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  )GA ( استفاده از هورمون ژیبرلیک اسید
و کشت جنین بالغ در دورگه گیری بین 
گونه ای ارقام دیپلوئید با تتراپلوئید پنبه
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مقدمه
پنبه به لحاظ تامين ماده خام صنایع نس��اجی و روغنکشی در اقتصاد 
 Gossypium كشورها  ازجایگاه مهمی برخوار دار است. این گونه به جنس
تعل��ق دارد و دارای منابع ژنتيکی به فرم وحش��ی و زراعی اس��ت كه در 
اص��لاح ارقام تجاری آن اهمي��ت خاصی دارد. حدود 49 گونه ش��ناخته 
ش��ده و تعریف شده در جنس Gossypium وجوددارد كه 44 عدد آن 
 A.B.C.D.E.F.K 2( بوده و دركلاس های ژنومیn=2x= 26( دیپلوئيد
 طبق��ه بن��دی ش��ده ان��د )5(. گون��ه ه��ای آس��يایی زراع��ی دیپلوئيد

.G.herbaceum  L دارای 26 كروم��وزوم و   .G.arboreum  L و 
 G.barbadense و G.hirsutum  گونه های دنيای جدید آلوتتراپلوئيد
كه دارای 52 كروموزوم هس��تند )3،2 ، 11(. كش��ت گونه های آسيایی 
دیپلوئيد از چند س��ال قبل تا به حال كاهش یافته اس��ت این گونه ها در 
حال حاضر فقط در یك منطقه محدود از هند و چين و پاكس��تان كشت 
می ش��وند ولي در عوض كشت پنبه آپلند G.  hirsutum افزایش پيدا 
ك��رده و بر رش��د همه انواع پنب��ه هاي دنيای قدیم غالب گردیده اس��ت 
)17(، به این ترتيب س��طح وس��يعي از اطلاعات توارثی وصفات ژنتيکی 
مه��م موجود در گونه های دیپلوئيد مثل مقاومت به انواع آفات و بيماري 
ها، سازگاري به شرایط نامساعد  محيطي، مقاومت در برابر استرس هایي 
چون ش��وري و خش��کي و ... كه در طي ميليون ها س��ال در این گونه ها 
ایجاد ش��ده و مي تواند به طور مؤثر به گونه های تجاری آلوتتراپلوئيد به 
جهت توس��عه توانمندی ژنتيکی ارقام تجاری منتقل ش��ود رفته رفته از 

مخازن ژني حذف شده و به دست فراموشي سپرده مي شود )22(.
در طی یك دوره طولانی زماني اكثر اصلاح گران پنبه و علاقه مندان 
به برنامه های تکاملی در زمينه تلاقی بين گونه های پنبه دیپلوئيد دنيای 
جدی��د و دنيای قدیم و همچنين تلاقی های بي��ن گونه های دیپلوئيد و 
تتراپلوئي��د تلاش هاي زی��ادي انجام دادند. بين پنبه ه��اي دنيای قدیم 
)AA( و دني��ای جدی��د )AADD( در یك مقياس محدود بين دو گونه 
قابل اجراس��ت )14(. روش هاي نوین پيش��نهادي مثل روش هاي كشت 
تخم��ك و یا اس��تفاده از تيم��ار هورمون های ژیبرليك اس��يد و نفتالين 
اس��تيك اس��يد به صورت جداگانه در انجام تلاقي ب��ه عنوان روش هایي 
ضروري براي دست یابی به دورگه ها بکار گرفته شده و تا حدودی زمينه 
تلاقی را بوجود آورده اند )20(.  اس��تفاده از كش��ت جنين نارس اجباری 
بخاطر ریزش گل ها پس از تلاقی، موجب جوانه زنی غير مستقيم جنين 
شده اس��ت )18،4،1(.  هورمون جيبرليك اسيد و  نفتالين استيك اسيد 
برای جلوگيری از ریزش گل ها و تش��کيل و  تکامل غوزه ها جهت ایجاد 
هيبرید ه��ا ی بين گونه های دیپلوئيد و پنبه های آپلند مورد اس��تفاده 
قرار گرفته اند )10(. مع الوصف گونه های دیپلوئيدی كه به طور مستقيم 
و یا با اس��تفاده از روش های نوین با گونه های آپلند پنبه تلاقي مي یابد 
هيبریده��اي F1 عقيم توليد مي كند. براي تولي��د هگزاپلوئيدهاي بارور 
هيبریدهايF1 عقيم را با كلش��ي سين تيمار مي كنند )14(. استفاده از 
كلشی سين نيز برای مضاعف نمودن تعداد كروموزوم های گونه دیپلوئيد، 
جه��ت ایج��اد آمفی دیپلوئيد و س��پس تلاقی گياه حاصل ب��ا پنبه آپلند 

