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Abstract 
Salt stress is one of the most destructive abiotic stress which affects compatible osmolytes and 
protein pattern. In the current study, the effect of rosmarinic acid as a polyphenolic quencher 
on compatible solutes such as glycine betaine, total carbohydrates and protein, Na+ and K+ 
and fresh weight were determined to evaluate osmotic adjustment as a stress tolerance 
mechanism in Solanum tuberosum L. c.v. White Desire in vitro condition. In the other 
experiments, SDS-PAGE was performed to verify feasible hypothesis of ameliorative effects 
of RA on biosynthesis of proteins. In vitro-grown cells of potato were incubated on 
Murashige and Skoog (MS) medium containing 0, 20, 40, and 60 mg/L RA and 0, 90, and 120 
mM NaCl. Data showed increase in fresh weight in 120 mM-stress calli pretreated with 
rosmarinic acid compare to 120 mM stressed calli. Carbohyadrate content increased notably 
by using RA in exposure to NaCl. The results showed a significant increase in glycine betaine 
in 90 mM NaCl +20 mg/L RA treated calli compared with 90 mM NaCl-stressed calli. There 
was a notable increase in contents of Na+ and decline in K+ content in in vitro calli cells 
grown under 90 and 120 mM salt levels. Interestingly, K+ contents in RA-treated calli cells 
were remarkably higher than Na+ contents. However, no pronounced changes in K+/ Na+ ratio 
were observed. Data showed that in vitro RA-treated calli responded rapidly to external RA 
supplement showing higher proteins contents compared to controls.  SDS-PAGE data 
indicated a positive impact of RA on protein pattern.  In vitro calli cells treated with 20 and 60 
mg/l RA showed the induction of 2 new protein bands with approximately 50 KD while, 3 
protein bands with approximately 16, 17 and 25 KD were down-regulated by RA. 
Consequently, data presented in the current study indicated a positive link between salt 
tolerance and improved metabolites biosynthesis in potato White Desire following RA 
treatment. 
Keywords: Carbohydrate, Glycine betaine, Na+ and K+, Rosmarinic acid, Salt stress. 
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ر اثر رزمارينيك اسيد بر گلايسين بتائين، كربوهيدرات و تغيير الگوي پروتئين د
در تنش شوري در شرايط كشت در  (.Solanum tuberosum L)زميني كالوس سيب

  شيشه
  

  2نعيمه المنصور ،*1، علي اكبر احسانپور 1هدي اسكندري 
  ايرانشناسي، دانشكدة علوم، دانشگاه اصفهان، اصفهان، گروه زيست 1

 شناسي، دانشكدة علوم، دانشگاه كويت، كويتگروه زيست 2

  
 دهيچك

هاي سـازگار و الگـوي پروتئينـي اسـت. در هاي مخرب زيستي اثرگذار بر ميزان اسـموليتتنش شوري يكي از تنش
 رات،اكسيدان است بر ميزان وزن تـر، گلايسـين بتـائين، كربوهيـدپژوهش حاضر اثر رزمارينيك اسيد كه نوعي آنتي

زميني هـاي سـيبمنظور، كالوسها بررسي شـد. بـدينعناصر سديم و پتاسيم، پروتئين كل و الگوي پروتئيني كالوس
مـولار) ميلي 120(صـفر تـا  گرم بر ليتر) و سديم كلريـدميلي 60رقم وايت دزيره در تيمار رزمارينيك اسيد (صفر تا 

ه بـكربوهيدرات بيشتري نسـبت رزمارينيك اسيد و نمك، وزن تر وها در تيمار قرار گرفت. نتايج نشان دادند كالوس
گرم بر ميلي 20هاي قرارگرفته در تيمار نمك تنها داشتند. ميزان گلايسين بتائين در حضور رزمارينيك اسيد (كالوس

مـولار نمـك ميلي 90هاي رشديافته در داري نسبت به نمونهطور معنيمولار) بهميلي 90ليتر) در تنش شوري متوسط (
داري ميـزان عنصـر سـديم افـزايش و پتاسـيم مولار به ميزان معنيميلي 120و  90افزايش پيدا كرد؛ هرچند در شوري 

پـروتئين  كاهش يافت، در حضور رزمارينيك اسيد، ميزان عنصر پتاسيم افزايش و عنصر سديم كاهش يافـت. ميـزان
اسيد  روتئيني اثر مثبت رزمارينيكپايش پيدا كرد. بررسي الگوي طور معناداري افزنيز در حضور رزمارينيك اسيد به

 25و  17، 16ها را در محدودة كيلودالتون نشان داد و تغيير بيان پروتئين 50را بر ايجاد دو پروتئين جديد در محدودة 
ان ول، كـاهش ميـزطوركلي، رزمارينيك اسيد با افزايش تجمع پروتئين و كربوهيدرات محلكيلودالتون تأييد كرد. به

زميني در هاي كالوس سـيبسديم در سلول و تغيير الگوي پروتئيني، آثار فيزيولوژيك و بيوشيميايي خود را بر سلول
 تنش شوري نشان داد.

  تنش شوري، رزمارينيك اسيد، سديم و پتاسيم، كربوهيدرات، گلايسين بتائين :يديكل يهاواژه
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  مقدمه
رب غيرزيستي هاي مختنش شوري يكي از تنش

اسـت كـه بـه تجمـع بـيش از حـد نمـك در گيـاه و 
درنتيجـه ممانعــت از رشــد و نمـو ســلول و از دســت 

جر دادن فشار تورگر و تغييراتي در ديوارة سلولي من
همچنــين  .(Munns and Tester 2008)شــود مي
ــايي يون ــتازيه ــر هموس ــديم و كل ــد س ــوني  مانن ي

ـــا كاتيوندرون ـــراي ســـلولي را ب هـــاي ضـــروري ب
هاي متابوليك مانند پتاسيم، منيزيم و كلسـيم فعاليت

ورتوجـه تراوش يوني به افزايش درخزنند. بر هم مي
ــزيم و كلســيم منجــر  ــه پتاســيم، مني ســديم نســبت ب

هـاي سيتوسـلي، كردن آنزيمشود كه به غيرفعـالمي
ممانعــت از تقســيم مريســتم رأســي و اخــتلال در 

ــتگاه ــرد دس ــي ميعملك ــنتزي منته ــود هاي فتوس ش
(James et al. 2006) پاســخ دفــاعي بســياري از .

