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  چكيده

طور گسترده  بر خصوصيات مورفولوژيكي و بيوشيميايي گياهان مختلف به اثرات عصاره مخمركنون تا      

محتوي فلاونوئيدي و ، )IFS( ازايزوفلاون سينت بيان ژن ميزان ،در اين تحقيق. قرار گرفته است مورد مطالعه

-غلظت تحت تيمار با روزه سويا 9هاي در گياهچههاي آنتي اكسيدان آنتوسيانين و همچنين فعاليت برخي آنزيم

مورد مطالعه قرار  ساعت 16و  8هاي زماني در بازه عصاره مخمر )درصد 5/0و  2/0، 1/0، 0(هاي مختلف 

هاي اين گياه سرشار از تركيبات ايزوفلاونوئيدي دانه. است نخودسويا گياهي يكساله از خانواده . گرفت

نتايج نشان دهنده . شوندتوليد مي  IFSاز پيش ماده فلاونوني توسط آنزيمباشد كه مي) جنيستئين و ديدزين(

- هگياهچ كل و همچنين بيان ژن ايزوفلاون سينتاز و محتوي پروتئين و آنتوسيانين هافزايش محتوي فلاونوئيدا

ساعت  16تيمار بمدت  در است كه  شاهدگياه  در مقايسه باها با اين اليسيتور در تمامي غلظتهاي تيمار شده 

ديسموتاز،  يداكسيدان شامل سوپراكسهاي آنتيفعاليت آنزيم ،از طرف ديگر .باشدمي ساعت 8از زمان  بيشتر

تيمار افزايش يافته است كه در سبت به گياه شاهد نداري بطور معنيگياهان تيمار شده  در كاتالاز و پراكسيداز

كه عصاره مخمر  شوددر مجموع چنين استنباط مي. باشدميبيشتر ساعت  16مقايسه با زمان در  ساعت 8 بمدت

در  هاي آزادكاهش راديكال بمنظور، در اين شرايط .ها شده استدر گياهچه اكسيداتيو باعث اعمال نوعي تنش

سيستم بيشتر ، تيمار ساعت 16بوده درحاليكه در زمان  ترلاكسيدان آنزيمي فعاسيستم آنتي ر،ساعت تيما 8زمان 

ساعت  16 ، تيمار گياه به مدت رسدلذا بنظر مي. دوشوارد عمل مي )فنيل پروپانوئيدي( غيرآنزيمي اكسيدانآنتي

  .باشدموثره مي ها و همچنين سنتز مواد، زماني مناسب جهت تحريك بيان ژنبا اين اليسيتور
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  مقدمه

از  ساله،ياهي يكگ )Glycine max( سويا       

 ,PIBA( تبومي آسياي شرقي اسو  نخودخانواده 

-يك ،)مستقيم(اي، بالارونده بوته اين گياه. )2001

متر  2/1تا  3/0ز كه ارتفاع آن ا است ساله و تابستانه

متراكم، متناوب و  اين گياه هايبرگ. باشدمتغير مي

-سانتي 10-5بيضوي سه برگي است كه هر كدام 

كولتيوارهاي مختلفي از اين گياه . متر عرض دارند

ها تحت شرايط آن دانه وجود دارند كه رسيدگي

 Mcgregor( باشدروز مي 100-75اقليمي مختلف 

et al., 1976(.   

