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و کال زايي به پاسخ مطالعه
ذرت در کشت جنينهاي نارس باززايي گياه

چكيده
در موجود پلاسـم ژرم از کراس تري وي و اينبرد، هيبريدهاي سـينگلکراس شـامل لاين هاي ذرت ژنوتيپ ۱۰ پژوهش اين د ر
زايي کال به نظر پاسخ شاهد از عنوان به A۱۸۸ سفيد ذرت لاين اينبرد همراه کشور به علوفهاي گياهان و تحقيقات ذرت بخش
گرديد ند. کشت مدرس تربيت کشاورزي دانشگاه دانشکده تحقيقاتي مزرعه در زراعي ۱۳۸۳ سال در ژنوتيپها شدند. بررسي
واکشت ريزنمونهها، زمان در شـد ند . کشـت N۶ محيط روي بر و جد ا بوتهها گشـني خود از روز پس ۱۴ ۱۰ الي نارس جنينهاي
پس گرديد. تعيين مطلوب واكنش بـا ژنوتيپ هاي در ۱و ۲ نوع جنين زاي کالهاي و ميزان توليد جنيـنزا حذف غير کال هـاي
تفاوتهاي حاصله شـدند. نتايج منتقل خاک به باززايي و طبيعي و سـالم گياهچه هاي کشـت، به محيط ريز نمونه ها انتقال از
کالهاي توليد فراواني حد اکثر بهطوري که د اد، زا نشان جنين توليد کالوس نظر از بررسـي مورد ژنوتيپ هاي بين را معنيداري
خود اختصاص به ٪۸۱ ۸۲٪ و ،٪۸۸ ، ٪۹۲ ميـزان با بترتيب SC۴۰۳ و SC۷۰۹، ،S۶۱ (شـاهد)، A۱۸۸ ژنوتيپ هاي را زا جنيـن
از ميتوان ژنوتيپها با ساير مقايسه در S۶۱ تجاري زودرس لاين مشـاهده شـده در بالاي زايي ميزان كالوس به توجه با دادند.
A۱۸۸, S۶۱) ژنوتيپ ۳ در گياه سبز باززايي ميزان بررسي در گرفت. بهره مطلوبي نحو به تراريختي ژنتيكي برنامه در اين لاين
اينبرد و لينه درصد ميانگين ۳۶/۱۵ با SC۷۰۹هيبريد بهطوريكه شد، مشاهده ژنوتيپ ها معنيداري بين وSC۷۰۹ تفاوت شاهد)

دادند. اختصاص به خود را گياه باززايي ميزان د رصد كمترين ۱۴/۲۵ با S۶۱

ذرت گياه، کالوس، باززايي جنين نارس، کليد ي: کلمات
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مقدمه
۱۹۴۹ در سال ــيله لارو وس به بار اولين ذرت ــه اي شيش ــت درون كش
ــبز س گياه ــتند توانس فيليپس و گرين كه ۱۹۷۵ ــال س تا ــد، اما ش گزارش
مثل گياه مختلف ــاي بخشه ــويي س از افتاد(۱۱). تعويق كنند به باززايي
سلولهايي تك يا و زيگوتي ) نارس جنين لپههاي بافتها (نظير يا اندامها
شيشهاي درون براي كشت ميتوانند ميكروسپورها ــتها و پروتوپلاس نظير
در ــارس ن جنينهاي زيگوتي ــت كش گيرند (۴). قرار ــتفاده اس ــورد م ذرت
ــت بافت كش براي ــتفاد ه مورداس نمونه ريز نمو متداولترين ابتدايي مراحل

.(۱۴) است ذرت
مورفولوژي  ــاس اس بر و ۲ ۱ ــنزا نوع ــوس جني ــوع كال ن ذرت دو د ر
است سلولي فشرده توده يك ،۱ نوع كالوس ــد هاند ، ش ــايي وشناس تعيين
مركب و ــاختارهاي س نمايانگر و مي كند توليد ــوماتيكي جنينهاي س که
نارس جنين كشت طريق از براحتي كالوس نوع اين ــت. يافته اس سازمان
۱ از ــوع ن كالوسهاي كه ــت اس ذكر ــايان ش .(۱۱) ــت ميآيد ذرت بدس
كالوس ــدهاند. ش تشكيل شبه لپه اي بخشهاي و ــاقه نوس ــتم مريس بافت
حفظ زمان طول در توليد گياه را توانايي و ــت اس ــكننده ش و ترد ۲ نوع
سلولي امكان ايجاد سوسپانسيون ــكنند هاش، ش طبيعت دليل به و مي كند
درون براي انواع دستورزيهاي را فراهم ميكند و ــت پروتوپلاس ــت كش و
بار اولين ۲ كالوس نوع از گياهي باززايي .(۷، ۴) سودمند است ــه اي شيش
با فراواني ۲ نوع كالوس ــد. ش انجام (۳)Green و Armstrong ــيله وس به
ــت بد س ژنوتيپهاي محدودتري از و ــده ش القا ۱ نوع ــبت به نس كمتري
كالوس ابتدا نموي مرحله نظر است كه از ذكر ــايان ش مي آيد(۲۱،۱۹،۷).
انواع اين نيز ترتيب همين به ــود و ميش ــكيل تش ۱ نوع ــپس س و ۲ نوع

