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 چکیده
با استفاده شود، لذا بهبود خصوصیات زراعی آن زعفران گیاهی تریپلوئید و عقیم بوده که تکثیر آن فقط از طریق رویشی انجام می

بهبود خصوصیات زراعی وری کشت بافت ابزاری مناسب برای کمک به اهای اصلاح کلاسیک با محدودیت همراه است. فنروش از

 زا و باززایی غیرمستقیم بر روی قطعات بنهباشد. هدف از این تحقیق دستیابی به پروتکل مناسب برای القاء کالوس جنینمی

بصورت  اولآزمایش زایی انجام شد. در این تحقیق دو آزمایش متوالی برای القاء و کشت کالوس و جنینزعفران زراعی بود. 

 و 2، 1سطح ) سه در هرکدام BAPو  D-2,4رشد  کنندهتنظیمه فاکتور شامل؛ نوع ریز نمونه )در چهارسطح( و دو فاکتوریل با س

mg/l3ًتکرار پنجتصادفی در  (، در قالب طرح کاملاfsaff ین بود که قطعات حاصل ا اجرا گردید. نتایج آزمایش القاء کالوس حاکی از

ها را در مقایسه با انواع دیگر ریزنمونه( درصد 37/94)ی مادری بیشترین درصد کالوس هاهای تشکیل شده بر روی بنهاز ریزبنه

 (درصد 49/74)و رشد کالوس  بهترین محیط برای تشکیل mg/l) 2) BAPو  2,4-D (mg/l 2)حاوی  MSتشکیل دادند. محیط کشت 

 )و 2,4-D(mg/l 5/0)حاوی  MSر محیط کشت های بدست آمده دزا، کالوسهای جنیندر قطعات بنه بود. برای تولید کالوس

mg/l3)BAP  در تکرار  ششتصادفی با  فاکتوریل در قالب طرح کاملاً آزمایش یک به منظور نمو جنینو واکشت شدند. منتقل

 ABA(mg/l 1) یمحتو یاو  ساکارز درصد شش یمحتو یا( بدون هورمون و MSو کامل  MSغلظت یم)ن سطحهای کشت در دو محیط

 با رتبه) ABA (mg/l 1) محتویکامل  MS. نتایج نشان داد بهترین محیط برای نمو جنین محیط گرفتند قرار بررسی مورد و نتقلم

محتوی  MSتر به محیط کشت کامل به منظور رشد و تمایز بیش نمو یافته هایجنینی دارای هاکالوس سپسبود.  (5از  83/4نموی

قرار  ABA(mg/l 1) محتوی MSهایی که در محیط کشت کامل کالوس اساس نتایج این مطالعه، بر .منتقل شدند ساکارز درصد شش

 بهترین واکنش را به باززایی نشان دادند. ،داشتند

 .، محیط کشتسوماتیکی جنینرشد،  کنندهتنظیمبنه،  کلیدی: هایواژه
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 مقدمه

( ژئوفیتی چند ساله .Crocus sativus Lزعفران زراعی )

 ها با اقلیم خشک وکه در دامنه وسیعی از محیطاست 

فران شود. گیاه زعاز اسپانیا تا چین کشت می خشکنیمه

از نظر ژنتیکی عقیم بوده و تکثیر آن صرفاً از طریق 

ا یگیرد. عدم تشکیل بذر ها انجام میرویشی بوسیله بنه

 پلوئید بودن زعفران محدودیتی برایعقیمی به علت تری

های اصلاح کلاسیک مبتنی بر تلاقی برای کاربرد روش

علاوه برآن، باشد. بهبود کمیت و کیفیت محصول می

بر اساس وجود تنوع ژنتیکی واقعی در زعفران زراعی 

 Grilli) ناچیز گزارش شده استتحقیقات نتایج برخی 

Caiola et al., 2004; Sik et al., 2008; Rubio-

Moraga et al., 2009; Fluch et al., 2010; 

Siracusa et al., 2013; Nemati et al., 2014; Mir 

et al., 2015) ،اختلافات و تنوع فراهمی کهحالی در 

-می محسوب نژادیبه برنامه هرگونه شروع نقطه ژنتیکی

جهت  یژنتیکی جدید تنوع ضروری است تا لذا،. شود

 مورفولوژیکی و زراعی تسهیل گزینش صفات مطلوب

ب مواردی که تنوع ژنتیکی مطلوب در ترکی در ایجاد شود.

 جهشموجود نیست،  وجود ندارد و یا اینکه اصلاًمناسبی 

 Broertjes)تواند باعث ایجاد تنوع جدید شود می القایی

& Van Harten, 1988). 

زایی درون باززایی گیاهان، جهشهای کشت بافت و روش

بهبود برای متعددی مولکولی  ابزارهای شیشه، تراریزش و

کشت بافت روشی سودمند برای  اند.گیاهان توسعه یافته

هایی را برای ایجاد های سالم بوده و فرصتتولید انبوه بنه

زا و مواد تنوع از طریق استفاده درون شیشه از مواد جهش

کند. القاء کالوس و به دنبال آن پلوئیدکننده فراهم میپلی

 تنوعبرای القاء  باززایی گیاهان به عنوان ابزاری ممکن

شود. مطالعات متعددی در مورد جدید پیشنهاد می

زایی غیرمستقیم از زعفران از طریق اندامباززایی گیاه 

های کالوس گزارش شده است. اولین گزارش در کشت

-کالوس در زعفران و باززایی گیاهچه آمیزموفقیتالقاء 

 ,.Ding et alهای بنه بود )های کامل از ریزنمونه

1979; Ding et al., 1981ها در محیط ( که ریزنمونه

کشت شدند. ایلاهی و  2D-,42و  1IAAکشت حاوی 

( نیز کالوس را از Ilahi et al., 1987همکاران )

                                                           
1- Indole-3-acetic acid 
2- 2,4-Di-tert-butylphenol 
3- Murashige and Skoog 

4- 6-Benzylaminopurine 

با  3MS غلظتنیم های بنه در محیط کشتریزنمونه

های رشد کنندهتنظیمهای مختلف استفاده از غلظت

D-2,4 4 وBAP  درصد القاء نمودند.  دوو شیره نارگیل

مورد استفاده  ها برای تمایز مجدد به جوانههمان کالوس

های بدست آمده سپس در محیط قرار گرفتند. ساقه

 5NAAگرم در لیتر میلی 5/0حاوی  MS غلظتنیم کشت

شیره  دو درصدو  6niKیا   BAPگرم در لیترمیلی 1/0و 

 ,.Ilahi et al)شدند  دهیهفته ریشه چهارنارگیل بعد از 

( Isa & Ogasawara, 1988)ایسا و اوگاساوارا . (1987

های بنه در محیط زایی را با استفاده از ریزنمونهکالوس

القاء  BAPو  NAAهای مختلف حاوی غلظت MSکشت 

درجه سانتی 20نمودند. آنها شرایط تاریکی و دمای زیر 

هاد گراد را مناسب برای افزایش دوره رشد کالوس پیشن

 (George et al., 1992)جورج و همکاران کردند. 