از مسير (ايزوفلاونوييدها تركيبات فلاونوييدي        

در  صورت غالبهستند كه به) يديئفنيل پروپانو

ايزوفلاونوييدها  .وجود دارند نخودگياهان خانواده 

د تحت تاثير نتوانها ميسازهاي آنو همچنين پيش

هاي فرودست به تركيبات فيتوالكسيني تبديل آنزيم

لاونوييدي از جمله هاي ايزوففيتوالكسين .شوند

هاي گياهي گياهان به بيماري عوامل اصلي مقاومت

ها تحت توليد آنشوند كه محسوب مي و آفات

. دگيرقرار ميزنده و غير زنده هاي تاثير محرك

، تركيبات نخودخانواده  هاي مختلفگونه

- را توليد مي مختلفي فيتوالكسيني ايزوفلاونوييدي

پتروكارپان  توان بهيم كه به عنوان مثالنمايند 

) Medicago sativa )Dixon, 1999در  مديكارپين

  ;Medicago truncatula )Liu et al., 2003و 

Farag, 2007; ( و ماكاين و فورمونونتين در

Trifolium repens اشاره نمود )Tebayashi et al., 

 صورت پيوستهبه ولاًايزوفلاونوييدها معم). 2001

، ابتدا الونيلو گلوكوزيدهاي م در اشكال گلوكوزيد

در . شوندها توليد ميدر ساقه ها و سپسدر ريشه

در اين تركيبات ) غيرگلوكوزيله(، اشكال آزاد مقابل

هاي ميكروبي يا حملات حشرات و يا آلودگي اثر

پس از القا با اليسيتورهاي غيرزنده مانند نور ماوراي 

 ,Dixon(شوند بنفش و فلزات سنگين، توليد مي

1999 .(  

هاي آنزيمدر حضور يدي ئمسير فنيل پروپانو

تيروزين آمينو ترانسفراز و فنيل آلانين آمينولياز 

گروه آميني را از  ها اين آنزيم. شودشروع مي

تيروزين برداشته و اسيد /آلانينفنيل اسيدهاي آمينه

سط واسيد سيناميك ت. نمايندسيناميك را توليد مي

 جمله چالكون سينتاز، پيش ماده ازهاي ديگر آنزيم

نارينجنين و  )Liquiritiginin( ليكويريتيجينين

)Naringenin( آنزيم  توسطد، كه ننمايرا توليد مي

IFS  تبديل ميديدزين و جنيستين به به ترتيب -

يكي از مهمترين  .)Hashim et al., 1990( شوند

 تركيبات ايزوفلاوني خواص استروژنيهاي ويژگي

تواند در درمان بيماراني كه عدم مي ست كها هاآن

گيرند ورموني دارند مورد استفاده قرار تعادل ه

)Dewick, 1997 .( تركيبات ايزوفلاوني در درمان

از ابتلا به  از قبيل پيشگيريها بسياري از بيماري

مانند سرطان (وابسته به هورمون هاي سرطان

د ، كاهش علايم يائسگي، بهبو)هستات و سينپرو

هاي ح كلسترول خون و همچنين بهبود بيماريسط

 آنزيم .گيرنداستفاده قرار مي كرونري مورد-قلبي
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IFS  خانواده سيتوكروم  متعلق بهP450  است

)Jung et al., 2000; Steele et al., 1999; Akashi 

et al., 1999( نوني پيش ماده فلاو واكنش تبديل كه

به ديدزين و ليكويريتيجينيني و نارينجيني را 

اين  .دنمايميدر طي دو مرحله كاتاليز جنيستين 

هيدروكسيلاسيون و مهاجرت -2شامل  مراحل

ي بوده، كه در ابتدا تركيب فلاونونپيش ماده  يحلقه

ي توليد و به دنبال آن فلاونونهيدروكسي ايزو-2

صورت آنزيمي يا به(دهيدراسيون اين تركيب 

-ميوفلاوني سبب توليد محصول ايز) خودبخودي

ژن كدكننده اين ). Hashim et al.,1990( شود

نبوده ) House keeping( دارهاي خانهآنزيم از ژن

در اين . شودولاٌ تحت شرايط خاص بيان ميمو مع

و همچنين فعاليت  IFSبيان ژن ميزان  ،تحقيق

آنزيمي در اكسيدان آنزيمي و غيرسيستم آنتي

هاي غلظتر با تيما سويا در روزه 9هاي گياهچه

  . عصاره مخمر مورد آناليز قرار گرفتندمختلف 

  

  هامواد و روش

با اليسيتور عصاره  هاگياهچه گياه و تيماركشت 

  )YE(مخمر

از موسسه ) IIIرقم ويليامز (گياه سويا  بذر        

. تهيه شد تهيه نهال و بذر كرجتحقيقات اصلاح و 

اتانول از بذرها  سطحي به منظور ضدعفوني كردن

به % 5/2دقيقه و هيپوكلريد سديم  2به مدت % 70

آب سه بار با و درنهايت  استفاده شددقيقه  5مدت 

بذرهاي استريل شده . ندشد آبكشيمقطر استريل 

اتوكلاو شده كشت و به  پيت ماس محيط داخل

روز در شرايط تاريكي كامل داخل  9مدت 

 هايهگياهچ .قرار گرفتند C° 28 با دماي انكوباتور

 16و  8هاي به مدت روزه جدا شده از محيط 9

 مختلف عصاره مخمر هايغلظت ساعت در معرض

كه بطور جداگانه در  )درصد 5/0و  2/0، 1/0 ،0(

از . قرار گرفتند آب مقطر استريل تهيه شده بودند

ليتر به صورت ميلي 50مقدار  هاهركدام از غلظت

طي  درهاي رشد كرده گياهچه جداگانه تهيه و

ها روي شيكر با هاي ذكر شده در معرض آنزمان

به منظور حذف سطحي  .قرار گرفتند rpm 120دور 

 ها با آب مقطر استريل شسته وگياهچه ،اليسيتور

زير ( استريلهاي كاغذي روي دستمال بربلافاصله 

 ،شود حذفها قرار گرفتند تا آب اضافي آن )هود

در نيتروژن مايع دقيقه  10ها به مدت گياهچه سپس

 -80در دماي  زمان استفادهتا قرار گرفته و 

  .نگهداري شدند

  آناليز بيان ژن

-بررسي بيان ژن ايزوفلاون سينتاز در گياهچه       

با عصاره مخمر به شرح زير انجام  هاي تيمار شده

  .گرفت

  كل RNAاستخراج 

 – RNX كيتبا استفاده از كل  RNA استخراج       

Plus )كت سينا ژن، شماره كاتالوگشر :

RN7713C( انجام شد شركت مطابق دستورالعمل .
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در مرحله آخر  ،DNAهاي به منظور حذف آلودگي

ميكروليتر آنزيم،  DNase 1 )1از آنزيم  ،استخراج

پس از  .استفاده شد) C° 37 در دمايدقيقه  20

 بررسي كيفيت تخليص بمنظور كلRNA استخراج 

درصد و جهت بررسي كميت  ژل آگارز يك از ،آن

RNA  فتومتر رودستگاه اسپكتاز تخليص شده

   .شداستفاده ) 280بر روي  260جذب (

  

