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 یمقاله پژوهش
 

تیمار اسید استیک بر برخی پارامترهای فیزیولوژیکی و مولکولی گیاه بادرنجبویه تأثیر پیش

(Melissa officinalis L.) تحت تنش شوری  
 

فاطمه  و 1زاده ملک، خلیل 1فاطمه مرادی اندوهجردی ،1، محمدرضا دهقانی٭1پور حیدرآبادی دهجیمریم 

 2سروش
 رفسنجان، رفسنجان عصر )عج( گیاهی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه ولیگروه ژنتیک و تولید  1
 رفسنجان، رفسنجان عصر )عج( گروه علوم و مهندسی آب، دانشکده کشاورزی، دانشگاه ولی 2

 (07/11/1399، تاریخ پذیرش نهایی: 31/05/1399تاریخ دریافت: )

 

 

 چکیده 

تیمار اسید استیک در  خشک است. در این پژوهش تأثیر پیش ناطق خشک و نیمههای اساسی در م مقاومت به تنش شوری، یکی از دغدغه

های  آلدئید، ترکیبات فنلی، پروتئین کل، رنگیزه دی  تنش شوری بر پارامترهایی مانند محتوی نسبی آب، نشت یونی، میزان پرولین، مالون

آلانین آمونیالیاز و اسید رزمارینیک  فنیلی مهم در بیوسنتز اسید رزمارینیک )ها آلانین آمونیالیاز و بیان ژن آنزیم فتوسنتزی، فعالیت آنزیم فنیل

 در کشت هیدروپونیک گیاه بادرنجبویه بررسی شد. به این منظور گیاهان بادرنجبویه رشدیافته در محلول هوگلند، در معرض  سینتاز(

 35اسید استیک تیمار شوری با استفاده از کلرید سدیم با غلظت  میکرومولار قرار گرفتند. پس از حذف 10تیمار اسید استیک با غلظت پیش

آلدئید  دی  تیمار اسید استیک، موجب کاهش درصد نشت یونی و میزان مالون روز اعمال شد. نتایج نشان داد که پیش 11مدت  مولار به میلی

تیمار اسید استیک نسبت به گیاهان های فتوسنتزی با پیش چنین میزان رنگیزه و افزایش میزان پرولین و فنل کل در تنش شوری شده است. هم

اسید آلانین آمونیالیاز در تنش شوری مشاهده شد. بیان نسبی ژن  کنترل کاهش کمتری نشان داد. افزایش فعالیت و بیان ژن آنزیم فنیل

های  ن میزان اسید رزمارینیک در گیاهچهچنی همهمراه آن میزان اسید رزمارینیک در تنش شوری افزایش یافت. رزمارینیک سینتاز و به

دست آمده، استفاده با توجه به نتایج ب .های کلیدی در سنتز اسید رزمارینیک داشت داری با فعالیت و بیان ژن بادرنجبویه ارتباط مثبت و معنی

افزایش میزان پرولین،  پیدهای غشایی،کاهش پراکسیداسیون لی های حمایتی مانند راه انداختن مکانیسم  تیمار اسید استیک، با به از پیش

 تنش شوری نقش بسزایی داشته است. تعدیل های فتوسنتزی، در  ترکیبات فنلی و رنگیزه

 

 آلانین آمونیالیاز فنیلبادرنجبویه، شوری،  رزمارینیک، اسیدهای کلیدی: اسید استیک،  واژه

 

 مقدمه

که گیاهان موجودات غیرمتحرکی هستند،  ییآنجااز 

شماری را جهت سازگاری با تغییرات ایجاد  یبکارهای سازو

تا تحت تأثیر عوامل  اند کردهشده در شرایط رشد خود اتخاذ 

فیزیولوژیکی  ،محیطی، بدون تأثیرگذاری بر فرآیندهای سلولی

یری لازم را در پاسخ به تغییرات محیطی پذ انعطافو نموی، 

 .(Yang et al., 2018)نشان دهند 

ی محیطی ها تنشین تر متداولین و تر مهمتنش شوری از 
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ی ور بهرهایران است که باعث کاهش  جمله ازدر جهان و 

شود. شوری به  یمخشک  یمهن ومحصول در مناطق خشک 

ی ها واکنشی از ا گستردههای اسمزی بر دامنه  یاثرگذاردلیل 

ی، موجب کمبود آب در گیاه و اختلال در طیف وساز سوخت

یندهای فیزیولوژیکی و متابولیسم سلولی فرآی از ا هگسترد

صورت تأخیر در ی بالای نمک بهها غلظتشود. اثرات منفی  یم

های آنزیمی و کاهش میزان  یتفعالنمو گیاه، مهار ورشد

ی فعال ها گونهشود. تنش شوری با تولید  یمفتوسنتز مشاهده 

 ,Isayenkov)شود  یم(، به تنش اکسیداتیو منجر ROSاکسیژن )

2012). 

یل اثرات سوء بر پایداری غشا تیلاکوئیدها دل بهتنش شوری 

فتوسنتز را تحت تأثیر قرار  شدت بهو کاهش میزان کلروفیل، 

های فتوسنتزی دارای نقش کلیدی  یزهرنگکه  ییآنجااز . دهد یم

نتیجه تنش در فتوسنتز هستند کاهش در میزان فتوسنتز در

تزی مرتبط است های فتوسن یزهرنگشوری با کاهش در میزان 

(Taibi et al., 2016) .شده در یدتولی فعال اکسیژن ها گونه

نتیجه تنش شوری از طریق پراکسیده کردن لیپیدهای غشایی، 

آلدئید، نفوذپذیری غشا و نشت یونی را  ید  مالونافزایش میزان 

آلدئید و  دی  یری میزان مالونگ اندازهشوند. بنابراین  یمموجب 

ی ها شاخصیکی از  عنوان بهنشت یونی از غشای پلاسمایی 

مهم جهت تعیین تحمل تنش در گیاهان، مورد استفاد قرار 

 .(Ashraf and Ali, 2008) گیرد یم

های فیزیولوژیکی و بیوشیمیایی مختلفی توسط  مکانیسم

شود.  ار گرفته میکمنظور بقا در شرایط تنش شوری بگیاهان به

بندی یون، انتقال و  های شامل هموستازی و کده این مکانیسم

های  جذب یون، بیوسنتز مواد آلی اسموپروتکتانت و محلول

سنتز ترکیبات اکسیدان و  های آنتی سازی آنزیم سازگار، فعال

ها، تولید نیتریک اکسید و تنظیم  آمین اکسیدان، سنتز پلی آنتی

(. تجمع پرولین Gupta and Huang, 2014) استهورمونی 

شده برای تعدیل تنش شوری است. پرولین معیاری شناخته

یافته در طی تنش شوری نه تنها تحمل در طول تنش را تجمع

نیتروژن آلی در زمان بهبود عنوان ذخیره هشود بلکه ب موجب می

های  کند. پرولین از طریق بهبود فعالیت آنزیم تنش نیز عمل می

های فعال اکسیژن، بهبود فعالیت  اکسیدان و حذف گونه آنتی

در فتوسنتز و رشد گیاه، حفظ وضعیت آبی  IIفتوسیستم 

ها در غشا،  نمودن ساختار درشت مولکولمناسب و پایدار

 Ben Ahmed etدهد ) گیاهان افزایش میتحمل به تنش را در 

al., 2010.)  

های ثانویه مانند ترپنوئیدها  تعداد قابل توجهی از متابولیت

ها و فلاونوئیدها و آلکالوئیدها در تنش  یکفنولو استروئیدها، 

یک  عنوان بههای آزاد،  یکالرادسلولی و پاسخ دفاعی، با حذف 

کننده این ترکیبات یدتولسازگاری با شرایط تنش، در گیاهان 

های  یتمتابولشوند. شواهد نشان داده است که  یممحسوب 

نقش دارند  ها تنشثانویه در دفاع غیرآنزیمی گیاهان در برابر 

(Edreva et al., 2008) .عنوان به سنتز و تجمع ترکیبات فنلی 

شود.  یمی محیطی تحریک ها تنشدر پاسخ به  اکسیدان یآنت

این ترکیبات قادرند اثرات منفی تنش اکسیداتیو ناشی از تنش 

( تا حدودی ROSی فعال اکسیژن )ها گونهشوری را با حذف 

 (.Das and Roychoudhury, 2014کاهش دهند )