شدهاند(۱۹). شناسايي

اوليه ــلولهاي س از دو ــوع ۱ و ۲ هر ن كالوس هاي ــه اينك خلاف ــر ب
موجود اختلافات ــد ميرس نظر به اما ،(۱۱) ــأ ميگيرند منش لپهها داخل
محيطي تنوع ، ــن جني نموي مرحله (۷) ــن جني ژنوتيپ اثرات د ليل ــه ب
در تحقيقي اينكه كما ــد، باش ــت كش محيط و مادري(۲) گياهان مؤثر بر
كالوس تشكيل N۶ ــت كش محيط به ال-پرولين افزودن كه گرديد معلوم
در (۱۲) و همكاران Henry سويي ۳ ). از مي كند( را القا ۲ نوع جنين زاي
كه د ريافتند سوماتيكي كشت بافتهاي به گياهان واكنش ژنتيكي تجزيه
نقش گياهي و بازززايي ذرت در جنينزايي ۹ بلند كروموزم شماره بازوي
كالوس القاي و توليد ــراي ب بالايي پذيري وراثت د ارد. همچنين ــي اساس
ــت. ــد ه اس ش برآورد نارس ذرت جنينهاي گياه از باززايي و نيز ــن زا جني
ــخ پاس غير ژنوتيپهاي تلاقي ــيله وس مي تواند به كالوس ــع القاي واق در
Rao تحقيقي در .( ۲۰ ) ــد ياب بهبود دهنده ــخ پاس ژنوتيپهاي با دهنده
-۱ ذرت يك هيبريد و اينبرد لينه ۵ ــارس ن جنين هاي (۱۸) ــكاران هم و
و جنينزايي ارزيابي كالزايي راندمان نظر از شيرين را يك ذرت و DHM
DHM-۱ فراواني بالايي(٪۵۲) ذرت هيبريد اين ژنوتيپها از بين ــد. كردن
د رصد ) ۱۰ -۳۸) د يگر ژنوتيپهاي با مقايسه د ر زايي سوماتيكي از جنين
دادند (۱۸). نشان ۳٪ ساكارز Dو۲.۴و و۳و mg l -۱ حاوي كشت محيط روي بر
ذرت اينبرد لينه ۱۱۳ غربال همكاران براي و Carvalho ــه ك تحقيقي در
دو دادند انجام زيگوتي نارس جنينهاي از كالوس القاي براي ــيري گرمس
طوري كه اينبرد به كرد ند، ــاهده مش ــكنند ه ش و ترد كالوس از مورفوتيپ
توليد كرد ند ــكنندهاي ش و نرم كالوسهاي ۷۰۵ ۱۰۹ و ، ۴۸ هاي ــن لاي
داشتند ، بسياري سوماتيكي جنين هاي ــيلاژي موس ماده يك درون در كه
ترد و ــكننده، ش ۳۹۸ كالوس و ۳۸۹ ،۳۶۶ ،۳۴۰ ،۲۹۹ ــاي اينبرده ــا ام

.(۷) كردند توليد كمتري خيلي ــوماتيكي س با جنينهاي ــيلاژي غيرموس

Pajouhesh & Sazandegi No:73 pp: 43-49

Study of callus induction and plant regeneration of maize genotypes (Zea mays L.) using immature embryo 
culture
By: Khavari Khorasani, Assistant Professor and Researcher of Agricultural and Natural Resources of Khorasan 
Razavi Province Center, Saeed., Mansouri, M.Sc. Student of Plant Breeding at Tarbiat Modares University. 
Nasim., Moieni, Assistant Prof., of Plant breeding at Tarbiat Modares University, Ahmad., Mousavi,  Assistant 
Professor and Researcher of national Institute for Genetic Engineering and Biotechnology.
In this study, response of 10 maize genotypes consisted of inbred lines, single and three-way crosses with 
inbred line A188 as control to callus induction and plant regeneration was evaluated at Tarbiat Modarres 
University in 2004. Immature embryos were excised from donor plants 10-14 days after selfing and were 
culturd on N6 medium. The non-embryogenic, rizhogenic and watery calli were removed and the embryogenic 
calli (type 1 and type 2 ) were subcultured on regeneration medium. Then the normal plantlets were transferred 
to sterilized soil. The results showed significant differences among corn genotypes for producing embryogenic 
callus. The highest frequency of embryogenic callus produced by S61, A188, SC709, with 92%, 88% and 82%, 
respectively. Analysis of variance for regeneration on 3 genotypes (S61, A188 and SC709) showed significant 
differences between genotypes. Hybrid SC709 with 36.12% and inbred line S61 with 14.25% had the highest 
and lowest percent of plant regeneration, respectively.

Key words: Immature embryo, Callus types, Plant regeneration, Zea mays L.
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بذري ــاي گياهچهه ــه انتهايي جوان از ــتفاده اس با ــكاران هم و ــي ملك
اقدام گياه و باززايي ــريع س تكثير ــتند به توانس ــيرين ش ذرت ژنوتيپ هاي
ــده نش ــي بررس ــبي اس دندان ژنوتيپ هاي ذرت براي روش اين نمايند (۲).

