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 الملخص
في   ووزارة التعليم العالي ،  -نُفّذ البحث في مخبر التقانات الحيوية النباتية التابع للهيئة العامة للتقانة الحيوية     

       الكالس من البراعم القمية  استحداثبهدف ،  2020 و 2016 خلال الفترة ما بينجامعة دمشق  -مخابر كلية الزراعة 
      لاستخدامها الجنيني تجديد النباتات من الكالس و  Crocus Sativus L.var. Mashhadaniلنبات الزعفران الجانبية و

 .التحسين الورااي و كاارفي برامج الإ
 الصوديوم هيبوكلوريت محلول من تركيز أفضل المدروس أنّ  لصنفكورمات ال السطحي التطهير نتائج أظهرت   

(NaOCl)  دقيقة 20 لمدّة 5 % هو للتطهير المستخدم . 
 الكالس استحداثمن  الأعلىالنسبة أعطى   1-مغ ل 0.25بأن التركيز  D-2,4 كسينبالأالمعاملة  نتائج بينت     

  27.20%)) ستحداثأكار استجابة لوسط الاكانت البراعم القمية  و.  مع بقية المعاملات بفروق معنوية و %((38.33
 BAP-6السيتوكينين أما بالنسبة لتأاير . و بفرق معنوي بين هاتين المعاملتين (9.58%)بالمقارنة مع البراعم الجانبية 

بفروقات  و %(12.74) الكالس استحداثمن  الأعلىالنسبة  1-ل.مغ0.25 التركيز فقد أعطى  الكالس استحداثفي 
الجانبية لوسط الاستحداث و  البراعم القميةكل من استجابة معنوي في  أي فرق لم يلحظ و . مع بقية المعاملات معنوية

 . على التوالي  1.52%) ،5.43 ) بقيمة بلغت
  (1أنّ المزيج الهرموني BAP-6السيتوكينين  و D-2,4 كسينتأاير المزائج الهرمونية من الأ كذلك بينت نتائج    

 ةمعنوي اتقو بفر  و (55.31%)لكالسلنسبة استحداث على أعطى أ (D-2,4من 1-ل.مغ 0.25 وBAP-6  من1-ل.مغ
بالمقارنة مع البراعم  40.93%)) استجابة لوسط الاستحداث علىكانت البراعم القمية أكما .  المعاملاتبقية مع 

 .و بفرق معنوي بين هاتين المعاملتين  (13.99%)الجانبية 
 الجنيني لكالسانسبة تشكل في  1-ل.مغ  0.25زالتركيالمعاملة ب فوقت D-2,4 كسينبالأالمعاملة بينت نتائج   
بالمقارنة مع  19.76%)) تشكل الكالس الجنينيالبراعم القمية أكار استجابة لكانت  و. على بقية المعاملات (32.14%)

فقد أعطى  BAP-6 السيتوكينينأما بالنسبة لتأاير  . بفرق معنوي بين هاتين المعاملتين و ( (8.09%الجانبيةالبراعم 
في معنوي  أي فرق لم يلحظ و .مع بقية المعاملات %(9.29) الجنيني الكالسلتشكل  الأعلىالنسبة 1-ل.غم 0.25 التركيز 
 . التواليعلى  %)  1.18، 3.86) بقيمة بلغت تشكل الكالس الجنينيالجانبية لوسط و  البراعم القميةكل من  استجابة

 الهرمونيالمزيج المعاملة بأنّ  BAP-6السيتوكينين  و D-2,4 كسينتأاير المزائج الهرمونية من الأ كذلك أظهرت نتائج 
 و (54.76%)لكالس الجنيني لنسبة تشكل  أعطت أعلى  D-2,4)من1-ل.مغ  0.25و BAP-6 من1-ل.مغ(1.0

 (34.16%)ستجابة لتشكل الكالس الجنيني ا أعلىالبراعم القمية كانت كما  . المعاملاتبقية مع  بفروقات معنوية
 .و بفرق معنوي بين هاتين المعاملتين ( 11.27%) البراعم الجانبية بالمقارنة مع

 1.5التركيز  خداماست عند (51.50%)نسبة تجديد للنموات  أعلىفقد لوحظ تجديد النموات نسبة أما بالنسبة لمتوسط    
 خدامعدد النموات المتشكلة عند استلمتوسط أعلى كان  و .مع بقية المعاملات بفروقات معنوية وBAP-6  من 1-ل.مغ

    بقيمة بلغت  D-2,4) من1-ل.مغ BAP + 0.175-6 من1-ل.مغ 1)التركيز و،  BAP-6) من1 -ل.مغ1.5) التركيز
                                              . و بفروقات معنوية مع بقية المعاملات على التوالي(نمواً  8.33 ،9.36 )

 .D   ،6-BAP-2,4، التجديد ، ة الخضريةجنالأ ، الكالس الجنيني ، الزعفران: الكلمات المفتاحية
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 المقدمة:الفصل الأول 
Introduction 

 :Introduction المقدمة  -1

 سنة على الأقل 1500اً عرف كمصدر للتوابل منذ مهممحصولًا اقتصادياً  sativus L Crocus.يعد الزعفران        

 Grilli Caiola) وتعدّ مياسم الأزهار المجفّفة التابل الأغلى في العالم على امتداد العصور وذلك  (. 2004،و زملاؤه

 و ، العالم في التوابل لؤلؤة الزعفران دحيث يع ،(Ziv، 1999 و Plessner) الطبية الصباغية وو  لخواصه العطرية

استعمالاته  ونظراً لامنه المرتفع و .من مياسم نبتة الزعفران مسحوق شكل أو على )مياسم( شعيرات على شكل يباع

إنّ كلمة زعفران عموماً (. 2010 ،زملاؤه و (Poggi بالذهب الأحمر هإنتاجفي عدد من مناطق   يلقب ةالمختلف

التي  و Safranunاسم مشتق من الكلمة اللاتينية   saffronالاسم. النبات نفسه تستعمل للدلالة على كل من التابل و

 ايرانموطنه الأصلي إلى يعود  و .(Straubinger ،2000 و (Winterhalter أتت بدورها من الكلمة العربية الأصفر

  .( 2004،و زملاؤهGrilli Caiola ) دول البحر الأبيض المتوسط شرقي ووآسيا الصغرى 

 :Plant Taxonomy  التصنيف النباتي   1-1-

 ةالرتب، Magnoliophytaالشعبة  ، Plantae المملكة النباتية إلى (.Crocus sativus L)ينتمي الزعفران   

sparagales  ، الفصيلة السوسنية Iridaceae  ، الجنسCrocus  النوع  و sativus Karasawa)،1933 ) .

ي له ريزومات أو نباتياً، والنباتات في هذه الفصيلة معظمها عشب اً نوع 1500جنساً و 60 ةوتضم الفصيلة السوسني

  الزعفران المستزرع.C.sativus L  يعد و .Angiosperms ويعد الزعفران من مغلفات البذور .كورمات أو أبصال

  البرينشأت من النوع طفرة هو عبارة عن  و ، (Fernandez ،2004) من الناحية الإقتصادية أهمية أكار الأنواع

Crocus cartwrightianus.  منها  و هماً للعديد من الأنواع النباتية ذات الأهمية العالميةمتُعَدُّ سورية موطناً و

إما على شكل مفرد ضمن الغابات أو  إذ ينتشر في معظم بيئاتها المتباينة إما على شكل تجمعات نباتية و ،الزعفران 

يضم هذا التنوع الطبيعي العديد من الأنواع  كبير ضمن الفلورا النباتية البرية، وتميز سورية بتنوع طبيعي ت و. المراعي

لَت الفلورا السورية  ما Crocusالبرية لجنس الزعفران نوع  من أنواع الزعفران البري في سورية  14على  يزيد، حيث سَجَّ

(Post ،1932). 
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   : Morphological  Caracteristicsالوصف المورفولوجي1-2-

نتاج في السنة سنوات حيث تكون ذروة الإ 8-4معمراً تمتد دورة حياته في الأرض من  اً بصلي نباتاً عشبياً  يعد الزعفران 

 ةمسطح ةهي متناظر  و سم،5- 1مابين يتراوح  قطرها  ةأرضي ة، ذو كورم(Fernandez ،2004) الرابعة والخامسة

داخلها  سلاميات و إلى عقد و ةمقسم ةقصير  ةمتضخم ةساق أرضي ةالكورمد تع الأعلى، و في ةدائري و ةالقاعد في

 و ،لونها أسمر إلى بني مصفر ةبأوراق حرشفي ةمحاط ، ةجانبي ةبراعم عرضي نسيج برانشيمي، لها برعم قمي رئيسي و

 إلى ةالكورم جذور تنقسم و، ةالورق ةالمتكونه من أنسج ةالساق على عكس البصل ةبمعظمها من أنسج ةتتكون الكورم

تربط  ةاخين جذور و ،ةالأملاح المعدني الأم تمتص الماء و ةالكورم ةقاعد عند تنمو ةومستقيم ةرفيع ةليفي نوعين جذور

 يتراوح ةضيق ةأوراق شريطي 10-6 ةالواحد ةتعطي الكورم .ةتساعد في استقرارها داخل الترب الأم و ةبالكورم الكريّمات

 ةمنتصب ةبوقي هأزهار يعد الزعفران نباتاً مزهراً خريفياً  .غامق إلى فاتح أخضر لون ذات سم40 - 30نطولها ما بي

الجنس  ةالأزهار انائي دتع ، وةالواحد ةللكورم ةزهر  8-1ما بين  الأزهار يتراوح عددمن ست بتلات  ةاللون مؤلف ةبنفسجي

 هي و سم  3- 2يتراوح طولها ما بين ةمياسم حمراء مخملي ةذات مبيض منخفض يعلوه قلم طويل ذو الاا ةتحتوي مدق

 ، لقاح لكل منها مئبرين بلون أصفر تحوي داخلها حبوب ةأسدي ةوعلى الاا ،قمتها  في عرضاً  أكار و أسفلها في ةضيق

  .(1الشكل  ) (Mathew ،1982) المحمر الامرة كبسولة لها العديد من البذور باللون البني أو

 
 Crocus sativus L (Mathew ،1982)  كورمات الزعفران أزهار و : (1)الشكل 

 

 

 الزهرةعنق 
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    :للزعفرانالطبية و  ةالاقتصادي ةالأهمي1-3-

 و Plessner) إذ يعتبر النبات من التوابل الأغلى في العالم ةوالعطري ةبين المحاصيل الطبي ةمتقدم ةيحتل الزعفران مرتب 

Ziv، 1999) . حيث المنتج الأكبر للزعفران في العالم  ايران دطن سنوياً وتع 270يبلغ الإنتاج العالمي من الزعفران حوالي

 Tantry) تركيا ، ايطاليا ، اليونان ، المغرب ، الهند ،إسبانيا  في يضاً أيزرع كما ، من الإنتاج العالمي%  93-90 تنتج حوالي

 المتزايد عليه الطلب انخفاض متطلباته البيئية و بالرغم من العائد الاقتصادي العالي لزراعة الزعفران و و .(2017 ،زملاؤه و

إذ لا تزال تتم  زعفرانالإنتاج المكننة الزراعية في  صعوبة إدخالإلى  يعود ذلك وة منه لا تزال قليلة نتجفإن الكميات الم

  .(2007 زملاؤه، و Schmidt) الأزهار وفصل المياسمحتى قطاف  من الزراعة و بدءاً بشكل يدوي 

 و( البيكروكروسين -الكروسين)غليكوزيدات  هي ةالمميز  هالتي تعطي الزعفران خصائص ةأهم المركبات الكيميائيإن    

البيكروكروسين  أما .Abdullaev ،(2002)اللون الأصفر البرتقالي المسؤول عن  الكروسين د، حيث يعألدهيد السافرنال

كما يشترك السافرنال  الزعفران ةرائح هو المسؤول عن طعم و زيت طيار و عن غليكوزيد ينشطر إلى سكر و ةفهو عبار 

منذ  ةللزعفران معروف ةإن الخواص العلاجي (. Abdullaev)،1993 ةء الزعفران رائحته المميز إعطامع البيكروكروسين في 

أمراض  و ةلتهابات الرئويفي علاج الإ والمغص عند الرضع  ومسكن للآلام ككجزء من الطب العشبي التقليدي  القديم

الكبرى للزعفران إلى دوره  ةالطبي ةتعود الأهميو  (. Abdullaev،2003) محسن للذاكرة كما أنه مقوي للبصر و ، القلب

 .(2010و زملاؤه،  Samarghandian ;2015 ،هو زملاؤ  Li)علاجي لعدد كبير من أنواع السرطان  كعامل وقائي و

 :  Multiplicationالإكثار1-4-

 ، ( 2006، و زملاؤه Darvishi) عقيم غير منتج للبذور (2n=3×24=)الااي الصيغة الصبغية  انالزعفر نبات عد ي  

البويضات غير المتوازنة جينياً بالشكل مجموعة من  للانقسام الاختزالي الشاذ الذي ينتج عنه صبغيات شاذة و اً وذلك نظر 

 و Winterhalter) ضالمبي على فعالية أي لها ليست و (عقم سيتوبلاسمي ذكري) اللقاح عقيمة حبوب،  الحجم و

Straubinger،2000 ) ، يتم إخصاب المبايض إذ لا يمكن لأنبوب اللقاح  دون أنيمكن أن تنبت على المياسم  حيث

ما يعيق تربية  هذا و،  نباتالإ غير قادرة على تشكلت فإنها تكون إن و،  تتشكل بذور بالتالي لا يصال حبوب اللقاح وإ

 3-4عدد محدود  كل كورمةحيث تنتج المتكونة على الكورمة الأم  لذا يتم إكااره خضرياً عن طريق الكريّماتالزعفران 

بشكل  الزعفران في إكاارتقنيات زراعة الأنسجة لذا يساهم استخدام  (. Rashed- mohasel)، 1990 سنوياً كورمات 
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إلى جانب دورها في التحسين الورااي  ، مطابقة للنبات الأم نتاج نباتاتلإنشره كنبات مهم اقتصادياً لسريع  فعال و

 . 2014) ،و زملاؤه (Mushtaq بالتالي زيادة الإنتاج كماً ونوعاً  و ، للنباتات

 : Research Justificationsمبررات البحث2-  

، و يعد من المحاصيل الأغلى في العالم حيث يعادل سعره  الطبية ية وقتصاديُعد الزعفران أحد أهم المحاصيل الا   

عن طريق الكورمات الأرضية  يتكاار يعد الزعفران نبات الااي الصيغة الصبغية و . الذهب في الأسواق العالمية سعر

عقيم غير منتج  أنه كما ، هذا يقود إلى معدل إكاار منخفض و اً سنويكورمات من الحيث تنتج كل كورمة عدد محدود 

لذلك ،  من نجاحه بطرق التربية الجنسية نباتبذور قادرة على الإ إنتاجالفشل في  ذ يحد عقم أزهار الزعفران وإ، للبذور

 استحداثكما تعد دراسة  .الضرورية لتحسين القاعدة الورااية و الحيوية للتنوع مهممن المصادر الورااية ال الزعفران يعد

. الورااية التي تحدث في النبات والبيوكيميائية  لفهم العمليات الفيزيولوجية و ضرورياً ة الخضرية جنتكون الأ الكالس و

إلى جانب دورها  ، (ة الخضريةجنالأ)الخضري  كااربدور مهم في الإمن الكالس ل النموات يتشك كما يساهم تجديد و

متفوقة  يجاد تباينات ورااية جديدة بهدف الحصول على سلالات جديدةإللزعفران من خلال في مجال التحسين الورااي 

هدف البحث في أمالة  ىومن هنا أت،  نوعاً  كماً و نتاجبالتالي زيادة الإ نسبة المواد الفعالة و من حيث عدد الكورمات و

 .نبات الزعفران باستخدام الأجنة الخضرية الدقيق ل كاارالإتقنية 

 :هــــــداف البحث أ

لكورمات نبات السطحي التطهير تحديد التركيز الأمال والفترة الزمنية المناسبة من محلول هيبوكلوريت الصوديوم في  .1

 .Crocus sativus L.var.Mashhadani.الزعفران المستزرع 

 تحديد التراكيز المالى من المزائج الهرمونية لبعض منظمات النمو النباتية المغذية المستخدمة و وساطأمالة الأ 2.

