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 ز بنه هاي مادري زعفرانتاثير زمان نمونه برداري بر القاي جنين زائي سوماتيكي ا

  
  )2 ( رضا ضرغامي،)1 (رامين حسيني، )1 (مهدي آهوران

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

  
اين تحقيق به منظور بررسي . وماتيكي يك روش موثر در تكثير گياهان در شرايط درون شيشه مي باشدجنين زائي س

ريز . بر القاء جنين زائي سوماتيكي بنه هاي مادري زعفران انجام شد) تير، مرداد و شهريور(اثرات زمان نمونه برداري 
 كشت NAAو BAP لفي از هورمون هاي ساكارز و غلظت هاي مخت% 3 حاوي MSنمونه ها در محيط كشت جامد 

 هفته پس از 8 تشكيل كالوس هاي جنين زا، .نگهداري شدندتاريكي درجه سانتي گراد و  22شدند و سپس در دماي 
مقايسه تشكيل كالوس هاي جنين زا در سه زمان متفاوت نشان داد كه سرعت تشكيل جنين ها در . كشت مشاهده شد

در بنه هاي جمع آوري شده مرداد مشاهده % 99بيشترين جنين زائي با ميانگين . ستيك محيط كشت يكسان، متفاوت ا
  . به ترتيب در مرتبه دوم و سوم بودند% 35و بنه هاي شهريور با ميانگين % 81 بنه هاي تير با ميانگين .شد
  

   جنين زائي سوماتيكي، زعفران، زمان نمونه برداري:واژه هاي كليدي

  

   مقدمه
ن مي دهد كه تراز هورمون هاي درون زا با استعداد جنين زائي ريز نمونه ها ارتباط دارد و بنابراين تشكيل بررسي ها نشا

مطالعات ). 1995، . و همكارانمركل(شود  كالوس در زمان هاي مختلف در غلظت هاي يكسان به يك اندازه القاء نمي
كوك و (مده براي القاء جنين زائي استفاده مي شوند نشان داده است كه اكسين ها هورمون هايي هستند كه به طور ع

در تك لپه اي هايي همچون زعفران جنين زايي اوليه منحصراً به واسطه محيط هاي كشت حاوي ). 1993، .همكاران
  ). 2005، .جيمنز و توماس(اكسين القاء مي شود 

  

   مواد و روش ها
  ان مزروعي بودند كه از شهرستان شاهرود و در سه زمان متفاوتمواد گياهي مورد استفاده در اين تحقيق بنه هاي زعفر

جمع آوري و براي انجام آزمايشات به آزمايشگاه منتقل ) هفته آخر تير ماه، هفته آخر مرداد ماه و هفته آخر شهريور ماه(
  . گرديدند

شته شد و پس از آن بنه ها به ضد عفوني بنه ها بدين ترتيب بود كه ابتدا فلس هاي موجود روي بنه ها به خوبي بردا
 مرتبه 3-4 دقيقه و به دنبال آن 10به مدت % 15/0سپس از كلريد جيوه .  دقيقه در زير آب جاري قرار داده شد30مدت 

  . شستشو با آب مقطر استريل استفاده گرديد
 16در  NAA و BAPساكارز و غلظت هاي مختلف هورموني از دو هورمون % 3 به علاوه MSاز محيط كشت 

كشت در اتاقك كشت و در دماي .  تنظيم گرديد7/5-8/5 محيط قبل از اتوكلاو كردن بين اسيديته. تركيب استفاده گرديد
  .  درجه سانتي گراد و تاريكي حفظ شد22±2

 ٤٤
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،  NAA) 0 ،5/0به منظور القاي جنين زائي سوماتيكي كشت ريز نمونه ها در محيط هاي حاوي غلظت هاي مختلفي از 
بر اساس طرح بلوك كامل تصادفي با )  ميلي گرم در ليتر 2و  ،0 ،5/0 ،1 (BAPدر تركيب با )  ميلي گرم در ليتر2 و ،1
   .  تكرار در قالب آزمايش فاكتوريل انجام شد و عمل واكشت هر ماه صورت گرفت4
  

   نتايج و بحث
ين زمان تشخيص كالوس هاي جنين زا و ، در ا)aشكل ( هفته پس از كشت مشاهده شد8جنين زا،   تشكيل كالوس هاي

