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 .361-375(: 3)8، . زراعت و فناوری زعفران(.Crocus sativus L) یی زعفرانزاکالوس بر گیاهی
 

 چکیده

 دنیا محسوب دارویی گیاهان ترینمهم از یکی ارزشمند، ثانویه هایمتابولیت داشتن دلیلبه پلوئیدتری و چندساله عنوان گیاهی به زعفران

زایی و رشد کالوس در نور و کیتوسان( بر کالوس فراصوت، دما، با هدف ارزیابی عوامل مختلف )نوع اکسین، امواجی حاضر مطالعه .شودمی

سی قرار گرفت. بدینان در قالب دو آزمایش های بنه زعفرریزنمونه سین مورد برر صوت و نوع اک شد. در آزمایش اول تأثیر امواج فرا  انجام 

سمت به ضدعفونی از پس زعفران هایبنه منظور ساوی هایق سیم م صوت، روی محیط  تق شتو پس از تیمار با امواج فرا  حاوی  MS ک

1-l.mg 2 ( اکسککینNAA  وD-2,4) 1 به همراه-l.mg 2 Kin .در آزمایش دوم، تأثیر درجه حرارت، کیتوسککان و روشککنایی  کشککت شککدند

 زاییکالوس درصد نظر از تیمارها بین که داد نشان واریانس تجزیه زایی و رشد کالوس مورد ارزیابی قرار گرفت. نتایجبطورجداگانه بر کالوس

l.mg 2Kin +  1-l.mg 0.5-1 حاوی MS کشککت محیط. دارد وجود داریمعنی تفاوت کشککت از پس سککوم و دوم ماه در کالوس تر وزن و

 NAA صد نظر از شد و زاییکالوس در سه در زعفران بنه هایریزنمونه کالوس ر شت محیط  با مقای 2Kin +  1-l.mg 0.5  حاوی MS ک

 D-2,4 1-l.mg کشت محیط در. بود برخوردار باجتری کارایی از MS حاوی D-2,4 استفاده بود، پایین کالوس رشد و زاییکالوس درصد که 

ها زایی و رشد ریزنمونهدر آزمایش دوم نیز درصد کالوس .گردید کالوس رشد تقویت باعث فراصوت امواج تیمار از استفاده با زنیزخم تیمار از

استفاده  D-2,4 حاوی  MSبراین در آزمایش دوم، در محیط کشت بود. علاوهD-2,4 داری بیشتر از بطور معنی NAAکشت حاوی در محیط

سان با غلظت  شت را زایی ریزنمونهی کالوس گردید و فراوانی کالوسالقاباعث تحریک  l.g 25/0-1از کیتو های بنه زعفران در این محیط ک

. در حالی که در محیط زایی و رشکککد کالوس را کاهش دادوسکال l.g 75/0-1به l.g 25/0-1افزایش داد، ولی افزایش غلظت کیتوسکککان از 

شت ستفاده از که از کارایی کالوس NAAحاوی   MSک شد کالوس باجیی برخوردار بود، ا سان، زایی و ر ستفاده از کیتو شد کالوسا زایی و ر

و  ºC 25در دمای  NAAحاوی  MSزایی در محیط کشککت کلی، بیشککترین درصککد کالوسبطورکالوس بنه زعفران را کاهش داده اسککت. 

 ایی و مهندسی ژنتیک زعفران قابل توصیه است.شیشهتاریکی بدست آمد که برای مطالعات کشت درون
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 مقدمه

 جنس بککه متعلق Crocus sativus L. یعلم نککام بککا زعفران

Crocus (فران ع نواده و (ز بق) Iridaceae خککا ن نوانبککه( ز  ع

 محصوجت نیب در یاژهیو گاهیجا جهان، ییدارو ادویه نیترگران

. این گیاه بومی ایران اسککت که در دارد رانیا یصککادرات و ییدارو

تولید داروهای پزشکککی و درمان بیماری ها و همچنین داشککتن 

صادی دارای ارزش  خواص غذایی جایگاه مهمی دارد و از نظر اقت

بسیار باجیی می باشد. تکثیر این گیاه فقط از طریق غیرجنسی و 

صورت گرفته و  سط بنه )پیاز(  از بنه  یدیجد یهاهبن سال هرتو

شک هایکلاله. (Kafi et al., 2006) گرددمادری تولید می  خ

 ) کربوهیدرات نظیر ترکیباتی بودن دارا رب علاوه زعفران گیاه

سیدهای پروتئین، ،(هاپنتوزان و هاپکتین سیدپالمیتیک،( چرب ا  ا

 حاوی، (B2) هانیتامیو و املاح(، اسیدلینولئیک و اسیداستئاریک

 عامل ترکیبات این نوع و مقدار که هسکککتند ایویژه ترکیبات

، کروسککین. ترکیبات اسککت زعفران ارزش و کیفیت کنندهتعیین

سئول رنگ زرد، طعم  سافرانال که به ترتیب م سین و  پیکروکرو

های شککوند، از متابولیتتل  و عطر و بوی زعفران را شککامل می

 . (Kumar et al., 2008بسیار مهم این گیاه هستند )

 ،بافت کشت گیاهان از طریق ایشیشهدرون تکثیر هایروش

سیرغ ریتکث ینوع ست یجن سبت آن تیمز که ا  یهاروش به ن

 یکیژنت یمحتوا و تیفیک با اه،یگ یادیز تعداد دیتولنظیر  مرسوم

ست تیاهم زئدر زمان کوتاه حا کنواختی سلولا شد و نمو  و  . ر

ای تحت تأثیر عوامل شیشهدرونهای گیاهی در شرایط ریزنمونه

سلولمتفاوتی نظیر ژنوتیپ، نوع ریزنمونه، زخم ها، ها و بافتزنی 

 باشد. های رشد میکنندهشرایط محیطی رشد و غلظت تنظیم

انتخاب نوع ریزنمونه در مرحله رشدی مناسب از گیاه مادری  

های رشککد، نقش مؤثری در القای کالوس و کنندهبه همراه تنظیم

شرایط درون شت بافت در  ست و همچنین ک شته ا شه ای دا شی

ی قرار گرفتن آن روی محیط کشککت بر سککن ریز نمونه و نحوه

 Koohi et al., 2014; Verma. )باشککدمی مؤثرالقای کالوس 

et al., 2016 Zare et al., 2009;).  

