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تشکر و قدردانی

کسی که در تنگناهاي زندگی همواره . فرمودءیکتا که نعمت آموختن را به من عطاسپاس پروردگار 

همتایی که از ابتدا راه عشق ورزي و بیذات. ام دریغ ننموده استپرتو پر مهرش را از من و خانواده

اي، گویم نه بدان جهت که همه چیز به من دادهتو را سپاس می.ورزي را بر من رهنمون شددانش

.استآناي نیز مصلحتبلکه از آن جهت که آنچه نداده

که گوهر همتا، دو سرور قامتی کنم از پدر و مادر فداکارم، دو بیکران بیبدینوسیله قدردانی می

-هیچ منت و ادعا مرهمی نمودند بر خستگیوجودشان، نسیم کلامشان و باران محبتشان را همواره بی

در . هایم، آنانکه راستی قامتشان تجلی یافت و ققنوس جوانیشان به پاي روشنایی حیات من سوخت

ر دستان پرمهرشان نهم و با دلی مملو از عشق و محبت ببرابر وجود گرامیشان زانوي ادب بر زمین می

.زنمبوسه می

.کنمزیزم، همراهان واقعی زندگیم، صمیمانه تشکر و قدردانی میاز برادران و خواهران ع

اخلاق، لطف و سعه آذر و دکتر علی موافقی که درنهایت حسنلیرضا مطلبیعاز جناب آقاي دکتر 

ها و نموده و مرا رهین محبتنامه، اینجانب را ارشاد صدر در تمام مراحل اجرا و تنظیم پایان

.نمایماند، تشکر میهاي خویش ساختهراهنمائی

نامه اینجانب را برعهده داشته و از خانم دکتر از جناب آقاي دکتر محمدرضا دادپور که مشاوره پایان

.نامه را تقبل فرمودند، سپاسگذارماصغرپور که زحمت داوري پایانعلی

شناسی که در طول تحصیل از محضرشان از اساتید گروه زیستمراتب تشکر و قدردانی خود را

.دارمکسب علم کردم اعلام می
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از نظرتعداد جنین سوماتیکی تولیدي در هر تیمار وجود داشت kinو D-2,4معنی داري بین غلظتهاي مختلف 
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وماتیکی مشاهده شد و با بکار گیري حداکثر تعداد جنین سkinهمچنین در غلظت صفر . فاقد این هورمون بود

رسد که با توجه به نتایج حاصل به نظر می). >01/0p(از تعداد جنین ها بطور معنی دار کاسته شد kinتیمارهاي 
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مقدمه



٢مقدمه 

مقدمه

نیاز به مواد غذایی اهمیت زیادي در سالهاي اخیر ، جهانبا توجه به افزایش روز افزون جمعیت

تولید .تولیدات کشاورزي استافزایش از طریقیکی از راه هاي افزایش مواد غذایی. کرده استپیدا 

جایگاهدارايمیان تولید علوفه و در ایناستغذا به عنوان اصلی ترین مسئله در جهان مطرح 

یا طلاي سبز مهمترین گیاه علوفه اي دنیا و اولین گیاه Medicago sativaیونجه . دشابویژه اي می 

اصلی أمبد. تغذیه دام تشخیص داده استمنبع علوفه اي اهلی شده است که بشر اولیه آنرا به عنوان 

یونجه . زي ایران منشا جغرافیایی یونجه استکه مریحزي بوده و ناکیونجه خاور نزدیک و آسیاي مر

مواد معدنی (در بین گیاهان علوفه اي به علت کیفیت خوب، خوشخوراکی و دارا بودن ذخائر غذایی 

تن در هکتار 2بیش از که این گیاه به طوریدارداهمیت خاصی ، )مانند کلسیم و مواد پروتئینی

، سطح زیر کشت 1378بر اساس آمارنامۀ کشاورزي . )1377مجیدي،(دکنپروتئین در سال تولید می 

76206یجان غربی و به مقدار که بیشترین آن در آذربااستتار هزار هک600یونجه در ایران حدود 

یونجه خشک در هر گرمکیلو14272هکتار و بیشترین عملکرد در سیستان و بلوچستان و به مقدار 

