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 چکیده
 تنوع، های افزایشوجود ندارد. یکی از راهبطورکلی یا  استدر آن ناچیز  طبیعی ژنتیکی بوده و تنوع زعفران گیاهی تریپلوئید و عقیم

اولین قدم در راستای القاء جهش، آزمون بردباری تشعشع جهت است.  گاما اشعه قبیل از زاهای فیزیکیزایی القایی با کمک جهشجهش

 ییسرما ماریت طیمختلف اشعه گاما در دو شرا یبه دوزها تیآزمون حساس قیتحق نیهدف از ا ،لذا باشد.تعیین دوز مناسب اشعه گاما می

ها فاکتور پیش تیمار سرمایی )در دو سطح بنه بصورت فاکتوریل با دو بدین منظور، آزمایشی بود.زعفران  یهابنه ییسرما ماریو بدون ت

 طرح قالب ( در)دوز صفر همراه تیمار شاهده( بگری 25 و 20 ،15 ،10 ،5 سرمادیده و سرما ندیده( و دوزهای مختلف اشعه گاما )دوزهای

 خشک وزن بوته، در برگ تعدادبوته،  مانند ارتفاع مورفولوژیکی و تکرار انجام شد. خصوصیات رشدی سه در تصادفی کامل هایبلوک

مانند متوسط ارتفاع کلاله و وزن خشک  (، و صفات مربوط به عملکرد گلMV1ها، سرعت رشد، درصد و نرخ سبزشدن درسال اول )برگ

 ازهای پرتوتابی شده زعفران گیری شد. به منظور بررسی تنوع ژنتیکی نمونه(، اندازهMV2های دختری در سال دوم )کلاله و وزن بنه

افزایش دوز اشعه نشان داد که با  MV1آغازگر استفاده شد. نتایج بررسی نسل  5و  6به ترتیب با  ISSRو  RAPDنشانگرهای مولکولی 

تایج تجزیه واریانس بر روی صفات رشدی در سال دوم نبرای اکثر صفات وجود داشت. همچنین، داری گاما نسبت به شاهد کاهش معنی

های دختری ها و تعداد بنه و وزن کل بنهمتوسط وزن بنهنشان داد که اثر فاکتور اشعه گاما و فاکتور سرما و اثر متقابل سرما و اشعه در صفات 

های زنی، وزن بنهارتفاع بوته، شاخص و نرخ جوانهدر صفات متوسط آزمون حساسیت به اشعه گاما . دار بود% معنی 1در سطح احتمال 

 گری تعیین شد. 15±2ی دوز مانی در محدودهدرصد زنده 50 ، برایدختری و صفت وزن خشک گیاه در دو سطح سرمادیده و سرماندیده

های پرتو دیده چندشکلی با نمونههای شاهد )پرتوندیده( های مورد مطالعه در هر دو سیستم نشانگری بین نمونهنتایج نشان داد که نمونه

ها شناسایی جهش یافته چندشکلی و شناسایی در ISSR و RAPDنشانگرهای مولکولی  که داد نشان طورکل نتایج بهوجود داشت. 

 .نشانگرهای سودمندی باشند توانندمی
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 مقدمه

بها ترین محصول کشاورزی و زعفران به عنوان گران

در بین محصولات صنعتی و  ایویژهدارویی جهان جایگاه 

 Ghorbani, 2007; Hemati)صادراتی ایران دارد 

Kakhki et al., 2009) .و بقاء زعفران در معرض  حفظ

ترین آنها مشکلات بسیار زیادی قرار دارد که یکی از مهم

در معرض فرسایش ژنتیکی این گیاه است قرارگیری 

(Fernández, 2004) آگاهی از تنوع ژنتیکی و مدیریت .

منابع ژنتیکی ضمن حفاظت ذخایر ژنتیکی گیاهی، 

افزایش های اصلاحی قابلیت استفاده آنها را در برنامه

از آنجا که در زعفران تنوع ژنتیکی کم یا بسیار هد. دمی

گران برای اصلاح و دستورزی نژاد، بهوجود داردمحدود 

های کلاسیک با مشکل مواجه زعفران از طریق روش

 جادیا. (Grilli Caiola & Canini, 2010)هستند 

در اصلاح نباتات  یو اساس هیاز اهداف اول یکیتنوع ژنت

شامل  یاهانتنوع در گ یجادعوامل ا ینمهمتر .است

با  یاهان. در گباشندیو جهش م یبینوترک یری،گدورگ

مثل  یدتول یقاز طر یکیتنوع ژنت یجادکه ا یشیرو یرتکث

باشد، یمشکل م یدیپلوئ یو پل یمیبه خاطر عق یجنس

 یهایافتهجهش  یدتول یبرا یالقاء جهش ابزار مناسب

-جهش که نجااز آ .(Mba et al., 2009) باشدیم یدمف

 جهش القاء ،فتندامی قتفاا رتندبه دیخو به دخو یها

راه  یزیکیو ف یمیاییش زایمواد جهشبا استفاده از 

در  عتنو دیجاجهش و ا یفراوان یشافزا یبرا مناسبی

 ,Donini & Sonnino) دشومی بمحسو نگیاها

 ناگهانی تغییرات ها. جهش(Shu et al., 2012 ؛1998

 ماده و ژنتیکی تنوع گاهی بصورت ارثی، اساس که هستند

آمار موجود در پایگاه  طبق .آورندمی بوجود را تکامل خام

رقم  3320 نمیااز  تمیی اژنرا لمللیا بین نسآژا داده

اند، بیش می ثبت شدهسر ربطو نتاکنو کهای یافته جهش

 اندیافتهجهش  یزیکیف یهاروش یقرقم از طر 2500از 

ها رقم به گیاهان زینتی و گل 700حدود که از این تعداد 

 (. https://mvd.iaea.org/)تعلق دارند 

 دوز قیدق نییتع یکیزیف یهازاجهش یاصل تیمز

(Accurate dosimetry) یریمورد استفاده، تکرار پذ 

 ،یپرسلول موجوداتدر  کنواختیقابل قبول و نفوذ بالا و 

تا به امروز اشعه گاما به عنوان خصوصا با اشعه گاما، است. 

