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  چکیده

باشد که اصلالاح گیاهلاان بلاومی هلار وط به تحقیقات گیاهی در هر کشور میهای مربترین بخشاصلاح گیاهان برای ایجاد سطح پلوئیدی یکی از مهم
های سنتی باعث گردیلاده تلاا تحقیقلاات اصلالایی گیاهلاان بلاا اسلات اده از کشور در اولویت قرار دارند. صرف مدت زمان طولانی اصلاح گیاهان با روش

در محلای  زایی از بافت آندوسلاررم بلاذر بلاالو موسلایر عه برای بررسی کالوسای از اهمیت بیشتری برخوردار گردند. در این مطالهای درون شیشهتکنیک
گرم در لیتلار( از میلی 1و  5/0) NAAگرم در لیتر( و میلی 2و  5/1) D,4-2های رشد با ترکیب غلظت های مختلف یاوی تنظیم کننده MSکشت  
نتلاای  نشلاان داد کلاه اسلات اده از  ها  است اده گردید.م در لیتر(  از سایتوکینینگرمیلی 1و  5/0)  Kinگرم در لیتر( ومیلی 1و  5/0)  BAPها و اکسین

هلاای مختللاف غلظت ساکارز و غلظتزایی بود. در این تحقیق، بهترین تیمار کالوس BAP گرم در لیترمیلییک و  NAA گرم در لیترمیلیتیمار یک 
گلارم در لیتلار میلی 3گلارم در لیتلار( و غلظلات  50پیازچه نشان داد که غلظت بالای ساکارز )گذار بود. نتای  قطر برای تولید پیازچه تاثیر BAPهورمون
های بلاا سلاطح پلوئیلادی زایی شلاده، گیاههلاههای ریشلاههای کروموزومی پیازچلاه. با بررسیهای بزرگتر مناسب بودبرای تولید پیازچه BAPهورمون 

هلاای سلانتی به کوتاه بودن اصلاح گیاهان تریرلوئید با است اده از کشت آندوسررم نسلابت بلاه روشتریرلوئید در پایان آین آزمایش به دست آمد. با توجه 
 گردد.  تلاقی، لذا این روش و همراه با  ترکیبات هورمونی موثر برای تولید پیازچه در گیاه موسیر  توصیه می

  یکلیدکلمات 
 ، "ساکارز"، "شاخساره"، "تنظیم کننده های رشدی"، "تریرلوئید"، "بذر"

 مقدمه
هلاای آن کشلاور تلارین منلاابو و ثلاروتذخایر گیاهی هر کشور، مهلام

شود. کشور ایران مسایت پهناوری دارد که آب و هوای محسوب می
موسلایر بلاا نلاام مت اوت آن سبب تنوع گیاهی فراوان گردیلاده اسلات. 

گیلااهی چنلاد سلااله از  .Allium hirtifolium Boissعلملای 
 ایران بومی است که از جمله گیاهان Amarylidaceaeخانواده 

های زاگلارس در کوهو دامنه رشته  در مراتو ویشی صورتبه و بوده
 ,.Celep et al) رویلادایلاران می مرکلازیغرب، جنوب و مناطق 

2012; Friesen et al., 2021; Panahandeh & 

2011Mahna, ) . های بی رویه از محلای  با توجه اینکه برداشت
های تکثیری و ت و ایجاد روشگیرد، شناخزیست این گیاه انجام می
شود که با تولید بیشتر از انقراض این گونلاه اصلایی جدید باعث می

بومی جلوگیری نمود. روش تکثیر گیاهان با است اده از کشلات بافلات 
ها با باعث گردیده که کشت و کار گیاهانی مانند موسیر که تکثیر آن

واجلاه اسلات بلاه است اده از بذر به علت شرای  رکود بذر با مشلاکل م
باشلاد کلاه می غذایی بالایی ارزش دارای آسانی انجام پذیرد.  موسیر

 باشلاد و درها و پیازهلاای تلاوپر آن ملایهای خوراکی آن برگقسمت
صورت تازه به شده و یا به خشک صورت به کشور مناطق از بسیاری

majd -Ghahremani) گیردمی قرار است اده عنوان سبزی مورد

et al., 2012) . 5/2-5موسیر دارای پیاز نسلابتا کلاروی بلاه قطلار 

ها یا الیاف جدا از هلام متر با پوشش بیرونی خاکستری از رشتهسانتی
 2تلاا  1متر ارت اع و بین سانتی 80-120است. ساقه گل موسیر بلند، 

آذیلان متر قطر دارد. ساقه ابتدا توپر است و در انتهلاای آن گلالسانتی
در فصلی که گیاه خشلاک و  بلاذرها پراکنلاده کروی گیاه قرار دارد و 

