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تحليل سلسله مراتبي براي  و استفاده از) .Zea mays L( كالوس شكننده ذرت توليد
 انتخاب محيط كشت بهينه

  1پريسا جنوبي و  3عليزادههوشنگ ، 2داريوش داودي ،*1سودابه جعفري

 گروه علوم گياهيدانشكده علوم زيستي،  دانشگاه خوارزمي، تهران، ،ايران 1

 نانوتكنولوژيبخش تحقيقات لوژي كشاورزي ايران، ژوهشگاه بيوتكنوپ سازمان تحقيقات، آموزش و ترويج كشاورزي، كرج، ،ايران 2

  گروه زراعت و اصلاح نباتات رزي و منابع طبيعي،پرديس كشاو دانشگاه تهران،كرج،  ،ايران 3

  29/03/1400 :تاريخ پذيرش  21/08/1399 :تاريخ دريافت

 كيدهچ

 نجامشكننده ا يانزايكشت كالوس رو با است كه معمولاً ياهيگ يها مطالعه سلول مهممراحل از  يكي يسلول ونيسوسپانستوليد 
با . بودذرت  اهيآن در گ يالقا يبرا نهيكشت به طيمحيك كالوس شكننده و انتخاب توليد  قيتحق نياهدف اصلي  .شود يم
و  اسيد يكاست فنوكسي لروك دي  4 و   2ون ــمختلف دو هورم يها غلظت چو، با و اسكوگ-موراشيگ هيپا طيدو محي ريارگبك 

انتخاب  يارهايمع. انجام گرفت، القاي كالوس بر روي ريزنمونة رويان بالغ ذرت )كشت متفاوت طيمح 16جمعاً ( بنزيل آدنين
با  ها نيانگيم ةسيو مقا گيري شدند اندازه ،ييباززا زانيكالوس شكننده، اندازه كالوس، وزن تر كالوس و م يالقا يها شامل شاخص

 يالقا يبرا بهينة متفاوتي هايطيمحيي، به تنهاي انتخاب ارهاياز مع كيهر با در نظر گرفتن  .انجام شدز آناليز واريانس فاده ااست
. كار گرفته شدب يسلسله مراتب ليروش تحلبا در نظرگرفتن تمامي معيارها،  نهيبه طيمحعيين يك تنظور بم . شد يكالوس معرف

 بودند اديز و اندازه ،، وزنءالقا يها كه در آن شاخصبود D-4 ,2 ليتر در گرم ميلي 1داراي  MS  طيمح ق،يتحق نيدر ا نهيبه طيمح
افزار، كشت  برگزيده توسط نرم طيدر محها  زنمونهير ،كشت انتخاب شدهبراي ارزيابي و تأييد محيط . بودكم  ييباززا زانيو م

برگزيده  طيدر مح افتهيرشد يها كالوسپياپيِ واكشت  بار نيچند .دش رسموزن تر و خشك كالوس اي نمودار رشد بر شدند و
عنوان ب را ياتبسلسله مر ليتحلروش  توان ميدهد كه  نشان مي قيتحق نتايج اين. مشاهده نشد ييزا اندام ها انجام گرفت و در آن

  .كار بردب رتذ كالوس شكننده يالقا براي نهيبه طيانتخاب مح براياعتماد  قابل يريگ ميروش تصميك 

  ييشاخص باززا ،يسلسله مراتب ليتحلروش كالوس شكننده،  ن،يريذرت ش: هاي كليدي واژه

    sudabe.jafari@gmail.com :الكترونيكي ، پست09128022585: مسئول، تلفن نويسنده* 

  مقدمه
يكي از  عنوان، بكشت سلول و بافت گياهيامروزه 

به يك صنعت تبديل  فناوري،زيستدر  متداولابزارهاي 
ها را  كنند تا محيط كشت شده است و محققين تلاش مي

براي اهداف گوناگون از جمله توليد حداكثري 
ازديادي، توليد گياهان تراريخته و  هاي ثانويه، ريز متابوليت
گياهاني  جملهاز  .)29، 23،6 ، 5، 4(د سازي كنن غيره بهينه

ت هستند كه غلا ،ها مورد توجه است كه كشت بافت آن

. گيرند عنوان غذاي انسان و دام مورد استفاده قرار ميب
 اصلاح نباتات، منظور مطالعاتغلات بيشتر ب بافتكشت 

