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  دهیچک

از ه آن ی ـ رویت ب ـبرداش ـ. ماریتیغال از گیاهان مهم دارویی است که جایگاه خاصی را در صنایع دارویی پیدا کرده اسـت              
 طی شـرا  يسـاز به منظـور بهینـه   .  شودیمآن  یکیر ژنتین رفتن ذخای و از بیکیش ژنت یموجب فرسا  یعی طب يهاشگاهیرو

بـا اسـتفاده از رقـم اصـلاح      تصادفی در قالب فاکتوریل با طرح پایه کاملاً     اي گیاه ماریتیغال، آزمایشی     کشت درون شیشه  
هورمـونی  ترکیـب  چهـار   بـا  MSمحـیط کـشت    در  کوتیلدون و هیپوکوتیـل ي ها نمونه ریز با  و اکوتیپ مغان   يشده مجار 
هورمـون در شـرایط     بـدون  MSجوانـه زنـی بـذور در محـیط کـشت      .  در شرایط تاریکی انجام گرفـت D 4-2و  کینیتین

 ،ي تیمـار کیبـات راصل در کلیـه ت ح کالوس هاي  پس از کالوس زایی،   .  درجه سانتی گراد صورت گرفت     26تاریکی و دماي    
نتـایج  . وزن تر و قطر کالوس ها اندازه گیري شد مختلف يها واکشتو نیز در  واکشت قبل از هر     . شدند واکشت بار   چهار

 نـسبت بـه اکوتیـپ مغـان     يیشتر وزن تر و قطر کالوس بي نشان داد که رقم مجارواکشتتجزیه واریانس داده ها در هر       
بـا افـزایش میـزان     .  اسـت تربرریزنمونه هیپوکوتیل نسبت به  تر و قطر کالوس  و ریزنمونه کوتیلدون نیز از نظر وزن      رددا

هـاي رشـد یافتـه در محـیط      کالوسواکشت چهارمحیط کشت، وزن تر و قطر کالوس افزایش یافت و در هر           در  هورمون    
 .الوس را داشـتند  بیـشترین وزن تـر و قطـر ک ـ   D 4-2تـر  ی گـرم در ل یلیدو ممیلی گرم در لیترکینیتین و  دو کشت حاوي 

 RAPD يهانـشانگر اسـتفاده از   بـا هـا  واکـشت و ها کشت، ریزنمونهمختلف شرایط در حاصل  تنوع سوماکلونال یبررس
   وهـا واکـشت  مختلـف دو ژنوتیـپ در       يهـا حاصـل از ریزنمونـه     يهـا کـالوس بـین   متفاوت در    ي نوار يالگونشان دهنده   

     .بود مختلفکشت  يهامحیط

 

  D 4-2ماریتیغال، ، کشت بافت، کینیتینع سوماکلونال، `تنو: يدی کليهاواژه
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Abstract 

Milk thistle (Silybum marianum) is one of the most important medicinal plants and has found 

special place in pharmacy industries. Irregular harvest of this plant from natural habitats results in 

the destruction of its genetic resources. In order to optimize in vitro culture of milk thistle, this 

study was carried out in a factorial experiment based on completely randomized design with four 

replications, two genotypes (Budakalszi from Hungry and Moghan ecotype) and cotyledon and 

hypocotyle explants in MS  medium supplemented with four kinetin and 2-4 D combinations. Seeds 

were germinated in MS medium without hormones under 26˚C and darkness conditions. After 

callus induction, the calli were subcultured four times into the fresh media. Analysis of variance 

revealed that in all of the subcultures, Budakalszi cultivar was superior to Moghan ecotype with 

respect to callus fresh weight and diameter. Callus fresh weight and diameter were also higher in the 

calli obtained from cotyledon compared with the hypocotyls explant. With the increase in hormone 

levels, callus weight and diameter were increased. In all of the four subcultures, maximum callus 

growth was observed in the medium supplemented with 2 mg/l 2-4 D and 2 mg/l kinetin. Analysis 

of somaclonal variation in the calli obtained from different culture conditions and subcultures using 

RAPD markers revealed different banding patterns among samples from explants of the two 

genotypes in different culture and subculture conditions.  
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  مقدمه 
 از (Silybum marianum) تیغال یا خار مـریم یمار

است که جایگاه خاصی را در صنایع       مهم  گیاهان دارویی   
 داراي مواد موثره از     این گیاه .  پیدا کرده است   سازيدارو

باشـد کـه از آن در مـداواي       نوع ترکیبات فلاونوئیدي مـی    
هـاي   هاي ویروسی، یبوسـت     بیماریهاي طحال، کبد، یرقان   

 و یکــام (شــود مــزمن و رفــع ســنگ کلیــه اســتفاده مــی 
 مواد موثره ماریتیغـال از نـوع ترکیبـات          .)2003همکاران  
آن ) دانـه (این ترکیبـات در میـوه هـاي        . دي است یفلاونوئ

رنگی جلـوه    به صورت ماده زرد   ه و   ساخته و ذخیره شد   
 1بـه سـیلیمارین   مـواد مـوثره ایـن گیـاه         مجموعه  . می کنند 

هـایی بـا    هـا و لایـن   تولید ژنوتیـپ امروزه      .معروف است 
هتـز و همکـاران     ( است    مورد توجه بین    یسیل ير بالا مقدا

1995.(  
کشت سلول و بافـت بـه عنـوان روش مکمـل بـراي               

هاي متداول در تولید تجاري فراورده هـاي گیـاهی       روش
هاي کشت بافت و سلول براي       استفاده از روش   .می باشد 

تولید مواد موثره دارویی در میزان مشابه و حتی بیـشتر           
یــر پیــشرفت و کــاربرد هــاي اخ گیـاه کامــل در ســال  از