(2.4-D  ،6-BAP )(  .ةعم الجانبيا، البر  ةعم القمياالبر )الكالس الجنيني من الخزعات النباتية  الكالس و ستحداثلا 

لتجديد النموات من ( D  ،6-BAP 2.4) المالى من المزائج الهرمونية لبعض منظمات النمو النباتيةتحديد التراكيز  3.

 .الكالس الجنيني 
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 الفصل الثاني

 الدراسات المرجعية
Literature Review 

 : Literature Review الدراسة المرجعية - 2

 ، الهامة ، فقد فتحت مجالًا غير محدود للتطبيقات الزراعيةمن التقنيات الحيوية  تعد تقنية زراعة الأنسجة النباتية    

نبات حيث يعد  -خاصة النباتات صعبة الإكاار حيث برزت أهميّتها كطريقة بديلة عن الطرق التقليدية في الإكاار و

،  الزعفران باترها في التحسين الورااي لنإلى جانب دو  -كورماتال عدد محدود من ينتج منتج للبذور و غير الزعفران عقيم

في حفظ الأصول الورااية  تُسهم هذه التقنية ذلكك.  كما أنها من الوسائل التطبيقية المهمة في دراسة العمليات الفزيولوجية

 خاصةً الأنواع المهددة بالإنقراض بالإضافة إلى فائدتها في الحصول كورمات خالية من الأمراض لنبات الزعفران و

(Fernández، 2004 ).  و ،التي ماتزال تواجه تقنية زراعة الأنسجة كتقنية حدياة بعض الصعوباتغير أن هناك 

 و Kamo) بشكل عام يعد تطبيق هذه التقنية في النباتات أحاديات الفلقة أكار صعوبة مقارنة بالنباتات انائية الفلقة

حتى ضمن نباتات أحاديات الفلقة نجدها أكار صعوبة في الفصيلة  و ، (Nguyen، 1990 وwang   1999;،زملاؤه

 الزنبقية القلقاسية و ئل الأخرى مال البصلية وفصاالتي يتبع لها الزعفران مقارنة مع ال و Iridaceaeالسوسنية 

(Amaryllidaceae , Araceae , Liliaceae) Hussy)،1975 ) ،  و النباتية المأخوذة ةالخزع إن حجمحيث 

اسمرار بعض الأجزاء النباتية  و( العينة أهمية موعد أخذ)دخول النبات بطور السكون  و( الميكانيكية)الأضرار الفيزيائية 

إلى جانب مشكلة التلوث  - هي مشاكل إضافية(  Yildirim)،2007المزروعة نتيجة إفراز بعض المواد الفينولية 

تقف أمام  و راسة زراعة الأنسجة صعبة في أحاديات الفلقة البصليةتجعل د -السطحي للأجزاء النباتية التحت أرضية 

  2014) .،زملاؤه و Mushtaq ) نجاحها انتشارها و

بما تحمله من خصائص هذه الأجزاء النباتية  إلا محصلة لتفاعل يما هللزراعة النسيجية الأجزاء النباتية المزروعة  ستجابةاإن   

الزراعة تتطلب و ،  فيتامينات تغذية عضوية و معدنية وعناصر  نمو والمع المركبات التي تكون الوسط من منظمات  ورااية

إلى جانب  ، يؤدي التوازن الغذائي الجيد إلى استقلاب وظيفي جيدحيث  الموادهذه نوعي وكمي لكل  توازن وجودالنسيجية 

يعد الوسط الغذائي من أهم العوامل التي تؤار في طبيعة نمو  و(. 2018، المعري) ضوء رطوبة و و ظروف النمو من حرارة

التي احتوت على تراكيز المغذية اختبار عدد كبير من الأوساط نتيجة توصل الباحاون  و.  تمايزه انقسامه و الجزء النباتي و
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يعد المحلول المعدني  و (.George، 1993)مختلفة من العناصر المعدنية نتيجة لدراسات مُعَمّقة لكاير من الأنواع النباتية 

المواد  تؤديو .  من أكار الأوساط استخداماً في زراعة النسج  Skooge،(1962 و Murashige) سكوغ و موراشيج  MSلـ

المزروعة داخل الأنابيب غير  الخزع النباتيةحيث تكون مهماً بالنسبة للأجزاء النباتية المزروعة في الزجاج  دوراً  الكربوهيدارتية

عدم وجود العناصر الضرورية  بسبب صغرها و تصنيع غذائها بصورة ذاتية قادرة على القيام بعملية التمايل الضوئي و

ولذا عادة ماتضاف السكريات إلى الأوساط المغذية  ، داخل الأنابيب CO2 غاز خاصة اليخضور و للاصطناع الضوئي و

 و. على مستوى التوازن الحلولي في الوسط كماتحافظ السكريات ، لطاقةو امصدر للكربون  لتأمين بالخزعات النباتية ةالمزروع

تطور الأجزاء النباتية  تأاير السكروز فعال جداً على نمو وحيث يعد السكروز أكار السكريات استعمالًا كمصدر مناسب ،  عدي

كما لوحظ تأاير السكروز في اصطناع الأكسينات في  ،اللاكتوز المالتوز وكلأخرى في زراعة الأنسجة بعكس بعض السكريات ا

تكوين  في قدرة الخزعات النباتية على النمو و ، بينما يعمل الغلاكتوز كمابط لتكوين الأكسينات مما يؤار سلباً  الأنسجة النباتية

تكشف و  النموإلى الوسط المغذي في تحفيز  الفيتامينات كما تساهم إضافة .(2018، المعري) البراعم العرضية بعكس السكروز

ينوزيتول و يعد و ، الأنسجة  و.  ( 2018المعري،) الايامين من أكار الفيتامينات تأايراً في تحفيز نمو العينات النباتية الميوا 

لذلك لا ي كذلك باختلاف النوع النبات، مرحلة النمو ، و حالته التطورية تختلف الاحتياجات الغذائية باختلاف الجزء المزروع و

  . ( 1987الكناني،) يمكن استعمال وسط غذائي واحد لجميع الأنواع النباتية

 .2 يةالزراعة الأول .1 : المراحل التاليةب الدقيق كأحد طرق الإكاار في الزعفرانبالأجنة الخضرية  الدقيق الإكاار مري  
 .( yildrim) ،2007نمو النموات المتجددةو  تجديد النموات  .3كيل الكالس الجنيني تش و استحداث الكالس

 :   Initial culture Stageمرحلة الزراعة الأولية -1-2  
أقلمة الأجزاء النباتية المزروعة  ل الزراعة النسيجية حيث تهدف إلىأولى مراح (التأسيسية)تعد مرحلة الزراعة الأولية    

تعد  لذا و. قادرة على النمو على عينات خالية من التلوث والحصول إلى تهدف كما ، في ظروف الزراعة المخبرية 

المستخدمة في الزراعة الأولية أول وأهم  Explantللأجزاء النباتية  surface desinfectionالسطحي  التطهيرعملية 

يتوقف نجاح التطهير على عدة عوامل  و (.1995 ،المعري)عليها نجاح أو فشل الزراعة النسيجية  عتمدالخطوات التي ي

 تواجه الإكاار الخضري الدقيق لأحاديات الفلقة و خطيرةفالتلوث مشكلة حقيقية ،  هي الجزء النباتي المراد تطهيره

ت خزعاالدرنات كمصدر لل الريزومات و ل والأبصا خصوصاً في حال استخدمت أجزاء تحت أرضية مال الكورمات و

على أوللحصول على  ( yildrim،2007  2014;،زملاؤه و   (Mushtaqستخدمة في مرحلة الزراعة الأوليةالنباتية الم

تركيز المادة  و  كما يعتمد نجاح التطهير على نوع . بمادة نباتية خالية من التلوث ساساً أيجب البدء  ةللعينات السليم سبةن
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تستخدم مادة هيبوكلوريت الصوديوم ما غالباً  و . (1995 ،المعري) الزمن اللازم للتطهير و ،المستخدمة في التطهير

NaOCl  في عمليات التطهير السطحي في العديد من النباتات المزروعة مخبرياً حيث تتميز بفاعلية  العاليةنظراً لفاعليتها

 أخرى طهراتالتلوث السطحي خاصة إذا استخدمت بتراكيز مناسبة مقارنة مع معالية في تطهير الخزعات النباتية قليلة 

(Pevalek وJelaska ،(1987  . يختلف تركيز المادة الفعالة المستخدمة في عملية التطهير السطحي تبعاً لدرجة و

السطحي على تركيز المادة يتوقف الزمن اللازم للتطهير  و.  طبيعته ظروف نموه و نظافة الجزء النباتي المراد زراعته و

يفضل عادةً  ، و بشكل عام يتناسب الزمن اللازم لعملية التطهير السطحي عكسياً مع تركيز المادة الفعالة ، و الفعالة

 .(1986، زملاؤه و  Almaarri)استخدام تركيز قليل من المادة الفعالة لفترة زمنية أطول تجنباً لتلف الجزء المراد زراعته 

 Callus Induction And Embryogenic Callus تشكل الكالس الجنيني استحداث الكالس و مرحلة  2-2-
Formation Stage  

متوضعة بشكل حر غير منظم  تنشأ  غير متمايزة (ذات جدران رقيقة) كتلة من الخلايا البرانشيمية callus الكالس   

قساوة  ألوان و لها أشكال و تنقسم بشكل عشوائي، و هي تنمو و من مصادر نباتية مختلفة تحت تأاير هرموني و

 Embryogenic يطلق عليه الكالس الجنيني تتمتع بعض أنواع الكالس بالقدرة على تكوين أجنة خضرية و. مختلفة

callus  و ذلك حسب تركيب الأوساط المغذية جذور و ، وتتمتع أنواع أخرى من الكالس بقدرة على تشكيل براعم و ، 

أنواعه أهمية كبيرة في عمليات التحسين  للكالس و و .( 2018،المعري)  Organogenic callusفي هذه الحالةيدعى 

كما يمكننا من دراسة بعض الظواهر الفزيولوجية ،  للنباتات بهدف الحصول على سلالات أو أصناف جديدة الورااي

 .( 2018،المعري) الملوحة اللاحيوية كالجفاف و كالإجهادات الحيوية و

 (جسمية)ة خضرية أجنيعرف التطور الجنيني الخضري بأنه العملية التي يتم من خلالها تمايز الخلايا الجسدية إلى  و 

يتم اشتقاق  و، (2003، زملاؤه و Feher) الحاوية على منظمات النمو المناسبة المغذية و وساطعند الزراعة على الأ

تتكون الأجنة  . ( Gray ،1995و  Litz)الجنين بدءاً من خلية خضرية واحدة أو من مجموعة من الخلايا الخضرية 

الخلايا )حيث تتشكل من الخلايا النباتية التي عادة لا تدخل في تطور الأجنة الجنسية الخضرية بطريقة غير جنسية 

 أو ،Explantالخزعة النباتية  أنسجة منبشكل مباشر تنمو الأجنة الخضرية  ما عادةحيث  (النباتية عدا البيضة الملقحة

 والحصول  (1958)زملاؤه  وSteward  استطاعوقد .  (الكالس)من النسيج غير المنظم  بدءاً بشكل غير مباشر  تنمو

 .Daucus Carota ة الخضرية من خلال زراعة خلايا نبات الجزرجنلأول مرة على الأ
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الأنسجة غير المنظمة في الكالس قبل إنتاج الجنين  تكون الأجنة الخضرية بشكل غير مباشر فقد التمايز من يتضمن   

  ،زملاؤه و Slater) مرحلة الكالسب مرلأجنة الخضرية من أنسجة منظمة دون أن تالمباشر لتكون يتم ال، في حين 

في الكالس الجنيني حيث تنشأ عادة من خلية ميرستيمية ة الخضرية من خلايا ميرستيمية تتواجد الأجنتنشأ و   2003).

الدائري و تسمى العقد  تأخذ الشكل تنقسم عدة انقسامات سرعان ماتتطور إلى تراكيب متعددة الخلايا يكبر حجمها و

 لفصليا هلامية من الكالس سهلة اترتبط العقد الجنينية مع بعضها البعض بوساطة خلا و، و بداءات الأجنة أالجنينية 

(Zaid  وTisserat ،1983.) الأجنة  تشكل لوحظ وجود مراحل مختلفة من تطور الأجنة الخضرية في وسط كما

دراسة مراحل التطور الجنيني في و  وصفتم  و،  ن التطور الجنيني غير متزامن بين الأجنة المتشكلةأ حيث الخضرية

 . 2009)،زملاؤه و Silvia) باستخدام المجهر الضوئي فالفلقة ام التوربيدي  أاناء مرورها من الكروي إلى القلبيالزعفران  

ة الخضرية بعوامل فيزيائية جنالأ  تطور و يتأار، الجزيئية  كاف من المؤشرات المورفولوجية و ة بعددجنيتمال تطور الأ

نموذجاً لفهم العمليات  ة الخضريةجنيعد تكون الأ و.  ( Hamill،2000 و(Bandyopadhyay  و كيميائية مختلفة

دراسة تنظيم التعبير  البيوكيميائية التي تحدث في النبات كما يتيح نماذج لإمكانية الدراسة الجزيئية و الفيزيولوجية و

و بالتالي يعتبر من أهم التقنيات ،  ة الخضريةجن، كما تسمح بدراسة أسباب التطور الورااي أاناء تكون الأ مورايال

         .          ( Loyola - Vargas) ،2006تقبلية في التقانات الحيويةالمس الواعدة و

 الكالس الجنيني تختلف باختلاف النوع النباتي و أن قدرة النبات على تكوين الكالس و Butler  (1992)و  Elhagأكد 

مصدر  كذلك باختلاف عمر و و ، نواعصناف ضمن الأحتى الأ اي بين الأنواع النباتية وإلى الاختلاف الوراهذا يعود 

رطوبة و  حرارة والبيئية من  ظروفال تركيز منظمات النمو و كما يتأار باختلاف تركيب الوسط الغذائي و ،الخزعة 

  (. 2003،زملاؤه و Evan)هذه العوامل من الشروط الأساسية لنجاح تشكل مزارع الكالس  تعدحيث  ، ضاءةإ

للزراعة دوراً أساسياً و محدداً لمدى الاستجابة  ي المزروع و الحالة الفسيولوجيةالنباتيلعب نوع الجزء أو النسيج  كما  

 استحداثاً في رئيسحيث أن لاختيار نوع النسيج أو الخزعة النباتية دوراً (.  2014،زملاؤه و Mushtaq) النسيجية

التكون الجنيني في الزعفران  الكالس و استحداثحيث تم ،  ة الخضريةجنفي إمكانية الحصول على الأ الكالس و

البراعم القمية  ،(1994، زملاؤه و (Ahujaمال أنسجة الكورمة  2014)زملاؤه،  و Mushtaq) باستخدام خزع متنوعة

 الأعضاء مختلف المبيض و، ( Karamian ،2001و Karamian)، Ebrahimzadeh ;2014البراعم الجانبية  و

كما تعود أسباب  (.2016زملاؤه،  و (Sandeepة إلى قواعد الأوراق ضافبالإ(  1983،زملاؤه وEvans )الزهرية 
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النمو باختلاف الخزعات النباتية إلى التغيرات الحاصلة في الحالة  الكالس و ستحداثالاختلاف في الاستجابة لا

أنواع من الخزعات النباتية الاث  2008)) زملاؤه و Aftabفعندما درس ،  1998)، زملاؤه و  (Sreelathaالفزيولوجية

