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  ذرت هاي ژنوتیپ بساك کشت در زایی جنین به پاسخ بررسی
  

Study on Embryogenesis Response of Maize (Zea mays L.) Genotypes 
 to Anther Culture  

 
  *4گلباشی محمد و 3موسوي امیر ،2معینی احمد ،1خراسانی خاوري سعید

  
  چکیده

 زیادي اهمیت از عالی گیاهان بنیادي هايپژوهش و نژاديهبِ هاي رنامهب در بساك کشت از استفاده با هاپلویید گیاهان تولید
 محیط نوع سرمایی، تیمارپیش راث نیز و ذرت ژنوتیپ 44 بساك کشت به پاسخ در آندروژنز قابلیت پژوهش این در .است برخوردار
 پاسخ هندهد نشان هابساك کشت اولیه تایجن .شد بررسی زاییجنین میزان بر کشت محیط روي ها بساك دادن قرار جهت و کشت
 دلیل به .بود زایی جنین به ETH-M82 و S61،K74/1 TWC605 ، SC709، DH5×DH7، A188، LA12شامل ژنوتیپ 8 فقط مثبت
 برتر ژنوتیپ دو از بعدي هايآزمایش انجام براي ،پژوهش این در بررسی مورد ذرت هايژنوتیپ اغلب در زایی جنین ضعیف پاسخ

DH5×DH7 و ETH-M82 مورد کشت هاي محیط و ها ژنوتیپ بین که داد نشان اول آزمایش در هاداده واریانس تجزیه .شد استفاده 
 21 و 14 سرمایی هايتیمار پیش بین یول ،شتدا وجود داريمعنی تفاوت شده، تشکیل یجنین شبه يساختارها تعداد نظر از بررسی
 با ساکارز mg1-1 90 حاوي Yu-pei کشت محیط که داد نشان دوم آزمایش در هامیانگین ایسهمق .نشد مشاهده داريمعنی تفاوت روزه
 نیز سوم آزمایش در .باشد می زایی جنین القاي کشت محیط بهترین شده، کشت بساك 100 در جنینی شبه ساختار 82/21 تولید
   .باشد می بساك لبه جهت از کشت محیط روي هابساك قرارگیري نحوه بهترین که شد معلوم

  
  یدیهاپلو گیاه ت،ذر ،جنینی شبه ساختار بساك، کشت :کلیدي هايواژه

  
  
  

                                                           
  رضوي خراسان طبیعی منابع و رزيکشاو تحقیقات مرکز علمی هیئت عضو .1
 ، تهرانمدرس تربیت دانشگاه کشاورزي دانشکده دانشیار .2
 ، تهرانژنتیک مهندسی تحقیقات ملی پژوهشگاه علمی هیئت عضو .3
  تهران دانشگاه نانوبیوتکنولوژي تخصصی دکتري دانشجوي .4

 نویسنده مسوول*: 
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  مقدمه
 مضاعف هاپلویید گیاهان ايشیشه درون تولید روش

  را تهموزیگو هايلینه به سریع یابیدست ياجازه شده،
  زمان اي ملاحظه قابل طوربه رواین از و کند می مهیا
 هايروش در .دهدمی کاهش را ریدهاهیب اصلاح براي لازم

  آمیزي خویش نسل 6 حداقل ،نژاديبه کلاسیک
   است، لازم زمان هموزیگوتی نساب حد به رسیدن براي 

   طی شده مضاعف هايهاپلویید تولید روش در ولی
   شودیم حاصل صد در صد و کامل هموزیگوتی به نسل یک

)Pohelman, 1995; Buter et al., 1997; Shugar, 1998.( 
 گیاهان چون و یابند نمی تفرق مضاعف هايهاپلویید علاوههب

 از و است تر راحت نیز هاآن کاربرد ندارند، تفرق تهموزیگو
 کاسته آمیزيخویش طی در زودآزمونی با مرتبط خطرات

 هاي برنامه در ها،هاپلویید از استفاده ).,Buter 1997( شود می
 تعداد در تهموزیگو کاملا انگیاه تولید منظور به ادينژبه

 تاکنون البته .است شده میسر زراعی هايگونه از کمی
 اند توانسته شده مضاعف هايهاپلویید طریق از گرانپژوهش
 اصلاح را گندم و برنج ذرت، جو، ویژههب غلات از جدیدي ارقام

 هايکاربرد از هاییمثال ).Shugar, 1998( نمایند معرفی و
 و نقشه تهیه شامل بنیادي تحقیقات در اهاپلوییده متعدد
 کشت تراریختی،  ها،موتاسیون القاي ژنتیکی، هايتجزیه

 بیوشیمیایی مطالعات  سوماتیکی، گیري دورگ و پروتوپلاست
 باشد می پلاسمژرم حفظ و مصنوعی بذر تولید فیزیولوژیکی، و
)Aulinger, 2002.( خصوصیات ذرت در که است ذکر شایان 

 براي تنها نه مضاعف هاپلویید هاي لینه ژنتیکی فرد به منحصر
 ییکاربردها براي بلکه رسد، می نظربه مفید هیبریدها اصلاح
 به مقاومت ایجاد جهت در اي شیشه درون گزینش نظیر
 تراریختی و ژنی نقشه تهیه ،زیستی غیر و زیستی هايتنش

  .)Aulinger, 2002( باشند می اهمیت حائز ژنتیکی
 ترین متداول و ترین ساده از یکی كبسا کشت

 بیش در و شود می محسوب هاپلویید گیاهان تولید هاي روش
 ).,Buter 1997( است شده گزارش گیاهی گونه 200 از

 دهه اواخر در بار اولین ذرت بساك کشت وسیلهبه آندروژنز
 تحقیقاتی گروه و )Nitsch )1977 وسیلهبه ترتیببه 1970
 طوربه روش این بعد به آن از و شد گزارش چین در 401
 تولید ).Kuo et al., 1978( است یافته بهبود اي ملاحظه قابل

 براي ساكب کشت طریق از ذرت در یجنین شبه ساختارهاي
 شد گزارش هایچین توسط 1974 سال در بار اولین

)Genovesi and Collins, 1982(، در پیشرفت یول   
   هايژنوتیپ معدود تعداد دلایل به ذرت بساك کشت

   معمول غیر کشت محیط یک به نیاز زایی، نر مستعد
)Genovesi and Collins, 1982; Barloy and Beckert, 

 ینیپا راندمان شده، تولید هاي جنین شبه کم فراوانی ،)1993
 روند بذر، تولید منظوربه ناموفق ینخودگش و گیاه باززایی
 .)Barloy and Beckert, 1993( است داشته اي آهسته

 جایگزینی همچون بساك کشت روش در اخیر هايپیشرفت
 و سرما مانیتول، تیمار، پیش آگار، با آگارز ساکارز، با مالتوز
-می شمار به روش این سازي-بهینه در مثبتی هايگام غیره
 شرایط ژنوتیپ، قبیل از مختلفی عوامل ).Buter, 1997( آیند
-تک مرحله( میکروسپورها نمو مرحله  مادري، گیاه رشد
 محیط نوري، رژیم ،)اي هسته دو اوایل تا انتهایی اي هسته
 کشت در را جنینی شبه و جنینی ساختارهاي القاي کشت
 قرارتاثیر  تحت ذرت يهامیکروسپور سوسپانسیون و بساك
-مهم شاید گیاه ژنوتیپ ).Jahne and Lorz, 1995( دهندمی

