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چکیده
اهمیت بالاي این گیاه با وجود هاست. خانواده آلالهگیاهان دارویی متعلق بهمهمترین یکی از )(.Nigella sativa Lسیاهدانه

بنابراین با .اي، ارائه نشده استکشت کالوس و ریزازدیادي آن در شرایط درون شیشهزمینهزیادي در هايدارویی، تاکنون گزارش
دست آمده بههاي برگبررسی شد. ریزنمونهبرگ سیاهدانهنمونهریززایی و باززایی کالوسمیزانتوجه به این موضوع در این مطالعه 

BAPوNAAمختلفکننده رشد تنظیمحاوي ترکیب دو MSي، روي محیط کشتاتولید شده در شرایط درون شیشههايگیاهچهاز 

دار کردن منظور ریشهبه) کشت شدند.گرم در لیترمیلی1و 5/0، 2/0) و (گرم در لیترمیلی5/1و 1، 5/0ترتیب (بهسه سطحدر
استفاده شد. IBAوNAAهاي) از هورمونگرم در لیترمیلی5/1و1، 5/0با سه سطح (MS2/1طیمحهاي باززایی شده ازگیاهچه

5/0و NAAگرم در لیتر میلی5/0حاوي MSزایی در محیط دست آمده از این تحقیق نشان داد که بیشترین درصد کالوسبهنتایج
با BAPحاوي تیمار MSمحیطدرفقطزاییشاخهکار گرفته شده،بهمشاهده شد و از بین تیمارهاي هورمونیBAPگرم در لیتر میلی

گرم در لیتر مشاهده میلی0/1با غلظت NAAحاوي MS2/1زایی نیز در محیطگرم در لیتر مشاهده شد و ریشهمیلی0/1غلظت 
اي حساسیت بالایی را نسبت شیشهسیاهدانه در محیط درونزاییزایی و ریشهزایی، شاخهد که کالوسآمده نشان دادست بهشد. نتایج

ند. ادبه سطوح مختلف ترکیبات هورمونی نشان د

بافت.کشتزایی،کالوس: اکسین، باززایی، سیاهدانه، سیتوکنین،کلیديهايواژه

مقدمه
متعلق به خانوادهگیاهی) Nigella sativa(سیاهدانه

غربی آسیا جنوببومیو )Ranunculaceae(هاآلاله
Alemi)باشدمی et al., هایی از بخشلی درو.(2013

پراکنده نیزغرب آسیاشرق اروپا وران،یخاورمیانه ازجمله ا
Venkatachallam)شده است et al., ازسیاهدانه .(2010

2n)لحاظ سطح کروموزومی دیپلویید  = 2x = 12)

Iqbal)باشدمی et al., ازسیاهدانه یکی . (2011
گیاهان دارویی است که در صنایع داروسازي وترین باارزش

عنوان بهدانه این گیاهاز .پزشکی کاربردهاي فراوانی دارد
هاي فرهنگدرطول تاریخ وطب سنتی دردرچاشنی و

Botnick)مختلف استفاده شده است  et al., حاوي و (2012
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استییبالابسیارارزش درمانیبامواد شیمیایی مفید و
(Bourgou et al., نقل از بهکتاب صحیح بخاريدر.(2010

درديسیاهدانه درمان هر"شده است کهذکراکرمپیامبر 
Botnick)"اشدبمرگ میجزبه et al., داروهاي . (2012

که ازباشدقدري زیاد میبهاین گیاهاستخراج شده ازگیاهی
ازجمله خواص .شودمیآسا یاد عنوان یک گیاه معجزهبهآن

این ،دارویی این گیاه که در بسیاري از مطالعات ذکر شده
هاي فرار سیاهدانه داراي خاصیت ضدقارچی است که روغن

)Ozmen et al., Ali(انگل ضد، )2007 & Blunden,

2003 ; Zaoui et al., دهنده چربی، قند و کاهش)،2002
Ferdouse(فشارخون et al.,1992(باشد. تیمول، می

مهم عصاره مؤثره مواد تایموکینون و تایموهیدروکینون از 
هاي که جزء گروه مهمی از متابولیتبودهدانه سیاهدانه 

Morikawaباشند ها میثانویه یعنی ترپن et al., 2004)( .
اصلی بذر گیاه سیاهدانه است و تایموکینون از ترکیبات 

Al-Majed(اثرات درمانی بسیار زیادي دارد et al., 2006.(
با وجود ارزش دارویی بسیار بالاي این گیاه و اهمیت آن در 

مطالعات بسیار محدودي در زمینه صنایع داروسازي تاکنون 
کشت بافت این گیاه در دنیا انجام شده است. 

