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  باززائي گياهچه از پروتوپلاست زعفران

  
  )2 ( رضا ضرغامي،)1 (مين حسينيار، )1 (مهدي آهوران

  زي، دانشكده فني و مهندسي، دانشگاه بين المللي امام خميني، قزوين،  بخش مهندسي بيوتكنولوژي كشاور-1
  بخش كشت بافت و تراريختي ژن، موسسه تحقيقات بيوتكنولوژي كشاورزي ايران، كرج-2

 
 بهبود خصوصيات زراعي لذاگردد،  هاي در حال استراحت تكثير مي  بنهكه توسطتريپلوئيد و عقيم بوده زعفران محصولي 

در . باشد مي آنزراعي خصوصيات  بهبود برايكشت پروتوپلاست ابزار مناسبي . است دشوار قديميهاي  روشتوسط آن 
شود   كه به صورت مستقيم از اندام هاي گياهي جدا ميي باززائي گياهچه از پروتوپلاست،زعفرانهمچون  هايي اي تك لپه
، از   جداسازي پروتوپلاستبراي. باشند  مياج پروتوپلاست بهترين منبع براي استخر،زا هاي رويان  لذا كالوس استدشوار

و ،  MES%05/0 دريزلاز،% RS، 5/0سلولاز% Y-2-3 ، 2پكتولياز %0.2  حاويMS  كشتمحلول آنزيمي شامل محيط
  جدا شده به آرامي پروتوپلاست. شد درجه سانتي گراد استفاده 22 تاريكي و دماي در ساعت 3به مدت مولار 3/0مانيتول 

 مايع حاوي MS ط كشتبه محيبا پيپت پاستور مخلوط حاصل قطره قطره شد و  سديم آلژينات سترون مخلوط  محلولبا
هاي كلسيم آلژينات  گلوله. هاي كلسيم آلژينات تشكيل گردد  اضافه گرديد تا گلوله مولار0.3و مانيتول  %1كلريد كلسيم 

  از كشت، هفته5 تا 4بعد از گذشت . منتقل شدندني  حاوي غلظت هاي مختلف هورموMSمايع كشت به محيط 
كشت ها به محيط  انتقال ميكروكالوس از ماه 6گذشت با . ندپديدار شد هاي كلسيم آلژينات  گلولهسطحها بر  ميكروكالوس

  .صورت گرفتگياهچه باززائي  ،ساكارز% 6حاوي بدون تنظيم كننده رشد   MSجامد
  

  هگياهچ  آلژينات، كشت پروتوپلاست، باززائي زعفران، كلسيم:هاي كليدي واژه

  

  :مقدمه
 جوانه به ،گزارش شد آنها با كشت قطعات سطحي بنه) 1978(كشت بافت زعفران اولين بار توسط دينگ و همكاران 

 موفق به القاي NAA  و،D ،Kin-2,4هاي   و هورمونMSبا محيط كشت ) 1981(دينگ و همكاران . دست آورند
با كشت مريستم در محيط ) 2000a(ابراهيم زاده و همكاران . ها شدند بنه و ايجاد گياهچه از كالوسكالوس بر قطعات 

LSها را  و مراحل بلوغ رويان رويانزائي بدني را القاء، ها ها و سايتوكينين هاي مختلفي از اكسين  و نيز استفاده از غلظت
 محيط حاوي جيبرلين، جوانه زده و در MS 1/2  هاي بالغ پس از انتقال به محيط  رويان،ودندمشاهده نم

MS 1/2 هاي  حاوي هورمونBAP و NAAابراهيم زاده و همكاران . ، گياهچه كامل داراي بنه را ايجاد نمود
)2000b( هاي حاصل از بافت كالوس ايجاد شده بر قطعات جدا كشت بنه زعفران،  در تحقيقي ديگر از پروتوپلاست

  . وردندساختارهاي برگي بوجود آ

  

