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Extended abstract 
Introduction 
Soil salinity as a limiting factor for plant growth and development and one of the environmental stresses 
that has attracted the attention of scientists. NaCl Reduces seed germination percentage, root length, 
fresh weight and dry weight of seedlings and fresh weight of hypocotyl. Salinity stress inhibits plant 
growth and development and reduces photosynthesis, respiration and protein synthesis in susceptible 
species. When plants are exposed to environmental stresses such as salinity and drought, the balance 
between the production of reactive oxygen species (ROS) and the activity of interfering systems in the 
clearance of these radicals by antioxidants is disturbed and ultimately oxidative damage. the reactive 
oxygen species (ROS) accumulates in the leaves and lead to the oxidation of important cellular 
constituents such as protein, chlorophyll, lipid and nucleic acids. Salt tolerance increases if free radicals 
are produced through the intensification of the antioxidant system. There is a relationship between 
oxidative depletion and increased tolerance to salt and other environmental stresses and the efficiency 
of the antioxidant system. Plants use complex antioxidant systems that reduce the oxidative damage 
caused by ROS to cellular parts. This system controls the amount of ROS under both natural and 
environmental stressful conditions, without which plants can not convert solar energy in to chemical 
energy All plant body cells have the ability to regenerate, that is, to proliferate or create a new plant. In 
fact, regeneration is the basis of plant tissue culture, which means creating a complete plant with roots 
and stems from undifferentiated plant cells. Regeneration of plants by culturing undifferentiated cells 
in this in vitro is a clear reason for the flexibility of plant cells that occurs in response to specific 
environmental signals. 
 
Materials and methods 
In this study, root regenerated plants as well as unregenerate plants from tobacco roots were cultured 
in MS medium containing concentration of zero, 100, 200 Mm Nacl were grown 4 a weeks and then 
growth indicators of including fresh and Dry weight, photosynthetic pigments content including total 
chlorophyll and carotenoids, concentration sodium and potassium, total phenol content, proline 
content, total antioxidant level, total ROS, Lipid peroxidation, auxin content as well as RAPID-PCR 
analysis Got it. 
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Results and discussion 
It was observed that fresh and dry weight of regenerated plants increased significantly over non-
regenerated plants showed. It also increased the amount of photosynthetic pigments and reduced 
sodium and increased potassium, decreased total ROS and MDA and increased total antioxidant and 
auxin also relative to non-regenerated plants were observed in salt conditions, results obtained from 
RAPID-PCR analysis it showed somatic variation in regenerated plants comared to non-regenerated 
plants. Present research suggests that regenerated plants can enhances improved salinity resistance 
growth indices in saline conditions. In general, the results show that regenerated plants in both non-
stress and salinity stress improved growth, physical and biochemical indices compared to non-
regenerative plants. It was also found that regenerated plants R2 had better performance under salinity 
stress than plants regenerated plants R1 and non-regenerated plants. The occurrence of somaclonal 
variations between regenerated and non-regenerated plants has also been identified. 
 
Conclusion 
I n the present study, from regenerated and non regenerated tobacco roots were cultured in MS medium 
containing concentration of zero, 100, 200 Mm Nacl were grown 4 a weeks. The photosynthetic 
pigments were incresed while, sodium content reduced but  potassium was increased, Total ROS 
decreased and MDA increased, total antioxidant and auxin also relative to non-regenerated plants were 
observed in salinity conditions. Results obtained from RAPID-PCR analysis showed somaclonal 
variation in regenerated plants comared to non-regenerated plants. Present data suggested that 
regenerated plants from root improved salinity tolerance and growth parameters in saline conditions. 
 
Keywords: Regeneration, Resistance to NaCl salt, Salinity stress, Somatic variation, Tabacco plant 
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  مقاله پژوهشي
http://dx.doi.org/10.22077/escs.2021.4223.1995  

  ).Nicotiana rustica Lتنباكو ( ريشه از شده باززايي گياهان شوري به تحمل مطالعه
  *احسانپور اكبرفاتحي، علي سادات يبافر

  اصفهان ،اصفهان دانشگاه ،زيستي هاييفناور و علوم دانشكده جانوري، و گياهي شناسييستز گروه 

  مشخصات مقاله   چكيده

 سلولي مهم تركيبات اكسيداسيون به و كندمي پيدا تجمع هابرگ در) ROS( اكسيژن فعال هايگونه تنش، شرايط در
 تنباكو شهري از شده باززايي گياهان پژوهش اين در. شودمي منجر نوكلئيك اسيدهاي و ليپيد كلروفيل، پروتئين، مثل

 رشد NaClمولار  ميلي 200 ،100 صفر، هايغلظت حاوي MS يطمح در هفته 4 مدت به شده غيرباززايي گياهان و
 و كل كلروفيل شامل فتوسنتزي هايرنگيزه ميزان خشك، و تر وزن ازجمله رشد هايشاخص سپس و شدند داده

 كل، ROS ميزان كل، اكسيدانيآنتي ميزان پرولين، ميزان كل، فنل ميزان پتاسيم، و سديم هايغلظت كاروتنوئيد،
 شد مشاهده. گرفتقرار  موردبررسي RAPID-PCR آناليز همچنين و اكسين ميزان ليپيدها، پراكسيداسيون ميزان
 شافزاي همچنين. داد نشان باززايي غير گياهان به نسبت را داريمعني افزايش شده باززايي گياهان خشك و تر وزن

 و كل اكسيدانيآنتي افزايش و MDA و كل ROS كاهش و پتاسيم افزايش و سديم كاهش نيز و هارنگيزه ميزان
 RAPID-PCR آناليز از آمدهدستبه نتايج. شد مشاهده شوري شرايط در غيرباززايي گياهان به نسبت نيز اكسين
 دهديم نشان حاضر تحقيق. داد نشان غيرباززايي گياهان به نسبت شده باززايي گياهان در را سوماتيكي تنوع وجود

  .شوند شوري شرايط در رشد هايشاخص بهبود و شوري به مقاومت افزايش باعث توانندمي شده باززايي گياهان

  هاي كليدي:واژه  
  باززايي
  شوري تنش
  سوماتيكي تنوع
  تنباكو گياه

  NaCl نمك به مقاومت
  
: افتيدر خيتار
16/01/1400  

تاريخ پذيرش: 
27/06/1400  

  تاريخ انتشار:
  1401 زمستان

1141-1127 ):4(15  

  مقدمه
 تكامل و رشد محدودكننده عامل يك عنوانبه خاك شوري
 دانشمندان توجه كه است محيطي هايتنش از يكي و گياهان

 هااكسين). Auturi et al., 2009( است كرده جلب خود به را
 رشدي هايپاسخ القاء در مؤثر هايمولكول از كوچكي گروه

 هايجنبه رشد در مستقيمشان تأثير بر علاوه و هستند
 كنندمي كنترل نيز را گياهي نمو از متنوعي و مختلف

)Strader et al., 2008 .( 

 يرأس هاي مريستم تشكيل و گياهان رشد در هااكسين
 يناكس نقش. هستند ضروري ريشه تمايز براي و دارند نقش
 واندتمي شوري تنش. است شده شناسايي هاتنش بر غلبه در
 توزيع و متابوليسم تغيير طريق از اكسين هموستازي روي بر

 گروه اولين هااكسين). Pencik et al., 2013( بگذارد اثر آن
 عنوانبه كشف از پس كه هستند گياهي هايهورمون
 رينبارزت. شدند استفاده سلول افزايش و رشد كنندهتنظيم
 وپتيلكلئ، ساقه هايسلول طولي رشد بر اثر، هااكسين ويژگي

