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Abstract 

Introduction 

The endosperm (3n) is the food source for the embryo, which has received two polar nuclei from 

the maternal parent 2n and one sperm cell from the paternal parent 1n. Traditionally, triploid 

plants are created by crossing between tetraploid plants and diploid plants. To carry out this 

method, it is necessary to create tetraploid lines, and it is possible to double the chromosomes of 

diploid species by using substances that inhibit the formation of the division spindle. The 

advantage of endosperm culture over the traditional method is that the production of triploid 

plants in endosperm culture is done in a single step, and the time required to generate a triploid 

plant is less than in the traditional method. Increasing the level of ploidy of the nucleus can affect 

the plant's physiological and biochemical processes as well as altering the rate of photosynthesis, 

respiration, activity of genes, enzymes, and expression of isoenzymes compared with diploid 

types. They will have a new phenotype and can surpass the range of traits of their diploid 

ancestors such as increasing biomass and changing the quality and concentration of plant active 

ingredients, increasing resistance to drought stress, and resistance to pests. Therefore, the chance 

of their selection will increase. 

Materials and methods 

Immature seeds were collected in late May, about 35 to 45 days after pollination, and mature 

seeds were harvested after fully ripening approximately in late July, and disinfection using a 

stereomicroscope with 60 times magnification under a laminar hood. The endosperm tissue was 

separated from the seed coat and embryo. In this study, mature and immature endosperm tissues 

of the mooseer plant were cultured onto hormonal compounds for callus induction in dark 

conditions for three months. In further experiments, the effects of sucrose were investigated at 

two levels of 30 and 50 gl-1 and the combination of BAP and NAA treatments on mooseer 
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production. The flow cytometry method and chromosome counting were used to determine the 

ploidy levels of regenerated plants. 

 

Results 

In this study, the treatment of 1 mg L-1 of NAA and 1 mg L-1 of BAP indicated the highest 

percentage of callus formation in both mature and immature tissues of mooseer endosperm. 

Seedlings produced in the treatment of 0.5 mg L-1 of NAA and 3 mg L-1 of BAP in culture 

medium with 50 g of sucrose caused the production of bulblet with greater length and diameter. 

The present study identified the cytogenetic properties, chromosome counts, and stomatal sizes of 

triploid plants regenerated from both mature and immature endosperm tissue of mooseer, using 

flow cytometry. A total of 12 triploid seedlings were obtained from mature tissue, while 8 

seedlings were obtained from immature tissue. 

Conclusion 

Traditionally, triploids are produced by hybridization between induced superior tetraploids and 

diploids, but endosperm culture is a one-step protocol. In this study, according to the sexual and 

asexual propagation (propagation through daughter bulbs) of mooseer, the modification and 

production of the triploid plants in mooseer allow the propagation of this plant through daughter 

bulbs. Generally, triploid plants were successfully produced through the endosperm culture 

method. 

Keywords: Bulblet, Chromosome, Flow cytometry, Mooseer, Ploidy, Seed. 
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 تریپلوئید موسیر به روش کشت آندوسپرم  انتولید گیاه
 

 4محمد رضا دادپور   ،3، جابر پناهنده  2، علیرضا مطلبی آذر 1امین جهانیان  

 

 ، تبریز، ایراندانشگاه تبریز ،دانشکده کشاورزی ،گروه علوم باغبانی ،دانشجوی دکتری اصلاح و بیوتکنولوژی گیاهان باغبانی -1

 تبریز، ایران ،دانشگاه تبریز ،دانشکده کشاورزی ،باغبانیدانشیار گروه علوم  -4، 2،3

 چکیده

( یک یاخته اسپرم از 2nباشد که دو هسته قطبی از والد مادری)می   3nکه به صورت    باشد می آندوسپرم منبع تغذیه جنین  

پدری   سنتی گیاهان تریپلوئید از تلاقی گیاهان  دریافت کرده است.    (1n)والد  ایجاد به طور  با گیاهان دیپلوئید  تتراپلوئید 

های دیپلوئید های گونه های تتراپلوئید ضروری است و دو برابر کردن کروموزوم برای انجام این روش ایجاد لاین  .شوند می 

شود. مزیت کشت آندوسپرم نسبت به روش سنتی تلاقی در این با استفاده از مواد بازدارنده تشکیل دوک تقسیم ممکن می 

که زمان مورد نیاز برای   باشد می ای  است که فرآیند تولید گیاهان تریپلوئید در کشت آندوسپرم یک پروتکل یک مرحله 

در آزمایشگاه کشت بافت گیاهی علوم باغبانی   1400این آزمایش در سال باشد.   تولید گیاه تریپلوئید کمتر از روش سنتی می 

که در هر انجام گرفت  طرح کاملا تصادفی در سه تکرار  این تحقیق بر اساس دانشکده کشاورزی دانشگاه تبریز انجام گرفت.

های بالغ و نابالغ آندوسپرم گیاه موسیر در ترکیبات هورمونی در این مطالعه از بافت . عدد آندوسپرم کشت شد  8تکرار تعداد  

 50و  30زایی به مدت سه ماه در شرایط تاریکی کشت گردید. در آزمایش بعدی، تاثیر میزان ساکارز در دو سطح برای پینه 

هورمونی   تیمارهای  ترکیب  و  لیتر  در  شمارش   NAAو    BAPگرم  روش  از  گرفت.  قرار  بررسی  مورد  پیازچه  تولید  بر 

های باززایی شده با سطح پلوئیدی تریپلوئید استفاده گردید. در این کروموزومی و فلوسایتومتری برای تعیین و تایید گیاهچه 

زایی در هر دو بافت بالغ و بیشترین درصد پینه   BAPگرم در لیتر و یک میلی  NAAگرم در لیتر  پژوهش تیمار یک میلی 

در  BAPگرم در لیتر و سه میلی   NAAگرم در لیتر  های تولیدی در تیمار نیم میلی نابالغ آندوسپرم موسیر بدست آمد. گیاهچه 

دارای   کشت  پیازچه   50محیط  تولید  باعث  ساکارز  بررسی گرم  شد.  بیشتر  قطر  و  طول  با  شمارش های  سیتوژنتیک  های 

نمودند. در پایان  شناسایی  آندوسپرم را  بافت  از  باززایی شده  اندازه روزنه گیاهان تریپلوئید  فلوسایتومتری و  کروموزوم، 

و تعداد    12آزمایش تعداد   بالغ  آندوسپرم  بافت  از  آمد  8گیاهچه تریپلوئید  نهایی این گیاهچه از بافت نابالغ بدست  نتایج   .

