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Abstract 
    Background and objectives: Milk thistle (Silybum marianum) is an annual or biennial 

herbaceous plant belonging to the Asteraceae family. The key bioactive compounds of this 

medicinal plant are flavonoids, which are primarily stored in the fruit (seed) and appear yellow. 

Among them, silymarin exhibits potent anti-inflammatory properties and plays a role in cancer 

prevention by affecting the vascular structure of prostate, breast, ovarian, liver, and leukemia 

cancer tissues. Biotechnological approaches, particularly tissue and cell culture techniques, 

serve as valuable complementary methods for the commercial production of plant-derived 

compounds. This study aimed to determine the optimal method for producing sterile S. 

marianum seedlings and to evaluate the effects of genotype, explant type, and growth regulators 

on callus induction, growth, and embryogenic callus formation. 

Methodology: In this study, five genotypes (Hungary, Borazjan, Fereydon Kenar, Jolgeh 

Khalaj, and Moghan) were evaluated using three different seed disinfection methods in a 

factorial experiment based on a completely randomized design (CRD) with three replications. 

Seed germination and sterile seedling production were conducted in water and agar culture 

media without growth regulators, under dark conditions at 25°C. Subsequently, an experiment 

was performed using two genotypes (Hungary and Borazjan), cotyledon and hypocotyl 

explants, Murashige and Skoog (MS) medium, and growth regulators 2,4-D (1, 2.5, and 5 mg/L) 

and BAP (0.25 and 0.5 mg/L) in a factorial experiment based on completely random design 

under dark conditions. After 30 days, the induced callus was transferred to MS medium with 

half the initial hormone concentrations. Callus diameter was assessed using the Hochrony Berz 

method, while callus fresh weight, the number of embryogenic calluses, and the number of 

somatic embryos per callus in cotyledon explants were measured 30 days post-culture. Calluses 

were freeze-dried, and their dry weight was also recorded. 

Results: The optimal method for producing sterile S. marianum seedlings involved treatment 

with Tween-20 solution, 70% ethanol, hydrogen peroxide, and sterile distilled water, followed 

by cultivation in water and agar medium without growth regulators. Analysis of variance for 

callus diameter, fresh weight, and dry weight indicated that the best conditions for callus 

induction were the Borazjan genotype, cotyledon explant, 1 mg/L 2,4-D and 0.5 mg/L BAP. 
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Embryogenic callus formation occurred exclusively in cotyledon explants. Variance analysis of 

embryogenic callus production and the number of somatic embryos per callus revealed that 

optimal conditions for embryogenic callus formation were achieved using the Hungarian 

genotype with 5 mg/L 2,4-D and 0.25 mg/L BAP. 

Conclusion: Based on the results, the most effective disinfectants for S. marianum seeds were 

Tween-20 solution, 70% ethanol, hydrogen peroxide, and sterile distilled water. For optimal 

callus production, cotyledon explants and low concentrations of auxin, such as 2,4-D, were 

preferable. In embryogenic callus formation, improved cultivars like Hungary outperformed 

native genotypes. Additionally, cotyledon explants were more suitable than hypocotyl explants, 

and high concentrations of auxin (2,4-D) combined with low concentrations of cytokinin (BAP) 

provided the best results. 
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 Silybumهاي هيپوكوتيل و لپه گياه ماريتيغال )بخشزايي سوماتيكي در كالوس القاء شده از قابليت جنين

marianumايشيشه ( در شرايط درون 
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 چكيده
 Asteraceaeمتعلق به تيره  Silybum marianumخار مريم يا ماريتيغال گياهي يكساله يا دوساله و علفي با نام علمي  :سابقه و هدف

صورت زرد رنگ شود و به)دانه( ذخيره مي است. مواد مؤثره اين گياه دارويي از نوع تركيبات فلانوئيدي است. اين تركيبات در ميوه
مارين ماده مؤثره اين گياه به دليل خواص ضدالتهابي با تأثير بر ساختار عروق بافت سرطاني پروستات، پستان، كند. سيليجلوه مي

روش كشت بافت و سلول به عنوان روش ويژه بههاي فناوري زيستي نمايد. روشلوسمي از سرطان پيشگيري ميتخمدان، كبد و 
هاي استريل ماريتيغال ارائه بهترين روش توليد گياهچه ،رود. هدف از اين تحقيقشمار ميهاي گياهي بهوردهامكمل در توليد تجاري فر

 زا بود.هاي جنينهاي رشد بر القاء و رشد كالوس و توليد كالوسنندهكو بررسي اثر ژنوتيپ، ريزنمونه و تنظيم

ابتدا پنج ژنوتيپ مجارستان، برازجان، فريدون كنار، جلگه خلج و مغان با سه روش مختلف ضدعفوني  ،در اين تحقيق :مواد و روش 
هاي استريل در زني بذرها و توليد گياهچهانه. جوشدندتصادفي در سه تكرار آزمايش       كاملا  بذر در قالب طرح فاكتوريل بر پايه  

گراد انجام شد. سپس آزمايشي با استفاده از دو درجه سانتي 12محيط كشت آب و آگار بدون هورمون و در شرايط تاريكي و دماي 
گرم بر ميلي 2 و D (4 ،2/1-2,4و تيمارهاي هورموني  MSژنوتيپ مجارستان و برازجان، ريزنمونه لپه و هيپوكوتيل، محيط كشت 

