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 چکيده

اي  هاي داروئی مهم و مهعزدد نيزز حزائز اهميزت ویزژ       ابوليتترین ادویه جها  است اع نظر وجود مه ععررا  عراعی علاو  بر اینکه گرا 

 بزود   اندک بسيار سنهی اصلاح هاي رو  باشد   کسب هاي موفقيت بود ، به دلي  عقيم. کند این گيا  تریپلوئيد بود  و ایجاد بذر نمی. است

اصلاح این گيزا  اع طریزق مهندسزی  نهيزک و     : استعائی کارآمد براي این گيا  اع دو جهت مورد توجه  ارائه یک دسهورالعم  کالوس. است

هزا اعمزال شزد، سزپس      در این پژوهش ابهدا پنج تيمار مخهلف براي ضدعرونی بنزه . است هاي ثانویه اع طریق کشت کالوس توليد مهابوليت

اي و  مهزر اع بخزش قاعزد     هاي معمولی به ضخامت یزک سزانهی   مهر و ریزنمونه هاي لایه سلولی ناعک به ضخامت حدود یک ميلی ریزنمونه

 oc02 ±0براي سه مزا  در تزاریکی در دمزاي     D-2,4و   BAP،NAAهاي مخهلف  با غلظت MSها در محيط  ریزنمونه. رأسی بنه تهيه شد

کش بنومي  و سزپس اسزهراد  اع هيپوکلریزت سزدیم دو و نزيم       ترین تيمار ضدعرونی اسهراد  اع قارچ براساس نهایج، مناسب. نيهداري شدند

. هزا عزاري اع آلزودگی بودنزد     در این تيمار مشاهد  شزد و تمزامی ریزنمونزه   ( درصد 12)ها  مانی ریزنمونه بالاترین ميزا  عند . باشد درصد می

و نزيم   NAAگرم در ليهر  اي بنه در محيط حاوي دو ميلی هاي لایه سلولی ناعک بخش قاعد  با ریزنمونه%(  51)عایی  بالاترین ميزا  کالوس

اي بنزه   هاي معمولی بخزش قاعزد    اع ریزنمونه D-2,4عایی در تيمار یک گرم در ليهر  ین ميزا  کالوسا. دست آمدهب BAPگرم در ليهر  ميلی

ها براي انهقال   ، اسهراد   هاي لایه سلولی ناعک و نيز مزیت این ریزنمونه عایی قاب  قبول در ریزنمونه با توجه به ميزا  کالوس. حاص  شد

 . توا  توصيه کرد را می اع آنها
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 مقدمه