هـاي   فعالیـت بیوسـنتزي سـلول     . چشمگیري داشته است  
کـشت شـده مـی توانـد بـا دسـتکاري عوامـل محیطــی و        

هـاي مناسـب افـزایش       هاي سلولی و کلـون     گزینش لاین 
  . )2002 شانکار يراماچاندرا و راو (یابد

 مـشکل  القا و تولید کالوس در گیاهان تک لپه معمولاً       
ه است و براي تحریک و القاي کـالوس         لپ تر از گیاهان دو   

تنظیم کننده رشـد بـه محـیط کـشت           نیاز به افزودن مواد   
 غلظـت و   ،نـوع (خصوصیات ماده تنظـیم کننـده       . باشدمی

تـا حـد زیـادي بـستگی بـه       ) نسبت اکسین به سـیتوکینین    
ن زاي موجـود در  هـاي درو  ژنوتیـپ و مقـدار هورمـون   

 منجـر بـه    D 4-2مقادیر کم  هویج در .بافت گیاهی دارد 
 کـالوس   يموجب القا تمایز سلولی ولی افزایش غلظت آن       

سین در کنتـرل تمـایز   ک ـنین بـه همـراه ا    یسیتوک. شود یم
عـلاوه بـر مـواد تنظـیم کننـده           . دارد نقـش ساقه   ریشه و 
 ترکیب محیط   ، عوامل متعدد دیگري از قبیل ژنوتیپ      ،رشد

                                                
1Silymarin  

 ،کشت و عوامل فیزیولـوژیکی مـوثر در رشـد ماننـد نـور      
ت ی ـپروه( ارنـد  نیز در تشکیل کالوس اهمیت د     ا و غیره  دم

2004.(     
 هـاي ترکیـب هورمـون  کاربرد   گزارش شده است که          

(Naphtaleneacetic acid) NAA در محـیط   کینتـین  و
 .القاء کردند گیاه ماریتیغال    کالوس زایی را در      MSکشت  

کشت در همـان محـیط      وا سري   سهها بعد از     ولی کالوس 
کـاچو و همکـاران      . زیستی خود را از دست دادند      توانایی

 میلی کی  حاويMSمحیط کشت      نشان دادند که   )1999(
کینتـین را    میلی گـرم بـر لیتـر   1/0 و D 4-2گرم بر لیتر 
ریـز نمونـه هـاي        یـی  کـالوس زا   يط برا ین مح یمناسبتر

   باشدیم روزه ماریتیغال 10هاي   گیاهچهیلدونیکوت
ن حاصل از کـشت بافـت       گیاها يهایژگیویکی از   

تغییـرات ژنتیکـی در    . باشد میسوماکلونال   تنوع   ،سلول و
 شـامل   ،هـا  کشت بافت حاصـل طیـف وسـیعی از جهـش          

 ،  وارونگی ، تغییر آرایش کروموزومی   ،هاي نقطه اي   جهش
ــدن  ــذف ش ــدي  و  اضــافه و ح ــی پلوئی ــت پل ــوع .اس  تن

سوماکلونال در گیاهان حاصل از پروتوپلاسـت و کـشت          
ونه سیب زمینی، نیشکر، یونجـه، بـرنج، گنـدم،       هاي ریزنم 

   .)2004ت یپروه(گزارش شده است ... ذرت و 
 کــه شــده اسـت در کـشت بافـت توتــون مـشاهده    

افزایش در میزان سیتوکینین  بنزیل آمینو پورین موجـب          
 به   و سیتوکینینD 4-2افزودن . پا کوتاهی گیاه می شود

ت ژنتیکی را   محیط کشت نیز احتمال وقوع جهش و تغییرا       
  .)2004پروهیت  (فزایش می دهندا

پیشرفت در زمینه تکنولوژي نـشانگرهاي مولکـولی،        
 براي بررسی تنوع ژنتیکی  گونـه   یي مکمل و دقیق   هاابزار

هاي  گیاهی بوجود آورده اسـت کـه عـلاوه بـر برطـرف             
ــشانگرهاي      ــا ن ــشکلات مــرتبط ب ــردن بــسیاري از م ک

ونـه را در زمـان     مورفولوژیکی، بررسی تعـداد زیـادي نم      
 DNAنـشانگرهاي مبتنـی بـر       . کوتاه ممکن ساخته است   

بکار گرفته شـده  نیز براي شناسایی تغییرات سوماکلونال  
 احـسانپور و همکـاران       و 2004نز و همکاران    یمارت (است

2007( .  
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کشت بافـت   شرایط ي سازبهینه،  مطالعهن  یاهدف  
م ی تنظ ـ لی ـ از قب  ل مختلـف   عوام ـ  اثـر  یبررسغال و   یتیمار

ــا ــده ه ــ، ژنوتي رشــديکنن ــوع ری ــداد یپ، ن ــه و تع زنمون
ــشت ــاواک ــالوس ي ه ــالوس   ک ــر ک ــز در وزن و قط و نی
 يتغییرات سوماکلونال حاصل بوسیله نـشانگرها   یبررس
  . باشدی میمولکول

  
  هامواد و روش 

  اصـلاح شـده    رقم گیاهی مورد استفاده شامل   مواد  
بـه  ر  وبـذ . نـد پ مغـان بود   ی ـ از مجارستان و اکوت    يکالاز
 برطـرف کـردن     ي بـرا  ي ساعت توسط آب جـار     24مدت  

، بـذور بـه   ییپـس از آبـشو   . ر آبـشویی شـدند    وخواب بذ 
ق مایع ظرفشویی قـرار داده  ی دقیقه در محلول رق 10مدت  
 بـار بـا آب مقطـر    سـه هـا   بعد از این مرحله نمونـه  . شدند

