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 چكيده

گلي اصفهاني) توسط (مريم Salvia reuteranaهاي مويين تراريخت گياه براي نخستين بار ريشه
هاي مذكور از حاصل گرديد. ماهيت تراريختي ريشه ATTC 15834تلقيح با اگروباكتريوم رايزوژنز سويه 

هاي مويين اين گياه وارد شده به ژنوم گياهي به اثبات رسيد. ريشه T-DNAهاي طريق رديابي بخشي از ژن
، B5 ،½ B5 ،MS شامل رو اثر شش نوع محيط كشت مايعا داشتند، از اينتوانايي توليد رزمارينيك اسيد ر

½ MS ،White’s  و WPM هاي مويين اين گياه بر روي ميزان رشد و ميزان توليد رزمارينيك اسيد در ريشه
گرم در ليتر) و وزن خشك  6/41( بيشترين وزن تر MSهاي مويين در محيط كشت بررسي گرديد. ريشه

 2/52كه  بيشترين ميزان توليد رزمارينيك اسيد (ليتر) را داشتند. همچنين نتايج نشان داد با اين گرم در 7/3(
حاصل گرديد، اما بالاترين عملكرد توليد  B5) در محيط كشت هر گرم وزن خشك يبه ازا گرميليم

-مناسب MSت رو محيط كشگرم در ليتر) به دست آمد. از اين MS )13/0رزمارينيك اسيد در محيط كشت 

گلي اصفهاني هاي مويين تراريخت مريمترين محيط براي رشد و توليد رزمارينيك اسيد در كشت ريشه
 است.
 .هاي مويين، رزمارينيك اسيدگلي اصفهاني) ، ريشه(مريم Salvia reuterana نعناعيان،: هاي كليديواژه
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 مقدمه
گياهان به برخي از  ويژگي دارويي بودن

-ركيبات متنوعي است كه متابوليتت ت وجودعلّ

 ,.Chaudhuri et al(شوند هاي ثانويه ناميده مي

2005; Wu et al., 2007(هاي . توليد متابوليت
-از قبيل جمع ،هاي رايجثانويه از طريق روش

هاي زراعي به آوري از طبيعت و كشت در زمين
 اي نيست. از طرف ديگر،دلايل متعددي كار ساده

ثانويه ممكن است محدود به جنس  هايمتابوليت
د و يا فقط در مرحله رشدي نيا گونه خاصي باش

اي اي ويژهخاصي، يا شرايط فصلي، تنش و تغذيه
از اين  .)Verpoorte et al., 2002توليد گردند (

هاي فراواني در جهت شرو در چند دهه اخير تلا
هاي جايگزين توليد تركيبات توسعه روش

رت گرفته است كه در اين ارزشمند گياهي صو
گياهي به  هاي كشت بافتميان استفاده از روش

راهكارها به طور  تريننويد بخشعنوان يكي از 
قرار  پژوهشگران اي مورد توجهقابل ملاحظه
 & Dhakulkar et al., 2005; Raoگرفته است (

Ravishankar, 2002; Triplett et al., 2008 .(
اتي در توليد و بازدهي اندك ثببي جا كهالبته از آن

)Hu & Du, 2006; Jung et al., 2003; 

Rahnama et al., 2008بيني ) و نيز غير قابل پيش
-Syklowska( هاي ثانويهبودن تشكيل متابوليت

Baranek et al., 2009هاي عمده ) از محدوديت
از طرفي برخي  ، وهاي گياهي استكشت سلول
ي تمايز يافته توليد هاامها فقط در انداز متابوليت

هاي ريشه ،)Verpoorte et al., 2002شوند (مي
مويين تراريخت شده رهيافت نويني براي توليد 

هاي ثانويه با ثبات بيوشيميايي و ژنتيكي متابوليت
-Zarei et al., 2013; Syklowska(د نباشبالا مي

Baranek et al., 2009(هاي مويين به . ريشه
توانند منبع مناسب و ارزشمندي دست آمده مي

P1Fايي گياهييشيمجهت توليد تركيبات 

1
Pمتابوليت ،-

ي هاهاي ثانويه در مقياس وسيع، آنتي بادي
مونوكلونال و گياه پالايي و ... به شمار آيند 

)Kumar et al., 2006; Shi & Lindemann, 

). رشد سريع، ثبات ژنتيكي، مرفولوژيكي و 2006
ن زمين گرايي، سهولت بيوشيميايي، نداشت

