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Gossypium hirsutum(ژنوتیپ پنبه6باززایی  L.(یسوماتیکزاییجنینطریقاز

4جلودارنادعلی باباییانو3، عمران عالیشاه2، غلامعلی رنجبر1لیلا فهمیده

چکیده
هـاي تراریخـت   و تولید موفق ارقام پنبهاصلاحدربافتکشتهايتکنیکازاستفادهبادر پنبهباززاییهايسازي روشبهینه
10منظور تحریک کـالوس بـه مـدت    ژنوتیپ پنبه به6ايلپهروزه هیپوکوتیل و برگ 7-14ریزنمونه هاي . رسدمینظربهضروري

نین با استفاده یهاي اکسین و سیتوکهورمونحاوي) B5هاي محیطحاوي ویتامینMSمحیط کشت (MS1کشتهفته روي محیط
درجه 28±2ها به اتاقک رشد با شرایط دمایی کشت. از آزمایش فاکتوریل بر مبناي طرح کاملاً تصادفی با سه تکرار کشت شدند

زا هـاي جنـین  کالوس. زایی منتقل شدندمنظور القاي کالس بهلوک2000ساعت روشنایی با شدت نور 16گراد و دوره نوري سانتی
تأثیر KNO3با اینکه .بدون هورمون منتقل شدندKNO3و NH4NO3حاوي MSهاي کشتها به محیطجهت تحریک و بلوغ جنین

زنـی  منظـور جوانـه  بـه .را داردکـارایی بیشترین ها جنینو بلوغ براي نمو اما هاي سوماتیکی دارد ناچیزي جهت تحریک جنین
زایـی  شـده از روش جنـین  هـاي بـاززا  اسـتفاده شـد و گیاهچـه   GA3حاوي هورمونMSکشت هاي سوماتیکی از محیط جنین

، درصـد  زایـی از نظـر شـروع کـال   ) هیپوکوتیل و برگ کوتیلدون(با هر دو نوع ریزنمونه S-4-4ژنوتیپ .سوماتیکی تولید شدند
.بودهابرتر از سایر ژنوتیپزاتولید کال جنینزایی و همچنین درصد کال

هیپوکوتیلزایی سوماتیکی، جنینپنبه، اي، باززایی گیاهچه، برگ لپه: هاي کلیديواژه

مقدمه
هاي بیوتکنولوژي در کوتـاه کـردن مراحـل    پیشرفت

ــاربرد دارد   ــف کـ ــان مختلـ ــیک گیاهـ ــلاح کلاسـ . اصـ
توانـد در ترکیـب بــا   هـاي اصـلاحی کلاسـیک مــی   روش
هاي کشت بافت، براي تغییر ژنتیکی صفات مطلوب روش

کلید دستیابی به کاربرد موفـق  ). 14،17(بکار برده شود 
تم بـاززایی  بیوتکنولوژي در اصلاح نباتات، داشـتن سیس ـ 

توانـد در هیبریداسـیون بـین    باشـد کـه مـی   کارآمد مـی 
ــه ــلاح گون ــیون، اص ــهاي، موتاس ــد،  واریت ــاي هیبری ه

مورد استفاده قـرار گیـرد   ،ریزازدیادي سریع و انتقال ژن
)21،16،2.(

هـاي  تـرین روش زایی سوماتیکی یکی از سریعجنین
در .شـود محسـوب مـی  وسـیع در مقیاس گیاهان ازدیاد 

زایی سـوماتیکی در  مقایسه با سایر گیاهان زراعی، جنین
Gossypium hirsutum)پنبه  L.)   به سختی قابـل انجـام
اولین مشاهده جنین سـوماتیکی در پنبـه توسـط    . است

هـاي  صورت گرفـت، آنهـا جنـین   ) 18(پرایس و اسمیت
سـلولی یـک گونـه    سوسپانسیونسوماتیکی را در کشت 

از )1(همیلتونو دیویدنس. ندوحشی پنبه مشاهده کرد
در محیط زاجنینهاي کالوسطریق کشت طولانی مدت 

،شده بدسـت آوردنـد  گیاهان باززا،کشت بدون هورمون
رشد گیاهان و پیدایش ریشه زمانی بود که غلظت گلوکز 

. در محیط کشت را کاهش دادند
در محـیط پنبه از قطعات ساقه ) 24(تان و همکاران

و کینتین، کالوس تولید کردند و IAAحاوي MSکشت
جـــایگزین شـــد، ip–2و NAAبـــا IAAزمـــانی کـــه 

روش ) 9(ایکـرام الحـق   .بدسـت آمـد  هاي سـبز چهگیاه
ــالوس  ــر ک ــد و تکثی ــراي تولی ــه ســریعی را ب از ریزنمون

هاي ، کالوسبکار گرفت312هیپوکوتیل پنبه رقم کوکر
. نـد سـوماتیکی بود زایی داراي درجه بالاي جنینحاصله 
تولیـد  مـاه  4-5هاي باززا شده طبیعی در مدت گیاهچه

حـاوي  MSBدر محـیط  ) 29(وانـگ و همکـاران  . شدند
زاي هـــاي جنـــینگلوتــامین و آســـپاراژین از کــالوس  

. ، گیــاه بــاززایی شــده بدســت آوردنــدپنبــهســوماتیکی
همچنین آنها با کاهش غلظـت عناصـر پرمصـرف، رنـگ     

.در محـیط کشـت را کـاهش دادنـد    اي ایجاد شـده  قهوه
ــاران  ق ــمی و همک ــالوس) 8(اس ــین ک ــی و جن ــی زای زای

