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  تعدادي از  تخمکزایی  کالوس درو عوامل هورمونی سرمایی  تیمار پیشنقش 
  يا شهیش دروندر شرایط  ).Gossypium sp( پنبه ارقام

  
 2ندانخوحیده  و 1قاسمی بزدي کمال*

  آموخته دانشگاه آزاد اسلامی واحد علوم و تحقیقات تهران دانش2 گرگان، ،پنبه کشور استادیار موسسه تحقیقات1
  11/11/91تاریخ پذیرش:   ؛24/3/91تاریخ دریافت: 

 

  1چکیده
 کشت بافتهاي اساسی کاربردیکی از  ،دیهاپلوئ اهانیگ دیتولجهت هاي تخمک  سلولاستفاده از  

 ،گونه درون پیژنوت ،گیاهی گونه به بسته ،هینه کشت بافتب شرایطکه  توجه به این با. دشو یممحسوب 
 هايتیمار پیش اثرات، این پژوهش در، کند یم فرق عوامل محیطی مختلف و کشت طیمحترکیب 
 رب MS کشت  ی محیطهورمونمختلف  ترکیباتو گراد  درجه سانتی 4در  روزه 10 و 3 ،1 سرمایی
براساس  .قرار گرفت بررسیمورد  ).Gossypium sp( پنبهرقم چهار  تخمک ریزنمونهزایی  کالوس

بالاترین میزان  ،ها صورت گرفته بود روز القاي سرما در آن 10 که ی یها تخمک، دست آمده به نتایج
نسبت به تیمارهاي سرمایی  روز 3کمتر از تیمار سرمایی  پیش و را داشتند) درصد 7/83(زایی  کالوس

هاي ارقام مختلف نیز  ریزنمونه زایی داشت. بر کالوس) رصدد 28( داري معنیاثر کاهشی ، دیگر
بومی رقم زایی بالاتري نسبت به  داري کالوس طور معنی زایی متفاوتی داشتند و رقم ساحل به کالوس
) نقش مثبتی در D-2,4 لیتربر گرم  میلی 1/0هاي پایین اکسین ( طرفی غلظت ازآباد داشت.  هاشم

اي بر  اثر بازدارنده ،لیتر گرم در میلی 3بالاتر از  BAP هاي غلظتو  ندزایی تخمک داشت کالوس
 ی، نوع رقم و غلظت هورمونهاي متفاوت القاي سرما زمان. بنابراین، ندزایی نشان داد کالوس
هاي پایین  غلظت و نددبوپنبه تاثیرگذار  مختلف تخمک ارقام از بر میزان تولید کالوس کشت محیط

2,4-D بر  علاوه .دنزایی تخمک داشت مدت القاي تیمار سرمایی نقش مثبتی در کالوس همراه با افزایش
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ثر بودند، ؤشده نیز م هاي ایجاد تیمارهاي مختلف بر رنگ و اندازه کالوس ،زایی درصد کالوس
هاي  کالوس ،روز تحت القاي سرما قرار گرفته بودند 10مدت  که به رقم ساحل هاي تخمککه  طوري به

و همچنین تا روز دهم  تیمار سرمایی و سبز روشن تولید کردند و افزایش زمان پیش متوسط تا بزرگ
  .ندگردید ها ، سبب افزایش اندازه کالوسر لیتر) در محیط کشتبگرم  میلی D )1/0-2,4مقادیر پایین 

  

  ، ژنوتیپزیگوس هاپلوئید مضاعف، همی ریزنمونه، هاي کلیدي: واژه
  

  مقدمه
 عنوان به روزمره طور به کهرود  شمار می به جهانک یاستراتژ یصنعت اهانیگ نیتر مهم از یکی پنبه  

 و ینساج بزرگ صنعت دو هیاول مادهو  دشو یم استفاده بشر افراد تمام ازین مورد و یاتیح يکالا کی
 آمده دیپد یمصنوع افیال انواع هیته درامروزه  که یشگرف يها شرفتیپ. دکن یم نیمأت را یکش روغن
 هايبازار در صفات هیکل نظر از اند نتوانسته کنون تا و ندرندا را پنبه با رقابت توان و رزشا است،
  ).2011قاسمی بزدي، ( است مانده جا بر  پا چنان هم پنبهجایگاه  و ندکن رقابت پنبه با یجهان
 هر رد یخاص صفاتبر روي  که دهد یم را امکان نیا محققان به ،يوتکنولوژیب يها کیتکن کاربرد  
، و احمدي (قاسمی بزدي باشند داشته يکشاورز در يا موشکافانه کنترل و ندینما ورزي دست زمان

به  هاي اخیر سال طیکه هاي مورد استفاده در بیوتکنولوژي و اصلاح نباتات  تکنیکیکی از  .)2012
 و باشد میافت کشت ب، هی تبدیل شده است هاي گیا بسیاري از گونه و اصلاح ابزاري قوي براي تکثیر

 دیتول ،دارد ژن انتقال و ينژاد به يها پژوهش در ییسزا به تیاهم که آنهاي اساسی کاربردیکی از 
 ازکه این گیاهان  است هاي هاپلوئید موجود در بساك سلولتخمک یا کشت  از طریق دیهاپلوئ اهانیگ

 کردن رابرب دو با رایز ،روند یم شمار بهنژادگران گیاهی  به و دانان کیژنت علاقه مورد و عمده منابع
 امکانو  هستند گوسیوزهم کاملا که دنیآ یم دست به شده مضاعف يدهایهاپلوئ ،ها آن يها کروموزوم

