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  1چکیده
این . باشد اي می زایی رویشی، روش جدیدي براي ازدیاد انبوه گیاهان در شرایط درون شیشه جنین

هاي کشت  تأثیر عوامل مختلفی از جمله ترکیب مواد و عناصر غذایی موجود در محیط تکنیک تحت
دهنده محیط کشت بر  به این منظور براي بررسی نقش و میزان تأثیر این بخش مهم تشکیل. رار داردق

 4 تیمار در 12زایی رویشی گیاه هویج، آزمایشی در قالب طرح پایه بلوك کامل تصادفی با  میزان جنین
، MSیط کشت برگ هویج در سه مح متري از دم  سانتی1براي انجام آزمایش قطعات . تکرار انجام شد

B5 و NL 6. هاي القا شده به فاز ظهور جنین منتقل شدند  هفته اندام3 در فاز القایی کشت و بعد از 
نتایج نشان . زایی انجام شد ها در مراحل مختلف جنین هفته بعد از مرحله ظهور جنین، شمارش جنین

هاي رویشی گیاه هویج  نداري بین سه محیط کشت یادشده از لحاظ تشکیل جنی داد که اختلاف معنی
ترین تعداد جنین  ترین و کم ترتیب بیش  بهMS و B5هاي کشت  در محیط). >01/0P(وجود دارد 

گام  به دست آمده از تجزیه و تحلیل رگرسیون گام نتایج به. کروي، قلبی، اژدري و گیاهچه تشکیل شد
زایی داشته و بعد  و مراحل تکامل جنینترین میزان تأثیر را در القا  بیانگر آن بود که عنصر کلسیم بیش

نتایج همبستگی نشان داد که پتاسیم همبستگی . اند ترتیب فسفر و پتاسیم اثر خود را نشان داده از آن به
                                                

  sj.mousavizadeh@gmail.com: مسئول مکاتبه *
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همچنین در این پژوهش . دار با تعداد جنین دارند مثبت و آمونیوم، فسفر و کلسیم همبستگی منفی معنی
، استفاده نکردن ازکازئین MSعداد جنین در محیط کشت مشخص شد که از دلایل پایین بودن ت

  .باشد هیدرولیزات در این محیط کشت می
  

  زایی رویشی، عناصر غذایی  هویج، کشت بافت، محیط کشت، جنین:هاي کلیدي واژه
  

  مقدمه
 داراي چندین ،گردند ه مییزایی رویشی ارا جنینکشت هاي  محیطعنوان  ات مختلفی که بهترکیب

آمینه، ساکارز و  هاي معدنی، اسیدهاي  نمککننده رشد،  مواد تنظیم :باشند که عبارتند از  میبخش عمده
 ،گیاهانزایی رویشی  رو برروي جنین ن پیشا محققهاي پژوهشدر ). 2007مشایخی،  (مواد آلی دیگر

زایی رویشی   محیط کشت جهت القاي جنیندر 1توفورديخصوص   به اکسینهورمون حضوراهمیت 
ها به  نهایت تبدیل جنین این اصل که براي ظهور، ادامه تکامل و درهمچنین . ه استص گردیدمشخ

 شناخته  نیز کاهش یافته و یا کاملاً حذف گردنددبای ها در محیط کشت  یک گیاه کامل غلظت اکسین
ت و ؛ راینر1966؛ هالپرین، 2008؛ میزوکامی و همکاران، 2004؛ راگاوان، 2001مشایخی، (ه است شد

؛ زوینی و 2006؛ استروز و همکاران، 2007؛ راي و همکاران، 2007؛ کاستیلو و همکاران، 1969تازاوا، 
هاي مختلف نیتروژن در  اما در کنار ضرورت استفاده از اکسین، اهمیت حضور شکل). 2007هدرامی، 

ر است اي برخوردا زایی رویشی نیز از اهمیت ویژه هاي کشت جهت القاي جنین ترکیب محیط
زایی اثر  جنین  مختلف نیتروژن که برهاي شکلاین در حالی است که ). 2007اینوسنته و همکاران، (

 که نتایج محققان نشان داده. گردد دار مانند اسیدهاي آمینه نیز می گذارند شامل سایر مواد نیتروژن می
  به یک محیط کشتکگلوتامی یدگلوتامین، اس، آلانین  آلفاویژه آمینه مختلف به اضافه نمودن اسیدهاي

نوتیرونچی و (شوند  ، باعث افزایش تعداد جنین رویشی میجنین ظهور تأثیر مثبت بربا  زا، جنین
). 2007؛ زوینی و هدرامی، 2007؛ اینوسنته و همکاران، 1998؛ ژائو و همکاران، 1984همکاران، 

زایی رویشی  هاي کشت بر توان جنین یطنوع و میزان عناصر معدنی موجود در مح بالا،رد ابر مو علاوه
و تأثیر پتاسیم به وجود ارتباط بین پتاسیم و نوع نیتروژن ها  در برخی از پژوهش. اثرات متفاوتی دارند

شود، اشاره شده  ها می بر ایجاد فشار اسمزي در سیتوپلاسم و محیط کشت که منجر به تکامل جنین
                                                
1- 2,4-Dichlorophenoxy Acetic Acid (2,4-D) 
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ماشر و هورست،  ؛ ساتل1995؛ مارشنر، 1995مکاران، ؛ پاکیوز و ه1969راینرت و تازاوا، (است 
) 2003(، تاکدا و همکاران )1995(، نیومن )1986(نومورا و کومامین . )2000؛ گوئرا و همکاران، 2007

زایی و ایجاد قطبیت   براي شروع جنین1عنوان پیامی به نقش کلسیم به) 2008(و میزوکامی و همکاران 
و همچنین ) 2001(در همین راستا مشایخی . اند زایی اشاره کرده لیه جنیندر تقسیم سلولی در مراحل او

. با حذف بور از محیط کشت سبب القاي جنین رویشی در هویج شدند) 2006(مشایخی و نیومن 
. زایی هویج و خیار مورد مطالعه قرار داد اثر عناصر بور و روي را در جنین) 2008(پور  وحدت

فرنگی  زایی رویشی گوجه زایی و جنین  نقش عناصر غذایی را طی اندامنیز) 2008(زیرکوهی  پیري
هاي جداشده از گیاه مادري، پس از کشت دیگر  که ریزنمونه از سوي دیگر، با توجه به این. بررسی کرد

. ها، به محیط کشت از اهمیت خاصی برخوردار است  نیستند، بنابراین افزودن کربوهیدرات2خودپرور
ها و رفتار  تواند بر چگونگی رشد ریزنمونه  مقدار و غلظت کربوهیدرات محیط کشت میبنابراین نوع،

؛ کیم 2007؛ راي و همکاران، 2006بورل و همکاران، (زایی رویشی اثر داشته باشد  ها از لحاظ جنین آن
  ).2006؛ مجد و همکاران، 1996؛ گرام و همکاران، 2000؛ رودریگرز و همکاران، 2004و همکاران، 

شود که مرحله اول آن فاز القا  در گیاهان دنبال میزایی رویشی  جنیندو مرحله مختلف براي  اغلب
دست آورده و  یی را بهزا جنینابتدا پتانسیل  ي موجود در محیط کشتها سلولدر این مرحله  .باشد می

شوند  میهاي رویشی ظاهر  ، جنین3ها  ظهور جنینله مرحسپس در. کنند میشدن  تقسیم به شروع
ها را  ها اثر تغییرات محیط کشت بر تمایز و تکامل جنین در مرحله ظهور جنین). 2007مشایخی، (

که در مورد چگونگی اثر محیط کشت برروي القاي  مستقیم ملاحظه نمود، در صورتیطور  بهتوان  می
 زیرا نتیجه تأثیر ،باشد  کمی در دسترس می، اطلاعاتافتد زایی رویشی که در آغاز کشت اتفاق می جنین

