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  چكيده:

ثره اين گياه سيليمارين نام مؤگردان است كه در صنايع داروسازي اهميت فراوان دارد. ماده ز خانواده آفتابخارمريم گياهي دولپه ا

ها است. هدف از تحقيق حاضر القا نوپديدي ريشه در قطعات جداكشت ساقه به عنوان منبع دارد كه تركيبي از انواع فلاونوليگنان

غلظت  36) حاوي MSقطعات ساقه جوان در محيط كشت موراشيگ و اسكوگ (مناسب توليد سيليمارين است. به اين منظور 

كشت داده شدند. نتايج نشان داد كه بالاترين طول ريشه   (NAA)و نفتالن استيك اسيد (IBA)بوتيريك اسيد - 3- متفاوت از ايندول

شده به محيط كشت  هاي توليدسپس ريشهشود. ديده مي  NAAو IBAگرم در ليتر ميلي 1/0زايي در تيمار و بالاترين درصد ريشه

هاي مختلف pHهاي بيشتر تحت تيمارهاي مختلف حجم محيط كشت، نور و تاريكي و مايع انتقال داده شد و پس از توليد ريشه

داري را نشان نداد. نتايج كشت شدند. بررسي اثر فاكتور حجم محيط كشت بر روي رشد ريشه و توليد سيليمارين تفاوت معني

شده در  ها شده است. همچنين توليد سيليمارين در ريشه كشتشان داد كه نور باعث افزايش رشد و نيز ميزان سيليمارين در ريشهن

 است. 7بهينه در توليد سيليمارين  pHمحيط كشت مايع نشان داد كه 

  
  

   خارمريم، سيليمارين، كشت ريشه، فلاونوليگنان، محيط كشت مايعكلمات كليدي: 

  

  مه:مقد

) گياهي دولپه، Silybum marianum (L) Geartnخارمريم (

گردان است. ساله يا دوساله، علفي از خانواده آفتابيك

اهميت دارويي اين گياه به علت حضور نوعي فلاونوليگنان 

با نام سيليمارين است. تركيبات مؤثره اين گياه گروهي از 

كريستين، سيليها شامل سيليبين، ايزوسيليبين، فلاونوليگنان

فولين بوده كه مجموعاً به عنوان ديانين و تاكسيسيلي

شوند.  تركيب اصلي سيليمارين سيليمارين شناخته مي

سيليبين بوده كه  بيشتر خواص دارويي سيليمارين وابسته 

). از Cacho et al., 1999به حضور اين تركيب است (

ع سيليمارين خواص دارويي متعددي نظير درمان انوا

 هاي قلبي و عروقي، ديابت، چربي خون، بيماريبيماري

هاي هاي كبدي (زردي، سيروز و آماس كبدي)، بيماري

كيسه صفرا، افسردگي، رفع مسموميت ناشي از قارچ 

 آمانيتا، مهار سرطان پروستات گزارش شده است

Demark et al., 2004 Wenkataramanan, 2000;( 

Osuchoweski et al., 2004.(   

شود. طور معمول سيليمارين از بذر گياه استخراج مي به

درصد سيليمارين دارد  4الي  1عصاره دانه خشك گياه 

(Cacho et al., 1996) اما با توجه به تقاضاي روز افزون .
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هاي جديد براي اين ماده در سطح جهاني، نياز به روش

شود. در حال توليد اين ماده ارزشمند دارويي احساس مي

هايي در زمينه توليد سيليمارين به روش ر تلاشحاض

 كشت سلول و بافت در حال انجام است

(Khan et al., 2009) استفاده از تكنيك كشت سلول گياه .

خارمريم براي توليد سيليمارين نيز گزارش شده است 

(Abbasi et al., 2010) اما ميزان سيليمارين توليد شده به .