سال 20تا 4می افزاید و عمري بین ت خاك بر حاصلخیزي خاكا تثبیت ازیونجه ب.هکتار می باشد

سازگاري بالا دارد به در مقابل تغییرات محیط این گیاه.سال است7دارد که معمولا عمر مفید آن 

درجه بالاي صفر را تحمل نماید50درجه زیر صفر و 60تا 50دمايقادر استطوري که 

از طریق افزایش سطح زیر کشت و افزایش عملکرد اورزيافزایش تولیدات کش).1364کوچکی،  (

افزایش سطح زیر کشت علاوه بر محدودیت هاي خاص خود نیاز . در واحد سطح امکان پذیر است

واحد سطح نیاز به انجام تحقیقات به نژادي و د در به سرمایه گذاري کلان دارد ولی بالا بودن عملکر

هره گیري از فن آوري هاي جدید کشت بافت و مهندسی ژنتیک در دنیاي امروز با ب. به زراعی دارد



٣مقدمه 

ولات کشاورزي افزایش قابل تولید محص،می توان امیدوار بود که بدون افزایش سطح زیر کشت

.  اي یابدملاحظه

آنها . انتشار یافت) 1972(اولین گزارش مربوط به کشت بافت یونجه توسط ساندرز و بینگهام 

حتی پرچم نارس میانگرهها، هیپوکوتیل وتواند از کشت تخمدان نارس،وس میکه کالگزارش کردند

در .بودندمادر کروموزمهاي سوماتیکی برابر گیاهگیاهان تولید شده، داراي تمامهمچنین .تولید شود

تولید کالوس و باززایی از ریزنمونه هاي مختلف انجام شده ولی در خصوص نحوه ریخت این گیاه 

یکی از روشهاي. انجام نشده استی، تحقیقآندرو عوامل موثر رایط درون شیشه ايزایی در ش

TCLکشتسیستم.باشدمیTCLکشت لایه نازك سلولی یااز تکنیکمطالعه ریخت زایی استفاده

برنامه ریخت زائی بیوشیمی و تغییرات مولکولی که در یک،فیزیولوژي، شناسیاجازه مطالعه سلول

مطالعه نحوه ریخت زائی جنین سوماتیکی، شاخه زایی، این روش به . هدافتد را می دق میویژه اتفا

همچنین بهره گیري . باشداستفاده گیاه مورد تکثیر انبوهتواند براي کند که میمیریشه زایی کمک 

ا تیکسریا د(را امکان پذیر ساخته استدرون شیشه اي، تولید گل در شرایط TCLاز سیستم کشت 

حاوي سلولهاي مشابهنازك،سیستم کشت لایه سلولی این است که لایهبرتري.)b2003سیلوا،

نشانتیماراما تنها یک الگو را در هر کند،تمام الگو هاي ریخت زایی را آغازاست و می تواند

ی به که بستگرااجازه ایزوله کردن سلولهاي ویژه یا بافتTCLسیستم ).1981کیم،(می دهد

، نور، تنظیم pHرشد مانند عوامل موثر بردر این ارتباط.ژنتیکی دارد می دهدوضعیت ژنتیکی و اپی

که منجر به القاي برنامه هاي ریخت نیز نقش دارند و افزودنی ها به محیط کشت هاي رشدکننده

از فاکتور بستگی به تعدادي TCLظرفیت یک . می شوددر شرایط کشت درون شیشه ايزایی ویژه 

در مورد . ها دارد که شامل دریافت علایم، درك علایم دریافت شده و پاسخ به این علایم می باشد



٤مقدمه 

بافت و اندام، عوامل تنش زا به کار TCLخر ممکن است بستگی به منشا و وضعیت فیزیولوژیکی آ

ید فاز نخست به باابتدا . ، حالت هاي خاموشی ژن در بافت یا درون سلول باشدTCLبرده شده براي 

که الگوي نمو صحیح را نشان می ئیدوباره به اندام هاTCLسپس سلول هاي داخل وانجام برسد

با توجه به اهمیت یونجه و اصلاح آن ).2003تیکسریا دا سیلوا ونات،(تمایز مجدد پیدا کنند ،دهد

