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علاوه بر مصارف غذايی دارای خواص  خاص طعم، عطر و رنگ با (.Crocus sativus L)زعفران 

کروسين و  حتوایآبسيزيک اسيد بر م ثيرأهدف از اين مطالعه بررسی ت. دارويی فراوانی است

برای اين منظور . بود زعفرانکشت سوسپانسيونی ها در  آن ی کننده های کنترل سافرانال و بيان ژن

گرم در  ميلی 1/0 حاوی MS 2/1محيط  درزعفران های  استريل تهيه شده از کورم های ريزنمونه

 ها روز کالوس 11بعد از  .شدند کشت BAP گرم در ليتر هورمون ميلی 5/0و D-2/4 هورمون  ليتر

پس از واکشت به تعداد حداقل چهار بار به محيط کشت ها کالوس. ندشد تشكيلها روی ريزنمونه

ليتر آبسيزيک  درگرم  ميلی 5/1و  5/0با در کشت سوسپانسيونی  در شرايط رشدی بهينهمايع منتقل و 

تكرار  سهآوری نمونه در  ساعت پس از اعمال تيمار نسبت به جمع 72و  21 پس از. اسيد تيمار شدند

و بررسی  HPLC استفاده از باسافرانال و کروسين های ثانويه  گيری متابوليت اندازه. اقدام شد

نتايج نشان . انجام شد Real-Time PCR از طريق CsBCHو  CsLYC، CsGT-2های  ن ژنبيا

ساعت دو ژن  72و  21ر ليتر آبسيزيک اسيد و پس از دگرم  ميلی 5/1و  5/0تيمار با پس از که داد 

CsLYC  وCsGT-2 ژن  داری در بيان لی تغيير معنیطور چشمگيری افزايش بيان نشان دادند و به

CsBCH آبسيزيک اسيد در  تحت تأثير تيمار بامقادير سافرانال و کروسين چنين  هم. مشاهده نشد

ساعت پس  72 و کروسين دار سافرانالمقکه  به طوری افزايش نشان داد برداری نمونههر دو زمان 

  .دارای بالاترين مقدار بودآبسيزيک اسيد ليتر  درگرم  ميلی 5/1 تيمار بااز 
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ي از تیره (.Crocus sativus L) نام علمیبا  (2n=3x=24)زعفران 

رد استفاده این گیاه، قسمت مو. است ي زعفران سرردهو  زنبقیان

نام زعفران است كه به ي آن سه شاخه ي انتهاي خامه و كلاله

این . باشد مشهور است و داراي بوي معطر با طعم كمی تلخ می

 .Ebrahimzadeh et al) استگونه  1066جنس و  66تیره شامل 

 رسد نظر می ولی بهاگر چه منشاء زعفران ناشناخته است، (. 2006

اما اكنون . حی ایران، تركیه و یونان منشاء گرفته استنوابرخی از 

چون اسپانیا، ایتالیا، فرانسه و  زعفران در چندین كشور اروپایی هم

چنین در مراكش، مصر، فلسطین، آذربایجان، پاكستان،  سوئیس، هم

زعفران از . شود میهند، نیوزیلند، استرالیا و ژاپن با موفقیت كشت 

مطالعات  كهباشد رویی در جهان میگیاهان مهم صنعتی و دا

این  .صورت گرفته است آنوسیعی در مورد اثرات مختلف 

دهد كه عصاره زعفران علیه طیف وسیعی از تحقیقات نشان می

هاي سرطانی هاي انسانی و دیگر مدلتومورها در موش و سلول

 Abdullaev 2002; Nair et al. 1995; Tarantilis) است ثر بودهؤم

et al. 1994). مواد ،زعفرانمطلوب در  دارویی اثرات با تركیبات 

 یدئبه كاروتنو مربوط هايپیگمان و سافرانال از كه هستند تلخی

. است ها پیکروكروسین آن ترین مهم كه شوندمی مشتق كروستین

 تولید موجب روش هیدرولیز اسیدي، به پیکروكروسین تجزیه

 (سیکلوسیترال -بتا– دهیدرو) سافرانال فرار و آگلیکون گلوكز،

 انواع ها شامل آن ترین رنگی، مهم تركیبات از. شود می

 دي جنتیوبیوزید گلیکوزیدي هايفرم و كروستین كارتنوییدهاي

و  جنتیوگلوكوزید گلوكوزید، جنتیوبیوزید، ،(كروسین)

دي ) گاماكروستین ،(استر متیل نووم)كروستین -بتا دیگلوكوزید

ند هست زانتینئاز و لیکوپن كاروتن، -بتا كاروتن،-آلفا ،(استر متیل

(Rios et al. 1996.)  