كالوس هاي غير جنين زا با فراواني بسيار اندك، سفيد رنگ تا زرد روشن و با . غير جنين زا به خوبي امكان پذير بود
؛ در )bشكل(  هفته بعد از زمان كشت بر روي ريز نمونه ها پديدار شدند3حالتي شيشه اي و پفكي در طول مدت 

 جنين زا، شيري رنگ و كدر، گره دار و به تعداد فراوان در سطح ريز نمونه قابل مشاهده بودند، صورتيكه كالوس هاي
اين كالوس ها بر خلاف كالوس هاي غير جنين زا با گذشت زمان به حالت گويچه اي تبديل شده و به وضوح در سطح 

بسيار كمتر از نمونه هاي مرداد ماه و تير ماه ميزان توليد جنين در نمونه هاي شهريور ماه . ريز نمونه ها ديده مي شدند
 .بود و جنين هاي تشكيل شده اغلب به آرامي و تنها در برخي قسمت هاي ريزنمونه مشاهده شد

 

                 
  

  هفته8نمايي نزديك از تشكيل جنين هاي سوماتيكي بعد از گذشت   هفته 3بعد از گذشت كالوس هاي غير جنين زا مايي نزديك از تشكيل ن
 

نه در بنه هاي مرداد ماه حاصل شد، و ب% 99 بررسي مقايسه ميانگين ها نشان مي دهد كه بيشترين جنين زائي با ميانگين 
از نظر نوع .  به ترتيب در مقام دوم و سوم قرار گرفتند %35و بنه هاي شهريور ماه با ميانگين % 81هاي تير ماه با ميانگين 

بالاترين % 90 با ميانگين NAA و BAPتيمار هورموني، محيط حاوي يك ميلي گرم در ليتر از هر يك از هورمون هاي 
از نظر اثرات متقابل زمان و نوع تيمار هورموني مشاهده شد كه در مرداد ماه . تميزان القاي جنين زائي را موجب شده اس

 درصد نشان دادند 100همه تيمارها، به غير از تيمار شاهد و تيمارهايي كه فاقد اكسين بودند جنين زائي را به صورت 
  .جنين زائي را القاء نموده اند% 38و % 90ولي ماه هاي تير و شهريور به ترتيب 

ر بررسي تعداد جنين هاي القاء شده در هر ريز نمونه، نتايج حاصل از آناليز هاي آماري داده ها نشان داد كه اثر زمان د
معني دار نبوده % 1نمونه برداري بر تعداد جنين هاي كروي القاء شده بين نمونه هاي مرداد ماه و تير ماه در سطح احتمال 

مقايسه ميانگين داده ها نشان مي دهد كه بيشترين . معني دار مي باشد% 1تمال ولي نمونه هاي شهريور ماه در سطح اح
 و 11نمونه هاي تير ماه با ميانگين .  جنين در هر نمونه در بنه هاي مرداد القاء شده است13تعداد جنين كروي با ميانگين 

  . قرار گرفتند جنين در هر ريز نمونه به ترتيب در رتبه دوم و سوم5شهريور ماه با ميانگين 
نكته ديگر در جنين زايي در كالوس هاي همه ريز نمونه هاي زعفران، نگهداري ريز نمونه ها در تاريكي براي القاي جنين 

به . برخي از تحقيقات نشان مي دهند كه حضور نور باعث ممانعت از رويانزايي و يا كاهش آن مي شود. زائي مي باشد

 ٤٥
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اين . كي مطلق نگهداري شدند و از اين طريق جنين زائي به ميزان زيادي در آنها القا شدهمين دليل ريزنمونه ها در تاري
  . مطابقت دارد) 1994، .آهوجا و همكاران(و نيز ) 1992، .جورج و همكاران(نتيجه با نتايج 
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Abstract 
Somatic embryogenesis is an efficient method at in vitro propagation of plants. This research was 
done for studying the influences of sampling time (July, August, and September) on somatic 
embryogenesis induction of mother corms of saffron. Explants were cultured onto solid MS 
medium supplemented with ٣% sucrose and different concentration of NAA and BAP, and then 
maintained at ٢٢ºC in darkness. Formation of embryos after 8 weeks of culture was observed. 
Comparison of explants at three sampling times showed that rate of embryos formation in same 
medium is different. Most embryogenesis with ٩٩% average showed in corms was collected in 
August. Corms of July with ٨١% average and September with ٣۵% average were second and third 
place respectively. 
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