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  چکیده

 MSمحیط کشت  غلظتاثر . دست آمد به 15834توسط تلقیح با اگروباکتریوم رایزوژنز سویه  Salvia reuterana هاي مویین گیاهریشه

نتایج نشان داد غلظت محیط کشت اثر معنی . هاي مویین این گیاه بررسی گردیدریشهکشت بربه صورت نیم غلظت و تمام غلظت،  مایع،
گرم  7/3(خشک وزن  و  )گرم در لیتر 6/41( بیشترین وزن تر. هاي مویین دارداسید ریشهداري بر روي رشد و میزان تولید رزمارینیک 

و به  MSنیم غلظت  میزان تولید رزمارینیک اسید در محیط کشتاما بیشترین . تمام غلظت به دست آمد MSدر محیط کشت ) در لیتر
   .حاصل گردید MSتمام غلظت  برابر محیط کشت 4/1میزان 

  ، محیط کشتهاي مویین، رزمارینیک اسید، ریشه Salvia reuterana: مات کلیديکل
 

  مقدمه
رهیافت نوینی براي تولید آیند که هاي گیاهی توسط اگروباکتریوم رایزوژنز  به وجود مین بافتتراریخت شداز هاي مویین ریشه

ضد اضطرابی و  ،اثرات ضد باکتریایی که ،دمیک ایران استگیاهی علفی و چند ساله ان S. reuterana ).1( دنباشهاي ثانویه میمتابولیت
باشند که از طرفی گیاهان خانواده نعنا شامل یک ترکیب فنلی به نام رزمارینیک اسید می. )2( به اثبات رسیده است شترکیبات آرامبخشی

براي تولید رزمارینیک اسید در کشت  تحقیقات فراوانبا وجود  ).3(اکسیدانتی است داراي خواص ضدمیکروبی، ضد ویروسی و آنتی
از طرفی مطالعات . منتشر نشده است S. reuteranaتا کنون گزارشی از تولید این ماده در  ،)4(هاي مویین گیاهان خانواده نعنا ریشه

). 6، 5( ن داردهاي مویین گیاهاکشت ریشه ها دراي در رشد و تولید متابولیتمحیط کشت نقش عمدهغلظت دهد که متعددي نشان می
  . شودبنابراین در تحقیق حاضر به بررسی این مورد پرداخته می

  
  هامواد وروش

ماس و پرلیت هاي حاوي مخلوطی از پیتدر گلدان )متر 1363جمع آوري شده از جاده چالوس، بیلقان، ارتفاع ( S. reuterana هايبذر
کشت سوسپانسون باکتري . ساعت تاریکی قرار داده شدند 8ی و ساعت روشنای 16کشت شدند و در دماي اتاق با دوره نوري 

ساعت در  48 ها به مدتسپس ارلن. انجام گرفت ml100 هاي مایع و در ارلن  LBدر محیط  15834اگروباکتریوم رایزوژنز سویه 
  .ندقرار گرفت C ̊26در دماي  rpm 100تاریکی بر روي شیکر با سرعت 

قیقه د 10 و توسط اسکالپل به قطعات دو سانتی متري تقسیم شدند، ضدعفونی پس از جواني هابرگ ،باکتريها با ریزنمونهتلقیح  براي
ساعت پس از  72به منظور حذف باکتري . قرار گرفتند MSسپس بر روي محیط کشت جامد . ور بودنددر سوسپانسون باکتري غوطه

 2-4و این عمل تا حذف کامل باکتري چند بار با فواصل . سیم منتقل شدندسفوتاک ppm  500ها به محیط تازه حاويریزنمونه ،تلقیح
جدا سانتی متر  2-3هایی با طول ریشه. ظاهر شدند هابرگهاي مویین در حاشیه روز ریشه 11پس از . هاي کمتر تکرار شدروز و غلظت
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جهت س از یک ماه یک کلون پر رشد انتخاب و پ. نیم غلظت کشت گردیدمایع  B5محیط کشت  cc 70حاوي  ml250 ارلن بهو  هشد
به  MSمایع  محیط کشت با استفاده از ،هاي مویینبر ریشه براي بررسی اثر غلظت محیط کشت. واکشت گردیداستفاده در آزمایش 

هاي مویین روز ریشه 28پس از گذشت . در قالب طرح کاملا تصادفی انجام گردیدو  تکرار 3در آزمایشی صورت نیم و تمام غلظت 
شناسایی اسید ، گیاهی با روش اولتراسونیک عصاره استخراجپس از  .هاي مختلف با همدیگر مقایسه شونددر محیط کشترشد یافته 