هاي کشتدرسیاهدانهباززایی ه زمیناولین مشاهدات در
هاي مختلف از بافتزاییریختآزمایشگاهی مربوط به 

هاي ریشه، از ریزنمونهبراي تولید کالوسکهبودسیاهدانه
(White)گ سیاهدانه کشت شده در محیط وایتساقه و بر

استفاده شدو شیر نارگیلNAAحاوي
(Banerjee & Gupta, اي که در سال در مطالعه.(1975

زایی در بافت کالوس مشاهده شد که جنینشد انجام 1976
دهد که شیر نارگیل موجود در رخ میزمانیبرگی سیاهدانه 

Banerjee)شود هیدرولیزات جایگزینبا کازیینMSمحیط 

& Gupta, 5/0باهمراهMSکشتدر محیط.(1976
500و 100و کازیین هیدرولیزات (IAAگرم در لیتر میلی
قابلیت تولید مورد استفاده هايریزنمونهگرم در لیتر) میلی
براي یک دوره کشت طولانی فعال و قابل رشد را هاي جنین
گرم در لیتر0/1در غلظت داشتند اما مدت

از بین واکشت 5قابلیت تمایز بعد از ،هیدرولیزاتینیکاز

کشت که محیط شد. همچنین در این مطالعه مشاهده رفت
هیدرولیزات و توفوردي یا کینتین اثرات کازیینحاوي 

زایی از دارد. واکنش اندامزاییریختبازدارنده بر 
هاي مختلف سیاهدانه نشان داد هاي حاصل از اندامکالوس

گیاهی برايریزنمونهترینمناسببرگی هايکه کالوس
,Banerjee & Gupta)د نباشمیباززایی 1975).

با کشت بافت و باززایی سیاهدانه فرایند سازي بهینه
،رمستقیمیباززایی غهاي مختلف ماننداز روشاستفاده 

ازجملهانجام تحقیقات بنیادي و کاربردي تواند براي می
سطوح تغییر تراریختی، مانند هاي ژنتیکی ورزيدست

انواع يمسیرهاي بیوسنتزمتابولیک پلوییدي، مهندسی
. بنابراین باشدمفیدي ثانویه مهم در سیاهدانههامتابولیت

دستورالعمل یک بهدستیابیهدف از انجام این پژوهش 
اي و باززایی این گیاه در شرایط درون شیشهمناسب براي 

براي هاي رشدي مناسب کنندهتنظیمنوع و میزان تعیین 
در شرایط گیاهیاین گونهزاییو ریشهباززاییدهی، کالوس

باشد.میايدرون شیشه

هاروشومواد
براي هاي کشت شده در سنندج، از بوتهدانهبذر سیاه

ها ابتدا در بذرآوري شد. تهیه ریزنمونه و انجام آزمایش جمع
آب با بعدوور ثانیه غوطه60به مدت درصد70اتانول 

بذرها این مرحله. پس ازندداده شدمقطر استریل شستشو
داده دقیقه قرار پنجمدت بهدرصد3/0در هیپوکلریدسدیم 

بار و هر بارو در نهایت با آب مقطر استریل سه شدند
منظور حذف اثرات محلول بههدقیقنجپمدت به

شرایط در شستشو داده شدند. ضدعفونی ه کنندضدعفونی
بطور مستقیم براي بذرها .شداستریل و زیر هود انجام 

MSهاي حاوي محیط کشتدیشزنی به پتريجوانه

)(Murashige & Skoog, و منتقل شدند 1962
براي دست آمدهبههايگیاهچههاي حاصل ازریزنمونه

