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Investigation of the Effect of Centrifugation and Electrical 
Shock Pretreatments on the Androgenesis Efficiency in 
Chickpea (Cicer arientinum L.) Anther Culture
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embryo axes [5] Heterosis in crop mutant crosses and production of high yielding lines 
using doubled haploid systems [6] An introduction to plant tissue culture. Kolkata: New 
Central Book LTD; 1995 [7] In vitro haploid production in higher plants, volume 4: Cereals 
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in anther cultures of pea [13] Anther culture for haploid and doubled haploid production 
[14] Stresses applied for the re-programming of plant microspores towards in vitro 
embryogenesis [15] Abiotic stress enhances androgenesis from isolated microspores of 
some legume species (Fabaceae) [16] The effect of centrifugal treatment on the emergence 
of plantlet from cultured anther of tobacco [17] Androgenic stimulating factors in the 
anther and isolated pollen grain culture of datura innoxia mill [18] Androgenesis in 
chickpea: Anther culture and expressed sequence tags derived annotation [19] Production 
and conversion of haploid embryos in chickpea (Cicer arietinum L.) anther cultures using 
high 2,4-D and silver nitrate containing media [20] pea guide (Planting, growing, harvesting) 
[21] Chromosome techniques: Theory and practice [22] Electro-enhancement of division of 
plant protoplast-derived cells [23] Electroporation-mediated improvement of plant 
regeneration from colt cherry (Prunus avium × pseudocerasus) protoplasts [24] 
Electroporation modulates the embryogenic responses of asparagus (Asparagus officinalis 
L.) microspores [25] In vitro haploid production in higher plants: Volume 5 - oil, ornamental 
and miscellaneous plants

The production of double haploid plants can be used as an effective method for plant breeding. 
In this research, in order to produce chickpea haploid plants, 1mm-long anthers of Bivanij 
cultivar containing the microspores at uni-nucleate stage were isolated from suitable buds 
(3mm in length) and exposed to different centrifuge (150g, 300g and 600g each for 3, 6 and 
10 minutes) and electrical shock pretreatments (0, 100, 150 and 200V) in the 2ml microtubes 
containing 1.5ml of RM-IK medium. The treated anthers were then cultured in an EDM culture 
medium containing 10mg/l 2, 4-D and 10mg/l silver nitrate to induce callus and embryos. 
Results showed significant differences between different levels of centrifugation, different 
levels of electric shock and their interactions for the studied traits. The highest percentage of 
embryogenesis was observed in centrifuge pretreatments of 150g for 6 minutes, 300g for 3 
minutes, 150g for 3 minutes in combination with 150V electrical shock, 300g for 6 and 10 
minutes and combination of 150g centrifuge pretreatment for 3 minutes with electric shock 
of 200V, while the highest percentage of plant regeneration was obtained from centrifuge 
pretreatment of 300g for 6 minutes and also the combination of centrifuge pretreatment of 
150g for 3 minutes with electric shock of 150V.
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  چکيده
 گیاهان اصلاح در کارآمد روشی عنوانبه تواندهاپلویید مضاعف می تولید گیاهان

منظور تولید گیاهان هاپلویید نخود، مورد استفاده قرار گیرد. در این تحقیق به
متر و حاوی میکروسپورهای مرحله میلیهای رقم بیونیج به طول یکبساک
های متری جداشده و درون میکروتیوبمیلی۳های ای، از غنچههستهتک
یمارهای تدر معرض پیش RM-IKلیتر محیط میلی۵/۱لیتری حاوی میلی۲

دقیقه) و ۱۰و  ۶، ۳مدت هر کدام به g۶۰۰و  g۱۵۰ ،g۳۰۰مختلف سانتریفیوژ (
های تیمارشده در ولت) قرار گرفتند. بساک۲۰۰و  ۱۵۰، ۱۰۰شوک الکتریکی (صفر، 

گرم در لیتر میلی۱۰گرم در لیتر توفوردی و میلی۱۰حاوی  EDMمحیط کشت 
آمده، دستکشت شدند. نتایج بهمنظور القای کالوس و رویان نقره بهنیترات

داری را بین سطوح مختلف سانتریفیوژ، سطوح مختلف اختلاف آماری معنی
شوک الکتریکی و اثرات متقابل آنها از نظر صفات مورد مطالعه نشان داد. 

دقیقه و ۶ مدتبه g۱۵۰تیمارهای سانتریفیوژ زایی در پیشبیشترین درصد رویان g۳۰۰ تیمار سانتریفیوژ ب پیشدقیقه، ترکی۳مدت بهg۱۵۰ دقیقه با ۳مدت به
دقیقه، ۶مدت به g۳۰۰تیمار سانتریفیوژ ولت، پیش۱۵۰شوک الکتریکی 

مشاهده شد در حالی که بیشترین  ۲۰۰دقیقه و شوک الکتریکی ۳مدت به g۱۵۰ تیمار سانتریفیوژدقیقه و ترکیب پیش۱۰مدت به g۳۰۰ تیمار سانتریفیوژپیش
دقیقه و ۶مدت به g۳۰۰تیمارهای سانتریفیوژ گیاهچه از پیش درصد باززایی

دقیقه با شوک الکتریکی ۳ مدتبه g۱۵۰ سانتریفیوژ تیمارپیش همچنین ترکیب
  ولت به دست آمد.۱۵۰

  کشت بساک، نخود ،یکیشوک الکتر وژ،یفیسانتر ،ییزاانیرو ها:کلیدواژه
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  مقدمه
ترین حبوبات خوراکی است، یکی از مهم (.Cicer arietinum L)پس از غلات، حبوبات دومین منبع مهم غذایی بشر هستند. نخود 