(قاسمی بزدي و  دارد وجود ها آن انیم از مناسب و مطلوب یفیک و یکم صفات با يها نیلا انتخاب
  .)2010احمدي، 

 نسل 6 تا 5 حداقل ،نظر مورد یتیگوسیهموز به دنیرسبراي  ،ينژاد به یسنت يها روش در  
 کاهش بر علاوه ،در درون شیشه شده مضاعف يدهایهاپلوئ دیتول روش در ، ولیاست لازم یخودگشن

 یزراع مطلوب صفات نش،یگز ییکارا ملاحظه قابل شیافزا و یاصلاح يها برنامه زمان مدت



 1392) 1)، شماره (20هاي تولید گیاهی ( مجله پژوهش

91 

 .دیرس صد  در 100 و کامل یتیگوسیموزه بهتوان  می نسل کی یطو  دشون یم تیتثب سرعت به
 یناخالص از کمی درصد ،يزیآم شیخو قهیطر به خالص اهانیگ دیتول مرسوم يها روش در همچنین

 يها پیژنوت در ژهیو به یاصلاح يندهایفرا در يابزار عنوان به روش نیا حاضر حال در. ماند یم یباق
 جور و جفت ای و پیوستگی کشش از حاصل ینژ نامطلوب باتیترکحذف اثر  يبرا یعیطب گوتیهتروز
 ای و کلاسیک يها روش قیطر ازتوانند  می نژادگران ، بهبنابراین .گردد یم محسوب ها آن یتصادف شدن
 عملیات کشت بافت جهت که نیا به توجه با .ددست یابن دیهاپلوئ اناهیگ به يا شهیش درون يها روش

 ییباززا یطرف از است، يضرور کارآمد مشخص و ییباززازایی و  کالوس ستمیس کی یاهیگ هر
 اغلب و) 2011(قاسمی بزدي،  باشد می پیژنوت به وابسته داًیشد ومیپیگوس جنس يها گونه در اهانیگ

 آن به وابسته يها نیلا و 312-کوکرشاهد  تهیوار يرو بر زین موفق يها ییباززا به مربوط مطالعات
هاي درون  تکنیک از استفاده جهت بنابراین ،)2005ران، سیدسرفراز و همکا( است گرفته انجام
 کشت طیشرا يساز نهیبه ضرورت ،ها يورز دست نیا در تیموفقو  پنبهمورد اي مختلف در  شیشه
  .شود یم احساس ران،یا پنبه ارقام پیژنوت از مستقل ییباززا تیقابل شیافزا و بافت
زایی و باززایی پنبه در شرایط کشت  کالوس در رابطه با هاي مختلفی پژوهشهاي اخیر  در سال  

 اه،یگ یسلامت و سن، شده کشت نمونه ریزو نوع فاکتورهاي مختلفی شامل منبع بافت انجام شده است. 
انواع محیط کشت، مقادیر، نوع و ترکیبات مختلف تنظیم  گونه، درون پیژنوت نوعو  گونه نوع

زایی و  کالوسبر روي  گرید يفاکتورها وتاریکی هاي رشد، درجه حرارت، شدت نور و شرایط  کننده
؛ گوپتا و همکاران، 2003؛ میشرا و همکاران، 2003سینگ و چاند، ( هستند گذار باززایی پنبه تأثیر

  .)2011؛ قائمی و همکاران، 2004
 ییها هورمون. است برخوردار یخاص تیاهم از کشت طیمح بیترک بافت، کشت در تیموفق يبرا  
 طیمح به مناسب زمان درتوانند  یم یسلول ماتیتقس و رشد کنترل جهت ها نینیتوکیس و ها نیاکس مانند

نقش مهمی در ایجاد کالوس دارند. برخی از قطعات گیاهی کشت شده براي که  شوند اضافه کشت
 فرمول ها به هر دو نیاز دارند. کشت بیشترتولید کالوس فقط به اکسین و برخی فقط به سیتوکینین و 

 شده، داده کشت بافت سن و أمنش و گونه درون پیژنوت نوع گونه، نوع به بسته کشت طیمح ینهبه
  .)2010(قاسمی بزدي و احمدي،  کند یم فرق
گی بستنیز  زنمونهیر بافت نوع به ،علاوه بر سایر عوامل مختلف اهانیگ در زاییباز تیموفقمعمولا   
اي،  هاي لپه هاي مختلفی شامل محور زیرلپه، برگ نمونه در کارهاي کشت بافت گیاهی از ریز .دارد
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اي به همراه نوك ساقه، مریستم،  هاي لپه هاي برگ دمبرگ، ساقه، ریشه، جنین، جوانه قطعات برگ،
 ؛2004 همکاران، و گوپتا ؛2003 همکاران، و شرایمتخمک، دانه گرده و غیره استفاده شده است (

؛ قاسمی بزدي و 2006؛ جین و همکاران، 2006کاران، ؛ رائو و هم2005سیدسرفراز و همکاران، 
و پژوهشگران مختلف ) 2011 همکاران، و یقائم؛ 2008؛ مشایخی و همکاران، 2007همکاران، 

  اند. نظر را انتخاب نموده ریزنمونه مورد ،پژوهشهدف  براساس
تا حدودي  دهی در پنبه صفتی است که کالوس قدرت) 2007اساس نتایج گروسی و همکاران ( بر  

دار  خود اثر ژنوتیپ را معنی هاي پژوهش) نیز طی 2008(قاسمی بزدي  باشد. وابسته به ژنوتیپ می
ارقام )، پنبه گیاهی است که قابلیت باززایی بیشتر 2004و همکاران ( اوما براساس نظر نمود. گزارش

