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 تحلیل سلسله مراتبی برای ( و استفاده از.Zea mays L) کالوس شکننده ذرت تولید

 انتخاب محیط کشت بهینه

 1پریسا جنوبی و  3علیزادههوشنگ ، 2داریوش داودی ،*1سودابه جعفری

 گروه علوم گیاهیدانشگاه خوارزمی، دانشکده علوم زیستی،  تهران، ،ایران 1

 لوژینانوتکنوبخش تحقیقات پژوهشگاه بیوتکنولوژی کشاورزی ایران،  آموزش و ترویج کشاورزی، سازمان تحقیقات، کرج، ،ایران 2

 گروه زراعت و اصلاح نباتاتپردیس کشاورزی و منابع طبیعی،  کرج، دانشگاه تهران، ،ایران 3

 29/03/1400 تاریخ پذیرش: 21/08/1399 تاریخ دریافت:

 کیدهچ

 نجاما شکننده یانزایکشت کالوس رو با است که معمولاً یاهیگ یهامطالعه سلول احل مهممراز  یکی یسلول ونیسوسپانستولید 

. با بودرت ذ اهیآن در گ یالقا یبرا نهیکشت به طیمحیک کالوس شکننده و انتخاب تولید  قیتحق نیاهدف اصلی  .شودیم

و  اسیداستیکفنوکسیکلرودی 4و  2ون ــممختلف دو هور یهاغلظت چو، با و اسکوگ-موراشیگ هیپا طیدو محی ریارگبک

 انتخاب یارهایعمانجام گرفت. کشت متفاوت(، القای کالوس بر روی ریزنمونۀ رویان بالغ ذرت  طیمح 16)جمعاً  بنزیل آدنین

با  هانیانگیم ۀسیو مقا گیری شدنداندازه ،ییباززا زانیکالوس شکننده، اندازه کالوس، وزن تر کالوس و م یالقا یهاشامل شاخص

 یالقا یبرا بهینۀ متفاوتی یهاطیمحیی، به تنهای انتخاب ارهایاز مع کیهر با در نظر گرفتن  انجام شد.استفاده از آنالیز واریانس 

. شد بکار گرفته یسلسله مراتب لیروش تحلبا در نظرگرفتن تمامی معیارها،  نهیبه طیمحعیین یک تنظور بم. شد یکالوس معرف

 بودند ادیز و اندازه ،، وزنءالقا یهاکه در آن شاخصود بD-4 ,2 لیتردرگرممیلی 1دارای  MS  طیمح ق،یتحق نیدر ا نهیبه طیمح

افزار، کشت سط نرمبرگزیده تو طیدر محها زنمونهیر ،برای ارزیابی و تأیید محیط کشت انتخاب شده. بودکم  ییباززا زانیو م

ه برگزید طیر محد افتهیرشد یهاکالوسپیاپیِ واکشت  بار نیچند شد. رسمخشک کالوس  وزن تر وای نمودار رشد بر شدند و

عنوان ب را یاتبرسلسله م لیتحلروش  تواندهد که مینشان می قیتحق نتایج اینمشاهده نشد.  ییزااندام هاانجام گرفت و در آن

 بکار برد. ذرت کالوس شکننده یالقا برای نهیبه طیانتخاب مح برایاعتماد قابل یریگمیروش تصمیک 

 ییشاخص باززا ،یسلسله مراتب لیتحلروش کالوس شکننده،  ن،یریذرت ش: های کلیدیواژه

 sudabe.jafari@gmail.com الکترونیکی: ، پست09128022585مسئول، تلفن:  نویسنده* 

 مقدمه

یکی از  ، بعنوانگیاهی کشت سلول و بافتامروزه 

به یک صنعت تبدیل  فناوری،زیستدر  متداولابزارهای 

ها را کنند تا محیط کشتشده است و محققین تلاش می

برای اهداف گوناگون از جمله تولید حداکثری 

ازدیادی، تولید گیاهان تراریخته و های ثانویه، ریزمتابولیت

گیاهانی  جملهاز  .(29، 23،6، 5، 4د )سازی کننغیره بهینه

غلات هستند که  ،ها مورد توجه استکه کشت بافت آن

گیرند. بعنوان غذای انسان و دام مورد استفاده قرار می

 اصلاح نباتات، غلات بیشتر بمنظور مطالعات بافتکشت 

از آنجا که . (3) شودمهندسی ژنتیک و تراریختی انجام می

 دهند،الوس تشکیل میک کندیها به ایلپهتکهای نمونهریز

های استفاده از اندامکه  اندپیشنهاد کرده قینقمحبرخی 

گره( میان یا ها )برای مثال رویان نابالغایلپهنابالغ تک

 .(8را تسریع کند ) تولید کالوس تواندنمونه میبعنوان ریز
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از نظر اهمیت  ت کهذرت اس ،غلات بسیار مهم یکی از

