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Extended Abstract 

 

Introduction: The efficient long-term storage of plant callus tissues plays a crucial role 

in preserving and capitalizing on plant genetic resources. Traditional subculturing 

techniques can be laborious and expensive, often resulting in contamination, genetic 

instability, and alterations in metabolite profiles. Recent researches suggest that 

lowering storage temperatures, while avoiding freezing conditions, can significantly 

improve the viability of callus cultures by inhibiting metabolic activity. This strategy 

may reduce the necessity for frequent subculturing while maintaining the quality of the 

cultures. This study sought to discover an effective method for preserving saffron 

(Crocus sativus L.) callus, with a specific focus on sustaining its physiological 

functions, particularly its regenerative capabilities. 

 

Materials and Methods: This study was conducted at the Research Institute of Food 

Science and Technology (RIFST) in Mashhad, focusing on the regenerative capability 

of saffron corm-derived calli. Saffron corms were harvested in mid-May and subjected 

to surface sterilization through washing with tap water, immersion in 70% ethanol for 1 

minute, and treatment with 1% sodium hypochlorite solution. Residual disinfectants 

were removed by rinsing with sterile water. The sterilized corms were sliced into 1 cm2 

with 1-2 mm thickness and cultured on solid Gamborg’s medium (B5) supplemented 

with 2 mg/L NAA, 1 mg/L Kinetin (Kin), and 3% sucrose. The cultures were incubated 

in the dark at 22±2 °C, with subculturing occurring every 20 days to promote callus 

development. Upon reaching sufficient callus volume, the samples underwent various 

storage treatments: calli were stored at 4 °C and 22±2 °C, both with and without liquid 

paraffin coverage for three months without subculturing. The control group comprised 

calli maintained at room temperature with routine subculturing every three weeks. After 

the storage period, all calli were transferred to a liquid SH medium containing 2 mg/L 

NAA, 1 mg/L 6-benzyladenine (BA), and 3% sucrose for six weeks. Parameters 

including cell growth index, medium pH, and cell viability (live versus dead), were 

assessed every week. At the end of the culture period, the amount of crocin as the main 

secondary metabolite in the saffron cells was measured using spectrophotometric 

method. 
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Results and Discussion: The results demonstrated that the stored calli at 4 °C showed 

the highest cell growth index after transfer to liquid culture medium. In contrast, calli 

covered with liquid paraffin at both 4 °C and 22±2 °C exhibited a complete loss of 

regeneration capacity in suspension culture. Interestingly, low-temperature storage not 

only maintained but also enhanced cell growth index (1.02) in liquid culture when 

compared to the control treatment (0.42). It is due to the growth of live cells which was 

evidenced by live cell counts using trypan blue staining. These findings highlight the 

critical role of temperature regulation in the successful storage of plant callus tissues. 

Our study also aligning with prior researches as they suggest that refrigerated storage is 

suitable for the preservation of calli derived from chilling-tolerant plants, but it is not 

suitable for chilling-sensitive species. 

 

Conclusion: This study concludes that saffron corm-derived calli can be effectively 

maintained with preserved regenerative capacity when stored at 4 °C for three months 

without subculture. Additionally, the regeneration capacity was optimized, reflected by 

a high ratio of live to dead cells after transferring to a cell suspension culture. Thus, 

storage of saffron calli at 4 °C is a reliable and efficient method for long-term 

conservation. Among the studied treatments, only the calli maintained under control 

conditions showed crocin content (1.1 mg of per gram of dry cells). Considering that 

this study was the first to investigate long-term storage methods for saffron calli, it is 

obvious that more research is needed to increase metabolites after the long storage of 

calli. 
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 چکیده 

ها، تغییرات ژنتیکی و امکان ل آلودگی سلوللکه احتماگیر است بقتپرهزینه و و فرایندی  ، نه تنها  های گیاهیکالوس  زیرکشت

حاصل از بنه زعفران    مدت زمان نگهداری کالوسهای افزایش  این تحقیق روشدر  ا نیز وجود دارد.  هتغییر در ماهیت متابولیت

ای لایهدر زیر  و  تاق  دمای ا،  خچال در یشامل نگهداری  ها  ، بررسی شد. این روشها حفظ شودقابلیت باززایی سلول  به نحوی که

روز یکبار زیرکشت شدند.   20ق بدون حضور پارافین نگهداری شده و هر  ها در دمای اتا. در تیمار کنترل، کالوسودندباز پارافین  

کالوسکشتبعد از اتمام دوره   با ترکیب هورمونی  SHها به محیط  ،  ر  انتقال یافتند. سپس د   NAA(2mg/l)+BA(1mg/l) مایع 

گیری شدند.  اندازه   یرزندهغهای زنده و  کشت و تعداد سلول اچ محیطات پیپارامترهای شاخص رشد سلولی، تغییرهفته    6طی  

نشان داد بیشترین  نتایج  گیری شد.  ده از روش اسپکتروفتومتری اندازهها با استفادر انتهای دوره کشت میزان کروسین سلول

هایی که در  از طرفی کالوس  .د نگهداری شده بودنددرجه سانتیگرا  4دمای  در    ت آمد کههایی بدساز کالوس   میزان رشد سلول

از  حاصل های  ای از پارافین نگهداری شدند، قابلیت تکثیر در کشت تعلیقی را از دست دادند. بر اساس این نتایج، کالوسزیر لایه

ه فقط تیمار از بین تیمارهای بررسی شد.  ری کردنگهدا  یخچال   توان بدون نیاز به زیرکشت، تقریباً سه ماه دررا می زعفران بنه

حاوی   کروسین  میلی  1/1کنترل  بود.  گرم  خشک  سلول  گرم  هر  به  در  مطالعه  این  اینکه  به  توجه  در  با  بررسی  اولین  عنوان 

بیشتری درروش تحقیقات  به  راستا  این  در  است  بدیهی  انجام شد  زعفران  کالوس  نگهداری طولانی مدت  افزای  های  ش زمینه 

  های آن پس از نگهداری طولانی مدت نیاز است.متابولیت
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 مقدمه 

