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 چکیده

فلفلی آزمایشی بصورت فاکتوریل و در قالب طرح کاملاً تصادفی با چهار تکرار در شرایط کنترل شده انجام  به منظور ارزیابی تحمل به سرماي نعناع
از مزرعه تحقیقاتی دانشکده کشاورزي دانشـگاه  ) 1390تا فروردین  1389از آذر (هایی از استولون و ریزوم گیاه بصورت ماهانه  براي این منظور نمونه. شد

 4گراد با فواصـل   درجه سانتی -20از صفر تا (شده و پس از انتقال به آزمایشگاه، در فریزر ترموگرادیان در معرض دماهاي پایین   فردوسی مشهد برداشت
درصد کشندگی گیاهان  50گیري شد و سپس دماي  ها اندازه براي تعیین پایداري غشاي پلاسمایی، درصد نشت الکترولیت. قرار گرفتند) گراد درجه سانتی

هـا از هـر دو انـدام افـزایش یافـت،       نتایج نشان داد که با کاهش دما درصـد نشـت الکترولیـت   . محاسبه شد) LT50el(ها  اس درصد نشت الکترولیتبر اس
بیشـترین درصـد نشـت    . بـود ) گـراد  دماي صفر درجه سـانتی (درصد بیشتر از تیمار شاهد  50گراد  درجه سانتی -20که درصد نشت مواد در دماي  بطوري

گـراد و در آذر مـاه ثبـت     درجه سـانتی  -4گراد در ماه فروردین و کمترین آن در همین اندام در دماي  درجه سانتی -20ها در استولون در دماي  ترولیتالک
درجـه   -9/13تـا   -8/8هـا بـین    گـراد و در ریـزوم   درجـه سـانتی   -5/14تـا   -4/8ها بسته به تاریخ نمونه برداري بـین   براي استولون LT50elگستره . شد

 -14زدگی تا دمـاي   رسد که نعناع فلفلی توانایی تحمل به یخ ، به نظر میLT50elها و  هاي درصد نشت الکترولیت بر اساس شاخص. گراد متغیر بود سانتی
  . هاي سرد سال دارد گراد را طی ماه درجه سانتی

  
  زدگی  یخ استولون، خوسرمایی، دماي پنجاه درصد کشندگی، ریزوم، :کلیدي هاي واژه

  
   1 مقدمه 

کاربردهاي مختلف گیاهان دارویی، میزان نیـاز  با افزایش درك از 
 L. Mentha(نعناع فلفلـی  . این گیاهان رو به افزایش است و مصرف

piperita (ي  ترین گیاهان دارویی خـانواده  یکی از مهمLamiaceae 
 Menthaو  Mentha aquaticي  که از تلاقی بین دو گونه) 4(است 

spicata  از این گیـاه و روغـن آن بـراي رفـع     ). 7(بدست آمده است
هـا و   گرفتگی مجاري تنفسی، درمان دردهاي معده، اعصاب و ماهیچه

). 8(شـود   نیز یک عامل ضد سرماخوردگی، تهوع و سردرد استفاده می
باشد که به مقدار زیـاد در طعـم    درصد اسانس می 5/1این گیاه حاوي 

                                                             
 دکتـري  دانشجوي نباتات، اصلاح و زراعت گروه به ترتیب استاد 5و  4، 3 ،2 ،  1

زراعـت، دانشـیار گـروه     ارشـد  کارشناسی آموخته زراعی، دانش گیاهان فیزیولوژي
دانشکده کشـاورزي،  نباتات  اصلاح نباتات، استادیار گروه زراعت و اصلاح زراعت و
 فردوسی مشهددانشگاه 

  )Email: nezami@um.ac.ir                             :مسئول نویسنده -(*

غـذایی، خمیردنـدان و دیگـر محصـولات      هـاي  ها و یا افزودنی دهنده
  ). 29(رود  بهداشتی و فرمولاسیون دارویی به کار می

بومی مناطق معتدله دنیا بویژه اروپا، آمریکاي شـمالی  نعناع فلفلی 
در  ).26(شـود   و شمال آفریقا است، اما امروزه در سراسر دنیا کشت می

تمایل به کشـت  هاي اخیر  ایران و از جمله خراسان رضوي نیز در سال
یافته است و با توجـه بـه چندسـاله     در بین زارعین افزایش نعناع فلفلی

بودن آن، امکان مواجهه گیاه با سرما در طی فصول پـاییز و زمسـتان   
با وجود این، هیچ گزارشی در مورد تحمل به سـرماي ایـن   . زیاد است

بـراي   گیاه وجود ندارد، از این رو اطلاع از میزان تحمل به سرماي آن
  . توسعه کشت و موفقیت در تولید این گیاه مفید خواهد بود

زدگی گیاهان در شرایط  با توجه به مشکلات ارزیابی تحمل به یخ
، در برخی مطالعات گیاهان رشد یافتـه و خوسـرما شـده در    )9(مزرعه 

شرایط مزرعه، تحـت شـرایط کنتـرل شـده در معـرض تـنش سـرما        
هـا بـا اسـتفاده از     مـل بـه سـرماي آن   و تح) 23 و 15(انـد   قرارگرفتـه 

ها ارزیـابی شـده اسـت     هاي مختلفی از جمله نشت الکترولیت شاخص

  )علوم و صنایع کشاورزي( آب و خاك نشریه
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آزمون نشت الکترولیت بر مبناي ایـن اصـل اسـتوار اسـت کـه      ). 19(
بویژه یون (ها  آسیب به غشاهاي سلولی باعث افزایش نشت الکترولیت

تواند  نشت شده میشود، از این رو ثبت مقدار مواد  از سلول می) پتاسیم
) 27(سـالک و همکـاران   ). 17(تخمینی از آسیب به بافت فراهم کنـد  

هـا و درصـد    همبستگی بالایی را بین شاخص درصد نشت الکترولیـت 
اربعوئی و همکاران . بقاي زمستانه گیاه یونجه در مزرعه گزارش کردند

ایط زدگی در شر هاي حاصل از آزمون یخ نیز اظهار داشتند که داده) 2(
میرزایی . اند اي داشته هاي مزرعه کنترل شده همبستگی مناسبی با داده

زدگـی تعـدادي از ارقـام     با بررسی تحمل به یخ) 20(اصل و همکاران 
گندم دریافتنـد کـه در بـین صـفات مـورد بررسـی پایـداري غشـاي         
سیتوپلاسمی، مقدار آب و قند طوقه بیشترین همبسـتگی را بـا دمـاي    