 طور مستقیم و بلافاصله مقدور نبوده و تنها در مراحل بعدي  بهزایی رویشی  بر جنینمحیط کشت
نظر   بنابراین هدف از این پژوهش صرف.دهد غیرمستقیم نشان میصورت  اثر خود را به است که تکامل

 MSده در سه محیط کشت ها، بررسی اثر مواد و عناصر غذایی مختلف استفاده ش از اثر هورمون
بر ) 1966نیومن،  (NLو ) 1968گامبورگ و همکاران،  (B5، )1962موراشینگ و اسکوگ، (

  .باشد زایی می برگ هویج در مراحل مختلف تکامل جنین زایی رویشی دم جنین

                                                
1- Signal 
2- Autotrophe 
3- Realization Phase 
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  ها مواد و روش
بیعی پژوهش حاضر در آزمایشگاه کشت بافت گروه باغبانی دانشگاه علوم کشاورزي و منابع ط

براي شروع آزمایش ابتدا بذور هویج رقم نانتس توسط الکل .  اجرا شد1387 و 1386گرگان در سال 
 درصد به همراه 3سپس ضدعفونی توسط محلول هیپوکلریت سدیم . تیمار شدند)  ثانیه30 ( درصد70
زیر هود بذور پس از شستشو با آب مقطر استریل در .  دقیقه انجام شد20مدت   به80 قطره توین 2

 12-15 درصد ساکارز به تعداد 1 درصد آگار و 8/0 حاوي B5زنی  لامینار برروي محیط کشت جوانه
برگ از بذرهاي  هاي دم  هفته ریزنمونه4پس از گذشت . هاي مربایی کشت شدند عدد بذر در شیشه

   MS ،B5ایه هاي کشت پ از محیط. متري تقسیم گردیدند  سانتی1 هویج جدا، و به قطعات  زده جوانه
به این منظور ابتدا غلظت عناصر و مواد . ها استفاده شد صورت مایع براي کشت ریزنمونه  بهNLو 

  هاي کشت  هاي محیط مولار محاسبه و براي ساخت محلول هاي یادشده بر حسب میلی غذایی محیط
 و 452/0، 226/0هاي صفر،  از هورمون اکسین توفوردي با غلظت). 1جدول (در نظر گرفته شدند 

 استفاده، و به محیط MS میکرومول در محیط 9 و 5، 2 و صفر، B5 میکرومول در محیط 904/0
هاي کشت   محیطpH.  میکرومول افزوده شد9 و 6، 3 اکسین ایندول استیک اسید با غلظت NLکشت 

 MSط کشت  نرمال براي محی1/0 و با کاربرد سود یا اسید کلریدریک 1 مترpHبا استفاده از دستگاه 
   تنظیم، و بعد از 7/5 در محدوده NL و B5هاي کشت   و براي محیط5/5در محدوده 

گراد در دستگاه   درجه سانتی121 بار و دماي 1/1 دقیقه در فشار 15مدت  هاي کشت به آن محیط
هاي  زایی، در محیط برگ هویج در فاز القاي جنین  ریزنمونه دم5تعداد .  ضدعفونی شدند2اتوکلاو

ها به  لیتر از محیط کشت، مستقر گشته و سپس بالن  میلی25 شکل حاوي Tهاي  ادشده در بالنی
گراد و نور دایم   درجه سانتی28 دور در دقیقه و دماي 9/1 با دوران 3دستگاه آکسوفیتون استوارد

 3ها  هاي قبل، اما با هدف ظهور جنین ها در محیط  ریزنمونه4عمل واکشت. منتقل شدند)  لوکس2000(
جهت حذف کامل . ها حذف شده بود، انجام گرفت هفته پس از کشت در حالی که اکسین از آن

، 5هاي  هاي کشت ضدعفونی شده بدون اکسین، در سه مرحله به فاصله ها در محیط اکسین، ریزنمونه
                                                
1- Labtron, pH Meter-Thermometer, pHT 110, IRAN 
2- Reyhan Teb, RT-2, IRAN 
3- Auxophyton Steward 
4- Subculture 
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 هفته در مرحله 6پس از گذشت ). 2007؛ مشایخی، 2001مشایخی، ( دقیقه شستشو شدند 15 و 10
شکل و  شکل، اژدري شکل، قلبی هاي رویشی تولیدشده در مراحل کروي ها، تعداد جنین ور جنینظه

 میکرون، 40 و 20نمایی   متصل به کامپیوتر در دو بزرگ1گیاهچه، با استفاده از دستگاه استرئوسکوپ
  .برداري شدند شمارش و عکس

سپس تجزیه و . نرمال شدند X/50 ها با استفاده از تبدیل جذري  داده:ها تجزیه و تحلیل داده
.  تکرار صورت گرفت4 تیمار در 12هاي کامل تصادفی با  ها با استفاده از طرح بلوك تحلیل داده

افزار   درصد و با استفاده از نرم5 در سطح احتمال LSDها با استفاده از آزمون  مقایسه میانگین داده
، جهت مشخص شدن تأثیر هر یک از 1 با استفاده از اطلاعات جدول . شدانجام) SAS) 2001آماري 

برگ  زایی رویشی دم هاي کشت بر مراحل مختلف جنین دهنده محیط عناصر و مواد غذایی تشکیل
 3گام به ترین عامل آن، از ضرایب رگرسیون گام  و براي تعیین مهم2هویج، از ضرایب همبستگی ساده

  .استفاده گردید
  

  نتایج و بحث
 درصد بین 1داري در سطح  دست آمده از این پژوهش نشان داد که اختلاف معنی نتایج به

زایی وجود دارد   از نظر تشکیل جنین در مراحل مختلف جنینMS و B5 ،NLهاي کشت  محیط
نین ، تغییر در میزان اکسین سبب تغییر در تشکیل تعداد ج3طبق نتایج ارایه شده در جدول ). 2جدول (

زایی در محیط  در تمام مراحل جنین) P>01/0(داري  ترین تعداد جنین با اختلاف معنی شده و بیش
و همچنین ) 2006(دست آمده، استروز و همکاران  پیرو نتایج به). 3جدول ( مشاهده گردید B5کشت 

هاي  غلظتداري بین   اختلاف معنی5 و گواوا4زایی موز ترتیب در جنین به) 2007(راي و همکاران 
  .مختلف توفوردي مشاهده کردند

                                                
1- Striyo, Sunny. Monitoring, Sony 
2- Corr Procedure 
3- Forward Stepwise Regression Procedure 
4- Musa spp 
5- Guava (Psidium Guajava L. cv. Banra) 
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  ).مولار میلی (NL  وMS، B5 هاي کشت  غلظت عناصر غذایی موجود در محیط-1جدول 
NL MS B5 عناصر غذایی 
756/12  402/39 67/26  NO3

- 
00/0 612/20 028/2 NH4

+ 
755/12 998/59 697/31 N 
628/8 038/20 685/29 K+ 
499/1 246/1 961/0 P  
381/4 5/1 05/3 Mg++ 
066/2 992/2 02/1 Ca++ 
171/5 632/1 135/4 S 
00/0 979/5 04/2 CL- 
023/3 002/0 963/0 Na 
0212/0 1004/0 059/0 Mn++ 
024/0 0999/0 048/0 B 
0053/0 0305/0 01/0 Zn++  
0013/0  0318/1  001/0 Mo 
0024/0 00009/0  00009/0  Cu++ 
0537/0  0537/0  0537/0  Fe++ 
00/0  0001/0 00/0 Co  

0045/0 005/0 0045/0 I 
 کازئین هیدرولیزات  4/0 00/0  32/0
  میواینوزیتول  277/0  055/0  277/0
  گلایسین 00/0  039/0 00/0
  ساکارز  428/58  642/87  428/58

