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در  زعفراني ي تكثيرها جوانهاز زايي بر كورم IBA غلظت و واكشتنوع اثر 

  شرايط اين ويترو
  

 2، عبدالرضا باقري 3عباس صفرنژاد، *2نسرين مشتاقي، 1عاطفه حاجي زاده

 

  ، دانشگاه فردوسي مشهد.كشاورزيكارشناسي ارشد بيوتكنولوژي  -1

  گروه بيوتكنولوژي و به نژادي گياهي، دانشگاه فردوسي مشهد.به ترتيب دانشيار و استاد،  -2

  مركز تحقيقات كشاورزي، مشهد. استاد،  -3

 

  چكيده

اورزي ش كشها سبب شده تا محققان بخميزان توليد پايين كورم زعفران و افزايش حمله عوامل بيماريزاي خاكزي به آن

ها به كورم جديد باشند. تكثير كورم ها اي كورم زعفران از طريق تكثير جوانه و تبديل آنشيشهبه دنبال ازدياد درون 

 اي براي فرايندهايها و پيش زمينهتواند روش مناسبي براي توليد انبوه و يكنواخت كورمدر شرايط اين ويترو مي

شت در خصوص تكثير جوانه ها از طريق ك نويسندگان باشد. پيروي تحقيقات قبلياصلاحي و ژنتيكي بر روي اين گياه 

 ه عنوان ريزنمونهدرصد ب 2/0جوانه انتهايي و جانبي كورم در حال استراحت پس از ضدعفوني با كلريد جيوه اين ويترو، 

 NAAر ليتر از هورمون گرم دو غلظت يك ميلي BAPگرم در ليتر از هورمون ميلي 3غلظت  با، SHدر محيط كشت 

و غلظت در آزمايشي ديگر تاثير دبا هدف تكثير جوانه قرار گرفتند. براي تبديل جوانه به كورم، تاثير سه نوع واكشت و 

ورم، ها به كراي تبديل جوانهبر كورم زايي مورد بررسي قرار گرفت. نتايج نشان داد كه ب IBAميلي گرم در ليتر  2و  1

مچنين هشدند. در محيط قبلي خودشان واكشت ميبار يكماه سه ها هر واكشتي بود كه در آن ريزنمونهبهترين واكشت، 

به محيط پس از سه ماه  IBAگرم در ليتر از هورمون ميلي 2 غلظت با MSمحيط كشت در  هاي بدست آمدهجوانه

 MSكشت 
�

�
پس از انتقال به  روز 45حدود  و ساكارز منتقل شدند در ليتر گرم 60بدون حضور هورمون و حاوي  

  درصد كورم زايي داشتند. 90حدود آخرين محيط كشت، 

   

  زعفران، كورم زايي، اين ويترو كلمات كليدي:
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   مقدمه .1

ود شها تكثير ميكند و فقط از طريق آنهاي جديدي را توليد ميزعفران گياه ژئوفيت عقيمي است كه سالانه كورم

)Mathew, 1982 .(ا است كه هدهد. اين پديده به دليل ميوز تريپلوئيدميني تكثير زايشي را طبيعت تريپلوئيد بودن اجازه

ردد گكند. عقيم بودن زعفران در اصل به گامتوفيت ماده برميعادي توليد ميهاي غيرعادي و در نتيجه گياه  غيرگامت

)Chichiricco, 1989ي براي تضمين آينده ها براي تكثير ضروري هستند.كند؛ بنابراين كورم). زعفران بذر زنده توليد نمي

بهبود يابد. هر تلاشي براي مدرنيزه كردن كشت زعفران ممكن  و توليد كورمها هاي كشتزعفران زراعي بايد تكنيك

مك تواند كماري داشته باشد كه كشت بافت در اين زمينه ميهاي عاري از بياست نياز به توليد انبوه موثري از كورم

هاي كشت نمايد. باتوجه به مشكلات موجود در رابطه با عاري از بيماري نمودن گياهان پيازي، امروزه استفاده از روش