قرار % 70 دقیقه در اتانل   دوشستشو داده شده و به مدت       
آب مقطـر  توسط  چند بار بذورن مرحله، پس از ای  . گرفتند

 محلول هیپوکلریـت  با دقیقه  15 به مدت    و سپس شستشو  
 بار با آب مقطر استریل در        سه نهایتاً و   تیمار% 5/2سدیم  

استریل بعد از خشک    بذور   .ندزیر هود لامینار شسته شد    
زنـی بـذوردر    جوانـه . کردن به محیط کشت منتقـل شـدند     

 و  یکیط تـار  یدر شـرا   بـدون هورمـون      MSمحیط کشت   
  جوانـه بـذور   . انجـام شـد     هفته  چهار  طی ºC1±26دماي  

ــه ده ز ــال ب ــهپــس از انتق ــایش   لول ــاي آزم شــرایط در ه
  .از آنها تولید شدیاه کامل قرار داده شدند تا گروشنایی 

ل و  ی ـپوکوتی ه  بخـش  به منظور القاي کـالوس از دو      
 .ه شــدیــزنمونـه ته یروزه، ر 15 ياهچــه هــای گلـدون یکوت
  از یی کالوس زا  جهت ین نسبت هورمون  ین بهتر یی تع يابر

، "1 و   1/0" یچهار ترکیـب هورمـون      با    MS محیط کشت 
    و کینتـین   میلی گرم بر لیتـر     "2 و   2" و   "2 و   1"،  "1 و   1"

2-4 D هر واحـد آزمایـشی عبـارت از یـک     . استفاده شد
ها در شرایط تـاریکی و        زنمونه بود که نمونه   ی ر 5پتري با   

بـدین  .  در داخل اتاقک رشـد قـرار گرفتنـد   C˚1±26دماي  
 عامل ژنوتیپ، ترکیب هورمونی ونوع ریـز        سهترتیب، اثر   

ــپ، دو(نمونـــه  ــار ژنوتیـ ــونی و چهـ  دو ترکیـــب هورمـ
 تولید و رشد کالوس به صورت آزمایش بر) ریزنمونه

 چهـار  فاکتوریل در قالب طـرح کـاملاً تـصادفی بـا            
 بـار بـا     چهـار  محـیط هاي هـر      کالوس. تکرار بررسی شد  
 هفته یکبار در همـان محـیط کـشت     پنجفواصل زمانی هر  

قطـر و    هـا،    واکـشت  و در   کشت  وا قبل از    . شدند واکشت
گیـري   تر کالوس به عنوان شاخصی از رشـد انـدازه   وزن  
  . شد

اولیـه و   يکالوس ها يواریانس داده ها برا   ه  یتجز
. انجام شد  مرکب   به طور  بطور جداگانه و نیز      ، ها واکشت
ــر ــزار  يســبات آمــار امح ياب   SAS v9.0 از نــرم اف

  .استفاده شد) SAS )2003انیستیتوي 
 بـه و کـالوس     اه کامـل  ی گ  از برگ  DNAاستخراج  

انجـام  ) 1984 معروف و همکـاران،  يسقا (CTABروش  
ــت و کیفیــــت  و  روش اســــتفاده از بــــا  DNAکمیــ

ــپکتروفتوتري  ــارز  اس ــورز ژل آگ ــد 8/0و الکتروف  درص
ــین ــرا . شــدتعی ــر تک يب ــومDNAثی ــازگر 20 از ی ژن  آغ
 بـر  ي میکرولیتـر 20  واکـنش  در حجـم RAPD یتـصادف 

) 1990(اســاس روش پیــشنهادي ویلیــامز و همکــاران    
شـامل یـک چرخـه    چرخـه هـاي حرارتـی     .شـد اسـتفاده  

 35 دقیقـه،    بمـدت پـنج     ºC94در   اولیـه    يواسرشته ساز 
قیقـه،   د کی ـ بمـدت    ºC94 در   يواسرشـته سـاز   با  چرخه  

بــسط در  دقیقــه و کیــ بمــدت ºC36 در اتــصال آغــازگر
 دقیقـه و یـک چرخـه بـسط       کی ـ درجه بمدت    ºC72 يدما

 تفکیــک قطعــات . دقیقــه بــودپــنج بمــدت ºC72نهــایی در 
درصـد و  2از الکتروفـورز ژل آگـارز        با اسـتفاده     تکثیري

  . شدانجام   با اتیدیوم بروماید هارنگ آمیزي ژل
  
   ه و بحثجیتن

وزن تر و قطر  صفات ين هاینگایسه میتجزیه واریانس و مقا
  کالوس

صفات قطر و وزن تر کـالوس     انس  یه وار یتجزج  ینتا       
 يهـا واکـشت  حاصـل از     يکالوس هـا   اولیه و    کالوسدر  

 اولیـه و  کـالوس در . ه شده اسـت  ارائ 1مختلف در جدول    
بغیـر از واکـشت     هـا    واکـشت کلیه   حاصل از    يهاکالوس

ــین دو ژنوتیــــپ دوم  ــبــ ــر کــ ــر وزن تــ الوساز نظــ
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ــ ــم اصــلاح شــده  یاخــتلاف معن دار وجــود داشــت و رق
Budakalaszi   از نظـر  .  بـود بهتـر  نسبت به اکوتیپ مغان

نـسبت بـه     يمجـار قطر کـالوس نیـز رقـم اصـلاح شـده            
 هـا   واکـشت ه  ی ـکل اولیـه و     کالوس مغان در    یاکوتیپ بوم 

ــر از  ــريهــا واکــشتبغی  . نــشان دادي اول و دوم برت
 تولیــده شــده از يس هــااولیــه و کــالو کــالوس نیهمچنــ
قطر و وزن تـر      یریزنمونه کوتیلدون  مختلف   ي ها واکشت
  حاصــل از ریزنمونــهي هــا کــالوس نــسبت بــهيبیــشتر