  . داشتنددرصد کشندگی  50
بــراي ارزیــابی و  1LT50elتــاکنون از آزمــون نشــت الکترولیــت و 

هـاي تعـداد    هـا، ارقـام و گونـه    زدگی اندام مقایسه میزان تحمل به یخ
) 6(در آزمایش اوگنیا و همکـاران  . زیادي از گیاهان استفاده شده است

) .Trifolium hirtum All(زدگی نـوعی شـبدر    بر روي تحمل به یخ
گـراد، درصـد    درجه سانتی -18به  -6که با کاهش دما از  مشاهده شد

هـاي جـوان هـر سـه رقـم مـورد بررسـی         نشت الکترولیـت در بـرگ  
)Kondinin،Hykon   وOverton R18 (در مجمـوع  . افزایش یافت

تـر، درصـد    هـاي مسـن   هاي جوان هر سه رقم در مقایسه با برگ برگ
زدگـی دو   یـخ در آزمایش دیگـري تحمـل بـه    . نشت بیشتري داشتند

از طریــق آزمــون  G. drummondiiو Gaura coccineaي  گونـه 
) طوقـه، سـاقه و ریـزوم   (هاي مختلف گیاه ها از بافتنشت الکترولیت

در هر دو گونه با کاهش دما، درصـد نشـت    مورد بررسی قرار گرفت و
ها افزایش یافت و کمترین و بیشترین درصد  ها از کلیه اندام الکترولیت

در ). 24(ها به ترتیب در طوقه و ریزوم مشـاهده شـد   الکترولیتنشت 
 Cynodon(بر روي ارقام پنجه مرغی ) 32(بررسی ژانگ و همکاران 

dactylon (ها در هر دو رقـم   نیز با کاهش دما درصد نشت الکترولیت
امــا . و در دو شـرایط خوســرمایی و عــدم خوسـرمایی افــزایش یافــت  

تیمـار  . یت در هر دو رقم را کاهش دادخوسرمایی درصد نشت الکترول
گراد  درجه سانتی 2/2حدود  Riviera را براي رقم LT50elخوسرمایی، 
   .گراد کاهش داد درجه سانتی 7/1حدود  Princess-77و براي رقم 

زدگـی دو انـدام    این مطالعه با هدف ارزیابی تغییرات تحمل به یخ
گیـاه نعنـاع فلفلـی    ) وماستولون و ریـز (موثر در زادآوري و رشد مجدد 

هـا و   مختلف سال با استفاده از شاخص نشت الکترولیـت  هاي ماهطی 
LT50el در شرایط کنترل شده، اجرا شد.  
  
 

                                                             
1- Lethal temperature for 50% of plants according to the 
electrolyte leakage percentage. 

  ها  مواد و روش
زدگی گیاه نعناع فلفلی رشـد یافتـه    به منظور بررسی تحمل به یخ

در شرایط مزرعه، آزمایشی با چهار تکرار بصورت فاکتوریل و در قالـب  
ــی    ــال زراع ــادفی در س ــاملاً تص ــرح ک ــگاه  1389-90ط در آزمایش

. فیزیولوژي دانشکده کشاورزي دانشگاه فردوسـی مشـهد انجـام شـد    
ــدام  ــزوم(عوامــل آزمــایش شــامل دو ان ــان )اســتولون و ری ــنج زم ، پ

و شش دماي پـایین  ) آذر، دي، بهمن، اسفند و فروردین(برداري  نمونه
. بودنـد ) گـراد  درجه سـانتی  -20 و -16، -12، -8، -4، )شاهد(صفر (

مزرعه (گیاهان نعناع فلفلی بعد از رشد و خوسرمایی در شرایط طبیعی 
 10تحقیقاتی دانشکده کشاورزي دانشـگاه فردوسـی مشـهد، واقـع در     

دقیقـه   16درجـه و   36کیلومتري شرق مشهد بـا عـرض جغرافیـایی    
 985ع دقیقه شـرقی و ارتفـا   36درجه و  59شمالی و طول جغرافیایی 

 1390تـا فـروردین    1389، بصورت ماهانه از آذر )متري از سطح دریا
برداشت شده و بعد از انتقال به آزمایشگاه از دو اندام مـوثر در زادآوري  

). 1شـکل  (هایی با سه گـره جـدا شـد     نمونه) ریزوم و استولون(ها  آن
. هاي مذکور بعد از شست و شو در ظروفی پلاستیکی قرار گرفتند اندام

ها  ها، با آب مقطر محلول پاشی بر روي نمونه براي حفظ رطوبت نمونه
  .ها قرار گرفت انجام شده و سپس پارچه تمیزي بر روي آن

هـا بـه فریـزر ترموگرادیـان      زدگی، نمونـه  براي اعمال دماهاي یخ
 بود که گراد سانتی درجه 5آزمایش  شروع در فریزر دماي. منتقل شدند

 در گـراد  سانتی درجه 2 سرعت با دما آن، در ها نمونه قراردادن از پس
این گرادیـان دمـایی   . یافت تا به دماي مورد نظر رسید ساعت کاهش

درصـد کشـندگی بـر اسـاس درصـد نشـت        50امکان محاسبه دماي 
 و فراسرمایش پدیده از جلوگیري براي. کند ها را فراهم می الکترولیت

سازوکار مقاومـت بـه    اینکه از اطمینان و گیاهان یخ در هستک ایجاد
 گـراد  سانتی درجه -2 دماي در نه اجتناب، و است تحمل نوع از سرما

 بر) INAB2(هاي فعال ایجاد کننده هستک یخ  پاشی باکتري محلول
از  توسـط قشـري   ها نمونه سطح که شد انجام نحوي به ها نمونه روي
 دماي در تعادل براي ایجاد همچنین. شد خیس و پوشانده محلول این

 داشـته  دمایی به مدت یک ساعت نگه تیمار هر در ها گیاهچه محیط،
هـا   افزون بر این براي جلوگیري از ذوب شدن سریع یخ، نمونـه . شدند

گـراد،   درجـه سـانتی   5±2بعد از برداشت به اطاقک سردي بـا دمـاي   
  . قرار داده شدند ساعت در آن شرایط 24منتقل شدند و 

شاي سیتوپلاسمی و ارزیابی میزان خسارت براي تعیین پایداري غ
بـراي  . ها اسـتفاده شـد   گیري نشت الکترولیت زدگی، از روش اندازه یخ

