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ايشيشهدر شرايط درون ).Cicer arietinum L(ي چندگانه مستقيم پنج رقم نخودايزشاخه

4ياضيبهزاد قرهو3مختار جلالي جواران، 2 عبدالرضا باقري، 1نسرين مشتاقي

چكيده
ه همراكالوس همواره با مشكل عدم ثبات ژنتيكي  بسيار پايين ودهيكالوسخاطربهنخود باززايي غيرمستقيم

پنج ژنوتيپ نخود  محور جنيني هاينمونهريزاز  چندگانه زاييشاخهروشبه باززايي مستقيم ،پژوهشدر اين . است
همراه به،B5هايو ويتامينMSهاينمك،MB كشتمحيطدر ) MCC426و MCC505هاشم، آرمان، پيروز، (

 در ليتر، گرمميلي3 و TDZ :2/0 ،4/0 ،1تر،  در ليگرمميلي3 و BAP :1 ،2(نوع سيتوكينينچهار سطوح مختلف 
Zeatin :5/0 ،1 در ليتر و گرمميلي2 و Kin :1 ،2 دست ه بهايشاخهزاييريشهاي  بر.رسي شد بر) در ليترگرمميلي3 و

ه  كدادنتايج نشان .استفاده گرديدIBA در ليتر گرمميلي2 و 1همراه بهMB 2/1كامل و MB محيط كشت از،آمده
براي افزايش BAPدر مجموع . متفاوت است، با توجه به ژنوتيپهاريزنمونهزاييشاخهبراي تيمار سيتوكينين بهترين 

) هاژنوتيپ در ليتر براي ساير گرمميلي3و MCC505 در ليتر براي ژنوتيپ گرمميلي1(هاژنوتيپ در اكثر زاييشاخه
دست آمده نيز از رشد ه بهايشاخهكهضمن اينبود،اده شده بهتر  استفهايمناسب و نسبت به ساير سيتوكينين

نيز براي )  در ليترگرمميلي2 و IBA)1حاوي MB2/1 كشتمحيطداد كه نتايج پژوهش نشان. بودندطبيعي برخوردار 
اي ده به گونه آمدستبههاي و تعداد و طول ريشه، مختلف مناسبهايژنوتيپ آمده از دستبههايشاخهزاييريشه

.بر داشتنتايج خوبي درها به شرايط طبيعي  كه براي انتقال شاخهبود

.ايشيشهكشت درون ،  چندگانه مستقيمزاييشاخه، Cicer arietinum، نخود:واژه هاي كليدي
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مقدمه
 محصولنخود بعد از لوبيا و نخودفرنگي سومين

 اين گياه .شودمي حبوبات در دنيا محسوب  ازمهم
ين مورد ئ پروتكه منبع مهمي براي تامينعلاوه بر اين

سزايي در ه، نقش بآيدمينياز انسان و دام به حساب 
 نيزخيزي خاكتثبيت نيتروژن و بهبود وضعيت حاصل

 در  سطح زير كشت اين محصول2005در سال . دارد
 ميليون 8 ميليون هكتار و ميزان توليد آن 35/10دنيا

 كيلوگرم در هكتار بوده 773وسط عملكرد تن با مت
فائو،  (شودميصورت ديم كشت  بهاست كه عمدتاً

 قابل توجهي در هاي سال اخير پيشرفت40در ). 2005
زمينه توليد نخود و افزايش عملكرد آن صورت گرفته 

550اي كه عملكرد اين محصول از  به گونه،است
800 به 1960كيلوگرم در هكتار در اوايل دهه 

با توجه .  رسيده است2003كيلوگرم در هكتار در سال 
 هنوز بين عملكرد ،در افزايش عملكرد پيشرفت اينبه

اين محصول در مزرعه با حداكثر پتانسيل ثبت شده 
اين شكاف، از دلايل . وجود دارد زيادي نسبتاًفاصله

هاي هاي قارچي و تنشبيماري، به آفاتآن حساسيت 
لاح نخود براي ايجاد مقاومت به اص. غيرزيستي است

كار اصلي براي جلوگيري از كاهش عملكردها راهتنش
فقدان تنوع ژنتيكي كافي درون ژرم پلاسم . آن است

گونه زراعي آن با اكثر نخود زراعي و عدم تلاقي سازگار 
از موانع اصلاح نيز )1990بجاج، ( وحشيهايگونه

مين دليل يك هبه. باشدمي كلاسيك روشبهمقاومت 
گزين، استفاده از منابع ژني مختلف و روش موثر و جاي

مهندسي ژنتيك براي اصلاح مقاومت در اين گياه است 
). 2003، پتال؛ چاندرا و 2003،  و همكارانسامرز(

يك دسترسي بهموفقيت در انتقال ژن نيز بستگي به
درون  باززايي موثر و كارا در شرايط دستورالعمل

 از لحاظ ايدانهنخود مانند ساير بقولات . رد داايشيشه
چاندرا و  ( است و مشكلباززايي و انتقال ژن سرسخت

هاي باززايي نخود در طور كلي سيستمهب. )2003پتال، 

هاي از قبل موجود، سه بخش باززايي از مريستم
زايي از نقاط مريستمي تمايز يافته در كالوس و اندام

 هر يك قرار گرفته و بررسي موردزايي سوماتيكي جنين
هايي همراه ها با نقاط قوت و محدوديتاز اين شيوه

