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  چكيده

ايـن روش سـنتي   . شـود  زعفران از جمله گياهان زراعي و ارزشمند استان خراسان است كه با استفاده از بنه تكثيـر مـي  
كـاربرد طيفـي   . اي طولاني است به دوره مندنياز ،ها اي، همچون تهاجم عوامل بيماريزا به بنه ت عديدههمراه با مشكلا

هـاي سـالم در شـرايط     يي بدني، روشي مـؤثر بـراي تكثيـر سـريع و انبـوه بنـه      زا رويانهاي رشد و القاي  كننده از تنظيم
پايـه موراشـيگ و    كشـت  محيطدوره سه ماهه در طي يك  زا برونهورمون  4 تأثيردر اين تحقيق . آزمايشگاهي است

اثـر  . سـت ي و توليـد ريزبنـه زعفـران بررسـي شـده ا     زن ـ جوانـه ي كـروي،  هـا  رويـان بر روي بلـوغ  ) MS 2/1(اسكوك 
ي هـا  غلظـت در ( IBAو ) م در ليتـر گر ميلي 5/0و  25/0، 1/0ي ها غلظتدر ( NAAاده از هاي گياهي با استف هورمون

، 5/0ي هـا  غلظـت در ( ABAو ) م در ليترگر ميلي 1و  5/0، 25/0ي ها غلظتدر ( BAP، )ر ليترم دگر ميلي 2و  1، 5/0
تصـادفي بـا    هـاي آمـاري كـاملاً    ها در قالـب طـرح   همة آزمايش. مورد آزمون قرار گرفت) م در ليترگر ميلي 4و 2، 1

  حـاوي  MS 2/1 در محـيط  نتـايج حاصـل نشـان داد كـه بيشـترين تعـداد رويـان كـروي        . تكرار اجرا گرديد 4حداقل 
mg/l NAA 1/0  هـاي حـاوي    تشكيل شدند، اما اين محيط در مقايسه با محـيطBAP  وIBA    ي هـا  رويـان بـراي بلـوغ

م در ليتـر بهتـرين   گـر  ميلـي  2تا  1ي ها غلظتدر  IBAپس از گذشت دو ماه، استفاده از هورمون . كروي مناسب نبود
  هر چند در پايـان مـاه سـوم بيشـترين تعـداد رويـان بـالغ در محـيط        . بنه بودتيمار براي القاي بلوغ رويان و تشكيل ريز

MS حاوي ٢/١BAP mg/l 5/0 يـي مـؤثر واقـع نشـد    زا بنهبه دست آمده بود، ولي تداوم كاربرد هورمون فوق در ريز .
اثـر مثبتـي   هـا   كثيـر ريزبنـه  ي كروي شد اما در رابطه با تها رويانموجب پيشبرد سريع بلوغ  ABAي مختلف ها غلظت
  .نداشت

  .Crocus sativus Lبلوغ رويان، تيمار هورموني، ريزبنه، زعفران زراعي، : هاي كليدي واژه
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  مقدمه
از خانواده  .Crocus Sativus Lزعفران با نام علمي 

، كه ياه دارويي و صنعتياين گ .است (Iridaceae)زنبق 
ــامش ــه Corycusاز  ن ــام منطق ــع ن در  اي در سيليســيا واق

 وي غـذاي صـنايع  ، در شرق مديترانـه گرفتـه شـده اسـت    
ــم  ــوان طع ــه عن ــازي ب ــده داروس بخــش، ضــد   آرام ،دهن

 ،كلســترول خــون  چربــي و ،فشــار نــدهاسپاســم، كاه
 .شود فسردگي و مقوي معده استفاده مي، ضد ااشتهاآور

ــين،  ــي همچن ــتن آنت ــل داش ــه دلي ــوان   ب ــه عن ــيدان ب اكس
و سـرطان   عروقـي  -لبـي هاي ق كننده از بيماري   پيشگيري

كلالـه  مهمتـرين تركيبـات موجـود در    . نيز مطرح اسـت 
 در آب محلــول زعفــران شــامل تركيبــات زردرنــگ   

ــتين ( ــتقات كروس ــخ )مش ــات تل ــزه ، تركيب ــه ( م از جمل
ــا  ســافرانال(اســانس ، )پيكروكروســين وزن  درصــد 1ت

حـدود  (، رطوبـت  )درصـد  10حداكثر ( چربي، )خشك
 5حـدود  (تركيبات معدني  وها  ويتامين ،)درصد 10-13

  ).1385زاده و همكاران،  ابراهيم(است  )درصد
 ا قبـل از ه ـ در ايران بـه سـال   اين گياه با ارزشكشت 

ن خاسـتگاه  ابرخـي از محقق ـ . گـردد  مـي  بـر مسيح ميلاد 
 و) هـاي كـوه الونـد    دامنـه (زعفران را ايالـت قـديم مـاد    

تــري شــامل يونــان،  منطقــه وســيع ازن را آ أاي مبــد عــده
مـزارع  نخسـتين  . داننـد  ركيه، آسياي صغير و ايـران مـي  ت

در اطراف همدان و كرمانشاه داير شـد و   كشت زعفران
از جملـه خراسـان    ،مختلـف ايـران   پـس از آن بـه نقـاط   

 طـلاي سـرخ  كـه  ن زعفـرا قرمز رنـگ  ي ها كلاله. رسيد
بــراي كشــاورزان  يخــوبدرآمــد  منبــع شــود ناميــده مــي

، قائن، فـردوس، گنابـاد   به ويژه تربت حيدريهي، خراسان
تن زعفراني كه هر  230از . گردد محسوب مي و بيرجند

تـن آن در   170شـود، حـدود    سال در جهـان توليـد مـي   

يونـان،   در اسپانيا، آيد و بقيه عمدتاً خراسان به دست مي
 ,Fernandez) شـود  هند و افغانستان توليد مـي  مراكش،

توسعه  صندوقشده توسط  منتشر آماربر اساس  .(2004
، 1388تـا   1386هـاي   ايران طـي سـال   صادرات زعفران

 4تـا   3بين  قيمت هر كيلو زعفران با توجه به كيفيت آن
اين گيـاه   بنابراين، تكثير. ه استميليون تومان عرضه شد

داشــت و  ،كاشــت از اهميــت زيــادي برخــوردار بــوده،
ي هاي شغلي و توان ارزآوري فراوان برداشت آن فرصت

  .وردآ ن ميارمغابه  را
از طرف ديگر، زعفران گياهي اتوتريپلوئيـد و عقـيم   

مـزارع   دايج ـا و (Ebrahimzadeh et al., 1998)اسـت  
مقدور و  ي اين گياهها كشت بنهوسيله ه ن فقط بآجديد 

 7تا  5( زيادي ها مدت نسبتاً بنهكه  آنجااز  .استمعمول 
لم و انتخاب شده بايد سا هاي بنه ،دنمان در زمين مي )سال

د و اشـن ديـدگي ب  عاري از هر گونه بيمـاري و يـا آسـيب   
 .دده باشنكش ضدعفوني ش قبل از كاشت با سموم قارچ

با اين حال، عدم رعايت اصول كشت زعفران، از جملـه  
مبارزه  ،ي درشت و سالمها و بنهانتخاب زمين حاصلخيز 

اضـافه كـردن    ،عمـق كاشـت   ، تنظـيم هـاي هـرز   با علف
، زعفـران كـاران را مجبـور    يمياييش وكودهاي حيواني 

 ،بنـابراين  .نمايـد  به كشت مجدد مزارع قبل از موعد مـي 
مرغوب جهت كاشت در ايجاد و  هاي بنهتهيه و انتخاب 

آنجـايي كـه    از. ز اهميـت اسـت  يحاآن گسترش كشت 
هاي آلوده به ويروس بـا موفقيـت همـراه نبـوده      تيمار بنه