 و جانبي هاييشهر تشكيل در حالينباا. است ريشه و
 سنتزبيو در و بافت كشت در سلولي تقسيم، نابجا هاييشهر

 كه است اين بر اعتقاد. دارند نقش هم RNA و پروتئين
 رمذكو هاييتفعال موجب ژن بيان در تغييراتي با اكسين

 ديگر يهاپژوهش). Zolman and Bartel, 2004( شودمي
 اكسين هايهورمون از هريك كه است امر اين مبين وضوحبه
 ،طور مثالبه. كند يمرا تنظ ديگر سطح تواندمي سيتوكينين و
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 در سيتوكينين معمول از بيش توليد كه تنباكويي گياهان
 و اندداشته كمتري IAA مقدار، است شده القاء هاآن

 مخزن كاهش به منجر تنباكو در زياد IAA توليد همچنين
 Eklof et al., 2000; Palni et( شودمي گياه سيتوكينين

al., 1988 .(موجب اكسين ميزان افزايش رسدمي نظر به 
 انتقال درنتيجه و شود K+H/+ سيمپورت فعاليت افزايش
 ,Sharp and Lenoble( گردد بيشتر سلول داخل به پتاسيم

 باعث و گذاشته اثر يوني هايكانال روي بر اكسين). 2002
 يمپتاس خروج عدم يا نمكي محيط در بيشتر پتاسيم جذب
 شدن اسيدي، اسيدي رشد تئوري طبق بر. است شده
 روريض سلولي ديواره توسعه افزايش براي، اكسين واسطهبه

 ). Singh et al., 1987( است

 تنش تحت گياهان در تورژسانس حفظ براي هاييروش
 دنش انباشته هاآن از يكي كه شودمي گرفته كار به شوري
 قشن ،شوري به پاسخ در شدهانباشته پرولين. است پرولين
 و اهآنزيم و كندمي ايفا سلوليدرون اسمزي تنظيم در مهمي

 در. دنمايمي حفظ واسرشتگي برابر در را غشايي هايپروتئين
 در پرولين اسموليتي خاصيت اغلب پيشين هايپژوهش
 است شده يانب آب تعادل حفظ جهت تنش تحت گياهان

)Saradhi et al., 1995; Santoro et al., 1992 .(در 
 و خوب ايريشه سيستم)، خشكي و شوري( تنش شرايط

 باشد داشته گياه در را بسياري تأثير تواندمي گسترده
)Sponchiado et al., 1989; Ludlow and Muchow, 

 يعني باززايي توانايي گياه پيكر هايسلول تمام). 1990
 باشندمي دارا را جديد گياه يك ايجاد يا پرتواني

)Ehsanpour and Amini, 2002 .(و پايه باززايي درواقع 
 ياهگ يك ايجاد معناي به كه است گياهي بافت كشت اساس
. ستا گياه نيافته تمايز هايسلول از ساقه و ريشه داراي كامل

 رد نيافته تمايز هايسلول كشت وسيلهبه گياهان باززايي
 گياهي هايسلول تمايزيابي از واضحي دليل شيشه محيط
 افتدمي اتفاق خاص محيطي هايسيگنال به پاسخ در كه است

)Miguel and Marum, 2011 .(دورگه، گياه باززايي بدون 
 اب گياهاني توليد، تمايز و رشد مطالعه، پروتوپلاست كردن

 همه طوركليبه و بساك كشت، مختلف ژنتيكي اطلاعات
 ندرسنمي مطلوب نتيجه به بافت كشت مطلوب دستاوردهاي

)Afshari Pour, 1993 .( 

 از بسياري موردتوجه مدل گياه يك عنوانبه تنباكو گياه
 يهاگزارش در تنباكو برگ از گياه باززايي. است پژوهشگران

 باكوتن گياه ريشه از گياه باززايي ولي. است شده ارائه زيادي

 رايطش و ژنتيكي اندام اينكه به توجه با. است نشده گزارش
 است رگب و ساقه به نسبت متفاوتي اندام ريشه فيزيولوژيكي

 متفاوت ساقه و ريشه در اكسين هورمون تأثير همچنين و
 يشهر از حاصل گياهان باززايي رسدمي نظر به بنابراين؛ است

 و ودهب برگ و ساقه از متفاوت تواندمي شوري تنش به نسبت
 پژوهش اين اهداف بنابراين دهد ارائه را متفاوتي نتايج

 شوري به تحمل و رشد هايشاخص بررسي )1از ( اندعبارت
 تنوع وقوع بررسي) 2، و (تنباكو ريشه از شده باززايي گياهان

  .شده باززايي گياهان در سوماتيكي
  

  هاو روش مواد
، سريع رشد دليل به ).Nicotiana rustica L( تنباكو گياه
 مطالعات جهت خوبي مدل گياه، ... و فراوان بذر توليد

 رد تحقيق اين.. است گياهي فيزيولوژي و بيوتكنولوژي
 1398سال  در اصفهان دانشگاه گياهي يزيولوژيف آزمايشگاه

 كي تمايز محصول شده باززايي گياه هر كهييازآنجا. شد انجام
 حاصل شده باززايي گياهان تحقيق اين در بنابراين است سلول

 گياهان و) Regeneration1( عنوان تحت 1 شماره كالوس از
 و) Regeneration2( 2 كالوس از حاصل شده باززايي

 در كه شدند ناميده) Non Regeneration( شده غيرباززايي
، صفر يهاغلظت در NaCl نمك حاوي MS كشت محيط
 ميزان هفته 4 از پس و گرفتند قرار مولار ميلي 200و  100
، وئيدكاروتن و كل كلروفيل، پتاسيم و سديم، خشك و تر وزن

 ،دآلدئيد مالون، ليپيدها پراكسيداسيون، پرولين ميزان
، برگ اكسين ميزان، كل فنل، كل ROS، كل اكسيدانآنتي

RAPD-PCR اساس بر هايشآزما كليه. شد گيرياندازه 
 حداقل بر اساس هاداده مقايسه و انجام تصادفي كاملاً طرح

 انجام) P≤0.05دانكن ( آزمون از استفاده با و تكرار 3 ميانگين
  .گرفت

  
  رشد هايشاخص گيرياندازه
 هايغلظت با شده تيمار هايياهچهگ هفته چهار از پس

 كشت محيط از) مولار ميلي 200،100،صفر( نمك مختلف
 گيرياندازه غلظت هر در گياهان تر وزن سپس و گرديد خارج
 در شده وزن هاينمونه، خشك وزن گيرياندازه منظوربه. شد

 مدت به و شد قرار داده كاغذي هايپاكت درون قبل مرحله
 قرار آون درون گرادسانتي درجه 70 دماي در ساعت 48

  .شد گيرياندازه هاآن خشك وزن مدت ينازاپس و گرفت
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  فتوسنتزي هايرنگيزه سنجش و استخراج 
 مارتي هر از تكرار سه تعداد به برگ بافت از گرمميلي 100 

 روي بر و تاريك محيطي در حجمي %80 استون با و شد وزن
 محلولي درنهايت تا شد سابيده چيني هاون درون يخ

 دور در حاصل هايعصاره سپس. آمد به دست يكنواخت
10000rpm به گرادسانتي درجه 4 دماي در سانتريفيوژ 

 به رويي محلول حجم سپس. شد سانتريفيوژ دقيقه 10 مدت
 ليترميلي 10 به آزمايش هايلوله در %80 استون كمك
 از استفاده با آمدهدستبه هايمحلول جذب. شد رسانده
 موجطول سه در AE-UV160 مدل اسپكتوفتومتر دستگاه