 Crocus) ععرزرا   گيا  خشک هاي کلاله تجاري اع ععررا  

sativus L.) جهزا   در ادویزه  بهزاترین گزرا   آیزد و  می دست به 

 غذایی صنایع در آ  کاربرد و گيا  این ي ویژ  عور و طعم. است،

در  آ  تقاضزاي  بود  بالا موجب گيا  این دارویی خواص کنار در

ععرزرا   (. Caiola & Canini, 2010)اسزت   گردیزد   جهانی باعار

کنزد و صزرفا  اع    عراعی به جهت تریپلوئيد بود  ایجزاد بزذر نمزی   

 اصلاح هاي رو  گيا ، بود  این شود عقيم طریق بنه تکثير می

 ایزن  بزا  شزد   کسزب  هاي موفقيت و کند  می دودمح را آ  سنهی

(. Agayev et al., 2009)اسزت   بزود   انزدک  بسزيار  هزا  رو 

 مزؤثر   مزواد  کميزت  و کيريزت  افزایش هدف با  نهيک مهندسی

 رو به گامی تواند می آ  در موجود کارتنوئيدهاي ویژ  به ععررا 

 .باشزد  ایزرا   فزرد  بزه  منحازر  گيا  این  نهيکی بهبود براي جلو

موفقيت در انهقال    نيز تا حد عیادي به وجود یک دسهورالعم  

مناسب براي توليد گيا  تراریخت اع طریق کشزت بافزت وابسزهه    

 بزا  ععرزرا   بافزت  کشزت  ي عمينزه  در هزا تزلا   هرچند. است

 انهخزاب  هزاي  ریزنمونزه  اغلب اما است بود  هایی همرا  موفقيت

 کاهش باعث که دهسهن بزرگ باععایی مخهلف هاي رو  در شد 

9شيمریسزم  به منجر و شد  گزینش سوح نرو  عام 
 .شزود  مزی  

 کزه  شزود  مزی  باعزث  ناعک سلولی لایه هاي ریزنمونه اع اسهراد 

 محزيط  معزرض  در نزاعک  سزلولی  يلایزه  در هزا  ي سزلول  همه

 نهيجزه  و در تراریخزت  غيزر  هزاي  سزلول  قرارگرفهزه،  گر انهخاب

 ,Teixeira da Silva & Fukai)شود  حذف اع آ ، پس شيمریسم

2003.)  

-12نوع ترکيب مخهلف است کزه   912ععررا  حاوي حدود 

هزاي مهزم داروئزی     مهابوليزت . ها شناخهه شد  هسزهند تا آ  02

ل اهزا، پيکروکروسزين و سزافران    ععررا  در سزه گزرو  کروسزين   

طی دهه گذشزهه ایزن گيزا  اع نظزر توليزد       .شوند بندي می دسهه

                                                                                           
1- Chimerism 

 ,Abdullaev)ر مورد توجه قرار گرفهه اسزت  ها نيز بسيا مهابوليت

هزاي رایزج توليزد     اسهراد  اع کشت کالوس یکی اع رو (. 2001

هاي ثانویه بود  و در مورد گياها  مهعدد گززار  شزد     مهابوليت

 (.Karuppusamy, 2009)است 

اسزهراد  اع تيمارهزاي    پژوهش سعی شد  است که با این در

دسززهورالعم   هزاي بنزه،   هریزنمونزز و انزواع  هورمزونی مخهلزف  

و نيزز توليزد       انهقزال  هزدف  بزا  بزالا  عایزی بزا کزارایی    کالوس

  .ها در گيا  ععررا  ارائه شود مهابوليت

 

 ها مواد و روش

هاي ععررا  مورد نياع در این تحقيق اع منوقه رباط کریم  بنه

گرم بزراي   91تا  92هاي با وع   بنه. در اسها  تهرا  تهيه شدند

هاي کشت بافهی انهخاب و تا عمزا  اسزهراد  در    زنمونهي ری تهيه

در ابهدا بزه  . گراد نيهداري شدند دماي چهار تا شش درجه سانهی

ها، پنج تيمار ضدعرونی  منظور تعيين بههرین تيمار ضدعرونی بنه

یک مرحله مقدماتی ضدعرونی که براي . مورد بررسی قرارگرفت

قيقزه شسهشزو در ارلزن    هر پنج تيمار مشابه بود  و شام  پزنج د 

دقيقزه   02داد ،   حاوي آب و چند قور  مایع ظرفشویی با تکا 

بزه  % 52شسهشو در عیر آب جاري، ضدعرونی سوحی بزا الکز    

مرحله دوم . ثانيه و سه بار آبشویی با آب مقور اسهری  92مدت 

کلرید جيو  یک دهم  -9: پنج تيمار ضدعرونی شام : ضدعرونی

 92)هيپوکلریزت سزدیم دو و نزيم درصزد      -0( دقيقه 91)درصد 

کزش   قزارچ  -0( دقيقزه  92)نانوسيد دو و نيم درصزد   -9( دقيقه

و هيپوکلریزت سزدیم دو و   ( دقيقزه  91)بنومي  یک گرم در ليهر 

 91)هيپوکلریت سدیم دو و نيم درصد  -1( دقيقه 02)نيم درصد 

بزر آنهزا   ( دقيقزه  02درجه به مزدت   12)و حمام آب گرم ( دقيقه

 .ال شداعم

 ها تهیه ریزنمونه از بنه

عرونی شد  بر روي کاغذ واتمن اسهری  خشک  هاي ضد بنه
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اي و رأسی تقسيم  شد  و پس اع آ  هر بنه به دو بخش قاعد 