عاري از بطه با است و با توجه به مشكلات موجود در را
گياهــان پيــازي، امــروزه اســتفاده از     بيمــاري نمــودن 

هاي كشت بافت و ريزازديـادي بـه منظـور تكثيـر      روش
زاي آنها در مقياس وسيع  انبوه و عاري از عوامل بيماري

  . رسد امري ضروري به نظر مي
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تحقيقات متعددي در زمينه كشت بافت زعفران، بـه  
ي كلالـــه ماننـــد و ويـــژه در زمينـــه توليـــد ســـاختارها 

يي رويشي زعفران انجـام شـده اسـت؛ از جملـه     زا رويان
George  با كشت منـاطق مريسـتمي   ) 1992(و همكاران

هايي بـه دسـت آوردنـد كـه پـس از       بنه زعفران كالوس
 ,MS (Murashing and Skoogكشـت   انتقال به محيط

و آسـكوربيك   IAA، Kinهـاي   حاوي هورمون (1962
ي زن جوانهسپس . وي در آنها القا شدي كرها روياناسيد 

ي و زن ـ جوانـه . انجام شـد  GA3حاوي  MS 2/1 در محيط
ــاخه ــايز نوش ــان تم ــا در روي ــه كمــك   ه ــاي كــروي ب ه

گـرم در ليتـر    ميلـي  يـك  محتـوي  MS 2/1كشـت   محيط
نيز گـزارش   Kinو  NAAزيك اسيد و با استفاده از آبس

ــت  ــده اس ــاران  Ebrahimzadeh. ش ــا ) 2000(و همك ب
 فاده از ريزنمونه مريستم انتهـايي در زعفـران مشـبك   است

(C. cancellatus) توليـد كردنـد   زا رويـان هاي  كالوس .
ها مراحل بلوغ روياني را به طور كامـل طـي    اين كالوس

و يـا   GA3حـاوي   MS 2/1كرده، پس از انتقال به محيط 
NAA  وBAP  گياهچــه كامــل واجــد ريشــه و نوشــاخه

ــد ــا ) 2007(و همكــاران  Sheibani. تشــكيل دادن ــز ب ني
ــه ــه در محــيط   اســتفاده از ريزنمون  MSهــاي مختلــف بن

ــاوي  ــتفاده از  D-2,4و  BAPحــ ــا اســ ــين بــ و همچنــ
ــيم ــديازرون   تنظ ــد تي ــده رش ــالوس (TDZ)كنن ــاي  ك ه
يي را توليد كردند كه در نتيجه ايجـاد تغييـرات   زا رويان

ي كـروي  هـا  رويـان بلـوغ ايـن    MSهورموني در محيط 
بـا اسـتفاده   ) 2007(و همكاران  Rajaمچنين ه. ميسر شد
 ي نسـبتاً هـا  غلظتحاوي  B5و  MSهاي كشت  از محيط
ــالاي  ــه NAAو  BAPو  D-2,4ب ــا ريزبن ــه روش  ه را ب

و همكـاران   Sharma .زايـي توليـد كردنـد    القاي رويـان 
يــي را از طريــق كشــت زا بنــهزايــي و  نيــز شــاخه) 2008(

همچنـين، در  . سـي و جـانبي دنبـال كردنـد    أهاي ر جوانه
اكسـيدان در   هـاي آنتـي   نقش برخي از آنزيم 2009سال 

هــاي  يــي ريزنمونــهزا رويــانينــد تمــايز و آارتبــاط بــا فر
ــران توســط  ــده   Blazquezزعف و همكــاران بررســي ش

  . است
رغم انجام تحقيقـات   رسد علي با اين حال، به نظر مي

هـاي منتشـر شـده در رابطـه بـا توليـد انبـوه         متعدد، يافتـه 
زا كـه از طريـق    هاي سالم و عاري از عوامـل بيمـاري   نهب

كشت بافت به دست آمده باشند، هنوز از نظر اقتصـادي  
به صرفه نبوده، براي اينكه بتوان نيـاز زعفـران كـاران را    

هـاي هورمـوني    اي از تيمـار  رفع نمود، لازم است گستره
مختلــف همــراه بــا تغييــرات اختصاصــي در تركيــب      

ش گذاشته شود تـا نتيجـه مطلـوب    به آزماي كشت محيط
در پــروژه حاضــر ســعي شــده اســت بــا  . حاصــل گــردد

ــه يــك تركيــب    ــي، ضــمن ارائ اســتفاده از تجــارب قبل
ي هـا  رويـان كشت ساده و كـم هزينـه بـراي بلـوغ      محيط

ي ســترون حاصــل از هــا رويشــي كــروي، توليــد ريزبنــه
بـدين منظـور، بـا    . كشت در شيشه زعفران نيز بهبود يابد

هاي انجام شـده در گذشـته، بـا     نتايج و پژوهشتوجه به 
ي پاييني از ها غلظتو كاربرد  MS 2/1 كشت محيطتهيه 

رايج در كشـت بافـت، سـرعت بلـوغ      كننده تنظيمچهار 
  .يي هر يك از تيمار مقايسه گرديدزا بنهو  ها رويان

  
  ها مواد و روش

ــژوهش حاضــر،  ــورد اســتفاده در پ ــاهي م ــاده گي  ،م
قبلـي   هـاي  دست آمده از آزمـايش  ي كروي بهها رويان
ــود ــن . ب ــاناي ــا روي ــت    ه ــس از كش ــاه پ ــداقل دو م ح

 MSكشــت پايــه  زعفــران در محــيط  بنــهي هــا ريزنمونــه
و  D-2,4هـاي   ي مختلفـي از هورمـون  هـا  غلظـت حاوي 
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BAP  ياTDZ تشكيل شده بودند (Rajabpoor et al., 

 زا رويـان هـاي   ي واجد كـالوس ها ابتدا ريزنمونه. (2007
ــه ــدت  ب ــيطروز در  25م ــت مح ــه  كش ــدون  MSپاي ب

سـپس بـراي مطالعـه مراحـل     . هورمون نگهداري شـدند 
ي هـا  رويـان ي كـروي و تبـديل آنهـا بـه     هـا  رويـان بلوغ 

  پايـه  كشـت  محـيط شاخي و تشكيل ريزبنه، بـه سـه نـوع    
MS 2/1     8و  درصـد  6ز وتغيير يافتـه كـه حـاوي سـاكار 

هـاي مـورد    طمحي. گرم در ليتر آگار بودند، منتقل شدند
حـاوي   MS 2/1 محـيط ) الـف : مطالعه عبـارت بودنـد از  

ــون  ــت   NAAهورمــ ــه غلظــ  5/0و  25/0، 1/0در ســ
حـاوي هورمـون    MS 2/1 محـيط ) م در ليتـر؛ ب گر ميلي
IBA   ــه غلظــت ــي 2و  1، 25/0در س ــر ميل ــر،گ   م در ليت
در سـه غلظـت    BAPحاوي هورمون  MS 2/1محيط ) ج

ــرگــر ميلــي 1و  5/0، 25/0  MS 2/1 محــيط) و د م در ليت
 4و  2و  1، 5/0در چهـار غلظـت    ABAحاوي هورمون 

هاي كشـت قبـل از    محيط همهاسيديته . م در ليترگر ميلي
در قالـب  هـا   اين آزمـايش . تنظيم شد 8/5اتوكلاو روي 

تكـرار   6-4تصـادفي بـا    هـاي كامـل   طرح آماري بلوك
. ريزنمونـه بـود   4اجرا شد و هـر تكـرار حـداقل حـاوي     

ــا كشــت ــاي   ه ــد و در دم ــك رش ــه  24±2در اتاق درج
ســاعت  8/ ســاعت روشــنايي 16و فتوپريــود ســانتيگراد 

