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Abstract 

Objective 

Glucoraphanine is an aliphatic glucosinolate, which largly found in Lepidium draba from 

Brassicaceae family. This glucosinolate convert to isothiocyanate, sulforaphane (SFN) in 

the presence of myrosinase which has different biological activities such as the 
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antioxidant and anti bacterial properties, and also able to prevent proliferating of cancer 

cells.  CYP79F1 is the first enzyme in the biosynthesis pathway of glucoraphanine. 

Materials and Methods 

 In this study, L. draba seedlings wer grown for 7 days in the presence of different 

concentration of sucrose and chitosan (0, 25, 50, 100, 200 and 400 mg/L), in fully-

random designs with three repetitions. After collection of the seedlings, SFN content in 

the arial parts of them were measured using HPLC apparatus. Furthermore, in the treated 

seedlings, the gene expression level of CYP79F1 were examined using the Real Time 

PCR technique. 

Results 

 The results showed, that SFN content in the sucrose treated seedlings significantly 

increased compared to the control. While in the chitosan treated seedlings significant 

increase in SFN content was only seen at the 200 mg/L concentration. The results showed 

that the expression of CYP79 F1 was significantly increased in the treated seedlings with 

50 mg/L sucrose and 50 and 100 mg/L chitosan compared to the control. 

Conclusions 

 According to the results, it concluded that the mentioned elicitor's concentrations can 

stimulate aliphatic glucosinolate biosynthesis through expression of CYP79F1 gene. 

Based on the role of SFN as a valuable medicinal metabolit and also the role of CYP79F1 

enzyme in the glucoraphanin biosynthesis, it suggested that the effects of others 

concentrations and time of treatment of the mentioned elicitors were analyzed on this 

plant.  
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 چکیده

بو به فراوانی ده شباز خانوا(Lepidium draba) گلوکورافانین، یک گلوکوزینولات الیفاتیک است که در گیاه ازمک  :هدف

های زیستی که فعالیت شودمیل ایزوتیوسیانات سولفورافان تبدی میروزیناز بهآنزیم شود. این گلوکوزینولات در حضور یافت می

ا دارد. های سرطانی رلولتوانایی مهار رشد و تکثیر س همچنین آنتی باکتریایی و و اکسیدانیمختلفی از قبیل خاصیت آنتی

CYP79 F1 اولین آنزیم در مسیر بیوسنتز گلوکورافانین است. 
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حضور  درروز  7 صادفی بمدتهای ازمک با سه تکرار مستقل و در قالب طرح کاملاً تگیاهچهدر این مطالعه،  ها:مواد و روش

-ری گیاهچهپس از جمع آو ند.گرم بر لیتر( رشد کردمیلی 400و  200، 100، 50، 25 ،ساکارز و کیتوزان )صفرهای مختلف غلظت

میزان بیان ژن  ،اینعلاوه بر  .گیری شداندازه HPLCا استفاده از دستگاه بها گیاهچه در اندام هوایی محتوای سولفورافانها، 

CYP79 F1 های تیمار شده با استفاده از تکنیک در گیاهچهReal Time PCR مورد آنالیز قرار گرفت. 

طور محیط به لظت آن درغهای تیمار شده با ساکارز با افزایش که محتوی سولفورافان در گیاهچه نتایج نشان داد نتایج:

دار محتوی یش معنیان، افزاهای تیمار شده با کیتوزکه در گیاهچهیافته است، درحالییشافزاداری نسبت به نمونه شاهد معنی

های گیاهچه در CYP79 F1مشاهده گردید. نتایج حاصله نشان داد که بیان ژن  mg/L200سولفورافان فقط در غلظت 

رم بر لیتر نسبت به نمونه شاهد گمیلی 100و  50های گرم بر لیتر و با کیتوزان در غلظتمیلی 50تیمارشده با ساکارز در غلظت 

  .یافته استیشافزاداری معنی طوربه

توانند ها میر این محرکمذکوهای که غلظت شودمی گیرینتیجهچنین  براساس نتایج بدست آمده در این تحقیق، گیری:نتیجه

ه بلفورافان قش و اهمیت سونبا توجه به  های آلیفاتیک را تحریک نمایند.بیوسنتز گلوکوزینولات CYP79F1با اثر بر بیان ژن 

ای شود تاثیر الیسیتورهد میگلوکورافانین، پیشنهادر سنتز  CYP79F1عنوان یک متابولیت دارویی باارزش و همچنین نقش آنزیم 

 .  مورد آنالیز قرار گیرد یاهبر روی این گنیز  های دیگرو زمان هاغلظتدر  CYP79F1مذکور بر تولید سولفورافان و بیان ژن 

 ازمک، سولفورافان، بیان ژن، ساکارز، کیتوزان. کلمات کلیدی:

 

 مقدمه

 است Brassicaceaeخانواده  متعلق به با سیستم ریشه عمیق علفی گیاهی چندساله و (Lepidium draba)ازمک 

