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شماره ۶۷، تابستان ۱۳۸۴
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پژوهش و سازند گي 

د ر زراعت و باغباني 

¿¿¿

القاء ساختارهاي شبه جنيني د ر کشت بساک 
( Zea mays L.) ژنوتيپ هاي ذرت

چکيد ه 
توليد  گياهان هاپلوييد  براي اسـتفاد ه د ر برنامه هاي به نژاد ي و تحقيقات بنياد ي از اهميت ويژه اي برخورد ار اسـت. بد ين منظور د ر 
اين پژوهش تعد اد  ۴۳ ژنوتيپ ذرت از ژرم پلاسم موجود  د ر مؤسسه اصلاح و تهيه نهال و بذر، شامل لاين هاي اينبرد ، هيبريد هاي 
سينگل كراس و تري وي كراس از گروه هاي مختلف رسيد گي از نظر پاسخ به كشت بساک مورد  ارزيابي قرار گرفتند . کشت بساک، 
، YP ،YPM و CI انجام گرد يد . توليد  ساختارهاي  N۶، IMSS د ر مرحله تک هسـته اي انتهايي ميکروسـپورها و د ر محيط کشت هاي
 SC۷۰۹و TWC۶۰۵ ، LA۱۲ ،K۷۴/۱ ،S۶۱ ، A۱۸۸، DH۵×DH۷ ، TH-M۸۲  شـبه جنيني ۴ تا ۶ هفته پس از کشـت، از ژنوتيپ هاي
آغاز گرد يد . همچنين د ر برخي ژنوتيپ ها کالوس زايي مشاهد ه گرد يد . ميزان فراواني توليد  ساختارهاي شبه جنيني د ر ژنوتيپ هاي 
مـورد  بررسـي از صفر تا ۱۷/۶٪ متغير بود  کـه ژنوتيپ هاي ETH-M۸۲  ،DH۵×DH۷ و S۶۱  به ترتيب بـا ميانگين ۱۷/۶، ۸/۵ و ۲ 
بيشترين ساختارهاي شبه جنيني را د ر ۱۰۰ بساک کشت شد ه به خود  اختصاص د اد ند . با توجه به شناسايي قابليت نرزايي د ر برخي 
از ژنوتيپ هاي مورد  بررسي مي توان با تلاقي بين ژنوتيپ هاي د اراي قابليت نرزايي و ژنوتيپ هاي غير پاسخ د هند ه صفت نرزايي را 

منتقل نمود  و از اين طريق روند  اصلاح و معرفي هيبريد هاي جد يد  ذرت را تسريع نمود . 

 ( Zea mays L.) كلمات كليد ي: آند روژنز، کشت بساک، جنين زايي، ذرت
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Induction of embryo-like structures in maize (Zea mays L.) genotypes via anther culture
By:Khavari  Khorasani, S.,Poormohamadi, P.,Moieni, Ph.D. and M.Sc. Student and Assistant Prof., respectively of 
Plant Breeding. Tarbiat Modares University.A.,Mousavi,A.,Karimzadeh,G.,an Professor and Researcher of national 
Research of Genetic Engineering and Biotechnology.
In this study, in order to produce haploid plants for using in breeding programs and basic researches, 43 genotypes of 
maize (Zea mays L.) collected from the Iranian Maize Germplasm of Plant and Seed Research Improvement Institute, 
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consisting of inbred lines, single and three-way cross hybrids were evaluated for their androgenetic response, using 
anther culture technique. Anthers having microspores at late-uninucleate of developmental stage were inoculated on 
different solid, semi-solid and liquid media of IMSS, N6, YP, YPm and CI and were incubated in darkness for 4-6 weeks 
at 27°C. Embryo-Like Structures (ELSs) were obtained from genotypes DH5×DH7, ETH-M82, TWC605, SC709, 
A188, S61, K74/1 and LA12 (sweet corn). Some of which produced calli. The frequency of ELSs in the responsive 
genotypes varied from 0 to 12.6% ; the genotypes DH5×DH7, ETH-M82 and S61 showed the highest response with 
12.6, 4.5 and 2 ELSs respectively at 100 cultured anthers. Potential of  androgenic responses that identified in some of  
genotypes in this research is useful  for breeding maize programes . 

Key words: Androgenesis, Anther culture, Embryogenesis, Maize (Zea mays L.)

مقدمه
حجم هزينهها، کاهش اصلاحي، دوره ــدن ش تر کوتاه بيوتکنولوژي گياهي موجب با نژادي ــيک به روشهاي کلاس تلفيق امروزه،
برنامههاي به د ر ــتفاده اس ــت بافت براي کش طريق هاپلوييد از گياهان ــتا توليد در اين راس ــت. اس گرديده راندمان افزايش نيز و کار
از تراريخت گياهان ــد تولي ــد(۱۹). همچنين، ميباش برخوردار زياد ي اهميت از عالي گياهان در بنياد ي ژنتيکي ــات تحقيق ــژادي و ن
و هاپلوييد ــت باف به ژن انتقال از پس زيرا مي آيد ، ــمار بهش ژنتيک ــي مهندس د ر ارزش با اهداف از هاپلوييد يکي ــاي بافته ــق طري
استفاده صورت در و کرد باززايي يافته را انتقال ژن براي هموزيگوت تراريخت کاملاً گياهان ميتوان کروموزومهاي آن، کردن مضاعف
توليد جهت متعددي هاي ۹). روش يافت(۷، ــت د س ــيمر ش غير تراريخت گياهان به ميتوان بافت هدف، بهعنوان ــپورها ميکروس از
ــت روش، كش دو ــد که به ميباش نرزايي۱ روشها اين يكي از كه دارد هاپلوئيد مضاعف وجود گياهان آن د نبال به و هاپلوئيد گياهان
غلات جديدي از توانستهاند ارقام شده مضاعف هاپلوئيدهاي طريق از محققين تاکنون ــود. ميش انجام ميكروسپور۳ كشت و ــاك۲ بس

