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  هاي تولید گیاهی مجله پژوهش

 1391جلد نوزدهم، شماره دوم، 
http://jopp.gau.ac.ir  

  

  اي داروییهازي کشت بافت خارمریم به منظور تولید فلاونولیگنانانس بهینه
 

  3و مهناز خلفی 2مهناز اقدسی*، 1سلیمه آرخی
  ر گروه زیست شناسی استادیا2،  دانشگاه گلستانفیزیولوژي گیاهیارشد دانشجوي کارشناسی1

  یار گروه آمار دانشگاه گلستاناستاد3، دانشگاه گلستان
  1چکیده

 کـه در صـنایع داروسـازي     اسـت آستراسه گیاهی دو لپه از خانواده )Silybum marianum(م خار مری
ایـن  . سـت ا هـا فلاونولیگنـان ماده موثره این گیاه سیلیمارین نام دارد که ترکیبی از انـواع     . اهمیت فراوان دارد  

هاي قلب و عروق، سرطان، چربی خـون و   بیماريدیابت،  ،هاي کبدي، هپاتیتدر درمان انوع بیماري ترکیب  
در . سـیلیمارین اسـت  منظور تولید  بافت گیاه خارمریم بهسازي کشت  هدف از این تحقیق بهینه    . موثر است ... 

قطعات جدا کشت ریشه، برگ و دمبرگ   زایی  بر کال  NAA  و D   ، Kin-2,4هاي   حاضر اثر هورمون   تحقیق
- از قطعـات  هاي بکاررفته جهت تولید سیلیمارین و در نهایت غلظت بهینه هورمونقرار گرفتبررسی مورد 

در سـه تکـرار انجـام     تـصادفی  فاکتوریل در قالب طـرح کـاملاً  صورت  بهآزمایش  .شدجداکشت نشان داده  
در قطعات جداکـشت ریـشه        در )درصد 98(زایی   کال رصد د رینبا توجه به نتایج بدست آمده، بالات      . گرفت

همچنین استفاده از دو     .دیده شد  Kin و D-2,4 هورمون هاي    لیتر در   گرممیلی 5/1 و 1 محیط کشت حاوي  
در قطعـات جداکـشت ریـشه      در) درصـد 97(زاییکالد  درصداد که بیشترین  نشان Kin و NAA هورمون

 تا  زرد کمرنگ، در اکثر تیمارهاهاي بدست آمده  رنگ کالوس . ی گیرد  صورت م  لیتر در   گرممیلی 5/1ت  غلظ
از قطعـه   ) درصـد  4/14(فلاونولیگنـان     درصـد  بیـشترین . بـود  نرم   بوده و ساختار فیزیکی آنها    سبز کمرنگ   

. دیـده شـد    Kin و D-2,4 هورمـون    لیتـر  در   گـرم میلـی  1 و 5/0 در محیط کشت حـاوي    جداکشت ریشه   
 از ) درصـد 68/9 (د فلاونولیگنـان  درص ـداد که بیشترین  نشانKin وNAA هورمون همچنین استفاده از دو 
  .وجود داردلیتر  در گرممیلی 1 و 5/1  در محیط کشت حاويقطعه جداکشت ریشه 

  .، فلاونولیگنان، قطعه جداکشت هورمونبافت، خارمریم، سیلیمارین، کشت:  کلیديهاي واژه
                                                

  m.aghdasi@gu.ac.ir: مسئول مکاتبه*
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  مقدمه
از خـانواده  علفـی و   اي، پیوسته گلبرگ،گیاهی دو لپه Milk thistleی با نام انگلیس 1گیاه خارمریم

ارتفاع .  روید در آب و هواي گرم با خاك سبک شنی می بوده ویکساله ، گیاهیمریمخار .است آستراسه
رویش فصل اوایل در اند و شکننده برگها پهن و. متر است  سانتی250 تا 150ساقه متفاوت بوده و بین 

قهرمـان،   (باشـند  و خـاردار مـی   يوها بلنـد، بیـض  دمبرگ. گیرندروي زمین قرار میبر زت به شکل رو
دلیـل    اهمیت دارویی این گیاه به     .رویدصورت خودرو می   هایران ب  این گیاه در بعضی از مناطق     . )1983

 که  استهاسیلیمارین ترکیبی از انواع فلاونوئید.  استسیلیمارینحضور گروهی از فلاونولیگنان با نام      
دارد وجـود  سیلیمارین % 4 حدود گیاه خار مریم هايدر بذر. هستندمحلول و در الکل محلول  در آب نا  
 هیدروسـیلیبین اسـت  کریـستین و دي ، سیلیادین، سیلی  ب و   آهاي سیلیبین     فلاونویید با نام   5که شامل   

و بیـشتر  اسـت    ) درصـد  60 تـا    50(سیلیبین ترکیب اصلی سیلیمارین     . )2008سابرامانیم و همکاران    (
وکووسکی  اس؛2001درماردروسیان، (خواص بیولوژیکی سیلیمارین وابسته به حضور این ترکیب است 

