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  چکیده

عـلاوه بـر مصـارف     با طعم، عطـر و رنـگ خـاص   گیاه بسیار مهم دارویی و اقتصادي بومی ایران است که ) Crocus sativus(ان زعفر

مقادیر کروسـین  افزایش بر به عنوان الیسیتور کیتوزان  استفاده از تأثیرهدف از این مطالعه بررسی . غذایی داراي خواص دارویی فراوانی است

در کشـت سوسپانسـیونی زعفـران    هاي دخیل در تنظیم رونویسی به عنوان دو ترکیب دارویی مهـم ایـن گیـاه    بیان ژنتغییرات و سافرانال و 

و در محیط سوسپانسیون سلولی و در شرایط رشدي نسـبت بـه    MS2/1زعفران در محیط کشت  هايبنه به کشت براي این منظور. باشد می

ساعت پـس از اعمـال    72و  24اقدام گردید و در دو زمان و نمونه شاهد بدون اعمال تیمار  نمیلی گرم در لیتر کیتوزا150و 100اعمال تیمار 

و بررسـی بیـان    HPLCهـاي ثانویـه بـا     گیري متابولیت اندازه. تکرار اقدام شد 3نسبت به جمع آوري نمونه در  و همچنین نمونه شاهد تیمار

سـاعت دو   72و  24میلی گرم در لیتر کیتـوزان و پـس از    150و  100ز استفاده از نتایج نشان داد پس ا. انجام شد Real time PCRها با ژن

بر اثـر اسـتفاده از    به طور چشمگیري افزایش بیان نشان دادند همچنین نتایج نشان داد مقادیر سافرانال و کروسین CsGT-2 و CsLYCژن 

سـاعت پـس از اعمـال تیمـار      72میلی گرم بر لیتر در زمان برداشت  150داري دارند به طوري که کیتوزان دردو زمان برداشت اختلاف معنی

استفاده از کیتوزان به عنوان یک عامل محرك زیستی در رشد گیاهـان دارویـی و اقتصـادي    . داراي بیشترین مقدار کروسین و سافرانال است

  .سلولی این گیاه بوده است زعفران باعث افزایش مقادیر ترکیبات ارزشمند کروسین و سافرانال در کشت سوسپانسیون
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 مقدمه

 .Crocus sativus L نام علمایبا  (2n=3x=24)زعفران 

 14باشد. اين تياره شاامل عطر با طعم كمی تلخ میدارای بوی م

. (Ebrahimzadeh et al., 2000د )باشگونه می 6944جنس و 

اگر چه منشاء زعفران ناشاناخته اسات، ظااهراً از برخای ناواحی 

از گياهان مهام  ايران، تركيه و يونان منشاء گرفته است. زعفران

يعی در ماورد باشد كه مطالعات وسصنعتی و دارويی در جهان می

-تحقيقات نشان می برخیاثرات مختلف آن صورت گرفته است. 

