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 )Bunium persicum Boiss(. در زیره سیاه یکیسومات ییزا نیجن و یی کال زایبررس
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  17/4/1391: ، تاریخ پذیرش23/12/1390: تاریخ دریافت

  
  چکیده

رغم اهمیت دارویی علی از خانواده چتریان است که گیاهی) .Bunium persicum Boiss(زیره سیاه 
  اهلی نشده در کشورمانزنی و طول دوره رویش طولانی، تاکنون مشکلات ناشی از جوانهخاطرفراوان، به 

 جهت کاهش طول تواند ، میکشت بافت نظیر ییها یکتکن .روید صورت وحشی می و در طبیعت بهاست 
در جهت بهینه سازي رشد جنین هاي سوماتیک،   تحقیق در این.مؤثر باشددوره رویش در این گیاه بسیار 

هاي  ریزنمونهاز  .مورد مطالعه قرار گرفت  و تولید بذر مصنوعیییدارو گیاه این شدن ي تجارو تولید
 هورمونی مختلف تیمار 14 با  MSمحیط کشت و  اصفهان منطقه پیکوتاهیپوکوتیل و برگ کوتیلدونی 

 و بر لی فاکتوربصورت آزمایش .دیگرد استفاده یکی سوماتي هانی کالوس و جندی تولزانی میبررسجهت 
بهترین ریزنمونه جهت تولید جنین . اجرا گردید تکرار 4 و در يا مشاهده چند ی طرح کاملاً تصادفهیپا

 mg/l Kin 5/0mg/l هورمونی ترکیب ، جهت کالوس زایییهورمونپوکوتیل و بهترین تیمار  هی،یکیسومات

NAA+ 1 و mg/l NAA1  و جهت باززایی جنین رویشیmg/l 2ip2/0  +mg/l IBA01/0 +2/1MS می 
. ندد رشد طبیعی نشان داIBA و اکسین 2ip حاوي سیتوکینین MS جنین هاي تولیدي در محیط کشت .دباش

با توجه به مشکلات ناشی از جوانه زنی بذور در زیره سیاه، تولید بذر مصنوعی در آن از اهمیت ویژه اي 
تولید بذر مصنوعی در زیره در این پژوهش، با توجه به موفقیت تولید جنین هاي سوماتیکی . برخوردار است

  . ردیگقرار بررسی می تواند مورد سیاه 
  .کیسومات ییزا نیجن کالوس، ،ي برگ لپه ایپوکوتیل،هزیره سیاه، : کلمات کلیدي
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  مقدمه
 از x2 =n2= 14زیرة سیاه گیاهی با 

است که از ) Umbelliferae (چتریان خانواده
 محسوب جهان در دارویی گیاهان ترینپرسابقه

 و شرق شرق، شمال مرکز، در گیاه این. شود می
 ,.Ranjbarian et al(روید   ایران میجنوب

 هاي رفع ناراحتی درآن اسانس بذر و )2004
 از ناشی هايدرد و نفخ جمله از گوارش سیستم
هاي آسم و  بیماري نیز و هامسمومیت و گوارش
 ,.Boskabady et al ( است مؤثر بسیاردیابت  

 داراي تأثیرات مطلوب سیاه زیره سانسا. )2004
هاي خون، کبد، پانکراس و روند بر فعالیت آنزیم

ماده . )Agrawal et al., 1979( آنهاستمتابولیسم 
و » آلدهید کومین«، در این گیاهمؤثره اسانس 

قارچی  باشد که داراي تأثیر ضد می» پاراسیمن«
 زیره چه اگر .)Ranjbarian et al., 2004( هستند
صورت   کوچک و به هايمزرعه در غالباًسیاه 

 کار ومحدود در نقاطی از کشورمان کشت 
 این گیاه دارویی سازياهلی تاکنون ولی گردد می

جز  صورت نگرفته است و بهارزشمند در ایران 
در چند کشور جهان، هیچ رقم زراعی از آن 

 .)Sasani et al., 2006(معرفی نشده است 
طولانی بودن طول دوره رویش، وجود خواب 

 از زنی،جوانه جهت سرما تیماربذر و نیاز به پیش
 Sharifi(  این گیاه جلوگیري کرده استشدناهلی

et al.,2003(. کردن طول کوتاه ي از راههایکی 
 اسی در مقیی دارواهانی گدیتولدوره رشد و 

 يها نیجن توسعۀ و دی تولي و تجارعیوس
 کشت بافت قی طراز یجنس ریغ ای یکیسومات

 از ي مجموعه اک،یسومات ییزا نی جندر. است
 نیا. دهند ی م نی جنلی تشک،یرجنسی غيسلول ها

 طی و در محودهب یگوتی زيها نی جنهی شبها نیجن
.  شوندلی به نهال تبدتوانند یکشت مناسب م

 کی سوماتییزا نی با استفاده از جناهانی گییباززا
 اهانی گيها  از گونهياری سلول، در بسکیاز 