تاكنون از ). 2001،  و همكارانشاليني(د نباشمي
زايي از طريق القاي كالوس و هايي نظير شاخهروش
هاي مختلف و نواحي مريستمي زايي در ريزنمونهاندام

ون، جفرس( استفاده شده است  در نخودبراي باززايي
؛ 1996؛ رامانا و همكاران، 1994؛ بارنا و واخلو، 1987

،  و همكارانسلاما؛ 1996پولي سيتي و همكاران، 
 و سانيال؛ 2000كريشنامورسي و همكاران، ؛ 1999

. )2005، همكاران
گياه نخود در محيط كشت با از تقريباً هر بخش 

، امانمايدتركيبات هورموني مناسب، كالوس توليد مي
 D-2,4دست آمده خصوصاً در حضور ههاي بسكالو

دهند و يدي را نشان ميپلويتغييرات كروموزومي پلي
اي شده و قادر به باززايي پس از مدتي نكروزه و قهوه

با  نخودزايي از كالوس اندام و در مجموعگياه نيستند
. )1994، واخلوبارنا و (استموفقيت كمي همراه 

ناسبي را براي مطالعه زا سيستم م جنينهايكالوس
كنند ولي  بر آن فراهم ميموثر و عوامل زاييجنين

زني ضعيف، تنوع  جنين، جوانه كمعلت توليدبه
هاي سوماتيكي ين بودن تبديل جنينسوماكلونال و پاي

 چندان نخود براي باززايي ، اين روش نيزچهبه گياه
با توجه به ). 2001 پاوان، ؛1990بجاج،(مناسب نيست 

هاي اخير روش باززايي  در سالي فوق،هاحدوديتم
 چندگانه مورد توجه قرار زاييشاخهمستقيم از طريق 

هاينمونهگرفته و گزارش هايي در مورد استفاده از ريز
اي مختلف حاوي نواحي مريستمي نظير گره لپه

پولي سيتي(، محور جنيني )2005،  و همكارانسانيال(
و جنين ) 2004، همكاران و سنتيل؛1997، و همكاران

اما . وجود دارد) 2000، و همكارانكريشنامورسي(نابالغ 
دست ه بهايشاخهد كه تعداد ندهها نشان ميبررسي
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 شاخه از هر 5در حد (اي پايين آمده از هر گره لپه
 استفاده از محور جنيني بر ساير . است)ريزنمونه

ي انتقال ها استفاده شده خصوصا در برنامههاينمونهريز
 زيرا محور جنيني حاوي شودميژن ترجيح داده 

توانند و ميهايي است كه مستعد باززايي هستند سلول
انجام براي . اهداف مناسبي براي دريافت ژن باشند

ها و باززايي مستقيم شاخه در نخود از ريزنمونه
هاي مختلف استفاده هاي گوناگون در غلظتهورمون

 به BAPطالعات هورمون شده است كه در اكثر م
نتايج مطلوبي صورت تركيب با يك اكسين تنهايي يا به
نتايج اين ). 2001،  و همكاران شاليني (داشته است

د كه در اين روش نيز ندهها نشان ميبررسي
 نخود قابل هايژنوتيپ ثابتي براي تمامي دستورالعمل

 به عواملي همچون ژنوتيپ،  و باززايي آنتوصيه نيست
ع ريزنمونه مورد استفاده، تنظيم كننده هاي رشد و نو

در اكثر ضمن اينكه . شرايط محيط كشت بستگي دارد
 قلمه ها و انتقال موفق آنها به زاييريشه،هااين گزارش

شرايط گلخانه نيز با مشكلات زيادي همراه بوده است 
به همين دليل قبل از ). 2004،  و همكاران سنتيل(

 مهندسي ژنتيك در اين گياه لازم ژهشروع هر گونه پرو
. مورد نظر بهينه گرددهايژنوتيپدر است تا باززايي 

هاي تاثير نوع و غلظت سيتوكينينلذا در اين بررسي، 
از  مستقيم چندگانهزاييشاخهمختلف بر روي 

مورد  نخودچند ژنوتيپ محور جنيني هاينمونهريز
لوب براي چنين محيط مطو همگرفته استآزمون قرار 

هاي توليدي  و روش سازگاري گياهچهزاييريشه
.بررسي شده است

هامواد و روش
مواد گياهي

م، آرمان،  هاشهايژنوتيپدر اين مطالعه از
MCC426و لاين ) MCC505) ILC533لاينپيروز، 

منظور به) لاين گزينش شده از توده بومي قزوين(
 محور جنيني هاينمونهريز. باززايي استفاده گرديد

 چندگانه در زاييشاخهزدايي شده براي تحريك نوك
براي تهيه . ندتركيبات هورموني مختلف استفاده شد

 ابتدا بذور سالم و يكنواخت از هر ژنوتيپ ،هاريزنمونه
70الكل با انتخاب و پس از شستشو با آب مقطر، 

 درصد 2 ثانيه و هيپوكلريت سديم 30مدت درصد به
با حذف . ندشدضدعفوني سطحي قيقه  د15مدت به

سه الي  استريلمقطر، بذور با آبمايع ضدعفوني كننده
كشي آب دقيقه10مدت بهو در مجموعبارچهار
 بذور در محيط حاوي آب و آگار در دنبال آنبه.شدند