 تولید .باشد اي شیشه درون نرزایی بر ثروم عامل ترین
 و ذرت میکروسپورهاي و بساك کشت طریق از هاهاپلویید
   ژنوتیپ به آن شدید وابستگی دلیل به هاآن کاربرد

)Dieu and Beckert. 1986; Baroy and Beckert. 1989( و 
 Pretova et al., 1993; Jahne and( آن پایین پاسخ میزان

Lorz, 1995; Genovesi and Collins, 1989( شده محدود 
   .است

 فقط زایی، نر به ذرت ژنوتیپ 159 واکنش بررسی در
 با علاوهبه .دادند نشان زایی جنین به مثبت اکنشو ژنوتیپ 9

-بیش ،کشتمحیط بهبود و برگزیده هايژنوتیپ از استفاده
 است بوده %7 فقط هابساك در نرزایی به پاسخ ترین

)Genovesi and Collins 1982.( دیگري مطالعه در 
 پاسخ و شدند کشت ژنوتیپ هر در بساك 8000-6000
 تجاري لاین 100 بررسی در که نحويبه  شد، دیده متفاوتی
 ساختارهاي توانستند هاژنوتیپ %50 خویشاوند، غیر ژنتیکی
 هاي ژنوتیپ از %30 از فقط علاوهبه .نمایند تولید جنینی شبه
   دشدن باززایی سبز گیاهان آزمون مورد

)Barloy and Beckert, 1993(.   
 و صولتی توسط ابتدا ایران، در ذرت بساك کشت 
 گردید انجام اصفهان صنعتی دانشگاه 1375 سال در همکاران

 به بررسی مورد هايژنوتیپ واکنش عدم دلیلبه که
 پژوهش این .است نشده منتشر بارهاین در گزارشی زایی جنین
-می ایران در ذرت بساك کشت آمیز موفقیت گزارش اولین
   .باشد

 هايژنوتیپ در زایی نر مطالعه ،پژوهش این از هدف
 کشت در گیاهی باززایی و زایی جنین به پاسخ بررسی و ذرت
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 عنوانبه تا باشد می هاپلویید گیاهان تولید منظوربه بساك
 معرفی و اصلاح برنامه روند توانهب مکمل روش یک

 و نمود تسریع را برتر صفات و الاب عملکرد با ذرت هیبریدهاي
 هاي نقشه تهیه در ویژههب بنیادي مطالعات در ویژگی این از

   .کرد استفاده صفات یابی مکان و ژنتیکی
  

  هاروش و مواد
 عنوانبه ژنوتیپ 44 اولیه بررسی در پژوهش، این در

 از 1384 و 1383 ،1382 زراعی سال 3 طی در گیاهی ماده
 تولید و بساك کشت در ياشیشه درون ییزا نر به پاسخ نظر

 .)1جدول( گرفتند قرار ارزیابی مورد جنینی شبه ساختارهاي
 از وسیعی طیف برگیرنده در بررسی مورد هايژنوتیپ بذرهاي

 گیاهان و ذرت تحقیقات بخش در موجود ذرت پلاسمژرم
 کشور بذر و نهال تهیه و اصلاح تحقیقات سسهوم ايعلوفه
 سنیگل هیبرید 24 ذرت، اینبردلاین 16 لشام که بودند

 هیبرید بذرهاي .باشندمی کراس وي تري هیبرید 4 و کراس
 INRA تحقیقات موسسه از DH5×DH7 کراس سینگل
 ETH تحقیقات موسسه از ETH–M82 هیبرید و فرانسه
   .گردید دریافت یسسو کشور زوریخ

 ذرت هیبریدهاي و هالاین از بسیاري اصلاحی منشا
 بومی هايتوده و هاجمعیت از پژوهش این در استفاده مورد
 تحقیقات مرکز( مکزیک سیمیت از دریافتی ژنتیکی مواد
 و مکزیک اصلاحی هايلاین و )ذرت و گندم المللیبین

  .باشدمی لاتین آمریکاي
 ،1382 زراعی سال 3 طی در هاژنوتیپبذرهاي 

 شده لکنتر رشد اتاق و مزرعهمحیط  دو در 1384 و 1383
 هايگلدان در ژنوتیپ هر بذر گلخانه در .گردیدند کشت
 طورهب نیز مزرعه در و cm 28 عمق و cm 20 قطر به نایلونی
 دسترسی همواره تا شدند کشت بار یک هفته دو هر و مداوم

  .باشد  بساك کشت براي نر هاي آذین گل به
  
  
  

  ذرت بساك کشت در ارزیابی مورد هايژنوتیپ اسامی :1 جدول
Table 1: List of maize genotypes used for anther culture  

  )والدین( اینبرد لاین
Inbred line 

  هیبرید
Hybrid 

 هیبرید
Hybrid 

K9653/2 TWC600  KSC108 (S61 X TVA926) 

K1263/1 TWC603 KSC301 (S61 X K722) 

K3640/8  TWC605 KSC302 (K2331 X K1264/5-1) 

K74/1 TWC647  KSC340 (K2816 X K1263/1) 

S61  S61× MO17 KSC403 (K’13 X K82/1) 

B73 K19×S61 KSC500 (R59 X OH43/1-42) 

K2331 BC182  * KSC604 (B73 X K722) 

K2816 BC288 * KS647 (B73 X K1264/5-1)    

LA12 BC385 *  KSC700 (K74/1 X K18)   

MO17  OSSK444*  SC701 (unknown)  
A188 OSSK499 * SC703 (unknown) 

K19 DH5 × DH7 (Doubled haploid) KSC704 (B73 X MO17) 

OH43/42-1  ETH-M24  (Doubled haploid)    SC709 (unknown) 

KE72012/12 ETH-M72 (Doubled haploid) SC720 (unknown) 

TVA926 ETH-M82 (Doubled haploid)  
*= Commercial hybrids (unknown parents)    
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  گرده دانه نموي مرحله تعیین
 مزرعه، و شده کنترل رشد اتاق محیط دو هر در

- تک مرحله ،میکروسپورها مناسب نمو مرحله در نر هاي گل
 ;Nageli; 1998( انتهایی اي هستهتک تا میانی اي هسته

Buter, 1997; Jahne and Lorz, 1995; pretova et al. 
 اي هسته دو اوایل تا میانی اي هستهکت نمو مرحله یا )1993

 )Aulinger, 2002; Mac Donald, 1992( میکروسپورها
 آمیزي رنگ وسیلهبه میکروسپورها نمو مرحله .شدند برداشت

 با مشاهده سپس و )Nageli, 1998( %2 استوکارمن با
 IX71 (TH4-200) مدل Olympus معکوس میکروسکوپ

-گل برداشت اسبمن زمان گرانپژوهش اغلب .گردید تعیین
 از نر گل خروج از پیش مرحله  مورفولوژیکی، نظر از نر هاي
 ;Aulinger, 2002( اند دانسته پرچمی برگ غلاف داخل

Nageli, 1998; Buter, 1997; Jardinaud et a1., 1995 (.   
  