هاي كشت فاقد نگهداري و قابليت رشد در محيط
هاي هورمون و توليد دامنه وسيعي از متابوليت

هاي مويين هاي خاص ريشهثانويه از ويژگي
-ريشه اين خصوصيات سبب شده استهستند و 

به عنوان مواد گياهي ارزشمند در  هاي مويين
مورد هاي مختلف بيوتكنولوژي گياهي زمينه

 & Giri & Narasu, 2000; Hu(د نگيرتوجه قرار 

Du, 2006; Pawar & Maheshwari, 2004; 
Kabirnetaj et al., 2012.(  

گونه دارد، كه در  900بالغ بر  Salviaجنس 
و معتدل پراكنش دارند  يمناطق گرمسير

)Barrett et al., 2000 جنس .(Salvia  در ايران
گونه آن اندميك  17باشد كه گونه مي 58داراي 
 S. reuterana هاي اين جنس،يكي از گونه است.
گياهي علفي و كه  دباشگلي اصفهاني) مي(مريم

چند ساله اندميك ارتفاعات مركزي ايران است 
)Rabbani et al., 2005 شيميايي ). تركيبات

هاي مختلف اين گياه موجود در اسانس اندام

                                                
1 phytochemicals 
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 ,Mirza & Sefidkonشناسايي شده است (

 Esmaeili). همچنين اثرات ضد باكتريايي (1999

et al., 2008 ضد اضطرابي و آرامبخشي ،(
)Rabbani et al., 2005 اين گياه به اثبات رسيده (

عصاره متانولي اين گونه  ،در پژوهشي ديگراست. 
بالاترين  اكسيداني و نيزبيشترين فعاليت آنتي

ميك ايران مواد فنلي را در ميان سه گونه اند ميزان
 ,.Esmaeili et alبه خود اختصاص داده است (

مطالعات پيشين اثبات كرده  ). از طرفي2010
شامل يك تركيب  عگياهان خانواده نعنا است كه

-باشند كه از استرفنلي به نام رزمارينيك اسيد مي

 ,.Petersen et alهاي كافئيك اسيد است (

اين تركيب داراي خواص همچنين ). 2009
-يروسي، ضدالتهابي و آنتييكروبي، ضد وضدم

 Huang et al., 2008; Lee etي است (اكسيدان

al., 2010.(  تحقيقات فراواني براي توليد
هاي مويين رزمارينيك اسيد در كشت ريشه

 Tada etانجام شده است ( عگياهان خانواده نعنا

al., 1996; Yan et al., 2006رغم تنوع علي ) اما
گلي در ايران تاكنون نس مريمقابل ملاحظه ج

هاي مويين مطالعه مناسبي در زمينه القاي ريشه
كنون تاها صورت نگرفته است، همچنين آن

گلي مريم در رزمارينيك اسيدگزارشي از توليد 
منتشر نشده است. از  S. reuterana)( اصفهاني

و  دهد كه نوعطرفي مطالعات متعددي نشان مي
اي در رشد و دهمحيط كشت نقش عم غلظت

هاي در كشت ريشه ي ثانويههاتوليد متابوليت
 ;Bensaddek et al., 2001( مويين گياهان دارد

Nussbaumer et al., 1998; Satdive et al., 
با هدف بررسي حاضر تحقيق ). بنابراين 2007

هاي مويين امكان توليد رزمارينيك اسيد در ريشه
نين اثرات نوع گلي اصفهاني انجام شد. همچمريم

محيط كشت بر روي ميزان رشد و توليد 
گلي هاي مويين مريمدر ريشه رزمارينيك اسيد

 مورد بررسي قرار گرفت. اصفهاني
 

 هامواد وروش
 S. reuterana)( گلي اصفهانيمريمهاي بذر

-ع طبيعي سازمان تحقيقات جنگلاز بانك ژن مناب

) 8501001ها و مراتع كشور (شماره هرباريومي: 
تهيه گرديد. اين بذرها از جاده چالوس، منطقه 

آوري متري جمع 1363بيلقان، استان البرز، ارتفاع 
هاي گلداني به منظور توليد گياهچهشده بودند. 