گیاهی با  .Melissa officinalis Lبادرنجبویه با نام علمی 

اسپاسم، ، ضدبر تبدهنده،  ینتسکجمله  خواص دارویی از

ضربان  دهنده کاهشویروس، باکتری، ضداکسیدان، ضد یآنت

 . اسید(Moradkhani et al., 2010) است بخش آرامقلب و 

ین ترکیب فنلی موجود در گیاه بادرنجبویه، تر فراوانرزمارینیک 

هیدروکسی فنیل لاکتیک اسید  ید -3،4استر اسید کافئیک و 

 یلفناز طریق مسیر بیوسنتزی رزمارینیک  . بیوسنتز اسیداست

گیرد  یمآلانین صورت  یلفنماده  یشپپروپانوئیدی با استفاده از  

به اسید  (PAL)آلانین آمونیالیاز  یلفنیم آنزکه با دخالت 

(، RASشود. آنزیم رزمارینیک اسید سینتاز ) یمسینامیک تبدیل 

آخرین واکنش را در مسیر بیوسنتزی اسید رزمارینیک کاتالیز 

  .(1کند )شکل  یم

 کننده اسیدی ترنسکریپتوم گیاهان تولیدبررسدر 

ی دخیل ها ژنرزمارینیک با بیان  رزمارینیک، ارتباط سنتز اسید

آلانین آمونیالیاز و  یلفنی ها ژنتزی آن از جمله در مسیر بیوسن

 Weitzel and) رزمارینیک اسید سینتاز تأیید شده است

Petersen, 2011).  
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 مسیر بیوسنتزی اسید رزمارینیک  -1شکل 

 

(، آنزیمی کلیدی در PAL)آلانین آمونیالیاز  یلفنفعالیت آنزیم 

پروپانوئیدی، جهت سنتز ترکیبات فنلی که   یلفنشروع مسیر 

ها به عهده دارند  نقش مهمی در دفاع گیاهان در مقابل تنش

 ماده مشترک )اسید یشپآلانین آمونیالیاز  ضروری است. فنیل

پروپانوئیدی   یلفنختلف سینامیک( برای بیوسنتز محصولات م

آلانین آمونیالیاز یکی از  کند. بنابراین، فنیل یمرا فراهم 

های اولیه را به کانال  های کلیدی است که جریان متابولیت یمآنز

افزایش بیان ژن و  کند. یممتابولیسم ثانویه هدایت و کنترل 

آلانین آمونیالیاز در بسیاری از گیاهان به  یلفنفعالیت آنزیم 

ی گوناگون ها تنشویژه در لت القای تولید ترکیبات فنلی بهع

 . (Sahu et al., 2013) گزارش شده است

 ها تنشنقش حمایتی اسیدهای آلی در بهبود اثرات منفی 

بر فیزیولوژی و متابولیسم سلولی در چندین مطالعه گزارش 

عنوان مثال بررسی گیاهان هالوفیت نشان داد که  بهشده است. 

این گیاهان با افزایش میزان اسید سیتریک درونی از طریق 

های  آنزیم بهبود فتوسنتز، سرعت رشد نسبی و افزایش فعالیت

 Sun and) اکسیدان، نسبت به شوری مقاومت نشان دادند آنتی

Hong, 2011 ،در همین راستا کاربرد خارجی اسید سیتریک .)

 اثر تنش غیرزیستی بر میزان کلروفیل، نشت یونی، میزان مالون

آلدئید را تعدیل نموده و نقش حمایتی اسید سیتریک در  دی 

 ,.Hu et al) أیید کرده استتنش غیرزیستی در گیاهان را ت

2016; El-Tohamy et al., 2013تیمار گیاهان  چنین پیش (. هم

اکسیدان گیاه اثر منفی  با اسید سالیسیلیک با تقویت سیستم آنتی

 ,.Janda et alتنش بر فتوسنتز، رشد و نشت یونی را بهبود داد )

یافته مقاوم به تنش خشکی نسبت  جهشی گیاهان بررس(. 1999

یافته با افزایش  جهشداد که گیاهان  نشانه گیاهان وحشی ب

میزان اسید استیک درونی، از طریق هدایت جریان متابولیسمی 

از گلیکولیز به سمت سنتز اسید استیک با تحریک مسیر 

. اند بودهرسانی جاسمونات در گیاه، نسبت به تنش مقاوم  یامپ

اسید استیک به  کردناضافهکه شد  نهاداین نتایج پیشبراساس 

تواند  می گرفتن در معرض تنشقبل از قرار گیاهان کشتمحیط

 .(Kim et al., 2017) کند حمایتدر شرایط تنش  بقاآنها را در 

تیمار اسید استیک در تنش  در این پژوهش تأثیر پیش

شوری بر پارامترهایی مانند محتوی نسبی آب، نشت یونی، 

آلدئید، ترکیبات فنلی، پروتئین کل،  دی  میزان پرولین، مالون

آلانین آمونیالیاز و بیان  یلفنهای فتوسنتزی، فعالیت آنزیم  یزهرنگ

آلانین  یلفنارینیک )های مهم در بیوسنتز اسید رزم یمآنزژن 

آمونیالیاز و اسید رزمارینیک سینتاز( در کشت هیدروپونیک 

 گیاه دارویی بادرنجبویه بررسی شد.
 

 ها مواد و روش

ضدعفونی کردن  بعد از بذرهای گیاه بادرنجبویهی زن جوانه

 70درصد و اتانول  20با هیپوکلریت سدیم  ها آنسطحی 

ی با ها رست دانهانتقال  درصد، در تاریکی انجام شد. بعد از

طول یکسان به ظروف کشت مخصوص کشت هیدروپونیک 

مولار(:  حسب میلییافته شامل )برحاوی محیط هوگلند تغییر

Ca(NO3)2. 4H2O ،5/2 ؛KNO3 ،5/2 ؛MgSO4. 7H2O ،0/1 ؛

KH2PO4 ،5/0 ؛Fe-EDTA ،032/0 ؛H3BO3 ،045/0 ؛MnCl2. 

4H2O ،0091/0 ؛ZnCl2 ،00076/0 ؛CuCl2. 2H2O ،00031/0 ؛

NaMoO4. 2H2O ،00021/045مدت ، گیاهان به6اسیدیته  ، با 
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ساعت  8ساعت نور و  16در اتاق رشد با دوره نوری  روز

µmolmو شدت نور  C˚25تاریکی، دمای 
-2

S
قرار داده  160-

پیوسته و جهت  طور منظور تأمین اکسیژن، هوادهی به شدند. به

 3تا  2ویض محلول غذایی هر تأمین یکنواخت مواد مغذی، تع

روز  45بار صورت گرفت. پس از گذشت مدت زمان  روز یک

 10تیمار اسید استیک با غلظت  ها، پیش از رشد گیاهچه

روز صورت گرفت. سپس تیمار شوری  9مدت میکرومولار به

مولار اعمال گردید.  میلی 35با استفاده از کلرید سدیم با غلظت 

روز پس  11ساعت و  24ساعت،  6های  برداری در زمان نمونه

های  های هوایی گیاه انجام و نمونه از آغاز تنش از قسمت

های بعدی  گیاهی پس از انجماد با ازت مایع تا هنگام بررسی

طرح  صورت به آزمایش نیا منتقل شدند. -C˚80به فریزر 

 اجرا شد. تکرار سهبا  یکاملاً تصادف

یری گ اندازهبرای  :تعیین محتوی نسبی آب و نشت یونی

یافته هر  توسعهین برگ تر جواناز  (FW)گرم  5/0این صفت 

مقطر شناور و ساعت در آب 24مدت گیاه را جدا و سپس به

در تاریکی )جلوگیری از فتوسنتز( قرار داده شد. پس از 

یری شد. گ اندازه (TW)گذشت این مدت وزن اشباع برگ 

قرار  C˚70با دمای  ساعت در آون 24مدت به ها نمونهسپس 

 (DW)داده و پس از گذشت این مدت وزن خشک 

با استفاده از  (RWC%) محتوی نسبی آب .یری شدگ اندازه

 .(Ritchie et al., 1990) رابطه زیر محاسبه شد

RWC (%) = [(FW- DW) / (TW- DW)]  100×   

( 1996ن )و همکارا Luttsیری نشت یونی به روش گ اندازه

گرم نمونه توزین و با آب  3/0انجام شد. به این منظور ابتدا 

ی آزمایش حاوی ها لولهداده شد. سپس درون  وشو شستمقطر 

ساعت با  24مدت و به C˚25مقطر در دمای لیتر آب یلیم 20

استفاده از شیکر تکان داده شد و پس از آن نشت یونی محلول 

L1 سی آب  یس 20 ها نمونهعد به یری شد. در مرحله بگ اندازه

اتوکلاو و در  C˚121دقیقه در دمای  20مدت مقطر اضافه و به

یری شد و میزان کل نشت گ اندازه L2پایان نشت یونی محلول 

)خسارت وارده به غشاء سلولی( از رابطه زیر  ECیونی 

 محاسبه گردید.

EC(%) = [L1/(L1+L2)] 100 ×  

یری هدایت گ اندازهنشت یونی با استفاده از دستگاه 

( در ساخت کشور کره Eco Metمتر: مدل  EC)الکتریکی 

یری شد که میزان مواد گ اندازهمحلول آبی محتوی قطعات برگ 

محلول را در محلول آبی نشان داده و معیاری از آسیب وارد 

شده به غشاء سلول و خروج مواد محلول از غشاء سلولی به 

 محلول آبی است.

: برای سنجش میزان ی فتوسنتزیها زهیرنگسنجش میزان 

( استفاده 1949) Arnonکلروفیل و کاروتنوئید برگ از روش 

درصد  80استون  تریل یلیم 5گرم از نمونه برگی را در  1/0شد. 

