
 1399/  2شماره  / 7 جلد /  های ژنتیک گیاهیپژوهش

119 

آندروژنز از   القایزراعی،  صفات بر روی  DNAماده ضدمتیلاسیونعنوان به تیدینیآزاس-5اثر  بررسی

 (.Zea mays L)ت ذردر بافت برگی ترانسفراز لیمت DNAطریق کشت بساک و بیان ژن 
 

 5اصغر میرزایی اصل و 4حسن ساریخانی ،3پیام پورمحمدی ،،*2، محمدرضا عبداللهی1راضیه عزیزیان مصلح

 

 ، همدان یناس یبوعلده کشاورزی، دانشگاه نباتات، دانشکدانشجوی دکتری، گروه زراعت و اصلاح  -1

 ، همدانیناس یبوعلنباتات، دانشکده کشاورزی، دانشگاه گروه زراعت و اصلاح دانشیار،  -2

 خوزستان، اهواز  یعیمنابع طب و کشاورزی علوم دانشگاه کشاورزی، دانشکدهگیاهی،  ژنتیك و  تولید استادیار، گروه -3

 ، همدان یناس یبوعلده کشاورزی، دانشگاه دانشیار، گروه علوم باغبانی، دانشک -4

 ، همدانیناس یبوعلده کشاورزی، دانشگاه گروه بیوتکنولوژی کشاورزی، دانشک ،دانشیار -5
 

 (17/12/1399 :تاریخ پذیرش – 02/10/1399 :تاریخ دریافت)

 

 ده یچک 

 در   دارد.  گیاه  این  اصلاحی  هایبرنامه   در  مهمی  نقش  ذرت  هاپلوئیددابل  گیاهان  تولید  برای  ایشیشه  درون  هایروش  سازینهیبه

  ترانسفرازمتیل  DNA  ژن  بیان  همچنین  و  آندروژنز  القای  کارایی  زراعی،  صفات  روی  بر  تیدینیآزاس-5  ماده  اثرات  مطالعه  این

(AF229183.1)  صورت ه ب  آزمایش  گرفت.   قرار  بررسی   مورد  گلدهی   مرحله  و  برگی   8 تا   7 مرحله   شامل   ذرت  رشدی  مرحله  دو  در  

  عامل  عنوان به   ( ETMH-82 و  DH5 × DH7)  ذرت   ژنوتیپ  دو  شد.  اجرا  تکرار   سه  در  تصادفی  کامل  های بلوک   طرح   قالب  در  فاکتوریل 

 در  شده  تیمار  بذور  .ندشد گرفته  نظر  در  دوم  عامل  عنوانبه  میکرومولار(  100  و  10  ،5  ،0)   تیدین ی آزاس - 5  با   ذرت   بذور   تیمار   و   اول 

  کشت  آزمایش  در  .ندشد  یریگ اندازه  زراعی  و  مورفولوژیکی   مختلف   صفات  رشد،  مراحل  طول  در  و  هگردید  کشت   مزرعه

  پایه   کشت محیط  در  و  انتخاب  انتهایی  یاهستهتك  تا  میانی  یاهستهتك  مراحل  در  هاییمیکروسپور  حاوی  ی هابساک   بساک، 

YPm  لیتر  در  گرممیلی  1  حاوی  D-2,4  لیتر  در  گرممیلی  2  و  BAP   آزاسیتیدین -5  سطوح  ×  ژنوتیپ   متقابل  اثرات  گردیدند.  کشت 

 اختلاف  بلال  تعداد  و   بوته  در  برگ   تعداد  ،بوته  قطر  ،دانه  عمق  ،بلال  ردیف   در  دانه  تعداد  جزبه  مطالعه  مورد  صفات  همه  برای

  و  دانه عملکرد  بیشترین همچنین و میکرومولار 100 و 10 تیمارهای  در هزار دانه وزن میزان بیشترین  دادند. نشان را داریمعنی

  تیمار  DH5 × DH7  ژنوتیپ   بذور  شد.  مشاهده  ژنوتیپ   دو  هر  برای  آزاسیتیدین-5  میکرومولار  100  تیمار  در  بیولوژیك  عملکرد

  شده   باززایی  چهگیاه  و  (1833/0)  مانند  رویان  ایساختاره  تعداد  میانگین  بیشترین  آزاسیتیدین-5  میکرومولار  5  غلظت   با  شده

  های غلظت   با  شده  تیمار  بذور  از  حاصل  گیاهان  در  ترانسفرازمتیل  DNA  ژن  نسبی  بیان  کردند.  ایجاد   را  بساک   هر  ازایبه  (0/ 067)

 میکرومولار  )غلظت صفر  شاهد  گیاهان  به   نسبت   مطالعه  مورد  رشدی  مرحله  دو  هر  و  ژنوتیپ  دو  هر  در  آزاسیتیدین-5  مختلف

  ژنوتیپ  بساک   کشت   در  آندروژنز   القای  بهبود  بهمنجر  تواندمی  ژن  بیان  کاهش  این  که  داد  نشان  داریمعنی  کاهش  (آزاسیتیدین-5

DH5 × DH7 ژنوتیپ  رشدی مرحله دو در ژن این بیان کاهش رغمعلیهر حال، . بهباشد شده ETMH-82، در آندروژنز القای  

  تولید   بهبود  و  آندروژنز  القاء  در  ژنتیکیاپی  عوامل  نقش  تعیین  به  تواندمی  حاضر  تحقیق  نتایج  نگردید.  مشاهده  ژنوتیپ   این

 کند.  کمك ذرت در هاپلوئید گیاهان

 هاپلوئید  گیاه بساک،  کشت  ذرت، ،ترانسفرازمتیل DNA ،آزاسیتیدین-5 ،آندروژنز کلیدی: واژگان
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و همکاران  عزیزیان مصلح  ...   DNAماده ضد متیلاسیونبه عنوان  تیدینیآزاس - 5اثر  بررسی 

