
 فناوري گياهان زراعيتمجله علمي ـ پژوهشي زيس
 )53 -61( 1392پائيز و زمستان  ،پنجم، شماره سومسال 

Crop Biotech. 
Autumn and Winter (2013) 5: 53-61 

 

  E-mail: moshiri-fe@staff.um.ac.ir  فرشته مشيري نويسنده مسئول: *

منظور ارزش است. بهزيره سياه گياهي چندساله با خواص دارويي با
هاي  به روش يابي دستغلبه بر موانع اصلاحي موجود در شرايط مزرعه، 

ورزي ژنتيكي و بهبود صفات را در اين گياه باززايي مؤثر، امكان دست
باززايي معتبر  تحقيق حاضر با هدف دستيابي به يك پروتكلكند.  فراهم مي

انجام شد. پس ژنتيك اين گياه هاي مهندسي جهت استفاده از آن در برنامه
، MSكشت پايه زني بذر، در محيطسازي شرايط ضدعفوني و جوانهاز بهينه
زايي و باززايي حاصل شدند. القاي كالوس، ريشه ايلپههاي گياهچه

حاوي  MSپايه ها، در محيط كشت هاي مختلف اين گياهچه ريزنمونه
، IAAو  BAP ،NAAهاي رشدي  كنندههاي متفاوت از تنظيمغلظت

تكرار مورد بررسي  3صورت فاكتوريل در قالب طرح كاملاً تصادفي با  هب
ها در تيمارهاي مختلف محيط كشت،  قرار گرفتند. با كشت ريزنمونه

زايش چه اف زايي و باززايي از ريزنمونه ريشه زايي، ريشه فراواني كالوس
بر القاي كالوس  NAAو  BAPهاي رشدي  كننده داري داشت. تنظيم معني

خشك  دهي و وزن ثر بودند. بيشترين فراواني كالوسؤو تداوم رشد آن م
 NAAو  BAP گرم در ليتر ميلي 1يا  5/0هاي  توده كالوس در غلظت

 با NAAكننده رشد  متأثر از تنظيم زايي غالباً مشاهده شد. فراواني ريشه
اي  در باززايي تك مرحلهIAA همچنين بود.گرم در ليتر  ميلي 1غلظت 

به  IAA گرم در ليتر ميلي 5/0 ثر شناخته شد. به نحوي كه با افزودنؤم
كاهش يافته و باززايي به ميزان قابل توجهي دهي  كالوس محيط كشت،

 چه مشاهده شد.  ، هيپوكوتيل و ريشهاي لپهساقه از هر سه ريزنمونه گره 
 
 اسيد، استيك نفتالين پورين، آمينو بنزيل ،سياه زيره هاي كليدي: واژه

 باززايي اسيد، استيك ايندول

 
 

 
Black zira is a perennial herb with highly valuable impact 

in the pharmaceutical industries. To overcome the existing 
limitations of the field, achieving efficient regeneration 
methods provides the possibility of genetic manipulation and 
improvement of traits in this plant. Our objective in this 
research work is to develop an efficient regeneration protocol 
of bleack zira being used in genetic improvement programs. 
After optimizing the conditions for sterilization and seed 
germination, sterile cotyledonary seedlings were obtained on 
MS basal medium. We investigated efficient callus induction, 
rooting and shoot regeneration methods on Murashige and 
Skoog’s medium containing different concentrations of 
growth regulators including BAP, NAA and IAA in a factorial 
experiment based on completely randomized design with 3 
replications. A significant increase in callus, rooting and 
regeneration from rootlet explants was observed. We noted 
that BAP and NAA were more capable for callus initiation and 
long-persistent development. It is shown that the most 
frequency and dry weight of callus was obtained on medium 
MS supplemented with 0.5 or 1mg/l BAP and NAA. Often 
frequency of rooting was influenced by NAA growth 
regulator. Also BAP and IAA in single stage regeneration in 
this study were found to be effective so that the addition of 
IAA to the culture medium caused reduction in callus 
development and showed direct shoot regeneration from 
cotyledon node, hypocotyl and rootlet explants.  

 
Keywords: Bunium persicum, Benzylaminopurine, 1-
Naphthaleneacetic acid, Indol acetic acid, Regeneration, In 
vitro culture 

 

 

زايي و باززايي زايي، ريشههاي رشدي بر كالوسكنندهالعمل ريزنمونه و تنظيمبررسي عكس
  Bunium persicum (Boiss.) B. Fedtschزيره سياه ايراني اي درون شيشه

 
 3نيا سارا خسروي و *2فرشته مشيري ،1عبدالرضا باقري

 ده كشاورزي، دانشگاه فردوسي مشهدنژادي گياهي دانشك ه بيوتكنولوژي و به ارشد آموزشي و دانشجوي دكتري گرواستاد، كارشناس، 3، 2، 1

 )14/12/92 :بيتصو خيتار - 4/9/92 :افتيدر خيتار(

 
Investigation on Reaction of Explants and Plant Growth Regulators 

 on Callus Induction, Rooting and in vitro Regeneration of Bunium persicum 
(Boiss.) B. Fedtsch  

 
A. BAGHERI1, F. MOSHIRI2* AND S. KHOSRAVINIA3 

1, 2, 3, Professor, Expert Training and Ph.D student, Department of Crop Biotechnology and Breeding, 
Ferdowsi University of Mashhad, Mashhad, Iran 

(Received: Oct. 26, 2013 - Accepted: Mar. 5, 2013) 
 

 
 Abstract چكيده



  1392سال سوم، شماره پنجم، پائيز و زمستان فناوري گياهان زراعي مجله علمي ـ پژوهشي زيست    54

 
 مقدمه

، سالهچند يگياه L.) (Bunium persicumزيره سياه 
و علفي از خانواده چتريان و بومي مناطق خشك در  خودگشن

هاي وحشي زيره سياه در ايران  تودهشرق مديترانه است. 
غربي، همچنين  صورت پراكنده در ارتفاعات غرب و شمال هب

 شرقي از جمله كرمان و بلوچستان و نيز در نواحي جنوب
 ,Bahadori and Javanbakht)اند  رويش يافته خراسان
2006). 

