاهی می هاي  ها در اندام قند  طـورکلی بـا احیـا    هکه مولیبـدن ب

دهـد کـه از ایـن     رار میتأثیر ق شدت تحت قندها را نیز به وساز باشد بلکه سوخت در ارتباط می نیتروژن
  مورد بررسی کامل قرار گیرد. جنبه باید
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  .آمونیوم و نیترات شامل B5 کشت  تشکیل کلروفیل و آنتوسیانین در محیط -7شکل 
 .باشند می مولیبدن بدونو (ب) هر دو  (الف)

  
 یومو آمون نیترات شکلتر نیازمند حضور هر دو  نتایج نشان داد که تولید جنین بیشدر این آزمایش 

 از هـا   یماز آنـز  یاريبس ـ یتفعالاختلال در  یلدل به یبدن،مول شرایط کمبود. در باشد میدر محیط کشت 
اسـید  توجهی در سطوح  کاهش قابل یگر،. از طرف دشود یم یکتحر زایی یشهریداز اکس -IAA جمله

آن افـزایش سـیتوکنین، باعـث     و به پیروي از ستیک در زمان کمبود مولیبدنایندول ا اسیدآبسیزیک و 
و کمبـود   در شـرایط تـنش   طبق نتایج حاصل رسد نظر می بهشود.  افزایش سنتز کلروفیل در محیط می

  کند. آن حرکت میولیبدن، احیاي نیتروژن در مسیري خارج از مسیر معمول بیوشیمیایی م
بـه تنهـایی    یتـروژن متفاوت ن اشکالهر کدام از  مصرفکه نشان داد دست آمده  هبتایج در نهایت ن

 به این اکتفا نمود که نیتروژنفقط توان  نمی بنابراین. گردد می یخاص ظاهريباعث بروز پدیده یا شکل 
در  چـه تـر   ، بلکه براي حصول نتیجـه کامـل و تولیـد محصـول بـیش     باشد میزان میچه به کار رفته  هب

نمـود.  اسـتفاده  را  نیتـروژن ترکیبی از انـواع   زرعه بایدم کشت درون شیشه و چه در محیطهاي  محیط
مورد آزمایش  و عمیمتمزرعه نیز شرایط آن را به  دکاملاً نشان داد و بای موضوعی که نتیجه این بررسی
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Abstract1  

One of the important methods of plant propagation in large scale so as genetic 
manipulation and artificial seed production is somatic embryogenesis technique. 
The obtained results from this methods related to different factors including 
condition of culture medium. Therefore, the aim of this study conduction were 
determining the role of molybdenum during carrot petiole somatic embryogenesis. 
At the first, sections of carrot petiole were cultured in modified B5 medium as 
embryogenesis induction phase. In this study different treatments on carrot petiole 
somatic embryogenesis were investigated. So as B5 medium containing nitrate 
alone, B5 medium containing nitrate and ammonium that molybdenum was added 
in standard concentration (0.99 mg/L) from some of them and remove from others. 
After one month, the explants subcultured in realization medium with same 
condition of induction medium but without 2,4-D. After six weeks of realization, 
the number of roots and embryos were determined. The result shows, the most 
roots and globular embryos were formed in the medium containing only nitrate 
(with and without molybdenum). According to the statistical analysis, molybdenum 
affect root and globular embryos insignificantly in these media (P0.05). But, the 
most total embryos were produced and developed in medium containing both 
nitrate and ammonium with molybdenum. In medium containing both nitrate and 
ammonium, the embryos were developed with thick hypocotyls. The results 
showed that plants materials in medium without molybdenum apparent green color 
were increased that shows positive effect of reduced nitrogen on synthesis of 
chlorophyll the same as cytokines increases. 
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