 دوم از نظـر     واکـشت  هر چنـد کـه در        .داشتندهیپوکوتیل  
 چهارم از نظر هر دو صفات تفـاوت  واکشتوزن تر و در    

نیـز ریزنمونـه هـاي      ) 1384(حـسنلو    . دار نبود  یآنها معن 
را بعنـوان ریزنمونـه هـاي برتـر از          غال  یتیمارکوتیلدونی  

نو یمیس. نظر تولید و رشد سریعتر کالوس ها معرفی کرد        
 در یلـــدونی کوتيزنمونـــه هــا یاز ر) 2006(و همکــاران  

تـاز اسـتفاده    ید کالوس جهت سنتز پپت    ی تول يتغال برا یمار
 یلـدون یزنمونـه کوت  یاز ر ) 2008(رهنما و همکاران    . کردند
د ی ـغال جهت تولیتیاه ماریزش گی تراي براییوس زا در کال 

  .ن بهره بردندی موئيشه هایر
از نظـر وزن تـر و قطـر          یبـات هورمـون   ین ترک یب

هـا   کـشت  تمـام وا  حاصـل از يکالوس اولیه و کالوس ها   
   دوم تفـــاوت واکـــشت وزن تـــر کـــالوس در يباســـتثنا

  تولیـد يکالوس هادر کلیه شرایط،  . دار مشاهده شد  یمعن
 D 4-2تـر  ی گرم در لیلی مدو يط کشت حاویدر محشده 

زان وزن تـر    ین م یشتری ب ،نیتینیتر  ک  ی گرم در ل   یلی م دوو  
رشد کـالوس تـابع      القاء و    چون .و قطر کالوس را داشتند    

ن و نـسبت آنهـا   ینیتوکین و س ـ  ی مختلـف اکـس    يغلظت ها 
 يب و نــسبت هــایــباشــد، در مطالعــات مختلــف ترکیمــ

 یـی  کـالوس زا ين ها براینیتوکیا و س ن ه ی ار اکس  یمختلف
ــال اســتفاده شــده اســت یتیدر مار ــاران . غ ــاچو و همک ک

در بررسی اثر تیمارهـاي مختلـف هورمـونی بـر           ) 1999(
 MSزایی ماریتیغال گزارش کردند کـه محـیط کـشت         کال

 میلـی گـرم در   1 میلی گـرم در لیتـر کینتـین و    1/0حاوي  
 و رشـد کـالوس    بیشترین کارآیی را بر القـاء D 4-2لیتر 
 میلی گـرم در  1 حاوي   MSمحیط  ) 1384(حسنلو  . داشت

نتـین را بهتـرین   یمیلی گـرم در لیتـر ک   4/0 و D 4-2لیتر 
ــرد     ــی ک ــال معرف ــالوس در ماریتیغ ــاء ک ــیط الق   در . مح

 میلـی گـرم در لیتـر     3 حـاوي    MSگر محیط   ی د يامطالعه
 یـی  کال زا  ينتین  برا  ی میلی گرم در لیتر ک     4/0کورام  و    یپ

حسنلو و همکـاران    (ص داده شد    یتشخمناسب  غال  یتیمار
2008 .(  

اثـر  نـشان داد کـه       تجزیه واریانس مرکب داده ها    
در سـطح   یهورمـون ب ی ـترک، ریزنمونه و  ژنوتیپ،  واکشت
 دار یمعن ـ کـالوس   بر وزن تـر و قطـر      ک درصد   یاحتمال  
بیـشترین  براسـاس مقایـسه میـانگین هـا،         ). 2جدول   (بودند

هـاي دوم   واکـشت  قطر کالوس مربوط به میانگین وزن تر و   
هـا دیگـر تفـاوت       واکـشت و سوم بود که با کالوس اولیـه و          

 واکـشت  که رشد کالوس ها تـا        بدین ترتیب . دار داشتند یمعن
بعلـت افـزایش    چهارم واکشتدر سوم افزایش پیدا کرد ولی   

                         .)3جدول (شد  کمتر آنها رشد  هاسن کالوس
ها، ژنوتیپ هـا و ریزنمونـه هـا،         واکشتنگین  در میا 

 میلی  کیمحیط کشت حاوي    بیشترین وزن تر کالوس در      
کینیتـین   گـرم در لیتـر   ی میل ـکی ـ و D 4-2گرم در لیتـر  

 تولیـد   يهر چند که از این نظر با کالوس هـا         . حاصل شد 
 D 4-2میلی گرم در لیتـر  دومحیط کشت حاوي شده در 

 .  دار نداشـت یتفاوت معن ـ ین  کینیت گرم در لیتر     ی میل دوو  
 نسبت مساوي اکـسین      توان نتیجه گرفت که    ی م ،بنابراین

. اسـت میـزان کـالزایی      از عوامل افـزایش      ییکبه کینیتین   
از نظـر قطـر کـالوس بیـشترین میـانگین در محــیط       یول ـ

 ی میل ـ دو میلی گرم در لیتر توفـوردي و         دو  يکشت حاو 
نظـر بـا بقیـه    از ایـن  گرم در لیتر کینیتین حاصل شد کـه      

   ). 4جدول( دار داشت ی تفاوت معنیورمونترکیبات ه
     اثرمتقابل واکشت در ترکیـب هورمـونی نیـز بـر         
هـر دو صــفت مـورد مطالعــه تـاثیر معنــی دار در ســطح    

در میــانگین واکـشت هــا،  ). 2جـدول  (داشــت % 1احتمـال  
ترکیبات هورمونی و ریزنمونه ها، بین دو ژنوتیپ از نظـر       

