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در  ی( به شور.Myrtus communis Lشده مورد معطر ) ییباززا یهاپاسخ شاخساره

 شهیکشت در ش طیشرا

 3محمد امین طغیانی و 2، سید علی حسینی تفرشی*1پیمان آقائی

 یشناس یستگروه زدانشگاه پیام نور،  تهران،، ایران 1

 یکولو مول یگروه سلول یمی،دانشکده ش دانشگاه کاشان، کاشان، ،یرانا 2

 یشناس ستیگروه زتهران، دانشگاه شاهد،  ،ایران 3

 07/07/1399 تاریخ پذیرش: 27/04/1399تاریخ دریافت: 

 چکیده

قرار دادن  ریتنش با تحت تأث نیاست. ا یخشک اهانیرشد و پراکنش گ یرو شیپ یهاتیمحدود نیاز مهمتر یکی یشور

محصول و اختلال در جذب عناصر  دیبه کاهش رشد، تول اه،یگ یبرا تیسم جادیضمن ا شهیاطراف ر طیمح یاسمز لیپتانس

 باتیاست که به سبب دارا بودن ترک ییدارو -ینتیز یاچه( درخت.Myrtus communis L. مورد معطر )انجامدیم ییغذا

 یاژهیو تیهمخاک از ا شیو فرسا یعیطب یهاستمیمرمت اکوس یهاو استفاده در پروژه یاستفاده در طب سنت د،یمف کیآرومات

محدود  جیکه نتا رفتهیبه تنش انجام پذ اهیگ نیا یو مقاومت یولوژیزیف یهادر خصوص پاسخ یبرخوردار است. مطالعات محدود

رشد  تیو کم ییباززا زانیم یتلاش شد تا ضمن بررس قیتحق نی. دراسازدیدشوار م هاتیجمع یتمام یآن را رو میموجود، تعم

 ی(، برخNaClمولار  یلیم 250و  150، 100، 0) یسطح شور 4تحت  شهیشکشت درون طیدر شرامورد معطر  هایاهچهیگ

برگ، مقدار  نیپرول یمحتوا ،یسلول یغشاها یداری، پاRWCو  یازهیرنگ یمحتوا راتییتغ رینظ اهیگ یولوژیزیف یهاپاسخ

. ردیقرارگ یابیمورد سنجش و ارز یدانیاکسیآنت یاهمیآنز یبرخ تیو فعال ییایمیوشیب یپارامترها ژن،یفعال اکس یهاکالیراد

بر  یاقابل ملاحظه راتیثأ( تNaClمولار  یلیم 250و  150 بی)بترت یشور دیآن بود که سطوح متوسط و شد دیمؤ جینتا

 جینتاکلروز و نکروز برگ داشته است.  زانیم زیو ن دهایو آم دراتیکربوه زانیغشاء، م یداریپا ،یرشد و نمو یپارامترها

و  دیپیل زانیو م دیشد یو درصد شاخص مقاومت تنها در شور لیکلروف زانیآب برگ، م ینسب ینشان داد که محتوا نیهمچن

 قرارگرفتند. ریتحت تأث ی، در همه سطوح شورROS زانیو م دانیاکسیآنت یهامیآنز تیفعال ن،یپرول

شیشه، اکسیدان، کشت درونهای آنتیری، آنزیم(، تنش شو.Myrtus communis Lمورد معطر ) :واژه های کلیدی

FTIR ،ROSپرولین ،  

 peyman.aghaie@pnu.ac.ir، پست الکترونیکی:  03133391803* نویسنده مسئول، تلفن: 

 مقدمه

و  ییدارو یاهی( گ.Myrtus communis Lمورد معطر )

 یهامتر با برگ 3تا  1به ارتفاع  یرتاسهمعطر از خانواده م

سته است که در  یوهو م اییزهو سرن یتخم مرغمتقابل، 

دارد. محل  یکاربرد فراوان یی،و دارو یبهداشت یعصنا

 ینو همچن یاآس یجنوب غرب ی،جنوب یآن اروپا یشرو

سبز،  یشهدرختچه هم ینا یاست. ارزش اقتصاد یرانا

 یباتبه واسطه وجود ترک ینتی،ز یهاعلاوه بر استفاده

 یمونن،ل ینن،آلفاپ یرد آن نظارزشمن یکو آرومات یفنول

 یستیفعال ز یباتترک یهاست که در ته ینولو ترپ ینوئلس

و مدرن به  یدر طب سنت یاهگ ین(. ا17است ) یتحائز اهم
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 ی،کنندگ یقابض بودن، ضدعفون ونهمچ یواسطه خواص

و رفع  دهنده، بهبود زخم یرومعده، ن یمقو ی،ضد انگل

(. باتوجه به 50ه است )مورد توج یادرار یاختلالات مجار

تاج پوشش انبوه و مناسب مورد و قدرت  یدتوان تول

از  یناش هاییبدر مواجهه با آس یاهگ ینا یبالا یابیباز

 یدایکاند یکبعنوان  آندام، از  یو چرا یسوزآتش

 یاد یعیطب هاییستممرمت اکوس یهابرنامه یمناسب برا

و نامساعد  داریبش هاییندرختچه در زم ین(. ا13) شودیم

 یریخاک جلوگ یشقابل کشت بوده و از فرسا یبه راحت

را در مواجهه  یمورد، تحمل قابل قبول یاه. در کل گکندیم

و نور  یشور ی،زنده از جمله خشکیرغ یطیمح یهابا تنش

ها، شدت تنش ینتداوم ا یکن. لدهدیاز خود نشان م یدشد

 یثرات منفا تواندیها در مناطق مختلف مو دفعات آن

اما  ی(. شور41و 27) یدوارد نما یاهبه گ یریجبران ناپذ

 هاییستمدر اکوس یطیمح یستمسائل ز ترینیاز جد یکی

 یادن هاییناز زم رهکتا یلیونم 800است. حدود  یخشک

درصد از کل  7است که خود حدود  یمتأثر از شور

 (. 23) شودیرا شامل م یادن هاییخشک

 یاهانمثل گ یدرشد و تول ی،جوانه زن ی،از شور یناش تنش

موضوع آنجا  ین(. ا52) دهدیقرار م یررا به شدت تحت تأث

سه چهارم سطح  یباًتقر یمکه بدان یابدیم یشتریب یتاهم

از آن  یشده و نمک ناش یدهشور پوش یهاتوسط آب ینزم

قرار  یراز جهان اطراف ما را تحت تأث یبخش قابل توجه

خاک،  یشو نامناسب، فرسا یفعض یاست. زهکش داده

 ی،در کشاورز کیفیتیشور و ب یهااستفاده از آب

باعث  یمیایی،ش یاز کودها یهرو یو استفاده ب ییزداجنگل

است  یدهدر جهان گرد یگسترش اثرات مخرب شور

به  یبه تنش شور یاهان(. در غالب موارد، پاسخ گ21)

ت زمان مد ی،اسمز پتانسیل ییراتتغ یونی، یتسم یزانم

 ینتر(. متداول17دارد ) یبستگ یاهیتنش و نوع گونه گ

 یجادا یقاز طر یاهانخسارت تنش نمک در گ یرادا یوهش

 یلاز افت پتانس یاست که خود ناش یاسمز یهااختلال

آب در حضور نمک و متعاقب آن کاهش امکان  یاسمز

 ایط،شر ینبه آب است. درا یشهر یهاسلول یدسترس

و  یافتهبروز  یبه خشک یاهگ یزیولوژیکف یهااغلب پاسخ

و  یونی یتآب سلول، سم یزانآن به صورت کاهش م یرتأث

(. 52و 14) شودیآشکار م ییاختلال در جذب عناصر غذا

 یتهمچون کاهش فعال یکیمتابول یندهایافراختلال در 

 یهابروز کلروز در بافت یل،کلروف یهردوکتاز، تجز یتراتن

 هاییباز جمله آس یفتوسنتز هایتیفعال یبو تخر یاهگ

(. در 60و 22است ) یاهانگو کلر در  یمسد یاز فزون یناش

 یرو یبه موضوع اثر شور یقاتاز تحق یکل تعداد اندک

ها به در پاسخ آن یلدخ هاییزمو مکان ینتیز یهادرختچه

اعمال تنش  ی(. بررس59و  15، 3اند )تنش پرداخته ینا

به صورت درون  NaCl (250 mM)نمک  یبالا لظتغ

( نشان 21و همکاران ) Di Coriدر مورد توسط  اییشهش

 یو محتوا یشهبه کاهش طول ساقه و ر یطشرا ینداد ا

ها نشان داد، در آن یج. نتاشودیمنجر م یاهگ یلکلروف

بدون  یشدت شور یندرا یاهگ یدکاروتنوئ یمحتوا یکهحال

 یرنظ اکسیدانییآنت هاییمآنز یبرخ لیتمانده، فعا ییرتغ

 یشافزا یدازپراکس یاکولو گا یدازآسکوربات پراکس

 یشو افزا IIیستمفتوس ییاست. کاهش کارآ یافته دارییمعن

 یدر مطالعه اثر شور یدهابه خصوص فلاونوئ هافنلیپل

(، 2006و همکاران ) Tattiniمورد توسط  یاهگ یرو

با  2015و همکارانش در  Acosta-Moto(. 59گزارش شد )

