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 دهيچك
تثبيت مين علوفه، أمي در تاي جهان است كه نقش بسيار مه يكي از مهمترين گياهان علوفه) .Medicago sativa L( يونجه
هاي  بدين ترتيب نگهداري و تكثير ژنوتيپ  اين گياه خودناسازگار و دگرگشن است و. داردكاهش فرسايش خاك و نيتروژن

هايي كه در  يكي از تكنيك. مطلوب آن دشوار بوده و توليد بذر مرغوب و يكدست در اين گياه با مشكلات زيادي مواجه است
زايي   شناسايي عوامل موثر بر جنينبنابراين .باشد   ميزايي رويشي ، جنينداشته باشد كاربرد فراواني واندتشكل مياين محل 

 در گرم يليم 1 و D) 5/0-2,4 م كننده رشديدو تنظ اثر يابي ارز به منظورشيآزمااين  .رويشي از اهميت خاصي برخوردار است
ن ي جنين بر روي و سرتامين گلويها نهيد آميو اس) ساكارز و مالتوز(منبع كربن ، نوع )تري در لگرم يليم 1  و0(ن ينتيك  و)تريل

) دون، دمبرگ و برگيليل، كوتيپوكوتيه(زنمونه ي ر4با استفاده از زاي يونجه  جنين  سلوليونيونجه در كشت سوسپانسي يشيرو
 D-2,4ن غلظت يب. ديمشاهده گرد شده يريگ ندازها از نظر صفات يدار يمعنتفاوت  ي مورد بررسيمارهاين تيدر ب. به اجرا درآمد

 كه ي به نحو، وجود داشتيميمستق رابطه ، بلوغمرحلهن شمارش شده در يو تعداد جنون يمورد استفاده در كشت سوسپانس
 يشيرو ييزا نيجن در يدار يمعنش يط باعث افزاين در محينتيوجود ك. ديگرد يشين رويجنتعداد سبب كاهش  D-2,4ش يافزا
 ط كشتيمحنه در يآم يها دين اسين، استفاده از اي نمو جنين بر روي و سرتاميننه گلوي آميدهاي اسدار يمعنرغم اثر  يعل. شد

ش از هر فاكتور يع بيط مايوجود مالتوز در مح. ديع گردي در كشت مايشي روييزا نيجن دار يمعنون سبب كاهش يسوسپانس
ز ي نيزنمونه مورد بررسي نوع ر4ن يدر ب. ون شدين در كشت سوسپانسيش تعداد جني و افزايشي رويها ني سبب بلوغ جنيگريد

هاي  زنمونهي رب متعلق بهيترت هن بين تعداد جنيو كمترن يتريشب . وجود داشتيدار يمعن تفاوت يشي روييزا نيجنت ياز نظر قابل
  .ندل و دمبرگ بوديپوكوتيه

 
 . يونجه، تنظيم كننده رشد وB5 محيط كشت ،يشي روييزا نين ج، سلوليكشت سوسپانسيون: يدي كليها  واژه
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 مقدمه
شمار  اي جهان به نجه يكي از مهمترين گياهان علوفهيو
رود و به لحاظ توليد و كيفيت علوفه مناسب، تثبيت  مي

اي   كاهش فرسايش خاك از اهميت ويژه ونيتروژن
ه  گيااين. )Esfandiari et al., 2008 (باشد برخوردار مي

 و به لحاظ خصوصيات خودناسازگار و دگرگشن بوده
 تقسيم ميوز با مشكل مواجه فراينداتوتتراپلوئيدي در 

هاي مرسوم اصلاحي براي توليد  از اين رو روش. باشد مي
دليل ب. دنارقام پرمحصول، در يونجه كارايي چنداني ندار

 گياه يونجه هاي وجود تنوع ژنتيكي بالا در بين جمعيت
از گردد كه  ممتازي مشاهده ميبسيار هاي  نوتيپ ژبعضاً