 4000 تقريباًتاريكي نگهداري شدند و شدت نور معادل 
ي هـا  رويانروند تغييرات القا شده در . لوكس تنظيم شد

ــداد   ــامل تع ــانكــروي ش ــا روي ــهه ــداد  ي جوان زده و تع
ه در فاصـله زمـاني   هاي توليد شده در هر ريزنمون ـ ريزبنه

روز بعد از اعمال تيمارهـا ثبـت و بررسـي     90و  60، 30
ي مختلـف هـر يـك از هورمونهـاي     هـا  غلظت تأثير. شد

 هـا  رويانمورد بررسي و طول دوره كشت بر روي بلوغ 
ــه توســط    ــانس دو طرف ــه واري ــه كمــك آزمــون تجزي ب

سپس با . تجزيه و تحليل شدند 12نسخه  SPSSافزار  نرم
ــهاســتفاده ا ــانگين ز آزمــون چنــد دامن  هــا اي دانكــن، مي

 P<0.05ر بـين آنهـا در سـطح    دا معنـي مقايسه و تفـاوت  
انحـراف   ±نمودارهـا بـر اسـاس ميـانگين     . تعيين گرديد

  .معيار رسم شده است
  

  نتايج
هم  تقريباً يزا رويانهاي  كالوسدر ابتداي آزمايش 

ل بـراي انتقـا   ،ي كـروي يكسـان  ها رويانبا تعداد  ،اندازه
در  .ندشدانتخاب ) القا بلوغ(هاي كشت جديد  محيطبه 

بدون هورمون بـود، نـه تنهـا     MSتيمار شاهد،كه محيط 
ي كروي متوقف شد، بلكه با تسريع روند ها رويانتكثير 
از بـين رفتنـد،    هـا  روياناي شدن، پس از مدتي اين  قهوه

بـيش توليـد و   و  هـاي ديگـر كـم    در حالي كه در محيط
كه در جدول  همچنان. روياني ادامه داشتتمايز مراحل 

ي هـا  رويـان هاي تعـداد   شود، مقايسه ميانگين ديده مي 1
بالغ توليد شده در نتيجه تيمار با چهار تركيب هورمـوني  

ــي  ــورد بررس ــاوت ) BAPو  NAA ،IBA ،ABA( م تف
  . دهد نشان مي P<0.05داري را در سطح احتمال  معني

ني زعفـران  هـاي بـد   مراحـل تكـوين رويـان    1شكل 
در ايـن  . دهد زراعي را تحت تيمارهاي مختلف نشان مي

هايي بالغ در نظر گرفتـه شـدند كـه وارد     آزمايش رويان
زنــي را شــروع كــرده  مرحلــه كلئــوپتيلار شــده و جوانــه

  . بودند
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شـده در رابطـه بـا تكميـل دوره      هاي به كار برده متقابل دو عامل زمان تيمار و غلظت هورمون تأثيرتجزيه واريانس دو طرفه  -1جدول 
عـدم   P<0.05 ،nsدار در سـطح   تفـاوت معنـي  ٭، P<0.01دار در سـطح   تفـاوت معنـي  ٭٭ي بدني كروي زعفران زراعي؛ ها رويانبلوغ 

  .است ABAهاي مربوط به  ، اعداد داخل پرانتز در ستون دوم مربوط به درجه آزادي دادهP<0.05دار در سطح  تفاوت معني
  ABA BAP IBA  NAA  درجه آزادي  منبع تغييرات

  ns 27/17  54/63 ٭  27/44 ٭  95/81 ٭٭  2  زمان
  36/77 ٭٭  ns 33/32  88/130 ٭٭  75/81 ٭٭  )3( 2  غلظت
  ns 12/2  ns 52/5  93/62 ٭٭  ns 22/11  )5( 4  غلظت×زمان
  90/10  93/16  94/14  50/13  )150( 134  خطا
          )161( 143  كل

  

 
ي القـاي  هـا  ي كروي بـه محـيط  ها رويانروزه پس از انتقال  90 ي زعفران و تشكيل ريزبنه در يك دورهي كروها رويانبلوغ  -1 شكل
  زده در محـــيط ي جوانـــههـــا رويـــان B) ؛روز 30بعـــد از  mg/l NAA 5/0افـــزايش رويـــان كـــروي در محـــيط حـــاوي  A) :بلـــوغ

mg/l NAA 25/0 ؛(C  هـاي تشـكيل شـده در محـيط حـاوي       ريزبنـهmg/l IBA 1   ؛ ه پـس از انتقـال  سـه مـا(D  تكثيـر (proliferation) 
زده در محـيط واجـد    ي جوانـه هـا  رويـان زوال  E)؛ سه ماه پس از انتقال mg/l BAP 5/0ي كروي و القاي بلوغ در محيط واجد ها رويان

mg/l ABA 1 ؛ سه ماه پس از كشت(F هاي طبيعي هاي غشايي مشابه بنه هاي نوپديد با فلس جداسازي ريزبنه.  
  

دو هورمون به كار  IBAو  NAAز آنجا كه ميزان تأثير ا
هـا وابسـته بـه غلظـت و سـاختار       برده شده از گـروه اكسـين  

. اسـتفاده شـد   ها غلظتشيميايي آنها بود، گستره متفاوتي از 
NAA ي هـا  غلظـت ها مؤثر است، با  كه بيشتر در تمايز ريشه

ي هـا  غلظـت تـر در   با قدرت اكسـيني ضـعيف   IBAكمتر و 
نتـايج حاصـل از كـاربرد    . كشـت اضـافه شـد    تر به محيطبالا

داري را  ي مختلـف ايـن دوهورمـون تفـاوت معنـي     ها غلظت
بـه خـوبي قابـل مشـاهده      3و  2هـاي   نشان داد كه در شـكل 

شـود، در پايـان    ديـده مـي   2همان طور كـه در شـكل   . است
هـاي حـاوي    هـاي كـروي در محـيط    رويان ،اولين ماه كشت

هاي كروي  ، تعداد رويانNAAدر ليتر  گرم ميلي 1/0تا  5/0
ها نسبت به تعداد اوليـه در ابتـداي    القا شده بر روي ريزنمونه
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آزمايش و اعمال تيمارهاي جديد به سرعت افـزايش يافـت   
 1/0ي ها غلظتعدد رويان كروي به ترتيب در  21و  8/24(

هـاي   ميانگين تعـداد رويـان  ). NAAگرم در ليتر  ميلي 5/0و 
. عدد بـه ازاي هـر ريـز نمونـه متغيـر بـود       3/4 -5/2بالغ بين 

هـاي دوم   در مـاه  NAAهاي كروي تحت تيمار  تعداد رويان
ايـن  . و سوم نسبت به ماه اول به طور مشخص كاهش يافـت 

هـا و تكميـل    پديده رابطه مستقيم بين افزايش سن ريز نمونـه 
ي آزمون شـده  ها غلظتيي را در هر يك از زا رويانمراحل 

NAA هـاي كشـت    اي كـه در محـيط   داد؛ به گونـه  مي نشان
ــي 5/0و  25/0، 1/0حــاوي  ــر  ميل ــزان  NAAگــرم در ليت مي

هـاي كـروي شـمارش شـده بـه ترتيـب        كاهش تعداد رويان
 5/11و  1/6، 2/11عدد در مـاه دوم و   8/7و  7/3، 5/4برابر 

ي هـا  رويانعدد در ماه سوم بود و به همين ترتيب، بر تعداد 
شكل (م و تعداد ريزبنه در ماه سوم افزوده شد بالغ در ماه دو

2.(  

  

  
ي كروي، بلوغ ها رويانبر روي القاي  درصد 6ز وحاوي ساكار ٢/١ MSپايه  كشت محيطدر  NAAي مختلف ها غلظت تأثير -2شكل 
وف مشابه روي هـر سـتون نشـانه    حر. انحراف معيار است ±تكرار  6تا  4مقادير ميانگين. و توليد ريزبنه زعفران در طول سه ماه ها رويان

