
  
  زعفران باززایی و زاییبرکالوس هورمون و نمونه ریز نوع تأثیر بررسی
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  چکیده

توانـد  بافـت زعفـران مـی   کشـت  .باشـد غذي و دارویی مییکی از گیاهان دارویی است که داراي مواد م )Crocus sativus L.(زعفران 
نـوع ترکیـب    36در ایـن مطالعـه   . عملکرد کمی و کیفی این محصول را ارتقا داده و درآمدزایی کشـاورزان و صـادرات آن را افـزایش دهـد    

هـاي  گراد بـا اسـتفاده از ریزنمونـه   درجه سانتی 4ترکیب هورمونی متفاوت در شرایط تیمار سرمایی  9هورمونی متفاوت در شرایط تاریکی و 
زایـی و  ها، میزان کـالوس جهت بررسی میزان رشد بنه. مورد بررسی قرار گرفت) بنه، برگ، بخش انتهایی برگ و فلس اطراف برگ(متفاوت 

گیـري شـد و   انـدازه  اییزایی و درصـد بـازز  ، درصد کالوس)cm(هاي طول اندام هوایی گیاه تکرار براي هر تیمار، شاخص 3میزان باززایی با 
هـاي  حـاوي هورمـون   MSزایی در محیط هاي بنه نسبت به کالوسها تنها ریزنمونهدر بین انواع ریزنمونه. هاي آماري صورت گرفتتحلیل

)mg/l 1 (IBA  و)mg/l 2 (BAP بالاترین درصد باززایی در محـیط  . هم در شرایط تاریکی و هم در شرایط سرما پاسخ مناسبی دادندMS 
  .و در شرایط سرما بدست آمد mg/l 01/0 (GA3(و  IBA) mg/l 3/0 (TDZ ،)mg/l 1 (BAP ،)mg/l 2(با ترکیب هورمونی 

  
  ايزعفران، ریزازدیادي، هورمون، کشت درون شیشه :کلمات کلیدي

  
     1 مقدمه

باشـند کـه   گیاهان دارویی یکی از مهمترین منابع دارویی می
سـازمان بهداشـت جهـانی    . اندداشته داز هزاران سال پیش کاربر

صـورت سـنتی و   از مردم بـه   %80تخمین زده است که بیش از 
بعـلاوه برخـی از   . کننـد یا مدرن از گیاهان دارویـی اسـتفاده مـی   

اند داروهاي شیمیایی نیز با الگوبرداري از مواد گیاهی ساخته شده
)Tripathi & Tripathi, 2003 .(   گونـه زعفـران)Crocus 

                                                                                                
  .دانشجوي سابق کارشناسی ارشد بیوتکنولوژي دانشگاه شهید مدنی آذربایجان - 1
  .استادیار گروه بیوتکنولوژي دانشکده کشاورزي دانشگاه شهید مدنی آذربایجان -2
  )pazhouhandeh@gmail.com                               : مسئول نویسنده(

sativus L. ( یکی از اعضاي خانواده زنبقیان)Iridaceae (  بـوده
 .اي کاربردهاي متعددي داردو به عنوان یک گیاه دارویی و تغذیه

در میـان  . باشندیاهان این خانواده داراي ریزوم، بالب و کورم میگ
تـرین  مهـم  C. sativusگونه متعلق به جنس زعفران، گونـه   85

مطالعه زعفران در این اسـت کـه   اهمیت . شودگونه محسوب می
بطـوري کـه   . باشـد ایران بزرگترین کشور تولید کننده زعفران می

شود و برخی محققـان  درصد زعفران جهان در ایران تولید می 90
ــت       ــران اس ــور ای ــاه کش ــن گی ــأ ای ــه منش ــد ک ــن باورن ــر ای ب

)Winterhalter & Straubinger, 2000 .( ــیمیایی ــواد ش م
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زعفران وجود دارد که از جملـه ایـن مـواد     متنوعی در کلاله گیاه
هـا  ها، مواد معدنی، موسـیلاژها، ویتـامین  توان به کربوهیدراتمی

ــامین ( ــوفلاوین و تی ــد ریب ــه)مانن ــا ، رنگدان ــین، (ه ــد کروس مانن
ماننـد  (، مـواد ترپنـی   )1انتوسیانین، کاروتن، لیکـوپن، زیکسـانتین  

