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 آنتي اكسيدان، تركيبات فنوليك و فلاونوئيد در كشت در شيشه شيرين بيانهاي القاء آنزيم
)L. Glycyrrhiza glabra (با استفاده از متيل جاسمونات و ساليسيليك اسيد  

  2*و علي اكبر احسان پور 1ليلا شباني
  يست شناسيدانشكده علوم، گروه ز شهركرد، دانشگاه شهركرد، 1

  يست شناسياصفهان، دانشگاه اصفهان، دانشكده علوم، گروه ز 2

  9/2/88: رشيخ پذيتار   23/9/87 :افتيخ دريتار

  چكيده

آنتي اكسيدان هاي بر فعاليت آنزيم) elicitor(القاء كننده در اين پژوهش اثرات متيل جاسمونات و ساليسيليك اسيد به عنوان دو 
الاز و آسكوربات پركسيداز در ريشه و اندام هوايي، و محتواي تركيبات فنوليك و فلاونوئيد كل، و همچنين فعاليت آنزيم كات

كاتالاز هاي افزايش فعاليت آنزيم. روزه شيرين بيان مورد مطالعه قرار گرفته است 65فنيل آلانين آمونيا لياز در ريشه گياهچه هاي 
ميلي مولار و  2ساعت پس از تيمار با غلظت  24يمار با متيل جاسمونات در اندام هوايي گياهچه ها، و آسكوربات پراكسيداز در ت

كاتالاز و آسكوربات هاي ميزان فعاليت آنزيم. ساعت پس از تيمار مشاهده گرديد 48ميلي مولار در  2و 1در ريشه ها در غلظت 
با . ساعت افزايش يافت 24ميلي مولار ساليسيليك اسيد پس از  2و  1هاي پراكسيداز در اندام هوايي و ريشه در تيمار با غلظت

 2و  1هاي ساليسيليك اسيد و فعاليت آنزيم آسكوربات پراكسيداز در غلظتهاي ساعت فعاليت كاتالاز در تمام غلظت 48گذشت 
 24ل و فلاونوئيدها بعد از همچنين افزايش معني داري در تركيبات فنوليك ك. ميلي مولار ساليسيليك اسيد كاهش نشان داد

فعاليت آنزيم كليدي مسير فنيل پروپانوئيد، فنيل آلانين آمونيا . با متيل جاسمونات و ساليسيليك اسيد مشاهده گرديدالقاء ساعت 
ار مقدار افزايش نشان داد كه با افزايش معني دالقاء كننده ها با هر دو  )elicitation(القاء ساعت پس از  24لياز به طور موقتي 

  .هماهنگ مي باشد القاءساعت  24تركيبات فنوليك كل و فلاونوئيد ها پس از 

  .فنيل آلانين آمونيا لياز، متيل جاسموناتآنتي اكسيدان، ساليسيليك اسيد، شيرين بيان، :كليدي يه هاواژ
   ehsanpou@yahoo.com:كي، پست الكترون09131135520: سنده مسئول، تلفن تماسينو *

  مقدمه
گروه ) متيل جاسمونات(جاسمونات ها و استر متيل آنها 

جديدي از تنظيم كنندگان رشد گياهان، و از مشتقات 
لينولنيك اسيد محسوب مي شوند كه از طريق مسير 

هاي بيوسنتزي اكتادكانوئيد سنتز شده و مشابه ساير هورمون
تنوعي نظير افزايش پيري و گياهي، اثرات بيولوژيكي م

ريزش برگ، پيچش، بسته شدن روزنه، ممانعت رشد ريشه 
 8(ي كه خواب ندارند، اعمال مي كنند يو جوانه زني بذرها

جاسمونات ها به عنوان تركيبات پيام رسان كليدي ). 17 و

ثانويه مي هاي كه منجر به تجمع متابوليت القاءيند آدر فر
  ). 24 و 21، 10،11(شود معرفي شده اند 

پيام رسان در هاي ساليسيليك اسيد نيز يكي ديگر از ملكول
سلولي محسوب مي شود كه در خصوص نقش آن هاي تنش
هاي بر مقاومت گياه در برابر پاتوژنها و ساير تنش تأثيردر 

درواقع، ). 23(زيستي مطالعات زيادي صورت گرفته است 
كليدي در ساليسيليك اسيد به عنوان يك جزء پيام رسان 

اختصاصي دفاعي گياه شناخته مي هاي فعال سازي پاسخ
دفاعي گياه منجر به بيوسنتز و تجمع انواع هاي پاسخ. شود
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به عنوان راهكاري  القاءتركيبات ثانويه گياهي مي گردد، لذا 
ثانويه مانند هاي براي افزايش توليد متابوليت مؤثر

بات فنوليك و آلكالوئيدها، ترپنوئيدها، فلاونوئيدها، تركي
گياهان مي توانند ). 14(فيتوالكسين ها شناخته شده است 

پارا (دفاعي آنتي اكسيدان هاي از طريق القاء آنزيم
كه حفاظت عليه آسيب بيشتر را فراهم مي كنند، ) اكسايشي

مانند دما، خشكي، شوري، ازن، (به طيف وسيعي از تنشها 
UV جاسمونات و  متيل). 3(، پاسخ دهند )هاو حمله پاتوژن

نموي گياه را هاي ساليسيليك اسيد طيف وسيعي از پاسخ
يا زخمي شدن گياه، القاء  هابا حمله پاتوژن. تنظيم مي كنند

بيوسنتز آنها منجر به توليد گونه هاي فعال اكسيژن شامل 
H2O2هيدروكسيل هاي سوپراكسيد و راديكالهاي ، آنيون
  ). 4(شود  مي

، يكي از گياهان مهم .)Glycyrrhiza glabra L(شيرين بيان 
اين گياه . دارويي و اقتصادي از خانواده لگومينوزه است

يي است كه منبعي غني از هاريشه ها و ريزومداراي 
يك گروه . تركيبات طبيعي و فعال از نظر زيستي مي باشد

كه گياه را با است  هامهم از اين تركيبات تري ترپن ساپونين
ضد ميكروبي، ضد حشره و ضد التهابي خود ي هافعاليت