 و همچنین جنوب شرق اروپا استاز جمله ایران بومی جنوب غرب آسیا  این گیاه. شودکه توسط بذر و قطعات ریشه تکثیر می

(Young, et al. 1995). اشاره نمود هاگلوکوزینولات توان بهمی خانواده های ثانویه اینمتابولیتترین مهم از (Stiehl & 

Bible 1989). باشندمیو مقاوم در برابر حرارت محلول  در آب بوده و سولفور و نیتروژن حاوی هایها، متابولیتگلوکوزینولات 

(Rask et al. 2000). ها در سیستم دفاعی گیاهان نقش دارند طورکلی اعتقاد بر این است که گلوکوزینولاتبه(Cutler 

های آروماتیک، شان به گلوکوزینولاتRسازشان و انواع تغییرات در گروه آمینواسید پیش بر اساسها گلوکوزینولات .(1988

هیدروکسی لاسیون آمینواسیدهای -Nها، یک مرحله کلیدی در بیوسنتز گلوکوزینولات .شوندمیبندی آلیفاتیک و ایندولی طبقه

تبدیل  ها،بیوسنتز ساختار پایه گلوکوزینولاتمسیر در . (Andersen et al. 2000) های مشابه استپیشرو به آلدوکسیم

 .(Nielsen & Møller 2000) شودتسریع می CYP79متعلق به خانواده  P450سیتوکروم ها توسط آمینواسیدها به آلدوکسیم

CYP79 F1  صورت هترولوگوس بیان ه بههای آلیفاتیک است کاولین آنزیم در تشکیل آلدوکسیم در بیوسنتز گلوکوزینولات
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 آلیفاتیک هایگلوکوزینولات دو هر و کندمتابولیزه می را همومتیونین هگزا تا مونو CYP79F1 و مشخص شده است که شودمی

  .(Hansen et al. 2001) کنندمی سنتزرا  زنجیره بلند و کوتاه

 یک ترکیب حد واسط بنام گلوکز و قرار گرفته و به میروزینازدر معرض آنزیم محض آسیب گیاه ها بهگلوکوزینولات

ها و کوفاکتورهای اضافی، آگلیکون سپس به شکل ساختار زنجیره جانبی و حضور پروتئینبا توجه به  .شودتبدیل میآگلیکون 

 Rask) شوندها بازآرایی میها و تیوسیاناتها، اپی نیتریلها، نیتریلتیون -2محصولات مختلفی ازجمله ایزوتیوسیانات، اگزالودین 

et al. 2000).هایخانواده از بسیاری ها درگلوکوزینولات هیدرولیز محصولات ترینرایج Brassicaceae ًکه هاییآن مخصوصا 

 اناتیوسیزوتیا نوعی (اناتیوسیزوتیا لیبوت لیسولفن لیمت -4) رافانوسولف. باشندمی هاایزوتیوسیانات هستند، Brassica جنس از

گیاه ازمک یافت کلم بروکلی و  طور فراوان درشود و بهمی تولید )نوعی گلوکوزینولات آلیفاتیک( نیگلوکورافانهیدرولیز از است که 

ها روی سرطان خواص پیشگیری و درمانی بردرمانی متفاوتی از قبیل  خصوصیات این ایزوتیوسیانات .(Zhang 2004) شودمی

(Radonic et al. 2011; Liang & Yuan 2012) ، خواص ضد باکتری(Fahey et al. 2002) انیو آنتی اکسید (Gao 

et al. 2001; Yeh & Yen 2009) خلاف سایر اعضای خانواده مطالعات گذشته نشان دادند که بردهد. از خود نشان می

(. بنابراین Powell et al. 2005گلوکورافانین و گلوکوسینالبین است ) ؛براسیکا، گیاه ازمک، بطور عمده حاوی دو گلوکوزینولات

(. مطالعات اخیر نشان Powell et al. 2005باشد )ساز سولفورافان( میاستخراج گلوکورافانین )پیش این گیاه، گزینه مناسبی برای

 .Mohammadi et alباشد )روزه می 7تا  3های داده است که که بیشترین محتوای سولفورافان در این گیاه، در گیاهچه

های مختلف این ایزوتیوسیانات در گیاه ازمک تحت تاثیر محرک(. مطالعات اخیر نیز بیانگر این موضوع هستند که محتوای 2104

آهن  ذراتی از قبیل نانواکسید ( و نانوMohammadi et al. 2104از قبیل سالیسیلیک اسید و فلزات سنگینی از قبیل روی )

(Aminizadeh et al. 2016قرار می ).گیرد 

 شتانبا و بیوسنتز باعث دفاعی هایپاسخ القای طریق از که هستند زیستی غیر و یا زیستی منشأ با ترکیباتی هامحرک

 جهت تولید و تجمعهای زیستی ترین محرکیکی از رایجعنوان کیتوزان به .(Zhao et al. 2005) شوندمی ثانویه هایمتابولیت

