
 

 

-تحت اثر تنظیمبه شوری خاک،  (.Carthamus tinctorius L) گلرنگافزایش مقاومت 

  اسید و پنکونازول سالیسیلیک رشد هایكننده

  0، وحید نیکنام*0زاده معبود ، حسن ابراهیم0فاطمه شکی

 

    0چکیده 

 از توجهی قابل بخشكند و یکی از مهمترین فاكتورهای محیطی است كه رشد و تولید گیاهان را محدود میشوری 

 و شوند شوری در گیاه اثر تنش تخفیف موجب كه هاییروش شناسائیدهد. بنابراین، می قرار تأثیر را تحت های كشاورزیزمین

-در این تحقیق اثر سالیسیلیك. باشد معضل این با مقابله هایروش از تواندمی نمایند، گیاه جلوگیری عملکرد افت از ممکن حد تا

رد گلرنگ تحت تنش شوری مو فیزیولوژیکی و مولکولی هایبر برخی ویژگی به تنهایی و به صورت همزمان اسید و پنکونازول

به مدت  (15mg/l)و پنکونازول  (1mM)اسید مولار(، سالیسیلیكمیلی 755و  955، 5بررسی قرار گرفت. تیمارهای كلریدسدیم )

 نتایج. هداری شدگراد نگدرجه سانتی -25و در یخچال در دمای  آوریجمع انهای گیاهبرگ سپسروز بر گیاهان اعمال شد.  79

شدیدتر به یك دومِ گیاهان شاهد كاهش یافت. با این حال، محتوای  تنش شوریتحت  نشان داد كه محتوای پروتئین حاصل

نیز تقریبا دو برابر  DPPHرادیکال  كل و فعالیت ، تركیبات فنلی2O2H ،MDAبتائین، گلایسین حدود سه برابر و محتوای پرولین

 هایشد. تیماردر گلرنگ  NHX1و  SOS1های بیان ژننسبت به گیاهان شاهد افزایش یافت. بعلاوه، تنش شوری باعث افزایش 

فعالیت رادیکال ، كل ، تركیبات فنلی2O2Hبتائین، ، گلایسینمحتوای پروتئین باعث افزایشنیز  اسید و پنکونازولسالیسیلیك

DPPH های فزایش بیان ژنو همچنین اSOS1  وNHX1 محتوای پرولین و باعث كاهش اسیدتیمار سالیسیلیك شدند. همچنین 

كننده در مجموع، نتایج نشان داد كه برهمکنش این دو تنظیم .در گیاهان تحت تنش شد MDAباعث كاهش پنکونازول  تیمار

كننده رشد تنظیماین دو رسد كه می نظر بهبنابراین،  داشته باشد.افزایی به دنبال تواند اثرات كاهندگی و یا همدر گیاه می

 كه با توجه به ارزان و قابل دسترس بودن شوند شوری تنش تحت شرایطگلرنگ  و مقاومت گیاه سازگاریافزایش باعث  توانندمی

 توانند مورد توجه قرار گیرند. افزایش مقاومت گلرنگ به تنش می برای، آنها
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   SOS1، آنتی پورتر NHX1، آنتی پورتر اسید، پنکونازولگلرنگ، شوری، سالیسیلیك كلیدی:های واژه

 مقدمه

شدن اولیه خاک  تواند باعث شورشود، میكه منجر به تغییرات اقلیمی می (global warming)امروزه، گرمایش جهانی 

ر به تواند منجمناطق شده است و كاهش بارندگی نیز میشود. در واقع، گرم شدن كره زمین باعث كاهش بارندگی در بسیاری از 

 ,.Ali et al)داده است  قرار تأثیر را تحت های كشاورزیزمین از توجهی قابل بخش افزایش میزان شوری خاک شود. شوری

رو شوری خاک و آب آبیاری یکی از خشك دنیا قرار دارد، از اینكشور ما نیز از نظر اقلیمی در منطقه خشك و نیمه .(2004

 مشکلات عمده پیش روی زراعت كشور است. 

 باشد كه سازگاریمی  (Asteraceae)تیره كاسنیان به گیاهی بومی ایران و متعلق (.Carthamus tinctorius L) گلرنگ 

 بالای سازگاری از نشان اندپراكنده كشور سراسر در كه وحشی هایگونه انواع وجود .دارد گرما و شوری خشکی، شرایط با بالایی

 مناطق در را گیاه این توانمی نامساعد شرایط به گلرنگ نسبت بالای سازگاری بـه توجه با دارد. كشور هوای و آب گیاه با این

 ایران در آن وضعیت بهبود به توانمناسب می ارقام اصلاح و بیشتر مطالعات انجام نمود و با كشت دوم درجه اراضی و نامساعدتر

 (. 9929داشت )زینلی  امید

كنند های راهبردی در سلول محافظت میهای محیطی، خود را با برخی روشبه طور معمول، گیاهان در مواجهه با تنش

(Banu et al., 2009) .های سازگار مانند پرولین و گلایسین بتائین به عنوان راهبردی اساسی جهت محافظت تجمع اسمولیت

های محیطی مورد بررسی قرار گرفته است. این تركیبات در پاسخ به تنش شوری نقش های مختلف گیاهی در پاسخ به تنشگونه

نند كیابند و به گیاه كمك میهای گیاهی، جایی كه سبب برقراری تعادل اسمزی است تجمع میمهمی دارند و در سیتوزول سلول

 .     (Ashraf & Foolad, 2007)تا بتواند در شرایط تنش اسمزی زنده بماند 

به  منجر در نتیجه و كندمی القا را آب مختلف، كمبود متابولیك هایفعالیت بر اسمزی اثرات دلیل به شوری تنش

ها پروتئین لیپیدها، طریق اكسیداسیون ها را ازبه سلول صدمه كه شودمی فعال اكسیژن هایگونه افزایش طریق از اكسیداتیو تنش

های فعال اكسیژن به خصوص پراكسید رسانی گونهعلامت نقش با ارتباط دهد. شواهدی درنوكلئیك نتیجه می اسیدهای و

كلیدی  فاكتور به عنوان 2O2Hدارد. محققین معتقدند كه  وجود گیاهان در مولکولی رسانپیام یك به عنوان 2O2(H(هیدروژن 