دهد كه عصاره زعفران عليه طيف وسيعی از تومورها در موش و 

خاوبی داشاته  تأثيرهای سرطانی های انسانی و ديگر مدلسلول

 Abdullaev, 2002; Nair et al., 1995; Tarantilis) است

et al., 1994)باا  ارزش با ثانويه تركيبات اختس اينکه دليل . به

 به مقرونناايمن و در برخی مواقع شيميايی  هایروش استفاده از

 هاای زيساتروش بکاارگيری طريق از آنها توليد نيست، صرفه

 نقاش كه است گرفته قرار مدنظر گياهی سلولی كشت و فناوری

 دارويای تركيبات توليد برای جايگزين هایروش ايجاد در مهمی

 Karuppusamy, 2009; Rao & Ravishankar) دارد گياهی

 افزودن فيزيکی، شرايط ريزنمونه، محيط كشت، تركيب(. 2002

 افازايش زناده، غيار و زناده از اليسيتورهای استفاده سازها،پيش

 تحرك بی توليد، محل از كردن محصول دور سلول، نفوذپذيری

 از بالاا باا كاارآيی هايیسلول و انتخاب گياهی هایسلول كردن

 كشت در ثانويه متابوليت توليد در افزايش مؤثر عوامل مهمترين

 مختلفای زيساتی تركيباات شاامل سازهاباشند. پيشمی سلولی

 ثانويه هایمتابوليت بيوسنتزی مسير يا ميانه و ابتدا در كه هستند

 تولياد ميازان تواندمی كشت محيط به افزودن آنها و دارند وجود

 & Rao)دهااد  افاازايش را نظاار مااورد نهااايی محصااول

Ravishankar, 2002 .) در زعفااران واكاانش حلقااوی شاادن

شاود كاد مای (CsLYC)ليکوپن توسط ژن ليکوپن بتا سيکلاز 

(Wani et al., 2017.) دار شادن بتاا كااروتن نياز هيدروكسيل

گردد كه منجار باه تولياد زئاازانتين كد می CsBCH توسط ژن

گلوكواستيل ترانسافراز آنزيم (. Castillo et al., 2005)شود می

2 (glucosyltransferase 2) كه باه وسايلة ژنCsUGT2  در

 Trapero et) شودشود، گلوكزيله میكروموپلاست كلاله كد می

al., 2012.) های ثانويه در مطالعه تغييرات كمی وكيفی متابولت

 CsUGT2 ،CsLYCهای زعفران نشان داده شده است كه ژن

كروساين و ساافرانال تغييرات تنظايم رونويسای  در  CsBCHو

 ;Castillo et al., 2005; Mir et al., 2012) درگيار هساتند

Ahrazem et al., 2010 .)كلای طاورباهReal time PCR 

در  PCRی پيشارفت واكانش تکنيکی برای مشاهده بای وقفاه

 DNAتوان مقادير توليد باشد. كه با اين روش میطول زمان می

گيری كرد. همان گونه كه از معنای را اندازه RNAيا  cDNAو 

مشاهده لحظاه باه  Real time PCRآيد مفهوم واژهواژه بر می

 Bustin et al., 2005; Mzr et) باشادلحظه يک فرآيناد مای

al., 2013 .) كيتوزان، پليمر تشکيل شده از مونومرهاای گلاوكز

 زيگوميساات آمااين اساات كااه از ديااوار  ساالولی قااارچ هااای

(Zygomycete) شاودهای مهم گياهی استخراج مایو پاتوژن 

(2011 Ferri & Tassoni, .) پاسخ های سلولی به كيتاوزان باا

كينازهاا،  MAPافزايش پروتون سيتوزولی و كلسيم، فعال شدن 

ها و پاسخ های فوق حساسيت همراه است. البته توليد جاسمونات

بافت آن نيز بستگی  ها وهای گياه، سلولاين پاسخ ها به ويژگی

ويژگی های فيزيکوشيميايی كيتاوزان (. Namdeo, 2007) دارد

ويسکوزيته بر ميزان پاسخ گيااه و مارگ  و از نظر جرم مولکولی

(. تركيباات Iriti & Faoro, 2009)سالولی تاأثير گاذار اسات 

قارچهاا بسايار پيچياده  اليسيتور های حاصل از ديوارهای سلول

ها، اوليگو ساكاريدها، گليکو پروتئين هاا، هستند و شامل پروتئين

 Nandeeshkumar etپ تيد ها، كيتين و كيتاوزان مای باشاد )

http://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%86%D8%A7%D9%85_%D8%B9%D9%84%D9%85%DB%8C
http://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%86%D8%A7%D9%85_%D8%B9%D9%84%D9%85%DB%8C
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al., 2008 به نظر می رسد اين تركيباات در القاای متابوليات .)

های ثانوی نقش داشته باشند. اثارات خااص و متناوع اليسايتور 

های قارچی در ارتباط با بر همکنش وياژه هار قاارچ باا سالول 

هاای اين پاساخر ترارسانی علامت مربوطاه و بناابرياهی و مسيگ

دفاااعی ساالول گياااهی متناسااب بااا هاار قااارچ ماای باشااد 

(Nandeeshkumar et al., 2008 شناساايی تركيباات فعاال .)

عصاره هاای قاارچی در درك مکانيسام بارهمکنش سالولهای 

اليسيتورهای قارچی و پاسخهای دفااعی كماک خواهاد -گياهی

ترارساانی ای از هاای دفااعی در گيااه شابکهاساخشروع پ كرد.