  cDNAساخت 

 ميكروگرم 2ابتدا  ،cDNAساخت به منظور         

كليه (اضافه شد  2/0هاي تيوب به كلRNA از 

در ). روي يخ انجام شد cDNAمراحل ساخت 

 يكروليتر پرايمرم 2 اضافه نمودنپس از ادامه 

دقيقه در  10مدت  ها بهتيوپبه  dTاليگو  عمومي

ها به پس از انتقال تيوپ. ندقرار گرفت C° 65 دماي

يك ميكروليتر آنزيم رونوشت بردار  ،روي يخ

، )از شركت فرمنتاز RT) (MMuLV(معكوس 

، )RT )10Xرونوشت ميكروليتر بافر  5/2 مقدار

 RNaseروليتر ميك dNTP ،75/0ميكروليتر  75/0

inhibitor و در نهايت آب ديونيزه استريل ،

)RNase free (به ميكروليتر  25ا حجم نهايي ت

به مدت  cDNAواكنش ساخت . اضافه شدها تيوپ

در انتهاي . انجام شد C° 42 دقيقه در دماي 80

ها به مدت ، تيوبRTواكنش به منظور حذف اثر 

همچنين به  .قرار گرفتند C° 70 دقيقه در دماي 10

از آنزيم  RNAهاي اضافي منظور حذف آلودگي

RNase A )1 ،دقيقه در دماي 20ميكروليتر C° 37 (

   .استفاده شد

  

و كنترل داخلي در تكثير ژن ايزوفلاون سينتاز 

  حضور پرايمرهاي اختصاصي

به عنوان (توبولين  و  IFSتكثير ژنواكنش        

در  وپليمراز  Taqبا استفاده از آنزيم  )كنترل داخلي

 است انجام شدحضور پرايمرهاي اختصاصي 

  .)1جدول (

  .هركدام GC درصد و Tm و نيتوبول و ايزوفلاون سينتاز ژن به مربوط يمرهايپرا يتوال - 1 جدول

Table 1- The sequence of Tubulin and IFS primers and whose Tm and GC contents. 

 نام پرايمر
Primer name 

  يتوال

sequence 

Tm 
(˚C) 

  محتوي
Content 
GC (%) 

F-IFS 5´- TCTAGA ATGTTACTGGAACTTGCACTTG -3´ 61.7 40.9 
R-IFS ´5- AAGCTT TTAAGAAAGGAGTTTAGATGCAAC -3´ 63 33.3 

F-Tubulin 5´-GCTTTCAACACCTTCTTCAGTG-3´ 63.7 45.5 
R-Tubulin 5´-CTTTCTCAGCTGAGATCACTGG-3´ 63.3 50 
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به ژن ايزوفلاون سينتاز بر  لي مربوطتوا

 توالي اين ژن از گياه سويا با شماره دسترسي اساس

NM-001249093  ثبت شده درGene Bank  و

توالي پرايمرهاي مربوط به توبولين بر اساس توالي 

ژن توبولين بر اساس ژن توبولين گياه گندم با 

 Geneثبت شده در   DQ435671.1شماره دسترسي

Bank و توسط شركت  حيطرا MWG  آلمان

  .ساخته شدند

. با شرايط زير انجام شد IFSتكثير ژن         

 5به مدت  C° 94واسرشت سازي اوليه در دماي 

 در دماي سيكل شامل واسرشت سازي 30 ،دقيقه

C° 94 ،30 در دماي ثانيه، اتصال پرايمرها C° 55 ،

 ثانيه و 90به مدت، C° 72 در دماي ثانيه و بسط 30

 8به مدت  C° 72يك مرحله بسط نهايي در دماي 

مشابه شرايط تكثير ژن توبولين . گرفتدقيقه انجام 

 °Cبجز اينكه دماي اتصال پرايمرها در دماي  قبل

هاي مقايسه بيان اين ژن در غلظت .انجام گرفت 51

با استفاده از روش  مختلف اليسيتور عصاره مخمر

ند تكثير و از روي شدت باRT-PCR نيمه كمي 

 شده كه بر روي ژل آگارز يك درصد تفكيك شدند

با ژن توبولين تكثير شده  نمودنپس از نرماليز  و

  .انجام شد Gene tools افزارمربوطه، توسط نرم 

  

  كل گيري محتوي فلاونوئيداندازه

 2/0مقدار  ،جهت سنجش محتوي فلاونوئيد كل     

شامل (دي هاي در اتانول اسيتر گياهچهگرم از بافت

) 1به  99اتانول و اسيد استيك گلاسيال به نسبت 

پس از همگن و سانتريفوژ كردن عصاره . هموژنيزه شد

دقيقه، محلول رويي  10به مدت  rpm3600 با دور

سپس . گرفتدقيقه در حمام آب گرم قرار  10جدا و 

و  300، 270رويي در سه طول موج  محلولجذب 

در اين  .)Krizek, 1998(شد  گيرياندازهنانومتر  330

 mM -1 cm -13300  =ε از ضريب خاموشي مطالعه

مقدار  استفاده و كل جهت محاسبه محتوي فلاونوئيد

  .گزارش گرديد M/g fwµبر حسب  آن

  آنتوسيانين گيري محتوياندازه
ي تيمار شده هامحتوي آنتوسيانين گياهچه    

 .انجام شد )Krizek)1993 بر اساس روش  شاهدو 

در ها گياهچهتر گرم بافت 2/0 به اين منظور مقدار

شامل متانول و اسيد استيك (متانول اسيدي 

محلول  .سائيده شد) 1به  99گلاسيال به نسبت 

 rpm10000 با دور رويي پس از سانتريفوژ شدن 

جذب . مدت يك شب در تاريكي قرار گرفتبه 

ب ضرياز . شد گيرياندازهنانومتر  550ها در نمونه

 جهت محاسبه mM -1 cm -13300= ε خاموشي 

بر حسب مقدار آن  استفاده و محتوي آنتوسيانين

M/g fwµ گزارش گرديد. 

