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  اثر ملاتونين بر شاخص هاي رشد و تركيبات فنلي تحت تنش شوري كشت 
  (.Medicago sativa L) در گياه يونجه شيشه در

  2و سيد مرتضي جوادي راد *1علي اكبر احسانپور ،1شبنم جليلي
  اصفهان، دانشكده علوم و فناوري هاي زيستي، گروه زيست شناسي گياهي و جانوريايران، اصفهان، دانشگاه  1
  ايران، اصفهان، دانشگاه اصفهان، دانشكده علوم و فناوري هاي زيستي، گروه زيست شناسي سلولي و مولكولي 2

 24/08/1400: تاريخ پذيرش  09/06/1400: تاريخ دريافت

  چكيده

يكي از مهمترين گياهان علوفه اي در كشور مي باشد كه ميزان و كيفيت توليد آن با تنش شوري  (.Medicago sativa L)يونجه 
غلظت  بهمراهميكرومولار  15و  10، 1/0با غلظت هاي  يك ايندول آمين در تحقيق حاضر بعنوانملاتونين . محدود مي گردد

ه شوري گياهچه هاي يونجه پس از سه هفته رشد در بررسي نقش ملاتونين درتحمل ب بمنظورميلي مولار نمك  200و  150هاي 
شرايط كشت بافت استفاده شد، با افزايش غلظت شوري ميزان رشد و نيز قدرت آنتي اكسيداني و سنتز تركيبات آنتي اكسيدان 

چنين ملاتونين، سبب افزايش وزن تر، وزن خشك، طول ساقه، رنگيزه هاي فتوسنتزي، ميزان كاروتنوئيد و هم. كاهش يافت
 TALو  PALتركيبات فنلي از جمله فنل كل، فلاونوئيد و نيز دو آنزيم مهم با خاصيت آنتي اكسيدان در مسير سنتز پلي فنل ها 

و در نتيجه كاهش آسيب هاي  ROSبنابراين به نظر مي رسد ملاتونين با كاهش عوامل سركوبگر رشد از جمله پاكسازي   .گرديد
ليت آنزيم هاي آنتي اكسيدان و تركيبات دفاعي گياه از جمله تركيبات فنلي و از طرف ديگر افزايش اكسيداتيو و نيز افزايش فعا

 . ظرفيت و توان فتوسنتزي گياه با حفظ رنگيزه هاي فتوسنتزي در افزايش تحمل به شوري ايفاي نقش نموده است

  ملاتونين، تنش شوري، يونجه، كشت بافت، تركيبات فنلي :يكليد ياه واژه

  ehsanpou@sci.ui.ac.ir :،  پست الكترونيكي  03137934150:  تلفن ،لوئسم هدنسيون *

  مقدمه
در ميان تنش هاي محيطي تنش شوري يكي از مخرب 

بب تجمع زياد ترين تنش هاي غير زيستي مي باشد كه س
توليد انواع گونه هاي هاي گياه و به دنبال آن  نمك در اندام

عدم  ،كاهش تقسيم سلولي ت،يسم جاديااكسيژن، فعال 
 ،كاهش جذب آب، اختلال در جذب عناصر ،تعادل يوني

 عملكردكلي روزنه ها و كاهش  ياجزئي بسته شدن 
 بعنوانيونجه  .)44( دمي شو اهيرشد گو كاهش  فتوسنتز

و درصد پروتئين  غذاييكيفيت بالاي  بدليلاي  علوفه گياه
 و هاي متنوع براي مناطق مختلف كوتيپوجود ا، بالا

از  با تثبيت ازت هوا ارتقاي سطح حاصلخيزي خاك
وجود ژنوتيپ ها . مي باشداهميت بسيار بالايي برخوردار 

و اكوتيپ هاي مختلف يونجه نشان دهنده پتانسيل بسيار 
هاي كارآمد براي شناسايي انواع متحمل در برابر تنش 

عوامل محيطي  ).4( مختلف به ويژه تنش شوري مي باشد
در   دهمختلف سبب افزايش در متابوليسم فنيل پروپانوئي

پاكسازي  فعاليتات فنلي داراي تركيب. شود گياه مي
 ،اكسيداني آنتي خاصيت ،راديكال هاي آزاد اكسيژن

 دنمي باشو ضد ميكروبي  هاپراكسيداسيون ليپيد ممانعت از
ها،  كومارين: پنج زيرگروه شامل درتوان  ميرا ها  فنل .)39(

 دسته بنديها  ها، فلاونوئيدها، فنوليك اسيدها و تانن ليگنين
ها در  فنل ترين تركيب از پلي فراوانفلاونوئيدها  ).14( نمود

اي آنها از هسته  رژيم غذايي انسان است كه ساختار پايه



 1402، 1، شماره 36جلد                                                                                    )     مجله زيست شناسي ايران( گياهيمجله پژوهشهاي 

20.1001.1.23832592.1402.36.1.5.6DOR:                 مقاله پژوهشي 

، تشكيل  م كربن كه در سه حلقه نظم يافتهات 15فلاون با 
، فلاونوئيدي اتگياهان حاوي تركيب. )15( استشده 

 كه از خود نشان مي دهند لاييفعاليت آنتي اكسيداني با
الكترون يا  انتقالبه  تيباتوانايي اين تركمدتاً مربوط به ع

اتم هاي هيدروژن بوده و به همين دليل از نظر دارويي 
ها در فعاليت  آنتوسيانين .دت مي باشنميحائز اه

كنند و به گستردگي  اكسيداني فلاونوئيدها شركت مي آنتي
در شرايط . )24( شوند ها و سبزيجات يافت مي در ميوه

 بمنظوراسترس، متابوليسم ثانويه گياه دچار تغيير شده و 
مقابله با تنش و ايجاد تعادل فيزيكي در گياه مكانيسم 
دفاعي گياه فعال مي گردد و فعاليت برخي آنزيمها كه به 