دهی ماند. زمان گلصورت یک لوله زرد تو خالی باقی میگردند بهمی

 Asili et al., 2010; R)موسلالایر، اردیبهشلالات ملالااه اسلالات 

Ebrahimi et al., 2009) پلاراکنش جررافیلاایی ایلان گیلااه در .
غرب کشور در سنندج، کرمانشاه، همدان، اراک، خرم آباد و در بخش 

 Fritsch)مرکزی در اص هان، بختیاری و فارس گزارش شده است 

& Abbasi, 2013). از  ترین ترکیبات موجود در جنس آلیوممهم

تلارین ترکیلاب جمله موسیر، ترکیبات فرار گوگردی هسلاتند و عملاده
آلیل سیستئین سول وکسید است که با خرد کردن  -sموجود، آلیین یا 
های گیاه، آلیین توسلا  آنلازیم آلینلااز تجزیلاه و بلاه یا له کردن بافت
گلالاردد تبلالادیل ملالایپیلالاروین سلالاول ونیک اسلالاید -2پیروویلالاک اسلالاید و 

(Ismail et al., 2013; Jinous & Bahareh, 2012) .

موسلایر بلاه عللات . شلاودترکیب اخیر نیز سریو به آلیسین تبدیل ملای

 و بلاوده مهلام دارویی گیاهان جزء طبی از نظر داشتن این ترکیبات
 هلاایزخم ترمیم و ، دیابتفشار خون، درمان رماتیسم کاهش برای

قلارار  است اده مورد دهنده طعم و عطر عنوان به همهنین سطحی و

ترکیبلاات . ( ,2015Mahboubi & Kazempour)گیلاردمی

فلاونوئیدی موجود در موسلایر، چربلای و کلسلاترول خلاون را کلااهش 
هلاای ماننلاد آلیسلاین و کورسلاتین موجلاود در دهند آنتی اکسیدانمی

ترکیبات گوگردی و اتیلال  را کاهش می دهند. موسیر فشار خون بالا
دهنلاد های سرطانی را کاهش میاستات موجود در موسیر رشد سلول

(2020Karthikkumar et al., ).  آندوسررم منبو ترذیه جنین

می باشد کلاه دو هسلاته قطبلای از واللاد  3Nمی باشد که به صورت 
در یافت کرده است  1Nپدری  یک سلول اسررم از والد 2Nمادری 

(X. Wang et al., 2016).  آندوسررم ممکلان اسلات در زملاان
توسعه جنین به طور کامل  بلاه مصلارف جنلاین برسلاد و بلاذور فاقلاد 
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کلاه ممکلان اسلات  2ایجاد گردد ولی بلاذور آندوسلاررم دار  1آندوسررم
زنلای بلاذور  یاوی نشاسته، پروتئین و چربلای باشلاند در طلاول جوانلاه

. در بیشلاتر بلاذور گیلااهی، (Rangan, 2020)مصرف ملای شلاوند 
وظی ه اصلی آندوسررم فراهم کردن ترذیه برای جنین می باشلاد کلاه 

 Thomas)به سبب آن نمو جنین و جوانه زنی بذر ات اق می افتلاد 

& Chaturvedi, 2008).  مزیت کشلات آندوسلاررم نسلابت بلاه
روش سنتی تلاقی )تلاقی گیاهان دیرلوئید با گیاهلاان تتراپلوئیلاد( در 
این است که فرآیند تولید گیاهان تریرلوئید در کشت آندوسلاررم یلاک 

اه باشد که زمان مورد نیاز برای تولیلاد گیلاپروتکل یک مریله ای می
 ,.da Silva et al)باشلاد تریرلوئیلاد کمتلار از روش سلانتی می

ترین عوامل موثر در کشت آندوسررم ملای تلاوان بلاه از مهم .(2020
نوع ژنوتیپ، زمان نمونه گیری)آندوسررم بالو و نابالو( و محی  کشت 

. اولین تلاش برای رشلاد (X. Wang et al., 2016)اشاره کرد 
در گیلااه ذرت بلار  1933آندوسررم نابالو توس  لمپ و میلز در سلاال 

روی محی  کشتی که شامل عصلااره سلایب زمینلای و عصلااره ذرت 
جوان بود انجام شد و پرآوری کوچکی از سلول ها در نزدیکی جنلاین 

. (Popielarska-Konieczna et al., 2013) مشاهده شلاد
لارو از دانشگاه میشیگان بلارای اوللاین بلاار از کشلات  1949در سال 