  .ها در مورد هر مرحله روياني است ر بين ميانگيندا معنيعدم تفاوت 
  

در رابطه با دومين تركيـب اكسـيني بـه كـار بـرده شـده       
كـه   ها؛ يعني ايندول بوتيريك اسيد، چنان جهت بلوغ رويان

گـردد، بيشـترين تعـداد رويـان      نيـز مشـاهده مـي    3در شكل 
  توليــد شــد IBAي كــم هـا  غلظــتو در  كـروي در مــاه اول 

و ) mg/l 5/0رويان كـروي در هـر ريزنمونـه در تيمـار      12(
رويان نيز در مـاه   1/2هاي كروي برابر  كمترين تعداد رويان

از هورمـون اينـدول    mg/l 2سوم در نتيجه تيمـار بـا غلظـت    
هــاي اول و دوم  طــي مــاه. بوتيريــك اســيد حاصــل گرديــد

هـاي كـروي    انگين تعـداد رويـان  داري بـين مي ـ  تفاوت معني
  هــاي القــاي بلــوغ كــه حــاوي     تشــكيل شــده در محــيط  

IBA mg/l 2- 1  بودند ديده نشد، اما با گذشت زمان وجود
ي بالاتر اين هورمون موجـب كـاهش چشـمگيري    ها غلظت

رويان  1/2(هاي كروي گرديد  در تعداد رويان) درصد 63(
ماه سوم به دست در  IBAگرم در ليتر  ميلي 2كروي با تيمار 

  ).آمد
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ي كـروي، بلـوغ   ها رويانبر روي القاي  درصد 6 ساكاروزحاوي  ٢/١ MSپايه  كشت محيطدر  IBAي مختلف ها غلظت تأثير -3شكل 
حـروف مشـابه روي هـر سـتون نشـانه عـدم       . انحراف معيار اسـت  ±تكرار  6تا  4مقادير ميانگين. و توليد ريزبنه در طول سه ماه ها رويان

  .ها در مورد هر مرحله روياني است ر بين ميانگيندا معنيفاوت ت
  

هــاي كــروي، بلــوغ و  بــر خــلاف مرحلــه القــاي رويــان
وابسته به زمان  تقريباًكشت  ها در اين محيط ي رويانزن جوانه

همان طـور كـه   . هاي به كار برده شده بود و غلظت هورمون
د بلـوغ  گردد، نتايج حاصـل از پيشـبر   مشاهده مي 3در شكل 
ــان ــا    روي ــده ب ــار ش ــاي كــروي تيم ــا غلظــته  1و  5/0ي ه
  يزن ـ جوانـه بـه طـور متوسـط باعـث      IBAم در ليتـر  گر ميلي

هـاي اول و دوم شـد و بـا     عدد رويان در طول ماه 4/6 -7/5
هـاي بـالغ    كننده رشد تعـداد رويـان   اين تنظيم mg/l2 غلظت
عـدد رويـان    1/8ميـانگين  (افزايش يافـت   درصد 26حدود 

در  IBA mg/l 2غ به ازاي هر ريزنمونه در محـيط حـاوي   بال
). IBA mg/l 5/0عدد رويان بالغ در محيط حاوي  4/6برابر 

هـاي حـاوي    هـا در محـيط   افزايش زمان نگهداري ريزنمونـه 
اثـر   NAAنيز همانند اثر هورمـون   IBAي مختلف ها غلظت

از تعـــداد  درصـــد 30 -20نـــامطلوبي بـــه جـــا گذاشـــت و 
به هاي بالغ  البته، كاهش تعداد رويان. لغ كاستهاي با رويان

ها در جهت تشكيل ريزبنه  با سير تكاملي رويان طور مستقيم
ميانگين  IBA mg/l 1براي مثال، طي تيمار با . ارتباط داشت

هـاي   ودر مـاه  دعدد بو8/0توليد ريزبنه به ازاي هر ريزنمونه 
و  1/2(ه بيشـترين تعـداد ريزبن ـ  . بعد اين تعداد افزايش يافت

هاي كروي  به ترتيب در پايان ماه سوم طي تيمار رويان) 9/1
هـا   ايـن ريزبنـه  . به دست آمد IBAگرم در ليتر  ميلي 2و  1با 

هاي طبيعي با همان  پس از چند بار واكشت، ظاهري شبيه بنه
هـاي   اي رنگ پيدا كردند كه بـراي آزمـايش   هاي قهوه فلس

درجه سـانتيگراد   4دماي از قطعه بنه مادري جدا و در بعدي 
 .نگهداري شدند

ــأثير   ــي تـ ــا بررسـ ــتبـ ــا غلظـ ــف هـ ، از BAPي مختلـ
ي زنــ جوانــههــاي ســيتوكينيني، بــر روي ميــزان  كننــده تنظــيم
مشــخص ) 4شــكل (ي كــروي و تشــكيل ريزبنــه هــا رويــان

داراي بيشترين  mg/l 5/0گرديد كه اين هورمون در غلظت 
هـا   سطوح ريزنمونههاي كروي بر روي  تأثير در القاي رويان
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. بود و ايـن اثـر خـود را حتـي تـا مـاه سـوم نيـز حفـظ كـرد          
بيشــترين تعــداد رويــان كــروي مشــاهده شــده بــه ازاي هــر  

 4/10، 1/12هاي اول تا سوم به ترتيب برابـر   ريزنمونه در ماه

تعـداد   BAP mg/l 1عدد بود، درحالي كه در غلظـت   14و 
  .كاهش يافت 3/4و  1/5، 7هاي كروي به ترتيب به  رويان

  

  
ي كروي، بلـوغ  ها رويانبر روي القاي  درصد 6 ساكاروزحاوي  ٢/١ MSپايه  كشت محيطدر  BAPي مختلف ها غلظت تأثير -4شكل 
حـروف مشـابه روي هـر سـتون نشـانه عـدم       . انحراف معيار اسـت  ±تكرار  6تا  4مقادير ميانگين. و توليد ريزبنه در طول سه ماه ها رويان

  .ها در مورد هر مرحله روياني است ر بين ميانگيندا يمعنتفاوت 
 

ــان   ــي تشــكيل روي ــالغ و  از طــرف ديگــر، فراوان ــاي ب ه
ــه ــ جوان ــا در زن ــا غلظــتي آنه ــايين ه ــه   BAPي پ ــبت ب نس
بيشـتر بـود؛   ) گـرم در ليتـر   ميلـي  1و  5/0( ي بالاتر ها غلظت

بـر   زده جوانههاي  تعداد رويان mg/l 25/0چنانكه در غلظت 
 6/7بـه   2/4هـاي اول تـا سـوم از     ريزنمونه طي مـاه  روي هر

 BAP mg/l 1رويان افزايش يافت، درحالي كـه در غلظـت   
در غلظـت  . رسـيد  2/4بـه   9/2زده از  هاي جوانه تعداد رويان

mg/l 5/0 رغم بالا بودن تعداد  بنزيل آدنين آمينوپورين علي
هـا، تعـداد    هاي كروي تشكيل شده بر روي ريزنمونـه  رويان

عـدد   5/1و  9/3هاي بـالغ شـده در مـاه اول و دوم بـه      ويانر
رسيد و حتي در ماه دوم تغيير شكل غير طبيعـي تعـدادي از   

زده را نيز نشان داد، امـا بـا گذشـت زمـان؛      هاي جوانه رويان
ــان   ــايز روي ــزان تم ــوم مي ــاه س ــي در م ــه   يعن ــروي ب ــاي ك ه