بالمقارنة مع %( 90) نموللاستجابة  أفضلالاانوية أعطت  تبين أن الكورمات الصغيرة أو،  من نبات الغلاديول

تعد الكورمات من أكار الخزعات النباتية استخداماً في زراعة الأنسجة في  و (.الأوراق القمم النامية و)الخزعات الأخرى 

أن البراعم الريزومية القمية في  Hiremath (2006)كما بين  (.kipnis -Lilien ،2002و Ziv)الفصيلة السوسنية 

حقيقة احتواء البراعم الريزومية  إلىالسبب يعود  و إكاارأعطت أعلى معدل  الزنجبيل كانت أسرع استجابة للنمو و

تحفيز تشكل الكالس  1996))زملاؤه و  Yangكما تمكن  .النمو م ونقسامناطق ميرستيمية كاملة ذات قدرة على الا

  . في نبات الزعفرانالبراعم  استخدام خزع الأوراق الفتية و يوم عند 45 بشكل سريع خلال و ٪80الجنيني بنسبة مرتفعة 

مرحلة تطور الخزع النباتية تؤدي دوراً أساسياً لبدء  وعلى الرغم من إمكانية استخدام خزع نباتية متنوعة إلا أن عمر و 

 يتم فقط تكون كالس شفاف و،  حيث ابت أنه عندما تكون مرحلة الخزعة النباتية غير صحيحة ، تشكل الكالس الجنيني

 قد بينت الأبحاث بأنإلى ذلك ف بالإضافة . ( Vasil،1982 و Lu) لين مع عدم احتمال تشكل الأجنة الخضرية هش و

 و تعد الأكار قدرة على الأرجح لتحفيز اتجاه مسار تكون الأجنة الخضرية و  على الانقسامعالية لها قدرة الخزع الفتية 

 و ، (Puonti ،2001 و (Woodward المتخشبة و ةمعمر مقارنة مع الخلايا الخضرية بشكل أعلى الجنة الأ تشكيل

 2004) .    ،زملاؤه و (Panaia بشكل عام إن الأنسجة التي مازالت بمرحلة الفتوة هي الأفضل في الزراعة النسيجية

تشكل الكالس  الكالس و ستحداثأيضاً يعود اختلاف الخزعات في استجابتها إلى تباينها الورااي في كفاءة الاستجابة لا

تكون  الكالس و استحداثالطرز الورااية المختلفة في كفاءة  يؤار التركيب الورااي للخزع النباتية المختلفة و و، الجنيني 

  لسيتوكينيناتاتفاوت مستوى الهرمونات النباتية الداخلية و خصوصاً  إلىوالذي يرجع ،  (الخضرية ةجنالأ) الكالس الجنيني

الأجنة تكون  و تكون الكالس الجنيني الكالس و ستحداثاستجابتها لامدى يمكن أن يؤار في في طرز ورااية مختلفة 

 (.  2001،زملاؤه و Radhakrishnan ;2004 ،زملاؤهو   Kim)الخضرية 

أن وجود مستويات متفاوتة من منظمات النمو النباتية الداخلية خصوصاً السيتوكينينات في طرز ورااية مختلفة يمكن  كما

 2001)  ،زملاؤه و  Radhakrishnan 2004;،زملاؤه و Kim)أن تؤار بمدى استجابتها لتكوين الأجنة الخضرية 

الذي يعتبر  القاعدي مبكراً  في الأجنة الكروية و –خلال الانتقال القطبي القميأيضاً يساهم الأكسين الداخلي المنشأ من 
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المسؤولة عن  من العناصر الأساسية الفاعلة و لذا يعتبر الأكسين و ،حدث بالغ الأهمية في تكون الأجنة الخضرية

 (.2000، زملاؤه و (Shanتطور الجنين 

لأبحاث افقد بينت العديد من ،  (R.H، 1990 و Bhaskaran)ة نسجالنمو دوراً أساسياً في زراعة الأ تؤدي منظمات 

الكالس  استحداثداي كلوروفينوكسي أستيك أسيد الدور الأهم في   D-2,4كسينأن للأفي بعض النباتات أحادية الفلقة 

لوحظ أنّ وجود تركيز  و . (Rashid، 2003و Vikrant ;2007 ،زملاؤه و (Jogeswarتكوين الكالس الجنيني  و ،

عزز تشكيل الكالس   D-2,4كما تبين أن زيادة تركيز .الكالس  استحداثيؤار سلباً في نسبة   D-2,4منخفض جداً من

 إلى  D-2,4بينما تؤدي التراكيز العالية جداً من،  2014) زملاؤه، و Mushtaq)أعاق تشكيل النموات  لكن ابط و و

 . (Kaeppler ، 2002و (Mendoza النبات تجديد معدل في سلباً  تؤار ، و طري و فيه مرغوب غير كالس ءإعطا

 م الخلوينقساة خضرية نتيجة تنشيط عملية الاأجن ات بتراكيز عالية يتم تشكل كالس وكسينة الأإضافحيث أنه عند 

تشير  و (. George) ،1993إعاقة النمو سبب فيالذي قد يت الإيالين إنتاجيحفز على  أنه يصبح سام و إلىة ضافبالإ

 . ستحداثفي وسط الا  كسينهذه النتائج إلى أهمية ضبط تركيز الأ

لأول مرة بنجاح استخدام تقنية زراعة الأنسجة على نبات الزعفران بهدف الحصول  و( (1981زملاؤه  و Dingدرس  

إندول ) IAAالحاوي على منظمات النمو النباتية  MS على الكالس من زراعة خزع الكورمات على الوسط المغذي 

 . D-2,4و  (أسيتيك أسيد

 التآزرية يزداد بشكل كبير بوجود العلاقة وم الخلوي نقساكما بينت الأبحاث أن لوجود السيتوكينين وحده تأاير ضعيف على الا 

 ،المعري) الكالس استحداث م الخلوي ونقسافي الافعالية  الأكارحيث يعدُ التفاعل بينهما  السيتوكينين و كسينالمتوازنة بين الأ

 على السيتوكينين  الكالس يجب أن يحتوي استحداثأن وسط  ((2006 زملاؤه و Guptaكما بينت دراسة أجراها  . (2018

 السيتوكينيناتيؤار تركيز  كذلك.  D-2,4 كسينالأ ة إلىضافبالإ ،  Kinetinالكنيتين ، BAP Benzylaminopurine-6-6 مال

تحفيز  الأجنة الخضرية و تكوين و (المرحلة الكروية) تشكل الكالس الجنينيالمضافة خارجياً في  الداخلية الذاتية المنشأ أو

العلاقة التآزرية أن  Sóndahl (1992)و  Noriega بين .( 1999، زملاؤه و Victor) إنضاج الأجنة و التطور الجنيني

 .الجنينيس كالضرورية لتشكل ال تعد السيتوكينين و كسينالمتوازنة بين الأ

 الميريستيمية في الحصول على أجنة كروية متمايزة بنتيجة تمايز الكالس الناشيء عن النسج 1994))زملاؤه  و  Ahujaنجح

  .كنيتينالمن 1-لتر. مغ 2و   IAA من1-لتر. مغ 2 مضافاً إليه  MSذلك عند نقله إلى الوسط لبراعم كورمات الزعفران و
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بين أن  الكالس من الخلايا الميريستيمية القمية للزعفران و استحداث2000) )زملاؤه  وEbrahimzadeh  كما درس   

  الكالس استحداثأعطى أعلى معدل لنسبة  الكنيتينمن  1-لتر. مغ 0.5وD-2,4  من 1-لتر. مغ 2مضافاً إليه MS  الوسط

تين  مع بعض الأبحاث السابقة ينو الك D-2,4 منالكالس باستخدام مزيج  استحداثتتفق نتائج و ،  %44بنسبة بلغت 

(Dalila  هو زملاؤ،Karamian ;2013  و Ranjbar، 2010)،  المراحل  في تشكل كالس أبيض إلى مصفر طريحيث

                                             .محبب يزه إلى كالس أبيض جنيني قابل للتفتيت واتم تمإعادة نقل لعدة مرات  بعد  و الأولى

 الميريستيمية للحصول على الكالس الجنيني من الخلايا Ebrahimzadeh ((2001 وKaramian  في دراسة أخرى نفذها و

 . D-2,4 من 1-لتر. مغ 1و كنيتينمن ال 1-لتر. مغ  4مضافاً إليه MS فضلالقمية في الزعفران ، وجد أن الوسط الأ

 1-لتر. مغ 0.5و D-2,4 من  1-لتر. مغ 0.1مضافاً إليه MS أن الوسط ( 2004)زملاؤه  و  Blazquezكما بين   

( 2006) زملاؤه و Darvishi بينما بين. تشكل الكالس الجنيني الكالس  و استحداثكان الأمال للحث على  BAP-6 نم

في تحريض  فضليملك التأاير الأ BAP-6و D-2,4 كل من من1-لتر. مغ  1المضاف إليه  MSأن الوسط المغذي

                                              .من البراعم القمية للزعفران بدءاً ذلك   ول الكالس الجنيني يتشك الكالس و استحداث

 ستحداثلا أكار ملاءمةن كا السيتوكينينات ات وكسينأن استعمال التراكيز العالية من الأ( 2007) زملاؤه و Darvishبين 

  .BA  من 1-لتر. مغ 1و  D-2,4من 1-لتر. مغ  1مضافاً إليه MSحيث  تشكل الكالس الجنيني في الوسط  الكالس ،

الجانبية لكورمة الزعفران  استجابة الخزع النباتية من الخلايا الميرستيمية القمية و (2014) زملاؤه و Vahediو درس   

. مغ2مضافاً إليه  MS فوجد أن الوسط  ة الخضرية ،جنتشكيل الأ الكالس من النسيج الميرستيمي و استحداثلتحريض 

 الكالس من الخلايا الميرستيمية القمية و ستحداثالأمال لاكان الكنيتين  من 1-لتر. مغ0.5  و D-2,4من  1-لتر

الأعلى جودة مقارنةً مع الخلايا الميرستيمية  كالسحيث أنتجت الخلايا الميرستيمية القمية ال ، تواليالجانبية على ال

 .الكالس أسرع مقارنة بخزع الميرستيمات الجانبية ستحداثخزع الميرستيمات القمية لا كانت استجابة و، الجانبية

ة الميرستيمية للبراعم نسجتشكل الكالس الجنيني من الأ الكالس و استحداثPoorazizi  (2015) و Mirjaliliدرس    

مضافاً إليه    MSالكالس الجنيني المتشكل في وسط الكالس و ستحداثبينت النتائج أن أعلى نسبة لا و، القمية للزعفران 

تليه المعاملة ذات ، توالي٪ على ال36.1و  44.3قد بلغت  BAP-6 من 1-لتر. مغ2 و  D-2,4من  1-لتر. مغ1

     .توالي٪ على ال34.1 و 40.4 بنسبة بلغت  BAP-6 من 1-لتر. مغ2 و  D-2,4 من 1-لتر. مغ0.5 التركيز 

 ستحداثلا فضلأن الوسط الأ  C. oliveriعلى أحد أنواع الزعفران التركي( 2016)و زملاؤه  Sandeepكما درس 



13 
 

نفتالين )NAA  من 1-لتر. مغ4 وTDZ  تيديزيرون من  1-لتر. مغ 4مضافاً إليه  MSة هو الوسط جنتشكل الأ الكالس و

ة  إضافعند % 83.3بنسبة  و% 100الكالس  استحداثمن السكروز حيث بلغت نسبة % 5مضافاً إليه  (أسيتيك أسيد

 تقلل و ، هش طري مائي القوام كالس تُعطي ستحداثالا وسط في السكروز نسبة تخفيض من السكروز حيث أن% 2

   ( .2010 زملاؤه، و(Zhao الجنيني  الكالس تشكل نسبة من

لاستحداث الكالس من البراعم القمية للزعفران المغربي تبين أن الوسط  (2017) زملاؤه و Lagram دراسة أجراهافي و  

  .%85.42كان الأمال لاستحداث الكالس BAP-6 من 1-لتر.مغ  1و D-2,4من 1-لتر.مغ 1مضافاً إليه MS  المغذي

مجتمعين معاً  في الخلايا  كسينالأ من السيتوكينين و التوليفات الهرمونيةتأاير   2017))زملاؤه  و Lagramدرس 

مضافاً   MSالكالس هو الوسط  ستحداثلا فضلالميرستيمية القمية لكورمة الزعفران ، حيث بينت النتائج أن الوسط الأ

تبين أن استخدام تراكيز متساوية من  و،  ٪ 87.50بنسبة بلغت BAP-6 و  D-2,4من كل من  1-لتر. مغ 1إليه 

هذا مااتفق مع  نموه و سرعة تشكله و الكالس و ستحداثمجتمعين معاً كان الأكار ملاءمة لا كسينالأ السيتوكينين و

 (.2003) زملاؤه و Chenدراسات 

فقد لوحظ  ،  بكميات مضاعفة المغذية السائلة في إنتاج كالس عالي الجودة من الزعفران و وساطالأ استخدام يساهم   

 المغذية الصلبة وساطالمغذية السائلة مقارنة مع استخدام الأ وساطالجنيني أربعة أضعاف في الأ كالسازدياد إنتاج ال

Mushtaq)  كما تمكن (. 2011 ،زملاؤه و Asrarعالي الجودة  من الحصول على كالس جنيني( 2009)زملاؤه  و

و  D-2,4من 1-لتر. مغ1.5مضافاً إليه   MSمستخدماً الوسط المغذيالسائلة  وساطبالمقارنة مع الأ في الوسط الصلب

في حين كان الوسط السائل ذو ،  يوم 60-45 خلال ذلك و NAAمن  1-لتر. مغ0.5 و  BAP-6من  1-لتر. مغ1.5

 .يوم  14ء  كالس عالي الجودة خلال إعطاالمحتوى الهرموني نفسه قادراً على 

يمكن التلاعب بها للحث على استحداث الكالس و تغير الموجودة في الوسط المغذي  إن منظمات النمو النباتية و  

ن وجود الأكسين على وجه أ 2010))زملاؤه  و Sharifiأكد حيث  ، فيما بعد للحث على تشكيل الأجنة من الكالس

الخصوص يحفز استحداث و إكاار الكالس و يمنع التمايز في حين أن إزالة أو خفض تركيز الأكسين يسمح بتقدم 

حيث أن إزالة الأكسين من الوسط يعطي إشارة لخلايا الكالس للشروع في النمو . إنضاجها  الخضرية و تطور الأجنة

إن حقيقة تكون الأجنة الخضرية يمكن أن تحدث عند إزالة الأكسين تشير إلى أن وجود الأكسين يساعد فقط . المنظم 

والتي تحتوي منتجات مابطة للتقدم في  (اءات الأجنةالعقد الجنينية أو بد)في استكمال الطور الكروي للأجنة الخضرية 
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نتيجة لذلك فإن إزالة الأكسين قد يؤدي إلى تعطيل الموراات المسؤولة عن وجود  و ، مراحل تطور الأجنة الخضرية

كما أن هنالك حاجة ، ( 1996 ،هزملاؤ  و Ribnicky)بالتالي تمكين تكوين الأجنة الخضرية  هذه المنتجات المابطة و

لى منتجات المورث الجديد للإنتقال إلى مرحلة القلب و هذه المنتجات الجديدة قد تم إنتاجها فقط عندما تم إزالة إ

مع الإشارة إلى أن . Raghavan ،(1985و Zimmerman،;1993 Cheng) الأكسين الخارجي من وسط الزراعة

        ،Haliloglu)المسؤولة عن تشكل الكالس الجنينيالعوامل الورااية المسؤولة عن استحداث الكالس تختلف عن تلك 

تطور مزيد لأن انخفاض نسبة الأكسين إلى السيتوكينين تعد ضرورية  (2011) زملاؤه و Devi كذلك أكد(. 2006

