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 �9��2�� K� '��� ������ SG� ��1��  '#  � :� ���:5�� S�#B ��2� '��)��� @��� '�29 .I�� ��7�
� 5����E� 5A���2�9 U�4��5�� ������ '��� 5��9 ������  ��2� ��VW���R� �9 ?�� ����E� �9�2X�� ���Y� �� Z�4I� �� I�)�4 #�72� �U�4�5�� �G
3 I���� '[��5� .���� ��E� �8�729��� \��M #�]2
�J��J \��  5����E� '#�^�J5� :� 0�4��5�� ������ 2�9 I�� �4 ��2���5� :� I�729���5�� ��2
�V ����� \_� (��#�]2
�PM (��#�]2
�PM�A�� ?��>�7(�� ?�
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`3 :��7��
2�3 � 4-�����24 243 :�>�7 �� S�A
3 ��*� ��E� \��M #�]2
�J��J ��#� �9 �4 �� A���2�9 U�4��5�� �72�M ������ 0�
 ����� .#
��� �9 �$2� �9 �8��� �	b9 :� L��J �9 0�� � �����Y� �
��� �� ������ \��  ���Y� �� ���9 �65�� �*�1 ��(�2  �� ?�� ��7�
� ���9 �65�� ?�� �� S�A
3 �� '��� ��2<�
���9 # � '��4 �� c���  ���� �	� 5� I�� ����� S�E�4 #����4 �9 Q�� Real Time PCR ����9 '#  � ?��^�� ?�F���J \4 d��b��� '#  � �9��2* Z�4� ':�#
�5��� .#  e���
 ��	
 ��� �4 0��AM� � 0��4 S�E�4 #����4 �9 ��A�� mg/L 880 � 220 g��9 0��4 ���9 �6 \��M ?�
`3 :��7��
2�3 � 0��AM� ���9 �6 4 -�����24 243 :�>�7 '#  � ?��^�� ��A�� F���J�? \4 '��� �9 ��A�� g/L 585 � 595 �9U���� �� 5������� mg/L 880 � 220 0��4 .IM�� ?��^�� h����9 e���
 i�=���� ����� A��B jb	� #  �4 �� ������� I<E
 �9 #��  �1�9 U�4��5�� (���M ���#��29�4(�� ��#�k�7 � ?�F���J�� 0��4 ��M�� .I�� ?�� e���
  ��VW��2� S�E�4 �� �� S�X�� ���9 �1�9 �6�� � #�72� I�729���5�� �G
3 ��	
 ��#��. ?���9��9 S�E�4 �� �1�9  :�l�2
� \�M�`��)
�� ����� � A��� I�729���5�� �G
3 0�
 �� �� � �9 ���Y� ��#�� �3 ����2� �9 ��A�� ����4 '#  :� ��U�45�� ����� �9�2X�� m�#�� n�1 ��4 '��)���.    ���
 �����
��: ��2<�
���9 )Melissa officinalis L.(( ���9 (�6 ?�F���J (\4 i�=���� ����� (A��B \��M ?�
`3 (:��7��
2�3   4-�����24 243 :�>�7.     
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�1 (���
 '��� ������ �9 � :�� I�� �4 ��29 o=��� �
����#� �B�  � ���35 �9�H I�� )Moradkhani et al., 2010(. p�95�� ':�� � K	1 '#  I�EB ���2� '��� 5���� '��)��� ������ I�� )Janina, 2003(. :� ���:5�� (S�#B :� n�21 ������ '��� ��2<�
���9 5��9 m��q� ������ #�
�� #r(e�	� (52�� #r(L)
 (s��� ���E
�J S1: � ?�8E� ����� � �
 :� h���� '��)��� ��'#  I�� )Blumenthal et al., 2000(.  ������ i�= ����� :� U�4��5�� �73 @2�2� �9 U�4��5�� ��2
�V �� #�72� ��#��4 �4 mP1�9 I�729���5�� ��7�� �]A$ :� ���1�� �72872� ���J �2�� '�2<
 � t����u 0�
 SG� � 5���r �� # � � 2�
 �2$2� '#
: .#
��#
 ?�� U�4���� :� A���2�9 I�729���5�� ��7�� � �� ������ ��4 #�72� ��#
2  � �� IM�95�� n�1 � �� �� \v��� 52�
 '[�� IM�� ��.#
2  I�729���5�� ��2
�V 0�
 �8�62724� ��G� �� 0�4��5�� ���M� ������ �� �� � �1�9 :� �G
3 ��9��4 ����* �� ��RY� ��E
� � @�� .#
��� \��2� �)��b� �9 #�72� � �� �<
� �#  I�729���5�� ��2
�V :� o��= I	4 IM�9 �Vw� #��E� �4 �1�9 :�  �G
3��<�� :� x���(�� ?�`5�� �72�� (�2q���J ��A�� ��2� ���RH � S�X��'#��45�� # � ����� ��#� �9 )Neumann et al., 2009(. ��	�9 �65�� y29�� �9 S�A
35�� ����� �� ��E� A��� I�729���5�� ��2
�V ������  � ?���� �7�2� '# #
� �4 ?�� ��� I��5:�� �8��
6 5��9 0��AM� #�72� I�729���5�� ��2
