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  چكيده
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ت بافت بهينه به منظور باززايي گياه از يك سـلول تراريخـت   وجود سيستم كش (.Gossypium hirsutum L) در انتقال ژن به پنبه

جنين زايـي سـوماتيكي   ن منظور يتراريخت به باززايي تعداد زيادي گياه بستگي دارد که بد يتوليد موفق پنبه ها. باشد يم يضرور

 ـ    يبـرا  ٣١٢ر لپه ارقام ساحل، ورامين و كوكر يريزنمونه هاي محور ز. شد ياز ارقام پنبه بررس يدر تعداد ط يكـالوس دهـي بـه مح

 ـي، ک)mgl١/٠ -D١-2,4 (همـراه بـا   ) B5و ويتامين هاي  MSنمك هاي ( MSB يکشت ها  ٧٥/٠و كلريـد منيزيـوم   ) mgl١/٠ -١(ن ينت

و کينتـين ريزنمونـه    D-2,4 يدر محيط كشت دارا. منتقل شدند) mgl٢/٠-١( IBAو ) mgl١/٠ -١(ن ينتيبه اضافه ک MSگرم در ليتر و 

درصـد كـالوس   . و ساحل زودتر از ورامين شروع به كالوس دهي كرده و حجم كالوس بيشتري توليد كردنـد  ٣١٢ارقام كوكرهاي 

بـه اضـافه    MSBكالوس هاي توليد شده جهت تحريك جنين زايي و بلـوغ جنـين هـا بـه محـيط      . دهي ساحل بيشتر از ورامين بود

. بيشـتر از سـاحل بـود    ٣١٢درصد كالوس هاي جنيني رقم كوكر. افتنديانتقال ) gl٩/١ -١(و نيترات پتاسيم ) gl٧٥/٠ -١(كلريد منيزيوم 

 ٣١٢در ارقام کـوکر ) gl٢ -١(فعال ذغال و ) mgl١/٠ -١(همراه با زآتين  MSB يجوانه زني جنين هاي سوماتيكي در محيط جوانه زن

 ـ يتفاوت درصد ر. شتر از ساحل بوديب ٣١٢وكرن هاي سوماتيكي توليد شده رقم كيتعداد جن. ن سريعتر از ساحل بوديو ورام  يشـه ده

  . دار نبود يمعن ييط کشت باززايمح ٥ن سه رقم و يدر ب يکيسومات ين هايجن

  

  .و کشت بافت پنبه، باززايي، جنين زايي سوماتيكي: كليدي واژه هاي

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  ١٤/٦/١٣٨٥: تاريخ دريافت

  دانشگاه مازندران استاد -٤ ) مكاتبه كننده( يوتکنولوژيکارشناس ارشد ب -١

  دانشيار دانشگاه مازندران  -۵  يکشاورز يوتکنولوژيعضو هيأت علمي پژوهشكده ب  -٢

    استاديار دانشگاه مازندران -٣
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  مقدمه

از گياهـان صـنعتي و   (.Gossypium hirsutum L) پنبـه  
  ليفــي بســيار مهــم مــي باشــد و از نظــر توليــد روغــن        

ــين د   ــه را در ب ــين رتب ــه دوم ــود   -ان ــه خ ــي ب ــاي روغن ه
محصـول  ). Mishra et al., 2003(اختصـاص داده اسـت   

امـرار  پنبه صـنعت چنـد ميليـارد دلاري محسـوب شـده و      
ــه آن   ١٨٠معــاش بيشــتر از  ــا وابســته ب   ميليــون نفــر در دني

  .(Agrawal et al., 1997; Mishra et al., 2003) مي باشد
ح نباتات با وجود توليد ارقام مطلوب پنبه توسط اصلا

كلاسيك، اصـلاح ژنتيكـي آن بـه دليـل فقـدان تنـوع در       
مقاوم به آفـات و بيمـاري هـا،     يژرم پلاسم از نظر ژن ها

طولاني بودن زمان اصلاح و كمي بودن صفات مقاومـت  
در  يبيوتكنولـوژ . به آفات و بيماريها محدود شـده اسـت  

، يپنبه قادر به افـزايش توليـد، حفـظ تنـوع زيسـت ژنتيک ـ     
 ي، افـزايش پايـدار  يکشـاورز  يده بهينه از نهاده هـا استفا

بـه علـت    يخشکسـال  يتوليد بـا کـاهش صـدمات سـالها    
ــها ــاي    يتنشــ ــرفت هــ ــده و پيشــ ــر زنــ ــده و غيــ   زنــ

ــاد  ــاعياقتصــ ــرط در   ي، اجتمــ ــر مفــ ــاهش فقــ   و کــ
ــورها ــعه مـــــ ـ  يکشــــ ــال توســــ ــد يدر حــــ   باشــــ

 (James, 2003; Satyavathi et al., 2002).  
سيســتم اگروبــاكتريوم،  انتقــال ژن بــه گياهــان توســط

بمبـاران ذره اي و ســاير روش هـا نيازمنــد سيسـتم كشــت    
بافت بهينه براي باززايي گياه از يك سلول تراريخت مـي  

ت در انتقال ژن به باززايي تعداد زيـادي گيـاه   يموفق. باشد
 ,Firoozabady and DeBoer)تراريخــت بســتگي دارد  

1993; Rajasekaran, 1996, Rajasekaran et al., 2000).  
اولين مزيت مهم باززايي گيـاه از طريـق جنـين زايـي     
سوماتيكي علاوه بر مزاياي ديگر، داشـتن پتانسـيل توليـد    
انبوه گياهچه مي باشد و هدف مذكور در انتقال ژن را بـه  

ــد خــوبي  ــي كن ــامين م ــي  . ت ــين زاي ــت مهــم جن ــين مزي  دوم
سوماتيكي، احتمال تك سلولي بودن منشا گياهچه توليـد  