 . من الأجنة الناضجة وصولًا إلى مرحلة الفلقة 

   : Regeneration Stage  مرحلة التجديد  2-3-

 و Warren)الجذرية  الخضرية و نموها عندما تنضج بشكل كامل لتكون النموات الخضرية و يحدث تجديد الأجنة  

Fowler،1981 )  ، فلقة أي  النسيج الميرستيمي القمي و بظهورتجديد الأجنة   الجنيني و مواصلة التطور تميزتحيث

مع تمايز لاحق لـلكريمات في الجزء القاعدي من ،  (مرحلةالبادرة)في الأجنة الناضجة  cotyledonaryالفلقة مرحلة 

استحداث النموات الخضرية و تجديد الأجنة بدءاً من الكالس  ساهمو ي  2009) .،زملاؤه و Silvia)الجنين الخضري 

     . 2014) ،زملاؤه و Kher) التي يمكن الاستفادة منها في التحسين الورااي و  حصول على سلالات جديدةفي ال

، Butlerو  Elhag)الوسط المغذي  الحالة الفزيولوجية و مقدرة تجديد النباتات من الكالس باختلاف الصنف و تختلف  

زملاؤه  وYang مصدرالخزعة النباتية التي استحدث منها الكالس فقد تمكن  إلىكما يعود اختلاف نسبة التجديد  (.1992

بالمقارنة مع الخزع  94%عة مرتف من خزع البراعم على نموات متجددة من الكالس الجنيني بنسبة الحصول 1996))

أن نسبة تشكل النموات تتعلق بالتركيب الورااي المدروس والذي  2010))زملاؤه  و Zhaoأيضاً بين . الأخرى المدروسة 

منظمات  تؤدي كما. في الطرز الورااية المختلفة ات سيتوكينينيتعلق بتفاوت مستوى المحتوى الهرموني الداخلي من ال

 و كالسنموها بدءاً من ال و ة الخضريةجنالأفي تكوين  كسين، حيث يساهم الأ النمو دوراً أساسياً في تجديد النباتات

يعود  ذلك و. الحصول على سلالات متباينة ورااياً  و كالسها لتكوين نباتات كاملة بدءاً من نسيج غير متمايز كالإنبات

الاستطالة الخلوية من خلال تشجيع زيادة معدل  م الخلوي ونقساالمعروف فزيولوجياً في الا و كسينإلى الدور المباشر للأ

 إلىبالتالي زيادة تدفق السوائل  الأحماض النووية ممايؤدي إلى زيادة الضغط الأسموزي الخلوي و تكوين البروتينات و

بتركيز منخفض  كاارفي مرحلة الإ كسينة الأإضافلذا فإن  ،مهاانقسا داخل الخلايا و بالنتيجة تنشيط استطالة الخلايا و
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ة لدوره في الاستطالة إضاف،  (1990، زملاؤه و  (Rossignolفاعل في النمو الأولي للميرستيمات و مهمله دور 

  (.Aloni ،2004)ات تمايز الحزم الوعائيةكسينكماتحفز الأ، بزراعة النسج الطولية للنموات الخضرية المكاارة  الخلوية و

و أأو أجزاء من ساق ( الكالس)ة الغير المتمايزة نسجفي تشجيع تشكل نموات من الأ ةمهمإن للسيتوكينينات تأايرات    

م الخلوي إذ لايمكن للخلايا أن تدخل طور الميتوز مالم يتواجد نقساأن السيتوكينين هرمون الا إلىيعود ذلك  و ، ورقة

عمل  يشجع و RNA  و DNA تشكل الأحماض النووية لبروتينات واصطناع اينشط السيتوكينين السيتوكينين حيث 

زيادة تؤدي  و(. 2018، المعري) م الخلوي مما يؤدي لزيادة الضغط الأسموزي الخلوينقسااللازمة للا نزيماتبعض الإ

بزيادة عدد  كاارالإ زيادة معدل في تحفيز نمو النبات و مهمعلى شق الأدنين بدور  نتيجة احتوائه تركيز السيتوكينين

 الاستطالة الطولية للخلايا وينفرد السيتوكينين في تابيط بينما  (.Krikorian ،1990 و (Nwankwo النموات المتكونة

المتكونة لذا يلاحظ أنه تقل استطالة النموات  الخضريةبالتالي يحد بشكل مباشر أو غير مباشر من استطالة النموات 

تؤار  كما (. Sink،1981 وWelsh  1995;المعري،) ة عند زيادة تركيز السيتوكينيننسجالمتكونة بزراعة الأ

 البروتين في تشكيل يجابيصفرار النموات لتأايره الإايمنع السيتوكينين  ، و لكلوروبلاستاتطور  في تمايز و السيتوكينينات

 . (Sink، 1981 وWelsh  ) تطور الكلوروبلاست تؤار السيتوكينينات في تمايز و كما،  حتفاظ بمادة الكلوروفيلالا و

التي تحفز على التجديد كنيتين من السيتوكينينات غير الطبيعية ،  TDZ، 6-BAPبأن 2000) ) زملائه وshan بين   

في تمايز  TDZو  كنيتينلل يجابيالدور الإ Krishnaveni((2009  و  Indraحيث بين. تشكل النموات من الكالس و

اس جنالأ كااريستخدم على نطاق واسع لإ BAوجد أن هرمون  كما. زيادة نسبة التجديد  نموات و إلىالكالس الجنيني 

ة نسجواحد من أكار السيتوكينينات نشاطاً في زراعة الأ BAP-6 يعد و (.Koetle ،2009)التابعة للفصيلة السوسنية 

في وسط التجديد  BAP-6لذا يعد تواجد السيتوكينين ،(  Miller،1957و (Skoog النباتية لتشكل النموات من الكالس

لكن  تجديد النموات من الكالس ، و هذا يؤكّد أهمية وجوده في زيادة نسبة و، العامل الأهم المحدد في تجديد النبات 

 تعزز تشكل الكالس و كسينرغم أن زيادة الأ و. عن حدٍ معين تأايراً سلبياً في نسبة تجدد النموات تؤدي زيادة تركيزه

 زملاؤه و Mushtaq)تابط تشكيل النموات الخضرية  م الخلوي لكنها تعيق ونقساة الخضرية نتيجة تنشيط عملية الاجنالأ

قد تؤدي  و (. George،1993)الذي قد يتسبب في إعاقة النمو الإيالين إنتاجيحفز على  حيث يصبح ساماً و (2014، 

 (Mendoza  تؤار سلباً في معدل تجديد النبات ، و إلى إعطاء كالس غير مرغوب فيه وطري كسينالزيادة الكبيرة للأ

 (. Kaeppler ،2002و
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معه بتوازن  كسينم الخلوي دون وجود الأنقساللسيتوكينين تأاير فعال في الاقد وجد في بعض التجارب بأنه ليس  و   

ة تراكيز منخفضة إضافات عند كسينالأ بين السيتوكينينات و تحادحيث يعزز الا(. 1968زملاؤه،  و Morel)هرموني 

السيتوكينين فقط في العديد من الأنواع نموها مقارنة باستخدام  بنسبة أقل من السيتوكينين تكون النموات و  كسينمن الأ

 السيتوكينين و كسينأهمية المحافظة على التوازن الهرموني بين الأ إلىمما يشير  ، (2008، زملاؤه و Khaleghi)النباتية

والسيتوكينين إلى  كسينة كميات متوازنة من الأإضافلذا فإنه للتحكم في تجديد النبات من الكالس الجنيني لابد من  و

عدد النموات المتشكلة  أكبر من الواحد لزيادة نسبة التجديد و كسينالأ/سيتوكينينلابد أن تكون نسبة ال وسط التجديد، و

(Srivastava،Skoog ;2002  و Miller،1957  .) 

ة الكروية المستنبتة في جنالحصول على نموات متجددة  من الأ( 1994)زملاؤه  و AhujaوGeorge  (1993 )تمكن 

 . Kin من 1-لتر. مغ 2 و IAAمن   1-لتر. مغ2مضافاً إليه  MS الوسط 

  MS½ أن الوسط الأمال للحصول على النموات الخضرية من كالس الزعفران هو الوسط 2007) )وزملاؤه  hi بينكما 

  . BAمن   1-لتر. مغ 1و  NAAمن 1-لتر. مغ1مضافاً إليه 

  (لكلا الهرمونين على التوالي ) 1: 25بنسبة BAP-6  و D-4 ,2  المزيج المؤلف من كل من الهرمونينأدى استخدام  و 

 . yildirim، (2007)تجديد النموات من الكالس الجنيني في الزعفران  إلى

ة الخضرية جنأعلى عدد من النموات المتشكلة عن الكالس حيث تم تجديد النموات من الأ كما تم الحصول على   

 و TDZ  من 1-لتر. مغ 2 و IAA من 1-لتر. مغ2 مضافاً إليه  MS على الوسط المغذي ٪70 بلغتالناضجة بنسبة 

 ( .2016زملاؤه،  و Sandeep) BAP-6 من  1-لتر. مغ 2

 1-لتر. مغ 4 و NAA  من 1-لتر. مغ4 مضافاً إليه  MSأن الوسط  المغذي  2016))زملاؤه  و Sandeepكما وجد 

للنموات من الكالس المستحدث في كورمات  نسبة تجديد أعطى أعلى وساهم في إنضاج الأجنة الخضرية  TDZمن 

                               .نمواً 7 .2عدد النموات المتشكلة و بلغ % 70بقيمة بلغت  C.oliveriالزعفران التركي 

 الزعفران أن أعلى نسبة تجديد للنموات الناتجة عن الكالس المستحدث من كورمات 2017))زملاؤه  و Lagramبين   و

    من 1 -لتر. مغ 1باستخدام المزيج الهرموني ذو التركيزسم  65.6طول للنموات المتشكلة و بمتوسط   64%المغربي

6–BAP  من 1-لتر. مغ 2 و NAA .  

 



17 
 

 الفصل الثالث  

 طرائقه   مواد البحث و

Materials and Methods 

 : Materials and Methodsطرائقهِ  مواد البحث و -  3

     Research site:    مكان تنفيذ البحث -3 -    1

في مخابر  و ،وزارة التعليم العالي -نُفذ البحث في مخبر التقانات الحيوية النباتية التابع للهيئة العامة  للتقانة الحيوية    

 . 2020 و2016   خلال الفترة ما بينكلية الزراعة بجامعة دمشق 

  :  Plant materialالمادة النباتية -3 -  2   
من ايراني المصدر  .Crocus sativus.Lالمستزرع من نبات الزعفران كورمة 700-800 استعمل في تنفيذ هذا البحث 

يتميز الصنف  و .التقانة الحيوية تم تأمينها من مصادر مواوقة من قبل هيئة Mashhadani الصنف مشهداني

 أيلولبشهر تزرع كورماته  و، المياسم القرمزية اللون و بنفسجيةالبتلات الذات  هأزهار  بنية والحراشف الذات  هكورماتب

 .أيار  تقتلع كورماته عند نضجها في شهر و( يوم -40 (30بتزهر بعد الزراعة ل

 : Research Methodsطرائق البحث  -3 -3       

 :   Initial culture Stageمرحلة الزراعة الأولية -3 -3 -1     

 : تتم الزراعة وفق الخطوات التالية  و ، ةنسجالأ هي أول مرحلة في زراعة الزراعة التأسيسية، و تُسمى  

 : Media Preparation(ةالأولي ةوسط الزراع)تحضير الوسط المغذي  -3 -1- 1 

في جميع مراحل ( Skooge، 1962و  Murashige) MSتم استخدام المحلول المعدني الكامل لموراشيج وسكوغ      

 الفيتاميناتة إضافكما تم  (.1) الصغرى حيث يتضح تركيبه في الجدول والمكون من العناصر الكبرى و ،البحث 

ة ضافلإبا، تطورها  التي تنشط نمو الأجزاء النباتية المزروعة و( 1-ل.مغ100)الميواينوزيتول  و( 1-ل.مغ 1)كالايامين 

الماء المقطر ليكون الحجم النهائي لتر واحد مع التحريك  و ،ة الهرموناتإضافكان آخرها  و ،(1-ل.غ30) السكروز إلى

ة قطرات إضافب pH meter باستخدام جهاز  5.8الوسط على درجة  pHفي دورق زجاجي وضبطت درجة الحموضة 

آغار عالي النقاوة  1-ل. غ  5.5أضيف  ة  الآغار حيثإضافو ذلك  قبل   N1(NaoH)من محلول ماءات الصوديوم 
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التام للآغار على درجة الغليان وبان حتى الذ التحريك المغناطيسي على جهاز التسخين وتم التسخين  و، المحلول  إلى

ط في جهاز عقم الوس و  .مكونات الوسط المغذي( 2)يوضح الجدول  وبشكل كامل ليكسب الوسط الغذائي الصلابة 

دقيقة   20لمدة 2سم/كغ 1.04تحت ضغط  م و°121حرارة على  Autoclaveالرطب  عقيمالموصد أو جهاز الت

(Indra  وKrishnaveni،2009  . ) م في أطباق بتري °70وزّع الوسط بعد ذلك عند درجة حرارة أعلى من. 

المستخدم في التجارب المنفذة خلال  (MS)سكوغ  و  التركيب الكيميائي للمحلول المعدني لموراشيج :(1) الجدول    

 مراحل النمو المختلفة

المحلول المعدني من العناصر 
 (ل/مغ)التركيز  التركيب الكيمائي الصغرى والكبرى

 NH4NO3 1650 نترات الأمونيوم
 KNO3 1900 نترات البوتاسيوم

 CaCl2.2H2O 440 كلوريد الكالسيوم المائي
 MgSO4.7H2O 370 سلفات المغنزيوم المائية
 KH2PO4 170 فوسفات البوتاسيوم
 FeSO4.7H2O 27.85 سلفات الحديد المائية
 Na2EDTA 37.25 شلات الصوديوم

 MnSO4.7H2O 22.3 المنغنيز المائية سلفات
 ZnSO4.7H2O 8.6 سلفات الزنك
 H3BO3 6.2 حمض البوريك
 KI 6.6 يود البوتاسيوم

 Na2MoO4.2H2O 0.83 مولبيدات الأمونيوم المائية
 CuSO4.2H2O 0.025 سلفات النحاس المائية
 CoCl2.6H2O 0.025 كلور الكوبالت المائي
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 خلال مراحل النمو المختلفة المستخدمة في تجارب البحث المختلفةالمنفذةوالمزائج الهرمونية الأوساط المغذية  :(2)الجدول 

التركيب  مكونات الوسط المغذي
 الكيميائي

مرحلة الزراعة 
  الأولية 

مرحلة استحداث الكالس 
 وتشكل الكالس الجنيني 

مرحلة التجديد والنموات 
 المتجددة

 MS MS MS MS المحلول المعدني
 ل/غ30 ل/غ30 ل/غ30   السكروز
 ل/غ7 ل/غ7 ل/غ7   الآغار

 ل/مغ100 ل/مغ100 ل/مغB8 100 ينوسيتول ا  ميو 
 ل/مغ1 ل/مغ1 ل/مغB1 1 ايامين 

 ل/مغ1 ل/مغB6 - 1 بيرودوكسين
 ل/مغ1 ل/مغB3 - 1 حمض النيكوتين

 ل/مغ1 ل/مغB5  -1 واينات الكالسيوم تبان
 ل/مغ100 ل/مغ100 ل/مغVit .C  100 حمض الأسكوربيك 