همچنين تركيبات فنوليك گروه مهم  .كند حفاظت مي
. ثانويه در گياه شيرين بيان مي باشدهاي ديگري از متابوليت
نوع تركيب فلاونوئيدي از گونه هاي  300تاكنون بيش از 
گزارش شده است كه در  Glycyrrhizaمختلف جنس 

 Glycyrrhizaبات از گونه نوع از اين تركي 70حدود 

glabra فلاونوئيدها از طريق مسير شيكيمات . جدا شده اند
اين تركيبات سه حلقه اي داراي خواص . ساخته مي شوند

اثراتي نظير فعاليت آنتي  يو حاوبوده دارويي بسياري 
آنزيم ). 12(اكسيدان، استروژني و ضد توموري مي باشند 

كليدي متابوليسم فنيل  فنيل آلانين آمونيا لياز آنزيم
پروپانوئيد مي باشد كه در توليد چندين تركيب حفاظتي 

و  ها، فورانوكومارينهافيتوآلكسينقوي مانند فلاونوئيدها،
اين آنزيم اولين مرحله . تركيبات ديواره سلولي نقش دارد

از بيوسنتز فنيل پروپانوئيد كه نقطه انشعاب متابوليسم اوليه 

اغلب مشاهده شده است . تاليز مي كندو ثانويه است را كا
كه مسيرهاي بيوسنتز فنيل پروپانوئيد، فلاونوئيد و تري 

كشت شده با هاي تيمار بافت گياه يا سلول به دنبال هاترپن
  . القاء مي شوند القاء كننده ها

 القاء كننده هابر اثر  يمبن يبا توجه به اينكه تا كنون گزارش
ان منتشر نشده است، بنابراين در تغيير رشد گياه شيرين بي

فيزيولوژيك شيرين هاي هدف از اين مطالعه بررسي پاسخ
بيان به تيمار متيل جاسمونات و ساليسيليك اسيد از طريق 

آنتي اكسيدان و سنتز هاي مطالعه فعاليت برخي از آنزيم
تركيبات فنولي است تا از اين طريق درك بهتر مسير القاء 

)elicitation (عمل گياه شيرين بيان امكان پذير و عكس ال
  . گردد

  مواد و روشها
 .Glycyrrhiza glabra var(بذرهاي گياه شيرين بيان 

glabra (جمعيت اصفهان از شركت پاكان بذر تهيه گرديد .
دقيقه  20به مدت ) درصد 100(بذرها با سولفوريك اسيد 

 درصد 3دقيقه در  15ضدعفوني شد و سپس به مدت 
NaClO با آب مقطر استريل سه مرتبه مورد  و ده شدقرار دا

به منظور جوانه زني بذرها بر روي . شستشو قرار گرفت
كاغذ صافي مرطوب در پتري ديش در اتاق كشت در 

گياهچه هاي سه روزه به محيط . تاريكي قرار داده شد
 2/1حاوي ) MS  (Murashige and Skoog, 1962جامد

ميلي گرم  5/0گار و آ درصد 7/0ساكارز،  درصد 2غلظت، 
منتقل =  IBA (Indole-3-butyric acid) ،8/5 pHدر ليتر 

ساعت  16و در اتاق كشت داراي تناوب نوري  ديگرد
 يدرجه سانت 25±2ساعت تاريكي، دماي  8روشنايي و 

 و لوكس قرار داده شدند 2200و شدت نوري  گراد
عنوان مواد گياهي براي آزمايشات  روزه به 65گياهچه هاي 

محلول متيل جاسمونات و . مورد استفاده قرار گرفتند
/. 22ساليسيليك اسيد ابتدا توسط فيلتر با قطر منافذ 
 MSميكرومتر استريل و سپس به محيطهاي كشت مايع 

. ميلي مولار افزوده شد 2و  1، 1/0، 01/0هاي در غلظت 2/1
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انول به جاي متيل محيط كشت كنترل با افزودن ات
جاسمونات و آب مقطر به جاي ساليسيليك اسيد به محيط 

  . كشت مايع مورد استفاده قرار گرفت

محتواي تركيبات فنوليك كل در : تركيبات فنوليك كل
ريشه هاي شاهد و تحت تيمار متيل جاسمونات و 

و همكاران  Singletonساليسيليك اسيد مطابق با روش 
هاي از بافت mg30براي اين منظور . اندازه گيري شد) 20(

ليوفيليزه و پودر  مار شدهياهان شاهد و تيگ ريشه و ساقه
با ساليسيليك اسيد و متيل جاسمونات در سپس . ديگرد
ml5  درجه به  70همگن شده و در دماي درصد  80متانول

يك ميلي ليتر از عصاره . دقيقه نگهداري شدند 15مدت 
ميلي ليتر معرف  2/0آب مقطر و  ميلي ليتر 8/1متانولي با 

دقيقه در  5فولين سيوكالتو مخلوط شد، سپس به مدت 
ميلي  1به محلول فوق مقدار . درجه نگهداري شد 24دماي 

ساعت  2اضافه گرديد و به مدت  درصد Na2CO3  12ليتر 
سپس جذب محلول در . درجه قرار داده شد 24در دماي 

فتومتر اندازه گيري نانومتر توسط اسپكترو 739طول موج 
مقدار تركيبات فنوليك كل در ريشه ها با استفاده از . گرديد

ميلي  100و  75، 50، 25(منحني استاندارد گاليك اسيد 
  . آمد به دست) گرم در ليتر

ميلي گرم  30براي عصاره گيري : تركيبات فلاونوئيد كل
ريشه ليوفيليزه و پودر شده گياهان شاهد و هاي از بافت
همگن شده و  درصد 80ميلي ليتر متانول  5تيمار در تحت 
ساعت در دماي اتاق بر روي شيكر قرار داده  24براي 
 rpmدقيقه در دور  15سپس عصاره ها به مدت . شدند

محتواي فلاونوئيد كل با استفاده . سانتريفوژ شدند 14000
به يك . شد ياندازه گير) 13(و همكاران   Guanاز روش 