و زیرخانواده  (Fabaceae)این گیاه متعلق به خانواده بقولات 
 محصول دومین نخود .[1]است (Papilionoideae)آسایان پروانه

از  بیش سطحی با جهان كشور ۴۸ در كه است جهانی از حبوبات
  .[2]شودمی كشت تنمیلیون۱۲ از بیش تولیدی و هكتارمیلیون۱۲

های قارچی و نخود هر ساله متحمل خسارات زیادی توسط بیماری
و کرم  )آسكوكيتا از ناشی بلايت( آفات نباتی مانند برقزدگی

های وحشی زیادی است شود. اگرچه نخود دارای گونهخوار میپیله
که دارای صفات مطلوبی هستند، اما تلاقی آنها با گونه زراعی 

آمیز نبوده است. از های مرسوم اصلاح نباتات موفقیتتوسط روش
های سنتی اصلاح نباتات برای تولید طرفی استفاده از روش

. برای [3]گیر استگیری بسیار وقتدورگه های جدید بعد ازواریته
های جدید مانند مهندسی همین امروزه نیاز به استفاده از تکنیک

های ایجادکننده مقاومت به آفات و ژنتیک، برای انتقال ژن
های های خالص از طریق روشو تولید لاین [4]هابیماری
گیاه ای اصلاحی این منظور استفاده در پروژهای بهشیشهدرون

  شود.احساس می
های گیاهان هاپلوئید گیاهانی هستند که تعداد کروموزوم

ها در شان در مرحله اسپروفیتی برابر با تعداد کروموزومهایسلول
 گیاهان هاپلوئید و هاپلوئید مضاعف مرحله گامتوفیتی باشد. تولید

  .[5]است هموزیگوت گیاهان تولید برای هاراه ترینسریع از یکی
هایی سریع برای های کشت بساک و میکروسپور، روشروش

ها، این دستیابی به گیاهان هاپلوئید هستند. کاربرد این روش
های خالص هموزیگوس طی یک نسل در دهند که لاینامکان را می

های اصلاحی گیاهان را سرعت آزمایشگاه ایجاد شوند و برنامه
توان به ید می. از دیگر کاربردهای گیاهان هاپلوئ[3]بخشند
نمودن محدودیت تولید لاین خالص در گیاهان دوپایه و برطرف

، استفاده در [7]، تسهیل مطالعات موتاسیون[6]خودناسازگار
ها، منظور دستیابی به مونوسومیمطالعات سیتوژنتیکی به

و غیره و استفاده از هاپلوئیدها در  [8]ها و آنیوپلوئیدهاسومینولی
اشاره کرد.  [9]ایگونهبرای تولید هیبریدهای بینامتزاج سوماتیکی 

به هر جهت القای هاپلوئیدی در دانه گرده و باززایی گیاه و تولید 
های کمی از قبیل نخود گیاهان هاپلوئید در خانواده بقولات در گونه

و  [10] (Medicago spp)یونجه  و )L.) Cajanus cajan کفتری
. به هر جهت گیاهان این انجام شده است [12 ,11]نخود فرنگی
ویژه آندروژنز ای بهشیشههای درونشدت در مقابل روشخانواده به

  .[3]سرسخت هستند
عوامل متعددی از قبیل ژنوتیپ گیاه مادری، شرایط فیزیولوژیکی 
گیاه مادری، مرحله رشدونموی دانه گرده، نوع و ترکیب محیط 

تیمار بر کارآیی آندروژنز هی و پیشکننده رشد گیاکشت، نوع تنظیم
  .[13]گذارنداز طریق کشت بساک و میکروسپور اثر می

عنوان یک عامل مهم القاکننده آندروژنز، برای هدایت تیمار بهپیش
میکروسپورها از مسیر گامتوفیت به سمت مسیر اسپروفیت عمل 

ی کند و از توسعه میکروسپورها به سمت دانه گرده بالغ جلوگیرمی
تیمارهای مختلفی از قبیل سرما، دماهای بالا، . پیش[13]کندمی

کننده کمبود نیتروژن یا ساکاروز، مواد شیمیایی تخریب
تیمارهای طور شایع و پیشسین، بهها از قبیل کلشیمیکروتوبول

طور نادر فیزیکی از قبیل سانتریفیوژ و اعمال شوک الکتریکی به
شده در گیاهان مختلف اعمال کشتهای های نر یا بساکروی گل
تیمارهای فیزیکی مانند سانتریفیوژ و کاربردن پیش. به[14]اندشده

های مختلف الکتروپوریشن القای آندروژنز را در کشت بساک گونه
15 ,3]-از قبیل تاتوره، توتون، نخود و نخودفرنگی افزایش داده است 17].  

د، تاثیر عواملی مانند در کشت بساک چهار ژنوتیپ نخو [18]محققین
تیمار سرمایی، سانتریفیوژ و فشار اسمزی و ژنوتیپ، پیش

های رشد روی کارایی آندروژنز را بررسی کردند. در کنندهتنطیم
آزمایش این محققین میکروسپورها نتوانستند از مرحله گامتوفیتی 

ای مشاهده به اسپوروفیتی عبور کنند و تنها ساختارهای چندهسته
ولید گیاهان هاپلوئید نخود از طریق کشت بساک از رقم شد. ت

 [3]توسط محققین Sonaliو رقم استرالیایی  CDC Xenaکانادایی 
تیمارهای فیزیکی از قبیل سانتریفیوژ و با استفاده از برخی پیش

شوک الکتریکی به دست آمده است. همچنین اخیراً محققین دیگر 
نقره در محیط کشت با استفاده از سطوح بالای توفوردی و نیترات

