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( در .Dianthus barbatus L)های گل قرنفل سازی تولید پینه و تأثیر تنش اسمزی بر پینه بهینه

 ای محیط درون شیشه
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 (12/06/1397، تاریخ پذیرش نهایی: 17/02/1397)تاریخ دریافت:  

 

 

 چکیده

باشد که علاوه بر کاربردهای زینتی فراوان، در طب سنتی نیز گل قرنفل یکی از گیاهان زینتی فصلی فضای سبز در مناطق معتدل می

روی توسعه فضای سبز و تولید گیاهان دارویی یی دارد. کمبود آب و درمعرض تنش کم آبی قرار گرفتن مهمترین مشکل پیشکاربردها

های مدرن اصلاح و همچنین از سوی دیگر مطالعه تنش کم آبی در محیط مندی از تکنیکترین مرحله جهت بهرهاست. استقرار پینه کلیدی

سخ گیاهان به تنش را فراهم می نماید. لذا این پژوهش در دو بخش اقدام به بررسی الف( استقرار پینه با ای درک مکانیزم و پادرون شیشه

، صفر، و ب( تأثیر سطوح مختلف تنش اسمزی )D-2,4و  BAP ،NAAهای رشد های برگ، ساقه و ریشه و تنظیم کنندهاستفاده از ریزنمونه

زایی همچون های مختلف پینهقرنفل توسط پلی اتیلن گلیکول نمود. در بخش اول شاخصهای گل بار( بر پینه -12و  -9، -6، -3، -1

های ها و کلرزه و نکروزه شدن آنها مورد ارزیابی قرار گرفت. در بخش دوم نیز علاوه بر شاخصزایی، رنگ، نوع بافت، رشد پینهدرصد پینه

های شکارکننده رادیکال آزاد )همچون میزان فعالیت برخی آنزیم بتائین،-بخش اول، میزان تغییرات پروتئین، اسمولیت گلاسین

تر سوپراکسیددسموتاز، کاتالاز و پراکسیداز( در طی تنش و سطوح مختلف آن مورد بررسی قرار گرفت. نتایج بخش اول حاکی از مناسب

 D-2,4میکرومول  BAP  +4میکرومول  4و همچنین  NAAمیکرومول  BAP  +6میکرومول  2های هورمونی بودن ریزنمونه برگ و ترکیب

های تحت تنش کاهش یافت. از سوی دیگر با کاهش فشار اسمزی )افزایش تنش( میزان بود. با افزایش میزان تنش اسمزی، رشد و وزن پینه

های شکارکننده یمبتائین افزایش یافت. همچنین میزان فعالیت آنز-های تحت تنش کاهش و میزان اسمولیت گلایسنپروتئین کل در پینه

 رادیکال آزاد همچون سوپراکسیددسموتاز، کاتالاز و پراکسیداز نیز با افزایش سطح تنش، افزایش یافت.

 

 کلمات کلیدی: بنزیل آمینو پورین، پراکسیداز، پلی اتیلن گلیکول،سوپراکسیددسموتاز، کاتالاز، نفتالین استیک اسید

 

 مقدمه

یکی از مهمترین گیاهان  .Dianthus barbatus L)گل قرنفل )

ای فصلی زینتی تحت کشت در فضای سبز به عنوان گل باغچه

(. این گل علفی، 1394باشد )قاسمی قهساره و کافی، می

یکساله، بومی نواحی معتدل اروپا و از خانواده میخک سانان 

(Caryophyllaceae) گل بیشتر در این در ایران باشد. می

و مناطق مرکزی کشور تحت  لاهیجان، رشت، تهران، کرج

کشت بوده و از پراکندگی مناسبتری برخوردار است )قاسمی 
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(. امروزه کشت این گل در سایر مناطق 1394قهساره و کافی، 

کشور به دلیل داشتن کاربردهای متنوع زینتی و دارویی روبه 

توان به بسترهای افزایش است. از کاربردهای زینتی این گل می

های شاخه های کانتینری و گلکشت، باغهای کشت، جعبه

بریده اشاره نمود. این گل همچنین به دلیل داشتن رنگ جذاب 

در ( Butterfly Gardenهای پروانه )و عطر دلپذیر در باغ

جذب پروانه و در مزارع محدود ایزوله جهت تولید عسل نیز 

ها، ساقه و گل قرنفل به گردد. امکان استفاده از برگکشت می

ها ممکن یل داشتن ترکیبات دارویی در درمان برخی بیماریدل

های هوایی گل قرنفل باشد. تحقیقات نشان داده که در انداممی

شود که خاصیت ضد یافت می (Saponin)دو نوع ساپونین 

دارند  (Analgesic and Anti-inflammatory)درد و التهاب 

(Chandra and Rawat, 2015 در طب سنتی برخی .) کشورها

ه از اندام هوایی قرنفل جهت درمان شکم درد همچون ترکی

(. همچنین گزارش Oz Aydin et al., 2006گردد )استفاده می

 شده که عصاره بذر آن خاصیت ضد ویروسی داشته و از برگ

گردد استخراج می (Dianthin)های آن پروتئینی به نام دیانتین 

ها همچون باکتریکه خاصیت بازدارندگی فعالیت در برخی 

Escherichia coli ( داردChandra and Rawat, 2015 .) 

اگرچه این گیاه توسط بذر به راحتی و همچنین با قلمه 

سازی پروتوکل تولید پینه و ساقه امکان تکثیر دارد، لیکن بهینه

 ( آن جهت اصلاح توسطMicropropagationریزافزایی )

یرایش ژنوم )از طریق های نوین همچون انتقال ژن و وروش 

های بیوتکنولوژیکی( از اهمیت کشت بافت و سایر روش

های صورت گرفته، زیادی برخوردار است. طبق بررسی

مطالعات محدودی درخصوص ریزافزایی )کشت بافت( این 

توان به پژوهش گودرزی گیاه صورت گرفته است که تنها می

ریان و ( و همچنین حید1392(، عبادی و همکاران )1390)

( در پژوهشی 1390گودرزی )( اشاره نمود. 1395همکاران )

های گل قرنفل دریافت که ترکیب محیط بر روی جداکشت

ها تأثیرگذار است. وی مشاهده کشت بر رشد و نمو ریزنمونه

 MSنمود مقادیر سولفات منیزیم و فسفات پتاسیم محیط کشت 

مستقر شده در  داری بر میزان پروتئین گیاه قرنفلتأثیر معنی

( در مطالعه 1392عبادی و همکاران )دارد.  MSمحیط کشت 

های رشد ستوکنین، های مختلف تنظیم کنندهغلظتخویش اثر 

بر میزان تولید  MSاکسین و جیبرلین را در محیط کشت 

ای مورد های دفاعی و پرولین در محیط درون شیشهپروتئین

دریان و همکاران بررسی قرار دادند. در پژوهشی دیگر، حی

جیبرلین های رشد ستوکنین، اکسین و ( اثر تنظیم کننده1395)

های پراکسیداز و کاتالاز در های آنزیمرا بر تغییرات فعالیت

های گل قرنفل حاصل از کشت شاخساره های جداکشت

 ای را مورد بررسی قرار دادند.ای در محیط درون شیشهدوگره

مل محیطی رشد گیاهان و از سوی دیگر، آب مهمترین عا

باشد که میزان در دسترس بودن تولید محصولات کشاورزی می

های متابولیتآن تأثیر بسزایی بر رشد و نمو گیاهان و تولید 

دارویی آنها دارد. کمبود آب در روند رشد گیاهان، صدمات 

جدی بر رشد و نمو گیاهان، به خصوص در گیاهان دارویی 

(. مطالعات نشان داده که تنش 1374یگی، نماید )امید بوارد می

های مختلف فیزیولوژیکی، کم آبی رشد گیاه را از جنبه

دهد و در بیشتر مورفولوژیکی و آناتومیکی تحت تأثیر قرار می

آن را کاهش  (Biomass)موارد رشد گیاه و تولید توده زیستی 

 گیاهان به تأخیر افتاده و عملکرددهد. در تنش کم آبی رشد می

یابد. در برخی موارد گزارش گردیده است که تنش آنها کاهش می

دهد درصد کاهش می 50خشکی و کم آبی عملکرد گیاهان را تا 

(Mahajan and Toteja, 2005.)  