دهي گياهان به تنش شوري، كاهش رشد و محصول
مـدت سـلول گـرفتن طولانيبراين، قراراست. علاوه

 هاي اكسيژن فعـال يـاعرض شوري، توليد گونهدر م
ROS (Reactive oxygen Species) كند را القا مي

ــدهاي غشــايي، كــه خــود تخريــب پروتئين ــا، ليپي ه
DNA ــــيون ليپيــــد و و متابوليت ــــا، پراكسيداس ه

 شود.درنهايت مرگ سلول را موجب مي

ــــيب  (.Solanum tuberosum L)زميني س
ن توليد در جهان اسـت چهارمين محصول ازنظر ميزا

ــذايي  ــين محصــولات غ ــت را ب ــترين اهمي ــه بيش ك
ــرغلات دارد  ــاه  .(Pino et al. 2007)غي ــن گي اي

بندي شده اسـت؛ حساس به شوري طبقهاي نيمهگونه
غلظت  ين،  ا اوجود  سـديم ميلي 50ب مـولار 

كـاهش  و  ه  ا گيـ ين  ا رشد  كاهش  ه  ب كلريد 

ا  ت شود و در غلظـت درصد منجر مي 50محصول 
طوركامل مولار) رشد گياه بهميلي 150بيشتر نمك (
   (Hmida-Sayari et al. 2005).شود ممانعت مي

هاي خوبي براي انتخاب نسلبه بافتروش كشت
آن باززايي گيـاه بـا دنبالوم به شوري و بهسلولي مقا

   تحمــل بــه شــوري بيشــتر، اســتفاده شــده اســت
(Ochatt et al. 1998; Miki et al. 2001) .

 S. tuberosumشــده بــر هــاي متعــدد انجامپژوهش
دهندة وجود ارتباط بين تحمل به شوري و دفاع نشان

دهـد القـاي اكسيداني است كه نشان ميسيستم آنتي
اكسـيداني جزئـي از سـازوكار تحمـل بـه يدفاع آنت

ــــي ــــمار م ــــه ش ــــاه ب ــــن گي ــــوري در اي   رودش
(Benavides et al. 2000) هاي . تجمـع اسـموليت

ز ها، آمينواسيدها و قند تري هالوسازگار مانند بتائين
يكي از سازوكارهاي تحمل به تنش اسمزي به شمار 

 رود كــــه در بيشــــتر گياهــــان وجــــود دارد مــــي

(Bohnert et al. 1995)كننــدگان . ايــن تنظيم
اسمزي ميان  اسمزي بر اثر تجمع در سلول، اختلاف

هـا و اطراف سلول و سيتوپلاسم را متعادل و پروتئين
ـــلول را از واسرشت ـــاهاي س ـــت غش ـــدن محافظ ش

 . (Queiros et al. 2007)د كننمي

ــالي كــه  ــان ع ــائين در گياه تجمــع گلايســين بت
دهندگان اين تركيـب هسـتند، طبيعي از تجمعطوربه

طور در پاسخ بـه تـنش شـوري، خشـكي و سـرما بـه
 .Hussain Wani et al)ده گزارش شده است گستر

هاي گياهـان مقـادير انـدكي . برخي از گونـه(2013
ــر قرارگيــري در  ــر اث ــد؛ امــا ب ــائين دارن گلايســين بت
معرض تنش مقادير بيشتري از گلايسين بتائين را در 

ــع مي ــود تجم ــد خ ؛ (Storey et al. 1977)دهن
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هاي گيــاهي، در كــه در بســياري از گونــهدرحالي
رايط طبيعي يا تنش، گلايسـين بتـائين تجمـع داده ش

رو بررسي تغييـرات ميـزان گلايسـين شود؛ ازايننمي
ــائين در كالوس ــيببت ــاي س ــه در ه زميني قرارگرفت

  تيمار موضوع جالبي براي مطالعه است. 
 4و  3رزمارينيك اسـيد، اسـتر كافئيـك اسـيد و 

ــت كــه  ــيد اس ــل اســتيك اس ــي فني دي هيدروكس
 .Hao et al)اكســيداني قــوي دارد خاصــيت آنتي

برخـي  . اين ماده در بسياري از گياهان عالي،(2014
ها، اعضـاي خـانوادة واشهاي سرخس، شاخاز گونه

Boraginaceae ــــــانوادة  از Nepetoideae و زيرخ
Lamiaceae  ــده اســت  Petersen and)يافــت ش

Simmonds 2003; Koca et al. 2006; Park et 

al. 2008; Song et al. 2012) نقــــش .
كنندة رزمارينيك اسيد در حذف يا كاهش سركوب

ــهو القاتــنش اكســيداتي ــر شــوري ب ــر اث خوبي شــده ب
مشخص شده است. همچنـين اثـر ضـدآپوپتوزي يـا 

هاي شدة سلول اين ماده بر سيسـتمريزيمرگ برنامه
 .(Xu et al. 2016)جــانوري اثبــات شــده اســت 

ــاده در علاوه ــن م ــدپيري اي ــيت ض ــه خاص ــراين ب ب
ها و در معـــدودي از هاي جـــانوري، انســـانســـلول
طورويژه توجـه شـده اسـت هاي گيـاهي بـهپژوهش

(Ahmad et al. 2013)اكسـيداني آن ؛ امـا اثـر آنتي
هاي گياهي در معرض تـنش هنـوز بررسـي بر سلول

ياه زراعـي مـدل زميني گنشده است. ازآنجاكه سيب
ديگر بررسي اثر رزمارينيك اسيد در سوياست و از

سطح سلولي مطالعه نشده است، پاسخ تـودة سـلولي 
هاي سـلول زميني، پاسـخبدون تمايز كـالوس سـيب

  دهد. خوبي نشان ميگياهي را به رزمارينيك اسيد به

ـــش مي ـــر كوش ـــژوهش حاض ـــر در پ ـــود اث ش
اصــيت رزمارينيــك اســيد كــه مــادة فنلــي بــا خ