است و  ضد قارچی اکتری وبرود و دارای خواص ضد میکروبی، ضدویروسی، ضد های گیاهی بکار میهای ثانویه در بافتمتابولیت

های دفاعی گوناگون گیاه واکنش اند که کیتوزان در القاءبرخی از محققین گزارش کردههای گیاهان کاربرد دارد. در کنترل بیماری

نین آمینو لیاز فنیل آلا از قبیلو چندین آنزیم دفاعی ) هاهای وابسته به پاتوژنپروتئیناز قبیل تشکیل کالوس و لیگنین، سنتز 

(PALمؤثر است. بااین )یتوزان هنوز ناشناخته است حال، مکانیسم دقیق عمل ک( و پراکسیداز(Ferri et al. 2009) . یکیساکارز 

ری از بسیا ن قندای .است شدهشناختههای سیگنالینگ مؤثر در طول زندگی گیاهان از مولکولهای زیستی است که از محرک دیگر

فتوسنتز، زنی، رشد و توسعه گیاه، ، جوانه(ROSهای فعال اکسیژن )گونه یپاکسازفرآیندهای متابولیکی و رشدی از قبیل 

 .(Lunn 2008) کندتعدیل می در گیاهان ها و پیری رامتابولیسم کربن و نیتروژن، گلدهی، واکنش به تنش
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ترین های مولکولی در زمره مهمکه مکانیسم نشان داد انجام شدههای مطالعات و بررسی ،میلادی 80در اواخر دهه  

 Mohammadabadiها( هستند )، رونویسی، ترجمه و حتی نحوه تنظیم ژنDNAفرایندهای ژنتیکی )مشتمل بر همانندسازی 

& Tohidinejad 2017 .) DNA شوند و در یک بیان نمیگاه هیچکه به طور همزمان  استیک سلول دارای تعداد زیادی ژن

 .Tohidi nezhad et alنمایند )زمان خاص فقط تعداد کمی از آنها بیان شده و پروتئین یا آنزیم مورد نیاز سلول را تولید می

شود و در صورت عدم نیاز به فرآورده ژن، آن ژن به کنترل میکند (. نیاز به بیان ژن توسط محیطی که در آن رشد می2015

(. Ahsani et al. 2019aکشف شد ) E.coliماند. ساز و کار بیان ژن اولین بار در باکتری میصورت خاموش و غیرفعال باقی 

ژنوم در هر یک از انواع  باشد. تنها یک مجموعه نسبتاً کوچک از تمامهای یوکاریوتی تحت کنترل موقت و چندبعدی میبیان ژن

بیان ژن در  ،(. بنابراینMohammadabadi et al. 2018ها به مرحله نمو بستگی دارد )شود و نیز بیان ژنها بیان میبافت

(. همچنین مقدار محصولات ژن که در همان بافت و نیز در Ahsani et al. 2019bها برای هر بافت اختصاصی است )یوکاریوت

 .Mohammadabadi et alشود )ساخته شده سبب تنظیم بیان آن ژن می ،سازندیی که آن محصول را میهاسایر بافت

های مرتبط با صفات اقتصادی و مطالعه آنها در سطح سلولی یا ها و پروتئین(. یکی از اقدامات اساسی مطالعه ژن2017

 همچنین و CYP79 F1 ساکارز و کیتوزان بر بیان ژن در این تحقیق اثر (.Jafari Darehdor et al. 2016کروموزومی است )

 قرار گرفت.  بررسی موردازمک  هایچهدر گیاه ی سولفورافانمحتو

 

 هاروشمواد و 

و  اشت شدندمان بردبذرهای گیاه ازمک در اواخر بهار و اوایل تابستان از اطراف شهر کر :محیط کشت سازیآماده

درصد ضدعفونی و  70صد و الکل در 2با استفاده از محلول هیپوکلریت سدیم  بذرها. توسط کارشناس خبره مورد تائید قرار گرفتند

 MSذایی محلول غ محیط کشت روی برشدند. بذرهای ضدعفونی شده  کشیآبسپس چندین مرتبه با آب مقطر استریل 

(Murashige & Skook 1962 با )pH  صفر  زانو کیتو مختلف ساکارز هایغلظتدرصد و  8/0حاوی آگار  که 7برابر(

ها پتری دیشکشت داده شدند.  متریسانتی 9 هایدیشدرون پتری گرم بر لیتر( میلی 400و  200، 100، 50، 25شاهد(،  عنوانبه)

 7به مدت  (ریکی: روشناییتا) 16:8درصد و دوره نوری  65-60گراد با رطوبت نسبی درجه سانتی 25±2درون ژرمیناتور با دمای 

داخل در  اتجام آزمایشانیل برای با آب مقطر استر شوشست های هوایی جدا و بعد ازانداماز گیاهان رشد یافته،  قرار گرفتند.روز 

 د. منتقل شدن -80 زریفرانجماد سریع در ازت مایع به  پس از و فویل آلومینیوم استریل قرار گرفتند