زدگـی، چهـار نمونـه از هـر      این منظور، روز بعد از اعمال تیمارهاي یخ
 50هـاي حـاوي    اندام در هر تیمـار دمـایی انتخـاب و در داخـل لولـه     

  .لیتر آب دوبار مقطر قرار گرفتند میلی

                                                             
2- Ice nucleation active bacteria 
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  زدگی هاي جدا شده از گیاه نعناع فلفلی و آماده براي بررسی تحمل به یخ) ب(و ریزوم ) الف(استولون  - 1شکل 

Figure1- Stolon (a) and rhizome (b) separated from peppermint and prepared for evaluating of freeze tolerance 
 

ساعت در دماي اتاق قرار داده شده و سـپس   24ها به مدت  نمونه
مـدل  ( 1نشت اولیه با اسـتفاده از دستگــاه رسـانایی سـنج الکتریکـی     

Jenway (گیري شد  اندازه)EC1 .(گیري میزان نشـت کـل    براي اندازه
دقیقه در اتـوکلاو   20ها به مدت  سلول، لولهها در اثر مرگ  الکترولیت

سپس . قرار داده شدند) گراد درجه سانتی 120بار و دماي  2/1با فشار (
سـاعت، نشـت    24ها به محیط آزمایشگاه منتقل شـده و بعـد از    نمونه

قبـل از انـدازه گیـري درصـد نشـت      . گیـري شـد   اندازه) EC2(نهایی 
هـا تکـان داده    ل یکنواخت لولهبه منظور ایجاد یک محلو ها الکترولیت
محاسـبه  ) 1(ها با استفاده از معادلـه   درصد نشت الکترولیت. داده شدند

  . شد
)1(  EL% =

EC1
EC2 × 100 

درصـد کشـندگی بـر اسـاس درصـد نشـت        50براي محاسبه دمـاي  
  ). 1(استفاده شد ) 2(ي  معادلهاز  ها، الکترولیت

)2(  ELp = ELi + ൛(ELm − ELi)/൫1 + eି(ି୫)൯ൟ 
 میزان نشت الکترولیت پیش بینی شده،: ELpي بالا  که در معادله

ELi:  ،حــداقل مقــدار نشــت الکترولیــت در دماهــاي مختلــفELm: 
تابع : eحداکثر مقدار نشت الکترولیت بدست آمده در دماهاي مختلف، 

نقطـه عطـف   : Tmدمـا و  : Tمیزان افزایش شیب منحنی، : B، نمایی
نقطه میانی بین بخش بالایی و پایینی خـط منحنـی و نشـان    (منحنی 
از  )LT50el( هـا درصـد الکترولیـت   50خـروج  دمایی که باعـث  دهنده 
 . باشدمی )شده است سلول

ها بصورت  ي درصد نشت الکترولیتها دادهي آمار لیتحل و هیتجز
بصورت فاکتوریـل   LT50elو داده هاي ) 6×5×2(فاکتوریل سه فاکتور 

 رسـم انجـام و    MSTAT-Cافـزار  نرم از استفاده با) 5×2(تور دو فاک
 صـورت  Excel  MSافـزار  نـرم  توسـط  ،هـا  آن بـه  مربوطي ها شکل
استفاده شد  Slidewrite 7.01از نرم افزار LT50elبراي تعیین  .گرفت

حـداقل تفـاوت معنـی     آزمون از استفاده با ها داده نیانگیم ي مقایسهو 

                                                             
1-Electrical conductivity meter 

   .شد انجام درصدیک  احتمال سطح در) LSD(دار 
  نتایج و بحث 

ملاحظه می شـود بـا گذشـت زمـان از      2گونه که در شکل  همان
در طبیعـت کـاهش   . آبان تا آذر دماي هوا به تدریج سرد شـده اسـت  

تدریجی دما به همراه روزهاي کوتاه در فصل پاییز، شرایط مسـاعدي  
کند، زیرا در این شرایط علاوه بر کاهش  ایجاد می 2را براي خوسرمایی

سرعت رشد در ابتداي فصل کاشت، زمان کـافی جهـت فعـال شـدن     
). 21(هاي تحمل به دماهاي زیر صفر در گیاهـان وجـود دارد    مکانیزم

هاي دي و بهمن بود و از نیمه اسـفند دمـاي هـوا     حداکثر سرما در ماه
  . مجدداً افزایش یافت

هـا بـه    نشان داد کـه بـین انـدام   ) 1جدول (اریانس نتایج تجزیه و
وجـود   )p≥01/0(داري  ها تفـاوت معنـی   لحاظ درصد نشت الکترولیت

ها در استولون بطور میـانگین   که میزان نشت الکترولیت بطوري. داشت
ــود   ــزوم ب ــر از ری ــه نظــر بســیاري از ). 2جــدول (ســه درصــد کمت ب
کوسـی بـا سـلامت و    ها رابطـه مع  پژوهشگران درصد نشت الکترولیت

پایداري غشاها دارد و هر چه درصد نشت الکترولیت از گیاهی بیشـتر  
ي غشـاي ناپایـدار و حساسـیت بیشـتر بـه تـنش        باشد، نشان دهنـده 

ها در ریزوم،  درصد نشت الکترولیت بنابراین بالاتر بودن). 10(باشد  می
 زدگی است که احتمالاً ي حساسیت بیشتر آن به تنش یخ نشان دهنده

  . خوسرمایی ناکافی این اندام دلیل این امر بوده است
هـاي   بوتـه   از گیاهی هاي نمونه شد چون طور که قبلاً ذکر همان

 رسـد  می نظر به حالت این در بودند، انتخاب شده مزرعه در یافته رشد
 جهـت  القـایی  دمـاي  اثـرات  از ،3بدلیل توانایی بافر دمایی خـاك  که

 در اسـتولون  حالیکـه  در اسـت،  جلـوگیري شـده   ریزوم بر خوسرمایی
 خوسـرمایی  فرآیندهاي این رو از و قرار داشته دماها گونه این معرض

  . است شده القا سرما برابر تنش در اندام این در بیشتري
  

                                                             
2- Hardening 
3- Thermal buffering capacity of the soil 

 aالف  b ب
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  در مشهد  1390و بهار  1389دماهاي کمینه و بیشینه پاییز و زمستان  -2شکل    
Figure 2- Minimum and maximum temperatures of autumn and winter of 2010 and spring of 2011 in Mashhad  