�V �� ���3 '��4 I�� )Hwang et al., 2014(. 0�
 U�4��5�� ���M y29�� �9 n�21 �2���#�E4� � ��v�5  �G
3 I�� �4 0�
 ��G� �� zR$ � �_�15:�� ��8����5�� (��:3 �
�	
��M �[�E4�5�� ���M � 5��#�E4��J ��A��'#��4 ���
# )Javanmardi et al., 2002(.        ()* 1- �
�� ,)
-./�"� (
�0 �
1.���
��    
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�J��J \��M �8�729��� ��E� o�	� 5�� '#�^�J '# 0�4�� :� 5� S�A
3 �� .I�� ������ 2�9 5�� � :��7��
2�3 ?�
`3 \��M (#�]2
�J��J \��M ��E� ��*�  4 - ���A
3 (:��7��
2�3 ?�
`3 \��M .I�� :�>�7 324 �����24 ����
� 0�4�� �4 I��L-�� {
�� �9 ?�
`3 \��M K���� �� A�7���4 �� #��� #�4)Zhang & Liu, 2015( ?�
`3 \��M . (I�� #�]2
�J��J \��M ��E� �� ��v�� ?�7�� :��7��
2�3U�4�� A���2�9 �� ?���9��9 \��M (��#�]2
�PM \_� ���M 5�� ���� I7�1� ������ �� ?��>�7 � #�]2
�J��J)Singh et al., 2009( S�A
3 .4-�7 324 �����24 :� �� \�E429�4 '��� :�> A�7���4 ����2�� #
2�J K� \�8	� c�2� #��� K����24�� S�A
3 .#�44Cl  �9 �� ?9�4 ����$p- ����
� 324 �����24 ���1� ��: A�7���4 #72� � #�� ?���9��9 (I�� 5#�9 5�� I�� ��2�� 5#�]2
�J��J \��M ��E� �� ����v ��v��  )., 2012et alDi (  \8 )1.(  �9��4�2= ��G| ��8��� �8�6272�9 5��9 S�E�4 i���� ���2  �4 ��#
�2� �9 '��� �w�V # �9 �4 \��   ��VW�:�9 i7�( 5���	H (�72�� (z S�A
3(�� (d '��2�� �72�� �   (�  5���V�\9���� S�E�4 �9 �2��2�2��M�� I�� )Bangerth, 1979(.  ?���9��9�9�X
 ��#�� G�?���� ��[�� S�E�4 ���
�2� 5��8�� �3 �� 5���B�9 y�<��� \9���� I	��9��RJ �� L��J �9 �����Y� ;��� c���  ��# �9( �95�2=  �4 ��8��� S�E�4 I��  ��VW�(IX�H ��#B (��q�� ���1�� � I<E
 5��#��J �3 I�� )Williams, 1976(. 0�
 S�E�4 �� '��� �� ����2� �9  ��VW��3 �� S�E�� (�72�� y�<��� �3 �9 �2��2� ?�E4� ��  ��VW��9 ���1�� '��2�� �72�� � I�*�1 �
�E	4 �2�� ��<�c IE
�� )Hepler, 2005(. �2� S�E�4 0�
 5#��4 �� ��q�� �9 ?��8J '��2�� �72�� �� �� � ?��^�� IX�H5�� S4 �3 5��RJ}2)
 5�	H �����PJ �� 0��AM� ��#�� )Gul & Khan, 2008(.   ��	�9������ 5���� U�4��5�� i��b� ������  #�
�� (��
���2�� (�����
 (#���4 (#�]2�J�� ��J#��kJ � l�2
� l2��� 5�>�� :� ?�� �
2� U�4���� #��E� �4 ~A$ U�4��5�� ��2
�V z2E�� ��#
2  ), 2000et al.Darout (. U�4��5�� ��7�� � ��2
�V ����� 5���� '���5�� ����� i��b� #�
�� OH( 3CH( CO( =CH( C≡C( C≡N( NH � �>�� '����� #��E� )., 2008et alPavia (. :�  52��>�� Q�� i�=���� ����� A��B )FTIR( �4 �9\�7� I���Ev (`�9 I��9�B ������ � I��� ���: �� ':�#
�5��� �9 ���� Q��5�� ���#�� A�7�
3 ��2� �72�� I��$�� ���� )., 2005et alStehfest ((  5��9j�b	� ?�� \��2� �4 �� U�4��5�� �73 A�
 �2$2� (#��E� �� 5���E9 :� �������  5��9j�b	� I�729���5�� ����� � �����Y�  �G
3�� \9��� 5������� i��b� '��)��� '#  I�� )., et alHoang 2015(. ?��^�� ���7�
� ��	
 '���#
� �4 Q�� FTIR  ��2� �<�H �9 I���#��5�� ���� Q��5�� ������ 2�9 �� ���� )., 2004et alStehfest (. ?���9��9 �� ?�� 0��[J A�
 :� �Q� FTIR  5��9����9 �����Y� ����� '#  �� '���5�� ����� � �� ����
 I�729���5�� ��2
�V � ��v ��7�� ����� I��  ��VW�5������� i��b� S�E�4 #����4 '��)��� '#  .I��  5�����M� i��b� �� �2�� :� o��= ���Y� �� ��#�� �k45����9 :� �6�� �� @��
����� �4 ���9 �6 '#���
 ���2  .?�#9 IG$ ��A���\���� ���M� �2�� �9 ����9 ���9 �6 �� @��
��2 . Q��5�� �)��b� 5��9 ����9 ���9 �6 �2$� ���� �4 Q�� PCR Time Real �9\�7� I���Ev `�9 � 5��RJ���8�( ��	�9 :� ���� Q���� ��2� '��)��� ���B ��M�� I�� )Frederick & Snyder, 2001 � Lorkowski & Cullen, 2006(. �9 ���2� ?�� Q���� �� ���5�� (��1� �$2�  �������9 �E���� 52>7� ���9 �6�� �� ������ h�Ev � @���� �9 0��5�� �
��� i��b� zR$ '#  I��. S�E�4 �9 #�| Q�� g��9 S�X�� ���9 �6�� �� L��J �9 x���5�� ��1�� � �$��1 ���2 . S�E�4 �� �9 S���E� �2=�9 5���2�4�M �E�2
�� \q�� '#  � �� �9 ?�7����7�4 ��q�� ��M�� � ?�� {8�k�4 �� �9 ��2���J \q�� ���2  � �� �8��� �9 5���2�4�M �E�2
�� \q�� '#  � �9 ?�� \8  I�7��M  �G
3�� S�X�� ��#�4 )., 2017et alEdel  � ., 2009et alKim .( �� ?�� ��7�
� �9 ���Y� �� ��#�� S�E�4 
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�V '��)��� '#  .I��  ?���9��9��X�
� ����� �9 I	4 ������ �� 5������� i��b� S�E�4 #����4( '��� � �1�9 :� �65�� �Vw� �� SE�729��� �3 ��W�V '#  � ���Y� �� I�7��M S�A
3�� � �� ����
 ���Y� �� ��#�� I�729���5�� ��2
�V ����� ����. ?��^�� �9 �9��� ���9 �6 �� S�A
3 5#��4 ��E� \��M #�]2
�J��J � ?��^�� ?�F���J \4( '2�
  ��VW�������� �� ?�� '��� ��2� ��7�
� ���B ������. IX�H5�� S�E�4 z�b�
� '#  �� ?�� 0��[J  5��9�E���� �3 �� c��� �72��� �� ��2� � p28�� �9 ������ iq
 � �� �9��9 �3 �� �X
 ��M�� '#  .I�� e���
 ?�� o���� ��#
�2� �9 �$2� �9 m#� ��2� �X
 ������( �1�9 c���  @:`  5��9 �����Y��� Z�4I� � I�)�4 ���2
� :� I�729���5�� ��2
�V ����� :� o��=  ��VW��9 ���9 �6�� ��8����RJ .�:��     
��� 
 �
���  ��2� ������  ��2� '��)��� :� I4�  x�� � ���#73 � �R9 '��� ��2<�
���9 :� I4�  ��4�J �R9 ��G)*� 5��#��1 .#  �9�2X�� (�
2)�#r  ���R9�#�9� �� \87� 70% �9 �#� K� ���B� �=2H�� # ' � {J :� �	893 �9 z3�
�� (\����� �� I���42k�� S�#� 5/2% �=2H�� � {J :�   15 (���B� �� ��9 �9 z3�
�� \����� �� ��9 �9 �#� 5 ���B� �	893 .#
#   ���R9{J :� �
2)�#r �� c��� I	4 MS 5��v) :��4�� 3%( �2��:2���2�� mg/l100( ���3 5/4%( 8/5H:p( �� �� ����� i��b� S�E�4 #����4 \��  mg/l440 ��#��) ��*� �� c��� I	4 MS(( mg/l220 � mg/l880 �� �� ���8� I	4 .#
#  {J :� �
�2$(�
: �
��I������ �4 �� ��v�� 52�
 ��E8� #
�29 z�b�
� # ' � �� c��� I	4 MS 5��v ���� ��2� I	4�� #
#  )., 2017et alPirtarighat (. {J :� I R� 45 (:�� �
����� �4 �� ��v�� 8 ���9 #
�29 z�b�
� '#  \8 ) 2( � {J :� I�<_� �� �:� ;��� �9 �A��M C˚80- \���� #
#����.    ()* 2- ��
2 3�.�4�#��/ �*# ���� #� 5���* 6
#� 37
*��    8��9":� RNA 
 ;���
 39���#���/ <.)=�  RNA �
2�
�� �9 '��)��� :� I�4 d��b��� RNA I4�  �
� IE�: d��b��� # . I�)�4 RNA d��b��� '#  �9 '��)��� :� 5���2�M���8k�� � :�2M���87� �6 :���3 ����9 #  )., 2012et alZiaei  .(�7�2� ����:�H3 �9 '��)��� :� @�
��AM� 7 Oligo �v��= � {J :� �E���� �9 (?�7292� :� �6 rRNA 18S �9��2�� �6 �
�1��� '��)��� .#  �7�2� 5#��2F�42
2>�7� 5����:�H3 ��2� '��)��� �� ��#$ 1 '#�3 .I�� {J :� �����=� :� I�)�4 RNA( 0�4�� �bE
5����9 h28�� @��
� # . ��G� cDNA �9 '��)��� :�  RevertAid Transcriptase VReverse M_MUL I4�  ���� �2�4 @��
� # . @��� cDNA5�� A��� '#  �9 '��)��� :� '�>��� 2
�
 ���� �#� 3200 VVD I1�� I4�  #�2<7 ���73 IX�H���� '#  � o�B� #