ي سوحی که در تماس با مواد  پس اع حذف لایه. شد

کنند  بود  است در مجموع چهار نوع ریزنمونه به شرح  عرونی ضد

هاي با ضخامت یک  ریزنمونه -9: شد ها تهيه عیر اع بنه

ي سلولی  هاي لایه ریزنمونه -0مهر اع بخش قاعد  بنه  سانهی

 -9مهر اع بخش قاعد  بنه  ناعک با ضخامت یک ميلی

 -0مهر اع بخش رأسی بنه  هاي با ضخامت یک سانهی ریزنمونه

مهر اع  ي سلولی ناعک با ضخامت یک ميلی هاي لایه ریزنمونه

محيط کشت مورد اسهراد  در تمام مراح   .بخش رأسی بنه

شام  )شرکت فيهوتکنولو ي  MSي  تحقيق، محيط کشت آماد 

گرم در ليهر  92با افزود  . بود( MSهاي  ها و ویهامين نمک

محيط روي  pH ساکارع به محيط و پس اع به حجم رساند ،

براي جامد کرد  محيط، هرت گرم در ليهر  .تنظيم شد 0/1-5/1

 909هاي کشت در دماي  تمام محيط. آ  اضافه شد آگار به

هاي یک بار  دقيقه اتوکلاو شد  و در پليت 91درجه براي 

 .مارف توعیع شدند

 :این تحقيق شام  سه آعمایش به شرح عیر بود

بر  D-2,4هاي مخهلف  بررسی اثر غلظت :آعمایش یک

 .هاي مخهلف بنه عایی در ریزنمونه کالوس

ش شام  نوع ریزنمونه در چهار سوح فاکهورهاي این آعمای

مهر اع بخش رأسی  هاي معمولی با ضخامت یک سانهی ریزنمونه)

هاي لایه سلولی ناعک با ضخامت  اي، ریزنمونه و بخش قاعد 

و غلظت ( اي بنه مهر اع بخش رأسی و بخش قاعد  یک ميلی

صرر، نيم، یک، دو، پنج و د  )در شش سوح  D-2,4هورمو  

 . باشد می( يهرگرم در ل ميلی

بر  NAAو  BAPهاي مخهلف  بررسی اثر غلظت :آعمایش دو

ي سلولی ناعک اع بخش رأسی  هاي لایه عایی در ریزنمونه کالوس

 .بنه

 NAAو  BAPهاي مخهلف  بررسی اثر غلظت :آعمایش سه

ي سلولی ناعک اع بخش  هاي لایه عایی در ریزنمونه بر کالوس

 .اي بنه قاعد 

و   NAAغلظت هورمو  aسه، فاکهور در آعمایش دو و 

صرر، )هر یک در شش سوح  BAPغلظت هورمو   bفاکهور 

 باشد که مجموعاَ می( گرم در ليهر نيم، یک، دو، پنج و د  ميلی

 .تيمار هورمونی مورد بررسی قرار گرفت 91

ها در فيهوترو  در  ي ریزنمونه پس اع کشت بافت، کليه

براي القاي کالوس . ندگراد نيهداري شد سانهی 02±0دماي

ها هر ما  یک بار  ي نمونه همه. شرایط تاریکی کام  اعمال شد

ها به صورت هر دو هرهه یک بار انجام  بررسی. واکشت شدند

هایی که کالوس در  هاي ثبت شد  شام  تعداد ریزنمونه داد . شد 

ي کالوس و صرات کيری آنها شام  رنگ،  آنها القا شد ، انداع 

هاي این تحقيق به صورت  آعمایش. ها بود هی کالوسنرمی و سر

هاي کام  تاادفی در چهار تکرار  فاکهوری  در قالب طرح بلوک

ها با اسهراد  اع  آناليز داد . و پنج ریزنمونه در هر تکرار انجام شد

براي مقایسه ميانيين اع . انجام شد SASو  SPSSافزارهاي  نرم

دارها نيز با اسهراد  اع نرم رسم نمو. آعمو  دانکن اسهراد  شد

 .انجام شد  Excel افزار

 