 Ebrahimie et ( است دهی به اثبات رسییدارو

al., 2003; Valizadeh et al., 2009(.  
 ,.Valizadeh et al( مکارانولی زاده و ه

 رهیز يزا نیجن يها کالوس جادیا يبرا )2008
-2,4 ي مختلف هورمون هاي از غلظت هایپارس

D و NAAبا بی بطور جداگانه در ترک kin 
 کالوس نیبهتر يو قیتحقدر . نداستفاده کرد
 و نی اکسي غلظت بالا بايمارهایمربوط به ت

 نی رشد جني براقی تحقنیدر ا.  بودنینیتوکیس
 هی کشت پاطی بدست آمده از محیکی سوماتيها

MSاستفاده شد نینتی مختلف کي در غلظت ها 
 عکس العمل مشاهده شده مربوط به نیکه بهتر

 و یمیابراه.  بودنینتی کتری گرم در لیلی م1 ماریت
از محور  )Ebrahimie et al., 2003(همکاران 

 رهی زبافتدر کشت ) افتهی برش نیجن (ینیجن
 چیسبز استفاده کردند و در زمان کوتاه و بدون ه

. افتندی مناسب دست یی به باززا،یگونه واکشت
 2/0 ی هورمونبی با ترکB5 کشت، طیمح نیبهتر

 1 و) IAA (دی اسکی استندولی اتری گرم در لیلیم
 ای BAP) (نینوپوریآم لیبنز تریل در گرم یلیم

 و NAA تری گرم در لیلی م2/0 ی هورمونبیترک
واخلو .  بودBAP تری گرم در لیلی م2/0
)Wakhlu et al.,1990( ي هاکارپی کشت مراز 
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 یلی م2 ي حاوMS کشت طی در محی پارسرهیز
 ،Kin تری گرم در لیلی م4 و D-2,4 تریگرم در ل

 یکیسومات يها نیجن. آورد بدست کالوس
 1 ي حاوای و هی کشت پاطی در محآمده بدست

 شهی بالغ و ري هانی جننینتی کتری گرم در لیلیم
 )Sharifi et al., 2003( یفیشر.  نمودندجادیدار ا
 در کشت ي و برگ لپه الیپوکوتی هزنمونهیاز ر

اصل از ح کالوس.  استفاده کردی پارسرهیبافت ز
 2 ي حاوB5 طی در محی پارسرهی زلیپوکوتیه
 تری گرم در لیلی م2 و NAA تری گرم در لیلیم

Kinجوانه و لیتشک.  داشتي ترعی رشد سر 
 تری گرم در لیلی م1/0 در ل،یپوکوتیساقه در ه

NAA تری گرم در لیلی م2 و Kinنی جنلی و تشک 
 یلی م5/0 ي حاوMS طی در محیکی سوماتيها

 .Valizadeh et al.  بودشتری بD-2,4 تریگرم در ل
 B5 کشت طی و محینیاز محور جن )2009(

 به D-2,4 و NAA مختلف ي غلظت هايحاو
 ی پارسرهی زیی باززاي براKin همراه با ای ییتنها

 بی کالوس از ترکتعداد نیشتریب. استفاده کردند
 یلی م2 و D-2,4 تری گرم در لیلی م1/0 یهورمون

 و NAA تری گرم در لیلی م1 ای Kin تریگرم در ل
 نیبراساس ا. بدست آمد Kin تریل گرم در یلی م2

 یی باززاي برانینیتوکی وجود هورمون سقیتحق
 ي القای فراواننیشتریب. ستی نی الزامی پارسرهیز

 یلی م2 ی هورمونبی از ترکزی نیکی سوماتنیجن
  . بدست آمدD-2,4 تریگرم در ل
 مختلف، استفاده از یی باززاشاتی آزمادر
 لیکوتپوی قطعات هبخصوص یی هواياندامها

 يها شاخساره دیتول جهت عی رشد سرلیبدل

 بوده همراه يتر مطلوب جینتا با و تر جیرا نابجا
 ي هاستمی مرلی اکثر مطالعات، تشکدر. است

 آن يبررو و کالوس لی تشکقیشاخساره از طر
 ؛)Dixon & Gonzales, 1994( ردیگ یم صورت

 تی اهمزی حازنمونهی ریی کالوس زازانی منیبنابرا
 ، هر روش ریزازدیاديدر گر،ید يسو از. است
 مرحله تکثیر مفید بودن آن روش را تعیین غالباً
سیل زایی سوماتیکی ثانویه داراي پتان جنین. کند می

بعلاوه . باشد بالائی براي تکثیر انبوه گیاه می
 يراهکارزایی سوماتیکی ثانویه به عنوان  جنین

هاي جنینی از   جهت تولید متابولیت  مناسب و مهم 
اي پیشنهاد    هاي ذخیره  ها و پروتئین  قبیل چربی

  .)Raemakers et al., 1995( شده است
 مطالعه اي درخصوص جنین زایی تا کنون

سوماتیکی با استفاده از ریزنمونه هاي هیپوکوتیل 
 صورت MSو برگ کوتیلدونی در محیط کشت 

با توجه به اهمیت تولید جنین هاي . نگرفته است
 زانی می بررسبا هدف پژوهش اینسوماتیکی 