 ز سيليمارين موجود در دانهتر اطريق كشت سلول پايين

به عنوان هاي اين گياه بوده است. افزودن كونيفريل الكل 

ساز سيليمارين در محيط كشت سوسپانسيون سلولي گياه پيش

اي ديانين به طور قابل ملاحظهخارمريم نشان داده كه ميزان سيلي

يابد يافته اما ساير تركيبات سازنده سيليمارين تغيير نمي افزايش

Tumova et al., 2006) .(علاوه نشان داده شده كه متيل  هب

جاسمونات، توليد سيليمارين را در كشت سلول خارمريم 

  دهدمي سيكلو دكسترين افزايش - βتيمار شده با 

.(Belchi-Navarrow et al., 2010)   اصغري و همكاران

با مطاله اثر قندهاي فروكتوز، گلوكز و ساكارز بر  )1386(

ليمارين در كشت كالوس گياه خارمريم نشان توليد سي

هاي كشت دادند كه بيشترين ميزان سيليمارين در كالوس

درصد قند ديده شده مي  6اوي شده در محيط كشت ح

زايي ) بر كال1391همكاران ( نتايج مطالعات آرخي و شود.

قطعات جداكشت ريشه، برگ و دمبرگ با استفاده از 

نشان داد كه  Kinو  D-2,4 هاي رشد گياهي كننده تنظيم

يي و بيشترين درصد فلاونوليگنان زابالاترين درصد كال

%) از كالوس حاصل از قطعه جداكشت ريشه در 44/14(

 Kinو  D-2,4گرم در ليتر ميلي 5/0و 1محيط كشت حاوي 

هاي مويين شود. محققان ديگر نيز استفاده از ريشهديده مي

اند. توليد رمريم پيشنهاد كردهرا در توليد سيليمارين گياه خا

هاي موئين توليد شده با تيمار آگروباكتريوم سيليمارين در ريشه

 .(Rahnema et al., 2008) درصد گزارش شده است 11/0

هاي مويين با عصاره همچنين گزارش شده است كه چنانچه ريشه

برابر افزايش  2توان توليد سيليمارين را تا مخمر تيمار شود مي

گزارشات ديگري نيز نشان . (Hassanloo et al., 2009) داد

داده كه افزودن يون نقره به محيط كشت ريشه موئين گياه 

-درصد افزايش مي 12/0خارمريم توليد سيليمارين را تا 

  ).Khalili et al., 2010دهد (

كه نتايج اوليه ما بر روي كشت بافت  با توجه به آن

لوس حاصل از قطعه گياه خارمريم نشان داده كه كا

جداكشت ريشه توان بالايي در توليد سيليمارين دارد 

)، در اين تحقيق سعي شده تا 1391(آرخي و همكاران، 

سيليمارين و توليد  هاي نوپديدشرايط بهينه براي توليد ريشه

  كشت بافت مورد بررسي قرار گيرد. در شرايط

  

  ها:مواد و روش

آوري مريم پس از جمعخار هايبذر تهيه گياهچه استريل:

و پس از شناسايي و تاييد آن در هرباريوم  گرگانمنطقه از 

 شهرآب جريان دقيقه در  20ابتدا به مدت دانشگاه گلستان 

 1درصد به مدت  70با الكل گرفتند. در مرحله بعد قرار

دقيقه  20درصد به مدت  30ژاول دقيقه و سپس در آب

در زير آب مقطر استريل  بار با 5بذرها  سپس .قرار گرفتند

 در محيط شدهشدند. بذور استريل  شوشستهود لامينار 

با %) 1%) و آگار (3حاوي ساكارز ( MS كشت پايه

pH=5.8 شت شدندك Murashige and Skoog, 1962) .(

ساعت  16 فتوپريود و C°2± 25با دماي كشت اتاق شرايط

در زني و رشد بعدي ساعت تاريكي براي جوانه 8نور و 

زني و توليد گياهچه استريل از . براي جوانهدنظر گرفته ش

متر كه هريك حاوي سانتي 15هاي كوچك با طول شيشه

ود استفاده شد. در هر ب  MSكشت محيط ليترميلي 15

  .گرديدعدد بذر استريل كشت  6شيشه 

فاكتوريل در قالب به صورت آزمايش  شرايط كشت:

 هاي آزمايش شاملاكتورفتصادفي انجام شد.  طرح كاملاً

، 1، 5/0، 1/0، 0ح هورموني وو سط NAAو  IBAهورمون 

بود. شرايط اتاقك كشت براي  گرم در ليترميلي 2و  5/1

شدت نور و دما  تناوب نوري،از نظر  زاييتحريك ريشه

 نسبت به شرايط توليد گياهچه استريل تغييري نداشت.
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كشت و  محيطحاوي ديش پتري 5براي هر تيمار هورموني 

