
 اصلاح گياهان مرتعي و جنگلي ايران پژوهشي تحقيقات ژنتيك و-دو فصلنامة علمي

 )1391 (97-110، صفحة 1، شمارة 20جلد 
 

 ) Thymus daenensis Celak( اثر ساليسيليك اسيد بر متيلاسيون ماده وراثتي در گياه آويشن دنايي
 مبتلا به سندرم هايپرهيدريسيتي

 
 3 زهره حيدريانو* 2برنارد ، فرانسواز 1محبوبه زراوشان

 ارشد فيزيولوژي گياهي، دانشگاه شهيد بهشتي، دانشكده علوم زيستي، گروه علوم گياهي، تهران  كارشناس-1
 ت علمي دانشگاه شهيد بهشتي، دانشكده علوم زيستي، گروه علوم گياهي، تهرانيئ نويسنده مسئول مكاتبات، دانشيار، ه-*2

  F_bernard@sbu.ac.ir:پست الكترونيك      
 ت علمي دانشگاه شيراز، پژوهشكده بيوتكنولوژي،دانشكده كشاورزي ، شيرازئ استاديار، هي-3

 
 07/12/1390: پذيرش تاريخ   20/06/1390: دريافت تاريخ

 
 چكيده

هاي اندميك جنس آويشن در ايران است كه  يكي از گونه )Thymus daenensis celak subsp. daenensis(گياه آويشن دنايي 
شيشه  - هايپرهيدريسيتي يكي از مشكلاتي است كه در رشد درون.شود شيشه براي تكثير آن استفاده مي -تكنيك كشت درون از

د بر متيلاسيون ماده  در اين تحقيق، اثر بنزيل آدنين و ساليسيليك اسي.شود ديده شده و با ايجاد بدشكلي مانع تكثير گياه مي
ساليسيليك اسيد  ل آدنين ويمحيط داراي بنز ها در به اين منظور جوانه. ژنتيكي در بافت هايپرهيدريك مورد بررسي قرار گرفت

نتايج نشان داد . اكسيداني بررسي گرديد هاي آنتي بدنبال آن اثر تيمارهاي مذكور بر ميزان توليد اكسيژن فعال و آنزيم. رشد يافتند
در اكسيدان  و آنزيمهاي آنتيميزان پرولين و پراكسيد هيدروژن در محيط بدون هورمون و در محيط داراي بنزيل آدنين، كه 

ها شده، كاهش مقدار پرولين و  كه موجب بازگشت هايپرهيدريسيتي در نمونه د ها بالا مي باشد، اما در تيمار ساليسيليك اسي نمونه
كي نشان داد كه ساليسيليك اسيد اثري بر متيلاسيون ينتژهاي اپي  بررسي. آنتي اكسيدان ديده شدپراكسيد هيدروژن و آنزيمهاي 

DNAاندامكي نداشت، ولي متيلاسيون ي DNAاسيد با بيان يك سري از  ساليسيليك احتمالاً.  ژنومي را به شدت كاهش دادي
زدايي گرديده و به گياه در حفظ حالت طبيعي خود   تنشهاي دخيل در ني سبب افزايش ميزان پروتئيژنهاي فعال در شرايط تنش

 .شدن دخيل باشد پرهيدريسيتييدها تواند در  كاهش متيلاسيون در اثر تيمار با ساليسيليك اسيد مي احتمالاً.كند كمك مي
 
 .DNA متيلاسيون ، ساليسيليك اسيد، هايپرهيدريسيتي، ريزازديادي،آويشن دنايي: هاي كليدي واژه

 
 مقدمه

از ) .Thymus daenensis Celak(گياه آويشن دنايي
اين گياه بومي . باشد مي (Lamiaceae) ي نعنايان خانواده

كوه  كوه دلو، مناطق بختياري، فارس، درايران بوده و 
 ,Ghahreman( رويد پرسي، كوه دنا، مركزي و تهران مي

 يل دارا بودن مقدار بالايدر چند سال اخير، به دل). 2000
مول و ي مانند تيكروبيثره ضد مؤبات ميس و تركاسان

كارواكرول براي مصارف دارويي مورد توجه قرار گرفته 
روي  يكي از مشكلات پيش). Alnagar, 2009( است
شيشه  -ن در توليد انبوه گياه به روش كشت درونامحقق
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ها پر   بافت گياهچهايجاد سندرم هايپر هيدريسيتي است كه
 سبب از بين گيرد و اي به خود مي  حالت شيشه وآب شده
 گردد نمونه و عدم موفقيت در باززايي گياه مي رفتن ريز

(Chakrabarty et al.,2005) در اين سندرم تغييرات 
، فيزيولوژيكي و مورفولوژيكي پس از سپري يآناتوميك

شدن يك دوره زماني معين بروز كرده كه اين تغييرات و 
گياه مورد استفاده   و به بافت با توجهزمان بروز آن

  (Kevers et al., 2004). عنوان ريز نمونه متغيراست به
  وها شفاف  مبتلا به اين سندرم جوانهيها در گياهچه

، تغيير شكل يانگره كوتاه با برگ شفاف، گوشتي ميدارا
باشد  يافته، شكننده و پرآب با رنگ سبز روشن مي

(Fauguel et al., 2008) . ساقه ها به  درپارانشيم پوستي
 بيش از ين سلولي بيافته و فضايش يميزان زيادي افزا

