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  مقاله پژوهشي

ت در گياه تراريخ يميآنز ريغ يهادانياكسيآنت و تغييرات P5CSژن  بيانفراررسي ارتباط ب
  شيشه ونتنباكو تحت تنش شوري در شرايط كشت در

  3فرقاني نيرحسيام، *2پوراحساناكبريعل، 1يآبادخاتونبهاره سادات 

 ي، دانشكده علوم، دانشگاه اصفهانشناسستيز ارشد گروه. دانشجوي كارشناسي 1

 ي، دانشكده علوم، دانشگاه اصفهانشناسستيزگروه  استاد .2

  ي، دانشكده علوم، دانشگاه پيام نورشناسستيز گروه ياراستاد .3

  03/07/97؛ تاريخ پذيرش: 11/05/97: افتيدر خيتار

  چكيده
اعث باسموليت  يك عنوانبهيم كليدي در مسير سنتز پرولين است و سنتتاز) كد كننده آنز-كربوكسيلات -5-(پرولين P5CSژن 

حضور ژن دييتأو غيرتراريخت انتخاب گرديدند.  P5CSژن  با فرا بيان ابتدا گياهان تراريخت. شوديمافزايش مقاومت گياه به شوري 
P5CS  تكنيك با در گياهان تراريخت شدهPCR  اختصاصي ژن آغازگر باNPTII:P5CS  بررسي صفات  منظوربهشد. انجام

) NaCl(مولار نمك ميلي 200و  150، 100، صفر يهاغلظت يحاو MSتراريخت و غيرتراريخت به محيط كشت  ياهانگ ،فيزيولوژيكي
و كلروفيل در گياهان تراريخت در مقايسه با گياهان وزن خشك ، تروزنمقادير نشان داد كه منتقل گرديدند. پس از چهار هفته نتايج 

 غيرتراريخت در برگبه گياهان نسبت  همچنين گياهان تراريخت سديم كمتري را .در پاسخ به شوري كمتر كاهش يافت غيرتراريخت
تجمع دادند. سطح تركيبات فنلي، آنتوسيانين و فلاونوئيد در گياهان تراريخت كمتر از گياهان غيرتراريخت مشاهده شد. بعلاوه در 

 آسكورباتميزان ي در ميزان پرولين مشاهده شد. داريمعني نمك نسبت به غيرتراريخت افزايش هاغلظتگياهان تراريخت در تمام 
ولي پراكسيد هيدروژن در اثر تنش شوري در گياهان تراريخت نسبت به  نداشت يداريمعندر گياهان تراريخت و غير تراريخت تغيير 

و تغيير برخي  با افزايش پرولين گياهان تراريخت رسديمبه نظر  بنابراين؛ نشان داد را يداريمعنغير تراريخت كاهش 
  .بيشتري نشان داد مقاومت به شوري يميآنز ريغ يهادانياكسيآنتاز

  فنلفلاونوئيد، پرولين، تحمل به شوري، آسكوربات، : ي كليديهاواژه

  مقدمه
ي هاتنشريتأثتحت  شدتبهگياهان  محصول رشد و توليد

 بر تمام مراحل باًيتقرمحيطي مختلف قرار دارد. تنش شوري 
جوانه زدن، رشد جوانه، رشد رويشي،  ازجملهنمو و تكامل گياه 

 ,Sairam and Tyagiاست ( رگذاريتأثگلدهي و ميوه دهي 

ي خاك، سميت يوني، تنش اسمزي، هاون. افزايش ي)2004
 و تنش) Zn, Fe, P, K, Ca, Naي غذايي (هاونكاهش ي

دارد. شوري همچنين  همراهبه اكسيداتيو در گياهان را 
توليدات گياهي را از طريق اثرات شديد بر  ميرمستقيطورغبه

. كنديمي همزيست و مفيد محدود هايباكترروي رشد 

ي بالاي نمك در خاك سبب تنش اسمزي شده و هاغلظت
. بعلاوه دهديمكاهش بنابراين جذب آب را از خاك 

است كه بيشترين اثرات نامطلوب شوري مربوط  شدهمشخص
 ;Ahmad et al., 2013است () Cl-كلر () و Na+به سديم (

Forghani et al., 2017(. سلولو انباشتگي سديم در  تجمع 
منجر به تنش اسمزي و مرگ سلول شود.  سرعتبهتوانديم

ي يهاونبا ي Na+ يگزينيجاسميت يوني نتيجه  درواقع
يك اسموليت و  عنوانبه K+) است.K+(همچون پتاسيم 

 دكنيمعمل  هاميآنزدر برخي از  كوفاكتور عنوانبههمچنين 
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جايگزين شده و آنزيم  Na+كه تحت تنش شوري، توسط 
. غلظت بالاي پتاسيم همچنين براي پيوند گردديمغيرفعال 

tRNA  تاسسنتز پروتئين ضروري  تيدرنهاو  هابوزوميربه .
سميت يوني و تنش اسمزي سبب عدم تعادل متابوليكي شده 

ل . همه اين عوامشوديممنجر به تنش اكسيداتيو  تيدرنهاكه 
 تمخ گياه مرگ و مولكولي يهابيآس به توقف رشد، تيدرنها

  .)Chinnusamy et al., 2005( شوديم
و يا  هابيآسبراي ايجاد تحمل به شوري، ممانعت از ايجاد 

ي در هموستازو يا برقراري مجدد شرايط  هابيتخركاهش 
 است شنهادشدهيپمحيط جديد براي حفظ و ادامه رشد گياه 

)Zhu, 2000( ي هاژن. در طي چند سال گذشته گروهي از
ي مختلف ساختاري و تنظيمي هانيپروتئ كد كننده
تحمل به م نسبتاًتا بتوانند گياهان  اندقرارگرفته مورداستفاده

اده از استف رسديمي توليد كنند. به نظر ستيز ريغي هاتنش
همانند كولين اكسيداز، آرژنين  كنندهميتنظي هاژن

توسعه  و اصلاحبراي  و غيره دروژنازيدهدكربوكسيلاز و بتائين 
بنابراين درك ؛ ي استمؤثرترگياهان متحمل به تنش، روش 

ب سب ي مقاومت به تنشهاسميمكانپايه و اساس مولكولي 
توسعه راهكارهاي گزينش در تحمل به تنش شوري شده و 

مولكولي مربوط به صفات تحمل به نشانگرهاي شناسايي 
متحمل به  يهارقمشوري و خشكي ابزار جديدي براي توليد 

دهد يمشوري و خشكي در اختيار محققين اصلاح نباتات قرار 
)Sairam and Tyagi, 2004( ي ادستهي اخير هاسال. در

با عملكرد حفاظت اسمزي براي تحمل و مقاومت به  هاژناز 
 تنش شرايط تحت .استشده قعوا موردتوجهتنش شوري 

ين گلايسي آلي از قبيل پرولين، هاتياسمول گياهان اسمزي،
(سوربيتول، مانيتول و  ، قندهاي الكليهااول، پلي نيبتائ

را افزايش (گلوكز و سوكروز) و قندهاي محلول  گليسرول)
 Iqbal et( ندينماتعديل تا بتوانند تنش اسمزي را  دهنديم

al., 2014( تجمع . در بسياري از گياهان مقاومت به شوري با
است. اين قبيل آمينواسيدها  شدههاحاصلبرگدر  پرولين

ع تجمآورانيزرا در مقابل اثرات  هانيپروتئغشاها و  تواننديم
محافظت كنند. تجمع پرولين در همچون سديم و كلر  هاوني

ي سازگار ديگر و هامحلولسيتوپلاسم با كاهش غلظت 
 ,.Iqbal et alاست (افزايش حجم آب سيتوزولي همراه 

است كه با قرار دادن جو زراعي در  شدهمشخص .)2014
معرض تنش اسمزي، اختلافات فاحشي در ظرفيت تجمع 

مشابه بودن پتانسيل آب برگ مشاهده  باوجودپرولين، حتي 
 هاگزارشبرخي  .)Stewart and Larher, 1980( شوديم

نش ت به مقاومتو ارتباط مثبت بين تجمع پرولين و تحمل 
 ي متناقضي همهاگزارش وجودنيباا .دنينمايم دييتأرا  شوري
 Ehsanpour and Fatahian, 2003; Stewartدارد (وجود 

and Lee, 1974(. 