از آنجا كه . )3( شود مهندسي ژنتيك و تراريختي انجام مي
 دهند، ل ميكالوس تشكي كنديها به  اي لپه تكهاي   نمونه ريز

هاي  استفاده از اندامكه  اند پيشنهاد كرده قينقمحبرخي 
) گره ميان يا براي مثال رويان نابالغ(ها  اي لپه نابالغ تك

 .)8(را تسريع كند  توليد كالوس تواند نمونه مي عنوان ريزب
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از نظر اهميت  ت كهذرت اس ،ار مهميكي از غلات بسي
غله بعد از گندم و برنج و در مطالعات ژنتيكي و سومين 
 ،ساسابر اين . )28( مدل استگياه  ، يكزيستي محيط

مطالعات متعددي در مورد كشت بافت اين گياه انجام شده 
ت با توجه به اهميت ذر .)26، 22، 21 ، 14 ،12، 1( است

نياز است تا تحقيقات بيشتري در مورد كشت بافت آن 
  .انجام شود

اند  مطالعات متعددي كه تاكنون انجام شده است، نشان داده
عوامل گوناگوني در كشت بافت و توليد كالوس تأثيرگذار 

د از عوامل تأثيرگذار، رقم گياه مورد مطالعه بو. اند بوده
كاررفته نيز داراي اهميت ب همچنين، قطعه ريزنمونه ). 25(

اي  د گونهاهميت قطعه ريزنمونه در تحقيقي در مور. بود
در مطالعه اومر و همكاران ). 31(خوبي نشان داده شد سير ب

كه طوريبنيز اهميت نوع قطعه ريزنمونه مشخص شد؛ ) 20(
هاي حاصل از رويان ذرت در مقايسه با  ريزنمونه

 اي كمتر باعث القاي كالوس هاي برگي و ساقه يزنمونهر
يي ريزنمونه توانست در تمايززدا مرحله نموي نيز مي. شدند

) 13(در تحقيق خوآرز و همكاران . ذرت تأثير داشته باشد
روز پس  15(بالغ ذرت  نشان داده شد كه ريزنمونه رويان نا

رويان در مقايسه با ريزنمونه حاصل از ) افشاني از گرده
هايي است كه    RNAبالغ، داراي الگوي متفاوتي از تجمع 

از ديگر عوامل . در القاي كالوس رويانزا نقش دارند
). 26(هاي رشد بود  كننده تأثيرگذار نوع و مقدار تنظيم

 2- 10(تأثير غلظت اكسين ) 7(اركويونسو و همكاران 

 ,2( اسيد استيك فنوكسي كلرو دي   4 و   2ليتر از  در گرم ميلي

4-D ((در . بر القاي كالوس دو رقم ذرت را بررسي كردند
رويانزا مربوط به رقم مطالعه اخير بيشترين مقدار كالوس 

. بود D-4 ,2 ليتر در گرم ميلي 6سافاك در محيط داراي 
-4 ,2ذرت با   ژن 7525القاي ) 5(همچنين دو و همكاران 

D ها به  از اين ژن و القاء و تكثير كالوس را با فرابيان يكي
را  است، يسيرونو عوامل از كه ZmBBM2نام 

ست از عوامل توان غلظت اكسين نيز مي. كردند گزارش
 3هاي   در تحقيقي غلظت. گذار بر اندازه كالوس باشد تأثير

باعث افزايش اندازه كالوس دو    D-4 ,2ليتر در گرم ميلي 5و 
ين را نيز در تحقيقات ديگر اثر سيتوكين). 2(رقم برنج شد 

) 5(براي مثال دو وهمكاران ). 9(القاي كالوس نشان داد 
اي القاي كالوس ذرت از كه بر دادند حتي زماني نشان

هاي مسير توليد  سيتوكينين خارجي استفاده نشد، ژن
  . سيتوكينين افزايش بيان داشتند

همانطور كه اشاره شد كشت بافت گياهان با اهداف 
ها  بسته به هدف، محيط كشت گيرد و مختلف صورت مي

د و گير با تركيبات مختلف مورد آزمون قرار مي
بسيار مهم است . شود گيري مي هاي مختلف اندازه شاخص

كرد كه محيط  گيري هاي بسيار، تصميم كه بتوان از ميان داده
افزارهاي  در اين زمينه نرم. بهينه براي كشت كدام است

