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 چکیده
های چشمگیری در زمینه بیولوژی مولکولی و ژنتیک این گیاه انجام نشده است. اقتصادی ویژه زعفران، پژوهشهمیت علیرغم ا

های های اندک در پژوهشپیشرفتدلایل ، فقدان تنوع ژنتیکی، دشواری کشت بافت و انتقال ژن از جمله نرعقیمیتریپلویید و 

با این حال تولید  ،شرفت این امر خواهد کردمک بسزایی در بهبود پیکشت سوسپانسیون سلولی زعفران ک مولکولی زعفران است.

های مختلف تنظیم با استفاده از غلظت. بدین منظور، همواره با مشکلاتی مواجه بوده استدر زعفران  پویاسوسپانسیون سلولی 

زعفران را به دست آورده و به بهینه کردن کشت سوسپانسیون سلولی در زعفران  بنهمحیط بهینه القا کالوس در  ،های رشدکننده

بیشترین درصد  انجام گرفت. ،ریز نمونه بودند 10این آزمایش در قالب طرح کاملاً تصادفی با دو تکرار که هر کدام حاوی  .اقدام شد

در . به دست آمد BAP بر لیتر گرممیلی یک و D-4 ,2بر لیتر  گرم میلیدو  ها در تیمار حاویکالوس زایی و وزن تازه کالوس

گرم میلی 2/0 حاوی SM3این تیمار جهت کشت سوسپانسیون سلولی استفاده گردید. محیط  حاصل از هایاز کالوسمرحله بعد 

کشت سوسپانسیون سلولی دارای بهترین سرعت رشد در  NAAمیلی گرم بر لیتر  2و  زآتینگرم بر لیتر میلی BAP ،2/0بر لیتر 

و یک  D-4 ,2گرم  بر لیتر دو میلیحاوی  SM2شکل و فرم مناسب نبودند. محیط  دارایدر این تیمار هورمونی  هابود ولی سلول

رای رنگیزه بودند که از نظر کیفیت بهترین اهایی با اندازه کوچک و ددارای سرعت رشد مناسب و سلول BAPگرم بر لیتر میلی

جهت افزایش کیفیت از مواد کنترل کننده تولید فنول استفاده شد. افزودن دارا بود. های کشت مایع در بین تیمارعملکرد را 

PVP حیط سوسپانسیون سلولی در م سبب افزایش سرعت رشدSM2 .محیط  گردیدSM2  به عنوان محیط کشت مناسب برای

 شود.ایجاد کشت سوسپانسیون سلولی پویا در زعفران، جهت استفاده در مطالعات فیزیولوژیکی و مولکولی، معرفی می
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 مقدمه

یک گونه گیاهی مهم  (.Crocus sativus L)زعفران 

در یک کمربند جغرافیایی از هند  تجاری است که عمدتاً

 ,.Ramandi et al)شود مدیترانه کشت میناحیه تا 

2023; Khoshpeyk et al., 2022: Schmidt et al., 

در  زعفرانکشت زیر ایران دارای بیشترین سطح . (2019

سطح زیر  1397در سال  به طوری که، ،باشدجهان می

هزار هکتار با  114کشت زعفران در کل کشور حدود 

درصد سطح زیر  90 تن گل بوده است. 405تولید حدود 

در دو استان خراسان رضوی و  زعفران کشت و تولید

 ;Kohansal et al., 2022) جنوبی بوده است

Konjkav, 2022.)   

های همیت اقتصادی ویژه زعفران، پژوهشرغم اعلی

چشمگیری در زمینه بیولوژی مولکولی و ژنتیک این گیاه 

، فقدان تنوع نرعقیمیانجام نشده است. تریپلویید و 

دلایل ژنتیکی، دشواری کشت بافت و انتقال ژن از جمله 

مولکولی زعفران های های اندک در پژوهشپیشرفت

است. با این حال در چند سال اخیر توجه پژوهشگران در 

های وهشیه، هند، چین و پاکستان به پژاروپا، ایران، ترک

مولکولی و ژنتیکی در این گیاه جلب شده است و در حال 

حاضر اطلاعات ارزشمندی در زمینه کشت بافت 

(Moshtaghi., 2020)ژنتیک و بیولوژی موکولی ، 

(Seifi & Shayesteh 2020)،  پزشکی(Ramandi et 

al., 2022) ات اومیکسقو تحقی (Busconi et al., 

در این گیاه موجود است. اطلاعات ژنومی و  (2020

ترنسکریپتوم در این گیاه در حال افزایش است که ابزار 

های مختلف بسیار قدرتمندی برای پیش بینی کارکرد ژن

. با (Rezaei et al., 2022) در فرآیندهای مختلف است

های مناسب ارزیابی و تایید کارکرد این حال فقدان روش

ها کماکان مانع بزرگی بر سر راه درک بهتر از ژنتیک ژن

 این گیاه است.