کردن محتوای هاون درون هاون چینی ساییده شد. پس از صاف

، حجم کلی نمونه با استفاده 1توسط کاغذ صافی واتمن شماره 

رسانیده شد. شدت جذب  تریل یلیم 10درصد به  80استون از 

( در Analytik Jenaمحلول توسط دستگاه اسپکتروفتومتر )مدل 

و  b و  aیها لیکلروفنانومتر برای  663و  645ی ها موجطول

نانومتر برای کاروتنوئید خوانده شد. میزان  470موج طول

حسب ر برکلروفیل و کاروتنوئید با استفاده از روابط زی

 بر گرم وزن تر برگ محاسبه گردید. گرم یلیم

a (mg g کلروفیل
-1

) = [ 7/12  (A663) - 69/2  (A645)] × V / 

(1000W) 

b (mg g کلروفیل
-1

) = [ 9/22  (A645) - 68/4  (A663)] × V / 

(1000W) 

a+b (mg g کلروفیل
-1

) = [ 2/20  (A645) - 02/8  (A663)] × V / 

(1000W) 

mg g) کاروتنوئید
-1

) = [1000 (A470) - 82/1  (aکلروفیل) -

02/85  (bکلروفیل)] /198 × V / (1000W) 

حسب شده برحجم نمونه استخراج Vی بالا، ها رابطهدر 

 حسب گرم است.وزن تر نمونه بر Wلیتر و  یلیم

 عنوان بهآلدئید  دی  : سنجش مالونآلدئید دی  سنجش مالون

 De Vosای غشاء به روش یپیدهلی پراکسیداسیون یفرآورده نها

گرم از  2/0ابتدا به میزان ( انجام شد. 1991و همکاران )

( ده درصد TCAید )اساستیک  کلرو یترلیتر  یلیمسه  ها نمونه

 g5000×  مدت ده دقیقه دراضافه و مخلوط حاصل به
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ی درب ها لولهلیتر از روشناور را به  یلیمسانتریفیوژ شد. یک 

ید استوریک  یوباربیتلیتر  یلیمه آن یک ای منتقل و ب یشهشپیچ 

(TBA نیم درصد اضافه گردید. سپس مخلوط آزمایش ) 

قرار  C˚100ی تحت دمای مار بنمدت نیم ساعت درون به

روی یخ  ها نمونهی مار بنگرفت. بلافاصله پس از خروج از 

( جذب Analytik Jenaمنتقل و با دستگاه اسپکتروفتومتر )مدل 

 میزان مالوننانومتر خوانده شد.  600و  532وج مدر طول ها آن

mM)آلدئید با استفاده از ضریب خاموشی  دی 
-1

cm
-1 155=ε) 

 .محاسبه شد

 2/0یری میزان پرولین، گ اندازهمنظور به سنجش پرولین:

لیتر سولفوسالسیلیک  یلیم 10را با  ها برگین تر جوانگرم از 

 g13000× با دور دقیقه 10مدت ساییده و به (W/V) 3اسید %

لیتر  یلیمدست آمده، دو سانتریفیوژ شد. سپس به روشناور ب

یک گلاسیال افزوده استلیتر اسید  یلیمهیدرین و دو  یننامعرف 

قرار داده شد. پس از  C˚100مدت یک ساعت در دمای و به

لیتر  یلیمکردن مخلوط واکنش روی یخ، به آن چهار سرد

نانومتر  520موج در طول ها هنمونتولوئن اضافه و سپس جذب 

گرم بر گرم وزن تر  یلیمحسب خوانده شد. غلظت پرولین بر

با استفاده از منحنی استاندارد پرولین و معادله خط 

(y=0.0021x-0.0285; R
2
ی ها غلظتتعیین شد. از  (0.9544=

استاندارد  عنوان بهلیتر پرولین  یلیممیکروگرم بر  100تا  صفر

 .(Bates et al., 1973)استفاده شد 

: میزان ترکیبات فنلی براساس سنجش ترکیبات فنلی تام

سیوکالتیو و برحسب منحنی  -ی فولینسنج رنگروش 

 یری شدگ اندازهنانومتر  765موج گالیک در طول یداساستاندارد 

(Singleton and Rossi, 1965) .2/0  لیتر  یلیمگرم نمونه با سه

ساعت در حمام آب گرم  3مدت درصد ساییده و به 80متانول 

قرار داده شد. سپس مخلوط را با سرعت  C˚70با دمای 

×g9000 دقیقه سانتریفیوژ و عصاره متانولی جهت  10مدت به

 20یری ترکیبات فنلی مورد استفاده قرار گرفت. به گ اندازه

-میکرولیتر معرف فولین 100ولی، میکرولیتر عصاره متان

 300دقیقه،  5سیوکالتیو اضافه شد. به مخلوط حاصل بعد از 

 5/1مدت % اضافه و به 5/7میکرولیتر محلول کربنات سدیم 

نهایت جذب ساعت در تاریکی و دمای اتاق قرار داده شد. در

 وسیله اسپکتروفتومترنانومتر به 765موج هر نمونه در طول

حسب خوانده و مقدار فنل کل بر (Analytik Jena)مدل 

میکروگرم  500تا  صفرگالیک با غلظت  منحنی استاندارد اسید

Y=0.0062X+0.148; Rلیتر و معادله خط ) یلیمبر 
2
=0.9734 )

 محاسبه شد.

اساس روش : سنجش پروتئین تام برسنجش پروتئین تام

Bradford (1976.انجام گرفت ) از بافر  پروتئین تام با استفاده

-حاوی بتا 8/8مولار با اسیدیته  1/0پتاسیم بورات 

یکرولیتر م100به مولار استخراج شد.  یلیم 2مرکاپتواتانول 

لیتر معرف برادفورد اضافه، بعد از مخلوط  یلیمیک  عصاره

نانومتر توسط دستگاه  595موج در طول ها نمونهشدن، جذب 

ه شد. غلظت ( خواندAnalytik Jenaاسپکتروفتومتر )مدل 

با استفاده از رسم منحنی استاندارد آلبومین  ها نمونهپروتئین در 

 100تا  صفر( با غلظت Bovin Serum Albuminسرم گاوی )

 ;Y=0.0026X+0.065معادله خط ) لیتر و یلیمیکروگرم بر م

R
2
 ( محاسبه شد.0.9976=

به  PALفعالیت آنزیم  :PALسنجش فعالیت ویژه آنزیم 

یری گ اندازهی کلیدی در متابولیسم ترکیبات فنلی عنوان آنزیم

برگی منجمد را درون هاون توسط بافر  نمونهگرم  2/0شد. 

Tris-HCl 50 حاوی مرکاپتواتانول  8/8مولار با اسیدیته  یلیم

 10مدت به g9000×مولار ساییده و سپس با سرعت  یلیمدو 

سانتریفیوژ و روشناور برای سنجش  C˚4دقیقه در دمای 

آلانین  یلفنمخلوط واکنش شامل  فعالیت آنزیم استفاده گردید.

 Tris-HCl 50لیتر، بافر  یلیم 5/0مولار( به میزان  یلیم 10)

مقطر به ، آب8/8لیتر با اسیدیته  یلیممولار به میزان یک  یلیم

لیتر  یلیم 1/0لیتر و عصاره استخراجی به میزان  یلیم 4/0میزان 

نگهداری و  C˚37ک ساعت در دمای مدت یبه ها نمونهبود. 

مولار استفاده  6برای توقف واکنش آنزیمی از اسید کلریدریک 

ینامیک موجود، سه مرتبه توسط اتیل استات سشد. اسید 

شده خشک گردید. میزان استخراج و با جریانی از هوای تصفیه

مولار، در  NaOH 05/0کردن در ید سینامیک پس از حلاس

متر مورد سنجش قرار گرفت. فعالیت آنزیم نانو 290موج طول
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گرم پروتئین در  برحسب میزان اسید سینامیک به ازای میلی

 مدت زمان یک ساعت بیان شد. 

ی برگی ها نمونهیری گ عصاره: رزمارینیک سنجش اسید

 خشک با استفاده از متانول انجام شد. برای سنجش میزان اسید

رولیتر از عصاره میک 200رزمارینیک مخلوط آزمایش شامل 

 ZrOCl2کلراید لیتر اتانول و زیرکونیوم اکسی یلیم 3شده، صاف

دقیقه  5مدت مولار بود. مخلوط حاصل به 5/0در غلظت نهایی 

 362موج در طول ها نمونهدر تاریکی نگهداری و سپس جذب 

با  ،در هر نمونه رزمارینیک یدغلظت اسیری و گ اندازهنانومتر 

گرم بر گرم  برحسب میلی رزمارینیک دارد اسیداستان استفاده از

 . (Ozturk et al., 2010) محاسبه شد خشک وزن

استخراج  :cDNAساخت رشته اول و  RNAاستخراج 

RNA با استفاده از کیت  ها نمونهColumn RNA isolation kit 

براساس دستورالعمل شرکت سازنده )دنا زیست آسیا( انجام و 

، DNase1ژنومی با استفاده از آنزیم  DNAپس از حذف 

 RNAکمیت و کیفیت  ،Thremo Scientific شرکتمحصول 

با استفاده از دستگاه نانودراپ و الکتروفورز در ژل استخراجی 

میکروگرم  5/0از  cDNAساخت رشته اول آگارز تأیید شد. 