هاي در گلدان ،س از ضد عفوني سطحيها پبذر
به نسبت  ماس و پرليتحاوي مخلوطي از پيت

هاي تا زمان توليد گياهچهكشت شدند و  ،يمساو
در دماي اتاق با دوره نوري اي، جوان چهارهفته

ساعت تاريكي قرار داده  8ساعت روشنايي و  16
  .)Wang et al., 2013( شدند

كشت سوسپانسون باكتري اگروباكتريوم 
(تهيه شده از  15834ATTCرايزوژنز سويه 

آزمايشگاه فيزيولوژي گياهي دانشكده علوم 
 LB (Bertani, 2004)در محيط  دانشگاه تهران)
انجام گرفت. بدين  ml100 هاي مايع و در ارلن

ساعت در  48به مدت هاي مذكور، منظور كشت
در  rpm 100تاريكي بر روي شيكر با سرعت 

 گرفت.قرار مي  C 26̊  دماي
-از برگ ،ها با باكتريجهت تلقيح ريزنمونه

هاي حدود هاي جوان گياهچهها و دمبرگ
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شد. به منظور ضدعفوني اي استفاده چهارهفته
ها ابتدا با آب ولرم حاوي مويان سطحي، برگ

دقيقه در  10تشو گرديدند و سپس به مدت سش
% كه به هر ليتر از آن 5محلول هيپوكلريت سديم 

افزوده شده بود قرار گرفتند.  20يك قطره توين 
در طي مدت ضدعفوني ظرف حاوي برگ به 

آب مقطر  ها باآرامي تكان داده شد. سپس برگ
 هاها و دمبرگر آبكشي شدند. برگبا 3استريل 

متري تقسيم توسط اسكالپل به قطعات دو سانتي
ون يقيقه در سوسپانسد 10به مدت  و شدند

ها تمامي ريزنمونهور بودند. سپس باكتري غوطه
عاري از هورمون  MSبر روي محيط كشت جامد 

 قرار گرفتند. ظروف كشت به اتاق رشد با دماي

C ̊2± 25  و تاريكي منتقل شدند. به منظور حذف
ها ساعت پس از تلقيح ريزنمونه 72تا  48باكتري 

 بيوتيكآنتي ppm  500به محيط تازه حاوي
سفوتاكسيم منتقل شدند. و اين عمل تا حذف 

در روز  2-4اكتري چند بار با فواصل كامل ب
، ppm  250هاي غلظت هاي كشت حاويمحيط
ppm 100  وppm 50  تكرار شد. سفوتاكسيم 

هاي مويين در ريشه ،روز 9-11پس از 
هايي با حاشيه قطعات برگي ظاهر شدند. ريشه

-متر به طور جداگانه از ريزنمونهسانتي 2-3طول 

 ml250 در ارلن جهت كشت ها جدا شدند و
نيم غلظت داراي  B5محيط كشت  cc 70حاوي 

ppm 50  ها با ن. اين ارلقرار گرفتندسفوتاكسيم
و روي شيكر با  ندهاي تيره پوشانده شدپوشش
قرار گرفتند. پس از يك ماه يك  rpm  90سرعت

جهت كلون پر رشد انتخاب و واكشت گرديد. 

، B5بررسي اثر شش نوع محيط كشت مايع شامل 
½ B5 ،MS ،½ MS ،White’s  وWPM 

)George et al., 2008( ،هاي رشد و بر فاكتور
هاي مويين اسيد در كشت ريشه توليد رزمارينيك

گلي اصفهاني، آزمايشي به صورت طرح مريم
پس از كاملا تصادفي در سه تكرار انجام شد. 

هاي مويين رشد يافته در روز ريشه 28گذشت 
هاي مختلف با همديگر مقايسه محيط كشت

 ند.دش
DNA هـاي  هاي مويين و ريشهژنومي ريشه

ه طبيعـــي غيـــر تراريخـــت (شـــاهد منفـــي) بـــ
استخراج گرديـد.   Doyle & Doyle (1987)روش

به منظور استخراج پلاسميد باكتريايي از روش ليز 
ــايي ــل   قلي ــامبروك و راس  & Sambrook)س

Russell, 2001)   .استفاده گرديد 
DNA دو جفـت   بـه همـراه   ،به دست آمده

-′5هـــاي  آغـــازگر اختصاصـــي بـــا تـــوالي    

CTCCTGACATCAAACTCGTC-3′  5́́و-

TGCTTCGAGTTATGGGTACA-3́́́ ــراي  بــ
هاي ) و تواليrol C ) bp586از ژن  ايقطعه تكثير