. (Debergh et al., 1992)  شود يميزان طبيعي مشاهده م
 در استروما يافتگيافته، سازمان يش يآب درون بافت افزا

ها   رنگدانهيو محتوا  وجود ندارديگرانا كلروپلاست و
جاد يدر ا .)Chakrabarty et al., 2005( يابد كاهش مي

 مانند ياهان مختلف عواملي در گيتيسيدريپرهيها
ط كشت، يزنمونه، محي رشد، ريها كننده ميهورمونها و تنظ

 ,.Ochatt et al) .ثرندؤ ميطيط محيظرف كشت و شرا

2001 ,Benson et al., 2000, Debergh et al., 1992, 
Abdoli et al.,,2007, Dantas de Oliveira et al., 1997, 

Winarto et al., 2004).  
سنتزي   اولين ماده(Benzyladenine) بنزيل آدنين

باشد كه از لحاظ ساختمان و عملكرد مشابه  مي
افزودن اين ماده به محيط كشت . هاست سيتوكينين

Lavandula dentateزني و افزايش   سبب بهبود جوانه
، تنظيم (Echeverrigaray et al., 2005)  زايي شاخه

 ميوه دهي شده و تقسيم سلولي را كنترل گلدهي و
اما استفاده از آن در محيط كشت موجب ايجاد . نمايد مي

 Lathyrus sativus هسندرم هايپرهيدريسيتي در گيا

(Ochatt et al., 2001)گياه سيب كشت شده به روش   و
تيمار . (Chakabarty et al., 2005) ديشيشه گرد -درون

هاي  خه زايي را در ريز نمونهش شايبا بنزيل آدنين افزا
آويشن دنايي سبب شده، اما ايجاد پديده هايپر هيدريسيتي 

در گياه در تحقيقي  Alnagar, 2009).( نمايد را نيز القا مي
كاهش ميزان آب  آويشن دنايي، تيمار ساليسيليك اسيد با

كاهش هايپرهيدريسيتي در  داخلي گياه، سبب بهبود گياه و
 ).Zarafshan, 2010( ها شد نمونه ريز

سيتي، يهيدر در گياهان مختلف مبتلا به سندرم هايپر
هاي  هاي شاخص تنش ازجمله پرولين و آنزيم نيپروتئ

دخيل در تبديل اكسيژن فعال توليد شده در تنش 
توان اين پديده  بنابراين مي. اكسيداتيو، افزايش نشان دادند

اب آورد حس عنوان نوعي شرايط تنش براي گياه به را به
)Umebese et al.,2009; Gaspar et al., 2002; Verma 

& Mishra, 2005; Montoliu et al.,2009; Mishra et 
al., 2006.( سلولهاي تحت اين تنش توليد يك سري 

را  (ROS) راستركيبات اكسيداتيو نموده و سيستم دفاعي 
در نتيجه مقدار تركيبات پراكسيد هيدروژن . كنند فعال مي

آنيون سوپراكسيد در بافتها بالا رفته كه اين افزايش و 
هاي  باعث آسيب به ساختار سلولي و تخريب اسيد

گياه براي دفاع  .ودش نوكلئيك، ليپيدها و ديواره سلولي مي
اين  گروهي از. كند  خود را فعال ميياكسيدان سيستم آنتي

هاي كاتالاز، سوپراكسيد   منجر به فعال شدن آنزيمتركيبات
نهايت سبب خنثي  كه در گردد يسموتاز و پراكسيداز ميد

 با تبديل اكسيژن ROS كردن اثر تركيبات توليد شده در
گيري  اندازه. شود خطري چون آب مي فعال آنها به مواد بي

 ههاي هايپرهيدريسيت ها در بافت ميزان افزايش اين آنزيم
 اي از ابتلا استفاده شود عنوان مشخصه تواند به مي

.(Montoliu et al., 2009, Mishra et al.,2006)  
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اي  هر تغيير مورفولوژيك و فيزيولوژيك در گياه نشانه
يكي از طرق تنظيم بيان . از تغيير در بيان ژنهاي آن است

متيلاسيون . باشد ژنها در يوكاريوتها پديده متيلاسيون مي
 تمامي موجودات ديده شده يDNAانزيماتيكي بازها در 

 اين .شود يل ترانسفراز انجام ميمت-DNA نزيمو توسط آ
آنزيم قادر به متيله كردن بازهاي آدنين در محل نيتروژن 

 و يا در محل 4، باز سيتوزين در محل نيتروژن 6شماره 
متيلاسيون بيشتر از نوع  اغلبا ام .باشد  مي5 كربن شماره

 گيرد روي سيتوزين انجام مي گروه سوم است و بر
(Zilberman et al., 2007, Teixeira et al., 2009). 

