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و برخي پارامترهاي  1اليسيتورهاي نقره و مس بر بيان ژن فلاون سينتاز تأثير بررسي 
  بومي ايران) .Cuminum cyminum L(هاي زيره سبز در گياهچه بيوشيميايي

  2زاده امين باقيو  *2، علي رياحي مدوار1كبري يوسفي

  هاي نوين، گروه بيوتكنولوژيوم و فناوريپيشرفته، دانشكده عل فناوري و صنعتي تكميلي تحصيلات كرمان، دانشگاه 1
گروه  محيطي، علوم محيطي، پژوهشكده علوم و پيشرفته تكنولوژي و علوم پيشرفته، پژوهشگاه فناوري و صنعتي تكميلي تحصيلات كرمان، دانشگاه 2

  بيوتكنولوژي

  13/8/92 :تاريخ پذيرش  24/4/91 :تاريخ دريافت
  چكيده

ساعت از اعمال  16بعد از (و اليسيتور مس ) ساعت از اعمال تيمار 4بعد از (مختلف اليسيتور نقره هاي در اين مطالعه اثر غلظت
. روزه زيره سبز مورد بررسي قرار گرفت 21هاي اكسيدان گياهچهو سيستم آنتي) FNS I( 1بر بيان ژن فلاون سينتاز) تيمار

ميكرومولار نقره نسبت به  50و  25هاي دار آن در حضور غلظتيبيانگر افزايش معن 1بررسي نيمه كمي بيان ژن فلاون سينتاز
از طرف ديگر با افزايش غلظت اين اليسيتور . يابد ميكرومولار بيان آن كاهش مي 100باشد كه با افزايش غلظت تا مي شاهدنمونه 

و همچنين محتوي پروتئين كل نسبت به اكسيدان هاي آنتيدر محيط، محتوي فلاونوئيد كل و آنتوسيانين و فعاليت برخي از آنزيم
 8و  4هاي هاي تيمار شده با اليسيتور مس، بيان اين ژن در غلظتدر گياهچه. داري افزايش يافتبه طور معني شاهدگروه 

شرايط در اين . ميكرومولار بيان آن كاملاً مهار شد 16در غلظت  وافزايش  شاهدداري در مقايسه با نمونه ميكرومولار بطور معني
ميكرومولار نسبت به  16ي آنها در تيمار امحتو كه طوري هب ،دادندمحتوي فلاونوئيد كل و آنتوسيانين نيز روند مشابهي را نشان 

ويژه كاتالاز و سوپراكسيد ديسموتاز با افزايش غلظت اين  هاكسيدان بهاي آنتيدر مقابل، فعاليت آنزيم. كاهش يافت شاهدنمونه 
داري نسبت به ي پروتئين كل بطور معنياحاليكه محتوافزايش يافته بود، در شاهدط بطور قابل توجهي نسبت به اليسيتور در محي

و  كل ي فلاونوئيداو محتو FNS Iشود كه افزايش بيان ژن از مجموع نتايج چنين اسنتباط مي. كاهش يافت شاهدگروه 
  .باشداكسيدان گياه مين عناصر و فعال شدن سيستم آنتيآنتوسيانين، نتيجه اعمال تنش اكسيداتيو حاصل از جذب اي

  .فلاونوئيداكسيدان، هاي آنتيآنزيم آنتوسيانين، :كليدي هايواژه

  ariahi@icst.ac.ir  :يپست الكترونيك ، 03426233204 :نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
از خانواده Cuminum cyminum L . زيره سبز با نام علمي

. است ثانويهاي سرشار از متابوليت) Apiaceae(چتريان 
- ، ضد)47(اكسيداني عصاره زيره سبز داراي اثرات آنتي

اسانس . باشدمي) 40و  9(سرطاني و ضد) 44(باكتريايي 
 ، رزين)Tannin( اين گياه شامل تركيباتي نظير تانن

)Resin(آلورن ، )Aluron(ن، سيم )Semin(فلاندرن ، 
)Phellandrene (و كارون )Caron( ماده اصلي  .است

 )Al. cuminique( تشكيل دهنده اسانس آلدهيد كومينيك
 نوياثهاي متابوليت). 1( باشدمي )Cuminol(يا كومينول 

هستند كه به سازگار شدن گياه مولكولهايي گروه متنوعي از 
). 38(كنند هاي محيطي كمك ميبخصوص در شرايط تنش

باشند ها ميازجمله اين تركيبات فلاونوئيدها و آنتوسيانين
هاي محافظ، نقش هاي ساختاري در بافتكه علاوه بر نقش