رغم، . علی[19]اندنیز موفق به تولید گیاهان هاپلوئید در نخود گشته
یران تاکنون تحقیق جامعی در مورد تولید گیاهان اهمیت نخود در ا
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های بیوتکنولوژی مثل آندروژنز انجام نشده هاپلوئید از طریق روش
تیمارهای است. در این تحقیق اثر سطوح مختلف اعمال پیش

فیزیکی از قبیل سانتریفیوژ و شوک الکتریکی روی پاسخ 
ررسی قرار های رقم بیونیج نخود نسبت به آندروژنز مورد ببساک
  گیرد.می

  
  هامواد و روش

  های زراعیمواد گیاهی مورد استفاده و مراقبت
در دانشکده کشاورزی دانشگاه  ۱۳۹۴- ۱۳۹۵این آزمایش در سال 
متر از سطح دریا و مختصات عرض ۵/۱۷۴۱بوعلی سینا با ارتفاع 

 ۳۲دقیقه شمالی و طول جغرافیایی  ۵۲درجه و  ۳۴جغرافیایی 
کاررفته در این ه شرقی انجام شد. مواد گیاهی بهدقیق ۴۸درجه و 

آزمایش گیاه نخود رقم بیونیج بود که از گروه نخودهای کابلی بوده 
و از مرکز تحقیقات و آموزش کشاورزی کرمانشاه تهیه شد و در 

مبدا این رقم مزرعه تحقیقاتی دانشگاه بوعلی سینا کشت شد. 
دارای تیپ بوته  كرمانشاه و نواحی اطراف آن است. بیونیج

روز، وزن صد دانه  ١١٠ایستاده، رنگ گل سفید، طول دوره رشد نیمه
بذور گیاهان مادری به فاصله  .[20]گرم و رنگ بذر كرم است٣٦
شده با بافت خاک کلی های آمادهمتری روی پشتهسانتی۱۰ (clay)-  لوم(Loam) های زراعی گیاه کشت شدند. مراقبت

های هرز بود. آبیاری مادری نخود شامل آبیاری و وجین علف
بار به گیاهان داده ) هر دو هفته یک؛ آوان ژل؛ اسپانیاN:P:K; 20:20:20بار صورت گرفت و کود مایع (صورت غرقابی هر هفته یکبه

دسترسی صورت دستی انجام شد. برای های هرز بهشد. وجین علف
های نخود برای کشت بساک، مراحل کشت هر دو مداوم به گل
  بار تکرار شد.هفته یک

  تشخیص مرحله رشدونموی میکروسپورها با روش سیتولوژی
، ۵/۲های مختلف های گل در اندازهبا فرارسیدن فصل گلدهی، غنچه

متری، از گیاهان مادری دوماهه نخود برداشت میلی۴و  ۵/۳، ۳
منظور تعیین مرحله های مربوط به هر غنچه، بهکشدند و بسا

منظور ها جدا شدند. بهرشدونمو میکروسپورها، از داخل غنچه
گرم ها یک روز در محلول رنگ استوکارمن (یکآمیزی، بساکرنگ

)، قرار داده %۴۵اسید گلاسیال سی استیکسی۱۰۰پودر کارمن در 
شده و له ها روی لام آزمایشگاهی. سپس بساک[21]شدند

میکروسپورهای درون آنها زیر میکروسپور مشاهده شدند. آن دسته 
هایی که میکروسپورهای آنها در مرحله های گل و بساکاز غنچه
  ای بود برای انجام آزمایش استفاده شدند.هستهتک

  های کشت القای رویان، بلوغ رویان و باززایی گیاهچهمحیط
های نخود الوس و رویان در بساکمنظور القای کدر این آزمایش به

گرم در لیتر میلی۱۰حاوی  EDM( [3]( رویان یمحیط کشت القااز 
گرم بر لیتر ۴۰گرم در لیتر هورمون توفوردی، میلی۱۰نقره، نیترات

 pH=۸/۵گرم بر لیتر آگار با ۱۲گرم بر لیتر مالتوز و ۴۰ساکاروز، 
، GA)3(گرم در لیتر جیبرلین میلی۵حاوی  [3] (EMM) وغ رویانمحیط کشت بلها از استفاده شد. برای بلوغ رویان

گرم در لیتر میلی۴، (BAP)آمینوپورین گرم در لیتر بنزیلمیلی۵/۰
اسید گرم در لیتر آبسزیکمیلیو یک (IAA)اسید استیکایندول (ABA)  گرم بر لیتر مالتوز و ۴۰روز، گرم بر لیتر ساکا۴۰همراه با
منظور باززایی استفاده شد و به pH=۸/۵با  گرم بر لیتر آگار۱۲

گرم در میلی۱/۰حاوی  [3] (PRM)ها از محیط کشت باززایی رویان
، (NAA)اسید استیکگرم در لیتر نفتالنمیلیBAP ،۰۱/۰لیتر 
گرم بر لیتر آگار با ۷گرم بر لیتر مالتوز و ۳۵گرم بر لیتر ساکاروز، ۳۵
۸/۵=pH کشت با فشار اسمزی  طاستفاده شد. همچنین از محی

گرم در میلیIAA ،۴/۰گرم در لیتر میلی۴حاوی  IK)-(RM [3] بالا
عنوان محیط به pH=۶/۶گرم در لیتر ساکاروز با ۱۲۰لیتر کاینتین و 

  مایع در تیمار سانتریفیوژ و شوک الکتریکی استفاده شد.
  روش کشت بساک

شده و برای های مناسب از گیاه مادری جدا های گل با اندازهغنچه
جلوگیری از مرگ میکروسپورهای داخل بساک، با استفاده از 
فلاکس یخ از گلخانه به آزمایشگاه منتقل شدند. برای ضدعفونی 