شود دچار تغيير مي  آنها آنزيم هاي دفاعي نيز گفته مي
 TALو PAL  (Phenyl alanine ammonio lyase)آنزيم . گردد

(Tyrosine ammonio lyase) هاي كليدي مسير فنيل  آنزيم
اولين آنزيم مسير فنيل  PALآنزيم  .هستند هاپروپانوئيد

پروپانوئيدها كه واكنش حذف غير اكسيداتيو گروه آمين از 
فنيل آلانين را به ترانس سيناميك اسيد كاتاليز مي كند  - ال

اين واكنش منجر به توليد محدوده وسيعي از فنيل 
پروپانوئيدهاي مشتق شده از محصولات ثانويه درگياهان 

 -Pده تيروزين به كاتاليز كنن TALآنزيم . مي گردد
  .)33( باشد كوماريك اسيد مي

 ملاتونين يا –N  استيل متوكسي تريپتامين، اولين بار در  
شناسايي ملاتونين در گياهان  .شد يافتعصاره پينه آل گاو 

سال  درO’Neill و   Van Tasselعالي اولين بار بوسيله ي 
مسير بيوسنتزي محققان بيان داشتند، . صورت گرفت 1993

تريپتوفان پيش – L ملاتونين در گياهان و جانوران مشابه و
مقدار ملاتونين در . نيز در هر دو يكسان است آنماده سنتز 

به ويژه تحت شرايط (شرايط محيطي مختلف  بدليلگياهان 
، مراحل تكامل گياه و يا روش هاي مختلف )استرس

ه فقط از يك گونه به گونه ي نشناسايي و اندازه گيري 
 هاي يك گونه نيز متفاوت مي باشد ، بلكه در واريتهرديگ

: اين تركيب در بسياري از بافت هاي گياه از جمله  )6(
ريشه، ساقه، برگ، گل، ميوه و بذر در غلظت هاي مختلف 

يك آنتي  بعنوان. از پيكوگرم تا ميكروگرم وجود دارد
 واكنشگر در برابر انواع گونه هايبسيار قوي اكسيدان 

 . )25( اكسيژن و نيتروژن فعاليت مي كند Arnao و 
سبب افزايش  مي تواند بيان داشتند، ملاتونينهمكارانش 

 گرددريشه  و نيزبرابري ميزان رشد در بخش هوايي  4 - 3

 در گياهاناز طرف ديگر، . )5( Helianthus  )25( و  
  Zea mays )17(  ملاتونين سبب بهبود شرايط رشد تحت

تيمار  .Vigna radiate Lدر بذرهاي گياه  .گرديدتنش شوري 
رشد طول ريشه و همچنين  افزايش% 20 ،شده با ملاتونين
گسيختگي ساختارهاي سلولي تحت تنش كمترين از هم 

ديگري نيز، تحت  اثرات مشابه). 36(سرما را نشان داد 
كاربرد ملاتونين . تنش اسمزي در خيار گزارش شده است

 Mungدر  bean  موجب افزايش تجمع تركيبات فنلي و
گر چه ا). 37(گرديد يي روز تنش سرما 2پرولين پس از 

بر افزايش مقاومت در برابر برخي  ملاتونيناثر مثبت 
با توجه به ، اماگزارش شده است، نيز ها پيش از اين  تنش

مبني بر اثر ملاتونين بر تركيبات فنلي و  اطلاعات اندك
بويژه آنزيم هاي موثر در مسير بيوسنتز فنيل پروپانوئيدها 
بخصوص در شرايط كنترل شده در كشت بافت تحقيقات 

هدف از پژوهش   بسيار محدود انجام گرديده است لذا
فاكتورهاي رشد،  بر اين هورمونحاضر نيز مطالعه اثر 

از تركيبات فنلي و فعاليت  برخي محتوي كلروفيل و
هاي درگير در  ترين آنزيم مهم بعنوان PAL و TAL هاي آنزيم

مسير بيوسنتز اين تركيبات در شرايط كشت در شيشه 
بهتر نحوه عملكرد  شناساييپژوهش  در  اين. است

براي مقابله با  يك گياه مدل بعنوانيونجه  در گياه ملاتونين
و نحوه  تنش شوري از طريق تغييرات مسير تركيبات فنلي

   .باشدمي داراي اهميت  اثر ملاتونين بر اين تركيبات

 هامواد و روش

: كشت بذر و تيمار گياهچه يونجه با ملاتونين و شوري
رقم اصفهاني از  (Medicago sativa)بذر گونه زراعي يونجه 

بتدا بذرها به مدت ا. شركت پاكان بذر اصفهان تهيه گرديد
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به  و سپس درصد ضدعفوني 70دقيقه با محلول اتانول  3
 درصد حجمي 15هيپوكلريت سديم  دردقيقه  20مدت 

استريل سه مرتبه  و در پايان، با آب مقطرقرار گرفت 
، بذور جوانه زني بمنظوردر مرحله بعد، . شستشو داده شد

و پس از جوانه زني   آگار قرار گرفت بهمراهحيط آب  در م
كه حاوي غلظت  )30(  MS به محيط كشت) روز 2بعد از (

 Solarbio Life(ميكرومولار ملاتونين 15و  10، 1/0هاي 

Sciences200و  150و همچنين غلظت هاي  )، پكن، چين 
تيمار بدون نمك و . ميلي مولار نمك انتقال داده شد

لازم به ( نمونه كنترل در نظر گرفته شد بعنوانملاتونين 
ذكر است كه از ميان آزمايش ها اوليه از بين دامنه صفر تا 

بهترين غلظت ها اتخاب  ميكرومولار ملاتونين 100
درجه  25ها در اتاق كشت با دماي  كليه كشت ).گرديد