 Mohammadiرافان به روش وگیری تولید سولفاندازه :HPLCرافان توسط ومیزان تولید سولف گیریاندازه

et al.  (2014)  با استفاده از دستگاهHPLC (1100 Series کت شرAgilent) گرم از  3/0منظور تهیه عصاره، شد. به انجام

 15شد. این محلول به فالکون به آن اضافه  (pH=5اسیدی )لیتر آبشد و یک میلی سائیدهبافت تازه گیاهچه درون هاون 
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لیتر میلی 5سپس گراد قرار داده شد. درجه سانتی 42±2ساعت در حمام آب گرم با دمای  2لیتری منتقل و به مدت میلی

کافی متلاشی  اندازهبهدقیقه سونیکیت گردید تا بافت  3اضافه و توسط دستگاه سونیکاتور به مدت  مخلوط حاصلتریل به استونی

گردید. محلول رویی پس از عبور از  وژییفسانترو در دمای اتاق  rpm10000با دور دقیقه  10آمده به مدت دستشود. عصاره به

 تزریق شد.  HPLCدستگاه  متر(سانتی 25×  46/0؛ C18) ستون در دمای آزمایشگاه به میکرومتر 2/0فیلتر سرسرنگی 

ابتدا  ماده نمودن ستونآ. بعد از شد استفاده 6/0و  4/0یک حلال دوفازی شامل استونیتریل و آب به نسبت جهت جداسازی از 

د سپس ر ستون مشخص گردبه دستگاه تزریق شد تا پیک استاندارد و زمان نگهداری نمونه د (Sigma) رافانوسولفاستاندارد 

 .متر استفاده شدنانو 254موج ها در دمای آزمایشگاه به ستون تزریق شدند. برای شناسایی این ترکیب از طولنمونه

 RNA (RNX-Plusطبق دستورالعمل کیت استخراج  )فریز شده( از بافتکل  RNAاستخراج  :آنالیزهای مولکولی

مورد  اسپکتروفتومتری UVو  با روش الکتروفورز ژل آگارز شدهاستخراج RNA کمیت و کیفیت .انجام شد( شرکت سیناژن؛ 

طبق دستورالعمل  DNase I (Fermentas)کیت از استخراج شده  RNAژنومی از  DNAمنظور حذف ه. بگرفتارزیابی قرار 

از  MMuLV) معکوس بردارنسخهیم آنز استفاده از الگو با RNAی رشته رواز  cDNA کتابخانه ساختمربوطه استفاده شد. 

انجام شد. لازم به ذکر  Nasiri-Bezenjani et al. (2014)طبق روش ارائه شده توسط  dTو پرایمر الیگو  شرکت فرمنتاز(

 -20 فریزر به شدهساخته cDNA شدند. درنهایت جاجابههمه مواد روی یخ نگهداری و  cDNA مراحل سنتز است که در طی

 شد. منتقل گرادسانتی درجه

توالی یک جفت آغاازگر  منظور بررسی بیان این ژن،هب:های تیمار شدهدر گیاهچه CYP79F1 ژن بررسی بیان

در وب ساایت  L. drabaاز گیااه شاده ایان ژن بار اسااس تاوالی ثبت CYP79F1مرباوط باه ژن  bp180قطعاه  تکثیر برای

GenBank با شماره دسترسی KT626603  و همچنین توالی آغازگرهای مربوط به ژنGAPDH  به عنوان کنتارل داخلای از

توساط  ی وطراحا gene runner افازارنرم توساطبا استفاده از نرم افازار  Armoracia rusticanaروی توالی ژن آن در گیاه 

 .(1جدول ) شرکت ماکروژن ساخت شدند

 GAPDH و CYP79 F1 ژن مربوط به آغازگرها توالی .1 جدول

Table 1. Primers sequences related to the CYP79F1 and GAPD                                           

GC (%) Tm (C˚) 
 توالی آغازگرها

Primers sequence  

 نام آغازگر 

Primer name  

45.4 60.3 5´- AAGAAAGCTGGTATGATCCCTC -3´ F-GAPDH 

50 58.4 5´-TACCTTAACCGCAGTGCATC-3´ R-GAPDH 

45.83 63.5 5´- CACTCTATGTATAAACGGTCCGAG -3´ F-CYP79F1 

45 56.4 5´- TTCCGCCTTTCCTAATCTTC -3´ R-CYP79F1 
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طبق شرایط زیر واکنش انجام  )تاکارا(  Syber Green با استفاده از کیت GAPDHو  CYP79 F1جهت تکثیر ژن 

گراد به درجه سانتی 95سازی ثانویه در دمای دقیقه، واسرشت 4گراد به مدت درجه سانتی 95گردید. واسرشت سازی اولیه در دمای 

 72ثانیه، بسط در دمای  30گراد به مدت نتیدرجه سا 51سیکل شامل اتصال آغازگرها در دمای  45ثانیه و یک سیکل، و  30مدت 

 Rotor Geneگراد با استفاده از دستگاه درجه سانتی 95تا  72ثانیه و در مرحله ذوب افزایش دما از  30گراد به مدت درجه سانتی

  Livak and Schmittgen  (CTΔΔ−2از روش Real Time PCRهای حاصل از و تحلیل داده برای تجزیه انجام شد. 3000

 ( استفاده شد. 