 4/8داري افـزايش يافـت و بـه     هاي بالغ به طـور معنـي   رويان
  . عدد رسيد

از نظـر توليـد    BAPبه طـور كلـي، مجموعـه تيمارهـاي     
يـي  زا بنـه ميانگين ريز. ريزبنه از ارزش كمتري برخوردار بود

 3/0و  2/0بـه ترتيـب    mg/l 1و  mg/l 25/0ي هـا  غلظتدر 
ريزبنه بـه ازاي هـر ريزنمونـه بـود كـه نسـبت بـه تيمارهـاي         

NAA ناچيز است.  
ش شـده بـراي پيشـبرد    چهارمين تيمـار هورمـوني آزمـاي   

ايـن  . اسـيد بـود  آبسـزيك  ي كروي زعفـران،  ها رويانبلوغ 
گرم در ليتر در  ميلي 4و  2، 1، 5/0هورمون در چهار غلظت 

نتايج به دست آمـده  . استفاده شد MS 2/1هاي كشت  محيط
نشان داد كه ايـن تركيـب در دو غلظـت اول اثـر بـارزي در      

جهـت تشـكيل    ي زعفـران در زا رويانهاي  تحريك كالوس
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اثـر ايـن   . زده داشـت  هـاي جوانـه   هاي كروي و رويان رويان
هاي كـروي در طـول زمـان     هورمون در مورد تشكيل رويان

بـراي مثـال،   ). 5شـكل  (اعدي افزايش يافـت  صبه صورت ت
هاي كروي تشكيل شده در ماه اول تـا سـوم در    تعداد رويان

و  7/12، 4/9گرم در ليتـر بـه ترتيـب برابـر      ميلي 5/0غلظت 
عـدد بـه    1/26و  1/13، 1/7برابر  mg/l 1و در غلظت  1/15

نيـز بـه    mg/l 2روند فـوق بـا غلظـت    . ازاي هر ريزنمونه بود
همــين ترتيــب دنبــال شــد؛ بــه طــوري كــه بيشــترين تعــداد   

عــدد بــه ازاي هــر  3/16و  6/21هــاي كــروي؛ يعنــي  رويــان
گـرم در ليتـر بـه دسـت      ميلـي  2و  1ي ها غلظتريزنمونه در 

  .آمد

  

  
ي كـروي و  هـا  رويـان بـر روي القـاي    درصد 6 ساكاروزحاوي  ٢/١ MSپايه  كشت محيطدر  ABAي مختلف ها غلظت تأثير -5شكل 
 ±تكـرار   6تـا   4مقادير ميانگين. در طول سه ماه، توليد ريزبنه در اين گروه از تيمارها اغلب برابر صفر يا بسيار محدود بود ها رويانبلوغ 

  .ها در مورد هر مرحله روياني است ر بين ميانگيندا معنيحروف مشابه روي هر ستون نشانه عدم تفاوت . است انحراف معيار
  

شــود، در كوتــاه  ديــده مــي 5همــان طــور كــه در شــكل 
نقش مـؤثري  ) 5/0 و ABA )mg/l 1ي كم ها غلظتمدت، 

ي زن ـ جوانـه در پيشبرد مراحل تكوين رويان تا مرحله بلوغ و 
افــزايش دوره . هــا تمــايز پيــدا نكردنــد  يزبنــهداشــتند، امــا ر

ــوع   ــن ن ــداري در اي ــياه شــدن   كشــت محــيطنگه باعــث س
بـراي مثـال، تعـداد    . ي بالغ و از بين رفـتن آنهـا شـد   ها رويان
از  ABA mg/l 5/0كشـت حـاوي    هاي بالغ در محـيط  رويان

 ABAدر ماه سوم و در محيط حاوي  3/3در ماه اول به  4/7
mg/l 4  هاي اول تا سوم كاهش  رويان طي ماه 8/0به  1/2از

يافــت، درحــالي كــه در همــين زمــان و همــين تركيــب       
بـه   5/5هـاي كـروي از    كشت ميـانگين تعـداد رويـان    محيط

  . عدد افزايش يافته بود 2/12
هـاي   هاي بالغ، واكشت برعكس، در مورد تشكيل رويان

هاي حاوي  كشت متعدد و نگهداري طولاني مدت در محيط
منجر به عدم رشد و نمـو طبيعـي    ABAمختلف  يها غلظت
هـاي كـروي،    ها شد و علي رغم تعـداد بـالاي رويـان    رويان

زده به شدت كاهش يافت و حتي بـه   هاي جوانه تعداد رويان
هـاي بـالغ در مـاه اول و دوم     تعداد رويان درصد 50كمتر از 
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در محيط بلوغ  ABAاين پديده با افزايش غلظت . نيز رسيد
  .هده شدبيشتر مشا

 
  بحث

اي است كه از  تكاملي پيچيده فرآينديي رويشي زا رويان
در مرحله اول، . يي زايشي استزا رويانبسياري جهات شبيه 

يـي را  زا رويـان زدايـي توانـايي    هـاي رويشـي بـا تمـايز     بافت
و پـس از دريافـت محــرك   ) مرحلــه القـا (كننـد   كسـب مـي  

در نهايت طي بلـوغ،  . شود مناسب مراحل تكاملي شروع مي
ايـن مرحلـه   . شوند زني آماده مي ي بدني براي جوانهها رويان

يي زا رويان. شود پس از آبگيري و انباشتگي ذخاير دنبال مي
هـاي متعـدد، ازجملـه     بدني ممكن است در پاسخ به علامت
ســـطح . زا آغـــاز شـــود حضـــور اكســـين و عوامـــل تـــنش

هـاي رشـد در    ننـده ك زا و تركيـب تنظـيم   هاي درون هورمون
يـابي بـه    كشت، يكي از مهمترين عوامـل بـراي دسـت    محيط

. (Grieb et al., 1997)زايـي مناسـب اسـت     واكنش ريخت
ــوع      ــت و ن ــر غلظ ــل از تغيي ــايج حاص ــي نت ــابراين، بررس بن

يـي  زا رويـان و پاسـخ   كشـت  محـيط هاي موجود در  هورمون
  . زعفران در هر مرحله بايد مورد توجه قرار گيرد

چــاپ شــده اســت، حضــور  يشــترمقالاتي كــه اخيــراًدر ب
ها براي القـاي   ها به تنهايي يا در تركيب با سيتوكينين اكسين
ــان   ضـــروري گـــزارش شـــده اســـت  يـــي رويشـــيزا رويـ

(Gaj, 2004; Rajabpoor et al., 2007) .  مروري بر نتـايج
حاصــل از پــژوهش حاضــر نيــز نشــان داد كــه كـــاربرد       

ن تيمــار بــراي القــاي   مــدتريآكار زا بــرونهــاي  اكســين
ــدني در زعفــران اســت، ولــي تكامــل بيشــتر   رويــان زايــي ب
ي موجود بـه واسـطه كـاهش يـا حـذف اكسـين از       ها رويان
با توجه به نتايج . شود مين ميأت ABAحضور  و كشت محيط

توان اظهار نمود كـه هرچنـد در مـاه اول     به دست آمده، مي

كـروي   هاي در محيط القاي بلوغ رويان NAAكشت وجود 
هـاي   زعفران زراعي محرك توليد تعـداد بيشـتري از رويـان   

كروي در سطح ريزنمونه است، اما نگهداري طولاني مدت 
هـا نـه تنهـا باعـث افـزايش قابـل        در ايـن محـيط   هـا  ريزنمونه

هاي  هاي بالغ نشد، بلكه از تعداد رويان ملاحظه تعداد رويان
ــالقوه     ــوان ب ــب، ت ــن ترتي ــه اي ــز كاســت و ب ــن كــروي ني اي