 و bو  a يلكلروف براي ترتيب به نانومتر 470،646،663
 بلانك عنوانبه %80 استون از. گرديد قرائت كاروتنوئيد

  ).Lichtenthaler‚ 1987( شد استفاده
   

  پتاسيم و سديم گيرياندازه
 هاي فالكون داخل هانمونه خشك پودر از گرمميلي 10 ميزان

 سيدا سولفوسالسيليك محلول ليترميلي 10 و ريخته جداگانه
 به و بسته محكم ها فالكون درب. گرديد اضافه هركدام به 3%

 درجه 4 دماي در يخچال درون هانمونه ساعت 24 مدت
 يخچال از هانمونه ساعت 24 از پس. گرديد انكوبه گرادسانتي
 اين از درنهايت. گرديد صاف 42 شماره واتمن كاغذ با و خارج

 هتج. شد استفاده پتاسيم و سديم گيرياندازه براي محلول
 ارداستاند هايمحلول، پتاسيم و سديم استاندارد منحني رسم

. گرديد تهيه پتاسيم و سديم از معيني هايغلظت با
 تهيه NaCl از مولاري 2/0استوك  يك ابتدا كه صورتبدين
در  گرم 44/58 يمولكول جرم با NaCl گرم 169/1 يدگرد

. شد ساخته %3 يداس سولفوسالسيليك محلول ليترميلي 100
 2/0 استوك از نيز پتاسيم استاندارد هايمحلول ساخت جهت

 با KCl ماده از گرم 49/1( شد استفاده KCl نمك از مولاري
 محلول ليترميلي 100 در، گرم 55/74 مولكولي جرم

، 01/0 هايغلظت سپس) شد حل %3 يداس سولفوسالسيليك
 از مولار ميلي 08/0، 07/0، 06/0، 05/0، 04/0، 03/0، 02/0

. شد تهيه %3 يداس سولفوسالسيليك محلول و اصلي استوك
 به هانمونه غلظت، استاندارد هايمحلول سازيآماده از پس

، Essex-orning410مدل  سنج شعله دستگاه كمك
Halstead برحسب پتاسيم و سديم مقدار و شد گيرياندازه 
  .شد گزارش گياه خشك بافت در گرم بر ميكروگرم

  
  

  كل فنلي تركيبات گيرياندازه
 شدهاضافه برگ بافت گرم 1/0 به %80 متانول ليترميلي 10 
 rpm12000 دور با دقيقه 10 مدت به هانمونه. شد سابيده و

 5/1 مقدار. گرديد يآورجمع رويي محلول و شده سانتريفيوژ
 ليترميلي 1 و Folin- Ciocalteu (10%) معرف ليترميلي
 هانمونه از ليترميلي 5/0 به) w/v( درصد 5/7 كربنات سديم
 دقيقه 30 مدت به و شد داده تكان يخوببه محلول. شد اضافه

 محلول جذب شدت سپس. شد نگهداري آزمايشگاه دماي در
 اسپكتوفتومتر از استفاده با نانومتر 765 در حاصل رنگيآب

AE-UV160 رسم جهت اسيد گاليك از. شد گيرياندازه 
  .شد استاندارد استفاده منحني

  
  كل اكسيدانيآنتي ظرفيت تعيين

) DPPH( هيدرازيل پيكريل-1 فنيل دي-2-2 محلول ابتدا
 در DPPH ماده گرمميلي 8 محلول اين تهيه براي. شد آماده
 50 بعدازآن. شد حل درصد 96 الكل ليترميلي 100

 DPPH محلول از ليترميلي 2 با آنزيمي عصاره از ميكروليتر
 يداس آسكوربيك ليتر در گرمميلي 1 محلول از. گرديد مخلوط

. شد هاستفاد مثبت كنترل عنوانبه اتانول ليترميلي يك در
 قرار تاريكي در ساعت نيم مدت به واكنش مخلوط سپس
 سپس. شد استفاده بلانك عنوانبه DPPH محلول از. گرفت
 نانومتر 517 موجطول در) A1( هانمونه و) 0A( كنترل جذب
 رابطه اساس بر) 1( كنترلي ممانعت درصد سپس. شد قرائت

  :شد محاسبه) 1(
]1[                                                   0)/A1A-0I=(A  
    

  كل ROS گيرياندازه
-Tris بافر از ليترميلي 1 با را برگ بافت از گرمميلي 100

HCl 10 مولار ميلي) ،pH=7.2 (هاون درون و يخ روي بر 
 5/1 هايتيوب به را آمدهدستبه هموژنات. شد سابيده سرد
 درجه 40 دماي در سپس. نموده منتقل يليترميلي
 دش سانتريفيوژ دقيقه 20 مدت به 14000g دور و گرادسانتي

 استفاده كل ROS گيرياندازه براي آمدهدستبه روشناور از و
 تكرار 3 حداقل تعداد به را نمونه هر از ميكروليتر 900. شد
 نموده منتقل يليترميلي 5/1 پلاستيكي هايتيوب درون به
 ميلي 1 محلول از ميكروليتر 100 هانمونه از هركدام به و

 به را هانمونه. شد اضافه) DMSO( شدهحل DCFDAمولار 
 تاريكي و محيط دماي در دقيقه 15 و ورتكس ثانيه 30 مدت
 گاهدست كمك به را هانمونه فلورسانس سپس. شدند انكوبه
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 و نانومتر 480 برانگيختگي موجطول در اسپكتوفتومتر
 فلورسانس مقدار. شد قرائت نانومتر 520 ينشر موجطول
 روتئينپ گرمميلي بر فلورسانس نسبي واحد ازاي به را هانمونه

  ).Mahalingam et al.‚ 2006( شد گزارش
  

  ليپيد پراكسيداسيون گيرياندازه
 تغلظ غشاء يليپيدها پراكسيداسيون مقدار سنجش براي
 پراكسيداسيون محصول كه) MDA( آلدئيد د مالون

 اين طبق. شد گيرياندازه، است غيراشباع چرب اسيدهاي
 تيمار هر در تكرار 3تعداد  به برگ تر بافت از گرم 2/0 روش
 عصاره. شد سابيده TCA 01/0 ليترميلي 5 با و شد توزين
دور  در دقيقه 5 مدت به سانتريفيوز از استفاده با حاصل

rpm10000 رويي محلول از ليترميلي يك به. شد سانتريفيوژ 
 استيك كلرو تري محلول ليترميلي 4 سانتريفيوژ از حاصل
 تيوباربيوتوريك درصد 5/0 حاوي كه درصد TCA( 20( اسيد

)TBA (در دقيقه 30 مدت به حاصل مخلوط. شد اضافه بود 
. شد داده حرارت آبگرم حمام در گرادسانتي درجه 95 دماي
 دتم به مخلوط دوباره و شد سرد يخ روي بر بلافاصله سپس

 شدت سپس. شد سانتريفيوژ rpm 10000 دور در دقيقه 10
-AE( شد خوانده نانومتر 532 موجطول در محلول اين جذب

UV1600 .(600 در غيراختصاصي هايرنگيزه بقيه جذب 
 تغلظ محاسبه يبرا .شد كسر مقدار اين از و تعيين نانومتر
 Cm1-M 55000-1 معادل خاموشي ضريب از آلدئيد د مالون