رري به نظر ها در مقياس وسيع امري ضروزاي آنازديادي به منظور تكثير انبوه و عاري از عوامل بيماريبافت و ريز

تواند يك روش بسيار مفيد و موثر براي اصلاح ژنتيكي و ). همچنين كشت بافت مي1390ر و همكاران، پوجبرسد (رمي

ه تواند بهاي اصلاح كلاسيك در مورد آن نميهاي جديد زعفران باشد؛ چراكه اين گياه عقيم است و روشتوليد واريته

اي هشود. كشت پروتوپلاست، كشت بساك و استفاده از تغييرات ژنتيكي مختلف در صورتي به عنوان روش راحتي استفاده

هاي تا كنون تلاش اي و باززايي آن بهينه شده باشد.هاي كشت درون شيشهاصلاحي زعفران كاربرد خواهند داشت كه روش

مجموعه  وكورم در شرايط اين ويترو صورت گرفته است تحقيقاتي متعددي در داخل و يا خارج از كشور براي بهبود توليد 

   .)Moshtaghi, 2020اي از اين روشها در كتاب زعفران و فصل مربوط به كشت سلول و بافت زعفران آمده است (

ريزنمونه هاي كورم زعفران در ادامه تحقيقات قبلي كه در راستاي افزايش توليد جوانه در شرايط اين ويترو بر روي 

شده است، روشي براي تبديل جوانه هاي توليدي به كورمچه مدنظر بوده است كه در اين تحقيق دو روش براي  انجام

 تبديل جوانه به كورم در شرايط اين ويترو معرفي شده است.

  

   هامواد و روش. 2

  هاتهيه مواد گياهي و ريزنمونه. 2-1

هاي مورد استفاده در شرايط ظور بررسي تاثير هورموندر مرحله خواب، به منو ماه هاي زعفران در خردادكورم

آوري شد و به هاي اطراف شهرستان مشهد جمعهاي دروني گياه، از زعفرانكاريآزمايشگاهي و عدم تاثير هورمون

هايي از كورم كه حاوي جوانه بودند به منظور تكثير جوانه آزمايشگاه منتقل گرديد. پس از ضدعفوني سطحي، قسمت

 زايي به عنوان ريزنمونه استفاده شدند.كورمو 

  و تكثر جوانهها ضد عفوني سطحي كورم. 2-2

 فلستدا اب ها انتخاب و ضدعفوني شدند.هاي زعفران، بهترين كورمهاي زياد قارچي و باكتريايي كورمبا توجه به آلودگي

ها براي استريل دقيقه با آب جاري شستشو داده شدند. كورم 60به مدت  فلسهاي بدون ها جدا گرديد. كورمكورم

شدند. در انتها به درصد فرو برده شدند و پيوسته بهم زده مي2/0دقيقه در محلول كلريد جيوه  30نمودن به مدت 

دقيقه  10ه مدت بار با آب مقطر استريل و هر بار ب 2منظور ازبين بردن محلول سمي كلريد جيوه، زير هود لامينار 

هاي حاوي محيط كشت به همراه وسايل مورد نياز قبل از كشت در اتوكلاو با دماي شستشو داده شدند. همچنين شيشه

هاي حاوي جوانه هاي انتهايي ريزنمونه  دقيقه ضدعفوني شدند. 15اتمسفر به مدت  5/1گراد و فشار درجه سانتي 121
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و غلظت يك  BAPگرم در ليتر از هورمون ميلي 3، با غلظت SHكشت و جانبي جهت تكثير جوانه ها به محيط 

   .با هدف تكثير جوانه قرار گرفتند NAAگرم در ليتر از هورمون ميلي

  

  ي زعفراني تكثير شدهزايي مستقيم از جوانههاي مختلف بر كورممطالعه اثر واكشت. 2-3

ترين هايي كه بيشكورم، به صورت كاملا تصادفي از ميان نمونه هاي بدست آمده بهدر اين آزمايش با هدف تبديل جوانه 

نوع واكشت مورد  3 اثر زايي انتخاب شدند. در اين مرحلهزني و تعداد جوانه را داشتند، براي مرحله كورمدرصد جوانه