 استفاده از با ارزش با تركیبات ثانویه ساخت اینکه دلیل به

 طریق از ها آن تولید نیست، صرفه به شیمیایی مقرون هاي روش

 قرار ورد توجهم گیاهی سلولی كشت و فناوري هاي زیستروش

 براي جایگزین هايروش ایجاد در مهمی نقش كه است گرفته

 Rao and Ravishankar) دندار گیاهی دارویی تركیبات تولید

كشت  روش به ثانویه هايمتابولیت اي درون شیشه تولید. (2002

تولید . دارد گیاه درون در آن تولید به نسبت مزایایی گیاهی سلولی

جداسازي  .است ساده و مطمئن بینی، پیش قابل تركیبات این

گیاه  كل از استخراج به نسبت سلولی كشت از بیوشیمیایی تركیب

 و سال فصول در همه و شود می انجام بالاتري كارایی با و ترسریع

 تولید قابل محدودیت جغرافیایی بدون و هوایی و آب شرایط هر با

 مشکل مزرعه در شرایط كشت در كه گرمداخله عوامل .هستند

 سلولی كشت .هستند قابل اجتناب درون شیشه كشت در اندآفرین

 با و بالا حجم در را تركیبات بیوشیمیایی تواندمی هااندام كشت و

 با ها آن كردن دار نشان امکان كه ییآنجا از و كند تولید بالا عملکرد

 ردیابی را متابولیسمی توان مسیرهايمی دارد وجود رادیواكتیو مواد

 گیاهی ژنتیك طرفی مهندسی از (.Karuppusamy 2009) كرد

 هاي آنزیم ژنتیکی و دستکاري شناسایی زمینه در چشمگیري نقش

 Rao and)رد دا ثانویه هاي بیوسنتز متابولیت مسیر در دخیل

Ravishankar 2002).  

 استجمله مواد متشکله مهم در زعفران كروسین و سافرانال  از

كه كروسین موجب رنگ و سافرانال موجب بو در زعفران 

كه این مواد موثره در زعفران از دو روش غیرموالونیك  شود می

ها را  یدئوندر پلاستیدها كه مواد اولیه تشکیل كارت( MEP)اسید 

 در سیتوپلاسم( MVA) آورد و موالونیك اسیدوجود می هب

(Wang et al. 2009 )مسیر موالونیك اسید، با  .دنشو بیوسنتز می

، آغاز Aسنتز موالونات از طریق سه مولکول استیل كوآنزیم 

، (IPP)هاي ایزو پنتنیل دي فسفات د و با تولید مولکولشو می

رنگ، لیکوپن  ، فیتوئن بی(GGPP)ژرانیل ژرانیل پیروفسفات 

از واكنش حلقوي شدن لیکوپن توسط كه كاروتن -بتا و رنگی

 .(Britton 1998)شود ا سیکلاز ساخته میآنزیم لیکوپن بت

كاروتن در مسیر موالونیك اسید توسط -شدن بتا ههیدروكسیل

شود كه منجر به تولید  ید هیدروكسیلاز كاتالیز میئونآنزیم بتاكارت

كروسین )عوامل رنگ ( Castillo et al. 2005)شود زئازانتین می

 یاكسایشدر زعفران توسط شکست ( سافرانال)و بو ( آلدهید

وجود  هداكسیژناز ب اژزئازانتین كلیو 2و 7وسیله آنزیم  هزئازانتین ب

در زعفران (. Pfander and Schurtenberger 1982)آید می

محصولات حاصل از شکست اكسایشی زئازانتین توسط آنزیم 

شوند می یلهدر كروموپلاست كلاله، گلوكز 2 گلوكوزیل ترانسفراز

 شوند ذخیره میركزي كلاله و سپس در داخل واكوئل م

(Dufresne et al. 1997 Bouvier et al. 2003; .) واكنش حلقوي

  مقدمه
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http://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%86%D8%A7%D9%85_%D8%B9%D9%84%D9%85%DB%8C
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http://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%B2%D9%86%D8%A8%D9%82%DB%8C%D8%A7%D9%86
http://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%B3%D8%B1%D8%AF%D9%87_%D8%B2%D8%B9%D9%81%D8%B1%D8%A7%D9%86
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.20084439.1397.13.1.2.9
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شود كد می CsLYC شدن لیکوپن توسط ژن لیکوپن بتا سیکلاز