-عنوان سيگنال ، عمل بهآنها در جذب حشرات گرده افشان
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عنوان  در برهمكنش گياهان با محيط و بهمولكولي هاي 
ي به اثبات ماركرهاي بيولوژيكي در مطالعات كموتاكس

هاي درگير در هاي مربوط به آنزيمبيشتر ژن. رسيده است
شناسايي و تعيين توالي  ثانويهاي مسير سنتز متابوليت

همزمان با بيوسنتز فلاونوئيدها، تركيبات ). 20(اند شده
ها آنتوسيانين و هاها، ايزوفلاونمتنوع ديگري از قبيل فلاون

فلاون  .)21( شوندنتز ميهاي مسير سبواسطه فعاليت آنزيم
هاي باشند كه نقشها از مهمترين مشتقات فلاونوئيدها مي

مان و سلامتي هاي زيادي در دراي در گياهان و اهميتويژه
اين تركيبات در گياهان براي . )32و  29و  8( انسان دارند

ها، آميزي گلحفاظت در مقابل نور ماوراي بنفش، رنگ
و دفاع و استحكام گياه لازم و اي برهمكنش درون گونه

ها زيرگروهي از فلاونوئيدها فلاون). 36(ضروري هستند 
و در حفاظت ) 31(باشند هستند كه داراي تنوع وسيعي مي

و در برهمكنش ) 20(گياهان در مقابل نور ماوراي بنفش 
و همچنين در ) 24و  13(ها گياهان با ساير ميكروارگانيسم

از مهمترين . ني اهميت دارندهاي انسادرمان بيماري
اكسيداني، توان به خاصيت آنتيمي آنهاخواص درماني 

ها گرفتگي رگالتهابي و ضدقارچي، ضدسرطاني، ضدضد
تزي فلاونوئيدها نسها در مسير بيوفلاون). 32(اشاره نمود 

  .دنشوها سنتز مياز پيش ماده فلاونون

دو تأثير تحت ها سير بيوسنتز فلاونم در گياهان مختلف
 Flavone synthase( 1فلاون سينتاز ؛سيستم آنزيمي مستقل

I( 2 فلاون سينتاز و )Flavone synthase II( كاتاليز مي-

كه به طور همزمان در يك گياه يافت  )1 شكل( شود
اكسيژناز محلول است كه يك دي 1فلاون سينتاز. شوند نمي

نواده چتريان در گياه جعفري از خا 1981اولين بار در سال 
و براي اولين بار اين آنزيم در خارج ) 36(گزارش گرديد 

از خانواده گرامينه گزارش ) 28(از خانواده چتريان در برنج 
بوده كه يك  2از نوع  FNSدرحاليكه در بيشتر گياهان . شد

   ).21(باشد مي P450 باند غشايي سيتوكروم

فعال هاي در تنش اكسيداتيو توليد بيش از حد گونه
باعث آسيب ) Reactive oxygen species, ROS(اكسيژن 

شوند و هاي ساختاري و ليپيدها مي، پروتئينDNAبه 
خارج  كنترلاي از هاي زنجيرهتوانند واكنشهمچنين مي

و پراكسيداسيون را اكسيداسيون هاي شده مثل واكنش
از مهمترين عواملي كه تنش اكسيداتيو  .)43 و 6(برانگيزند 

نمايند فلزات سنگين از قبيل كبالت، گياهان را القا مي در
 گياهان از. )21( باشندمس، آلومينيوم، نيكل و نقره مي

و ) 46(آنزيمي  ؛اكسيداندو مسير سيستم آنتي طريق
- را كاهش ميها سميت اين راديكال) 46و  21(غيرآنزيمي 

ن عنوا توان بهمي فلزاتاين از شده  كنترلدر شرايط . دهند
كه ارزش دارويي  ثانويهاي توليد متابوليتبراي  محرك

هاي در برخي گونه. دادبسياري دارند مورد استفاده قرار 
هاي مختلف از قبيل استرس كه ،ثابت شده استگياهي 

هاي درگير در مسير بيوسنتز بيان برخي ژنفلزات سنگين 
 اما). 33 ،4( دهندميقرار تأثير تحت  رافلاونوئيدها 

و  1كنون، گزارشي مبني بر بررسي بيان ژن فلاون سينتاز تا
. ها و يا اليسيتورها منتشر نشده استاسترستأثير تحت  2

 عنوان دو اليسيتور يون نقره و مس بهتأثير در اين مطالعه 
)Elicitor( اكسيدان آنزيمي غير زنده بر سيستم آنتي)سوپر-

رآنزيمي و غي) ديسموتاز، كاتالاز و پراكسيدازاكسيد
ي پروتئين كل او محتو) هافلاونوئيدها و آنتوسيانين(