گیاهی است   ،.Crocus sativus Lعفران با نام علمی  ز

)   ،لپهتک زنبقیان  خانواده  به  که (  Iridaceaeمتعلق 

ر خود  زندگی  کچرخه  یکسال  در  میا    کند امل 

(Moradi-Moghaddam et al., 2024 عموماً گل .)-

پای اوایل  ها نمایان  یز قبل از ظهور برگهای زعفران در 

شوند. این گیاه ارزشمند به طور گسترده در مناطق  می

فرانسه،  یونان،  اسپانیا،  مانند  کشورهایی  مختلف 

 Soedaشود )مقدونیه، ایران و اخیراً در چین کشت می

et al., 2007کلاله گل گران  (.  در زعفران،  ادویه  ترین 

عطر و  طعم  رنگ،  دلیل  به  و  است  آن    جهان  متمایز 

قرار   توجه  مورد  )بسیار  است   Kyriakoudi etگرفته 

al., 2012  .)  موثره ترکیبات  ترین  شامل  زعمده  عفران 

سافرانال   و  پیکروکروسین  که  کروسین،  ترتیب  است  به 

ایجاد   طرنگمسئول  عطر  ،  و  باشند  میآن  عم 

(Kanakis et al., 2004.)   کاربرد بر  علاوه  زعفران 

غذ صنایع  در  نوین  گسترده  و  سنتی  طب  در  و  ایی، 

آرایشی دارد  بهداشتی  -صنعت  فراوانی  کاربرد  نیز 

(Soeda et al., 2007 .) 

کلاله   در  موجود  ثانویه  ترکیبات  ارزش  به  توجه  با 

ترکیب این  تولید  اخیرا  شرایط زعفران،  در  ات 

آزمایشگاهی مورد توجه بسیاری قرار گرفته است. یکی 

 Aminiباشد )لی می ها، کشت تعلیقی سلواز این روش

et al., 2022; 2024; Moradi et al., 2017; 2020 .)

)سلول کالوس  یا  پینه  بافت  القای  از  نیافته  تمایز  های 

است.   سلولی  کشت  راستای  در  گام  اولین  یافته(  تمایز 

الوس، یکی از مشکلاتی که محققین با آن د از تولید ک بع

نگهداری   و  حفظ  هستند  مدکالوسمواجه  به  ت  ها 

نگهداری  طولانی می و  برای حفظ  زیرا  نیاز  آنباشد.  ها 

این    زیرکشت مکرربه   است.  تازه  روی محیط کشت  بر 

گیر و پرزحمت بوده و همچنین در  فرایند، پرهزینه، وقت

فرایند   آلوداحت  کشت،زیرطی  سلولمال  از  گی  و  ها 

آن رفتن  وجود  دست  انسانی  و  فنی  اثر خطاهای  در  ها 

د طرف  از  اپیدارد.  و  ژتیکی  تغییرات  احتمال  -یگر 

ها  ها و تغییر در الگوی تولید متابولیتژنتیکی در سلول

 (.   Mustafe et al., 2011نیز گزارش شده است )

پروتبرای حفظ طولانی مدت سلول های  کلهای گیاهی 

تدریجی   1دیانجما انجماد  قبیل،  از  انجماد  2متعددی   ،

 
 
1 Cryopreservation 

کپسولاسیون  3ای شیشه  شده    4دهیدراتاسیون -و  ارائه 

(  Prudente & Paiva., 2017; Nausch andاست 

Buyel, 2021)روش این  زیادی  .  معایب  و  مزایا  ها 

توان ای میدارند. از جمله معایب روش انجماد دو مرحله

ریزی ریزر قابل برنامهرس بودن یک فبه نیاز به در دست

گران قیمت اشاره کرد. همچنین استفاده از این سیستم 

سلول  ردسبرای   نامناسب  کردن  گیاهی  حساس  های 

محافظمی از  استفاده  گاهی  انجمادی باشد.  در    5های 

شیشه انجماد  میروش  سلولای  برای  ایجاد  توانند  ها 

روش یک  تاکنون  کلی  طور  به  کنند.  انجماد    سمیت 

برای    موفق گیاهان  های  کالوس نگهداری  که  از  حاصل 

 Mustafa)ت  مختلف قابل اجرا باشد، معرفی نشده اس

et al., 2011.) 

از   استفاده  بدون  دما  کاهش  باورند،  این  بر  محققین 

روش از  یکی  یخبندان  برای دمای  موثر  فیزیکی  های 

سلول نگهداری  مدت  کاهش  افزایش  طریق  از  ها 

میمتابولیسم د،  شباشد.  این  به  ر  نیاز  کشت  زیررایط 

کالوس پایداری   ، هامکرر  نتیجه  در  و  یافته  کاهش 

(. نگهداری Diab et al., 2014یابد )کی افزایش میژنتی

کم  سلول و  ساده  بسیار  روشی  دما  کاهش  طریق  از  ها 

از   تا    6هزینه است که بر حسب گونه گیاه  سال    5ماه 

 & El-Dawayatiدهد )یقابلیت نگهداری را افزایش م

Zaid., 2012  دمای از  محققین  سابقا    15و    10،  5(. 

و همچنی سانتیگراد  روغندرجه  )پارافین  ن  معدنی  های 

  6تا    4های گیاهی به مدت  مایع( برای نگهداری کالوس

آن نتایج  کردند.  استفاده  زیرکشت  به  نیاز  بدون  ها  ماه 

ب جذابی  بسیار  گزینه  مایع  پارافین  داد  رای نشان 

گونهکالوسنگهداری   از  آمده  بدست  گیاهی  های  های 

پایین را نیز  د. این گروه از محققین دمای  باشمختلف می

کالوس مدت  طولانی  نگهداری  برای  موثری  ها  گزینه 

 (. Augereau et al., 1986معرفی کردند )

داده   نشان  متعدد  مطالعات  نتایج  نگهداری  که  گرچه 

پکالوس دمای  در  گیاهی  میهای  جا توانایین  یگزینی  د 

از  زیادی  تعداد  برای  انجمادی  نگهداری  بجای  مناسب 

شگونه در  گیاهی  ولی  های  باشد،  آزمایشگاهی  رایط 

مطالعه هیچ  کالوس تاکنون  نگهداری  زمینه  در  ای 

 
2 Slow freezing 
3 Vitrification method 
4 Encapsulation-dehydration 
5 Cryoprotectants 
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در   بنابراین  است.  نشده  ارائه  پایین  دمای  در  زعفران 

سلول  رشد  سرعت  بار  اولین  برای  حاضر  های  تحقیق 

مان  زعفر تولید  کو  کشت  روسین  تابولیت    تعلیقی در 

بنه   از  ماهه کالوس حاصل  نگهداری سه  از  سلولی پس 

پایین    آن پارافین مایع  همراه لایهو یا بهدر دمای  از  ای 

 بررسی شد.   
 