 DNAون يلاسي متياه الگوي گي دوره رشدي در ط
م شده يند تنظيك فرايدها ينوكلئوت ونيلاسيمت. كند مي رييتغ

ش از اتصال متيل يكننده، پ اتصال عوامل فعال. است
 له شدنيسبب ممانعت از مت DNAترانسفراز به پروموتر

DNA ي ممكن است تواليحت در محل اتصالشان شده و 
اين،  بر علاوه. al., 2006) (Xiao et له گرددي مت-ج ديبتدر

اه ي در گيشي و زايشي رويها م فازيمتيلاسيون سبب تنظ
 خروج از فاز ي برايب درختياه سيكه درگ يطور شده به

 از يفعال كردن برخ ريون با غيلاسي متيشي به زايشيرو
 را در گياه جلو رحلهمل در اين فرايند تغيير ي دخيژنها
 متيلاسيون علاوه بر نقش (Hafiz et al., 2001).برد  مي

 يها فاكتور. ثر استؤم نيزان ژنها يم بي، در تنظيتكامل
 حساس DNAله شده در ين متيتوزي به حضور سيسيرونو

 ي مضاعف شدگي و حتيت رونوشت برداريبوده و فعال
ه پروموتور ين در ناحيتوزيون سيلاسيبا توجه به درجه مت

علاوه بر ون يلاسي مت(Hafiz et al., 2001). كند ير مييتغ
 يتوكندري كلروپلاست و ميكيدر ماده ژنتاي  ژنوم هسته

 ,.Ngernprasirtsiri et al ز گزارش شده استياهان نيگ

1988, Umen et al., 2001, Kobayashi et al., 1990)   
 

انجام شد  1988 در سال Mazinولي مطالعاتي كه توسط 
 كلروپلاستي و يDNAنشان داد كه متيلاسيون در 

اي بسيار پايينتر  ي هسته DNAميتوكندريايي نسبت به 
 آنزيم دخيل Iدر گياه آرابيدوپسيس متيل ترانسفراز . است

چنانچه موتاسيوني در اين ژن رخ  در متيلاسيون بوده و
دهد گياه تكامل غير عادي درمرحله بعد از جنيني، كاهش 

يستايي و الگوي ناصحيح از تقسيم سلولي، قطبيت و ز
  (Hafiz et al., 2001)دهد  شيب اكسين را نشان مي

نجام شد ا) Hardling ) 1994  در تحقيقي كه توسط
 مورد بررسي قرار گرفت و DNAاثر مانيتول بر ميتلاسيون 

مشاهده شد كه افزودن مانيتول به محيط كشت سيب 
سيون در ماده وراثتي آن مي زميني باعث افزايش متيلا

 Lopez-Delgadoدر تحقيقات ديگري كه توسط . گردد
روي گياه سيب زميني و در تكميل  رب) 1998(

 افزودن استيل ساليسيليك شد انجام  Hardlingآزمايش
 اسيد به محيط كشت باعث برگشت شكل نرمال در گياه و

 ,.Stokes et al)كاهش متيلاسيون در ماده وراثتي شد 

2001, Lopez-Delgado et al., 1998, Hardling 1994) .
در محيط (50µM)  از سويي استيل ساليسيليك اسيد

 باعث كم شدن آب داخلي بافت و كاهش جامد نيمه
 شود مي Origanum vulgareهايپرهيدريسيته در گياه 

.(Andarwulan et al., 1999)  
 

ثير أ ت اوليه نشان داد كه ساليسيليك اسيدهايآزمايش
يري از پديده هايپرهيدريسيتي در گياه گمثبت بر جلو

در اين تحقيق اثر ساليسيليك اسيد بر . آويشن دنايي دارد
هاي  هاي پرولين، ميزان پراكسيد هيدروژن و آنزيم پروتئين

همچنين به منظور . آنتي اكسيدان مورد بررسي قرار گرفت
زان ي من هورمون بريرات اأثيبررسي دلايل مولكولي و ت

ماده وراثتي از اي و اندامكي،  شدن ژنوم هسته لهيمت
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ي سلول  و هسته)ميتوكندري و كلروپلاست( اندامكها
شده و مقدار متيلاسيون در آنها، در تيمار  استخراج

 . ها با ساليسيليك اسيد مورد بررسي قرار گرفت نمونه ريز
 

 مواد و روشها
 كشت بافت و آناليز رشد

از منطقه آباده در  Celak. Thymus daenesisبذر گياه 
يك نمونه از گياه كامل . آوري شد استان فارس جمع

-MPHآوري شده از اين منطقه با شماره هرباريومي  جمع

 در پژوهشكده گياهان دارويي دانشگاه شهيد بهشتي 660
 30 دقيقه در 2بذرها به مدت . تهران نگهداري شد

 3، حاوي شده يساز سترونليتر محلول آب مقطر  ميلي

 قرار (v/v) %70 دقيقه در محلول الكل 2 و 20قطره تويين 
 شده سازي سترونسپس بذرها دوبار با آب مقطر . داده شد

 دقيقه در 5 دقيقه شستشو شده و بعد از آن 5به مدت 
بار در آب مقطر به  3 نهايتاً. شد ور غوطه% 1هيپوكلريت 

 كشت محيط.  دقيقه شستشو شد15 و 10، 5ترتيب 
همراه (Murashige & Skoog, 1962)  اسكوگ-موراشيگ
 گرم در ليتر 7و آگار به غلظت   گرم در ليتر30با ساكارز 

. آماده گرديد) گرم در ليتر  ميلي1و0(به همراه بنزيل آدنين
 درجه 25±3هاي حاوي نمونه در اتاق رشد با دماي  شيشه

عت  سا8 ساعت روشنايي و 16 دوره نوريسانتيگراد با 
 لوكس نگهداري 2200تاريكي تحت نور فلوئورسنس 

 .شد

يافته از بذر در محيط   رشديها بعد از چهار هفته ساقه
 )گرم در ليتر ميلي 0 و 1بنزيل آدنين (همسان با قبلي
تنها تفاوت اين مرحله با مرحله قبل . واكشت گرديد