 Bahadur)آندوسررم ذرت نابالو، بافت رشد یافته را گزارش نمود 

et al., 2015). بر روی کشلات آندوسلاررم نابلاالو  ای کهدر مطالعه
های قابل مشاهده از بافت آندوسررم پس گیاه پاپایا انجام شد کالوس

لوس روز پس از کشت ظاهر شدند. در این تحقیق، به منظور کا 21از 
زایی ، آندوسررم نابالو همراه با جنین و بدون جنین بلار روی محلای  

همراه با تیمار های هورمونی مختللاف در غلظلات هلاای  MSکشت 
 7/68مختلف کشت شدند. بیشترین میزان کلاالوس زایلای بلاا میلازان 

درصد از تیمار آندوسررم نابالو همراه با جنین بر روی محلای  کشلات 
MS  2,4 ر میکرو مولا 6همراه با-D ،5/2 میکرو مولارNAA ، 

در سلاال تامینلاا و همکلااران  .(Sun et al., 2011)به دست آمد 
گزارش دادند که در مطالعه بر روی کشلات آندوسلاررم بلاالو و  2011

 ) Euonymus alatus نابلالالاالو گیلالالااه شمشلالالااد سلالالارخ

(Thunb.)) 14درصد از نمونه هلاای آندوسلاررم نابلاالو و  50یدود 
ه تلاه  4ه ته تاریکی و  8درصد از نمونه های آندوسررم بالو پس از 

میکلارو ملاولار  2/2 هملاراه بلاا MSروشنایی بر روی محی  کشلات 
BAP  میکلالارو ملالاولار  7/2وNAA کلالاالوس هلالاای سلالابز رنلالا  و ،

درصد از کالوس های تشکیل شده از 6/5فشرده تشکیل شدند. یدود 
درصلالاد از کلالاالوس هلالاای تشلالاکیل شلالاده از  4/13آندوسلالاررم نابلالاالو و 
یلااوی  MSه ته کشت در محلای  کشلات  8آندوسررم بالو پس از 

شروع بلاه تولیلاد  IBAومولار میکر 5/0و   BAPمیکرومولار  4/4
شاخساره کردند. نتای  آزمایش کشت آندوسررم نشان داد که گیاهان 

 Thammina et)باززایی شده از این گیاه زینتی تریرلوئید بودنلاد 

al., 2011) . با توجه به اینکه بافت آندوسلاررم در اصلالاح گیاهلاان
برای تولید گیاهان با سطح پلوئیلادی تریرلوئیلاد ملاورد اسلات اده قلارار 

سنجی تولید کالوس و گیرد لذا این تحقیق با هدف بررسی امکانمی
پیازچه موسیر با اسلات اده از بافلات آندوسلاررم بلاالو در شلارای  درون 

ت تا بهترین ترکیبات هورمونی برای ای مورد آزمایش قرار گرفشیشه

                                                           
1 non-endospermous or exalbuminous 

2 Endospermous or albuminous 

تولید کالوس و ایجاد پیازچه  و تولید گیاهان با سطح پلوئیدی جدیلاد 
 به دست آید. 

 

   روش انجام تحقیق -1

 ضد عفونی و کشت ریز نمونه آندوسپرم 

برداشت بذور از گیاهان مادری موسیر کشت شده در مزرعه اسیتگاه 
دانشگاه تبریز در اواخر  تحقیقاتی خلعت پوشان دانشکده کشاورزی

خرداد ماه انجام و به آزمایشگاه کشت بافت گیاهی، گروه علوم 
باغبانیدانشکده کشاورزی دانشگاه تبریز منتقل شدند. ابتدا بذرها در 

دقیقه قرار داده شد و پس از آن چند قطره  20زیر آب جاری به مدت 
Tween 20  قیقه بر د 5به داخل آب مقطر اضافه  گردید و به مدت

روی شیکر قرار داده شد. بعد از این مریله بذرها با آب مقطر آبشویی 
شدند و به داخل هود لامینار منتقل شدند. در داخل هود لامینار بذور  

درصد کلر فعال )همراه با  5/2دقیقه با هیروکلرید سدیم  20مدت  به
استریل  تکان دادن ملایم(قرار داده شد. سرس دوباره بذور با آب مقطر

دقیقه و بعد از آن  5درصد به مدت  70آبشویی و با است اده از الکل 
سه مرتبه آبشویی با آب مقطر استریل، مرایل ضد ع ونی تکمیل 

با است اده از  گردید. سرس پوشش بذر و جنین از بافت آندوسررم
جدا گردید.  هشت ریز نمونه  60استریومیکروسکوپ با بزرگنمایی 

دارای  MSهای یاوی محی  کشت اخل پتری دیشآندوسررم به د
 ترکیبات هورمونی انتقال داده شد.