 ها مواد و روش

 زایی بنه زعفران کالوس -

غذایی   و صنایع  علوم  پژوهشی  موسسه    این مطالعه در 

اری سی قابلیت نگهدبه منظور برر(  RIFST)  1مشهد  در

های حاصل از بنه زعفران و حفظ قدرت باززایی کالوس

ب شد.  بنهانجام  کالوس،  تهیه  دررای    اواسط  ها 

جمعاردیبهشت الف(  1)شکل  آوری  ماه  پوسته.  های  و 

دقیقه در   45ها حذف شد و سپس به مدت  خارجی آن

زیر   در  مراحل  ادامه  گرفتند.  قرار  جاری  آب  هود زیر 

از  لامینار   منظور جلوگیری  به  استریل  در شرایط کاملا 

بنه شد.  انجام  آلودگی  گونه  هر  آب  هورود  درون  از  ا 

درصد قرار   70دقیقه در الکل    2خارج شدند و به مدت  

مدت   به  سپس  محلول    15گرفتند.  در  دقیقه 

مرحله    1هیپوکلریت سدیم   در  داده شدند.  قرار  درصد 

بقایا حذف  منظور  به  ضدعفوبعد  مواد  از ی  کننده  نی 

بنه به مدت  سطح  نوبت  و هر  نوبت    10ها، در طی سه 

استریل   آب  در  شدنددقیقه  داده  ب(1)شکل    قرار   .  .

متر و ابعاد  میلی   1-2ها به قطعاتی به ضخات  سپس بنه

محیط    مربع  مترسانتی   1 روی  بر  و  شده  داده  برش 

گامبورگ هورمونی  (  1968)  (5B) 2کشت  ترکیب  با 

NAA (2mg/l)+ Kin (1 mg/l)  ساکار درصد    3ز  و 

درجه   22±2کشت شدند. سپس ظروف کشت در دمای  

قرار گرفتندسانتیگراد   تاریکی    . ج( 1)شکل    در شرایط 

(Ziaratnia & Amini, 2021  به دستیابی  برای   .)

روز یکبار عمل زیرکشت و    20حجم دلخواه کالوس، هر  

)شکل    شد  ها به محیط کشت جدید انجامانتقال کالوس

 .  (ر د، . 1
 

 

 

 

 
1 Research Institute of Food Science and 
Technology, RIFST 
2 Gamborg 1968 

مایع  - پارافین  از  استفاده  و  دما  کاهش 

 هابرای نگهداری کالوس

بدست آمده، بر روی محیط کشت در ظروف    یهاکالوس

شدند  شیشه  استریل کشت  کاملاً  شرایط  در  مربایی  ای 

درجه   4. ر(. برخی به درون یخچال در دمای  1)شکل  

کالوس برخی  و  یافته  انتقال  با  اهسانتیگراد  دیگر،  ی 

اتوکلاو  سانتی  2ای به ضخامت  لایه پارافین مایع  از  متر 

به  سپس  و  شدند  پوشیده  یافتند.    شده  انتقال  یخچال 

کالوس از  دیگر  شیشهگروهی  در  اینکه  از  بعد  های ها 

لایه با  گرفتند  قرار  استریل کشت  مایع  پارافین  از  ای 

)دمای   اتاق  دمای  در  سپس  و  شده    22±2پوشیده 

تند. در هیچ  شرایط تاریکی قرار گرفو    انتیگراد(درجه س

  3  تکشت انجام نشد و به مدیک از سه تیمار فوق زیر

برای  شدند.  نگهداری  اولیه  کشت  محیط  روی  بر  ماه 

شرایط   و  اتاق  دمای  در  نیز ظروف کشت  کنترل  تیمار 

کشت شده و به روز، زیر  20تاریکی قرار گرفتند ولی هر  

انتقال   جدید  کشت  شرحمحیط  تیمارهای    یافتند.  

 است. ارائه شده 1مختلف این آزمایش در جدول 

 

 استقرار کشت سلولی -

جهت هکالوس مختلف،  تیمارهای  در  یافته  رشد  ای 

کشت محیط  به  باززایی،  قدرت  حفظ  و  بررسی  شنک 

)1972)  3هیلدبرانت  )SH)    هورمونی ترکیب  با  مایع 

(NAA(2 mg/l)+Kin(1 mg/l  های محیط  و ویتامین

انتقال یافتند. برای     درصد ساکارز  3راه  به هم  5Bکشت  

ارلن از  کشت    30حاوی    لیتریمیلی  100های  استقرار 

ارلن    SHلیتر محیط کشت  میلی به هر    1استفاده شد. 

بر   و  شده  اضافه  قبل  مرحله  از  شده  تهیه  کالوس  گرم 

  22±2دور در دقیقه، دمای    110روی شیکر با سرعت  

 Aminiقرار گرفتند )اوم  اریکی مدگراد و تدرجه سانتی

et al., 2022اچ  ها، پی(. در پایان هر هفته وزن تر سلول

سلول  محیط تعداد  و  معلق  کشت  غیرزنده  و  زنده  های 

  6گیری شد. این مرحله از تحقیق اندازه کشتدر محیط 

 هفته به طول انجامید.  
 

 گیری شاخص رشد سلولیاندازه -

فرم اساس  بر  سلولی  رشد    گیری هانداز  زیرول  شاخص 

 شد.  