در گیـاه و  غلظـت پـایین ایـن ترکیبـات     . اشـاره کـرد  ) سافرانال
ــتفاده از     ــه اس ــین را ب ــه محقق ــی، توج ــابع طبیع ــدودیت من مح

وري فنــاوري جهــت افــزایش تولیــد و بهــرهراهکارهــاي زیســت
گیري فناوري زیستی با بهره. گیاهان دارویی معطوف نموده است

از علوم مختلف مانند بیولوژي، بیوشیمی، ژنتیک و بـا اسـتفاده از   
ها، مهندسی ژنتیـک و  ها و بافتها، اندامکارهاي کشت سلولراه

نشانگرهاي مولکولی قادر است کارآیی گیاهان را به عنوان منـابع  
 ,Kumar & Gupta(پذیر جهت تولید دارو افزایش دهد تجدید

2008; Mulabagal & Tsay, 2004 .(هاي سنتی تکثیر روش
 گیاهان دارویی همانند سـایر گیاهـان شـامل روشـهاي جنسـی،     

پـاجوش مـی    ،خوابانیـدن  قلمـه، : و غیرجنسی نظیـر با بذر  تکثیر
گیاهان تکثیر شده با بذر عمدتا از لحاظ ژنتیکی یکنواخـت  . باشد

 بـه  .نیستند وگیاه حاصله داراي تمام خواص گیاه مـادري نیسـت  
. شـود همین جهت تکثیر غیرجنسی به جنسـی تـرجیح داده مـی   

هاي سنتی تکثیـر غیرجنسـی نیـز بـا مشـکلات متعـددي       روش
بـازدهی پـایین مواجـه     جمله محدودیت تکثیر از گیاه مـادري و از

بافت، نوعی تکثیر غیرجنسـی اسـت کـه مزیـت آن      کشت .است
هاي مرسـوم، تولیـد تعـداد زیـادي گیـاه در      نسبت به سایر روش

با محتـواي ژنتیکـی یکسـان و کیفیـت      2محیط درون شیشه اي
. باشــدفضــایی محـدودتر مــی  یکنواخـت، در زمــانی کوتـاهتر و  

اي گیاهـان ریزازدیـادي،   هاي تکثیر درون شیشـه مهمترین روش
باشـد  زایـی سـوماتیکی مـی   زایی از طریق کـالوس و جنـین  اندام

)Tripathi & Tripathi, 2003.(   اولین گزارش موفق از کشـت
ــا اســتفاده از هورمــون  ــران ب و  D-2,4و  IAAهــاي بافــت زعف

                                                                                                
1-Zeaxanthin 
2- In vitro 

پـس از آن تولیـد    ).Ding et al., 1979(هاي بنه بـود  ریزنمونه
 D-2,4هــاي کوچــک و بــاززایی بــا اســتفاده از هورمــون کــورم

)Homes et al., 1987( تولید کالوس از طریق کورم با استفاده ،
، توسـعه شاخسـار از   )D )Ilahi et al., 1987-2,4از هورمـون  

 D-2,4هـاي سـیتوکینینی و   طریق کورم با اسـتفاده از هورمـون  
)Plessner et al., 1990 ( تولید بهینه کالوس از طریق ریزنمونه

، تولید کالوس از طریـق  )Choob et al., 1994(گل و تخمدان 
 ,.Milyaeva et al(گـراد  درجـه سـانتی   10کـورم در شـرایط   

، باززایی مستقیم از طریق تخمدان با استفاده از هورمـون  )1995
NAA  وBA    روشـناي   ابتدا در شرایط تـاریکی مـداوم و سـپس

)Bhagyalakshmi et al., 1999 (  تولید کالوس از طریق بـرگ
و ) D )Raja et al., 2007-2,4و  BAبـا اسـتفاده از هورمـون    

هـاي  مطالعه بر روي منشأ القـا کـالوس بـا اسـتفاده از هورمـون     
NAA  وBAP )Sharifi et al., 2010 ( گزارشــات موفقیــت

ثیر نـوع  هدف از این مطالعه بررسی تأ. اندآمیزي بود که ارائه شده
ریزنمونه، ترکیبات متفاوت هورمونی اکسین و سـیتوکنین و تـأثیر   

  .باشدشرایط محیطی در کشت بافت گیاه زعفران می
  

  هامواد و روش
ــه ــایش بن ــن آزم ــات  در ای ــران از ایســتگاه تحقیق ــاي زعف ه

