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 (.Cicer arietinum L) مختلف نخود هاياندامدر  رويشي زاييجنيناثر فتوپريود بر 
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 چكيده

و  "پيروز"كوتيل و هيپوكوتيل دو رقم نخود برگ، اپي هاياندام رويشيزاييجنيناين مطالعه با هدف بررسي قابليت 
در شـرايط تـاريكي و روشـنايي انجـام شـد. جهـت ايجـاد         (MS)موراشـيگ و اسـكوگ   ةپاي ـ كشـت محـيط روي  "كاكا"

ــالوس ــينك ــيط از ،زاجن ــتمح ــاوي  MS كش ــيمح ــدهتنظ ــايكنن ــد،  ه ــرودي-2،4رش ــتيككل ــيد اس و  (D-2,4)اس
و  (TDZ)تيـديازورون  همچنـين در ليتـر و   گـرم ميلـي  5و  4، 3، 2 هايغلظتهر كدام در  (NAA)اسيداستيكنفتالين

، زايـي كـالوس : عبـارت بودنـد از  مطالعه فات مورد. صاستفاده شدگرم در ليتر ميلي 5/2 و2، 5/1، 1 هايغلظتپيكلورام در 
هـا بـر   . دادهنمونـه ريـز در هـر   يافتـه نمو هايجنيندرصد  و ايلپهو  شكلقلبي، شكلكروي هايجنين، فراواني ييزاجنين

بـه  نسـبت   هـا اكسـين  دادنشـان اساس روش آماري فاكتوريل در قالب طرح كاملاً تصادفي تجزيه و تحليل گرديدند. نتايج 
  گـرم در ليتـر   ميلـي 2 كشـت محـيط در  يـي زاجنينين فراواني بيشتري داشتند. بيشتر تأثير زاييكالوسروي  هاسيتوكنين

2,4-D   ،هـاي كـالوس از ريزنمونه هيپوكوتيل در رقم كاكا در شرايط تاريكي مداوم حاصل شد. براي توسعه و بلوغ جنـين 
شـدند. فراوانـي   رشـد مختلـف انتقـال داده    هـاي كننـده تنظـيم وي حـا  MSپايـة   كشتمحيطكروي به  هايجنينداراي 
از شرايط نوري بود. بالاترين درصد توسعه جنين كروي بـه جنـين قلبـي و سـپس بـه       تربيشو شرايط تاريكي  ييزاجنين

گـرم در  يميل ـBA  +5/0گـرم در ليتـر   ميلي5/0 رشدكنندهتنظيمحاوي  كشتمحيطاز ريزنمونه برگ رقم كاكا در  ايلپه
را ايجـاد   يـي زاجنـين در هر دو شرايط نوري و تاريكي بالاترين  D-2,4گرم در ليتر ميلي2حاصل شد. غلظت  D-2,4ليتر

  كاهش يافت. ييزاجنينفراواني  D-2,4نمود و همراه با افزايش غلظت
  

  رقم، ايشيشهدرون، رشدكنندهتنظيم، تاريكي كليدي: هايواژه
  
  مقدمه

گيـــاهي ديپلوئيـــد  (.Cicer arietinum L) نخـــود
(2n=2x=16)   و خودگشــن اســت كــه از طريــق بــذر تكثيــر

براي باززايي اين گيـاه   آو كار مؤثرعدم وجود سيستم . شودمي
هـاي اصـلي در   يكـي از محـدوديت   ايشيشـه دروندر شرايط 

 Barna) باشـد مي سلولي و ژنتيكي نخود ورزيدسترابطه با 

& Wakhlu, 1993)ــ ــه  . انتخ ــه و دامن اب صــحيح ريزنمون
به توليـد و   منجر تواندمي هاسيتوكنينو  هااكسينمناسبي از 

  ).Shagufta Naz et al., 2008توسعه جنين رويشي گردد (
، روشـي كارآمـد   رويشـي زايـي جنينريزازديادي از طريق 

براي توليد انبوه گياهان تراريخت و توليـد بذرمصـنوعي اسـت    

                                                 
 ندج، خيابان پاسداران، دانشـگاه كردسـتان، دانشـكده    سن :نويسندة مسئول

، همــراه: 66177-15175، كــد پســتي:  416كشــاورزي، صــندوق پســتي:   
  a.mozafari@uok.ac.ir، 0871-6620552، تلفن: 09188728454

)Kiran et al., 2005.(  بر روي گياه نخود شدهانجاممطالعات 
، pHداري توسط معني طوربهها كه بلوغ جنين ه استدادنشان

 گيردقرار مي تأثيرو نوع ژنوتيپ تحت  اسيدآبسزيكفتوپريود، 
(Barna & Wakhlu, 1993). تأثيرمستقيم تحت  ييزاجنين 

گيـرد  و ژنوتيپ قـرار مـي   كشتمحيطنور، غلظت ساكارز، نوع 
)May & Trigiano, 1991.(   در گيـاهQuercus rubra L. 

تر از شـرايط  مـؤثر  رويشـي زايـي جنـين شرايط تـاريكي بـراي   
. اثر نور بر (Vengadesan et al., 2009) روشنايي بوده است

 Dentranthema گيـاه  سـوماتيكي در بـرگ  يـي زاجنينروي 

grandiflora در شرايط تاريكي ييزاجنينه است كه دادنشان 
نـوري   شـرايط بـه ها ريزنمونه كهزماني، اما افتدميمداوم اتفاق 

 & May( يابدميكاهش  شدتبه ييزاجنين ،شوندميمنتقل 

Trigiano, 1991( در  شـده توليـد رويشي  هايجنين. فراواني
از شــرايط نــوري اســت  تــربــيش مراتــببــهشــرايط تــاريكي 

)Angoshtari et al., 2009.( در شـرايط   رويشـي زايـي جنين
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 افتـد مـي  ي نسبت به روشنايي اتفـاق تربيشتاريكي با سرعت 
)Mozsar & Viczian, 1996    تـاريكي يكـي از فاكتورهـاي .(