و سنتز  سميدر حفظ متابولتنش شوري در  نيپرول
 داخل يتعادل اسمز ،)Trotel‐Aziz et al., 2000( ينپروتئ
و  يسلول يهاميآنز، حفاظت )Santos et al., 1996( يسلول

 ;Poljakoff‐Mayber et al., 1994ها (نيساختار پروتئ

Thompsonet al., 1986( ،داخل يساختارها حفاظت 
 Iyer and Caplan, 1998; Van Rensburg et( يسلول

al., 1993( يتروژننكربن و ، منبع ذخيره )Lutts et al., 

1996; Stewart and Lee, 1974( ،يمتنظ pH ي سلول
)Santos et al., 1996; Venekamp, 1989عنوانبه) و 

 ;Chinnusamy et al., 2006كند (يعمل م دانياكسيآنت

Hare et al., 1999( مسير سنتز پرولين با گلوتاميك اسيد .
. گلوتاميك اسيد داراي دو عامل كربوكسيل و شوديمشروع 

-5-پرولين-Δكه توسط آنزيم  استيك عامل آميني 
و اكسيد  ATPو با مصرف يك  (P5CS)كربوكسيلات سنتاز 

دور از عامل آميني  كهآن، گروه كربوكسيل NADPHشدن 
قرار دارد، تبديل به گروه آلدئيدي شده و گلوتاميك سمي 

. عامل آلدئيدي اين تركيب به كنديمرا ايجاد  )GSA( يدآلدئ
و بدون واسطه  خودخودبه صورتبهعامل آميني چسبيده و 

-نپرولي-Δ. ماده جديد دهديميي را تشكيل تاپنجيك حلقه 
دارد. در ادامه فرايند، ماده اخير نام  (P5C) كربوكسيلات-5

 (P5CR)كربوكسيلات ردوكتاز -5-پرولين-Δبه كمك آنزيم
گردد يمپرولين تبديل -L، به NADPHو اكسيد شدن 

)Thompson, 1980( .است كه در اثر تنش  شدهمشخص
مربوط به  يهاژن ي ازبردارنسخهشوري و كمبود آب، 

 Delauney and( شوديمالقا  P5CRو  P5CS يهاميآنز

Verma, 1993; Hu et al., 1992; Peng et al., 1996( .
 Vignaاز گياه  P5CSمربوط به  cDNAاولين بار 

aconitifolia  .كلون و جداسازي شده استcDNA  مربوط
كلون و نيز از سويا، نخود و آرابيدوپسيس  P5CR آنزيمبه 

ارتباط بين  .)Yoshiba et al., 1997است ( شدهجداسازي 
و تجمع پرولين در آرابيدوپسيس  P5CR و P5CSي هاژن

 تجمع P5CSژن است كه القاي  شدهمشخصبررسي و 
 P5CSكه  كنديم. اين موضوع پيشنهاد برديمپرولين را بالا 

يك نقش كليدي در بيوسنتز پرولين تحت تنش اسمزي به 
. بعلاوه )Nanjo et al., 1999, Per et al., 2017( عهده دارد
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تنش شوري و  مخصوصاًي ستيز ريغي هاتنشتحمل به 
، د، در تعدادي از گياهان تراريختافزايش و بهبود رش

. دو ژن مربوط )Maggio et al., 2002است ( شدهمشاهده
 شدهييشناسادر آرابيدوپسيس، يونجه و گوجه  P5CSبه 

و  هااندامبيشتر  در At P5CS1است كه  شدهگزارشاست. 
آرابيدوپسيس، تحت تنش شوري و  افتهيزيتماي هابافت

، ولي در ابدييمافزايش  ABAخشكي بالا و نيز تيمار 
 فرا بياني سلولي در حال تقسيم و در غياب تنش، هاكشت
 ,.Armengaud et al( ه استنشدمشاهده  P5CS1ژن 

2004; Hare et al., 1999; Kishor et al., 2005(.  
 ركنشگي اكسيژني هاگونهتوليد سريع و انباشتگي 

)Reactive Oxygen Species پاسخي است كه گياه ،(
دهد يمنسبت به تغيير شرايط و فاكتورهاي محيطي 

)Hasanuzzaman et al., 2012( .ي گياهان داراي هابافت
كه قادر به حذف،  باشنديم ROS كنندهيخنثچندين آنزيم 

ي هاحد واسطي آزاد و هاكاليرادي سازپاكي و يا سازيخنث
 Hasanuzzaman et al., 2013; Khan( هستنداكسيدان 

et al., 2012(. ي، دانياكسيآنتي هاميآنزعلاوه بر  ياهانگ
ي سازپاكي غير آنزيمي را نيز براي تصفيه و هادانياكسيآنت
. برنديمي آزاد تحت تنش شوري به كار هاكاليراد
 ديسايي مانند هامولكولي غير آنزيمي شامل هادانياكسيآنت

توكوفرول، فلاونوئيدها،  α، گلوتاتيون، كيآسكورب
و  كيبآسكور دياسكاروتنوئيدها، تركيبات فنلي و غيره است. 

ي اهكاليرادي هيدروژن به هااتمانتقال  لهيوسبههاتوكوفرول
ROS را به  هاآنرا احيا كرده و همين امر  هاآن

است ي تبديل كرده مؤثري هادانياكسيآنت
)Hasanuzzaman et al., 2012; Hasanuzzaman et 

al., 2013; Khan et al., 2012(. 

 نهيدرزممطالعات متعددي توسط محققين مختلف  اگرچه
افزايش مقاومت به شوري گياهان با افزايش توليد پرولين در 
گياهان تحت تنش صورت گرفته است، اما اطلاعات كمي 

ر ي غيهادانياكسيآنتتغييرات فيزيولوژيكي و  نهيدرزم
 منتشرشده P5CSبيان ژن فرا  با آنزيمي گياهان تراريخت

مطالعه قبلي ما در خصوص گياه تنباكو با فرابيان ژن است. 
P5CS  شبيه  دانتياكسيآنت يهاميآنزبيانگر افزايش فعاليت

 Ehsanpour( يخشككاتالاز و آسكوربات در پاسخ به تنش 

et al, 2011( ) و شوريRiahi and Ehsanpour, 2013 (
بررسي دامنه تحمل به شوري در  اينبنابراين هدف ؛ است

ي فيزيولوژيك هاپاسخو  P5CSژن  فرابيانگياهان تنباكو با 

ي غير آنزيمي گياهان تراريخت در هادانياكسيآنتو تغييرات 
  مقايسه با گياهان غير تراريخت تحت تنش شوري است.