. ميلي ليتر آب اضافه شد 4/4عصاره نمونه ها  ميلي ليتر از
به آن  درصد NaNO2 10ميكرو ليتر   300سپس مقدار 

غلظت AlCl3ميكروليتر به آن   300دقيقه  5اضافه و پس از 
ميلي ليتر  4دقيقه به آن  5بعد از . اضافه شد درصد 5

NaOH سپس جذب محلول در طول . يك نرمال اضافه شد

. ديگرد گيري ط اسپكتروفتومتر اندازهنانومتر توس 510موج 
مقدار تركيبات فلاونوئيد كل در ريشه ها با رسم منحني 

) ميلي گرم در ليتر 100و  75، 50، 25(استاندارد كاتكين 
  .آمد به دست

گرم از  1/0مقدار  : فعاليت آنزيم فنيل آلانين آمونيا لياز
ون چيني قرار ها ريشه گياهان شاهد و تحت تيمار درون

مولار  1/0ميلي ليتر محلول عصاره گيري  1داده شده و 
دي سديم (گرم بوراكس  38حاوي ) pH= 8/8(بافر بورات 
، چند PVP (Polyvinylpyrrolidon)گرم  6، )تترا بورات

 EDTAميلي مولار  2ميلي مولار و  5قطره بتامركاپتواتانول 

(Ethylenediaminetetraacetic acid  ( به تدريج به آن
 هاضمن افزودن اين حجم از محلول بافت. زوده گرديداف

). تمام مراحل روي ظرف يخ صورت گرفت(سائيده شدند 
 rpm14000دقيقه با دور  20عصاره هاي حاصل به مدت 

از محلول . سانتريفوژ شدند گراد يدرجه سانت 4در دماي 
رويي جهت اندازه گيري فعاليت آنزيم فنيل آلانين آمونيا 

ميكروليتر از عصاره  100به مقدار . ه گرديدلياز استفاد
) pH= 0/8(مولار  1/0ميكروليتر بافر بورات  400آنزيمي، 
 1ميلي مولار فنيل آلانين افزوده شده و براي  3حاوي 

واكنش . انكوبه شد گراد يدرجه سانت 37ساعت در دماي 
. نرمال متوقف شد HCl 5ميكروليتر  500از طريق افزودن 

 و همكاران Chengآنزيم با استفاده از روش  تعيين فعاليت
 290افزايش در جذب در طول موج . صورت گرفت) 5(

نانومتر به واسطه تشكيل ترانس سينامات با اسپكتروفتومتر 
به فعاليت آنزيم فنيل آلانين آمونيا لياز . اندازه گيري شد

 .بيان گرديد OD290/h/mg proteinتغيير در   صورت

براي بررسي فعاليت پراكسيداز، : اكسيدازفعاليت آنزيم پر
نمونه  القاءاندام هوايي و ريشه گياهچه ها بعد از تيمار 

ريشه و اندام هوايي هاي گرم از بافت 1/0برداري شدند و 
گياهان شاهد و تحت تيمار مورد بررسي پس از توزين 

براي . درون هاون چيني از پيش سرد شده قرار داده شدند
ميلي ليتر محلول  5/1ن محلول از بافتها، استخراج پروتئي
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هاي حاوي نمك( pH=8/7بافر عصاره گيري سالين فسفات 
به تدريج به آن افزوده ) فسفات و كلريد سديم و پتاسيم

سائيده  هاضمن افزودن اين حجم از محلول بافت. گرديد
عصاره ). تمام مراحل روي ظرف يخ صورت گرفت(شدند 

در   rpm  13000ه با دوردقيق 20هاي حاصل به مدت 
از محلول . سانتريفوژ شدندگراد  يدرجه سانت 4دماي 

آنتي اكسيدان هاي رويي جهت اندازه گيري فعاليت آنزيم
 Nakano سنجش فعاليت اين آنزيم به روش. استفاده گرديد

ميكروليتر  100به مقدار . صورت گرفت) 15(و همكاران 
ميكروليتر از بافر  675از عصاره آنزيمي در ابتدا مقدار 

افزوده  EDTAميلي مولار  2/0سالين فسفات حاوي 
 50ميكروليتر آسكوربيك اسيد و  175گرديد، سپس مقدار 

ميكروگرم در ميلي ليتر به محلول  1000ميكروليتر آلبومين 
 50فوق اضافه شده و در نهايت براي شروع واكنش مقدار 

حني كاهش ميكروليتر پراكسيد هيدروژن افزوده شد و من
ثانيه رسم  120نانومتر در مدت  290جذب در طول موج 

يك واحد از فعاليت آنزيم آسكوربات پراكسيداز . گرديد
آسكوربيك اسيد  μmol1 min-1 بر اساس سرعت اكسيد

  . بيان گرديد گراد يدرجه سانت 25در دماي 

براي اندازه گيري فعاليت كاتالاز، ابتدا : فعاليت كاتالاز
مطابق با روش (حلول اندام هوايي و ريشه ها پروتئين م

استخراج شد و سپس ) ذكر شده در مورد آنزيم پراكسيداز
براي سنجش فعاليت اين آنزيم استفاده Aebi  از روش
 900ميكروليتر از عصاره آنزيمي  100به مقدار . )1( گرديد

آب اكسيژنه در  mM10ميكروليتر از محلول واكنش حاوي 
ت  افزوده و منحني كاهش جذب در طول بافر سالين فسفا

يك . ثانيه رسم گرديد 120نانومتر در مدت  240موج 
واحد از فعاليت آنزيم كاتالاز بر اساس سرعت مصرف 

μmol min-11  گراد يدرجه سانت 25آب اكسيژنه در دماي 
  . بيان گرديد

آزمايشات در قالب طرح كامل تصادفي و داده ها براساس 
) Duncan’s Multiple Range Test (DMRTآزمون دانكن 

نمونه گياهي  3تكرار و هر تكرار خود شامل  3با حداقل 
 SASآماري به كمك نرم افزار هاي آناليز. انجام شد

ver.8.02  وMSTATC  صورت  درصد 95با اطمينان
  .رسم گرديد Excel 2003نمودارها با نرم افزار . گرفت