 

وش ر ازشاهد  های تیمار شده وگیاهچه ی فلاونوئیدمحتوگیری جهت اندازه :گیری محتوی فلاونوئیداندازه

Kirzek et al. (1998 ) ،لیتر اتانول اسیدی شامل اتانول و میلی 3گرم از برگ تازه گیاه در  2/0میزان استفاده شد. به این منظور

دت ده دقیقه، محلول رویی به م rpm4000طور کامل سائیده شد و پس از سانتریفیوژ با دور به 1به  99اسیدکلریدریک به نسبت 

د شدن میزان جذب محلول ر داده شد. پس از سرگراد قرادرجه سانتی 80دقیقه در حمام آب گرم با دمای  10آرامی به مدت به

اسبه غلظت فلاونوئید از نانومتر خوانده شد. برای مح 270،300،330موج آمده توسط دستگاه اسپکتروفتومتر در سه طولدستبه

م وزن تر  بر گر (µg) مقدار آن  به صورت تجمعی و بر حسب میکروگرم واستفاده  mol 2-cm 33000-6ضریب خاموشی 

  (.Krizek et al. 1998; Rezaee et al. 2013گردید ) زارشگ

 انجام شدند. میانگین تکرار مستقل و در قالب طرح کاملاً تصادفی 3با زیستی ها تمامی آزمایش آنالیزهای آماری:

د تجزیه واریانس یک عاملی قرار مور %5توسط آزمون دانکن و با در نظر گرفتن سطح اطمینان  SASافزار ها با استفاده از نرمداده

 گرفتند.

 

 نتایج

اکارز سای مختلف هغلظتثر ادر این تحقیق های مختلف از قبیل سرطان، با توجه به اهمیت سولفورافان در درمان بیماری

منظور بررسی هب. همچنین رار گرفتقهای ازمک مورد آنالیز ایزوتیوسیانات در گیاهچهبه عنوان الیسیتور بر محتوای این و کیتوزان 

نزیم کلیدی در بیوسنتز آبه عنوان یک   CYP79F1مکانیسم احتمالی این الیسیتورها بر محتوای سولفورافان، بیان ژن آنزیم

 مورد بررسی قرار گرفت.سوبسترای این ماده 

دار معنی باعث افزایش ساکارز در محیط حضور است،مشاهده قابل  1شکل  که درطور همان :رافانومحتوی سولف

. گردیدمشاهده  محرکاین  mg/L400غلظت  در تیمار بارافان وبیشترین محتوی سولفشود. ها میدر گیاهچهرافان ومحتوی سولف

گرم بر لیتر مشاهده شد که میلی 200و  100های غلظتدرحالیکه در تیمار با کیتوزان، تغییر در محتوی سولفورافان تنها در تیمار با 
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ی سولفورافان مشابه ها محتودند و در حضور سایر غلظتاهد کاهش و افزایش نشان داشداری نسبت به نمونه بترتیب بصورت معنی

 .استنمونه شاهد 

 

 

روزه  7 هایگیاهچهرافان در وبر میزان تولید سولف ساکارز و کیتوزانهای مختلف اثر غلظت .1 شکل

Lepidium draba. دهد.درصد را نشان می 5داری در سطح حروف متفاوت در بالای نمودارها معنی 

Figure 1. Effect of different concentrations of sucrose and chitosan on solforaphane 

content in 7 days Lepidium draba seedlings. Signs with different letters indicate significant 

differences at p≤ 0.05. 

 

گردد یم مشاهده 2شکل  در کهطور همان :cDNAکل و سنتز  RNAاستخراج  ؛CYP79 F1آنالیز بیان ژن 

 RNA سالم بودندهنده نشان که است مشاهده قابلها نمونه تمامی برایوضوح به ریبوزومی RNA به مربوط 18S و 28S باند دو

کتابخانه ، Oligo dT( و پرایمرRTتخلیص شده با استفاده از آنزیم رونوشت بردار معکوس ) RNAباشد. از روی می شده استخراج

cDNA  سنتز شد و با استفاده از روشReal time PCR .میزان بیان این ژن مورد آنالیز قرار گرفت   
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ازمک در روزه  7های شده از گیاهچههای استخراجRNAای از ژل آگارز یک درصد مربوط به . نمونه2شکل 

 .ساکارزهای مختلف تیمار با غلظت

Figure 2. Sample of 1% agarose gel related to the RNA extracted of Lepidium draba 

seedlings with different concentrations of sucrose.  