لذا این تحقیق جهت . تمتاسفانه در زمینه ریخت زایی این گیاه تحقیقات چندانی انجام نشده اس

تا انجام گرفتkinو D-2,4هیپوکوتیل به غلظتهاي متفاوت TCLبررسی پاسخ هاي ریخت زایی

) تولید کالوس، ریشه، شاخساره و یا جنین سوماتیکی(زایی در شرایط آزمایشگاهی پاسخ هاي ریخت

.مورد بررسی قرار گیرد
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۶بررسی منابع: فصل اول

یونجه- 1-1

میت خاصی اهبا ارزش است و در تثبیت نیتروژن ازاي علوفهیک گیاه Medicago sativaیونجه 

مک کوي (است این گیاه چندساله، دگرگرده افشان، هتروزیگوت و پلی پلویید. برخوردار می باشد

دیپلوئید یا پلی پلوئید، وچند سالهیاگونه یک 60شامل Medicagoجنس ).1984و همکاران،

ست دادن یک ناحیه اتحاد دو کروموزوم در ژنوم و از د). 1990،ونی و همکارانرسیآ(باشد می

والتون و براون،(دگردمی=8xو=7xبا تعداد کروموزومهاي پایهئیهاسانترومري باعث ایجاد گونه

وجود Medicagoبراي جنس )n2=48(2و هگزاپلویید) n2=32(1چندین گونه اتو تتراپلویید). 1998

اند و دوام کمتري دارند در حالی فرمهاي دیپلوئید یونجه یکساله). 1990، نی و همکارانرسیوآ(دارد

که فرمهاي تتراپلوئید آن چند ساله و با داشتن پایداري و قدرت گسترش زیاد، سطح وسیعی از کشت 

یونجه از نظر ژنتیکی یک تتراپلوئید ).1372رضایی، (یونجه را بخود اختصاص می دهند 

تنوع ژنتیکی یونجه را. باشدمیتنوع زیاد از نظر خصوصیات زراعی هتروزیگوت و دگرگشن با

-ارقام زراعی داراي ژرم. توان با مشاهده رنگهاي گل اذین آن در یک مزرعه پر از گل مشاهده کردمی

.Mپلاسم از گونه  sativa)و ) گل ارغوانیM. falcata)در سیستم ریشه گیاهان . باشندمی) گل زرد

ها محل تجمع باکتري مفید تثبیت هاي کوچکی وجود دارند، این گرهبقولات از جمله یونجه، گره

این باکتري پس از استقرار در . نامندمی3ملی لوتیریزوبیومکننده ازت هوا در خاك هستند که آنها را 

موجود در هواي اطراف را جذب نموده و آن را به صورت ازت ها با فعالیتهاي خود ازتاین گره

کند، که این امر سبب حاصلخیزي خاك و قابل جذب و استفاده براي گیاهان در خاك ذخیره می

١- Autotetraploid
٢- Hexapliod
٣- Rhizobium meliloti
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اي عمیق و اینکه پس از یونجه به دلیل داشتن ریشه.گرددتولید محصولات بهتر و بیشتر می

ارد، براي کلیه مناطق دیمزار کشور جهت احیاء و اي نسبت به خشکی داستقرار مقاومت ویژه

اي قوي عامل موفقیت این برخورداري از یک سیستم ریشه.به خوبی سازگاري دارداصلاح مراتع

گیاه در برابر بسیاري از عوامل نامساعد و همچنین استفاده از مواد غذایی نقاط مختلف خاك به شمار 

تا (وبت قابل جذب را از اعماق زمین ق، توانایی کسب رطبعلاوه داشتن ریشه راست وعمی. می آید

دهد، که این برتري امکان نجات گیاه را از خطر طولانی بودن زمان میبه گیاه) متر و بیشتر5عمق 

همچنین .باشندهاي منشعب تري میژنوتیپهاي مقاوم به سرما داراي ریشه. سازدخشکی فراهم می

تواند به حالت رکود یا خفته در آید و پس از مهیا شدن شکی میگیاه یونجه در شرایط سرما و خ