   شد.قرار داده قطعه جداكشت  5در هر ظرف 

به منظور تعيين غلظت مناسب جهت  زايي:القا ريشه

زايي ابتدا قطعات هيپوكوتيل از گياهچه استريل جدا و  ريشه

هاي  حاوي غلظت MSبرش داده شدند و در محيط كشت 

ثر در ؤبه عنوان دو اكسين م IBAو  NAAمتفاوت 

ها هفته ظهور ريشه 3ه شدند. پس از زايي كشت داد ريشه

از قطعات جداكشت در تيمارها قابل مشاهده بود و با 

شد. در اين ها افزوده گذشت زمان بر تعداد و اندازه ريشه

افزار  ها با استفاده از نرم گيري طول ريشه آزمايش اندازه

Image J  صورت گرفت. پس از تعيين بهترين تيمار

هاي توليد شده به زايي، ريشهيشههورموني براي تحريك ر

، IBA )0هاي مختلف  مايع حاوي غلظت MSمحيط كشت 

گرم بر ليتر) منتقل شدند. به  ميلي 3و  5/2، 2، 5/1، 1، 5/0

شده پس از هاي توليد  منظور افزايش ميزان سيليمارين، ريشه

هاي مختلف ميزان محيط كشت، نور،  رشد كافي تحت تيمار

  محيط قرار داده شدند. pHتاريكي و فاكتور 

در اين تيمار  :MSتيمار حجم محيط كشت مايع 

هايي با مقادير  گرم در شيشه 05/0با وزن اوليه   ريشه

  انتقال يافتند.  MSليتر) محيط كشت ميلي 9، 6، 3مختلف (

در اين مرحله : MS محيط كشت مايع pHاثر فاكتور

 3با حجم هايي  گرم در شيشه 05/0ها با وزن اوليه  ريشه

، 7/5، 4، 3هاي مختلف (pHمايع و با  MSليتر محيط  ميلي

  ) كشت شدند. 8و  7

ها با وزن  : در اين تيمار ريشهاثر شرايط نور و تاريكي

ليتر محيط ميلي 3گرم در ظروف حاوي مقدار  05/0اوليه 

ساعت  8ساعت نور و  16در دو شرايط نور (  MSمايع 

  ندتاريكي) و تاريكي قرار گرفت

هاي  : وزن تر ريشهگيري وزن تر و خشك ريشه اندازه

گيري هر ظرف با ترازو وزن و يادداشت شد. براي اندازه

گراد درجه سانتي 37ها در آون در دماي وزن خشك، ريشه

  روز خشك شدند. 3به مدت 

به منظور سنجش درصد : سنجش درصد سيليمارين

برابر نمونه در  3ها با اتيل استات با حجم سيليمارين، نمونه

زدايي و  ساعت چربي 5گراد به مدت  درجه سانتي 40دماي 

 10 تريفيوژ شدند. سپس به رسوب حاصلهسپس سان

گراد به  درجه سانتي 40ليتر متانول اضافه و در دماي  ميلي

گيري انجام شد. پس از صاف كردن،  ساعت عصاره 8مدت 

درجه  40محلول متانولي توسط دستگاه روتاري در دماي 

دست آمده ه ليتر تغليظ شد. عصاره ب ميلي 1گراد تا  سانتي

 4ليتر متانول حل شده و در تاريكي در دماي  ميلي 2در 

ليتر از عصاره ميلي 1به  .داري شد گراد نگه درجه سانتي

 هيدرازين  فنيل  نيترو  دي -4و2ليتر محلول  ميلي 2متانولي 

يقه بر روي دق 50اسيد اضافه و به مدت   سولفوريك

گراد قرار داده شد. سپس  درجه سانتي 50ماري با دماي  بن

دست آمده با پتاس متانولي ده درصد به ه حجم محلول ب

دست ه ليتر از محلول ب ليتر رسانده شد. يك ميليميلي 10

ليتر متانول مخلوط و سانتريفيوژ شد.  ميلي 20آمده با 

ليتري  ميلي 50محلول رويي حاصل از سانتريفيوژ به بالن 

ليتر متانول دوباره  ميلي 20منتقل و پس از افزودن 

سانتريفيوژ شد. در نهايت محتويات بالن بامتانول به حجم 

ليتر رسانده شد و جذب نوري آن در طول موج  ميلي 50

گيري شد. اساس اين روش شدت جذب  نانومتر اندازه 490

تري م سانتي 1درصد سيليمارين در سل كوارتز  1محلول 

)A1% 1cm=537ارين طبق ي درصد سيليم ) است. محاسبه

   آيد: به دست مي 1- 2رابطه 

100×50 ×50 ×10 ×A  
  درصد سيليمارين=

 M ×100 ×cm  1%A1   

  

عبارت  Mبرابر ميزان جذب محلول نمونه و  Aدر اين رابطه، 

  ).1380(قاسمي و طالب،  باشد از وزن نمونه گياهي مي

، آزمون  lsmeansها: با استفاده ازهتجزيه و تحليل داد

و  SASافزار وسيله نرمه % ب5در سطح احتمال  1دانكن 

  صورت گرفت. Excelافزار رسم نمودارها و جداول توسط نرم
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 گرم در ليتر  ميلي 1/0حاوي   MSالف) گياهچه استريل، ب) توليد ريشه در قطعات جداكشت ساقه در محيط كشت  - 1شكل 

NAAوIBA  گرم در ليتر  ميلي 5/0جوان خارمريم در محيط كشت حاوي   در قطعه جدا كشت ساقه) تشكيل ريشه و جوانه جIBA .  

  

 نتايج: 