5́-ATGTCGCAAGGACGTAAGCCGA-3́ 
-GGAGTCTTTCAGCATGGAGCAA-5́و 

) vir D )bp 438از ژن  ايقطعـه  تكثيـر  بـراي  3́
جهت بررسـي الگـوي   گرديد.  PCRوارد واكنش 

بر روي ژل آگارز  PCR، محصولات DNAباندي 
P2Fدر كنـار نشـانگر انـدازه    ساعت 2 % به مدت2/1

1
P 

(50 bp)   ــاز ــركت فرمنت ــد ش  (Fermentas)تولي
. ژل پــس از رنــگ آميــزي در ندشــد الكتروفــورز

                                                
1 Size Marker 
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حمام اتيديوم برمايد در دستگاه ژل داك مشـاهده  
 گرديد.  

گياهي توسط روش  عصاره استخراج
شناسايي  و . جداسازيگرفتاولتراسونيك انجام 

از سيستم  هرزمارينيك اسيد با استفاد
-تيپيبالا (اچ كارايي با نازك لايه كروماتوگرافي

P3Fسي)ال

1
P  پذيرفتانجام )Babalar et al., 2010(. 

عملكرد توليد رزمارينيك اسيد از همچنين 
 )mg/g DW(ميزان رزمارينيك اسيد حاصلضرب 

g/LP)در وزن خشك 

-1
P)  محاسبهبراي هر تيمار 

  .شد
 SASر ها از نرم افزابراي تجزيه داده

ها نيز با استفاده گرديد و ميانگين 1/9نگارش 
اي دانكن در سطح استفاده از آزمون چند دامنه

 % مقايسه شدند.   5احتمال 
 

 نتايج
هاي برگي با اگروباكتريوم تلقيح نمونه

روز  9-11پس از  15834ATTCرايزوژنز سويه 
در حاشيه قطعات  هاي مويينسبب تشكيل ريشه

سوي ديگر در نتيجه تلقيح  برگي گرديد. از
هيچ  ،هاي دمبرگي با سويه مورد مطالعهريزنمونه

-اي تشكيل نگرديد. ماهيت تراريختي ريشهريشه

با استفاده از رديابي  ،دست آمده هاي مويين به
با  PCRبررسي شد. واكنش  rol Cقسمتي از ژن 

DNA هاي موييناستخراج شده از ريشه 
طعاتي با طول موجب تكثير ق تراريخت شده

                                                
1 High Performance Thin Layer Chromatography 

(HPTLC) 

ژني  . توالي)1(شكل  جفت باز گرديد 586حدود 
 DNAسبب تكثير قطعات در  D virناحيه 

ولي هيچ  ،استخراج شده از پلاسميد باكتري شد
و  تراريخت هاي مويينريشه DNAباندي در 

(شكل  هاي غير تراريخت تشكيل نگرديدريشه
هاي ، كه نشان دهنده عدم حضور بقاياي ژن)2

-هاي مويين تراريخت ميي در روي ريشهباكتر

 باشد.
 

 هاميزان وزن تر نمونه
هاي به نتايج حاصل از تجزيه واريانس داده

دست آمده نشان داد اثر نوع محيط كشت بر 
هاي مويين در سطح يك ريشه ترميزان وزن 
). حداكثر ميزان 1دار است (جدول درصد معني

در ليتر) گرم  65/41توليد وزن تر ريشه مويين (
به دست آمد. ميانگين وزن تر به  MSدر محيط 

هاي مويين كه درون محيط دست آمده از ريشه
گرم در  4/18رشد يافته بودند برابر  B5كشت 

هاي مويين در اين محيط ليتر بود. وزن تر ريشه
بود. از ميان پنج  WPMبرابر محيط   2/1تقريبا 

كشت تيمار به كار رفته در اين آزمايش محيط 
White’s  گرم در ليتر  6/8با ميانگين وزن تر

همچنين  كمترين توليد را به خود اختصاص داد.
مشاهده شد كه با افزايش غلظت از يك دوم به 

 كشت ها در محيطتمام غلظت ميزان وزن ريشه
MS ،7/1 كشت برابر و در محيط B5 ،5/1  برابر

 .)1(جدول  گرديد
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ريشه  B :DNAو  bp ،(A 50: نشانگر اندازه (rol C ،Mايمراختصاصي ژن با پر PCR آناليز -1شكل 

  .15834 پلاسميد سويه  F :DNAو  Eهاي تراريخت، ريشه D :DNAو  Cطبيعي، 
Figure 1- PCR detection of rol C genes, M: DNA ladder (50 bp), A and B: non-
transformed roots DNA, C and D: hairy roots DNA, E and F: plasmid DNA of 
strain15834.  

