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در  يبه شور) .Myrtus communis L(شده مورد معطر  ييباززا يها پاسخ شاخساره
  شهيكشت در ش طيشرا

  3محمد امين طغياني و 2، سيد علي حسيني تفرشي*1پيمان آقائي
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 يشناس ستيگروه زتهران، دانشگاه شاهد،  ،ايران 3

  07/07/1399 :تاريخ پذيرش  27/04/1399: تاريخ دريافت

  چكيده

قرار دادن  ريتنش با تحت تأث نيا. است يخشك اهانيرشد و پراكنش گ يرو شيپ يها تيمحدود نياز مهمتر يكي يشور
محصول و اختلال در جذب عناصر  ديبه كاهش رشد، تول اه،يگ يبرا تيسم جاديضمن ا شهياطراف ر طيمح ياسمز ليپتانس
 باتياست كه به سبب دارا بودن ترك ييدارو -ينتيز يا چهدرخت) .Myrtus communis L(مورد معطر . انجامد يم ييغذا

 يا ژهيو تياهمخاك از  شيو فرسا يعيطب يها ستميمرمت اكوس يها و استفاده در پروژه ياستفاده در طب سنت د،يمف كيآرومات
محدود  جيكه نتا رفتهيبه تنش انجام پذ اهيگ نيا يو مقاومت يولوژيزيف يها در خصوص پاسخ يمطالعات محدود. برخوردار است

رشد  تيو كم ييباززا زانيم يتلاش شد تا ضمن بررس قيتحق نيدرا. سازد يدشوار م ها تيجمع يتمام يآن را رو ميموجود، تعم
 ي، برخ)NaClمولار  يليم 250و  150، 100، 0( يسطح شور 4تحت  شهيش كشت درون طيدر شرا مورد معطر هاي اهچهيگ

برگ، مقدار  نيپرول يمحتوا ،يسلول يغشاها يداري، پاRWCو  يا زهيرنگ يمحتوا راتييتغ رينظ اهيگ يولوژيزيف يها پاسخ
. رديقرارگ يابيمورد سنجش و ارز يدانياكس يآنت يها ميآنز يبرخ تيو فعال ييايميوشيب يپارامترها ژن،يفعال اكس يها كاليراد
بر  يا قابل ملاحظه راتيثأت) NaClمولار  يليم 250و  150 بيبترت( يشور ديآن بود كه سطوح متوسط و شد ديمؤ جينتا

 جينتا .كلروز و نكروز برگ داشته است زانيم زيو ن دهايو آم دراتيكربوه زانيغشاء، م يداريپا ،يرشد و نمو يپارامترها
و  ديپيل زانيو م ديشد يو درصد شاخص مقاومت تنها در شور ليكلروف زانيآب برگ، م ينسب ينشان داد كه محتوا نيهمچن
  .قرارگرفتند ريتحت تأث ي، در همه سطوح شورROS زانيو م دانياكس يآنت يها ميآنز تيفعال ن،يپرول

شيشه، اكسيدان، كشت درون هاي آنتي وري، آنزيم، تنش ش).Myrtus communis L(مورد معطر  :واژه هاي كليدي
FTIR ،ROSپرولين ،   

  peyman.aghaie@pnu.ac.ir: ، پست الكترونيكي 03133391803: نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
و  ييدارو ياهيگ) .Myrtus communis L(مورد معطر 

 يها متر با برگ 3تا  1به ارتفاع  يرتاسهمعطر از خانواده م
سته است كه در  يوهو م اي يزهو سرن يتخم مرغ متقابل،

محل . دارد يكاربرد فراوان يي،و دارو يبهداشت يعصنا
 ينو همچن ياآس يجنوب غرب ي،جنوب يآن اروپا يشرو

سبز،  يشهدرختچه هم ينا يارزش اقتصاد. است يرانا
 يباتبه واسطه وجود ترك ينتي،ز يها علاوه بر استفاده

 يمونن،ل ينن،آلفاپ يرند آن نظارزشم يكو آرومات يفنول
 يستيفعال ز يباتترك يهاست كه در ته ينولو ترپ ينوئلس

و مدرن  يدر طب سنت ياهگ ينا). 17(است   يتحائز اهم
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 يقابض بودن، ضدعفون ونهمچ يبه واسطه خواص
و   دهنده، بهبود زخم يرومعده، ن يمقو ي،ضد انگل ي،كنندگ

). 50(جه است مورد تو يادرار يرفع اختلالات مجار
تاج پوشش انبوه و مناسب مورد و  يدباتوجه به توان تول

 هاي يبدر مواجهه با آس ياهگ ينا يبالا يابيقدرت باز
 يكبعنوان  آندام، از  يو چرا يسوز از آتش يناش
 هاي يستممرمت اكوس يها برنامه يمناسب برا يدايكاند
 بداريش هاي يندرختچه در زم ينا). 13( شود يم ياد يعيطب

خاك  يشقابل كشت بوده و از فرسا يو نامساعد به راحت
را  يمورد، تحمل قابل قبول ياهدر كل گ. كند يم يريجلوگ

 ي،زنده از جمله خشكيرغ يطيمح يها در مواجهه با تنش
 ينتداوم ا يكنل. دهد ياز خود نشان م يدو نور شد يشور
 تواند يها در مناطق مختلف م ها، شدت و دفعات آن تنش

). 41و 27( يدوارد نما ياهبه گ يريجبران ناپذ ياثرات منف
در  يطيمح يستمسائل ز ترين ياز جد يكياما  يشور
از  رهكتا يليونم 800حدود . است يخشك هاي يستماكوس
درصد  7است كه خود حدود  يمتأثر از شور يادن هاي ينزم

  ). 23( شود يرا شامل م يادن هاي ياز كل خشك

 ياهانمثل گ يدرشد و تول ي،جوانه زن ،ياز شور يناش تنش
موضوع آنجا  ينا). 52( دهد يقرار م يررا به شدت تحت تأث

سه چهارم سطح  يباًتقر يمكه بدان يابد يم يشتريب يتاهم
از آن  يشده و نمك ناش يدهشور پوش يها توسط آب ينزم

قرار  يراز جهان اطراف ما را تحت تأث يبخش قابل توجه
خاك،  يشو نامناسب، فرسا يفضع يزهكش. است داده

 ي،در كشاورز كيفيت يشور و ب يها استفاده از آب
باعث  يميايي،ش ياز كودها يهرو يو استفاده ب ييزدا جنگل

است  يدهدر جهان گرد يگسترش اثرات مخرب شور
به  يبه تنش شور ياهاندر غالب موارد، پاسخ گ). 21(
دت زمان م ي،اسمز پتانسيل ييراتتغ يوني، يتسم يزانم

 ينتر متداول). 17(دارد  يبستگ ياهيتنش و نوع گونه گ
 يجادا يقاز طر ياهانخسارت تنش نمك در گ يرادا يوهش

 يلاز افت پتانس ياست كه خود ناش ياسمز يها اختلال
آب در حضور نمك و متعاقب آن كاهش امكان  ياسمز

 ايط،شر يندرا. به آب است يشهر يها سلول يدسترس
و  يافتهبروز  يبه خشك ياهگ يزيولوژيكف يها اغلب پاسخ

و  يوني يتآب سلول، سم يزانآن به صورت كاهش م يرتأث
). 52و 14( شود يآشكار م يياختلال در جذب عناصر غذا

 يتهمچون كاهش فعال يكيمتابول يندهايافراختلال در 
 يها بروز كلروز در بافت يل،كلروف يهردوكتاز، تجز يتراتن
 هاي يباز جمله آس يفتوسنتز هاي يتفعال يبو تخر ياهگ

در ). 60و 22(است  ياهانگو كلر در  يمسد ياز فزون يناش
 يرو يبه موضوع اثر شور يقاتاز تحق يكل تعداد اندك

ها به  در پاسخ آن يلدخ هاي يزمو مكان ينتيز يها درختچه
اعمال تنش  يبررس). 59و  15، 3(اند  تنش پرداخته ينا
به صورت درون  NaCl (250 mM)نمك  يبالا لظتغ
نشان ) 21(و همكاران  Di Coriدر مورد توسط  اي يشهش

 يو محتوا يشهبه كاهش طول ساقه و ر يطشرا ينداد ا
ها نشان داد، در  آن يجنتا. شود يمنجر م ياهگ يلكلروف
بدون  يشدت شور يندرا ياهگ يدكاروتنوئ يمحتوا يكهحال
 يرنظ اكسيداني يتآن هاي يمآنز يبرخ ليتمانده، فعا ييرتغ