هایی که از نظر واسطه حساسیترشد و تکثیر گیاه زعفران به

شد آرام و  سیدگی کورمر سط عوامل بیماریپو زای خاکزاد ها تو

کننده زیادی مواجه اسککت. لذا روش دارد همواره با عوامل محدود

کشککت بافت به عنوان یک روش مؤثر جهت تکثیر زعفران مورد 

ای را توان با کشککت بافت، توان بالقوهگیرد. میاسککتفاده قرار می

طلوب از لحاظ ژنتیکی های بدون پاتوژن و مبرای تولید انبوه بنه

فراهم سکککاخت. همچنین، عملکرد کمی و کیفی زعفران را با با 

توان ارتقاء بخشککیده و درآمدزایی کشککاورزان و کشککت بافت می

 ,.Farjaminezhad et al) صککککادرات زعفران را افزایش داد

2013; Castellar & Iborra, 1997; Sajjadifard & 

Pazhouhandeh, 2015). و بافت  سککلول ن، کشککتبرایعلاوه

های منبع با ارزشی برای تولید متابولیت تواند به عنوانمی گیاهی

فاده قرار گیرد ) یه مورد اسکککت  ,.Farjaminezhad et alثانو

. تأثیر عواملی مانند شکککرایط محیطی )دما و روشکککنایی(، (2013

های رشد گیاهی در محیط کشت و کنندهترکیب و غلضت تنظیم

شت دروننوع ریزنمونه  شهرا در موفقیت ک ایی زعفران مورد شی

 ,Sajjadifard  & Pazhouhandeh) کید قرار گرفته اسککتأت

2015).  

های مکانیکی ای از موجتوان دسکککتهامواج فراصکککوت را می

باشککد. در واقع امواج می KHz20دانسککت که بسککامد آن بیش از 

سامدشان بین  سامد کمت KHz  20تا Hz 20صوتی ب ست و ب ر ا

تأثیر  (.Rossing, 2014) نامندرا امواج فروصککوت می Hz 20از 

بسامد ها و ارقام مختلف گیاهی با توجه به امواج فراصوت درگونه

انرژی طوری که ممکن اسککت و میزان انرژی، متفاوت اسککت به

ها را افزایش و بعضی دیگر را امواج فراصوت، رشد بعضی از گونه

 (.Ananthakrishnan et al., 2007کاهش دهد )

شدت آن می  صوت با توجه به مدت زمان و  توانند امواج فرا

سطح انرژی پایین ات متفاوتی را اعمال کنند بهتأثیر طور مثال با 

های و بافت مفید و قابل بازگشککتی را در سککلولتغییرات زیسککتی 
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ما در شکککدت باجگیاهی ایجاد می و مدت زمان طوجنی  کنند ا

صوت با انرژی شودها میسلولمنجر به مرگ  . در واقع امواج فرا

پذیری غشککای سککلول را افزایش داده و اثرات توانند نفورکم، می

سلول طوری به های گیاهی ایجاد کنند.بیولوژیکی متعددی را در 

دوزهای باجی امواج فراصکککوت باعث بزرگتر و زیاد شکککدن که 

راتب باعث های گیاهی شکککده که به مکوچک در بافت هایزخم

 ;Koohi et al., 2014) گرددها میدهی بیشتر ریزنمونهکالوس

Honarmand et al., 2017).  مطالعات نشککان داده اسککت که

صوت برای ترکیبات و مولکول ستی شدت زیاد امواج فرا های زی

سازد. ها را غیر فعال میمخرب بوده و آن  DNAها ونظیر آنزیم

ها ای افزایش فراوانی انتقال مولکولهمچنین از امواج فراصوت بر

های گیاهی بهبود کارایی تراریختی سککلول ها وبه داخل سککلول

ستفاده می شدت و انرژی کم از امواج  .شودا صوت با   اهمیتفرا

ای در بیوتکنولوژی داشته و دارای اثرات غیرمخرب زیستی بالقوه

شککاء، های زنده ازجمله افزایش نفورپذیری غفراوانی روی سککلول

های ها و میزان هورمونتغییر در بیان ژن، افزایش فعالیت آنزیم

شد )خاص می  Joersbo & Brunstedt, 1992; Miller et با

al., 1999 .) 

شد و نمو نور و دما از عوامل محیطی مؤثر بر کالوس زایی و ر

شرایط درونها و اندامها، بافتسلول شههای گیاهی در  ایی شی

شد و  ستند. ر سلوله شتنمو  س  ک ها در بافتی ریزنمونهها و پا

ایی حاصل برهمکنش بین عوامل محیطی )از شیشهشرایط درون

 ها است. ای( و عوامل ژنتیکی سلوقبیل نور، دما و عناصر تغذیه

طوری گونککهکککه در ب  Rosaو  Rosa damascene دو 

miniature زایی در مرحله کالوس هانشان داده شده که ریزنمونه

سبت به غلظت س  ن شکل متنوعی پا های مختلف هورمونی به 

سی، نور فرایند کالوسداده و در همه ریزنمونه زایی های مورد برر

زایی اثر را به تاخیر انداخت ولی برعکس تاریکی  بر روند کالوس

در گیاه استویا نیز دما  .(Abdirad et al., 2012) افزایشی داشت

ایی شیشهعوامل مهم و مؤثر بر رشد درونو شدت نور به عنوان 

 ,.Ebrahimi et al) های گره گزارش شکککده اسکککتریزنمونه

2017.) 

ست که  ساکارید قابل تجزیه در طبیعت ا سان یک پلی  کیتو

های متعدد از جمله تقویت رشکککد و نمو به علت دارا بودن ویژگی

ی سازهای فیزیولوژیکی و فعالهای گیاهی، بهبود فعالیتسلول

 ,.Barka et al) گیردهای دفاعی گیاه مورد، استفاده قرار میژن

نشککان داده شککده که کیتوسککان باعث افزایش پرآوری و  (.2004

ایی شککده و همچنین شککیشککههای درونتحریک رشککد گیاهچه

 Chien et al., 2007).) های قارچی مؤثر استدرکنترل بیماری

ش تأثیردر مطالعات متعددی  سان بر ر سلول و تحریک آن کیتو د 

ای شیشهکیتوسان در کشت درونگزارش شده است برای مثال 

انگور بککاعککث تحریککک رشککککد و نمو انگور رقم چککاردونی 

Chardonnay)( ست شده ا  )Barka et al., 2004 شت (. در ک

سان به عنوان بافت اندام ستفاده ازکیتو های گیاهی گل ارکیده،  ا

ای بافت مریسککتم شککیشککهمحرک رشککد و نمو بر باززایی درون

 Wang etمثبت داشککته اسککت ) تأثیرهای جانبی ارکیده، جوانه

al., 2003 .)اهیگ ییدارو تیاهم و شککده رکر مطالب به توجه با 

 فراصکککوت امواج ی تأثیرابیحاضکککر با هدف ارز قیزعفران، تحق

ند) ما، ، کیتوسکککان،(اولتراسکککو هایت و نور د  بر یهورمون یمار

 انجام یاشهیش درون یهاکشت درزعفران  یهابنه ییزاکالوس

 .گرفت

 