 مقدمه

  به   نیاز  جهان،  ینفر  میلیارد هفت   بربالغ  جمعیت   به توجه  با

  است.   شده  تبدیل   اساسی  مشکل  یك  به  انرژی   و  غذا

 دارد  نیاز  تریایمن  و  ترسالم  غذایی  مواد  به  جهان  جمعیت 

 و  عملکرد  بهبود  هدف،  این  به  نیل  هایکارراه  از  یکی  و

  گیاهی   بافت کشت   .باشدیم  زراعی  محصولات  کیفیت 

 ایجاد،   برای  بیوتکنولوژی  های روش  از   ایمجموعه

 گیاهان   حتی  و  هااندام   ها،بافت   ها،سلول  تکثیر  و  نگهداری

  تر کوتاه  زمانمدت  در  تا  است  شده  کنترل  شرایط  در  کامل

  یافته   بهبود  صفات  با  بیشتری  گیاهان  معمول،  هایروش  از

  اجازه   که  بافتیکشت   هایروش  این  از  کیی  کنند.  تولید

  و  دهدمی را گیاهان در خالص  هایلاین به  سریع  دسترسی

  اصلاحی   هایبرنامه  زمانمدت  چشمگیر  کاهش  بهمنجر

 درون  تولید  گردد،می  دگرگشن  گیاهان  در   هیبرید  بذر  تولید

 متعددی  هایروش  باشد.می  هاپلوئید  گیاهان  ایشیشه

 گیاهان   تولید   آن  دنبالبه  و  هاپلوئید  گیاهان  تولید  جهت 

 آندروژنز   هاروش  این  از  یکی  .دارد  وجود  هاپلوئیددابل

  کشت  و  بساک   کشت   روش  دو  شامل  خود  که  باشدیم

  در   بساک   کشت   .(Shugar, 1998)  باشدمی  میکروسپور

  ی هابساک   روش  این  در  . است   شده  استفاده  مختلف  گیاهان

  مصنوعی   غذایی  محیط  روی   نابالغ  میکروسپورهای  دارای

  یا   زاییکالوس  بهمنجر  نهایت   در  و  شوندمی  کشت 

 به   توانمی  هاآن   از  گیاه  باززایی   با  که  گرددمی  زاییجنین

  پتانسیل   (.Touraev et al., 2009)  یافت   دست   هاپلوئید  گیاه 

  از   ذرت  هیبرید  ارقام  تولید  در  (DH)  هاپلوئیددابل  گیاهان

  های تکنیك  از  استفاده  با  است.  شده  شناخته  قبل  هامدت

  ژن   مختلف  هایترکیب   توان یم  هاپلوئیددابل  گیاهان  تولید

  کرد.  تثبیت   هموزیگوت  صورت به  کوتاهی  زمانمدت   در  را

  و   بالا  باروری   دارای  هاپلوئیددابل  هایلاین  این،  برعلاوه

  مستقیم   طور به  توانندمی  که  باشندیم  مطلوب  زراعی  صفات

  دگرگشن   گیاهان  ریسا  یا  و  ذرت  در  هیبریدها  اصلاح  در

  که  کنند  تولید  را  جدیدی  هیبریدهای  تا  شوند  استفاده

 ,.Munsamy et al)  کنندمی  برآورده  را  بازار  تقاضای

 در   بساک   کشت   هایتکنیك  موفقیت   حال،  این  با  (.2013

  بستگی   ها ژنوتیپ   آندروژنی  پاسخ  به  زیادی   حد  تا  ذرت

  و   بساک   کشت   طریق  از  یدهاهاپلوئ  تولید  و  دارد

 ژنوتیپ   به  آن  شدید  وابستگی  یلدلبه  ایزوله  میکروسپورهای

 Barloy and)   است   شده  محدود  آن،  پایین  پاسخ  میزان  و

Beckert, 1993; Ismaili and Pour Mohammadi, 2016 .)  

  توسط   شده  القاء  گیاهی  هایسلول  مجدد  یزیربرنامه

  به   پوتنسی،توتی  خاصیت   کسب  جهت   مختلف  یهاتنش

  با   مرتبط  هایژن   از  زیادی  تعداد  شدن  فعال  یا  سرکوب

 یدهسازمان   در  تغییراتی  همچنین  و  نمو   و  رشد  جدید  برنامه

  از   کیی  .(Finnegan et al., 2000)  دارد  بستگی  ژنوم  کل

 دارند،  نقش  ژنوم  در  ژن  بیان  هایبرنامه  تنظیم  در  که   عواملی 

 .(Kohler and Villar, 2008)  باشندیم  ژنتیکیاپی  عوامل

  باشند می  ژن  بیان  در  ارثی  یرپذبرگشت   تغییرات  ژنتیك،اپی

  گیاهان،   در  شوند.می  القای  محیطی  هایمحرک   توسط  که

  یر تأث  مختلف  یهاژن  بیان  بر  ژنتیکییاپ  عوامل  وجود

  شرایط   به  سازگاری  موجب   تواندمی  گاهی  و  گذاردیم

  در   مؤثر  هایمکانیسم  جمله  از  .گردد  مختلف  محیطی

  و   هیستونی  تغییرات  ،DNA  متیلاسیون  ژنتیك،اپی  تغییرات

RNA دباشنمی  غیرکدکننده   های  (Chuang and Jones, 

2007; Heo et al., 2013; Baulcombe and Dean, 2014). 

 انجام  ترانسفرازمتیل  DNA  توسط  که  DNA  متیلاسیون

  که  است  کروماتین در ژنتیکیاپی غالب  تغییر كی گردد،می

  در  ژنتیکیاپی  علامت   این  است.  همراه  ژن  کردن  خاموش  با

 کند می  تغییر  گیاهی  هایسلول  تکثیر  و  تمایز  فرآیندهای  طی

 تغییر(.  Meijón et al., 2010)  کندمی  تنظیم  را  ژن  بیان   و

 ها، نژ  بیان  تغییر  آن  دنبالبه  و  DNA  متیلاسیون  الگوی

  بهبود   زراعی  خصوصیات  با  یگیاهان  تولید  بهمنجر  تواندمی

  اخیر،   هایسال  در(.  Meijón et al., 2010)  گردد  یافته

  بافتی کشت   یندهایآفر  که  اندداده   نشان  زیادی  تحقیقات

  زایی رویان  و  ایشیشه  درون  شرایط  در  گیاهان  باززایی  مانند

  تنظیم   ژنتیکیاپی  هایمکانیسم  توسط  شدتبه  سوماتیکی

  همچنین   (.Osorio-Montalvo et al., 2018)  گردندمی

  کلزا   مانند  مختلف  گیاهی   هایگونه  در  محققین

(Testillano et al., 2013)  جو   و  (El-Tantawy et al., 
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  کل   DNA  متیلاسیون  در  تغییرات  که  اندداده  نشان  (2013