کشت سوسپانسیون سلولی ابزار سودمندی برای مطالعات 

د ترکیبات ایی و مولکولی در سطح سلولی، تولییبیوشیم

های نوترکیب، موتاسیون زایی و تئینثانویه گیاهی، پرو

مهندسی ژنتیک هستند. امتیاز بزرگ کشت 

برطرف این است که از این طریق  سوسپانسیون سلولی

امکان گیاه،  استفاده از ساختار کلیهای پیچیدگیکردن 

لکولی با دقت مطالعه فرآیندهای فیزیولوژیکی و مو

 ;Sello et al., 2017) گرداندبیشتری میسر می

Moscatiello et al., 2013). ی سلولی معمولاً هاشتک 

حیط مایع ای از کالوس سریع الرشد در مبا قراردادن قطعه

شود های ممتد باعث میتکان شود و بامناسب شروع می

 ,.Mustaf et al) تا جمعیت سلولی مطلوب حاصل شود

. نوع کالوس، نوع محیط غذایی و ترکیب هورمون (2011

ورد استفاده تاثیر مهمی در تولید یک های گیاهی م

های تا حد سوین سلولی سریع الرشد و با سلولسوسپان

 امکان منفرد دارد.

مزایای استفاده از کشت سوسپانسیون سلولی مانند 

بزرگ، چرخه سلولی کوتاه، مقیاس قابلیت استفاده در 

استقلال از شرایط محیطی مانند دوره نوری و کیفیت 

استریل، امنیت زیستی بالا و سهولت تصفیه خاک، شرایط 

های های نوترکیب و متابولیتمحصولاتی مانند پروتئین

ولی را ابزاری عالی برای لثانویه کشت سوسپانسیون س

 & Huang)مطالعات آزمایشگاهی بدل کرده است 

McDonald, 2012; Rademacher et al., 2019). 

جنین  و ترجیحاً  ون سلولی پویایدر اختیار بودن سوسپانس

زا در زعفران مزایای زیادی دارد و امکان مطالعه تولید 

فران، انتقال ژن و بررسی کارکرد متابولیت های ثانویه زع

ها در سطح سلولی، موتاسیون زایی را فراهم خواهد نژ

آورد. گزارشات معدودی از ایجاد کشت سوسپانسیون 

ت های ثانویه، برای تولید متابولی سلول در زعفران، عمدتاً

 Yoon et al., 2015; Moradi et)گزارش شده است 

al., 2020; Taherkhani et al., 2019) .هدف بهینه  با

از  پژوهشگرانسازی تولید کروسین و ترکیبات فنلی، 

ها ایجاد کرده و سپس از این کالوسس لوکلاله زعفران کا

 Moradi)کردند  استفادهکشت سوسپانسیون به منظور 

et al., 2020)ی ها. تولید سافرانال و کروسین و بیان ژن

ها نیز در کشت مرتبط با بیوسنتز این متابولیت

 سوسپانسیون سلولی زعفران بررسی شده است

(Taherkhani et al., 2019).  تولید  ،حالبا این

 نشدهزا در زعفران گزارش سوسپانسیون سلولی جنین

است. هدف از پژوهش حاضر دستیابی به یک سیستم 

هایی با سرعت رشد و سلولسوسپانسیون سلولی با 

  ان بود.در زعفر پویایی بالا

 

 هامواد و روش

-در مرکز زیست 1400و  1399های سالاین مطالعه در 

فناوری دانشکده کشاورزی دانشگاه فردوسی مشهد انجام 

از مزارع زعفران  های زعفرانبنهشد. در سال اول 

آوری جمع)خراسان جنوبی، ایران(  شهرستان بیرجند
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ها و بنهها حذف گردید. بنهخارجی )تونیک( . لایهندشد