 20کشاورزي دانشگاه شـهید مـدنی آذربایجـان تهیـه و پـس از      
درصـد،   70دقیقه اتانول  2و  دقیقه شتستشو با آب مقطر استریل
بـه همـراه یـک قطـره     % 5/0توسط محلـول هیپوکلریـد سـدیم    

Tween20  بـار   3ور شـد کـه پـس از    دقیقه غوطـه  10به مدت
 mg/l(شستشو با آب مقطر استریل، مـواد گیـاهی درون محلـول    

دقیقـه آغشـته    5کانامایسین به مدت ) mg/l 10(بنومیل و ) 5/0
به ) MS(اسکوگ -یط کشت موراشیگها به محسپس بنه. شدند

 pH هاي هورمونی مختلف اکسین و سـیتوکنین بـا  همراه غلظت

جهت کنتـرل فنـول در   . درصد در لیتر انتقال یافت 8و آگار  5/7
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ــه رشــد از شیشــه  ــزرگ مراحــل اولی و ) 40×20(هــاي کشــت ب
و  TDZ، هورمـون  %)2(همچنین از ترکیبات اسـید اسـکوربیک   

)mg/l 5 (بـراي  . در ترکیب محیط کشت استفاده شد نیترات نقره
بـه   MSهـا بـه محـیط    هاي مناسب، بنـه بدست آوردن ریزنمونه

هـاي هورمـونی مختلـف اکسـین و سـیتوکنین در      همراه غلظـت 
درجـه   4و شـرایط سـرماي   ) 1جدول (ساعت  18شریط تاریکی 

هـا در  پـس از رشـد بنـه    کـه  انتقال یافـت ) 2جدول (گراد سانتی
هـاي مختلـف قطعـات برگـی     اي از ریزنمونهمحیط درون شیشه

، قطعات بنه و فلس )سفید رنگ(، قطعات پایین برگی )سبز رنگ(
  .جهت آزمایش کشت بافت تهیه شد) 1شکل (اطراف برگ 

از ) 1شـکل  (هاي متفـاوت  پس از رشد مواد گیاهی، ریزنمونه
آنها تهیه شد و جهت تشکیل کالوس بـه محـیط القـاي کـالوس     

جدول (پایه به همراه ترکیبات متفاوت هورمونی  هاينمک حاوي
  .انتقال داده شدند) 3

هایی که در آنها کالوس تشکیل شده بود به محـیط  ریزنمونه
) 4جـدول  (بعلاوه ترکیبات هورمونی متفاوت  MSباززایی شامل 

  .جهت بررسی میزان باززایی منتقل شد
زایـی  ها، میزان کالوسدر نهایت جهت بررسی میزان رشد بنه

هـاي  شاخص به ترتیب تکرار براي هر تیمار، 3و میزان باززایی با 
تعـداد کـالوس   (زایـی  ، درصد کالوس)cm(طول اندام هوایی گیاه

 ییباززاو درصد ) تشکیل شده به ازاي تعداد ریزنمونه در هر پلیت
) هاي باززایی شده بر تعداد ریزنمونـه در هـر پلیـت    تعداد کالوس(

  .هاي آماري صورت گرفتلیلگیري و تحاندازه

  

  
  هاي مختلف گیاه زعفران جهت تهیه ریزنمونهبخش - 1شکل 

Figure 1- Different parts of the saffron for preparation of explants.  
  

 داخل اتاقک کشت) d(هاي رشد بنه در شرایط تاریکی محیط -1جدول 
Table 1- Media for corm growth in darkness (d) in growth chamber  

 بنزیل آمینو پورین
 Benzylaminopurin BAP(mg/l)  

              
 نفتالین استیک اسید

 Naphthaleneacetic acid NAA(mg/l)  
2  1.5  1.3  1  0.8  0.5  

A6d A5d A4d A3d A2d A1d 0.5  
B6d B5d B4d B3d B2d B1d  0.8  
C6d C5d C4d C3d C2d C1d  1  
D6d D5d D4d D3d D2d D1d  1.3  
E6d  E5d  E4d  E3d  E2d  E1d  1.5  
F6d F5d F4d F3d F2d F1d  2  
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 )c(هاي رشد بنه در شرایط سرما محیط- 2جدول 
Table 2- Media for bulb growth in cold condition  