هاي ثانويه  دليل متابوليت گياهان خانواده چتريان اغلب به
باشند.  ارزشي كه دارند از جمله ترپنوئيدها حائز اهميت ميبا

ارزش ي باياسانس زيره داراي مواد آلكالوئيدي با خواص دارو
دليل خواص  آن به است. همچنين از اسانس موجود در بذر

و اكسيداني  باكتريايي، ضدقارچي و آنتيمتعددي از قبيل ضد
زني يا ممانعت از رشد قارچ در  عنوان بازدارنده جوانه به

 ,.Sharifi et al)شود  انبارهاي موادغذايي استفاده مي
1995; Simic et al., 2008) در مقايسه با ساير گياهان .

باكتريايي عصاره روغني، زيره خانواده و از نظر اثرات ضد هم
باشد كه  سياه جايگاه سوم را دارا بوده و اين امكان فراهم مي

از طريق تركيب عصاره آن با زيره سبز بتوان به مواد دارويي 
 ).Oroojalian et al., 2008( ثرتري نيز دست يافتؤم

هاي غذايي و  نظر به اهميت زيره سياه در توليد فرآورده
ارزش، اصلاح صفات يا افزايش تركيبات ي باويژه داروها هب

دارويي آن مورد توجه قرار گرفته است. با اين همه عوامل 
بذر  متعددي از جمله سطح پايين اتوگامي، غلبه بر خواب

زني بذور، دوره رويشي طولاني، تنوع كم  منظور جوانه به
زنده، هاي زنده و غير ت به برخي از تنشژنتيكي و حساسي

هايي  مول زراعي يا اصلاحي را با محدوديتهاي مع روش
 .(Bahadori and Javanbakht, 2006) نمايد مواجه مي

هاي نوين از جمله كشت  در دو دهه اخير استفاده از روش
ثر واقع شده و امكان ؤدر رفع موانع موجود م اي شيشه درون
به گياهچه عاري از بيماري ظرف مدت زمان كوتاه  يابي دست

ثر، ؤعلاوه بر اين توسعه تراريختي مته است. را ميسر ساخ
هاي كارآمد باززايي است كه از  داشتن روشد در اختيارنيازمن

هاي با صفات جديد دست يافت.  ها بتوان به واريته طريق آن
منظور باززايي يا تكثير اغلب  ويترو به كنون از كشت اين تا

 .است هاي گياهي از جمله گياهان دارويي استفاده شده گونه
خانواده زيره) در  عنوان مثال ازدياد گياه رازيانه (از گياهان هم به

با استفاده از ريزنمونه نوك ساقه  MSمحيط كشت پايه 
). گياه تاجريزي نيز et al., 2000 Rout( گزارش شده است

عنوان گياه دارويي مطرح شده با استفاده از  به كه اخيراً

ويترو تكثير شده است  ريزنمونه گره ساقه در شرايط اين
(Padmapriya et al., 2011) . 

ويترو كه در  هاي كشت اين تحقيقات مبتني بر روش
 Cuminum) هاي نزديك زيره سياه از جمله زيره سبز  گونه

cyminum L.)  زيره اروپايي و(Carium carvi L.) 
هاپلوئيدي از طريق  منظور دابل به صورت گرفته است، عمدتاً

هاي  واسطه تهيه كشت هها ب بيوسنتز ترپنوئيدكشت بساك، 
ويژه از  همستقيم بسلولي و باززايي مستقيم يا غيرسوسپانسيون 
 (Krens et al., 1997) اند زايي سوماتيكي بوده طريق جنين

 ,.Smykalova et al)و  (Ebrahimie et al., 2003) و
2009) .Krens et al. (1997) هاي  براي اولين بار از گره

 (.Carium carvi L)وتيلدوني براي باززايي زيره اروپايي ك
ثر با فراواني بالا ؤعنوان يك روش م را به  استفاده نموده و آن

هاي مطلوب به زيره اروپايي و توليد گياهان  براي انتقال ژن
اند. در تحقيق صورت گرفته،  پايدار معرفي كرده هتراريخت
بيوسنتزي زيره اروپائي  هاي آنزيمي درگير در مسيرهاي فعاليت

عنوان يك گياه  نيز تا حدودي شناسايي شده و گياه زيره به
 مدل براي مطالعات متابوليكي مطرح شده است. 