اليسايتور هاای لکاولوكند كه باا تشاخيص مرا القاء می علامتی

 اليسيتورهای قارچی و تركيبااتشود. ها شروع میتوسط پذيرنده

 و كيتاين مانناد قاارچی هایگونه از بسياری سلول ديواره اصلی

 آنهايی به ويژه ثانويه، هایمتابوليت ميزان افزايش باعث كيتوزان

 ,.Pu et alشوند )می دارند، نقش گياه دفاعی سازوكارهای در كه

دفااعی  یهااژن بياان افازايش باعاث كيتاوزان كاربرد(. 2009

 halstediبه  آلوده آفتابگردان گياه در كيتوزان از شود. استفادهمی

Plasmopara القاای و بتاگلوكانااز ژن بياان افزايش باعث نيز 

شاده اسات  آفتاابگردان كركای سافيدك بيمااری باه مقاومات

(Nandeeshkumar et al., 2008 .) در ريحان كيتوزان موجب

وياژه اسايد دار، باهافزايش مقدار تركيباات فناولی كال و تارپن

در  (.Kim et al., 2004) شااودماای 2و اوژنااول 6رزمارينيااک

ميلی گرم در ليتر روی ريشاه  694 به ميزان تحقيقی اثر كيتوزان

 كاه، مورد بررسی قرار گرفت  .Artemisinin annua Lين موي

 Putalun)شد  mg.µg 9/6-1 باعث افزايش آرتميزينين به مقدار

et al., 2007 .)هاا كيتوزان باعث توليد فيتوآلکسين(Righetti 

et al., 2007 )دشومی و بسياری از تركيبات فنولی و ترپنوئيدی 

(Kim et al., 2004.) 

مختلاف كيتاوزان در  هاایغلظاتساتفاده از ا تاأثيربررسی 

                                                                                           
1-Rosmarinic acid 
2-Eugenol 

های دخيال در بيان ژنمقادير سافرانال و كروسين و تغييرات در 

-اين تحقيق می یاز اهداف اصل هاتنظيم رونويسی اين متابوليت

 باشد.

 

 هامواد و روش

، کشررت زعفررران ، تهیرره کررالو  بنرره سررترون سررازی 
 واعماو تیمارها سوسپانسیون سلولی 

در آزمايشگاه مركزی مركاز تحقيقاات زيسات  اين آزمايش

-6 )شماره هربااريوم: بنه گياه ابتدا تمام فناوری ايران انجام شد،

 آن هاای خاارجیشساته و آلاودگی تربت حيدرياه(605 -4565

 74دقيقاه در الکال  6در زير هود به مادت  س س. گرديدحذف 

 644دقيقااه در  24باه مادت  از آن درصاد قارارداده شاد و بعاد

سا س باا آب مقطار  شاد درصد قرار داده 2HgCl 6/4 ليتر یميل

بناه زعفاران ، كردنزعفران استريل  سوخو بعد سطح شد شسته 

و  D-4-2 ميلی گرم بر ليتر  هورماون6/4كه با  MS2/6محيط در 

درجاه  26دمای اضافه و در  BAPميلی گرم بر ليتر هورمون 9/4

 60 گذشات بعد ازكشت گرديد و و در شرايط تاريکی گراد سانتی

و بعاد از ظهاور  هاا مشااهده شادبر روی ريز نمونه روز كالوس

به تعاداد حاداقل  روزيکبار و 29در هر  هاكالوس روی ريز نمونه

. گرديادتا كالوس لاين ايجاد ند ها واكشت گرديدچهار بار كالوس

پس از انتقال به محيط  گرم 9/4با اندازه های يکسان  هاكالوس

، در شرايط رشادی شرايط محيط جامد را دارا بود كه همانمايع 

بهينه يعنی يازده روز پس از شروع سوس انسايون، باا اساتفاده از 

ميلی گرم  694و  644 هایدر غلظتكيتوزان به عنوان اليسيتور 

و همچنين نمونه شاهد يا نمونه بدون اعمال   در ليتر تيمار شدند

هاا در دو مرحلاه كالوس تکرار برداشت شد. 5تيمار نيز به تعداد 

ه برداشت شد و نمونه شاهد ساعت پس از اعمال تيمارها 72و20

 و مورد سنجش قرار گرفتند.
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 HPLC ه از طریق دستگاهمؤثرشناسایی ترکیبات 