  
اثر غلظتهاي مختلف متيل جاسمونات بر فعاليت آنزيم  - )1(شكل 

مقادير . كاتالاز در ريشه هاي گياه شيرين بيان در زمانهاي مختلف
حروف غير . مي باشند) SE(خطاي استاندارد  ±تكرار  3ميانگين 

ه اختلاف معني دار بر اساس آزمون مشابه روي هر ستون نشان دهند
  .مي باشد) p < 0.05(دانكن 

  نتايج
هاي متيل جاسمونات و ساليسيليك اسيد بر فعاليت آنزيم تأثير

نتايج حاصل از اندازه گيري فعاليت آنزيم : آنتي اكسيدان
كاتالاز در ريشه هاي شيرين بيان پس از تيمار با متيل 

يت اين آنزيم در نشان داد كه فعال) 1شكل(جاسمونات 
 8ميلي مولار نسبت به ساير غلظتها پس از  1غلظت 

ساعت  24و اين افزايش تا  داشتهدار  يساعت افزايش معن
 1هاي فعاليت اين آنزيم در تيمار ريشه با غلظت.  ادامه يافت

ساعت  48مولار جاسمونات، پس از  يميلي مولار ميل 2و 
ميلي  2در غلظت كه  ينشان داد به طور دار يافزايش معن

برابر نسبت به شاهد  5مولار متيل جاسمونات حدود 
معني دار متيل جاسمونات بر فعاليت  تأثير.  مربوطه رسيد

مولار در  يميل 2و  1/0، 01/0آنزيم كاتالاز تنها در غلظت 
  ). 2شكل(ساعت تيمار مشاهده شد  24 پس از اندام هوايي،
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مختلف متيل جاسمونات بر فعاليت آنزيم هاي اثر غلظت - )2(شكل 

مقادير . مختلفهاي كاتالاز در اندام هوايي گياه شيرين بيان در زمان
ير حروف غ. مي باشند) SE(خطاي استاندارد  ±تكرار  3ميانگين 

مشابه روي هر ستون نشان دهنده اختلاف معني دار بر اساس آزمون 
   .مي باشد) p < 0.05(دانكن 

  
 اثر غلظتهاي مختلف متيل جاسمونات بر فعاليت آنزيم - )3(شكل 

. آسكوربات پراكسيداز در ريشه هاي شيرين بيان در زمانهاي مختلف
حروف . مي باشند) SE(خطاي استاندارد  ±تكرار  3مقادير  ميانگين 

غير مشابه روي هر ستون نشان دهنده اختلاف معني دار بر اساس 
  .مي باشد) p < 0.05(آزمون دانكن 

ت پراكسيداز در ريشه اندازه گيري فعاليت آنزيم آسكوربا
) 3شكل(هاي شيرين بيان پس از تيمار با متيل جاسمونات 

ميلي  2و  1هاي نشان داد كه فعاليت اين آنزيم در غلظت
ساعت افزايش  24مولار نسبت به ساير غلظتها پس از 

. ساعت ادامه يافت 48و اين افزايش تا  داشتهدار  يمعن
ندام هوايي تنها در فعاليت آنزيم آسكوربات پراكسيداز در ا

ساعت  24ميلي مولار متيل جاسمونات پس از  2غلظت 
  ).4شكل(دار يافت  يافزايش معن

  
مختلف متيل جاسمونات بر فعاليت آنزيم هاي اثر غلظت - )4(شكل 
. مختلفهاي ربات پراكسيداز در اندام هوايي شيرين بيان در زمانآسكو

حروف . مي باشند) SE(خطاي استاندارد  ±تكرار  3مقادير ميانگين 
غير مشابه روي هر ستون نشان دهنده اختلاف معني دار بر اساس 

   .مي باشد) p < 0.05(آزمون دانكن 

  
اثر غلظتهاي مختلف ساليسيليك اسيد بر فعاليت آنزيم  -)5(شكل 

 3مقادير ميانگين . كاتالاز در ريشه هاي شيرين بيان در زمانهاي مختلف
ه روي هر حروف غير مشاب. مي باشند) SE(خطاي استاندارد  ±تكرار 

 > p(ستون نشان دهنده اختلاف معني دار بر اساس آزمون دانكن 

  .مي باشد) 0.05

نتايج حاصل از اندازه گيري فعاليت آنزيم كاتالاز در ريشه  
) 5شكل(هاي شيرين بيان پس از تيمار با ساليسيليك اسيد 

ساعت افزايش و پس از  24ميلي مولار پس از  2در غلظت 
فعاليت آنزيم كاتالاز . دار نشان داد ياعت كاهش معنس 48

در اندام هوايي شيرين بيان پس از تيمار با ساليسيليك اسيد 
ساعت افزايش  24ميلي مولار پس از  2و  1هاي در غلظت

همچنين فعاليت اين آنزيم در اندام هوايي . دار يافت يمعن
، پس سه با شاهديساليسيليك اسيد در مقاهاي در تمام غلظت

  ).6شكل(يافت  دار يمعن ساعت افزايش 48از 
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مختلف ساليسيليك اسيد بر فعاليت آنزيم هاي اثر غلظت -)6(شكل 

مقادير  ميانگين . مختلفهاي كاتالاز در اندام هوايي شيرين بيان در زمان
حروف غير مشابه روي . مي باشند) SE(خطاي استاندارد  ±تكرار  3

 > p(هر ستون نشان دهنده اختلاف معني دار بر اساس آزمون دانكن 

   .مي باشد) 0.05

  
اثر غلظتهاي مختلف ساليسيليك اسيد بر فعاليت آنزيم  -)7(شكل 

. آسكوربات پراكسيداز در ريشه هاي شيرين بيان در زمانهاي مختلف
حروف . مي باشند) SE(خطاي استاندارد  ±تكرار  3مقادير ميانگين 

غير مشابه روي هر ستون نشان دهنده اختلاف معني دار بر اساس 
   .مي باشد) p < 0.05(ن آزمون دانك