  ها بساك تیمار پیش
 نظر از مناسب مرحله در نر آذین گل برداشت از پس

 فویل سپس و مرطوب کاغذي دستمال داخل در هاآن ،نمو
 14 مدتبه سرمایی شوك اعمال براي و هداد قرار میوآلومینی

 از پس ).Buter, 1997( شدند منتقل یخچال به C8° دماي روز
 از استفاده با ها سنبلچه ضدعفونی سرمایی، تیمار پیش اعمال
 به .گردید انجام )V/V( %5/1-2 هیپوکلریت سدیم محلول
 در ها سنبلچه ،هابساك زاییجنین راندمان افزایش منظور
 mg1-1 شامل آن ترکیبات که( کشتپیش مایع محیط

 mg1-1 10 ،اسید اسکوربیک -ال mg1-1 50 مانیتول، 3/109
 نیترات mg1-1 5/0 ،بیوتین mg1-1 1/0 ،اسید نیکوتینیک

 قرار )باشد می pH 8/5  با پرولین -ال mg1-1 125 و نقره
- پیش دیگر روز 3 مدت به یخچال در C8° دماي در و گرفتند
 ,Nageli, 1998; Buter, 1997; Jahne and lorz( شدند تیمار

1995; Genovesi and Yingling, 1990; Pretova, 1993.(   
  

  ها بساك کشت
 هابساك ،هاسنبلچه ضدعفونی مراحل انجام از پس

 هاي ريپت از هاآن کشت براي و خارج ها گلچه از پنس توسط
محیط ml 8 حاوي که mm 60×15 ابعاد به مصرف باریک

 پتري هر در .گردید استفاده ،باشد می جامد یا مایع کشت
 درز از پس ها پتري سپس و شدند کشت بساك 25 دیش
 داده قرار تاریکی در و C 27° دماي در پارافیلم دور 2 با گیري
  .شدند

  
  

  زایی جنین محیط
 زاییجنین براي کشت طمحی 5 از پژوهش این در

 یاYu-Pei )YP(، ) YPm کشت هايمحیط شامل هابساك
YP یافته تغییر (N6 IMSS کالوس القاي کشت محیط و 

)CI( کشت هايمحیط که است ذکر شایان .شد استفاده Yu-

Pei پروتکل با)Ku et a1., 1981(،  کشت محیط N6 )Chu et 

a1., 1975( IMSS و IML پروتکل طبق بر )Saisingtong et 

a1., 1996( کشت محیط و CI پروتکل طبق )Nageli, 1998( 
 IMSS محیط جامد، N6 و YP،YPm هاي محیط .شدند تهیه
 مشابه IML کشت محیط ترکیب .بود مایع )CI( و جامد نیمه

 کلشیسین که تفاوت این با باشد،می IMSS کشت محیط با
 اضافه آن هب فیتاژل mg1-1 1500 و شده حذف محیط این در

 جامد نیمه محیط در کشت از قبل ها بساك .است گردیده
IMSS مایع کشت محیط در هفته یک مدت به IML در و 
 ).Saisingtong et a1. 1996( شدند تیمار پیش C10° دماي
 تعداد شمارش طریق از نرزایی به هاژنوتیپ پاسخ میزان

 هر در شده کشت بساك 100 در جنینی شبه ساختارهاي
  .گردید تعیین نوتیپژ
  

  گیاه باززایی
 YPnase باززایی کشت محیط 3 از پژوهش این در

)Gaillard et a1. 1991( و (Murashige and Skoog, 1962) 

MS و RM (Saisingtong et a1. 1996) شد استفاده. pH 
 کهاین از پس .گردید تنظیم 9/5 تا 7/5 محدوده در محیط
 در )جنین یا کالوس از اعم( جنینی شبه ساختارهاي تعداد
 کشت محیطبه ها جنین شبه ،شدند شمارش دیشپتري هر

 گیاه باززایی کشت هاي محیط .گردیدند منتقل گیاه باززایی
 .YPnase )Gaillard et a1 جامد کشت محیط سه شامل

1991(، MS )Murashige and Skoog, 1962( و RM 
)Saisingtong et a1. 1996( هفته 6 الی 4 حدود در .بود 

 کشت محیط روي جنینی شبه ساختارهاي کشت از پس
 از پس حاصله هاي گیاهچه .گردیدند ظاهر ها گیاهچه ،باززایی
 شرایط در و منتقل مناسب کشت بستر به کافی ریشه تشکیل
 نور شدت و نور/تاریکی ساعت 8/16 دوره با نوري

m-2s-1 µmol150-100 دماي و°C 25 کنترل رشد اتاق در 
 هاي گلدان به گیاهان ،بعد هفته 2 الی یک .گرفتند قرار دهش

 دامی کود و ماسه ،خاك حاوي cm 15×22 ابعاد به تربزرگ
 اتاق به حاصل هاي گیاهچه بعد .شدند منتقل 1:1:2 نسبت به

  تربیش نور شرایط یعنی مادري گیاهان رشد
µmolm-2S-1 350 -300 دماي و ساعت 8/16 نوري دوره و 
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 بالغ حاصله گیاهان تا گردیدند منتقل )روز/شب ( 18/25
  .گردد تشکیل هاآن در بذر احتمالا و زایشی هاياندام و شده

  
  شده باززایی گیاهان یديیپلو سطح تعیین

 شده باززایی گیاهان يپلویید سطح تعیین منظوربه
 نوك مریستم هايکروموزوم شمارش روش از ابتدا  ذرت،
 تعیین کهاین به نظر .شد استفاده شده باززایی گیاهان ریشه
-کروموزوم شمارش روش از استفاده با ذرت يپلویید سطح
 این در  باشد، می گیروقت روشی ریشه، نوك مریستم هاي

 این با ها نمونه از معدودي تعداد يپلویید سطح فقط پژوهش
 گیاهان يپلویید سطح هاي ارزیابی کلیه و شد تعیین روش

 دستگاه از استفاده با پژوهش، این در شده باززایی
 بیوتکنولوژي پژوهشکده در Partec I مدل فلوساتیومتر
  .گردید انجام کشاورزي
  

  بحث و یجانت
 هايژنوتیپ آندروژنیک پاسخ بررسی از حاصله نتایج

 در .است آمده )2( جدول در بساك کشت به ذرت مختلف
 یپژنوت 8 تنها بررسی، مورد ژنوتیپ 44 بین از بررسی این

 ،ETH-M82 DH5×DH7 شامل )ها ژنوتیپ از% 6/18(
A188، S61، K74/1،LA12 )شیرین ذرت(، TWC605 و 

SC709 هیبرید فقط طرفی از .دادند نشان مثبت پاسخ 
DH5×DH7 دادند نشان خوب پاسخ  ها ژنوتیپ از% 6/2 ییعن. 