.( ۲۲ ) معرفي کنند اصلاح و را برنج و ذرت جو، به ويژه گندم،
ليکن ،(۱۱) شد چينيها گزارش توسط ۱۹۷۴ سال د ر ذرت بساک کشت طريق از جنيني۴ شبه توليد ساختارهاي بار اولين براي
و گياه باززايي پايين راندمان شد ه، توليد جنينهاي شبه کم فراواني ژنوتيپ، به شديد وابستگي دلايل به ذرت کشت بساک پيشرفت در
براق توليدبذر، روندكندي داشتهاست(۲). شايانذكراستكه شبهجنينها ساختارهاييباسطح صاف،هموارو خودگشنيناموفقبه منظور
قبيل ژنوتيپ، از مختلفي هستند(۲۳). عوامل كدر معمولاً و ناهموار سطح با نيافته سلولي سازمان تودههاي كالوسها در حاليكه ، هستند
روش )، رژيم نوري، ذرت در دو هسته اي اوايل تا انتهايي هستهاي تک مرحله ) مرحله نموي ميکروسپورها رشد گياه مادري، شرايط
ذرت شده ايزوله ميکروسپورهاي بساک و کشت در شبه جنيني را ساختارهاي جنيني و کشت القاي محيط و ميکروسپورها جداسازي
شده انجام زراعي از گياهان بسياري در شده مضاعف هاپلوئيدهاي و هاپلوئيدها شيشهاي توليددرون اينکه با مي دهند (۱۲). قرار تأثير تحت
و (۸ ،۶، ۲) ژنوتيپ به آن شديد وابستگي به د ليل آنها کاربرد و ذرت و ميکروسپورهاي بساک کشت طريق از هاپلوئيدها توليد ولي است،
ژنوتيپ فقط ۹ شد ه کشت ۱۵۹ ژنوتيپ تحقيقي از در مثال عنوان به است. شده محدود ( ۲۰، ۱۲ ،۱۱) آن پايين عکس العمل ميزان
زايي جنين به پاسخ بيشترين بساك ها، کشت محيط بهبود و برگزيده ژنوتيپهاي از استفاده با علاوه، به بساک پاسخ دادند . کشت به

.(۱۱) است بوده ٪۷ فقط
توليد گياهان منظور به کشور در ژنوتيپ هاي ذرت موجود برخي از بساك زايي در کشت جنين به پاسخ تعيين تحقيق، اين هدف
برنامه هموزيگوس كاملاً اينبرد لاينهاي توليد طريق بتوان از مكمل روش عنوان يك به تا ميباشد شده هاپلوئيد مضاعف و هاپلوئيد
نيز و بنيادي مطالعات د ر ــي ويژگ اين از همچنين ــريع نمود و تس را برتر صفات و عملکرد بالا با ذرت هيبريدهاي ــي معرف ــلاح و اص
که ميباشد ايران در ژنوتيپهاي ذرت کشت بساک روي بر شده انجام تحقيق گزارش اولين اين بهره گرفت. تراريخت گياهان توليد

است. بوده همراه موفقيت با

در... شبهجنيني ساختارهاي القاء
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روشها و مواد
مواد عنوان ــه ب ( ــماره۱ ش (جدول ذرت ژنوتيپ ۴۳ آزمايش، ــن اي در
ــت کش العمل به عکس نظر از ۱۳۸۳ و ۱۳۸۲ زراعي ــال س طي در گياهي
ژنوتيپهاي مورد ــدند ش بررسي جنيني شبه ــاختارهاي س توليد ــاک و بس
از مورد استفاد ه پلاسم ژرم از ــيعي وس طيف اين تحقيق شامل در ــي بررس
BC۱۸۲ ,BC۲۸۸,ــاي ژنوتيپه كه ــت اس ذكر ــايان ش بودند. تجاري نظر
زودرس و ميان تجاري ــاي هيبريده OSSK۴۹۹ و BC۳۸۵ , OSSK۴۴۴

ميباشند. مجارستان كشور ژرم پلاسم از رس
در  Aulinger طريق از ETH-M۲۴ ، ETH-M۸۲ ETH-M۷۲  بذور
موسسه در Beckert طريق از DH۵×DH۷ و سوئيس زوريخ ETH موسسه

کاغذي در داخل دستمال شده برداشت تاجي (۲۰ ،۲۳). گلهاي گرديد ند
به ــرمايي س ــوک ش جهت و گرفته قرار آلومينيومي ورق ــپس س و مرطوب
نموي ــدند. مرحله نگهداري ش ــانتيگراد س ۸ درجه در دماي روز مدت ۱۴
از طريق و ــکواش۵ اس به روش بساک، ــت کش از قبل ــپورها ميکروس دقيق
داخل در ميكروسپورها گرديد. نمو ۲٪ تعيين ــتوکارمن۶ با اس آميزي رنگ
ــت كش جهت نموي مرحله تعيين لذا ــد، نمي باش يكنواخت ذرت تاجي گل
مرحله شكل ۱ فراواني است، اهميت حائز شد ه ۱۴) جدا ــاکهاي (۱۰، بس
ــت كش براي محققين ــر اکث نظر طبق ــه ك ــتهاي انتهايي، تكهس ــوي نم
عفوني ضد ميدهد. ــان نش را ميباشد ذرت مناسب ــده ش جدا بساک هاي
۱۵ مدت به (v/v) ٪ ۱/۵ هيپوكلريت سديم محلول از استفاده با سنبلچهها،