ادي وابسته به ژنوتیپ زایی سوماتیکی یا سوسپانسیون سلولی به مقدار زی تجاري آن از طریق جنین
عنوان یک  مجموع، پنبه به در .باشد تر می مشکلدیگر گیاهان بسیاري از نسبت به باززایی آن بوده و 

و کشت بافت و شود  می شناخته  اي هاي درون شیشه در سیستم(سخت باززا) گیاه ریکالسیترانت 
ون در باززایی ارقام تجاري پنبه ایران کن دست آمده تا و درصد موفقیت به باشد میباززایی از آن دشوار 

  ).2011 همکاران، و یقائم؛ 2008(قاسمی بزدي، نبوده است  زیادخیلی 
هاي گیاهان مختلف نیز در موارد  زایی و باززایی ریزنمونه در کالوس تیمار سرمایی پیش نقش  

وحدتی و همکاران  هاي پژوهشتوان به  ها می متعددي مورد بررسی قرار گرفته است که از جمله آن
) در ریزازدیادي 2008گردوي ایرانی، قریشی ( غیرجنسیهاي  زنی رویان ) در بهبود جوانه2010(

) بر روي پاسخ به کشت بساك گندم اشاره نمود. عروجلو و 2005غفاري و همکاران ( ،سوسن
هاي اپلوئیدهزایی میکروسپور و باززایی  هاي حرارتی را بر جنین ثیر تنشأ) نیز ت2011همکاران (

  کلزا مورد بررسی قرار دادند. مضاعف شده
 در ها هورمون غلظت مختلف و انواع تیمار سرمایی پیش اثرات بررسی، این پژوهشهدف از   

 از برخی هاي واکنش بررسی و گیاه اصلاح در آن يریگ کار هب جهت پنبه تخمکریزنمونه زایی  کالوس
  بود. اي شیشه درون رایطش در هاپلوئیدي کشت به نسبت پنبه ارقام

  
  ها مواد و روش

قات پنبه کشور در سسه تحقیوکه در آزمایشگاه بیوتکنولوژي و کشت بافت م پژوهشدر این   
ي ها به نام )Gossypium hirsutum( آپلندتتراپلوئید رقم پنبه  سهانجام شد، از شهرستان گرگان 
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بومی نام  ) بهGossypium herbaceum( بومی دیپلوئید پنبه و یک رقم ساحل ، سیلند و200نامبر
هاي پنبه به ترکیبات محیط  نمونه العمل متفاوت ارقام و ریز با توجه به عکس .استفاده شد بادآ هاشم

و   D-2,4هاي به همراه ترکیبات مختلفی از هورمون MSمحیط کشت ریزنمونه تخمک و   کشت، از
BAP  4روزه در  10و  3، 1تیمارهاي مار سرمایی نیز تی در مورد پیش .استفاده شد زایی کالوسجهت 

  گراد مورد بررسی قرار گرفتند. درجه سانتی
 به هفته 8 حدود از پس که گلخانه در شده کاشتهپنبه  ارقام از ریزنمونه تخمک، تهیه منظور به  

 به و شده قطع مادري پایه از افشانی، گرده از قبل بوته هرمناسب  هاي گل ،رسیدند دهی گل مرحله
تلقیح  هاي تخمک داراي تخمدان گل، هاي کاسبرگ و ها گلبرگ حذف از پس. شدند منتقل آزمایشگاه

 استریل مقطر آب با سپس گرفتند، قرار درصد 70 اتانول محلول در دقیقه یک مدت به ابتدا ،نشده
. دندش لاستری تجاري درصد 50 سدیم هیپوکلریت محلول در دقیقه 5تا  4 مدت به و هگردید شستشو

 دیواره شکافتن از پس. شد انجام شستشو عمل استریل تقطیر دوبار آب با بار 5تا  3 نهایت در
 شدند منتقل نظر مورد هاي کشت محیط روي بر استریل شرایط در وشده  استخراج ها تخمک تخمدان،

 قرار ییشنارو /یکیتار ساعت 6/18 فتوپریود تحت گراد سانتی درجه 25±2 دماي با رشد اتاقک در و
  .ندگرفت

 چهارم هفته از. شدند واکشتهاي تازه  بر روي محیط کشت بار  یک هفته 3 تا 2 هر ها کشت تمام
 هـاي  ویژگی و رنگ اندازه، دهی، کالوس تاریخ زایی، کالوس درصد کالوس، ظهور عدم یا ظهور ،بعد به

هـاي رشـد    مختلف تنظـیم کننـده   حوسط در پنبه ارقامهاي  ریزنمونه در شده ایجاد هاي کالوس ظاهري
  .گرفتند قرار برداري یادداشت و بررسی مورد ها، کشت محیطدر کار برده شده  به

صورت آزمایش فاکتوریل در قالب طرح کاملا تصادفی با استفاده  به پژوهش از دست آمده بهنتایج 
 آزمونها به روش  داده و مقایسه میانگین ندمورد تجزیه و تحلیل آماري قرار گرفت SASافزار  از نرم

  .انجام شد دانکن اي دامنه چند
  

  نتایج و بحث
و  200پنبه نامبر ارقامتلقیح نشده  هاي تخمک ریزنمونهو اندازه کالوس زایی  ابتدا درصد کالوس

روزه مورد بررسی قرار  10و  3، 1ثیر تیمارهاي سرمایی أتحت ت MSسیلند بر روي محیط کشت 
مورد مطالعه   رقمنمونه تخمک، بین دو  زایی در ریز جزیه واریانس، کالوسنتایج ت براساس گرفتند.