طر کالوس تفاوت معنی دار در سطح احتمـال         وزن تر و ق   
وجــود داشــت و بــراي هــر دو صــفت میــانگین رقــم  % 1

  .اصلاح شده مجاري از اکوتیپ بومی مغان بیشتر بود
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  ریتیغال ما  تجزیه واریانس مرکب اثر عوامل مورد بررسی بروزن تر و قطر کالوس-2جدول 

 میانگین مربعات

 قطر کالوس الوسوزن تر ک
 منابع تغییر درجه آزادي

283/530 ** 016/13  واکشت 4 **

403/1  237/0  ) واکشت(تکرار  15 

033/31 ** 703/15 ی هورمونترکیب 3 **  

01/28 ** 587/2 ن هورموترکیب  ×واکشت 12 **  

133/107 ** 498/6  ژنوتیپ 1 **
764/6 ** 224/0 ns 4 ژنوتیپ×  واکشت  

323/17 ** 54/1 ژنوتیپ ×  هورمونترکیب 3 **  

247/10 ** 151/2   ژنوتیپ × هورمونترکیب  ×واکشت 12 **

772/73 ** 503/19  ریزنمونه 1 **
47/17 ** 91/6   ریزنمونه ×واکشت 4 **

255/7 ** 343/1   ریزنمونه × هورمونترکیب 3 **

212/3 ** 596/0   ریزنمونه × هورمونترکیب  ×واکشت 12 *

135/0 ns 351/0 ns 1 ریزنمونه×ژنوتیپ  

215/3 * 782/0   ریزنمونه × ژنوتیپ ×واکشت 4 *

518/5 ** 16/2   ریزنمونه × ژنوتیپ × هورمونترکیب 3 **

029/3 ** 78/0   ریزنمونه × ژنوتیپ × هورمونترکیب  ×واکشت 12 *

24/1  282/0 2خطاي 225   

18/7  71/3 )% (ضریب تغییرات    

                ns ،*1 و ٪ 5ر سطح احتمال دار و معنی دار دبه ترتیب غیر معنی : ** و ٪  
  

  .مقایسه میانگین هاي واکشت هاي مختلف از نظر وزن تر و قطر کالوس در ماریتیغال -3جدول 
  

  
  
  
  
  
  
  

  . درصد هستند5دار در سطح احتمال در هر ستون، میانگین با حروف غیرمشترك داراي تفاوت معنی
  

 صفات

 وزن تر کالوس قطر کالوس
  هاکشت

03/14  b 81/511  c کالوس اولیه  
80/13  c 64/679  b واکشت اول  
88/14  a 72/1026  a واکشت دوم 

69/14  a 20/1008  a  سومواکشت  
21/14  b 62/499  c واکشت چهارم 
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 مقایسه میانگین هاي ترکیبات هورمونی مختلف از نظر وزن تر و قطر کالوس در ماریتیغال -4جدول 

 صفات

 وزن تر کالوس قطر کالوس
 محیط کشت

81/13  c 86/674  c 1/0 توفوردي1 کینیتین و * 

28/14  b 66/799  a 1 توفوردي1 کینیتین و  

33/14  b 82/727  b 1 توفوردي2 کینیتین و  

89/14  a 85/772  a 2توفوردي2 کینیتین و  

  . ها بر حسب میلی گرم در لیترد واح*       
  . درصد هستند5دار در سطح احتمال مشترك داراي تفاوت معنی               در هر ستون، میانگین با حروف غیر

 قطـر کـالوس   ي بـرا واکـشت اثر متقابل ژنوتیـپ در    
 وزن تر کالوس در سطح احتمال       ي برا ی دار ول  یغیر معن 

   ایــن صــفت يبــدین ترتیــب کــه بــرا.  دار بــودیمعنــ% 1
ــاوتژنوتیــپ  يهــا واکــشت را در یهــا عکــس العمــل متف

 شـود   ی بطوریکه مشاهده م   .)1لشک (مختلف نشان دادند  
 واکـشت اثر متقابل از نوع تغییر در مقدار بوده و در تمام          

بیـشترین  .  داشـت  ي به اکوتیپ مغان برتر    يها رقم مجار  
 دوم و يهـا  واکـشت  در يمقـدار وزن تـر را رقـم مجـار    

وزن تر کالوس در هر دو رقم از کـالوس  .  تولید کرد  سوم
ــا ــد صــعودواکــشت اول ت ــ داشــتي ســوم رون  در ی ول
  .  دار کاهش یافتی چهارم بطور معنواکشت

 يها از نظر صـفات مـورد مطالعـه رفتارهـا          ژنوتیپ
 مختلـف از خـود نـشان    ی را در ترکیبات هورمون  یمتفاوت

 هـر  ي بـرا یدادند و اثر متقابل ژنوتیپ در ترکیب هورمون    
 .)2جـدول   ( دار بـود     یمعن% 1در سطح احتمال    دو صفت   

ط یدر مح ـ  و    يرقـم مجـار   دربیشترین وزن تـر کـالوس       
ک میلـی   ی ـک میلی گرم در لیتر توفوردي و        ی يکشت حاو 

بـا بقیـه ترکیبـات      کـه   گرم در لیتر کینیتـین حاصـل شـد          
ولـی حـداکثر قطـر کـالوس در     . اختلاف معنی دار داشـت    

ترکیب هورمونی دو میلـی گـرم در لیتـر توفـوردي و دو              
ت آمد  میلی گرم در لیتر کینیتین براي هر دو ژنوتیپ بدس         

 از ی عوامـل مختلف ـ يدر کـشت درون شیـشه ا  ). 2شـکل (
 بـر تولیـد و      یقبیل ژنوتیپ، ریزنمونه، ترکیبـات هورمـون      