 
بــــر روي رازیانــــه ) 23(در بررســـی نظــــامی و همکــــاران  

)Foeniculum vulgare (   ــت در ــت الکترولی ــد نش ــز درص نی
هاي مختلف این گیاه متفاوت بود، به نحوي که بیشترین درصـد   اندام

نشت مواد در ریشه و کمترین آن به ترتیب در بـرگ و طوقـه بدسـت    
درصد کشندگی بر اساس درصـد نشـت    50دماي در این بررسی . آمد

گـراد کمتـر از ریـزوم     جه سانتیها در استولون تقریباً یک در الکترولیت
جدول (زدگی بیشتر این اندام  بود  ي تحمل به یخ بود که نشان دهنده

در میـان  گزارش کردنـد کـه    نیز) 25(رضوان بیدختی و همکاران ). 2
، بیشترین ).Alliumm altissimum Regel(هاي مختلف موسیر  اندام

LT50el تعلق داشت متعلق به ریشه و کمترین آن به برگ و ریزوم .  
دار  هـا نیـز معنـی    زدگی بـر درصـد نشـت الکترولیـت     اثر تنش یخ

)01/0≤p(  بود) درجـه   -4که کاهش دما به کمتر از  بطوري). 1جدول
ها را افزایش داد و در  داري نشت مواد از بافت گراد به طور معنی سانتی
 درصد 50ها تقریباً  گراد درصد نشت الکترولیت درجه سانتی -20دماي 

رسـد  به نظـر مـی   ).3شکل (گراد بود  بیشتر از دماي صفر درجه سانتی
ــزایش نشــت    ــل اصــلی اف ــلولی عام ــاختار غشــاي س اخــتلال در س

سـرما   تـنش  ناشـی از  اثـرات  زیـرا باشد، این آزمایش ها در  الکترولیت
کـاهش   ،غشا شـده و حاصـل ایـن تغییـرات     اختلال در ساختارسبب 

در  .)5(باشـد  ها مـی  آن ها از الکترولیت افزایش نشت و انسجام غشاها
هاي دو  بر روي اثر تنش سرما بر گیاهچه) 22(بررسی نیار و همکاران 

هـا   اي نخود نیز مشاهده شد که با کاهش دما، نشـت الکترولیـت   هفته
  . افزایش یافت

هـا تحـت    با وجود اینکه دو اندام به لحاظ درصد نشت الکترولیـت 
بـا یکـدیگر    )p≥01/0(داري  تلاف معنـی زدگـی اخ ـ  تاثیر دماهاي یخ

هـا از دمـاي    و روند افزایش درصد نشت الکترولیت) 1جدول (نداشتند 
هـا در   گراد شروع شد، ولـی درصـد نشـت الکترولیـت     درجه سانتی -4

گراد در ریزوم هشت درصد بیشتر از اسـتولون   درجه سانتی -12دماي 
بـر روي  ) 25( در بررسی رضـوان بیـدختی و همکـاران   ). 4شکل (بود 

 هاي بوم ریخت پیاز و برگ از ها الکترولیت نشت گیاه موسیر نیز درصد
 داري معنی افزایش گراد سانتی درجه -8 از دما کاهش با مورد مطالعه

 درجـه  -8 بـه  صـفر  از دمـا  کـاهش  بـا  حالی بود که در این نداشت،
درصـد   تنـدوره،  و کلات شیروان، هاي بوم ریخت ریشه در گراد سانتی
 انـدام  در همچنـین . یافت افزایش داري معنی بطور ها الکترولیت نشت
 درجـه  صـفر  از دمـا  با تغییـر  ها الکترولیت نشت درصد افزایش ریشه
 پیـاز  و برگ اندام از گراد بیشتر سانتی درجه -20 دماي به گراد سانتی

  .بود
هـا بـه طـور     هاي نمونه برداري بر درصد نشت الکترولیت اثر زمان

هـا   بیشترین درصد نشت الکترولیت). 1جدول (ي متفاوت بود دار معنی
هـاي   در ماه فروردین و کمترین آن در ماه دي اتفاق افتاد و بین نمونه

داري مشـاهده   بهمن تفاوت معنـی  هاي آذر، دي و برداشت شده در ماه
هـا در مـاه دي نسـبت بـه      درصـد نشـت الکترولیـت   ). 5شـکل  (نشد 

کمتر بودن درصد نشت الکترولیت در . ددرصد کمتر بو 7/22فروردین 
ي مقاوم تر شدن گیاهان در این ماه بدلیل انجام  ماه دي، نشان دهنده
   .عمل خوسرمایی است

ها از ماه اسـفند بـه بعـد، نشـان      و افزایش درصد نشت الکترولیت
و کاهش تحمل گیاهـان بـه تـنش     1ي از بین رفتن خوسرمایی دهنده

یک نقش کلیدي خوسرمایی یا تطابق به سرما، پایـدار  . زدگی است یخ
از ). 28(زدگـی اسـت    کردن غشاها در برابر خسارت ناشی از تنش یـخ 

اند که افزایش دما منجر به از دسـت رفـتن    طرفی مطالعات نشان داده
). 12( شـود  زدگی گیاهان مـی  خوسرمایی و کاهش سطح تحمل به یخ

شـوند،  در گیاهان غیرخوابی که دچـار از بـین رفـتن خوسـرمایی مـی     
                                                             
1- De-acclimation 
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از ). 13(ها را تقویت بخشـد   توانند از سرگیري رشد آندماهاي بالا می
هـا   سرگیري رشد و از بین رفتن خوسرمایی، در ارتباط با آبگیري بافت

اگر دوباره هوا سرد شود، ایـن مقـدار آب بـالا ممکـن     . هاست و سلول

زدگی خارج سـلولی شـود    منجر به خسارت مکانیکی ناشی از یخاست 
)3.(   

  
  

درصد کشندگی گیاهان براساس درصد نشت  50ها و دماي  منابع تغییر، درجه آزادي و میانگین مربعات درصد نشت الکترولیت - 1جدول 
  .هاي مختلف نمونه برداري زمانطی در یخ زدگی رار گرفته در معرض دماهاي هاي گیاه نعناع فلفلی ق ها از اندام الکترولیت

Table 1- Sources of variation, degree of freedom and mean of squares for electrolyte leakage (EL%) and LT50el from 
peppermint organs subjected to freezing temperature during different sampling times. 