 نتایج و بحث

 بررسی نتایج تیمارهای ضدعفونی بنه

هزاي عیرعمينزی    تزرین مسزائ  در اسزهراد  اع بخزش     اع مهم

در مزورد  . باشزد  مزی  گياها  براي کشت بافزت، کنهزرل آلزودگی    

هاي قارچی و  ععررا  ضدعرونی نمود  بنه به دلي  تنوع آلودگی

هزاي   با بررسی نهزایج تيمزار  . ساع باشد تواند مشک  باکهریایی می

هاي ععررا  یک ما  پس اع کشت، مشزاهد  شزد    ضدعرونی بنه

کش بنوميز    ترین تيمار ضدعرونی بنه اسهراد  اع قارچ که مناسب

دقيقه و پس اع آ  اسزهراد  اع هيپوکلریزت سزدیم دو و     91براي 

تمززامی . باشززد مززی( ارتيمززار چهزز)دقيقززه  02نززيم درصززد بززراي 

همچنين بالاترین . هاي این تيمار عاري اع آلودگی بودند ریزنمونه

در همين تيمار مشزاهد   ( درصد 12)ها  مانی ریزنمونه ميزا  عند 
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. درصد آلزودگی مشزاهد  شزد    02تا  02در سایر تيمارها بين. شد

عنوا  بههزرین و مزؤثرترین رو    هاسهراد  اع کلرید جيو  اغلب ب

 ,.Plessner et al)شزود   ي ععرزرا  شزناخهه مزی    ونی بنزه ضدعر

در بررسی نهایج مشاهد  شد که هرچند کلرید جيزو  اثزر    (.1990

امزا  ( درصزد آلزودگی   02)هزا دارد   نسبها  خوبی در کنهرل آلودگی

ها در این تيمار پایين بزود  و در حزدود    مانی ریزنمونه ميزا  عند 

اسززهراد  اع . اع بززين رفهنززد هززا در ایززن تيمززار نيمززی اع ریزنمونززه

هزاي قزارچی    هيپوکلریت سدیم به تنهایی براي کنهزرل آلزودگی  

 02هاي مورد اسهراد  در این پژوهش مؤثر نبود و  گسهرد  در بنه

این مغزایر بزا   . نشا  دادند( عمدتا قارچی)ها آلودگی  درصد نمونه

باشزد کزه    نهایج گزار  شد  توسط پيکزوراس و همکزارا  مزی   

ي    اسهراد  اع هيپوکلریت سدیم بزراي ضزدعرونی بنزه   بود مؤثر

در (. Piqueras & Negbi, 1999)انزد   ععرزرا  را گززار  نمزود    

باکهریزال حزاوي نانوسزيلور و     بررسی اثر نانوسيد که ترکيبی آنهی

هاي بنزه مشزاهد     باشد بر کنهرل آلودگی دي اکسيد تيهانيوم می

 ریزایی بسزيار مزؤثر   هاي باکه شد که این ترکيب در حذف آلودگی

هاي قارچی اثزري مشزابه بزا هيپوکلریزت      باشد اما بر آلودگی می

 .را نشا  داد( درصد آلودگی 02)سدیم 

عرونی کرد  پياع در گياها  عینهی  گرم براي ضد اع حمام آب

هزاي گيزاهی بزه     مقاومزت بافزت  . شود طور مؤثري اسهراد  میبه

حد عیادي به شزرایط  این مقاومت تا . گرم مهراوت است تيمار آب

هاي خزارجی،   فيزیولو یکی، انداع ، محهواي رطوبت، شرایط لایه

شرایط دمایی در مدت رشد، سوح خواب و سزن بافزت بسزهيی    

گرم علاو  بر وضعيت گيزا    موفقيت در اسهراد  اع تيمار آب. دارد

 Langens et)ها نيز بسهيی دارد  هاي دمایی پاتو   به حساسيت

al., 1998) . بررسی نهایج مشخص شد اسهراد  اع تيمار حمزام  در

ها را به نحو مؤثري کاهش داد  اسزت امزا    گرم ميزا  آلودگی آب

گرم باعث نرمی و شکنند  شد  بافت بنزه و کزاهش درصزد     آب

تزرین ميززا     نحزوي کزه پزایين   گردد به ها می مانی ریزنمونه عند 

 .هد  شددر این تيمار مشا( درصد 02)ها  مانی ریزنمونه عند 

 