 هامواد و روش

 گیاهی مواد

 تهیه( بجستان شهرستان) رضوی خراساناز  زعفران یهابنه

 آب دقیقه با 30به مدت خارجی، هایغلاف حذف از شککده و پس

 کشقارچ از استفاده با ترتیب به سپس. شدند داده شستشو جاری

 به  70% اتانول سککاعت، یک مدت به( لیتر در گرم)سککه  بنومیل

 یقهدق 20 مدت به درصد 5/2 سدیمهیپوکلریت دقیقه، یک مدت
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ها سه بار با آب سپس ریزنمونه .شدند استریل جمینار هود زیردر 

شت در تیمارهای  شده و برای ک شو داده  ست ش ستریل  مقطر ا

 مختلف به شرح زیر استفاده شدند.
 

أثیر امواج فراصوووت و ترکیب هورمونی آزمایش اول: ارزیابی ت

 زاییبر کالوس

 تأثیر تحت دقیقه 5 و 3 ،1 مدت به هابنه ضکدعفونی، از پس

 35فرکانس  با (Sonorex Digitec Bandelinفراصوت ) امواج

ند قرار کیلوهرتز نار هود سکککپس در زیر .گرفت عات به جمی  قط

 کشککت روی محیط شککده و داده برش اندازههم و شکککل مکعبی

یه به  (D-2,4و  NAAاکسکککین ) mg.l-1 2حاوی  MS1 پا

 در هادر چهار تکرار کشت شدند. کشت mg.l 5/0 Kin-1همراه 

شرا 25 یاتاقک رشد )دما یی ساعت روشنا 16 ینور یطدرجه و 

شت،و  ینگهدار (ساعت تاریکی 8و  سه ماه پس از ک  در دو و 

شاملکالوس صفات مرتبط با تر وزن  و زاییکالوس درصد زایی )

 .شدند یادداشت کالوس(
 

 زاییتأثیر نور، دما و کیتوسان بر کالوس ارزیابیآزمایش دوم: 

 روشکککنایی و کیتوسکککان حرارت، درجه تأثیر دوم، آزمایش در

های بنه کالوس در ریزنمونه رشکککد و زاییکالوس بر بطورجداگانه

یابی مورد زعفران فت. قرار ارز به رکر  گر که جزم  اسککککت 

های تیماری عوامل مختلف )کیتوسکککان، نور و دما( مورد ترکیب

 هود ها پس از ضککدعفونی، در زیرارزیابی قرار نگرفته اسککت. بنه

شده برش اندازههم و شکل مکعبی قطعات به جمینار در  و داده 

شت محیط سین ) lmg.  2-1 حاوی MS ک  (D-2,4و  NAAاک

و براساس نوع کشت گردید  Kin گرم در لیترمیلی 5/0به همراه 

و  18 ) دماهای مختلف همچنین روشککنایی و در تاریکی یمارهات

نگهداری شکککدند. علاوه  تکرار چهار در( گراددرجه سکککانتی 25

شی از ریزنمونه شت ها محیطبراین، بخ  lmg. 2-1 حاوی MS ک

                                                                                                                                                                                                 
1- Murashige & Skoog    

 و lmg. 5/0  Kin-1 بککه همراه (D-2,4و  NAAاکسکککین )

. کشککت گردید (.lg-1 75/0و  25/0 صککفر،  غلظت با) کیتوسککان

 25 یاتاقک رشککد )دما در های مربوط به تیمار کیتوسککانکشککت

و   (ساعت تاریکی 8یی و ساعت روشنا 16 ینور یطدرجه و شرا

 25و  18های مربوط به تأثیر دما در اتاقک رشککد با دمای کشککت

های مربوط به تأثیر تاریکی در دمای گراد و کشککتدرجه سککانتی

 2گراد ولی بدون روشنایی نگهداری شدند. حدود درجه سانتی 25

 درصد زایی )شاملکالوس صفات مرتبط با پس از کشت،ماه  3و 

 . شدند یادداشت تر کالوس( وزن و زاییکالوس

 ابو  یطرح کاملاً تصکککادف به صکککورت هاداده آماری تجزیه

از انجام  . قبلگرفت انجام  .SPSS ver 20افزارنرم از اسککتفاده

مال بودن توزیع داده یه نر فاده از آزموتجز با اسکککت که  ن ها 

 نمونه مورد بررسککی قرار گرفت و اسککمیرنوف تک -کولموگروف

 سکککطح در ایی دانکنچند دامنه آزمون به روش هاداده میانگین

 .مقایسه شد درصد 5 احتمال

 

 نتایج و بحث

-هکنندتنظیمت و صوافراج موی اهارتاثیر تیماآزمایش اول: 

 زعفرانیی زاسشد گیاهی بر کالوی رها

نهریزنمونه روز بعد از کشکککت، تغییر  10های زعفران های ب

 روز، شکککروع به 20رنگ داده و متورم شکککدند و بعد از گذشکککت 

ط زایی کردند که باتوجه به نوع تیمارهای هورمونی و شرایکالوس

 ها متفاوت بودزایی و رشککد کالوسمحیط کشککت، درصککد کالوس

دت مبین  که داد ها نشککانداده واریانس تجزیه (. نتایج1)شکککل 

 مورد صکککفات نظر از یمار امواج فراصکککوتتهای مختلف زمان

وم و ماه د) کالوس تر وزن و زاییکالوس درصککد شککامل بررسککی

 اردد وجود درصککد 5 احتمال سککطح در داریمعنی تفاوت(  سککوم

 .(1)جدول 
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صد کالوس شترین در صد  5/83و  25/71میزان زایی به بی در

 88و  5/79دقیقه و به میزان  3از تیمار امواج فراصککوت به مدت 

Kin -l.mgحاوی  MSشت ک درصد برای تیمار شاهد در محیط

1 5/0  +NAA 1-l.mg  2  سوم بعد از کشت در ماه های دوم و 

 داری نداشتند.معنی دیگر تفاوت آماریدست آمد که با یکبه

  

 
تحت تأثیر تیمار  lmg. 5/0) Kin +) 1-lmg. 2) NAA-1(حاوی   MSکشت   های زعفران در محیطای بنهزایی درون شیشهکالوس -1شکل 

های مختلف ( دو ماه پس از کشت؛ و مدت زمانC ماه پس از کشت، ( یکBروز پس از کشت،  A )20های متفاوت:   فراصوت سه دقیقه در زمان

 ( پنج دقیقه امواج فراصوت و سه ماه پس از کشتF( سه و E( یک ،Dتیمار با امواج فراصوت: 
Kin and 3  1-lmg.NAA+  0.5  1-lmg.In vitro callus induction from saffron corms on MS medium supplemented with 2  -Figure 1

min ultrasound treatment: A) 20 days after the culture B) One month after the culture C) Two months after the culture; and 

callus growth in different durations of sonication: D) 1, E) 3 and F) 5 min at 3 month after culture. 
 