از ترکیب هورمونی   استفاده  پینه   NAAو    BAPآزمایش  بهتر در گیاه موسیر پیشنهاد می را برای  برای تولید زایی  و   کند 

در غلظت  BAPدر غلظت پایین و سایتوکینین    NAAتر از اکسین های با کیفیت گیاهان با صفات رشدی بهتر و تولید پیازچه 

ساکارز توصیه می  بالاتر  با درصد  همراه  )پیاز دختری(   شود. بالاتر  افزایش جنسی و غیر جنسی  به  با توجه  آزمایش  این  در 

کند. در این تحقیق پذیر می موسیر، بهنژادی و تولید گیاه تریپلوئید در موسیر، افزایش این گیاه را از طریق پیاز دختری امکان 

تولید شدند.  آندوسپرم  با روش کشت  تریپلوئید  گیاهان  آمیزی   به طور موفقیت 
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 جهانیان و همکاران: تولید گیاهان تریپلوئید موسیر...

 

 مقدمه

طبق   Allium hirtifolium Boiss موسیر با نام علمی  

طبقه  گیاه آخرین  تیرهبندی  در      Amaryllidaceaeشناسی 

  Alliaceaeبندی قبلی در تیره  قرار گرفته است که در رده 

از لحاظ  . (Friesen et al., 2021)بندی شده بود طبقه

گونه برخوردار    Alliumای، جنس  تنوع  تنوع زیادی  از 

از   بیش  طوری که  به  از    900بوده  وحشی  و  اهلی  گونه 

دارد  گسترش  زمین  شمالی  نیمکره  در  جنس    این 

(Friesen et al., 2021) نام با  ایرانی  موسیر   .

از    mooseerیا     Persian Shallotانگلیسی یکی 

جنس  گونه  از  ایران  بومی  در    Alliumهای  که  است 

موسیر کشور رویش دارد.  نسبتاً مرتفع   سردسیر و  مناطق

متر با پوشش  سانتی  5/2-5نسبتا کروی به قطر  دارای پیاز  

از رشته است. خارجی خاکستری  از هم  الیاف جدا  یا  ها 

متر ارتفاع سانتی  80-120ساقه یا تیرک گل موسیر بلند،  

بین   و  سانتی  2تا    1و  است  توپر  ابتدا  ساقه  دارد.  قطر  متر 

آذین کروی گیاه قرار دارد و در فصلی  در انتهای آن گل

می  پراکنده  بذرها  و  خشک  گیاه  بهکه  صورت گردند 

زر لوله  مییک  باقی  خالی  تو  گل د  زمان  دهی  ماند. 

 . (Farhadi et al., 2022)موسیر، اردیبهشت ماه است 

امکان   گیاهی  بافت  از  افزایشکشت  بسیاری   انبوه 

فراهم   را  مهم  دارویی  گیاهان    کردهگیاهان  تولید است. 

ای، عاری از بیماری و از  از طریق کشت درون شیشه شده

 George et)  باشندژنتیکی و کیفی یکنواخت می نظر

al., 2008)  گیاهان موسیر تکثیر شده یا استفاده از روش .

شیشه از  کشت  معمولا  به  ای  نسبت  بالایى  رشد  قدرت 

روش  به  که  موسیری  می  هاىگیاه  تکثیر  شود، سنتى 

به همچنین  است.  گیاه دلیل  برخوردار    ان یکنواختی 

، آن هابهتر   از کشت بافت و نیز سازگاری  بدست آمده

 Hajiheidar)یابد می وری افزایشعملکرد و میزان بهره 

et al., 2017) . 

گیاهان   تلاقی  از  تریپلوئید  گیاهان  سنتی  طور  به 

 Bahadur)شوند  تتراپلوئید با گیاهان دیپلوئید ایجاد می

et al., 2015).  ایجاد لاین روش  این  انجام  های  برای 

های تتراپلوئید ضروری است و دو برابر کردن کروموزوم

تشکیل گونه  بازدارنده  مواد  از  استفاده  با  دیپلوئید  های 

های گیاهان  یکی از ویژگی   شود.دوک تقسیم ممکن می 

نامطلوب   این یک صفت  است که  بودن  عقیم  تریپلوئید 

تکثیر می بذر  با  تجاری  به صورت  گیاهانی که  شوند  در 

درختان،  می در  تریپلوئید  گیاهان  وجود،  این  با  باشد. 