منظور انتقال ژن  باززايي زيره سبز نيز با فراواني بالا به
Gox14  براي ايجاد مقاومت به قارچ فوزاريوم آلترناريا انجام

در اين مطالعه كه در  .(Habashi, 2001)شده است 
كرج انجام شده است از كشاورزي پژوهشكده بيوتكنولوژي 

هاي مختلف گياهي كه از بالا و پايين طوقه جدا  ريزنمونه
هاي  كننده هاي مختلف داراي تنظيم اند در محيط كشت شده

سازي باززايي  منظور بهينه به IAAو  BAP ،NAAرشد 
 ستفاده شده است.ثر براي انتقال ژن به زيره سبز اؤم

Tawfik and Noga (2001)  نيز با استفاده از ريز
واجد  MSهاي هيپوكوتيل زيره سبز در محيط كشت  نمونه

اند از  ، توانستهBAPهاي مختلف از تنظيم كنند رشد  غلظت
ساقه  30تا  9زايي سوماتيكي از هر ريز نمونه  طريق جنين

 دست آورند. هنابجا ب
، باززايي زيره سياه از طريق اساس مطالعات گذشتهبر

هاي هيپوكوتيل و  القاي كالوس و با استفاده از ريزنمونه
 .Valizadeh et alقطعات جنين گزارش شده است. 

نشان دادند كه با استفاده از ريز نمونه هيپوكوتيل در  (2007)
باززايي  D-2,4گرم در ليتر  ميلي 1داراي  MSمحيط كشت 

صورت  و بدون نياز به واكشتساقه پس از القاي كالوس 
نمونه قطعات جنين به جاي گيرد. هنگامي كه از ريز مي

 1/0شامل  B5هيپوكوتيل استفاده شده بود، در محيط كشت 
 1يا  Kinگرم در ليتر  ميلي 2و  D-2,4در ليتر  گرم ميلي
، Kinگرم در ليتر  ميلي 2و  NAAگرم در ليتر  ميلي



 

 ,.Valizadeh et al) هاي بيشتري القا شده است كالوس
زايي سوماتيكي زيره سياه پس از توليد كالوس  . جنين(2008
 2داراي  MSنمونه هيپوكوتيل در محيط كشت پايه  در ريز

 Valizadeh)( صورت گرفته است D-2,4 گرم در ليتر ميلي
et al., 2009) .Grewal et al. (1999) كردن با جدا

يافته و  گسترش هاي هاي قلبي شكل داراي راديكال جنين
اند با  ها در محيط كشت مايع توانسته دادن آنقرارسپس 

0Fافزايش طول دوره كشت، مواد جنيني ثانويه

ايجاد نمايند و  ۱
ها نمو يافته و  سپس با انتقال به محيط كشت جامد، جنين

  .استتبديل به گياهچه شده 
هاي صورت گرفته در خصوص كشت  رغم تلاش  علي

هاي  خانواده زيره سياه يا گونه گياهان همدر  اي شيشه درون
نزديك آن، در زيره سياه مطالعات محدودي صورت گرفته كه 

رو احتمال بروز تنوع  اغلب با واسطه فاز كالوس بوده و از اين
ناپذير  آمده اجتناب دست ههاي گياهي ب سوماكلونال در نمونه
ير پذهاي كارآمد و تكرار تيابي به روشاست. بديهي است دس

با حداقل  عاري از بيماريهاي  جهت باززايي و توليد گياهچه
نياز  عنوان پيش تواند به تنوع ژنتيكي در زمان كوتاه، مي

مهندسي ژنتيك در اين گياه و همچنين در مطالعاتي از جمله 
كردن طول  ها يا كوتاه حفظ ذخائر ژنتيكي، بررسي انواع تنش

لذا تحقيق حاضر با  دوره اصلاحي اين گياه مؤثر واقع شود.
 يابي دستزيره سياه و  اي شيشه درونسازي كشت  هدف بهينه

هاي مؤثر و كارامد باززايي آن صورت گرفته است تا  به روش
در صورت امكان بتوان با استفاده از آن، در كنار ساير 

هاي نوين مهندسي ژنتيك امكان دستيابي به گياهان  روش
 فراهم نمود.داراي صفات مطلوب را تراريخته 

هاي نوين از جمله كشت  در دو دهه اخير استفاده از روش
ثر واقع شده و امكان ؤدر رفع موانع موجود م اي شيشه درون
به گياهچه عاري از بيماري ظرف مدت زمان كوتاه  يابي دست

علاوه بر اين توسعه تراريختي موثر، را ميسر ساخته است. 
ارآمد باززايي است كه از هاي ك نيازمند در اختيار داشتن روش

 هاي با صفات جديد دست يافت. ها بتوان به واريته طريق آن
 

  ها مواد و روش
بذور زيره سياه از مزرعه دانشكده كشاورزي دانشگاه 

 3فردوسي مشهد، متعلق به سال گذشته تهيه شدند. حدود 
تا ذرات خاك آن جدا  خوبي شستشو شدند گرم بذر ابتدا به
درصد و يك قطره  5/0فوني با وايتكس عشود. سپس ضد

                                                                     
1. Secondary embryonic masses 

صورت گرفت. با توجه به درصد بالاي آلودگي بذور  20ن يتوي
دقيقه براي  40و  30، 20هاي  ندر آزمايشات مقدماتي، زما

مقطر  عفوني سطحي منظور گرديد. سپس بذور با آبضد
دقيقه آبكشي و در  15مدت  به استريل سه مرتبه جمعاً

درجه  4ساعت در دماي  24ت مد مقطر استريل به آب
گراد نگهداري شدند. از هر سه تيمار ضدعفوني، نيمي از  سانتي

بذور روي صافي فلزي جهت حذف پوسته رويي بذر ساييده 
ثانيه و  30مدت  درصد به 70شدند. سپس كليه بذور با الكل 