شسته شدند. سپس  ها با آب و مایع ظرفشویی کاملاًبرگ

دقیقه در وایتکس  15و  %96دقیقه در اتانول  1به مدت 

درصد هیپوکلریت سدیم( تیمار و در نهایت  5/2) 50%

 سه بار با آب مقطر استریل شستشو داده شدند

(Ramandi et al., 2019)هایی به ها ریزنمونه. از برگ

های تهیه شد. جوانه مربع مترسانتی یکتقریبی مساحت 

ها جدا شدند و به بنهو قسمت میانی  ییجانبی و انتها

 بنهشرح فوق ضدعفونی شدند. لایه نازکی از این قطعات 

هایی به قطر حذف شد و سپس ریز نمونه ،استریل شده

 ها روی محیطمتر تهیه شد. ریزنمونهسانتی 5/0تقریبی 

 3درصد آگار با  8/0درصد ساکارز و  2حاوی  MS کشت

های گیاهی قرار داده شدند. ف از هورمونترکیب مختل

تا  CIM1های محیط کشت با نام 3ترکیب هورمونی این 

CIM6  مشخص شده است.  1در جدول 

های زعفران از مزارع شهرستان تربت بنهدر سال دوم 

حیدریه )استان خراسان رضوی، ایران( جمع آوری شد. 

ها حذف شد و بنههای جانبی و انتهایی و قاعده جوانه

برای تهیه ریز نمونه استفاده شد.  بنهقسمت مرکزی 

، تهیه ریزنمونه به شرحی که در بالا بنهضدعفونی قطعات 

ها روی محیط های انجام شد. ریزنمونه ،توضیح داده شد

CIM1  تاCIM5  ( کشت شدند. برای بررسی 1)جدول

فعال زغال درصد  3/0فعال بر کالوس زایی، زغال تاثیر 

(Sigma, M5519)  نیز به هر کدام از محیط ها اضافه

در انتهای نام  Cفعال با افزودن غال زشد. محیط حاوی 

 محیط مشخص شده است.

ریزنمونه قرار  10 دیش آزمایش، در هر پتریدو در هر 

ها در اتاقک رشد در شرایط دیش داده شد و سپس پتری

شدند. بعد گراد نگهداری درجه سانتی 25تاریکی و دمای 

هفته بعد از  2شد و  از سه هفته ریز نمونه ها واکشت

ها تر و خشک کالوسدرصد کالوس زایی و وزن واکشت،

تصادفی  طرح کاملاً گیری شد. این آزمایش در قالباندازه

 با دو تکرار انجام شد.

 
 (.SM( و کشت سوسپانسیون سلولی )CIMزایی )کالوسهای های رشد محیطترکیبات تنظیم کننده .1جدول 

Table 1. The growth regulator combinations of callus formation media (CIM) and cell suspension 

culture media (SM). 
 ترکیب هورمون گیاهی )میلی گرم بر لیتر(

The combinations of growth regulators 
 محیط کشت

Media 
NAA 

(Sigma, 
N0640) 

Zeatin 

(Sigma, 
Z0164) 

IAA 

 (Sigma, 
I3750) 

2,4-D 

 (Sigma, 
D6679) 

BAP 

 (Sigma, 
B3408) 

 

0 0 0 1 2 CIM1 

0 0 0 2 1 CIM2 

0 0 0 2 4 CIM3 

0 0 0 4 2 CIM4 

0 0 0.5 0.1 0.5 CIM5 

0 0 0 0.1 1 CIM6 

0 0 0 0.1 0.5 SM1 

0 0 0 2 1 SM2 

2 0.2 0 0.2 0 SM3 

 
 کشت سوسپانسیون سلولی

 جهت تهیه کشت CIM2cهای حاصل از تیمار از کالوس

، BAPحاوی  نوع محیط کشت مختلف 3با همراه  ،مایع

2,4-D  وZeatin دو قطعه (1)جدول  استفاده شد .

میلی  250های سانتی متری در ارلن 5/0س با قطر کالو

ساکارز  %2حاوی  MSمیلی لیتر محیط  50لیتری حاوی

قرار گرفت.  های رشدتنطیم کنندهو ترکیبات مختلف از 

ها روی تکرار در نظر گرفته شد. ارلن 2برای هر تیمار 

 25دور در دقیقه در تاریکی و در دمای  120شیکر با دور 

گراد نگهداری شدند. پس از یک هفته درجه سانتی

فی )اندازه منافذ حدود قطعات بزرگ کالوس به وسیله صا

 50 هایکونلفا ها بهمتر( حذف شد و سلولمیکرو 400

دقیقه  30به مدت  هاکونلفامیلی لیتری منتقل شدند. 

