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 ١چکیده

از جمله کشت  حیطمرویشی ترکیب مواد موجود در  هاي ثر در تشکیل و تکامل جنینؤمل بسیار میکی از عوا :سابقه و هدف
رویشی و کشت سلولی بررسی  ییزا نین را بر جنیتروژنهاي مختلف  حدودي اثر فرم  پیشین تاپژوهشگران. باشد نیتروژن می

رو  از این. اند هاي متفاوت نپرداخته ر و در نسبتصورت جداگانه و در ترکیب با یکدیگ ها به اند اما به بررسی انواع فرم کرده
 از سایر هاي مختلف در ترکیب با نسبتصورت جداگانه و   بهنیتروژن جذب قابلهاي   فرم اثرپژوهش حاضر با هدف بررسی

  .گرفت صورتفرنگی  زایی رویشی گیاه گوجه بر جنین ها فرم
  

فرنگی، آزمایشی در قالب طرح  زایی رویشی گیاه گوجه  نیتروژن بر جنینجذب  قابلهاي ر فرممنظور بررسی اث  به:ها مواد و روش
یعی گرگان طب  منابعکشاورزي و   بافت گروه باغبانی دانشگاه علوم تکرار در آزمایشگاه کشت4 تیمار و 8 تصادفی با پایه کاملاً

جمله نیترات، آمونیوم یا کازئین  هاي نیتروژن از  کامل حاوي تنها یکی از فرمB5شامل محیط کشت تیمارها . گردید  انجام
یا نیترات با  شامل آمونیوم با نیترات، آمونیوم با کازئین هیدرولیزات و نیتروژننوع   حاوي دوB5هیدرولیزات، محیط کشت 

ذکور  منیتروژنهاي   استاندارد حاوي تمامی فرمB5محیط کشت . است  نیتروژن بودهبدونمحیط کشت و  ئین هیدرولیزاتکاز
متري از محور زیرلپه گیاه  زایی قطعات یک سانتی منظور القاي جنین  این آزمایش بهدر. شد  عنوان شاهد در نظر گرفته به

منظور ظهور   روز به25پس از شدند و   دي بودند کشت رفو همگی حاوي تویافته که   تغییرB5فرنگی در محیط کشت  گوجه
 تعداد  مانندیصفات تظاهر جنینی، مرحله روز پس از 35. شدند  توفوردي منتقلبدون تغییریافته B5ها به محیط  نمونه ها، ریز جنین

و محتواي کلروفیل مواد  ها ظهور جنین و  القامرحلهمحیط کشت در انتهاي هر دو ثانوري  pHشده،   هاي رویشی تشکیل نجنی
  . شدگیري  گیاهی اندازه

  
. گذارد رویشی بر جاي می زایی لف نیتروژن آثار متفاوتی بر جنینهاي متفاوت و مقادیر مخت نشان داد که فرمنتایج  :ها یافته

بوط به محیط کشت حاوي آمونیوم مر) 72/3( ظهور مرحلهو ) 96/3( القا مرحله در pHترین میزان  که در این بررسی کم طوري به
 مرحلهمربوط به محیط کشت حاوي نیترات به تنهایی و در ) 86/5( القا مرحلهترین میزان آن در  عنوان تنها فرم نیتروژن و بیش به
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اي مختلف هارداد که در تیم  نتایج نشان. مربوط به محیط کشت حاوي نیترات با کازئین هیدرولیزات بود) 92/5(ها  ظهور جنین
 ترین تعداد جنین که بیش طوري دارد، به داري وجود  تکاملی اختلاف معنی شده از نظر تعداد و مرحله هاي تشکیل بین جنین

هیدرولیزات    حاوي کازنینB5محیط در ) 51/0(ها  هاي اژدري به کل جنین ترین نسبت جنین بیش کامل و B5 در محیط )2/62(
مواد گیاهی  ی مختلف بر روي محتواي کلروفیلنیتروژنهاي یمارداد که ت  آمده نشان دست ه نتایج بچنینمه. شد  ترات تشکیلو نی

) 08/14( bو ) 96/6( a  و کلروفیل)7/9( کل  ترین میزان کلروفیل که بیش طوري هداري داشتند ب  اثر معنیموجود در محیط کشت
  . شد  کامل مشاهدهB5و محیط کشت هیدرولیزات  ترتیب در محیط کشت حاوي نیترات و کازئین به
  

 تکامل و تعداد کل  درجه موجب افزایشي مختلف ها ها و در نسبت کیب با سایر فرم در ترنیتروژنهاي مختلف  فرم :گیري نتیجه
جه توان نتی آمده می  دست هبا توجه به نتایج بکه  طوري به ،شود فرنگی می  گوجه زیرلپهوراز محشده  هاي رویشی تشکیل جنین

هاي رویشی تشکیل شده افزایش یافت و حضور   استاندارد تعداد کل جنینB5نیتروژن معادل محیط  فرم سه حضور هرگرفت با 
 همچنین محتواي کلروفیل مواد .داد  سمت تکامل سوق هاي رویشی را به نجنینیترات و کازئین هیدرولیزات در غیاب آمونیوم 

   .گیرد ثیر انواع نیتروژن قرار میأت کشت تحت محیط pHگیاهی موجود در محیط کشت و 
  

    pH، نیترات، کازئین هیدرولیزاتهاي رویشی،  جنینآمونیوم،  :هاي کلیدي واژه
  

 مقدمه
 Solanum(فرنگی با نام علمی  گوجهگیاه 

lycopersicon L.(سولاناسهق به خانواده متعل  
 له دارد سا150 باشد که کشت آن در ایران سابقه می

باشد  یکی از محصولات مهم باغی میاین گیاه . )16(
 شود  در تمام نقاط جهان کشت میتقریباً و )15(
  درصد42فرنگی  طی ده سال اخیر تولید گوجه. )13(

 است  افزایش یافته درصد37کشت آن سطح زیرو 
 تولید جهانی 2008 در سال FAO  طبق آمار).13(

ا توجه ب.  میلیون تن بوده است130این سبزي حدود 
یی زا که جنین این  بهفرنگی و با توجه   اهمیت گوجهبه