.شدنداستفادهزاییبررسی کالوس
کالوس از القاءمنظوربههاگیاهچهرشدپس از

استفاده شد. مترسانتی5/0قطر بههاي برگیریزنمونه
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حاوي MSهاي مذکور روي محیط کشتریزنمونه
5/1و NAA)5/0 ،0/1هايهورمونهاي مختلفغلظت
درگرم میلی0/1و 2/0 ،5/0(BAPولیتر)درگرم میلی
C2±°دمايدرهاي کشت شدهریزنمونهکشت شدند.لیتر)
ساعت تاریکی 8وساعت روشنایی16شرایط نوري،26

ايي کشت شده درون شیشههاقرار داده شدند. نمونه
هایی نمونهریزو تعداد شدند بازبینی صورت منظم و مدوامبه

بعد زایی درصد کالوس.شمارش شد،کردندکالوس تولید که 
طور جداگانهبهنمونهریزر و هر براي هر تیمااز یک ماه 

عنوان بهشیشه(هر . این آزمایش در سه تکرار شدمحاسبه 
انجام شد و در هر تکرار نیز یک تکرار در نظر گرفته شد) 

نمونه کشت شد.چهار ریز
باززاییزایی،کالوسمنظور انجام مقایسات مربوط به به

استفاده شد. تکراربا سهتصادفیکاملاًطرحاززاییریشهو
ازاستفادهبازایی و ریشهزاییکالوسهمچنین درصد

Ahmadi(شدمحاسبه زیرهاي فرمول et al., 2012.(

هاي مختلف بعد از هاي تولید شده از ریزنمونهکالوس
گذشت مدت زمان حدود دو بار واکشت و بعد از 3حدود 

هاي باززایی حاوي سطوح محیط کشتبهمنظور تکثیربهماه
هاي حاصل از مختلف هورمونی منتقل شدند. کالوس

MSاي کشت پایهمحیطدر باززایی براي نمونه برگریز

D-2,4وBAP ،NAAهاي با سطوح مختلف هورمونهمراه 

محیط بههاکالوس. بعد از انتقال )1(جدول گردیدند کشت 
16، شرایط نوريC2±26°دمايدرهاباززایی، نمونه

.ندداده شدساعت تاریکی قرار 8ساعت روشنایی و

کار گرفته شده در محیط کشتبههورمونیتیمارهاي-1جدول
MSهاکالوسباززاییبراي

ترکیبات هورمونی مختلفتیمار
1BAP (0.5 mg/l)

2BAP (1 mg/l)

3BAP (2 mg/l)

4BAP (0.7 mg/l)+ NAA(0.3 mg/l)

5BAP (0.7 mg/l)+ NAA(0.5 mg/l)

6BAP (1 mg/l)+ NAA(0.3 mg/l)

7BAP (1 mg/l)+ NAA(0.5 mg/l)

8BAP (2 mg/l)+ NAA(0.3 mg/l)

9BAP (2 mg/l)+ NAA(0.5 mg/l)

10BAP (1 mg/l)+ 2,4-D (0.5 mg/l)

11BAP (1mg/l)+ 2,4-D (1 mg/l)

12BAP (1mg/l)+ 2,4-D (1.5 mg/l)

13BAP (2mg/l)+ 2,4-D (0.5 mg/l)

14BAP (2mg/l)+ 2,4-D (1 mg/l)

15BAP (2mg/l)+ 2,4-D (1.5 mg/l)

سیاهدانه گیاهغیرمستقیمباززاییازحاصلهاينوساقه
که غلظت MS(محیط MS2/1محیطبهزاییریشهبراي 

با نصف کاهش یافته است)بهدهنده آنکلیه مواد تشکیل
گرم در لیتر از میلی5/1و0/1، 5/0هاي غلظت

به .ندشدطور جداگانه منتقل بهIBAوNAAهايهورمون
برايندشتدامناسبیرشدکههاییساقهاغلباین منظور 

تعداد شدند.منتقلاکسینحاويمحیطبهدهیریشهالقاي
هفته از کشت در 3هاي تولید شده بعد از گذشت ریشه

