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 (L sativa Nigella.) دانه سیاه گیاه در زاییکالوس سازیبهینه

Optimization of callus induction in black seed (Nigella sativa L.) 

 سحر قره خانی1، پریسا عبداللهی2*، منصور امیدی3

 20/09/1396تاریخ پذیرش:     21/07/1396تاریخ دریافت: 

 چکیده

ان عنوباشد که به. این گیاه حاوی ترکیبات دارویی متنوعی میاست ترین گیاهان دارویی متعلق به خانواده آلالهدانه یکی از مهم سیاه

مطالعات  ،ارزش دارویی بسیار بالای این گیاه در نظر داشتنبا  .گیردمورد استفاده قرار می هابیماری پیش ماده تولید انواع داروها در درمان

برگ، مریستم و ساقه  تهیه شده از زایی ریزنمونهمیزان کالوس حاضر، بسیار محدودی در زمینه کشت بافت آن انجام شده است. در مطالعه

 4و  2، 1و  گرممیلی 1و  2/0، 1/0ترتیب در سه سطح به D-2,4و  BAPهای رشد کنندهحاوی تنظیم MSروی محیط کشت پایه دانه  سیاه

 تصادفی در سه در قالب طرح کاملاً جداگانه های رشد به صورت یک آزمایش فاکتوریلکنندهاز تنظیم یکهر اثر . گردیدبررسی  گرممیلی

. نتایج تجزیه واریانس نشان داد که گیری شدهها اندازوزن تر و خشک کالوسصفات  هر دوره واکشت پس ازتکرار مورد مطالعه قرار گرفت. 

حاکی تایج مقایسه میانگین . ندار شدیصفات مورد مطالعه در واکشت اول و دوم معن یبرا های رشد و ریزنمونهکنندهبرهمکنش عامل تنظیم

 266/0 تر نوزبا ترتیب به BAPگرم در لیتر میلی 1متعلق به ریزنمونه برگ در غلظت  BAPاز آن بود که بهترین تیمار در واکشت اول و دوم 

 233/0 تر وزن با به ترتیب گرم در لیترمیلی 4به ریزنمونه برگ در غلظت  بهترین تیمار متعلق D-2,4کننده رشد تنظیمدر گرم بود.  224/0و 

 شد. مشاهده مگر 766/0و 
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 مقدمه
 ساعت هایگل راسته ازو علفی  ساله کی یاهیگدانه  سیاه

(Ranunculales) آلالگانه تیر و (Ranunculace) ( فلاح است
 غرب جنوب مختلف مناطق دردانه  گیاه سیاه (.1390 ،حسینی

 رانیا درو  شودیم کشت و شده یبوم قایآفر شمال و اروپا ا،یآس
 (.1381 فارماکوپه،) یدرویم اصفهان و اراک در زین

 رهستند که بش منابع مهم تولید دارویکی از گیاهان دارویی 
ست و درحال حاضر نیز نه تنها ا ها استفاده نمودهسالیان دراز ازآن

 اهمیت اند بلکهنداده زمنیه تولید دارو ازدست در د راوارزش خ
رایط ش های تکثیر رویشی درها نیز فزونی یافته است البته روشآن

مد نبوده و روش جدیدی ازکشت آبرخی موارد کار طبیعی در

ه شده ئراو ا سلول و بافت گیاهی معرفیگیاهان تحت عنوان کشت 
دانه از جمله گیاهان سیاه  .(1392)حسینی و همکاران، است 

ان جایگزین داروهای عنوتوان از آن بهدارویی است که می
، اسپیرونولاکتون، آتورواستاتین، متفورمینهمچون شیمیایی 

 درمان تنها عنوانبه موارد یبرخ در و کمتر عوارض با و ... کینیدین
ه از این گیاه بداروهای گیاهی استخراج شده . کرد استفاده ثرؤم

عنوان یک گیاه معجزه آسا یاد که از آن به ای فراوان استاندازه
 ;Huseini et al., 2003; Salem, 2000) شودمی

1993 Mahmoud;). هایدانهNigella sativa  یاهگسترد فیط 
د ض ضد آلرژی، اثرات شامل که هستند دارا را یپزشک خواص از

ضد سرطان و  ها،ماهیچهشلی و انقباض  ضد اکسیدانی، التهاب،
 et Boskabady ; , 2005et alDahri) باشدبی میکرویم ضد

al., 2004; Kalus et al., 2003; Mohamed, 2003; 