 240قسمت عمده کشور ایران با متوسط نزولات آسمانی 

متر در سال دارای اقلیم خشک و نیمه خشک است. علاوه میلی

، خشکی و کم آبی یکی از مهمترین عوامل بر کشور ایران

محدود کنندة رشد گیاهان در سراسر جهان و شایع ترین تنش 

درصد از ارضی تحت کشت  25محیطی است که تقریباً تولید 

(. با 1392در دنیا را محدود ساخته است )کافی و همکاران، 

ای از کشور عزیزمان را مناطق کم توجه به اینکه بخش عمده

دهد، مطالعات تنش کم ه خشک و خشک تشکیل میآب، نیم

آبی به طور به خصوص برای گیاهانی که هم زینتی بوده و هم 

کاربرد دارویی دارند اهمیت به سزایی دارد. مطالعات زیادی 

اند که تنش کم آبی و خشکی موجب تنش اکسیداتیو نشان داده
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 Kabiri andگردد )میهای فعال اکسیژن از طریق تولید رادیکال

Naghizadeh, 2015 .)های غیر به رغم اینکه در رابطه با اثر تنش

زیستی بر محصولات زراعی تحقیقات وسیعی انجام شده، اما 

تأثیر تنش کم آبی بر روی گیاهان دارویی،زینتی و معطر متأسفانه 

 (. 1386کمتر مورد توجه قرار گرفته است )حکمتی، 

تنش کم آبی  های صورت گرفته، درخصوصطبق بررسی

ای بر روی گل قرنفل صورت نگرفته است و تنها برخی مطالعه

زنی و ها به بررسی تأثیر تنش شوری بر روی جوانهپژوهش

( در 1389رستمی و مظاهری )اند. رشد این گل پرداخته

پژوهشی بر روی گل قرنفل دریافتند که اعمال تنش شوری به 

ای باعث ون شیشهزیمنس بر متر در محیط دردسی 12میزان 

( 2011و همکاران ) Aziziگردد. کاهش درصد جوانه زنی می

( در NaCl, NaHCO3, NaCO3, CaCl2تأثیر سه نوع نمک )

زیمنس بر متر را بررسی و دسی 8تا  2های مختلف غلظت

مشاهده نمودند که با افزایش غلظت نمک و ایجاد تنش 

چه و یشهزنی و همچنین رشد و نمو رشوری، درصد جوانه

در گیاهان هم چه گل قرنفل کاهش چشمگیری یافت. ساقه

خانوادة گل قرنفل )میخک سانان( نیز تحقیقاتی کمی در خصوص 

( 2009و همکاران ) Alvarezتنش خشکی صورت گرفته است. 

در پژوهشی گیاهان میخک را توسط کم آبیاری کنترل شده تنش 

تنش، وزن خشک، داده و مشاهد نمودند که با افزایش میزان 

کوتنایی و همکاران یابد. نوریمیارتفاع گیاه و سطح برگ کاهش 

سریز "ای بر روی گل میخک رقم شیشه( در تحقیقی درون 1385)

( دریافتند که کاربرد سالیسیلیک Cerise Royallette) "رویالت

اسید در مقاومت گیاهان به تنش خشکی مؤثر بوده و موجب 

 گردد. میگیاه  افزایش میزان پروتئین

سازی تولید پینه که های صورت گرفته بهینهطبق بررسی

های اولیه و مهم در ریزازدیادی و اصلاح گیاهان یکی از گام

های غیرزیستی باشد، و همچنین تنشمیهای مدرن به روش

همچون تنش اسمزی در گل قرنفل مورد بررسی قرار نگرفته 

ه مزایای افزونش درون است. لذا در این پژوهش با عنایت ب

های افزونش و همچنین با توجه ای نسبت به سایر روششیشه

به اهمیت گل قرنفل به عنوان یکی از گیاهان زینتی فضای سبز 

مناطق مرکزی و معتدل کشور، در بخش اول تحقیق، امکان 

ای استقرار پینه این گیاه در محیط کنترل شده درون شیشه

های رشد مختلف مورد بررسی نندهتوسط ریزنمونه و تنظیم ک

قرار گرفت. در بخش دوم پژوهش نیز تأثیر سطوح مختلف 

 Polyethyleneتنش اسمزی توسط پلی اتیلن گلایکول )

Glycol-PEG بر برخی صفات مورفولوژیکی، فیزیولوژیکی و )

های استقرار یافته گل قرنفل در محیط درون بیوشیمیایی پینه

 ر گرفت.ای مورد بررسی قراشیشه

 

 هاروشمواد و 

پژوهش پیش رو در دو بخش :الف( بهینه سازی تولید پینه و 

های گل قرنفل توسط ب( مطالعه تأثیر تنش اسمزی بر پینه

 محیط کشت حاوی پلی اتیلن گلیکول انجام گردید.

به منظور بهینه سازی تولید پینه و به دست : مواد گیاهی

ش، بذر گل قرنفل آوردن پینه گل قرنفل جهت اعمال تن

(Dianthus barbatus L. ) ،از شرکت پارمیس بذر )اصفهان

ایران( تهیه گردید. درگام نخست درخصوص تولید گیاهان 

ای به منظور تهیه ریزنمونه اقدام استریل در محیط درون شیشه

ای، گردید. جهت استقرار گیاهان استریل در محیط درون شیشه

درصد به مدت  5/2لریت سدیم بذرها در مرحله اول با هیپوک

ثانیه در الکل  60دقیقه ضد عفونی سطحی و سپس به مدت  15

درصد قرار داده شده و نهایتاً دوبار با آب مقطر دو  70اتانول 

بار تقطیر استریل در زیر هود لامینار شستشو داده شدند. 

پایه )بدون هورمون(  MSبذرهای استریل شده در محیط کشت 

 pHگرم در لیتر ساکارز که  30در لیتر آگار و  گرم 7با غلظت 

تنظیم گردیده بود، درون ظروف کشت  8/5تا  6/5آن بین 

متر سانتی 10میلی لیتر محیط کشت با قطر 20ای حاوی شیشه

سانتی متر کشت گردیدند. بذرهای کشت شدة  20و ارتفاع 

درجه  25درون ژرمیناتور با دمای هفته چهار به مدت مذکور 

ساعت تاریکی  8ساعت روشنایی و  16گراد و فتوپریود یسانت

نگهداری شدند تا به اندازه مناسب برای تهیه ریزنمونه استریل 

 . برسند

 زایی ازجهت پینه بهینه سازی تولید پینه در گل قرنفل:
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های برگ، ساقه و ای، ریزنمونهگیاهان استریل درون شیشه

شده با سطوح غنی  MSریشه تهیه و بر روی محیط کشت 

( )در BAP-های سیتوکنین )بنزیل آمینوپورینمختلف هورمون

های میکرومول( و اکسین کشت گردیدند. اکسین 4و  2سطوح 

 6و  4)در سطوح  (NAAمورد استفاده نفتالین استیک اسید )