RNA  استفاده از کیت کل باRevertAid First Strand cDNA 

Synthesis kit  شرکتThermo Scientific و بعد از  انجام

مورد  Real-time PCR یها واکنشالگو در  عنوان بهسازی  یقرق

 استفاده قرار گرفت.

یالیاز و آمونآلانین  یلفنی ها ژنسنجش بیان نسبی 

 ی ها ژنبرای بررسی کمی بیان  رزمارینیک اسید سینتاز:

از آغازگرهای  آمونیالیاز و رزمارینیک اسید سینتاز،  ینآلانفنیل

جفت باز  130شونده حدود اختصاصی با طول قطعه تکثیر

خت آغازگرها توسط شرکت (. سا1استفاده شد )جدول 

ماکروژن کره جنوبی به سفارش شرکت دنا زیست آسیا 

 صورت گرفت. 

 25/0شده، رقیق cDNAمیکرولیتر  4مخلوط واکنش شامل 

میکرولیتر  10میکرولیتر آغازگرهای رفت و برگشت و 

با ( RealQ Plus Master Mix Greenمسترمیکس سایبرگرین )

 مدل  Real-timeدستگاه میکرولیتر بود.  20حجم نهایی 

9600 plus  شرکتBioer،  به روش  ها ژنبرای بررسی بیان

Relative Quantitative PCR  مورد استفاده قرار گرفت. مراحل

مدت به C˚95 ترتیب مرحله اول،واکنش شامل سه مرحله به

 C˚60ثانیه،  15مدت به C˚95چرخه  40دقیقه، مرحله دوم، 15

ثانیه و مرحله سوم،  25مدت به C˚72ثانیه و  30مدت به

در  C˚5/0ی افزایشی ها فاصلهبا  C˚95تا  55منحنی ذوب از 

ی مورد نظر از ها ژندر بررسی کمی بیان ثانیه بود.  15مدت 

αEF1 با استفاده از روش عنوان شاهد داخلی استفاده شد. به
ΔΔCT-2  برای هر ژن محاسبه گردید.  شدهریتکثی ها نسخهتعداد

ی ها نسخهی هر ژن در هر نمونه نسبت به مقدار ها نسخهار مقد

ژن کنترل داخلی در همان نمونه نرمالیزه و سپس  شدهریتکث

 ی تیمار نسبت به شاهد کالیبره گردید.ها نمونهها در  داده

انجام شد. برای  SPSSافزار با استفاده از نرم ها دادهتحلیل 

ها در سطح  نگینیاممقایسه دار،  یمعنی ها تفاوتبررسی 

 محاسبه احتمال پنج درصد با آزمون دانکن صورت گرفت.

از  ی مربوط با استفادهو رسم نمودارها اریمیانگین و انحراف مع

 شد. انجام 2013نسخه  Excel افزاری نرم بسته

 

 نتایج و بحث

درصد محتوی نسبی آب در  :یونی نشت و آب نسبی محتوی

عمال تنش شوری تفاوت ساعت( پس از ا 264روز ) 11زمان 

 (. 2داری نسبت به شاهد نشان نداد )جدول  معنی

چه کاهش درصد محتوی نسبی آب برگ در تنش  اگر

شوری در گیاهان زیادی گزارش شده است؛ اما در تنش 

شده در کشت هیدروپونیک گندم تفاوت اسمزی ملایم ایجاد

 داری در محتوی نسبی آب برگ مشاهده نشد یمعن

(Marcinska et al., 2013).  نتایج این تحقیق در راستای نتایج

(، 2019و همکاران ) Galeanoنتایج  براساساین پژوهش بود. 

درصد محتوی نسبی آب در گیاهان ساج که در معرض تنش 

ن شاهد بود. دلیل تر از گیاها یشب% 11ملایم قرار گرفته بودند 

عدم کاهش در محتوی نسبی آب برگ در تنش شوری این 

کاهش در جذب آب، به کاهش در مقدار آب برگ است که 

یجه گیاه برای حفظ وضعیت آبی خود نتدرشود.  یممنجر 
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 RT-PCR (Doring et al., 2014)های  های اختصاصی برای واکنشآغازگرفهرست  -1جدول 

 توالی آغازگرها  ژن

MoPAL 
 رفت:

 برگشت:
5

'
GCCGAAGTCATGAACGGAAAGC 3

'
 

5
'
CGCAGCCTTAACATAACCGCTC 3

'
 

MoRAS 
 رفت:

 برگشت:
5

'
ACGCCCCGACCTCAACCTTATC 3

'
 

5
'
AAGTGGTGCTCGTTTGCCACG 3

'
 

MoEF1α 
 رفت:

 برگشت:
5

'
TTGCTGCTGCAACAAGATGGAC 3

'
 

5
'
GGGACGAATGCGATTTTGTCGG 3

'
 

 

   شوری تنش تحت هیبادرنجبو های گیاهچه در یونی نشت و آب نسبی محتوی یزانم -2 جدول

 تیمار
 آب نسبی محتوی

 )درصد(

 یونی نشت

 )درصد(

 a71/2 ± 53/80 b98/2 ± 63/59 شاهد

 a15/4 ± 42/80 a74/6 ± 21/70 شوری تنش

 a66/2 ± 18/82 b73/4 ± 94/57 شوری تنش + استیک اسید

 درصد 5 احتمال سطح در دار یمعن تفاوت معرف غیریکسان، حروف است. استاندارد انحراف ± مستقل تکرار سه قلحدا میانگین ها داده

 است. دانکن آزمون براساس

 

باز درآورده و با افزایش هدایت را به حالت نیمه ها روزنه

نهایت محتوی هیدرولیکی، جریان آب از ریشه به ساقه و در

 Galeano et)داده است  افزایشنسبی آب را در شرایط تنش 

al., 2019.) 

روز  11تنش شوری به تنهایی درصد نشت یونی در زمان 

% نسبت به شاهد افزایش 74/17یزان م  بهپس از اعمال تنش را، 

تیمار اسید استیک همراه با که، در گیاهان با پیش یحالدرداد. 

تنش شوری درصد نشت یونی نسبت به شاهد تفاوت 

(. نفوذپذیری انتخابی غشا 2ی مشاهده نشد )جدول دار یمعن

در سلول مانع ایجاد تعادل بین سلول و محیط خارج سلولی 

، تنشگردد. افزایش میزان آسیب به غشای سلولی در شرایط  یم

کاهش نفوذپذیری انتخابی غشا و افزایش نشت یونی را موجب 

نتایج مطالعات زیادی نشان  .(Ashraf and Ali, 2008) شود یم

داده است که کاربرد اسید سالیسیلیک و اسید سیتریک در 

دار نشت یونی در گیاهان تحت  یمعنی محیطی، کاهش ها تنش

 Ma et al., 2017; Soltani) داشته است همراه بهتنش را 

Maivan et al., 2017; Hu et al., 2016; Chaparzadeh and 

Hosseinzad-Behboud, 2015; El-Tohamy et al., 2013; 

Janda et al., 1999.) این اساس در این پژوهش نیز، استفاده  بر

تیمار اسید استیک با ترمیم آسیب غشایی ناشی از تنش  یشپاز 

 شوری درصد نشت یونی را کاهش داده است. 

 bکلروفیل  ،a میزان کلروفیل های فتوسنتزی: یزهرنگمیزان 

ر اثر اصلی تنش شوری، زمان پس از کلروفیل کل تحت تأثی و

اعمال تنش شوری و اثرات متقابل این دو عامل در سطح 

احتمال یک درصد قرار گرفت. اثر اصلی تنش شوری و اثر 

متقابل آن با زمان پس از اعمال تنش شوری بر میزان 

 (.3دار بود )جدول  یمعنکاروتنوئید در سطح یک درصد 

 ،b کلروفیل ،a کلروفیلبررسی اثر تنش شوری بر میزان 

ساعت پس  24نشان داد که در زمان  کلروفیل کل و کاروتنوئید

نسبت به  های فتوسنتزی از اعمال تنش، تغییرات میزان رنگیزه

روز پس از اعمال تنش،  11دار نبود؛ اما در زمان  شاهد معنی
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  ، کلروفیل کل و کاروتنوئیدb، کلروفیل aر میزان کلروفیل تجزیه واریانس اثرات تنش شوری و زمان پس از اعمال تنش شوری ب -3جدول 

 منابع تغییر
درجه 

 آزادی

 میانگین مربعات

a کلروفیل
bکلروفیل  

 کاروتنوئید کلروفیل کل 

 2 تنش شوری
**574/0  

**055/0  
**944/0  

**055/0  

1اشتباه   6 005/0  002/0  009/0  002/0  

 1 زمان
**240/0  

**061/0  
**544/0  ns013/0 

زمان × تنش شوری  2 
**447/0  

**081/0  
**904/0  

**013/0  

016/0 6  2اشتباه   001/0  014/0  001/0  

R Square  97/0  96/0  98/0  95/0  

 دار عدم تفاوت معنی ns درصد و 1و  5دار در سطح آماری  ترتیب اختلاف معنی به**و  *

 

    
 

    
های  ( در گیاهچهD( و کاروتنوئید )C(، کلروفیل کل )B) b(، کلروفیل A) aمیزان کلروفیل تیمار اسید استیک بر  تأثیر پیش -2شکل 

هایی که  میانگینهای عمودی( است.  انحراف استاندارد )میله ±ها میانگین حداقل سه تکرار مستقل  بادرنجبویه تحت تنش شوری. داده

 داری ندارند. اختلاف معنی ≥P 05/0ح احتمال دارای حداقل یک حرف مشترک هستند براساس آزمون دانکن در سط

 

( در میزان ≥P 05/0داری )در سطح احتمال  کاهش معنی

 های فتوسنتزی نسبت به شاهد مشاهده شد. این در رنگیزه

تیمار اسید استیک در تنش شوری، موجب  است که پیش  حالی

 شده است های فتوسنتزی داری در میزان رنگیزه افزایش معنی

 (.A-D2)شکل 

کاهش کلروفیل به فعالیت آنزیم کلروفیلاز و تولید 

A B 

C D 
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شده  دادهی فعال اکسیژن در زمان تنش شوری نسبت ها گونه

ساختار غشایی  زدن همبری فعال اکسیژن موجب ها گونهاست. 

