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  هاي بومی تره ایرانیزایی تودهبررسی اثر سطوح هورمونی بر رویان
 )Allium ampeloprasum spp. Persicum (به روش ماده زایی در محیط درون شیشه اي  
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  چکیده
 درون محـیط  زایـی در بـه مـاده  از نظر صفات زراعـی   ایرانی ترهمنتخب  توده هفت ارزیابی واکنش منظور به پژوهش این

 B2D0  )2آزمایش به صورت فاکتوریل در طرح پایه کاملا تصادفی که شامل سه سطح هورمـونی . گرفت انجام ايشیشه
 BA گرم در لیتـر میلی 2( B2D4 و) D-2,4 گرم در لیترمیلی 2و  BA گرم در لیترمیلی 2( BA ، B2D2) گرم در لیترمیلی

در سـه   )کرمـان  و ورامین کنگاور، میانه، همدان، نیشابور، گرگان،( و هفت توده تره ایرانی) D-2,4 گرم در لیترمیلی 4و 
 ايشیشهدرصد  زایی، کالوسدرصد  گیاه، بقايدرصد  ،گیاه زاییبازدرصد  زایی،درصد رویان صفات .تکرار انجام شد 

 محـیط  در شده کشت گل 18900 مجموع از آزمایش این در. شدند ارزیابی رویان ظهور جهت لازم زمان و هاگل شدن
بیشـترین درصـد   . شـدند  تبـدیل هـا بـه گیـاه کامـل     شد، که همـه آن  تولید) درصد 43/2( رویان 459 مختلف، هايکشت
 نتـایج نشـان داد  . مشـاهده شـد   B2D2 در محـیط کشـت  و میانـه  در توده گرگـان  ) درصد 25( و باززایی گیاه زاییرویان

  .اي استتره ایرانی در محیط درون شیشه زاییهمادروش موثري براي  گرده افشانی نشدهکشت گل 
  .کشت گل کامل و ايزایی، کشت درون شیشهتره ایرانی، ماده :واژه هاي کلیدي

  
  مقدمه 

باشـد و در  است که اندمیک ایران مـی  Alliaceaeتیره گیاهی از  )Allium ampeloprasum spp. Persicum(تره ایرانی 
). Musavi et al., 2006(شـود  تن تره ایرانی برداشـت مـی   5000سالیانه حدود  .شودهیچ کشوري غیر از ایران یافت نمی

هـاي زیـادي از آن   تودهزیادي مورد کشت و کار قرار گرفته است،  هايسال وکه تره ایرانی بومی ایران بوده  از آنجائی
پراکنش وسـیع تـره ایرانـی برنامـه بـه نـژادي در خـور        وجود با . اندهاي متفاوت در مناطق مختلف سازگار شدهبا ویژگی

-تـوده . باشدیتره ایرانی یه علت ناهمرسی از نوع پروتاندري، گیاهی دگرگشن م. توجهی روي آن صورت نگرفته است

اولـین  . لاین خالص تهیه شودها از آنلازم است  F1هاي موجود در ایران هتروزیگوت بوده و به منظور تولید بذر هیبرید 
-که مـاده  توان گیاه هاپلوئید تهیه کردمی هاي مختلفیبه روش. باشدقدم در تولید لاین خالص تولید گیاهان هاپلوئید می

زایی براي تولیـد  در طی دهه اخیر استفاده از ماده. دنها می باشاین روشجمله اي از رون شیشهزایی و نرزایی در محیط د
 ;Alan et al., 2004(سبزي هاي پیازي معمـول شـده اسـت     و سایر خوراکی در پیاز خالصهاي لاینگیاهان هاپلوئید و 

Bohance, 2002; Hassandokht et al., 2000.( زایـی تعـداد زیـادي از    ت بر روي رویانهاي مختلف محیط کشترکیب
 B5و )  BDS )Dunstan & Short, 1977هـاي محـیط کشـت پایـه     نمـک  و هـاي گیـاهی مطالعـه گردیـده اسـت     گونـه 

(Gamborg et al., 1968) اند مورد استفاده قرار گرفته)Bohance, 2002 .( تاثیر مثبتBA 2,4 و-D  زایـی پیـاز  بر رویان 
. گـزارش شـده اسـت     Martinez et al., 2000)و  ;Hassandokht & Campion, 2002(قین برخی محق توسط خوراکی
زایـی در  تـرین عوامـل مـوثر در واکـنش بـه روش مـاده      هاي انجام شده نشان داده است که ژنوتیپ یکی از مهـم آزمایش