 ل/مغ 0.5 ل/مغ B2 - 0.5 حمض الفوليك
 ل/مغ2 ل/مغ2 -   غلايسين

 ل/مغ500 - -   هيدروليزات الكازئين
Prolin   - - 600ل/مغ 
pH   5.8 5.8 5.8 

 النمو منظمات
 ديكلوروفينوكسي أستيك أسيد

2.4-D 
- 2 - 1.5-1- 0.5- 0.25-0 0.175       -0. 0 

 بنزيل أمينو بيورين -6
BAP  -6 

- 2 - 1-0.5- 0.25- 0 2 -1.5-1-0.5-0.25-0 

 مزائج من
2,4 –D - 2 - 1.5-1-0.5- 0.25- 0 0.175 -0. 0 

6-BAP - 2 - 1-0.5- 0.25- 0 2 -1.5-1-0.5- 0.25-0 

 :تجهيز الكورمات للزراعة  -3 -1- 2 
تم تحضير الكورمات  و ،غير المصابة بالأمراض متجانسة الحجم  والكورمات السليمة غير المتضررة تم انتقاء    

 .ام أزيلت الأوراق الحرشفية عنها، دقيقة  لإزالة الأتربة العالقة عليها   30للزراعة بدءاً بغسلها  تحت الماء الجاري لمدة 

 :تطهير الكورمات   -3 -1- 3 
لتحقيق هذه  و .على النمو ولها قدرة من التلوث ، خالية سليمةإلى الحصول على عينات نباتية تهدف الزراعة الأولية  

خاصة عندما تكون الأجزاء المستخدمة في  أن مشكلة التلوث تعد الأهم في مرحلة الزراعة الأولية و بما الأهداف و

من خلال اختبار فعالية تراكيز مادة  بعض العوامل المؤارة في النموتم دراسة ، ( كورمات)الزراعة تنمو تحت الأرض 
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لتطهير جراء عدة تجارب لتحديد الطريقة المالى إلذا تم   ةيولالأ ةزمن التطهير خلال مرحلة الزراع التطهير و

قادرة على  و دراسة مدى تأاير التطهير على بقاء الخزع النباتية  سليمة قل نسبة تلوث وأالكورمات والحصول على 

مدة  (70%) بناءاً على ماسبق فقد جرى تطهير الكورمات بالكحول الايتيلي تركيز و .ليتم اعتماد نتائجها لاحقاً النمو 

-3-2-1- (0بتراكيز مختلفة (NaOCl)عوملت بعد ذلك بمحلول هيبوكلوريت الصوديوم  و دقيقة واحدة مع التحريك،

هي مادة ناشرة تساعد في نشر  وسط التطهير و إلى TWEEN- 20% محلولة إضافدقيقة مع 20  و10 لمدّة %5) -4

تغلغلها بين حراشف البراعم  من خلال خفض التوتر السطحي للجزء النباتي  التطهير على سطح الجزء النباتي و مادة

التطهير تم غسل الكورمات  بانتهاء مدة و. كفاءة عملية التطهير بالتالي زيادة فعّالية المادة المطهرة و و، المراد زراعته

دقائق على التوالي مع التحريك  بهدف إزالة آاار المادة  5 ،10  ،15 بالماء المقطر المعقم الاث مرات متتالية بمعدل

 .Laminar air flow Hood  تمت عملية التطهير تحت جهاز العزل الجراومي و الفعّالة المستخدمة بالتطهير،

 :Cultivation of explantsزراعة الخزعات النباتية عزل و  -3 -1- 4

زراعتها في الوسط  و 3سم 1-1.5بعد تطهير الكورمات تم عزل البراعم الجانبية والقمية على شكل مكعبات بحجم    

 MSكما استخدم  -( وسط الزراعة الأولية)خال من منظمات النمو   Skooge،(1962و(MS   Murashigeالمغذي

آجار نقي وضبطت درجة  1-ل.غ7 سكروز و1-ل.غ 30المضاف له  و ،( (1الجدول –أيضاً في جميع مراحل البحث 

 . 5.8 ( pH)الحموضة 

جهاز العزل عقمة في غرفة الزراعة ضمن مالزراعة الأولية في ظروف  وقد تمت كافة مراحل التطهير السطحي و

براعم  3وتم زراعة البراعم في أطباق بمعدل .أطباق بتري  مقصات و باستخدام أدوات معقّمة من مشارط و الجراومي و

عدد معاملات التعقيم المدروسة بلغ  حيث، وبمعدل اماني أطباق لكل مكرر وكررت  كل معاملة  لمرتين ، في كل طبق 

 ظلام و و °م 1± 24 بغرفة النمو على درجة حرارة باق المزروعة بالخزعات النباتية حُضنت الأط و .معاملات10 

 :دراسة التطهير السطحيمرحلة في نهاية  تم و .%70رطوبة نسبية 

 . زمن التطهير في نسبة العينات السليمة تأاير التراكيز المختلفة من هيبوكلوريت الصوديوم و  -

 . زمن التطهير في نسبة العينات النامية تأاير التراكيز المختلفة من هيبوكلوريت الصوديوم و -
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 .ايراني المصدر   Crocus.sativus.L.var. Mashhadaniنبات الزعفرانالمراحل التأسيسية في  (:2)الشكل 
A :المستزرعالزعفران نبات  كورمات Crocus.sativus.L.  من الصنف مشهدانيايراني المصدر Mashhadani  
B: (ة الأوراق الحرشفية للكورماتإزال)تجهيز الكورمات للتطهير  ،C : السطحي للكورمات ،التطهيرD:  الكورمات 

 خزعة البرعم الجانبي  E2: خزعة البرعم القمي ، : E1 ،الجانبية  عزل خزع البراعم القمية و: Eبعد التطهير ، 

 Callus Induction And Embryogenic Callusتشكل الكالس الجنيني الكالس و استحداث مرحلة3-2- 
Formation Stage  

القمية من الكورمات على الوسط  زراعة البراعم الجانبية و تشكل الكالس الجنيني والكالس  استحداثتمّ في مرحلة     

 30+ ايامين   ل/مغ 1+ ل ميواينوسيتول /مغ 100المضاف إليه  و، المعتمد في مرحلة الزراعة الأولية  MS المغذي

 5.8على  pHالحموضة  ضبطت درجة و ، الآمينيةالأحماض  و الفيتامينات إلىة ضافل آغار بالإ/غ7+ ل سكروز /غ

من حيث تمت دراسة تأاير استخدام تراكيز مختلفة . (2)الجدول  تراكيز مختلفة من منظمات النمو النباتيةة إضافبعد 

 كما (.1-ل.مغ2-1-0.5- 0.25-0) BAP–6))السيتوكينين و ،(1-ل.مغ2-1.5-1-0.5-0.25-0) (D-2,4)كسينالأ

 الأكسين على شكل مزائج يتضمن كل مزيج أحد تراكيز BAP-6 السيتوكينين و D-2,4 كسينمختلفة من الأدرست تراكيز 

2,4-D  (0.25-0 0.5--2-1.5–11-ل.غ)  6  السيتوكينينأحد تراكيز مع-BAP(2-1-0.5-0.25-01-ل.مغ ) ًتباعا. 

و بمعدل اماني أطباق لكل مكرر و كررت  كل معاملة  ، براعم في كل طبق  3و تم زراعة البراعم في أطباق و بمعدل 

حضّنت الأطباق المزروعة بالخزعات النباتية في الظلام  و .معاملة33 عدد المعاملات المدروسة بلغ  حيث، لمرتين 

 يوم 21وسط طازج  كل  إلىالخزع  نقلت و ،%70رطوبة نسبية  و، ◦م1± 24شكل كامل على درجة حرارة  ب

(Nasircilar 2006،زملاؤه و  ). دراسة (يوم 60- 45دبع) استحداث الكالسمرحلة تم في نهاية  و: 
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 .استحداث الكالس نسبة و نوع الخزعة النباتية فيD-2,4 تأاير التراكيز المختلفة من أكسين  -
 .استحداث الكالسنسبة و نوع الخزعة النباتية في  BAP-6تأاير التراكيز المختلفة من السيتوكينين -
النباتية  لخزعةا نوع و BAP-6السيتوكينين  و D-2,4تأاير التراكيز المختلفة من المزائج الهرمونية من الأكسين  -

 .في نسبة استحداث الكالس 
 :دراسة (يوم90-120دبع)تشكل الكالس الجنيني مرحلة كما تم في نهاية 

 تشكل الكالس الجنيني نسبةو نوع الخزعة النباتية في  D-2,4تأاير التراكيز المختلفة من أكسين  -
 الجنيني تشكل الكالسنسبة و نوع الخزعة النباتية في  BAP-6السيتوكينين من التراكيز المختلفةتأاير  -
نوع الخزعة النباتية  و BAP-6السيتوكينين  و D-2,4من المزائج الهرمونية من الأكسين  التراكيز المختلفةتأاير  -

 تشكل الكالس الجنينيفي نسبة 

 : Regeneration Stage  مرحلة التجديد  3-3-
نقل تهدف هذه المرحلة إلى الحصول على أكبر عدد ممكن من النموات الخضرية جيدة النمو، لذا تم في هذه المرحلة   

عن  هي عبارة و )1-ل. مغ 600البرولين  و 1-ل.مغ 500كازئين هيدروليسات ليه إالمضاف  MSالكالس الجنيني إلى وسط 

متوفراً  يبقى آخر من الآزوت العضوي حيث تحرر هذه المواد الآزوت ببطء و أحماض أمينية لتزويد الجزء المزروع بمصدر

درجة  ضبطت ، و الآغار المستخدمة في المرحلة السابقة مصادر الطاقة و الفيتامينات والغلايسين و جانب  إلى، (للنبات

و تمت الزراعة في أنابيب و . (2)الجدول  تراكيز مختلفة من منظمات النمو النباتيةة إضافبعد  5.8 على pHالحموضة 

حضّنت  ومعاملة 14 عدد معاملات التجديد المدروسة بلغ  حيث، أنبوب لكل مكرر و كررت كل معاملة مرتين  16بمعدل 

ساعات  8 ساعة إضاءة و 16 ، و%70رطوبة نسبية  و، ◦م1± 24على درجة حرارة الأنابيب المزروعة بالخزعات النباتية 

حيث  ،يوم 21تم نقل الخزع إلى وسط طازج كل  و ، ( 2006،زملاؤه و Nasircilar) لوكس 3000شدة ضوئية  و ظلام

 و (1-ل.مغ1-1.5-2-0-0.25-0.5) بتراكيز مختلفة (BAP-6) السيتوكينين منظمات النمو النباتية من استخدامتمّت 

  :و في نهاية مرحلة التجديد تم دراسة ،(1-ل.مغ(0–0.175 بتركيز D-2,4 كسينالأ

  تجديدة النسب في BAP-6 السيتوكينين  و D-2,4من المزائج الهرمونية من الأكسين  التراكيز المختلفة رتأاي -
 .اتمتوسط عدد النمو  في BAP-6 السيتوكينين  و D-2,4من المزائج الهرمونية من الأكسين  التراكيز المختلفة رتأاي -

 : Statistical Analysis And Experimental Designالتحليل الإحصائي التصميم التجريبي و4-3-
أجري  و .XLSTAT   2014برنامج باستخدامحُللت النتائج  و، (RCD) صُممت التجربة وفق التصميم العشوائي التام 

حساب قيمة أقل فرق  ، حيث تم مقارنة المتوسطات و Fisherباستخدام اختبار ( Two way ANOVA)تحليل التباين 
 .وتم تكرار التجارب مرتين ، %99عند مستوى اقة  LSD معنوي
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 الفصل الرابع 
 المناقشة النتائج و

 Results and Discussion 

 :Results and Discussionالمناقشة  النتائج و -4

  (Surface disinfection): (التطهير السطحي) Initial stageالمرحلة التأسيسية -4-1
و  (المتبقية) زمن التطهير في نسبة العينات السليمة تأثير التراكيز المختلفة من هيبوكلوريت الصوديوم و -4-1-1

 :نسبة العينات النامية

 و نسبة العينات السليمةزمن التطهير في  تأثير التراكيز المختلفة من هيبوكلوريت الصوديوم و(: 3)الجدول         

 العينات النامية نسبة

تركيز هيبوكلوريت الصوديوم 

NaOCl 
 )%(العينات النامية نسبة )%( العينات السليمة نسبة (الدقيقة)الزمن 

0 10 0.00
j

 15.87
g

 

0 20 0.00
j

 12.70
g

 

1 10 14.27
i

 25.39
f

 

1 20 25.71
h

 27.14
f

 

2 10 38.57
g

 30.00
f

 

2 20 50.00
f

 38.57
e

 

3 10 57.14
e

 40.00
e

 

3 20 64.29
d

 48.57
d

 

4 10 67.14
d

 57.14
c

 

4 20 74.28
c

 61.42
bc

 

5 10 88.57
b

 72.85
a

 

5 20 98.57
a

 67.14
ab

 

 التطهيرزمن 
10 44.29

A
 40.21

A
 

20 52.14
A

 42.59
A

 

 التركيز

0 0.00
F

 14.28
E

 

1% 20.00
E

 26.27
D

 

2% 44.29
D

 34.28
C

 

3% 60.71
C

 44.29
B

 

4% 70.71
B

 62.14
A

 

5% 93.57
A

 67.14
A

 

 المتغير
  )%( نسبة العينات السليمة

 (%1) LSD 

  )%(نسبة العينات النامية 

LSD (%1) 

 6.48 5.42 تركيز هيبوكلوريت الصوديوم

 9.01 13.95 زمن التطهير

 8.35 6.19 وتركيز هيبوكلوريت الصوديوم تفاعل زمن التطهير

C.V 1.99 1.99 

واختلاف الأحرف الكبيرة إلى وجود فروقات معنوية                                                    ,يشير اختلاف الأحرف الصغيرة إلى وجود فروق معنوية بين معاملات التفاعل  *
 %.99بين  المتوسطات عند مستوى ثقة 
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نسبة العينات معنوية في  أدت إلى زيادة%  5 يعند تركيز  الصوديوم هيبوكلوريتالمعاملة بأنّ ( 3) يُلاحظ من الجدول   

بالمقارنة مع جميع المعاملات المدروسة و و بفروقات معنوية على التوالي  (% 67.14 ، (93.57و النامية السليمة 

 كما.  (المرضية جميع العينات مصابة بالمسببات%( )0.00) (بدون هيبوكلوريت الصوديوم)معاملة الشاهد بالمقارنة مع 

في  ( دقيقة 20،  10)زمني التطهير المستعملين بين تأاير أبدت نتائج التحليل الإحصائي عدم وجود فروقات معنوية 

 و (%52.14)لكل من العينات السليمة  الأعلىالنسبة دقيقة  20الزمن  حققحيث ،  النامية ونسبة العينات السليمة 

 .(%(42.59العينات النامية 

من هيبوكلوريت % 5التركيز ب تفوقت المعاملةفقد التطهير  يزمن هيبوكلوريت الصوديوم وكيز اتر بالنسبة إلى تفاعل  أما

بالمقارنة  على التوالي (% 67.14، (98.57  اً معنوي و الناميةنسبة العينات السليمة  زيادة فيدقيقة  20مدّة لالصوديوم 

جميع العينات %( )0.00) (بدون هيبوكلوريت الصوديوم)معاملة الشاهد مع جميع المعاملات المدروسة و بالمقارنة مع 

 (. مصابة بالمسببات المرضية

(. 1995 ،المعري) الزمن اللازم للتطهير و،  تركيز المادة المستخدمة في التطهير و  على نوعيعتمد نجاح التطهير إن 

 20لفترةٍ لا تقل عن % 5تشير النتائج إلى أهمية التطهير السطحي للخزعات النباتية بمحلول هيبوكلوريت الصوديوم حيث 

ضمان سلامة أكبر مع قضاء على جميع المسببات المرضية ، من خلال الالنامية  نسبة العينات السليمة و زيادةدقيقة ل

يمكن أن يؤدي التطهير السطحي  ، وIn vitroخاصةً عند الزراعة في الزجاج  ، و نسبة ممكنة من الخزعات النباتية للنمو

  Jelaska و Pevalekتتفق نتائجنا مع  و (.1995المعري، ) حافظة على سلامة الخزعات لاحقاً دوراً مهماً في الم

