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چکیده

داده مرزه خوزستانی یکی از گیاهان دارویی بومی ایران می باشد که مقادیر کمی از ماده رزمارینیک اسید را در خود نشان
است. بنابراین براي افزایش تولید چنین ماده مهمی می بایست از روش کشت سلول گیاهی کمک گرفت. کشت سلولی مرزه 
خوزستانی حاوي مقادیر قابل توجهی از رزمارینیک اسید است. براي ارزیابی اثر پیش ساز رزمارینیک اسید بر روي تولید این ماده 

) به محیط کشت سوسپانسیون سلولی مرزه میلی مولار5/0، 5/1، 3و 5/4ختلف فنیل آلانین (در شرایط کشت سلولی، غلظت هاي م
خوزستانی اضافه گردید. نتایج نشان داد با کاربرد فنیل آلانین، وزن تر و خشک و همچنین مقادیر رزمارینیک اسید سلول ها تغییر 

نیل آلانین بدست آمد. با وجود این، بیشترین میزان رزمارینیک میلی مولار ف5/4یافت. کمترین میزان وزن تر و خشک در غلظت 
میلی مولار در روز هفتم مشاهده گردید. 3اسید در غلظت 

گیاهان دارویی، متابولیت ثانویهفنیل آلانین، گیاهان بومی، کلیدي:کلمات
مقدمه

باشد اما از مهم ترین کاربرد هاي مواد شیمیایی تولیدي توسط گیاهان استفاده از متابولیت هاي ثانویه در مصارف دارویی می
اغلب این مواد در گیاهان در در غلظت هاي کم تولید می شوند. بنابراین افزایش تولید متابولیت هاي ثانویه مورد توجه دانشمندان 

از جمله متابولیت هاي گیاهی دارویی است که در سال هاي اخیر توجه بسیاري به آن شده و یک اسید قرار گرفته است. رزمارین
خواص دارویی آن از قبیل اثرات مثبت آن بر آلزایمر و افسردگی نیز آزمون گردیده است. بیوسنتز این ماده در گیاهان خانواده 

کند. در اي مناسب براي تولید و افزایش بیوسنتز رزمارینیک اسید معرفی مینههاي گیاهی این خانواده را به عنوان گزینعناییان، گونه
اي توان یافت که پتانسیل بالقوههاي سالویا و مرزه را میهاي متعددي از خانواده نعناییان همچون گونهبین گیاهان بومی ایران، گونه

راي تولید سریع و انبوه بسیاري از متابولیت هاي ثانوي بویژه براي طی دو دهه گذشته بکنند. را در تولید رزمارینیک اسید فراهم می
انواع داراي خواص دارویی ارزشمند که در منابع گیاهی به مقدار ناچیزي وجود دارند (مانند رزمارینیک اسید) از روش هاي 

کاربرد پیش ). در این بین، Ramachandra Rao and Ravishankar, 2000, 2002بیوتکنولوژي و کشت بافت استفاده شده است (
باشد. چنین مفهومی از این ایده اي مشهود و معمول براي افزایش تولید متابولیت هاي ثانویه میساز ها در کشت هاي سلولی شیوه

نده تواند نمایکند، میگیرد که هر ترکیبی که به عنوان ترکیب حد واسط در مسیر بیوسنتزي یک متابولیت ثانوي عمل مینشات می
خوبی براي افزایش عملکرد محصول نهایی باشد. تا کنون تلاش هاي زیادي براي انگیختن و یا افزایش تولید متابولیت هاي ثانوي با 

). فنیل Ramachandra Rao and Ravishankar, 2002کاربرد پیش ساز ها انجام گرفته و در بسیاري موارد نیز موفق بوده است (
تواند به افزایش رزمارینیک منجر ش ساز رزمارینیک اسید هستند که کاربرد آنها در کشت هاي سلولی میآلانین و تیروزین دو پی

شود. 
مواد و روش ها

کشت کالوس و سوسپانسیون سلولی مرزه خوزستانی پیشتر مورد بررسی قرار گرفته بود و براي این پژوهش نیز از سلول هاي 
کشت هاي سلولی مرزه خوزستانی ). Sahraroo et al. 2013, 2014, 2015استفاده شد (مرزه خوزستانی در همان محیط و شرایط 
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میلی مولار) قرار گرفتند و با احتمال اینکه فنیل آلانین براي 5/0، 5/1، 3و 5/4در این آزمایش تحت چهار غلظت فنیل آلانین (
براي هر تکرار سه ارلن که حاوي محیط کشت برداشته شد. ها در روز هاي دوم، هفتم و چهاردهمسلول ها سمیت داشته باشد، داده

و بیوسنتز رزمارینیک درصد ماده خشکو سلول هاي مرزه خوزستانی بودند در نظر گرفته شد. داده هاي وزن تر، وزن خشک، 
) اندازه گیري گردید. 2014و 2015اسید به روش صحرارو و همکاران (

نتایج و بحث
ها اثر معنی دار کاربرد فنیل آلانین بر ویژگی هاي اندازه گیري شده ي کشت سوسپانسیون سلولی مرزه تجزیه واریانس داده

). 1خوزستانی را نمایان ساخت (جدول 
الف و ب). با افزایش غلظت -1وزن تر و خشک سلول ها در تمامی غلظت هاي فنیل آلانین نسبت به شاهد کاهش نشان داد (شکل 

توان به سمیتی که فنیل آلانین، رشد سلول ها (وزن تر و خشک) متناسب با غلظت کاربردي کاهش نشان داد. این کاهش را می
میلی گرم در 500تا 100). این در حالیست که غلظت هاي Voll et al. 2004سلول هاي گیاهی دارد نسبت داد (فنیل آلانین براي 