است. اثر اين فاكتور بـر روي   رويشيزاييجنيندر  مؤثرمهم و 
گرفتــه و نتــايج مفيــدي قــرار بررســيمــوردبعضــي از گياهــان 

 در گياه نخـود قـبلاً   رويشيزاييجنينشده است. اگرچه حاصل
شـده اسـت، امـا اثـر تـاريكي      ن مختلفي مطالعـه اتوسط محقق

گرفته است. نمطالعه قرار مورد چندان مؤثريك فاكتور  عنوانبه
اثر دوره نوري شده است ضمن بررسي لذا در اين تحقيق سعي

نـوع،   فاكتورهـايي ماننـد  در گيـاه نخـود،    رويشيزاييجنينبر 
رشـد، ژنوتيـپ و انـدام نيـز      هـاي نندهكتنظيمغلظت و نسبت 

  مورد مطالعه قرار گيرد. ييزاجنيندر مؤثريك عامل  عنوانبه
 

  هامواد و روش
هـاي هيپوكوتيـل،   براي انجـام ايـن تحقيـق از ريزنمونـه    

ي جوان حاصل از كشت بذور دو رقم نخود هابرگكوتيل و اپي
اري از نمونـه ع ـ استفاده شد. براي تهيـه ريـز   "كاكا"و "پيروز"

پـس از ضـدعفوني سـطحي بـر روي      نيـاز مـورد آلودگي، بذور 
داده قـرار  رشـد كننـده تنظـيم فاقـد   MS ½كشت پايـه  محيط

ثانيـه در  60 مـدت بـه كردن بذر ابتدا بذور شدند. براي استريل
 مـدت بـه شـدند. پـس از آن    دادهدرصـد قـرار  96اتيليـك  الكل
ضـدعفوني  فعـال  درصـد كلـر  2سـديم  دقيقه در هيپوكلريد15

 مـدت بـه استريل و هر بـار   مقطرآببار در سپس سه .گرديدند
شــدند. بــذور  هــا روي شــيكر شستشــو دادهدقيقــه بــذرپــنج
روز چهـار   تا سهكشت بعد از گذشت شده روي محيطدادهقرار

ي هـا بـرگ كوتيـل و  هاي هيپوكوتيل، اپينمونهجوانه زدند. ريز
تـر تقسـيم و روي   چـك قطعـات كو از بذور بـه  شدهتوليدجوان 
 هـاي كننـده تنظـيم سـاكارز و   درصد4حاوي  MSكشتمحيط

(از  پيكلــورامو  TDZو  D ،NAA-2,4رشــد مختلــف شــامل 
  شدند.  دادهقرار زاجنينكالوسمرك آلمان) جهت القاي  شركت

ليتـري و كشـت   ميلي100اييشهشكشت بذور در ظروف
ــري  ــه در پت ــشريزنمون ــك دي ــاي ي  ــه ــرف اس ــار مص تريل ب

  انجام گرفت. مترسانتي10×10
 NAAو  D-2,4 تيمار شامل16 كرويبراي توليد جنين 

و  TDZ گرم در ليتر وميلي5و  4، 3، 2 هايغلظتهركدام در 
ر گـرم د ميلي5/2و  2، 5/1، 1 هايغلظتهر كدام در  پيكلورام

ساعت روشنايي و 16( ليتر در شرايط تاريكي مداوم و روشنايي
مـورد   گـراد سـانتي درجـه   25±1ريكي) و در دماي ساعت تا8

 سـه  يـي زاجنـين استفاده قرار گرفتنـد. بـراي توسـعه مراحـل     
گرم در ليتر زآتين؛ ميلي1حاوي  MS ½تركيب مختلف شامل 

MS  ليتر ر گرم دميلي5/0حاويBA  +5/0گرم در ليتـر  ميلي
2,4-D  وMS  ليترر گرم دميلي5/0حاوي BA+1گرم در ميلي

 استفاده قرار گرفتند.مورد D-2,4يتر ل
، فراواني ييزاجنين، زاييكالوسمطالعه شامل صفات مورد

(تعداد جنين در هر ريزنمونه)  ايلپهكروي، قلبي و  هايجنين
در هـر نـوع ريزنمونـه بودنـد.      يافتـه نمـو  هـاي جنـين و درصد 
ريزنمونه بـه هـر   تكرار انجام و هشتدر سه ييزاجنينآزمايش 

داده شـد. در آزمـايش نمـو جنـين     حد آزمايشـي اختصـاص  وا
ريزنمونه به هر واحد آزمايشي اختصاص يافت. تكرار و ششسه

 ver. 9.1 SASافـزار اسـتفاده از نـرم  تجزيه و تحليل آماري بـا 
 Excel 2007 افزارصورت گرفت. جهت ترسيم نمودارها از نرم

ــانگين   ــه مي ــد. مقايس ــتفاده ش ــا اس ــا ب ــتفاده از آه ــون اس زم
توجه به  و يا با درصديكي دانكن، در سطح احتمال ادامنهچند

 انجام شد. (Error Bar) هاداده انحراف از ميانگين
  

 نتايج و بحث

در شرايط نـور و   زاييكالوسبر  كنندهتنظيماثر نوع و غلظت 
  تاريكي
كوتيل و هيپوكوتيل دو رقم نخود هاي برگ، اپينمونهريز

ــروز" ــا"و  "پي ــه "كاك ــورب ــد  منظ ــالوستولي ــينك روي  زاجن
 ،پيكلـورام رشـد   هـاي كننـده تنظـيم حـاوي   MS كشتمحيط
TDZ ،NAA  2,4و-D  ــتدر ــايغلظـ مختلـــف كشـــت  هـ

 ي كشـت هـا محـيط نمونـه فقـط روي   نوع ريزگرديدند. هر سه
و  4، 3، 2 هــايغلظــتهــر كــدام در  D-2,4و  NAA حــاوي

). گياهان از 1(جدول گرم در ليتر توليد كالوس نمودند ميلي5
) بـراي القـاي كـالوس بـا     حرارتدرجهنظر نياز فيزيكي (نور و 

بعضـي از گياهـان در نـور و     كـه طـوري بـه  ،ندامتفاوت يكديگر
 Suhasini( كنندميي توليد تربيشكالوس  ،بعضي در تاريكي

et al., 1994ًبه ساختار ژنتيكي گيـاه بسـتگي    ) و اين احتمالا
 دارد. 