. گرديدتصادفي انجام       كاملا  گرم بر ليتر( در شرايط تاريكي و در قالب طرح فاكتوريل بر پايه ميلي 2/1و  12/1) BAPليتر( و 
ها واكشت شدند. صفات قطر كالوس به روش هوكروني دوم هورمونبا يك MSروز در محيط كشت  11 هاي توليد شده پس ازكالوس

هاي سوماتيكي در هر كالوس در ريزنمونه لپه زا و تعداد جنينهاي جنينروز بعد از واكشت، تعداد كالوس 11كالوس برز، وزن تر 
  گيري شد.ها نيز اندازهها توسط دستگاه فريز دراير خشك و وزن خشك نمونهگيري شدند. كالوساندازه

، آب اكسيژنه و %01، اتانول  tween-20هاييغال، استفاده از محلولبراساس نتايج، بهترين روش توليد گياهچه استريل ماريت :نتایج
شستشو با آب مقطر استريل و كشت در محيط آب و آگار بدون هورمون بود. نتايج تجزيه واريانس صفات قطر كالوس، وزن تر و 

 2/1و  D-2,4گرم بر ليتر ميلي 4ه، خشك كالوس نشان داد كه شرايط بهينه القاء كالوس استفاده از ژنوتيپ برازجان، ريزنمونه لپ
هاي زا فقط در ريزنمونه لپه تشكيل شد. نتايج تجزيه واريانس صفات تعداد كالوسهاي جنينبود. كالوس BAPگرم بر ليتر ميلي
نه توليد هاي سوماتيكي در هر كالوس حاصل از ريزنمونه لپه نشان داد كه شرايط بهيزا در هر واحد آزمايشي و تعداد جنينجنين
 بود.  BAPگرم بر ليتر ميلي 12/1و  D-2,4گرم بر ليتر ميلي 2زا استفاده از رقم مجارستان، هاي جنينكالوس
، آب اكسيژنه و شستشو %01، اتانول  tween-20هايراساس نتايج بدست آمده بهترين مواد ضدعفوني بذر ماريتيغال، محلولب :گیرینتیجه

-2,4هاي اكسين از قبيل بهتر است از ريزنمونه لپه و مقادير پايين هورمون ،براي توليد كالوس برتر از گياه ماريتيغالبا آب مقطر استريل است. 

D  هاي بومي، ريزنمونه لپه نسبت به هيپوكوتيل و زا ارقام اصلاح شده از قبيل مجارستان نسبت به تودههاي جنين. در توليد كالوسشوداستفاده
 باشد.( مناسب ميBAPهاي سيتوكينين)( و مقادير پايين هورمونD-2,4هاي اكسين )رمونمقادير بالاي هو

 

 اي، كالوس، ماريتيغال. شيشه زايي سوماتيكي، شرايط درونجنين كلیدی: هایواژه
 

mailto:farid.nm@areeo.ac.ir


 411   4، شماره 14 فصلنامه تحقيقات گياهان دارويي و معطر ايران، جلد

 مقدمه
 Silybumخار مريم يا ماريتيغال گياهي با نام علمي 

marianum  متعلق به تيرهAsteraceae  است. خار مريم
گياهي يكساله يا دوساله و علفي است. يك تا دو متر ارتفاع 

ها پهن و شكننده هستند و در اوايل رويش به دارد. برگ
ها بلند، بيضي گيرند. دمبرگشكل روزت روي زمين قرار مي

دار هاي رنگي كلروفيلباشند. وجود لكهكل و خاردار ميش
در بعضي نقاط سطح برگ و عدم وجود كلروفيل در برخي 

دهد. حاشيه نقاط ديگر به ظاهر برگ حالتي شبيه مرمر مي
آذين مركب به شكل بيضي و تا ها خاردار است و گلبرگ

ها به رنگ بنفش تيره و مرغي شكل هستند. گلحدودي تخم
مرغي باشند. ميوه )دانه( ماريتيغال تخمرت سفيد رنگ ميبند

 ,Omidbaigiاي تيره است )                        شكل و رنگ آن عموما  قهوه

1998 .) 
هاي صفراوي خار مريم در گذشته براي مداواي بيماري

شد. هاي مربوط به دستگاه گوارشي استفاده ميو بيماري
( arinSilymمارين )مجموعه مواد مؤثره اين گياه به سيلي

مارين به دليل (. سيليOmidbaigi, 1997معروف است )
بر ساختار عروق بافت سرطاني تأثير خواص ضد التهابي با 

پروستات، پستان، تخمدان، كبد و لوسمي از سرطان 
نمايد و در كاهش عوارض ناشي از تجويز پيشگيري مي

داروهاي ضد سرطاني و تشديد اثر درماني آنها نيز مؤثر 
 (. 1997et alKatiyar ,) باشدمي

روش كشت بافت و ويژه بههاي فناوري زيستي روش
هاي وردهاسلول به عنوان روش مكمل در توليد تجاري فر

توانند هاي كشت سلولي ميرود. سيستمشمار ميگياهي به
توليد براي هاي گياهي براي كشت در مقياس وسيع سلول

گياهان در شرايط  هاي ثانويه استفاده شوند. كشتمتابوليت
اي، بررسي اثر عناصر، تيمارهاي مختلف شيشهدرون

... بدون اثر عوامل محيطي ديگر بر  هورموني، نور، دما و
 گذارد. درهاي گياهي تأثير ميوردهانوع و ميزان توليد فر

كشت كالوس و كشت سوسپانسيون و ساير  ،اين راستا
ي تثبيت هاسلولمانند اشكال مختلف كشت بافت گياهي 