ترین، مفیدترین و موفقیت آمیزترین ابزار و روش راحت

در جهش زایی و آزادسازی ارقام زراعی جهش یافته در 

 . عامل(Shu et al., 2012)دنیا شناخته شده است 

 یشیرو یهانداماکلیدی در اشعه دهی مواد گیاهی )بذر، 

( Gray (Gy) ی و غیره( دوز تابش )برحسب گریشیو زا

است که میزان انرژی تابشی جذب شده توسط مواد 

باشد. معمولاً فراوانی جهش با افزایش دوز گیاهی می

یابد، اما صورت خطی افزایش میه زا بتیمار ماده جهش

دوز  زنی نیز با افزایش میزانمانی و نرخ جوانهقابلیت زنده

زایی، یابد. بنابراین اولین قدم در تیمار جهشکاهش می

باشد. دوز ترین دوز برای استفاده میرد مناسببرآو

برای القاء جهش، میزان دوزی است که زای بهینه جهش

فراوانی جهش مطلوب را با حداقل خسارت ناخواسته 

زاهای فیزیکی، این دوز بهینه از موجب شود. برای جهش

-ها یا سلولبافتام آزمون حساسیت به تشعشع طریق انج

از نظر تئوری، بالاترین فراوانی جهش  گردد.برآورد می ها

 50که حدود  ایجاد شودزایی تواند از تیمار جهشمی

از  50LDدرصد مواد تیمار شده را بکشد، بنابراین دوز 

 Van Harten)آید منحنی حساسیت به اشعه بدست می

& Broertjes, 1989).  

مواد  بابرای رنگ و شکل گل  عتنو دیجاداوودی اگل در 

 ستا گرفته منجاا فیزیکی و شیمیایی زایجهش

(Mahure et al., 2010 ؛Misra et al., 2003). به-

در ارقام  زایی اشعه گامامنظور ایجاد تنوع از طریق جهش

، 25، 15، اثر دوزهای مختلف اشعه گاما )مختلف گلایول

انجام شد. در طی دوسال گری همراه با شاهد(  55و  35

گری( منتج به حداقل جوانه  55دوز بالای اشعه گاما )

زنی شد و حداکثر درصد جوانه زنی در تیمار شاهد 

 گری برای سه رقم 55و  45، 35مشاهده شد. دوزهای 

ر سال اول شاخه که هیچکدام دطوریکشنده بود، ب

 . در(Sisodia & Singh, 2015)گلدهنده تولید نکردند 

وا، ون حساسیت اشعه گاما بر روی کاسای آزممطالعه

داری در وزن، تعداد گره و تعداد برگ نسبت کاهش معنی

به شاهد گزارش شد که پس از تجزیه رگرسیون و ترسیم 

گری را نشان داد که در نهایت  6دوز  50LDنمودار، مقدار 

گری را برای القای جهش توسط  9تا  3محدودی دوزی 

 ,.Ndofunsu et al)اشعه گاما بر روی کاساوا بیان شد 

( نیز نشان Lu et al., 2007لیو و همکاران ). (2015

گری( برای  10دادند که استفاده از اشعه گاما )با دوز 

رگس چینی موفقیت آمیز مانی در نایجاد جهش و زنده

  .(Lu et al., 2007)بوده است 

https://mvd.iaea.org/
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تنوع از  یالقا( جهت Khan, 2006ای خان )مطالعهدر 

-بنه، توسعه کلاله زعفران یبرا جهش زایی القایی یقطر

گرم تحت تابش اشعه گاما با  5-6وزن  با یکنواخت های

 . پس ازگرفتند قرارگری  5، 10، 15، 20، 25 یدوزها

 یعتسر یاشعه گاما رو یرثأت یمارشده،ت یهاکشت بنه

در  یزندر جوانه یرخأو ت یین،پا یدر دوزها یزنجوانه

در  یبو کاهش ارتفاع بوته به ترت یشبالاتر، افزا یدوزها

یین پا یدر دوزهای گلده ینن و بالا و همچنییپا یدوزها

بالاتر  یدوزهاکه  ندکرد ینتیجه گیر ایشانگزارش شد. 