 ذرت و گندم جو، گیاهان آندروژنیک واکنش مقایسه در
 بررسی مورد ژنوتیپ 55 و 40 بین از ذرت در که شد معلوم

 و بساك کشت به خوبی پاسخ ژنوتیپ 4 و 3 فقط ترتیببه
 تشکیل خوب العملعکس از منظور .ددادن نشان میکروسپور

- می بساك 100 کشت در جنینی شبه ساختار 10 حداقل
 %77 از بیش گندم در و %100 جو در کهصورتی در باشد،

 مناسب العملعکس بساك شتک به بررسی مورد هايژنوتیپ
 27 بساك کشت یبررس در ).Buter, 1997( دادند نشان

 پاسخ بساك کشت به بررسی مورد ژنوتیپ 17 ،ذرت ژنوتیپ
 9 در فقط جنین تولید فراوانی کهطوريبه دادند، مثبت
 ,R16, Pa91هاي لاین و بود %1 دوحد بررسی مورد ژنوتیپ

H99 هیبرید نیز و × Pa91 (H99×FR16) بهترین عنوانهب 
   ).Petolino and Jones, 1986( شدند معرفی ها ژنوتیپ

 هیبرید در جنینی شبه ساختارهاي تولید میانگین
DH7×DH5، میانگین ).2 جدول( بود %6/17 ،پژوهش این در 

 در مذکور ژنوتیپ در جنینی شبه ساختارهاي تولید
 )3( %49 و )2( %36 تا %6/1 از قبلیگران پژوهش آزمایشات

 تولید بالاتر میانگین پژوهش این در باشدمی متغیر
 استفاده با DH7 ×DH5 ژنوتیپ در جنینی شبه ساختارهاي

 جامد نیمه کشت محیط سپس و IML مایع کشت محیط از
IMSS، )6/17(% جامد کشت محیط به نسبت YPm )8(%، 

 .باشد هاآن کشت محیط متفاوت ترکیب از ثرامت تواند می
-mgL میزان به( IML مایع کشت محیط در شیسینکل وجود

-می گرانپژوهش برخی نظر طبق )هفته یک مدت به 1250
 باززایی و زاییجنین بهبود در توجهی قابل و مثبتتاثیر  تواند
 برخی). Wan and Widholm, 1993( باشد داشته گیاه

 عاملی تواندمی تنهایی به کلشیسین که معتقدند گرانپژوهش
 آغاز یا تحریک ذرت بساك کشت در را زایی جنین که باشد
 ،پژوهش این در ).Obert and Barnábas, 2004( نماید

 بساك کشت از حاصل جنینیشبه ساختارهاي میانگین
  ).2 جدول( گردید برآورد ETH-M82، 8% ژنوتیپ

 ساختارهاي تولید فراوانی )Aulinger, 2002( آلینگر
 %5/15 تا %8/5 بین ار ETH-M82 ژنوتیپ در جنینی شبه

 ETH-M82 ژنوتیپ تنها پژوهش این در .نمود گزارش
 پاسخ CI و IMSS، YPm متفاوت کشت محیط 3 در توانست
 را YP کشت محیط خصوصیت ترینمهم .دهد نشان مثبت
 شکل به معدنی ازت و فعال ذغال وجود ساکارز، بالاي سطح
 ,Genovesi and Collins( اندکرده بیان هیدرولیزات ینکازی

 ها بساك کشت در زایی کال براي CI کشت محیط .)1982
 هورمون کشت محیط این ترکیب در زیرا است، مناسب
 در است، رفته کارهب mgL-1 2 میزان به D,2,4 اکسین
 از تنها نه ذرت بساك کشت دیگر هايمحیط در کهصورتی
 TIBA اکسینآنتی بلکه است، نشده استفاده اکسین هورمون

   ).2 جدول( است رفته کارهب زنی
 بساك کشت در اکسینآنتی مصرف رسد می نظرهب

 بافت داخلی هايهورمون بالاي میزان دلیلهباحتمالا  ذرت
- ويتري هیبریدهاي ).Aulinger, 2002( باشد شده کشت
 با ترتیببه SC709 کراس سینگل و TWC605 کراس
 IMSS کشت محیط در فقط ،/.%5 و %5/1 هايفراوانی
- بساك شد ذکرقبلا  کهطوريهمان .دادند نشان العمل عکس
 حاوي IML مایع کشت محیط در ابتدا هاژنوتیپ این هاي

mgL-1 250 محیط به سپس و شدند تیمارپیش کلشیسین 
  .یافتند انتقال کلشیسین بدون IMSS جامد نیمه کشت
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  شده استفاده کشت هاي محیط در ذرت دهندهپاسخ هايژنوتیپ در آندروژنز العمل عکس :2جدول
Table 2: Response of responsive genotypes to androgenesis at various anther culture madia 

  کشت محیط
Culture media                        ژنوتیپ  

Genotype CI  YP  YPm  N6  IMSS  
-    8%   17/6%  DH5×DH7 

2%  -  2%  -  8/5%  ETH-M82 
-  -  -  -  1/5%  TWC 605  

  -  -  -  0/5%  SC 709  
-  -  -  -  2%   S61 
-  -  -  0/75%  -  A188 
-  -  1%  -  -  K74/1 
-  -  1/5%  1/5%  -  LA12  

IMSS: Induction Medium Semi Solid      CI: Callus Induction         YPm: Modified YP Medium  
 
 

 ،N6 محیط در A188 ژنوتپ العمل عکس میزان
 آن آندروژنیک ضعیف العمل عکس از حاکی که بود /.75%
 میزان تنها ،پژوهش این در N6 کشت محیط ویژگی .باشد می

 حدي تا تواند می که باشد می آن )gL-1 120( ساکارز بالاي
 .باشد مذکور محیط در ژنوتیپ این العملعکس کننده توجیه
 ظرن از دهنده پاسخ غیر لاین یک عنوانبه A188 لاین اینبرد
 ,Genovesi and Collins( .است شده معرفی بساك کشت

 و B73 هايلاین اینبرد با همراه A188 لاین اینبرد (1982
MO17 به یا که گردید بندي طبقه هایی ژنوتیپ عنوانبه 
 ضعیفی بسیار پاسخ کهاین یا اند نداده پاسخ آندروژنز
 MO17 و B73 هاي لاین اینبرد هم ،پژوهش این در .اند داشته

 العملی عکس گونه هیچ KSC704 یعنی ها،آن هیبرید نیز و
 ,Genovesi and Collins( نتایج با هایافته این و ندادند نشان

   .دارد مطابقت (Petolino and Jones, 1986) و )1982
 YPm کشت محیط در K74/1 هايژنوتیپ واکنش

 شیرین سفید ذرت لاین کهصورتی در بود، %1 حدود
(LA12) کشت محیط دو در توانست %5/1 فراوانی متوسط با 

N6 و YPm دیگر .دهد تشکیل جنینی شبه ساختارهاي 
 نبود .ندادند نشان مثبتی پاسخ بررسی مورد هايژنوتیپ
 این در بررسی مورد يها ژنوتیپ سایر در آندروژنیک پاسخ

 به را آندروژنز صفت کنترل در ها ژن نقش تواند می پژوهش
 خصوصیات که معتقدند گرانپژوهش اکثر .ادد نشان وضوح

 خصوصیت این و شودمی کنترل ژنتیکی صورتبه آندروژنیک
 ).Barloy and Beckert, 1993( نیست مغلوب مطمئناً
 از آندروژنیک خصوصیات داشت انتظار توانمی بنابراین
  و DH7×DH5 نظیر دهنده پاسخ بسیار هايژنوتیپ

ETH-M82 اندداشته خوبی العملعکس آزمایش این در که 
 ،MO17 تجاري هايلاین نظیر برگزیده هايژنوتیپ سایر به

B73 و S61 باشد انتقال قابل.   
  