از ميان نرم . باشند كننده توانند كمك  گيري مي تصميم
ها كه بر اساس روش تحليل  گيري، آن افزارهاي تصميم
 )Process ierarchyHnalytic A =AHP(سلسله مراتبي 

نرم از اين  برخي. اند بسيار مناسب هستند طراحي شده
كاربردهاي  ها در استفاده از آن كه AHP افزارها با سيستم

متداول است، در زمينه ) 11( محيط زيستي ومديريتي 
 .توانند استفاده شوند محيط كشت ميگيري انتخاب  تصميم
ابداع شد، براساس يك ) 24(كه توسط ساتي  AHPروش

در . كند و با لحاظ كردن نظر كاربر عمل ميمدل رياضي 
گيري اعمال نظر  تواند در روند تصميم اين روش، محقق مي
صورت كمي در قضاوت نهايي تأثير كند و نظراتش ب

ند مرحله ه شامل چطور خلاصب AHPفرايند. خواهد داشت
گيري  اي كه در مورد آن تصميم تعريف مسأله) 1: است
گيري  جاد سلسله مراتب تصميماي) 2؛ )هدف(شود  مي

آوري اطلاعات مربوط به  جمع) 3؛ )ها معيارها و گزينه(
هاي  مقايسه) 5تخمين وزن هر يك از معيارها؛ ) 4ها؛  گزينه

محاسبه درجة ) 6 ها با توجه به معيارها و دو به دوي گزينه
در آخرين مرحلة اين رويكرد، ). 10(سازگاري قضاوت 

هاي مورد  هر كدام از گزينههاي عددي براي  ارجحيت
اين اعداد توانايي نسبي . شود گيري محاسبه مي تصميم

دهد  گيري نشان مي گزينه را براي رسيدن به هدف تصميم
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براي انتخاب شده اصلاحAHP استفاده از روش). 24(
 و نصيريتوسط  و نگهداري كالوس قبلاً ءحيط القام

. شده استدر مورد گياه سرخدار انجام ) 19(همكاران 
ها كارايي روش ارايه شده را براي انتخاب محيط  آن

نگهداري كالوس با حداكثر توليد متابوليت ثانويه گزارش 
  .دادند

هاي  سوسپانسيون سلولي يكي از ابزارهاي مطالعه سلول
از كشت كالوس رويانزاي شكننده  معمولاًكه  تگياهي اس
كاربردي نيز  هاي و در بسياري از برنامه) 18( شود ايجاد مي

 ،در فرايند القاي كالوساما  گيردمورد استفاده قرار مي
يانزا يا غير رويانزا، شكننده ور(احتمال ايجاد انواع كالوس 

يابي هدف اين تحقيق دست). 9( وجود دارد...) يا فشرده و 
شكننده و انتخاب محيط كشت بهينه به كالوس رويانزاي 

 AHPرين با استفاده از براي القاي كالوس در گياه ذرت شي
  .بود

  واد و روشهام
از آنجا كه ايجاد كالوس شكننده در ذرت  :مواد گياهي

 هاي سه رقم در ابتدا دانه، )25( بسته به رقم متغير است
ذرت ( KSC403و KORDONA، KSC407شامل ذرت 
از هاي اين ارقام  دانه. براي آزمايش انتخاب شد) شيرين

  . نهال و بذر تهيه شدو اصلاح سسه تحقيقات مؤ

و شير ها با آب  ابتدا دانه :نمونه ريز ةتهيكشت بذر و 
سپس به . شستشو شدو آب سپس با يك قطره دترجنت 

درصد  10سديم هيپوكلريت تجاري مدت ده دقيقه در 
پنج بار  ،با آب مقطر استريل دو بعاده شد قرار د حجمي

ها با قرار  رطوبت سطح دانه ،يلدر شرايط استر. آبكشي شد
پس از . گرفته شداستريل ن كُ كدادن آنها روي كاغذ خش

محيطي متشكل  حاويي يها ها درون لوله آزمايش دانهآن، 
محيط و . قرارگرفت) ليتر در گرم 8( از آب مقطر و آگار

. ه اتوكلاو شده بودندمايش قبل از استفادهاي آز لوله
به مدت دو شد و ها با استفاده از پارافيلم بسته  لوله ورودي

در ساعت  16روزانه ، روز 10روز در تاريكي و سپس 
درجه  25در دماي و تاريكي در ساعت  8روشنايي و 

