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  دانشجوي كارشناسي ارشد گروه بيوتكنولوژي و به نژادي گياهي دانشگاه فردوسي-1

  آموخته كارشناسي ارشد گروه بيوتكنولوژي و به نژادي گياهي دانشگاه فردوسيدانش -2

 استاديار گروه بيوتكنولوژي و به نژادي گياهي دانشگاه فردوسي-3

  

  

  چكيده

كشت سوسپانسون سلولي پويا و ترجيحا جنين زا در زعفران مزاياي زيادي دارد و امكان مطالعه توليد متابوليت هاي ثانويه 

انتقال ژن و بررسي در سطح سلولي، موتاسيون زايي را فراهم خواهد آورد. با اين حال توليد سوسپانسيون سلولي جنين  زعفران،

زا در زعفران گزارش نشده است. هدف از پژوهش حاضر دستيابي به يك سيستم سوسپانسيون سلولي با رشد قابل قبول در 

تحت تاثير تيمارهاي هورموني مختلف قرار داده شد تا محيط كالوس زايي و  زعفران بود. براي اين منظور ريزنمونه هاي مختلف

داراي كالوس هاي شكننده و متمايل به زرد بود و همچنين  CIM2cمحيط كشت سوسپانسيون بهينه مشخص گردد. تيمار 

زايي و وزن تازه كالوس از خود نشان داد. جنين هاي سوماتيكي بعد از پنج هفته بر روي تيمار بهترين عملكرد را در كالوس

CIM1c  تشكيل شد. در كشت سوسپانسون تيمارSM3 داراي سريع ترين سرعت رشت بود. در تيمارSM2  سلول ها در ابتدا

   .داراي رنگ ريزه بودند ولي با گذشت زمان اين رنگ ريزه ها از بين ميرفتند

  

.كورم زعفران، سوسپانسيون، كالوس زايي كلمات كليدي:



 

 

  مقدمه. 1

سطح زير كشت  1397زعفران گياه دارويي با ارزشي است كه بيشترين سطح زير كشت را در ايران دارد. در سال 

درصد سطح زير كشت و  90است كه حدود  بودهتن  405هزار هكتار با توليد حدود  114زعفران در كل كشور حدود 

.  لذا انجام پژوهش و ارائه دستاوردهاي )1397 (جهاد كشاورزي، توليد در دو استان خراسان رضوي و جنوبي بوده است

  نوين در مورد زعفران يكي از اولويت هاي پژوهشي در حوزه كشاورزي در استان خراسان است. 

عليرغم اهميت اقتصادي ويژه زعفران، پژوهش هاي چشمگيري در زمينه بيولوژي مولكولي و ژنتيك اين گياه انجام 

يشرفت هاي پ دلايل، فقدان تنوع ژنتيكي، دشواري كشت بافت و انتقال ژن از جمله نشده است. تريپلوييد و نرعيقمي

ن، تركيه، رااندك در پژوهش هاي مولكولي زعفران است. با اين حال در چند سال اخير توجه پژوهشگران در اروپا، اي

حال حاضر اطلاعات و در  هند، چين و پاكستان به پزوهش هاي مولكولي و ژنتيكي در اين گياه جلب شده است

، و (Seifi and Shayesteh, 2020) ، ژنتيك و بيولوژي موكولي(Moshtaghi, 2020) در زمينه كشت بافت ارزشمندي

در اين گياه موجود است. اطلاعات ژنومي و ترنسكريپتوم در اين گياه در  (Busconi et al, 2020) تحقيات اوميكس

هاي مختلف در فرآيندهاي مختلف است. با اين ي براي پيش بيني كاركرد ژنقدرتمند ارحال افزايش است كه ابزار بسي

ان مانع بزرگي بر سر راه درك بهتر از ژنتيك اين گياه كها كماو تاييد كاركرد ژني حال فقدان روش هاي مناسب ارزياب

  است.