است.  یدر رشد و گلده یرخأباعث ت ،یناکستولید  یلدلهب

 یهایناهنجار یلبه دلرا  یبارور و کاهش بقا، رشد ایشان

 یلتشکاعلام کرد و  بودهو جهش در ژن  یکروموزوم

جهش  یجهنترا زعفران  یهاشاخه در بنه 5کلاله 

 یرد و بازدهکعمل یش، که منجر به افزادانست یکسومات

پرتو  ی دیگری ازمطالعه. در (Khan, 2006) محصول شد

 یفیتو ک یتمطلوب در کم ییراتتغ یجادمنظور ا به گاما

 تابش در حال خواب تحت زعفران یهابنه ،محصول

. قرار گرفتند (گری 10، 5/7، 5، 5/2)مختلف  دوزهای

 یمها در تقسکروموزوم یبررسگیاه و  گلدهی از پس

 یکروموزوم یناهنجار یشه،ر یانتها یتوزی مریستمم

 و 5/7با دوز  یدهد پرتو های بنه به مربوط های درتیمار

-ها در مرحلهیناهنجار ین. امشاهده شدبه وفور  یگر 10

و قطعات  یحلقو یهابه صورت کروموزوم یتوزمتافاز م ی

 ,.Rastegari et al)بودند قابل مشاهده  یکروموزوم

 یهابنه یدتول یشنظور افزام هب. در آزمایشی (2007

جهش با استفاده  یالقا ،یاتمام دوره رشد اززعفران قبل 

 انمتاتیل )یمیایی ش و اشعه گاما یزیکیف زا هایجهشاز 

( در یدبروما یدیومات ین،سی، کلش(EMS) سولفونات

 یاهگ 44 یدو هفته رو یمراحل مختلف رشد زعفران ط

یمارهای ت ، کهعملکرد انتخاب شدند ینکه براساس بهتر

 15 یدبا تول ینسیکلشدرصد  05/0 و EMSدرصد  1/0

 Khan et) استفاده شدند یبنه مادر هر در یبنه دختر

al., 2011) . که مناسب کهنشان دادند همچنین آنها-

 یکه، اثر مثبت رو گری بود 20 دوز اشعه گاما ینتر

 داشت یدر هربنه مادر یتعداد بنه دختر یشافزا

(Khan et al., 2011)منظور بررسیای به مطالعه . در 

با اعمال محققین ثیر اشعه گاما بر روی رشد زعفران تأ

گری گزارش کردند که، اعمال تیمار اشعه  25 دوزتابش 

ثیر قرار داد که با افزایش دوز أگاما سرعت رشد را تحت ت

 ,.Jun et al) داری یافتنسبت به شاهد کاهش معنی

با زعفران گلدهی  بیان داشتند که. همچنین (2006

گری  10ه در دوز کبطوریافزایش دوز کاهش یافت، 

شدت تحت گری گلدهی به 20ر دوز مشابه شاهد ولی د

ها جهش در ساختار گل و اندازه گلبرگ ثیر قرار گرفت وتأ

ها در این آزمایش هم تا حد زیادی مشاهده گردید. بنه

 25و  20که، در دوز اشعه قرار گرفتند بطوری تأثیرتحت 

های گری به سختی رشد کردند و نتوانستند تولید بنه

گرم و  7/7ها گری وزن بنه 15 دختری کنند، اما در دوز

 14و  3/9ها به ترتیب گری وزن بنه 10و  5های در دوز

عنوان دوز گری را به10و  5گرم بود. بنابراین، آنها دوز 

  .(Jun et al., 2006)مناسب پیشنهاد کردند 

نوع ت جادیدر اثر ؤم یهااز راه یکیجهش  یالقابطورکلی، 

در  یجهش نقش مهماست.  اهانیدر اصلاح گ یکیژنت

با تکثیر رویشی ایفا کرده  یاهاندر گ یدجد ییراتتغ یجادا

تنوع  ءالقا یبرا را بستریتواند یجهش م ین،بنابرااست. 

 یجادبعد ا یهااستفاده در نسل یرابدر زعفران ژنتیکی 

 عقیم تریپلوئیدی، علت به. (Seifati et al., 2021) کند

 تنوع افزایش برای کم در زعفران، ژنتیکی و تنوع بودن

 گاما اشعه قبیل از فیزیکی زاهایجهش از توانمی آن

 افزایش روی زاییجهش هایازروش کرد. استفاده استفاده

 در بنه نرخ تکثیر درضمن و محصول کیفیت و کمیت

 ثبات افزایش منجربه که باشد مؤثر تواندمیزعفران 

 توجهی قابل مقدار بودن دسترس کشاورزان، در اقتصادی

 در اول های زعفران شود. قدمبنه و افزایش عملکرد بنه

. باشدمی اشعه دوز به حساسیت آزمون زمینه این

 های دوز به حساسیت آزمون تحقیق این از هدف بنابراین،

 بدون و سرمایی تیمار شرایط دو در گاما اشعه مختلف

 همچنین در این زعفران بود. هایبنه سرمایی تیمار

منظور بررسی تنوع ژنتیکی زعفران های  به تحقیق

یافته های احتمالی پرتوتابی شده و شناسایی جهش

 زعفران از نشانگرهای مولکولی استفاده شد.

 

 هاروش ومواد 

 از زعفران توپر و سالم هایبنه1395 ماه در اواخر مرداده

شرقی و  58◦ 32′ 10″)شهرستان سرایان  ای درمزرعه

 شمالی( واقع در استان خراسان جنوبی 33◦ ′51 ″4

و به دانشکده کشاورزی دانشگاه بیرجند منتقل  برداشت

مرتب و بنه های  اندازه های سالم براساسگردیدند. بنه

 حذف از پس .شدند گرم انتخاب 8ن بیش از سالم با وز

 یک مدت هابنه آنها، شستشوی و بنه روی از تونیکا لایه
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 درون خواب شکستن جهت سرمایی تیمار پیش تحت ماه

داده شدند.  گراد قراردرجه سانتی 4با دمای  یخچال

بخشی از بنه ها که تیمار سرمایی نشدند در دمای اتاق تا 

های در اوایل مهرماه بنهزمان پرتوتابی نگهداری شدند. 

در دوزهای مختلف   60Coزعفران با اشعه گاما از چشمه 

ای کرج پرتودهی شدند. هسته یکشاورز هشکدهودر پژ

 دوز هر )برایهای تیمار شده پس از اتمام پرتودهی، بنه

بصورت فاکتوریل  آزمایشیدر تکرار(  سه بنه برای 150

های دو سطح بنه فاکتور پیش تیمار سرمایی )دربا دو 

سرما ندیده و سرمادیده( در 

گری  25 و 20 ،15 ،10 ،5دوز های مختلف اشعه گاما )

 کامل بلوکهای طرح قالب به همراه شاهد پرتوندیده( در

دانشکده کشاورزی دانشگاه  تکرار در باغ سه در تصادفی

شمالی(  32◦ 52′ 18″شرقی و  59◦ 8′ 14″)بیرجند 

متر مربع کشت شدند. کشت در داخل  30در مساحت 

-سانتی 48×30×23های پلاستیکی مشبک به ابعاد جعبه

متر خاک سانتی 5به میزان ابتدا  کهانجام شد بطوری متر

هر  سپس در .در کف هر جعبه پلاستیکی ریخته شد

 چیده شدنددرون جعبه ها  منظمبطور  عدد بنه 50جعبه 

متر مخلوط خاک و کود حیوانی به سانتی 15حدود  و

 . سپسصد )وزنی/وزنی( روی آنها قرار گرفترد 50نسبت 

با  ترازکه هم مستقر شدندها در داخل خاک طوری جعبه

 یعکود کامل ما . محلول پاشیگردیدندمزرعه سطح 

به  مرتبه سههمراه آب آبیاری نیز  یمی(زرگل ش) زعفران

صورت گرفت. خصوصیات رشدی  فاصله دو هفته یکبار

زنی های سبز شده، درصد جوانهمانند متوسط تعداد جوانه

های زعفران های جوانه زده بر تعداد کل بنهعداد کل بنه)ت

شاخص و  (100کشت شده در هر واحد آزمایشی ضرب در

  محاسبه شد. جوانه زنی از رابطه زیر

𝑆𝐼 =
∑𝑛𝑥 ×  𝑑𝑥 

𝑁
 

xn∑ ،مجموع تعداد بنه جوانه زده =xd =زنی روز جوانه

 بودند.  تعداد کل بنه= N، بنه

 نرخ جوانه زنی از رابطه زیر محاسبه گردید. 