  
 هاروشمواد و 

  MS طيمحكشت بذر و رشد گياه تنباكو در 
 Nicotiana plumbaginifoliaتنباكو بذرهاي گياهان 

، اين گياه در آزمايشگاه NPTII:P5CS حاوي ژن[تراريخت 
ده تراريخته درآم صورتبهفيزيولوژي گياهي دانشگاه اصفهان 

گرفت قرار  مورداستفادهآن در آزمايش حاضر  T3است و بذر 
)Razavizadeh and Ehsanpour, 2009([  و غيرتراريخت

زمايشگاه فيزيولوژي گياهي دانشگاه اصفهان تهيه شد. ابتدا آاز 
دو تا سه نوبت با آب مقطر شستشو سپس به مدت يك بذرها 

به محلول هيپوكلريت  ازآنپسو  %70دقيقه در محلول اتانول 
دقيقه منتقل  15درصد حجمي به مدت  20 غلظتسديم با 

 وبذرها سه بار با آب مقطر استريل شستشو  سپسشدند. 
 MS )Murashige andبذرهاي استريل در محيط كشت 

Skoog, 1962( كيوتيبيآنتدر ليتر  گرميليم 30 يحاو 
 شدهكشتي حاوي بذرهاي هاشهيشكانامايسين كشت شدند. 
ميكرومول  90( روشناييساعت  16در اتاق كشت با فتوپريود 

 25 يدماساعت تاريكي،  8و  )فوتون بر مترمربع در ثانيه
. از گياهان نگهداري شد %95-98و رطوبت گراديسانت درجه

براي تكثير و توليد انبوه گياه ) 1(شكل حاصل از كشت بذرها 
حضور ژن دييتأدر شرايط استريل استفاده گرديد. پس از 

P5CS يكي از گياهان تراريخت  در گياهان تراريخت
و همچنين گياه غير تراريخت از طريق كشت جوانه  دشدهييتأ

روي محيط  يسازكسانيمنظوربهجانبي به تعداد زيادي 
مار اعمال تي منظوربهتكثير و سپس از اين گياهان  MSكشت 

اعمال تيمار شوري،  جهت .)2شكل شدند ( استفادهشوري 
، تراريختاقه گياهان تنباكو تراريخت و غيري سهاجدا كشت

 150، 100شاهد)، صفر (ي هاغلظتبا  MSبه محيط كشت 
تكرار در هر تيمار منتقل شدند.  3با  NaClمولار ميلي 200 و

پس از كشت گياهان از محيط كشت خارج و  چهار هفته
  .ندفيزيولوژيك بررسي شد -ي مورفوهاشاخص

  
 PCRكمك تراريخت بودن گياهان با  دييتأ

پس از تكثير گياهان تراريخت و غير تراريخت تنباكو براي 
صورت  PCRي هاشياـآزم، هاآندر  P5CSحضور ژن  دييتأ
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  حاوي كانامايسين MSكشت در محيط  T3 بذرهاي گياهان تراريخت .1شكل 

Fig. 1. Tobacco transgenic (T3) seeds cultured on MS medium containing kanamycin 

 

  
 مولارميلي 200و  0، 100، 150 حاوي MS) در محيط كشت B) و تراريخت (Aي ساقه گياهان تنباكو غير تراريخت (هاكشت جدا .2شكل 
  نمك.

Fig. 2. Tobacco explants non-transgenic (A) and transgenic (B) cultured on MS medium containing 0,100.150 and 200 
mM salt 

 

توسط  شدهاستفاده بر اساس روش DNAابتدا  گرفت.
 Ehsanpour(استخراج شد  2005و توئل در سال  پوراحسان

and Twell, 2005( .خلاصه، براي استخراج  طوربهDNA 
ي گياه تنباكو تراريخت و شاهد با هابرگگرم از  1/0حدود 

وب تي وژيفيسانتري كوچك شيشه در يك هادانهاستفاده از 
 250 هاوبيتخرد گرديد. سپس به هر يك از  تريليليم 5/1
 ,CTAB )1.4 M NaClبافر استخراج شامل  تريل كرويم

100 mM Tris pH 8.0, 3% CTABگرديد.  ) اضافه
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دقيقه در دماي اتاق  15ي ورتكس و به مدت آرامبه هاوبيت
 250نمونه ( حجمهمشدند. سپس به مقدار  داشتهنگه
) به نسبت IAAايزوآميل الكل/كلروفرم () از محلول يكروليترم

دقيقه در دور  5ي مخلوطو به مدت خوببهاضافه و  1:24
rpm13000  ررو شناوسانتريفيوژ شد. پس از انتقال محلول 

از  تريلكرويم 140) به تيوب جديد، حدود تريلكرويم 200(
دقيقه در  5محلول ايزوپروپانول سرد به آن افزوده و به مدت 

ي مخلوط گرديده و به خوببهنگهداري شد. سپس دماي اتاق 
سانتريفيوژ و سپس  rpm13000دقيقه در دور  7مدت 

دور ريخته شد. رسوب حاصل با يك  رو شناورمحلول 
دقيقه  7شستشو داده شد و به مدت  %70اتانول  تريليليم

 DNAسانتريفيوژ گرديد. اتانول دور ريخته شد و رسوب 
آب مقطر استريل  تريلكرويم 100خشك گرديد. سپس حدود 

سپس تا زمان  درآمدشناور  صورتبه DNAبه آن اضافه و 
 DNAنگهداري شد.  گراديسانتدرجه  -20استفاده در دماي 

استفاده گرديد.  PCR يهاشيآزمابراي انجام  شدهاستخراج
گياهان تراريخت با پرايمر  دييتأبراي  PCRآناليزهاي 

NPTII+ P5CS  صورت گرفت)Ehsanpour and Twell, 

2005(.  
FW: 5'-CGT TGG CTA CCC CTG ATA TT-3' 

RV: 3'-CTT CTT TCT TCG CGA GTG AC-5' 

ساخت  Master Cyclerدستگاه  در PCRواكنش 
  انگلستان با شرايط زير انجام شد. Eppendorfكارخانه 

94ºC 5 دقيقه Denaturation 

94ºC 30 ثانيه Denaturation 

52ºC30 ثانيه Annealing 

72ºC30 ثانيه Extension 

تعداد سيكل  39
ولت الكتروفورز  80-100آگارز با  %1با ژل  PCRو محصول 

(به مدت يك ساعت) گرديد. در پايان الكتروفورز، ژل با 
با استفاده از نور  DNAي و باندهاي زيآمرنگاتيديوم برمايد 

UV  در دستگاهGel documentation  مشاهده شد و از آن
  عكس تهيه گرديد.