هاي رشد  هجوانهاي مختلف  از بخش. قرارگرفتسلسيوس 
  .هيه شدنمونه ت ريز) شهبرگ، ساقه و ري( يافته

ها  دانه ،نمونه عنوان ريزرويان بالغ بمنظور استفاده از ب 
 گيري و آب رايترتيبي كه در بالا گفته شد ضدعفوني و بب

در تاريكي درجه سلسيوس  4دو روز در دماي  ،نرم شدن
در زير هود لومينار  .درون آب مقطر استريل نگهداري شد

رويان بالغ جدا و به قطعات  ،با استفاده از تيغ اسكالپل
. برش داده شد و روي محيط كشت قرار گرفت تر كوچك

 )MS(اسكوگ -موراشيگ ابتدا با استفاده از محيط پايه

برآورد شد كدام ژنوتيپ قابليت بيشتري براي توليد كالوس 
) پتري ديش( تكرار 5قطعات ريزنمونه از سه رقم با  .دارد

درجه سلسيوس  25دماي تاريكي و ريزنمونه در  5حاوي 
دهي  ها از نظر كالوس روز ريزنمونه 10از پس . قرار گرفت

مورد ارزيابي قرارگرفت و قطعه ريزنمونه مناسب انتخاب 
مورد نظر در سه رقم مورد  ريزنمونهوضعيت  ،سپس. شد

و رشد كالوس در آن  ءبررسي قرارگرفت و رقمي كه القا
  .دتر بود براي اين تحقيق انتخاب ش سريع

چو  و MS حيط پايهدو م  :ت القاي كالوسمحيط كش
)N6(  آگار و  ليتر در گرم 6ساكارز و  ليتر در گرم 30به اضافه

 ,2 از هورمون ليتر در گرم ميلي 3 و 2، 1صفر،   غلظتچهار 

4-D بنزيل آدنين  ليتر در گرم ميلي 05/0 و دو غلظت صفر و
)BA (كشت  محيط 16 ترتيببدين .آماده شد)با  )1ل شك
در تاريكي ريزنمونه تهيه شد و  10هركدام داراي تكرار  5

يك سه روز و هر  قرار گرفتنددرجه سلسيوس  25و دماي 
پس از دو هفته . ندها بررسي شد وضعيت ريزنمونهبار 

 CII= Callus Induction Index القاي كالوس هاي شاخص
، اندازه  CWI= Callus Weight Index وزن كالوس، 

 =RI و باززايي،  CSI= Callus Size Indexس كالو

Regeneration Index دنمحاسبه شدترتيب زير ، ب:  

CII= ×100  
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CWI= ×100  

CSI= ×100  

RI= ×100  

تعداد كل  Nc، هاي وزن شده تعداد كالوس Nها  كه در آن
تعداد  Nr، ها نمونه تعداد كل ريز Ne ،شده ءهاي القا كالوس
 اندازه  CSiو  وزن تر يا خشك كالوس CWi، ها باززايي
  .ها است كالوس

آزمايش در قالب طرح كاملاً تصادفي با پنج  :بررسي آماري
مقايسه  و) ANOVA( تجزيه واريانس. تكرار انجام شد

ها و رسم نمودار با استفاده از نرم افزار  هاي داده ميانگين
SPSS ver.18  ترتيب كه ابتدا با تجزيه بدين. انجام گرفت 

. بررسي شد) P> 05/0( دار  واريانس وجود اختلاف معني
سپس با استفاده از آزمون دانكن مشخص شد اختلاف 

  . ها وجود داشت دار بين ميانگين كدام داده معني

تصويربرداري : ها سنجي كالوس شناسي و ريخت ريخت
، CII ،CSI ،RIدقيق براي سنجش معيارهايي همچون 

انجام ها  هر ريزنمونه و كالوستغييرات اندازه، رنگ و ظا
 Image Tool ver.3ا از نرم افزارآناليز تصويره براي. شد

ها با استفاده از  فولوژي كالوسرمو. استفاده شد
استريوميكروسكوپ مورد بررسي قرار گرفت و نوع آن 

  . مشخص شد

 Expertبا استفاده از نرم افزار :روش تحليل سلسله مراتبي

Choice ver.11  وش تحليل سلسله مراتبي محيط با ر
براي اين منظور ابتدا درخت . انتخاب شدكشت بهينه 

