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 چکیده
و  61، 31، 1گرم در لیتر در تعدیل تنش شوری )چهار سطح میلی 21و  11، 5، 5/2، 1آمینولولینیک اسید در پنج غلظت  -5در این پژوهش اثر 

گیری شدند. شاخساره و بوداگوسکی نه، بررسی گردید و برخی خصوصیات بیوشیمیایی اندازه ی سیب پایه ها نمونهمولار( در ریزمیلی 31

آمینولولینیک اسید در شرایط تنش شوری  -5عدم وجود کالوس بر روی محیط کشت قرار داده شدند و تغییرات فیتوشیمیایی با وجود یا 

میکرومولار( کاهش در فعالیت  21تا  5/2آمینو لوولینیک اسید )غلظت  -5شده با  یمارتی شاخساره و کالوس ها نمونهریز .گیری شدنداندازه

  bو aز را نشان دادند. بیشترین مقدار کلروفیل آنزیم کاتالاز و پراکسیداز و افزایش در فعالیت سوپراکسیددیسموتاز و آسکوربات پراکسیدا

چنین تنش شوری نقش مؤثری در افزایش مقدار آنتوسیانین میکرومولار آمینولولینیک اسید مشاهده شد. هم 11ی شاخساره در غلظت ها نمونهریز

آمینو لوولینیک  -5شدت تنش شوری و غلظت  آمد. افزایش دست بهمولار میلی 31ایفا نمود و بیشترین مقدار آن در تنش شوری  ها نمونهریز

ی مورد مطالعه داشت. تنش شوری و ها نمونهاکسیدانی و فنول کل ریزمیکرومولار( در محیط کشت اثر افزایشی بر فعالیت آنتی 5/2-11اسید )

 افزایی بر مقدار سنتز فلاونوئیدها نیز داشت. آمینو لوولینیک اسید اثر هم

 

  .ریزنمونه، کالوس ،تغییرات بیوشیمیاییبوداگوسکی نه، اکسیدان، های آنتیمآنزی های کلیدی:واژه
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ABSTRACT 
The present study was carried out to evaluate the effect of 5-aminolevulinic acid (ALA) on physiological and 

biochemical changes of in vitro-cultured Budaguvsky 9 (Bud 9) apple cultivar under NaCl induced salinity stress. 

Virus-free shoots and callus  of Bud 9 apple  were cultured on MS medium containing different levels of NaCl (0, 30, 

60 and 90 mM) and ALA (0, 2.5, 5, 10 and 20 µM). Four weeks later phytochemical variations of regenerated 

plantlets with or without NaCl and/or ALA treatments were recorded. Shoot explants and callus treated with 5-

aminolevolinic acid at 2.5 to 20 µM concentrations demonstrated reduction in catalase and peroxidase and 

enhancement in superoxide dismutase and ascorbate peroxidase enzyme activity. The highest chlorophyll a and b 

values were observed at shoot explants treated with concentration of 10 μm of aminolevolinic acid. Also, salinity 

stress was performed an effective role on increasing the amount of anthocyanins of explants and the highest amount 

was obtained in 90 mM salinity stress. Increasing the intensity of salinity stress and amino acid concentration (2.5-10 

μm) in culture media had synergic effect on the antioxidant activity, total phenol as well as flavonoids content of 

studied explants.   
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 مقدمه 

زیستی  های تنشو  کاهش روزافزون منابع آب و خاك

همه از عوامل کاهش عملکرد و کیفیت  و غیرزیستی

محصولات باغی است. در رابطه با تولیدات باغی 

مستقیم در  طور بههای فراوانی وجود دارد که  جنبه

عملکرد نهایی و کیفیت محصول کشت شده نقش 

 .(Nikolskii-Gavrilov et al., 2015) خواهد داشت

ی های رشد گیاهی استراتژی مناسبکننده کاربرد تنظیم

برای کاهش اثرات نامطلوب ایجادشده بر محصولات 

شدن  گیاهی تشخیص داده شده است و باعث تنظیم

 طور به باشد کهبیوشیمیایی می -فرایندهای فیزیولوژیکی

های  مکانیسمه مستقیم یا غیرمستقیم در برگیرند

 ,.Al-Khateeb et al) گرددتحمل به تنش هستند، می

نظر تحمل و مقاومت به های سیب از پایه .(2006

شوری متفاوت هستند. بیشتر درختان سیب در ایران 

شوند که در خشک کشت میدر مناطق خشک و نیمه

این نواحی تبخیر بیشتر از بارندگی است و این موضوع 

 ,.Alizadeh et alشود )باعث تجمع نمک در خاك می

تنش شوری در چندین پایه پاکوتاه  تأثیر(. 2011

با بررسی خصوصیات بیوشیمیایی نشان  کننده سیب

بالای سدیم و کلر در محلول خاك  داد که غلظت

شود موجب کاهش کیفیت و عملکرد گیاه می

(Alizadeh et al., 2011 سیب یکی از مهمترین .)

محصولات از نظر اقتصادی است ولی اطلاعات بسیار 

کمی در مورد پاسخ به تنش درباره ارقام مختلف آن 

های رشد گیاهی کنندهاز میان تنظیمرد. وجود دا

 -0ای به نام رشد گیاهی بالقوهه کنندمختلف، تنظیم

به  8(آمینولولینیک اسید -0آمینو لولینیک اسید )

های تنش ترین تعدیل کنندهمؤثرعنوان یکی از 

 آمینولولینیک اسید -0غیرزیستی شناخته شده است. 

ای ضروری در ترکیبات تتراپیرول مثل ماده پیش

 Xieدر گیاهان است ) B12کلروفیل، آهن و ویتامین 

et al., 2013 آمینولولنیک اسید  -0(. اگرچه استفاده از

ها به مقدار کم بررسی شده است ولی این ماده در میوه

محرکی برای تجمع آنتوسیانین در سیب فوجی 

تاکنون (. Jakopic et al., 2007)شناخته شده است 

                                                                               
1. Aminolevulinic acid  

های زیستی و مکانیسم این ترکیب تحت شرایط تنش

چنین کامل شناخته نشده است. هم طور بهغیرزیستی 

چگونگی افزایش در رشد و عملکرد گیاه توسط این 

کشت بافت گیاهی نقش . ترکیب هنوز ناشناخته است

های غیرزیستی ایفا مهمی در ارزیابی مقاومت به تنش

یار جدیدی در استفاده از های بسکند. ایدهمی

زایی، پرآوری، های رشد جدید در کالوسکننده تنظیم

های فیزیولوژیک مختلف بر فرایند تأثیرباززایی گیاهان و 

  (.Nahar & Shimazaki, 2014)در گیاهان وجود دارد 
ی ها نمونههای زیستی در ریزتحمل به تنش

دلیل ای به درختان میوه در شرایط کشت درون شیشه

ها پی در سال، کاهش هزینهدرامکان تکرار آزمایش پی

های محیطی و نیز کنترل به نسبت دقیق عامل

توانسته است در ارزیابی آغازین مقدار تحمل در برابر 

 ;Shiyab et al., 2003های مختلف استفاده شود )تنش

Rai et al., 2011 تأثیر(.  این تحقیق با هدف بررسی 

آمینولولینیک اسید  -0فاده از تنش شوری و است

کننده تنش روی پایه بوداگوسکی نه  عنوان تعدیل به

(Bud 9)2 ای انجام شد. شیشه در شرایط درون 

 

 ها مواد و روش

های اورگانوژنز و مورفوژنز، این پژوهش در آزمایشگاه

کشت بافت گیاهی و تغذیه گیاهان باغی گروه علوم 

آزمایشگاهی تحصیلات باغبانی واقع در مجتمع 

تکمیلی دانشکده کشاورزی دانشگاه تبریز انجام شد. 

های جانبی سیب پایه جوانه 8333در تیرماه سال 

پوشان دانشگاه تبریز بوداگوسکی نه از ایستگاه خلعت

منظور تولید گیاهان شبیه به والد  آوری و بهجمع

 مادری از کشت مریستم استفاده شد. 