 %۵/۲سدیم ها در هیپوکلریتهای نخود، ابتدا غنچهسطحی غنچه
دقیقه ضدعفونی شدند و سپس سه ۵مدت حجمی) به-(حجمی

با آب مقطر استریل و سردشده  دقیقه،۵مدت مرتبه، هر مرتبه به
وشو داده شدند و پس از طی این مراحل، تا زمان کشت، شست
  ها در داخل آب مقطر استریل سرد باقی ماندند.بساک
 ۱۰۰منظور اعمال تیمار سانتریفیوژ، ابتدا در زیر هود لامینار، تعداد به

وسیله پنس و سوزن شده، بههای مناسب ضدعفونیبساک از غنچه
لیتری حاوی با دقت جدا شدند و در داخل میکروتیوب دو میلی

ها سپس قرار گرفتند. این میکروتیوب RM-IKمحیط کشت 
با دورهای مختلف در  C۴°ار در دمای دوسیله سانتریفیوژ یخچالبه

منظور های متفاوت (بسته به نوع تیمار) سانتریفیوژ شدند. بهزمان
اعمال تیمار شوک الکتریکی، الکترود دستگاه الکتروپوریشن 

مدت حجمی) به-(حجمی %۵/۲سدیم وسیله هیپوکلریتبه
دقیقه ضدعفونی شدند و سپس با آب مقطر استریل آبکشی شد. ۵
ها جداسازی شده و در داخل میکروتیوب بساک از غنچه ۱۰۰
قرار گرفتند. الکترود  RM-IKلیتری حاوی محیط کشت میلی۲

ها قرار گرفت و ولتاژهای مختلف دستگاه در داخل این میکروتیوب
  ها اعمال شد.مرتبه پالس روی بساک ۳صورت الکتریکی به

کشت جامد  ها روی محیطپس از اعمال تیمارهای مختلف، بساک EDM  قرار گرفتند و پس از درزگیری با پارافیلم به اتاقک رشد با
شده های کشتو شرایط تاریکی منتقل شدند. بساک C۲۴°دمای 

 ۳۰روز نگهداری شدند. پس از گذشت  ۳۰مدت در شرایط مذکور به
های القاشده شمارش شده و سپس ها و رویانروز تعداد کالوس

 EMMها به محیط کشت منظور بلوغ رویانهزا بهای رویانکالوس
 EMMشده به محیط های منتقلها و رویانمنتقل شدند. کالوس

روز در شرایط تاریکی در  ۲۰مدت ها بهشدن رویاننیز تا زمان بالغ
شده شمارش های بالغنگهداری شدند. سپس رویان C۲۴°دمای 

منظور باززایی منتقل شدند. در این به PRMشده و به محیط کشت 
و  C۲۴°شده در اتاقک رشد با دمای های بالغ کشتمرحله رویان

میکرومول بر متر مربع ۴۰ساعت روشنایی (با شدت نور ۱۶فتوپریود 
نگهداری  %۵۰ساعت تاریکی و همچنین رطوبت ۸در ثانیه) و 
ه مرحله بار تا رسیدن بروز یک ۳۰- ۲۵های بالغ هر شدند. رویان

  واکشت شدند. PRMباززایی گیاه روی محیط کشت 
  شدهها در گیاهان باززاییشمارش کروموزوم

عنوان شاهد گیاهان دیپلوئید مادری بهدر برای مشاهده کروموزوم 
آمیزی با استفاده از شده، از رنگو گیاهان هاپلوئید باززایی

بذور خود  زنیاستوکارمن استفاده شد. نوک ریشه حاصل از جوانه
شده از کشت بساک، ابتدا در دیپلوئید و همچین گیاهان باززایی

ساعت در دمای ۳اسید برای داخل محلول آلفابرومونفتالین استیک
مرتبه با  ۳شدن از محلول فوق، محیط قرار گرفتند و بعد از خارج

مدت ها بهکشی شدند. بعد از طی این مرحله، نمونهآب مقطر آب
و  %۹۶کننده کارنوی شامل الکل لول تثبیتساعت به مح۲۴

حجمی) انتقال یافته و -(حجمی ۱به  ۳اسیداستیک با نسبت 
وشو شدند. مرحله هیدرولیز در مرتبه با آب مقطر شست ۳سپس 

مدت و به C۶۰°نرمال و در دمای محلول اسیدهیدروکلریدریک یک
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های منظور توقف هیدرولیز، نمونهدقیقه صورت گرفت. به۶
دقیقه در آب یخ صفر درجه ۵مدت مرتبه و هر مرتبه به ۳یمارشده ت

ها با کردن نمونهوشو داده شدند. پس از خشکگراد شستسانتی
مدت به %۱آمیزی به محلول استوکارمن کاغذ صافی، برای رنگ

ها همراه ساعت انتقال داده شدند. پس از طی این مرحله، نمونه۲۴
ها زیر له شده و کروموزوم روی لام %۴۵اسید با استیک

  مشاهده شدند. ۴۰نمایی میکروسکوپ نوری با بزرگ
  هانوع تیمارها و آنالیز داده

در این تحقیق اثر دورهای مختلف سانتریفیوژ و ولتاژهای متفاوت 
زایی گامتی در کشت بساک زایی و رویانشوک الکتریکی بر کالوس

فاکتوریل در قالب صورت ژنوتیپ بیونیج بررسی شد. آزمایش به
تکرار انجام شد. دورهای مختلف  ۳طرح کاملاً تصادفی با 

و  ۶، ۳مدت هر کدام به g۶۰۰و  ۳۰۰، ۱۵۰سانتریفیوژ (صفر، 
عنوان فاکتور اول و ولتاژهای مختلف شوک الکتریکی دقیقه) به۱۰