بلند  یمورد به تنش شور یاهمقاومت گ هاییزممکان یبررس

ها از جمله کاهش در برگ یآناتوم ییراتمدت، وقوع تغ

در برگ،  یسلول ینب یفضاها یشو افزا یاسفنج یمپارانش

 ی،رشد و نمو یدر پارامترها ییرکاتالاز، تغ یتفعال یشافزا

 ی،رمقاومت به شو یجاددر ا اغشاء ر یداریفتوسنتز و پا

مطالعه حاضر، اثر سطوح متوسط و  در(. 3اند )مؤثر دانسته

شده به روش  ییباززا هاییاهچهگ یرو ی،شور یدشد

قرارگرفت. هدف،  یمورد، تحت بررس یاهگ اییشهدرون ش

 سازوکارهای و هاپاسخ یبرخ یلو تحل یهو تجز ییشناسا

منظور  ینبود. بد یاهگ یندر ا یدر مقاومت به شور یلدخ

شامل،  ایشیشهدرون تدر حال یختیر هاییژگیو یبرخ
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 یاهچهطول گ یی،هوا یهارشد بخش یتکم یی،باززا یزانم

 یرنظ یزیولوژیف یهاشاخص یبرخ یزو وزن تر آن و ن

 هاییزهرنگ یآب برگ، محتوا ینسب یمحتوا ییراتتغ

 یی،غشا هاییچرب یداسیونپراکس یدها،کاروتنوئ ی،فتوسنتز

برگ،  ینپرول یها، محتوااز خلال سلول اهیتنشت الکترول

 هاییمآنز یبرخ یتو فعال یژنفعال اکس هاییکالمقدار راد

 قرارگرفت. یابیمورد سنجش و ارز یدانیاکس یآنت

 مواد و روشها

جدا : ایشیشهتهیه ماده گیاهی و شرایط کشت درون

های گیاه های حاصل از درختچهها از تک گرهکشت

Myrtus communis L.  کاشته شده در مجموعه فضای سبز

ها پس از انتقال ایران تهیه گردید. نمونه -شهرداری کاشان

دقیقه با آب جاری  30فوری به آزمایشگاه، ابتدا به مدت 

بار و به مدت یک دقیقه شستشو داده شدند. پس از آن یک

درصد و سپس به مدت پانزده دقیقه در محلول  70در الکل 

سدیم دو درصد گندزدایی شدند. در حاوی هیپوکلریت 

ها پس از سه بار آبشویی با استفاده از آب نهایت نیز نمونه

دوبار تقطیر استریل، برای کشت در شیشه مورد استفاده 

-)موراشیگ و اسکوگ MSقرارگرفتند. محیط کشت پایه 

( با g/l7 ( و آگار )g/l30 ( حاوی سوکروز )1962

 BAP( mg/l 3 ،2 ،5/1 ،1 ،5/0 ،2/0های مختلف )غلظت

(6-benzylaminopurine و )NAA (1-

Naphthaleneacetic acid ( ) mg/l2/0،0سازی ( برای بهینه

(. 42( )1پروتکل باززایی مورد استفاده قرارگرفت )جدول

pH تنظیم و سپس  7/5 ±05/0های کشت روی کلیه محیط

و تحت  C 1±25°ها در دمای اتوکلاو گردیدند. نمونه

ساعت تاریکی با  8ساعت روشنایی و  16های نوری دوره

 4های نگهداری شدند. شاخساره s2-µmol m 100-1شدت 

ای جهت ارزیابی پارامترهای کشت بافتی شامل درصد هفته

ها بازیابی، تعداد شاخساره در هر جدا کشت و طول آن

ها به مورد ارزیابی قرارگرفتند. پس از این مرحله، نمونه

هفته متوالی،  5م و هر سه هفته یکبار و طی صورت منظ

های متوالی داده شدند تا ثبات نتایج در واکشتواکشت 

احراز گردد. محیط بهینه شده حاصل و همچنین 

های مرحله های تولید شده، برای انجام آزمایشجداکشت

تنش شوری در شرایط درون شیشه، مورد استفاده 

 قرارگرفتند.

های یکسان واجد گره ا کشتجداعمال تیمار شوری: 

، به cm 5 /0حاصل از کشت درون شیشه، با اندازة تقریبی 

از هورمون  mgl 5/1-1حاوی  8Mمحیط کشت بهینه شده 

BAP 1 و-mgl 2/0  از هورمونNAA  منتقل شدند. برای

میلی  250و  150، 100اعمال تنش شوری، سه غلظت 

با نمونة های کشت اضافه و همراه به محیط NaClمولار 

(، در اتاقک کشت NaClشاهد )غلظت صفر میلی مولار 

( 1-2کنترل شده )مشابه شرایط ذکر شده در بخش 

قرارگرفتند. درون هر شیشه، چهار نمونه جدا کشت در 

فواصل یکسان از یکدیگر واکشت شدند. پس از سی روز، 

های حاصل جهت بررسی میزان باززایی، کمیت رشد نمونه

 زیولوژیکی برداشت شدند.های فیو شاخص

زایی های رشدی و بازمطالعه صفات ریختی، شاخص

های کشت یافته در پارامترهای باززایی شاخسارهشاخساره: 

شیشه، شامل درصد بازیابی و تعداد شاخساره در هر گره 

و  هااندازه گیری شد. علاوه بر آن طول و عرض شاخساره

ولیس دیجیتال ها، به کمک یک کنیز میانگین طول برگ

در آون ها پس از قرارگیری اندازه گیری شد. در ادامه نمونه

، رسیدن به وزن خشک ثابتتا  گرادسانتیدرجه 65با دمای 

خشک شدند. وزن تر اولیه بافت و وزن خشک به کمک 

گرم،  0001/0 یک ترازوی دیجیتال با درجه حساسیت

های تگی بافاندازه گیری شد. میزان کلروز و نکروزشد

یا   McKinney Indexگیاه بر مبنای شاخص مک کینی )

MKI و از روی علائم بصری ناشی از شوری، مورد )

 (.  39ارزیابی قرارگرفت )

به روش محتوای نسبی آب برگ : محتوای نسبی آب برگ

Ings ( 30( اندازه گیری شد )2013و همکاران .)های برگ
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رداشت توزین بلافاصله پس از بشاخساره، توسعه یافته 

 به اختصار  Fresh weight) وزن تر برگند و بعنوان شد

FW) آب  برگ درهای نمونه پس از آن. منظور گردید

ساعت در تاریکی  24و برای ور غوطه دوبار تقطیر استریل

ها برگمجدداً وزن تر  نگهداری شدند. ºC4دمای  و

 Turgid ) وزن تورژسانسکه معرف  گردید گیریاندازه

weight به اختصارTW) های وزن شده . نمونهاست

یا ساعت  72های اشباع شده از آب( برای مدت )برگ

 ºC 70بیشتر )تا رسیدن به وزن ثابت( در آون تحت دمای

 توزین گردیدند بعنوان وزن خشکخشک شده و سپس 

(Dry weight  یاDW) با قرار دادن مقادیر حاصل در .

 ها محاسبه شدآب برگدرصد محتوای نسبی  زیر معادله

(30.) 

