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و  52، 21، 22صفر، )های بيوشيميايی استويا در سطوح مختلف اسيد ساليسيليک در اين مطالعه، پاسخ

در شرايط کشت بافت و در ( گرم در ليتر 2و  3، 2، 0صفر، )و عصاره مخمری ( ميکرومولار 011

چهار هفته پس از کشت، صفات . تصادفی با سه تکرار مورد بررسی قرار گرفت قالب طرح کاملاً

، فنل کل و پروتئين کل DPPHهای محلول، ، ميزان کربوهيدراتH2O2بيوشيميايی شامل ميزان 

دار اسيد ساليسيليک و عصاره دهنده اثر معنینتايج تجزيه واريانس نشان . مورد بررسی قرار گرفتند

، ميزان فنل کل DPPHنتايج نشان داد که با افزايش ميزان . بود مخمری بر کليه صفات مورد مطالعه

که بيشترين مقدار به طوری. هاستيابد که نشان دهنده يک رابطه خطی بين آننيز افزايش می

بيشترين . گرم در ليتر عصاره مخمری بود 2يسيليک و ميکرومولار اسيد سال 011های ها در غلظتآن

گرم در ليتر و بيشترين ميزان  3ميکرومولار و  52های مقدار پروتئين محلول در غلظت

. گرم در ليتر عصاره مخمری مشاهده شد 2ميکرومولار و  52های کربوهيدرات محلول در غلظت

بيشترين . تحت تاثير اليسيتورها قرار گرفتند نتايج حاصل از بررسی بيان ژن نشان داد که هر دو ژن

گرم در ليتر عصاره  2ميکرومولار اسيد ساليسيليک و  21های در غلظت CPPSو  DXSميزان بيان 

ميزان محصول نهايی  ندهنده بالا بودتواند نشانها میبالا بودن ميزان بيان اين ژن. مخمری بود

گرفت که کاربرد اسيد ساليسيليک و عصاره مخمری روشی توان نتيجه لذا می. مسير بيوسنتزی باشد

   .مناسب برای افزايش بيوسنتز ترکيبات زيست فعال در استويا است

 های کلیدی‬واژه
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گیاهی بومی آمریکای ( Stevia rebaudiana Bertoni)استویا 

. است Asteraceaeای، علفی و چند ساله از خانواده جنوبی، بوته

ای از های استویا حاوی ترکیب پیچیدهها و گلها، ساقهبرگ

 Rajasekaran et al. 2008; Goyal)باشد ترپن گلیکوزیدها می دی

et al. 2010 )ها استویوزید و ریبودیوزید ترین آنکه عمدهA 

تر از شکر هستند برابر شیرین 257-377است که حدوداً 

(Debnath 2008 .)های استویا حاوی وه بر گلیکوزیدها، برگعلا

ها و  ترکیباتی مانند فلاونوئیدها، اسیدهای چرب، پروتئین

های استویا  دلیل میزان بالای این مواد، عصاره به. باشدها می ویتامین

دارای خواص ضد میکروبی، ضد حساسیت، ضد سرطان، ضد 

در شرایط التهاب، محافظت از کبد و بهبود عملکرد سیستم ایمنی 

in vitro  است(Gupta et al. 2013 .)رغم بالا بودن این  علی

ها یکی از اهداف اصلاحی این ترکیبات در گیاه، افزایش میزان آن

های بیوتکنولوژیکی مختلف برای ایجاد یا استراتژی. گیاه است

. شودهای ثانویه در استویا به کار گرفته میبهبود بیوسنتز متابولیت

بافت و استفاده از الیسیتورها از جمله این  تکنیک کشت

الیسیتورهای خارجی معمولاً با یک گیرنده غشایی . هاست روش

کنند، در نتیجه های خاصی را فعال میاند و ژنگیاه در تعامل

شوند باعث تحریک سنتز برخی ترکیب زیست فعال در گیاهان می

(Baque et al. 2012 .) اسید سالیسیلیک(SA )ره مخمری و عصا

(YE )ًبرای تحریک تولید  از الیسیتورهایی هستند که معمولا

 Patel and)شود های ثانویه گیاهی استفاده میمتابولیت

Krishnamurthy 2013.) 

یک مونوهیدروکسی بنزوئیک اسید است ( SA)اسید سالیسیلیک 

عنوان یک هورمون طبیعی گیاهی عملکردهای فیزیولوژیکی  که به

(. Janda and Ruelland 2015)کند یی گیاه را تنظیم میو بیوشیمیا

مقدار  SAاند که کاربرد خارجی مطالعات گذشته نشان داده

به میزان  in vitroاستویول گلیکوزیدها را در استویا در شرایط 

در تحمل  SA(. Bayraktar et al. 2016)دهد زیادی افزایش می

یک مولکول سیگنالینگ عنوان  های زنده و غیر زنده بهبه تنش

سازی سیستم و در فعال( Li et al. 2014)کند نقش مهمی بازی می

 Janda and Ruelland)آنتی اکسیدانی ناشی از تنش درگیر است 

روی فرآیندهای فیزیولوژیکی و بیوشیمیایی  SAاثرات (. 2015

و  SAبسته به نوع گونه، مرحله نموی، نحوه کاربرد، غلظت 

تیمار (. Shraiy and Hegazi 2009)تفاوت است شرایط محیطی م

SA  میزان فنل کل و فعالیتDPPH های سوسپانسیون را در کشت

 Panax ginseng (Ali et al. 2006)،Momordicaسلولی 

charantia (Chung et al. 2016 ) وThymus membranaceus 
(Pe´rez-Tortosa et al. 2012 )در بررسی اثر  .افزایش دادSA بر 