 ترکیبات هورمونی و شرایط نگهداری 

در این بررسی جهت کالوس زایی و باززایی پیازچه از بافت آندوسررم 
  (1962)موراشیک و اسکوگ،  MSبالو موسیر از محی  کشت 

های تنظیم کنندهاست اده شد. محی  کشت یاوی هشت ترکیب از 
 D,4-2های مختلف با ترکیب غلظت  رشد گیاهی بشرح زیر بود.

گرم در لیتر( از میلی 1و  5/0) NAAگرم در لیتر( و میلی 2و  5/1)
 1و  Kin  (5/0گرم در لیتر( ومیلی 1و  5/0)  BAPها و اکسین
ماه در شرای   3ها بمدت ها. کشتگرم در لیتر(  از سایتوکینینمیلی

درجه  18گراد و دمای شبانه درجه سانتی 24تاریکی با دمای روزانه 
زایی و رشد آن عمل باز گراد نگهداری شدند. بعد از کالوسسانتی

ها  به همان تیمارهای قبلی بصورت ماهانه با قطعه کشت کالوس
کردن، انجام شد.  بعد از این مریله قطعات کالوس یاوی 

فاقد  MSک و نیم ماه به محی  کشت  مدت یهای اولیه بهشاخساره
های رشد منتقل شدند. بعد از تولید شاخساره کافی، تنظیم کننده
 3و  BAP   (5/0 ،1 ،2یاوی  MSها به محی  کشت شاخساره

 30میلی گرم در لیتر( در دو غلظت  5/0) NAAمیلی گرم در لیتر( و 
منتقل شدند.  گرم در لیتر ساکارز جهت تولید پیازچه و رشد آنها 50و 

زایی یاوی نصف ها به محی  کشت ریشهپس از تولید پیازچه گیاههه
روز  45به مدت  IBAگرم در لیتر همراه با یک میلی MSغلظت 

 منتقل شدند. 

 :مطالعه کروموزومی 
متر نوک ریشه سانتی 5/0ابتدا برای تهیه نمونه کروموزومی مناسب، 

ریشه مرایل تثبیت، هیدرولیز، تیمار نمودن نوک را جدا و پس از پیش
آمیزی و اسکواش نمودیم و بعد ص حه گسترش متافازی مناسب رن 

منظور برداری و تهیه کاریوتیپ به انتخاب کرده و در نهایت عکس
تیمار برای پیش .ها انجام شدبررسی مطالعه سطح پلوئیدی نمونه
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ها به مدت یشهریشه از محلول اشباع آل ا برومو ن تالین است اده شد. ر
ها از برای تثبیت ریشه .ها قرار گرفتچهار ساعت درون این محلول

ها در کلریدریک است اده شد و  ریشه 1 -کننده کارنویمحلول تثبیت
های دقیقه قرار دادیم تا بافت 20مدت اسید نرمال در دمای محی  به 

ز تثبیت ریشه نرم و بافت هیدرولیز شود. انتهای مریستمی ریشه پس ا
وشوی کامل با آب و هیدرولیز از اسیدکلریدریک خارج و پس از شست

گیری و برای وسیله آب مقطر و دستمال کاغذی به خوبی آبمقطر به
دقیقه در  45ها به مدت آمیزی آماده شدند. در این مریله ریشهرن 

دمای محی  درون محلول رن  استواورسئین قرار داده شد. بعد از 
ی، نوک ریشه را با تیو جدا نموده و بافت مریستمی نوک آن آمیزرن 

 45را با سوزن آزمایشگاه خرد و له نمودیم. یک قطره اسید استیک 
ها را روی اسید های موجود در روی لام اضافه و آندرصد به نمونه

استیک له و لامل را روی نمونه قرار دادیم و با انتهای خودکار چند 
که لامل یرکت نکند( به لامل زدیم و یطورضربه آهسته )به

 Nikon DXMهای متافازی آماده شده در زیر میکروسکوپ نمونه

1200 digital camera (Nikon, Tokyo, Japan)  
 شدند.مشاهده 

 طرح آزمایشی 

در این تحقیق از طرح کاملا تصادفی در سه تکرار که در هر تکرار 
ها و نیز   ریانس دادهعدد آندوسررم کشت شد. تجزیه وا 8تعداد 

ای دانکن در سطح مقایسات میانگین با است اده از آزمون چند دامنه
انجام  21نسخه  SPSSافزار آماری درصد با است اده از نرم 5ایتمال 
 نمودارهای مورد است اده در این تحقیق با است اده از نرم افزار شد. 