TWC۶۰۳K۹۶۵۳/۲S۶۱SC۷۰۱OH۴۳/۱-۴۲OSSK۴۹۹LA۱۲A۱۸۸

TWC۶۰۵K۱۲۶۳/۱SC۷۰۹KSC۳۰۲KSC۷۰۴KE۷۲۰۱۲/۱۲KSC۳۰۱K۱۹

TWC۶۴۷K۳۶۴۰/۸BC۳۸۵SC۷۰۳ETH-M۸۲K۱۹×S۶۱K۲۳۳۱KSC۶۴۷

TWC۹۲۶K۷۴/۱B۷۳KSC۵۰۰ETH-M۷۲DH۵×DH۷K۲۸۱۶BC۱۸۲

TWC۶۰۰KSC۷۰۰S۶۱×MO۱۷KSC۱۰۸KSC۶۰۴OSSK۴۴۴BC۲۸۸ETH-M۲۴

MO۱۷KSC۷۲۰KSC۴۰۳

Van طريق از A۱۸۸ لاين اينبرد همچنين گرد يد. د ريافت INRA فرانسه
لاين اينبرد كه است توضيح شد ( لازم به تهيه هلند د ركشور Lammerene
در تحقيقات معمولاً و بود ه سفيد ــپرم آندوس تجاري با يك لاين غير مذكور
و  MO۱۷, B۷۳لاينهاي منشأ ميگيرد ). قرار ــتفاده اس ــت بافت مورد كش
در مورد استفاده لاين هاي بقيه و يوگوسلاوي ــور كش از KSC۷۰۴ هيبريد
المللي بين مركز تحقيقات از ــالي ارس ژنتيكي مواد (۱ پژوهش (جد ول اين
اصلاحي برنامههاي طريق كه از مكزيك) مي باشند ــيميت (س ذرت و گندم
از آنها و برخي استخراج كشور بذر و نهال تهيه و اصلاح تحقيقات ــه مؤسس
قرار استفاده كراس مورد وي تري و كراس ــينگل س هيبريد هاي تركيب در

گرفته است.
اتاق در ــد کشت شدند. رش مزرعه و اتاق ــرايط دو ش مادري در گياهان
ساعت نوري ۱۶/۸ د وره با روز) ــب/ (ش ۲۵/۱۸˚C د ماي۱ ± ــرايط ــد ش رش
اتاق نور فراهم گرديد. ــاد ري م گياهان ــد رش ۱۶) براي نور) (۱۵، (تاريکي/
(۳۵۰ - ۴۰۰µmolm-۲s-۱ ) سديم بخار ۴۰۰ وات هاي لامپ ــط توس رشد
ژنوتيپ در اتاق هر بذور بود. ــد ۷۰ ٪ رش اتاق ــبي نس رطوبت ــد و ش تامين
شد ند. ــانتي متر کشت س ۲۸ عمق و ۲۰ قطر به ۵ گلدان د ر حداقل ــد، رش
۱:۱: نسبت با د امي پوسيده و کود ــه ماس خاک، شامل بذور ــتر بس ترکيب
ــت برداش پرچم از غلاف برگ خروج از قبل در مرحله گلهاي تاجي ۲ بود.

ذرت بساک کشت در ارزيابي مورد ژنوتيپهاي اسامي : ۱ شماره جدول

هسته اي انتهايي ميکروسپور ذرت مرحله تک : شكل ۱

( ٪۲ با استوکارمن آميزي (رنگ

. است ۵۰ µmخط  طول
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شد. انجام استريل مقطر آب با شستشو مرتبه سه سپس و دقيقه
د ر بساک ۲۵ و شده جد ا از گلچهها ــاکها انجام ضد عفوني، بس پس از
ليتر ميلي حاوي ۸ ــر و مت ميلي ۵۵ قطر با ــر پتري ديش يکبار مصرف ه
تاريکي قرار سانتي گراد در د رجه ۲۷ د ماي در سپس شد ند و محيط، کشت
IMSs، YP، شامل( بساک ــت کش محيط ۵ از پژوهش در اين ــدند . ش داد ه

شد. استفاد ه CI و N۶ يافته)، تغيير YPm YP
نيمه IMSs ــت جامد، محيط کش YPm و N۶، YP ــت کش محيط هاي
از بساکها قبل که ــت اس ذکر لازم به بود. مايع CI ــت۷ کش محيط و جامد
ــت کش محيط در هفته ــد IMSs به مدت يک نيمه جام محيط در ــت کش
محيط .(۲۱) ــدند ش تيمار ــش پي ــانتي گراد س درجه ۱۰ ــاي دم در IML
تفاوت که با اين محيط کشت IML ميباشد، شامل ترکيبات IMSs ــت كش
ــده ش اضافه به آن فيتاژل ۱۵۰۰mgl-۱ و حذف اين محيط در ــين کلشي س
مورد ــان هاپلوييد گياه باززايي براي (۲۱ ،۱۳) RM ــت کش ــت. محيط اس
جدول د ر شد ه، ــتفاده کشت اس ترکيبات محيطهاي گرفت. ــتفاده قرار اس
KOH استفاده از کشت با کليه محيط هاي pH شده است. ۲ آورده ــماره ش
طريق ژنوتيپها از ــل عکسالعم ميزان ــد. تنظيم ش روي ۵/۸ نرمال ــک ي
هر از شده کشت بساک ۱۰۰ در جنيني ــبه ش ــمارش تعداد ساختارهاي ش