تیمار امواج  تأثیرشیشه ای بنه زعفران تحت های حاصل از کشت درون تجزیه واریانس صفات درصد کالوس زایی و وزن تر کالوس -1جدول 

 فراصوت
Table 1- Analysis of variance for in vitro callus induction and fresh weight of calli in saffron corm explants under the 

ultrasound treatment 

 اتمنابع تغییر
S.O.V 

درج

ه 

آزاد

 ی  
df 

 (Mean squareمیانگین مربعات )

 ماه دوم پس از کشت
month after culturend 2 

 
 ماه سوم پس از کشت

month after culture rd3 

 وزن تر کالوس
Callus fresh weight  

 زاییدرصد کالوس
Callus induction (%) 

 
 کالوسوزن تر 

Callus fresh weight 

 زاییدرصد کالوس
Callus induction (%) 

 تیمار

Treatment 
7 **0.132 **2146.55  **0.153 **2083.05 

 Error  24 0.009 153.50  0.011 178.02خطا

  ضریب تغییرات
C.V. (%) 

- 20.16 28.90  18.42 22.66 

.significant at 1% probability levels :**                                                              .درصد 1در سطح احتمال داری **: معنی

 
 

A B C 

D E F 
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 MSکشت زایی در محیط درحالی که کمترین درصد کالوس

 ایدقیقه 5تیمار و  Kin 1-l.mg 5/0  +D-2,4 1-l.mg  2 حاوی

درصد به ترتیب در ماه دوم و  17و  5/8میزان امواج فراصوت به 

شد ) شاهده  شکل همان (.2شکل سوم م شاهده  2طور که در  م

صد کالوسمی شتشود در  NAAحاوی   MSزایی در محیط ک

صوت به سطوح امواج فرا شتر از آن در طور معنیدر تمام  داری بی

  MSحیط کشکککت بود. در مD-2,4 حاوی  MSمحیط کشکککت 

دقیقه  1ها با امواج فراصکککوت به مدت تیمار بنهD-2,4 حاوی 

با زایی آندار درصکککد کالوسباعث کاهش معنی ها گردید ولی 

به  مار  مان تی مدت ز کالوس 3افزایش  قه درصکککد  زایی نیز دقی

حال افزایش مدت زمان تیمار  مجددا افزایش یافته اسککت. با این

زایی دار درصککد کالوسمجدد و معنیدقیقه منجر به کاهش  5به 

( مورد اسککتفاده D-2,4و  NAAدر هر دو محیط کشککت )حاوی 

شکل  ستفاده(. به2گردید ) صوت از تیمار  عبارت دیگر، ا امواج فرا

قابل توصیه و استفاده جهت  NAAحاوی   MSدر محیط کشت

های بنه زعفران نیسکککت.کمترین زایی از ریزنمونهافزایش کالوس

 ای امواج فراصککوت در محیطدقیقه 5کالوس نیز از تیمار تر وزن

تیمار  و Kin 1-lmg.  5/0  +NAA 1-lmg. 2حاوی  MSکشت 

صوت(  شاهد ) شت در محیط بدون تیمار امواج فرا حاوی  MSک

Kin 1-lmg. 5/0 +D-2,4 1-lmg. 2 (. 3شکککل )دسککت آمد به

داد که ها نیز نشککان تر کالوسمقایسککه میانگین مربوط به وزن 

تأثیر تیمار امواج فراصککوت در ماه سککوم بیشککتر از ماه دوم بود. 

مار امواج بیشکککترین وزن  بدون تی هد ) مار شکککا کالوس از تی تر 

+  Kin 1-lmg. 5/0حاوی  MSکشکککت  فراصکککوت( در محیط

NAA 1-lmg. 2 های دوم و سوم بعد از کشت بدست آمد. در ماه

  Kin 1-lmg. 5/0 +D-2,4حاوی  MSکشکککت در محیط اما 
1-lmg.2 ها در معرض با افزایش مدت زمان قرارگیری ریزنمونه

ها به حالت مسکککتمری وزن تر کالوس امواج فراصکککوت میانگین

 طوری که بیشکککترین میانگین وزن تر کالوس راافزایش یافت. به

شت در محیط   .Kin 1-lmg. 5/0 +D-2,4 1-lmgحاوی  MSک

دقیقه در ماه دوم و سککوم  5در تیمار امواج فراصککوت به مدت  2

مشاهده شد که با وزن تر کالوس حاصل از تیمار امواج فراصوت 

  Kin حاوی MSکشککت در محیط دقیقه  3و  1به مدت زمان 

1-lg.5/0 +D-2,4 1-lmg. 2 ته ولی اختلاف معنی نداشککک داری 

داری بیشتر از مقدار آن در تیمار بدون امواج فراصوت طور معنیبه

 (.3کشت بود )شکل  در این محیط
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 ای بنه زعفرانشیشهزایی در کشت درونهای رشد بر درصد کالوسکنندهتأثیر تیمارهای فراصوت و تنظیم -2شکل   

 .باشدمی 5ای دانکن در سطح احتمال %براساس آزمون چند دامنهماه دوم و سوم دار به تفکیک معنی اختلافحروف متفاوت نشان دهنده  
Figure 2- The effect of ultrasound treatments and PGRs on callogenesis (%) of saffron corm explants in in vitro culture.  

Different letters indicating the significant differences according to Duncan's multiple range test at 5%. 
 

                   
 ای ریزنمونه بنه زعفران شیشهدرکشت درون تر کالوسهای رشدگیاهی بر وزنکنندهتأثیر تیمارهای فراصوت و تنظیم -3شکل 

 باشد.می 5ای دانکن در سطح احتمال %سوم براساس آزمون چند دامنه و دوم ماه تفکیک دار بهاختلاف معنی حروف متفاوت نشان دهنده
Figure 3- The effect of ultrasound treatment and PGRs on fresh weight of callus (g) of saffron corm explants in in vitro 

culture.  
Different letters indicating the significant differences according to Duncan's multiple range test at 5%. 