نتايج حاصل از اندازه گيري فعاليت آنزيم آسكوربات 
پراكسيداز در ريشه هاي شيرين بيان پس از تيمار با 

ميلي  2و  1، 1/0هاي در غلظت) 7شكل(ساليسيليك اسيد 
فعاليت . دار نشان داد يساعت افزايش معن 24مولار پس از 

ميلي مولار  2و  1هاي ه در غلظتاين آنزيم در تيمار ريش
 يدار يساعت به طور معن 48ساليسيليك اسيد، پس از 

هاي فعاليت اين آنزيم در اندام هوايي در غلظت. كاهش يافت
ساعت  48ميلي مولار ساليسيليك اسيد، پس از  2و  1

  ).8شكل (دار يافت  يافزايش معن

  
مختلف ساليسيليك اسيد بر فعاليت آنزيم هاي اثر غلظت -)8(شكل 

. مختلفهاي آسكوربات پراكسيداز در اندام هوايي شيرين بيان در زمان
حروف . مي باشند) SE(خطاي استاندارد  ±تكرار  3مقادير ميانگين 

ان دهنده اختلاف معني دار بر اساس غير مشابه روي هر ستون نش
   .مي باشد) p < 0.05(آزمون دانكن 

مختلف ساليسيليك اسيد بر هاي بررسي ممانعت غلظت 
كاتالاز و آسكوربات پراكسيداز ريشه هاي آنزيمهاي فعاليت

استفاده هاي غلظت. نشان داده شده است) 1(ها در جدول 
ساليسيليك اسيد باعث  )ميلي مولار 2و  1، 01/0(شده 

ممانعت معني دار در فعاليت آنزيم كاتالاز در ريشه ها شده 
 01/0كمترين ممانعت فعاليت آنزيم كاتالاز در غلظت . اند

ميلي مولار ساليسيليك اسيد و بيشترين ممانعت آن در 
در رابطه با آنزيم . ميلي مولار مشاهده مي شود 2غلظت 

ميلي مولار  2و  1دو غلظت آسكوربات پراكسيداز تنها در 
. ساليسيليك اسيد ممانعت فعاليت مشاهده مي شود

ميلي مولار ساليسليك اسيد  2بيشترين ممانعت در غلظت 
  .رخ مي دهد

تأثير متيل جاسمونات و ساليسيليك اسيد بر تجمع متابوليتهاي 
نتايج حاصل از اندازه گيري مقدار تركيبات فنوليك : ثانويه

شيرين بيان پس از تيمار با متيل  كل در ريشه هاي
نشان داد كه ميزان اين تركيبات در ) 9شكل (جاسمونات 

ساعت افزايش يافته  24ميلي مولار پس از  2و  1غلظتهاي 
همچنين ميزان اين . ساعت ادامه پيدا مي كند 48و تا 

ميلي مولار متيل  1/0تركيبات در تيمار ريشه با غلظت 
بيشترين . افزايش يافت ساعت 48جاسمونات، پس از 

ميلي مولار متيل  1مقدار تركيبات فنوليك كل براي غلظت 
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  .برابر افزايش نشان داد 4/1شاهد مربوطه ساعت به دست آمد كه نسبت به  48جاسمونات در مدت 
  .و آسكوربات پراكسيداز در ريشه هاي شيرين بيانكاتالاز هاي ساليسيليك اسيد بر ممانعت آنزيم تأثير -)1(جدول 

 آسكوربات پراكسيداز  كاتالاز 

 %ممانعت  فعاليت %ممانعت فعاليت سوبسترا

 - 125/0±006/0  - 04/0±002/0 )آب مقطر(كنترل 

 - -  35 026/0±001/0 ميلي مولار ساليسيليك اسيد 01/0

 - -  20 032/0±005/0 ميلي مولار ساليسيليك اسيد 1/0

 45 069/0±011/0  43 023/0±004/0 ميلي مولار ساليسيليك اسيد1

 68 04/0±01/0  55 018/0±003/0 ميلي مولار ساليسيليك اسيد 2

  

  
تركيبات فنوليك كل در ريشه هاي شيرين تحت تيمار با  -)9(شكل 
خطاي  ±تكرار  3مقادير ميانگين . مختلف متيل جاسموناتهاي غلظت

حروف غير مشابه روي هر ستون نشان . مي باشند) SE(استاندارد 
مي ) p < 0.05(ون دانكن دهنده اختلاف معني دار بر اساس آزم

   .باشد

نتايج حاصل از اندازه گيري مقدار تركيبات فنوليك كل در 
ريشه هاي شيرين بيان پس از تيمار با ساليسيليك اسيد 

هاي نشان داد كه ميزان اين تركيبات در غلظت) 10شكل (
ساعت افزايش يافته و  24ميلي مولار پس از  2و  1، 1/0

بيشترين مقدار تركيبات . ت ادامه پيدا مي كندساع 48تا 
ميلي مولار ساليسيليك اسيد در  1فنوليك كل براي غلظت 

آمد كه نسبت به شاهد مربوطه  به دستساعت  48مدت 
  .برابر افزايش نشان داد 3/1

نتايج حاصل از اندازه گيري مقدار تركيبات فلاونوئيد كل 
ا متيل جاسمونات در ريشه هاي شيرين بيان پس از تيمار ب

مشابه با نتايج تأثير بر مقدار تركيبات فنوليك ) 11شكل (
بيشترين مقدار تركيبات فلاونوئيد كل براي غلظت . كل بود

ساعت به  48ميلي مولار متيل جاسمونات در مدت  1
برابر افزايش  5/1دست آمد كه نسبت به شاهد مربوطه 

  .نشان داد

  
تركيبات فنوليك كل را در ريشه هاي شيرين بيان تيمار با  -)10(شكل 
 3مقادير ميانگين . مختلف ساليسيليك اسيد نشان مي دهدهاي غلظت

حروف غير مشابه روي هر . مي باشند) SE(خطاي استاندارد  ±تكرار 
 > p(تون نشان دهنده اختلاف معني دار بر اساس آزمون دانكن س

