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 چکیده
طور طبیعی خیلی کند است. ه شود. تکثیر گیاه بمیهای مادری انجام است که تکثیر آن فقط از طریق بنهزعفران گیاهی تریپلوئید و عقیم 

تواند به تکثیر این گیاه سرعت بخشیده و جوابگوی درخواست بیش از پیش کشاورزان به می ایدرون شیشههای کشت استفاده از تکنیک

مادری پیش تیمار شده با سرما بود. به مناسب برای ایجاد ریزبنه از بنه روش دستیابی به  ،این گیاه دارویی مهم باشد. هدف از این تحقیق

به  های سالم و درشتبنه وآوری خراسان جنوبی جمع در هایی در دو تاریخ متفاوت مرداد و اوایل شهریور از منطقه قایننمونه ،این منظور

گرم میلی دودرصد ساکارز،  ششهمراه با  MS 2/1گراد و تاریکی نگهداری شدند. محیط کشت درجه سانتی 13هفته در دمای  13-15 مدت

های نمونه. مورد برررسی قرار گرفتند تکرار پنج با تصادفی کاملاً طرح قالب در BAPگرم در لیتر میلی 6و  4، 2های غلظتو  IBAبر لیتر 

های برداشت بنهاثر بودند و ها بیهای رشد در ایجاد ریزبنهکنندهبود که تنظیمآن های رشد بودند. نتایج حاکی از کنندهشاهد فاقد تنظیم

های بنه از استفاده نتایج، به توجه با. را تشکیل دادندها ترین ریزبنهبزرگهفته بیشترین و  15ماه پیش تیمار شده به مدت  شده در مرداد

 ریزبنه تهیه برای هورمون اعمال بدون حتی MS 2/1 کشت محیط درها کشت بنه کافی و سرمایی تیمار پیش ماه با برداشت شده در مرداد

 .باشدمی صرفه به نیز اقتصادی لحاظ به که شودمی توصیه ایدرون شیشه کشت طریق از

 اسکوگ-محیط کشت موراشیگ ،، ریزازدیادیکنندهتنظیمزایی، : اندامکلیدی هایواژه
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 مقدمه

اي، دارویی و با ادویهگیاه  (.Crocus sativus L) زعفران

 اي درگستردهطور هامروزه بکه  ارزش اقتصادي بالایی است

رد. اي، دارویی، نساجی و غیره کاربرد داصنایع مختلف تغذیه

به دلیل نیاز آبی کم، سهولت در کاشت، داشت و عملکرد 

 مناسب و همچنین از لحاظ توسعه صادرات غیرنفتی از اهمیت

 ,.Gresta et al)اقتصادي بسیار زیادي برخوردار است 

-آنتیو . شناخت خواص ضدمیکروبی، ضدسرطانی (2008

اکسیدانی کاروتنوئیدهاي محلول در آب زعفران موجب 

 Abdullaev)تقاضاي بیش از پیش این محصول شده است 

& Frenkel, 1999) . 

 زعفران گیاهی تریپلوئید و عقیم بوده که تکثیر آن فقط

. (Koocheki et al., 2013) شودها انجام میبنهاز طریق 

 هاي متداول نسبتاً کندروشهاي جدید با بنهسرعت تکثیر 

ز هر بنه دختري ا چهار تا پنجاست. در مزارع زعفران معمولاً 

 شود که در طی سه تا چهاربنه مادري در هر سال تولید می

 & Sharma)رسند براي گلدهی میسال به اندازه مطلوب 

Piqueras, 2010)هايآلودگی همراه به تکثیر پایین . نرخ 

 رايب لازم بنه مقدار به دسترسی ویروسی، و باکتریایی قارچی،

 Vahedi) است کرده محدود را گیاه این گسترش به رو کشت

et al., 2014).  

فصل قبل از مزارع هاي در تکثیر سنتی زعفران، بنه

 چندساله خارج و در اواخر تابستان یا اوایل پاییز کشت

توانند از میهاي آلوده زا از طریق بنهشوند. عوامل بیماريمی

دیگر منتقل شوند.  اي به مزرعهمزرعهنسلی به نسل دیگر و از 

-ها و برگزا باعث پوسیدگی و نکروزه شدن بنهعوامل بیماري

ها شده که اغلب باعث کاهش یا جلوگیري از رشد و گلدهی 

شوند میهاي باردهی محصول گیاه و کاهش سال

(Ahrazem et al., 2010; Vahedi et al., 2014) متوسط .