قطعات جداكشت  زايي از قطعات جداكشت ساقه:ريشه

ها تهيه و  هاي جوان از گياهچه استريل حاصل از بذر ساقه

 36حاوي  MSزايي در محيط كشت به منظور القا ريشه

كشت  NAA و IBAهاي رشد  كننده لظت مختلف تنظيمغ

زايي و داده شدند. پس از گذشت يك ماه درصد ريشه

هاي توليد شده محاسبه و آناليز آماري لازم  طول ريشه

تيمار  36انجام شد. نتايج به دست آمده نشان داد كه از بين 

و  1زايي مشاهده شد (شكل تيمار ريشه 17مختلف تنها در 

زايي صورت نگرفت. اين نتايج بقيه تيمارها ريشه) و در 2

متر) مربوط  ميلي 23/35نشان داد كه بيشترين طول ريشه (

است. از طرفي  IBAو  NAAگرم در ليتر ميلي 1/0  به تيمار

 IBAگرم در ليتر ميلي 5/1ديگر طول ريشه در تيمار 

 NAA و IBAگرم در ليتر ميلي 1/0 متر) و ميلي 13/30(

در داري را نشان نداد. متر) اختلاف معني ميلي 23/35(

توليد  زايي،  علاوه بر ريشه IBAگرم درليتر  ميلي 5/0تيمار 

زايي  صد ريشهبيشترين در ).1جوانه نيز مشاهده شد (شكل 

 NAA و IBAگرم در ليتر ميلي 1/0 %) نيز در تيمار74(

داري از حيث مشاهده شد. در بيشتر تيمارها تفاوت معني

  ب).  -2زايي مشاهده نشد (شكل صد ريشهدر

اثر حجم محيط كشت بر وزن تر، خشك و ميزان 

به منظور تعيين حجم بهينه محيط كشت مايع،  :سيليمارين

 6،  3گرم در ظروفي كه حاوي  05/0ها با وزن اوليه  ريشه

در اتاق كشت با بود MS ليتر محيط كشت مايع  ميلي 9و 

ساعت تاريكي در دماي  8ساعت روشنايي و  16 تناوب

دست آمده   گراد قرار گرفتند. نتايج به درجه سانتي 2±25

تر ريشه در محيط كشت مايع   نشان داد كه ميانگين وزن

MS  روز به  21ليتر پس از گذشت  ميلي 9و  6، 3با حجم

دهنده افزايش گرم بود كه نشان 26/0و  25/0، 27/0ترتيب

داري ما تفاوت معنيها در محيط كشت است. ا وزن ريشه

شود (شكل لف مشاهده نميها در تيمارهاي مختدر وزن تر ريشه

محيط كشت  ها در بررسي ميانگين وزن خشك ريشهالف).  - 3

ليتر نيز نشان داده كه تفاوت  ميلي 9و  6، 3با حجم  MSمايع 

  ب). -3داري بين تيمارهاي مختلف وجود ندارد (شكل معني

درصد سيليمارين در قطعات در اين آزمايش ابتدا 

هاي استريل قبل از جداكشت ريشه حاصل از گياهچه

انتقال به محيط كشت مايع مورد سنجش قرار گرفت. نتايج 

درصد  24/0نشان داد كه درصد سيليمارين در اين قطعات 

هاي توليد شده در بود. ميانگين درصد سيليمارين در ريشه

ليتر به ترتيب  ميلي 9و  6، 3با حجم  MSمحيط كشت مايع 

كه ميانگين  رغم اين% است. علي52/3% و %27/3، 25/3

ليتر  ميلي 9حيط كشت با حجم درصد سيليمارين در م

رين درصد را دارد اما نتايج حاصل از آناليز واريانس بيشت

داري بين تيمارهاي مختلف نشان داد كه اختلاف معني

 دهدج). اين نتايج نشان مي -3وجود ندارد (شكل 
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  ب) 

زايي  قطعات جداكشـت سـاقه گيـاه    بر الف) طول ريشه و ب) درصد ريشه NAAو  IBAهاي متفاوت  مقايسه اثر غلظت -2شكل 

هاي داراي حداقل يك حرف مشترك با آزمون دانكن در انحراف معيار است. ستون ±ها دهنده ميانگين دادههر ستون نشانخارمريم. 

   داري با يكديگر ندارند.درصد تفاوت معني 5سطح 
  

هاي توليد شده در محيط كشت مايع از توان كه ريشه

  باشند.خوبي در توليد سيليمارين برخوردار مي

كه اثر حجم محيط  با توجه به آن :تيمار نور و تاريكي

هاي كشت مايع بر ميزان سيليمارين توليد شده در ريشه

ادامه اثر فاكتور داري را نشان نداد، در نوپديد تفاوت معني

ليتر مورد ميلي 3نور و تاريكي تنها در حجم محيط كشت 

آمده در اين آزمايش   دست  بررسي قرار گرفت. نتايج به

نشان داد كه ميانگين وزن تر ريشه در شرايط نور و تاريكي 
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هـاي  ستونهاي توليد شده.  ليمارين در ريشهاثر حجم محيط كشت مايع بر الف) وزن تر، ب) وزن خشك و ج) درصد سي -3شكل 

  داري با يكديگر ندارند.درصد تفاوت معني 5داراي حداقل يك حرف مشترك با آزمون دانكن در سطح 

  