گرديد. تعيين ژنوتيپ،

بحث و نتايج
مختلف ژنوتيپهاي ــک عكسالعمل آندروژني ــي بررس از حاصله نتايج
بين از ــي اين بررس در ــت. اس آمده (۳) د رجد ول ــاک ــت بس كش به ذرت
ــامل ش ژنوتيپها) از ٪ ۸ ژنوتيپ (۱۸/۶ ــا تنه ــي، بررس مورد ــپ ژنوتي ۴۳
شيرين ذرت ) LA۱۲، K۷۴/۱ ،S۶۱ ،A۱۸۸ ،DH۵×DH۷، ETH-M۸۲
فقط از طرفي ــد. دادن ــان نش مثبت ــل عکسالعم SC۷۰۹ و TWC۶۰۵ ،(
ــان نش خوب عکس العمل ژنوتيپها از ٪۲/۶ ــي يعن DH۵×DH۷ ــپ ژنوتي
نشان و ذرت گندم جو، گياهان آندروژنيک واكنش مقايسه د ر Buter .دادند
۴ و ۳ فقط ۵۵ ژنوتيپ مورد بررسي به ترتيب و ۴۰ ذرت از بين د ر داد که
نشان دادند. ميکروسپور ــاک و بس ــت کش به را خوبي العمل عکس ژنوتيپ
در جنيني شبه ــاختار س ۱۰ حداقل ــکيل تش العمل خوب از عکس منظور
بيش گندم د ر و ٪۱۰۰ جو د ر صورتيکه د ر ــد، بساک ميباش ۱۰۰ ــت کش
نشان مناسب عکس العمل بساک کشت به بررسي مورد ژنوتيپهاي ٪۷۷ از

دادند(۴).
ذرت، ژنوتيپ ــاك ۲۷ بس ــت كش روي بر Petolino و Jones تحقيق د ر
طوريكه به مثبت دادند، ــخ كشت بساك پاس به ــي مورد بررس ژنوتيپ ۱۷
و ــود ب حدود٪۱ ــي مورد بررس ژنوتيپ ۹ در ــط فق ــد جنين تولي ــي فراوان
( H۹۹*FR۱۶ ) * Pa۹۱ــد هيبري نيز و H۹۹، FR۱۶ ، Pa۹۱ ــاي لاين ه

.(۱۸) شدند معرفي ژنوتيپها بهترين بهعنوان
در ، DH۷ × DH۵ ساختارهاي  شبه جنيني در  هيبريد توليد ميانگين
جنيني شبه ساختارهاي توليد ميانگين .(۳ بود(جدول ٪۱۷/۶ تحقيق، اين
و (۲) ٪۳۶ تا از ٪۱/۶ قبلي  محققين ــات آزمايش د ر ــپ مذکور در ژنوتي
نمونههايي ۲-د  و ۲-ب، ۲-ج ۲-الف، هاي ميباشد. شکل متغير (۳) ٪۴۹
د ر ژنوتيپهاي ذرت بساک کشت د ر را جنيني شبه توليد ساختارهاي از
پاسخ از بساک هاي برخي است که ذکر شايان ميدهد.  تحقيق نشان  اين
تشکيل داد ند(شکل جنيني شبه ساختار يک از بيش ژنوتيپ در اين دهنده

يک  ــي از ــبه جنين ش ــاختارهاي ــن س اي ــه ک ــرايطي در ش .( ۲-د و -۲ج
نمايند نمو رشد و خوبي نميتوانند به باشند اغلب منشأ گرفته ميکروسپور
ــد کالوس در مرحله تولي حتي ــا ي ــکل۸ و ش کروي مرحله در ــد آنها رش و
امکان رشد و همكاران معتقدند که عد م Barloy ۲- ه). ــکل شد(ش متوقف
درون مواد براي رقابتي اثرات نتيجه عنوان به ميتواند چند تايي جنينهاي
Widholmو Wan که تحقيقي علاوه، در به شود (۳). و توجيه تفسير بساک
ميکروسپور يک از چندگانه جنيني شبه ساختارهاي ــکيل روي تش بر (۲۳)
معيني، يک حالات در گرفتند که نتيجه انجام دادند ، ذرت بساک کشت در
را شبه جنيني ساختار يک از بيش ــکيل استعد اد تش ميتواند ــپور ميکروس
از ناحيه که جنيني شبه ساختار دو تشکيل نيز تحقيق، اين در داشته باشد.
مشاهده DH۷× DH۵ ژنوتيپ بساک کشت در بود ند هم چسبيده به قاعده