کیلوگرم  4/4سال گذشته  10 طی عملکرد کلاله زعفران در

در هکتار بوده است که کاهش شدیدي را نسبت به پتانسیل 

 Ahmad et)دهد کیلوگرم در هکتار نشان می 10عملکرد 

al., 2014) یکی از مهمترین عوامل کاهش عملکرد در مزارع .

-باکتريآلوده است. استفاده از هاي اده از بنهاستف ،زعفران

هاي هزینهنیز  1هاها براي کنترل پاتوژنکشقارچها و کش

محیطی نیز زیستتولید را بالا خواهد برد و باعث آلودگی

                                                             
1- Pathogens 
2- Modernitisation 

هاي ویروسی خیلی آلودگیکه کنترل شوند، درحالیمی

 ،باشد. مشکل دیگر در تکثیر کلاسیک زعفرانتر میسخت

ها براي کشت است. یافتن بنهغیریکنواختی و کیفیت پایین 

هاي عاري از عوامل بنهروشی براي تولید سریع و کارآمد 

همچنین تواند عملکرد زعفران را افزایش داده و زا میبیماري

-مدرنبراي را هاي عاري از پاتوژن بنهتولید انبوه تواند می

 4و هیدروپونیک 3کشت زعفران مانند کشت ایروپونیک 2سازي

(Souret & Weathers, 2000) هاي. روشفراهم سازد 

اي را براي تولید انبوه فت مانند ریزازدیادي توان بالقوهکشت با

و بهبود هاي عاري از پاتوژن و با کیفیت براي ازدیاد بنه

 . (Fernández, 2004)نماید ژنتیکی فراهم می

و  یممستق ییزااندام یقاز طر ايیشهکشت درون ش روش

با  ینگروه از محقق یندر زعفران توسط چند یممستقیرغ

مورد  یردو دهه اخ یمختلف در طهاي یزنمونهاستفاده از ر

 ;Plessner et al., 1990)اند گرفتهقرار  یبررس

Ebrahimzadeh et al., 2000; Sharma et al., 2008; 

Zeybek et al., 2012; Cavusoglu et al., 2013; Mir 

et al., 2014) .ریزازدیاديروش خاطر اهمیت این گیاه، به 

 وتواند ابزاري سودمند براي تکثیر کلونی بوده میکارآمد 

 ايزایی درون شیشهتواند اساسی را براي جهشمیهمچنین 

 ايو تغییر شکل ژنتیکی فراهم نماید. تکثیر درون شیشه

ن زایی به عنوازایی سوماتیکی یا بنهطریق جنین زعفران از

هاي عاري از روش جایگزین کارآمدي براي تکثیر انبوه بنه

. گیاهان تغییر (Quadri et al., 2010)باشد پاتوژن می

برتر زعفران از طریق مهندسی ژنتیک یا  ژنتیکی یافته

هاي توانند از طریق روشنیز می ايزایی درون شیشهجهش

سفانه آزمایشات أبه سرعت تکثیر یابند. مت ايدرون شیشه

اند ودهآمیز نبزعفران تاکنون موفقیت مرتبط با تکثیر سریع بنه

اند. تولید شده ايهاي اندکی از طریق کشت درون شیشهبنهو 

 در تولید انبوه ايهاي بالغ با منشاء کشت درون شیشهبنه

 اند. هنوز تولید نشده

مزیت یکنواختی ژنتیکی در زایی مسقیم داراي اندام

زایی مقایسه با باززایی نابجا از کشت کالوس یا جنین

زمان کمتري براي باززایی مستقیم  سوماتیکی است. معمولاً

ساقه در مقایسه باززایی غیرمستقیم مورد نیاز است. کارایی 

باززایی مستقیم در زعفران بستگی به نوع ریزنمونه، ترکیبات 

3- Aeroponic  
4- Hydroponic 
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 & Sharma)رشد و دماي انکوباسیون دارد  کنندهتنظیم

Piqueras, 2010) اولین گزارش از باززایی مستقیم شاخه .