 
3Schenk-Hildebrandt(1972)   
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                           1فرمول  

 
 

فرمول،   این  رشد  دهنده نشان  GIدر  ،  سلولی  شاخص 

W1  اولیه سلول نشان ها در زمان آغاز دوره  دهنده وزن 

و   سلولنشان  W2کشت  ثانویه  وزن  زمان  دهنده  در  ها 

 . (Amini et al., 2022) باشد گیری میاندازه

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

کاشت    ج. ها،  . ضدعفونی بنهب   ،ماه تشبنه بالغ زعفران در اردیبهانتخاب  .  الف : تهیه کالوس از بنه زعفرانمراحل . 1شکل

ها  زیر کشت کالوس   . رتشکیل کالوس بر روی قطعات بنه،    د. جامد به منظور کالوس زایی،  گامبورگ  ها بر روی محیط کشت  بنه

 ها به شیشه به منظور اعمال تیمار سرما و یا اضافه کردن پارافینقال کالوس نتا  . زسلولی،    به منظور افزایش بیومس
Fig 1. Callus induction on saffron corms: a. Mature corm selection in May; b. Corm disinfection; c. 

, e. sexplantcorm ormation on Callus f. d ;to callogenesis solid medium 5Bon  explantorm Culture of c

Callus subculture to increase biomass; f. Transferring calli to glass jar for cold treatment and W/WO 

paraffin covering 
 

 . تیمارهای مختلف و شرایط نگهداری کالوس حاصل از بنه زعفران 1جدول 

Table 1. Different treatments and storage conditions of saffron corm-derived callus  
 ردیف

Row 
 شرایط نگهداری کالوس در تیمارهای مختلف 

Callus storage conditions in different treatments 

 ماه  3کشت به مدت زیرای از پارافین مایع، عدم درجه سانتیگراد، پوشیده شده با لایه 4دمای   1
 ماه  3کشت به مدت  زیرای از پارافین مایع، عدم ده با لایهاد، پوشیده شدرجه سانتیگر 22±2دمای   2

 ماه   3کشت به مدت زیردرجه سانتیگراد، بدون حضور پارافین مایع، عدم  4دمای   3
 روز )کنترل(  20کشت هر زیردرجه سانتیگراد، بدون حضور پارافین مایع، انجام  22±2دمای   4
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س - شمارش  بلو،  تریپان  و آزمون  لولی 

 های زنده از غیرزنده سلول  تفکیک

های حاصل از کالوس بنه زعفران با توجه به اینکه سلول

سلول دو صورت  به  مایع،  متراکم در محیط کشت  های 

توده غ )رشد  و  )سلولای(  در یرمتراکم  معلق  های 

بر    کنند، بنابراین نیاز است علاوهکشت( رشد میمحیط

زن کردن که از طریق وگیری شاخص رشد سلولی  اندازه

میسلول محاسبه  کشت  محیط  در  متراکم  شود،  های 

سلول رشد  طریق  میزان  از  نیز  معلق  و  منفرد  های 

آن اندازهشمارش  شوند.  ها  سلولگیری  به  ها  شمارش 

عمومی روش  نیازمند  کلی  اتاقک  صورت  از    استفاده 

هموسایتومترشمارش نام  به  این    .باشدمی  کننده  در 

برا سلول تحقیق  تفکیک  غیرزنده  زنده های  ی  از  از   ،

بلو   تریپان  نسبت 4/0محلول  به  که  استفاده شد  درصد 

با محیط کشت حاوی سلول ترکیب شد. از ترکیب   1:1

( مشخصی  حجم  لام  میک  10حاصل  روی  بر  رولیتر( 

گذشت   از  بعد  و  گرفت  قرار  دو    1هموسایتومتر  الی 

انجام   سلولی  شمارش  میکروسکوپ  زیر  در  شد.  دقیقه 

های مرده عبور فیتی تریپان بلو از غشاء سلول رنگ دوظر

آن و  درکرده  آبی  رنگ  به  را  حالیمیها  در  که آورد 

جذبسلول  را  رنگ  زنده،  از   های  نتیجه  در  و  نکرده 

میلولس تفکیک  مرده  از  های  لام  طرف  هر   9شوند. 

در   سلولی  شمارش  است.  شده  تشکیل  بزرگ    4مربع 

وس مربع  و  گوشه  شد.  مربع  انجام  آبی  سلولط  های 

های آبی تیره  های زنده و سلولروشن را در دسته سلول

سلول دسته  از در  یک  هر  شدند.  شمارش  مرده  های 

-متر میمیلی  1/0ق  متر و عم ابعاد یک میلی ها به  مربع

معادل   عمق  این  در  مربع  هر  نهایی  حجم   1/0باشند. 

هنگامی  میکرو است.  تمامی  لیتر  شمارش  ها  لولسکه 

سلول  انجام تعداد  میلیشد  یک  حجم  در  با  ها  لیتر 

آزمایش   این  )در  شد  محاسبه  زیر  فرمول  از  استفاده 

 Singh and Bramheباشد( )می 2معادل  ضریب رقت

2017.) 

 2رمول ف

 
 

 

 

 

 کروسین   میزانگیری اندازه

سلو کروسین  میزان  گیری  اندازه  به  ها،  لبرای  نیاز 

  آلام   گیری به روشارهصع باشد.  ا میهگیری از آن عصاره

های رشد یافته سلولبدین منظور،   انجام شد. و همکاران

محیط کشت  از  صافی  از  استفاده  با  را  مایع  محیط  در 

خش از  بعد  و  دمجداکرده  در  کردن  درجه   30ای  ک 

گیری استفاده شدند.   برای عصارهسانتیگراد، پودر شده و  

لیتر یمیل  5همراه    گرم پودر سلول خشک شده به  05/0

های فالکون انتقال یافته و  درصد به درون لوله  50اتانول  

مدت   شیکر  ساعت   24به  روی  بر  تاریکی  شرایط   1در 

عصار جداسازی  برای  سپس  گرفتند.  بقایای  قرار  از  ه 

  10دور در دقیقه به مدت    8000سلولی، از سانتریفیوژ  

فیلت از   شده  استخراج  عصاره  شد.  استفاده  با  دقیقه  ر 

منا  و    25/0فذ  قطر  شده  داده  عبور  سپس  میکرومتر 

جذب  موج  ها  عصاره  2میزان  طول  با    440در  نانومتر 

مدل   اسپکتروفتومتر  دستگاه  از   CT-5700استفاده 

ک سل  به  گردیدمجهز  قرائت   ,.Alam et al)  وارتز 

2016) . 