برای درختچه دارند  رویشی  تکثیر  که  گیاهانی  و  ها 

باشد چون که رشد رویشی در این ها مهم می بیوماس آن 

می  زیاد  از گیاهان  که  است  این  امر  این  دلیل  و  باشد 

ولید میوه و بذر مقدار فراوان انرژی فتوسنتزی که برای ت

می میمصرف  عمل  به  جلوگیری  انرژی  شود  و  آید 

 Wang et)  شودفتوسنتزی فقط صرف رشد رویشی می 

al., 2016). هسته پلوئیدی سطح در افزایش کلی طوربه 

 گیاه بیوشیمیایی و فیزیولوژیکی بر فرآیندهای تواندمی

-ژن فعالیت تنفس، فتوسنتز، آن میزان طی و گذاشته اثر

تغییر دهد، بنابراین   ها راایزوآنزیم بیان و هاآنزیم و ها

 فنوتیپ دیپلوئید اغلب انواع به نسبت پلوئید پلی گیاهان

محدوده   نشان خواهند داد و ممکن است از را جدیدی

 افزایش هایی نظیرویژگی در خود دیپلوئید اجداد صفات

 فعال ترکیبات غلظت و کیفیت در تغییر و  بیوماس

 در مقاومت  تنش خشکی و به افزایش مقاومت گیاهی،

فراتر برابر  شانس عمل، این نتیجه در و رفته آفات 

 .(Wang et al., 2016) یابد افزایش هاآن انتخاب

جنین   تغذیه  منبع  صورت   باشد میآندوسپرم  به  که 

3n   مادری  می والد  از  قطبی  یک   2nباشد که دو هسته 

پدری   والد  از  اسپرم  است    1nیاخته  کرده   )دریافت 

Wang et al., 2016).    رشد برای  تلاش  اولین 

سال   در  نابالغ  روی    1933آندوسپرم  بر  ذرت  گیاه  در 

عصاره   و  زمینی  سیب  عصاره  شامل  که  کشتی  محیط 

ها ذرت جوان بود انجام شد و پرآوری کوچکی از یاخته

شد   مشاهده  جنین  نزدیکی   Thomas and)در 

Chaturvedi, 2008).   باززایی از بافت آندوسپرم اغلب

می  تکنیکی  چالش  عنوان  مهمبه  از  عوامل  باشد.  ترین 

موثر در کشت آندوسپرم می توان به نوع ژنوتیپ، زمان 
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نمونه گیری)آندوسپرم بالغ و نابالغ( و محیط کشت اشاره 

. در تولید گیاهان تریپلوئید (Wang et al., 2016)کرد

با استفاده از بافت نابالغ آندوسپرم    (Morus alba)توت

گرده  20-17) از  پس  میزان  روز  بیشترین  افشانی( 

)کالوس هورمونی    58زایی  ترکیب  از   5درصد( 

به دست آمد   NAAمیکرومولار  1و  BAP میکرومولار 

(Thomas et al., 2000).  مطالعه ای روی کشت  در 

سرخ شمشاد  گیاه  نابالغ  و  بالغ   Burning)آندوسپرم 

bush)   های آندوسپرم نابالغ و  درصد از نمونه 50حدود

نمونه  14 از  از  درصد  پس  بالغ  آندوسپرم  هفته   8های 

و   کشت    4تاریکی  محیط  روی  بر  روشنایی   MSهفته 

با   مولار  2/ 2همراه  مولار   7/2و    BAP  میکرو  میکرو 

NAAپینه شدند  ،  تشکیل  فشرده  و  رنگ  سبز  های 

(Thammina et al., 2011).   در یک تحقیق نوآورانه

تیمار   از  استفاده  و  آندوسپرم  کشت  از  استفاده  با 

پینهکلشی در  زینتی  سین  گیاه  های 

گیاهان تریپلوئید و  (Haemanthus albiflos)همانتوس

افزایش  .(Nakano et al., 2021) هگزاپلوئید تولید شد

غیر جنسی گیاه موسیر سبب شده است که تنوع ژنتیکی  

و در  باشد  نداشته  وجود  گیاه  این  پلوئیدی در  در سطح 

جهش طریق  از  و  طبیعت  در  فقط  وجود  های صورت 

است شده  تولید  مورد  .  طبیعی  در  تحقیقات  متاسفانه 

تنوع  بررسی  مورد  چند  به  تنها  گیاه  این  بهنژادی 

توده ژنتیکی  و  محدود مرفولوژیکی  موجود  بومی  های 

نژادی این گیاه در گروه علوم  بوده است و اخیرا برنامه به 

اجرا   تبریز در حال  دانشگاه  دانشکده کشاورزی  باغبانی 

گیاه  می در  بذر  تولید  و  جنسی  افزایش  بر  علاوه  باشد. 

می  سبب  جنسی  غیر  افزایش  امکان  در  موسیر،  که  شود 

بذر  تولید  قدرت  فاقد  که  تریپلوئید  گیاه  تولید  صورت 

تولید   تریپلویید  گیاهان  مزیت  این  از  استفاده  با  هستند 

 شده را حفظ نمود. 

برنامه  بودن  محدود  به  توجه  برای با  اصلاحی  های 

این   است  کشورمان  بومی  گیاهان  از  که  موسیر  گیاه 

یپلوئید( با ترتحقیق با هدف ایجاد سطح پلوئیدی جدید )

روش از  )کشت  استفاده  بافت  کشت  نوین  های 

 آندوسپرم( در کمترین زمان ممکن انجام گرفت.

 

 هامواد و روش

 مواد گیاهی

کاشته   موسیرهای  چتر  از  موسیر،  بالغ  و  نابالغ  بذور 

تحقیقاتی خلعت پوشان شده در بخش سبزیکاری مزرعه  

کشاورزی غواص  دانشکده  شهدای  بلوار  در  ،  واقع 

(38° 1′ 54.77″ N, 46° 23′ 40.43″ E) ترتیب به   ،

 افشانیروز پس از گرده  40اواخر اردیبهشت ماه )حدود 

DAP, day after pollination  ماه تیر  اوایل  و   )

شدند.   بافت برداشت  کشت  آزمایشگاه  به  گیاهی  مواد 

گیاهی گروه علوم باغبانی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه  

انجام  تبریز   بذور  عفونی  ضد  مراحل  و  شدند  منتقل 

دقیقه    20ابتدا بذرها در زیر آب جاری به مدت  گرفت.   