 سیتولوژیک گیاهان  هاي مطالعه رویشی یکی از روش
 در این مطالعه سعی شد رفتار این گیاه در ،باشد می

زایی  نینهاي مختلف نیتروژن طی ج پاسخ به فرم
  .گیرد رویشی مورد مطالعه قرار

ویشی یک ر منشا هر جنینکه  با توجه به این
 هاي کاري دستدر مواردي چون   بنابراینسلول است،

 این روش بسیار کارآمد ژنتیکی و یا تکثیر انواع خاص
علاوه بر آن با توجه به کارهاي اصلاحی باشد،  می

  رد این گی  یادي که بر روي این گیاه صورت میز
از هاي اصلاحی  فرآیند کننده عنوان تکمیل روش به

 طبق گزارش فوجیمورا .است داراهمیت زیادي برخور
 ی ژنتیک خصوصیاتمتعددي مانندعواملی ) 2014(

ی محدود دسترسشده،  سلولی باززایی   توده دازهناگیاه، 
تعلیقی   هاي موجود در کشت به آمونیوم و تراکم سلول

. )7( گذارد میزایی رویشی  دي بر جنینثیر زیاأت
 اثر  نیزیهاي رشد گیاه کننده یمترکیبات غذایی و تنظ

 که از میان گذارندمیویشی زایی ر سزایی بر جنین  به
 ثیر عمیقی برأتعنوان عنصر پرمصرف   نیتروژن بهها آن

طبق . )7( رویشی دارد هايتشکیل و تکامل جنین
 ، اسیدهاي پیشرو در این زمینهپژوهشگرانهاي  گزارش

ر عنوان نیتروژن آلی اثر مثبتی بر ظهو آمینه به
  آزمایشدر  ).21 و 11(د ندارویشی هاي ر جنین

 ،هیدرولیزات کازئینشد که   مشخص) 2000(مشایخی 
  اژدريرویشی هویج را در مرحله هاي تکامل جنین

هاي  با توجه به پژوهش. )13( سازدمی  شکل متوقف 
 که  شدمشخصبر روي گیاه میخک، شده   انجام

لیتر، موجب   گرم بر1 با غلظت هیدرولیزات کازئین
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ثیر أ ت.)19( شد MSها در محیط   جنینتکاملسریع ت
هاي مختلف نیتروژن آمونیومی و نیتراتی و  نسبت

بر  هیدرولیزات کازئینهمچنین نیترات آلی به فرم 
 )Picea abies( آ رویشی گیاه پیسه زاییروي جنین

رنگ   رشد کالوس سبزشد که مشخصو  شد  بررسی
 بدونط رنگ در محی در مقایسه با کالوس سفید

 یافت  معدنی افزایش نیتروژن آلی و داراي نیتروژن
وجود شد که   همچنین در گیاه هویج نشان داده .)18(

 ضروري کروي - پیش مرحلهي گیر  آمونیوم براي شکل
  حاوي هاي کشت   محیطهمچنین). 8( باشد می

 هاي  سایر محیط در مقایسه باهیدرولیزات کازئین
تروژن منجر به تشکیل هاي نی سایر فرمکشت حاوي 

 تر شد زمان تر و از لحاظ تکاملی همهاي بزرگ جنین
انجام بر روي خیار دیگري که هاي  در بررسی). 17(

 نیتروژنهاي مختلف   نسبت فرمگردیدمشخص شده، 
ثري بر تشکیل و تکامل ؤنقش مآمونیومی به نیتراتی 

بر اساس . )22( رویشی این گیاه دارد زایی جنین
) 1965(شده توسط هالپرین و وترل  ارائهي ها گزارش

باشد و   کشت ضروري میحضور آمونیوم در محیط
ر صورت حذف  د1995 در سال هالپرین مشاهدهطبق 

دار  هاي ریشه  تنها سلولزایی آمونیوم از محیط جنین
  .شوند حاصل می

حیط کشت  مpH تغییر نیتروژنیکی از اثرات مهم 
وجب افزایش و یا کاهش آن م باشد که بسته به نوع می
pH  13( شودمیمحیط کشت در طول زمان .(

 خود و مستقل از اثر   محیط کشت به نوبهpHتغییرات 
نوع نیتروژن اثرات مستقیمی بر جذب عناصر و میزان 

 به ،گذارد ها بر جاي میمونهفعالیت متابولیکی ریزن
هاي متابولیکی و  ین فعالیت پایpH در بیان دیگر

 در  مثالطور  به)13( شود می متوقف جذب عناصر
 رشد بافت pH 2/3در شده که  زایی کدو گزارش جنین

ها به رنگ   و ریزنمونهگردید  زایی متوقف و جنین
هاي مختلف نیتروژن بر  فرم). 14(مدند آسفید در

  مواد گیاهی موجود در محیط کشتمحتواي کلروفیل
که  ه اینوجه ببا ت. گذارد ر متفاوتی بر جاي مینیز اث

ناصر ساختاري کلروفیل عترین  نیتروژن یکی از مهم
در دسترس بودن این ، میزان جذب و )10( باشد می

   .گذارد تواي کلروفیل اثر مهمی بر جاي میعنصر بر مح
 نیتروژنهدف از پژوهش حاضر بررسی نقش 

 صورت جداگانه  بهشونده و نیتروژن آلی شونده، احیا کسیدا
کار بردن    و همچنین بررسی اثر بهیگریکدو در ترکیب با 

 آنکه مقدار کلی  هاي مختلف نیتروژن در حالی نسبت
 .باشد، است  میB5 محیط معادل مقادیر استاندارد ثابت و
نقش اختصاصی هر فرم نیتروژن و اثر متقابل رو  از این

زایی رویشی  ها در ارتباط با فرایند جنین آن با سایر فرم
و از این جهت نسبت به رفته است مورد بررسی قرار گ

  .تر است هاي پیشین جامع پژوهش
  

  ها مواد و روش
 تصادفی با  در قالب طرح کاملاًپژوهش حاضر

 در 1394 در سال چهار تکرار و هشت تیمار
  تولید انشکدهآزمایشگاه کشت بافت گروه باغبانی د

طبیعی گرگان   کشاورزي و منابع  گیاهی دانشگاه علوم
  . دش  انجام

  درفرنگی رقم واي گوجهر وابتدا بذ :نمونهتهیه ریز
 ،ندشد  داده  قرار  دقیقه1مدت  رصد بهد 70 اتانول