 ،CII، CWI( شامل هدف و معيارها) 1شكل (گيري  تصميم
CSI ،RI افزار  در نرم) و شكننده و رويانزا بودن كالوس

شكننده و رويانزا بودن . طبق دستورالعمل تعريف شد
. نظر گرفته شددر  CII صورت زيرشاخه برايكالوس ب

 9تا  1(ساس مقياس ساتي ا برمعيارها  رجحيتاهميت و ا
العاده زياد  براي اهميت فوق 9براي اهميت يكسان و  1كه 

در اين ). 24( مشخص شدبراي مقايسه دو به دو ) است
تحقيق اهميت كالوس شكننده از همه بيشتر و باززايي از 

 1شكل ( محيط كشت 16ها شامل  گزينه. همه كمتر بود
د، در ان ي شدهنامگذار M16تا  M1كه از  )سمت راست
هاي هر يك  افزار تعريف شد و داده براي نرم سلسله مراتب

اهميت مقادير هر . ر اساس معيار مورد بررسي وارد شدب
براي مثال، . صورت تابع خطي در نظر گرفته شدمعيار ب

براي معيار باززايي، در هدف مورد نظر مقدار كمينه 
پس از . تبيشترين و مقدار بيشينه كمترين اهميت را داش

صورت نتايج ب AHPدو به دو بر اساس روش ةمقايس
 .گرافيكي و عددي گزارش شد

 :بررسي رشد كالوس شكننده در محيط كشت برگزيده
ريزنمونه در پس از انتخاب محيط بهينه القاي كالوس، 

رشد  يا طي يك دوره دو هفته محيط برگزيده كشت شد و
 6يط حاوي آگار ليتر مح ميلي 15هاي القاء شده در  كالوس

نمودار رشد كالوس بر اساس ليتر بررسي و  در گرم
مورفولوژي  .)27( گيري وزن تر و خشك ترسيم شد اندازه

واكشت  8 ن طيدار شد ها از نظر باززايي و ريشه كالوس
  .ن آگار بررسي شددر محيط برگزيده با و بدوماهانه 

  نتايج
نمونه رويان بالغ در بين ديگر قطعات مورد  قطعه ريز
 ، بيشترذرت هاي جوانهاز ) ساقه و ريشه برگ،(استفاده 

 جوانه قطعات اكثر .)1جدول ( موفق به توليد كالوس شد
آنها براي القاي و ايجاد زخم در  نكردندتوليد كالوس 
از  .اي شدن محل خراش شد منجر به قهوه كالوس صرفاً

 وهاي شكننده رويانزا  ريزنمونه رويان بالغ انواع كالوس
هاي  همچنين باززايي. ايجاد شد )ب والف  2 شكل( فشرده

از بين سه رقم مورد  .مستقيم و غيرمستقيم مشاهده شد
القاي كالوس  )ذرت شيرين( KSC 403م ــدر رق ،بررسي
و ريزنمونه رويان بالغ بيشتر براي توليد  تر بود سريع

ها از  بنابراين در ادامه آزمايش .)1جدول(كالوس القاء شد 
 .نمونه استفاده شد عنوان ريزن برويان بالغ ذرت شيري
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مقدار كيفي توليد كالوس از قطعات مختلف ريزنمونه و سه  -1جدول

 MSدر محيط كشت پايهرقم ذرت در ارزيابي اوليه 

ريزنمونه 
 رويان بالغ

ريزنمونه 
 ريشه

ريزنمونه 
 ساقه

ريزنمونه 
 برگ

 رقم

 Kordona كم كم كم متوسط

 KSC متوسط كم كم زياد
403

 KSC كم كم كم متوسط
704

 

هاي القاي كالوس،  شاخص هاي يانگين دادهناليز واريانس مآ
را در ) P> 05/0(داري  اندازه، وزن و باززايي، تفاوت معني

نمودار شاخص القاي كالوس  3شكل . محيط نشان داد 16
طبق آزمون . دهد محيط مورد بررسي نشان مي 16را براي 

دار با  هاي داراي حروف مشابه، تفاوت معني دانكن، ستون
 M12و  M4يط بر اين اساس، در مح. يكديگر ندارند

كمترين  M9و M1بيشترين القاي كالوس و در محيط پايه
هاي  هرحال، كالوس به .القاي كالوس صورت گرفته است