كيبات ثانويه لولي، توليد ترن سلولي ابزار سودمندي براي مطالعات بيوشيمايي و مولكولي در سطح سيوكشت سوسپانس

ن سلولي اين ويكيب، موتاسيون زايي و مهندسي ژنتيك هستند. امتياز بزرگ كشت سوسپانسترگياهي، پروتئين هاي نو

است كه از اين طريق پيچيدگي هاي موجود در كل گياه كنار گذاشته ميشود و امكان مطالعه فرآيندهاي فيزيولوژيكي 

كشت هاي سلولي معمولا  .(Sello et al, 2017; Moscatiello et al, 2013)گردد يسر ميو مولكولي با دقت بيشتري م

ا ميشود ت باعث هاي ممتدو با  تكان شودميبا قراردادن قطعه اي از كالوس سريع الرشد در محيط مايع مناسب شروع 

يي و تركيب هورمون هاي . نوع كالوس، نوع محيط غذا(Mustaf et al, 2011) جمعيت سلولي مطلوب حاصل شود

تاثير مهمي در توليد يك سوسپانسوين سلولي سريع الرشد و با سلول هاي تا حد امكان منفرد  گياهي مورد استفاده

  دارد. 

در اختيار بودن سوسپانسون سلولي پويا و ترجيحا جنين زا در زعفران مزاياي زيادي دارد و امكان مطالعه توليد متابوليت 

ها در سطح سلولي، موتاسيون زايي را فراهم خواهد آورد. گزارشات ران، انتقال ژن و بررسي كاركرد زنهاي ثانويه زعف

معدودي از ايجاد كشت سوسپانسيون سلول در زعفران، عمدتا براي توليد متابوليت هاي ثانويه، گزارش شده است 

(Yoon et al, 2015; Moradi et al, 2020; Taherkhani et al, 2019) . به هدف بهينه سازي توليد كروسين و تركيبات

 Moradi) ن ايجاد كردنديوكرده و سپس از اين كالوس ها كشت سوسپانس يدس توللوفنلي، و همكارن از كلاله زعفران كا

et al, 2020)هاي مرتبط با بيوسنتز اين متابوليت ها نيز در كشت سوسپانسيون . توليد سافرانال و كروسين و بيان ژن

. با اين حال توليد سوسپانسيون سلولي جنين زا در زعفران (Taherkhani et al, 2019) لي زعفران بررسي شده استسلو

است. هدف از پژوهش حاضر دستيابي به يك سيستم سوسپانسيون سلولي با رشد قابل قبول در زعفران  نشدهگزارش 

ايي س زلوهورموني مختلف قرار داده شد تا محيط كا يتاثير تيمارهابود. براي اين منظور ريزنمونه هاي مختلف تحت 

  و محيط كشت سوسپانسيون بهينه مشخص شود.
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  هامواد و روش. 2

فناوري دانشكده كشاورزي دانشگاه فردوسي مشهد انجام شد. در سال اول سال متوالي در مركز زيست 2اين مطالعه در 

ها خارجي (تونيك) كورمآوري شد. لايهخراسان جنوبي، جمعهاي زعفران از مزارع زعفران شهرستان بيرجند، كورم

 %96دقيقه در اتانول  1ها با آب و مايع ظرفشويي كاملا شسته شدند.  و سپس به مدت ها و برگحذف گرديد.  كورم

درصد هيپوكلريت سديم) تيمار و در نهايت سه بار با آب مقطر استريل شستشو  5/2( %50دقيقه در وايتكس  15و 

هاي جانبي و انتهايي، و قسمت مياني سانتيمتر تهيه شد. جوانه  1هايي به طول تقريبي ها ريزنمونهداده شدند. از برگ

ها جدا شدند و به شرح فوق ضدعفوني شدند. لايه نازكي از اين قطعات كورم استريل شده حذف شد و سپس  ريز كورم

درصد  8/0درصد ساكارز و  2حاوي   MS ها روي محيطشد. ريزنمونهسانتي متر تهيه  5/0هايي به قطر تقريبي نمونه

محيط كشت با نامه هاي  3هاي گياهي قرار داده شدند. تركيب هورموني اين تركيب مختلف از هورمون 3آگار با 