دقيقه  10مدت  ) به20نيدرصد (با افزودن توي 2/0وايتكس 
دقت آبكشي شدند. كشت بذر در  هضدعفوني و ب مجدداً
درصد آگار  7/0ليتري حاوي آب به همراه  ميلي 5/1هاي  ويال

بذر  200درصد ساكارز انجام شد. از هر تيمار حدود  5/0و 
گراد در  درجه سانتي 4كشت و در شرايط تاريكي و دماي 

شدن دوره سرمادهي،  يخچال نگهداري شدند. پس از سپري
ني بذور تعيين شدند. بذور آلوده يا ز درصد آلودگي و جوانه

زده جهت رشد گياهچه به  نزده حذف و بذور جوانه جوانه
در  MS (Murashige and Skoog, 1962)كشت  محيط
اي منتقل شده و در اتاقك رشد با دماي  هاي شيشه پليت

 8ساعت روشنايي و  16گراد و دوره نوري  درجه سانتي 1±24
 ساعت تاريكي نگهداري شدند. 

) لپه ايهاي دو برگي ( در اين آزمايش از گياهچه 
هاي مختلف استفاده شد.  يكنواخت براي تهيه ريزنمونه

هاي رشد، ريز نمونه  كننده منظور بررسي تأثير برخي از تنظيم به
هاي پايه  چه درمحيط كشت ، محور زير لپه و ريشهاي لپهگره 
MS 30 اههاي متفاوت هورموني به همر داراي نوع و غلظت 

درصد آگار كشت شدند. ريز نمونه  7/0گرم در ليتر ساكارز و 
آن تا حد  اي لپههاي  داراي محور زير لپه بود و برگ اي لپهگره 

هفته بدون  8مدت حدود  ها به ممكن حذف شده بود. كشت
انجام واكشت در اتاقك رشد نگهداري شدند. آزمايش 

في با سه تكرار صورت فاكتوريل در قالب طرح كاملاً تصاد هب
به همراه شاهد انجام شد. فاكتورهاي مورد بررسي شامل 

BAP  گرم در ليتر)،  ميلي 1و  5/0و  0سطح ( 3درNAA  در
در دو  IAAگرم در ليتر) و  ميلي 1و  5/0و  0( سه سطح

گرم در ليتر) بودند كه در سه ريزنمونه  ميلي 5/0و  0سطح (
چه مورد مقايسه  ريشه ، هيپوكوتيل واي لپهمختلف شامل گره 

 قرار گرفتند. 
هفته بدون انجام واكشت،  8در اين آزمايش پس از حدود 

زايي  زايي، اندام هاي مختلف از نظر كالوس واكنش ريزنمونه
هاي مختلف  ريشه يا باززايي ساقه در هر يك از محيط كشت

خشك كالوس  زايي با محاسبه وزن كالوس ميزانبررسي شدند. 
آمده، در  دست هي ب ها ه اين منظور ابتدا كالوسبررسي شد. ب
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ساعت خشك و  18مدت  گراد در آون به درجه سانتي 40دماي 
يا باززايي مستقيم   زايي ريشه سپس توزين شدند. درصد اندام

ريزنمونه با ها نيز از تقسيم تعداد  ساقه از هر يك از ريزنمونه
دست آمد. جهت  هريشه يا ساقه بر تعداد كل ريزنمونه ب ييباززا

استفاده شد. مقايسه  SPSSافزار  نرم انجام مطالعات آماري از
اي دانكن در سطح  ها با استفاده از آزمون چنددامنه ميانگين
درصد صورت گرفت و براي رسم نمودارها از  5احتمال 

 استفاده شد. Excelافزار  نرم
 

  نتايج و بحث
تريايي در هفته اولين آثار آلودگي باك 3پس از گذشت 

بودند مشاهده شد و   دقيقه ضدعفوني شده 20بذوري كه 
دليل ظهور آلودگي  تمامي بذور به هفته تقريباً 5ظرف مدت 

ها حذف شدند. در مقابل  قارچي و باكتريايي درمحيط كشت
دقيقه مشاهده شد كه  40كمترين آلودگي در تيمار ضدعفوني

ثر بوده ؤدگي منشان داد افزايش زمان ضدعفوني در كاهش آلو
عفوني قايسه با آزمايشات مقدماتي كه ضداست. همچنين در م

بذور تنها در يك مرحله صورت گرفته و بذور در سطح پليت 
اي و  در ضدعفوني دو مرحلهشدند، ميزان آلودگي  كشت مي

درصد به  75شدت كاهش يافته و از  بهكشت جداگانه بذور، 
 دقيقه) رسيد.  40درصد (در تيمار ضدعفوني  16حدود 

طور محدود از هفته پنجم آغاز شد و  زني بذور به جوانه
درصد  72طور متوسط  ههفته سرمادهي، ب 10پس از حدود 

دقيقه  30 پس اززني  بذور جوانه زدند. بيشترين جوانه

زني بذور در  همه اختلاف جوانه عفوني مشاهده شد با اينضد
بود. ساييدن بذور و درصد  5دقيقه كمتر از  40و  30تيمارهاي 

 1حذف پوسته رويي هر چند ميزان آلودگي را به كمتر از 
 15زني بذور نيز تا حدود  همه جوانه درصد كاهش داد با اين

رساندن به  رود آسيب درصد كاهش نشان داد. احتمال مي
كننده توسط جنين  پوسته بذر از طريق جذب ماده ضدعفوني

در مجموع با  ها شده باشد. زني آن بذر سبب ممانعت از جوانه
اي و  رسد ضدعفوني دو مرحله نظر مي توجه به نتايج فوق به