  
 MS و  B5، NLهـاي کـشت       زایی دمبرگ هـویج در محـیط         تجزیه واریانس مراحل مختلف تکامل جنین      -2جدول  

  .براساس میانگین مربعات
  کل جنین  گیاهچه  جنین اژدري  قلبیجنین   جنین کروي آزادي درجه منابع تغییر

  ns107/0 ns049/0 ns063/0  ns006/0  ns087/0  3  بلوك
  44/4**  80/1**  00/1**  56/1**  91/2**  11  محیط
  077/0  051/0  036/0  025/0  07/0  33  خطا

  85/15  32/18  39/18  86/14  14/17    )درصد(ضریب تغییرات 
** )01/0<P( ،ns )05/0>P.(  
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بـرگ هـویج در    زایی رویـشی دم    انگین تعداد جنین تشکیل شده در مراحل مختلف تکامل جنین          مقایسه می  -3جدول  
  .ها  در مرحله ظهور جنینMSو  B5 ،NLهاي کشت  محیط

  محیط 
  کشت

  نوع
  هورمون

  غلظت هورمون
  )میکرومول(

جنین 
  شکل کروي

جنین 
  شکل قلبی

جنین 
  کل جنین  گیاهچه  شکل اژدري

  d7/0  **b7/0  c7/0  d7/0  e7/0*  صفر
2  d7/0  b7/0  c7/0  d7/0  e7/0  
5  d7/0  b7/0  c7/0  d7/0  e7/0  MS توفوردي  

9  c53/2  b96/0  b56/1  c27/2  b164/7  
  d7/0  b7/0  c7/0  d7/0  e7/0  صفر
226/0  b14/5  b05/1  c7/0  d83/0  bc152/6  
452/0  b17/5  b7/0  c7/0  d7/0  cbd17/5  B5 توفوردي  

904/0  a19/13  a32/9  a69/6  a02/9  a25/38  
  d7/0  b7/0  c7/0  d7/0  e7/0  صفر
3  c57/2  b7/0  c7/0  d7/0  cde57/2  
6  c6/2  b16/1  b57/1  b22/4  b336/8  NL 

ایندول 
  استیک اسید

9  b02/4  b7/0  bc92/0  c24/2  bc667/6  
05/0LSD     72/1 98/0  84/0  36/1  36/4  

  . درصد ندارند5داري در سطح  عنی اعداد داراي حروف مشترك در هر ستون اختلاف م*
  .باشند  می5/0علاوه   اعداد داخل جدول جذر اعداد اصلی به**
  

 نتایج این پـژوهش نـشان داد کـه در    :برگ هویج زایی رویشی دم تأثیر نوع و غلظت اکسین در جنین  
 شـکل   هاي رویشی   هاي بدون هورمون، جنینی تشکیل نشد، اما با افزودن هورمون اکسین، جنین             محیط

را  زا ایـن عقیـده کلـی      هاي جنـین     در مورد بافت   نتایج محققان کشت بافت گیاهی    ). 3جدول  (گرفتند  
زایی  اصلی جهت شروع القاي جنینارسال علایم مورد نیاز و ایجاد شرایط نماید که   تقویت و تأیید می   

؛ 1986 و کومـامین،  نومـورا (باشد  میهاي نمونه مورد کشت   وارده به سلولتنشها و     به عهده هورمون  
؛ راینـرت و تـازاوا،   1966؛ هـالپرین،  2008؛ میزوکـامی و همکـاران،     2004؛ راگاوان،   2001مشایخی،  

؛ زوینـی و   2006؛ اسـتروز و همکـاران،       2007؛ راي و همکـاران،      2007؛ کاستیلو و همکـاران،      1969
تـوان رونـد    ط کـشت مـی  به محیتوفوردي  خصوص    ها و به    بنابراین با افزودن اکسین    ).2007هدرامی،  

بـا توجـه بـه    . زا نمود جنین،  هستند1پوتنت ها را که توتی هاي سوماتیکی را تغییر داده و آن    تمایز سلول 
                                                
1- Totipotent 
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نتایج این پژوهش، افزایش غلظت هورمون و یا تغییر نوع اکـسین در بیـشتر تیمارهـا، سـبب اخـتلاف       
کـه غلظـت بـالاتري از      با توجه به ایـن MS مثلاً در محیط. زایی نشد ها از نظر جنین داري بین آن  معنی

 استفاده شد، اما میزان جنین رویشی تـشکیل شـده در بـالاترین غلظـت          B5توفوردي نسبت به محیط     
تـر از حـداقل       کـم ) >01/0P(داري     با اخـتلاف معنـی     MSدر محیط   )  میکرومول در لیتر   9(توفوردي  

دست آمد و  شکل به ر مرحله جنین کروي   د B5در محیط   )  میکرومول در لیتر   226/0(غلظت توفوردي   
 میکرومول در لیتر توفوردي از نظر تشکیل جنین رویشی اختلاف 5 و 2هاي   بین غلظتMSدر محیط 

زایی هویج میزان جنین   و در تمام مراحل تکامل جنین    NLهمچنین در محیط    . داري مشاهده نشد    معنی
تر  کم) >01/0P(داري  یک اسید با اختلاف معنی میکرومول در لیتر ایندول است9تشکیل شده در غلظت 

جـدول  ( بـود  B5 میکرومول در لیتر توفوردي در محیط    904/0از میزان جنین تشکیل شده در غلظت        
تـأثیر قـرار    زایی رویشی هـویج را تحـت    رسد عواملی غیر از نوع و غلظت اکسین، جنین          نظر می   به). 3

محـیط  . هاي کشت اشـاره کـرد   اد مورد استفاده در این محیطتوان به مو از میان این عوامل می. دهند  می
هـاي متفـاوتی بـه     ها واکـنش  دلیل اختلاف در میزان و نوع مواد موجود در آن هاي مختلف هم به   کشت

بین ) >0001/0P(داري  به اختلاف معنی) 2006(مثلاً بورل و همکاران     . دهند  تشکیل جنین رویشی می   
دلیل غلظت   را بهB5زایی رویشی گل سرخ دست یافتند و          جنین  از لحاظ  MS و   B5دو محیط کشت    

  .زایی رویشی پیشنهاد کردند عنوان محیط پایه مناسب جنین املاح معدنی و میزان نیتروژن آن به
تـري نـسبت       از آمونیوم و نیترات بیش     MS محیط کشت : برگ  زایی رویشی دم    تأثیر نیتروژن بر جنین   

اما هر سه محیط، مقـدار  . آمونیوم است) 1جدول ( در کل بدون NL وباشد   برخودار میB5  و NL به
داري با جنین کـروي شـکل،      در این پژوهش آمونیوم همبستگی منفی و معنی       . مشخصی نیتروژن دارند  

ها برروي  ویژه تأثیر منفی آن البته تأثیر نیتروژن و آمونیوم و به). 4جدول (گیاهچه و کل جنین نشان داد 
زایی اشتباه کرد، زیرا نتایج ارایه شده، پس از گذرانـدن   ها بر القاي جنین ا نباید با تأثیر آن    تعداد جنین ر  

زا  هاي جنـین  علت جلوگیري از تشکیل جنین در سلول       بنابراین تأثیر منفی این مواد به     . باشد  فاز القا می  
 ماننـد  MSمحیط کشت ها بوده و از طرفی چون غلظت بیشتر مواد استفاده شده در  در فاز ظهور جنین 

باشد و میزان تشکیل جنین نیز در این محـیط    بالا میB5 و   NLهاي    نیترات و آمونیوم نسبت به محیط     
هـاي انجـام    با این وجود پـژوهش . دست آمد   ها، منفی به    تر از دو محیط دیگر بود، بیشتر همبستگی         کم