که به دنبال آن باززایی  (Homes et al., 1987)بود  از بنه

متري بافت هاي دو میلیجانبی روي تکههاي شاخه از جوانه

-ینسیتوکنهاي جانبی با کاربرد بنه بود و القاء شاخه از جوانه

 Plessnerگراد بهبود یافت )درجه سانتی 15-20ها و دماي 

et al., 1990( پلسنر و همکاران .)Plessner et al., 1990 )

هاي جانبی را جوانههاي حاوي بنههاي کوچک و جوان و بنه

داراي  1که زئاتینطوريهها را تولید کردند، بریزبنهکشت و 

ها و براي رشد برگهاي جدید داشت بنهاثر مهمی در رشد 

 (Karaoğlu et al., 2007)ضروري بود. کاراگلو و همکاران 

گرم در میلی دوحاوي  MS2هاي بنه را در محیط کشت تکه

و توانستند  ندکشت کرد NAA3گرم در لیتر میلی 5/0لیتر و 

 Sharma)نمایند. شارما و همکاران  ءماه بنه القا ششبعد از 

et al., 2008)  هاي جدا شده از جوانهها را بر روي ریزبنهنیز

گرم در میلی سهحاوي  MSمریستم جانبی در محیط کشت 

نمودند. آهوران و  ءگرم در لیتر ساکاروز القا 80و  BAP4لیتر 

و کشت  با برش (Ahouran et al., 2012)همکاران 

، به دو نیمه بالا و پایین  Crocus cancellatusهايبنه

اما بخش  ،اگرچه هردو نیمه تولید ریزبنه کردندنتیجه گرفتند 

بالایی ریزبنه بیشتري تولید کرد. حداکثر القاء ریزبنه در 

 یکو  NAAگرم در لیتر میلی دوحاوي  MSمحیط کشت 

تیمار  این محققانگزارش شد.  BAPگرم در لیتر میلی

هاي جدید ریزبنهزنی ثري در جوانهسرمایی را عامل مؤ

گرم در میلی ششحاوي  MSتوصیف کردند. محیط کشت 

داراي بهترین نتایج در تشکیل شاخه و تولید برگ  BAPلیتر 

 ,.Cavusoglu et al)درصد بود  3/93و  7/96به ترتیب با 

-از عقب (Devi et al., 2011). دوي و همکاران (2013

هاي زعفران استفاده کردند. ریزبنهاي رشد جهت تولید اندازه

هفته از کشت، نمو ریزبنه به شکل متورم در پایه  2-3بعد از 

خشک ها ، ساقههاریزبنهتشکیل ها شروع شد. به محض ساقه

 13-16کاملاً توسعه یافته بعد از هاي ها با پوشینهو ریزبنه

 7/1هفته از کشت مشاهده شدند. تعداد ریزبنه بیشتر در 

 مشاهده شد.  5میکرومولار پاکلوبوترازول

ترین ترکیب مناسب BAPو  NAAهاي رشد کنندهتنظیم

هاي بنه در زایی و تشکیل ساقه از جوانهبراي حمایت از اندام

                                                             
1- Zeatin 

2- Murashige and Skoog 
3- Naphthaleneacetic acid (NAA) 

در میان . (Parray et al., 2012)زعفران گزارش شده است 

ترین سیتوکنین در القاء مستقیم مؤثر BAPها سیتوکنین

. (Sharma et al., 2008)ها است بنهها و ریزجوانهشاخه از 

 10زیر هاي در غلظت TDZ6مطالعه اخیر نشان داد که 

هاي جوانهدر القاء شاخه از  BAPتر از مؤثرمیکرومول خیلی 

. بیشترین تعداد ریزبنه (Sharifi et al., 2010)جانبی است 

 TDZ (20 μM ،)IAAمین شده با تأ MS2/1کشت در محیط 

(10 μM( و ساکاروز )40 g/l بعداز )هفته بدست آمد و  8

TDZ  واقع شد  مؤثرها ریزبنهبراي القاء و تولید(Parray et 

al., 2012) . 

ند. مؤثردما و نور بر القاء مستقیم شاخه بر روي ریزنمونه 

و گراد براي القاء و نمدرجه سانتی 20دماي حدود  معمولاً

نیز گراد سانتیدرجه  25شاخه مناسب است، اما در دماي 

 ,.Plessner et al)شود مینجام ااخه را نیز شو نمو  ءالقا

1990) . 