.شدزایی شمارش محیط ریشه
SPSSآماري افزاراز نرماستفادهباهادادهوتحلیلتجزیه

وسیله آزمون بههامیانگینمقایسهشد وانجام16نسخه
.انجام شددرصد 5احتمال سطحدردانکن
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نتایج
زاییکالوس

ي هانمونهریزاز کشت روز هشتتا هفت عد از گذشت ب
ها شروعریزنمونه،روي محیط کشت حاوي هورمونبرگی

بعد از گذشت حدود یک ماهو کردندتولید کالوسبه
(شکل یافتندطور کامل رشد کرده و توسعهبههاکالوس

درتولید کالوسبرهورمونی متفاوتترکیباتتأثیر.)1ـ3
تجزیهازحاصلنتایجاست.شده دادهنشان2جدول

تیمارهايدرکالوسدرصد تشکیلمقادیربینواریانس
میزانبرمتفاوتتیمارهاياثرد کهادنشانهورمونی

.بوددار معنیدرصدیکدر سطح احتمال زاییکالوس

گرم در لیتر میلی5/0در مقادیرهاي تولید شدهکالوس
BAPوNAAکرويساختارباسبز رنگ وهاي کالوس

ي تولید شده در این هاکالوس.)1ـ3شکل (بودند سفت 
سایر ترکیبات هاي تولید شده در نسبت به کالوسمحیط

ي هاکالوسبودند.مقدار بیشتري برخوردار از هورمونی
گرم میلی5/1غلظتابNAAمحیط حاويدرتولید شده

که دردر حالی).2ـ3شکل (کردند ریشه در لیتر تولید 
گرم در لیتر میلی5/0و BAPگرم در لیتر میلی0/1غلظت 
NAA.هیچ کالوسی مشاهده نشد

مختلفهورمونیترکیباتتأثیرواریانستجزیه-2جدول
زاییکالوسبر

مربعاتمیانگین آزاديدرجه تغییراتمنابع

**311/0
016/0

8
18

ترکیبات 
هورمونی

خطاي آزمایش
)CV= 13/2(%1احتمالسطحدردارمعنی: **

وسیله بهزاییهاي مربوط به کالوسنتایج مقایسه میانگین
کار بههورمونیهايترکیببیننشان داد که از آزمون دانکن

BAPگرم در لیتر میلی5/0حاوي MSمحیط کشت برده شده 

زایی با میانگین کالوسNAAگرم در لیتر میلی5/0همراه به
مقدار یشترینبهترین محیط کشت براي تولید بدرصد 100

حاويMSمحیط کشت در مقابل در ،)1(شکل دبوکالوس
گرم در لیتر میلی5/0همراه بهBAPگرم در لیتر میلی0/1

NAAمقایسه محیط . )1(شکل مشاهده نشدزاییکالوس
در بین هاي مختلف هورمونی نشان داد که حاوي غلظت

گرم در میلی0/1هاي حاويمحیط کشت،آزمایشیتیمارهاي 
زاییکالوسبا میانگینNAAگرم در لیترمیلی0/1وBAPلیتر
طیزایی بعد از محکالوسمقادیر بیشترینداراي درصد 67/66

BAPوNAA1(شکل هاي ذکرشده بودندبا غلظت.(

باززایی
همراه MSهاي انجام شده غیر از محیط در تمام آزمایش

باززایی در BAPگرم در لیتر میلی0/1با غلظت 
1هاي ذکرشده در جدولهاي تولید شده در محیطکالوس

تدریج و در طی ). البته به4- 3و 3- 3مشاهده نشد (شکل 
هاي باززایی شده افزایش چندین بار واکشت تعداد نوساقه

ماه از کشت در 4) و با گذشت حدود 5-3یافت (شکل 
ززایی بیشترین تعداد نوشاخه و پرآوري گیاهچه محیط با

).7-3و 6-3مشاهده شد (شکل 

زاییریشه
هاي باززایی شده فقط از دو نوع تیمار اعمال شده، نوساقه

ریشه تولید NAAحاوي هورمون MS2/1کشتمحیطرد
هاي مختلف هاي حاوي غلظت) و در محیط9- 3کردند (شکل

