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Abstract 

Objective 

The growth and yield of plants in the arid and semiarid areas are limited by salinity stress. In these 

areas, salinity intensifies by high temperatures. Peppermint (Mentha piperita L.) is of great 

economic importance in the most of world areas due to their valuable essential oils. This study 

investigated the simultaneous effects of salinity and heat on rosmarinic acid production and 

expression of three effective genes (C4H, HPPR, and RAS) in rosmarinic biosynthesis in 

peppermint.  

Materials and methods 

The effect of two levels of salinity 60 and 120 mM of sodium chloride (irrigation water with 

salinity of 10 Mm as control) and heat stress at 35°C (25°C as control) at three interval times (24, 
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48 and 72 hours) after treatments were measured in a completely randomized design with three 

replications.  

Results 

The results showed that salinity stress decreased the relative level of rosmarinic acid. The process 

intensified over time so that it reached its lowest level at salinity of 60 mM at 72 hours. RAS 

genes expression was significantly reduced under salinity of 120 mM and 60 mM under 25˚C and 

35 ˚C. Changes in the expression level of C4H in peppermint seedlings at the salinity levels of 60 

mM and 120 mM at 25˚C showed a significant increase (4.1 and 3.6 times respectively) at the 

first 24 hours compared to control. The expression of HPPR gene in peppermint seedlings at 35 ° 

C increased 2.68, 1.79 and 2.55 times at 24, 48 and 72 hours, respectively, compared to the 

control.  

Conclusions 

Simultaneous salinity and heat stress are a limitation factor for growing Mentha piperita L. These 

factors had a negative effect on the biosynthesis of rosmarinic acid in this plant. Salinity and heat 

stress decreased the expression of some genes and increased the expression of others in 

peppermint.  
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 یداس ینیکرزمار یوسنتزدر ب یرمهم درگ هایژن یبرخ یانو گرما بر مقدار و ب یاثرات همزمان شور یبررس

 متفاوت ی( در فواصل زمان.Mentha piperita L) یفلفل ءنعنا ییدارو یاهدر گ
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  چکیده

شد و عملکرد گیاهان در جهان به هدف: شوری ویژه در مناطق خشک و نیمهر شده خشک تحت تأثیر تنش  ست. در این محدود  ا

شدت می شی از دمای بالا  سالی همزمان نا شک شوری در اثر خ از  (.Mentha piperita Lفلفلی ) ءنعنایابد. مناطق، اثر تنش 

همزمان  اثرات تنشدر اکثر مناطق جهان برخوردار اساات. این تحقیق با هدب بررساای بدلیل اسااانآ  ن اهمیت اقتصااادی زیادی 

و  RAS ،HPPR)میزان تولید رزمارینیک اسااید و میزان بیان کمی سااه ون موثر در بیوساانتز رزمارنیک اسااید و گرما بر  یشااور

C4H)  انجام شد. یفلفل ءنعنادر 
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مولار یلیم 10 یبا شااور یاری) ب  ب یمسااد یدمولار کلریلیم 120و  60 یدو ساا ش شااور یرتأث یقتحق یندر ا :هاروشمواد و 

 72و  48، 24 زمانیبه عنوان شاهد( و در بازه  یگراددرجه سانت 25) یگراددرجه سانت 35 ییس ش تنش گرما یک و( شاهد عنوان¬به

 قرار گرفت.  یابیتکرار مورد ارز 3در  یدر قالب طرح کامل تصادف یلفاکتور صورتبه یش زما یکدر  یمارهاساعت بعد از اعمال ت

که در  یشد به طور یدبه مرور زمان تشد یندفر  ینو ا نتایج نشان داد که تنش شوری منجر به کاهش رزمارینیک اسید شد :نتایج

شور یزانم ینبه کمتر یمارساعت پآ از ت 72 س ش  س یلیم 60 یخود در   یفلفل ءنعنا هاییاهچهدر گ RASون  یانب  ید.مولار ر

را  دارییکاهش معنشاهد نسبت به با گذشت زمان  گرادیدرجه سانت 35و  25 یدر دما مولاریلیم 120و  مولاریلیم 60 یشوردر 

درجه  25 یو دما مولاریلیم 120و  مولاریلیم 60 یدر ساا وح شااور یفلفل ءنعنا یهادر نهال C4H یان ونب ییراتتغ .دادنشااان 

در  HPPRون  یانب. میزان نشان دادشاهد ساعت اول نسبت به  24برابر( در  6/3و  1/4 یب)به ترت دارییمعن یشافزا گرادیسانت

شدرجه  35در دمای  یفلفل ءنعنا یهانهال سبت به  افزایش  برابر 05/2و  79/1، 68/2ترتیب ساعت به 72و  48، 24اهد در زمان ن

  .یافت

شوند. این عوامل بر روی تولید فلفلی محسوب می ءنعناهای همزمان شوری و گرمایی محدودیتی برای کشت تنش :گیرینتیجه

ها را . تنش شااوری و گرما بیان برخی ونرزمارینیک اسااید در این گیاه تأثیر منفی گذاشااته اساات و موجب کاهش تولید  ن گردید

 فلفلی افزایش داد. ءکاهش و بیان برخی دیگر را در نعنا

  .فلفلی ءنعنابیان ون، رزمارینیک اسید، شوری، گرما، : هاکلیدواژه

 پژوهشی.: نوع مقاله

اثرات همزمان  ی( بررس1401) یهسم یقاسم ید،سع یترکش اصفهان ید،حم زادهییاصغر، سودا یاعظم، مصلش  ران نیاغلام استناد:

 Mentha piperita) یفلفل ءنعنا ییدارو یاهدر گ یداس ینیکرزمار یوسنتزدر ب یرمهم درگ هایون یبرخ یانو گرما بر مقدار و ب یشور

L212-193(، 2)14 ی،کشاورز یوتکنولوویب لهمتفاوت. مج ی.( در فواصل زمان. 
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 مقدمه

است که از تلاقی  ییان( از تیره نعنا2n=48) یبریدو ه داریزومعلفی، چندساله، ر یاهی( گMentha piperita Lفلفلی ) ءنعنا