پیوندهای  دارای چرب اسیدهای تجزیه . بعلاوه، از(Neill et al., 2002)باشد می تنش به تحمل و فرآیندهای آسیمیلاسیون در

 اصلی هایاز شاخص یکی به عنوان آن غلظت شود كهمی تولید (MDA)آلدهید  دی های گیاهی، مالونغشاء سلول در غیراشباع

 نتیجه در و غشاء به آسیب اكسیداتیو موجب اكسیژن، فعال هایرادیکال تولید با شوری تنش .گرددمی محسوب اكسیداتیو تنش

گروه دیگری از تركیبات كه . (Tun et al., 2006)گردد گیاهان می در آلدهید دی مالون تولید لیپیدها و پراكسیداسیون افزایش
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 از گروه بزرگی عنوان به فنلی باشند. تركیباتگردند تركیبات فنلی میبه طور معمول در شرایط تنشی در گیاه فعال می

روبش  در توانندمی زیستی غیر هایتنش در و شوندمی محسوب هاآنتی اكسیدان هستند كه جزء گیاهی ثانویه هایمتابولیت

 ایفای نقش كنند.  اكسیژن رادیکال های فعال

-سمیت جهت موثری راهکار هستند رسانآسیب بالقوه بطور كه هایییون بندیكده شور، هایمحیط از طرف دیگر، در

 هایون انباشتگی بعلاوه، .كندمی حفظ سیتوزول در را سدیم به پتاسیم بالای نسبت حال عین در و آوردمی فراهم یونی زدایی

 ،(NHX1)پروتون /سدیم پورترهای واكوئلی نماید. آنتیمی فراهم را آب جذب بهبود جهت در اسمزی فشار واكوئل، داخل در

 Na+كنند. بعلاوه، خروج می كاتالیز تونوپلاستی هایشامه در پروتون مقابل در را سدیم تبادل كه هستند ایشامه هایپروتئین

 هاژن بالای این بیان كه دارد زیادی وجود گیرد. شواهدصورت می SOS1پورتر از سیتوپلاسم به درون آپوپلاست از طریق آنتی

 .         (Pardo & Rubio 2011)دهد می افزایش را شوری به تحمل مختلف گیاهی، هایگونه در

 جلوگیریگیاه  عملکرد افت از ممکن حد تا و شوند شوری در گیاه اثر تنش تخفیف موجب كه هاییروش شناسائی

های رشد گیاهی، گروهی از تركیبات طبیعی یا مصنوعی كنندهباشد. تنظیم معضل این با مقابله هایروش از یکی تواندمی نمایند،

 .  (Nair et al., 2009)شوند و تاثیر عمیقی روی فرآیندهای گیاه دارند هستند كه باعث تغییر در رشد و الگوهای نموی گیاه می

های ریشه تولید  سلول  یزای رشد با ماهیت فنلی است كه به وسیله   درون یكنندهتنظیم 3O6H7(C( اسید سالیسیلیك  

سالیسیلیك . (Hayat et al., 2010)های محیطی است شود و دارای نقش كلیدی در تنظیم رشد و نمو گیاهی و پاسخ به تنشمی

اعی  ی دفهاهای اختصاصی دفاعی گیاه شناخته شده است. پاسخ       سازی پاسخ  رسان كلیدی در فعال اسید به عنوان یك جزء پیام 

ــنتز و تجمع انواع تركیبات ثانویه گیاهی مانند تركیبات فنلی می          ــود كه گیاهان می   گیاه منجر به بیوسـ ریق القاء  توانند از ط شـ

سیعی از تنش آنزیم سخ دهند  های دفاعی به طیف و سیلیك ا     . (Mueller et al., 1993)ها پا سالی ست كه  شده ا سید باعث   ثابت 

ــیتوكینین می    های تنظیم های محیطی از راه افزایش هورمون كاهش اثرگذاری تنش   ــین و سـ ــد مانند اكسـ ــود كننده رشـ شـ

(Shakirova et al., 2003) . 

كشی دارند و باعث حفاظت از گیاهان در برابر های رشد هستند كه خاصیت قارچكنندهها گروه دیگر تنظیمتریازول

گردند. این تركیبات سبب تغییرات فیزیولوژیکی و مورفولوژیکی از جمله افزایش میزان كلروفیل، بزرگ محیطی میهای تنش

یکی از این تركیبات پنکونازول است كه . (Jaleel et al., 2009)شوند ها میها و افزایش متابولیسم كربوهیدراتشدن كلروپلاست

 .  (Hassanpour et al., 2012)گردد رشد محسوب می یكنندهبه عنوان تنظیم

سالیسیلیك اسید و پنکونازول در كاهش اثرات تنش شوری بر رقم صفه گلرنگ  كنندهدر پژوهش حاضر، اثرات تعدیل

های كلیدی در به عنوان ژن NHX1و  SOS1های بررسی شد. مطالعه برخی فرآیندهای فیزیولوژیکی و همچنین بررسی بیان ژن
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 تغییرات مجموعه آیا توان نتیجه گرفتمقاومت و تحمل گیاه به افزایش شوری خاک نیز از اهداف این تحقیق بوده است تا اینکه ب

 . شوری در گلرنگ شود تحمل افزایش باعث تواندهای رشد میكنندهتنظیم كاربرد از در محتوای این تركیبات پس

 مواد و روش ها

ست    یگلخانه در و گلدانی صورت  به آزمایش این شکده زی سی   دان شگاه  شنا ستان   تهران دان صورت   به 9915در تاب

صادفی  كاملاً طرح قالب در فاكتوریل صفه  ت شوری به اجرا درآمد. بذرهای گیاه گلرنگ )رقم  سه   ، مقاوم به  س صلاح و   ی( از مو ا

كشت   9به  7متر حاوی خاک و پرلیت به نسبت  سانتی 94هایی به قطر تهیه بذر و نهال كرج تهیه گردید. بذور گلرنگ در گلدان

شدند. گلدان  شرایط د داده  سانتی  72±7مایی ها در گلخانه تحت  شنایی و     94نوری  یگراد و دورهدرجه  ساعت    1ساعت رو

سن     شتند. در  شامل     74تاریکی قرار دا شوری آغاز گردید. تیمارها،  صفر،   NaClتیمار  9روزگی گیاهان اعمال تنش  و  955)

و  (Ghassemi-Golezani & Hosseinzadeh-Mahootchi, 2015)مولار ســالیســیلیك اســید  مولار(، تیمار یك میلیمیلی 755

ست.  میلی 94تیمار  صورت یك       گرم بر لیتر پنکونازول بوده ا سید به  سیلیك ا بار بر كای یروز در میان و پنکونازول هفته سالی

در این پژوهش بر اســاس تحقیقات انجام شــده در مطالعات پیشــین روی گیاه گلرنگ و   NaClهای گیاهان اعمال شــد. غلظت

 اعمال تنش شوری از طریق تهیه تیمارها در محلول  همچنین با توجه به میزان تحمل شوری خاک توسط گیاه انتخاب شدند.    