 يشافزا يدازپراكس ياكولو گا يدازآسكوربات پراكس
 يشو افزا IIيستمفتوس ييكاهش كارآ. است يافته داري يمعن
 يدر مطالعه اثر شور يدهابه خصوص فلاونوئ ها فنل يپل
، )2006(و همكاران  Tattiniمورد توسط  ياهگ يرو

با  2015و همكارانش در  Acosta-Moto). 59(گزارش شد 
بلند  يمورد به تنش شور ياهمقاومت گ هاي يزممكان يبررس

ها از جمله كاهش  در برگ يآناتوم ييراتمدت، وقوع تغ
در برگ،  يسلول ينب يفضاها يشو افزا ياسفنج يمپارانش
 ي،رشد و نمو يدر پارامترها ييركاتالاز، تغ يتفعال يشافزا

 ي،ورمقاومت به ش يجاددر ا اغشاء ر يداريفتوسنتز و پا
مطالعه حاضر، اثر سطوح متوسط و  در). 3(اند  مؤثر دانسته

شده به روش  ييباززا هاي ياهچهگ يرو ي،شور يدشد
هدف، . قرارگرفت يمورد، تحت بررس ياهگ اي يشهدرون ش
 سازوكارهاي و ها پاسخ يبرخ يلو تحل يهو تجز ييشناسا
منظور  ينبد. بود ياهگ يندر ا يدر مقاومت به شور يلدخ
شامل،  اي شيشه درون تدر حال يختير هاي يژگيو يخبر
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 ياهچهطول گ يي،هوا يها رشد بخش يتكم يي،باززا يزانم
 يرنظ يزيولوژيف يها شاخص يبرخ يزو وزن تر آن و ن

 هاي يزهرنگ يآب برگ، محتوا ينسب يمحتوا ييراتتغ
 يي،غشا هاي يچرب يداسيونپراكس يدها،كاروتنوئ ي،فتوسنتز

برگ،  ينپرول يها، محتوا از خلال سلول ها يتنشت الكترول
 هاي يمآنز يبرخ يتو فعال يژنفعال اكس هاي يكالمقدار راد

  .قرارگرفت يابيمورد سنجش و ارز يدانياكس يآنت

  مواد و روشها
جدا : ايشيشهتهيه ماده گياهي و شرايط كشت درون

هاي گياه  هاي حاصل از درختچهها از تك گره كشت
Myrtus communis L.  كاشته شده در مجموعه فضاي سبز

ها پس از انتقال  نمونه. ايران تهيه گرديد - شهرداري كاشان
دقيقه با آب جاري  30فوري به آزمايشگاه، ابتدا به مدت 

بار و به مدت يك دقيقه  پس از آن يك. شستشو داده شدند
درصد و سپس به مدت پانزده دقيقه در محلول  70در الكل 

در . سديم دو درصد گندزدايي شدند حاوي هيپوكلريت
ها پس از سه بار آبشويي با استفاده از آب  نهايت نيز نمونه

دوبار تقطير استريل، براي كشت در شيشه مورد استفاده 
- موراشيگ و اسكوگ( MSمحيط كشت پايه . قرارگرفتند

با ) g/l7 (و آگار ) g/l30 (حاوي سوكروز ) 1962
 mg/l 3 ،2 ،5/1 ،1 ،5/0 ،2/0 (BAP(هاي مختلف  غلظت

)6-benzylaminopurine ( وNAA )1-

Naphthaleneacetic acid ) ( mg/l2/0،0 (سازي  براي بهينه
). 42) (1جدول(پروتكل باززايي مورد استفاده قرارگرفت 

pH تنظيم و سپس  7/5 ±05/0هاي كشت روي  كليه محيط
و تحت  C 1±25°ها در دماي  نمونه. اتوكلاو گرديدند

ساعت تاريكي با  8ساعت روشنايي و  16هاي نوري  هدور
 4هاي   شاخساره. نگهداري شدند µmol m-2s-1 100شدت 
اي جهت ارزيابي پارامترهاي كشت بافتي شامل درصد  هفته

ها  بازيابي، تعداد شاخساره در هر جدا كشت و طول آن
ها به  پس از اين مرحله، نمونه. مورد ارزيابي قرارگرفتند

هفته متوالي،  5ظم و هر سه هفته يكبار و طي صورت من

هاي متوالي  داده شدند تا ثبات نتايج در واكشتواكشت 
محيط بهينه شده حاصل و همچنين . احراز گردد

هاي مرحله  هاي توليد شده، براي انجام آزمايش جداكشت
تنش شوري در شرايط درون شيشه، مورد استفاده 

  .قرارگرفتند

هاي يكسان واجد گره  دا كشتج: اعمال تيمار شوري
، به cm 5 /0حاصل از كشت درون شيشه، با اندازة تقريبي 

از هورمون  mgl-1 5/1حاوي  M8محيط كشت بهينه شده 
BAP وmgl-1  2/0  از هورمونNAA براي . منتقل شدند

ميلي  250و  150، 100اعمال تنش شوري، سه غلظت 
با نمونة  هاي كشت اضافه و همراه به محيط NaClمولار 
، در اتاقك كشت )NaClغلظت صفر ميلي مولار (شاهد 

) 1- 2مشابه شرايط ذكر شده در بخش (كنترل شده 
درون هر شيشه، چهار نمونه جدا كشت در . قرارگرفتند

پس از سي روز، . فواصل يكسان از يكديگر واكشت شدند
هاي حاصل جهت بررسي ميزان باززايي، كميت رشد  نمونه

  .يزيولوژيكي برداشت شدندهاي ف و شاخص

زايي هاي رشدي و باز مطالعه صفات ريختي، شاخص
هاي كشت يافته در  پارامترهاي باززايي شاخساره: شاخساره

شيشه، شامل درصد بازيابي و تعداد شاخساره در هر گره 
و   ها علاوه بر آن طول و عرض شاخساره. اندازه گيري شد

كوليس ديجيتال ها، به كمك يك  نيز ميانگين طول برگ
در آون ها پس از قرارگيري  در ادامه نمونه. اندازه گيري شد

، رسيدن به وزن خشك ثابتتا  گراد سانتيدرجه 65با دماي 
وزن تر اوليه بافت و وزن خشك به كمك . خشك شدند

گرم،  0001/0 يك ترازوي ديجيتال با درجه حساسيت
هاي  فتگي با ميزان كلروز و نكروزشد. اندازه گيري شد

يا   McKinney Index(گياه بر مبناي شاخص مك كيني 
MKI ( و از روي علائم بصري ناشي از شوري، مورد

  ).  39(ارزيابي قرارگرفت 

به روش محتواي نسبي آب برگ : محتواي نسبي آب برگ
Ings  هاي  برگ). 30(اندازه گيري شد ) 2013(و همكاران
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برداشت توزين بلافاصله پس از شاخساره، توسعه يافته 
 به اختصار  Fresh weight( وزن تر برگند و بعنوان شد

FW( آب  برگ درهاي  نمونه پس از آن. منظور گرديد
ساعت در تاريكي  24و براي ور  غوطه دوبار تقطير استريل

ها  برگمجدداً وزن تر  .نگهداري شدند ºC4دماي  و
 Turgid ( وزن تورژسانسكه معرف  گرديد گيري اندازه

weight به اختصارTW( هاي وزن شده  نمونه. است
يا ساعت  72براي مدت ) هاي اشباع شده از آب برگ(

 ºC 70در آون تحت دماي) تا رسيدن به وزن ثابت(بيشتر 
 توزين گرديدند بعنوان وزن خشكخشك شده و سپس 

)Dry weight  ياDW( . با قرار دادن مقادير حاصل در
 ها محاسبه شد آب برگ درصد محتواي نسبي زير معادله

)30.(  

  
هاي سلولي از طريق  پايداري غشابررسي : تنشت الكترولي

ها از  سنجش هدايت الكتريكي ناشي از نشت الكتروليت
 )2011(و همكاران Liu  هاي برگ و به روش خلال سلول

هاي برگي  نمونه. )37( انجام شد با اندكي اصلاح،
هاي  در فالكون ،از جداسازي پسهاي هم وزن،  شاخساره

ليتر آب دوبار تقطير، غرق  ميلي 20قابل اتوكلاو حاوي
ساعت در تاريكي و دماي  24ها براي مدت  نمونه. گرديدند