ــی از    ــل را در برخـ ــه هیپوکوتیـ ــوماتیکی ریزنمونـ سـ
هاشـم آبـاد، کرمـان، ترمـز و     (هاي پنبـه ایرانـی   ژنوتیپ

. ، مورد بررسی قرار دادند312به همراه رقم کوکر) سپید

) L.fahmideh@uoz.ac.ir:نویسنده مسوول(استادیار، دانشگاه زابل، - 1
دانشیار و استاد، دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري-4و 2

استادیار، موسسه تحقیقات پنبه کشور، گرگان-3
1/10/93: تاریخ پذیرش22/7/93: تاریخ دریافت

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی
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در محیط زاجنینهاي کالوسطریق کشت طولانی مدت 

،شده بدسـت آوردنـد  گیاهان باززا،کشت بدون هورمون
رشد گیاهان و پیدایش ریشه زمانی بود که غلظت گلوکز 

. در محیط کشت را کاهش دادند
در محـیط پنبه از قطعات ساقه ) 24(تان و همکاران

و کینتین، کالوس تولید کردند و IAAحاوي MSکشت
جـــایگزین شـــد، ip–2و NAAبـــا IAAزمـــانی کـــه 

روش ) 9(ایکـرام الحـق   .بدسـت آمـد  هاي سـبز چهگیاه
ــالوس  ــر ک ــد و تکثی ــراي تولی ــه ســریعی را ب از ریزنمون

هاي ، کالوسبکار گرفت312هیپوکوتیل پنبه رقم کوکر
. نـد سـوماتیکی بود زایی داراي درجه بالاي جنینحاصله 
تولیـد  مـاه  4-5هاي باززا شده طبیعی در مدت گیاهچه

حـاوي  MSBدر محـیط  ) 29(وانـگ و همکـاران  . شدند
زاي هـــاي جنـــینگلوتــامین و آســـپاراژین از کــالوس  

. ، گیــاه بــاززایی شــده بدســت آوردنــدپنبــهســوماتیکی
همچنین آنها با کاهش غلظـت عناصـر پرمصـرف، رنـگ     

.در محـیط کشـت را کـاهش دادنـد    اي ایجاد شـده  قهوه
ــاران  ق ــمی و همک ــالوس) 8(اس ــین ک ــی و جن ــی زای زای

ــی از    ــل را در برخـ ــه هیپوکوتیـ ــوماتیکی ریزنمونـ سـ
هاشـم آبـاد، کرمـان، ترمـز و     (هاي پنبـه ایرانـی   ژنوتیپ

. ، مورد بررسی قرار دادند312به همراه رقم کوکر) سپید

) L.fahmideh@uoz.ac.ir:نویسنده مسوول(استادیار، دانشگاه زابل، - 1
دانشیار و استاد، دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري-4و 2

استادیار، موسسه تحقیقات پنبه کشور، گرگان-3
1/10/93: تاریخ پذیرش22/7/93: تاریخ دریافت

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی
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ي هـا منظـور تحریـک کـالوس و تشـکیل کـالوس     آنها به
ــین ــل  جن ــه هیپوکوتی ــد 4-7زا، ریزنمون روزه را در چن

هـاي مختلـف   بـا سـطوح و غلظـت   MSBمحیط کشـت  
درصـد  . نین کشت کردندیهاي اکسین و سیتوکهورمون

.زایی در بین ژنوتیپ مورد مطالعه متفاوت بودجنین
هاي کشت بافت و افزایش کارایی اصلاح سیستم

پنبه، اولین قدم در جهت هاي باززایی گیاهچه در واریته
. کاربرد تکنولوژي انتقال ژن در بهبود و اصلاح آن است

زایی سوماتیکی در هرچند کارایی باززایی از طریق جنین
پنبه گسترش یافته است اما هنوز مشکلاتی همانند 

هاي غیرطبیعی، تولید کم گیاهچه، تعداد زیاد جنین
کم دهی هاي تولید شده و ریشهکاهش طول ساقه

زایی سوماتیکی هاي باززا شده از طریق جنینگیاهچه
لذا در حال حاضر بدست آوردن یک . )9(وجود دارد

سیستم بهینه با توان تولید کالوس و گیاهچه باززا شده 
مناسب، براي سیستم کشت بافت پنبه مسئله مهمی 

هاي سازي تکنیکبهینههدف از مطالعه حاضر. است
ارقام تجاري شناساییواه پنبهگیکشت بافت و باززایی 

زایی و ایرانی داراي پتانسیل بالاي باززایی توسط جنین
هاي بعدي در امر انتقال براي موفقیتسوماتیکی بود که 

.باشدمیمهم بسیار به این گیاه ژن 

هامواد و روش
ین تحقیق در آزمایشگاه بیوتکنولوژي و کشت بافـت  ا

ــا 1389ســال در مؤسســه تحقیقــات پنبــه گرگــان   و ب
، C1211، 349لایـن ،312وکرهاي کاستفاده از ژنوتیپ

4-S-4 ،N200جهـت حـذف الیـاف    . شـد انجامو ساحل
بـا اسـتفاده از اسـید    رهاسلولزي موجود در روي بذر، بذ

مقـادیر  زدایی شده و بلافاصله بـا  سولفوریک غلیظ الیاف
منظـور ضـدعفونی   در ادامـه بـه  . آب شستشو شدندزیاد 

2درصـد بـه مـدت    70ل و، ابتـدا در اتـان  بـذرها سطحی
درصد بـه  50دقیقه و سپس در محلول هیپوکلریدسدیم 