  
  وزن خشك

 يهاغلظتهفته گياهان تراريخت و غيرتراريخت در  4پس از 
و خشك بخش  تروزن، از محيط كشت خارج و NaClمختلف 
گيري وزن خشك، اندازه يبرا ي شد.ريگاندازه هاآنهوايي 

درون آون قرار  ºC75ساعت در دماي 48بخش هوايي به مدت 
  ي شد.ريگهااندازهآنداده شد و در پايان وزن خشك 

  سديم و پتاسيم
ي هوايي گياهان تراريخت و غير تراريخت هابخشابتدا تمام 

درجه  70ساعت در آون با دماي  24طور جداگانه به مدت به
گرم  01/0ها پودر و گراد خشك شدند و سپس نمونهسانتي

ليتر اسيد سولفوساليسيليك ميلي 10پودر خشك حاصل با 
ساعت در يخچال انكوبه شد.  24مخلوط و به مدت  %3اسيد 

ها با كاغذ صافي، صاف گرديده و مقدار سديم و سپس نمونه
 Flameيا پتاسيم با دستگاه شعله سنج 

photometer)Halstead Essex-corning با استفاده از (
  .)Shi et al., 2012( يدگردهاي استاندارد تعيين محلول

 
  ي فتوسنتزيهازهيرنگ

گرم بافت تازه برگ گياهان وزن گرديد و با كمك  1/0ابتدا 
روي يخ و در تاريكي سائيده شدند. مخلوط  %80استون 

بالن ژوژه صاف گرديد  درونيصافبا كمك كاغذ  آمدهدستبه
 تريليليم 10به  %80با استون  آمدهدستبهو حجم عصاره 

با استفاده از دستگاه  هانمونهرسانده شد. جذب 
) در Shimadzu UV-160, Japanاسپكتروفتومتر (

نانومتر خوانده شد. از استون  470و  663، 647ي هاموجطول
 مقدار تيدرنهانمونه بلانك استفاده گرديد.  عنوانبه 80%

 در گرم گرميليم برحسبو كل و كاروتنوئيد  a ،bكلروفيل 
  .)Arnon, 1949( يدگردياهي محاسبه بافت گ

  
  پرولين

از بافت برگ گياهان  گرميليم 40ي پرولين ريگاندازهبراي 
اسيد  تريليليم 7/1تراريخت و غيرتراريخت وزن و هر نمونه با 

كامل  طوربهي سائيده شد تا خوببه %3سولفوساليسيليك 
ي حاصل درون اپندورف منتقل و هاعصارهيكنواخت گردد. 

 rpm 14000 )Eppendorf AGدقيقه با  20سپس به مدت 

5415D از محلول تريليليم) سانتريفيوژ شد. سپس يك 
ه ب و ديگردمنتقل  آزمايشي هالولهرويي برداشت و به داخل 

هيدرين به معرف نين ml 1اسيداستيك گلاسيال و  ml 1آن 
 C°100به بن ماري با دماي  هاهنمونهر لوله اضافه شد. سپس 

، هانمونهبه مدت يك ساعت انتقال داده شد. پس از سرد شدن 
 ml1 تولوئن اضافه شد. سپس ml 2دقيق به هر لوله  طوربه

و جذب تركيب رنگي هر نمونه در دو  برداشتهاز فاز بالايي 
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 ,.Bates et alشد (نانومتر قرائت  490و  520 موجطول

1973(.  
  

  و فلاونوئيدها فنل كل
گيري و تعيين سطح فنل كل و فلاونوئيدها، عصاره منظوربه
سائيده و  كاملاًگرم از هر يك از تيمارها در هاون چيني  1/0

را به  هانمونهاضافه شد. سپس  %70استون  ml 10به آن 
سانتريفيوژ شد و  C°4در دماي  g 3000دقيقه با  10مدت 

آناليزهاي فنل كل و فلاونوئيدها در يخچال  برايمحلول رويي 
نگهداري شد. تعيين مقدار تركيبات فنلي با استفاده از روش 

ساخت شركت بازرگاني  (folin-ciocalteu)سيوكالتو -فولين
 50. ابتدا )Makkar et al., 2007شد (مرك آلمان انجام 

ايش ي آزمهالولهرا برداشت و به  شدههيتهاز عصاره  تريلكرويم
 دامهركآب مقطر اضافه شد. سپس به  تريليليم 450انتقال و 

) N)1سيوكالتو -معرف فولين تريلكرويم 250 هانمونهاز 
 %20 كربناتيبمحلول سديم  ml 25/1 اضافه گرديد. در ادامه

به هر نمونه افزوده شد و براي مخلوط شدن كامل تركيبات 
به مدت  آمدهدستبهمحتواي  تيدرنهارا ورتكس كرده و  هاآن
در  هانمونهدقيقه در تاريكي قرار گرفت و سپس جذب  40

. )Makkar et al., 2007شد (نانومتر خوانده  725 موجطول
براي تعيين سطح فلاونوئيدها از آلومينيوم كلرايد استفاده شد 

)Abdel-Hameed, 2009( 100. به اين منظور مقدار 
 ي آزمايش منتقل وهالولهرا به  شدههيتهاز عصاره  تريلكرويم

قطره  2و  %20آلومينيوم كلرايد  تريلكرويم 100سپس 
گلاسيال استيك اسيد به آن اضافه گرديد و با استفاده از 

دقيقه جذب  40رسانده شد و بعد از  cc2متانول به حجم 
  نانومتر خوانده شد. 415 موجطولدر  هانمونه

  
  آنتوسيانين

 10را توزين و در هاون چيني با  هانمونهگرم برگ  1/0
 كيرديدكلرياسمتانول اسيدي (متانول خالص و  تريليليم

هموژن شد و به مدت  كاملاً )1:99خالص به نسبت حجمي 
قرار گرفت.  گراديسانتدرجه  25ساعت در تاريكي و دماي  24

و جذب  وژيفيسانتر g4000دقيقه در  10سپس به مدت 
ي شد. ريگاندازهنانومتر  550 موجطولمحلول بالايي در 

cm1-M-محاسبه غلظت با استفاده از ضريب خاموشي 
رائه ا تروزنميكرومول بر گرم  برحسب انجام و نتايج 133000

  .)Wagner, 1979( يدگرد
  

  پراكسيد هيدروژن
 2شد و با  نيتوز ماريگرم بافت برگ تازه در هر ت 05/0
) درون هاون TCA-0.1%( دياس كيكلرواست يتر تريليليم
شدند. عصاره حاصل به مدت  دهييكاملاً سا خييبر رو ينيچ

 گراديدرجه سانت 4 يدر دما rpm 10000 با دور قهيدق 15
 5/0 ،يياز محلول رو تريليليم 5/0شد. سپس به  وژيفيسانتر

 1) و pH= 7( مولارميلي 10 ميبافر فسفات پتاس تريليليم
ها در مولار اضافه شد و جذب نمونه 1 ميپتاس ديديتريليليم

 دروژنيه دينانومتر خوانده شد. مقدار پراكس 390موج طول
 Cm 1-mM280-1يخاموش بيضربا استفاده از  نهدر هر نمو
= ضريب ԑو  شدهخوانده= جذب  A=ԑbc)Aو رابطه 
  .)Velikova et al., 2000شد (محاسبه خاموشي) 

  
  آسكوربيك اسيد

ي ميزان آسكوربيك اسيد با استفاده از روش بور و ريگاندازه
. در اين روش ابتدا )Bor et al., 2006شد (همكاران انجام 

 تريليليم 10گرم از بافت برگ هر نمونه توزين و توسط  1/0
در هاون چيني سائيده شد. سپس  %1اسيد متافسفريك 

از عصاره  تريليليم 1عصاره با استفاده از كاغذ صافي فيلتر وبه 
دي كلروفنل ايندوفنل  6و  2معرف  تريليليم 9فيلتر شده 

در  هانمونهجذب  تيدرنهاميكرو مولار اضافه شد و  50
  .نانومتر خوانده شد 515 موجطول

  
  آناليز آماري

تكرار براي  3تصادفي با  كاملاًنتايج حاصله بر اساس يك طرح 
درصد تغييرات با  موارديگرفت. بعلاوه در  هر آناليز انجام

 وهيتجزو براي مقايسه با گروه شاهد و هدف محاسبه شد 
و آزمون  One-way ANOVAاز با استفاده  هاداده ليتحل

  استفاده گرديد. SPSSافزار نرمدانكن از 
  

  نتايج
در گياهان تراريخت  P5CSقطعي حضور ژن دييتأمنظوربه

با پرايمر اختصاصي انجام گرفت. با استفاده  PCRي هاشيآزما
، NPTII:P5CSاز پرايمرهايي كه براي ترادف ژن 

 PCRمحصول  عنوانبهbp 270بود، باند حدود  شدهيطراح
وجود  و هاشيآزمانتايج حاصل از اين  3شكل توليد نمود. 