 

 
 

 B :DNAو  bp ،A 50: نشانگر اندازه vir D  ،Mبا پرايمر اختصاصي ژن  PCR آناليز -2شكل 

 ريشه طبيعي. F :DNAو  Eهاي تراريخت، ريشه D :DNAو  C، 15834 پلاسميد سويه 
Figure 2- PCR detection of vir D genes, M: DNA ladder (50 bp), A and B: plasmid DNA 
of strain 15834, C and D: hairy roots DNA, E and F: non-transformed roots DNA. 
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تجزيه واريانس و مقايسه ميانگين  تاثير نوع محيط كشت بر رشد و توليد رزمارينيك اسيد  -1جدول 

 هاي مويين مريم گلي اصفهاني.در كشت ريشه
Table 1- Analysis of Variance and Compare Means of the effect of medium type on 
hairy root growth and rosmarinic acid production of S. reuterana hairy root. 

  منابع تغييرات
(SOV) 

 
 درجه آزادي

Degree of 
freedom 

 مجموع مربعات
(Sums Of Squares) 

  وزن تر
Fresh weight 

 وزن خشك

Dry weight 

 ميزان رزمارينيك اسيد
Rosmarinic acid 

 **5 419.97** 4.44* 881.42 (Medium ) محيط كشت

 12 4.29 0.031 2.1 (error) خطا

 10.4 12.35 4.77 - (%CV) ضريب تغييرات

محيط كشت    
Medium 

 

 وزن تر
Fresh weight 

 (g/LP

-1
P) 

 وزن خشك

Dry weight 
 (g/LP

-1
P) 

دميزان رزمارينيك اسي  
Rosmarinic acid 

 (mg/g DW) 
 

B5 18.467 c 1.13 c 52.26 a 

1/2B5 12.307 de 0.6733 de 13.53 e 

MS 41.657 a 3.7467 a 33.93 c 

1/2MS 23.653 b 1.7267 b 48.4 b 

White’s 8.64 e 0.4633 e 14.93 e 

WPM 14.8 cd 0.84 cd 18.96 d 

ns:  Not significant, *: Significant at p>0.05, **: Significant at p>0.01 
There is no statically difference between means with the same letter. 

ns 1دار در سطح %، **معني5دار در سطح دار ،*معنيعدم وجود اختلاف معني ،% 

 ميانگين هايي كه در هر ستون داراي حرف مشترك هستند تفاوت معني داري ندارند

 

 ان وزن خشكميز
اثر نوع محيط كشت بر روي ميزان وزن 

دار % معني5ن در سطح هاي موييخشك ريشه
ها نشان داد كه محيط ميانگين داده هاست. مقايس

-هاي مختلف بهدر ميان محيط كشت MSكشت 

-داراي حداكثر توليد ماده خشك مي ،كار رفته

و  White’sباشد. هر چند بين محيط كشت 
م غلظت از نظر آماري ني B5محيط كشت 

هر حال  داري وجود ندارد اما بهاختلاف معني
كمترين ميزان توليد ماده خشك مربوط به محيط 

گرم  46/0با ميزان ماده خشك   White’sكشت 
 .)1(جدول  باشددر ليتر مي

ها با افزايش غلظت از وزن خشك ريشه
  كشت يك دوم به تمام غلظت در محيط

MS،1/2  كشت محيط برابر و درB5 ،8/1  برابر
 . )1(جدول  شد
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 ميزان توليد رزمارينيك اسيد
مطابق جدول تجزيه واريانس نوع محيط 

داري بر ميزان رزمارينيك اسيد كشت اثر معني
گلي اصفهاني هاي مويين مريمتوليد شده در ريشه

. حداكثر ميزان توليد رزمارينيك )1(جدول  ددار
ديد، به حاصل گر B5 كشت اسيد در محيط

گرم رزمارينيك ميلي 2/52كه در اين محيط طوري
 اسيد به ازاي هر گرم وزن خشك به دست آمد.