(Britton 1998 )دار شدن بتا كاروتن نیز توسط ژنهیدروكسیل 

CsBCH  شودد كه منجر به تولید زئازانتین میشو كد می 

(Castillo et al. 2005).  ژن  هوسیل به 2 گلوكوزیل ترانسفرازآنزیم

CsUGT2 شود در كروموپلاست كلاله كد می (Moraga et al. 

هاي ثانویه در  تیكیفی متابول مطالعه تغییرات كمی و .(2004

  CsBCHو CsUGT2، CsLYCهاي زعفران نشان داده است كه ژن

 ;Castillo et al. 2005)در تنظیم تغییرات رونویسی درگیر هستند 

Mir et al. 2012; Ahrazem et al. 2010.)  

هاي  براي بررسی بیان ژن Real-Time PCRاستفاده از تکنیك 

هاي گیاهی كاربرد زیادي در  درگیر در مسیر بیوسنتز متابولیت

 روشیکنیك تاین طور كلی  به. مهندسی متابولیك گیاهی دارد

زمان  یدر ط PCRي پیشرفت واكنش  وقفه براي مشاهده بی

یا  cDNAو  DNAتوان مقادیر تولید كه با این روش می. باشد می

RNA تواند با حداقل اسید این تکنیك می. دكرگیري را اندازه

نوكلئیك آغاز شود و مقدار تولید نهایی را با دقت زیادي تعیین 

جرا است و دقت و حساسیت بالاتر از به راحتی قابل ا .نماید

PCR  معمولی را دارد(Bustin et al. 2005). تنظیم رسد می نظر به 

 با كه سازوكار مهمی است كاروتنوئید هاي ژن بیان رونویسی

 یا و خاص كاروتنوئیدهاي انباشت و بیوسنتز آن، از استفاده

. شود می زعفران تنظیم رسیدگی و گل رشد طی در ها آن مشتقات

 كروسین، اصلی زعفران شامل كاروتنوئیدي مشتقات بیوسنتز

 و زئازانتین اكسیداتیو تجزیه وسیله به سافرانال، و پیکروكروسین

 با C. sativus در كاروتنوئیدها این تجمع. دهد می رخ كاروتن بتا

شود  می كنترل β-LYC2 و PSY، BCH هاي رونویسی ژن سطح

(Castillo et al. 2005).  

عنوان یك مولکول  آبسیزیك اسید یك هورمون گیاهی است كه به

هاي  آنزیم ها و تولید ي پیام نقش مهمی در بیان ژن انتقال دهنده

 (.Guan et al. 2000)عهده دارد  در گیاهان به اكسیدان آنتی

اثرات متفاوتی مطالعات مختلف نشان داده است كه این هورمون 

هاي گیاهی و بیان  یه در كشت سلولهاي ثانو روي تولید متابولیت

یکی از  (.Luo et al. 2001،Wang and Ding 2001)ها دارد  ژن

هاي درون  هاي ثانویه در كشت هاي تولید متابولیت محدودیت

 ها است اما، تلاش تولید در این نوع سیستم ایینپاي مقادیر  شیشه

تغییر هاي مختلف مهندسی متابولیك مانند  شود از طریق روش می

كننده  هاي پروموتري، استفاده از فاكتورهاي فعال در توالی

هاي درگیر در مسیر بیوسنتز  رونویسی و تغییر بیان ژن

هاي  ها در سیستم هاي ثانویه مورد نظر میزان تولید آن متابولیت

 محیط كشت، تركیب. درون آزمایشگاهی افزایش پیدا كند

از  استفاده ازها،س پیش افزودن فیزیکی، شرایط ریزنمونه،

 دور سلول، نفوذپذیري افزایش غیرزنده، و زندهي لیسیتورهاا

 و انتخاب گیاهی هاي سلولتعلیق  تولید، محل از كردن محصول

 تولید در افزایش موثر عوامل ترین مهم از بالا با كارآیی هایی سلول

 . ندهست سلولی كشت در ثانویه هاي متابولیت

عنوان یك مولکول انتقال  اسید به با توجه به اهمیت آبسیزیك

هاي ثانویه  هاي محیطی و تولید متابولیت علامت در پاسخ به تنش

گیاهی، بررسی تاثیر استفاده از مقادیر مختلف این هورمون بر 

كننده  هاي كنترل محتواي سافرانال و كروسین و تغییر در بیان ژن

ن تحقیق ها در كشت سوسپانسیونی زعفران از اهداف اصلی ای آن

 .باشد می

 