خصوصیات آنتی اکسیدانی استویا بیشترین میزان فنل کل و میزان 

DPPH  میکرومولار  177در غلظتSA  مشاهده شد

(Moharramnejad et al. 2019 .)(2019) که در تحقیقدر حالی 

Lucho et al.  میکرومولار  177روی گیاه استویا غلظتSA 

ساعت پس از  99و  24، 22افزایشی در ظرفیت آنتی اکسیدانی در 

 . تیمار ایجاد نکرد

یک ترکیب بیولوژیکی پیچیده است که ( YE)عصاره مخمری 

تواند اگرچه ساختار مولکولی عناصر فعال آن ناشناخته است می

(. Bayractar et al. 2016)های دفاعی گیاه را تحریک کند پاسخ

عنوان الیسیتور تولید  به Mossera et al.  ،YE(2012) طبق گزارش

از اثرات . دهدهای سلولی افزایش میها را در کشتپروتئین

های فعال ایجاد تنش در گیاه و تولید گونه YEشناخته شده 

ساکاریدهای مخمری تولید پلی(. Savitha 2006)باشد اکسیژن می

تحریک  Fagopyrum tataricumفلاونوئیدها را در ریشه موئی 

نشان  .Arastefar et al (2013) نتایج(. Zhao et al. 2014)کردند 

باعث افزایش میزان فلاونوئیدها و پروتئین کل  YEداد که تیمار 

در  SAکاربرد . شده است( Glycin max)های سویا در گیاهچه

میزان  mg/l 5/3تا غلظت  Curcuma manggaمحیط کشت گیاه 

، YE (mg/l 5)که مقادیر بالاتر در حالی. فنل کل را افزایش داد

 .Abraham et al)عنوان محرک تولید ترکیبات فنلی عمل نکرد  به

2011 .) 

سنتز استویول گلیکوزیدها از مسیر متیل اریتریتول فسفات 

(MEP )از آنجا که یکی از اهداف مهم اصلاحی . شودانجام می

یش میزان استویول گلیکوزیدهای آن است در اینجا اثر استویا افزا

. الیسیتورها بر بیان دو ژن مهم مسیر بیوسنتزی بررسی شده است

های انتهایی مسیر بیشتر مطالعات صورت گرفته در زمینه بیان ژن

MEP های است و اطلاعات در زمینه تأثیر الیسیتورها بر ژن

، شامل تراکم MEPمسیر مرحله اول در . ابتدایی مسیر اندک است

  مقدمه
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 5داکسی دی گلوکز -1فسفات به -3پیرووات و گلیسرآلدئید 

در ادامه . است( DXS)سنتتاز  DXPتوسط آنزیم ( DXP)فسفات 

تبدیل به کوپالیل  CPPSتولید شده با عمل آنزیم  GGDPمسیر 

شود که با فعالیت چند آنزیم دیگر در نهایت دی فسفات می

 ;Kuzuyama et al. 2000)کنند تولید می استویول گلیکوزیدها را

Brandle and Telmer 2007 .) از آنجا کهDXS  در ابتدای مسیر و

CPPS  در میانه مسیر تولیدSG ها ها قرار دارند بررسی بیان آن

مطالعات . تحت تأثیر الیسیتورها از اهمیت خاصی برخوردار است

ها نشان  SGرا در تنظیم میزان  CPPSو  DXSمرتبط اهمیت 

افزایش در سطح بیان  معمولاً(. Kumar et al. 2012)دهد  می

های های یک مسیر بیوسنتزی باعث افزایش میزان متابولیت ژن

 (.Modi et al. 2014)شود ثانویه آن مسیر خاص می

(2009) Yan et al. افزایش در میزان بیانDXS را در گیاهSalvia 

miltiorrhiza طبق . تحت تیمار سالیسیلک اسید گزارش کردند

بر روی گیاه استویا در شرایط  .Lucho et al (2018) مطالعه

 CPPSو  DXSهای دارای اثر بزرگی بر بیان ژن SAهیدروپونیک، 

بیان  افزایش. ها شده استاست و باعث افزایش میزان بیان این ژن

DXS های ثانویه در همبستگی مثبت با افزایش میزان متابولیت

-Gong et al. 2006; Munoz)برخی گیاهان داشته است 

Bertomeu et al. 2006 .)(2017) طبق تحقیق Singh et al.  تنظیم

عنوان کاندیدای احتمالی برای تغییر  تواند بهمی DXSبیان ژن 

تاکنون گزارشی در زمینه تأثیر عصاره . ها در استویا باشد SGمیزان 

های مورد مطالعه ارائه نشده است و این ژنمخمری بر بیان 

 . تواند باشدمطالعه اولین تحقیق در این زمینه می

، صفر) SAاین پژوهش با هدف بررسی تأثیر دوزهای مختلف 

گرم  5و  3، 2، 1، صفر) YEو ( میکرومولار 177و  05، 57، 25

روی صفات بیوشیمیایی و نیز بیان دو ژن مهم مسیر ( در لیتر

ای زی استویول گلیکوزیدهای استویا در شرایط درون شیشهبیوسنت

بر  YEتواند نخستین گزارش در زمینه تأثیر انجام شده است و می

 .باشد CPPSو  DXSهای بیان ژن

 