ده و كاهش وقوع پديـده نـامطلوب شـيمري مـي باشـد      ش
)Sakhanokho et al., 2001 .(ن پنبــه هــاي   يهــم چنـ ـ

د شده داراي كارايي مـورد انتظـار بـراي    يسوماكلونال تول

ــت هــاي    ــوده و موتان   تعــدادي از صــفات مهــم زراعــي ب
تواننــد در برنامــه هــاي  يخصوصــيات مطلــوب مــ يدارا

ــرار  ــتفاده قــ ــورد اســ ــاري مــ ــد يگ اصــــلاحي تجــ   رنــ
)Zhang et al., 1996a, 2001a .(  

  اولـــــين مشـــــاهده جنـــــين ســـــوماتيكي در پنبـــــه
 Gossypium koltzchianum  توســـــــط پـــــــرايس و

ولـي   ،صـورت گرفـت    (Price and Smith, 1979)اسميت
ديويــدونيس و . گيـاه بــاززايي شـده اي گــزارش نگرديـد   

اولـــين  (Davidonis and Hamilton, 1983)هميلتـــون 
 يز طريق جنين زايي سوماتيكي را از كالوس هاباززايي ا

ــم كــوكر   ــاله رق ــد ٣١٠دو س ــد از آن . گــزارش كردن بع
پيشرفت قابل ملاحظـه اي در كشـت بافـت پنبـه گـزارش      

بـا اسـتفاده    ( Zhang and Feng, 1992; Zhang, 1994b)شد
ــا ــا  ياز راهكارهـ ــين هـ ــف جنـ ــوماتيكي در  يمختلـ سـ

 ,.Shoemaker et al)د شـدند  ي ـمتعدد تول يشگاه هايآزما

1986; Chen et  al., 1987; Trolinder and Goodin, 

1987; Zhang and Wang, 1989; Voo et al., 1991; 

Kolganova et al., 1992; Zhang 1994a; Zhang et al., 

1996a, 1999).      ،به علاوه گياهـان بـاززايي شـده از ريشـه  
ــه   ــر لپـ ــور زيـ ــا، محـ ــه هـ ــاك(Zhang, 1994a)لپـ   ، بسـ
(Zhang et al., 1996b)   تخمـــك و پروتوپلاســـت  

(Zhang and Li, 1992; Feng and Zhang, 1994; Zhang, 

بدسـت آمــد و روش هــاي بــاززايي بــراي اصــلاح   (1995
ژنتيكي توسط انتقال ژن با سيستم اگروباكتريوم و تفنـگ  
ژني با جداكشت هاي محور زيـر لپـه اي و لپـه هـا مـورد      

  .استفاده قرار گرفت
يــاهي اســت كــه بــاززايي بيشــتر ژنوتيــپ هــاي پنبــه گ

تجاري آن از طريق جنين زايي سوماتيكي يا سوسپانسـون  
ت بـاززايي  ي ـسلولي، نسبت به ساير گياهـان مشـكل و قابل  

سوماتيكي به مقـدار زيـادي وابسـته     آن توسط جنين زايي
. (Ouma et al., 2004; Finer, 1988)مــي باشــد بــه ژنوتيــپ 

 ــ ــايي ارق ــابراين شناس ــالاي  بن ــيل ب ام تجــاري داراي پتانس
د پنبـه هـاي   ي ـباززايي توسط جنين زايي سوماتيكي در تول

  تراريخــــــت مهــــــم و ضــــــروري خواهــــــد بــــــود  
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)Kumria et al., 2003 .(ط يمح ينه سازيپژوهشگران با به
رشـد   يم کننده هـا ير نوع و غلظت تنظييژه تغيکشت به و
پنبـه بـه    يزنمونه هـا ير ييباززا يزان وابستگيتوانسته اند م

  .پ را کاهش دهنديژنوت
حاضر پتانسيل باززايي ارقام مهم پنبـه كشـت    مقالهدر 

شده در ايران در محيط كشت هاي مختلف توسط جنـين  
  .قرار گرفته است يابيزايي سوماتيكي مورد ارز

  
  مواد و روش ها

   ياهيمواد گ

 ٣١٢در اين بررسي از ارقام ساحل، ورامـين و كـوكر   
) ايسـتگاه ورامـين  (موسسه تحقيقات پنبـه   كه بذور آنها از

  .ديتهيه شده بود استفاده گرد
  و كشت بذور يضد عفون

) ١٣٨٦و همکاران،  يگروس( يبذور، بعد از ضدعفون
کـه   (Murashige and Skoog, 1962) هي ـپا MSط يدر مح ـ
درصـد آگـار بـود کشـت      ٧/٠درصد ساكارز و  ٣حاوي 

  يدمـــاروز در اتاقـــك رشـــد در  ٧شـــدند و بـــه مـــدت 
سـاعت بـا    ١٦درجه سانتي گـراد و دوره نـوري    ٢٨ -٣٠ 

ــور  ــد  ١٥٠٠شــــــدت نــــ ــرار گرفتنــــ   لــــــوكس قــــ
 )Zhang et al., 2000 .(  

  تحريك و شروع كالوس دهي

هفـت   يهـا -اهچـه  يرلپـه گ يمحـور ز  يز نمونه هـا ير
در دو محــيط ) متــر يلــيم ٥بــي يبــه طــول تقر(روزه پنبــه 

اضـافه   ه بهيپا MSط يمح - ١كشت كالوس دهي شامل 
ــنيکوتي، ن)mgl١٠٠- ١(تـــول ينوزيوايم ــيـ  ،)mgl١- ١(د يک اسـ