 

لیتر ساکارز بیان ژن  گرم برمیلی 50های تیمارشده با غلظت در گیاهچه تنها شودمشاهده می 3شکل طور که در همان

CYP79 F1  مونه قایسه با نمداری در ها تفاوت معنیو در سایر غلظت است یافتهافزایش داریمعنی طوربهنسبت به نمونه شاهد

ی مختلف هاا غلظتبار شده های تیمگیاهچهداری بین میزان بیان این ژن در از طرف دیگر، تفاوت معنی شاهد مشاهده نگردید.

گرم بر لیتر بصورت معنی داری یمیل 400د. ولی بیان این ژن در تیمار با بالاترین غلظت یعنی شکیتوزان و نمونه شاهد مشاهده ن

 گرم بر لیتر کاهش نشان داد.میلی 100و  50های های تیمار شده با غلظتنسبت به گیاهچه

شود، محتوی مشاهده می 4طور که در شکل همانها: کیتوزان بر محتوی فلاونوئید گیاهچهاثر ساکارز و 

لظت شاهد است، ولی با افزایش غ گرم بر لیتر ساکارز مشابه نمونهمیلی 100تا  25های ها در تیمار با غلظتفلاونوئیدی گیاهچه

وی دار محتیش معنکاهش یافته است. در حالیکه کاه داری نسبت به نمونه شاهدطور معنیساکارز محتوی فلاونوئیدی به

 های کیتوزان نسبت به نمونه شاهد مشاهد گردید. فلاونوئیدی در تیمار با تمامی غلظت
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. و کیتوزان ساکارزهای های تیمار شده ازمک با غلظتدر گیاهچه CYP79F1. مقایسه بیان ژن 3شکل 

 داری در سطح پنج درصد است.معنیدهنده حروف متفاوت بالای نمودار نشان

Figure 3. Comparison of relative expression of CYP79F1 gene in treated Lepidium draba 

seedlings with different concentrations of sucrose and chitosan. Signs with different 

letters indicate significant differences at p≤ 0.05. 

 

 

            روف های مختلف ساکارز  و کیتوزان. حهای ازمک تیمار شده با غلظتفلاونوئید گیاهچه یمحتو .4شکل 

 باشند.درصد می 5دار بودن در سطح متفاوت بالای نمودارها نشان دهنده معنی

Figure 4. Total flavonoid content in Lepidium draba seedlings with different 

concentrations of sucrose and chitosan. Signs with different letters indicate significant 

differences at p≤ 0.05. 
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  بحث

 شتانبا و بیوسنتز باعث دفاعی هایپاسخ القای طریق از که هستند زیستی غیر و یا زیستی منشأ با ترکیباتی هامحرک

ای در دفاع گیاه در رجستهکنند که نقش بهای ثانویه را تولید میای از متابولیتگیاهان تنوع گستردهشوند. می ثانویه هایمتابولیت

ر و اوی سولفواسیدهای حز آمینواها محصولات گیاهی ثانویه مشتق شده گلوکوزینولاتکنند. ها بازی میبرابر گیاهخواران و پاتوژن

 اشته باشدهان نقش دعی گیاطورکلی اعتقاد بر این است که سیستم گلوکوزینولات/ میروزیناز در سیستم دفابه هستند. نیتروژن

(Cutler 1988).  باشد، گزینه مناسبی برای استخراج گلوکورافانین دو گلوکوزینولات میبطور عمده حاوی گیاه ازمک از آنجائیکه

در این  ایزوتیوسیانات که بیشترین محتوایمشخص شده است  اً (. اخیرPowell et al. 2005باشد )ساز سولفورافان( می)پیش

  (.Mohammadi et al. 2104باشد )روزه می 7تا  3های گیاه، در گیاهچه

ازمک که  هایگیاهچهدر  کل ی فلاونوئیداو همچنین محتو CYP79 F1، بیان ژن رافانومحتوی سولف ،پژوهشدر این 

نشان داد که محتوای نتایج مورد آنالیز قرار گرفت.  بودند،های مختلف ساکارز و کیتوزان رشد کردهغلظت روز در معرض 7بمدت 

دار های با ساکارز، افزایش معنیگیرد. درحالیکه در تیمار گیاهچهسولفورافان وابسته به ترکیب الیسیتور و دوز آن تحت تاثیر قرار می

در دار این ماده مشاهده شد. ش معنیافزای mg/L 200ها با کیتوزان، تنها در غلظت سولفورافان مشاهده گردید، در تیمار گیاهچه

رافان ودار محتوی سولفبود، افزایش معنی شدهانجامهای بروکلی رافان جوانهوآزمایش مشابهی که روی اثر ساکارز بر محتوی سولف

 .Guo et alای مشابه که توسط . همچنین در مطالعه(Guo et al. 2011) های تحت تیمار با این قند مشاهده شدجوانه

های بروکلی انجام شد، های تجمع یافته در جوانهوز بر محتوی گلوکوزینولات( روی اثر قندهای ساکارز، گلوکز و فروکت2011)

کنند و ساکارز قدرتمندترین و های بروکلی تحریک میها را در جوانهها گزارش کردند که این قندها بیوسنتز گلوکوزینولاتآن

ساکارز یک دی ساکارید )قند گیاهی( است که از . (Guo et al. 2011) های ثانویه استمؤثرترین قند در تحریک تجمع متابولیت

آن کند که با تجزیه شده است. در دسترس بودن ساکارز در محیط کشت این امکان را برای گیاه فراهم میگلوکز و فروکتوز ساخته 

 Wei etهای ثانویه هم افزایش یابد. یافته و به همین ترتیب نیز میزان تولید متابولیتبه گلوکز میزان تولید گلوکوزینولات افزایش

al.   (2011 )های ثانویه در گیاهان دارد ثابت کردند که این محرک اثر مثبتی بر روند تولید متابولیت(Wei et al. 2011)از . 