ی فتوسنتزی ها زهیرنگ که ییآنجا. از شوند یم ها کلروپلاست

کلیدی هستند  ، در فتوسنتز دارای نقشbو  aمانند کلروفیل 

نتیجه تنش شوری با کاهش در کاهش در میزان فتوسنتز در

 نتایج. (Taibi et al., 2016)میزان کلروفیل مرتبط است 

Heidari (2012) ریحان گیاه روی بر ( basilicm Ociumum

.L) بر علاوه شوری تنش که داد نشان شوری تنش تحت 

 .داد کاهش نیز را b و a کلروفیل محتوای گیاهان، رشد کاهش

 را کلروفیل محتوای کاهش زیادی یها پژوهش که نیا رغم به

 لروفیلک سطح افزایش ،اند کرده گزارش شوری شرایط تحت

 (L vulgaris Beta). چغندر گیاه در تنش شرایط در برگ

 محتوای افزایش یکلطور به (.al et Jamil,. 2006) شد مشاهده

 کلروپلاست افزایش دهنده نشان تنش شرایط در برگ کلروفیل

 مقاومت علائم از خود که است گیاه فتوسنتز حفظ منظوربه

 کاهش ،طرفی از .(al et Yang,. 2006) باشد یم تنش به گیاه

 یها رنگدانه تخریب به تنش شرایط در کلروفیل میزان در

 تداخل همچنین و رنگدانه پروتئین میزان در یثبات یب کلروفیل،

 ساختاری جزء به مربوط که پروتئین ستنز با نمکی یها ونی

et Jaleel ) است شده داده نسبت آن، تخریب نه است کلروفیل

2008 .,al). تیمارپیش از استفاده پژوهش، نتایج به توجه با 

 در کلروفیل محتوای افزایش با شوری تنش در استیک اسید

 را تنش به مقاومت فتوسنتز، بهبود طریق از تنش شرایط

 است. گردیده موجب

ها نشان داده است که عوامل محیطی میزان  یبررس

دهند. در  یمکاروتنوئید را از نظر کمی و کیفی تحت تأثیر قرار 

تنش شوری عدم تعادل بین جذب نوری فتوسنتز و تثبیت 

کربن در چرخه کالوین منجر به تحریک و برانگیختگی بیش از 

شود. اتلاف  یمو صدمه به دستگاه فتوسنتزی  ها الکترونحد 

های  یسممکانبا واسطه کاروتنوئید، از  ها الکترونانرژی مازاد 

ظت از برگ در برابر اثرات مؤثر برای دفع انرژی مازاد و حفا

 ,.Muller et al)است  ها الکترونمخرب انرژی برانگیختگی 

. براساس نتایج این بررسی میزان کاروتنوئید در (2001

داری  یمعنیک تحت تنش شوری افزایش ستاتیمار اسید  پیش

نسبت به تنش شوری نشان داد. نتایج پژوهش حاضر با نتایج 

کاربرد اسید سالیسیلیک در کدو تنبل که افزایش میزان 

 Norshazila)سازگاری دارد  ،کاروتنوئید را موجب شده است

et al., 2017). 

میزان آلدئید، پرولین، فنل و پروتئین تام:  دی  میزان مالون

دار  آلدئید، پرولین، فنل و پروتئین تام تحت تأثیر معنی دی  مالون

اثرات اصلی تنش شوری و زمان پس از اعمال تنش شوری و 

اثر متقابل آن دو در سطح احتمال یک درصد قرار گرفت 

 (. 4)جدول 

گیاهان تنش شوری نسبت به آلدئید در  دی  میزان مالون

% افزایش 91% و 80ترتیب به روز 11ساعت و  24شاهد در 

آلدئید در تنش  دی  است که میزان مالون  نشان داد. این درحالی

% و در 28ساعت  24تیمار اسید استیک در زمان شوری با پیش

% نسبت به تنش شوری کاهش نشان داده 20روز  11زمان 

 (. 3است )شکل 

آلدئید، محصول نهایی پراکسیداسیون لیپیدهای  دی  مالون

ی فعال ها گونههای غیرزیستی با ایجاد  غشایی است. تنش

شوند  یمآلدئید  دی  اکسیژن، باعث افزایش میزان مالون

(Labudda, 2013)تیمار  . نتایج این پژوهش نشان داد که پیش

اسید استیک با کاهش میزان پراکسیداسیون لیپیدهای غشا، 

اثرات تنش اکسیداتیو ناشی از تنش شوری را کاهش داده 

( نشان داد که 2018ن )و همکارا Jamal Omidiاست. نتایج 

آلدئید را در گیاه  دی  تنش خشکی افزایش میزان مالون

دنبال داشت. استفاده از اسید سالیسیلیک در تنش بادرنجبویه به

آلدئید را کاهش داد.  دی  داری میزان مالون یمعن طور بهخشکی 

ین نقش حمایتی اسید سالیسیلیک در تنش غیرزیستی، از چن هم

آلدئید در گیاه بادرنجبویه نشان  دی  ن مالونطریق کاهش میزا

  .(Soltani Maivan et al., 2017)داده شده است 

براساس نتایج پژوهش حاضر، میزان پرولین با اعمال تنش 

شوری در گیاهان تحت تنش نسبت به شاهد افزایش یافت. 

تیمار اسید استیک افزایش میزان پرولین در تنش شوری با پیش

 ساعت حدود سه برابر بود.  24نسبت به شاهد در تنش 
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  آلدئید، پرولین تام، فنل تام و پروتئین تام دی  عمال تنش شوری بر میزان مالونتجزیه واریانس اثرات تنش شوری و زمان پس از ا -4جدول 

 منابع تغییر
درجه 

 آزادی

 میانگین مربعات

آلدئید دی  مالون  پروتئین تام فنل تام پرولین 

 2 تنش شوری
**476/0  

**777/266  
**793/163054  

**303/446736  

1اشتباه   6 004/0  7082/0  264/1901  465/63015  

 1 زمان
**097/0  

**545/51  
**012/23439  

**622/770255  

زمان× تنش شوری   2 
*022/0  

**164/137  
**386/54619  

**273/168704  

002/0 6  2اشتباه   301/1  211/1153  314/14851  

R Square  99/0  98/0  98/0  90/0  

 دار تفاوت معنیعدم  ns درصد و 1و  5دار در سطح آماری  ترتیب اختلاف معنی به**و  *

 

 
ها میانگین حداقل سه  دادههای بادرنجبویه تحت تنش شوری.  آلدئید در گیاهچه دی یک بر میزان مالون استتیمار اسید  تأثیر پیش -3شکل 

انکن هایی که دارای حداقل یک حرف مشترک هستند براساس آزمون د میانگینهای عمودی( است.  انحراف استاندارد )میله ±تکرار مستقل 

 داری ندارند. اختلاف معنی ≥P 05/0در سطح احتمال 

 

 5/1روز نسبت به شاهد  11که این افزایش در تنش  یحالدر

برابر بود که از لحاظ آماری با تنش شوری به تنهایی تفاوت 

 (.4داری نشان نداد )شکل  یمعن

های محیطی گوناگون  شدن پرولین در پاسخ به تنشانباشته

آیندهای نموی به خوبی نشان داده شده است. و در برخی فر

های  نقش پرولین خارجی در محافظت از گیاه در مقابل تنش

غیرزیستی مانند شوری، خشکی، فلزات سنگین و گرما به 

ین نتایج چن هم. (Takahashi et al., 2004) اثبات رسیده است

شدن پرولین و تحمل تنش را در زیادی ارتباط بین انباشته

میزان پرولین در گیاهان نشان داده است. در بسیاری از موارد 

ی حساس به تنش بوده ها گونهگیاهان مقاوم به تنش بالاتر از 

های گیاه یونجه مقاوم، پرولین با  یشهراست. برای مثال، در 

سرعت خیلی زیادی در تنش شوری نسبت به گیاهان حساس 

. (Petrusa and Winicov, 1997)به تنش شوری تجمع یافت 

ی متحمل به تنش در ها گونهدر گندم نیز تجمع پرولین در 

 Nayyar and)ی حساس بیشتر بوده است ها گونهمقایسه با 

Walia, 2003) . نتایجAhmadi ( نشان داد 2019و همکاران )