ــرار داده شــدند20مــدت  ــه ق بعــد از ضــدعفونی . دقیق
دو بار با آب مقطر استریل شستشو و به مدت3سطحی، 

اي استریل داراي درب محکـم و  روز درون ظروف شیشه
حـاوي آب مقطــر اســتریل نگهـداري شــده و ســپس در   

هـا  کشـت . کشت شـدند :6/5pH-8/5با 1/2MSمحیط 
گـراد و  درجـه سـانتی  28±2ک رشد در دمايـدرون اتاق

رارـکی قـساعت تاری8ساعت روشنایی و 16دوره نوري 

.گرفتند
4-5(از دو بخش هیپوکوتیل،کالوسمنظور القاي به

ــی ــرمیلـ ــرگ ) متـ ــهو بـ ــی3-5(ايلپـ ــرمیلـ )متـ
در داخـل روزه، ریزنمونه تهیه شد و 7-14هاي گیاهچه

هر واحد .)1جدول ( قرار داده شدندMS1محیط کشت
ریزنمونه 5-8آزمایشی عبارت از یک پتري دیش حاوي 

ژنوتیــــپ: بــــدین ترتیــــب، اثــــر دو عامــــل. بــــود
، C1211 ،4-S-4، 349لاین،312کوکر: شاملسطح6(

N200ــاحل ــه  )و س ــوع ریزنمون ــطح2(و ن ــاملس :ش
بر تولیـد و رشـد کـالوس بـه     ) ايهیپوکوتیل و برگ لپه

آزمـایش فاکتوریـل   طرح کاملاً تصادفی در قالـب  صورت 
ها درون اتاقک رشـد بـا   کشت. ندبا سه تکرار بررسی شد

سـاعت  16دوره نـوري  گراد و درجه سانتی28±2دماي 
). 1شـکل (سـاعت تـاریکی قـرار گرفتنـد    8روشنایی و 

وروز یکبـار انجـام گردیـد   21-30ها تقریباً هـر واکشت
تعداد روز سپري شده تا (زایی شروع کالوسصفاتی چون 

دهـی  س، درصد کـالو )مشاهده اولین علائم تولید کالوس
و )تعداد ریزنمونه به کالوس تبدیل شـده در هـر تکـرار   (

زا هاي جنینتعداد کالوسنسبت (زا درصد کالوس جنین
ــالوس  ــداد کــل ک ــه تع ــا ب ــراره شــمارش و ) در هــر تک

هـا بـر اسـاس رنـگ و     کـالوس .ندبـرداري شـد  یادداشت
دار و هاي دانهشامل کالوس(جنینیهاي کیفیت به گروه

شل داراي رنگ کرم خاکسـتري و تـرد و شـکننده و بـا     
هـاي  شـامل کـالوس  (و غیرجنینـی )رشد سریعتر بودند

اي و متراکم و فشرده به رنگ سفید، سبز تیـره یـا قهـوه   
.بندي شدند، تقسیم)داراي رشد کمتر بودند

زایـی و بـاززایی گیاهچـه    منظور دستیابی به جنینبه
MS3bو MS1b ،MS2bهـاي  به ترتیـب از محـیط کشـت   

منظـور بـدین ترتیـب کـه بـه    ). 1جـدول  (شـد  استفاده 
10ها بعـد از  ها، کالوسزایی و بلوغ جنینتحریک جنین

بـه محـیط   ) MS1(دهـی  هفته از محیط کشـت کـالوس  
هفته و در ادامه به محیط کشت 2به مدت MS1bکشت 
MS2b زنی منظور جوانهبه. هفته منتقل شدند3به مدت

اسـتفاده  MS3bجنین هاي سوماتیکی از محـیط کشـت   
هـاي  تمامی محـیط . ))9(الحقمطابق روش ایکرام (شد 

MSهـای ــ، محـیط پ MSBمحیط کشت (مورد استفاده 
3(بـا سـاکارز   ) B5هـاي محـیط کشـت    حاوي ویتـامین 

تهیــه :8/5pHو بــا ) گــرم در لیتــر7(و آگــار ) درصــد
.    گردیدند
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Gossypium hirsutum(ژنوتیپ پنبه6باززایی  L. (42.......................................... ..............................................................یسوماتیکزاییجنینطریقاز

بذور ضدعفونی شده و. A.ايانجام شده براي ضدعفونی و کشت بذر پنبه در شرایط کشت درون شیشهمختلفمراحل-1شکل
اي ـبذره. MS1/2 ،Cاي کشت شده در محیط کشت ـزنی بذرههـشروع جوان. Bده شده در آب مقطر استریل، ـخیسان

.ها درون اتاقک رشدقرار دادن کشت. Dجوانه زده و آماده براي تهیه ریزنمونه، 

هاي مورد استفادهترکیبات محیط کشت-1جدول
کشتاجزاء محیط نام محیط کشت

MS1MSB + 2,4-D (0.1 mgl-1) + kin (0.5 mgl-1) + MgCl2 (1.6 mgl-1)
MS1bMSB + NH4NO3 (1.9 mgl-1) + MgCl2 (1.6 mgl-1)
MS2bMSB + KNO3 (0.5 mgl-1) + MgCl2 (1.6 mgl-1)
MS3bMSB + GA3 (0.05 mgl-1)

صـورت آزمـایش فاکتوریـل    ها بهتجزیه واریانس داده
هـا بـه   در قالب طرح کاملاً تصـادفی و مقایسـه میـانگین   

هـا  بـا توجـه بـه اینکـه اکثـر داده     . انجام شدLSDروش 
هاي آماري، براي بر اساس درصد بود قبل از انجام تجزیه

