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 (.Zea mays L)های حاصل از جنین رسیده ذرت  گیاه از کالوسباززایی 
 
 سهیلا تكاور و *ا حسن رهنم

 ، ایرانكرج ،پژوهشكده بیوتكنولوژي كشاورزي ایران ،ش كشت بافت و انتقال ژنبخ
 

 چکیده

جملاه باه    استفاده از جنین رسیده حاصل از بذرهاي خشك ذرت براي كشت بافت مزایااي متداددي دارد كاه از  ن   

لایان ذرت   5باذرهاي خشاك   از  ،در ایان پاژوهش  . دكار توان اشاره  سهولت دسترسی و كار با  ن در طول سال می

K126) ،L105 ،B73 ،Mo17  و(S61 شاده ذرت جادا و باراي     ضادففونی ها از بذرهاي رسیده و  جنین. شد هاستفاد

 (D-2,4)دي كلروفتوكسای اساتیك اساید     -8 ،2گرم در لیتر  میلی 8زایی حاوي  تشكیل كالوس روي محیط كالوس

زایای   هاي اولیه به محیط جنین كالوس. بود درصد 10 یشتر ازها ب لاین هزایی براي هم میزان كالوس. شدندداده كشت 

 (TDZ)یاا تیادیازورون    (BAP)بنزیل  مینو پورین  -2گرم در لیتر  میلی 5/0یا  D ،2/0-2,4گرم در لیتر  میلی 2حاوي 

 5/0یاا   2/0زا در محیط باززایی حااوي   هاي جنین كالوس. منتقل شدند (AgNO3)گرم در لیتر نیترات نقره  یمیل 90و 

 اشای  و اساكو   رزایای باه محایط مو    ریشاه  باراي باه گیااه كامال تلادیل و سا         TDZیا  BAPگرم در لیتر  میلی

(1/2 MS)  گرم در لیتر ایندول بوتیریك اسید  میلی 2/0حاوي(IBA) هااي سالز باین     میزان تشكیل سااهه . دندمنتقل ش

در  S61در ژنوتیا   ( درصاد  25/80)بیشاترین میازان بااززایی    . یر بودهاي مختلف متغ لاین دردرصد  25/80تا  3/94

ه شاده در  یا سیستم باززایی ارا. دست  مده ب AgNO3گرم در لیتر  میلی 90و  TDZگرم در لیتر  میلی 2/0محیط حاوي 

 .شودراي تراریختی گیاه ذرت استفاده تواند ب می این پژوهش

 زایی، ذرت باززایی، جنین رسیده، جنین :های کلیدی واژه

 
 مقدمه

تاارین مناااب   یكاای از مهاام، (.Zea mays L)ذرت 

و ساح    شاود  مای غذایی انسان و دام در جهان محسوب 

زیر كشت بالایی از مزارع دنیا را به خود اختصاص داده 

و محدودیت ساح  زیار    افزایش جمدیت فلتبه . است

هااي زناده    تانش  ،كشت محصاولات زرافای وهمیناین   

خشااكی، شااوري و )و غیاار زنااده ( هااا  فااات و بیماااري)

ت ایان محصاول   تقاضا براي بهلود كیفیت و كمی ا ( سرما

هاي  دستیابی به روش ،بنابراین ،مهم زرافی افزایش یافته

گیاهاان  . استسری  اصلاح ژنتیكی امري اجتناب ناپذیر 
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هاسات   هاا ساال   تراریخته مقاوم به  فات و بیمااري ذرت 