 بساك کشت در زایی جنین به پاسخ اتآزمایش نتایج
  :ذرت

 سرمایی تیمارپیش و کشت محیط اثر بررسی :اول آزمایش
  ذرت هاي ژنوتیپ بساك کشت در زاییجنین القاي بر

 مختلف بساك کشت محیط 5 اثر آزمایش این رد 
 و )IMSS, Ypm, N6, Yu-Pei IMS کشت هايمحیط شامل (
 در هابساك دارينگه روز 21 و 14( سرمایی تیمارپیش دو

 هیبرید دو در زایی جنین القاي بر )یخچال در C8° دماي
ETH-M82 و DH5×DH7 به پژوهش این .شد بررسی 

 5 با تصادفی کاملا طرح قالب در فاکتوریل آزمایش صورت
 بین که داد نشان ها داده واریانس جزیهت .گردید انجام تکرار

 نظر از بررسی مورد کشت هاي محیط بین نیز و ها ژنوتیپ
 دارمعنی تتفاو ،شده تشکیل یجنینشبه يساختارها تعداد
 روزه 21 و 14 سرمایی تیمارپیش بین یول ،شتدا وجود
تاثیر  با رابطه در .)3 جدول( نشد هدهمشا دارمعنی تفاوت
 سرمایی تیمار )1986( همکاران و Tsay ،سرمایی تیمار پیش

 محیط در ساکارز %9 همراه به C9° دماي در را روزه 6 -9
 انددانسته برتر روزه 12 سرمایی تیمار به نسبت را کشت

)Tsay et al., 1986(، گرانپژوهش دیگر کهصورتی در 
(Aulinger, 2002; Nageli, 1998)، را روزه 14 سرمایی تیمار 

 سرمایی تیمار نیز گرانپژوهش از برخی .انددانسته مناسب
-هب لیکن ،اندکرده بررسی را مختلف دماهاي در روز 28-21
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 کشت، محیطی شرایط و گیاهی مواد بودن متفاوت دلیل
 .اند متناقض بعضاً و داشته زیادي تفاوت هم با حاصله نتایج
-شبه ساختار 05/15 میانگین با IMS مایع کشت محیط
 به را میزان ترینبیش ،شده کشت بساك 100 در جنینی
 726/3 با ،N6 کشت محیط کهدرصورتی ،داد اختصاص خود

 مقدار ترینکم شده کشت بساك 100 در جنینیشبه ساختار

 و باشدمی مایع صورتبه IMS کشت محیط .داشت را
 القاي فراوانی که دهد می ننشا پژوهش این مشاهدات

 دسترسی امکان دلیلبه مایع کشت هاي محیط در زایی جنین
-محیط به نسبت کشت محیط در موجود غذایی مواد به بهتر
  ).1شکل( باشد می بیشتر ذرت بساك براي جامد کشت هاي

  
 در شده تشکیل جنینی شبه ساختارهاي تعداد نظر از بررسی مورد بساك کشت هاي محیط واریانس تجزیه : 3جدول

  ذرت هاي ژنوتیپ
Table 3. Analysis of variance for embryo-like structures (ELSs) of maize genotypes on different anther 

culture media  

  منبع تغییرات
Source of Variation 

درجه 
  آزادي

Degree  of 
Freedom  

  میانگین مربعات
Mean of squre 

  (%)پاسخ داده  هايبساك
Responsed Anthers 

  در هر بساك پاسخ داده ELSتعداد 
No. of ELSs / Responsed Anthers  

 **Variety 1  938/012** 2/013رقم  
 *Culture media 4  345/667** 0/011محیط کشت 

  تیمار سرمایی پیش
Cold Pre- Treatment 

1  122/044n.s 0/004n.s 

  محیط کشت ×رقم 
Variety × Culture media 

4  179/563* 0/004n.s 

  سرما × رقم
Variety × Culture media 

1  12/355n.s 0/001  n.s 

  سرما ×محیط کشت 
Vriety  × Cold Pre-Treatment 

4  6/044n.s 0/007  n.s 

  سرما × محیط کشت  ×رقم 
Variety × Culture media × Cold Pre-

Treatment 

4  92/925n.s 0/006n.s 

 Erorr 80  59/630   0/004خطا  

  Totalکل 
CV (%) 

99    
20/61  

 
2/44  

ELS :                                                              ساختارهاي شبه جنینی  Like Structures ELS: Embryo

  %5دار در سطح احتمال تلاف آماري غیر معنیاخ: n.s    %5و % 1ترتیب در سطح احتمال آماري هدار باختلاف آماري معنی: *و  **
ns, * and ** : not significant , significant at 5% and 1% level of probability, respectively. 

  
  

  
  ذرت داده پاسخ بساك هر ازاي به جنین تعداد و زاییجنین درصد بر کشتمحیط نوع اثر :1شکل

Fig1: Effect of culture media on embryogenesis percent and number of embryos / responsed anthers of maize 
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 القاي در N6 کشت محیط ضعیف پاسخ خصوص در
   یعنی ساکارز بالاي میزان رسدمی نظربه زایی،جنین

gl-1 120 اي کننده محدود عامل تواند می کشت محیط در 
 در ساکارز gl-1 90 تا gl-1 60 مصرف کهاین به توجه با باشد،
 شده توصیه و بوده متداول زاییجنین يالقا کشت يهامحیط
 که است ذکر شایان ).Aulinger, 2002; Nageli, 1998( است
 N6 کشت محیط فرمولاسیون بر مبتنی کشت محیط اصولا

)Chu, 1981( کشت محیط یا و Ypm ( Ku et al., 1981) که 
 براي معمول طوربه باشد، شده تقویت FeEDTA 10-4M با

 ,Buter( است قرارگرفته استفاده مورد ذرت بساك کشت

1997(.   
  و N6 کشت هايمحیط از نیز پژوهش این در

Yu-Pei )YP( نکته .گردید استفاده هاآن یافته تغییر یا و 
 و IMSS، IMS يهامحیط که ستا آن دیگر اهمیت زحای
YP يهامحیط و استریل فیلتر توسط N6, YPm توکلاوا با 

 IMS, IMSS کشت يهامحیط علاوهبه .شدند استریل کردن
 محیط کردن فیلتراستریل .هستند نیز فعال زغال يحاو

-می انجام مایع کشت هايمحیط عفونی ضد براي که کشت
 در را جنینی شبه ساختارهاي فراوانی است توانسته شود

 دهد افزایش القا کشت محیط کردن اتوکلاو با مقایسه
)Buter et al. 1993; MacDonald, 1992.(   

 طی در بازدارنده مواد تشکیل دلیلبه تفاوت این
 اتوکلاو زمان در دیگر هايکربوهیدرات یا ساکارز هیدرولیز

 هايحرارت درجه معرض در کشت محیط زیرا است، کردن
 محیط پژوهش این در .(Buter et al. 1993) گیردمی قرار بالا

 و YPm یعنی دیگر هايکشت محیط به نسبت IMS کشت
N6 رسدمی نظرهب .داشت برتري ،اند شده اتوکلاو تنها که 

 مواد جذب کشت محیط در فعال زغال اولیه مزیت

 تولید شدن اتوکلاو فرآیند طی در که است محیط ي بازدارنده
  .است گردیده

  
 به پاسخ بر ها کربوهیدرات اثر بررسی :دوم آزمایش

   ذرت بساك کشت در زاییجنین
 شامل هاکربوهیدرات میزان و نوع ،اثر آزمایش این در

  ،مالتوز g1-1 45 +ساکارز g1-145  کربوهیدرات تیمار 5
g1-1 60 ساکارز، g1-1 90 ساکارز، g1-1 90 و مالتوز  
g1-1 120 مایع کشت محیط در ساکارز Yu-pei به پاسخ بر 
 لاکام طرح قالب در ذرت DH5×DH7 ژنوتیپ زاییجنین