های مریستمی بنه زعفران را کشت کرده و کالوس بخش

 ) D-2,4حاوی  MS تولید کردند. آنها محیط کشت

mg/l2 و )Kin (mg/l 5/0را م )ثرترین ترکیب هورمونی ؤ

در القاء کالوس زعفران گزارش کردند و واکشت در همان 

زایی و بهبود رشد یی از کالوسمحیط کشت درجه بالا

 ) IAAحاوی  MSها را نشان داد. محیط کشت کالوس

 mg/l2 ،)niK (mg/l 2 و )7ABA (mg/l100 تشکیل )

های کروی کالوس کروی را القاء نمود. تمایززایی جنین

گرم میلی یکدارای  MS غلظتنیم در محیط کشت مایع

خسارها در انجام شد و تشکیل مستقیم شا ABAبر لیتر 

 ) Kin( و mg/l2 ) NAAحاوی  MSمحیط کشت 

mg/l4 بدست آمد )(George et al., 1992).  میلیاوا و

ها توانستند کالوس (Milyaeva et al., 1995)همکاران 

القاء کنند،  BAPو  D-2,4را در محیط کشت حاوی 

گرم میلی 5/0ها را به محیط کشت حاوی سپس کالوس

ها بر روی منتقل کردند تا جوانه BAPو  D-2,4در لیتر 

ها تشکیل شوند. آنها نشان دادند که افزایش در کالوس

ها و افزایش مقدار منجر به افزایش کالوس D-2,4مقدار 

 ها شدند.منجر به ظهور جوانه BAPسیتوکنین 

زایی سوماتیکی فرآیندی است که در یک سلول یا جنین

نموی  فرآیندتد که پس از افها اتفاق میگروهی از سلول

شود که قابلیت می زیگوتیغیر هایجنینمنجر به باززایی 

5- Naphthylacetic acid 
6- Kinetin 

7- Abscisic acid 
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القاء  زنی و تبدیل شدن به گیاه کامل را دارند.جوانه

های ریزبنه در حضور زا از ریزنمونهکالوس جنین

توسط آهوجا و  NAAو  BAPهای رشد کنندهتنظیم

 زادهابراهیمانجام شد.  (Ahuja et al., 1994)همکاران 

موفق به  (Ebrahimzadeh et al., 2000)و همکاران 

زا در زعفران با استفاده از های جنینتولید کالوس

ها مراحل های مریستم ساقه شدند. این کالوسریزنمونه

بعد از بلوغ به محیط کامل بلوغ جنین را طی کرده سپس 

های کنندهتنظیمبدون  3GAحاوی  MS غلظتنیم کشت

نمودند.  زنیجوانهها شروع به جنینو  یگر منتقل شدندد

 غلظتنیمبه محیط کشت  های جنینیجوانهانتقال این 

MS  حاویNAA  وBAP  های گیاهچهمنجر به تشکیل

 ,Karamian)کامل دارای ساقه و ریشه شد. کرمیان 

زایی سوماتیکی را در باززایی گیاه از طریق جنین (2004

، Crocus (C. sativus ،C. cancellatusچهار گونه 
C. michelsonii و C. caspius با کشت مریستم ساقه )

گرم در لیتر از میلی چهارحاوی  LS در محیط کشت

همچنین محیط  BAPو  NAA هایهورمون هرکدام از

 چهاردر ترکیب با  D-2,4گرم در لیتر میلی یکدارای 

را ایی سوماتیکی زبرای جنین 1گرم در لیتر کینتینمیلی

گزارش کرد. مراحل مختلف نمو جنین سوماتیکی وقتی 

های کروی های جنینی با جنینمشاهده شد که کالوس

گرم در میلی یکحاوی  MS غلظتنیم به محیط کشت

همان  های بالغ سپس درمنتقل شدند. جنین ABAلیتر 

 زنیجوانه 3GAگرم در لیتر میلی 25شده با محیط غنی

طریق انتقال  های کامل ازدر نهایت، گیاهچه نمودند.

 یکدارای  MS غلظتنیم های جوانه زده به محیطجنین

 BAPگرم در لیتر میلی یکو  NAAگرم در لیتر میلی

ساعت تاریکی در  هشتساعت نور و  16تحت دوره نوری 

بدست آمدند. بلازکویز و همکاران  ºC20دمای 

(Blazquez et al., 2004) کشت  از محیطMS 

گرم میلی 1/0و  BAPگرم در لیتر میلی 5/0با  شدهغنی

زایی سوماتیکی استفاده برای القاء جنین D-2,4در لیتر 

حاوی  MSزا در محیط کشت های جنینکردند. کالوس

گرم در لیتر میلی 5/0و  BAPگرم در لیتر میلی یک

NAA  هفته طول  ششبرای تکثیر واکشت شدند. حدود

قطعات های جنینی کروی از کشت ا کالوسکشید ت

. (Blazquez et al., 2009)بنه حاصل شد ریزنمونه از 

                                                           
1- Kin 

ها در مرحله کروی دارای ساختارهای پیش کالوس

 سههای پیش کروی هستند که بعد از جنینی یا جنین

هفته کشت  هفتهای کروی، بعد از هفته کشت به جنین

کوتیلدون( و  تک قطبی )دارای مریستم وهای جنینبه 

های دو قطبی )دارای یک هفته به جنین 10از  دبع

مریستم انتهایی با یک کوتیلدون در یک سر و ریزبنه در 

هفته کشت برای  دوکنند. حدود سر دیگر( نمو پیدا می

کشد قطبی طول می های سوماتیکی دوبلوغ جنین

(Blazquez et al., 2009.)  آهوران و همکاران

(Ahouran et al., 2009) آوردن دست به جهت 

 نمونهریز عنوان به بنه قطعات زا ازجنین هایکالوس

 به MSپایه  کشت محیط در هاکردند. ریزنمونه استفاده

 رشد هایکنندهتنظیم و ساکارز لیتر در گرم 30 همراه

BAP و NAA لیتر در گرممیلی 2و  5/0، 1های غلظت با 

 و تاریکی شرایط در کشتماه  شدند. پس از دو داده قرار

 فراوانی گراد، بیشترینسانتی درجه 22±2 دمای در

 یک هورمونی تیمار ( دردرصد 95زا )جنین هایکالوس

 مشاهده NAA و BAPهای هورمون از لیتر در گرممیلی

 لایه از( Bagheri et al., 2017)باقری و همکاران شد. 

 به عاتقط و مترمیلی یک حدود ضخامت به نازک سلولی

بنه به  رأسی و ایقاعده بخش از مترسانتی یک ضخامت

 هاآنها با کشت ریزنمونه. عنوان ریزنمونه استفاده کردند

-2,4 و BAP ،NAA مختلف هایغلظت با MS محیط در

D درجه  20±2 دمای در تاریکی در ماه سه به مدت

 با( درصد 75) زاییکالوس میزان گراد، بالاترینسانتی

 در بنه ایقاعده بخش نازک سلولی لایه هایهریزنمون

 گرممیلی نیم و NAA لیتر در گرممیلی دو حاوی محیط

صفرنژاد و همکاران . گزارش کردند BAP لیتر در

(Safarnejad et al., 2016) عات بنه که بهبا کشت قط 

های با غلظت MS محیط کشت درعنوان ریزنمونه 

کالوس را  القای یبرا محیط ، بهترینمختلف هورمونی

گرم میلی یکو  BAPلیتر  گرم درمیلی دومحیط حاوی 

 ریزبنه تشکیل گزارش کردند، همچنین D-2,4در لیتر 

 MS محیط مشاهده نمودند. آنها این محیط در را تنها

را بهترین محیط  NAAگرم در لیتر میلی 15/0حاوی 

 زنی جنین گزارش نمودند. زایی و جوانهبرای جنین

سوماتیکی به عنوان روشی کارآمد  زاییجنینورکلی، بط

های مهم تواند یکی از جنبهبرای باززایی گیاهان می
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 زاییکاربرد کشت بافت در زعفران باشد. همچنین اندام

 سریع ازدیاد برای مهمی راه تواندمی مستقیمغیر

 رشد و القاء. باشد گونه این در شده گزینش هایکلون

 اصلی مراحل زعفران هایبنه تشکیل و قهسا القاء کالوس،

 مراحل این بهبود و کنترل. هستند مستقیمغیر زاییاندام

 ازدیاد و شیشه درون زاییجهش برنامه هر شروع از قبل

موفقیت هر  و است حیاتی مستقیمغیر زاییاندام طریق از

مناسب روش زایی درون شیشه بستگی به برنامه جهش

های کارآمد باززایی گیاه، روش القاء و کشت کالوس و

-زا و غربال کارآمد جمعیتتیمارهای جهش سازیبهینه

های مطلوب مورد نظر دارد های جهش یافته برای تنوع

(Xu et al., 2012) . 

