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پنبهارقاممختلفهايریزنمونهتحملوزاییکالوسمیزانبررسی
)Gossypium sp. (ايشیشهدرونشرایطدرشوريتنشبه

2آیدین.و ب1بزديقاسمی.ك

چکیده
هاي غیرزنده هاي متحمل به تنشهاي کم هزینه و کوتاه مدت جهت دسترسی به لایندستیابی به روش

ابتدا میزان در این تحقیق،. باشدنژادي گیاهی از کاربردهاي مهم کشت بافت میهاي بهدر برنامه
، باربادنس و 200ارقام پنبه ساحل، سپید، نامبرهاي جنین نارس، محور زیر لپه و ریشه زایی ریزنمونهکالوس

,D-2هايترکیبات مختلف هورمونحاوي MSخرداد روي محیط کشت  .قرار گرفتمورد بررسیBAPو 4
، ترکیب هورمونی محیط زایی تحت تأثیر رقم، نوع ریزنمونهمیزان کالوسنتایج تجزیه واریانس، براساس 

براساس مقایسه . دار بودیک درصد معنیاحتمالدر سطح محیط کشت×و اثر متقابل ریزنمونهکشت
ه ریزنمونزایی مربوط به کالوسبیشترین میزان، داربه روش آزمون حداقل اختلاف معنیها میانگین داده

,D-2در لیترگرم میلی5/0حاوي MSروي محیط کشتبود که 200نامبرو رقم نارسجنین مشاهده 4
هاي کالوسبا انتقال .زایی را نشان دادریشه رقم سپید کمترین میزان کالوسریزنمونهگردید، درحالی که 

ها میزان رشد نسبی کالوسبررسی و مختلف کلرید سدیمهاي هاي حاوي غلظتتولید شده به محیط کشت
سدیم و ثیر رقم، نوع ریزنمونه، غلظت کلریدتأسدیم تحت به کلریدهاریزنمونهتحمل مشخص گردید که

هابیشترین میزان رشد نسبی کالوس.باشدمیدار یک درصد معنیاحتمالدر سطح آنها اثرات متقابلتمام 
و 3/77ا و سپید به ترتیب بخردادم ارقاو نارسجنینریزنمونهمربوط به وري، هاي شروي محیط کشت

کلریدکمترین میزان تحمل را به درصد9/17با 200ریشه رقم نامبرریزنمونه، درحالی که بوددرصد 2/76
محیط کشت ها و ارقام، با افزایش غلظت شوري در ها در تمام ریزنمونهرشد نسبی کالوس.نشان دادسدیم 

رشد نسبی و میزاندرصد بالاترین 6/51با ) سدیمبدون کلرید(که تیمار شاهد طوريکاهش پیدا کرد به
6/20رشد نسبی کالوس را با سرعت ترین سدیم، پایینکلریددر لیترگرم میلی3محیط کشت حاوي 

هايهاي با غلظتبه محیط کشتمتحمل انتخاب شدههايریزنمونهبا انتقال . درصد به خود اختصاص دادند
قادر به ها ریزنمونهها و کالوسهیچ یک از مشخص گردید کهسدیم کلریددر لیترگرم میلی4و 5/3بالاتر 

.ندنبودهاکشتمحیطمانی و رشد روي این زنده

سدیمکلرید،کالوسپنبه،ریزنمونه،تنش، : کلیدييهاواژه

)kamalghasemi@gmail.com(:نویسنده مسئول،کشورپنبهتحقیقاتموسسهاستادیار-1
اردبیلدانشگاهارشدکارشناسیآموختهدانش- 2

24/4/91: تاریخ پذیرش20/7/90: تاریخ دریافت

ورزي و منابع طبیعی ساريدانشگاه علوم کشا
پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی
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  مقدمه