 سلول  یا  میکروسپور  نموی  و  رشد  برنامه  در  تغییر  با  ،ژنوم

  این   که  است   بوده  همراه  زاییجنین  سمت   به  سوماتیکی

 ژنتیکیاپی   مجدد  ریزیبرنامه  كی  که  دهدمی  نشان  هایافته

  شروع   و  پوتنت توتی  حالت   یك  به  میکروسپور  القای  از  پس

  شامل   ژنتیکی اپی   مجدد   یزی ر برنامه   این   دارد.   وجود   زایی جنین 

  شدن   فعال   با   که   است   ژنوم   کل   در   DNA  متیلاسیون   کاهش 

  متیلاسیون   الگوی   افزایش   که حالی   در   است   همراه   سلولی   تکثیر 

DNA   است   بوده   همراه   جنین   تمایز   با   بعدی   (Testillano et 

al., 2013 ) .  5 - آزاسیتیدین   (5-Azacytidine )   آنالوگ   عنوان به  

  آنزیم   فعالیت   و   ی ترانسفراز متیل   DNA  فعالیت   سیتوزین، - 5

  کرده   مهار   یوکاریوتی   های سلول   در   را   ترانسفراز متیل   هیستون 

  شودی م   هیستون   و   ژنومی   DNA  هیپومتیلاسیون   به منجر   و 

 (Friedman, 1981; Berenguer et al., 2017 ) .  5 - آزاسیتیدین  

  و   شده   استفاده   گیاه   چندین   در   کننده   دمتیله   ماده   عنوان به 

  غلظت   به  بسته   را  نمو  و  رشد   روی  اثرات  از   وسیعی  محدوده 

 ,Pecinka and Liu)   است   داده   نشان   استفاده   مورد   زمان   و 

2014; Teyssier et al., 2014 )  حاضر   تحقیق   در   بنابراین ؛  

  مختلف   های غلظت   با   ذرت   رقم   دو   بذور   تیمار پیش   اثر 

  طریق   از   آندروژنز   القای   ، رشدی   صفات   روی   تیدین ی آزاس - 5

  دو  در   ترانسفراز متیل   DNA  ژن   بیان   همچنین   و   بساک   کشت 

   . گرفت   قرار   بررسی   مورد   مختلف   رشدی   مرحله 

 ها روش و  مواد

  زراعی  سال  در  آزمایش  این  :آزمایش  شرایط  و  گیاهی  مواد

  کشاورزی   دانشکده  تحقیقاتی  مزرعه   در  1398-1397

  فاکتوریل   صورت هب  آزمایش  شد.  اجرا  سینا  بوعلی  دانشگاه

 اجرا   تکرار  سه  در  تصادفی  کامل  هایبلوک   طرح  قالب   در

  و   DH5 × DH7  ذرت  ژنوتیپ   دو  اول  فاکتور  آن  در  که  شد

ETMH-82  مختلف   هایغلظت   با  ذرت  بذور  تیمار  و  بود  

 100  و  10  ،5  ،0)  آزاسیتیدین-5  ضدمتیلاسیون  ماده

  به   لازم  شد.  گرفته   نظر  در  دوم  فاکتور   عنوانبه  میکرومولار( 

  به   مطلوبی  پاسخ  شده،  انتخاب   ژنوتیپ   دو  که  است   ذکر

  نشان   قبلی  مطالعات  در  بساک   کشت   طریق  از  آندروژنز  القاء

 .(Ismaili and Pour Mohammadi, 2016)  اند  داده

  و   دیسك  سطحی،  شخم  شامل  زمین  سازی آماده  عملیات

  50  و  فسفر  کود  کیلوگرم  70  مقدار  به  و  شد  انجام  لولر

  . گرفت   قرار  استفاده   مورد  کشت   از  قبل   پتاسیم  کود  کیلوگرم

  75  ردیف  فاصله  با  متر،  6  طول  به  خط  3  شامل  کرت  هر

  متر   1/ 5  اهبلوک   بین  همچنین  .شد  گرفته  نظر  در  مترسانتی

 شد.  گرفته نظر در فاصله

 منظوربه  :آزاسیتیدین-5  با  بذور  تیمارپیش   روش

  آزاسیتیدین -5  ماده  با  ذرت  ژنوتیپ   دو  ،بذور  تیمارپیش

  10  در  مذکور  ماده  از  گرممیلی  2/ 44  ابتدا  سیگما(،  )شرکت 

 100  به  آن  حجم  رساندن  با  و  گردید  حل  مقطر  آب  لیترمیلی

  دستبه  میکرومولار  100  غلظت   با  مادری  محلول  لیتر،میلی

  از  پس  ذرت  ژنوتیپ   دو بذور  تیمار،پیش  مرحله  برای  آمد.

  حاوی   دیشپتری  ظروف  در  ،مقطر  آب  با   سطحی  شستشوی

 با  یخچال   داخل  در  تیدینی آزاس-5  ماده  مختلف  هایغلظت 

  ساعت  72  مدتبه  تاریکی  و  گرادسانتی  درجه  4  دمای

  منتقل   زراعی  زمین  به  کشت   جهت   سپس  و  قرارگرفتند

  تیمار پیش   مقطر   آب  با  ساعت   72  مدتبه   شاهد  بذور   شدند.

 . شدند

  بررسی   منظوربه  :ایمزرعه  آزمایش   در  شده   مطالعه  صفات 

  بر   آزاسیتیدین-5  مختلف  های غلظت   با  بذور  تیمار پیش  اثر

  صفات   مطالعه،  مورد  ذرت  ژنوتیپ   دو  عملکرد  و  رشد  روی

  ارتفاع   بوته،  ارتفاع  :شامل)   مورفولوژیك  و  زراعی  مختلف

 بوته،   در  برگ  تعداد  بوته،  قطر  بلال،  اولین  تا  خاک   سطح  از

  تعداد   بلال،  در  دانه  ردیف  تعداد  بلال،  تعداد  پنجه،  تعداد

 عمق  بلال،  چوب  قطر  بلال،  قطر  بلال،   ردیف  هر  در  دانه

  دانه،   عملکرد  بیولوژیك،  عملکلرد  دانه،  هزار  وزن  دانه،

  ( بلال  چوب  درصد  و  بوته  در   بلال  دانه  برداشت   شاخص

  هر   در  مذکور،  صفات  گیریاندازه  برای   شدند.  گیریاندازه

 انتخاب   تصادفی  صورتهب  ذرت  بوته  4  آزمایشی  واحد

 با  لازم   آماری  هایتجزیه  ،اهداده  آوریجمع  از  پس  گردید.

 برای   شد.  انجام  SPSS  و  SAS  افزارهاینرم  از  استفاده

  درصد   5  احتمال  سطح  در  دانکن  آزمون  از  هامیانگین  مقایسه

   شد. استفاده
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و همکاران  عزیزیان مصلح  ...   DNAماده ضد متیلاسیونبه عنوان  تیدینیآزاس - 5اثر  بررسی 

 :ای شیشه   درون   شرایط   در  ذرت   بساک  کشت  آزمایش 

 بر  آزاسیتیدین - 5  متیلاسیون   ضد   ماده   اثر   ی بررس   منظور به 

 ذرت  نر   های گل   بساک،   کشت   طریق   از   آندروژنز   القای   میزان 

 در  ی ی میکروسپورها   حاوی   هان آ   های بساک   که   ای مرحله   در 

 بودند،  انتهایی   ای هسته تك   تا  میانی   ای هسته تك   مرحله 

 از   و   ( Aulinger, 2002; Nageli et al., 1999)   شدند   انتخاب

 با   شده   تیمار پیش   بذور   از  حاصل   گیاهان  و   شاهد  گیاهان 

 برداشت   مزرعه  شرایط   در   تیدینآزاسی- 5  مختلف  هایغلظت 

 مناسب   نموی   و  رشد   مرحله   تعیین   تحقیق،   این   در   . د شدن 

 یا هسته تك   تا   میانی   ی اهسته تك   )مرحله   میکروسپورها

 روش  به  زی ی آم رنگ   توسط   ذرت  ژنوتیپ   دو   در   انتهایی( 

 نوری میکروسکوپ  از  استفاده  سپس  و  درصد  2 استوکارمن 

 تیمارپیش   اعمال   منظوربه   شد.   انجام   برابر  40نمایی بزرگ   با 

 در   نر   های آذین گل   کشت،   از   قبل   ها بساک   روی   سرمایی 

 داخل  در   سپس  و  گرفتند   قرار  مرطوب  کاغذی   دستمال   داخل

 با  یخچال   به   هفته   2  مدت به   و   شدند   پیچیده   آلومینیومی   فویل 

 پس  (. Biter, 1997)   شدند   منتقل  گراد سانتی   درجه   8  دمای 

 محلول از   استفاده  با  نر  های گل   ، ییسرما   تیمار پیش  اعمال  از 

 3  سپس   و   دقیقه   10  مدت به   درصد   2/ 5  سدیم   هیپوکلریت 

  پس   شدند.   استریل   مقطر   آب  با   شو   و   شست   ای دقیقه   5  مرتبه 

 در  بساک،  هایریزنمونه   نر،  هایگل   ضدعفونی  انجام   از 

 8  های دیش پتری   در   و   شدند   جدا   ها گلچه   از   استریل   شرایط 

 1  مقادیر   حاوی  YPm  پایه   کشت محیط   حاوی   متری سانتی 

 1BAP  لیتر   در   گرم میلی   2  با   همراه   D-2,4  لیتر   در   گرم میلی 

 گرادی سانت  27  دمای  با  رشد   اتاق   به  سپس   و  ند شد   داده  قرار 

 هایجنین   شبه   شدند.   منتقل   ماه  یك   مدت به   مطلق   تاریکی   و 

 بدون MS  باززایی  محیط  به   ه هچا ی گ   تولید  جهت   شده  ایجاد

   شدند.   منتقل   5/ 8  برابر  pH  با   هورمون 

 بیان  میزان   بررسی   جهت   : cDNA  سنتز   و   RNA  استخراج 

 آزاسیتیدین،- 5  ماده   تیمارهای   تحت   ترانسفراز متیل   DNA  ژن 

 مرحله  دو   در   آزمایشی   تیمار  هر   از   برگی   های نمونه   ابتدا 

 برداشت   مرحله   و   برگی   8  الی   7  )مرحله  مختلف  رشدی 

 کشت   ذرت  گیاهان  از   بساک(  کشت   آزمایش   برای  نر   های گل 

 
1- 6-Benzylaminopurine 

 قرار   مایع   ازت   در  بلافاصله   و   شده   برداشت   مزرعه   در   شده 

 منتقل   گراد سانتی   درجه   - 80  فریزر   به  ها نمونه   سپس،   گرفتند. 