نژادي استفاده نمود  هاي به توان در برنامه آنها مي
)Farshadfar et al., 2008(.  تكثير اين  نگهداري واما

هاي مطلوب دشوار بوده و توليد بذر مرغوب و  ژنوتيپ
يكي . يكدست در اين گياه با مشكلات زيادي مواجه است

راواني دارد، ه در اين مورد كاربرد فهايي ك از تكنيك
عنوان  به يشيرو ييزا نيجن. باشد زايي رويشي مي جنين
ها   بدون اتحاد گامتيشي رويها سلول كه در آن يفرايند
اه كامل نمو ي به گييزا نيمراحل جن  نمودنيطق ياز طر
. )Redenbaugh et al., 1991(شود  مييابند، تعريف  مي

 دشو ي انجام ماي شيشه درونط ين مراحل در شرايهمه ا
)McKersie & Bowlay, 1993(. زايي   جنينفرايند

ر يزا، تكث  جنينيها كالوس مرحلة القاء 4به  يشيرو
بعد از . شود ميزا، نمو و بلوغ تقسيم  ني جنيها كالوس

 بافت ريزنمونه هاي سلولزا، تعدادي از   جنين القاء كالوس
را كسب كرده و در ) totipotency (پتنسي خاصيت توتي

هاي سلولي به محيط بدون  تودهصورت انتقال اين 
هورمون، مراحل نمو طي شده و به جنين كامل تبديل 

نكته قابل توجهي  .)McKersie et al., 1994 (گردند مي

كه به محض تشكيل  كه در اين زمينه وجود دارد اين است
 سلولي هاي جنيني در مرحله القاء، اين توده هاي پيش توده

هاي سلولي كه  قدرت تكثير دارند، بدين معني كه جمعيت
توانند در  اند مي پتنسي را كسب كرده خاصيت توتي

ها بازكشت شوند  ها و سال ه صورت وجود اكسين براي ما
ماند كه با حذف هورمون،  و اين قابليت تا آنجايي باقي مي

 اين .)McKersie & Bowley, 1993 (ابدينمو جنين 
زا و هم نمو بعدي   جنينهاي سلولت كه هم رشد حقيق
تواند در محيط كشت مايع صورت  هاي رويشي مي جنين
 را يشين روي امكان مكانيزه كردن توليد انبوه جن،گيرد

 . )Kurz, et al., 1982 (فراهم كرده است
ن ياي براي توليد انبوه جن كشت سوسپانسيون مقدمه

اولين گزارش . شدبا   مي و توسعه بيوراكتورهايشيرو
 زا در مقياس انبوه توسط هاي جنين كشت

Backs-Husemann  بر روي كشت ) 1970( و همكاران
زارش شد، كه  ليتري گ20 هويج در ظروف هاي سلول

ستم يس.  جنين گرديدمنجر به تشكيل تعداد زيادي
زا  ني جنيها ستمي كاربرد سياي كه اغلب برا مكانيزه
زدن محيط  هم هت بي با قابليرورآكتويف شده بود، بيتوص

 ي در ابتدا برا،ستم كشت انبوهي سنيا. كشت است
 يداً برايافت، اما جدي توسعه يكروبي ميهافرمانتور

ه ر داده شديياس انبوه تغي در مقياهي گيها اندن سلوليرو
 Drew كه   به طوري). Koch, 1996; Martin, 1980( است

ج يون هويسط كشت سوسپانيتر محيك لي در )1980(
 طور همين.  شمارش نموديشين رويون جنيلي م35/1

Lupotto )1986 ( هاي  كشتبا اين روش توانست
 يونجه را با استفاده از ريزنمونه مدت بلندزاي  جنين

در يك محيط بدون زايي مستقيم  با جنين هيپوكوتيل و
در .  و بدون وجود كالوس نگهداري كندتنظيم كننده رشد
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ن، عنوان منبع اوليه كل ه هيپوكوتيل ب،ها كشتبسياري از 
زايي سوماتيكي خود را در  قابليت نگهداري قدرت جنين