 معیار که است ذکر شایان .شد بررسی تکرار 8 با تصادفی
 بر ,آزمایش این در استفاده مورد کربوهیدرات مقادیر انتخاب
 کشت در استفاده مورد متداول هايکشت محیط اساس
 وجود از حاکی واریانس تجزیه نتایج .است بوده ذرت بساك
 به سخپا بر هاکربوهیدرات غلظت و نوع بین دار معنی تفاوت
  ).4جدول( باشدمی هابساك زایی جنین

 ايدامنه چند آزمون روش به هامیانگین مقایسه
 g1-1 90 حاوي Yu-pei کشت محیط که داد نشان دانکن
 بساك 100 در جنینیشبه ساختار 82/21 تولید با ساکارز
 براي زاییجنین القاي کشت محیط بهترین شده، کشت
 که Yu-pei کشت محیط اضمن .باشدمی DH5×DH7 ژنوتیپ
 در جنینشبه 09/18 تولید با باشد می، ساکارز g1-1 60 حاوي
 کشت محیط با داري معنی تفاوت شده، کشت بساك 100
 در شده کشت هايبساك .نداشت ساکارز g1-1 90 حاوي
 و مالتوز g1-1 45 + ساکارز g1-1 45 حاوي هاي کشت محیط

 و 61/7 با ترتیببه ساکارز g1-1 120 حاوي کشت محیط نیز
-ضعیف شده، کشت بساك 100 در جنینیشبه ساختار 14/8

  ).2 شکل( دادند نشان را پاسخ ترین
  

  DH5×DH7 ژنوتیپ ذرت بساك کشت در زایی جنین القاي بر هاکربوهیدرات اثرات بررسی واریانس تجزیه :4 جدول
Table 4: Analysis of variance for carbohydrates effects on embryogenesis induction of DH5 ×DH7 maize 

genotype anther culture  

  منبع تغییرات
Source of Variation 

  درجه آزادي
Degree of 
Freedom 

  میانگین مربعات
Mean of Squre  

  )درصد( هاي پاسخ دادهبساك
Responsed Anthers (%) 

  در هر بساك پاسخ داده ELSتعداد 
No. of  ELSs/ Resonsed Anthers  

  کربوهیدرات
Carbohydrate  4  306/307* 40/04 * 

  خطا
Error  35  97/955  1/512  

 Totalکل 
CV (%) 

39   
25/56  

 
5/8  

  %5دار در سطح احتمال اختلاف آماري غیر معنی: n.s              %5و % 1ترتیب در سطح احتمال آماري هدار باختلاف آماري معنی: *و  **
    ELS: ebryo like structures    : ساختارهاي شبه جنینی            ELS 

ns, * and ** : not significant , significant at 5% and 1% level of probability, respectively.  
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  ذرت داده پاسخ بساك هر در جنین تعداد و زاییجنین درصد بر کربوهیدرات اثرات :2 شکل

Fig 2: The effects of carbohydrate on embryogenesis percent and number of embryos /responsed anthers of maize 
 

    
Tsay ثروم عواملتاثیر  بررسی در )1986( همکاران و 

 ذرت بساك کشت طریق از هاپلویید گیاهان باززایی بر
 نسبت تواندمی N6 کشت محیط در ساکارز %9 که دریافتند

 دستهب نتایج .باشد بهتر ساکارز درصد 15 یا و 12 ،6 ،3 به
 ,Tsay et al. 1986; Buter( نتایج با نیز پژوهش این در آمده

1993; Nageli, 1998; Aulinger, 2002، ( دارد مطابقت.  
 کربوهیدرات که است داده نشانها پژوهش چنینهم

 گرچه دارد، ذرت زاییجنین القاي در را نتیجه بهترین ساکارز
ها آزمایش اکثر در اما اند، شده توصیه %15 تا %6 هايغلظت
 این با باشد، می مطلوب ساکارز %9 غلظت که شده معلوم
 رغمعلی ساکارز %12 غلظت ها ژنوتیپ از برخی براي وجود
  رسد می نظربه بهتر آماري دار معنی غیر اختلاف

)Genovesi and Collins, 1982.(   
 ELS تعداد صفت بر کربوهیدرات تاثیر نتیجه بررسی

  حاوي کشت محیط که داد نشان بساك هر در
g1-1 120 در جنینیشبه ساختار 91/2 میانگین با  ،ساکارز 
 محیط البته، داشت را میزان ترینبیش شده، کشت بساك هر

 کشت محیط نیز و مالتوز یا ساکارز g1-1 90 حاوي کشت
 در شده تولید ELS دتعدا نظر از هم ساکارز g1-1 60 داراي
  حاوي کشت محیط با را داريمعنی تفاوت، بساك هر

g1-1 120 هب متفاوت نتایجبه توجه با .ندادند نشان ساکارز-
 رسدمی نظرهب  قبلی، بخش به نسبت بخش این در آمده دست
 تعداد با زایی جنین براي شده القا هايبساك درصد صفت
ELS احتمال حتی بلکه  ،ندارد مثبتی رابطه بساك هر در 
 زاییجنین براي تريکم بساك تعداد که شرایطی در رودمی
 جنینیشبه ساختارهاي  تر،کم رقابت دلیل به  باشند، شده القا

 تريبزرگ اندازه از یا و شوند ظاهر تريبیش تعداد به حاصله
 نشان پاسخ تريبیش بساك تعداد که زمانی با مقایسه در

  .باشندمی ربرخوردا، اند داده

 کشت محیط در ساکارز مختلف هاي غلظت اثر بررسی
N6 یک هیچ ساکارز %3 غلظت در که داد نشان ذرت بساك 
 در ولی نکردند، تولید جنینشبه شده کشت هايبساك از

 تولید هابساك از %12 و %9 ترتیببه ساکارز %9 و %6 غلظت
 به کارزسا غلظت افزایش با .نمودند جنینیشبه ساختارهاي

 در جنینی شبه ساختار %5/0 تولید حد تا پاسخ، %15 و 12%
 ).Tsay et al. 1986( یافت کاهش  شده کشت بساك 100
- آزمایش از آمده دستهب نتایج باپژوهش  این از حاصله نتایج
 ;Tsay, et al. 1986 Buter et al. 1993; Nageli, 1998(هاي 

Aulinger, 2002.( ساکارز %12 غلظت اما ، دارد مطابقت  
  نیز و  (Genovesi and collines, 1982)توسط که

(Obert and Barnábas, 2004)، برخی بساك کشت براي 
 مورد هايژنوتیپ دراست،  شده توصیه ذرت هايژنوتیپ
  .باشدنمی مطلوب آزمایش این در بررسی

  
ها بر روي بررسی تاثیر نحوه قرارگیري بساك: آزمایش سوم
  زایی لقاي جنینمحیط کشت ا

 هـا بسـاك  قرارگیـري  نحـوه  سـه  اثـر  آزمایش این در
 لبــه جهــت از هــابســاك کشــت شــامل( کشــت محــیط روي
 بـه  کشـت  و بسـاك  پهنـاي  از کشـت   کشـت، محـیط  روي بر

 زایــی جنــین القــاي میــزان بــر )معمــولی( تصــادفی صــورت
 .شـد  بررسـی  تکـرار  5 بـا  تصـادفی  کـاملا  پایه طرح قالب در