#  �� �9 IX�H µg/µl400 .#���9  ��A�� ���9 �65�� rRNA 18S( PAL � 4CL �9 '��)��� :� K��8� PCR Time Real � �9 '��)��� :� m��� )FirePol Hot 5x( green eva 5��#��1 '#  :� I4�  @�>	�J �� �� ���8� ����9 .#  '���5�� PCR-qRT �9 '��)��� :� @�
��AM� Rest ��A���\���� .#
#     
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�? 1- ,-�.% ����2@�AB ���!":� ��*  5'-TCTTAGTTGGTGGAGCGATT-3'  5'-GAACATCTAAGGGCATCACA-3'  F R 18S rRNA 5'-CAGCCAGATCTTCACGAGCTT-3' 5'-GTTCTCGCGCATTGACCATA-3' F R Tubulin 5'-CATCACGAGGAGTCCAACGG-3' 5'-CTGAACTCCTCCACCATCCG-3' F R PAL  5'-TCGCCAAATACGACTTTCC-3' 5'-TGCTTCAGTCATCCCATACCC-3' F R 4CL   8��9":� C
D%
�� (�  ?�F���J \4 �9 '��)��� :� Q��  ��������<B �9 �4#
� ���Y� d��b��� #  )., 2012et al Ziaei(. ��#��   500 ����@�� :� IM�9 '��1} '#  �� �A��M C˚80- ��   2 �������7 �M�9 HCL-Tris )mM 50( 8/8=pH( �9'���� 50 ���7��8�� :� �2��� mM 1 Dithioerythritol )DDT( �9 5�� L� ���'#� #  �� �2��� ?>�� I�#9 .#�3 �
2�
�� �� ��9 �9 �#� 15 (���B� 14000 ��� �� ���B� �� 5���   4 �$�� ��
������ 62�)���
�� .#
#  {J :� �� ��9( �2��� ���� �#$ '#  {J :� S�E�� �� �7275�� m��#�J�( �� �A��M �9 5��� 20 - �$�� ��
������ �� ���: 0��� ?�F���J �9 '��)��� :� '�>��� 5���2�M���8k�� 5��#G>
 #����.    �@������
2 �
-./�"���� 3�.��& �/ ���!":� @� E
# FTIR     ?���� ��A�� ���Y� �� I�729���5�� ��2
�V �� 5������� i��b� �9 '�)��� :� '�>���  27 Tensor Bruker spectrophotometer @��
� #  )., 2015et alHoang  � ., 2018et alOves (. '��q���5 �93 '��� �� 5������� i��b� d��b��� '#  � �� ��3 �� 5��� 70 �$�� ��
������ K	1 # #
. ��2J '��q� ������ ;�$5��3 '#  �9 S����J #����9 �9 I<E
 1 �9 100 U�4�� '#  � n�B5�� '�>��� FTIR ��1�� # .    �����  ,:#�/ �
!
� RNA 8��9":� ��*      I�)�4 RNA d��b��� '#  :� @�#
� ���2� (��2<�
���9 �9 5�� �6 :���3 5/1% )w/v( ����9 .#  2$�� �� #
�9 rRNA 18S � rRNA 28S ��	
'#��� I�)�4 z2�
� RNA �29 \8 ) 3(.  ?��^�� �� ����9 Z�4I� RNA d��b��� '#  �9 '��)��� :� '�>��� 5���2�M���8k�� �� @��� ������� � �����8� I<E
 A260/A280 ��	�9 :� 8/1 � I<E
 A230/A280 ��	�9 :� 2 I�#9 .#�3    F��"� (��G @� H"�: cDNA  �9�2X�� �����=� :� I�)�4 cDNA5�� A��� ('#  0�4�� PCR �65�� �=29�� �9 '���� 5����:�H318S rRNA � ?�7292� @��
� '#  �  #�9:�2M���87� 5�� �6 :���3 @��
� '#  � ��2� #��W� ���B IM�� .h����9 e���
 (:�2M���87� �6 18S rRNA �9��2�� �6 �
�1��� z�b�
� #  \8 ) 4.(    ,:#�/ 6�
/ 6� PAL �/ ���!":� @� E
# Quantitative 

Real Time PCR      �9 �$2� �9 '���5�� Real Time PCR jb	� #  �4 �6 \��M ?�
`3 :��7��
2�3 �� @��� 5������� S�E�4 #����4 ���9 '#  I�� \8 ) 5.( ����� 2CaCl �9 IX�H mg/L220 I<E
 �9 ����� 2CaCl �9 IX�H mg/L440 (#�� ) �9 ��A�� 023/1 0��4 ���9 .I �� ?��^�� ����� 2CaCl �9 IX�H mg/L880 I<E
 �9 #��  398/1 0��4 ���9 �� �� I�� \8 ) 5.(      
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� ,:#�/RNA ��* 8��9":�J   15K ( M;�2 #�$
% (mg/L880 M3 #�$
% (mg/L440  
4 #�$
% (mg/L220 ������ �
���       ()*4-  H"�: ,":#�cDNA ��* ,G��	 ����2@�AB 
J A5K ( (Q MC
-./.% (R-� M;�18S rRNA (8 MPAL  
   (�4CL (��* 3�.�4�#��/ ��
2 R�"9� ���#�$
% #�: 1 (mg/L220 J2 (mg/L440  
3 (mg/L880 ������ �
���    ,:#�/ 6�
/ 6� 4CL �/ ���!":� @� E