عنوان فاکتور دوم در نظر گرفته شدند. ولت) به۲۰۰و  ۱۵۰، ۱۰۰(صفر، 
دیش حاوی تکرار و هر تکرار شامل یک عدد پتری ۳مل آزمایش شا

بساک کشت شد. در هر  ۹۰عدد بساک بود. برای هر آزمایش  ۳۰
زایی، میانگین تعداد رویان دیش (تکرار) صفات درصد کالوسپتری
ازای هر شده، میانگین تعداد رویان بهازای هر بساک کشتبه

تجزیه واریانس و کالوس و درصد باززایی گیاهچه محاسبه شد. 
ای دانکن با ها با روش آزمون چنددامنهمقایسه میانگین داده

انجام  SPSS 16.0و  ۰/۱۴تب افزارهای آماری مینیاستفاده از نرم
به کار  ۲۰۱۳افزار اکسل منظور رسم نمودارها نرمشد. همچنین به

൅ ܺ√ های درصدی از تبدیل سازی دادهمنظور نرمالرفت. به   اده شد.استف 0/5
  

  هایافته
  تعیین مرحله رشدونموی میکروسپورها

های جداشده از مطالعات سیتولوژیکی در نخود نشان داد که بساک
متر میلیالف)، از نظر اندازه یک -۱متری (شکل میلی۳های غنچه

ب) و حاوی میکروسپورهایی در مرحله  -۱طول داشتند (شکل 
ها ترین غنچهکه مناسب ج) بودند -۱ای انتهایی (شکل هستهتک

  زایی گامتی در گیاه نخود بودند.برای کشت بساک و رویان
  

  
زایی منظور رویانتعیین سیتولوژیکی مرحله مناسب میکروسپورها به )۱شکل 

متری در مرحله مناسب برای میلی۳غنچه  الف)؛ گامتی در کشت بساک نخود
یک  ج)، متری مناسب برای کشتمیلییک بساک یک ب)، هاجداسازی بساک

  ای انتهایی مناسب برای القای آندروژنزهستهمیکروسپور نخود در مرحله تک
  

زایی و باززایی گیاهچه در کشت بساک زایی، رویانمراحل کالوس
  نخود

شده های کشتشده روی گیاه نخود، بساکهای انجامدر آزمایش
شدن در ت یک هفته شروع به متورمالف) بعد از گذش -۲(شکل 

طوری که پس از ب)، به - ۲نموده (شکل  EDMمحیط کشت 
زایی را روز از کشت بساک در محیط کشت، کالوس ۲۰تا  ۱۴گذشت 

روز از  ۳۰شدن ج و د). بعد از سپری -۲های آغاز کردند (شکل

شکل، ها در مراحل مختلف رشدونموی (قلبیکشت بساک، رویان
ای)، در تیمارهای مختلف سانتریفیوژ و شوک و دولپه شکلاژدری

 -۲رنگ در شکل های سیاهالکتریکی قابل مشاهده بودند (فلش
زا به محیط بلوغ های رویانمراحل ذ و ر). در این مرحله کالوس

روز از انتقال  ۱۰-۶انتقال یافتند و پس از گذشت  (EMM)ها رویان
های القاشده شروع به رشد ها به  این محیط کشت، رویانکالوس

های رشدیافته به محیط باززایی ز). سپس رویان -۲نمودند (شکل  (PRM)  انتقال یافتند. چند روز پس از انتقال به این محیط شروع
روز پس از  ۶۰الی  ۳۰س) و حدود  -۲به باززایی نمودند (شکل 

 های هاپلوئید پسها به محیط کشت باززایی گیاهچهانتقال رویان
  ش). -۲از چند مرتبه واکشت به دست آمدند (شکل 

شده از های باززایینتایج سیتولوژیکی نشان داد که اکثر گیاهچه
شان دارای های نوک ریشهکشت بساک نخود هاپلوئید بوده و سلول

۷n=x=  کروموزوم موجود در  ۱۴تعداد  ۳کروموزوم بودند. شکل
الف) و  -۳سلول نوک ریشه گیاهچه بذری نخود دیپلوئید (شکل 

کروموزوم موجود در یک سلول هاپلوئید مربوط به گیاهچه  ۷تعداد 
  دهد.ب) را نشان می-۳شده از کشت بساک نخود (شکل باززایی

  

اززایی گیاهچه در کشت بساک نخود رقم مراحل القای کالوس، رویان و ب )۲شکل 
یک  ب)، EDMشده نخود روی محیط کشت های کشتبساک الف)؛ بیونیج

القای  ج و د)، شده نخود، یک هفته بعد از کشت روی محیط کشتبساک متورم
های رویان ذ و ر)، روز پس از کشت ۲۰الی  ۱۴های نخود، کالوس در بساک

 ۳۰ای) روی کالوس القاشده در مراحل مختلف رشدونموی (قلبی، اژدری و لپه
ها روی محیط بلوغ رویان ز)، رنگ)های سیاهروز بعد از کشت بساک (فلش

باززایی  س)، های حاوی رویانروز بعد از انتقال کالوس ۱۰الی  EMM ،۶کشت 
شده یاهچه هاپلویید باززایییک گ ش)، PRMها روی محیط کشت باززایی رویان
  ها به محیط باززاییروز پس از انتقال رویان ۶۰
  

های نوک ریشه نخود دیپلویید و ها در سلولشمارش کروموزوم )۳شکل 
؛ شده از کشت بساک نخود رقم بیونیجهای نوک ریشه یک گیاه باززاییسلول
کروموزوم  ۱۴یک سلول دپلویید حاصل از نوک ریشه گیاهچه بذری نخود با  الف)