القاء  سازیبهینههدف این تحقیق در قدم اول  ،بنابراین

 سازیمطلوب سوماتیکی و زاییجنینوکشت کالوس و 

 از استفاده ززایی غیرمستقیم در زعفران بابا برای شرایط

  .بود کشت محیط در مختلف هورمونی ترکیبات و غلظت
 

 هامواد و روش

ها از مزارع زعفران مناطق مختلف استان خراسان بنه

آوری گردیدند. سپس جمع 1394جنوبی در مرداد 

گرم جداسازی و  7-8به وزن و یکنواخت های سالم بنه

ها از روی بنه، به مدت فلس و خاک گرد و حذف از بعد

و تاریکی  گرادچهار درجه سانتی ماه در دمای هفت

های نگهداری شدند. با نگهداری در دمای پایین، جوانه

اصلی و جانبی شروع به متورم شدن و تولید ریزبنه 

های تولید شده در این شرایط خیلی سالم نمودند. ریزبنه

ن یک منبع ریزنمونه گونه آسیبی به عنواو بدون هیچ

 ها استفاده شدند. برای کشت

عفونی سه ها، از روش ضدریزنمونه ضدعفونی برای

 (Izanloo et al., 2019) ایزانلو و همکاران ایمرحله

عفونی شده سپس در زیر هود های ضداستفاده شد. بنه

به قطعات مورد نظر تقسیم و در محیط کشت  استریل

MS  حاویg/l 3  ،ساکارزg/l 8  آگار وmg/l 100 

 BAPو  D-2,4های رشد کنندهتنظیمآسکوربیک اسید و 

از هرکدام کشت  mg/l 3و  2، 1های مختلف در غلظت

رشد بود.  کنندهتنظیمگردیدند. شاهد هم فاقد هرگونه 

pH  تنظیم شد. محیط کشت و تمام  8/5محیط حدود

 تجهیزات مورد استفاده از قبیل ظروف، آب مقطر، پنس

گراد درجه سانتی 120و سایر وسایل در اتوکلاو در دمای 

 دقیقه استریل شدند. 20اتمسفر به مدت  یکو فشار 

ید کالوس از انواع ریزنمونه توان تول به منظور مقایسه

، (1Corm) متر از بنه مادریمیلی 3×3( قطعات 1 شامل

( 3، (2Corm) ( قطعات بنه دارای نواحی مریستمی2

تحت های مادری های تشکیل شده روی بنههقطعات ریزبن

 4±1شرایط تاریکی و دمای  در شرایط انباری خنک

های ( قطعات ریزبنه4و ( 1Cormlet) گراددرجه سانتی

 (2Cormlet) حاصل از باززایی مستقیم درون شیشه

(Izanloo et al., 2019 استفاده شد. آزمایش بصورت )

 هایغلظت درالذکر وقنمونه ففاکتوریل با چهار نوع ریز

و  2، 1) سطح سه در هرکدام BAPو  D-2,4مختلف 

mg/l 3،) ًتصادفی در پنج تکرار اجرا  در قالب طرح کاملا

های انجام شده برای مدت دو ماه در شرایط گردید. کشت

نگهداری شدند. در طی دوره  C 1±24˚تاریکی و دمای 

رشد  دهی،کالوسهفته اول از انکوباسیون درصد  هشت

مورد بررسی و  آنهاکالوس و کیفیت کالوس و تغییرات 

ارزیابی قرار گرفتند. تعداد کالوس تشکیل شده روی 

ها به کل تعداد ریزنمونه در هر تکرار به عنوان ریزنمونه

 گیریاندازهدر نظر گرفته شد. برای  دهیکالوسدرصد 

 پنجکیفیت کالوس امتیازدهی بصری بر مقیاس یک تا 

های غیرجنینی و دهنده کالوس د که یک نشانانجام ش

 10بعد از زا بود. های روشن و جنیننکروزه و پنج کالوس

ها به حداکثر رشد خود رسیدند، در این زمان هفته کالوس

ها برای واکشت و بخشی برای بخشی از کالوس

ها خارج شدند و گیری وزن تر و خشک از شیشهاندازه

گر تصویری افزار تحلیلنرمبا استفاده از  آنها سطح

ImageJ گیری شد اندازه(Schneider et al., 2012).  

های با زا، کالوسبه منظور القاء بیشتر کالوس جنین

کشت  یطمح آزمایش فوق بهکیفیت بدست آمده در 

 (mg/l 3)و  mg/l) 5/0) 2,4-Dبا  شدهغنی MSکامل 

BAP ها را در شرایط تاریک و دمایمنتقل و کشت 

˚C1±24 نگهداری شدند و بعد از آن  چهار هفتهمدت  به

، ترزا و رشد بیشیشتر کالوس جنینبرای القای ب

زمانی حدود یک  ها برای دو بار متوالی با فاصلهکالوس

ذکر شده واکشت شدند. سپس به منظور  ماه در محیط

زای با کیفیت های جنینزنی کالوسایجاد تمایز و جوانه

 هایی به شرح ذیلقبل به محیط لهاز مرحمطلوب حاصل 

بدون  MSغلظت محیط کشت نیم -1؛ منتقل شدند
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محیط کشت کامل  -ABA (1/2MS-ABA) ،2 هورمون

MS بدون ABA(MS-ABA) ،3-  محیط کشت

 ساکارزدرصد  ششمحتوی  MSغلظت نیم

(1/2MS+6% Suc) ،4-  محیط کشت کاملMS 

محیط  -5، (MS+6% Suc) ساکارزدرصد  ششمحتوی 

 .mg/l 1 ABAمحتوی  MSغلظت نیمکشت 

(1/2MS+ABA) ،6-  محیط کشت کاملMS  محتوی

mg/l 1 ABA (MS+ABA)رای بلوغ جنین از هورمون . ب

3GA  طبق پیشنهاد گرم در لیترمیلی 25به میزان ،

 ,.Ebrahimzadeh et al)و همکاران  زادهابراهیم

زایی، تعداد نیندر انتهای آزمایش ج استفاده شد. ،(2000

، از کالوسمتر مربع سانتی یکدر های تشکیل شده جنین

نمو براساس رتبه کیفی، درجه  زاجنین کیفیت کالوس

، تعداد شاخساره و ریشه انقباضی شمارش و جنین

 شدند.  بندیرتبه

ها قبل از انجام تجزیه واریانس، آزمون نرمالیته داده

وزن خشک و تر برای صفت بررسی و تبدیل لگاریتمی 

 انجام شد. تمایز جنین میزان، تعداد جنین و کالوس

افزار ها و رسم نمودار با استفاد از نرمتجزیه واریانس داده
th12 GenStat  .یهاداده یانسوار یهتجز درانجام شد 

متعامد شامل؛  یسهسه مقا یی،زاینجن یشحاصل از آزما

ر مقابل د MSکشت کامل  یطبا مح یمارهایت یسه( مقا1

 مقایسه( MS، 2غلظت نیم کشت یطبا مح یمارهایت

فاقد  یمارهایدر مقابل ت ABAهورمون  یدارا یمارهایت

ABA در  ساکارز درصد 3 یدارا یمارهایت یسه( مقا3 و

مورد آزمون قرار  ساکارز درصد 6 یدارا یمارهایت قابلم

 گرفتند.