درصد  50دماي 
کشندگی بر اساس 
ها  درصد نشت الکترولیت

)LT50el(  

  درجه آزادي
Degree of 
freedom 

  ها درصد نشت الکترولیت
Electrolytes leakage % 

  درجه آزادي
Degree of 
freedom 

  منبع تغییر
Source of variation 

 *83.363  1  **520.941  1  
  اندام
Organ  

-  -  **20553.314  5  
  دما
Temperature 

-  -  74.035ns  5  
  دما× اندام 

Organ × Temperature 
**44.386  4  **4499.078  4  

  زمان نمونه برداري
Sampling time 

*4.190  4  **410.396  4  
  زمان نمونه برداري× اندام 

Organ × Sampling time 
-  -  **1212.055  20  

  زمان نمونه برداري× دما 
Temperature× Sampling time  

-  -  **96.526  20  
  زمان نمونه برداري× دما × اندام 

Organ×Temperature×Sampling time  
1.462  30  43.519  180  

  خطا
Error 

  Total کل  239    39  
  .داري درصد و عدم معنی 5و 1دار در سطوح احتمال  به ترتیب معنی ns و *، ** 

**, * and ns are significant at 1 and 5 % probability level and non significant respectively 
  

  .زدگی هاي نعناع فلفلی قرار گرفته در معرض تنش یخ در اندام LT50elها و  میانگین درصد نشت الکترولیت - 2جدول 
Table 2- Mean of electrolytes leakage % (EL) and LT50el from peppermint organs exposed to freezing stress.   

  ها کشنگی بر اساس درصد نشت الکترولیت% 50دماي 
LT50el (°C)  

  ها درصد نشت الکترولیت
electrolytes leakage%  

  اندام
Organ 

-12.0 b 39 b   استولونStolon  
-11.1 a  42 a   ریزومRhizome  

  .هستند LSDدرصد بر اساس آزمون  5و  1داري به ترتیب در سطوح احتمال  هایی با حروف متفاوت در هر ستون داراي اختلاف معنی میانگین*
* Means which have different letters in each column have significant difference at 1 and 5% probability level respectively according 

to the LSD test 
  

زدگـی   بـر روي تحمـل بـه یـخ    ) 6(در آزمایش اوگنیا و همکاران 
نیز با گذشت زمان از فوریـه  ) .Trifolium hirtum All(نوعی شبدر 

ها در کلیه ي ارقام  ، درصد نشت الکترولیت)اردیبهشت(تا می ) بهمن(
 ـ(مورد بررسی  از شـبدر   Dixieه همـراه رقـم   سه رقم شبدر هیرتوم ب

و پـنج لایـن اصـلاحی از    ) .Trifolium incarnatum L(کریمسون 

در مطالعـه بـر روي تمشـک قرمــز    . افـزایش داشـت  ) شـبدر هیرتـوم  
)Rubus idaeus L. (زدگـی ماهانـه، تغییـرات     هـاي یـخ   نیز آزمایش

  . این گیاه نشان داد 1فصلی را در پاسخ نشتی ساقه
  

                                                             
1- Cane 
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  ها در گیاه نعناع فلفلی  زدگی بر درصد نشت الکترولیت اثر تنش یخ - 3شکل 

Figure 3- Effect of freezing stress on electrolytes leakage percentage of peppermint 
  

  
  گیاه نعناع فلفلیهاي  ها از اندام زدگی بر درصد نشت الکترولیت اثر تنش یخ - 4شکل 

Figure 4- Effect of freezing stress on electrolytes leakage percentage from peppermint organs 
 

  
  ها در گیاه نعناع فلفلی اثر زمان نمونه برداري بر درصد نشت الکترولیت - 5شکل 

Figure 5- Effect of sampling time on electrolyte leakage % in peppermint 

y = 0.024x3 + 0.755x2 + 2.895x + 17.18
R² = 0.997
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هایی با یک حرف مشترك اختلاف  زمان. برداري هاي مختلف نمونه طی زمان  LT50elزدگی گیاه نعناع فلفلی بر اساس شاخص تحمل به یخ - 6شکل 

 درصد ندارند 1داري با ماه دي در سطح احتمال  معنی
Figure 6- Freezing tolerance of peppermint according to the LT50el during different sampling times. Times with a common 

letter haven't significant difference at 1% probability level with January month  
 

، یـک کـاهش   )مهر(برداري در اکتبر  که بعد از اولین نمونه بطوري
در  1و همزمان یک صاف شدگی ها در مقدار حداکثري نشت الکترولیت

) فـروردین (همچنین در آوریـل  . پاسخ نشتی مشاهده شد-منحنی دما
زدگـی کمتـرین مقـدار را دارا     نشت الکترولیت القا شده در اثر تنش یخ

  )18(بود 
ها در ماه دي اتفـاق   از آنجایی که کمترین درصد نشت الکترولیت

درجـه   -1/13(مـاه   درصد کشندگی در ایـن  50از این رو دماي . افتاد
مشـاهده   6گونه در شکل  همان. با بقیه ماه ها مقایسه شد) گراد سانتی

هـاي اسـفند و فـروردین داراي     هـا در مـاه   نمونه LT50elشود تنها  می
زدگـی   هاي این ماه هستند و تحمل به یـخ  داري با نمونه اختلاف معنی

). 6شـکل  (د هاي آذر و بهمن مشابه به دي ماه بـو  نعناع فلفلی در ماه
در مـاه بهمــن نسـبت بـه دي تقریبــاً یـک درجــه      LT50elهمچنـین  

گراد کمتر بود بعبارت دیگر، هر دو اندام به طور میانگین در این  سانتی
زدگی بیشتري  گراد تحمل به یخ ماه بدلیل خوسرمایی یک درجه سانتی

  ).6شکل (نشان دادند 
ها  شت الکترولیتبرداري بر درصد ن برهم کنش اندام و زمان نمونه

ها از اسـتولون در   خروج الکترولیت). 1جدول (بود  )p≥01/0(دار  معنی
 29 و 24به ترتیب و تقریبـاً  نسبت به ماه فروردین  آذر و دي هاي ماه

بـه ترتیـب    دي و فـروردین هـاي   ریزوم نیـز در مـاه  . درصد کمتر بود
). 7شـکل  (هـا را داشـت    کمترین و بیشترین درصد نشـت الکترولیـت  

درصد  8/57و  6/28ها در استولون بین  ي درصد نشت الکترولیت دامنه
ها در مـاه دي   ریزوم. درصد متغیر بود 1/54و  9/32و براي ریزوم بین 