قطره   چند  آن  از  پس  و  شد  داده  به    Tween 20قرار 

دقیقه بر روی   5داخل آب مقطر اضافه گردید و به مدت 

شیکر قرار داده شد. پس از این مرحله بذرها با آب مقطر  

در  شدند.  منتقل  لامینار  هود  داخل  به  و  شدند  آبشویی 

به   بذور   هیپوکلرید    20مدت  داخل هود لامینار  دقیقه با 

ملایم(    5/2سدیم   دادن  تکان  با  )همراه  فعال  درصد کلر 

تریل آبشویی و  قرار داده شد. سپس بذور با آب مقطر اس

الکل   از  استفاده  مدت    70با  به  از   5درصد  پس  و  دقیقه 

مراحل ضد   استریل،  مقطر  با آب  آبشویی  مرتبه  سه  آن 

بذر   پوشش  گردید.  تکمیل  بافت  عفونی  از  جنین  و 

استریومیکروسکوپ  آندوسپرم از  استفاده   ,Nikon) با 

Tokyo, Japan)    بزرگنمایی گردید. هشت   60با  جدا 

پت داخل  به  آندوسپرم  نمونه  دیشریز  حاوی  ری  های 

داده    MSمحیط کشت   انتقال  ترکیبات هورمونی  دارای 

  شد.

 زایی و باززاییپینه  محیط کشت
ترکیب  از  موسیر  آندوسپرم  بافت  از  پینه  تولید  برای 

گرم در لیتر( و  میلی 2و  5/1) D,4-2های مختلف  غلظت

NAA (5/0  از اکسینمیلی 1و )ها و گرم در لیترBAP   (
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گرم در  میلی 1و  Kin  (5/0گرم در لیتر( ومیلی 1و  5/0

مدت سه  ها بهها استفاده گردید. کشتلیتر( از سایتوکینین

دمای   با  تاریکی  شرایط  در  سلسیوس   24ماه  درجه 

ماه از کشت آندوسپرم و تولید   3نگهداری شدند. پس از 

ها به قطعه های کوچکتر تقسیم شدند و در همان  پینه، پینه

روز   40زایی( برای مدت  تیمارهای پیشین )تیمارهای پینه

 ساعت کشت شدند  8و تاریکی    16در شرایط روشنایی  

مدت   برای  سپس  کشت    30و  محیط  به  فاقد    MSروز 

شدند هورمون  منتقل  گیاهی  صفات     های  آن  از  پس  و 

   شاخساره و پیازچه اولیه شمارش شدند.

 تولید پیازچه

شاخساره شاخساره کافی،  تولید  از  محیط  پس  به  ها 

میلی گرم در   3و   BAP   (5/0 ،1 ،2حاوی   MSکشت 

  30میلی گرم در لیتر( در دو غلظت    5/0)  NAAلیتر( و  

بررسی   50و   و  پیازچه  تولید  ساکارز جهت  لیتر  در  گرم 

پیازچه،  تولید  از  پس  شدند.  منتقل  پیازچه  قطر  و  طول 

زایی حاوی نصف غلظت  ها به محیط کشت ریشهگیاهچه

MS  میلی با یک  لیتر  همراه  در  مدت    IBAگرم    45به 

 روز منتقل شدند. 

 مطالعه سیتوژنتیکی )شمارش کروموزوم(
زمینه   در این آزمایش با توجه به تحقیقات پیشین در 

سیتولوژی موسیر از پیش تیمار آلفابرومونفتالین به مدت 

مرحله    4 این  از  پس  شد.  استفاده  اتاق  دمای  ساعت در 

شامل    (Carnoy)  ها از محلول کارنویبرای تثبیت نمونه

اتانول   قسمت  سه  و  گلاسیال  استیک  اسید  قسمت  یک 

ریشه  100تا    95) گردید.  استفاده  از  درصد(  پس  را  ها 

خارج کردن از محلول تثبیت و شستشو با آب مقطر، در  

سلسیوس درجه  60اسید کلریدریک یک نرمال در دمای 

مدت   در    8به  هیدرولیز  عمل  تا  شد  داده  قرار  دقیقه 

کامل های هیدرولیز شده به طور ریشهها انجام شود. ریشه

شستشو داده شد و سپس در محلول رنگی استو اورسئین  

شدند.  24مدت    به داده  قرار  نمونه    ساعت  تهیه  برای 

ریشه رنگمیکروسکوپی  کدام  های  هر  شده  آمیزی 

گذاشته  جداگانه لام  ریشه    روی  نوک  انتهایی  قسمت 

را با استفاده از تیغ مخصوص برش داده   منطقه مریستمی 

استیک    سپس  و  شد اسید  قطره  روی   45یک  درصد 

نمونه ریخته و لامل روی آن گذاشته شد و سپس با قرار 

و لامل بین کاغذ صافی روی لامل چند ضربه    دادن لام

رنگ خروج  ضمن  تا  شد  یاخته  زده  اضافی،    های های 

مریستمی در یک سطح پخش گردند. بدین ترتیب نمونه  

میکروسکوپ   زیر  در  مشاهد   Nikon DXMبرای 

1200 digital camera (Nikon, Tokyo, Japan)  
 آماده شد.