ها از ، ابتدا برگها نمونهریز برای انجام ضدعفونی

 سهو  دو طولها به های تهیه شده جدا و شاخهشاخه

دقیقه  25 مدت بهمتر برش داده شد. ریز نمونه سانتی

 80 مدت بهدر زیر آب جاری قرار گرفته و پس از آن 

دقیقه در  محلول حاوی چند قطره مایع ظرفشویی 

  درصد 65 با الکل ها نمونهقرار گرفت. در مرحله بعد 

شده و سپس در هیپوکلریت  دقیقه ضدعفونی 0 مدت به

                                                                               
2. Budagovsky 9  
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. نددقیقه قرار گرفت 25الی  80 مدت به% 8سدیم 

به زیر هود لامینار انتقال یافته و در  ها نمونهسرانجام 

. ندبار شستشو داده شدسه آنجا با آب مقطر استریل 

دقیقه در آب یک حدود  ها نمونهدر هر بار شستشو 

ها بعد از ضدعفونی، . جوانهاستریل تکان داده شدمقطر 

زدایی در زیر زدایی شدند و پس از فلسفلس

های درون استریومیکروسکوپ و با کنار زدن کرك

 2/8ای بر روی محیط کشت )ابتدا محیط کشت جوانه

و سپس کامل( قرار داده شدند. در این روش 

 ین بخش نوك شاخساره به عنوان ریزنمونهتر کوچک

گرفته شد. این بخش در برگیرنده برجستگی  کار به

مریستمی بدون پریمودیای برگی بود. هدف از این 

دارشده از طریق روش تولید یک ریزگیاه ریشه

های درون جداسازی مریستم که عاری از ویروس

ها های شبه ویروسی و برخی از باکتریگیاهی، ارگانیزم

 باشد. ها میو قارچ

 MS 1/2 کشت ها در محیطابتدا مریستم

(Murashige & Skoog, 1962)  بدون هورمون، در

های بسیار کوچکی کشت شدند برخی از  شیشه

شده به کالوس تبدیل شدند و برخی  ی کشتها نمونه

های رشدیافته بعد از سه بار دیگر رشد کردند مریستم

و با رشد مریستم که به  2/8بازکشت در محیط کشت 

 تر بزرگهای ل شده بود به شیشهگیاه کوچکی تبدی

کالوس ابتدا  آوردن دست به. برای منتقل شدند

ی برگی به قطعات کوچک برش داده شدند و ها نمونه

ی ها نمونهزایی قرار گرفتند. ریزبر روی محیط کالوس

و  گراد سانتیدرجه  20تیمار شده تحت شرایط دمایی 

شدت  تاریکی با نورسفید با ساعت روشنایی/ 88/1نور 

 میکرومول درمترمربع در ثانیه قرار داده شدند. 05

مورد استفاده برای پرآوری شامل محیط  کشتمحیط

گرم میلی BAP +0/5گرم در لیتر میلیMS+0/8 کشت

و برای  IBAگرم در لیتر میلی GA3 +8/5در لیتر 

گرم در میلی MS+0/5کشت زایی شامل محیطکالوس

+ یک  NAAگرم در لیتر + یک میلی Kinetinلیتر 

 بود.D-2,4 گرم در لیتر میلی

 آزمایش به صورت فاکتوریل در قالب طرح کاملاً

تصادفی با چهار تکرار )چهار شیشه( و پنج ریزنمونه در 

ها با استفاده از تکرار انجام شد و مقایسه میانگین هر

آزمون دانکن در سطح احتمال پنج و یک درصد با 

انجام شد.  ver. 22 SPSS ار آماریافزاستفاده از نرم

جمعیت  آوردن دست بههای متوالی و بعد از بازکشت

 -0اعمال گردید.  موردنظرانبوه تیمارهای 

 25و  85، 0، 0/2 ،5سطح ) 0آمینولولینیک اسید در 

و  85، 35، 5سطح ) 0در  NaClگرم در لیتر( و میلی

عد های کشت افزوده شدند. بمولار( به محیطمیلی 35

 کشت و اتوکلاو محیطاز افزودن نمک به محیط

با  آمینولولینیک اسید -0ها در زیر هود لامینار   کشت

های کشت افزوده شد و بعد از گذشت فیلتر به محیط

 موردنظرچهار هفته از اعمال تیمارها، صفات 

 گیری شدند.  اندازه

 

 گیری کلروفیل اندازه

کلروفیل امل میزان های فتوسنتزی شگیری رنگیزهاندازه

 Lichtenthaler (1987)و کارتنوئیدهای برگ با روش  

 8155گرم نمونه برگی با  50/5ارزیابی شد. 

گیری گردید. پس از مایکرولیتر استون خالص عصاره

 ها نمونهدر یخچال،  ها نمونهیک شب قرار دادن 

دور در دقیقه در دمای  82555دقیقه در  25 مدت به

سانتریفیوژ شدند، روشناور جدا و  گراد سانتیدرجه  0

، 065با استفاده از اسپکتوفتومتر در چهار طول موج 

نانومتر قرائت گردید. در نهایت  685 و 882، 800

و کارتنوئید کل با  b، کلروفیل aمقدار کلروفیل 

های زیر محاسبه شد و براساس استفاده از فرمول

 .  گرم در گرم وزن تازه بیان شدمیلی

 =(µg/ml)  کلروفیلa 
[11.24×(A662-A710)–2.04×(A645–A710)] 

× dilution factor 

 

 =(µg/ml)  کلروفیلb 
20.13×(A645-A710)–4.19×(A662–A710)] 

× dilution factor 

 

 =(µg/ml) کاروتنوئید کل 
[(1000 × (A470-A710) –1.90×Chl a – 63.14 

×Chl a)/ 214]× dilution factor 

 

 گیری آنتوسیانین اندازه

 3گرم نمونه برگی با  2/5برای استخراج آنتوسیانین 
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گیری شد سپس برای لیتر از متانول اسیدی عصارهمیلی

تفاضلی با استفاده از بافر کلرید  pHگیری از روش اندازه

استفاده  ( pH ،0/0( و بافر استات سدیم )pH ،8پتاسیم )

نانومتر قرائت  655و  035شد. جذب نمونه در طول موج 

شد و با استفاده از رابطه زیر میزان آنتوسیانین بر حسب 

گرم در کیلوگرم وزن تر نمونه گیاهی محاسبه میلی

 (.Giusti & Wrolstad, 2001گردید )
A= (A גvis max- A700) pH1 – (A גvis max- A700) pH 4.5 

 

(A× MW×DF)/ ε × 1)      غلظت آنتوسیانین = 

MW=445.2 

 DF: 15: جرم مولکولی 

 ε= 30200: ضریب جذب مولی

 

 ارزیابی فلاونوئید کل 

ها با روش ارائه ( عصارهTFC) 8محتوای فلاونوئید کل

گیری شد. اندازه Chang et al. (2002)شده توسط 

 8555 همراه بهمایکرولیتر عصاره گیاهی  205

 0مایکرولیتر نیتریت سدیم  60مایکرولیتر آب مقطر و 

دقیقه انتظار  0درصد با هم مخلوط شدند و بعد از 

درصد اضافه گردید و بعد  AlCl3 85مایکرولیتر  805

یک مولار  NaOHمایکرولیتر  055دقیقه انتظار  8از 

دقیقه در دمای اتاق جذب در  35اضافه شد و بعد از 

نومتر قرائت شد و جهت نا 080طول موج 

منحنی کالیبراسیون از کوئرستین  آوردن دست به

عنوان استاندارد استفاده شد. برای این منظور  به

 8و  60/5، 0/5، 8/5مختلف آن ) های غلظت

ریخته شد و میزان جذب  ها نمونه( به جای مولار میلی

نانومتر خوانده شده و منحنی  080ها در طول موج آن

های مشخص رسم ن جذب در غلظتبراساس میزا

 گردید و محتوی فلاونوئید کل محاسبه شد. 
 

 ارزیابی فنول کل

  Folin & Ciocalteuبرای ارزیابی فنول کل از روش 

به یک گرم نمونه برگی پودرشده . استفاده شد (1927)

 مدت بهتانول اسیدی افزوده و پس از آن لیتر ممیلی 2

 گراد سانتیدرجه  0در دمای  82555دقیقه با دور 25

                                                                               
1. Total flavonoid content 

مایکرولیتر از این  05سانتریفیوژ شد. روشناور جدا و 

مایکرولیتر آب مقطر رقیق شد سپس  005عصاره با 

درصد  85لیتر از واکنشگر فولین سیوکالتو میلی 0/2

 2به آن اضافه گردید. پس از ده دقیقه به این مخلوط 

% اضافه کرده و مخلوط 0/6یکربنات ب لیتر سدیممیلی

واکنش یک ساعت و نیم در تاریکی و در دمای اتاق 

نانومتر  685نگهداری شد و سپس میزان جذب در 

منحنی کالیبراسیون از  آوردن دست بهبرای  خوانده شد.

اسید گالیک بعنوان استاندارد استفاده شد.  برای تهیه 

 85لیک در گرم اسید گامیلی 8استانداردها ابتدا 

-میلی 855لیتر متانول خالص حل شد تا غلظت میلی

گرم در لیتر حاصل گردد. سپس از این استوك برای 

های مختلف های استاندارد با غلظتتهیه محلول

جای ههای مختلف آن بکه غلظتطوریاستفاده شد به

نانومتر  685ریخته و میزان جذبشان در  ها نمونه

-اساس میزان جذب در غلظتمنحنی بر  خوانده شد و

میزان فنل کل بر حسب  های مشخص رسم گردید.