صورت  ها با ایو آبیاری گلدانشوری  با رقت یك دوم خاص هر تیمار  (Hoagland & Arnon, 1950)هوگلند  ییغذا ن محلول به 

شت    یك روز در میان  سانتی  -25آوری و در یخچال در دمای های گیاه جمعروز برگ 79صورت پذیرفت. بعد از گذ گراد درجه 

 نگهداری شد.      

 تعیین محتوای پروتئین محلول 

استفاده شد. یك گرم از  pH 6.8با  Tris-HClهای گیاهی، از بافر استخراج منظور استخراج محتوای پروتئینی نمونهبه

گراد با سرعت سانتی یدرجه 5دقیقه در دمای  95لیتر از بافر استخراج شد. محلول حاصل به مدت میلی 7بافت گیاهی به همراه 

سنجش میزان غلظت پروتئین  برای. (J2-21 M, Beckman, Palo Alto, USA) سانتریفوژ گردید (rpm)دور بر دقیقه  99555

لیتر از معرف میلی 4بدین منظور . (Bradford, 1976)ه پروتئینی استخراج شده از روش برادفورد استفاده شد موجود در عصار

ها و جذب نمونهگردید دقیقه در دمای اتاق نگهداری  75عصاره گیاهی تركیب و به مدت  یهر نمونه میکرولیتر از 45برادفورد با 

 خوانده شد.     (UV-160, Shimadzu, and Tokyo, Japan)نانومتر توسط اسپکتروفتومتری 414در طول موج 
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 تعیین محتوای پرولین آزاد

لیتر محلول میلی 5گرم از بافت تر گیاه توسط  9ها، د در نمونهمنظور استخراج و سنجش محتوای پرولین آزاد موجوبه

 99555دقیقه با سرعت  75به مدت  محلول حاصل. (Bates et al., 1973)در هاون چینی سائیده شد  %9سولفوسالیسیلیك اسید 

لیتر اسید میلی 7لیتر استیك اسید گلایسیال و میلی 7لیتر از روشناور حاصل با شد. یك میلی سانتریفوژ (rpm)دور بر دقیقه 

د لیتر استیك اسیمیلی 95مولار و  1لیتر اسید فسفریك میلی 75هیدرین حل شده در گرم نینمیلی 74/9هیدرین )شامل نین

بلافاصله به حمام یخ منتقل  گراد قرار داده شد ودرجه سانتی 955ساعت در دمای  9لیتر آب مقطر به مدت میلی 9 گلاسیال( و

نانومتر خوانده شد. در نهایت میزان پرولین بر  475لیتر تولوئن اضافه و جذب محلول در میلی 5به محلول واكنش  سپسگردید. 

 ی گرم وزن تر محاسبه گردید.حسب میکروگرم پرولین به ازا

 تعیین محتوای گلایسین بتائین 

 Greive)تعیین محتوای گلایسین بتائین حل شد  برایلیتر آب دیونیزه میلی 95گرم از بافت تر گیاهی در  4/5مقدار 

& Grattan, 1983) ساعت  91ها به مدت نرمال اضافه شد. نمونه 7سولفوریك . به محلول حاصل، معرف یدید پتاسیم سرد و اسید

دی كلرواتان به محلول اضافه  7و  9لیتر میلی 1. پس از سپری شدن این زمان مقدار شدندگراد نگهداری درجه سانتی 5در دمای 

 نانومتر خوانده شد.     914ها در طول موج ساعت به كمك منحنی استاندارد، جذب نمونه 9-4/9 . در نهایت، پس از گذشتگردید

  2O2(H(تعیین محتوای پراكسید هیدروژن 

 TCAدرصد  9/5لیتر محلول میلی 9گرم از بافت تر گیاه توسط  4/5برای سنجش محتوای پراكسید هیدروژن مقدار  

 سانتریفوژ شد. به rpm  97555دردقیقه  94دست آمده به مدت هب یعصاره. (Velikova et al., 2000)در حمام یخ استخراج شد 

نانومتر خوانده شد. منحنی استانداردی  915طول موج  اضافه و در لیتر بافر پتاسیممیلی 4/5لیتر از محلول حاصل مقدار میلی 4/5

( بر اساس cm 1-mM  79/5-9ها )با ضریب خاموشیبا استفاده از پراكسید هیدروژن رسم و محتوای پراكسید هیدروژن نمونه

 میکرومول پراكسید هیدروژن به ازای گرم وزن تر محاسبه گردید.

 پراكسیداسیون لیپیدها

تولید شده، مقدار  (MDA) تعیین محتوای پراكسیداسیون لیپیدهای غشاء بر اساس محتوای مالون دی آلدهیدمنظور به

. (Heath & Packer, 1968)درصد استخراج شد  9/5كلرواستیك( )اسیدتری TCAلیتر میلی 7گرم بافت تر گیاه توسط  7/5

درصد  75لیتر محلول میلی 9 لیتر از محلولمیلی 4/5ژ شد. به سانتریفو rpm  95555دقیقه در 75حاصل به مدت  یعصاره

TCA  درجه  14دقیقه در حمام آب گرم و در دمای  95درصد تیوباربیتوریك اسید اضافه شد. محلول حاصل به مدت  4/5حاوی
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سانتریفوژ  rpm  95555دقیقه در دمای محیط و دور 94ها به مدت ها به سرعت سرد گردید. نمونهگراد قرار گرفته و نمونهسانتی

آلدهید و در نهایت مقدار مالون دی شدنانومتر خوانده  155و 497های در طول موج شد. جذب محلول رویی حاصل از سانتریفوژ