سومین غله بعد از گندم و برنج و در مطالعات ژنتیکی و 

 ،ساسا. بر این (28) مدل استگیاه  ، یکزیستیمحیط

مطالعات متعددی در مورد کشت بافت این گیاه انجام شده 

با توجه به اهمیت ذرت  .(26، 22، 21، 14، 12، 1) تاس

نیاز است تا تحقیقات بیشتری در مورد کشت بافت آن 

 انجام شود.

اند مطالعات متعددی که تاکنون انجام شده است، نشان داده

عوامل گوناگونی در کشت بافت و تولید کالوس تأثیرگذار 

مطالعه بود اند. از عوامل تأثیرگذار، رقم گیاه مورد بوده

کاررفته نیز دارای اهمیت ب(. همچنین، قطعه ریزنمونه 25)

ای بود. اهمیت قطعه ریزنمونه در تحقیقی در مورد گونه

(. در مطالعه اومر و همکاران 31سیر بخوبی نشان داده شد )

طوریکه ب( نیز اهمیت نوع قطعه ریزنمونه مشخص شد؛ 20)

ایسه با های حاصل از رویان ذرت در مقریزنمونه

ای کمتر باعث القای کالوس ی و ساقههای برگریزنمونه

توانست در تمایززدایی ریزنمونه شدند. مرحله نموّی نیز می

( 13ذرت تأثیر داشته باشد. در تحقیق خوآرز و همکاران )

روز پس  15بالغ ذرت )نشان داده شد که ریزنمونه رویان نا

حاصل از رویان  افشانی( در مقایسه با ریزنمونهاز گرده

هایی است که RNAبالغ، دارای الگوی متفاوتی از تجمع 

در القای کالوس رویانزا نقش دارند. از دیگر عوامل 

(. 26های رشد بود )کنندهتأثیرگذار نوع و مقدار تنظیم

 2-10( تأثیر غلظت اکسین )7ارکویونسو و همکاران )

 ,2) اسیداستیکسیفنوککلرودی  4و  2لیتر از درگرممیلی

4-D بر القای کالوس دو رقم ذرت را بررسی کردند. در ))

مطالعه اخیر بیشترین مقدار کالوس رویانزا مربوط به رقم 

بود.  D-4 ,2 لیتردرگرممیلی 6سافاک در محیط دارای 

-4 ,2ذرت با  ژن 7525( القای 5همچنین دو و همکاران )

D ها به ابیان یکی از این ژنو القاء و تکثیر کالوس را با فر

را  است، یسیرونو عوامل از که ZmBBM2نام 

توانست از عوامل کردند. غلظت اکسین نیز میگزارش

 3های گذار بر اندازه کالوس باشد. در تحقیقی غلظتتأثیر

باعث افزایش اندازه کالوس دو    D-4 ,2لیتردرگرممیلی 5و 

ر سیتوکینین را نیز در (. تحقیقات دیگر اث2رقم برنج شد )

( 5(. برای مثال دو وهمکاران )9القای کالوس نشان داد )

که برای القای کالوس ذرت از نشان دادند حتی زمانی

های مسیر تولید سیتوکینین خارجی استفاده نشد، ژن

 سیتوکینین افزایش بیان داشتند. 

همانطور که اشاره شد کشت بافت گیاهان با اهداف 

ها با گیرد و بسته به هدف، محیط کشتمیمختلف صورت 

های گیرد و شاخصترکیبات مختلف مورد آزمون قرار می

شود. بسیار مهم است که بتوان از گیری میمختلف اندازه

کرد که محیط بهینه برای گیریهای بسیار، تصمیممیان داده

گیری افزارهای تصمیمکشت کدام است. در این زمینه نرم

کننده باشند. از میان نرم افزارهای کمکتوانند می

ها که بر اساس روش تحلیل سلسله گیری، آنتصمیم

طراحی  (Analytic Hierarchy Process =AHPمراتبی )