  ،)mg l١٠- ١(، تيــــــامين )mg l١ - ١(پيريدوكســـــيـن 
 2,4-)D
١-

mgl١(ن ينتــي، ک)١/٠-mglگــرم در  ٧٥/٠ ،)١/٠
  گــرم در ليتــر گلــوكز و فيتــاژل ٣٠ليتــر كلريــد منيزيــوم، 

 )١-glــا  )٥/٢  ــ pH=5.8 بـ ــا استوسـ ــراه بـ   نگونيريهمـ
 )µM ١٠٠) (Tohidfar et al., 2005 ( محـيط كشـت    -٢و

ZSW-2 )Shengwai and Jingsan, 2000( ط يمح ـMS ه بـه  ي ـپا
اـفه ک ــياضــ ــوكز)mgl٢/٠-١ ( IBA، )mgl١/٠- ١(ن ينتـ   ، گلـ

و  pH=  6.2بـا   )gl٥/٦-١(گـرم در ليتـر، آگـار آگـار      ٣٠ 

ساعت  ١٦درجه سانتي گراد و دوره نوري  ٣٠ -٢٨ يدما
 ١٠٠٠اول و ي محيط كشت لوكس برا ١٥٠٠با شدت نور 

ــت    ــيط كشـ ــراي محـ ــوكس بـ ــد  ZSW-2لـ ــرار گرفتنـ   . قـ
روز يكبـار و در   ١٥واكشت ها در محيط كشـت اول هـر   

  .روز يكبار انجام گرديد ٣٠محيط كشت دوم هر 
. آزمايش در قالب طرح كاملاً تصادفي انجـام گرفـت  

 ١٦هر كدام داراي ) سه رقم پنبه(در اين بررسي سه تيمار 
ريزنمونـه   ٨ يبودند و هر تکـرار دارا ) ري ديشپت(تكرار 
هفتـه بعـد از انتقـال     ١٢شمارش درصد كالوس دهي  .بود

انـدازه  . به محيط هاي كشت كالوس دهـي انجـام گرفـت   
گيري حجم كالوس هر دو هفته يكبار با استفاده از روش 

  .انجام شد) Morshedi, 1987(هوكر و نابورس 
  تحريك جنين زايي 

كشـت تحريـك   -به محـيط   يفته اه ١٢كالوس هاي
بـه اضـافه    MSمحـيط پايـه   (جنين زايي و بلـوغ جنـين هـا    

 گرم در ليتر،٧٥/٠، كلريد منيزيوم B5ويتامين هاي گروه 

درصد، فيتـاژل   ٣گرم در ليتر، گلوکز  ٩/١نيترات پتاسيم 
منتقـل  ) Tohidfar et al., 2005( pH)= 5.8درصد و  ٢٥/٠

ريزنمونـه  . بار انجام شـد روز يك ١٥واكشت ها هر . شدند
ــت دوم    ــيط كش ــاي مح ــاي    (ZSW-2)ه ــالوس ه ــه ك ك

  .ناچيزي توليد كرده بودند حذف شدند
يادداشت بـرداري شـامل شـمارش تعـداد كالوسـهاي      

بــراي تبــديل داده هــاي . جنينــي در هــر پتــري ديــش بــود
مربـــوط بـــه تعـــداد جنينهـــاي ســـوماتيكي از رابطـــه      

يـــزدي صـــمدي و (اســـتفاد اســـتفاده شـــد  
  ).١٣٧٦همكاران، 

  جوانه زني جنين هاي سوماتيكي

ــي    ــاي جنين ــالوس ه ــي    ٧ك ــين زاي ــد از جن ــه بع هفت
ــاي     ــين ه ــي جن ــه زن ــه محــيط كشــت جوان ســوماتيكي ب

هـاي    بـه   MSمحيط پايـه  (سوماتيكي  تـامين  افه وي اضـ
 ،)gl٢-١ (، ذغـال فعـال   )mgl١/٠- ١(، زآتين B5گروه 
منتقل  pH) = 5.8درصد و  ٢٥/٠درصد، فيتاژل  ٣ساكارز 
  کبـــار انجـــام شـــديروز  ٢١واكشـــت هـــا هـــر . شـــدند

 )Zahng et al., 2001b .(  براي تبديل داده هاي مربوط بـه
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 تعـــداد جنـــين هـــاي ســـوماتيكي از رابطـــه 
  .)١٣٧٦يزدي صمدي و همكاران، ( استفاده شد

  باززايي

پايـه   MSريشه زايي به محيط كشـت   يگياهچه ها برا
، )mgl١/٠-١(، زآتــين B5بــه اضــافه ويتــامين هــاي گــروه  

IAA )١-mglدرصــــــــــــــد  ٣و ســــــــــــــاكارز ) ١/٠  
)Zahng et al., 2001b (  منتقل شدند ولي به علت بـاززايي

اي شدن بعضي جنـين هـا و حضـور طـولاني     -كم، شيشه 
مدت در محيط كشـت، از محـيط هـاي بـاززايي و ريشـه      

 MSمحـيط كشـت پايـه     -١. دي ـز استفاده گرديزايي زير ن
، )mgl١٠٠-١(ميواينوزيتــول (يتــامين هــا حــاوي قنــدها و و

ــيد   ــك اســــ   ، پيريدوكســــــين)٥/٠ mgl-١(نيكوتينيــــ
 )١-mglــامين )٥/٠ ــاكارز )٥/٠ mgl-١(، تي درصــد و  ٣، س

ــاژل  ــر   ٢/٢فيتـ ــرم در ليتـ   ) Zapata et al., 1998(گـ
٢- MSپايه به اضافه ويتامين هاي گروه  ٢/١B5  و ساكارز
، B5هـاي گـروه    پايه بـه اضـافه ويتـامين    MS -٣درصد  ٣

  درصـــــد ٢/٠درصـــــد و ذغـــــال فعـــــال  ٣ســـــاكارز 
 (Gould and Magallanes - Cedenedo., 1998)  