 هابنهزایی از دیگري در شاخه مؤثرساکاروز عامل غلظت 

 گرم در لیتر در 50هاي است که القاء شاخه بیشتر در غلطت

گرم در لیتر گزارش شده است  30مقایسه با غلظت 

(Sharma et al., 2008) . 

 ايدر بسیاري از موارد موفقیت در تکثیر درون شیشه

و بیشتر  Crocus. براي جنس داردبه منبع ریزنمونه بستگی 

ترین منبع ریزنمونه عمومیبنه ، Iridaceaeخانواده گیاهان 

 . (Ascough et al., 2009) گزارش شده استبراي کشت 

ها در درجه حرارت پیش تیمار سرمایی و نگهداري بنه

نماید که پایین نمو جوانه اصلی و جانبی را تحریک می

به  1هاي کوچکی تبدیل شوند. افزایش دما از واند به بنهتمی

هاي دختري بزرگتر بنهدرجه بعد از ایجاد بنه منتج به  10

هاي که بنه. هنگامی(Renau-Morata et al., 2013)گردید 

کشت گردیدند،  ايتولید شده در دماي پایین در درون شیشه

 هفته در محیط حاوي 6-8سبز شده بعد از  جوانه 7-5

جوانه در  36/0که فقط ها بدست آمدند، در حالیسیتوکنین

هاي سبز شده به جوانههر بنه در محیط کنترل تولید شدند. 

عنوان ریزنمونه جهت ریزازدیادي زعفران مورد استفاده قرار 

هاي هاي شاخه از بنهریزنمونه، هفته هشتگرفتند. بعد از 

هاي جوانهاین،  سبز شده بنه جدیدي را ایجاد نمودند. علاوه بر

از شاخسارهاي  ايشیشه وندردر روش شده  جانبی القاء

4- 6-Benzylaminopurine (BAP) 

5- Paclobutrazol 
6- Thidiazuron (TDZ) 
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هاي بنهدر دماي پایین بزرگتر از  هاآمده از بنه بوجود

 ,.Renau-Morata et al)اي بدون تیمار بودند مزرعه

2013) . 

به  ايتواند در شرایط کشت درون شیشهمیتولید ریزبنه 

 د و به عنوانتولید شوکوتاهی مقدار زیادي و در مدت زمان 

ود. شآل براي ریزازدیادي زعفران در نظر گرفته میروشی ایده

سازي اندازه کوچک جابجایی و حمل و نقل و ذخیره دلیلبه 

نند توادر شرایط دمایی پایین آسان بوده و می هااین ریزبنه

 & Sharma)پلاسم نیز استفاده شوند براي حفاظت ژرم

Piqueras, 2010) . 

 امروزه میزان تقاضاي جهانی زعفران افزایش یافته است،

بالایی را  زعفران هزینهاي هاي کشت مزرعهحال آنکه روش

یاز ندر برداشته، همچنین هرگونه فعالیت براي بهبود زعفران، 

زا دارد. به تولید مقدار انبوه بنه زعفران عاري از عوامل بیماري

هاي کشت بافت براي رسیدن به در این شرایط کاربرد روش

از  تواند بسیار سودمند باشد. بنابراین، استفادهاین هدف می

هاي کشت بافت جهت تکثیر و افزایش رشد در تکنیک

هاي عاري از عوامل بیماریزا کمک آزمایشگاه و تولید بنه

 بزرگی به کشاورزان خواهد نمود. 

مناسب روشی دستیابی به از این تحقیق اصلی لذا هدف 

زمایش هزینه براي ایجاد ریزبنه از زعفران بود. در این آو کم

هاي شده در ماه برداشتهاي بنهامکان تکثیر با استفاده از 

درجه  چهارذخیره شده در دماي  (مرداد و شهریور) مختلف

 از MS2/1و ترکیبات هورمونی در محیط کشت گراد سانتی

هاي دختري از بنهزایی مستقیم با تشکیل طریق اندم

 هاي بالایی بنه حاوي نواحی مریستمی مورد بررسی قراربخش

 گرفت.  

 

 هامواد و روش
ر دو منطقه قائن داز زعفران  هايبنهبه منظور انجام آزمایش، 

لم هاي سابنه آوري وجمع 1393تاریخ مرداد و اوایل شهریور 

سازي جدا (گرم 7-8با وزن متر )سانتی 5/2-3 با قطر حدود

هاي هفته و بنه 15هاي سالم مرداد ماه به مدت بنهشدند. 