ساعت  8نايي و ساعت روش 16سانتيگراد، فتوپريود نوري 
ميكرومول فوتون بر متر  45حدود تاريكي و شدت نور 

 ،پارامترهاي رشدهفته  3پس از . مربع بر ثانيه رشد داده شد
فنل كل، فلاونوئيد،  ميزان كلروفيل و كارتنوئيد،

 و  PAL   هاي ها و فعاليت آنزيم آنتوسيانين TAL 

تكرار انجام  3كليه آزمايشات با حداقل    .گيري شد اندازه
 SPSSداده ها با استفاده از نرم افزار  شد و آناليز واريانس

انجام شد و مقايسه ميانگين داده ها بر اساس آزمون دانكن 
  .محاسبه شد ≥P 05/0و در سطح

پس از كشت گياهان در : رشد شاخص هاياندازه گيري 
تيمارهاي مختلف، نمونه برداري جهت اندازه گيري 
شاخص هايي مانند وزن تر، وزن خشك، طول اندام هوايي 

وزن تر هر يك . در هر تكرار صورت گرفتو تعداد برگ 
از نمونه ها پس از برداشت سريعا با استفاده از ترازو وزن 

تعيين وزن خشك، هر نمونه به  بمنظورگرديد و سپس 
درجه سانتي گراد قرار  70ساعت در آون با دماي  24مدت 
  .گفت

گرم از  2/0ار مقد: اندازه گيري رنگيزه هاي فتوسنتزي
درصد در تاريكي  80با استفاده از استون  بافت تازه ي گياه

  دقيقه در 10سائيده شد، سپس به مدت بر روي يخ 
 g 5000 جذب محلول به دست آمده با . سانتريفيوژگرديد

و  645، 663ج در سه طول مو Multi‐mode readerدستگاه 
و كاروتوئيد  a  ،bبراي كلروفيل  بترتيبنانومتر  470
گيري شد و با استفاده از فرمول هاي زير محاسبه  اندازه
   )23( گرديد

Chla = (12.25 A663.2) – (2.79 A646.8)  
Chlb = (21.21 A646.8) – (5.1 A663.2)  

Chla+b = chla + chlb  
Car = (1000A470 - 1.8 chla - 85.02 chlb) / 198  

استخراج  بمنظور: و فلاونوئيد اندازه گيري فنل كل
ميلي گرم بافت تازه  100تركيبات فنلي و فلاونوئيدها، 

ميزان فنل  . هموژن گرديد% 80ميلي ليتر متانول  5برگ با 
. گيري شد سيوكالتيو اندازه- عصاره با استفاده از فولينكل 

ميلي ليتر  1، % 10و يميلي ليتر معرف فولين سيوكالت 5/1
ميلي ليتر از عصاره  5/0و سپس %  5/7سديم كربنات 

دقيقه  30ت به مد مخلوط واكنش. گياهي به آن افزوده شد
، سپس جذب عصاره در طول موج در دماي اتاق نگهداري

 وسيله ي محتواي فنل كل به. نومتر خوانده شدنا 765
 محاسبه ترگرم بر گرم وزن  اسيد بر حسب ميلي گاليك
 ).35( گرديد

سنجي با استفاده از كلريد  ميزان فلاونوئيد با روش رنگ
ميلي ليتر عصاره  1/0بدين منظور . آلومينيوم صورت گرفت

ميلي ليتر  2/0، %10ميلي ليتر آلمينيوم كلرايد 2/0متانولي، 
مولار با يكديگر تركيب و به مدت  1پتاسيم استات 

پس از آن، جذب  .دقيقه در دماي محيط نگهداري شد30
  .)11( شد قرائتنانومتر  415در 

عصاره  يونجههاي  بتدا از برگا: اندازه گيري آنتوسيانين
متانول و كلريدريك اسيد  1به  99نسبت (متانولي تهيه شد 

 550ها در  سپس، جذب نمونه). درجه سانتيگراد 4در 
 محاسبه شد 1ها از رابطه  نانومتر خوانده و ميزان آنتوسيانين

)40.(  
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A = ɛbc  1رمول ف:  

A =ميزان جذب خوانده شده  
ɛ =ضريب خاموشي  
b = سانتي متر 1(عرض كوئت(  
c= غلظت بر حسب ميلي مول  

گرم بافت برگ  3/0مقدار : TAL گيري فعاليت آنزيم اندازه
) pH:8/5(ميلي مولار 50ميلي ليتر بافر تريس  4يونجه را با 
 pvp 5%و ) ميلي مولار 4/14(مركاپتواتانول - 2كه محتوي 

 g دقيقه با دور 10و سپس به مدت  گرديد هموژن بود
عصاره حاصل جهت سنجش . شدسانتريفيوژ  6000

 Multi-modeبا استفاده از  TALو  PALفعاليت آنزيم هاي 

reader 5/5: مخلوط واكنش شامل. استفاده گرديد 
ميكرو مولار بافر تريس با  500تيروزين،  L-ميكرومولار 
ميكروليتر عصاره آنزيمي برگ در  100و  8اسيديته برابر
 40دقيقه در دماي  60پس از . ليتر بود ميلي 1حجم نهايي 

درجه سانتيگراد واكنش تبديل تيروزين به كوماريك اسيد 
نرمال  5ليتر كلريدريك اسيد  ميلي 05/0با اضافه نمودن 

 TALنانومتر فعاليت آنزيم  333و در طول موج  متوقف شد
  ).9( شداندازه گيري 

گيري فعاليت  براي اندازه: PAL گيري فعاليت آنزيم اندازه
 ،توضيح داده شده در بالا از عصاره آنزيمي PALآنزيم 

ليتر  ميلي 1 ،براي تخمين فعاليت آنزيم. گرديداستفاده 
ميكرومولار  500(محلول واكنش شامل بافر واكنش 