 محور  و ساعت قرار داده شدند24تاريكي به مدت 
ل جنيني هر يك از بذور با كمك پنس و اسكالپ

. زدايي گرديدجداسازي و نوك

زاييشاخه
منظور بررسي تاثير نوع هورمون سيتوكينين به

 محورهاي جنيني، از زاييشاخهو غلظت آن بر تحريك 
 : BAP( بنزيل آمينوپورين شامل سيتوكينين هار نوعچ
، TDZ :2/0(، تيديازورون ) در ليترگرمميلي3 و 2، 1
Zeatin :5/0 ،1(، زآتين ) در ليترگرمميلي3 و 1، 4/0

3 و Kin :1 ،2(و كينتين )  در ليترگرمميلي2و 
با دو  فاكتوريل آزمايشبه صورت )  در ليترگرمميلي

و نوع و غلظت سيتوكينين ) پنج سطح(فاكتور ژنوتيپ 
4و تكرار 6 تصادفي با در قالب طرح كاملاً)  سطح13(

MBشت از محيط ك. انجام شدنمونه در هر تكرار ريز

و ) 1962موراشي و اسكوگ،  (MSهاينمكحاوي 
همراه به) 1968،  و همكارانگامبورگ (B5هايويتامين

 درصد آگار با 7/0 درصد ساكارز و 3
7/5pH=5 محور جنيني تهيه شده از 4.  استفاده شد

9هاي به قطر پتري ديشژنوتيپ نخود در هر يك از 
مون قرار داده هور و MBمحيط كشت حاوي مترسانتي

 درجه 25±3در دماي و در اتاقك رشد هشد
با ) تاريكي:روشنايي (8:16 و فتوپريود گرادسانتي

 ميكرومول بر مترمربع در ثانيه به مدت50شدت نور 
پس از يك هفته تحريك . يك هفته نگهداري شدند
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 بدون MB تازه  كشت به محيطهاريزنمونههورموني، 
دنبال آن به. ندواكشت گرديدزاييشاخههورمون براي 

 توليد شده در هر ريزنمونه در فواصل هايشاخهتعداد 
.شمارش شد هفته سهتا معين يك هفته

طويل شدن شاخه
 توليد شده در هايشاخه روز، 40پس از گذشت 

 بسيار فشرده، ،حاوي هورمون تيديازورونكشت محيط
 كشتهمين دليل به محيطقطور و كوتاه بودند، به

MB،در ليتر گرمميلي2يا1، طويل شدن ساقه جهت 
 دو فاكتور بااين آزمايش .  شداضافهاسيد جيبرليك 

دو غلظت اسيد جيبرليك با و  در پنج سطح ژنوتيپ
 ريزنمونه 3 تكرار و 4 در ليتر با گرمميلي2 و 1سطح 

 غلظت در هر تكرار اجرا گرديد و پس از سه هفته تاثير
طويل شدن ساقه مورد بررسي قرار  بر اسيد جيبرليك

.گرفت

زاييريشه
 و زاييريشهانتخاب محيط مناسب منظور به

بر ) IBA(بررسي تاثير هورمون ايندول بوتيريك اسيد 
 كامل و MB كشت، از محيطهاشاخهزاييريشهميزان 

MB2/1در ليتر گرمميلي2 و 1همراه به IBA استفاده
 ظاهر شده و درصد هاپس از دو هفته ريشه. شد

 آمده از هر دستبههايريشه، طول و تعداد زاييريشه
به صورتزاييريشهتيمارهاي . ريزنمونه تعيين گرديد

، )پنج سطح( فاكتور ژنوتيپ 3با آزمايش فاكتوريل 
در )  سطحدو (IBAو غلظت)دو سطح (محيط كشت

 ريزنمونه در هر 4و  تكرار 4 تصادفي با قالب طرح كاملاً
.و آناليز شدانجامتكرار 

سازگاري
هاي حاصله منظور سازگاري و انطباق گياهچهبه

هايشاخه از دو روش براي كشت ،با شرايط بيرون
هايشاخهدر روش اول .  شده استفاده گرديددارريشه

 غذايي هوگلند و كوپر هايمحلول شده در دارريشه
اق  در ات)كشت آبي (تحت شرايط كشت هيدروپونيك

 براي  شفاف پلاستيكيليوانكشت انتقال يافتند و از 
در .  استفاده شدهاريزنمونهحفظ رطوبت بالا در اطراف 

 شده ابتدا به درون دارريشههاينمونهروش دوم ريز
 حاوي محيطمترسانتي2 آزمايش به قطر هايلوله

 درصد بر 2 و ساكارز =8/5pHمايع با MB4/1 كشت
پس از دو . )ج- 2شكل  (انتقال يافتندروي پل كاغذي 

ها بتدريج هفته درپوش آلومينيومي هر يك از لوله
هاي داخل گلدانبرداشته شده و پس از چند روز به

1:1 حاوي مخلوط مترسانتي5پلاستيكي به قطر 
هاي ابتدا پلاستيك. پرليت و كوكوپيت انتقال يافتند

هر چند روز ها قرار داده شد و شفافي بر روي گياهچه
MB4/1هاي حاوي نمكمحلول غذايي بار با يك

هاي پس از مدتي پلاستيك. ندگرديدپاشي محلول
ها با محيط تدريج برداشته شد تا گياهچههشفاف ب