ارزیـابی   هـدف  بـا  ایـن آزمـایش  )  (Bohance, 200; Hassandokht & Campion, 2002اي اسـت محـیط درون شیشـه  
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، تـا پروتکـل تولیـد رویـان جهـت      انجام گرفتاي در محیط درون شیشه زاییمادهبه منتخب هاي تره ایرانی واکنش توده
   .شود مشخصتحقیقات بعدي تولید گیاه هاپلوئید و لاین خالص 

  
  مواد و روش ها 

 و B2D0 ،  B2D2 محـیط کشـت،   سـه و  تـوده  هفـت تصـادفی شـامل    آزمایش به صورت فاکتوریل در پایه طرح کـاملا 
B2D4  اي، چتر گل سه تا پـنج روز قبـل از بـاز شـدن از     ها در محیط درون شیشهبراي کشت گل. تکرار انجام شد سهدر

دقیقـه در   10و سـپس بـه مـدت    % 96ثانیه در الکل صنعتی  30ابتدا به مدت  ،و به منظور ضدعفونی سطحی شدهبوته جدا 
سـپس  . رار گرفتند و پس از آن سه بار با آب مقطر دو بار تقطیر شده سترون شستشو شدندق% 1محلول هیپوکلریت سدیم 

جـدول  (کاشـته شـدند   ) حاوي سطوح مختلف هورمونی( 1القایی  روي محیط کشت) مترمیلی 2(ها با دم گل کوتاه گل
1 .(  

له پارافیلم پوشانده شدند و در اطاقک ها به وسیدرب پتري. غنچه گل کاشته شد 30متر، میلی  90× 15در هر پتري دیش 
سـاعت   8سـاعت روشـنایی و    16هاي فلورسنت به مدت گراد و تحت نور مصنوعی   لامپدرجه سانتی 22رشد با دماي 

عناصـر پـر   کـه حـاوي    2هاي متورم شده پس از گذشت یک مـاه بـه محـیط کشـت القـائی      گل. تاریکی قرار داده شدند
گـرم در   100بدون هورمون و میزان ساکارز و  B5ناصر کم مصرف محیط کشت پایه ع، BDSمصرف محیط کشت پایه 
ها پس از ظهـور، در شـرایط سـترون از گـل جـدا شـده و بـه        رویان). Campion et al., 1995(لیتر بود، انتقال داده شدند 

 و B5پایـه   عناصر کم مصـرف محـیط کشـت   ، BDSعناصر پر مصرف محیط کشت پایه محیط کشت باززایی که حاوي 
و در ) Campion et al., 1995 b(گـرم در لیتـر بـود، انتقـال      40هاي رشد گیاهی و میـزان سـاکارز آن   بدون تنظیم کننده

هـاي کشـت   در تمام محـیط  pHلازم به ذکر است . گراد و با همان دوره نوري قبلی قرار داده شدنددرجه سانتی 22دماي 
گل کشـت   100تعداد رویان مشاهده شده در (زایی صفات درصد رویان). Campion et al., 1992(تنظیم گردید  6-8/5

تعداد گیـاه بـاززایی شـده    (، درصد بقا گیاه )گل کشت شده 100تعداد گیاه باززایی شده در (، درصد باززایی گیاه )شده
کـالوس یادداشـت   هـا و درصـد تولیـد    اي شـدن گـل  ، درصد شیشـه )روز(، زمان لازم جهت ظهور رویان )رویان 100در 

اي دانکـن مقایسـه   ها بـا آزمـون چنـد دامنـه    میانگین. انجام گرفت SASتجزیه و تحلیل داده ها با نرم افزار . برداري شدند
  .شدند
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 )1محیط کشت القایی ( B2D0و  B2D4 ،B2D2ترکیب محیط هاي کشت  - 1جدول 
   محیط کشت 

B2D0 B2D2   B2D4 ترکیبات 
  BDSمحیط کشت پایه  عناصر پر مصرف + + +
  B5عناصر کم مصرف محیط کشت پایه  + + +

 )گرم در لیتر(ساکارز  100 100 100
)میلی گرم در لیتر(   4 2 - 2,4-D  

2 

30 

2 

30 

2 

30 

)میلی گرم در لیتر(  BA 

)میلی گرم در لیتر(آنتی بیوتیک استرپتومایسین    

میلی گرم در لیتر،  1میلی گرم در لیتر، نیکوتینیک اسید  1پیریدوکسین میلی گرم در لیتر،  2تیامین : ها شاملویتامین
  گرم در لیتر 6میلی گرم در لیتر، آگار  200میواینوزیتول 