 

های سلولی از طریق پایداری غشابررسی : تنشت الکترولی

ها از سنجش هدایت الکتریکی ناشی از نشت الکترولیت

 (2011و همکاران )Liu  های برگ و به روشخلال سلول

های برگی . نمونه(37) انجام شد با اندکی اصلاح،

های در فالکون ،از جداسازیپس های هم وزن، شاخساره

لیتر آب دوبار تقطیر، غرق میلی 20قابل اتوکلاو حاوی

ساعت در تاریکی و دمای  24ها برای مدت گردیدند. نمونه

 ºC25  پس از این مدت هدایت الکتریکی شدند.آنکوبه ( 

Electrical conductivity به اختصارEC )ها با استفاده از آن

 - Jenway, Model 4510ریکی )سنج الکتدستگاه هدایت

ها اولیه(. در ادامه نمونه ECگیری شد )انگلیس( اندازه

 ند.قرارگرفت ºC 121 اتوکلاو تحت دمایدقیقه در  20برای

الکتریکی هدایت  ،ºC25 تا دمای هانمونه پس از سرد شدن

(. با قرار دادن ینهای ECمجدداً قرائت گردید ) محلول

، میزان نشت مربوط ی در معادلهاولیه و نهای ECمقادیر 

 های برگ به درصد تعیین گردید.   الکترولیت از خلال سلول

 

 

 ونیداسیراکسسنجش پ: ییغشا یهایچرب ونیداسیپراکس

 یدمالون زانیم یریگاندازه به واسطه ییغشا یهایچرب

با Packer  (28 ) و Heath به روشو   (MDA)دیآلده

برگ تر از گرم  1/0منظور،  ینبداصلاح، انجام شد.  یاندک

  (m/v) درصد 1/0محلول  تریلیلیم 5با  شاخساره مورد

حاصل همگن عصاره  .شد دهیسائ دیاس کیاستکلرویتر

 1شد. به  وژیفیسانتر g 12000 با دورو  قهیدق 25 یبرا

محلول  تریلیلیم 4 ،ییاز محلول رو تریلیلیم

 دیاس کیتوریوباربیت یحاو درصد 20 دیاس کیاستکلرویتر

 (m/v) 5/0% قهیدق 30 دتافزوده شد. مخلوط حاصل به م 

از  قرارگرفت و پسحمام آب گرم  ºC 95 تحت حرارت

منتقل شد. پس از انجام مجدد  خی یبه سرعت بر رو آن

 532 یهاموج در طول ییجذب محلول رو وژ،یفیسانتر

 رینانومتر )جذب سا 600و ( MDA-TBAکمپلکسجذب )

با  MDA زانید. مگردی( قرائت یاختصاصریغ یهاهزیرنگ

با استفاده  cm1-mM 155-1 یخاموش بیدر نظر گرفتن ضر

 .دیگرد محاسبه F.W1-nmol g .بر حسبزیر و از معادله 

 

های برگ رنگیزه: های فتوسنتزی و کاروتنوئیدنگیزهر

امل شو کاروتنوئید کل  b، کلروفیل aشامل کلروفیل 

های وتن و گزانتوفیل پس از استخراج از نمونهکار

Welburn (1994 )و   Lichtenthalerبه روششاخساره 

گرم از  2/0. بدین منظور (36) مورد سنجش قرار گرفت

 5از هر تیمار در  گیاه مورد کشت در شیشه بافت تازه برگ

به صورت عصاره  ودرصد سرد، سائیده  80میلی لیتر استون

با سرعت و دقیقه  20مدت  نمونه به. تهیه شدهمگنی 

سانتریفوژ  ºC4( و در دمای rpmدور در دقیقه ) 13000

 80اپندورف به کمک استونلوله گردید. فاز رویی هر 

لیتر رسانده شد. سپس جذب میلی 5درصد به حجم 

نانومتر  470و 8/646، 2/663هایموجها در طولنمونه

های معادله با قرار دادن مقادیر جذب در شد.قرائت 

بر حسب هر نمونه و کاروتنوئید  مقادیر کلروفیلمربوطه، 
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 سازگاریمیکرومول محاسبه گردید. در ادامه نیز ضریب 

(Tolerance Index  به اختصارTI به تنش برای هریک از )

گیری از معادله با بهره های تحت تنش و شاهدشاخساره

Köhl   و Lösch (2004محاسبه شد ) (21 )  

 

کاتالاز،  یهامیآنز تیو سنجش فعال میاستخراج آنز

 2/0 مقدار: دسموتاز دیو سوپراکس دازیآسکوربات پراکس

 تیمارهر برای  کشت شده در شیشه شاخساره برگ از گرم

 50فسفات سدیم  بافر لیتر میلی 1با  و شد برداشت

 حاوی همچنین شد. بافر سائیده 8/7 برابر pHمولار با میلی

 تتراآمونیومدیاتیلن( و α-Dithiothreitolتیوتریتول )دیآلفا

(EDTA )2 پی وی پی  مولار،میلی

(Polyvinylpyrrolidone )1مولار و میلی 4، سوکروز درصد

به . عصاره حاصل بلافاصله بود درصد 10گلیسرول

 C 4°و دمای rpm  13000دقیقه در دور 20مدت

فعالیت گیری برای اندازه ییمحلول روسانتریفیوژ شد. 

سنجش  .مورد استفاده قرارگرفتاکسیدان های آنتیآنزیم

. (4) شد ( انجام1984)  Aebiروش بهکاتالاز  میآنز تیفعال

آب مولار، یلیم 50بافر فسفات یمخلوط واکنش حاو

 یمیعصاره آنز تریلکرویم 100مولار و یلیم 10اکسیژنه 

موج و کاهش جذب در طول دیپراکس دروژنیه هیبود. تجز

 نرا نشا میآنز تیفعال زانیم ،هیثان 60نانومتر در مدت  240

براساس سرعت  CATداد. یک واحد از فعالیت آنزیم 

) یا  ºC25 در دمای min 1-mL 2O2mol Hμ-1مصرف یک 

 .واحد در دقیقه( بیان شد 01/0بر حسب تغییرات جذب 

( به APXسنجش فعالیت آنزیم آسکوربات پراکسیداز )

در این روش (، انجام شد. 1981) Asadaو  Nakanoروش 

با  درصد 30( 2O2Hآب اکسیژنه ) مخلوط واکنش شامل

مولار و میلی 5/0مولار، اسید آسکوربیک میلی 2/0غلظت 

یری گاندازه بمنظوربود.  میکرولیتر از عصاره آنزیمی 50

یداسیون اکسفعالیت آنزیم، منحنی کاهش جذب ناشی از 

دقیقه  2مدت نانومتر طی  290 موج طولسکوربات در آ

دنبال گردید. میزان فعالیت آنزیم با استفاده از ضریب 

محاسبه شد.  cm 1−mM 8/2−1( معادل  290εخاموشی )

یک واحد آنزیمی معادل تجزیه یک مول آسکوربات در 

در نظر گرفته شد  ºC25 مدت زمان یک دقیقه و در دمای 

( بر پایه SODیم سوپراکسیددسموتاز )فعالیت آنز (.43)

 گیری شداندازه 1971در  Fridovichو Beauchamp روش

مولار با میلی 50 فسفات . مخلوط واکنش حاوی بافر(11)

pH  8/7برابر ،L-  مولار، نیترو بلو میلی 13متیونین

مولار، میکرو 2میکرومولار، ریبوفلاوین  75تترازولیوم 

EDTA 1/0 میکرومولار از عصاره آنزیمی  50 مولار ومیلی

تحت نور  قهیدق 15مخلوط به مدت  .استخراج شده بود

دقیقه قرار  15برای  ،لوکس نوری 5000با  رسنتفلو

نانومتر خوانده  560موج گرفت و سپس جذب آن در طول

مخلوط واکنش  یحاو شیآزمالوله کیاز  نیشد. همچن

واحد  کیشد. بعنوان شاهد استفاده  یمیبدون عصاره آنز

 50است که موجب یمیمقدار آنز SOD میآنز تیاز فعال

  .گرددیم NBT ینور یایدرصد ممانعت از اح

و  Batesبه روش  نیپرول یمحتوا یریگاندازه: پرولین

بعنوان  ن،یپرولL-و با استفاده از ( 1973)همکاران 

گرم بافت  5/0منظور  نیبد (.9) استاندارد، صورت گرفت

 تریلیلیم 10در ماریمربوط به هر ت یتازه برگ

 20و به مدت  دهییدرصد سا 3 دیاس کیلیسیسولفوسال

از  تریلیلیم 2. دیگرد وژیفیسانتر rpm 12000در دور قهیدق

 تریلیلیم 2 و نیدریهنیمعرف ن تریلیلیم 2با  ییمحلول رو

 C100°یدر دما قهیدق 60مدت یبرا الیگلاس دیاس کیاست

زمان، بلافاصله در  نیاده شد و پس از اقرار د یدر بن مار

به واکنش متوقف شد. بدین ترتیب قرارگرفت و  خیحمام 

تولوئن اضافه و با استفاده از ورتکس  تریلیلیم 4 هر نمونه

 30ها به مدت شد. لوله کنواختی یبخوب هیثان 20به مدت 

ثابت نگه داشته شدند تا در هر  شگاهیآزما یدر دما قهیدق

که  ییگردد. جذب فاز رو لیدو فاز تشک شیلوله آزما

 ،است نیتا قرمز رنگ واجد پرول یکمپلکس صورت یحاو

استفاده شد. شدت جذب  نیپرول یریگزهجهت اندا
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با  و در ادامهقرائت  نانومتر 520 ها در طول موجمحلول