رم  گ15(كاهش مقدار ساكارز محيط به نصف مقدار اوليه 
است كه اين كاهش به منظور تحريك سيستم  )در ليتر

پس از . ها صورت گرفت فتوسنتزي و بهبود كيفيت نمونه
نمونه كشت شده در محيط بدون هورمون چهار هفته، 

اي كشت شده در محيط داراي ه هواكشت شد و نمون
 تحت چهار نوع تيمار مختلف يايه  محيطدربنزيل آدنين 

 1 با تيمار بنزيل آدنين دنين، محيطآبا تيمار بدون بنزيل 
گرم  ميلي 1 دنينآ، محيط با تيمار بنزيل گرم در ليتر ميلي

 ميكرومولار و محيط 5به همراه ساليسيليك اسيددر ليتر 
ميكرومولار  5دنين داراي ساليسيليك اسيدآبدون بنزيل 
شرايط اتاق كشت مشابه مراحل قبل ، البتّه واكشت شد

هاي مولكولي و  يدر پايان چهار هفته بررس. است
 .ها انجام شد نمونه فيزيولوژيكي بر روي ريز

 
 مقدار پرولين

و همكاران  Bates استخراج پرولين با استفاده از روش
 نانومتر خوانده 520جذب محلول در .  انجام شد)1973(

 .شده و با استفاده از منحني استاندارد غلظت آن محاسبه شد
 

 اكسيدانبررسي فعاليت كمي تركيبات آنتي 
هاي گوايكول پراكسيداز و  سنجش فعاليت آنزيم

) 2004(و همكاران  Ruley روش با آسكوربات پراكسيداز
براي سنجش فعاليت گوايكول پراكسيداز جذب . انجام شد

 نانومتر و براي آسكوربات 510 دقيقه در طول موج 3در 
 نانومتر توسط دستگاه اسپكتروفتومتر 290پراكسيداز در 

 فعاليت آنزيم بر حسب واحد جذب در دقيقه .ثبت شد
گيري  اندازه .ازاي هر گرم وزن تر بافت محاسبه شد به

و  Velikova فعاليت كمي پراكسيد هيدروژن طبق روش
 نانومتر خوانده 390جذب در .  انجام شد)2000(همكاران 

شده و با استفاده از منحني استاندارد مقدار فعاليت آن 
 .محاسبه شد
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 هاي مولكولي تحليلتجزيه و
DNAاز تلفيق دو روش   اندامكيي(Scotti et al., 

2001; Triboush et al., 1998)4 گياه . بدست آمد 
 ساعت قبل از استخراج 48اي آويشن دنايي به مدت  هفته

در تاريكي قرار گرفته تا ميزان نشاسته در بافت گياه 
 ، بعدشد گرم از بافت تازه برداشته يك تا پنج .كاهش يابد

در هاون سرد با كمك ازت مايع كوبيده شد تا بافت 
مخلوط از ميان فيلتر نايلوني  .هموژني بدست آيد

براي رسوب . سپس سانتريفيوژ شد فيلتر و) ميكرو300(
براي رسوب . پلاستيد ماده فوقاني دوبار سانتريفوژ شد

 شد   سانتريفوژ14500gميتوكندري، سوپرناتانت در 
(Scotti et al., 2001). ميكروليتر10به هر تيوپ به ميزان   

DNaseدرجه 37 دقيقه در 20به مدت  و اضافه شده 
 k پروتئيناز  سپس(Triboush et al., 1998). ديانكوبه گرد

ليتر   ميكروگرم در ميلي50د تا حجم نهايي به يگردفه اضا
و   درجه انكوبه شده37 ساعت در دماي 1 ضمن  در،برسد

با حجم برابر اتانول خالص DNA يوژ پس از سانتريف
 .(Scotti et al., 2001) رسوب داده شد

 CTAB ژنومي با استفاده از روش يDNAهمينطور 
با استفاده از . ( Weising et al., 2005)استخراج شد 

 از محلول 1µL  درDNAدستگاه نانو دراپ مقدار 
 از  با استفادهDNA گيري متيلاسيون اندازه. گيري شد اندازه
-SIGMA العمل موجود در كيت دستور

ALDRICH,Imprint methylated DNA 
Quantification Kit, Catalog Number MDQ1  انجام

ليتر از هر محلول در   ميكرو30طي اين روش . شد
محلولها طبق دستور پروتكل  و ميكروپليت ريخته شد

ر روي ميكروپليتها با پارافيلم پوشانده شده و د. افزوده شد
 ساعت انكوبه 1 درجه سانتيگراد به مدت 37انكوباتور 

 450پس از تغيير رنگ مشاهده شده، جذب در . رديدگ

 خوانده Elizaنانومتر با استفاده از دستگاه اسپكتروفتومتر 
از ميانگين اعداد بدست آمده، با استفاده از فرمول . شد

موجود در پروتكل، درصد متيلاسيون هر نمونه بدست 
 (Shen et al., 2007, Leone et al., 2002). آمد

 
 ماريآهاي تجزيه و تحليل

 20 تكرار از 5زمايش در هر تيمار آدر پايان مراحل 
 تصادفي طرح كاملاً در قالب ها و آزمايش نمونه سنجش شد

 به )Tukey و  LSDها با برنامه مقايسه ميانگين( ANOVAو 
 .رفتمورد تحليل قرار گ SPSS16افزار  كمك نرم