در گياهان تراريخت و عدم وجود  NPTII:P5CSقطعي ژن 
  .دهديمدر گياهان غيرتراريخت را نشان  NPTII:P5CSژن 
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، 2 نيلا: T2، 1 نيلا: B.(T1( يرتراريختغدر گياهان  آن حضوردييتأ) و عدم Aگياهان تراريخت ( در NPTII:P5CSحضور ژن  .3شكل 

T3 :3 نيلا ،Mماركر :  
Fig. 3. Presence of P5CS gene in transgenic plants (A) and absence of P5CS gene in non-transgenic plants (B). T1: Line 
1, T2: Line 2, T3: Line 3, M: Marker 
 
 

  و خشك تروزن
و خشك بخش هوايي تر وزني ريگاندازهنتايج حاصل از 

در  تروزني مختلف نمك نشان داد كه هاغلظتگياهان در 
گياهان تراريخت و غيرتراريخت با افزايش غلظت نمك 

مشخص كرد كه  هادادهتجزيه ي كاهش يافت. داريطورمعنبه
و خشك گياهان غيرتراريخت بيشتر از  تروزننمك بر  ريتأث

گياهان غير  تروزن مثال عنوانبهگياهان تراريخت است. 
تيب مولار نمك به ترميلي 200و  100تراريخت در شوري 

درصد  33و  23به ترتيب  هاآندرصد و وزن خشك  33و  47
داد ي را نشان داريمعننسبت به گياهان تراريخت كاهش 

  ).4A-Bشكل (
 

 ي فتوسنتزيهازهيرنگ

سطوح  ريتأثو كلروفيل كل، تحت  a ،bميزان كلروفيل 
و كلروفيل كل  a ،bمختلف نمك قرار گرفت. ميزان كلروفيل 

در هر دو گياه تراريخت و غيرتراريخت تنباكو با افزايش غلظت 
). با توجه به نتايج C-E-4شكل داد (نمك روند كاهشي نشان 

ي ي فتوسنتزهازهيرنگنمك بر كاهش  ريتأثمشخص شد كه 
در گياه تراريخت در مقايسه با گياهان غيرتراريخت كمتر 

يل كل گياهان تراريخت در مقدار كلروف مثالعنوانبهاست. 
، 25نمك به ترتيب  مولاريليم 200و  150، 100 يهاغلظت

درصد بيشتر از گياهان غيرتراريخت مشاهده شد.  41و  22

ميزان كاروتنوئيد در تنش شوري مشابه كلروفيل  همچنين
). سطح كاروتنوئيد در گياهان F-4روند كاهشي داشت (شكل 

مولار ميلي 200و  150 ،100ي هاغلظتغيرتراريخت در 
درصد نمك نسبت به گروه  40و  35، 26نمك به ترتيب 

است. اگرچه روند كاهشي كاروتنوئيدها در  افتهيشاهد كاهش
نمك  مولارميلي 200و  150 غلظتگياهان تراريخت نيز در 

همانند كلروفيل ميزان  وجودنيباامشاهده شد. 
درصد به ترتيب در  22و  46، 35 ياهانگدر اين دهايكاروتنوئ
بيشتر از  NaClمولار ميلي 200و  150، 100ي هاغلظت

  گياهان غيرتراريخت بود.
 

  ميزان سديم و پتاسيم
مشخص است ميزان سديم در اندام  5شكل كه از  طورهمان

هوايي گياهان تراريخت و غيرتراريخت با افزايش غلظت نمك 
گياهان تراريخت نسبت به  وجودنيباادر محيط افزايش يافت. 

گياهان غيرتراريخت سديم كمتري را در بخش هوايي تجمع 
 مولارميلي 200و  150، 100ي كه با افزودن اگونهبهدادند. 

نمك به محيط كشت، سطح سديم در گياهان تراريخت نسبت 
درصد  18و  17، 50غيرتراريخت به ترتيب  گياهانبه 
ي كمتربود. بعلاوه شوري سبب كاهش داريمعن صورتبه

سطح پتاسيم در هر دو نوع گياه شد و همچنين نسبت پتاسيم 
به سديم در گياهان تراريخت و غير تراريخت با افزايش نمك 
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مولار، ميلي 200در محيط روند نزولي را نشان داد. در شوري 
گياهان تراريخت و غير تراريخت نسبت پتاسيم به سديم به 

درصد در مقايسه با محيط فاقد نمك كاهش  56و  65ترتيب 

ي بين گياهان تراريخت و داريمعنتفاوت  وجودنيباايافت. 
غيرتراريخت در تغييرات سطح پتاسيم و نسبت پتاسيم به 

 ).B-C-5شكل نشد (سديم مشاهده 

 

  
تنباكو  ياهان) گF( ديكاروتنوئ ) وEكل ()، كلروفيل C ،(b)D(aهوايي و كلروفيل  ) اندامB) و خشك (A( تروزنشوري بر  تنش اثر .4شكل 

دانكن  آزمونبر اساس  )P≤0.05دار (يمعناختلاف  دهندهنشانو حروف نامشابه  ±SDتكرار  3ميانگين  هادادهتراريخت و غيرتراريخت. 
 .باشنديم

Fig 4. Effect of salinity stress on fresh (A) and dry weight (B) chlorophyll a (C), b (D), total chlorophyll (E) and 
carotenoids (F) of transgenic and non-transgenic tobacco plants. The values are means of three replicates, ± standard 
deviation. Common letters are not significant (P≤0.05) based on Duncan's test. 
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NaCl (mMol)  NaCl (mMol) 

و نسبت  (B)، پتاسيم (A( ميسد. اثر تنش شوري بر ميزان 5شكل 
(C)+/Na+K  .هادادهبرگ گياهان تنباكو تراريخت و غيرتراريخت 

اختلاف  دهندهنشانو حروف نامشابه  ±SDتكرار  3ميانگين 
 .باشنديمدانكن  آزمونبر اساس  (P≤0.05)داريمعن

Fig.5. Effect of salinity stress on the amount of sodium 
(A), potassium (B) and K+/Na+ ratio(C) of transgenic and 
non-transgenic tobacco plants. The values are means of 
three replicates, ± standard deviation. Common letters 
are not significant (P≤0.05) based on Duncan's test. 