میکرومول( بود.  6و  4)در سطوح  D-2,4میکرومول( و یا 

روزه مورد  3 های کشت شده در فواصل زمانیریزنمونه

های مختلف مورفولوژیکی و فیزیولوژیکی بررسی و شاخص

های مورد مطالعه ها مورد مطالعه قرار گرفت. شاخصآن

ها، عبارت بودند از: درصد کلروزه و نکروزه شدن ریزنمونه

ها، وزن تر و خشک زایی، رنگ و نوع بافت پینهدرصد پینه

 ها. ها و میزان رشد پینهپینه

جهت مطالعه  های گل قرنفل:نش اسمزی بر پینهتأثیر ت

های حاصل در های گل قرنفل، پینهتأثیر تنش اسمزی بر پینه

بخش اول آزمایش به منظور پرآوری )تکثیر( بر روی 

 2غنی شده با  MSمناسبترین ترکیب هورمونی پینه زایی )

میکرومول نفتالین استیک  6میکرومول بنزیل آمینوپورین و 

و زیرکشت گردیدند تا حجم مناسب پینه جهت  اسید( کشت

های پرآوری شده بر روی اعمال تنش به دست آمد. سپس پینه

محیط کشت بهینه پینه زایی حاوی میزان مختلف پلی اتیلن 

)ساخت شرکت مرک، آلمان( به منظور اعمال  6000گلیکول 

تنش اسمزی کشت گردیدند. سطوح مختلف تنش اسمزی 

بار بود. جهت به  -12و  -9، -6، -3، -1، صفرسطح  6شامل 

دست آوردن میزان پلی اتیلن گلیکول مورد نیاز جهت تنظیم 

و  Michelپتانسیل اسمزی موردنظر از فرمول پیشنهادی 

Kaufmann (1973 .استفاده گردید )های تنش یافته در پینه

های روزه مورد بررسی و برخی شاخص 5فواصل زمانی 

وژیکی و بیوشیمیایی در آنها مورد مطالعه مورفولوژیکی، فیزیول

های مورد مطالعه عبارت بودند از: درصد قرار گرفت. شاخص

 های کلروزه و نکروزه شده، رنگ و نوع بافتپینه

های تنش یافته، رشد های تنش یافته، وزن تر و خشک پینهپینه 

های تحت تنش، میزان محتوی پروتئین کل، میزان محتوی پینه

بتائین، میزان فعالیت آنزیم سوپراکسید -گلیسین لیتواسم

دسموتاز، میزان فعالیت آنزیم کاتالاز و میزان فعالیت آنزیم 

 های تنش یافته.پینهپراکسیداز در 

داری ریزنمونه درون شرایط محیطی نگه :شرایط آزمایش

دستگاه ژرمیناتور در بخش بهینه سازی تولید پینه و همچنین 

های تحت تنش اسمزی دمای اری پینهدشرایط محیطی نگه

درصد با فتوپریود  25گراد، رطوبت نسبی درجه سانتی 25-23

 ساعت تاریکی بود. 8ساعت روشنایی و  16

پینه زایی )بر حسب درصد( توسط شمارش : پینه زایی

هایی که پینه در آنها القاء شده با تعداد ریز تعداد ریز نمونه

های د محاسبه گردید. پینهها که کشت گردیده بودننمونه

کلروزه و نکروزه )بر حسب درصد( نیز در پایان آزمایش 

 یادداشت برداری گردیدند.

گیری طول وعرض ها توسط اندازهپینهاندازه : رشد پینه

پینه بوسیله کاغذ شطرنجی و محاسبه قطر پینه توسط فرمول 

( محاسبه 1( )فرمول Compton, 1994زیر طبق روش کامپتون )

گیری پینه در بخش بهینه سازی تولید پینه در گردید. اندازه

های روزه و در بخش مطالعة اثر تنش در بازه 8های زمانی بازه

 روزه صورت گرفت. 5زمانی 

(1)فرمول     

ها در پایان وزن تر پینه: وزن تر و وزن خشک پینه

رم و وزن آزمایش توسط ترازو دیجیتال با دقت یک ده هزارم گ

 8ها پس از قرار دادن آنها درون آون به مدت خشک همان پینه

گراد توسط ترازو دیجیتال درجه سانتی 40ساعت در دمای 

 اندازه گیری گردید.

میزان پروتئین کل  های تنش یافته:میزان پروتئین کل پینه

گیری ( اندازه1976) Bradfordهای تنش یافته به روش پینه

گرم از بافت تازة پینة تنش یافته در  2/0روش گردید. در این

هاون چینی سرد توسط قرار دادن در ظرف یخ و اضافه نمودن 

( هموژن =8/6pHمولار )با  1/0میلی لیتر بافر فسفات  2

دقیقه با سرعت  15گردید. سپس محلول هموژن شده به مدت 

درجه سانتیگراد، سانتریوفیوژ  4دور در دقیقه در دمای  15000

ردید. فاز بالایی عصاره )محلول فوقانی( به دست آمده جهت گ

گیری مقدار پروتئین محلول به میکروتیوپ جدید منتقل اندازه
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داری گراد نگهدرجه سانتی -20گیری در دمای و تا زمان اندازه

میکرولیتر از فاز بالایی عصاره  50گیری، جهت اندازه گردید.

به آن  250-کوماسی آبی جیمیلی لیتر محلول  5/2برداشته و 

اضافه کرده و پس از مخلوط نمودن توسط ورتکس، جذب 

با دستگاه طیف نانومتر  595نور توسط نمونه را در طول موج 

  مرئی قرائت گردید.-سنج یو وی

-Glycine)بتائین -میزان گلاسین بتائین:-میزان گلاسین

Betaine)  توسط روشGrieve  وGrattan (1983 با کمی )

های تنش یافته را گیری گردید. بدین منظور پینهییرات اندازهتغ

گرم از آن را  5/0ابتدا خشک نموده، کاملاً پودر کرده و میزان 

ساعت در  24میلی لیتر آب مقطر ریخته و برای  20درون 

گراد روی شیکر قرار داده تا به هم زده درجه سانتی 25دمای 

نرمال اسید  2لول شوند. سپس عصاره به دست آمده در مح

میلی  5/0حل گردید. مقادیر  1:1سولفوریک با نسبت مساوی 

لیتر از محلول ذکر شده درون لوله آزمایش ریخته و برای یک 

میکرولیتر عامل  200ساعت بر روی یخ قرار داده شد. سپس 

-سانتیدرجه  4به آن اضافه نموده و در دمای  KI-I2واکنش 

ری گردید. بعد از سپری شدن داساعت نگه 16به مدت گراد 

 4دقیقه در دمای  15مدت مذکور، محلول واکنش را به مدت 

دور در دقیقه سانتریفیوژ کرده  10000گراد با دور درجه سانتی

نشین شده های تهکریستالو محلول فوقانی دور ریخته گردید. 

 2حل و پس از گذشت  dichloroethane-1,2میلی لیتر  5در 

دستگاه نانومتر توسط  365ذب در طول موج ساعت میزان ج

 گیری گردید. اندازه مرئی-طیف سنج یو وی

های تنش بافت گیاهی پینه آماده سازی عصاره آنزیمی:

( =0/7pHمیلی مول بافر فسفات سدیم )با  50یافته توسط 

 1درصد پلی ونیل پیرولیدین و  1مول کلرید سدیم،  1حاوی 

ژنیزه و خرد گردیدند. سپس بر روی یخ هم EDTAمیلی مول 

دقیقه سانتریفیوژ گردیده و محلول  15به مدت  g20000با دور 

های تنش یافته بود، جهت فوقانی که عصاره آنزیمی پینه

داری گردیدند نگه -20ها در دمای آنزیمسنجش میزان فعالیت 

ها مورد استفاده و سپس در مرحلة اندازه گیری فعالیت آنزیم

 قرار گرفتند.