. اتاقك رشد سازگار گردند

 و بحثيجهنت
زاييشاخه

 نشان زاييشاخهي هادادهنتايج تجزيه واريانس 
 مختلف نخود، نوع و غلظت ايهژنوتيپ بين دهد كهمي

در (داري اختلاف معنيزاييشاخهاز نظر ،هورمون
العمل چنين عكسهم. وجود دارد)  درصد1سطح 
ها نيز متفاوت  در سطوح مختلف هورمونهاژنوتيپ

 بين ژنوتيپ داريمعني اثر متقابل  ديگرعبارتبه.است
 وجود دارد زاييشاخهو تركيب هورموني در تحريك 

، ميزان BAPكه با افزايش غلظت طوريهب).1دول ج(
 در ارقام هاشم، آرمان، پيروز و لاين زاييشاخه

MCC426 افزايش ولي در ژنوتيپ MCC505 كاهش 
 زآتين و هايهورمونعلاوه بر اين سطوح متوسط . يافت
TDZ مناسب بود ولي هورمون كينتين زاييشاخه براي 

. نداشتهاژنوتيپزاييشاخههاي آن تاثيري بر و غلظت
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 ژنوتيپ نخود5ها بر ميانگين تعداد شاخه توليدي در هاي مختلف آن تاثير انواع هورمون سيتوكينين و غلظت:1جدول

BAP Kin TDZ Zeatin

3 2 1 3 2 1 3 1 4/0 2/0 2 1 5/0

نوع سيتوكينين و
غلظت هاي آن

)mg/L(

رقم

cd5/6 e5/5 e3/5 g-o7/3 r-t7/2 o-t0/3 g-m8/3 k-s3/3 f-i1/4 p-t8/2 j-q4/3 n-s11/3 o-t0/3 هاشم

b6/8 cd4/6 c9/6 j-q4/3 f-i1/4 g-l9/3 g-o7/3 f-i2/4 st6/2 tu4/2 uv7/1 q-t7/2 uv8/1 آرمان

f-k9/3 f6/4 j-r3/3 v4/1 v6/1 uv9/1 r-t7/2 g-l9/3 e2/5 h-o6/3 o-s1/3 j-r3/3 tu3/2 پيروز

f-h2/4 e3/5 a4/10 i-p5/3 f-j0/4 g-n8/3 Fg3/4 f-h3/4 cd3/6 f-k9/3 o-s1/3 g-o7/3 k-s3/3 MCC505

d1/6 e3/5 f-j0/4 g-o7/3 k-s3/3 j-r3/3 f-k9/2 f-h2/4 l-s2/3 f-h2/4 m-s2/3 k-s3/3 o-s1/3 MCC426
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 در مقايسه هورموناين كه رسد نظر ميهبچنين 
 در زاييشاخهبراي ،هاي مورد بررسيسيتوكنينبا ساير 

در ارقام هاشم، آرمان و لاين .نيستمناسب نخود
MCC426 هورمون  در ليتر گرمميلي3غلظتBAP

يپژنوتحال با اين. دنبال داشترا بهزاييشاخهالاترين ب
MCC505 كشتمحيط شاخه در 10بيش از  با توليد 

 ميزان بالاترين، BAP در ليتر گرمميلي يك حاوي
 و سطوح هورموني نشان هاژنوتيپ را در بين زاييشاخه

4/0 را در غلظت زاييشاخهترين رقم پيروز بيش. داد
5با توليد متوسط TDZهورمون  در ليتر از گرمميلي

پاسخ آن به كه البته ه داشت شاخه در هر ريزنمون
بودTDZ نيز مشابه BAP زآتين و هايهورمون

. )1جدول (
 توليد شده در هر ريزنمونه با هايشاخهتعداد 

و از اين نظر ) 1شكل (گذشت زمان افزايش يافت 
در هفته اول . ها پاسخ متفاوتي نشان دادندژنوتيپ

هاي مختلف  توليدي در ژنوتيپهايشاخهميزان 
ها از نظر تدريج اختلاف بين ژنوتيپسان بود و بهيك

كه تعداد آن طوريهب. تعداد شاخه توليدي نمايان شد
ترين بود و در پايان هفته سوم پس از كاشت بيش

 شاخه در 8 تا 7توسط توليد  با مMCC505ژنوتيپ 
ترين تعداد شاخه و رقم پيروز ر ريزنمونه داراي بيشه

 در زاييشاخهميزان . شاخه بودترين تعداد داراي كم
 شاخه نيز 15اي بود كه تا  به گونهMCC505ژنوتيپ 

 در گرمميلي1 در محيط حاوي هاريزنمونهدر برخي 
. مشاهده شدBAPليتر 

دهند كه ارقام نخود  نشان مي2هاي جدول داده
العمل متفاوتي نسبت به سطوح هورموني مختلف عكس

دهند و روند نشان ميي توليدي از نظر طول شاخه
علاوه بر آن طول شاخه . كنندمشخصي را بيان نمي

توليدي در سطوح مختلف هورمون كينتين و زآتين 
 و BAPهايهورمونترين و در سطوح مختلف بيش

TDZها بر خلاف اين يافته. ترين مقدار بود در حد كم

ها بر تعداد دست آمده از تاثير اين هورمونهنتايج ب
TDZ و BAPهايهورموننحو كه به اين. ستشاخه ا

ترين تعداد شاخه را توليد كردند ولي طول اگرچه بيش
با توجه به . ها كم بود توليد شده در آنهايشاخه