هــا دادهجــذري هــا از تبــدیل دادهنرمــال کــردن توزیــع
X1=ــتفاده شــد ــاري از  . اس ــبات آم ــراي محاس ب

. استفاده گردیدSASوEXCELافزارهاي کامپیوترينرم

نتایج و بحث
زاشروع، تحریک و تولید کالوس جنین

ــروع   ــفت شـ ــراي صـ ــانس بـ ــه واریـ ــایج تجزیـ نتـ

بود و دار درصد معنی1ها در سطح دهی ژنوتیپکالوس
، شـروع  )ايهیپوکوتیل و برگ لپه(هاي مختلف ریزنمونه
هـاي  ریزنمونـه ). 2جدول (دهی متفاوتی داشتند کالوس

6-10بعد از گذشـت  MS1هیپوکوتیل در محیط کشت 
ي بـرگ  هـا نمونـه ریزوزایی کردند روز شروع به کالوس

داري زودتـر  طور معنیبه) روزS-4)6-4اي ژنوتیپ  لپه
ــر از ســایر ژنوتیــپ) روزN200)66/9و  ــد دیرت ــا تولی ه

دهـی ریزنمونـه   درصـد کـالوس  ). 3جـدول  (کالوس کرد 
دار نبـود و همـه   هـا معنـی  هیپوکوتیل در بـین ژنوتیـپ  

زا هـاي جنـین  ها براي صفت درصد تولید کالوسژنوتیپ
). 3جدول (نیز در یک گروه قرار گرفتند 

ايهـلپرگـبوتیل وـاي هیپوکـهکشت ریزنمونهل ازـاي حاصـهل دادهـاکتوریـانس فـه واریـتجزی- 2جدول
پنبهمختلفهايژنوتیپ

)MS(میانگین مربعات 
(%)زایی جنین(%)دهی کالوس)روز(زایی شروع کالوسدرجه آزاديمنابع تغییرات

29/1**48/0*21**5ژنوتیپ
96/2**1/34**2/90**1ریزنمونه
3/11ns18/0ns49/0**5ریزنمونه×ژنوتیپ 

2475/118/029/0خطا
ns،*درصد1و درصد 5دار در سطح احتمال دار، معنیبه ترتیب  غیرمعنی:**و.

2X
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پنبهمختلفهايژنوتیپايلپههاي حاصل از کشت ریزنمونه هیپوکوتیل و برگ دادهمیانگینمقایسه-3جدول
ايلپهریزنمونه برگ ریزنمونه هیپوکوتیل

واریته
زایی شروع کالوس

)روز(
دهی کالوس
(%)

زایی جنین
(%)

زایی شروع کالوس
)روز(

دهی کالوس
(%)

زایی جنین
(%)

312bc33/8a3/93a3/78a7ab60ab6/68کوکر
349ab33/7a6/91a75a33/9ab3/58ab70لاین 

C1211
ab66/6a6/96a6/75b3/13b6/56b56

4-S-4
a6a3/93a3/78a66/8a70a85

N200
c66/9a6/88a6/67b3/14b50b55

bc66/8a90a70b13b55b60ساحل
.داري ندارنداختلاف معنیدرصد 5هایی که داراي حرف یا حروف مشابه هستند از نظر آماري در سطح میانگیندر هر ستون *:

ــس از  ــه7-14پ ــه روز ریزنمون ــرگ لپ ــاي ب اي در ه
ــت   ــیط کش ــد  MS1مح ــاز کردن ــالوس را آغ ــد ک . ، تولی

و ) روز66/8(S-4-4، )روز7(312هــاي کــوکرژنوتیــپ
ــن  ــه) روز33/9(349لای ــیب ــر از طــور معن داري زودت

در صـفت درصـد   . دهـی کردنـد  شروع به کالوسسایرین 
S-4)70-4اي، ژنوتیـپ  دهی ریزنمونه برگ لپـه کالوس
. هـا برتـري نشـان داد   نسـبت بـه سـایر ژنوتیـپ    ) درصد

زایی برتـر از  درصد جنین85با S-4-4همچنین ژنوتیپ 
).3جدول (سایرین و در گروه نخست قرار گرفت 
دهی در پنبه صفتی نتایج نشان داد که شروع کالوس

در . باشـد است که تا حـدودي وابسـته بـه ژنوتیـپ مـی     
ــاران  بررســی ــدفر و همک ــاي توحی ــی و ) 25(ه و گروس

از ساحل و ورامـین  سریعتر 312نیز کوکر) 5(همکاران 
S-4-4در این مطالعه نیز . دهی کرده بودشروع به کالوس

هیپوکوتیـل سـریعتر از   و ايلپـه برگ ریزنمونه هر دو با 
اثـر ریزنمونـه و   . دهی را آغاز کـرد ها کالوسسایر ژنوتیپ

همچنین اثر متقابل ریزنمونـه در ژنوتیـپ بـراي شـروع     
) درصــد1در ســطح احتمــال (دار دهــی معنــیکــالوس

ها بـا توجـه   زایی ژنوتیپروند کالوسیعنی اینکه ،گردید
بـر اسـاس نتـایج    . به نوع ریزنمونه متفـاوت بـوده اسـت   

اي مورد مطالعه با ریزنمونه هیپوکوتیل هحاصله، ژنوتیپ
بـرگ  نسـبت بـه  ) روز6-10(تـري  در دامنه زمانی کوتاه

جـدول  (دهی را آغـاز کردنـد  کالوس) روز7-14(ايلپه
3.(

دهی نیـز تحـت تـأثیر ژنوتیـپ و نـوع      رصد کالوسد
ریزنمونه بوده است و اثر ژنوتیپ و ریزنمونـه بـراي ایـن    