.)1369کریمی، (شرایط مناسب  و خارج شدن از خفتگی، رشد و نمو خود را ادامه 

شناسی یونجهگیاه-1- 1-1

زیر تیره پروانه آسا،Rosalesراسته گل سرخ،Fabaceaeیونجه متعلق به تیره بقولات

Papilionoideae ، ایهاسه برگچهطایفهTrifolieaeو نام علمیMedicago sativaتیره . می باشد

گونه است1800جنس و 600که مشتمل به . بقولات از جمله بزرگترین تیره گیاهان گلدار است

).1372رضایی، (

کشت بافت یونجه- 1-2

که نشان تشار یافتان) 1972(اولین گزارش مربوط به کشت بافت یونجه توسط ساندرز و بینگهام 

. می تواند از کشت تخمدان نارس، میانگرهها، هیپوکوتیل و حتی پرچم نارس تولید شودکالدادند

بعد از این . بودنداه مادريهمچنین همه گیاهان تولید شده، داراي کروموزمهاي سوماتیکی برابر گی
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افت رو به پیشرفت گذاشت و کشت بروشهايتحقیق راندمان باززایی گیاه از طریق بهبود و توسعه 

اي، هاي ریشههاي ساقه، برگ، ریشه، هیپوکوتیل، دمبرگ، گرهاز ریز نمونهمختلف در آزمایشات 

آرسیونی . )1975ساندرز و بینگهام، (تخمدان نارس، بساك نارس، لپه وقسمتهاي میانگره استفاده شد

، ریزنمونه، رقمامل نوع گونه، تعدادي از گزارشات کشت بافت یونجه که ش) 1990(و همکاران 

، محیط باززایی و نوع 3، محیط کشت پیش از باززایی2محیط کشت رشدکال،1محیط کشت القاء

هاي گیاه یونجه نسبت به شرایط کشت بافت بویژه نوع محیط پاسخ.اندهرا گرد آوري کرد4باززایی

رود، به سوماتیکی به کار میکشت، غلظت و نوع هورمونهاي که جهت باززایی و یا تولید جنین 

بنابراین شرایط بهینه براي کشت و ). 2001احسانپور و همکاران، (شدت وابسته به ژنوتیپ است 

به عنوان مثال تحقیقات . تولید جنین سوماتیکی براي ارقام و گونه هاي مختلف یونجه متفاوت است

هاي یونجه اه نسبت به سایر گونهنشان داده است که پاسخ این گیM. truncatulaانجام شده روي 

زایی سوماتیکی از جنیناست کهدادهننشادیگر مطالعات ). 1998نولان و روز، (باشد متفاوت می

یک گیاهزاییبازبنابراین . با اثرات تکمیلی است5یونجه تحت کنترل دو ژن غالبدر) کال(طریق 

هاي کنترل راه موثري براي تجمع الل6ايهدورروش گزینشو استفاده از صفت وراثت پذیر می باشد

مطالعات صورت گرفته نشان داده است ).1980، ریچ و بینگهام(کننده صفات ژنتیکی مطلوب است

زایی سوماتیکی در یونجه بوسیله تعدادي از عواملی مانند ژنوتیپ، نوع ریزنمونه که فراوانی جنین

١- Callus induction medium
٢- Growth medium

٣- Pre – regeneration medium
٤- Type of regeneration
٥- Dominant gene

٦- Recurrent selection
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) 1985استوارت و همکاران، (هاي القائی عمال تیمار، نوع و مدت زمان ا)1985براون و آتاناسوف، (

.گرددمتاثر می) 1980دوز وهمکاران، (و ترکیبات محیط کشت 

محیط کشت و القاء کال در یونجه-1- 1-2

کشت، تحریک هورمونی، جهت کشت و هاي اي از محیطه به توالی ویژهرسد که یونجبه نظر می

هاي کشت پایه ها، در محیطالقاء کال از ریز نمونه. نیاز دارد1ايدرون شیشهباززایی در شرایط 

کشت کمپلکس گزارش شده هايو محیطSH2 ،MS3 ،B54 ،UM5کشتهايمختلف، مانند محیط

آلی مانند عصاره مخمر یا کازئین مواددر بعضی موارد اضافه کردن کمپلکس ). 1975بینگهام، (است