گلبولار ضروري  شی و در مرحله پیش زایی روی   شده نشان داده که وجود آمونیوم در مرحله القاي جنین         
زایـی    داري بین نیترات با مراحل مختلف جنین        در این بررسی همبستگی معنی    ). 1966هالپرین،  (است  
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حضور نیتروژن احیاء شده، شـرط اساسـی بـراي       ) 1966(دست نیامد و در کل بنا به عقیده هالپرین            به
  .زایی رویشی است القاي جنین

  
زایی رویشی و با عناصر غـذایی اجـزاي دیگـر محـیط      ی بین مراحل مختلف تکامل جنین ضرایب همبستگ-4جدول  

  .B5 و MS ،NLهاي کشت  برگ هویج در محیط کشت در دم
  زایی رویشی مراحل تکامل جنین

 کروي شکل  شکل قلبی شکل اژدري گیاهچه کل جنین
  عناصر

19/0- 46/0- 003/0- 0007/0 23/0- NO3
-  

*60/0- **81/0- 44/0- 44/0- *64/0- NH4
+ 

32/0- *58/0- 14/0- 13/0- 37/0- N 
*70/0 46/0 **82/0 **82/0 *66/0 K+ 
**75/0- 53/0- **86/0- **87/0- **72/0- P 

25/0 52/0 07/0 06/0 30/0 Mg++ 
**96/0- **99/0- **89/0- **89/0- **97/0- Ca++ 

38/0 *63/0- 20/0- 20/0- 43/0- CL- 

01/0 30/0 17/0- 18/0- 06/0 Na++ 

24/0- 51/0- 055/0- 051/0- 28/0- Mn++ 

41/0- *66/0- 236/0- 231/0- 45/0- B 

53/0- **75/0- 367/0- 363/0- *57/0- Zn++ 
*67/0- **86/0- 525/0- 521/0- **71/0- Mo 

3/0- 009/0- 474/0- 478/0- 25/0- Cu++ 
*67/0- **86/0- 525/0- 521/0- **71/0- Co  
*67/0- **86/0- 525/0- 521/0- **71/0- I 

43/0 *68/0 26/0 25/0 48/0 S 
 کازئین هیدرولیزات  83/0**  67/0*  67/0*  94/0**  80/0**
  میواینوزیتول  71/0**  52/0  52/0  86/0**  67/0*
 گلایسین  -71/0**  -52/0  -/52  -86/0**  -67/0*
 ساکارز  -71/0**  -52/0  -52/0  86/0**  -67/0*

** )01/0<P( ،* )05/0<P(.  
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 میکرومول 904/0 حاوي B5شکل در محیط کشت  مراحل ابتدایی تشکیل گیاهچه و جنین اژدري) الف (-1شکل 

 میکرومول 9 حاوي MSشکل تشکیل شده در محیط کشت  جنین اژدري) ب). ( میکرون20نمایی  بزرگ(توفوردي 
  .باشند شکل می هاي اژدري جنیندهنده  ها نشان فلش).  میکرون40نمایی  بزرگ(توفوردي 

  
 شده و می که دارد، سبب تولید جنینشده ک با نیتروژن احیاNL این است که محیط توجه نکته قابل

ترین تعداد جنین را در تمام مراحل   بالاترین میزان آمونیوم را دارد، اما کمMSکه  با توجه به این
فقط غلظت ) 2001(و همچنین مشایخی  )1969(اوا تازراینرت و به عقیده ). 3جدول (زایی دارد  جنین

 خصوصیاتی نظیرکننده دارد و نه  زایی رویشی نقش تعیین  در جنیننیتروژن موجود در محیط کشت
حضور را  شرط اساسی و لازم جهت تشکیل جنین رویشی ها در واقع آن. بودن آن احیا و یا غیراحیا

اشکال مختلف نیتروژن  همچنین. اند دانسته آمونیوم صورت میزان مشخصی از نیتروژن بهدرون سلولی 
ر دا  بلکه شامل سایر مواد نیتروژن، محدود به نیترات و آمونیوم نبود فقط،گذارند زایی اثر می جنین که بر

زایی   که براي جنینبیان کردند) 1998(  و همکارانوژائ طور مثال به. دشون مانند اسیدهاي آمینه نیز می
بنابراین با توجه به نوع . دضاف شوینه مختلف به محیط کشت ا اسید آم14 د بای1برنجاي  درون شیشه

هاي این  توان به دلایل اختلاف در تشکیل جنین  میهاي کشت این پژوهش مواد مورد استفاده در محیط
باشند،   آن می دارايB5 و NL کازئین هیدرولیزات، ولی  بدونMSبراي مثال . ها پی برد محیط

 از حضور اسیدهاي آمینه موجود در کازئین هیدرولیزات براي القاي B5 و NLهاي  این محیطبنابر
                                                
1- Oryza Sativa 
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بع داراي عنوان یک من  فقط از اسید آمینه گلیسین بهMSکنند، اما در محیط کشت  زایی استفاده می جنین
 نه لازم برايلیزات اسیدهاي آمیدر کازئین هیدرو. گردد  شده است، استفاده مینیتروژن که به شکل احیا

اساس بر). 2007مشایخی، (ین وجود دارد زایی مانند گلوتامین، پرولین، آلانین، سرین و گلیس جنین
اینوسنته و همکاران،  (1جوا گزارش محققان، افزودن گلوتامین و گلوتامیک اسید به محیط کشت فی

 افزایش تعداد جنین بسب) 2007زوینی و هدرامی،  (2و افزودن گلوتامین به محیط کشت خرما) 2007
 آمینه پرولین و سرین از طریق هاياسیدبیان کردند ) 1984(نوتیرونچی و همکاران  .شود رویشی می

ین وسیله ه اب ده وشها  هاي میتوزي سلول هاي داخلی باعث افزایش فعالیت  هورمونافزایش میزان
 )1969 ( تازاوا وراینرتدیگر  از سوي. دهند  زا را افزایش می جنین هاي سلولی پیش  تشکیل توده

 3ها ، این میزان پتاسیم درون سلولباشد می آمونیم داراي که فقط یمشاهده نمودند که در محیط کشت
  .زایی رویشی عمل نماید روي جنینکننده بر عنوان عاملی محدود  تواند به است که می

 پتاسـیم همبـستگی     این پـژوهش  ر  د :برگ هویج   زایی رویشی دم    تأثیر پتاسیم، قند و گوگرد بر جنین      
نتـایج آنـالیز   ). 4جـدول   (زایی نشان داد     داري با تعداد کل جنین و مراحل مختلف جنین         مثبت و معنی  
صـر غـذایی مـورد بررسـی در ایـن           نشان داد که پتاسیم از مجموع عنا      ) 5جدول  (گام    به  رگرسیون گام 

 زیرکـوهی  پیـري ). 2R=999/0(کنـد    تغییرات مربوط به تعداد کل جنین را توجیـه مـی       999/0 پژوهش
 افـزایش   فرنگی نقش مثبتی دارد و سـبب       زایی رویشی گوجه   نتیجه گرفت که پتاسیم در جنین     ) 2008(

زایـی رویـشی     روي جنـین  نیز در پژوهش خود بر    ) 2007(لو و همکاران    کاستی. گردد جنین رویشی می  
گیري جنـین   شکل MSیط کشت مایع  و سیترات پتاسیم از محه گرفتند که با حذف نیترات      نتیج 4فلفل

زایی رویشی مربوط بـه ایجـاد فـشار          رسد نحوه اثر پتاسیم در جنین      نظر می  به. شود رویشی متوقف می  
شـود   هـا مـی    تکامل جنین افزایش فشار اسمزي محیط کشت سبباسمزي در محیط کشت باشد، زیرا   