هـا،  در بـین ژنوتیـپ  ). 1جـدول  (دار گردید صفت معنی
92حـدود  (دهـی بـالاتري   هیپوکوتیل از درصد کـالوس 

ــه ) درصــد ــهنســبت ب ــرگ لپ ) درصــد58حــدود (اي ب
درصد از 90برخوردار بوده است، به عبارت دیگر بیش از 

هاي کشـت شـده در محـیط کشـت    مجموع هیپوکوتیل
MS1 ر قابـل  ، به کالوس تبدیل شدند که این مقدار بسـیا

در این بررسی با اینکه بسـته بـه ژنوتیـپ و    . توجه است
دهی متفاوت بود، ولی در مجموع ریزنمونه درصد کالوس

ــالوس  ــد ک ــد    درص ــل و درص ــا هیپوکوتی ــالا ب ــی ب ده
حاصـل شـد  اي لپـه دهی خوب و مناسب با برگکالوس

).3جدول (

هـاي مـورد   ها، همـه ژنوتیـپ  در مقایسه بین ژنوتیپ
ــالوس   ــل درصــد ک ــا هیپوکوتی ــه ب ــالا در مطالع ــی ب ده

بـه هـم   ) درصـد 89-97دامنـه  (اي تقریباً نزدیک دامنه
دهــی همـــین  در حالیکــه درصـــد کــالوس  . داشــتند 

اي ، کمتـر و در دامنـه  ايلپـه ها با ریزنمونه برگژنوتیپ
قـرار داشـت  ) درصـد 50-70دامنـه  (تـر نسبتاً گسـترده 

).3جدول (
ارزشی تواند صفت بادهی بالا میکالوسدرصد 

که در محیط کشت محسوب گردد، زیرا در صورتی
زا هاي جنینهاي ایجاد شده به کالوسکالوسمعینی

تبدیل شوند، با بالا رفتن فراوانی آنها احتمال دستیابی 
درصد ). 5(شود هاي سوماتیکی بیشتر میبه جنین

هاي ژنوتیپدر بیننیز ايلپهدهی ریزنمونه برگ کالوس
بالاترین ) درصدS-4)70-4مورد مطالعه متفاوت بود و

در بررسی رستگاري و . داددهی را نشان درصد کالوس
رقم از 4هاي مختلف با ریزنمونه) 20(نژاد حسینی

کالوسی تولید هیچ هاي زراعی ایران، ریزنمونه ریشه پنبه
نیز هاي برگ نکرد و مقدار کالوس تولید شده از کناره

تولید و تنها کشت هیپوکوتیل منتج به بود بسیار کم 
نتایج بدست آمده در .مقدار قابل توجهی کالوس شد

بود ) 19(بررسی حاضر تقریباً مشابه با رائو و همکاران 
اي ـهوسـالـکه در مطالعه آنها بیشترین درصد ک

ه هیپوکوتیل بود که در ـزنمونـه ریـوط بـربـاصل مـح
5/0و D-2,4گرم بر لیتر میلی1/0حاوي محیط 

مورد کشت مشابه با محیط (بر لیتر کینتین گرم میلی
زایی مشاهده کالوسدرصد 75، )استفاده در این مطالعه

.کردند
اثــر ژنوتیــپ و ریزنمونــه بــر درصــد تولیــد کــالوس  

هـاي  ژنوتیـپ و ) 2جـدول  (گردیددارزا نیز معنیجنین
74در مجمـوع  .نتایج متفاوتی نشان دادندمورد مطالعه 

هاي تولید شده از ریزنمونه هیپوکوتیل و درصد از کالوس
زا ، جنـین اي لپههاي حاصله از برگ درصد از کالوس64

کــه از ســه ) 31(در بررســی ژانــگ و همکــاران . بودنــد
ریزنمونه هیپوکوتیل، لپه و ریشه پنبه روي محیط کشت 

MSB  زاي هـاي جنـین  ، کـالوس حاوي هورمـون زآتـین
اییـتوانهـه بودند، اعلام کردند کسوماتیکی بدست آورد

زا به نوع ریزنمونـه بسـتگی دارد   هاي جنینایجاد کالوس
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Gossypium hirsutum(ژنوتیپ پنبه6باززایی  L. (44.......................................... ..............................................................یسوماتیکزاییجنینطریقاز

زایــی از ریشــه و کــه بیشــترین پاســخ جنــینطــوريبــه
نتایج گذشـته نشـان داده اسـت    .بدست آمدهیپوکوتیل 
درجـات  زا بـا  هاي جنـین هاي مختلف کالوسکه قسمت

. شودروشن ایجاد می-هاي کرممختلف فشردگی با رنگ
زاي پنبـه بوسـیله   هاي جنـین تنوع در رنگ بافت کالوس

).26،23،6،4،3(شد گزارشچندین محقق 
هاي مورد مطالعه توانسـتند  در مجموع کلیه ژنوتیپ
، شـروع  )MS1محیط کشـت  (در محیط کشت بکار رفته 

زاي کـالوس و کـالوس جنـین   دهی سریع، درصد کالوس
دهنـده مناسـب   قابل توجهی تولید نمایند، این امر نشان

بودن محیط کشت انتخاب شـده بـراي انجـام مطالعـات     
باشد، که این نتیجه با نتایج ایکـرام  کشت بافتی پنبه می

که فقط بـا ریزنمونـه هیپوکوتیـل رقـم کـوکر     ) 9(الحق 
ی و ده ـدر محیط کشت مشابه، بـه درصـد کـالوس   312