 10مدت   درصد به5سپس توسط هیپوکلریت سدیم 
 و پس از آبکشی با آب مقطر گردید عفونی دقیقه ضد

 MSاستریل در زیر هود لامینار بر روي محیط کشت 
ظروف  ساکارز در د درص3 آگار و  درصد8حاوي 

 از دو هفته از هیپوکوتیل پس. ندشد  کشتاي شیشه
 یکهایی به طول  نمونه  ریز،هاي رشدیافته دانهال
زایی در  جهت القاي جنین و ندمتر تهیه شد سانتی

محیط لیتر   میلی15شکل حاوي  ظروف کشت تی
 هاي آزمایش  بر اساس تیماریافته تغییرB5کشت 

 فورديتولیتر گرم بر ی میلیک، حاوي )1جدول (
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هایی که   کشتدر محیطدر این بررسی  .ندشد  کشت
هاي پتاسیم   یون،شد  ها حذف  از آنآمونیوم و نیترات

شده با اضافه کردن نسبت مولی   و سولفور حذف
فته پس از سه ه. شدند   جایگزینK2SO4 با مساوي

 ها همه آن ،منظور حذف توفوردي  به،ها نمونه کشت ریز

 توسط محیط کشت سه بار شستشوي مکرر پس از
 دقیقه به 20 و 15، 10مدت   هورمون بهبدون استریل
مرحله  محیط کشت .شدند   جنین منتقلظهورمحیط 

 القا بود با این تفاوت که مرحله ها مشابه با ظهور جنین
   .استفاده نشدتوفودي 

  
  . B5 هاي مورد آزمایش در محیط کشت  انواع تیمار-1جدول 

Table 1. Different types of studied treatment for B5 tissue culture medium.  

  تیمار  
Treatments  

 نیتروژنفرم 
Form of nitrogen  

  نیتروژن موجود مقدار کل 
 )ام پی پی( در محیط کشت

Total amount of 
nitrogen in culture 

medium (ppm) 

1 
  بدون نیتروژنB5محیط کشت 

B5 medium without nitrogen  
- 0 

 عنوان تنها فرم نیتروژن  حاوي آمونیوم بهB5محیط کشت  2
B5 medium contains nitrate as sole nitrogen form 

(NH4)2SO4 476 

 عنوان تنها فرم نیتروژن  حاوي نیترات بهB5محیط کشت  3
B5 medium contains ammonium as sole nitrogen form 

KNO3 476 

 عنوان تنها فرم نیتروژن  حاوي کازئین هیدرولیزات بهB5 کشت محیط 4
B5 medium contains casein hydrolysate as sole nitrogen form 

Casein hydrolysate 476 

  حاوي آمونیوم و نیتراتB5محیط کشت  5
B5 medium contains ammonium and nitrate 

KNO3+ (NH4)2SO4 476 

  آمونیوم و کازئین هیدرولیزات حاويB5محیط کشت  6
B5 medium contains ammonium and casein hydrolysate 

(NH4)2SO4+ Casein hydrolysate 476 

  حاوي نیترات و کازئین هیدرولیزاتB5محیط کشت  7
B5 medium contains nitrate and casein hydrolysate 

+ Casein hydrolysate KNO3 476 

 )هاي نیتروژن حاوي تمامی فرم(کامل استاندارد  B5محیط کشت  8
Complete B5 medium 

KNO3+ Casein hydrolysate +(NH4)2SO4 476 

  
 ظهور مرحلهچهار هفته پس از شروع : ها شمارش جنین

 ،هگرفت هاي شکل ویژه جنین هها، مواد گیاهی ب جنین
، X40  وX20 توسط استرئوسکوپ با بزرگنمایی

شده شمارش  هاي تشکیل جنین و برداري شدند عکس
  .شدند
اولیه تمامی  pH ابتدا:  محیط کشتpHگیري  اندازه
 شدند در نهایت  م تنظی7/5  بر رويهاي کشت محیط

هاي   نهایی محیطpH ظهورقا و ل امرحلهپس از اتمام 
گیري   اندازه)2000(بر اساس گزارش مشایخی کشت 

   .)13( ندشد

 کلروفیل تمامی مواد محتواي: گیري کلروفیل اندازه
 بارنس موجود در محیط کشت بر اساس روش گیاهی

  .شد  گیري اندازه ،)1992 (و همکاران

 با ها و تحلیل دادهتجزیه : ها تجزیه و تحلیل داده
  شامل تجزیهو شد    انجامSASافزار  استفاده از نرم

ها   میانگین قایسهمها و  همبستگی بین پارامترواریانس، 
  درصد5 در سطح احتمال LSDده از آزمون با استفا

 تعداد کل  مچنین لازم به ذکر است طی تجزیه ه.بود
 ،هاعدم تشکیل جنین در برخی از تیمارعلت  ها به جنین

و شده    حذفها تجزیه و تحلیل داده از فرآیند ها آن
   . تقلیل یافت4 به 7زادي تیمار از  آ درجه
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  نتایج و بحث
 مشخص کرد  حاضر پژوهشز اآمده  دست هنتایج ب

 موجود در محیط کشت نیتروژنهاي مختلف  فرمکه 
 برصد  در سطح یک در راداري ، اختلاف معنیبافت
pHها  القا و ظهور جنین مرحله دو  در هر محیط کشت

در این بررسی که  طوري به). 2جدول (است   ایجاد کرده
 مرحلهو ) 96/3( القا مرحلهدر  pHمیزان  ترین کم

بوط به محیط کشت حاوي آمونیوم مر) 72/3 (ظهور
 مرحله در ترین میزان آن  و بیشنیتروژنعنوان تنها فرم  به

حیط کشت حاوي نیترات به مربوط به م) 86/5(القا 
مربوط به ) 92/5(ها   ظهور جنینمرحلهتنهایی و در 

با  .بود کازئین هیدرولیزاترات با  حاوي نیت کشتمحیط
 pHاین تغییر در هاي اخیر  توجه به نتایج پژوهش