 از  RNX-plus  کیت   له ی وسبه   RNA  استخراج   شدند. 

 دستورالعمل  طبق   مایع   ازت   در   برگ   شده   پودر   های نمونه 

 کیفیت   و   غلظت   تعیین  گرفت.  صورت   سیناکلون  شرکت 

 Nano Drop  اسپکتروفتومتر   از   استفاده   با   RNA  های نمونه 

2000   (Nano Drop, Thermo Scientific )   در  و   شد   تعیین 

 2/ 1- 1/ 9  بین   A260/A280  نسبت   با   RNA  های نمونه   ت ینها 

 بیشتر  های تحلیل   برای   2  از  بیشتر   A260/A230  نسبت   و 

 سازیخالص   منظور به   گرفتند.  قرار  استفاده   مورد 

RNA ،RNA  آنزیم   از   استفاده   با  شده  استخراج   های  DNase 

I   سازنده   شرکت   دستورالعمل   طبق   (GeneAll )  تیمار  مورد 

 شرکت )   cDNA  سنتز   کیت   با   cDNA  ساخت   .گرفتند   قرار 

 استفاده  با   ها آن   کیفیت   و   کمیت   سپس   و   شد   انجام   ( سیناکلون 

 یبررس  مورد   آگارز   ژل   الکتروفورز  و   نانودراپ   دستگاه   از 

 ( PCR)   زمرا پلی   ای زنجیره   واکنش   انجام   از  بعد   گرفت.   قرار 

 دستگاه   با   ( AF229183.1)  ترانسفراز متیل   DNA  ژن   برای 

 واکنش  محصولات   آلمان(،   اپندروف،   )شرکت   ترموسایکلر 

PCR  با  و   گردیدند   بارگذاری   درصد   1  آگارز   ژل   روی 

 (BioRAD)  بایورد   شرکت   الکتروفورز   دستگاه   از   استفاده

 شدند.  الکتروفورز 

 طراحی:  Real-time PCR  واکنش   و   آغازگر   طراحی 

 DNA  ژن   یك   به   مربوط   mRNA  توالی   از   آغازگر 

  AF229183.1  دستیابی   شماره  با   ذرت   ترانسفراز متیل 

 (NCBI )   و   اتصال   محل   نظر   از  آغازگرها  گردید.  انجام 

 و  AlleID v.7  یافزارها نرم   توسط   مطلوب   های ژگی ی و 

Primer3   جفت  محل  بودن اختصاصی  از   سپس  شدند.  آنالیز  

  NCBI  سایت   در   BLAST  سرویس   توسط   آغازگرها   شدن 

 Real-time  آزمایش   برای   (. 1  )جدول   شد   حاصل   اطمینان 

PCR ،   از  میکرولیتر   0/ 3  شامل   واکنش   میکرولیتری   10  مخلوط  

  با   معکوس   و   مستقیم   اختصاصی   آغازگرهای   از   یك   هر 

  )شرکت   Master mix  میکرولیتر   5  میکرومولار،   10غلظت 

  نانوگرم   50  غلظت   )با   cDNA  نمونه   میکرولیتر   2  و   سیناکلون( 
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  واکنش،   مخلوط   نمودن   آماده   از   پس   . بود   لیتر( میکرو   در 

  ترموسایکلر  دستگاه   به   واکنش   هر   حاوی   های میکروتیوپ 

  درجه  95  : دمایی   دستورالعمل   طبق   واکنش   این   شدند.   منتقل 

  40  ، اولیه   سازی واسرشت   برای   دقیقه   7  مدت به   گراد ی سانت 

  ثانیه  15  مدت به   گراد ی سانت   درجه   95)   چرخه 

  )دمای   ثانیه   15  مدت به   گراد ی سانت   درجه   56  سازی(، )واسرشت 

Tm   ،)تکثیر   و   ( ثانیه   15  مدت به   گراد ی سانت   درجه   72  آغازگر  

  بررسی   برای   ، پژوهش   این   در   . شد   انجام   دقیقه   7  مدت به   نهایی 

  بیولوژیکی  تکرار   سه  و   تکنیکی   تکرار  سه  از   ها   ژن   نسبی   بیان 

  شد  محاسبه  pfaffl روش   با   ها ژن  نسبی  بیان   و   گردید   استفاده 

 (2200 al., et Pfaffl ) .   اکتین   دار   خانه   ژن   از   ( al., et Qian

  کردن   نرمال   جهت   داخلی،   استاندارد   عنوان به   ذرت   ( 2014

Ct آغازگرهای  مشخصات   شد.   استفاده   ژن   بیان   سنجش   و   ها  

 .است   شده   داده   نشان   1  جدول   در   بررسی   مورد 

 نتایج و بحث 

مزرعه  آزمایش  بررسی صفات مورفولوژیک در  :  ای نتایج 

(  2ارتفاع بوته )جدول  صفت نتایج تجزیه واریانس مربوط به 

تیدین، دو ژنوتیپ  ی آزاس - 5های مختلف  که غلظت نشان داد  

آن  متقابل  اثر  و  استفاده  احتمال مورد  در سطح    درصد   1  ها 

با افزایش    DH5 × DH7ژنوتیپ در  داری داشتند.  اختلاف معنی 

آزاسیتیدین، ارتفاع گیاه افزایش یافت در حالی که  - 5غلظت  

بیشترین ارتفاع  این روند معکوس بود.    ETMH-82در ژنوتیپ  

  DH5 × DH7 میکرومولار برای ژنوتیپ  100بوته در غلظت  

غلظت   در  ژنوتیپ    5و  برای  شاهد  گیاهان  و  میکرومولار 

ETMH-82    گردید )جدول برای صفت 3مشاهده  ارتفاع    (. 

اثرات متقابل    دو ژنوتیپ ذرت و   تشکیل بلال از سطح زمین 

داری در سطح  تیدین اختلاف معنی ی آزاس - 5ژنوتیپ در غلظت  

 DH5  (. در ژنوتیپ 2نشان دادند )جدول  درصد    یك احتمال  

× DH7   طح زمین در  بیشترین مقدار ارتفاع تشکیل بلال از س

در  آزاسیتیدین  - 5میکرومولار    5غلظت   گردید  مشاهده 

بیشترین ارتفاع تشکیل بلال    ETMH-82که در ژنوتیپ  حالی 

غلظت   به  مربوط  زمین  سطح  - 5میکرومولار    100از 

نتایج تجزیه واریانس دو صفت  3زاسیتیدین بود )جدول  آ   .)