 گرم گالیک اسید بر گرم وزن تازه بیان شد. میلی

 

 فعالیت آنتی اکسیدانی کل 

-DPPH  ((2,2برای ارزیابی این خصوصیت از روش 

diphenyl-1-picrylhydrazyl  استفاده شد. این روش

براساس توانایی عصاره گیاه در دادن الکترون یا 

و مهار آن استوار  DPPHهیدروژن به رادیکال آزاد 

یک رادیکال  DPPH(. Brand-Williams, 1995است )

تواند یک الکترون یا باشد که میآزاد پایدار می

هیدروژن را قبول کند و به یک مولکول خنثی و پایدار 

شود. این ماده بدلیل دارا بودن الکترون منفرد  تبدیل

باشد نانومتر می 086دارای جذب قوی در طول موج 

که در این مرحله محلول متانولی آن برنگ بنفش 

گیری این خصوصیت پررنگ است. ابتدا برای اندازه

گرم از نمونه برگی وزن و در هاون به کمک ازت  2/5

تانول اسیدی لیتر ممیلی 2مایع پودر شد و با 

 82555شد. پس از سانتریفیوژکردن در  گیری عصاره

درجه  0دقیقه در  25 مدت بهدور در دقیقه 

، روشناور جدا شد. سپس میزان جذب با گراد سانتی

 086استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر در طول موج 

نانومتر تعیین گردید. برای این منظور با استفاده از 
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کرده و سپس با استفاده از سمپلر متانول خالص بلانک 

مولار در میلی DPPH 51/5میکرولیتر محلول  8305

 05کووت ریخته و میزان جذب قرائت شد. بلافاصله 

به آن افزوده شد. این  ها نمونهمایکرولیتر از عصاره 

دقیقه در تاریکی در دمای اتاق قرار  35 مدت بهنمونه 

عالیت . میزان فقرائت شد گرفت و سپس مجدداً

شده با کمک های رقیقاکسیدانی کل در عصاره آنتی

 رابطه زیر، تعیین و به صورت درصد بیان شد.

اکسیدانی کل= فعالیت آنتی   

855 × 
 جذب شاهد( -)جذب نمونه 

 جذب شاهد

گیری میزان پروتئین کل و فعالیت جهت اندازه

اسپکتروفوتومتری، ه اکسیدان به شیوهای آنتیآنزیم

پودر منجمد برگ ه آنزیمی از هر نمونه عصاریک 

های استخراج گردید. به همین منظور استخراج عصاره

 لیتر میلی 255ی پودر منجمد برگ، ها نمونهآنزیمی از 

مولار میلی 05بافر استخراج شامل بافر فسفات پتاسیم 

(pH ،6 حاوی )وینیل درصد )حجم/ وزن( پلی 8

لیتر میلی 885تیب که، تهیه شد. بدین تر  8پیرولیدون

 05( با pH ،6مولار )میلی 05بافر فسفات پتاسیم 

درصد پلی وینیل تهیه شده در  0لیتر محلول میلی

برای تعیین پروتئین همین بافر با هم مخلوط شدند. 

ها استفاده شده در سنجش آنزیمکل، عصاره استفاده

، 15، 85، 05، 5های شد. برای این منظور از غلظت

گرم پروتئین آلبومین سرم گاوی میلی 825و  855

(Bovin serum albumin, BSA ) لیتر میلی 855در 

بر  ها نمونهآب مقطر استفاده گردید و مقدار پروتئین 

بر گرم وزن تر گزارش گردید. برای  گرم میلیحسب 

گرم کوماسی بلو  میلی 855تهیه معرف بردفورد ابتدا 

 لیتر میلی 05% و  1 اسید فسفریک لیتر میلی 855در 

 35% حل شد. برای تهیه محلول بردفورد، 30اتانول 

لیتر اسید فسفریک  میلی 35لیتر معرف بردفورد،  میلی

% مخلوط شد و حجم 30الکل  لیتر میلی 80% و 11

رسانده شد.  لیتر میلی 055محلول با آب مقطر به 

ای نگهداری شد. برای محلول صاف و در شیشه قهوه

میکرولیتر از عصاره گیاهی  855یری پروتئین، گ اندازه

                                                                               
1. Phenyelalanin amonyalase  

محلول بردفورد مخلوط شد و به  لیتر میلیبا یک 

دقیقه میزان  2 های موردنظر منتقل شد و بعد ازکووت

نانومتر قرائت شد. برای تهیه منحنی  030جذب در 

استاندارد از سرم آلبومین گاوی استفاده شد 

(Bradford, 1976.) 
 

 2(PAL)آمونیالیاز  آلانین فنیلارزیابی آنزیم 

گرم نمونه برگی با 8/5جهت استخراج عصاره آنزیمی 

، pH) مولارمیلی 855مایکرولیتر بافر تریس  355

شده با ازت مایع له و  ( داخل هاون چینی سرد0/1

 82555گیری شد. مخلوط حاصل بلافاصله در عصاره

درجه  0دقیقه در دمای  25 مدت بهدور در دقیقه 

آوری سانتریفیوژ شد و روشناور آن جمع گراد نتیسا

 آلانین فنیللیتر گردید. جهت انجام واکنش، نیم میلی

لیتر آب دیونیزه میلی 0/5همراه  مولار را بهمیلی 85

لیتر میلی 8/5لیتر بافر تریس و شده با یک میلی

عصاره آنزیمی  در یک فالکون ریخته و جذب آن در 

خوانده شد. سپس برای یک نانومتر 235طول موج 

قرار داده شد و  گراد سانتیدرجه  36ساعت در دمای 

 8لیتر اسیدکلریدریک واکنش با  افزودن نیم میلی

 آلانین فنیلمولار متوقف گردید. فعالیت آنزیم 

آمونیالیاز با تولید سینامات تعیین گردید. میزان تولید 

 گیری جذب محلول در طول موجسینامات با اندازه

نانومتر توسط دستگاه اسپکتوفوتومتر )مدل  235

SPEKOL 15 صورت گرفت. نمونه شاهد، حاوی تمام )

محتویات محلول به جز عصاره آنزیمی استخراج شده 

آلانین براساس نانومول  بود. فعالیت آنزیم فنیل

گرم پروتئین موجود سینامات در ساعت به ازای میلی

ئین کل عصاره در عصاره بیان گردید. میزان پروت

آنزیمی نیز توسط روش برادفورد برآورد شد 

(Beaudion-Eagan & Thrope, 1986). 

 

 3(SODارزیابی فعالیت آنزیم سوپراکسید دیسموتاز )

گیری  اندازه میزان فعالیت آنزیم سوپراکسید دیسموتاز، با

 0(NBTممانعت آن از احیای نیترو بلو تترازولیوم )

                                                                               
2. Phenylalanine ammoniumase  
3. Superoxide dismutase  
4. Nitro blue tetrazolium  



 ... در نیانیآنتوس تجمع و یداناکسییآنت تیفعال رشد، بر دیاس کینینولولیآم کاربردزاهدزاده و همکاران:  862

 

 Beyer اکسید بر اساس روشوابسته به رادیکال سوپر

& Fridovich (1987)  .منظور، از به این تعیین شد

افزایش جذب مربوط به تولید فرمازان در اثر ه مقایس

نانومتر بین  085در طول موج  NBTاحیای نوری 

آنزیمی استفاده ه های وجود و عدم وجود عصارحالت

لیتر مخلوط واکنش شامل بافر فسفات میلی 2شد. 

 Na2EDTA 8/5(، pH ،1/6مولار )میلی 05 پتاسیم

 NBT 06مولار، میلی 3/3 8مولار، متیونینمیلی

 05میکرومولار و  3/5میکرومولار، ریبوفلاوین 

آنزیمی بود. ریبوفلاوین در آخر به ه میکرولیتر عصار

اجزای واکنش اضافه و مخلوط به خوبی هم زده ه بقی

تروفوتومتر در نمودن دستگاه اسپکمنظور بلانکشد. به

نانومتر، از مخلوط واکنش بدون عصاره  085طول موج 

)شاهد( استفاده گردید. پس از هر بار بلانک نمودن 

های حاوی در کووت گیری جذب اولیهدستگاه، اندازه

های آنزیمی مختلف در مخلوط واکنش دارای عصاره

ها همین طول موج، انجام شد. سپس، این کووت

ه ی مخلوط واکنش بدون عصارهمانند کووت حاو

صفر(، به موقعیت ه آنزیمی )شاهد دارای جذب اولی

های داخلی به یکسان در مرکز اتاقک نوردهی با دیواره

دقیقه نوردهی  0رنگ سفید براق منتقل شدند. پس از 

لوکس و انجام واکنش در  83555با شدت نور حدود 

ی گیری جذب نهای، اندازهگراد سانتیدرجه  20دمای 

ها در طول موج مزبور صورت گرفت و کووته در هم

میزان افزایش جذب برای هریک محاسبه گردید. 