هـا را نشـان    ها در ماه آذر کمترین درصد نشـت الکترولیـت   و استولون
هـا در   هر چند تفاوت بـین درصـد نشـت الکترولیـت    ). 7شکل (ند داد

                                                             
1-Flattening 

وونگشـیري و  . دار نبـود  هاي آذر، دي و بهمن معنی ها بین ماه استولون
زدگـی بـر روي نـوعی لیمـو      نیز با بررسی اثر تنش یخ) 30(همکاران 

)Ocimum citriodourum ( دریافتند که با گذشت زمان میزان نشت
ي پیر و جوانی که در معـرض دماهـاي پـایین    ها ها در برگ الکترولیت

تـر   هاي پیر سریع قرار گرفته بودند افزایش یافت و این مسئله در برگ
  .اتفاق افتاد

هاي مختلف نمونه برداري نیز با کاهش دما، درصد نشت  در زمان
هـا در مـاه    افزایش درصد نشت الکترولیت. ها افزایش یافت الکترولیت

ــن، آذر،  ــفند و بهم ــالاتري   اس ــاي ب ــروردین از دماه ــه  -8(ف درج
که روند زیاد شدن نشـت مـواد در مـاه     در حالی. شروع شد) گراد سانتی

بیشترین درصد نشت ). 3جدول ( گردیددي از دماهاي پایین تري آغاز 
گـراد و   درجـه سـانتی   -20ها در ماه فـروردین و در دمـاي    الکترولیت

گـراد   صفر درجه سـانتی  کمترین درصد نشت در ماه اسفند و در دماي
  ). 3جدول (مشاهده شد 

در بررسی اثر متقابل اندام و زمان بر روي تحمل به سرماي نعناع 
انجـام شـد، ضـمن مشـاهده     LT50el فلفلی که با استفاده از شـاخص  

مشاهده گردید که با گذشت زمان از آذر ) 1جدول (داري این اثر  معنی
بیشتر شد، بطوریکه در ماه بهمن زدگی  ها به تنش یخ ابتدا تحمل اندام

  .اندام بدست آمد در هر دو LT50elکمترین 
، سـطح تحمـل بـه    )از بهمن ماه بـه بعـد  (اما با گرم تر شدن هوا 

درصـد   50زدگی افـت کـرد و در مـاه فـروردین بیشـترین دمـاي        یخ
ها در هر دو انـدام مشـاهده    کشندگی بر اساس درصد نشت الکترولیت

تـا   -4/8بـراي اسـتولون بـین     LT50elي  امنـه در این بررسـی د . شد
گـراد متغیـر بـود     درجه سانتی -9/13تا  -8/8و در ریزوم بین  -5/14
  ).8شکل (
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  .هاي مختلف نمونه برداري هاي گیاه نعناع فلفلی طی زمان ها از اندام میانگین درصد نشت الکترولیت - 7شکل 

Figure7- The mean of electrolytes leakage percentage from peppermint organs during different sampling times.  
 

  .ها در گیاه نعناع فلفلی زدگی و زمان نمونه برداري بر درصد نشت الکترولیت اثر متقابل تنش یخ - 3جدول 
Table 3- Interaction effect of freezing stress and sampling time on electrolytes leakage % in peppermint. 

  )گراد درجه سانتی(زدگی  دماي یخ
Freezing temperature (°C) 

 

  زمان نمونه برداري 0  4- 8- 12- 16- 20-
Sampling time 

  Decآذر  13.8 13.8 24.3 35.5 56.5 63.2
  Janدي  24.4 26.3 24.0 30.1 58.3 36.4
  Febبهمن  15.8 18.7 22.9 30.4 51.3 68.7
  Marاسفند  12.8 17.2 28.3 62.7 72.2 71.8
  Aprفروردین  16.4 13.4 41.4 86.0 88.5 89.9

  LSD (0.01)=6.8 
  داري با یکدیگر هستند است داراي تفاوت آماري معنی LSDها بیشتر از  هایی که اختلاف آن میانگین*

*means that their difference are more than LSD have significant difference  
 

رسد که با گـذر زمـان ابتـدا بـدلیل انجـام خوسـرمایی        به نظر می
هاي اسفند و فـروردین   زدگی افزایش یافته است و در ماه تحمل به یخ

با گرم شدن تدریجی هوا خوسرمایی از بین رفته و متعاقب آن تحمـل  
  . هش یافته استزدگی کا به یخ

زدگی به مفهوم توانایی گیاهان به تحمل تشکیل یخ  تحمل به یخ
در فضاهاي بین سلولی است بـدون اینکـه آسـیب قابـل تـوجهی بـه       

ایـن امـر حاصـل روابـط     . غشاها یـا سـایر اجـزاي سـلولی وارد شـود     
فیزیولوژیکی، شیمیایی، فیزیکی و تغییرات در ساختار سلولی گیاه است 

رشدي مناسب و تحت شرایط محیطـی مطلـوب اتفـاق     که در مراحل
بـه طـور کلـی    ). 14(افتد، این فرآیند به خوسرمایی معروف اسـت   می

توان به سه مرحله تقسیم  واکنش گیاهان به تنش دماهاي پایین را می

شـود،   نامیده مـی  2یا پیش خوسرمایی 1نخستین مرحله که تطابق: کرد
. گـراد اتفـاق مـی افتـد     در دماهاي پایین اما بالاي صفر درجه سـانتی 

شود کـه در دماهـاي    نامیده می) خوسرمایی(مرحله دوم سخت شدگی 
هاي آذر، دي و یا بهمـن   نظیر آنچه در ماه(گراد  زیر صفر درجه سانتی

 ـ  افتد که سقف تحمل به یخ اتفاق می) شود دیده می ن زدگی در طـی ای
مرحله سوم بازیافت و رشـد مجـدد گیـاه بعـد از     . آید مرحله بدست می

شـود   هـا مـی   زمستان است که منجر به از بین رفتن خوسرمایی در آن
در طی دوره از بین رفتن خوسرمایی، تغییرات معکوس در چربی ). 16(

. غشاي گیاهان در مقایسه با خوسرمایی پـاییزه مشـاهده شـده اسـت    
                                                             
1- Acclimation 
2- Pre-hardening 



  1395اردیبهشت  - ، فروردین  1، شماره 30آب و خاك، جلد نشریه      230

  ). 31(دهد  کاهش می گیاهان را براي بقاءاهاي سلولی طی از بین رفتن خوسرمایی، توانایی تغییر در وضعیت غش