نرم افزارها با از این  اند بسیار مناسب هستند. برخیشده

 وکاربردهای مدیریتی  ها دراستفاده از آن که AHP سیستم

گیری اول است، در زمینه تصمیم( متد11) محیط زیستی

 AHPروش .توانند استفاده شوندانتخاب محیط کشت می

( ابداع شد، براساس یک مدل ریاضی 24که توسط ساتی )

کند. در این روش، و با لحاظ کردن نظر کاربر عمل می

گیری اعمال نظر کند و تواند در روند تصمیممحقق می

أثیر خواهد نظراتش بصورت کمّی در قضاوت نهایی ت

بطور خلاصه شامل چند مرحله است:  AHPداشت. فرایند

شود گیری میای که در مورد آن تصمیم( تعریف مسأله1

گیری )معیارها و ( ایجاد سلسله مراتب تصمیم2)هدف(؛ 

( 4ها؛ آوری اطلاعات مربوط به گزینه( جمع3ها(؛ گزینه

به دوی های دو ( مقایسه5تخمین وزن هر یک از معیارها؛ 

( محاسبه درجۀ سازگاری 6ها با توجه به معیارها و گزینه

(. در آخرین مرحلۀ این رویکرد، 10قضاوت )

های مورد های عددی برای هر کدام از گزینهارجحیت

شود. این اعداد توانایی نسبی گیری محاسبه میتصمیم

دهد گیری نشان میگزینه را برای رسیدن به هدف تصمیم
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برای انتخاب شده اصلاحAHP ده از روشاستفا(. 24)

 و نصیریتوسط  و نگهداری کالوس قبلاً ءمحیط القا

( در مورد گیاه سرخدار انجام شده است. 19همکاران )

ها کارایی روش ارایه شده را برای انتخاب محیط آن

نگهداری کالوس با حداکثر تولید متابولیت ثانویه گزارش 

 دادند.

های از ابزارهای مطالعه سلولسوسپانسیون سلولی یکی 

 از کشت کالوس رویانزای شکننده معمولاًکه  گیاهی است

های کاربردی نیز ( و در بسیاری از برنامه18) شودایجاد می

 ،وسدر فرایند القای کالاما  گیردمورد استفاده قرار می

شکننده  یانزا یا غیر رویانزا،واحتمال ایجاد انواع کالوس )ر

ابی (. هدف این تحقیق دستی9) ..( وجود داردیا فشرده و .

به کالوس رویانزای شکننده و انتخاب محیط کشت بهینه 

 AHPبرای القای کالوس در گیاه ذرت شیرین با استفاده از 

 بود.

 مواد و روشها

از آنجا که ایجاد کالوس شکننده در ذرت  مواد گیاهی:

 سه رقمهای در ابتدا دانه(، 25) بسته به رقم متغیر است

)ذرت  KSC403و KORDONA، KSC407ذرت شامل 

 ازهای این ارقام برای آزمایش انتخاب شد. دانهشیرین( 

 نهال و بذر تهیه شد. و اصلاح سسه تحقیقات مؤ

و شیر ها با آب ابتدا دانه :نمونهریز ۀتهیکشت بذر و 

شستشو شد. سپس به و آب سپس با یک قطره دترجنت 

درصد  10هیپوکلریت تجاری  سدیممدت ده دقیقه در 

پنج بار  ،با آب مقطر استریل دقرار داده شد و بع حجمی

ها با قرار رطوبت سطح دانه ،آبکشی شد. در شرایط استریل

پس از گرفته شد. استریل ن کُکدادن آنها روی کاغذ خش

محیطی متشکل  حاویی یهاها درون لوله آزمایشدانهآن، 

محیط و قرارگرفت. لیتر( ردگرم 8) از آب مقطر و آگار

های آزمایش قبل از استفاده اتوکلاو شده بودند. لوله

به مدت دو شد و ها با استفاده از پارافیلم بسته لوله ورودی

در ساعت  16روزانه ، روز 10روز در تاریکی و سپس 

درجه  25در دمای و تاریکی در ساعت  8روشنایی و 

های رشد هجوان های مختلفقرارگرفت. از بخشسلسیوس 

 نمونه تهیه شد.)برگ، ساقه و ریشه( ریز یافته

ها دانه ،نمونهبمنظور استفاده از رویان بالغ بعنوان ریز 

 گیری وآب رایبترتیبی که در بالا گفته شد ضدعفونی و ب

در تاریکی درجه سلسیوس  4دو روز در دمای  ،نرم شدن

 د لومیناردر زیر هو درون آب مقطر استریل نگهداری شد.