آنزیم سوپراکسید دیسموتاز به صورت ه فعالیت ویژ

( بیان U/mg proteinگرم پروتئین )واحد بر میلی

 05گردید. یک واحد، میزان آنزیمی بود که باعث 

 شد.  NBTدرصد ممانعت از احیای نوری 

 

 2(POXارزیابی آنزیم پراکسیداز )

 Putter (1974)فعالیت آنزیم پراکسیداز با روش 

روش تست گایاکول و تبدیل آن به تتراگایاکول  به

نانومتر  065انجام شد. افزایش جذب در طول موج 

شود. استخراج آنزیم به وسیله بافر فسفات خوانده می

لیتر مخلوط میلی 2( انجام شد. pH ،6مولار ) 8/5

                                                                               
1. Methionine  
2. Peroxidase  

، pHمولار )میلی 05واکنش شامل بافر فسفات پتاسیم 

 0مولار، گایاکول میلی 0(، پراکسید هیدروژن 6

آنزیمی بود. به ه میکرولیتر عصار 05مولار و  میلی

منظور بلانک نمودن دستگاه اسپکتروفوتومتر در طول 

نانومتر، از مخلوط واکنش بدون عصاره  065موج 

با  گراد سانتیدرجه  20ش در دمای استفاده شد. واکن

افزودن پراکسید هیدروژن و هم زدن مخلوط، آغاز و 

بلافاصله افزایش جذب در این طول موج برای مدت 

ثانیه قرائت گردید. یک واحد  0دقیقه به فواصل  0/3

آنزیمی، مقداری از آنزیم پراکسیداز بود که تولید یک 

ایاکول را به میکرومول گ 0میکرومول تتراگایاکول از 

برای تتراگایاکول،  3ضریب جذب مولیدنبال داشت. 

 متر بود.مولار سانتیمعکوس میلی 8/28

 

 4(APXارزیابی فعالیت آنزیم آسکوربات پراکسیداز )

 Nakano روش فعالیت آنزیم آسکوربات پراکسیداز با 

& Asada (1981) شد. میزان فعالیت آنزیم   انجام

گیری کاهش جذب با اندازهآسکوربات پراکسیداز، 

مربوط به اکسید شدن و مصرف آسکوربات در طول 

لیتر مخلوط میلی 2نانومتر تعیین شد.  235موج 

، pHمولار )میلی 05واکنش شامل بافر فسفات پتاسیم 

Na2EDTAمولار، میلی 8/5(، پراکسید هیدروژن 6
0 

 05مولار و میلی 0/5مولار، آسکوربات سدیم میلی 8/5

آنزیمی بود. جهت بلانک نمودن ه رولیتر عصارمیک

نانومتر، از  235دستگاه اسپکتروفوتومتر در طول موج 

مخلوط واکنش بدون عصاره استفاده شد. واکنش در 

با افزودن پراکسید  گراد سانتیدرجه  20دمای 

هیدروژن و هم زدن مخلوط، آغاز و بلافاصله کاهش 

 0به فواصل  دقیقه 2جذب در این طول موج برای مدت 

آنزیم آسکوربات ه ثانیه قرائت گردید. فعالیت ویژ

آنزیمی، به صورت واحد بر ه پراکسیداز در هر نمونه عصار

گرم پروتئین بیان گردید. یک واحد، مقداری از میلی

آنزیم آسکوربات پراکسیداز بود که اکسیدشدن یک 

ضریب جذب مولی میکرومول آسکوربات را سبب شد. 

  متر بود.مولار سانتیمعکوس میلی 1/2ات، برای آسکورب

                                                                               
3. Molar extinction (absorbance) coefficient  
4. Ascorbate peroxidase  
5. Ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt  
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  1ارزیابی فعالیت آنزیم کاتالاز

گیری کاهش جذب میزان فعالیت آنزیم کاتالاز، با اندازه

 205مربوط به مصرف پراکسید هیدروژن در طول موج 

 0/8(. Chance & Maely, 1955نانومتر تعیین شد )

 05پتاسیم لیتر مخلوط واکنش شامل بافر فسفات میلی

مولار و میلی 85(، پراکسید هیدروژن pH ،6مولار )میلی

نمودن آنزیمی بود. جهت بلانکه میکرولیتر عصار 85

نانومتر، از  205دستگاه اسپکتروفوتومتر در طول موج 

 20مزبور به تنهایی استفاده شد. واکنش در دمای  بافر

با افزودن پراکسید هیدروژن و هم  گراد سانتیدرجه 

درنگ کاهش جذب در این دن مخلوط، آغاز و بیز

ثانیه قرائت  0دقیقه به فواصل  3طول موج برای مدت 

ه آنزیم کاتالاز در هر نمونه عصاره گردید. فعالیت ویژ

گرم پروتئین بیان صورت واحد بر میلیآنزیمی، به

گردید. یک واحد، مقداری از این آنزیم بود که یک 

ضریب را تجزیه کرد.  میکرومول پراکسید هیدروژن

معکوس  5330/5جذب مولی برای پراکسید هیدروژن، 

 متر بود. مولار سانتیمیلی

 

 نتایج و بحث 

 85آمینو لوولینیک اسید در غلظت  -0استفاده از 

شد و  aدار کلروفیل میکرومولار موجب افزایش معنی

. گردید aدار کلروفیل تنش شوری موجب کاهش معنی

آمینولولینیک اسید بر مقدار  -0تیمار تنش شوری و 

داری کلروفیل و کارتنوئید شاخساره و کالوس اثر معنی

چنین، اثر متقابل بین تیمارها هم(. ≥58/5pنشان داد )

بر خصوصیات ارزیابی شده به جز کلروفیل کل در 

نتایج  (.≥50/5pبود )دار ریزنمونه شاخساره معنی

 -0ها نشان داد که شوری و حاصل از مقایسه میانگین

بر مقدار  داریمعنی طور به آمینولولینیک اسید

گذار هستند. مقدار کلروفیل کل گیاهچه تأثیرها  رنگیزه

 -0و کالوس تفاوت قابل توجهی در اثر تیمار 

 a چنین مقدار کلروفیل آمینولولینیک اسید داشت هم

(. 3 و 8 هایبا تنش شوری کاهش یافت )جدول b و

 -0 میکرومولار 25یج نشان داد که غلظت نتا

ات منفی تأثیرآمینولولینیک اسید اثر مثبتی در کنترل 

                                                                               
1. Catalase 

 -0 میکرومولار 85چنین غلظت شوری نداشت. هم

موجب افزایش مقدار  نسبتاً آمینولولینیک اسید

کارتنوئیدها در گیاهان تحت تنش شوری و شاهد شد 

یش تشدید تنش شوری و افزا(. 0 و 2 های)جدول

آمینو لوولینیک اسید سبب افزایش نسبت  -0غلظت 

ی کالوس ها نمونهدر ریز bبه کلروفیل  a کلروفیل

آمینو لوولینیک اسید  -0گردید. تنش شوری همراه با 

مؤثر  bبه کلروفیل  aدر حفظ نسبت بالای کلروفیل 

آمینو لوولینیک  -0(. استفاده از 3 و 8های بود )جدول

میکرومولار در تعدیل اثر کاهنده  0اسید در غلظت 

به نظر تنش شوری بر مقدار کلروفیل کل مؤثر بود. 