 و همکاران کمال قاسمی بزدي

94 

تیمار سرمایی و همچنین اثر متقابل فاکتورهاي  ثیر پیشأتحت تداري نشان نداد، ولی  اختلاف معنی
  ).1دار بود (جدول  مورد بررسی در سطح یک درصد معنی

  

  .پنبه تخمک زایی و اثر متقابل این فاکتورها بر کالوس تیمار سرمایی یشپ ،رقماز تأثیر  دست آمده بهتجزیه واریانس  - 1 جدول
  میانگین مربعات

  منبع تغییرات  درجه آزادي
  (درصد) زایی کالوس  )متر یلیم(اندازه کالوس
05/2  n.s 

*6/2  
**2/3  

5/0  

2/748 n.s 

**2/6256  
3021 **2/  

6/437  

1 
2 

2 
18 

 رقم

 یمار سرماییت پیش

  ییمار سرمایت × رقم
 اشتباه

6/1  2/57  کل -  

 :n.s پنج درصد دار در سطح معنی :*             یک درصد دار در سطح : معنی**        دار عدم اختلاف معنی  
  

)، از نظر درصد 2(جدول  رقم× تیمار سرمایی  اثر متقابل پیش هاي نتایج مقایسه میانگین براساس  
تیمار  هاي متفاوت پیش زمان درقسمت کالوس)  ترین (قطر ضخیماندازه کالوس  و زایی کالوس

ها نشان داد  نمونه زایی ریز . نتایج میزان کالوسهاي مختلفی قرار گرفتند در گروه ها ریزنمونهسرمایی، 
  زایی را دارا بود. درصد بیشترین میزان کالوس 3/90تحت تیمار سرمایی ده روز، با  200 نامبر رقمکه 

  

نمونه  و اندازه کالوس ریز زایی کالوس درصد بر رقم× تیمار سرمایی متقابل پیشاثر  هاي مقایسه میانگین -2جدول 
 .پنبه تخمک

 رقم ردیف
  تیمار پیش
 )روز( سرمایی

  زایی  کالوس
 (درصد)

  میانگین
  )درصد( زایی  کالوس

  اندازه کالوس
 متر) (میلی

  اندازهمیانگین 
  )متر یلیم( کالوس

 c 0/0 1 200 نامبر 1
c 0/28 

b  -  
b  95/0  

  b 0/56 a 9/1 1 سیلند 2
 ab 8/64 3  200 نامبر 3

b 7/59  
a 0/2  

a  8/1  
  b 6/54 a 6/1 3 سیلند 4
 a 3/90 10 200 نامبر 5

a 7/83  
a 9/1  

a  05/2  
  ab 1/77 a 2/2 10 سیلند 6

  دارند. یک گروه قرار درصد) در 5باشند از نظر آماري (در سطح  هایی که داراي حروف مشترك می میانگین - 
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ها صورت  روز القاي سرما در آن 10مدت  هایی که  محیط کشتهاي موجود بر روي  ریزنمونه
ها جاي گرفتند.  زایی در بالاترین رده جدول مقایسه میانگین درصد کالوس 7/83با میانگین  ،گرفته بود
زایی در رده  درصد کالوس 7/59با  ها صورت گرفته بود روز القاي سرمایی در آن 3هایی که  ریزنمونه

زایی  ترین کالوس درصد کم 28با  ،هاي تیمار شده با یک روز القاي سرما بعدي قرار گرفتند. ریزنمونه
افزایش مدت زمان  شد که را دارا بودند. با توجه به تعداد روزهاي متفاوت القاي سرما مشاهده 

توان نتیجه گرفت که  . بنابراین میگردید لوس بیشترمنجر به تولید کا ،روز 10تیمار سرمایی به  پیش
باشد  ثیرگذار میأپنبه ت ارقامتعداد روزهاي متفاوت القاي سرما بر میزان تولید کالوس در کشت تخمک 

زایی تخمک پنبه داشته باشد  تواند نقش مثبتی در کالوس می ،بیشترتیمار سرمایی  پیشو تعداد روزهاي 
بر و گرمایی  سرمایی هايتیمار در بررسی اثرات پیشرا  )2006(اران و همکمطلبی آذر که نظر 

تیمارهاي دمایی  با اعمال پیشکند که  تایید میفرنگی  گوجهکشت بساك زایی  و شاخهزایی  کالوس
و ناصریان همچنین نتایج، تاییدي بر نظر توان موفق به تولید جمعیت هاپلوئید شد.  ها، می بساك

صفات آندروژنز در گندم، در کنترل ژنوتیپ و محیط است و اشد که بیان داشتند ب می )2005(همکاران 
  .ثر استؤدر پاسخ به کشت بساك گندم مسرمایی تیمار  پیش

هاي ایجاد شده نشان داد که  مشاهده و مقایسه اندازه و ظاهر کالوس ،زایی بر درصد کالوس  علاوه
باشد.  ثر میؤهاي تولید شده نیز م و اندازه کالوسبر رنگ  ،تیمار سرمایی تعداد روزهاي القاي پیش

هاي متوسط تا بزرگ و سبز  روز تحت القاي سرما قرار گرفته بودند کالوس 10مدت  هایی که به تخمک
تیمار سرمایی به  توان چنین برداشت کرد که افزایش مدت زمان پیش این می روشن تولید کردند. بنابر

  شود. س در کشت تخمک ارقام پنبه میروز سبب افزایش اندازه کالو 10
زایی  بر کالوس رقمدن اثر شدار ن تیمار سرمایی و معنی پیشدار بودن اثر  با توجه به معنی  

مختلف از دو گونه متفاوت پنبه به  رقم، در آزمایشی جداگانه مبادرت به انتخاب دو ها ریزنمونه
روزه همراه با ترکیبات  10و  3تیمار سرمایی  شثیر دو پیأتآباد گردید تا  هاي ساحل و بومی هاشم نام