 

 و بحثنتایج 

زایی کالوس، جنینآزمایشات القاء و رشد  حاصل از نتایج

  .اندشدهتشریح این بخش سوماتیکی و باززایی در 

 القاء کالوس

شروع تشکیل کالوس با ظاهر شدن برآمدگی به رنگ کرم 

ها بود که حدود دو هفته بعد تا سفید رنگ روی ریزنمونه

گراد و درجه سانتی 25در دمای قرارگیری از کشت و 

اقد هرگونه تاریکی مشاهده شد. ولی در شاهد که ف

رشدی بود هیچ کالوسی تشکیل نشد. اولین  کنندهتنظیم

های جدا شده از ریزنمونههای تشکیل کالوس در نشانه

های دارای مناطق مریستمی ها و ریزنمونهبنه دیواره

بودند. اولین تیماری که در آن تشکیل کالوس دیده شد، 

که  بود mg/l 2هرکدام  BAPو  D-2,4 یهورمون تیمار

از کشت این تغییرات مشاهده شد. یک ماه  پسروز  10

از کشت )دو هفته بعد از ظهور علائم تشکیل  پس

گی ها سرعت گرفت و لایه سفید رنکالوس(، رشد کالوس

سفید رنگ روی برآمدگی  در این مرحله دیده شد، پوسته

مراحل  کنار زده شده و از زیر آن کالوس پدیدار گشت، در

روز از  40مرور خشک گردید. بعد از  بعد این پوسته به

-a -1ها واکشت شدند )شکل تاریخ کشت اولیه، کالوس

c .) 

 

 
و  D-2,4هورمونی  ترکیب حاوی MS کامل کشت محیط ها درمراحل القاء و تشکیل کالوس روی ریزنمونه .1 شکل

BAP ؛a )رنگ،  فیدس برآمدگی شدن پدیدار با کالوس تشکیل شروعb )در سطح  رنگ سفید برآمدگی شدن خشک

( dکشت،  از پس روز BAP (mg/l2 )40 و D ( mg/l2)-2,4 هورمونی تیمار در کالوس تشکیل مراحل( cریزنمونه، 

cba

fed
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 واکشت انتهای در ( کالوسfدوم و  واکشت ابتدای در کالوس( e اول، واکشت انتهای زا درجنین هایکالوس از هایینمونه

 دوم
Fig. 1. Stages of callus induction and formation on explants in a complete MS medium containing 

2,4-D and BAP hormones; (a) the formation of calluses with the appearance of a white bulge; (b) the 

drying of the white bulge on the explant; (c) the steps of callus formation in 2,4-D (2 mg/l) and BAP 

(2 mg/l) 40 days after culture, d) Examples of embryonic callus at the end of the first subculture, e) 

callus at the beginning of second subculture, and f) callus at the end of the second subculture 
 

 ها نشان داد که برخی از آنها رتبهبررسی کیفی کالوس

یی کیفی پایینی داشتند و برخی نیز دارای رتبه کیفی بالا

ایی که در ابتدای هبودند، در طی زمان برخی از کالوس

 پایین )یک( قرار داشتند به مرور زمان تشکیل در رتبه

 معدبه های بالاتری به خود اختصاص دادند. با توجه رتبه

 و 1های با رتبه کیفی پایین )رشد و نکروزه شدن کالوس

ای بعدی تنها ه( در واکشت اول، در واکشت3و  2

استفاده شد. مشاهدات  5و  4کیفی  های با رتبهکالوس

ها در محیطی با نشان داد که دو بار واکشت کالوس

کشت شده بودند،  آنهاترکیب هورمونی که از ابتدا در 

و بهبود شرایطشان برای بررسی  آنهابرای رشد بیشتر 

ها در کیفیت مفید بود. مشاهدات نشان داد که کالوس

های کروی منسجم محیط جدید به مرور به کالوس

های مکرر زا( نمو پیدا کرده، واکشتهای جنین)کالوس

ها شد و شرایط برای تقسیم و تر کالوسباعث رشد بیش

شت ن برای انجام واکها مهیا شد. بهترین زماتکثیر کالوس

حدود یک ماه بعد از انجام واکشت قبلی تعیین گردید. 

موجود  هایدر پایان واکشت دوم مشاهده شده که کالوس

ام( از هرکد mg/l2 ) BAPو  D-2,4 یهورمون یبدر ترک

 ها در این محیط دارایداشتند، کالوسرا  یفیتک ینبهتر

)شکل  ظاهر کرم تا سفید رنگ، کروی و منسجم بودند

1- d-f نوان ع(، بنابراین ترکیب هورمونی ذکر شده به

 های بعدی انتخاب شد. ترکیب برگزیده برای واکشت

واریانس نشان داد که اثر اصلی منبع  نتایج تجزیه

ریزنمونه برای صفات درصد تشکیل کالوس، کیفیت 

کالوس، قطر کالوس، وزن تر و خشک کالوس در سطح 

ار بود. بین سطوح مختلف داحتمال یک درصد معنی

نیز برای صفات درصد تشکیل کالوس و  D-2,4هورمون 

داری در سطح وزن خشک کالوس اختلاف آماری معنی

احتمال یک درصد مشاهده شد. همچنین نتایج تجزیه 

واریانس برای قطر کالوس نشان داد که بین سطوح 

در سطح احتمال پنج درصد  BAPمختلف هورمون 

نیز در  D  ×BAP-2,4شت. اثر متقابل اختلاف وجود دا

سطح احتمال پنج درصد برای صفت درصد تشکیل 

واریانس برای  دار شد. همچنین نتایج تجزیهکالوس معنی

ها نشان داد های تشکیل شده در ریزنمونهکیفیت کالوس

 در سطح احتمال BAPکه بین سطوح مختلف هورمون 

 (.1جدول دار وجود داشت )پنج درصد اختلاف معنی
های شده در ریزنمونهتشکیلهای میانگین درصد کالوس

های مادری های به دست آمده از بنهجدا شده از ریزبنه

درصد(  37/94؛ 1Cormletتحت شرایط انباری خنک )

های جدا شده از بیشترین مقدار و نسبت به ریزنمونه

؛ 2Cormletهای حاصل از کشت درون شیشه )ریزبنه

که حالی داری داشت، دربرتری معنی درصد( 65/77

های های تشکیل شده در روی ریزنمونهدرصد کالوس

 9/46؛ 2Cormحاصل از بنه مادری کمترین مقدار )

میانگین کیفیت  (. نتایج مقایسه-2aدرصد( بود )شکل 

های مختلف های تشکیل شده بر روی ریزنمونهکالوس

نسبت  1mletCorهای متعلق به نشان داد که ریزنمونه

ر (، د83/3ها برتری داشت )رتبه کیفی به سایر ریزنمونه

های تشکیل شده در که میانگین کیفیت کالوسحالی

1Corm  2وCorm  کمترین رتبه  99/1و  85/1به ترتیب

 (. -2bکیفی را داشتند )شکل 

های تشکیل شده برای اثر میانگین درصد کالوس مقایسه

داد که بیشترین مقدار  نشان D  ×BAP-2,4متقابل 

 D-2,4گرم در لیتر درصد( در ترکیب دو میلی 49/74)