, 2008Shinwari). در طب و  نیعنوان چاشاز دانه این گیاه به
 های مختلف استفاده شده استدر فرهنگسنتی در طول تاریخ و 

(Botnick et al., 2012).  برای کشت کالوس ضروری است که
از محیط کشت حاوی مواد مغذی با غلظت بالای اکسین یا نسبت 

ا القای همناسب اکسین به سایتوکنین استفاده کرد. سایتوکنین

شد دهند در صورتی که اکسین برای رتقسیم سلولی را گسترش می
 .(Sharma et al., 2011) ولی سلول مساعد استط

های دانه در کشت سیاهدهی کالوس ولین مشاهدات در زمینها
دانه  های مختلف سیاهزایی از بافتآزمایشگاهی مربوط به ریخت

های ریشه، ساقه و برگ که برای تولید کالوس از ریزنمونه ،بود
و  NAAحاوی  (White) دانه کشت شده در محیط وایت سیاه

 (.Banerjee & Gupta, 1975) شیر نارگیل استفاده شد
 زا یداروی نگیاها دتولی برای یسودمند شرو الوسک تولید

 ریشتب دتولی و نگیاها نای رتکثی ی،ژنتیک ذخایر ظحف تجه

 نون ازهیدروتیموکی و تیمول، تیموکینون. است ثانویه یهامتابولیت

دانه بوده که جزء گروه مهمی از  مواد مؤثره مهم عصاره دانه سیاه

 ,.Morikawa et al)باشندها مییعنی ترپنهای ثانویه متابولیت

 واز ترکیبات اصلی بذر گیاه سیاه دانه است  تیموکینون (.2004
 اثرات درمانی بالایی دارد.

ارزش دارویی بسیار بالای این گیاه و اهمیت آن در  توجه بهبا 

های زیادی در زمینه کشت گزارشکنون داروسازی تاصنایع 
ای، ارائه نشده کالوس و ریزازدیادی آن در شرایط درون شیشه

منظـور بـه عمـدتاًان در گیاه .(AL-Majed et al., 2006)است 
ده ش اسـتفاده ، ساقه و مریستمهـای بـرگزایی از ریزنمونـهکالوس

برای مطالعات در اکثر  (.1393؛ امیدی، 1390است )عالمی، 
و  D-2,4 رشد هایکنندهتنظیماز  گیاهان انواع زایی درکالوس
BAP های مختلف اسـتفاده شـده استدر غلظت (Salehiyan 

et al., 2012; Faezi et al., 2017)  
ات برای انجام تحقیقتواند سازی فرآیند کشت بافت میبهینه

های ژنتیکی مانند ورزیبنیادی و کاربردی از جمله دست
سطوح پلوییدی، مهندسی متابولیک مسیرهای  تراریختی، تغییر

 ذال .دانه مفید باشد های ثانویه مهم در سیاهبیوسنتزی انواع متابولیت
ای رشد هکنندهتعیین شرایط بهینه تنظیم با هدف ضرمطالعه حا

2,4-D و  BAPزایی گیاه های مختلف جهت کالوسو ریزنمونه

  .ریزی و اجرا گردیدپایهای شیشهدر شرایط درون  دانه سیاه

 هاواد و روشم
تحقیق حاضر در مجتمع آزمایشگاه رازی واقع در دانشگاه آزاد 

یاه س بذراسلامی واحد علوم و تحقیقات تهران صورت پذیرفت. 
شد.  تهیهکرج  واقع در گیاهان دارویی پژوهشکدههرباریوم دانه از 

 ظرفشویی مایع و آبمحلول  در دقیقه 15 مدت به ذرهابدر ابتدا 
 10 و %70 الکل با ثانیه 30و منتقل لامینار هود زیر به و سپسشسته 
 رمقط آب با چندین بار سپس .استریل شدند %1 وایتکس با دقیقه

جوانه زنی منظور بهاستریل شده بذور  .ندشستشو داده شد سترون
شدند قرار داده  رشدکننده تنظیمفاقد  MS کشت هایمحیطروی 

ساعت  16و  گرادسانتیدرجه  21-20دمای  به اتاق کشت با و
د با سپری شدن حدو منتقل گردیدند.ساعت تاریکی  8روشنایی و 

 در محیط هاگیاهچهامکان استفاده از  روز پس از کشت بذور 30
بعد از جوانه زدن بذور . (1شکل ) میسر گردید زاییکالوسکشت 