 بافت كشت هاي تكنيك اخير يها سال در     

 هاي گونه از بسياري تكثير براي قوي ابزاري به

 هاي زمينه از يكي. است شده تبديل هي گيا

 و ها سلول از استفاده بافت، كشت اساسي

 كه است گياهاني سلكسيون در مجزا هاي بافت

 متحمل الرشد سريع گياهان بتوان آنها طريق از

 قبيل از فمختل محيطي نامساعد عوامل به

 بالا، و پايين هاي حرارت درجه شوري، خشكي،

 و سنگين فلزات گياهي، زاي بيماري عوامل

  ).5( آورد دست هب را غيره

 هاي پنبه در تجاري هاي موفقيت وجود با

 هنوز پنبه در باززايي و ژن انتقال تراريخته،

 مشكل يك ديگر گياهي هاي گونه به نسبت

 زايي جنين كارآيي. شود مي محسوب اساسي

 مشكلات از نيز سوماكلونال تنوع و سوماتيكي

 پنبه). 27( باشد مي پنبه باززايي در موجود

 در ريكالسيترانت گياه يك عنوان به

 اي شيشه درون شرايط در باززايي هاي سيستم

 آن از باززايي و بافت كشت و شود مي  شناخته

 آمده دست به موفقيت درصد و بوده دشوار

 ايران پنبه تجاري ارقام باززايي در كنون تا

 ).4 و 2( است نبوده بالا خيلي

 عامل يك عنوان به نيز شوري طرفي از

. شود مي محسوب پنبه كشت كننده محدود

 كاهش با شوري تنش تاثير تحت هاي ل سلو

 قابل كاهش و يوني سميت دسترس، قابل آب

 مواجه ضروري غذايي عناصر بودن دسترس

 نيز كامل گياه سطح در هك هايي پاسخ هستند،

 در كه هايي سلول. يافت خواهند انعكاس

 مجبورند گيرند، مي قرار زياد نمك معرض

 از مملو محيطي از را خود نياز مورد عناصر

 براي و بوده سميت پتانسيل داراي كه ها يون

. نمايند جذب هستند، غيرضروري گياه رشد

 سلول يك محيطي، چنين در رشد براي

 داشته را شرايط تحمل توان تيبايس گياهي

 غذايي عناصر جذب به قادر اينكه يا و باشد

 ).20( باشد ضروري

 در متعددي تحقيقات اخير هاي سال طي

 شرايط در پنبه باززايي و زايي كالوس با رابطه

 از تعدادي به كه است شده انجام بافت كشت

 و گروسي نتايج براساس. شود مي اشاره آنها

 صفتي پنبه در دهي كالوس وعشر) 1( همكاران

. باشد مي ژنوتيپ به وابسته حدودي تا كه است

 اثر خود تحقيقات طي) 4( بزدي قاسمي

 نظر براساس. نمود مشاهده دار معني را ژنوتيپ

 كه است گياهي پنبه ،)19( همكاران و اوما

 از آن تجاري هاي ژنوتيپ بيشتر باززايي قابليت

 وسپانسيونس يا سوماتيكي زايي جنين طريق

 بوده ژنوتيپ به وابسته زيادي مقدار به سلولي

 .باشد مي تر مشكل گياهان ساير به نسبت و

 باززايي قابليت بررسي در) 13( ماندشوار

 رسيد نتيجه اين به كوكر مختلف هاي ژنوتيپ

 و مختلف هاي ريزنمونه بين باززايي، قابليت كه

 به است، متفاوت مختلف ارقام در همچنين

 هاي گياهچه از نمونه ريز انتخاب زمان علاوه

. باشد مي موثر گياهچه باززايي در مختلف،

 بر موفق هاي باززايي به مربوط مطالعات اغلب

 به وابسته هاي لاين و 312-كوكر واريته روي

  ).25( است شده انجام آن

هاي رشد گياهي نقش  تنظيم كننده

برخي از قطعات . كالوس دارند لقايمهمي در ا
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کشت شده براي تولید کالوس فقط به گیاهی 
اکسین و برخی فقط به سیتوکینین و اکثر 

) 29(ژانگ . )5(ها به هر دو نیاز دارندکشت
زآتین و گرم بر لیترمیلی01/0وقتی از 

اي، محور زیر لپه و هاي لپههاي برگریزنمونه
ریشه استفاده کرد، میزان تولید کالوس در 

نبود ولی وقتی از درصد100ها همه ریزنمونه
,2گرم بر لیتر میلی1/0 4-D 1/0همراه با

گرم بر لیتر زآتین استفاده کرد، میزان میلی
درصد 100ها تولید کالوس در همه ریزنمونه

,2د که نشان دهنده تاثیر مطلوب ش 4-D در
همچنین وي وقتی از . باشدتولید کالوس می

2, 4-Dبراي تحریک و تکثیر کالوس پنبه رقم
Simiun-3هاي یکسانی استفاده کرد کالوس

براساس .ندگرفت که سبز رنگ و متراکم بود
,2با وجود اینکه ) 29(ژانگ تحقیقات 4-D

در کشت بافت پنبه استفاده ايطور گستردهبه
باززایی و کشت شود ولی باید از محیط می

رسد انتقال نظر میبه. زایی حذف شودجنین
,2داراي ها از محیط کشتکالوس 4-D به

زایی محیط کشت فاقد آن باعث تحریک جنین
شود و استفاده از نیترات پتاسیم درصد 

.دهدزایی را افزایش میجنین
مختلفیفاکتورهايکهاستاینبرعقیده

کشت،محیطانواعنمونه،ریزمنبعشامل
یاهاهورمونمختلفترکیباتوانواعمقادیر،
شدتحرارت،درجهرشد،هايکنندهتنظیم

باززاییوزاییکالوسرويتاریکیشرایطونور
).23و2،6،8،15(هستندتأثیرگذارپنبه

ازگیاهیبافتکشتمطالعاتدر
زیرلپه،محورشاملمختلفیهاينمونهریز

ساقه،دمبرگ،برگ،قطعاتاي،لپههايبرگ
بهايلپههايبرگهايجوانهجنین،ریشه،
گردهدانهتخمک،مریستم،ساقه،نوكهمراه

،2،3،6،10،14(استشدهاستفادهغیرهو
مختلفپژوهشگرانو) 25و15،22،24

رانظرموردریزنمونهتحقیق،هدفبراساس
.اندنمودهانتخاب
کشتمورددرکهمشکلاتیوجودبا
شوريتنشدارد،وجودپنبهايشیشهدرون