 

صوت با شدت و انرژی کم را می عنوان یک توان بهامواج فرا

عث با که  فت  کانیکی در نظر گر ر هایی کوچک دزخم روش م

شود. با افزایش مدت زمان اعمال امواج فراصوت بافت گیاهی می

که  ها رخ دادهلتری در غشککای سککلوعمیقهای سککطحی و زخم

 و هنرمند که طوریبهشود زایی میباعث افزایش فراوانی کالوس

 تیمار تأثیر بررسککی در( Honarmand et al., 2017) همکاران
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کانس) فراصکککوت امواج نده بر( کیلوهرتز 37فر  رشکککد و مانیز

 دقیقه 5 تا صککفر هایزمان مدت در اسککپرس گیاه هایریزنمونه

 فراصوت امواج معرض در هاریزنمونه قرارگیری که کردند گزارش

صد بر مثبتی تأثیر( ثانیه 30) مدت به  هایریزنمونه دهیساقه در

 نیز را زاییکالوس درصککد دیگر طرف از و داشککته رائسککی جوانه

 تحقیق در حال،این با. اسکککت داده افزایش چشکککمگیری طوربه

 دقیقه 5 تا یک مدت به زعفران بنه هایریزنمونه تیمار حاضکککر

 مشککاهده 2 شکککل در که طورهمان و گرفت قرار آزمایش مورد

 شککاهد با مقایسککه در را زاییکالوس درصککد تیمارها این شککودمی

 از ناشی شاید فراصوت امواج تأثیر در اختلاف این. ندادند افزایش

 متفاوت تفاوت در مدت زمان تیمار با امواج فراصکککوت و پاسککک 

ستفاده مورد هایریزنمونه و گیاهی هایگونه صوت امواج به ا  فرا

دوز های بنه زعفران پاس  وابسته به بر این، ریزنمونهعلاوه .باشد

امواج فراصککوت و ترکیب هورمونی محیط کشککت نشککان دادند. 

مان به مدت ز که  قه امواج فراصکککوت درصکککد  5طوری  دقی

بهکالوس ظهزایی را  بل ملاح قا کاهش داد. نیو مع طور  داری 

بین تیمار  D-2,4 حاوی MSعلاوه بر این، در محیط کشکککت 

صد  3شاهد و تیمارهای یک و  صوت از نظر در دقیقه امواج فرا

داری وجود نداشکککت. در محیط زایی اختلاف آماری معنیکالوس

صد کالوسNAA حاوی   MSکشت زایی در تیمار یک دقیقه در

در مقایسه با شاهد کاهش یافته داری طور معنیامواج فراصوت به

داری دقیقه امواج فراصوت اختلاف معنی 3ولی بین تیمار شاهد و 

 (.2وجود نداشت )شکل 

گزارش شده است که فرکانس و مقدار انرژی مورد نیاز برای 

صوت به سترده بین گونهتیمار امواج فرا ها و ارقام مختلف طور گ

شد )گیاهان، متفاوت می (. Ananthakrishnan et al., 2007با

( Honarmand et al., 2017هنرمند و همکاران )طور که همان

های گیاه زایی در ریزنمونهگزارش کردند بیشککترین میزان کالوس

سپرس  صوت در دورها دقیقه  4و  3های زمانی با اعمال امواج فرا

و کمترین میزان آن در  %11/61و  %98/60 به ترتیب با میانگین

)بدون امواج فراصوت( مشاهده گردید اما در دوزهای  تیمار شاهد

های علت آسککیبزایی بهدقیقه( میزان کالوس 4باجتر )بیشککتر از 

 .باجی امواج فراصوت کاسته شده است دوزناشی از 

جاد زخم در سکککلول فتای با یاهی در اثر امواج های  های گ

صوت سنتز و فرا انتقال  احتماجً از طریق تحت تأثیر قرار دادن بیو

ها به سکککمت باعث افزایش هدایت هورمونهای گیاهی هورمون

دهد زایی را افزایش میها شکککده و درصکککد کالوساین سکککلول

(Srivastava, 2002 امواج .) فراصکککوت با شکککدت و انرژی کم

ای در بیوتکنولوژی داشته و دارای اثرات غیر مخرب اهمیت بالقوه

سلول ستی فراوانی روی  جمله افزایش نفورپذیری های زنده اززی

یت  عال یان ژن، افزایش بیوسکککنتز پروتئین، ف غشکککاء، تغییر در ب

ند )های خاص میها و هورمونآنزیم  ,.Schmidt et alباشککک

(. همچنین اعمال امواج فراصکککوت باعث افزایش ترکیبات 1987

س  شی از پا سیدانی که بخ سلولآنتی اک ست، های دفاعی  ها ا

با ایجاد منافذ ریز در دیواره و غشککای  امواج فراصککوت شککوند.می

ها از طریق کننده تبادل مولکولتواند تسریعهای گیاهی میسلول

-Ca2غشاها  نیز باشد. تیمار فراصوت ممکن است روی فعالیت 

ATPase  وH+-ATPase های در غشککای پلاسککمایی و کانال

یونی دیگر که برای رشکککد و تکثیر سکککلول خیلی مهم اسکککت 

های مختلف گیاهی بافت(. Liu et al., 2003باشککد ) تأثیرگذار

ند، اختلاجتی در وقتی در معرض امواج فراصکککوت قرار می گیر

تواند سکککاختار یا که می شکککودمقیاس میکروسککککوپی ایجاد می

عملکرد عادی سکککلول را مختل کند. همچنین امواج فراصکککوت، 

سلول ساختار  سکلت فرا سلولی، ا شای  سلولی، ها را از قبیل غ

ست  Liu etدهد )ها و میتوکندری را تحت تأثیر قرار میکلروپلا

al., 2003 نژاد )و سبحان(. قناتیGhanati & Sobhannejad, 

(، در بررسی تأثیر امواج فراصوت با انرژی پایین بر غشای 2015

( .Petroselinum crispum L) های جداکشککت جعفریسککلول
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شان سطوح پایینی از ا ن صوت میدادند که  تواند نرژی امواج فرا