# Quantitative 

Real Time PCR �9 '��)��� :� '���5�� qRT-PCR  5��9����9 ���9 �6 4 -�����24 324 :�>�7 �� 5������� i��b� S�E�4 #����4 jb	� #  �4 �6 ��2� �X
 �� @��� ������� ���9 '#  I�� \8 ) 6.( ?��^�� ����� z�} �� \8  6- i7� ��	
 ��#�� �4 ����:�H3 �9 �����4 `�9 c�M �9 �6 ��2� �X
 ��q�� ��M��.#
� ����� 2CaCl mg/L220 I<E
 �9 #��  )2CaCl mg/L440( 452/1 �9��9 0��AM� ���9 .I �� ?��^�� ����� 2CaCl mg/L880 I<E
 �9 #��  156/1 0��AM� �9��� I �� \8 ) 6.(  
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U (Q �
V)% 
 (8 #��.$�  
�!% #� 6�H
� 6�
/ 6� PAL #� ���#�$
% R�"9� ��
2 3�.�4�#��/   �/ ���!":� @� W
�)% qRT-PCR    6�H
� C
D%
�� (�  ':�#
� :� \*�v e���
 �4 ��� ��	
 ?�F���J �Z�4 5��� �����) #��  �� \4 ?�F���J ��A��2mg/L CaCl440 ( �9���� �2= �� ?��^�� (�29 �>�� ����� �� :� ��	�9 5���  �����mg/L880  ����� �9 I<E
 \4 ?�F���J ��A�� mg/L220 ���� 0��4 \8 ) I �� ���7.(    �
�2 #�  ��

X% ����
-./�"� 
 ,���Y3�.��& ���   A�7�
3FTIR  IE�: �� �����Y� ������  5��9 �2872�K�J �� ���Y� .#  @��
� ������� �� �� zR$ 5�� FTIR  \8  �� i��b� 5������� �� ������ '��q�8  '#�3'��� I��GM ?��^�� .I��U�4�� � ����� 5�� 5�� #$ �� A��B ����� zR$ Q�� �9 '#  ������  ��2  \9�B  I�� '#��	�)., 2008et alPavia ( ����� �� .mg/l880  ����� '��� �9 y29�� {
�4�M �� zR$ 0��4OH  ��  {
�4�M3000> U�4�� �9 y29�� � ���M (��87� 5��  #��� K���E429�4)., 2004et alStehfest (  .#  '#��	�  ����� '��� ':�9 �� zR$ #*��CH  ����� �� 5#�k�7 mg/l880 ��	
 �4 I�� ��M�� 0��AM� #��  �9 I<E
 '#��� U�4�� ?�� ��	�9 IX�H I�� #��  �9 I<E
 ����� ?�� �� ��  ����� �� �mg/l220  #*�� ?��^�� .I�� ��M�� 0��4  ����� '��� zR$C≡C  �9 I<E
 ������� �� ��#�
��� �� cab-4,0-3,0-2,0-1,00,01,02,03,04,0 8880mg/l440mgl220mg/l0/4  0/3  0/2  0/1  0  0/1-  0/2-    0/3-  0/4-  
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�  ����� '��� ��NH  #��3)I?�F���J �� ( ����� �� �� �� ����	
 �4 I�� ��M�� 0��4 #��  �9 I<E
 0��4 '#��� U�4�� ?�� IX�H '��� �� zR$ #*�� .I�������� �� ��  �����OH 9��U�4�� �9 y2 ����� �� ���M 5��mg/l220  ����� �� � ��M�� 0��4 #��  �9 I<E
mg/l880  0��AM� �� S�E�4 0��AM� �4 ���� ?�� �9 (I�� ��M�� #�72� #
�2�U�4�� ����� '��� .#�� 0��AM� �� ���M 5��3CH  y29�� ��873 �9���#��29�4 �� �� .#  '#��	� #��  �� c�M �� �J zR$ #*�� #
2CO  (������ (#��� K���E429�4 ��)��)72� � (��#�]27�873 � ����� #��  �9 I<E
 ������� �� �� '��� �9 y29�� {
�4�M �� zR$ #*�� .IM�� 0��4 �����=CH  ����� ��mg/l880  0��4 #��  �9 I<E
 �9 ������� �� ��#�7�� \�873 �� '#  zR$ �2
 ��#�� .IM��2�J .�29 �9��9 #��  ����� �� 5#�)72� #
mg/l880  '#��	� .#	
          ()* 6- (R-� ,�T�� MQ
U (Q �
V)% 
 (8 #��.$�  
�!% #� 6�H
� 6�
/ 6� 4CL #� ���#�$
% R�"9� ��
2 3�.�4�#��/   �/ ���!":� @� W
�)% qRT-PCR    bca0,00,51,01,52,02,53,03,54,0 8880mg/l440mgl220mg/l4  5/3  3  5/2  2  5/1  1  5/0  0 
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2 3�.�4�#��/       ()* 8- ,�T�� FTIR �#�\Y 6���
2 #� ���#�$
% R�"9�: (R-� mg/l 220M (Q mg/l 880 
 (8 mg/l 440  b a c0200400600800 220 440 880 C
D%
�� �]�A)"
- �/ _�2�(  3�.�4�#��/ ��
2 #� ������ �
��� ���#�$
%)2 ,�
� `�G�/�"
- �/ _�( i7� z d 
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�? H��� 6