متر( كه محصول پراكسیداسیون لیپیدهاست، براساس نانومول در گرم وزن تر محاسبه مول بر سانتیمیلی 944)با ضریب خاموشی 

   .گردید

 كل   تعیین محتوای تركیبات فنلی

 9 مدت به گراددرجه سانتی 25 دمای با ماریبن در درصد 95 متانول توسط گیاهیبافت خشك  از گرم 9/5مقدار 

 از انحلال پس و شد تبخیر و صاف واتمن صافی كاغذ از استفاده حاصل با یعصاره. (Ranganna, 1986)شد  استخراج ساعت

 برایقرار گرفت. در این روش از معرف فولین  استفاده مورد كل فنلی تركیبات گیریاندازه برای مقطر آب لیترمیلی 95در  مجدد

  نانومتر خوانده شد.  215ها در تعیین محتوای كل تركیبات فنلی استفاده گردید. در نهایت، جذب نمونه

 (DPPH)اكسیدانی بررسی فعالیت آنتی

سنجش فعالیت  برایسازی عصاره ( استفاده شد. برای آماده9117و همکاران ) Shimadaاز روش  برای این بررسی

درجه  25ماری با دمای ساعت در بن 9به مدت  %95لیتر متانول میلی 75بافت گیاهی توسط گرم از  9/5اكسیدانی، آنتی

احیا  هااكسیدانآنتیو در اثر واكنش با  استرادیکال آزاد پایداری به رنگ بنفش  DPPHرادیکال گیری شد. گراد عصارهسانتی

پیکریل هیدرازیل هیدرات -9-دی فنیل-7و7ر متانول حاوی لیتدهد. واكنش در یك میلیو به زرد كمرنگ تغییر رنگ می شودمی

(DPPH)  های مورد نظر انجام شد. حجم نهایی مخلوط میکرولیتر از عصاره در غلظت 955لیتر( و میکروگرم در میلی 55)غلظت

ری شدند. سپس دقیقه، در غیاب نور نگهدا 95های واكنش به مدت لیتر رسید. مخلوطمیلی 5واكنش توسط متانول مطلق به 

 DPPH لیتر رادیکاللیتر متانول و یك میلیمیلی 9نانومتر خوانده شد. نمونه شاهد تنها دارای  492ها در طول موج جذب نمونه

شاهد و با استفاده از معادله زیر به دست  یهای عصاره و نمونهنمونه یها با مقایسهنمونه DPPHمتانولی است. درصد بازداری از 

 آمد:   

) ×100control/AsampleA-controlI% = (A 

 اند.   نانومتر بوده 492ها در جذب نمونه sampleAجذب شاهد و  DPPH  ،controlAبرابر با درصد بازداری  %Iكه در آن 

 ها بررسی بیان ژن

RNA  سیگماكل با استفاده از كیت (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)  استخراج شد. در مراحل استخراج

RNA  از هضمDNase  روی ستون (On-Column DNase Digestion)از بین بردن هر گونه حضور  برایDNA  ژنومی مطابق با
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 Qubit، كمیت و كیفیت آن با استفاده از دستگاه RNAدستورالعمل پیشنهادی شركت سازنده استفاده شد. پس از استخراج 

(Invirtogen)  شدندو الکتروفورز ژل آگارز بررسی . 

میکرولیتر راندوم هگزامر  4/5و  Oligo (dT)میکرولیتر  4/5( به همراه لیترمیکرو 9) RNAنمونه  cDNAساخت  برای

میکرولیتر رسانده  97حجم محلول به  DEPCلیتر منتقل شد. توسط آب تیمار شده با میلی 4/5با حجم  سترون به میکروتیوبی

میکرولیتر  5سرد شدن به روی یخ منتقل گردید. سپس  برایو  گرفتگراد قرار درجه سانتی 25دقیقه در دمای  95مدت شد. به 

 15به محلول فوق اضافه و مخلوط واكنش به مدت  Reverse transcriptase و یك میکرولیتر dNTPمیکرولیتر  7بافر تکثیر، 

مورد استفاده قرار  PCRانجام  برایترمال سایکلر انکوبه شد. محصول واكنش گراد در دستگاه درجه سانتی 57دقیقه در دمای 

 گرفت. 

افزار استفاده شد. جستجو با نرم Gene Runner (6.5.50)و  Oligo7( از نرم افزارهای 9طراحی پرایمرها )جدول  برای

Blast  حاصل گردد. نتایج نشان داد كه پرایمرها با ژنوم گلرنگ انجام شد تا از یکتا بودن محل جفت شدن پرایمرها اطمینان

گردند. بعلاوه، پرایمرها توسط های هدف متصل میو به طور اختصاصی به ژن هستندهای اتصال منحصر به خود دارای محل

و نیز عدم وجود دایمر با یکدیگر اطمینان حاصل گردد. از  Tm، دمای GCتا از نظر درصد  یبررسی شده Gene Runnerبرنامه

 ن اكتین به عنوان كنترل داخلی استفاده گردید.  ژ

 Real-Time PCRها با روش بررسی بیان ژن برایتوالی پرایمرها  :0جدول 

Gene  Product  Forward primer (5´-3´) Reverse primer (5´-3´) 

Actin Actin TGTTCCAGCCATCTCATGTTGG TCATGCGATCAGCAATTCCAGG 

SOS1 Na+/H+ antiporter CACGTCCCAAGAAGGCGCTGAT CCAGCGCTTTGCCCATCATTTC 

NHX1 Na+/H+ antiporter TCGGGGAAGGCGTCGTGAAT CCCAACAAAACCCCGCTCACTC 

 

از  و Real-Time PCR (Applied Biosystems) دستگاه توسط نسبی سنجی كمیت روش از ژن بیان بررسی برای

Master mix SYBR Green Rox  ی ازمانی واكنش زنجیره-سایبرگرین است استفاده شد. برنامه دماییكه حاوی رنگ آشکارساز

 15سازی چرخه تکثیر با دمای واسرشت 54ثانیه،  95گراد به مدت درجه سانتی 15سازی اولیه پلیمراز شامل دمای واسرشت

ای اختصاصی اتصال آغازگرهای ثانیه و دم 95ثانیه، دمای اختصاصی اتصال آغازگر ژن مرجع به مدت  4گراد به مدت درجه سانتی

ثانیه در دستگاه  75گراد به مدت درجه سانتی 27ثانیه و سرانجام دمای تکثیر  95گراد به مدت درجه سانتی 15دو ژن هدف 

 اجرا شد.  