رقم ساحل مورد بررسی قرار گیرد.  ها آنتخمک زایی  بر کالوس D-2,4و  BAPهورمونی مختلفی از 
 استهاي گلستان و مازندران  بوده که رقم تجاري مورد کشت در استانو تتراپلوئید از گونه هیرسوتوم 

هاي بومی متعلق به دنیاي قدیم  جزء پنبه و دیپلوئید است و G.herbaceumآباد از گونه  و بومی هاشم
  باشد. می
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 ،تیمار سرمایی پیش ،رقمثیر أزایی تحت ت درصد کالوس، )3(جدول  واریانس تجزیهنتایج  براساس  
   دار بود. هاي هورمونی محیط کشت و همچنین اثر متقابل فاکتورها در سطح یک درصد معنی غلظت

  
و محیط کشت ، ترکیبات هورمونی تیمار سرمایی پیش ،رقماز بررسی تأثیر  دست آمده بهریانس تجزیه وا -3 جدول

  .پنبه تخمک و اندازه کالوس زایی اثرات متقابل این فاکتورها بر کالوس
درجه   میانگین مربعات

  آزادي
  منبع تغییرات

  (درصد) زایی کالوس  )متر یلیم( اندازه کالوس
**8  

1/1  n.s 

**3/26  

**6/1  
**4/4  
**9/1  

7/0  n.s 

5/0  

**8/24669  

**8/5657  
39445 **4/  

**3/1942  
**6/4404  
**3/2438  
**2/1647  

2/561  

1 
1 

1 
7 
7 
7 
7 
96 

 سرمایی تیمار پیش

 رقم

  سرمایی تیمار پیش  × رقم
  ترکیب هورمونی محیط کشت

  سرمایی تیمار پیش  × هورمون
  هورمون  × رقم

  نهورمو ×سرمایی  تیمار پیش  × رقم
 اشتباه

6/0  8/24  کل -  

:ns یک درصد دار در سطح معنی :**    دار عدم اختلاف معنی   
   

بر توانند  میتیمار سرمایی  و پیش رقمنشان داد که نوع و غلظت ترکیبات هورمونی،  نتایج  
یز تیمار سرمایی و ن ، اثر پیشکه از نظر اندازه کالوس ر حالید. دنثر باشؤزایی تخمک پنبه م کالوس
داري  دار بود ولی در اثر رقم تفاوت معنی هاي هورمونی محیط کشت در سطح یک درصد معنی غلظت

تیمار سرمایی و  تیمار سرمایی، هورمون در پیش متقابل رقم در پیش اتمشاهده نگردید. همچنین اثر
  دند.شدار  در سطح یک درصد معنی ،رقم در هورمون

تیمار سرمایی بر میزان تولید کالوس  اثر پیش هاي انگیناز مقایسه می دست آمده بههاي  داده  
در دو  زایی ها از نظر کالوس ریزنمونهدهد که  ه شده است نشان میارای 4ها که در جدول  ریزنمونه

طور  زایی به کالوسدرصد  7/38که تیمار سرمایی ده روزه، با  طوري اند، به کلاس متفاوت قرار گرفته
بنابراین، درصد قرار گرفته است.  9/10ري نسبت به تیمار سرمایی سه روزه با در رده بالاتداري  معنی

زایی تخمک  که افزایش مدت زمان القاي تیمار سرمایی، نقش مثبتی در کالوس شود میچنین استنباط 
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تیمار  بر اثر مثبت اعمال پیش مبنی )2010(و همکاران  وحدتی، که با مطالعات ه استارقام پنبه داشت
بالا بردن درصد طور  و همین هاي بدنی گردوي ایرانی ی در رسیدن به بالاترین تعداد رویانسرمای
  مطابقت دارد. ها زنی آن جوانه
تیمارهاي سرمایی در دو گروه  ) نیز4(جدول  تیمار سرمایی بر اندازه کالوس اثر پیشمورد در   

  .تري تولید کرد گگرفتند و تیمار سرمایی ده روزه اندازه کالوس بزر قرارمتفاوت 
  

 .زایی و اندازه کالوس تخمک ارقام پنبه تیمار سرمایی بر میزان کالوس مقایسه میانگین اثر پیش -4جدول 

 ردیف
  تیمار سرمایی پیش

 )تعداد روز القاي سرما(

  زایی کالوس
 )درصد(

  اندازه کالوس
 )متر یلیم(

1  3  b 9/10  b 3/0  
2 10 a 7/38 a 8/0  

    

، رقم ساحل با )5 جدول(زایی تخمک  اثر رقم بر درصد کالوس هاي میانگینمقایسه نتایج  براساس  
درصد) تولید کرد و دو  1/18آباد ( کالوس بیشتري از بومی هاشم درصدداري  طور معنی درصد به 5/31

  گرفتند. رقم در دو کلاس متفاوت قرار 
  

 ونه تخمک پنبه.نم ریززایی  بر درصد کالوس رقممقایسه میانگین اثر  -5جدول 

 زایی درصد کالوس رقم ردیف

 a 5/31 ساحل 1

  b 1/18  آباد بومی هاشم  2
  

باشد. در  ثر میؤمآن زایی  بر کالوسپنبه دهنده تخمک ژنوتیپ نوع  که نشان داد نتایج ،بنابراین  
اختلاف  کشت بساك گندم،بر روي القاي کالوس از نیز ) 2005ناصریان و همکاران (مطالعات 