 يش ـياز طـرح آزما  يشـه ده ـ يدرصـد ر  يابيارز يبرا 
در  يکين سـومات يجن ـ ٥تکرار و با  ٤شامل  يکاملاً تصادف

ط يارقـام در هـر مح ـ   يشه ده ـيهر تکرار استفاده شده و ر
ط کشـت بطـور   يمح ـ ٤رقم در هر  يشه دهيز ريکشت و ن
همـه ارقـام در    يگـاه . شـد  يابي ـارز) شيآزمـا  ٧(مستقل 

 يبــرا. شــده نبودنــد يياهچــه بــاززايگ يک زمــان دارايــ
 Y2 = logY1از رابطـه   يشه ده ـيدرصد ر يل داده هايتبد

ط يط کشـت هـا از مح ـ  يمح ـ يبعـد از بررس ـ . استفاده شـد 
رز ، سـاكا B5پايه به اضافه ويتامين هاي گـروه   MSکشت 

) mgl٢-١( IBAدرصد و فـرو بـردن تـه گياهچـه هـا در       ٣
 يونـــــــــديزپين ريو همچنـــــــــ) mgl٥/٠-١( NAAودر

(Micrografting) گياهچــه هــاي ريشــه دار  . اســتفاده شــد
  شــــده بــــراي ســــازگار شــــدن بــــه خــــاك اســــتريل 

ــاي) ١:١:١پرلايــــت : ورميكولايــــت: تــــورب(   در دمــ
ــوري    ٢٨  ــراد و دوره ن ــانتي گ ــه س ــر   ١٦درج ــاعته زي س

آبيـاري  . پوشش شفاف جهت حفظ رطوبت منتقل شـدند 

گياهچه ها به ترتيب به صورت اسـپري بـا آب اسـتريل و    
هفته  ٤در طي  MSو  ٢/١ MS، ٤/١ MSآبياري با محلول 
  .اول انجام شد

  
  و بحث نتايج

  ن زايجن يتوليد كالوس ها

ــه در محــيط كشــت    ــر لپ جداكشــت هــاي محــور زي
گذشـت چنـد مـاه و    بعـد از    (ZSW-2)كالوس دهـي دوم 

چند بار واكشت، واكنش ضعيفي به كـالوس دهـي نشـان    
بـراي حصـول اطمينـان آزمـايش تكـرار شـد و بـا         .دادند

  . مشـــابه بـــودن نتيجـــه، جداكشـــت هـــا حـــذف شـــدند 
ريزنمونه هـاي محـور زيـر لپـه محـيط كشـت اول بعـد از        

زمـان  . روز شروع به كالوس دهـي كردنـد   ٧-١٤گذشت 
و سـاحل زودتـر    ٣١٢ام كـوكر شروع كالوس دهي در ارق

درصـد كـل    ٧/٧٣در مجمـوع  ). ١جدول (از ورامين بود 
درصدكالوس دهـي  . ريزنمونه هاي سه رقم كالوس دادند

ــام   ــين ارق ــز در ب ــاحل   ني ــم س ــوده و رق ــاوت ب ــف، متف   مختل
ارقـام  . نسبت به رقـم ورامـين برتـري داشـت    ) A- ١شكل (

و ساحل حجم كالوس بيشتري نسبت بـه رقـم    ٣١٢كوكر
  .ورامين توليد كردند

كــالوس هــا بــر اســاس رنــگ و كيفيــت بــه دو گــروه 
. كالوس هـاي جنينـي و غيـر جنينـي تقسـيم بنـدي شـدند       
ــرم       ــگ ك ــه داراي رن ــل ك ــه دار وش ــاي دان ــالوس ه ك
خاكستري و ترد و شـكننده و بـا رشـد سـريعتر بودنـد بـه       

بـرعكس  ) B -١شـكل  (كالوس هاي جنيني تبديل شدند 
م و فشـرده بـه رنـگ سـفيد، سـبز      كالوس هايي كه متراك

تيــره يــا قهــوه اي و داراي رشــد كمتــري بودنــد كــالوس  
در محــيط كشــت ). C -١شــكل (جنينــي توليــد نكردنــد 

و ورامــين بــه  ٣١٢تحريـك جنــين زايــي در ارقـام كــوكر  
درصد از كـالوس هـاي سـفيد پنبـه     ٠٤/١٣و  ٧٠/٣ترتيب 

همچنـــين . جنـــين زا شـــدند) E -١شـــكل (اي متـــراكم 
  ســفيد و متــراكم، (از كــالوس هــاي غيــر جنينــي تعــدادي 
  tنتـايج آزمـون  . شـروع بـه ريشـه دهـي كردنـد     ) سبز تنـد 

  )٩/٣٨بـا ميـانگين   ( ٣١٢نشان داد رقم كـوكر  ) ٢جدول (
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 -B ،تشكيل كالوس در ريزنمونه هـاي رقـم سـاحل    -A :مراحل باززايي ارقام پنبه از جداكشت محور زير لپه -١شكل 
جنـين هـاي سـوماتيكي رقـم      -D ،ظاهر كالوس غيـر جنينـي در رقـم سـاحل     -C ،٣١٢ظاهر كالوس جنين زا در رقم كوكر

تشـكيل   -G ،٣١٢تكامل جنـين هـا در رقـم كـوكر      -F ،توليد جنين از كالوس غير جنين زا در رقم ورامين -E ،٣١٢كوكر
در مرحلـه   ٣١٢هـاي سـوماتيكي جوانـه زده رقـم كـوكر       جنـين  -H ،برگ در جنين هاي سوماتيكي پنبـه در رقـم ورامـين   

ريشـه دهـي    -K ،٣١٢ريشه دهي جنين سوماتيكي در رقم كوكر  -J ،تشكيل گياهچه غير نرمال رقم ساحل -I ،كوتيلدوني
  گياهچه باززا شده رقم ورامين -L ،٣١٢و كالوس دهي توام در گياهچه توليد شده در رقم كوكر 

Figure 1. Regeneration stages of cotton cultivars hypocotyls by somatic embryogenesis: A. Callus formation 

among Sahel explants, B. Appearance of embryogenic callus in Coker312, C. Appearance of non embryogenic 

callus in Sahel, D. Somatic embryos of Coker312, E. Embryos production by non embryogenic callus in 

Varamin, F. Development of embryos in Coker312, G. Leaf formation from somatic embryos in Varamin, H. 