)۱۴x=۲n=۲( ،(شده از نوک ریشه گیاهچه حاصل از یک سلول هاپلویید تهیه ب
  )۱۴x=۲n=۲کروموزوم ( ۷کشت بساک نخود با 
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  تیمارهای سانتریفیوژ و شوک الکتریکیاثر پیش
سانتریفیوژ و شوک نتایج تجزیه واریانس اثر تیمارهای فیزیکی 

نشان  ۱الکتریکی بر کارآیی آندروژنز در کشت بساک نخود در جدول 
داده شده است. سطوح مختلف شوک الکتریکی، دورهای مختلف 
سانتریفیوژ و اثرات متقابل شوک الکتریکی و سانتریفیوژ اختلاف 

زایی، برای صفات درصد کالوس ۰۰۱/۰داری در سطح آماری معنی
ازای هر بساک و میانگین تعداد رویان د رویان بهمیانگین تعدا

ازای هر کالوس نشان دادند. برای صفت درصد باززایی گیاه به
های مختلف الکتریکی و تیمارهای مختلف سانتریفیوژ در شوک

ولی اثرات متقابل شوک الکتریکی و تیمارهای  ۰۱/۰سطح 
  دادند. دار نشاناختلاف آماری معنی ۰۰۱/۰سانتریفیوژ در سطح 

ها برای صفات درصد نتایج حاصل از مقایسه میانگین داده
ازای هر بساک، میانگین زایی، میانگین تعداد رویان بهکالوس

ازای هر کالوس و درصد باززایی گیاه به شرح زیر تعداد رویان به
  است:

  
تیمارهای مختلف سانتریفیوژ و شوک تجزیه واریانس اثر پیش )۱جدول 

  الکتریکی بر صفات مختلف در کشت بساک نخود رقم بیونیج

  منبع تغییرات

  میانگین مربعات صفات مختلف آندروژنز

درصد 
  زاییکالوس

میانگین 
تعداد رویان 

 هر ازایبه
  بساک

 میانگین
 رویان تعداد
 هر ازایبه

  کالوس

درصد گیاه 
 شدهباززایی

  ۰۰۰۲/۰**  ۴۶۹/۰***  ۰۲۸/۰***  ۲۸/۱۰۹*** شوک الکتریکی
  ۰۰۰۴۱/۰**  ۶۶۲/۰***  ۰۲۲/۰***  ۳۰۰/۱۴۱***  سانتریفیوژ

شوک 
 الکتریکی*سانتریفیوژ

***۸۴۴/۸۰  ***۰۰۸/۰  ***۲۳۵/۰  ***۰۰۰۳/۰  

  ۰۰۰۰۶۵۸/۰  ۰۶۴/۰  ۰۰۳/۰  ۵  خطای آزمایشی
  هستند. ۰۰۱/۰و  ۰۱/۰دار در سطح دهنده اختلاف آماری معنیترتیب نشانبه ***، **  ۱۴/۱  ۰۳/۲۴  ۵۳/۶  ۲۳/۲۱  )%( ضریب تغییرات

  
اثرات متقابل شوک الکتریکی  میانگین مقایسهزایی: کالوس درصد
در  که داد زایی نشانسانتریفیوژ برای صفت درصد کالوس و تیمار

های ) از بساک%۶۴/۲۶زایی (شرایط شاهد، بیشترین درصد کالوس
شده به دست آمد. پس از شاهد، ترکیب تیمار سانترفیوژ کشت g۱۵۰ ولت و همچنین ترکیب ۲۰۰دقیقه با شوک الکتریکی ۶مدت به

ولت ۲۰۰دقیقه با شوک الکتریکی ۱۰مدت به g۳۰۰تیمار سانتریفیوژ 
زایی زایی، بیشترین درصد کالوسالوسک %۲۰و  ۲۲/۲۲ترتیب با به

تیمار  به مربوط زاییکالوس درصد کمترین همچنین را نشان دادند. g۶۰۰ این در که ولت بود،۱۵۰دقیقه و شوک الکتریکی ۱۰ مدتبه 
  ).۱نمودار (بود  %۲۲۶۷/۲زایی کالوس میزان تیمار

 تعداد میانگین بیشترین بساک: هر ازایبه رویان تعداد میانگین
 مدتبه g۱۵۰تیمارهای سانتریفیوژ  در بساک، هر ازایبه رویان
دقیقه، ترکیب تیمار ۳مدت به g۳۰۰دقیقه، تیمار سانتریفیوژ ۶

ولت، ۱۵۰دقیقه با شوک الکتریکی ۳مدت به g۱۵۰سانتریفیوژ 
مدت به g۱۵۰ رکیب تیمار سانتریفیوژدقیقه و ت۱۰مدت به g۳۰۰ دقیقه، تیمار سانتریفیوژ۶مدت به g۳۰۰تیمار سانتریفیوژ پیش
تعداد  میانگین ترتیب باولت به۲۰۰دقیقه و شوک الکتریکی ۳

 رویان ۲۳۳۳/۰و  ۲۴/۰، ۲۷۳۳/۰، ۲۸۶۷/۰، ۳۸۶۷/۰، ۳۹۳۳/۰
مشاهده شد و کمترین میانگین تعداد رویان  بساک هر ازایبه
با  g۶۰۰ازای هر بساک در تیمار شاهد و ترکیب تیمار سانتریفیوژ به

  .)۲نمودار (سطوح مختلف شوک الکتریکی مشاهده شد 
میانگین اثرات  مقایسهکالوس:  هر ازایبه رویان تعداد میانگین
مختلف شوک الکتریکی و سانتریفیوژ برای صفت  تیمارهای متقابل