برای بررسی کالوس گیاهچه مریستمو  برگ ساقه، هایاز بخش
 MS های کشتمحیط در هااین ریزنمونه .شد تهیه ریزنمونهزایی 

گرم در لیتر( و میلی 4و  1 ،2) D-2,4 رشد کنندهتنظیمحاوی 
دارای و  گرم در لیتر(میلی 1و 1/0 ،2/0)BAP رشد  کنندهتنظیم

کشت  pH 8/5 باگرم در لیتر آگار  7گرم در لیتر ساکارز و  30
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شده  ذکرگیری در محیط کشت قرارها پس از ریزنمونه گردیدند.

واکشت اول داده شدند و سپس قرار  اتاق کشت چهار هفته در
بعد از گذشت چهار هفته  مجدداً و صورت گرفت هاریزنمونه

و خشک  و در هر مرحله وزن تر انجام شدها واکشت دوم ریزنمونه
 ریلآزمایش فاکتو صورتاین تحقیق به .گیری شدها اندازهکالوس

صادفی ت در قالب طرح کاملاً های رشدکنندهکدام از تنظیم برای هر
-جهت تجزیه Mstat-Cاز نرم افزار آماری  .تکرار انجام شد 3با 

  .بهره برده شدهای حاصل از آزمایش تحلیل دادهو

 

 
جهت  MS پایه دانه در محیط کشت سیاه حاصل از بذورهای هچگیاه-1شکل

 تهیه ر یزنمونه
Figure 1. Black seed seedlings for preparation of explant 
in MS medium. 

 جینتا

  BAPکننده رشد یماثر تنظ
ط با صفات مرتب انسیه واریج حاصل از انجام تجزینتا

واکشت اول و  در BAP رشد کنندهزایی تحت تأثیر تنظیمکالوس
. بر اساس نتایج ارائه شده است 2و 1 هایجدول ترتیب دردوم به

 نندهکمیان سطوح مختلف تنظیمداری اختلاف معنیدست آمده به
درصد برای صفات مورد بررسی در  1رشد در سطح احتمال 

 ریثبودن تأ متفاوتگر انین بیاکه  واکشت اول ملاحظه گردید.
 ماریت نیا تحتصفات مذکور  یرو BAP سطوح مختلف

 برای این عامل در واکشت دوم اما .بود اول واکشت در یهورمون

عامل  .(2 )جدول دار شدغیر معنیتمامی صفات مورد مطالعه 
وزن خشک  و وزن تر کالوس یبرا زنمونه در هر دو واکشتیر

 نوعدار شد و نشان داد که یمعندرصد  1در سطح احتمال کالوس 
 و 1 های)جدول دهدیقرار مر یرا تحت تأث زاییکالوس زنمونه،یر

ها در واکشت زنمونهیو رBAP کننده رشد میتنظبرهمکنش  (.2
 دار شدن برهمکنشتوجه به معنی باکه  دار شدیاول و دوم معن

کننده رشد با ریزنمونه و اهمیت بالای آن نسبت به اثرات تنظیم

درصد  1ای دانکن در سطح احتمال از آزمون چند دامنهاصلی، 

و  3 های)جدول استفاده شد تیمارها انجام مقایسه میانگینجهت 
گرم یلیم کیمار یتکه  از آن بود یحاک نتایج مقایسه میانگین (.4

گرم میلی 2/0تیمار  و گرم( 263/0) نمونه برگزیبا ر BAP تریدر ل
واکشت اول و  یبرا گرم( 252/0) با ریزنمونه ساقه BAPبر لیتر 

 گرم( 224/0) نمونه برگزیبا ر BAP رتیلگرم در یلیک میتیمار 
یبات نسبت به سایر ترک برای واکشت دوم درصفت وزن تر کالوس

برای صفت وزن خشک  .نددارالعمل مطلوبی تیمارها عکس
 013/0) با ریزنمونه ساقه BAPبر لیتر  گرمیلیم 2/0تیمار کالوس 

 0135/0) نمونه برگزیبا ر BAP تریگرم در لیلیک می و گرم(
 بهترین پاسخ را داشتند. اول و دوم واکشت در به ترتیب گرم(

 کیمار یتدر  گرم( 002/0) و خشک گرم( 062/0) ت وزن تراصف
ترین عکس مطلوبستم یمرو ریزنمونه  BAP تریگرم در لیلیم