.( ه (شکل۲- گرديد
ضعيفتر با عکسالعمل بساکهايي که داده قبلي نشان تحقيقات نتايج
زايي بيشتري دارند. اندام بساک) هر د ر جنيني يک ساختار شبه ــکيل (تش
ريشه مريستم (داراي قطبي۹ دو اغلب و نموده ريشه توليد جنين ها شبه اين
است، گياه باززايي بساک، کشت نهايي هد ف اگرچه .(۲) ــتند ــاقه) هس س و
جنين بساک هاي تعداد افزايش براي روشهايي که ميشود داد ه ترجيح اما
.(۳) شود توليد هر بساک از جنين بيشتري اينکه تعداد تا شود ــتجو زا جس
ــپور ميکروس يک گزارش نمودند که ويدهلم (۱۹۹۲) و ون رابطه، ــن اي در
و کميت عنصر بالطبع دو نمايد . توليد جنيني شبه ساختار دارد تا ۴ قابليت
جنيني شبه ساختارهاي توليد زياد ــتند. هس هم تضاد با در معمولاً کيفيت
داشته باشد ــتگي همبس گياه باززايي عملکرد خوب با ــد که نمي رس نظر به
گازي ــادل تب مواد غذايي، ــن بي ــادل تع Beckert و Barloy ــلاوه به ع ،(۳)
تعيينکننده اي بسيار عامل ــت را کش محيط و آندوژنيک ــاختارهاي س بين
جنيني ساختارهاي شبه توليد بالاتر ميانگين پژوهش در اين ميدانند (۲).
سپس و IML مايع ــت محيط کش از ــتفاده اس با DH۷ × DH۵ ژنوتيپ در
جامد ــت کش محيط به ــبت نس (٪۱۷/۶) ،IMSs جامد نيمه ــت کش محيط
وجود باشد. آنها کشت محيط ترکيب متفاوت از ميتواند متأثر ،(٪۸)YPm
يک مدت ۲۵۰mgL-۱ به ميزان (به IML مايع کشت در محيط ــين کلشيس
قابل توجهي در و ــت مثب تأثير ميتواند برخي محققين نظر ــق طب هفته )
obert و Barnabas .(۲۳،۲۲) باشد داشته گياه باززايي و زايي بهبود جنين
در را جنين زايي باشد که عاملي ميتواند تنهايي به کلشي سين که معتقدند

.(۱۷) آغاز نمايد يا ذرت تحريک بساک کشت
S۶۱ را اينبرد لاين از بساک جنيني ساختار شبه ۲- الف، توليد شکل
کشت از بعد هفته ۴ ميباشد، ــور در کش ذرت زودرس تجاري يک لاين که
ــان مي دهد. نش IMSs سپس و IML ــت کش روي محيط هاي بر ــاک ها بس
از بعد سه هفته را ETH-M۸۲ ژنوتيپ بساک از جنيني ساختار شبه توليد
شکل ۲- IMSs در سپس و IML محيط هاي کشت روي کشت بساکها بر
۶ جنيني را شبه ساختار باززايي همان ز شکل ۲- و است شد ه نشان داده ب
برخي است که ذکر شايان نشان ميد هد . RM محيط در کشت بعد از هفته
ريشه تنها توليد محيط باززايي به انتقال پس از جنيني ساختارهاي شبه از
ندارد. وجود آنها از ــاه گي باززايي امکان که بالطبع ز) -۲ ــکل (ش ــد ميکنن
نشان ۲-ح ــکل ش در باززايي محيط در گياهچه نمونه چند توليد همچنين
اينکه در اين تحقيق هدف اصلي بيشتر داده شده است. شايان ذکر است با
است، بساک ذرت بوده طريق کشت بالا از فراواني با گامتي هاي جنين توليد

در... شبهجنيني ساختارهاي القاء
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سازندگي و پژوهش سازندگي۲۰ و پژوهش

۱۳۸۴ تابستان ،۶۷ شماره

۲۱

-۲ داشت( شکل بهمراه را گياهي موفقيت زيادي باززايي وجود با اين ليکن
تأثير و يا کميت ساکارز مطلوب، هورمون تأمين کشت و تعويض محيط ح).
گامتوفيتي جنينهاي بساک دارند. در کشت ــزايي بهس نقش اسمزي فشار

ازترکيبات  برخي مجد د تأمين به نياز بساک ازکشت حاصل جنينهاي  مثل
کشتدارند(۳). محيط در

بساک کشت از حاصل جنيني شبه ساختارهاي ميانگين تحقيق، اين در
که ــت اس ذکر ــايان ش برآورد گرديد (جدول ۳). ETH-M۸۲ ژنوتيپ ۸٪ ،
اين فراوانيتوليدساختارهايشبهجنينيرا در Aulinger وهمکاران(۲۰۰۲)،
ژنوتيپ تنها اين پژوهش د ر .(۱) نمودند گزارش تا ٪۱۵/۵ ٪۵/۸ بين ژنوتيپ

پاسخ CI و IMSS ،YPM متفاوت کشت محيط ۳ د ر توانست ETH-M۸۲
مهمترين خصوصيت محيط کشت ، Collins و Genovesi .مثبت نشان دهد
کازئين شکل به معدني ازت و فعال ذغال وجود ساکارز، بالاي سطح را YP
ــت کش در کالزايي براي CI ــت محيط کش کرد هاند(۱۱).  بيان هيدروليزات
کشت محيط ترکيب اين در زيرا ،( و -۲ ــکل (ش ــت مناسب اس ــاک ها بس
صورتيکه در ، ــت رفته اس بکار ۲ mgL-۱ به ميزان ۲.۴D ــين اکس هورمون
استفاده اکسين از هورمون تنها نه ذرت ــاک بس کشت ديگر محيطهاي در
.(۲ ( جدول است رفته بهکار TIBA نيز ــين اکس آنتي بلکه ــت، اس ــده نش
به دليل احتمالاً ذرت بساک ــت کش د ر اکسين مصرف آنتي ــد ميرس بهنظر