 
 نتايج

 تيمار با بنزيل آدنين كاملاً اي شدن در هي شيش پديده
هايي كه در محيط داراي بنزيل آدنين  هساق. مشهود است

اي و پر آب، كم  هاي لوله رشد كرده بودند داراي برگ
ها بر  اي كوتاه بودند كه برگ رنگ و شفاف و داراي ساقه

در . دندش روي آن بسيار نزديك به هم و فشرده ديده مي
هايي كه در محيط بدون بنزيل آدنين و يا  مقابل، ساقه

 ساليسيليك اسيد رشد كرده بودند حالتي نرمال و يدارا
 ). الف و ب1شكل ( غير هايپرهيدريك داشتند

 
 يهاي آنتي اكسيدان شاخص

 ي هايپرهيدريك كه در محيط داراي بنزيل نمونه   
هايي كه  و نمونهرشد يافته  )بدون ساليسيليك اسيد(دنين آ

در محيط بدون هورمون رشد يافتند، مقدار پراكسيد 
هايي كه در محيط داراي   ولي نمونه،هيدروژن بالاست
چه به صورت مجزا و چه به صورت (ساليسيليك اسيد 
رشد يافتند، مقدار اين ماده پايين ) دنينآتركيب با بنزيل 

دنين اثر آاست و ساليسيليك اسيد به همراه بنزيل 
.)2 شكل(  تري در كاهش پراكسيد هيدروژن دارد قوي
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 گياه غيرهايپرهيدريك  )ب، ليتر  در  گرم  ميلي1/0 بنزيل آدنين  با تيمار گياه هايپرهيدريك)  الف-1شكل 
 بازگشتهكه به حالت نرمال  ميكرومولار 5 به همراه ساليسيليك اسيديتر  لدر  گرم ميلي 1 دنينآبا تيمار بنزيل 

 
 هاي مختلف هاي رشد يافته در محيط  مقدار پراكسيدهيدروژن در ساقه-2شكل 

 ،(BA/0) ي فاقد هورموناه به محيط ها از محيط داراي بنزيل آدنين  از محيط بدون هورمون به محيط بدون هورمون منتقل شده و بقيه نمونه(0/0)نمونه (
 . )منتقل شد(BA/BA) بنزيل آدنين  (BA/BA+SA) ؛زيل آدنينهمراه بن هواجد ساليسيليك ب ،(BA/SA) واجد ساليسيليك

 .باشد انحراف معيار مي ±بارها نمايانگر ميانگين 
 
 كه در محيط بدون     يهاي هايپرهيدريك و نمونه    در نمونه    

ــي     ــت ول ــرولين بالاس ــدار پ ــد، مق ــد يافتن ــون رش هورم
 باعث پايين آمدن مقـدار پـرولين گرديـد    ساليسيليك اسيد

 ).3شكل (
 

 هاي آنتي اكسيدان بررسي ميزان فعاليت آنزيم

 هاي گوايكول پراكسيداز و آسكوربات  ميزان آنزيم   
 

هاي رشد يافته در محيط بدون بنزيل  پراكسيداز در نمونه
البته ميزان گوايكول پراكسيداز در محيط .  بودآدنين بالا

ساليسيليك اسيد سبب   و بودداراي بنزيل آدنين نيز بالا
 .)ب  الف و4شكل ( ديگرد دو آنزيم  اهش هرك
 

 ب الف
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  هاي مختلف هاي رشد يافته در محيط تعيين مقدار پرولين در ساقه  نمودار-3شكل 

  ،(BA/0) هاي فاقد هورمون به محيط ها از محيط داراي بنزيل آدنين  از محيط بدون هورمون به محيط بدون هورمون منتقل شده و بقيه نمونه(0/0)نمونه (
 .)منتقل شد (BA/BA)بنزيل آدنين  (BA/BA+SA) ؛همراه بنزيل آدنين واجد ساليسيليك به، (BA/SA)واجد ساليسيليك 

 .باشد انحراف معيار مي ± بارها نمايانگر ميانگين 

 

 
  هاي مختلف رشد هاي رشد يافته در محيط نتي اكسيدان در ساقهآهاي  تعيين مقدار آنزيم نمودار -4 شكل

 داراي بنزيل آسكوربات پراكسيداز) گوايكول پراكسيداز ب)الف( ها از محيط  از محيط بدون هورمون به محيط بدون هورمون منتقل شده و بقيه نمونه(0/0)نمونه 
 منتقل (BA/BA) ينو بنزيل آدن (BA/BA+SA) ، واجد ساليسيليك بهمراه بنزيل آدنين؛(BA/SA)، واجد ساليسيليك (BA/0)هاي فاقد هورمون  به محيط آدنين

 . باشد  انحراف معيار مي±بارها نمايانگر ميانگين ). شد

 الف
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بررسي اثر تيمار ساليسيليك اسيد بر ميزان متيلاسيون 
 اي و اندامكي ژنوم هسته

 در كلروپلاسـت و ميتوكنـدري       DNAميزان متيلاسيون      
ها ديده شد، پس از      با وجود تفاوتهاي عددي كه بين نمونه      

 واريانس آن، اخـتلاف     تجزيه و تحليل  آماري و هاي   بررسي
 5شـكل ( داري بـين تيمارهـاي مختلـف نشـان نـداد           معني

 ).الف و ب

 