هاينمونهریزباززاییواییزکالوسمیزانازنیز
کشتشرایطسازيبهینهبا. کاهدمیپنبه

رامختلفهايژنوتیپگزینشتوانمیبافت،
رشدمیزانیاوشوريبهتحملبراساس

هاينمونهریزوهاژنوتیپدرکالوسنسبی
بررسیموردايشیشهدرونشرایطدرمختلف

قبیلزامختلفیگیاهاندرروشاین. دادقرار
،)30و12(پنبه،)9(میخکوکتانیگل

،)16(برنج،)11(رازیانه،)18(قندچغندر
گرفتهصورتغیرهو) 7(گندم،)17(نیشکر
.است

شرایطبررسیحاضر،تحقیقازهدف
میزانوپنبهمختلفهايریزنمونهزاییکالوس
مختلفهايغلظتبههاریزنمونهوارقامتحمل
آوردندستبههمچنینوسدیمکلرید

نسبتپنبهمختلفارقامریزنمونهترینمتحمل
.بودايشیشهدرونکشتشرایطدرشوريبه

مواد و روشها
در تحقیق حاضر که در آزمایشگاه 
بیوتکنولوژي و کشت بافت موسسه تحقیقات 

هاي پنبه کشور در شهرستان گرگان، طی سال
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رقم پنبه آپلند 4انجام شد، از 1388و 1387
)Gossypium hirsutum L. (ي هابه نام

و یک رقم 200ساحل، سپید، خرداد و نامبر
نام به) G. barbadense(پنبه مصري 

با توجه به .استفاده شد5595باربادنس 
هاي پنبه نمونهالعمل متفاوت ارقام و ریزعکس

MSمحیط کشت به ترکیبات محیط کشت، از

هاي  ات مختلفی از هورمونبه همراه ترکیب
دي کلرو 4و2و ) BAP(بنزیل آمینو پورین

,2(فنوکسی استیک اسید  4-D( جهت
زایی و القاي بیشتر تنوع سوماکلونی و کالوس

Na(از کلرید سدیم مختلفی تیمارهاي  Cl(
عنوان عامل تنش شوري در محیط به

هاي زایی جهت ریزنمونههاي کالوسکشت
زیر لپه و ریشه ارقام جنین نارس، محور

درفاکتوریلآزمایشصورتبهمختلف پنبه 
10وتکرار 3باتصادفیکاملاًطرحقالب

.استفاده شدتیمارهردرریزنمونه
هاي محور زیر لپه و جهت تهیه ریزنمونه

پس از پنبهارقام مختلفبذورریشه،
غلیظ بهسولفوریکاسیدزدایی توسط کرك
70اتانولدرشدنورغوطهاب،ثانیهچندمدت

استریلدقیقهکیمدتبهدادنتکانودرصد
بامرتبهسهبذوراینسپس. ندیدگردسطحی

ازاستفادهباوگردیدهشستشومقطرآب
درصد25تجاريسدیمهیپوکلریتمحلول
دوبارهوگردیدهاستریلدادنتکانباهمراه

شستشوشدهتقطیردوبارآببامرتبهسه
هايشیشهدرشدهاستریلبذور. ندیدگرد

بدونMSزنی جوانهکشتمحیطحاوي
دمايبارشداتاقکدروهگرفتقرارهورمون

6/18فتوپریودتحتگرادسانتیدرجه2±25
روزهفت. ندگرفتقرارییروشنا/یکیتارساعت

محور زیر هايبافتاززنی،جوانهمرحلهازپس
تهیهزنمونهیري پنبه،هاگیاهچهلپه و ریشه

محیطروياستریلشرایطدرشد و
.دیمنتقل گردنظرموردهايکشت

ارقامازنابالغهايجنینتهیهمنظوربه
بذور. گردیداستفادهگلخانهدرشدهکشت
8حدودازپسگلخانهدرشدهکشتپنبه
هرهايگل. رسیدندگلدهیمرحلهبههفته
تا3وشدهگذاريکتاتیشدنبازازقبلبوته

مناسبهايگلافشانی،گردهازپسروز4
بهوشدهقطعمادريپایهازگردیده،انتخاب

حذفازپس. شدندمنتقلآزمایشگاه
حاويهايقوزهگل،هايکاسبرگوهاگلبرگ
یکمدتبهابتداروزه،4تا3نابالغهايجنین
ند،گرفتقراردرصد70اتانولمحلولدردقیقه
بهوشدهشستشواستریلمقطرآبباسپس
هیپوکلریتمحلولدردقیقه5تا4مدت
در. شدنداستریلتجاريدرصد50سدیم
استریلتقطیردوبارآببابار5تا3نهایت
پنسکمکبهسپس. شدانجامشستشوعمل

دیوارهشکافتنازپساستریل،اسکالپلو
تخمدانخلداازنابالغهايجنینتخمدان،
محیطروياستریلشرایطدروشده استخراج

.شدندمنتقلنظرموردهايکشت
یکهفته3تا2هرهاکشتمحیطتمام

. شدندواکشتتازههايکشتمحیطرويبار
ظهورعدمیاظهوربعدبهچهارمهفتهاز

دهی،کالوستاریخزایی،کالوسدرصدکالوس،
هايکالوساهريظهايویژگیورنگاندازه،
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درشدهتشکیلهايجوانهدرصدوشدهایجاد
هايکشتمحیطسطحدرپنبهمختلفارقام

قراربرداريیادداشتوبررسیموردمتفاوت،
محیطبهحاصلهمناسبهايکالوس.گرفتند
مختلفهايغلظتحاويMSي هاکشت
Na(سدیمکلرید Cl (در . گردیدندمنتقل