 از یکی سوماتي هانی کالوس و جندیتول
 در و برگ کوتیلدونی هاي هیپوکوتیل ریزنمونه

 تیمار هورمونی مختلف 14 با  MSمحیط کشت 
 اجرا مار،یت و زنمونهیر نی بهتریی شناساجهت

  .دیگرد
  

  ها روش و مواد
   القا و تولید کالوس مرحله

 منطقه پیاکوت به متعلق سیاه زیره بذور
 بعنوان اصفهان ابانکیب و خور خنچ آباد نیحس
 قرار ستفادها مورد قیتحق مورد يها پیژنوت
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 به بذور اي، لپه  برگ تولید منظوربه. گرفت
 افتندی انتقال شده استریل ماسه حاوي هايگلدان

 هفته 8به مدت  سطحی کشت شده و صورتبه و
 نیا.  قرار گرفتندگراد ی درجه سانت -4در سرماي 

 ری و امکان پذنی جهت رشد جنیدوره سرماده
  استيشدن خروج آن از داخل بذر ضرور

)Valizadeh et al., 2009( .در تسریع جهت 
 از ، محیط سرماي بر علاوه بذور، خواب شکستن
 و نوبت سه در ppm 50 اسید جیبرلیک محلول

 آب همراهبه یکبار هفته 3 هر زمانی فاصله با

 بذور، زدنجوانه از پس. دیگرد استفاده آبیاري
 عنوان به هیپوکوتیل و کوتیلدونی برگ قطعات

 درصد 1/0 کلرومرکوریک با و انتخاب ریزنمونه
عفونی شدند و سپس با آب  ضد دقیقه یک مدتبه

ریزنمونه ها به . اتوکلاو شده، آبکشی گردیدند
 سانتیمتر تقسیم شده و در 5/0قطعاتی به طول 

 & MS ) Murashige حاوي محیط کشت ظروف

Skoog, 1962(  تیمار هورمونی مختلف 14با 
  ). 1جدول  (دقرار گرفتن

  
تیمارهاي هورمونی مورد استفاده در کشت هیپوکوتیل و برگ کوتیلدنی در محیط کشت  -1جدول 

MSیکی سوماتنی جندی، جهت تول.  
Table 1- Hormone treatments in hypocotyl and cotyledon leaf in MS medium to 
produce somatic embryos. 
 

تیمار کد  

Treatment 

Code 

  (mg/l) هورمونی تیمار

Hormones 

  تیمار کد

Treatment 

Code 

  (mg/l) هورمونی تیمار

Hormones 

A 1mg/l NAA +0.5mg/l Kin H 4mg/l 2,4 -D 
B 1mg/l NAA I 2mg/l Kin +2mg/l 2,4 -D 
C 2mg/l NAA J 2mg/l Kin + 2mg/l NAA 
D 0.5mg/l Kin +0.5mg/l 2,4 -D K 1mg/l Kin + 2mg/l NAA 
E 1mg/l 2,4 -D L 1mg/l Kin +2mg/l 2,4 -D 
F 2mg/l 2,4 -D M 0.5mg/l 2ip + 1mg/l  IBA 
G 0.2mg/l BA N 0.05mg/l TDZ +0.5mg/l IBA 

  
 طرح هی و بر پالی بصورت فاکتورآزمایش

 انجام تکرار 4 در يا مشاهده چند یکاملاً تصادف
 و ییروشنا ساعت 16 شرایط در ها کشت. گرفت

 19 و 25 دماي در ترتیببه تاریکی ساعت 8

 رشد اتاقک در هفته 4 مدتبه و گرادسانتی درجه
 کالوس تولید از برداريیادداشت. شدند داري نگه

 4 از پس زین هیپوکوتیل و یلدونیکوت يها برگ از
 تراکم حجم، وزن، صفات و گردید انجام هفته
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 درصد و ییزاکالوس درصد کالوس، بافت
 عرض طول،. دندیگرد يبردار ادداشتی ییزا نیجن
 متريمیلی کاغذ کمکبه کالوس ارتفاع و

وزن . گیري شد و حجم آن محاسبه گردید اندازه
 مراحل از. شد گیري کالوس نیز با ترازو اندازه

هاي تولید شده، توسط میکروسکوپ  جنین تکامل
با توجه به .  شد عکس گرفته100با بزرگنمایی 

 يها ها پس از آزمون، دادهنرمال نبودن داده
حاصل از صفات وزن، حجم و تراکم بافت 

 رسانده 1/0کالوس، جهت نرمال شدن به توان 
 در Box-Coxکمک فرمان  این تبدیل به. شدند

 نیتر انتخاب شد و مناسبMinitabنرم افزار 
. دیگرد یابیارز ها داده شدن نرمال جهت روش

 زایی جنین درصد از حاصل يها داده آنالیز هتج
 هر در آنها درصد ابتدا نیز زایی کالوس درصد و

 معکوس، لیتبد از پس و گردید محاسبه تکرار
  .  ارزیابی شدندSAS افزارنرم با

  
  هیثانو يها نیجن ریتکث و دیتول مرحله
 يهاجنین ه،یثانو نیجن دیتول منظوربه
 ییزانیجن برتر طیمح سه به هیپوکوتیل، از حاصل
.  کشت شدندزنمونهی رعنوانبه و دندیگرد منتقل