، رشد و کیفیت LEDهای بادرنجبویه با نور  تیمار گیاهچه پیش

های بادرنجبویه را با افزایش میزان پرولین نسبت به  گیاهچه

تیمار تحت تنش خشکی بهبود داده است. در  گیاهان بدون پیش
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ها میانگین حداقل سه تکرار  دادههای بادرنجبویه تحت تنش شوری.  ن در گیاهچهیک بر میزان پرولیاستتیمار اسید  تأثیر پیش -4شکل 

هایی که دارای حداقل یک حرف مشترک هستند براساس آزمون دانکن در  میانگینهای عمودی( است.  انحراف استاندارد )میله ±مستقل 

 داری ندارند. اختلاف معنی ≥P 05/0سطح احتمال 

 

تیمار اسید  مع بالای پرولین در پیشنتایج این بررسی نیز تج

استیک مشاهده شد که تأییدی بر نقش حمایتی اسید استیک در 

آمده با نتایج سایر  دست به. نتایج تنش شوری است

 ,.Man et al., 2011; Fu et al) سازگاری دارد گران پژوهش

تیمار اسید استیک در  رسد گیاهانی که با پیش یمنظر به .(2017

 بهبا افزایش سنتز پرولین  اند گرفتهشوری قرار  شرایط تنش

ها را در خود افزایش داده تا با تنظیم  یتاسمولی میزان نوع 

 اسمزی بهتر بتواند شرایط تنش را تحمل کنند.

میزان فنل تام با اعمال تنش شوری در  5براساس شکل 

گیاهان بادرنجبویه افزایش یافت. بیشترین افزایش میزان فنل در 

ساعت  24تیمار اسید استیک در زمان شوری با پیشتنش 

روز( میزان فنل  11مشاهده شد. با افزایش مدت زمان تنش )

تیمار اسید تام نسبت به شاهد افزایش نشان داد ولی پیش

 (.5استیک میزان فنل تام را تحت تأثیر قرار نداد )شکل 

ی آلی هستند که به ها ملکولترکیبات فنلی گروه بزرگی از 

های محیطی، قادر به  اکسیدان در پاسخ به تنش یآنتنوان ع

 عنوان بهرو ترکیبات فنلی  ینا از. هستندهای آزاد  یکالرادحذف 

 Das and) اند شدهگرفته  نظر دریک علامت برای تنش 

Roychoudhury, 2014).  براساس نتایج این پژوهش، میزان

تیمار اسید استیک نسبت به گیاهان شاهد  ترکیبات فنلی در پیش

(. 5داری نشان داد )شکل  یمعنو تحت تنش شوری افزایش 

کاهش  رغم بهها نشان داده است که سنتز ترکیبات فنلی  یبررس

یک مکانیسمی  صورت بهرشد گیاه در شرایط تنش شوری، 

سدی دفاعی، گیاه را  مانند  بهتنش عمل کرده و  برابر دردفاعی 

 Das andکنند ) یمهای محیطی حمایت  تنش مقابل در

Roychoudhury, 2014.) 

میزان پروتئین تام  6براساس نتایج نشان داده شده در شکل 

که  یحالدر با اعمال تنش شوری نسبت به شاهد افزایش یافت.

تیمار اسید استیک میزان پروتئین تام، در تنش شوری با پیش

 نسبت به شاهد اختلافی نشان نداد. 

، تخریب اکسیداتیو گرفته صورتی ها پژوهشنتایج 

های مختلف را  در حضور تنش ها آنها و کاهش میزان  ینپروتئ

 ی فعالها گونهی با افزایش تولید عبارت  بهنشان داده است. 

یکی خالص الکتر بارو با تغییر  اکسیژن در زمان تنش

را در مقابل شناسایی توسط  ها آنها، حساسیت  ینپروتئ

کننده داخل سلولی مانند پروتئازها و یزپروتئولهای  یستمس

از طرف دیگر، (. Jaleel et al., 2008)دهد  یمپپتیدازها افزایش 

دلیل ف بهی مختلها تنشافزایش میزان پروتئین کل را در 

 های  ینپروتئها،  یدریندههایی مانند  ینپروتئافزایش سنتز 

اکسیدان گزارش شده است.  یآنتهای  یمآنزشوک حرارتی و 
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ها میانگین حداقل سه تکرار  دادههای بادرنجبویه تحت تنش شوری.  یک بر میزان فنل تام در گیاهچهاستتیمار اسید  تأثیر پیش -5شکل 

هایی که دارای حداقل یک حرف مشترک هستند براساس آزمون دانکن در  میانگینهای عمودی( است.  استاندارد )میلهانحراف  ±مستقل 

 داری ندارند. اختلاف معنی ≥P 05/0سطح احتمال 

 

 
حداقل سه تکرار  ها میانگین دادههای بادرنجبویه تحت تنش شوری.  یک بر میزان پروتئین کل در گیاهچهاستتیمار اسید  تأثیر پیش -6شکل 

هایی که دارای حداقل یک حرف مشترک هستند براساس آزمون دانکن در  میانگینهای عمودی( است.  انحراف استاندارد )میله ±مستقل 

 داری ندارند. اختلاف معنی ≥P 05/0سطح احتمال 

 

(Landi et al., 2019) . ها در تنش شوری  ینپروتئافزایش میزان

های سایر محققین است که  در این پژوهش، در راستای یافته

 اند کردهافزایش میزان پروتئین در تنش غیرزیستی را گزارش 

(Gengmao et al., 2014; Ebrahimian and Bybordi, 2011.) 

آلانین آمونیالیاز و بیان نسبی  میزان فعالیت آنزیم فنیل

آلانین آمونیالیاز و رزمارینیک اسید سینتاز:  ای فنیله ژن

های  آلانین آمونیالیاز و بیان نسبی ژن فعالیت آنزیم فنیل

، 6های  آلانین آمونیالیاز و رزمارینیک اسید سینتاز در زمان فنیل

گیری  روز پس از اعمال تنش شوری اندازه 11ساعت و  24

ز، میزان بیان نسبی آلانین آمونیالیا شد. فعالیت آنزیم فنیل

آلانین آمونیالیاز و رزمارینیک اسید سینتاز تحت  های فنیل ژن

تأثیر اثرات اصلی تنش شوری و زمان پس از اعمال تنش 

شوری و اثرات متقابل دو عامل در سطح احتمال یک درصد 

 (.5قرار گرفت )جدول 
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آلانین آمونیالیاز و میزان بیان نسبی ژن  شوری بر فعالیت آنزیم فنیل تجزیه واریانس اثرات تنش شوری و زمان پس از اعمال تنش -5جدول 

  آلانین آمونیالیاز و رزمارینیک اسید سینتاز فنیل

 منابع تغییر
درجه 

 آزادی

 میانگین مربعات

 فعالیت آنزیم 

آلانین آمونیالیازفنیل  

آلانین  بیان نسبی ژن فنیل

 آمونیالیاز

بیان نسبی ژن رزمارینیک 

سینتازاسید   

 2 تنش شوری
**792/48303  

**015/1  
**887/0  

1اشتباه  6 749/890  068/0  121/0  

 2 زمان
**669/68245  

**347/3  
**260/2  

زمان×تنش شوری  4 
**250/86443  

**399/2  
**792/0  

2اشتباه   12 760/1190  070/0  070/0  

R Square  98/0  96/0  92/0  

 دار عدم تفاوت معنی ns درصد و 1و  5طح آماری دار در س ترتیب اختلاف معنی به **و  *

 

 
میانگین  ها دادهشوری.  تنشهای بادرنجبویه تحت  آمونیالیاز در گیاهچه نیآلان لیفنبر فعالیت آنزیم  کیاستتیمار اسید  تأثیر پیش -7شکل 

 براساسای حداقل یک حرف مشترک هستند یی که دارها نیانگیمی عمودی( است. ها لهیمانحراف استاندارد ) ±حداقل سه تکرار مستقل 

 ی ندارند.دار یمعناختلاف  ≥P 05/0آزمون دانکن در سطح احتمال 

 