زاي بالایی دسـت یافتـه بـود،    درصد تولید کالوس جنین
.  مطابقت دارد

هاي سوماتیکیزنی جنینزایی و جوانهتحریک جنین
زاي بدست آمـده، بعـد از گذشـت    هاي جنینکالوس

، وارد MS1کشـت بار واکشت در محیط2-3هفته و 10
شـده و دو  ) MS1b(زایـی تحریـک جنـین  کشـت  محیط 

زا دو هاي جنینکالوس.این محیط قرار گرفتندهفته در 
، شـروع بـه قرمـز    MS1bهفته بعد از کشت روي محـیط  

منجـر بـه   کردنـد کـه  شدن ناشی از سـنتز آنتوسـیانین   
اغلـب  . دگردی ـهـاي تولیـدي   کردن تعداد جنینمحدود
از نظر مورفولوژي غیرطبیعی بوده ي تولید شدههاجنین

. و سپس شروع به از بین رفتن کردند
سنتز آنتوسـیانین  ) 13(در مطالعه میشرا و همکاران 

مشـاهده  312هاي رشـد یافتـه کـوکر    کم در بین جنین
دهنـده خصوصـیت مطلـوب در    نشانویژگیاین کهشد

تولید آنتوسیانین ممکن است تحـت  .باززایی کوکر است
، نور، منبع نیتـروژن،  UVثیر فاکتورهاي مختلفی چون تأ

ها یـا  نوع قند، استرس اسمزي، دما، شرایط فیتوهورمون
یا NH3مقدارزمانی که). 32(هاي خارجی باشد هورمون

NO3 هـا مقـدار   کم شود، با کـاهش رشـد سـلول   محیط
بیشـتر  NO3زمانی که مقدار. شودآنتوسیانین افزوده می

شود، این کمبود سبب افزایش رشد سلولی شده NH3از 
بـا  و شـود مقدار آنتوسیانین نسـبتاً کـم مـی   در نتیجهو

NH3رشد سلولی افزایش یافته در حالیکـه  NO3افزایش 

). 11(دهـد  تولید آنتوسـیانین را تحـت تـأثیر قـرار مـی     
دهـد،  ذخیره آنتوسیانین زمانی که تکثیر سلولی رخ نمی

دهـد،  کـه تکثیـر سـلولی رخ مـی    شود و زمـانی آغاز می
بنابراین توقف رشد ). 12(شود ذخیره آنتوسیانین کم می

سلولی ممکن است سبب سنتز آنتوسیانین شود و زمانی 
ها تحت مراحل مختلف تقسـیم سـریع سـلولی    که سلول
در ) آنتوسـیانین (گیرند، سنتز محصولات ثانویـه  قرار می

).15(یابد اغلب موارد کاهش می

به مـدت  هاي نابالغزا حاوي جنینهاي جنینکالوس
ــیط 3 ــه در مح ــتهفت ــا  MS2bکش ــد ت ــرار گرفتن ق

گـزارش  ) 9(ایکرام الحـق  .هاي بالغ تشکیل گرددجنین
در محـیط کشـت، نقـش    NH4NO3مـاده جودکرد که و

ــالوس  ــایز ک ــی در تم ــین مهم ــکیل جن ــا و تش ــاي ه ه
جـوان بـا   هـاي  سوماتیکی دارد، اما وجود آن براي جنین

تـأثیر کمـی   KNO3گرچـه  . کشنده اسـت هفتهدو سن 
ایـن مـاده   زایی سوماتیکی دارد، ولی براي تحریک جنین

نیتـرات  . باشـد ها بسیار مـؤثر مـی  براي نمو و بلوغ جنین
آمونیــوم نقــش کلیــدي را در شــروع مراحــل تمــایز در  

منجر به کاهش زمان وکند زا بازي میهاي جنینکالوس
کاهش مدت زمان کشت، . شودجنین میمراحل تحریک 

هاي بزرگ سلولی بـه جنـین و   دهد تا جمعیتاجازه می
علیـرغم  ). 9(هاي طبیعی تبدیل شوند سپس به گیاهچه

ها صـورت  ژنوتیپاغلبزایی سوماتیکی در این که جنین
مشاهده نشـد  هادر همه ژنوتیپگرفت اما تمایز مطلوب

زایـی بـه ویـژه    جنینها در مراحل مختلف و اغلب جنین
و برخـی در مرحلـه   ) کـروي (مراحل اولیه جنـین زایـی  

هـاي سـوماتیکی   اي باقی ماندند و اغلب ایـن جنـین  نیزه
دلیل این امـر  . دهی مجدد نمودندنابالغ شروع به کالوس

تواند به عدم وجود شـرایط مناسـب جهـت پیشـرفت     می
وع زایی از جمله نامناسب بودن میزان نور، نمراحل جنین

هاي مـورد اسـتفاده و یـا سـایر مـوارد      هورمونو غلظت 
هاي مربـوط بـه هـر    همچون خصوصیات ژنتیکی کالوس

). 10(ژنوتیپ باشد 
هـاي نابـالغ و بـالغ بـه     ها، اعم از جنـین تمامی نمونه

حـاوي  MSکشـت زنی کـه همـان محـیط   محیط جوانه
ــون  ــیGA3هورم ــد م ــدند) MS3b(باش ــب . وارد ش اغل

ــه ــرگ   نمون ــه ب ــده از ریزنمون ــت آم ــاي بدس ــهه ايلپ
در ایــن N200و، ســاحل C1211،4-S-4هــايژنوتیــپ