زایفی رر   بفر افاسو    D-2,4های مختلف    بررسی اثر غلظت

 های مختل  بنه  ریزنمونه

هاي ماهانه، تراوت آشکار بين ميزا  و شزک    در طی بررسی

ي مخهلزف آشزکار شزد و یادداشزت      هزا  عایی در ریزنمونه کالوس

براساس آناليزهزاي  . ها در هرهه هشهم انجام شد برداري اع نمونه

بززا ضززخامت یززک )هززاي معمززولی  ين ریزنمونززهانجززام شززد  بزز

تراوت ( مهر با ضخامت یک ميلی)و لایه سلولی ناعک ( مهر سانهی

هاي بخزش رأسزی و    اما بين ریزنمونه. داري دید  شد بسيار معنی

بزالاترین ميززا    . داري مشزاهد  نشزد  اي بنه تراوت معنی قاعد 

ليهزر   گزرم در  درصد بود که در تيمار یزک ميلزی   51عایی  کالوس

2,4-D در . اي به دست آمد هاي معمولی بخش قاعد  اع ریزنمونه

عایزی بزه    هاي معمولی بخش رأسی نيز حداکثر کزالوس  ریزنمونه

درصزد مشزاهد  شزد در حزالی کزه بزالاترین ميززا          11ميزا  

ي سزلولی نزاعک مربزوط بزه      هاي لایزه  عایی در ریزنمونه کالوس

 92به ميزا    D-2,4رگرم در ليه بخش رأسی در محيط یک ميلی

ي سلولی ناعک بخزش   هاي لایه در ریزنمونه. درصد مشاهد  شد

در همزين محزيط   ( درصزد  01)عایی  اي نيز حداکثر کالوس قاعد 

ترتيززب اع نظززر انززداع  کززالوس هززم بززه(. 9شززک  )ایجززاد شززد 

هزاي معمزولی    اي، ریزنمونزه  هاي معمولی بخش قاعزد   ریزنمونه

اي و ریزنمونزه   ی ناعک بخزش قاعزد   رأسی، ریزنمونه لایه سلول

هاي بزرگ تزا کوچزک را ایجزاد     لایه سلولی ناعک رأسی کالوس

 .کردند

هزاي معمزولی در محزيط     عایزی ریزنمونزه   کلی کالوسطوربه

هزاي لایزه    داري بالاتر اع ریزنمونه با اخهلاف معنی D-2,4حاوي 

دهزد کزه ضزخامت ریزنمونزه      سلولی ناعک بود و نهایج نشا  می

توانزد   این تراوت مزی . عایی دارد داري بر ميزا  کالوس ير معنیتیث

 .عاد باشد هاي درو  احهمال  ناشی اع تراوت در سوح هورمو 
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 زایي  نمودار مقایسه ميانگين اثر نوع ریزنمونه بنه زعفران در درصد کالوس -1شکل

(bt : ايریزنمونه لایه سلولی ناعک بخش قاعد ،b :اياع بخش قاعد ریزنمونه معمولی،t  :سیأریزنمونه معمولی اع بخش ر ،tt :سیأریزنمونه لایه سلولی ناعک بخش ر) 

 .ندارند (ρ<0.05)داري هاي داراي حروف مشابه اع نظر آماري تراوت معنی ميانيين
Figure 1- Effect of explant types on callus induction in saffron. 

(bt: thin cell layer explant of corm base, b: typical explant of corm base, t: typical explant of corm apical, tt: thin cell layer explant of 

corm apical) 
Means with the same letter are not significantly different (ρ<0.05). 

 