اسیم در سیتوپلاسم و کلروپلاسـت    ین صورت که پت   ه ا ب). 2007؛ مشایخی،   1995پاکیوز و همکاران،    (
و این افزایش فشار اسمزي باعـث تجمـع مـواد           ) 1995مارشنر،  (کند   به ایجاد فشار اسمزي کمک می     

به کاهش رشـد و   خود  هاي رویشی گردیده که      درون جنین ) پروتئین، کربوهیدرات و چربی   (اي   ذخیره

                                                
1- Feijoa (Acca Sellowiana (Berg) Burret) 
2- Phoenix Dactylifera 
3- Intra Cellulare K+ 
4- Capsicum Chinensis cv. Rux-02 
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قـع فـشار اسـمزي ایجـاد شـده باعـث       در وا). 2007مـشایخی،  (شود  میمنجر ها  در نتیجه بلوغ جنین 
هـاي   گیـري از طریـق حفـظ سـلول         آب. گـردد  هـا مـی    هـا و تـسریع در تکامـل آن         گیري از جنین   آب

زنی   جوانه محور زیرلپه آن که هنگام1اي شدن سیتوپلاسمی ناحیه مریستمی جنین و جلوگیري از شیشه
این یکـی از دلایـل بـالا بـودن تعـداد      بنابر. شود ها می  تکامل جنینکند، سبب از رشد آن جلوگیري می   

بالا بودن میزان پتاسیم در ، )3جدول (  در این پژوهشB5جنین در مراحل مختلف آن در محیط کشت 
  ).1جدول ( است B5 و MSهاي  این محیط نسبت به محیط

  
 بـر  NL و MS ،B5هاي کشت  گام و ضرائب تبیین در مورد تأثیر عناصر محیط به  نتایج آنالیز رگرسیون گام -5جدول  

  .برگ هویج زایی رویشی دم مراحل مختلف تکامل جنین
  زایی مراحل تکامل جنین

 شکل جنین کروي  شکل جنین قلبی  شکل جنین اژدري  گیاهچه کل جنین
  عناصر

  کلسیم  9515/0***  7997/0*** 803/0*** 9975/0***  9289/0***
 فسفر  9999/0*** 9995/0*** 999/0*** - -

  پتاسیم  -  -  -  -  9999/0***
***) 0001/0<P(.  
  

مشایخی، (هاي رویشی لازم هستند  زنی جنین  دیگر میزان قند و ساکارز براي جوانهاز سوي
زاي  از ساکارز در محیط جنیننکردن  استفاده نشان دادند که حتی) 2007(ران راي و همکا). 2007

ترین  مناسب) 1995( نیومن به عقیده. شود  از تشکیل جنین رویشی میگواوا باعث جلوگیري
اثر نسبت به گلوکز باشد و استفاده از ساکارز  زا ساکارز می هیدروکربن براي محیط کشت جنین

). 2006بورل و همکاران، ( دارد 2تري روي توسعه جنین رویشی گل سرخ کنندگی بیش تحریک
) 2006(جد و همکاران در گل سرخ، م) 2004(در فلفل، کیم و همکاران ) 2007(کاستیلو و همکاران 

 درصد 2-3میزان  Araucaria excelsدر کاج اروکاریا) 2000(را و همکاران ئو همچنین گو
 درصد 3 تا 2بنابراین غلظت . هاي رویشی پیشنهاد کردند زنی و تکامل جنین ساکارز را براي جوانه

  .سدر نظر می زا کافی به ساکارز براي محیط کشت جنین

                                                
1- Vitrification 
2- Rosa Hybrida L. 
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 از ضرایب همبستگی نشان داد که میزان گوگرد محیط کشت، همبستگی مثبت دست آمده نتایج به
گوگرد جزء ساختمان اسیدهاي آمینه ). 4جدول (با تعداد گیاهچه دارد ) P>05/0(داري  و معنی

ط تر موجود در محی میزان گوگرد بیش. هاست سیستئین و متیونین و در نتیجه جزو ساختمان پروتئین
ش مهمی در  که نقMS و B5 و همچنین وجود منیزیم بالاتر در این محیط کشت نسبت به NLکشت 

ها در این محیط بالاتر رفته و در   شده که فتوسنتز و متابولیسم کربوهیدراتساخت کلروفیل دارد سبب
هایت باعث  در نکشت شده در این محیط افزایش یابد وهاي  نتیجه میزان قند و تجمع آن در ریزنمونه

به عقیده جان ).  الف-2شکل ( گردد هاي تولید شده هاي قرمز در گیاهچه دانه هایی با رنگ ظهور جنین
صورت   از آن بهدست آمده هاي به م تجمع قند در جنین و گیاهچهیعلا) 1995(و همکاران 

لقاي جنین، از زمان با ا  همNLهمچنین در محیط کشت . دگرد ها مشخص می هاي قرمز در آن دانه رنگ
 که علت تشکیل ریشه ،) ب-2شکل  (یی ظاهر شدندها برگ هویج، ریشه هاي کشت شده دم ریزنمونه

  ).2007مشایخی، (باشد  میاستفاده از هورمون ایندول استیک اسید در این محیط کشت 
 ـ  نتایج:برگ هویج زایی رویشی دم  تأثیر فسفر و میواینوزینول بر جنین      زان فـسفر   نشان داد که بـین می

داري  زایی رویشی همبـستگی منفـی معنـی    محیط کشت با تعداد جنین در مراحل مختلف تکامل جنین        
خوبی آشکار ساخت  نیز به) 5جدول (گام  به همچنین نتایج تجزیه رگرسیون گام). 4جدول (وجود دارد 
 را در محـیط  شـکل  هاي کروي، قلبـی و اژدري    تغییرات مربوط به تعداد جنین 999/0میزان   که فسفر به  

هـاي   ی از ساختمان مولکـول    یعنوان جز   به ترین نقش فسفر،  آشکار). 2R=999/0(کند   کشت توجیه می  
 RNA و DNA عامل ایجاد پیوندهاي میان واحدهاي ریبونوکلئوزید در    درشت اسید نوکلئیک بوده که    

هاي رویشی که در     یندر همین راستا در جن    ). 1995مارشنر،  (د  باش هاي درشت می   و ساختمان مولکول  
رودریگـرز و  (هاي غنی از اسـیدهاي نوکلئیـک حـضور دارنـد         مراحل ابتدایی تکامل قرار دارند سلول     

 که عامل اساسی لازم براي ساختن نشاسته انرژي بوده یک فسفات پرATPهمچنین ). 2000همکاران، 
هـا اسـت     زیـاد درون آن ي نـشاسته ازا، محتـو  هاي جنین م سلولو یکی از علای  ) 1995مارشنر،  (است  

هاي  ي نشاسته پروتوپلاست سلولامحتو) 1996(اساس گزارش گرام و همکاران    بر). 2007مشایخی،  (
ها شروع شود به سرعت زیـاد   که تقسیم در آن  روز اول کشت و قبل از این3 در طی  1زا در نخود   جنین

هـاي گلبـولی شـکل، از        گیري جنـین   زا و شکل   هاي جنین  با این حال با ادامه تمایز در سلول       . گردد می
                                                
1- Pisum Sativum var. Belman 
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بنابراین ). 2000 رودریگرز و همکاران،     ؛1996گرام و همکاران،    (شود   میها کاسته     ي نشاسته آن  اتومح
. زا الزامـی اسـت   هاي جنین حضور فسفر در مرحله القا در محیط کشت براي ساختن نشاسته در سلول        

 نیـز از اجــزاي  1 ایـن بـین میواینوزیتــول   فـسفر در ســاختمان فـسفولیپیدها نقــش دارد و در  همچنـین 
روي مراحـل تـشکیل دیـواره سـلول اثـر دارد            فولیپیدهاي دیواره سـلول اسـت و بـر        دهنده فس  تشکیل