 فلوسایتومتری

روش  از  فلوسایتومتری  آزمایش  انجام  برای 

(Doležel et al., 2007)  تا   20استفاده گردید. حدود

گیاه  میلی  30 و  شده  باززایی  گیاهان  تازه  برگ  گرم 

 = Allium cepa L. Alice (2C DNAاستاندارد پیاز

34.89 pg)  گیاه موسسه  از  شده  و )تهیه  شناسی 

اوسلوموک فلوسایتومتری  جمهوری   آزمایشگاه  کشور 

 ,Institute of Experimental Botany  چک

Olomouc, Czech Republicمیلی را در یک  لیتر  ( 

مدت حدود   به  پتری دیش    30بافر هسته  ثانیه در داخل 

 50خرد نموده و بلافاصله از فیلتر نایلون مش با عدد مش 

و   گردد  اضافی حذف  مواد  تا  شد  داده  عبور  میکرومتر 

میزان   ید  پروپیدیوم  رنگ  نمودن  اضافه  از   100پس 

آنزیم   نمودن  اضافه  و  مقدار    RNaseمیکرولیتر    50به 

میلی در  و  میکروگرم  هسته  سوسپانسیون  داخل  لیتر 

شد.  نمونه فلوسایتومتری  دستگاه  در  دادن  قرار  آماده  ها 

م خشک  تمامی  یخ  روی  بر  نمونه  نمودن  آماده  راحل 

 انجام شد.

 تجزیه و تحلیل آماری

تکرار   سه  تصادفی در  طرح کاملا  از  تحقیق  این  در 

تعداد   تکرار  هر  در  شد.   8که  کشت  آندوسپرم  عدد 

نیز مقایسه میانگین ها با آزمون   و  هاداده  واریانس  تجزیه

احتمال  چند دامنه درصد با استفاده    5ای دانکن در سطح 

نمودارهای  انجام شد.  21نسخه   SPSSافزار آماری از نرم
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افزار   نرم  از  استفاده  با  تحقیق  این  در  استفاده   مورد 

Microsoft Office Excel  .رسم شد 

 

 نتایج و بحث

 زاییپینهدرصد 
کشت   روش  به  گیاهان  تولید  برای  متداول  روش 

می بافت  این  از  پینه  ایجاد  ترکیب آندوسپرم  که  باشد 

هورمونی متشکل از یک اکسین و یک سایتوکینین برای  

می استفاده  منظور  تعیین این  عامل  گیاهی  گونه  شود که 

می  غلظت  و  هورمون  نوع  انتخاب  در  باشد کننده 

(Phillips and Garda, 2019)  جدول اساس  بر   .

)جدول   واریانس  بافت  1تجزیه  نوع  ساده  اثرات   ،)

متقابل  اثرات  و  گیاهی  رشد  کننده  تنظیم  و  آندوسپرم 

پینهآن درصد  بر  درصد  ها  یک  احتمال  سطح  در  زایی 

زایی نشان داد  دار بودند. مقایسه میانگین درصد پینهمعنی

پینه نابالغ  بافت  به  نسبت  بالغ  آندوسپرم  بافت  زایی  که 

بیشتری داشتند و در بین تیمارهای هورمونی برای هر دو 

  NAA گرم در لیتربافت بالغ و نابالغ، ترکیب یک میلی

ترکیب برای  بهترین BAP گرم در لیتربه همراه یک میلی

)جدول   بود  منظور  پینه2این  درصد  بیشترین  در  (.  زایی 

آندوسپرم   بالغ  نابالغ    62/87بافت  بافت  در  و  درصد 

میلی  49/62 نیم  تیمارهای  در  آمد.  لیتر  بدست  در  گرم 

BAP    2,4گرم در لیتر  و یک و نیم میلی-D   و همچنین

گرم در لیتر  و یک و نیم میلی    Kinگرم در لیترنیم میلی

2,4-D  پینه آندوسپرم  نابالغ  بافت  نشد، در  مشاهده  زایی 

تیمارها   تمامی  بالغ در  بافت  تیمارهای هورمونی  ولی در 

از  پینه استفاده  بافت  نوع  دو  هر  در  داشت.  وجود  زایی 

اکسین   هورمون    D-2,4هورمون  به  برای    NAAنسبت 

نتایج  پینه با  تضاد  در  یافته  این  که  نبود  مناسب  زایی 

( همکاران  و  فرهادی  عنوان 2017آزمایش  که  بود   )

از   استفاده  لیتر  میلی  5/1کردند  در    5/0با    D-2,4گرم 

لیتر  میلی در  پینه  BAPگرم  )بیشترین درصد  (  %69زایی 

در ریز نمونه صفحه پایگاهی گیاه موسیر را دارا بود. در  

یافته تنظیم  تایید  تاثیر  با  ارتباط  در  تحقیق  این  های 

ریز نمونه  های رشد در پینهکننده از  زایی موسیر، استفاده 

پایگاهی پیاز(  صفحه  تیمار    )طبق  همراه    NAAدر  به 

BAP  در کشت،  حاوی  محیط  درمیلی 1های  لیتر   گرم 

NAA    5  پینه بالا بود و باززایی از سطح  پینهمیزان تولید  

 Ghahremani) هفته پس از کشت مشاهده گردید 6تا 

et al., 2012). 