 6حاوي كه ) 8كلريدريك اسيد با اسيديته -تريس
ميكروليتر عصاره آنزيمي در  100ميكرومول فنيل آلانين و 

دقيقه  60سپس، به مدت . ليتر تهيه شد ميلي 1حجم نهايي 
در نهايت، به اين . درجه سانتيگراد قرار گرفت 40در دماي 

 5ميكروليتر كلريدريك اسيد با غلظت  50محلول مقدار 
د از فنيل نرمال اضافه شد تا واكنش توليد سيناميك اسي

در پايان، فعاليت آنزيم در طول موج . آلانين متوقف شود
نانومتر بر اساس ميزان توليد سيناميك اسيد بر حسب  290

  ).9( شدگرم پروتئين گزارش  نانومول بر دقيقه بر ميلي

  نتايج
همان : تاثير تيمار ملاتونين و شوري بر پارامترهاي رشد

و خشك ساقه  مشخص است، وزن تر 1گونه كه در شكل 
به گونه اي كه . در اثر افزايش غلظت شوري كاهش يافت

گرم  24/0و  31/0 گرم به 56/0وزن تر در نمونه شاهد از 
و  150در گياهچه هاي رشد يافته تحت شوري  بترتيب

). الف - 1شكل(ميلي مولار نمك كاهش يافت 200
همچنين وزن خشك قسمت هوايي اندازه گيري شده در 

 200در شوري گرم  036/0به گرم  096/0نمونه شاهد از 
نتايج نشان داد كه تيمار . ميلي مولار نمك كاهش يافت

غلظت هاي متفاوت ملاتونين سبب افزايش معني دار و 
بدون نمك  نمونهچشمگير وزن تر و وزن خشك در 

 200و  150ياهچه هاي تحت تيمار ملاتونين در گ .گرديد
سبب افزايش معني دار وزن تر و خشك  NaClميلي مولار 

كه همين امر سبب بهبود رشد و نمو يونجه تحت تنش  شد
تنش شوري سبب كاهش تعداد برگ در  .گرديدشوري 

ميلي  200عدد برگ در غلظت  6عدد به  19نمونه شاهد از 
سبب  ،ملاتونينميكرومولار  15غلظت . شدمولار نمك 

افزايش معني دار تعداد برگ در گياهچه هاي تحت تيمار 
 200و 150ميلي مولار نمك نسبت به شوري  200و  150

با ). ج -1شكل (ميلي مولار نمك بدون ملاتونين گرديد 
، بين در ميانگين طول ساقه د، - 1توجه به شكل 

هاي متفاوت ملاتونين و نمونه شاهد تفاوتي  غلظت
ميلي مولار نمك، غلظت  150مشاهده نشد اما در شوري 

ميكرومولار ملاتونين اختلاف معني داري را با  15و  10
در ، اما نشان داد) بدون ملاتونين(ميلي مولار نمك  150

ملاتونين اثر معني داري بر ، ميلي مولار نمك 200شوري 
  .يونجه نشان ندادي قه طول سا ميانگين

: بر رنگيزه هاي فتوسنتزي و شوري تاثير تيمار ملاتونين
بررسي اثر ملاتونين در كاهش آسيب هاي رشدي  بمنظور

،كلروفيل كل و  ,a, bميزان كلروفيل  ،تنش شوري
  .كاروتنوئيد اندازه گيري شد
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ها  داده. در گياهچه هاي يونجه تحت تيمار ملاتونين و نمك) د(، ميانگين طول ساقه )ج(، تعداد برگ )ب(، وزن خشك )الف(وزن تر  -1شكل 

  .(p<0.05) ا بر اساس آزمون دانكن استه داده بودن دار معني بيانگر غيرمشابه حروف. است معيار انحراف ±تكرار  چهارميانگين 

، با افزايش غلظت  3بر طبق نتايج بدست آمده در شكل 
برگ گياهچه يونجه شوري ميزان رنگيزه هاي فتوسنتزي در 

 15و  10، 1/0غلظت هاي . معني داري كاهش يافت بطور
افزايش قابل توجهي در ميزان سبب ميكرومولار ملاتونين 

در گياهچه هاي تحت شوري و كلروفيل كل  a ،bكلروفيل 
ميلي مولار نمك نسبت به گياهچه هايي كه  200و  150

به نظر مي  .گرديدبدون ملاتونين شوري  تنش فقط تحت
ميكرومولار ملاتونين موثرترين غلظت  1/0رسد كه تيمار 

 و افزايش رنگيزه هاي فتوسنتزي در كاهش اثرات شوري
 .ولار نمك مي باشدميلي م 150بخصوص تحت غلظت 

سبب اين غلظت ملاتونين  ج، -3طبق نتايج در شكل 
ميلي  150در غلظت  محتوي كلروفيل كل% 72افزايش 

يك رنگيزه آنتي  بعنوانكاروتنوئيد  .گرديد مولار نمك
اكسيدان در گياهچه يونجه با افزايش غلظت شوري كاهش 

 8/5ي كه در نمونه شاهد از بطورمعني داري را نشان داد 
در  بترتيبميليگرم بر گرم  1/1و  5/3ميليگرم بر گرم به 

كاربرد . ميلي مولار نمك كاهش يافت 200و  150شوري 
يك تنظيم كننده مثبت رشد و يك آنتي  بعنوانملاتونين 

اكسيدان سبب افزايش مقدار اين رنگيزه تحت تنش شوري 
ميكرومولار ملاتونين بهترين و موثرترين  1/0و غلظت  شد

در شرايط غلظت در افزايش اين رنگيزه آنتي اكسيدان 
ميلي  200و  150 غلظت هاي حتي در بدون شوري و 

 .مي باشد مولار نمك

فنل كل، فلاونوئيد و تاثير تيمار ملاتونين و شوري بر 
تركيبات  معني دار تنش شوري سبب كاهش: آنتوسيانين