هاي كوچك در كنترل آلودگي شديد  كشت تك بذر در ويال
زني و رشد گياهچه بذري در محيط  كه مانع جدي جوانه

ثر واقع شده است. همچنين از بين ؤاست، م اي شيشه درون
يقه با كمترين آلودگي و دق 40تيمارهاي ضدعفوني، تيمار 

زني مناسب براي ضدعفوني سطحي قبل از دوره  درصد جوانه
 تواند مورد استفاده قرار گيرد.  سرمادهي مرطوب مي

، MSپس از انتقال بذور جوانه زده به محيط كشت پايه 
خارج  اي لپههاي  ها برگ هفته در اكثر نمونه 1ظرف مدت 

 4طول متوسط هاي كامل دو برگي با  شده و گياهچه
، هيپوكوتيل اي لپههاي گره  دست آمدند. ريزنمونه همتر ب سانتي

حاوي  MSها، در محيط كشت پايه  چه اين گياهچه و ريشه
 متفاوتيهاي  هاي رشد، واكنش كننده تركيبات مختلف از تنظيم

زايي يا باززايي ساقه را آشكار  زايي و سپس ريشه اعم از كالوس
 خلاصه شده است.  1واريانس در جدول نمودند. نتايج تجزيه 

 
 زايي يا باززايي ساقه زايي، ريشه بر كالوس IAAو  BA ،NAAهاي رشد  كننده نتايج تجزيه واريانس اثر نوع ريزنمونه و تنظيم -1جدول 

 باززايي ساقه زايي ريشه زايي كالوس منبع تغييرات
 **0.302 **301.389 ** 6.525 ريزنمونه

BA 0.395* 214.130** 0.099n.s. 
NAA 0.043 n.s. 46.889* 0.191* 
IAA 0.302 n.s. 22.222n.s. 0.025n.s. 

 .BA * 0.052n.s. 119.741** 0.006n.s  ريزنمونه
 .NAA 0.562** 35.806* 0.043n.s  * ريزنمونه

 .IAA  0.043n.s. 8.389n.s. 0.006n.s *ريزنمونه 
BA * NAA 0.960** 41.046** 0.006n.s. 
BA * IAA 0.099n.s. 24.796n.s. 0.173* 

NAA * IAA 0.228n.s 8.963n.s. 0.006n.s. 
 .BA * NAA 0.376 ** 30.157* 0.080n.s *ريزنمونه 
 .BA * IAA 0.090 n.s. 10.463n.s. 0.043n.s  *ريزنمونه 
 .NAA * IAA 0.025n.s. 6.880 n.s. 0.043n.s  *ريزنمونه 

BA * NAA * IAA 0.164 n.s. 3.620 n.s. 0.099n.s. 
 .BA * NAA * IAA 0.127 n.s. 1.870 n.s. 0.025n.s * ريزنمونه

  n.s درصد 99** معني دار در سطح احتمال  ؛ درصد 95* معني دار در سطح احتمال ؛ غير معني دار 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 
 
 

هاي  ريزنمونه ،شود مشاهده مي 1گونه كه در جدول  همان
زايي  داري در القاي كالوس، اندام لعه اثر معنيمطامختلف مورد

هاي رشد  كننده . همچنين تنظيمندريشه و باززايي ساقه داشت
زمان در محيط  صورت جداگانه يا استفاده هم همورد بررسي ب

زيره سياه  اي شيشه درونداري در كشت  كشت تأثير معني
هاي مختلف در  روز از كشت ريزنمونه 5داشتند. با گذشت 

هاي مختلف هورموني ابتدا القاي كالوس در ريزنمونه  يمارت
ها نيز شروع به  تدريج ساير ريزنمونه هچه مشاهده شد و ب ريشه

  ).1زايي نمودند (شكل  كالوس
 

 
 1چه در محيط كشت داراي  زايي از ريزنمونه ريشه كالوس -1شكل 

 هفته 4پس از حدود  BAPو  NAAميلي گرم در ليتر  5/0و 
 

طور  هها، اثر ريزنمونه ب اس نتايج مقايسه ميانگيناسبر
داري در القاي كالوس مؤثر بود به نحوي كه بيشترين  معني

چه و سپس در  زايي در ريزنمونه ريشه فراواني كالوس
ويژه  هب اي لپه). ريزنمونه گره 2 هيپوكوتيل مشاهده شد (شكل

هاي داراي سيتوكنين اغلب رشد نمودند و  در محيط كشت
زايي كمي داشتند كه با ريزنمونه هيپوكوتيل نيز  راواني كالوسف

 Krens et al. (1997)). 2داري داشت (شكل اختلاف معني
زايي در ريزنمونه  در زيره اروپايي نشان دادند كه ساقه

از هيپوكوتيل پس از توليد كالوس رخ داده ولي در باززايي 
در مطالعات  فاز كالوس مشاهده نشد. اي، لپهريزنمونه گره 

منظور  از ريزنمونه هيپوكوتيل به در زيره سياه اغلبگذشته 
استفاده با واسطه فاز كالوس مستقيم زايي و باززايي غير كالوس

 ,.Sharifi et al., 1995; Valizadeh et al)شده است 
هاي مختلف  اين در حالي است كه با مطالعه ريزنمونه ،(2007

تري  چه ريزنمونه مستعد رسد ريشه نظر مي اضر بهدر تحقيق ح
 زايي باشد.  براي كالوس

 