دند، شمايع تغذيه ميبار با اضافه شدن محيط ها به صورت هر دو ماه يكمطالعه قرار گرفت. در واكشت نوع يك، ريزنمونه

، 3شدند و در واكشت نوع بار در همان محيط قبلي خودشان واكشت ميها هر دو ماه يك، ريزنمونه2در واكشت نوع 

گراد درجه سانتي 25شدند، و در اتاق رشد با دماي بار در محيط قبلي خودشان واكشت ميها هر سه ماه يكريزنمونه

 6لوكس قرار گرفتند. اين آزمايش به مدت  4000كي/ روشنايي) با شدت نور حدود ساعت (تاري 8/16و در فتوپريود 

شيشه و هر شيشه حاوي يك ريزنمونه انجام شد.  4تكرار و هر تكرار حاوي  6تيمار و  3طول انجاميد. آزمايش با ماه به

و  SPSS 17افزار استفاده از نرم ها باميانگين دادهمقايسه ها به صورت طرح كاملا تصادفي انجام شد و آناليز داده

  انجام شد. Tukeyآزمون 

  

  زاييبر كورم IBAمطالعه اثر هورمون . 2-4

ماه به اندازه مطلوب رسيده بودند وارد اين آزمايش شدند.  3هايي كه در آزمايش تكثير جوانه پس از تعدادي از جوانه

 MSها به محيط كشت پايه ابتدا ريزنمونه
�

�
گرم در ليتر ساكارز  30و  IBAگرم در ليتر از هورمون ميلي 2و  1حاوي  

ماه با در نظر گرفتن محيط  3ماه بدون واكشت، در همان محيط كشت باقي ماندند. پس از  3منتقل شدند، و به مدت 

 MSقبلي، وارد محيط كشت 
�

�
ش در اتاق رشد گرم در ليتر ساكارز شدند. اين آزماي 60بدون حضور هورمون و حاوي  

لوكس قرار  4000ساعت (تاريكي/ روشنايي) با شدت نور حدود  8/16گراد و در فتوپريود درجه سانتي 25با دماي 

ا هشيشه و هر شيشه حاوي يك ريزنمونه در نظر گرفته شد. آناليز داده 4تكرار و براي هر تكرار  4گرفت. براي هر تيمار، 

 Tukeyو آزمون  SPSS 17افزار ها با استفاده از نرمميانگين دادهمقايسه شد و به صورت طرح كاملا تصادفي انجام 

  انجام شد.

  

  نتايج و بحث .3

  ي زعفراني تكثير شدهزايي مستقيم از جوانههاي مختلف بر كورممطالعه اثر واكشت .3,1

ها ج بدست آمده از آناليز دادهنوع واكشت مورد مطالعه قرار گرفت. نتاي 3در اين مرحله به منظور تبديل جوانه به كورم، 

هاي انجام شده از نظر درصد است كه بين واكشتها به كورم در اين تحقيق نشان دادهپس از تبديل شدن جوانه

�Pvalueاست (داري وجود داشتهزايي تفاوت معنيكورم است كه بين نشان داده شده يك. در شكل )0.002

داري با دو واكشت زايي واكشت سوم، تفاوت معنيوجود ندارد، اما درصد كورمداري هاي يك و دو تفاوت معنيواكشت

داري را نشان هاي مختلف تفاوت معنيعلاوه بررسي حاصل از تعداد كورم در هر ريزنمونه بين واكشتديگر دارد. به



  

  

  

  

  

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

 

4 

 

�Pvalueاست (داده زايي بيشتري نسبت كورم در هر ريزنمونه كورم 11/2واكشت سه با تعداد  2. در شكل )0.007

  است.و يك كورم در هر ريزنمونه، داشته 13/1به واكشت يك و دو هركدام به ترتيب با تعداد 

  

  
بار با اضافه شدن محيط مايع : هر دو ماه يك1(نوع  هاي مختلف بر درصد كورم در هر ريزنمونهتاثير انواع واكشت .1شكل