 درتمام امروزه اما است ایگیاه بومی مناطق مدیترانه ین( بوجود  مده است. اM. spicata)  ء( و نعناM. aquticaمیان پونه  بی )

جنآ  های(. گونهAfkar & Zand 2020) شااوددارویی، ع رسااازی و پزشااکی کشاات می غذایی، مصااارب برای دنیا نقاط
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Mentha عنوان به فلفلی نیز ءبواس ه اسانآ ارزشمندی که دارند، در بیشتر مناطق دنیا اهمیت اقتصادی بالایی دارند. اسانآ نعنا

است که  یمتعدد ییخواص دارو یدارا ین. علاوه بر اشودمی استفاده طورگستردهجزئی از محصولات غذایی و  رایشی بهداشتی به

(. رشااد و Mahendran &Rahman 2020از داروها هسااتند ) یاریبساا یو مواد مؤثره اساااساا یهثانو هاییتازمتابول یمنبع غن

سر جهان  سرا سط تنشعملکرد گیاهان در  سنتز م تأثیر با که گرددمی محدود متعدد غیرزنده و زنده محی ی هایتو  هایتابولیتبر 

صول  ن یهثانو س ینیک(. رزمارGull et al. 2019; Saijo & Loo 2020) دهندیم تغییر را هاارزش مح  یناز مهمتر یکی یدا

 یافتدر گرم وزن خشااک  گرمیلیهفت م یزانبه م یعناع فلفلنعناع از جمله ن یرهت یاهانبوده که در اکثر گ یضاادساارطان یباتترک

س ینیک. رزمارشودیم ستر از کافئ یکبوده و  یفنل یباتجزء ترک یدا س یکا س یکلاکت یدروفیله-ید-4، 3و  یدا ست که در  یدا ا

س یقاز طر یاهانگ سنتزیب یرم سید  مینهشودیم یدتول یدپروپانوئ یلفن یو ستراهای  لانین، فنیل و تیروزین های. ا سیر این سوب  م

سفراز تیروزین های نزیم و بوده بیوسنتزی شند و در کاتالیزکننده این مسیر می ابتدایی هایلانین  مینو لیاز  نزیم  فنیل و  مینوتران با

س ینامیکس هاییم نز یتنها سیلازه یدا سی(، هC4H) یدروک س ینیک( و رزمارHPPRردوکتاز ) یرواتپ یلفن یدروک  ینتازس یدا

(Rastegari, et al, 2019سنتز رزمار س ینیک( منجر به  شکل  شوندیم یدا  یشو افزا یبترک ینا ییتوجه به ارزش دارو با(. 1)

ساز صنعت دارو ضا در  سنتز رزمار ینهو هز یچیدهطرب و پ یکاز  یتقا س ینیکبر بودن  صنوعی طوربه یدا  یافتن یگر،از طرب د م

سنتز  ن در گ یشافزا یبرا یراهکار س یاهس ش  ستلزم افزا ینخواهد بود که ا یتحائز اهم یارب سبت  ی گاه یشامر م موثر  عواملن

 .Adham, 2015; Mosleh Arani et al) باشدیم یداس ینیکرزمار یوسنتزب یندهایدر فر  یلدخ هایون یانس ش ب ییردر تغ

2015.)  

و عملکرد محصااولات  یفیتاساات که ک خشااکیمهدر مناطق خشااک و ن غیرزنده هایتنش تریناز مهم یکیتنش شااوری 

شاورزی را از طر ستفاده گ یشافزا یقک سمزی محلول خاك، کاهش  ب قابل ا شار ا سد یبرخ یتسم یاه،ف صر مانند  و کلر،  یمعنا

 یزیولوویکی،ف ندهاییفر  یقاز طر یاهان. گدهدیقرار م یرتأث تتح یداتیوبرهم زدن تعادل در جذب عناصاار ضااروری و تنش اکساا

من بق و  ی یمح یطتنش پاسااخ داده و خود را با شاارا ینبه ا یچیدهمتفاوت و پ یاربساا یو مولکول یساالول ینو همچن یوشاایمیاییب

  (.Amini Hajiabadi et al. 2021, Mosleh Arani et al. 2018; Mosleh Arani et al. 2011سازند )یمتحمل میا

س توجهی قابل طورگرما به تنش س یکل  نت یتظرف ی،فنل یدهایس ش کل ا س یدانی،اک محلول در  هایو فنل ینیکرزمار یدا

Mentha spicata( را کاهش داد ،Fletcher et al. 2005در بررساا .)و  یرشااد هاییژگیو گرما بر و یتنش شااور یرتاث ی

شیمیب شد  یگوجه فرنگ یاهگ یو مولکول یو شان داده  سد کهن س یمجذب و انتقال   یبمرتبط، در ترک هاییمون و  نز یانب یم،و پتا

 یانساا ش ب ییرات(. تغRivero et al. 2014متفاوت بود ) رودمی کاربه جداگانه صااورتکه  نها به یدو تنش نساابت به زمان ینا

 یشقرار گرفته است. افزا یابیمورد ارز یدر م العات مختلف یرزیستی،غ هایتنش یمارتحت ت یداس ینیکسنتز رزمار یرمس های¬ون

س ینامیکون س یانس ش ب  یسیلیکزخم و سال ی،تنش شور یمارتحت ت Carthamus tinctorius( در C4H) یدروکسیلازه یدا

مختلف و در مراحل مختلف رشااد در  هایدر بافت C4Hون  یانساا ش ب یشاایو روند افزا یمارساااعت بعد از اعمال ت 6در  یداساا



   (1401 تابستان، 2، شماره 14مجله بیوتکنولوژی کشاورزی )دوره   

198 

Agricultural Biotechnology Journal;      Print ISSN: 2228-6705,      Electronic ISSN: 2228-6500 

 

Hibiscus cannabinus 2ساارما،  ی،زخم، شااور هایت تنشتحO2Hمشاااهده شااد  یساایلیکسااال یدو اساا یزیک بساا ید، اساا

(Sadeghi et al. 2013در م العه .)سنتزدر ب یرون درگ یزدهس یانب یگرد ای س هایفنول در غده یپل یو پآ  ینیزم یبپنج رقم 

سال شک س یاز قرار گرفتن در معرض خ شان داد ک یجشد. نتا یبرر س ش ب ییراتتغ هن سال یاندر  شک س یون در اثر خ به رقم  یارب