تیمار سانتریفیوژ  ازای هر کالوس نشان داد کهمیانگین رویان به g۳۰۰ هر ازایبه رویان ۲۷۶۷/۴تعداد  میانگین دقیقه با۳مدت به 
  .)۳نمودار (تاثیر را روی این صفت داشته است  بیشترین کالوس،

 از حاصل نتایجازای هر بساک: شده بهمیانگین تعداد گیاه باززایی
مختلف شوک الکتریکی  تیمارهای اثرات متقایل میانگین مقایسه

شده باززاییو دورهای مختلف سانتریفیوژ برای صفت میانگین گیاه 
مدت به g۳۰۰تیمار سانتریفیوژ  ازای هر بساک نشان دادند کهبه
ازای هر بساک و شده بهگیاه باززایی ۰۶۷/۰دقیقه با میانگین ۶

دقیقه با شوک ۳ مدتبه g۱۵۰ سانتریفیوژ تیمار همچنین ترکیب
ازای هر شده بهگیاه باززایی ۰۵۵۷/۰ولت با میانگین ۱۵۰الکتریکی 
  ).۴نمودار (فراوانی باززایی گیاه را ایجاد کردند  شترینبساک، بی

  

  
تیمارهای سانتریفیوژ و شوک مقایسه میانگین اثرات متقابل پیش )۱نمودار 

ها در کشت بساک نخود رقم زایی بساکالکتریکی برای صفت درصد کالوس
  بیونیج
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ازای هر بساک در کشت بساک الکتریکی برای صفت میانگین تعداد رویان به
  نخود رقم بیونیج
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ی هر کالوس در کشت بساک ازاالکتریکی برای صفت میانگین تعداد رویان به

  نخود رقم بیونیج
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تیمارهای سانتریفیوژ و شوک مقایسه میانگین اثرات متقابل پیش )٤نمودار 

ازای هر بساک، در کشت شده بهالکتریکی برای صفت میانگین تعداد گیاه باززایی
  بساک نخود رقم بیونیج

  
  بحث

اعمال در تحقیق حاضر تولید گیاهان هاپلوئید نخود با 
تیمارهای فیزیکی سانتریفیوژ و شوک الکتریکی روی پیش
آمیز حاصل شد. در قسمت اول این صورت موفقیتها بهبساک

تحقیق براساس نتایج آزمایش سیتولوژی مشخص شد که 
متری با میلیهای یکمتری نخود حاوی بساکمیلی۳های غنچه

رین مرحله ای انتهایی، بهتهستهمیکروسپورهایی در مرحله تک
زایی گامتی در کشت بساک نخود بودند که این نتایج با برای رویان

  در کشت بساک نخود تطابق دارد. [3]های محققین قبلییافته
تیمار سانتریفیوژ منجر به بهبود در تحقیق حاضر استفاده از پیش

صفات آندروژنیک در رقم بیونیج نخود شد. در تطابق با نتایج این 
تیمار سانتریفیوژ روی القای آندروژنز برای مثبت پیشتحقیق، اثر 

 ۱۹۷۷و در سال  [16]در کشت بساک توتون ۱۹۷۳بار در سال اولین
و همکاران در سال  تاکاتاگزارش شد.  [17]روی کشت بساک تاتوره

نشان دادند که وقتی بساک حاوی میکروسپورها در مرحله  ۱۹۷۳
در معرض نیروی گریز از  ایای یا مراحل اولیه دوهستههستهتک

دقیقه قرار گیرند درصد باززایی گیاهچه ۳۰برای  ۱۱۰۰۰تا  g۱۰۰۰۰مرکز 
شود. این محققین نتیجه گرفتند که تیمار هاپلوئید چهار برابر می

دهد و در سانتریفیوژ نسبت اکسین به سیتوکینین را تغییر می
تیمار ششود. پینتیجه باعث تسهیل القای جنین از میکروسپور می

سانتریفیوژ القای آندروژنز را در کشت بساک تاتوره نیز افزایش داده 
  است.

های دو رقم بار بساکبرای اولین [3]و همکاران گروالهمچنین 
) را با دورهای مختلف سانتریفیوژ Sonaliو  CDC Xenaنخود (

 Sonaliزایی در رقم تیمار کردند. این محققین بیشترین نرخ رویان
دقیقه به دست ۳مدت به g۶۷۱تیمار سانتریفیوژ ال پیشبا اعم

با  CDC Xenaزایی در رقم آوردند در حالی که بیشترین نرخ رویان
دقیقه به دست آمد. در تحقیق حاضر ۱۰مدت به g۱۶۸استفاده از دور 

های رقم بیونیج، با تیمارهای زایی بساکبیشترین نرخ رویان
دقیقه به دست ۳مدت به g۳۰۰و  دقیقه۶ مدتبه g۱۵۰سانتریفیوژ 

دهد که ارقام نشان می [3]آمد. نتایج این تحقیق و محققین قبلی
تیمار سانتریفیوژ واکنش متفاوتی دارند و هر مختلف نخود به پیش

رقم دور سانتریفیوژ و زمان مخصوص خود را برای ایجاد بیشترین 
  نرخ آندروژنز نیاز دارد.