خالص،  نیاستاندارد حاصل از پرول یاستفاده از منحن

 زانیم تی. در نهادیگرد نییدر هر نمونه تع نیغلظت پرول

 بر گرم وزن تر کرومولیبر حسب م نیپرول

(.F.W 1-µmol g) دست آمد.ه ب 

: (ROSهای فعال اکسیژن )گیری مقدار رادیکالاندازه

( ROSهای فعال اکسیژن )گیری مقدار رادیکالبرای اندازه

اساس  (. بر12از روش زایلنول اورنج اسیدی استفاده شد )

در شرایط اسیدی، منجر به تغییر یون فرو  ROSاین روش 

به فریک شده و یون فریک حاصل با زایلنول اورنج 

کند. برای این منظور ابتدا کمپلکس نارنجی رنگ ایجاد می

بافت برگ درون هاون چینی ریخته و بر روی یخ کاملًا 

 pH 8/6با  mM 50ساییده شد. سپس بافر فسفات سدیم 

دقیقه با  15مدت گن حاصل استفاده گردید و محلول هم

 Microدر سانتریفیوژ ) C ᵒ4در rpm 16000سرعت 

Centrifuge Eppendorf 1540-  آلمان( گردید. جذب

نوری محلول حاصل حاوی عصاره و زایلنون اورنج 

های نانومتر خوانده شد. از غلظت 560اسیدی در طول موج

برای رسم منحنی استاندارد استفاده شد و  2O2Hمختلف 

µM g-1 نتایج حاصل بر حسب میکرومول بر گرم وزن تر )

FW.محاسبه و ارائه گردید ) 

گرم پودر خشک حاصل از  FT-IR  :1/0طیف سنجی 

های شاهد و تیمار برای انجام های نمونهشاخساره

 1به  1به نسبت  KBrاستفاده شد. نمک  FT-IRآنالیزهای 

صورت ها به به پودر خشک گیاهی افزوده شد و نمونه

ها با استفاده از  قرص تهیه شد. طیف مادون قرمز نمونه

در  Nicolet Magna-550مدل FT-IR دستگاه اسپکترومتر 

قرائت گردید. آنالیز  cm 400-4000-1محدوده طول موج 

ها طی سه تکرار انجام و نتایج حاصل از بخشی از نمونه

متر، با بر سانتی 1800تا  900طیف خروجی در محدوده

 Spectroscopy Essential FTIRتفاده از نرم افزاز اس

( مورد تجزیه و تحلیل قرارگرفت. آنالیز بیشتر 50/3)نسخه 

ها با استفاده های خروجی این نرم افزار و رسم منحنیداده

 GraphPad Prism( و 2013از نرم افزارهای اکسل )نسخه 

( انجام شد. در این صورت با محاسبه مقادیر 6)نسخه 

های های هر تیمار نسبتهای حاصل از منحنیاکثر پیکحد

و  2، لیپید به آمید 2به آمید  1، آمید 2کربوهیدرات به آمید

، محاسبه و به صورت نمودار ارائه 2نوکلئیک اسید به آمید 

 گردید.  

در قالب طرح تمامی آزمایشات اری: تجزیه تحلیل آم

د. تجزیه و شانجام سه تکرار  درحداقل کاملاً تصادفی و 

 Analysis ofهای آماری، انجام تحلیل واریانس )تحلیل

variance یا به اختصار ANOVAای ( و آزمون مقایسه

  SPSS افزار، با استفاده از نرم P<05/0دانکن در سطح 

(version 19.0, SPSS Inc, Chicago, IL)  انجام شد. برای

 ,version 6گراف پد ) افزاررسم کلیه نمودارها از نرم

GraphPad Prism Software Inc., San Diego, CA )

  استفاده شد.

 نتایج

اثر ترکیبات : بهینه سازی محیط کشت باززایی شاخساره

های رشد گیاهی روی باززایی کنندهمتفاوت تنظیم

های گرهی مورد، در های حاصل از جداکشتشاخساره

آورده شده است. بیشترین میزان استقرار  1جدول 

 M6های کشت درصد، در محیط 100ها به میزان داکشتج

(NAA 1-mgl 2/0+BAP 1-mg 1 ،)8M (NAA 1-mgl 

2/0+BAP 1-mg 5/1 9( وM (NAA 1-mgl0+ 1-mg 

BAP2 مشاهده شد. در پنجمین واکشت، بیشترین تعداد )

های گرهی رشد یافته های جدید، در جداکشتشاخساره

در هر جداکشت (، ایجاد شد. 1)جدول M8روی محیط 

نوشاخه حاصل شد که  11روی این محیط، به طور متوسط 

ها بود. پس از ای بیش از سایر محیطبه طور قابل ملاحظه

میلی  1/30سه هفته از کشت، بلندترین شاخساره به ارتفاع 

متر در محیط بدون هورمون )شاهد( و پس از آن در 

 3/20و  2/22، 23با بترتیب  M8و  M1 ،M2های محیط
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متر ایجاد شد. براساس نتایج حاصل، در نهایت محیط میلی

بعنوان محیط کشت بهینه برای انجام  M8کشت 

 های تنش شوری انتخاب شد.   آزمایش

 مستقل تکرار 3 حداقل میانگین مقادیر های گرهی گیاه مورد.های رشد گیاهی بر باززایی جداکشتهای مختلف تنظیم کنندهاثر ترکیب -1 جدول

 .است > P 05/0 سطح در دارمعنی هایتفاوت وجود دهندهنشان غیرمشابه حروف. هستند

 محیط کشت ترکیب تنظیم کننده های رشد (%استقرار ) تعداد نوشاخه ارتفاع شاخساره

a 4/5 ± 1/30 d 3/0 ± 9/0 *f 4/6 ± 6/26 - شاهد 

bc 7/4 ± 2/22 cd 5/0 ± 7/2 e 7/4 ± 9/51 NAA 1-mgl0+BAP 1-mg 2/0 M1 

ab 9/4 ± 0/23 cd 9/0 ± 4/2 ab 7/5 ± 7/85 NAA 1-mgl2/0+BAP 1-mg 2/0 M2 

efg 1/3 ± 2/11 cd 0/1± 7/2 e 7/9 ± 4/54 NAA 1-mgl0+BAP 1-mg 5/0 M3 

fg 0/4 ± 8/7 cd 7/0 ± 6/2 cd 7/9 ± 5/75 NAA 1-mgl2/0+BAP 1-mg 5/0 M4 

def 3/4 ± 3/14 cd 7/0 ± 5/2 e 5/7 ± 0/68 NAA 1-mgl0+BAP 1-mg 1 M5 

g 4/3 ± 8/4 cd 0/1 ± 8/2 a0/0 ± 0/100 NAA 1-mgl2/0+BAP 1-mg 1 M6 

bcde 3/4 ± 6/16 cd 1/1 ± 9/2 b1/7 ± 1/85 NAA 1-mgl0+BAP 1-mg 5/1 M7 

bcd 1/3 ± 3/20 a 4/2 ± 0/11 a0/0 ± 0/100 NAA 1-mgl2/0+BAP 1-mg 5/1 M8 

fg 6/2 ± 0/7 cd 4/1 ± 6/2 a0/0 ± 0/100 NAA 1-mgl0+BAP 1-mg 2 M9 

cdef 0/2 ± 0/15 b 1/1 ± 4/7 ab 5/2 ± 3/97 NAA 1-mgl2/0+BAP 1-mg 2 M10 

efg 1/3 ± 4/10 e 1/1 ± 3/3 a 7/6± 5/67 NAA 1-mgl0+BAP 1-mg 3 M11 

fg 1/4 ± 1/7 e 9/0 ± 2/3 d0/7 ± 6/66 NAA 1-mgl2/0+BAP 1-mg 3 M12 

بخش دیگری : شوری بر باززایی و پارامترهای رشداثر 

از نتایج این تحقیق بیانگر تأثیر کمی و کیفی متفاوت 

های مختلف شوری بر پارامترهای رشدی و قدرت غلظت

که در (. در حالی2های مورد، بود )جدولباززایی نوشاخه

 100تر نمک )های پائینهای تحت غلظتجداکشت

داری میان درصد باززایی معنیمیلی مولار( تفاوت 150و

های کنترل مشاهده نشد، در شوری بالا ها با نمونهنوشاخه

ها بنحو میلی مولار( میزان باززایی شاخساره 250)