محتوي آنتوسيانين، فنل كل و فلاونوئيد فنلي از جمله 
تيمار ملاتونين تاثير قابل توجهي بر ميزان  .گرديد

آنتوسيانين نداشت و اختلاف معني داري را با نمونه شاهد 
و  ميلي مولار نمك بدون ملاتونين 200و  150و تيمار 

 نشان نداد هاي ديگر ملاتونين حتي ما بين غلظت
  .)الف - 3شكل(
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ها  داده. در گياهچه هاي يونجه تحت تيمار ملاتونين و شوري) د( و كاروتنوئيد) ج(، كلروفيل كل )ب( b، كلروفيل )الف(  aميزان كلروفيل  -2شكل 

  .(p<0.05) ا بر اساس آزمون دانكن استه داده بودن دار معني بيانگر غيرمشابه حروف. است معيار انحراف ±تكرار  چهارميانگين 

 10غلظت هاي ، ب - 3بر طبق نتايج بدست آمده در شكل
در شرايط  راميكرومولار ملاتونين بيشترين ميزان فنل  15و 

و  150همچنين در  وري نسبت به نمونه شاهد بدون شو
تيمار ملاتونين بدون . نشان داد ميلي مولار نمك 200

فلاونوئيد گرديد، محتوي شوري سبب افزايش معني دار 
ميكرومولار ملاتونين بيشترين  15به گونه اي كه غلظت 

ميزان فلاونوئيد را نسبت به نمونه شاهد و همچنين تيمار 
علاوه بر آن، . ميكرومولار ملاتونين نشان داد 1/0و  10

ميكرومولار  15و  10همانند فنل كل، هر دو غلظت 
ر موجب افزايش مقدا تحت تنش شوري، ملاتونين

 ).ج -3شكل (فلاونوئيد نسبت به ديگر تيمارها گرديد 

و  PALتاثير تيمار ملاتونين و شوري بر فعاليت آنزيم 
TAL  : بو   الف ( 5در شكل  بدست آمدهبر طبق نتايج 

با افزايش غلظت شوري ميزان فعاليت هر دو آنزيم  ،)
ميلي  200غلظت در  PALفعاليت آنزيم . يافتكاهش 

. نسبت به نمونه شاهد كاهش يافت% 44مولار نمك 
گياهچه هاي تيمار در  PALافزايش فعاليت چشمگير آنزيم 

كاملا مشخص ط بدون شوري شده با ملاتونين در محي
 15و  10همچنين گياهچه هاي تيمار شده با غلظت . است

ميلي مولار نمك  150 همراه باميكرومولار ملاتونين 
تيمار شده فقط  گياهچه هاينسبت به % 39و % 34 بترتيب

را  فعاليت آنزيمافزايش  نمك ميلي مولار 150شوري  با
همراه ميكرومولار ملاتونين  15و از طرف ديگر  نشان داد

درصدي  28ميلي مولار نمك با افزايش  200غلظت  با
گياهچه هاي تيمار شده فقط  نسبت به  PALفعاليت آنزيم 

ميلي مولار نيز تفاوت معني داري را نشان  200شوري  با
دقيقا رفتاري  ب، - 5مطابق شكل   TALفعاليت آنزيم . داد

در گياهچه هاي تحت تيمار  PALمشابه فعاليت آنزيم 
 150در  TALفعاليت آنزيم . ملاتونين و شوري نشان داد

ميكرومولار ملاتونين  10غلظت  بهمراهميلي مولار نمك 
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ميلي مولار نمك، تيمار  200افزايش و در غلظت % 34
گرديد، اما  TALملاتونين نيز موجب افزايش فعاليت آنزيم 

در ميان غلظت هاي مختلف ملاتونين تفاوت معني داري 
 .مشاهده نشد

 

  
 ±تكرار  چهارها ميانگين  داده .در گياهچه هاي يونجه تحت تيمار ملاتونين و شوري) ج(و فلاونوئيد ) ب(، فنل كل )الف(ميزان آنتوسيانين  -3شكل 

 (p<0.05) آزمون دانكن استا بر اساس ه داده بودن دار معني بيانگر غيرمشابه حروف. است معيار انحراف

  

  
ها ميانگين  داده .در گياهچه هاي يونجه تحت تيمار ملاتونين و شوري) ب( TALو ميزان فعاليت آنزيم ) الف( PALميزان فعاليت آنزيم  -4شكل 

  (p<0.05) ا بر اساس آزمون دانكن استه داده بودن دار معني بيانگر غيرمشابه حروف. است معيار انحراف ±تكرار  چهار



 1402، 1، شماره 36جلد                                                                                    )     مجله زيست شناسي ايران( گياهيمجله پژوهشهاي 

20.1001.1.23832592.1402.36.1.5.6DOR:                 مقاله پژوهشي 

  بحث
رده گياهان مي توانند ملاتونين خارجي را از محيط جذب ك

بدست طبق نتايج . كنند و درون بافت هاي خود ذخيره
عملكرد ملاتونين در تنظيم رشد و نمو گياهان، حتي  آمده

 در گونه هاي گياهي مشابه وابسته به غلظت مي باشد
چشمگيري سبب  بطوردر تحقيق حاضر تنش شوري . )41(

كاهش فاكتورهاي رشدي از جمله وزن تر و خشك، طول 
نتايج مشابه . ساقه و تعداد برگ گياهچه يونجه گرديد

و همكاران در گياه يونجه تحت  يبدست آمده نيز اشرف
كاهش طول ساقه با افزايش ،)8( تنش شوري بيان داشتند

ميزان غلظت نمك همراه است كه ميزان عملكرد اندام هاي 
ان رنگيزه زكاهش مي بدليلهوايي كاهش يافت كه احتمالا 