الف).  -4باشد (شكل  گرم مي 09/0و  29/0به ترتيب 

نتايج آناليز واريانس نشان داد كه اختلاف بين وزن تر 

دار است. ميانگين ريكي معنيها در دو شرايط نور و تا ريشه

وزن خشك ريشه در شرايط نور و تاريكي به ترتيب 

ب) كه با توجه  -4باشد (شكل  گرم مي 002/0و  015/0

ها در  به نتايج آناليز واريانس اختلاف بين وزن خشك ريشه

  ب). - 4دار است (شكل  دو شرايط نور و تاريكي نيز معني

نور و تاريكي  بررسي درصد سيليمارين در دو تيمار

داري بين اين دو تيمار دهد كه اختلاف معنينشان مي

وجود داشته و ميانگين درصد سيليمارين توليد شده در نور 

  ج) - 4بيشتر از تاريكي است (شكل 

دست  با توجه به نتايج به محيط كشت:pH اثر فاكتور 

هاي كشت شده در محيط  تر ريشه  آمده، ميانگين وزن

، 1633/0به ترتيب  8و  7، 7/5، 4،  3 هاي pHكشت با 

گرم است كه با  1633/0و  1667/0، 1633/0، 1600/0

داري  توجه به نتايج حاصل از آناليز واريانس تفاوت معني

  چنين ميانگين وزنالف). هم -5آنها ديده نشد (شكل  بين

 7، 7/5، 4، 3هاي pHداراي  MSها در محيط  خشك ريشه

 0014/0و  0015/0، 0015/0، 0014/0 ،0015/0به ترتيب  8و 

ها نيزتفاوت  ريشه باشد. آناليز واريانس ميانگين وزن خشك مي

  ب). - 5داري را بين آنها نشان نداد (شكل  معني

مايع با MS ميانگين درصد سيليمارين در محيط كشت 

pH  43/2%، 42/2به ترتيب  8و  7، 7/5، 4، 3محيط ،%

 در % بوده است. بالاترين درصد98/2% و %33/4، 56/3

  هاي كشت شده در محيط كشت باريشه سيليمارين

7 pH= داري را نسبت به سايرديده شد كه تفاوت معني 
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شده در محيط  هاي توليد و ج) درصد سيليمارين ريشه ريكي بر الف) وزن خشك، ب) وزن ترمقايسه اثر تيمار نور و تا - 4شكل 

  .داري با يكديگر ندارنددرصد تفاوت معني 5هاي داراي حداقل يك حرف مشترك با آزمون دانكن در سطح ستونكشت مايع. 

  

pH  ج). - 5هاي مورد بررسي نشان داد (شكل  

  

  :بحث

فناوري مانند ريزازديادي، كشت هاي زيست توسعه روش

هاي  ين شيوهتر هاي مويين يكي از مهم سلول، ريشه و ريشه

جايگزين توليد محصولات دارويي با ارزش گياهي است. 

هاي سريع كشت و تكثير ريشه  در اين راستا توسعه سيستم

نظير براي توليد محصولات مختلف متابوليت  فرصتي بي

كشت خواهد هاي قابل ثانويه در آزمايشگاه و بدون نياز به زمين

مزيت  ).Nandagopal and Ranjitha Kumari، 2007بود (

استفاده از كشت ريشه اين است كه سريعاً رشد كرده، 

پذيري  ها نسبتاً ساده بوده، تغيير سازي و حفاظت آن آماده

سادگي براي توليد ذخاير  تواند بهاندكي داشته و مي

هاي آزمايشگاهي مورد استفاده قرار گيرند  گسترده بافت

)Stribling, 1983.( شه گياه در اين پژوهش نوپديدي ري

سازي آن  خارمريم از قطعه جداكشت ساقه جوان و بهينه

 MS  ،pHهاي مختلف حجم محيط كشت مايع تحت فاكتور

تاكنون  )in vitroو اثر نور و تاريكي در شرايط در شيشه (

هاي فراواني در زمينه توليد فلاونوليگنان دارويي تلاش

است كه  سيليمارين در شرايط كشت بافت صورت گرفته

ر برخي از اين گزارشات از ريشه به عنوان منبع مهم د

 توليد سيليمارين ياد شده است. نتايج تحقيقات آرخي
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هاي در  بر الف) وزن خشك، ب) وزن تر و ج) درصد سيليمارين ريشه MSهاي مختلف محيط كشت مايع pHمقايسه اثر  -5شكل 

هاي داراي حـداقل يـك حـرف    انحراف معيار است. ستون ±هادهنده ميانگين داده هر ستون نشانتوليد شده در محيط كشت مايع. 

  داري با يكديگر ندارند.درصد تفاوت معني 5مشترك با آزمون دانكن در سطح 

  