 ºC25  پس از اين مدت هدايت الكتريكي .شدندآنكوبه ) 
Electrical conductivity به اختصارEC (ها با استفاده از  آن

 -  Jenway, Model 4510(تريكي سنج الك دستگاه هدايت
ها  در ادامه نمونه). اوليه EC(گيري شد  اندازه) انگليس
 .ندقرارگرفت ºC 121 اتوكلاو تحت دمايدقيقه در  20براي

الكتريكي هدايت  ،ºC25 تا دماي ها نمونه پس از سرد شدن
با قرار دادن ). ينهاي EC(مجدداً قرائت گرديد  محلول
، ميزان نشت مربوط يي در معادلهاوليه و نها ECمقادير 

  .   هاي برگ به درصد تعيين گرديد الكتروليت از خلال سلول

  

 

 ونيداسيراكسسنجش پ: ييغشا يها يچرب ونيداسيپراكس
 يد مالون زانيم يريگ اندازه به واسطه ييغشا يها يچرب
با ) Packer  )28 و Heath به روشو   (MDA)ديآلده
برگ تر از گرم  1/0منظور،  دينب. اصلاح، انجام شد ياندك

  (m/v) درصد 1/0محلول  تريل يليم 5با  شاخساره مورد
حاصل همگن عصاره  .شد دهيسائ دياس  كياست كلرو يتر
 1به . شد وژيفيسانتر g 12000 با دورو  قهيدق 25 يبرا
محلول  تريل يليم 4 ،يياز محلول رو تريل يليم
 دياس كيتوريوباربيت يحاو درصد 20 دياس  كياست كلرو يتر

 (m/v) 5/0% قهيدق 30 دتمخلوط حاصل به م. افزوده شد 
از  قرارگرفت و پسحمام آب گرم  ºC 95 تحت حرارت

پس از انجام مجدد . منتقل شد خي يبه سرعت بر رو آن
 532 يها موج  در طول ييجذب محلول رو وژ،يفيسانتر

 ريجذب سا(نانومتر  600و ) MDA-TBAكمپلكسجذب (
با  MDA زانيم. دگرديقرائت ) ياختصاصريغ يها زهيرنگ

با استفاده  mM-1cm-1 155 يخاموش بيدر نظر گرفتن ضر
  .ديگرد محاسبه .nmol g-1F.W بر حسبزير و از معادله 

  
هاي برگ  رنگيزه: هاي فتوسنتزي و كاروتنوئيد نگيزهر

امل شو كاروتنوئيد كل  b، كلروفيل aشامل كلروفيل 
هاي  روتن و گزانتوفيل پس از استخراج از نمونهكا

) Welburn )1994و   Lichtenthalerبه روششاخساره 
گرم از  2/0بدين منظور . )36( مورد سنجش قرار گرفت

 5از هر تيمار در  گياه مورد كشت در شيشه بافت تازه برگ
به صورت عصاره  ودرصد سرد، سائيده  80ميلي ليتر استون

با سرعت و دقيقه  20مدت  نمونه به .تهيه شدهمگني 
سانتريفوژ  ºC4و در دماي ) rpm(دور در دقيقه  13000
 80اپندورف به كمك استونلوله فاز رويي هر . گرديد

سپس جذب . ليتر رسانده شد ميلي 5درصد به حجم 
نانومتر  470و 8/646، 2/663هاي موج ها در طول نمونه

هاي  ر معادلهبا قرار دادن مقادير جذب د .شدقرائت 
بر حسب هر نمونه و كاروتنوئيد   مقادير كلروفيلمربوطه، 
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 سازگاريدر ادامه نيز ضريب . ميكرومول محاسبه گرديد
)Tolerance Index  به اختصارTI ( به تنش براي هريك از

گيري از معادله  با بهره هاي تحت تنش و شاهد شاخساره
Köhl   و Lösch )2004 (محاسبه شد )21 (  

  

كاتالاز،  يها ميآنز تيو سنجش فعال مياستخراج آنز
 2/0 مقدار: دسموتاز ديو سوپراكس دازيآسكوربات پراكس

  تيمارهر براي  كشت شده در شيشه شاخساره برگ از گرم
 50فسفات سديم  بافر ليتر  ميلي 1با  و شد برداشت

 ن حاويهمچني بافر. شد  سائيده 8/7 برابر pHمولار با  ميلي
 تترا آمونيوم دي اتيلنو ) α-Dithiothreitol(تيوتريتول  دي  آلفا

)EDTA (2 پي وي پي  مولار، ميلي
)Polyvinylpyrrolidone (1مولار و  ميلي 4، سوكروز درصد

به عصاره حاصل بلافاصله . بود درصد 10گليسرول
 C 4°و دماي rpm  13000دقيقه در دور 20مدت

فعاليت گيري  براي اندازه وييمحلول ر. سانتريفيوژ شد
سنجش  .مورد استفاده قرارگرفتاكسيدان  هاي آنتي آنزيم
. )4( شد انجام) Aebi  )1984روش بهكاتالاز  ميآنز تيفعال

آب مولار،  يليم 50بافر فسفات يمخلوط واكنش حاو
 يميعصاره آنز تريل كرويم 100مولار و  يليم 10اكسيژنه 

موج  و كاهش جذب در طول ديپراكس دروژنيه هيتجز. بود
 نرا نشا ميآنز تيفعال زانيم ،هيثان 60نانومتر در مدت  240
براساس سرعت  CATيك واحد از فعاليت آنزيم . داد

يا (  ºC 25در دماي μmol H2O2 mL-1 min-1مصرف يك 
  .بيان شد) واحد در دقيقه 01/0بر حسب تغييرات جذب 

به ) APX(سنجش فعاليت آنزيم آسكوربات پراكسيداز 
در اين روش . ، انجام شد)Asada )1981و  Nakanoروش 

با  درصد H2O2 (30(آب اكسيژنه  مخلوط واكنش شامل
مولار و  ميلي 5/0مولار، اسيد آسكوربيك  ميلي 2/0غلظت 

يري گ اندازه بمنظور. بود ميكروليتر از عصاره آنزيمي 50
يداسيون اكسفعاليت آنزيم، منحني كاهش جذب ناشي از 

دقيقه  2مدت نانومتر طي  290 موج  طولآسكوربات در 

ميزان فعاليت آنزيم با استفاده از ضريب . دنبال گرديد
. محاسبه شد mM−1 cm−1 8/2معادل ) ε 290(خاموشي 

يك واحد آنزيمي معادل تجزيه يك مول آسكوربات در 
در نظر گرفته شد  ºC25 مدت زمان يك دقيقه و در دماي 

بر پايه ) SOD(زيم سوپراكسيددسموتاز فعاليت آن ).43(
 گيري شد اندازه 1971در  Fridovichو Beauchamp روش

مولار با  ميلي 50 فسفات مخلوط واكنش حاوي بافر. )11(
pH  8/7برابر ،L-  مولار، نيترو بلو  ميلي 13متيونين

مولار،  ميكرو 2ميكرومولار، ريبوفلاوين  75تترازوليوم 
EDTA 1/0 ميكرومولار از عصاره آنزيمي  50و مولار  ميلي

تحت نور  قهيدق 15مخلوط به مدت  .استخراج شده بود
دقيقه قرار  15براي  ،لوكس نوري 5000با  رسنتفلو

نانومتر خوانده  560موج  گرفت و سپس جذب آن در طول
مخلوط واكنش  يحاو شيآزما لوله كياز  نيهمچن. شد

واحد  كي. شد بعنوان شاهد استفاده يميبدون عصاره آنز
 50است كه موجب يميمقدار آنز SOD ميآنز تياز فعال

   .گردد يم NBT ينور يايدرصد ممانعت از اح

و  Batesبه روش  نيپرول يمحتوا يريگ اندازه: پرولين
بعنوان  ن،يپرولL-و با استفاده از ) 1973(همكاران 

گرم بافت  5/0منظور  نيبد ).9( استاندارد، صورت گرفت
 تريل يليم 10در ماريمربوط به هر ت يتازه برگ
 20و به مدت  دهييدرصد سا 3 دياس كيليسيسولفوسال

از  تريل يليم 2. ديگرد وژيفيسانتر rpm 12000در دور قهيدق
 تريل يليم 2 و نيدريه نيمعرف ن تريل يليم 2با  ييمحلول رو

 C100°يدر دما قهيدق 60مدت يبرا اليگلاس دياس كياست
زمان، بلافاصله در  نيداده شد و پس از اقرار  يدر بن مار

به . واكنش متوقف شدبدين ترتيب قرارگرفت و  خيحمام 
تولوئن اضافه و با استفاده از ورتكس  تريل يليم 4 هر نمونه
 30ها به مدت  لوله. شد كنواختي يبخوب هيثان 20به مدت 

ثابت نگه داشته شدند تا در هر  شگاهيآزما يدر دما قهيدق
كه  ييجذب فاز رو. گردد ليدو فاز تشك شيالوله آزم

 ،است نيتا قرمز رنگ واجد پرول يكمپلكس صورت يحاو
شدت جذب . استفاده شد نيپرول يريگ زهجهت اندا
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با  و در ادامهقرائت  نانومتر 520  ها در طول موج محلول
خالص،  نياستاندارد حاصل از پرول ياستفاده از منحن

 زانيم تيدر نها. ديگرد نييدر هر نمونه تع نيغلظت پرول
  بر گرم وزن تر كروموليبر حسب م نيپرول

)µmol g-1 F.W.( دست آمده ب.  