میزان فعالیت آنزیم کاتالاز  میزان فعالیت آنزیم کاتالاز:

نانومتر به  240توسط مصرف پراکسید هیدروژن در طول موج 

( با کمی تغییرات به 1984) Aebyثانیه توسط روش  30مدت 

گیری گردید. اندازه مرئی-دستگاه طیف سنج یو ویکمک 

)با  میلی مول بافر فسفات پتاسیم 100مخلوط واکنش شامل 

0/7pH= ،)15  میلی لیتر  50میلی مولار پراکسید هیدروژن و

عصاره گیاهی )تهیه شده در مرحله فوق الذکر( و رساندن به 

میلی لیتر بود. میزان فعالیت برحسب مقدار پراکسید  3حجم 

هیدروژن تجزیه شده برحسب نانو مول در دقیقه محاسبه 

 گردید.

ش میزان فعالیت سنج میزان فعالیت آنزیم پراکسیداز:

( صورت 1976) Mishraو  Karآنزیم پراکسیداز توسط روش 

گرفت. در این روش ابتدا مخلوط آزمایش تهیه گردید. مخلوط 

(، =8/6pHمیکرومول بافر فسفات )با  125آزمایش که شامل 

میکرومول  50( و Pyrogallolمیکرومول پیروگالول ) 50

سپس یک میلی لیتر پراکسید هیدروژن بود را ابتدا تهیه و 

های تنش یافته به آن اضافه گردید. سپس عصاره آنزیمی پینه

گراد به درجه سانتی 25مخلوط آزمایش تهیه شده در دمای 

داری شد. بعد از گذشت مدت دقیقه جهت واکنش نگه 5مدت 

 5میلی لیتر اسید سولفوریک با نسبت حجمی  5/0مذکور، 

اضافه گردید. میزان  درصد جهت متوقف شدن آزمایش به آن

( تشکیل شده توسط قرائت میزان Purpurogallinپوپوروگالین )

طیف سنج نانومتر به وسیله دستگاه  420جذب در طول موج 

 مشخص گردید. مرئی -یو وی

میزان فعالیت  میزان فعالیت آنزیم سوپراکسیددسموتاز:

و  Minamiآنزیم سوپراکسیددسموتاز بر اساس روش 

Yoshikawa (1979 توسط بافر نمک تریس کلسیم کدلیک )

(Tris-Ca-Codylic 2/8( )باpH= حاوی )میلی مولار  1/0

EDTA  در طول مرئی -دستگاه طیف سنج یو ویتوسط

گیری گردید. مخلوط واکنش حاوی نانومتر اندازه 560موج

میلی  x-100 (Triton 100-x ،)055/0درصد تریتون  42/1

 16(، nitroblue tetrazolium()NBTمولار نیتروبلوتترازولیوم )

میلی گرم  50میلی مول پیروگالول و عصارة آنزیمی حاوی 
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( SODپروتئین بود. واحد فعالیت آنزیم سوپراکسیددسموتاز )

( به میزان آنزیم 1969) Fridovichو  McCordطبق تعریف 

درصد فعالیت کاهنده  50مورد نیاز برای بازدارندگی 

 ر دقیقه تعریف گردید.نیتروبلوتترازولیوم د

به صورت آزمایش بهینه سازی تولید پینه  :هاآنالیز داده

در پنج تکرار انجام فاکتوریل در قالب طرح کاملاً تصادفی 

گردید. فاکتور اصلی نوع ریزنمونه و فاکتور فرعی سطوح 

جهت اعمال تنش مختلف هورمونی مورد استفاده بودند. 

سطح  6لاً تصادفی )شامل اسمزی، نیز از طرح آزمایشی کام

های هر دو بخش )پینه دادهتکرار( استفاده گردید. پنج تنش در 

مورد  SAS 16.0زایی و تنش اسمزی( به کمک نرم افزار 

ها توسط واکاوی آماری )تجزیه واریانس( قرار گرفت. میانگین

 (Duncan Multiple Range Test)ای دانکن آزمون چند دامنه

 درصد مورد مقایسه قرار گرفتند.  5و  1در سطوح احتمال 

 

 نتایج و بحث

نتایج آزمایش نشان داد که رنگ و  سازی تولید پینه:الف( بهینه

نوع بافت پینه گل قرنفل متأثر از نوع ریز نمونه و ترکیب 

هورمونی مورد استفاده جهت پینه زایی بوده است. به طور کلی 

ا و ترکیب هورمونی، هبافت پینه تولید شده در کلیه ریزنمونه

ها نیز متأثر از نوع ریزنمونه سفت )خشبی( آبدار بود. رنگ پینه

های برگ، های به دست آمده از ریزنمونهبود به نحوی که پینه

های ریشه های به دست آمده از ریزنمونهسبز رنگ و رنگ پینه

رو، و همچنین ساقه زرد رنگ بود. همانند پژوهش پیش

Radojevic ( نیز در پژوهش خود بر روی 2010ران )و همکا

 و D. ciliates هاینامبه  Dianthusدو گونه دیگر جنس 

 D. giganteus های ساقه نیز زرد رنگ دریافتند که رنگ پینه

 گردد. می

به طور کلی میزان پینه زایی گل قرنفل در محیط درون 

ها های از میزان بالایی برخوردار بود. تجزیه واریانس داد شیشه

ها تأثیر نشان داد که نوع ریزنمونه بر میزان پینه زایی ریزنمونه

داری درحد یک درصد دارد. همچنین برهمکنش نوع معنی

ریزنمونه و ترکیب تنظیم کننده رشد مورد استفاده نیز تأثیر 

ها زایی ریزنمونهداری در سطح احتمال یک درصد در پینهمعنی

های برگ به میزان ی در ریزنمونهداشت. بیشترین میزان پینه زای

های ریشه به درصد و کمترین میزان آن در ریزنمونه 75/98

(. در ریزافزایی و 1درصد مشاهده گردید )جدول  0/75میزان 

( از Dianthusهای مختلف دیانتوس )گونهکشت بافت 

های مختلف استفاده گردیده است. بیشتر پژوهش ریزنمونه

شاخساره به عنوان ریزنمونه جهت  های صورت گرفته از نوک

اند. به عنوان مثال ترابی و همکاران افزونش استفاده نموده

( جهت ریزافزایی میخک از ریزنمونه نوک شاخساره 1380)

 Pareek(، 1392استفاده نمودند. همچنین خرازی و همکاران )

( در 2010و همکاران ) Raobjevic(، 2004و همکاران )

نمونة نوک شاخساره استفاده نمودند. پژوهش خویش از ریز

( در پژوهش 1390این درحالی است که خرازی و همکاران )

دیگر خویش، از ریزنمونه جوانه جانبی جهت افزونش درون 

شیشه ای گل میخک استفاده نمودند. از سوی دیگر دلجو و 

( در 1387( و همچنین کرمی و همکاران )1384همکاران )

ارقام میخک از ریزنمونه گلبرگ  های خویش بر رویپژوهش

( همانند پژوهش 2003) Kothariو  Pareekاستفاده نمودند. 

های برگ جهت جنین زایی سوماتیکی ریزنمونهپیش رو از 

 استفاده نمودند.