CIM1 ،CIM2 و ،CIM6  مشخص شده است.  1در جدول  

-يه (استان خراسان رضوي، ايران) جمع آوري شد. جوانههاي زعفران از مزارع شهرستان تربت حيدردر سال دوم كورم

ها حذف شد و قسمت مركزي كورم براي تهيه ريز نمونه استفاده شد. ضدعفوني هاي جانبي و انتهايي، و قاعده كورم

تا  CIM1ها روي محيط هاي قطعات كورم، تهيه ريزنمونه به شرحي كه در بالا توضيح داده شد انجام شد. ريزنمونه

CIM5  درصد ذغال فعال  3/0براي بررسي تاثير ذغال فعال بر كالوس زايي،   ) كشت شدند.1(جدول(Sigma, M5519) 

  در انتهاي نام محيط مشخص شده است. Cنيز به هر كدام از محيط ها اضافه شد. محيط حاوي ذغال فعال با افزودن 

 25ها در اتاقك رشد در شرايط تاريكي و دماي پتريريزنمونه قرار داده شد و سپس  5آزمايش، در هر پتري  2در هر 

هفته بعد از واكشت،  درصد  2گراد نگهداري شدند . بعد از سه هفته ريز نمونه ها واكشت داده شد و درجه سانتي

گيري شد. اين آزمايش در قالب  طرح كاملا تصادفي با دو تكرار انجام ها اندازهكالوس زايي و وزن تر و خشك كالوس

  د.ش

  ).SM) و كشت سوسپانسيون سلولي (CIMزايي (تركيب هورموني محيط هاي كالوس -1جدول 

  محيط   تركيب هورمون گياهي (ميلي گرم بر ليتر)

NAA 
(Sigma, N0640) 

Zeatine 
(Sigma, Z0164) 

IAA 
 (Sigma, I3750)  

2,4-D 
 (Sigma, D6679)  

BAP 
 (Sigma, B3408) 

  

0 0 0  1  2  CIM1 
0 0 0  2  1  CIM2  
0 0 0  2  4  CIM3  
0 0 0  4  2  CIM4  
0 0 0.5  0.1  0.5  CIM5  
0 0 0  0.1  1  CIM6  
0 0 0 0.1 0.5 SM1 
0 0 0 2 1 SM2 
2 0.2 0 0.2 0 SM3 

  

  كشت سوسپانسيون سلولي. 2-1
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) استفاده شد. 1نوع محيط كشت مختلف  (جدول 3جهت تهيه كشت مايع و با  CIM2cهاي حاصل از تيمار از كالوس

 %2حاوي  MSميلي ليتر محيط  50ميلي ليتري حاوي 250سانتي متري در ارلن هاي  5/0دو قطعه كالوس با قطر 

ها روي رلنتكرار در نظر گرفته شد. ا 2هاي گياهي قرار گرفت. براي هر تيمار ساكارز و تركيبات مختلف از هورمون

گراد  نگهداري شدند. پس از يك هفته قطعات درجه سانتي 25دور در دقيقه در تاريكي و در دماي  120شيكر با دور 

ميلي ليتري  50هاي ها به تيوبميكرو متر) حذف شد و سلول 400بزرگ كالوس به وسيله صافي (اندازه منافذ حدود 

نشين شوند. پس از حذف ها تهميز آزمايشگاه قرارداده شدند تا سلولدقيقه روي  30ها به مدت منتقل شدند. تيوب

ميلي ليتر  5روز با افزودن  7ليتر محيط جديد اضافه شد. سپس هر ميلي 50نشين شده به هاي تهمحيط كشت، سلول

  ميلي ليتر محيط كشت جديد واكشت انجام شد. 50از سوسپانسيون سلولي به 

  د در سوسپانسيون سلولياندازه گيري سرعت رش. 2-2

) ODگيري  چگالي نوري (ي، روش اندازلبراي مقايسه سرعت رشد سلولي در تيمارهاي مختلف سوسپانسيون سلو