مطالعات صورت گرفته در مورد خواص دارویی این گیاه در پژوهـشکده گیاهـان      ). 2004و همکاران،   
 موثر است...  قلبی، سرطان ودارویی بیانگر این مطلب است که این گیاه در درمان انواع بیماري کبدي،     

 همچنین تحقیقات نشان داده است که عصاره هیدرو الکلی خارمریم در پیشگیري        ).1998کروپاکواو،  (
  .)2007 ،گازاك و همکاران (از آترواسکلروز موثر است

تاکنون گزارشات اندکی در ارتباط با تولید این ماده ارزشمند دارویی در شرایط کشت بافت انتشار                
روي تاثیر قنـدهاي فروکتـوز،     در نتایج تحقیقات خود بر  )2007 (اصغري و سلیمان ریزي    .ته است یاف

یـشترین میـزان    بانـد کـه     بافت این گیاه اعـلام داشـته      ها در کشت  گلوکز، ساکارز بر تولید فلاونولیگنان    
ت سـلول نیـز   در تحقیقات دیگري اسـتفاده از کـش  . شود تولید میقند   درصد6فلاونولیگنان در تیمار  

در این گزارش  . )1999کاچو و همکاران،    ( براي تولید سیلیمارین در گیاه خارمریم گزارش شده است        
 و آهـن بـراي تولیـد فلاونولیگنـان در     KNO3 و KH2PO4عناصر غذایی نظیـر   حضورآمده است که    

در تحقیقات  ز  نی )2005(فرناندزتاراگو  سامپدرو و    - سانچز .مریم الزامی است  شرایط کشت سلول خار   
 کشت سـلول از محیط حذف یون کلسیم با  که  خود بر روي کشت سلول گیاه خارمریم نشان داده اند           

  . درصد افزایش داد200را تا ) سیلیمارین(محتواي فلاونولیگنان توان می

                                                
1- Sylibium marianum  
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د هاي مویئن میتوانند منبع مناسبی براي تولیریشهاند که از طرفی دیگر برخی محققان پیشنهاد کرده  
توان با تلقیح آگروباکتریوم رایزوژنز هاي مویین را میتشکیل ریشه. انویه در گیاهان باشدثمتابولیتهاي 

هاي اخیر نیز گزارشاتی پیرامون تولید در سال ).2005 ،داکولکار و همکاران( در گیاهان تحریک کرد
 ؛2000 ،اریس و همکارانآلیک (هاي مویین گزارش شده استفلاونولیگنان دارویی خارمریم در ریشه

سازي کشت بافت گیاه خارمریم به منظور هدف از تحقیق حاضر بهینه .)2008 ،رهنما و همکاران
  .باشدهاي تشکیل شده می کالوس در)سیلیمارین( تولید فلاونولیگنان میزانافزایش 

  
  ها مواد و روش

 20 ابتدا به مدت گان و حومهگرمنطقه آوري از بذور خارمریم پس از جمع :تهیه گیاهچه استریل
 دقیقه و سپس در 1مدت   درصد به70با الکل در مرحله بعد . گرفتندقرار شهرآب جریان دقیقه در 

در زیر هود  بار با آب مقطر استریل 5 بذرها سپس . دقیقه قرار گرفتند20 درصد به مدت 30ژاول آب
با %) 1(و آگار %) 3( حاوي ساکارز MS یهکشت پا در محیطشدهبذور استریل .  شدندشوشستلامینار 

8/5pH=درجه  25±2  با دمايکشت اتاقشرایط ).1962 ،موراشیگ و اسکوگ (شت شدند ک
زنی و رشد بعدي در نظر گرفته  ساعت تاریکی براي جوانه8 ساعت نور و 16  فتوپریودوگراد  سانتی

متر که هریک   سانتی15چک با طول هاي کوزنی و تولید گیاهچه استریل از شیشهبراي جوانه. دش
  .گردید عدد بذر استریل کشت 6در هر شیشه . ود استفاده شد ب MSکشتمحیط لیتر میلی15حاوي 

اثرات اصلی شامل چندین . آزمایش فاکتوریل در قالب طرح کاملا تصادفی انجام شد: شرایط کشت
، 1/0، 0(ندین سطح هورمونی  چ،Kin)و 2,4D ، NAAهاي مختلف هورمون غلظت(تیمار هورمونی 

گرم در لیتر براي   میلی5/2، و 2، 5/1 و D-2,4 و Kinگرم در لیتر براي هورمون   میلی2 و 5/1، 1، 5/0
 گیاهچه پس از تولید. بود) ریشه، دمبرگ و برگ( نوع قطعه جداکشت 3  و)Kin و NAAهورمون 

 متر سانتی5/0تر و برگ با اندازه تقریبی م میلی5-8 قطعات دمبرگ و ریشه به اندازه تقریبی استریل
هاي دیشدهی در پتريسمتري جدا شده و براي کالو  سانتی10هاي استریل به طول مربع از گیاهچه