: )ROS(هاي فعال اكسيژن  گيري مقدار راديكال اندازه
) ROS(هاي فعال اكسيژن  گيري مقدار راديكال براي اندازه

اساس  بر). 12(از روش زايلنول اورنج اسيدي استفاده شد 
در شرايط اسيدي، منجر به تغيير يون فرو  ROSاين روش 

به فريك شده و يون فريك حاصل با زايلنول اورنج 
براي اين منظور ابتدا . كند كمپلكس نارنجي رنگ ايجاد مي

بافت برگ درون هاون چيني ريخته و بر روي يخ كاملاً 
 pH 8/6با  mM 50سپس بافر فسفات سديم . ساييده شد

دقيقه با  15مدت  گن حاصل استفاده گرديد و محلول هم
Cدر rpm 16000سرعت 

 ᵒ4  در سانتريفيوژ)Micro 

Centrifuge Eppendorf 1540 - جذب . گرديد) آلمان
نوري محلول حاصل حاوي عصاره و زايلنون اورنج 

هاي  از غلظت. نانومتر خوانده شد 560اسيدي در طول موج
براي رسم منحني استاندارد استفاده شد و  H2O2مختلف 

 µM g-1(نتايج حاصل بر حسب ميكرومول بر گرم وزن تر 

FW (محاسبه و ارائه گرديد.  

گرم پودر خشك حاصل از  FT-IR  :1/0طيف سنجي 
هاي شاهد و تيمار براي انجام  هاي نمونه شاخساره

 1به  1به نسبت  KBrنمك . استفاده شد FT-IRآناليزهاي 
صورت ها به  به پودر خشك گياهي افزوده شد و نمونه

ها با استفاده از  طيف مادون قرمز نمونه. قرص تهيه شد
در  Nicolet Magna-550مدل FT-IR دستگاه اسپكترومتر 
آناليز . قرائت گرديد cm-1 400-4000محدوده طول موج 

ها طي سه تكرار انجام و نتايج حاصل از بخشي از  نمونه
متر، با  بر سانتي 1800تا  900طيف خروجي در محدوده

 Essential FTIR Spectroscopyتفاده از نرم افزاز اس
آناليز بيشتر . مورد تجزيه و تحليل قرارگرفت) 50/3نسخه (

ها با استفاده  هاي خروجي اين نرم افزار و رسم منحني داده
 GraphPad Prismو ) 2013نسخه (از نرم افزارهاي اكسل 

در اين صورت با محاسبه مقادير . انجام شد) 6نسخه (
هاي  هاي هر تيمار نسبت هاي حاصل از منحني اكثر پيكحد

و  2، ليپيد به آميد 2به آميد  1، آميد 2كربوهيدرات به آميد
، محاسبه و به صورت نمودار ارائه 2نوكلئيك اسيد به آميد 

  .  گرديد

در قالب طرح تمامي آزمايشات : اريتجزيه تحليل آم
تجزيه و . دشانجام سه تكرار  درحداقل كاملاً تصادفي و 

 Analysis of(هاي آماري، انجام تحليل واريانس  تحليل

variance يا به اختصار ANOVA (اي  و آزمون مقايسه
  SPSS افزار ، با استفاده از نرم P>05/0دانكن در سطح 

(version 19.0, SPSS Inc, Chicago, IL) براي . انجام شد
 ,version 6(گراف پد  افزار رسم كليه نمودارها از نرم

GraphPad Prism Software Inc., San Diego, CA (
   .استفاده شد

  نتايج
اثر تركيبات : بهينه سازي محيط كشت باززايي شاخساره

هاي رشد گياهي روي باززايي  كننده متفاوت تنظيم
هاي گرهي مورد، در  هاي حاصل از جداكشت شاخساره
بيشترين ميزان استقرار . آورده شده است 1جدول 

 M6هاي كشت  درصد، در محيط 100ها به ميزان  داكشتج
)mgl-1 NAA 2/0+ mg-1 BAP1( ،M8 )mgl-1 NAA 
2/0+ mg-1 BAP5/1 ( وM9 )mgl-1 NAA0+ mg-1 

BAP2 (در پنجمين واكشت، بيشترين تعداد . مشاهده شد
هاي گرهي رشد يافته  هاي جديد، در جداكشت شاخساره

در هر جداكشت . ، ايجاد شد)1جدول( M8روي محيط 
نوشاخه حاصل شد كه  11روي اين محيط، به طور متوسط 

پس از . ها بود اي بيش از ساير محيط به طور قابل ملاحظه
ميلي  1/30سه هفته از كشت، بلندترين شاخساره به ارتفاع 

و پس از آن در ) شاهد(متر در محيط بدون هورمون 
 3/20و  2/22، 23با بترتيب  M8و  M1 ،M2هاي  محيط
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براساس نتايج حاصل، در نهايت محيط . متر ايجاد شد ميلي
بعنوان محيط كشت بهينه براي انجام  M8كشت 

  .   هاي تنش شوري انتخاب شد آزمايش

 مستقل تكرار 3 حداقل ميانگين مقادير .هاي گرهي گياه مورد هاي رشد گياهي بر باززايي جداكشت هاي مختلف تنظيم كننده اثر تركيب - 1 جدول
  .است > P 05/0 سطح در دار معني هاي تفاوت وجود دهنده نشان غيرمشابه حروف. هستند

 محيط كشت تركيب تنظيم كننده هاي 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 mgl-1 NAA0+ mg-1 BAP2/0 M1 

ab 9/4 ± 0/23 cd 9/0 ± 4/2  ab 7/5 ± 7/85  mgl-1 NAA2/0+ mg-1 BAP2/0 M2 

efg 1/3 ± 2/11 cd 0/1± 7/2 e 7/9 ± 4/54 mgl-1 NAA0+ mg-1 BAP5/0 M3 

fg 0/4 ± 8/7 cd 7/0 ± 6/2 cd 7/9 ± 5/75 mgl-1 NAA2/0+ mg-1 BAP5/0 M4 

def 3/4 ± 3/14  cd 7/0 ± 5/2 e 5/7 ± 0/68 mgl-1 NAA0+ mg-1 BAP1 M5 

g 4/3 ± 8/4 cd 0/1 ± 8/2 a0/0 ± 0/100 mgl-1 NAA2/0+ mg-1 BAP1 M6 

bcde 3/4 ± 6/16 cd 1/1 ± 9/2 b1/7 ± 1/85 mgl-1 NAA0+ mg-1 BAP5/1 M7  
bcd 1/3 ± 3/20 a 4/2 ± 0/11 a0/0 ± 0/100 mgl-1 NAA2/0+ mg-1 BAP5/1 M8 

fg 6/2 ± 0/7 cd 4/1 ± 6/2 a0/0 ± 0/100 mgl-1 NAA0+ mg-1 BAP2 M9 

cdef 0/2 ± 0/15  b1/1 ± 4/7 ab5/2 ± 3/97 mgl-1 NAA2/0+ mg-1 BAP2 M10 

efg 1/3 ± 4/10  e 1/1 ± 3/3 a7/6± 5/67 mgl-1 NAA0+ mg-1 BAP3  M11 

fg 1/4 ± 1/7  e 9/0 ± 2/3 d0/7 ± 6/66  mgl-1 NAA2/0+ mg-1 BAP3  M12 

بخش ديگري : شوري بر باززايي و پارامترهاي رشداثر 
از نتايج اين تحقيق بيانگر تأثير كمي و كيفي متفاوت 