  .شد استفاده
  

  پرولين مقدار گيرياندازه
 و بيتس شدهاصلاح روش از استفاده با پرولين گيرياندازه

 ابتدا منظور بدين. شد انجام )Bates et al., 1973( همكاران
 ليترميلي 7/1 همراه به گياهي بافت از گرمميلي 50

. درآمد هموژن صورتبه) w/v( %3 اسيد سولفوسالسيليك
 20000g در دقيقه 20 مدت به حاصل هايعصاره سپس

 رويي محلول از ليترميلي 1 به سپس. شد سانتريفيوژ
 ليترميلي 1 و گلايسال استيك اسيد ليترميلي 1 آمدهدستبه

 ساعت 1 مدت به هانمونه. گرديد اضافه هيدرين نين معرف
. شد داده حرارت ماري بن در گرادسانتي درجه 100 دماي در
 و انجام پرولين و هيدرين نين بين واكنش حرارت اثر در

 2 هانمونه شدن سرد از پس. گرفت شكل رنگي تركيب
 ثانيه 20 مدت به سپس و شد اضافه هاآن به تولوئن ليترميلي

 مدت به هانمونه مرحله ازاينپس. گرديدند ورتكس شدتبه

 قرار داده ثابت صورتبه آزمايشگاه شرايط در ساعت 2 تا 1
 لماي صورتي( آلي فاز. شد تشكيل فاز 2 مرحله اين در. شدند

قرار  آن زير در كه) شفاف و رنگبي( آبي فاز و در بالا) قرمز به
 مقدار. گرديد استفاده سنجي رنگ جهت آلي فاز. داشت
 موجولط در هانمونه جذب و اسپكتوفتومتر دستگاه با پرولين

 زا استاندارد منحني رسم براي. شد گيرياندازه نانومتر 520
  .گرديد استفاده خالص پرولين

  
  RAPD-PCR توسط سوماتيكي تنوعات بررسي
 دهش باززايي گياهان از سوماتيك تنوعات وقوع بررسي جهت

 Master دستگاه در PCR واكنش. شد استفاده باززايي غير و

Cycler شركت ساخت Eppendorf واكنش. شد انجام 
RAPD-PCR گرديد انجام ميكروليتر 20 نهايي حجم در.  

 :شد استفاده زير پرايمر چهار از RAPD-PCR انجام براي
5`-ACTTGGCGGCCT-3`      FPK1-05     
5`-TTGCCTTCGG-3`    OPAA-20  
5`-CAACAACAACAACAA-3` ISSR1  
5`-CAGCAGCAGCAGCAGISSR2 

 آگار ژل روي بر آن محصولات PCR واكنش انجام از بعد
 دستگاه در برومايد اتيديوم ميكروليتر 3 حاوي درصد 1

 1 مدت به ولت 80-100 پتانسيل اختلاف با افقي الكتروفورز
 DNA دستگاه از استفاده با. شدند الكتروفورز ساعت 5/1 تا

 در. شد مشخص PCR محصول باندهاي وزن 1002bp ماركر
 Gel دستگاه در PCR باندهاي الكتروفورز پايان

Documentation گرفت قرار موردبررسي.  
  

  HPLC روش به اكسين گيرياندازه
 شده توزين بافت سپس. شد توزين برگ بافت گرم يك مقدار

 در نمونه. شد سابيده تاريكي و يخ روي خالص متانول cc 5 با
 با. گرديد سانتريفيوژ دقيقه 3 مدت به rpm10000 دور

؛ گرديد صاف پور ميلي فيلتر با رويي محلول سرنگ از استفاده
 زير شرايط با HPLC دستگاه با حاصل نمونه سپس و

 مانند X2 Shimadzu Nexeraواحد : شد گيرياندازه
Pump LC خودكار بردارنمونه Sil-30AC )تزريق حجم :

40ul( ،ستوني گازاجاق CTO-20A )42 گرادسانتي درجه ،(
 حالت، )259nm :موجطول( UV/VIS SPD-20A ردياب

، دقيقه در ليترميلي 7/0: جريان سرعت. است ايزوكراتيك
 5umوزن ( Macherey:C18 ستون، min8 :اجرا زمان

4.6/150 Nucleodur،Nucleodur C18( ،متانول : روش
 IAA هورمون استاندارد). v/v(20آب ، 40 يتريلاستون، 40
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 خالص اتانول از( گرديد تهيه mg/100cc 20 مقدار به
 ).است شده استفاده IAA حلال عنوانبه

 
  نتايج و بحث

 گياهان و خشك تر وزن يزانبر م شوري تنش اثر
  غيرباززايي و شده باززايي

 Nicotiana rustica گياه خشك و تر وزن گيرياندازه نتايج
 گياه خشك و تر وزن نمك غلظت افزايش با كه داد نشان

 در )نمك تيمار بدونشاهد ( گياه به نسبت شده غيرباززايي
 نشان داريمعني كاهش NaCl نمك مولار ميلي 100 غلظت

 تغلظ در غيرباززايي گياهان تر وزن در كاهش بيشترين. داد
 رتيما بدون( شاهد به نسبت كه بود نمك مولار ميلي 200
و  R2 شده باززايي گياهان در. يافت كاهش درصد 74) نمك
R1 49 و 27 ترتيب به نمك مولار ميلي 200 غلظت در 

 .دادند نشان غيرباززايي گياهان به نسبت افزايش درصد
 در غلظت شده باززايي گياهان در تر وزن افزايش بيشترين

 دهش غيرباززايي گياه به نسبت كه بود نمك مولار ميلي 100
)NR (ياهگ به نسبت كه بود نمك مولار ميلي 100 در غلظت 

 افزايش درصد 39 و 29 ترتيب به) NR( شده غيرباززايي
 نمك افزايش با نيز غيرباززايي گياهان خشك وزن. يافت

 مولار ميلي 200غلظت  در كاهش بيشترين كه يافت كاهش
 كاهش) تيمار نمك بدون( شاهد به نسبت كه بود نمك

 تتح خشك وزن افزايش بيشترين .شد مشاهده چشمگيري
 100 غلظت در R2 و R1 شده باززايي گياهان در نمك تيمار

 51 و 39 غيرباززايي گياه به نسبت كه بود نمك مولار ميلي
 شاخصي عنوانبه رشد). 1 شكلدادند ( نشان افزايش درصد

 قرار تأثير تحت متعددي خارجي و داخلي عوامل توسط كه
 گياهان در وريبهره ارزيابي براي مهمي ابزار و گيردمي

 از يكي). Chaves and Oliveira, 2004( است مختلف
 اهانگي در شوري تنشتأثير  بررسي جهت مطلوب هايويژگي
 عمومي روند. است گياه در خشك و تر وزن تعيين، عالي

 است خشك و تر وزن كاهش، تنش شرايط تحت گياهان
)Farooq et al., 2009 .(ديگر مطالعات در همچنين 

 ويژهبه( گياه رشد كنندگانتنظيم است شده مشخص
 و پروتئين محتواي تجمع مشخصي طوربه) سيتوكينين
 وليدت در كنندگانتنظيم اين. كنندمي القاء را كربوهيدرات

 تجمع. هستند فعال بيشتر رويشي فاز در خشك ماده
 هايهورمون ديگر و سيتوكينين تيمار علت به هاكربوهيدرات

 زيفتوسنت دستگاه كارايي با است ممكن اكسين مثل رشد
 ماده دتولي و گياهي توليدات افزايش به منجر كه باشد مرتبط
). Woodward and Bartel, 2005( شودمي گياهي خشك