است.
۱۲ ــامل ش ذرت ژنوتيپ ۲۵ واکنش ــي پژوهش در وهمکاران ــي صلوات
يک و کراس ــل د اب هيبريد يک کراس, ــينگل س هيبريد ۱۱ ــرد لاين، اينب
جنين کشت از باززايي و زايي کالوس نظر از را ــان افش گرده کمپوزيت آزاد
ذرت در ــاي هيبريده د ر اينبرد لاين هاي بالغ ــن جني کردند. ــي بررس بالغ
نتايج مختلف ارزيابي شد . صفات نظر از ــت و کش MSو N۶ ــت محيط کش
کالوس از گياهچه باززايي و کالوسزايي به ژنوتيپ ها واکنش د اد که ــان نش
توليد کالوس ظرفيت بيشترين ــت. اس متفاوت ــيار بالغ بس جنين حاصل از
IL۶)وSC۹ هيبريدهاي ، IL۸ لاين ــک، در اينبرد خش و تر وزن ــاس اس بر
ــرعت س و ــبي نس ــد رش بالاترين ميزان و (IL۴ ́ × IL۸)وSC۷ و (´× IL۱۰
شد(۱). مشاهد ه SC۹هيبريد و IL۱لاين اينبرد در ترتيب به کالوس ــد رش
پاسخ به كالزايي ميزان نظر از ذرت برتر ژنوتيپ هاي رابطه با شناسايي در
كه براي تمامي آنجائي از ارائه نشده است. گزارشي ــت جنين نارس كش در
ميباشد، مطلوب بافت ــت کش براي نمونه جنيننارس، ريز غلات گونههاي
باززايي را بارور زيادي جنينزايي سوماتيكي گياهان ميتوان با آن طريق از

كرد(۶).
موجود در  ذرت ژنوتيپهاي برخي واكنش بررسي تحقيق اين از  هدف
تا از اين نارس ميباشد جنين زا از كشت جنين توليد كالوس كشور از جنبه

د اد. افزايش در ذرت را ژنتيكي تراريختي موفقيت روش هاي بتوان طريق

روشها و مواد
ــاورزي دانشگاه كش ــكده دانش در ۱۳۸۳ زراعي ــال س در پژوهش اين

ميگردد. تشريح آزمايش انجام مراحل ذيل در شد. انجام مدرس تربيت

نارس جنين دهند ه )گياهان الف
TVA۹۲۶, نامهاي ــه ب اينبرد لينه ۵ ــامل ش ذرت ژنوتيپ ــذور ۱۰ ب
ــراس ك ــينگل س ــد  هيبري و۴ ، TTT،,OH۴۳ /۱-۴۲و، K۱۲۶۳/۲-۱،A۱۸۸
OSSK۴۹۹, ــي)، طلاي ــه دان ــم رق ــيرين ش (ذرت KSC۳۰۲، KSC۴۰۳
ــي تحقيقات ــه در مزرع TWC۶۰۰ ــراس ك وي ــري ت ــد هيبري و SC۷۰۹
گرفت. قرار ارزيابي مورد و ــت كش شهر پيكان واقع ــاورزي كش ــكده دانش
ــتههاي از اينكه رش قبل و ها بوته روي بر بلالها اولين خروج ــض مح به
۲ الي ۱ و پوشانيده شدند پاكت با بلالها شوند، ظاهر ابريشمي (كاكلها)
ــيد، رس ــانتي متر س ۳ ۲ تا حدود به طول كاكلها موقعيكه يعني بعد روز
گرده پس از ۱۴ روز الي ۱۰ بلالها گرديد. انجام بوتهها افشاني خودگرده
ميليمتر الي۲ ۱ حد به نارس ــاي جنينه اند ازه زماني كه يعني ــاني، افش
بلالها پوششهاي بلال، سطح حذف از پس و شدند بوته جدا از ــيدند رس
محلول سپس بلالها با ــدند. دقيقه ضدعفوني ش ۱ مدت به ٪۷۰ اتانول با
شد ند. شستشو ۱۵ دقيقه به مدت (v/ v) ٪ هيپوكلريت ۲/۵ سد يم تجاري
شستشو ۱۰ د قيقه مدت به شده استريل مقطر آب با ۲ بار بلالها ــپس س
برداشت روز يك د ر كه چند بلال در مواقعي كه است ذكر ــدند. شايان ش
۴ در د ماي يخچال در روز مدت ۲-۴ شده به ضدعفوني ها بلال ، ميشد

شدند. سانتيگراد نگهداري درجه

نارس جنينهاي كشت و جد اسازي ب)
تعداد ۱۰ و بريده ــز تي جراحي تيغ يك با ــيس۱ كاريوپس بخش بالايي
ــكل۱-الف) (ش ۲ ميليمتر تا طول ۱ ند يد ه به ــيب آس زيگوتي جنين نارس
۱۰سانتيمتر ديش هاي در پتري كالوس جامد القاي كشت محيط در و جدا
ــتورالعمل طبق دس بر ــارس ن جنينهاي ــد. گرد يدن ــت كش مصرف يكبار
تماس در لپهها صاف سطح يا جنيني محور جهت از ،(۹) قبلي ــات آزمايش

گرفتند. و(۱۰) قرار N۶كشت محيط با

انكوباسيون شرايط و كشت محيط ج)
N۶ويتامينهاي و ــا نمك ه ــاوي ح ــوس كال القاي۲ ــت كش ــط محي
ــن كازئي mgو۱۰۰ l ــن، ۱- پرولي ۲۵mm .۲.۴،،،، Dو،،،، ــون هورم mgو۱ l و(۳).۱-