و  هها بودند، جماع آوری شادهايی كه در ارلنتمامیی كالوس

يک بخاش در دساتگاه فرياز درايار  .به دو قسمت تقسيم شدند

هاای خشاک ها ثبت شد. كاالوسو وزن خشک آن هدخشک ش

حجمای سوس انسايون شادند و  -حجمای %94شده در اتاانول 

گاراد نگهاداری شاد. درجاه ساانتی 29ساعت در دمای 20برای

س س سوس انسيونی حاصاله ساانتريفيوژ شاد و ماايع رويای آن 

جداسازی و نگهداری شد. عصاار  باقيماناده مجادداً باه وسايلة 

گياری و ساانتريفيوژ شاد و حجمی عصاره -میحج %94اتانول 

مجددا مايع رويی به مايع جدا شد  قبلای اضاافه شاد. سا س از 

 6HPLCميکرومتری عبور داده شاد تاا بارای آنااليز  22/4فيلتر 

 آماده گردد. 

 آمااده هاینمونه ، تركيبات كروسين و سافرانال تعيين برای

 باا كه Agilent 1100 مدل HPLC دستگاه توسط شده سازی

 بار و است شده مجهز C18 (250×4.6 mm) آناليتيکال ستون

 قارار ارزياابی و آنااليز استاندارد ماورد شده توصيف روش اساس

اساتونيتريل و  شاامل متحرك فاز ،هانمونهگرفتند.  جهت آناليز 

باه اساتونيتريل  %94نسبت ديونيزه بود. ستون با استفاده از آب 

شستشاو دقيقه  24به مدت  حجمی-حجمیآب به نسبت  % 24

)آب به استونيتريل( به مادت  24به  94شده و در ادامه با نسبت 

 ليتار ميلای 6 جريان شستشو متعادل سازی شد. سرعتدقيقه  6

 طاول سافرانال و كروسين به ترتيب در تركيبات و بوده دقيقه بر

استاندارد تركيباات  .شدند شناسايی نانومتر 270و  554 هایموج

 (CAS number)طالعه از برند سيگما با كد اختصاصای مورد م

باارای سااافرانال  661-21-7و  باارای كروسااين 6-19-02995

 ميکروليتار باود 24تزريق شده باه ساتون اوليه حجم  تهيه شد.

(INSO, 2013.) 

 و تخلیص آن  RNAاستخراج  

RNA  توس طبق پروتکل شركت پارس كل(A101231 از )

                                                                                           
6- high-performance liquid chromatography 

و حاذف  RNAجهت خالص سازی  د،ها استخراج شكالوس لاين

DNA  ،يک ميکروليتر آنزيم ژنومیDNAase  و ياک ميکروليتار

2MgCl ميکروگرم از  6444 بهRNA اضاافه شاد و پاس از  لكا

درجاه بار روی  57در دماای دقيقاه  65اس ين كردن به مادت 

باه  EDTAسا س ياک ميکروليتار از  ،پليت قرار داده شادهات

باه مادت ده  گارادسانتی درجه 19 ها اضافه شد و در دمایويال

  دقيقه قرار داده شد.

 

 رشته اولیه cDNA سنتز

به مقدار دو ميکروگرم از  Geneallابتدا طبق پروتکل شركت 

RNAی DNA زدايای شااده را برداشات كاارده، باه همااراه يااک

ميکرومولار بود، باا هام  94،كه غلظت آن  Oligo dTميکروليتر 

ميکروليتار  64باه  DEPCا آب مخلوط شد و حجم كل ويال را ب

درجه باه مادت ده  19پليت در دمای رسانده شد و بر روی هات

ميکروليتر از مساتر مايکس شاامل  64دقيقه قرار گرفت. س س 

Reverse transcriptas ،dNTP ،Stabilizer، RNAaes 

inhibitor  و بافر واكنش بود، به محيط اضافه شده و تماام ماواد

درجاه  14-در دو مرحلاه: الاف PCRتگاه اس ين شد. بعد در دسا

 9درجه سانتيگراد به مدت  59 -دقيقه. ب 14سانتيگراد به مدت 

 -24سانتز شاده در دماای  cDNAها  قرار گرفتناد، دقيقه، ويال

 گراد برای مطالعات بيان ژن نگهداری شد. آغازگرهادرجه سانتی

جهت سنتز به شركت روبين طب گساتر سافارش  6طبق جدول 

 (.Nair et al., 1995) شد داده

 