 تعداد شاخساره و پیازچه اولیه 

نشان  اولیه  پیازچه  و  شاخساره  تعداد  واریانس  تجزیه 

داد که اثرات ساده بافت آندوسپرم و تنظیم کننده رشد و  

درصد  نیز اثر متقابل این دو فاکتور در سطح احتمال یک 

)جدول  معنی بود  تعداد .  (1دار  میانگین  مقایسه  نتایج 

تیمارهای   نتایج  مشابه  تقریبا  نیز  اولیه  پیازچه  و  شاخساره 

تیمار  پینه در  اولیه  شاخساره  تعداد  بیشترین  و  بود  زایی 

میلی لیتر  یک  در  میلی  NAAگرم  یک  لیتر  و  در  گرم 

BAP    ترتیب به  نابالغ  و  بالغ  بافت  دو  هر  و   25/76در 

(. برای تعداد پیازچه اولیه تیمار یک  2بود )جدول  75/43

لیتر  میلی در  میلی  NAAگرم  لیتر  و یک  در   BAPگرم 

  18/ 75و    25/15در هر دو بافت بالغ و نابالغ به ترتیب با  

بافت   بین  و  تولید کردند  را  اولیه  پیازچه  تعداد  بیشترین 

معنی تفاوت  نابالغ  و  مشاهد بالغ  این صفت  نظر  از  داری 

 (. 2نشد )شکل 

نتایج مقایسه میانگین تولید پیازچه اولیه نشان داد که  

میلی یک  تیمار  از  غیر  لیتربه  در  همراه   NAA گرم  به 

میلی لیتریک  در  بافت BAP گرم  نوع  دو  هر  در 

معنی اختلاف  تیمارها  بقیه  با  که  داشتند،  آندوسپرم  دار 

معنی اختلاف  همدیگر  با  تیمارها  نداشتند  بقیه  داری 

 .(2)جدول 
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Figure  1. Callus production from mature endosperm tissue after about 3 months in dark conditions 

(left), transfer callus to light condition in MS medium without plant  growth regulator PGR (right) 

Figure 2. seperation bulblet onto 3 mgl-1 BAP 

and 1 m gl-1 NAA in 50 gl-1 sugar    

نشان داد که   Farhadi et al (2022)نتایج آزمایشات 

ترکیبی   موجب   BAPو    NAAکاربرد  کشت  محیط  در 

پیازچه  گردد.تسریع در ظهور  موسیر می  تنظیم   های  کاربرد 

تشکیل سریعکننده  برای  ریز نمونه   های رشد  از  های پیازچه 

 Xu et)  گزارش شده است   Alliumجنس  های مختلف  گونه 

al., 2008) .   کشت شیشه در  درون   هایگونه   ایهای 

Allium ها معمولًا به منظور تحریک تقسیم یاختهی و ، اکسین

 ها از بافتها برای تقسیم یاختهی و تمایزیابی پیازچه سیتوکینین 

 .(Roksana et al., 2002)نقش دارند   پینه های گیاهی و  

غلظت  به  بافت  کشت  شرایط  در  شده  تولید  های پیازچه 

دارد    BAPو    NAAمختلف    ,.Khalid et al)بستگی 

رشد   (2001 برای  ترکیبات  این  از  استفاده  همچنین  و 

نمونه پیازچه  ریز  سریع   .A. cepa varهای  زایی 

aggregatum    گزارش شده است(Hailekidan et al., 

 0/ 4به همراه    BAPگرم در لیتر  . استفاده از یک میلی (2013

لیتر  میلی   1تا   در  تولید    NAAگرم   2/17تا    4/15با میانگین 

 Xu et)گزارش شده است     A. chinenesisپیازچه در گیاه 

al., 2008) .   ای گیاهان پیازدار در بیشترمطالعات درون شیشه

غلظت   Alliumهای  گونه  در  استفاده در تفاوت  مورد  های 

مربوط به نوع ریز نمونه و گونه مورد  BAPو    NAAترکیب  

بوده است    . (Gantait et al., 2010) مطالعه 

 قطر و طول پیازچه 

پینه  از  پیازچه پس  و  شاخساره  تولید  و  موفق  های زایی 

پیازچه  در  اندازه  افزایش  برای  تیمارهای کوچک،  ها، 

صفات  بررسی  برای  ساکارز  غلظت  اثر  با  همراه  هورمونی 

ق  شامل  پیازچه  قرار رشدی  بررسی  مورد  پیازچه  طول  و  طر 

 40های با شاخساره و پیازچه اولیه برای مدت  گرفت. کالوس 

فاقد تنظیم کننده رشد منتقل شدند   MSروز به محیط کشت  

پیازچه  از تا  پس  برسند.  یکنواخت  اندازه  به  کوچک  های 

پیازچه   2گذشت   بازکشت  از  مختلف ماه  تیمارهای  اثر  ها، 

ارزیابی شد.  نتایج تجزیه واریانس نشان داد که اثر تیمارهای 

شاخص م  بر  بررسی  سطح ورد  در  رشد  یک   های  احتمال 

معنی  بود  درصد  غلظت  3)جدول  دار  لیتر   50(.  در  گرم 

گرم در لیتر تاثیرگذاری بیشتری  30ساکارز نسبت به غلظت  

نیم  تیمار  از  غیر  به  که  طوری  به  داشت  پیازچه  قطر  در 

 BAPگرم در لیتر  به همراه نیم میلی  NAAگرم در لیتر  میلی 

تفاوت معنی  ساکارز  این دو سطح  بقیه تیمارها بین  داری در 

غلظت  افزایش  با  هورمونی  تیمارهای  بین  در  شد.  مشاهده 

لیتر تا  میلی   5/0از    BAPسیتوکینین   در  گرم در میلی   3گرم 

گرم در لیتر به ترتیب از  30و   50لیتر قطر پیازچه در ساکارز  

به  میلی   6/ 52و    32/8 رسید میلی   17/ 47و    47/22متر  متر 

 (. 3)شکل 
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Table 1. Analysis of variance the effect of plant growth regulators on callus percent and the number 

of  primary shoots and primary bulbs in two types of endosperm tissue. 