بود. آگارآگار gو۷ l -۱ و ــاكارز س ٪۲ mglو۱۰ نيترات نقره، هيدروليزات،۱-
ممتد تاريكي در ــانتيگراد و س د رجه ۲۷ تا ــا ي ۲۵ دم ــيون در انكوباس
ــاس براس هفتهاي ۴ تا ۲ فواصل به حاصل ــاي كالوسه ــورت گرفت. ص
نگهداري۳ محيط ــدند. تركيبات ش واكشت تازه محيط در ــد سرعت رش
نقره نيترات ــه ك تفاوت اين با بود، القا ــط محي ــابه مش كاملاً ــت واكش يا
بر كه شكل ــوماتيكي كروي س جنينهاي گرديد. حذف ــت محيط كش از
باززايي، محيط روي بر ــد ند ش ــكيل تكثير تش و القا ــت كش محيط روي

شدند. گياهچه به تبديل
جنينزا ــت) انتقال كالوسهاي واکش بار ۲) هفته ۶ الي ۴ پس از
دماي در ــيون انكوباس مرحله اول ــد. در ش انجام باززايي۴ محيط ــه ب
انجام هفته ــي ۳ ال ۲ مدت به و ــور ــانتيگراد در ن س ۲۸درجه ــا ت ۲۵
N۶ ويتامين هاي و ــا ــامل نمكه ش باززايي محيط ــت. تركيب پذيرف
آگارآگار بود. g l ۷-۱ و ــاكارز س NAA،و٪۶ ــون هورم mgو۱ l -۱

و (و۱۰)،
ــخت س ــفيد و س محيط اين در كالوسها معمولاً ــه از ۳-۲ هفت ــس پ
محيط ــه ب گياهچهها ــتر، بيش ــد رش جهت دوم ــه مرحل و در ــد ند ش
ــت کش محيط اين ــدند. تركيب ش منتقل ــا۵ ــوغ گياهچهه بل ــب مناس
٪۲ ميواينوزيتول، gو۲ l -۱

(و۱۷)،و MS ــاي ويتامينه و نمكها ــامل ش
نمكها گياهچهها ميزان ــوغ بل جهت بود . آگارآگار gو۶ l -۱ و ــاكارز س
ميواينوزيتول mgو۱ l -۱ ــا تنه و ــت كاهش ياف نصف ــه ب ــا ويتامينه و
۲۷د رجه تا ۲۵ ي د ما در انكوباسيون باززايي، مرحله د ر ــد. ش مصرف
انجام وµو۱۰۰-۱۵۰ mol m -۲ s شدت۱- با شرايط نور در و ــانتيگراد س
از ــتفاده با اس و ۵ /۸ روي ــر ــت ب ــاي كش محيطه ــي تمام pH ــد. ش
لوله به از پتريديش ــد ا ابت ــد. گياهچه ها ش نرمال تنظيم ــك ي KOH
انتقال جهت ــد ند. ش منتقل گلد ان به ــپس س و ــكل۲-ب) آزمايش(ش
ــته شس آب با دقت به ــه ها ريش اطراف آگار ابتدا گياهچهها به خاك،
ــبت ۲ به ماس به نس پيت و خاك حاوي به گلد انهاي ــد و گياهان ش
ــاعت نور / تاريكي س ۱۶/ف ۸ نوري دوره با ــرون فيتوت در و ــل منتق ۱
وµوو۱۰۰-۱۵۰ mol m -۲ s -۱ ــور ن و ــانتيگراد ۲۵درجه س ــاي دم در
شرايط با گياهچهها سازگاري و رطوبت حفظ جهت ــدند. نگهداري ش
و كشيده شد گياهان بر روي ــفاف ش پلاستيكي ــههاي كيس محيطي،
ــرايط ش به گياهان ــه ها، روي كيس منافذي بر ايجاد با زمان مرور ــه ب
با دوره نوري رشد اتاقك به گياهان سپس ــدند. ش د اد ه عادت بيرون
ــانتيگراد (روز/ س ۱۸ درجه ــاي۲۵/ و دم تاريكي ــور/ ن ــاعت س ۸ /۱۶
بالغ تا داده شدند قرار ۳۵۰ وµوو۴۰۰- mol m -۲ s نور ۱- شدت و ــب) ش
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نمود ند. توليد بذر و شده
آماري تجزيه د)

آزمون از استفاد ه با كالزايي به ذرت هاي ژنوتيپ واكنش بررسي نتايج
ــد ش انجام SPSS آماري افزار نرم طريق از و Kruskal-Wallis ــري ناپارامت
ژنوتيپهاي در تکرار تعداد بودن ــاوي نامس که بهدليل ــت اس ذکر ــايان (ش
نداشت). وجود ــيک کلاس از طرحهاي آماري استفاده امکان ــي بررس مورد
با پتري ۴ حداقل موجود ، گياهي ماد ه ميزان به ــته هر ژنوتيپ بس ضمناً در
گياهي باززايي فراواني همچنين شدند. كشت ظرف هر د ر نارس جنين ۱۰
كامل بلوكهاي ــه طرح پاي ــب قال SC۷۰۹ در و A۱۸۸ ، S۶۱ ــپ ژنوتي ۳
ريزنمونه پتريديش ۱۸ هر ــد. در ــه ش يكديگر مقايس با تكرار ۴ با تصاد في
آماري ــه واريانس تجزي ــد. ش گرفته نظر در تكرار يك ــوان عن به و ــت كش
افزار نرم طريق از و(۸) Comptorn ــه مقال ــاس ميانگينها بر اس ــه مقايس و