مشاهدات ما نشا  داد که هرچند در محيط فاقزد سزيهوکنين   

عایی و سرعت رشزد   دهد اما درصد کالوس عایی را می لوسنيز کا

ي سزلولی نزاعک پزایين     هاي لایزه  ویژ  در ریزنمونهها، به کالوس

تا ميزا   D-2,4همچنين مشاهد  شد که افزایش سوح . باشد می

عایزی دارد امزا    گرم در ليهر اثر مثبزت در ميززا  کزالوس    دو ميلی

 .عایی را کاهش داد ميزا  کالوس D-2,4افزایش بيشهر غلظت 

ها به لحاظ ظاهري  شد  در این ریزنمونه هاي تشکي  کالوس

ي ششزم   ها در طی هرهزه  اولين کالوس. با یکدیير مهراوت بودند

گيزري ایزن    در روند شک . هاي معمولی مشاهد  شد در ریزنمونه

هزاي نزرم و آبزدار     ها ابهدا در تمام سوح ریزنمونه کالوس کالوس

هزا حالزت    سپس با رشزد تزدریجی، کزالوس    کدر تشکي  شد  و

ي سزلولی نزاعک    هزاي لایزه   در ریزنمونه. تري پيدا کردند سخت

سزوح   مانندي در ي جو  هاي جداگانه ها به صورت تود  کالوس

ها بزه لحزاظ ظزاهري تنزوع      این کالوس. ریزنمونه پراکند  بودند

ها اع کرم تا سرا مهرزاوت بزود و سزرعت     نشا  دادند و رنگ آ 

 (.0شک  )ها در مجموع کند بود  کالوس رشد

 

زایی  ااسو  برNAA و  BAPهای مختل   بررسی اثر غلظت

 های لایه سلوسی نازک رر ریزنمونه

عایزی   کزالوس  D-2,4با توجه به اینکه با تيمارهاي هورمزو   

درصزد بزود    92هاي لایه سلولی ناعک پزائين و در حزد    ریزنمونه

عایزی ایزن    کزالوس  بزر NAA و  BAPهاي  بنابراین تیثير هورمو 

 . ترکيب هورمونی مورد بررسی قرار گرفت 91ها با ریزنمونه

هاي لایه سلولی نزاعک بخزش    عایی اع ریزنمونه نهایج کالوس

جدول تجزیه واریانس نشا  داد کزه اثزر مهقابز  ایزن دو     : رأسی

در مقایسه ميانيين اثزرات  (. 9جدول )باشد  دار می هورمو  معنی

 11)عایزی   مشاهد  شد کزه بزالاترین ميززا  کزالوس    مهقاب  نيز 

گزرم   و یزک ميلزی   NAAگزرم   در محيط حاوي پنج ميلی( درصد

BAP  ي کالوس نيز  ترین انداع بزرگ(. 0جدول )ایجاد شد  است

در هيچ یک اع  NAAدر محيط فاقد . در همين محيط بدست آمد

 . درصد بالاتر نبود 91عایی اع  کالوس BAPسووح 
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هزا   هاي حاص  اع ایزن ریزنمونزه   به لحاظ ظاهري در کالوس

پررنزگ  ها داراي رنگ قرمزز   بعضی اع کالوس. تنوع مشاهد  شد

تواند ناشی اع توليد ماد  کروسين در ایزن  بودند که این رنگ می

و همکارا  اسهراد  اع سزاکاروع   xueطبق تحقيق . ها باشد کالوس

g.lبه ميزا  
شزود  هزا مزی   موجب سنهز کروسين در کالوس 92 1-

(xue et al., 2002 .)اغلزب  . هزا کزم بزود    اما فراوانی این کالوس

 (. 9شک )اي روشن داشهند کرم تير  تا قهو  ها رنگ کالوس

هزاي لایزه سزلولی نزاعک بخزش       عایزی اع ریزنمونزه   کالوس

کزه  نهایج تجزیه واریانس در ایزن آعمزایش نشزا  داد    : اي قاعد 

بزر درصزد    NAAهزاي مخهلزف هورمزو      فقط اثر اصلی غلظت

دار است ولزی اثرهورمزو     عایی در این نوع ریزنمونه معنی کالوس

BAP    (. 9جززدول )دار نبززود  و همچنزين اثززر مهقابز  آنهززا معنزی

درصزد در محزيط حززاوي دو    51عایزی   بزالاترین ميززا  کزالوس   

. بدست آمزد  BAPگرم در ليهر  ميلی ونيم  NAAگرم در ليهر  ميلی

هزا تنزوع    هاي مربزوط بزه ایزن ریزنمونزه     به لحاظ کيری کالوس

هزاي کزرم تزا عرد،     ها شراف به رنگ کالوس. کمهري نشا  دادند

ها نيز در اواخر ما  سوم بزه   بعضی اع کالوس. ترد و شکنند  بودند

هزا   در تعداد محدودي اع کالوس. هاي کروي تبدی  شدند کالوس

 .  شدعایی مشاهد نيز ریشه

 