في عمليات التطهير السطحي  NaOClهيبوكلوريت الصوديوم  استخدامالعالية في  فاعليةالالذين أكدا على  1987))

مال  أخرى طهراتفي العديد من النباتات المزروعة مخبرياً إذا استخدمت بتراكيز مناسبة مقارنة مع ملخزعات النباتية ل

أو مقارنة  الذي يعزى انخفاض تأايره إلى انخفاض معدل نفاذيته عبر الأغشية الخلوية ، Ca(clo2) هيبوكلوريت الكالسيوم

كايراً مايوصى بعدم استخدامه  سميتها و الذي تؤدي التراكيز المرتفعة منه إلى تهتك الأنسجة وHg2cl2 مع كلوريد الزئبق 

 (.Pierik ،1987  1991; ،زملاؤه و Lizarrag)خطورته على الانسان  لسميته الشديدة و
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  Callus Induction Stage :سلالكا استحداثمرحلة  -4-2
الكالس الجنيني  شكلت و.  ستحداثيوم من زراعة الخزعات النباتية في وسط الا 60إلى  45بدأ الكالس بالظهور بعد   

 .نسبة تشكل الكالس الجنيني  الكالس و استحداثحيث سجلت قراءات نسبة  يوم  من الزراعة ،90-120 بعد 
 :الكالس استحداث نسبة ينوع الخزعة النباتية ف وD-2,4  أكسينمن  التراكيز المختلفةتأثير  - 4-2-1

 في نسبة استحداث الكالس في الزعفران D-2,4تركيز الأكسين  تأثير نوع الخزعة النباتية و : (4)الجدول       
 Crocus.sativus.Lالمدروس  

 

ل. مغ )D-2,4المعاملات 
-1

) 

 )%(نسبة استحداث الكالس   

 المعاملاتمتوسط  الخزعة النباتية

 البرعم الجانبي القمي البرعم

0 0.00
d

 0.00
b

 0.00
C

 

0.25 59.52
a

 17.14
a

 38.33
A

 

0.5 33.33
b

 11.90
ab

 22.62
B

 

1 29.95
b

 11.24
ab

 20.59
B

 

1.5 26.24
bc

 9.52
ab

 17.88
B

 

2 17.14
c

 7.62
ab

 12.38B
C

 

27.70 المتوسط
A

 9.57
B

 - 

 LSD (%1  (   %نسبة استحداث الكالس  المتغير

 D 12.44-2,4المعاملة 

 7.66 الخزعة

 15.13 والبرعم الجانبيD-2,4تفاعل

 11.28 القمي البرعم وD-2,4تفاعل

C.V 2.02 

 اختلاف الأحرف الصغيرة و,  D-2,4 في العمود الواحد بالنسبة لتراكيز تشير اختلاف الأحرف الكبيرة في السطر الواحد بالنسبة لنوعي الخزعة و*  
 .%  99 إلى وجود فروق معنوية عند مستوى ثقة  D-2,4التراكيز الهرمونية ل الأسطر بالنسبة للتفاعل بين نوعي الخزعة و في الأعمدة و  

 الكالس نسبة استحداثزيادة معنوية في أدت إلى D-2,4  من1-ل.مغ0.25 التركيز المعاملة بأن ( 4)يلاحظ من الجدول  

عند معاملة الشاهد  ستحداثفي حين فشلت تماماً عملية الاالمعاملات ،  مع بقيةة مقارنبالو بفروقات معنوية  (%(38.33

  .(D-2,4بدون )

لكالس ل استحداث لزيادة نسبة تأد D-2,4من  1-ل.مغ 0.25 التركيزأن المعاملة ببيّنت نتائج التحليل الإحصائي    

 بقيةنة مع بالمقار بفروقات معنوية  و على التوالي ( 17.14%، (59.52الجانبية  والبراعم القمية  معنوياً من كل من

أما بالنسبة لمتوسط  .(D-2,4بدون ) عند معاملة الشاهد ستحداث، في حين فشلت تماماً عملية الاالمعاملات المدروسة 

القمية أكار استجابة أن البراعم  ، فقد لوحظ (البرعم القمي ، البرعم الجانبي)الكالس من الخزعة النباتية  استحداثنسبة 

 . المعاملتين هاتين بفرق معنوي بين  و (9.58 %)بالمقارنة مع البراعم الجانبية  %(  (27.20الاستحداث لوسط
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خاصةً الأنواع النباتية  ، و تشكيل الكالس الدور الأساسي في استحداث و  D-2,4بيّنت العديد من الأبحاث أنّ للأكسين

حيث أنّ زيادة .  (Rashid، 2003 وVikrant  2007; ،و زملاؤه (Monocotyledons Jogeswarأحادية الفلقة 

على  كسين، إذ يعمل الأ ناجم عن دوره في تشجّيع الانقسام الخلوي الميتوزي  D-2,4استحداث الكالس بوجود الأكسين

كما  ،تنشيط اصطناع البروتينات و يساهم في ،  DNA الدنا و  RNAزيادة معدل اصطناع الأحماض النووية الرنا

يساهم  الأكسين في تنشيط عمل الإنزيمات التي تعمل على تنشيط التفاعلات الكيميائية اللازمة لتأمين المواد الضرورية 

يساهم  و،  (1968 زملاؤه، و Morel)  RNA Polymeraseمال تنشيط عمل أنزيم Cell divisionللانقسام الخلوي 

بالتالي فإن الأكسين  الخلوي و الانقسام للاستطالة الخلوية و يؤدي الخلية ما داخل إلى السوائل تدفقالأكسين في زيادة 

 (.Lnze ،2001 و(Stale  يسرع الدورة الخلوية و تشكيل بنى الكالس 

 :الكالس استحداثنسبة في نوع الخزعة النباتية  و BAP-6السيتوكينين من التراكيز المختلفةتأثير  4-2-2-

     الكالس  استحداثفي نسبة  BAP-6 تركيز السيتوكينين  تأثير نوع الخزعة النباتية و(5):  الجدول
 Crocus sativus.L الزعفران المدروس في

المعاملات                          

6-BAP      ( ل. مغ
-1

) 

 )%(الكالس  استحداثنسبة 

 متوسط المعاملات الخزعة النباتية 

 البرعم الجانبي القمي البرعم

0 0.00
b

 0.00
b

 0.00
B

 

0.25 17.86
a

 7.62
a

 12.74
A

 

0.5 0.00
b

 0.00
b

 0.00
B

 

1 0.00
b

 0.00
b

 0.00
B

 

2 9.29
ab

 0.00
b

 4.64
B

 

5.43 المتوسط
A

 1.52
A

 - 

 LSD (%1  (  % الكالس  استحداثنسبة  المتغير

 BAP 6.97-6المعاملة 

 4.84 الخزعة

 12.22 القمي البرعم وBAP-6 تفاعل

 9.63 والبرعم الجانبي BAP-6تفاعل

C.V 2 

اختلاف الأحرف الصغيرة  و , BAP-6 في العمود الواحد بالنسبة لتراكيز تشير اختلاف الأحرف الكبيرة في السطر الواحد بالنسبة لنوعي الخزعة و*
 .%  99إلى وجود فروق معنوية عند مستوى ثقة BAP-6الهرمونية لالتراكيز  الأسطر بالنسبة للتفاعل بين نوعي الخزعة و الأعمدة و في 

نسبة استحداث أدت إلى زيادة معنوية في  BAP-6 من 1-ل.مغ0.25 التركيز المعاملة بأن  (5)يلاحظ من الجدول   

المعاملات ، في حين فشلت تماماً عملية الاستحداث عند  مع بقيةة مقارنبالبفروقات معنوية  و (%12.74) الكالس

 BAP-6 من 1-ل.مغ 0.25 التركيزأن المعاملة ببيّنت نتائج التحليل الإحصائي  و .(BAP-6بدون )معاملة الشاهد 

بفروقات  و على التوالي %( 7.62 ،17.85 ) و الجانبيةالبراعم القمية معنوياً من كل من لكالس ل استحداث أدى لزيادة نسبة
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. (BAP-6بدون ) ، في حين فشلت تماماً عملية الاستحداث عند معاملة الشاهدبالمقارنة مع بقية المعاملات المدروسة معنوية 

 عدم وجود أي فرققد لوحظ ف( البرعم القمي ، البرعم الجانبي)أما بالنسبة لمتوسط نسبة استحداث الكالس من الخزعة النباتية 

 البراعم القميةلكل من   1.52%)،5.43 ) لوسط الاستحداث بقيمة بلغت الجانبية و البراعم القميةل من ك استجابةمعنوي في 

لسيتوكينينات دوراً مهماً في النمو النباتي فهي تؤار كعامل محفز في العديد من بأن لج النتائ تر فس و.  على التوالي الجانبية و

الانقسام الخلوي حيث ينشط السيتوكينين اصطناع البروتينات اللازمة للانقسام الخلوي و الفيزيولوجية في النبات مال  المظاهر

 . و ينشط عمل بعض الإنزيمات ،  RNA الرنا و DNA يشجع تكوين الأحماض النووية الدنا

 لخزعةا نوع و BAP-6 سيتوكينينال و D-2,4 كسينالهرمونية من الأ  لمزائجمن ا التراكيز المختلفةتأثير  4-2-3-
 :الكالس  استحداثالنباتية في نسبة 
(  D-12,4-ل.مغ BAP+ 0.25-6 1 -ل.مغ (1.0المزائج الهرمونية ذات التراكيزالمعاملة بأنّ  (6)يُلاحظ من الجدول 

 ياددز اإلى  أدتD-2,4) 1-ل.مغBAP+  1-6 1-ل.مغ 1) و D-2,4)1-ل.مغ BAP+ 0.25-6 1-ل.مغ (0.5 و

و بفروقات معنوية مع  على التوالي  41.43%)، 45.23، 55.31 )بقيمة بلغت معنوياً  الكالساستحداث  نسبةمتوسط 

 0.25) و (D-12,4-ل.مغ BAP+ 1-6 1-ل.مغ0.5 ) المزيجينب أدت المعاملةبينما ،  بقية المعاملات المدروسة

 (13.57 بلغت معنوياً بقيمةنسبة استحداث الكالس متوسط انخفاض  إلى (D-12,4-ل.مغ BAP + 0.25-6  1-ل.مغ

  .(BAP-6و D-2,4بدون )عند معاملة الشاهد  ستحداثفي حين فشلت تماماً عملية الا ،لى التوالي ع %14.17) ،

،  (D-12,4-ل.مغ BAP + 0.25-16-ل.مغ1) كيزاالتر  اتذ ةج الهرمونيائالمز  استخدامأن بيّنت نتائج التحليل الإحصائي 

 البراعم القميةً من الكالس  استحداثنسبة معنوي في  ياددز اإلى  أدىD-2,4) 1-ل.مغ BAP + 0.25-16-ل.مغ(0.5 

نسبة استحداث انخفضت  بينما ،مع بقية المعاملات و بفروقات معنوية على التوالي  (%71.43 ،87.50 ) بقيمة بلغت

    0.25) و D-2,4)1-ل.مغ BAP +1-16-ل.مغ 0.5) لمزائج الهرمونية ذات التراكيزالمعاملة با عندالكالس معنوياً 

فشلت تماماً  في حين ، على التوالي (% 14.28،20 ) بقيمة بلغت D-2,4)1 -ل.مغBAP  +  0.25-16-ل.مغ

المزائج الهرمونية ذات ب المعاملة بينت النتائج أن كما .(BAP-6و D-2,4بدون) عند معاملة الشاهد ستحداثعملية الا

-16 -ل.مغ  (1وD-2,4) 1-ل.مغBAP + 1-16-ل.مغ 2) و (D-12,4-ل.مغBAP + 0.25-16-ل.مغ 1) التراكيز

BAP  + 12,4)1-ل.مغ-D 28.56)بقيمة بلغت  البراعم الجانبيةمن استحداث الكالس  نسبة في معنويازدياد  إلى أدت 

الكالس  استحداثنسبة  انخفضتبينما  ،و بفروقات معنوية مع بقية المعاملات على التوالي (23.81%،  27.14، 

 + BAP-16-ل.مغ2 ) وD-2,4) 1-ل.مغBAP + 2-16-ل.مغ 1)لمزائج الهرمونية ذات التراكيزاستخدام ا عندمعنوياً 
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على  (% 3.57،  4.76، 5.71)بقيمة بلغت  (D-12,4-ل.مغBAP +  2-16-ل.مغ  (D) ،0.5-12,4-ل.مغ 2

 .(BAP-6و D-2,4بدون )عند معاملة الشاهد  ستحداثفي حين فشلت تماماً عملية الا،  التوالي

، لوحظ أن ( البرعم القمي ، البرعم الجانبي)استحداث الكالس نسبة متوسط في نوع الخزعة النباتية لتأاير بالنسبة  أما
و بفروق معنوية  (13.99%) بالمقارنة مع البراعم الجانبية 40.93%)) الكالس ستحداثالبراعم القمية أكار استجابة لا

 .بين هاتين المعاملتين 
  BAP-6 سيتوكينينال و D-2,4 كسينتركيز المزائج الهرمونية من الأ  تأثير نوع الخزعة النباتية و :(6) الجدول

 Crocus.sativus.L الكالس في الزعفران  المدروس استحداثنسبة  في

 المعاملات
 الكالس استحداثنسبة 

   الخزعة النباتية

2,4-D  ل.مغ
- 1

 6-BAP  ل .مغ
- 1

 متوسط المعاملات البرعم الجانبي القمي البرعم 

0 0 0.00
i

 0.00
f

 0.00
G

 

0.25 0.25 20.00
gh

 8.33
cdef

 14.17
FG

 

0.5 0.25 47.61
cdef

 10.47
bcdef

 29.05
BCDEF

 

1 0.25 60.71
bc

 21.42
 abcd

 41.07
ABC

 

1.5 0.25 41.64
cdef

 15.47
abcdef

 28.56
BCDEF

 

2 0.25 35.71
efgh

 10.71
bcdef

 23.21
DEF

 

0.25 0.5 71.43
ab

 19.04
abcde

 45.23
AB

 

0.5 0.5 52.37
bcde

 16.66
abcdef

 34.52
BCDE

 

1 0.5 14.28
hi

 12.86
abcdef

 13.57
FG

 

1.5 0.5 40.47
def

 7.14
cedf

 23.81
DEF

 

2 0.5 34.52
efg

 3.57
ef

 19.05
DEF

 

0.25 1 87.50
a

 28.56
 a

 
A
 55.31 

0.5 1 38.09
efg

 17.62
abcdef

 27.86
CDEF

 

1 1 59.04
bcd

 23.81
 abc

 41.43
ABC

 

1.5 1 41.66
cdef

 15.23
abcdef

 28.45
BCDEF

 

2 1 30.23
 fgh

 5.71
def

 17.98
EF

 

0.25 2 32.14
 fgh

 17.14
abcdef

 24.64
CDEF

 

0.5 2 42.85
cdef

 18.57
abcde

 30.71
BCDEF

 

1 2 45.24
cdef

 27.14
 ab

 36.19
BCD

 

1.5 2 39.04
efg

 7.62
cdef

 23.33
DEF

 

2 2 31.42
 fgh

 4.76
def

 18.09
EF

 

40.93 المتوسط
A

 13.99
B

 - 

 LSD (%1  ((   (%الكالس استحداثنسبة  المتغير

 D +6-BAP 17.19-2,4المعاملة 

 4.91 الخزعة

 19.78 القمي والبرعم D +6-BAP-2,4تفاعل

 17.51 يجانبوالبرعم ال D +6-BAP-2,4تفاعل

C.V 1.97 

  (BAP+2,4-D-6)الهرمونية المزائج في العمود الواحد بالنسبة لتراكيز تشير اختلاف الأحرف الكبيرة في السطر الواحد بالنسبة لنوعي الخزعة و*