تـاريكي   هاي هر دو رقم پيروز و كاكـا در تيمـار  ريزنمونه
تحـت   شـده توليـد  هـاي كالوسي توليد كردند. تربيشكالوس 

 مورفولوژيـك  هـاي تفـاوت شرايط مختلف محيطي داراي  تأثير
رنـگ   ,Mozsar & Viczian) 1996( بودند. در راستاي نتايج

رنـگ، فشـرده و   در شرايط تاريكي كـرم  شدهتوليد هايكالوس
در شـرايط روشـنايي بودنـد.     شـده توليـد  هـاي كالوساز  رتنرم

 رنگ بودند.شده در تيمار روشنايي شيريايجاد هايكالوس
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  مختلف نخود تحت شرايط نور و تاريكي هاياندامدر زاييكالوسوضعيت  - 1جدول 
Table 1. Status of callogenesis in different organs of chickpea under light and darkness conditions 

  كالوس زايي*
Callogenesis* 

  غلظت
Concentration (mg/l)  

  رشدكنندهتنظيم
Growth 

regulators  
  روشنايي
Light  

  تاريكي
Darkness 

    

 محور رو لپه

Epicotyl  
 محور زير لپه

Hypocotyl 
 برگ

Leaf 
 محور رو لپه

Epicotyl 
 محور زير لپه

Hypocotyl 
 برگ

Leaf  
    

- - - - - - 0.0 

NAA 

- - - - - - 2.0 

+ + + + + + 3.0  
+ + + + + + 4.0  
+ + + + + + 5.0  
- - - - - - 0.0  

2,4-D  
++ ++++2.0 

+ + + + + + 3.0  
+ + + + + + 4.0  
+ + + + + + 5.0  
-  -  -  -  -  -  0.0  

TDZ  
- - - - - - 1.0 
-  -  -  -  -  -  1.5  
-  -  -  -  -  -  2.0  
-  -  -  -  -  -  2.5  
-  -  -  -  -  -  0.0  

Picloram  
- - - - - - 1.0 
-  -  -  -  -  -  1.5  
-  -  -  -  -  -  2.0  
-  -  -  -  -  -  2.5  

 (-) Callus induction (+), No callus induction :*                                              )-عدم توليد كالوس( توليد كالوس(+)،*: 

  
در شـرايط روشـنايي و    سـوماتيكي زاييجنيناثر ژنوتيپ بر 

  تاريكي
 تـأثير كه هر دو رقم كاكـا و پيـروز تحـت     دادنشاننتايج 

2,4-D  1ند (شـكل دنمو زاجنينوسكالتوليدa  وb لحـاظ  ). بـه
روز و رقـم پيـروز   30 از ، رقم كاكـا بعـد  ييزاجنينزمان شروع 

 هــايجنــينتعــداد شــدند. ميــانگين  زاجنــينروز 35پــس از 
ــروي ــكلك ــي    ش ــاوت معن ــم تف ــر دو رق ) p>01/0( داريه
 سـوماتيكي زايـي جنـين كـه   دادنشـان ند. اين نتيجـه  دادنشان

امـر زمـاني   . اهميـت ايـن  باشـد ميژنوتيپ  ثيرتأتحت  شدتبه
گردد كه براي انتقال ژن نياز به ژنـوتيپي باشـد كـه    آشكار مي

تـا امكـان    ،را از خود نشـان دهـد   ييزاجنينين ميزان تربيش
بـا   يـي زاجنـين تري صورت گيرد. ميزان مؤثرانتقال ژن به نحو 

رشد رابطه معكوسـي داشـت،    هايكنندهتنظيمافزايش غلظت 
ــه ــا افــزايش غلظــت   كــهطــوريب از  D-2,4در هــر دو رقــم ب

شـرايط  هـر دو  در ليتـر در   گـرم ميلـي 5گرم در ليتر به ميلي2
 1كاهش پيدا كرد (شكل ييزاجنينتاريكي و روشنايي فراواني 

aوb1994( هـاي نتيجه با آزمايش) كه اين( Suhasini et al, 

دو ماري بين آاختلاف D-2,4مطابقت داشت. با افزايش غلظت 
 كـه طـوري به ،يافتكاهش شدهتوليدرقم از نظر فراواني جنين 

در  گـرم ميلي5اختلاف بين دو رقم در شرايط نوري در غلظت 
 ). bو a 1(شكل دار نبودليتر معني

 
در شـرايط   رويشـي زايـي جنينهاي رشد بر كنندهاثر تنظيم

  روشنايي و تاريكي
رشـد   هـاي كنندهتنظيمي كشت حاوي هامحيطاز ميان 

NAA ،TDZ  ،2,4و  پيكلــورام-D آزمــايش قــرار  كــه مــورد
حــاوي  كشــتمحــيطهــا در از ريزنمونــه كــدامهــيچگرفتنــد، 
كــدام در (هــر پيكلــورام و TDZ رشــد هــايكننــدهتنظــيم
در ليتـر) توليـد كـالوس     گرمميلي5/2 و 2، 5/1، 1 هايغلظت

شـي شـدند   نكردند و بدون تشكيل كالوس وارد فـاز رشـد روي  
 D-2,4و  NAAي كشـت  هامحيط). اگرچه در bو  a 2(شكل

توانسـت در   D-2,4امـا فقـط    ،)1كالوس توليد شـد (جـدول   
مختلف هر دو رقم نخود در شرايط نـوري و تـاريكي    هاياندام