در مناطق  یکشاورز هاییناز زم یاری(. بسAndré et al. 2009از ون مشاهده شد ) یبالاتر یانداشت و در ارقام مقاوم ب یبستگ

 یل. به دلشودیم یدهمزمان با تنش حرارت تشد یتنش شور یرمناطق تأث ینشوری قرار دارند. در ا یرخشک تحت تأث یمهخشک و ن

 یدکشت که بتواند منجر به تول یطمح یطشرا ینو به دست  وردن بهتر یبررس ید،اس ینیکرزمار یصنعت یو کاربردها ییدارو یتاهم

شترینبا ب یاهیگ س ینیکرزمار یزانم ی شت گ یقاتاهداب در تحق ینگردد از مهمتر یدا  یفلفل ءمانند نعنا ییدارو یاهانمربوط به ک

علاوه، مورد م العه قرار نگرفته است، به ییو گرما یهمزمان تنش شور یببه ترک یفلفل ءنعنا یاهپاسخ گ ینکهتوجه به ا. با باشدیم

 فرایندهای ترینمهم زمره در مولکولی هایمیلادی م العات و بررسی های به عمل  مده روشن نمود که مکانیسم 80در اواخر دهه 

 Mohammadabadi andها( هسااتند )ویساای، ترجمه و حتی نحوه تنظیم ونرون ،DNA همانندسااازی بر مشااتمل) ونتیکی

Tohidinejad 2017در و شوندیک سلول دارای تعداد زیادی ون می باشد که هیچ گاه به طور همزمان بیان نمی یکی(. ماده ونت 

 .Arabpour et al) نمایندتولید می سااالول را نیاز مورد  نزیم یا پروتئین و شاااده بیان  نها از کمی تعداد فقط خاص زمان یک

2021; Mosleh Arany et al. 2008.) عدم صورت در و شودمی کنترل کندنیاز به بیان ون توسط محی ی که در  ن رشد می 

 ون(. ساااز و کار بیان Mohammadabadi 2020) ماند خواهد باقی غیرفعال و خاموش صااورت به ون  ن ون، فر ورده به نیاز

(. بیان ون های یوکاریوتی تحت کنترل موقت و Mohammadabadi et al. 2021کشااف شااد ) E.coliاولین بار در باکتری 

(. تنها یک مجموعه نساابتاک کوچک از تمام ونوم در هر یک از انواع بافت ها Masoudzadeh et al. 2020چندبعدی می باشااد )

 هابنابراین، بیان ون در یوکاریوت(. Mohammadabadi et al. 2018دارد ) تگیبس نمو مرحله به هاشود و نیز بیان ونبیان می

صی بافت هر برای صا ست اخت سایر Shahsavari et al. 2021) ا صولات ون که در همان بافت و نیز در  (. همچنین مقدار مح

از  یکی(. Mohammadabadi 2021) شود ن ون می بیان تنظیم سبب شده ساخته سازند،می را محصول  ن که هایی¬بافت

اساات  یکروموزوم یا یو م العه  نها در ساا ش ساالول یمرتبط با صاافات اقتصاااد هایینروتئپ و هاون العهم  یاقدامات اساااساا

(Mohammadabadi and Soflaei 2020لذا ا .)هایون یانو ب یداساا ینیکرزمار ییراتتغ یزانم یبا هدب بررساا یقتحق ین 

 انجام شد. حرارتیو  یتنش شور یرتحت تأث یفلفل ءنعنا یاه ن در گ یوسنتزدر ب یردرگ

 

 هامواد و روش

گلدان  36انجام شااد. تعداد  یبا ق ر و اندازه مساااو هایییزمر یقاز طر یفلفل ءنعنا یرتکث :گرماییو یشووور هایتنش

و با  یختهدر ته هر گلدان ر یزهساانر ر یو جهت سااهولت خروز زه ب مقدار یهته یمترسااانت 30و ارتفاع  25به ق ر  یکیپلاساات
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سه، کود دامی به ترت یمخلوط سبت  یباز خاك باغچه، ما شد. نهال 1:1:1به ن شرا هایپر   16 یطسالم و هم اندازه در گلخانه با 

(. پآ Gowton et al. 2020شدند ) یدرصد نگهدار 60و رطوبت  گرادسانتی درجه 25±2 یدما یکی،ساعت تار 8ر و ساعت نو

 یدکلر مولاریلیم 120و  60در دو ساا ش  یتنش شااور ی،برگ 10-15و  متریسااانت 18-20تا ارتفاع  یفلفل ءنعنا هایاز رشااد نهال

 گرادیدرجه سااانت 25) گرادیدرجه سااانت 35 یدر دما گرمایی تنش و( شاااهد عنوانمولار به یلیم 0 یبا شااور یاری) ب  ب یمسااد

شد. جهت جلوگبه شاهد( اعمال  شوك به گ یریعنوان  شور یاهان،از  صورت تدر یتنش  س یجیبه  مورد نظر  هایزوبه د یدنتا ر

 انجام شد. یاندرم یک صورتبه یاری ب  ب یاو  یمسد یدمختلف کلر هایاز محلول لیترمیلی 200 با هاگلدان یاریشد.  ب مانجا

 

 دیاس کینیرزمار وسنتزیب .1 شکل

Figure 1. Rosmarinic acid biosynthesis 

 

 25 یشاااهد در دما هایقرار داده شاادند و گلدان یگراددرجه سااانت 35 دمای با کشاات اتاقک در هاگلدان ی،تنش حرارت یبرا

اعمال سااااعت بعد از  72و  48، 24 یزمان هایدر بازه یفلفل ءنعنا هاییاهچهاز برگ گ هاییقرار گرفت. نمونه یگراددرجه ساااانت

 یدروکسی، ه(C4H) یدروکسیلازه یداس ینامیکس هایون یانو ب یداس ینیکرزمار یزانم گیریاندازه منظوربهشدند و  یهته یمارهات

س ینیکو رزمار (HPPR) ردوکتاز یرواتپ یلفن سانت -80 یدر دما (RAS) ینتازس یدا  & Wyse) شدند ینگهدار گرادیدرجه 

Netto 2011) . 