ی ط  کهدلیل دانست توان بدین محیط را می
 در محیط آزاد +H آمونیوم مقادیر زیاديوساز سوخت

محیط کشت  شدن  موجب اسیدي در نهایتکه شود می
 آمده نشان داد  دست ه نتایج بکه طوري به )13 (گردد می
 را به  القامرحله محیط pH پایان کار، آمونیوم در که
   .)3جدول  (داد   کاهش72/3  را بهظهور مرحلهو  96/3

نسبت به  pHترین تغییر  کم حاضردر پژوهش 
pH حاوي هر سه فرم  مربوط به محیط کشت اولیه 

بود  )71/4:  ظهورمرحله، 78/4 : القامرحله (نیتروژن
 تعادل بین جذب و علت آنرسد  نظر می  بهرو از این

خاصیت بافري ل  در مقابآزاد شدن یون هیدروژن و
همچنین با توجه  .)13( باشد  میکازئین هیدرولیزات

هایی که از   کشتبه نتایج این پژوهش در محیط
 pHعنوان تنها فرم نیتروژن استفاده شد،  نیترات به

و یافت    القا و ظهور افزایشمرحلهدر هر دو محیط 
 بنابر گزارش مشایخی.  رسید91/5 و86/5ترتیب به  به
 هاي نیتریت اي نیترات توسط آنزیم احی)2007(

ردوکتاز با جذب یون هیدروژن  ردوکتاز و نیترات
شود   میpH همراه بوده که در نهایت منجر به افزایش 

   مشخص پیشینهاي  پژوهشاز طرف دیگر). 14(
که نیترات در نهایت براي  اینرغم  که علی ندکرد
 ونیوم ومید به آگیرد با بافت قرار  فادهکه مورد است این

  شود اما استفاده  ها تبدیلدر نهایت به آمینواسید
 که این امر )9(رد لازم را ندامستقیم از آمونیوم کارآیی 

هاي  ته در غلظعلت سمیت این ماد ممکن است به
 و یا اثر TCA  گی اسیدهاي چرخهکنندبالا، محدود
  ).5(  محیط کشت باشدpHمنفی آن بر 

  
  .فرنگی زایی محور زیرلپه در گیاه گوجه  القا و ظهور طی جنینمرحله در pH ثر تیمارهاي نیتروژنی برمربعات امیانگین  -2جدول 

Table 2. Mean squares of pH value in induction and realization phases of somatic embryogenesis of tomato hypocotyle. 
  القا در مرحله محیط کشتpH میانگین مربعات

Mean squares of pH of culture medium in induction phase 

  تظاهرمحیط کشت در مرحله pH میانگین مربعات
Mean squares of pH of culture medium in realization phase منابع تغییرات 

S.O.V  آزادي درجه   
Df  

  میانگین مربعات
MS  

  
   آزادي درجه

Df  
  میانگین مربعات

MS  
 تیمار

Treatment  
7  1.76**    7  2.42**  

 خطا
Error  

24  0.01    24  0.047  

 کل
Total  

31      31    

 ضریب تغییرات
CV (%)  

2.52      4.09    
 . دار در سطح احتمال یک درصد  اختلاف معنی**

** Significant at 1% probability level. 
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 .فرنگی زایی رویشی محور زیرلپه در گیاه گوجه  القا و ظهور جنینحلمراpH هاي اثر سطوح مختلف تیمارهاي نیتروژنی بر   مقایسه میانگین- 3جدول 
Table 3. Means comparison of effect of different amount of nitrogenous treatments on pH value of induction 
and realization phases of tomato hypocotyl embryogenesis.  

 محیط کشت
Culture medium  

pH  ظهور القا و مرحلهاولیه در 
Primary pH of 
induction and 

realization phase 

pH  القامرحلهثانویه  
Secondary pH of 
induction phase 

pH  ظهور مرحلهثانویه 
Secondary pH of 
realization phase 

  نیتروژنبدون B5محیط کشت 
B5 medium without nitrogen  5.7± 0.1 5.53 bc 5.22b 

 عنوان تنها فرم نیتروژن  بهنیترات حاوي B5محیط کشت 
B5 medium contains ammonium as sole nitrogen form 

5.7± 0.1 5.86a 5.91a 

 عنوان تنها فرم نیتروژن  به آمونیوم حاويB5محیط کشت 
B5 medium contains nitrate as sole nitrogen form 

5.7± 0.1 3.96e 3.72d 

 عنوان تنها فرم نیتروژن  حاوي کازئین هیدرولیزات بهB5محیط کشت 
B5 medium contains casein hydrolysate as sole nitrogen form 

5.7± 0.1 5.72ab 5.77a 

  حاوي آمونیوم و نیتراتB5محیط کشت 
B5 medium contains ammonium and nitrate 

5.7± 0.1 5.79a 5.92a 

  کازئین هیدرولیزاتمونیوم وآ حاوي B5محیط کشت 
B5 medium contains ammonium and casein hydrolysate 

5.7± 0.1 5.82a 5.92a 

  حاوي نیترات و کازئین هیدرولیزاتB5محیط کشت 
B5 medium contains nitrate and casein hydrolysate 

5.7± 0.1 5.34c 5.28b 

 )یتروژننهاي  حاوي تمامی فرم( کامل استاندارد B5محیط کشت 
Complete B5 medium 

5.7± 0.1 4.78d 4.71c 

  . ندندار يدار ی معناختلاف LSD براساس آزمون ،ف مشترك هستندو حرداراي که ییها یانگیندر هر ستون م
Means followed by the same letter within each column are not significantly different according to LSD test.  