 59/50که کمترین مقدار )حالی به دست آمد، در BAPو 

 3و  D-2,4در لیتر  گرمدرصد( در ترکیب یک میلی

(. براساس 3حاصل شد )شکل  BAPگرم در لیتر میلی

 داری بیننتایج تجزیه واریانس، اختلاف آماری معنی

-های تشکیلخشک و تر کالوسمنبع ریزنمونه برای وزن 

های مربوط به که ریزنمونهطوریه شده وجود داشت، ب

1Cormlet های دیگر برتری نسبت به ریزنمونه

داری در میانگین وزن خشک و تر کالوس نشان معنی

ها نیز نشان داد که میانگین قطر کالوس دادند. مقایسه

های به ه قطعات جدا شده از ریزبنههای متعلق بریزنمونه

های مادری تحت شرایط انباری خنک دست آمده از بنه

های دیگر برتری داشت.نسبت به ریزنمونه
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و  D-2,4های مختلف با ترکیبات متفاوت های تشکیل شده در ریزنمونهواریانس صفات مختلف کالوس تجزیه .1 جدول
BAP  

Table 1. Analysis of variance of different traits of formed callus in different explants with different 

combinations of 2,4-D and BAP 

 تغییر منابع
S.O.V. 

 درجه

 یآزاد

df 

 مربعات میانگین
Mean of squares 

 کالوس تشکیل درصد

Percent of callus 

formation 

 کالوس کیفیت

Callus 

quality 

 کالوس قطر

Callus 

diameter 

 کالوس خشک وزن
Callus dry 

weight 

 کالوس تر وزن

Callus fresh 

weight 

 ریزنمونه

Explant 
3 **10489.5 **17.84 

*612317.0
* 

**0.765 **0.382 

2,4-D 2 **2063.8 ns 0.26 ns 60276.0 **0.127 ns 0.068 

BAP 2 ns87.5 ns 1.18 *128959.0 ns 0.004 ns 0.043 

2,4-D×BAP 4 *755.6 ns 0.61 ns 73902.0 ns 0.016 ns 0.038 

  D-2,4 ×ریزنمونه 
Explant × 2,4-D 

6 ns321.3 ns 0.30 ns 8314.0 ns 0.002 ns 0.0056 

  BAP ×ریزنمونه 

Explant × BAP 
6 ns458.7 ns 1.23 ns 990.0 ns 0.004 ns 0.0078 

 × D-2,4 ×ریزنمونه 
BAP  

Explant × 2,4-D 
× BAP 

12 ns353.9 ns 0.59 *193810.0 ns 0.052 *0.111 

 خطا

Error 
73 292.1 0.78 51959 0.019 0.04 

 ضریب تغییرات
CV (%) 

 27.55 32.82 22.2 10.84 8.7 

ns ، دهدرا نشان می و یک درصدپنج دار در سطح احتمال وجود اختلاف معنی و داریغیر معنی*، ** به ترتیب.  
ns, *, ** Representing non-significant and the significant differences at 5% and 1% levels, respectively. 

 

 
 

 
 زعفران های مختلف بنه و ریزبنه( در ریزنمونهbو کیفیت کالوس ) (aمیانگین درصد تشکیل کالوس )مقایسه . 2 شکل

 (خطای استاندارد ± )میله خطا:
Fig. 2. Mean comparisons of callus formation (a) and callus quality (b) in different explants from 

mother corm and cormlet of saffron (Error bar: ±SE) 
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 انهای تشکیل شده زعفردرصد کالوسبر  D  ×BAP-2,4اثر متقابل میانگین مقایسه  .3 شکل

Fig. 3. Mean comparisons for interaction of 2,4-D × BAP on percentage of callus formation of saffron 
 

در این آزمایش در مرحله القاء و رشد کالوس زعفران، از 

و ریزنمونه از  D-2,4و  BAPرشد  کنندهتنظیمدو 

های آماری تفاوت های مختلف استفاده شد.بنه

بین ترکیبات هورمونی همچنین نوع منبع داری معنی

وجود داشت. بهترین  کالوسرشد  و نمونه برای تشکیلریز

های منبع ریزنمونه برای القاء و تشکیل کالوس ریزبنه

های مادری در شرایط انباری تشکیل شده بر روی بنه

 MSو استفاده از محیط کشت ( 1Cormlet)خنک بودند 

لیتر از هرکدام  گرم درمیلی 2با ترکیب یکسان  شدهغنی

 نتایج بهترین BAPو  D-2,4های رشد کنندهتنظیماز 

مطالعات برخی  .(3)شکل  داد نشان را رشد و کالوس القاء

(Ilahi et al., 1987; Plessner et al., 1990; Chen 

et al., 2003; Zeybek et al., 2012 نیز اثر مثبت )

القا کالوس زعفران بر  D-2,4و  BAPترکیبات مختلف 

( Ahuja et al., 1994گزارش کردند. آهوجا و همکاران )

 شدهغنی LSکه با کشت قطعات ریزبنه در محیط کشت 

ترین بیش mg/l 2-10×2 NAAو  mg/l 2-10×2 BAPبا 

درصد( و همچنین با  94درصد تشکیل کالوس )

ها را به دست آوردند ترین کالوسکیفیت

(Ebrahimzadeh et al., 2000 نیز در ترکیب )

هورمونی مشابه با آهوجا بیشترین درصد تشکیل کالوس 

ها را به دست ترین کالوسدرصد( و با کیفیت 5/78)

( Zeybek et al., 2012آوردند. زیبک و همکاران )

بهترین ترکیب هورمونی برای تشکیل و رشد کالوس 

گرم در لیتر میلی 1و  D-2,4گرم در لیتر میلی 25/0

BAP توام حضور . درگزارش کردند BAP وnaa  هریک

زایی گرم در لیتر بالاترین میزان کالوسمیلی دوبه مقدار 

 و . واحدی(Azadi et al., 2017)( روی داد درصد 90)

 القاء میزان الاترین( بVahedi et al., 2014) همکاران

 را هاکالوس سطح و قطر نظیر رشد پارامترهای و کالوس

 به D-2،4 لیتر در گرممیلی دو حاوی تکش محیط در

 .کردند گزارش را BAP لیتر در گرممیلی یک همراه

رشد در القاء دیگر های کنندهتنظیمو  D-2,4نقش 

برای  D-2,4زایی سوماتیکی واضح است. وجود جنین

که نبود آن منجر زا لازم است در حالیجنینالقاء کالوس 

 ,Karamianشود )می جنینیهای غیربه نمو کالوس

کلی، تمام کالوس بطور یکنواخت تبدیل به بطور (.2004

ها را تشکیل شود و تنها برخی از نواحی جنینجنین نمی

-دهند. این نواحی به عنوان نواحی جنینی نامیده میمی

های بعدی تکثیر شوند و بطور گزینشی در طی واکشت

 Blazquezهای کافی بدست بیایند )شوند تا جنینمی

et al., 2009 .) 
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 زایی و باززاییجنین

های کروی و دارای رتبه کیفی بالای حاصل از کالوس

 با شدهغنی MSکشت کامل  یطدر مح ،القاءآزمایش 

(mg/l 5/0 )2,4-D و (mg/l 3 )BAP  واکشت و در

در این محیط  انکوبه شدند. گرادیدرجه سانت 20 یدما

تشکیل  ترزای با کیفیت و یکنواختهای جنینکالوس

ها شدند. در این محیط سه واکشت متوالی در کالوس

  (.4 انجام شد )شکل

 

 
 یترگرم در لیلیم 5/0 یحاو MS های تشکیل شده روی قطعات بنه در محیطزا بر کالوسهای جنینکالوس. 4 شکل

2,4-D  یترگرم در لیلیم سهو BAP ی؛متوال یهادر واکشت a، b  وc سومو  دوماول،  یهادر واکشت یببه ترت. 
Fig. 4. Embryogenic calluses on the formed callus on the segments of corm in MS medium containing 

0.5 mg / L 2,4-D and 3 mg / L BAP in successive subculture; a) First, b) Second and c) Third 

subculture, respectively. 