و در نتیجـه   در اتصال آن با هورمون ایندول استیک اسـید  ولاینوزیتمیونقش اصلی  ). 2007مشایخی،  (
  دارايB5 و NLهـاي کـشت     محـیط .باشد میگیاه  در داخل بافت ، از تخریب این هورمون    جلوگیري

پس احتمالاً یکی از دلایل دیگر کاهش . باشند  میMSتر نسبت به   میواینوزیتول بیشي برابر5 محتواي
 علاوه بر ایـن، .  باشدتبطرم کم بودن میواینوزیتول در این محیط کشت تواند با  می MSتعداد جنین در    

هاي نمونـه    تأثیر دارد و از این طریق نیز بر رشد و نمو سلول نیز 2 کلسیم پیامی بر سیستم    میواینوزیتول
هـاي   یک رابطـه بـین آزاد شـدن کلـسیم از محـل     در هر حال ). 1995نیومن، ( مورد کشت مؤثر است

 اکسین نیز در برقـراري  وفسفات وجود دارد     تري -1،4،5اي درون سلولی و متابولیزم اینوزیتول         ذخیره
  ).1995دودیتس و همکاران،  (یتول و کلسیم، نقش دارداین رابطه بین فسفو اینوز

  

  
برگ هویج در محیط  هاي قرمز، تشکیل شده از دم دانه اي داراي رنگ جنین رویشی در مرحله گیاهچه) الف( -2شکل 
هاي شکل گرفته از  ریشه) ب). ( میکرون40نمایی  بزرگ( میکرومول در لیتر ایندول استیک اسید 6 حاوي NLکشت 

 میکرومول در لیتر ایندول استیک اسید 6 حاوي NLزاي  برگ هویج در محیط کشت جنین هاي دم مونهریزن
  ). میکرون40نمایی  بزرگ(

                                                
1- Meso-Inositol 
2- Calcium-Signal System 
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نتایج نشان داد که بین میزان کلسیم محیط کشت بـا     :برگ هویج  زایی رویشی دم    تأثیر کلسیم بر جنین   
). 4جـدول   (وجـود دارد    ) P>01/0(داري   زایی رویشی همبـستگی منفـی معنـی        مراحل مختلف جنین  

نیز تأثیر کلسیم در تغییـرات مربـوط بـه مراحـل            ) 5جدول  (گام   به همچنین نتایج تجزیه رگرسیون گام    
اسـت، زیـرا   قبول   قابلمسأله  این .کند خوبی توجیه می زایی در محیط کشت را به      مختلف تکامل جنین  

 ـها، از علا   ها و سیتوسولیک کلسیم سلول     سلولافزایش اکسالات کلسیم     زا  هـاي جنـین   م بـارز سـلول  ی
 و افزایش غلظت سیتوسولیک کلسیم شده که کلسیم سبب طوري  به،)2003تاکدا و همکاران،    (باشد  می
همچنـین افـزودن    ). 2003تاکـدا و همکـاران،      (کند   ها عمل می   عنوان پیامی براي آغاز باززایی جنین      به

میزوکـامی  (شود   میها در مرحله بعد از القا یابی جنینزا باعث بهبود تمایز کلسیم به محیط کشت جنین   
که حرکـت   طوري  دیگر عمل اکسین و کلسیم به یکدیگر وابسته است، به     از سوي ). 2008ان،  و همکار 

جایی فعال اکسین انجـام   ه سیتوپلاسم با جابيکلسیم و اکسین در جهت مخالف یکدیگر از درون غشا     
هـایی بـراي ورود کلـسیم در جهـت شـیب       بـاز کـردن گـذرگاه     گیرد که بر پایه آن اکـسین سـبب         می

ین طریق کـه افـزایش خـروج    ه ا ب،)1995 دودیتس و همکاران،   ؛1983،  حتل(شود   الکتروشیمیایی می 
سیم در بیرون ، به بودن کلباشد ز فرآیند سست شدن دیواره سلول مینیا وسیله اکسین که پیش پروتون به

 مخـالف   مـل شود و این ع    ، کلسیم نیز باعث پایداري دیواره سلولی می       زمان طور هم  به. سلول نیاز دارد  
). 2007ماشـر و هورسـت،    ؛ سـاتل 1995مارشنر،  (تحریک اکسین در رشد و بزرگ شدن سلول است          

دهد ایجاد قطبیت طی تقسیم سلولی در مراحل     زایی رویشی انجام می    عمل دیگري که کلسیم در جنین     
 حالـت  ن قـرار دارد  در محیطی که جنـین در آ      یعنی  ). 1986و کومامین،   نومورا  (زایی است    اولیه جنین 

که جنین از یک طـرف بـه بنـد      در حالیزیرا، آید که کلسیم در ایجاد آن نقش دارد        میوجود   هبقطبیت  
در نتیجه جنین . باشد ندوسپرم آزاد میآ از انتهاي دیگرش در درون کیسه جنینی و یا ، متصل است1ناف

 رشـد آن  سـبب  کـه   مـشتق از کیـسه جنینـی    موادسوکه از یک ، گیرد قرار میاي   شدهدر محیط قطبی    
 شـکل ایـن   و بـا  گیـرد  مـی  را در بر  رسد  به آن می   بند ناف    توسطموادي که    دیگر   سويشوند و از      می

بنـابراین حـضور کلـسیم در    ). 1986 نومورا و کومـامین،  ؛1990ن، ولیند (دشو  نگهداري می ،گیريقرار
  .و مرحله پیش گلبولار ضروري استمرحله القا 

 عناصر دیگري نیـز در ایـن پـژوهش    :برگ هویج زایی رویشی دم   تأثیر مولیبدن، روي و بور بر جنین      
از جمله این عناصر مولیبدن است کـه در  . زایی رویشی هویج نشان دادند داري با جنین   همبستگی معنی 
 نیترات رو حضور مولیبدن براي احیا    دارد و از این    هاي نیتروژناز و نیترات ردوکتاز قرار      ساختمان آنزیم 

                                                
1- Suspensor 
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اساس نتایج بر). 2007ماشر و هورست،    ؛ ساتل 1995مارشنر،  ( باشد  بیت نیتروژن مولکولی مهم می    و تث 
فرنگی ضروري است و همبستگی مثبت   زایی گوجه  حضور مولیبدن براي جنین   ) 2008 (زیرکوهی  پیري

وجـود روي  ). 4جـدول  (باشـند   عناصر دیگر بور و روي می . ردداري با تعداد جنین رویشی دا      و معنی 
 س فسفوریلازها ضروري است و از سـوي      مراز و تران    پلی RNA و   DNAهاي   براي فعال کردن آنزیم   

؛ 1995مارشـنر،   (یک اسـید اسـت      سـاز اینـدول اسـت      ساز تریپتوفان و در نتیجه پـیش       دیگر روي، پیش  
، حـذف روي از  )2008(پـور   اسـاس نتـایج وحـدت    ستا بر در همین را  ). 2007 هورست،   ماشر و  ساتل

 ا اضافه کردن آن به محیط کشت سبب   هاي ناقص در هویج گردید، ام       تشکیل جنین  ت سبب محیط کش 
زایی تأثیر مستقیم  بور نیز عنصري است که در سرنوشت جنین. اي شد ها تا مرحله گیاهچه    تکامل جنین 

 دیگـر   سلولی باعث پایداري غشا سیتوپلاسـم و از سـوي       ر دیواره ین صورت که با حضور د     ه ا ب. دارد
). 2007ماشـر و هورسـت،       ؛ سـاتل  1995مارشـنر،   (شـود    باعث اکسیداسیون ایندول استیک اسید مـی      