های استویا از پژوهشکده گیاهان دارویی جهاد  پس از تهیه گیاهچه

های استوک، یک پایه گیاهی دانشگاهی کرج، جهت تهیه گیاهچه

سالم انتخاب و پس از ضدعفونی، ساقه در قطعات کوچک در 

های کنندهفاقد تنظیمMS (Murashige and Skoog 1962 )محیط 

رشد کشت و در اتاقک رشد در شرایط مناسب نگهداری و هر 

پس از چندین مرحله واکشت، . چهار هفته یکبار واکشت شدند

-به همراه جوانه جانبی تهیه و در محیطمتری قطعات یک سانتی

 SAهای کشت فاقد تنظیم کننده رشد، حاوی سطوح متفاوت 

 5و  3، 2، 1، صفر) YEو ( میکرومولار 177و  05، 57، 25، صفر)

چهار . تصادفی کشت شدند در قالب طرح کاملاً( گرم در لیتر

این آزمایش در سه . برداری انجام شدهفته پس از کشت، نمونه

 . رار و ده ریزنمونه در هر تکرار صورت گرفتتک

 .Velikova et al(2000) با استفاده از روش H2O2سنجش میزان 

سی  سی 1گرم بافت برگ تازه توزین شد و با  70/7. انجام شد

عصاره . هموژن شد کاملاً% 1/7( TCA)تری کلرو استیک اسید 

دقیقه در  15دار به مدت حاصل با استفاده از سانتریفیوژ یخچال

 057سپس به . سانتریفیوژ شد ºC2دور در دقیقه در دمای  12777

 17ماکرولیتر بافر فسفات پتاسیم  057ماکرولیتر از محلول روئی، 

سی پتاسیم یدید یک مولار اضافه  سی 5/1و ( pH 7)مولار میلی

در ( Biotek=EON)ها با استفاده از پلیت ریدر شد و جذب نمونه

نانومتر قرائت و بر حسب میکرومول بر گرم وزن  397ول موج ط

µmolg)تر 
-1

 FW )بیان شد. 

 .Guy et al(1992) جهت استخراج عصاره پروتئینی کل از روش

لیتر بافر استخراج به ازای هر گرم برگ، یک میلی. استفاده شد

دقیقه  15دور در دقیقه به مدت  4777پروتئین اضافه و در 

مایع رویی محلول به تیوب جدید منتقل و . نجام شدسانتریفیوژ ا

مایع . دقیقه با همان شرایط سانتریفیوژ شد 15مجددا به مدت 

نگهداری  -ºC27 رویی به تیوب جدید منتقل و تا زمان استفاده در

 . شد

و با  Bradford (1976) گیری میزان پروتئین کل طبق روشاندازه

لیتر محلول  ماکرو 277. استفاده از عصاره پروتئینی انجام شد

های پلیت ریخته شد عصاره داخل چاهک ماکرولیتر 17بردفورد و 

ها با استفاده از پلیت ریدر دقیقه جذب نمونه 27و پس از گذشت 

منظور تعیین غلظت  به. گیری شدنانومتر اندازه 595در طول موج 

مختلف، از منحنی استاندارد رسم شده با های پروتئین نمونه

 . استفاده شد( BSA)های مختلف آلبومین سرم گاوی غلظت

  ها مواد و روش
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اسید  -های محلول از روش فنلگیری کربوهیدراتبرای اندازه

لیتر از عصاره  میلی 2به این صورت که به . سولفوریک استفاده شد

لیتر اسید میلی 5وزنی و % 47ماکرولیتر فنل  57گیاهی، 

دقیقه نگهداری در محیط  17پس از . ولفوریک غلیظ اضافه شدس

، میزان جذب محلول ºC37-25دقیقه در حمام آب گرم  17-27و 

نانومتر خوانده  297با استفاده از دستگاه پلیت ریدر در طول موج 

های شد و با کمک منحنی استاندارد مربوطه میزان کربوهیدرات

جهت تهیه عصاره  (.Dubios et al. 1956)د شمحلول محاسبه 

گرم از بافت برگ خشک شده توزین و در  75/7متانولی، مقدار 

ساعت  22ترکیب به مدت  وحجمی حل % 47لیتر متانول دو میلی

دقیقه  27سپس به مدت . روی شیکر در دمای اتاق قرار داده شد

. دشدور در دقیقه سانتریفیوژ  3777گراد در درجه سانتی 17در 

گراد در تاریکی حاصل در دمای چهار درجه سانتی سوپرناتانت

گیری درصد مهار اندازه .جهت آنالیزهای بعدی نگهداری شد

 .Brand-Williams et al(1995) طبق روش DPPHرادیکال آزاد 

مول در لیتر با استفاده  9×17-5با غلظت  DPPHمحلول . انجام شد

صاره متانولی هر ماکرولیتر از ع 177به . از حلال متانول تهیه شد

میزان . اضافه شد DPPHسی از محلول سی 9/3نمونه، مقدار 

با استفاده از پلیت ریدر در طول موج  37جذب در دقیقه صفر و 

با استفاده از فرمول، درصد مهار . نانومتر قرائت شد 510

 . دشمحاسبه ( 1)های آزاد برای هر نمونه طبق معادله  رادیکال

 