ی ها نمونهریز یلکلروف یکه کاهش محتوا رسدیم

در درجه  یشور تنشتحت  شاخساره و کالوس سیب

در جهت  یتروژنن یسممتابول ییرنخست مربوط به تغ

باشد. در  یلو کاهش سنتز کلروف ینخت پرولسا

 یماز آنز کینازیلگلوتام یمآنز یتفعال یشور یطشرا

( یلنتز کلروفیوسب یرمس یمآنز ین)اول لیگازگلوتامات

به مصرف  یشترگلوتامات ب سازیشتا پ شودیم یشترب

 یوسنتزب ینبرسد، بنابرا ینپرول ویژهبه هاآمینهیداس

 یشور یش، با افزاشودیمواجه م یتبا محدود یلکلروف

 یشافزا یزن یدازو پراکس یلازکلروف هاییمآنز یتفعال

شوند یم یاهانگ وفیلکلر یبو سبب تخر یافته

(Gibon et al., 2000 .) یلکاهش کلروفبنابراین 

 یرتوقف مس یجهممکن است نت یشور یلهوس به

هر دو  یاآن و  یبیتخر یهایسممکان یکتحر یوسنتز،ب

  (.Lobon et al., 2002) حالت باشد

 یشبا افزا یبر اثر تنش شور یلکاهش کلروف یلدل

 ,.Jamali et alیل )کلروفکننده یبتخر یمآنز یتفعاّل

آن  یبتخر یشو افزا یلعدم سنتز کلروف( و 2007

(. غلظت بهینه آمینو Zhao et al., 2007است )مرتبط 

اسید برای افزایش سنتز کارتنوئیدها در  لوولینیک

ی مختلف متفاوت است که در این بررسی ها نمونهریز

میکرومولار و در  85شاخساره غلظت  ها نمونهدر ریز

میکرومولار اثر  0ی کالوس غلظت ها نمونهریز

 Akram .اندداری در افزایش کاروتنوئیدها داشته معنی

& Ashraf (2007) ینیک اسید را نیز اثر آمینو لوول

تابع گونه گیاهی، مرحله رشدی و شرایط محیطی 

های فتوسنتزی در کاهش رنگیزه .اندگزارش کرده
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تنش شوری در مطالعات قبلی محققان گزارش شده 

نقش مهمی در سنتز  آمینولولینیک اسید -0. است

 (.Tanaka et al., 1992ها دارد )ها در برگتتراپیرول

تیمار آمینو  تأثیروسنتزی تحت های فتافزایش رنگدانه

این ترکیب بر بیوسنتز  تأثیرلوولینیک اسید به علت 

آمینو لوولینیک اسید پیش  -0زیرا باشد کلروفیل می

 ,.Wang et al)باشد ماده اصلی بیوسنتز کلروفیل می

2004; Youssef & Awad, 2008).  
 

تحت  Bud 9های کالوس سیب پایه  آمینولولینیک اسید بر خصوصیات فیزیولوژیکی و بیوشیمیایی ریزنمونه -0. تأثیر 8جدول 

 تنش شوری
Table 1. Effects of 5-aminolevulinic acid on physiological and biochemical characteristics of Bud9 apple callus 

explants under salinity stress 

ALA Salinity Chlorophyll a 

(mg g-1 FW) 

Chlorophyll 

b 

(mg g-1 FW) 

Chloa/b 

Total 

Chlorophyll 

(mg g-1 FW) 
Carotenoids 

(mgg-1 FW) 

Total 

anthocyanin 

(mg kg-1 FW) 

Total 

flavonoid 
(mg g-1 FW) 

0 0 0.950 cde 0.542 de 1.75 cdefg 1.49 cd 0.105 d 2.22 s 153.43 p 

 30 0.945 def 0.514 fg 1.83 c 1.46 def 0.084 fg 3.55 p 169.50 o 

 60 0.876 gh 0.437 i 2.01 ab 1.31 h 0.054 h 5.46 l 176.47 m 

 90 0.756 i 0.366 l 2.06 ab 1.23 i 0.016 j 8.16 j 225.47 e 

2.5 0 0.949 cde 0.562 c 1.68 efghi 1.51 bcd 0.118 c 2.58 r 169.53 o 

 30 0.943 def 0.518 f 1.82 cd 1.46 def 0.089 ef 3.36 q 172.74 n 

 60 0.859 h 0.430 i 1.99 ab 1.29 h 0.057 h 5.27 m 190.25 h 

 90 0.752 i 0.384 k 1.95 b 1.13 i 0.016 j 8.43 h 244.75 d 

5 0 0.997 abc 0.613 a 1.62 hi 1.61 a 0.201 a 5.11 n 178.55 l 

 30 1.041 a 0.584 b 1.78 cde 1.62 a 0.160 b 8.36 i 186.40 j 

 60 0.936 def 0.543 d 1.72 defgh 1.48 cde 0.106 d 10.42 d 196.65 g 

 90 0.905 efg 0.515 fg 1.75 cdef 1.42 fg 0.080 g 15.25 a 267.36 c 

10 0 1.001 ab 0.611 a 1.63  hi 1.61 a 0.196 a 5.11 n 184.30 k 

 30 0.973 bcd 0.585 b 1.64 fghi 1.55 b 0.156 b 8.58 g 190.41 h 

 60 0.902 efgh 0.532 e 1.69 efghi 1.43 efg 0.105d 10.10 e 202.68 f 

 90 0.894 fgh 0.506 g 1.76 cdef 1.40 g 0.083fg 15.03 b 271.49 b 

20 0 0.933 def 0.582 b 1.60 i 1.51 bc 0.093 e 4.26 o 186.59 j 

 30 0.910 efg 0.554 c 1.64 ghi 1.46 cdef 0.083 fg 6.43 k 188.82 i 

 60 0.674 j 0.464 h 1.45 j 1.13 i 0.043 i 9.27 f 202.75 f 

 90 0.537 k 0.403 j 1.33 k 0.94 j 0.044 i 12.66 c 275.61 a 

 باشند.درصد می8در سطح دار دهنده نبود اختلاف معنی* مقادیر دارای حروف مشابه در هر ستون، نشان
* Values followed by the same letter within a column indicate they are not significantly different (p < 0.01). 

 

 تحت تنش شوری Bud9های کالوس سیب پایه  اکسیدانی ریزنمونههای آنتیآمینولولینیک اسید بر فعالیت آنزیم -0. اثر 2جدول 
Table 2. The effect of 5-aminolevulinic acid on antioxidant enzymes activities of Bud9 apple callus explants under 

salinity stress 
ALA Salinity Total phenol 

(mg GAE g-1 FW) 
Radical  

scavenging (%) 
PAL 

(nm mg-1 protein) 
CAT 

(Umg-1 protein) 
POX 

(Umg-1 protein) 
APX 

(Umg-1 protein) 
SOD 

(Umg-1 protein) 
0 0 3.33 s 51.35 p 0.392 s 0.015 hi 0.164 j 0.176 n 0.0041 op 

 30 4.45 p 53.92 l 0.395 q 0.019 e 0.195 g 0.361 k 0.0041 op 

 60 6.36 l 55.46 i 0.397 p 0.022 d 0.242 c 0.594 h 0.0046 j 

 90 9.16 j 57.06 f 0.402 l 0.033 a 0.284 a 0.816 c 0.0051 g 

2.5 0 3.58 r 51.35 p 0.393 r 0.015 gh 0.160 jk 0.176 n 0.0042 no 

 30 4.36 q 53.74 m 0.398 o 0.018 ef 0.191 g 0.382 j 0.0043 m 

 60 6.27 m 56.55 h 0.400 n 0.022 d 0.240 cd 0.617 g 0.0052 f 

 90 9.43 h 58.04 d 0.402 l 0.031 ab 0.266 b 0.850 b 0.0066 b 

5 0 6.11 n 53.94 l 0.401 m 0.011 j 0.131 m 0.314 l 0.0044 l 

 30 9.36 i 56.86 g 0.406 k 0.016 fgh 0.173 i 0.592 h 0.0048 h 

 60 11.42 d 59.62 c 0.409 i 0.021 d 0.192 g 0.719 e 0.0057 c 

 90 16.25 a 63.26 a 0.412 f 0.029 bc 0.217 f 0.217 a 0.0069 a 

10 0 6.11 n 53.46 n 0.407 j 0.011 j 0.152 l 0.313 l 0.0042 mn 

 30 9.58 g 54.93 j 0.410 h 0.016 fgh 0.183 h 0.593 h 0.0045 k 

 60 11.10 e 56.83 g 0.417 d 0.021 d 0.218 f 0.704 f 0.0054 e 

 90 16.03 b 60.56 b 0.420 b 0.029 c 0.231 e 0.939 a 0.0066 b 

20 0 5.26 o 54.42 o 0.411 g 0.013 eij 0.158 k 0.933 m 0.0041 p 

 30 7.43 k 54.84 k 0.415 e 0.017 fg 0.182 h 0.483 i 0.0042 mn 

 60 10.27 f 57.75 e 0.418 c 0.023 d 0.220 f 0.593 h 0.0047 l 

 90 13.66 c 59.66 c 0.421 a 0.033 a 0.235 de 0.773 d 0.0055 d 

 باشند.درصد می8دار در سطح دهنده نبود اختلاف معنی* مقادیر دارای حروف مشابه در هر ستون، نشان
* Values followed by the same letter within a column indicate they are not significantly different (p < 0.01). 