 ها تجزیه و تحلیل داده
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( مورد تحلیل 79)نسخه  SPSSها با استفاده از نرم افزار آماری بر روی داده (ANOVA)آزمون آماری تحلیل واریانس یك طرفه 

  Graphpadانجام شد. از نرم افزار ( DMRT9)با آزمون دانکن  54/5ها در سطح خطای  میانگین داده یقرار گرفت. مقایسه

Prism 7.03 رسم نمودارها استفاده شد.   برای 

 نتایج 

 محتوای پروتئین محلول 

(. تیمار سالیسیلیك اسید 9دار محتوای پروتئین محلول در گیاهان گلرنگ شد )شکل كاهش معنیتنش شوری باعث 

ها را در گیاهان شاهد و تحت تنش افزایش داد. بالاترین محتوای پروتئین و پنکونازول به تنهایی و همزمان محتوای پروتئین

همزمان سالیسیلیك اسید و پنکونازول بود. در این گیاهان  مولار كلرید سدیم و تیمارمیلی 955مربوط به گیاهان تحت تیمار 

 محتوای پروتئین به بیش از دو برابر نسبت به گیاهان شاهد افزایش یافت. 

 

و پنکونازول  (1mM)اسید مولار( و تیمار سالیسیلیکمیلی 211و  011های مختلف كلرید سدیم )صفر، اثر غلظت :0شکل 

(15mg/l) خطای استاندارد نشان داده شده  ±ها روی محتوای پروتئین محلول در اندام هوایی گیاه گلرنگ. میانگین داده

    .(P≤0.05)داری با یکدیگر دارند هایی با حروف غیرمشابه بر اساس آزمون دانکن اختلاف معنیاست. ستون

 محتوای پرولین و گلایسین بتائین  

تیمار  (a-7داری داشت )شکل پرولین تحت تنش شوری در گیاهان افزایش معنینتایج نشان داد كه محتوای 

یی و كه تیمار پنکونازول به تنها سالیسیلیك اسید باعث كاهش محتوای این تركیب در گیاهان شاهد و تحت تنش شد، در حالی

                                                                                                                                                                                      
1Duncans Multiple Range Test  
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بیشترین محتوای پرولین در گیاهان تحت تیمار داری افزایش داد. همزمان با سالیسیلیك اسید محتوای پرولین را به طور معنی

 مولار كلرید سدیم و تیمار پنکونازول مشاهده شد.   میلی 755

ت داری داشكه محتوای آن در گیاهان تنش دیده افزایش معنیاست های سازگار گلایسین بتائین، از دیگر اسمولیت

افزایش یافت. تیمار سالیسیلیك اسید و پنکونازول به  طور چشمگیری تحت تنش شوری(. محتوای این تركیب بهb-7 )شکل

 یمارتداری افزایش داد. بالاترین محتوای گلایسین بتائین در گیاهان تحت طور معنیای این تركیب را بهتنهایی و همزمان محتو

هان دو برابر نسبت به گیا كه محتوای آن نزدیك بهطوریكننده بود، بهر همزمان دو تنظیممولار كلرید سدیم و تیمامیلی 755

 شاهد افزایش یافت.  

و پنکونازول  (1mM)اسید مولار( و تیمار سالیسیلیکمیلی 211و  011های مختلف كلرید سدیم )صفر، اثر غلظت -2شکل 

(15mg/l) ( روی محتوای پرولینa( و گلایسین بتائین )bدر اندام هوایی گیاه گلرنگ. میانگین داده ) خطای استاندارد  ±ها

 .(P≤0.05)داری با یکدیگر دارند هایی با حروف غیرمشابه بر اساس آزمون دانکن اختلاف معنینشان داده شده است. ستون

  2O2(H(محتوای پراكسید هیدروژن 

(. تیمار a-9محتوای پراكسید هیدروژن در گلرنگ با افزایش غلظت كلرید سدیم به تدریج افزایش یافت )شکل 

دار این محتوا گردید. سالیسیلیك اسید و پنکونازول به تنهایی و همزمان در گیاهان شاهد و تحت تنش باعث افزایش معنی

 كننده مشاهده شد.   مولار كلرید سدیم و تیمار همزمان دو تنظیممیلی 755در گیاهان تحت تیمار  2O2Hبیشترین محتوای 

 پراكسیداسیون لیپیدها 

ه عنوان و ب استنهایی پراكسیداسیون اسیدهای چرب غیراشباع در فسفولیپیدها  ید به عنوان فرآوردهدی آلدئی مالون

عنوان تجمع محتوای مالون دی آلدئید در بافت گیاهی ید. میزان پراكسیداسیون لیپید بهآشاخص آسیب غشایی به شمار می

(. b-9 داری داشت )شکلتحت تنش شوری در گیاهان افزایش معنینتایج نشان داد كه پراكسیداسیون لیپیدها  گیری شد.اندازه
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یمار كه، ت آلدئید در گیاهان شاهد و تحت تنش شد درحالیدی دار محتوای مالونیش معنیتیمار سالیسیلیك اسید باعث افزا

در گیاهان شد.  MDAتوای دار محكننده نیز باعث كاهش معنیزمان دو تنظیمپنکونازول محتوای آن را كاهش داد. كاربرد هم

 مولار كلرید سدیم و سالیسیلیك اسید مشاهده شد.      میلی 755در گیاهان تحت تنش  MDAبالاترین محتوای 

 

 محتوای تركیبات فنلی 

ر سالیسیلیك اسید (. تیماc-9تدریج افزایش یافت )شکل كل با افزایش غلظت كلرید سدیم بهمحتوای تركیبات فنلی 

دار تركیبات فنلی گردید. بالاترین تنهایی و همزمان در گیاهان شاهد و تحت تنش شوری باعث افزایش معنیبه و پنکونازول

 مولار كلرید سدیم و تیمار سالیسیلیك اسید مشاهده شد.  میلی 755محتوای این تركیبات در گیاهان تحت تنش 

 اكسیدانی  فعالیت آنتی

(. d-9تعیین شد )شکلDPPH اكسیدانی درگیاهان بر اساس میزان فعالیت جاروبگری رادیکال آزاد میزان فعالیت آنتی