 عاترویان بالغ جدا و به قط ،با استفاده از تیغ اسکالپل

تر برش داده شد و روی محیط کشت قرار گرفت. کوچک

 (MSسکوگ )ا-موراشیگ ابتدا با استفاده از محیط پایه

 لوسبرآورد شد کدام ژنوتیپ قابلیت بیشتری برای تولید کا

ش( ری دی)پت تکرار 5قطعات ریزنمونه از سه رقم با  دارد.

درجه سلسیوس  25تاریکی و دمای ریزنمونه در  5حاوی 

دهی ها از نظر کالوسروز ریزنمونه 10قرار گرفت. پس از 

ب مورد ارزیابی قرارگرفت و قطعه ریزنمونه مناسب انتخا

مورد نظر در سه رقم مورد  ریزنمونهوضعیت  ،شد. سپس

 و رشد کالوس در آن ءبررسی قرارگرفت و رقمی که القا

 تر بود برای این تحقیق انتخاب شد.سریع

چو  و MS حیط پایهدو م  ت القای کالوس:محیط کش

(N6)  آگار و  لیتردرگرم 6ساکارز و  لیتردرگرم 30به اضافه

 ,2 از هورمون لیتردرگرممیلی 3 و 2، 1صفر،  غلظتچهار 

4-D بنزیل آدنین  لیتردرگرممیلی 05/0 و دو غلظت صفر و

(BA ).با  (1کشت )شکل  محیط 16 ترتیببدین آماده شد

در تاریکی ریزنمونه تهیه شد و  10هرکدام دارای تکرار  5

یک سه روز و هر  قرار گرفتنددرجه سلسیوس  25و دمای 

. پس از دو هفته ندها بررسی شدوضعیت ریزنمونهبار 

 CII= Callus Induction Index القای کالوس هایشاخص

، اندازه  CWI= Callus Weight Index وزن کالوس، 

 =RI و باززایی،  CSI= Callus Size Indexس کالو

Regeneration Index  ند:محاسبه شد، بترتیب زیر 

100×= CII 
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100×= CWI 

100×= CSI 

100×= RI 

ل تعداد ک cN، های وزن شدهتعداد کالوس Nها که در آن

تعداد  rN، هانمونهتعداد کل ریز eN ،شده ءهای القاکالوس

 اندازه  iCSو  وزن تر یا خشک کالوس iCW، هاباززایی

 ها است.کالوس

نج پآزمایش در قالب طرح کاملاً تصادفی با  بررسی آماری:

مقایسه  ( وANOVA) تکرار انجام شد. تجزیه واریانس

زار مودار با استفاده از نرم افها و رسم نهای دادهمیانگین

SPSS ver.18  ترتیب که ابتدا با تجزیهانجام گرفت. بدین 

بررسی شد.  (P< 05/0دار ) واریانس وجود اختلاف معنی

سپس با استفاده از آزمون دانکن مشخص شد اختلاف 

 ها وجود داشت. دار بین میانگین کدام دادهمعنی

تصویربرداری : هاسنجی کالوسشناسی و ریختریخت

، CII ،CSI ،RIدقیق برای سنجش معیارهایی همچون 

انجام ها تغییرات اندازه، رنگ و ظاهر ریزنمونه و کالوس

 Image Tool ver.3شد. برای آنالیز تصویرها از نرم افزار

ها با استفاده از فولوژی کالوسرمواستفاده شد. 

استریومیکروسکوپ مورد بررسی قرار گرفت و نوع آن 

 مشخص شد. 

 Expertبا استفاده از نرم افزار روش تحلیل سلسله مراتبی:

Choice ver.11   با روش تحلیل سلسله مراتبی محیط

کشت بهینه انتخاب شد. برای این منظور ابتدا درخت 

 ،CII، CWI) شامل هدف و معیارها( 1)شکل گیری تصمیم

CSI ،RI ر افزاو شکننده و رویانزا بودن کالوس( در نرم

طبق دستورالعمل تعریف شد. شکننده و رویانزا بودن 

در نظر گرفته شد.  CII کالوس بصورت زیرشاخه برای

 9تا  1بر اساس مقیاس ساتی )معیارها  رجحیتاهمیت و ا

العاده زیاد برای اهمیت فوق 9برای اهمیت یکسان و  1که 

در این (. 24) مشخص شداست( برای مقایسه دو به دو 

کالوس شکننده از همه بیشتر و باززایی از  تحقیق اهمیت

 1)شکل  محیط کشت 16ها شامل همه کمتر بود. گزینه

اند، در نامگذاری شده M16تا  M1که از  سمت راست(

های هر یک افزار تعریف شد و دادهبرای نرم سلسله مراتب

اهمیت مقادیر هر ر اساس معیار مورد بررسی وارد شد. ب

ی در نظر گرفته شد. برای مثال، معیار بصورت تابع خط

برای معیار باززایی، در هدف مورد نظر مقدار کمینه 

پس از بیشترین و مقدار بیشینه کمترین اهمیت را داشت. 