 
 BAPهاي متفاوت  ها و غلظت زايي در ريز نمونه مقايسه فراواني كالوس -2شكل 

 .)<05/0pداري ندارند ( ، اختلاف معني  داراي حروف مشابههاي  ميانگين
 

ش كار رفته در اين آزماي هب يهاي رشد كننده از بين تنظيم
ها  زايي ريزنمونه %) بر كالوس5(در سطح احتمال  BAPاثر 

به تركيب  BAPنمودن  دار بود. به نحوي كه اضافه معني
 هاي مختلف را محيط كشت، فراواني القاي كالوس از ريزنمونه

 داري كاهش داد. با اين طور معني هب نيم برابرو تا حدود يك 
 1و  5/0 هاي ظتها، غل همه بر اساس نتايج مقايسه ميانگين

ها تأثير  زايي ريز نمونه در كالوس BAPميلي گرم در ليتر 
 ). 2 داري نداشت (شكل معني

 BAPو  NAAم أدر تحقيق صورت گرفته، استفاده تو

طور  هها ب زايي ريزنمونه در محيط كشت توانست در كالوس
 1). اين افزايش در غلظت 1بخش باشد (جدول داري اثر معني
منجر  BAPگرم در ليتر  ميلي 5/0و  NAAليتر گرم در  ميلي

چه شده است.  ريزنمونه ريشهدر ويژه  هبزايي  كالوسافزايش به 
به افزايش رشد نيز  Valizadeh et al. (2008)گزارش 
 1/0در تيمارهاي داراي از ريزنمونه محور جنيني كالوس 

در  Kinگرم در ليتر  ميلي 2و  D-2,4گرم در ليتر  ميلي
 با تيمارهاي فاقد سيتوكنين اشاره دارد. مقايسه 

هاي  منظور بررسي ميزان رشد كالوس در محيط كشت به 
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گيري شد كه  هفته اندازه 8خشك كالوس پس از  ، وزنمختلف
درصد نشان دادند. از  1داري را در سطح احتمال  اختلاف معني

 ،تركيب متفاوت محيط كشت 9شده در  هاي كشت ريزنمونه
 دست آمد. گرم به ميلي 150خشك بيشتر از  ا وزنهايي ب كالوس

و  NAAكننده رشد  ها همگي داراي تنظيم اين محيط كشت
در مطالعه . )2(جدول بودند  NAAبا  BAPيا تركيب 

Sharifi (1995)  وجود هورمون اكسينNAA  و سيتوكنين
Kin  گرم در ليتر منجر به افزايش  ميلي 2با غلظت برابر

  ريزنمونه هيپوكوتيل زيره سياه گرديد. سرعت رشد كالوس از
 

مقايسه وزن خشك كالوس در تركيبات هورموني مختلف  -2جدول 
 محيط كشت

 هاي رشد كنندهتنظيم
 گرم در ليتر) (ميلي

وزن خشك توده كالوس 
 گرم) (ميلي

BAP NAA IAA 
0 0 0 90.0 de 
0 0 0.5 110.0 cd 
0 0.5 0 190.0 b 
0 0.5 0.5 95.0 cde 
0 1.0 0 180.0 bc 
0 1.0 0.5 100.0 cd 

0.5 0 0 65.0 de 
0.5 0 0.5 135.0 cd 
0.5 0.5 0 125.0 cd 
0.5 0.5 0.5 200.0 b 
0.5 1.0 0 186.5 bc 
0.5 1.0 0.5 155.0 bc 
1.0 0 0 6.5 f 
1.0 0 0.5 83.3 de 
1.0 0.5 0 290.0 a 
1.0 0.5 0.5 180.0 bc 
1.0 1.0 0 180.0 bc 
1.0 1.0 0.5 183.3 bc 

 .)<05/0P(داري ندارند  ، اختلاف معني  داراي حروف مشابههاي  ميانگين

 
كالوس بدون تغيير هورموني و با  ءزايي از منشا ريشه

 ).3 ها مشاهده شد (شكل گذشت زمان در بيشتر محيط كشت

از بين فاكتورهاي مورد مطالعه در اين تحقيق، تأثير نوع 
و نيز اثرات  NAAو  BAPهاي رشد  نندهك ريزنمونه و تنظيم

 . دار بود زايي ريشه معني ها بر اندام متقابل آن
زايي  ريشهداري بر  تأثير معني IAAهر چند  1جدول 

هاي حاصل اغلب به لحاظ  همه ريشه نشان نداد با اين
ها بودند. اين  تر از ساير ريشه تر و كوتاه شناختي قطور ريخت

كننده  ا توجه به منشاء طبيعي تنظيماحتمال وجود دارد كه ب
هاي بيشتر آن در محيط كشت  ، نياز باشد از غلظتIAAرشد 

 استفاده نمود. 
 