شده در بيوراكتورها و استفاده از گياهان تراريخته در 
هاي گياهي افزايش توليد و بهينه كردن شرايط سنتز متابوليت

اند. اعمال انواع تيمارهاي هورموني در كار برده شدهبه
هايي است كه به كمك اي يكي از روششيشهشرايط درون

ها وردهاليد فرها و ميزان توتوان سرعت رشد كالوسآن مي
 (. 2006et alPoorjabbar ,را تحت تأثير قرار داد )

هاي گياهي كه از نظر استفاده از كشت سلول
هاي ثانويه اند براي توليد متابوليتمورفولوژيكي با هم مشابه

ها يك باشد. اما ناپايدراي ژنتيكي اين سلولمطلوب مي
از شود. بعلاوه در بسياري محدوديت جدي محسوب مي

دهد كه يك موارد توليد يك متابوليت ثانويه زماني رخ مي
 Ramawatساختار تمايز نيافته در مسير تمايز قرار گيرد )

Merillon, 1999 &.) 
يندهاي توليد ايكي از مشكلات تجاري كردن فر

هاي ثانويه بوسيله كشت سلول يا بافت گياهي، متابوليت
هاي د كم سلولهزينه بالاي توليد است كه در نتيجه رش

گياهي، توليد اندك محصول، ناپايداري ژنتيكي رگه يا 
هاي انتخابي و تجمع بين سلولي مواد توليد شده لاين
باشد. بعضي از اين مشكلات با تثبيت و پايدار كردن مي

هاي گياهي در يابد. در اين تكنيك سلولها كاهش ميسلول
urohit, Pگيرند )داخل يك سيستم بيوراكتور قرار مي

2004.) 
كالوس يك توده سلولي يا بافتي تمايز نيافته است كه 

هاي ها و اندامهاي ايجاد شده در بافت                 معمولا  در محل زخم
هاي شود. كالوس از كشت بخشتمايز يافته ايجاد مي

مختلف گياه مانند قطعات برگ، ساقه، ريشه، دانه گرده و 
آيد. بافت كالوس تواند بوجود حتي پروتوپلاست و غيره مي

                                                 كاملا  متجانس نيست، بلكه در بين اين بافت ممكن است 
دستجات تمايز يافته سلولي نيز وجود داشته باشد. همچنين 
در اغلب مواقع مراكز مريستماتيك اوليه نيز در بين 

(. رشد Wetherall, 1984شود )هاي كالوس ديده ميسلول
تأخيري كه مرحله است. مرحله اول فاز  1كالوس داراي 

شوند. در مرحله دوم رشد تقسيم آماده ميبراي ها سلول
يابد. در مرحله سوم صورت تصاعدي افزايش ميهكالوس ب

رشد و نمو كالوس حالت سكون خواهد داشت. بهترين 
مرحله براي انجام واكشت، شروع مرحله سكون است. در 

ها نكروزه شده و از بين صورت عدم واكشت، كالوس
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 (. Eriksson ,2022) روندمي
مزاياي عمده سيستم كشت بافت و سلول نسبت به كشت 
گياه كامل براي توليد مواد مؤثره دارويي عبارتند از: 

تواند تحت شرايط كنترل شده و هاي مفيد ميمتابوليت
مستقل از تغييرات آب و هوايي و شرايط خاك توليد شوند. 

باشند. زا ميهاي كشت شده عاري از عوامل بيماريسلول
هاي هر گياهي به آساني قابل تكثير براي توليد سلول

هاي خاص آن هستند. كنترل رشد سلول و نيز متابوليت
ها در سيستم كشت بافت و تنظيم فرايند توليد متابوليت

سلول موجب كاهش هزينه و افزايش توليد و كارآيي خواهد 
 (. ,2004et alVanisree .شد )

هاي وحشي استفاده از رويشگاه با توجه به اينكه
و چنين استفاده انبوه از  نيستجوابگوي صنايع داروسازي 

                                                   گياهان در طبيعت مسلما  موجبات نابودي آنها را فراهم 
رو توليد مواد مؤثره دارويي به خواهد ساخت، از اين

هاي آزمايشگاهي از قبيل كشت بافت ضروري بنظر روش
 رسد. مي

ارائه بهترين روش ضدعفوني بذر و  ،هدف از اين تحقيق
هاي استريل محيط كشت مناسب براي توليد گياهچه

ماريتيغال و بررسي اثر ژنوتيپ، ريزنمونه و تيمارهاي 
هاي فيتوهورموني بر القاء و رشد كالوس و توليد كالوس

 زا بود.جنين

 
 هامواد و روش
 زني و تولید گیاهچه استریلآزمایش جوانه

بررسي بهترين روش ضدعفوني  ،زمايشهدف از اين آ
زني بذر ماريتيغال و انتخاب دو ژنوتيپ برتر با حداكثر جوانه

ژنوتيپ  2اجراي اين آزمايش براي و حداقل آلودگي بود. 
 1مجارستان، برازجان، فريدون كنار، جلگه خلج و مغان و 

      كاملا  روش ضدعفوني بذر در قالب طرح فاكتوريل بر پايه 
لوله آزمايش  11ه تكرار و هر تيمار در تصادفي در س

 . شدندبررسي 
 

 های ضدعفوني بذر روش
ساعت، محلول رقيق مايع  14روش اول: آبشويي 

درصد  01بار شستشو، اتانول  1دقيقه و  2-41شويي ظرف
درصد  2/1بار شستشو، هيپوكلريت سديم  1دقيقه و  1-1