Microsoft Office Excel  .انجام گرفت  

 

  و بحث یجنتا -3
زایی از بافت بر اساس نتای  به دست آمده از تیمارهای کالوس

گرم میلیآندوسررم موسیر مشاهد شد که تیمار هورمونی یاوی یک 
درصد  62/87با  BAP گرم در لیترمیلییک و  NAA در لیتر
زایی بیشترین و بهترین ترکیب تیماری برای این منظور بود که کالوس

(. a2و شکل  1داری بود )شکل دارای ت اوت معنیبا بقیه تیمارها 
با  kin گرم در لیترمیلییک و  NAA گرم در لیترمیلیترکیب  یک 

دهی درجایگاه دوم قرار دارد که ت اوت درصد کالوس 83/70
داری را با دیگر تیمارها نشان داد. در این آزمایش مشاهد شد که معنی

زایی داشتند برای کالوس درصدهای پایینی D,4-2تیمارهای یاوی 
اکسین  NAAکه بر این اساس برای تولید کالوس در گیاه موسیر 

باشد. در نتایجی که توس  سایر محققین منتشر شده تر میمناسب
زایی ها را برای  اندامکالوس NAAاست است اده از از هورمون 

ها را به سمت جنین کالوس D,4-2کند و هورمون تحریک می
همسو با  .(Wang et al., 2008 )کند تحریک می سوماتیکی

های به دست نتای  این محققین در نتای  تحقیق یاضر نیز کالوس
زایی و تولید پیازچه نیز به سمت شاخساره NAAآمده از هورمون 

    (.b2موسیر تحریک شد )شکل  

 

 

 
فت آندوسپرم در ترکیبات مختلف زایی از بادرصد کالوس -1شکل 

 هورمونی

 

های . شاخساره  (a)کالوس تولید شده از کشت آندوسپرم  -2شکل 

 (b)اولیه تولید شده روی کالوس 

در بررسی تیمارهای هورمونی و غلظت ساکارز مشخص شد که 
داری در قطر و طول تاثیر معنی BAPبیشترین غلظت هورمون 

شود، بیشترین مشاهده می 3ر شکل پیازچه داشت. به طوری که د
گرم میلی 3متر در تیمار میلی 57/39و  47/22قطر و طول پیازچه با 

مشاهده شد.  NAAگرم در لیتر میلی 5/0همراه با  BAPدر لیتر  
داری روی قطر و طول پیاچه ها همهنین دو غلظت ساکارز تاثیر معنی

 30بت به غلظت گرم در لیتر ساکارز نس 50داشت بطوریکه غلظت 
باعث تاثیر بیشتری بر ص ت  BAPگرم در لیتر در تمامی غلظتهای 

. مقایسات میانگین )a,b3قطر و طول پیازچه داشته است )شکل 
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از نظر  قطر و طول پیازچه نشان داد که با  BAPغلظتهای مختلف 
گرم در لیتر  قطر و میلی 3تا  5/0از  BAP افزایش میزان غلظت 

ای وسیر افزایش پیدا کرده است.  در شرای  درون شیشهطول پیازچه م
گرم در لیتر ساکارز باعث  30های بالاتر از غلظت است اده از غلظت

های دارای شود که برای افزایش اندازه اندامافزایش فشار اسمزی می
ای واکنش مثبتی را در پی شیشهغده، پیازه و ریزوم در شرای  درون 

این تحقیق در آزمایش دیگری که در گیاه سیر دارد. مشابه نتای  
باعث  BAPانجام گرفت، مشاهده شد که اثر ساکارز و هورمون 

همهنین تاثیر . (Kim et al., 2006)بهبود رشد پیازچه شده است 
 ,.A. chinense (Xu et alگیاهان  ساکارز در  رشد پیازچه

2008)  ،A. cepa (Marlin et al., 2021)  و ،A. 

porrum (Hong & Debergh, 1995) های در تائید یافته
 باشد.این آزمایش می

 

و طول  (a)تاثیر ترکیبات هورمونی و غلظت ساکارز بر قطر  -3شکل 

تشکیل شده روی کالوس تولیدی از کشت آندوسپرم  (b)پیازچه 

 گیاهچه موسیر

 
گیاهچه موسیر تولید شده با بیشترین قطر پیازچه در شرایط  -4شکل 

  ایدرون شیشه

های دارای پیازچه تحت تاثیر زایی و استقرار گیاهههوسپس از کال
 MSها به محی  کشت نصف غلظت تیمارهای مختلف، گیاههه

روز منتقل شدند تا  45بمدت   IBAگرم در لیتر همراه با یک میلی
ها ها برای شمارش کروموزومها تشکیل شدند و از نوک ریشهریشه