 پروتئين و RNA، DNA سنتز روي بر هاهورمون افزايشي اثر
)Azooz et al., 2004 (در بيوماس توليد در مشاركت باعث 

 بعلاوه. شودمي هاآن محتواي و هاميوه علاوهبه رويشي بخش
 هاهورمون وسيلهبه سلولي غشاي نفوذپذيري افزايش

)Aloni, 2001 (ندكمي تسهيل را شدهيتتثب مواد انتقال و 
)Sharp and Lenoble, 2002 .(

  
  

 حروف .تكرار سه ميانگين بر اساس هاداده .تنباكو شده باززايي و غيرباززايي هايگياهچه) B( و خشك) Aتر ( وزن بر شوري اثر .1 شكل
  .است )P≤0.05دانكن ( آزمون بر اساس بودن دارمعني عدم دهندهنشان مشابه

Fig. 1. Effect of salinity on wet (A) and dry weight (B) The data are based on the average of three. Similar letters indicate 
not significant based on Duncan's test (P≤0.05). 
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 و شده باززايي گياهان تر وزن ميانگين مقايسه .1جدول 
  .شوري تنش تحت غيرباززايي

Table 1. Comparison of the average fresh weight of 
regenerated and non-regenerated plants under salinity 
stress. 

 
Salinity (mM)                        شوري

0 100 200 
 -------------------- g -------------------- 

 گياه غير باززايي
Non Regeneration 

2.771f 2.462g 1.591i 

 1 گياه باززايي شده لاين
Regeneration1 

4.242b 3.475d 2.186h 

2نيلاگياه باززايي شده
Regeneration2 

5.894a 4.103c 3.166e 

 بر اساسبودن را  دارمعنيداراي حرف يا حروف نامشابه  هايميانگين
   .دهدميآزمون دانكن نشان 

Means with dissimilar letters or letters show significance 
based on Duncan's test. 
 
 

مقايسه ميانگين وزن خشك گياهان باززايي شده و  .2 جدول
  غيرباززايي تحت تنش شوري.

Table 2. Comparison of the average Dry weight of 
regenerated and non-regenerated plants under salinity 
stress. 

 
 Salinity (mM)                   شوري

0 100 200 
 -------------------- g -------------------- 

 گياه غير باززايي
Non Regeneration 

1.829f 1.52g 0.649i 

 1 گياه باززايي شده لاين
Regeneration1 

3.3b 2.53d 1.243h 

2نيلاگياه باززايي شده
Regeneration2 

4.988a 3.154c 2.224e 

 بر اساسبودن را  دارمعنيداراي حرف يا حروف نامشابه  هايميانگين
 .دهدميآزمون دانكن نشان 

Means with dissimilar letters or letters show significance 
based on Duncan's test. 
 

. شد گيرياندازه گياه در اكسين هورمون حاضر در مطالعه
 تقسيم افزايش اكسين مهم يهانقش از يكي كهييازآنجا
 ياهاندر گ اكسين احتمالاً است آن از ناشي رشد و سلولي
 گياهان اين در خشك و تر وزن افزايش به منجر شده باززايي
 دهنش گيرياندازه يتوكينينحاضر س مطالعه در. است شده
 تأثير اثبات براي. است احتمال يك سيتوكينين تأثير ؛ واست

 يريگاندازه با يندهدر آ ترييقدق مطالعه بايد سيتوكينين
 .گيرد انجام شده باززايي گياهان در سيتوكينين هورمون
 تنوعات وجود غيرباززايي و شده باززايي گياهان در همچنين

 در خشك و تر وزن افزايش براي دليلي تواندمي سوماكلونال
  .باشد گياهان اين

  
  پتاسيم و سديم گيرياندازه
 غلظت افزايش با شودمي مشاهده) 2( شكل در كه طورهمان
 در. يابدمي افزايش نيز سديم مقدار كشت محيط در نمك

 مختلف هايغلظت در داريمعني تفاوت شوري بدون شرايط
 در. دنش مشاهده غيرباززايي و شده باززايي گياهان بين سديم
 گياهان در داريمعني كاهش نمك مولار يليم 100 غلظت
 اهشك اين كه .شد مشاهده غيرباززايي به نسبت شده باززايي

) NR( غيرباززايي به نسبت R2و  R1 شده باززايي گياهان در
 نمك مولار ميلي 200 غلظت در و درصد 60و  50 ترتيب به
 مقدار). 2Aشكل ( داد نشان كاهش درصد 83 و 70 يبترت به

 100 غلظت در. يابدمي كاهش نمك غلظت افزايش با پتاسيم
 داريمعني افزايش درصد 21و  11 ترتيب به نمك مولار ميلي

 به نسبت R2 و R1 شده باززايي گياهان پتاسيم مقدار در
 مولار ميلي 200 غلظت در و شد مشاهده غيرباززايي گياهان
 نسبت R2 و R1 شده باززايي گياهان پتاسيم ميزان نيز نمك

 نشان افزايش درصد 25 و 14 ترتيب به غيرباززايي گياهان به
 غلظت افزايش آمدهدستبه نتايج مطابق). 2شكل ( دادند

NaCl دهدمي كاهش را پتاسيم و افزايش را سديم ميزان .
 مثل سمي هاييون تجمع و جذب افزايش با تغييرات اين

). Dogan, 2011( است مرتبط شوري تنش طي كلر و سديم
 و گذاشته اثر يوني هايكانال روي اكسين اينكه به توجه ا

 خروج عدم يا نمكي محيط در بيشتر پتاسيم جذب باعث
 سيناك ميزان افزايش احتمالاً رسدمي نظر به شودمي پتاسيم
 درنتيجه و شدهK+H/+  يمپورتس فعاليت افزايش موجب
 Sharp and( باشد شده بيشتر سلول داخل به پتاسيم انتقال

Lenoble, 2002 .(اسيدي، اسيدي رشد تئوري طبق بر 
 سلولي ديواره توسعه افزايش براي، اكسين واسطهبه شدن

 تحقيق اين در). Singh et al., 1987( است ضروري
 هب نسبت پتاسيم ميزان شوري تنش تحت كه شدهمشخص
 ييباززا غير گياهان به نسبت شده باززايي گياهان در سديم
 به توجه با حاضر پژوهش در. است داشته افزايش شده
 و شده باززايي گياهان اكسين گيرياندازه از حاصل يهاداده

 ورتص شده باززايي گياهان در اكسين افزايش و غيرباززايي
در  يناكس هورمون بيشتر توليد دليل به افزايش اين شودمي
  .باشد شده باززايي ياهانگ
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 نسبت و) B( پتاسيم و) A( سديم محتواي روي شوري اثر .2شكل 
 حروف. تكرار سه ميانگين بر اساس ها). دادهC( پتاسيم به سديم
دانكن  آزمون بر اساس بودن دارمعني عدم دهندهنشان مشابه

)P≤0.05 (است.  
Fig. 2. Effect of salinity on sodium (A) and potassium (B) 
content and potassium (B) and the ratio of sodium to 
potassium (C) The data are based on the average of 
three. Similar letters indicate not significant based on 
Duncan's test (P≤0.05).