اقل سه واکشت تا زمان ها، حدتمام آزمایش
هاي شوري ها به محیط کشتانتقال ریزنمونه

،5/0شاملآزمایشموردتیمارهاي. انجام شد
بهسدیمکلریدلیتردرگرممیلی3و1،2

Naفاقد(شاهدهمراه Cl (هايکالوس. بودند
وشدندنگهداريماهدوتایکمدتبهحاصله
کشتمحیطدرهاکالوسکهزمانیمدت
سدیمکلریدمختلفهايغلظتحاوي

وشده گیرياندازهبمانند،زندهتوانستند
محیطدرکالوسبافتنسبیرشدارزیابی
رابطهازژنوتیپهربراينمک،حاويکشت

:آمددستبه)1(
)1(G = (W - J) / J × 100

:آندرکه
G = رشد نسبی کالوسمیزان
W =وزن تر نهایی کالوس

J =یه کالوسوزن تر اول
با استفاده از نتایج حاصل از تحقیق 

مورد تجزیه و تحلیل آماري قرار SASافزار نرم
ها به روش و مقایسه میانگین دادهگرفت

انجام )LSD(داریمعناختلافحداقلآزمون 
بهمتحملهايریزنمونهوهاکالوس.شد

سطوحبه،شدهماریتمیسددیکلريهاغلظت
کلریدتریلردگرمیلیم4و5/3بالاترشوري
در نهایت براساس .گردیدندمنتقلسدیم

ترین محیط کشت نتایج تجزیه آماري، مناسب
هاي ارقام مورد نمونهریززاییکالوسجهت 

و ارقام نسبت هاکالوسترین بررسی و متحمل
.شوري تعیین گردیدندبه

نتایج و بحث
و در این تحقیق، ابتدا اثر ترکیبات 

,2هايهاي مختلف هورمونغلظت 4-Dو
BAP در محیط کشتMSهاي روي ریزنمونه

جنین نارس، محور زیر لپه و ریشه تعدادي از 
هاي مختلف منظور تاثیر غلظتارقام پنبه، به

ها زایی ریزنمونهها روي میزان کالوسهورمون
نتایج تجزیه براساس .مورد بررسی قرار گرفت

زایی تحت میزان کالوس، )1جدول (واریانس
، ترکیب هورمونی تأثیر رقم، نوع ریزنمونه

ترکیبات ×و اثر متقابل ریزنمونه محیط کشت
هاي مورد بررسی در هورمونی محیط کشت

.دار بودیک درصد معنیاحتمالسطح 
مربوطهايدادهمیانگینمقایسهبراساس

حداقلآزمونروشبهبررسیموردارقامبه
درصد5احتمالسطحدردارنیمعاختلاف

هايگروهدربررسیموردارقام،)2جدول(
8/53با200نامبررقم. گرفتندقرارمختلفی

باربادنسارقاماول،گروهدرزاییکالوسدرصد
دردرصد9/48و5/49باترتیببهساحلو

گروهدردرصد2/46باخردادرقمودومگروه
دردرصد3/41بادسپیرقمنهایتدروسوم

. گرفتندقرارزاییکالوسردهترینپایین
ارقامبیندرزاییکالوسپتانسیلبنابراین
قاسمینتایجبااینوبودمتفاوتمختلف

.داردمطابقت) 4(بزدي
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پنبههايریزنمونهزاییکالوسمیزانواریانستجزیهنتایج-1جدول 
میانگین مربعاتزاديدرجه آمنبع تغییرات

C(4**3/758(رقم
E(2**8/30336(ریزنمونه 

E ×C8ns4/112
M(3**8/252(ترکیبات هورمونی محیط کشت 

M ×C12ns6/129
M ×E6**5/1249

M ×E ×C24ns8/116
1205/113اشتباه

179کل تغییرات
2/22)درصد(ضریب تغییرات 

ns یک درصداحتمال دار در سطح معنیودارغیرمعنیترتیب به:**و.

مقایسهازحاصلهايدادهبراساس
بربررسیموردهايریزنمونهاثرمیانگین

نوعسه،)2جدول(کالوستولیدمیزان
. گرفتندقرارمتفاوتکلاسسهدرریزنمونه

ردهاولیندردرصد1/73بانارسجنین
درصدبیشترینوگرفتقرارجدول
و41بازیرلپهمحور. دادنشانرازاییکالوس
راجدولبعديهايردهدرصد8/29باهاریشه

نتایجبامشاهداتاین. دادنداختصاصخودبه
منطبق) 25(همکارانوسیدسرفرازتحقیق

کالوستولیدمیزانکهآنبرمبنیباشد،می
ازبیشترپنبهارقاملپهزیرمحوردر
.بودریشههايیزنمونهر

× رقممتقابلاثراتمیانگینمقایسهنتایج
نارسجنینکهدادنشان) 2جدول(ریزنمونه

میزانبالاتریندرصد81با200نامبررقم

ارقامنارسجنینوداشترازاییکالوس
باترتیببهسپیدوخردادساحل،باربادنس،

دردرصد2/61و8/76،7/73،7/72
هردرولیگرفتند،قراربعديهاياهجایگ

تمامدرنارسجنینهايریزنمونهصورت،
. داشتندرازاییکالوسدرصدبالاترینارقام

8/25باسپیدرقمریشهریزنمونههمچنین
دردرصد8/27باخردادرقمریشهودرصد
. گرفتندقرارجدولاینهايجایگاهترینپایین