  باشد. زایی می بر کالوس رقمثیر أمشاهده شد که نشان دهنده تمورد بررسی  ارقامداري بین  معنی
، )6(جدول  رقم× تیمار سرمایی  پیشاثر متقابل  زایی کالوس درصدبراساس نتایج میانگین   

 10سرمایی  هاي رقم ساحل در تیمار در سه کلاس مختلف قرار گرفتند. ریزنمونهتخمک  هاي ریزنمونه
و در رده اول قرار گرفتند.  داشتندبالاتري  زایی داري میزان کالوس طور معنی به ،درصد 63روزه با 

زایی در رده  درصد کالوس 15و  22آباد با  هاي بومی هاشم روزه در ریزنمونه 10و  3سرمایی  هايتیمار



 و همکاران کمال قاسمی بزدي

98 

 ،سه کلاس متفاوت قرار گرفتنددر  تیمارهاي سرمایینیز  اندازه کالوس از نظربعدي جاي گرفتند. 
  .تري داشت داري اندازه کالوس بزرگ طور معنی روز به 10 سرمایی که رقم ساحل با تیمار طوري به
  

  .پنبه نمونه تخمک و اندازه کالوس ریز زایی کالوسدرصد  بر رقم × تیمار سرمایی متقابل پیشمقایسه میانگین اثر  - 6جدول 

 ردیف
  تیمار سرمایی پیش

 )د روز القاي سرماتعدا(
  رقم

  زایی کالوس
  )درصد(

  اندازه کالوس
  )متر یلیم(

  ـــ c 0 ساحل 3 1
آباد بومی هاشم 3 2   b 22 b 8/0  
  a 63 a 5/1 ساحل 10 3
آباد بومی هاشم 10 4    b 15 c 3/0  

  رار دارند.درصد) در یک گروه ق 5باشند از نظر آماري (در سطح  میرك تحروف مشهایی که داراي  میانگین - 
  

ها  ، ریزنمونه)7جدول ( زایی تخمک اثر تیمارهاي هورمونی بر میزان کالوس هاي مقایسه میانگیندر   
کار رفته در محیط  نوع و غلظت ترکیبات هورمونی بهبنابراین، گرفتند. قرار در سه کلاس متفاوت 

 ر لیتربگرم  یک میلی يدارا MS5محیط کشت اشد. بثر ؤزایی تخمک پنبه م بر کالوستواند  میکشت 
BAP   2,4و فاقد هورمون-D،  آن همراه  ت و بهگرف قرارزایی در بالاترین رده  درصد کالوس 1/36با

و  MS3هاي  محیط کشت در گروه اول قرار گرفتند. MS8و  MS6 ،MS7محیط کشت ترکیب  سه
MS4 هاي محیط کشتو درصد در رده بعدي قرار گرفتند  29و  25 ترتیب با به MS1  وMS2 ترتیب  به

زایی را دارا بودند. با توجه به نوع و غلظت ترکیبات هورمونی  کالوس ترین کم ،درصد 3/7و  7/11با 
زایی  هاي کم تا متوسط سیتوکینین نقش مثبتی در کالوس که غلظت بیان داشتتوان چنین  ذکر شده می

. از طرفی حضور گردد میزایی  و سبب افزایش درصد کالوس داردم پنبه مورد بررسی ارقاتخمک 
) اثر گرم بر لیتر میلی 3بالاتر از همراه مقادیر متوسط تا زیاد سیتوکینین ( هاي پایین اکسین به غلظت

  زایی تخمک پنبه داشته است. اي بر کالوس بازدارنده
محیط و  گرفتند قرارگروه متفاوت  6در  کار رفته هاي به انواع محیط کشتاز نظر اندازه کالوس نیز   

اندازه  داري طور معنی به BAPو فاقد هورمون   D-2,4ر لیتربگرم  میلی 1/0 داراي MS8کشت 
  .تولید نمودتري  بزرگ هاي کالوس
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نمونه تخمک  زایی و اندازه کالوس ریز مقایسه میانگین اثر ترکیبات هورمونی محیط کشت بر درصد کالوس -7جدول 
  ارقام پنبه.
 کد

 محیط کشت
  هورمونی محیط کشتترکیبات 
 )گرم بر لیتر میلی(

  زایی کالوس
 (درصد)

  اندازه کالوس
 )متر یلیم(

MS1 MS + BAP )6(  + 2,4-D )0(  b 7/11  b-d 44/0 

MS2 MS + BAP )6(  + 2,4-D )1/0(  b 3/7  b-d 38/0 

MS3 MS + BAP )3(  + 2,4-D )0(  ab 0/25  d 25/0 

MS4 MS + BAP )3(  + 2,4-D )1/0(  ab 0/19  cd 32/0  
MS5 MS + BAP )1(  + 2,4-D )0(  a 1/36  a-d 62/0  
MS6 MS + BAP )1(  + 2,4-D )1/0(  a 9/34  a-c 88/0 

MS7 MS + BAP  )0(  + 2,4-D )0(  a 8/31  ab 94/0 

MS8 MS + BAP )0(  + 2,4-D )1/0(  a 6/32  a 10/1 

  صد) در یک گروه قرار دارند.در 5باشند از نظر آماري (در سطح  میرك تحروف مشهایی که داراي  میانگین -
  

بر روي محیط کشت )، رقم ساحل 8(جدول  ترکیبات هورمونی× میانگین اثر متقابل رقم  براساس  
MS3  ر لیتر دگرم  میلی 3با ترکیب هورمونیBAP  4 , 2و فاقد – Dزایی را داشت.  ، بیشترین کالوس