Components IML IMSS YP YPm N۶ CI RM

Kno٣ ۲۵۰۰ ۲۵۰۰ ۲۵۰۰ ۲۵۰۰ ۲۸۳۰ ۲۸۳۰ ۲۵۰۰ mgl-۱

(NH۴)٢SO۴ - - - - ۴۶۳ ۴۶۳ - ٍ
Cacl٢,٢H٢O ۱۷۶ ۱۷۶ ۱۷۶ ۱۷۶ ۱۶۶ ۱۶۶ ۱۷۶ ٍ

KH٢Po۴ ۵۱۰ ۵۱۰ ۵۱۰ ۵۱۰ ۴۰۰ ۴۰۰ ۵۱۰ ٍ
MgSo۴*٧H٢O ۳۷۰ ۳۷۰ ۳۷۰ ۳۷۰ ۱۸۵ ۱۸۵ ۳۷۰ ٍ

NH۴NO٣ ۱۶۵ ۱۶۵ ۱۶۵ ۱۶۵ - - ۱۶۵ ٍ

Mnso۴,۴H٢O ۴/۴ ۴/۴ ۴/۴ ۴/۴ ۴/۴ ۴/۴ ۴/۴ ٍ
ZnSo۴,٧H٢O ۱/۵ ۱/۵ ۱/۵ ۱/۵ ۱/۵ ۱/۵ ۱/۵ ٍ

H٣Bo٣ ۱/۶ ۱/۶ ۱/۶ ۱/۶ ۱/۶ ۱/۶ ۱/۶ ٍ
KI ۰/۸ ۰/۸ ۰/۸ ۰/۸ ۰/۸ ۰/۸ ۰/۸ ٍ

NA٢EDTA ۴۱/۰۰ ۴۱/۰۰ ۲۷/۸ ۲۷/۸ ۲۷/۸ ۸/۲ ۲۷/۸ ٍ
FeSo۴,٧H٢O ۲۷/۸۰ ۲۷/۸۰ ۴۱ ۳۷/۳ ۳۷/۳ ۵/۵۷ ۴۱ ٍ

Tiamin HCl ۰/۲۵ ۰/۲۵ ۰/۲۵ ۱ ۰/۲۵ ۱۰ ۰/۵ ٍ
Nicotinic acid ۱/۳۰ ۱/۳۰ ۱/۳ ۰/۵ ۱/۳ ۱ ۱/۵ ٍ

L-proline ۱۲۵ ۱۲۵ ۱۲۵ ۱۰۰ - ۲۸۸۰ - ٍ
L-glutamine ۱۵۰ ۱۵۰ ۱۵ - - - ۲۵۰ ٍ
L-asparagine ۱۵ ۱۵ ۱۲۵ - - - - ٍ

Glycine - - - ۲ ۷/۷ - - ٍ
Pyridoxine HCL - - - ۰/۵ - ۱ - ٍ

TIBA(Triiodobenzoic acid) ۰/۱۰ ۰/۱۰ ۰/۱ ۰/۱۰ ۰/۱۰ - - ٍ
٢,۴D - - - - - ۲ - ٍ

kinetin - - - - - - ۲/۵ ٍ
Casein hydrolysate - - ۵۰۰ ۵۰۰ ۵۰۰ ۱۰۰ - ٍ

Colchicine ۲۵۰ - - - - - - ٍ
Myo-inositol - - - - - ۱۰۰ ۱۰۰ ٍ
Succinic acid - - - - - - ۲۵ ٍ

Activated charcoal - ۵ ۵ ۵ ۵ - - gl-۱
Phytagel - ۱/۵۰ - - - - ۲ ٍ

Agar noble - - ۸ ۶ ۶ - - ٍ
Sucrose ۹۰ ۹۰ ۹۰ ۶۰ ۱۲۰ ۲۵ ۳۰ ٍ

ذرت بساک ژنوتيپهاي کشت بررسي در استفاده مورد کشت محيطهاي ترکيب  :۲ شماره جدول

IML and IMSS medium (saisingtong et al., ١٩٩۶), Yu-Pei medium (ku et al., ١٩٨١), N۶ medium 

(Chu et al., ١٩٨١), CI media (Nageli et al.,١٩٩٨), RM medium (Saisingtong et al., ١٩٩۶).
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سازندگي و پژوهش سازندگي۲۲ و پژوهش

۱۳۸۴ تابستان ،۶۷ شماره

۲۳

را زايي کال از نمونهاي و ۲ ــکل- ش باشد(۲). ــده ش ــت بافت کش داخلي هورمون هاي ميزان بالاي
مي د هد . ــان نش CI مايع ــت محيط کش در ETH-M۸۲ ژنوتيپ ــاک بس ــت کش از هفته ۳ از پس
و شدند منتقل آگار) gL-۱۷ (حاوي CI جامد محيط کشت به کافي رشد از پس حاصله کالهاي
مشاهده بيشتري رشد ۱۰ هفته تا حدود ۸ گذشت از ــد ند . بعد ش منتقل باززايي محيط به ــپس س
عمدتاً ذرت، بساک ــت کش در که کردند گزارش Widholm و Wan ــدند . قهوهاي ش کالها ــد و نش
کشت در کالوس ــکيل فراواني تش و ميآيند بهوجود بساکها ــت کش از جنيني شبه ــاختارهاي س
به باززايي محيط کشت به انتقال از پس ميتواند جنيني شبه ساختارهاي است. پس کم بساکها
جنين طريق توليد کالوسهاي ــتقيم از مس غير طور به اينکه نمايند و يا توليد گياه ــتقيم مس طور