به  اسید و پنکونازولری افزایش یافت. تیمار سالیسیلیكدادر گلرنگ تحت تنش شوری به طور معنی DPPHفعالیت جاروبگری 
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اكسیدانی گردید. بالاترین میزان فعالیت در فعالیت آنتیدار اعث افزایش معنیتنهایی و همزمان در گیاهان شاهد و تحت تنش ب

   مولار كلرید سدیم و تیمار سالیسیلیك اسید بود. میلی 755گیاهان تحت تیمار 

و پنکونازول  (1mM) اسیدمولار( و تیمار سالیسیلیکمیلی 211و  011های مختلف كلرید سدیم )صفر، اثر غلظت -3شکل 

(15mg/l)  2روی محتوایO2H  (a ،)MDA (b ) تركیبات فنلی كل(c )های آزاد گری رادیکالو فعالیت جاروب(d)  در اندام هوایی

هایی با حروف غیرمشابه بر اساس آزمون دانکن خطای استاندارد نشان داده شده است. ستون ±ها گیاه گلرنگ. میانگین داده

 (.P≤0.05)داری با یکدیگر دارند اختلاف معنی

  SOS1 ژنبررسی بیان 

 PENو  SA(. تیمار 5داری افزایش یافت )شکل در گیاهان تحت تیمار كلرید سدیم به طور معنی SOS1میزان بیان ژن 

 SOS1دار بیان این ژن گردید. بیشترین میزان بیان ژن تنهایی و همزمان در گیاهان شاهد و تحت تنش باعث افزایش معنیبه

  بود.  PENبه تنهایی و همزمان با  SAساعت از برداشت و در گیاهان تحت تنش شوری و تیمار  59پس از 

 (15mg/l)و پنکونازول  (1mM) اسیدمولار كلرید سدیم، تیمار سالیسیلیکمیلی 211تحت تیمار  SOS1آنالیز بیان ژن  -4شکل 

خطای استاندارد نشان داده شده است.  ±ها ساعت پس از برداشت در اندام هوایی گیاه گلرنگ. میانگین داده 41و  24در 

 (.P≤0.05)داری با یکدیگر دارند هایی با حروف غیرمشابه بر اساس آزمون دانکن اختلاف معنیستون

  NHX1بررسی بیان ژن 

 PENو  SA(. تیمار 4داری افزایش یافت )شکل تیمار كلرید سدیم به طور معنیدر گیاهان تحت  NHX1میزان بیان ژن 

 NHX1دار بیان این ژن گردید. بیشترین میزان بیان ژن تنهایی و همزمان در گیاهان شاهد و تحت تنش باعث افزایش معنیبه

 مشاهده شد.  SAساعت از برداشت و در گیاهان تحت تنش شوری و تیمار  59پس از 
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و پنکونازول  (1mM)اسید مولار كلرید سدیم، تیمار سالیسیلیکمیلی 211تحت تیمار  NHX1آنالیز بیان ژن  -5کل ش

(15mg/l)  خطای استاندارد نشان داده شده  ±ها ساعت پس از برداشت در اندام هوایی گیاه گلرنگ. میانگین داده 41و  24در

 .(P≤0.05) داری با یکدیگر دارندآزمون دانکن اختلاف معنیهایی با حروف غیرمشابه بر اساس است. ستون

 گیری و نتیجه بحث

 غذایی، عناصر سمیت و گیاه استفاده قابل كمبود آب غذایی، عناصر جذب در محدودیتایجاد  طریق از شوری تنش

 هایواكنش شوری، تنش طی پتاسیم به سدیم بالای نسبت. (Enferad et al., 2004)دارد  همراه به را سلولی قدرت رشد كاهش

 & Parida)آید می شمار به پروتئین سنتز در مهم عنصری پتاسیم .دهدمی قرار تاثیر تحت سیتوپلاسم در را مختلفی آنزیمی

Das, 2005)بر  منفی تاثیر با كه گرفت نظر در سدیم مخرب اثر عنوان به توانمی را هاپروتئین حتوایم در كاهش . بنابراین

 Raphanus sativus (Muthukumarasamyدر  مشابه نتایج .شودمی آن محتوای كاهش به منجر پروتئین سنتز در های موثرآنزیم

et al., 2000)  وPhaseolus vulgaris (Khadri et al., 2007) است شده مشاهده نیز. 

 انواع و دفاعی هایپروتئین تولید در SA .شد مشاهده گلرنگ در PENو   SA توسط محلول هایپروتئین افزایش

 هایآنزیم بر تاثیر با بتواند SA رودمی احتمال. (Parvaiz & Satyawati, 2008)باشد می تاثیرگذار روبیسکو و كینازها از متفاوتی

ایش محتوای اند كه افزمحققان دریافته. بعلاوه، داشته باشد دخالت آنها میزان افزایش در هانپروتئی تجزیه یا و سنتز مسیر

 Hassanpour) باشد PENتواند به دلیل افزایش تولید سیتوكینین تحت كاربرد خارجی می PEN یواسطهپروتئین در گیاهان به

et al., 2013) .های كنندهرسد كه بین تنظیمنظر می بهSA  وPEN  كه اعمال همزمان آنها در طوریوجود دارد به افزاییهماثر

تنظیم اسمزی به عنوان یك مکانیسم سازشی دخیل در تحمل گیاه . گلرنگ باعث افزایش بیشتر محتوای پروتئین محلول گردید
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 همچون پرولین و هاییكند. حفظ فشار تورگور معمولاً با تجمع متابولیتبه تنش است كه به حفظ فشار تورگور كمك می

در این تحقیق، محتوای . (Orcutt & Nilsen, 2000)كنند است كه متابولیسم طبیعی گیاه را مختل نمی گلایسین بتائین همراه

كه محتوای پرولین افزایش یافت. احتمالاً افزایش محتوای پرولین به دلیل  حالی تحت تنش شوری كاهش یافت در پروتئین

 كاهش در این تحقیق سبب SA برگی پاشیمحلول. (Jaleel et al., 2008)هیدرولیز پروتئین و یا بازدارندگی سنتز پروتئین باشد 