، میزان بـور  اي کشت مورد استفاده در این پژوهشه هاي محاسبه شده عناصر در محیط اساس غلظت بر
 و احتمـالاً یکـی از   اسـت  NL برابر محیط 4 و B5ط  برابر محی2 تقریباً  MSموجود در محیط کشت     

امـا بـراي   . باشد ، بالا بودن میزان بور در این محیط میMS جنین رویشی در محیط کاهش تولید دلایل  
توان بور را کاملاً از محیط کشت حذف کرد، چـون بـراي تقـسیم و طویـل                بالا بردن تعداد جنین نمی    

 RNA کاهش میزان اسـید نوکلئیـک و   فی حذف بور سبب   لازم است و از طر     شدن سلول حضور بور   
و ) 2006( مـشایخی و نیـومن     اما در پژوهش  ). 2007اشر و هورست،    م ؛ ساتل 1995مارشنر،  (شود   می

البته در ( سبب القاي جنین رویشی هویج    B5، حذف بور از محیط کشت       )2008(پور   همچنین وحدت 
نظـر   بـه . تعداد جنین تشکیل شده کاهش یافته بود     گردید، ولی در نهایت     ) محیط بدون اکسین خارجی   

ین صورت کـه  ه اب.  اهمیت استگذارند داراي ها اثر می اي که عناصر روي و بور در آن     رسد مرحله  می
عنصر بور با کاهش اکسین داخلی در مرحله القا و عنصر روي بـا افـزایش اکـسین در مرحلـه ظهـور                     

، میزان هر دو عنصر روي 1 با توجه به جدول ).2001ی، مشایخ(شوند  ها می جنین، باعث کاهش جنین
  .باشد  میNL و B5تر از   بیشMSو بور در محیط 

  
  گیري نتیجه

اي، ترکیـب محـیط    زایی رویشی هویج در شرایط درون شیـشه  یکی از عوامل مهم و مؤثر بر جنین       
غییـر در تـشکیل تعـداد     تتغییر در میزان و نوع اکسین، سـبب    هر چند که    . باشد  می کشت استفاده شده  

هاي بدون هورمون، جنینی تـشکیل نـشد، امـا بـا افـزایش هورمـون اکـسین در                 جنین شد و در محیط    
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 B5در محـیط کـشت   .  نـشد ، افـزوده ، تعداد جنین به نسبت افـزایش هورمـون  NL و   MSهاي   محیط
سـیون   رگر از دسـت آمـده     نتایج به .  تعداد جنین تشکیل شد    ترین  کم MSترین و در محیط کشت       بیش
زایـی رویـشی    بـر جنـین  ترین تأثیر را     بیشپتاسیم  فسفر و   کلسیم،  ترتیب    آن بود که به     بیانگر گام  به  گام

بـا  . زایی نـشان داد  داري نیز با تعداد کل جنین و مراحل مختلف جنین       همبستگی مثبت و معنی   . داشتند
ترین تعداد جنین را در تمـام   ا کم بالاترین میزان آمونیوم را داشت، ام    MSکه محیط کشت     توجه به این  
 آن بودنـد،   دارايB5 و NL کازئین هیـدرولیزات، ولـی    بدونMS زیرا ،زایی تشکیل داد مراحل جنین 

زایـی    از اسیدهاي آمینه موجود در کازئین هیدرولیزات براي القاي جنـین       B5 و NLهاي   بنابراین محیط 
 و همچنین وجود منیزیم بالاتر در این محیط     NLمیزان گوگرد موجود در محیط کشت       . استفاده کردند 

 شد که فتوسنتز و متابولیسم ش مهمی در ساخت کلروفیل دارد سبب    که نق  MS و   B5کشت نسبت به    
هاي کشت شده  ها در این محیط بالاتر رفته و در نتیجه میزان قند و تجمع آن در ریزنمونه            کربوهیدرات

هـاي   هاي قرمـز در گیاهچـه   دانه هایی با رنگ ث ظهور جنین و در نهایت باعهدر این محیط افزایش یافت    
زایـی   تـوان بـراي افـزایش جنـین      را مـی پـژوهش دست آمده در این    در نهایت نتایج به   . حاصل گردید 

کـار   هاي کشت، به رویشی، از طریق تغییر در نوع و میزان مواد و عناصر غذایی مورد استفاده در محیط          
  .گرفت

  
  منابع

1.Burrell, A.M., Lineberger, R.D., Rathore, K.S., and Byrne, D.H. 2006. Genetic 
variation in somatic embryogenesis of Rose. HortScience, 41: 5. 1165-1168. 

2.Castillo, P.Y.Z., Flick, A.C., Puc, G.L., Ruiz, A.S., Perez, F.B., Buzzy, N.S., and 
Andra, L.I. 2007. Somatic embryogenesis in Habanero Peper (C. chinense 
Jacq.) from cell suspension. HortScience, 42: 2. 329-333. 

3.Dudits, D., Gyorgyey, J., Bogre, L., and Bako, L. 1995. Molecular Biology of 
Somatic Embryogenesis. In Thorpe, (ed.), InVitro Embryogenesis in Plants,  
P 267-308. Kluwer Academic Publishers. Dordrecht. Printed in the Netherlands. 

4.Gamborg, O.L., Miller, R.A., and Ojima, K. 1968. Nutrient requirements of 
suspension cultures of soybean root cells. Exp. Cell Res. 50: 151-158. 

5.Gram, T., Mattsson, O., and Joersbo, M. 1996. Division frequency of pea 
protoplasts in relation to starch accumulation. Plant Cell, Tissue and Organ 
Culture, 45: 3. 179-183. 



 1389) 1( شماره ،)17( هاي تولید گیاهی پژوهشمجله  

 18

6.Guerra, M.P., Silveira, V., dos Santos, A.L.W., Astarita, L.V., and Nodari, R.O. 
2000. Somatic embryogenesis in Araucaria angustifolia (BERT) O .KTZE. In 
Jan, M.S., Gupta, P.K., and Newton, R.J. (ed.), Somatic Embryogenesis in 
woody Plants. Kluwer Academic Publishers. Netherlands, 6: 457-478. 

7.Halperin, W. 1966. Alternative morphogenetic events in cell suspension. 
American J. Bot. 53: 443-453. 

8.Hetel, R. 1983. The mechanism of auxin transport as a model for auxin action. Z. 
Pflanzen Physiol. 112: 53-67. 

9.Inocente, G.C.C., Vesco, L.L.D., Steinmacher, D., Torres, A.C., and Guerra, 
M.P. 2007. Improvements in somatic embryogenesis protocol in Feijoa (Acca 
sellowiana (Berg) Burret): Induction, conversion and synthetic seeds. 2007. 
Scientia Horticulture. 111: 228-234. 

10.John, A., Drake, P., and Selby, C. 1995. Somatic embryogenesis in Sitka spruce 
(Picea sitchensis (Bong.) Carr.). In: Jan, M.S., Gupta, P.K., and R.J. Newton 
(eds.), Somatic Embryogenesis in woody Plants, Kluwer Academic Publishers. 
Netherlands, 3: 125-143. 

11.Kim, C.K., Oh, J.Y., Chung, J.D., Burrel, A.M., and Byrne, D.H. 2004. Somatic 
embryogenesis and plant regeneration from in-vitro-grown leaf explant of rose. 
HortScience, 39: 6. 1378-1380. 

12.Lyndon, R.F. 1990. Plant development: the cellular basis. Unwin Hyman Ltd. 
London, UK, 320p. 

13.Majd, A., Chamandosti, F., Mehrabia, S., and Sheidai, M. 2006. Somatic 
embryogenesis and plant regeneration in Brassica napus L. Biological Science, 
9: 4. 729-734. 