هاي فتوسنتزي و در نتيجه كاهش ميزان فتوسنتز در واحد 
عملكرد محافظتي و بهبود  .سطح و مواد فتوسنتزي باشد

توسط ملاتونين نيز در  و افزايش رشد عملكرد فتوسنتز
گزارش شده  Malus domestica, Cucumis sativus Lگياهان 
بويژه افزايش كاركرد فتوسيستم دو در گياهان تيمار  ،است

شده با ملاتونين و در نتيجه افزايش رشد و نمو گياه در 
نرخ  بهبودملاتونين سبب  كاربرد. رايط تنش مي شودش

كاهش ). 5(شود انه زني، رشد و توليدات گياهي ميجو
رشد و نمو كندتر گياه،  بدليلخشك  وزنارتفاع گياه و 

ناشي از تنش اسمزي ايجاد شده توسط شوري است و يا 
بازدارندگي فتوسنتز از طريق اثرات  بدليلممكن است 

 يونجهمستقيم تنش شوري بر روي سيستم فتوسنتزي گياه 
غالبا در تنش شوري انتقالات يوني تعادل اسمزي را . باشد

در  )29( بر هم زده و در نتيجه رشد را محدود مي كند
خانواده گرامينه با افزايش تنش شوري غلظت يون هاي 

يون پتاسيم كاهش زياد و غلظت سديم و كلر در ساقه 
پيامد . در نتيجه رشد نسبي ساقه كاهش مي يابد يافت

 بدليل كه شوري براي گياهان عموما كاهش رشد مي باشد
با افزايش  چرا كه استفتوسنتز كاهش محتوي آب و 

و  يافتكاهش  محيط ريشهشوري پتانسيل آب موجود در 
 نيز بستن واكنش سريع و اوليه گياه نسبت به تنش شوري

ميكرومولار  15و  10غلظت  )27( باشد ها مي روزنه
موثري سبب كاهش اثرات منفي شوري بر  بطورملاتونين 

مطالعات متعددي در گياهان . شد يونجه رشد گياهچه
Glycyrrhiza uralensis, Lupinus albus L, Arabidopsis 

thaliana  )3 ،7  يك تنظيم كننده  بعنوانملاتونين را ) 46و
ملاتونين داراي ساختار ايندولي همانند . نشان داد نيز رشد
IAA كاركردي مشابه اكسين در تنظيم رشد و نمو  و نيز

احتمالا  ملاتونينتيمار در تحقيق پيش رو . )6( داردگياهان 
كاهش اثرات منفي ناشي از تنش شوري همانند  بدليل

كاهش مقاومت  ،بهبود فرايند فتوسنتز، بهبود روابط آبي
ي، جذب يون ها و افزايش آنتي اكسيدان هاي غير اروزنه 

 آنزيمي و نيز فعاليت آنزيم هاي انتي اكسيدان سبب بهبود
دو عامل تعيين  بعنوانو افزايش وزن تر و خشك  رشد

مطابق با نتايج . مت به شوري گياه گرديدكننده در مقاو
 Brassica junceaو  )lupin )7بدست آمده نيز در گياهان 

ملاتونين به صورت وابسته به غلظت سبب افزايش  )10(
گزارش كرد كه ) Wei )2015همچنين . رشد و نمو گرديد

افزايش بيان ژن هاي مربوط به  موجبملاتونين مي تواند 
 فعاليترشد و يا باعث در نتيجه افزايش تقسيم سلولي و 

 گردد يمجدد ژن هاي سركوب شده توسط تنش شور
ملاتونين به واسطه اينتراكشن احتمالا از طرف ديگر . )41(

هاي هورموني با ديگر تنظيم كنندگان گياهي از جمله 
 باعثتواند  د و آبسزيك اسيد مياكسين، جيبرليك اسي

افزايش شاخص هاي رشدي، افزايش فتوسنتز و افزايش 
  .شودبيوماس تحت تنش شوري 

، كلروفيل كل و  a  ،bدر مطالعه حاضر ميزان كلروفيل 
كاروتنوئيد در تيمار شوري كاهش يافت اما تيمار شوري 

ملاتونين سبب افزايش رنگيزه هاي فتوسنتزي  بهمراه
لعه در ساير گياهان مشابه با نتايج حاصل از اين مطا. گرديد

تنش شوري سبب كاهش  ذرتو  گندم، برنجاز جمله 
كاهش سنتز كلروفيل احتمالا .)44( ميزان كلروفيل گرديد

 دكاهش ميزان تركيب آمينووالريك اسيد، كاهش تعدا بدليل
و تجزيه ي  ست، تغييرات ساختار تيلاكوئيدها، غشاكلروپلا
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باعث افزايش تجزيه كلروپلاست . )17( آنها مي باشد
از طرف ديگر تنش شوري  و ،فعاليت آنزيم كلروفيلاز

كه سبب غير فعال شدن  خواهد شد ROSمنجر به توليد 
آنزيم ها، تجزيه ي پروتئين هاي سلولي و كلروپلاستي و 

در گياهچه  .)17( در نتيجه كاهش ميزان كلروفيل مي شود
طول گياهچه، تعداد برگ، ميزان  Malus hupehensisهاي 

كلروفيل و نشت يوني در نمونه هاي تيمار شده با ملاتونين 
مخرب ناشي از تنش شوري قرار  اثراتبسيار كمتر تحت 

 ROSميزان هيدروژن پراكسيد و  ،گرفت از طرف ديگر
كاهش يافت اما آنزيم هاي آنتي اكسيدان از جمله 

 خاصيت بدليلسيداز آسكوربات پراكسيداز، كاتالاز و پراك
تنش شوري افزايش  در طيآنتي اكسيداني ملاتونين 

بسياري از محققان بيان داشتند كه ملاتونين از  ).21(يافت
كاهش رنگيزه هاي فتوسنتزي در شرايط تنش محيطي 