 گيري  نتيجه

ي سلولی نزاعک   هاي لایه هدف اصلی اع اسهراد  اع ریزنمونه

هزا بزراي    در این تحقيق، اسهراد  اع پهانسي  بالاي این ریزنمونه

ها بزا ضزخامت در    چو  این ریزنمونه. باشد اهداف انهقال    می

هزا در   تقریبا  تمام سلول شوند در نهيجه میمهر تهيه  حد یک ميلی

گيرنزد و اع ایجزاد شزيمر در     مزی   گزر قزرار   محيط انهخابمعرض 

چنين در مقایسه هم. آوردند گياها  تراریخت ممانعت به عم  می

هاي معمولی، امکا  تهيه تعداد عیادي ریزنمونه را هم  با ریزنمونه

با توجه به نهایج این تحقيق مشزخص شزد کزه    . کنند فراهم می

تزر اع بخزش    هزا مناسزب   هاي بنه براي تهيه ریزنمون بخش قاعد 

هزاي   عایزی در ریزنمونزه   رأسی هسهند و بالاترین ميزا  کزالوس 

هاي لایه سلولی ناعک قاعزد    چنين ریزنمونهمعمولی قاعد  و هم

هزاي   با توجه به مزیهی که ریزنمونه. دست آمدبا درصد مشابه به

لایزه سزلولی نزاعک در جلزوگيري اع توليزد گياهزا  شزيمر دارد        

اي در  ریزنمونززه لایززه سززلولی نززاعک بخززش قاعززد  اسززهراد  اع

 .هاي انهقال    به این گيا  قاب  توصيه است پرو  

 

 

( D  .a-2,4گرم در ليتر  ران دو ماه بعد از کشت در محيط حاوي یک ميليهاي بنه زعف کالوس زایي در ریزنمونه -2 شکل

 ي سلولي نازک ي لایه ریزنمونه( bي معمولي  ریزنمونه

a b 

Figure 2- Callus formation in corm explants in saffron after 2 months in medium containing 2,4-D (1mg/l) a) typical  corm 

explant  b) thin cell layer explants. 
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 اي بنه زعفران سلولي نازک بخش رأسي و قاعده زایي در ریزنمونه هاي لایه جدول تجزیه واریانس درصد کالوس -1جدول 
Table 1- ANOVA table of callus induction percentage in thin cell layer explants excised from apical and basal part of corm in 

saffron 

  
 ریزنمونه لایه سلولي نازک بخش رأسي بنه

Thin cell layer explants of  corm 

apical 

ریزنمونه لایه سلولي نازک بخش قاعده اي 

 بنه
Thin cell layer explants of corm base 

 منبع تغييرات
Source of variation 

درجه 

 آزادي
df 

 ميانگين مربعات
Mean of squares 

F 
 ميانگين مربعات

Mean of squares 
F 

 بلوک
Block 

3 14536.11 
**

41.60
 

3587.96 **
4.95

 

 (NAAغلظت )a فاکهور
Factor a: NAA 

concentration 
5 2202.77 

**
6.30 3691.66 

**
5.09 

 (BAPغلظت )b فاکهور 
Factor b: BAP concentration 

5 656.1 1.88
 ns

 1178.33 1.63
 ns 

 NAA×BAPاثر مهقاب 

NAA×BAP interaction 

effect 

25 661.44 
*

1.89 893 1.23
 ns

 

 خوا
Error 

105 349.44 - 0.37 - 

 .داري دار در سوح احهمال یک و پنج درصد و عدم معنی به ترتيب معنی nsو * ، **

**, * and ns significant difference over control at P< 0.01 and P< 0.05 and not significantly, respectively. 
 

ي سلولي نازک بخش رأسي بنه  هاي لایه زایي در ریزنمونه بر درصد کالوسNAA و  BAPهاي مختلف  لظتغاثر متقابل مقایسه ميانگين   -2 جدول