. شودها میها است، افزایش سطح گلوکز در گیاه منجر به تولید بیشتر گلوکوزینولاتکه گلوکز پیش ساز سنتز گلوکوزینولاتآنجایی

Rezaee et al. (2018نیز نشان دادند که حضور گلوکز در محیط کشت گیاه ازمک منجر به افزایش سولف )رافان در این گیاه و

کند های آلیفاتیک را تنظیم میطور مثبت بیوسنتز گلوکوزینولات(. اثر سیگنالی گلوکز که بهRezaee et al. 2018شود )می

داری محتوی تکی و مجموع طور معنیها نشان دادند که گلوکز بهمشاهده گردید. آن Miao et al. (2013) توسط

 .(Miao et al. 2013) دهدهای آلیفاتیک را افزایش میگلوکوزینولات
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به عنوان بیان ژن  CYP79 F1بیان ژن  منظور بررسی مکانیسم احتمالی تاثیر این الیسیتورها بر تولید سولفورافان،هب

روزه  7های چهدر گیاه( Nielsen & Møller 2000ها در تبدیل اسید آمینه به آلدوکسیم )ترین آنزیمیکی از کلیدی

Lepidium draba  ژن درین اد، بیان وشمی اهدهمش نتایجطور که در همان با  این الیسیتورها مورد آنالیز قرار گرفت.تحت تیمار 

ظت ن غلالاتریو در تیمار با ب یشداری نسبت به نمونه شاهد افزابطور معنی گرم بر لیترمیلی 50غلظت  تیمار با ساکارز در حضور

ن در گیاه یان این ژبست که مطالعات مختلف نیز نشان داده ا. ی داری نسبت به نمونه شاهد کاهش یافته استعنکیتوزان بطور م

و اکسید ( Jamshidi Goharrizi et al. 2019استرس شوری )، (Rezaee et al. 2018ازمک تحت تاثیر تیمار با گلوکز )

نتایج حاصل  طابقت دارد.گیرد. که با نتایج بدست آمده در این تحقیق متاثیر قرار می تحت( Mohammadi et al., 2016روی )

حت تاثیر این بات نیز تین ترکیند که محتوای انشان داد و کیتوزان شده با ساکارز های تیماراز سنجش محتوی فلاونوئید گیاهچه

داری نسبت بطور معنی mg/L 100های بالاتر از ساکارز در غلظتها در حضور گیرد. بطوریکه محتوای فلاونوئیدها قرار میمحرک

   ده گردید.ا مشاههدار این مواد در تمامی غلظتبه نمونه شاهد کاهش یافته بود در تیمار با کیتوزان، کاهش معنی

اند. ترکیبات شدهها در گیاهان شناختهاکسیدانهای آنتیکننده در فعالیتعنوان عوامل مهم شرکتترکیبات فنولیک به

 Guo et) تها اسیک آنزیم کلیدی در بیوسنتز پلی فنول PALشوند و فنولی در گیاهان از طریق مسیر فنیل پروپانوئید تولید می

al. 2011)شده های بروکلی انجام. همچنین در آزمایشی مشابه اثر قندهای ساکارز، گلوکز و فروکتوز بر محتوی آنتوسیانین جوانه

ه با نمونه شاهد مشاهده شد که با های بروکلی در مقایسقندی در جوانه دار سطح آنتوسیانین در تمامی تیمارهایبود افزایش معنی

( نشان دادند که مسیرهای 2006) .Solfanelli et al. (Guo et al. 2011) تخوانی داشآمده از مطالعه ما همدستنتایج به

شوند و ساکارز بر محتوی فلاونوئید و شدت در حد بالایی به دنبال تیمار با ساکارز تنظیم میبیوسنتزی فلاونوئید و آنتوسیانین به

این گزارشات با نتایج حاصل از این  .(Solfanelli et al. 2006) گذاردتأثیر می Arabidopsis thalianaآنتوسیانین در 

های تحت تیمار تقریباً روند معکوسی را در گیاهچهتحقیق همخوانی ندارد. نکته قابل توجه اینکه، محتوای سولفورافان و فلاونوئید 

رافان و کاهش محتوای فلاونوئید ودهند. هماهنگ با نتایج مشاهده شده در اینجا، که افزایش محتوای سولفبا الیسیتورها نشان می

نیز در تیمار این گیاه با الیسیتور جاسمونات روندی مشابه را گزارش کردند. درحالیکه  Rezaee et al.  (2017مشاهده گردید، 

 .Rezaee et al) ندددر تیمار با جاسمونات کاهش یافته بود افزایش محتوای فلاونوئیدی را مشاهده کرمحتوای سولفورافان 

2017) . 