  NaCl (mMol)  
  

 

  پرولين
ي پرولين در گياهان تراريخت و ريگاندازهنتايج حاصل از 
، نشان داد كه NaClي مختلف هاغلظتغيرتراريخت در 

ميزان پرولين در برگ هر دو گياه، با افزايش غلظت نمك 
ي افزايش يافت. اگرچه ميزان پرولين در محيط داريطورمعنبه

فاقد نمك در بين گياهان تراريخت و غيرتراريخت اختلاف 
اما تجمع پرولين در گياهان تراريخت ؛ نشان نداد ي راداريمعن

بيشتر از گياهان غيرتراريخت در شرايط تنش شوري مشاهده 
شد. بر اين اساس سطح پرولين در گياهان تراريخت در 

، 2مولار نمك به ترتيب ميلي 200و  150، 100ي هاغلظت
  ).A-5شكل شد (برابر گياهان غيرتراريخت ثبت  1,6و  1,6

 
  ، فلاونوئيدها و آنتوسيانينفنل كل

ي فنل كل در گياهان تراريخت و ريگاندازهنتايج حاصل از 
، نشان داد كه NaClي مختلف هاغلظتغيرتراريخت در 

ميزان فنل كل در برگ هر دو گياهان تراريخت و غيرتراريخت 
در  يطوركلبه. ابدييمبا افزايش غلظت نمك اندكي افزايش 

مولار نمك ميزان فنل در ميلي 200و  150 يهاغلظت
گياهان غيرتراريخت بيشتر از گياهان تراريخت بود. در اين 

ي نمك ميزان فنل كل گياهان غيرتراريخت در حدود هاغلظت
درصد بيشتر از گياهان تراريخت مشاهده شد. در مقابل  8

در برگ گياهان تراريخت و  كرد كهمشخص  هادادهآناليز 
 و افزودن نمك به محيط، سطح فلاونوئيدها غيرتراريخت با

محتوي  وجودنيباااست.  افتهيكاهش هانيانيآنتوس
درصد بيشتر  6در حدود  غيرتراريختفلاونوئيدها در گياهان 

 مولارميلي 200و  150ي هاغلظتاز گياهان تراريخت در 
نمك بود. اين در حالي است كه گياهان تراريخت سطح 

نمك نسبت به  مولارميلي 100و  0آنتوسيانين را در شرايط 
درصد افزايش دادند. با توجه به  4 باًيتقرگياهان غيرتراريخت 

بيان كرد كه اثر شوري در كاهش محتوي  توانيمنمودار 
سيانين وتراريخت در محتوي آنت ريتأثآنتوسيانين بيشتر از 

  ).B-D-6شكل است (
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  آسكوربيك اسيد
بيانگر اين است كه گياهان تراريخت و غير  هادادهآناليز 

ا اما ب؛ ي بر ميزان آسكوربيك اسيد ندارندريتأثتراريخت 
افزودن بيشترين غلظت نمك به محيط ميزان آسكوربيك 
اسيد در گياهان تراريخت و غير تراريخت نسبت به گياهان 

تنها در  درواقعدرصد افزايش يافت.  10و  12شاهد در حدود 
مولار نمك محتوي آسكوربيك اسيد در هر ميلي 200غلظت 

كل ش(داشت دو نوع گياه نسبت به محيط فاقد نمك افزايش 
6-E.(  
 

  پراكسيد هيدروژن
ي پراكسيد هيدروژن مشخص كرد ريگاندازهنتايج حاصل از 

كه ميزان پراكسيد هيدروژن با اضافه شدن نمك و تشديد 
غلظت آن به محيط در گياهان تراريخت و غير تراريخت 

 اناهيدر گسطح پراكسيد هيدروژن  رونيازا. ابدييمافزايش 
مولار نمك به ميلي 200تراريخت و غير تراريخت در غلطت 

برابر بيشتر از گياهان شاهد ثبت شد. بررسي  13و  10ترتيب 
نتايج آشكار ساخت كه تجمع پراكسيد هيدروژن در گياهان 

نمك  مولارميلي 200و  150، 100ي هاغلظتتراريخت در 
كمتر درصد از گياهان غيرتراريخت  23و  41، 83به ترتيب 

  ).F-6شكل بود (
  

  بحث
 همراه با ژن P5CSدر مطالعه حاضر گياه تنباكو حاوي ژن 

PTII تراريخت درآمده بودند. ژن  صورتبهNPTII عنوانبه 
 P5CSپس از انتقال ژن  كهيطوربهعمل كرده  نشگريگزژن 

ابزاري جهت  عنوانبهبه گياهان و توليد گياهان تراريخت 
. كانامايسين به واحد روديمگزينش گياهان تراريخت به كار 

، هانهيدآمياسكوچك ريبوزومي متصل و با ايجاد جهش در 
ود شيممرگ سلولي  تاًينهامانع سنتز صحيح پروتئين و 

)Nap et al., 1992( ژن .NPTII  با فسفريلاسيون
بنابراين ؛ دكنيمكانامايسين مقاومت به اين ماده را فراهم 

شده امكان رشد در محيط واجد  ترانسفورمي هابافت
ي يباززا. بر اساس اين توضيحات گياهان رادارندكانامايسين 

در اين آزمايش قادر به رشد روي محيط كشت  1Tشده نسل 
گياهان تراريخت  اديزاحتمالبهحاوي كانامايسين هستند و 

نيز خواهند بود. در مرحله بعدي آزمايش  NPTIIحاوي ژن 
 N. plumbaginifolia ياهانگتراريخت بودن  دييمنظورتأبه

از  شدهيطراحبا استفاده از پرايمرهاي  PCRي هاشيآزما
مختلف انجام گرفت كه  لاين 3روي  NPTII:P5CSترادف 

حضور قطعي ژن  دهندهنشان PCRبه محصول  bp270باند 
NPTII  در گياهان بود. مشابه اين نتايج در مقالات ديگر نيز
 ,Razavizadeh and Ehsanpour(است  شدهگزارش

همچنين نتايج حاصل از پرولين بيانگر افزايش  .)2009
چشمگير پرولين در گياهان تراريخت در شرايط تنش شوري 

  است.
كه بسياري از گياهان پرولين را  دهديمنشان  هاگزارش

ت اس شنهادشدهيپ. دهنديمدر پاسخ به تنش شوري افزايش 
كه توليد بالاي پرولين در گياهان ممكن است تحمل به 

 ,.Iqbal et al., 2014; Per et al(را سبب شود  هاتنش

ي در سطوح بالاي فرنگگوجه. در برخي از گياهان مثل )2017
با  زمانهمپرولين  نهيدآمياس ازجملهنمك تجمع مواد آلي 

است كه در اين گياهان  شدهگزارشي سديم هاونتجمع ي
توليد بالاي پرولين تحمل به تنش را سبب شده است 

)Yancey, 2001( ي شوري هاتنش. افزايش سنتز پرولين در
گسترده  موردمطالعهي نيزمبيسو اسمزي در ارقام مختلف 

بر روي گياهان تراريخت  بامطالعهاست.  قرارگرفته
موجب  P5CSاست كه انتقال ژن  شدهگزارشي نيزمبيس

افزايش توليد پرولين در گياهان تراريخت شده و سپس 
 ,.Mani et alدهد (يمافزايش  هاآنمقاومت به شوري را در 

در اين تحقيق نيز فرا  شدهانجامي هاشيآزما. مطابق )2002
سبب افزايش توليد پرولين و افزايش مقاومت  P5CSبيان ژن 

به شوري در گياهان تراريخت نسبت به غير تراريخت شد. با 
 ينئپروتو سنتز  سميدر حفظ متابول نيپرولتوجه به نقش 

)Trotel‐Aziz et al., 2000(،  اسمزيتعادل )Santos et 

al., 1996(، يمتنظ pH ي سلول)Santos et al., 1996; 