نتایج بصورت  AHPدو به دو بر اساس روش ۀمقایس

 گرافیکی و عددی گزارش شد.

 بررسی رشد کالوس شکننده در محیط کشت برگزیده:

ریزنمونه در یط بهینه القای کالوس، پس از انتخاب مح

رشد  ایطی یک دوره دو هفته محیط برگزیده کشت شد و

 6لیتر محیط حاوی آگار میلی 15های القاء شده در کالوس

مودار رشد کالوس بر اساس نلیتر بررسی و درگرم

مورفولوژی  .(27) گیری وزن تر و خشک ترسیم شداندازه

واکشت  8 دار شدن طیها از نظر باززایی و ریشهکالوس

 در محیط برگزیده با و بدون آگار بررسی شد.ماهانه 

 نتایج

نمونه رویان بالغ در بین دیگر قطعات مورد قطعه ریز

 ، بیشترذرت هایجوانهاستفاده )برگ، ساقه و ریشه( از 

 جوانه قطعات اکثر .(1)جدول  کالوس شد موفق به تولید

و ایجاد زخم در آنها برای القای  نکردندتولید کالوس 

از  ای شدن محل خراش شد.منجر به قهوه کالوس صرفاً

 وهای شکننده رویانزا ریزنمونه رویان بالغ انواع کالوس

های ایجاد شد. همچنین باززایی ب( الف و 2 )شکل فشرده

از بین سه رقم مورد  م مشاهده شد.مستقیم و غیرمستقی

القای کالوس  (ذرت شیرین) KSC 403م ــدر رق ،بررسی

و ریزنمونه رویان بالغ بیشتر برای تولید  تر بودسریع

ها از بنابراین در ادامه آزمایش .(1کالوس القاء شد )جدول

 نمونه استفاده شد.رویان بالغ ذرت شیرین بعنوان ریز
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لید کالوس از قطعات مختلف ریزنمونه و سه ومقدار کیفی ت -1جدول

 MSرقم ذرت در ارزیابی اولیه در محیط کشت پایه

ریزنمونه 

 رویان بالغ

ریزنمونه 

 ریشه

ریزنمونه 

 ساقه

ریزنمونه 

 برگ
 رقم

 Kordona کم کم کم متوسط

 KSC متوسط کم کم زیاد

403 

 KSC کم کم کم متوسط

704 
 

های القای کالوس، شاخص هایآنالیز واریانس میانگین داده

( را در P< 05/0داری )اندازه، وزن و باززایی، تفاوت معنی

نمودار شاخص القای کالوس  3محیط نشان داد. شکل  16

دهد. طبق آزمون محیط مورد بررسی نشان می 16را برای 

دار با های دارای حروف مشابه، تفاوت معنیدانکن، ستون

 M12و  M4در محیط یکدیگر ندارند. بر این اساس، 

کمترین  M9و M1بیشترین القای کالوس و در محیط پایه

های هرحال، کالوسبه القای کالوس صورت گرفته است.

مدتی باززا شدند )شکل  بعد از M12رشد یافته در محیط 

  M4های شکننده رشد یافته در محیط ج( و اکثر کالوس2

که در  د( شدند. همانطور2دار )شکل بعد از مدتی ریشه

ترین میانگین اندازه کالوس در بزرگ نشان داده شده 4شکل

ایجاد شده   M8و کمترین این مقدار در محیط   M2محیط 

از نظر القای کالوس   M4باوجود اینکه محیط  است.