شرایط اتاقک کشت . هاي مذکور کشت شدند با مقادیرمختلف هورمونMSحاوي محیط کشت پایه 
 شدت نور و دماي نسبت به شرایط تولید وري،تناوب نبراي تولید کالوس از قطعات جداکشت از نظر 

کشت و در هر حاوي محیطدیش  پتري6براي هر تیمار هورمونی  .گیاهچه استریل تغییري نداشت
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 ماه 2پس از .  روز صورت گرفت20 واکشت هر  عملیات.شدقرار داده  قطعه جداکشت 6ظرف 
مورد مطالعه قرار ها کالوسرنگ  وتر،   وزن، شکل و اندازه ظاهري، وزن خشک وزاییکالدرصد 
قرار گراد  درجه سانتی 30 روز در آون با دماي 5مدت  ها به به منظور تعیین وزن خشک، کالوس. گرفت

  .داده شد
شده داخل یک  هاي پودرگرم از کالوس میلی60 :)سیلیمارین(روش سنجش درصد فلاونولیگنان 

ماري  بر روي بندقیقه 15لیتر متانول به مدت  میلی100 با افزودن  و ریخته شدهيلیتر میلی250بالن 
 30ماري تا حجم سپس عصاره متانولی، روي بن. جوشانیده شدگراد  درجه سانتی 60 با دماي

حجم .  ریخته شديلیتر میلی50کردن داخل یک بالن ژوژه لیتري تغلیظ شده و پس از صاف میلی
 10  به داخل یک بالن ژوژه حاصللیتر از محلول میلییک. دلیتر رسانده ش میلی50 با متانول به محلول

پس از بستن . هیدرازین به آن اضافه شدفنیلنیترودي4و2لیتر از معرف  میلی2 منتقل شده و يلیترمیلی
پس از . حرارت داده شدگراد  درجه سانتی 50ماري با دماي  دقیقه بر روي بن50 به مدت درب بالن

پس از  .لیتر رسانده شد میلی10 درصد به 10 ژوژه با محلول پتاس الکلی سرد کردن حجم بالن
لیتر از محلول حاصل به  دقیقه، یک میلی2بعد از .  با رنگ قرمز تیره ایجاد شدیاختلاط کامل، محلول

 دقیقه سانتریفوژ 5لیتر متانول افزوده و براي  میلی20 سانتریفوژ ریخته شده و به آن لولهداخل یک 
به باقیمانده حاصل .  دقیقه، فاز رنگی جدا شده و داخل یک لوله آزمایش ریخته شد5بعد از . ام شدانج

سپس قسمت رنگی .  دقیقه سانتریفوژ شد5لیتر متانول اضافه شد و مجددا براي  میلی20از سانتریفوژ، 
ر مقابل محلول جدا و به محتویات بالن اضافه شد و جذب نهایی محلول در دستگاه اسپکتروفتومتر د

گیري شد و درصد سیلیمارین طبق فرمول زیر  نانومتري اندازه490در طول موج ) متانول(شاهد 
  .)2001قاسمی دهکردي و طالب،  (محاسبه شد

  

2500E  100 E50100  
537b  =  

E1% 100b   =درصدسیلیمارین  
    

  .باشد  مورد آزمایش میهشدهاي خشک پودر گرم کالوسb جذب محلول نمونه و Eدر این فرمول 
 Excelافزار  و رسم نمودارها و جداول توسط نرمSASافزار  ها با استفاده نرمتجزیه و تحلیل داده  

  .صورت گرفت
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  نتایج
در  :D-2,4 و   Kinهاي  هورموندر تیمار   هاي تولید شده    هاي مورفولوژیکی کالوس  بررسی ویژگی 

 غلظت کالوس تشکیل شـد و از بـین   15استفاده تنها در  هورمونی مورد  غلظت36این آزمایش از بین  
هـا جهـت سـنجش      بوده که از این کـالوس     % 50زایی بالاي    غلظت درصد کال   4ها تنها در    این غلظت 

ها بـر   هاي بدست آمده نشان داد که رنگ کالوس       بررسی مورفولوژیکی کالوس  . سیلیمارین استفاده شد  
 از کرم تا سبز کمرنگ و سبز متفاوت بـوده و   D-2,4 و Kinهاي هورمونی مورد استفاده     حسب غلظت 

نتایج حاصل از مقایـسه اثـر متقابـل دو    ). 1جدول (باشند هاي حاصله از نظر ساختاري نرم می     کالوس
زایی مربوط بـه  هاي مختلف هورمونی نشان داد که بالاترین درصد کال        غلظتو  عامل قطعه جداکشت    

%). 98 (بـود  D-2,4 گرم در لیتـر میلی 1و  Kin گرم در لیتر  لیمی 5/1قطعه جداکشت ریشه در غلظت      
میلـی   1هاي حـاوي کشتدر محیط%) 3/77(زایی قطعه جداکشت برگ    در حالیکه بالاترین درصد کال    