داری کاهش یافت. بررسی میزان پرآوری معنی

(Proliferation rateنمونه ) ها، مؤید اثر منفی غلظت بالای

بود. بیشترین و کمترین شوری بر تعداد نوساقه در هر گره 

 250های کنترل و غلظتمیزان پرآوری بترتیب در نمونه

به دست آمد. در عین حال شوری اثر  NaClمیلی مولار 

داری روی طول، وزن تر و وزن خشک منفی معنی

های تحت تأثیر نمک داشت. در هر شاخساره در جداکشت

سه سطح، تنش باعث کاهش پارامترهای رشدی و افت 

های کینی شد. البته تفاوت شاخصی میان نمونهمک شاخص

نسبت به هم  NaClمیلی مولار  150و  100تحت شوری 

در این پارامترها، مشاهده نشد. در عوض تفاوت میان 

( با 150و 100های رشد یافته در این دو غلظت )شاخساره

میلی مولار نمک، کاملًا  250های شاهد و شوری نمونه

باشد. بیشترین ارتفاع و طول برگ برجسته و مشخص می

های میلی متر در نمونه 2/10و  1/28ها با بترتیب شاخساره

های تحت تنش در نمونه 4/2و  5/5شاهد و کمترین آن با 

میلی مولار نمک ثبت شد. همین روند کم و بیش در  250

ها تکرار شد. صفات رشدی وزن تر و خشک شاخساره

گرم بترتیب واجد میلی 24و  196چنانکه نمونه شاهد با 

 39میلی مولار با بترتیب  250بیشترین و نمونه تحت تنش 
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گرم کمترین وزن تر و خشک شاخساره در میلی 6و 

کینی شرایط کشت درون شیشه شدند. محاسبه شاخص مک

های کنترل واجد کمترین میزان کلروز و نشان داد که نمونه

سلامت بودند. در نکروز شدگی و سطح بالایی از سبزی و 

میلی مولار(،  250های کشت )غلظت بالای نمک در محیط

داری افزایش یافت و از کینی بنحو معنیعدد شاخص مک

میلی مولارنمک  250در غلظت  74/2در کنترل به  24/0

رسیدکه مؤید افزایش قابل توجه در میزان کلروزه و 

ها است. در این خصوص تفاوت نکروزه شدن بافت

میلی مولار  100های تحت تنش داری میان نمونهمعنی

نیز هر  150نمک با کنترل مشاهده نمی شود. در غلظت 

کینی افزایش یافته، لیکن همچنان میزان چند شاخص مک

میلی  250آن کمتر از یک سوم مقادیر ثبت شده در غلظت 

 مولار شوری بود.  
 

( بر میزان باززایی، صفات رشدی و شاخص NaClمیلی مولار  250و  150، 100 هایاثر سطوح مختلف تنش شوری )کنترل و غلظت -2جدول 

 غیرمشابه حروف. هستند مستقل تکرار 3 حداقل میانگین ای. مقادیرکشت شده در شرایط درون شیشه Myrtus communis( گیاه MKIکینی )مک

 .است > P 05/0 سطح در دارمعنی هایتفاوت وجود دهندهنشان

تعداد نوساقه در  رصد باززایید تیمار

 هر گره

 طول شاخساره

 )میلی متر(

 وزن تر شاخساره

 )میلی گرم(

وزن خشک 

شاخساره )میلی 

 گرم(

 طول برگ

 )میلی متر(

شاخص 

کینی مک

(MKI) 

 a0/0± 0/100 a3/0± 0/11 a9/0± 1/28 a17± 196 24±2a  a3/1± 2/10 a24/0 شاهد

 NaCl a9/0± 1/99 b3/1± 2/8 ab2/1± 7/24 b19± 147 b 3± 16 ab8/0± 3/8 ab58/0میلی مولار  100

 NaCl a1/1± 9/95 c6/0± 5/5 bc8/0± 4/21 b13± 121 b 4± 13 bc1± 1/7 bc86/0میلی مولار  150

 NaCl b4/1± 3/87 d2/0± 1/2 d6/0± 5/5 d7± 39 c 2 ±6 d5/0± 4/2 d84/2میلی مولار  250

 

ظت نمک تا سطح افزایش غل: محتوای نسبی آب برگ

های کشت، اثر شاخصی بر مولار در محیطمیلی 150

الف(. بالاترین  -1محتوای نسبی آب برگ، نداشت )شکل 

های تحت شرایط کنترل به میزان در جداکشت RWCسطح 

 250 درصد ثبت گردید. در مقابل در غلظت 5/77

 52مولار نمک، محتوای نسبی آب به شدت و تا سطح میلی

میلی مولار  150و  100های ش یافت. غلظتدرصد کاه

درصد، فاقد اختلاف  2/70و  2/72نمک با ثبت بترتیب 

یک شاخص  RWCهای کنترل بودند. متمایزکننده با نمونه

دهد و در بسیار مهم است که وضعیت آبی گیاه را نشان می

ها شرایط تنش بعنوان یک شاخص نشانگر پساییدگی بافت

 یرد.گمورد سنجش قرار می

مقایسه : اثر تنش شوری روی پایداری غشاهای زیستی

های شاهد برگ مورد تحت تنش با نمونه MDAمحتوای 

در شرایط کشت در شیشه جهت تعیین میزان 

های غشایی نشان داد که در سطوح پراکسیداسیون چربی

به شدت  MDAمیلی مولار(، میزان  250بالای شوری )

زمان شدت نشت مب(. ه -1یابد )شکل افزایش می

( نیز بنحو چشمگیری زیاد ELها از خلال غشاء )الکترولیت

مولار نمک، میلی 150ج(. در شوری  -1شود )شکل می

گرچه میزان نشت الکترولیت تا حدی بالا است، لیکن این 

ای تحت های نسبت به نمونهمیزان به طور برجسته

ر مولار کمتر است )کمتر از نصف(. دمیلی 250شوری

در سطحی نسبتاً  MDAمولار محتوای میلی150غلظت

های تحت شوری دار با نمونهتر و فاقد تفاوت معنیپائین

 و کنترل بود.  100
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 ( بر محتوای نسبی آب برگ )الف(، میزان مالونNaClمیلی مولار  250و  150، 100 هایتأثیر سطوح مختلف تنش شوری )کنترل و غلظت -1شکل 

د. تکرار مستقل هستن 3حداقل  نیانگیم ریمقادهای کشت بافتی مورد معطر. د)ب( و نشت الکترولیت از خلال غشاء )ج( و در شاخسارهآلدئی دی

 است. > 05/0Pدر سطح  داریمعن یهادهنده وجود تفاوتنشان رمشابهیحروف غ

ای و شاخص اثر تنش شوری روی محتوای رنگیزه

وای کلروفیل و کاروتنوئید اثر تنش شوری بر محت: مقاومت

 250های مورد بیانگر اثر منفی شوری بالا )برگ نوشاخه

( و bو  aمیلی مولار نمک( بر محتوای کلروفیل )

(. در این شرایط محتوای 3کاروتنوئید برگ ها است )جدول

که یابد. در حالیهر سه نوع رنگیزه به شدت کاهش می

فاقد  NaCl رمیلی مولا 100ها با غلظت تیمار جداکشت

ها در مقایسه هرگونه اثر مشخص در محتوای کلروفیل برگ

ها در این شرایط با کنترل است، محتوای کاروتنوئید آن

میلی  150درصد افزایش یافته است. در غلظت  24حدود 

ای فاقد های کشت، محتوای رنگیزهمولار نمک در محیط

ین های کنترل است. همچندار با نمونهاختلاف معنی

 250بیشترین درصد کاهش شاخص مقاومت در شوری 

دار میان رخ داد. از این نظر تفاوت معنی NaClمولار  یلیم

 میلی مولار نمک مشاهده نشد. 150و  100های غلظت

وئید و شاخص ( بر محتوای کلروفیل، کاروتنNaClمیلی مولار  250و  150، 100 هایتأثیر سطوح مختلف تنش شوری )کنترل و غلظت -3جدول 

( محاسبه F.W1-mg.gگرم بر گرم وزن تر نمونه )مقادیر کلروفیل و کاروتنوئید بر اساس میلی .Myrtus communisهای کشت بافتی مقاومت در شاخساره

 است.> P 05/0در سطح  داریمعن یهادهنده وجود تفاوتنشان رمشابهیتکرار مستقل هستند. حروف غ 3حداقل  نیانگیم ریمقادشده است. 