 چند تصادفی کاملاً طرح قالب در آزمایش
 در هانمونه. شد انجام تکرار 4 در و يا مشاهده
 تاریکی ساعت 8 و نور ساعت 16 شرایط

 گرادسانتی درجه 19 و 25 دماي در ترتیببه
شت  هفته یاددا4نگهداري  شدند و پس از 

 وزن، ه،یثانو يهانیجن تعداد. دندیبرداري گرد
 و شد يریگاندازه کالوس بافت تراکم و حجم

 معرفی ثانویه جنین تولید براي محیط بهترین
  .گردید

  
  یشیرو يها نیجن ییباززا مرحله
 جهت مناسب رشد محیط یافتن منظوربه
هاي   جنین،گیاهچه به یشیرو يها جنین تبدیل

 تیمار هورمونی 17 با MSکشت تولیدي به محیط 
 16 شرایط  و در)2 جدول(مختلف انتقال یافتند 

 دماي در ترتیب به تاریکی ساعت 8 و نور ساعت
. شدند نگهداري گرادسانتی درجه 19 و 25

آزمایش در قالب طرح کاملاً تصادفی چند 
و )  نمونهزی ر4 کشت، طیدر هر مح (يا مشاهده

 صفات هفته، 8 از پس. گرفت انجام تکرار 3در 
 و ساقه، رنگ برگ، شکل بودن یعیطب برگ، رنگ

جدول  (دندیگرد يبردارادداشتی شهیر تیفیک
 ارزیابی جهت صفات، بودن کیفی به توجه با). 3

 استفاده پارامتريغیر يآمار هاي روش از ها داده
  و Kruskal-Wallis هاي آزمون با جینتا و گردید

Mann-Whitneyرافزانرم توسط SPSSیابی ارز 
  .شدند

  يا شهیش برون طیشرا با يسازگار مرحله
 با سازگاري جهت یافته رشد هاي گیاهچه

 شده عفونیضد خاك حاوي هاي گلدان به ط،یمح
: پیت 1 و کولایتورمی 2/1: پیت 1(با ترکیب 

 پلاستیکی پوشش با و یافتند انتقال) پرلیت 2/1
 یک از پس و جیبتدر پوشش نیا. شدند احاطه
  .شد برداشته ها گلدان روي از هفته
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  .سازي محیط کشت جنین براي باززایی گیاه از جنین جهت بهینهتیمارهاي هورمونی مختلف  - 2جدول 
Table 2- Different hormone treatments to make an optimized medium for regeneration 
plantlets from embryos. 
  کد تیمار

Treatment 
Code  

  (mg/l)تیمار هورمونی
Hormones  

B1 MS 
B2 MS1/2 
B3 MS1/2 +0.01mg/l IBA 
B4 MS1/2 +0.01mg/l IBA +0.2 mg/l BA 
B5 MS1/2  +0.01 mg/l IBA + 0.2 mg/l 2ip 
B6 MS1/2 +0.01mg/l IBA + 0.1mg/l BA +0.1 mg/l 2ip 
B7 MS1/2  +0.01 mg/l IBA +0.5 mg/l 2ip 
B8 MS1/2 +0.01mg/l IBA + 0.1mg/l BA +0.1 mg/l Kin 
B9 MS1/3 

B10 MS1/3 +0.01 mg/l IBA 
B11 MS1/3 +0.01mg/l IBA + 50ppm Asparagin + 50ppm Glutamine + 50ppm Arjenin 
B12 MS1/3 +0.01 mg/l NAA 
B13 MS1/3+ 0.01 mg/l NAA + 50ppm Asparagin + 50ppm Glutamine + 50ppm  

Arjenin 
B14 MS1/3+ 0.1 mg/l NAA + 50ppm Asparagin + 50ppm Glutamine + 50ppm  

Arjenin 
B15 MS1/3 (0.5 Nitrate) +0.01 mg/l NAA 
B16 MS1/3 (0.5 Nitrate) +0.01 mg/l NAA + 50ppm Asparagin + 50ppm Glutamine 

+ 50ppm Arjenin 
B17 MS1/4 

هاي بهینه سازي رشد  هاي حاصل از رشد جنین در محیط بندي صفات حاصل از گیاهچه  کد-3جدول
  .جنین

Table 3- Traits coding of plantlets produced from embryos in optimized medium. 
 