 های آزاد درصد مهار رادیکال=  (– 1(AS/AD)) 100×(: 1)معادله 

 

جذب کنترل  ADبیانگر جذب نمونه و  Asکه در این معادله 

 Slinkerd and Singleton(1977) میزان فنل کل طبق روش .است

ماکرولیتر از عصاره  177به . گیری شدبا اندکی تغییرات اندازه

پس از پنج . اضافه شد% 27لیتر کربنات سدیم میلی یکمتانولی 

به آن  N2/7گر فولین سیوکالتیو  ماکرولیتر واکنش 177دقیقه 

به مدت یک ساعت در دمای اتاق و . دشمخلوط  اضافه و کاملاً

 377در تاریکی نگهداری و پس از آن در هر چاهک پلیت مقدار 

ماکرولیتر از آن ریخته و میزان جذب با استفاده از پلیت ریدر در 

ها با مقایسه بین منحنی داده. دشقرائت  نانومتر 095طول موج 

پس . و میزان جذب هر نمونه محاسبه شد( گالیک اسید)استاندارد 

-ها با استفاده از روش کلموگروفاز اطمینان از نرمال بودن داده

، تجزیه واریانس و مقایسه SPSSافزار  اسمیرنوف با کمک نرم

 .SAS Verافزاررمها به روش دانکن با استفاده از ن میانگین داده

درصد انجام شد و نمودارهای  یکو  پنجدر سطح احتمال  9.0

 .رسم شدند Excel 2016افزار  مربوطه با استفاده از نرم

 RNX-Plusکل با استفاده از محلول استخراج  RNAاستخراج 

کیفیت و . طبق دستورالعمل شرکت سازنده انجام شد( سینا کلون)

استخراج شده با استفاده از الکتروفورز ژل آگارز  RNAکمیت 

 ساخت) Spectrophotometer NanoDrop 1000و دستگاه % 5/1

. مورد بررسی قرار گرفت( آمریکا Thermo Scientific شرکت

 cDNAهای استخراج شده، جهت سنتز  RNAپس از اطمینان از 

کل، با  RNAبر روی یک میکروگرم از  cDNAسنتز . استفاده شد

و بر طبق ( Takara cDNA Synthesis Kit)استفاده از کیت تاکارا 

سنتز شده با  cDNA. دشدستورالعمل شرکت سازنده انجام 

. ها یکسان سازی شدند استفاده از نانودراپ تعیین غلظت و غلظت

با . برداری ژن استفاده شد های حاصل برای آنالیز نسخه cDNAاز 

طبق دستورالعمل ( Takara)ایبرگرین استفاده از مستر میکس س

میکرولیتر و تحت شرایط  15شرکت سازنده برای حجم واکنش 

 . انجام شد Real time PCRتکثیر زیر واکنش 

 C 95 ،27 ثانیه  27: ، مرحله دومC 95 دقیقه در  2: مرحله اول

توالی آغازگرهای . در چهل سیکل C 02 ثانیه  27و  C 54 ثانیه 

عنوان ژن  به GAPDHاز ژن . آمده است 1در جدول مورد استفاده 

رفرنس استفاده و میزان بیان نسبی برای هر ژن با استفاده از روش 

کلیه محاسبات و رسم نمودارها با . دشمحاسبه  ΔΔCT2–ای  مقایسه

 .انجام شد Microsoft EXCEL 2010افزار  نرم
 

، H2O2بر صفات  SAبر اساس نتایج تجزیه واریانس اثر تیمار 

DPPHهای محلول در ، فنل کل، پروتئین کل و کربوهیدرات

نیز بر کلیه صفات  YEاثر . دار بوددرصد معنی یکسطح احتمال 

درصد و بر میزان فنل  یکجز میزان فنل کل در سطح احتمال  به

میزان (. 2جدول )دار شد درصد معنی پنجکل در سطح احتمال 

H2O2 داری تحت تأثیر هر دو الیسیتور قرار گرفتطور معنیبه .

میکرومولار و صفر  57در غلظت  H2O2بیشترین و کمترین مقدار 

  نتایج و بحث
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SA  گرم در لیتر  3و  1وYE  مشاهده شد با افزایش غلظت