اثرغلظت   که  داد  نشان  بلال  چوب  قطر  و  بلال  - 5قطر 

دین در  آزاسیتی - 5غلظت    × زاسیتیدین و اثر متقابل ژنوتیپ  آ 

احتمال   بودند. معنی   درصد   5سطح  میانگین   دار  های  مقایسه 

ژنوتیپ   متقابل  (  3)جدول    آزاسیتیدین - 5غلظت    × اثرات 

قطر  قطر بلال و    ، تیدین ی آزاس - 5نشان داد که با افزایش سطح  

و    10های  در غلظت   DH5 × DH7چوب بلال در ژنوتیپ  

کرد   100 پیدا  افزایش  حالی   میکرومولار  ژنوتیپ  در  در  که 

ETMH-82    این دو صفت کمترین    ، میکرومولار   5سطح  در

دادند.  نشان  را  حالی   میزان  غلظت در  دیگر  که  - 5های 

با شاهد برای این دو صفت نشان    چندانی زاسیتیدین اختلاف  آ 

(. برای صفت تعداد ردیف دانه در بلال، نتایج  3ندادند )جدول  

درصد و    5در سطح  تجزیه واریانس نشان داد که اثر ژنوتیپ 

- 5غلظت    × ژنوتیپ  متقابل    ات آزاستیدین و اثر - 5غلظت    اثر 

دار  معنی   درصد   1  بر این صفت در سطح احتمال   زاسیتیدین آ 

 (. 2بودند )جدول  

 

 Real time PCR  واکنش در استفاده مورد  آغازگرهای مشخصات -1جدول
Table 1. Basic information of Real time PCR primers 

 دستیابی  شماره

Accession  

number 

 ( 5'-3')  آغازگر توالی

Primer  
sequence (5'-3') 

  محصول اندازه

 باز()جفت 

Product 
 size (bp) 

 اتصال دمای

 گراد()سانتی
Annealing 

temperature (ºC) 

 ژن

Gene 

AF229183.1 
F: 5'CAGGGATTCTCTGGGATGAA3' 

154bp 56 DNA methyltransferase gene 
R: 5'GCCCTTTGTTGAAGGAAACA3' 

XM_020542124.3 
F: 5'CCACACCGTCCCTATCTAC3' 

128bp 57 Actin 
R: 5'TCGTAGTGAAGGAGTAACCC3' 
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)جدول   متقابل  اثرات  میانگین  در  3مقایسه  که  داد  نشان   )

تعداد    100سطح  ،  DH5 × DH7ژنوتیپ  بیشترین  میکرومولار 

-ETMHدر ژنوتیپ  که  را تولید کرد در حالی   ردیف دانه در بلال 

تعداد ردیف  که بیشترین    طوری روند تغییرات متفاوت بود. به   82

میکرومولار مشاهده شد. اثر ژنوتیپ    10در غلظت   دانه در بلال 

تعداد دانه  برای صفت    درصد   1و اثر غلظت آزاستیدین در سطح  

  × دار گردید ولی اثرات متقابل ژنوتیپ  معنی   هر ردیف بلال   در 

داری برای این صفت نشان  آزاسیتیدین اختلاف معنی - 5غلظت  

به هر جهت در مقایسه میانگین اثرات متقابل   (. 2ندادند )جدول 

بندی متفاوتی مشاهده شد  برای این صفت با روش دانکن گروه 

  ETMH-82ژنوتیپ  آزاسیتیدین در  - 5میکرومولار    100و غلظت  

را در مقایسه با سایر تیمارها  تعداد دانه در ردیف بلال  بیشترین  

دو ژنوتیپ مورد استفاده، سطوح مختلف  .  ( 3)جدول    ایجاد کرد 

ژنوتیپ  - 5 متقابل  اثرات  و  برای  - 5  × آزاسیتیدین  آزاسیتیدین 

  درصد   1  دار آماری در سطح دانه اختلاف معنی   صفت وزن هزار 

  میکرومولار   100و    10(. استفاده از سطوح  2نشان دادند )جدول  

ژنوتیپ - 5 در  غلظت    DH5 × DH7  آزاسیتیدین    100و 

به تولید بیشترین میزان  منجر   ETMH-82  ژنوتیپ میکرومولار در  

)جدول   گردیدند  هزاردانه  استفاده  3وزن  مورد  ژنوتیپ  دو   .)

ك نشان ندادند ولی  ی داری از نظر عملکرد بیولوژ اختلاف معنی 

درصد و اثرات متقابل    1آزاسیتیدین در سطح  - 5سطوح مختلف  

د - 5  × ژنوتیپ   سطح  آزاسیتیدین  آماری    5ر  اختلاف  درصد 

)جدول  معنی  دادند  نشان  غلظت  2داری  از  استفاده   .)100  

منجر - 5میکرومولار   عملکرد  آزاسیتیدین  بیشترین  تولید  به 

دو ژنوتیپ مورد  (.  3)جدول    گردید   لوژیك در هر دو ژنوتیپ و بی 

درصد و برای    1برای صفت عملکرد دانه در سطح    استفاده ذرت 

  5صفات شاخص برداشت بوته و درصد چوب بلال در سطح  

  (. همچنین 2دار آماری نشان دادند )جدول  درصد اختلاف معنی 

غلظت    × آزاسیتیدین و اثرات متقابل ژنوتیپ  - 5سطوح مختلف  

معنی - 5ماده   اختلاف  نظر صفات عملکرد  آزاسیتیدین  از  داری 

درصد    1نه، شاخص برداشت و درصد چوب بلال در سطح  دا 

(. مقایسه میانگین اثرات متقابل نشان داد که  2نشان دادند )جدول  

آزاسیتیدین در ژنوتیپ  - 5میکرومولار    100و    5استفاده از سطوح  

DH5 × DH7    آزاسیتیدین  - 5میکرومولار    100و همچنین غلظت

ایجاد کرده  دانه را  بیشترین میزان عملکرد    ETMH-82در ژنوتیپ  

و  3)جدول    است  بوته  برداشت  بیشترین شاخص  همچنین   .)