كه در باززايي، تعداد بيشتر شاخه طبيعي و قابل اين
طول شاخه تري نسبت بهانتقال از اهميت بيش

خاطربهBAPون همين دليل هورمبرخوردار است، به
. تر استمناسب بيشتر و طبيعيهايشاخهتوليد تعداد 

 نيز اگرچه TDZ توليدي در هورمون هايشاخهتعداد 
دست آمده در اين ه بهايشاخهافزايش نشان داد ولي 

هم فشرده و غير طبيعي بوده و براي انتقال هتيمار ب
. مناسب نبودند

نيز با هاژنوتيپطول شاخه توليدي در تمام 
گذشت زمان روندي افزايشي داشت ولي تفاوت قابل 
. توجهي در طول شاخه توليدي بين ارقام وجود نداشت

پس از ) مترسانتي5/2(ترين طول شاخه توليدي بيش
ترين طول شاخه سه هفته، مربوط به رقم هاشم و كم

).1شكل(مربوط به رقم پيروز بود ) مترسانتي7/1(
ي زايطريق شاخهاز)1996( و همكاران كار

 محور جنيني يهچندگانه با استفاده از ريزنمون
 را باززايي ICCV-2 و ICCV-1دو ژنوتيپ ندتوانست

 كشتزايي چندگانه را در محيط شاخههاآن. دننماي
MS هاي  حاوي ويتامينB5 در ليترگرمميلي3 و 
BAP در ليتر گرمميلي004/0 و NAAند و انجام داد
دست ه شاخه در هر ريزنمونه ب6ند حداكثر توانست
براي دستورالعمل  يك توانستنيز ) 2002(باترا.آورند

وي از .  كندبهينهباززايي مستقيم دو رقم نخود هندي 
MSبر روي محيط ) متر ميلي7- 8(هاي نارس هلپ

BAP)2هاي  و هورمونB5هاي حاوي ويتامين
)  در ليترگرمميلي125/0(IBAو )  در ليترگرمميلي

يهطور مستقيم و بدون واسطهتوانست شاخه را ب
چنين  و همپژوهشاين با توجه به. ايدكالوس توليد نم

توان ابراز داشت كه هورمون  انجام شده ميهايپژوهش
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 ژنوتيپ نخود5در ) مترسانتي(ه توليديها بر ميانگين طول شاخهاي مختلف آنتاثير انواع هورمون سيتوكينين و غلظت: 2جدول

BAP Kin TDZ Zeatin

3 2 1 3 2 1 3 1 4/0 2/0 2 1 5/0

نوع سيتوكينين و
غلظت هاي آن

)mg/L(
رقم

n-r3/1 l-o5/1 i-k8/1 f-h2/2 c-e5/2 a6/3 v-y8/0 w-y8/0 l-p4/1 r-y0/1 ij9/1 ef3/2 c-e5/2 هاشم

q-v1/1 k-o5/1 k-n5/1 c7/2 d-f4/2 e-g3/2 t-y9/0 v-y8/0 xy7/0 y7/0 j-m6/1 i-l7/1 q-x0/1 آرمان

u-y9/0 k-o5/1 u-y9/0 ij9/1 m-
q3/1 s-y9/0 p-u1/1 s-y0/1 o-t2/1 n-s2/1 c8/2 b2/3 d-f3/2 پيروز

v-y9/0 o-t2/1 l-p4/1 ij9/1 hi9/1 e-g3/2 w-y7/0 v-y8/0 s-y0/1 s-y9/0 i-l7/1 e-g3/2 e-h2/2 MCC505

k-n5/1 q-
w0/1 i-k8/1 cd6/2 cd6/2 c7/2 w-y8/0 s-y9/0 t-y9/0 m-q3/1 ij9/1 g-i0/2 d-f4/2 MCC426

.است) P>01/0(ها بر اساس آزمون دانكن در سطح يك درصد دار بين ميانگينحروف متفاوت نشان دهنده اختلاف معني
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سه هفته پس از كاشت پنج ژنوتيپ نخوددر خلال تعداد و طول شاخه : 1شكل 

BAPتواند سيتوكينين مناسبي براي تحريك  مي
عموماً. نخود باشدهايژنوتيپ چندگانه در زاييشاخه

3 تا 2هاي بالاي اين هورمون نظير استفاده از غلظت
 در ليتر سبب توليد تعداد كافي شاخه در هر گرمميلي

 انجام هايپژوهشاگرچه در برخي از . شودميريزنمونه 
 نخود استفاده زاييشاخه براي TDZشده از هورمون 

دهد كه نتايج اين بررسي نشان مياند، ولينموده
راحتي قابل ه بهم فشرده وه آمده بدستبههايشاخه

BAPاز طرفي استفاده از هورمون . تفكيك نيستند

بودهتر رفهمقرون به صاز نظر اقتصادي TDZنسبت به 
 توليد هاژنوتيپ در اكثر تري طبيعيهايشاخهو 
).الف- 2شكل (نمايد مي

 شده به درون محيط دارريشههايشاخه انتقال - و جهاشاخهزاييريشه-  محورهاي جنيني، بزاييشاخه- الف: 2شكل 
در لوله آزمايشMS4/1مايع 
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 توليد شده هايشاخهكه ذكر شد طوريهمان
هم فشرده و به ه بسيار بTDZدر تيمارهاي هورموني 