سه با ين در مقايبنابرا .)Lupotto, 1986( چند دوره دارد
 ييزا نيجن، )زايي اندام (ياديزازديهاي ر ديگر روش

ون ير آن با استفاده از كشت سوسپانسي و تكثيشيرو
 بذر  چونييها تكنيك تفاده از اس و متعاقب آنيسلول

ر در حجم بالا ي تكثيها ستمي سي برا رايليمصنوعي، پتانس
 منجر به تواند يم كه كند ي مارائه اس انبوهيو مق
از  .گردد نهيو هزكار  يروي در نيدار يمعن ييجو صرفه
زايي رويشي   كه عوامل مختلفي بر قابليت جنينآنجايي

ا استفاده از كشت گياه يونجه و تكثير انبوه آن ب
تواند  ثر هستند، شناسايي آنها ميؤسوسپانسيون سلولي م

 تكثير اين گياه از طريق كشت دستورالعملسازي  در بهينه
. سوسپانسيون سلولي از اهميت بالايي برخوردار باشد

هاي   غلظتتأثيرمنظور بررسي  هاين آزمايش ببنابراين، 
-D  )2,4-2,4هاي رشد كننده تنظيم ختلفم

Dichlorophenoxyacetic acid(،كينتين، تركيبات آلي ، 
هاي   سرين و قند مالتوز بر تكثير توده،تامينگلو
 ها جنيني در محيط كشت سوسپانسيون و نمو جنين پيش

در مراحل بعدي تمايز، با هدف افزايش كميت و كيفيت 
  .هاي رويشي حاصل، انجام گرديد جنين
 

 هامواد و روش
 كاملا  پايهفاكتوريل با طرح بصورتاين آزمايش 

 .به اجرا در آمدبا چهار تكرار براي هر تيمار تصادفي 
 مورد استفاده در اين آزمايش هاي  و هورموندتمامي موا

 ،نمونهمنظور تهيه ريز به . بودDuchefaساخت شركت 

از جمله ( )Rangelander( يونجه رقم رنج لندر هايبذر
زايي   مربوط به جنين جهت مطالعاتمورد استفادهارقام 

 درصد استريل 96 دقيقه با الكل 1مدت  به) رويشي يونجه
مدت  و به ندگرديد مقطر شستشو با آبن از آ پس  ودهش

همراه يك   به درصد5/1م يت سديپوكلري با ه دقيقه15
سپس . ند ضدعفوني شدTween( 20 (ينيقطره تو

 رونستمقطر   با آبفلو شده در زير لامينارسترون هايبذر
و در ) o C25(مدت يك شب در دماي اتاق  بهو شستشو 

 MS  كشتطي به محهابذر. تاريكي قرار داده شد
)Murashige & Skoog, 1962( 24 مدت  منتقل و به 

 پس از . شدندساعت در تاريكي و در دماي اتاق قرار داده
 µEm-2s-175آن براي ادامه رشد به اتاق رشد با شدت نور 

 8 ساعت روشنايي و 16 دوره نوريو  o C25 و دماي 
هاي رشد  گياهچهن يااز . منتقل گرديدند ساعت تاريكي

منظور تهيه ريزنمونه   بهاي شيشه درونط ي در شراكرده
هاي مختلف  برداري از قسمت نمونه .استفاده گرديد

ها   دمبرگ و برگ،ها، محور زيرلپه جمله لپه گياهچه از
 به محور زيرلپهمونه، زنيمنظور كشت ر به. صورت گرفت

از وسط به دو قسمت ) دونكوتيل(ها  ، لپهcm 5/0قطعات 
ها با كمك  برگ و cm1 مساوي، دمبرگ به قطعات 

 . ندآورده شد درقطعات ريزصورت  اسكالپل به
 زايي ها بر روي محيط كالوس زنمونهي ر:القاء كالوس