گیاهان با سطح پلوئیدی (. در این تحقیق 5استقاده شدند )شکل 
کروموزوم  به طور موفقیت آمیزی در شرای   24تریرلوئید با تعداد 

ای با است اده از کشت بافت آندوسررم تولید شدند که با شیشه درون
 Loniceraاست اده از این تکنیک سایر محققین نیز در گیاهان 

caerulea (Miyashita et al., 2009), papaya (Sun 

et al., 2011), Euonymus alatus (Thammina et 

al., 2011), Actinidia kolomikta (Asakura & 

Hoshino, 2017), Melia azedazach (Van Thang 

et al., 2018), Passiflora edulis (Antoniazzi et 

al., 2018), and Passiflora cincinnata (da Silva 

et al., 2020) تا  موفقیت آمیز تریرلوئید تولید کردند. به طور
ید توس  تولید و باززایی گیاهان تریرلوئ ، تلاش برای2016سال 

گونه گیاهی انجام گرفته است  64کشت آندوسررم در نزدیک به 
گونه گیاهی موفق به تشکیل شاخساره و جوانه اولیه  32اما فق  در 

گونه توانستند  32در کشت نمونه های آندوسررم شده اند و از این 

 ,.X. Wang et al)گونه گیاه تریرلوئید را باززایی کنند  15فق  

ای تا با توجه به اینکه بافت آندوسررم در گیاهان تک لره. (2016
ماند بنابراین گیاه موسیر میمریله بالو شدن بذر در ساختار بذر باقی 

شناسی جزء بندی گیاهباشد و از لحاظ طبقهکه از جنس آلیوم می
گیاهان تک لره است و به این دلیل گیاه موسیر برای مطالعات اصلاح 

باشد. از آن جهت که دوسررم گزینه مناسب میبا روش کشت آن
 Raheleh)مطالعات در این گیاه محدود به جوانه زنی بذر 

Ebrahimi et al., 2014)  و مطالعات تنوع ژنتیکی(Asili et 

al., 2010; R Ebrahimi et al., 2009)  بیشتر صورت
گرفته است. لذا این مطالعه با هدف ایجاد خزانه ژنی جدید و تولید 

ئیدی تریرلوئید برای مقایسه کارایی عملکرد و گیاهان با سطح پلو
خاصیت دارویی و سایر ص ات مورفولوژیکی و فیزیولوژیکی انجام 

کروموزوم توس   16پذیرفت.  گیاه دیرلوئید موسیر با تعداد 
(Panahandeh & Mahna, 2011)  شمارش گردید و  در این

آزمایش نیز گیاهان شاهد با همین تعداد کروموزوم مشخص گردید و 
کروموزوم به  24های به دست آمده از بافت آندوسررم با تعداد گیاههه

(. در 6عنوان سطح پلوئیدی جدید تریرلوئید شناسایی شدند )شکل 
اه زینتی ای که اخیرا  با است اده از کشت آندوسررم  در گیمطالعه

Haemanthus albiflos ای از که یک گیاه زینتی تک لره
است، صورت گرفته است، در مریله  Amaryllidaceaeخانواده 

ها اول گیاهان ترپیلوئید تولید شده و با دو برابر کردن تعداد کروموزوم
با است اده از مواد ضد تقسیم میتوزی )کلشی سین( گیاهان هگزاپلوئید 

بنابراین با است اده از  (Nakano et al., 2021)تولید گردید 
ای کشت آندوسررم در کوتاه ترین زمان ممکن تکنیک درون شیشه

تولید شدکه به بهترین شکل  6xو  3xگیاهان با دو سطح پلوئیدی 
 مصنوعی دستورزیاند. ممکن از کارایی اصلاح گیاهان بهره برده

های ای که از جمله روششیشه پلوئیدی در شرای  درون سطح
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تواند های برتر موسیر میاصلاح گیاهان است، در دستیابی به ژنوتیپ
 و زیولوژیکیساختاری، فی ترییرات پلوئیدی با موثر واقو شود. پلی
 ایجاد آن نتیجه که باشدمی همراه گیاهان در ایبیوشیمیایی گسترده

 که پلی گ ت توانمی باشد. بنابراینمی ص ات این در تنوع گسترده

 برای ی جدیدیگزینه مختلف، ص ات در تنوع ایجاد با پلوئیدی

 است که ممکن هدف به بسته تا کندمی فراهم گران اصلاح

 باشد، گیاهان با ص ات زینتی و .... ای، دارویی،یهکاربردهای ترذ

 هسته پلوئیدی سطح در افزایش کلی طورشوند. به انتخاب مطلوب

 و گذاشته اثر گیاه بیوشیمیایی و فیزیولوژیکی بر فرآیندهای تواندمی
 بیان و هاآنزیم و هاژن فعالیت تن س، فتوسنتز، آن میزان طی