Agronomy Journal (Pajouhesh & Sazandegi) No 93 pp: 78-83

Application of gibberellic acid and ovule-embryo culture in interspecific hybridization of diploid and tetraploid 
cotton species
By: Ali Jafari Mofidabadi, Associate Member of Cotton Research Institute (Corresponding Author; Tel: +989123706442) 
Ranjbaran A. Msc Expert of Natural Resources and Agricultural Sciences Faculty of Gorgan University.
In order to transfer resistant gene from related wild species of cotton (2n=2x=26) to commercial species (2n=4x=52), 
and to establish an efficient genetic broadening system, gibberellic acid and ovule-embryo culture were used. Crosses 
between two Gossypium hirsutum commercial cultivars (Sahel and Sephid) as a seed parents with pollen grain of 
Hashem Abad and Kashmer diploid cultivar (G. arboretum) have been carried out into direction. For getting mature 
boll, pollinated flowers have been treated with 0 and100 ppm concentration of GA3 to overcome early abscission of 
pollinated flowers. There was a significant difference between GA3 concentrations and crosses for boll development 
at 5% probability level, using Chi-square test. Highly significant differences have been observed between control 
and hormone growth regulator for hybrid boll setting. Maximum boll development (64%) was observed in Sephid 
×Hashem Abad when treated with 100 ppm GA3 after 45 DAP (Day after pollination). Only 7.5% of pollinated 
flowers led to develop boll in absent of GA3. Highly significant differences have been observed between 3 and 45 
days old ovule-embryo culture on MS medium at 1% probability level. Direct embryo germination was observed from 
45 days old embryo culture in MS hormone free medium. No significant differences were observed between tetraploid 
and diploid as seed parents for embryo germination. There was no direct plantlet regeneration in culture of isolated 
ovule less than 45 days. The seeds were not developed as well as those harvested from the self pollinated female 
parents. The sterile triploid hybrid plants showed more vigorous than either parent.

Key words: Cotton, Gossypium hirsutum, G. arboretum, Gibberellic acetic acid (GA), Diploid, Tetraploid, 
Triploid  and Hybridization 
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گزارش ش��د )14(. در این تحقيق، به دليل ض��رورت نگهداری گل های 
تلاقی یافته تارس��يدن به بلوغ كامل جنين و دست یابی به گياه هيبرید، 
از تلفيق تيمار هورمونی برای نگهداری گل ها و كش��ت جنين بالغ برای 

باززایی گياه استفاده شد. 

موادوروشها
بذور والدین تهيه ش��ده از بانك بذر موسسه تحقيقات پنبه كشور در 
ردیف های با فاصله 90 س��انتيمتر از هم و با در نظر گرفتن 90 سانتيمتر 
فاصله بين تك بوته ها كش��ت شدند، در هر واحد آزمایشی ده ردیف والد 
مادری به همراه دو ردیف والددهنده دانه گرده كش��ت ش��ده اند. تمامی 
نيازهای زراعی كش��ت پنبه نظير آماده س��ازی زمين، كوددهی و كنترل 
عل��ف های هرز و مبارزه با آفات و امراض بر اس��اس دس��تور العمل های 
زراع��ی كش��ت منطقه ای انجام ش��د. تلاقی ها به ص��ورت دو طرفه بين 
والدی��ن تترا/لوئيد  )س��احل و س��پيد( و والدین دیپلوئيد )هاش��م آباد و 
كاش��مر( انجام گرفت. بمنظور جلوگيری از ریزش گل ها دو سطح تيمار 
هورمون��ی ژیبرليك اس��يد  )100و صفر( ب��ر روی دمگل ها به مدت یك 
هفته بلافاصله پس از تلاقی بکار گرفته شد. گل های والد مادری  هر روز 
بعداز ظهر توس��ط دست اخته و سپس صبح روز بعد گرده افشانی توسط 
كشيدن بساك پایه پدری بر روی كلاله پایه مادری اخته شده مورد گرده 
افشانی قرار گرفته اند. جهت ممانعت از ریزش قوزه ها، هورمون ژیبرليك 
اس��يد روی محل اتصال دمگل و ساقه به مدت 7 روز چکانده شد و برای 
اطلاع از ميزان غوزه های ریخته هر روز تعداد اتيکت های ریخته شده بر 
روی زمين شمارش می شدند. جهت تلقيح مصنوعی جنين، تخمك های 
ایزوله ش��ده از تخمدان، 3 و 45 روز پس از گرده افش��انی به درون ویال 
های حاوی 20 ميلی متر محيط كشت مایع MS و هورمون رشد گياهی 