نشین ها تهروی میز آزمایشگاه قرارداده شدند تا سلول



 279...زعفران کشت سوسپانسیون سلولی در و ییزاکالوس بهینه سازی :رامندی و همکاران

نشین های تهشوند. پس از حذف محیط کشت، سلول

لیتر محیط جدید اضافه شد. سپس هر میلی 50شده به 

لیتر از سوسپانسیون سلولی به میلی 5روز با افزودن  7

.پس واکشت انجام شد ،میلی لیتر محیط کشت جدید 50

بار واکشت در هفته سوم سرعت رشد و مورفولوژی  از دو

 .ها مورد بررسی قرار گرفتسلول

 

بهینه سازی بهترین تیمار کشت سوسپانسیون 

 سلولی 

تیمار جهت بهینه سازی کشت سوسپانسیون سلولی از  

SM2  میلی گرم بر لیتر اسید آسکوربیک و  100حاوی

PVP برای نشان دادن محیط  دیگرد استفاده (½ MS 

، PVPمیلی گرم بر لیتر اسید آسکوربیک و  100حاوی 

 محیط اضافه شد(.نام به انتهای  aو  hحروف 

 

 اندازه گیری سرعت رشد در سوسپانسیون سلولی 

برای مقایسه سرعت رشد سلولی در تیمارهای مختلف 

چگالی نوری  گیریهسوسپانسیون سلولی، روش انداز

(OD ) استفاده شد )سوسپانسیون سلولیShokouhi 

& Seifi., 2021هشت  این منظور در یک دوره (. برای

-تلیتر از کشمیلی 1چگالی نوری  روز یک بار 2روزه، هر 

 نانومتر اندازه گیری شد. 578های سلولی در طول موج 

 

 هاداده آماری آنالیز

ها دارای دو تکرار بود، بجز گیریتمام آزمایشات و اندازه

تکرار مورد بررسی قرار گرفت.  10زایی که در کالوس

ها با استفاده از آنالیز واریانس یک طرفه و سپس داده

با استفاده از نرم  Tukey HSDمقایسه میانگین آزمون 

مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت.  22نسخه  SPSSافزار 

استفاده  GraphPad Prism 9برای ترسیم نمودارها از 

 شد.

 

 و بحث نتایج

 نرخ کالوس زایی

نوع  4کالوس زایی از در سال اول این آزمایش امکان 

محیط کشت مختلف بررسی شد.  3ریزنمونه مختلف روی 

ه شده از ناحیه ها فقط ریزنمونه تهیاز بین این ریزنمونه

زایی مشاهده شد. نرخ کالوس زایی کالوس بنهمرکزی 

، CIM1درصد و روی محیط  CIM2 ،76روی محیط 

درصد بود. در سال دوم شرایط کالوس زایی از  67

بهینه سازی  بنههای تهیه شده از ناحیه مرکزی ونهریزنم

تا  CIM1محیط  5ها روی شد. به این منظور ریزنمونه

CIM5  غال فعال زغال فعال و یا فاقد زروی محیط حاوی

زایی در د. نتایج نشان داد که درصد کالوسقرار داده شدن

بالا بود. قابل ذکر  CIM5ها به جز محیط همه محیط

-داری روی کالوسغال فعال تاثیر معنیزکه افزودن  است

ولی  ،نداشت CIM4تا  CIM1های زایی روی محیط

شد  CIM5درصد کالوس زایی روی محیط  کاهشباعث 

 بر لیتر گرمهای چهار میلیاستفاده از غلظت (.1)شکل 

NAA بر لیتر گرمو یک میلی TDZ واند درصد تمی

 Verma et) افزایش دهددرصد  100زایی را تا کالوس

al., 2016)ها بر درصد شان از تاثیر بالای اکسین. که ن

با این حال، نتایج ما نشان دهنده تاثیر  زایی دارد.کالوس

در افزایش درصد  D-2,4مشابه تنظیم کننده رشد 

 های گزارش شده است.کالوس زایی همانند سایر اکسین

 
همراه با  MSو  MSبرروی دو محیط  CIM5و  CIM1 ،CIM2 ،CIM3 ،CIM4درصد کالوس زایی پنج تیمار  .1شکل 