IBAهاي متفاوت زایی مشاهده نشد. تأثیر غلظتریشه
نشان داده شده 3بر تولید ریشه در جدول NAAهورمون 

است. نتایج حاصل از تجزیه واریانس بین مقادیر میانگین تعداد 
نشان NAAهاي مختلف هورمون ریشه تولید شده در غلظت

زایی در سطح هاي متفاوت بر میزان ریشهداد که اثر غلظت
مربوط نتایج مقایسه میانگین.دار بودحتمال یک درصد معنیا

وسیله آزمون دانکن نشان داد که در میان سه زایی بهبه ریشه
استفاده شده، بیشترین میزان NAAغلظت مختلف هورمون

مشاهده شد NAAگرم در لیتر میلی0/1زایی در غلظت ریشه
ر لیتر نیز گرم دمیلی5/1و 5/0هاي در غلظت).2(شکل 

بود. زایی در این دو غلظت کمتراما میزان ریشهریشه تولید شد
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مختلفهورمونیترکیباتدرزاییکالوسدرصدمیانگینمقایسه-1شکل

زاییبر ریشهNAAمختلفهورمونیهاي غلظتتأثیرواریانستجزیه-3جدول
مربعاتمیانگین آزاديدرجه تغییراتمنابع

**063/0
006/0

2
6

سطوح هورمونی
خطاي آزمایش

)CV= 13/1(%  1احتمالسطحدردارمعنی: **

NAAهورمونهاي مختلفدر غلظتتعداد ریشهمیانگینمقایسه-2شکل
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در محیط برگ کشت شده ریشه تولید شده توسط ریزنمونه) 2(،برگریزنمونهحاصل ازمتراکمهاي) کالوس1(- 3شکل 
MS گرم در لیتر میلی5/1حاويNAA،)3 ( در محیط عدم باززایی از کالوس سه هفته پس از گذشت کشتMSحاويBAP

(1 mg/l) + 2,4-D (1.5 mg/l) ،)4 (در محیط طی سه هفته پس از گذشت کشت کالوس کالوس جنینیازلپه حاصلآغازه
MSحاويBAP (1 mg/l)،)5 ( هفته پس از کشت در محیط6کالوس  طی القا و باززایی نوساقه ازMS حاويBAP (1

mg/l)) ،6 7و (هفته در محیط 15و 12ترتیب طی بههاپرآوري گیاهچهMS حاويBAP (1 mg/l)،)8ها زایی نوساقه) ریشه
NAAگرم در لیتر میلی0/1حاوي MSبعد از کشت در محیط 
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بحث
هاي روشازموفقاستفادهدراساسیمراحلازیکی

با هايتولید کالوسمحصولات، ژنتیکیاصلاحدرمدرن
وسفت)وکرويساختاربارنگسبزهاي(کالوسکیفیت

Khalafalla)باشدمیگیاهانمناسبباززایی et al.,

تحقیق از ریزنمونه برگ براي تولید کالوس این در .(2010
کهه شددادنشاننیز قبلی طالعاتماستفاده شد که بر اساس 

،در سیاهدانهباززاییانجامهدفباکالوستولیدبراي
Meiners)استمناسببرگریزنمونه et al., در . (2007

زایی سرعت کالوسداراي برگیيهاریزنمونهگیاه سیاهدانه
باشندگیاهچه میهايقسمتسایربهي نسبتبیشتر

(Chand & Roy, تولید کالوس و تکثیر آن را .(1980
شرایط در توان در سیاهدانه در یک دوره زمانی کوتاه و می

هاي حاصل از کالوسکهدست آوردکنترل شده به
هاي جوان گیاه اغلب داراي میزان رشد هاي برگریزنمونه

Alemi(باشندمناسب و قابل قبولی می et al., بر).2013
هاي از بین غلظتقیتحقنیاازآمدهدستبهجینتااساس

غلظت ،NAAو BAPمختلف استفاده شده دو هورمون 
هر دو هورمون غلظت مناسب براي گرم در لیتر میلی5/0

اي که نتایج مطالعهکه این نتایج باباشد زایی میبراي کالوس
روي سیاهدانه انجام ) Banerjee)1975و Guptaتوسط