  

-هاي آنتيگيري و سنجش فعاليت آنزيمعصاره

  اكسيدان

منظور تهيه عصاره آنزيمي براي سنجش ه ب       

مقدار نيم گرم از  ،اكسيدانهاي آنتيفعاليت آنزيم

در بافر پتاسيم فسفات  سويا هايهچهگيا تربافت
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حاوي پلي ونيل ) pH=7/5(مولار ميلي 50

مولار و ميلي PVP (1% ،EDTA 1(پيروليدين 

PMSF 1  مولار سائيده و محلول همگن به دست

در  rpm18000 دقيقه با دور  15آمده به مدت 

  .سانتريفوژ گرديد oC 4دماي 

  

 )SOD(ز ديسموتااكسيدسنجش فعاليت آنزيم سوپر

 براي سنجش فعاليت آنزيم سوپراكسيد      

 Giannopolitis & Riesديسموتاز از روش 

يك واحد فعاليت . استفاده شد) 1997(

سوپراكسيدديسموتاز به عنوان مقدار آنزيمي در 

احياي % 100نظر گرفته شد كه منجر به مهار 

  .گرددنوري نيتروبلوتترازوليوم مي

  

 ) CAT(الاز سنجش فعاليت آنزيم كات

فعاليت آنزيم كاتالاز با استفاده از محاسبه         

 nm 240 )Dhindasa, etدر  H2O2كاهش جذب 

al., 1981 ( سنجيده و ميزانH2O2  موجود در

 0.28مخلوط واكنش با استفاده از ضريب خاموشي 

mM-1 cm-1 =ε فعاليت آنزيم به . محاسبه شد

تئين كل صورت واحد آنزيمي بر حسب مقدار پرو

ميكروليتر عصاره در  100موجود در ) گرمميلي(

  . مدت زمان يك دقيقه محاسبه گرديد

  

  )POD(سنجش فعالت آنزيم پراكسيداز 

سنجش فعالت آنزيم پراكسيداز با استفاده از      

گيري ميزان جذب تتراگاياكول تشكيل شده از اندازه

دقيقه در طول موج  3گاياكول در مدت زمان 

nm470  انجام گرفت)Plewa et al., 1991 .(

 cm -1 mM-1 =ε 25.5 ضريب خاموشي تتراگاياكل

  .باشدمي

  

 سنجش مقدار پروتئين

هاي به هاي محلول در گياهچهمقدار پروتئين    

غلظت . اندازه گيري شد) Bradford )1976روش 

پروتئين با استفاده از رسم منحني استاندارد محاسبه 

  .گرديد تر گزارشبر گرم بافت گرمو برحسب ميلي

  

  آناليز آماري 

تكرار مستقل و در قالب  3تمامي آزمايشات با     

-ميانگين داده. يك طرح كاملاً تصادفي انجام شدند

توسط آزمون دانكن  SASها با استفاده از نرم افزار 

مورد  P≤0.05و با در نظر گرفتن سطح اطمينان 

  .فتندقرار گر تجزيه واريانس يك عاملي

  

  نتايج

- غلظت تيمار بابيان ژن ايزوفلاون سينتاز در  ميزان

 هاي مختلف اليسيتور عصاره مخمر

استخراج شده با تفكيك باندهاي  RNAكيفيت       

rRNA  طبق شكل  .انجام شد 1%بر روي ژل آگارز

نشان  S18و  rRNA S28 دو باند مربوط به 1

تخليص شده و دست RNA دهنده كيفيت مناسب 

  .خورده بودن آن استن
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درصد  1/0تيمار شده با غلظت  و شاهد هايگياهچهكل استخراج شده از RNA  اي ازنمونه -1شكل 

به وضوح قابل  S 18 ،rRNAو S28دو باند مربوط به  .ژل آگارز ساعت بر روي 8عصاره مخمر بمدت 

بترتيب  3و  2چاهك  وكولي ماركر وزن مول مربوط به 1؛ چاهك از چپ به راست .باشندمشاهده مي

-مي درصد عصاره مخمر 1/0 غلظتو تيمار شده با  شاهدتخليص شده از نمونه  RNAنمونه  مربوط به

  .باشند
Figure 1- Sample of total RNA extracted of control and treated seedlings with 0.1% yeast 

extract after 8-hour elicitation on agarose gel. The both rRNA 18S and 28S bands are 

clearly revealed.  Left to right; lane 1 is related to molecular weight marker and lane 2 and 

3 are related to RNA extracted of control and treatment with 0.1% yeast extract 

respectively.   

   
    

استفاده از استخراج شده با  RNAاز 

بردار و آنزيم نسخهdT عمومي اليگو  پرايمرهاي

مربوط به هر نمونه  cDNAكتابخانه  ،معكوس

ساخته شده در حضور  cDNAاز . ساخته شد

 IFSانجام و ژن  پرايمرهاي اختصاصي عمل تكثير

قطعه تكثير  2مطابق شكل . و توبولين تكثير شدند

براي ژن  و bp1566 باندي معادل  IFSشده 

ظاهر  بر روي ژل bp 700باندي معادل  توبولين

  .شد
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درصد  1/0غلظت هاي تيمار شده با گياهچهدر ) T(و توبولين ) IFS)I ژن  تكثيرمحصولات  - 2 شكل

تقريباً باندي  توبولين براي و bp1566  باندي معادل IFS تكثير شده هقطع .ساعت 8 بمدتعصاره مخمر 

  .باشدنشان دهنده ماركر وزن مولكولي مي WM .ظاهر گرديدآگارز  بر روي ژل bp700معادل 
Figure 2- Amplified products of IFS (I) and Tubulin (T) genes in seedlings that treated with 

0.1% yeast extract after 8-hour elicitation. The IFS and Tubulin genes show a band about 

1566 bp and 700 bp on 1% of agarose gel respectively. WM indicate the molecular weight 

marker.  