رسد اين نظر ميبه. شدندساني از يكديگر تفكيك نميآ
در نتيجه هورمون سبب تحريك شديد تقسيم سلولي و

شودميها ها و جوانههم فشردگي شاخههقطور شدن و ب
كند تا اينكه شبيه به و بيشتر توليد يك توده مي

لذا از يك محيط كشت طويل .   مجزا باشدهايشاخه
ها قبل از رشد اين شاخهشدن شاخه براي افزايش 

نتايج تجزيه .  استفاده گرديدزاييريشهانتقال به محيط 
هاي حاصل از اين آزمايش نشان داد كه واريانس داده

كاربرد اسيد جيبرليك سبب افزايش طول شاخه 
ها اسيد جيبرليك با تحريك طويل شدن سلول. شودمي

جيتا و همكاران،  (شودميها سبب طويل شدن شاخه
توان از آن براي برطرف كردن و در نتيجه مي) 1998

بين دو . ها استفاده كردهم فشردگي شاخههمشكل ب
 در ليتر اسيد جيبرليك گرمميلي2 و 1سطح هورموني 

 وجود هاشاخه در طويل شدن داريمعنياختلاف 
 نيز در اين دو هاژنوتيپكه پاسخ ضمن اين. نداشت

8/0ول شاخه از افزايش در ط. سان بودسطح يك
 در مترسانتي3/1 تا MCC426 در ژنوتيپ مترسانتي

طور متوسط هر دو سطح به. رقم هاشم متغير بود
هايشاخه در طول مترسانتي1هورموني سبب افزايش 

 براي TDZبنابراين زماني كه از هورمون . توليدي شدند
، بهتر شودمي استفاده هاژنوتيپ در زاييشاخهافزايش 

كشت  در يك محيطهاشاخه، زاييريشه كه قبل از است
دست ه بهايشاخهطويل شدن شاخه كشت شوند تا 

. آمده رشد نموده و قابل تفكيك باشند

زاييريشه
هاي حاصل از درصد نتايج تجزيه واريانس داده

العمل ارقام در اين دو  نشان داد كه عكسزاييريشه
در مجموع . ودمحيط و دو تركيب هورموني متفاوت ب

هاژنوتيپ در تمام زاييريشه براي MB 2/1محيط كشت

 در اين هاشاخه درصد 85طوري كه تر بود بهمناسب
 در ليتر گرمميلي2استفاده از .  شدنددارريشهمحيط 

IBA را در پي داشت هاشاخه درصد 74زاييريشه نيز 
ر  دگرمميلي1 را نسبت به زاييريشه بر كه تاثير بهتر

با توجه به وجود ). ب-2شكل(دهد  نشان ميIBAليتر 
هاي كشت ها و محيطدار بين ژنوتيپاثر متقابل معني
 از محيط كشت مناسب آن ها ژنوتيپبراي هر يك از

دهد  نشان مي3طوري كه شكل همان. استفاده نمود
 در گرمميلي1 به اضافه MB 2/1براي رقم آرمان محيط

MB2/1ها محيط كشت ر ژنوتيپ و براي سايIBAليتر 

زاييريشه براي IBA در ليتر گرمميلي2حاوي 
. تر است آمده مناسبدستبههايشاخه

يكي از مشكلات اصلي در باززايي نخود، 
دست آمده در شرايط ه بهايشاخه نمودن دارريشه

كشت بافت براي توليد يك گياه كامل و قابل انتقال 
 در زاييريشهاي موجود ميزان هاست و بر طبق گزارش

سامرز و همكاران، (دست آمده پايين است ه بهايشاخه
هاي رقيق نمكي با كشتاستفاده از محيط). 2003
هاشاخهزاييريشه براي IBAهاي مختلف غلظت

 محيط كشت مورد استفاده براي عموماً. مناسب است
ه تري نسبت ب نياز به مواد غذايي كمزاييريشهتحريك 

كنشهمبررسدنظر ميه ب. داردزاييشاخهمحيط كشت 
زاييريشهعناصر غذايي در غلظت بالا اثر منفي بر 

بردبين مي را ازIBA داشته و اثر هورمون هاشاخه
. )1996 و همكاران، سيتيليوپ(

هاي حاصل از تعداد نتايج تجزيه واريانس داده
م مختلف به ريشه در هر شاخه نشان داد كه پاسخ ارقا

در .  متفاوت استIBAنوع محيط كشت و سطوح 
گرمميلي2 و 1مجموع اختلافي بين سطوح هورموني 

 آمده وجود دستبه در تعداد ريشه IBAدر ليتر 
در )  ريشه8 تا 7(ترين تعداد ريشه بيش. نداشت
ترتيب در  بهMCC426 و MCC505هايژنوتيپ
+mg/l IBA 2 و mg/l IBA 1+MB2/1هايمحيط
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MB2/1 حاصل از هايداده). 3جدول ( مشاهده شد 
دهد كه اختلاف چنداني بين طول ريشه نيز نشان مي

 وجود ندارد و نكته مهم در هاژنوتيپها و محيط كشت
.  بالا استزاييريشهجا تشكيل ريشه و درصد اين

 mg/lهاي توان گفت محيطدر مجموع ميبنابراين 

IBA 1+MB2/1و mg/l IBA 2+MB2/1

هايشاخه در زاييريشهكشت مطلوبي براي محيط
. باشنددست آمده ميهب
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حروف متفاوت نشان دهنده اختلاف ( تركيب هورموني و محيط كشت 4 ژنوتيپ نخود در 5زايي  درصد ريشه:3شكل 
)است) P>01/0(ها بر اساس آزمون دانكن در سطح يك درصد دار بين ميانگينمعني