ساعت پس از  6آلانین آمونیالیاز در زمان  فعالیت آنزیم فنیل

اعمال تنش شوری در گیاهان تحت تنش شوری نسبت به 

(. در زمان 7داری نشان داد )شکل  گیاهان شاهد کاهش معنی

اعت پس از اعمال تنش شوری، تنش شوری فعالیت س 24

داری  طور معنی آلانین آمونیالیاز را نسبت به شاهد به آنزیم فنیل

آلانین آمونیالیاز  که افزایش فعالیت آنزیم فنیل حالیکاهش داد در

تیمار اسید استیک و تنش شوری نسبت به  در گیاهان با پیش

گیاهان شاهد تفاوت ای بود که نسبت به  گونه تنش شوری به

روز افزایش  11مدت دار را نشان نداد. با ادامه تنش به معنی

آلانین آمونیالیاز با تنش شوری  داری در فعالیت آنزیم فنیل معنی

آلانین  نسبت به گیاهان شاهد مشاهده شد. اما فعالیت آنزیم فنیل

تیمار اسید استیک در تنش شوری آمونیالیاز در گیاهان با پیش

 (. 7داری نشان نداد )شکل  ت به گیاهان شاهد تفاوت معنینسب

، آنزیمی کلیدی در شروع آلانین آمونیالیاز یلفنفعالیت آنزیم 

پروپانوئیدی، جهت سنتز ترکیبات فنلی که نقش   یلفنمسیر 

ها به عهده دارند ضروری  مهمی در دفاع گیاهان در مقابل تنش
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یک محافظ علیه  تصور بهاست. این آنزیم در اغلب موارد، 

. براساس (Sahu et al., 2013)کند  یمهای گیاهی عمل  تنش

نتایج این تحقیق در ساعات اولیه تنش، کاهش فعالیت آنزیم 

ساعت از  24با گذشت آلانین آمونیالیاز مشاهده شد.  فنیل

تیمار اسید استیک فعالیت  یشپشروع تنش گیاهان تحت 

آنزیمی بیشتری نسبت به گیاهان تحت تنش شوری نشان دادند 

ین گیاهان با تنش شوری از طریق دهنده مقابله بهتر اکه نشان

که با افزایش زمان تنش به  یحالدر سنتز ترکیبات فنلی است.

آلانین آمونیالیاز در  روز، کاهش فعالیت آنزیم فنیل 11مدت 

تیمار اسید استیک نسبت به گیاهان تحت تنش شوری،  پیش

تیمار اسید استیک در شدت  کننده پیش یلتعدنقش  دهنده نشان

 دنبال داشته است.  اشد که کاهش فعالیت را بهب یمتنش 

آلانین آمونیالیاز در شروع تنش شوری  یلفنبیان نسبی ژن 

که  یحالدرداری را نشان نداد؛  یمعننسبت به شاهد تفاوت 

تیمار اسید استیک در تنش شوری، افزایش بیان نسبی این  پیش

)شکل  برابر نسبت به شاهد موجب گردید 38/2ژن را به میزان 

ساعت پس از اعمال تنش شوری  24(. با گذشت زمان 8

بیان نسبی ژن  (≥ P 05/0دار ) یمعننسبت به شاهد کاهش 

ی که این کاهش بیان ا گونه بهآلانین آمونیالیاز مشاهده شد  یلفن

روز پس از  11در زمان تیمار اسید استیک بیشتر بود.  در پیش

مونیالیاز در تنش آلانین آ یلفنتنش شوری، بیان نسبی ژن 

تیمار اسید استیک و تنش شوری نسبت به شاهد  شوری و پیش

 (.8برابر افزایش یافت )شکل  82/1و  13/3ترتیب به

 چندآلانین آمونیالیاز آنزیمی تترامر است که با خانواده  یلفن

. (Olsen et al., 2008)شود  یمی کوچکی در گیاهان بیان ژن

آلانین  یلفنکه فعالیت و بیان ژن  اند دادهمطالعات زیادی نشان 

های مختلف، از قبیل زخم، خشکی،  آمونیالیاز در برابر تنش

شوری، فلزات سنگین و حملات ویروسی، باکتریایی یا قارچی 

ی ها سلولی دفاعی ها پاسخکند؛ بنابراین این آنزیم در  یمتغییر 

اده ها نشان د یبررس. (Gao et al., 2008)خالت دارد گیاهی د

 یلفنهای بعد در مسیر بیوسنتزی  یمآنزی کدکننده ها ژناست 

آلانین آمونیالیاز  یلفنپروپانوئیدی اغلب در هماهنگی با بیان ژن  

پروپانوئیدی   یلفنشوند که به تجمع محصولات  یمتنظیم 

های  یزوفرما (De novoگردد. سنتز بدون الگو ) یممنتهی 

های گوناگون القا و بیان  یالیاز توسط تنشآمونآلانین  فنیل

آلانین آمونیالیاز، سنتز و تجمع  یلفنهای  یزوفرمامتفاوت 

 Bate)شود  یمی مختلف موجب ها بافتترکیبات فنلی را در 

et al., 1994) .یک پل  عنوان بهآلانین آمونیالیاز  یلفنین چن هم

بین متابولیسم اولیه و بیوسنتز ترکیبات ثانویه، یک محل بالقوه 

پروپانوئیدی است. بنابراین، بررسی   یلنفبرای تنظیم مسیر 

  یلفنآلانین آمونیالیاز در تولید ترکیبات  یلفنالگوی بیان ژن 

های دفاعی در مقابل  یسممکانمنظور درک بهتر پروپانوئیدی به

ی مفید توجه قابل طور بهی مختلف در گیاهان دارویی ها تنش

لانین آمونیالیاز آ یلفنژن خواهد بود. نتایج کاربرد اوزون بر بیان 

در گیاه بادرنجبویه، افزایش دو برابری بیان این ژن را در زمان 

. (Doring et al., 2014)ساعت نسبت به شاهد نشان داد  24

آلانین آمونیالیاز در تحمل بیشتر  یلفنین افزایش بیان ژن چن هم

 Nag andبه شرایط تنش در گیاهان زیادی گزارش شده است )

Kumaria, 2018; Soleimani et al., 2017; 

Mohammadkhani et al., 2016; Valifard et al., 2015 .)

آلانین آمونیالیاز  یلفنبراساس نتایج این پژوهش بیان نسبی ژن 

عنوان یک شاخص شرایط تنش بلند مدت در گیاهان تأیید به

نیالیاز آلانین آمو یلفنی بررسی بیان ژن عبارت  بهشود.  یم

وری مهندسی ژنتیک اتواند یک گزینه مناسب برای فن یم

محصولات کشاورزی در جهت تحمل به تنش باشد. نتایج بیان 

آلانین آمونیالیاز نیز نشان داد با افزایش زمان  نسبی ژن فنیل

تیمار اسید استیک مشاهده  تنش، کاهش بیان این ژن در پیش

. این نتایج نیز نقش شده است که با فعالیت آن مطابقت داشت

 کنند.  یمحمایتی اسید استیک را در مقابله با تنش شوری تأیید 

ساعت  6بیان نسبی ژن اسید رزمارینیک سینتاز در زمان 

پس از اعمال تنش شوری، نسبت به گیاهان شاهد از لحاظ 

(. با افزایش مدت 9داری نشان داد )شکل  یمعنآماری کاهش 

ینتاز در سژن اسید رزمارینیک  زمان تنش شوری، بیان نسبی

ترتیب در برابر به 2و  6/1تنش شوری نسبت به شاهد به میزان 

روز پس از تنش افزایش یافت.  11ساعت و  24ی ها زمان

تیمار اسید استیک در تنش شوری بیان نسبی  که با پیش یدرحال
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میانگین  ها دادهشوری.  تنشهای بادرنجبویه تحت  آمونیالیاز در گیاهچهآلانین  بر بیان نسبی ژن فنیل کیاستتیمار اسید  تأثیر پیش -8شکل 

یی که دارای حداقل یک حرف مشترک هستند براساس ها نیانگیمی عمودی( است. ها لهیمانحراف استاندارد ) ±حداقل سه تکرار مستقل 

 ی ندارند.دار یمعناختلاف  ≥P 05/0آزمون دانکن در سطح احتمال 

 

 
 ها دادهشوری.  تنشهای بادرنجبویه تحت  ژن رزمارینیک اسید سینتاز در گیاهچهنسبی بر میزان بیان  کیاستتیمار اسید  پیش تأثیر -9شکل 

یی که دارای حداقل یک حرف مشترک هستند ها نیانگیمی عمودی( است. ها لهیمانحراف استاندارد ) ±میانگین حداقل سه تکرار مستقل 

 ی ندارند.دار یمعناختلاف  ≥P 05/0احتمال براساس آزمون دانکن در سطح 

 

داری  یمعنینیک سینتاز نسبت به شاهد تفاوت رزمارید اسژن 

 نشان نداد. 