طور دقیق با  هاي زعفران به از كورم هاي تهیه شده ریزنمونه

ه درصد ب 76در زیر هود در الکل  سپس مقطر شسته شده و آب

 166 بادقیقه  26داده شد و بعد به مدت  دقیقه قرار یكمدت 

با  شوشستاز پس  .ضدعفونی شدند درصد HgCl2  1/6 لیتر میلی

هورمون  گرم در لیتر میلی 1/6 حاوي MS 2/1محیط  درمقطر،  آب

 2/4-D گرم در لیتر هورمون میلی 0/6و BAP درجه  21 دماي در

ها روي ریزنمونه ها روز كالوس 11بعد از  .شدندگراد كشت سانتی

بعد از تشکیل كالوس به تعداد حداقل چهار بار . ندشد تشکیل

پس از ها كالوس. ها واكشت شد تا كالوس لاین ایجاد شود كالوس

در محیط سوسپانسیون در شرایط رشدي انتقال به محیط مایع، 

با استفاده از  ،(یازده روز پس از شروع كشت سوسپانسیون) بهینه

عنوان  زیك اسید بهلیتر آبسی درگرم  میلی 0/1و  0/6مقادیر 

ساعت پس  72 و 21ها در دو مرحله  كالوس .تیمار شدند الیسیتور

 پس از حاصل هايكالوس. از اعمال تیمارها برداشت شدند

یك بخش در دستگاه فریز  .آوري به دو قسمت تقسیم شدند جمع

هاي كالوس .دشها ثبت  وزن خشك آن و شدهدرایر خشك 

  ها مواد و روش
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سوسپانسیون  (حجمی -حجمی) درصد 06خشك شده در اتانول 