  
  .هاي نمونه برداري مختلف هاي نعناع فلفلی طی زمان ها در اندام بر اساس درصد نشت الکترولیتگیاه درصد کشندگی  50دماي  - 8شکل 

Figure 8- Lethal temperature for 50% of plant according to the electrolyte leakage% in peppermint organs during different 
sampling time  

  
در این آزمایش برهم کنش اندام، دما و زمـان نمونـه بـرداري بـر     

و ) 1جـدول  ( بـود ) p≥01/0(دار  ها نیـز معنـی   الکترولیتدرصد نشت 
ها در استولون و به ترتیب در دماهـاي   کمترین درصد نشت الکترولیت

گراد در ماه آذر و بیشترین آن متعلق به همـین   و صفر درجه سانتی -4
گراد در فروردین  درجه سانتی -16و  -20اندام و به ترتیب در دماهاي 

قل گـراد، حـدا   درجه سـانتی  -20در دماي ). 4جدول (ماه مشاهده شد 
هـا از اسـتولون در مـاه دي و حـداکثر آن در      درصد نشـت الکترولیـت  

که درصد نشت مواد در این ماه نسبت  فروردین ماه اتفاق افتاد، بطوري
در ریزوم نیز حـداقل درصـد نشـت    . درصد بیشتر بود 5/55به دي ماه 
گـراد در مـاه بهمـن و     ها متعلق به دماي صفر درجه سـانتی  الکترولیت

گـراد در فـروردین مـاه     درجه سـانتی  -20مواد در دماي حداکثر نشت 
گـراد،   درجـه سـانتی   -20همچنین در ریـزوم در دمـاي   . مشاهده شد

هـاي دي   تفاوت میان حداقل و حداکثر نشت مواد که به ترتیب در ماه
در اسـتولون رونـد   ). 4جدول (درصد بود  5/51و فروردین اتفاق افتاد، 

ماه هـاي دي و بهمـن از دمـاي     در ها افزایش درصد نشت الکترولیت
درجـه   -12 دمـاي از و اسفند هاي آذر  ماه درجه سانتی گراد و در -16

افزایش درصد نشـت  ماه گراد شروع شد، در حالیکه در فروردین  سانتی
شـده بـود    آغاز) گراد درجه سانتی -8(ها از دماهاي بالاتري  الکترولیت

 ). 4جدول (
درجـه   -12، دماي کمتـر از  و بهمن آذر هاي در ریزوم نیز در ماه

ها نسـبت   دار در درصد نشت الکترولیت گراد سبب افزایش معنی سانتی
بـه  و اسـفند  هـاي دي   اما در مـاه . گراد شد به دماي صفر درجه سانتی

شیب تندي در  گراد درجه سانتی -8و  -16 از دماي پایین تر از ترتیب

دهد  نشان می داده هااین . ها از این اندام مشاهده شد خروج الکترولیت
خروج الکترولیت ها در دي مـاه  به دلیل خوسرمایی  هر دو اندامکه در 

ي  در ریـزوم حـداکثر یـا بیشـینه    . از دماهاي کمتري شروع شده است
. هـا در مـاه فـروردین کمتـر از اسـتولون بـود       درصد نشت الکترولیـت 

تفـاوت   گـراد  درجـه سـانتی   -12در این ماه از دمـاي   ریزوم همچنین
نشـان   نسبت به تیمار شاهد ها داري را در درصد نشت الکترولیت معنی

   .داد
دهند کـه هـر زمـان درصـد نشـت       نشان می 9و  8، 7هاي  شکل
بعنـوان  . نیز کاهش یافتـه اسـت   LT50elها کمتر بوده است  الکترولیت

هـاي آذر،   مثال، در استولون پایین ترین درصد نشت الکترولیت در ماه
هـا   نیـز در همـین مـاه    LT50elتـرین   من اتفاق افتاد و پـایین دي و به

طور مشابه در ریزوم نیز حـداقل نشـت الکترولیـت در     به. مشاهده شد
  .ها ثبت شد زمان نیز در همین LT50elهاي دي و بهمن و کمترین  ماه

 LT50elو  هـا  الکترولیـت  نشـت  درصـد  بین همبستگی بررسی در
 نیز مشـاهده  ).Avena ludoviciana L( وحشی یولاف هاي ژنوتیپ

 کشندگی درصد 50دماي  ها، الکترولیت نشت درصد کاهش با که شد
بین ) R2(در بررسی حاضر، ضریب تبیین ). 11(یافته است  کاهش نیز

در استولون نسبت به ریزوم بـالاتر   LT50elها و  درصد نشت الکترولیت
اسـتولون   LT50elدرصد تغییرات  82بعبارتی، در حالیکه ). 9شکل (بود 

درصد  62هاي آن مربوط بود، در ریزوم تنها  به درصد نشت الکترولیت
آن  هـا از  نوسان در میزان این شاخص مرتبط با درصد نشت الکترولیت

  .بود
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ولون و ریزوم نعناع فلفلی قرار گرفته در معرض دماهاي برداري از دو اندام است هاي مختلف نمونه ها در زمان درصد نشت الکترولیت - 4جدول 

  زدگی یخ
Table 4- Electrolytes leakage % at different sampling times from two organs of peppermint (stolon and rhizome) which 

exposed to freezing temperatures 
)گراد درجه سانتی(زدگی  دماي یخ  

Freezing temperature (°C) 
 زمان نمونه برداري
Sampling time 

 اندام
Organ 
 -20 -16 -12 -8 -4 0 

62.1 48.3 23.5 18.6 9.3 9.7 (Dec) آذر  
37.6 60.3 28.0 21.3 29.4 24.7 (Jan) استولون دي 

Stolon 63.7 47.5 25.6 23.2 16.6 19.1 (Feb) بهمن 
69.7 69.0 61.8 23.3 19.3 12.7 (Mar) اسفند  
93.1 91.8 85.6 50.9 12.7 12.5 (Apr) فروردین  
64.3 64.7 47.4 30.1 18.3 18.0 (Dec) آذر  
35.2 56.3 32.2 26.7 23.1 24.1 (Jan) یزومر دي   

Rhizome 73.6 55.0 35.2 22.7 20.9 12.4 (Feb) بهمن 
73.9 75.3 63. 7 33.4 15.2 12.9 (Mar) اسفند  
86.7 85.3 86.4 31.9 14.1 20.4 (Apr) فروردین  

 LSD 
(0.01)=12.14 

  .داري با یکدیگر هستند است داراي تفاوت آماري معنی LSDها بیشتر از  هایی که اختلاف آن میانگین*
*means that their difference are more than LSD have significant difference.  