اكسيداني اسـت بـر تـودة سـلولي بـدون تمـايز آنتي
زميني، مـدل قرارگرفتـه در تـنش هاي سـيبكالوس

شوري، بررسي شود تا سازوكارهاي مقابله با شوري 
كننــدگي رزمارينيــك اســيد بــر رشــد و نقــش تنظيم

هاي ثانويه و تغييرات الگـوي سلول، تجمع متابوليت
  .پروتئيني بهتر درك شوند

  
  هاوشمواد و ر

كشت كالوس و تيمـار بـا رزمارينيـك اسـيد و .
زميني رقـم وايـت هاي سـيبگياهچه :سديم كلريد

ــاهي  ــوژي گي ــره موجــود در آزمايشــگاه فيزيول دزي
 MS (Murashigeكشت دانشگاه اصفهان در محيط

and Skoog 1977)  ــر داده شــدند؛ كشــت و تكثي
سپس قطعات بـرگ گياهـان تـازه و جـوان بـه ابعـاد 

متر مربع جدا شدند و براي ايجـاد تقريبي يك سانتي
كشت مولـد كـالوس ه محيطهاي نسل اول بكالوس

گرم بـر ليتـر از ميلي 2حاوي  MSكشت يعني محيط
(نفتالن اسـتيك اسـيد)  D ،NAA-4 ,2هاي هورمون

ــه  ــد هفت ــس از چن ــدند. پ ــال داده ش ــاينتين انتق و ك
هاي نسـل هاي نسل اول ظاهر شدند. كالوسكالوس

كشت مولد كـالوس اول دوباره براي تكثير به محيط
هــاي نســل دوم ايجــاد و كالوس جديــد انتقــال داده

كشـت هاي نسل دوم در محيطشدند؛ سپس كالوس
هـاي مولدكالوس حاوي رزمارينيك اسيد بـا غلظت

گرم بر ليتر و سديم كلريـد ميلي 60و  40، 20صفر، 
ــا غلظت ــفر، ب ــاي ص ــرار ميلي 120و  90ه ــولار ق م

ــاخص ــه ش ــه هفت ــس از س ــد. پ ــف گرفتن هاي مختل
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هاي قرارگرفته در ي كالوسفيزيولوژيك و بيوشيماي
  گيري شدند.تيمار اندازه

هــاي ليتپابتــدا  گيري وزن تــر كــالوس:انــدازه
طورجداگانــه تــوزين شــدند. كشــت بهحــاوي محيط

ــوگيري از آلوده ــراي جل ــا پــس از شــدن كالوسب ه
كشـت، هـاي حـاوي محيطها بـه پليتانتقال كالوس

 هــا دوبــاره تــوزين شــدند و بــا ايــن روش وزنپليت
ها به دست آمد. پس از گذشـت سـه ابتدايي كالوس
كشت خارج شـدند و وزن ها از محيطهفته، كالوس

كـردن گيري شـد؛ سـپس بـا كمتر ثانوية آنها اندازه
ــر  ــة آن، وزن ت ــالوس از وزن ثانوي ــة ك ــر اولي وزن ت

  ها به دست آمد. كالوس
 گيري كربوهيــــدرات محلــــول:انــــدازه

ــــدرات ــــا روشكربوهي ــــول ب ــــرون  هاي محل   آنت
(Yemm and Willis 1954) گيري شـدند. انـدازه

ــدين ــر 3/0منظور، ب ــازه در م از كالوسگ ــاي ت  4ه
بـود بـا  7آن  pHمولار كه  1/0ليتر بافر فسفات ميلي

-T25 D digital ULTRAمـــدل هموژنـــايزر (

®TURRAX ،شــــركت®IKAكشــــور آلمــــان ، (
خوبي هموژن شد؛ سپس مخلـوط حاصـل در دور به
g 5000 ــدت به ــناور  20م ــانتريفيوژ و روش ــه س دقيق

ترون بـراي حاصل روي يخ نگهداري شد. آزمون آن
هاي ليتـر از نمونـهميلي 1ها بر مخلـوط كربوهيدرات

ليتر از معرف آنتـرون انجـام شـد. ميلي 4شده با رقيق
ــه ــه بهلول دقيقــه  5مــدت هاي آزمــايش حــاوي نمون

ــرار گرفتنــد. پــس از ايجــاد  درحمــام آب جــوش ق
ــه ــگ، نمون ــا در رن ــذب آنه ــدند و ج ــك ش ها خن

تومتر (مــدل نــانومتر بــا اســپكتروف 620مــوج طول
Genesyst 5 ــــركت  Thermo Fisher، ش

Scientific ــــزان ــــد. مي ــــده ش ــــتان) خوان ، انگلس
ــتاندارد  ــودار اس ــا نم ــالوس ب ــل ك ــدرات ك كربوهي

ــر ميلي ــرم ب ــوكز (ميكروگ ــا گل ــبه و ب ــر) محاس ليت
برحسـب  155/180احتساب جرم مولكولي گلـوكز 

  ميكرومول بر گرم وزن تر گزارش شد.
گيري ازهانـد بـراي :اسـيمگيري سديم و پتاندازه

 Wet ashing ةســديم و پتاســيم، از روش تغييريافتــ
ــد. ــتفاده ش ــدين اس ــودر ميلي 30 منظور،ب ــرم از پ گ

ــاكالوسخشــك  ــيبه ــا زمينيي س ــرميلي 10 ب  ليت
 24 مـدتبه درصد 3 اسيد سولفوساليسيليك محلول
پس  .شدانكوبه گراد درجة سانتي 4 در دماي ساعت

قـه دور بر دقي 3000ها خارج و در از اين مدت نمونه
بـراي شدند؛ سـپس از روشـناور حاصـل سانتريفيوژ 

ســنج شعلهدســتگاه  بــا گيري ســديم و پتاســيمانــدازه
ـــدل  ـــوري (م ، شـــركت Essex-corning 410ن

Halstead(ميــزان عناصــر ســتفاده شــد. ا ، انگلســتان
شـده بـراي سديم و پتاسيم با نمـودار اسـتاندارد رسم

 مول بـر گـرممحاسبه و بر حسب ميلياين دو عنصر، 
  .شدگزارش كالوس بافت خشك 

: ي گلايســـين بتـــائينريگو انـــدازهســـنجش 
 Grieve اسـاس روشگيري گلايسين بتائين براندازه