زایی در بهترین کالوسکهطوريبه.داردمطابقت،شده است
لیتر درگرم میلی5/0حاوي MSکشت محیط
NAA اگرچه رشد کهشد همچنین مشاهده .شدمشاهده

نیزD-2,4باهمراه MSمناسب کالوس در محیط کشت 
،مناسباما با وجود رشد ،دهدرخ میNAAعلاوه بر

و توانایی شدندها بعد از مدتی سیاه و شکننده میکالوس
دست بههايکالوستحقیقدر این باززایی گیاه را نداشتند. 

سبز رنگ و باي مختلف هورمونیهاغلظتتمام از آمده
محیط البته در برخی از ، بودندسفت و کرويساختار

ازجمله محیط BAPي پایین هاغلظتهاي حاوي کشت
يهاکالوسگاهی BAPگرم در لیتر میلی2/0حاوي غلظت 

غلظت هاي واجد محیطدر همچنین . مشاهده شدنرم و آبدار
گرم در میلی5/1ازجمله محیط حاوي NAAبالاي 

.در مواردي تولید ریشه از کالوس مشاهده شدNAAلیتر
بالاي میزاندهدنشان میکه مطالعات قبلیچنین نتایجی با

،شودزایی میریشهالقاءاکسین نسبت به سیتوکینین سبب
Skoog).مطابقت دارد & Miller,1957 ; Gordon et al.,

مهمترین سیتوکینین درشده طبق مطالعات انجام (2007
0/1تا5/0هايغلظتکه اغلبباشدمیBAPکالوس القاء

Omidi(شودمیاستفادهکالوستولیدبرايآنمیکرومولار

& Seyed-Tabatabaie, غلظتنیزپژوهشایندر).2009
برايBAPمیکرومولار) 22/2برابر (در لیترگرممیلی5/0

.داراي کارایی بالایی بودNAAباهمراهکالوستولید
حاويهايکشتمحیطرويبرشدهکشتهايکالوس
هايپاسخها،هورمونازمختلفترکیباتوهاغلظت

در مطالعاتی که طوريبه،دادندنشانمختلفیمورفولوژیکی
اي هولگذشته نیز انجام شده است بیان شده که سلکه در

تأثیر تحت مختلفيهابافتاز دست آمدهبهبافت کالوس
براي راي کارایی متفاوتیادهاي رشد گیاهیهکنندتنظیم

واجد باشند اما انتخاب یک محیط کشت مناسبباززایی می
بافتی از ظرفیتبراي حفظ این هاي هورمونی خاصغلظت

Banerjee)متفاوت است دیگربه بافت  & Gupta, 1975).
هاي تولید شده روي محیط در این مطالعه کالوس

فقطهاي با سطوح مختلف هورمونی کشت شدند، اما کشت
گرم در لیتر میلی0/1غلظت ابBAPروي محیط حاوي 

که قبلا نیز گزارش شده است. البته شدمشاهدهباززایی 
زایی ایفا در آغاز شاخهها یک نقش محوريسیتوکینین

Ebinuma).2001د (نکنمی et al., 1997 ;Skoog &

Miller,1957 ;Mok & Mok, مشخص در مطالعات پیشین
نوساقهنقش اساسی در باززاییBAPشده است که هورمون 

مختلف ایفاهاي گیاهیگونهي در ادرون شیشهشرایطدر
Xu)کندمی et al., 2008 ; Rout & Das, چنانچه . (1997

BAPدر این پژوهش نیز چنین نتایجی مشاهده شد.