 

زایی نشان های آزمایش جنینواریانس داده نتایج تجزیه

ف فقط برای صفت کیفیت بین تیمارهای مختل داد که

 یکداری در سطح احتمال جنین اختلاف آماری معنی

برای  Fآماره . هر چند (2)جدول  درصد مشاهده شد

تعداد شاخساره  نمو جنین و صفات تعداد جنین، درجه

F (P-value ) دار نشد، ولی مقدار ارزش احتمالمعنی

لذا بود.  086/0و  062/0، 057/0برای آنها به ترتیب برابر 

مقایسه میانگین به روش دانکن نشان داد که بیشترین 

 MS غلظتنیم( در تیمار 32/18) کروی تعداد جنین

 که کمترینوجود داشت، در حالی ABAبدون هورمون 

کامل دارای  MS( در تیمار کروی جنین 91/9تعداد )

. اما برای صفت کیفیت مشاهده شد ABAهورمون 

 هاییمارمربوط به ت یفیتک بهترین ،یکالوس جنین

درصد  ششو  ABA حاوی کامل MSکشت  یطمح

 ینکمتر .بود 83/2و  3 یانگینبا م یبساکارز به ترت

 و ABAبدون  MS غلظتنیم یمارهایمربوط به ت یفیتک

 17/1درصد ساکارز با رتبه  شش یدارا MS غلظتنیم

تیمارهای  ،بهترین تیمارهای برای صفت نمو جنین بود.

MS  حاوی هورمون  غلظتنیمکامل وABA  به ترتیب با

موجود های که جنینبودند، در حالی 28/4و  83/4رتبه 

کمترین رتبه نموی  ABAبدون  MS غلظتنیمدر تیمار 

بیشترین تعداد شاخساره نیز در تیمارهای  نشان دادند.را 

MS  حاوی هورمون  غلظتنیمکامل وABA  مشاهده شد

 (. 3)جدول 

آزمون مقایسات متعامد نشان داد که برای صفت تعداد 

 غلظتنیم MSو  MSجنین بین محیط کشت کامل 

درصد  یکداری در سطح احتمال اختلاف آماری معنی

که متوسط تعداد جنین به ترتیب وریطه ، بمشاهده شد

برای صفت کیفیت . (3بود )جدول  08/16و  69/10

 MSو  MSبین محیط کشت کامل  یکالوس جنین

در  آنیا عدم وجود  ABA، همچنین بین وجود غلظتنیم

داری در سطح احتمال محیط کشت اختلاف آماری معنی

-در محیط یدر صد مشاهده شد. کیفیت کالوس جنین 1

بود،  غلظتنیم MSبهتر از محیط  کامل MSیها

در مقایسه  ABAهای حاوی ها در محیطهمچنین کالوس

 از رتبه کیفی بهتری برخوردار بودند آنهای فاقد با محیط

نتایج تجزیه همبستگی بین این دو صفت  .(3)جدول 

 (r=-69/0**)داری نشان داد که همبستگی منفی معنی

. شتالوس جنینی وجود دابین تعداد جنین و کیفت ک

نتایج مقایسه متعامد برای صفات درجه نمو جنین و تعداد 

 طح احتمال یکداری در سشاخساره اختلاف آماری معنی

نشان  ABAو بدون  ABAهای حاوی درصد بین محیط

نسبت به  ABAهای کشت حاوی داد. در محیط

درجه نمو کالوس بهتر و تعداد  ،آنهای فاقد محیط

بین (. 3و  2های مشاهده شد )جدول ره بیشتریشاخسا

a b c
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درجه نموی جنین و تعداد شاخساره همبستگی مثبت 

درصد  ششوجود جود داشت. و (r+=53/0**) داریمعنی

ثیری بر أدرصد ت سهدر مقابل در محیط کشت  ساکاروز

 هیچ یک از صفات مورد بررسی نداشت.
 

های سوماتیکی و تعداد شاخساره در آزمایش درجه تمایز جنین واریانس صفات تعداد، کیفیت و تجزیه .2 جدول

 زاییجنین
Table 2. Analysis of variance for number, quality and degree of differentiation of somatic embryos 

and number of shoots in the embryogenesis experiment 

 منابع تغییر
S.O.V. 

درجه 

 آزادی

df 

 ین مربعاتمیانگ

Mean of squares 

 تعداد جنین
Number of 

embryo 

کیفیت کالوس 

 جنینی
Quality of 

embryonic callus 

 نمو جنین
Embryo 

development 

تعداد 

 شاخساره
Number of 

shoots 

 تیمار
Treatment 

5 0.0728ns 3.711** 0.2839ns 0.1526ns 

1 )MS  کامل در مقایسه باMS نیم غلظت 
1) MS vs 1/2MS 

1 0.2715** 13.444** 0.1022ns 0.0259ns 

 ABAدر مقایسه با نبود  ABA( وجود 2

2) ABA vs non ABA 
1 0.0509ns 4.167** 1.1153** 0.4677** 

 ساکاروز %3ساکاروز در مقایسه با  6%( 3
3) 6% Suc vs 3% Suc 

1 0.0185ns 0.056ns 0.0062ns 0.18ns 

 خطا
Error 

30 0.0299 0.311 0.1194 0.0708 

 ضریب تغییرات
CV (%) 

15.5 27.1 18.1 52.9 

nsباشد.دار در سطح احتمال پنج و یک درصد میدار و معنیدهنده غیرمعنی، * و ** به ترتیب نشان 
ns, *,** representing non-significance and the significance at the 0.05 and 0.01 levels, respectively. 

 

 

 

 متعامد میانگین صفات و مقایسات مقایسه  .3جدول 
Table 3. Mean comparisons for studie traits and orthogonal comparisons 

 شماره تیمار
Treatment 

number 

 تیمارکد 
Treatment 

code 

 تعداد جنین
Number of 

embryos 

 کیفیت کالوس جنینی

Quality of 

embryonic callus 

 نمو جنین
Embryo 

development 

 تعداد شاخساره
Number of 

shoot 
1 1/2MS-ABA 18.32a* 1.17 c 2.45 b 0.24 b 

2 MS-ABA 10.62bc 2.17 b 3.38 ab 0.99 ab 

3 1/2MS+Suc 17.06ab 1.17 c 3.73 ab 0.8 ab 

4 MS+Suc 11.53abc 2.83 a 3.41 ab 0.29 b 

5 1/2MS+ABA 12.85abc 2.00 b 4.28 a 2.28 ab 

6 MS+ABA 9.91c 3.00 a 4.83 a 3.68 a 

 MS 10.69 2.67 3.48 1.11 

1/2MS 16.08 1.44 3.87 1.65 

 

ABA 11.38 2.5 4.55 2.98 

 ABAبدون 
No ABA 

14.47 1.67 2.91 0.62 

 ABAهورمون  بدون MS غلظتنیم کشت محیط -1 تیمارها شامل؛ درصد انجام شد. پنج*مقایسه میانگین صفات با استفاده از آزمون دانکن در سطح احتمال 