Germinated embryos of Coker312 at cotyledonary stage, I. Abnormal plantlet in Sahel, J. Rooting of somatic 

embryos in Coker312, K. Roots and callus production at the same time in Coker plantlet, L. Regenerated  

plantlet of Varamin. 
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ــا ميــانگين (در توليــد كــالوس جنــين زا برتــر از ســاحل   ب
با ورامين و سـاحل بـا ورامـين     ٣١٢رقم كوكر. بود) ٧/١٥

  .اختلاف معني داري نداشتند
  اتيكيتمايز و جنين هاي سوم 

كالوس هـايي كـه در محـيط كشـت تحريـك جنـين       
زايي و بلوغ جنين ها قرار گرفتـه بودنـد وقتـي بـه محـيط      
جوانه زني جنين هاي سوماتيكي انتقـال يافتنـد شـروع بـه     

شروع جوانه زني جنـين  ). D -١شكل (جوانه زني كردند 
تعداد روزهايي كه كالوس هـاي جنينـي   (هاي سوماتيكي 

زني جنـين هـاي سـوماتيكي قـرار     ط كشت جوانه يدر مح
در ارقـــام ) گرفتنـــد و شـــروع بـــه جوانـــه زنـــي كردنـــد

ن رقـم  يهمچن ـ. ن زودتر از ساحل بـود يو ورام ٣١٢کوکر
نسـبت بـه    يشتريب يکيسومات ين هايتعداد جن ٣١٢کوکر

  ).٣جدول(د کرد يساحل تول
در محيط جوانه زني تعدادي از جنين هاي سوماتيكي 

بـراي   .اي شـده و از بـين رفتنـد   بعد از چند واكشت قهوه 

گـرم در ليتـر    ٢رفع اين مشـكل از ذغـال فعـال بـه ميـزان      
  .استفاده گرديد و زمان واكشت ها کوتاهتر شد

 يدارا يش هـا ي ـد يپديده كم سـابقه اي كـه در پتـر   
  ش از يآزمــا  يکــه در ابتــدا   ينـ ـيرجنيغ يکــالوس هــا 
شـاخه   ،جدا شده بودند مشـاهده شـد   ينيجن يکالوس ها

از كالوس هاي سبز غير جنيني بدون عبور از مرحلـه   ييزا
ــود  ــي بـ ــين زايـ ــوكر . جنـ ــام كـ ــالوس از ارقـ    ٣١٢دو كـ

  شاخســــاره  ٢و  ٣و ســــاحل بــــه ترتيــــب هــــر كــــدام 
توليد كردند كه خيلـي غيـر عـادي بودنـد و بـاززا نشـدند       

  ).E  -1شکل (
  باززايي گياه

  بـــــراي بـــــاززايي جنـــــين هـــــاي ســـــوماتيكي از 
جنين هاي سـوماتيكي بـه اضـافه    محيط كشت جوانه زني 

IAA )١-mgl(استفاده گرديد ) ١/٠Zhang et al., 2001b .(
در اين محيط كشت برخي از جنين هـاي سـوماتيكي كـه    

  مراحـــل نيـــزه اي و كوتيلـــدوني بودنـــد شـــروع بـــه   در
  

  ، درصد كالوس دهي و حجم کالوس در سه رقم پنبهيمقايسه ميانگين زمان کالوس ده - ١جدول 
Table 1. Mean comparison of callus initiation, percentage of callus production and callus size in three cotton 

cultivars. 

  حجم كالوس
Callus size  

  درصد كالوس دهي
%Callus production  

  )روز(كالوس دهي 
Callus initiation (day)  ارقام                       Cultivars  

12.6a ± 2.58  75.8ab  10.7a ± 2.80   ٣١٢کوکر  Coker 312  
11.9a ± 2.44 88.3a  10.9a ± 2.83 ساحل  Sahel 
7.7b ± 2.58 57.0b 12.8b ± 2.69  نيورام  Varamin 

  . ندارند تفاوت معني دار% ١زمون چند دامنه اي دانكن در سطح احتمال آكه داراي حرف مشترك هستند، بر اساس  ،در هر ستون ي،ميانگين هاي
Means, in each column, followed by the same letters are not significantly different at the 1% Probability level-using Duncan's 
Multiple Range Test 

 

  ن سه رقم پنبهين زا در بيد کالوس جنيسه درصد توليمقا يبرا tآزمون  - ٢جدول 
Table 2. Comparison of percentage of embryogenic callus production in three cotton cultivars using t-test 

  احتمالسطح 
Probability Level 

  ′tيا  t مقدار
values ׳ t or t  مقايسه ها  Comparisons  

ns 0.9763  -0.033  با ورامين ٣١٢كوكر  Coker versus Varmin 
 Coker versus Sahel  با ساحل ٣١٢كوكر 2.491 *0.0189

ns 0.0585 1.967 رامين با ساحل  Varamin versus Sahel 
 Significant at the 5%, probability level=*  %٥معني دار در سطح احتمال : *

ns :غير معني دار  ns=Non-significant 
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  يکيسومات يان هيو متوسط تعداد جن يکيسومات ين هايجن يمقايسه ميانگين زمان شروع جوانه زن - ٣جدول 
  سه رقم پنبه 