قطعه جدا کـشت دمبـرگ نیـز در غلظـت           .  دیده شد  D-2,4 گرم در لیتر  میلی 5/0و   Kin گرم در لیتر  
را %) 3/82( بالاترین درصد کـالزایی  D-2,4 گرم در لیترمیلی 5/1  وKin گرم در لیترمیلی 2هورمونی 

-تجزیه واریانس اثرات متقابل غلظت هورمونی و قطعات جداکشت بر درصد کال). 1 شکل (دادنشان 

 5   احتمالداري را در سطحزایی در قطعه جداکشت برگ تفاوت معنیدهد که درصد کالزایی نشان می
زایـی در قطعـه    بـه عـلاوه بهتـرین درصـد کـال         .  دمبرگ و ریشه نـشان داد      درصد با قطعه جدا کشت    

  ).2شکل (شود جداکشت برگ مشاهده می
نتایج حاصل از تجزیه : ها بر وزن تر و خشک کالوس      Kin و   D-2,4 اثر تیمارهاي مختلف هورمون   

کالوس  فقط  کهدادتر کالوس نشان  واریانس اثرات متقابل غلظت هورمونی و قطعات جداکشت بر وزن
 گـرم در لیتـر   میلی 5/0و   Kin گرم در لیتر  میلی 1حاصل از قطعه جداکشت برگ در شرایط هورمونی         

2,4-D    تـر  دهد که تفـاوت بـین وزن  این نتایج نشان می). 3شکل  (دهدتر نشان می  افزایشی را در وزن
رگ و ریـشه  کالوس حاصل از قطعه جداکشت برگ نسبت به کالوس حاصل از قطعات جداکشت دمب            

نتایج حاصل از جدول آنالیز واریـانس اثـر         ). 4شکل  . (دار است  ی درصد معن  5از نظر آماري در سطح      
هاي بدست آمده نـشان داد کـه        قطعات جداکشت برگ، دمبرگ و ریشه مربوط به وزن خشک کالوس          

ري قطعات جداکشت دمبرگ، برگ و ریشه نسبت به هم از نظر آما           هاي حاصل از    وزن خشک کالوس  
  .شودها مشاهده نمی درصد معنادار نیست و اختلافی در وزن خشک آن5در سطح 
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هاي مختلف هاي تولید شده تحت اثر غلظتهاي مورفولوژیکی کالوسبررسی ویژگی
 7 در  شده تنهامورد استفاده NAA و Kinمختلف  هاي از بین غلظت: NAAو Kin هاي  هورمون

 بوده که از این %97زایی  غلظت درصد کال1ها تنها در ین غلظتغلظت کالوس پدید آمد و از بین ا
زایی در این تیمار هورمونی نسبت به بطور کلی کال. ها جهت سنجش سیلیمارین استفاده شدکالوس

تر ها از لحاظ اندازه و شکل ظاهري کوچک ضعیف بوده و کالوس نسبتاDً-2,4 و Kinتیمار هورمونی 
هاي تولید شده بر هاي مورفولوژیکی نشان داد که رنگ کالوسبررسی ویژگینتایج حاصل از . بودند

 از کرم تا سبز کمرنگ متفاوت بوده و NAA و Kinهاي هورمونی مورد استفاده حسب غلظت
   ).2جدول (هاي حاصله از نظرظاهري ساختاري نرم داشتند کالوس

گونه که همانNAA  و Kin هورمونی در تیمارزایی کشت بر درصد کالمقایسه اثر نوع قطعه جدا
هاي مختلف کشتکشت برگ، دمبرگ و ریشه در محیط  نشان داده شده است قطعات جدا2در جدول 

نتایج حاصل از مقایسه اثر متقابل دو عامل قطعه جداکشت و . تظاهرات متفاوتی را نشان دادند
زایی اده که بالاترین درصد کالزایی نشان د بر درصد کالNAA و Kinهاي مختلف هورمونی  غلظت

دیده )  درصدNAA) 97و  Kin گرم در لیترمیلی 5/1در قطعه جداکشت ریشه در غلظت هورمونی 
 1کشت حاوي زایی در قطعه جداکشت دمبرگ در محیطکه بالاترین درصد کالدر حالی. شده است

قطعه جدا کشت برگ نیز . استبوده )  درصدNAA) 33 گرم در لیترمیلی 2و  Kin گرم در لیترمیلی
بالاترین )  درصدNAA) 50 گرم در لیترمیلی 5/1و  Kin گرم در لیترمیلی 1  حاويکشتدر محیط

مقایسه نتایج حاصل از جدول آنالیز واریانس و ). 6و  5شکل (زایی را نشان داده است درصد کال
زایی در قطعات جداکشت صد کال که دردادزایی نشان  اثر قطعات جداکشت بر درصد کالمیانگین

 درصد معنادار بوده و بهترین درصد 5دمبرگ، برگ و ریشه نسبت به یکدیگر از نظر آماري در سطح 
  ). 7شکل (شود زایی در قطعه جداکشت ریشه مشاهده میکال