شد. انجام MSTAT-C

بحث و نتايج
از طريق زا ــد كالوس جنين تولي به ذرت مختلف ژنوتيپهاي ــش واكن
OSSK۴۹۹، هيبريد ژنوتيپهاي داد كه نشان زيگوتي نارس جنين ــت كش
و K۱۲۶۳/۲-۱ ،TVA۹۲۶ ــاي، لاينه ــرد  اينب و  KSC۳۰۲، SC۷۰۳
صورتي در نمودند ، را توليد ۱ نوع جنين زاي كالوس ــط OH۴۳/۱-۴۲، فق
S۶۱ ، KSC۴۰۳، SC۷۰۹ ، A۱۸۸ يعني مورد بررسي بقيه ژنوتيپهاي كه
ژنوتيپهاي بنابراين را توليد نمودند. ۲ ۱ و نوع زا جنين كالوس نوع دو هر

نتيجه .(۱ دارند (جدول يكديگر ملاحظه اي با قابل هاي تفاوت مورد بررسي
كال جنين توليد نظرصفت از واليس۶ – كروسكال ناپارامتري آزمون آماري
تجاري زودرس اينبرد لاين ــان داد كه نش ) نيز نوع دو هر ۲ يا يا ۱ (نوع زا
۸۵ /۸ و ۹۰/۶ ميانگين با ــفيد A۱۸۸ به ترتيب س لاين ذرت اينبرد و S۶۱
خود به لاين هاي مورد بررسي در بين جنينزا را كال ميزان بيشترين درصد
هيبريد و KSC۴۰۳ ، SC۷۰۹ــينگلكراس س هيبريدهاي دادند. اختصاص
رتبههاي بعدي در زا جنين ــد كال تولي از نظر TWC۶۰۰ كراس وي ــري ت

.(۲ (جدول گرفتند قرار
در فقط ۲ نوع زاي كالوس جنين توليد ــد ش ــاره اش همانطوريكه قبلاً
تحقيقات نتايج گرديد. ــاهده مش ــي مورد بررس ژنوتيپهاي ذرت برخي از
۲ تحت و ۱ نوع ــوماتيكي س جنينزاي كالوس القاي كه ــت اس ــان داده نش

است(۳). ژنتيكي كنترل

ژنوتيپ : گروهبندي متغير
جنينزاي ــوس القاي كال روي ــر ب ژنوتيپ ــر اث ــه مقايس د ر ــن محققي
A۱۸۸و B۷۳ ملاحظه كردند اينبرد لاينهاي در ۲ و ۱ نوع ــوماتيكي س
.( ۳ است( واكنش ضعيف با لاين يك A۱۸۸ با ــه مقايس B۷۳ در لاين كه
ژنوتيپ در ۲ را كالوس نوع كمي از القاي و Smith فراواني Tomes همچنين
كالوس كرد القاي گزارش Tomes .(۲۱) كردند ــاهده مش B۷۳ اينبرد لاين

ذرت زيگوتي نارس هاي جنين كشت در كالزايي به واكنش شكل۱:

زا  جنين ازكالوس نمونهاي ۱-ب) ذرت زيگوتي نارس جنين -الف) ۱ 

محيط در نارس جنين هاي واكنش د) -۱ غيرجنينزا از كالوس نمونهاي ج) - ۱

S۶۱ تجاري لاين اينبرد زايي در كال

زيگوتي ذرت نارس جنينهاي از گياهي باززايي شكل ۲-

كشت شده زيگوتي نارس جنينهاي در توليد نوساقه - الف) ۲

S۶۱ تجاري لاين اينبرد در شده كشت زيگوتي نارس جنينهاي در ) اندامزايي ب - ۲

الف الف

ب ب

الف ب

ج د

۱mm

۱mm ۱mm

و... كالزايي به پاسخ مطالعه
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خاص ژنوتيپ در يك ۱ نوع به ــبت نس كمتري فراواني با ۲ نوع جنينزاي
گياه ــد رش ــرايط ش محيطي مؤثر بر در معرض تنوع ــتر بيش ميدهد و رخ