تمامدرریشههايهریزنمونهمموردایندر
. دادندنشانرازاییکالوسدرصدترینکمارقام

رقمکهآیدبرمیچنیننتایجاینمجموعاز
پتانسیلازنیزموردایندر200نامبر

سپیدرقمواستبرخورداربالاتريزاییکالوس
.داردکمتريزاییکالوسقدرت
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درصدبرآنهامتقابلاثراتومختلفهايریزنمونهارقام،تاثیریبررسازحاصلمیانگینمقایسهنتایج-2جدول
درصدپنجاحتمالسطحدردارمعنیاختلافحداقلآزمونروشبهپنبههايریزنمونهزاییکالوس

رقمزاییکالوسمیانگین  یزنمونهرزاییکالوسدرصد رقم
ریشه لپهزیرمحور نارسجنین

ab9/48 efg1/30 cd9/42 a7/73 ساحل
c3/41 g8/25 def0/37 b2/61 سپید
a8/53 efg8/32 c6/47 a0/81 200نامبر
ab5/49 efg2/32 cde4/39 a8/76 باربادنس
bc2/46 fg8/27 de1/38 a7/72 خرداد

- c8/29 b0/41 a1/73 ریزنمونهزاییکالوسمیانگین 
.باشندمیدرصد5احتمالسطحدرLSDاوت آماري براساس آزمونباشند، فاقد تفمیرك تحروف مشهایی که داراي میانگین-

-یادداشتومشاهداتبراساسهمچنین
هايکالوسازمورفولوژیکیهايبرداري

ازحاصلهايکشتازآمدهوجود به
کهشدمشاهدهمختلفهاينمونهریز

نسبتنارسهايجنینازحاصلهايکالوس
حجمدارايوتردرشتهانمونهریزسایربه

ازشدهتولیدهايکالوسرنگ. بودندبیشتري
ونوعرقم،بامتناسبنمونهریزنوعسههر

محیطدررفتهکاربههايهورمونغلظت
روشن،سبزهايرنگبهکهبودمتفاوتکشت

بهمتمایلکرمکرم،صورتی،بهمتمایلسبز
همشاهدصورتیبهمتمایلکرمیاوايقهوه

شدهتولیدهايکالوسمثال،عنوانبه. گردید
تیماردرباربادنسرقمنارسهايجنیناز

سبزرنگبه) 3جدول(4شمارههورمونی
نسبتکالوسحجمبیشتریندارايوروشن

نوعتاثیردهندهنشانکهبودند،دیگرارقامبه
شدهتشکیلکالوساندازهورنگدرگونه

گونهازباربادنسرقماینکهدلیلبهاست،

هیرسوتومگونهازارقامبقیهوباربادنس
.باشندمی

نتایج مقایسه میانگین نوع و در مورد 
کار رفته در محیط غلظت ترکیبات هورمونی به

، )3جدول (زایی گیاه پنبهکشت بر کالوس
. در دو گروه مختلف قرار گرفتندهاتیمار

رصد د4/51بیشترین درصد تولید کالوس با 
گرم بر میلی5/0با 2شماره در محیط کشت

,2لیتر  4-Dهمچنین . و فاقد سیتوکینین بود
که به ترتیب 3و 1هاي شماره ط کشتمحی

و BAPگرم بر لیتر داراي صفر و یک میلی
,2گرم بر لیتر میلی5/0و 2/0 4-D ،بودند

این . زایی را داشتندکمترین میزان کالوس
انجام شده توسط قاسمی نتایج با تحقیقات 

اثرکه)22(همکارانوو رائو) 4(بزدي 
تعدادي از مختلفهايغلظتوترکیبات
برMSکشتمحیطدرراهاهورمون
پنبهارقامازتعداديباززاییوزاییکالوس

.ه بودند، مطابقت دارددادقراربررسیمورد
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و اثـرات  کشتمحیطهورمونیترکیباتغلظتونوع، ریزنمونهریاثتینتایج مقایسه میانگین حاصل از بررس-3جدول 
احتمـال سطح درداریمعناختلافحداقلروش آزمون پنبه بههاي ریزنمونهزایی کالوسدرصد بر متقابل آنها 
پنج درصد

براساسزاییکالوسمیانگین 
کشتمحیط

یزنمونهربراساس نوع زاییکالوسدرصد
کشتمحیطهورمونیتیمار

کد محیط 
ریشهکشت لپهزیرمحور نارسجنین

b8/46 fgh3/30 e8/40 bc4/69 MS+2, 4-D (0.2)+BAP (0) 1
a4/51 ef3/38 d6/51 c3/64 MS+2, 4-D (0.5)+BAP (0) 2
b2/46 gh1/28 ef6/37 b0/73 MS+2, 4-D (0.5)+BAP (1) 3
ab4/47 h5/22 efg0/34 a6/85 MS+2, 4-D (0.5)+BAP (2) 4

- c8/29 b0/41 a1/73 ریزنمونهزاییکالوسمیانگین 
.باشندمیدرصد5احتمالسطحدرLSDباشند، فاقد تفاوت آماري براساس آزمونمیرك تحروف مشهایی که داراي میانگین-

وجودکهگرفتنتیجهتوانمینتیجهدر
درمحرکیعاملاکسینبالاترهايغلظت
طرفاز. شودمیوبمحسپنبهزاییکالوس
دراکسینهمراهبهسیتوکینیندیگر،