در قالب كشت پرستار منتقل شدند.
  محيط كش��ت مورد اس��تفاده برای جوانه زنی جنين، محيط كشت 
Murashige( MS و Skoog، 1962( حاوی 30 گرم در ليتر س��اكارز 
فاقد هورمون های رش��د گياهی در نظر گرفته شد. سترون سازی محيط 
كش��ت به مدت 20 دقيقه در دمای 120 درجه سانتی گراد اتوكلاو انجام 
و به درون ویال ها ریخته شد. كشت ها پس از انتقال تخمك ها در دمای 
24 درجه س��انتی گراد  تحت ش��رایط دوره نوری 8 ساعت تاریکی و 16 
س��اعت روش��نایی حاصل از لامپ های 40 وات مهتابی و خورش��يدی با 
ش��دت 4000 تا 5000 لوكس نگهداری ش��دند. آناليز داده ها بر اساس 
مقایس��ه ميانگن عوامل موثر )ژیبرليك اس��يد و س��ن جنين( در تشکيل 
غوزه  و جوانه زنی درون شيش��ه ای جنين به روش كی اسکور با استفاده 
از نرم افزار Mstatc انجام ش��د. گياهچه ها با ارتفاع 3 الی 4 سانتی متر 
بداخل شيش��ه های مربایی حاوی محيط كشت مشابه منتقل و به مدت  

یك ماه  قبل از انتقال به گلدان حاوی خاك نگهداری شدند..     

نتايجوبحث
از 400 گل تلاق��ی یافت��ه كه ب��ا هورمون 100 پی پ��ی ام ژیبرليك 
اس��يد تيمار ش��دند، 234 غوزه  پس از 45 روز بر روی گياه باقی مانده و 
به بذر نشس��ته اند )58/3 درصد(. در صورت��ی كه 30 عدد غوزه از 400 
 گل تلاقی شده )7/5 درصد( كه تحت تيمار هورمون جيبرليك اسيد قرار 