شكل (مدتي باززا شدند  بعد از M12رشد يافته در محيط 
  M4هاي شكننده رشد يافته در محيط  و اكثر كالوس) ج2

همانطور كه در . شدند) د2شكل (دار  بعد از مدتي ريشه
ترين ميانگين اندازه كالوس در  بزرگ ن داده شدهنشا 4شكل

ايجاد شده   M8و كمترين اين مقدار در محيط   M2محيط 
ر القاي كالوس از نظ  M4باوجود اينكه محيط  .است

هاي رشـد يافته در آن از  مناسب بود، اما اندازه كالوس
 .ر بودها كمت برخي محيط

 

  
. اند نامگذاري شده M16تا  M1ها از  محيط كشت. گيري براي انتخاب محيط بهينه براي توليد كالوس شكننده ذرت سلسله مراتب تصميم -1شكل

  .ليتر است در گرم ها بر اساس ميلي غلظت هورمون
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) ، جM3كالوس فشرده در محيط ) ، بM2كالوس شكننده رويانزا در محيط ) الف.رويان بالغ ذرت   نمونه هاي حاصل از ريز  انواع كالوس -2شكل

  .ريشه: rنما،  رويان: eكالوس، : M4 .c دار در محيط كالوس ريشه) و د M12كالوس باززا شده در محيط 

 

داري  معني هـا تفــاوت يانگين وزن تر كالوسمقايسـه م
)05/0 <P (هاي مورد مطالعه نشان داد  را در بين محيط
هاي  بر اين اساس بيشترين وزن مربوط به محيط). 5شكل(

M6،M2   وM5  ها مربوط به  كمترين وزن كالوسو
در مورد وزن ). 5شكل(بود  M9 و M12 ،M16هاي  محيط

 كن تا حدي نشان داد كه وزن ترتر كالوس نتايج آزمون دان
هاي پايه  نسبت به محيط MSهاي پايه  ها در محيط كالوس

N6 در تحقيق حاضر ايجاد باززايي مورد نظر . بيشتر است
مترين ميزان باززايي را نبود و در نتيجه، محيطي كه ك

كه بيشترين  دهد مي نشان 6شكل .  تر بودداشت مناسب

ر اين شاخص در ين مقداو كمتر M15شاخص باززايي در 
 . دست آمدب  M4محيط 

 اي حساسيت ديناميك گراف ميله) چپ( 7شكل 
)Dynamic Sensitivity (دهد كه ارجحيت و را نشان مي

مشخص  AHPاهميت معيارها را در سلسله مراتب روش
بر اين اساس مقدار اهميت شاخص القاي . استكرده

و اهميت شاخص %) 4/44(بقيه بيشتر  كالوس شكننده از
اهميت شاخص اندازه . است%) 5/3(باززايي از همه كمتر 
 02/0مقدار ناسازگاري، . است% 1/26و وزن كالوس برابر 
 7شكل . دهنده صحت قضاوت است محاسبه شد كه نشان
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ها را با توجه به معيارها نشان  ارجحيت محيط) راست(
براي %) 17,3(ارجحيت بر اين اساس بيشترين . دهد مي

، اين محيط 16ثبت شد و در نتيجه از بين  M2محيط 
  . محيط براي القاي كالوس شكننده انتخاب شد

  

 
حروف .  BAو  D-4 ,2هاي  داراي مقادير تركيبي متفاوت از هومورن  N6و  MSهاي پايه نمودار ميانگين شاخص القاي كالوس در محيط -3شكل

  .طبق آزمون دانكن است)  P> 05/0( دار  دهنده وجود تفاوت معني غيرمشابه نشان

  
. است M10وM8 هاي  و كمترين ميانگين در محيط M2بيشترين ميانگين اندازه كالوس در محيط . دازه كالوسيانگين شاخص اننمودار م -4شكل

  .طبق آزمون دانكن است)  P> 05/0(دار  دهنده وجود تفاوت معني حروف غيرمشابه نشان
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. است M9و  M12هاي  و كمترين وزن در محيط M15و  M6 ،M2 ،M5هاي  بيشترين ميانگين وزن در محيط. نمودار ميانگين وزن تر كالوس -5شكل

  . طبق آزمون دانكن است)  P> 05/0(دار  دهنده وجود تفاوت معني حروف غيرمشابه نشان

  
حروف غيرمشابه . است M15و بيشترين باززايي  M4كمترين باززايي . شاخص باززايي مستقيم و غيرمستقيم ريزنمونه رويان بالغ ذرت شيرين -6شكل