Table 3. Comparison of initiation of germination in somatic embryos and average number of somatic embryos in 

three cotton cultivars 
  سوماتيكي ين هايتعداد جن ميانگين

Avarag of somatic embryo no.  
  )روز( يکيسومات ين هايجن يشروع جوانه زن

Initiation of germination in somatic embryos (day)  ارقام  Cultivars 
198.7a ± 23.42  23.1a ± 4.58  ٣١٢كوکر  Coker 312 
81.7ab ± 10.17  31.6a ± 3.29 نيورام  Varamin 
42.0b ± 6.20 191.4b ± 9.60 ساحل  Sahel 

  . تفاوت معني دار ندارند% ١زمون چند دامنه اي دانكن در سطح احتمال آاس كه داراي حرف مشترك هستند، بر اس ،در هر ستون يي،ميانگين ها
Means, in each column, followed by the same letters are not significantly different at the1% probability level-using Duncan's 
Multiple Range Test 

  
كـه ابتـدا    ييدر مـواردي، گياهچـه هـا   . كردند ريشه دهي

تشكيل ساقه چه بـا تـاخير زيـاد و رشـد      ،ريشه داده بودند
. بسيار كند همراه بود و يا اصلاً شاخساره اي حاصل نشـد 
در اين حالت ريشه هاي اوليه قهوه اي شده و گياهچه هـا  

ــاززا نشــدند    ــر عــادي داشــته و ب   ). I -١شــكل (ظــاهر غي
ل ز و توسـعه کام ـ يتمـا  يدارانيـز  د شـده  ي ـتول يشه هـا ير

  .ندنبود
هنگامي كه كـالوس هـاي جنينـي بـه محـيط بـاززايي       

عليرغم اين كـه تمـايز و تبـديل جنـين هـاي      . انتقال يافتند
سوماتيكي به خوبي صورت گرفت اما ريشه دهـي جنـين   
هــايي كــه در مرحلــه نيــزه اي و كوتيلــدوني بودنــد قابــل 

در محـيط كشـت مـذكور نـه تنهـا      ). ٤جـدول (توجه نبود 
زايي به خوبي صورت نگرفت و جنين ها ريشه دهي و باز

بيشتر در مرحله كوتيلدوني بدون تمايز باقي ماندند، بلكـه  
تعدادي از جنين هاي سوماتيكي شروع بـه كـالوس دهـي    

اين جنين ها، جنـين هـاي ثانويـه اي    ). K-١شكل(كردند 
  . توليد كردند كه از آنها گياهچه هاي عادي حاصل شد

ــاززايي   محــيط  ٤بــراي حــل مشــكل ريشــه دهــي و ب
   ييبخــــش بــــاززا( ييو بــــاززا يشــــه دهــــيکشــــت ر

 يقرار گرفت ول ـ يابيز مورد ارزيگر نيد) مواد و روش ها
ــد ر  ــتلاف درص ــه دهـ ـياخ ــ يش ــام و محـ ـيدر ب   طين ارق

  ).٤جدول (دار نبود  يمختلف معن يکشت ها
با اين تيمارها مشخص شد كه ريشه دهـي در پنبـه بـه    

پ ي ـصورت گرفته و ممکـن اسـت وابسـته بـه ژنوت     سختي
در نهايت بـراي ريشـه دار كـردن از محـيط كشـت      . باشد

استفاده شد ولـي  ) Zapata et al., 1998(زاپاتا و همكاران 
قبل از كشت، انتهاي جنين هـا در محلـول غلـيظ اينـدول     

 و نفتـالن اسـتيك اسـيد    ) mgl٢-١(  (IBA)بوتيريك اسيد

(NAA) )١-mglثانيـــه تيمـــار شـــدند ٣٠مـــدت  بـــه) ٥/٠  
  ).J-١شكل ( 

  
  ييو باززا يشه دهين درصد جنين هاي ريشه دار شده در سه رقم پنبه و چهار محيط کشت ريانگيسه ميمقا - ٤جدول 

Table 4. Mean comparison of percentage of rooted embryos in three cotton cultivars and four rooting and 

regenerating media  

 Cultivarsارقام 

  Culture media                                               ط کشتيمح
  نيورام

Varamin  
  ساحل
Sahel  

  ٣١٢کوکر
Coker312  

8.3a  26.3a  12.9a  M1 (Zapata et al., 1998) 
nd 20.0a 8.3a M2 (1/2 MS) 

12.5a nd  11.6a M3 (Gould and Magallanes-Cedenedo, 1998) 
0.0a nd 4.3a M4 (Zhang et al; 2001b) 

  تفاوت معني دار ندارند% ٥حتمال زمون چند دامنه اي دانكن در سطح اآداراي حرف مشترك هستند، بر اساس  كه ،در هر ستون يميانگين هاي
Means, in each column, followed by the same letter are not significantly different at the 5% Probability level-using Duncan's 
Multiple Range Test 
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ــا     ــه صــفتي اســت كــه ت شــروع كــالوس دهــي در پنب
در بررسـي هـاي    .وابسـته بـه ژنوتيـپ مـي باشـد      يحدود

 ٣١٢كـوكر ) Tohidfar et al., 2005(توحيدفر و همكاران 
  .زودتر از ساحل شروع به كالوس دهي كرده بود

د كه درصد كـالوس دهـي   در اين بررسي مشخص ش
مي باشد چـون همـه شـرايط بجـز نـوع       يطيمح - يکيژنت

تفاوت مشاهده شـده بـين ارقـام عـلاوه بـر      . رقم ثابت بود
اين كه ممكن است به خاطر واكنش بهتر رقـم سـاحل بـا    