 یقاتیتحق یشاااگاهبرگ به  زما هاینمونه ید،اسااا ینیکمقدار رزمار گیریجهت اندازه :یداسوو ینیکرزمار گیریاندازه

شکده گ شه ییدارو یهو مواد اول یاهانپژوه شگاه  شت ید)دان شد. در ابتدا غلظتیبه سال   240و  120، 60، 30شش،  یک، های( ار

س ینیکاز رزمار یتربر ل گرمیلیم ستونیتریلدر حلال  یدا  یاز  ن به دستگاه کروماتوگراف لیتریکروم 20 یممستق یقشد و با تزر یهته ا

 یمتری(سانت C18، 30 ستون یوداری،با دتکتور فوتود ی،چهار حلال یانمجهز به پمپ گراد یلنت،اج 1100مدل ) بالا ییبا کار  یعما
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س ش ز یزمان بازدار سیونو معادله ک منحنی و شد مشخص ها ن یکپ یرو  ست  مد. نمونه الیبرا بافت برگ در حضور  های¬به د

( یتالیاا یوروندا،) یکافزوده و به دستگاه اولتراسون %1 یکاست یداس لیتریلیگرم بافت پودر شده دو م 1/0پودر شدند. به  یعما یتروونن

بعد از گذراندن از  ییاز فاز بالا لیتریکروم 20شااده و  یفیووسااانتر یقهبه مدت پنج دق rpm 10000 در هامنتقل شااد. ساامآ نمونه

قرار گرفت  یبراسیونبرگ محاسبه و در معادله کال هاینمونه هایکروماتوگرام یکپ یرشد. س ش ز یقتزر HPLC به دستگاه یلترف

 .(Adham 2015) محاسبه شد µg /mg DW  برگ بر حسب های¬در نمونه یداس ینیکو غلظت رزمار

ردوکتاز  یرواتپ یلفن یدروکساای(، هC4H) یدروکساایلازه یداساا یسااینامیکون ها ی غازگرها یطراح آغازگرها: طراحی

(HPPR ) ،ت ک نیااکرزمااار و ون( Actin) ینا نتااازسااا یااداسااا ی فزار RAS) ی نرم ا تفاااده از   Oligoنلاین  ( بااا اسااا

(www.oligoarchitect.com) شد صال  غازگرها در واکنش  ی(. دما1)جدول  انجام   یابیمورد ارز یانترادبه روش گ PCRات

  شد. ینهبه یگراددرجه سانت 60اتصال  یقرار گرفت و عملکرد همه  غازگرها در دما

 

 qPCR. توالی آغازگرهای مورد استفاده در واکنش 1جدول 

Table 1. Oligonucleotide primer pairs used for qPCR 

 نام ون

Gene name 
 

 (5.......3توالی )

primer Sequence (5'………3' ) 

 (bp) طول ق عه

Amplicon size 

(bp) 

 شماره دسترسی

Accession 

number 

HPPR 
F GGTTTCCAACACGCCCGATG 

168 MG893899.1 
R CCCACTCTTTTGCCACTGAACT 

C4H 
F TGCCGTTCTTCACCAACAAGGTC 

125 MH208308.2 
R CCGCCTCAACACGATCCCAT 

RAS 
F TTAGGCGTGGCAAACGAGCACCA 

177 -- 
R CTGGTACTCGGAGTGGTTGAACT 

Actin 
F CAAAGAGAAGCTGGCCTACAT 

122 KR082011.1 
R CAGCTCCGATAGTGATGACCT 

 

ستخراج  سنتز  RNAا )کره  BioFACT™ Total RNA Prep یتبا اسااتفاده از ک RNAاسااتخراز : cDNAو 

شد. کیجنوب سازنده انجام  سط  شده تو ستور العمل ارائه  ستخراز  یتو کم یفیت( م ابق د صول ا ستگاه  RNAمح ستفاده از د با ا

 DNase (u/μL20) یم نز یکرولیترم یکبا  هاستخراز شد RNA یکروگرم، پنج مDNAنانودراپ مشخص شد. به منظور حذب 

I  سانت 37در سمآ به همراه  یمارت یقهدق 30به مدت  یگراددرجه  در  یقهدق 10به مدت  EDTA (mM 50) یکرولیترم یکشد و 
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سانتد 65 سنتز  یگرادرجه  شد.  ستفاده از ک cDNAانکوبه  شده  BioFACT™ RT Series یتبا ا ستور العمل ارائه  م ابق د

شد. پنج م سازنده انجام  سانت 65در  یقهدق 5به مدت  Oligodt( 18 غازگر )μM 50به همراه   RNA یکروگرمتوسط   یگراددرجه 

 60، به مدت dNTPمخلوط  mM 10و  M-MLV reverse transcriptase یم نز u/μL 200انکوبه شد و سمآ در حضور 

 (.Mobasseri et al. 2020سنتز شد ) cDNAبه  یگراددرجه سانت 42در  یقهدق

ستفاده از مخلوط  qPCRواکنش  :Real-time PCRواکنش   BIOFACT™ 2X Real-Time PCR Masteبا ا

(For SYBR Green I) Mix  و در دستگاهApplied Biosystems StepOne™ Real-time PCR System  م ابق

شد. مخلوط واکنش در حجم نهایی  سازنده انجام  سط  شده تو ستور العمل ارائه  شامل ) 20د ،  ng/μL)cDNA 200میکرولیتر 

0.25 μM  ،میکرولیتر  10از هر کدام از  غازگرهاPCR Maste Mix  و  ب دو بار تق یر استریل،  ماده شد. برنامه دمایی واکنش

سرشت اولیه  شد: وا صورت زیر انجام  شامل  45دقیقه،  15سانتیگراد به مدت  درجه 95به   15سانتیگراد به مدت  درجه 95سیکل 

که  (tC) ستانه  چرخه، ثانیه. پآ از اتمام واکنش 35سااانتیگراد به مدت  درجه 72ثانیه و  25سااانتیگراد به مدت  درجه 60ثانیه، 

  نمونهها از یک هر برای StepOne v. 2.3افزار استفاده از نرمو میزان بیان ون است، با  mRNAهای اولیه گر تعداد نسخهنمایان