  
هاي مختلف   فرمداد که  نشاننتایج : ها داد جنینتع

داري  شده اثر معنی  هاي تشکیل  بر تعداد جنیننیتروژن
ها   میانگین یسهکه نتایج مقا طوري  به)4جدول ( دارد

 در )2/62 (ي رویشیها تعداد جنینترین  داد بیش  شانن
که حاوي هر سه نوع نیتروژن بود  استاندارد B5محیط 

هاي حاوي  در محیط کشت که ر حالی دشد  کیلتش
عنوان تنها فرم نیتروژن و در  آمونیوم یا نیترات به

 نیتروژن هیچ جنینی تشکیل نشد بدونمحیط کشت 
  .)5جدول (

ها در محیط  زیاد بودن تعداد جنینرسد  نظر می به
B5  کننده،علت حضور هر سه نوع اکسید بهاستاندارد 
. باشد ط کشت می و نیتروژن آلی در محیکننده یااح

 آلی، اثر مثبت هاي غیر علاوه بر ضرورت وجود فرم
 کازئینها و یا اسیدصورت آمینو نیتروژن آلی به

ا با درصد ه که مخلوطی از آمینواسیدهیدرولیزات

پیشین به هاي  در پژوهش، باشد بالایی از گلوتامین می
 نتایج این آزمایش مطابق با نتایج .)18( درسی  اثبات

اي پیشین بر روي اثر کازئین هیدرولیزات ه پژوهش
 و) 19( هاي رویشی میخک افزایش تعداد جنینبر 

   به عملهاي پژوهشعلاوه طی  به. باشد می) 20( برنج
زایی رویشی دمبرگ هویج، برتري  آمده بر روي جنین

 براي MS نسبت به محیط کشت B5محیط کشت 
  عقیدهبر بناشد که   گزارش این گیاهزایی رویشی جنین

 کازئینعلت حضور   این برتري به مذکورگر پژوهش
 .)15( باشد  میB5  کشت در محیطهیدرولیزات

هاي   نتایج پژوهشهمچنین نتایج این بررسی مطابق با
) 17(زایی رویشی گیاه هویج  پیشین بر روي جنین

رویشی در  هاي جنیننشان داد که تشکیل و تکامل 
ید و نیتروژن آلی در هاي احیا و اکس حضور تمامی فرم

هاي متعادل وجود داشته باشند  صورتی که در نسبت
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البته بخشی از این . گیرد به بهترین نحو صورت می
به نیترات هنوز مشخص نیست اما له مانند نیاز أمس
سد که در طی متابولیسم این فرم نیتروژن ر نظر می به

شود که براي  هاي متابولیکی خاصی فعال می چرخه
  .باشد رویشی ضروري می هاي جنینتشکیل 

 تعداد نتایج حاصل از پژوهش حاضر نشان داد که
هاي حاوي   در محیطشده رویشی تشکیلهاي  جنین

 کامل B5از محیط ) 55/19( تر آمونیوم کمنیترات و 
هاي حاوي یک فرم  بود اما نسبت به محیط) 2/62(

. تري جنین رویشی تشکیل شد نیتروژن تعداد بیش
کردند طی    گزارش)1995( و همکاران روبلسکی

  سوسپانسیون سلولیتراکمرویشی خیار  زایی جنین
 برابر میزان آمونیوم در 10زمانی که میزان نیترات 

ها در محیط حاوي  تر از تراکم سلول محیط کشت بیش
رسد  نظر می به). 18(نیترات یا آمونیوم به تنهایی بود 

شت منجر به زیاد بودن میزان نیترات در محیط ک
است و با توجه به رقابت موجود بین    شدهpHتعدیل 

 حضور نیترات مانع جذب جذب آمونیوم و نیترات،
در نتیجه مانع ایجاد سمیت در سلول   وبیش از حد

 اما غیاب کازئین هیدرولیزات مانع )18(است   شده
  .زایی شد ترین پتانسل جنین یابی به بیش دست

 هاي رویشی ش حاضر عدم تشکیل جنینپژوهدر 
هاي حاوي فقط نیترات و محیط حاوي  در محیط

ه مشاهد) 5جدول (عنوان تنها فرم نیتروژن  آمونیوم به
مشاهده نمودند که ) 1970(گامبورگ و شایلوك . شد

زایی در سویا نبود  نیترات به تنهایی قادر به القاي جنین
.  داردو با نتایج حاصل از این پژوهش مطابقت

بودند که   پیشین معتقد گران پژوهشکه  رغم این علی
 زایی آمونیوم تنها فرم مناسب نیتروژن براي القاي جنین

 گران پژوهشبرخی دیگر از ) 9(باشد رویشی می
ها را کند  کردند که آمونیوم روند ظهور جنینگزارش 

طور مثال بیوکالکا و موویتونا  کند به و یا متوقف می
برابر  هاي دو  کردند که در غلظتاهدهمش) 1996(
هاي سوماتیک  ونیوم نسبت به نیترات تعداد جنینآم

 با توجه به نتایج .یافت  شدت کاهش شده به تشکیل
  طور برداشت توان این هاي پیشین می حاصل از پژوهش

  کنندهنمود که این اثر آمونیوم مربوط به اثر محدود
  یدهاي چرخهمناسب آن در تشکیل اسهاي غیر غلظت

 باشد که براي سنتز می) TCA(کربوکسیلیک اسید  تري
و دلیل دیگر آن ایجاد ) 9(آمینو اسیدها ضروري است 

هاي زیادتر از حد  سمیت شدید این ماده در غلظت
 نیومجهت روشن شدن این رفتار آمو). 9(باشد  بهینه می

با تیتراسیون مکرر محیط ، )1987(دوگال و ورما 
زا در محیط  هاي جنین ه کشت سلولکشت، موفق ب

  ).4( عنوان تنها فرم نیتروژن شدند حاوي این ماده به
  

 .ها هاي اژدري به کل جنین فرنگی و نسبت جنین شده از محور زیرلپه گوجه هاي رویشی تشکیل  میانگین مربعات تعداد کل جنین-4جدول 
Table 4. Mean squares of total number of formed somatic embryo of tomato hypocotyl and ratio of torpedo 
shaped embryos to all formed embryos.  

 ها تعداد کل جنین
Total number of embryos 

 ها هاي اژدري به کل جنین نسبت جنین
Ratio of torpedo embryos to all formed embryos منبع تغییرات 

S.O.V  آزادي درجه  
Df  

  مربعاتمیانگین 
MS 

 درجه آزادي
Df  

  میانگین مربعات
MS 

 تیمار
Treatment  

4  7.94** 6  0.125**  

 خطا
Error  

15  0.18  19  0.0095  

 کل
Total  

19    25    
 . دار در سطح احتمال یک درصد  اختلاف معنی**

** Significant at 1% probability level. 
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زیرلپه  شده از محور هاي اژدري تشکیل ها و جنین وژنی براي تعداد کل جنین میانگین سطوح مختلف تیمارهاي نیتر مقایسه-5جدول 
  . فرنگی گوجه

Table 5. Mean comparison of different levels of nitrogenous treatments for number of total embryo and 
torpedo shaped embryo of tomato hypocotyl. 