 1بيان ژن فلاون سينتاز ميزان علاوه بر آن. بررسي گرديد
هاي ها نقش دارد در حضور غلظتكه در توليد فلاون

   .مختلف اين اليسيتورها مورد آناليز قرار گرفت

  مواد و روشها 
-در گلدان )شركت پاكان بذر اصفهان(بذرهاي زيره سبز 

محتوي مخلوطي از خاك ) cm 15 ˟20(هاي پلاستيكي 
كشت و به گلخانه با ) 1:1:1(رس، پرليت و پيت ماس 

منتقل و هر دو روز % 70و رطوبت نسبي  oC 2±22دماي 
ها روز گياهچه 21پس از گذشت . يكبار آبياري شدند
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  .قرار گرفتندآوري و پس از شستشو در محيط حاوي اليسيتورها جمع

  
   .در يك كادر مشخص شده است) هافلاون( FNSشماي كلي مسير بيوسنتز فلاونوئيدها كه در آن محصول آنزيم  -1شكل 

سازي اليسيتورهاي نقره و مس، آمادهبراي : تهيه اليسيتورها
ميكرومولار  100و  50، 25، )عنوان شاهد به( 0هاي غلظت

، 4، )وان شاهدعن به( 0( هايغلظت و) AgNo3(نيترات نقره 
جداگانه در ) CuSo4(سولفات مس ) ميكرومولار 16و  8

از روزه زيره  21هاي گياهچه. آب مقطر استريل تهيه شدند
حذف خاك اضافي براي دان خارج و پس از شستشو لگ

هاي مختلف غلظتمعرض در  ، كل گياههاريشه
ساعت  16و  4ترتيب به مدت  اليسيتورهاي نقره و مس به

قرار  rpm130 آزمايشگاه و بر روي شيكر با دور  در دماي
پس از گذشت زمان مورد نظر، گياهان تحت تيمار . گرفتند

منظور حذف  چندين مرتبه با آب مقطر استريل به
اليسيتورهاي سطحي شستشو و پس از آبگيري تا زمان 

لازم به  .نگهداري شدند - ºC 80در دماي  هاآزمايشانجام 
هاي اعمال تيمار بر اساس نتايج زمان انتخاب ذكر است كه

اعمال اين . بوده است دست آمده قبلي در آزمايشگاه به
گياهان مؤثره هاي مذكور بر مقدار مواد اليسيتورها در زمان

هاي درگير در هاي آنزيممختلف و همچنين بر بيان ژن
  ).4و  2(داشتند  مثبتتأثير مسير بيوسنتزي آنها 

، 1منظور بررسي بيان ژن فلاون سينتاز هب: آناليز مولكولي
 با استفاده از هاي فريز شدهكل از گياهچه RNAاستخراج 

 :لوگا، شماره كاتشركت سيناژن( RNX – Plusكيت 
RN7713C(  مراحل استخراج مطابق  .شدانجام
لازم به . پيشنهادي شركت سازنده انجام شد دستورالعمل

 و بر RNase freeذكر است كه كليه مراحل كار در شرايط 
از  mg500 حدودبراي اين منظور، . گرديدروي يخ انجام 

يده و به يسامايع ن ژنيترو در حضور فريز شده، بافت
 - RNXاز محلول  µL500سپس .منتقل شد ميكروتيوب

Plus  مخلوط . همگن گرديد مخلوط كاملاً وبه آن افزوده
سپس  ،شدساعت بر روي يخ انكوبه  يكمذكور به مدت 

Lµ200  شد و  ادهشدت تكان دب افزوده وبه آن كلروفرم
 دقيقه 15به مدت  ،دقيقه انكوباسيون بر روي يخ 5پس از 

 .گرديدسانتريفيوژ  ºC 4دماي  در rpm 12000دور  با

جديد منتقل  ميكروتيوبرنگ به بي شناورمحلول روسپس 
و به آرامي تكان  گرديداضافه و هم حجم آن ايزوپروپانول 

دقيقه انكوباسيون روي يخ،  15 گذشت پس از. شدداده 
فاز رويي  ،در ادامه. انجام شدمطابق برنامه قبلي سانتريفيوژ 

 mL 1    مقدار سفيد رنگ به رسوبو  حذف گرديد
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  rpm با دوردقيقه  8بمدت بار اين افزوده و 75%اتانول 
 دور فاز رويي .شد انجام سانتريفيوژ ºC 4 در دماي 7500
تا خشك  گرديددر دماي اتاق انكوبه و رسوب  شد ريخته
آب تيمار شده با  Lµ 30 رسوب،به در نهايت . شود