  

  
به عصاره مخمر هاي مختلف غلظتبا  تيمار شدهشاهد و  هايدر گياهچه IFSبيان ژن ميزان  - 3 شكل

   .باشدمي p≤ 0.05 دار بودن در سطحنشان دهنده معني هاحروف متفاوت بالاي نمودار .ساعت 16و  8 مدت
Figure 3- Comparison of IFS gene expression in control and treated seedlings with different 

concentrations of yeast extract after 8 and 16 hours elicitation. In each group, signs with 

different letters indicate significant differences at p≤ 0.05.  
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براي  Gene Toolsر اين مطالعه از نرم افزار د     

در مقايسه با ژن  IFSآناليز نيمه كمي بيان ژن 

همانطور كه در . استفاده شد) كنترل داخلي(توبولين 

شود درحاليكه بياني براي اين مشاهده مي 2شكل 

تمامي در حضور  شدمشاهده ن شاهدژن در نمونه 

در . يافت افزايش ميزان بيان ژن اليسيتور هايغلظت

 درميزان بيان بيشترين  ،ساعت اعمال تيمار 8زمان 

با افزايش  ليو گرددمشاهده مي درصد 2/0غلظت 

 كاهشبيان ژن  ميزان اليسيتور در محيطغلظت 

. دادنشان درصد  2/0نسبت به تيمار را داري معني

در بياني  نيز ساعت 16 تيمار بمدت درحاليكه در

قابل بطور  آنبيان شد، ده نهنمونه شاهد مشا

 اليسيتور هايغلظتتوجهي در حضور تمامي 

 16ژن در زمان اين بيان ميزان  .افزايش يافت

  .ساعت است 8ساعت تقريبا معادل دو برابر زمان 

 محتوي فلاونوئيدي

شود محتوي مشاهده مي 4طور كه در شكل همان    

ها و در تمامي غلظتها در گياهچه كل فلاونوئيدي

 شاهدنسبت به نمونه دو زمان اعمال تيمار، هر 

افزايش محتوي  .افزايش يافته است داريبطور معني

 بطور خطيساعت تيمار  8در زمان  ها،اين متابوليت

 يابدميافزايش با افزايش غلظت اليسيتور در محيط 

 درصد 5/0 تيمارو بيشترين ميزان فلاونوئيد در 

 ،ساعت 16درحاليكه در زمان . گرديدمشاهده 

درصد  1/0بيشترين محتوي فلاونوئيد در غلظت 

با افزايش غلظت اليسيتور در  مشاهده گرديد و

به  درصد 1/0نسبت به غلظت  آنمحيط محتوي 

  .داري كاهش يافتطور معني

 
هاي مختلف اليسيتور عصاره مخمر تيمار شده با غلظت شاهد و هايمحتوي فلاونوئيد كل گياهچه -4شكل 

- مي  p≤ 0.05 دار بودن در سطححروف متفاوت بالاي نمودارها نشان دهنده معني .ساعت 16و  8 بمدت

 . باشد

Figure 4- Total flavonoid content in control and treated seedlings with different 

concentrations of yeast extract after 8 and 16 hours elicitation. In each group, signs with 

different letters indicate significant differences at p≤ 0.05.  
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  محتوي آنتوسيانين 

هاي تيمار شده با محتوي آنتوسيانين گياهچه      

هاي ها و زماناليسيتور عصاره مخمر در غلظت

انطور هم. نشان داده شده است 5مختلف در شكل 

ه كاهش حاليك در كه در شكل قابل مشاهده است

 درصد 1/0دار محتوي آنتوسيانين در غلظت معني

در مقايسه با نمونه در هر دو زمان اعمال تيمار 

دار محتوي افزايش معني صورت گرفته است شاهد

هاي بالاتر اعمال تيمار به در غلظت آنتوسيانين

  .باشدميوضوح قابل مشاهده 

-هاي آنتي اكسيدان گياهچهسنجش فعاليت آنزيم

هاي مختلف عصاره مار شده با غلظتهاي تي

 مخمر

  SOD اثر عصاره مخمر بر فعاليت آنزيم 

ميزان فعاليت آنزيم سوپر اكسيد ، 6مطابق با شكل 

ساعت تيمار در تمامي  8ديسموتاز در مدت زمان 

 شاهدهاي مورد استفاده نسبت به نمونه غلظت

دهد و بيشترين داري را نشان ميافزايش معني

درصد تيمار  5/0غلظت  يت آنزيم درافزايش فعال

 16 بمدت درحاليكه در تيمار. مشاهده گرديد

ساعت، تمامي  8 بمدت ساعت نيز مانند تيمار

ها مورد استفاده اليسيتور نسبت به نمونه غلظت

آنزيم را نشان  اين دار فعاليتافزايش معني شاهد

دهند و بيشترين افزايش فعاليت اين آنزيم در مي

  .گرديد مشاهدهدرصد  2/0غلظت 

  

 
هاي مختلف اليسيتور عصاره مخمر تيمار شده با غلظتشاهد و هاي گياهچه محتوي آنتوسيانين - 5 شكل

- مي p≤ 0.05 دار بودن در سطححروف متفاوت بالاي نمودارها نشان دهنده معني .ساعت 16و  8 بمدت

  . باشد
Figure 5- Anthocyanin content in control and treated seedlings with different 

concentrations of yeast extract after 8 and 16 hours elicitation. In each group, signs with 

different letters indicate significant differences at p≤ 0.05.  