 تیمار
Treatment  

 ها تعداد کل جنین
Total number of embryo 

 هاي اژدري تعداد جنین
Number of torpedo shaped embryos 

 )هاي نیتروژن حاوي تمامی فرم( کامل استاندارد B5محیط کشت 
Complete B5 medium  62.24a 29.10a 

 عنوان تنها فرم نیتروژن  حاوي آمونیوم بهB5محیط کشت 
B5 medium contains ammonium as sole nitrogen form 

† † 

 عنوان تنها فرم نیتروژن  حاوي نیترات بهB5محیط کشت 
B5 medium contains nitrate as sole nitrogen form 

† † 

 عنوان تنها فرم نیتروژن  حاوي کازئین هیدرولیزات بهB5محیط کشت 
B5 medium contains casein hydrolysate as sole nitrogen form 

2.78c 1 

  حاوي آمونیوم و نیتراتB5محیط کشت 
B5 medium contains ammonium and nitrate 

19.55b 1.99b 

  حاوي نیترات و کازئین هیدرولیزاتB5محیط کشت 
B5 medium contains nitrate and casein hydrolysate 

55.19a 38.18a 

 مونیوم و کازئین هیدرولیزاتآ حاوي B5محیط کشت 
B5 medium contains ammonium and casein hydrolysate 

5.74b 2.21b 

  نیتروژن بدونB5محیط کشت 
B5 cmedium without nitrogen 

† † 

  .باشند یدار م ی تفاوت آماري معنبدون LSD حرف مشترك هستند براساس آزمون یک که در ییها یانگیندر هر ستون م
Means followed by the same letter within each column are not significantly different according to LSD test. 

   .ها صورت نگرفته است  بنابراین تجزیه دادهها ناچیز بوده و یا جنینی تشکیل نشده است  در این تیمارها تعداد جنین†
† There are no or a few embryos in related treatment in the experiment, so analysis was not done for these valuable.  

 
هاي    جنینیی مراحل تکاملهمچنین با بررس

هاي  نسبت جنینترین  بیش مشخص شد، رویشی
 شده هاي رویشی تشکیل به کل جنیناژدري نسبت 

 محیط کشت حاوي نیترات و مربوط به )51/0(
توان  می، از این )1شکل ( باشد می کازئین هیدرولیزات

و سلولی  نیترات موجب افزایش تقسیم که بیان نمود

زاي حاضر در محیط  هاي جنین در نتیجه افزایش سلول
 با ممانعت کازئین هیدرولیزاتدر ادامه و کشت شده 

  ها به  موجب تکامل این سلولسلولی  از تقسیم
، علاوه بر آن موجب )4( است گردیدهحالت جنینی 

 دشو شکل می  در مرحله اژدريها ایجاد رکود جنین
  ).2000مشایخی، (
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هاي  هاي حاوي فرم فرنگی در محیط کشت  گوجهاز محور زیرلپهشده  هاي رویشی تشکیل هاي اژدري به کل جنین نسبت جنین -1شکل 
  .مختلف نیتروژن

Figure 1. Ratio of number of torpedo shaped embryos to all formed embryo of tomato hypocotyl under the 
effect of different forms of nitrogen.  

  
ها از نظر ظاهري  جه به بررسی جنینبا تو
یر بالاي  حاوي مقادکشتهاي  شد در محیط  مشخص

 داد زیادي تعهاي رویشی نیترات علاوه بر جنین
 و در است  هدار تشکیل شد ریشهی  سلولهاي توده

 ردعنوان تنها فرم نیتروژن مو محیطی که نیترات به
دار حضور  هاي ریشه استفاده قرار گرفت، تنها سلول

 نگردید تشکیل ها  در آن هیچ جنینیکه حالی  درداشتند

بالا بودن  به سبب این امر مال زیاداحتبه  ،)2شکل (
طور  همانباشد،  می نیتروژنتر از حد بهینه  مقادیر بیش

ها و  کم بودن تعداد جنین ،)2007 (مشایخیکه 
علت   را بهNLدار در محیط  ریشههاي  تشکیل سلول

 آمونیومی در نیتروژن نبود نیتراتی و نیتروژنبالا بودن 
   .)13 (دادند  این محیط نسبت

  

    
 حاوي مقادیر زیاد نیتروژن  B5هاي فرنگی در محیط کشت  گوجهآزاد شده از محور زیرلپه) یوئیدامبر(دار شده  هاي ریشه سلول - 2 شکل

   ).X40 بزرگنمایی( نیتراتی
Figure 2. Rooted cells released from tomato hypocotyl in medium contained high amount of nitrate.  

  
هاي   جنین کهکرد  نتایج پژوهش حاضر مشخص

کازئین شده در محیط حاوي نیترات و  تشکیل
هاي حاوي سایر  محیط در مقایسه با هیدرولیزات

 که این دتري بودن  بزرگزهداراي اندا نیتروژنهاي  فرم

 در این کازئین هیدرولیزاتویژگی مربوط به حضور 
 هاي حاوي نیترات باشد، زیرا در سایر محیط محیط می
 نگردید  هیدرولیزات این پدیده مشاهده ئینبدون کاز

 همچنین .ها اختلاف چندانی نداشت  جنین  اندازهیعنی
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ر هاي خود ب طی پژوهش) 2012(توکلی و همکاران 
هاي  رویشی هویج دریافتند محیط زایی روي جنین

هاي  هیدرولیزات منجر به تشکیل جنین حاوي کازئین
که ) 17(تر شدند  زمان تر و از لحاظ تکاملی هم بزرگ

خوانی داشته و اثر این فرم  با نتایج این بررسی هم
  .کند خوبی مشخص می هنیتروژن را ب

 کازئین ثیرأت ها تحت  جنین بزرگ بودن اندازه
 زایی رویشی هویج نیز گزارش  در جنینهیدرولیزات

هاي کروي   علاوه بر آن تعداد زیادي جنین)17( شد 
 شد   مشاهدهریزنمونه زیر اپیدرمی بر روي  در لایه

  ).3شکل (

  
 ج
c 
 

 ب
b 
 

 الف
a 
  

      
شده بر روي  هاي کروي تشکیل جنین. یتراتدر محیط حاوي کازئین هیدرولیزات و ن) ب( شکل و قلبی) الف(جنین کروي  -3شکل 
 ).ج( فرنگی  گوجه زیرلپهمحور

Figure 3. Huge globular (a) and heart embryo (b) in medium contained nitrate with casein hydrolysat.  
Globular embryos formed on subepidermal layer of tomato hypocotyl (c).  