بار در محيط قبلي : هر سه ماه يك3شدند، نوع محيط قبلي خودشان واكشت مي بار در: هر دو ماه يك2شدند، نوع تغذيه مي

  شدند.)خودشان واكشت مي

  درصد با استفاده از آزمون توكي است) 5داري در سطح ي اختلاف معنيدهنده(حروف متفاوت نشان

  

  
شدند، بار با اضافه شدن محيط مايع تغذيه   ميدو ماه يك : هر1هاي مختلف بر تعداد كورم در هر ريزنمونه (نوع تاثير انواع واكشت. 2شكل

  شدند.)بار در محيط قبلي خودشان واكشت مي: هر سه ماه يك3شدند، نوع بار در محيط قبلي خودشان واكشت مي: هر دو ماه يك2نوع 

  است)درصد با استفاده از آزمون توكي  5داري در سطح ي اختلاف معنيدهنده(حروف متفاوت نشان

  

هاي مختلفي از ساكارز بر القاي ميكروكورم از ريزنمونه كورم زعفران در شرايط ها، اثر غلظتدر بسياري از آزمايش

رسد افزايش ساكارز در محيط ). به نظر ميSharma et al. 2008؛ Raja et al. 2002است (ويترو مورد بررسي قرار گرفتهاين

شود تا گياه در شرايط نامناسب از رشد رويشي صرف نظر زا باعث ميشرايط تنشكشت و وادار كردن گياه به تحمل 
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كرده و براي بقاي خود وارد مرحله زايشي شود و توليد كورم كند تا بتواند نسل خود را نگه دارد، كه توليد كورم از 

يل ذخيره نمودن نشاسته در خود است. كورم زعفران به دلويترو بوده ريزنمونه از اهداف كشت اين گياه در شرايط اين

تواند در صورت وجود شرايط مساعد جوانه بزند و رشد رويشي خود را ادامه دهد. در اين تحقيق به منظور استفاده مي

ا هاست. علت اين نوع واكشتهاي مختلف استفاده شدهاز روشي جديد كه همان شرايط ذكر شده اعمال گردد، از واكشت

 اي كههاي اوليهاست. زيرا در آزمايشو كاهش رشد رويشي و وارد شدن به مرحله زايشي بودهاعمال يك تنش خشكي 

شدند به دليل مساعد بودن شرايط اعمال بار واكشت ميهفته يك 4هايي كه به طور پي در پي و هر انجام شد، ريزنمونه

كردند كه حتي عمل هاي زيادي ميو برگ هاي بلند و قويدادند و توليد جوانهشده، فقط رشد رويشي را ادامه مي

ال ها مناسب نبوده و احتمكه اندازه پتري براي قطع برگواكشت در زير هود را نيز با مشكل مواجه كرده بودند. به طوري

هاي بزرگي كه براي كشت انتخاب شده بودند را پر كرده و شيشه كردند. همچنين تمام فضاي شيشهآلودگي را زياد مي

  رسيد.ريزنمونه كوچك به نظر ميبراي 

داد كه رشد رويشي بيش از حد مانع ورود گياه به مرحله زايشي علاوه مطالعات انجام شده در چندين منبع نشان ميبه

فرنگي به آب زيادي احتياج دارد، بنابراين توت .مي توان به مورد مشاهده شده در توت فرنگي اشاره داشتشود، كه مي

فرنگي بايد با توجه به مرحله رشد آن و شرايط محيط انجام آب كافي در اختيار باشد، اما آبياري توت براي كشت بايد

وند. شهاي زيادي توليد ميهاي تير و مرداد رشد رويشي توت فرنگي را افزايش داده و استولونگيرد. آبياري زياد در ماه

هاي گل و كاهش محصول به ميزان و مرداد، باعث كاهش جوانههاي تير هاي انجام شده آبياري زياد در ماهطبق بررسي

بنابراين با كاهش رشد رويشي نظير آنچه كه در ). 1370و كاشي،  (حكمتياست درصد در سال بعد شده 25تا  12

  .)3(شكل توان گياه زعفران را وادار به توليد كورم نمودميزعفران اتفاق افتاد 

  