)1392، پاييز 3، شماره 5دوره (مجله بيوتكنولوژي كشاورزي   

11 

 

 

 
هاي مختلف شده با غلظت تيمارشاهد و هاي فعاليت آنزيم سوپر اكسيد ديسموتاز در گياهچه -6شكل 

 دار بودن در سطححروف متفاوت بالاي نمودارها نشان دهنده معني .ساعت 16و  8 بمدتعصاره مخمر 

p≤ 0.05 باشدمي .  
Figure 6 - Activity of superoxide dismutase in control and treated seedlings with different 

concentrations of yeast extract after 8 and 16 hours elicitation. In each group, signs with 

different letters indicate significant differences at p≤ 0.05.  
 

 CATاثر اليسيتور عصاره مخمر بر فعاليت آنزيم 

هاي گياهچه در )7شكل ( فعاليت آنزيم كاتالاز    

هاي مختلف عصاره مخمر در غلظت تيمار شده با

داري در بطور معنيساعت  16و  8زمان  هر دو

تيمار در . يافته استافزايش  شاهدمقايسه با نمونه 

ساعت ، افزايش فعاليت آنزيم با افزايش  8بمدت 

غلظت اليسيتور در محيط همخواني دارد و بيشترين 

. درصد مشاهده گرديد 5/0آنزيم در غلظت فعاليت 

ساعت  16 آنزيم در زماناين حاليكه فعاليت  در

درصد بصورت خطي  2/0اعمال تيمار تا غلظت 

-نشان ميداري كاهش افزايش و سپس بطور معني

  .دهد

 PODاثر اليسيتور عصاره مخمر بر فعاليت آنزيم 

قابل مشاهده است،  8همانطور كه در شكل     

هاي تيمار شده گياهچهفعاليت آنزيم پراكسيداز در 

نسبت به  هاساعت در تمامي غلظت 8به مدت 

بيشترين . داري يافته استافزايش معني شاهدنمونه 

 اليسيتور درصد 1/0غلظت تيمار با افزايش در 

 ،در محيط آنبا افزايش غلظت  ليو گرديدمشاهده 

 در. آنزيم به صورت خطي كاهش يافت اين فعاليت

ساعت اعمال  16آنزيم در زمان  اين حاليكه فعاليت

يش غلظت اليسيتور تيمار به صورت خطي با افزا

  .دهدنشان ميدر محيط افزايش 

  



1392آراسته فر و همكاران،   

12 

 

 

 
هاي مختلف عصاره مخمر تيمار شده با غلظت شاهد و هايدر گياهچه فعاليت آنزيم كاتالاز -7شكل 

-مي p≤ 0.05 دار بودن در سطححروف متفاوت بالاي نمودارها نشان دهنده معني .ساعت 16و  8بمدت 

  .باشد
Figure 7- Activity of catalase in control and treated seedlings with different concentrations 

of yeast extract after 8 and 16 hours elicitation. In each group, signs with different letters 

indicate significant differences at p≤ 0.05.  

 
هاي مختلف عصاره مخمر تيمار شده با غلظت شاهد و ايهدر گياهچه فعاليت آنزيم پراكسيداز -8شكل 

- مي p≤ 0.05 دار بودن در سطححروف متفاوت بالاي نمودارها نشان دهنده معني. ساعت 16و  8 بمدت

  . باشد
Figure 8- Activity of peroxidase in control and treated seedlings with different 

concentrations of yeast extract after 8 and 16 hours elicitation. In each group, signs with 

different letters indicate significant differences at p≤ 0.05.  
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 اندازه گيري ميزان پروتئين كل 

هاي گياهچهدر ) 9شكل (ميزان پروتئين كل      

عصاره مخمر  درصد 1/0غلظت  تيمار شده با

در هر دو زمان اعمال تيمار  دشاهنسبت به نمونه 

در حضور حاليكه  در. يافتداري كاهش بطور معني

اليسيتور، افزايش  درصد 5/0و  2/0هاي غلظت

 شاهدنسبت به نمونه داري محتوي پروتئين معني

 .شودمشاهده مي

 
 8 مدتبهاي مختلف عصاره مخمر تيمار شده با غلظتشاهد و هاي محتوي پروتئين كل گياهچه - 9شكل 

  . باشدمي  p≤ 0.05 دار بودن در سطححروف متفاوت بالاي نمودارها نشان دهنده معني .ساعت 16و 
Figure 9- Total protein content in control and treated seedlings with different 

concentrations of yeast extract after 8 and 16 hours elicitation. In each group, signs with 

different letters indicate significant differences at p≤ 0.05.  
 

  بحث 

عصاره مخمر كه از مخمر ساكاروميسس       

-تهيه مي) Saccharomyces cerevisiae(سرويزيه 

در . شده استشود به عنوان يك اليسيتور شناخته 

واقع اليسيتور مذكور باعث فعال شدن نوعي 

هاي خاص فاعي در گياهان شده و ژنمكانيسم د

هاي هاي درگير در بيوسنتز متابوليتمربوط به آنزيم

كه  ،شودمي پيشنهاد. نمايدمي تحريكثانويه را 

هاي موجود در ممكن است از طريق گيرنده ،محرك

راه  ،سطح غشاء پلاسمايي مكانيزم تحريك را

-زمانيكه سلول. )Savitha et al., 2006(بيندازند 

هاي غيرزيستي و اي گياهي در معرض تنشه

 ،گيرندها قرار ميزيستي مانند تيماردهي با محرك

يك رويداد قابل توجه  ،هاي اكسايشيقطع واكنش

شده است  مشخص. باشدمي هاي دفاعيدر پاسخ

از آمينو اسيدهاي  مخلوطي ،عصاره مخمركه 

 .باشدها و تركيبات معدني ميمختلف، ويتامين

تواند ثر عصاره مخمر به عنوان محرك ميهمچنين ا

به درستي  ناشي از تركيبات ديگري باشد كه هنوز

دليل ممكن براي توليد يك . اندشناسايي نشده
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تواند هاي ثانويه از طريق عصاره مخمر ميمتابوليت