   .مي باشد) 0.05

نتايج حاصل از اندازه گيري مقدار تركيبات فلاونوئيد كل 
در ريشه هاي شيرين بيان پس از تيمار با ساليسيليك اسيد 

 1نشان داد كه ميزان اين تركيبات در غلظت ) 12شكل (
ساعت  48ساعت افزايش يافته و تا  24 ميلي مولار پس از
بيشترين مقدار تركيبات فلاونوئيد كل . ادامه پيدا مي كند
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 48ميلي مولار ساليسيليك اسيد در مدت  1براي غلظت 
برابر  4/1ساعت به دست آمد كه نسبت به شاهد مربوطه 

  .افزايش نشان داد

  
شه شيرين بيان تحت تيمار با يتركيبات فلاونوئيد كل در ر -)11(شكل 
خطاي  ±تكرار  3مقادير ميانگين . مختلف متيل جاسموناتهاي غلظت

شان حروف غير مشابه روي هر ستون ن. مي باشند) SE(استاندارد 
 p(دهنده اختلاف معني دار بر اساس آزمون دانكن و سطح معني داري 

   .مي باشد) 0.05 >

  
ساعت  48مقادير تركيبات فلاونوئيد كل را در مدت  -)12(شكل 

مختلف ساليسيليك اسيد در ريشه هاي شيرين بيان هاي يمار با غلظتت
مي ) SE(خطاي استاندارد  ±تكرار  3مقادير ميانگين . نشان مي دهد

حروف غير مشابه روي هر ستون نشان دهنده اختلاف معني دار . باشند
   .مي باشد) p < 0.05(بر اساس آزمون دانكن 

نتايج حاصل از اندازه گيري  : ونيا ليازآنزيم فنيل آلانين آم
فعاليت آنزيم فنيل آلانين آمونيا لياز در ريشه هاي شيرين 

نشان داد ) 13شكل (بيان پس از تيمار با متيل جاسمونات 
ميلي مولار  2و  1، 1/0هاي كه فعاليت اين آنزيم در غلظت

بيشترين فعاليت اين آنزيم . ساعت افزايش يافت 24پس از 
 24ميلي مولار متيل جاسمونات در مدت  2لظت براي غ
برابر  8/1آمد كه نسبت به شاهد مربوطه  به دستساعت 

  .افزايش نشان داد

  
از را در تيمار با مقادير فعاليت آنزيم فنيل آلانين آمونيا لي -)13(شكل 
مختلف متيل جاسمونات در ريشه هاي شيرين بيان نشان مي هاي غلظت
. مي باشند) SE(خطاي استاندارد  ±تكرار  3مقادير ميانگين . دهد

حروف غير مشابه روي هر ستون نشان دهنده اختلاف معني دار بر 
   .مي باشد) p < 0.05(اساس آزمون دانكن 

از اندازه گيري فعاليت آنزيم فنيل آلانين نتايج حاصل 
آمونيا لياز در ريشه هاي شيرين بيان پس از تيمار با 

نشان داد كه فعاليت اين آنزيم ) 14شكل (ساليسيليك اسيد 
ساعت  24ميلي مولار پس از  2و  1، 1/0هاي در غلظت

 1بيشترين فعاليت اين آنزيم براي غلظت . افزايش يافت
 به دستساعت  24يليك اسيد در مدت ميلي مولار ساليس

  .برابر افزايش نشان داد 7/1آمد كه نسبت به شاهد مربوطه 

  
مقادير فعاليت آنزيم فنيل آلانين آمونيا لياز را در تيمار با  -)14(شكل 
مختلف ساليسيليك اسيد در ريشه هاي شيرين بيان نشان مي هاي غلظت
. مي باشند) SE(خطاي استاندارد  ±تكرار  3مقادير ميانگين . دهد

حروف غير مشابه روي هر ستون نشان دهنده اختلاف معني دار بر 
   .مي باشد) p < 0.05(اساس آزمون دانكن 

  بحث
ن طيف وسيعي از تركيبات فنوليك را توليد مي شيرين بيا

كند ولي تحقيقات اندكي در زمينه بررسي تغييرات اين 
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ي مانند متيل جاسمونات و يهاالقاء كننده تركيبات توسط 
كشت بافت گياهان . ساليسيليك اسيد صورت گرفته است

به عنوان يك سيستم مطالعه در چندين گونه مدل به طور 
ي مطالعه تغييرات بيوشيميايي مرتبط با موفقيت آميزي برا

). 7(دفاعي گياه عليه پاتوژنها استفاده شده است هاي پاسخ
براي دست ورزي و فراهم كردن  يكشت بافت سيستم خوب

هاي كنترل بهتري از فاكتورهاي خارجي كه با فعاليت
 تأثيرمتابوليكي تداخل دارند، مي باشد و بنابراين ارزيابي 

تشكيل بسياري از . است تر آسان گياه نسبتاً - متقابل پاتوژن
هاي با پاسخ ثانويه و آنزيمها در گياهان معمولاًهاي متابوليت

و  11( استدفاعي گياهان به شرايط تنش متفاوت مرتبط 
، بودهمعين هاي تركيباتي كه قادر به كاهش اثرات تنش). 25

  . از نقطه نظر تئوري و تجربي حائز اهميت مي باشند

محيطي مي هاي ت اخير پيشنهاد مي كند كه تنشمطالعا
را به ها تواند آسيب القاء شده توسط اكسيژن به سلول

 ROSافزايش . ، افزايش دهدROSواسطه توليد زياد 
كه منجر به  هپراكسيداسيون ليپيدهاي غشاء را باعث شد

القاء تنش اكسيداتيو در گياهان ). 19( گرددآسيب غشاء مي 
سمونات و ساليسيليك اسيد گزارش تحت تيمار متيل جا

را  ROSچون متيل جاسمونات توليد ). 22و 6(شده است 
در گياهان القاء مي كند، بنابراين يك سيستم آنتي 

براي گياهان براي حفظ عملكردهاي  مؤثراكسيداتيوي 
به عنوان . ضروري مي باشد القاءمتابوليكي تحت شرايط 