بررسی میزان : هاتر و خشک کالوس  بر وزنKin و NAA بررسی اثر تیمارهاي مختلف هورمون 
 گرم در لیترمیلی 5/1 و 1 در غلظت NAA و Kinها در تیمار هورمونی و خشک کالوسوزن تر 

NAA36/0(و وزن خشک )  گرم54/8(د که قطعات جداکشت برگ بالاترین میانگین وزن تر ا نشان د 
و وزن )  گرم43/0(ها داشته و قطعات جداکشت ریشه کمترین وزن تر را نسبت به سایر غلظت) گرم

  ).3جدول (را داشته است ) رم گ03/0(خشک 
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: D-2,4 وKinهاي تولید شده با تیمارهاي هورمونی از کالوس) سیلیمارین(میزان فلاونولیگنان 
گیاه خارمریم و ) دمبرگ، برگ و ریشه(نتایج حاصل از مقایسه اثر متقابل دو عامل قطعه جداکشت 

نشان داده که بالاترین درصد  بر درصد فلاونولیگنان D-2,4 و Kinهاي مختلف هورمونی غلظت
 1  وKinگرم در لیتر  میلی5/0فلاونولیگنان حاصل از قطعه جداکشت ریشه در غلظت هورمونی 

که بالاترین درصد فلاونولیگنان در قطعه در حالی. بوده است)  درصدD) 44/14-2,4گرم در لیتر میلی
 D) 62/8-2,4  گرم در لیترمیلی 1 و Kin گرم در لیترمیلی 5/0کشت حاويجداکشت دمبرگ در محیط

دهد که اثر نوع قطعه جداکشت بر درصد نتایج حاصل نشان می). 4جدول (دیده شده است ) درصد
  ). 8شکل (باشد دار میفلاونولیگنان معنی

نتایج :  NAA وKinهاي حاصل از تیمار هورمونی در کالوس) سیلیمارین(میزان فلاونولیگنان 
هاي گیاهی قطعه جداکشت ریشه در غلظت هاي مختلف هورمون در تیمار غلظتحاصل نشان داد که

 68/9( بیشترین میزان سیلیمارین NAA گرم در لیترمیلی 5/1  وKin گرم در لیتر میلی1هورمونی 
درصد سیلیمارین قطعه جداکشت برگ و دمبرگ در این . در قطعه جداکشت ریشه وجود دارد) درصد

  ).5 جدول( درصد بوده است 75/7 برابر و غلظت هورمونی با هم
 

  
هر سـتون  . D-2,4 و Kinهاي مختلف هورمونی   زایی قطعه جداکشت گیاه خارمریم در غلظت       درصد کال  -1 شکل
هاي داراي حداقل یک حرف مشترك با آزمون دانکن در سطح  ستون.  انحراف معیار است±ها دهنده میانگین دادهنشان

  .داري با یکدیگر ندارند  درصد تفاوت معنی5
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دهنـده میـانگین   هـر سـتون نـشان   . زایـی  مقایسه اثر نوع قطعه جداکشت گیاه خـارمریم بـر درصـد کـال           -2شکل  

 درصـد تفـاوت    5هاي داراي حداقل یک حرف مشترك با آزمون دانکن در سطح             ستون. انحراف معیار است  ±ها  داده
  .داري با یکدیگر ندارند معنی

  

  
هـر  . D-2,4 و Kinهاي مختلف هورمونی وزن تر کالوس حاصل از قطعات جداکشت در غلظت یانگینم -3شکل 

ستون هاي داراي حداقل یک حرف مشترك با آزمون دانکـن  .  انحراف معیار است± هادهنده میانگین داده  ستون نشان 
  . درصد تفاوت معنی داري با یکدیگر ندارند5در سطح 
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.  انحراف معیار اسـت ± ها دهنده میانگین داده  هر ستون نشان  .  جداکشت بر وزن تر کالوس      مقایسه اثر قطعه   -4شکل  

  . درصد تفاوت معنی داري با یکدیگر ندارند5ستون هاي داراي حداقل یک حرف مشترك با آزمون دانکن در سطح 

  
هـر سـتون   . Kin و  NAAهاي مختلف هورمون    زایی قطعه جداکشت گیاه خارمریم در غلظت       درصد کال  -5شکل  
هاي داراي حداقل یک حرف مشترك با آزمون دانکن در سطح  ستون.  انحراف معیار است±ها  دهنده میانگین دادهنشان