های سااازی دادهاسااتفاده شااد. نرمال Ct (ΔΔCt) ، از روشcDNAهای ها در نمونهمنظور ارزیابی تغییرات بیان ونبهشد.  تعیین

 .(Tehrani et al. 2020انجام شد ) های ون کنترل داخلیبیان ون با استفاده از داده

صادفی: تجزیه و تحلیل آماری شات در قالب طرح کاملاک ت سه تکرار انجام تمامی  زمای شد.  بر مبنای فاکتوریل در 

ها با اساتفاده از  زمون دانکن در نرم میانگین دادهها با اساتفاده از  زمون  نووای ساه طرفه و مقایساه تجزیه و تحلیل واریانآ داده

 .(Moghaddam et al. 2019)انجام شد  SPSS v. 26افزار 

 

 نتایج و بحث

در  یداساا ینیکساا ش رزمار ییراتتغ یانگینم یسااهمقا یجنتا: یداسوو ینیکسوو ح رزمار ییراتتغ یانگینم یسووهمقا

 یمار(. ت2)شکل یافتکاهش  داریمعنی طوربه یداس ینیکرزمار یزانم یس ش شور یشنشان داد که با افزا یفلفل ءنعنا یهایاهچهگ

 یزانم یساا ش شااور یشبا افزا یگراددرجه سااانت 25 یشااد. در دما یداساا ینیکرزمار داریباعث کاهش معن یزن تنهاییبه ییدما

ساعت بعد  72در  طوریکهشد به یدروند با گذشت زمان تشد یننسبت به شاهد نشان داد که ا یکاهش قابل توجه یداس ینیکرزمار

شور یماراز ت س ش  س ینتر یینمولار به پا یلیم 60 یدر  شو ین. ایدس ش خود ر س ش  با کاهش  یزمولار نیلیم 120 ریروند در 

شاهد در  یرابرب 98/10 شد. دما 24نسبت به  سانت 35 یساعت اول مواجه  س ینیکرزمار یزانم تنهایی،به یگراددرجه   یرا در ط یدا

 ر( شد اما مقدار  ن دیبرابر 64/2) یشترکاهش ب ینساعت ا 48کاهش داد و در  یگراددرجه سانت 25 یساعت اول نسبت به دما 24

 یزانم یساا ش شااور یشبا افزا یزن یگراددرجه سااانت 35 ی. در دمایافت یشساااعت مجدداک افزا 24ساااعت نساابت به زمان  72



   (1401 تابستان، 2، شماره 14مجله بیوتکنولوژی کشاورزی )دوره   

202 

Agricultural Biotechnology Journal;      Print ISSN: 2228-6705,      Electronic ISSN: 2228-6500 

 

س ینیکرزمار شان داد که ا یکاهش قابل توجه یدا شاهد ن سبت به  شور ینن شت زمان در  شد مولاریلیم 60 یروند با گذ شد.  یدت

 25 یخود در دما هاینسبت به منتاظر داریمعنی طوربه یدر هر دو س ش شور یگرادتدرجه سان 35 یدر دما یداس ینیکمقدار رزمار

 بود. یشترب یگراددرجه سانت

 ییو گرما یشور های¬تحت تنشفلفلی  ءنعنااسید در گیاه تجزیه واریانس میزان رزمارینیک . 2جدول 

Table 2. Analysis of variance of the rosmarinic acid characteristics in peppermint under 

salinity and heat stresses. 

 Means of square        میانگین مربعات

 rosmarinic acid  رزمارینیک اسید df  درجه آزادی Source of variation   منابع تغییرات

 **Temperature (A) 1 15.585      دما )الف(

 **Salinity (B) 2 804.830       شوری )ب(

 **Time (C) 2 90.424          زمان )ز(

 **Interaction A×B 2 90.923           ب ×الف 

 **Interaction A×C 2 4.357             ز ×الف 

 **Interaction B×C 4 50.012                ز ×ب 

 **Interaction A×B×C 4 18.594 ز ×ب  × الف

 Error 36 0.037                خ ا

 C.V.%  0.0062   ضریب تغییرات

 .داریمعن یردرصد و پنج درصد و غ یکدر س ح  داریمعن یببه ترت ns**، * و 

**, *, ns, Significant at P≤0.01, significant at P≤0.05, non-significant respectively. 

شور یمارهایت یسهمقا سانت 35و  25 یدو دما ینب یمتناطر  س ینیکرزمار یزانم نشان داد که  یگراددرجه   ییدر تنش دما یدا

که دو تنش  یقیدر تحق یانجام نشده است ول یفلفل ءنعنا یاهگ یبر رو یهمزمان گرما و شور یردر مورد تاث یقیتحق یچبالاتر بود. ه

 یباتبا هم باعث کاهش مقدار ترک یبدر ترک یا تنهاییدو تنش به ینشد نشان داده شد که ا یه بررسیاگ ینا یبر رو یگرما و خشک

س یفنل شد. ایکو فرول یککومار ییک،کاف ینیک،رزمار ید)مانند ا ص یلمواد بدل ین(  سیدانیی نت یتخا سرطان اک ضد  از  یو خواص 

 یاهدر گ یداسااا ینیکبا م العه حاضااار کاهش مقدار رزمار ابه(. مشاااAlhaithloul et al. 2019برخوردارند ) ییبسااازا یتاهم

Mentha spicata ییتحت تنش گرما ( بدساات  مدFletcher et al. 2005کاهش مقدار رزمار .)تنش  یرتحت تاث یداساا ینیک

ست به ییگرما سنتزکاهش ب دلیلممکن ا س ینیکرزمار یو ست بدل یگریو د یدا س یعسر یبتخر یندفر  یلممکن ا شد. م  یر ن با
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(. از Petersen 1997قبلا مشخص شده است ) Coleus blumei یسلول یونده از سوسمانسبا استفا ینیکرزمار یداس یوسنتزیب

س ینیکرزمار یمی،نظر  نز س یدا سنتزشود. در چرخه ب یسنتز م یروزینت-و ال ین لان یلفن -ال ینه م یدهایاز ا س یو  ینیکرزمار یدا