نگرفته اند فقط برای مدت یك ماه بر روی بوته ها باقی ماندند. مقایس��ه 
اثرات متوس��ط تلاقی پذیری بين والدین با سطوح مختلف پلوئيدی نشان 
داد ك��ه اخت��لاف معنی داری در س��طح  احتمال 1 درص��د برای تلاقی 
دو رقم س��احل و س��پيد از گونه هيرس��توم با دو  رقم بومی هاشم آباد و 
 كاشمر به صورت دو طرفه وجود دارد )جدول 1(. بيشترین درصد متوسط 
تلاقی پذیری )64 درصد( برای تلاقی سپيد به عنوان  والد مادری تتراپلوئيد  
با رقم كاشمر  به عنوان والد دهنده دانه گرده دیپلوئيد اتفاق افتاد. مقایسه 
متوس��ط اثرات  غلظت های هورمون رش��د ژیبرليك اسيد برای حفظ و 
نگهداری غوزه ها  نش��ان داد كه اختلاف بس��يار معنی داری در سطح 1 
درصد برای غلظت 100 پی پی ام و كنترل )بدون اس��تفاده از هورمون( 
وجود دارد )جدول 1(. بيش��ترین در صد غوزه ها )38/2 درصد( با تيمار 
100 پی پی ام در پایان 45  روز مشاهده شد. تمامی 7/5 درصد غوزه های 
تشکيل شده بدون تيمار زیبرليك اسيد، پس از حدود یکماه ریزش كردند. 
این موضوع بيانگر این است  كه بدون استفاده از هورمون جيبرليك اسيد 
ام��کان تلاقی بين گونه های دور از هم بویژه با س��طوح مختلف پلوئيدی 
وجود ندارد. مقایس��ه اثرات متوسط، والدین مادری تترا پلوئيد و دیپلوئيد 
در تکام��ل و نگهداری غ��وزه ها )درصد تلاقی پذیری( بر اس��اس آزمون 
كای اس��کور نش��ان داد كه اختلاف بسيار معنی داری در سطح احتمال1 
 درص��د بين والدین مادری تتراپلوئيد )ارقام تجاری( با دانه گرده دیپلوئيد 
)گونه های وحشی( و تلاقی عکس آن برای نگهداری غوزه ها تحت تيمار 
100 پی پی ام  هورمون ژیبرليك اس��يد وجود دارد )جدول 2(. استفاده 
از تيمار 100 پی پی ام ژیبرليك اس��يد موجب باقی ماندن بطور متوسط 
34/2 در ص��د گل ها و تکامل غوزه ها و بذر دهی در كل تلاقی ها ش��د. 
بدین معنی كه اس��تفاده از هورمون مذكور موجب شد تا از ریزش گل ها 
جلوگيری گردد و به غوزه های تش��کيل شده،  فرصت كافی برای تکامل 
جني��ن از مرحله نارس )3 روز( ت��ا مرحله بلوغ كامل )حداقل 45 روز( را 
بده��د و زمين��ه انجام تغذیه مصنوعی جنين و رفع ناس��ازگاری احنمالی 
بویژه در توليد دورگ های دیپلوئيد با تترا پلوئيد بوجود آورد. این موضوع 
در مورد گياهان دیگری كه دوره تکاملی جنين در آنها طولانی اس��ت نيز 
صدق می كن��د. )8(. گل های تلاقی یافته ب��دون اعمال تيمار هورمونی 
ژیبرليك اس��يد یك هفته پس از تلاقی ش��روع به ریزش و در مدت س��ه 
 ال��ی جهار هفته تمامی گل ها از دس��ت رفت. بنابرای��ن تجزیه و تحليل 
داده ها برای ازریابی تغذیه مصنوعی جنين و اثرات والدین در جوانه زنی 
آنها، فقط برای تيمار 100 پی پی ام زیبرليك اسيد انجام شد. بدليل عدم 
تش��کيل جنين بالغ در تيمار كنترل )بدون اس��تفاده از ژیبرليك اسيد(، 
آزمون اثر تغذیه مصنوعی جنين و والدین در جوانه زنی درون شيشه ایی 
جنين از ادامه بررسی حذف شد. در مجموع 60 عدد تخمك حاوی جنين 
3و 45 روزه )30 عدد برای هر سن( برای هر یك از تلاقی ها ایزوله و به 
محيط كشت MS منتقل شدند. جنين ها با سن 45 روزه  پس از گذشت 
یك هفته از انتقال تخمك ها در محيط كش��ت ش��روع به جوانه زنی توام 
س��اقه و ریش��ه و ایجاد گياه معمولی نموده اند. در حالی كه تخمك ها با 
س��ن كمتر از 45 روز )3 روز( در محيط كش��ت شروع به كالزایی كردند. 
لذا كالوس��های ترد و ش��کننده پس از مدت یك ماه و واكشت در محيط 
كش��ت  جامد مش��ابه با ظهور رنگدانه های قرمز رنگ ش��روع به باززایی 
گي��اه نمودند. این نتایج مش��ابه گ��زارش Zhang و همکاران )1995( و 
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Stewart و Hsu )1977( در خصوص ظهور رنگ دانه های قرمز قبل از 
باززایی گياهچه از سطح كالوس است. كشت جنين با سن كمتر از 45 روز 
به دليل عدم اس��تفاده از تيمار هورمونی در مطالعات )16،15،10،9،7،6(.  
استفاده شد و نتایج مشابهی بدست آمد. تمامی گياهان حاصل و داده های 
ناش��ی از آن، به دليل باززایی غيرمسقيم و احتمال وقوع تنوع سوماكلونی 
  )1998( Kulkarni و Khadi حذف ش��دند. این موض��وع در گ��زارش
نيز آمده اس��ت. نتای��ج حاصل از تجزیه و تحلي��ل داده های حاصل از اثر 
 والدین در جوانه زنی جنين تلاقی های مختلف، بيانگر وجود اختلاف بسيار 
معنی داری در س��طح 1 درصد بين آنها می باش��د )جدول 3(. بيش��ترین 
در ص��د جوانه زنی جني��ن 45 روزه )73/3 درصد( ب��رای تلاقی رقم تترا 
پلوئيد س��پيد با كاشمر مشاهده ش��د )جدول 3(. نتایج حاصل از تجزیه و 
تحليل داده ها حاصل از اثر سطوح مختلف پلوئيدی والدین در جوانه زنی 