 Real-Time PCR بررسی بیان ژن با استفاده از

رقيااق شااده را بااه همااراه ناايم  cDNAيااک ميکروليتاار از 

 Realميکروليتر پرايمر مستقيم و معکوس، پنج ميکروليتر مستر 

time  و سه ميکروليتر آب در داخل هر ويال قرار داده شد. حجام

هاای آمااده شاده در ک از ويالميکروليتر بود. هار يا 64نهايی 

با شرايط زير قارار گرفات: ابتادا  Real time PCRداخل دستگاه 
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درجه سانتيگراد به مادت دو دقيقاه،  59برای دناتوره شدن اوليه 

درجه ساانتيگراد  59س س مرحلة اصلی به شرح زير اعمال شد: 

ثانيه كاه ايان  04سانتيگراد به مدت  درجه  14ثانيه،  9به مدت 

ساايکل تکاارار شاادند. ناارم افاازار لاياات  09حلااه بااه ماادت مر

( بارای Thermo real time, Yekta Tajhiz Azma) 094سايکلر

های فلورسانس مورد استفاده قرار گرفات. بارای جمع آوری داده

 2469نساخه  linReg PCRها ابتدا از نارم افازار بيان نسبی ژن

بدسات  CTبا را بدست آورده و همراه   PCR تأثيرمقادير ضريب

  Rest 2009باا نارم افازار Real-Time PCRآماده از دساتگاه  

نسبت به محاسبه بيان نسبی ژن در هريک از تيمارها نسبت باه 

 Housekeeping) دارشاهد )عدم تيمار( نرمالايز شده با ژن خاناه

gene)  ،اقدام نموده و س س با نارم افازار كه توبولين بودSPSS 

 ا انجام شد.هتجزيه و تحليل داده

 

  در زعفران با طول مورد انتظار تركيبات سافرانال و كروسين هاي مهم مسير بيوسنتزتوالی پرايمر براي تكثير ژن -1جدول 

Table 1- Primer sequence for amplification of important genes of biosynthesis pathway of safranal and crocin compounds in 

saffron with expected length (Mir et al., 2012) 

)جفت باز( پرايمر اندازه  

Primer size (base pair) 

 آغازگرهاي مستقيم و معكوس
Direct and reverse primers 

 *آغازگر

Primer* 

247 AGATGGTCTTCATGGATTGGAG CsLYC  - F 

295 TCGAGCT TCGGCATCACATC CsBCH  - F 

400 GATCTGCCGTGCGTTCGTAAC CsGT2  - F 

225 TGATTTCCAACTCGACCAGTGTC CsTUB   - F 

247 ATCACACACCTCTCATCCTCTTC CsLYC   - R 

295 GCAATACCAAACAGCGTGATC CsBCH   - R 

400 GATGACAGAGTTCGGGGCCTTG CsGT2   - R 

225 ATACTCATCACCCTCGTCACCATC CsTUB    - R 

* Cs: Crocus sativus; LYC: lycopene-ßcyclase, BCH: ß carateoned hidrocsilaz, GT2: glucosyltransferase 2.     
 