های رشـد یافته در آن از مناسب بود، اما اندازه کالوس

 ها کمتر بود.برخی محیط

 

 
اند. ذاری شدهنامگ M16تا  M1ها از گیری برای انتخاب محیط بهینه برای تولید کالوس شکننده ذرت. محیط کشتیمسلسله مراتب تصم -1شکل

 لیتر است.درگرمها بر اساس میلیغلظت هورمون
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، ج( M3فشرده در محیط ، ب( کالوس M2یانزا در محیط رویان بالغ ذرت .الف( کالوس شکننده رو نمونههای حاصل از ریزنواع کالوسا -2شکل

 : ریشه.rنما، : رویانe: کالوس، M4 .c دار در محیطو د( کالوس ریشه M12کالوس باززا شده در محیط 

 

داری معنی هـا تفــاوتمقایسـه میانگین وزن تر کالوس

(05/0 >Pرا در بین محیط ) های مورد مطالعه نشان داد

های ه محیط(. بر این اساس بیشترین وزن مربوط ب5)شکل

M6،M2   وM5 ها مربوط به و کمترین وزن کالوس

(. در مورد وزن 5بود )شکل M9 و M12 ،M16های محیط

 تر کالوس نتایج آزمون دانکن تا حدی نشان داد که وزن تر

های پایه نسبت به محیط MSهای پایه ها در محیطکالوس

N6  بیشتر است. در تحقیق حاضر ایجاد باززایی مورد نظر

نبود و در نتیجه، محیطی که کمترین میزان باززایی را 

که بیشترین  دهدمینشان 6تر بود.  شکل داشت مناسب

و کمترین مقدار این شاخص در  M15شاخص باززایی در 

 بدست آمد.   M4محیط 

ای حساسیت دینامیک )چپ( گراف میله 7شکل 

(Dynamic Sensitivity )دهد که ارجحیت و را نشان می

مشخص  AHPمیت معیارها را در سلسله مراتب روشاه

است. بر این اساس مقدار اهمیت شاخص القای کرده

( و اهمیت شاخص %4/44کالوس شکننده از بقیه بیشتر )

( است. اهمیت شاخص اندازه %5/3باززایی از همه کمتر )

 02/0است. مقدار ناسازگاری،  %1/26و وزن کالوس برابر 

 7نده صحت قضاوت است. شکل دهمحاسبه شد که نشان
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ها را با توجه به معیارها نشان )راست( ارجحیت محیط

( برای %17.3دهد. بر این اساس بیشترین ارجحیت )می

محیط، این  16ثبت شد و در نتیجه از بین  M2محیط 

 محیط برای القای کالوس شکننده انتخاب شد. 

 

 

.  حروف BAو  D-4 ,2های دارای مقادیر ترکیبی متفاوت از هومورن  N6و  MSهای پایهیطلقای کالوس در محنمودار میانگین شاخص ا -3شکل

 نکن است.(  طبق آزمون داP< 05/0دار ) دهنده وجود تفاوت معنیغیرمشابه نشان

 

است.  M10وM8 های و کمترین میانگین در محیط M2مودار میانگین شاخص اندازه کالوس. بیشترین میانگین اندازه کالوس در محیط ن -4شکل

 انکن است.د(  طبق آزمون P< 05/0دار )دهنده وجود تفاوت معنیحروف غیرمشابه نشان
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است.  M9و  M12های و کمترین وزن در محیط M15و  M6 ،M2 ،M5های مودار میانگین وزن تر کالوس. بیشترین میانگین وزن در محیطن -5شکل

 انکن است. د(  طبق آزمون P< 05/0دار )دهنده وجود تفاوت معنیبه نشانحروف غیرمشا

 
وف غیرمشابه است. حر M15و بیشترین باززایی  M4اخص باززایی مستقیم و غیرمستقیم ریزنمونه رویان بالغ ذرت شیرین. کمترین باززایی ش -6شکل

 ست.(  طبق آزمون دانکن اP< 05/0دار )دهنده وجود تفاوت معنینشان

 

در بر مبنای وزن تر و خشک کالوس  نمودار رشد 8شکل 

دهد. را نشان می( M2افزار )برگزیده توسط نرم محیط

 دهد از روز اول تا هفتمشکل نشان می این همانطور که

از روز هفتم تا  ( وLag phase )فاز تاخیر رشد اولیه مرحله

 Log  لگاریتمی )فاز تصاعدی صورت بیازدهم رشد 

phase) رشد در روز یازدهم است.  است و بیشترین مقدار
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)ابتدای  رشد ثابت مانده است از روز یازدهم به بعد نمودار

های شکننده طی هشت واکشت ماهیانه کالوس. فاز سکون(

ها مشاهده نشد در زایی در کالوس، اندامM2در محیط 

های شکننده رشد یافته در که برای مثال، کالوسحالی

( پس از M4) D-4 ,2 رای مقادیر بیشتر از هورمونمحیط دا

های های رشد یافته در محیطدار و کالوسدو واکشت ریشه

N6 (M9  تاM16باززا شدند. این نتایج نشان ) دهنده

برای انتخاب محیط کشت بهینه کالوس  AHPکارایی روش

  شکننده ذرت بود.