.(۲۳) نمايند توليد گياه ، زا
هاي فراواني با ترتيب ــه ب SC۷۰۹ ــينگل کراس س و TWC۶۰۵ کراس وي تري ــاي هيبريد ه

توانستند IMSs ــت فقط در محيط کش ، ٪./۵ و ٪۱/۵
ذکر ــه قبلاً همانطوري ک ــان دهند. نش عکس العمل
کشت محيط در ابتدا ژنوتيپها اين ــاکهاي شد بس
تيمار پيش کلشيسين ۲۵۰mgL-۱ حاوي IML مايع
IMSS جامد نيمه ــت کش محيط به ــپس س و شدند

يافتند. انتقال کلشيسين بدون
را براي متفاوت ــير مس چهار Widholm و Wan
که کردهاند شبه جنيني مشخص ساختارهاي تشکيل
يا و زايشي سلول رويشي، سلول در مکرر تقسيمات با
حاصله خواهري سلول از طريق دو يا و اينها دوي هر
.(۲۰) ميشود انجام ميکروسپورها متقارن ــيم از تقس
ــلول هاي س ــاً اساس معتقدند محققين برخي ــه گرچ
جنيني ــبه ش ساختارهاي ــکيل تش مسئول ــي رويش

هستند (۱۶).
برخي CI ــت کش در محيط ، ــش پژوه ــن در اي
گرديده و ــاکها آزاد بس ــل داخ از ــپورها ميکروس از
پس که داده بودند تشکيل را چند سلولي ساختارهاي
محققين ــاير س تحقيقات در رفتند. بين از ــي مدت از
آنها شدن رها و ــاک از بس ــپورها ميکروس خروج نيز
چند ساختارهاي ــکيل تش بساک و ــت کش محيط در
آنها متوقف شده رشد ليکن ــلولي گزارش گرديده س
ساير د ر کنون جنيني تا ــاختارهاي شبه تشکيل س و

.(۱۸) است نشده ديده تحقيقات
N۶، محيط در A۱۸۸ ژنوتپ عکس العمل ميزان
آندروژنيک ضعيف عکسالعمل از حاکي که بود ٪./۷۵
تحقيق، اين در N۶کشت محيط ويژگي ميباشد. آن
ــد ميباش آن (۱۲۰ gL-۱) ــاکارز بالاي س ميزان تنها
اين عکسالعمل ــده کنن توجيه حدي تا ــه ميتواند ک
لاين اينبرد Buter ــد . محيط مذکور باش ــپ در ژنوتي
دهنده۱۰ از نظر پاسخ غير لاين عنوان يک به را A۱۸۸
تلاقي که از کرد گزارش اما ، کرد بساک معرفي کشت
ژنوتيپ، اين ــا ب (DH۷) دهنده ــخ پاس لاين بين يک
ــک تفکي پديده ــه ک آمدند ــت دس به ــي هيبريدهاي
پاسخ والد به ــبت نس برتر يعني عکسالعمل متجاوز۱۱
که فرض شد بنابراين دادند. ــان نش (DH۷) را دهند ه
که ــت اس ممکن آند روژنيک مثبت آللهاي نواحي با
وجود هم ــده دهن ــخ پاس غير هاي ژنوتيپ در ــي حت
آند روژنز که ــد علاوه گزارش ش به ــد (۴). باش ــته داش
سيستم يک مي رسد با به نظر ذرت در شيشهاي درون
ــود ميش تعيين مختلف QTLهاي با پيچيده ژنتيکي
کنترل آندروژنز ــه طي پروس در را خاصي مراحل که

مينمايند(۵).
A۱۸۸ ــن لاي ــرد اين ب Collins و  Genovesi
به B۷۳  MO۱۷ ــاي ــن ه لاي ــا اينبرد ــراه ب هم را
به ــا ي که کردند ــدي طبقهبن ــي ژنوتيپ هاي ــوان عن

ذرت هاي ژنوتيپ از برخي بساک جنيني در کشت شبه ساختارهاي تشکيل شكل۲:

ETH- شـبه جنيني در ژنوتيپ ) ساختار ب  IMSS محيط S۶۱ در بسـاک ژنوتيپ  د رکشت جنيني شـبه سـاختار الف)

د) ساختار  N۶ محيط د ر LA۱۲ ژنوتيپ بساک درکشت جنيني شبه ساختار چند توليد ج) IMSS در محيط کشت M۸۲

بساک درکشت هم چسبيده به شبه جنيني ) ساختارهاي ه  YPM کشت در محيط DH۵×DH۷ ژنوتيپ در جنيني شبه

کشت القاي محيط در ETH-M۸۲ ژنوتيپ بساک کشت در توليد کالوس ( و YPm کشت  محيط در ETH-M۸۲ ژنوتيپ

RMکشت باززايي محيط در ETH-M۸۲ جنيني در کشت بسـاک ژنوتيپ شـبه سـاختار از توليد گياهچه ز) CI کالوس