با اينكه بالاترين ميزان توليد  MSمحيط كشت 
-ميلي 9/33  ريشه مويين را دارا بود اما با توليد

گرم رزمارينيك اسيد به ازاي هر گرم وزن 
 داري ميزان كمتري راخشك، به صورت معني

غلظت نيم MS و B5 كشت هاينسبت به محيط
دارا بود. كمترين ميزان توليد رزمارينيك اسيد نيز 

نيم غلظت مشاهده گرديد،  B5در محيط كشت 
هر چند مطابق نتايج به دست آمده ميزان 

هاي مويين كشت داده رزمارينيك اسيد در ريشه
شده در اين محيط كشت از لحاظ آماري اختلاف 

ندارند  White’sبا محيط كشت داري معني
 .)1(جدول 

 ميزان رزمارينيك اسيد توليد شده در محيط
برابر محيط  4/1تقريبا  MSغلظت نيم كشت

به  با كاهش غلظتهمچنين باشد. مي MSكشت 
ميزان توليد ، B5نصف در محيط كشت 

 برابر تقليل يافت 5/2رزمارينيك اسيد بيش از 
  ).1(جدول 

 

 بحث
-اضر براي نخستين بار ريشهدر مطالعه ح

 .Sهاي مويين توسط اگروباكتريوم رايزوژنز در 

reuterana  القا گرديد و سپس اثر نوع محيط
هاي مويين و بيوسنتز كشت بر رشد ريشه
. قرار گرفتبررسي  ، موردرزمارينيك اسيد در آن

هاي مويين توسط برخي از ريشه عملكرد كشت
و ميزان تركيبات ها نظير ميزان رشد وزني شاخص

شود. توليد شده در واحد وزن خشك سنجيده مي
نتايج به دست آمده در اين مطالعه نشان داد كه 

بر رشد و ميزان  قابل توجهينوع محيط كشت اثر 
-هاي مويين مريمتوليد رزمارينيك اسيد در ريشه

-. مطالعات پيشين نيز نشان ميگلي اصفهاني دارد

علاوه بر توانايي و قابليت دروني دهد كه 
، شرايط و محيط كشت شده استفاده يريزنمونه

اي و تحريك نيز به دليل دارا بودن خاصيت تغذيه
P4Fكنندگي

1
P هاي مويين نقش به سزايي در رشد ريشه

 Xuند (دارها در آنهاي ثانويه و بيوسنتز متابوليت

et al., 2009; Srivastava & Srivastava, 
-هاي مختلفي نشان ميهمچنين پژوهش). 2007

-هاي مختلف به دليل تفاوتدهد كه محيط كشت

توانند بر بيان تعداد شان در اجزا و غلظت، مي
هاي آنزيم هايها، به ويژه ژنقابل توجهي از ژن

مرتبط با بيوسنتز و استفاده از ذخاير غذايي تاثير 
ي هاي ثانوبگذارند و از اين طريق توليد متابوليت

د. از طرف ديگر، پتانسيل اسمزي ننمايرا تنظيم 
هاي مويين و رشد ريشه تواندمي محيط كشت

دهد هاي ثانوي را تحت تاثير قرار توليد متابوليت

                                                
1 Elicitation  
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)Asghari & Salimian Rizi, 2008; Do & 

Cormier, 1990(.  در مطالعه حاضر نيز مشاهده
شود كه بيشترين وزن تر و خشك در محيط مي

 mMكه داراي بيشترين قدرت يوني ( MSكشت 
باشد، حاصل ها مي) در ميان محيط كشت8/95

گرديد. همچنين كمترين ميزان وزن تر و خشك 
با كمترين قدرت يوني  White’sدر محيط كشت 

)mM 18 به دست آمد ()George et al., 2008(. 
ميزان  همچنين نتايج مطالعه حاضر نشان داد كه 

اسيد به ازاي هر گرم ماده توليد رزمارينيك 
به حداكثر خود  B5 كشت خشك در محيط

ميان سه محيط كشت  زا ،بررسيدر يك  رسيد.
MS،B5  وWPM هاي موئين كه در كشت ريشه

، ندبه كار گرفته شد Ocimum basilicumگياه 
حاصل  MSبيشترين ميزان رشد در محيط كشت 

. همچنين در بررسي (Tada et al., 1996) گرديد
 ،B5تاثير چهار نوع محيط كشت مختلف شامل 

WPM  ،MS  وNN هاي مويين بر كشت ريشه
، بيشترين رشد در محيط  Coleus forskoliiگياه 

و بيشترين ميزان توليد رزمارينيك  MSكشت 
 ,.Li et al( حاصل گرديد B5اسيد در محيط 

آمده از  ). نتايج فوق با مشاهدات به دست2005
. اين در حالي است توافق استدر  حاضر آزمايش