ویژگی وزن تر در  .دادندنالعمل را در واکشت اول از خود بروز 

گرم یلیم 1/0و  1 هایماریتالعمل مناسبی در واکشت دوم عکس
( نداشت. گرم 098/0و  083/0) با ریزنمونه مریستم BAP تریدر ل

 العمل مشابه با وزن ترنیز عکس (گرم 004/0) وزن خشک کالوس
 .نشان داد واکشت دوم در

  D-2,4کننده رشد میاثر تنظ
ه واریانس صفات وزن تر و وزن خشک حاصل از تجزی نتایج

ارائه  6و  5در جدول ترتیب بهواکشت اول و دوم  برای کالوس
برای صفات وزن تر و  D-2,4عامل ، در واکشت اول شده است.

 در دار شد.دار و معنیترتیب غیرمعنیوزن خشک کالوس به
ننده کداری میان سطوح مختلف تنظیمواکشت دوم اختلاف معنی

درصد برای صفات وزن تر و  1در سطح احتمال  D-2,4رشد 
نتایج حاصل از انجام  (.5 )جدول خشک کالوس ملاحظه گردید

( در P<0.001داری )تجزیه واریانس نشان داد که اختلاف معنی
عامل ریزنمونه برای صفات وزن تر و خشک کالوس در واکشت 

فات ، صوجود دارد به بیان دیگر با تغییر نوع ریزنمونه اول و دوم
 هایدهند )جدولبروز می را از خود های مختلفیذکر شده پاسخ

 یبرا هازنمونهیبا ر D-2,4 رشدکننده میتنظ برهمکنش (.6و  5
در  دار شد،یمعنمورد مطالعه در واکشت اول و دوم صفات  یتمام

 .اشندبها بر یکدیگر تأثیر گذار میسطوح مختلف عامل حقیقت

 یبرا ( مؤید این بود که8و  7 هایمیانگین )جدولسه نتایج مقای
و ریزنمونه ساقه  D-2,4تر یگرم در لیلیم 4مار یت، صفت وزن تر

عنوان بهترین گرم( به 766/0گرم( و دوم ) 233/0) اول واکشت در
 .ترکیب تیماری معرفی شد
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  BAPواکشت اول دریه واریانس صفات مورد مطالعه تجزنتایج -1جدول
Table 1. Analysis of variance results of studied traits in first subculture BAP 

 منابع تغییر
S.O.V 

 یدرجه آزاد
df 

 وزن تر
Fresh weight 

 وزن خشک
Dry weight 

BAP 2 **0.0064 **0.00002 
Explant 2 **0.0215 **0.00009 

BAP×Explant 4 **0.0123 **0.00002 
Error 18 0.0004 0.000001 

CV (%)  13.66 14.93 
 دار درصد و غیر معنی 1و  5معنی دار در سطح احتمال ترتیب به: ns*، ** و 

.*, ** and ns: Significant at 5 percent, 1 percent and non- significant respectively 

 
 BAPواکشت دوم  درتجزیه واریانس صفات مورد مطالعه نتایج -2لجدو

Table 2. Analysis of variance results of studied traits in second subculture BAP 

 منابع تغییر
S.O.V 

 آزادیدرجه 
df 

 وزن تر
Fresh weight 

 وزن خشک
Dry weight 

BAP 2 ns0.0012 ns0.000007 
Explant 2 **0.0197 **0.00008 

BAP×Explant 4 **0.0026 **0.00001 
Error 18 0.0088 0.000001 

CV (%)  14.54 14.72 
 ردرصد وغیر معنی دا 1و  5: معنی دار در سطح احتمال ns*، ** و 

.*, ** and ns: Significant at 5 percent, 1 percent and non- significant respectively 

 
 BAPنتایج مقایسه میانگین تیمارها در واکشت اول -3دولج

Table 3. Mean comparison results of treatments in first subculture BAP 

BAP 
زنمونهیر  

Explant 

 وزن تر کالوس
Fresh weight 

کالوس خشک وزن  

Dry weight 

1 mg.l-1  

Shoot 0.107cde 0.006d 

Leaf 0.263a 0.0126ab 

Meristem 0.062e 0.002e 

0.2 mg.l-1  

Shoot 0.252a 0.013a 

Leaf 0.168b 0.0105ab 

Meristem 0.147bcd 0.008cd 

0.1 mg.l-1  

Shoot 0.158bc 0.0116ab 

Leaf 0.163b 0.010bc 

Meristem 0.102de 0.0056d 

 .ای دانکن ندارندداری بر اساس آزمون چند دامنهاعداد دارای حروف مشترک، تفاوت معنیدر هر ستون 
In each column, means with at least one common letter are not significantly different based on Duncan's multiple range test  