كه به مرحله تجااري رسایده و بخاش وسایدی از مازارع      

تولید . (James, 2010) اند دنیا را به خود اختصاص داده

بااا اسااتفاده از دو روش  گیاهااان تراریختااه ذرت مدمااولاً

و اگروبااكتریوم صاورت   ( اي بملااران ذر ه )تفنا  ژنای   

از دساتیابی باه تراریختای ذرت تهیاه     نی اما پیش ،گیرد می

 .استروش باززایی و ریز نمونه مناسب  ن 

باار   نخساتین بااززایی گیاهاان از كشات بافات ذرت     

بااا اسااتفاده از جنااین  Philips (9118 )و  Greenتوسااط 

هااي   باززایی موفا  گیااه از كاالوس   . نارس گزارش شد

 پوشاااه، (Ting et al., 1981)حاصااال از پااارچم 

(Suprasanna et al., 1986)ذیااان ناااارس  ، گااال 

(Pareddy and Petolino, 1990)ل نااارس ، كاك اا

(Songsted et al., 1992)  هحدات برگای ،(Santos et 

al., 1984; Ahmadabadi et al., 2007)   ناو  سااهه ،

(O’Connor-Sanchez et al., 2002)    و مریستم ناو

گاازارش شااده  (Zhang and Lemaux, 2002)ساااهه 

هاي ناارس نسالت باه     هاي حاصل از جنین سكالو. است

 .بیشتري در باززایی دارند كار ییها  نمونه ریز سایر

ایی دیگااري ملتناای باار زسیسااتم باااز تحقیاا ، در ایاان

از جنااین رساایده ذرت  ،زا هاااي جنااین تشااكیل كااالوس

پیش  ،باززایی گیاهان از جنین رسیده. بررسی شده است

 ,.Rueb et al)مختلاف مانناد بارن      در غالات  از ایان 

 Ward)و چااودار   (Akula et al., 1999)، جو (1994

and Jordan, 2001) استفاده از جناین  . انجام شده است

رسیده حاصل از بذرهاي خشك مزایااي متداددي دارد   

توان به سهولت كار و هابل دسترس بودن  كه از جمله می

و  Greenبااار  نخسااتین.  ن در طااول سااال اشاااره كاارد 

هااي رسایده    گزارش كردند كه جنین( 9118)همكاران 

اماا   ،كاار بارد  ه توان براي تشكیل كاالوس با   ذرت را می

هااي   پیشارفت  ،از  ن پا  . موف  به بااززایی  ن نشادند  

زیادي در زمینه كشت بافت گیااه ذرت صاورت گرفتاه    

هاي حاصل  باززایی كالوس كار یی ،با این وجود. است

هااي   است و جنینین یپا نسلتاً تا حدودياز جنین رسیده 

هاي نارس در كشات بافات بسایار     رسیده نسلت به جنین

تاااوان در  ایااان موضاااوع را مااای  . سرساااخت هساااتند 

. ه شاده توساط محققاان مشااهده كارد     یهاي ارا گزارش

Wang (9141 )     لایان   دوموف  شاد تاا از جناین رسایده

B73  وMo17 میاازي گیاااه باااززایی  طااور موفقیااته باا 

ه توسااط  نهااا وابسااته بااه امااا روش اسااتفاده شااد ،نمایااد

درصاد گازارش    5تاا   8 فركان  بااززایی  ،ژنوتی  بوده

لایان   1موف  شدند كه در Wei (2008 )و  Huang. شد

 8/32تاا   4/91میزان بااززایی باین    ،ذرت مورد  زمایش

و  Wu ،در گزارشاای دیگاار. دساات  ورنااده درصااد باا

Wang (2002 )   9/33 تااا 1/25) میازان بااززایی مشاابهی 

دساات ه باا B73و  A188هاااي  ا بااراي لایاان ر (درصااد

موفا  شادند میازان    ( 2004)و همكاران  Zhao.  وردند

درصد را با استفاده از جنین رسایده   5/31باززایی حدود 

اساس نتاای  حاصال    بر. دست  ورنده ب Danذرت رهم 

از ایاان تحقیقااات مشااخه شااد كااه میاازان باااززایی      

فای از  هااي رسایده در گیااه ذرت باه فوامال مختل      جنین

مانناااد خاااا ،  )جملاااه ژنوتیااا  و شااارایط مزرفاااه   

دهناده و در   خیزي، بارش و دماا كاه رشاد گیااه      حاصل

( دهاد  ثیر هارار مای  أرا تحات تا   بااززایی  كاار یی نهایت 

بنابراین، با توجاه باه مشاكلات مرباو  باه      . بستگی دارد

مانناد محادودیت دسترسای باه     )استفاده از جنین ناارس  

اي مناساب باراي    اناه فصل كشات ذرت یاا شارایط گلخ   

دستیابی به هحداات جداكشات   ( رشد ذرت در طول سال

جایگزین كه محدودیت زمانی و مكاانی نداشاته باشاد،    

تواند گام مهمی براي موفقیت در انتقاال ژن باه ذرت    می
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در پژوهش حاضار تالاش    دلیل،به همین . محسوب شود

شد روش كارا و ماؤثري باراي كشات بافات و بااززایی      

بااا . ا اسااتفاده از جنااین رساایده ارایااه شااود گیاااه ذرت باا

تاوان ار باذرهاي خشاك شاده      استفاده از این روش مای 

ذرت در طااول سااال بااه فنااوان هحدااه جداكشاات در      

 .فر یندهاي وابسته به كشت بافت این گیاه استفاده نمود

 

 ها مواد و روش
 کشت بافت جنین رسیده

ذرت  سازي كشت بافت جنین رسایده  بهینه به منظور

 S61و  K126 ،L105 ،B73 ،Mo17لایااان اینلااارد  5از 

سساه اصالاح و تهیاه نهاال و     ؤتهیه شده از بخش ذرت م

 درصد 10لورسیده ذرت با اتان رهايبذ. بذر استفاده شد

 دهیقااه و پاا  از  ن بااا هی وكلریاات ساادیم  2بااه ماادت 

(NaClO) 5 در لیتار  میلای  9باه میازان    20و توین درصد 

باار   2پا  از  . ونی گردیددهیقه ضدفف 20لیتر، به مدت 

شاده   ضادففونی  رهاي بشویی با  ب مقحر استریل، باذ 

 لیتاار ربااگاارم  میلاای 8در یااك ارلاان اسااتریل حاااوي   

2,4-D  پ  . شدند( تیمار)سافت نگهداري  84به مدت

از  ن، جنین از بذر تورم یافته با كمك تیا  اساكال ل از   

ناحیه محور جنینی در راساتاي طاولی باذر دو نایم شاده      

س   در ناحیاه گاره اساكوتلار، هسامت     . ارج گردیدخ

هار یاك از   . نایم شاده حاذد شاد     چه از جنین دو ریشه

زایای   محیط كاالوس به ( از گره اسكوتلار به بالا)ها  نیمه

 .انتقال داده شد

 
 زایی کالوس

هااي   جناین )هاا   نموناه  القاي كالوس اولیه، ریاز  براي

هااي   یطمحا . شادند  ل نتقمزایی  به محیط كالوس( رسیده

درجااه  21كشاات در اتااات كشاات تاریااك در دماااي    

 ،هفتاااه ساااهپااا  از . ساااانتیگراد نگهاااداري گردیاااد 

 .هاي تشكیل شده شمارش گردید كالوس

، N6 هااااي زایااای حااااوي نماااك  محااایط كاااالوس

گارم   میلی D ،2-2,4لیتر  گرم در میلی B5 ،8هاي  ویتامین

 9پارولین،   Lلیتار   گارم در  میلای  210لیتر گلایساین،   در

 ز باا وكرولیتار سا   گرم در 30، كازوئینلیتر  گرم در لیمی

 Armstrong)باود   لیتار  گاار   گرم در 4و  4/5اسیدیته 

and Green, 1985). 