مي تواند نشـان دهنـده   و  محيط كشت كالوس دهي باشد
لا درصد كالوس دهي با .برتري توان ژنتيكي آن نيز باشد

مــي توانــد صــفت بــا ارزشــي محســوب گــردد، زيــرا در  
صورتي كه در محيط كشت معيني كالوسهاي ايجاد شده 
به كالوسهاي جنين زا تبديل شـوند بـا بـالا رفـتن فراوانـي      
آنها احتمال دست يابي بـه جنـين هـاي سـوماتيكي بيشـتر      
ــزايش     ــز اف ــان تراريخــت ني ــد گياه ــال تولي ــده و احتم   ش

  .مي يابد
ه هاي رشد نقش مهمي در ايجـاد كـالوس   تنظيم كنند

برخي از قطعات گيـاهي كشـت شـده بـراي توليـد      . دارند
كالوس فقط به اكسين و برخي فقط به سيتوكينين و اكثـر  

ــد    ــاز دارن ــر دو ني ــه ه ــا ب ــت ه ــاران  . كش ــگ و همك   ژان
)Zhang et al., 2001b ( وقتــي از زآتــين)١ -mgl ١-  ١٠ -mgl 
ر زير لپه و ريشه اسـتفاده  و ريزنمونه هاي لپه، محو) ٠١/٠

 ١٠٠كردند ميزان توليـد كـالوس در همـه ريـز نمونـه هـا       
D-2,4 (از درصــد نبــود ولــي وقتــي 

١ -
mgl همـرـاه بـاـ زآتـيـن) ١/٠  

 ) ١ -mgl استفاده كردند، ميزان توليد كـالوس در همـه   ) ١/٠
درصد بود كه نشان دهنده تاثير مطلـوب   ١٠٠ريزنمونه ها 

 2,4-Dدر ايـن بررسـي نيـز از    . باشـد  در توليد كالوس مي
  . اين اكسين استفاده شد
وقتـي از  ) Zhang et al., 2001b(ژانـگ و همكـاران   

2,4-D   براي تحريك و تكثير كالوس پنبه رقـمSimian-3 
هـاي يكسـاني گرفتنـد كـه سـبز       استفاده كردنـد كـالوس  

ــود  ــراكم بـــ ــان . رنـــــگ و متـــ ــنگوي و جينگســـ   شـــ
)Shengwai and Jingsan, 2000 (  اسـتفاده از كينتـين و   بـا

IBA  در پنبه رقمXinluzao    كالوسهايي توليد كردنـد كـه

جنين زا و غير جنـين زا بودنـد ولـي کومريـا و همكـاران      
)Kumria et al., 2003 ( 2,4بــا اســتفاده از-D كينتــين و ،

جداكشت هيپوكوتيل توانسـتند كـالوس هـاي بسـيار تـرد      
ضـر در  نتايج بدسـت آمـده در بررسـي حا   . بدست آورند

مشــابه نتـايج ليلاواثـي و همكــاران    ٣١٢پنبـه رقـم كـوكر    
)Leelavathi et al., 2004 (    2,4بود كـه بـا اسـتفاده از-D  و

كينتين كالوسهاي بسيار تـرد از ريـز نمونـه هيپوكوتيـل و     
  . بدست آورند ٣١٠كوتيلدون پنبه رقم كوكر 

با وجود اينكه رقم ساحل حجم كـالوس بـالاتري     
در يك سـطح   ٣١٢ته و همراه با رقم كوكراز ورامين داش

قرار گرفته بود ولي كمترين درصد توليد كـالوس جنينـي   
ايـن ويژگـي هنگـامي بـا ارزش     . سه رقم داشترا در بين 

ــي ــي      م ــاي جنين ــالوس ه ــد ك ــا صــفت تولي ــه ب ــد ك باش
بالاترين  ٣١٢مثلاً رقم كوكر. همبستگي مثبت داشته باشد

ين درصد كالوسهاي حجم كالوس را توليد كرده و بيشتر
چون تكثير كالوس بعـد از انتقـال بـه     .جنيني را نيز داشت

محيط كشت تحريك جنـين زايـي و بلـوغ جنـين هـا نيـز       
صورت مي گيرد پس صفت حجم كالوس اگر همـراه بـا   
صفت ايجاد كالوسهاي جنينـي باشـد مطلـوب بـوده و در     

نتايج بدسـت آمـده در   . غير اين صورت مفيد نخواهد بود
ــورد  ــاران     م ــدفر و همك ــايج توحي ــا نت ــالوس ب ــم ك   حج

)Tohidfar et al., 2005 ( كيفيـت كـالوس    .مطابقـت دارد
نقش عمـده اي در بـاززايي   آن مانند رنگ بافت و تردي 

ــد   ــوماتيكي دارنــ ــي ســ ــين زايــ ــه توســــط جنــ    پنبــ
)Mishra et al., 2003 .(  

به طور گسترده در كشت بافـت   D-2,4با وجود اينكه 
شود ولي بايد از محـيط بـاززايي و جنـين     پنبه استفاده مي
به نظر مـي رسـد انتقـال كـالوس هـا از      . زايي حذف شود
ــث    D-2,4محــيط داراي  ــد آن باع ــه محــيط كشــت فاق ب

تحريــك جنــين زايــي شــود و اســتفاده از نيتــرات پتاســيم 
 آنيـون نيتـرات در   . درصد جنين زايي را افزايش مي دهـد 

 جنـين زايـي   روعتحريک ش ترکيب با نيترات پتاسيم با
  و نيـز نمــو جنــين هــا باعـث افــزايش درصــد جنــين زايــي   

  در پنبــه كينتــين بــراي جوانــه زنــي و بــاززايي  .مــي شــود
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جنين هاي سوماتيكي مفيد نمي باشد و فقط جنـين هـايي    
كه در مرحلـه آخـر نيـزه اي و يـا در مرحلـه كوتيلـدوني       
هستند قادرند جوانـه زده و بـه گيـاه كامـل تبـديل شـوند       