 25انجام شد. در اين روش ابتدا  )Grattan )1983و 
ليتـر آب ميلي 1 كـالوس بـاگرم بافـت خشـك ميلي

ل حاصــل دوبــار تقطيــر همــوژن شــد؛ ســپس محلــو
گراد درجـة سـانتي 25سـاعت در دمـاي  24مدت به

ها صـاف و روي شيكر نگهداري شد. روز بعد نمونه
سـولفوريك  )2I-KI(بـا يـدور پتاسـيم  1:1به نسبت 

سـاعت روي  1مـدت نرمال رقيق شـدند و به 2اسيد 
ليتر معرف يدور ميلي 2/0يخ قرار داده شدند؛ سپس 
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مـدت ها بهشد و نمونـهها اضافه پتاسيم سرد به نمونه
گراد درجــة ســانتي 4ســاعت در دمــاي صــفر تــا  16

دور بـر  10000نگهداري شدند. مخلوط حاصـل در 
دقيقه  15مدت گراد بهدرجة سانتي 4دقيقه در دماي 

سانتريفيوژ شد. در مرحلـة بعـد محلـول روشـناور بـا 
شدة نشينهاي تهآرامي جدا شد و كريستالدقت و به

با آب مقطـر شسـته شـدند تـا معـرف  پريديد اندكي
رنگــــي موجــــود روي آن شســــته شــــد؛ ســــپس 

دي  2و  1ليتر حلال ميلي 1يديد در هاي پركريستال
كلرواتان ورتكس شدند تا درون حلال حل شدند و 

مـدت رنگ قرمز ظاهر شد. محلول رنگي حاصـل به
ــه 2 ــذب نمون ــپس ج ــداري و س ــاعت نگه ها در س

پكتروفتومتر خوانده شـد. نانومتر با اس 365موج طول
مقدار گلايسين بتائين با نمودار استاندارد مربـوط بـه 
گلايسين بتائين خالص، برحسب ميكرومول بر گـرم 

  گزارش شد.وزن خشك 
 زانيـم يبررسـ بـراي گيري پروتئين كـل:اندازه
گـرم كـالوس  5/0، محلول در كـالوس هايينپروتئ

رار داده بلافاصـله در نيتـروژن مـايع قـ تازه تـوزين و
ليتـر بـافر فسـفات سـديم ميلي 5/1در شدند؛ سـپس 

ـــولاميلي 100 ـــا رم ـــا pH ب ـــر ب ـــاوي  8/7 براب  1ح
درصـــد پلـــي وينيـــل پلـــي  EDTA ،2مـــولار ميلي

با غلظت  (DTT) دي تيوتريتولو  (PVP)پيروليدين 
ـــــتگاه ميلي 4 ـــــا دس ـــــولار ب    Tissue lyserم

درجـة  4، انگلسـتان) در دمـاي QIAGEN(شركت 
مـدت هاي حاصـل بهعصارهگراد هموژن شد. يسانت
در دور بــر دقيقــه  16000دور ســرعت دقيقــه بــا  30

سـانتريفيوژ و از روشـناور  گراددرجة سانتي 4دماي 
سپس گيري پروتئين استفاده شد؛ حاصل براي اندازه

 BSA Protein تيـموجود در ك راهنماي بهتوجهبا

Assay ــركت ــاThermo Scientific (ش  )، آمريك
در طول موج  يسلول ةموجود در عصار هاينيپروتئ
 زانيــ. مخوانــده شــد بــا اســپكتروفتومترنــانومتر  525
 BSAاستاندارد  نموداراساس محلول بر هاينيپروتئ
گـرم بـر هر نمونه به دست آمد و براساس ميلي يبرا

  .شدگرم وزن تر گزارش 
 :SDS-PAGEها بـا روش بررسي الگوي پروتئين

ـــراي مقايســـ هـــاي موجـــود در ة الگـــوي پروتئينب
ـــهكالوس ـــاي تيمارشـــده و نمون  15هاي شـــاهد، ه

ميكروليتر از عصارة پروتئيني حاصل از روش بالا بـا 
 100ميكروليتر از بافر بارگذاري پـروتئين، حـاوي  4

مـــولار احياكننـــدة دي تيوتريتـــول مخلـــوط و ميلي
گراد درجــة ســانتي 95دقيقــه در دمــاي  15مــدت به

ـــه  ـــا نشـــانگر شـــد. عصـــارهانكوب هاي پروتئينـــي ب
PageRuler™ Plus Prestained Protein 

Ladder, 10 to 250 kDa شــركت) Thermo 

Scientific(تـا  4روي ژل با شـيب غلظـت  ، آمريكا
ــگ  12 ــا رن ــان، ژل ب ــورز و در پاي ــد الكتروف درص

 16مــدت آميزي شــد؛ ســپس بهكوماسـي بلــو رنــگ
ه شـد و درنهايـت بر قرار دادساعت در محلول رنگ

ــا دســتگاه ژل داك (مــدل  ، شــركت EZ systemب
BioRad .آمريكا) مشاهده و تصويربرداري شد ،  

هـا براسـاس طـرح كامـل آزمايش تحليل آمـاري:
هـا بـا تصافي با حداقل سه تكرار انجام شـدند و داده

هـا بـا آزمـون تحليل و ميانگين داده SPSSنرم افزار 
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  زيابي شدند. ار (P ≤ 0.05) دانكن در سطح
  نتايج

پس از گذشت سه هفته از كشت قطعـات بـرگ 
ــــد كــــالوس، زميني در محيطســــيب كشــــت مول
). پس A-1 هاي نسل اول توليد شدند (شكلكالوس

كشت هاي نسل اول به محيطاز انتقال دوبارة كالوس
هـاي نسـل مدت پـانزده روز كالوسمولد كالوس به

ـــار ـــه محـــيط كشـــت حـــاوي تيم ـــاده و ب  دوم آم
ـــدند. ـــل ش ـــك منتق ـــيد و نم ـــك اس  رزماريني

  كشت مولد كالوسدر محيط (B)و نسل دوم  (A)زميني نسل اول مراحل تشكيل كالوس سيب -1شكل 

  