SHk )Schenk & Hildebrandt, 1972 (يافته حاويرييتغ 
 D-2,4تر يلر د گرم يليم 1 ،ميگرم سولفات پتاس يلي م4350

ها در  نمونه .كشت گرديدندن ينتيكتر يلر د گرم يليم 2/0و 
 16 دوره نوريبا  µEm-2s-175و شدت نور  o C25دماي 

  اتاق رشد در ساعت تاريكي8ساعت روشنايي و 
ها  زنمونهير يبر رو روز 14بعد از .  شدندينگهدار

 شكل ينيجن شي پي سلوليها تودهو شد ل يتشككالوس 
 . ندگرفت
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 حاصل از مرحله يها كالوس: ونيكشت سوسپانس
 رشد  وري مختلف بر تكثيمارهاي تتأثير يالقاء جهت بررس

 به محيط كشت سوسپانسيون ،ينيجن شي پيها تودهو نمو 
مورد استفاده ون يط كشت سوسپانسيمح. منتقل گرديدند

ثر ؤبات ميانتخاب تركو  يمقدمات يها يبراساس بررس
 محيط 9از در اين مرحله  ،ن اساسيبر ا. صورت گرفت

 به شرح  )B5  )Gamborg et al., 1968مايعكشت 

 :دي استفاده گرد1جدول 
 

 B5سوسپانسيون آزمايش با محيط پايه  محيط كشت 9 فهرست تركيبات مورد استفاده در -1جدول 
B5s9 
(9) 

B5s8 
(8) 

B5s7 
(7) 

B5s6 
(6) 

B5s5 
(5) 

B5s4 
(4) 

B5s3 
(3) 

B5s2 
(2) 

B5s1 
 بينام ترك (1)

1 5/0 1 1 5/0 1 1 5/0 1 2,4-D (mg/l) 
1/0 - - 1/0 - - 1/0 - - Kinetin (mg/l) 

- - - 400 400 400 - - - (mg/l)گلوتامين  
- - - 50 50 50 - - - (mg/l) سرين 
10 10 10 20 20 20 20 20 20 (g/l) زساكار 
10 10 10 - - - - - - (g/l) زمالتو 

 
 گـرم كـالوس     1سي محيط كشت مـايع،         سي 50 هر   به

هاي مـايع در درون شـيكر انكوبـاتور بـا      محيط .شداضافه  
-µEm-2sو با شـدت نـور   o C25 و در دماي rpm115دور 

  ساعت تاريكي  8 ساعت روشنايي و     16 دوره نوري  و 135
ان لازم، بعـد از طـي زم ـ    .  روز قرار داده شـدند     14مدت  به

ت ي ـفيت و ك  ي ـ فـوق بـر كم     يمارهـا ي ت تأثير يجهت بررس 
غربال شـده   سوسپانسيون  ط كشت   يمح حاصل،   يها نيجن
 جامـد انتخـابي      نمـو   به محيط كشت   يشيروهاي    جنينو  

Boi2Y )Bingham et al., 1972 ( با دمايo C25،  شـدت 
 . ند انتقـال داده شـد     16-8 دوره نـوري  و   µEm-2s-135نور

 

وز و در پايان اين مرحله تعداد جنين كـروي،           ر 10بعد از   
 هــر يــك از مربــوط بــهاي شــكل   قلبــي، خنجــري و لپــه

طــور  بــه يدر هــر پتــرهــاي كــشت سوسپانــسيون  محــيط
 . )1شكل  (جداگانه شمارش و ثبت گرديد

 
 نتايج

هاي  نتايج حاصل از جدول تجزيه واريانس داده
حتمال در سطح ا(داري را  گيري شده تفاوت معني اندازه

 ). 2جدول(  بين تمامي تيمارها نشان داد%) 1
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  ؛ مرحله قلبي شكل- ب؛ مرحله كروي شكل- الف. مراحل مختلف نمو جنين از كالوس-1شكل 