 زایی القای جنین

هااي تشاكیل شاده باه محایط كشات القااي         كالوس

 21هاا در تااریكی در دمااي     كشات . ندشاد  لنتقم جنین

 Armstrong and)درجاه ساانتیگراد نگهاداري شادند     

Green, 1985) .هفتاه در   دوها باه فاصاله    واكشت نمونه

زا پ   هاي جنین كالوس. صورت گرفت یاد شدهمحیط 

 .هفته شمارش شد 8از 

محاایط كشاات  مشااابه ،كشاات القاااي جنااین  محاایط

كنناده   زایی بود، با ایان تفااوت كاه ماواد تنظایم      كالوس

در ایان  . نیاز باه  ن اضاافه شاد     D-2,4دیگري فلاوه بر 

و تیمارهااي مختلفای    D-2,4لیتر  گرم در میلی 2 ،مرحله

بااااا  (TDZ) و تیاااادیازرون (BA) از بنزیاااال  دنااااین 

لیتار و نیتارات    گرم در میلی 5/0 و 2/0 صفر، هاي غلظت

لیتار   گارم در  میلای  90هااي صافر و    نقره نیاز باه غلظات   

 ،، همیناین TDZو  BAهااي   كنناده  تنظایم . شاد استفاده 

 2/0ساایله فیلتاار  وه از اتااوكلاو باا  پاا نیتاارات نقااره  

كشات اضاافه شادند     میكرومتري استریل شده باه محایط  

Duncan and Widholm, 1988) ؛(Lair et al., 

2001. 

 باززایی

زا بااه  هاااي جنااین هفتااه، كااالوس 8پاا  از گذشاات 

زا  هااي جناین   كالوس. محیط كشت باززایی منتقل شدند
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 1000در این مرحله، از محیط تاریكی به ناور باا شادت    

ساافت   4ساافت روشانایی و    92دوره ناوري  لوك  و 

كشت، واكشات   در این محیط. تاریكی انتقال داده شدند

هفتاااه  8پااا  از . هفتاااه انجااام گرفااات  دوبااه فاصاااله  

 Huang and)هاي باززا شاده شامارش گردیاد     كالوس

Wei, 2004). 

هااي   و ویتاامین  N6هااي   محیط باززایی شامل نماك 

B5 گارم در  30ز وكرولیتر، س گرم در میلی 2، گلایسین 

لیتر اتاوكلاو شاده،    گرم در 4و  گار  4/5اسیدیته لیتر با 

 BAلیتر  گرم در میلی 5/0 و 2/0 ،صفر هاي س   غلظت

 دشا كشات اضاافه    با فیلتر استریل شده به محیط TDZو 

(Zhao et al., 2008). 

 زایی القای ریشه

كشاات  هاااي هااوایی در محاایط  پاا  از رشااد اناادام 

 ،زایای  متر، به منظور القاي ریشاه  سانتی 2باززایی در حد 

زایای تحات    شاده باه محایط ریشاه     ییهاي بااززا  كالوس

 92لااوك  و دوره نااوري  1000شاارایط نااور بااا شاادت 

 .سافت تاریكی انتقال داده شدند 4سافت روشنایی و 

نصاف غلظات   )رهیا    MSزایی حااوي   محیط ریشه

سید بوتیریك ا 3لیتر ایندول  گرم در میلی 2/0و ( مدمول

(IBA) ،95 2و  4/5 اساایدیته كروز باااولیتاار ساا گاارم در 

 .(Huang and Wei, 2004)لیتر  گار بود  گرم در

 دار به خاك شده ریشه های باززا انتقال ریز نمونه

ها به خاا    ها، گیاهیه پ  از باززایی كامل كالوس

هاي مساوي خا  بار  و   حاوي نسلت)سلك استریل 

ایجااد ساازگاري    باراي . انتقاال داده شاد  ( خا  زرافی

گیاه در گلدان، كیسه ناایلونی روي هار گلادان كشایده     

مراحل سازگاري به محیط طلیدای   به نخستینشد و گیاه 

بااه منظااور تغذیااه و  بیاااري از محلااول دو در . وارد شااد

پا  از  . اساتفاده شاد   (Fusamco 4) 8 هازار فوساامكو  

هفتااه كااه بااه تاادری  هاار هفتااه بااه اناادازه   سااهگذشاات 

هاي پوشش نایلونی افزوده شاد، پوشاش برداشاته     هروزن

 .شد

 طرح آزمایش

سازي و افزایش میزان بااززایی   به منظور بررسی بهینه

 هاااي رساایده،  زمااایش در هالااب طاارح كاااملاً    جنااین

هاي ذرت، تركیلات  لاین)فاكتوره  8تصادفی فاكتوریل 

تكارار، هار    سهبا ( هاي هورمونی و نیترات نقره و غلظت

هفتاه پا  از    سه. شدنمونه انجام  ریز 200ود تكرار حد

هفتاه پا  از انتقاال     8 ،ها تدداد كالوس ،استخراج جنین

هفته  8زا و  هاي جنین تدداد كالوس ،زایی به محیط جنین

هااي بااززا    تدداد كالوس ،پ  از انتقال به محیط باززایی

هاا از   انجام تجزیه و تحلیل  ماري داده براي. بررسی شد

مقایساه  . استفاده شاد  Excel و MSTATCهاي افزار نرم

اي دانكن در ساح  احتماال    میانگین با  زمون چند دامنه

 .صورت گرفت 9/0برخی از موارد  و درصد 5

 