نشـان داده شـده اسـت،  2طوركه در شكل همان
داري بـر وزن تـر تنهايي اثر معنيرزمارينيك اسيد به

مـولار، ميلي 90ور نمـك كالوس نداشـت. در حضـ
ــا غلظت ــار ب ــاي تيم ــر ليتــر ميلي 60و 40ه ــرم ب گ

دار وزن تـر رزمارينيك اسـيد نيـز بـه افـزايش معنـي
 90يافته در نمـك هاي رشـدكالوس نسبت به نمونـه

 120مولار منجر شد. همچنين در شوري زيـاد (ميلي
 60و  40مـــولار)، تيمـــار رزمارينيـــك اســـيد (ميلي
دار وزن تر كالوس ر) به افزايش معنيگرم بر ليتميلي

مـــولار نمـــك بـــدون ميلي 120نســـبت بـــه نمونـــة 
  شد. رزمارينيك اسيد منجر

گيري انــدازه ميــزان كربوهيــدرات محلــول:
زميني نشان داد با هاي سيبكربوهيدرات در كالوس

طور كشــت بــهافــزودن رزمارينيــك اســيد بــه محيط
ــي ــزمعن ــالوس اف ــدرات ك ــزان كربوهي ايش داري مي
يابــــد. همچنــــين رونــــد افزايشــــي در ميــــزان مي

 120كربوهيدرات با افزايش ميزان نمك از صفر بـه 
مولار نيز مشاهده شـد. در حضـور رزمارينيـك ميلي

هـاي گرم بـر ليتـر)، كالوسميلي 60و  40، 20اسيد (
طور مولار نيز بـهميلي 120و  90رشديافته در شوري 

ديافته در نمـك هاي رشـداري نسبت بـه نمونـهمعني
  ).3تنها افزايش يافتند (شكل 

A B 
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تجمـع گلايسـين بتـائين در  ميزان گلايسين بتائين:
هاي قرارگرفته در تنش نشانة تحمل بـه شـوري گونه

ــي ــمار م ــه ش ــدازهب ــل از ان ــايج حاص گيري رود. نت
  گلايسين بتائين نشان دادند با افزايش شوري، تجمع

برحسـب  (RA)مـولار و تيمـار رزمارينيـك اسـيد زميني در تيمار سديم كلريد برحسـب ميليهاي سيبميزان وزن تر كالوس -2شكل 
  دار با آزمون دانكن هستند.كنندة تفاوت معنيهستند. حروف متفاوت بيان StD ±قادير ميانگين سه تكرار م -گرم بر ليترميلي

  
  

 (RA)مـولار و تيمـار رزمارينيـك اسـيد م كلريد برحسـب ميليزميني در تيمار سديهاي سيبميزان كربوهيدرات در كالوس -3شكل 
  دار با آزمون دانكن هستند.كنندة تفاوت معنيهستند. حروف متفاوت بيان StD ±مقادير ميانگين سه تكرار  -گرم بر ليتربرحسب ميلي
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ــائين در كالوس ــهگلايســين بت ــا ب ــيه داري طور معن
ـــيد در  ـــك اس ـــت. حضـــور رزماريني ـــزايش ياف اف

كشت حاوي نمك، تغيير معنـاداري در ميـزان حيطم
هـا ايجـاد نكـرد بجـز در گلايسين بتـائين در كالوس

گـرم بـر ميلي 20مولار نمك حاوي ميلي 90غلظت 

ليتــر رزمارينيــك اســيد كــه نســبت بــه نمونــة بــدون 
مولار نمك تنها) افزايش ميلي 90رزمارينيك اسيد (

اسـيد در معناداري نشـان داد؛ درنتيجـه رزمارينيـك 
شوري اندك، بـه افـزايش معنـادار گلايسـين بتـائين 

  ).4شد (شكل  منجر

 (RA)مولار و رزمارينيك اسيد هاي رشديافته در تيمار نمك سديم كلريد برحسب ميليين بتائين در كالوسميزان گلايس - 4شكل 
  دار با آزمون دانكن هستند.كنندة تفاوت معنيبيان هستند. حروف متفاوت StD ±قادير ميانگين سه تكرار م -گرم بر ليتربرحسب ميلي

  

براي بررسي مقـادير عناصـر سـديم و  ميزان سديم:
هاي قرارگرفته در تنش شوري در پتاسيم در كالوس

حضور رزمارينيك اسيد، پس از سه هفته ميزان ايـن 
، ميـزان B-5به شكل گيري شد. باتوجهعناصر اندازه

ي بر اثر افزايش غلظـت دارطور معنيعنصر سديم به
سديم كلريد افزايش يافت. در حضـور رزمارينيـك 

 20مولار نمـك حـاوي ميلي 90هاي اسيد در غلظت
مـولار ميلي 120گرم بر ليتر رزمارينيك اسـيد وميلي

گرم بر ليتـر رزمارينيـك ميلي 60و  20نمك حاوي 

داري در ميزان عنصر سديم نشـان اسيد كاهش معني
   داد.

هـا نشـان داده B-5بـه شـكل باتوجه اسيم:ميزان پت
هاي كـالوس در تيمـار دادند ميزان سـديم در سـلول

هاي كـالوس شـاهد (بـدون شوري نسـبت بـه سـلول
داري يافـت؛ بـاوجود ايـن در نمك) افـزايش معنـي

مـــولار نمـــك، تيمـــار ميلي 120و  90هـــاي غلظت
گرم بر ليتر ميلي 60و  20رزمارينيك اسيد با غلظت 

داري كـاهش داد. ميـزان طور معنيسديم را بهميزان 
) برخلاف يـون سـديم بـا A-5عنصر پتاسيم (شكل 
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طور معناداري كاهش يافت؛ افزايش ميزان شوري به
كه در حضور رزمارينيك اسيد و نمك، در درحالي

گرم ميلي 60مولار نمك حاوي ميلي 90 هايغلظت
ك مـولار نمـميلي 120بر ليتـر رزمارينيـك اسـيد و 

هاي رشديافته در تيمار نمك سديم كلريد برحسب در كالوس (C) و نسبت پتاسيم به سديم (B)، سديم (A)ميزان پتاسيم  - 5شكل 
كنندة هستند. حروف متفاوت بيان StD ±قادير ميانگين سه تكرار م -گرم بر ليتربرحسب ميلي (RA)مولار و رزمارينيك اسيد ميلي