د که نباش گذار می ثیرأتخمک تدر ریزنمونه ترکیبات متفاوت هورمونی بر میزان تولید کالوس  بنابراین،
خصوص  هاي گیاهی به ثیر هورمونأبر ت مبنی )2009و همکاران ( فولر و )2000(تریپلت  اتنظری

ر کشت تخمک پنبه برا  رقمکند. نتایج، همچنین اثر  یید میأها را در کشت تخمک گیاه پنبه ت اکسین
دهی رقم ساحل با تیمار هورمونی ذکر شده  ان کالوسزیرا این بالاترین میز ،کند یید میأت دوباره

 صفر بود. ،محیط کشتترکیب آباد با همان  بومی هاشم رقم دهی که میزان کالوس حالی مشاهده شد در
 هاي ها در کلاس ، داده)8(جدول  هورمون بر اندازه کالوس× میانگین اثر متقابل رقم  براساسهمچنین 

  جاي گرفتند. یمتفاوت
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زایی و اندازه کالوس  ترکیبات هورمونی محیط کشت بر درصد کالوس× مقایسه میانگین اثر متقابل رقم  -8جدول 
  .نمونه تخمک پنبه ریز

  کد
  محیط کشت

  ترکیبات هورمونی محیط کشت
  گرم بر لیتر) (میلی 

  رقم
  زایی کالوس

  (درصد)
  اندازه کالوس

  )متر یلیم(

MS1 MS + BAP )6(  + 2,4-D )0(  ــ d   0/00  ساحل 

MS2 MS + BAP )6(  + 2,4-D )1/0(  ــ d   0/00  ساحل 

MS3 MS + BAP )3(  + 2,4-D )0(   a 0/50  b-d 5/0  ساحل 
MS4 MS + BAP )3(  + 2,4-D )1/0(   abc 0/38  b-d 6/0  ساحل 
MS5 MS + BAP )1(  + 2,4-D )0(   ab 8/43  b-d 6/0  ساحل 
MS6 MS + BAP )1(  + 2,4-D )1/0(   abc 5/37  a-c 1/1  ساحل 
MS7 MS + BAP  )0(  + 2,4-D )0(   ab  8/43  a 5/1  ساحل 
MS8 MS + BAP )0(  + 2,4-D )1/0(   abc 5/38  ab 2/1  ساحل 
MS1 MS + BAP )6(  + 2,4-D )0(   a-d   4/23  a-c 9/0  بومی هاشم آباد 
MS2 MS + BAP )6(  + 2,4-D )1/0(   cd    6/14  a-c 7/0  بومی هاشم آباد 
MS3 MS + BAP )3(  + 2,4-D )0(   ــ  d   0/00  بومی هاشم آباد 
MS4 MS + BAP )3(  + 2,4-D )1/0(   ــ  d   0/00  بومی هاشم آباد 
MS5 MS + BAP  )1(  + 2,4-D )0(  abc   5/28 b-d 6/0  بومی هاشم آباد 

MS6 MS + BAP )1(  + 2,4-D )1/0(  abc   3/32 cd 6/0  بومی هاشم آباد 

MS7 MS + BAP )0(  +2,4-D )0(  bcd   8/19 cd 4/0  شم آبادبومی ها 

MS8 MS + BAP )0(  +2,4-D )1/0(  abc   7/26 a-c 9/0  بومی هاشم آباد 

  ) در یک گروه قرار دارند. درصد 5در سطح  باشند از نظرآماري ( هایی که داراي حروف مشترك می ـ میانگین
  

هورمون نوع  ،رقمن داد که هاي ایجاد شده نشا مشاهده و مقایسه اندازه و ظاهر کالوس ،بر آن علاوه  
هاي تولید  بر رنگ و اندازه کالوس ،زایی بر درصد کالوس هاي محیط کشت علاوه و غلظت هورمون

 بر لیترگرم  میلی 3 داراي MS3محیط کشت هاي موجود بر روي  ریزنمونهباشند.  ثر میؤشده نیز م
BAP  2,4بدون-D،  از نظر درصد  اما ،کردند اي تولید متراکم و قهوه ،هاي کوچک کالوسگرچه

محیط بر روي دادند. کشت تخمک رقم ساحل نشان را درصد)  50(بیشترین میزان زایی،  کالوس
با شیري رنگ و  ،هاي متراکم منجر به تولید کالوس MS8و  MS4 ،MS5 ،MS6 ،MS7هاي  کشت
 بر روي آباد جاي گرفتند. تخمک رقم بومی هاشم 8مضرس شد که در دومین رده جدول  حاشیه
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 و دارا بوداي تیره  رنگ قهوه هایی به با تولید کالوسزایی را  ترین درصد کالوس کم ،MS2محیط کشت 
نگ سبز با پرزهاي شیري رنگ به ر  MS8محیط کشت  بر رويرقم ساحل  هاي تولید شده از کالوس

د که بیان نموتوان  بنابراین می .تر بودند ها درشت اندازه نسبت به سایر کالوس نظراز  ،در سطح آن
  شود. مقادیر پایین اکسین سبب افزایش اندازه کالوس در کشت تخمک ارقام پنبه می

زایی  کالوس بر محیط کشتدر ترکیب هورمونی  ثر متقابل تنش سرماییا هاي مقایسه میانگین  
ت ترکیبات همراه نوع و غلظ تیمار سرمایی به نشان داد که مدت زمان پیشنیز ) 9(جدول ها  ریزنمونه
هاي  محیط کشتهاي کشت شده بر روي  باشد. ریزنمونه ثر میؤزایی تخمک م بر کالوس هورمونی

MS7  وMS8 زایی در بالاترین  درصد کالوس 5/62و  1/65روزه با  10تیمار سرمایی  ثیر پیشأتحت ت
تیمار  تحت پیش هایی که هاي موجود بر روي محیط کشت ریزنمونه بیشترکه  ، درحالیگرفتند قراررده 

گونه کالوسی  که هیچ زایی پایینی برخوردار بودند یا این قرار گرفتند، از درصد کالوسروزه  3سرمایی 
  تولید نکردند.