 شاخص مقاومت

% (TI) 

 کاروتنوئیدها

 

 b کلروفیل 

 

 تیمار a کلرفیل 

- b16/0 ±65/1 a07/0 ±554/0 a34/0 ±71/2 شاهد 

 a  65 a12/0 ±23/2 a08/0 ±499/0 a61/0 ±31/2 100  میلی مولارNaCl 

 a  53 ab17/0 ±91/1 ab05/0 ±462/0 ab19/±71/1 ±31/2±01/2 150  میلی مولارNaCl 

 b  41 c04/0 ±85/0 c03/0 ±261/0 c09/0 ±88/0 250  میلی مولارNaCl 

تنش : اکسیدانهای آنتیاثر تنش شوری بر فعالیت آنزیم

های نمک شوری فعالیت آنزیم کاتالاز را در همه غلظت

الف(. بیشترین  -2نسبت به کنترل افزایش داد )شکل 

های در نمونهافزایش فعالیت آنزیم کاتالاز نسبت به شاهد 

های تحت و پس از آن بترتیب در نمونه 100تحت شوری 

مولار نمک اتفاق افتاد. در حالی که میلی 250و  150شوری

مولار نمک باعث افزایش حدود میلی 100اعمال شوری

شد، این افزایش در  CATبرابری در فعالیت آنزیم  4/3

 6/2بترتیب در حد  NaClمولار میلی 250و 150هایشوری

برابر نسبت به شاهد ثبت گردید. بررسی تغییرات  5/1و 

در سطوح مختلف شوری بیانگر  APXفعالیت آنزیم 

در سطوح مختلف  CATتغییرات کم و بیش مشابه آن با 

شوری است با این تفاوت که اولاً سطح و شدت نوسانات 
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میلی مولار نمک، سطح  250کمتر بوده و ثانیاً شوری 

تر از سطح کنترل رسانده است پائین را به APXفعالیت 

، به CATای که در فعالیت آنزیم ب(. نتیجه -2)شکل 

ای معکوس رخ داده است. در این میان بالاترین گونه

 100های تحت تنش در نمونه APXآنزیم   فعالیت

 250مولار نمک و کمترین میزان فعالیت آن در غلظت میلی

و  CAT. برخلاف قابل مشاهده است NaClمولار میلی

APX بیشترین فعالیت آنزیم ،SOD های کشت در نمونه

 -2مولار نمک مشاهده شد )شکل میلی 150شده در غلظت

در مقایسه  SODج(. نوعی روند افزایشی در فعالیت آنزیم 

شوند مشاهده می NaClمولار میلی 150با کنترل تا غلظت 

( جریان NaClمولار میلی 250بالاتر نمک ) که در غلظت

 150در شوری SODگردد. فعالیت آن معکوس می

های کنترل برابر میزان آن در نمونه 7/2به  NaClمولار میلی

 250و  100های های رشد یافته در غلظتو در نمونه

برابر فعالیت مشاهده  7/1و  1/2مولار نمک بترتیب به میلی

 های کنترل رسید. شده در نمونه

 

 
های کاتالاز )الف(، آسکوربات ( بر فعالیت آنزیمNaClمیلی مولار  250و  150، 100 هایسطوح مختلف تنش شوری )کنترل و غلظتتأثیر  -2شکل

 رمشابهیتکرار مستقل هستند. حروف غ 3حداقل  نیانگیم ریمقاد های کشت بافتی مورد معطر.دسموتاز )ج( در شاخسارهپراکسیداز )ب( و سوپراکسید

 است. > P 05/0در سطح  داریمعن یهاجود تفاوتدهنده ونشان

نتایج نشان ن برگ: اثر تنش شوری روی محتوای پرولی

میلی مولارنمک(،  250داد که در تنش شوری شدید )

 های کشت بافتی مورد، بههای نوشاخهمحتوای پرولین برگ

(. در مقابل در  لفا-3داری کاهش یافت )شکلطور معنی

، محتوای پرولین به NaClی مولار میل 150و  100شوری 

درصد افزایش یافته است. از این نظر  17و  23میزان 

 150و  100داری میان دو سطح شوری تفاوت معنی

 شود.مولار دیده نمیمیلی

تغییرات محتوای :  ROSاثر تنش شوری روی محتوای 

ROS  طی مواجهه با سطوح مختلف تنش شوری )کنترل و

( در NaClمیلی مولار  250و  150، 100 هایغلظت

ب -3های رشد یافته در شیشه گیاه مورد، در شکل نوشاخه

نشان داده شده است. نتایج بیانگر افزایش نسبتاً شدید 

های تحت تنش شدید شوری در نمونه ROSمحتوای 

مولار نمک( است. در این غلظت از نمک، میلی 250)

فزایش یافت. های شاهد ابرابر نمونه 2/2تا  ROSمحتوای 

در نمونه تحت  ROSدر حالی که محتوای 

دار با مولار نمک فاقد اختلاف معنیمیلی150تنش

 100های تحت شوریهای شاهد است، در نمونهنمونه

های تر از نمونهدر سطحی پائین ROSمولار، میزان میلی

 کنترل برآورد گردید. 

های منحنی:  FT-IRاثر تنش شوری روی تغییرات طیف 

تا  900حاصل از آنالیز طیف منطقه مادون قرمز در محدوده 

 نشان داده شده است. 4هر تیمار در شکل  1800
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)ب( در  ROS( بر محتوای پرولین )الف( و سطح NaClمیلی مولار  250و  150، 100 هایتأثیر سطوح مختلف تنش شوری )کنترل و غلظت -3شکل 

در سطح  داریمعن یهادهنده وجود تفاوتنشان رمشابهیتکرار مستقل هستند. حروف غ 3حداقل  نیانگیم ریمقاد .رهای کشت بافتی مورد معطشاخساره

05/0P <  .است 

گردد، هر ناحیه طیف مربوط به طور که ملاحظه میهمان

باشد. بنابر نتایج حاصل، حداکثر پیک ترکیبات خاصی می

ها، اتمربوط به ترکیبات مختلف از جمله کربوهیدر

های ها در تیمارها و پروتئیناسیدهای نوکلئیک، چربی

مختلف متفاوت بوده است. با توجه به اینکه ناحیه مربوط 

های مربوط به تیمارهای کنترل و در تمام منحنی 2به آمید 

برای محاسبه  .ای نداشته استشوری تغییر قابل ملاحظه

پیک با  میزان تغییرات ترکیبات مختلف، حداکثر جذب هر

سازی شد. ، نرمال2استفاده از حداکثر جذب پیک آمید 

نشان داد که تیماردهی  5-3نتایج آورده شده در نمودار 

مولار، باعث میلی 250و  150ها با غلظت نمک نمونه

 ،های مورد شده استها در برگافزایش میزان کربوهیدرات

های کنترل و که سطح کربوهیدرات در نمونهدر حالی

دار نبود. مولار نمک از نظر آماری معنیمیلی 100وری ش

در این میان بیشترین افزایش کربوهیدرات نسبت به نمونه 

 FT-IRنمک حاصل شد. در طیف  250کنترل در غلظت 

( با میزان cm1655-1)حدود  1ناحیه مربوط به آمید 

ها رابطه مستقیم دارد. نتایج بیانگر آن پروتئین در نمونه

های تحت تیمار با میزان پروتئین در نمونهاست که 

های کنترل و نمک، نسبت به نمونه 250و  150های غلظت

نمک، افزایش یافته است. در این رابطه  100غلظت 

های تحت تیمار با بیشترین میزان افزایش پروتئین در نمونه

 ، مشاهده شد. از سویی نتایج NaClمولار میلی 250غلظت 

FT-IR 250و  150هایکه تیمار نمک در غلظتنشان داد 

های مورد معطر شده ها در برگباعث افزایش میزان چربی

است. در اینجا برخلاف آنچه که در مورد پروتئین و 

کربوهیدرات دیده شد، بیشترین میزان چربی در تیمار با 

مولار نمک حاصل شد و افزایش بیشتر نمک غلظت میلی

ها در مورد تولید چربی به محیط کشت باعث کاهش روند

شده است. نتایج همچنین نشان داد که شوری در 

های مورد استفاده در این آزمایش، تأثیری بر میزان غلظت

 های مورد معطر نداشته است.های نوکلئیک برگاسید

 بحث و نتیجه گیری

ترکیب محیط کشت نقش مهمی در موفقیت ریزازدیادی 

ی کشت موفق مورد، های کشت مختلفی برادارد. محیط

سازی شده است، از زایی گیاه بهینهبمنظور استقرار و اندام

ازدیادی از توان به دستورالعمل ریزجمله این موارد می

( جنین زایی 46) Nobreطریق کشت مریستم توسط 

 ( اشاره نمود.48) Amo-Marcoو  Parra سوماتیک توسط 

، غنی شده با M8در تحقیق حاضر محیط کشت 

، برای NAAگرم برلیترمیلی2/0و BAPگرم بر لیتر میلی5/1

عدد در هر گره  11القای بیشترین تعداد نوساقه )

     سازی گردید.جداکشت( برای گیاه مورد بهینه
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،  2کربوهیدرات به آمید  )الف( و نمودار مقایسه نسبتهای میزان 1800تا  900های حاصل از آنالیز طیف منطقه مادون قرمز در محدوده منحنی -4شکل 