هاي مختلف شوري بر پارامترهاي رشدي و قدرت  غلظت
كه در  در حالي). 2جدول(هاي مورد، بود  باززايي نوشاخه

 100(تر نمك  هاي پائين هاي تحت غلظت جداكشت
داري ميان درصد باززايي  معنيتفاوت ) ميلي مولار150و

هاي كنترل مشاهده نشد، در شوري بالا  ها با نمونه نوشاخه
ها بنحو  ميزان باززايي شاخساره) ميلي مولار 250(

بررسي ميزان پرآوري . داري كاهش يافت معني
)Proliferation rate (ها، مؤيد اثر منفي غلظت بالاي  نمونه

بيشترين و كمترين . بودشوري بر تعداد نوساقه در هر گره 
 250هاي كنترل و غلظت ميزان پرآوري بترتيب در نمونه

در عين حال شوري اثر . به دست آمد NaClميلي مولار 
داري روي طول، وزن تر و وزن خشك  منفي معني

در هر . هاي تحت تأثير نمك داشت شاخساره در جداكشت
سه سطح، تنش باعث كاهش پارامترهاي رشدي و افت 

هاي  البته تفاوت شاخصي ميان نمونه. كيني شد مك شاخص
نسبت به هم  NaClميلي مولار  150و  100تحت شوري 

در عوض تفاوت ميان . در اين پارامترها، مشاهده نشد
با ) 150و 100(هاي رشد يافته در اين دو غلظت  شاخساره

ميلي مولار نمك، كاملاً  250هاي شاهد و شوري  نمونه
بيشترين ارتفاع و طول برگ . باشد برجسته و مشخص مي

هاي  ميلي متر در نمونه 2/10و  1/28ها با بترتيب  شاخساره
هاي تحت تنش  در نمونه 4/2و  5/5شاهد و كمترين آن با 

همين روند كم و بيش در . ميلي مولار نمك ثبت شد 250
. ها تكرار شد صفات رشدي وزن تر و خشك شاخساره

گرم بترتيب واجد  ميلي 24و  196چنانكه نمونه شاهد با 
 39ميلي مولار با بترتيب  250بيشترين و نمونه تحت تنش 
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گرم كمترين وزن تر و خشك شاخساره در  ميلي 6و 
كيني  محاسبه شاخص مك. شرايط كشت درون شيشه شدند

هاي كنترل واجد كمترين ميزان كلروز و  نشان داد كه نمونه
در . سلامت بودندنكروز شدگي و سطح بالايي از سبزي و 

، )ميلي مولار 250(هاي كشت  غلظت بالاي نمك در محيط
داري افزايش يافت و از  كيني بنحو معني عدد شاخص مك

ميلي مولارنمك  250در غلظت  74/2در كنترل به  24/0

رسيدكه مؤيد افزايش قابل توجه در ميزان كلروزه و 
در اين خصوص تفاوت . ها است نكروزه شدن بافت

ميلي مولار  100هاي تحت تنش  داري ميان نمونه معني
نيز هر  150در غلظت . نمك با كنترل مشاهده نمي شود

كيني افزايش يافته، ليكن همچنان ميزان  چند شاخص مك
ميلي  250آن كمتر از يك سوم مقادير ثبت شده در غلظت 

  .  مولار شوري بود
  

بر ميزان باززايي، صفات رشدي و شاخص ) NaClميلي مولار  250و  150، 100 هاي كنترل و غلظت(اثر سطوح مختلف تنش شوري  -2جدول 
 غيرمشابه حروف. هستند مستقل تكرار 3 حداقل ميانگين مقادير. ايكشت شده در شرايط درون شيشه Myrtus communisگياه ) MKI(كيني  مك

  .است > P 05/0 سطح در دار معني هاي تفاوت وجود دهنده نشان

تعداد نوساقه در   رصد باززاييد  تيمار
  هر گره

  طول شاخساره

  )ميلي متر(

  وزن تر شاخساره

  )ميلي گرم(

وزن خشك 
ميلي (شاخساره 
  )گرم

  طول برگ

  )ميلي متر(

شاخص 
كيني  مك

)MKI(  

  a0/0± 0/100  a3/0± 0/11  a9/0± 1/28  a17± 196  24±2 a  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  ab58/0ميلي مولار  100

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

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

  

ظت نمك تا سطح افزايش غل: محتواي نسبي آب برگ
هاي كشت، اثر شاخصي بر  مولار در محيط ميلي 150

بالاترين ). الف - 1شكل (محتواي نسبي آب برگ، نداشت 
هاي تحت شرايط كنترل به ميزان  در جداكشت RWCسطح 

 250  در مقابل در غلظت. درصد ثبت گرديد 5/77
 52مولار نمك، محتواي نسبي آب به شدت و تا سطح  ميلي

ميلي مولار  150و  100هاي  غلظت. ش يافتدرصد كاه
درصد، فاقد اختلاف  2/70و  2/72نمك با ثبت بترتيب 
يك شاخص  RWC. هاي كنترل بودند متمايزكننده با نمونه

دهد و در  بسيار مهم است كه وضعيت آبي گياه را نشان مي
ها  شرايط تنش بعنوان يك شاخص نشانگر پساييدگي بافت

  .يردگ مورد سنجش قرار مي

مقايسه : اثر تنش شوري روي پايداري غشاهاي زيستي
هاي شاهد  برگ مورد تحت تنش با نمونه MDAمحتواي 

در شرايط كشت در شيشه جهت تعيين ميزان 
هاي غشايي نشان داد كه در سطوح  پراكسيداسيون چربي

به شدت  MDA، ميزان )ميلي مولار 250(بالاي شوري 
زمان شدت نشت  مه). ب -1شكل (يابد  افزايش مي
نيز بنحو چشمگيري زياد ) EL(ها از خلال غشاء  الكتروليت

مولار نمك،  ميلي 150در شوري ). ج - 1شكل (شود  مي
گرچه ميزان نشت الكتروليت تا حدي بالا است، ليكن اين 

اي تحت ه  اي نسبت به نمونه ميزان به طور برجسته
ر د). كمتر از نصف(مولار كمتر است  ميلي 250شوري
در سطحي نسبتاً  MDAمولار محتواي  ميلي150غلظت
هاي تحت شوري  دار با نمونه تر و فاقد تفاوت معني پائين
  . و كنترل بود 100
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  ، ميزان مالون)الف(بر محتواي نسبي آب برگ ) NaClميلي مولار  250و  150، 100 هاي كنترل و غلظت(تأثير سطوح مختلف تنش شوري  -1شكل 
. دتكرار مستقل هستن 3حداقل  نيانگيم ريمقاد. هاي كشت بافتي مورد معطر و در شاخساره) ج(و نشت الكتروليت از خلال غشاء ) ب(دآلدئي  دي

  .است > 05/0Pدر سطح  دار يمعن يها دهنده وجود تفاوت نشان رمشابهيحروف غ

اي و شاخص  اثر تنش شوري روي محتواي رنگيزه
واي كلروفيل و كاروتنوئيد اثر تنش شوري بر محت: مقاومت

 250(هاي مورد بيانگر اثر منفي شوري بالا  برگ نوشاخه
و ) bو  a(بر محتواي كلروفيل ) ميلي مولار نمك

در اين شرايط محتواي ). 3جدول(كاروتنوئيد برگ ها است 
كه  در حالي. يابد هر سه نوع رنگيزه به شدت كاهش مي

فاقد  NaCl رميلي مولا 100ها با غلظت  تيمار جداكشت
ها در مقايسه  هرگونه اثر مشخص در محتواي كلروفيل برگ

ها در اين شرايط  با كنترل است، محتواي كاروتنوئيد آن
ميلي  150در غلظت . درصد افزايش يافته است 24حدود 

اي فاقد  هاي كشت، محتواي رنگيزه مولار نمك در محيط
ين همچن. هاي كنترل است دار با نمونه اختلاف معني

 250بيشترين درصد كاهش شاخص مقاومت در شوري 
دار ميان  از اين نظر تفاوت معني. رخ داد NaClمولار  يليم