  جنين در مرحله خشك كردن- و؛ جنين بالغ- ه؛مرحله لپه اي شكل جنين - د؛ جنين خنجري شكل-ج
 

 ج

 ب

 و ه

 د

 الف
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 ، نوع ريزنمونه و اثر متقابل اين دوسوسپانسيونتأثير محيط كشت تجزيه واريانس عات حاصل از ميانگين مرب -3 جدول

 ).Medicago sativa L ( سلولي گياه يونجه كشت سوسپانسيونحاصل از شكل اي ، قلبي، خنجري و لپهتعداد جنين كروي بر 

بع تغييرامن لپه ايمرحله  مرحله خنجري مرحله قلبي مرحله كروي درجه آزادي   
37/1622** 8 انواع محيط كشت سوسپانسيون  **93/680  **73/6053  **56/5195  

59/21269** 3 ريزنمونه  **13/3716  **25/25977  **13/18110  
ريزنمونه×  محيط كشت سوسپانسيون  24 **35/988  **9/381  **43/2538  **77/2061  

29/14 144 خطاي آزمايش  73/2  29/18  75/2  
714/12  ضريب تغييرات  53046/14  97377/13  54776/10  

  ،%)1(دار در سطح احتمال يك درصد  اختلاف معني** 
 
 شكل در ، قلبي، خنجري و لپه اي تعداد جنين كرويتيمارهاي محيط كشت و ريزنمونه بر رويثير أت مقايسه ميانگين -3 جدول

 %1با استفاده از آزمون دانكن در سطح احتمال  Boi2Y Iمحيط 

محيط  شماره
 كشت

 كروي شكل
محيط شماره 

 كشت
 قلبي شكل

محيط شماره 
 كشت

 خنجري شكل
محيط شماره 

 كشت
اي لپه  

 شكل

2 25/38 A 2 21A 8 10/53 A 9 3/43 A 

3 35/37 A 8 05/16 B 9 70/50 A 8 70/45 A 
8 20/36 A 9 1/15 BC 7 3/44 B 7 85/39 B 
7 45/33 B 3 85/14 C 2 3/36 C 1 31C 
9 10/33 B 4 10/10 D 1 2/35 C 2 8/29 C 
1 77/31 B 6 65/8 E 3 05/20 D 3 3/15 D 
4 90/23 C 1 65/7 EF 6 7/16 E 4 1/14 D 
6 15/23 C 7 1/7 F 4 9/15 E 6 3/11 E 
5 50/10 D 5 85/1 G 5 2/13 F 5 2/0 F 

73/52 هيپوكوتيل A  91/21 A  57A  93/46 A 
96/38 كوتيليدون B  64/14 B  622/40 B  08/36 B 
57/25 برگ C  37/8 C  0889/24 C  93/20 C 
68/1 دمبرگ D  55/0 D  7333/0 D  66/0 D 

 .ندارند% 1دار در سطح احتمال  هاي داراي حروف لاتين مشترك با همديگر اختلاف معني ميانگين
 

بالاترين تعداد جنين كروي در محيط نمو مربوط به 
ميانگين  (8و  3، 2هاي كشت سوسپانسيون شماره  محيط

) 2/36 و 35/37، 25/38رتيب ت تعداد جنين در هر پتري به
ميانگين  (2و بيشترين تعداد جنين قلبي در محيط شماره 

محيط كشت . مشاهده گرديد) 21تعداد جنين در هر پتري 
داري در افزايش تعداد   تأثير معني8سوسپانسيون شماره 

جنين خنجري شكل در محيط نمو داشت و بيشترين 
 9  و8به محيط اي نيز مربوط  تعداد جنين در مرحله لپه
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  و7/45ترتيب  ميانگين تعداد جنين در هر پتري به(بود 
كمترين تعداد جنين در تمامي مراحل جنيني در ). 3/46