ازاستفادهولیدارد،نقشپنبهزاییکالوس
سیتوکینینمنبععنوانبهBAPبالاترمقادیر

زاییکالوسکاهشباعثآزمایشایندر
کهگفتتوانمیبنابراین. استگردیده
زاییکالوسدرمثبتینقشهااکسین

بالايغلظتآنمتعاقبوداشتههاریزنمونه
هانمونهریزازکالوستولیددرهاکینینسیتو

وباشدداشتهبازدارندهنقشاستممکن
استبهترپنبههايریزنمونهزاییکالوسجهت

اکسینبالاترهايغلظتباهايکشتمحیطاز
.شوداستفادهسیتوکینینترپایینهاينسبتو

متقابلاثراتینمیانگمقایسهنتایجبراساس 
هورمونیترکیباتغلظتونوع×ریزنمونه

بالاترین درصد ،)3جدول (کشتمحیط
جنین نارس هاي ریزنمونهزایی در مورد کالوس

که حاوي دو 4در محیط کشت شماره 
گرم بر لیتر میلی5/0و BAPگرم بر لیتر میلی

2, 4-Dهمچنین در مدت .د، مشاهده شدبو
ها در سطح برش کالوس،وزر8تا 7کمتر از 

نتایج .یافته این ریزنمونه قابل مشاهده بودند
که با افزایش غلظت سیتوکینین و ندنشان داد

زایی در درصد کالوس،کاهش غلظت اکسین
ترین پایین. یافتهاي نارس افزایش جنین

نیزهاي نارسزایی در جنیندرصد کالوس
5/0حاوي 2مربوط به محیط کشت شماره 

,2گرم بر لیتر یلیم 4-D بدون سیتوکینین
پایین اکسین همراه غلظت نسبتاًبنابراین . بود

کینین تاثیرات مثبتی در بالاتر با افزایش سیتو
هاي نارس زایی در جنینرفتن میزان کالوس

و همکاران رائوبا نظریهاین نتایج نشان داد که 
خصوص ها بهمبنی بر تاثیر هورمون) 22(

.زایی مطابقت داردها روي کالوسکینینستو
هاي محور نمونههمچنین در رابطه با ریز
زایی صد کالوسزیر لپه و ریشه، بالاترین در

مربوط به محور زیر لپه در محیط کشت شماره 
,2گرم بر لیتر میلی5/0حاوي 2 4-D بدون

درصد و 6/51با ) BAP(سیتوکینین 
در محیط ،مونهنریزدر اینمیزانترین پایین
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درصد 6/37و 34با 3و 4هاي شماره کشت
گرم بر لیتر میلی5/0بود که به ترتیب حاوي 

2, 4-Dگرم بر لیتر و دو و یک میلیBAP

در مورد ریزنمونه ریشه نیز دقیقاً چنین . بودند
حاصل نتایج ). 3جدول (روندي مشاهده شد 

این زایی کالوسمورد نشان داد که در شده 
ها با افزایش سیتوکینین و کاهش نمونهریز

زایی دچار کاهش اکسین درصد کالوس
گیري گردیده و با افزایش اکسین بدون چشم
این .فتیازایی افزایش میکینین، کالوسسیتو

نتایج دقیقاً عکس نتایجی بود که در مورد 
بنابراین . نارس مشاهده گردیدریزنمونه جنین

قابلیت باززایی بینتوان نتیجه گرفت که می
هاي مختلف و همچنین در ارقام ریزنمونه

هاي مختلف ریزنمونهومختلف متفاوت است
هاي هاي متفاوتی به نسبتتوانند پاسخمی

اکسین به سیتوکینین در محیط کشت داشته 
لف و ترکیب تیمارهاي هورمونی مختباشند و

هاي کشت شده نقش همچنین نوع ریزنمونه
.زایی در پنبه داردمهمی در میزان کالوس

زاییکالوسدرصدازآمدهدستبهنتایج
نشانریشهولپهزیرمحورهاينمونهریزدر
بهنسبتلپهزیرمحورهاينمونهریزکهداد

این. داشتندبالاتريزاییکالوسدرصدریشه
برمبنی) 22(همکارانوائورنظربانتایج

محورازآمدهوجودبههايکالوسبالاتردرصد
موردهاينمونهریزسایربهنسبتلپهزیر

.داردمطابقتبررسی
هاي مختلف به منظور بررسی تاثیر غلظت

ها در کلرید سدیم بر میزان رشد نسبی کالوس
وجود ههاي باي، کالوسشرایط درون شیشه

هاي ارقام مختلف پنبه، وزن مونهآمده از ریزن
هاي حاوي چهار گردیدند و روي محیط کشت

و یک ) NaCl(غلظت مختلف کلرید سدیم 
.تیمار شاهد بدون کلرید سدیم منتقل شدند

،)4جدول (براساس نتایج تجزیه واریانس 
سدیم تحت تاثیر به کلریدهاریزنمونهتحمل 

و سدیمرقم، نوع ریزنمونه، غلظت کلرید
در سطح تمامی اثرات متقابل این فاکتورها

.دار بودیک درصد معنیاحتمال

سدیمکلریدبهپنبهارقامهايریزنمونهازحاصلهايکالوستحملمیزانواریانستجزیهنتایج-4جدول
میانگین مربعاتدرجه آزاديمنبع تغییرات