های مختلف رشد مورد استفاده، از درخصوص تنظیم کننده

بین سطوح مورد استفاده در بین تیمارهای حاوی ترکیب شبه 

 4، بیشترین درصد پینه زایی مربوط به تیمار D-2,4ن اکسی

و در بین تیمارهای  BAPمیکرومول  D  +4-2,4میکرومول 

، بیشترین درصد پینه زایی مربوط به تیمار NAAحاوی اکسین 

 100هر دو به میزان  BAPمیکرومول  NAA  +2میکرومول  6

 4یمار درصد بوده است. کمترین میزان پینه زایی نیز مربوط به ت

 70بود که به میزان  BAPمیکرومول  NAA  +2میکرومول 

 (.2درصد مشاهده گردید )جدول 

( جهت ریزافزایی میخک از 1380ترابی و همکاران )

های زئاتین، کاینتین، ایندول های مختلف تنظیم کنندهغلظت

بوتریک اسید، نفتالین استیک اسید و بنزیل آمینوپورین استفاده 

 دریافتند که نفتالین استیک اسید در مقایسه با سایرنمودند. آنها 
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 243 ...های گل قرنفلسازی تولید پینه و تأثیر تنش اسمزی بر پینه بهینه

 

 

 ایهای گل قرنفل در محیط درون شیشهتأثیر نوع ریزنمونه بر پینه زایی و وزن پینه -1جدول 

 وزن خشک )گرم( وزن تر )گرم( پینه زایی )%( ریزنمونه

 a†75/98 a30/0 a020/0 برگ

 a3/88 b17/0 b012/0 ساقه

 b0/75 c075/0 c006/0 ریشه

 ای دانکن هستند.درصد با استفاده از آزمون چند دامنه 5دار در سطح احتمال های دارای حروف مشترک، فاقد تفاوت معنیمیانگین †

 

 ایهای در گل قرنفل در محیط درون شیشهزایی و وزن پینههای رشد مختلف بر پینهتأثیر تنظیم کننده -2جدول 

 وزن خشک )گرم( )گرم( وزن تر پینه زایی )%( تیمارها

 BAP c†00/70 a23/0 ab013/0میکرومول  NAA  +2میکرومول  4

 BAP a100 a26/0 a017/0میکرومول  NAA  +2میکرومول  6

 BAP a11/91 ab17/0 ab013/0میکرومول  NAA  +4میکرومول  4

 BAP ab77/87 ab16/0 ab013/0میکرومول  NAA  +4میکرومول  6

 BAP ab00/90 ab15/0 b010/0میکرومول  D  +2-2,4میکرومول  4

 BAP c33/73 b09/0 b009/0میکرومول  D  +2-2,4میکرومول  6

 BAP a100 ab18/0 ab013/0میکرومول  D  +4-2,4میکرومول  4

 BAP ab66/86 ab20/0 ab013/0میکرومول  D  +4-2,4میکرومول  6

 ای دانکن هستند.درصد با استفاده از آزمون چند دامنه 5دار در سطح احتمال های دارای حروف مشترک، فاقد تفاوت معنیمیانگین †

 

نفتالین  درصد تولید پینه در غلظت یک میلی گرم در لیتر

 به دست آمد. این درحالی است که در پژوهش حاضر استیک اسید

غلظت بهینه تولید پینه توسط تنظیم کنندة رشد نفتالین استیک 

( در 2010و همکاران ) Rabojevicول بود. میکروم 4اسید بالای 

های مختلف دیانتوس پژوهش خویش جهت ریزافزایی گونه

را توصیه نمودند. در  BAPو سایتوکنین  NAAاستفاده از اکسین 

های های پیشین بر روی جنس دیانتوس، از تنظیم کنندهپژوهش

 رشد مشابه پژوهش پیش رو استفاده گردیده است.

( پرآوری دو رقم میخک 1392ن )و همکاراخرازی  

( را Innove Orange) "ایننو اورنج"( و Eskimo) "اسکیمو"

شدیداً متأثر از غلظت هورمونی دانسته و توصیه نمودند از 

( در 2003) Kothariو  Pareekاستفاده گردد.  BAPغلظت کم 

بهینه سازی پروتوکول جنین زایی سوماتیکی چند گونه مهم جنس 

به میزان یک  D-2,4مله قرنفل ازتنظیم کننده رشد دیانتوس از ج

( در 1384میلی گرم در لیتر استفاده نمودند. دلجو و همکاران )

-2,4پژوهش خویش بر روی چهار رقم میخک مشاهده نمودند که 

D های تشکیل پینه به همراه سایتوکنین بنزیل آدنین موجب

که در پژوهش حاضر گردد. این درحالی است میزا جنین

های برگ و سایر هیچگونه جنین سوماتیکی در ریزنمونه

، D-2,4های کشت شده بر روی محیط کشت حاوی ریزنمونه

( علاوه بر استفاده از 1387مشاهده نگردید. کرمی و همکاران )

های مختلف پیکلورام جهت غلظت، از D-2,4تنظیم کنندة رشد 

( و Nelson) "لسونن"های جنین زایی سوماتیکی میخک

( استفاده نمودند. در پژوهش دیگری Impulse) "ایمولس"

Pareek ( به طور موفقیت آمیز از تنظیم 2004و همکاران )

به  BAPگرم در لیتر و میلی 5/0به میزان  NAAهای رشد کننده

گرم در لیتر جهت ریزافزایی سه گونه جنس میلی 1میزان 

توسط محققین  NAAنمودند. دیانتوس ازجمله قرنفل استفاده 

 Radojevicو (2006و همکاران )  Jainمختلفی از جمله

دیانتوس مورد استفاده های مختلف گونهجهت تکثیر ( 2007)
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قرار گرفته است. تحقیق پیش رو اولین گزارش کاربرد تنظیم 

باشد. این میو تأثیر مثبت آن در این جنس  D-2,4کننده رشد 

ر تحقیقات همانند پژوهش پیش رو تنها درحالی است که در بیشت

 استفاده شده است. BAPاز سایتوکنین 

 کنندهباشد سازگاری غلظت و نوع تنظیم میلازم به ذکر 

های رشد مورد استفاده به نحوی مطلوب بود که علاوه بر 

ای در بخش میزان بالای پینه زایی، هیچ پینه کلروزه یا نکرزه

 پیش رو مشاهده نگردید. بهینه سازی تولید پینة پژوهش

نتایج نشان داد نوع ریزنمونه تأثیر معنی : وزن ریزنمونه

حاصل از  های حاصله دارد. پینهداری بر وزن تر و خشک پینه

گرم و همچنین  30/0ریزنمونه برگ بیشترین وزن تر به میزان

گرم را به خود  020/0بیشترین میزان وزن خشک به میزان 

های های حاصل از ریزنمونهلیکه پینهاختصاص دادند. در حا

گرم و وزن خشک  075/0ریشه کمترین میزان وزن به میزان 

(. در 1گرم را به خود اختصاص دادند )جدول  006/0به میزان 

بین تیمارهای هورمونی مورد استفاده، بیشترین وزن تر و 

 BAPمیکرومول  NAA  +2میکرومول  6خشک پینه در تیمار 

گرم و کمترین میزان وزن تر  017/0و  26/0یزان به ترتیب به م

میکرومول  D  +2-2,4میکرومول  4و خشک پینه در تیمارهای 

(. 2گرم مشاهده گردید )جدول  009/0و  09/0به ترتیب به میزان 

همچنین نتایج نشان داد که میزان وزن تر و خشک با میزان پینه 

  های گل قرنفل همبستگی دارد.زایی ریزنمونه

های حاصل از بیشترین رشد پینه در پینه: شد پینهر

 NAA  +2میکرومول  4های برگ و در تیمارهای ریزنمونه

 BAPمیکرومول  NAA  +2میکرومول  6و  BAPمیکرومول 

(. این در حالی بود که کمترین رشد در 1 )شکل مشاهده گردید

های حاصل از ریزنمونه ریشه مشاهده گردید. در بین پینه

های کشت شده های برگ، بیشترین رشد در ریزنمونهنهریزنمو

های رشد اکسین بر روی محیط کشت حاوی تنظیم کننده

میکرومول  2میکرومول( و  6و  4نفتالین استیک اسید )