 860 8331پاییز ، 3 ة، شمار05 ة، دورایران باغبانیعلوم  

 
تحت   Bud 9شاخساره سیب پایه های ت فیزیولوژیکی و بیوشیمیایی ریزنمونهآمینولولینیک اسید بر خصوصیا -0. اثر 3جدول 

 تنش شوری

Table 3. The effect of 5-aminolevulinic acid on physiological and biochemical characteristics of Bud9 apple shoot 

explants under salinity stress 

ALA Salinity Chlorophyll a 
(mg g-1 FW) 

Chlorophyll b 
(mg g-1 FW) 

Total 

Chlorophyll 

(mg g-1 FW) 

Carotenoids 
(mgg-1 FW) 

Total 

anthocyanin 

(mg kg-1 FW) 

Total 

flavonoid 

(mg g-1 FW) 
0 0 4.82 abc 2.19 ab 7.01 abc 2.15 c 6.48 ef 516.33 i 

 30 4.72 abc 2.09 abc 6.81 bc 2.15 c 6.62 ef 522.36 hi 

 60 4.11 bcde 1.79 bcde 5.90 cde 1.36 def 6.39 f 534.77 efg 
 90 3.52 def 1.06 ef 4.58 fg 1.44 f 6.78 e 565.71 d 

2.5 0 4.88 abc 2.19 ab 7.09 abc 2.14 c 8.44 d 513.79 i 

 30 4.79 abc 2.08 abc 6.88 bc 2.16 c 8.35 d 526.56 gh 

 60 4.35 bcd 1.88 abcd 6.24 bcde 1.35 def 8.70 d 540.85 ef 
 90 2.73 f 1.11 def 3.85 g 1.20 ef 8.61 d 584.28 c 

5 0 4.88 abc 2.21 ab 7.11abc 2.27 bc 9.87 c 517.33 hi 

 30 4.96 abc 2.11 abc 7.08 abc 2.14 c 9.95 c 535.40 efg 

 60 4.45 bcd 1.77 bcde 6.23 bcde 1.58 d 9.99 c 544.24 e 

 90 3.90 cde 1.30 cdef 5.20 ef 1.30 def 9.12 c 596.94 b 

10 0 5.75 a 2.23 ab 8.08 a 3.08 a 12.96 b 534.07 fg 

 30 5.10 ab 2.10 abc 7.21 ab 2.51 b 13.04 b 556.59 d 
 60 4.77 abc 1.85 abcde 6.62 bcd 1.91 c 13.12 b 560.67 d 

 90 3.85 cde 1.69 abcde 5.54 def 1.27 def 13.05 b 618.21 a 

20 0 4.42 bcd 1.89 abcd 6.31 bcde 2.13 c 15.99 a 533.31 fg 
 30 4.04 bcde 1.48 bcdef 5.53 def 2.10 c 16.09 a 566.01 d 

 60 4.07 bcde 1.20 def 5.27 ef 1.53 de 16.14 a 575.86 c 

 90 3.04 ef 0.815 f 3.85 g 1.13 f 16.12 a 624.45 a 

 باشند.درصد می8دار در سطح دهنده نبود اختلاف معنیمقادیر دارای حروف مشابه در هر ستون، نشان* 
* Values followed by the same letter within a column indicate they are not significantly different (p < 0.01). 

 
 تحت تنش شوری Bud 9های شاخساره سیب پایه  اکسیدانی ریزنمونهی آنتیهاآمینولولینیک اسید بر فعالیت آنزیم -0. تأثیر 0جدول 

Table 4. The effect of 5-aminolevulinic acid on antioxidant enzymes activities of Bud9 apple shoot explants under 

salinity stress 

ALA Salinity 

Total phenol 

(mg GAE g-1 

FW) 

Radical 

scavenging 

(%) 

PAL 

(nm mg-1 

protein) 

CAT 

(Umg-1 

protein) 

POX 

(Umg-1 

protein) 

APX 

(Umg-1 

protein) 

SOD 

(Umg-1 

protein) 
0 0 374.56 d 56.56 ef 0.492  g 0.0147 f 0.240 e 1.27 g 0.0590 gh 
 30 368.26 d 55.21 f 0.494 g 0.0185 de 0.210 gh 1.44 fg 0.0572 gh 

 60 380.48 d 58.80 cde 0.495 g 0.0217 b 0.293 d 1.74 ef 0.0634cde 

 90 426.20 b 61.40 bc 0.528 def 0.0285 a 0.357 b 2.10 cde 0.0687 ab 

2.5 0 378.18 d 56.16 ef 0.501 g 0.0146 f 0.201 i 1.47 fg 0.0565 h 

 30 381.53 cd 56.93 ef 0.495 g 0.0188 de 0.204 hi 1.56 fg 0.0570 h 

 60 385.28 cd 58.64 cde 0.520 f 0.0216 b 0.291 d 1.76 ef 0.0638cde 
 90 429.42 b 60.84 bcd 0.542 cd 0.0276 a 0.353 b 2.14 cde 0.0675 ab 

5 0 381.40 cd 57.17 ef 0.518 f 0.0147 f 0.213 g 1.52 fg 0.0587 gh 

 30 382.32 cd 57.75 ef 0.520 f 0.0167 ef 0.191 j 1.79 ef 0.0599fgh 

 60 397.83 c 60.78 bcd 0.532 cdef 0.0183 de 0.217 fg 2.06 de 0.0668abc 
 90 428.20 b 63.39 ab 0.545 c 0.0204 be 0.317 c 2.14 cde 0.0697 a 

10 0 384.33 cd 58.54 cde 0.531 cdef 0.0148 f 0.214 g 2.22 cd 0.0607efg 

 30 438.30 b 58.80 cde 0.533 cdef 0.0147 f 0.192 j 2.62 ab 0.0629def 
 60 469.66 a 62.67 ab 0.538 b 0.0151 f 0.214 g 2.66 ab 0.0693 a 

 90 483.68 a 64.62 a 0.614 a 0.0175 e 0.288 d 2.89 ab 0.0703 a 

20 0 375.48 d 56.45 ef 0.525 ef 0.0150 f 0.222 f 2.21 cd 0.0574 gh 

 30 378.39 d 57.71 ef 0.538 cde 0.0188 de 0.313 c 2.50 bc 0.0590 gh 

 60 379.13 d 58.54 de 0.595 b 0.0297 a 0.353 b 2.70 ab 0.0655bcd 

 90 381.78 cd 58.84 cde 0.614 a 0.0283 a 0.410 a 2.96 a 0.0688 ab 

 باشند.درصد می8دار در سطح دهنده نبود اختلاف معنی* مقادیر دارای حروف مشابه در هر ستون، نشان
* Values followed by the same letter within a column indicate they are not significantly different (p < 0.01). 

 

 -0ها نشان داد که نتایج حاصل از مقایسه میانگین

ین شاخساره و آمینولولینیک اسید بر میزان آنتوسیان

داری نشان داد و تنش شوری اثر مؤثری کالوس اثر معنی

داشت و بیشترین  ها نمونهدر افزایش مقدار آنتوسیانین ریز

مولار حاصل شد و میلی 35مقدار آن در تنش شوری 

دار ی مورد بررسی معنیها نمونهها بر ریزاثرات متقابل آن

ه کالوس در (. افزایش آنتوسیانین ریزنمون≥58/5pبود )

ی شاخساره ها نمونهپاسخ به تنش شوری بیشتر از ریز
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 -0میکرو مولار  85)ریزنمونه کالوس( و  0بود. کاربرد 

)ریزنمونه شاخساره( موجب افزایش  آمینولولینیک اسید

تمام تیمارهای شوری تا دو برابر  تأثیرآنتوسیانین تحت 

. هر (0 و 2 هایدر مقایسه با ریزنمونه شاهد شد )جدول

آمینو لوولینیک اسید در  -0چهار غلظت مورد بررسی 

ی کالوس تحت ها نمونهافزایش مقدار آنتوسیانین ریز

طور شرایط تنش نسبت به عدم استفاده این ترکیب به

 0داری مؤثر بوده است و این اثرگذاری در غلظت معنی

میکرومولار بارزتر بوده است. با افزایش شوری مقدار 

ا نیز افزایش یافته است. افزایش فعالیت هآنتوسیانین

تواند آمونیالیاز بر اثر تنش شوری می آلانین فنیلآنزیم 

 Rosso & Mercadanteعلتی بر افزایش آنتوسیانین باشد.

اند که اضافه نمودن قندها و نیز گزارش کرده( 2007)

ها اثر منفی بر پایداری آنتوسیانین دارد. بنابراین نمک

تواند موجب القای طریق القای اسمزی میتنش شوری از 

تجمع آنتوسیانین گردد. افزایش تجمع آنتوسیانین در 

آمینو لوولینیک  -0 تأثیرهای مختلف سیب تحت ژنوتیپ

 .Wang et al( و 2013) .Xu et alاسید پیشتر توسط 

 Xu et al. (2013) گزارش شده است. نیز( 2006)

آمینو لوولینیک  -0که غلظت بهینه اند گزارش کرده

اسید برای افزایش سنتز آنتوسیانین در سیب بستگی 

 .Van-nocker et alبه ژنوتیپ و عوامل محیطی دارد. 