منحنی   است  لازم  کروسین  غلظت  محاسبه  برای 

بدین   3کالیبراسیون  شود.  محلول  رسم  کروسین   منظور 

( دامنه  rM 24O64H44C 976.98استاندارد  در  تا     25( 

،  125،  100،  75،  50،  25گرم بر لیتر شامل  میلی  200

اس  200،  175،  150 اتانول تهیه شد. حلال مورد  تفاده 

غلظت  50 جذب  میزان  سپس  بود.  مختلف  درصد  های 

نانومتر با    440محلول کروسین استاندارد در طول موج  

از دسا و منحنی  ستفاده  قرائت شد  اسپکتروفتومتر  تگاه 

ر جذب نوری  استاندارد کروسین بر اساس غلظت و مقدا

   . (2شکلآن رسم گردید )

نمونه در  کروسین  غلظت  عصنهایتا  با  های  سلولی،  اره 

نانومتر    440ها در طول موج  استفاده از میزان جذب آن

)فرم استاندارد  منحنی  از  آمده  بدست  فرمول  (،  3ول  و 

گرم کروسین بر گرم  ه شد. نتایج به صورت میلیمحاسب

 وزن خشک سلول گزارش شد.

 

 Y= 0.128X+0.0347                      3فرمول 

Yدر سلولی  عصاره  جذب  میزان  موج    =    440طول 

 نانومتر

Xگرم/ لیتر(= میزان کروسین )میلی 

 
1 Shaker 
2 Absorbance 
3 Calibration curve 
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 آنالیز آماری 

تحقیق   با  این  فاکتوریل  آزمایش  صورت  فاکتور  به  دو 

زمان،  شا و  آزمایش  تیمارهای  قالب  مل  پایه  در  طرح 

تصادفی   شد.تکرار    3با  کاملا  بودن    اجرا  نرمال  بررسی 

و  داده تحلیلها  و  از    آماری    تجزیه  استفاده  افزار نرمبا 

Minitab  با استفاده از ها  میانگین.  انجام شد  19  نسخه  

  ( FLSDدار محافظت شده )آزمون حداقل اختلاف معنی

 .  با یکدیگر مقایسه شدندصد در 95ینان با سطح اطم

 نتایج و بحث 

شاخص واریانس  تجزیه  پینتایج  سلولی،  رشد  اچ  های 

ق در  های زنده و غیر زنده معلمحیط کشت، تعداد سلول

پارافین  تاثیر سرما و  محیط سوسپانسیون سلولی تحت 

جدول   نشان    2در  نتایج  که  همانطور  است.  شده  ارائه 

تیمارهای مختلف و زمان و نیز اثر    ، اثرات اصلیدهدمی

اچ محیط کشت  ها بر شاخص رشد سلولی، پیمتقابل آن

 باشد.  دار میهای زنده و غیرزنده معنیو تعداد سلول

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 منحنی استاندارد کروسین با استفاده از روش اسپکتروفتومتری   . 2شکل  

Fig 2. Standard calibration curve of Crocin in spectrophotometry method 

 

اچ محیط  زعفران بر شاخص رشد سلول، پی  حاصل از بنه  اثر شرایط نگهداری کالوس تجزیه واریانس . 2جدول 

 نده و غیرزنده در کشت تعلیقی زعفران های ز کشت، تعداد سلول
Table 2. Analysis of variance of the effect of different storage conditions of corm-derived callus on 

cell growth index, medium pH and number of viable and non-viable cells in saffron suspension 

culture   
 

 منبع تغییرات

(Source ) 

 

ی )
اد

 از
جه

در
d

f
 )

 

 

سلول  شاخص رشد  
Cell growth index 

 

 پی اچ محیط کشت 
Medium pH 

 

های زنده سلول  

Viable cells 

زنده  ای غیرهسلول  

None-viable cells 

میانگین 

 مربعات 
Mean 

Square 

p
-v

a
lu

e 

میانگین 

 مربعات 
Mean 

Square 

p
-v

a
lu

e 

 میانگین مربعات 
Mean Square 

p
-v

a
lu

e 

یانگین مربعات م  

Mean Square 

p
-v

a
lu

e 

 3 5.06 0.000 1.61 0.000 10448314815 0.000 1523495370 0.000 (Treatment xتیمار)

 5 0.31 0.001 0.17 0.000 4954555556 0.000 618325000 0.000 ( Timeن)زما

 اثر متقابل تیمار و زمان

(x Treatment Time) 
15 0.18 0.002 0.23 0.000 891392593 0.000 726650926 0.000 

  48 0.05  0.01  134555556  1750000 ( Errorخطا )

         71 (Totalکل )
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-)میانگین ی. داری کالوس حاصل از بنه زعفران بر رشد توده سلولی در کشت تعلیقمختلف نگه اثر شرایط  . 3شکل 

در سطح احتمال پنج  ( FLSD)  حافظت شدهدار محداقل اختلاف معنی  های دارای حرف مشترک بر اساس آزمون

 (p≤0.05). داری با یکدیگر نیستند(درصد دارای اختلاف معنی

Fig 3. Effect of different storage conditions of corm-derived callus on the growth of cell biomass in 

s Least Significant 'Fisher n thebased osame letter  theeans with (m ssuspension culturesaffron 

Difference (FLSD) do not show significant difference). (p≤0.05) 
 
 

 
  6اثر شرایط مختلف نگهداری کالوس حاصل از بنه زعفران بر شاخص رشد سلولی در کشت تعلیقی در طی  . 4شکل 

 هفته
Fig 4. Effect of different storage conditions of corm-derived callus on cell growth index in 

suspension saffron culture over 6 weeks (p≤0.05)  
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شکل   تعلیقی    3در  کشت  در  سلولی  رشد  شاخص 

کالوس   نگهداری  شرایط   مختلف  تیمارهای  از  حاصل 

 حاصل از بنه زعفران ارائه شده است.  

مشخص است، کمترین شاخص    3همانطور که در شکل  

-( در محیط کشت تعلیقی از کالوس06/0رشد سلولی )

لایه زیر  در  که  آمد  بدست  مایع  هایی  پارافین  از  ای 

بودند )هم در یخچال در دمای  ن درجه   4گهداری شده 

دمای   در  محیط  دمای  در  هم  و  درجه   22سانتیگراد 

عدم   احتمالا  و  مایع  پارافین  وجود  واقع  در  سانتیگراد(. 