مادري است (۲۰).
نارس  آزمايشات كشت جنين در محققين اغلب ــت كه اس ذكر ــايان  ش
اينبرد لاين اين كرد هاند. ــتفاده اس A۱۸۸ نام به خاصي ــرد لاين اينب از ذرت
۱و (نوع زا جنين توليد كالوس بالاي پتانسيل مزيت آن اما زراعي ندارد، ارزش
پژوهش اين (۹). در است مطلوب گياهي باززايي و سوسپانسيون سلولي ،(۲
ــور از كش Van lammerane با مكاتبه طريق از A۱۸۸ ــن لاي اينبرد ــز بذر ني
مورد ژنوتيپ هاي ــاير س در كنار مثبت ــاهد ش عنوان به و هلند تهيه گرديد
بهطور ۲ و ۱ نوع زاي جنين كالوس هاي پژوهش اين در گرفت. قرار ــي بررس
بعضأ و گرديد ند واكشت رشدشان سرعت ــاس براس هفته ۴ الي هر ۲ متوالي
ظرفيت البته يافت. ادامه ماه ۹ تا A۱۸۸، S۶۱ نظير ژنوتيپهايي در واكشت
كالوسها ــت كش اوليه ماههاي و در كالوس هاي جوان د ر معمولأ گياه باززايي
۲ و ۱ نوع كالوسهاي كه دادند نشان همكاران و Carvalho بود. بيشتر غالبأ
قابليت ليكن شوند، حفظ ژنوتيپها از بسياري براي ماه ۲۴ بهمدت ميتوانند
نوع براساس و ــت اس مقدار ــترين بيش ماهه ۴ كالوس در معمولاً باززايي گياه
وضعيت مي تواند ــن اي ميماند. باقي بالا هم ــت از كش پس ۱۵ ماه تا ــرد اينب
باشد سوماتيكي يا جنينهاي از كالوسها انتخاب بخشهايي بهدليل احتمالاً
۲۵ از مسنتر است. كالوسهاي د اده افزايش جنينزا را سلولهاي نسبت كه
زمان از ماه ۳۵ از بيش تا لاينها اينبرد برخي اما ــتند ، كمي داش باززايي ماه

دادند(۷). نشان را خوبي باززايي هم كشت
زمان از ماه از ۹ ــس S۶۱ پ و A۱۸۸ ــرد لاينهاي اينب آزمايش ــن اي د ر
گياهي باززايي براي خود را مطلوب ــتند وضعيت توانس جنين نارس ــت كش
است اهميت حائز آنچه البته نمايند. حفظ لاينها ــاير س بالاتري از ميزان به
بررسي براي مورد بررسي ژنوتيپهاي تمامي ــت براي يكنواخت كش شرايط
كشت گياهان شرايط شد سعي آزمايش اين در ــد. مي باش كالزايي به ــخ پاس
يكنواخت و بهينه امكان حد تا بررسي مورد ژنتيكي مواد تمامي براي مادري
بد ليل تفاوت ــي بررس مورد ژنوتيپهاي تمامي نارس جنين چون اما ــد، باش
بين شده مشاهده لذا تفاوتهاي كشت نشد هاند، همزمان ــيدگي رس زمان در
ژنتيكي، عوامل بر مي تواند علاوه كالوس جنين زا نظر ميزان توليد از ژنوتيپها
A۱۸۸ TVA۹۲۶,، S۶۱ اينبرد لينه هاي ــد. باش محيطي هم عوامل از متأثر
كشت و ــيد ه گلدهي رس به اينبردهاي ــاير س از زود تر ، بودن بهد ليل زودرس
K۱۲۶۳/۲- لاين هاي اينبرد كه صورتي در شد، انجام زود تر نارس آنها جنين

ــد  رش دوره بود ن رس دير و رس ميان ــل ــب بهد لي بهترتي OH۴۳/۱-۴۲ و ۱
ــاير س ديرتر از آنها نارس جنينهاي ــت عملأ كش لذا ــتند ، طولانيتري داش
قاعده مستثني اين هم از بررسي مورد هيبريد ارقام انجام شد . ها اينبرد لاين
رقم ــيرين ش وKSC۴۰۳ (ذرت KSC۳۰۲ هيبريدهاي به طوري كه ــد، نبود ن
از تر زودرس OSSK۴۹۹ يوگسلاوي كراس ــينگل و هيبريد س طلايي) دانه
همزمان ــت كش امكان بنابراين ، بود ه اند SC۷۰۹و TWC۶۰۰ ــاي هيبريده

نبود. ميسر ژنوتيپها اين تمامي نارس جنين

رتبه زا جنين كال توليد درصد تكرار تعداد ژنوتيپ
۱ ۹۰/۶ ۲۳ S۶۱
۲ ۸۵/۸ ۱۰ A۱۸۸
۳ ۸۲/۱ ۱۶ SC۴۰۳
۴ ۸۱ ۶ SC۷۰۹
۵ ۶۳/۸ ۲۰ TW۶۰۰
۶ ۵۳/۳۱ ۱۳ OH۴۳/۱- ۴۲
۷ ۳۹/۹ ۴ K۱۲۶۳/۲-۱
۸ ۳۹/۰ ۱۰ KSC۳۰۲
۹ ۳۹/۰ ۶ TVA۹۲۶
۱۰ ۳۹/۰ ۱۴ OSSK۴۹۹

اسکوئر کاي آماره آزادي درجه صفات

۴۵/۴۶** ۹ زا جنين کالوس

۵۹/۴۰** ۹ زا جنين غير کالوس

ژنوتيپ در زا و غيرجنين زا جنين كال توليد صفت تجزيه واريانس نتايج - ۱ جدول

احتمال ٪۱ سطح در د ار ** معني

واليس كروسكال- باآزمون ناپارامتري جنيني زا توليد كالوس درصد از نظر ژنوتيپها رتبه -۲ جدول