  .داري با یکدیگر ندارند  درصد تفاوت معنی5
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  .NAA  و Kin درصد کالزایی حاصل از تیمارهاي هورمونی  وهاي مرفولوژیکی ویژگی-2 جدول
 )لیتر/ گرمیمیل(غلظت هورمون 

kin  NAA  
  درصدکالزایی  رنگ کالوس  قطعه جدا کشت

  -  -  دمبرگ
  33  سبز  برگ

 
5/1                         5/1  

  97  کرم  ریشه
  3/18  سبز  دمبرگ
  50  سبز  برگ

  
1                         5/1 

  50  کرم  ریشه  
  -  -  دمبرگ
  45  سبز  برگ

  
5/1                      5/2 

  38  کرم  ریشه
  -  -  دمبرگ
  31  سبز  برگ

  
5/1                          2  

  34  کرم  ریشه

  33  کرم  دمبرگ
  40  سبز  برگ

 
1                            2  

  50  کرم  ریشه  
  -  -  دمبرگ
  40  سبز  برگ

  
2                         1  

  -  -  ریشه  

  -  -  دمبرگ
  48  سبز  برگ

 
2                       5/2  

  -  -  ریشه  
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 NAA و  Kinگرم در لیتر میلی2 و 1کشت بر روي محیط کشت حاوي هاي حاصل از قطعات جدا کالوس-6شکل 

  .دمبرگ) برگ و ب) از قطعات جدا کشت الف
  

  
دهنده میانگین هر ستون نشان. زاییمقایسه اثر نوع قطعه جداکشت گیاه خارمریم بر درصد کال -7شکل 

 درصد تفاوت 5هاي داراي حداقل یک حرف مشترك با آزمون دانکن در سطح  ستون. انحراف معیار است±ها  داده
 .داري با یکدیگر ندارند معنی
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در  محیط کشت ) برگ، دمبرگ و ریشه( میانگین وزن تر و خشک کالوس هاي حاصل از قطعه جداکشت      -3جدول  
    NAA  وKinر لیتر گرم د میلی5/1 و 1حاوي 

  )گرم(وزن خشک  )گرم(وزن تر   قطعه جدا کشت
  02/0  54/0  دمبرگ
  36/0  54/8  برگ
  03/0  43/0  ریشه

  
  .Kin  وD-2,4هاي هاي حاصل از تیمار هورموندر کالوس درصد فلاونولیگنان -4جدول 

 )میلی گرم بر لیتر(غلظت هورمون 

2,4-D             Kin              
  درصد فلاونولیگنان   جدا کشتقطعه

  
5/0  1  

  دمبرگ
  برگ
  ریشه

11/8  
26/8  
44/14  

  
1              1  

  دمبرگ
  برگ
  ریشه

33/2  
73/2  
8/2  

  
5/1                    1  

  دمبرگ
  برگ
  ریشه

75/7  
22/4  
24/8  

  
5/1                   2  

  دمبرگ
  برگ
  ریشه

93/1  
43/2  
4/2  
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.  انحراف معیار است   ±ها  دهنده میانگین داده  هر ستون نشان  . شت بر درصد سیلیمارین    مقایسه اثر قطعه جداک    -8 شکل
  .داري با یکدیگر ندارند  درصد تفاوت معنی5هاي داراي حداقل یک حرف مشترك با آزمون دانکن در سطح  ستون

  
  .Kin و   NAAهايهاي حاصل از تیمار هورموندر کالوس) سیلیمارین( درصد فلاونولیگنان -5 جدول

  ) لیتر درگرممیلی(غلظت هورمون 
   NAA            Kin  

  )سیلیمارین( فلاونولیگنان    درصد  قطعه جدا کشت

1                     5/1  
  دمبرگ
  برگ
  ریشه

75/7  
75/7  
68/9  

  
   بحث

 به اي داشته که توجه محققان زیادي را امروزه تحقیق در زمینه گیاهان دارویی اهمیت فوق العاده
نظر به روند کند تولید مواد دارویی در گیاهان بسیاري از محققان به تکنیک . خود معطوف ساخته است

اند تا با استفاده از این روش ضمن کوتاه کردن چرخه تولید و افزایش راندمان  کشت بافت روي آورده
گیاهان با ارزش ن اییکی از . جلوگیري شودمحصول، از انقراض نسل این گیاهان در سطح کره زمین 

این گیاه به لحاظ داشتن فلاونولیگنانهاي دارویی اهمیت . در زمینه گیاهان دارویی خارمریم است
سازي کشت بافت این گیاه، تولید  در این پژوهش سعی شده تا ضمن بهینه. اي داردالعاده فوق

  .  هاي دارویی آن را افزایش دهیمفلاونولیگنان
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 غلظت کالوس تشکیل شد و از بین این 15 تنها در D-2,4  وKinستفاده هاي مورد ا از بین غلظت
هاي بررسی مورفولوژیکی کالوس.  استبوده% 50ایی بالاي ز غلظت درصد کال4ها تنها در غلظت

 D-2,4  وKinهاي هورمونی مورد استفاده ها بر حسب غلظتبدست آمده نشان داد که رنگ کالوس
که قادر دلیل آن هاي سبز بهنتایج نشان داد که کالوس.  استز متفاوتاز کرم تا سبز کمرنگ و سب