  :ها مواد و روش
 كه به صورت مستقيم از اندام هاي ي باززائي گياهچه از پروتوپلاست،زعفرانهمچون  هايي اي در تك لپهبا توجه به آنكه 
 كامل اغلب  گياهچهتوليد ها در باززائي و  هاي به دست آمده از اين اندام  و پروتوپلاست استشود دشوار گياهي جدا مي

  .  در اين تحقيق استفاده شدهاي رويانزا براي استخراج پروتوپلاست كالوساز لذا ند باش ميناتوان 
   ضد عفوني مواد گياهي 

 ٢٣
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 30ها بطور كامل برداشته شدند و به مدت  هاي روي بنه هاي زعفران بدين صورت انجام شد كه، ابتدا فلس ضد عفوني بنه
به % 15/0 سپس در محلول كلريد جيوه هجاري شستشو شدهاي سطحي با آب  دقيقه جهت حذف گرد و غبار و آلودگي

   . مرتبه توسط آب مقطر سترون به خوبي شستشو شدند2-3ها   دقيقه قرار گرفتند، و در مرحله آخر بنه10مدت 
   رويانزا جهت القاي كالوس كشت ريز نمونه

ها در محيط كشت پايه  ريز نمونه. اده شداز قطعات بنه به عنوان ريز نمونه استف هاي رويانزا جهت به دست آوردن كالوس
MS هاي رشد   گرم در ليتر ساكارز و تنظيم كننده30 به همراهNAA و BAP ميلي 2، و 1، 5/0، 0  با غلظت هاي  

گراد انجام   درجه سانتي22 ±2كشت در شرايط تاريكي و در دماي .  تركيب هورموني قرار داده شدند16گرم در ليتر در 
  .بررسي نتايج مربوط به القاي كالوس پس از دو ماه انجام شد. واكشت صورت گرفتشد و هر ماه 

     جداسازي و كشت پروتوپلاست
براي اين . ها استفاده شد اي براي جداسازي پروتوپلاست هاي رويانزاي تشكيل شده در ابتداي مرحله گويچه از كالوس

 حاوي MSآنزيمي شامل محيط  ها جدا و در محلول هاي از ريزنمون هاي رويانزاي مرحله گويچه منظور كالوس
 ساعت 3 مولار به مدت 3/0 ، و مانيتول MES  %05/0  دريزلاز، % RS،  5/0 سلولاز% W/V(،  2(پكتولياز  2/0%

 50مخلوط تيمار شده پس از عبور از فيلترهاي با منافذ .  دور در دقيقه قرار داده شدند50  روي شيكر افقي با سرعت
هاي به دست آمده از  پس از دو مرحله شستشو، پروتوپلاست. گرم سانتريفيوژ گرديد100 دقيقه در 5ن به مدت ميكرو

هاي  پروتوپلاست. استفاده شد) FDA(حيات مورد بررسي قرار گرفتند بدين منظور از فلوئورسين دي استات  نظر قابليت
مخلوط   مولار3/0 در مانيتول )%2(  يم آلژينات سترونليتر با آرامي با محلول سد  ميلي1×105تهيه شده در تراكم 

% 1 حاوي MSها توسط پيپت پاستور، قطره قطره به محيط مايع  محلول سديم آلژينات به همراه پروتوپلاست. گرديدند
سوله گلوله هاي كلسيم آلژينات بلافاصله در محيط تشكيل و فرايند كپ.  مولار اضافه گرديد3/0كلريد كلسيم و مانيتول 

 مولار مانيتول و 3/0 حاوي MSهاي تشكيل شده در محيط مايع  گلوله.  دقيقه كامل شد15-20شدن طي مدت 
گراد   درجه سانتي22 ± 2كشت در شرايط تاريكي و در دماي .  قرار داده شدندNAA و BAPهاي مختلفي از  غلظت

  . انجام شد و هر دو هفته با محيط تازه واكشت صورت گرفت
  

  و بحثنتايج 
 NAA و BAPگرم در ليتر از هورمون هاي  در تيمار هورموني يك ميلي%) 95( هاي رويانزا  بيشترين فراواني كالوس