) 2018(و همكارانش  Chen. )41و  34( ممانعت مي كند
گزارش كردند؛ افزايش ظرفيت فتوسنتز در گياهچه هاي 

ميزان بالاي كلروفيل، مبادلات روزنه اي،  بدليلذرت 
درون سلولي و در نهايت محافظت از  CO2غلظت بالاي 

كلروفيل در برابر استرس اكسيداتيو با اثر مستقيم آنتي 
بنابراين كاربرد . )13( مرتبط مي باشداكسيداني ملاتونين 

افزايش رنگيزه هاي مهم فتوسنتزي،  باعثملاتونين 
و در نتيجه بهبود  ،محافظت و كاهش تجزيه كلروفيل

هاي يونجه تحت تيمار شوري  اهچهفتوسنتز در گي فرآيند
معني داري  بطورميكرومولار ملاتونين  1/0غلظت . دشو

تي رنگيره و يك آن بعنوانسبب افزايش ميزان كاروتنوئيد 
طبق نتايج ديگر محققان، . در يونجه گرديد مهم اكسيدان

 cherry گياه تيمار ملاتونين بر محتوي كاروتنوئيد در

rootstock PHL-C  با استعمال  .)32( نداشتهيچگونه اثري
غلظت . بهبود يافت لوبيا رقم صدريملاتونين رشد 

هاي فتوسنتزي، پرولين، قندهاي محلول و فعاليت  رنگيزه
نتايج نشان داد . )1( اكسيدان افزايش يافت هاي آنتي آنزيم

كه ملاتونين در افزايش مقاومت گياه لوبيا به شوري اثر 
تر ملاتونين،  هاي پايين معناداري داشته است و غلظت

تفاده از غلظت بهينه بنابراين اس.اند مؤثرتر عمل كرده
سبب بهبود عملكرد روزنه ها در تنش شوري، ملاتونين 

 .مي تواند مفيد واقع گردد ،با بازگشايي مجدد آنهاهمراه 

آنتي اكسيدان و  بعنوانمتابوليت هاي ثانويه نقش مهمي را 
آنتي راديكال در گياهان در برابر آسيب هاي ناشي از تنش 

متابوليت هاي ثانويه مانند فنل ها، . اكسيداتيو ايفا مي كنند
فلاونوئيد و آنتوسيانين در پاسخ به تنش هاي محيطي از 

افزايش اين . جمله تنش شوري در گياهان سنتز مي شوند
اكنشگر اكسيژن بسيار مهم تركيبات در پاسخ به گونه هاي و

تركيبات فنولي در حالت  ROSقابليت پاكسازي . است
. است Cو  Eمشابه حدود چهار برابر بيشتر از ويتامين 

توانايي آن ها ناشي از واكنش پذيري بالا به صورت دهنده 
الكترون و پروتون، تثبيت و جابجايي الكترون هاي منفرد و 

 .)26( بل انتقال استنيز شلات كردن يون هاي فلزي قا
بررسي اثر ملاتونين بر آنزيم هاي آنتي اكسيدان در  بمنظور

آنزيم هاي آنتي اكسيدان از  ،مطالعه حاضرتنش شوري در 
جمله كاتالاز، آسكوربات پراكسيداز، سوپراكسيد ديسموتاز، 
پراكسيداز و گلوتاتيون ردوكتاز نيز اندازه گيري شد و تيمار 

در  ملاتونين تاثير قابل توجه و معني داريومولار ميكر 1/0
افزايش فعاليت اين آنزيم ها در طي تنش شوري داشت 

افزايش ميزان فنل ها و  . )قابل ارائه نمي باشد داده ها(
گزارش  بسيار فلاونوئيدها در گياهان تحت تنش شوري

 Cakile maritimaمثال در برگ هاي گياه  بعنوانشده است 
سنتز اين تركيبات همراه با  )31( Artichoke گياه و يا )20(

در گياهچه هاي يونجه همراه با . تيمار شوري افزايش يافت
حتوي فنل كل، فلاونوئيد و افزايش غلظت نمك م
هاي  مقدار گونههمچنين احتمالا  آنتوسيانين كاهش يافت

سركوب سيستم دفاعي  موجبو واكنشگر اكسيژن افزايش 
گياهان . شود مي محيطيهاي  گياه در برابر تنش

راهكارهاي دفاعي متعددي براي مقابله با اين چنين آسيب 
آنزيم هاي آنتي اكسيدان و تركيبات آنتي  :ها از جمله

اكسيدان غير آنزيمي همچون فنل ها، آسكوربيك اسيد و 
مطالعات اخير به نقش ملاتونين در  .)15( دارند گلوتاتيون



 1402، 1، شماره 36جلد                                                                                    )     مجله زيست شناسي ايران( گياهيمجله پژوهشهاي 

20.1001.1.23832592.1402.36.1.5.6DOR:                 مقاله پژوهشي 

يه تحت تنش هاي ثانوهاي  افزايش بيوسنتز متابوليت
بيان داشت ) Wei )2019براي مثال  محيطي پرداخته است،

كاربرد ملاتونين باعث افزايش ميزان تركيبات فنلي از جمله 
و يا در  )42( فلاونوئيد در سيب، تحت تنش شوري گرديد

اسپري ملاتونين بر روي برگ  .Thymus daenensis Lگياه 
هاي آن سبب افزايش تركيبات فنلي در طي تنش شوري 

 كاهش فعاليتسبب  تيوشدت يافتن تنش اكسيدا .)10( شد
و  PALهاي مسير بيوسنتزي تركيبات فنلي از جمله  آنزيم
TAL   بعنوانگردد و يا با كاهش اسيد آمينه فنيل آلانين مي 

ش سنتز آنها در پيش ماده سنتز اين تركيبات موجب كاه
يك آنتي  بعنوان د اما تيمار ملاتونينگياهچه يونجه گرد