 .طبق آزمون دانكن است)  P> 05/0(دار  دهنده وجود تفاوت معني نشان

  

در بر مبناي وزن تر و خشك كالوس  نمودار رشد 8كل ش
. دهد را نشان مي) M2(افزار  برگزيده توسط نرم محيط

 دهد از روز اول تا هفتم شكل نشان مي اين همانطور كه

از روز هفتم  و) Lag phase فاز تاخير( رشد اوليه حلهمر
 Log  فاز تصاعدي(لگاريتمي  صورت ب تا يازدهم رشد 

phase( رشد در روز يازدهم است است و بيشترين مقدار .
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ابتداي ( رشد ثابت مانده است از روز يازدهم به بعد نمودار
هاي شكننده  انه كالوسطي هشت واكشت ماهي. )فاز سكون

ها مشاهده نشد در  در كالوسزايي  ، اندامM2در محيط 
هاي شكننده رشد يافته در  كه براي مثال، كالوس حالي

پس از ) D )M4-4 ,2 محيط داراي مقادير بيشتر از هورمون
هاي  هاي رشد يافته در محيط دار و كالوس دو واكشت ريشه

N6 )M9  تاM16 (دهنده  اين نتايج نشان. باززا شدند
ط كشت بهينه كالوس براي انتخاب محي AHPكارايي روش

   .شكننده ذرت بود

  

 
اي در سمت چپ اهميت و الويت معيارها و در  گراف ميله  -7شكل 

 دهد؛ ها با توجه به معيارها را نشان مي سمت راست ارجحيت محيط

 Expert Choiceافزار  رسم شده توسط نرم

 

 حث ب

زايي گياهان  برخي مطالعات تأثيرنوع ريزنمونه را بر كالوس
اين تحقيق نيز نتايج  ).30 ،20 ،17(اند  كردهمختلف بررسي 

شان داد علاوه بر رقم، قطعه ريزنمونه براي ايجاد كالوس ن
 .شكننده در ذرت اهميت دارد

  
 در محيطبر مبناي وزن تر و خشك كالوس  رشد منحني -8شكل

  )M2(برگزيده 

در اين تحقيق، قطعات ريزنمونه رويان بالغ بيش از ديگر 
در ايجاد كالوس كارآمدي ) قه و ريشهبرگ، سا(عات قط

) 20 (كه در مطالعه اومر و همكاران داشتند، در حالي
هاي  نمونه هاي حاصل از رويان در مقايسه با ريز نمونه ريز

اي، كمتر باعث القاي كالوس شده بودند كه  برگي و ساقه
توان اين اختلاف را به عواملي از جمله تفاوت در  مي
نتايج اين مطالعه . طالعه نسبت دادي ذرت مورد مها رقم

هاي رشد مثل  هكنند همچنين نشان داد كه مقدار تنظيم
ها حائز اهميت اكسين در ميزان القاي كالوس از ريزنمونه

هاي داراي  كه القاي كالوس در محيططوريب بوده است 
) D-4 ,2 تريل بر گرم يليم 3(بالاترين ميزان هورمون اكسين 

بيشترين ) 7(در تحقيق اركويونسو و همكاران . بود بيشتر
 ,2 تريل رد گرم يليم 6داراي  MSمقدار كالوس در محيط پايه 

4-D  2، در محيط با )20 (و در تحقيق اومر و همكاران 
. نمونه رويان بالغ ايجاد شد از ريز  D-4 ,2 ليتر در گرم ميلي
استفاده،  كسين موردرسد غلظت بالاي ا نظر ميحال، ب هر به

، موجب )26(اند  همانطور كه برخي تحقيقات نشان داده
. مورد نظر نبود، شد ها، كه در اين تحقيق زايي كالوس اندام

 بعد از  M12هاي رشد يافته در محيط در اين تحقيق كالوس

هاي شكننده رشد يافته در  مدتي باززا شدند و اكثر كالوس
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ر اساس نتايج ب. ار شدندد بعد از مدتي ريشه M4محيط 
 3هاي رشد يافته در محيط داراي  آمده بيشتر كالوس دستب 
كه شاخص القاي بالايي داشتند از   D-4 ,2تريل رد گرم يليم