 ).2توليد نمايد (جدول شكلكرويجنين رويشي 
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  شرايط تاريكي و روشنايي در D-2,4 مختلف هايغلظت تأثيرتحت  "كاكا"و  "پيروز"ارقام نخود  رويشيزاييجنين -1شكل 

a  ،تاريكي :bروشنايي :  
Fig. 1. Somatic embryogenesis in chickpea cultivars “Piruz” and “Kaka” affected by different concentrations of 2,4-D 

in darkness and light conditions, a: darkness, b: light 
 

2,4-D  زيرا  ،دارد رويشيزاييجنيننقش كليدي در القاء
بـه تـنش    ي مربـوط هـا ژنرشد موجب بيـان  كنندهتنظيماين 
را نيـز تحريـك    يـي زاجنين هايكنندهتحريك، و ساير شودمي
 ,Kitamiya et al, 2000; Quiroz-Figueroa)كنـد  يم ـ

2006). 2,4-D با نفوذ  از طريق فعاليت اكسيني قوي تواندمي
، هـا هورمـون بـر متابوليسـم درونـي سـاير فيتو     گـذاري تأثيرو 

 مستقيم تنظيم كنـد مستقيم يا غير طوربهرا  رويشيزاييجنين
)Quiroz-Figueroa, 2006 .(در  سـوماتيكي زايـي جنين ءالقا

صـورت   هـا اكسـين بهتـر از سـاير    NAAحـاوي   كشتمحيط
عوامـل   عنـوان بـه  هـا اكسين. (Kiran et al., 2010) گيردمي

و ايجاد قطبيت و تقسيم نامساوي در  ييزاجنيناصلي در القاء 
 هايهورمون. (Karkonen, 2001) شوندميشناخته  ها،سلول

 گياهي وظيفه توزيـع مـواد در داخـل گيـاه را برعهـده دارنـد      
)Pintos, 2002 ــي ــد نخ ــكل ري). رش ــهش ــور  زنمون در حض

 دليـل بـه ) 2(شـكل   هاسيتوكنينهاي رشد گروه كنندهتنظيم
شـرايطي  هوايي گياه است. در چنـين  هايبخشانتقال مواد به 

ــه ــاريش ــي ه ــدنم ــته توانن ــد داش ــندرش ــا در ،باش ــل  ام مقاب
 ).(Karkonen, 2001 كنندميهوايي رشد سريعي هاياندام

 
  رويشيزاييجنيننمونه بر اثر نوع ريز

ي داشت. هـر  زاينمونه اثر مستقيمي بر ميزان جنيننوع ريز
كوتيـل و هيپوكوتيـل) در   هـاي جـوان، اپـي   (بـرگ نمونـه  سه ريز
زا نمودند. جنينتوليد كالوس D-2,4حاوي  MSكشت پاية محيط

نمونـه اخـتلاف   ريزهاي آماري مشخص شد كه بين سهدر بررسي
شـكل  هـاي كـروي  ) از لحاظ فراواني جنينp>01/0داري (معني

شـكل  ترين تعـداد جنـين كـروي   وجود دارد. در اين تحقيق بيش ـ
نمونه هيپوكوتيل در رقـم كاكـا در شـرايط تـاريكي     مربوط به ريز

 ترين تعداد جنـين كـروي مربـوط بـه ريزنمونـه     ) و كم3a(شكل
 ).3bكوتيل در رقم پيروز در شرايط روشنايي بود (شكلاپي

 هـاي هورموننتيجه برايند  تواندمي سوماتيكيزاييجنين
هاي رشد باشـد.  كنندهتنظيممحيطي از جمله و عوامل  زادرون

مختلـف در شـرايط    هـاي انـدام در  زادرون هايهورمونغلطت 
 .متفاوت باشد تواندمييكسان 

 

 
  TDZدر ليتر  گرمميليb: 2، پيكلورامدر ليتر  گرمميليa: 2 حاوي MSپاية  كشتمحيطبرگ روي  رشد رويشي ريزنمونه - 2شكل 

Fig. 2. Vegetative growth of leaf explant on MS basal medium containing; a: 2mg/l Picloram; b: 2 mg/l TDZ 
a 
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 در شرايط تاريكي و روشنايي "كاكا"و  "پيروز"مختلف نخود ارقام  هاياندامدر  زاجنينكالوستوليد  - 2جدول 

Table 2. Embryogenic callus induction in different organs of “Piruz” and “Kaka” chickpea cultivars 
in darkness and light conditions  

  *زاجنينكالوس
Embryogenic callus * 

  غلظت
Concentration (mg/l)  

  رشدكنندهتنظيم
Growth regulators  

  روشنايي
Light  

  تاريكي
Darkness 

    
 محور رو لپه

Epicotyl  
 محور زير لپه

Hypocotyl برگ Leaf  رو لپهمحور 

Epicotyl 
 محور زير لپه

Hypocotyl  
  برگ 
 Leaf      

- - - - -  -  2.0  
NAA - - - - -  -  3.0  

- - - - -  -  4.0  
- - - - -  -  5.0  

+++  +++ +++ ++++ ++++  ++++  2.0  
2,4-D  ++ ++ ++ +++ +++  +++  3.0  

+ + + ++ ++  ++  4.0  
+ + + ++ ++  ++  5.0  
- - - - -  -  1.0  

TDZ  - - - - -  -  1.5  
- - - - -  -  2.0  
- - - - -  -  2.5  
- - - - -  -  1.0  

Picloram  - - - - -  -  1.5  
- - - - -  -  2.0  
- - - - -  -  2.5  

 خيلي خوب(++++) )، ناچيز(+)، متوسط (++)، خوب(+++)،-( زاجنينوجود كالوس : عدم*
* No embryogenic callus (-), Rare (+), Medium (++), Good (+++), Very good (++++) 

 

      
كوتيل در دو رقم نخود در شرايط نور و تاريكي روي هاي برگ، هيپوكوتيل و اپيدر ريزنمونه شكلكرويفراواني جنين  - 3شكل