شيگ بار شستشو، كشت در محيط مورا 1دقيقه و  42 -11
  (.Skoog, 1962 & Murashigeو اسكوگ )

ساعت، قرار دادن بذرها در  11روش دوم: آبشويي 
ظرف محتوي آب مقطر با همزن مغناطيسي بمدت يك 

از بين رفتن پوشش لزج روي بذر، اسيد براي ساعت 
بار شستشو با آب مقطر،  1دقيقه و  2نرمال  4كلريدريك 

بار شستشو با آب  1دقيقه و  1-1حجم  42آب اكسيژنه 
دقيقه و  41-42درصد  2/1مقطر، محلول هيپوكلريد سديم 

بار شستشو با آب مقطر استريل، كشت بذرها در  1
اي استريل شده محتوي كاغذ صافي و هاي شيشهديشپتري

زني و كمي رشد آب مقطر استريل، انتقال بذرها بعد از جوانه
ريل انجام . سه مرحله آخر زير هود استMSبه محيط كشت 

 شد.  
آب  cc41قطره در  tween (1-20روش سوم: محلول 

دقيقه و سه بار شستشو با آب مقطر استريل،  42-11مقطر( 
بار شستشو با آب مقطر  1دقيقه و  4-1درصد  01اتانول 

دقيقه يا هيپوكلريد  2/1حجم  42استريل، آب اكسيژنه 
طر بار شستشو با آب مق 1دقيقه و  41-42درصد  1سديم 

استريل، كشت در محلول آب و آگار. كليه مراحل زير هود 
 استريل انجام شد.

 

های استریل و انتقال به محیط تهیه ریزنمونه از گیاهچه
 دار به منظور القاء كالوسكشت هورمون
دو ژنوتيپ مجارستان و برازجان به روش بذرهاي 

زني و كمترين آلودگي، ضدعفوني سوم با حداكثر جوانه
گرم بر ليتر(  41وني و به محيط كشت آب و آگار )ضدعف

درجه  12بدون هورمون منتقل و در شرايط تاريكي و دماي 
زني و روز نگهداري و پس از جوانه 42گراد بمدت سانتي

كمي رشد به شرايط روشنايي انتقال داده شدند. در مرحله 
روزه(، دو ريزنمونه لپه و  42 -11هاي ها )گياهچهتوليد لپه

-4هيپوكوتيل زير هود استريل از گياهچه جدا و به قطعات 
هاي كشت تهيه شده در متري تقسيم و به محيطسانتي 2/1

. براي بالا بردن گرديدندهاي استريل منتقل ديشپتري
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 2و  2/1، 4هاي سرعت القاء و رشد كالوس اوليه غلظت
Dichlorophenoxyacetic -2,4گرم بر ليتر هورمون ميلي

acid (D-2,4به همراه غلظت ) گرم ميلي 2/1و  12/1هاي
در محيط  BAP Benzylaminopurin)-(6بر ليتر هورمون 

 شدند)موراشيگ و اسكوگ( آزمايش  MSكشت 
(, 1999et alCacho  Skoog, 1962 ; &Murashige .) 
ريزنمونه  1ديش با هر واحد آزمايشي عبارت از يك پتري 

ها در ديش كشت شد. نمونهپتري 1بود و هر تيمار در 
گراد در داخل درجه سانتي 12شرايط تاريكي و دماي 

هاي توليد روز كالوس 11اتاقك رشد قرار گرفتند. پس از 
هاي مورد با نصف مقادير هورمون MSشده به محيط كشت 

 D-2,4گرم بر ليتر ميلي 2/1و  12/4، 2/1هاي نظر )غلظت
(  BAPم بر ليتر گرميلي 12/1و  412/1هاي و غلظت

طرح فاكتوريل بر  ،واكشت شدند. طرح آماري مورد استفاده
فاكتور: اكوتيپ در دو سطح  1تصادفي شامل       كاملا  پايه 

)مجارستان و برازجان(، ريزنمونه در دو سطح )لپه و 
 1در دو سطح در  BAPسطح و  1در  D-2,4هيپوكوتيل(، 

 69شامل ديش و هر تكرار پتري 1تكرار )هر تيمار در 

 ديش( بود.پتري
 

 های كشت كالوسسازی و تركیب محیطروش آماده
ابتدا ، MSبه منظور تهيه حجم مشخصي از محيط كشت 

هاي ميكرو، آهن و هاي ماكرو، نمكهاي ذخيره نمكمحلول
 Schrall,  &Bakerتهيه شد ) 4ها طبق جدول ويتامين

به تناسب  1هاي رشد مطابق جدول كننده(. تنظيم1977
تيمارهاي تعريف شده اضافه شدند. سپس حجم محيط را به 

متر، اسيديته محيط  PHيك ليتر رسانده و توسط دستگاه 
گرم آگار نيز براي  4تنظيم شد. مقدار  4/2تا  0/2بين 

بمدت ذكرشده نگهداري و جامدسازي اضافه شد. محلول 
 گراد و فشاردرجه سانتي 441دقيقه در دماي  11-11
اتمسفر اتوكلاو شد، سپس در شرايط استريل و زير  2/4 

، گرديدليتر به ازاي هر پتري تقسيم ميلي 12لامينار مقدار 
 1پتري در نظر گرفته شد و در هر پتري  11براي هر تيمار 

 .گرديدقطعه ريزنمونه كشت 

 

 های ذخیره محلول اجزای -1 جدول

Table 1. Stock solution components 
mgl-1  (1x) Stock solution (macro salts) 