 (Jardinaud et a1. 1995aاســتفاده مــورد کشــتمحــیط

Ypm( ــاوي ــاکارز g l-1 60.ح ــی س ــدم ــایج .باش ــه نت  تجزی
ــانس ــان واری ــه داد نش ــا ک ــود ب ــري وج ــار برت ــوه تیم  نح
ــر لبــه جهــت از هــابســاك قرارگیــري  کشــت،محــیط روي ب

ــین ــاي ب ــال تیاره ــده اعم ــاوت ش ــی تف ــر از داري معن  نظ
  ).5جدول( ندارد وجود زاییجنین القاي میزان
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  زایی جنین القاي محیط روي بر ذرت هايبساك قرارگیري نحوهتاثیر  واریانس تجزیه :5 جدول
Table 5: Analysis of variance for the effects of maize anthers position on induction medium  

  تغییر منبع
Source of Vriation 

  آزادي درجه
Degree of 
Freedom  

  مربعات میانگین
Means of Squres 

  (%) داده پاسخ بساکهاي
Responsed Anthers (%)  

   داده پاسخ بساك هر درELS تعداد
No. of ELSs / Responsed Anthers  

  بساك کشت نحوه
kind of Anther 

Culture 
2  

n.s 5/056  n.s 0/284  

  Error   15  4/944 1/470 خطا
 Total کل

CV (%)  17   
22/20  

 
12/52 

ns :5در سطح احتمال  داراري غیر معنیاختلاف آم%  
ELS :                    ساختارهاي شبه جنینی                 ns: not significant.                        ELS: embryo like structures 
  
ــ نتــایج اســاس بــر  صــفت دو هــر در آمــده دســتهب

 و داده نشـان  پاسـخ  هـاي بسـاك  درصـد  یعنـی  ,بررسی مورد
ــد معلــوم  داده، پاســخ بســاك هــر در ELS تعــداد نیــز  گردی
 محــیط روي بــر هــابســاك قرارگیــري وضــعیت بهتــرین کــه

 بعــدي درجــه در و باشــدمــی بســاك لبــه جهــت از  کشــت،
-مـی  مطلـوب  )معمـولی ( تصـادفی  طـور بـه  هـا بسـاك  کشت
 در داده نشـان  پاسـخ  هـاي بسـاك  درصـد  کـه طوري به  باشد،
  بــود، 33/3 معمــولی کشــت در و 32/4 لبــه جهــت از کشــت
 بســاك از %5/2 فقـط   پهنــا، طـرف  از کشــت نحـوه  در لـیکن 

  .دادند نشان مثبت پاسخ زاییجنین به ها
 ازهاپلوییـد  گیاهـان  بـاززایی  بر مؤثر عوامل بررسی در

 قرارگیـري  جهـت  کـه  شـد  گـزارش  ذرت بساك کشت طریق
 ،زایی جنین کشت محیط روي بر پهنا یا لبه جهت از هابساك

 .کنـد مـی  تحریـک  را جنینی شبه ساختارهاي بیشتر تشکیل 
 مناسـب  شـرایط  و دمـایی  مطلوب تیمارهاي پیش در علاوههب

 توانستند شده کشت هايبساك از %12 از بیش  کشت، محیط
 از حاصله نتایج ).Tsay et al. 1986( نمایند تولید جنین شبه
 و قـت مطاب (Tsay et al. 1986)هـا  پـژوهش  بـا  پـژوهش  این

 بـین  موجـود  تفاوت که است ذکر شایان البته .دارد هماهنگی
 ,باشـد مـی  دارمعنـی  غیر آماري نظر از آزمایش این تیمارهاي

 نتـایج  بـا  مشـابه  کاملاً همبه نسبت تیمارها برتري روند لیکن
Tsay بـا  رابطه در که است توضیح به لازم .باشدمی وهمکاران 
 دیگـري  گـزارش  کشـت  محیط روي هابساك قرارگیري نحوه
 بسـاك  هـر  در ELS تعداد صفت با رابطه در .است نشده ارائه
 ایـن  در شـده  اعمـال  تیمارهـاي  بـین  موجـود  هايتفاوت نیز

 تیمـار  در کـه طـوري بـه  گردیـد،  بـرآورد  دارمعنی غیر تحقیق
 سـاختار  83/8 توانسـتند  هـا بساك لبه، جهت از بساك کشت
 کشـت  تیمـار  در کـه صـورتی  در ,نماینـد  تولیـد  جنینی شبه

 سـاختار  1/5 و 0/6ترتیـب بـه  پهنـا  جهت از کشت و معمولی
 شبه ساختار تعداد میانگین علاوهبه .گردید تولید جنینی شبه

 هـا بسـاك  قرارگیـري  نحوه تیمارهاي در بساك هر در جنینی
 کهطوري به داشتند، دارمعنی غیر تفاوت کشت محیط برروي
 کشـت  تیمـار  و ترینبیش 286/2 با لبه از بساك کشت تیمار

 تـرین کم بساك هر در جنینی شبه ساختار 853/1 با تصادفی
  .داشتند را جنینی شبه ساختار تعداد

ــه جــاییآن از ــر درون ک ــدادي بســاك ه  بســیار تع
ــه بنــابراین دارد، وجــود میکروســپور زیــادي  تولیــد منظــورب
 هــا،بســاك کشــت در جنینــی شــبه ســاختارهاي یــا جنــین
ــت کــه درومــی انتظــار ــین شــدیدي رقاب  میکروســپورهاي ب
 ـ بساك هر درون  بسـاك  کشـت  روش در پـس  ,آیـد  وجـود هب

 کــهایـن  بــه توجـه  بـا  کشــت، محـیط  روي بــر لبـه  جهـت  از
 قــرار کشــت محــیط بــا تمــاس در کمتــري میکروســپورهاي

 نمــو و رشــد خــوبی بــه بتواننــد رودمــی انتظــار گیرنــد،مــی
 پـیش  ینـی جن شـبه  سـاختارهاي  تشـکیل  سـوي  بـه  و یافته
 کـه  اسـت  ممکـن  غـذایی  مـواد  توزیـع  و جـذب  ضـمناً  .روند
ــا ــرار نحــوه ب ــرفتن ق ــر هــابســاك گ  کشــت محــیط روي ب

   .باشد مرتبط
 گیاه باززایی :ذرت بساك کشت از گیاه باززایی ارزیابی

 بـا  ETH – M82 و DH5 × DH7 تیپ ژنو دو بساك کشت از
 است ذکر شایان .پذیرفت صورت مطلوبی فراوانی با و موفقیت

-ژنوتیـپ  سـایر  در جنینی شبه ساختارهاي القاي فراوانی که
 از یـک هیچ و بود کم بسیار پژوهش این در بررسی مورد هاي

 گیـاهی  بـاززایی  محـیط  .نشدند باززایی نیز حاصله هايجنین
 محـیط  سـه  در پـژوهش  درایـن هاپلوییـد   هـاي جنـین  براي

(Jardinaud, 1995) Ypnase (Murashige and Skoog, 
1962) MS و (Saisingtong, 1996) RM هابررسی نتایج .بود 
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 توســط شــده توصــیه RM محــیط مطلوبیــت عــدم از حــاکی
)Saisingtong et al. 1996 (ــت ــاززایی جهـ ــاه بـ  در گیـ

 کـه  نحـوي بـه   بـود،  پژوهش این در بررسی مورد هاي ژنوتیپ
 ایـن  در بساك کشت از حاصله جنینی شبه ساختارهاي رشد