  کد
Code 

  نوع برگ
Leaf type 

  کد
Code 

  کیفیت ریشه
Root quality 

  کد
Code 

 شکل برگ
Leaf shape 

  کد
Code 

  رنگ ساقه
Stem color 

  کد
Code 

  رنگ برگ
Leaf color 

 سبز طبیعی 7 سبز طبیعی 5 طبیعی 3 طبیعی 3 مرکب 1

 6 بنفش-سبز 4 کمی غیر طبیعی 2 پفکی 2 کوتیلدونی 2

سبز با نوك 
 سوخته

 5 بنفش 3  و دفرمهغیر طبیعی 1 عدم ریشه 1  

سبز با نوك 
 آلبینو

 بنفش 4 سیاه 2      

 آلبینو-بنفش 3 آلبینو 1      

 آلبینو 2        

 نکروزه 1        
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   جینتا
   القا و تولید کالوس مرحله

 ،ییزا  رفته جهت کالوسکاربه ماریت 14 از
 وزن، نیشتری کالوس نمودند که بدی تولماری ت10

حجم و تراکم بافت کالوس مربوط به تیمار 
در ارتباط با وزن .  بودmg/l NAA 1حاوي 

 با mg/l NAA 1 حاوي ماریلوس، تفاوت تکا
 mg/l و mg/l Kin 5/0mg/l NAA+1 يمارهایت

NAA 2 از نظر حجم .) و1شکل (بود دار یمعن 
 با mg/l NAA  1 حاوي ماریکالوس تفاوت ت

 نبود دار ی معنmg/l Kin 5/0mg/l NAA+1ماریت
و در مورد صفت تراکم بافت )  د1شکل (

 با mg/l NAA  1حاوي  ماریکالوس، تفاوت ت
 mg/lو mg/l Kin 5/0mg/l NAA + 1يمارهایت

NAA 2 ارزیابی).  ي1شکل  (نبود دار یمعن 
ها نشان داد که تفاوت بین وزن، حجم و  داده

هاي هیپوکوتیل و  تراکم بافت کالوس در ریزنمونه
دار است و  هاي کوتیلدونی کاملاً معنی برگ

د کالوس  هیپوکوتیل جهت تولی ریزنمونه
 درصد). ج- الف1شکل هاي (تر است  مناسب
 و% 81 لیپوکوتیه يها زنمونهیر در ییزا کالوس

 با که شد یابیارز% 75 ،یلدونیکوت يها برگ در
 جدول (داشتند يدار یمعن يآمار تفاوت گریکدی
مربوط به %) 93 (ییزا  درصد کالوسنیشتریب). 4
 mg/l Kin5/0mg/l با ترکیب هورمونی ماریت

NAA+ 1 مارهایت ریسا با آن تفاوت که باشد یم 
 یشیرو نیجن دیتول).  الف2شکل  (است دار یمعن
   . مشاهده شدلیپوکوتی هيها زنمونهیر در تنها
  

  هیثانو يها نیجن ریتکث و دیتول مرحله
 و mg/l NAA  1 ،mg/l NAA  2تیمارهاي 

mg/l Kin  5/0mg/l NAA+   1)  تیمارهاي برتر
، جهت تولید جنین )ید جنین از هیپوکوتیلتول

ثانویه استفاده شدند و پس از دوهفته تولید جنین 
بیشترین تعداد جنین ثانویه در . رویشی نمودند

 مشاهده شد که  mg/l NAA+0.5 Kin  1تیمار
 3شکل  (دار بود تفاوت آن با سایر تیمارها معنی

بیشترین وزن و بیشترین حجم کالوس نیز در  .)د
در وزن کالوس، .  مشاهده شد mg/l NAA  1 یمارت

 mg/l Kin  5/0mg/l با تیمار  mg/l NAA  1 تیمار

NAA+   13شکل  (داري نشان نداد   تفاوت معنی (
 با سایر   mg/l NAA 1اما در حجم کالوس، تیمار 

). 3شکل (داري نشان داد  تیمارها تفاوت معنی
  mg/l Kinر تیمار بیشترین تراکم بافت کالوس د

5/0mg/l NAA+   1 مشاهده شد که تفاوت آن با 
 مطالعات) 3شکل  (دار بود سایر تیمارها معنی

ها از لحاظ  جنین که داد نشان یکروسکوپیم
تکامل، هر سه مرحله کروي، قلبی و اژدري را 

  ). 4شکل(کاملاً طبیعی به پایان رساندند 
  

  یشیرو يها نیجن ییباززا مرحله
 رشد و ییباززا يساز نهیبه به مربوط جیتان

 رنگ لحاظ از تیمار بهترین که داد نشان نیجن
 و ساقه رنگ برگ، شکل بودن طبیعی برگ،

+  B)mg/l 2ip2/0 5 تیمار گیاهچه، ریشه کیفیت
mg/l IBA01/0 +2/1MS (باشد می) 5شکل .(

 Mann-Whitneyو Kruskal-Wallis آزمون جینتا
 برتر و مقایسه آن با سایر ارمیجهت تعیین ت
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 تیمار بررسی شده، 17تیمارها نشان داد که از 
 سازيتیمار مذکور، بهترین محیط جهت بهینه

 باشد میو تبدیل آنها با گیاهچه  جنین رشد
ضمناً اثر نوع برگ ). 5 و شکل6 و 5جداول (

نیز روي صفات ) برگ مرکب و برگ کوتیلدونی(
محیط رشد جنین، حاصل از تیمارهاي هورمونی 

  .داري نشان نداد اثر معنی

  