1900 KNo3 

1650 NH4No3 

370 MgSo4.7H2O 

440 CaCl2.2H2O 

170 KH2Po4 

 Stock solution (micro salts) 

6.2 H3Bo3 

22.3 MnSo4.4H2O 

8.6 ZnSo4.7H2O 

0.83 KI 

0.25 Na2Moo4.2H2O 

0.025 CuSo4.5H2O 

0.025 CoCl2.6H2O 

 Iron stock solution 

37.3 Na2. EDTA 

27.8 FeSo4. 7H2O 

 Vitamin stock solution (1) 

0.5 Nicotinic acid 

0.1 Thiamine Hcl 

0.5 Pyridoxine Hcl 

 Vitamin stock solution (2) 

2 Glycine 
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 های القاء شدهصفات مورد بررسي در كالوس
 ,Etedaliصفات قطر كالوس به روش هوكروني برز )

روز  11( و وزن تر كالوس توسط ترازوي حساس، 2003
هاي گيري شدند. با توجه به اينكه جنينبعد از واكشت اندازه

رو ازاينسوماتيكي فقط در ريزنمونه لپه تشكيل شدند، 
زا در هر واحد آزمايشي و هاي جنينصفات تعداد كالوس

هاي سوماتيكي در هر كالوس در اين ريزنمونه تعداد جنين
ها توسط دستگاه فريز دراير . سپس كالوسگرديدند شمارش

  گيري شد.ها نيز اندازهخشك و وزن خشك نمونه

 طرح قالب در واريانس هايتجزيه: آماري محاسبات
 روش به ميانگين مقايسه تصادفي، كاملا پايه بر فاكتوريل
 .شد انجام spss افزار نرم از استفده با دانكن

 

 های كشت كالوس در گیاه ماریتیغالكار رفته در محیطهای رشد بهكنندهها و مقادیر تنظیمها، ریزنمونهژنوتیپ – 2جدول 

Table 2. Genotypes, explants, and growth regulators amounts used in callus culture media in Silybum marianum  
Growth regulator 

Explant Genotype Treatment Cytokinin 

mg,l-1 (BAP) 

Auxin 

 mg.l-1 (2,4-D) 

0.25 1 cotyledon Hungary 1 
0.5 1   2 

0.25 2.5   3 
0.5 2.5   4 

0.25 5   5 
0.5 5   6 

0.25 1 hypocotyl  7 
0.5 1   8 

0.25 2.5   9 
0.5 2.5   10 

0.25 5   11 
0.5 5   12 

0.25 1 cotyledon Borazjan 13 
0.5 1   14 

0.25 2.5   15 
0.5 2.5   16 

0.25 5   17 
0.5 5   18 

0.25 1 hypocotyl  19 
0.5 1   20 

0.25 2.5   21 
0.5 2.5   22 

0.25 5   23 
0.5 5   24 

 

 نتایج
های برتر از انتخاب بهترین روش ضدعفوني بذر و ژنوتیپ

 زني و آلودگي بذر لحاظ میزان جوانه
زني و درصد نتايج تجزيه واريانس صفات درصد جوانه

 1ژنوتيپ مختلف ماريتيغال به  2بذرهاي عدم آلودگي 
هاي ( نشان داد كه بين روش1روش ضدعفوني بذر )جدول 
زني و عدم لحاظ جوانه ها ازضدعفوني و بين ژنوتيپ

دار دار وجود دارد. اثر متقابل معنيآلودگي تفاوت معني

متفاوت واكنش دهنده ژنوتيپ در روش ضدعفوني نيز نشان
باشد. نتايج هاي ضدعفوني ميها در روشهريك از ژنوتيپ

( 1ها )جدول بين ژنوتيپذكرشده مقايسه ميانگين صفات 
ن و برازجان با قرار گرفتن نشان داد كه دو ژنوتيپ مجارستا

زني و عدم بالاترين درصد جوانه b و aهاي در كلاس
هاي آلودگي را دارند. مقايسه ميانگين صفات بين روش

( نيز نشان داد كه روش دوم 2مختلف ضدعفوني بذر )جدول 
درصد عدم آلودگي و قرار گرفتن در  64ضدعفوني بذر با 
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هاي اول و سوم به باشد و روشبهترين روش مي aكلاس 
درصد عدم آلودگي و قرار گرفتن  9/99و  4/90ترتيب با 

داري با هم ندارند. در مقايسه تفاوت معني bدر كلاس 
زني، با توجه به اينكه روش دوم ميانگين درصد جوانه

درصد( را  1/1زني )ضدعفوني بذر كمترين درصد جوانه
درصد(  46بالا بودن درصد عدم آلودگي )با وجود دارد، 

توان روش دوم را انتخاب كرد. بنابراين يكي از دو روش نمي
اول و سوم را بايستي انتخاب كرد. روش سوم ضدعفوني بذر 

( را aدرصد با كلاس  6/11زني بذر )بيشترين درصد جوانه
روش سوم بهترين روش ضدعفوني بذر بنابراين، دارد. 

 (.1 و 4 شكلگردد )ماريتيغال معرفي مي

 

 زني و عدم آلودگي بذور ماریتیغال تجزیه واریانس تأثیر روش ضدعفوني بذر و ژنوتیپ بر درصد جوانه -3جدول 
Table 3. ANOVA of seed disinfection method and genotype effects on germination percentage and non-

contamination of Silybum marianum seeds  

M.S.  

 

d.f. 