گراد درجه سانتی 20ساعت در دماي  21ه مدت شدند و ب

سپس سوسپانسیون حاصل سانتریفیوژ شد و . ندنگهداري شد

باقیمانده مجدداً  هعصار. رویی آن جداسازي و نگهداري شد مایع

گیري و  عصاره (حجمی -حجمی) درصد 06اتانول  هوسیل به

قبلی اضافه  هشد رویی به مایع جدا سانتریفیوژ شد و مجددا مایع

ی عبور داده شد تا براي آنالیز ونمیکر 22/6از فیلتر  بعد. شد

ونیتریل و آب به تها با حلال اسنمونه. دشوآماده  HPLC توسط

 26دقیقه و  26حجمی به مدت -حجمی درصد 26به  26نسبت 

دقیقه و مجددا به نسبت  یكمدت ه ب (ونیتریلتآب به اس) 26به 

ر دلیتر میلی 7/6ونیتریل و با جریان تآب به اسدرصد  26به  26

هاي شناسایی براي  طول موج. قرار گرفتند HPLCدقیقه در ستون 

. بود نانومتر 271 نانومتر و براي كروسین 116سافرانال طول موج 

 .میکرولیتر بود 26در ضمن حجم تزریق شده به ستون 

RNA طبق پروتکل شركت پارس توس (A101231)  از كالوس

و یك  DNaseیك میکرولیتر آنزیم  سپس. استخراج شد هالاین

استخراج شده  RNAمیکروگرم از  1666 به MgCl2میکرولیتر 

 17اضافه شد و پس از اسپین كردن به مدت نیم ساعت در دماي 

یك میکرولیتر از  بعد .درجه بر روي هات پلیت قرار داده شد

EDTA درجه به مدت ده دقیقه  60دماي  ها اضافه و در به ویال

ابتدا طبق پروتکل شركت  cDNAجهت سنتز  .قرار داده شد

Geneall  به مقدار دو میکروگرم ازRNAهرا برداشت خالص ي ،

میکرومولار با هم مخلوط  dT 06اولیگوهمراه یك میکرولیتر  به

ه میکرولیتر رساند 16به  DEPCو حجم كل ویال با آب  نددش

درجه به مدت ده دقیقه  60روي هات پلیت در دماي سپس  .شد

 Reverseشامل میکرولیتر از مستر میکس 16. گرفتقرار 

transcriptas ،dNTP ،Stabilizer ،RNAes inhibitor  و بافر

ها  ویال بعد. شدندو تمام مواد اسپین  شدهبه محیط اضافه واكنش، 

 PCRتگاه در دس ،گونه كه شركت سازنده توصیه كرده بود همان

 (ب. دقیقه 66به مدت  گراد سانتی درجه 66( الف: در دو مرحله

سنتز  cDNA. گرفتنددقیقه، قرار  0به مدت  گراد سانتی درجه 60

گراد براي مطالعات بیان ژن سانتیدرجه  -26شده در دماي 

 .Mir et al)موجود آغازگرها با استفاده از منابع . نگهداري شد

سنتز به شركت روبین طب گستر  جهت 1طبق جدول ( 2013

 .سفارش داده شد

 

 
 در زعفران با طول مورد انتظار بیوسنتز آپوكارتنوئیدها هاي مسیر براي تکثیر ژن هاي مورد نیازرآغازگتوالی  -1جدول 
 *آغازگر آغازگرهاي مستقیم و معکوس (باز جفت)اندازه آغازگر 

217 AGATGGTCTTCATGGATTGGAG CsLYC  - F 

160 TCGAGCT TCGGCATCACATC CsBCH  - F 

166 GATCTGCCGTGCGTTCGTAAC CsGT2  - F 

220 TGATTTCCAACTCGACCAGTGTC CsTUB   - F 

217 ATCACACACCTCTCATCCTCTTC CsLYC   - R 

260 GCAATACCAAACAGCGTGATC CsBCH   - R 

166 GATGACAGAGTTCGGGGCCTTG CsGT2   - R 

220 ATACTCATCACCCTCGTCACCATC CsTUB    - R 

* Cs: Crocus sativus; LYC: lycopene-ß-cyclase, BCH: β-carotene hydroxylase, GT2: glucosyltransferase 2 

 

 
 زعفرانهاي مهم مسیر بیوسنتز  تاثیر استفاده از آبسیزیکاسید بر بیان ژن - 2جدول

CsBCH CsLYC CsGT-2 تیمار آبسیزیك اسید زمان برداشت  

16/6  ± 661/6  16/1 ** ± 11/6  11/21 ** ± 11/6  (E1) ساعت 21 

0/6 mg/l  (T1) 
62/6  ± 26/6  17/2 ** ±  72/6  26/76 ** ± 71/1  (E2) ساعت 72 

11/6  ± 62/6  62/6 ** ± 01/6  21/11  (E1) ساعت 21 2 ± **
0/1  mg/l (T2)  

27/1  ± 12/6  61/16 ** ± 66/1  10/01 ** ± 11/2  (E2) ساعت 72 

  61/6 احتمال دار در سطح یمعن**
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را  (نانوگرم166) رقیق شده cDNAیك میکرولیتر از سپس 