  ن دانكن هستند.دار با آزموتفاوت معني
  

گرم بر ليتر رزمارينيـك اسـيد، ميلي 40و  20حاوي 
داري افزايش يافـت. طور معنيميزان عنصر پتاسيم به

هرحال نســـبت پتاســـيم بـــه ســـديم در حضـــور بـــه
گرم بر ليتـر) بـدون ميلي 40و  20رزمارينيك اسيد (

ــت؛ درحالي ــزايش ياف ــن نســبت در نمــك اف كــه اي
-5ري نشان نـداد (شـكل داحضور نمك تغيير معني

C.(   
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پـس از سـه هفتـه،  هـاي محلـول:ميزان پروتئين
يافته در زميني رشـدهاي سيبميزان پروتئين كالوس

گيري محيط حاوي نمك و رزمارينيك اسيد انـدازه
ــد. همان ــكل ش ــه در ش ــه مي 6طورك ــود ملاحظ ش

گرم بـر ميلي 60و  40، 20حضور رزمارينيك اسيد (
برابري را در ميزان  5/2افزايش كشت ليتر) در محيط
ها نسبت به نمونة شـاهد باعـث شـد. پروتئين كالوس

هاي قرارگرفته در تـنش بـا ميزان پروتئين در كالوس

طور مولار بهميلي 120به  90افزايش ميزان شوري از 
هـاي معناداري افزايش پيدا كرد. قرارگرفتن كالوس

د بـا يافته در شوري در حضور رزمارينيـك اسـيرشد
گــرم بــر ليتــر بــه افــزايش ميلي 40و  20هــاي غلظت

مـولار ميلي 120و  90هـاي ميزان پروتئين در غلظت
مــولار نمــك ميلي 120منجــر شــد. تنهــا غلظــت 

گــرم بــر ليتــر رزمارينيــك اســيد بــه ميلي 60حــاوي
  كاهش ميزان پروتئين منجر شد.

مولار و رزمارينيك ر تيمار نمك سديم كلريد برحسب ميليدزميني شاهد، هاي سيبهاي محلول در كالوسينميزان پروتئ -  6شكل 
دار با آزمون كنندة تفاوت معنيهستند. حروف متفاوت بيان StD ±گين سه تكرار مقادير ميان -گرم بر ليتربرحسب ميلي (RA)اسيد 

  دانكن هستند.

  
هـا بـا ييـر الگـوي پروتئينـي كالوسبررسي تغ.

ـــي  :SDS-PAGEروش  ـــوي پروتئين ـــرات الگ تغيي
بررسـي  SDS-PAGEهاي تيمارشده بـا ژل كالوس

ــدند. باتوجه ــايج غلظتبهش ــه نت ــاي اينك  40و  20ه
گرم بر ليتر رزمارينيك اسيد تقريباً يكسان بود، ميلي

، غلظت زيـاد رزمارينيـك 60، كمترين و 20غلظت 

كه در گونهالكتروفورز انتخاب شد. هماناسيد براي 
نشان داده شده است تغييرات محسوسـي در  6شكل 

ها در حضـور رزمارينيـك باندهاي برخي از پروتئين
گـرم بـر ليتـر مشـاهده ميلي 60و  20اسيد با غلظـت 

يافته در هاي رشـــدشـــدند؛ بـــراي نمونـــه در نمونـــه
 گـرم بـر ليتـر رزمارينيـكميلي 60و  20هاي غلظت
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ـــه ـــيد ب ـــد اس ـــروتئين جدي ـــمگيري دو پ طور چش
 50شده با پيكـان بـا وزن مولكـولي حـدود دادهنشان

 3بـراين، ميـزان بيـان كيلودالتون مشاهده شـد. علاوه
، 16پروتئين نيز در محدودة وزن مولكـولي تقريبـي 

ــان داد  25و  17 ــوس نش ــاهش محس ــون ك كيلودالت
ار هــا در تيمــكــه همــين پروتئين)؛ درحالي7(شــكل 

مولار با رزمارينيك اسيد و ميلي 250نمك با غلظت 
بدون رزمارينيك اسيد افزايش بيـان درخورتـوجهي 

). براي بررسي تغييرات باندهاي 7نشان دادند (شكل 
پروتئيني در تيمارهاي مختلف نمـك و رزمارينيـك 

ترين تغييـرات محسـوس در بانـدهاي اسيد، شاخص
گـذاري نام Eتـا  Aپروتئيني شناسـايي و بـا حـروف 

ها )؛ سپس ميزان تراكم نسبي اين باند8شدند (شكل 
  تحليل شد.  Image Jبا برنامة 

در مقايســه بــا شــاهد،  Aدر بانــدهاي رديــف 
ــا در غلظــت  ــروتئين تنه ــراكم پ ــزايش ت  60و  20اف

گرم بر ليتر رزمارينيك اسيد بدون تـنش نمـك ميلي
 Bهـاي كه همة باندهاي رديفمشاهده شد؛ درحالي

افزايش تراكم نسبي در تيمار رزمارينيك اسـيد  Eتا 
مـولار نشـان دادنـد. ميلي 250تنهايي يـا بـا نمـك به

بيشترين ميزان تراكم پـروتئين در بانـدهايي مشـاهده 
زمـان بـه طور همشد كه نمك و رزمارينيك اسيد به

  كشت اضافه شده بودند.محيط
  

  
(نشانگر  M: (RA)زميني در تيمار نمك سديم كلريد و رزمارينيك اسيد الوس سيبهاي كالگوي الكتروفورزي پروتئين -7شكل 

ترين باندهاي دهندة تغييرات محسوسها (نشانگرم بر ليتر رزمارينيك اسيد) و پيكانميلي 60و  20مولار نمك و ميلي 250پروتئيني، 
  پروتئيني)
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 (S)زميني درتيمار تنش شوري با سديم كلريد در كالوس سيب SDS-PAGEبي باندهاي پروتئيني حاصل از تراكم نس -8شكل 
  گرم بر ليتربرحسب ميلي (R)مولار و رزمارينيك اسيد برحسب ميلي