 نفتالین استیک اسید  Benzylaminopurin BAP(mg/l)بنزیل آمینو پورین   
Naphthaleneacetic acid 

NAA (mg/l) 1  0.8  0.5  
A3c A2c A1c 0.5  
B3c B2c B1c  0.8  
C3c C2c C1c  1  

  
زاییهاي القاي کالوسمحیط - 3جدول   

Table 3- Callus induction media  
Hormones ها هورمون  

  محیط کشت
Culture medium  

 بنزیل آمینو پورین
Benzylaminopurin 

BAP (mg/l)  

  ایندول بوتیریک اسید
Indole butyric acid 

IBA (mg/l) 
0  0  CM1  
1  2  CM2 
2  1  CM3 
0  2  CM4 

  
 هاي القاي باززاییمحیط - 4جدول 

Table 4- Regeneration and induction media  
  Hormone (mg/l) هورمون      

  محیط کشت
Culture medium 

  ایندول بوتیریک اسید
Indole butyric acid 

IBA  

  جیبرلیک اسید
Gibberellic acid  

GA3  

 بنزیل آمینو پورین
Benzylaminopurin  

BAP  

  تیدیازرون
Thidiazuron  

TDZ  
0  0  0  0  DM1  
2  0.01  0.5  0.3  DM2 
2  0.01  1  0.3  DM3 

  
  و بحث نتایج

یابی به ترکیب محـیط رشـد   در این تحقیق ابتدا جهت دست
 36هاي زعفران به منظور تهیه ریزنمونه مناسـب،  بهینه براي بنه

 9و ) 1جـدول  (در شرایط تـاریکی  نوع ترکیب هورمونی متفاوت 
درجــه  4ترکیـب هورمـونی متفــاوت در شـرایط تیمــار سـرمایی     

میـانگین میـزان   . بررسی قرار گرفتنـد مورد ) 2جدول (گراد سانتی
) 1جدول ( يهانشان داد که محیط) 5جدول ( ییهوارشد بخش 

A1 ،B2  وC3     از بیشترین میزان رشد به لحـاظ طـول قسـمت
همچنـین گیاهـان رشـد کـرده در     . برخوردار هستند) cm( ییهوا

این تیمارهاي هورمونی براي تهیه ریزنمونه شاداب تر و مناسـب  

هایی کـه جهـت رشـد آنهـا از تیمارهـاي      بنه). 1شکل (تر بودند 
C2d ،B4d ،E5d ،D6d ،E6d  وF6d     استفاده شـده بـود هـیچ

نتـایج بررسـی تیمارهـاي    ). 5جدول (رشدي از خود نشان ندادند 
هـا  هورمونی در شرایط سـرما بـر روي رشـد بخـش هـوایی بنـه      

نشان دهنده افزایش میزان رشد بخش هـوایی نسـبت   ) 6جدول (
و  A1c ،B2cهـاي  محـیط (یزان رشد در شرایط تاریکی بود به م

C3c  هـاي  میزان رشد بیشتري در مقایسه با محـیطA1d ،B2d 
داشتند، لازم به ذکـر اسـت کـه ایـن تیمارهـا از لحـاظ        C3dو 

ترکیب هورمونی یکسان بودند و تنها شرایط محیطی آنها با هـم  
  ).تفاوت داشت
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 هوایی در تیمار تاریکی میانگین میزان رشد بخش - 5جدول 
Table 5- Growth mean of aerial part in dark treatment  

 طول بخش هوایی
Shoot length (cm)  

 محیط کشت
Culture medium  

 طول بخش هوایی
Shoot length (cm)  

 محیط کشت
Culture medium  

 طول بخش هوایی
Shoot length (cm)  