(1/2MS-ABA)، 2- کامل کشت محیط MS  بدونABA (MS-ABA)، 3- غلظتنیم کشت محیط MS ساکارز درصد شش محتوی (1/2MS+6% Suc)، 4- 

 -ABA (1/2MS+ABA)، 6میلی گرم در لیتر 1محتوی  MS غلظتنیم کشت محیط -MS+6% Suc)،) 5 ساکارز درصد شش محتوی MS کامل کشت محیط

 (.(ABA MS+ABAمیلی گرم در لیتر  1محتوی  MS کامل کشت محیط
*The mean comparison was performed using Duncan's test at 5% probability level. Treatments including; 1) ½ MS medium − ABA, 

2) full MS medium − ABA, 3) ½ MS medium containing 6% sucrose (½ MS + 6% Suc.), 4) full MS medium containing 6% sucrose 

(MS + 6% Suc.), 5) ½MS medium containing 1 mg/l of ABA (½ MS + ABA), and 6) full MS medium containing 1 mg/l of ABA (MS + 
ABA). 
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بطور کلی، نتایج آزمایش نمو جنین نشان داد که 

های کشت شده در محیط زایهای جنینکالوس

هر چند دارای تعداد جنین بیشتری بودند  MSغلظت نیم

(، ولی متر مربعسانتیجنین کروی در هر  32/18)

ها از رشد و کیفیت خوبی برخوردار نبودند و اغلب کالوس

های کشت حال، کالوسها کوچک بودند، در عینکالوس

یینی از نظر تمایز، درجه نموی پا شده در این محیط

کروی باقی  ها اغلب در همان مرحلهداشتند و کالوس

هرچند تعداد جنین  MSهای کامل ماندند. اما در محیط

جنین  69/10شد )بطور متوسط کروی کمتری دیده می

ها دارای رتبه متر مربع(، ولی کالوسکروی در هر سانتی

کیفی بالاتری بوده و رشد خوبی نیز نشان دادند، همچنین 

ها از نظر تمایز هم پیشرفت خوبی داشتند. الوساین ک

محتوی  MSبیشترین میزان تمایز در محیط کشت کامل 

mg/l 1 ABA  وجود داشت که در تمام تکرارهای آن

زایی مشاهده شد. علاوه بر آن، در محیط کشت شاخه

محتوی شش درصد ساکارز تمایز کامل و  MSکامل 

بدون  MSکامل  زایی دیده شد، اما در محیط کشتشاخه

(. بنابراین، 5رخ نداد )شکل  یتمایز ABAهورمون 

 MSبهترین محیط برای نمو جنین محیط کشت کامل 

  بود. mg/l 1 ABAمحتوی 

 
( MS .aهای کشت کامل و محیط MS غلظتنیمهای کشت زا در محیطهای جنینتفاوت رشد و تمایز کالوس .5 شکل

رشد یافته در محیط کشت  یها( کالوسmg/l 1 ABA، bمحتوی  MS غلظتنیمت رشد یافته در محیط کش یهاکالوس

بدون  MS غلظتنیمهاس رشد یافته در محیط کشت ( کالوسc، درصد ساکارز ششمحتوی  MS غلظتنیم

رشد  یها( کالوسmg/l 1 ABA ،eمحتوی  MSرشد یافته در محیط کشت کامل  یها( کالوسd رشد، کنندهتنظیم

بدون  MSرشد یافته در محیط کشت کامل  یها( کالوسf، درصد ساکارز ششمحتوی  MSمحیط کشت کامل  یافته در

 ن.هورمو
Fig. 5. Differences in growth and differentiation of embryonic callus in the half strength and 

complete MS medium; a) callus grown in 1/2 MS containing one mg /L ABA, b) callus grown in 1/2 

MS medium containing 6% sucrose, c) callus grown in a 1/2 MS without growth regulators, d) callus 

grown in full MS medium containing one mg /L ABA, e) callus grown in MS medium containing 6% 

sucrose, and f) callus grown in complete MS without hormone. 

 

های باکیفیت پس در این آزمایش پس از القاء، کالوس

گرم میلی 5/0حاوی  MSچندین واکشت به محیط کشت 

منتقل شدند که در این  BAPگرم و سه میلی D-2,4از 

های جنینی کروی با کیفیت مطلوبی محیط تعداد سلول

 ,.Blazquez et alتولید شدند. بلازکوئز و همکاران )

( mg/l 2و ) mg/l 5/0 )NAA( ترکیب هورمونی )2009

BAP  را به عنوان ترکیب برگزید برای القاء کالوس

های تشکیل شده معرفی کردند. زا بر روی کالوسجنین

 Ebrahimzadeh etزاده و همکاران )که ابراهیمدر حالی

2000al., ترکیب هورمونی ) (mg/l 2-10×2 )BAP  و

(mg/l 2-10×2 )NAA  به عنوان ترکیب برگزیده برای

لاگرام و همکاران زا پیشنهاد نمودند. القاء کالوس جنین

a b c

d e f
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(Lagram et al., 2017 ترکیب هورمونی )BAP  2,4و-

D گرم در لیتر را بهترین هرکدام به مقدار یک میلی

ها از بنه ترکیب برای القاء و رشد کالوس در ریزنمونه

ند. آنها کمترین میزان تشکیل زعفران پیشنهاد نمود

و  BAPگرم در لیتر کالوس در محیط حاوی یک میلی

گزارش کردند. علاوه برآن،  D-2,4گرم در لیتر میلی 1/0

گرم در لیتر میزان میلی 5/1به میزان  BAPافزایش مقدار 

 BAP (8القاء ساقه را بهبود بخشید. در ضمن، ترکیب 

گرم در لیتر( بطور و میلی)د NAAگرم در لیتر( و میلی

های پیشرفته را بهبود داری میزان تشکیل ساقهمعنی

 7/2و  5/0های بدست آمده بین بخشید. اندازه کالوس

 .(Lagram et al., 2017)متر بود سانتی

های در این آزمایش، به منظور نمو جنین از کالوس

 یکحاوی  MSجنینی پس از انتقال به محیط کشت 

های نمو یافته ، درصد جنینABAلیتر  در گرممیلی

های منتقل شده که کالوسبیشتری تولید شدند. در حالی

-تولید ریشه ساکارزدرصد  ششکشت حاوی به محیط 

ها در ثر بر بلوغ جنینؤهای انقباضی نمودند. عوامل م

درصد( در محیط  شش) ساکارززعفران افزایش مقدار 

( یا Sheibani et al., 2007بدون هورمون ) MSکشت 

به محیط کشت  ABAگرم در لیتر میلی یکاضافه کردن 

های بالغ سپس در ها شده و جنینباعث بلوغ جنین

شدند  زنیجوانهوادار به  3GAلیتر  گرم درمیلی 25حضور 

(Karamian, 2004 در طی .)های بخش زنیجوانه

متورم شده و منجر به تشکیل  ها معمولاًتحتانی جنین

(. Sheibani et al., 2007ماه شدند ) سهها بعد از یزبنهر

( به منظور Lagram et al., 2017)لاگرام و همکاران 

بر تشکیل و رشد ریزبنه زعفران،  ساکارزاثر غلظت  مطالعه

 MS غلظتنیم های زعفران در محیط کشتساقه

با دو  D-2,4و  BAPگرم در لیتر میلی یکبا  شدهغنی

سه و پنج درصد( کشت شدند. ) کارزساغلظت مختلف 

درصد از حالات بنه تشکیل  50 اه کشت، تقریباًبعد از دو م

شد. با توجه به تشکیل بنه و ریشه و تعداد آنها، تفاوت 

مشاهده  ساکارزهای مختلف غلظتداری بین آماری معنی

تر و با وزن های قطوربنهدرصد  پنجنشد، ولی در غلظت 

درصد تشکیل شدند  سهه با غلظت تر بالاتری در مقایس

(Lagram et al., 2017) در این آزمایش با انتقال .