کند، هدایتجانبیجوانهسمتبهراغالبیت انتهاییتواندمی
مریستمیهايسلولدرسلولیتقسیمبهمنجراین پدیدهکه

تقسیمسرعتوشدهنوساقه تعدادافزایشودر جوانه
دهدمیافزایشجانبیهايجوانهدررا سلولی 
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Gomez et al., و Guptaاي که توسط در مطالعه).( 2008
Banerjee)1975 (شد مشاهده ،شدانجام سیاهدانهروي

و NAAزایی حاوي که با انتقال کالوس از محیط کالوس
گرم در میلی0/2میزان بهIAAمحیط حاوي بهشیرنارگیل

5/0میزان بهNAAیا محیط حاوي لیتر و شیر نارگیل و
ها سبز رنگ شده و تولیدبرخی از کالوسگرم در لیترمیلی

میلهشکلهاي تولید هااز کالوسبرخیو کنند مینوساقه
ایجاد و مانندن تغییر باقی میومانند کرده و برخی بد

ها هاي برگی و شاخههاي برگ مانند فقط از کالوسساختار
و شدهم از کالوس برگی و هم از کالوس ساقه گزارش 

هاي برگی نیز تولید گیاهچه کردنداز کالوس% 5حدود 
(Banerjee & Gupta, 1975).

هاي گیاهی از تمایز اندامکهداده شدهنشان ايهمطالعدر 
ساقه و برگ با اولین واکشت شروع شده ،هاي ریشهکالوس

جز در کالوس برگی که هنوز هم بهو بعد از هشتمین واکشت
طور کامل بهباشدلازم براي باززایی میظرفیتداراي 

,Banerjee& Gupta)(شود متوقف می این نتایج با .1975
براي برگیکالوسظرفیتمبنی بر وجود موجودمشاهدات 

در پژوهشی باززایی بعد از چندین بار واکشت مطابقت دارد.
انجام شد، روي سیاهدانه )Roy)1980و Chandکه توسط
هاي کالوس و تمایز ریشه و اندامازکه باززاییشدمشاهده 

هوایی پس از حذف اکسین و کینین از محیط کشت رخ 
اما قرار گرفتن در معرض اکسین براي چند روز قبل ،دهدمی

زایی محیط عاري از اکسین براي اندامبههااز انتقال کالوس
Schmauder)ست روریپس از آن ض & Doebel, 1991) .

ومتفاوت بوددست آمده از این تحقیقبهاین نتایج با نتایج
هاي مختلف سیاهدانه تواند ناشی از تفاوت پاسخ ژنوتیپمی

ها بعد از کالوسکه این تحقیق مشاهده شددر .باشد
ین بعد از چند، BAPقرارگیري در محیط حاوي سیتوکینین 

محیط حاوي بهواکشت شروع به باززایی کرده و نیازيبار
، باززایی نبودالقاءعاري از هورمون برايبعد اکسین و 

گیاهان، دیگر ويدر سایر مطالعات انجام شده رکه طوريبه
در .مشاهده نشده استفرایندي چنین باززاییءالقابراي 

Bambusaبامبو رسمیگیاهرويانجام شده تحقیق 

vulgaris ، محیط حاوي بههاکالوس،باززاییالقاءبراي
منتقل IBAاکسین نسبت به BAPمقادیر بالاي سیتوکینین 

قرار فرایند زایی پس از آن براي اندامعبارت دیگر. بهشدند
گرفتن در معرض اکسین براي چند روز قبل از انتقال 

Rout)(محیط عاري از اکسین ضروري نبودبههاکالوس &

Das, 1997.
هاي باززایی شده در نوساقهزاییریشهالقاءبراي
، 5/0در سه غلظتIBAو NAAهورمون دو از سیاهدانه

هاییساقهاغلباستفاده شد. گرم در لیترمیلی5/1و0/1
حاويمحیطبهدهیریشهءالقابرايدارندمناسبیرشدکه

،اکسینهايهورمونانواعبینازکهشوندمیمنتقلاکسین
NAAاستبودهبسیار موفق دهیریشهالقايدر

(Maliti et al., برشده همچنین در مطالعه انجام .(2005
مشاهده Tanacetum cinerariifoliumپیرترومگیاهروي

زایی داراي کارایی بالایی براي ریشهNAAشد که هورمون
Hedayat(2009باشدمی et al.,(. بیشترین در این مطالعه

مشاهده گرم در لیتر میلی0/1زایی در غلظت میزان ریشه
5/0مقدار (اینازکمترهاي در غلظتکهصورتیدر.شد

گرم در میلی5/1گرم در لیتر) و بیشتر از این مقدار (میلی
هاي و در محیطهمراه داشتبهرازاییریشهلیتر) کاهش 