  .ميلي مولار نمك مشاهده نشد 150و  100هاي  غلظت

وئيد و شاخص بر محتواي كلروفيل، كاروتن) NaClميلي مولار  250و  150، 100 هاي كنترل و غلظت(تأثير سطوح مختلف تنش شوري  -3جدول 
محاسبه ) mg.g-1F.W(گرم بر گرم وزن تر نمونه  مقادير كلروفيل و كاروتنوئيد بر اساس ميليMyrtus communis. هاي كشت بافتي  مقاومت در شاخساره

  .است> P 05/0در سطح  دار يمعن يها دهنده وجود تفاوت نشان رمشابهيحروف غ. تكرار مستقل هستند 3حداقل  نيانگيم ريمقاد. شده است

  شاخص مقاومت

% (TI) 

  كاروتنوئيدها

  

 b كلروفيل 

 

  تيمار  a كلرفيل 

 - 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  ميلي مولارNaCl 

a   53 ab17/0 ±91/1  ab05/0 ±462/0  ab19/±71/1 ±31/2±01/2  150  ميلي مولارNaCl  
b   41 c04/0 ±85/0 c03/0±261/0 c09/0±88/0 250 ميلي مولارNaCl  

تنش : اكسيدان هاي آنتي اثر تنش شوري بر فعاليت آنزيم
هاي نمك  شوري فعاليت آنزيم كاتالاز را در همه غلظت

بيشترين ). الف - 2شكل (نسبت به كنترل افزايش داد 
هاي  در نمونهافزايش فعاليت آنزيم كاتالاز نسبت به شاهد 

هاي تحت  و پس از آن بترتيب در نمونه 100تحت شوري 
در حالي كه . مولار نمك اتفاق افتاد ميلي 250و  150شوري

مولار نمك باعث افزايش حدود  ميلي 100اعمال شوري
شد، اين افزايش در  CATبرابري در فعاليت آنزيم  4/3

 6/2بترتيب در حد  NaClمولار  ميلي 250و 150هاي شوري
بررسي تغييرات . برابر نسبت به شاهد ثبت گرديد 5/1و 

در سطوح مختلف شوري بيانگر  APXفعاليت آنزيم 
در سطوح مختلف  CATتغييرات كم و بيش مشابه آن با 

شوري است با اين تفاوت كه اولاً سطح و شدت نوسانات 
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ميلي مولار نمك، سطح  250كمتر بوده و ثانياً شوري 
تر از سطح كنترل رسانده است  پائين را به APXفعاليت 

، به CATاي كه در فعاليت آنزيم  نتيجه). ب - 2شكل (
در اين ميان بالاترين . اي معكوس رخ داده است گونه

 100هاي تحت تنش  در نمونه APXآنزيم   فعاليت
 250مولار نمك و كمترين ميزان فعاليت آن در غلظت  ميلي
و  CATبرخلاف . قابل مشاهده است NaClمولار  ميلي

APX بيشترين فعاليت آنزيم ،SOD هاي كشت  در نمونه
 - 2شكل (مولار نمك مشاهده شد  ميلي 150شده در غلظت

در مقايسه  SODنوعي روند افزايشي در فعاليت آنزيم ). ج
شوند  مشاهده مي NaClمولار  ميلي 150با كنترل تا غلظت 

جريان ) NaClمولار  ميلي 250(بالاتر نمك   كه در غلظت
 150در شوري SODفعاليت . گردد آن معكوس مي

هاي كنترل  برابر ميزان آن در نمونه 7/2به  NaClمولار  ميلي
 250و  100هاي  هاي رشد يافته در غلظت و در نمونه

برابر فعاليت مشاهده  7/1و  1/2مولار نمك بترتيب به  ميلي
  . هاي كنترل رسيد شده در نمونه

  

  
، آسكوربات )الف(هاي كاتالاز  بر فعاليت آنزيم) NaClميلي مولار  250و  150، 100 هاي كنترل و غلظت(سطوح مختلف تنش شوري تأثير  -2شكل

 رمشابهيحروف غ. تكرار مستقل هستند 3حداقل  نيانگيم ريمقاد .هاي كشت بافتي مورد معطر در شاخساره) ج(دسموتاز  و سوپراكسيد) ب(پراكسيداز 
  .است > P 05/0در سطح  دار يمعن يها جود تفاوتدهنده و نشان

نتايج نشان : ن برگاثر تنش شوري روي محتواي پرولي
، )ميلي مولارنمك 250(داد كه در تنش شوري شديد 

هاي كشت بافتي مورد،  هاي نوشاخه محتواي پرولين برگ
در مقابل ).  الف-3شكل(داري كاهش يافت  به طور معني

، محتواي پرولين NaClي مولار ميل 150و  100در شوري 
از اين نظر . درصد افزايش يافته است 17و  23به ميزان 

 150و  100داري ميان دو سطح شوري  تفاوت معني
  .شود مولار ديده نمي ميلي

تغييرات محتواي :  ROSاثر تنش شوري روي محتواي 
ROS  كنترل و (طي مواجهه با سطوح مختلف تنش شوري
در ) NaClميلي مولار  250و  150، 100 هاي غلظت
ب - 3هاي رشد يافته در شيشه گياه مورد، در شكل  نوشاخه

نتايج بيانگر افزايش نسبتاً شديد . نشان داده شده است
هاي تحت تنش شديد شوري  در نمونه ROSمحتواي 

در اين غلظت از نمك، . است) مولار نمك ميلي 250(
. فزايش يافتهاي شاهد ا برابر نمونه 2/2تا  ROSمحتواي 

در نمونه تحت  ROSدر حالي كه محتواي 
دار با  مولار نمك فاقد اختلاف معني ميلي150تنش
 100هاي تحت شوري هاي شاهد است، در نمونه نمونه
هاي  تر از نمونه در سطحي پائين ROSمولار، ميزان  ميلي

  . كنترل برآورد گرديد

هاي  منحني:  FT-IRاثر تنش شوري روي تغييرات طيف 
تا  900حاصل از آناليز طيف منطقه مادون قرمز در محدوده 

  .نشان داده شده است 4هر تيمار در شكل  1800
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در ) ب( ROSو سطح ) الف(بر محتواي پرولين ) NaClميلي مولار  250و  150، 100 هاي كنترل و غلظت(تأثير سطوح مختلف تنش شوري  -3شكل 

در سطح  دار يمعن يها دهنده وجود تفاوت نشان رمشابهيحروف غ. تكرار مستقل هستند 3حداقل  نيانگيم ريمقاد .رهاي كشت بافتي مورد معط شاخساره
05/0P <  است.  

گردد، هر ناحيه طيف مربوط به  طور كه ملاحظه مي همان
بنابر نتايج حاصل، حداكثر پيك . باشد تركيبات خاصي مي

ها،  اتمربوط به تركيبات مختلف از جمله كربوهيدر
هاي  ها در تيمار ها و پروتئين اسيدهاي نوكلئيك، چربي
با توجه به اينكه ناحيه مربوط . مختلف متفاوت بوده است

هاي مربوط به تيمارهاي كنترل و  در تمام منحني 2به آميد 
براي محاسبه  .اي نداشته است شوري تغيير قابل ملاحظه

پيك با  ميزان تغييرات تركيبات مختلف، حداكثر جذب هر
. سازي شد ، نرمال2استفاده از حداكثر جذب پيك آميد 

نشان داد كه تيماردهي  5-3نتايج آورده شده در نمودار 
مولار، باعث  ميلي 250و  150ها با غلظت نمك  نمونه

 ،هاي مورد شده است ها در برگ افزايش ميزان كربوهيدرات
هاي كنترل و  كه سطح كربوهيدرات در نمونه در حالي

. دار نبود مولار نمك از نظر آماري معني ميلي 100وري ش
در اين ميان بيشترين افزايش كربوهيدرات نسبت به نمونه 

 FT-IRدر طيف . نمك حاصل شد 250كنترل در غلظت 
با ميزان ) cm-11655حدود ( 1ناحيه مربوط به آميد 

نتايج بيانگر آن . ها رابطه مستقيم دارد پروتئين در نمونه
هاي تحت تيمار با  ميزان پروتئين در نمونهاست كه 

هاي كنترل و  نمك، نسبت به نمونه 250و  150هاي  غلظت
در اين رابطه . نمك، افزايش يافته است 100غلظت 

هاي تحت تيمار با  بيشترين ميزان افزايش پروتئين در نمونه

 از سويي نتايج . ، مشاهده شدNaClمولار  ميلي 250غلظت 

FT-IR 250و  150هاي كه تيمار نمك در غلظتنشان داد 
هاي مورد معطر شده  ها در برگ باعث افزايش ميزان چربي