القای بیوسنتز  ؛های گیاهان بازتابی از دو فرآیند استمحتوی گلوکوزینولات مطالعات نشان داده است که: گیرینتیجه

بر اساس نتایج . (Mithen, Dekker et al. 2000) است وسیله میروزینازبه آنها ها و هیدرولیزوسیله محرکها بهگلوکوزینولات

رسد که دلیل تحت تیمار با این الیسیتورها، چنین بنظر می CYP79 F1 حاصله که نشان دهنده تحت تاثیر قرار گرفتن بیان ژن

با اثر  عمل کرده و مولکول سیگنالینگیک عنوان به کیتوزان و همچنین ساکارزرافان به این علت است که وافزایش محتوای سولف
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بینی کرد که سولفورافان توان پیشبنابراین می .سبب افزایش تولید آن شده استها گلوکوزینولاتهای درگیر در بیوسنتز بر بیان ژن

تواند تحت تاثیر میزان بیان و عملکرد آنزیم میروزیناز نیز قرار گیرد. مطالعات قبلی نشان داده است که حضور گلوکز می تولید شده

فعالیت این آنزیم در ( و همچنین Rezaee et al. 2018دهد )در محیط کشت گیاه ازمک، بیان میروزیناز را تحت تاثیر قرار می

در هر صورت، مطالعات بیشتری لازم است تا  (.Mohammadi et al. 2016گیرد )میفلزات تحت تاثیر قرار برخی  حضور

مکانسیم دقیق عملکرد الیسیتورهای ساکارز و کیتوزان بر تولید سولفورافان در این گیاه مشخص گردد. با توجه به اهمیت 

-تلاش برای افزایش تولید این ماده در گیاهچه، های سرطانیسولفورافان در پیشگیری از سرطان و جلوگیری از رشد و تکثیر سلول

 ای برخوردار است.از اهمیت ویژه باشدکه بطور عمده حاوی دو گلوکوزینولات می های ازمک

حصیلات تانشگاه داین تحقیق با حمایت مالی پژوهشگاه علوم و تکنولوژی پیشرفته و علوم محیطی، : سپاسگزاری

ری و همکاران مراتب سپاس و مج ،انجام شده است. بنابراین 7ص//3619/94  رارداد شمارهتکمیلی صنعتی و فناوری پیشرفته با ق

 دارند. قدردانی خود را از آن دانشگاه محترم اعلام می

 

 منابع

 گاوهای یرپوستیز چربی بافت در لپتین ژن بیان( 1398) همکاران و فوزی اسدی محمدرضا، محمدآبادی محمدرضا، احسنی

 .135-150(، 1)11. مجله بیوتکنولوژی کشاورزی Real Time PCR از استفاده با هلشتاین

ایسه سطوح مختلف بیان مق( 1393) نجمی نوری عذرا ،اسمعیلی زاده کشکوئیه علی ،محمدآبادی محمدرضا ،توحیدی نژاد فاطمه

 . 35-50(، 4)6. مجله بیوتکنولوژی کشاورزی در بافت های مختلف بز کرکی راینی  Rhebژن

 CIB4( بررسی بیان ژن 1395جعفری دره در امیر حسین، محمدآبادی محمدرضا، اسمعیلی زاده کشکوئیه علی، ریاحی مدوار علی )

-132(، 4)4کنندگان پژوهش در نشخوارمجله  .Real Time qPCRهای مختلف گوسفند کرمانی با استفاده از در بافت 

119. 

های عالیت برخی آنزیمتغییرات محتوای سولفورافان و ف (1397) گنجعلی علی رضائی فاطمه، لاهوتی مهرداد، ملکی محمود،

 7 رکرد گیاهیدر پاسخ به جاسمونات. مجله فرآیند و کا (.Lepidium draba L) های ازمکاکسیدان گیاهچهآنتی

(26) ،45-56. 

های مختلف گوسفند کرمانی با استفاده مطالعه بیان ژن لپتین در بافت( 1397محمدآبادی محمدرضا، کرد محبوبه، نظری محمود )

 .111-122(، 3)10. مجله بیوتکنولوژی کشاورزی Real Time PCRاز 

و روی بر فعالیت آنزیم  های مس( بررسی اثر یون1395زاده مریم )علی؛ پورسیدی شهرام و امینی مدوار محمدی مهدی؛ ریاحی

 .94-81(، 1) 8. مجله بیوتکنولوژی کشاورزی. Lepidium drabaمیروزیناز و تشکیل سولفارافان در گیاه 

http://jab.uk.ac.ir/article_2211.html
http://jab.uk.ac.ir/article_2211.html
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