(. ، الف2و  1شکل )کاهش پیدا کرد  H2O2الیسیتورها، میزان 

عنوان  است که به  ROS، یکی از انواع (H2O2)ژن پراکسید هیدرو

 Bestwick et)شود سیگنالینگ بسیار مهم شناخته می یک مولکول

al. 1997 .) ،معمولاً در گیاهان در هنگام مواجهه با تنشH2O2 

شود برای فعال کردن مقاومت سیستمیک به سرعت تولید می

(Janda et al. 2003 .)SA  وYE  با ایجاد تنش منجر به تجمع

ROSویژه  ، بهH2O2 ها ها، میتوکندری و پراکسیزومدر کلروپلاست

های القاء فعالیت منظور غلبه بر تنش، گیاه استراتژی به. شوندمی

و ( Foyer and Noctor 2003)گیرد کار می آنتی اکسیدان را به

منجر  شود و در نهایتباعث تحریک سنتز ترکیبات محافظتی می

 Fayez and Bazaid)گردد به افزایش تحمل به تنش غیر زنده می

های در سلول H2O2میزان   Salvia miltiorrhizaدر(. 2014

 Hao et)برابر بیشتر از کنترل آبی بود  SA ،51/4شده با تحریک

al. 2014 .) در بررسی اثرSA  بر روی کشت ریشه موئی جنسینگ

در مقایسه با کنترل مشاهده شد  H2O2افزایش سه برابری در میزان 

(Rahimi et al. 2014 .) نتایج این تحقیق نشان داد که با افزایش

. کندافزایش پیدا می DPPHغلظت دو الیسیتور، میزان درصد مهار 

و  SAمیکرومولار  177که بیشترین مقدار آن در غلظت به طوری

 DPPHاز میزان مهار (. ، ب2و  1شکل )بود  YEگرم در لیتر  5

 .Kim et al)شود برای ارزیابی فعالیت آنتی اکسیدانی استفاده می

بیشتر باشد به معنی  DPPHهرچه میزان درصد مهار  .(2007

ترکیبات . افزایش در ترکیبات فنلی در گیاهان تیمار شده است

با این حال، بر . اکسیدانی هستندترین ترکیبات آنتیفنلی اصلی

ها نیز کربوهیدرات Bohnert and Jensen (1996) س نظراسا

عمل و به تثبیت تنش  ROSهای عنوان مهارکننده ممکن است به

 .اکسیداتیو کمک کنند

 
 (Singh et al. 2017)توالی جفت آغازگرهای استفاده شده در این آزمایش  -1جدول 

 

 

 

 

 

 
 SAگیری تحت تیمار تجزیه واریانس صفات مورد اندازه -2جدول 

 (MS)میانگین مربعات   

 های محلولکربوهیدرات پروتئین کل فنل کل H2O2 DPPH درجه آزادی منابع تغییرات

SA 2 **03/107 **52/40 **92/19497 **59/1521 **92/19497 

 14/257 94/97 143/257 90/9 30/2 17 خطا

 95/2 21/12 950/2 43/2 72/2 - )%(ضریب تغییرات 

YE  
2 **5/1172 **4/94 *2/25404 **22/571 **29/9793 

 خطا
17 2/91 22/17 40/3525 14/23 04/2772 

 22/15 29/4 25/13 10/9 42/12 - )%(ضریب تغییرات 

 داریدرصد و عدم معنی پنجدار در سطح درصد، معنی یکدار در سطح ترتیب معنی به nsو  *، **

 

 

طول قطعه تکثیری  ژن هدف

(bp) 

Gene bank 
Accession number 

 توالی آغازگرها

GAPDH 90 KC508619.1 Fwd 5'-CCAGCCTTAGCATCAAAGAT-3' 
Rev 5'-GCCATTAAGGAGGAATCAGA-3' 

DXS 121 FJ214107.1   Fwd 5'-CAAATTGGACCTCAAGCACA-3' 
Rev 5'-CGACGGGACCGATGTAGTAT-3' 

CPPS 122 JN675707.1   Fwd 5'-AGGCGTTGGTATTGAGGATG-3' 
Rev 5'-TGGTTGACGAAATTGCAAGA-3' 
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 SAمیزان کربوهیدرات محلول کل تحت تیمار ( میزان پروتئین کل و ه( میزان فنل کل، د( ، جDPPHدرصد مهار رادیکال آزاد ( ، بH2O2میزان ( الف -1شکل 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 میزان کربوهیدرات محلول کل تحت تیمار( میزان پروتئین کل و ه( میزان فنل کل، د( ، جDPPHدرصد مهار رادیکال آزاد ( ، بH2O2میزان ( الف -2شکل 
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های فیزیولوژیکی در گیاهان باعث با القاء پاسخ الیسیتورها

سازی متابولیسم ثانویه و سنتز ترکیبات فنلی از طریق آزاد  فعال

مسیر ها  ROS. شوندمی( ROS)های اکسیژن واکنشی سازی گونه

های آنتی اکسیدانی را فعال متابولیسم ثانویه را تحریک و مکانیسم

اکثر آزمایشات انجام شده،  (.Pastore et al. 2019)کند می

همبستگی مثبت بین محتوای ترکیبات فنلی محلول کل و ظرفیت 

 .Chun et al)دهند های استویا را نشان میاکسیدانی عصارهآنتی

جای  ههای نابروی ریشه  .Lee et al(2015) در مطالعه(. 2005

به  SAبا افزایش غلظت  Eleutherococcus koreanumگیاه 

ها در ریشه DPPHفعالیت . افزایش پیدا کرد H2O2زان تدریج می

در پژوهشی دیگر، غلظت . نشان داد H2O2الگوی مشابهی با میزان 

افزایشی در ظرفیت آنتی اکسیدانی ایجاد  SAمیکرومولار  177

دست  با این حال با توجه به نتایج به(. Lucho et al. 2019)نکرد 

 SAدر سطوح نسبتاً بالا، رسد نظر می  آمده از آزمایش حاضر به

های آزاد طور مستقیم در مهار فعالیت رادیکال ممکن است به

طور غیر مستقیم  یا به/عنوان یک آنتی اکسیدان درگیر باشد و به

های آنتی اکسیدانی سازی پاسختعادل بازخوانی را از طریق فعال

 (. López-Orenes et al. 2013)تغییر دهد 

ورها بر میزان فنل کل نشان دهنده روند افزایشی بررسی اثر الیسیت

بالاترین مقدار فنل . باشدمیزان فنل تحت تأثیر هر دو الیسیتور می

مشاهده  YEگرم در لیتر  5و  SAمیکرومولار  177کل در تیمار 

دهنده وجود رابطه مثبت بین  نتایج نشان(. ، ج2و  1شکل )شد 

که با افزایش میزان  ریطواست، به DPPHمیزان فنل کل و میزان 

DPPH میزان فنل کل نیز افزایش یافته است . 