درجه  13در دماي  در یخچال وهفته  13شهریور به مدت 

هاي تا مریستم و جوانه گراد و تاریکی نگهداري شدندسانتی

 انتهایی تحریک به رشد شوند. 

 

                                                             
1- Laminar Air Flow Cabinet 

 هاضدعفونی ریزنمونه
 بطور هابنه روي هايفلس ابتدا ،ریزنمونه عفونیدبه منظور ض

 و غبار و گرد حذف جهت دقیقه 30مدت  به و برداشته کامل

شد. براي حذف  شستشو جاري آب با سطحی هايآلودگی

مایع ظرفشویی نیز استفاده  چند قطره هاي سطحی ازآلودگی

سپس دقیقه نیز با آب جاري آبکشی شدند.  20شد و براي 

به و منتقل  1داخل کابین هود لامینار ایرفلوبه  ي سالمهابنه

دو نیمه بالا و پایین برش داده شدند. نیمه پایینی که معمولاً 

و نیمه بالایی مجدداً کنار گذاشته  ،و ریشه بودحاوي آلودگی 

. سپس شددرصد ضدعفونی سطحی  70با اتانول  آبشویی و

 05/0درصد )حاوي  10در هیپوکلریت سدیم ها ریزنمونه

دقیقه خوابانده و پس از آن  10درصد کلرین فعال( به مدت 

سه بار با آب مقطر استریل آبشویی شدند. بعد از آن، 

درصد  25/0دقیقه در کلرید جیوه  20به مدت ها ریزنمونه

قرار داده شدند و مجدد سه بار با آب مقطر استریل آبشویی 

عفونی تشریح شده براي ضدعفونی دستورالعمل ضد شدند.

که متوسط درصد آلودگی کمتر از طوريبه ؛ها کارآمد بودبنه

 درصد بود.  نه

 

 غذایی و شرایط کشت محیطسازی آماده
درصد  ششحاوي  MS2/1 در این آزمایش از محیط کشت 

اي در قالب طرح استفاده شد. آزمایش بصورت آشیانه ساکاروز

 دوتصادفی انجام شد. ماه برداشت و ترکیبات هورمونی  کاملاً

 گرممیلی 6و  BAP (2 ،4 سه مقدارو  IBA2گرم در لیتر میلی

محیط  pH بود.هاي رشد کنندهتنظیمشاهد فاقد در لیتر( و 

کشت و تمام تجهیزات از  تنظیم شد. محیط 7/5-8/5روي 

قبیل ظروف آب مقطر، پنس و سایر وسایل در اتوکلاو در 

 15اتمسفر به مدت  یکگراد و فشار درجه سانتی 120دماي 

محیط کشت در زیر هود لامینارایرفلو دقیقه استریل شدند. 

هاي کشت منتقل شد، به این ترتیب که در هر شیشه به شیشه

ها براي یک روز محیط کشت ریخته شد. شیشه گرممیلی 30

منعقد  در زیر هود باقی ماندند تا آگار موجود در محیط کاملاً

هاي از ریزنمونه ها شود.کشت ریزنمونه شده و محیط آماده

نی شده در زیر هود لامینار ایرفلو لایه نازکی از انتهاي عفوضد

برش یافته جدا و قبل از انتقال به محیط کشت با محلول 

 وآغشته دقیقه  پنجبه مدت درصد  یکآسکوربیک اسید 

حاوي محیط کشت منتقل گردیدند. هاي سپس به شیشه

2- Indole-3-butyric acid (IBA) 
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ها درون انکوباتور ها با پارافیلم بسته شده و شیشهدرب شیشه

 قرار گرفتند. گراد درجه سانتی 25با شرایط تاریکی و دماي 

 تکرار انجامآزمایش در قالب طرح کاملاً تصادفی با پنج 

ها، ها شمارش و قطر آنبر روي ریزنمونه هاشد. تعداد ریزبنه

افزار مها، با استفاده از نربرداري از تمامی نمونهاز عکسپس 

 ,.ImageJ v. 1.51i (Schneider et alگر تصویري تحلیل

 گیري شد.اندازه( 2012

ار و ترسیم نمود ايها بصورت آشیانهواریانس داده تجزیه

انجام 12GenStat V (2009Payne et al.,  )افزار توسط نرم

 شد.