 
 

  كاروتنوئيد و كل كلروفيل گيرياندازه
 كلروفيل ميزان. است شده داده نشان 3 شكل در كه طورهمان
 اهشك اين. است يافته داريمعني كاهش شوري افزايش با كل
 100 شوري در ترتيب به شاهد به نسبت غيرباززايي گياه در
 شرايط در. يافت كاهش درصد 38 و 32 مولار ميلي 200 و

 و R1 شده باززايي گياهان كل كلروفيل ميزان شوري بدون
R2 شوري در. داد نشان شاهد به نسبت داريمعني افزايش 

 كل كلروفيل ميزان در داريمعني افزايش مولار ميلي 100
) NR( باززايي غير به نسبت R2 و R1 شده باززايي گياهان در
 200 يشور در ؛ ويافت افزايش درصد 46 و 33 ترتيب به
 38 و 26 ترتيب به NR به نسبت R2 و R1 يزن مولار يليم

 شوري بدون شرايط در). 3A شكلدادند ( نشان افزايش درصد
 گياهان در يدهاكارتنوئ ميزان مولار ميلي 100 شوري و

 افزايش باززايي غير به نسبت R2 و R1 شده باززايي
 ميزان نمك مولار ميلي 100 شوري در. داشت داريمعني

 31 و 20 ترتيب به R2 و R1 شده باززايي گياهان كاروتنوئيد
 در و داشتند افزايش غيرباززايي گياهان به نسبت درصد
 درصد 49 و 20 ترتيب به نمك مولار ميلي 200 غلظت

 كه كردند بيان پژوهشگران). B 3شكل ( دادند نشان افزايش
 ازيب گياه نمو و رشد تنظيم در را مهمي نقش هايتوكينينس

 بديلت و كلروفيل تجمع باعث سيتوكينين هورمون .كنندمي
 اين كه شودمي برگ پيري تأخير و كلروپلاست به اتيوپلاست

 ,.Alscher et al( شد خواهد فتوسنتز افزايش باعث عوامل

 و كل كلروفيل مقدار افزايش نيز حاضر در مطالعه). 2002
 يرغ گياهان به نسبت شده باززايي گياهان در كاروتنوئيد

 رد كلروفيل افزايش كه شد مشاهده شوري تنش در باززايي
ر د سيتوكينين وجود خاطر به احتمالاً شده باززايي گياهان
 جودو تواندمي ديگر دليل همچنين. باشد كالوس كشت محيط

  .باشد غيرباززايي و شده باززايي در گياهان سوماكلونال
 
  پرولين گيرياندازه
 افزايش با كه است شده داده نشان 4 در شكل كه طورهمان
 در زايشاف بيشترين. يابدمي افزايش نيز پرولين ميزان شوري
 غيرباززايي گياهان به نسبت R2 و R1 شده باززايي گياهان

 درصد 44 و 7 ترتيب به كه نمك مولار ميلي 200غلظت  در
 نيز نمك مولار ميلي 100 غلظت در. دادند نشان افزايش
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 نسبت R2 و R1 شده باززايي گياهان در داريمعني افزايش
 42 و 21 ترتيب به كه شد مشاهده غيرباززايي گياهان به

 تورژسانس حفظ براي هاييروش. دادند نشان افزايش درصد
 ييك كه شودمي گرفته كار به شوري تنش تحت گياهان در
 رد شدهانباشته پرولين. است پرولين شدن انباشته هاآن از

 سلوليدرون اسمزي تنظيم در مهمي نقش ،شوري به پاسخ
 برابر در را غشايي هايپروتئين و هاآنزيم و كندمي ايفا

 اغلب پيشين هايپژوهش در. نمايدمي حفظ واسرشتگي
 فظح جهت تنش تحت گياهان در پرولين اسموليتي خاصيت
 ;Saradhi et al., 1995( است شده يانب آب تعادل

Santoro et al., 1992 .(حضور در پرولين ميزان افزايش 

IAA ست؛ ا گياه آب نسبي محتوي ميزان افزايش براي دليلي
 تمقاوم افزايش باعث كه ياهدر گ پرولين ميزان افزايش زيرا
 نندهكتنظيم يك عنوانبه نيز شودمي تنش شرايط به گياه

 حاضر مطالعه در). Bybordi, 2010( كندمي عمل اسمزي
 غير و باززايي گياهان دو هر در پرولين ميزان افزايش نيز

 در افزايش اين كه گرفته صورت شوري تنش در باززايي
 حاضر در مطالعه. است بوده چشمگير شده باززايي گياهان

 و شده باززايي گياهان اكسين گيرياندازه از حاصل يهاداده
 دهش باززايي گياه در اكسين ميزان كه داد نشان غيرباززايي

)R2( ليليد شايد و است داشته افزايش غيرباززايي به نسبت 
 .باشد شده باززايي گياهان در پرولين ميزان افزايش براي

 
 

 دارمعني عدم دهندهنشان مشابه حروف. تكرار سه ميانگين بر اساس هاداده). B( يدكاروتنوئ و (A) كلروفيل بر ميزان شوري اثر. 3شكل 
 .است )P≤0.05دانكن ( آزمون بر اساس بودن

Fig. 3. Effect of salinity on chlorophyll content(A) and carotenoid (B) The data are based on the average of three. Similar 
letters indicate not significant based on Duncan's test (P≤0.05). 
 

 
عدم  دهندهنشان ميانگين سه تكرار. حروف مشابه بر اساس هادادهاثر شوري بر ميزان پرولين.  .4 شكل
  .است) P≤0.05دانكن (آزمون  بر اساسبودن  دارمعني

Fig. 4. Effect of salinity on proline content. The data are based on the average of three. Similar 
letters indicate not significant based on Duncan's test (P≤0.05). 
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مقايسه ميانگين پرولين گياهان باززايي شده و  .3 جدول
  ري.غيرباززايي تحت تنش شو

Table 3. Comparison of the average Prolin of 
regenerated and non-regenerated plants under salinity 
stress 

 
 Salinity                                 شوري

(mM) 
0 100 200 

 µmol g-1 fresh tissue 

 گياه غير باززايي
Non Regeneration 

16.661i 25.674f 34.748d 

 1 گياه باززايي شده لاين
Regeneration1 

20.358h 32.780e 37.739c 

2نيلاگياه باززايي شده
Regeneration2 

22.24g 44.404b 250.355a

 بر اساسبودن را  دارمعنيداراي حرف يا حروف نامشابه  هايميانگين
 .دهدميآزمون دانكن نشان 

Means with dissimilar letters or letters show significance 
based on Duncan's test. 
 

  )دآلدئي د مالون( ليپيدها پراكسيداسيون گيرياندازه
 ميزان. شودمي مشاهده 5 در شكل كه طورهمان

. يابدمي افزايش شوري تنش افزايش با ليپيدها پراكسيداسيون
 200و  100 غلظت در باززايي غير در گياهان افزايش اين

 رتيبت به) شوري تيمار بدون( شاهد گياه به نسبت مولار ميلي
 گياهان. داد نشان را داريمعني افزايش درصد 58 و 37

 MDA ميزان در داريمعني كاهش R2و  R1 شده باززايي
 يغيرباززاي گياهان به نسبت نمك مولار ميلي 200 غلظت در

 100 در غلظت. بود درصد 43 و 22 ترتيب به كه دادند نشان
 داريمعني تفاوت R2و  R1 باززايي گياهان نمك مولار ميلي
 هب نسبت را داريمعني كاهش اما ندادند نشان هم به نسبت
 41 كاهش اين كه دادند نشان) NR( غيرباززايي گياهان
 محيطي هايتنش جدي هاييبآس از يكي. بود درصد