ها با کنند رشد بهتري نسبت به کالوسعمل فتوسنتز بوده و منبع کربن مورد نیاز خود را تامین می به
که این  بودند نرم ها از نظر ساختار فیزیکی کالوسضمناً .)2003احسانپور و امینی،  (رنگ کرم دارند

هاي سخت در محیط کشت ها در کالوسچرا که سلول. ر کشت سلول این گیاه بسیار موثر استامر د
سلولی جدا نخواهند شد و این امر کشت سلول و استفاده از این تکنیک را در جهت بالا بردن مواد 

کشت قطعات جدانتایج بدست آمده نشان داد که  .)1998امیدبیگی،  (موثره دچار مشکل خواهد کرد
نتایج حاصل از  .هاي مختلف تظاهرات متفاوتی را نشان دادندکشتگ، دمبرگ و ریشه در محیط بر

هاي متفاوتی بررسی کشت بافت گیاهان مختلف نیز نشان داده که انواع مختلف قطعه جداکشت پاسخ
ی، احسانپور و امین (دهندزایی متفاوتی را نشان میرا در محیط کشت بافت بروز داده و درصد کال

رست خارمریم از هاي مشابهی براي تولید کالوس از دانه در بررسی)2007 (سلیمیانصغري و ا). 2003
 موفق به D-2,4گرم در لیتر  میلی1 و Kinگرم در لیتر میلی 2/0با غلظت  D-2,4  وKinهاي هورمون

غلظت هورمونی ذکر که، در   بطوري. استحاضر نتایج این تحقیق خلاف نتایج اام. تولید کالوس شدند
گرم  میلی2/0هاي نزدیک به  غلظت (5/0 و 1/0 و D-2,4گرم در لیتر  میلی1شده و غلظت هورمونی 

این افراد در مقاله خود  .زایی صورت نگرفت هیچگونه کالKinگرم در لیتر میلی) Kinدر لیتر 
 نوع قطعه جداکشت مورد اي به نوع قطعه جداکشت نداشته و ممکن است این اختلاف به دلیل اشاره

   .استفاده باشد
 بالاي زایی غلظت درصد کال1 تنها در NAAو  Kin  از هورمونهاي مورد استفادهاز بین غلظت

 D-2,4 و Kinزایی در این تیمار هورمونی نسبت به تیمار هورمونی  بطورکلی کال.  استبوده% 50
  با توجه به اینکه.شکل ظاهري کوچکتر بودندها از لحاظ اندازه و  بوده و کالوسترنسبتا ضعیف

 طبیعی به نظر بنابراینتري است،  هورمون اکسینی قويNAA نسبت به هورمون D-2,4هورمون 
   .)2006پیري و همکاران،  (زایی نسبتا پایین باشد درصد کالNAAرسد که با تیمار هورمونی  می
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 و 1 در غلظت NAA و Kinونی ها در تیمار هورمتر و خشک کالوس  وزناندازه گیري
 54/8(دهد که قطعات جداکشت برگ بالاترین میانگین وزن تر  نشان میNAAگرم در لیتر  میلی5/1

ها داشته و قطعات جداکشت ریشه کمترین را نسبت به سایر غلظت) گرم36/0(و وزن خشک ) گرم
هاي حاصل تر درکالوس وزنبالا بودن. را داشته است)  گرم03/0(و وزن خشک )  گرم43/0(وزن تر 

چرا که . توان به محتواي هورمونی درون آوندها نسبت داداز قطعات جداکشت برگ را احتمالا می
هاي هورمون(زایی در قطعات جداکشت به مجموع سطوح هورمونی درون زاد و برون زاد پدیده کال

  ).2003احسانپور و امینی، (بستگی دارد ) اضافه شده به محیط کشت
گیاه خارمریم و ) دمبرگ، برگ و ریشه(تایج حاصل از مقایسه اثر متقابل دو عامل قطعه جداکشت ن

 بر درصد فلاونولیگنـان نـشان داده کـه بـالاترین درصـد          D-2,4 و   Kinهاي مختلف هورمونی    غلظت
 1 وKinگـرم در لیتـر    میلـی 5/0فلاونولیگنان حاصل از قطعه جداکشت ریـشه در غلظـت هورمـونی            

که بالاترین درصد فلاونولیگنان در قطعـه   در حالی. بوده است)  درصدD )44/14-2,4گرم در لیتر     میلی
 D ) 75 /7-2,4گرم در لیتر میلی 1  وKinگرم در لیتر  میلی5/1 کشت حاويجداکشت دمبرگ در محیط

  وKinگرم در لیتـر   میلی 5/0 حاوي   کشتقطعه جداکشت برگ نیز در محیط     . دیده شده است  ) درصد
 ) درصـد D) 62/8-2,4گـرم در لیتـر   میلی 5/0  وKinگرم در لیتر  میلی1وD-2,4 گرم در لیتر میلی 1