س سیه ید-4-3و  CoA– یولکومار مادهدو  یزدر اثر کاتال ید،ا س یکلاکت یلفن یدروک شتازپ ماده یدا س ینیکرزمار ی -4 یعنی یدا

سیه-4-یلکومار ساخته م یلفن یدروک را )در دو  P450 یتوکرومس یم نز یند،فر  ینا یزکاتال یبرا یمی. م العات  نزشودیلاکتات 

. م العات نشان کندیم یشنهادپ ینیکرزمار یداس یلو تشک یشتازپ ینا یدرولیزه ی( برایدروکسیلازه 3'و  یدروکسیلازه -3  یتموقع

 یننسبت به ا یدروکسیلازه 3که  یحساس بوده در حال گرادیدرجه سانت 25بالاتر از  ینسبت به دما یدروکسیلازه 3'که  دهد¬یم

س ین. بنابرایستدما حساس ن سانت 35 یدر دما ینیکرزمار یدکاهش مقدار ا ش یربه غ تواندیم یفلفل ءدر نعنا گرادیدرجه  دن فعال 

شد. مورد د یدر دما یم نز ینا ست که رقابت ب ینکند ا یجادا ییکه ممکن تنش دما یگریبالا مرتبط با مختلف را  هایواکنش ینا

سیه -4مثال  یکند. برا یادز ساتبه هوموون تواندیم یرواتپ یلفن یدروک شتازکه پ ی س ی ست تبد کینونینیلمهم پر یارماده ب  یلا

. شودیم یدمانند گرما تول ی یمح های زاد حاصل از تنش هاییکالمقابله با راد یبرا یاهانکه در بافت گ ایماده کینونینیلشود. پر

 یشافزا یجهو در نت یابدیم یش زاد افزا هاییکالمقابله با راد یماده برا ینا یشااود تقاضااا برا یجادا یاهگ یبرا ییتنش گرما یوقت

 پژوهشی، در. داشت خواهد همراه( را بهیداس ینیکرزمار یدتول ی)برا یرواتپ یلفن یدروکسیکاهش ه یجهو در نت یستاتهوموون یدتول

را نشاااان داد  یاهو مهار رشاااد گ یداسااا ینیکرزمار یر، کاهش چشااامگSalvia officinalis یاهبر گ یاثر تنش شاااور یبررسااا

(Todorova et al. 2020 کااه بااا )گزارش کردنااد کااه در  یزن یگرد ایاین پژوهش م ااابقاات دارد. در م ااالعااه نتااایج

Dracocephalum moldavica حت تنش حرارت، تغ مار یداسااا ییراتت یکرز تأث یفنل یو محتوا ین حت  ما،  یرکل ت تنش د

 (. Khaleghnezhad et al. 2019را نشان ندادند ) یشیافزا

ی دخیل در هاتغییرات سااا ش بیان ون نتایج تجزیه واریانآ ارزیابی :هاتجزیه واریانس تغییرات سوو ح بیان ژن

معناداری بر تغییرات ها تاثیر رت، شااوری و زمان و اثر متقابل  ن( نشااان داد که فاکتورهای حرا3بیوساانتز رزمارینیک اسااید )جدول

ترین ضااریب تغییرات به پایین. بالاترین و (≥ P 01/0در ساا ش یک درصااد دارند ) RASو  C4H ،HPPRهای ساا ش بیان ون

 % مشاهده شد. 005/0با  HPPR% و  0016/0با  RASهای ترتیب در ون

( 3 فلفلی )شکل ءنعناهای در گیاهچه C4Hتغییرات س ش بیان ون : C4Hمقایسه میانگین تغییرات س ح بیان ژن 

ساعت اول افزایش قابل توجهی نسبت به س ش شاهد  24میلی مولار، در  120و  60سانتیگراد در س وح شوری  درجه 25در دمای 

درجه سانتیگراد در س ش شوری  35برابر(، که با گذشت زمان از میزان بیان ون کاسته شد. در دمای  6/3و  1/4نشان داد )به ترتیب 

سه س ش بیان در مقای شد ) درجه 25با  شاهد، افزایش معناداری در  شاهده  س وح  8/2سانتیگراد م برابر(. در این دما نیز با اعمال 

 9/3ساعت اول افزایش معناداری در س ش بیان ون نسبت به س ش شاهد دیده شد )به ترتیب  24میلی مولار، در  120و  60شوری 

 برابر(.  8/4و 
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ها . دادهفلفلی ءهای نعناگیاهچهرزمارینیک اسید در بر مقدار  ییو گرما یشور یهامتقابل تنش یرتاث. 2شکل 

 است. P<05/0در س ح  داریعدم اختلاف معن یانگرب یکسان،است. حروف ±SE  تکرار 3 یانگینم

Figure 2. Interaction effects of salinity and heat stresses on the amounts of Rosmarinic acid 

in peppermint seedling. Data averaged 3 replicates ±SE. The same letters indicate no 

significant difference at the level of P <0.05. 

 یی.و گرما یشور هایتحت تنشفلفلی  ءدر گیاه نعنا اهژن یانس ح ب ییراتتغ. تجزیه واریانس 3جدول 

Table 3. Analysis of variance of the relative expression level of genes in peppermint under 

salinity and heat stresses. 

 Means of square   مربعات میانگین df  درجه آزادی Source of variation منابع تغییرات

  HPPR C4H RAS 

 Temperature (A) 1 **0.704 **1.688 **2.063    )الف(دما 

 Salinity (B) 2 **0.474 **1.604 **1.104    شوری )ب(

 Time (C) 2 **0.190 **0.590 **1.174       (ززمان )

 Interaction A×B×C 4 **0.065 **0.108 **0.277  ز ×ب  × الف

 Error 36 0.011 0.020 0.030      خ ا

 C.V.%  0.0005 0.0008 0.0016  ضریب تغییرات

 .داریمعن یردرصد و پنج درصد و غ یکدر س ح  داریمعن یببه ترت ns**، * و 

**, *, ns, Significant at P≤0.01, significant at P≤0.05, non-significant respectively. 
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در  HPPRنتایج مقایساااه میانگین تغییرات سااا ش بیان ون  :HPPRمقایسووه میانگین تغییرات سوو ح بیان ژن 

درجه  35مولار و همچنین افزایش حرارت تا میلی 120و  60( نشان داد که با اعمال س وح شوری 4فلفلی )شکل ءهای نعناگیاهچه

قابل مشاهده است که با  ءهای نعنادر گیاهچه HPPRساعت اول، افزایش معناداری در تغییرات س ش بیان ون  24سانتیگراد، در 

 یابد.کاهش میگذشت زمان از اعمال تیمار، این روند 

 

 ها. دادهفلفلی ءهای نعنادر گیاهچه C4Hبیان ژن بر  ییو گرما یشووور یهامتقابل تنش یرتاث .3شووکل 

 است. P<05/0در س ح  داریعدم اختلاف معن یانگرب یکسان،است. حروف ±SE  تکرار 3 یانگینم

Figure 3. Interaction effects of salinity and heat stresses on the C4H gene expression in 

peppermint seedling. Data averaged 3 replicates ±SE. The same letters indicate no 

significant. 