از غلظت   در  - 5میکرومولار    5درصد چوب بلال  آزاسیتیدین 

دست  به   ETMH-82و شاهد در ژنوتیپ    DH5 × DH7ژنوتیپ  

، دو ژنوتیپ ذرت و اثرات  (. برای صفت قطر بوته 3آمد )جدول  

دار آماری  آزاسیتیدین اختلاف معنی - 5متقابل ژنوتیپ در غلظت  

آزاسیتیدین اختلاف  - 5های مختلف  فقط غلظت نشان ندادند و  

رغم عدم اختلاف  علی   . درصد نشان دادند   5داری در سطح  معنی 

ها با روش  دار آماری بین اثرات متقابل، مقایسه میانگین آن معنی 

که    طوری به   ها نشان داد بندی متفاوتی را بین میانگین دانکن گروه 

غلظت  به  از  ژنوتیپ  - 5میکرومولار    100غیر  در  آزاسیتیدین 

ETMH-82    که کمترین میزان قطر بوته را ایجاد کرد، سایر تیمارها

را ایجاد    بیشترین مقدار قطر بوته دار آماری  بدون اختلاف معنی 

برای صفت تعداد برگ در بوته، دو ژنوتیپ    (. 3کردند )جدول  

آزاسیتیدین اختلاف  - 5ژنوتیپ در غلظت    اثرات متقابل ذرت و  

های  غلظت که  در حالی (.  2دار آماری نشان ندادند )جدول  معنی 

معنی   آزاسیتیدین - 5مختلف   در سطح  اختلاف  درصد    5داری 

اثرات    (. مقایسه میانگین 2برای این صفت نشان دادند )جدول  

  100برای صفت تعداد برگ در بوته نشان داد که غلظت   متقابل 

رقم    آزاسیتیدین - 5  میکرومولار  ایجاد  منجر   ETMH-82در  به 

برگ  تعداد  با    بیشترین  مقایسه  تیمارها در  است گردید   سایر    ه 

(. برای صفت تعداد پنجه، دو ژنوتیپ مورد استفاده در  3)جدول  

آزاسیتیدین  - 5درصد و اثرات متقابل ژنوتیپ و غلظت    5سطح  

های  داری نشان دادند ولی غلظت درصد اختلاف معنی   1در سطح  

داری برای صفت تعداد پنجه  آزاسیتیدین تفاوت معنی - 5مختلف  

(. مقایسه میانگین اثرات متقابل نشان داد که  2نشان ندادند )جدول  

آزاسیتیدین در  - 5  میکرومولار   100و    10های  ت ظ استفاده از غل 

  ETMH-82میکرومولار در ژنوتیپ   5و  DH5 × DH7ژنوتیپ 

)جدول    بیشترین تعداد پنجه را در مقایسه با شاهد ایجاد کردند 

غلظت 3 ذرت،  استفاده  مورد  ژنوتیپ  دو  مختلف  (.  - 5های 

اثرات متقابل آن آ  دار آماری برای  ها اختلاف معنی زاسیتیدین و 

 (. 2بلال نشان ندادند )جدول    صفات عمق دانه و تعداد 

  تنوع   با   مرتبط   ابتدا   در   زراعی   محصولات   در   اصلاحی   های برنامه 

  زراعی   محصولات   در   ژنتیکی اپی   های واریانت   ولی   بود.   ژنتیکی 

  کند.   فراهم   محصولات   این   اصلاح   برای   دیگری   منبع   است   ممکن 

  زراعی   خصوصیات   دارای   ژنتیکی اپی   های واریانت   به   دستیابی 
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  و   هندوانه   برنج،   سیب،   شامل   گیاهی   گونه   چندین   در   بالقوه 

  دارای   ژنتیکی اپی   های واریانت   است.   شده   گزارش   فرنگی گوجه 

  شیمیایی   تیمارهای   طریق   از   توانند می   زراعی   مطلوب   خصوصیات 

  مهارکننده )   آزاسیتیدین - 5  با   قرارگیری   معرض   در   جمله   از 

 ;Munsamy et al., 2013)   شوند   حاصل   نیز   ، ( متیلاسیون 

Latutrie et al., 2019 .)   بسیاری   حاضر،   تحقیق   نتایج   با   تطابق   در  

  تیمار   جهت   ترانسفراز متیل   DNA  های بازدارنده   از   محققین   از 

  استفاده   مختلف   های فنوتیپ   آوردن   دست به   هدف   با   گیاهان 

 ;Fieldes and Amyot, 1999; Kondo et al., 2006)   اند کرده 

Kumpatla and Hall, 1998; Li et al., 2015; Tyunin et al., 

2012; Wang et al., 2009 .)   که   دادند   نشان   محققین   پژوهشی،   در  

  آزاسیتیدین - 5  میکرومولار   50  با   آرابیدوبسیس   بذور   تیمار پیش 

  همچنین   و   گیاهان   دهی گل   زمان   در   داری معنی   افزایش   به منجر 

  انشعابات   تعداد   گیاه،   ارتفاع   مانند   صفاتی   دار معنی   کاهش 

 Bossdorf)   گردد   می   میوه   تعداد   و   توده   زیست   میزان   ها(، )شاخه 

et al., 2010 .)   ،5  پایین   های غلظت   از   استفاده   گندم   در   همچنین -

  دهی، سنبله   صفات   و   داد   افزایش   را   دهی پنجه   توانایی   زاسیتیدین، آ 

  طور به   را   دیگر   های شاخص   و   دانه   هزار   وزن   گلدهی،   زمان 

  در   (. Chen and Wang, 2011)   داد   قرار   تأثیر   تحت   داری معنی 

  و   ها ریشه   رشد   از   آزاسیتیدین - 5  بالای   های غلظت   اخیر،   تحقیق 

  در   (. Chen and Wang, 2011)   کرد   جلوگیری   گندم   های گیاهچه 

- 5  تیمارهای   ( Burn et al., 1993)   همکاران   و   برن   1993  سال 

  نتیجه   این   به   و   د کردن   اعمال   آرابیدوپسیس   گیاه   روی   را   زاسیتیدین آ 

  درجه   اثر   جایگزین   تواند می   آزاسیتیدین - 5  که   رسیدند 

  گیاهان   در   را   زودهنگام   گلدهی   و   گردد   پایین   های حرارت 

  هر   به   کند.   تحریك   ، دارند   سرمادهی   به   نیاز   که   سیسی پ آرابیدو 

- 5  ماده   به   سرمادهی   به   حساس غیر   آرابیدوبسیس   گیاهان   جهت، 

  کاهش   سطوح   که   دهد   می   نشان   این   که   ندادند   پاسخ   زاسیتیدین آ 

  را   گیاه   گلدهی   پایین   دمای   جای به   تواند می   متیلاسیون   یافته 

  در   مشابهی   های روش   توسط   همچنین   اثر   این   . نماید   تحریك 

  در   (. Kondo et al., 2006, 2007)   گردید   اثبات   دیگر   های گونه 

- 5  تیمار   نیز   (، Chrysanthemum morifolium)   داوودی   گل   گیاه 

 ,.Li et al)   گردید   گلدهی   زمان   در   تغییراتی   به منجر   زاسیتیدین آ 

2017; Wang et al., 2009; Zhu, 2014 .)   تیمار   اسفناج   گیاه   در  

  بلکه   داد   قرار   تأثیر   تحت   را   گلدهی   زمان   تنها نه   آزاسیتیدین - 5

  که   طوری به   داشت.   اسفناج   زایشی   عملکرد   روی   ای ویژه   اثرات 

 Li et)   داد   افزایش   را   پایه یك   گیاهان   درصد   داری معنی   صورت به 

al., 2015 .)   طویل   تحریك  به منجر  آزاسیتیدین - 5  تیمار   همچنین  

 Tatra et)  است  گردیده  Stellaria longipes گیاه  در   ساقه  شدن 

al., 2000 )   متیلاسیون   که   است   این   دهنده   نشان   که  DNA   در  

  از   یکی   شود می   تصور   که   آنجا   از   دارد.   نقش   گیاه   شکل   تنظیم 

  متحرک   عناصر   سرکوب   ، متیلاسیون   اثرات   ترین اصلی 

  از   وسیعی   دامنه   روی   ها ترانسپوزون   تحرک   و   است   )ترانسپوزون( 

- 5  اثرات   گذارد، می   تأثیر   مختلف   های مکانیسم   ا ب   صفات، 

   (. Kawakatsu et al., 2017)   باشد   گسترده   تواند می   زاسیتیدین آ 

میزان تولید    ی آزاسیتیدین رو - 5تیمار بذور ذرت با  اثر پیش 

تجزیه  :  ذرت ژنوتیپ  در کشت بساک دو    گیاهچه رویان و  

آزاسیتیدین بر روی صفات  - 5های مختلف  واریانس اثر غلظت 

تعداد  ازای هر بساک و همچنین میانگین  میانگین تعداد رویان به 

های  ازای هر بساک نشان داد که بین غلظت گیاهچه باززایی شده به 

  درصد   1دار آماری در سطح  تیدین اختلاف معنی ی آزاس - 5مختلف  

)جدول   دارد  وجود  صفت  دو  این  میانگین  5برای  مقایسه   .)