SA زاد با طبیعت فنلی است، که در کننده رشد درونیک تنظیم

 .Khan et al)کند تنظیم برخی فرآیندهای فیزیولوژیکی شرکت می

ممکن  SA( 1: ممکن است مربوط باشد به SAاثر مثبت (. 2003

است مسیرهایی را ایجاد کند که منجر به جلوگیری از آسیب 

 Larkindale and Knight)شود اکسیداتیو یا ترمیم آن آسیب می

آنزیمی  اکسیدان غیرعنوان یک آنتی به SAمولکول ( 2( 2002

کننده رشد گیاهی است، که کند همچنین یک تنظیمبالقوه عمل می

 .Hayat et al)کند را تنظیم میبرخی فرآیندهای فیزیولوژیکی 

از جمله، تنظیم برخی مواد شیمیایی مانند پروتئین محلول ( 2010

-AL)کل، فنل کل، پرولین، کربوهیدرات محلول کل و قندها 

Shraiy and Hegazi 2009 .) در تحقیقی ثابت شده است کهSA 

ها و آمینو نقش مهمی در تولید ترکیبات فنلی، کربوهیدرات

کند، که این عوامل بازتابی از در گیاه نعناع بازی میاسیدها 

در کشت (. Pérez et al. 2012)اکسیدانی آن است  ظرفیت آنتی

تنش اکسیداتیو را القاء  Panax ginseng  ،SAسوسپانسیون ریشه

 SA (17(. Ali et al. 2006)و باعث تجمع ترکیبات فنلی شد 

ساعت پس  22اه جعفری میزان فنل کل را در گی( مول در لیترمیلی

ای بر روی در مطالعه(. Divya et al. 2014)از تیمار افزایش داد 

باعث افزایش ده برابری  SAپاشی سرخارگل کاربرد محلول

بیان  SA(. Kuzel et al. 2009)ترکیبات فنلی نسبت به شاهد شد 

های های ثانویه مثل آنزیمهای تولید کننده متابولیتبرخی از ژن

تواند برخی کند و بنابراین میفنیل پروپانوئید را القاء میمسیر 

این . های ثانویه مانند ترکیبات فنلی را افزایش دهدمتابولیت

افتد و میزان فعالیت اتفاق می SA های بهینهافزایش در غلظت

بنابراین افزایش در میزان آنتی . دهدآنتی اکسیدانی را افزایش می

های توان به افزایش فعالیت آنزیمرا می اکسیدان و ترکیبات فنلی

درگیر در مسیر سنتز این ترکیبات از جمله فنیل آلانین آمونیالیاز 

(PAL )در واقع . و تیروزین آمین ترانسفراز نسبت دادSA  با

و فعال شدن  H2O2به افزایش  جلوگیری از فعالیت کاتالاز منجر

سازی برخی سیستم دفاع آنتی اکسیدانی گیاه از طریق فعال 

 (. Buitelaar et al. 1992) شودهای مرتبط با دفاع می ژن

در غلظت مناسب برای افزایش تولید  YEدهد که نتایج نشان می

بر  YEثابت شده است که . تواند استفاده شودترکیبات فنلی می

با این حال، تولید . مسیر بیوسنتزی گیاهان تأثیری ندارد

یا متیل جاسمونات درونی را که بر تولید /جاسمونیک اسید و

-Sanchez)کند گذارد تحریک میهای ثانویه تأثیر میمتابولیت

Sampedro et al. 2005 .) بالا بودن میزان ترکیبات فنلی و فعالیت

 YEدهد که ای استویا نشان میهمهاری رادیکال آزاد گیاهچه

اندازی  یا متیل جاسمونات را راه/تولید جاسمونیک اسید و احتمالاً

کرده و از این طریق باعث افزایش میزان ترکیبات فنلی در استویا 

 . شده است

 in vitroهای در کشت YEتحریک تجمع ترکیبات فنلی با 

ش شده است گزار S. miltiorrhizaهای دیگر گیاهی مانند  گونه

(Chen and Chen 2000 .)همچنینBeerhues and Berger  
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تولید اسیدهای فنلی جدید و فلاونوئیدها را در ( 1995)