 تحلیل آماری نتایج بدست آمده در آزمایش ها تجزیه و

بار اسااس طارح كاملاا   هاای حاصالتجزيه واريانس داده 

تکرار و مقايسه ميانگين از طريق آزمون دانکان در  5تصادفی با 

و رسم  SPSS ver.17 از نرم افزار ، با استفاده49/4سطح احتمال 

 .صورت گرفت Microsoft Excel, 2010نمودارها توسط نرم افزار 
 

 بحثو   نتايج

بیان ژن های مسیر سطوح مختلف کیتوزان بر  تأثیر -الف 
 بیوسنتز کروسین و سافراناو

هاا در سوس انسايون سالولی زعفاران نتايج بررسی بيان ژن

بر ليتر كيتاوزان نشاان داد كاه ايان گرم ميلی 644تيمار شده با 

در هار دو  CsGT-2و  CsLYCهاای اليسيتور بر تغييار بياان ژن

ثيرگذار باود أساعت برداشت پس از اعمال تيمار ت 72و  20زمان 

 (.2 )جدول شتندا  CsBCHی بر بيان ژن تأثيرلی اين تيمار و

ن به ميزا CsLYCساعت پس از اعمال تيمار، بيان ژن  20در 

باه ميازان  CsGT-2های و بيان ژننشان داد كاهش بيان  17/4

همچنين اعمال هماين ساطح از ايان  يافت.برابر افزايش  04/6

 CsLYCساعت موجب شد كه بيان ژن های  72اليسيتور پس از 

برابر نسابت باه  09/2به ميزان  CsGT-2برابر و  15/2به ميزان 

 CsBCH(. بارای ژن 2د )جادول هاافزايش نشان د تيمار شاهد

 داری در بيان ژن مشاهده نشد.تغيير معنی

همچنين تغييرات در سوس انسيون سلولی زعفران تيمار شده 

های ثيرات زيادی بر بيان ژنأميلی گرم بر ليتر كيتوزان ت 694با 

مذكور نشان داد به طوری كه نتايج حاكی از آن اسات كاه ايان 

وساانتز در بي CsGT-2و  CsLYCهااای اليساايتور باار بيااان ژن

سااعت  72و  20سافرانال و كروسين در هر دو زماان برداشات 

سااعت پاس از اعماال  20پس از اعمال تيمار مؤثر بود كاه در 

 CsGT-2های و بيان ژن 05/5به ميزان  CsLYCتيمار، بيان ژن 

نشان داد. همچنين  شاهدبرابر افزايش نسبت به  55/5به ميزان 

ساعت موجب شد كه  72از  اعمال اين سطح از اين اليسيتور پس
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به ميازان  CsGT-2برابر،  07/9به ميزان  CsLYCبيان ژن های 

( ولی 2نشان داد )جدول  شاهدبرابر افزايش بيان نسبت به  59/9

 داری نشان نداد.تغيير معنی CsBCHبيان ژن 
 

سطوح مختلف کیتروزان برر مقرادیر کروسرین و  تأثیر -ب
 سافراناو در سوسپانسیون سلولی 

جزيه واريانس مقادير سافرنال و كروسين با استفاده از تيمار ت

داری باين دهد اختلااف معنایسطوح مختلف كيتوزان نشان می

ميلی گرم بار  694و 644مقادير سافرانال و كروسين با استفاده از

ساعت پس از رشد بهينه و اثارات  72و  20ليتر كيتوزان در طی 

   (.5ها وجود دارد )جدول متقابل آن

 

 در زعفران تركيبات كروسين و سافرانالهاي مهم مسير بيوسنتز استفاده از كيتوزان بر بيان ژن تأثير- 2 جدول
Table 2- The effect of using chitosan on the expression of important genes in the biosynthesis pathway of crocin and 

safranal compounds in saffron 
ار كيتوزانتيم  

Chitosan treatment 

 زمان برداشت
Harvest time 

CsBCH CsLYC CsGT-2 

100 mg.l-1 (T1) 

ساعت 20  
24 hours (E1) 

0.006 ± 0.0001 0.67 ± 0.0017 1.40* ± 0.0497 

ساعت 72  
72 hours (E2) 

0.04 ± 0.001 2.69* ± 0.0263 2.45* ± 0.0120 

150 mg.l-1 (T2) 

ساعت 20  
24 hours (E1) 

 0.14 ± 0.066 3.49** ± 0.097 3.33** ± 0.0226 

ساعت 72  
72 hours (E2) 

0.4 ± 0.039 5.47** ± 0.0292 5.38** ± 0.0294 

 .غير معنا دار n.s،  49/4معنادار در سطح *،  46/4معنادار در سطح **
** Significant at 0.01, * significant at .05, ns: not significant. 

 

 تجزيه واريانس مقادير سافرانال و كروسين بر اثرتيمار سوسپانسيون سلولی با سطوح مختلف كيتوزان -3 ولجد

Table 3- Analysis of variance of safranal and crocin levels by cell suspension treatment with different levels of 

chitosan 

 منابع تغييرات

S.O.V. 

 درجه آزادي

 df 

 

 ميانگين مربعات

Mean of squares 

 سافرانال

Safranal 
 كروسين

Crocin 

 تيمار
Treatment 

2 82.774** 136711.821** 

 زمان برداشت
Harvest time 

1 30.222** 55204.556** 

 تيمار* زمان برداشت
Treatment * harvest time 

2 15.189** 13189.237* 

 اشتباه آزمايشی
Experimental error 

12 0.869 1779.146 

C.V. (%) 27.5 55.7  ضريب تغييرات 

 .دارغير معنی ns،  46/4دار در سطح احتمال معنی **

** Significant at 0.01, ns: not significant. 
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باا اساتفاده از به طوری كه مقايسه ميانگين مقادير سافرانال 