 سلولي فضاي به سلول از هايون رهاسازي و غشاء به خسارت
 تاس اكسيژن آزاد هاييكالراد تجمع نتيجه پديده اين. است
 خسارت و غشاء نفوذپذيري، ليپيد پراكسيداسيون به منجر كه
 نشان ييهاگزارش). Scandalios, 1993( شودمي سلول به
 كاهش %45 تا را MDA مقدار تواندمي اكسين كه دهدمي
 ستا اكسين بيوشيميايي اثرات عنوانبه MDA كاهش. دهد
 مطالعه در). Bybordi, 2010( است شده شناخته تاكنون كه

 نسبت شده باززايي گياهان در MDA مقدار كاهش نيز حاضر
. است شده مشاهده شوري تنش تحت غيرباززايي گياهان به

 گياهان در آن افزايش و اكسين گيرياندازه از حاصل يهاداده
 در MDA ميزان كاهش براي دليلي شايد شده باززايي
 .باشد شده باززايي گياهان

  
 

 
 بر اساس ميانگين سه تكرار. حروف مشابه هاداده پراكسيداسيون ليپيدها. بر ميزاناثر شوري  .5 شكل
  .است) P≤0.05دانكن (آزمون  بر اساسبودن  دارمعنيعدم  دهندهنشان

Fig. 5. Effect of salinity on lipid peroxidation. The data are based on the average of three. 
Similar letters indicate not significant based on Duncan's test (P≤0.05). 

  
  كل اكسيدانيآنتي گيرياندازه
 ظرفيت كه شودمي مشاهده 6 شكل در كه طورهمان
 يميل غلظت در غيرباززايي در گياهان كل اكسيدانيآنتي

 درصد 76) شوري تيمار بدون( شاهد به نسبت نمك مولار
 در غلظت R1 و R2 شده باززايي گياهان. داد نشان افزايش

 انگياه به نسبت را داريمعني افزايش نمك مولار ميلي 100
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. بود درصد 59 افزايش اين كه دادند نشان غيرباززايي
 درصد R1 62نمك  مولار ميلي 200 در غلظت همچنين

 داد نشان) غيرباززايي( NRبه  نسبت داريمعني افزايش
 ).6 شكل(

  
  

 
 بر اساس ميانگين سه تكرار. حروف مشابه هاداده بر ميزان آنتي اكسيداسيون كل. ياثر شور .6 شكل
  .است) P≤0.05دانكن (آزمون  بر اساسبودن  دارمعنيعدم  دهندهنشان

Fig. 6. Effect of salinity on total antioxidants. The data are based on the average of three. 
Similar letters indicate not significant based on Duncan's test (P≤0.05). 

 
 

كل گياهان باززايي شده  اكسيدانآنتيمقايسه ميانگين  .4 جدول
  و غيرباززايي تحت تنش شوري.

Table 4. Comparison of the average Total antioxidants 
of regenerated and non-regenerated plants under 
salinity stress. 

Salinity (mM)                      شوري 

 0 100 200 
 Relative percentage of total antioxidants

 گياه غير باززايي

Non Regeneration 
0.244d 0.555cd 0.927bc 

 1 باززايي شده لاينگياه
Regeneration1 

0.776cd 1.388b 2.478a 

2نيلاگياه باززايي شده
Regeneration2 

0.308d 1.354b 1.395b 

 بر اساسبودن را  دارمعنيداراي حرف يا حروف نامشابه  هايميانگين
 .دهدميآزمون دانكن نشان 

Means with dissimilar letters or letters show significance 
based on Duncan's test. 

  كل ROS گيرياندازه
 كل ROS ميزان. شودمي مشاهده 7  شكل در كه طورهمان

 گياهان در افزايش اين. يابدمي افزايش شوري افزايش با
 ترتيب به نمك مولار ميلي 200 و 100 غلظت در غيرباززايي

 كاهش R2 و R1 شده باززايي در گياهان. بود درصد 60 و 31
 به نسبت نمك مولار ميلي 100 غلظت در را داريمعني

 درصد 75 و 24 كاهش اين كه دادند نشان غيرباززايي گياهان

 31 و 17 ترتيب به نمك مولار ميلي 200 غلظت در و بود
 .يافتند كاهش درصد

 شتن ايجاد سبب است ممكن شوري از ناشي يوني تنش
 كاهش). Alscher et al., 2002شود ( گياهان در اكسيداتيو

 افزايش دليل به بالا شوري تحت اكسيدانآنتي فعاليت
 مختلف هاييتفعال توسط ROS. است ROS ازحديشب

، ريميتوكند، هاكلروپلاست اكسيداسيون مثل متابوليكي
 ROS ييزداسم. شودمي توليد سلولي ديواره پراكسيدازهاي

 Alscher( شودمي شوري تنش به نسبت گياه تحمل سبب

et al., 2002 .(رد سيتوكينين كاربرد كه است شده مشاهده 
 وسيلهبه را برگ پيري تواندمي خشكي تنش شرايط
 Hansen andاندازد ( تعويق به آزاد هاييكالراد يآورجمع

Grossmann, 2000 (تاكسيدانآنتي فعاليت افزايش باعث و 
 آسيب كاهش نهايتاً و اكسيژن فعال هايگونه يآورجمع و ها
). Zahir et al., 1997( شودمي آن پايداري افزايش و غشاء به
 در سيتوكينين و اكسين وجود احتمالاً حاضر مطالعه در

 گياهان در كل ROS كاهش باعث كالوس كشت محيط
. تاس شده) غيرباززايي( شاهد گياهان به نسبت شده باززايي

 هشد باززايي گياهان در اكسين گيرياندازه از حاصل يهاداده
 يزانم كاهش براي ديگري دليل احتمالاً غيرباززايي به نسبت
ROS نوليف تركيبات انباشتگي. باشد شده باززايي گياهان در 
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 يستيز غير و زيستي تنش برابر در دفاعي پاسخ يك عنوانبه
  ).Alcazar et al., 2006( گردديم تعيين

  
  كل فنل گيرياندازه
 شوري افزايش با شودمي مشاهده 8 شكلدر  كه طورهمان
 اززاييب گياهان در افزايش اين. يابدمي افزايش كل فنل ميزان
 ترتيب به نمك مولار ميلي 200 غلظت در R2 و R1 شده
 همچنين. است غيرباززايي گياهان به نسبت درصد 70 و 69
 داريمعني افزايش درصد 65 و 60 نمك مولار ميلي غلظت در

 نشان قبلي مطالعات. است غيرباززايي گياهان به نسبت

 ودوج به اكسين توسط است ممكن فلاونول تجمع كه دهدمي
 مسيرهاي در را تخصصي هاييتمتابول اين و باشد آمده

). Tognetti, 2012كنند ( دخيل هورمون به وابسته رشدي
 گيرياندازه از حاصل يهاداده به توجه با حاضر مطالعه در

 شودمي تصور شده باززايي گياهان در آن افزايش و اكسين
 هب نسبت شده باززايي گياهان در فنلي تركيبات افزايش
 كشت در محيط اكسين وجود دليل به غيرباززايي گياهان
 نبيشتري حاوي هابرگ ينترجوان. باشد شده باززايي گياهان
دارند  اكسين سنتز براي را ظرفيت يشترينبو  اكسين مقدار

)Ljung et al., 2001 (جلوگيري استرس افزايش از معمولاً و 
 ).Muhlenbock, 2008( كنندمي

 

 
عدم  دهندهنشان ميانگين سه تكرار. حروف مشابه بر اساس هادادهكل  ROSشوري بر ميزان  اثر .7شكل 
  .است) P≤0.05دانكن (آزمون  بر اساسبودن  دارمعني

Fig. 7. Effect of salinity on total ROS The data are based on the average of three. Similar letters 
indicate not significant based on Duncan's test (P≤0.05) 