��� Qb? ���)FTIR( �
�23�.$� #� ��* ���� c
97% ,���Y ���,��
2 ��� ,K�/ `
��%��� ,-B ,-�$"G� ��#�� �
�2��� ,��
$
* �.?.� #� ��
2  �
�2��� ,��
$
*  ��
�T� R
	��� ,/b?  \87���-\�M��  OH 3650-3200  U�4��5�� 5#��3 ?�F���J)(��  NH 3500-3100  ��873�� #�k�7) � 5��#��� (z�| �� 5���	H�72��  2CH 3000-2900  U�4�� 5��5#�
��� )polyacetyleneU�4�� � (5�� ������
 )amygdaline(  C≡C  C≡N  2500-2000  ���vU�4�� �� (�A�9) K������3 5�� 5���
�� )polyphenols( �   ?J��2
2��� )α-terpinene(  C=C 1600-1475  ��8735�� �2$2� �� ���#��29�4��  3CH  1462-1126  \87�(�� (����� (������ 5��#��� K���E429�4 � ��#�]27�873  CO  1300-1000  ?J��2
2�5�� ���v��5� �
�� )α-pinene, β-pinene � sabinene(  =CH  800-600  \�873��#�7�� �
��27��)(��  C-Cl 800-500  U�4�� 5��5���� ���2� ����3#���) (?�F�E��  2-4SO 450-350    ���  \��2� �)��b� �9 #�72� � �� �<
� �#  I�729���5�� ��2
�V :� o��= I	4 IM�9 �Vw� #��E� �4 5�����89 x����� �9��2* 0�� �8�A�M � ������  �8� :� oM2�?��� Q������ I�� �4 g��9 0��AM� #�72� I�729���5�� ��2
�V ���2  �4 �� I7�v �72��� ���E9 S4 #�72� ��.#
2  ���2��E�7� �9��2* S���E� � S���E���H �9 ���M ���4 �65�� c<��� �9 A���2�9 U�4��5�� 
�V��2 U<� 0��AM� #�72� ?�� U�4���� ��#
��� )., et alNeumann 2009.( ��A�� �V� x����� �� I	4 IM�9 t`2��� �9 IX�H x��� �M�r� '#  � ���: ��E9�� I�� )Wang & Wu, 2010.( ������ #��M���� �4 �9 ���G95:�� IX�H x���(�� ����2� #�72� I�729���5�� ��2
�V �� �� �>�4 �>
�M �� c���  ���� �	� 5� I��  ��VW����B ��� )., et alSamadi 2015 .(������� ��4 �� �
9�� �9  ��VW�5������� i��b� S�E�4 #����4 �9 0��AM� I�729���5�� ��2
�V @��
� '#  .I�� �� 0���:3 @��
� '# ( S�E�4 #����4 �9��2�� x��� ������  �� 5������� i��b� g��9 0��4 ���9 �6 \��M ?�
`3 :��7��
2�3 I<E
 �9 #��  (#  ?��^�� g��9 0��AM� ���9 �6 4-�����24 :�>�7 �� 5������� ��2� ����9 I<E
 �9 #��  .#  ?�� e���
 ��	
 ��#�� �4 m�q� S�E�4 ���4 � ��	�9 :� ��#�� ��2� :��
 �3 �� c��� I	4 MS g��9 ���Y� �� ���9 �6�� ��.�2   ��VW�S�E�4 #����4 �9 0��4 I�7��M S�A
3 \�M ?�
`3 :��7��
2�3 �� '��� 2��4 )et Roura ., 2008al ('#��	� '#  I�� �4 o9�
� �9 e���
 ?�� 0���:3 .I�� ��9��4 ���A�� �2��� S�E�4 #����4 �9 ?)�� �� '��� �2>
� g��9 0��AM� I�7��M S�A
3 PAL '#  � '��1} ?�
���2�
3 '��� �� 0��AM� '��� I�� )et Scavroni ., 2018al(. ������ '#��	� #
��4 �4 I�7��M \��M ?�
`3 :��7��
2�3 \9�B d��b��� \<B :� '#��	� 5���u �
�	
5�� �:�� 0��AM� IM�� )., 1978et alHyodo  �Ke & Saltveit Jr, 1986(. '#��	� '#  I�� �4 �9��4� S�E�4 �����
 g��9 0��4 I�7��M \��M ?�
`3 :��7��
2�3 \9�B d��b��� I<E
 �9 #��  ���2  )Ke & Saltveit Jr, 1986 (�4 �9 e���
 I�#9'#�3 �� ?�� 0���:3 ��E8� I��. �� ��7�
�5� ������ '#��	� #
��4 �4 �6 4Cl ���A�� �9 
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�� ���M ���2  ) ,.et alLee 1995(. ?��^�� e���
 ��	
 ��� �4 ��A�� ?�F���J \4 �� ������� I<E
 �9 #��  �9�2= ����5��� 0��4 ��M�� .I�� ?�� e���
 �9 ��M��5�� Mundree � ����8�� )2002( I�9�
� ���� �4 @P�� #
��4 �� c���  0�� �93 ��A�� ?�F���J \4 '��� 0��4 ���.#9� ������ ��<V� #
��4 �4 0��4  I��9�B�93 �� ��2� g��9 0��4 ?�F���J � 0��AM� ��#���2���3 ������ �4 ��	