 
 BAPتیمارها در واکشت دوم  میانگیننتایج مقایسه -4ولدج

Table 4. Mean comparison results of treatments in second subculture BAP 

BAP 
زنمونهیر  

Explant 

 وزن تر کالوس
Fresh weight 

خشک کالوس وزن  

Dry weight 

1 mg.l-1  

Shoot 0.179abc 0.01bc 

Leaf 0.224a 0.0135a 

Meristem 0.083e 0.004e 

0.2 mg.l-1  

Shoot 0.156bcd 0.0083cd 

Leaf 0.146cd 0.0083cd 

Meristem 0.114de 0.0063de 

0.1 mg.l-1  

Shoot 0.198ab 0.011ab 
Leaf 0.173bc 0.0103bc 

Meristem 0.098e 0.00466e 

 دانکن ندارند.ای داری بر اساس آزمون چند دامنهاعداد دارای حروف مشترک، تفاوت معنیدر هر ستون 
In each column, means with at least one common letter are not significantly different based on Duncan's multiple range test 

 

 با D-2,4 گرم بر لیترمیلی 4اکشت اول تیمار در وهمچنین 

با  D-2,4 گرم بر لیترمیلی 1و  گرم( 0125/0) ریزنمونه ساقه

گرم میلی 4شت دوم تیمار در واک و گرم( 0123/0) ریزنمونه برگ

دارای وزن خشک  گرم( 035/0) ریزنمونه ساقه و D-2,4 بر لیتر
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 زایی در واکشت اول برایترین کالوسضعیفمطلوبی بودند. 

-2,4 گرم بر لیترمیلی 2و  1به تیمار  وزن تر کالوس متعلق صفت

D و در  گرم 0633/0و  0021/0 به وزن به ترتیبریزنمونه ساقه  با
و  095/0ریزنمونه مریستم به ترتیب به وزن  واکشت دوم متعلق به

در واکشت اول  کالوس وزن خشک صفت برای .بود گرم 074/0

در واکشت  وگرم  0021/0وزن  با D-2,4 گرم بر لیترمیلی 1تیمار 

و  004/0به وزن به ترتیب  D-2,4گرم بر لیتر میلی 2و  1وم تیمار د
با ریزنمونه مریستم عکس العمل مطلوبی از خود نشان  گرم 005/0

  نداند.

 D-2,4اول  واکشت دریه واریانس صفات مورد مطالعه تجز نتایج-5جدول
Table 5. Analysis of variance results of studied traits in first subculture 2,4-D 

 منابع تغییر
S.O.V 

 درجه آزادی
df 

 وزن تر
Fresh weight 

 وزن خشک
Dry weight 

2,4-D 2 ns0.0024 **0.00001 
Explant 2 **0.0348 **0.00011 

2,4-D×Explant 4 **0.0075 **0.00001 
Error 18 0.0003 0.000001 

CV (%)  13.29 14.26 
 داردرصد و غیر معنی 1و  5دار در سطح احتمال معنیترتیب به: nsو *، ** 

.*, ** and ns: Significant at 5 percent, 1 percent and non- significant respectively 

 D-2,4واکشت دوم  دریه واریانس صفات مورد مطالعه تجزنتایج -6جدول
Table 6. Analysis of variance results of studied traits in second subculture 2,4-D 

 منابع تغییر
S.O.V 

 درجه آزادی
df 

 وزن تر
Fresh weight 

 وزن خشک
Dry weight 

2,4-D 8 **0.1565 **0.0003 
Explant 2 **0.1884 **0.0004 

2,4-D×Explant 4 **0.0804 **0.0001 
Error 18 0.0009 0.000002 

CV (%)  11.18 11.65 
 داردرصد و غیر معنی 1و  5دار در سطح احتمال معنیترتیب به: ns*، ** و 

.*, ** and ns: Significant at 5 percent, 1 percent and non- significant respectively 

 D.2,4نتایج مقایسه میانگین تیمارها در واکشت اول  -7 جدول
Table 7. Results of comparison of mean treatments in first subculture 2,4-D 