 

 

S.O.V. 

contamination percentage-onN Germination 

percentage  

**4748.6 **7984.95 2 )method (DDisinfection  
**3537.3 **1467.63 4 Genotype (G) 

**809.1 **709.83 8 × GD  

8.866 4.616 30 Experimental error 

3.32 10.76 C.V. (%) 

**: significant at 1% probability level. 

 
 زني و عدم آلودگي بذور ماریتیغال مقایسه میانگین تأثیر ژنوتیپ بر درصد جوانه -4جدول 

Table 4. Means comparison of genotype effects on germination percentage and non-contamination of Silybum 

marianum seeds 

contamination (%)-Non Germination (%) Genotype 

96.67 a 35.33 a Hungary 

96.33 a 26.17 b Borazjan 

62.33 c 10.5 d Fereydon kenar 

79.33 b 17.67 c Jolgeh khalaj 

52.67 d 2.83 e Moghan 

In each column, means with common letters are in the same statistical group at 5% probability level (Dancan test). 

 

 زني و عدم آلودگي بذور ماریتیغال مقایسه میانگین تأثیر روش ضدعفوني بذر بر درصد جوانه -5جدول 
Table 5. Means comparison of seed disinfection method effects on germination percentage and non-

contamination of Silybum marianum seeds  

     contamination (%)-Non   Germination (%) Disinfection method 

67.8 b 8.4 b 1 

98 a 2.2 c 2 

66.6 b 44.9 a 3 

In each column, means with common letters are in the same statistical group at 5% probability level (Dancan test).  
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 بذر عفوني ضد سوم روش به آگارو  آب محیط درهای استریل ماریتیغال تولیدشده گیاهچه -1شكل

Figure 1. Silybum marianum sterile seedlings produced in water and agar medium by the third method of seed 

disinfection 

 

 
 های هیپوكوتیل و لپهریزنمونهگیاهچه آماده ماریتیغال برای تهیه  -2شكل

Figure 2. Silybum marianum seedling ready for preparation of hypocotyl and cotyledon explants 

 
 

 شرایط بهینه القاء كالوس
نتايج تجزيه واريانس صفات قطر كالوس، وزن تر و 
خشك كالوس حاصل از دو ريزنمونه هيپوكوتيل و لپه از 
دو ژنوتيپ مجارستان و برازجان تحت تيمارهاي 

( نشان داد كه بين 9)جدول  BAPو  D-2,4هورموني 
از  D-2,4ها و بين مقادير مختلف ها، بين ريزنمونهژنوتيپ

ر و خشك كالوس تفاوت لحاظ صفات قطر، وزن ت
از  BAPدار وجود دارد، ولي بين مقادير مختلف معني

داري مشاهده نشد. تفاوت معنيذكرشده لحاظ صفات 
( 4براساس ميانگين مقادير صفات كالوس )جدول 

بيشترين مقدار قطر كالوس، وزن تر و خشك كالوس 
 2/1مربوط به ژنوتيپ برازجان و ريزنمونه لپه و مقدار 

بود. مقايسه ميانگين صفات  BAPرم بر ليتر گميلي
( نيز نشان 0)جدول  D-2,4بين مقادير مختلف ذكرشده 

 aگرم بر ليتر با قرار گرفتن در كلاس ميلي 4داد كه مقدار 
را دارد. بنابراين شرايط يادشده بيشترين مقدار صفات 

استفاده از ژنوتيپ بومي برازجان،  ،بهينه القاء كالوس
گرم ميلي 2/1و  D-2,4گرم بر ليتر ميلي 4 ريزنمونه لپه،

 باشد.مي BAPبر ليتر 
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 كننده رشد بر برخي صفات كالوس در گیاه ماریتیغالتجزیه واریانس تأثیر ژنوتیپ، ریزنمونه و تنظیم -6جدول 
Table 6. ANOVA of genotype, explant, and growth regulator effects on some Silybum marianum callus traits  

M.S.  

d.f. 

 

 

S.O.V. Callus 

dry weight  

Callus 

fresh weight  

Callus diameter 

**11.374 **115.686 **1.935 1 Genotype (G) 
**89.216 **1843.56 **12.164 1 Explant (E) 

0.017 **43.368 0.017 1 G ×  E 
**16.445 **291.247 **3.75 2 D-2,4 

**4.425 **31.345 **0.62 2 D -G × 2,4   
*22.674 **343.352 **3.105 2 D -E × 2,4   

*1.308 **23.258 0.035 2 D-E × 2,4 × G 

1.046 0.419 0.111 1 BAP 
**3.678 **79.931 **0.503 1 G × BAP    
**8.251 **91.848 **0.198 1 E × BAP 

0.272 7.146 0.001 1 E × BAP × G 
**13.843 **203.028 **0.426 2 D-2,4 × BAP 

**1.597 5.089 0.03 2 D × BAP  -G × 2,4   

0.21 **15.985 **0.343 2 D × BAP  -E × 2,4   
**4.002 **86.434 **0.606 2 D × BAP-E × 2,4 × G 

0.416 4.357 0.039 48 Experimental error 

8.7 9.22 5.08 C.V. (%) 

: significant at 1, 5% probability levels**and* 
 بر برخي صفات كالوس در گیاه ماریتیغال D-2,4مقایسه میانگین تأثیر  -7جدول 

Table 7. Means comparison of 2,4-D effects on some Silybum marianum callus traits  

Number of embryonic 

calluses 

Number of somatic embryos 

in each callus 

Callus dry  

weight (mg)  

Callus fresh 

weight (mg) 

Callus diameter 

(mm) 

D-2,4 

)1-mgl( 

1.625 b 4.234 b 51.5 a 672.6 a 15.77 a 1 

2.375 a 3.953 b 49.08 a 628.8 b 14.11 b 2.5 

2.563 a 5.359 a 33.65 b 393.5 c 10.77 c 5 

In each column, means with common letters are in the same statistical group at 5% probability level (Duncan test). 