فلفلی  ءهای نعنادر گیاهچه RAS: نتایج تغییرات ساا ش بیان ون RASمقایسووه میانگین تغییرات سوو ح بیان ژن 

درجه سانتیگراد نشان داد که س ش بیان ون با اعمال شوری  25مولار در دمای میلی 120و  60( تحت تیمار س وح شوری 5)شکل 

شاهد دارد. در دمای  شوری  س ش  سه با  شت زمان بعد از تیمار، کاهش معناداری در مقای سانتیگراد نیز  35و گذ کاهش بیان درجه 

سانتیگراد، معنادار بود و با گذ 25های مشابه در ون در مقایسه با نمونه  .دهدنیز بیان ون کاهش بیشتری نشان میشت زمان درجه 

سیب سید به عنوان یک ترکیب دفاعی می تواند   شی از رادیکالهای اکسیداتیو را کاهش دهد رزمارینیک ا سلولی نا های و از مرگ 

یک مسااایر بیوسااانتز را پیشااانهاد  blumei Coleusو  Menthaو مولکولی در گیاهان  1 زاد جلوگیری کند. م العات بیوونتیک

ستر  کند که در  نمی سید از ا سی-3،4رزمارینیک ا سید و -هیدروک های ، با کنترل بیان ونCumaryl-CoA-4فنیل لاکتیک ا

C4H ،HPPR  وRAS شود.ساخته می 
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ها . دادهفلفلی ءنعناهای در گیاهچه HPPRبیان ژن بر  ییو گرما یشور یهامتقابل تنش یرتاث .4شکل

 است. P<05/0در س ح  داریعدم اختلاف معن یانگرب یکسان،است. حروف ±SE  تکرار 3 یانگینم

Figure 4. Interaction effects of salinity and heat stresses on the HPPR gene expression in 

peppermint seedling. Data averaged 3 replicates ±SE. The same letters indicate no 

significant. 

 

 یانگینها م. دادهفلفلی ءهای نعنادر گیاهچه RASبیان ژن بر  ییو گرما یشور یهامتقابل تنش یرتاث. 5شکل 

 است. P<05/0در س ح  داریعدم اختلاف معن یانگرب یکسان،است. حروف ±SE  تکرار 3

Figure 5. Interaction effects of salinity and heat stresses on the RAS gene expression in 

peppermint seedling. Data averaged 3 replicates ±SE. The same letters indicate no 

significant. 
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شد که  Dracocephalum tanguticumدر ارزیابی در  شان داده  شامل چهار ون  22ن سه ون PALون   ،C4H ،

(. Li et al. 2017رزمارینیک اساید دخیل هساتند )در بیوسانتز  RASو پنج ون  HPPR، دو ون TAT، ساه ون 4CLپنج ون 

س ش بیان ون سنتز تغییرات  سیر  سید تحت تیمار تنشهای م ستی، در م العات مختلفی مورد ارزیابی قرار رزمارینیک ا های غیرزی

 6تحت تیمار تنش شوری، زخم و سالیسیلیک اسید در  Carthamus tinctoriusدر  C4Hگرفته است. افزایش س ش بیان ون 

 Hibiscusو در مراحل مختلف رشااد در های مختلف در بافت C4Hروند افزایشاای ساا ش بیان ون ساااعت بعد از اعمال تیمار و 

cannabinus 2های زخم، شوری، سرما، تحت تنشO2H( سید سالیسیلیک مشاهده شد سید  بسیزیک و ا  .Sadeghi et al، ا

های پنج رقم ساایب زمینی پآ از قرار گرفتن در غدهفنول در ای دیگر بیان ساایزده ون درگیر در بیوساانتز پلیهدر م الع .(2013

معرض خشکسالی بررسی شد. نتایج نشان داد که تغییرات در س ش بیان ون به رقم بستگی داشت و در ارقام مقاوم بیان بالاتری از 

توسااط  Ginkgo bilobaدر  C4H ر مشاااهده شااد که رونویساایدر پژوهش دیگ (.André et al. 2009ون مشاااهده شااد )

س ،UV-Bتیمارهای  سیلیک و ا سالی سید  شانسرما، ا سیزیک افزایش یافت، که ن سخ به  C4Hدهنده نقش احتمالی ید  ب در پا

 .(Cheng et al. 2018) ها و سیگنال هورمونی استاسترس

ترین شااود. مساایر فنیل پروپانوئید یکی از اصاالیبه ساارعت فعال می 2پآ از اعمال تنش شااوری، مساایر فنیل پروپانوئید

سنتز متابولیت سیرهای گیاهی برای بیو ست. تخمین زده میم صد کربن  20شود که های ثانویه ا شده در فر یند در سنتز تثبیت  فتو

سیر ستقیماک در این م سلولرودبه کار می م سنتز می. ترکیبات فنلی به طور طبیعی در  سترسشوها  های بیولوویکی ند، با این حال ا

ها در های سنتز یا تجزیه کننده این محصولات بر مقدار  نهای  نزیمدهد. در حقیقت، تغییر در فعالیتها را تغییر میمیزان سنتز  ن

بسیار مهم است. سینامات گذارد. فعالیت مسیر فنیل پروپانوئید برای محافظت از گیاه در برابر صدمات ناشی از تنش سلول تأثیر می