آزاسیتیدین نشان داد که تیمار بذور ذرت  - 5های مختلف  غلظت 

به تشکیل بیشترین میانگین  تیدین منجر ی آزاس - 5میکرومولار    5با  

( در  0/ 067ازای هر بساک ) ( و گیاهچه به 0/ 1833تعداد رویان ) 

(. در  2در مقایسه با شاهد گردید )شکل    DH5 × DH7ژنوتیپ  

آزاسیتیدین و چه در  - 5چه در تیمارهای    ETMH-82  ژنوتیپ 

ای تشکیل نگردید که نشان  گونه رویان و گیاهچه تیمار شاهد هیچ 

شدت  آندروژنز در گیاه ذرت قبل از هر عاملی به   القای دهد  می 

است   ژنوتیپ  به   ,Ismaili and Pour Mohammadi) وابسته 

2016 .) 

میکرومولار    5نشان داده شد، تیمار با    2گونه که در شکل  همان 

منجر - 5 گیا آزاسیتیدین  و  رویان  تعداد  بیشترین  تشکیل  چه  ه به 

آزاسیتیدین میزان تشکیل  - 5افزایش غلظت  که با  گردید در حالی 

داری کاهش پیدا کرد )شکل  رویان و باززایی گیاهچه به طور معنی 

2 .) 
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و همکاران  عزیزیان مصلح  ...   DNAماده ضد متیلاسیونبه عنوان  تیدینیآزاس - 5اثر  بررسی 

 
  ؛کالوس و  چهریشه تشکیل :پ و ب ؛YPm کشت محیط در ذرت بساک  کشت  در جنینی شبه ساختار تشکیل :الف -1 شکل
  حاوی های گلدان به های  گیاهچه انتقال :ر؛ هورمون بدون  MS محیط در جنینی شبه ساختارهای از گیاهچه باززایی :ت

 ذرت  بساک   کشت   از حاصل شده  سازگار هاپلوئید گیاه :ز ؛سازگاری مرحله در پرلیت  و  کوکوپیت 

Figure 1. A: Formation of embryo-like structure in anther culture of maize in YPm culture medium; B and C: 
Root and callus formation; D: Plantlet regeneration from Embryo-Like Structures (ELSs) in hormone-free MS 

medium; R: Transfer of plantlets to pots containing coco peat and perlite in the stage of adaptation and reduction 
of moisture; G: An acclimated haploid plant obtained from maize anther culture 

 
  توسط   آن  غلظت   افزایش  با   آزاسیتیدین - 5 سمی   اثرات   افزایش 

  شده   گزارش   نیز   (Belchev et al., 2004)  همکاران   و   بلچف 

  باعث   تیدین ی آزاس - 5  که   دادند   نشان   محققین   این   است. 

  ترانسفراز متیل   آنزیم   فعالیت   مهار   و   DNA  هیپومتیلاسیون 

  و   ( درصد   38  از   )بیش   کالوس   القای   افزایش   ها آن   و   شود ی م 

  را   گندم   های بساک   کشت   از   ( درصد   50  از   )بیش   گیاه   باززایی 

  گزارش   نانومولار   و   پیکومولار   محدوده   در   خاص   ی ها غلظت   در 

  ( Li et al., 2001)   همکاران   و   لی   دیگری،   مطالعه   در   کردند. 

  کشت   از   کالوس   القای   بر   را   اتیونین   و   آزاسیتیدین - 5  اثرات 

  تولید   که   دادند   نشان   و   داده   قرار   مطالعه   مورد   جو   های میکروسپور 

  های غلظت   با   شده   تیمار پیش   میکروسپورهای   از   جنین   و   کالوس 

  چندین   شاهد   به   نسبت   روز   3  مدت به   آزاسیتیدین - 5  مختلف 

  همکاران   و   مونسامی   مطالعه   در   است.   بوده   بیشتر   برابر 

 (Munsamy et al., 2013 )   آزاسیتیدین - 5  که   گردید   مشخص  

  میکرومولار   100  و   50  های غلظت   در   را   ها کالوس   مانی نده ز 

  به منجر   تیمار   محیط   در   D-2,4  هورمون   از   استفاده   ولی   داد   کاهش 

  وجود  همچنین   گردید.   آزاسیتیدین- 5  سمی   اثرات   کاهش 

2,4-D ،   با   . گردید   ها کالوس   در   متیلاسیون   سطح   افزایش   باعث  

  (، Solís et al., 2015)   همکاران   و   سولیس   تحقیق   به   توجه 

  در   آزاسیتیدین - 5  تیمار   مدت کوتاه   و   کم   های غلظت   از   استفاده 

  مثبت   اثرات   به   دستیابی   برای   مهمی   عامل   کشت،   اولیه   مراحل 

  محققین   این   است.   میکروسپور   زایی جنین   راندمان   ازنظر   ماده   این 

  آزاسیتیدین - 5  میکرومول   2/ 5 غلظت   از   استفاده   که   دادند  نشان 

  برای   مناسب   تیمار   یك   کشت،   شروع   زمان   از   روز   چهار   مدت به 

  کلزا   گونه   دو   میکروسپور   های کشت   در   زایی ن ی جن   ند ی فرآ   القای 

  چگونگی   درک   با   که   دهد می   نشان   ها یافته   این   باشد. می   جو   و 

 نموی  و   رشد   سرنوشت   بر   DNA  متیلاسیون   تغییرات   تأثیر 

 توانمی   ای،شیشه درون   هایکشت   طول   در   ها سلول 

 و  زایی جنین   پتانسیل   افزایش   برای   را   جدیدی   های استراتژی 

 و   گیاهی   های گونه   در   پوتنسی توتی   خاصیت   افزایش 

  ایجاد   بافتی کشت   فرایندهای   به   سخت   پاسخ   با   هایی ژنوتیپ 

 (. Osorio-Montalvo et al., 2018)   کرد 
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  DH5 × DH7 ژنوتیپ  ،ذرت بساک  کشت  در آندروژنز صفات روی بر آزاسیتیدین-5  متفاوت  هایغلظت   اثر -2 شکل

Figure 2. Effect of different concentration of 5- azacytidine on the androgenesis traits in anther culture of 
maize, genotype of DH5 × DH7 

 ازای هر بساک به باززایی شده میانگین تعداد گیاه ؛ ب:ازای هر بساکمیانگین تعداد رویان بهالف: 
A: Mean number of embryos per anther; B: Mean number of regenerated plants per anther 

 