تفـاوت معنـی    ) 1992(بریگیتـزر   . رشد کالوس تاثیر دارند   

ــد، تــردي و       ــر تولی ــو از نظ ــپ هــاي ج ــین ژنوتی دار ب
   .مورفولوژي کالوس مشاهده کرد

از  حاصــل ي وزن تــر و قطــر کــالوس هــایبررســ
ــا  ــه ه ــدونيریزنمون ــوتیلی کوتیل ــانگین ی و هیپوک  در می

 ي و ژنوتیــپ هــا، برتــریهــا، ترکیبــات هورمـون  واکـشت 
ان  را نش  ی کوتیلدون ي از ریزنمونه ها    حاصل يکالوس ها 

 و ترکیبـات    واکشتاثر متقابل دو جانبه ریزنمونه در       . داد
 اثـر   یول ـ.  دار بـود   ی هـر دو صـفت معن ـ      ي برا یهورمون

 صفات وزن تـر و قطـر      يه در ژنوتیپ برا   متقابل ریزنمون 
بیشترین میـانگین وزن    ). 2جدول  ( دار نشد    یکالوس معن 

 يهاواکـشت تر کالوس ها مربوط به هر دو ریز  نمونـه در      
ترکیبـات تفـاوت    سوم بود که از این نظـر بـا بقیـه     دوم و 
در هر دو ریزنمونه با افزایش سـن  .  دار نشان دادند   یمعن

ایـن رونـد تـا    . ا نیز افـزایش یافـت  کالوس ها، وزن تر آنه    
 سوم به چهارم    واکشت از   ی سوم ادامه داشت ول    واکشت

 در وزن تـر کـالوس هـا حاصـل شـد      ي داریکاهش معن ـ 
 سـبب   يبنابراین، افزایش سن کـالوس تـا حـد        ). 3شکل  (

 ـیافزایش رشد و وزن تر کالوس م     در کـالوس  ی شود ول
نظـر  هرچنـد کـه از     .  گردد یم پیر رشد کالوس کمتر      يها

 دوم و يهـا  واکشتقطر کالوس نیز بیشترین میانگین در      
 مـشاهده   ی کوتیلـدون  يسوم بخصوص در ریزنمونـه هـا      

 در  یریزنمونـه کوتیلـدون    دار بـا     ی اخـتلاف معن ـ   یشد ول 
 کـه  شـد با مقایـسه نتـایج مـشاهده        . کالوس اولیه نداشت  

 وزن تـر کـالوس در مقایـسه         ي رو ي تاثیر بیشتر  واکشت
   .با قطر کالوس داشت
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  کالوس ) ب(و قطر ) الف( و ترکیب هورمونی براي وزن تر ماریتیغال مقایسه میانگین ترکیب تیماري اکوتیپ -2شکل 
  

 ریزنمونـه و ترکیبـات      يات تیمار مقایسه میانگین ترکیب  
بالاترین وزن تر کـالوس مربـوط بـه     نشان داد که    یهورمون

 در  ی کوتیلـدون  ي تولیـد شـده از ریزنمونـه هـا         يکالوس هـا  
 گـرم  ی میل ـکی و D 4-2 میلی گرم در لیتر کی يمحیط حاو

هرچند که از نظر این صـفت بـا کـالوس    . در لیتر کینیتین بود  
 دو ی در ترکیب هورمـون    یتیلدون حاصل از ریزنمونه کو    يها

  گـرم در لیتـر کینیتـین   ی میل ـدو و D 4-2میلی گرم در لیتر 
  بیــشترین قطــر کـــالوس در   .  دار نداشــت یتفــاوت معنـ ـ 

 ي در محیط حـاو    ی حاصل از ریزنمونه کوتیلدون    يهاکالوس
 گرم در لیتر کینیتـین  ی میلدو و D 4-2 میلی گرم در لیتر دو

 دار نـشان داد  یات اخـتلاف معن ـ  که به بقیه ترکیببدست آمد 
 سه یــ ـ مقابـــا) 2008( حـــسنلو و همکـــاران  ).4شـــکل (
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ــدونی کوتيهــازنمونــهیر ــ، قطعــات شاخــسار و ریل شه در ی

ــغــال، بیتیون ماریکــشت سوسپانــس ــاء و رشــد یشتری ن الق
 یلـدون یزنمونـه کوت  ی حاصـل از ر    يکالوس را در کـشت هـا      

ران کـه سـانچز سـامپدرو و همکـا    ی در حال .مشاهده کردنـد 
 MSط کـشت    ی در مح ـ  یلیپوکـوت ی ه يهازنمونهیاز ر ) 2008(

 گـرم در  یل ـی م5/0ک میلی گرم در لیتر توفـوردي و       ی يحاو
ون ی القاء کـالوس و کـشت سوسپانـس   ين برا یل آدن یتر بنز یل

نوگلاکتان بهـره   ین آراب یک پروتئ ی يغال جهت جداساز  یتیمار
    .بردند
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  ریزنمونه ماریتیغال در واکشت هاي مختلف از نظر وزن تر کالوسمقایسه میانگین هاي دو  -3شکل 
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   RAPDتنوع سوماکلونال براساس چند شکلی نشانگرهاي 
ــصادفی 20از  ــازگر ت اســتفاده شــده  RAPD آغ

  آغازگر قادر به تکثیر    10،  براي بررسی تنوع سوماکلونال   

جـدول  (بودنـد   مطالعه  هاي مورد    در نمونه  DNAقطعات  
 از  يآغازگر را در تعداد    از   یکی  الگوي نواري     5شکل  ). 5

  . هاي نشان می دهدنمونه
  

  ه از ژنوتیپ هاي ماریتیغال در   چند شکل بین کالوس هاي بدست آمدRAPD نام و توالی آغازگرهاي -5جدول 
  محیط هاي کشت و واکشت هاي مختلف