إلى وجود  ((BAP+2,4-D-6 الهرمونية المزائج الأسطر بالنسبة للتفاعل بين نوعي الخزعة و تراكيز واختلاف الأحرف الصغيرة في الأعمدة و,
 .%  99فروق معنوية عند مستوى ثقة
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تشكل   و استحداثبات في بعض مظاهر النمو و تساعد كسيندوراً مؤازراً لهرمونات أخرى كالأالسيتوكينينات  تؤدي   

الخلوي  منقساحيث أن وجود السيتوكينين لوحده له تأايراً ضعيفاً في الا ، زيادة الكتلة الحية المزروعة بالنسج و كالسال

و  السيتوكينين في الوسط المغذي و كسينالخلوي بشكل كبير بوجود العلاقة التآزرية المتوازنة بين الأ منقسابينما يزداد الا

 . 2018) ،المعري)الكالس  استحداث والخلوي  منقسافي الاالأكار فعالية  كسينالأ يعدُ التفاعل بين السيتوكينين و

تستجيب  حيث لا ، (البرعم القمي ، البرعم الجانبي)الكالس في الزعفران لنوع الخزعة النباتية  ستحداثيعود التباين لا   

جميع الأعضاء أو الخزعات النباتية المزروعة للنمو بنفس الدرجة ضمن النوع النباتي الواحد كما يختلف باختلاف النوع  

الخزعات النباتية إلى التغيرات الحاصلة في الحالة  لاف في الاستجابة للنمو باختلاف تعود أسباب الاخت. النباتي 

 والذي  . 1997)،زملاؤه و Hartmann)الكالس  استحداثالتركيب الورااي للخزعة النباتية في كفاءة يؤار  والفزيولوجية 

و  Kim)المختلفة مستوى الهرمونات النباتية الداخلية و خصوصاً السيتوكينينات في الطرز الورااية  تفاوت  إلىيعود 

أن قدرة الخزعة النباتية على تكوين الكالس تختلف باختلاف تركيب ( 2003)زملاؤه  و Evanكماأكد (.  2004،زملاؤه

من حيث نسبة الكالس  و. السيتوكينين المستخدم  و كسيننوع الأ الوسط الغذائي حيث تختلف الاستجابة لتركيز و

بالمقارنة مع البراعم الجانبية ، حيث أن الخلايا  ستحداثاستجابة لوسط الا أظهرت البراعم القمية أعلى، المتشكل 

الأعلى جودة  بالمقارنة مع الخلايا الميرستيمية للبرعم  كالسأنتجت ال الميرستيمية للقمة النامية كانت الأسرع استجابة و

 (.Butler ،1992و Elhag)الجانبي 

 Embryogenic callus Stage:  مرحلة تشكل الكالس الجنيني 4-3-

 :تشكل الكالس الجنيني نسبةو نوع الخزعة النباتية في  D-2,4 أكسينتأثير التراكيز المختلفة من  -4-3-1

 الكالس تشكل متوسط أدت إلى زيادة معنوية فيD-2,4 من1-ل.مغ0.25 التركيزالمعاملة بأن  (7)يلاحظ من الجدول  

المعاملات، في حين فشلت تماماً عملية الاستحداث عند  مع بقيةة مقارنبالو بفروقات معنوية  (% (32.14 الجنيني

  .(D-2,4بدون) معاملة الشاهد

لكالس  تشكل زيادة نسبةإلى  أدت D-2,4من 1-ل.مغ 0.25 التركيزأن المعاملة ببيّنت نتائج التحليل الإحصائي    

بالمقارنة مع و بفروقات معنوية  على التوالي(  15.0%، (49.28و الجانبية البراعم القمية من  كلمن الجنيني معنوياً 

أما بالنسبة لمتوسط نسبة  . (D-2,4بدون ) ، في حين فشلت تماماً عملية الاستحداث عند معاملة الشاهدبقية المعاملات 
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، فقد لوحظ أن البراعم القمية أكار استجابة (البرعم القمي ، البرعم الجانبي)من الخزعة النباتية تشكل الكالس الجنيني 

 . و بفرق معنوي بين هاتين المعاملتين  (8.09 %)بالمقارنة مع البراعم الجانبية  %( 19.76) ل الكالس الجنينييتشكل

الزعفران   في الجنيني في نسبة تشكل الكالسD-2,4  كسينتركيز الأ نوع الخزعة النباتية و تأثير:  (7)الجدول

 Crocus.sativus.Lلمدروس ا

 

ل. مغ )D-2,4المعاملات 
-1

) 
 )%(نسبة تشكل الكالس الجنيني 

 متوسط المعاملات الخزعة النباتية

 البرعم الجانبي البرعم القمي

0 0.00
d

 0.00
b

 0.00
C

 

   0.25 49.28
a

 15.00
a

 32.14
A

 

0.5 25.71
b

 10.00
ab

 17.86
B

 

1 16.43
bc

 9.29
ab

 12.85
B

 

1.5 15.71
bc

 8.57
ab

 12.14
B

 

2 11.43
cd

 5.71
ab

 8.57
BC

 

19.76 المتوسط
A

 8.09
B

 - 

  LSD (% 1(  %نسبة تشكل الكالس الجنيني المتغير

 D 10.87-2,4المعاملة 

 6.96 الخزعة

 12.09 والبرعم الجانبيD-2,4تفاعل

 13.98 البرعم القميوD-2,4تفاعل

C.V 2 

واختلاف الأحرف الصغيرة في , D-2,4السطر الواحد بالنسبة لنوعي الخزعة وفي العمود الواحد بالنسبة لتراكيزتشير اختلاف الأحرف الكبيرة في *
 .%  99 إلى وجود فروق معنوية عند مستوى ثقة  D-2,4الأعمدة والأسطر بالنسبة للتفاعل بين نوعي الخزعة والتراكيز الهرمونية ل

 :الجنيني تشكل الكالسنسبة و نوع الخزعة النباتية في  BAP-6السيتوكينين من التراكيز المختلفةتأثير  -4-3-2

نسبة متوسط أدت إلى زيادة معنوية في  BAP-6 من 1-ل.مغ0.25 التركيز المعاملة بأن  (8)يلاحظ من الجدول   

المعاملات ، في حين فشلت تماماً عملية  مع بقيةة مقارنبالو بفروقات معنوية  (%9.29)الجنيني  الكالس تشكل

 1 -ل.مغ 0.25 التركيزأن المعاملة ببيّنت نتائج التحليل الإحصائي  و .(BAP-6بدون) الاستحداث عند معاملة الشاهد

، 12.86 )و الجانبية البراعم القمية معنوياً من كل من  الجنيني لكالستشكل ا زيادة نسبةأدت إلى  BAP-6  من

، في حين فشلت تماماً عملية بالمقارنة مع بقية المعاملات المدروسة و بفروقات معنوية  التواليعلى  %(5.71

من الخزعة النباتية  الجنيني لكالستشكل ا أما بالنسبة لمتوسط نسبة.  (BAP-6بدون ) الاستحداث عند معاملة الشاهد

الجانبية لوسط  و البراعم القميةكل من استجابة معنوي في  عدم وجود أي فرققد لوحظ ف( البرعم القمي ، البرعم الجانبي)

 . على التوالي الجانبية و البراعم القميةلكل من  %) 1.18 ،3.86 )بقيمة بلغت  الجنيني لكالستشكل ا
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في الجنيني  في نسبة تشكل الكالس BAP-6  تركيز السيتوكينين  تأثير  نوع الخزعة النباتية و: (8) الجدول   

 Crocus.sativus.L الزعفران  المدروس

المعاملات                          

6-BAP      ( ل. مغ
-1

) 

 )%(نسبة تشكل الكالس الجنيني 

 متوسط المعاملات الخزعة النباتية 

 البرعم الجانبي البرعم القمي

0 0.00
b

  0.00
b

 0.00
B

 

0.25 12.86
a

 5.71
a

 9.29
A

 

0.5 0.00
b

 0.00
b 

0.00
B

 

1 0.00
b

 0.00
b 0.00

B
 

2 6.43
ab

 0.00
b 3.21

B
 

3.86 المتوسط
A

 1.18
A

 - 

  LSD (% 1(  %نسبة تشكل الكالس الجنيني المتغير

 BAP 4.78-6المعاملة 

 3.38 الخزعة

 8.04 البرعم القميو  BAP-6تفاعل

 4.76 والبرعم الجانبيBAP-6 تفاعل

C.V 2.04 

اختلاف الأحرف الصغيرة في  و, BAP-6في العمود الواحد بالنسبة لتراكيز السطر الواحد بالنسبة لنوعي الخزعة وتشير اختلاف الأحرف الكبيرة في *
 .%  99 إلى وجود فروق معنوية عند مستوى ثقة BAP-6التراكيز الهرمونية ل الأسطر بالنسبة للتفاعل بين نوعي الخزعة و الأعمدة و

نوع الخزعة  و BAP-6 سيتوكينينال و D-2,4 كسينمن المزائج الهرمونية من الأ  التراكيز المختلفةتأثير  -4-3-3
 :النباتية في نسبة تشكل الكالس الجنيني

 فــي D-2,4)1-ل.مــغBAP  + 0.25-16-ل.مــغ(1  الهرمــوني ذو التركيــزج يالمز المعاملــة بــ تفــوق (9)يُلاحـظ مــن الجــدول  

     المــزائج الهرمونيــة أدى اســتخدام، بينمــا  علــى بقيــة المعــاملات المدروســة (54.76%) نســبة تشــكل الكــالس الجنينــي متوســط

-ل.مـغ 1) و D-2,4)1-ل.مـغ1BAP- 1 + 6-ل.مـغ (0.5 و D-2,4)1-ل.مـغ BAP + 0.25-16-ل.مـغ (0.25التراكيـز ذات 

1+   6-BAP 2 12,4-ل.مـغ-D ) 13.44) بقيمـة بلغـت نسـبة تشـكل الكـالس الجنينـيمتوسـط فـي  معنـوي خفـاضانإلـى ، 

 .(BAP-6و D-2,4بدون )عند المعاملة الشاهد  ستحداثحين فشلت تماماً عملية الا في ، على التوالي %11.88) ، 13.13

  (D-12,4-ل.مغ BAP + 0.25-16-ل.مغ1) التركيز وج الهرموني ذيالمز ب تفوق المعاملةبيّنت نتائج التحليل الإحصائي   

نسبة تشكل  انخفضت بينما ، على بقية المعاملات المدروسة (80.95%) البراعم القميةمن تشكل الكالس الجنيني نسبة في 

 BAP-16 -ل.مغ 1)معنوياً  تشكل الكالس الجنينينسبة  لمزائج الهرمونية ذات التراكيزعند المعاملة با معنوياً  الكالس الجنيني

في  ، على التوالي (% 12.50، (18.13 بلغتبقيمة  D-2,4)1-ل.مغ BAP +1-16-ل.مغ0.5 )و  D-2,4)1-ل.مغ 2 +

المزائج ب النتائج أن المعاملة كما بينت .(BAP-6 و D-2,4 بدون) فشلت تماماً عملية الاستحداث عند معاملة الشاهد حين

 0.25 ) وD-2,4) 1-ل.مغBAP + 1-16-ل.مغ 1)و  (D-12,4-ل.مغ BAP +0.25-16-ل.مغ 1) الهرمونية ذات التراكيز

 بقيمة بلغتالبراعم الجانبية من لكالس الجنيني اتشكل  في نسبة معنويازدياد  إلى تأدD-2,4) 1-ل.مغ BAP + 1-6 1-ل.مغ
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 لكالس الجنينياتشكل نسبة  انخفضتبينما  ،و بفروقات معنوية مع بقية المعاملات  التوالي على (% 18.75، 20 ، 23.13)

 + BAP-16-ل.مغ0.5) وD-2,4) 1-ل.مغBAP + 2-16-ل.مغ1) التراكيزلمزائج الهرمونية ذات عند استخدام امعنوياً 

في حين ،  على التوالي (% 4.17،  5، 5.61)بقيمة بلغت  (D-12,4-ل.مغBAP + 2-16-ل.مغ (2و (D-12,4-ل.مغ2

متوسط في نوع الخزعة النباتية لتأاير بالنسبة  أما .(BAPو D-2,4بدون)فشلت تماماً عملية الاستحداث عند معاملة الشاهد 

الكالس الجنيني  ليلتشك، لوحظ أن البراعم القمية أكار استجابة ( البرعم القمي، البرعم الجانبي)تشكل الكالس الجنيني 

 .بفروق معنوية بين هاتين المعاملتين و  (11.27%)بالمقارنة مع البراعم الجانبية %34.16))

       BAP-6 سيتوكينينال و D-2,4 كسينتركيز المزائج الهرمونية من الأ  النباتية وتأثير نوع الخزعة  (9) : لالجدو
 Crocus.sativus.Lفي الزعفران  المدروس  الجنيني  في نسبة تشكل الكالس

 المعاملات
 %نسبة تشكل الكالس الجنيني 

  الخزعة النباتية

2,4-D 6 1-ل.مغ-BAP  متوسط المعاملات البرعم الجانبي البرعم القمي 1-ل.مغ 

0 0 0.00
i

 0.00
e

 0.00
G

 

0.25 0.25 19.79
fgh

 7.08
bcde

 13.44
FG

 

0.5 0.25 38.13
bcdef

 7.50
bcde

 22.81
BCDEF

 

1 0.25 43.75
bcd

 18.75
abc

 31.25
BCD

 

1.5 0.25 33.75
defg

 13.13
abcde

 21.88
BCDEF

 

2 0.25 28.75
defgh

 7.29
bcde

 18.43
DEF

 

0.25 0.5 56.25
bc

 14.79
abcd

 35.52
B

 

0.5 0.5 36.25
defg

 11.88
abcde

 24.06
BCDEF

 

1 0.5 12.50
hi

 13.75
abcd

 13.13
FG

 

1.5 0.5 33.13
defg

 6.25
cde

 19.69
CDEF

 

2 0.5 25.00
defgh

 5.00
de

 15.00
EFG

 

0.25 1 80.95
a

 23.13
a

 54.76 
A

 

0.5 1 35.63
defg

 17.50
abcd

 26.56
BCDEF

 

1 1 40.00
bcde

 20.00
ab

 30.00
BCDE

 

1.5 1 57.50
b

 11.25
abcde

 34.38
BC

 

2 1 18.13
ghi

 5.61
cde

 11.88
FG

 

0.25 2 23.75
efgh

 11.67
abcde

 17.71
DEF

 

0.5 2 31.25
defgh

 14.38
abcd

 22.81
BCDEF

 

1 2 32.50
defg

 16.88
abcd

 24.69
BCDEF

 

1.5 2 37.50
cdefg

 6.67
bcde

 22.08
BCDEF

 

2 2 26.25
defgh

 4.17
de

 15.21
EFG

 

34.16 المتوسط
A

 11.27
B

 - 

 LSD   %  (% 1)   نسبة تشكل الكالس الجنيني المتغير

 D +6-BAP 15.07-2,4المعاملة 

 4.44 الخزعة

 19.66 والبرعم القمي D +6-BAP-2,4تفاعل

 13.58 والبرعم الجانبي D +6-BAP-2,4تفاعل

C.V 1.97 
اختلاف الأحرف  و, ((BAP+ 2,4-D-6الهرمونية المزائج في العمود الواحد بالنسبة لتراكيز بالنسبة لنوعي الخزعة وتشير اختلاف الأحرف الكبيرة في السطر الواحد *

 .%  99 إلى وجود فروق معنوية عند مستوى ثقة (  (BAP+2,4-D-6الهرمونية المزائج الصغيرة في الأعمدة و الأسطر بالنسبة للتفاعل بين نوعي الخزعة و تراكيز
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الطراز الورااي دوراً أساسياً و محدداً لمدى الاستجابة  نوع الجزء أو النسيج النباتي المزروع و الحالة الفسيولوجية ويلعب 