 
 1چه در محيط كشت داراي  زايي از ريزنمونه ريشه ريشه -3شكل 

 هفته 4پس از  NAAميلي گرم در ليتر 
گونه كه انتظار  ها، همان اساس نتايج مقايسه ميانگينبر

نمونه طور غيرمستقيم از ريز بهزايي  شترين ريشهرفت بي مي
داري  ها اختلاف معني كه با ساير ريزنمونه دست آمد بهچه  ريشه

از  زايي ريشه ). در آزمايش حاضر، متوسط4را نشان داد (شكل 
برابر هيپوكوتيل بود. ريزنمونه گره  5چه حدود  ريزنمونه ريشه

 NAAرم در ليتر گ ميلي 1تنها در محيط كشت داراي  اي لپه
 تعداد محدوديتوانست  IAAگرم در ليتر  ميلي 5/0و 

اي با ساير  چه باززايي نمايد كه تفاوت قابل ملاحظه ريشه
 ها داشت. ريزنمونه

 
 NAAو  BAPهاي متفاوت و غلظت ها زايي در ريزنمونه مقايسه فراواني ريشه -4شكل 

 .)<05/0pاري ندارند (د ، اختلاف معني  داراي حروف مشابههاي  ميانگين
 

 
 
 
 
 
 
 



 

 
 
 

داري در  تأثير معني NAAو  BAPهاي رشد  كننده تنظيم
توليد ريشه داشتند كه با نوع ريزنمونه در ارتباط بود. ميانگين 

، در BAP يكننده رشد زايي در تيمارهاي داراي تنظيم ريشه
داري را نشان داد.  مقايسه با تيمارهاي فاقد آن، كاهش معني

زايي  ريشه BAPهاي فاقد  وي كه در محيط كشتبه نح
با غلظت  NAAدر مقابل برابر بيشتر بود.  6طور متوسط  هب

طور  هزايي ب گرم در ليتر در افزايش ريشهميلي 1يا  5/0
چه در  از ريزنمونه ريشه ).4داري مؤثر واقع شد (شكل  معني

ريشه و در  30حداكثر  NAAگرم در ليتر  ميلي 1غلظت 
ريشه  25حداكثر  NAAگرم در ليتر  ميلي 5/0اراي محيط د

ها افزايش چشمگيري تيمارشد كه در مقايسه با ساير  ءالقا
ثري در ؤنقش م NAAرسد  داشته است. لذا به نظر مي

 زايي در زيره سياه دارد.  افزايش ريشه
نشان داد كه  Valizadeh et al. (2008) مطالعه

ونه محور جنيني زيره زايي از كالوس حاصل از ريزنم ريشه
رخ داده است  NAAسياه، اغلب در تيمارهاي داراي هورمون 

زايي  در اكثر موارد ريشه NAAو همچنين با افزايش غلظت 
 Miao-Miao et al. (2009)افزايش يافته است. گزارش 

نيز بيانگر افزايش تشكيل ريشه  Allium chinenseبر روي 
 بود.  NAAبا افزايش غلظت 

ها، هر چند  اساس نتايج مقايسه ميانگينبرمطالعه در اين 
گرم  ميلي 1به  5/0 از NAAكننده رشد  افزايش غلظت تنظيم

) 4داري نداشت (شكل  زايي اثر معني در ليتر در افزايش ريشه
 5/0 با NAAگرم در ليتر  ميلي 1همه اثر متقابل  با اين
كشت  زايي را در محيط فراواني ريشه BAPگرم در ليتر  ميلي

دار  درصد معني 95) كه در سطح احتمال 5افزايش داد (شكل 
  ).1بود (جدول 

 

 
بر  NAAو  BAPهاي رشد  كننده اثر متقابل تنظيم -5شكل 

 زايي فراواني ريشه
 

ها، باززايي  ماه از كشت ريزنمونه 3تا  2پس از گذشت 
ساقه در برخي از تيمارهاي هورموني بدون نياز به واكشت 

هاي مختلف در  ). در اين مطالعه ريزنمونه6د (شكل مشاهده ش
ثر ؤدرصد بر باززايي اندام برگي يا ساقه م 99سطح احتمال 

و  BAهاي رشد  كننده م از تنظيمأبودند. همچنين استفاده تو
IAA 95داري (در سطح احتمال  در محيط كشت اثر معني 

رشد  كننده درصد) بر باززايي ساقه داشت. علاوه بر اين تنظيم
NAA 1داري كاهش داد (جدول  طور معني هباززايي را ب.(  

 

 
 5/0چه در محيط كشت داراي  باززايي از ريزنمونه ريشه -6شكل 

 هفته 10پس از حدود  IAAو  BAPميلي گرم در ليتر 
 

هاي  باززايي از ريزنمونهكه ها نشان داد  مقايسه ميانگين
بيشترين باززايي ). 7داري دارند (شكل  مختلف اختلاف معني

برابر ساير  10چه مشاهده شد كه در حدود  در ريزنمونه ريشه
رفت  رغم اينكه انتظار مي ها بود. در اين آزمايش علي ريزنمونه

بازدارنده رشد جوانه مياني  كه احتمالاً اي لپههاي  با حذف برگ
بتوانند باززايي نمايند  اي لپههاي گره  باشند ريزنمونه اي لپهگره 

همه باززايي محدودي در اين ريزنمونه مشاهده شد.  اين با
و هيپوكوتيل تنها در محيط كشت  اي لپههاي گره  ريزنمونه

 ).7باززايي نمودند (شكل IAAگرم در ليتر  ميلي 5/0داراي 
ها نشان داده شد كه  در مطالعه حاضر با مقايسه ميانگين

 داري كشت سبب كاهش معني به تركيب محيط NAAافزودن
كننده  رسد كه تنظيم نظر مي ). لذا به7در باززايي شد (شكل 

 NAAدر باززايي نقش مؤثري نداشته و افزايش  NAAرشد 
  شود. موجب كاهش يا ممانعت از باززايي مي

داري در باززايي ساقه از  اثر معني BAPكننده رشد  تنظيم
). مطالعات گذشته 1هاي مختلف نشان نداد (جدول  ريزنمونه

هاي خانواده چتريان  برخي از گونهداده كه اين گياه و  نشان
هاي ثانويه  ، از سطوح بالاي متابوليترازيانه و كرفس) ،(هويج

ويژه سيتوكنين برخوردارند  ههاي رشد داخلي ب كننده و تنظيم
(Rout et al., 2000)بودن سيتوكنين رود بالا . احتمال مي

لزامي بر استفاده از داخلي در اين گياه، موجب شده كه ديگر ا
BAP  .براي باززايي در زيره سياه نباشدValizadeh et al. 