هاي فلزي مربوط به برخي تركيبات از قبيل كاتيون

Zn, Co  وCa ان در اين تركيب باشد كه به عنو

 ,.Sandra et al(كنند محرك غير زنده عمل مي

هاي مختلف اثرات غلظت ،ر اين تحقيقد .)2000

 IFSهاي متفاوت بر بيان ژن عصاره مخمر در زمان

هاي سويا مورد اكسيدان گياهچهو سيستم آنتي

حاوي ) نخوداز خانواده (سويا . بررسي قرار گرفت

ديدزنين و  ايزوفلاونوئيدهاي مختلفي از قبيل

. باشد كه اثرات دارويي متفاوتي دادندجنيستئين مي

پروپانوئيد اين تركيبات دارويي مهم در مسير فنيل 

سنتز  IFSاز پيش ماده فلاونوني تحت تاثير آنزيم 

-در گياهچه IFSدر اين پژوهش بيان ژن  .شوندمي

عصاره هاي مختلف با غلظت سويا تيمار شده هاي

ساعت به صورت نيمه  16و  8مخمر در دو زمان 

همانطور كه در . مورد سنجش قرار گرفتكمي 

شود درحاليكه هيچ باندي مبني مشاهده مي 3شكل 

غلظت صفر عصاره (بر بيان اين ژن در گياه شاهد 

هاي مشاهده نشد، بيان آن در حضور غلظت) مخمر

افزايش يافته چشمگيري اليسيتور به طور مختلف 

ساعت تيمار  16ن ژن در زمان افزايش بيان اي .است

. دو برابر است يباًرتق ساعت 8زمان  در مقايسه با

در  مواد موثرهتاكنون براي تحريك  تركيباين 

از قبيل  گياهي متعدديهاي گونه

Orthosphomaristatus )Mizukam et al., 

 Coleus blumei) (Szabo(حسن يوسف ، )1992

et al., 1999 (مريم  گياه ئيهاي موو همچنين ريشه

مورد استفاده قرار  )Salvia miltiorrhiza(گلي 

آزمايشات انجام  .)Yan et al., 2006(گرفته است 

تيمار شده  Lupinus albus گياه شده روي بذرهاي

ايزوفلاون در محتوي با عصاره مخمر نشان داد كه 

 & Gagnon( يافته استافزايش  اين گياه رهايبذ

Ibrahim, 1997( . مطالعات مرتبط با گياهان كامل و

كشت سلول گياهي نشان داد كه مواد شيميايي 

ها كه اليسيتور ناميده محرك مشتق شده از قارچ

در را  دفاعي موثري هايتوانند پاسخشوند ميمي

 ;Dixon & Lamb, 1990( القا كنندها برابر تنش

Bell et al.,  1981; Hahlbrock & Scheel, 
1989; Vance, 1980; Cassab & Varner, 1988; 

Boller, 1991(.  هنگامي كه گياهان مورد تهاجم و

گيرند به طور كلي ها قرار ميحمله ميكروارگانيسم

دهند كه منجر به يك پاسخ دفاعي موثر نشان مي

هاي ثانويه مانند هاي توليد كننده متابوليتآنزيم بيان
*

PAL شوند مي)Dixon & Lamb, 1990; 

Hahlbrock & Scheel, 1989 .( PAL  اولين آنزيم

باشد كه به در مسير بيوسنتز فنيل پروپانوئيدها مي

 در توليد سيناميك اسيد نقش دارد TATpهمراه 

)Tanner, 2004(.  بنابراين دليل افزايش محتوي

- گياهچه در )5و  4شكل(فلاونوئيدي و آنتوسيانين 

دليل افزايش  به احتمالاً ،هاي تيمار با اين اليسيتور

-مي ها آنهاي درگير در مسير بيوسنتز بيان آنزيم

در مسير فنيل  IFSافزايش بيان ژن  بنابراين،. باشد

تواند دليلي بر اثبات اين پروپانوئيدي خود مي

                                    
*  Phenylalanine amino lyase 

 
† Tyrosine aminotransferase 
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شده توسط  مطالعات انجام .فرضيه باشد