های گیاهی باشکد. در تحقیق حاضکر از نظر محرک رشکد سکلول

صل از بنه زعفران در اثر  سلولی( حا شد و تکثیر  شد کالوس )ر ر

تیمار امواج فراصککوت بسککته به ترکیب هورمونی محیط کشککت 

 حاوی  MS پاسکک  متفاوتی مشککاهده گردید. در محیط کشککت

NAA یش مدت زمان مدت زمان تیمار ها با افزارشکککد کالوس

طوری که کمترین میزان رشککد امواج فراصککوت کاهش یافته به

شت در تیمار بنه  5های زعفران به مدت کالوس در این محیط ک

ست. به عبارت دیگر با  شده ا شاهده  صوت م دقیقه با امواج فرا

  اعمال امواج فراصکککوت در محیط کشکککتافزایش مدت زمان 

MS حاویKin 1-l.mg 5/0  +NAA 1-l.mg 2  از درصکککد

شد. در حالی که در محیط کالوس سته  زایی و وزن تر کالوس کا

با اعمال تیمار و افزایش مدت زمان D-2,4 حاوی  MSکشکککت 

طوری که تیمار امواج فراصوت رشد کالوس افزایش یافته است به

شت در  شد کالوس( در این محیط ک شترین  وزن تر کالوس )ر بی

صوت به مدت تیمار ریزنمونه ستدقیقه به 5ها با امواج فرا آمد  د

 (.3)شکل 

 

های دما، نور و کیتوسووان بر آزمایش دوم: تأثیر تیمار

 زایی زعفرانکالوس

شان داد که بین تیمارهانتایج تجزیه واریانس داده از نظر  ها ن

تر کالوس در ماه دوم و سککوم پس از زایی و وزن درصککد کالوس

درصکککد وجود دارد  5در سکککطح احتمال  دارکشکککت تفاوت معنی

 NAAها نیز نشان داد که داده (. نتایج مقایسه میانگین2جدول )

های زایی و رشککد کالوس در شککرایط نور و دمابر صککفات کالوس

فاوت مؤثرتر از  (. بیشکککترین درصکککد 4شککککل بود ) D-2,4مت

صد( در محیط 80-100زایی )کالوس شت در  Kin حاوی MS ک

1-l.mg 5/0  +NAA 1-l.mg 2  تحت تأثیر تیمارهای روشککنایی و

تفاوت آماری  دسکککت آمد که با یکدیگرماه سکککوم بهتاریکی در 

زایی نیز در محیط کالوس داری نداشککتند و کمترین درصککدمعنی

و  Kin  1-l.mg  5/0  +D-2,4 1-l.mg 2حاوی  MSکشکککت 

 (.5شد )شکل  روشنایی حاصل

زایی بسته نتایج نشان داد که تأثیر روشنایی بر درصد کالوس

ست.  شت متفاوت ا طوری که در بهبه ترکیب هورمونی محیط ک

زایی در اگرچه درصککد کالوس NAAحاوی  MSمحیط کشککت 

تاریکی بیشککتر از مقدار آن در روشککنایی بوده ولی این اختلاف از 

مار با این5و  4 دار نبود )شککککلی معنینظر آ حال در محیط (. 

شت  صد کالوس D-2,4حاوی  MSک شرایط تاریکی در زایی در 

داری بیشتر از شرایط روشنایی بود. در هر دو شرایط طور معنیبه

حاوی  MSروشککنایی و تاریکی رشککد کالوس در محیط کشککت 

NAA شتر از محیط کشتطور معنیبه -2,4حاوی MS داری بی

D   مار بود. بیشکککترین وزن کالوس در تی  Kinحاوی  MSتر 
1-l.mg 5/0  +NAA 1-l.mg 2  در شرایط تاریکی در هر دو زمان

یانگین  با م یب  ماه دوم و سکککوم  82/0و  91/0به ترت گرم در 

ست آمد. با اینبه شتد  NAA حاوی  MSحال، هم در محیط ک

تاریکی و  بین شرایط D-2,4 حاوی   MSو هم در محیط کشت

روشککنایی از نظر رشککد کالوس )وزن تر کالوس( در دو و سککه ماه 

(.6نداشت )شکل  داری وجودپس از کشت اختلاف معنی
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تیمارهای نور، دما  تأثیرای بنه زعفران تحت شیشههای حاصل از کشت درونزایی و وزن تر کالوستجزیه واریانس صفات درصد کالوس -2جدول 

 و کیتوسان
Table 2- Analysis of variance for in vitro callus induction and callus fresh weight in saffron corm explant cultures under 

different light, temperature and chitosan treatments 

 منابع تغییر
S.O.V 

درجه  

 آزادی 
df 

 (Mean square)میانگین مربعات 

 کشتماه دوم پس از 
month after culturend 2 

 
 ماه سوم پس از کشت

month after culture rd3 

 وزن تر کالوس
Callus fresh 

weight (g)   

 زاییدرصد کالوس
Callus induction (%)  

 

 وزن تر کالوس
Callus fresh 

weight (g) 

 زاییدرصد کالوس
Callus induction (%) 

 Treatment 11 **0.282 **3289.20  **0.304 **3334.74تیمار

 Error  36 0.016 172.78  0.016 155.40خطا

 ضریب تغییرات
)%(C.V.  

- 26.77 21.88  22.71 18.35 

 .significant at 1% probability levels :**                                                              .درصد 1داری در سطح احتمال **: معنی

 
 (A  ، تحت تأثیر تیمارهای: Kin  1-lmg. 5/0 + NAA  1-lmg. 2 حاوی MS شده روی محیطهای زعفران کشت زایی بنهکالوس -4 شکل

 تاریکی (D درجه سانتی گراد و 25 دمای نگهداری (C  (،.lg-1 25/0کیتوسان ) (B  روشنایی،
Kin,  1-lmg.NAA + 0.5  1-lmg.saffron corms cultured on MS medium supplemented with 2 Callus induction from  -Figure 4

.), C) storage temperature 25 ° C, D) darkness1-lg.under: A) Light, B) chitosan (0.25  
 

( Rezanejad & Tarrahi, 2013نژاد و طراحی ) رضککککا

نایی )نور( اختلاف گزارش  تاریکی و روشککک مار  که تی ند  کرد

ایجاد   ((.Rosa gallica Lرز گالیکا  زاییچشکککمگیری در کال

بت تنظیم ظت و نسککک ندهنکرد ولی نوع، غل های رشکککد در کن

 ,.Abdirad et alراد و همکاران )زایی مؤثرتر بود. عبدیکالوس

 زایی( در پژوهشکککی تککأثیر نور و تککاریکی بر کککالوس2012

های رویشککی )برگ، دمبرگ وسککاقه( و گل )گلبرگ، جداکشککت

 damascena millبسککاک و مادگی( در دو گونه گل محمدی )

Rosa) سرخ مینیاتور شان دادند که  (Rosa miniatureوگل  ( ن

زایی را کند و به تاخیر ها، نور، روند کالوسدر همه جداکشکککت

 شود.ایی میزاندازد اما تاریکی باعث افزایش سرعت کالوسمی

شرایط فیزیولوژیک ریزنمونهشرایط نوری  سایر و  ها در کنار 

عوامل مانند ژنوتیپ گیاهی و محیط کشکککت پایه از عوامل مهم 

س  درونتأثیر شهگذار در پا ستندای ریزنمونهشی  های گیاهی ه

Daryani et al., 2016; Dixon & Gonzales, 1996).) 