كاتالاز در ريشه  مثال، در مطالعات حاضر فعاليت آنزيم
ميلي مولار در تمام طول  1هاي شيرين بيان در غلظت 

 48ميلي مولار در  2برابر و غلظت  3حدود  القاءمدت 
برابر نسبت به شاهد با متيل  4ساعت پس از تيمار حدود 

مشابه با اندامهاي هوايي، . جاسمونات افزايش نشان داد
فعاليت آنزيم ريشه هاي شيرين بيان افزايش معني داري در 

و  24بيش از دو برابر و كمتر از دو برابر به ترتيب پس از 
 2و  1هاي ساعت از تيمار با متيل جاسمونات در غلظت 48

  .ميلي مولار نشان دادند

را  H2O2محتواي  در اين تحقيق متيل جاسمونات احتمالاً
افزايش داده است و بنابراين مي تواند به عنوان فاكتور تنش 

عمل ها ول انتقال دهنده پيام رسان همانند ساير تنشيا مولك
متيل هاي نشان داده شده است كه بعضي از غلظت. كند

 كه احتمالاً اكسيداز NADPHجاسمونات ممكن است 
در زمان تنش مي باشد، را القاء H2O2مسئول توليد سريع 

همچنين در گياهان گوجه  H2O2توليد سريع ). 16(كند 
قه بعد از تيمار با متيل جاسمونات دقي 3فرنگي در طي 

سوبستراي  H2O2از آنجا كه ). 9(مشاهده شده است 
كاتالاز و آسكوربات پراكسيداز مي باشد مي توان هاي آنزيم

فرض كرد كه فعاليت افزايش يافته كاتالاز و آسكوربات 
 H2O2پراكسيداز ممكن است در بخشي نتيجه اي از توليد 

با متيل جاسمونات در مقايسه در گياهچه هاي تيمار شده 
حال هنوز مشخص نيست كه متيل  با اين. با شاهد باشد

آنتي اكسيدان هاي جاسمونات چگونه براي تغيير سيستم
ها ممكن است متيل جاسمونات فعاليت آنزيم. عمل مي كند

را از طريق تغيير در رونويسي ژن، تغيير در ترجمه يا پس 
  . قرار دهد تأثيراز ترجمه تحت 

افزايش فعاليت آنزيم كاتالاز در اندام هوايي و ريشه هاي 
 1هاي به ويژه در غلظت القاءساعت  24شيرين بيان پس از 

پس از . ميلي مولار ساليسيليك اسيد مشاهده شد 2و 
ساليسيليك اسيد هاي ساعت در تمام غلظت 48گذشت 

كاهش فعاليت آنزيم در ريشه هاي شيرين بيان مشاهده شد 
برابر  2ميلي مولار حدود  2ن كاهش در غلظت و بيشتري

افزايش معني دار فعاليت آنزيم آسكوربات پراكسيداز . بود
ساعت بعد از تيمار در  48در اندام هوايي شيرين بيان 

ميلي مولار ساليسيليك اسيد مشاهده  2و  1هاي غلظت
همچنين افزايش معني داري در فعاليت آنزيم . ديگرد

ساعت  24در ريشه هاي شيرين بيان  آسكوربات پراكسيداز
ميلي مولار  2و  1، 1/0هاي بعد از تيمار در غلظت

ساعت  48ساليسيليك اسيد يافت شد، البته پس از گذشت 
ميلي مولار ساليسيليك اسيد فعاليت  2و  1هاي در غلظت

  . آنزيم به نصف كاهش يافت
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هاي محققين نشان دادند كه ساليسيليك اسيد فعاليت آنزيم
هاي و كشتها تالاز و آسكوربات پراكسيداز را در برگكا

با توجه به اينكه ). 7(سوسپانسيون تنباكو ممانعت مي كند 
در تنباكو كاتالاز به عنوان رسپتور ساليسيليك اسيد شناخته 
شده است، و از اين طريق در شرايط اين ويترو و اين ويو 

عمل  ممانعت مي شود، بنابراين پيشنهاد شده كه مكانيسم
از طريق   ROSافزايش مقدار  ساليسيليك اسيد احتمالاً

كاتالاز . مي باشد H2O2توقف توانايي كاتالاز براي تجزيه 
قرار دارد، تجزيه و غيرسمي ها در پراكسي زوم كه عمدتاً

كاهش فعاليت آنزيم كاتالاز . را بر عهده دارد H2O2كردن 
اين  در تحقيق حاضر ممكن است در اثر غيرفعال سازي

كاهش فعاليت اين . آنزيم يا بازداري سنتز آنزيم جديد باشد
به عنوان كاهش توانايي ريشه ها براي تجزيه  آنزيم معمولاً

H2O2  در نظر گرفته مي شود  علاوه بر اين، كاهش فعاليت
كاتالاز و آسكوربات پراكسيداز در گياهچه هاي هاي آنزيم

د ممكن است شيرين بيان تيمار شده با ساليسيليك اسي
متقابل با  تأثيرنتيجه اي از غير فعال شدن آنزيم، از طريق 

گونه هاي اكسيژن فعال، و يا به عنوان نتيجه اي از تنظيم 
. گذار مرتبط با تنش باشد تأثيرهاي آنزيم از طريق مولكول

به دليل ها از طرفي احتمال دارد كه كاهش فعاليت اين آنزيم
وليسم آنتي اكسيداتيوي پس از براي متابها نياز كمتر سلول

همچنين تغييرات القاء . باشد القاء كننده هادو روز تيمار با 
آنتي اكسيدان به شدت و مدت هاي شده در فعاليت آنزيم

  .تيمار و همچنين گونه و سن گياه وابسته مي باشد

آنزيم فنيل آلانين آمونيا لياز اولين مرحله از بيوسنتز فنيل 
ه انشعابي ميان متابوليسم اوليه و ثانويه پروپانوئيد كه نقط

اين آنزيم همچنين نقش مهمي در . است را كاتاليز مي كند
و بسياري از تركيبات ديگر ها ليگنين بيوسنتز فلاونوئيدها،