 
 

  DNA)ب( ،كلروپلاستي  DNA)الف (. اندامكيDNAمتيلاسيون  اثر تيمارهاي مختلف هورموني بر  نمودار-5شكل 
 .ميتوكندريايي

واجد ، (BA/0) اي فاقد هورمونه به محيط ها از محيط داراي بنزيل آدنين دون هورمون منتقل شده و بقيه نمونه از محيط بدون هورمون به محيط ب(0/0) نمونه 
 .باشد انحراف معيار مي ± بارها نمايانگر ميانگين. )منتقل شد(BA/BA) بنزيل آدنين ; (BA/BA+SA) همراه بنزيل آدنين هواجد ساليسيليك ب، (BA/SA) ساليسيليك

 

 
 . يافته در محيط بدون هورمون و محيط داراي ساليسيليك اسيد نمونه رشد دو  ژنوميDNAمقايسه متيلاسيون   نمودار-6شكل 

 .) منتقل شد5µM دنين به محيط داراي ساليسيليك اسيد آ از محيط بدون هورمون به محيط بدون هورمون و نمونه ديگر از محيط داراي بنزيل(0/0)نمونه (

 
DNA   بازگشته به حالـت  ز نمونه نرمال و نمونه  ژنومي ا

گروهي كـه    . ساليسيليك اسيد، استخراج شد    نرمال با تيمار  
ــز     ــد هرگ ــه بودن ــد يافت ــون رش ــدون هورم ــيط ب در مح

يافتـه   هاي رشـد  هايپرهيدريسيتي را نشان ندادند ولي نمونه    

 الف  ب

b

a
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محيط داراي ساليسيليك اسيد، پيش از انتقـال بـه ايـن             در
درصــد متيلاســيون در   .نــدمحــيط هايپرهيــدريك بود 

د يافته در محـيط داراي ساليسـيليك اسـي         هاي رشد  گياهچه
  نشـان داد داري نسبت به نمونه بدون هورمون    كاهش معني 

 ).6شكل (
متيلاسـيون   رسد كه ساليسيليك اسـيد اثـري بـر         به نظر مي  

    اي،  ا در سـطح هسـته     كلروپلاست و ميتوكندري نداشته، ام
كـاهش  . شـود  ديـده مـي    DNAكاهش شـديد متيلاسـيون      

برداري همراه بـوده و بـه        متيلاسيون با افزايش ميزان نسخه    
يادي نسبت به شـرايط     زهاي   رسد در اين تيمار ژن     نظر مي 

 .گردد بدون هورمون فعال مي
 

 گيري بحث و نتيجه
 است كه ياهي مهم گي از هورمونهايساليسيليك اسيد يك   

هاي   برابر تنشنقش بسزايي در مسير پاسخ دفاعي گياه در
ل در ي دخيها  و سبب القاء ژنداردغير زيستي  زيستي و

 ي دفاعيها به واكنش مولكولي منجر مسيرهاي بيوشيميايي و
 ,.Wildermuth et al., 2001, Hayat et al)گردد  اه مييگ

اين هورمون از گروه تركيبات فنلي طبيعي بوده كه . (2008
ياه نقش در تنظيم فرايندهاي فيزيولوژيكي گ

 Raskin,1992; Gunes et al., 2007)  Barkosky et al;دارد

1993; Senaranta et al., 2002 .(مولكولي اين سيگنال 
سو منجر  هاي انتقالي است كه از يكشامل بعضي از سيستم

اي در مسير متابوليكي پرولين و ديگر هاي ويژهبه بيان آنزيم
 Misra et)( دهزا گرديها در شرايط استرس اسموليت

al.,2009 و از سوي ديگر مقاومت گياه را در برابر عوامل 
هاي اكسيداتيو  بيماريزاي گياهي و دامنه وسيعي از استرس

. )Shirasu et al., 1997, Lee and Park 2010( برد بالا مي
، با )Glass et al., 1974( همچنين سبب پايداري غشاء شده

جمله  كننده رشد از نظيمهاي ت كنش با سايرهورمون برهم
هاي محيطي  اكسين، سيتوكنين و اتيلن باعث كاهش تنش

مولار   ميلي5/0غلظت  . (Xie et al., 2007) شود مي
سالسيليك اسيد در گياه عدس در شرايط تنش شوري سبب 

پرولين و گليسين ( هاي آزادبهبود رشد، افزايش اسموليت
يسم به نام كربوكسي كننده متابول هاي فعالآنزيم و) بتائين

كننده گلوتامين  هاي فعالردوكتاز و پرولين اكسيداز و آنزيم
 ,.Misra et al( هاي ريشه و ساقه گرديدكيناز در بافت

ن سبب يل آدنيگياه آويشن دنايي، بنز هرچند در .)2009
 يزان آب درونيش مي و افزايتيسيدريپرهيده هايش پديافزا

ها  ن نمونهيان پرولين نيز در ازيرفت، م يانتظار م. ساقه شد
 در يدار ير معنيياما تغ  (Kevers et al., 2004) ابديش يافزا
يافته در  هاي رشد ن و نمونهيل آدنيمار بنزين تين بيزان پروليم

تحقيقات روي . ده نشديمحيط بدون بنزيل آدنين و نرمال د
تيمار ساليسيليك اسيد در گوجه فرنگي و لپه افزايش پرولين 