2,4-D 
زنمونهیر  

Explant 

 وزن تر کالوس
Fresh weight 

خشک کالوس وزن  

Dry weight 

1 mg.l-1 

Shoot 0.125cd 0.0073cd 
Leaf 0.211ab 0.0123a 

Meristem 0.049e 0.0021e 

2 mg.l-1 

Shoot 0.215ab 0.012ab 

Leaf 0.166bc 0.0115ab 

Meristem 0.0633e 0.0048de 

4 mg.l-1 

Shoot 0.233a 0.0125a 
Leaf 0.138cd 0.0086bc 

Meristem 0.112d 0.0066cd 

 ای دانکن ندارند.داری بر اساس آزمون چند دامنهاعداد دارای حروف مشترک، تفاوت معنیدر هر ستون 
In each column, means with at least one common letter are not significantly different based on Duncan's multiple range test 

 D-2,4نتایج مقایسه میانگین تیمارها در واکشت دوم  -8 جدول
Table 8. Results of comparison of mean treatments in second subculture 2,4-D 

2,4-D 
زنمونهیر  

Explant 

کالوس وزن تر  

Fresh weight 

خشک کالوس وزن  

Dry weight 

1 mg.l-1 

Shoot 0.178d 0.0111c 
Leaf 0.23cd 0.012c 

Meristem 0.095e 0.004d 

2 mg.l-1 

Shoot 0.28bc 0.014c 

Leaf 0.336b 0.02b 

Meristem 0.074e 0.005d 

4 mg.l-1 

Shoot 0.766a 0.035a 
Leaf 0.305bc 0.018b 

Meristem 0.192d 0.011c 

 ای دانکن ندارند.داری بر اساس آزمون چند دامنهاعداد دارای حروف مشترک، تفاوت معنیدر هر ستون 
In each column, means with at least one common letter are not significantly different based on Duncan's multiple range test  
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 بحث
های مدرن در یکی از مراحل اساسی در استفاده موفق از روش

یت با کیف های، تولید کالوساصلاح ژنتیکی گیاهان دارویی
 ,.Khalafalla et al)باشد های سبز رنگ و سفت( می)کالوس

های دست آمده از غلظتهای بهدر این تحقیق کالوس .(2010
سبز رنگ و با  D-2,4و  BAPهای رشد کنندهمختلف تنظیم

اه دانه توان در سیتولید کالوس را می کروی و سفت بودند. ساختار
د دست آوردر یک دوره زمانی کوتاه و در شرایط کنترل شده به

اغلب  انجوان گیاه های برگهای حاصل از ریزنمونهکه کالوس
 ,.Alemi et al)باشند دارای میزان رشد مناسب و قابل قبولی می

ارای د برگ ی حاصل از بافتهادر گیاه سیاه دانه ریزنمونه .(2013
باشد می هاتری نسبت به سایر قسمتزایی بیشسرعت کالوس

(Chand & Roy, 1980)  که نتایج آزمایش حاظراین موضوع را
  .مورد تأیید قرار داد
یاه سبرگ، ساقه و مریستم  یهاریزنمونه از ییزاجهت کالوس
 یهای رشد اکسین و سایتوکینین ضرورکنندهدانه، وجود تنظیم

های نمونهکه تمام ترکیبات هورمونی در این تحقیق برای ریز است
تغییر مقدار و  داشتهمراه دهی را بهمذکور کالوس

گیری در روند ، تفاوت چشمD-2,4و  BAPهای رشد کنندهتنظیم
کند که مطالعات متعددی در این رابطه زایی اعمال میکالوس

وجود دارد که تأیید کننده نتایج آزمایش حاضر است )ایزدی 
؛ 1396زاد و همکاران، ؛ سبحانی1392صادق ابادی و همکاران، 

  (.1395اران، حسین پناهی و همک
 هایکنندهف تنظیمهای مختلغلظتهمان طورکه گفته شد 

 MSبر تولید کالوس در محیط کشت پایه  BAPو  D-2,4رشد 
مختلف به تنظیم یهانمونهیزسزایی دارد و پاسخ رتأثیر به

تواند وجود متفاوت است که علت این امر می رشد هایکننده
اوت و همچنین تف های طبیعی داخلی گیاهسیتوکینین یا هورمون