  Mean of squares 

S.O.V df Percentage of 
callusing 

Number of primary 
shoots 

Number of 
primary bulblet 

Endosperm tissue 1 **5633.628 **5130.141 **64.00 
PGR 7 **4091.581 **2561.337 **208.563 

PGR  ×Endosperm tissue 7 **685.016 **413.819 **20.00 

Error 48 300.812 185.734 9.240 

CV (%)  13.12 9.37 14.28 

Respectively, ns, *, ** indicate non-significance and significance at the probability level of 5% and 1% 

 

 

Table 2. Effect of different PGR combination on callus formation and number of primary shoot and 

bulblet derived from mature and immature endosperm tissue  

Number of 
primary bulblet 

Number of primary 
shoots 

Callus percent PGR treatment Type of 
tissue 

0.00d 0.00 f 0.00 c 
1.5 mgl-1 2,4- D+ 0.5 mgl-1 BAP 

 

 

 
 

 
 
 
Immature 

endosperm 

1.00cd 4.75ef 8.33bc 
2 mgl-1 2,4- D+ 1 mgl-1 BAP 

 

0.00d 0.00 f  0.00 c 
1.5 mgl-1 2,4- D+ 0.5 mgl-1 KIN 
 

2.50bcd 10.00def 16.66bc 
2 mgl-1 2,4- D+ 1 mgl-1 KIN 

 

4.50bcd 14.00def 20.83bc 
0.5 mgl-1 NAA+ 0.5 mgl-1 BAP 
 

18.75a 43.75bc 62.49 a 
1 mgl-1 NAA+ 1 mgl-1 BAP 

 

3.00cd 12.50def 62.49 a 
0.5 mgl-1 NAA+ 0.5 mgl-1 KIN 
 

3.00cd 9.50def 16.66bc 
1 mgl-1 NAA+ 1 mgl-1 KIN 

 

1.25cd 4.25ef 8.33bc 1.5 mgl-1 2,4- D+ 0.5 mgl-1 BAP 

 

 

 
 
 

 
 
Mature 
endosperm 

 

3.25cd 14.25def 16.66bc 
2 mgl-1  2,4- D+ 1 mgl-1 BAP 
 

5.75bc 26.00cde 29.16bc 
1.5 mgl-1 2,4- D+ 0.5 mgl-1 KIN 
 

6.00bc 31.25bcd 37.49 b 
2 mg/l 2,4- D+ 1 mg/l KIN 
 

5.75bc 29.00bcd 33.33 b 
0.5 mgl-1 NAA+ 0.5 mgl-1 BAP 
 

15.25a 76.25a 87.62 a 
1 mgl-1 NAA+ 1 mgl-1 BAP 
 

2.50cd 8.75def 12.49bc 
0.5 mgl-1 NAA+ 0.5 mgl-1 KIN 
 

9.00b 48.00b 70.83 a 
1 mgl-1 NAA+ 1 mgl-1 KIN 
 

Mean followed by similar letters in each column, are not significantly different at the 5% level of 

probability. 
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Table 3. Analysis of the variance bulblet diameter and length under the PGR 
 

 

 

 