 5 محيط كشت سوسپانسيون شماره در  ومحيط نمو
 ).3جدول (مشاهده شد 

هاي حاصل،  در بررسي تأثير ريزنمونه بر تعداد جنين
ل جنيني مربوط به ترين تعداد جنين در تمامي مراحيشب

ريزنمونه هيپوكوتيل و كمترين تعداد متعلق به ريزنمونه 
 ).3 و جدول 1نمودار (دمبرگ بود 

 
 )تعداد در هر پتري ثبت شده است (I-يط كشت بلوغ ي در مح ين يد مراحل مختلف جن  نوع ريزنمونه بر تولتأثير -1نمودار 

 
 بحث

ش ي در افزايياسز ه بتأثير D-2,4 غلظت قين تحقيادر 
 ،ون داشتي شكل در مرحله سوسپانسين كرويتعداد جن

باعث ) D)  mgL-11-2,4ش غلظت ي كه افزاينحو به
 يها ل تودهي شكل و تبدين كرويكاهش تعداد جن

ون يافته در فاز سوسپانسيز ني تمايها  به كالوسينيجن شيپ
 يها ر تودهي منجر به تكثD-2,4 غلظت كم ي ول.شد
جدول  (ديد گردي جدينيجن شيپ يها  به تودهينيجن شيپ
ن يجن (يني مراحل جنين در تماميتعداد جنن يترشيب. )3

 با يها طيدر مح)  شكليا لپه و ي، خنجري، قلبيكرو
ها،  لگومدر  .شمارش شد )D  ) mgL-15/0-2,4غلظت كم
 را القاء يشي روييزا نيجنها  نياكس چند گونه، يبه استثنا

 به ي مختلف بستگيها نيها به اكس وملگپاسخ . كنند يم
 ,Turgut-Kara & Sule( ن استفاده شده داردينوع اكس

 ييها نين اكسيتر يقو از يكي D-2,4ونجه يدر  .)2008
 يكين سوماتيل جني و تشكييزا كالوساست كه در القاء 

 ،نيعلاوه بر ا ).Taji & Lakshmanan, 2000( نقش دارد
 كشت يبر رو )1985 (كاران و همStuartشات يج آزماينتا

) D ) mgL-111-2,4 يونجه با غلظت بالايون يسوسپانس
 يها نيد جني منجر به تولD-2,4 يزان بالاينشان داد كه م

 يها ني پروتئيحاوها  نين جنيگردد، اما ا ي ميشيرو
 نسبت به زي ن آنهاي بودند و دامنه نگهداري كمتريا دانه
ون با غلظت يپانسحاصل از كشت سوس يشيرو يها نيجن

 . تر بود نييار پايبس) D)  mgL-15/5-2,4كمتر 

نين
د ج

عدا
ت

ف
ختل

ي م
موي

ل ن
راح

ر م
 د

 

ريزنمونه
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اثر ) 9 و 6، 3 يها طيمح(ع يط ماين در محينتيوجود ك
 يشين روي به جنينيجن شيپ يها ل تودهي بر تبديدار يمعن

 يها يطبق بررس. ن داشتينتي بدون كيها طينسبت به مح
، سطح )1994( و همكاران Ivanova توسط شدهانجام 

 يها ني شكل لاي كرويها نين در جنينيتوكيورمون سه
ن يبنابرا. باشد مين يي پاييزا نيجن با يها نيش از لايزا ب نيجن

 يها در نمو تودهع يط مايدر محن ينتيرسد وجود ك ميبه نظر 
 . شكل نقش داشته باشدين كروي به جنينيجن شيپ

 و ين خنجري مالتوز، تعداد جني حاويها طيدر مح
ها  طيمحر يش از ساي بيدار يمعنطور  شكل به يا لپه

% 90 كه بيش از يبه نحو .)3جدول  (شمارش شد
هاي حاوي  ي رويشي شمارش شده در محيطاه جنين

علاوه،   به).2شكل  (مالتوز، در مرحله خنجري شكل بودند
هاي خنجري شكل در محيط بلوغ نسبت به  اين جنين