 نتایج
 زایی کالوس

 5داراي هاوه نامیاه باالا از     با انتخاب بذرهاي سالم و

بیش از  S61و  K126 ،L105 ،B73 ،Mo17لاین اینلرد 

تولیاد  هاا كاالوس    هااي تماام لایان    نهنمو ریز درصد 13

روز و  5تاا   2تورم اسكوتلوم پ  از (. 9جدول )د كردن

ست و به رن  سفید مایال باه   هاي اولیه سُ ظهور كالوس

از  پا  هفتاه   ساه تاا   دودر  ،(متار مربا    میلی 3تا  2) زرد

 (.9شكل )د ش مشاهدهاستخراج جنین 

 زایی جنین

زایای باا    جناین  هاي اولیاه باه محایط    كالوسبا انتقال  

 هاااي رشااد كننااده هاااي مختلااف تنظاایم حضااور غلظاات

و  D-2,4بنزیل  مینو پورین و تیدیازورون هماراه باا    -2
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شاكل متفااوت باود، بدضای از      دوزایی در  نها به  جنین

هااي زرد تاا    اي با طیفی از رن  ست، شیشه نها شكل سُ

و بدضای باه صاورت    ( 9شاكل  ( )زا جناین  غیار )اي  ههوه

زاي  جناین )مرتب و كروي به رن  زرد روشن فشرده، نا

زاي  جناین )تا سفید مات، گرزي شكل و فشارده  ( Iتی  

میاانگین درصاد    2ول در جاد . بودناد ( 2شكل ( )IIتی  

هااي ذرت باه تفكیاك در تركیلاات      زایی در لاین جنین

تداداد و درصاد    .مقایسه شده اسات كننده  مختلف تنظیم

هااي   ولیاه، كاالوس  هااي ا  هااي اولیاه، كاالوس    نمونه ریز

لاین ماورد  زماایش در تیماار     5زا از جنین رسیده  جنین

گاارم در لیتاار  میلاای 90و  TDZگاارم در لیتاار  میلاای 2/0

AgNO3  نتااای  تجزیااه  . ورده شااده اساات 9در جاادول

دار بااودن اثاار نااوع و غلظاات    مدناای بیااانگر ،واریااان 

، اثارات متقابال لایان و    AgNO3هاي رشاد،   كننده تنظیم

كنناده رشاد،    كننده رشد، لاین و غلظت تنظیم یمنوع تنظ

. باود  درصاد  9كننده رشد در ساح    نوع و غلظت تنظیم

، لایان و  AgNO3كننده رشد و  متقابل غلظت تنظیم  ثار

و  درصاد  5در ساح    AgNO3كنناده رشاد و    نوع تنظیم

 AgNO3كنناده رشاد و    متقابل لاین و غلظت تنظیم  ثار

متقاباال لایاان و   ثااار. دار بااود مدناای درصااد 5در سااح  

AgNO3كننده رشد و  ، نوع تنظیمAgNO3  لاین و ناوع ،

كنناده   ، نوع و غلظت تنظایم AgNO3كننده رشد و  تنظیم

. دار نلاود  مورد بررسی مدنی فامل 8متقابل   ثاررشد، و 

 9هاااي رشااد در سااح   كننااده تنظاایم اثاار نااوع و غلظاات

 .است دار مدنی درصد

 باززایی

هاا   زایای در كاالوس   ه موازات جنینبلیت باززایی بها

هااا بااه باااززایی  پاایش رفاات، اگرچااه درصاادي از جنااین

كشات   كشت بااززایی باا محایط    تركیب محیط. نرسیدند

ایان از مزایااي تحقیا      كاه زایای تفااوتی نداشات     جنین

هفتاه ظااهر    دوپا  از  هااي هاوایی    انادام . اسات حاضر 

نشااان را القاااي باااززایی را در كااالوس  2شااكل . شاادند

 .دهد یم

لیتار   گارم در  میلای  2/0بهترین نتای  در تیمار حاوي 

TDZ  لیتار  گارم در  میلی 90وAgNO3     باود و در دامناه

بیشترین و كمترین باززایی باه ترتیاب در   درصد  94-80

S61  وL105   مقایسااه  3 و 2 هااي  ولجااد در. دیاده شاد

هاا باه    باا بااززایی لایان    همراهزایی  میانگین درصد جنین

كننده با  زمون چناد   ركیلات مختلف تنظیمتفكیك در ت

 ورده شاده   درصاد  5اي دانكن در ساح  احتماال    دامنه

هااي   هاي اولیاه، كاالوس   نمونه تدداد و درصد ریز .است

لایان   5شاده از جناین رسایده     هااي بااززا   اولیه، كالوس

و  TDZگارم در لیتار    میلای  2/0مورد  زمایش در تیمار 

 ورده شاده   9ر جادول  د AgNO3گرم در لیتر  میلی 90

اثار   بودن دار نتای  تجزیه واریان  حاكی از مدنی .است

  ثااار، AgNO3هاااي رشااد،  كنناده  ناوع و غلظاات تنظاایم 

كنناده رشاد، ناوع و غلظات      متقابل لاین و غلظت تنظیم

متقابال    ثاار . باود  درصاد  9كننده رشد در ساح    تنظیم

، لایاان و نااوع  AgNO3كننااده رشااد و   غلظاات تنظاایم 

كننااده رشااد و  ننااده رشااد، لایاان و نااوع تنظاایم ك تنظاایم

AgNO3   متقابل لاین و غلظت   ثارو درصد  5در سح

، نااوع AgNO3، لایاان و AgNO3كننااده رشااد و  تنظاایم

كنناده   ، لایان و ناوع تنظایم   AgNO3كننده رشد و  تنظیم

  ثاركننده رشد، و  ، نوع و غلظت تنظیمAgNO3رشد و 

 .ر نلوددا مورد بررسی مدنی فامل 8متقابل 

 زایی و باززایی بر جنین( نیترات نقره) AgNO3اثر 

AgNO3، كننده اثر اتیلن، بر تقسیم  به فنوان مماندت

ثر ؤحضاور ما   ،در این بررسی. ثر استؤو تمایز سلولی م
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AgNO3 ییاد شاد، اگرچاه در    أزایی و باززایی ت بر جنین

اخاتلاد   فوامال  باا ساایر   AgNO3متقابال    ثاار بررسی 

مقایسااه  3 و 2 هاااي در جاادول. اهده نشااددار مشاا مدناای

در تیمارهاي مختلاف  ( هاي باززا تولید كالوس)فملكرد 

TDZ ،BA  وAgNO3 هاااي  در لایاانMO17، L105  و

S61  گویاي اثر حضورAgNO3 است. 