  .)7(انجام گرفت ) بالا کارایی با نازك لایه کروماتوگرافی(سی التیپیاز سیستم اچ رزمارینیک با استفاده
  

  نتایج
در سطح  و میزان تولید رزمارینیک اسید ، وزن خشک وزن ترانس نشان داد اثر غلظت محیط کشت بر روي نتایج حاصل از تجزیه واری

گرم در  7/3( و وزن خشک) گرم در لیتر 6/41( تریانگین نشان داد که بیشترین وزن مقایسات م. )1جدول ( دار استمعنییک درصد 
تر و خشک شد که با افزایش غلظت از یک دوم به تمام غلظت میزان وزن مشاهده . دست آمدبه MSتمام غلظت  در محیط کشت )لیتر

  . )2جدول ( برابر گردید 1/2و  7/1 به ترتیبها ریشه
  

 Salvia reuteranaهاي مویین محیط کشت در کشت ریشه تجزیه واریانس اثرغلظت -1جدول 

SOV وزن تر 
 (g.L-1) 

 وزن خشک
 (g.L-1) 

 رزمارینیک اسید

(mg/g DW) 
1/486 غلظت محیط کشت ** 12/6 ** 93/313 ** 

error 29/7  074/0  7/2  

CV% 2/8  98/9  07/4  

  
میزان رزمارینیک اسید تولید شده در محیط  .دست آمدبه MSنیم غلظت  در محیط کشت میزان تولید رزمارینیک اسیداما بیشترین 

   .)2جدول (د باشمی MSبرابر محیط کشت  4/1تقریبا  MSغلظت نیمکشت 
 Salvia reuteranaهاي مویین تاثیر غلظت محیط کشت بر رشد و تولید رزمارینیک اسید در کشت ریشه -2جدول 

 وزن تر غلظت
(g.L-1) 

 وزن خشک
(g.L-1) 

 رزمارینیک اسید

(mg/g DW) 

MS   6/41تمام غلظت   a 7/3  a 9/33  b 

MS  6/23 نیم غلظت  b 7/1  b  4/48  a 
 

  بحث
محیط کشت  نوع وغلظت .زان وزن تر و خشک و تولید رزمارینیک اسید تحت تاثیر غلظت محیط کشت قرار گرفتدر مطالعه حاضر می

 هاي ثانویه داردهاي مویین و بیوسنتز متابولیتدر رشد ریشه مهمینقش  اي، اسمزي و تحریک کنندگیبه دلیل دارا بودن خاصیت تغذیه
 Paulowniaهاي مویین گیاه ریشه. هاي مویین در مطالعات پیشین به اثبات رسیده استاثر غلظت محیط کشت بر رشد ریشه .)9، 8(

tomentosa کشت هايدر محیط MS  نیم غلظت وB5 که این  )10(هاي تمام غلظت داشتندنیم غلظت رشد بیشتري نسبت به محیط ،
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-رشد ریشه بر هاي کشتتاثیر غلظت محیط مبنی بر دیگري هايگزارش .ضر در مغایرت استنتیجه با نتایج به دست آمده در مطالعه حا

  ).11( ها وجود دارددر آن هاي ثانویهمتابولیتا تولید یهاي مویین 
نیم  MS از محیط کمتر تمام غلظت MS کشت محیطدر  تولید رزمارینیک اسید به ازاي هر گرم ماده خشکهر چند  در مطالعه حاضر،

 در محیط ،به ازاي هر لیتر محیط کشت میزان تولید این ترکیب توان دریافت کهاي ساده میبا محاسبه ، با این حالانجام گرفتلظت غ
در محیط نیز بیشترین وزن تر و خشک  اینکه بهبا توجه ). گرم در لیتر 05/0 گرم در لیتر در برابر 13/0(بیشتر بود  تمام غلظت MS کشت

   .باشدمی S. reuteranaهاي مویین ترین محیط براي رشد ریشهمناسباین محیط کشت  ،به دست آمد ظتتمام غل MSکشت 
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Abstract  
Hairy roots of Salvia reuterana were induced by infecting plantlets with Agrobacterium rhizogenes 15834. The effect 
of MS liquid medium concentration on hairy root cultures was studied. The results showed that medium 
concentration had significant effect on growth and rosmarinic acid production. Maximum fresh weight (41.6 g. L-1) 
and dry weight (3.7 g. L-1) achieved in full-strength liquid MS medium. While highest production of rosmarinic acid 
was observed in half-strength MS mediu, which was 1.4-fold higher compared to full-strength MS medium. 
Keywords: Salvia reuterana, hairy roots, rosmarinic acid, culture medium   
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