 

 زاهای جنینشرایط بهینه تولید كالوس
و  2، 1، 1هاي براساس مشاهدات بدست آمده )شكل

زا فقط در ريزنمونه لپه تشكيل شد. هاي جنين(، كالوس9
زا در هاي جنيننتايج تجزيه واريانس صفات تعداد كالوس

هاي سوماتيكي در هر هر واحد آزمايشي و تعداد جنين
نمونه لپه بدست آمده از دو ژنوتيپ كالوس حاصل از ريز

و  D-2,4و برازجان تحت تيمارهاي هورموني مجارستان 
BAP  ها و بين مقادير ( نشان داد كه بين ژنوتيپ6)جدول

دار وجود از لحاظ هر دو صفت تفاوت معني D-2,4مختلف 
نيز از لحاظ صفت تعداد  BAPدارد و بين مقادير مختلف 

دار است. هاي سوماتيكي در هر كالوس تفاوت معنيجنين

( بيشترين 4مقادير صفات كالوس )جدول براساس ميانگين 
هاي سوماتيكي در هر زا و جنينهاي جنينتعداد كالوس

گرم ميلي 12/1كالوس مربوط به ژنوتيپ مجارستان و مقدار 
بود. مقايسه ميانگين صفات ذكرشده بين مقادير  BAPبر ليتر 
گرم ميلي 2( نيز نشان داد كه مقدار 0)جدول D-2,4مختلف 

بيشترين مقدار صفات  aقرار گرفتن در كلاس  بر ليتر با
هاي يادشده را دارد. بنابراين شرايط بهينه توليد كالوس

زا، استفاده از رقم اصلاح شده مجارستان، ريزنمونه لپه، جنين
 BAPگرم بر ليتر ميلي 12/1و  D-2,4گرم بر ليتر ميلي 2
 باشد.مي
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 صفات كالوس حاصل از تیمارهای مورد نظر در گیاه ماریتیغال برخيمیانگین  –8جدول 
Table 8. The mean values of different callus traits obtained from the desired treatments in Silybum marianum.  

Number of 

embryonic calluses 

Number of somatic 

embryos in each callus 

Callus dry  

weight (mg) 

Callus fresh 

weight (mg)  

Callus  

diameter (mm) 

Treatment  

2 6.82 61.87 802.5 20.54 1 

3 6.75 58.75 855 16.79 2 

1.75 3.56 61.63 786.25 15.92 3 

4 9 85.68 1069 20.09 4 

4 14.94 30.11 361.75 10.08 5 

2 2.88 20.7 226.5 7.5 6 

0 0 30.11 339.25 10.72 7 

0 0 30.72 426 11.07 8 

0 0 34.05 397.75 11.17 9 

0 0 19.74 217.75 8.89 10 

0 0 38.72 516 10.75 11 

0 0 13.28 144.75 7.22 12 

1.25 2.75 24.92 729 19.22 13 

0.25 0.63 108.22 1576.25 24.04 14 

2 2.19 61.3 844.25 16.21 15 

1.75 1.06 70.64 1036.25 19.67 16 

2.25 2.31 50.34 682.5 14.17 17 

2 1.31 30.35 383.25 11.29 18 

0 0 31.01 301 12.8 19 

0 0 36.44 351.75 10.94 20 

0 0 28.1 326.25 10.39 21 

0 0 31.49 352.75 10.56 22 

0 0 54.33 448.25 11.93 23 

0 0 31.38 385 13.22 24 

 
جدول 9- تجزیه واریانس تأثیر ژنوتیپ و تنظیمكننده رشد بر تعداد كالوسهای جنینزا و تعداد جنینهای سوماتیكي در هر كالوس 

 حاصل از ریزنمونه كوتیلدون در گیاه ماریتیغال
Table 9. ANOVA of genotype and growth regulator effects on number of embryogenic calli and number of 

somatic embryos in each callus obtained from cotyledon explant in Silybum marianum  

M.S.  

d.f. 

 

 

S.O.V. The number of calluses 

embryonic 

The number of somatic embryos in 

each callus 

**17.521 **378.283 1 Genotype (G) 
**3.938 *8.859 2 D-2,4 
**0.896 *6.755 2 D-2,4 × G 

0.021 **39.876 1 BAP 
**2.521 1.98 1 BAP × G 
**4.521 **77.068 2 D-2,4 × BAP 
**5.396 **83.859 2 D × BAP-2,4 × G 

0.104 2.234 36 Experimental error 

14.95 32.18 C.V. (%) 

: significant at 1, 5% probability levels**and* 
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 بحث 
اساس نتايج بدست آمده براي توليد كالوس برتر از بر

نمونه لپه و مقادير پايين بهتر است از ريز ،گياه ماريتيغال
. در توليد شوداستفاده  D-2,4هاي اكسين از قبيل هورمون
زا ارقام اصلاح شده از قبيل مجارستان هاي جنينكالوس

نسبت به هيپوكوتيل و لپه هاي بومي، ريزنمونه نسبت به توده
( و مقادير پايين D-2,4هاي اكسين )مقادير بالاي هورمون