 زایی ریشه

ها در طای   نمونه از ریز تدداديزایی در  یند ریشه فر

باه منظاور   . زایی و باززایی شكل گرفته بود مراحل جنین

زایی و طای مراحال ساازگاري و انتقاال باه       تقویت ریشه

 نصاف غلظات مدماول محایط    )خا ، از محایط رهیا    

MS ) (.2شكل )استفاده شد 

 
زایی در كشات بافات جناین رسایده      زایی و جنین كالوس -9شكل 

 84( راسات )مراحل اولیه كشات جناین رسایده ذرت     (الف. ذرت

ز كشاات در محاایط روز پاا  ا 20( چاا )سااافت پاا  از كشاات 

هاي اولیه حاصل از رشاد جناین رسایده     كالوس (ب .زایی كالوس

 2/0در تیماار حااوي   ) ذرت كه با رشد محور جنینی هماراه اسات  

 (.AgNO3لیتااار گااارم در میلااای 90و  TDZلیتااار  گااارم در میلااای

 .(روزه 85)زایااای  زا در محااایط جناااین جناااین كاااالوس غیااار (ج

در  (روزه 85)زایاای  یندر محاایط جناا IIتیاا   زا كااالوس جنااین (د

 گاارم در میلاای 90و  TDZلیتاار  گاارم در میلاای 2/0تیمااار حاااوي 

 (.AgNO3لیتر

 
 در باااززایی (الااف .هاااي ذرت مراحاال باااززایی جنااین  -2شااكل 

هاي حاصل از جناین رسایده در محایط بااززایی در تیماار       كالوس

لیتاار  گاارم در میلاای 90و  TDZلیتاار  گاارم در میلاای 2/0 حاااوي

AgNO3 .هاااي باااززا شااده ذرت بااه محاایط    نتقااال كااالوس ا )ب

دار باه گلادان و    انتقاال گیاهاان بااززا شاده و ریشاه      (ج .زایی ریشه

 .هاي گل ظهور اندام
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اساس طرح  زمایشای   بر 3و  2هاي  هاي جدول داده

هاااي  لایاان)فاااكتوري  8فاكتوریاال  ، باااتصااادفی كاااملاً

 هاا و نیتارات   كنناده  هاي تنظایم  ذرت، تركیلات و غلظت

نموناه   ریاز  50تكارار حادود   تكارار، در هار   سهبا ( نقره

زا و بااززا بار    هااي جناین   درصاد كاالوس  . انجام گرفات 

در هر تیمار بار   یاد شدههاي  اساس درصد تدداد كالوس

.هاي اولیه در  ن تیمار محاسله شده اسات  تدداد كالوس

 ها به خاك انتقال گیاهچه

كشات باه    طهاا در محای   نموناه  گیاهان باززاشده از ریاز 

خا  استریل انتقال داده شدند و باراي ساازگاري در زیار    

بااه ( فیتااوترون)پوشااش ساالوفانی شاافاد در اتاهااك رشااد 

پوشاش   ،از ایان مادت   پا   .هارار گرفتناد   سه هفتاه مدت 

نی برداشته شد و گیاهان به رشد در اتاهك رشد اداماه  وسلف

 (.2شكل ) هاي گل در  نها شكل گرفت دادند و اندام
 

لاین ذرت مورد  زمایش در  5زا و باززاشده از جنین رسیده  هاي جنین هاي اولیه، كالوس هاي اولیه، كالوس نمونه تدداد و درصد ریز -9جدول 

 .گرم در لیتر نیترات نقره میلی 90گرم در لیتر تیدیازرون و  میلی 2/0تیمار 

 ها لاین هاي اولیه مورد  زمایش نمونه تدداد ریز هاي اولیه تدداد كالوس زا هاي جنین تدداد كالوس هاي باززا شده تدداد كالوس
 a(25/80% )22  a(50% )11  a(8/11% )950 958 S61 

 a(1/34% )20  a(85/82% )12  a(84/15% )984 955 B73 

 b(22/22% )89  b(19/35% )55  a(4/18% )982 958 Mo17 

 b(01/21% )82  b(91/38% )53  a(58/13% )985 955 K1264 

 c(3/94% )24  c(53/23% )32  a(11/18% )985 953 L105 

 

 5اي دانكان در ساح  احتماال     كننده با  زمون چند دامنه هاي ذرت در تركیلات مختلف تنظیم زایی لاین مقایسه میانگین درصد جنین -2جدول 

 .استدرصد  5سح  احتمال  اي دانكن در مقایسه درصدهاي مزبور با  زمون چند دامنه (A-E)بندي  رده .درصد

 (mg/l)تیمارها   زایی درصد جنین

K1264 B73 L105 Mo17 S61  AgNO3 TDZ BA 
 C141/3 D 44/5 E 0 D 253/3 E 44/5  0 0 0 

 C24/5 D 2 D 221/5 D 12/3 E 41/1  90 0 0 
AB 33/39 B 13/89 AB 42/20 B 12/30 A 59/84  0 2/0 0 

 A 2/38  A85/82  A53/23  A12/35  A14/81  90 2/0 0 
AB 31/39 C 99/33 BC 31/91 BC 13/21 BC 9/32  0 5/0 0 
 A81/38  C54/39  ABC32/91  B55/30  B91/80  90 5/0 0 