C(4**1/2701(رقم
E(2**6/29268(ریزنمونه

E ×C8**9/769
Na(سدیمکلریدغلظت Cl(4**1/7228

Na Cl ×C16**9/172
Na Cl ×E8**2/111

Na Cl ×E ×C32**1/51
1506/16اشتباه

224کل تغییرات
15/10)درصد(ضریب تغییرات 

.یک درصداحتمال معنی دار در سطح : **
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هادادهمیانگینمقایسهنتایجبراساس
جايمختلفکلاس5درارقام،)5جدول(

جایگاهدردرصد3/48باخردادرقم. گرفتند
باترتیببه200نامبروساحلارقامواول

هاردهترینپاییندردرصد 7/27و2/39
تحقیقیدر. گرفتندقراردیگرارقامبهنسبت

ارزیابیمورددر) 21(زنگیومقدمرمضانیکه
ژنوتیپ40درشوريبهتحملايمزرعه

موردرقم5دادند،انجامپنبهتتراپلوئید

صورتهمینبهنیزحاضرتحقیقدربررسی
حساسومتحملنیمهمتحمل،هايکلاسدر
نتایجهمچنین. شدندبنديطبقهشوريبه

زنگیتوسطشدهانجامپژوهشبرتاییدي
درشوريبهمتحملرقم5بررسیدر) 28(

درشورمنطقهیکدرساحلرقمبامقایسه
عنوانبهخردادرقمکهبودگلستاناستان

معرفیشوريبهتنسبرقمترینمتحمل
.گردید

میـزان بـر آنهـا متقابلاثراتومختلفهايریزنمونهپنبه،ارقامتاثیربررسیازحاصلمیانگینمقایسهنتایج-5جدول
اخـتلاف حـداقل آزمونروشبهسدیمکلریدمختلفهايغلظتدرآنهاهايریزنمونههايکالوسنسبیرشد

رصددپنجاحتمالسطحدردارمعنی
میانگین درصد رشد نسبی

کالوس براساس رقم
یزنمونهردرصد رشد نسبی کالوس در 

رقم
ریشه لپهزیرمحور نارسجنین

d2/39 h5/23 e1/37 c0/57 ساحل
b1/44 gh1/26 f0/30 a2/76 سپید
e7/27 i9/17 h8/24 d4/40 200نامبر
c4/41 fg2/28 e2/34 b9/61 باربادنس
a3/48 f5/30 e2/37 a3/77 خرداد

- c2/25 b6/32 a5/62
میانگین درصد رشد نسبی 

کالوس براساس ریزنمونه
.باشندمیدرصد5احتمالسطحدرLSDباشند، فاقد تفاوت آماري براساس آزمونمیرك تحروف مشهایی که داراي میانگین-

سهدرراهاریزنمونه،5جدولنتایج
کهطوريبهداد،جايمختلفکلاس
جایگاهدردرصد5/62بانارسهايجنین

ولپهزیرمحورهاينمونهریزبهنسبتبالاتري
متقابلاثرنتایجبراساس. گرفتندقرارریشه
نسبیرشدمیزانبیشتریننیزریزنمونه× رقم

مربوطشوريهايکشتمحیطرويهاکالوس
وخردادارقامدرنارسجنینریزنمونهبه

دربود،درصد2/76و3/77باترتیببهدسپی

با200نامبررقمریشهریزنمونهکهحالی
بهراتحملمیزانکمتریندرصد،9/17

.دادنشانسدیمکلریدمختلفهايغلظت
تــادداشـــیواهداتـمشنینــهمچ

حاصلهايکالوسازمورفولوژیکیهايبرداري
درمختلفارقامگوناگونهاينمونهریزاز

کهدادنشانشوريمختلفهايغلظت
حجمدارايوترشکنندهنارسهايجنین
بودندهانمونهریزدیگربهنسبتتريبزرگ
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اززودتربسیارریشههاينمونهریز). 1شکل(
شوريمختلفسطوحبهدیگرهاينمونهریز

واکنشسدیمکلریدپایینهايغلظتدرحتی
هايکالوسکهياگونهبهدادند،نشانمنفی
سفتوخشبیصورتبهسریعبسیارریشه

هاسلولبهغذاییموادنفوذراهودرآمده

هاينمونهریزهايکالوسرنگ. شدگرفته
امادرآمد،تیرهايقهوهصورتبهکمکمریشه

هايرنگبهنارسجنیننمونهریزهايکالوس
بههاآنازبرخیدروروشنسبزتاتیرهسبز

.شدندمشاهدهکرمنگر

محیطدرخردادرقمنارسجنینهايریزنمونهکشتازحاصلهايکالوساندازهورنگدرتفاوت- 1شکل
.سدیمکلریدمختلفهايغلظتحاويهايکشت

کهبودمطلبایندهندهنشاننتایج
مختلفمراحلدرگوناگونارقامهاينمونهریز

ازراداريمعنیعملکردياشیشهدرونرشد
ریزنمونهکهطوريبهگذاشتند،نمایشبهخود

نسبتبالاتريکالوسنسبیرشدنارس،جنین
آزمایشموردارقامهمهدرهاریزنمونهدیگربه
تمامدرریشهریزنمونهودادنشانخوداز

کالوسنسبیرشد،آزمایشموردارقام

کلریدمختلفهايغلظتبرابردرراتريپایین
دلیلبهشایدامراینعلت. داشتسدیم
جنینریزنمونهدررشديمرحلهبودنترکامل
کلریدبهریشهریزنمونهبودنحساسونارس
مراحلدرآنبالايحساسیتدلیلبهسدیم
تورتمطالعاتبانتایجاینکهباشدرشداولیه