 هاي كشت هاي خنجري شكل ديگر محيط جنين
تر بوده و از رشد بهتري برخوردار  سوسپانسيون بزرگ

 در فاز القاء ييرسد مالتوز علاوه بر اثر القا مينظر  به. بودند
 . ز نقش داردين نيكالوس، بر نمو جن

 يها ع باعث بلوغ تودهيط كشت مايوجود مالتوز در مح
ن ي جنتاًي و نهاي، خنجري، قلبين كروي به جنينيجن شيپ

ر ين بهتر از سايمالتوز در فاز القاء جن .گردد مي شكل يا لپه
 در القاء  وكند ميط كشت عمل يها در مح دراتيكربوه

 چون جو، ياهاني گيونجه بر روي علاوه بر ييزا نيجن
به ). Blanc et al., 2002 (ز موثر استيمارچوبه و صنوبر ن

عنوان يك سيگنال عمل  مالتوز خود به تنهايي بهرسد    مينظر
 Scott. گرددميهاي نمويي سلول  و باعث تغيير برنامهكرده 

 ييزا نيجن ياثر مثبت مالتوز بر القا) 1995(و همكاران 
، مشاهده كردندز آهسته مالتوز يدرولي را به واسطه هيشيرو

 ،نيبرا علاوه. گردد ميكه باعث كمبود كربن در سلول 
 بر نقش مالتوز در كاهش جذب سلول و در ي مبنيا هيفرض

ارائه داده له سلول يوس ها به تدرايجه كاهش جذب كربوهيتن
جاد يها در سلول منجر به ا دراتيكاهش كربوه. است

 مجدد رشد و نمو يزير گردد كه در برنامهمي يگناليس
 .)Koch, 1996 ( نقش دارديسلول

 
  همانطور كه در شكل ديده).سمت راست(ز و بدون مالتو) سمت چپ( مالتوز ي دارايها طيون محي سوسپانسيها سه كشتي مقا-2شكل 

هاي رويشي موجود در مرحله خنجري   درصد جنين90هاي رويشي در محيط حاوي مالتوز از نمو بهتري برخوردار بوده و بيش از  نشود جني  مي
 ).شكل سمت راست (ي بدون مالتوز در مرحله كروي شكل هستندها  ها در محيط كه جنين در حالي). شكل سمت چپ(شكل قرار دارند 
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ش در فاز ين آزماين در اين و سرياستفاده از گلوتام
ن ي به جنينيجن شيپ يها ل تودهيون بر تبديسوسپانس

 داشت ي منفتأثير شكل يا لپه و ي، خنجري، قلبيكرو
نشان ) 1994 (همكارانو  McKersieاما ). 3جدول (

ن يا گلوتامين ي پرولياكس-5 به ياز مبرميدادند كه ن
 يشي رويها نيدر زمان بلوغ جنن ژتروينعنوان منبع  به

ن يا گلوتاميباره كه آ ني در اي اطلاعاتهنوز. وجود دارد
 يسمي و متابوليتروژن انتقالين فرم نيتر بمناسعنوان  به

 دارد، وجود يني جنيها سمي در متابوليميا نقش تنظياست 
نيني ج هاي پيش در مرحله تبديل توده رسد نظر مي  به.ندارد

 به . بسزايي داردتأثير نسبت آمونيوم به نيترات ،به جنين
 به NO3:NH3 1:1 در نسبت ييزا نيجننحوي كه القاء 

  1:2NO3:NH3نسبت %) 90(ش از ي بيدار يمعنطور 
. )Hofmann et al., 2004(گزارش شده است %) 38(
ن ژتروين منبع عنوان بهن ين و سريگلوتامرسد  نظر مي به
 يومي آمونوجود عامل. كنند يمط عمل يدر محاء شده ياح

وم يش نسبت آمونيها باعث افزا نهيآمد ين اسيدر ساختار ا
 كاهش يل اصلين دليد ايشا. گردد يمط يترات در محيبه ن