  ی رو   آزاسیتیدین - 5  با   ذرت   ژنوتیپ   دو   بذور   تیمار پیش   اثر 

  تجزیه :  رشدی   مرحله   دو   در   ترانسفراز متیل   DNA  ژن   بیان   میزان 

- 5  مختلف   های غلظت   با   ذرت   بذور   تیمار   پیش   اثر   واریانس 

  دو   در   ترانسفراز متیل   DNA  ژن   بیان   صفت   روی   زاسیتیدین آ 

  نر   های گل  برداشت   مرحله   و  برگی  8 تا   7)   ذرت  رشدی   مرحله 

  این   در   استفاده   مورد   ذرت   ژنوتیپ   دو   برای   ( بساک   کشت   برای 

  های غلظت   از   استفاده   گردید.   انجام   جداگانه   طور به   آزمایش 

  اختلاف   ذرت،   ژنوتیپ   دو   هر   در   آزاسیتیدین - 5  مختلف 

  DNA  ژن   بیان   میزان   برای   درصد   1  سطح   در   داری معنی 

  (. 5  )جدول   دادند   نشان   رشدی   مرحله   دو   هر   در   ترانسفراز متیل 

  ژن   بیان   تغییرات   روند   شود، می   مشاهده   3  شکل   در   که   طور همان 

DNA   زیادی   بسیار   حدود   تا   ژنوتیپ   دو   هر   در   ترانسفراز متیل  

  تمامی   در   ژن   نسبی   بیان   میزان   بود.   کاهشی   صورت به   و   مشابه 

  برگی(   8  تا   7)   رشدی   اول   مرحله   در   آزاسیتیدین - 5  ی ها غلظت 

  بیان   میزان   بیشترین   ب(.   و   الف   3  )شکل   بود   دوم   مرحله   از   کمتر 

- 5  مختلف   های غلظت   و   گردید   مشاهده   شاهد   تیمار   در   ژن 

  نسبی  بیان   کمترین   ژنوتیپ  دو   هر   در   مشابهی   طور به   زاسیتیدین آ 

- 5  ماده   کاربرد   بنابراین ؛  ب(   و   الف   3  )شکل   دادند   نشان   را   ژن 

  دار معنی  کاهش   باعث   ذرت   بذور   تیمار پیش   عنوان به   زاسیتیدین آ 

  ژن   بیان   کاهش   این   ؛ که گردید   ترانسفراز متیل   DNA  ژن   نسبی   بیان 

DNA   ژنوتیپ   در   ترانسفراز متیل  DH5 × DH7   است   ممکن  

  شده   میکرومولار   5  غلظت   در   ویژه به   آندروژنز   القای   بهبود   به منجر 
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  در   ترانسفراز متیل   DNA  ژن   بیان   کاهش   این   که حالی   در   باشد 

  این   که   داشت ن   آندروژنز   القای   بر   ی ثیر تأ   ETHM-82  ژنوتیپ 

  ژنتیکی   عوامل   ژنتیکی، اپی   عوامل   بر علاوه   که   دهند می   نشان   نتایج 

  نقش   ذرت   بساک   های کشت   در   آندروژنز   القای   در   ژنوتیپ   نوع   و 

  2/ 5  کاربرد   حاضر،   تحقیق   نتایج   با   تطابق   در   دارند.   مهمی 

  جو   و   کلزا   میکروسپور   های کشت   در   آزاسیتیدین - 5  میکرومولار 

  میکروسپورهای   در   آندروژنز   ء القا   افزایش   باعث   داری معنی   طور به 

  کاهش   با   آندروژنز   القای   در   بهبود   این   که   گردید   شده   کشت 

 Solís et)   بود   همراه   ها کشت   این   در   متیلاسیون   سطح   دار معنی 

al., 2015 .)   

  های کشت   تیمار   که   دادند   نشان   دیگر   محققین   همچنین 

  ( Bix 01294)   هیستون   ضدمتیلاسیون   ماده   با   کلزا   میکروسپور 

  در   ترانسفراز متیل   هیستون   ژن   بیان   دار معنی   کاهش   باعث 

  میکروسپورهای   با   مقایسه   در   زا جنین   میکروسپورهای 

  نتایج   همچنین   (. Berenguer et al., 2017)   گردید   زا غیرجنین 

  ژن   بیان   دار معنی   کاهش   رغم علی   که   داد   نشان   حاضر   تحقیق 

DNA   در   آزاسیتیدین - 5  مختلف   های غلظت   در   ترانسفراز متیل  

  رشدی   اولیه   مراحل   در   ژن   بیان   کاهش   این   شاهد،   با   مقایسه 

  میزان   در   کاهشی   تغییر   این   گیاه   رشد   ادامه   با   و   بوده   بیشتر 

  تغییر   از   ی نشان   که   است   شده   تعدیل   کمی   DNA  متیلاسیون 

   . باشد   می   گیاه   نمو   و   رشد   طول   در   ژنتیکی اپی   تنظیمات 
 

 
 گیاه   رشدی   مرحله   دو   در   ذرت   ژنوتیپ   دو   در   ترانسفراز متیل   DNA  ژن   بیان   روی   بر   آزاسیتیدین - 5متفاوت   های غلظت   اثر   - 3  شکل 

Figure 3. Effect of different concentration of 5-azacytidine on DNA methyltransferase gene expression in two 
genotypes of maize, at two plant growth stages 

  ETHM-82؛ ب: ژنوتیپ ;DH5 × DH7ها؛ الف: ژنوتیپ برگی؛ مرحله رشدی دوم: مرحله ظهور تاسل 8-7مرحله رشدی اول: مرحله 

First growth stage: 7-8 leaves; Second growth stage: emergence of tassels; A: DH5 × DH7 genotype; B: ETHM-82 genotype 
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  الگوی   در   تغییر   که   دهد می   نشان   حاضر   تحقیق   نتایج   کلی   طور به 

 آزاسیتیدین -5  ماده   از   استفاده   با   ذرت   گیاه   در   DNA  متیلاسیون 

  و   نموی  و  رشد  صفات  کنترل  در  مهمی  نقش  دنتوامی

  با   که  باشد  داشته  گیاه  این  در  آندروژنز  القاء  بهبود  همچنین

  در   تغییر  و   ژنتیكاپی  عوامل   این   روی  بیشتر  اتمطالع

 تولید  به  اقدام  توانمی  مصنوعی  طوربه  عوامل  این  سطوح

  همچنین   و  یافته  بهبود  صفات   با  ذرت  جدید  هایواریته

  های برنامه  در  استفاده  مورد  بافتیکشت   یندهایآفر  بهبود

  گامتی   زاییرویان  و  آندروژنز  القاء  قبیل  از  گیاه  این  نژادیبه

 نمود.
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Abstract 
Optimization of in vitro methods for the production of maize double haploids plays an important role in 

the breeding programs of this plant. In this study, the effects of 5-azacytidine on agronomic traits, 

androgenesis induction efficiency and also, DNA methyltransferase gene expression (AF229183.1) in 

two growth stages of maize were investigated. This experiment was performed as factorial based on a 

completely randomized block design with three replications. Two maize genotypes (DH5 × DH7 and 

ETMH-82) were considered as the first factor and treatment of maize seeds with 5-azacytidine (0, 5, 10, 

and 100 μM) was considered as the second factor. The maize seeds were sowed in the field and during 

the growth stages, various morphological and agronomic traits were recorded. In the anther culture 

experiment, the suitable anthers containing microspores at mid to late-uninucleate stages were selected 

and cultured in an YPm culture medium containing 1 mg/l 2, 4-D, and 2 mg/l BAP. Interaction effects 

of genotype and 5-azacytidine concentrations showed significant differences for the majority of studied 

traits except for number of kernel per ear row, kernel depth, plant diameter, number of leaves and 

number of ears. The highest amounts of 1000-kernel weight were obtained with treatments of 10 and 

100 μM and the highest ones for grain yield and biological yield traits were obtained with 100 μM 5-

azacytidine treatment for both genotypes. Seeds of DH5 × DH7 genotype treated with 5 μM 5-

azacYtidine produced the highest mean number of embryo-like structures (0.1833) and regenerated 

plantlets (0.067) per each anther. Relative expression of DNA methyltransferase gene in maize seeds 

treated with different concentrations of 5-azacytidine showed a significant decrease in both genotypes 

and both growth stages compared to control plants (treated with 0 μM 5-azacytidine), that this decrease 

in gene expression could lead to improved androgenesis induction in anther culture of DH5 × DH7 

genotype. However, despite the decrease in expression of this gene in two growth stages of ETMH-82 

genotype, androgenesis induction was not observed in this genotype. The results of the present study 

can help to determine the role of epigenetic factors in androgenesis induction and improving the 

production of haploid plants in maize. 
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