  )A ( الف
  

  )C (ج  )B (ب

  )F (ي  )E (و  )D (د 
، )الف، د ( مقایسه اثر تیمارهاي هورمونی مختلف و نوع ریزنمونه بر میانگین حجم کالوس-1شکل 

  .)ج، ي ( و میانگین تراکم بافت کالوس)ب، و (میانگین وزن کالوس
Figure 1- Comparison of different hormone treatments and explant type on volume 
(A,D), fresh weight (B,E) and tissue density (C,F) of callus. 
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  )B (ب

 
 )A (الف

  . در تیمارهاي هورمونی مختلف)ب (زایی  و درصد جنین)الف (زایی  مقایسه درصد کالوس-2شکل 
Figure 2 Comparison of callogenesis (A) and embryogenesis (B) percentage under 
different hormone treatments 
 

  
    )B (ب

  )A (الف

  
  )D (د

  
  )C (ج

 )د( و تعداد جنین هاي ثانویه)ج(، تراکم بافت کالوس)ب(، حجم)الف( مقایسه میانگین وزن-3شکل 
  .هاي هیپوکوتیل حاصل از کشت جنین

Figure 3. Comparison of weight (A), volume (B), density (C) and secondary embryos (D) 
produced from hypocotyl explant 
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 شروع -c مرحله کروي، - b وa.  مراحل تکامل جنین تولید شده از هیپوکوتیل در زیره سیاه-4شکل

  . مرحله اژدري-fو e  مرحله قلبی، -dمرحله قلبی، 
Figure 4- Evolutionary process of embryo from hypocotyl in black cumin. a,b-globular 
stage, c-heart inititation, d-heart stage and e,f-torpedo stage 
 

  )B (ب  )A (الف

  )D (د  )C (ج
  و کیفیت)ج(، رنگ ساقه)ب(ها ، طبیعی بودن گیاهچه)الف( مقایسه میانگین رتبه رنگ برگ-5شکل 
  .ها درتیمارهاي مختلف در آزمون کروسکال والیس  حاصل از گیاهچه)د(ریشه

Figure 5- Mean comparison of leaf color (A), normality of plantlets (B), stem color (C) 
and root quality (D) rank of different treatments using Kruskal-Wallis test. 
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زایی در دو ریزنمونه  زایی و درصد جنین یانس صفات درصد کالوس خلاصه تجزیه وار-4جدول 
  . کوتیلدونی هیپوکوتیل و برگ

Table 4- ANOVA results for callogenesis and embryogenesis percentage in two explants 
-hypocotyl and cotyledon leaf. 

ns :   1%اختلاف معنی دار در سطح احتمال : **و  %    5اختلاف معنی دار در سطح احتمال : *عدم اختلاف معنی دار  
ns,*, **: non-significant, significant and highly significant ( P<0.05 and P<0.01), respectively 

 
  يا شهیش برون طیشرا با يسازگار مرحله

هاي منتقل شده  در مرحله سازگاري، گیاهچه
% 45رشد طبیعی نشان دادند که % 72به گلدان، 

 روز، برگ 35آنها وارد مرحله نمو  شده و پس از 
 هاگیاهچه). 6شکل  (مرکب فرعی تولید نمودند

  . مرحله رویشی را کاملاً طبیعی به پایان رساندند
 

  
  )A (الف

  
  )B (ب

  
  )C (ج

و مراحل سازگاري و انتقال ) الف( طبیعی حاصل آزمایش بهینه سازي رشد جنین   گیاهچه-6شکل 
گ مرکب و مشاهده نمو، تشکیل بر) ب( روز 10ها به گلدان شامل برداشتن پوشش پس از  گیاهچه

  ).ج( روز از آغاز کشت در گلدان 35جدید پس از 
Figure 6- Normal plantlet produced from optimized embryo culture (A), acclimatization 
and transfer of plantlets into the pots and discard cover after 10 days (B) and 
development and adult leaf production, 35 days after transfer into pots (C). 

  
  

R2 %CV. MS df 
  منابع تغییرات

Source of Variations 

75/0  62/12   درصد کالوس زایی 1 **10607 
Callogenesis percentage 

77/0  01/11  79497064** 1 
  درصد جنین زایی

Embryogenesis percentage  
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  .با سایر تیمارها) B5(  یاmg/l 2ip2/0  +mg/l IBA01/0 +2/1 MS(سه تیمار برتر ی جهت مقا مان وایتنی آزمون- 5جدول 
Table 5- Mann-Whitney test to comparison of the best treatment (B5) with other treatments. 

  رنگ برگ
Leaf color 

  طبیعی بودن شکل برگ
Leaf shape 

  رنگ ساقه
Stem color 

  کیفیت ریشه
Root quality   

Asymp. 
sig. 

Mann-
Whitney U 

Asymp. 
sig. 

Mann-
Whitney U 

Asymp. 
sig. 

Mann-
Whitney U 

Asymp. 
sig. 