 Phaseolusهای مختلف گیاهی مانند بر گونه  SA(. نتایج ما با نتایج حاصل از بررسی اثرa-7 پرولین در گیاهان شد )شکل محتوای

vulgaris (Palma et al., 2009)  وArtemisia annual L. (Aftab et al., 2011)  .نشان  این نتایجتحت تنش شوری مطابقت دارد

 PENتیمار . گرددبا كاهش محتوای پرولین اضافی در شرایط تنشی باعث برقراری تعادل اسمزی در سیتوزول می  SAاند كهداده

 Hojati et) (Matricaria chamomilla) بابونه آلمانی باعث افزایش بیشتر محتوای پرولین گردید. نتایج مشابهی در گیاهان نیز

al., 2011)  و پونه معطر (Mentha Pulegium )(Hassanpour et al., 2013)  مشاهده شد. افزایش بیشتر محتوای پرولین با تیمار

ها در شرایط تنشی كمك نمود و منجر به افزایش میزان غشاء و آنزیمتریازول با ایجاد تعدیل اسمزی بهتر به پایداری بیشتر 

ی اثر دهندهتواند نشانمحتوای پرولین را كاهش داد كه می PENو   SAاعمال همزمان. (Zhang et al., 2007)فتوسنتز شد 

   كننده باشد. این دو تنظیم كاهندگی

ی اثرات مثبت اعمال خارجی گلایسین بتائین روی رشد گیاهان تحت تنش دهندههایی وجود دارد كه نشانگزارش

فرنگی تیمار بذرهای گوجهاند كه پیشپژوهشگران نشان داده. (Ashraf & Foolad, 2007; Singh & Gautam, 2013) شوری است

نقش القاكننده روی بتائین  SAاند كه . آنها ثابت كردهبه دنبال داردافزایش تولید گلایسین بتائین را تحت تنش شوری   SAبا

طور چشمگیری در پاسخ به تنش به PEN همچنین .(Singh & Gautam, 2013)ساز گلایسین بتائین دارد آلدهید به عنوان پیش

تواند دلیلی بر افزایش می PENی اعمال خارجی رسد كه تحمل به دهیدراسیون به واسطهیابد. به نظر میدهیدراسیون افزایش می

ئین را و محتوای گلایسین بتا دارد افزاییهمكننده بر گیاهان نیز اثرات محتوای گلایسین بتائین باشد. اعمال همزمان دو تنظیم

 . دهدمیافزایش 

یری گوعی را در سلول هدفهای دفاعی متنپاسخ تركیبشود. این پراكسید هیدروژن به طور طبیعی در گیاه تولید می

مطالعات بسیاری این ادعا را . (Shirasu et al., 1997)گردد ریزی شده میو مرگ سلولی برنامه  SAو نیز باعث تجمع كندمی

بر اساس نتایج . (1995et al. Leon ,) شودمی SAكه باعث القای محتوای  2O2Hاند؛ از جمله تیمار گیاه تنباكو با پشتیبانی كرده

شده است . پیشنهاد شودمیدر گیاهان  2O2Hزمان با كاهش تنش باعث افزایش محتوای هم SAحاصل مشخص شد كه تیمار 

را افزایش  2O2H(، مقدار SA)پروتئین متصل شونده به  SABPبا اتصال و در پی آن بازداشتن فعالیت آنزیمی كاتالاز/ SA كه

را از راه اتصال  SAكاتالاز پیام  ،كند. بنابراینهای مرتبط با افزایش مقاومت گیاه عمل میدهد و به عنوان پیامی برای بیان ژنمی

. یابدافزایش می 2O2Hو در نتیجه مقدار  نمایدمیسپس آن پیام را با ممانعت از فعالیت آنزیمی خود منتقل  وبا آن دریافت 
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رسد نظر میبه. )2007et al. Jaleel ,(گزارش شده است  Catharanthus roseousدر گیاه  نیز هاتوسط تریازول 2O2Hافزایش 

القاء  2O2Hكنند، بلکه علائمی شبیه به تنش را نیز جهت افزایش سطح ها نه تنها از گیاه در برابر تنش محافظت میتریازول

  SAهمزمان تیمار ،در این پژوهش. توانند منجر به افزایش تحمل تنش شوندمی 2O2Hها با افزایش سطح كنند. در واقع تریازولمی

 این دو تركیب است.  افزاییهمی اثر دهندهشد كه نشان 2O2Hمنجر به افزایش بیشتر محتوای  PENو 

صل ا  MDAسطح   شاء به     حا سیون لیپیدهای غ سیدا ص   ز پراك شاخ شی به كار می      یعنوان  سای سیب اك   رودبرای آ

(Demiral & Türkan, 2005 .)،محتوای  در این تحقیقMDA تیمار و  با افزایش تنش شـــوری افزایش یافتSA باعث افزایش 

ج  شود. نتای می MDAاز طریق مهار فعالیت كاتالاز منجر به افزایش  2O2Hبا افزایش تولید  SAرسد كه  شد. به نظر می  آن بیشتر 

های سایر گونه  در MDAدر افزایش محتوای  SAدست آمده توسط محققان دیگر در بررسی اثر    حاصل از این تحقیق با نتایج به 

در گیاهان باعث كاهش   PENتیمار  .(Esra & Ustun, 2012; Schmid-Siegert et al., 2012)تحت تنش مطابقت دارد گیاهی 

به . (Berova et al., 2002) گزارش شده است   نیز گندمتوسط تركیبات تریازولی در   MDAپراكسیداسیون لیپیدها شد. كاهش    

. كاهش  ندبه تنش شــوری در گلرنگ شــدرســد كه تركیبات تریازولی با كاهش پراكســیداســیون لیپیدها باعث مقاومت نظر می

ــان كننده می در گلرنگ تحت اعمال همزمان دو تنظیم     MDAدار محتوای معنی این تركیبات   كاهندگی  ی اثر دهنده تواند نشـ

 باشد.                    