  توالی  آغازگرنام
489 CGCACGCACA 
495 CTTTCCTTCC 
568 ACCTGTTCTC 
569 CGAATTGCTG 
576 CACCTAATGG 

MT4 CCGCATCTAC 
MT8 GGACCCAACC 

MT14 CCAGATGCAC  
MT16  AGATGCAGCC  
MT18 AATCGGGCTG 

  

  

  هاي ها عبارتند از ژنوتیپاز چپ به راست نمونه. 569ها با استفاده از آغازگر لگوي نواري تعدادي از نمونه ا-5شکل 
  هاي مختلفها و ریزنمونهها، واکشت و کالوس هاي حاصل از کشتماریتیغالمجارستان و مغان 

  
 مختلـف نـشان    يبررسی الگوي نواري آغازگرهـا    

 الگـوي نـواري   يم مجـار داد که نمونه هاي هیپوکوتیل رق  
ــز     متفـــاوتی را در محـــیط هـــاي کـــشت مختلـــف و نیـ

 نشانگر  يبه عنوان مثال، برا   . هاي متفاوت داشتند  واکشت
MT6 نشانگرمــشاهده شــده در کــل نمونــه هــا، هفــت  از

 در محیط کشت  يکالوس حاصل از هیپوکوتیل رقم مجار     
میلـی گـرم در   دو و D 4-2 میلی گـرم در لیتـر   دو يحاو

نیتین در یک نشانگر متفاوت بـا هیپوکوتیـل همـان           لیتر کی 
 و D 4-2 میلی گـرم در لیتـر   دو يژنوتیپ در محیط دارا

 بدسـت  يهـا کـالوس  .گرم در لیتـر کینیتـین بـود       میلی کی

هـا از نظـر وزن و قطـر کـالوس نیـز             آمده از این محـیط    
 يهـا روند تغییرات سوماکلونال در کالوس   . تفاوت داشتند 

 يهـا  کوتیلدون متفاوت از کالوس يهاحاصل از ریزنمونه  
 يهـا  کـالوس يرقـم مجـار   بطوریکـه در . هیپوکوتیل بود

 الگوي نـواري مـشابهی بـا همـان          ی کوتیلدن يهاریزنمونه
  ،هـاي دوم واکشتاما در .  اول نشان داد  واکشتنمونه در   

ها الگوي نواري متقـاوتی نـشان       سوم و چهارم این نمونه    
 هاي مختلف نیـز الگـوي       دادند و همچنین در محیط کشت     
همچنـین الگـوي نـواري    . نواري متفاوتی بوجـود آوردنـد    
 صرف نظـر از محـیط       ينمونه هاي هیپوکوتیل رقم مجار    
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در . هـاي مختلـف نیـز متفـاوت بـود     واکـشت هـا در    کشت
  بــین ی متفــاوتي نــواريمــورد اکوتیــپ مغــان نیــز الگــو

 هاي و محـیط هـاي کـشت    واکشت حاصل از  يهاکالوس
هرچندکه رونـد   . ز نمونه کوتیلدون مشاهده شد    مختلف ری 

 تبعیـت   ی خاص ي بوده و از الگو    یتغییرات حاصل تصادف  
ها، تغییرات ژنتیکـی در    با افزایش باز کشت    ی کرد ول  ینم

ــالوس ــات    ک ــین ترکیب ــت و همچن ــزایش داش ــز اف ــا نی ه
هورمونی محیط کشت نیز می تواند موجب بروز تغییرات         

  ود شDNAژنتیکی در سطح مولکول 
 رایـج در کـشت بافـت و سـلول           يهایکی از پدیده  

گیاهی احتمال وقوع تغییرات ژنتیکی و اپی ژنتیکی ناشـی          
ــب     ــه موج ــت ک ــوزومی اس ــرات کروم ــش و تغیی از جه
تغییراتــی در فنوتیــپ مجموعــه هــاي ســلولی و گیاهــان  

تقسیم هـاي میتـوز و نیـز ادغـام          . باززایی شده می شود   
ه، موجـب دو برابـر     شـد  واکشتها در کالوس هاي     سلول

شدن کروموزوم هاي هسته اي و یا حـذف کرومـوزومی          
 احتمال تغییرات ژنتیکی در هسته سلول معمولاً      . می شود 

با زیاد شدن سن کشت افزایش می یابد و این تغییرات به           
ــیم       ــویژه تنظ ــشت ب ــات ک ــز ترکیب ــشت و نی ــرایط ک   ش

 واکـشت هاي رشد، نـوع ریزنمونـه و تعـداد دفعـات          کننده
ــستگ ــا (ی داردبـ ــاران یکـ ــون و2000پلر و همکـ ا و ی سـ

   ).2001همکاران 
یند تصادفی است کـه نـه   آتنوع سوماکلونال یک فر 

 مورفولوژي گیاه اثـر مـی گـذارد       نهایتاً ها و تنها روي ژن  
کـاچو  (بلکه باعث تغییر بیان ژن و کنترل آن نیز می شود  

وجـه بـه اینکـه تنـوع سـوماکلونال      تبا  . )1999و همکاران   
 بایـد از    ،بنـابراین . ها می باشـد    شتر در اثر وقوع جهش    بی

هـا   هاي ارزیابی مناسبی براي تشخیص انواع جهش  تکنیک
  .شود ده در کشت بافت استفا

 آغازگر تصادفی 20از ) 2001(سونیا و همکاران 
براي تعیین تنوع سوماکلونی در گوجه فرنگی استفاده 

 قبولی  آغازگر سطح چند شکلی قابلششکردند که فقط 
شباهت  گیاه باززایی شده 10 ن مطالعه،یادر . نشان دادند