 1روز يك بار  چگالي نوري  2روزه، هر  8). به اين منظور در يك دوره  Shokouhi and Seifi, 2021استفاده شد (

  نانومتر اندازه گيري شد. 578 هاي سلولي در طول موجليتر از كشتميلي

  هاداده آماري آناليز. 2-3

زايي كه در پنج تكرار مورد بررسي قرار گرفت. تجزيه ها داراي دو تكرار بود، بجز كالوستمام آزمايشات و اندازه گيري

انجام گرفت.  SPSSبا استفاده از نرم افزار  %5در سطح اهميت  Tukey HSDواريانس و مقايسه ميانگين توسط تست 

  رسم گرديد. Excel Microsoftنمودارها با استفاده از نرم افزار 

 

  نتايج. 3

  نرخ كالوس زايي. 3-1

محيط كشت مختلف بررسي شد. از بين  3نوع ريزنمونه مختلف روي  4در سال اول اين آزمايش امكان كالوس زايي از  

ها فقط ريزنمونه تهيه شده از ناحيه مركزي كورم كالوس زايي مشاهده شد. نرخ كالوس زايي روي محيط  اين ريزنمونه

CIM2 ،76  درصد و روي محيطCIM1 ،67  .درصد بود  

هاي تهيه شده از ناحيه مركزي كورم بهينه سازي شد. به اين منظور در سال دوم شرايط كالوس زايي از ريزنمونه

روي محيط حاوي ذغال فعال و يا فاقد ذغال فعال قرار داده شدند. نتايج  CIM5تا  CIM1محيط  5ريزنمونه ها روي 

ر است كه افزودن ذغال فعال بالا بود. قابل ذك CIM5ها به جز محيط نشان داد كه درصد كالوس زايي در همه محيط

نداشت ولي باعث افزايش درصد كالوس زايي روي  CIM4تا  CMI1هاي تاثير معني داري روي كالوس زايي روي محيط

  ).1 شكلشد.  ( CIM5محيط 

  هاكالوس و ريخت شناسي اندازه. 3-2

مشاهده ميشود كالوس  2هاي ايجاد شده روي محيط هاي مختلف اندازه گيري شد. همانگونه كه در شكل وزن كالوس

ها با رنگ هاي زرد روشن، كهربايي ه بر اين كالوسعلاو تر بودندبزرگتر و سنگين CIM2هاي ايجاد شده روي محيط 

در پنج هفته تشكيل جنين  CIM5cو  CIM1cتيمارهاي  ). همچنين3و كهربايي تيره قابل مشاهده بود (شكل 

  .)4(شكل  سوماتيكي دادند
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همراه با  MSو  MSبرروي دو محيط  CIM5و  CIM1 ،CIM2 ،CIM3 ،CIM4درصد كالوس زايي پنج تيمار  -1شكل 

  ذغال فعال.

 و CIM3 و  بالاترين داراي CIM2c و CIM2 هايتيمار. اي تاثير تيمار هاي مختلف بر وزن تر كالوسنمودار جعبه -2شكل 

CIM5c بودند هاكالوس تر وزن در عملكرد ترين پايين داراي.  
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همراه با زغال فعال تحت تاثير پنج تيمار مورد بررسي قرار  MSو  MSها برروي دو محيط ريخت شناسي كالوس -3شكل 

داراي  CIM5cو  CIM1، CIM2cداراي ساختاري شكننده بودند. تيمارهاي  CIM2cو   CIM2هاي كالوس گرفت.
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و  CIM2 ،CIM4هاي كهربايي و داراي كالوس CIM4cو  CIM1c ،CIM3 ،CIM3cهايي با رنگ زرد روشن، كالوس

CIM5 .داراي كالوس هاي كهربايي تيره بودند 

  
هاي كروي شيري رنگ) روي ها (بخشهاي سوماتيكي شكل گرفته روي كالوس زعفران. اين جنيناي از جنيننمونه -4شكل

  هفته ايجاد شده است. 5بعد از  CIM1cمحيط 

  