تیمار سانتریفیوژ شد که پیش همچنین در این تحقیق مشاهده
شود زایی در مقایسه با تیمار شاهد میموجب کاهش نرخ کالوس

روی کشت  [3]و همکاران گروالکه این نتایج با نتایج آزمایش 
بساک نخود تطابق دارد. این محققین بیان کردند که تیمار 

نسبت به تیمار  %۹۰زایی تا سانتریفیوژ باعث کاهش درصد کالوس
  شود.میشاهد 

 g۱۵۰تیمار سانتریفیوژ در این تحقیق مشاهده شد که ترکیب پیش
ترتیب ولت به۲۰۰و  ۱۵۰های الکتریکی دقیقه با شوک۳مدت به

شده در مقایسه با های کشتزایی بساکموجب افزایش نرخ رویان
و  گروالشاهد و سایر ترکیبات تیماری شد. در تطابق با این نتایج، 

گزارش کردند بهترین دامنه ولتاژ الکتریکی  ۲۰۰۹همکاران در سال 
) بین Sonaliو  CDC Xenaهای نخود (ارقام برای تیمار بساک

ولت بود ۲۵۰ولت است و وقتی جریان الکتریکی بیش از ۲۰۰تا  ۱۲۵
زایی افزایش پیدا کرد ولی جنینی مشاهده نشد. درصد کالوس

نشان داد که  [3]همچنین نتایج این تحقیق و تحقیقات گذشته
استفاده از شوک الکتریکی در کشت بساک موجب افزایش تشکیل 

شود که اغلب یک مانع بزرگ در شده میریشه در گیاه باززایی
  .[10]ای استشیشهباززایی حبوبات در شرایط درون

شوک الکتریکی در تبادل مواد محیط کشت به داخل سلول نقش 
پرتوپلاست شده و  دارد، همچنین شوک الکتریکی موجب رشد

و  ریچبار . برای اولین[23 ,22]دهدتوانایی باززایی گیاه را افزایش می
به فکر استفاده از شوک الکتریکی در مدت زمان کم و  [22]همکاران

ولتاژ بالا برای بهبود باززایی گیاه افتادند. جریان الکتریکی موجب 
تسهیل ورود شوند، در نتیجه باعث تولید منفذ در غشای سلول می

براساس  .شوندمواد مورد نیاز برای رشد سلول به داخل سلول می
دریافتند که  [24]و همکاران دلیتراگرفته، های صورتآزمایش

استفاده از میدان الکتریکی در کشت میکروسپور مارچوبه موجب 
شود، اما پارامترهای الکتریکی، مانند دیگر افزایش باززایی گیاه می

به گونه و ژنوتیپ مورد استفاده بستگی دارد و ارقام  تیمارهاپیش
. نتایج [24]مختلف واکنش متفاوتی به تیمار شوک الکتریکی دارند
های قبلی حاصل از کشت بساک نخود در تحقیق حاضر و آزمایش

نیز نشان داد که پاسخ به شوک الکتریکی به ژنوتیپ  [3]روی نخود
ی به شوک الکتریکی از نظر وابسته است و هر ژنوتیپ پاسخ متفاوت

  دهد.القای آندروژنز می
ها نشان داد که نتایج آزمایش سیتولوژی برای شمارش کروموزوم

شده از کشت بساک نخود هاپلوئید بودند و اکثر گیاهان باززایی
های ریشه خود داشتند. تعداد کمی از کروموزوم در سلول ۷تعداد 

تواند ناشی از باززایی که میشده دیپلوئید بودند گیاهان باززایی
خودی های دیپلوئید دیواره بساک یا هاپلوئید مضاعف خودبهسلول

های دیگر به باشد که در اثر امتزاج هسته میکروسپورها یا مکانیزم
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وجود آمده باشد. به هر جهت تولید گیاهان هاپلوئید مضاعف 
,3]  ,24خودی در آزمایش محققین قبلی نیز گزارش شده استخودبه 25].  

طور بار در ایران صورت گرفت و بهاین تحقیق برای اولین
آمیزی منجر به تولید گیاهان هاپلوئید نخود شد. با توجه موفقیت

به این که تاکنون تولید گیاهان هاپلوئید نخود در دنیا فقط از طریق 
کشت بساک به دست آمده، امید است که نتایج این تحقیق بتواند 

هان هاپلوئید مظاعف نخود در حجم زیاد برای استفاده در تولید گیا
  های اصلاحی و مطالعات انتقال ژن موثر واقع شود.در برنامه

عدم دسترسی به دستگاه  های مطالعه حاضراز محدودیت
الکتروپوریشن با دقت بالا (شرکتی) بود به همین خاطر آزمایش

دستگاه های مربوط به اعمال تیمارهای شوک الکتریکی با 
  شد.شده در داخل آزمایشگاه انجام الکتروپوریشن طراحی

های بیشتری از نخود از نظر پاسخ به ژنوتيپشود که پیشنهاد می
تيمارهای دمایی با آندروژنز مورد مقایسه قرار گیرند. ترکیب پيش

تیمارهای مختلف سانتريفيوژ و شوک الکتریکی مورد بررسی قرار 
های سانتریفیوژ و شوک الکتریکی در تیمارگیرد. اعمال پیش

 آزمایش کشت میکروسپور نخود مورد بررسی قرار گیرند.
  

  گیرینتیجه
های بساک از زایی گامتیرويان درصد بيشترين این آزمايش در

به دست  دقيقه۶ مدتبه g۱۵۰سانتريفيوژ  تیمارشده نخود با دور
 مربوط حاصل،های رویان از گياهچه باززایی درصد بيشترين و آمد
طور کلی به. بود دقيقه۶ مدتبه g۳۰۰سانتريفيوژ  تيمار به

 نسبت را زاییکالوس درصد سانتريفيوژ و الکتريکی تيمارهای شوک
 باززایی درصد و زاییرويان درصد ولی دادند کاهش شاهد تيمار به

  .دادند افزايش را گیاهچه
  

 پژوهشگران و اساتید از کلیه وسیلهبدینتشکر و قدردانی: 
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 پژوهشی و علمی از دستاوردهای كه مواردی در و است برخوردار
 شده است، استفاده غيره و مقاله كتاب، نامه،پايان از اعم ديگران
 در تمامی آنها مقررات، به انجام شده و مطابق امانت كامل رعايت
  منابع و ماخذ مقاله اشاره شده است. فهرست
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