در جریان ).1981کائو و میچاییل لاك، (یه گزارش شده استبه محیط کشت پاشدههیدرولیز

هاي که از درصد ژنوتیپ12اس از میان-توسعه و تکمیل مطالعات انجام شده در مورد یونجه، رژن

اند، در اولین نسل گزینش یک کلنی دوپویت و چهار کلنی سارناك انتخاب هیپوکوتیل باززایی شده

اي با یکدیگر تلاقی شده و هیپوکوتیل گیاهان حاصل از یزش بین گونهپنج گیاه از طریق آم.گردیدند

نشان داد که گزینشنتایج سه دوره . این تلاقی را به منظور باز تولید گیاه مورد آزمایش قرار دادند

نماینگر این مطلب. افزایش یافتدر صد % 67به % 12از زایی بازداراي توانایی هاي فراوانی ژنوتیپ

براي شروع).1988بینگهام و همکاران، (، بالا استباززاییه قابلیت توارث صفت این است ک

در دامنه BAPیا Kinدر ترکیب با D-2,4یاNAAزایی نیاز به حضور یک اکسین سنتتیک مانند کال

ترکیبات این . سیتوکینین داردمیلی گرم در لیتر1/0- 5/0اکسین و میلی گرم در لیتر5/0-2بین 

١- In vitro

Schenk and Hildebrandt -٢

٣- Murashige and Skoog
٤- Gamborg

Uchimiya and Murashige -٥
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16تواند در نور با فتوپریودمیکالالقاء .کندمیتحریکبا رشد سریع را 1تردکالتکثیر هورمونی

کائو و (یا در نور ضعیف ) 1979واکر و همکاران، (، در نور مداومساعت تاریکی8ساعت نور و 

نداشته باشدرسد که نور تأثیري زیادي روي نتیجه نهاییبه نظر می. بدست آید) 1981میچاییل لاك، 

بوسیله ساندرز و بینگهامکالآزمایشات دقیق تأثیر هورمونها در القاء ). 1990آرسیونی و همکاران، (

رسد به نظر میهر دو گروه بر اساس مشاهدات . انجام شده است) 1978(، واکر و همکاران )1975(

پیش از D-2,4ا در معرض به طور زیادي بستگی به این دارد که سلوله2ايباززایی درون شیشهکه

روي تکثیر سلولی نقش دارد، NAAاگر چه هورمون. قرار گیردهورمونباززایی روي محیط بدون 

در D-2,4هورمون ).1988بینگهام و همکاراران، (باشدسهیم نمیD-2,4زایی ثرات ریختااما بر 

این هورمون در نفوذ پذیري . اي داردهاي بالا در تشکیل و القاء جنین سوماتیکی نقش عمدهغلظت

سبب ،در هویجD-2,4بکار گیري.افزایش سطح سلولی نقش داردوIAAافزایش متابولیسم ، 3غشاء

نه ها و ریز نموپاسخ هاي جنین زایی حتی در گونهسبب افزایش و نهایتاIAAًالقاء و تجمع بیشتر 

از موارد تیمارهاي القائی براي آغاز در بسیاري .)2003فهر و همکاران، (هاي متفاوت می شود

که در یونجه رایج ترین تیمار جدید در سلول سوماتیکی لازم است4قطبیتایجادتقسیمات سلولی و 

را در مقایسه با و تشکیل جنین سوماتیکی بیشترین اثر کالاین هورمون در القاء . استD-2,4القائی 

مک کریس و (ات انواع اکسین نشان داده شده است اثر1که نتایج در جدول ها دارددیگر اکسین

وM. falcataزایی از برگ در محیط کشت جنینD-2,4هاي زمانی تیمار اثر دوره. )1996برون، 

M. sativa  نشان داد کهM. falcata در این . کندروز تولید می25بیشترین تعداد جنین را در طی

Friable -١

In Vitro -٢

٣- Membranc permeability

- Polarity establish۴
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15بیش ازD-2,4در حالت کلی اعمال تیمار . مشاهده شدند١دريشرایط، جنین ها اکثراً در مرحله اژ

این در حالی . شودمی3و کاهش تعداد جنین قلبی شکل2ايها به حالت لپهروز سبب القاء جنین 