های ریزنمونهسایتوکنین بنزیل آمونوپورین و کمترین آن در 

 NAA  +4میکرومول  6کشت شده بر روی محیط کشت حاوی 

های (. در بین ریزنمونه1مشاهده گردید )شکل  BAPمیکرومول 

کشت شده بر روی محیط  هایساقه بیشترین رشد در ریزنمونه

 6و  BAPمیکرومول  NAA  +2میکرومول  4کشت حاوی 

و همچنین کمترین  BAPمیکرومول  NAA  +2میکرومول 

های کشت شده بر روی محیط کشت میزان رشد در ریزنمونه

مشاهده  BAPمیکرومول  D  +2-2,4میکرومول  4حاوی 

های ریشه کمترین رشد را گردید. به طور کلی ریزنمونه

های ریشه کشت ریزنمونهداشتند. در بین تیمارهای مختلف، 

 NAA  +4میکرومول  4شده بر روی محیط کشت حاوی  

بیشترین رشد را به خود اختصاص دادند. این  BAPمیکرومول 

ی کشت شده بر روی محیط کشت هادرحالی بود که ریزنمونه

میکرومول  6و  BAPمیکرومول  NAA  +2میکرومول  4حاوی 

NAA  +4  میکرومولBAP .رشد ننمودند 

مشاهده  2همان طور که در شکل  ب( تأثیر تنش اسمزی:

گردد، با اعمال تنش اسمزی توسط پلی اتیلن گلایکول، می

گرفت.  های گل قرنفل تحت تأثیر تنش اسمزی قراررشد پینه

ها با افزایش غلظت پلی اتیلن گلایکول و میزان رشد پینه

افزایش پتانسیل اسمزی ایجاد شده، کاهش یافت. این کاهش 

روز از اعمال تنش  20رشد به نحوی بود که بعد از گذشت 

ها به میزان بار(، رشد پینه -1اسمزی در کمترین سطح تنش )

حساسیت گل قرنفل  تقریبی یک سوم رسید. این امر نشان دهنده

باشد. کاهش رشد میای و تنش اسمزی در محیط درون شیشه

بار(، به میزان تقریبی یک  -12ها در بالاترین سطح تنش )پینه

  باشد.چهارم رشد در مقایسه با شاهد مؤید این مطلب می

های گل قرنفل وزن تر و خشک پینه: وزن تر و خشک

مزی و میزان فشار ها تحت تأثیر تنش اسهمانند رشد آن

اسمزی ایجاد شده توسط پلی اتیلن گلایکول قرار گرفت 

 (. با اعمال تنش اسمزی میزان وزن تر به طور معنی3)جدول 

بار به کمتر از نصف خود  -1داری کاهش یافت و در تیمار 

رسید. با افزایش پتانسیل اسمزی میزان وزن تر کاهش قابل 

بار به  -12تر در تیمار  توجهی یافت به نحوی که میزان وزن

یک پنجم تیمار شاهد کاهش یافت. وزن خشک نیز متأثر از 

رشد و وزن تر الگوی مشابه کاهشی را با اعمال و افزایش تنش 

 (. کاهش وزن خشک در مقایسه با3اسمزی نشان داد )جدول 
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( رشد Aای. های مختلف گل قرنفل در محیط درون شیشهیزنمونههای حاصل از رهای رشد مختلف بر رشد پینهتأثیر تنظیم کننده -1شکل 

 های ریشه.های ریزنمونه( رشد پینهCهای ساقه وهای ریزنمونه( رشد پینهBهای برگ،های ریزنمونهپینه
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 ایرون شیشههای گل قرنفل تحت تنش در محیط دتأثیر سطوح مختلف فشار اسمزی ناشی از پلی ایتلن گلیکول بر رشد پینه -2شکل 

 

 ایهای گل قرنفل در محیط درون شیشهتأثیر سطوح مختلف تنش اسمزی اعمال شده توسط پلی اتیلن گلیکول بر روی وزن پینه -3جدول 

 وزن خشک )گرم( وزن تر )گرم( تیمار تنش اسمزی )بار(

 )شاهد(صفر 
a†775/0 

a189/0 

1- 
b330/0 

b106/0 

3- 
b325/0 

bc097/0 

6- 
bc284/0 

bcd087/0 

9- 
cd202/0 

cd069/0 

12- 
d157/0 

d065/0 

 ای دانکن هستند.درصد با استفاده از آزمون چند دامنه 5دار در سطح احتمال های دارای حروف مشترک، فاقد تفاوت معنیمیانگین †

 

وزن تر، از میزان کمتری برخوردار بود به نحوی که میزان وزن 

 تیمار شاهد کاهش یافت. بار به یک سوم -12خشک در تیمار 

ها به دلیل کمبود آب در این مسئله علاوه بر کاهش رشد پینه

دسترس بوده است به نحوی که کاهش وزن در اثر خشک 

ها موجب کاهش یک چهارمی وزن در تیمار شاهد نمودن پینه

گردید. این درحالی است که کاهش وزن در اثر خشک شدن 

 بار نصف وزن تر بود. -12های تنش یافته در تیمار پینه

Khakshor Moghaddam ( در مطالعه2012و همکاران ) ای به

های گیاه شوید نمودند. بررسی تأثیر تنش اسمزی بر ریزنمونه

های گیاه شوید به آنها دریافتند که وزن تر و خشک ریزنمونه

گردند به نحوی که در داری از تنش شوری متأثر میطور معنی

بار، کاهش وزن تر و خشک به  -3سمزی تیمار پتانسیل ا

درصد شاهد بود. آنها دلیل کاهش وزن  4/52و  1/65ترتیب 

های تیمار شده با تنش اسمزی را ناشی از ممانعت تر در پینه

توسعه و رشد سلولی به دلیل کاهش فشار تورژسانس ذکر 

های تنش یافته گل قرنفل که این مسأله در خصوص پینه کردند

 ست.نیز صادق ا

 های گل قرنفل نیزپینهمیزان پروتئین کل در : پروتئین کل

تحت تأثیر تنش اسمزی قرار گرفت. با اعمال تنش اسمزی، 

های گل قرنفل تنش یافته کاهش میزان پروتئین کل در پینه

(. میزان کاهش پروتئین کل با افزایش سطح 3یافت )شکل 

 -12نش های تحت تتنش افزایش یافت به نحوی که در پینه

درصد از پروتئین کل آنها کاسته  7/0بار در مقایسه با شاهد 

بار  -6شد. میزان کاهش پروتئین با کاهش فشار بیش از 
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های گل قرنفل تحت تنش اسمزی در پینه ( درbگلاسین )-( و اسمولیت بتائینaپروتئین کل )تأثیر سطوح مختلف فشار اسمزی بر  -3شکل 

 ایمحیط درون شیشه

 