          
  NAAو  BAPهاي حاوي كشت هاي بدست آمده در محيطزايي مستقيم از جوانه. كورم3شكل



  

  

  

  

  

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

 

6 

 

  زاييبر كورم IBAمطالعه اثر هورمون  .3,2

تفاوت  IBAگرم از هورمون ميلي 2و  1دهد كه بين مقادير نشان مي 5و  4ها در شكل نتايج حاصل از آناليز داده

�Pvalueداري وجود دارد (به ترتيب معني �Pvalueو  0.001 گرم در ليتر از هورمون ميلي 2. غلظت )0.003

IBA  گرم در ليتر از هورمون كورم در هر ريزنمونه بهتر از غلظت يك ميلي 62/2زايي و تعداد درصد كورم 5/87با

IBA  باشد.درصد و تعداد يك كورم در هر ريزنمونه مي 25/31با  

  

  
  زاييبر درصد كورم  IBAهاي . تاثير غلظت4شكل  

  درصد با استفاده از آزمون توكي است) 5داري در سطح ي اختلاف معنيدهنده(حروف متفاوت نشان

  
  در هر ريزنمونه بر تعداد كورم  IBAهاي تاثير غلظت . 5شكل 

  درصد با استفاده از آزمون توكي است) 5داري در سطح ي اختلاف معنيدهنده(حروف متفاوت نشان
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) و توليد كورم Cavusoglu et al. 2013زايي (ها نقش مهمي در ريشهكسين به تنهايي و يا در تركيب با ديگر هورمونا

كند اكسين تمايز آوندها را القا مي) زعفران دارد. از آنجايي كه Cavusoglu et al. 2013؛ 1390و همكاران،  پوررجب(

 اي جوانه راقاعده كه با پيشبرد تمايز سيستم آوندي، انتقال ذخاير به بخش IBAي رشدي نظير كنندهكاربرد تنظيم

هد دشناسي ساقه زيرزميني غني از نشاسته است، افزايش ميبخشد، تمايز ميكروكورم را كه از نظر گياهسرعت مي

 اندهايي  بر روي كورم مادري تكثير شدههاي دختري، كه مستقيما  از جوانهكورم 6شكل  ).1390ر و همكاران، پورجب(

  دهد. را نشان مي

        
   IBAبا اثر  هازايي مستقيم از جوانهكورم. 6شكل

  

  گيرينتيجه .4

بررسي هاي انجام شده در اين تحقيق نشان داد كه قرارگيري جوانه ها در شرايط تنش سبب تحريك توليد كورم در 

يط تنشي را بر روي جوانه ها اعمال مي كند كه واكشت در فواصل سه ماه نيز شراشرايط اين ويترو مي شود. عدم 

نيز توانست در فرايند تبديل  IBAديري هورمون اكسين تحريك توليد كورم را به دنبال دارد. همچنين استفاده از مقا

  جوانه ها به كورم نقش داشته باشد. 
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Abstract  
 

The low production of saffron corm and increasing the attack of soil pathogens on them have caused 

agricultural researchers to increase the number of saffron corms by propagating sprouts and turning 

them into new corms. Propagation of corms in vitro can be a good way to produce massive and uniform 

corms and a background for breeding and genetic processes on this plant. Following the authors' 

previous research on bud propagation by in vitro culture, the terminal and lateral buds of resting corms 

after disinfection with 0.2% mercury chloride as a explant in SH culture medium at a concentration of 

3 mg / l BAP hormone and a concentration of one mg / l of NAA hormone were targeted for bud 

proliferation. To convert buds to corm, the effect of three types of subculturing and in another 

experiment, the effect of two concentrations of 1 and 2 mg / l IBA on corm production were investigated. 

The results showed that the best subculture to convert buds to corm was in which the explants were 

subcultured every three months in their previous media. Also, the buds obtained in MS culture medium 

with a concentration of 2 mg / l of IBA hormone after three months were transferred to free hormone 

MS culture medium with 60 g / l sucrose and about 45 days after, about 90% cormogenesis was 

observed. 
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