برعكس، عامل . ها را براي توليد ريزبنه كاهش داد ريزنمونه
اي برخوردار بود؛ چنانكـه   زمان در اين رابطه از اهميت ويژه
هـاي بـالغ و در مـاه سـوم      در ماه دوم بيشترين تعـداد رويـان  

بـه دسـت آمـد، امـا در      NAAبيشترين تعداد ريزبنه با تيمار 
ي هـا  غلظـت از هـا، هـيچ يـك     نخستين ماه كشت ريزنمونـه 

NAA كشـت نتوانسـتند محـرك     به كار برده شده در محيط
  . هاي كروي و توليد ريزبنه باشند بلوغ رويان

 تكثيـر در  NAAبه اندازه  IBAكننده رشد  چند تنظيم هر
هـاي كـروي القـا شـده بـر روي هـر        و افزايش تعداد رويـان 

ــه كــار ــا  آريزنمون  NAAيي لازم را نداشــت و در مقايســه ب
 تأثيريافت، اما مكانيسم  ن حتي به نصف كاهش ميقدرت آ

ــاًآن  ــه       تقريب ــب ك ــدين ترتي ــود؛ ب ــر ب ــب اخي ــبيه تركي ش
ي كم و در ابتداي زمـان  ها غلظتدر  IBAكننده رشد  تنظيم

هــاي كــروي در ســطح    كشــت، محــرك القــاي رويــان   
بود، اما بعداً اثر آن بـه سـرعت تعـديل     زا رويانهاي  كالوس

هـاي مـؤثر در مسـير     ژن در اين مرحلـه به احتمال زياد، . شد
با افـزايش غلظـت   . ها فعال شده بودند تكوين و تمايز رويان

اعدي افزايش صها با روند تفرآيندهورمون فوق سرعت اين 
زده  رويان جوانـه  4/6يافت به طوري كه در ماه اول ميانگين 

 mg/l 2رويــان بــالغ در غلظــت  1/8و  mg/l 5/0در غلظــت 
رويـان بـالغ در غلظـت     3/4ه سـوم بـه ازاي   ثبت شد و در ما

mg/l 5/0  رويان بالغ در غلظـت   5/6حدودmg/l 2   حاصـل
به همين ترتيـب، شـاخص تشـكيل ريزبنـه نيـز افـزايش       . شد
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 mg/lتوان در مـاه اول بـا كـاربرد     به عبارت ديگر مي. يافت
ــون  5/0 ــان  IBAاز هورم ــداد روي ــدا تع ــروي را   ابت ــاي ك ه

 mg/lبالا بردن غلظت اين هورمون تا افزايش داد و سپس با 
توان در سطح  هاي بالغ را مي علاوه بر اين كه تعداد رويان 2

هاي تمـايز يافتـه نيـز تـا      بالايي حفظ كرد، تعداد ريزبنه نسبتاً
يكي از اهداف ارزشمند مـورد  . يابد حد قابل قبولي ارتقا مي

 بنـه زايي زعفران مزروعي تشكيل ريز رويانمطالعه در بحث 
نقش تأثيرگذاري در تمايز  IBAاز اين نظر تيمارهاي . است

ــا ذخيــره نوشــاخه ســازي نشاســته و تشــكيل  هــا در ارتبــاط ب
ها داشتند، تا آنجا كه حتـي در مـاه اول كشـت، آثـار      ريزبنه

و  Grieb. هـا مشـاهده شـد    اي نوشـاخه  تورم در بخش قاعده
ي هـا  رويـان اند كه مرحله بلـوغ   نشان داده) 1997(همكاران 

زني، تنها پس از آبگيـري و   بدني و آمادگي آنها براي جوانه
ــي   ــورت م ــاير ص ــتگي ذخ ــرد انباش ــار . گي ــابراين، ك رد ببن

كه با پيشـبرد تمـايز سيسـتم     IBAهاي رشد نظير  كننده تنظيم
اي نوشـاخه را سـرعت    آوندي انتقال ذخاير به بخـش قاعـده  

سـاقه  شناسـي   بخشـند، تمـايز ريزبنـه را كـه از نظـر گيـاه       مي
بـا گذشـت   . دهد افزايش مي ،زيرزميني غني از نشاسته است

هـاي دوم و سـوم همـراه بـا كـاهش مختصـر در        زمان در ماه
هـا در ايـن    تعداد ريزبنه زده جوانههاي كروي و  تعداد رويان

  .گروه از تيمارها به تدريج افزايش نسبي يافت
بـر روي تكـوين    IBAو  NAAدر رابطه بـا آثـار مثبـت    

ــان ــ روي ــده   ي كــروي زعفــران، گــزارشاه هــاي تأييــد كنن
ــاران  Karaoğluي وجـــود دارد؛ از جملـــه دمتعـــد و همكـ

يي زا روياناز طريق كشت قطعات بنه زعفران و القا ) 2007(
موفـق شـدند بـه     NAAو  BAPحاوي  MS كشت محيطدر 

. ريزبنــه در هــر ريزنمونــه توليــد نماينــد 2-1طــور ميــانگين 
ــراهيم ــين، ابـ ــاران زاده و ه همچنـ ــاي ) 1385(مكـ ــز القـ نيـ

ــانهــاي  كــالوس ــا غلظــترا در  زا روي ــالايه و  D-2,4 ي ب

آنها نشـان دادنـد   . اند ي پايين كينتين گزارش كردهها غلظت
يـي  زا رويانمحرك  زا برونبه عنوان يك اكسين  NAAكه 

. اسـت ) زراعـي و وحشـي  (هـاي مختلـف زعفـران     در گونه
پيـاز   كشـت  طمحـي كاربرد تيمارهاي هورمـوني مختلـف در   

ها بـه تنهـايي    چند كاربرد اكسينول نيز نشان داد كه هرگلاي
اثـر   NAAشكند، اما همچـون زعفـران،    خواب جوانه را مي

 Nasir) ل نداشتوهاي گلاي زايي ريزنمونه مستقيمي بر غده

et al., 1996).  
ــين تنظــيم ــده در ب ــاي رشــد، اكســين  كنن ــه  ه ــا از جمل ه

شـده بـراي گـذار از مرحلـه      ترين تركيبـات اسـتفاده   ل متداو
اثبــات شــده اســت كــه . رويشــي بــه مرحلــه رويــاني هســتند

آزاد  IAAداراي مقــادير بــالاتري از  زا رويــانهــاي  كــالوس
گذاري انتقـال   تواند در پايه آزاد مي IAAتراز بالاي . هستند

رويشـي و  يـي  زا رويانمراحل  قطبي اكسين كه براي تكميل
هنگـامي كـه شـرايط    . م باشـد ها لازم است، مه تكوين اندام

با برقـراري   مناسب باشد و به محض تحريك كافي، احتمالاً
يي صورت زا رويانها  يك شيب اكسين دروني در ريزنمونه

از طــرف . (Jimenez and Bangerth, 2001)گيــرد  مــي
ديگر، سطوح بالاي اكسين از رشد و نمـو مريسـتم نوشـاخه    

شـد، پــس از  اگـر غلظــت اكسـين كــم با  . كنــد ممانعـت مـي  
گيـري مريسـتم سـاقه خيلـي سـريع انجـام        تشكيل لپه، شكل

ــي ــيط    م ــرايط مناســب مح ــپس تحــت ش ــود و س كشــت  ش
 .(Pareek, 2005)شود  انجام مي  ي زود رسزن جوانه

زايي زعفران به غلظـت ايـن    در القاي رويان BAPنقش 
 رسد كه احتمالاً وابسته بود و به نظر مي كشت محيطماده در 

زا و  هـاي درون  از طريق ايجـاد تـوازن بـا اكسـين     اثر خود را
دهـد؛ بـه طـوري     تنظيم نسبت سيتوكينين به اكسين انجام مي