. دنـد بوتولید تعـدادي ریشـه   قادر به ، فقط کشتمحیط
برخی در از ریزنمونه هیپوکوتیلحاصلهاي برخی نمونه

هـاي  ، به نظر فقط افزایش حجم داده و به تودههاژنوتیپ
در بسـیاري از  . تبـدیل شـدند  کرم مایل به سـبز  -سفید

ــخ   ــه پاس ــد ک ــان داده ش ــات نش ــاوت  مطالع ــاي متف ه
هاي مختلف یک گیاه به هورمون در یک محیط ریزنمونه

کشــت، در نتیجــه اخــتلاف در خصوصــیات ویــژه درون 
هـــا از قبیـــل بیـــان ژن و ســـطوح ســـلولی ریزنمونـــه

برخـی از  ). 28،30(زاد ریزنمونه است هاي درونهورمون
بودنـد شـروع   ايلپهسوماتیکی که در مرحله هايجنین

برخـی هاي تولید شده در به ریشه دهی کردند که ریشه
. قابل توجه نبوده استدر برخی دیگر ها مناسب و نمونه

ررسیـورد ب ــاي مـهعه در بین ژنوتیپـدر این مطال
هیپوکوتیل و برگ (با هر دو نوع ریزنمونه S-4-4ژنوتیپ 

العمـل آن بـه   عملکرد بهتري داشت و عکـس ) کوتیلدون
زایـی سـریعتر، درصـد    شـروع کـال  (صفات مورد بررسی 
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زاي زایی بالاتر و همچنین درصد تولیـد کـال جنـین   کال
. بهتر بود) بالا

باززایی
موفق به N200هاي مورد بررسی به جز کلیه ژنوتیپ

آن دســـته از ). 2شـــکل (شـــدند گیاهچـــهبـــاززایی
و یـا هـیچ   داشـته  زایـی انـدك   هایی کـه ریشـه  گیاهچه

زایـی بـه محـیط   اي تولید نکرده بودند، براي ریشهریشه
وارد شدندIBAلیتر در گرم میلی1حاوي MSBکشت

ــن محــیطو ــب ریشــهدر ای ــداغل ــک . دار گردیدن تحری
هاي بـاززا شـده آن   گیاهچهدهی در پنبه مشکل و ریشه

درصد باززایی پنبه به همین دلیل داراي رشد کم بوده و 
نیـز  ) 5(گروسی و همکـاران  ). 22(باشد خیلی پایین می

هـاي بـاززا شـده پنبـه،     دهی کم گیاهچـه به دلیل ریشه
. ریزپیوندي شدندروش مجبور به استفاده از 

ه اي کــهــاي تولیــد شــدهدر ایــن مطالعــه گیاهچــه
دهی مناسبی نداشتند، بـا قـرار گـرفتن در محـیط    ریشه
، IBAلیتـر هورمـون   در گرم میلی1حاوي MSBکشت

قابـل تـوجهی تولیـد    ي ریشهتعداد تولید ریشه نموده و 
.)3شکل (نمودند

هاي مورد مطالعهدرصد باززایی ژنوتیپ- 2شکل 

وکوتیلـه هیپـونـکشت ریزنم:Aايوتیل و برگ لپهـهاي پنبه از ریزنمونه هیپوکمراحل انجام شده براي باززایی ژنوتیپ- 3شکل 
تحریک و شروع :MS1 ،Cدر محیط312اي رقم کوکرکشت ریزنمونه برگ لپه:MS1 ،Bدر محیطS.4.4ژنوتیپ 

. S.4 ،E.4ه هیپوکوتیل ژنوتیپ ـزنمونـزا از ریوس جنینـتکثیر کال:C1211 ،Dاي ژنوتیپ هـدهی ریزنمونه برگ لپکالوس
S.4 ،.G.4اتیکی ژنوتیپ ـاي سومـهرگ از جنینـتشکیل بF.، 312هاي جنین زا رقم کوکرشروع تولید جنین از کالوس

تکثیرI.، 312رـم کوکـاوي ریشه در رقـتشکیل و رشد گیاهچه حS.4 ،.H.4اتیکی ژنوتیپ ـهاي سومزنی جنینهـجوان
MSBریشه گیاهچه جوانه زده رقم ساحل در محیط  rooting.J از محیط کشت به خاك سبک و انتقال گیاهچه  باززا شده

.استریل
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زاي زایی بالاتر و همچنین درصد تولیـد کـال جنـین   کال
. بهتر بود) بالا

باززایی
موفق به N200هاي مورد بررسی به جز کلیه ژنوتیپ

آن دســـته از ). 2شـــکل (شـــدند گیاهچـــهبـــاززایی
و یـا هـیچ   داشـته  زایـی انـدك   هایی کـه ریشـه  گیاهچه

زایـی بـه محـیط   اي تولید نکرده بودند، براي ریشهریشه
وارد شدندIBAلیتر در گرم میلی1حاوي MSBکشت

ــن محــیطو ــب ریشــهدر ای ــداغل ــک . دار گردیدن تحری
هاي بـاززا شـده آن   گیاهچهدهی در پنبه مشکل و ریشه

درصد باززایی پنبه به همین دلیل داراي رشد کم بوده و 
نیـز  ) 5(گروسی و همکـاران  ). 22(باشد خیلی پایین می

هـاي بـاززا شـده پنبـه،     دهی کم گیاهچـه به دلیل ریشه
. ریزپیوندي شدندروش مجبور به استفاده از 