های توسعه یافته پس از های جنینی با جنینکالوس

درجه  25واکشت و قرارگیری در شرایط دمایی 

ساعت تاریکی/روشنایی  8/16وری گراد و در دوره نسانتی

 ها گردید. شاخسارهعث تشکیل با

هایی که در محیط نشان داد که کالوس ایشنتایج این آزم

قرار داشتند،  ABA(mg/l 1) محتوی MSکشت کامل 

که طوری بهترین واکنش را به باززایی نشان دادند، به

 آنهاها دیده شد، بر روی بیشترین تمایز در این کالوس

های انقباضی هم شاخه و هم ریزبنه تشکیل شد. هم ریشه

 mg/l) که تحت تیمار هورمونیهایی در کالوس ،بطورکلی

1 )ABA زایی تر از شاخهزایی بیشریشه ،قرار نگرفتند

تر تحت هایی که قبلرخ داد و برعکس بر روی کالوس

زایی شاخه ،قرار گرفتند ABA( mg/l 1) تیمار هورمونی

(. پس از واکشت و 6زایی رخ داد )شکل تر از ریشهبیش

نمویافته به شرایط فوق  هایهای دارای جنینانتقال نمونه

  (.7جوانه و شاخسارها رشد یافتند )شکل 

 

 گیرینتیجه

 با توجه به مشاهدات در طی آزمایش و نتایج تجزیه

های جدا شده از توان استفاده از ریزنمونهواریانس می

های مادری تحت انباری های به دست آمده از بنهریزبنه

کشت کامل  ( و کشت آنها در محیط1Cormletخنک )

MS غنی( شده باmg/l 2 )2,4-D ( وmg/l 2 )BAP  را

ها توصیه برای به دست آوردن بیشترین و بهترین کالوس

توان ها میکرد. بنا به نتایج مشاهده شده در طی واکشت

)به  BAPو  D-2,4شده با غنی MSمحیط کشت کامل 

زمانی  از هر یک( را بهترین محیط، فاصله mg/l 2میزان 

دود یک ماه را بهترین مدت برای واکشت و قرارگیری ح

را بهترین  C 25-20˚ها در شرایط تاریکی و دمای نمونه

شرایط برای انجام واکشت به منظور حفظ و تکثیر کالوس 

زایی و نمو جنین، دانست. بهترین تیمار برای جنین

بود که باعث تولید  ABAدارای  MSمحیط کشت کامل 

یت و دارای درجه تمایز بالاتر و تولید های با کیفجنین

های سوماتیکی در این آزمایش جنینها شد. شاخساره

های اصلاح توانند در برنامهبدست آمده سپس می

های موتاسیون مورد استفاده قرار گیرند. تولید جنین

سوماتیکی از طریق کشت بافت و سیستم ریزازدیادی 

زعفران با استفاده از انبوه، امکان ایجاد تنوع جهت اصلاح 

های فیزیکی و شیمیایی را بطور کارآمدی فراهم موتاژن

نماید. پس از بدست آوردن پروتکل موثر القاء کالوس می

زای و باززایی غیرمستقیم، القاء جهش توسط مواد جهش
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های مختلف ها و ریزنمونهشمیایی و فیزیکی روی کالوس

 د.به منظور ایجاد تنوع ژنتیکی انجام شو

 

 

 
زایی و و شاخه ABAهای فاقد هورمون های رشد یافته در محیطهای انقباضی در کالوستشکیل ریشه. 6 شکل

 MS غلظتنیمکالوس در محیط کشت ( ABA .aهای محتوی هورمون های رشد یافته در محیطزایی در کالوسریشه

کالوسی که در محیط کشت کامل  (b ،ی تشکیل شدههانمو یافته و ریزبنه هایجنیندارای  ساکارزدرصد  ششمحتوی 

MS بدون هورمون رشد یافته، c)  غلظتنیمکالوسی که در محیط کشت MS  محتویmg/l 1 ABA و رشد یافته d) 

 .mg/l 1 ABAمحتوی  MSدر محیط کشت کامل رشد یافته  کالوس
Fig. 6. Formation of contractile roots in callus grown in ABA-free medium and shoots and rooting 

in callus grown with ABA medium; a) callus in medium containing half-strength MS containing 6% 

sucrose with developed embryos, b) A callus grown in a complete MS medium, c) a callus in half-

strength MS medium containing one mg/l ABA, and d) a callus which has been grown in MS medium 

containing one mg /L ABA. 
 

 
لیتر میلی 3و  D-2,4لیتر یلیم 5/0حاوی  MSهای زعفران در محیط کشت وسلشاخسارهای تولید شده از کا .7 شکل

BAP  ساعت 8/16درجه با دوره نوری  25در دمای 
Fig. 7. Shoots produced from saffron callus in MS medium containing 0.5 ml 2,4-D and 3 ml BAP at 

25 °C with the photoperiod of 16/8 hours 

 

ba

dc
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 دانیتشکر و قدر

 به شماره مصوب تحقیقاتی طرح قالب در مطالعه این

 معاونت زیست فناوری، توسعه ستاد حمایت با 4553/11

بدینوسیله  .شد انجامجمهوری  ریاست فناوری و علمی

حمایت مالی از نگارندگان مراتب تشکر و قدردانی خود 

 هایجمهوری و کمک ریاست فناوری و علمی معاونت

معاونت محترم پژوهش و فناوری  تدارکاتی و اداری

 دارند. دانشگاه بیرجند را اعلام می
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Abstract 
Saffron is a sterile triploid plant which is propagated by daughter corms from the mother corm, thus 

improving its agronomic characteristics has been limited using conventional plant breeding. Tissue 

culture technology is a useful technique to improve crop characteristics. The purpose of this research 

was to find the appropriate protocol for the induction of callus in parts of saffron corms. A factorial 

layout based on a completely randomized design was carried out with plant growth regulators 2,4-

D and BAP, at three levels (including 1, 2 and 3 mg/l) with five replications. The control samples had 

no growth regulators. These results indicated that MS culture medium supplemented with 2 mg/l 

2,4-D and 2 mg/l BAP was the best culture medium for callus growth and formation. The purpose of 

this study was to achieve a suitable protocol for inducing embryogenic callus and indirect 

regeneration in saffron. To achieve this, an experiment was conducted based on a completely 

randomized design with four replications using two growth regulators such as 2,4-D, 0.5 mg/l and 

BAP at three levels of 3, 4 and 5 mg/l. The results revealed that there were no significant differences 

between treatments. Then, these calluses were sub-cultured into two different levels of MS medium 

(half-strength MS and complete MS) without ABA with 3 and 6% sucrose, and with one mg/l ABA. 

The factorial layout was conducted based on a completely randomized design with six replications 

to study embryo development. The results indicated that the best medium for embryo development 

was complete MS medium containing one mg/l ABA. Finally, in order to growth and differentiation, 

these calluses were transferred to MS medium with 6% sucrose. The observations indicated that 

calluses in full MS medium containing one mg/l ABA, had the best reaction to regeneration of 

saffron. 
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