 
 در مواد گیاهی موجود در محیط محتواي کلروفیل

 داد  ج حاصل از تجزیه واریانس نشاننتای: زایی جنین
فیل  کلروسنتز از نظر  نیتروژنیهاي مختلفبین تیمار

ترین  بیش). 6جدول ( دارد داري وجود اختلاف معنی
 در محیط )08/14 (b و )a) 96/6میزان کلروفیل 

روفیل ترین نسبت کل حاوي هر سه فرم نیتروژن و بیش
a به b )29/0 ( شد  ده نیتروژن مشاهبدوندر محیط
 این امر است که در محیط دهنده  که نشان)7جدول (

 همچنین .باشد  در اولویت میa نیتروژن کلروفیل بدون
 آمونیومبا  هیدرولیزات کازئینهاي حاوي  محیط کشت
  کلروفیل کل بودند)7/9 (مقدارترین  داراي بیش

 و b ، کلروفیلaیزان کلروفیل ترین م  کم.)7جدول (
هاي حاوي آمونیوم  محیط کشتکلروفیل کل نیز در 

 در .)7جدول (شد   فرم نیتروژن مشاهدههاعنوان تن به
 نه تنها کلروفیل pHعلت کاهش شدید  این محیط به

هاي متابولیکی نیز  کیل نشد بلکه سایر فعالیتشت
آمده از  دست ه نتایج ببیانگرشد که  متوقف

یکی . باشد می )2012(  توکلی و همکارانهاي پژوهش
فیل در این محیط دیگر از دلایل عدم تشکیل کلرو

 ،)2011 ( مارشنرباشد، زیرا به عقیده  نیترات میبدون
ترین عناصر ساختاري  جذب مس که یکی از مهم

 ارتباط مستقیمی با محتواي نیترات ،استکلروفیل 
 چون سدر نظر می  بهاز طرفی. )12( موجود دارد

متابولیسم آمونیوم نیاز به انرژي زیستی چه از نوع 
ATPیا   وNADPHهاي   بنابراین قند)17(  ندارد

 عدم نیاز به سنتز  و به تبعنشده  موجود شکسته
یاه القا هاي جدید، عدم تشکیل کلروفیل را در گقند
 سنتز )2005(  هلدت، از طرفی به عقیدهکند می

ر به افزایش تشکیل کننده منجهاي احیا هیدروژن
شود که با نتایج   از پروتوکلروفیل میaکلروفیل 
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در این محیط . خوانی ندارد پژوهش حاضر هم
و  روشن تدریج به رنگ سبز  القا بهمرحلهدر ها  ریزنمونه

با توجه . )10( ندپس از آن به رنگ سفید متمایل شد
 از اجزاي مهم ساختار کلروفیل که نیتروژن یکی به این

 گیاه بسیار  این عنصر برايحضور، )10( اشدب می

 و نیتراتهاي حاوي در تیمار. باشد ت میداراي اهمی
قبولی از  هاي نیتروژنی مقدار قابل یا به همراه سایر فرم

 شد که این حالت ناشی از در دسترس اختهکلروفیل س
 و احیا و نیاز گیاه به انرژي بودن عوامل اکسید

  .)17( باشد می
  

   .هاي مختلف نیتروژن هاي حاوي فرم میانگین مربعات محتواي کلروفیل مواد گیاهی موجود در محیط کشت -6جدول 
Table 6. Means squares of chlorophyll content of plant materials in culture mediums contained different forms 
of nitrogen.  

 درجه آزادي  منابع تغییرات
df  

 aکلروفیل 
Chlorophyll a 

 b کلروفیل
Chlorophyll b 

 b   بهaنسبت کلروفیل 
Ratio of chlorophyll a to b 

 کلروفیل کل
Total chlorophyll  

 تیمار
Treatment  7 2.79** 101.95** 0.128** 78.06** 

 خطا
Error  2 0.29 1.08 0.012 1.71 

 کل
Total  31     

 ضریب تغییرات
CV (%)  

 12.90 12.97 16.23 17.64 
 . دار در سطح احتمال یک درصد  اختلاف معنی**

** Significant at 1% probability level. 
  

  . هاي مختلف نیتروژن هاي حاوي فرم  مقایسه میانگین محتواي کلروفیل مواد گیاهی موجود در محیط کشت-7جدول 
Table 7. Means comparison of chlorophyll content of plant materials in culture mediums contained different 
forms of nitrogen.  

 تیمار
Treatment  

 aکلروفیل 
Chlorophyll a 

 bکلروفیل 
Chlorophyll b 

 b  بهaنسبت کلروفیل 
Ratio of 

chlorophyll a to b 

 کلروفیل کل
Total 

chlorophyll  
  نیتروژنبدون B5محیط کشت 

B5 medium without nitrogen  
0.20d 0.29f 0.29a 6.39ab 

 عنوان تنها فرم نیتروژن  حاوي آمونیوم بهB5محیط کشت 
B5 medium contains ammonium as sole nitrogen form 

5.81b 11.84b 0.49ab 9.73ab 

 عنوان تنها فرم نیتروژن  حاوي نیترات بهB5محیط کشت 
B5 medium contains nitrate as sole nitrogen form 

0.85c 1.26f 0.65ab 1.12c 

 عنوان تنها فرم نیتروژن  حاوي کازئین هیدرولیزات بهB5محیط کشت 
B5 medium contains casein hydrolysate as sole nitrogen form 