نشان داده كه كالوس حاصل از قطعه  )1391(و همكاران 

گرم  ميلي 5/0و  1حاوي  MSجداكشت ريشه در محيط كشت 

ين منبع مناسبي براي توليد سيلمار Kinو  D-2,4در ليتر 

در اين تحقيق نيز توليد %) در گياه خارمريم است. 38/14(

قرار گرفته  تيمار مختلف هورموني مورد بررسي 36ريشه در 

دست آمده نشان داد كه شرايط بهينه براي ه است. نتايج ب

گرم در ليتر  ميلي 1/0  حاوي MSزايي محيط كشت ريشه

IBA  وNAA .زايي  بيشترين طول ريشه و درصد ريشه است

  باشد. % مي07/74متر و  ميلي 23/35در اين تيمار به ترتيب 

نتايج مربوط به اثر فاكتور حجم محيط كشت بر توليد 

سيليمارين نشان داد كه بيشترين درصد سيليمارين 

ليتر بوده است. اما  ميلي 9%) در محيط كشت با حجم 52/3(

شود  اين خصوص ديده نميداري در  تفاوت معني

)05/0>Pفاكتور  تأثيردست آمده از   ). نتايج بهpH  بر رشد

چنداني بر طويل  تأثيراسيدي محيط  pHريشه نشان داد كه 

ي رشد اسيدي، تنظيم  ها ندارد. بر طبق فرضيهشدن ريشه

سلولي   پيرامون ديواره pHها از طريق اصلاح  انبساط سلول

ها تحت  يافتگي سلولانبساطگيرد. درنتيجه  صورت مي

pHيابد ( هاي پايين افزايش ميCosgrove, 1999 شواهد .(

هاي ساقه يا  فراواني اين فرضيه را در خصوص كلئوپتيل

). با اين Kotake et al., 2000كند ( ها تائيد مي انبساط برگ

وجود نتايج فوق در خصوص ريشه گياهان چندان قطعي 
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متفاوتي را در خصوص اثر  نيست. گزارشات مختلف نتايج