تیمار  C. littoraleو  Centarium erythraeaهای سلولی  کشت

 .Hهای سوسپانسیون سلولیدر کشت. گزارش کردند YEشده با 

triquetrifolium   به محض تیمار باYE عنوان یک الیسیتور  به

های ثانویه افزایش یافت، و منجر به افزایش زنده برخی متابولیت

در ترکیبات فنلی، تجمع فلاونوئیدها و تولید مواد جدید شد 

(Azeez and Ibrahim 2013 .) گرم در لیتر میلی 5/3افزودنYE 

میزان فنل کل را افزایش داد،  Curcuma manggaبه محیط کشت 

عنوان  به( گرم در لیترمیلی پنج)مقدار بالاتر آن  که در حالی

همچنین نشان داده . الیسیتور برای تولید ترکیبات فنلی عمل نکرد

حاوی عوامل آنتی اکسیدانی  YEهای تیمار شده با شد که نمونه

گرم میلی 5و  5/3که محیط تهیه شده با طوریبه. بیشتری هستند

را نشان ( DPPH)ی رادیکال بالاترین فعالیت مهار YEدر لیتر 

 (.Abraham et al. 2011)دهد می

ها، میزان پروتئین کل با افزایش سطح بر طبق نتایج مقایسه میانگین

 YEگرم در لیتر  3و  SAمیکرومولار  05الیسیتوری تا سطح 

 (. ، د2و  1شکل )افزایش پیدا کرد و پس از آن کاهش یافت 

های آپوپلاستی تأثیر ئینبر پروت SAاعتقاد بر این است که 

از این طریق باعث  ، و احتمالاً(Tasgin et al. 2006)گذارد  می

پاشی در مطالعه برگ انگور، محلول. شودتحریک سنتز پروتئین می

SA های باعث افزایش محتوای پروتئین کل و میزان کربوهیدرات

محلول نسبت به شاهد شد هر چند این افزایش در مورد 

 .Nezamdoost et al)دار نبود های محلول معنیکربوهیدرات

داری را در در گیاه ریحان افزایش معنی SAکاربرد (. 2016

کار برده شده القاء کرد به SAمحتوای پروتئین بسته به غلظت 

(Kabiri et al. 2014 .) گزارش شده است کهSA  با افزایش

تئین در فعالیت آنزیم نیترات ردوکتاز باعث افزایش ازت و پرو

باعث افزایش  SA(. Singh and Usha 2003)شود گیاه می

(. Hayat and Ahmad 2007)د شوهای آنتی اکسیدانی می آنزیم

ییر توان به تغها را میدر افزایش میزان پروتئین SAبنابراین تأثیر 

 . های آنتی اکسیدانی نیز نسبت دادآنزیم

در  معمولاً. نیز افزایش یافت YEمیزان پروتئین کل در مواجهه با 

ها غلظت پروتئین کل در گیاهان دچار هنگام مواجهه با انواع تنش

شود، که این تغییرات مربوط به تجزیه و یا مهار سنتز تغییراتی می

کارگیری انرژی سلول در ساخت دسته ها و بهبرخی از پروتئین

باشد های مخصوص مقابله با تنش میکوچکی از پروتئین

(Ghorbanli et al. 2013 .) افزایش میزان پروتئین کل ممکن است

دلیل افزایش بیوسنتز پروتئین برای سازگاری با شرایط جدید و  به

های بالاتر الیسیتوری کاهش در در شدت. تحمل به تنش باشد

دلیل کاهش سنتز پروتئین، کاهش  به ان پروتئین احتمالاًمیز

ها طی سنتز دسترسی به آمینواسیدها و تغییر شکل ساختمان آنزیم

 (. Rollins et al. 2013)ها باشد پروتئین

های محلول تحت تأثیر هر دو الیسیتور قرار میزان کربوهیدرات

ایش با افز SAمیزان کربوهیدرات محلول تحت تیمار . گرفت

 05که در غلظت غلظت به تدریج افزایش پیدا کرد تا این

با افزایش  YEاما تحت تیمار . میکرومولار بالاترین مقدار بود

 2بیشترین مقدار آن در تیمار . غلظت روند مشخصی مشاهده نشد

افزایش قندها یکی دیگر از (. ، ه2و  1شکل )بود  YEگرم در لیتر 

اهان به هنگام مواجهه با تنش های دفاعی است که گیمکانیسم

(. Yamada et al. 2005)گیرند کار میبرای زنده ماندن به

ها از طریق تشکیل پیوندهای هیدروژنی بین کربوهیدرات

ها و های قطبی پروتئینهای کربوکسیل قندها و زنجیره گروه

ها، باعث تنظیم اسمزی، پایداری بالاخره پایدارسازی پروتئین

برای مثال تجمع . شوندهای موجود در سلول میپروتئینغشاها و 

شود و از تغییرات ساکارز موجب حفظ فسفولیپیدهای غشاء می

کند های محلول سلول نیز جلوگیری میساختاری پروتئین

(Kerepesi and Galiba 2000 .) اگر تجمع قندها در برگ ملاکی

های غلظتتا  YEو  SAبرای تحمل به تنش در نظر گرفته شود، 

گرم در لیتر باعث افزایش میزان  2میکرومولار و  05

ها در اند بنابراین گیاه تا این غلظتهای محلول شدهکربوهیدرات

های بالاتر ولی در غلظت. کندمقابل تنش ایجاد شده تحمل می

گیری کرد که گیاه استویا  توان نتیجهمی. شودمیزان مقاومت کم می

، فاقد پتانسیل بالا جهت افزایش YEو  SAهای بالای  در غلظت

عنوان عوامل  غلظت ترکیباتی مانند ساکارز، گلوکز و فروکتوز به

دلیل کاهش کارآیی  تواند بهسازگار کننده هستند که این می

فتوسنتز و در نتیجه کاهش عرضه قندهای محلول در بافت برگ 

با با این حال، تغییر غلظت قندهای محلول در ارتباط . باشد

کند و بسته به شرایط محیطی از الگوی یکسانی تبعیت نمی
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 Rosa)دهد ژنوتیپ و شرایط محیطی تغییرات خاصی را نشان می

et al. 2009; Sami et al. 2016 .)های در تحقیقی بر روی ویژگی

بیوشیمیایی به لیمو بیشترین میزان کربوهیدرات محلول در تیمار 

 .Farsari et al)دست آمد  به SAمولار  میلی 2/3پاشی محلول

2019.)  