سطوح  ریمقادشده با  تیمارMyrtus communis های کشت بافتی )ب( در شاخساره 2و اسیدهای نوکلئیک به آمید  2، لیپید به آمید 2به آمید  1آمید 

 رمشابهیهستند. حروف غ تکرار مستقل 3حداقل  نیانگیم(. مقادیر NaClمیلی مولار  250و  150، 100 هایمختلف تنش شوری )کنترل و غلظت

 است. > 05/0Pدر سطح  داریمعن یهادهنده وجود تفاوتنشان

Shekafandeh (2007 بیشترین میزان پرآوری با )27 

 MSنوشاخه در هر گره جداکشت مورد را در یک محیط 

گرم میلی2/0و  BPAگرم بر لیتر میلی 2اصلاح شده با  ½

 ر پژوهش(. د56گزارش نموده است ) NAAبرلیتر 

Grigoriadou  و Leventakis(1999 نیز ایجاد حداکثر )3 

اصلاح  MSگرهی، در محیط  نوساقه روی هر جداکشت

 05/0و  GA3میکرومول  BAP ،3/0میکرومول  3شده با 

(. نتایج تا 26، گزارش گردیده است )NAAمیکرومول 

( با ایجاد 2015و همکاران ) Şanحدی مشابهی نیز توسط 

در هر جداکشت حاصل از کشت رأس ساقه در نوساقه  4

 01/0و  TDZگرم بر لیتر میلی 3/0حاوی  MSمحیط 

(. در این 53است ) به دست آمده NAAگرم بر لیتر میلی

 8/34با  Myrtusمیان اما بالاترین نرخ پرآوری کشت بافت 

 2حاوی  MSنوساقه در هر جداکشت روی یک محیط 

توسط  NAAگرم بر لیتر یمیل 2/0و BAPگرم برلیتر میلی

Scarpa ( 54( گزارش شده است )2000و همکارانش .)

شاید دلیل عمده این میزان تفاوت در میزان پرآوری 

های گیاه مورد در شرایط کشت بافت را بتوان به جداکشت

های متنوع مورد استفاده در تفاوت موجود در ژنوتیپ

ای مدینترانهتحقیقات مختلف نسبت داد. گیاهان بومی اقلیم 

های در طول حیات خود با تنش ،M. communisاز جمله 

محیطی مختلفی از جمله خشکی، شوری و تشعشع شدید 

ها سطوح متفاوتی از (. این گونه38اند )خورشیدی مواجه

دهند. شوری یکی از تحمل به تنش را از خود نشان می

ها است که از عوامل اصلی کاهنده ترین این تنشاصلی

های خشکی است. شد، محصول و پراکنش گیاهان در بومر

 تأثیر این تنش بر پارامترهای رشد و فیزیولوژی گیاه

M. communis  ،در شرایط کشت در خاک و در شیشه

(. 21و 3همواره مورد توجه محققین مختلفی بوده است )

ها، در مواجهه با تنش M. communisمشخص شده که 

داده و میزان تنفس خود را  شدت فتوسنتز خود را کاهش

(. با این حال به دلیل اثرات 25دارد )در حد ثابتی نگه می

ها در محیط طبیعی، امکان بررسی پاسخ ترکیبی تنش

ای مستقل گیاهان به یک تنش خاص نظیر شوری به شیوه

وجود ندارد. نتایج تحقیق حاضر بیانگر وجود اثر منفی 

وزن تر و وزن  های رشدی نظیر طول،شوری بر شاخص

خشک شاخساره و نیز تعداد نوساقه حاصل از 

تواند به های مورد است. کاهش رشدی که میجداکشت

واسطه کاهش پتانسیل جذب آب، ورود میزان زیاد عنصر 

سدیم و نیز سایر عناصر )مانند کلر که به تدریج همراه 

شوند( به درون گیاه باشد. در هنگام سدیم جذب می

متعارف جذب ریشه از عناصر به طور غیرشوری بسیاری 

تواند کنند که میشده و سمیت زیادی برای گیاه ایجاد می

در ادامه متابولیسم طبیعی گیاه را مختل نماید. این امکان 
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نیز وجود خواهد داشت که در این شرایط، گیاه بخشی از 

انرژی حاصل از فتوسنتز را به جای تخصیص به رشد، به 

ای سازگارکننده بمنظور تعدیل اسمزی هتولید محلول

و  Di Cori(. در تحقیقی 10ها اختصاص دهد )سلول

 NaCl( گزارش کردند که غلظت بالای 2013همکارانش )

تواند طول ساقه روز می 30و  15مولار( پس از میلی 250)

مورد را در مقایسه با محیط کشت شاهد، کاهش دهد 

 100ی کمتر از هاها با غلظت(. تیمار گیاهچه21)

مولار نمک در این حال، تأثیری روی کاهش طول میلی

ساقه نداشت. مشابه با نتایج ما، آنها نشان دادند که مواجهه 

در مقایسه با  MKIگیاه با شوری باعث کاهش ضریب 

تحت  اهانیدر گ MKIکاهش ارزش شود. گیاهان شاهد می

ی مؤید افزایش درصد کلروز و نکروزشدگی تنش شور

ای که توسط ها در مقایسه با گیاهان شاهد است. نتیجهنآ

تحقیقات سایر محققین نیز در مواجهه با تنش شوری نیز 

 (. 57و  35، 16گزارش شده است )

بنابر نتایج حاصل، محتوای نسبی آب برگ تنها در شوری 

میلی مولار نمک( با کاهش معنی دار  250بالا )غلظت 

تر نمک، سطوح پائین رسد درمواجه شد. به نظر می

های اسمزی تا حدی باعث جلوگیری از کاهش سازگاری

شده است. اصولاً کاهش پتانسیل آب،  RWCشدید سطح 

های گیاهان تحت تنش شوری ترین پاسخیکی از فوری

است. نتایج مشابهی در سایر گیاهان تحت تنش شوری 

( گزارش شده است. 40( و کهور سفید )24همچون نخود )

معطر در  های زیستی موردیش ناپایداری غشاءافزا

بالای نمک که با افزایش محتوای  هایغلظت

به محیط قابل رصد  تینشت الکترولآلدهید و دیمالون

های گیاهان به تنش شوری ترین پاسخاست، یکی از متداول

شود که حتی در گیاهان شاخص مقاوم به محسوب می

مشخصی از نمک، شوری نظیر سالیکورنیا هم در سطح 

در  تینشت الکترولدر گزارشی، افزایش (. 5شود )دیده می

گیاه شمعدانی تحت تنش شوری نیز توسط حسنوند و 

شوری در (. 1( گزارش گردیده است )1394همکاران )

 ابد،ییکاهش م یدانیاکسیدفاع آنت تیکه ظرف یهنگام ،بالا

تجزیه و منجر به  و افتهی شیآزاد افزا هایکالیراد لیتشک

حمله  د.گردمیهای سلولی تخریب بسیاری از متابولیت

ROSبر ساختار،  در سلول سماییپلا یها به لیپیدهای غشا

وارد  تخریبیسلولی اثرات  یسیالیت و نفوذپذیری غشا

از خلال غشاء و  هاتیحالت نشت الکترول نیآورده و در ا

 شیافزا دهایپیل راشباعیچرب غ یدهایاس ونیداسیپراکس

افزایش ناپایداری غشاء در گیاهانی متعددی . (52) ابدییم

( 32( و رزماری )34(، خیار )55از جمله کدوحلوایی )

تحت تنش بالای شوری گزارش شده است. اثر کاهنده 

نمک روی محتوای کلروفیل و کاروتنوئید و شاخص 

مقاومت گیاه مورد معطر حاصل از این تحقیق، با روند کلی 

های فتوسنتزی گیاهان تحت تنش شوری، کاهش رنگیزه

(. کاهش کلروفیل در مواجهه با شوری 47مطابقت دارد )

تواند ناشی از کاهش سنتز یا تجزیه آنزیمی این رنگیزه می

 یتنش طیها در شرارنگدانه بیتخر (. همچنین61باشد )

با  یمواز ویداتیاکس یهامتأثر از تنش یادیتا حد ز تواندیم

نتایج مشابهی در مواجهه . ردیت پذصور شوریتنش 

در (. 32گیاهان مختلف با تنش شوری گزارش شده است )