سلولاکسیژن   باززایی  قدرت  برده  رسانی،  بین  از  را  ها 

( سلول  رشد  شاخص  بیشترین  طرفی  از  از  02/1بود.   )

کالوس بدستکشت  نگهداری    هایی  یخچال  در  که  آمد 

ماه در آنها    3شده بودند و هیچگونه زیرکشتی در مدت  

نگهداری  اینکه،  توجه  جالب  نکته  بود.  نگرفته  صورت 

ها در مواقع لزوم  ها در دمای اتاق و زیرکشت آنکالوس

)تیمار کنترل( همواره قدرت باززایی کمتری در مقایسه 

ن زیرکشت، ایجاد  ها در یخچال و بدوبا نگهداری کالوس

 کرد.  

بهنتایج   کالوس    مربوط  نگهداری  مختلف  شرایط  اثر 

سلول رشد  روند  بر  زعفران  بنه  از  کشت  حاصل  در  ها 

ارائه شده    4هفته در شکل    6تعلیقی سلولی آن در طی  

میاست.   نشان  شکل  این  در  شده  ارائه  ،  دهدنتایج 

طی   در  سلولی  رشد  شاخص  از   6بالاترین  هفته، 

شده  های کالوس نگهداری  یخچال  در  که  آمد  بدست  ی 

 ها، زمانی که به محیط کشتبودند. این گروه از کالوس

مایع انتقال یافتند، بدون اینکه وارد فاز تاخیر یا مرحله 

اولیه کند  رشد شوند،     1رشد  مرحله  وارد  مستقیما 

شدند و   2یا همان رشد تصاعدی )رشد نمایی(   لگاریتمی

نیز   ششم  هفته  انتهای  این  تا  داشتند.  بالایی  رشد 

طی  سلول در  ثابت    6ها  فاز  وارد  مرگ   3هفته  فاز    4و 

ای  هایی که در زیر لایهسلولی نشدند. از طرفی، کالوس

قدرت تکثیر و رشد   از پارافین نگهداری شده بودند عملاً

  6خود را از دست داده و در محیط کشت مایع در طی  

د. همین رشد  هفته، رشد بسیار کمی در آنها مشاهده ش

اندک نیز مربوط به هفته اول بعد از کشت بود و از هفته 

سلول رشد  بعد  به  کالوسدوم  یافت.  کاهش  های  ها 

هر   که  اتاق  دمای  در  شده  کشت زیرروز    20نگهداری 

 
1 Lag phase 
2 Log phase or Exponential phase 
3 Stationary phase 
4 Death phase 

از کشت،   بعد  اول  هفته  در  کنترل(،  )تیمار  بودند  شده 

ها همواره کمتر از  رشد تصاعدی داشتند. گرچه رشد آن

سلولمیزا رشد  شده  ن  نگهداری  کالوس  از  حاصل  های 

انتهای دوره  تا  اول  انتهای هفته  از  بود. ولی  در یخچال 

 ها مشاهده شد.  رشد بسیار اندکی در آن  عملاً ،کشت

های زنده و غیر زنده معلق در محیط کشت  تعداد سلول

تایج  ارائه شده است. ن  5سلولی زعفران در شکل    تعلیقی

می نشان  این شکل  در  شرایط  ارائه شده  نگهداری  دهد 

سلول  تعداد  بر  زعفران   محیط  کالوس  در  معلق  های 

ها تحت تاثیر کشت موثر است و قابلیت حیات این سلول

نگهداری کالوس قرار می  ها شرایط  از کشت،  گیرد.  قبل 

انتظار می بیشترین سلولهمانطور که  و  رفت  زنده  های 

سلول کشتکمترین  محیط  در  غیرزنده  هایی  های 

های نگهداری شده در یخچال مشاهده شد که از کالوس

درجه سانتیگراد( بدست آمده بودند. از طرفی   4)دمای  

هایی که قدرت باززایی خود را از دست داده  تعداد سلول

های نگهداری شده  های حاصل از کالوسدر کشت، بودند

های مکرر )تیمار  دنهمراه زیرکشت کردر دمای اتاق به

افزایش چشمگیری  تیمارها  سایر  با  مقایسه  در  کنترل( 

هایی که در زیر (. نتایج نشان داد کالوس5داشت )شکل  

کشت   محیط  در  تنها  نه  شدند  نگهداری  مایع  پارافین 

، تعداد سلول زنده معلق اندکی تولید کردند بلکه  تعلیقی

کشتسلول محیط  این  در  مرده  طهای  به  نیز  رز ها 

 (. 5ها بود )شکل چشمگیری کمتر از سایر کشت

گرچه  که  داد  قرار  نظر  مد  را  نکته  این  همواره  باید 

مدت   تعیین  در  مهمی  کلیدی  عامل  نگهداری  شرایط 

باشد ولی از طرف  های گیاهی می زمان نگهداری کالوس

آن نگهداری  قابلیت  گونه دیگر  به  وابسته  شدت  به  ها 

است تحقیقات  .  گیاهی  کالوس نتایج  است  داده  نشان 

را می از گیاهان مقاوم به سرما   4توان در دمای  حاصل 

ماه یا حتی بیشتر نگهداری   3درجه سانتیگراد به مدت  

به   حساس  گیاهان  از  حاصل  کالوس  حالیکه  در  کرد 

آسیب  پایین  دمای  در  و  نداشته  را  قابلیت  این  سرما، 

)می گروه Hiraoka & Kodama T. 1984بینند   .)