 زعفران 
Table 2- Mean comparison of interaction effect between BAP and NAA concentration on callus induction in thin cell layer 

explants of corm apical  

 شماره تيمار
Treatment number 

 تيمار هورموني
Hormone treatment  

((mg.l-1 

 زایي درصد کالوس

Callus percentage 

 شماره تيمار
Treatment 

number 

 تيمار هورموني
Hormone 

treatment 
((mg.l-1 

 زایي درصد کالوس
Callus 

percentage 

1 N0B0 0
f

 19 N2B0 15
cdef

 

2 N0B0.5 5
ef

 20 N2B0.5 30
abcdef

 

3 N0B1 0
f

 21 N2B1 35
abcde

 

4 N0B2 15
cdef

 22 N2B2 50
ab

 

5 N0B5 10
def

 23 N2B5 25
abcdef

 

6 N0B10 0
f

 24 N2B10 25
abcdef

 

7 N0.5B0 30
abcdef

 25 N5B0 5
ef

 

8 N0.5B0.5 5
ef

 26 N5B0.5 30
abcdef

 

9 N0.5B1 20
bcdef

 27 N5B1 55
a

 

10 N0.5B2 15
cdef

 28 N5B2 15
cdef

 

11 N0.5B5 20
bcdef

 29 N5B5 25
abcdef

 

12 N0.5B10 10
def

 30 N5B10 50
ab

 

13 N1B0 25
abcdef

 31 N5B0 15
cdef

 

14 N1B0.5 20
bcdef

 32 N5B0.5 15
cdef

 

15 N1B1 25
abcdef

 33 N5B1 45
abc

 

16 N1B2 25
abcdef

 34 N5B2 20
bcdef

 

17 N1B5 45
abc

 35 N5B5 15
cdef

 

18 N1B10 5
ef

 36 N5B10 40
abcd

 

 .داري ندارند اي دانکن در سوح پنج درصد تراوت معنینظر آعمو  چند دامنه سهو  تيمارهاي داراي حداق  یک حرف مشهرک اع در هر

Similar letter in each column indicate no significant difference based on Duncan multiple test in 5% level. 
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Figure 3- Callus formation in thin cell layer explants excised from apical (a) and basal(b) part of crom in 

saffron  1a) medium containing BAP (2 mg.l-1) 2a) medium containing BAP (1 mg.l-1) and NAA (0/5 mg.l-1) 

3a) medium containing BAP (1mg.l-1) and NAA (5 mg.l-1).  

1b) Medium containing NAA (1mg.l-1) and BAP(0/5 mg.l-1)) 2a) medium containing NAA (2 mg.l-1) and BAP 

(0/5 mg.l-1) and  3a) medium containing NAA (2 mg.l-1)and BAP (1mg.l-1).  

Similar letter in each column indicate no significant difference based on Duncan multiple test in 5% level. 
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Abstract 

Saffron (Crocus sativus L.) is the world's most expensive spice. Moreover, it is important since it 

contains various drug metabolites. Saffron is a triploid (2n=3X=24) and sterile plant and it does not 

have any viable seeds. Because of the sterility, classical breeding of this plant is limited. Developing 

an efficient callus induction protocol is studied for two reasons, i.e. molecular breeding and the 

production of secondary metabolites. In order to provide a suitable callus induction protocol, 

establishment of corms was considered. Five different treatments were applied to sterilization of 

corms. Thin cell layer explants with approximately 1 mm thickness and typical explants with 

approximately 1 cm thickness were prepared from sterilized corms. For callus induction, different 

explants were planted in MS medium containing different concentration of 2, 4-D, BAP and NAA. 

Then, they were incubated in dark conditions at 20 ±20C for 3 months. The results showed that the use 

of Benomyl fungicide, followed by surface sterilization using sodium hypochlorite (2.5 %) was the 

best sterilization treatment. The highest survival rates of explants (90%) were observed in this 

treatment and all explants were free of contamination. The highest amount of callus induction (75%) 

was obtained in MS medium supplemented with 2mg/l NAA and 0/5 mg/l BAP from thin cell layer of 

basal corm. The same result was observed with 1mg/l 2, 4-D from typical explants of basal corm. The 

results obtained from this study show that the thin cell layer explants are suitable explants because of 

the high amount of callus formation and the advantages for gene transfer studies.  
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