  محیط کشت
Culture medium  

2  C1d  3.33  B1d  9.02  A1d  
0  C2d 10.58  B2d 3.1  A2d 

10.02  C3d 1  B3d 3.33  A3d 
5.5  C4d 0  B4d 5.8  A4d 
2.02  C5d 2  B5d 2.3  A5d 

2  C6d 2  B6d 5.02  A6d 
3.33  F1d  3.4  E1d  3.3  D1d 

4  F2d 1.2  E2d 5.4  D2d 
1.01  F3d 3.04  E3d 2  D3d 
2.3  F4d 1  E4d 1.01  D4d 
3.02  F5d 0  E5d 4.5  D5d 

0  F6d 0  E6d 0  D6d 

 
 میانگین میزان رشد بخش هوایی در تیمار سرما - 6جدول 

Table 6- Growth mean of aerial part in cold treatment 
 طول بخش هوایی

 Shoot length (cm)  
  محیط کشت

Culture medium  
  طول بخش هوایی

Shoot length (cm)  
  محیط کشت

Culture  Medium  
  طول بخش هوایی

Shoot length (cm)  
  شتمحیط ک

Culture medium  
4.6  C1d  5.05  B1d  15.15  A1d  
0  C2d 18.1  B2d 8.8  A2d 

20.13  C3d 3.05  B3d 7.08  A3d 

 
هـاي متفـاوت نشـان داد    زایی ریزنمونهبررسی میزان کالوس

سـایر  . زایـی دارنـد  هـاي بنـه قابلیـت کـالوس    که فقط ریزنمونـه 
 ـ ها بعد از گذشت چند هفته نکروزه شده و ازریزنمونه  .ن رفتنـد یب

. بنابراین براي ادامه آزمایشات فقط از ریزنمونه بنـه اسـتفاده شـد   
بـا ترکیـب    CM3هاي القاي کالوس، محیط در بین انواع محیط

ــونی  ــراي  mg/l 2 (BAP(و  IBA) mg/l 1(هورمــ ــم بــ هــ
-نمونـه هاي رشد کرده درشرایط تاریکی و هم براي ریـز ریزنمونه

بیشـترین میـزان   %) 30و % 40بـه ترتیـب   (هاي شـرایط سـرما   
بـا   CM1محـیط  ). 2شکل (زایی را به خود اختصاص داد کالوس
، در صورت اسـتفاده  BAP)و  IBA(هورمون بدون  MSترکیب 

هاي رشد کـرده در شـرایط تـاریکی کمتـرین میـزان      از ریزنمونه
، در 3مطـابق شـکل   . را به خود اختصاص داد) صفر(زایی کالوس

 ـ هـاي رشـد کـرده در شـرایط سـرما،      هصورت استفاده از ریزنمون
با ترکیـب   DM3متعلق به محیط %) 20(بالاترین درصد باززایی 

 mg/l 3/0 (TDZ ،)mg/l 1 (BAP ،)mg/l 2 (IBA(هورمــونی 
ــاززایی . بــود mg/l 01/0 (GA3(و  همچنــین کمتــرین درصــد ب
) mg/l 3/0(بــا ترکیـب هورمــونی   DM2بــراي محـیط  ) صـفر (

TDZ ،)mg/l 5 (BAP ،)mg/l 2 (IBA  و)mg/l 1 (  بـراي هــر
بـود و بـراي   ) رشد کرده در شرایط تاریکی و سـرما (دو ریزنمونه 

هـاي رشـد کـرده در    درصورت استفاده از ریزنمونه DM1محیط 
هـا در  همچنـین تعـدادي از ریزنمونـه   . شرایط تاریکی بدست آمد

 )هاي سفید رنگکورم یا پداژه(کورم میکرو DM3محیط باززایی 
اي هاي باززا شدهپس از گذشت چند هفته گیاهچه. دادندتشکیل 

و  mg/l 1 (IBA(زایـی بـا ترکیـب هورمـون     که به محیط ریشه
)mg/l 2 (2,4 D دهـی ضـعیفی   منتقل شده بودند، توانایی ریشه

  .را از خود نشان دادند
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 ریکی و سرما رشد کرده در شرایط تا هايمقایسه میزان تشکیل کالوس در ریزنمونه - 2 شکل
Figure 2-Comparison of the callus formation using grown explants in the dark and cold conditions. 

)Display error bar for the selected chart series with%5 value(  
  

  
 هاي رشد کرده در شرایط تاریکی و سرما مقایسه میزان باززایی در ریزنمونه  - 3شکل 

Figure 3- Comparison of the regeneration rate using explants grown in the dark and cold conditions.  
  

 
 

 

هاي هورمونی متفاوتمحیط هاي مختلف به کشت بافت درواکنش متفاوت ریزنمونه - 4شکل   
Figure 4- Different reaction of various explants to tissue culture in different hormonal media. 