 

 نتایج و بحث
برداشت و ترکیبات هورمونی مختلف در ماه اثر  بررسی با

شت ذگ پس از، یافته بالایی بنهها روي نیمه برشتولید ریزبنه

از نواحی مریستمی شروع به متورم شدن  هاجوانهیک هفته 

 25نمودند. پس از دو هفته از کشت و انکوباسیون در دماي 

ها هپوشینها رشد کردند و ریزبنهگراد در تاریکی سانتیدرجه 

 ها سپس درریزبنه(. 1ها ظاهر گردید )شکل ریزبنهبر روي 

 هاي)شکل گراد خشک گردیدندسانتیدرجه  25سایه و دماي 

 (. 3و  2

ف نتایج نشان داد که استفاده از تیمارهاي هورمونی مختل

 داري نداشت و اختلافاثر معنی هابر تعداد و قطر ریزبنه

شت ولی ماه بردا ،داري بین تیمارها مشاهده نشدآماري معنی

به  وبود  مؤثردر هر بنه مادري  هابر روي قطر و تعداد ریزبنه

 1و  5داري در سطح احتمال ترتیب اختلاف آماري معنی

و  MS 2/1 (. با کشت در محیط2هده شد )جدول درصد مشا

 40/9±45/0ها ماه متوسط قطر ریزبنه برداشت در مرداد

هاي متر در بنهمیلی 57/8±42/0متر در مقایسه با میلی

برداشت شده در شهریور بود. بیشترین تعداد ریزبنه با 

هاي ریزبنه در هر بنه مادري نیز بر روي بنه 48/0±13/6

که متوسط شد، درحالی ماه حاصل برداشت شده در مرداد

 بود )جدول ریزبنه 48/3±45/0ماه  تعداد ریزبنه در شهریور

 (. 4شکل  و 2

حاکی از این است که در مزرعه نیز براي  اهپژوهش

 ,.Szlachetka et al)لازم است دماي پایین تشکیل ریزبنه 

 & Sharafzadeh) زاده و خوشخوي. شرف(1990

Khoshkhoy, 2004 )دماي با تیمار پیش که دادند نشان 

                                                             
1- Paclobutrazol 

 براي تربزرگ هايبنه و است الزامی تشکیل ریزبنه براي پایین

احتمال . کردند تولید بیشتري هايریزبنه تعداد ریزنمونه، تهیه

ها شده و دارد دماي پایین موجب تغییر در تعادل هورمون

 برخی تحقیقات نتایجغلظت مواد فنولیکی را نیز کاهش دهد. 

وجود اکسین و سیتوکنین براي ایجاد ریزبنه مؤید آن است که 

 ;Plessner et al., 1990)امري ضروري است 

Sharafzadeh & Khoshkhoy, 2004)غلظتکه طوريبه ؛ 

-2,4 لیتر در گرممیلی یک شامل ریزبنه تشکیل براي بهینه

D لیتر در گرممیلی نیم و BAP  بود(Sharafzadeh & 

Khoshkhoy, 2004 .)که ترکیبات هورمونی اختلاف درحالی

 داري را با شاهد )بدون هورمون( نشان ندادند.آماري معنی

( نیز تشکیل ریزبنه در Mir et al., 2014میر و همکاران )

که طوريتمام ترکیبات محیط کشت را مشاهده کردند، به

ها در محیط گرم( ریزبنه 54/1( و وزن )10حداکثر تعداد )