 B30  C2/33  BC52/91  BC99/21  BC48/31  0 0 2/0 
AB 21/39 B 19/34 AB 21/29  BC21/21  B95/89  90 0 2/0 
 B41/21  C32/39  C05/95  C24/25  D13/29  0 0 5/0 
AB 41/32  C03/39 BC 91/92  BC98/24  C12/33  90 0 5/0 
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 5اي دانكان در ساح  احتماال     كننده با  زماون چناد دامناه    هاي ذرت در تركیلات مختلف تنظیم مقایسه میانگین درصد باززایی لاین -3جدول 

 .استدرصد  5اي دانكن در سح  احتمال  مقایسه درصدها با  زمون چند دامنه (A-E)بندي  رده .درصد

 (mg/l)تیمارها   درصد باززایی

K1264 B73 L105 Mo17 S61  AgNO3 TDZ BA 
F  99/9 E 293/2 F 0 F 24/9 E 541/2  0 0 0 

F 111/9 E 33/3 E 21/3 F 41/3 E 32/8  90 0 0 
BC 19/28 B 49/33 AB 41/92 B 02/23 AB 42/32  0 2/0 0 
AB 59/22 A 1/34 A 30/94 A 230/22 A 25/80  90 2/0 0 
CD 51/23 D 28/28 C 11/92 BCD 11/20 CD 03/28  0 5/0 0 

ABC 52/25 D 25 BC 91/98 BC 11/22 BCD 42/22  90 5/0 0 
CD 3/28 CD 21/21 CD 19/99 DE 18/94 CD 91/22  0 0 2/0 

A30/21 BC210/30 BC290/98 BCD10/20  ABC09/32  90 0 2/0 
E 51/20 D 21/23 D 81/4  E22/92  D11/91  0 0 5/0 

DE 2/22 D 34/23 CD 14/90  CDE14/94  CD11/28  90 0 5/0 

 

 بحث

از  ،در بسیاري از محالدات كشت بافات و انتقاال ژن  

هاي نارس ذرت به فنوان ریز نموناه اساتفاده شاده     جنین

 Lu et al., 1982; Quan et al., 2004; Oneto) است

et al., 2010) ،  اما تهیه جنین نارس در طاول ساال و  ن 

بارفك ،   .هم باا شارایط نماوي مناساب مشاكل اسات      

در طول ساال   ه مقدار زیادراحتی و به هاي رسیده ب جنین

هاي رسیده نسلت  با این وجود، جنین. در دسترس هستند

هاي نارس سرسختی بیشتري در كشات بافات از    به جنین

میاازان باااززایی در  نهااا پااایین اساات   ،خااود نشااان داده

(Zhao et al, 2008). 

مهمای در   هاي رشد گیاهی نقاش بسایار   كننده تنظیم

ثیر  نها بر بااززایی گیاهاان در   أتشكیل كالوس دارند و ت

 Bhaskaran)اسات   شاده كشت كالوس ذرت بررسای  

and Smith, 1990) .طور كلی، محایط القاا و تكریار    ه ب

( D-2,4ماننااد )كااالوس نیازمنااد مقااادیر بااالاي اكسااین  

میكرومولار باراي   2/93-5/8دامنه غلظت  مدمولاً. است

زا در كشاات بافاات غاالات  هاااي جنااین تشااكیل كااالوس

 D-2,4هااي هللای اكساین     طلا  گازارش  . مناسب اسات 

هااي   كنناده باراي القااي كاالوس در جناین      تدیین یفامل

 ;Armstrong and Green, 1985) اسات ناارس ذرت  

Bohorova et al., 1999) .  غلظات  ،در محالداه حاضار 

به فنوان مقادار ثابات    D-2,4گرم در لیتر اكسین  میلی 8

 .تیمارها انتخاب شد هراي همب

زا باراي تلادیل باه گیااه      هااي جناین   مدمولاً كاالوس 

شاوند   هاي فااري از هورماون منتقال مای     كامل به محیط

(Armstrong and Green, 1985)،  ایان   دلایلیكی از

باه  شادن  هاي ساوماتیك تواناایی تلادیل     است كه جنین

تدیاین   سرنوشات  نهاا هاللاً    ،كسب كارده گیاه كامل را 

با این وجاود، در برخای از محالداات وجاود     . شده است

فامال   ،سیتوكینین براي نمو و تلدیل جنین به گیاه كامال 

 ,Duncan and Widholm)محر  شناخته شده اسات  

1988; Dahleen and Bregitzer, 2002) .  اساتفاده از

زایای   سیتوكینین در تركیب با اكسین براي شاروع جناین  
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ت گزارش شاده اسات   سوماتیك در كشت كالوس غلا