  
  نتایج و بحث 

هـا رشـد متفـاوتی    تخمـدان . ندشـد  طویـل هـا  گل هاي کشت شده در محیط کشت بعد از یک تا دو روز باز و کلالـه آن 
 26رویـان هـا    .روز بعد از کاشت این عمل ادامه یافـت  30به بعد شروع به متورم شدن کردند و تا داشتند و از روز چهارم 

ها زمانی تاییـد  زایی رویانمنشا ماده. ) A.1شکل( ظاهر شدند 2 در محیط کشت القایی هاواکشت گل از روز پس 155تا 
طبـق گـزارش   ).  B.1شـکل (یـده شـده بودنـد    پیچاه رنـگ  یس ـ  1ها هنوز تا حدودي با باقیمانده تخمـک پـوش  شد که آن

Campion et al., 1992 هاي داراي تخمک پوش مستقیما کیسه جنینی می باشدمنشا رویان.  
       
  
  
  
  
  
  
  
  
  

ظهور رویان احاطه شده به وسیله ) B(زا ظهور رویان ماده) A( .تولید رویان به روش ماده زایی در تره ایرانی - 1شکل 
 پوشش سیاه رنگ 

هـاي کرمـان، همـدان، ورامـین، نیشـابور و      در تـوده  2ها در محیط کشـت القـایی   روز بعد از کشت گل 100زایی سکالو
        .ها در هیچ کدام از واحدهاي آزمایشی مشاهده نشداي شدن گلشیشه. کنگاور مشاهده شد

                                                             

1. Integument 

A B 
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و  25(و بـاززایی  ) درصـد  24و  25( زایـی بیشترین میزان رویـان ) 2جدول (محیط کشت توده و  اثر متقابل نتایج بر اساس
 گـرم در لیتـر  میلـی  2و  BA گـرم در لیتـر  میلـی  2( B2D2هاي گرگان و میانه در محیط کشـت  توده مربوط به) درصد 24

2,4-D (درصد رویان و گیاه باززایی شده در محیط کشـت   2هاي کرمان و ورامین با میانگین توده. بودB2D4 )2  میلـی-

 66/1و  2/2هاي همـدان، ورامـین و نیشـابور بـه ترتیـب بـا میـانگین        و توده) D-2,4گرم در لیتر میلی 4و  BAگرم در لیتر 
زایی و باززایی کمترین درصد رویان) BAگرم در لیتر میلی B2D0 )2درصد رویان و گیاه باززایی شده در محیط کشت 

-2,4و عـدم وجـود    B2D4در محیط کشت ) میلی گرم در لیتر D )4-2,4وجود غلظت بالاي  .را به خود اختصاص دادند

D  در محیط کشتB2D0 2,4 .زایی و باززایی شده استمنجر به کاهش درصد رویان-D       بـراي بعضـی از لایـن هـاي بـا
  . )Bohanec., 2002( ها می گرددزایی در آنپاسخ پایین مضر است و باعث کاهش میزان القاي رویان

ها و توده) M1: B2D2, M2: B2D4, M3: B2D0(هاي کشت یانگین اثر متقابل محیطمقایسه م -2جدول
زایی، از نظر رویان) G7، کنگاور G6، نیشابور G5، میانه G4، ورامین G3، همدان G2، کرمان G1گرگان (

  زاییباززایی، بقاي گیاه و کالوس
 درصد بقا درصد کالوس زایی

 
باززاییدرصد  اتصف درصد رویان زایی    

×توده  
محیط کشت   

0c 100 a 25 a 25 a M1G1 

33/4  b 100 a 66/6  ed 66/6  ed M1G2 

1 c 100 a 33/8  cd 33/8  cd M1G3 

1 c 100 a 33/5  def 33/5  def M1G4 

0 c 100 a 24a 24a M1G5 

0 c 100 a 2fg 2fg M1G6 

66/6  a 100 a 33/4  efg 33/4  efg M1G7 

0 c 100 a 33/8  cd 33/8  cd M2G1 

1 c 100 a 2 fg 2 fg M2G2 

33/1  c 100 a 33/6  de 33/6  de M2G3 

0 c 100 a 2 fg 2 fg M2G4 

0 c 100 a 15 b 15 b M2G5 

0 c 100 a 66/5  ed 66/5  ed M2G6 

0 c 100 a 6 ed 6 ed M2G7 

0 c 100 a 33/11  c 33/11  c M3G1 

0 c 100 a 4 efg 4 efg M3G2 

33/0  c 100 a 2 fg 2 fg M3G3 

0 c 100 a 2 fg 2 fg M3G4 

0 c 100 a 33/5  def 33/5  def M3G5 

33/0  c 100 a 66/1  g 66/1  g M3G6 

66/0  c 100 a 6ed 6ed M3G7 
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.درصد  با هم تفاوت معنی داري ندارند 1ستون هاي داراي حروف مشابه در سطح   
 B2D4توده کنگـاور در محـیط کشـت    . ه بر خوردار بودنددرصد بقاي گیا 100هاي کشت از ها در کلیه محیطتمام توده