 ,Sajjadi fard & Pazhouhandehسککجادی فرد و پژوهنده )
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ها را بر ای تأثیر نوع ریزنمونه و کاربرد هورمون( در مطالعه2015

 زایی و باززایی زعفران بررسککی کرده و  نشککان دادند کهکالوس

 محیط هورمونی ترکیب و تاریکی( پایین محیطی )دمای شرایط

 گیریچشم تأثیر فنل میزان و کنترل ریزنمونه نوع  اولیه، کشت

همچنین اظهار  .دارد زعفران بافت گیاه کشککت سککازیبهینه در

سی میزان کالوس شتند که در برر سمتزدا های مختلف ایی از ق

نه یاه زعفران فقط ریزنمو کالوسگ یت  قابل نه  ند. های ب  زایی دار

ای روی ( در مطالعهBagheri et al., 2017باقری و همکاران )

تأثیر تی مارهای هورمونی بر رشکککد و تکثیر زعفران و بررسکککی 

کالوسکالوس باجترین میزان  نه زعفران،  زایی را زایی ریزنمو

 l.mg 5/0-1و  l.mg 2  NAA-1 حاوی MS درمحیط کشکککت 

BAP   مشککاهده کردند که روش کشککت بافت زعفران با القای

باززایی این گیاه همراه بوده اسکککت. ورما و همکاران  کالوس و 

(Verma et al., 2016شکککروع ا ،)نه کالوس در گو یه  های ول

، l.mg 4 TDZ-1روز در محیط کشت حاوی  20زعفران را ظرف 
1-l.mg 4 NAA  ساکارز گزارش کردند. از نظر تأثیر دمای  %5و

زایی و میزان گراد( نیز درصد کالوسدرجه سانتی 25و  18کشت )

شت شد کالوس در محیط ک شتر از مقدار  NAAحاوی   MSر بی

شکل  D-2,4 حاوی   MSآن در محیط کشت (، ولی 6و  5بود )

گراد از درجه سککانتی 25و  18در هر دو محیط کشککت بین تیمار 

صد کالوس شد کالوس اختلاف معنینظر در وجود  داریزایی و ر

 نداشت. 

( Mirjalili & Poorazizi, 2015میرجلیلی و پورعزیزی )

زایی و های رشککد مناسککب برای جنیندر تعیین ترکیب هورمون

های مختلف های گیاه زعفران، از بین غلظتزایی در پیازچهخهشا

شترین میزان کالوس BAPو   D-2,4های هورمون  زایی )%، بی

و  mg.l 1 D-2,4-1دارای  MSرا در محیط کشککککت (  2/44
1-mg.l 2 BAP  شان به دست آوردند. ولی نتایج تحقیق حاضر ن

ایی باجیی برای از کار D-2,4در مقایسه با  NAAداد که اکسین 

زایی و رشد کالوس در شرایط رشدی برخوردار است القای کالوس

 زایی از ریزنمونه بنه( و بنابراین، اگر هدف کالوس6و  5 )شککککل

ست شد بهتر ا شت  با  به جای   NAA حاوی   MSاز محیط ک

2,4-D ( استفاده کرد. در حالی که کاستلر و ایبوراCastellar & 

Iborra, 1997ساقه،  ( در شد کالوس از برش  سی احتمال ر برر

یاه ) با   MSمحیط در  (Datura innoxiaبرگ و ریشککککه گ

تاریکی و  NAA و   BA های مختلفی از غلظت در شکککرایط 

جه را در محیط  نایی، بهترین نتی  mg.l 10-1حاوی  MSروشککک

NAA  1و-mg.l 5 BA دسکککت آوردند. در شکککرایط تاریکی به

و   D-2,4های اکسککین به ویژه رمونهومطالعات نشککان داد که 

NAA  ها از جمله به همراه سکککیتوکینینBA  در تولید و رشکککد

 . (Dixon & Gonzales, 1996) کالوس نقش مهمی دارند

زایی و ارزیابی تأثیر کیتوسککان و غلظت آن را برالقای کالوس

ستفاده شان داد که ا شد کالوس ن سان در محیط کشت   ر از کیتو

کالوسباعث کاهش معنی NAAحاوی  زایی و دار در درصکککد 

کاهش  ید. این  کالوس( گرد کالوس )وزن تر  همچنین رشکککد 

شدکالوس شت حاوی غلظت باجتر  زایی و ر کالوس در محیط ک

( l.g  25/0-1تر )( در مقایسه با غلظت پایینl.g 75/0-1کیتوسان )

(.6و  5آن بیشتر بود )شکل 
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 زعفرانای گیاه زایی در کشت درون شیشههای گیاهی، نور، دما و کیتوسان بر درصد کالوستأثیر تیمارهای هورمون -5شکل 

 .باشدای دانکن در سطح یک درصد میآزمون چند دامنه براساس سوم و دوم ماه تفکیک به دارحروف متفاوت نشان دهنده اختلاف معنی 
Figure 5- The effect of PGRs, light, temperature and chitosan on callogenesis of saffron corms in in vitro cultures.  

Different letters indicating the significant differences according to Duncan's multiple range test at 5%;  
Ch:Chitosan. 

 
 ای گیاه زعفرانشیشهتر کالوس در کشت درونهای گیاهی، نور، دما و کیتوسان بر وزنهورمونتأثیر تیمارهای  -6شکل 

 باشدای دانکن در سطح یک درصد میآزمون چند دامنهبراساس ماه دوم و سوم دار به تفکیک معنیحروف متفاوت نشان دهنده اختلاف 
Figure 6- The effect of PGRs, light, temperature and chitosan on fresh weight of callus of saffron in in vitro cultures.  
Different letters indicating the significant differences according to Duncan's multiple range test at 5%. Ch:Chitosan.  