داری با شاهد یافت در حالیکه قبل از این میزان اختلاف معنی

داری با شاهد نداشت. از تنش، کاهش پروتئین کل اختلاف معنی

 تحقیقات نشان داده است که میزان پروتئین بافت گیاهی از سطح

تنش متأثر است. علاوه بر تنش، میزان پروتئین از فاکتورهای دیگر 

( 1395وهشی، حیدریان و همکاران )باشد. در پژمینیز متأثر 

های رشد به خصوص های مختلف تنظیم کنندهدریافتند که غلظت

BAP  وNAA های گل میخک تأثیرگذار بر میزان پروتئین کل پینه

( 1385کوتنایی و همکاران ) است. در پژوهشی دیگر، نوری

را بر روی محیط  "سریز رویالت"های میخک رقم ریزنمونه

مستقر نموده و تغییرات بیوسنتزی  BAPو  NAAکشت حاوی 

پروتئین را توسط تیمار آنها با سالیسلیک اسید توسط روش 

های برادفورد بررسی نموده و مشاهده کردند که تیمار ریزنمونه

 میخک مذکور موجب افزایش قابل توجه میزان پروتئین 

گردد. تحت تأثیر قرار گرفتن میزان پروتئین کل در اثر تنش می

به طور کلی، های گیاهان مختلف گزارش گردیده است. در پینه

گردد. میتنش اسمزی سبب کاهش پروتئین کل در گیاهان 

باشد. تخریب مینتایج این پژوهش نیز مؤید همین مطلب 

ها و انباشت برخی از اسیدهای آمینه به منظور حفظ و پروتیین

ن زینتی تنظیم فشار اسمزی تحت شرایط تنش اسمزی در گیاها

 در فرآیند(. Izoo et al., 1990مختلف گزارش شده است )

ها به وسیله پروتئازها هیدرولیز ، پروتئینهاتخریب پروتیین

شوند تا آمینو اسیدها را برای ذخیره شدن، انتقال و نهایتاً می

تنظیم فشار اسمزی سلول افزایش دهند. کارکردهای پیشنهادی 

جمع آمینو اسیدهای آزاد شده از برای تنظیم اسمزی از طریق ت

های ها تحت تنش عبارتند از: محافظت از ماکرومولکولپروتئین

-سمیتسلول،  pHسلولی، ذخیره نیتروژن، ثابت نگه داشتن 

 .(Paridaa et al., 2004)های آزاد ها و مهار رادیکالسلولزدایی 

بتائین که از اتصال -لیت گلایسینواسم :بتائین-گلایسین
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گردد )و معمولاً در میید آمینه گلایسین و بتائین حاصل دو اس

آید(، با میشرایط تنش از شکسته شدن پروتئین به دست 

های گل قرنفل از روند متفاوتی در افزایش سطح تنش در پینه

(. در ابتدا با اعمال 3مقایسه با پروتئین کل پیروی نمود )شکل 

-زئی و غیر معنیبتائین کاهش ج-بار، میزان گلایسین -1تنش 

دار و سپس با کاهش بیشتر میزان پتانسیل اسمزی، میزان این 

داری یافت. میزان افزایش این اسمولیت اسمولیت افزایش معنی

های تنش یافته پینهبار در مقایسه با  -12های تنش یافته پینهدر 

بار به میزان تقریبی دو برابر افزایش یافت. افزایش میزان  -1

بتائین -ائین و یا به عبارت دیگری تجمع گلایسینبت-گلایسین

های رایج تحت شرایط تنش کم آبی و شوری یکی از مکانیزم

های حیاتی سلول مقابله با تنش است بدون آنکه در فعالیت

ها (. تجمع اسمولیتPark et al., 2006تأثیر منفی بگذارد )

(Osmolytesهمچون گلایسین )- های تحت سلولبتائین در

های غیرزیستی از ش به محافظت گیاهان در مقابل تنشتن

کمک می  Osomo-protectionیا  Osmo-regulationطریق 

گزارش شده که گیاهانی که به صورت طبیعی (. Giri, 2011کند )

دهند تحت شرایط کم آبی و میبتائین در خود تجمع -گلایسین

(. Chen and Murata, 2002 and 2008کنند )میشوری به خوبی رشد 

تحقیقات نشان داده که ارقام مقاوم و حساس بسته به میزان تجمع 

مقاومت به تنش از خود نشان  بتائین، سطوح مختلف-گلایسین

و  Park(. همچنین Chen and Murata, 2008دهند )می

-( گزارش دادند که کابرد خارجی گلایسین2006همکاران )

های تنشت بتائین رشد و درصد زنده ماندن گیاهان تح

بخشد. در پژوهش پیش رو نیز میزان میمختلف را بهبود 

های تنش یافته گل پینهبتائین در -تجمع اسمولیت گلاسین

قرنفل با افزایش سطح تنش اسمزی، افرایش یافت و این 

ها مؤثر بود که هیچ پینه پینهافزایش به نحوی در مقاومت 

مشاهده  بار -12کلروزه و یا نکروزه حتی در سطح تنش 

 نگردید.

میزان فعالیت : های آزادهای شکار کنندة رادیکالآنزیم

های های شکار کنندة رادیکال آزاد مورد مطالعه در پینهآنزیم

های تنش یافته گل قرنفل از الگوی مشابه ولیکن با تفاوت

(. میزان فعالیت سوپر 4جزئی از همدیگر تبعیت کردند )شکل 

بار، مقداری  -1با اعمال تنش اسمزی اکسید دسموتاز در ابتدا 

داری با افزایش پتانسیل اسمزی کاهش و سپس به طور معنی

های تیمار محیط کشت، افزایش یافت. میزان افزایش در پینه

بار به میزان قابل توجه یک واحد )که معادل میزان آنزیم  -12

درصد نیترو  50مورد نیاز برای جلوگیری از احیای 

در دقیقه بود( رسید. این درحالی بود که میزان  بلوتترازولیوم

فعالیت آنزیم کاتالاز تحت شرایط تنش از روند دیگری پیروی 

نمود. میزان فعالیت آنزیم کاتالاز از سطوح پایین تنش اسمزی 

بار( با افزایش میزان پتانسیل اسمزی محیط کشت افزایش  -1)

بار کمتر از  -12های تیمار پینهیافت. اگرچه این افزایش در 

 (. 4یک واحد در گرم بود )شکل 

فعالیت آنزیم پراکسیداز نیز همانند فعالیت آنزیم سوپر 

بار ابتدا روند کاهشی  -1اکسید دسموتاز با اعمال تنش اسمزی 

و سپس با افزایش پتانسیل اسمزی محیط کشت، فعالیت آن 

های گل روند صعودی طی نموده و افزایش یافت. در پینه

بار، میزان افزایش فعالیت  -12تنش یافتة تیمار  قرنفل

پراکسیداز در مقایسه با شاهد نیم واحد بود )معادل نصف 

میزان آنزیم مورد نیاز جهت اکسیداسیون یک میلی مول 

NADPH  در دقیقه برای یک میلی گرم پروتئین(. میزان افزایش

الاز فعالیت پراکسیداز در مقایسه با سوپر اکسید دسموتاز و کات

های گل قرنفل کمتر بود. در بین تحت شرایط تنش در پینه

های شکار کننده مورد مطالعه، بیشترین افزایش فعالیت آنزیم

بار در آنزیم سوپر اکسید  -12های تنش یافته پینهآنزیم در 

های تنش یافته دسموتاز و کمترین میزان افزایش فعالیت در پینه

 دید.در آنزیم پراکسیداز مشاهده گر

زمانی که گیاهان تحت تنش خشکی و کم آبی قرار می 

-Reactive Oxygen Speciesهای فعال اکسیژن )گیرند گونه

ROS( همچون پراکسید هیدروژن )H2O2های آنیونی (، رادیکال

O2سوپراکسید )
(، اکسیژن OHهای هیدروکسیل )(، رادیکال-

Singlet( )1منفرد )
O2و رادیکال )( های آلکوکسیAlkoxy )

های فعال (. گونهGill and Tuteja, 2010شوند )تولید می

واکنش نشان داده و  DNAها و ها، چربیاکسیژن با پروتئین
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های گل قرنفل تحت تنش در محیط درون های شکار کنندة رادیکال آزاد در پینهتأثیر سطوح مختلف فشار اسمزی بر فعالیت آنزیم -4شکل 