نيز وقوع باززايي در برخي از تيمارهاي فاقد كينتين  (2008)
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 .Ebrahimie et al اند. را دليل بر اين مدعي دانسته
هايي مانند  اگرچه سيتوكينينگزارش نموده اند كه  (2006)

BAP ها در حقيقت  شوند ولي آن ي ميزاي موجب افزايش ساقه
  شوند. مي كالوس سبب كاهش باززايي مستقيمبا افزايش القاي

 

 
 NAAهاي متفاوت  ها و غلظت مقايسه فراواني باززايي ساقه در ريز نمونه -7شكل 

 .)<05/0pداري ندارند ( ، اختلاف معني  داراي حروف مشابههاي  ميانگين
 

به تنهايي در باززايي اثر  دهر چن IAAكننده رشد  تنظيم
ريزنمونه  هر سههمه  ) با اين1داري را نشان نداد (جدول  معني

ميلي گرم در  5/0محيط كشت داراي در مورد مطالعه، 
فراواني باززايي كه منجر به افزايش باززايي نمودند  IAAليتر

باززايي  ،IAA حضورهمچنين در  در مقايسه با شاهد شد.
اي شده است كه از  برگچه 4هاي  منجر به توليد برگ

متمايز و به شرايط رشدي گياه در محيط  هاي تكي كاملاً برگ
. در مطالعات صورت گرفته در تر است نزديك اي شيشه برون
هاي مورفوژنزي مختلف زيره سبز نيز به نقش كليدي مسير
زايي مستقيم اشاره  در باززايي يا جنين IAAكننده رشد  تنظيم

رود با  احتمال مي .(Ebrahimie et al., 2007) شده است
در محيط كشت بتوان به نتايج  IAAافزايش غلظت 

 تري دست يافت. مطلوب
سازي  براي بهينهرا ي محدودي  ها ، تلاش مطالعات گذشته

نشان داده است.  NAAو  Kinباززايي زيره سياه در حضور 
بالاترين فراواني  Valizadeh et al. (2007)در گزارش 

گرم در ليتر  ميلي 2كه در حضور درصد بود  42 ززايي ساقهبا
Kin  گرم در ليتر ميلي 2وNAA  حاصل شده است. در اين

مچنين ه درصد بيشتر بود. 50از مطالعه، فراواني باززايي 
هاي داراي  هاي باززا در محيط كشت مشاهده شد كه ريزنمونه

IAAززايي هاي با ، كالوس بسيار كمي توليد نمودند. ساقه
خلاف مطالعات  بر IAAهاي داراي  كشت شده در محيط

هاي گياه طبيعي  زايي برگي نبوده و به ساقه گذشته از نوع اندام
 5/0هاي بيشتر از  غلظتبا رود  شباهت داشتند. احتمال مي

به تنهايي يا در  ،در محيط كشت IAA گرم در ليتر ميلي
مسير باززايي اين هاي رشد بتواند  كننده تركيب با ساير تنظيم

گونه كه در زيره سبز نيز مشاهده شده است به  گياه را همان

هاي  از آنجا كه روش سمت باززايي مستقيم هدايت نمايد.
مستقيم از طريق كالوس، احتمال وقوع تنوع باززايي غير

دهد، تلاش  سوماكلونال و تغيير در ماده ژنتيكي را افزايش مي
مؤثر و مستقل از ژنوتيپ معتبر،  هاي باززايي براي توسعه روش

 يزشپذير باشند گامي مهم در توسعه سيستم تراركه تكرار
سازي  و لذا ضروري است بهينه شود گياه محسوب مي

عنوان پيش نياز  گري كالوس به هاي باززايي بدون واسطه روش
 هرگونه اقدام مهندسي ژنتيك صورت گيرد. 

ه استفاده از نتايج اين مطالعه در مجموع نشان داد ك
هاي بالاي  اي و نيز اجتناب از غلظت مرحله سيستم باززايي تك

هاي جوان  ها در بافت ويژه سيتوكنين ههاي رشد ب كننده تنظيم
بتواند با  اند احتمالاً كه در اين مطالعه مورد استفاده قرار گرفته

در  هژنتيك براي باززايي از گياهان تراريخت كاهش تغييرات اپي
هاي نزديك آن مورد استفاده قرار گيرد.  اه يا گونهزيره سي

هاي  كننده در مقايسه با ساير تنظيم IAAهمچنين استفاده از 
رشد براي باززايي اين گياه بدون يا با واسطه كالوس بسيار كم 

ه و اغلب، گياهان اي مؤثر تر شناخته شد شيشه دروندر شرايط 
در محيط حاصل به لحاظ مورفولوژي با گياهان حاصل 

 انطباق بيشتري را نشان دادند. اي شيشه برون
 

 سپاسگزاري
اعتبار اين طرح از محل طرح تحقيقاتي معاونت پژوهشي 

به شماره دانشكده كشاورزي دانشگاه فردوسي مشهد 
و قدرداني  وسيله تشكر  تأمين شده است كه بدين 3/16235

 گردد.مي
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