 سـپس  و شـد  متوقف هفته 8 الی 4 زمان مدت زا پس محیط
 سویی از .رفتند بین از و شده نکروزه جنینی شبه ساختارهاي

 کشـت  هـاي محـیط  در هـا بسـاك  پاسخ اي مشاهده ارزیابی با
 از بـاززایی  جهـت  Ypnase محیط که شد معلوم  گیاه، باززایی

 RM و MS کشـت  هـاي محـیط  بـه  نسبت بیشتري مطلوبیت
 Hassan et al( نظیـر گـران  پـژوهش  برخـی  .اسـت  برخوردار

 ذرت بسـاك  براي رایج کشت هايمحیط از استفاده با  ،)2001
 هـاي محـیط  هورمونی ترکیب در تغییر و Yu-Pei و N6 نظیر
 بساك کشت در را گیاهچه مستقیم باززایی ,زاییجنین کشت
ــزارش ذرت ــوده گ ــدنم ــن .ان ــژوهش درای ــپ پ ــاي ژنوتی  ه

DH5×DH7 و ETH-M82 محــیط در مــواردي در انســتندتو 
 ساقچه و ریشچه تولید مستقیم طوربه Yu-Pei یا IMS کشت

 بـاززایی  قابلیت این، بنابر .نمایند نرمال گیاهچه آن متعاقب و
   .دارد وجود جنین القاي کشت محیط در مستقیم

  
تعیین سطح پلوییدي گیاهان باززایی شده از طریق 

 ,Aulinger( شده انجامها پژوهش نتایج طبق بر :کشت بساك

 مناســب )نســبی فلورســانس( Fl1 Gain Parمیــزان ,)2002
-مـی  400 حـدود  ذرت هاي نمونه براي فلوسایتومتر، دستگاه

 ـ Fl200 و Peak Fl100 نقطـه  و ,باشـد   G1مراحـل  ترتیـب هب
-هب نقاط این کهطوريهب ,باشند می )میتوز تقسیم( M یا G2و

 تفسـیر  شـده  مضاعفلویید هاپ یاپلویید دی گیاهی ماده عنوان
 Fl100  و Fl50 بـین  Peak هـاي نقطه کهصورتی در شود،می
 ذکـر  شـایان  .شـود می شناختههاپلویید  گیاهی مواد عنوانبه

 تجربـی  طورهب مناسب Fl1 Gain Par پژوهش این در که است
-یک صورتهب هانمونه تمامی بنابراین ،شد برآورد 390 حدود
 3شکل .شدند بررسی دستگاه با یارمع همین اساس بر نواخت
 گیـاه  نمونه دو به مربوط فلوسایتومتري هايشکل از اينمونه

 بـه  جعفري گیاه از .دهدمی نشان را ذرتپلویید دی وهاپلویید 
 از .شـد  اسـتفاده  ذرت هـاي نمونـه  کنـار  در اسـتاندارد  عنوان
 داراي زمینـی سـیب  نظیر ,ذرت گیاه کهاین به توجه با طرفی

 قبل یعنی G1 به مربوط یکی که باشدمی )اوج( پیک طهنق دو
 سـنتز  از پـس ( G2 مرحله به مربوط دیگري و DNA سنتز از

(DNA ،عنـوان بـه  ذرتپلوییـد  دی گیـاه  از اسـتفاده  لذا  است 
 رسد،نمی نظربه منطقی شده باززایی هاينمونه کنار در شاهد

 پیـک  روي بر تواندمیهاپلویید  گیاه G2 به مربوط پیک چون 

G1 انجـام  مطلـوبی  ارزیـابی  لذا و گردد منطبقپلویید دی گیاه 
 هـاي سلول داراي بررسی مورد گیاه اگر طرفی از .شد نخواهد

-منحنی نتایج  باشد، )سوماتیپلی( يپلویید مختلف سطوح با
   .باشد کننده منحرف تواندمی آمده دستهب هاي

 ارزیـابی  گیاه 40 از که داد نشان فلوساتیومتري نتایج
 یعنـی ( گیـاه  10  اند،گردیده مقایسه جعفري شاهد با که شده
هاپلوییـد   )گیاهـان  %75( گیـاه  30 وپلویید دی )گیاهان 25%
 يپلوییــد ســطح ارزیــابی در )Aulinger, 2002( .باشــندمــی

  فلوسـایتومتري،  روشبـه  بساك کشت از شده باززایی گیاهان
 نشـان  100 تـا  50 اعـداد  بـین  نمونـه  پیـک  که کرد گزارش
 است، بررسی مورد گیاه )n=x=10( يهاپلویید طبیعت دهنده

ــورتی در ــهصـ ــداد کـ ــا 100 اعـ ــد دی 200 تـ ــودنپلوییـ  بـ
)2N=2X=20( کندمی اثبات را )Aulinger, 2002.(   

 گیاه 53 يپلویید سطح ارزیابی درگران پژوهش
 هايکروموزوم شمارش روشبه بساك کشت از شده باززایی
 و %) 30/96(هاپلویید  گیاه 51 که دریافتند تذر ریشه نوك
 گیاه 43 کل از علاوهبه .باشدمی %7/3پلویید دی گیاه 2 فقط
 بودند سبز گیاه 41 و آلبینوز گیاه 2  شده، باززایی نرمال

)Tsay et al, 1986.( آن پژوهش دراین اهمیت حائز نکته 
 در استفاده مورد کشت هايمحیط از بخشی در چون که است
 در m g l-1 250 میزان به کلشیسین از هابساك زاییجنین
 تا تواندمی ترکیب این لذا گردید، استفاده IML محیط
 ارزیابی گیاهان بین در راپلویید دی گیاهان فراوانی حدودي

 3 مدتبه ابتدا ذرت بساك هاي نمونه چون .دهد افزایش شده
 شدند کشت مایع کلشیسن حاوي IML محیط در روز 7 الی
 کلشیسین بدون IMSS جامد نیمه کشت محیط به بعد و

 گیاهان بیشتر فراوانی دلایل از یکی این بنابر گردیدند، منتقل
 قبلیگران پژوهش نتایج به نسبت پژوهش این درپلویید دی
)Obert and Barnábas, 2004( در کلشیسین مصرف تواند می 

 بساك کشت اولیه مراحل در )IML( زایی جنین القاي محیط
 فاکتورهاي که است داده نشان مطالعات طرفی از .باشد ذرت

 حائز بسیار آندروژنیک هاي جنین تولید کننده کنترل ژنتیکی
 عببالط ).Fennel and Hauptman, 1992( هستند اهمیت
 در تواند می برگزیده آندروژنیک خصوصیات انتقال و شناخت
 سودمند و آمد کار ذرت میکروسپور و بساك کشت اصلاح
 وسیلهبه ايشیشه درون آندروژنز ژنتیکی بهبود .باشد

 است پذیر امکان میکروسپور کشت از حاصل افراد نوترکیبی
)Petolino and Jones, 1986.(  
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 عنوانهب جعفري گیاه ).چپ شکل( ذرتپلویید دی و )راست شکل(هاپلویید  گیاه نمونه دو به مربوط فلوسایتومتري از اينمونه :3شکل

 است شده گرفته نظر در استاندارد
Fig 3: Samples of flowcytometery on haploid (abow) and diploid (below) plants of maize (standard plant is jafari)  
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