است گرديده كشت ديش پتري جنين در هر ۱۰ گرفته شده و تكرار در نظر يك عنوان به ديش هرپتري
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نتايج ميباشد . كشت زمان د ر زيگوتي نارس جنين اندازه ديگر مهم عامل
كال ۲ميليمتر نارس بزرگتر از جنينهاي كه نشان داده است قبلي تحقيقات
ــاقهچه س و ــهچه توليد ريش يافتن تمايز بهدليل و اغلب ند ارند ــي مطلوبي زاي
صورتي دارند ، در گياه تشكيل و مستقيم زايي اند ام به زيادي تمايل مينمايند و
توليد بهخوبي ۱-الف) شكل ميليمتر( الي۵/ ۱ ۱ اندازه با كوچك جنين هاي كه
معتقدند نيز و(۳) Greenو Armstrong مينمايند(شكل۱-ب). جنين زا كالوس
نسبت كالوس القاي مرحله در اعتمادتري قابل شاخص عنوان به جنين اندازه كه
تحت جنين سن كه است ذكر علاوه قابل به ميشود. محسوب جنين ــن س به
نارس رشد جنين هاي تابستان معمولاً در اواسط و ــد ميباش ــد رش فصل تاثير
از برتري جنين معيار اندازه بنابراين دارند، تابستان به اواخر نسبت ــريعتري س

مي باشد . ذرت زيگوتي نارس جنين كشت در جنين سن
ــت در كش جنينزايي ــرل ژنتيكي كنت با ارتباط در ــن ــده محققي عقي
اثر اغلب ــه ك بهطوري ــت، ــابه اس مش حدي تا ذرت ــوماتيكي بافتهاي س
،۱ نوع ــكيل كالوس تش با رابطه د ر را ناقص غالبيت حداقل يا ژني غالبيت
يك حداقل محققين ــي برخ ،۲۱ ). بهعلاوه ۱۳ ، ۱۲ ــمرد هاند ( برش ــر مؤث
دخيل ژن فرعي را و دو اصلي ــتاتيك اپيس مغلوب ژن د و برخي و ژن اصلي
بافتهاي ــت كش در ۲ نوع كالوس ــكيل خصوص تش در همچنين ميد انند.

.(۱۲) است اشاره شد ه اصلي ژن يك به نقش ذرت سوماتيكي
ژنوتيپهاي تلاقي ــيله بوس مي تواند جنينزا اينكه القاي كالوس به نظر
نارس هيبريد جنين كشت و پاسخ مطلوب ژنوتيپهاي با با پاسخ دهنده غير
بين نتاج در جنينزا كالوس القاي براي گزينش طريق از يا ــود و ش اصلاح
بنابراين .( ۲۲ ، ۲۱ ، ۲۰ ، ۱۳) يابد بهبود تفرق ــل در نس تلاقي از حاصل
نظر توليد از S۶۱ زودرس تجاري ــرد لاين اينب مطلوب وضعيت به توجه ــا ب
واكنش با ــاي لاينه با لاين اين طريق تلاقي از ــوان ميت جنين زا ــوس كال
نظير ــور كش در تجاري رايج لاينهاي يا ديگر و OH۴۳/۱-۴۲ نظير ضعيف
قابليت ــيد. همچنين بخش را بهبود ژنتيكي خصوصيت اين ،B۷۳و MO۱۷
و انتخاب ــه نژادي ب از طريق ا-د) ــكل ۱ (ش نوع كالوس گياهي از ــي باززاي
A۱۸۸لاين از باززايي قابل جنيني ــاختارهاي س تشكيل است. يافته بهبود
Armstrong تحقيقات در B۷۳× A۱۸۸ و A۶۱۹ × A۱۸۸ ــاي هيبريده و
براي افزايشي ژني بهعلاوه اثرات ــت. اس گرديده ــاهده مش ( ۳ ) همكاران و
از حاكي كه ــود ب ــيدار معن A۱۸۸ × B۷۳ , A۱۸۸ × A۶۱۹ ــاي تلاقيه
به اينكه در توجه با است. باززايي قابل ساختارهاي براي مؤثر بودن انتخاب
غيرتجاري لاين اينبرد از كالوس جنينزا توليد خصوصيت ــي قبل تحقيقات
ــايي شناس لذا ــت، اس انتقال يافته B۷۳ نظير لاين هاي تجاري ــه ب A۱۸۸
عنوان به ميتواند S۶۱ تجاري لاين اينبرد د ر كالوس جنينزا ويژگي توليد
و MO۱۷ در B۷۳ ــر نظي لاينهاي تجاري ــاير نژادي س به در قوتي ــه نقط
نارس جنين كشت حاصل از ۱ نوع كالوس از ــتفاد ه اس گردد. تلقي ــور كش
ميتواند نسبت ژنوتيپ به ــتگي كمتر وابس به دليل انتقال ژن، براي زيگوتي
حاصل زاي كالوس جنين اينكه ــا ــد، كم باش اهميت حائز ۲ نوع كالوس به
بافتهاي ،(۲۴، ۴) گامتي جنين هاي يا (۲۵) زيگوتي ــارس از جنينهاي ن

هستند. ذره اي روش بمباران به انتقال ژن براي مؤثري هدف

گياهي باززايي
محيط جنينزا به كالوس ــكيل از تش ذرت پس زيگوتي نارس جنينهاي
بالغ ــاه گي و گياهچه ــدام، ان ــتند توليد توانس ــي انتقال يافتند و باززاي ــت كش