 Misra & Saxena ( را نشان داد ثير ساليسيليك اسيدأحت تت

2009;Umebese et al.,2009(مار ي اما در اين تحقيق ت
 يدار يد به همراه بنزيل آدنين به طور معنيك اسيليسيسال
 آويشن كاهش داد يها مينه را در ريز نمونهآ ن اسيديزان ايم

ر ريز ثير ساليسيليك اسيد دأكه اين كاهش پرولين تحت ت
زان يل كاهش ميدل هاي هايپر هيدريسيتي ممكن است به نمونه

ط كشت ساقه يد در محي اسساليسيليك (اهي در گيتنش پر آب
كنش  و اثر برهم) كاهد زان هايپرهيدريسيته مييآويشن از م

 ,.Xie et al ) د با هورمون بنزيل آدنين باشديك اسيليسيسال

داري در ميزان  ي ساليسيليك اسيد سبب كاهش معن.(2007
با توجه به عدم تفاوت . توليد پراكسيد هيدروژن گرديد

يافته در  دار ميزان پراكسيد هيدروژن در تيمارهاي رشد معني
محيط بدون هورمون و محيط حاوي بنزيل آدنين و كاهش 
اين ميزان در تيمار ساليسيليك اسيد و در تركيب تيمار هر دو 
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اول اينكه . يشنهاد كردتوان دو فرضيه را پ هورمون، مي
ساليسيليك اسيد باعث پايين آوردن سطح نرمال ميزان 

با توجه به اينكه اين . گردد پراكسيد هيدرژن و پرولين گياه مي
هورمون خود يكي از عوامل افزايش ميزان مقاومت گياه در 

هاي زنده با مكانيسم افزايش توليد پراكسيد  برابر تنش
 ,.Shirasu et al., 1997, Straus et alهيدروژن است

دوم اينكه . رسد نمي نظر ، اين فرضيه خيلي صحيح به)(2010
زا محسوب  محيط كشت به خودي خود محيطي تنش

 دنبال هژن و بوهيدر گردد و سبب افزايش سطح پراكسيد مي
يافته در محيط بدون هورمون  آن پرولين در گياهان رشد

ر افزايش ميزان سطح يري دأثدنين تآگرديده و هورمون بنزيل 
پايه اين مواد نداشته ولي ساليسيليك اسيد اين سطح را 

 كند كاهش داده و از تنش وارده به گياه كم مي
(Sakhabutdinova et al., 2003) . با توجه به شواهد موجود

براي آزمايش اين . رسد نظر مي تر به فرضيه دوم درست
. ها بررسي شد مونهاكسيدان در ن هاي آنتي فرضيه، ميزان آنزيم

داز دو يداز و آسكوربات پراكسيكول پراكسي گوايها ميآنز
 آزاد يها كالي رادي ن برندهياه و از بيدفاع گ ر درؤثم ميآنز

ها  مين آنزيت ايفعال مقدار. (Montoliu et al., 2009) هستند
افزايش آن نشانه رود و  ياه بالا ميدر هنگام استرس و تنش گ

در گياه آويشن دنايي نيز . د در گياه استوجود اكسيژن آزا
با توجه به ميزان پراكسيد هيدروژن و . اين افزايش ديده شد

گيري كرد كه به دليل بالا بودن  توان چنين نتيجه پرولين مي
اكسيدان  هاي آنتي تنش و افزايش اكسيژن آزاد فعاليت آنزيم

 بنزيل آدنين اما در تيمار با. ها بالاتر مي باشد نيز در اين نمونه
رغم بالا بودن ميزان پراكسيد هيدروژن و پرولين ميزان  به

تواند يا به دليل  آنزيم آسكوربات پراكسيداز پايين است كه مي
ميان كنش بنزيل آدنين با آسكوربات پراكسيداز باشد و يا به 

 افزايش ميزان  ودليل كاهش آنتي اكسيدانها در اين تيمار

دفرمه شدن و  ها و ر شدن بافتتنش و بروز فنوتيپ آبدا
اما در تيمار ساليسيليك اسيد . تخريب بافت ايجاد شده باشد

هم ميزان اكسيژن فعال و هم ميزان آنتي اكسيدان كاهش 
اين اثر در . باشد يافته كه نشانه كاهش تنش در گياه مي

هاي برنج آلوده به كادميوم توسط ساليسيليك  زدايي ريشه سم
 & Panda 2004  .(Choudhury (رديداسيد نيز گزارش گ

 شدانجام ) Hardling ) 1994 در تحقيقي كه توسط   
افزودن مانيتول به محيط كشت سيب زميني باعث افزايش 

از آنجا كه مانيتول  . وراثتي آن گرديدةمتيلاسيون در ماد
ايجادكننده تنش اسموتيك و خشكي در گياه است، به نظر 

سيون در گياه سيب زميني رسد عامل افزايش متيلا مي
 در تحقيقات ديگري كه توسط. استرس اسموتيك باشد

Lopez-Delgado) 1998 (زميني و در  روي گياه سيب بر
كردن استيل  اضافه ديد انجام گرHardlingتكميل آزمايش 

ساليسيليك اسيد به محيط باعث برگشت شكل دفرمه گياه 
ك اسيد در واقع استيل ساليسيلي. به حالت طبيعي شد

حالت استرس اسموتيك را در محيط كشت گياه برطرف 
هاي مولكولي توسط اين محقق نشان داد كه  بررسي. نمود