.Mکمتر از M. sativaزایی در است که جنین falcata در. گرفتصورتM. sativa  در ده روز

. شدنمو جنین بازداشته D-2,4روز تیمار با 30در حالی که بعد از . افتادبیشترین القاء جنین اتفاق 

به ABAاثر . در مرحله اژدري براي بلوغ جنین نقش قابل توجهی داردABAهمچنین استفاده از 

-متاثر   نمیABAاي و قلبی شکل بوسیله به طوري که مراحل لپه. مرحله نموي جنین بستگی دارد

در تشکیل ZeatinوBAPدر میان سیتوکینین هاي مختلف ). 1991همکاران، دنچیو و (گردند 

مختلف  همچنین درحضور سیتوکینین هاي. دجهی دارندر یونجه نقش قابل توماتیکی هاي سوجنین

و آبکی و در حضور آن دترکالدر عدم حضور سیتوکینین بافت . متغیر می باشدکالبافت وضعیت 

).1990،تاداشی و همکاران(اشدمی ب4فشرده و گره دار

RLکلنیMedicago sativaاثرات القائی انواع اکسین بر کال زایی و جنین زایی سوماتیکی در-1-1جدول  34

Auxin Callus/petiole (mg) Embryos/petiole
responsive:-Non

indole-3-acetic acid (IAA) 0 0
indole-3-butyric acid (IBA) 0 0

Forming:-Callus
4-chlorophenoxyacetic acid (CPA) 48 0

naptholeneacetic acid (NAA) 37 0
forming:-Somatic embryo and callus

2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-
D) 88 51

2,4,5-trichlorophenoxyacetic acid
(2,4,5-T) 53 26

Torpedo embryo -١

Cotyledonary embryo -٢

Globular embryo -٣

٤- Nodular texture
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کشت سوسپانسیون-2- 1-2

اي سلولی پراکنده و در حال رشد در محیط کشت مایع و سلولی، شامل توده1انسیونکشت سوسپ

با انتقال قطعاتی از کال ترد و تمایز نیافته به محیط کشت مایع که لاًها معمواین کشت. متحرك است

بعلت اینکه کال ). 1992کالیان کومار، ( شود شود، شروع میبطور یکنواخت و مداوم تکان داده می

. تواند در محیط کشت مایع استقرار و نگهداري شودباشد، کشت سوسپانسیون مییونجه ترد می

توان در باشد،   میکشتهاي سوسپانسیون  را که وابسته به ژنوتیپ و منبع ریز نمونه براي القاء کال می

کائو (د یا در محیط کشت پیچیده رشد داده شو) 1977کوي و بینگهام، مک(محیط کشت نسبت ساده 

مایع رشدگیاه بعد از اینکه سلولهاي یونجه در محیط کشت 2توانایی باززایی). 1981و میچلوك، 

-اصولاً کشت سوسپانسیون نسبت به غلظت. باشدیافتند، پیش نیازي بر آزمایشات گزینشی سلول می

حقیقات باززایی گیاه از کشت سوسپانسیون در ت. باشدتر عامل انتخابی حساس میهاي پایین

هاي کشت. ، گزارش شده است)1980(، ریچ وبینگهام )1980(، کائو )1984(آتاناسوف و براون 

در تحقیقات . سوسپانسیونی مواد مناسبی براي آزمایشات گزینشی و باززایی لاینهاي مقاوم است

ر که در حضو) HG2(هاي سوسپانسیونی موتاسیون یافته نژاد یونجه دیپلوئید صورت گرفته، کشت

اند، اجازه جداسازي کلونهاي مقاوم به غلظت تا یک میلی مول کشت شده3میلی مولار اتیونین02/0

بعضی از این کلونها مقاوم به اضافه کردن ترئونین ). 1990آرسیونی و همکاران، (دهند اتیونین را می

میزان متیونین لیزین به محیط کشت نیز بودند و یکی از لاینهاي سلولی جدا شده، افزایش در + 

). 1981ریچ و همکاران، (والدینی را نشان داده است ) HG2(محلول را در مقایسه با کالهاي 

Suspension culture -١

Regeneration ability -٢

Ethionine -٣