ی از محققین نیز ثابت کردند دمای پایین از طریق دیگر

کالوس ماندگاری  مدت  سلولی  تقسیم  های  کاهش 

می افزایش  را  سرما  به  مقاوم  گیاهان  از  دهد  حاصل 

(Hiraoka & Kodama T. 1984; Orshinsky & 

Tomes., 1985)  . 
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زنده معلق در  های زنده و غیر تعداد سلول رهای حاصل از بنه زعفران ب اثر شرایط مختلف نگهداری کالوس . 5شکل 

(  FLSDدار محافظت شده )آزمون حداقل اختلاف معنی های دارای حرف مشترک، بر اساس )میانگین کشت سلولی

 (p≤0.05) داری با یکدیگر نیستند(. در سطح احتمال پنج درصد دارای اختلاف معنی
Fig 5. Effect of different storage conditions of corm-derived callus on number of  suspended viable 

s Least 'means with the same letter based on the Fisher( sin culture cellsviable -nonand 

Significant Difference (FLSD) do not show significant difference). (p≤0.05) 
 
 

روغن از  استفاده  بار  نگهداری اولین  برای  معدنی  های 

ککالوس توسط  گیاهی  شد  ا های  پیشنهاد  پلین 

(Caplin, 1959  به (. گرچه در چندین مطالعه مروری 

  Bridgen andاستفاده از این روش اشاره شده است )

Staby, 1984; Nitzche, 1984  استفاده ولی   ،)

روغن از  کالوسکاربردی  نگهداری  در  معدنی  های  های 

گزارش به  محدود  میگیاهی  اندکی  کاپلین  های  باشد. 

کرد  به  روغن   پیشنهاد  رسانی  اکسیژن  معدنی  های 

مدت  سلول طریق  این  از  و  داده  کاهش  را  گیاهی  های 

افزایش می البته باید این  زمان ماندگاری آنها  را  دهند. 

به   فرایند منجر  این  داد که گاهی  قرار  نظر  را مد  نکته 

سلول از  تخمیر  دیگری  گروه  شد.  خواهد  گیاهی  های 

دمای   کردند  گزارش  یا  جدر  5محققین  و  درجه   10ه 

نمی صفر  نگهداری  بالای  برای  مناسبی  شرایط  تواند 

کالوس مدت  ولی  طولانی  کند  فراهم  گیاهی  های 

روغن از  برای  استفاده  مناسبی  گزینه  معدنی  های 

کالوس می نگهداری  محققین ها  از  گروه  این  باشد. 

های معدنی را در مقایسه با کاهش دما  استفاده از روغن

نگهداری   اقتصادیالوسکبرای  گیاهی،  کم های  و    تر 

(. Augereau et al., 1986تر نیز معرفی کردند )هزینه

قیق حاضر موارد فوق را گرچه نتایج مشاهده شده در تح

نمی کالوستایید  زیرا  زیر  کند  در  شده  نگهداری  های 

لایه پارافین قدرت باززایی خود را از دست دادند. تغییر 

آن در  شده  مشاهده  ایجاد    ا هرنگ  دلیل  به  احتمالا 

 فرایند تخمیر ایجاد شده بود.  

کشت در طی دوره  اچ محیطتغییرات پیدر این تحقیق  

هفته، بصورت هفتگی    6کشت سلولی زعفران در مدت  

شکل   در  نتایج  شد.  کلیه    6ارزیابی  است.  شده  ارائه 

با   کشت،  دوره  از  اول  هفته  در  بررسی  مورد  تیمارهای 

پی مواجهکاهش  محیط   اچ  در  کاهش  بیشترین    شدند. 

های نگهداری شده  هایی مشاهده شد که از کالوسکشت

زیرکشت با  و  پارافین  بدون  اتاق،  دمای  مکرر در  های 

پی بودند.  آمده  بدست  این محیط )تیمار کنترل(  در  اچ 

از  کشت اول  هفته  همان  در  از    1/4به    8/5ها  رسید. 
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افز تا هفته ششم شاهد  اول  پیاانتهای هفته  اچ در  یش 

ها  اچ آنپی  ،ها بودیم و در انتهای دورهاین محیط کشت

کشت  06/5به   کالوسرسید.  از  که  سلولی  های  های 

نگهداری شده در یخچال بدست آمده بودند نیز در سه 

اچ مواجه شدند ولی  هفته اول دوره کشت با کاهش پی

  78/4به    8/5بیشترین کاهش، در هفته اول رخ داد )از  

افزایش پی  (رسید بعد،  به  انتهای هفته سوم  از  اچ در  و 

  32/5ها مشاهده شد به شکلی که در انتهای دوره به  آن

پی کاهش  شدت  کلی  طور  به  محیط  رسید.  این  در  اچ 

هایی  کشت در مقایسه با تیمار کنترل کمتر بود. کالوس

که در زیر پارافین نگهداری شده بودند همانطور که بعد  

ها نبودیم،  یط کشت مایع شاهد رشد آنحاز انتقال به م

پی در  شدیدی  آنتغییرات  از اچ  و  نشد  مشاهده  نیز  ها 

ابتدای دوره کشت تا انتها، همواره روند کاهشی خفیفی  

 اچ نشان دادند.  در پی

( هیدروژن  یون  محیطpHغلظت  در  از  (  یکی  کشت 

تولید   و  سلولی  توده  تجمع  بر  که  است  عواملی 

کشمتابولیت در  است.  سلول  تها  موثر  گیاهی  های 

غلظت این یون در طول دوره کشت تحت تاثیر مرحله 

سلول محیطرشد  از  عناصر  از  برخی  جذب  و  کشت، ها 

می حال  و  کند  تغییر  در  همواره  کشت  دوره  طول  در 

( است  اچ  پیتغییرات    (.Murthy et al. 2014نوسان 

 خکشت رها از محیطدلیل جذب و استفاده الکترولیتبه

منعکس می و  کشت دهد  دوره  مختلف  فازهای  کننده 

عمدتا  می تاخیر محیطاچ  پیباشد.  فاز  مرحله  در  کشت 

افزایش  کشت سلول یافته و سپس  های گیاهی، کاهش 

می نشان  نمایی  مرحله  در  را  بهشدیدی  که  دنبال  دهد 

 Ryuآن مقدار نسبتاً ثابتی در فاز ساکن خواهد داشت )

et al. 1990اوایل فاز لگاریتمی، محیطی(. بنابرا -ن در 

اسیدی ثابت،  و  اولیه  فاز  با  مقایسه  در  است.  کشت  تر 

پروتون احتمالا فعالیت تولید  به  متابولیکی منجر  ها  های 

محیط شدن  اسیدی  میو  دیگر  کشت  طرف  از  شود. 