كش��ت جنين )13/75 درصد و 10/5درصد بترتيب تتراپلوئيد با دیپلوئيد 
 و تلاقی عکس آن( نشان داد كه اختلاف معنی داری بين آنها وجود ندارد 
)جدول 4(. بيش��ترین درصد جوانه زنی جنين و بيش��ترین در صد تکامل 
غوزه ها وقتی بدس��ت آمد كه رقم تتراپلوئيد به عنوان والد مادری انتخاب 
شد )جداول 1و 4(. كمترین مقدار جوانه زنی جنين مربوط به تلاقی هاشم 
آباد به عنوان والد مادری دیپلوئيد با رقم تتراپلوئيد س��احل اس��ت )26/6 
درصد(. نتایج نشان می دهد كه با بکار بردن هورمون GA امکان ایزوله و 
كشت جنين بالغ در تلاقی درون و بویژه بين گونه های با سطوح مختلف 
پلوئي��دی بين والدی��ن تتراپلوئيد با دیپلوئيد جهت ایجاد زمينه مناس��ب 
دس��تيابی به ارقام هگزا پلوئيد وجود دارد. گياهان عقيم بدس��ت آمده به 
عنوان ماركر فنوتيپی حاكی از تریپلوئيد بودن این گياهان و صحت انجام 

تلاقی تتراپلوئيد و دیپلوئيد و تلاقی عکس آن است )شکل 1(.

شكل1-گياهF1عقيمحاصلازتلاقیبينگونهایكاشمر)2x)باسپيد)4x))الف)وگياهF1عقيمحاصلازتلاقیبينگونهایساحل)4x)باهاشمآباد)2x))ب)

فاكتورهایموثردرصدتلاقیپذيری
اثر سطوح پلوئيدی والدین در تلاقی ها% گلهای بارور شده

64**Sephid  )4x( × Hashem-Abad )2x(
54Sephid  )4x( × Kashmer )2x(
34Sahel  )4x( × Kashmer )2x(
22Sahel )4x( × Hashem-abad )2x(
22Hashem-abad  )2x( × Sephid)4x(
18Hashem-abad  )2x( × Sahel)4x(
28Kashmer )2x( × Sephid )4x(
22Kashmer )2x( × Sahel

  اثرات  GA % گل های بارور شده
38/2**100ppm

7/50ppm

** = اختلاف معنی دار در سطح 1 درصد وجود دارد

جدول1-مقايسهاثراتمتوسطفاكتورهایمختلف)والدينوژيبرليکاسيد)درتوليددورگهایبينكونهای
)تتراپلوئيدباديپلوئيدوتلاقیمعكوسآنها)بااستفادهازآزمونكیاسكور
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سطوحپلوئيدیوالديندرصدمتوسطماندگاریغوزههاوبياناختلافآماری

43/5 **2x × 4x

254x × 2x

سطوحپلوئيدیوالديندرصدمتوسطجوانهزنیجنينوبياناختلافاتآماری

13/75 ns2x × 4x

10/54x × 2x

سطوحپلوئيدیوالديندرتلاقيها%جوانهزنی

43/3 **Sephid  )4x( × Hashem-Abad )2x( 

73/3Sephid  )4x( × Kashmer )2x( 

36/6Sahel  )4x( × Kashmer )2x( 

30Sahel )4x( × Hashem-abad )2x(

26/6Hashem-abad  )2x( × Sahel)4x( 

43/3Hashem-abad  )2x( × Sephid)4x(

30Kashmer )2x( × Sahel  )4x( 

40Kashmer )2x( × Sephid )4x( 

جدول2-مقايسهاثراتمتوسطفاكتورهایمختلف)والدينوژيبرليکاسيد)درتوليددورگهایبين
گونهای)تتراپلوئيدباديپلوئيدوتلاقیمعكوسآنها)بااستفادهازآزمونكیاسكور

جدول4-مقايسهاثراتمتوسطوالدينباسطوحمختلفپلوئيدیدرجوانهزنیبااستفادهازآزمونمربعكای

جدول3-اثراتمتوسطوالدينتلاقیهاباسطوحمختلفپلوئيدیبررویجوانهزنیجنينهایدورگ45روزه
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