  : رقم پيروزb: رقم كاكا، a؛ D-2,4حاوي  MS پاية كشتمحيط
Fig. 3. Frequency of produced globular embryo of Leaves, Hypocotyl and Epicotyl explants in two cultivars of 

chickpea under darkness and light in MS basal medium containing 2,4-D; a: Kaka, b: Piruz 
 

دهـي كامـل   سـوماتيكي، بازسـازمان  لازمه القـاي جنـين  
 وضعيت سلول از لحاظ فيزيولوژيكي، متابوليسـمي و بيـان ژن  

كـه بـراي    شـود مـي زده . تخمين(Feher et al., 2002) ستا
ژن مختلـف ضـروري   3500تكميل نمو جنين وجـود بـيش از   

 .(Von Arnoild et al., 2002)است 
  

  مختلف  هاياندامدر  رويشيزاييجنيناثرات تاريكي بر 
هفته 6تا  5در دو تيمار تاريكي و روشنايي بعد از گذشت 

توليد كنند، اما از لحاظ  كروي هايجنين ها توانستندنمونهريز

مختلـف   هـاي انـدام ، بين شدهتوليدرويشي  هايجنينفراواني 
) وجـود داشـت. نتـايج حاصـل از     ≥01/0pداري(تفاوت معنـي 

 كشـت محـيط خـوبي مشـخص كـرد كـه     ها بهمقايسه ميانگين
گــرم در ليتــر در ريزنمونــه ميلــي2بــا غلظــت  D-2,4حــاوي 

را  يـي زاجنـين ين ميزان تربيشط تاريكي، هيپوكوتيل در شراي
ــكل  ــت (ش ــاليدر) c 4داش ــهح ــرين ك ــه   كمت ــوط ب آن مرب

گـرم در ليتـر در   ميلـي 5با غلظـت   D-2,4حاوي  كشتمحيط
) بود. نتـايج  b 4كوتيل در شرايط روشنايي (شكلريزنمونه اپي

رويشـي در   هايجنينكه در هر سه ريزنمونه فراواني  دادنشان
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از شـرايط   بيشـتر هورموني در شرايط تاريكي  يهاغلظتتمام 
هــا در بعضــي از گونــه ).cو  4a  ،b. (شــكلباشــدمــينــوري 
ــن ــط ممك ــداماســت فق ــايان ــاه ه ــد خاصــي از گي در  بتوانن
بهتــري  رويشــيزايــيجنــينفراينــد  مصــنوعي كشــتمحــيط

بافـت يـا انـدام خاصـي از گيـاه در       العمـل عكس باشند.داشته
ــين ــيجن ــد نتيجــ رويشــيزاي و  زادرون هــايهورمــونه برآين
 تواندمي العملعكسهاي رشد خارجي است و اين كنندهتنظيم

 از نظر فيزيولوژيكي بسته به نوع ريزنمونه متفاوت باشد.
  

      

  
  كيمختلف دو رقم نخود پيروز و كاكا در شرايط نوري و تاري هاياندامهاي در ريزنمونه رويشيزاييجنينفراواني  - 4شكل

a ،برگ :b،اپي كوتيل : cهيپوكوتيل : 

Fig .4  . Frequency of produced somatic embryogenesis in explants of different organ in two cultivars of “Piruz” and 
“Kaka” under darkness and light; a: Leaves, b: Epicotyl , c: Hypocoty 

 
ــر ــناي  ه ــرايط روش ــر دو ش ــه در ه ــد ك ــاريكي چن ي و ت

توان گفـت عـدم حضـور نـور     اما مي ،توليد شد زاجنينكالوس
هـاي منفـرد   از سـلول  زاجنينهاي سلولي براي تشكيل خوشه

هـاي سـلولي   تجمـع گـروه   دليـل بـه  تر است كه احتمـالاً مؤثر
علاوه در ه). بDurzan, 2012( در شرايط تاريكي است زاجنين

لازم بـراي تحريـك    هايهورمون ،شرايط تاريكي و دماي ثابت
). ايـن نتـايج بـا    Durzan, 2012( يابـد ميافزايش  ييزاجنين

 Mashayekhi (2000)و  Suhasini et al, (1994مطالعات (
 سويي داشت.هم

  
  هاتوسعه و بلوغ جنين

كـــه  دادنشـــان (ANOVA)نتـــايج تجزيـــه واريـــانس
متنــوعي بــر نمــو و بلــوغ اثــرات ،ي كشــت مختلــفهــامحــيط
دارند. بـراي   ايلپه ةها به مرحلرويشي و رسيدن آن هايجنين

بايـد مراحـل مختلـف     يـي زاجنـين رسيدن به مرحله بـاززايي،  
را طـي كنـد و بـراي     ايلپـه و  شـكل قلبـي ، شكلكرويجنين 

 چنـين همرسيدن به آن نياز به استفاده از تيمارهاي مختلف و 
 ـتمام اين مراحـل   .نياز به دو تا چهار بار واكشت دارد  شـدت هب

، ميـزان نـور، نـوع    pH، كشـت محـيط ژنوتيپ، نوع  تأثيرتحت 
 رشـد قـرار دارنـد    هـاي كننـده تنظـيم نمونه، نوع و غلظـت  ريز

ــكل ــنd-a 5(ش ــي ). در اي ــينبررس ــايجن ــروي ه ــكلك  ش
جديـد انتقـال    ي كشتهامحيطآمده از مرحله قبل به دستهب

 داده شدند تا مراحل مختلف نمو را طي نمايند.
 گـرم در ليتـر  ميلي5/0رشد (هايكنندهتنظيمم غلظت ك

BA +5/0در ليتـر  گـرم ميليD- 2,4    توسـعه جنـين مرحلـه (
 طـور بـه را  ايلپـه و  شـكل قلبـي به جنين مرحلـه   شكلكروي
 يهـاي پروتكل بيشتر). در 4و  3داد (جداول داري افزايشمعني

 رويشـي زايـي جنينكننده كارآمد يك القاء عنوانبهكه اكسين 
كند، توسعه جنين رويشي از طريق كاهش و يا حذف عمل مي