)Zhang et al., 2000 .(  ــاران ــگ و همکـــ   ژانـــ
)Zhang et al., 2000 (ن يجن ـ يجوانه زن يکه برا يهنگام
تن اسـتفاده  ينيط کشت بدون کيپنبه از مح يکيسومات يها

و ) ٥٦(% يکيسـومات  ين هـا يجن ـ يزان جوانه زنيکردند م
ن درصد جوانه ينتيش مقدار کيحداکثر بود با افزا ييباززا
افت يکاهش  ييو درصد باززا يکيسومات ين هايجن يزن

درصـد  ) mg/L١٠(ن ينت ـيکه در حداکثر مقـدار ک  يبطور
زان ي ـو م%) ٦.٧(حـداقل   يکيسومات ين هايجن يجوانه زن
 .صفر بود ييباززا

زآتــين جهــت تحريــك جوانــه زنــي  يدر ايــن بررســ
  ســــوماتيكي مــــوثر واقــــع شــــد ژانــــگ و همكــــاران

)Zhang et al., 2001b ( ــه نتيجــه مشــاب ــز ب   هي دســتني
عامـل كليـدي   ) ١/٠ mgl-١(غلظت كـم زآتـين    .يافته اند 

در تحريك كالوس جنينـي بـوده و محـيط كشـت بـدون      
هورمون براي جوانه زني جنين هـاي سـوماتيكي كفايـت    

  ).Zhang et al., 2001b(نمي كند 
در بررسي حاضر فاصله زماني زيادي در جوانـه زنـي   

گـر  يو رقـم د جنين هاي سوماتيكي رقم ساحل نسبت به د
ل جنـين زايـي   ي ـاين تاخير ممکن است بـه دل . مشاهده شد

به علاوه رقم ساحل كمترين درصد . ر رقم ساحل باشديد
مواد فنلي كه در محيط  .ز توليد كرديكالوس جنين زا را ن

كشت جنين زايي توليد شد مـي توانسـت مـانع جـدي در     
ه مشكل مزبور با واكشت هاي زياد با فاصـل . باززايي باشد

از فيتاژل . زماني كم به ويژه با افزودن ذغال فعال حل شد
ــد   ــع ايــن مشــكل اســتفاده گردي ــراي رف . و گلــوكز نيــز ب
استفاده از ذغال فعال علاوه بـر كنتـرل اثـر مـواد فنلـي در      
. جوانـه زنـي جنـين هـاي سـوماتيكي نيـز مـوثر واقـع شـد         

نيز با استفاده از ) Zhang et al., 2001b(ژانگ و همكاران 
  .غال فعال به چنين نتايجي دست يافته اندذ

پنبه گياهي است كه تحريك ريشه دهي در آن بسـيار  
شده داراي رشد كـم   ييمشكل بوده و گياهچه هاي باززا

ــد       ــي باشـ ــائين مـ ــي پـ ــاززايي خيلـ ــد بـ ــوده و درصـ   بـ
)Shengwai and Jingsan, 2000 .(ز بـا  ي ـن ين بررس ـي ـدر ا

قابـل   يشه دهيمتعدد، ر يط کشت هايمح يابيوجود ارز
  .استفاده شد يونديزپيل از رين دليتوجه نبود و به هم

  

  يسپاسگزار

لا رمضـانپور و مهنـدس   ياز سرکار خانم ها مهنـدس ل ـ 
از طـرح   يبخش ـ يدر اجـرا  يهمکـار  يبـرا  يامي ـفاطمه 

  .شود يم يسپاسگزار
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Somatic embryogenesis in three cotton (Gossypium hirsutum L.) cultivars 

 

Garousi, Sh1., M. Touhidfar2 K. Kazemi Tabar3, H. Rahimian4 and Gh. Nematzadeh5
 

 

ABSTRACT 
Garousi, Sh., M. Touhidfar, K. Kazemi Tabar, H. Rahimian and Gh. Nematzadeh. 2008. Somatic embryogenesis in  

three cotton (Gossypium hirsutum L.) cultivars. Iranian Journal of Crop Sciences. 9(4): 302-314.  

 

In cotton (Gossypium hirsutum L.) transformation, for regenerating plants from a single cell, an optimized 

tissue culture system is necessary. Successful production of transgenic cotton depends on regenerating of many 

plants; therefore, somatic embryogenesis was investigated for three cotton cultivars. Hypocotyls of cvs. Sahel, 

Varamin and Coker 312 were isolated and placed on two cotton callus induction media containing MSB medium 

supplemented with 0.1 mg/l 2,4-D, 0.1 mg/l kinetin, 0.75 g/l MgCl2; and MS medium supplemented with 0.1 

mg/l Kinetin and 0.2 mg/l IBA. In medium containing 2,4-D and Kinetin, Sahel and Coker312 explants produced 

callus earlier than Varamin and the volume of calli were larger, too. The percentage of callus production for 

Sahel cultivar was higher than Varamin. For embryogenesis induction and maturation of embryos, produced calli 

were transferred onto MSB medium supplemented with 0.75 g/l MgCl2 and 1.9 g/l KNo3. Numbers of 

embryogenic calli for Coker312 were higher than Sahel. Germination of somatic embryos for Coker312 and 

Sahel on embryo germination medium containing MSB supplemented with 0.1 mg/l Zeatin and 2 g/l activated 

charcoal were earlier than Varamin. Percentage of somatic embryos produced from Coker 312 was higher than 

Sahel. For rooting, there were no significant differences among cotton cultivars and five rooting media.  

 

Key words: Cotton, Regeneration, Somatic embryogenesis, Tissue Culture. 
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