  

  
و ) خط منقطع(ون ها در استول بر اساس درصد نشت الکترولیتگیاه درصد کشندگی  50ها و دماي  رابطه بین درصد نشت الکترولیت - 9شکل 

  )باشد هر نقطه میانگین شش داده می(زدگی  هاي گیاه نعناع فلفلی قرار گرفته در معرض تنش یخ)خط ساده(ریزوم 
Figure 9- Relationship between electrolytes leakage % and lethal temperature for 50% of plant according to the electrolytes 

leakage in stolon (dash line) and rhizome (simple line) of peppermint exposed to freezing stress (each point is mean of 6 data)   
  

 گیري کلی یجهنت

هـا   درصد نشت الکترولیتنتایج این مطالعه نشان داد که کمترین 
گراد در ماه آذر و بیشترین آن در  درجه سانتی -4در استولون در دماي 

در ریـزوم  . گراد اتفاق افتـاد  درجه سانتی -20فروردین ماه و در دماي 

ها متعلـق بـه دمـاي صـفر درجـه       نیز کمترین درصد نشت الکترولیت
درجـه   -20گراد در ماه بهمن و حـداکثر نشـت مـواد در دمـاي      سانتی
بیشترین تحمـل  ( LT50elکمترین . گراد در فروردین ماه رخ داد سانتی
بـر اسـاس   . براي هر دو اندام در ماه بهمـن بدسـت آمـد   ) زدگی به یخ

سرد سال توانایی تحمـل بـه    هاي ، نعناع فلفلی در ماهLT50elشاخص 
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Introduction: Peppermint or Mentha is an aromatic, medicinal and perennial herb from Lamiaceae family 

which has been used for healing a variety of diseases such as common cold, bronchitis, nausea, flatulence, 
diarrhea, vomiting, indigestion, stomach cramps, menstrual cramps and parasitoids. Peppermint is largely 
cultivated in Indiana, Mexican and California for the production of peppermint oil. Mentha reveals suitable 
winter hardiness in warm and temperate regions, But in cold areas, it confronts with winter stresses particularly 
freezing stress. So recognizing the freeze tolerance of peppermint for successful planting and using of this plant 
in cold regions such as Mashhad, Iran where peppermint is cultivated now is important. Among the many 
laboratory methods which have been developed to evaluate freezing tolerance of plants, electrolyte leakage (EL) 
test is widely used. This test is based on this principle that any damage to the cell membranes results in enhanced 
leakage of solutes into the apoplastic water, hence measuring the amount of leakage after stress treatments 
provides an estimation of tissue injury. Often, the 50% level of relative EL, or index of injury, is simply equaled 
to 50% sample mortality. This study was done to evaluate the freeze tolerance of peppermint organs by 
electrolyte leakage test and also to determine the winter survival ability of this plant by lethal temperature at 
which 50% of electrolytes leaked from the cell (LT50el).   

Materials and methods: In order to evaluate the cold tolerance of peppermint, a factorial experiment based 
on completely randomized design with four replications was carried out under controlled conditions. For this aim 
samples from stolon and rhizome of peppermint were selected monthly (December 2010 to April 2011) from 
Research Field, College of Agriculture, Ferdowsi University of Mashhad and were exposed to low temperatures 
(from 0 to -20°C with 4°C intervals) in a thermo gradient freezer at laboratory. The initial temperature of 
programmable freezer was 5°C; but gradually decreased in a rate of 2°C.h-1 until reached to desired 
temperatures. When the temperature reached to -2°C, the plants were sprayed with the Ice Nucleation Active 
Bacteria (INAB) to help the formation of ice nuclei in them. As well the spraying had been conducted to prevent 
from super-cooling of samples and to ensure that the mechanism of freeze resistance is tolerance not avoidance. 
After a desired freezing temperature was reached, the samples were removed from the freezer and then were 
thawed slowly during 24 h in a refrigerator at 5±1°C. In order to assess plasma membrane stability, four freeze 
stressed samples from stolon and rhizome were incubated in vials which containing 50 ml of double distilled 
water and the initial electrolyte leakage (E1) was measured by an electrical conductivity meter next day. 
Afterward for determining of final electrolyte leakage due to the death of whole sample, accessions were boiled 
in autoclave with pressure near to 1.2 bar and temperature around 110°C for 20 minutes. E2 was measured next 
day similar to E1. Electrolyte leakage percentage was expressed as E1 to E2 ratio. Afterward lethal temperature 
for 50% of samples according to the EL% (LT50el) was calculated to estimate the freeze tolerance of peppermint 
organs during different sampling times. 

Results and discussion : Results showed that by decreasing of temperatures, EL% increased in both organs 
and at -20°C, EL% was 50 percent more than control (0°C) treatment. Moreover at -12°C, EL% from stolons 
was eight % less than rhizomes. Studies showed that cold sensitive plants or organs showed further amount of 
ions leakage from their cells. So further leaked material from rhizomes should be interpreted as more sensitivity 
of this organ to freezing temperatures in comparison to stolon. The least and the most EL% was observed in 
January and April, respectively. And the least and the most value of LT50el was achieved in February and April, 
respectively. It seems that due to the occurrence of cold hardening in both organs during cold months of year, 
stability of membranes have been increased, so EL% has been decreased. Stabilization of membranes to cold 
stress damage is a key role of cold hardening. In addition it could be stated because of occurrence of de-
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hardening in samples during warm months of year, freeze tolerance level of organs have been declined based on 
LT50el. LT50el for stolons depend on sampling date varied between -8.4 to -14.5 °C and for rhizome LT50el ranged 
between -8.8 to -13.9 °C. Interaction effect of organs, temperature and sampling date on EL% was significant. 
The most EL% belonged to stolon in April at -20°C and the lowest EL% was seen in this organ in December at -
4°C. Similarity in rhizome the highest EL% was recorded in April at -20 °C and the least EL% was observed at 0 
°C in February. 

Conclusion: According to the electrolyte leakage and LT50el indices, peppermint can tolerate freezing 
temperature up to -14°C during the cold months of year. Despite this for complete understanding of peppermint 
response to freezing stress, further studies and reaserches under controlled and field conditions are required. 
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