 ,.Khosravi et alآيـد ( مـي  دسـت به كشتمحيطاكسين از 

2007 Gerdakaneh et al., 2009;.( 
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  رشد هايكنندهتنظيمنوع و غلظت  تأثيرتحت  رويشيزاييجنينمراحل  -5شكل

a 2,4 رگرم در ليتميلي2حاوي  كشتمحيط: مرحله كروي در-D؛ :b  گرم در ليتر ميلي5/0حاوي  كشتمحيطدر  شكلقلبيمرحلهBA  +5/0گرمميلي 
 )b( كشتمحيطزايي در : اندامd ؛)b( كشتمحيطشكل) در (جنين تاجي ايلپهمرحله  :c؛ D-2,4در ليتر 

Fig. 5. Status of somatic embryogenesis development using different plant growth regulators 
a: globular stage on medium supplemented with 2 mg/l 2,4-D; b: heart-shaped stage on medium supplemented with 0.5 mg/l 
BA+ 0.5 mg/l 2,4-D; c: torpedo shaped (crown shaped embryonic) in the( b) medium, d: organogenesis in the (b) medium 

 

رويشي ييزاجنينشده است كه در طول اين پيشنهادبنابر
نمونه در معرض سطوح بالاي اكسـين  گرفتن مستمر ريزاز قرار

 & Jimenez & Thomas, 2005; Tokuji)جلوگيري شود 

Kuriyama, 2003)ــايج ايـــن ــر مثبـــت  ،تحقيـــق. نتـ اثـ
بر توسعه جنـين نخـود    D-2,4همراه با  BA رشدكنندهتنظيم

هـــا كـــه ســـيتوكينينمـــواردي تـــربـــيشدر  .دادنشـــانرا 
عمل همـراه بـا اكسـين    ، اينكنندميرا القاء  رويشيزاييجنين
حال، در برخي از مـوارد،  اينبا. (Gaj, 2004)گرفته است انجام

منبـــع اصـــلي  عنـــوانبـــههـــا كـــردن ســـيتوكينيناضـــافه
 رشد براي ايجـاد جنـين رويشـي كـافي اسـت     هايكنندهتنظيم

.(Iantcheva et al., 1999)  در  گـرم ميلـي 5/0نمـودن  اضـافه
 كشـت محيطبه  D-2,4در ليتر گرمميلي5/0همراه با  BAليتر 

 هـاي جنـين رشـد فراوانـي   هايكنندهتنظيمدر مقايسه با ساير 
ــه   ــي مرحلـ ــيرويشـ ــكلقلبـ ــهو  شـ ــهرا  ايلپـ ــوربـ  طـ

). در بسـياري  4و  3افزايش داد (جداول  )p>01/0داري(معني
گونـه داراي ظرفيـت   هاي درون يكگياهي ژنوتيپهاي از گونه
 ميـزان بهها ممكن است متنوعي هستند. اين تفاوت ييزاجنين
ــا ــيزاجنــيني فاكتورهــاي كليــدي در مســير يتوان ــاط  ي ارتب

 ,.Karami et al., 2006; Karimi et al( باشــدداشــته

هــاي كننــدهالقــاء عنــوانبــهرشــد هــايكننــدهتنظــيم ).2008
 يـي زاجنـين و بـراي حصـول    كننـد مـي عمل  رويشيزاييجنين

 ءتـرين نقـش را ايفـا   رشد مهم هايكنندهتنظيممطلوب، تركيب 
. در چندين سيستم كشت از جملـه محورهـاي جنـين    كنندمي

، گياهچــه بــادام زمينــي  (Fernendez et al., 2000)گــردو

(Victor et al., 1999)  زيگــوتي آفتــابگردان  هــايجنــينو
(Thomas et al., 2004) ــدام ــا مســير ان ــي شاخســاره ي زاي

رشـد  هـاي كننـده تنظـيم ، تنها از طريق تغيير رويشيزاييجنين
كند. ايـن اخـتلاف در سـاير گياهـان نيـز      تغيير مي كشتمحيط

 ;Mashayekhi, 2000)شده است توسط ديگر محققان گزارش
Saelim et al., 2006; Ali et al., 2007; Zare et al., 

2010). 
هـا در ارقـام مختلـف    ميزان توسعه جنين ،در اين تحقيق

ــتلاف     ــاري اخــ ــر آمــ ــود و از نظــ ــاوت بــ ــود متفــ نخــ
 3ها مشاهده گرديد (جـداول  در بين آن )p>01/0داري(معني

و نـوع   كشـت محـيط متقابل رقم با ). مقايسه ميانگين اثرات4و
 شكلقلبيريزنمونه حاكي از آن است كه درصد تشكيل جنين 

پايـة   كشـت محـيط در بين دو رقم و سه ريزنمونـه در   ايلپهو 
MS  رشــد مختلــف، تفــاوت   هــايكننــدهتنظــيمحــاوي
نمونـه بـرگ در   ريـز . شـود ميديده) p<01/0( ايملاحظهقابل

ين درصـد  تـر بـيش مطالعـه  هاي موردمقايسه با ساير ريزنمونه
 در ايلپـه و  شـكل قلبـي بـه مراحـل    شكلكرويتبديل جنين 

رشـد را داشـت و بـا اخـتلاف     هايكنندهتنظيمسطوح مختلف 
هيپوكوتيـل در   .در رتبه اول قرار گرفت )p<01/0(داري معني

داد خـود اختصـاص  ترين رتبه را بهكوتيل پايينرتبه دوم و اپي
 هـاي تفاوت ،نوع بافت رويشيزاييجنينبراي  .)4و  3(جداول 

ــل ــهقاب ــز ملاحظ ــان ري ــهاي مي ــخ نمون ــاي پاس ــده و ه دهن
دهنـده مشـاركت   كنـد. ايـن نشـان   دهنده ايجـاد مـي  غيرپاسخ
اسـت   زايـي جنـين ي گياهي در توانمندي زادرون هايهورمون