 ژنومي DNAساليسيليك اسيد با كاهش در متيلاسيون 
 .گردد گياه سبب بروز تغييرات مورفولوژيكي در گياه مي

در تيمار ساليسيليك  DNA اثر مشابهي بر متيلاسيون البتّه
 ,.Taraxacum officinale (Koen et alد در گياه اسي

 و استيل ساليسيليك اسيد در آرابيدوپسيس ديده (2009
در گياه آويشن دنايي، مقدار  .(Stokes et al., 2001)شد 

داري را در ساقه  ي اندامكي تفاوت معني DNAمتيلاسيون 
ماده  در آويشن  احتمالاً.نرمال و هايپرهيدريك نشان نداد

ثير هورمون و أوراثتي اندامكي پايدار است وتحت ت
 طبق مطالعاتي كه توسط. گيرد شرايط محيطي قرار نمي

Mazin انجام شد، به طور كلي، در اعضاي 1988 در سال 
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ي كلروپلاستي و  DNA متيلاسيون در ميزانيك گونه، 
اي بسيار پايين  ي هسته DNAميتوكندريايي نسبت به 

ي  اي در نمونه  هستهيDNAسيون اما متيلا. است
محيط داراي ساليسيليك اسيد نسبت به  يافته در رشد
يافته در محيط بدون هورمون كاهش  ي رشد نمونه
از آنجايي كه متيلاسيون سبب غير  . نشان داد راداري معني

از اين نتايج . گردد فعال شدن و عدم رونويسي ژنها مي
 ساليسيليك اسيد توان چنين استنباط كرد كه تيمار مي

در شرايط تنش  با بيان يك سري از ژنهاي دخيل احتمالاً
زدايي  تنش هاي دخيل در سبب افزايش ميزان پروتئين

گرديده و به گياه در حفظ حالت طبيعي خود كمك 
 ,.Straus et al., 2010, Ohtake et al., 2000).al  كند مي

2011, Gallego-Giraldo et(.  بررسي پروتئوم
هاي تحت تنش نشان داد كه ميزان  بيدوپسيس در دانهآرا

زني، كه سبب به  هاي دخيل در جوانه ينئبسياري از پروت
هاي  منظور تشكيل مكانيسم زني به خير افتادن جوانهأت

گردد، در اثر تيمار ساليسيليك  برابر استرس مي مقاومت در
همچنين ). Rajjou et al., 2006( يابد اسيد افزايش مي

هايي نظير آلفا  سيليك اسيد سبب كاهش بيان ژنسالي
در جو در  (warky)هاي واركي  آميلاز و افزايش بيان ژن

اثر محافظتي  ).Xie et al., 2007( گردد زني مي زمان جوانه
هاي محيطي و  تيمار ساليسيليك اسيد در برابر استرس

افزايش تحمل و رشد گياه در شرايط استرس در 
افزايش مقاومت ز گزارش گرديده، كه هاي گندم ني گياهچه

هاي دخيل در فرايندهايي ازجمله  با تغيير بيان ژن
و ) Heat shock proteins( هاي شوك گرمايي پروتئين
گزارش گرديده است ن دخيل در سنتز لكتين يپروتئ

)(Sakhabutdinova et al., 2003 .كاهش حتمالاًا 
 تواند در  ميمتيلاسيون در اثر تيمار با ساليسيليك اسيد

 با توجه به نقش  بنابراين.دهيپرهيدريسيتي دخيل باشد
رسد كه اين هورمون  ساليسيليك اسيد در دفاع به نظر مي

هاي  گياه را در يك لاك دفاعي فرو برده و با افزايش ژن
افزايش  دخيل در فرايندهاي دفاعي مواد ضد تنش و

ين و ساير كنشي كه با بنزيل آدن استحكام ديواره و با برهم
جمله آبسيسيك اسيد سبب برگشت  هاي گياهي از هورمون

 Glass( گردد ضايعات ناشي از پديده هايپر هيدريسيتي مي

et al., 1974, Sakhabutdinova et al., 2003, Gunes et 
al., 2007, Shakirova et al., 2003 .( به منظور ، در ادامه 

 تكميلي مورد هاي يافتن ژنهاي دخيل در فرايند آزمايش
 .باشد نياز مي
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Abstract 
    Thymus daenensis Celak. is an endemic plant in Iran and In vitro culture is useful for its 
propagation. Hyperhydricity syndrome is a common problem in In vitro culture causing 
abnormalities in growth and development of in vitro plants. In this investigation we studied the 
effect of benzyladenine and salicylic acid on DNA methylation of hyperhydric shoots. For this 
purpose, seeds were cultured into glass jar having benzyladenine and salicylic acid. Active 
oxygen and antioxidant enzymes analyses were done. Proline and H2O2 levels were high in BA 
treated-plantlets and also in plantlets growing without hormone but SA that reversed 
hyperhydric shoots to normal status, reduced the content of prolin, H2O2 and antioxidant 
enzymes. No statistical differences were observed in organelles DNA methylation, but 5 µM SA 
decreased the nuclear DNA methylation. Defense activator SA may have triggered genes 
engaged in stress response with an increase of proteins. Probably the decrease of methylation 
under SA treatment may be related with the reversion of hyperhydricity. 
 
Key words: DNA methylation, Hyperhydricity syndrome, Micropropagation, Salicylic acid, 
Thymus daenensis Celak.  

 
 

 
 