کاهشبرمبنینازیلیرقمپنبهروي) 26(
کلریدگوناگونهايغلظتدرشهریرشد
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مطابقتگیاهچهرشداولیهمراحلدرسدیم
.دارد

تماممورددرهاکالوسنسبیرشدمیزان
افزایشبابررسی،موردارقامکلیهوهاریزنمونه

کاهشکشتمحیطدرشوريغلظت
کهطوريبه،)6جدول(کردپیداگیريچشم
6/51با) سدیمکلریدبدون(شاهدتیمار

کشتمحیطونسبیرشدنرخبالاتریندرصد،

سدیم،کلریددر لیترگرممیلی3حاوي
6/20باراکالوسنسبیرشددرصدترینپایین
باحاصلهنتایج. دادنداختصاصخودبهدرصد

زاییکالوسبررسیدر) 7(ابراهیمیتحقیقات
بهتحملبرايایرانیگندمرقمچندباززاییو

بافتکشتشرایطدروريشوخشکی
.داردمطابقت

رشـد میزانبرکشتمحیطدرسدیمکلریدمختلفهايغلظتتاثیربررسیازحاصلمیانگینمقایسهنتایج-6جدول
درصدپنجاحتمالسطحدردارمعنیاختلافحداقلآزمونروشبهپنبههايریزنمونههايکالوسنسبی

کالوسدرصد رشد نسبی)گرم بر لیترمیلی(یدسدیمغلظت کلرکد محیط کشتردیف
15MS+Na Cl (0)

a6/51
26MS+Na Cl (0.5)

b9/48
37MS+Na Cl (1)

c9/44
48MS+Na Cl (2)

d6/34
59MS+Na Cl (3)e6/20

کهارقامیمختلفهايریزنمونهنهایت،در
کلریدتیمارهايبهنسبتقبلیآزمایشاتدر

دادهنشانخودازبیشتريتحملسدیم،
5/3بالاترغلظتباهايکشتمحیطبهبودند،

انتقالسدیمکلریددر لیترگرممیلی4و
کارهبهايریزنمونهازیکهیچولییافتند،

هايکشتمحیطدرنتوانستندشدهبرده
سدیمکلریدبالاترهايغلظتحاويجدید
بنابراین،.باشندداشتهمناسبیتحملمیزان
ارقامهايریزنمونهکهشودمیگیرينتیجه
نیزیکدیگرباگرچهپنبهبررسیمورد

درولیدادند،نشانداريمعنیهايتفاوت
سدیمکلریددر لیترگرممیلی5/3حدنصاب

در لیترگرممیلی3غلظتوشدندمتوقف
نهاییغلظتعنوانبهتواندمیسدیمکلرید
ارقامهايریزنمونهگزینشتجهاستفادهمورد
بهتحملجهتايشیشهدرونشرایطدرپنبه

اینکهیاوگیردقراراستفادهموردشوري
موجودهايسلولدرسوماکلونالتنوعبراساس

نمکبالاترهايغلظتازکالوسبافتدر
.شوداستفادهگزینشجهت
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Study of Callus Formation and Salinity Tolerance in Different
Explants of Cotton (Gossypium sp.) Cultivars in Vitro

K. Ghasemi Bezdi1 and B. Aidin2

Abstract
Achievement to low-priced and short-term methods for obtaining of tolerant lines to

abiotic stresses in plant breeding programs is one of the main applications of tissue
culture. In present study, the callus formation potential of immature embryo, hypocotyl
and root explants of Sahel, Sepid, No. 200, Barbadense and Khordad cotton cultivars
were investigated on MS basal medium containing various hormonal combinations of 2,
4-Dichlorophenoxy acetic acid (2, 4-D) and 6-Benzylamino purine (BAP). According to
analysis of variance, callus formation percent was significant at 1% level for cultivar,
explant type, hormonal combinations of medium and explant × hormonal combinations

of medium interaction. On the basis of the mean comparisons by Least Significant
Difference (LSD) Test, the highest callus formation was related to immature embryo
explant of No. 200 cultivar on the MS medium containing 0.5 mg/l 2, 4-D, whereas, the
root explant of Sepid cultivar showed the lowest callus formation percent. By
transferring the produced calli on MS medium containing different concentrations of
sodium chloride (NaCl) and then studying the relative growth rate of calli, it was
revealed that the tolerance of explants to different concentrations of NaCl was
significant at 1% level affected to cultivar, explant type, NaCl density and all their
interactions. The highest relative growth rate of calli on the salinity medium was related
to immature embryo explant and Khordad and Sepid cultivars with 77.3% and 76.2%,
respectively, while the root explant of No. 200 cultivar with 17.9% showed the lowest
tolerance to NaCl. The relative growth rate of calli showed significant reduction in all
explants and cultivars with increasing of NaCl densities, as, the control treatment
(without NaCl) has been the highest relative growth rate with 51.6%, and the lowest
relative growth rate with 20.6% was observed on MS medium containing 3 mg/l NaCl.
By transferring of the selected tolerant explants to the media with higher concentrations
of 3.5 and 4 mg/l NaCl, it was determined that none of the calli and explants could not
tolerate the higher NaCl densities in the medium.

Keywords: Stress, Explant, Cotton, Callus, NaCl
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