 72ل در نشاان داد مقادار ساافرانا تيمار سطوح مختلف كيتوزان

دارای كيتاوزان گارم در ليتار ميلای 694ساعت پس از تيمار باا 

ميکرو گرم در يک گرم كالوس 504/66بالاترين مقدار با ميانگين 

داری با سااير تيمارهاای اساتفاده بوده و اين مقدار، اختلاف معنی

 (.0جدول داشت ) كيتوزانشده با 

 
 

 بر اثرتيمار سوسپانسيون سلولی با سطوح مختلف كيتوزان روسين و ك مقايسه ميانگين مقادير سافرانال -4 جدول

Table 4- Comparison of mean levels of safranal and crocin on the effect of cell suspension treatment with different 

levels of chitosan 

 تيماركيتوزان
Chitosan treatment 

 زمان برداشت

Harvest time 

السافران  
Safranal 

(microgram per gram of callus) 

 كروسين

Crocin 

(microgram per gram of callus) 

 (T0) تيمار شاهد

Control treatment (T0) 

 ساعت20

24 hours 
2.231 c ± 0.630 229.543 c ± 53.417 

ساعت72  

72 hours 
2.559 c ± 1.042 241.088 c ± 29.541 

100 mg.l-1 (T1) 

 ساعت20

24 hours 
1.781 c ± 0.678 248.150 c ± 53.697 

ساعت72  

72 hours 
2.997 c ± 0.578 370.963 b ± 34.671 

150 mg.l-1 (T2) 

 ساعت20

24 hours 
5.710 b ± 1.010 426.897 b ± 11.150 

ساعت72  

72 hours 
11.940 a ± 1.561 624.817 a ± 52.538 

 .باشندداری میاختلاف معنیحروف غير يکسان دارای با ميانگين های 
Means with different letters have significant differences. 

 

با استفاده از تيمار همچنين مقايسه ميانگين مقادير كروسين 

سااعت  72نشان داد مقدار كروساين در  سطوح مختلف كيتوزان

ميلای گارم بار ليتار  694پس از رشد بهينه با استفاده از مقادار 

ميکارو گارم  967/120 دارای بالاترين مقدار با ميانگين وزانكيت

كروسااين در يااک گاارم كااالوس بااوده و اياان مقاادار، اختلاااف 

داشات  كيتاوزانداری با ساير تيمارهای اساتفاده شاده باا معنی

 (.0جدول )

در ايان  زيست تخريب پاذيركيتوزان به عنوان يک اليسيتور 

كاه كااربرد  نشاان دادتحقيق مورد استفاده قرار گرفات. نتاايج 

 و گااذار بااوده تااأثيردر مقااادير سااافرانال و كروسااين  كيتااوزان

، بيشترين دوز و طولانی تارين مادت برداشات موجاود در تيماار

 باشاد.گزارش شده میدارای بيشترين مقدار كروسين و سافرانال 

و  CsLYCهاای نتايج حاصل از ايان تحقياق نشاان داد كاه ژن

CsGT2 و  القااساعت بيشترين  72ان به مدت توسط تيمار كيتوز

 هاای تيمااردر ميزان متابوليت افزايش. نشان دادند بيانافزايش 

های زمانی متفاوت رؤيت شاد. با القای اين اليسيتور در بازه شده

هاای غلظاتدر كاربرد اين محرك زيستی نشاان داده شاد كاه 

تجماع متفااوتی از مقاادير  مختلفی از كيتوزان در محيط كشت،

نتايج حاصله در تطابق كامل ها را به دنبال دارد. مختلف متابوليت

-با نتايج آزمايشات مشابه گزارش شده در ساالهای گذشاته مای

باشد. به طور مشابهی نشاان داده شاد كاه رويکارد اساتفاده از 

كيتوزان به عنوان يک عامل محارك زيساتی در رشاد گياهاان 

و رويشای گياهاان دارويی مختلف باعث افزايش عملکرد رشدی 

های ثانويه گياهان بوده است همراه با افزايش در مقادير متابوليت
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(Salehi & Rezayatmand, 2017; Mehregan et al., 2017; 