 ذغال فعال. 
Fig 1. Callogenesis percentage of five treatments CIM1, CIM2, CIM3, CIM4 and CIM5 on MS and 

MS with activated charcoal. 
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 هاشناسی کالوساندازه و ریخت 

های مختلف های ایجاد شده روی محیطوزن کالوس

-مشاهده می 2گونه که در شکل گیری شد. هماناندازه

بزرگتر  CIM2های ایجاد شده روی محیط شود کالوس

ها با رنگ های زرد علاوه بر این کالوس .تر بودندو سنگین

روشن، کهربایی و کهربایی تیره قابل مشاهده بود )شکل 

 یاهیگ بافت کشت در کالوس رشد و القا یکل طور به (.3

 استفاده مورد اهیگ رشد یهاکننده میغلظت تنظ انواع به

به  نی، نسبت اکساینعلاوه بر  .بستگی دارد طیمح در

دارد  ییزا کالوسدر  ینقش مهم زین نینیتوکیس

(Amini et al., 2013) . بر این اساس، نوع و بهترین

های رشد و همچنین تأثیر کنندهسطوح این تنظیم 

-عواملی مانند نوع و سن ریزنمونه متقابل آنها با یکدیگر و

ها باید بررسی شوند. تاکنون تحقیقات متعددی انجام 

-شده است که تأثیر انواع و سطوح مختلف تنظیم کننده

دهد های رشد را بر القای کالوس زعفران نشان می

(Georgiev et al., 2009; Sharma et al., 2008) .

تحقیق نتایج ده است که همانند نتایج تحقیقات نشان دا

به همراه  D 2,4 بر لیتر گرمهای یک میلی، غلظتحاضر

بهترین تاثیر را در کالوس زایی  BAP بر لیتر گرمدو میلی

 .(Safarnejad et al., 2016)زعفران داراست 

 

 

 

 
 

 و CIM3 و  بالاترین دارای CIM2c و CIM2 هایتیمار. تر کالوس های مختلف بر وزنتاثیر تیمار( نمودار a .2شکل 

CIM5c بودند کالوس تر وزن ترین پایین دارای. b )تاثیر تیمارهای مختلف بر وزن خشک کالوس. تیمارهای  نمودار

CIM5  وCIM1  دارای بالاترین و تیمارCIM5c .دارای پایین ترین وزن خشک کالوس بودند 
Fig 2. a) The effects of different treatments on fresh callus weight. CIM2 and CIM2c treatments 

had the highest and CIM3 and CIM5c had the lowest callus fresh weight. b) The effects of different 

treatments on callus dry weight. CIM5 and CIM1 treatments had the highest and CIM5c 

treatment had the lowest callus dry weight. 
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همراه با زغال فعال تحت تاثیر پنج تیمار مورد بررسی  MSو  MSها برروی دو محیط ریخت شناسی کالوس  .3شکل 

 CIM5cو  CIM1 ،CIM2cدارای ساختاری شکننده بودند. تیمارهای  CIM2cو   CIM2های کالوس قرار گرفت.

، CIM2های کهربایی و دارای کالوس CIM4cو  CIM1c ،CIM3 ،CIM3cهایی با رنگ زرد روشن، دارای کالوس

CIM4  وCIM5 لوس های کهربایی تیره بودند.دارای کا 

Fig 3. Morphology of calli obtained on different media. MS medium with or without activated 

charcoalm supplemented with five different combinations of growth regulators were used. CIM2 

and CIM2c calli had fragile structure. Treatments CIM1, CIM2c and CIM5c had light yellow 

calluses, CIM1c, CIM3, CIM3c, CIM4c had amber calluses, and CIM2, CIM4 and CIM5 had dark 

amber calli. 

 

 پویایی رشد در سوسپانسیون سلولی

روزه بوسیله  8یک بازه در سیون نسرعت رشد در سوسپا

 SM2متر بررسی گردید. نانو 578گیری جذب در اندازه

دارای سرعت رشد بالاتری بودند و با گذشت زمان SM3 و

ها عملکرد در مقایسه با سایر تیمار SM3نرخ رشد در 

سیتوکنین  هایهورمون (.4شکل ) بهتری را نشان داد

لوس تاثیر مهمی در افزایش حجم سوسپانسیون و کا

، از بین دادنشان  پژوهش حاضردارند. همان طور که 

پویایی تاثیر بیشتری  NAAنسبت به  D-4 ,2 ،هااکسین

 سایر مطالعات بودکه در تضاد با کشت سلولی داشت، 

(Ahmad et al., 2013). تواند ناشی از تحریک که می

نسبت به  D-4 .2پذیری بیشتر بافت بنه زعفران به 

NAA باشد. در ایجاد کالوس 
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در سلولی رشد  روندبررسی محیط مختلف کشت سوسپانسیون سلولی.  3ها در مقایسه سرعت رشد سلول .4شکل