 4های اصلی در مسیر فنیل پروپانوئید است که مرحله دوم مسیر را در تبدیل ترانآ سیناماتیکی از  نزیم (H4C) 3هیدروکسیلاز-4

سیتوکروم  H4Cکند. کاتالیز می 5به کومارات ضوی از خانواده پروتئین  سیون 450P6ع سیژنا ست و مونواک سترده 7ا ای از انواع گ

ستر سنتز لیگنینها را کاتالیز میب سید و یا  سنتز رزمارینیک ا سیر  شکل 8کند که در م شود. گیری فر یندهای دفاعی میمنجر به 

سلول شتیبانی مکانیکی، انتقال  ب و واکنشدیواره  ست که عملکردهای پ شده ا شکیل  های های گیاهی در درجه اول از لیگنین ت

سی را انجام می ستر ست ا ضد ها در هنگام چالشکه فنلدهد. بدیهی ا ضی از گیاهان به عنوان  ستی در بع ستی و غیرزی های زی

س ش بیان ون کنند. ارزیابی ویژگیمیکروب و  نتی اکسیدان عمل می شد Perilla frutescensدر  HPPRها و  شان داده  که  ن

                                                      
2 Phenylpropanoid 
3 Cinnamate 4-hydroxylase 
4 Trans-cinnamate 
5 Coumarate 
6 Cytochrome p450 
7 Monooxygenation 
8 Lignine 
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ارزیابی تاثیر  .(Lu et al. 2014) کنندسایزیک افزایش بیان ون را تحریک مید  ب، اساید ساالیسایلیک و اسایUV-Bتیمارهای 

شوری بر تغییرات  Fe2O3نانوذره  سنتز ونبیان و تنش  سیر  سید در های دخیل در م شان  Moldavian balmرزمارینیک ا ن

سی ون س ش رونوی ستقیماک به  RASو  PAL ،TATهای دهنده افزایش معنادار  سنتز فنیل پروپانوئید م بود.  نزیم های درگیر در بیو

در  .کنندهای ثانویه از گیاه محافظت میها با فعال کردن مسااایرهای متابولیتکنند. با این حال،  نعنوان عوامل دفاعی عمل نمی

های شااوری و فلی تحت تنشفل ءنعناهای در گیاهچه RASو  C4H، HPPRهای پژوهش حاضاار نیز تغییرات ساا ش بیان ون

میلی مولار و  120 و 60با اعمال ساا وح شااوری  HPPRو  C4Hهای مورد ارزیابی قرار گرفت. تغییرات ساا ش بیان ونگرمایی 

نشان دادند که با گذشت  ءنعناهای گیاهچهساعت اول، افزایش معناداری در  24درجه سانتیگراد، در  35همچنین افزایش حرارت تا 

فلفلی تحت تیمار  ءنعناهای در گیاهچه RASزمان از اعمال تیمار، میزان بیان ون کاهش یافت. نتایج تغییرات سااا ش بیان ون 

های ادار بیان ون در مقایسااه با نمونهدرجه سااانتیگراد نشااان دهنده کاهش معن 35میلی مولار و دمای  120و  60ساا وح شااوری 

افزایش ساا ش بیان  باعث تنش شااوری. در پژوهشاای دیگر، با گذشاات زمان نیز بیان ون کاهش بیشااتری نشااان داد کنترل بود و

 . (Vafadar et al. 2019) گردید Dracocephalum kotschyiدر  RASو  PALهای ون

شت نعناتنش :گیرینتیجه شوری و گرمایی محدودیتی برای ک ستند. این عوامل بر روی فیزیولووی گیاه  ءهای  فلفلی ه

شد و عملکرد را کاهش می شته و ر س ش بیان وندهند. تأثیر گذا ضر تحت تنش در HPPRو  C4Hهای افزایش  های م العه حا

تایج با داده ءهای نعناشاااوری و گرما در گیاهچه ها در های م العات فوق، نشاااان دهنده ایفای نقش این ونفلفلی و ت ابق ن

سیداتیو میگیری فر یندهای شکل سترس اک س ش بیان ون بادفاعی در مهار ا تحت تنش  ءهای نعنادر گیاهچه RASشد. کاهش 

سید در گیاهان تحت تنش سیت گیاه به تنش  تواند باعث افزایشمی شوری و گرما و ت ابق  ن با کاهش تجمع رزمارینیک ا سا ح

ستنباط کرد که شود. چنین می سید و -هیدروکسی فنیل-4ترکیبات توان ا سینامیل-4لاکتیک ا سیرهای  CoA-هیدروکسی  در م

گیری مکانسیم دفاعی گیاه در برابر تنش از مسیری کنند و شکلمیدیگری از بیوسنتز فنیل پروپانوئید مانند بیوسنتز لیگنین شرکت 

 پذیرد.غیر از رزمارینیک اسید انجام می

 . شودیم یپژوهش حاضر سماسگزار یدر اجرا یبه خاطر همکار یزددانشگاه  یمحترم پژوهشاز معاونت  :سپاسگزاری

 

 منابع

های ران، دست، راسته و چربی در بافت p32( الگوی بیانی ون 1400عرب پور رق  بادی زهرا، محمد بادی محمدرضا، خضری امین )

 .200-183(، 4)13پشت بره کرمانی. مجله بیوتکنولووی کشاورزی، 

 یکشاورز یوتکنولووی. مجله بreal time PCRدر بز کرکی راینی با استفاده از  ESR1( بیان ون 1399) محمدرضا یمحمد باد

12(1 ،)192-177 . 
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-184(، 4)12 یکشاورز یوتکنولوویب. مجله در بز ESR2 مختص بافت ون mRNAیانیب لیپروفا( 1399)محمدرضا  یمحمد باد

169. 

. مجله بیوتکنولووی در بز BMP15 مختص بافت ون mRNA پروفایل بیانی(. 1399) سفلایی محمد، محمدرضا یمحمد باد

 .191-208(، 3)12کشاورزی 

رمانی با استفاده از های مختلف گوسفند کم العه بیان ون لمتین در بافت( 1397محمد بادی محمدرضا، کرد محبوبه، نظری محمود )

real time PCR 111-122(، 3)10. مجله بیوتکنولووی کشاورزی . 
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