Venekamp, 1989(،  نيتروژنكربن و منبع ذخيره )Lutts 

et al., 1996; Stewart and Lee, 1974( همچنين  و
 Chinnusamy et al., 2006; Hare( اكسيدانيعنوان آنتبه

et al., 1999(  افزايش و بخصوص شوري،  هاتنشدر پاسخ به
 مستقيم صورتبه احتمالاً موردمطالعهرشد گياهان تراريخت 

در مقاومت به  P5CSبيانگر نقش فرا بيان ژن  ميرمستقيغو 
شوري است. بخشي از اثرات نامطلوب شوري مربوط به تنش 

 كه ميزان گردديماسمزي است و همين اثر اسمزي سبب 
   بنابراين؛ رشد با افزايش شوري كاهش يابد
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 (F) و پراكسيد هيدروژن (E)، آسكوربات (D)، آنتوسيانين (C)، فلاونوئيدها (B)، فنل كل (A( نيپرولثر تنش شوري بر ميزان . ا6شكل 

بر  )P≤0.05دار (يمعناختلاف  دهندهنشانو حروف نامشابه  ±SDتكرار  3ميانگين  هادادهبرگ گياهان تنباكو تراريخت و غيرتراريخت. 
 .باشنديمدانكن  آزموناساس 

Fig.6. Effect of salinity stress on the amount of proline (A), total phenol (B), flavonoids (C), anthocyanin (D), ascorbate 
(E) and hydrogen peroxide (F) of transgenic and non-transgenic tobacco plants. The values are means of three 
replicates, ± standard deviation. Common letters are not significant (P≤0.05) based on Duncan's test. 
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كه گياهان تراريخت اين مطالعه در مقايسه با  رسديمبه نظر 
و توليد بيشتر  P5CSگياهان غيرتراريخت با افزايش بيان ژن 

ي خاص پرولين در هايژگيوي از ريگبهرهپرولين، امكان 
 يميآنزتطابق اسمزي و همچنين حفظ ساختارهاي سلولي و 

)Razavizadeh and Ehsanpour, 2009 (فراهم و  را
ر دتحمل بيشتري نسبت به تنش شوري از خود بروز دادند. 

در آزمايش حاضر، افزايش ميزان  آمدهدستبهبا نتايج  توافق
و توليد  )Forghani et al., 2018(پرولين در گياه سورگوم 

ي سازگار از طريق مهندسي ژنتيك در هاتياسمولبالاي 
سيكا ، براگندم گياهان تراريخت ديگري مانند آرابيدوپسيس،

نيز  )Chinnusamy et al., 2006(ي نيزمبيسو 
كه منجر به افزايش تحمل به شوري در مرحله  شدهمشاهده

بر  ت گرفتهرويشي گرديده است. بعلاوه مطالعات قبلي صور
در پاسخ به تنش خشكي  P5CSبا فرابيان ژن  روي تنباكو

)Ehsanpour et al.,2012 ( يشور) وRiahi and 

Ehsanpour, 2013 بيانگر افزايش تحمل به خشكي و ،(
شوري با افزايش پرولين در اين گياهان و همچنين افزايش 

از شبيه كاتالاز و پراكسيد دانتياكسيآنتي هاميآنزفعاليت 
  .نتايج اين تحقيق نيز است دكنندهييتأاست كه 

عدم تعادل متابوليكي ناشي از مسموميت، تنش اسمزي 
ي هستند واصلاز عوامل كليدي  K+و  Ca+و كمبود عناصر 

 منجر به تاًينهاكه منجر به ايجاد تنش اكسيداتيو شده و 
گردد يمرشد كاهش فتوسنتز و توليد مواد غذايي براي 

)Chinnusamy et al., 2005( .ي متعددي نشان هاگزارش
با افزايش نمك  شوريكه در گياهان حساس به  دهديم

ي سديم و كلر در بافت گياه افزايش و غلظت هاونغلظت ي
 Ahmad et al., 2013; Forghani( يابديمپتاسيم كاهش 

et al., 2017(. افزايش  درواقع+Na  كه منجر به كاهش+K 
ي هوايي هااندام تاًينهاي از ريشه و سلولدرون K+و يا خروج 

 گردديمدر گياهان  ريناپذجبراني هابيآسمنجر به  شوديم
ن . مطابق ايكنديمشوري را ايجاد  بارانيزكه بخشي از اثرات 

روند نيز در گياهان تراريخت و غير تراريخت تنباكو اين 
تحقيق نيز مشاهده شد. نتايج اين تحقيق مشخص كرد كه 
گياهان تراريخت سديم كمتري نسبت به گياهان غيرتراريخت 

نسبت پتاسيم به سديم  كهيدرحالداد  تجمعدر اندام هوايي 
 سطتوالعاتي كه با گياهان غيرتراريخت تفاوتي نداشت. مط

 ,Razavizadehزاده (و رضوي )Akhavan, 2011اخوان (

                                                                                                                                                             
1Aminolevulinic acid 

گياه تنباكو تراريخت صورت گرفته است بيانگر ) بر روي 2010
كاهش سطح سديم در پاسخ به تنش شوري در گياهان 

در هر دو  Na+K/+كاهش نسبت  هرحالبهتراريخت است. 
نوع گياه بيانگر حساسيت گياه تنباكو به تنش شوري است. 

ي سمي هاونو تجمع ي ROSدر طي تنش شوري افزايش 
به ساختار  شدتبهكه  رديگيممانند سديم و كلر صورت 

 . براي حفظدينمايمغشايي و تركيبات سلولي آسيب وارد 
ي اژهيو پورتيآنتغلظت كم سديم، گياه داراي سيستم 

است كه سديم را به واكوئل و خارج سلول  H+Na/+همانند 
 صورتبهرا  پورتيآنتاين  mRNAو سلول  دينمايمپمپ 

ا كه اين امر ب دينمايمدر پاسخ به تنش اسمزي حفظ  ياژهيو
 تاًينهاحفظ تعادل اسمزي و  منظوربهسازگار  تركيباتتجمع 

 ).Dar et al.,2016( رديگيمپورت صورت پايداري اين آنتي
افزايش پرولين در گياهان تراريخت باعث  رسديملذا به نظر 

شود يمافزايش اسمولاريته و پتانسيل اسمزي داخل سلولي 
)Iqbal et al., 2014(  مذكور  پورتيآنتبا پايداري  احتمالاًو

 غلطت سديم را تعديل نمايد. احتمالاً

، aدر اين مطالعه با افزايش سطح شوري ميزان كلروفيل 
b كل و همچنين محتواي كاروتنوئيد در هر دو گياهان ،

تراريخت و غيرتراريخت كاهش يافت ولي كاهش ميزان 
كلروفيل و كاروتنوئيد در گياهان غيرتراريخت تحت تنش 
شوري، شديدتر از گياهان تراريخت مشاهده شد. مشابه با 

در اين تحقيق، كاهش  شدهانجامي هاشيآزمااز  نتايج حاصل
 جملهازميزان كلروفيل در شرايط تنش شوري در ساير گياهان 

 Soussi et( ي نخودهاگونهو  )Santos, 2004( آفتابگردان

al., 1998(  سنتز كلروفيل  كاهش است. شدهمشاهدهنيز
ممكن است به دليل كاهش تجمع آمينولولينيك اسيد 

)1(ALA  .است كه تحت تنش شوري در  شدهگزارشباشد
كاهش  ALA يزانمآفتابگردان و ذرت،  ازجملهبرخي گياهان 

. تنش )Santos, 2004; Santos et al., 1996( يابديم
و تغييرات  هاكلروپلاستشوري همچنين موجب كاهش تعداد 