14.Marschner, H. 1995. Mineral Nutrition of Higher Plants. Academic Press, 
London, 889p. 

15.Mashayekhi, K. 2001. The protein synthesis spectrum during the induction 
phase of somatic embryogenesis in carrot (Daucus carota L.) cultures and the 
role of nitrogen forms for embryo development. A Thesis of Doctor of Science 
in Agriculture. Justus Liebig University, Giessen, 95p. (In Persian) 

16.Mashayekhi, K., and Neumann, K.H. 2006. Effects of boron on somatic 
embryogenesis of Daucus carota. Plant Cell, Tissue and Organ Culture, 84: 279-283. 
(In Persian) 

17.Mashyekhi, K. 2007. Plant Somatic Embryogenesis. Makhtomgholi Fraghi 
(Sarli) Press. 488p. (In Persian) 

18.Mizukami, M., Takeda, T., Satonaka, H., and Matsuoka, H. 2008. Improvement 
of propagation frequency with two-step direct somatic embryogenesis from 
carrot hypocotyls. Biochemical Eng. 38: 1. 55-60. 

19.Murashinge, T., and Skoog, F. 1962. A revised medium for rapid growth and 
bioassays with tobacco cultures. Physiol. Plant, 15: 473. 

 



  زاده و همکاران سیدجواد موسوي

 19

20.Neumann, K.H. 1966. Wurzelbildung und Nukleinsauregehalt bei phloem 
Gewebekulturen der karrotenwurzel auf synthetischen Nahrmedium verschiedener 
Hormonkombina-tionen. Lees Phytohormones ET Organogenese, 38: 95-102. 

21.Neumann, K.H. 1995. Pflanzliche Zell und Gewebekulturen. Verlag Eugen 
Ulmer, 304p. 

22.Nomura, K., and Komamin, A. 1986. Somatic embryogenesis in cultured carrot 
cells. Develop. Growth and Differ, 28: 6. 511-517. 

23.Nutironchi, V., Caligo, M.A., Nozzolini, M., and Luccarini, G. 1984. 
Stimulation of carrot somatic embryogenesis by proline and serine. Plant Cell 
Rep. 3: 210-214. 

24.Paques, M., Bercetche, J., and Palada, M. 1995. Prospects and Limits of 
Somatic Embryogenesis of Picea abies, P 399-414. In: Jain, M.S., Gupta P.K., 
and Newton, R.J. (ed.), Somatic Embryogenesis in Woody Plants, History, 
Molecular and Biochemical Aspects, and Applications. Vol. 1. Kluwer 
Academic Publishers, Netherlands. 

25.Piri Zirkouhi, M. 2008. The Investigation of organogenesis and somatic 
embryogenesis in two of wild and commercial cultivars of tomato in three 
media MS, B5, NL. M.Sc Thesis Gorgan University of Agricultural Science and 
Natural Resoures, Iran, 97p. (In Persian) 

26.Raghavan, V. 2004. Role of 2,4- Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) in somatic 
embryogenesis on cultured zygotic embryos of Arabidobsis: cell expansion, cell 
cycling, and morphogenesis during continuous exposure of embryos to 2,4- D. 
American J. Bot. 9: 11. 1743-1756. 

27.Rai, M.K., Akhtar, N., and Jaiswal, V.S. 2007. Somatic embryogenesis and plant 
regeneration in Psidium guajava L. cv. Banarasi local. Scientia Horticulture, 113: 
2. 129-133. 

28.Reinert, J., and Tazawa, M. 1969. Wirkung von Stickstoffverbindungen und von 
Auxin auf die Embryogenese in Gewebekulturen. Planta. 87: 239-248. 

29.Rodriguez, R., Berros, B., Centeno, M.L., Rovira, M., Rodrigues, A., and 
Radojevic, L. 2000 Applied and basic studies on somatic embryogenesis in 
hazelnut (Corylus avellana L.), In: Jan, M.S., Gupta, P., and Newton, R.J. 
(eds.), Somatic Embryogenesis in woody Plants. Kluwer Academic Publishers. 
Dordrecht-The Netherland Vol. 6. 291-359. 

30.SAS. 2001. SAS/STAT user´s guide. Version 9. SAS Institute, Cary, N.C. USA. 
31.Sattelmacher, B., and Horst, J.W. 2007. The Apoplast of higher plants: 

Compartment of Storage, Transport and Reactions. University of Honnover, 
Germany. Springer, 323p. 

32.Strosse, H., Schoofs, H., Panis, B., Andre, E., Reyniers, K., and Swennen, R. 
2006. Development of embryogenic cell suspensions from shoot meristematic 
tissue in bananas and plantains (Musa spp). Plant Science, 170: 104-112. 



 1389) 1( شماره ،)17( هاي تولید گیاهی پژوهشمجله  

 20

33.Takeda, T., Inose, H., and Matsuoda, H. 2003. Stimulation of somatic 
embryogenesis in carrot cells by the addition of the calcium. Biochemical 
Engineering Journal, 14: 143-148. 

34.Vahdatpour, F. 2008. The investigation of zinc and boron elements effects in 
somatic embryogenesis of carrot (Daucuse carota L.) and cucumber (Cucumis 
sativus L.). M.Sc. Thesis Gorgan University of Agricultural Science and 
Natural Resoures, Iran, 128p. (In Persian) 

35.Zhao, J., Zhou, C., and Yang, H.Y. 1998 In vitro development of early 
proembryos and plant regeneration via microculture in Oryza sativa. Plant Cell, 
Tissue and Organ Culture, 55: 3. 167-174. 

36.Zouine, J., and Hadrami, I.E. 2007. Effect of 2,4 -D, glutamine and BAP on 
embryogenic suspension culture of date palm (Phoenix dactylifera L.). Scientia 
Horticulture, 112: 221-226. 



  زاده و همکاران سیدجواد موسوي

 21

  
 

J. of Plant Production, Vol. 17(1), 2010 
www.gau.ac.ir/journals 

 
Evaluation of media elements and materials on petiole somatic 

embryogenesis of Carrot (Daucus carota L.) 
 

*S.J. Musavizadeh1, K. Mashayekhi2, Kh. Hemmati3 and B. Kamkar4 
1M.Sc. Student, Dept. of Horticultural Science, Gorgan University of Agricultural Sciences 

and Natural Resources, 2Associated Prof., Dept. of Horticultural Science, Gorgan University 
of Agricultural Sciences and Natural Resources, 3Assistant Prof., Dept. of Horticultural 

Science, Gorgan University of Agricultural Sciences and Natural Resources, 4Assistant Prof., 
Dept. of Agronomy, Gorgan University of Agricultural Sciences and Natural Resources 

 
Abstract1 

Somatic embryogenesis is a new approache to plant mass in vitro propagation. 
This method influences by elements and their components in medium. In order to 
investigate the effects of different media and it,s role on somatic embryogenesis of 
Carrot, a CBD experiment with four replications (including 12 treatments) was 
conducted. To do this, Carrot Petioles (with 1 cm dimension) in induction phase 
were cultured in three different media including MS, B5 and NL. After three 
weeks, induced organs were transported to realization phase and embryo counting 
was begun six weeks after realization phase during different embryogenesis stages. 
Results indicated that studied media had significant differences in respect to 
somatic embryogenesis (P<0.01). The B5 and MS had the highest and the lowest 
number of globular, heart, torpedo and seeding, respectively. Results of stepwise 
regression revealed that the calcium was the most determinant element on 
induction and embryogenesis evaluation. The Phosphorus and Potassium also were 
placed in next two priorities. Correlation results show that, Potassium was 
positively, but Ammonia, Phosphorus and Calcium were negatively correlated with 
embryo number. Also, results stated that low embryo number in MS media stewed 
from lacking of casein hydrolysate in media. 
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