 
از راهکارهاي بسیار مفید جهت تکثیر گیاه زعفـران، اسـتفاده   

باشد زیرا داراي پتانسیل زیاد تولیـد بـر   از تکنیک کشت بافت می
. مهندسی ژنتیک جهت اصلاح و بهبود صفات ژنتیکی اسـت  پایه

مهمترین عوامل مـوثر بـر افـزایش کـارایی ریـز ازدیـادي درون       

گیاهان دارویی ریزنمونه و ژنوتیپ گیاهی، میزان تنظیم  ايشیشه
 Basu(باشد هاي رشد، محیط کشت و عوامل فیزیکی میکننده

& Chand 1996; Satheesh & Bhavanandan 1988; 
Shasany et al., 1998 .( زاي باززایی گیاهان با استفاده ازجنـین

Callus 
 Micro corm کالوس

 میکرو کورم
Regenerated of callus 
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جملـه   هـاي گیاهـان دارویـی از   بسـیاري ازگونـه   در سـوماتیکی، 
 ,.Chaloushi et al(زعفـران بـا موفقیـت انجـام شـده اسـت       

در صورت استفاده  هاي بنه،فقط ریزنمونهدر این مطالعه . )2007
رشد کرده در شرایط تاریکی و رشـد کـرده در   (از هر دو ریزنمونه 

ــالوس)شــرایط ســرما ــت ک ــی در محــیط ، قابلی ــاوي  MSزای ح
% 40به ترتیـب   mg/l 2 (BAP(و  IBA) mg/l 1(هاي هورمون

هـا  بالاترین درصد باززایی با تشکیل میکروکـورم . داشتند% 30و 
ــز در محــیط  ــونی  MSنی ــا ترکیــب هورم ، mg/l 3/0 (TDZ(ب

)mg/l 1 (BAP ،)mg/l 2 (IBA  و)mg/l 01/0 (GA3  و در
% 20(هاي رشد کرده در شرایط سـرما  صورت استفاده از ریزنمونه

هاي رشـد روي محـیط   کنندهغلظت تنظیم  کاهش .بدست آمد) 
شـود  هـاي سـوماتیکی مـی   زایی جنـین جوانه و کشت سبب رشد

)Chaloushi et al., 2007( . نتایج این تحقیق با تحقیقات قبلی

)Milyaeva et al., 1995  2007; Karaoglu et al., ( 
همچنین طی تحقیقات انجـام گرفتـه در   . همسویی بیشتري دارد

دماهـاي پـایین و   (رایط محیطـی  این مطالعه مشخص شد که ش
، ترکیب هورمونی محیط کشـت اولیـه، نـوع ریزنمونـه و     )تاریکی

سازي کشـت بافـت   گیري در بهینهکنترل میزان فنول تأثیر چشم
هـاي زعفـران در   اهمیـت تولیـد میکروکـورم    .گیاه زعفران دارند

در . باشـد ایجاد مزارع بنه عاري از بیماري و گلدهی یکدست مـی 
زعفران با موفقیـت انجـام    یکروکورممعه تولید کالوس و این مطال

تواند در مطالعـات بعـدي جهـت    گرفت که نتایج بدست آمده می
ــادي، تولیــد متابولیــت  ــا ارزش، افــزایش کــارایی ریزازدی هــاي ب

هـاي انتقـال   تراریزش جهت انتقال صفات مفید از طریق تکنیک
  .ژن وابسته به کشت بافت و غیره استفاده گردد
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Abstract: 
Saffron (Crocus sativus L.) is one of the medicinal plants that contain active components and 

medicinal materials. Tissue culture of saffron can improve the quality and quantity of the saffron 

product, increase its export and the farmers’ income. In this study, 36 different types of hormone 

combinations in the dark and 9 different treatments of hormone combinations in cold (4°C), using 

different saffron explants (bulb, leaf, scales around leaf and distal parts of the leaf) were studied in 

tissue culture. To investigate the growth of corms, the callus formation and the regeneration rate, three 

replications for each treatment were used and the length of shoot (cm), the callus formation percentage 

and the regeneration percentage were measured and statistical analysis was performed. Among the 

types of explants, only explants from bulbs produced the callus on MS medium containing 2 mg.l
-1

 

BAP and 1 mg.l
-1

 IBA in both the dark and cold conditions. The highest percentage of regeneration 

was obtained in MS medium with hormonal composition of 0.3 mg.l
-1

 TDZ, 1 mg.l
-1

 BAP, 2 mg.l
-1

 

IBA and 0.01 mg.l
-1

 GA3 in the cold conditions. 
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