 و همكارانسيتيليو كه پپژوهشيبرطبق 
زايي  ريشهبراي، بهترين محيط اندهانجام داد) 1996(

 محيط زايي چندگانهآمده از شاخهدستهاي بهشاخه
هاي باززايي دار شدن شاخه ريشهآنها. بودMS4/1كشت

MSكامل كشت  و محيط 2/1، 4/1شده را در محيط 

دهي در  بيشترين ريشهند كه و مشاهده كردهبررسي نمود
هاي  و با انتقال اين شاخههصورت گرفتMS4/1محيط 

 تعداد و طول ،دار شده به محلول غذايي هوگلندريشه
هاي باززايي  شاخهنيز) 2002(باترا .يافتريشه افزايش 

 در تاريكي IBAحاوي MS 2/1كشت محيط درشده را 
 از )1994(ن سوهاسيني و همكارا. دودار نمنسبي ريشه

و نمودند كي استفادهزايي سوماتي جنينروش غيرمستقيم

حاوي كشت به محيط دار شدن براي ريشهرا ها جنين
هاي  و گياهچهنمودهمنتقلMSهاي نصف غلظت نمك

هاي انجام  مرور پژوهش.رسيده را به خاك انتقال دادند
هاي معدني و دهد كه غلظت پايين نمكشده نشان مي
در . تر استزايي مناسبكشت براي ريشهآلي در محيط 

زايي مناسب براي ريشهMB2/1اين پژوهش نيز غلظت 
كشت ها در اين محيطبود و درصد بالايي از شاخه

اگرچه در برخي مطالعات از محيط كشت . دار شدندريشه
MS4/1زايي استفاده شده ولي نتايج اين براي ريشه

ها از ي غلظت نمكمطالعه نشان داد كه كاهش ناگهان
MS كامل به MS4/1به گياهچه شوك وارد كرده و 

 كهشودميهاشاخهپريدگي در برخي سبب اندك رنگ
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 ژنوتيپ نخود5دست آمده در ه تركيب هورموني بر تعداد و طول ريشه بتاثير محيط كشت و: 3جدول

MB+2mg/l IBA MB+1mg/l IBA 2/1 MB+2mg/l IBA 2/1 MB +1mg/l IBA

طول ريشه 
)سانتي متر(

تعداد ريشه
طول ريشه 

)سانتي متر(
تعداد ريشه

طول ريشه 
)سانتي متر(

تعداد ريشه
طول ريشه

)سانتي متر(
تعداد ريشه

محيط كشت و تركيب 
هورموني

رقم

a-d5/1 de5/2 ab25/2 bc5/4 abc0/2 b5/5 ab25/2 bc5/4 هاشم

a-c0/2 cd5/3 a-d5/1 cd5/3 a-d63/1 b5/5 a-c0/2 bc5/4 آرمان

a-c13/2 b5/5 b-d38/1 ef25/2 cd88/0 b25/5 d5/0 bc5/4 پيروز

a-c88/1 ef25/2 a-d5/1 bc5/4 a75/2 bc5/4 ab5/2 a5/7 MCC505

a-d5/1 f25/1 ab5/2 f25/1 a-c88/1 a5/7 ab5/2 b5/5 MCC426

است) P>01/0(ها بر اساس آزمون دانكن در سطح يك درصد دار بين ميانگيندهنده اختلاف معنيحروف متفاوت نشان
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ممكن است ناشي از كاهش كلرور كلسيم 
از طرفي استفاده از يك . موجود در محيط كشت باشد

كشت براي تحريك  در محيطIBAاكسين ضعيف نظير 
IBAهاي پايين ه از غلظتاگرچ.  كافي استزاييريشه

 استفاده شده است ولي تجربه زاييريشهبراي تحريك 
دست آمده در ه بهايريشه نشان داده كه پژوهشاين 

 از تعداد و IBA در ليتر گرمميلي2 و 1هاي غلظت
تري برخوردار هستند و تنها قرارگرفتن شكل نرمال

ك تواند سبب تحري هفته مي2مدت كوتاه  بههاشاخه
.ها شود در اكثر نمونهزاييريشه

سازگاري
دار شده با شرايط هاي ريشهسازگاري شاخه

طبيعي نيز از اهميت خاصي خصوصاً در بحث كشت بافت 
هاي انتقال شاخه. و مهندسي ژنتيك برخوردار است

آميز كشت هيدروپونيك موفقيتدار شده به محيطريشه
ها از بين رفتند اخهنبود و پس از يك الي دو هفته تمام ش

خاطر عدم اندازه مناسب تواند بهكه يكي از دلايل آن مي
ها براي استقرار در محيط ها و ضعيف بودن آنشاخه

تر نسبت به كشت درون هيدروپونيك با فضاي بزرگ
دار شده به درون هاي ريشهانتقال شاخه. شيشه باشد

 به مدتMB4/1ظروف لوله آزمايش حاوي محيط مايع 
ها به و سپس انتقال اين شاخه) ج-2شكل (دو هفته 