 یک نمونه نیهمچن. نشان دادند درصد با والد مادري 95
  .داشتکه الگوي نواري متفاوت با بقیه 

ن پژوهش، رقـم  یج بدست آمده از ا  یبا توجه به نتا   
رشد و القـاء  ط، از نظر    یشرا در تمام    ياصلاح شده مجار  

ریزنمونـه  و  بهتـر بـود  پ مغـان   ی ـکوتکالوس نـسبت بـه ا     
.  نـشان داد   يبرتـر  یلیپوکـوت یزنمونـه ه  یبـه ر   یکوتیلدون

ــا  ــراي الق ــار هورمــونی مناســب ب ــه ءتیم ــالوس در هم  ک
 ها، محـیط کـشت حـاوي دو میلـی گـرم در لیتـر           واکشت

 ،هاواکشت از ی بود، هر چند که در برخD 4-2کینیتین و 
 کی ـنیـتن و  محیط کشت حاوي یک میلی گـرم در لیتـر کی       

.  تفـاوت معنـی داري نداشـت   D 4-2میلـی گـرم در لیتـر    
 با افزایش میزان هورمون ها در محـیط کـشت           یبطور کل 
بررسی تنـوع سـوماکلونال بـا       . زایی افزایش یافت  کالوس

ــشانگرها ــواري  RAPD ينـ ــه الگـــوي نـ ــشان داد کـ    نـ
هــاي کــالوس بدســت آمــده از ریزنمونــه در همــه  نمونــه
هـاي  واکـشت هاي کـالوس حاصـل از       ها با نمونه    آغازگر

سوم و چهارم تفاوت داشتند که می تـوان اظهـار داشـت             
 و نوع محیط کشت می تواند سبب بـروز  واکشت تعداد  که

همچنین بررسـی  .  شودDNAتغییراتی در سطح مولکول   
الگوي نواري این آغازگر ها نشان داد کـه الگـوي نـواري           

ختلـف دو  هاي کالوس حاصـل از ریزنمونـه هـاي م        نمونه
 هــا و محــیط کــشت هــاي مختلــف، واکــشتژنوتیــپ در 

با ایـن وجـود، رونـد تغییـرات در شـرایط        . متفاوت بودند 
  .یکسان در دو ژنوتیپ یکسان نبود

  

   یقدردان
 صـندوق حمایـت از      یاین پروژه با حمایـت مـال      

و امکانــات  84153بــا شـماره طـرح   پژوهـشگران کـشور   
شکده  غــلات و پژوهـ ـ ی اصــلاح مولکــول یقطــب علمـ ـ
 گیاهان دارویی دانشگاه تبریـز انجـام شـده          يبیوتکنولوژ

  .است
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   مورد استفاده نابعم
 شده از نقـاط  يآور جمعSilybum marianumم یاهان خارمریه در گی ثانويهاتی متابولیمطالعه برخ. 1384 ،حسنلو ط

ت ی ـ دانـشگاه ترب   ، دانشکده علوم  ي دکتر رساله. نیماریلید س یران و کشت بافت و سلول آن به منظور تول         یمختلف ا 
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   مختلفيهاواکشت اول و کشتدر ماریتیغال کالوس و وزن تر انس اثر عوامل مورد مطالعه بر قطر یه واری تجز-1جدول 

 میانگین مربعات

  کشت اول  اول واکشت  دوم واکشت  سوم واکشت  چهارم واکشت

قطر   وزن تر کالوس
  کالوس

وزن تر 
قطر   وزن تر کالوس  لوسقطر کا  کالوس

قطر   وزن تر کالوس  کالوس
قطر   وزن تر کالوس  کالوس

  کالوس

دي
 آزا

جه
در

 

ییر
ع تغ

مناب
 

56/10660  * 08/1  * ns64/24406  63/1  ** 56/102880  * 02/1  ns 77/600818 ** 23/0  ns 06/215064 ** 89/2  ژنوتیپ 1 **
00/3600  ns 58/0  ns 77/77910  * 77/0  * 56/14701  ns 07/2  * 89/406246 ** 29/5 ** 25/453602  ** 75/38  ریزنمونه 1 **
71/12173  ** 25/1  ** 68/39370  * 69/1  ** 60/4826  ns 57/4  ** 56/1084082 ** 96/10 ** 37/76077  * 41/7 ن هورموترکیب 3 **  

56/18837  ** 53/1  ** 14/12460  ns 36/0  ns 56/58927  ns 18/1  ns 77/5058  ns 42/0  ns 56/17095  ns 18/0 ns 1 هیزنمونر×ژنوتیپ  

02/11382  ** 73/0  * 35/65088  ** 19/5  ** 94/25307  ns 17/0  ns 81/439754 ** 52/2 ** ns77/19733  31/2 هورمونترکیب  ×ژنوتیپ 3 **  
12/6229  * 08/0  ns 56/5656  ns 16/0  ns 02/3990  ns 33/0  ns 27/110608 ** 04/1  * ns62/51417 95/1   هورمونترکیب×ریزنمونه 3 **
44/2012  ns 10/0  ns 93/2651  ns 12/0  ns 35/28831  ns 20/0  ns 89/40643 ns 87/1  ** 31/110265 ** 93/2 هورمونترکیب×ریزنمونه×ژنوتیپ 3 **  
44/1574  21/0  3/12094  14/0  74/20063  39/0  08/15281  34/0  55/27170 30/0 یشی آزمايخطا 48   

05/8  22/3  89/10  51/2  8/13  18/4 19/18  21/4  7/14  89/3 )% (ضریب تغییرات    

ns ، * 1 و ٪ 5ح احتمال ودر سط دارمعنیدار و به ترتیب غیرمعنی : **و ٪  