ه نشــان دادند كآنها های اســمزی روی تركیبات فنلی صــورت گرفته اســت. مطالعات بســیاری در ارتباط با تاثیر تنش

سازش جهت    سلول   رادیکال روبشتجمع تركیبات فنلی به عنوان مکانیسم  سیب  شد میهای آزاد و جلوگیری از آ  Harborne)با

& Williams, 2000)  . افزایش تركیبات فنلی به دنبال تیمار باSA تواند به دلیل افزایش فعالیت آنزیم در این تحقیق میPAL  

ــد   ــان PENافزایش این تركیبات تحت تیمار    همچنین . (Hahlbrock & Scheel, 1989)باشـ ــت كه این   یدهنده نشـ این اسـ

و  Fletcherود. نتایج حاصل از این تحقیق مشابه با فرضیه    تواند باعث كاهش اثرات معکوس تنش شوری ش  كننده نیز میتنظیم

Hofstra (9115می )   شنهاد كردند كه تریازول شد. آنها پی سیدانی می با حمل توانند باعث افزایش تها با افزایش تركیبات آنتی اك

شوند. این دو تنظیم  شان می  دارند افزاییهمكننده اثر تنش  شرایط تنش  برایهمزمان  صورت توانند به دهد میكه ن  مقابله با 

 مورد استفاده قرار گیرند.    

شود. در تمامی گیاهان فعالیت آنتی اكسیدانی با باعث ایجاد تنش اكسایشی می ROSعدم تعادل بین تولید و حذف 

 DPPHبا روش  ( فعالیت آنتی اكسیدانی جو دوسر را7557و همکاران ) Petersonمیزان تركیبات فنلی رابطه مستقیم دارد. 

گیری و میزان تركیبات كل عصاره را تعیین كردند. این تحقیق نشان داد بین میزان تركیبات فنلی و توان آنتی اكسیدانی اندازه

در پاسخ به تنش افزایش یافت و تیمار دو  DPPHدر تحقیق حاضر فعالیت رادیکال . گیری شده رابطه مستقیمی وجود دارداندازه
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دهد افزایش نشان می DPPHعرض سطوح تركیبات فنلی با فعالیت . افزایش همشدجر به افزایش بیشتر آن كننده منتنظیم

 داشتند.    افزاییهمباشد كه اثر  PENو  SAممکن است به دلیل افزایش سطح تركیبات فنلی توسط  DPPHفعالیت 

توسط  و گرددمی سیتوزول به كلسیم انتشار موجب ریشه اطراف محیط در سدیم افزایش، شده انجام مطالعات طبق

تواند كه می (Halfter et al., 2000) كندمی تسریع را SOS2 با SOS3 كمپلکستشکیل  و شودمی حس  SOS3 نام به پروتئینی

 تونوپلاست غشای ی درپورترینتآ  NHX1بعلاوه،. (Quintero et al., 2002) شود  SOS1پورترآنتی و فعالیت فسفریلاسیون باعث

 ژن بیان از پس برنج، در مثال، عنوانبه .دهدمی افزایش را شوری به تحمل آن بالای بیان كه دارد زیادی وجود شواهدو  است

NHX1 داشتند  رشد كمتری توانایی هتراریخت هایبرنج كهصورتی در ،شد مشاهده شوری به تحمل افزایش(Fukuda et al., 

 تنش، اثر در كینازهاپروتئین ساخت و اسمزی تعدیل سدیم، بندیبخش جمله از مختلف هایروش با سالیسیلیك اسید. (2004

 MAP سالیسیلیك اسید كه دهدمی نشان موجود . اطلاعات(Singh & Gautam, 2013)شود می تنش به سازگاری موجب

kinases كند می فعال را(Mikołajczyk et al., 2000) .واكنش نیز اسید سالیسیلیك تیمارهای به شوری تنش بر علاوه كینازها 

 تواندمی NHX1 و  SOS1 هایژن بیان افزایش بنابراین یابد،می افزایش سالیسیلیك اسید تیمار تحت آنها، بیان و دهندمی نشان

 مانند كینازهایی فعالیت افزایش با PENو  SAرسد كه . به نظر میباشد كینازهای كدكننده هایژن بیان در تغییر از ناشی

SOS2 القای بیان باعث دارند قرار شوری پاسخ به تنش مسیر در كه SOS1  و NHX1 شوند.   

 از شیب دیتول قیطر از اثرات نیا. دارد گلرنگ اهیگ در یمخرب اثرات یشور تنش كه داد نشان حاصل جینتامجموع،  در

 سلول سمیو اختلال در متابول دهایپیل ونیداسیباعث پراكس باتیترك نیا یكه انباشتگ شودیم جادیا ژنیاكس فعال یهاگونه حد

 دو نیا. دشویم یتحت تنش شور یو كاهش اثرات منف اهیو پنکونازول باعث بهبود رشد گ دیاس كیلیسیسال كاربرد. گرددیم

 مقاومت شیباعث افزا ی درگیر در مسیر تحمل شوریهاژن یبرخ انیب همچنین و یکیولوژیزیف راتییتغ جادیبا ا كننده میتنظ

 اهانیگ مقاومت شیافزا یباشند، برایات نسبتاً ارزان و در دسترس مبیترك نیا نکهیبا توجه به ا ن،یبنابرا. شوندیم یبه تنش شور

    ند.   ریتوانند مورد استفاده قرار گیم یشور به یزراع اهانیگ ژهیوبه
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Abstract ص ص 

Salinity is one of the most important environmental factors that limit plant growth and its productivity. In 

addition, a significant part of agricultural lands has been affected by salinity. Therefore, identifying the methods 

which reduce the salinity effects on plants to prevent plant yield loss can be one way to cope with this problem. In 

this study, the effects of salicylic acid and penconazole were investigated on some physiological and molecular 

paramethers in safflower under salinity. Sodium chloride (0, 100, 200 mM), salicylic acid (1mM), and penconazole 

(15mg/l) were applied for 21 days on plants. Results revealed that protein content decreased under salinity while 

Proline, Glycine betaine, H2O2, MDA, Phenolics, and DPPH activity increased as well as SOS1 and NHX1 genes 

expression. Exogenous application of salicylic acid and penconazole increased protein, glycine betaine, H2O2, and 

phenolic contents, DPPH activity, as well as SOS1 and NHX1 genes expression under salinity but proline content 

decreased by salicylic acid and MDA content decreased by penconazole. Additionally, the results showed that the 

interaction of these two regulators could have antagonistic or synergic effects on plants. Overall, it seems that the 

exogenous application of these growth regulators can cause the adaptability in safflower to salinity. Due to the low 

price and availability, the use of these components can be considered in order to increase safflower resistance to 

salinity.  
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