Naoumkina  كه اين  نشان داد) 2007(و همكاران

د بر روي كل مسير تواناليسيتور در گياهان مي

 Naoumkina et( گذاردبيوسنتزي فلاونوئيدها تاثير 

al.,  2007.( افزايش محتوي  ،رسدلذا بنظر مي

پروتئين كل در هر دو زمان اعمال تيمار به دليل 

-هاي آنتيهاي درگير در سيستمافزايش بيان ژن

هاي درگير در مسير فنيل اكسيدان از قبيل ژن

شده است كه مشخص . شدباپروپانوئيدها مي

در  انگياه فنوليكي نقش مهمي در حفاظتتركيبات 

 .كندزنده بازي ميزنده و غير زايتنشمقابل عوامل 

هاي بيولوژيكي رنج  وسيعي از فعاليتاين تركيبات 

مانند اثرات ضد قارچي، ضد باكتريايي، ضد 

 ,.Soobrattee et al( دارند  يضد التهاب و ويروسي

توان نتيجه گيري نمود كه مي براينبنا. )2005

افزايش محتوي فلاونوئيد كل پاسخي براي كاهش 

براي . باشداثرات تنش حاصله از اعمال اليسيتور مي

اثبات اين تئوري در اين آزمايش، فعاليت برخي از 

اكسيدان مورد آناليز قرار آنتيمهم سيستم هاي آنزيم

-غيرهاي زنده و تنش كه ثابت شده است. گرفت

قبيل از (هاي آزاد زنده سبب افزايش ميزان راديكال

هاي آزاد راديكال .شوندمي )هاي فعال اكسيژن گونه

-هاي آلي بر جاي مياثرات مخرب بر روي ملكول

آمدهاي گذارند و سبب ايجاد عوارض و پي

ر اين گياهان در براب. شوندر گياهان ميخطرناكي ب

اكسيداني دفاعي آنتي هايداراي مكانيسم ،هاراديكال

در  آنزيم سوپر اكسيد ديسموتاز كه .باشندمي

هاي سوپراكسيد به آنيونواكنش تبديل 

 كندنقش اساسي بازي ميپراكسيدهيدروژن 

)Hollosy, 2002( ها و در هر دو در تمامي غلظت

داري فعاليت آن در زمان اعمال تيمار به طور معني

 )6 شكل(فته است افزايش يا شاهدمقايسه با نمونه 

ساعت تيمار در مقايسه  8كه اين افزايش در زمان 

از طرف ديگر، . باشدساعت بارزتر مي 16با زمان 

اكسيدان از قبيل كاتالاز و هاي آنتيساير آنزيم

-نقش عمده H2O2پراكسيداز كه در جاروب نمودن 

 شاهدها نيز نسبت به نمونه اي دارند فعاليت آن

و  هامامي غلظتتدر حضور را داري افزايش معني

-درصد نشان مي 5در سطح  ي اعمال تيمارهازمان

 افزايش بارزترنكته قابل توجه  .)8و  7شكل (دهند 

ها مشابه آنزيم سوپر اكسيد اين آنزيم فعاليت

 16ساعت در مقايسه با زمان  8ديسموتاز در زمان 

نظر به افزايش بيشتر ميزان . باشدساعت تيمار مي

وي فلاونوئيدي و آنتوسيانيني در ، محتIFSژن بيان 

ساعت  8ساعت تيمار در مقايسه با  16زمان 

- هاي آنتيشود كه كاهش فعاليت آنزيمپيشنهاد مي

به دليل ساعت تيمار  16در زمان اكسيدان آنزيمي 

. اكسيدان غير آنزيمي استسيستم آنتي تر شدنفعال

ل ها به وضوح قابهمانطور كه در تمامي شكل

سيستم  ،هامشاهده است در شرايط انجام آزمايش

همزمان اكسيدان آنزيمي و غير آنزيمي به طور آنتي

و هماهنگ جهت كاهش اثرات تنش وارد عمل 

اهميت اين تحقيق علاوه بر اينكه نخستين . شوندمي

گزارش در ارتباط با اثرات اين اليسيتور بر روي 
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اكسيدان در تيبيان اين ژن و ارتباط آن با سيستم آن

هاي تواند در بيان ژنباشد ميهاي سويا ميگياهچه

ها و همچنين افزايش كليدي مهم و كلون نمودن آن

توليد مواد موثره اين گياه از قبيل تركيبات 

  .حائز اهميت باشد روفلاونوئيدي بسياايز

 تشكر و قدرداني

اين تحقيق با حمايت مالي دانشگاه تحصيلات  

 علوم و فناوري پيشرفته، پژوهشگاه تكميلي صنعتي

با محيطي، كرمان  علوم و پيشرفته تكنولوژي و

بنابراين . انجام شده است 4036/1قررداد شماره 

مجري و همكاران مراتب سپاس و قدرداني خود را 

 .دارندمحترم اعلام مي دانشگاهاز آن 
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Abstract 

Several studies have been investigated the effects of Yeast extract (YE) on morphological 
and biochemical properties of various plant species. In this research, isoflavone synthase (IFS) 
gene expression profile, flavonoid and anthocyanin contents and also activity of some antioxidant 
enzymes have been assessed in 9-day soybean (Glycine max) seedlings which were treated with 
various concentrations of YE for 8 and 16 hours. Soybean as an annual plant is a member of the 
Leguminoseae family. Its seeds are containing of isoflavonoid compound (such as genestin and 
dedzein) which produce through IFS catalyzes from flavonone precursor. Results showed 
flavonoid and anthocyanin contents, IFS gene expression and also protein content significantly 
increased in elicited seedlings in compared to that of the control, but more significantly at 16-
hour treatment. On the other hand, activity of antioxidant enzymes including superoxid 
dismutase, catalase and peroxidase was also elevated in treated seedlings rather than of the 
control that was more remarkable at 8-hour treatment. Based on the results, it can be concluded 
that treated soybean seedlings with YE lead to induce an oxidative stress. In this condition, while 
at 8-hour elicitation time the enzymatic antioxidant systems is more active, higher activity of the 
non-enzymatic antioxidant system (phenyl propanoid pathway) was seen for 16 hours treatment. 
Therefore, it seems that YE-treated for 16 hours is optimal for inducing of gene expression and 
also biosynthesis of active ingredient in this plant.        
Key words: Isoflavone synthase, Isoflavonoids, soybean, Yeast extract. 
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