عکسها روي خط طول .RM باززايي محيط در DH۵×DH۷ ژنوتيپ بسـاک کشـت از حاصل ر) توليد گياهان هاپلوييد

است ۵۰۰ µm
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محيط کشت                 
ژنوتيپ

CIYPYPmN۶IMSS

-٪ ۸٪ ۱۷/۶DH۵×DH٧

٪ ۲-٪ ۲-٪ ۸/۵ETH-M٨٢

----٪ ۱/۵TWC ۶٠۵

---٪ ./۵sc ٧٠٩

----٪ ۲S۶١

---٪ ./۷۵-A١٨٨

--٪ ۱--K٧۴/١

--٪ ۱/۵٪ ۱/۵-LA١٢

ــيار بس ــخ پاس اينکه يا ــد ند ادهان ــخ پاس ــز آندروژن
اينبرد لاين هم ــق، تحقي اين در ــتهاند. داش ضعيفي
يعني ــا، ــد آنه هيبري ــز ني و MO۱۷ و B۷۳ ــاي ه
ــان ندادند نش عکسالعملي ــه گون ــچ KSC۷۰۴ هي
(۱۱) Collins و Genovesi ــج نتاي با يافتهها ــن اي و
ــش واكن دارد . ــت مطابق (۱۸) Jones Potolino و و
حدود YPM ــت کش محيط در K۷۴/۱ ژنوتيپهاي
ــيرين ــفيد ش س ذرت لاين که صورتي در ــود، ب ٪۱
دو د ر ــت توانس فراواني ٪۱/۵ ــط متوس با (LA۱۲)
جنيني شبه ساختارهاي YPM و N۶ ــت کش محيط
مورد بررسي پاسخ ژنوتيپهاي ديگر ــکيل دهد. تش
آندروژنيک ندادند. فقدان عکسالعمل ــان نش مثبتي
نقش ميتواند ــق تحقي اين د ر ، ژنوتيپها ــاير س در
ــان نش وضوح را به آندروژنز کنترل صفت د ر ــا ژنه
محققين از برخي توسط که فرضيهاي همچنين داد.
تعيين در را ــاک ديواره بس ، نقش گرديده ابراز (۵)
ــپورها ميکروس جنيني اوليه نمو يا القا فيزيولوژيکي
معتقدند محققين وجود اکثر اين ــا ب ميداند. دخيل
ژنتيکي ــورت ص ــه ب ــک آندروژني ــات ــه خصوصي ک
مغلوب ــاً خصوصيت مطمئن ــن اي و ــود کنترل ميش
به آند روژنيک ــت خصوصي معرفي اين ــت، زيرا نيس
برگشتي تلاقيهاي با برگزيده ذرت درون لاينهاي
ــنتتيک سازگار س جمعيتهاي برخي اصلاح يا مکرر
است ساده ــوند ش ــم شروع پلاس نوع ژرم اين با که
خصوصيات ــت داش انتظار ــوان ميت ــن بنابراي .(۳)
نظير دهنده پاسخ بسيار ژنوتيپهاي از آندروژنيک
آزمايش ــن اي در ــه و ETH-M۸۲ ک DH۷ × DH۵
ژنوتيپهاي ــاير س به ــته اند داش خوبي العمل عکس
و MO۱۷، B۷۳ ــاري تج لاينهاي ــر نظي ــد ه برگزي
واقعيت که ــن اي همچنين ــد. باش انتقال ــل قاب S۶۱
ظاهراً آندروژنز ــت صف کنند ه کنترل ــاي ژنه بيان
،(۳) نميباشند مادري گياه رشد شرايط تأثير تحت
به نيل د ر ــرد آن و کارب صفت اين ــه انتقال راحت ب

مينمايد. ــاياني ش کمک ذرت نژادي به اهداف
د ر ــي نرزاي ــت قابلي ــايي ــه شناس ب ــه توج ــا ب
DH۵×DH۷، A۱۸۸، S۶۱، K۷۴/ ــاي ژنوتيپ ه
در ــي بررس ــورد م SC۷۰۹و ۱،LA۱۲ ، TWC۶۰۵
داراي ژنوتيپهاي بين تلاقي ميتوان با تحقيق اين
صفت دهند ه پاسخ غير ژنوتيپهاي و نرزايي قابليت
ــاي تجاري منتقل لاينه اينبرد ــاير س را به نرزايي
هاپلوئيد ــد و هاپلوئي گياهان توليد با ــع بالطب نمود .
برنامه ــوان ــوس ميت هموزيگ ــده کاملاً ــف ش مضاع
و عملکرد بالا ــا ب ذرت هيبريدهاي معرفي و ــلاح اص
ويژگي اين از همچنين و نمود ــريع را تس برتر صفات
تراريخت گياهان ــد تولي نيز و بنياد ي ــات مطالع در

بنابراين کروموزومي دارند، يکسري فقط هاپلوييد گياهان اينکه به توجه با سويي از گرفت. بهره
کردن کروموزمهاي دو برابر از که پس داشت انتظار بافتهاي هاپلوييد مي توان ژن به انتقال با

آورد. ــت را بدس ــتري بيش ثبات با و مطلوبتر تراريخت گياهان بتوان هاپلوييد گياه

پاورقيها
1-Androgenesis
2-Anther culture
3-Microspore culture
4- Embryo like structures
5- Squash
6- Acetocarmine
7- Callus induction
8- Globular
9- Bipolar
10- Non-responsive
11- Trangressive segregation
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