Ozhan et al., 2017 در گيااه(. به طور مثال Mentha piperita 

، ميازان كيتاوزاننشان داده شد كه باا افازايش ميازان كااربرد 

ی و فلاونوئيدی افزايش يافته و در همين راساتا تركيبات تام فنول

 ياباادفعالياات آنتاای اكساايدانی عصاااره گياااه نيااز افاازايش ماای

(Salimgandomi & Shabrangi, 2016).  در مطالعه ديگری نياز

نشان داده شد كه كاربرد كيتوزان به عنوان اليسايتور زيساتی در 

در  موجب افزايش قابال توجاه (Ruta graveolens)گياه سداب 

ميزان تركيبات كومارينی و برخی تركيباات آلکالوئيادی گردياده 

 (. Orlita et al., 2008است )

كه استفاده از كيتاوزان باه نتايج يک تحقيق ديگر نشان داد 

تواند موجب افزايش قابل توجه در رشد نسبی عنوان اليسيتور می

 هاایبيومس گياه و همچنين تشديد قابل توجه بيوسنتز متابوليت

 & Jeongگاردد ) Panax ginsengارزشامند دارويای در گيااه 

Park, 2005.) توان چنين گفات كاه اساتفاده از به طور كلی می

كارهااای مهاام كيتااوزان ماای توانااد بااه عنااوان يکاای از راه

های ثانويه ارزشامند بيوتکنولوژيک جهت افزايش توليد متابوليت

رد اساتفاده های كشت سوس انسيون موگياهان دارويی در محيط

 (.Häkkinen et al., 2013قرار گيرد )

 

 

 نتيجه گيري

مشتق شاده از  یاهيگ یداروهاگياهان دارويی و  یبازار جهان

رو به افزايش است. از طرف ديگر مقدار كمی و ارزش كيفی  آنها

شوند شناخته می يهثانو یهاتيمتابولكه به  اهانيگ تركيبات اين

ادی اين گياهان است نيز متاأثر از و مبنای ارزش دارويی و اقتص

كشت  طيمح یورزدستباشد. شرايط كشت و نگهداری گياه می

 یاز راهکارهاا یکاي یساتيز یتورهايسايال بکارگيریبا گياهان 

 قيطرهای ثانويه از متابوليت سميمتابول یالقاافزايش مهم جهت 

ارزش  شيافازا گياه و در نتيجه یدفاع یهاسميفعال كردن مکان

اقتصادی گياهان دارويی است. نتايج اين تحقيق نشان  رويی ودا

كروساين  تركيبات اليسيتور كيتوزان جهت افزايش مقادير داد كه

در تولياد ايان  CsGT-2و  CsLYCهاای ژنبا القای  و سافرانال 

 باشد.میمناسب  تركيبات 

 

 تقدير و تشكر 

از پژوهشااگاه ملاای مهندساای ژنتيااک و زيساات فناااوری و 

شکده گياهان دارويی جهااد دانشاگاهی كاه باا اختصااص پژوه

امکانات آزمايشگاهی موجبات انجام اين تحقيق را فراهم آوردناد 

 شود.تشکر می
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Abstract 

Saffron (Crocus sativus) is an important medicinal and economical plant of Iran. It is rich in 

flavor, aroma and color, along with medicinal properties in addition to nutritional benefits. The 

effects of chitosan on Crocin and Safranal amounts as two important medicinal components and 

expression of their controlling genes in the suspension culture of saffron were considered the main 

aims of this study. For this purpose, saffron bulbs were cultured in ½ MS medium that was treated 

with 100 and 150 mg.l-1 of chitosan under cell the suspension medium and callus optimal growth 

conditions. Samples were taken at 24 and 72 hours after the application of treatment in 3 

replications. Measurement of secondary metabolites was done with HPLC and analysis of genes’ 

expression was performed with real-time PCR. The results showed that after the use of 100 and 150 

mg/l of chitosan and after 24 and 72 hours, the two CsLYC and CsGT-2 genes expression 

significantly increased. Also, the results showed that Safranal and Crocin levels by the use of 

chitosan are significantly different at both harvesting times. Thus we may conclude that 150 mg.l-1 

at harvest time of 72 hours after applying of the treatment resulted in the highest amount of Crocin 

and Safranal. Usage of chitosan as a bio-stimulant in the growth of medicinal and economic plants 

of saffron increased the amount of valuable secondary metabolites in the plant's cell suspension 

culture.  
Keywords: Chitosan, Safranal, Crocin, Saffron (Crocus sativus), HPLC, Real-time PCR. 
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