 است. روزه نشان داده شده 8نانومتر در یک بازه  578ر جذب د گیری میزانبر اساس اندازهکشت مایع 

Fig 4. Comparison of cell growth rate in 3 different cell suspension culture media. Investigating the 

process of cell growth in liquid culture is shown based on the measurement of absorbance at 578 

nm in a period of 8 days. 

 

                                                                     
دارای تراکم سلولی پایین و  SM1. کشت سوسپانسیون سلولی های مختلفها در تیمارمورفولوژی سلول .5شکل

های بزرگ بودند که مقدار زیادی نشاسته در خود دارای واکوئل SM3و  SM2(. Aهای کروی کوچک بود )سلول

 .(Cو  Bذخیره داشتند )

Fig 5. Morphology of cells in different cell suspension culture media. SM1 had low cell density and 

small spherical cells (A). SM2 and SM3 had large vacuoles that stored a large amount of starch (B 

and C). 
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 سوسپانسیون سلولیها در مورفولوژی سلول

های سلولی از نظر تراکم سلولی و نوع سوسپانسیون

و  SM1های ها مورد ارزیابی قرار گرفتند. تیمارسلول

SM2 ها بودند عددی از سلول 10تا  5های دارای تجمع

های منفرد بیشتری قابل مشاهده سلول SM3ولی در 

های متفاوتی از نظر رنگ، بود. در هر سه تیمار سلول

با وجود سرعت  SM1درشکل و اندازه قابل مشاهده بود. 

هایی کروی کوچک و دارای ساختار رشد کمتر سلول

سلول های حاوی رنگیزه  SM2خوبی مشاهده شد. در 

زمان این  گذشت شد که بادر ابتدای کشت مشاهده می

-ولسل SM3. علاوه بر این، در رفتندها از بین میرنگیزه

هایی بزرگ که مقدار زیادی نشاسته در واکوئل خود 

 (.5شکل ) دخیره کرده بودند مشاهده گردید

 بهینه سازی محیط کشت سوسپانسیون

جهت بهینه کردن محیط کشت سوسپانسیون سلولی از 

 5های به دلیل دارای بودن کلاستر SM2تیمار هورمونی 

 SM3عددی و تنوع سلولی بالاتر نسبت به تیمار  10تا 

سبب افزایش  MSکاهش غلظت محیط استفاده گردید. 

 (،a2MS) گردیدسرعت رشد سوسپانسیون سلولی می

، اسید سیتریک، اسید آسکوربیکهم چنین اضافه کردن 

)محیط فنولی ترکیبات مواد مهار کننده به عنوان  PVPو 

منفی بر سرعت رشد سلولی  عملکرد( SM2hکشت 

 . (6 )شکل  داشت

                                                    
پس نانومتر  578اندازه گیری جذب در  وسیله بررسی سرعت رشد در کشت مایع در محیط های مختلف به .6شکل

 روز. 8از 

Fig 6. the cell growth rate in different suspension culture media. The growth rate was compared by 

measuring absorption at 578 nm after 8 days of initiation of cell cultures. 

 

 نتیجه گیری

داد که بهترین ریزنمونه برای کالوس  نشانحاضر تحقیق 

زایی در زعفران قسمت میانی بنه است. بیشترین درصد 

استفاده از این  ازکالوس کالوس زایی و بیشترین وزن 

 بر لیتر گرم میلی یکحاوی  MSریزنمونه در محیط 

BAP  4 ,2 بر لیتر گرممیلی دوو-D  .در به دست آمد

سرعت رشد بالاترین  SM3و  SM2کشت  هایمحیط

. با این وجود، تیمار مشاهده شدسوسپانسیون سلولی 

SM3 هایی با واکوئل دارای نشاسته بالا دارای سلول

تر و حاوی های کوچکی سلولادار SM2بودند. اما تیمار 

 رنگیزه بود. 
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