 گردديهامآني و تجزيه دهايپلاستساختار تيلاكوئيدها و غشا 
)Ahmad et al., 2013( .ي سازگار نقش مهمي در هامحلول

جلوگيري از تخريب غشا تيلاكوئيد در زمان دهيدراته شدن و 
ك ي عنوانبهپرولين  كهييازآنجاو  دارندعهدهتنش اسمزي به 

 ,.Iqbal et alكند (يمپروتئين نيز عمل  كنندهتيتثب

2014; Per et al., 2017(، پيشنهاد نمود كه پرولين  توانيم
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ي درگير در بيوسنتز هاميآنزممكن است سبب حفاظت 
 هاميآنزكلروفيل در زمان تنش شوري شود و از تجزيه 

ي عمل فتوسنتز در ادامهجلوگيري كند و اين امر منجر به 
گياهان تراريخت شده است. از طرفي با توجه به نقش پرولين 

اريخت تر اهانيدر گتركيب  ، ايندانتياكسيآنتيك  عنوانبه
، هاميآنزعلاوه بر حفظ ساختارهاي سلولي و حفاظت از 

بر  ROS ريتأثنيز عمل كرده و از  دانياكسيآنتيك  عنوانبه
اهش و سبب ك كنديمفعاليت فتوسنتزي و آنزيمي جلوگيري 

  .شوديم ROSخسارات ناشي از افزايش 
به دنبال تنش شوري در گياهان تنش اكسيداتيو نيز رخ 

 هاROS ي آزاد متعدد وهاكاليرادبنابراين توليد  ،دهديم
كه سبب افزايش فعال شدن  كننديمسيگنالي عمل  عنوانبه
 تركيبات فنلي شامل ازجملهي دانياكسيآنتي هاستميس

 ، تركيبات ساده فنلي، آسكوربات وهانيانيآنتوس فلاونوئيدها،
 ;Hasanuzzaman et al., 2012شود (يمغيره 

Hasanuzzaman et al., 2013; Khan et al., 2012( در .
 2O2Hاين تحقيق با افزايش ميزان غلظت نمك، ميزان توليد 

را  يداريمعنافزايش  استي اكسيژن فعال هاگونهكه يكي از 
 در غير تراريخت نشان داد.در هر دو گياهان تراريخت و 

است كه  شده مشاهدهتوسط محققين  گرفتهانجاممطالعات 
توليد فنل در تنش شوري در مراحل مختلف رشد متفاوت 

 Hichemدارد (است و تجمع فنل به مرحله رشد گياه بستگي 

and Mounir, 2009(. ي ديگر در كدو، خيارهاشيآزما در 
)Tiwari et al., 2010( ،) گندمAshraf et al., 2010(  و

با گياهان  ) مطابقVerma and Mishra, 2005(براسيكا 
تراريخت و غيرتراريخت تنباكو افزايش تنش شوري تجمع 

ي هاافتهي وجودنيبااتركيبات فنلي را به همراه داشته است. 
ما بيانگر افزايش تجمع بيشتر فنل كل در گياهان غيرتراريخت 
نسبت به گياهان تراريخت در پاسخ به تنش شوري است. در 

ي بر روي برنج مشخص شد كه ميزان فلاونوئيدها در امطالعه
 ,.Chutipaijit et al( شوري افزايش يافت تنشپاسخ به 

لاندولا با است كه در گياه كا شدهگزارش. در مقابل )2009
 است افتهيكاهشافزايش تنش شوري، ميزان فلاونوئيدها 

)Khalid and da Silva, 2010تغييرات  رسديمبه نظر  ) كه
است.  موردمطالعهآن وابسته به اندام، مرحله نموي و گونه 

مشخص گرديده است كه  شدهانجامطبق مطالعات 
ي اشعهحفاظت از كلروپلاست در برابر  هانيانيآنتوس

در برابر فتواكسيداتيو در طي  هابرگخورشيدي، حفاظت از 
بر به سيستم فتوسنتزي را  UV-Bپيري، آسيب ناشي از 

 Hasanuzzaman et al., 2013; Khan etدارند ( عهده

al., 2012(.  دال بر افرايش ميزان آنتوسيانين  هاگزارشبرخي
 يفرنگگوجهدر طي تنش شوري در گياهاني مثل نيشكر، 

)Eryılmaz, 2006(  و كلم قرمز)Wahid and 

Ghazanfar, 2006(  .ي متناقضي در هاگزارش هرچنداست
ر د هانيانيآنتوسو  خصوص تغييرات محتواي فلاونوئيدها

. )Khan et al., 2012دارد (پاسخ به تنش شوري نيز وجود 
در اين تحقيق مشخص شد كه با  شدهانجامي هاشيآزمادر 

افزايش تنش شوري در هر دو گياهان تراريخت و غيرتراريخت 
 ندتوايمميزان آنتوسيانين و فلاونوئيدها كاهش يافت كه 

ي ناشي از هابيآسدر كاهش  هاآن مؤثرنقش  عدم انگريب
بعلاوه كاهش ميزان فنل و  .باشدتنش شوري در گياه تنباكو 

گياهان تراريخت نسبت به غيرتراريخت  تركيبات وابسته در
به دليل افزايش ميزان پرولين در  احتمالاًدر تنش شوري، 

ي دانتياكسيآنتگياهان تراريخت است كه با توجه به عملكرد
نياز به  شكاه بالطبع 2O2Hسطح  توجهقابلاين ماده كاهش 

اشته د به دنبالسنتز تركيبات فنلي در گياهان تراريخت را 
يك  عنوانبهاست. علاوه بر تركيبات فنلي، آسكوربات 

كه  شوديمدر نظر گرفته  ROSقوي در برابر  دانياكسيآنت
به دليل توانايي بالاي آسكوربات در انتقال الكترون در 

سبب حفاظت غشا در برابر  تيدرنهااست كه  هاواكنش
 در .)Gill and Tuteja, 2010( دشويمي آزاد هاكاليراد

ي افزايش شوري سبب افزايش ميزان اسيد فرنگگوجه
 .)Mittova et al., 2002شد (آسكوربيك در كلروپلاست 

همچنين در گياه نخود نيز مقدار اسيد آسكوربيك موجود در 
 فضاي آپوپلاستي در هنگام تنش شوري افزايش يافت

)Hernández et al., 2001( در اين مطالعه نيز در بيشترين .
نمك افزايش سطح آسكوربيك اسيد در هر دو گياه  غلظت

تراريخت و غيرتراريخت مشاهده شد. مشابه اين روند، در گياه 
پنبه نيز با افزايش مقدار نمك، مقدار اسيد آسكوربيك داخل 
گياه و همچنين فعاليت آنزيم آسكوربات پراكسيداز افزايش 

  .)Garratt et al., 2002(نشان داد 
  
  يريگجهينت

 بيان كرد كه گياه تنباكو نسبت به توانيمبا بررسي نتايج 
تغييرات شوري حساس است و اين گياه با توجه به نتايج اين 
مطالعه در پاسخ به تنش شوري ميزان پرولين و 

تركيبات فنلي و  خصوصبهي ميآنزريغي هادانياكسيآنت
 فرا اما در گياهان تراريخت،؛ دهد-آسكوربات را افزايش مي
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 مسدي غلظتو بالطبع تجمع پرولين و كاهش  P5CSبيان ژن 
مقاومت به شوري را در گياهان تنباكو تقويت كرده  در ساقه

  است.
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