، (Thomas & Chaturvedi, 2008)ترییر دهد  ها راایزوآنزیم
 فنوتیپ دیرلوئید اغلب انواع به نسبت پلوئید پلی بنابراین گیاهان

 اجداد محدوده ص ات نشان خواهند داد و ممکن است از را جدیدی

 کی یت در ترییر و بیوماس افزایش هایی نظیرویژگی در خود دیرلوئید

 تنش خشکی و به افزایش مقاومت گیاهی، فعال ترکیبات غلظت و

 شانس عمل، این نتیجه در و رفته آفات فراتر برابر در مقاومت

یابد. با توجه به اینکه گیاهان تریرلوئید امکان  افزایش هاآن انتخاب
ر تولید بذر را ندارند لذا این گیاهان امکان تولید نتاج را ندارند ولی د
گیاه موسیر با توجه به تکثیر جنسی و غیر جنسی که در این گیاه 

آورد که گیاهان تریرلوئید به دست وجود دارد این امکان را فراهم می
آمده از کشت آندوسررم، با است اده از تکثیر غیر جنسی که توس  پیاز 

 شود افزایش پیدا کنند.  دختری انجام می

 

گرم در زایی شده تحت یک میلیشههای موسیر ریگیاهچه -5شکل 

 برای بررسی کروموزومی IBA لیتر هورمون

 گیری  نتیجه -4
با توجه به هدف این آزمایش که امکان سنجی تولید کالوس از بافت 
آندوسررم در ترکیبات هورمونی مختلف و اصلاح گیاه موسیر در سط  
نی پلوئیدی مورد بررسی قرار گرفت، مشخص شد که ترکیب هورمو

بهترین  BAP گرم در لیترمیلییک و  NAA گرم در لیترمیلییک 
زایی بود و در مریله بعدی با بررسی تاثیر تیمار برای مریله کالوس

 50غلظت ساکارز و تیمار هورمونی مشاهد شد که است اده از غلظت 
گرم در لیتر محی   30گرم در لیتر ساکارز نسبت به غلظت معمول 

همراه با  BAPگرم در لیتر  میلی 3در تیمار و تیمار   MSکشت 
 برای افزایش قطر و طول پیازچه درون NAAگرم در لیتر میلی 5/0

ای مناسب است و برای تحقیقات مشابه با این زمینه نتای  این شیشه

شود. اصلاح گیاهان با است اده از تکنیک کشت تحقیق توصیه می
به روش سنتی که با  ای نسبتآندوسررم در شرای  درون شیشه

گیرد و این است اده از تلاقی بین گیاهان دیرلوئید و تتراپلوئید انجام می
بر بودن و مشکل در فرآیند تلاقی روش دارای معیبی از جمله زمان

ای کشت آندوسررم باعث گردیده است با است اده از روش یه مریله
نیم و در مرایل گیاه ترپلوئید موسیر در شرای  کشت بافت را تولید ک

ای با بعدی بعد از سازگاری و کشت در شرای  طبیعی، فرآیند مقایسه
گیاهان دیرلوئید انجام پذیرد تا با بررسی ص ات مهمی از جمله 
عملکرد و خواص دارویی این گیاه بتوانیم نتای  مثبت و مهمی را در 

 این زمینه ارائه نماییم.

 

موسیر تریپلوئید با تعداد های باززایی شده گیاهچه -6شکل   

)عکس  16)عکس پایین( و دیپلوئید با تعداد کرموزوم  24کروموزوم 

بالا(
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Abstract  
Plant breeding to created ploidy level is one of the most important parts of plant research in every 

country, where the breeding of native plants is a priority in every country. Spending a long time on 

breeding plants with traditional methods has made plant breeding research using in vitro techniques to 

become more important. In this study, to investigate the callus formation from the endosperm tissue of 

mature shallot seeds in MS culture medium containing growth regulators with the combination of 

different concentrations of 2-4, D (1.5 and 2 mg/L) and NAA (0.5 and 1 mg/L) L) of auxins and BAP 

(0.5 and 1 mg/L) and Kin (0.5 and 1 mg/L) of cytokinins were used. The results showed that using the 

treatment of 1 mg/liter of NAA and 1 mg/liter of BAP was the best treatment for callus formation. In 

this research, the concentration of sucrose and different concentrations of BAP hormone were 

effective for onion production. The results of onion diameter showed that the high concentration of 

sucrose (50 g/L) and the concentration of 3 mg/L of BAP hormone were suitable for the production of 

larger onions. By chromosomal analysis of the rooted chives, triploid plantlets were obtained at the 

end of the experiment. Due to the shortness of triploid plant breeding in this method compared to 

traditional crossing methods, therefore, this method and the best hormonal compounds are 

recommended for the production of chives in shallots. 