بـر   D-2,4اثـر مثبـت     .زایـی بـود  داراي بیشـترین میـزان کـالوس   ) D-2,4گـرم در لیتـر   میلـی  4و  BAگرم در لیتر میلی 2(
 ;Hassandokht et al., 2000 Alan et al., 2004( زایـی قـبلا توسـط محققـین زیـادي گـزارش شـده اسـت        کـالوس 

Bohance, 2002;.(  در محیط کشتB2D0 )2 گرم در لیتر میلیBA(   هـا نزدیـک بـه صـفر     زایی در کلیـه تـوده  کالوس
  .درصد بود

از . تولید شـد ) درصد 43/2(رویان  459هاي مختلف کشت گل کشت شده در محیط 18900در این آزمایش از مجموع 
  شـکل ( بـه گیـاه کامـل تبـدیل شـدند     ) 64/95(رویان  439فقط ریشه تولید کردند و ) درصد 35/4(رویان  20این تعداد 

2.C( .  

  
  زاییگیاه کامل حاصل از ماده )C( - 2شکل 

هاي تره ایرانی ، بسته به نـوع  نشان داد که سطوح مختلف هورمونی در توده D-2,4و  BAبررسی اثر سه سطح هورمونی، 
هاي مورد استفاده در با توجه به این که توده. اي شوددر کشت درون شیشهمتفاوت ایی زتواند باعث القاي رویانمیتوده 

) Bohanec )2002. ها بـه پدیـده مـاده زایـی طبیعـی بـود      این پژوهش داراي گرده افشانی آزاد بودند، لذا واکنش کم آن
تلاقـی  . زا مـی دانـد  ان باززایی شده مـاده ها در گیاهژنبرخی ها را وجود زایی در ژنوتیپعلت نوسان داشتن پتانسیل ماده

لاین هاي با موفقیت و بدون موفقیت باعث افزایش توان ماده زایی نتاج هیبرید می گردد، زیرا با تلاقـی ژنوتیـپ هـاي بـا     
هـا ایجـاد و یـا افـزایش داد     زایـی را در نتـاج آن  تـوان مـاده  پاسخ دهی بالا با لاین هـاي بـدون پاسـخ و بـا پاسـخ کـم مـی       

)Bohanec et al., 1999 .(زایـی  هاي تره ایرانی که پاسخ کمـی بـه القـاي رویـان    هاي بعدي بر روي تودهلذا باید پژوهش
در محـیط درون  زایـی گیـاه تـره ایرانـی     این آزمایش اولـین گـزارش در مـورد رویـان    . نشان دادند، مورد توجه قرار گیرد

زایـی  د، زیـرا از معایـب روش مـاده   ن ـشتري مورد آزمایش قـرار گیر بیکشت هاي ها و محیطباشد و باید تودهمیاي شیشه
هـا بـا پتانسـیل    هاي زیادي مورد آزمایش قـرار گیرنـد تـا بهتـرین آن    درصد موفقیت کم در تولید رویان است و باید توده

  .انتخاب شودبراي تولید گیاهان دابل هاپلوئید به منظور تولید لاین خالص تولید رویان بالا 
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The study of hormone surfaces on embryogenesis of Persian leek populations (Allium 
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Abstract 
This research was carried out to evaluate the response of seven of selected Persian leek accessions to in 
vitro gynogenesis. The experimental design was factorial based on completely randomized design with 
three culture medium B2D0 (2 mgl -1 BA), B2D2 (2 mgl-1 BA and 2 mgl-1 2, 4-D) and B2D4 (2 mgl-1 
BA and 4 mgl-1 2, 4-D) and seven Persian leek accessions (Gorgan, Neishabur, Hamedan, Mianeh, 
Kangavar, Varamin and Kerman) with three replications. Traits of embryo rate, regeneration rate,  
survival rate, callus formation and vitrified flowers have evaluated. In this experimental from a total of 
18,900 flower buds cultured, 459 embryos (2.43%), of which all successfully regenerated to complete 
plants. Gorgan and Mianeh accessions showed the highest embryo and regeneration rate (25%) in 
culture medium B2D2 (2 mgl-1 BA and 2 mgl-1 2, 4-D).  Results showed that unpollinated flower 
culture is an effective method to in vitro gynogenesis of Persian leek.  
Keywords: Persian leek, Gynogenesis, In vitro culture and Unpollinated flower culture. 
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