  بـــه mg/l 25/0از  BAPكـــه بـــا دو برابـــر شـــدن غلظـــت 
mg/l 5/0   ايــن هورمــون نقــش مهمــي در القــاي و تشــكيل
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 mg/l 5/0رويان كروي داشت، اما با افـزايش غلظـت آن از   
هـاي كـروي    عكوس شد و القـاي رويـان  اين اثر م mg/l 1به 

اي افت كـرده تعـداد آنهـا بـه نصـف       به شدت قابل ملاحظه
يي اوليـه منحصـراً در   زا رويانها،  اي در تك لپه. تقليل يافت

شـود، امـا القـاي     هاي كشـت حـاوي اكسـين القـا مـي      محيط
هـا هـم بـه اثبـات رسـيده       يي بدني توسط سيتوكينينزا رويان
رغم نقش  در اين تحقيق، علي. (Faure et a1., 1998)است 

هـاي كـروي    در القاي و تشكيل رويـان  BAPمؤثر هورمون 
زعفران زراعي و بلوغ آنهـا در طـول يـك دوره سـه ماهـه،      

كننــده رشــد در رابطــه بــا توليــد ريزبنــه  كــاربرد ايــن تنظــيم
هـاي   موفقيتي در پي نداشت و تنها تعـداد نـاچيزي از رويـان   

ــه  ــ زده جوان ــوم ق ــاه س ــرهدر م ــته در  درت ذخي ــازي نشاس س
هاي ريزبنه  اي نوشاخه و تبديل آنها به بافت هاي قاعده سلول

هـاي سـيتوكينيني نظيـر     كننـده  تنظـيم كـاربرد  . را پيدا كردند
كينتـــين، زاتـــين، بنزيـــل آمينـــو پـــورين و تيـــديازرون در 

هاي بنه، مريستم و برگ زعفـران   هاي كشت ريزنمونه محيط
و  زا رويـان هـاي   بطه بـا القـاي كـالوس   نتايج مشابهي را در را

ــه ــ جوان ــا نشــان داده اســت  زن  ;Karamian, 2004)ي آنه

Majourhat et al., 2006; Raja et al., 2007).  
) 1996(و همكـاران   Nasirل، ودر مطالعه باززايي گلاي ـ

هاي حاوي  نيز نشان دادند كه القا و تشكيل پياز در ريزنمونه
ــه در  ــيطجوانـ ــت محـ ــاوي  كشـ   و mg/l NAA 02/0حـ
mg/l BAP 08/0 از طــرف ديگــر، افــزودن . تحريــك شــد

  . ل شدوكينتين موجب القاي تشكيل پيازهاي جديد گلاي
اي  اسيد نقش ويژه آبسزيكهاي رشد،  در بين بازدارنده

هاي فيزيولوژيك گياه، از جمله تكامل مراحل فرآيندرا در 
ــوي  ــاننم ــا روي ــي ه ــا م ــد ي زايشــي ايف ــوغ . كن ســرعت بل

و  ABAي كـم  ها غلظتهاي بدني زعفران زراعي در  انروي
ي زن ـ جوانـه هاي اوليه كشت رضايت بخش بود، اما از  در ماه

هـاي كشـت    ها در اين محيط هاي بالغ و تشكيل ريزبنه رويان
هـايي مطابقـت دارد كـه     نتايج فوق بـا گـزارش  . ممانعت شد

در شرايط درون  زا بروناسيد  آبسزيكاستفاده از طبق آنها 
ي بـالغ،  هـا  رويـان زنـي   اي موجب ممانعـت از جوانـه   شيشه

هاي  mRNAهاي ويژه روياني و سنتز  افزايش سنتز پروتئين
. (Zeevaart and Creelman, 1988)شــد  مربوطــه مــي

تحقيقات انجام شده دربـارة گياهـاني ماننـد هـويج، يونجـه،      
هاي آرابيدوپسيس مشخص كرده است  يافته كاسني و جهش

ها  ، بيان برخي ژنييزا روياندر اواخر دوره آنها كه در اكثر 
ــد  ــت ت )LEA Abundant)-Embryo Lateماننـ ــأثيرحـ  تـ

هــا در  ايــن ژن عملكــرد. شــود تشــديد مــي ABAهورمــون 
ــان ــا روي ــلولي   ه ــاختارهاي س ي زايشــي باعــث حفاظــت س
و جلـوگيري از   خشـك شـدن بـذر   ي بالغ در طول ها رويان
  .(Jimenez et al., 2005)شود  زني زودرس مي جوانه

با توجه به نتايج به دست آمده در نتيجه كاربرد هورمون 
هــاي كــروي  القاكننــدة بلــوغ رويــان كشــت محــيطفــوق در 

  يهــا غلظــت تــوان اظهــار داشــت كــه احتمــالاً زعفــران مــي
mg/l 1- 5/0  هورمونABA هـايي   محرك رونويسي از ژن

. سـتند يـي فعـال ه  زا رويـان است كه در مراحل اوليه تا مياني 
هـاي كـروي منجـر     ها بـه توليـد و تكثيـر رويـان     بيان اين ژن

شود كه حتي تا ماه سوم نيز مرحله تمايزي خود را حفظ  مي
ها بـه سـرعت وارد مراحـل     تعدادي از اين رويان. كردند مي

ي آنهـا  زن جوانهاي و  تر شده، باعث تشكيل رويان لپه پيشرفته
، تعــداد قابــل بنــابراين. روز اول كشــت شــدند 30حتــي در 

توليـد   ABAي پايين ها غلظتتوجهي رويان بالغ در حضور 
بيشـتر از  ( ABAاز طرف ديگر، افزايش غلظـت  . كردند مي

mg/l 2 (  ي زن ـ جوانـه هـاي كـروي و    بر روي تكـوين رويـان
هاي بالغ تأثيرات منفي بـه جـا گذاشـت و بـا ورود بـه       رويان

كننـده   هـا، ايـن اثـرات ممانعـت     سومين ماه كشت ريزنمونـه 
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  تشــــــديد شــــــد تــــــا آنجــــــا كــــــه بــــــا كــــــاربرد
mg/l 4  تأثيرات بازدارنده كاربردABA     نـه تنهـا در مرحلـه

هاي كروي نيـز   ي، بلكه بر روي القاي رويانزن جوانهبلوغ و 
هـاي   آثار ناهنجاري باقي گذاشت و همزمان از تعداد رويان

  .كاسته شد زده جوانهكروي و 
ــوغ ABAنظر از نقــش صــرف ــان در تســريع بل ــا روي ي ه

در واقـع،  . زعفران، اين تركيب محرك تشكيل ريزبنـه نبـود  
  هـاي كشـت حـاوي    ها در هيچ كـدام از محـيط   القاي ريزبنه

mg/l 4- 1  ازABA     ــال ــدم انتق ــود و ع ــايت بخــش نب رض
بـه   ABAهاي عـاري از   به محيط زده جوانههاي بالغ و  رويان

يـن  ا. هـا و سـياه شـدن آنهـا شـد      تدريج موجب زوال رويان
مسأله با نظر پژوهشگراني منطبق است كه معتقدند مشخصـه  

ي بـدني، رشـد آنهـا در نتيجـه     ها رويانبرجسته و قابل توجه 
و  Rajaبـراي مثـال،   . هاي رشد اسـت  عدم حضور بازدارنده

 20و  ABAم در ليتـر  گـر  ميلـي  2از تيمار ) 2007(همكاران 
الغ ي ب ـهـا  رويـان ي زن ـ جوانـه بـراي   GA3م در ليتـر  گـر  ميلي

و همكـاران   Ahujaبر اساس نتـايج  . زعفران استفاده كردند
هـاي زعفـران،    يي در ريزنمونهزا رويانپس از القاي ) 1994(

هاي كامل تنها در حضور هورمون  ي و رشد گياهچهزن جوانه
و  Ginzburgو ) Ginzburg )1973تحقيقات . تأمين گرديد