 Ghahremani Majd et al (2012) در آزمایش  

)از  ساکارز  غلظت  و  هورمونی  تیمار  تاثیر  از  مشابهی  نتایج 

به دست آمده از کالوس پیازچه  از ریز های  های تولید شده 

این  در  که  طوری  به  آمد  بدست  پایگاهی(  صفحه  نمونه 

میلی  نیم  تیمار  از  استقاده  نیز  لیتر  تحقیق  در  به   NAAگرم 

میلی  سه  لیتر  همراه  در  تولید درشت   BAPگرم  ترین سبب 

گرم در  60پیازچه  شد. همچنین با افزایش غلظت ساکارز تا  

گرم در   90لیتر اندازه پیازچه افزایش پیدا کرد ولی در غلظت 

اثر  گوناگون  تحقیقات  در  یافت.  کاهش  پیازچه  اندازه  لیتر 

گیاهان جنس  پیازچه  تولید  در  ساکارز  بالای  غلظت  مثبت 

Allium   گزارش شده است   ( Saos, et al., 2002 ) .نتایج 

در محیط سازی باززایی پیازچه موسیر  تحقیق مشابه برای بهینه 

نشان داد  ، های رشد گیاهیکننده   همراه با تنظیم MS کشت 

پیازچه  تعداد  بیشترین  کشت  (  66/12)  که  محیط   MSدر 

گرم در لیتر میلی 1به همراه  BA گرم بر لیتر میلی  2حاوی  

NAA   بدست آمد (Hajiheidar et al., 2017) .  در طول

بین  و  ساکارز  غلظت  دو  در  پیازچه  قطر  مانند  نیز  پیازچه 

(. 4داری مشاهده شد )شکل  تیمارهای هورمونی تفاوت معنی 

نظر طول مربوط به تیمار نیم بزرگ  گرم میلی   ترین پیازچه از 

متر میلی   57/39با   BAPگرم در لیتر و سه میلی   NAAدر لیتر 

کننده   عنوان   به   NAAبود.   اکسینی یکی از تنظیم  های رشد 

تقسیم یاختهی دارد، بنابراین حضور آن برای  نقش موثری در 

لازم   در   به   BAP.  باشد  میباززایی  سایتوکنین  یک  عنوان 

نمو و تقسم یاختهی نقش دارد و اضافه کردن  تحریک رشد و 

به  می  سایتوکنین  گیاهان  باززایی  سبب  کشت   شودمحیط 

 (Bhatia, 2015; Davies, 2010).   های پژوهش   بیشتردر

می   پیشین مشاهده  سایر  شود نیز  در  پیازچه  تولید  در  که 

جنس  گونه  های   Alliumهای  برای  غلظت  بیشتری 

 Yan et)  شده است  سایتوکنین نسبت به اکسین در نظر گرفته 

al., 2009) .  های بافت پیازچه موسیر رسد که یاخته به نظر می

 45محیط کشت در غلظت  پتانسیل اسمزی  به لحاظ افزایش 

یاخته  غذایی  مواد  ارتباط جذبی  توانسته  محیط گرم  با  را  ها 

به  بر   کشت  نرمال  بنابراین   طور  و  کنند  افزایشقرار   باعث 

ای  شده  یاخته   . است  آنها 

سیتوژنتیکی بررسی   های 

 شمارش کروموزوم 

اهمیت  گیاهان  درمورد  سیتوژنتیک  مطالعات  انجام 

ژنتیکی یک گیاه، تشخیص وضعیت و بررسی تعداد، شکل و 

. (Cherazi et al., 2012) های آن استرفتار کروموزوم 

کروموزوم  است که  این  در  مطالعات  این  دارای اهمیت  ها 

ا ژن  و  هستند  را   طلاعات ها  گیاه  فنوتیپ  به  مربوط  ژنتیکی 

گیاهچه دارند داد  نشان  کروموزوم  شمارش  های .نتایج 

های بافت بالغ از باززایی پینه   24تریپلوئید با تعداد کروموزوم  

شدند )شکل   تولید  آندوسپرم  این مطالعه  (b  5و نابالغ  . در 

 8گیاهچه تریپلوئید از بافت آندوسپرم بالغ و تعداد  12تعداد  

گیاهچه از بافت نابالغ بدست آمد. گیاهان تریپلوئید با استفاده 

از روش کشت آندوسپرم با استفاده از شمارش کروموزمی در 

، کیوی (Sun et al., 2011)گیاهان مختلفی از جمله پاپایا 

شده   (Góralski et al., 2005) فروت   تولید  موفقیت  با 

 است. 

 

  Mean of squares 

S.O.V df Bulblet diameter Bulblet length 

PGR 7 **134.469 **166.962 
Error 24 1.884 4.375 

CV (%)  10.9 7.87 
Respectively, ns, *, ** indicate non-significance and significance at the probability 
level of 5% and 1% 
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Figure 3. Effect of PGR treatments in two 

sugar level on bulb diameter of regenerated 

mooseer plants  

 

Figure 4. Effect of PGR treatments in two 

sugar level on bulb diameter of regenerated 

mooseer plants

            

Figure 5. Chromosome number of plants regenerated from endosperm culture. a) Diploid plants 

(2n=2x=16). b) Triploid plants (3n=3x=24) 

 فلوسایتومتری

برای    فلوسایتومتری  با توجه به آسان بودن روش کار 

تحقیقات   در بیشتر  پلوئیدی جدید،  تایید گیاهان با  و  تعیین 

نتایج   از  کروموزومی  شمارش  بر  افزون  گیاهان  بهنژادی 

سطح   با  گیاهان  شناسایی  برای  فلوسایتومتری  هیستوگرام 

.  بر  (Asadi et al., 2019)شود  پلوئیدی جدید استفاده می 

اساس نتایج هیستوگرام بدست آمده از فلوسایتومتری )شکل  

a6  استاندارد اندازه    Allium cepa cv. Alice(، گیاه  با 

کانال    2C DNA)  )89 /34 ژنوم   بر روی    200پیکوگرم 

نتایج  اساس  بر  که  موسیر  دیپلوئید  گیاهان  و  دارند    قرار 

(Baranyi and Greilhuber, 1999)  2که اندازه ژنومC 

DNA)  را موسیر  کانال    94/42(  روی  بودند  زده  تخمین 

است.  240 گرفته  هیستوگرام    قرار  گیاه  6شکل    bدر   ،

تریپلوئید روی  قرار دارد و گیاه  200استاندارد بر روی کانال  

گیاهان تریپلوئید نسبت    1به   5/1نسبت   قرار دارد. 360کانال 

به گیاهان دیپلوئید در بررسی فلوسایتومتری مشاهده شد که  

شمارش کروموزومی گیاهان تریپلویید بدست آمده را بیشتر  
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Figure  6. Flow cytometry histogram in plants regenerated from mooseer endosperm tissue a) 

standard plant (Allium cepa cv. Alice) (Blue curve) and mooseer diploid plant (Red curve), b) 

standard plant (Blue curve)  and mooseer triploid plant (Red curve). 

 گیرینتیجه

تلاقی   سنتی  به روش  نسبت  آندوسپرم  مزیت کشت 

در این است که فرآیند تولید گیاهان تریپلوئید در کشت 

که زمان  باشد میآندوسپرم یک پروتکل یک مرحله ای 

از روش سنتی   مورد نیاز برای تولید گیاه تریپلوئید کمتر 

لحاظ باشد می از  گیاهان  از  برخی  در  بودن  تریپلوئید   .

سایر   به  نسبت  بهتری  خصوصیات  دارای  کیفی  و  کمی 

این آزمایش بهترین ترکیب    .باشد میسطح پلوئیدی   در 

پینه  برای  میلیهورمونی  لیتر  زایی یک  در  و   NAAگرم 

BAP  و برای رشد بهتر ساخساره و پیازچه ترکیبBAP    

در سطح   NAAگرم در لیتر و  در سطح بالاتر ار دو میلی

گرم در   50گرم در لیتر در غلظت بالاتر ساکارز )نیم میلی

گیاهچه تولید  برای  بودند.   لیتر(  مناسب  موسیر  با  های 

امکان   تریپلوئید  گیاهان  در  بذر  تولید  عدم  به  توجه 

پذیر   امکان  گیاهانی  برای  فقط  ها  آن  حفظ  و  افزایش 

یابند.  افزایش  )سوخ دختری(  با روش رویشی  است که 

دلیل   به  موسیر  تریپلوئید در  گیاه  تولید  و  موسیر  بهنژادی 

امکان رویشی  در باشد میپذیر  افزایش  رو،  این  از   .

موفقیت طور  به  تریپلوئید   پژوهش حاضر  گیاهان  آمیزی 

 از طریق روش کشت آندوسپرم تولید شدند.
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