اند. اگرچه نیز نتایج مشابهی گزارش کرده (2012)

آمینو  -0 تأثیر افزایش تجمع آنتوسیانین تحت

الانین لوولینیک اسید به افزایش فعالیت آنزیم فنیل

شود اما مکانیسم دقیق نحوه نسبت داده می آمونیالیاز

اثرگذاری این ترکیب بر سنتز آنتوسیانین هنوز 

لازم به ذکر است (. Xu et al., 2013مشخص نیست )

 یندفرآ یتا حد آمینو لوولینیک اسید -0یش که افزا

بخشد. بسته به نوع می را بهبودیوسنتز آنتوسیانین ب

از حد  یشب یشزااف یزیولوژیکی سلولف یطبافت و شرا

 یشسبب افزا تنها نه یبترک ینآستانه تحمل ا

بلکه  شود،ینم مرتبط ثرهؤم یباتو ترک یمآنز یوسنتزب

مورد  یناشود یم یزنیبات ترک ینا یدسبب کاهش تول

 یرمورد سا در بلکه آمینو لوولینیک اسید،-0نه تنها در 

صدق  یزن یشور جاسمونات و یلها از جمله متمحرك

   .(Samadi et al., 2014)کند یم

آمینو لوولینیک اسید در محیط  -0افزایش غلظت 

کشت سبب افزایش مقدار فلاونوئیدها گردید که مقدار 

گرم در گرم میلی 0/260آن در پایه بوداگوسکی نه 

وزن تر بود. تنش شوری موجب افزایش قابل توجهی 

نش در فلاونوئیدهای ژنوتیپ مورد مطالعه شد. اعمال ت

آمینو لوولینیک اسید در کنار  -0شوری و تیمار 

یکدیگر اثر افزایشی بر مقدار فلاونوئیدها داشته و 

 -0 مولار ومیلی 35بیشترین مقدار در تنش شوری 

میکرومولار حاصل شد که  85آمینو لوولینیک اسید 

میکرومولار  25و  0های داری با غلظتتفاوت معنی

 ینوآم -0 مثبت یاثرگذار جنداشت. در این مطالعه نتای

 یبس مقدار فلاونوئیدهایبر  یداس ینیکلوول

بوداگوسکی نه تحت تنش شوری از طریق افزایش 

آلانین آمونیالیاز و ترکیبات فنلی فعالیت آنزیم فنیل

آمینو لوولینیک  -0(. 3 و 8 هایبوده است )جدول

 و فلاونوئیدها ها،فنولیمحرك تجمع پلاسید 

 محتوی با تواندماده می اینکه  هاستآنتوسیانین

در  یردرگ هایآنزیم فعالیت و کربوهیدرات کلروفیل،

 .(Xie et al., 2013) باشد مرتبط یدهافلاونوئ یوسنتزب

تنش شوری  تأثیرافزایش ترکیبات فلاونوئیدی تحت 

 Navarroتوسط محققین متعددی گزارش شده است )

et al., 2006; Hichema et al., 2009 ین ا(. سنتز

 و ستابسته وا امندو ابافت به  نگیاها درها ترکیب

تحت تأثیر  هگیاو سبزینه سن  ،محیطیعوامل توسط 

های بیوسنتز فلاونوئیدها در وضعیت . ژندگیرمی ارقر

های آزاد را در محل شوند تا رادیکالتنش، تحریک می

که به سلول آسیب برسانند خنثی تولیدشان قبل از این

 (.Xie et al., 2013د )کنن

 تأثیردر این پژوهش افزایش ترکیبات فنلی تحت 

آمینو لوولینیک اسید در هر دو ریزنمونه پایه -0

بوداگوسکی نه مشاهده شد نتایج حاصل از مقایسه 

آمینو  -0ها نشان داد که افزایش غلظت میانگین

میکرومولار در پایه بوداگوسکی  85لولینیک اسید تا 

همراه بود  ها نمونهدار فنل کل ریزیش معنینه با افزا

میکرومولار( موجب  25ترکیب )اما غلظت بالاتر این 

ی ها نمونهکاهش فنل کل حتی به مقدار کمتر از 

آمینو  -0بالای  شاهد شد. در این مطالعه غلظت

لوولینیک اسید موجب کاهش مقدار فنل کل 

اخساره ی شها نمونهگردید. مقدار فنول ریز ها نمونهریز
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مولار میلی 35و کالوس با افزایش سطح شوری تا 

شوری استفاده از  افزایش یافت. در تمام سطوح تنش

تا  0/2های بین آمینو لوولینیک اسید در غلظت -0

دار فنل کل میکرومولار موجب افزایش معنی 85

 25شد اما غلظت بالاتر این ترکیب ) ها نمونهریز

 ها نمونهافزایش فنل کل ریزی در تأثیرمیکرومولار( 

(. کاهش 0 و 2 هاینسبت به شاهد نداشت )جدول

آمینولوولینیک  -0های بالای مقدار فنل در با غلظت

دلیل القای تنش اکسیداتیو تحت توان بهاسید را می

آمینو لوولینیک اسید نسبت داد. -0بالای  های غلظت

Akram et al. (2012) و آمین -0اند که گزارش کرده

لوولینیک اسید اثری بر مقدار ترکیبات فنلی گیاه 

 Balestrasse et) آفتابگردان تحت تنش نداشته است

al., 2010; Pattanayak et al., 2011).  با توجه به نقش

 یداسیوناتواکس مهار یادر کاهش و  یفنل یباتترک

آزاد، خاموش  یهارادیکال کردنجاروب یپیدها،ل

 ینا یدها،پراکس یهتجز یا یکتائی یژننمودن اکس

 یبرا یضرور اکسیدانیآنت یکعنوان به یباتترک

و  یداتیواکس یرهزنج ییشروو پ یرتکث یهحفاظت عل

 نمایندیعمل م اکسیژن فعال یهاگونه یهدفاع عل

(Kasuri et al., 2007; Singh et al., 2010) .یجنتا 

و  آمونیالیاز آلانین فنیل یمآنز یتفعال یشافزا حاصل از

در  یبه عنوان پاسخ دفاع یفنل یباتترک یدتول یشافزا

 یبسیار یهابا پژوهش یشن آزمایدر ا یشور یطشرا

 Navarro et al., 2006; Hichema et) دمطابقت دار

al., 2009; Lim et al., 2012) . 

ها نشان داد که نتایج حاصل از مقایسه میانگین

آمینولولینیک  -0میکرومولار  0-85کاربرد غلظت 

اکسیدانی در موجب افزایش فعالیت آنتی اسید

 ( سیب پایه%28/83( و کالوس  )%82/80شاخساره )

تنش شوری (. 0 و 2 هایبوداگوسکی نه شد )جدول

 تأثیرمولار( میلی 85مولار( و متوسط )میلی 35ملایم )

ی ها نمونهاکسیدانی ریزلیت آنتیقابل توجهی بر فعا

شاخساره سیب مورد مطالعه نداشت، با این حال تنش 

مولار( موجب افزایش فعالیت میلی 35شوری شدید )

عبارت دیگر افزایش تنش اکسیدانی گردید بهآنتی

همراه با افزایش فعالیت  مولاریلیم 35 شوری تا غلظت

فعالیت  (.0و  2 هایاکسیدانی بوده است )جدولآنتی

 طور بهی کالوس و شاخساره ها نمونهاکسیدانی ریزآنتی

آمینولولینیک  -0شوری و تیمار  تأثیرداری تحت معنی

(. تنش شوری و تیمار ≥58/5p) قرار گرفتند اسید

میکرومولار همراه با  0ت آمینو لوولینیک اسید با غلظ

در این بررسی  اکسیدانی بود.افزایش فعالیت آنتی

آمینو لوولینیک اسید در هر دو ریزنمونه  -0تیمار 

اکسیدانی بود که این همراه با افزایش فعالیت آنتی

های دلیل افزایش فعالیت آنزیمتواند بهافزایش می

آلانین آمونیالیاز، سوپر اکسید اکسیدان فنیلآنتی

فنل اکسیداز دیسموتاز، آسکوربات پراکسیداز و پلی

 -0 یاثرگذار یزانم Yoshida et al. (2003)باشد. 