Mann-
Whitney U مقایسه تیمارها 

1 ns 72 0** 0 317/0  ns 66 0** 0 B5,B1 
002/0 ** 30 0** 6 0** 18 0** 0 B5,B2 
002/0 ** 30 001/0 ** 5/19  002/0 ** 30 006/0 ** 36 B5,B3 
002/0 ** 30 0** 6 006/0 ** 36 0** 0 B5,B4 
07/0 * 48 105/0  ns 48 002/0 ** 30 002/0 ** 30 B5,B6 

006/0 ** 54 105/0  ns 48 002/0 ** 30 032/0 * 48 B5,B7 
0** 36 66/0 ** 66 001/0 ** 24 006/0 ** 36 B5,B8 
015/0 * 6 0** 18 0** 0 0** 0 B5,B9 
006/0 ** 42 185/0  ns 52 0** 12 0** 18 B5,B10 
0** 36 028/0 * 5/34  07/0 * 54 0** 12 B5,B11 
0** 0 026/0 * 5/37  0** 0 0** 6 B5,B12 
0** 0 012/0 * 33 0** 0 001/0 ** 24 B5,B13 
0** 18 038/0 * 5/45  0** 6 0** 18 B5,B14 
0** 18 216/0  ns 54 317/0  ns 66 0** 18 B5,B15 
0** 0 0** 0 0** 0 0** 0 B5,B16 
0** 0 0** 5/4  0** 0 0** 0 B5,B17 

ns                           :   1%اختلاف معنی دار در سطح احتمال : **و  %    5اختلاف معنی دار در سطح احتمال : * عدم اختلاف معنی دار  
ns,*, **: non-significant, significant and highly significant ( P<0.05 and P<0.01), respectively 
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  .سازي رشد جنین جهت مقایسه تأثیر برگ  مرکب و کوتیلدونی در نتیجه حاصل از بهینهمان وایتنی  آزمون - 6جدول 
Table 6- Mann-Whitney test to comparison of leaf types on embryo growth. 

  رنگ برگ
Leaf color 

  طبیعی بودن شکل برگ
Leaf shape 

  رنگ ساقه
  Stem color 

  کیفیت ریشه
  Root quality   

Asymp. 
sig. 

Mann-
Whitney U 

Asymp. 
sig. 

Mann-
Whitney U 

Asymp. 
sig. 

Mann-
Whitney U 

Asymp. 
sig. 

Mann-
Whitney U 

919/0  ns 72 655/0  ns 5/4915  876/0  ns 5027 646/0  ns 4912 

برگ مرکب و برگ مقایسه 
  کوتیلدونی

Comparison of leaf type 
ns                            :ف معنی دار  عدم اختلا  

ns : Non significant   
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  بحث
ها مانند هویج و یونجه،   برخی از گونهدر

هاي گیاهچه قادر به تولید جنین  تمام اندام
دهنده بیان گسترده توانایی  باشند که نشان می

زایی در این گیاهان است اما در اغلب  جنین
هاي  ها، تولید جنین محدود به بافت گونه

 در. )Neumann, 2006(شود  یاه میمشخصی از گ
 به پاسخ از شیبی گیاهی، مختلف هاي بافت میان

هاي   که در بافتطوري به دارد، وجود زایی جنین
با منشاء جنینی این پاسخ بیشتر بوده و به سمت 

بد یا  برگ و ریشه کاهش میل،یپوکوتیلپه، ه
)Neumann, 2006( .دیدر پژوهش حاضر نیز تول 

.  صورت گرفتلیپوکوتی هزنمونهی در رنیجن
القاء جنین سوماتیکی از قطعات هیپوکوتیل در 

 Sharifi et ( شده است گزارشB5 محیط کشت 

al., 2003; Valizadeh et al.,2009( .دیاما از تول 
 ،MSشت  کطی در محلیپوکوتی از هنیجن

 نیجن القاء. است نگرفته صورت یگزارش
 طیمح در نیز اهیس رهیز کارپیمر از کیسومات
 ,.Wakhlu et al (  گزارش شده است MSکشت

 در نبودند قادر ها جنین که طی آن )1990
 مرحله وارد کروي مرحله از ، D-2,4حضور

 اثر این. شوند کامل جنین سپس و شکلقلبی
 در مورد سایر گیاهان  D-2,4هورمون بازدارندگی

خانواده چتریان همچون هویج و کرفس معمولی 
 ,.Ammirato et al(نیز گزارش شده است 

 رشد،  کننده تنظیم هايروهگ بین در. )1971
 از ها سلول انتقال در را کاربرد بیشترین ها اکسین

 ,.Victor et al( دارند جنینی به رویشی فرم

 پروتکل اخیر 124از % 80در بیش از . )1999
هاي سوماتیکی در حضور  منتشر شده، القاء جنین

ها  تنهایی و یا در ترکیب با سیتوکینین اکسین به
 بعضی موارد در .)Gaj, 2004(گزارش شده است 

عنوان تنها منبع القاء جنین  ها به نیز سیتوکینین
از . )Bronner et al., 1994(اند  گزارش شده

زایی   مرور شده، جنین اي  گونه دولپه65مجموع 
 گونه در محیط بدون هورمون، 17سوماتیکی در 