𝑆𝑅 =
𝑆𝐼 

𝑆𝑃(0 − 1)
 

 خشک بوته، وزن مانند ارتفاع مورفولوژیکی خصوصیات

صفات مربوط  و  ،اولها در هر واحد آزمایشی درسال برگ

مانند متوسط طول کلاله، وزن خشک  به عملکرد گل

ها و متوسط های دختری، وزن کل بنهکلاله، تعداد بنه

گیری وزن بنه در سال دوم اندازه

 . ندشد

 

به ترتیب برای  C2و  C (C1های زعفران مورد استفاده برای بررسی تنوع ژنتیکی، نمونه های شاهد با علامت نمونه -1جدول 

به راست به ترتیب  و شماره بعد از آن از چپ Tهای تیمار شده با دوز اشعه با علامت و نمونه( هشاهد سرمادیده و سرما ندید

  .باشنددوز اشعه برحسب گری، کد سرمادهی و شماره بلوک )تکرار( می

Table 1- Saffron samples used for genetic diversity analysis, control samples marked with C (C1 and C2 

for cold and non-cold storage, respectively) and the treated samples marked with T along with numbers 

representing radiation dose, cold storage and block number, respectively. 

 شماره
Number 

 کدنمونه
Sample 

code 

 شماره
Number 

 نمونه کد
Sample 

code 

 شماره
Number 

 نمونه کد
Sample 

code 
1 T10-1-1 11 T5-2-3 21 T10-2-3 

2 C2 12 T5-2-1 22 T15-2-3 

3 T15-1-1 13 T10-1-3 23 T20-1-3 

4 C1 14 T5-1-1 24 T20-2-1 

5 T10-1-2 15 T15-1-3 25 T10-2-2 

6 T5-1-2 16 T25-1-2 26 T25-2-3 

7 T5-1-3 17 T15-2-1 27 T20-1-1 

8 T15-1-2 18 T25-2-1 28 T20-1-2 

9 T5-2-2 19 T25-1-1 29 T20-2-2 

10 T15-2-2 20 T10-2-1 30 T20-2-3 
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های برگی از های مولکولی، نمونهدر سال اول جهت بررسی

آنها با  DNA( و 1 هر واحد آزمایشی جمع آوری )جدول

 ,Doyle & Doyle)راج شد استخ CTABاستفاده از روش 

شده با استفاده از استخراج DNAو کیفیت . کمیت (1987

درصد تعیین شد. یک دستگاه نانودراپ و الکتروفورز ژل آگارز 

آغارگر  5و  RAPDآغازگر  6این آزمایش از  برای انجام

ISSR دلیل(. 4شکل استفاده گردید )جدول دارای نوار چند 

 بالایتولید تعداد امکان ، ینشانگرسیستم استفاده از این دو 

 .شکل بیشتر بودچندنوار تکثیر شده و احتمال یافتن نوارهای 

 میکرولیتر 1شامل  میکرولیتر 15 نهایی حجم باPCR مخلوط 

DNA ( 30الگو  ،)10)با غلظت آغازگر  میکرولیتر 1نانوگرم 

یتر میکرول 5/7میکرولیتر آب دو بار تقطیر و  5/5، پیکومول(

 ادهاستف با پلیمراز ایواکنش زنجیرهآماده بود.  PCRمستر 

 RAPD نشانگر برای چرخه حرارتی ترموسایکلر در دستگاه از

 به درجه سانتیگراد 94دمای  در اولیه سازی شامل واسرشت

 درجه 94در سازی دوره واسرشت 35سپس  دقیقه 4مدت 

 درجه 35دمای  در اتصال دقیقه، 1مدت  به سانتیگراد

 سانتیگراد درجه 72 بسط در و دقیقه، 1 مدت به سانتیگراد

 درجه 72 نهایی در بسط مرحله اعمال و دقیقه 2 مدت به

 حرارتی برای چرخه .شد انجام دقیقه 6 مدت به سانتیگراد

با این  RAPDهمانند چرخه حرارتی نشانگر  ISSRنشانگر 

 66تا  48آغازگر ) مناسب اتصال دمای مرحله تفاوت که در

 هایحاصل از واکنشمحصولات  گراد( انجام شد.درجه سانتی

PCR  درصد در بافر 5/1با استفاده از ژل آگارز(TBE) 0.5x 

اتیدیوم بروماید توسط آمیزی ژل با از رنگالکتروفورز و پس 

 دستگاه ژل داک تصویر برداری شد.

 LSD به روش نیانگیم سهیو مقا هاداده انسیوار هیتجز

 توسط نرم افزاردرصد  5در سطح احتمال  محافظت شده

GenStat زیبه اشعه ن تیآزمون حساس یانجام شد. منحن 

با  SigmaPlotتوسط نرم افزار  یرشد اتیبراساس خصوص

 زانیو م میترساستفاده از مدل لجستیک چهار پارامتری 

50LD اساس مدل برآورد گردید. اطلاعات حاصل از رتبهبر-

 ISSRو  RAPDبندی نوارهای تکثیر یافته از آغازگرهای 

وجود باند( باند( و یک ) وجودصورت ماتریس صفر )عدم به

به روش  وگرامردندای و ترسیم بدست آمد. تجزیه خوشه

UPGMA  براساس ضرایب تشابه جاکارد با استفاده از نرم و

  شد.نجام ا NTSYS 2. 2افزار

 

 نتایج و بحث

های زعفران با افزایش دوز کاهش تعداد و روند جوانه زنی بنه

های در هفته گاماگری اشعه  10و  5که دوز یافت، بطوری

گری کاهش  15متوالی پس از کاشت برابر شاهد بوده اما دوز 

متوسط سرعت سبزشدن را نسبت به شاهد نشان داد، 

ت به داری نسبگری با اختلاف معنی 25و  20که دوز درحالی

های متوالی زنی را در هفتهشاهد کاهش شدید سرعت جوانه

(. بطور کلی، تیمار اشعه 1)شکل  ندز کاشت نشان دادپس ا

قرار داده و با  تأثیرگاما توانست سرعت سبز شدن را تحت 

های جوانه زده کاهش سرعت و تعداد بنه ،افزایش دوز اشعه

 یالقا( جهت Khan, 2006خان ) که ایدر مطالعهیافت. 