(Gaspar et al., 1996; Zhao et al., 2008) .  بنزیال

. اسااتثرتر از كینتااین ؤ دنااین بااراي القاااي شاااخه ماا   

Chaudhury  وQu (2000 )  گزارش دادند كه در فلاف

هااي پاایین    استفاده از غلظت (Bermuda grass)برمودا 

در محایط  ( میكرومولار بنزیل  دنین 088/0)سینوكینین 

هاااي  كااالوس حاااوي اكسااین، تشااكیل كااالوس  القاااي

گاازارش شااده اساات كااه . دهااد زا را افاارایش ماای جنااین

كشات   میكرومولار بنزین  دنین باه محایط   88/0افزودن 

و میازان  است زا ضروري  هاي جنین براي تشكیل كالوس

. (Cho et al., 1998)دهد  باززایی در جو را افزایش می

Huang  وWei (2008 ) هااي   غلظات  گزارش دادند كاه

در محااایط ( میكروماااولار 41/0)پااایین بنزیااال  دنااین   

فركااان   اساات، D-2,4واكشاات كااالوس كااه حاااوي  

. دهااد زا را افاازایش ماای  هاااي جنااین  تشااكیل كااالوس 

 22/2مشاااخه شاااده اسااات كاااه افااازودن  ،همیناااین

میكروماولار   28/8میكروماولار بنزیال  دناین هماراه باا      

د گیااهی  هاي فاهاد هورماون رشا    كینتین نسلت به محیط

 ,.Zhao et al)ثرتر اسات  ؤبراي القاي شاخه در ذرت م

اناد كاه افازودن     تمامی این محالداات نشاان داده  . (2008

باراي   (D-2,4)كشت حاوي اكساین   سیتوكینین به محیط

 .زا ضروري است تشكیل كالوس جنین

هاااا در  زایااای كاااالوس جناااین در محالداااه حاضااار،

بسیار  (TDZ یاBA )كننده رشد  كشت فاهد تنظیم محیط

زایای در   میازان القااي جناین    چشمگیرپایین بود، تفاوت 

كنناده   هاي اولیه در تیمارهاي واجد و فاهد تنظیم كالوس

هااي   كنناده  كیدي بر نقاش تدیاین كنناده تنظایم    أت ،رشد

تحریاك   باراي  .اسات زایی  در القاي جنین یاد شدهرشد 

 زایای و بااززایی، از   تقسیم سالولی و باه دنلاال  ن جناین    

نتااای  . اساتفاده شاد   TDZو BAهاایی ماننااد   سایتوكینین 

 5/0و  2/0، 0)هااااي مختلاااف  حاصااال از اثااار غلظااات

بر جنین رسایده   BAكننده رشد  تنظیم( گرم در لیتر میلی

زایای و بااززایی    ذرت نشان داد كه بهترین پاسخ كالوس

گارم   میلای  2/0هاي مورد بررسی در تیماار   در همه لاین

ه شده توساط  ین نتای  با گزارش اراای. است BAدر لیتر 

Huang  وWei (2008 )محابقت دارد. 

باه فناوان یااك    (TDZ)تیادیازورن  باه  نخساتین باار   

هااي   كننده رشد در كشت بافات و بااززایی جناین    تنظیم

 Huetteman and) شاد سوماتیك گیاهان خشلی توجه 

Preece, 1993; Li et al., 1998).  ایان   ،پا  از  ن

ن تحریااك كننااده رشااد كااالوس در هورمااون بااه فنااوا

 Murthy)هاي كشت بافات گیااهی محارح شاد      سیستم

and Murch, 1998) .هااا مااورد  انااواع ساایتوكنین  ثااار

بنزیل  دنین، كینتاین، ز تاین و   )استفاده در كشت بافت 

 در رونااد باااززایی گیاهااانی چااون نیشااكر  ( تیاادیازرون

(Saccharum spp.)  و فااادس (Lens culinaris) 

باا   BAو  TDZكننده رشاد   بهترین تیمار تنظیم بررسی و

 Chengalrayan and)هاي متفااوت باوده اسات     غلظت

Gallo-Meagher, 2001; Fratini and Ruiz, 2002). 

تاااكنون گاازارش  (.Zea mays L)در ذرت  TDZاثاار 

 2/0نتای  این بررسی نشاان داد كاه غلظات    . نشده است

بیشاترین   AgNO3در تركیب باا   TDZگرم در لیتر  میلی

هااي ماورد محالداه     لایان  هثیر را در میزان بااززایی هما  أت

زایااای و  در جناااین BAو  TDZتیماااار  كاااار یی. دارد

 TDZرساد   نظر میه ب. داري داشت باززایی تفاوت مدنی

 .تواند جایگزین مناسلی براي بنزیل  دنین باشد می

نیتاارات نقااره از طریاا  رهاباات در ایجاااد پیونااد بااا  

كناد   اتایلن از فمال  ن جلاوگیري مای     جایگاه اتصاال 
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(Ezura et al., 2000)   و بنااابراین بافاار تحریااك

شاود   و افازایش بااززایی مای    IIهاي ناوع   تشكیل جنین

(Songstad et al., 1991; Caryalho et al., 1997) .

هااي مختلاف ذرت    روي ژنوتیا   AgNO3مرلت   ثار

(Vain and Dunl, 1989)   و گنادم(Fernandez et 

al., 1999) گزارش شده است. 