  
 بحث

تـرين توسعة محصـولات مقـاوم بـه شـوري مهم
راهكار براي كاهش آثـار مخـرب تـنش شـوري بـه 

هاي فيزيولوژيــك و رود. درك پاســخشــمار مــي
در تنش شـوري بـراي بهبـود بيولوژيك گياه دخيل 

هـــاي مقاومـــت گياهـــان زراعـــي نســـبت بـــه تنش
ويژه در سـطح سـلولي غيرزيستي ازجمله شـوري بـه

. (Hussain et al. 2009)بســيار ضــروري اســت 
شده در اين زمينه با هاي انجامديگر، پژوهشازسوي

روش كشت در شيشه مـدل روشـي بسـيار باارزشـي 
مــدت در فضـاي كـم، نتــايج و هسـتند كـه در كوتاه

دهنـد. بـا روش هاي گياه را در سلول نشـان ميپاسخ
ــيوة بافت دكشــت ــه ش ــداقل ب ــاهي، ح ــان كوت ر زم
شـدة دهي گياه و احتمـالاً راهكارهـاي استفادهپاسخ

 Hernández)شـود ها پي برده ميگياه در اين پاسخ

and Almansa 2002; Flowers and Colmer 

ـــاه ســـيب. كالوس(2015 ـــاي گي زميني يكـــي از ه
هاي خــوب بــراي بررســي آثــار مخــرب تــنش مــدل

ند. در پـژوهش حاضـر، شوري در سطح سلولي هست
افزودن رزمارينيك اسيد در تنش به افزايش وزن تر 

مـــولار منجـــر شـــد. در ميلي 120و  90در شـــوري 
ــژوهش  ــاران ( Eskandariپ ــر 2017و همك ــز اث ) ني

هاي رشـد مثبت رزمارينيك اسيد بر بهبـود شـاخص
زميني به اثبات هاي سيبدر تنش شوري در گياهچه
انــد تجمــع ن دادههــا نشــارســيده اســت. پژوهش

طور هاي غيرزيستي گوناگون بهها در تنشاسموليت
ــت  ــته اس ــيداتيو وابس ــنش اكس ــل ت ــه تحم ــي ب مثبت

(Anjum et al. 2012; Saeedipour 2013) بـراي ؛
ها در شــرايط تــنش نمونــه، تجمــع كربوهيــدرات

محصـــولات زراعـــي اســـت  اي رايـــج درپديـــده
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(Martinez et al. 1996) نيز در . در پژوهش حاضر
هـاي اترهاي قبلي، افزايش كربوهيـدتأييد پژوهش

ــه ــنش شــوري ب ــزايش ت ــر اف ــر اث ــول ب تنهايي و محل
هـــاي در معـــرض تـــنش و در همچنـــين در كالوس

 هـا مشـاهدهحضور رزمارينيك اسيد در همة غلظت

تحمـل بـه شـوري بـه  سـازوكارهاييكي از كه  شد
در . (Acosta-Motos et al. 2017)رود شـمار مـي

و همكـاران در  Mirshekariييد پـژوهش حاضـر، تأ
 احيـايي قندهاي انواع نشان دادند افزايش 2017سال 
خشكي در حضور تيمار ساليسـيليك اسـيد  تنش در

ــوعي پلي ــود ن ــه خ ــار ك ــظ فش ــا حف ــت، ب ــل اس فن
تورژسانس سلول و درنتيجه سازگاري گياه به تـنش 
خشكي همراه است. افزايش قند كـه منبـع انـرژي و 

كنندة اسمزي است در پاسخ بـه تـنش شـوري متنظي
  رسد.منطقي به نظر مي
هاي حاضر ميـزان گلايسـين بتـائين براساس داده

گـرم ميلي 20مولار نمك حـاوي ميلي 90در غلظت 
داري نشـان بر ليتر رزمارينيـك اسـيد افـزايش معنـي

كه ساير تيمارهاي نمك و رزمارينيـك حاليداد؛ در
بــر ميــزان گلايســين بتــايين داري اســيد تــأثير معنــي

اثربودن رزمارينيك اسيد بر ميزان تجمع نداشتند. بي
ــه  ــد ك ــت باش ــن عل ــه اي ــايد ب ــائين ش ــين بت گلايس
رزمارينيــك اســيد خــود تركيبــي فنلــي بــا خاصــيت 

ــي فنلآنتي ــت و پل ــيداني اس ــا اكس ــه ب ــا در مقابل ه
ــزايش تنش ــه تــنش شــوري اف هــاي مختلــف ازجمل
؛ بنـابراين (Acosta-Motos et al. 2017)يابنـد مي

هاي ديگـر ماننـد رزمارينيـك فنلاحتمالاً تجمع پلي
هاي كالوس، نياز وافر نداشتن اسيد موجود در سلول

را به گلايسين بتايين باعث شده است. در تأييـد ايـن 

ـــزايش فرضـــيه، ســـاير پژوهش ـــا اف ـــي م هـــاي قبل
ــه  ــي را ك ــيد داخل ــك اس ــيد وگالي ــك اس رزماريني

تند بــر اثــر تيمــار شــوري و تركيبــات فنلــي هســ
انــــد خوبي اثبـــات كردهرزمارينيـــك اســـيد بـــه

(Eskandari et al. 2017)ــزان . علاوه ــراين، مي ب
ترين اسموليت سازگار در تنش، نيـز در پرولين، مهم

زميني در تيمــار رزمارينيــك اســيد هاي ســيبســلول
مولار همراه با ميلي 120داري در شوري طور معنيبه

گرم بر ليتر رزمارينيك اسيد نسبت بـه يميل 60و  40
گرم بر ليتـر نمـك ميلي 120هاي رشديافته در نمونه
ــه ــه خــود بيانب ــر تنهايي كــاهش يافــت ك ــدة اث كنن

كنندگي رزمارينيـك اسـيد بـر تـنش شـوري تعديل
  اند). ها ارائه نشدهاست (داده

هــاي ســديم و كلــر بــه تجمــع بــيش از حــد يون
هـاي سيتوسـلي ضـروري آسيب اكسـيداتيو پروتئين

ــه آنزيم ــا، متابوليتازجمل ــه، نوكلئيــك ه ــاي اولي ه
هاي تعرقي و هاي فتوسنتزي، كوآنزيماسيدها، آنزيم