 توسعه کلاله زعفران یبرا زایی القاییجهش یقتنوع از طر

باعث کاهش سرعت اشعه گاما  انجام داد، نشان داده شد که

که با نتایج این  ه استگری شد 20ر از بالات یدر دوزها رشد

 ,.Jun et alتحقیق مطابقت دارد. همچنین جان و همکاران )

رشد زعفران  یگاما بر رو اشعه یرتأث یبررسمنظور ( به2006

گزارش کردند که سرعت  یگر 25تا  0 یبا اعمال تابش دوزها

.یافت دارییدوز نسبت به شاهد کاهش معن یشرشد با افزا

گری گزارش کردند که سرعت رشد با افزایش دوز  25تا  0

 داری یافت.نسبت به شاهد کاهش معنی
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 های تیمار شده در دوزهای مختلف اشعه گاما در طی زمان )هفته(بنهروند رشد  -1 شکل

Figure 1- Growth trend of corms treated at different doses of gamma rays over time (weeks) 

 

نتایج تجزیه واریانس صفات نشان داد که اثرات اصلی تیمار 

مطالعه در سطح احتمال  بر روی تمامی صفات مورد اشعه گاما

که اثر اصلی تیمار سرما بر دار بود، در حالییک درصد معنی

زنی و متوسط وزن روی صفات متوسط ارتفاع بوته، نرخ جوانه

هر کرت بنه درسطح احتمال یک درصد و برای تعداد بنه در

دار شد. اثر متقابل سرما و در سطح احتمال پنج درصد معنی

 زنی و متوسط ارتفاع بوتهت نرخ جوانهاشعه گاما برروی صفا

 دردر سطح احتمال یک درصد و برای تعداد بنه دختری  نیز

نتایج  ،دار بود. بطور کلیسطح احتمال پنج درصد معنی

های سرما، اشعه و اثر متقابل فاکتور اصلی تجزیه واریانس اثر

های زعفران نشان آنها بر صفات رشدی و مورفولوژیکی بنه

تعداد صفات  توانستشعه گاما نسبت به سرما داد که ا

 (.2)جدول  دهدقرار  تأثیربیشتری را تحت 

مقایسه میانگین اثر متقابل اشعه گاما و سرما بر متوسط ارتفاع 

 هایگاما در ترکیب اشعهبوته نشان داد که افزایش دوز 

داری نسبت به شاهد کاهش معنی سرمایی، تیمار مختلف

گری  5دوز ندیده  سرماهای بنه کهبطوریاست،  داشته

 گری 25 دوز ندیده سرما و( مترسانتی 13/34بیشترین )

 مقایسه. ند( ارتفاع بوته رانشان دادمترسانتی 80/3) کمترین

 ارتفاع متوسط بر)دوز(  گاما اشعه مختلف سطوح میانگین

با شاهد  داریمعنی تفاوت گری 5 دوز که داد نشان بوته

 یگر 25تا  5دوز اشعه گاما از  یشبا افزا یبنداشت و به ترت

 کهیبطور داد، نشاننسبت به شاهد  دارییکاهش معن

 گری 25 دوز و( متریسانت 17/4) کمترین گری 10دوز

نسبت به شاهد ( اختلاف را مترسانتی 57/29) بیشترین

تیمار سرمایی اثر متقابل تیمار اشعه گاما در (. 3داشت )جدول

 داریکاهش معنیگری  20نشان داد که ارتفاع بوته در دوز 

 2)شکل سرما داشت فاقد تیمار  به نسبتدر تیمار سرمایی 

 الف(. 

 زنیجوانه نرخ بر سرما و گاما اشعه متقابلمقایسه میانگین اثر 

(SR )هایترکیب تمام در گاما اشعه دوز افزایش که داد نشان 

 داشت داریمعنی کاهش شاهد به نسبت سرمادیده تیماری

 یگر 25( و دوز 28/68) یشترینب یگر 5 دوز کهبطوری

همچنین افزایش  زنی را داشتند.نرخ جوانه( 95/3) ینکمتر

جز  ندیده به های تیماری سرمادوز اشعه گاما در تمام ترکیب

-اهش معنی( است نسبت به شاهد ک63/62گری که ) 5دوز 

ب(. 2داری داشت )شکل 
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 زنی میانگین اثر متقابل سطوح سرما و اشعه گاما بر الف( متوسط ارتفاع بوته و ب( نرخ جوانه -2شکل 

Figure 2- Mean interaction of cold and gamma rays on (a) average plant height and (b) sprouting rate 
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مقایسه میانگین سطوح مختلف دوز اشعه گاما بر وزن خشک 

گری از اشعه گاما تفاوت  10، 5دهد که دوز گیاه نشان می

گیرند، دوز داری با شاهد نداشته و در یک گروه قرار میمعنی

داری نسبت به شاهد داشت. گری کاهش معنی 25و  20، 15

های تیماری گری در ترکیب 10و 5افزایش دوز اشعه گاما 

و داری با شاهد نداشته سرمادیده و سرماندیده اختلاف معنی

داری نسبت به شاهد گری کاهش معنی 25و  20، 15دوز 

گرم(  33/11گری کاهش متوسط ) 15که دوز داشت، بطوری

گری به ترتیب کمترین مقدار  25گری سرمادیده و  20و دوز 

مختلف مقایسه میانگین سطوح ( را نشان داد. 17/2( و )33/2)