 مگرمیلی BAP ،5/0در لیتر  گرممیلی دوحاوي  MSکشت 

مشاهده  1در لیتر پاکلوبوترازول گرممیلی 5/1و  NAAدر لیتر 

شد. شرایط کشت تحت نور یا در تاریکی بر تشکیل و رشد 

رسد که نظر می. به(Mir et al., 2014)نبودند  مؤثرریزبنه 

ها، مدت زمان پیش تیمار تواند ناشی از سن بنهاین تفاوت می

 Renau-Morata) سرمایی و یا تفاوت در محیط کشت باشد

et al., 2013اغلو و همکاران )(. کاووسCavusoglu et al., 

هاي مریستمی در محیط هاي داراي گره( با کشت بنه2013

، بیشترین BAPگرم در لیتر میلی ششحاوي  MSکشت 

 ,.Cavusoglu et al)روز القاء شد  90شاخه و برگ در طی 

( نیز Ahouran et al., 2012. آهوران و همکاران )(2013

  C. cancellatusیافتههاي برشریزبنه روي بنه 1-5تشکیل 

-که نیمهزایی مستقیم گزارش کردند، بطورياز طریق اندام

پایینی ریزنمونه بهتري بود و تقریباً در فوقانی نسبت به نیمه

 MSریزبنه در محیط کشت  5/3درصد آنها بطور متوسط  95

 NAAگرم در لیتر میلی دودرصد ساکاروز و  سهشده با غنی

هاي تولید کردند. ریزبنه BAPگرم در لیتر میلی یکبه همراه 

 هشتگراد به مدت درجه سانتی چهارنگهداري شده در دماي 

زنی آنها در شرایط داري بر جوانههفته اثرات مثبت معنی

 22ها در دماي هنداشت. نگهداري ریزب ايدرون شیشهکشت 

ها را به شدت کاهش داد. زنی ریزبنهگراد جوانهدرجه سانتی

 کنندهتنظیمفاقد  MSها در محیط کشت زایی ریزبنهریشه

هاي تیمار بنه که در این آزمایش رويدرحالی ؛رشد انجام شد
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 MSشده در سرما پس از گذشت دو هفته در محیط کشت 

 ها تشکیل شدند. بدون هورمون ریزبنه 2/1
 

 
روز انکوباسیون  15و ب(  10پس از؛ الف(  MS 2/1 های تشکیل شده بر روی بنه مادری نصف شده در محیط کشتریزبنه .1 شکل

 گراددرجه سانتی 25در تاریکی و دمای 
Fig. 1. The produced cormlets on upper half corms in a 1/2MS medium after a) 10 and b) 15 days incubation 

in dark at 25 °C 

 
بدون )تیمار هورمونی متفاوت، الف( شاهد  و ماه در مردادزعفران های مادری برداشت شده های حاصل از بنهریزبنه .2شکل 

IBA  وBAPگرم در لیتر میلی دوهای حاصل در محیط کشت (، ب( ریزبنهIBA گرم در لیتر میلیدو  وBAPهای ، ج( ریزبنه

های حاصل در محیط کشت د( ریزبنهو  BAPگرم در لیتر میلیچهار و  IBAگرم در لیتر میلی دوحاصل در محیط کشت حاوی 

 BAPگرم در لیتر میلی ششو  IBAگرم در لیتر میلی دوحاوی 

Fig. 2. The produced cormlets from mother corms of saffron harvested in August under hormonal treatments, 

a) control (without IBA and BAP), b) culture medium with 2 mg.l-1 of IBA and BAP; c) culture medium 

containing 2 mg.l-1 IBA and 4 mg.l-1 BAP and d) the medium containing 2 mg.l-1 IBA and 6 mg.l-1 BAP 
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گرم بر لیتر میلی دوو  IBAگرم بر لیتر میلیتیمار هورمونی )دو زعفران با های مادری بنه برهای ایجاد شده ریزبنه .3شکل 

BAP )الف( در مرداد و ب( شهریور برداشت متفاوت های ماه در 

Fig. 3. Produced cormlets on mother corms of saffron receiving the same hormonal treatment (2 mg.l-1 IBA 

and 2 mg.l-1 BAP) and harvested at different months including a) in August and (b) September 
 

 زعفران مادری بنه در هر بنهتعداد و قطر ریزاثر زمان برداشت و ترکیب هورمونی بر ربعات( میانگین م)تجزیه واریانس  .1جدول 

Table 1. Analysis of variance (mean of squares) for the effects of harvest time and hormonal combination on 

the number and diameter of produced cormlets per mother corm of saffron 

 ابع تغییرمن
S.O.V. 

 آزادی درجه

df 

 قطر ریزبنه
Cormlet diameter 

 تعداد ریزبنه

Number of cormlets 

 برداشتزمان 
 Harvest time 

1 *7.29 **18.62 

 برداشتماه  /ترکیب هورمونی
Hormonal combination/Month of harvest 

6 1.77ns 2.38 ns 

  خطا
 Error 

12 1.47 1.66 

 ضریب تغییرات )%(

(%) CV 
- 28.01 14.00 

 دار  درصد و غیرمعنی 1و  5دار در سطح احتمال به ترتیب معنی :ns*، ** و 

*, ** and ns: are significant at 5 and 1 probability levels and non-significant, respectively. 
 