 يها  در كشتيشين روي به جنينيجن شيپ يها نمو توده
 نسبت احتمالاً. باشد يمنه يد آمي اسيون حاويسوسپانس

يوم بيش از هر عامل غذايي و هورموني در نيترات به آمون
نحوي كه با وجود  به.  داردتأثيرت سوسپانسيون كش

با ) نهيد آميبدون اس (3 و 2، 1هاي كشت  همساني محيط
از لحاظ ) نهيد آمي اسيحاو (6 و 5، 4هاي  محيط

هاي  هورموني، وجود گلوتامين و سرين اثر تنظيم كننده
 . ش داده است كاهيدار يمعنرشدي را به طور 

 اهميت دارد تاًي ما نهايبا توجه به اينكه آنچه كه برا
 بدست آمده در زني جوانه يتعداد جنين بالغ آماده برا

ش ي و رويزن ي بلوغ و آماده براي جوانهيمرحله انتها

توان نتيجه گرفت بدون در نظر گرفتن نوع  باشد، مي مي
هاي كشت سوسپانسيون  ريزنمونه، بهترين محيط

 را اي شكل يشترين تعداد جنين لپههايي هستند كه ب حيطم
 9در بين . )آخرين مرحله نمو جنين( اند دهيباعث گرد

طور  بهمحيط كشت سوسپانسيون آزمايشي اين نتيجه 
 مالتوز به خصوص محيط يهاي حاو آشكار در محيط

 . ديده شد8شماره 
نه ي در زمانجام شدهقات ي تحقبيشترخلاف بر

 عنوان بهنمونه دمبرگ را زيونجه كه ري يشيو رييزا نيجن
ما ش ي در آزما،اند كرده يها معرف نهنموزين ري از بهتريكي

 شده داشته ي بررسيها نمونه ريزن ين پاسخ را بيكمتر
ها به  زنمونهي، تفاوت آشكار در پاسخ ربنابراين. است
، بر يشين رويد جني كشت اشاره شده در توليها طيمح

 .د دارديزنمونه تاكي نوع ريشتر بر روي بيضرورت بررس
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Abstract  

Alfalfa (Medicago sativa L.) is one of the most important forage crops in the world that have 
a significant role in forage supplying, nitrogen fixation and reduction of soil erosion. The 
species is self-incompatible and cross pollinate, so maintenance and propagation of desired 
genotypes are difficult and production of pure and hemogeneous seeds is faced with difficulties. 
Somatic embryogenesis is one of the most useful techniques that can help us to solve the 
problems. Therefore, recognition of the affecting factors on somatic embryogenesis is 
important. This study was aimed to evaluate the effects of two growth regulators, 2,4-D (0.5 and 
1 mgL-1) and Kinetin (0 and 1 mgL-1), carbon source (sucrose and maltose) and Glutamine and 
Serine as amino acids, on alfalfa somatic embryogensis in an embryogenic cell suspension 
culture using 4 explants (hypocotyl, cotyledon, petiole and leaf). The treatments showed 
significant differences. There was a correlation between 2,4-D concentration and the number of 
embryos in maturity stage, so that increasing the concentration of 2,4-D resulted in lower 
number of embryos. Presence of Kinetin in the culture media increased number of somatic 
embryos, significantly. Despite significant effects of Glutamine and Serine on embryo 
development, application of these amino acids in suspension culture media decreased the 
regeneration of somatic embryos in the liquid cultures. Maltose in liquid culture was the most 
effective agent on the maturity of somatic embryos and increased the number of embryos in 
embryogenic cell suspension culture. Four types of the examined explants, showed significant 
differences of embryogenic ability; hypocotyl and petiole explants produced the most and the 
least number of embryos, respectively. 

 
Key words: Alfalfa, B5 culture medium, Somatic embryogenesis, Cell suspension culture, 
Growth regulator. 
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