 

 
معیارها و در  ای در سمت چپ اهمیت و الویتگراف میله  -7شکل 

 دهد؛ها با توجه به معیارها را نشان میسمت راست ارجحیت محیط

 Expert Choiceافزار رسم شده توسط نرم

 

 حث ب

ن زایی گیاهابرخی مطالعات تأثیرنوع ریزنمونه را بر کالوس

ین تحقیق نیز انتایج  (.30 ،20 ،17اند )کردهمختلف بررسی 

س الوزنمونه برای ایجاد کشان داد علاوه بر رقم، قطعه رین

 شکننده در ذرت اهمیت دارد.

 
 در محیطوس بر مبنای وزن تر و خشک کال رشد منحنی -8شکل

 (M2برگزیده )

در این تحقیق، قطعات ریزنمونه رویان بالغ بیش از دیگر 

قطعات )برگ، ساقه و ریشه( در ایجاد کالوس کارآمدی 

( 20اران)که در مطالعه اومر و همکداشتند، در حالی

های نمونههای حاصل از رویان در مقایسه با ریزنمونهریز

ای، کمتر باعث القای کالوس شده بودند که برگی و ساقه

توان این اختلاف را به عواملی از جمله تفاوت در می

های ذرت مورد مطالعه نسبت داد. نتایج این مطالعه رقم

رشد مثل  هایهکنندهمچنین نشان داد که مقدار تنظیم

ها حائز اهمیت اکسین در میزان القای کالوس از ریزنمونه

های دارای طوریکه القای کالوس در محیطببوده است 

( D-4 ,2 تریلبرگرمیلیم 3بالاترین میزان هورمون اکسین )

( بیشترین 7بیشتر بود. در تحقیق ارکویونسو و همکاران )

 ,2 تریلردگرمیلیم 6دارای  MSمقدار کالوس در محیط پایه 

4-D ( در محیط با 20و در تحقیق اومر و همکاران ،)2 

نمونه رویان بالغ ایجاد شد. از ریز  D-4 ,2 لیتردرگرممیلی

رسد غلظت بالای اکسین مورد استفاده، حال، بنظر میهربه

(، موجب 26اند )همانطور که برخی تحقیقات نشان داده

مورد نظر نبود، شد.  این تحقیق ها، که درزایی کالوساندام

 بعد از  M12های رشد یافته در محیطدر این تحقیق کالوس

های شکننده رشد یافته در مدتی باززا شدند و اکثر کالوس
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دار شدند. بر اساس نتایج بعد از مدتی ریشه M4محیط 

 3های رشد یافته در محیط دارای آمده بیشتر کالوسدستب

که شاخص القای بالایی داشتند از   D-4 ,2تریلردگرمیلیم

نظر اندازه کوچک بودند. نتایج تحقیق حاضر روند ارتباطی 

افزایشی اندازه کالوس را با افزایش مقدار اکسین که در 

زایی برنج ( در مطالعه کالوس2پژوهش باربوسا و جیرالدو )

نیز مشاهده شده بود، نشان نداد. مقایسه میانگین وزن تر 

ها را ( بین محیطP< 05/0دار ) معنی تفاوت هاکالوس

علاوه بر   بود. M6نشان داد و بیشترین وزن تر در محیط 

( BAهایی که از هورمون سیتوکینین )این در بیشتر محیط

ها بیشتر بود. این نتیجه استفاده شد، میانگین وزن کالوس

( تأثیر سیتوکینین خارجی را 9مانند نتایج دیگر مطالعات )