 

Introduction  
Iranian plateau is known as specific habitat for Persian Shallot (Allium hirtifolium Boiss.) for which 

some evidences in terms of its domestication are available. It is distributed from North West to central 

and South West of Iran and grows as a wild plant in the Zagross Mountains. Traditionally, the powder 

of Persian Shallot is also utilized as highly demanded additive and spice for food relishing by local 

people. Persian shallot has recently attained arising consideration with respect to its potential in 

biosynthesizing the valuable secondary metabolites such as allicin, phenolic antioxidants, and 

ascorbic acid. In diploid plants, the endosperm is a triploid (i.e., having 3 sets of chromosomes) tissue 

as a result of double fertilization, which is a unique process in higher plants. Undoubtedly, the main 

source of triploid cells in the plants is endosperm, which has remained as storage tissue in most of 

monocots up to the final stage of seed formation. From this point of view, endosperm culture 

technique is known as direct and efficient procedure for micro-propagation of triploid plants which is 

also categorized as the easy, rapid and low cost way for this purpose. In diploid plants, the endosperm 

is a triploid (i.e., having 3 sets of chromosomes) tissue as a result of double fertilization, which is a 

unique process in higher plants (Hoshino et al. 2011; Wang et al. 2016). Triploid plants express the 

common form of polyploidy at which three complete sets of chromosomes could be distinguished and 

are traditionally produced through crossing a diploid with an induced tetraploid plant. However, the 

rate of induction of tetraploids had generally been low and doubling of the diploid chromosome 

number by the use of spindle inhibitors is lengthy and laborious.  
 

Methodology  
Harvesting of seeds from shallot plants in Khalat Pushan Research Center of Faculty of Agriculture, 

University of Tabriz was done during the end of June. In this study, for indirect regeneration for callus 

production, mature endosperm tissue of shallot in MS solid culture medium (Morashik and Skoog, 

1962) containing plant growth regulators with the combination of different concentrations of 2-4, D 

(1.5 and 2 mg/ L) and NAA (0.5 and 1 mg/L) of auxins and BAP (0.5 and 1 mg/L) and Kin (0.5 and 1 

mg/L) of cytokinins for a period of 3 months in dark conditions with temperature They were 

cultivated at 24°C daily and 18°C night temperature. After the production of callus during this period, 

calluses were divided into smaller pieces in the same previous treatments for one month. After this 
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stage, callus pieces containing primary shoots were transferred to MS culture medium without growth 

regulators for about 40 days. After producing enough shoots, the shoots were transferred to MS 

culture medium containing BAP (0.5, 1, 2 and 3 mg/L) and NAA (0.5 mg/L) in two concentrations of 

30 and 50 g/L of sucrose. 

Ploidy level of the plantlets derived from endosperm cultures was determined by chromosome 

counting. For this purpose, root tips were excised and pretreated with cooled alpha-bromo-

naphthalene (4 °C) for 8 h and fixed in a acetic acid and ethyl alcohol solution (1:3 v/v) overnight. 

Afterward, the prepared root tips were hydrolyzed in 1 N hydrochloric acid at 60 °C for 8 min and 

were immediately stained with orcein 2%. The stained samples were squashed in 45% (v/v) acetic 

acid using traditional method (Panahandeh and Mahna 2011). All samples were inspected and the best 

ones with clear metaphase plates were selected for photomicrography. Image acquisition was done 

utilizing a Nikon E400 upright research microscope equipped with a high resolution Nikon DXM 

1200 digital camera (Nikon, Tokyo, Japan).   

 

Conclusion  
According to the purpose of this experiment, the feasibility of producing callus from endosperm tissue 

in different hormonal combinations and the modification of Persian shallot plant in the ploidy level 

was investigated. and in the next step, by examining the effect of sucrose concentration and hormone 

treatment, it was observed that using a concentration of 50 g/l of sucrose compared to the usual 

concentration of 30 g/l of MS culture medium for increasing the diameter and length of the bulb is 

suitable and for similar research. Breeding of plants with using of endosperm culture technique under  

in vitro condition compared to the traditional method which is done by crossing between diploid and 

tetraploid plants, and this method has disadvantages such as time-consuming and difficulty in the 

crossing process. To produce the endosperm of triploid Persian shallot plant under tissue culture 

conditions and in the next stages after adaptation and cultivation under natural conditions, a 

comparative process with diploid plants will be done so that by examining important traits including 

the yield and medicinal properties of this plant we can get positive results to present an important 

point in this field. 
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