 .Meloni et al)شـود ليپيـدهاي غشـايي منجـر مي

ــنش (2003 ــژوهش حاضــر، در ت ــايج پ . براســاس نت
صورت الگوي كلي، ميـزان تجمـع سـديم شوري به
ها با افزايش ميزان نمـك افـزايش يافـت و در سلول

كــاهش يافــت؛ امــا نكتــة  بــرعكس تجمــع پتاســيم
توجه اينست كه در حضور رزمارينيـك اسـيد لبجا

هاي در معرض تنش كاهش ميزان سديم در كالوس
طور نسبي در مقايسـه بـا تيمـار و ميزان يون پتاسيم به

ازآنجاكـه بهبـود نسـبت  نمك تنهـا افـزايش يافـت.
ــنش  ــه در ت ــان قرارگرفت ــه ســديم در گياه پتاســيم ب
شوري، سازوكاري براي تحمل به شـوري بـه شـمار 

دليل ، همچنـين بـه(Rahman et al. 2016) رودمـي
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رزمارينيـك اسـيد در  اكسيدانياثبات خاصيت آنتي
ياتي ، فرض(Furtado et al. 2015) هاي قبليبررسي

مانند اثر احتمالي رزمارينيك اسيد بر كاهش جـذب 
هـاي سديم و افزايش جذب پتاسيم با تأثير بـر كانال

پـورتر پتاسيم، تأثير احتمـالي بـر آنتي -انتقال سديم 
پروتـــون غشـــاء يـــا تـــأثير احتمـــالي  -ســـديم 
ها، گلايسين بتـايين هايي مانند كربوهيداتاسموليت

ــرولين مطــرح مي  .Khalvandi et al)شــوند و پ

يك از . بديهي است اثبات اينكه واقعـاً كـدام(2017
هاي ناشناختة ديگـر بـه شده يا پديدهفرضيات مطرح
ينده نيـاز آتري در اند، به مطالعات دقيقوقوع پيوسته

  دارد. 
ــز يكــي از  ــان ني ــروتئين در گياه ــزان پ ــر مي تغيي

رود. سازوكارهاي پاسخ به تنش شوري به شمار مـي
هــا ممكــن اســت برخــي از ايــن پروتئين حــداقل
ها و تركيبـات هاي مسـير سـنتزكربوهيدراتپروتئين
دار ازجمله گلايسين بتائين و البته بسياري از نيتروژن

 Kinnersley and)تركيبــات ديگــر ســلول باشــند 

Turano 2000).  در پژوهش حاضر ميـزان پـروتئين
هـاي در كل در حضور رزمارينيك اسيد در كالوس

دهـد معرض تنش شوري افزايش يافت كه نشـان مي
هـاي سـلول روتئينافزايش بيوسنتز و تجمع مخـزن پ

پاسخي مناسب براي مقابله با  زمينيدر كالوس سيب
ــي ــمار م ــه ش ــوري ب ــنش ش ــوي رود. ت ــة الگ مقايس

ها در شرايط تنش درصورت وجود پروتئيني كالوس
يا نبودن رزمارينيك اسـيد تغييـرات درخورتـوجهي 
در باندهاي پروتئيني تيمارشده با رزمارينيـك اسـيد 

؛ براي نمونـه، دو بانـد دهددر حضور نمك نشان مي
پروتئيني جديد در حضور رزمارينيك اسيد مشاهده 

مؤيد نقـش رزمارينيـك اسـيد در بيوسـنتز كه شدند 
ــدهاي پروتئين ــدادي از بان ــل، تع ــتند. درمقاب ــا هس ه

پروتئينـي در تيمـار رزمارينيـك اسـيد بيـان كمتــري 
نشان دادند كه اين يافته نيز تأكيدي بر دخالـت ايـن 

ها اسـت. تغييـر الگـوي در بيوسنتز پروتيئنمادة فنلي 
هاي گيـاهي در تـنش شـوري، در مطالعـات پروتئين

ساير پژوهشگران نيز گزارش شده است؛ براي نمونه 
Mozafari  وKalantari )2006 تغييرات بارزي در (

ـــــوري پروتئين ـــــوي الكتروف ـــــاه الگ ـــــاي گي ه
Descurainia sophia L.  در تنش شوري گـزارش

ژوهش حاضـر اثبـات شـد رزمارينيـك در پ كردند.
هاي كـــالوس اســـيد بـــر الگـــوي پروتئينـــي ســـلول

نظر از نــوع زميني اثــر محســوس دارد. صــرفســيب
ها با رزمارينيك اسـيد تغييري كه در الگوي پروتئين

زميني اعمــال شــد، كــالوس ســيب هايدر ســلول
ماند اين است كـه حاضر پرسشي كه باقي ميدرحال

يافتـه چـه نـوع پروتئينـي نـي تغييراين باندهاي پروتئي
هستند. بديهي است براي نيل بـه پاسـخ ايـن پرسـش 

ــه ــم، ب ــرفتهكارگيري روشمه ــاي پيش ــه ه تر ازجمل
هـا يـا اسپكتروسـكوپي الكتروفورز دوبعدي پروتئين

 هاي آينده نياز است.اي در پژوهشتوده

 
  بنديجمع

ــيب ــالوس س ــيد در ك ــك اس زميني در رزماريني
وري با بهبـود شـرايط رشـد، افـزايش شرايط تنش ش
هاي سازگاري مانند كربوهيـدرات، تجمع اسموليت

ـــزايش پروتئين ـــر الگـــوي اف ـــول و تغيي ـــاي محل ه
سو و كاهش ميزان عنصـر سـديم، ها از يكپروتئين

افزايش عنصر پتاسـيم و تغييـرات نامحسـوس ميـزان 
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ديگر، آثـار فيزيولوژيـك و گلايسين بتائين ازسـوي
زميني هاي كالوس سيبخود را بر سلولبيوشيميايي 
 .كنداعمال مي

 
  سپاسگزاري

نگارندگان مقالـه از دانشـگاه اصـفهان، دانشـگاه 
دليل حمايت كويت و دانشگاه آرهوس دانمارك به
  كنند.از انجام پژوهش حاضر سپاسگزاري مي
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