. شدبر باززایی بررسی  AgNO3اثر  ،در این پژوهش

كاارگیري دو تیماار فاهاد و    ه با  اگرچه نتاای  حاصال از  

در تقابل اثار دیگار    AgNO3لیتر  گرم در میلی 90حاوي 

اللتاه  )دار نلاود   مورد بررسی از نظر  مااري مدنای   فوامل

در  AgNO3هااااي رشاااد و  كنناااده اثااار غلظااات تنظااایم

هااي   و اثار لایان   درصد 5سح   زایی و باززایی در نینج

در  AgNO3هااي رشاد و    كنناده  مختلف و غلظت تنظیم

ه باا ،(دار بودنااد مدناای درصااد 5زایاای در سااح   جنااین

. در باززایی اثر مرلات داشات   AgNO3طوركلی حضور 

 Caryalho)این نتای  با نتیجه دیگران نیز محابقات دارد  

et al., 1997; Huang and wei, 2004).  بااه نظاار

ثر ؤدر حصول نتیجاه ما   AgNO3رسد شكل مصرد  می

تركیاب فداال   )به ایان صاورت    AgNO3است و كاربرد 

 كشت و به دنلال  ن ریز اثرات نامناسلی در محیط( یونی

، ساالب بااروز چنااین  اماارهمااین  نمونااه دارد و احتمااالاً 

شاده   AgNO3 فامال باا   فوامال متقابل   ثاراي در  نتیجه

در طای  زماایش    AgNO3نتیجه  ،فلارت دیگره ب. است

مرلات و منفای نماود      ثاار یندي از  حاضر به صورت بر

 .(Santana-Buzzy et al., 2006)یافته است 

یند انتقال ژن باه منظاور    فر ،گونه كه ذكر شد همان

نیازمند فراهم  وردن  ،ت و كیفیت محصولافزایش كمی 

یا  كشات بافات    امكان باززایی گیاه با باازده باالا از طر  

هایی كه به منظور كشات   نمونه در بین ریز. گیاهی است

 اناااد، بااااززایی حاصااال از  بافااات ذرت باااه كاااار رفتاااه

كشاات بافاات جنااین نااارس ذرت از پتانساایل بااالاتري    

هاا در انتقاال ژن ذرت در    تبیشتر موفقی . استبرخوردار 

نمونه محقا  شاده    دنیا با استفاده از كشت بافت این ریز

 .(Jimenez and Bangerth, 2001)است 

به منظاور یاافتن جاایگزینی باراي ریاز نموناه جناین        

حذد محادودیت زماانی هابال در دساترس      براينارس 

نمونه و كاهش دوره فملیات انتقال ژن، تولیاد   بودن ریز

هاااي  گیاهااان تراریختااه ذرت از طریاا  باااززایی اناادام  

 ,Wang) گزارش شده است ژنی انتهایی با روش تفن 

-O’Connor؛ Zhang and Lamaux, 2002؛ 1987

Sanchez et al., 2002 ؛(Huang and Wei, 2004. 

كاارگیري تیادیازورن، میازان    ه با با  ،در این تحقی 

 2/0حااوي   در تیماار  درصد 80-22ها به  باززایی لاین

 AgNO3 لیتر گرم در میلی 90و  TDZلیتر  گرم در میلی

ظور بااززایی در  تاكنون به من TDZكارگیري ه ب. رسید

هاا   لایان  ههمپاسخ هابل توجه . ذرت گزارش نشده بود

. برخاوردار اسات   ییت باالا به بااززایی از درجاه اهمی ا   

میزان باززایی در جنین رسایده نسالت باه انادام      اگرچه

سان  ، اماا حُ اسات انتهایی و مریستم انتهایی بسیار پایین 

د ینا  كاربرد جنین رسیده به اندام انتهاایی، كوتااهی فر  

تلاش براي افازایش میازان    فلتو به این  استباززایی 

از نجا كه طاول دوره  . باززایی جنین رسیده ادامه دارد

جناین رسایده ذرت نسالت باه     در زایی و باززایی  جنین

نتیجاه   تر اسات، در  جنین نارس و مریستم انتهایی كوتاه

به فنوان یك ضادف  )از میزان تنوع سوماتیك كمتري 

برخاوردار  ( انتقاال ژن  باراي ها  الوسكارگیري كه در ب

كاارگیري جناین رسایده    ه است و این به فنوان مزیت ب

. (Bajaj, 1990)شود  در تولید ارهام تراریخته تلقی می
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از  نجا كاه اسااس تولیاد گیاهاان تراریختاه بار ملنااي        

سات،  و انتقاال ژن باه  نها  هااي ارجا     انتخاب ژنوتی 

د  ماادن مدناااي بااه وجااو  بااروز تنااوع سااوماتیك بااه  

هاي نامحلوب و كاهش ارزش ژنتیكای انتخااب    جهش

بااا كاااهش طااول دوره  ،رو از ایاان. اسااتارجاا  اولیااه 

تلدیل كالوس به گیاه از میزان تنوع ساوماتیك تاا حاد    

كاارگیري جناین   ه با  ،نتیجاه  شاود، در  امكان كاسته می

ت بااالایی نمونااه اولیااه از اهمی اا رساایده بااه فنااوان ریااز

یجه حاضر باه فالاوه از ایان    حصول نت. برخوردار است

زایای و   زایای، جناین   كاه در طای مراحال كاالوس     نظر

اساتفاده شاده و تناوع     (N6)باززایی از یك محیط پایه 

كشاات وجااود ناادارد، از نظاار  كااارگیري محاایطه در باا

دهای   پاساخ  ،فلاوه بر این. استت ز اهمی یكاربردي حا

مورد بررسی  فواملهاي مورد  زمایش به  ژنوتی  ههم

 Songstad et)طی باززایی نیز در خور توجه است در 

al., 1991; Shou et al., 2004). 
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Abstract 

An efficient maize regeneration system was developed using mature embryos. The use of 

mature embryos from dry seeds possesses several advantages: mature embryos are easy to 

handle and available throughout the year and in bulk quantities. In this study, mature dry 

seeds of five maize inbred lines (K126, L105, B73, Mo17 and S61) were used. Embryos were 

removed from surface-sterilized mature seeds and sliced into halves. They were used as 

explants to initiate callus on induction medium containing 4 mg/l 2,4-dichlorophenoxyacetic 

acid (2,4-D). Mature embryos were incubated at 27 °C in darkness. The induction frequency 

of primary calli was over 90% for all tested inbred lines. Then, the primary calli were 

transferred onto subculture medium supplemented with 2.0 mg/l 2,4-D concentrations 0.2 or 

0.5 mg/l of 6-benzylaminopurine (BA) or Thidiazuron (TDZ) and 10 mg/l AgNO3. 

Embryogenic callus readily formed plantlets on regeneration medium supplemented with 0.2 

or 0.5 mg/l BA or TDZ. The regenerated plantlets were transferred to half-strength Murashige 

and Skoog (MS) medium supplemented with 0.6 mg/l indole-3-butyric acid (IBA) to develop 

roots. The frequency of green shoot formation ranged from 18.3-40.25%. The highest mean 

percent (40.25%) was observed for S61 genotype on medium containing 0.2 mg/l TDZ and 10 

mg/l AgNO3. This efficient regeneration system provided a solid basis for genetic 

transformation of maize. 

Key words: Regeneration, Mature embryo, Embryogenesis, Maize (Zea mays L.) 
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