pH ها نشان داده اندبر طويل شدن ريشه  

 )Edwards and Scott, 1974; Evans, 1976 بررسي اثر .(

pH بر روي القا نوپديدي 7و  6، 8/5، 5، 4هاي  (با گستره (

ها در قطعه جداكشت برگي گياه اورتوسينون  ريشه

 5/6بهينه براي رشد ريشه  pHاستامينوس نشان داد كه 

بهينه در گياهان مختلف  pHدهد . اين امر نشان مي)است 

 محيط كشت مايع pH تأثيرمتفاوت است. نتايج حاصل از 

MS  بر توليد سيليمارين نشان داد كه توليد سيليمارين در

هاي كشت  نسبت به ريشه pH= 7هاي كشت شده در  ريشه

ها بيشتر بود و به لحاظ آماري اختلاف pHشده در ساير 

هاي كشت شده  ميانگين موجود در درصد سيليمارين ريشه

دار  ها معنيpHبا ساير  pH= 7مايع با  MSدر محيط كشت 

) نشان داد 1381است. نتايج مطالعات اصغري و همكاران (

گياه خارمريم   توليد شده در كالوس  كه ميزان فلاونوليگنان

هاي كشت شده  بيشتر از كالوس pH=7در محيط كشت با 

ي حاضر  بوده است كه نتايج مطالعه pH=9و  pH=6/5ر د

 pHفاكتور  تأثيركند. در خصوص  تبعيت مي  از نتايج فوق

هاي ثانويه نظريات متفاوتي وجود دارد  بر توليد متابوليت

رسد بسته به گياه و نوع تركيب متابوليت كه به نظر مي

يديك متفاوت است. براي مثال بالاترين مقدار ژنيپوز  ثانويه

 ) و پيورسينول دي گلوكوزيدGeniposidic acidاسيد (

)Pinoresinol diglucosideهاي كشت شده گياه  ) در ريشه

Eucommia Ulmoides  4در=pH كه بالاترين  بوده در حالي

 به pH=7) در chlorogenic acidمقدار كلروژنيك اسيد (

  ).Xiaojun, 2007دست آمده است ( 

تر   دهد كه ميانگين وزن نشان ميآمده   دست  نتايج به

هاي توليد شده در  نور نسبت به شرايط تاريكي ريشه

بيشتر است. فاكتور نور در رشد و نمو و توليد محصول در 

اي برخوردار است. البته رشد  گياهان از اهميت ويژه

هاي گياهان مختلف تحت شرايط نور و تاريكي  ريشه

ها در  رنج، رشد ريشهمتفاوت است. براي نمونه در گياه ب

  ها در شرايط نوري است تاريكي بيشتر از رشد آن

 )Kwan-Long and China-Ri, 1975 يكي از عوامل مهم.(

باشد كه در  ي نوري (فتوپريوديسم) مي در رشد طول دوره

ها بررسي شد. طبق  اين مطالعه اثر آن بر روي رشد ريشه

تر  و  خشك  رين ميزان وزنيشتدست آمده، ب نتايج به

هاي گياه خارمريم مربوط به شرايط نوري است. در  ريشه

نتيجه شرايط نوري باعث افزايش زيتوده محصول و 

شود. نتايج حاصل  هاي گياه خارمريم مي سازي در ريشه ماده

از سنجش درصد سيليمارين نيز نشان داد كه ميانگين 

درصد سيليمارين در شرايط نور، نسبت به شرايط تاريكي 

ر است. در بررسي حاضر توليد سيليمارين تحت بيشت

شرايط نوري افزايش پيدا كرده است و در قياس با شرايط 

داري را دارد. نور عامل مهمي در  تاريكي تفاوت معني

ها است زيرا سوخت و ساز  تحريك شروع سنتز فلاونوئيد

ها)  ها سبب تشكيل رنگ (فلاونوئيد نيتروژن و كربوهيدرات

ترين عامل خارجي كنترل سنتز  شود. نور مهم در گياهان مي

فلاونوئيدها است. به عنوان مثال نشان داده شده كه در ميوه 

ها نور  سبب سنتز  فرنگي و بسياري از گل سيب، توت