Ziv )1973 ( نيز اثبات كرده است كه گرچهABA عنوان  به
ل را وي پيـاز گلاي ـ زن جوانهزا،  مهمترين بازدارنده رشد درون

قـدرت   بر كشت محيطدر  ABAكرد، اما حضور  كنترل مي
حتي از رشد آن جلوگيري  ،تشكيل پياز آن اثر مثبتي نداشته

  . كرد
 ــ  ــاني زعفــران، ب ه از طــرف ديگــر، تكامــل مراحــل روي

 6( اروزسـاك ي بـالاي  ها غلظتها، در  خصوص تمايز ريزبنه
ــاكار . رخ داد) درصــد ــالاي س ــببز وســطوح ب ــزايش  س اف

تواند باعث  مي فرآينداين . شود  كشت مي اسمولاريته محيط

شـود   هـا  رويـان زا و كنترل بلـوغ   درون ABAافزايش سطح 
(Komatsuda and Ohyama, 1998) .  طـي  همان طور كـه

همبستگي مثبتي بين انباشتگي  ،Adenia hondalaزايي  اندام
 ,.Aruna et al)مشـاهده گرديـد   اسـته و سـرعت تمـايز    نش

زعفـران و   كشـت  محـيط در  ساكاروز، غلظت بالاي (2009
و در انباشــتگي نشاســته بــه عنــوان يــك منبــع انــرژي ارزان  

زايي و يا به عنوان يك عامل  يندهاي اندامآدسترس براي فر
در نمـو وتمـايز   ) مانند قنـدهاي محلـول آزاد  (تنظيم اسمزي 

ا ضروري است؛ هر چند ممكن است تصور شود كـه  ه اندام
هـا كـم    هـاي تشـكيل شـده در سـطح ريزنمونـه      تعداد ريزبنه

و  ديـش  هـا در هـر پتـري    است، اما با توجه به تعداد ريزنمونه
تعداد تكرارهـاي هـر تيمـار نتـايج بـه دسـت آمـده در ايـن         

هـاي موجـود    بـر اسـاس گـزارش    .پژوهش قابل تأمل اسـت 
ه به ازاي يك ريزنمونه بـر روي گياهـان   هايي ك تعداد شاخه

بـراي مثـال، در   . شـود، بسـيار كـم اسـت     پيازدار تشكيل مـي 
Eucrosia stricklandii  ــار ــوني   در نتيجــه تيم ــاي هورم ه

 Colque et)نوشاخه تشـكيل شـده بـود     2/2 -7/0مختلف 

al., 2002) .در پــژوهش حاضــر نيــز بــا تركيــب هورمــوني  
mg/l IBA 1  ــه طــور متوســط عــدد ريزبنــه در هــر  07/2ب

  .ريزنمونه به دست آمد
  

  گيري نهايي نتيجه
نتايج حاصل نشان داد كه بيشترين تعداد رويـان كـروي   

ــدت   ــي ظــرف م ــران زراع  MS 2/1 روز در محــيط 30زعف
تشـكيل شـدند، امـا ايـن محـيط در       mg/l NAA 1/0حاوي 

ــا محــيط  ــه ب ــاوي   مقايس ــاي ح ــوغ   IBAو  BAPه ــراي بل ب
در  IBAاستفاده از هورمـون  . اسب نبودي كروي منها رويان
م در ليتر پـس از گذشـت دو مـاه    گر ميلي 2تا  1ي ها غلظت

هر . بهترين تيمار براي القاي بلوغ رويان و تشكيل ريزبنه بود



 1390 تابستانم، تشهشماره ، ومسسال ، شناسي گياهي زيست 54

 

 

 چند در پايان ماه سوم بيشترين تعداد رويـان بـالغ در محـيط   
MS 2/1  حاويBAP mg/l 5/0       بـه دسـت آمـده بـود، ولـي

. يي مـؤثر واقـع نشـد   زا بنههورمون فوق در ريز تداوم كاربرد
ي هـا  رويانموجب تحريك بلوغ  ABAي مختلف ها غلظت

بنـابراين،  . يـي نداشـت  زا بنـه ي در ريزتـأثير كروي شـد، امـا   
زايـي در زعفـران    گردد براي پيشبرد بلوغ رويـان  پيشنهاد مي

و آن ) ABA )mg/l 1- 25/0ي كـم  هـا  غلظـت مزروعي از 
سـپس  . اول و دوم كشت اسـتفاده شـود   هاي هم فقط در ماه

هـاي كشـت    هـاي بـالغ بـه محـيط     هاي واجد رويان ريزنمونه
هـاي   كننـده  منتقـل شـوند كـه حـاوي تنظـيم      ABAعاري از 

همان طور كـه گفتـه شـد، هورمـون     . هستند IBAمصنوعي 
هـا داراي آثـار مثبـت و     ريزبنـه اخير بر روند تمايز و تكوين 

تركيـب هورمـوني ديگـر    چشمگيري است كه آن را از سـه  
تـوان اظهـار نمـود كـه بـراي       در نهايت، مي. نمايد متمايز مي

كنترل مراحل القا و پيشرفت در هر مرحله روياني، نيازهـاي  

ايـن پيچيـدگي در رابطـه بـا شناسـايي      . متفاوتي وجـود دارد 
ي هــا رويــانچگــونگي تكامــل بيوشــيميايي و فيزيولوژيــك 

هاي رشـد   كننده تنظيمهاي گياهي و  رويشي و نقش هورمون
از اين رو، تحقيقات بيشتر در آينـده  . يك مانع اساسي است

هـا در پيشـبرد    تواند به فهم مكانيسم عمـل ايـن هورمـون    مي
  . يي زعفران كمك كندزا رويانمراحل 

  
  تشكر و قدرداني

نامه كارشناسـي ارشـد از    اين تحقيق بخشي از يك پايان
لـب طـرح پژوهشـي در    ست كه در قاا) س(ء دانشگاه الزهرا

سسه تحقيقات بيوتكنولوژي كشاورزي كرج انجـام شـده   ؤم
هــا و  داننــد از كمــك نويســندگان بــر خــود لازم مــي. اســت

پشــتيباني رياســت محتــرم مؤسســه تحقيقــات بيوتكنولــوژي 
ــال ژن    ــت و انتق ــاران بخــش كشــت باف ــاورزي و همك كش

  .قدرداني كنند
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Abstract 
Saffron (Crocus sativus L.) is an important economic crop in Khorasan province which is 
propagated by corms. The traditional culture has various problems such as pathogen attack 
and a long period of time for proliferation. Application of plant growth regulators and 
induction of somatic embryogenesis is an efficient method to propagate a large number of 
intact corms in in vitro condition. In this research, effects of four exogenous hormones during 
90 days on maturation of globular embryo, its germination and microcorm induction of 
saffron by using half strength Murashige and Skoog media were studied. Investigated 
phytohormones were NAA (0.1, 0.25 and 0.5 mg l-1), IBA (0.5, 1 and 2 mg l-1), BAP (0.25, 
0.5 and 1 mg l-1) and ABA (0.5, 1, 2 and 4 mg l-1). All treatments carried out based on 
completely randomized design in 4 replicates. Results showed that the most number of 
globular somatic embryos were obtained in ½ MS medium containing 0.1 mg l-1 NAA, but 
this media in relation to which were contained BAP or IBA was not suitable for maturation. 
After 60 days, the media supplied with 1 and 2 mg l-1 IBA were the best for induction of 
embryo maturation and cormlet formation. Although at the end of 90 days, highest number of 
mature embryos was obtained in the presence of 0.5 mg l-1 BAP, microcorm induction did not 
occurred by BAP treatments in long term. Different concentration of ABA quickly improved 
maturation of globular embryos but they had no positive effect on cormlet regeneration.  
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