در اينجا برخلاف آنچه كه در مورد پروتئين و . است
كربوهيدرات ديده شد، بيشترين ميزان چربي در تيمار با 

مولار نمك حاصل شد و افزايش بيشتر نمك  غلظت ميلي
ها در مورد  توليد چربي به محيط كشت باعث كاهش روند

نتايج همچنين نشان داد كه شوري در . شده است
هاي مورد استفاده در اين آزمايش، تأثيري بر ميزان  غلظت
  .هاي مورد معطر نداشته است هاي نوكلئيك برگ اسيد

  بحث و نتيجه گيري

تركيب محيط كشت نقش مهمي در موفقيت ريزازديادي 
ي كشت موفق مورد، هاي كشت مختلفي برا محيط. دارد

سازي شده است، از  زايي گياه بهينه بمنظور استقرار و اندام
ازديادي از   توان به دستورالعمل ريز جمله اين موارد مي

جنين زايي ) Nobre )46طريق كشت مريستم توسط 
 .اشاره نمود) Amo-Marco )48و  Parra سوماتيك توسط 

، غني شده با M8در تحقيق حاضر محيط كشت 
، براي NAAگرم برليتر ميلي2/0و BAPگرم بر ليتر  ميلي5/1

عدد در هر گره  11(القاي بيشترين تعداد نوساقه 
      .سازي گرديد براي گياه مورد بهينه) جداكشت
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،  2كربوهيدرات به آميد  و نمودار مقايسه نسبتهاي ميزان) الف( 1800تا  900هاي حاصل از آناليز طيف منطقه مادون قرمز در محدوده  منحني -4شكل 

سطوح  ريمقادشده با  تيمارMyrtus communis هاي كشت بافتي  در شاخساره) ب( 2و اسيدهاي نوكلئيك به آميد  2، ليپيد به آميد 2به آميد  1آميد 
 رمشابهيحروف غ. هستند تكرار مستقل 3حداقل  نيانگيممقادير ). NaClميلي مولار  250و  150، 100 هاي كنترل و غلظت(مختلف تنش شوري 

  .است > 05/0Pدر سطح  دار يمعن يها دهنده وجود تفاوت نشان

Shekafandeh )2007 ( 27بيشترين ميزان پرآوري با 
 MSنوشاخه در هر گره جداكشت مورد را در يك محيط 

گرم  ميلي2/0و  BPAگرم بر ليتر  ميلي 2اصلاح شده با  ½
 ر پژوهشد). 56(گزارش نموده است  NAAبرليتر 

Grigoriadou  و Leventakis)1999 ( 3نيز ايجاد حداكثر 
اصلاح  MSگرهي، در محيط   نوساقه روي هر جداكشت

 05/0و  GA3ميكرومول  BAP ،3/0ميكرومول  3شده با 
نتايج تا ). 26(، گزارش گرديده است NAAميكرومول 

با ايجاد ) 2015(و همكاران  Şanحدي مشابهي نيز توسط 
در هر جداكشت حاصل از كشت رأس ساقه در نوساقه  4

 01/0و  TDZگرم بر ليتر  ميلي 3/0حاوي  MSمحيط 
در اين ). 53(است  به دست آمده NAAگرم بر ليتر  ميلي

 8/34با  Myrtusميان اما بالاترين نرخ پرآوري كشت بافت 
 2حاوي  MSنوساقه در هر جداكشت روي يك محيط 

توسط  NAAگرم بر ليتر  يميل 2/0و BAPگرم برليتر  ميلي
Scarpa  54(گزارش شده است ) 2000(و همكارانش .(

شايد دليل عمده اين ميزان تفاوت در ميزان پرآوري 
هاي گياه مورد در شرايط كشت بافت را بتوان به  جداكشت

هاي متنوع مورد استفاده در  تفاوت موجود در ژنوتيپ
اي  مدينترانهگياهان بومي اقليم . تحقيقات مختلف نسبت داد

هاي  در طول حيات خود با تنش ،M. communisاز جمله 
محيطي مختلفي از جمله خشكي، شوري و تشعشع شديد 

ها سطوح متفاوتي از  اين گونه). 38(اند  خورشيدي مواجه
شوري يكي از . دهند تحمل به تنش را از خود نشان مي

ها است كه از عوامل اصلي كاهنده  ترين اين تنش اصلي
. هاي خشكي استشد، محصول و پراكنش گياهان در بومر

  تأثير اين تنش بر پارامترهاي رشد و فيزيولوژي گياه
M. communis  ،در شرايط كشت در خاك و در شيشه

). 21و 3(همواره مورد توجه محققين مختلفي بوده است 
ها،  در مواجهه با تنش M. communisمشخص شده كه 

داده و ميزان تنفس خود را  شدت فتوسنتز خود را كاهش
با اين حال به دليل اثرات ). 25(دارد در حد ثابتي نگه مي

ها در محيط طبيعي، امكان بررسي پاسخ  تركيبي تنش
اي مستقل گياهان به يك تنش خاص نظير شوري به شيوه

نتايج تحقيق حاضر بيانگر وجود اثر منفي . وجود ندارد
وزن تر و وزن  هاي رشدي نظير طول،شوري بر شاخص

خشك شاخساره و نيز تعداد نوساقه حاصل از 
تواند به  كاهش رشدي كه مي. هاي مورد است جداكشت

واسطه كاهش پتانسيل جذب آب، ورود ميزان زياد عنصر 
مانند كلر كه به تدريج همراه (سديم و نيز ساير عناصر 

در هنگام . به درون گياه باشد) شوند سديم جذب مي
متعارف جذب ريشه  از عناصر به طور غيرشوري بسياري 

تواند  كنند كه مي شده و سميت زيادي براي گياه ايجاد مي
اين امكان . در ادامه متابوليسم طبيعي گياه را مختل نمايد
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نيز وجود خواهد داشت كه در اين شرايط، گياه بخشي از 
انرژي حاصل از فتوسنتز را به جاي تخصيص به رشد، به 

اي سازگاركننده بمنظور تعديل اسمزي هتوليد محلول
و  Di Coriدر تحقيقي ). 10(ها اختصاص دهد  سلول

 NaClگزارش كردند كه غلظت بالاي ) 2013(همكارانش 
تواند طول ساقه  روز مي 30و  15پس از ) مولار ميلي 250(

مورد را در مقايسه با محيط كشت شاهد، كاهش دهد 
 100ي كمتر از ها ها با غلظت تيمار گياهچه). 21(

مولار نمك در اين حال، تأثيري روي كاهش طول  ميلي
مشابه با نتايج ما، آنها نشان دادند كه مواجهه . ساقه نداشت

در مقايسه با  MKIگياه با شوري باعث كاهش ضريب 
تحت  اهانيدر گ MKIكاهش ارزش . شود گياهان شاهد مي

ي مؤيد افزايش درصد كلروز و نكروزشدگي تنش شور
اي كه توسط  نتيجه. ها در مقايسه با گياهان شاهد است نآ

تحقيقات ساير محققين نيز در مواجهه با تنش شوري نيز 
  ). 57و  35، 16(گزارش شده است 

بنابر نتايج حاصل، محتواي نسبي آب برگ تنها در شوري 
با كاهش معني دار ) ميلي مولار نمك 250غلظت (بالا 

تر نمك،  سطوح پائين رسد در به نظر مي. مواجه شد
هاي اسمزي تا حدي باعث جلوگيري از كاهش  سازگاري

اصولاً كاهش پتانسيل آب، . شده است RWCشديد سطح 
هاي گياهان تحت تنش شوري  ترين پاسخ يكي از فوري

نتايج مشابهي در ساير گياهان تحت تنش شوري . است
. گزارش شده است) 40(و كهور سفيد ) 24(همچون نخود 

معطر در  هاي زيستي مورد يش ناپايداري غشاءافزا
بالاي نمك كه با افزايش محتواي  هاي غلظت
به محيط قابل رصد  تينشت الكترولآلدهيد و  دي مالون

هاي گياهان به تنش شوري  ترين پاسخ است، يكي از متداول
شود كه حتي در گياهان شاخص مقاوم به  محسوب مي

مشخصي از نمك، شوري نظير ساليكورنيا هم در سطح 
در  تينشت الكترولدر گزارشي، افزايش ). 5(شود  ديده مي