انجام  طبق مطالعات باشد. سیاه دانهبذر های مختلف پاسخ ژنوتیپ
باشد که اغلب می BAPترین سیتوکینین در القاء کالوس شده مهم

 کالوس استفاده برای تولید در لیتر،گرم میلی 5/0های غلظت
. در این (Omidi and Seyed Tabatabaie, 2009)شود می

برای تولید کالوس  BAPدر لیتر  گرممیلی 1نیز غلظت پژوهش 
 دهی در محیط کشتو بهترین کالوس دارای کارایی بالایی بود

MS  کننده رشد تنظیمحاویBAP  در واکشت اول و دوم متعلق
( اذعان 1394مجد و همکاران ) .( بود3نمونه برگ )شکلیزبه ر

کالوسمیزان ریزنمونه برگ  در BAPنمودند با افزایش غلظت 
این نتایج تا حدودی با نتایج حاصل از  یابددهی افزایش می

تأثیر  BAPکاربرد  طور کلیبه آزمایش حاضر مطابقت داشت.
مثبتی بر روی ایجاد کالوس و حتی وزن تر کالوس داشت تا جایی 

غلظت این سایتوکینین مقدار وزن تر کالوس افزایش  افزایشکه با 
  یافت.

 (Meena et al., 2017)در پژوهشی که توسط مِنا و همکاران 
-2,4روی سیاه دانه انجام شد، مشاهده شد که محیط کشت حاوی 

D  دهی تنهایی جهت تولید کالوس مؤثر است و بهترین کالوسبه
به متعلق در واکشت اول و دوم  D-2,4رشد کننده در تنظیم

 .( بود2ریزنمونه ساقه )شکل
 

 
  D-2,4 گرم در لیترمیلی 4 در نمونه ساقهیزرحاصل از  کالوس-2شکل

Figure 2. Callus of stem explant in 4 mg/l 2,4-D 

 

 
 BAP  گرممیلی 1 درنمونه برگ  یزکالوس حاصل از ر -3 شکل

Figure 3. Callus of leaf explant in 1 mg/l BAP 

 نتیجه صحت این که دارند وجود متعددی مطالعات رابطه این در 

 ,.Sujatha et al., 2007; Basalma et al) دننکمی ییدتأ را

2008; Georges et al., 1993; Raha et al., 2003 et al., 
2001; Mandal.)  

 و دانه در زمینه پزشکیبا توجه به ارزش بالای گیاه سیاه 
توان از طریق کشت بافت برای تولید بیشتر این گیاه یداروسازی م

ه در سیا کالوستولید دوره زمانی  کوتاه بودن بهره برد. با توجه به
استفاده از تکنیک کشت بافت برای تولید ماده مؤثره  دانه،

صرفه میاز لحاظ اقتصادی و زمانی بسیار مقرون بهتایموکینون 
ای این گیاه، با استفاده از کشت درون شیشهطوری که . بهباشد

دسترسی به منبع اولیه دارو در شرایط کنترل شده و تولید و افزایش 
گردد و لازمه این فرایند دستیابی پذیر میترکیبات جدید نیز امکان

 باشد.در سیاه دانه میدهی جهت کالوسبه یک روش مناسب 
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Abstract 

Black seed is one of the most important medicinal plant in the family Alaleh. This plant content of different 

medicinal compounds which is used to produce a variety of medications for the treatment of diseases. 

According to the value of the medications of this plant, limited studies have been done on tissue culture. In the 

present study, the rate of callus induction was provided of leaf, meristem and shoot of black seed on medium 

culture MS containing of growth regulator BAP and 2,4-D, respectively in three levels of 1, 2 and 4 mg/l of 

2,4-D hormone and 0.1, 0.2 and 1 mg/l of BAP hormone was investigated. Each of growth regulator was 

studied as a factorial experiment in a completely randomized design with three replications on MS medium. 

After each subculture period traits fresh weight and dry weight were measured. The result of analysis of 

variance showed that interaction of growth regulators and explant for the studied traits first and second 

subculture were significant. The result of comparison of mean showed that the best treatment in first and 

second subculture BAP hormone belongs to leaf explant in concentration 1 mg/1 were fresh weight 0.266 and 

0.224 g respectively. In growth regulator 2.4-D was observed the best treatment belongs to leaf explant in 

concentration 4 mg/l were fresh weight 0.233 and 0.766 g respectively.  

Keywords: Growth regulators, Meristem, Medicinal plant, Explant  
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