  .مي كند ءايفا

در اين تحقيق متيل جاسمونات و ساليسيليك اسيد به طور 
كل را در  قابل توجهي ميزان تركيبات فنوليك و فلاونوئيد
به خوبي . ريشه گياهچه هاي شيرين بيان افزايش داده اند

شناخته شده است كه اين تركيبات از طريق مسير فنيل 
پروپانوئيد ساخته مي شوند و آنزيم فنيل آلانين آمونيا لياز 

همچنان كه . آنزيم كليدي اين مسير متابوليكي مهم مي باشد
مي در فعاليت گفته شد گياهچه هاي شاهد هيچ تغيير ك

آنزيم فنيل آلانين آمونيا لياز نشان ندادند در حالي كه تيمار 
ميلي  1/0بيش از (با ساليسيليك اسيد و متيل جاسمونات 

فعاليت . ساعت افزايش داد 24فعاليت آن را در طي ) مولار
ساعت به حد اكثر رسيد، و به دو برابر  24اين آنزيم در 

زايش فعاليت آنزيم فنيل اف. نسبت به شاهد افزايش يافت
و  Sharanآلانين آمونيا لياز در اين تحقيق مشابه نتايج 

آنها نشان دادند كه تيمار سوسپانسيون . همكاران مي باشد
سلولي تنباكو با متيل جاسمونات منجر به افزايش موقتي در 

ساعت پس از  2فعاليت آنزيم فنيل آلانين آمونيا لياز در 
ساعت تيمار در  17ابر بعد از بر 23تيمار شده و به 

). 18(تيمار شده با متيل جاسمونات مي رسد هاي سلول
ميلي  2/0و همكاران نشان دادند كه تيمار  Aliهمچنين 

مولار ساليسيليك اسيد در كشت سوسپانسيون ريشه 
برابري در فعاليت فنيل آلانين  2پاناكس باعث افزايش 

  ).2(آمونيا لياز مي گردد 

ما تيمار ريشه ها با ساليسيليك اسيد و متيل  در مطالعات 
ميزان تجمع تركيبات ) ميلي مولار 1/0بيش از (جاسمونات 

ساعت افزايش داده  24فنوليك و فلاونوئيد كل را در طي 
. ساعت پس از تيمار اين افزايش ادامه يافت 48و تا 

بنابراين فعاليت فنيل آلانين آمونيا لياز همزمان و يا قبل از 
ع تركيبات فنوليك و فلاونوئيد كل در ريشه هاي تيمار تجم

اين يافته پيشنهاد مي كند كه اين آنزيم . شده القاء مي شود
با متيل  القاء. براي تجمع اين تركيبات ضروري مي باشد

جاسمونات و ساليسيليك اسيد فعاليت آنزيم فنيل آلانين 
آن كم و كه روند افزايش  آمونيا لياز را افزايش داده است،

بيش موازي با الگوي تجمع تركيبات فنوليك و فلاونوئيد 
اين نتايج پيشنهاد مي كند كه اين دو . كل مي باشد

القاء كننده تجمع تركيبات فنوليك كل به واسطه  )اليسيتور(
. افزايش فعاليت آنزيم فنيل آلانين آمونيا لياز مي باشند
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ش مهمي را بنابراين متيل جاسمونات و ساليسيلك اسيد نق
انتقال پيام رسان ايفا مي كنند كه بيوسنتز  فرآينددر 

دفاعي در گياه را القاء هاي تركيبات فنوليك كل و بيان ژن
  .مي كنند

توليد متابوليت ثانويه در ريشه هاي شيرين بيان مي تواند  
ي مختلف تغيير القاء كننده هابا  القاءدر بخشي از طريق 

شده مي توانند به عنوان  خوب كنترلهاي يابد، و كشت
منبعي براي توليد سريع و افزايش يافته فنيل پروپانوئيدها 

مي القاء كننده از طرفي، از آنجا كه اين دو . استفاده شوند
تواند شرايط تنش را در گياه تقليد كنند، مي توان پيشنهاد 

كرد كه تركيبات فنوليك كل و فلاونوئيدها ممكن است در 
گياهچه هاي تيمار شده با متيل جاسمونات  راه كار دفاع در

بنابراين متيل جاسمونات . و ساليسليك اسيد نقش ايفا كنند
 مؤثري كننده ها القاءو ساليسليك اسيد مي توانند به عنوان 

  . در توليد تركيبات فنوليك كل و فلاونوئيد استفاده شوند

نويسنگان مقاله از معاونت پژوهشي،  :تشكر و قدرداني
يت محترم و اعضاء محترم شوراي تحصيلات تكميلي مدير

دانشگاه اصفهان به خاطر حمايت صميمانه از پژوهش 
  .حاضر تشكر و قدرداني مي نمايند
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Induction of antioxidant enzymes, phenolic and flavonoid 
compounds in in vitro culture of licorice (Glycyrrhiza glabra L.) 

using methyl jasmonate and salicylic acid 
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1 Biology Dept., University of Shahrekord, Shahrekord, I.R. of IRAN 
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Abstract 
Effects of two elicitors methyl jasmonate (MJA) and salicylic acid (SA) on the activity 
of antioxidant enzymes catalase (CAT) and ascorbate peroxidase (APX), and activity of 
phenyl alanin ammonialyase (PAL), and contents of phenolics and flavonoids in 65-
days old roots of in vitro cultured plants were studied. Activities of CAT and APX 
enzymes in aerial parts were increased after 24 h post treatment with 2mM MJ, while 
similar increment was observed in roots after 48 h. Activities of these enzymes 
increased in roots of treated plants with 1 and 2 mM SA after 24h. Activity of CAT 
decreased in roots of all treated plants; while activity of APX was decreased in roots of 
treated plants with 1 and 2 mM SA after 48h. Moreover, significant increase in contents 
of phenolics and flavonoids was observed after 24 h elicitation with MJ and SA. The 
activity of PAL increased after 24h elicitation and for both elicitors. This observation 
was in accordance with increment of phenolics and flavonoids contents at similar times 
of elicitation. 
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