هاي رويانزاي ابتداي مرحله  كالوس. هاي رويانزا كمتر بود مشاهده شد، در ساير تيمارهاي هورموني درصد القاي كالوس
پس از به پايان رسيدن مدت زمان تيمار آنزيمي، .  تشخيص داده شدند لاستاي، بهترين منبع براي استخراج پروتوپ گويچه

هاي به دست آمده  پروتوپلاست% 98 و نتايج نشان داد كه ند از نظر قابليت حيات مورد بررسي قرار گرفت هاپروتوپلاست
لسيم آلژينات در تيمارهاي هاي ك براي كشت پروتوپلاست از روش تثبيت در گلوله. باشند زنده و داراي قابليت حيات مي

ها ظرف  ها در زير ميكروسكوپ وارونه نشان داد كه اغلب پروتوپلاست مختلف هورموني استفاده شد، مشاهده گلوله
نتايج نشان داد كه استفاده از روش تثبيت در . شوند  روز ديواره سلولي را سنتز كرده و آماده تقسيم سلولي مي4-5مدت 

ات روش موثري بوده زيرا اين ماده علاوه بر تغذيه پروتوپلاست، داراي نقش محافظتي نيز گلوله هاي كلسيم آلژين
ها  ها در محيط كشت داراي فشار اسمزي كمتر منجر به افزايش تقسيم سلولي و رشد ريز توده واكشت اين گلوله. باشد مي

 هفته تشكيل 4-5ت پس از گذش. گرديد و اين كاهش جهت كشت موفقيت آميز پروتوپلاست ضروري است
گرم در ليتر  بالاترين ميزان تشكيل ميكروكالوس در محيط يك ميلي. ها مشاهده گرديد ميكروكالوس در سطح گلوله

 ٢٤
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گرم در ليتر   و يك ميليNAAگرم در ليتر   ميلي2بعد از تيمار فوق تيمار .  صورت گرفتNAA و BAPهورمون هاي 
BAPهاي  در اين ميان تيمارهايي كه فاقد يك نوع از تنظيم كننده. ها ايفا نمود  بيشترين نقش را در القاي ميكروكالوس

انتقال گلوله ها در اين مرحله به محيط . رشد بودند عكس العمل مناسبي در قبال القاي ميكروكالوس از خود نشان ندادند
هاي جامد   ايجاد شده در محيطهاي كالوس. ها گرديد جامد حاوي تركيبات هورموني مشابه منجر به افزايش رشد كالوس

ساكارز انتقال يافتند كه منجر به بلوغ كامل % 6 حاوي MS تنظيم كننده رشدحاوي تركيبات هورموني به محيط بدون 
  .  ماه گرديد6ها و در نهايت تشكيل گياهچه بعد از گذشت  رويان
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Abstract 
Saffron is a triploid and sterile crop that propagated by replanting rest corms thereby it is difficult 
that we can improvement properties of its agronomic by old methods. Protoplast culture is an 
efficient instrument for improvement properties of its agronomic. In monocots such as saffron 
plantlet regeneration from protoplast that isolated directly from the plant’s organs is difficult 
therefore embryogenic callus proved to be the best source for protoplast isolation. Protoplast 
isolation was directly from embryogenic callus for ٣ hour in an enzyme solution consisting of MS 
medium, ٠.٢% Pectolyase Y-٢ ,٣-٢% Cellulase RS, ٠.٥% Deriselase, ٠.٠٥% MES, and ٠.٣ M 
mannitol in the darkness at ٢٢ºC. Isolated protoplast was mixed slowly with steril sodium alginate 
and was added drop by drop with a sterile pasteur pipette to liquid MS medium which was 
contained CaCl١ ٢% and ٠.٣ M manitol to create Ca-alginate beads. The beads were transferred to 
MS liquid medium culture with different concentration of growth regulators. After ٥–٤ weeks of 
culture, microcalli appeared on the surface of the Ca-alginate beads. Plantlet regeneration was 
occurred when beads transferred onto solid MS medium without growth regulators with ٦% 
sucrose after ٦ months. 
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