نتايج تحقيق حاضر روند ارتباطي . نظر اندازه كوچك بودند
افزايشي اندازه كالوس را با افزايش مقدار اكسين كه در 

زايي برنج  مطالعه كالوس در) 2(الدو پژوهش باربوسا و جير
مقايسه ميانگين وزن تر . نيز مشاهده شده بود، نشان نداد

ها را  بين محيط) P> 05/0( دار  معني ها تفاوت كالوس
علاوه بر   .بود M6نشان داد و بيشترين وزن تر در محيط 

) BA(هايي كه از هورمون سيتوكينين  اين در بيشتر محيط
اين نتيجه . ها بيشتر بود لوسنگين وزن كااستفاده شد، ميا

تأثير سيتوكينين خارجي را ) 9(مانند نتايج ديگر مطالعات 
با توجه به نقش ژنتيك در . زايي نشان داد بر روند كالوس

ها بر بيان  و تأثير هورمون) 15(زايي ذرت  توان كالوس
هاي هورموني مورد استفاده در  رسد غلظت نظر ميها، ب ژن

هاي دخيل در باززايي كالوس ذرت  ژنحقيق بر بيان اين ت
تأثير داشته است و بايد تحقيقات بيشتري در سطح 

در مورد شاخص باززايي چندين . مولكولي انجام شود
محيط در گروه كمترين مقدار باززايي قرار گرفتند و 
انتخاب صرفا بر اساس كمترين شاخص باززايي به سهولت 

س باززايي مستقيم باززايي براسامقدار شاخص . ميسر نبود
هاي  و غيرمستقيم بود، اما مشهود بود كه ميزان باززايي

 N6نمونه رويان بالغ، در محيط پايه مستقيم يا ادامه رشد ريز

كه از ) 16(وانان و همكاران  در مطالعة ماني. بيشتر بود 
براي القاي كالوس رويانزا براي پنج ژنوتيپ   N6محيط پايه
 D-4 ,2ليتر  در گرم ميلي 2ط داراي ده كردند، محيذرت استفا

نتايج تحقيق حاضر . بيشترين درصد القاي كالوس را داشت
را براي مطالعاتي با هدف   N6نيز كارايي محيط پايه

درمجموع، انتخاب براساس . باززايي كالوس ذرت نشان داد
شد  اي متفاوت منجر  هركدام از معيارها به تنهايي به نتيجه

گيري و انتخاب محيط بهينه از  تصميمر نتيجه براي و د
بر اين اساس بيشترين ارجحيت . استفاده شد AHPروش

افزار محاسبه شد و در  توسط نرم  M2براي محيط%) 17,3(
محيط، اين محيط براي القاي كالوس  16نتيجه از بين 

هاي  طي هشت واكشت ماهيانه كالوس. شكننده انتخاب شد
ها مشاهده  زايي در كالوس مبرگزيده، انداشكننده در محيط 

براي  AHPنتايج كلي اين تحقيق كارايي روش .نشد
انتخاب محيط كشت بهينه كالوس شكننده ذرت را نشان 

هاي بيشتر براي بررسي ساير عوامل  انجام پژوهش. داد
  .شود زايي ذرت پيشنهاد مي مؤثر در كالوس

 گيري نتيجه

نمونه  ن ريزعنواب شيرين ذرتدر اين تحقيق رويان بالغ 
از آنجاكه . انتخاب شد شكننده براي القاي كالوسمناسب 

انتخاب محيط كشت القاي كالوس شكننده براساس 
كالوس شكننده، اندازه كالوس، وزن تر  يالقا يها شاخص

شد، از  هاي متفاوت  منجر به نتيجه ييباززا زانيكالوس و م
س ه براي القاي كالوبراي انتخاب محيط بهين AHPروش 

رشد و مورفولوژي . با مشخصات مورد نظر استفاده شد
ها در محيط برگزيده بررسي و صحت نتايج  كالوس
نتايج اين تحقيق كارايي استفاده از . تأييد شد AHPروش
در انتخاب محيط  AHPگيري با روش افزارهاي تصميم نرم

 ييدأت كشت بافت گياهي را كشت براي اهداف گوناگون
  .كند مي

 يسپاسگزار

از گروه زراعت و اصلاح نباتات دانشگاه تهران در كرج 
براي همكاري در انجام اين تحقيق صميمانه سپاسگزاري 

  .شود مي
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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 
 

 
 