 

 

 
 دارمعنيعدم  دهندهنشان ميانگين سه تكرار. حروف مشابه بر اساس هادادهميزان فنل كل.  اثر شوري بر .8 شكل
  .است) P≤0.05دانكن (آزمون  بر اساسبودن 

Fig. 8. Effect of salinity on total phenol content The data are based on the average of three. Similar 
letters indicate not significant based on Duncan's test (P≤0.05) 
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  برگ اكسين گيرياندازه
 باززايي در گياهان شوري افزايش با كه شد مشاهده 9 شكل در

 كه شد مشاهده ينهمچن .يابدمي كاهش اكسين ميزان شده
 گياهان در اكسين ميزان نمك مولار ميلي 200 در غلظت
 درصد 63 )تيمار نمك بدون( شاهد به نسبت غيرباززايي

 مولار ميلي 100 غلظت در اكسين ميزان. داد نشان افزايش
 غيرباززايي گياهان به نسبت R2 شده باززايي در گياهان نمك

 R2 شده باززايي در گياهان همچنين. يافت افزايش درصد 27
 ميزان درصد 28 افزايش نمك مولار ميلي صفر غلظت در

 اين در. شد مشاهده غيرباززايي گياهان به نسبت اكسين
 و دش گيرياندازه شده باززايي گياهان اكسين ميزان پژوهش
 به نسبت R2شده  باززايي گياه اكسين ميزان شد مشخص

 ياهگ مقاومت براي دليلي شايد و داشته افزايش غيرباززايي

. دباش تنش در مقابل غيرباززايي به نسبت R2 شده باززايي
 گياهان اكسين ميزان شد مشخص حاضر مطالعه در همچنين
 وضوحبه ديگر هايپژوهش. يافت كاهش R1 شده باززايي
 و اكسين هايهورمون از هريك كه است امر اين مبين

: ور مثالطبه. كند تنظيم را ديگر سطح تواندمي سيتوكينين
 در سيتوكينين معمول از بيش توليد كه تنباكويي گياهان

 و اندداشته كمتري IAA مقدار، است شده القاء هاآن
 مخزن كاهش به منجر تنباكو در زياد IAA توليد همچنين

 Eklof et al., 2000; Palni et( شودمي گياه سيتوكينين

al., 1988 .(يگيراندازه سيتوكينين ميزان حاضر مطالعه در 
 كشت محيط در سيتوكينين وجود احتمالاً. است نشده

. تاس شده گياهان اين در آن تأثير باعث شده باززايي گياهان
 تريقيقد مطالعات بايد سيتوكينين تأثير دقيق اثبات براي
  . گيرد انجام گياهان در هورمون اين گيرياندازه با آينده در

  
 

 
  شوري بر ميزان اكسين برگ گياهان باززايي شده و غيرباززايي اثر .9شكل 

Fig. 9. Effect of salinity on leaf auxin content of regenerated and non-regenerating plants 
 

 
  RAPD-PCR آناليز نتايج

 يمرپرا دو شامل پرايمر 4 از درمجموع PCR هاييشآزما در
RAPD )FFK1-05 و OPAA-20( يمرپرا دو و ISSR 

)ISSR1  وISSR2( نتايج مقايسه و بررسي در. شد استفاده 
 رد باززايي غير گياه برگ يرشدهتكث DNA باندهاي از حاصل
 نتايج به با توجه R2 و R1 شده باززايي گياهان با مقايسه
 برخي وجود تفاوت عدم و تفاوت OPAA-20 يمرپرا از حاصل

 ديده PCR محصول تكثيرشده DNA از حاصل يباندها از
 در). 10(شكل  نشد ديده تفاوتي پرايمرها ديگر در و شد
 يمرپرا شامل پرايمر 4از  درمجموع PCR هاييشآزما

RAPD )FFK1-05 و OPAA-20( يمرپرا دو و ISSR 

)ISSR1  وISSR2 (نتايج مقايسه و بررسي در. شد استفاده 
 رد غيرباززايي گياه برگ تكثيرشده DNA يباندها از حاصل
 نتايج به با توجه R2 و R1 شده باززايي گياهان با مقايسه
 برخي وجود تفاوت عدم و تفاوت OPAA-20 يمرپرا از حاصل

 ديده PCR محصول تكثيرشده DNA از حاصل باندهاي از
 ).10نشد (شكل  ديده تفاوتي پرايمرها ديگر در و شد

 از شده باززايي گياهان ژنتيكي تنوعات بررسي جهت
 ايمرپر چهار ميان از. شد استفاده باززايي غير و تنباكو ريشه

 و تفاوت OPAA-20 پرايمر از حاصل نتايج در، شده استفاده
 تكثيرشده DNA از حاصل باندهاي از برخي وجود عدم

 با آمدهدستبه نتايج كه شد ديده وضوحبه PCR محصول
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 گياهان در سوماتيكي تنوع وقوع ينهدرزم كه يهايپژوهش
 ,Rani and Raina( دارد مطابقت پذيرفته انجام شده باززايي

 دارد وجود احتمال اين نيز آمدهدستبه نتايج مورد در). 2000
 تنوعات ايجاد و باززايي اثر در تواندمي اختلافات اين كه

 زايشاف كشف در موارد اين مشابه. باشد شده ايجاد سوماتيكي
) Rani and Raina, 2000( برنج در DNA متيلاسيون

 هب منجر تواندمي متيلاسيون افزايش كه است آمدهدستبه
 از برخي است ممكن هرحالبه. گردد هاژن برخي خاموشي
 باززايي گياهان نمو و رشد فرايند در شدهمشاهده تغييرات

؛ اشدب فيزيولوژيكي يا و ژنتيكي اپي تغييرات به مربوط شده
 هاييبررس به نياز تغييرات اين منشأ دقيق اثبات بنابراين
  .دارد DNA متيلاسيون الگوي بررسي ازجمله دقيق

  

  گيري نهايينتيجه
 كه شودمي استنباط چنين آمدهدستبه نتايج از طوركليبه

 تنش در هم و تنش غير شرايط در هم شده باززايي گياهان
 ييبيوشيميا و فيزيكي، رشد هايشاخص بهبود سبب شوري
 كه دش مشخص همچنين. شدند باززايي غير گياهان به نسبت
 و R1 شده باززايي ياهانگ به نسبت R2 شده باززايي گياهان
 شوري تنش شرايط در بهتري عملكرد غيرباززايي گياهان
 گياهان بين سوماكلونال تنوعات وقوع همچنين. داشتند
  .است شده مشخص باززايي غير و شده باززايي

  
  يقدردان

 قطب و اصفهان دانشگاه از مقاله نويسندگان
 .نماينديم تشكر گياهي هاياكسيدانيآنت

  

 
-C،ماركر :M) در گياهان باززايي شده و غير باززايي OPAA-20 يمرپرا( RAPD-PCRآناليز  يجنتا. 10شكل 

 ينلاباززايي شده  ياهگ :Regeneration1 ،(2R( 1باززايي شده لاين  ياهگ :1Rمنفي، كنترل :
2)Regeneration2 ،(NR: ياهگ ) غيرباززايي شدهNon-Regeneration يافته  تغيير باندهاي). فلش نمايانگر

  است.
Fig. 10. Results of RAPID-PCR analysis (OPAA-20 primer) in regenerated and non-regenerated 
plants: Marker, C: Negative Control, R1: Regeneration Plant Line 1 (Regeneration1), R2: 
Regeneration plant 2, NR: Non-regeneration plant. The arrow indicates modified bands 
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