  ). Bruneton, 1995شود ( فلاونوئيد مي

به طور كلي بالاترين درصد سيليمارين توليد شده در 

%) بوده 33/4ت مايع (هاي تشكيل شده در محيط كشريشه

%) رقم بسيار  24/0كه نسبت به ريشه گياهچه استريل (

قابل مقايسه با ديگر گزارشات منتشر شده  بالاتري بوده و

 كه ميزان سيليمارين توليد شده در ريشه است. در حالي

تر از هاي مويين القا شده با اگروباكتريوم رايزوژنز پايين

  استهاي اين گياه گزارش شده ميوه

(Rahnema et al., 2008) همچنين گزارشات ديگر نشان .

داده كه توليد سيليمارين در كشت سلول اين گياه نزديك 

تري % بوده كه نسبت به گزارش حاضر درصد پايين5/1به 

. اما توليد سيليمارين در (Cacho et al., 1999)است 

 هاي نوپديد القا شده در شرايط در شيشه كه با اشعهجوانه

  % گزارش شده است598/6اند گاما تيمار شده

(El Sherif et al., 2013) در مجموع نتايج حاضر نشان .

هاي كشت شده گياه خارمريم در محيط دهد كه ريشهمي
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كشت مايع پتانسيل خوبي براي توليد سيليمارين داشته و با 

توان توليد اين ماده را به مي pHتيمارهاي مناسب نور و 

  توجهي افزايش داد.طور قابل 

  

  تشكر و قدرداني:

دانند تا از معاونت نويسندگان اين مقاله بر خود لازم مي

پژوهشي دانشگاه گلستان به سبب حمايت مالي اين 

  تحقيق نهايت سپاس و قدرداني را داشته باشند.
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Abstract: 

 

The Silybium marianum is the dicotyledonous herbs of the Asteraceae family that is important in medical indus-

try. The biological active compound of Silybium marianum is a mixture of several flavonolignals generally 

known as silymarin. The purpose of current research is root formation induction in hypocotyls explants in medi-

um culture. The young shoots were cultured on MS medium containing different concentrations of indole-3-

butyric (IBA) and Naphtalene acetic acid (NAA). The results indicated that the highest root formation percent-

age and root length were observed in young shoots which were treated in MS medium supplemented with 0.1 

mg/l IBA and NAA. Then produced roots were transferred to liquid medium. After root growth, roots were sub-

jected to different volumes of medium culture, light and dark treatments and different pH medium. The effect of 

volumes of culture medium did not showed any significant difference on root growth and silymarin production. 

Results showed that light treatment induced more silymarin in production compared to dark treatment. Also the 

culture medium with pH=7 was superior to other pH for silymarin production. 

 

Key Words: flavonolignan, liquid culture medium, root culture, silymarin, Silybium marianum. 
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