یون سریع  محیطحذف  از  ترکیبات  ها  توسط  کشت 

آمینه   ، اسیدهای EDTAبافری مانند ترکیبات فسفاته،  

آلی، رخ می اسیدهای  افزایش  یا  به  دهد و دوباره منجر 

میمحیط  اچپی )کشت   ,.Steingroewer et alشود 

تغییرات  2017 الگوی  نیز  حاضر  تحقیق  در  اچ  پی(. 

  که شاهد رشد سلولی در آنها بودیم،   هاییکشتدرمحیط

با توجه به توضیحات   مشابه الگوی ذکر شده در بالا بود. 

احتم پیافوق،  تغیییرات  این  لا  در  شده  مشاهده  اچ 

سلول  رشد  جمله  از  عواملی  تاثیر  تحت  نیز  ها،  تحقیق 

و  آمونیوم  مصرف  جمله  از  غذایی  مواد  و  عناصر  جذب 

پروتون تولید  یا  و  نتیجه نیترات در محیط کشت  در  ها 

میفعالیت متابولیکی،  مثال  های  عنوان  به  جذب باشد. 

محددار  یدیاس  pHبه    ازین  تراتین اما  سمت    طی،  به 

مقابل،  (Bayely, et al. 1972)رود    ی م  یی ایقل در   .

آمون اس  طیمح  pH  ومیجذب  سمت  به   ریی تغ  تهیدیرا 

نتو  دهد  یم ب  جهیدر  م  ومیآمون  شتر یجذب   شودیمهار 
(Fowler, et al. 1982). 

گیری میزان کروسین که با استفاده از نتایج بخش اندازه

انجا اسپکتروفتومتری  هیچ    مروش  داد،  نشان  بود  شده 

حاوی  تحقیق  این  در  شده  بررسی  تیمارهای  از  یک 

آن  در  که  کنترل  تیمار  فقط  و  نبوده  کروسین 

ای از های حاصل از بنه در دمای اتاق و بدون لایهکالوس

هر   و  بودند  شده  نگهداری  زیر    3پارافین  یکبار  هفته 

گرم کروسین در هر  میلی  1/1کشت شده بودند، حاوی  

به    مگر سرما  اعمال  واقع  در  بودند.  خشک  سلول 

آنها در زیر لایهکالوس یا نگهداری  از  های زعفران و  ای 

سنتز   عدم  یا  و  تخریب  موجبات  احتمالا  پارافین 

 ها را فراهم آورده بود.  کروسین در سلول 

های ثانویه  از نظر محققین حفظ قابلیت تولید متابولیت

اند تحت تاثیر  ی شدهرهایی که در سرما نگهدادر کالوس

عنوان هگیرد. بنوع گونه گیاهی و نوع متابولیت قرار می

با   تنباکو  گیاه  کالوس  از  نیکوتین  متابولیت  تولید  مثال 

کالوس حالیکه نگهداری  در  یافت.  کاهش  سرما،  در  ها 

از گیاهان   از کالوس حاصل  آنتوسیانین  متابولیت  تولید 

Buplerum faculatum    وMallotus japonicus   و

گیاه   کالوس  از  شیکونین  تولید  قابلیت  همچنین 

Lithospermum erythrorhizon   سرما تاثیر  تحت 

گرچه  کردند  ثابت  محققین  از  گروه  این  نگرفتند.  قرار 

مدت   سلولی  تقسیم  کاهش  طریق  از  پایین  دمای 

های حاصل از گیاهان مقاوم به سرما را ماندگاری کالوس

برای حفظ    دهد ولی همیشهافزایش می گزینه مناسبی 

قابلیت تولید متابولیت در آنها نبوده و در مورد هر گونه 

 & Hiraokaباشد )گیاهی نیاز به تحقیق و بررسی می

Kodama T. 1984 .) 
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کشت در کشت اچ محیطاثر شرایط مختلف نگهداری کالوس حاصل از بنه زعفران بر تغییرات پی. 6شکل  

 (p≤0.05)  فتهه 6سلولی تعلیقی در طی 
Fig 6. Effect of different storage conditions of corm-derived callus on medium pH changes in 

suspension saffron cell culture over 6 weeks (p≤0.05)  

 

 

 گیری نتیجه

کلی   طور  راستای  به  در  داد  نشان  تحقیق  این  نتایج 

زیرکشت از  کالوسممانعت  مکرر  بنه  اح  های  از  صل 

می در  زعفران  جامد  کشت  محیط  روی  بر  را  آن  توان 

ماه،   سه  مدت  به  یخچال  در  استریل  کاملا  شرایط 

باززایی   قدرت  تنها  نه  شرایط  این  در  کرد.  نگهداری 

آنها افزایش نیز در بلکه قدرت باززایی  شدها حفظ سلول 

گیاه زعفران گونه مقاوم به احتمالا به دلیل اینکه  .  یافت

است، کالوس حاصل از بنه آن نیز قابلیت نگهداری  سرما

دمای   را    4در  سانتیگراد  است  .  رددادرجه  بدیهی 

در   زعفران  کالوس  کاهش  این  نگهداری  باعث  شرایط 

فیفعالیت سلول زیهای  و    هاولوژیکی  بشده  ه  احتمالا 

متابولیت تولید  دلیل  رسیدهمین  حداقل  به  استها    . ه 

تک توان  حفظ  دلیل  به  سلولثالبته  باززایی  و  ها  یر 

تغذیه  با  توانمی شرایط  تولید ایجاد  مناسب  ای 

ثانویهمتابولیت پذیر    را  های  برهمین   ساخت.امکان 

تحقی متابولیت  قاساس  تولید  تحریک  بررسی  ها  برای 

سلول باززایی  از  بهرهپس  شامل  ازها  های  روش   مندی 

الیسیتورها  مختلف کاربرد  ترکیبا  از جمله  تغییر  یا   تو 

کشت   گیاه    هایمتابولیتتولید  افزایش  بر  محیط  این 

 .  رسدوری به نظر میرضارزشمند 

 

 قدردانی 

غذایی    صنایع  و  علوم  موسسه  از    برای بدینوسیله 

های مالی در انجام این تحقیق تشکر و قدردانی  حمایت

 کنیم.   می
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