نتایج حاصل از بررسی اثرات متقابل قطعات جداکشت بر         . بالاترین درصد فلاونولیگنان را داشته است     
 هـم از نظـر   دهد که قطعات جداکشت دمبرگ، برگ و ریـشه نـسبت بـه     درصد فلاونولیگنان نشان می   

دار اسـت و بهتـرین درصـد فلاونولیگنـان در قطعـه جداکـشت ریـشه               درصد معنی  5آماري در سطح    
 بـر درصـد   D-2,4 و Kinدهد کـه اثـر متقابـل دو هورمـون        همچنین نتایج نشان می   . شودمشاهده می 

یمـار  نتایج حاصـل از ت   . دار است هاي حاصل از قطعات جداکشت ذکر شده معنی       فلاونولیگنان کالوس 
هاي گیـاهی هماننـد تیمـار    هاي مختلف هورموننشان داد که در تیمار غلظتNAA   وKinهورمونی 
 5/1  وKinگـرم در لیتـر    میلـی 1 در غلظت هورمونی(قطعه جداکشت ریشه D-2,4   وKinهورمونی 

صـد  در.  را دارد) درصـد 68/9() سـیلیمارین (بیـشترین میـزان فلاونولیگنـان       ) NAAگرم در لیتر    میلی
 درصـد بـوده   75/7سیلیمارین قطعه جداکشت برگ و دمبرگ در این غلظت هورمونی با هـم برابـر و       

 هـاي  ریـشه نیـز قطعه جدا کشت ریشه و نشان دادند که از      2008 در سال  رهنما و همکاران نیز    .است
 خارمریم با هگیا در مویین هايریشه  بطوریکه، تولید.کرد سیلیمارین استفاده توان جهت تولیدمیموئین 
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 مارین معرفی شدیسیل ترکیب دارویی تولید مهم براي منبعی عنوان به 1رایزوژنز از اگروباکتریوم استفاده
 و بـین ایزوسـیلی  دیـانین، سـیلی  کریستین،فولین، سیلیتاکسی ترکیب فلاونولیگنانی پنج وجود بیانگر و

از طرفی .  وزن خشک بود گرم بر گرممیلی 011/0، 007/0، 041/0، 042/0، 009/0ترتیب  به بینینسیلی
در شرایط کشت سلول نیز نشان داده  به عنوان پیش ساز 2 استفاده از جاسمونیک اسید و پیکلورام   دیگر
رایط کشت سلول کمتر از میزان تولید شده در بذرهاي گیاه خـار         شتولید شده در    میزان سیلیمارین   که  

هاي تولید شده در شرایط      تولید سیلیمارین در کالوس    یبررس). 2008حسنلو و همکاران،    ( مریم است 
 درصد 44/14دهد بالاترین درصد سیلیمارین در قطعات جداکشت ریشه به میزان      بافت نشان می  کشت

رشد یافتـه در     در حالیکه بالاترین درصد سیلیمارین در گیاه خارمریم          .وزن خشک مشاهده شده است    
ها را تـشکیل   درصد وزن خشک دانه277/3وجود داشته که حدود  هاي این گیاه    در دانه شرایط طبیعی   

تواند روشی دهد که استفاده از کشت بافت می  نتایج نشان می   این   ).2004حسنلو و همکاران،     (دهدمی
در این خصوص قطعه جداکـشت ریـشه بـه    . مفید در تولید و افزایش متابولیت ثانویه سیلیمارین باشد        

  .گرددلید سیلیمارین در شرایط کشت بافت پیشنهاد میعنوان بهترین قطعه در تو
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Abstract 
The Silybum marianum is the dicotyledonous herbs of the Asteraceae Family 

that is important in medicinal industry. The biological active compound of Silybum 
marianum is a mixture of several flavonolignans generally known as the silymarin. 
These flavonolignans are used for treatment of various liver diseases, hepatitis, 
diabetes, heart diseases, cancer, blood cholesterol and etc. The purpose of this work 
was optimizing of Silybium marianum tissue culture for silymarin production. In 
the current work, the effect of 2,4-D, Kin and NAA hormones were investigated on 
callus formation in root, leaf and shoot explants. Finally the best hormone 
concentration was determined for silymarin production. The experiment performed 
in complete randomized test with three replicates. The results showed that the 
highest percentage of callus formation (%98) was observed at 1 & 1.5 mg/l of 2,4-
D and Kin hormones in root explants. Also maximum percentage of callus 
formation (%97) was observed at 1.5 & 1.5 mg/l of NAA and Kin hormone 
treatment in root explants. In the most treatments, the color of callus was light 
yellow to light green and their physical structures were soft. Flavonolignan 
measurement showed that the maximum percentage of silymarin (14.4%) was 
observed at 0.5 & 1 mg/l of 2,4-D and Kin hormones in calluses from root 
explants. Meanwhile, the highest percentage of silymarin (9.68%) was achieved at 
1.5 & 1 mg/l of of NAA and Kin in calluses from root explants. 
 
Keywords: Silybum marianum; Silymarin; Tissue culture; Hormone; Explants; 
flavonolignan.1 
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