معکوس، پنج میکرولیتر  مستقیم وهمراه نیم میکرولیتر پرایمر  به

و سه میکرولیتر آب در داخل هر ویال قرار داده  Real-Timeمستر 

هر یك  .میکرولیتر بود 16لازم به ذكر است كه حجم نهایی . شد

با  Real-Time PCRآماده شده در داخل دستگاه  يها از ویال

درجه  60ه شدن اولیه ردناتو برايابتدا : گرفتشرایط زیر قرار 

به مدت دو دقیقه، سپس مرحلۀ اصلی به شرح زیر  گراد سانتی

درجه  66ثانیه،  0به مدت  گراد سانتی درجه 60: اعمال شد

سیکل  10ثانیه كه این مرحله به مدت  16به مدت  گراد سانتی 

 ,Thermo real time) 126افزار لایت سایکلر نرم. تکرار شدند

Yekta Tajhiz Azma ) ورد هاي فلورسانس مداده ثبتبراي

 linRegافزار  ها ابتدا از نرمبراي بیان نسبی ژن. استفاده قرار گرفت

PCR  ضریب تاثیرمقادیر  2610نسخه PCR دست آورده و  هرا ب

با  Real-Time PCRدست آمده از دستگاه  هب CTهمراه با 

 در هریك از نسبت به محاسبه بیان نسبی ژن  Rest 2009افزار نرم

 دار خانهژن  نرمال شده با( عدم تیمار)تیمارها نسبت به شاهد 

CsTUB  بر  حاصلهاي  تجزیه واریانس داده سپس اقدام نموده و

تکرار و  سهكاملا تصادفی با  فاكتوریل بر پایه طرح اساس آزمایش

با ، 60/6مقایسه میانگین از طریق آزمون دانکن در سطح احتمال 

 .صورت گرفت SPSS ver.17 افزار نرم استفاده از
 

ها در سوسپانسیون سلولی زعفران تیمار شده نتایج بررسی بیان ژن

هورمون گرم در لیتر آبسیزیك اسید نشان داد كه این  میلی 0/6با 

در هر دو زمان  CsGT-2و  CsBCH، CsLYCهاي  بر تغییر بیان ژن

طوري كه در  به .ساعت پس از اعمال تیمار تاثیرگذار بود 72و  21

و  16/1میزان به CsLYCساعت پس از اعمال تیمار، بیان ژن  21

چنین  هم. برابر افزایش نشان داد 16/21میزان  به CsGT-2بیان ژن 

ساعت موجب شد  72پس از  هورموناعمال همین سطح از این 

میزان  به CsGT-2برابر و  17/2میزان  به CsLYCهاي  كه بیان ژن

براي ژن  .دهافزایش نشان دشرایط شاهد ه برابر نسبت ب 22/76

CsBCH (.2جدول ) شد مشاهده ژن انیب در يدار یمعنغیر كاهش 

گرم در  میلی 0/1چنین تیمار سوسپانسیون سلولی زعفران با  هم

هاي مهم در بر بیان ژن هورمونلیتر آبسیزیك اسید نشان كه این 

 72و  21بیوسنتز سافرانال و كروسین در هر دو زمان برداشت 

ساعت پس از  21كه در  استساعت پس از اعمال تیمار مؤثر 

 CsGT-2 و بیان ژن 67/6میزان  به CsLYCاعمال تیمار، بیان ژن 

. نشان داد شرایط شاهدبرابر افزایش نسبت به  21/11میزان  به

ساعت  72پس از  هورمونچنین اعمال این سطح از این  هم

 و برابر 61/16میزان  به CsLYCهاي  موجب شد كه بیان ژن

CsGT-2 شرایط شاهدبرابر افزایش بیان نسبت به  11/01میزان  به 

داري نشان نداد  افزایش معنی CsBCHبیان ژن  لیو نشان داد

 .(2جدول )

اختلاف داد كه نشان  سینو كرو تجزیه واریانس مقادیر سافرنال

گرم در لیتر آبسیزیك  میلی 0/1و  0/6داري بین استفاده از  معنی

ساعت پس از  72و  21 برداري چنین بین دو زمان نمونه هم ،اسید

 .وجود دارد و كروسین مقادیر سافرانالاز لحاظ  اعمال تیمار

برداري فقط براي مقدار  نوع تیمار در زمان نمونه اثرات متقابل

میانگین  اتطوري كه مقایس به (.1 جدول) دار بود معنی سافرانال

 0/1 تیمار باساعت پس از  72مقدار سافرانال در  كه نشان داد

 داراي بالاترین مقدار با میانگینآبسیزیك اسید لیتر  درگرم  میلی

یك گرم كالوس بوده و این مقدار، اختلاف  درمیکروگرم  00/66

 (.1جدول )شت داآبسیزیك اسید رهاي داري با سایر تیما معنی

 
 تیمار سوسپانسیون سلولی با سطوح مختلف آبسیزیك اسید بر اثر و كروسین تجزیه واریانس مقادیر سافرانال - 1 جدول

 میانگین مربعات
 منابع تغییرات درجه آزادي

 سافرانال كروسین

61/2121002 ** 62/1616  تیمار 2 **

01/066661 ** 66/617  زمان برداشت 1 **

26/2061  ns 17/167  تیمار* زمان برداشت 2 **

61/2121002 ** 61/11  اشتباه آزمایشی 12 

 دار یمعن غیر ns، 61/6 احتمال دار در سطح یمعن **

  نتایج و بحث
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 مختلف آبسیزیك اسیدبر اثرتیمار سوسپانسیون سلولی با سطوح و كروسین  مقایسه میانگین مقادیر سافرانال -1 جدول

 سافرانال

( گرم كالوس در یكمیکروگرم  ) 