)(Jimenez & Thomas, 2005. 
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 در گياه نخود شكلقلبيبر روي درصد تبديل جنين كروي به  كشتمحيط اثرات متقابل رقم با نوع ريزنمونه و -3جدول

Table 3. The effect of cultivar, explant and medium interaction on percentage of globular embryo conversion to heart-
shaped embryo 

 شكلقلبيدرصد تبديل جنين كروي به جنين 
Percentage of globular embryo conversion to heart-shaped embryo  

 نوع محيطكشت*
 محور زير لپه
Hypocotyl  

 لپه محور رو
Epicotyl  

 برگ
Leaf 

Medium* 

   
 رقم كاكا

Kaka cultivar 
32.71cd  22.62efgh 40.00b A 
43.56b 32.29cd 58.41a B 
26.00ef 19.30ghij 33.25c C 

   
 رقم پيروز

Piruz cultivar
21.64efghi 15.37jkl 29.30de A 

16.59ijk 25.00efg 41.73b B 
3.81m 8.28m 23.36efg C 

:* .A كشتمحيط½ MS  در ليتر زآتين،  گرمميلي1حاويB .كشتمحيط MS  ليترر د گرمميلي5/0حاوي BA  +5/02,4در ليتر گرمميلي-D ،C .كشتمحيطMS  حاوي
 D-2,4در ليتر گرمميليBA  +1ليتر ر د گرمميلي5/0

*: A. ½ MS medium supplemented with 1 mg/l Zeatin, B. MS medium supplemented with BA 0.5 mg/l + 0.5 mg/l 2,4-D, C. MS medium 
supplemented with 0.5 mg/l BA + 1 mg/l 2,4-D 

 
  در گياه نخود ايلپهبه جنين  شكلقلبيبر روي درصد تبديل جنين  كشتمحيطاثرات متقابل رقم با نوع ريزنمونه و  - 4جدول 

Table 4. The effect of cultivar, explant and medium interaction on percentage of heart-shaped embryo conversion to 
cotyledon embryo in chickpea 

ايلپهبه جنين  شكلقلبيدرصد تبديل جنين     

Percentage of heart-shaped embryo conversion to cotyledonary نوع محيطكشت* 
Medium* محور زير لپه 

Hypocotyl  
 لپهمحور رو 

 Epicotyl 
 برگ

 Leaf 
   

 رقم كاكا
Kaka cultivar 

20.00cde 10.30hi 30.30b A 
31.00b 22.60cd 36.63a B 
7.30ijk  3.30lmno 17.30efg C 

   
 رقم پيروز

Piruz cultivar
8.65hij 6.34jkl 19.00cdef A 

5.00jklm 2.60lmno 22.65cd B 
1.32mnop 4.00klmn 11.36h C 

:*.A كشتيطمح ½ MS  در ليتر  گرمميلي1زآتين  رشدكنندهتنظيمحاويB .كشتمحيط MS  رشدكنندهتنظيمحاوي BA 5/02,4ليتر و ر د گرمميلي-D 5/0در ليتر  گرمميلي
C .كشتمحيط MS  رشدكنندهتنظيمحاوي BA 5/02,4 ليتر ور د گرمميلي-D1در ليتر گرمميلي 

*: A. ½ MS medium supplemented with 1 mg/l Zeatin, B. MS medium supplemented with BA 0.5 mg/l + 0.5 mg/l 2,4-D, C. MS medium 

supplemented with0.5 mg/l BA + 1 mg/l 2,4-D 

 
در مراحـل اوليـه توسـط     سوماتيكيزاييجنينكه از آنجا

 رسـد يمنظر به ،گردديمكنترل اكسين اكسين خارجي يا آنتي
هـاي  ري از توزيع قطبـي اكسـين داخلـي در خوشـه    كه جلوگي
ممانعــت اكســين خــارجي، از تشــكيل جنــين  توســطســلولي 

   ).(Karkonen, 2001كند يم
  
  شدههاي باززاييسازي گياهچهمقاوم

كوتيلدوني پس از  هايجنينآمده از دستبههاي گياهچه
) و به سيني كاشت حـاوي   6a جدا (شكل كشتمحيطرشد از 

شـدند و ايـن   انتقـال داده  1:1كوكوپيـت بـه نسـبت     پرلايت و
ــه ــا گياهچ ــهه ــدتب ــاي   دو م ــد در دم ــك رش ــه در اتاق هفت

لوكس و فتوپريـود  2000گراد، با شدت نور درجه سانتي1±20
داري شدند. درصد نگه90نسبي ساعت روشنايي، در رطوبت16

تـا   70 هـا گياهچـه  مانـدن مطالعـه درصـد زنـده   در ارقام مورد
هـا  صورت طبيعي رشد نمودند. بقيه گياهچهصد بود و بهدر80

 شده و از بين رفتند.پژمرده
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  گياهچه باززايي شده از جنين رويشي در گياه نخود -6شكل 

a كوتيلدوني؛  هايجنينآمده از دستبه: گياهچهbمحيطي بيرون شرايطبهشده : گياهچه آدابته 
Fig. 6. Regenerated plant from somatic embryo in chickpea 

a: Regenerated plant from cotyledon embryo; b: Adaptation plant to environmental conditions  
 

  ها به گلخانهانتقال گياهچه
هاي كوچك پلاستيكي شده به گلدانهاي آدابتهگياهچه 
 1:1باغچـه و ماسـه اسـتريل بـه نسـبت      رنگ حاوي خاكسياه

داري درصـد نگـه  80تـا   75نسبي در گلخانه با رطوبت انتقال و
دادن سـريع رطوبـت، سـطح    شدند و براي جلوگيري از دسـت 

شد و بعد از دو هفتـه  اتيلن شفاف پوشاندهگياهان با كيسه پلي
نسبي گلخانه تـا  رطوبت چنينهمشد. گوشه بالايي كيسه بريده

محيطـي   شـرايط بـه تـدريج  يافت تا گياهان بهدرصد كاهش60
ها زنده درصد گياهچه60 بيرون آدابته شوند. پس از چهار هفته