3.21c 5.16e 0.61ab 5.37b 

  حاوي آمونیوم و نیتراتB5محیط کشت 
B5 medium contains ammonium and nitrate 

6.05ab 9.13d 0.66ab 8.68ab 

 مونیوم و کازئین هیدرولیزاتآ حاوي B5محیط کشت 
B5 medium contains ammonium and casein hydrolysate 

6.09ab 10.39cd 0.59ab 9.7a 

  حاوي نیترات و کازئین هیدرولیزاتB5محیط کشت 
B5 medium contains nitrate and casein hydrolysate 

3.49c 10.84bc 0.32b 9.44a 

 )نیتروژنهاي  حاوي تمامی فرم( کامل استاندارد B5محیط کشت 
Complete B5 medium 

6.96a 14.08a 0.49ab 0.30c 

  .دندارن يدار ی معناختلاف LSD براساس آزمون ،ف مشترك هستندو حرايرا که دییها یانگیندر هر ستون م
Means followed by the same letter within each column are not significantly different according to LSD test. 
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 محیط کشت pHهاي مختلف نیتروژن با  هاي کشت حاوي فرم همبستگی محتواي کلروفیل مواد گیاهی موجود در محیط -8جدول 
 . هاي القا و ظهور مرحله

Table 8. Correlation between chlorophyll content of plant materials in different culture mediums contained 
different forms of nitrogen with pH of induction and realization culture medium.  

  
 aکلروفیل 

Chlorophyll 
a 

 b کلروفیل
Chlorophyll 

b 

 b  بهaنسبت کلروفیل 
Ratio of 

chlorophyll a to b 

 کلروفیل کل
Total 

chlorophyll 

pH  محیط کشت
 ي جنینقاال

pH of induction 
medium 

pH محیط کشت   
 ظهور جنین

pH of realization 
medium  

 aکلروفیل 
Chlorophyll a 

1      

 b کلروفیل
Chlorophyll b 

0.8** 1     

 b  بهaنسبت کلروفیل 
Ratio of 

chlorophyll a to b 
0.02ns -0.38** 1    

 کلروفیل کل
Total chlorophyll  

0.78** 0.80** -0.2ns 1   

pH  محیط کشت  
 القاي جنین

pH of induction 
medium 

0.53** 0.52** -0.34** 0.57** 1  

pH محیط کشت   
 ظهور جنین

pH of realization 
medium  

0.54** 0.48** 0.027ns 0.56** 0.43** 1 

  .دار  عدم وجود اختلاف معنیns و دار در سطح احتمال یک درصد  اختلاف معنی**
** Significant at 1% probability level and ns Non-significant differences. 

  
 و کلروفیل مشخص کرد pH نتایج همبستگی بین

 القا مرحله pHو  b به aکه بین نسبت کلروفیل 
به این معنا که با کاهش . دارد وجودهمبستگی منفی 

pH  کلروفیل سنتز القا مرحلهدر a  بهbیابد  افزایش می. 
هاي  کروموفرتولید طور معمول بهکه  با توجه به این

یابد، این افزایش  هاي پایین کاهش می pHکلروفیل در 
 b کلروفیل وان به تجزیهت را میb  به aنسبی کلروفیل 

 در صورتی امرنسبت داد که این  a کلروفیل تولیدو یا 
 حیح باشد که دلایلی دال بر تجزیهتواند ص می

هاي نیز موجود باشد، زیرا کروموفرها  پروتئین
در ) رنگدانه(کلروفیل در حالت اتصال به پروتئین 

 pHي لیپیدي قرار دارند و واکنش اندکی به غشا
 pH در حالی است که  این،)10( دهند محیط نشان می

 داري ها همبستگی معنی  ظهور جنینمرحلهکشت  محیط
تی  در صور،هدد  نشان نمیb  بهaبا نسبت کلروفیل 

 و کلروفیل کل b ، کلروفیلaکه محتواي کلروفیل 
 القا و ظهور مرحله هر دو pHداري با  همبستگی معنی

، بنابراین پژوهش )8جدول ( دنده ها نشان می جنین
فراهمی مواد غذایی علت  کند که به حاضر پیشنهاد می

هاي گیاهان  که یکی از ویژگی تنبلی و ایجاد پدیده
 pH همبستگی بین ،)18( باشد اي می شیشه درون
هاي روموفر کساختاز و کلروفیل ناشی کشت  محیط

. باشد که در پیوند با غشا قرار نگرفتند کلروفیل می
تواند منوط  نین افزایش محتواي کلروفیل کل میهمچ

  زنجیرهنبودعلت   باشد که بهcبه افزایش کلروفیل 
   .)10( باشد آبگریز فیتول محصور در لیپید نمی
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  گیري کلی نتیجه
هد د تایج حاصل از پژوهش حاضر نشان مین
ل ی کامل تشکB5در محیط ها  ترین تعداد جنین بیش

 لزوم حضور هر سه فرم نیتروژن بیانگرشدند که 
ترین  باشد و مشاهده بیش ، اکسید و احیا میآلی

یافته در محیط کشت حاوي  هاي تکامل تعداد جنین
ثر این دو ماده ؤ، نقش مکازئین هیدرولیزاتنیترات و 

نتایج این . کند نشان می ها خاطر را در تکامل جنین
هاي مختلف نیتروژن بر  فرم دهد که  نشان میبررسی

pHهاي  کشت و روند تشکیل و تکامل جنین   محیط
که در محیط کشت  طوري  به اثر زیادي دارد،رویشی

 و محیط کشت حاوي سه فرم نیتروژن حاوي هر

 جزئی pH تغییرات  نیتراتکازئین هیدرولیزات و
هاي رویشی نسبت به  بوده و تشکیل و تکامل جنین

. شد  هاي کشت به بهترین صورت انجام یطسایر مح
آمده از این   دست هرو با توجه به نتایج ب از این

  یابی به  شود که براي دست پژوهش پیشنهاد می
هاي  کشت  یافته، محیط هاي تکامل تعداد زیادي جنین

  سه نوع نیتروژن اما با مقادیر بالاي کازئینحاوي هر
 همچنین این مطالعه .هیدرولیزات استفاده شود

هاي تکاملی سلولی و   بر جنبهpHتر اثر  بررسی دقیق
 سلولی را   درونpHهاي مختلف ازت بر  ثیر فرمأت

  . دماین توصیه می
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