SC۷۰۹ ژنوتيپ, د ر ۳ باززايي ميزان پژوهش اين در ب). نمايند(شكل۲-الف و
كه نشان داد آماري واريانس تجزيه نتايج گرفت. قرار A۱۸۸, S۶۱ مورد بررسي
سبز گياه باززايي ميزان نظر از معنيداري تفاوتهاي بررسي مورد ژنوتيپهاي
ميانگين با SC۷۰۹) هيبريد ) ۲ ــماره ژنوتيپ ش طوري كه به با يكديگر دارند،
به ــد درص ۱۴/۲۵ ) با S۶۱ ــرد لاين اينب ) ۱ ــماره ژنوتيپ ش و ــد ۳۶/۱۵ درص
داد ند. اختصاص به خود گياهي را كمترين ميزان باززايي و بيشترين ترتيب
توليد كالوس ميزان اينكه ــم S۶۱ عليرغ و ــاهد) A۱۸۸(ش لاينهاي اينبرد
به هيبريد نسبت كمتري باززايي فراواني اما ــتند، داش ــتري بيش جنين زاي

.(۳ دادند (جدول نشان SC۷۰۹
ــن اي ــرايط در ش OH۴۳/۱-۴۲ TVA۹۲۶و ــر نظي ــي ژنوتيپهاي از
تفاوتهاي بر علاوه ميتواند تفاوتها اين ــد. نش باززايي ــبز س گياه آزمايش
طول از اعم متفاوت محيطي شرايط از متأثر بين ژنوتيپ ها، موجود ژنتيكي

كلاس باززايي درصد رتبه ژنوتيپ
A ۳۶/۱۵ ۱ SC۷۰۹

AB ۳۱/۷۵ ۲ A۱۸۸
B ۱۴/۲۵ ۳ S۶۱

ممكن اينكه باشد، كما غيره و كالوسها متفاوت يا اندازه ــن س ــد ، رش فصل
مورد ديگري ــت كش در محيطهاي صورتي كه در همين ژنوتيپ ها ــت اس
نظر به تحقيق اين در ــد. دهن ــان نش را متفاوتي واكنش گيرند، قرار آزمون
نقش جنين زا كالوس توليد نظر از ــا لاينه ارقام و ويژگي ژنتيكي ــد ميرس
اين در شرايط مثال عنوان به مي كند. ايفا عوامل ساير به را نسبت مؤثرتري
نشد ميسر OH۴۳/۴۲-۱ و TVA۹۲۶ از ژنوتيپهاي گياه باززايي آزمايش

كردند  توليد ــهاي۷ (۱۵) ريش كالوس زياد ي ميزان ــور به مذك ــاي . ژنوتيپه
را ــبز س توليد گياه و جنينزايي ــت كالوس قابلي نوع ــن اي .( ۱-ج ــكل (ش
A۶۳۲ لاين ژنوتيپ اينبرد دو در مقايسه (۵) همكاران Bronsema و ندارد.
نارس جنين ــت كش در باززايي و جنين زا كالوس ــكيل تش از نظر A۱۸۸ و
نمود توليد ريشهزا كالوس تنها A۶۳۲ لاين اينبرد كه كردند مشاهده ذرت
رويشي تكثير بنابراين شود. باززايي ــت نتوانس مذكور آزمايش ــرايط ش در و
مورد استفاده اينبرد لاينهاي يا واريتهها ژنتيكي خصوصيات به وابسته نيز
طريق ۲ از به نوع ۱ نوع از كالوس حتي تغيير كه است (۶). شايان ذكر است
۶) محققين قبلي ــد د ر تحقيقات درص ۲ ۶ به از ــاكارز س غلظت كردن كم

است. رسيده اثبات به ( ۲۳،
دارد , ژنوتيپ به ــادي زي ــتگي وابس گياه که باززايي اهميت به توجه با
نظر باززايي از ذرت ژنوتيپ ۲۵ واکنش ارزيابي در (۱) و همکاران ــي صلوات
IL۱۰ و IL۹ اينبرد لاينهاي که کردند نتيجهگيري بالغ, ــت جنين کش از
اصلاحي برنامههاي در ــتفاده اس براي SC۳۰۱و SC۷۰۴ هيبريدهاي و نيز

مي باشند. توصيه در ذرت قابل بافت، کشت به متکي
كالوس ها بين تفاوت مي رسد نظر به زا جنين كالوس نوع دو ارزيابي در
Welter و كه نتايجي ــابه مش ــد، باش نموي مرحله در آنها اختلاف دليل به
موسيلاژي توليد بافت كه كالوسي بهعلاوه نمودهاند . گزارش (۲۶) همكاران

ذرت در ژنوتيپهاي گياهي باززايي ميانگين نتايج مقايسه -۳ جدول

دارند يكد يگر با دار معني آماري اختلاف مشابه غير حروف با كلاسهاي

و... كالزايي به پاسخ مطالعه
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۴۸ و باغباني    در  زراعت

۱۳۸۵ زمستان  شماره ۷۳،

باغباني۴۹ و زراعت  در

حفظ نمايد (۷). زمان طول در را خصوصيات اين تمايل داشت كرد

پاورقيها
1- Caryopses
2- Induction medium
3- Maintenaince
4- Regeneration medium
5- Plantlet promotion
6- Kruskal-Wallis 
7 - Rhizogenic callus
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