  پويايي رشد در سوسپانسيون سلولي. 3-3

 و SM2متر بررسي گرديد. نانو 578وزه بوسيله اندازه گيري جذب در ر 8سرعت رشد در سوسپاسيون در يك بازه 

SM3   داراي سرعت رشد بالاتري بودند و با گذشت زمان نرخ رشد درSM3 ها عملكرد بهتري در مقايسه با ساير تيمار

  ).5شكل ( دادرا نشان مي
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  روزه. 8نانومتر در يك بازه  578وسيله اندازه گيري جذب در سرعت رشد در كشت مايع به -5شكل 

 

 ها در سوسپانسيون سلوليمورفولوژي سلول. 3-4

هاي داراي تجمع SM2و  SM1هاي ها مورد ارزيابي قرار گرفتند. تيمارها از نظر تراكم سلولي و نوع سلولسوسپانسيون

هاي سلول هاي منفرد بيشتري قابل مشاهده بود. در هر سه تيمار سلول SM3ها بودند ولي در عددي از سلول 10تا  5

هايي كروي كوچك و با وجود سرعت رشد كمتر سلول SM1متفاوتي از نظر رنگ، شكل و اندازه قابل مشاهده بود. 

كه  )6شد (شكل ريزه در ابتداي كشت مشاهده مي سلول هاي حاوي رنگ SM2داراي ساختار خوبي مشاهده شد. در 

هايي بزرگ كه در واكوئل خود حجم زيادي از نشاسته سلول SM3ها از بين ميرفتند و در باگذر زمان اين رنگ ريزه

از توليد كروسين و تركيبات فنلي،  به هدف بهينه سازي) 2020مرادي و همكاران ( اند مشاهده گرديد .دخيره كرده

افرانال توليد س. همچنين ن ايجاد كردنديووس ها كشت سوسپانسكرده و سپس از اين كال يدس توللوكلاله زعفران كا

هاي مرتبط با بيوسنتز اين متابوليت ها نيز در كشت سوسپانسيون سلولي زعفران بررسي شده و كروسين و بيان ژن

  .(Taherkhani et al, 2019)است

0

0.01

0.02

0.03

0.04

0.05

0.06

2 4 6 8

O
D

 5
7

8

روز

SM1 SM2 SM3



  

  

  

  

  

 University of  Gonabad                                                                                                                             17, 18 November 2021 – Gonabad, Iran                                                            گناباد، ايران – 1400آبان  27و  26   

 

9 

 

  
  رنگيزه در مرال اوليه رشد مشاهده ميشوند. هاي حاوياي از سلول ها در سوسپانسيون سلولي زعفران. سلولنمونه -6شكل 

  

  نتيجه گيري. 4

در اختيار بودن سوسپانسون سلولي پويا و ترجيحا جنين زا در زعفران مزاياي زيادي دارد و امكان مطالعه توليد متابوليت 

تيمار هاي اهد آورد. ها در سطح سلولي، موتاسيون زايي را فراهم خوهاي ثانويه زعفران، انتقال ژن و بررسي كاركرد زن

CIM2  وSIM2 .در اين آزمايش نتايج مناسبي در جهت رسيدن ما به اين هدف فراهم كردند  
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Abstract  
 

Cultivation of dynamic and preferably embryonic cell suspension in saffron has many advantages and 

it will be possible to study the production of saffron secondary metabolites, gene transfer and study at 

the cellular level, mutagenesis. However, the production of embryonic cell suspension in saffron has 

not been reported. The aim of this study was to achieve a cell suspension system with acceptable growth 

in saffron. For this purpose, different explants were exposed to different hormonal treatments to 

determine the callus culture medium and the optimal suspension culture medium. CIM2c treatment had 

brittle and yellowish calluses and also showed the best performance in callus formation and fresh callus 

weight. Somatic embryos were formed after five weeks on CIM1c treatment. In suspension 

culture, SM3 treatment had the fastest velocity in Rasht. In SM2 treatment, the cells were 

initially pigmented, but over time, these pigments disappeared. 

Keywords: saffron corm, Suspension, callus 

  

  

  

 