و  10، 5دهد که دوز بر درصد جوانه زنی نشان می اشعه گاما

نداشته و در گری از اشعه گاما تفاوت معنی داری با شاهد  15

گری کاهش  25و  20یک گروه قرار گرفتند، دوزهای 

 20های که دوزداری نسبت به شاهد داشته است بطوریمعنی

( اختلاف را 67/66( و )33/42گری به ترتیب مقدار ) 25و 

(. مقایسه میانگین 3نسبت به شاهد نشان دادند )جدول 

داد که دوزهای مختلف اشعه گاما بر شاخص سبزینگی نشان 

گری از اشعه گاما تفاوت معنی داری با شاهد  10و 5دوز 

گری کاهش  25تا  15نداشت. با افزایش دوز اشعه گاما از 

گری 15که دوز داری نسبت به شاهد داشت بطوریمعنی

( بیشترین 14/28گری ) 25( و دوز 89/8کمترین مقدار )

  (.3مقدار اختلاف را از شاهد داشت )جدول 
 یجاداباعث  یطیمح یتنش ها یرهمانند سا یزن یپرتوتاب

فعال  یژناکس یهاگونه یلتشک و یمیاییآزاد ش هاییکالراد

های این رادیکال شده و نهایتاً یممستق یرو غ یمبا اثرات مستق

 شودیمخسارت  یاهیگ یهادر سلولدر  ییرتغ آزاد منجر به

(Beyaz & Yildiz, 2017)ییرتغ ،یکیمتابول ی. در مرحله 

 یجادنرمال ا یهاو سلول شده یمترمیا ها شده در سلول یجادا

، اشتباه باعث مرگ سلول یمترم با یاو  یمبدون ترم یا شود،یم

 Lawrence) شودیم یافتهسلول جهش یا یکروموزوم یبآس

et al., 1971 ؛Beyaz et al., 2016) تابش اشعه گاما .

و  یوشیمیب ی،آناتوم ی،بر مورفولوژ تواندیمهمچنین 

در رشد  ییراتیگذاشته و منجر به تغ تأثیر یاهانگ یزیولوژیف

درصد  ،در این مطالعه با افزایش دوز اشعه گاما شود. یاهو نمو گ

و نرخ جوانه زنی، وزن خشک برگ، ارتفاع بوته، تعداد و وزن 

کاهش شدید در دوزهای بالا  .های دختری کاهش یافتبنه

 Nwachukwu et)یزیکی اشعه ممکن است نتیجه خسارت ف

)2009al.,  ها یا ناشی از شکستگی به بنهDNA ی سلوها

(Rastegari et al., 2007 و اختلال در مسیرهای )

متابولیکی دخیل در فرآیند جوانه زنی و رشد باشد 

(Ndofunsu et al., 2015) . 

 

 نمودار حساسیت به اشعه گاما 

براساس صفات وزن کل با توجه به نمودار حساسیت به اشعه 

های زنی بنهها، شاخص و نرخ جوانهخشک برگ وزنها، بنه

 50LDزعفران با اعمال سطوح مختلف تیمار اشعه گاما، مقدار 

گری بود )شکل  1/17و  7/14، 6/14، 6/13به ترتیب برابر 

گری را  17تا  13ی دوزی توان محدودهکلی می(. بطور3

خان و همکاران مناسب اعمال تیمار اشعه پیشنهاد نمود. 

و دوز  دوز اشعه گاما ینترمناسبگری را  20( دوز 2011)

50LD رایط در ش گرم 10زعفران یکنواخت با وزن  هایدر بنه

رستگاری و که در حالیگزارش کردند،  ایمزرعه کشت

گاما کمتر  های پرتو( دوزRastegari et al., 2007همکاران )

های درحال خواب کشت شده در روی بنه گری را 10از 

 پیشنهاد نمودند. ای شرایط مزرعه
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د( نمودار -های زعفران، الفبنه دررشدی و مورفولوژیکی براساس صفات  50LDنمودار لجستیک برای برآورد مقادیر  -3شکل

به ترتیب برای صفات وزن کل بنه های دختری، وزن خشک برگها، نرخ جوانه زنی و شاخص جوانه زنی است. علامت  50LDبرآورد 

 است. 50LDنشاندهنده نقطه ( ♦)

Figure 3- Logistic diagram for estimating LD50 values based on growth and morphological traits in saffron 

corms, (a to d) Estimation of LD50 for total corm weight, leaf dry weight, sprouting rate, and sprouting 

index, respectively. Mark (♦) indicates the LD50 point. 
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  بررسی تنوع ژنتیکی
در مرحله  مورد استفاده RAPDآغازگر  8تعداد  از

 که آغازگر 6نهایت  ، درچندشکل آغازگرهایغربالگری 

تعداد قطعات تکثیر شده دارای  چندشکلی نشان دادند و

 تجزیه موردالف(،  4)شکل  بودند تر و با وضوح بالاییبیش

 آغازگر 6 مجموع از(. 2)جدول گرفتند قرار تحلیل و

RAPD قطعه تکثیر  34تعداد  رفته در این تحقیق، بکار

 هاآن طول اندازه و بوده برخوردار بالایی از وضوح که شد

 تشکیل نوارهای مجموع از. بود باز جفت 1500تا  50 بین

 مونومورف نیز نوار 11 و چندشکل نوار 23 تعداد شده،

 آغازگر هر ازای به نوار 5/6تعداد  متوسط طوربه. بودند

به  یدرصد چندشکل ینو کمتر یشترین. بآمد بدست

OP6 (43% )( و آغازگر 100%) OP11در آغازگر  یبترت

در مورد استفاده  ISSRآغازگر  8تعداد  ازمشاهده شد. 