 یارنگدانه یدر محتوا یکاهش ی،نیچناین از موارد  یاریبس

و  دهایپلاست یفراساختار بیتنش را، به تخراثر در 

(. با این وجود 6) دهندینسبت م یدیلاکوئیت یغشاها

گیاه مورد تحت تنش در افزایش میزان کاروتنوئید در 

 میلی مولار نمک را شاید بتوان نقش 100غلظت 

در حفاظت  لیدخ یزهایاز مکان یبخش بعنوان هادیکاروتنوئ

 ییجوکه از صرفه نسبت داد سلول در مقابله با تنش

که  ییاز آنجا(. 7) برندیبهره م یدر انرژ یترنهیبه

 ینش فتوسنتزعمدتاً در ارتباط با مراکز واک هادیکاروتنوئ

هستند، مشاهده  بیمستعد آس هاکه در تنش شوندیم افتی

دور از  سطوح بالای شوریدر  هادیکاروتنوئ یکاهش عموم

اکسیدان های آنتی(. بررسی فعالیت آنزیم20نیست )انتظار 

های مورد، مؤید اثر افزایشی شوری روی فعالیت هر برگ

 ( درSODو  CAT ،APXسه آنزیم تحت بررسی )
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میلی مولار نمک بود. با این توضیح 150و 100های غلظت

 150در غلظت  SODو  100در غلظت  APXو  CATکه 

فعالیت را از خود  مولار نمک بیشترین میزان افزایشمیلی

 250دار و مشخص در غلظت نشان دادند. یک افت معنی

مولار نمک در فعالیت هر سه آنزیم ثبت گردید. در میلی

داری افزایش در این غلظت به طور معنی ROS مقابل میزان

ها بسته شدن روزنه ی،طینامساعد مح طیر شرایافته است. د

 اختلال در ،لیدر بافت مزوف 2COسبب کاهش غلظت 

 دیتولافزایش  تیدر نها وکربن  تیتثب یهاواکنش

 دروژنیه دی، پراکس(2O-) دیسوپر اکس هایکالیراد

(2O2H( لیدروکسیه کالیو راد (-OH )که با  گرددیم

 (.51و 19صدمات تخریبی فراوانی در سلول همراه است )

عواقب  نیرتریناپذ جتناباز ا یکی ،هامولکول نیا دیتول

از  یسلول یهاستمیمختلف س یدر اجزا یتنش خشک

 است هایتوکندریو م هازومیجمله کلروپلاست، پراکس

، CAT) اکسیدانیآنتی های آنزیم(. افزایش فعالیت 49)

APX  وSOD )نقش ، بخشی از 150و  100های ر غلظتد

، حذف هاROS از زداییسمها در مسیر این آنزیمکلیدی 

آلدهید و حفظ ثبات و پایداری دیواره سلولی دیمالون

های بالای ها در غلظتکاهش فعالیت این آنزیم .است

، 100های کمتر )میلی مولار( نسبت به غلظت 250شوری )

( را شاید بتوان به اثرات APXحتی کنترل در مورد  و 150

های منفی عمومی نمک بر مسیرهای سنتز پروتئین

(. برابر نتایج حاصل از آنالیز 47اکسیدانی نسبت داد )آنتی

FTIR افزایش غلظت نمک اثری روی اسیدهای نوکلئیک ،

نداشته و آن به این معنی است که هیچ یک از سطوح تنش 

فته در این تحقیق، نتوانسته باعث ایجاد شوری به کار ر

تغییرات گسترده و شکست ساختاری در ژنوم و تجزیه آن 

همچنین نشان داد که گیاه  FTIRشود. در مقابل، آنالیز 

مورد تحت تنش شوری به نوعی محتوای کربوهیدرات، 

میلی مولار نمک(، پروتئین و لیپید )تا  250آمید )تا سطح 

هایش افزایش نمک( را درون سلولمولار میلی 150سطح 

هایی مشابه با آنچه نشان داده شده که پاسخ قبلاً. داده است

دهد، در تنش شوری نیز قابل در تنش خشکی رخ می

کنند که (. در این راستا، گیاهان تلاش می45ملاحظه است )

پتانسیل اسمزی خود را از طریق افزایش سنتز ترکیبات 

ب بهتر آب در گیاه تحت تنش سازگارکننده بمنظور جذ

های ها و پروتئینشوری، ارتقاء دهند. پرولین، کربوهیدرات

ها هستند که در محلول از جمله مهمترین سازگارکننده

شوند تا به جذب بهتر آب در سیتوزول سنتز و انباشته می

مواجهه با شوری و حفظ تورژسانس برای تداوم رشد، 

ه نقش پرولین بعنوان (. برخی محققین ب31کمک کنند )

های آزاد و محافظ سلول ها در برابر کننده رادیکالجاروب

 کی نیپرول(. 29های اکسیداتیو اشاره کرده اند )آسیب

و محافظت  یاسمز میاست و با تنظ جیسازگار را تیاسمول

 یهااز اثرات مخرب تنش هامیو آنز هانیاز غشاها، پروتئ

 .(2) ندکیم یریجلوگ اهانیگدر  یاسمز

تغییر سطح لیپید در گیاهان واجد اسانس مانند مورد معطر 

توان بر اثرگذاری شرایط تنش در مواجهه با تنش را می

محیطی بر میزان تولید محصولات متابولیسم ثانویه و از 

(. 8های روغنی در این گیاهان قلمداد نمود )جمله اسانس

کل سطح مثبت و منفی نمک بر تولید اسانس و در ثیر أت

لیپید گیاهان به سطح شوری وارده به گیاه بستگی دارد. اثر 

مثبت در سطوح پائین شوری و اثر عکس آن در 

های بالاتر را در گیاهانی همچون غلظت

(، گل همیشه بهار 44)  (Coriandrum sativum)گشنیز

(Calendula officinalis( )33( و مریم گلی )Salvia 

officinalis) (58) گردیده است. دراین رابطه افت  گزارش

مولار نمک را میلی 250کمیت پروتئین و لیپید در غلظت 

احتمالاً باید به حساس بودن مسیرهای بیوسنتز آنها به 

 های بالای نمک نسبت داد. غلظت

 سپاسگزاری

این تحقیق تحت حمایت دانشگاه های پیام نور مرکز 

نگارندگان بر اردستان و دانشگاه کاشان انجام شده است. 

دانند ضمن تشکر از مدیران ارشد خود لازم می
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 مدیر آزمایشگاه پیام نور اردستان تشکر و قدردانی نمایند.های مذکور، از زحمات سرکار خانم مهدیه صادقی، دانشگاه

 نابعم

 کیسیلیس ریتأث. 1394 ،، م.انیضیو ف ،، ع.نژادیی، رضا، ف.حسنوند -1

 یشمعدان یکیولوژیزیو ف یکیمورفولوژ یهایژگیو یبر برخ دیاس

 ی( تحت تنش شور.Pelargonium graveolens Lمعطر)

مجله پژوهش های گیاهی )مجله زیست  ،میکلس دیاز کلر یناش

 .317-309 اتصفح، 2، شماره 30دوره  ،(شناسی ایران

، انیاکرم و ،ی، ع.ویخد ی، ز.،لوئ فهیخل یمحمد ، ا.ر.،فر یعباس -2

رشد  یهابر شاخص دینولیبراس یاپ-24و  نیپرول ریثتأ. 1398م.، 

. (Satureja hortensis L.مرزه تابستانه ) ییایمیوشیو صفات ب

، 32دوره  ،(مجله پژوهش های گیاهی )مجله زیست شناسی ایران

 .885-873 اتصفح، 4شماره 
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Abstract 

Salinity is one of the most important limits growth and distribution of terrestrial plants. 

Salt stress, by affecting the osmotic potential of the soil around the root, causes toxicity 

to plants leading to reduced growth, restricted crop production and impaired nutrient 

uptake. The Myrtus communis L. is an ornamental-medicinal shrub that is of particular 

importance due to its useful aromatic compounds, its uses in traditional medicine and 

applications in natural ecosystem restoration and soil erosion projects. Few studies have 

been conducted on the physiological responses and resistance of myrtle to abiotic 

stresses and the limited available results make it difficult to generalize to all 

populations. In the present study, we attempted to investigate shoot regeneration and 

growth rate of myrtle over different salinity levels (0, 100, 150 and 250 mM NaCl) and 

under in vitro culture condition. Additionally, some physiological responses such as 

pigment content, RWC, cell membrane stability, leaf proline content, amount of reactive 

oxygen species, biochemical parameters, and activity of some antioxidant enzymes, 

were evaluated. The results showed that the salinity at moderate and severe levels (150 

and 250 mM NaCl, respectively) had significant effects on in vitro growth and 

regeneration, membrane stability, carbohydrate and protein contents as well as leaf 

chlorosis and necrosis. The results also showed that relative water content, chlorophyll 

content and resistance index were only affected at high salinity level, while lipid and 

proline content, activity of antioxidant enzymes and ROS levels were relatively affected 

at all salinity levels. 

Key words: Myrtus communis L, Salinity stress, Antioxidant enzymes, In vitro, ROS, 

FTIR, Proline 
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