ه اي کــهــاي تولیــد شــدهدر ایــن مطالعــه گیاهچــه
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وکوتیلـه هیپـونـکشت ریزنم:Aايوتیل و برگ لپهـهاي پنبه از ریزنمونه هیپوکمراحل انجام شده براي باززایی ژنوتیپ- 3شکل 
تحریک و شروع :MS1 ،Cدر محیط312اي رقم کوکرکشت ریزنمونه برگ لپه:MS1 ،Bدر محیطS.4.4ژنوتیپ 

. S.4 ،E.4ه هیپوکوتیل ژنوتیپ ـزنمونـزا از ریوس جنینـتکثیر کال:C1211 ،Dاي ژنوتیپ هـدهی ریزنمونه برگ لپکالوس
S.4 ،.G.4اتیکی ژنوتیپ ـاي سومـهرگ از جنینـتشکیل بF.، 312هاي جنین زا رقم کوکرشروع تولید جنین از کالوس

تکثیرI.، 312رـم کوکـاوي ریشه در رقـتشکیل و رشد گیاهچه حS.4 ،.H.4اتیکی ژنوتیپ ـهاي سومزنی جنینهـجوان
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Gossypium hirsutum(ژنوتیپ پنبه6باززایی  L. (46.......................................... ..............................................................یسوماتیکزاییجنینطریقاز

زایـی  بهترین تیمار جهت ریشـه ) 7(همکاران گیتا و
) 27(یــورانبی و همکــاران همچنــین لوبیــاي ســودانی و 

ــه  ــالاترین ریش ــتفاده از   ب ــی را اس ــبدر ایران ــی در ش زای
در محـیط ) گرم بر لیتـر میلی1با غلظت (IBAهورمون 

ــدMSکشــت ــی نمودن ــاززایی  . معرف ــه ب ــن مطالع در ای
هـاي  ژنوتیـپ اغلبدر هفته 5-8گیاهچه در مدت زمان 

هاي حاوي ریشـه بـه خـاك    پنبه انجام گرفت و گیاهچه
درجـه  28و در دماي ) 3شکل (سبک و استریل منتقل 

ساعت قرار گرفتند و جهـت  16گراد و دوره نوري سانتی
.حفظ رطوبت زیر پوشش شفاف نگهداري شدند

، در این مطالعههاي مورد بررسیبین ژنوتیپ
هیپوکوتیل و برگ (با هر دو نوع ریزنمونه S-4-4ژنوتیپ 

العمل آن به عملکرد بهتري داشت و عکس) کوتیلدون
زایی سریعتر، درصد شروع کال(صفات مورد بررسی 

زاي زایی بالاتر و همچنین درصد تولید کال جنینکال
که تاکنون بهترین پاسخ را به 312از رقم کوکر ) بالا

. داده است، نیز بهتر بودمطالعات کشت بافتی پنبه نشان
تحریک روش بکار رفته در این مطالعه براي هرچند 

مشابه سوماتیکی، هاي زنی جنینزایی و جوانهجنین
گیاعچه میزان باززایی منجر به مطالعات قبلی باز هم 

گذشته ، ولی برخلاف مطالعات مشابهنسبتاً کمی شد
ه که گیاهچه باززا شد) 5(همچون گروسی و همکاران 

در این روش ماه تولید شده بود،8-11در مدت زمان 
و انجام شدماه5-8گیاهچه در مدت زمان باززایی

برخلاف مطالعات گذشته که بیشترین باززایی را کوکر و 
S-4-4ارقام وابسته کوکر داشتند، در این تحقیق ژنوتیپ 

با کوکر دارياختلاف معنینیز از نظر میزان باززایی 
اغلب تحقیقدر این مچنین نشان نداد، ه312

دهی مناسب اي که ریشههاي تولید شدهگیاهچه
1حاوي MSBنداشتند، با قرار گرفتن در محیط کشت

) IBA ،)MSBrootingگرم بر لیتر هورمون میلی
توان این لذا می. هاي قابل توجهی تولید نمودندریشه

زایی محیط کشت را محیط کشت مناسب براي ریشه
پنبه، معرفی نمود، این در حالی است که در مطالعات 

هاي پنبه یکی از دار کردن گیاهچهگذشته پنبه، ریشه
.مشکلات اصلی براي باززایی گیاهچه ذکر شده است
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Plant Regeneration from 6 Cotton (Gossypium hirsutum L.) Genotypes Through
Somatic Embryogenesis

Leila Fahmideh1, Gholam Ali Ranjbar2, Omran Alishah3 and Nad Ali Babaeian Jelodar4

Abstract
Optimization of regeneration methods in cotton is necessary to improve and successful

production of transgenic cotton cultivars by tissue culture techniques. Present study was
conducted to determine the callus induction and plant regeneration of cotton genotypes through
In vitro culture and this carried out using hypocotyl and cotyledon explants from 7-14 day-old.
For callus induction the explants were cultured on MS1 medium using a factorial experiment
based on completely randomized design with three replications and supplemented with a
combination of auxin and cytokinin hormones for 10 weeks. Cultures were incubated at 28±2ºC
under a light intensity of approximately 2000 lux with 16/8 light/dark photoperiod for callus
induction. For embryogenesis, embryogenic calli were transferred on a hormone-free MS
medium supplemented with NH4NO3 and KNo3. Although, KNO3 is less efficient for somatic
embryo induction but it was the best for embryo maturation. For germination of somatic
embryos all produced embryogenic calli were cultured on a MS medium supplemented with
GA3. Genotype 4-S-4 was better than the other genotypes with both kinds of explants
(hypocotyl and cotyledon) in callus initiation, callus induction and embryogenic callus
production.

Keywords: Plantlet regeneration, Cotyledon, Cotton, Somatic Embryogenesis, Hypocotyl
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