میلی گرم در لیتر آن، افزایش رشد 750و 500لیتر فنیل آلانین بر رشد سلول هاي اسُطوخودوس اثر منفی نداشت ولی غلظت هاي 
). Hippolyte et al. 1992; Pavlov and Ilieva, 1999ت (سلولی را در کشت هاي سلولی مریم گلی در پی داش

درصد ماده خشک سلول ها نیز با کاربرد فنیل آلانین دچار تغییر شد. بیشترین میزان درصد ماده خشک در روز هفتم مشاهده شد و 
الف). بیوسنتز رزمارینیک اسید روند متفاوتی را -2پس از آن درصد ماده خشک در تمامی تیمار ها روند کاهشی نشان داد (شکل 

میلی مولار فنیل 3و 5/4با هم و با شاهد نشان داد. روند بیوسنتز رزمارینیک اسید در غلظت هاي در سطوح تیمار هاي اعمال شده 
آلانین در روز هفتم بیشترین بود و سپس روندي کاهشی را در پی گرفته و در روز چهاردهم به کمترین میزان خود رسید. غلظت 

داري نشان داد و اندك افزایشی را روز هفتم داشت. روند تغییرات میلی مولار روند نسبتا ثابتی را در طول دوره داده بر5/1
میلی 227ب). بیشترین میزان بیوسنتز رزمارینیک اسید، -2میلی مولار مطابق با روند شاهد بود (شکل 5/0رزمارینیک در غلظت 

میلی مولار دیده شد. 3گرم بر گرم وزن خشک رزمارینیک اسید پس از یک هفته در غلظت 

نمودار تغییرات درصد ماده خشک (الف) و رزمارینیک اسید (ب) سلول هاي مرزه خوزستانی در تیمار با غلظت هاي مختلف فنیل آلانین- 2شکل 

نمودار تغییرات وزن تر (الف) و خشک (ب) سلول هاي مرزه خوزستانی در تیمار با غلظت هاي مختلف فنیل آلانین- 1شکل 

ا
ل
ف

ب
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500و 750) نیز روندي مشابه براي رزمارینیک اسید بدست آمده بود بطوریکه غلظت هاي 1992در مطالعه هیپولایت و همکاران (
شاهد نشان دادند. در مطالعه میلی گرم در لیتر فنیل آلانین، افزایش رزمارینیک اسید را زودتر از سلول هاي کشت شده در محیط 

میلی گرم در لیتر فنیل آلانین بود (تقریبا 750گرم در لیتر گزارش شد که در غلظت 18/1ایشان، بیشترین میزان رزمارینیک اسید 
). Hippolyte et al. 1992دو برابر شاهد) (

Pavlov andاعمال شده با شاهد مطابقت داشت (در کشت سلولی اسُطوخودوس، روند بیوسنتز رزمارینیک اسید در تیمار هاي 

Ilieva, 1999 میلی گرم در لیتر فنیل آلانین بدست آمد 300). در آن آزمایش، بیشترین میزان بیوسنتز رزمارینیک اسید در غلظت
برابر شاهد 71/1، تقریبا برابر شاهد). در این تحقیق نیز بیوسنتز رزمارینیک اسید در بالاترین حد خود25/1میلی گرم بر لیتر، 85(

) 1992درصد وزن خشک)، پس از مقادیر گزارش شده توسط هیپولایت و همکاران (7/22در روز هفتم بود. این میزان بیوسنتز (
درصد وزن خشک) بیشترین درصد بیوسنتز در بین سلول هاي گیاهی 3/3) (1999درصد وزن خشک) و زابو و همکاران (36(

Szabo etباشد (می al. 1999; Hippolyte et al. 1992.(
نتیجه گیري کلی

کاربرد پیش ساز هاي و اضافه نمودن آنها به محیط کشت هاي سلولی از مواردي است که امید به افزایش متابولیت هاي ثانویه در 
باشد رزمارینیک اسید میکشت هاي سوسپانسیون سلولی را در پی دارد. با همین هدف، ماده فنیل آلانین که یکی از پیش ساز هاي

به محیط کشت مایع سلول هاي مرزه خوزستانی اضافه گردید. نتایج این بخش نشان داد که بیشترین میزان بیوسنتز رزمارینیک اسید 
میلی مولار دیده شد. البته این میزان سپس 3میلی گرم بر گرم وزن خشک رزمارینیک اسید) پس از یک هفته در غلظت 227(

رسد کاهش ذخیره پیش ساز دوم رزمارینیک اسید (یعنی تیروزین) در سلول ها چنین واکنشی را در پی فت که به نظر میکاهش یا
باشد که تا به حال گزارش شده است.داشته است. این میزان تولید یکی از بیشترین موارد گفته شده در رابطه با رزمارینیک اسید می
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Abstract

Satureja khuzistanica is an Iranian endemic medicinal plant which showed Rosmarinic acid content in
low quantity in the whole plant. High production of such compound can be obtained by plant cell
culture. S. khuzistanica cells revealed remarkable amounts of RA in cell suspension culture. So,
different levels of phenylalanine (0.5, 1.5, 3 and 4.5 mM) were added to the media for evaluation of
the precursor effects on RA production. The results suggested that fresh and dry weight as well as RA
content were changed by adding precursor to the culture media. The lowest fresh and dry biomasses
were obtained at 4.5 mM phenylalanine. In spite of this, highest RA content (227 mg/g dry weight)
was achieved at 3 mM phenylalanine after 7 days.
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