  

زایی و  تیمار سرمایی بر درصد کالوس پیش× مقایسه میانگین اثر متقابل ترکیبات هورمونی محیط کشت  -9جدول 
  نمونه تخمک پنبه. اندازه کالوس ریز

  کد
  محیط کشت

  ترکیبات هورمونی محیط کشت
  ر لیتر)بگرم  (میلی 

  سرمایی تیمار پیش
  (روز)

  زایی کالوس
  (درصد)

  کالوس اندازه
  )متر یلیم(

MS1 Ms + BAP )6(  + 2,4-D )0(  3  def 4/23  cd90/0  
MS2 Ms + BAP )6(  + 2,4-D )1/0(  3  ef 7/14  cde80/0  
MS3 Ms + BAP )3(  + 2,4-D )0(  3  0/0  f e   ــ  
MS4 Ms + BAP )3(  + 2,4-D )1/0(  3  0/0  f e   ــ 
MS5 Ms + BAP )1(  + 2,4-D )0(  3  cde 5/28  cde 63/0  
MS6 Ms + BAP )1(  + 2,4-D )1/0(  3  def 8/19  cde 50/0  
MS7 Ms + BAP )0(  + 2,4-D )0(  3  f   0/1 de  13/0  
MS8 Ms + BAP )0(  + 2,4-D )1/0(  3  0/0  f e   ــ  
MS1 Ms + BAP )6(  + 2,4-D )0(  10  0/0  f e   ــ 
MS2 Ms + BAP )6(  + 2,4-D )1/0(  10  0/0  f e   ــ 
MS3 Ms + BAP )3(  + 2,4-D )0(  10  abc  0/50  cde  50/0  
MS4 Ms + BAP )3(  + 2,4-D )1/0(  10  b-e   0/38  cde  63/0  
MS5 Ms + BAP )1(  + 2,4-D )0(  10  a-d   8/43  cde  63/0 
MS6 Ms + BAP )1(  + 2,4-D )1/0(  10  abc  0/50 bc  50/1  
MS7 Ms + BAP )0(  + 2,4-D )0(  10  ab  5/62  ab  80/1  
MS8 Ms + BAP )0(  + 2,4-D )1/0(  10  a   1/65  a 10/2  

  قرار دارند. گروهدرصد) در یک  5باشند از نظر آماري (در سطح  هایی که داراي حروف مشترك می ـ میانگین
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در نوع و غلظت ترکیبات هورمونی محیط  رقمگانه  از اثر متقابل سه دست آمده بهبراساس نتایج   
هاي رقم ساحل بر روي محیط کشت  اند)، تخمک نشان داده نشدهها  سرمایی (داده تیمار پیشکشت در 

MS3  بیشترین میزان تولید کالوس را دارا  ،درصد 100با  ،سرمایی تیمار پیشروز  10تحت القاي
  بودند.

  
  گیري کلی هنتیج
با توجه به نوع و غلظت ترکیبات هورمونی استفاده شده و نیز مدت زمان القاي در مجموع،   
) بر لیترگرم  میلی D )1/0-2,4هاي پایین  توان چنین استنباط کرد که غلظت می ،تیمار سرمایی پیش

ارقام پنبه داشته زایی تخمک  همراه با افزایش مدت زمان القاي تیمار سرمایی نقش مثبتی در کالوس
زایی  اي بر کالوس اثر بازدارنده ،بر لیترگرم  میلی 3به بالاتر از  BAPاز طرفی افزایش غلظت  .است

هاي بالاي سیتوکینین با وجود نقش مثبت اعمال تنش سرما  تخمک پنبه داشته است و اثر منفی غلظت
  .رفته استاز بین ن
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Abstract2 
 The use of ovules to produce the haploid plants is one of the fundamental fields 
of tissue culture. Considering that the optimized tissue culture conditions varies 
depending on plant species, genotype within species, nutrient medium components 
and different environmental factors, in present study, the effects of 1, 3 and 10 days 
cold pre-treatments in 4ºC and different hormonal combinations of MS medium 
was studied on callus-formation of ovule explant in 4 cotton cultivars. Based on the 
results, ovules with cold induction for 10 days had the highest (83.7%) callus-
formation. However, less than 3 days cold pre-treatment with 28% showed 
significant decreasing effect on callus-formation. Explants of different cultivars 
had a different callus-formation rate, as Sahel cultivar produced significantly 
higher callus percentage than Hashemabad native cultivar. In the other hand, low 
concentrations of auxin (0.1 mg/l 2,4-D) had positive role in callus-formation of 
ovule, but by increasing BAP concentration above 3 mg/l, an inhibitory effect was 
observed. Therefore, different cold pre-treatment times, cultivar type, and 
hormonal types and concentrations affected on callus-production in ovule culture 
of cotton cultivars, and low concentrations of 2,4-D with increasing cold pre-
treatment duration had positive roles in callus-formation. In addition to callus 
percentage, various treatments also affected on color and size of calli, so the ovules 
of Sahel that had been under cold induction for 10 days, produced medium to large 
and bright green calli, and increasing of cold pre-treatment time until the tenth day, 
and also low levels of 2,4-D (0.1 mg/l) in medium increased the calli size in cotton 
ovule culture. 
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