. قرار گرفتند YEو  SAهای مورد مطالعه تحت تأثیر تیمار بیان ژن

 57در غلظت  CPPSو  DXSهای بیشترین میزان بیان ژن

و  SAبا افزایش غلظت . بود YEگرم در لیتر  2و  SAمیکرومولار 

YE  گرم در لیتر میزان بیان این دو  2میکرومولار و  57تا غلظت

ژن افزایش یافته و بعد از آن با افزایش غلظت میزان بیان هر دو 

ترتیب  ، بهSAمیکرومولار  57ها در تیمار این ژن. ژن کاهش یافت

. برابر نسبت به شاهد افزایش بیان داشتند 11و  27به میزان 

 2و  5ترتیب به میزان  ، بهYEر لیتر گرم د 2همچنین در تیمار 

همبستگی مثبت بین . برابر نسبت به شاهد افزایش بیان نشان دادند

های تیماری نیز مشهود میزان بیان این دو ژن در سایر غلظت

های مورد مطالعه در تیمار شاهد بود کمترین میزان بیان ژن. است

حتی در  YEو  SAدهنده این است که افزودن  این نتایج نشان

گرم در  2و  SAمیکرومولار  57تر و بالاتر از های پایینغلظت

های مورد بررسی تأثیر مثبت در هر صورت بر بیان ژن YEلیتر 

 (.  3شکل )داشته است 

 

و  SAتحت تأثیر تیمارهای  CPPSو  DXSهای میزان بیان نسبی ژن -3شکل 
YE 
 

DXS  چون سرچشمه مسیرMEP  جهت تولید استویول

 دهنده احتمالاً گلیکوزیدها است بالا بودن میزان بیان آن نشان

چرا که ماده اولیه برای . های مسیر استافزایش در بیان سایر ژن

در مطالعات قبلی ثابت . شودادامه مسیر به میزان زیادی فراهم می

ها، محتوای استویول در برگ DXSشده است که بیان ژن 

دهد ها افزایش میها را بدون تأثیر بر روی نسبت آنگلیکوزید

(Zheng et al. 2019)  و مطالعات دیگر نیز همبستگی مثبت بین

و افزایش میزان محصول نهایی مسیر را  DXSافزایش بیان ژن 

طبق (. Gong et al. 2006; Jadaun et al. 2017)اند گزارش کرده

عنوان  تواند بهمی DXSن تنظیم بیان ژ .Singh et al (2017) تحقیق

ژن  .ها در استویا باشد SGکاندیدای احتمالی برای تغییر میزان 

CPPS دهنده  در میانه مسیر قرار دارد و بالا بودن بیان آن نشان

البته لازم است . احتمالا افزایش میزان محصول نهایی مسیر است

های بعدی مسیر بیوسنتزی استویول گلیکوزیدها نیز بررسی ژن

شود و ، منشعب میCPPSپس از بیان ژن  MEPشوند زیرا مسیر 

بخشی از محصول بیان این ژن به سمت تولید استویول 

رود و بخشی دیگر در یک مسیر انحرافی با گلیکوزیدها می

. کندها، جیبرلیک اسید را تولید میای از آنزیمفعالیت مجموعه

دهد که نشان میتحقیقاتی که در این زمینه صورت گرفته است 

های دار در بیان ژنافزودن عصاره مخمری باعث افزایش معنی

شود که این نشان دهنده تأثیر مثبت این می MEPبعدی مسیر 

 Rasouli et)های مسیر و محصول نهایی آن است الیسیتور بر ژن

al. 2018.) های ادامه مسیر گزارشات متفاوتی در مورد بیان ژن

-Vazquez (2019) کهدر حالی. دارد وجود SAتحت تأثیر 

Hernandez et al.  تأثیر مثبتSA های انتهایی مسیر نشان را بر ژن

های انتهایی مسیر بر ژن SAای دیگر عدم تأثیر دهد در مطالعهمی

از آنجا که بخشی از (. Lucho et al. 2018)گزارش شده است 

رود، میها به سمت تولید جیبرلین CPPSمحصولات بیان ژن 

نظر  ها ضروری بههای مسیر تولید جیبرلینبررسی بیان ژن

 .  رسد می

 گیری کلی نتیجه

نتایج بررسی صفات بیوشیمیایی نشان داد که هر دو الیسیتور 

باعث ایجاد تنش در گیاه و افزایش میزان درصد مهار رادیکال 

، میزان کربوهیدرات محلول و پروتئین کل H2O2آزاد، فنل کل، 

، متناسب DPPHبیشترین میزان درصد مهار رادیکال آزاد . اندشده

که بیشترین میزان این  با بیشترین میزان ترکیبات فنلی بود به طوری
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همچنین نتایج بیان . های بالای الیسیتوری مشاهد شددو در غلظت

های مورد بررسی تحت تأثیر دهنده این است که ژن ژن نشان

باعث افزایش  و از این طریق احتمالاً اندالیسیتورها قرار گرفته

. شوندها میمیزان تولید استویول گلیکوزیدها یا میزان جیبرلین

تر میزان تأثیر بر تولید استویول گلیکوزیدها، نیاز به بررسی دقیق

گیری میزان تولید این  های مسیر بیوسنتزی و اندازهمطالعه سایر ژن

 . دارد YEو  SAها تحت تأثیر الیسیتورهای  متابولیت
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