 باشد.( مناسب ميBAP) هاي سيتوكينينهورمون
نيز نشان داد كه ژنوتيپ، تركيبات محققان نتايج تحقيقات 

هاي موجود در محيط كشت، نوع ريزنمونه، نوع هورمون
را تحت تأثير  مورد استفاده، شرايط كشت، پاسخ به كالزايي

دهد. ميزان رشد و القاي كالوس، هم به شرايط قرار مي
آزمايشگاهي و هم به پايه ژنتيكي گياه وابسته است و اثر 

تواند بر ميزان كالزايي تأثير بگذارد متقابل اين دو نيز مي
(Bregitzer,  Kandzezauskaite, 2001; &Kuusiene 

, 1997et al1992 ; Liu .) 
 ،نمونه لپهليد كالوس در خار مريم از ريزدر بررسي تو

Cimino ( بهترين تيمار هورموني را 1119و همكاران ،)

 D-2,4گرم بر ليتر ميلي 2/1و  BAPگرم بر ليتر ميلي 12/1
 معرفي كردند. 

Samandari ( نشان دادند كه در 1116و همكاران )
 هاي كالوس دانه دانههاي داراي اكسين بالا، بافتمحيط

(odularnتشكيل شد كه احتمال جنين ) زايي در اين نوع
ها وجود دارد. از لحاظ وزن تر و قطر كالوس بهترين ساختار

حاوي  B5تيمار براي رقم مجارستان، ريزنمونه لپه در محيط 
و  BAPگرم بر ليتر ميلي Zeatin ،1/1گرم بر ليتر ميلي 9/1
 بود. NAAگرم بر ليتر ميلي 1/1

 ،Kinو  NAAهاي با تركيب هورمون SMدر محيط كشت 
Baker و Schrall (4600 توانستند گياه ماريتيغال را وادار به )
سري بازكشت در  1ها بعد از دهي كنند. ولي اين كالوسكالوس

 همان محيط توانايي زيستي خود را از دست دادند. 
زايي ماريتيغال در بررسي اثر تيمارهاي هورموني بر كال

(، بهترين كالوس از ريزنمونه 4666و همكاران ) Cachoتوسط 
گرم بر ليتر كينتين و ميلي 4/1حاوي  MSلپه در محيط كشت 

 در شرايط تاريكي بدست آمد. D-2,4گرم بر ليتر ميلي 4

 
 

 
  D-2,4گرم بر لیتر میلي 5حاوی  MSمحیط دست آمده از ریزنمونه لپه در های سوماتیكي بههای محتوی جنینكالوس -3شكل 

 در گیاه ماریتیغال )رقم مجارستان( BAPگرم بر لیتر میلي 25/0و  
Figure 3. Calli containing somatic embryos obtained from cotyledon explant in MS containing 5 mg.l-1 2,4-D and 

0.25 mg.l-1 BAP in Silybum marianum (Hungarian variety) 
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Poorjabba ( در آزمايش1119و همكاران ) هاي القاء و
رشد كالوس ماريتيغال نشان دادند كه رقم مجارستان وزن تر 
و قطر كالوس بالاتري نسبت به ژنوتيپ نورآباد مغان داشت 
و ريزنمونه لپه نيز از نظر وزن تر و قطر كالوس از ريزنمونه 

حيط ها در مهيپوكوتيل بالاتر بود. با افزايش ميزان هورمون
كشت، وزن تر و قطر كالوس افزايش يافت و در هر بازكشت 

گرم بر هاي رشد كرده در محيط كشت حاوي دو ميليكالوس
بيشترين وزن تر و  D-2,4گرم بر ليتر و دو ميلي Kinليتر 

( طي آزمايشي 1112) Hasanlooقطر كالوس را داشتند. 
 MSيط بهترين محيط القاء كالوس را از ريزنمونه لپه در مح

گرم بر ليتر ميلي 1/1و  D-2,4گرم بر ليتر حاوي يك ميلي
Kin .بدست آوردند 

 

 
گرم بر ليتر ميلي 5/0و  D-2,4گرم بر ليتر ميلي 1حاوي  MSدست آمده از ريزنمونه لپه در محيط هاي سوماتيكي بههاي محتوي جنينكالوس -4 شكل

BAP )در گياه ماريتيغال )رقم برازجان 

Figure 4. Calli containing somatic embryos obtained from cotyledon explant in MS containing 1 mg.l-1 2,4-D  and 

0.5 mg.l-1 BAP in Silybum marianum (Borazjan variety) 

 

 
در  BAPميلي گرم بر ليتر  5/0و  D-2,4ميلي گرم بر ليتر  1حاوي  MSدست آمده از ريزنمونه هيپوكوتيل در محيط زا بههاي غير جنينكالوس -5شكل 

 گياه ماريتيغال )رقم برازجان(

Figure 5. Non-embryogenic calli obtained from hypocotyl explant in MS containing 1 mg.l-1 2,4-D and 0.5 mg.l-1 

BAP in Silybum marianum (Borazjan variety) 
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 BAPميلي گرم بر ليتر  55/0و  D-2,4ميلي گرم بر ليتر  5حاوي  MSدست آمده از ريزنمونه هيپوكوتيل در محيط زا بههاي غير جنينكالوس – 6شكل 

 در گياه ماريتيغال )رقم مجارستان(

Figure 6. Non-embryogenic calli obtained from hypocotyl explant in MS containing 5 mg.l-1 2,4-D and 0.25 mg.l-1 

BAP in Silybum marianum (Hungarian variety) 
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