کاهش که  نحويبه.مشاهده نشدزایی ریشهIBAحاوي 
مرحله انتقالمحیط کشت،درموجودمعدنیهاينمکمقدار

Dalal)کندمیترراحتراریشهسازگاريوخاكبه &

Rai, در مرحلهساکارزونمککاهشتأثیرالبته . (2004
استشدهبیانمتعدديهاي گزارشدرزاییریشه

(Nagori & Purohit, ایندر،اساسهمینبر. (2004
زاییریشهمنظوربهMS2/1کشتمحیطازتحقیق نیز

.آمددستبهمطلوبینتایجوشداستفاده

هايهورمونکهطور کلی نتایج این آزمایش نشان دادبه
NAAگرم در لیترمیلی5/0زایی در مرحله کالوسمناسب 

،باززایید، در مرحله نباشمیBAPگرم در لیترمیلی5/0و
گرم در میلی0/1با غلظت BAPحاويMSفقط در محیط 

زایی نیز در ریشهبیشترین میزان مشاهده شد و باززایی لیتر 
مشاهده NAAگرم در لیترمیلی0/1حاويMS2/1محیط
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دانه در زمینه پزشکی هارزش بالاي گیاه سیابهشد. با توجه
تولید بیشتر این براي توان از کشت بافت و داروسازي می

یک دوره زمانی بهکالوس در سیاهدانهالقاءگیاه بهره برد.
دست آمده از بهایجکوتاه نیاز دارد و از آنجا که با توجه به نت

مؤثره ماده کالوس براي تولیدظرفیتسایر مطالعات 
استفاده از تکنیک کشت بنابراین،تایموکینون بسیار بالاست

بیشتر این ماده از لحاظ اقتصادي و زمانی بافت براي تولید
کشت با استفاده ازکه طوريبهباشد.صرفه میبهبسیار مقرون

دسترسی به منبع اولیه دارو گیاه، علاوه براین اي شیشهدرون
افزایش تولید محیط،مستقل ازشرایط کنترل شده ودر

پذیرامکاننیزجدیدترکیباتتولیدوگیاهبهترکیبات نسبت
مهندسی ژنتیککارگیريبهشود که باو پیشنهاد میگرددمی
ایندردخیلهايژنوبیوشیمیاییمسیرهايشناساییبه

ورزيدسترا با هاژناینبیانافزایشپرداخت، ومسیرها
.کردفراهمدیگرموجودبهموجوديازآنهاانتقالوآنها

افزایشنظر،موردمادهتولیددرمؤثر شناسایی مسیرهاي 
میزان بیانکنترلیاو خاموشینظرموردهايژنبیان
توانندمیرسدمینظربهکهاستموارديازدیگرهايژن

نقش مهمی را در افزایش تولید مواد ارزشمند در سیاهدانه 
یک پروتکل مناسب بهکه لازمه این فرایند دستیابیکنندایفا 

.باشدمیسیاهدانهباززایی و پرآوري در 
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Abstract
Black cumin (Nigella sativa) is one of the most important medicinal plants belongs to

Ranunculaceae. In spite of its significance in pharmaceutical industry, tissue culture and
micropropagation of the species is not well studied yet. Hence, based on the issue we aimed to
study its callogenesis and regeneration on leave explants of the species. In vitro provided
explants of leave were cultured on MS medium supplemented with NAA (0.5, 1, 1.5 mgL-1) and
BAP (0.2, 0.5, 1 mgL-1). Half MS medium supplemented with 0.5, 1 and 1.5 mgL-1NAA and
IBA were used for rooting the regenerated shoots. Results showed that higher percentage of
callogenesis was observed on MS medium supplemented with 0.5 mgL-1NAA and 0.5 mgL-1

BAP. Shooting was observed on MS medium (1mgL-1BAP) and rooting on half MS (1 mgL-

1NAA), respectively. Results indicated that callogenesis, shooting and rooting of black cumin
are highly affected by hormonal combination levels.

Keywords: Auxin, black cumin, callogenesis, cytokinin, regeneration, tissue culture.
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