 از پرليت و 1:1هاي پلاستيكي حاوي نسبت داخل گلدان
 درصد 50 تا 40كوكوپيت با موفقيت همراه بود و حدود 

رسد استفاده از نظر ميهلذا ب. ها بقا يافتنداز شاخه
ها هاي پلاستيكي شفاف براي حفظ رطوبت شاخهدرپوش

ها با محلول  محلول پاشي گياهچهمناسب بوده و
دنبال بار و به روز يك3 تا 2 در فواصل MS4/1هاي نمك

ها ها براي سازگاري گياهچهآن برداشتن تدريجي درپوش
.با محيط بيرون مناسب باشد

چنـين نتـايج سـازگاري نـشان داد كـه انتقـال        هم
دار شـده بـه گلـدان از موفقيـت          هاي ريشه مستقيم شاخه 

كشت واسـطه   وردار است و استفاده از يك محيط      كمي برخ 
كشت واسطه  در اين محيط  . شودبراي سازگاري توصيه مي   

)MS4/1 ( زايـي  كشت ريشه ها نسبت به محيط   غلظت نمك
)MS2/1 (تـدريج گيـاه بـا شـرايط        تر شده اسـت و بـه      كم

از طرفـي قـرار گـرفتن       . شودبيروني اتاق كشت سازگار مي    
شت مايع واسـطه سـبب تحريـك        كها در اين محيط   شاخه

تعداد و طول ريشه    . شودرشد ريشه و افزايش طول آن مي      
تر از جمله عوامل مهم تعيـين كننـده بـراي افـزايش             بيش

.ها در شرايط گلدان استدرصد بقاي شاخه
نتـايج ايـن    تـوان ابـراز داشـت كـه         در مجموع مي  

آزمايش نيز مشابه با گزارش ديگران به اين موضوع تاكيـد           
ارد كه ژنوتيپ، نوع و غلظـت سـيتوكينين در موفقيـت و      د

 هر يـك از  براي. كارايي باززايي مستقيم نخود موثر هستند     
ها، نوع خاصـي از سـيتوكينين بـا غلظـت خاصـي             ژنوتيپ

نحـوي كـه    بـه . زايـي را در پـي دارد      بالاترين ميزان شـاخه   
گـرم در    ميلي 1كشت حاوي    به محيط  MCC505ژنوتيپ  

3كـشت حـاوي     هـا بـه محـيط     ير ژنوتيپ  و سا  BAPليتر  
 پاسخ بهتري دادنـد، ولـي از نظـر          BAPگرم در ليتر    ميلي

هـا انـدكي بـا    زايي پاسخ تمام ژنوتيپ   ميانگين درصد ريشه  
توان براي هر ژنوتيپ تركيب خاصـي       هم متفاوت بود و مي    

 را توصيه   IBA و هورمون    MSاز محيط كشت تغيير يافته      
براي حصول درصد بالاي بـاززايي      شود  لذا توصيه مي  . نمود

هـاي مـورد نظـر نخـود، ابتـدا انـواع        در هر يك از ژنوتيـپ     
هـاي مختلـف هورمـوني مـورد        هـا و غلظـت    كـشت محيط

دست آمده از اين آزمايش نشان      نتايج به . بررسي قرار گيرد  
زايي مستقيم روش مناسـبي بـراي   دهد كه روش شاخه مي

 توليـد تعـداد     باشـد و بـا توجـه بـه        كشت بافت نخود مـي    
تـوان از آن    مناسب شاخه در ايـن روش ممكـن اسـت بـه           

با اين حـال    . هاي انتقال ژن استفاده نمود    خوبي در پروژه  به
اي نخـود  هاي بيشتر در زمينه كشت درون شيـشه پژوهش

بخصوص در زمينه بهبود بـاززايي غيرمـستقيم نيـز كـاملاً            
.رسدنظر ميهضروري ب
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In vitro direct multiple shoot regeneration in five genotypes of chickpea 
(Cicer arietinum L.)

Moshtaghi, N. 1 Bagheri, A. 2 Jalali Javaran, M. 3 and Ghareyazi, B.4

Abstract
Indirect regeneration of chickpea is difficult due to low producing of callus and genetic 

instability. In this study, direct regeneration through multiple shoot from embryo axes of five 
chickpea genotypes (Hashem, Arman, Piruz, MCC505 and MCC426) in MB media (including 
MS salts and B5 vitamins) with different levels of cytokinin hormones (BAP: 1, 2, 3 mg/L; TDZ: 
0.2, 0.4, 1, 3 mg/L; Zeatin: 0.5, 1, 2 mg/L and Kin: 1, 2, 3 mg/L) were reviewed and then rooting 
of regenerated shoots in MB and 1/2MB media with IBA (1 and 2 mg/L) have been studied. For 
regeneration  of roots, MB and 1/2MB media with IBA (1 and 2 mg/L) were allied. The results 
showed that the best medium for shooting of embryo axes was genotype dependent. In overall, 
the MB media containing BAP produces more and better shoots (1 mg/L in MCC505 and 3 mg/L 
in other genotypes) and shoots had normal growth. The medium containing 1/2 MB and IBA (1 
and 2 mg/L) was found to be suitable for rooting of regenerated shoots. The number and the 
length of obtained roots were appropriate for acclimation step.

Keywords: Chickpea (Cicer arietinum L.), Direct multiple shoot regeneration, In vitro culture
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