 خطای ±)میانگین هورمون و زمان برداشت تیمارهای مختلف در های زعفران تعداد و قطر ریزبنهمقایسه میانگین  .2 جدول

 (معیار

Table 2. Mean comparisons for the number and diameter of produced cormlets of saffron in different treatments 

of hormone and harvest time (Mean ± Standard Error) 
 تیمار

Treatment 

 (mmقطر ریزبنه )

Cormlet diameter (mm) 

 تعداد ریزبنه
Number of cormlets 

 برداشت زمان
Harvest time 

 مرداد
August 

 شهریور

Sept. 
 مرداد

August 

 شهریور

Sept. 
 )بدون هورمون( شاهد

Control (Without hormone) 
8.96 ± 0.86 8.43 ± 0.70 5.5 ± 0.91 4.67 ± 0.74 

2 mg.l-1 BAP+2 mg.l-1 IBA 9.17 ± 0.86 7.3 ± 0.70 6.0 ± 0.91 4.0 ± 0.74 

4 mg.l-1 BAP+2 mg.l-1 IBA 9.35 ± 0.61 10.75 ± 1.21 5.0 ± 0.64 2.0 ± 1.29 

6 mg.l-1 BAP+2 mg.l-1 IBA 10.13 ± 1.21 7.78 ± 0.61 8.0 ± 1.29 3.25 ± 0.64 

 کل

Total 
9.40 ± 0.45 8.57 ± 0.42 6.13 ± 0.48 3.48 ± 0.45 
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 (خطای معیار)میله خطا =  زعفرانهای ریزبنهو ب( قطر تعداد الف( بر : مرداد( m: شهریور و sh) زمان برداشتتأثیر  .02 شکل

Fig. 4. Effect of harvest time on (sh: August and m: September) (a) diameter and (b) numbers of produced 

cormlets of saffron (Error bar = the standard error) 

 

 گیری نتیجه

ها داراي نواحی مریستمی متعددي بویژه در بنهبخاطر اینکه 

هاي مناسبی در کشت بافت ریزنمونهبخش بالایی هستند، 

توجه باشند. با زعفران به منظور ریزازدیادي و تولید ریزبنه می

هاي رشد کنندهتنظیمبدون  MS2/1 ، محیط کشت به نتایج

و  ماه هاي برداشت شده در مردادبنهبراي تولید ریزبنه از 

گراد درجه سانتی چهارهفته در دماي  15تیمار شده به مدت 

در شرایط کشت تواند روشی کارآمد و کم هزینه در تکثیر می

-میزعفران باشد. نتایج و مشاهدات آزمایش  ايدرون شیشه

تواند به عنوان روشی ممکن براي تولید مواد کشت زعفران و 

ابزاري براي بهبود ژنتیکی زعفران باشد. براي ایجاد روشی 

زعفران نیاز است تا این  ايکارآمد در تکثیر درون شیشه

تر و داراي قابلیت هاي درشتبنهپروتکل اصلاح شده تا 

 در طی مدت زمان کمتري تولید شوند.  گلدهی
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Abstract 
Saffron is a triploid plant from Iridaceae family, which is propagated only via mother corms. In vitro culture 

techniques can accelerate the propagation of this plant in order to comply with the increasing demands of 

farmers to this important medicinal plant. The purpose of this research was to find out a proper protocol to 

cormlet production on the mother corms were collected in August and early September months which cold pre-

treated. To this end, two saffron ecotypes of corms were collected from Qaen and Souht Khorassan regions. 

Samples were kept at 31°C for 13 to 15 weeks. After sterilization, samples were transferred into half strength 

MS culture medium with 6% sucrose, 2 mg.l-1 IBA and 2, 4 and 6 mg.l-1 BAP based on a CRD with five 

replications. Control was without growth regulators. The results showed that there were no significant 

differences between growth regulator concentrations in cormlet production. However, the August samples were 

significantly different in the number of cormlets per mother corm and cormlet diameter. According to the 

results, sufficient cold pre-treatment on corms harvested in August and culture in 1/2 MS medium without any 

growth regulators are recommended for the production of micro-corms of saffron through in vitro culture, 

which is also economically important. 

Keywords: Growth regulators, Micropropagation, MS medium, Organogenesis  
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