 كروسین

( گرم كالوسدر یك میکروگرم  ) 
آبسیزیك اسیدتیمار  زمان برداشت  

21/2  ± 61/6  d 01/226  ± 12/01  e 21 ساعت  
 (T0)  تیمار شاهد

21/1  ± 12/6  d 70/071  ± 01/60  d 72 ساعت  

11/1  ± 17/6  d 26/711  ± 66/21  d 21 ساعت  
0/6  mg/l  (T1) 

10/11  ± 12/6  b 12/1102  ± 26/21  b 72 ساعت  

61/16  ± 67/1  c 00/1221  ± 60/11  c 21 ساعت  
0/1  mg/l (T2) 

00/66  ± 16/1  a 11/1712  ± 06/26  a 72 ساعت  

 .دار در سطح احتمال یك درصد هستند هایی با حروف متفاوت داراي اختلاف معنی میانگین

 

 كه مقادیر كروسین نشان داداز لحاظ میانگین  اتمقایس چنین هم

گرم در لیتر  میلی0/1تیمار ساعت پس از  72مقدار كروسین در 

 11/1712 داراي بالاترین مقدار با میانگینآبسیزیك اسید 

یك گرم كالوس بوده و این مقدار، اختلاف  درمیکروگرم 

شت داآبسیزیك اسید داري با سایر تیمارهاي استفاده شده با  معنی

و آبسیزیك اسید گرم در لیتر  میلی 0/1 تیمار با (.1جدول )