گياه شمعداني تحت تنش شوري نيز توسط حسنوند و 
شوري در ). 1(گزارش گرديده است ) 1394(همكاران 

 ابد،ي يكاهش م يدانياكس يدفاع آنت تيكه ظرف يهنگام ،بالا
تجزيه و منجر به  و افتهي شيآزاد افزا هاي كاليراد ليتشك

حمله  .دگرد ميهاي سلولي  تخريب بسياري از متابوليت
ROSبر ساختار،   در سلول سماييپلا يها به ليپيدهاي غشا

وارد  تخريبيسلولي اثرات  يسياليت و نفوذپذيري غشا
از خلال غشاء و  ها تيحالت نشت الكترول نيآورده و در ا

 شيافزا دهايپيل راشباعيچرب غ يدهاياس ونيداسيپراكس
افزايش ناپايداري غشاء در گياهاني متعددي . )52( ابدي يم

) 32(و رزماري ) 34(، خيار )55(از جمله كدوحلوايي 
اثر كاهنده . تحت تنش بالاي شوري گزارش شده است

نمك روي محتواي كلروفيل و كاروتنوئيد و شاخص 
مقاومت گياه مورد معطر حاصل از اين تحقيق، با روند كلي 

هاي فتوسنتزي گياهان تحت تنش شوري،  كاهش رنگيزه
كاهش كلروفيل در مواجهه با شوري ). 47(مطابقت دارد 

تواند ناشي از كاهش سنتز يا تجزيه آنزيمي اين رنگيزه  مي
 يتنش طيها در شرا رنگدانه بيتخر همچنين). 61(باشد 

با  يمواز ويداتياكس يها متأثر از تنش ياديتا حد ز تواند يم
نتايج مشابهي در مواجهه . رديت پذصور شوريتنش 

در ). 32(گياهان مختلف با تنش شوري گزارش شده است 
 يا رنگدانه يدر محتوا يكاهش ي،نيچناين از موارد  ياريبس

و  دهايپلاست يفراساختار بيتنش را، به تخراثر در 
با اين وجود ). 6( دهند ينسبت م يديلاكوئيت يغشاها

گياه مورد تحت تنش در افزايش ميزان كاروتنوئيد در 
 ميلي مولار نمك را شايد بتوان نقش 100غلظت 
در حفاظت  ليدخ يزهاياز مكان يبخش بعنوان ها ديكاروتنوئ

 ييجو كه از صرفه نسبت داد سلول در مقابله با تنش
كه  يياز آنجا). 7( برند يبهره م يدر انرژ يتر نهيبه

 ينش فتوسنتزعمدتاً در ارتباط با مراكز واك ها ديكاروتنوئ
هستند، مشاهده  بيمستعد آس ها كه در تنش شوند يم افتي

دور از  سطوح بالاي شوريدر  ها ديكاروتنوئ يكاهش عموم
اكسيدان  هاي آنتي بررسي فعاليت آنزيم). 20(نيست انتظار 
هاي مورد، مؤيد اثر افزايشي شوري روي فعاليت هر  برگ

 در) SODو  CAT ،APX(سه آنزيم تحت بررسي 
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با اين توضيح . ميلي مولار نمك بود150و 100هاي  غلظت
 150در غلظت  SODو  100در غلظت  APXو  CATكه 
فعاليت را از خود  مولار نمك بيشترين ميزان افزايشميلي

 250دار و مشخص در غلظت  يك افت معني. نشان دادند
در . مولار نمك در فعاليت هر سه آنزيم ثبت گرديدميلي

داري افزايش  در اين غلظت به طور معني ROS مقابل ميزان
ها  بسته شدن روزنه ي،طينامساعد مح طير شراد. يافته است

 اختلال در ،ليدر بافت مزوف CO2سبب كاهش غلظت 
 ديتولافزايش  تيدر نها وكربن  تيتثب يها واكنش

 دروژنيه دي، پراكس)-O2( ديسوپر اكس هاي كاليراد
)(H2O2 ليدروكسيه كاليو راد )OH- (كه با  گردد يم

 ).51و 19(صدمات تخريبي فراواني در سلول همراه است 
عواقب  نيرتريناپذ جتناباز ا يكي ،ها مولكول نيا ديتول

از  يسلول يها ستميمختلف س يدر اجزا يتنش خشك
 است ها يتوكندريو م ها زوم يجمله كلروپلاست، پراكس

، CAT( اكسيداني آنتي هاي آنزيمافزايش فعاليت ). 49(
APX  وSOD (نقش ، بخشي از 150و  100هاي  ر غلظتد

، حذف هاROS از زدايي سمها در مسير  اين آنزيمكليدي 
آلدهيد و حفظ ثبات و پايداري ديواره سلولي  دي مالون
هاي بالاي  ها در غلظت كاهش فعاليت اين آنزيم .است

، 100(هاي كمتر  نسبت به غلظت) ميلي مولار 250(شوري 
را شايد بتوان به اثرات ) APXحتي كنترل در مورد  و 150

هاي  منفي عمومي نمك بر مسيرهاي سنتز پروتئين
برابر نتايج حاصل از آناليز ). 47(اكسيداني نسبت داد  آنتي

FTIR افزايش غلظت نمك اثري روي اسيدهاي نوكلئيك ،
نداشته و آن به اين معني است كه هيچ يك از سطوح تنش 

فته در اين تحقيق، نتوانسته باعث ايجاد شوري به كار ر
تغييرات گسترده و شكست ساختاري در ژنوم و تجزيه آن 

همچنين نشان داد كه گياه  FTIRدر مقابل، آناليز . شود
مورد تحت تنش شوري به نوعي محتواي كربوهيدرات، 

تا (، پروتئين و ليپيد )ميلي مولار نمك 250تا سطح (آميد 
هايش افزايش را درون سلول) نمكمولار  ميلي 150سطح 

هايي مشابه با آنچه  نشان داده شده كه پاسخ قبلاً. داده است

دهد، در تنش شوري نيز قابل  در تنش خشكي رخ مي
كنند كه  در اين راستا، گياهان تلاش مي). 45(ملاحظه است 

پتانسيل اسمزي خود را از طريق افزايش سنتز تركيبات 
ب بهتر آب در گياه تحت تنش سازگاركننده بمنظور جذ

هاي  ها و پروتئين پرولين، كربوهيدرات. شوري، ارتقاء دهند
ها هستند كه در  محلول از جمله مهمترين سازگاركننده

شوند تا به جذب بهتر آب در  سيتوزول سنتز و انباشته مي
مواجهه با شوري و حفظ تورژسانس براي تداوم رشد، 

ه نقش پرولين بعنوان برخي محققين ب). 31(كمك كنند 
هاي آزاد و محافظ سلول ها در برابر  كننده راديكال جاروب
 كي نيپرول). 29(هاي اكسيداتيو اشاره كرده اند  آسيب
و محافظت  ياسمز مياست و با تنظ جيسازگار را تياسمول

 يها از اثرات مخرب تنش ها ميو آنز ها نياز غشاها، پروتئ
  .)2( ندك يم يريجلوگ اهانيگدر  ياسمز

تغيير سطح ليپيد در گياهان واجد اسانس مانند مورد معطر 
توان بر اثرگذاري شرايط تنش  در مواجهه با تنش را مي

محيطي بر ميزان توليد محصولات متابوليسم ثانويه و از 
). 8(هاي روغني در اين گياهان قلمداد نمود  جمله اسانس

كل سطح مثبت و منفي نمك بر توليد اسانس و در ثير أت
اثر . ليپيد گياهان به سطح شوري وارده به گياه بستگي دارد

مثبت در سطوح پائين شوري و اثر عكس آن در 
هاي بالاتر را در گياهاني همچون  غلظت
، گل هميشه بهار )44(  (Coriandrum sativum)گشنيز

)Calendula officinalis) (33 ( و مريم گلي)Salvia 

officinalis( )58( دراين رابطه افت . گرديده است گزارش
مولار نمك را  ميلي 250كميت پروتئين و ليپيد در غلظت 

احتمالاً بايد به حساس بودن مسيرهاي بيوسنتز آنها به 
  . هاي بالاي نمك نسبت داد غلظت

  سپاسگزاري

اين تحقيق تحت حمايت دانشگاه هاي پيام نور مركز 
نگارندگان بر . اردستان و دانشگاه كاشان انجام شده است

دانند ضمن تشكر از مديران ارشد  خود لازم مي
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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 

 

 

 
 