 

شت باعث تحریک و افزایش القای اضککافه کردن  D-2,4حاوی  MSدر محیط کشککت  برعکس سان به ترکیب محیط ک کیتو
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های بنه زعفران و همچنین رشکککد کالوس زایی ریزنمونهکالوس

ها  در مقایسککه با محیط کشککت فاقد کیتوسککان گردید. با این آن

  .lg-1فزایش غلظت کیتوسککان از ز احال در این محیط کشککت نی

شد کالوس دار به ش معنیباعث کاه lg.  75/0-1به  25/0 ویژه ر

(. این نتایج نشان دهنده وجود اثر متقابل بین 6و  5گردید )شکل 

 است.نوع اکسین محیط کشت و کیتوسان 

لت دارا بودن  به ع له ویژگیکیتوسکککان  عدد از جم های مت

های دفاعی گیاه مورد قرار سککازی ژنمحرک رشککد گیاهی، فعال

 داستیله شده کیتین و یک مادهگرفته است. کیتوسان از مشتقات 

پوسککتان باشککد که از پوسککته سککختقابل تجزیه در طبیعت می

آید. نشککان داده شککده که کیتوسککان باعث افزایش دسککت میبه

ای شککده و شککیشککههای درونتحریک رشککد گیاهچهپرآوری و 

 Chien et) های قارچی مؤثر اسکککتهمچنین درکنترل بیماری

al., 2007).صری )پور و ناصادقSadeghpour & Lotfali, 

های مختلف کیتوسککان در پرآوری ( در بررسککی اثر غلظت2016

شهدرون شترین پرآوری .Vitis vinifera Lایی انگور )شی را ( بی

شت  سان با وزن مولکولی پایین به محیط ک  MSدر افزودن کیتو

دسکککت به mg.l 1/0 IBA-1و  mg.l 5/0 BAP-1حاوی  2/1

س  کالوس ضر پا بنه زعفران  زایی ریزنمونهآوردند. در تحقیق حا

و رشککد آن با کیتوسککانت بسککته به نوع اکسککین مورد اسککتفاده در 

ترکیب محیط کشککت و همچنین غلظت کیتوسککان متفاوت بود 

که پاسککک  D-2,4 حاوی  MSطوری که در محیط کشکککت به

شد کالوس ریزنمونهکالوس ست های بنه ززایی و ر عفران پایین ا

باعث تحریک  lg. 25/0-1اضکککافه کردن کیتوسکککان در غظت 

 MSزایی و رشککد کالوس گردیده ولی در محیط کشککت کالوس

زایی و رشککد کالوس باجتری که از پاسکک  کالوس NAAحاوی 

سان در غلظت ضافه کردن کیتو ست ا  g.l 25/0-1های برخوردار ا

ایی و رشکککد کالوس زباعث مهار و کاهش کالوس g.l 75/0-1و 

طور که در همان(. 6و  5 های بنه زعفران گردید )شکککلریزنمونه

شاهده  می 6و  5های شکل سان از م شود با افزایش مقدار کیتو
1-g.l 25/0  1به-g.l 75/0 صد و وزن تر صفات کالوس زایی ) در

 Kin 1-lmg. 5/0  +NAAکالوس( در هر دو ترکیب هورمونی 
1-mg.l 2  وKin 1-mg.l 5/0 +D-2,4 1-mg.l 2  کاهش یافته

 .است

 گیری نتیجه

دست آمده از تحقیق حاضر نشان داد که در محیط نتایج به

زایی و رشد کالوس )وزن درصد کالوس  NAAحاوی MSکشت 

داری بیشتر از های بنه زعفران بطور معنیتر کالوس( از ریزنمونه

همچنین استفاده از تیمار  است. D-2,4حاوی  MSشت محیط ک

باعث تحریک   D-2,4حاوی   MSکیتوسان در محیط کشت 

القاء کالوس گردید و درصد کالوس زایی و رشد کالوس را افزایش 

تأثیر  lg. 75/0-1به  lg. 25/0-1داد اما افزایش غلظت کیتوسان از 

و باعث کاهش  زایی در این محیط داشتهمنفی بر روند کالوس

زایی و وزن تر کالوس گردید در حالی که در محیط درصد کالوس

استفاده از تیمار کیتوسان و افزایش NAA حاوی   MSکشت 

زایی داشته و عملکرد غلظت آن، تأثیر مثبتی بر روند کالوس

فراصوت امواج  تأثیرتوان گفت کالوس را افزایش داد. در واقع می

های زعفران با توجه به نوع ای ریزنمونهشیشهبر پاس  درون

ه در ترکیب محیط کشت متفاوت است.مورد استفاداکسین 
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Abstract 

Saffron is one of the most important pharmaceutical plants in the world due to its valuable secondary 

metabolites. The aim of this study is to investigate the different factors on callus induction and growth in 

saffron corm explants. In the first experiment, saffron corms surface were sterilized and were excised to equal 

segments, then they were treated with ultrasound and then they were cultured on MS medium supplemented 

with 2 mg.L-1 auxin (NAA and 2,4-D) and 0.5 mg.L-1 Kinetin. In the second experiment, the effect of 

temperature, light and chitosan were evaluated. The results of analysis of variance showed that there were 

significant differences (P≤0.05) among temperature, light, chitosan as well as ultrasound treatments in terms 

of callus induction percentage and fresh weight of callus. Callus induction and growth on MS medium 

containing 2 mg.L-1 NAA + 0.5 mg.L-1 Kin was higher than those containing 2 mg.L-1 2,4-D +0.5 mg.L-1 Kin. 

In MS medium containing 2,4-D which had low callus induction and callus growth rate, utilization of 

ultrasound stimulated callus induction and especially it stimulated callus growth from saffron corm explants. 

In addition, in MS medium containing 2,4-D, utilization of 0.25 g.L-1 chitosan stimulated callus induction and 

increased callus induction of saffron corm explants. However, increasing chitosan concentration from 0.25 

mg.L-1 to 0.75 g.L-1 decreased callus induction and callus growth, while, in MS medium containing NAA, 

which had efficient callus induction and growth, utilization of these treatments reduced callus induction and 

callus growth from saffron corm explants. In other words, the effect of ultrasound and chitosan on response of 

saffron explants in vitro cultures was used, depending on the type of auxin used in composition of the culture 

medium. Generally, the highest percentage of callus induction occurred on MS medium supplemented with 2 

mg.L-1 NAA + 0.5 mg.L-1 Kin and incubated at 25 ºC in the dark, which could be suitable for in vitro culture 

and gene transfer studies in saffron.     

Keywords: Callus induction, Crocus sativus. L, Plant cell and tissue culture, Sonication 
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