 ( فعالیت آنزیم پراکسیدازC( فعالیت آنزیم کاتالاز و Bت آنزیم سوپر اکسید دسموتاز، ( فعالیAای. شیشه

 

 سلول موجب آسیب اکسیداتیو و برهم خوردن کارکرد طبیعی

گردند. جهت فائق آمدن بر تأثیرات نامطلوب گیاهی می های

مذکور و جلوگیری از آسیب اکسیداتیو هنگام تنش، گیاهان 

اند که زیمی و غیر آنزیمی به وجود آوردهدفاعی آن هایسیستم

 های فعال اکسیژن جلوگیری کنند از تجمع گونه

(Miller et al., 2010مکانیزم .) های آنزیمی تکامل یافته جهت

های فعال اکسیژن شامل سوپر اکسید گونه مقابله با تجمع

دسموتاز، کاتالاز، پراکسیداز و گلوتادیون ردوکتاز 

(Glutathione Reductase-GRمی )( باشندKaushal and 

Wani, 2015.) 
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 گیرینتیجه

دهندة پتانسیل بسیار خوب گل نتایج پژوهش حاضر نشان

قرنفل جهت استقرار پینه به منظور اصلاح این گیاه توسط 

های نوین و مدرن اصلاحی همچون انتقال ژن و ویرایش روش

ه شده، های مختلف استفادباشد. در بین ریزنمونهژنوم می

 ریزنمونه برگ مناسبترین ریزنمونه و استفاده از تنظیم کننده

و همچنین  NAAمیکرومول  BAP  +6میکرومول  2های رشد 

درون محیط کشت  D-2,4میکرومول  BAP  +4میکرومول  4

MS به عنوان مناسبترین ترکیب محیط کشت جهت استقرار ،

با تنش های این گل مشخص گردید. در مطالعات مرتبط پینه

ای بر روی این گل نشان های درون شیشهکم آبی، نتایج بررسی

های استقرار یافته به سطوح بالای تنش دهندة مقاومت پینه

باشد. این مقاومت به اسمزی ناشی از پلی اتیلن گلیکول می

های تنش یافته نحوی بود که حتی در سطوح بالای تنش، پینه

. دلیل این امر عملکرد نکروزه و یا حتی کلروزه نگردیدند

های تنظیم فشار اسمزی درون بافت گیاهی از مناسب مکانیزم

های های مولکولی همچون تولید اسمولیتطریق مکانیزم

های بتائین و همچنین فعالیت مناسب و کارآمد آنزیم-گلایسن

شکار کنندة رادیکال آزاد همچون سوپراکسیددسموتاز، کاتالاز 

رسد میط تنش بوده است. به نظر و پراکسیداز تحت شرای

روی ناشی از های پیشباتوجه به بحران کم آبی و محدودیت

آن جهت توسعه فضای سبز شهری و تولید گیاهان دارویی، 

این گل از پتانسیل مناسبی جهت اصلاح و ایجاد ارقام مقاومتر 

 به شرایط کم آب برخوردار است.

 

 منابع

 ص. 480رآوری گیاهان دارویی. جلد دوم. انتشارات آستان قدس رضوی. مشهد، ایران. ( تولید و ف1374امیدبیگی، ر. )

( تعیین مناسبترین تنظیم کننده رشد در کشت درون 1380ترابی گیگلو، م.، س. مسیحا، الف، مجیدی، م. خسروشاهی و ولی زاده، م. )

 .50-41: 11ش کشاورزی (. مجله دان.Dinathus caryophyllus Lای انتهای شاخساره میخک )شیشه

 صفحه. 197، انتشارات نشر علوم کشاورزی،تهران، ایران. 1ها، جلد ساختمان( تزئین گیاهی نمای 1386حکمتی، ج. )

 هایفعالیت تغییرات میزان بر رشد هایکننده تنظیم مختلف هایغلظت تأثیر( 1395حیدریان، ک. )م. و  م.، حیدریان، حیدریان،

 ایران. دومین همایش ملی علوم زیستی بافت. کشت شرایط در )barbathus Dianthus( قرنفل میخک هایجداکشت بر آنزیمی

( بررسی اثرات نوع و غلظت سیتوکنین بر تکثیر درون 1390ح.، تهرانی فر، ع.، شریفی، ا. و باقری، ع. ) م.، نعمتی، س. خرازی، ص.

 .383-376: 25تیپ میخک. نشریه علوم باغبانی های چهار ژنوریزنمونهای شدن ای و میزان شیشهشیشه

 )Dianthus ( بهینه سازی کشت نوک شاخساره میخک1392ح.، تهرانی فر، ع.، باقری، ع.، و شریفی، ا. ) م.، نعمتی، س. خرازی، ص.

L.)caryophyllus   19-11: 12ای. مجله فناوری زیستی در کشاورزی شیشهدر شرایط درون. 

 ( ایجاد کالوس جنین زا و باززایی گیاه در میخک1384ع.، و احمدی، ح. ) استاد احمدی، پ، محمودی پور، دلجو، ع.، کرمی، ا.،

L.)Dianthus caryophyllus .چهارمین همایش ملی بیوتکنولوژی جمهوری اسلامی ایران، کرمان، ایران ) 

همایش ملی  ، ) Dianthus barbatus(یاه قرنفل( بررسی اثرات تنش شوری بر جوانه زنی بذر گ1389رستمی، م. و مظاهری، ش. )

 گیاهان دارویی، ساری، جهاد دانشگاهی واحد مازندران، ایران.

های میخک قرنفل کشتهای رشد بر جدا کنندههای مختلف تنظیم غلظت( بررسی اثر 1392عبادی، م. عباسپور، ح. و حیدریان. م. )

barbathus L.) (Dianthus  ،انجمن گیاهان دارویی ایران.در شرایط کشت بافت 

 صفحه. 313، انتشارات علم آفرین،اصفهان ،1( گلکاری علمی و عملی جلد 1394م. ) قاسمی قهساره، م. و کافی،

مشهد، ایران. ، ( فیزیولوژی گیاهی. انتشارات جهاد دانشگاهی مشهد1392کافی، م.، زند، ا.، کامکار، ب.، عباسی، ف.، و مهدوی، م. )

 ص. 691
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 های رویان زا ،ایجاد رویان بدنی و باززایی گیاه در میخکپینه( پرآوری 1387گ. و محمدی، م. ) ، ا.، کرمی کردستانی،کرمی

L.) Dianthus caryophyllus( .  748-739: 24نهال و بذر. 

 )Dianthus قرنفل نپروتئی و پرولین میزان بر منیزیم سولفات و فسفات هیدروژن دی پتاسیم برهمکنش اثر (1390گودرزی، گ. )

 L.) barbatus های نوین کشاورزی، ایران.اولین کنگره ملی علوم و فناوری، بافت کشت شرایط در 

( بررسی تاثیر سالیسیلیک اسید بر تغییرات پروتئین القا شده در کشت بافت 1385فهیمی، ح. )و  .نوری کوتنایی، برنارد، ف.، شاکر، ف

 .68-6:65. مجله علوم پزشکی دانشگاه آزاد اسلامی (.Dianthus caryophyllus L)گیاه میخک 
Aeby, H. (1984) Catalase in vitro. Methods Enzymology 105: 121–126. 
Alvarez, S., Navarro, A., Banon, S. and Sanchez-Blanco, M. J. (2009) Regulated deficit irrigation in potted Dianthus 

plants: Effects of severe and moderate water stress on growth and physiological responses. Scientia Horticulturae 

122 :579-585. 

Azizi, M., Chehrazi, M. and Zahedi, S. M. (2011) Effects of salinity stress on germination and early growth of sweet 
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