را  یاهگ اکسیدانییآنت یستمبر س یداس ینیکلوول ینوآم

 هایغلظت در که اندوابسته به غلظت گزارش کرده

 یشافزا یقرا از طر اکسیدانییآنت یتفعال یینپا

 یشافزا ینو همچن اکسیدانیآنت هاییمآنز یتفعال

. کندیم تقویت اکسیدانییآنت یباتسنتز ترک

 pH یکدر  یداس ینیکلوول ینوآم -0 بالاتر های تغلظ

 یداسیوناکس هایواکنش تأثیرتحت  یزیولوژیکیف

آزاد سوپر  هاییکالراد یدقرار گرفته و تول یزاهو

 کندیم یدپراکس یدروژنو ه یدروکسیله یدروکسید،ه

 Balestrasse et) گرددیاثر تنش م یدتشدکه سبب 

al., 2010). 0- های آمینو لوولینیک اسید در غلظت

 یها رسان در واکنشیاممولکول پ یک عنوانبهپایین 

 یاهاندر گ یستیز یرو غ یستیز یها به تنش یسازگار

 اکسیدان یآنت هاییمآنز سازیعمل کرده و سبب فعال

برد یم ینو از ب یآور را جمع ها یکالکه راد گرددیم

(Xu et al., 2009; Sun et al., 2009; Liu et al., 

با تحمل تنش  یاهانگ اکسیدانییآنت یتظرف (. 2011

اکسیدانی . افزایش فعالیت آنتیدارد یمرابطه مستق

ای در تحت تنش شوری در شرایط درون شیشه

 کهیزمانچنین گیاهان مختلف گزارش شده است. هم

 ستمیس و ژنیاکس واکنشگر انواع دیتول انیم

آزاد  یکالراد هایمولکول دفع یبرا یدانیاکس یآنت

دها، یپیو بـه لیداتیتعادل برقـرار باشـد، از صدمه اکس

شود می یریجلوگ کینوکلئ یدهایاس و هانیپروتئ

(Xu et al., 2013; Yang et al., 2014.)  

 -0ها نشان داد که استفاده از مقایسه میانگین

آمینولولینیک اسید موجب افزایش فعالیت آنزیم 
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آمونیالیاز شد. بیشترین فعالیت آنزیم  آلانین فنیل

آمونیالیاز در پایه بوداگوسکی نه در تنش  آلانین فنیل

 25و  85های مولار و غلظتمیلی 35شوری 

استفاده از . آمینو لوولینیک اسید بود -0میکرومولار 

آمینو لوولینیک اسید تحت شرایط تنش شوری اثر  -0

 آلانین فنیلفعالیت آنزیم  داری برافزایی معنیهم

آمونیالیاز داشت و با افزایش شدت تنش و غلظت 

آمینو لوولینیک اسید این افزایش  -0استفاده شده از 

چنین بررسی اثر (. هم0 و 2 هایبارزتر بود )جدول

آمینو لوولینیک اسید بیانگر -0متقابل تنش شوری و 

زیم آن است که این دو تیمار موجب افزایش فعالیت آن

نیز  Wang et al. (2006) آمونیالیاز گردید.آلانینفنیل

آمینو لوولینیک اسید بر ترکیبات  -0اثر افزایشی 

آمونیالیاز را در  آلانین فنیلحاصل از فعالیت آنزیم 

موجب  آمینولولینیک اسید -0اند. سیب گزارش کرده

شود که آنزیم آمونیالیاز می آلانین فنیلتعدیل بیان 

 ,.Xu et alدر مسیر فنیل پروپانوئید است ) کلیدی

جز  یکعنوان به آمینو لوولینیک اسید-0 .(2013

 یاختصاص یهاپاسخ یسازفعال در ییدکل رسان یامپ

القا  یبترک یگاهو در جا شودمی شناخته یاهگ یدفاع

را فعال نموده و سبب  یر سیگنالیگکننده تنش، مس

 آلانین فنیلخاص آنزیم  mRNAیسی رونو یشافزا

و  یاهگ یدفاع یپاسخ هاآمونیالیاز شده که منجر به 

 Xu etگردد )یم یبات فنولیکو تجمع ترک یوسنتزب

al., 2013). 

در واکنش ها نشان داد که نتایج مقایسه میانگین

 هاییمآنز یتفعال آمینو لوولینیک اسید، -0یمار به ت

و یداز افزایش آسکوربات پراکس یسموتاز،د یدسوپراکس

ی ها نمونهریزدر  یدازکاتالاز و پراکس هاییمآنز یتفعال

 (.0و  2 های)جدول شاخساره و کالوس کاهش یافت

 های کاتالاز ودر هر دو ریزنمونه فعالیت آنزیم

 85به  آمینولولینیک اسید -0پراکسیداز با افزایش 

تمام سطوح شوری کاهش  تأثیرمیکرومولار تحت 

یافت اما فعالیت سوپراکسید دیسموتاز و آسکوربات 

(. اثرات 0 و 2 هایافزایش یافت )جدول پراکسیداز

آمینولوولینیک اسید بیانگر آن  -0متقابل شوری و 

گیری شده در پاسخ های اندازهاست که فعالیت آنزیم

در  آمینولولینیک اسید -0به تنش شوری در تیمار با 

ی شاخساره و کالوس افزایش یافت ولی ها نمونهیزر

تغییر  فعالیت آنزیم کاتالاز و سوپراکسید دیسموتاز

نتایج این (. 0 و 2 هایکمی نشان دادند )جدول

پژوهش هم در راستای مطالعات قبلی بوده است و 

اکسیدانی در های آنتیموجب افزایش فعالیت آنزیم

 ,.Yang et al)های مختلف گیاهی شده است گونه

2014; Kanto et al., 2015) . 

Akram et al. (2013 نیز تفاوت در واکنش )

های مختلف گیاهی به تیمار خارجی و گونه ها نمونهریز

 یشافزا اند.آمینو لوولینیک اسید را گزارش کرده -0

آسکوربات  یسموتاز،د یدسوپراکس هاییمآنز یتفعال

 یدازکاتالاز و پراکس هاییمآنز یتو کاهش فعالیداز پراکس

 یمارواکنش به ت دری شاخساره و کالوس ها نمونهریزدر 

 ینکه اثرات ا دهد یمنشان  آمینو لوولینیک اسید -0

و نوع  )شاخساره و کالوس( ها نمونهواکنش ریزبه  یمارت

مکانیسم (. 0و  2 های)جدول دارد یبستگ یمآنز

اکسیدانی موجب افزایش تحمل به تنش شوری  آنتی

های شود و تغییرات زیادی در فعالیت آنزیممی

اکسیدانی در گیاهان تحت تنش شوری ایجاد  آنتی

های (. آنزیمMeratan et al., 2008شود )می

است که خط  8اکسیدان، یک سیستم پاکسازی آنتی

دفاعی اولیه را در حفاظت پایه بوداگوسکی نه در 

مقابل آسیب اکسیداتیو ناشی از تنش شوری تشکیل 

های متفاوتی ها پاسخدهد. در این پژوهش آنزیممی

در شرایط  آمینولولینیک اسید -0نسبت به کاربرد 

های تنش شوری نشان دادند. افزایش فعالیت آنزیم

های گیاهی مختلف در پاسخ به نهاکسیدانی در گوآنتی

 Li etگزارش شده است ) آمینولولینیک اسید -0تیمار 

al., 2011; Zhen et al., 2012 .) 

Wang et al. (2013 ) نیز تفاوت در سیستم دفاع

ی مختلف در برابر تنش را ها نمونهاکسیدانی ریزآنتی

تحت تنش  هایمآنز یتکاهش فعال اند.گزارش کرده

 یبمانند تخر یمختلف هایاست به علت ممکنشوری 

بر اثر  یدرون یپروتئازها یبا القا یمیآنز هایینپروتئ

از  یناش یتآزاد و سم هاییکالراد یزانم یشافزا ی،شور

 یاز سو .(Hashemi et al., 2010) باشد هاآن یشافزا

                                                                               
1. Scavenging system 
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هان در معرض یادر گ هایمآنز یتفعال یشافزا یاالقا  یگر،د

 یدجد هاییمآنز یوسنتزعلت بممکن است به یتنش شور

 (. Feierabend & Dehne, 1996) باشد

 
 گیری کلی نتیجه

نتایج این بررسی نشان داد که تنش شوری اثر منفی 

فعالیت فیزیولوژیکی هر دو ریزنمونه شاخساره و  بر

آمینولولینیک -0کالوس داشت و میزان اثرگذاری 

فیزیولوژیکی و بیوشیمیایی های اسید بر فعالیت

ی مورد بررسی وابسته به غلظت آن بود و ها نمونهریز

میکرومولار(  25آمینو لوولینیک اسید )-0غلظت بالاتر 

چنین سبب تشدید اثر منفی تنش شوری گردید. هم

ها و ترکیبات میزان افزایش فعالیت آنزیم

آمینو لوولینیک اسید در  تأثیرتحت  اکسیدانی آنتی

آمینو -0ی شاخساره بیشتر از کالوس بود. ها مونهنریز

داری در افزایش فعالیت لوولینیک اسید اثر معنی

اکسیدانی و ، ترکیبات آنتییاکسیدانهای آنتیآنزیم

عنوان یک های فتوسنتزی داشت، بنابراین بهرنگیزه

تواند مورد توجه میکننده تنش شوری ترکیب تعدیل

 قرار بگیرد. 
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