با ايجاد يك آبشار آنتي  اكسيدان موثر و از طرف ديگر
از متابوليت هاي حاصل از واكنش هاي ملاتونين  ،اكسيدان

 تركيباتسبب افزايش ميزان هر سه اين  ROSدر برابر انواع 
بر  .گرديدفعاليت آنزيم هاي درگير در مسير سنتز آنها و 

طبق نتايج ديگر محققان تيمار ملاتونين سبب افزايش ميزان 
 )16( .Vicia faba Lو  )Vigna radiata )38فنل در گياهان 

، همچنين پيش تيمار برگ هاي كيوي با ملاتونين سبب دش
افزايش ميزان فلاونوئيد و بويژه هشت ژن مربوط به سنتز 

در واقع  گرديد وو چالكون سنتاز  PALاز جمله  آن
ها را  ميزان فلاونوئيد توانست پيري برگين با اثر بر ملاتون

همچنين تيمار ملاتونين سبب  )25( بياندازدبه تاخير 
زان تجمع فنل، آنتوسيانين و مي و نيز PALافزايش آنزيم 

در توت  اكسيداني ظرفيت آنتي بهمراهآسكوربيك اسيد 
دو آنزيم  TALو  PAL هاي آنزيم. )2(فرنگي افزايش يافت 

در تحقيق . اصلي مسير سنتز فنيل پروپانوئيدها مي باشند
دفاعي گياه با افزايش غلظت حاضر فعاليت اين دو آنزيم 

و آسيب هاي ناشي از تنش  انواع راديكال هاي آزاد ،شوري
كاهش يافت، همانگونه كه سبب كاهش سنتز  اكسيداتيو

از طرف ديگر، . فنل كل، فلاونوئيد و آنتوسيانين گرديد
شوري سبب افزايش فعاليت آنزيم ها  بهمراهتيمار ملاتونين 

بيان داشت؛ ملاتونين سبب افزايش بيان ) Xu )2017. شد
 Cinnamate)و PALژن هاي مسير بيوسنتز فنل ها از جمله 

4-Hydroxylase)  C4H  همچنين . گرديددر كلم سفيد و قرمز
ملاتونين از طريق اينتراكشن با ديگر هورمون ها از جمله 

بر سنتز پلي فنول ها موثر  ACCاتيلن و افزايش ميزان 
 PALسبب افزايش بيان ژن  ACC، چرا كه تيمار است

ي و در نتيجه افزايش ذخيره   STS (Stilbene Synthase)و
غير  بطوربنابراين ملاتونين  .)43( شود پلي فنول ها مي

مستقيم با تاثير بر تركيبات و آنزيم هاي آنتي اكسيدان سبب 
پاكسازي گونه هاي واكنشگر اكسيژن و بهبود رشد و 
محتوي رنگيزه هاي فتوسنتزي و نهايتا فتوسنتز در گياهچه 

مكانيسم مقاومت به  .هاي يونجه تحت تيمار شوري گشت
 شوري در گياهان در شرايط گوناگون، متفاوت مي باشد،

به شوري گياهي  كيچرا كه فرآيندهاي مهم فيزيولوژي
افزايش مقاومت در شناسايي مكانيزم هاي . استحساس 

 يك بعنوان ملاتونين همانند استفاده از تنش شوريبرابر 
نيز كاربرد  و ،معين و مناسب با غلظتتنظيم كننده رشد 

و  صلاحبا هدف ا هاي موثر همچون كشت بافت، تكنيك
 بسزايياز اهميت  ،در اراضي شور گياهبهبود عملكرد 
  .برخوردار است

  نتيجه گيري
 يك بعنوانتركيب جديد شناخته شده  يك بعنوانملاتونين 

، سبب افزايش مقاومت و آنتي اكسيدان تنظيم كننده رشد
گياهچه يونجه در برابر تنش شوري و آسيب هاي ناشي از 

خشك، فاكتورهاي رشد و  ر وآن و در نتيجه افزايش وزن ت
 و هاي فتوسنتزي كه در نهايت منجر به بهبود رشد رنگيزه

از طرف ديگر با ظرفيت آنتي اكسيداني . تكامل گياه گرديد
خود، سب افزايش تركيبات فنلي و آنزيم هاي آنتي 

و در نتيجه افزايش قدرت پاكسازي  TALو  PALاكسيدان 
ROS  و افزايش مقاومت در برابر  عملكرد گياه تنظيمو

  .گرديد شوري آسيب هاي ايجاد شده تحت تنش

  تقدير و تشكر

 قدرداني و سپاس خود را از مراتب  مقاله  اين  نويسندگان
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Abstract 

Alfalfa (Medicago sativa L.) is the most cultivated forage legume in Iran that 
productivity and quality of that are limited by salt stress. Melatonin as an indole amine 
was used for this study, with different concentrations of melatonin (0.1, 10 and 15 μM) 
under in vitro salt stress (150 and 200 mM NaCl) of alfalfa seedlings which by 
increasing salinity, growth rate as well as antioxidant power and synthesis of 
antioxidant compounds decreased. Growth parameters and defense system such as 
antioxidant enzymes were reduced in plants under salt stress. Exogenous utilization of 
melatonin in alfalfa significantly elevated fresh and dry weight, shoot length, 
photosynthetic pigments and carotenoid content. Melatonin application was augmented 
phenolic compounds such as total phenol, flavonoids and also antioxidant enzymes, 
phenylalanine ammonia-lyase (PAL) and tyrosine ammonia-lyase (TAL). According to 
our findings, Melatonin could be an excellent candidate for increasing salt resistance, by 
antioxidant capacity, scavenging ROS, reducing oxidative damage, augmented of non-
enzymatic antioxidant such as phenolic compounds and on the other hand increasing the 
photosynthetic capacity of the plant by preserving photosynthetic pigments in alfalfa 
seedlings. 
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