وهذا ، (2014 ،زملاؤه و Mushtaq)ة الخضرية جنإمكانية الحصول على الأ الكالس و ستحداثلا للزراعة النسيجية

، رنة مع البراعم الجانبية الكالس الجنيني بالمقا تشكلاستجابة ليتوافق مع ماتوصلنا إليه فقد لوحظ أن البراعم القمية أكار 

 و Kim)وهذا يتوافق مع ، اختلاف الخزعات في استجابتها إلى التباين الورااي في كفاءة تشكيل الكالس الجنيني ويعود

الطرز الورااية المختلفة تؤار في كفاءة  الذين أكدوا على أن التركيب الورااي للخزع النباتية المختلفة و  2004)،زملاؤه

تفاوت مستوى الهرمونات النباتية الداخلية و خصوصاً  إلىالذي يرجع  و، ة الخضرية جنتكون الأ الكالس و استحداث

 . ة الخضريةجنتكوين الأ الكالس و حداثستالسيتوكينينات حيث يمكن أن يؤار ذلك في استجابتها لا

الكالس لتشجيع تشكل الكالس الجنيني، لكن  استحداثفي وسط  D-2,4 كسينتُشير هذه النتائج إلى أهمية وجود الأ

أكار  D-2,4حيث تؤار زيادة تركيز . 2014) زملاؤه، و Mushtaq)حتى مستوىً معين وهذا يتفق مع ماتوصل إليه 

 Kaepplerو  Mendozaالجنيني وهذا يتفق مع ماتوصل إليه كالسسلباً في نسبة تشكل ال 1-ل.مغ  0.25من

ء كالس غير إعطاتؤدي إلى   D-2,4حيث أكدوا أن التراكيز العالية جداً من( 2007)زملاؤه  و Darvishو  2000))

يُلاحظ بالمقابل  و. تجديد النبات في معدل  تؤار سلباً  ل الكالس غير الجنيني ، ويتؤدي إلى تشك مرغوب فيه و طري و

تشير هذه النتائج إلى أهمية ضبط  و. يؤار سلباً في نسبة الكالس الجنيني  D-2,4أنّ وجود تركيز منخفض جداً من

 . ستحداثفي وسط الا  D-2,4كسينتركيز الأ

في العلاقة التآزرية مع السيتوكينينات المستخدمة في الوسط  المغذي بشكل كبير على زيادة  كسينكما لوحظ تأاير الأ  

 Poorazizi و Mirjaliliوهذا يتوافق مع  BAP-6و D-2,4نسبة تشكل الكالس الجنيني باستخدام المزائج الهرمونية من

هذا يتوافق مع  و ة الخضريةجنلنضج الأ ضرورية تعد سيتوكينينإلى ال كسينكما لوحظ أن انخفاض نسبة الأ(2015) . 

 2011).)زملاؤه  و   Deviماتوصل إليه
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 : Stage Shoot Regeneration  Regeneration and النموات المتجددة  و مرحلة التجديد -   4-4 

                تجديدالنسبة  في BAP-6  سيتوكينينال و D-2,4 كسينمن المزائج الهرمونية من الأ  التراكيز المختلفة تأثير
 :متوسط عدد النمواتو 
 D-12,4-ل.مغBAP+ 0-6 1 -ل.مغ  1.5المزيج الهرموني ذو التركيزب المعاملة أنّ   (10)يُلاحظ من الجدول   

و بفروقات معنوية  (نمواً  (9.36متوسط عدد النموات و  (51.50%) تجديدالنسبة زيادة معنوية في  لىإأدت 

 +BAP-6 1-ل.مغ 3 كيزالتر  وج الهرموني ذيلمز المعاملة باأدت ، في حين  عاملات المدروسةالم بقية بالمقارنة مع

،  (نمواً  (0.59 متوسط عدد النمواتو (8.33 %) نسبة التجديد  فيانخفاض معنوي  إلى  D-12,4-ل.مغ0.175

 .(BAP-6و D-2,4بدون )فشلت تماماً عملية التجديد عند معاملة الشاهدفي حين 

و متوسط   تجديدالفي نسبة   BAP-6 سيتوكينينال و D-2,4 كسينالأمن   المزائج الهرمونيةتأثير  تركيز :  (10) جدول

 Crocus.sativus.L في الزعفران  المدروس  عدد النموات

  عدد النموات  )%( تجديدالنسبة  (التراكيز)المعاملات

2,4-D  ل.مغ
- 1

  6-BAP ل .مغ
- 1

 متوسط المعاملات متوسط المعاملات 

0.00 0.00 0.00
H

 0.00
I

 

0.00 0.50 4.33
CD

 24.22
C

 

0.00 1.00 6.00
B

 37.50
B 

 

0.00 1.50 9.36
A

 51.44
A 

 

0.00 2.00 4.25
CD

 16.41
CDE

 

0.00 2.50 2.50
EF

 11.72
DEFG

 

0.00 3.00 1.70
FG

 7.03
FGHI

 

0.175 0.00 0.59
GH

 2.34
HI

 

0.175 0.5 4.94
C

 18.75
CD 

 

0.175 1.00 8.33
A
   38.28

B 
 

0.175 1.5 4.50
C

 22.65
C 

 

0.175 2.00 3.22
DE

 14.06
DEF 

 

0.175 2.5 2.25
F

 10.15
EFGH 

 

0.175 3.00 1.40
FG

 4.68
GHI

 

 المتغير
  %نسبة التجديد 

LSD(% 1) 

   %عدد النموات

 LSD(% 1) 

 

  D +6-BAP 8.29 1.17-2,4المعاملة 

C.V 1.98 1.98 

إلى وجود فروق معنوية بين متوسط  ( (BAP + 2,4-D-6الهرمونية المزائج تشير اختلاف الأحرف الكبيرة في العمود الواحد بالنسبة لتراكيز*  
  .%  99 نسبة التجديد عند مستوى ثقة
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زملاؤه  و Zhaoتركيز منظمات النمو وهذا يتوافق مع  بالمزائج الهرمونية المختلفة ونلاحظ أنّ نسبة تشكل النموات تتأار 

إلى جانب التأاير  كالسمن نسيج غير متمايز كال بدءاً ها إنبات ة الخضرية وجنفي تكوين الأ كسينحيث يساهم الأ ،(2010)

في  كسينيعود ذلك إلى الدور المباشر للأ و. (2018، المعري) للسيتوكينينات في تشجيع تشكل النموات من الكالس مهمال

الخلوي إذ لايمكن للخلايا أن تدخل طور الميتوز مالم يتواجد  منقساإلى جانب السيتوكينين الذي يعدهرمون الا الخلوي منقساالا

في وسط التجديد العامل الأهم المحدد في  BAP-6يعد تواجد السيتوكينين و (.1990، زملاؤه و  Rossignol)السيتوكينين 

 النموات من الكالستحفيز تجديد ة النباتية في نسجتجديد النبات حيث يعد من أكار السيتوكينينات نشاطاً في زراعة الأ

Skoog)  وMiller،1957 )، في تحفيز  مهمالذي يساهم بدور  و يعود ذلك إلى احتواء السيتوكينين على شق الأدنين و

زيادة نسبة التجديد  نموات و إلىوهذا يؤكّد أهمية وجوده في تمايز الكالس الجنيني  زيادة عدد النموات المتكونة لنبات ونموا

لوحظ أن زيادة  بينما ،2000)) زملائه وshan و( Indra and Krishnaveni (2009وهذا يتفق مع ماتوصلنا إليه ومع 

 .(2003، زملاؤه و Ranjan)هذا يتفق مع  و تجدد النمواتعن حدٍ معين يؤار سلباً في نسبة  السيتوكينين تركيز

حيث (. 1968زملاؤه،  و Morel)معه بتوازن هرموني  كسينالخلوي دون وجود الأ منقساليس للسيتوكينين تأاير فعال في الا 

 مع تراكيز مرتفعة من السيتوكينين كسينمنخفضة من الأة تراكيز إضافات عند كسينالأ بين السيتوكينينات و تحاديعزز الا

ولذا فإنه للتحكم في تجديد النبات ، 2008)، زملاؤه و Khaleghi) نموها مقارنة باستخدام السيتوكينين فقط  تكون النموات و

تكون نسبة السيتوكينين إلى وسط التجديد بحيث  و كسينة كميات متوازنة من الأإضافالجنيني لابد من  من الكالس

هذا يتوافق مع  و ( Srivastava،2002)عدد النموات المتشكلة  أكبر من الواحد لزيادة نسبة التجديد و كسينالأ/سيتوكينينال

 . 2017)) زملائه و  Lagramو ( 2008)زملائه  و Khaleghiمع  نتائجنا و

 
 نبات الزعفرانفي  تجديد النموات  تكون الكالس الجنيني و و الكالس استحداث(: 3)الشكل      

Crocus.sativus.L.var. Mashhadani                     ايراني المصدر. 
 F: الكالس المستحدث  , G1,G :الكالس الجنيني , H H1, :تجديدال مرحلة , I :النموات المتشكلة من الكالس. 
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 الفصل الخامس
 المقترحات ات وستنتاجالا 

Conclusing  And Suggestions  

 :Conclusionات ستنتاجالا
دقيقة، فعّالة في الحد  20 مدّة% 5( NaOCl)تُعد عملية تطهير الخزعات النباتية  بمحلول هيبوكلوريت الصوديوم  - 1

 .من نمو المسببات المرضية عند الزراعة في الزجاج ، التي يمكن أن تؤار سلباً في نمو الخزعات النباتية

الكالس حيث كانت  ستحداثبالنسبة لا( البراعم الجانبية-البراعم القمية)ونوع الخزعة النباتية  كسينتركيز الأتباين  2-  

 كسينأهمية وجود الأ إلىة ضافبالإ، بالمقارنة مع البراعم الجانبية  ستحداثالبراعم القمية أكار استجابة لوسط الا

2,4-D  الكالس لتشجيع تشكل الكالس الجنيني، لكن حتى مستوىً معين، حيث تؤار زيادة تركيز  استحداثفي وسط

2,4-D يُلاحظ بالمقابل أنّ وجود تركيز منخفض  الجنيني، و كالسسلباً في نسبة تشكل ال 1-ل.مغ 0.25 كار منأ

 .يؤار سلباً في نسبة تشكل الكالس الجنيني  D-2,4جداً من

تآزره مع  و D-2,4تشكل الكالس الجنيني بشكلٍ رئيس بوجود المركب  الكالس و استحداثتتحدد نسبة 3- 

 0.25عن  D-2,4تؤار زيادة تركيز  و(. البرعم القمي ، البرعم الجانبي)تتأار بنوع الخزعة  و BAP-6السيتوكينين 

كانت البراعم القمية  و. تشكل الكالس الجنيني  الكالس و استحداثسلباً في نسبة  BAP-6 من 1-ل.مغ1 و 1-ل.مغ

 .من الجانبية تشكل الكالس الجنيني  الكالس و ستحداثلاة استجابأكار 

تتأار باختلاف  و BAP-6بشكلٍ رئيس بوجود السيتوكينين  عدد النموات المتشكلة ونسبة تجديد النباتات تتحدد 4- 
 لاّ يجب أ و ،عدد النموات المتشكلة سلباً في نسبة التجديد و 1-ل.مغ1.5عن  BAPالسيتوكينين تؤار زيادة  ، و تركيزه

 .1-ل.مغ0.5عن  تركيزه قلي
 الكالس و استحداثحيث تم من خلالها  ،ة على نبات الزعفراننسجتطبيق تقنية زراعة الأ ةتم لأول مرة في سوري5- 
 .تجديد النموات من الكالس  ل الكالس الجنيني  من براعم الكورمات ويتشك

                                                                                   : Suggestionsالمقترحات 
من  ، في برامج التحسين الورااي للزعفران الكالس ستحداثة النباتية كطرِيقةٍ فعالة لانسجاستعمال تقنية زراعة الأ1- 

جودة عالية بالنسبة  كاستنباط سلالات تتميز بنوعية و Somaclonal variation))خلال إيجاد تباينات ورااية جديدة 

 .كماً ونوعاً  نتاجبالتالي زيادة الإ و سلالات متفوقة من حيث عدد الكورمات و ،للمواد الفعالة 

  .الأم من الناحية الورااية  مع النبات تهالمقارن الجنيني الكالس عنلنباتات المتجددة لدراسة التباين الورااي   -   2
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Abstract:      

   The research was conducted in the laboratory of plant biotechnology affiliated to the 
National Commission of Biotechnology (NCBT) , Ministry of Higher Education , and Faculty 
of Agriculture , University of Damascus , during the period  between 2016 -2018 for 
callus induction from apical and lateral buds in Crocus.sativus.L. var. Mashhadani and 
shoot regeneration from embryogenic callus to be used in propagation and genetic 
improvement programs. 

  Results of the surface sterilizing experiment of  the studied species  of corms revealed 
that the best concentration of sodium hypochlorite solution (NaOCl) used to sterilizing  
was 5% for 20 minutes. 

Results of the effect of Auxin 2,4-D revealed that the rate of callus induction was highest 
 at 0.25mg.l-1 of 2,4-D at (38.33%) with significant differences comparing with other 
treatments , while the apical  buds  were more responsive to the callus induction than 
the lateral buds , that the apical buds had the highest value (27.20%) comparing with 
lateral buds (9.58%) with significant difference between these treatments. 

 

   As for the effect of cytokinin 6-BAP in callus induction, the rate of callus  induction was 
higher at 0.25 mg.l-1 6-BAP at a value of (12.74%) with significant differences comparing 
with other treatments. the apical  buds responsive  for callus induction was (5.43%), without 
significantly differences with the lateral buds responsive that was (1.52%).  

  Results of the effect of hormonal mixtures of Auxin 2,4-D and cytokinin 6-BAP revealed  
that the hormonal mixture 1 mg.l-1 6-BAP and 0.25 mg.l-1 2,4-D gave the highest average 
rate of callus induction (55.31%) with significant differences comparing with other treatments.  
The apical  buds gave the highest value (40.93%) comparsing  with lateral buds (13.99%) 
for the callus induction with significant difference between these treatments . 

  Also that , Results revealed the highest rate of embryogenic callus formation was (32.14 (%  
in the concentration 0.25 mg.l-1 of 2,4-D with significant differences comparing with other 
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treatments . the apical buds  were more responsive to the embryogenic callus formation 
than the lateral buds, that the apical buds had the highest value (19.76%) comparing with 
lateral buds (8.09%) with significant difference between these treatments . 

   As for the effect of cytokinin 6-BAP in  the embryogenic callus formation , the highest 
rate was )9.29%) at 0.25 mg.l-1 of 6-BAP. the apical  buds responsive for embryogenic 
callus formation was (3.86%) , without significantly differences with the lateral buds 
responsive that was (1.18%).  

  Results of the effect of hormonal mixtures of Auxin 2,4-D and cytokinin 6-BAP that the 
hormonal mixture 1mg.l-1 6-BAP and 0.25mg.l-1 2,4-D of gave the highest average rate 
of  embryogenic callus formation (54.76%) with significant differences comparing with other 
treatments. The apical buds gave the highest value (34.16%) comparing with lateral buds 
 (11.27%) for the embryogenic callus formation with significant difference between these 

treatments.                                                                                              

 As for the highest average rate of shoot regeneration was at (51.50%) in the concentration  
1.5 mg.l-1 6-BAP with significant differences comparing with other treatments. And the 
highest average rate of number of shoots were in the concentration 0.175 mg.l-1 2,4-D and 
1mg.l-1 6-BAP ,and 1.5 mg.l-1 6-BAP were (9.36 ،8.33) shoots in order with significant 
differences comparing with other treatments. 

   Key words:Saffron, Embryogenic callus, Embryogenesis, Regeneration, 2,4-D, 6-BAP. 
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