ساعت هم در مورد سافرانال و هم در  21برداري پس از  نمونه

 (.1جدول )مورد كروسین در رتبه بعدي قرار داشت 

و پیري نقش ویژه خواب بذر  در تنظیم نمو گیاه به ABAهورمون 

ي محیطی مانند ها چنین در پاسخ گیاه به تنش هم. ثري داردؤم

 .Cao et al. 2011; Qin et al)ثر است خشکی، شوري بسیار مؤ

رسانی آن در گیاهان تا  و مسیر علامت ABAهاي  گیرنده(. 2011

این (. Raghavendra et al. 2010)است  حدودي شناسایی شده

. ها در ارتباط است ان تعداد زیادي از ژنمسیر سیگنالی با تغییر بی

 ABAمیکرومولار  166هاي برنج با  طور مثال، تیمار گیاهچه به

اي شد  ژن هسته 1666باعث تغییر در سطح رونویسی در بیش از 

(Garg et al. 2012 .)ثیر أت چنین هم ABAهاي  در سركوب ژن

 .Yamburenko et al)است  گزارش شدهكلروپلاستی در گیاه جو 

و  ABAهاي كلروپلاستی به  با این حال، پاسخ بیان ژن .(2013

طوري كه پس از تیمار با  به. ها متفاوت بود مقدار كاهش بیان آن

ABA ها كاهش بیشتر و بیان برخی دیگر به  بیان برخی از ژن

توان گفت كه  بر این اساس می. داد میزان كمتري كاهش نشان 

مراز نیست، بلکه  RNAاز فعالیت  كلی ممانعت طور به ABAتأثیر 

شونده به  هاي متصل با تاثیر بر فاكتورهاي رونویسی یا پروتئین

RNA  بر سطح رونویسی و یا پایداري مولکولRNA  تأثیر

از سوي دیگر تأثیر تیمار  .(Yamburenko et al. 2013)گذارد  می

است  گیاهی متفاوت گزارش شده  بسته به نوع نمونه ABAبا 

(Yamburenko et al. 2013). دار و غیرمعنی نقش اندک چنین هم 

ABA ( میکرومولار 166در غلظت)  در بیان ژنCsULT1  به

در زعفران  جدید در بیوسنتز آپوكاروتنوئیدها ژنعنوان یك 

كاهش بیان ژن . است گزارش شده et al.  Ashraf(2015) توسط

هاي  ي پروتئین اي كدكننده هاي هسته در ژن ABAدر اثر تیمار با 

 Cutler et al. 2010; Fujita)است  فعال در فتوسنتز گزارش شده

et al. 2011.)  اعمال تیمار كشت پس از در آزمایش حاضر

لیتر آبسیزیك  درگرم  میلی 0/1و  0/6سوسپانسیونی زعفران با 

طور  به CsGT-2و  CsLYCساعت دو ژن  72و  21اسید و پس از 

طوري كه در بین سطوح  چشمگیري افزایش بیان نشان دادند به

-CsGTو  CsLYCترین شدت بیان دو ژن  مختلف این تیمار بیش

ر لیتر آبسیزیك اسید و دگرم  میلی 0/1تیمار به متعلق  2

ژن  لیو بودساعت بعد از اعمال تیمار  72پس از  برداري نمونه

CsBCH دهد كه  این امر نشان می. بیان از خود نشان داد كاهش

 (2013)ها متفاوت است و این با نتایج  بر بیان ژن ABAتأثیر 

Yamburenko et al. ها در  افزایش بیان برخی از ژن. مطابقت دارد

تحقیق حاضر در تضاد با نتایج كارهاي قبلی است كه امکان دارد 

 دآبسیزیك اسی. دلیل نوع ژن و نوع بافت مورد استفاده باشد به

 هاي شبکه كه است شده شناخته تنشی هورمون یك عنوان به

 در. كند می هماهنگ به تنش را در گیاهان هاي پاسخاي از  پیچیده

 16 حدود تا گیاه در ABAمیزان  شوري، یا خشکی تنش شرایط

 انباشت ها و روزنه شدن بسته طریق شود كه از می تر برابر بیش

در گیاهان  اسمزي باعث تنظیمدیگر  هاي پروتئین و ها دهیدرین

البته به  نیز گرما و تنش سرما (.Verslues et al. 2006)شود  می

 گیاهان در گیاه درون ABA سطوح افزایش مقدار كمتر باعث
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هاي زیادي وجود دارد كه  گزارش (.Du et al. 2013) شود می

 خاصی بیان انتقال علامتی  مسیر از استفاده با  ABAدهند نشان می

كند  می فعال را به تنش پاسخ با مرتبط هاي ژن تعداد زیادي از

(Yamaguchi-Shinozaki and Shinozaki 2006 ،Liao et al. 

 WRKYو   MYC ، MYBخانواده ژنی مانند چندین .(2004

هاي مرتبط به واكنش به  بیان ژن در تنظیم كه اند شده گزارش

ABA هستند  مهم(Zou et al. 2004) .مثال، عنوان بهMYB96  

 تحمل تقویت موجب كه شود می تنش ایجاد تحت  ABAوسیله به

 .Guo et al. 2013; Seo et al)شود  می انجماد و خشکی به

2009.)  

 طور به مقادیر سافرانال و كروسینكه نتایج نشان داد چنین  هم

آبسیزیك اسید در هر دو زمان  تیمار تحت تأثیرداري  معنی

ر دگرم  میلی 0/1 تیمار با طوري كه به گیرد میقرار  برداري نمونه

ساعت از اعمال داراي  72 برداري پس از و نمونه ABAلیتر 

اثرات آبسیزیك اسید . ستاسافرانال  كروسین و ترین مقدار بیش

هاي گیاهی  هاي ثانویه در كشت سلول متفاوتی روي متابولیت

 در كسلتا پاكلی تولید باعث افزایش ABAطوري كه  به. دارد

 .Luo et al)شود  می Taxus chinensisسلول  سوسپانسیون كشت

 Panaxموئین  هاي ریشه در ساپونین مقدار كه حالی در ،(2001

quinquefolium دهد می كاهش را كمی (Wang and Ding 

گزارش كردند كه تیمار با  et al.  Sun(2007) چنین هم .(2001

باعث كاهش  در لیتر گرم میلی 1/6در غلظت آبسیزیك اسید 

 Onosmaهاي درگیر در بیوسنتز شیکونین در گیاه  فعالیت آنزیم

paniculatum طوري این  شود به در یك الگوي وابسته به زمان می

روز پس از اعمال تیمار مشاهده  1كاهش در فعالیت آنزیم، چهار 

روز پس از  16و  12، 2هاي بعدي  برداري شد ولی در نمونه

این در حالی است كه طبق . داري نداشت تأثیر معنی اعمال تیمار

رغم كاهش در فعالیت آنزیمی تأثیري  به ABAهمین گزارش، 

در . هاي مسیر بیوسنتز شیکونین در این گیاه نداشت روي بیان ژن

 بیشتر سنتزافزایش بیان ژن و  برايآبسیزیك اسید  با تیماركل، 

ثر ؤتواند م زعفران میدر كشت سوسپانسیونی كروسین و سافرانال 
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