'#��� �A�7��#� � U��b� ?�F���J I�� )Fukutoku & Yamada, 1981(. ?��^�� �� �	���:3 '#��	� #  �4 ��9��4 �����
 S�E�4 g��9 0��4 #��� ����3 \4 �	�� � I<E
 #��� ����3 �	��  ���9 p�9 0��AM� ��� )., 2016et alNasseri Khollari (. Q��A� '#  I�� �4 ��89 ���9 S�E�4 �� 5������� 5�2  g��9 ���M��H �#  �6���� ���2  �4 �� c���  5�2  ���M ��(#
2  ���: �9 �$2� �9 0�
 5#��4 S�E�4 �� '��� 5:��
 �9 #�72� ?�� ?�F���J�� IE�
 )., 2001et alRus (.  ��E� 5A4�� SE�729��� \��M #�]2
�J��J �9 I�7��M ��]�� S�A
35�� PAL( C4H � 4CL �4 5��9 A���2�9 ��#�� 5���: :� �`2q�� ���<= 5���r (#��E� @��
� ���2  )Hahlbrock & Scheel, 1989(. S�X�� SE�729��� \��M ��#�]2
�J��J �9�2= ��7�� :� o��= S�X�� ���9 �65�� '#��4#4 S�A
35�� ��E� s�)�� ��#�M� )Hahlbrock & Scheel, 1989 �., 1989et alLamb (. I �<
� mRNA5�� PAL � 4Cl � I�7��M 5����2���J �G
3 �� �2= A���� �2���� � IM�9�� ���Y� ��#�4 )., et alBevan 1989 �., 1991et alHauffe � ., 1989et alLiang  �Ohl ., 1990et al �., 1989et alSchmelzer (( ���� �
��: �4 �2��5�� �*�1 5��9 #�72� U�4��5�� o�	� '#  :� \��M #�]2
�J��J #�
�� (?��>�7 ��#�]2
�PM � ?����24 �qqb� ��.#
2  �� 
������ �4 �9IB� ����9 '# #
�( '#��	� '#  I�� �4 ���9 �65�� PAL � 4Cl �9�2= ������ S�X�� ���2  )., 1989et alLois  �Lois & Hahlbrock, 1992 � ., 1989et alSchmelzer  �Wu & Hahlbrock, 1992(.  h����9 e���
 zR$ ����� A��B �2$� ?�F���J(�� ��#�k�7 � ���#��29�4�� � �>�� U�4��5�� �72�� �� '��q� ������ #��W� .#  5#�3��4 Q�� FTIR 5��9 ':�#
�5��� U�4��5�� �72�� � I�729���5�� ��2
�V ���$:� K������:� #��� �� ������� I9�V '#  I�� )et Stehfest ., 2004al .(�� �	��[J ������ �9 '��)��� :� Q�� FTIR '#��	� #
��4 �4 �� '��� �$2��>
�M �� ����� 5�2  ��A�� ��#�
��� � \����
�� 0��AM� ��M�� I�� )et Smith ., 2003al( ��� �� ?�� 0���:3 ��A�� U�4��5�� 5#�
��� �� �� �� ����� 0��4 ��M�� .I�� ?��^�� �� �	���:3 0��AM� ���#��29�4�� �� ����� 5�2  �� '��� �2>
� '#��	� #  )., 2009et alOliveira (. e���
 FTIR 0��4 U�4��5�� 5���� #��3 � #
2�J 5#�)72� � ��)72��� �� �4 �� ?�F���J�� �2�v #
��� �� ������� ��	
 ��� �4 �9 e���
 \*�v :� ����9 ?�F���J \4 I�9�
� .���� ����9 e���
 ��4 i�= FTIR �� ����� mg/l220 �� {
�4�M5�� i��b� 0��4 �1�9 U�4��5�� (���M ��#�k�7 � ���#��29�4�� �� ��	
 .��� ?��^�� h����9 ?�� e���
 jb	� #  �4 �� ����� mg/l880 U�4��5�� 5#�k�7 0��AM� ��M�� � U�4��5�� ���M � ���#��29�4�� 0��4 ��M��.#
� ?�� ��M���� �9 e���
 \*�v :� ����9 ���9 �6 PAL ��<� �9 0��4 ���9 ?�� �6 �� ������� I�9�
� �� �� �7� �� ���� �9 e���
 ���9 �6 4Cl .I�� ��<7� #��9 �� �X
 I �� �4 0��4 �� 0��AM� ���9 �6 �	��� �9 @2G)� 0��4 �� 0��AM� '��� \*�v .IE�
  ��<7�'��2�� ���9 K� �6 �9 ��#�� ���729��� �4 #�72� ��#�4 y�<��� �����E� ���#
. �� �
9�� �9 ��A�� ���9 �6 � ��#�� �2q�� #�| ��8
 SG� �2$� :���� 1- �1�9 S�A
3�� ��	�9 :� K� �2q�� #�72� ��#��4 �2- �1�9 I�729���5�� ��2
�V ���
�2� \�#<� �9 �>�#8� �� #
��� �3- S�X�� ���9 �6 �� �
� I 2
��5����9 �� {J :� �3 ��$��) � {J :� (��$�� @��
� ��.�2  �� �1�9 �2��� ��#�� '��� ��2� �X
 � �
� ���9 �6 y�<��� S���E�  S� �9#
��� ��� �� �1�9 �>�� :� 
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 ��#
�2� y�<��� S���E���H ���9 �6 � ��#�� '��� �� ��E)� (#���
 ?���9��9 ����2� ����
 IM�� �4 '��2�� ���9 K� �6 �9 ��#�� ���729��� �4 #�72� ��#�4 y�<��� �����E� ���#
 )., 2011et alGhannadnia (.  ?���9��9�9 �$2� �9 e���
 ?�� 0���:3 jb	� ���2  �4 ��#�� S�E�4 �2$2� �� c��� I	4 g��9 ���Y� ���9 �65�� ��2� ��7�
� '#  � �9 �1�9 U�4������ �4 :� ���9 �3 �6�� #�72� ��(#
2   ��VW��� �R� � ?��^�� ��A�� ?�F���J \4 �� ���Y� '��� I��. :� e���
 ?�� 0���:3 ����2� �� 0��[J���� �4 :��
 �9 ���Y��� Z�4� � �)�4 I�729���5�� ��2
�V #
���( '��)��� .��4  ��<7�0���:35�� ����8� 5��9 0��� o�B� I�729���5�� ��2
�V � I�7��M S�A
3��  5��9jb	� �#  '2�
  ��VW�S�E�4 �9 ���9 �6�� � ��A�� I�729���5�� ��2
�V 5���r �9 �X
 ��.#��    ����� 
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Effects of calcium chloride on the expression of phenylalanine ammonia-lyase (PAL) 

and 4-coumarate-CoA ligase (4CL) genes in Melissa officinalis L. 
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Abstract 
     Melissa officinalis L. (Lamiaceae) has been used as an important medicinal herb since ancient times. The study of the biosynthetic pathways of the plant medicinal metabolites is of particular importance in identifying the materials affecting these pathways in order to change the quantity or quality of the medicinal metabolites. The metabolic pathway of phenylpropanoid includes sophisticated pathways of biochemical reactions that synthesize a set of secondary plant metabolites such as flavonoids, isoflavonoids, lignins, anthocyanins, etc. Phenylalanine ammonia-lyase (PAL) and 4-coumarate-CoA ligase (4CL) are two main enzymes of the phenylpropanoid pathway, playing a fundamental role in the biosynthesis of plant phenolic compounds. Regarding the fact that stress and environmental changes lead to changes in the expression of certain genes in plants, in this study, the gene expression of two PAL and 4CL enzymes was investigated using Real-Time PCR technique in Melissa officinalis L. grown under in vitro conditions treated by calcium chloride. Moreover, the total protein was extracted and quantitatively measured. The results showed that increasing and decreasing calcium chloride by 880 and 220 (mg l-1) caused reduced PAL gene expression and increased 4CL gene expression, respectively. Also, the total plant protein content decreased by 585 and 595 (g l-1) in 880 and 220 (mg l-1) of calcium chloride treatment, respectively. According to Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR) analysis, it was found that some phenolic compounds, carbohydrates, lipids, and proteins decreased in calcium chloride treatment than the control group. These results show the effect of calcium ion on the regulation of some genes expression and the production of their metabolites. Therefore, by changing the amount of calcium, the controlled amount of plant compounds could be achieved for specific purposes.  
Keywords: Melissa officinalis L., gene expression, total protein, fourier transform infrared spectroscopy, phenylalanine ammonia lyase, 4-coumarate CoA ligase.  