که تعداد  آغازگر 5نهایت  نیز درمرحله غربالگری آغازگر، 

تر و با وضوح بهتر داشتند، قطعات تکثیر شده بیش

 بکار  ISSRآغازگر 5 مجموع (. از4شدند )جدول استفاده 

 بالایی از وضوح کهقطعه تکثیر شد  25تعداد  ،رفته

 1500تا  100بین  هاآن طول اندازه و بوده برخوردار

بکار تجزیه و تحلیل  برای ورتبه بندی  بودند، باز جفت

شده برای  شمارش نوارهای مجموع شدند. از گرفته

چندشکلی نشان دادند  نوار 16 تعداد های مختلف،نمونه

 نوار 5تعداد  متوسط، طورنوار نیز مونومورف بودند. به 9 و

 نوار 3/2تعداد  که آمد بدست ISSR آغازگر هر ازای به

توسط  شده تکثیر نوار کمترین بودند. چندشکل آنها از

نوار  تعداد بیشترین و نوار 2تعداد  با ISSR51آغازگر 

 )شکلنوار  10به تعداد  ISSR7 آغازگر شده توسط تکثیر

ترین درصد گردید. کمترین و بیش ( حاصلب 4

( و 40%) ISSR7چندشکلی به ترتیب در آغازگر

.( مشاهده شد100%) ISSR51و  ISSR4آغازگرهای 
 

 

 مورد استفاده در آزمایش   ISSR و RAPDخصوصیات آغازگرهای  -4جدول 

Table 4- Characteristics of the RAPD and ISSR primers used in the experiment 

 درصد چندشکلی تعداد نوارهای چندشکل تعداد نوارهای تکثیر شده (5→′3′)توالی  آغازگر

Primer Sequence (5'-3') Number of 

amplified bands 
Number of 

polymorphic bands 
Polymorphic 

percentage 
OP5 AGGGGTCTTG 6 4 60 

OP6 GGTCCCTGAC 7 3 43 

OP11 CAATCGCCGT 7 7 100 

OP17 TCGCATCCAG 5 3 60 

OP18 AGGTGACCGT 4 2 50 

OP19 ACACCGARGG 5 4 80 

ISSR3 5'- (AG)8RC-3' 6 5 83 

ISSR4 5'- (AG)8YT-3' 3 3 100 

ISSR5 5'-(TC)9C-3' 4 2 50 

ISSR7 5'- (AG)8T-3' 10 4 40 

ISSR51 5'- (RT)8AC-3' 2 2 100 
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 های زعفران تیمار شده با دوزهای مختلف اشعه گاما همراه با شاهدنمونه ژنومی DNAتکثیر  از حاصل الگوی نواری -4شکل 

 جفت بازی است 100جفت بازی وب(  50الف(  DNAنشانگر اندازه  ISSR7 .M، و ب( آغازگر OP19الف( آغازگر رپید  توسط

Figure 4- Band pattern of genomic DNA amplification of saffron samples treated with different doses of gamma 

ray along with control; (a) OP19 RAPD primer, and b) ISSR7 primer. M represents the DNA size marker of 

(a) 50 bp and b) 100 bp 

 

ای براساس ماتریس ضرایب تشابه نتایج حاصل از تجزیه خوشه

های بندی نمونهبرای گروه UPGMAجاکارد و الگوریتم 

جهش یافته زعفران نشان داد که بین نمونه های پرتودیده و 

)سرمادیده، T10_1_1 شاهد تنوع وجود داشت. نمونه های 

گری( و  5)سرماندیده، دوز  T5_2_3گری(،  10دوز

T25_1_2  گری( کاملاً متمایز از دیگر  25)سرماندیده، دوز

نمونه ها در یک گروه قرار گرفتند و دارای بیشترین فاصله 

ی دیگر بودند. هاژنتیکی با شاهد )پرتوتابی نشده( و نمونه

های که نمونه( کاملًا مشابه بودند، درحالیC2و  C1ها )شاهد

ز شاهدها قرار های متفاوتی اپرتو دیده دیگر در زیرگروه

 (. 5گرفتند )شکل 

با استفاده از اشعه گاما  یشهدرون ش ییجهش زا یادر مطالعه

در  یبه شور مقاوم هایینلا ینشگز ی( برایگر 50تا  10)

 یین( انجام شد. تع.Saccharum officinarum L) یشکرن

 یچندشکل ،RAPDبا استفاده از نشانگر  یلت مولکویاخصوص

شاهد  یاهانشده و گ ینشمقاوم گز هایینلا ینرا ب یکیژنت

 ییزابرنامه جهش در .(Patade et al., 2008) داد شانن

 ی( برا.Colocasia esculenta Lتارو ) یاهگ یشهشدرون

در معرض  یینوک شاخه انتها یقارچ یماریبهبود مقاومت به ب

در  30LD مؤثرمختلف اشعه گاما قرار گرفت که دوز  یدوزها

هشت آغازگر  یش ازدر آزماو  شد یینتع یگر 65/7آن 

RAPD یجنتا که استفاده شد یکیتنوع ژنت ررسیبی برا 

 یکیتنوع ژنت UPGMA یتمبراساس الگور یاخوشه یهتجز

M

M

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

الف

ب
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 Seetohul) نشان داد یافتهجهش  ینمونه ها ینرا ب یینیپا

et al., 2007). اطلاعات حاصل  در این آزمایش نیز با توجه به

از نشانگرهای مولکولی و درصد چندشکلی ایجاد شده، 

ای، نشان از وجود همچنین دندروگرام حاصل از تجزیه خوشه

 کلی،طورمطالعه دارد. بهها مورد نمونهتنوع ژنتیکی بین 

 استفاده از باهای جهش یافته زعفران نمونه در تنوع بررسی

 نشانگرها در این که دادنشان  ISSRو RAPDنشانگر 

 هایافتهشناسایی جهش و شکلی چند شناسایی نواحی

 نشانگرهای این رسدمی نظر به مفید باشند. بنابراین توانندمی

تنوع  بررسی در مفید ابزاری عنوان به توانرا می مولکولی

ها همچنین برای گزینش و غربال جهش یافته ژنتیکی

داد. استفاده قرار مورد جهش یافته زعفران مختلف هاینمونه

 

 

 نشانگر از دو استفاده با( C2و  C1) همراه با دو نمونه شاهد نمونه جهش یافته زعفران 28 از آمده بدست دندروگرام -5 شکل

ISSR  وRAPD .های شاهد با و تفکیک نمونه 7/0ها به دو گروه اصلی براساس خط برش قرمز رنگ در ضریب خوشه بندی نمونه

  انجام شد. 8/0براساس خط برش آبی رنگ در ضریب  های پرتودیدهنمونه

Figure 5- Dendrogram obtained from 28 mutant samples along with two controls (C1 and C2) of saffron 

using ISSR and RAPD markers. The clustering into two main groups based on the red cut line at a coefficient 

of 0.7 and the separation of control samples with irradiated samples based on the blue cutting line at a 

coefficient of 0.8. 