زایی نشان داد. با توجه به نقش ژنتیک در روند کالوسبر 

ها بر بیان ( و تأثیر هورمون15زایی ذرت )توان کالوس

های هورمونی مورد استفاده در رسد غلظتها، بنظر میژن

های دخیل در باززایی کالوس ذرت این تحقیق بر بیان ژن

تأثیر داشته است و باید تحقیقات بیشتری در سطح 

انجام شود. در مورد شاخص باززایی چندین  مولکولی

محیط در گروه کمترین مقدار باززایی قرار گرفتند و 

انتخاب صرفا بر اساس کمترین شاخص باززایی به سهولت 

میسر نبود. مقدار شاخص باززایی براساس باززایی مستقیم 

های و غیرمستقیم بود، اما مشهود بود که میزان باززایی

 N6نمونه رویان بالغ، در محیط پایهرشد ریزمستقیم یا ادامه 

( که از 16وانان و همکاران )بیشتر بود. در مطالعۀ مانی 

برای القای کالوس رویانزا برای پنج ژنوتیپ   N6محیط پایه

 D-4 ,2لیتر درگرممیلی 2ذرت استفاده کردند، محیط دارای 

بیشترین درصد القای کالوس را داشت. نتایج تحقیق حاضر 

را برای مطالعاتی با هدف   N6نیز کارایی محیط پایه

باززایی کالوس ذرت نشان داد. درمجموع، انتخاب براساس 

شد ای متفاوت منجر هرکدام از معیارها به تنهایی به نتیجه

گیری و انتخاب محیط بهینه از و در نتیجه برای تصمیم

استفاده شد. بر این اساس بیشترین ارجحیت  AHPروش

افزار محاسبه شد و در توسط نرم  M2( برای محیط17.3%)

محیط، این محیط برای القای کالوس  16نتیجه از بین 

های شکننده انتخاب شد. طی هشت واکشت ماهیانه کالوس

ها مشاهده زایی در کالوسشکننده در محیط برگزیده، اندام

برای  AHPنتایج کلی این تحقیق کارایی روش .نشد

بهینه کالوس شکننده ذرت را نشان  انتخاب محیط کشت

های بیشتر برای بررسی سایر عوامل داد. انجام پژوهش

 شود.زایی ذرت پیشنهاد میمؤثر در کالوس

 گیرینتیجه

نمونه بعنوان ریز شیرین در این تحقیق رویان بالغ ذرت

از آنجاکه انتخاب شد.  شکننده برای القای کالوسمناسب 

الوس شکننده براساس انتخاب محیط کشت القای ک

کالوس شکننده، اندازه کالوس، وزن تر  یالقا یهاشاخص

شد، از های متفاوت منجر به نتیجه ییباززا زانیکالوس و م

برای انتخاب محیط بهینه برای القای کالوس با  AHPروش 

مشخصات مورد نظر استفاده شد. رشد و مورفولوژی 

نتایج ها در محیط برگزیده بررسی و صحت کالوس

نتایج این تحقیق کارایی استفاده از تأیید شد.  AHPروش

در انتخاب محیط  AHPگیری با روشافزارهای تصمیمنرم

یید أت کشت بافت گیاهی را کشت برای اهداف گوناگون

 کند.می

 سپاسگزاری

از گروه زراعت و اصلاح نباتات دانشگاه تهران در کرج 

انه سپاسگزاری برای همکاری در انجام این تحقیق صمیم

 شود.می
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mediumculture analytic hierarchy process to select an optimum  
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Abstract 

Preparation of cell suspension is an important step in the study of plant cells which is 

often done by the culture of friable embryogenic callus. The primary objective of this 

research was to produce friable callus and to determine an optimum culture medium for 

the induction of friable callus in maize plant. Using two basic media, Murashige-Skoog 

and Chu, with different concentrations of 2, 4 Dichlorophenoxyacetic acid and Benzyl 

adenine hormones (overall 16 different culture media), callus induction was performed 

on maize mature embryo explants. Selection criteria including high friable callus 

induction index, high callus size index, high callus fresh weight index, and low 

regeneration index were measured, and the mean values were compared using analysis 

of variance. Considering each of these selection criteria alone, different optimum media 

for callus induction were introduced. In order to determine one optimum medium 

considering all the criteria, the analytical hierarchy method was utilized. The optimum 

medium in this study was MS supplemented with 1 mg/L 2, 4-D wherein the induction, 

weight, and size indices were high, and the regeneration index was low. In order to 

evaluate and verify the selected medium, the explants were cultivated in in silico- 

selected medium and the growth curves were plotted for callus fresh and dry weights. 

Several successive subculturing of the callus was performed on the selected medium 

wherein no regeneration was observed. The results suggested the analytical hierarchy 

approach can be used as a reliable decision-making method for optimum-medium 

selection for inducing maize friable callus. 

Key words: Sweet maize, Friable callus, Analytical hierarchy method, Regeneration index 
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