وزن خشك و وزن تر،  بيشترين ميزان كه
هاي رزمارينيك اسيد توليد شده در كشت ريشه

در محيط   Hyssopus officinalisمويين گياه
 ,.Murakami et al)( آمدبه دست  WPMكشت 

كه اين نتيجه به همراه نتايج تعداد ديگري  ،1998
 Chen et al., 1999; Satdive et(از مطالعات 

al., 2007; Tiwari et al., 2007(  نتايج تحقيق با
تواند به علت اين تفاوت مي .حاضر مغايرت دارد

كه در توليد  تفاوت ژنتيكي هر يك از گياهان
به  اند و ياهاي مويين به كار گرفته شدهريشه

 .علت ماهيت تركيب توليد شده باشد
 هاي كشت شده در، ريشهدر مطالعه حاضر

هرچند رشد بيشتري نسبت به  MSمحيط كشت 
 MS و B5هاي رشد يافته در محيط كشت ريشه

اما ميزان توليد رزمارينيك  ،داشتند نيم غلظت
. به كمتري نسبت به اين دو محيط داشت اسيد

دهنده همبستگي منفي اين امر نشان رسدنظر مي
هاي ثانويه در كشت ميان رشد و توليد متابوليت

مويين است. وجود همبستگي منفي هاي ريشه
در كشت  نيز ميان رشد و توليد تروپان آلكالوئيد

مشاهده  Hyoscyamus albaهاي مويين ريشه
، كه با نتايج (Christen et al., 1992)شده است 

در توجيه  حاصل از اين مطالعه همخواني دارد.
توان گفت، احتمالا بالا بودن غلظت اين پديده مي

و در  MSدهنده محيط كشت  اجزاي تشكيل
اي اين محيط نتيجه بالا بودن ارزش تغذيه

)George et al., 2008(،  سبب افزايش ميزان
گردد كه اين شرايط هاي مويين ميتنفس در ريشه

كه جهت توليد بيوماس مطلوب است، در حالي
-بيوسنتز تركيبات ثانوي را تحت تاثير قرار مي

 دهد.
اسيد به ازاي هر  چند توليد رزمارينيك هر

 نسبت به MS كشت محيطدر  گرم ماده خشك
با  كمتر بود،نيم غلظت  MSو  B5كشت  محيط

رزمارينيك ميزان توليد  محاسبه عملكرد اين حال
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به ازاي  دهد ميزان توليد اين مادهنشان مي اسيد
بيشتر  MS كشت در محيط ،هر ليتر محيط كشت

گرم  05/0و  08/0گرم در ليتر در برابر  13/0بود (
 MS كشت رو به طور كلي محيطاز اين .در ليتر)
 .Sهاي مويين ترين محيط براي رشد ريشهمناسب

reuterana باشد.مي  
 

 گيري نتيجه
هاي مويين دهد ريشهمطالعه حاضر نشان مي

S. reuterana (مريم گلي اصفهاني)   قادر به
 MSتوليد رزمارينيك اسيد هستند و محيط كشت 

ترين محيط كشت براي رشد نوان مناسببه ع
هاي مويين تراريخت جهت توليد ريشه

 گردد.رزمارينيك اسيد پيشنهاد مي
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Abstract  

It was the first time that hairy roots were initiated from Salvia reuterana by infection 
with Agrobacterium rhizogenes strain ATTC 15834. Confirmatory studies were carried out by 
direct detection of inserted T-DNA by the polymerase chain reaction. These hairy root 
cultures had the ability to produce rosmarinic acid. The effect of six different basic media 
including B5 ،½ B5 ،MS ،½ MS ،White’s and WPM on the root growth and rosmarinic acid 

production was studied. Results showed that maximum fresh weight (41.4 g/LP

-1
P) and dry 

weight (3.7 g/LP

-1
P) were found in MS medium. Despite the maximum rosmarinic acid 

production (52.2 mg/g DW) was achieved in B5 medium, the highest amount of rosmarinic 
acid yield (0.13 g/LP

-1
P) was observed in MS medium. Therefore MS medium was suggested as 

the best culture medium for growth and rosmarinic acid production in hairy root culture of 
Salvia reuterana. 
Key words: Lamiaceae, Salvia reuterana, Hairy root, Rosmarinic acid. 
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