ايـن  بنـابر  ).6b(شـكل  صورت طبيعي رشد نمودنـد ماندند و به
جنـين رويشـي بـه فاكتورهـاي      يگرفت كه القاتوان نتيجهمي

رشـد  هايكنندهتنظيممختلفي نظير رقم، نوع، غلظت و نسبت 
رويشـي بسـته    هايجنيني و نوع ريزنمونه بستگي دارد. فراوان

هـــا و نـــوع ژنوتيـــپ متفـــاوت اســـت. بـــه نـــوع ريزنمونـــه
 در شرايط تاريكي بهتر از شرايط نوري اتفاق رويشيزاييجنين

لحاظ توسعه جنين رويشي . رقم كاكا نسبت به پيروز بهافتدمي
بافت يا انـدام خاصـي از گيـاه در     العملعكستوانمندتر است. 

ــين ــيجن ــد  نتيجــه رويشــيزاي ــونبرآين و  زادرون هــايهورم
 تواندمي العملعكسرشد خارجي است و اين هايكنندهتنظيم

 از نظر فيزيولوژيكي بسته به نوع ريزنمونه متفاوت باشد.
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Introduction 
Somatic embryogenesis is an efficient platform for the generation of transgenic plants 

and synthetic seeds (Kiran et al., 2005). Somatic embryo’s growth and development were 
influenced by different factors, including photoperiod, genotype as well as acidity, plant 
growth regulators (PGRs) and nutrient content of tissue culture media (May & Trigiano, 
1991). Darkness is one of the important and vital affecting variables on somatic 
embryogenesis (Angoshtari et al., 2009). In some studies, positive effects of darkness on  
some plant species have been reported. This study was carried out to investigate the 
potential of somatic embryogenesis from leaf, hypocotyl and epicotyl explants of two 
chickpea cultivars (Piruz and Kaka) on basal Murashige and Skoog (MS) medium in 
darkness and light conditions. 

 
Materials and Methods 

In this study, hypocotyl, epicotyl and young leaf segments of two chickpea cultivars 
“Piruz” and “Kaka” were used as explant. Surface sterilization was performed by soaking 
chickpea seeds in 96% ethanol solution for 60 Seconds and immediate immersion in 2% 
sodium hypochlorite solution for 15 minutes. Following rinsing three times in sterile 
double-distilled water, the seeds were aseptically cultured on free-PGRs ½ MS medium 
(Murashige & Skoog, 1962). After 3-4 days, explants were excised from germinated 
seedlings and implanted on MS medium supplemented with different concentration of 
2,4-D and NAA (2, 3, 4 and 5 mg/l) as well as different levels of TDZ and Picloram (1, 
1.5, 2 and 2.5 mg/l) to the initiation of embryogenic callus. To produce globular embryos, 
16 hormonal treatments were then incubated at 25±1 ºC under continuous darkness and 
photoperiod (16-h light and 8-h darkness) at a light intensity of 36 µmol m–2 s–1. In order 
to develop the embryogenesis, another three treatments were used under similar condition. 
For embryonic callus induction the following characteristics were studied: embryogenesis 
frequency, the frequency of globular, heart shape and cotyledonary embryos. Regenerated 
plantlets from mature embryos were washed thoroughly with sterile water and then 
transplanted to plug tray and fertilized with Hogland solution two times per week. Plants 
were transferred to the pot and kept under greenhouse condition. Plants were finally 
transferred to open-field condition. This study was conducted as the factorial design based 
on completely a randomized design with five replicate (jar) and four shoots per each jar. 
The collected data were analyzed by SAS ver. 9.1 software. Mean comparisons were 
carried out by Duncan test at the 1% level of significancy. 

 
Results and Discussion 

The results showed that auxins were more effective than cytokinins in terms of callus 
induction. The highest frequency of embryogenesis was achieved with hypocotyl explants 
in 2 mg/l 2,4-D in Kaka cultivar under constant darkness. For the development of 
embryos, callus with globular embryo were transferred to MS medium supplemented with 
different PGRs. The frequency of embryogenesis was higher in dark condition than that of 
in the light condition. During callogenesis, plant species require different physical (light 
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and temperature) conditions e.g. some plant produces more callus in darkness while in the 
other species, callus induction and proliferation took place in a normal photoperiod 
(Suhasini et al., 1994). It probably depends on the genetic structure of the plant. The 
highest percentage of globular embryo development of the heart shape embryo and then to 
cotyledonary embryo was obtained from Kaka leaf explants growing on medium 
supplemented with 0.5 mg/l BA + 0.5 mg/l of 2,4-D. 2mg/l of 2,4-D in both dark and light 
conditions was induced the highest rate of embryogenesis. For the initiation of 
embryogenesis, 2, 4-D play an undeniable role because of this synthetic auxin can lead to 
overexpression of different genes during stress as well as genes involved in initiation of 
somatic embryogenesis (Kitamiya et al., 2000; Quiroz-Figueroa, 2006). 2,4-D by its 
strong auxin activity, can influence metabolism of other phytohormones which in turn 
affect somatic embryogenesis directly or indirectly (Quiroz-Figueroa, 2006). A 
prerequisite to induce somatic embryo is a reorganization of cell physiology, metabolism 
and gene expression (Fehret et al., 2002). In this study, with increasing concentrations of 
the 2,4-D, embryogenesis was reduced. Additionally increasing of 2,4-D concentration 
could reduce frequency of embryogenesis. 

 
Conclusion 

Somatic embryo induction depends on various factors including cultivar, type, 
concentration and combination of PGRs as well as explant type. By comparison to the 
light condition, darkness is in favor of somatic embryo biogenesis. Between two cultivars, 
Kaka showed better ability in formation of somatic embryos. Response of a plant tissue or 
specific organ in somatic embryogenesis process is the outcome of endogenous hormones 
and exogenous growth regulators, and this response can be physiologically varied 
depending on the type of explant. 
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