 25 گونه روي محیط حاوي اکسین و در 29در 
گونه روي محیط حاوي سیتوکینین گزارش شده 

در میان . )Raemakers et al., 1995(است 
ها، بیشترین گزارشات تولید جنین  اکسین

 بوده است D-2,4سوماتیک، مربوط به هورمون 
 مشاهده شده است که اسیدي چندهر%). 49(

 D-2,4کردن محیط در حضور غلظت مناسب از 
، سبب ممانعت از )mμ10(زایی  براي جنین

گردد اما اسیدي کردن محیط در  زایی می جنین
زایی مناسب   براي جنینD-2,4 لظتغشرایطی که 

زایی را سبب  ، تحریک جنین)mμ1(نیست 
-2,4پس از . )Pasternak et al., 2002(شود  می

D،هاي   هورمونNAA) 27(% ،IAA) 6(% ،IBA 
، در مراتب %)5 ( 2و دیکامبا%) 5( 1، پیکلورام%)6( 

 نیشتریب نیز حاضر تحقیق در .بعد قرار دارند
 و در MS کشت طیمح در ییزا نیجن زانیم

 در ای و یی به تنهاNAA ي حاويمارهایت حضور
ها،  در سیتوکینین.  صورت گرفتنینتی با کبیترک

                                   
1-Picloram 
2- Dicamba  
3-In vitrification 
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بیشتر گزارشات تولید جنین، مربوط به هورمون 
BAP هاي  پس از آن هورمون%). 57( بوده است

قرار %) 3 (TDZ و %)3 (، زآتین %)37  (نینتیک
 هايسلول تشکیل واقع در هاسیتوکینین. دارند
 ,.Pasternak et al ( کنندمی تحریک را زاجنین

2002; Nishiwaki et al., 2000; Kamada et 
al., 1993; Ikeda et al., 2003( .  

گیاهانی هاي سوماتیک، در   رشد جنینسازيبهینه
اند و یا  زنی با مشکل مواجه که از لحاظ جوانه

دوره رشد طولانی دارند، در راستاي تولید بذر 
چراکه اولین . مصنوعی بسیار حائز اهمیت است

هایی  قدم در تولید بذر مصنوعی، داشتن جنین
است که از لحاظ رشدي، فرآیند کاملاً طبیعی 

لید شده هاي تو در این بررسی، جنین. داشته باشند
 و 2ip حاوي سیتوکینین MSدر محیط کشت 

هر چند .  رشد طبیعی نشان دادندIBAاکسین 
 سبب ظهور MSغلظت زیاد عناصر در محیط 

 گردید اما این مشکل با 3اي شدن پدیده شیشه
کاهش عناصر ماکرو به میزان نصف، برطرف 

این پدیده در رشد سایر گیاهان نیز . گردید
. )Ghamari Zare, 2007(مشاهده شده است 

ین، آرژنین هاي آسپارژ همچنین حضور اسید آمینه
و گلوتامین در رنگ برگ و رنگ ساقه تفاوت 

زایی و  داري ایجاد نکرد اما در کیفیت ریشه معنی
داري نشان داد  طبیعی بودن شکل برگ تأثیر معنی

ها در تیمارهاي حاوي  گیاهچه). 3-1جدول (
IBA نسبت به  NAA ،تري داشتند   رشد طبیعی

 به  ها در زیره، دهد رشد گیاهچه که نشان می
با توجه به . دهد  پاسخ بهتري می IBAاکسین 

موفقیت تولید جنین هاي سوماتیکی در این 
پژوهش، نتایج این تحقیق می تواند نویدبخش 
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Abstract 
Introduction: Black cumin (Bunium persicum Boiss.) belongs to Apiaceae family. 

Despite the importance of this medicinal plant in pharmacognesis, due to problems of 
germination and growth over long periods, yet in the country has not been domesticated and 
grown in nature wildly. Techniques such as tissue culture can reduce the period of growth in 
this plant effectively. The aim of the research: optimization of somatic embryogenesis toward 
production and commercialization of this plant for the pharmaceutical usage and artificial 
seed production were studied. Hypocotyl and cotyledon leaves of Esfahan ecotype were used 
as explants. MS medium supplemented with 14 different hormonal treatments for the 
production of callus and somatic embryogenesis were applied. To optimize the growth culture 
for conversion of somatic embryos to seedlings MS medium supplemented with 17 different 
hormonal treatments were used. Experiment was conducted in completely randomized design 
factorial layout based on multi-observations and 4 replications. Hypocotyl identified as the 
best explant for somatic embryogenesis. Hormonal treatment of 0.5 mg/l Kin + 1 mg/l NAA  
and 1 mg/l NAA revealed the highest efficiency for callus formation while medium 
containing 0.2 mg/l 2ip   + 0.01 mg/l IBA + 1/2 MS showed the highest regeneration amount of 

somatic embryos. Produced embryos in MS medium containing auxin IBA and Cytokinin 2ip 
showed the normal growth. Due to problems in the caraway seed germination, production of 
artificial seeds is very important. Considering the successful production of somatic embryos 
in this research, synthetic seed production of black cumin can be followed in future. 
 
Keywords: Caraway, Hypocotyl, Cotyledon leaf, Callus, Somatic embryogenesis. 
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