نتایج تجزیه واریانس و مقایسه میانگین بر روی  ،کلیبطور

دهد بررسی صفات رشدی و مورفولوژیکی در سال اول نشان می

 دارمعنیکه اثر فاکتور سرما در دو سطح سرمادیده و سرماندیده 

که اثر فاکتور سرما در هر دو سطح، توان گفت شده است. می

 تأثیرحت فاکتورهای رشدی و مورفولوژیکی گیاه زعفران را ت

 یها بنهسرما باعث شد  یمارت اعمال دیگرعبارتبهقرار داد، 

نسبت به اشعه گاما نشان دهند.  یشتریب یتحساس یدهسرماد

 یزدر سطوح مختلف و اثرمتقابل ن یزفاکتور اشعه گاما ن اثر

 تأثیرزعفران را تحت  یاهگ یکیو مورفولوژ یرشد فاکتورهای

 با و نشد مشاهده شاهد با اختلافی گری 5 دوز در وقرار داد 

 روند گاما اشعه دوز افزایش با و گرفتند قرار گروه یک در شاهد

تا 10 هایدوز که،بطوری داشت وجود صفات اکثر در کاهشی

را نسبت به شاهد نشان دادند. روند  یدیکاهش شد یگر 25

دوز کاهش رشد  یشبا افزا یدهو سرماند یدهسرماد یهارشد بنه

متوسط  یگر 15مشابه شاهد،  یگر 10و  5را داشت که دوز 

 بالاتر دوزهایکاهش رشد را نشان داد.  یگر 25و  20رشد و 

Coefficient

0.65 0.74 0.82 0.91 1.00
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گفت سرما و  توانیم ین،بنابرا .است شده رشد در تأخیر باعث

 یشبا افزا قرار داده است. تأثیراشعه گاما سرعت رشد را تحت 

دوز اشعه گاما اکثر صفات مورد مطالعه کاهش نشان دادند، 

. داد رخ گری 25 و 20 دوزهای در کاهش بیشترین کهیبطور

 بر شدیدی منفی اثر گری 20 بالای دوزهای کلی،بطور

 پرتودیده هایزعفران مورفولوژیکی و رشدی خصوصیات

 داشتند.

 یابیرد در مشکل زعفران، در جهش اصلاح در هاچالش از یکی

 شنهادیپ لذا. است یبعد ینسلها در یاحتمال یهاافتهی جهش

 ای کیروپونیکشت ا مانند کشت نینو یروشها از که شودیم

زعفران  یهابنه (Souret & Weathers, 2000) کیدروپونیه

دنبال شده و بتوان  یمراحل رشد یاستفاده شود تا به راحت

 نشیو گز ییرا به سهولت شناسا یاحتمال یهاافتهیجهش 

 یهایآوربا فن بیالقاء جهش در ترک ن،یبرا علاوهنمود. 

 ;Izanloo et al., 2019) کشت بافت رینظ یستیز

Derakhshan et al., 2021)کیو تکن یمولکول ی، نشانگرها 

TILLING (Targeting Induced Limited Lesions in 

Genomes )نقش  هاافتهیجهش  یغربال با توان بالا یبرا

 ,Shu)کنند یم فایاصلاح جهش ا یدر برنامه ها یمهم یلیخ

2009; Till et al., 2009; Shu et al., 2012). نیدر ا 

 نهیدوز به نییجهت تع دهیو سرماند دهیسرماد یهابنه شیآزما

 آزمونمختلف اشعه گاما قرار گرفتند.  یدوزها ماریتحت ت

در دو  50LDصفات نشان داد که،  یبرا گاما اشعه به تیحساس

 نییتع یگر 15 ±2دوز محدوده  دهیو سرماند دهیسطح سرماد

و  RAPD یبا استفاده از نشانگرها یمولکول یشد. با بررس

ISSR تنوع  دهین شاهد و پرتوداهایگ نیمشخص شد که ب

تواند به عنوان یالقاء جهش م نی. بنابراداشتوجود  یکیژنت

زعفران باشد.  یکیتنوع و بهبود ژنت جادیقابل اعتماد در ا یروش

اصلاح  یآت یهادر برنامه توانیم شیآزما نیا جیبا توجه به نتا

 50LDزعفران را در دوز  یهااز بنه یبزرگ تیجهش، جمع

 قرار داد. نشیو گز یبررس وردم و ماریشده ت نییتع
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Abstract 

Saffron is a triploid and sterile plant having no or little genetic variation. Mutation induction is a way of 

increasing genetic diversity in vegetatively propagated plants. The first step in the mutation induction is to 

perform a radio-sensitivity test for determining the proper dose of gamma ray. Therefore, the aim of this study 

was to test the sensitivity of different doses of gamma ray in two conditions of cold and non-cold treatment of 

saffron corms. For this purpose, a factorial experiment with two factors including cold pre-treatment (cold and 

non-cold) and different doses of gamma ray (0, 5, 10, 15, 20 and 25 Gy) was conducted in a randomized complete 

block design with three replications. Growth and morphological characteristics such as plant height, number 

of leaves per plant, leaf dry weight, sprouting rate and percentage in the first year (MV1), and attributes related 

to daughter corms and flower yield, such as mean height of the stigma and dry weight of the stigma in the 

second year (MV2) were measured. The results of the study showed that the effect of cold treatment, radiation 

and their interaction was statistically significant, with the increase in gamma dose, most of the traits decreased 

significantly compared to the control. The radio-sensitivity test for the mean of plant height and sprouting rate 

and percentage, corm weight in two levels of pre-cold treatments showed that 50% survival was in the range 

of 15±2 Gray. According to the radio-sensitivity test, the number of leaves per plant was less susceptible to 

gamma rays. In order to study the genetic diversity of the gamma-irradiated saffron. The mutated samples of 

saffron were evaluated using RAPD and ISSR molecular markers. Cluster analysis was performed using the 

UPGMA method for both marker systems. The results showed that there was polymorphism between the 

control samples and radiated samples. In general, the results showed that the RAPD and ISSR markers could 

detect the polymorphic mutants and identify saffron mutants. 
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