در بادرنجبویه  بلات ساترنژنومی و  DNAنتایج بررسی 

نشان داده است که ژن اسید رزمارینیک سینتاز در بادرنجبویه 

در بادرنجبویه فاقد اینترون است و تنها یک نسخه از این ژن 

. بنابراین (Weitzel and Petersen, 2011)حضور دارد 

ی در ها پژوهشبادرنجبویه یک گیاه مدل دارویی مناسب جهت 

ت. براساس نتایج زمینه تنظیم بیوسنتز اسید رزمارینیک اس

در تنش خشکی در گیاه آویشن، افزایش بیان ژن  ها پژوهش

RAS  مشاهده شد(Trocsanyi et al., 2015) بیان ژن .RAS  با

یک هورمون تنش در کشت  عنوان بهسیزیک آب استفاده از اسید

 ,Mousavi and Shabani)شاخه بادرنجبویه افزایش یافت 

ید . تابش اوزون در گیاه بادرنجبویه، بیان ژن اس(2019

 ساعت از شروع تابش نسبت 24رزمارینیک سینتاز را پس از 

. افزایش (Doring et al., 2014)برابر افزایش داد  5/1به شاهد 

 بیان ژن رزمارینیک اسید سینتاز در تنش خشکی و شوری
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انحراف  ±ها میانگین حداقل سه تکرار مستقل  های بادرنجبویه تحت تنش شوری. داده میزان اسید رزمارینیک در گیاهچه -10شکل 

 س آزمون دانکن در سطح احتمال براساهایی که دارای حداقل یک حرف مشترک هستند  میانگینهای عمودی( است.  استاندارد )میله

05/0 P≤  ی ندارند.دار یمعناختلاف 

 

نسبت به گیاهان شاهد در گیاه بادرنجبویه نیز گزارش شده 

 . (Vafadar et al., 2020; Ahmadi et al., 2019است )

با توجه به مسیر بیوسنتزی اسید رزمارینیک در گیاه 

(، آنزیم رزمارینیک اسید سینتاز آخرین 1 بادرنجبویه )شکل

کند. لذا در  مرحله را در این مسیر متابولیسمی کاتالیز می

بررسی بیان نسبی ژن این آنزیم، نتایج این پژوهش نشان داد که 

ان نسبی ژن رزمارینیک اسید سینتاز با افزایش زمان تنش بی

شوری، افزایش نشان داده است. به عبارت دیگر سنتز متابولیت 

های لازم برای این  ماده ثانویه اسید رزمارینیک پس از سنتز پیش

 گیرد. آلانین آمونیالیاز صورت می ترکیب توسط آنزیم فنیل

نشان داده  10شکل چه در  چنانمیزان اسید رزمارینیک: 

% 60 شده است میزان اسید رزمارینیک در تنش شوری به میزان

تیمار چه پیشافزایش یافته است. اگر نسبت به گیاهان شاهد

اسید استیک در تنش شوری میزان اسید رزمارینیک را نسبت به 

% افزایش داد ولی این افزایش مقدار از لحاظ آماری 11شاهد 

(05/0 P ≤) (.10نبود )شکل دار  معنی   

های ثانویه مانند  یتمتابولاثر تنش شوری بر افزایش 

ها و  یانینآنتوسها، تروپان آلکالوئیدها،  فنل یپلفلاونوئیدها، 

 Akulaها در گیاهان مختلف نشان داده شده است ) آمین یپل

and Ravishankar, 2011.)  های  یکالرادبا حذف این ترکیبات

اکسیدان غیرآنزیمی در گیاهان  یتآنیک  عنوان بهآزاد، 

. (Edreva et al., 2008یدکننده این ترکیبات نقش دارند )تول

تیمار اسید شود پیش یمدر نتایج این پژوهش مشاهده  چه چنان

استیک در تنش شوری با تعدیل تنش کاهش میزان اسید 

 رزمارینیک را نسبت به تنش شوری موجب شده است.

ط تغییرات میزان اسید رزمارینیک را های اولیه ارتبا یبررس

ی دخیل در مسیر بیوسنتزی آن در گیاه ها ژنبا فعالیت و بیان 

که در این میان فعالیت و بیان  اند دادهبادرنجبویه مرتبط نشان 

آلانین آمونیالیاز و رزمارینیک اسید  یلفنژن  اختصاصی دو

ای مسیر ه یمآنزسینتاز با میزان اسید رزمارینیک نسبت به سایر 

. در (Weitzel and Petersen, 2011)بیوسنتزی بارزتر است 

نتیجه افزایش بیان رزمارینیک در افزایش میزان اسیداین راستا 

بادرنجبویه تحت تنش ژن رزمارینیک اسید سینتاز در گیاه 

براساس (. Vafadar et al., 2020شوری مشاهده شده است )

آلانین  یلفنی ها ژننتایج این پژوهش افزایش فعالیت و بیان 

آمونیالیاز و رزمارینیک اسید سینتاز به افزایش میزان ترکیبات 

فنلی از جمله اسید رزمارینیک در شرایط تنش شوری در بلند 

 ست. مدت منجر گردیده ا

 از آزمون همبستگی پیرسون جهت آزمون رابطه میزان اسید

 بیان نسبی ژنو آمونیالیاز  آلانین یلفعالیت فن بارزمارینیک 

استفاده شد.  رزمارینیک اسید سینتازو آمونیالیاز  آلانین یلفن

بین داری یمثبت و معن دهنده ارتباط، نشانهمبستگی تحلیل
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 و آمونیالیاز آلانین فنیل های ژنبیان نسبی و  آمونیالیاز آلانین فنیلفعالیت  ضرایب همبستگی بین میزان اسیدرزمارینیک با -6جدول 

 رزمارینیک اسید سینتاز 

  آلانین آمونیالیاز فعالیت فنیل آلانین آمونیالیاز بیان نسبی ژن فنیل بیان نسبی ژن رزمارینیک اسید سینتاز

 میزان اسید رزمارینیک 765/0٭ 901/0٭٭ 823/0٭٭

 درصد 1و  5دار در سطح آماری  ترتیب اختلاف معنی به**و  *

 

و  آمونیالیاز آلانین یلرزمارینیک و فعالیت فن میزان اسید

رزمارینیک  و آمونیالیاز آلانین یلفن یها بیان نسبی ژن ینچن هم

بیشترین میزان همبستگی را میزان  .(6بود )جدول  اسید سینتاز

و  آمونیالیاز آلانین یلفنی ها ژنبیان نسبی رزمارینیک و  اسید

یی مبنی بر ها گزارشبا هم دارند.  رزمارینیک اسید سینتاز

های درگیر در  یمآنزوجود همبستگی بین فعالیت و بیان 

رزمارینیک در گیاهان تحت تنش وجود دارد  بیوسنتز اسید

(Doring et al., 2014 در تأیید نتایج این .)همبستگی  پژوهش

با تجمع اسید رزمارینیک در گیاهان در  RASمثبت بیان ژن 

 معرض تنش خشکی و شوری گزارش شده است

 (Vafadar et al., 2020; Trocsanyi et al., 2015). 

 

 گیری نتیجه

 ه به اهمیت تأثیر تنش شوری بر کشاورزی و کیفیت با توج

 

دنبال  ران همواره بهشگمحصولات کشاورزی در جهان، پژوه

صرفه، آسان و مطمئن برای مقابله با این تنش  هایی مقرون به راه

که کشور ما در سطح وسیعی  رغم این اند. به در سراسر دنیا بوده

فی در این های کا با اثرات تنش شوری مواجه است، پژوهش

دست آمده از این  طبق نتایج به زمینه انجام نشده است. بر

تیمار اسید استیک با تنظیم اسمزی و حفاظت از  پژوهش پیش

و حفظ نفوذپذیری غشا در گیاهان ساختارهای گیاه، بازسازی 

 های وارده به غشای سلولی را کاهش و آسیب در شرایط تنش،

رایط تنش شوری را فراهم نقش حمایتی در شبا بهبود فتوسنتز 

تواند  تیمار اسید استیک می استفاده از پیش بنابراینکرده است. 

عنوان راهکاری ارزان و آسان جهت سازش گیاهان با شرایط  به

ران قرار گیرد تا با افزایش شگتنش شوری مورد توجه پژوه

های پژوهشی در این خصوص، گامی در جهت کاهش  زمینه

 رداشته شود.اثرات سوء این تنش ب
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Abstract 
 
Salinity resistance is one of the main concerns in arid and semi-arid regions. In this study, the effect of acetic acid 

pretreatment in salinity stress was investigated on parameters such as relative water content, electrolyte leakage, 

proline, malondialdehyde, phenolic compounds, as well as protein and photosynthetic pigments content, phenylalanine 

ammonialyase enzyme activity and expression of important enzymes in rosmarinic acid biosynthesis (phenylalanine 

ammonialyase and rosmarinic acid synthase) in hydroponic culture of Melissa officinalis L. The seedlings which were 

grown in Hoagland’s solution were pre-treated with acetic acid (10 µM) and then the salinity stress was carried out with 

NaCl (35 mM) for 11 days. The results indicated that electrolyte leakage percent and malondialdehyde content were 

decreased, whereas, proline and phenol content were increased in acetic acid pretreated plants in salinity stress. Also, 

photosynthetic pigments content showed less reduction in acid acetic pretreated plants compared to the control plants. 

Phenylalanine ammonia lyase activity and gene expression increased in salinity stress. Increasing in rosmarinic acid 

synthase gene expression resulted in increasing rosmarinic acid content. Also, the amount of rosmarinic acid had a 

positive and significant relationship with the activity and the expression of key genes in its biosynthesis. The results 

suggested that the use of acetic acid pretreatment, by initiating support mechanisms such as decreasing in peroxidation 

of membrane lipids, increasing in proline, phenolic compound, activity and expression of genes involved in phenolic 

compound and photosynthetic pigments played an important role in salinity stress modulation. 

 
Keywords: Acetic acid, Lemon balm, Phenylalanine ammonialyase, Rosmarinic acid, Salinity  
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