DEPC %1/0 فريزر به تا زمان استفاده وگرديد  اضافه ºC 
بر شده تخلص  RNAدر نهايت كيفيت  .انتقال يافت - 80

 RNAاز  در ادامه، .روي ژل آگارز يك درصد بررسي شد
  .ساخته شد cDNAنه استخراج شده كتابخا

 2 حدود( هفت ميكروليتر ابتدا cDNAمنظور ساخت  به
كليه (اضافه شد  2/0هاي كل به تيوبRNA از  )ميكروگرم

در ادامه پس از ). روي يخ انجام شد cDNAمراحل ساخت 
به dT ميكروليتر پرايمر عمومي اليگو  2اضافه نمودن 

. گرفتند قرار ºC 65 دقيقه در دماي 10ها به مدت تيوپ
آنزيم  يك ميكروليتر ها به روي يخپس از انتقال تيوپ

DNA مراز وابسته به پليRNA  )RNA Dependent DNA 

Polymerase, RT( )MMuLV مقدار )از شركت فرمنتاز ،
ميكروليتر  RT )10X( ،75/0ميكروليتر بافر رونوشت  5/2

dNTP ،75/0  ميكروليترRNase inhibitor و در نهايت ،

 25تا حجم نهايي ) RNase free(ديونيزه استريل آب 
به  cDNAواكنش ساخت . ها اضافه شدميكروليتر به تيوپ

در انتهاي . انجام شد ºC 42 دقيقه در دماي 80مدت 
دقيقه  10ها به مدت ، تيوبRTمنظور حذف اثر  واكنش به
منظور حذف  همچنين به. قرار گرفتند ºC 70 در دماي
 RNase A )1از آنزيم  RNAهاي اضافي آلودگي

تكثير  .استفاده شد) ºC 37 دقيقه در دماي 20 ميكروليتر،
با  )داخلي كنترلعنوان  به(و توبولين  1ژن فلاون سينتاز

 پليمراز در حضور Taqآنزيم و  cDNAاستفاده از كتابخانه 
 ،آمده است 1پرايمرهاي اختصاصي كه توالي آن در جدول 

سازي شامل واسرشته هاين ژنواكنش تكثير ا .شدانجام 
سيكل تكثير  30دقيقه و  4به مدت  ºC 94اوليه در دماي 

 ،يك دقيقهبمدت  ºC 94 در دماي  واسرشته سازي(شامل 
و توبولين  1اتصال پرايمرها براي تكثير ژن فلاون سينتاز

بسط  يك دقيقه،بمدت  ºC 57 و ºC 51 در دماهاي بترتيب
بسط  يك مرحله و) هيك دقيقبمدت  ºC 72 دمايدر 

   .دقيقه انجام شد 10به مدت   ºC 72نهايي در دماي 

  هر كدام GCو درصد  Tmو توبولين و  1توالي پرايمرهاي مربوط به ژن فلاون سينتاز -1جدول 
٭توالي نام پرايمر  Tm (˚C)  محتوايGC (%)  

F- FNS I 5´-ATGGCTCCAACAACAATTACTG-3´1/64  9/40  
R- FNS I ´5-CTAAGCTAAAATTCCATCTGC-3´2/59  1/38  
F-Tubulin 5´-GCTTTCAACACCTTCTTCAGTG-3´7/63  5/45  
R-Tubulin5´-CTTTCTCAGCTGAGATCACTGG-3´3/63  50 

 و تـوالي  Gene Bankثبت شده در  DQ683349.1بر اساس توالي اين ژن از گياه زيره سبز با شماره دسترسي  1توالي مربوط به ژن فلاون سينتاز٭
طراحـي و توسـط    Gene Bankثبت شده در   DQ435671.1پرايمرهاي مربوط به توبولين بر اساس توالي اين ژن از گياه گندم با شماره دسترسي

  .ساخته شدند  MWGشركت 

هاي در نمونه 1منظور بررسي ميزان بيان ژن فلاون سينتاز به
مقدار مساوي از  ،نمونه شاهددر مقايسه با تيمار شده 

) و توبولين 1فلاون سينتاز(ها هر كدام از ژن PCR ولمحص
. بصورت جداگانه بارگذاري شدند% 1روي ژل آگارز  بر

از روش نيمه  ،هاي مختلفمقايسه بيان اين ژن در غلظت
و از روي شدت باند تكثير شده كه بر  RT-PCRكمي 

روي ژل آگارز يك درصد تفكيك شدند پس از نرماليز 

ن تكثير شده مربوطه، توسط كردن با ژن توبولي
  .)7( انجام شد Gene toolsافزار نرم

ي اگيري محتواندازهبراي : گيري محتوي فلاونوئيدياندازه
استفاده شد، به اين  )Krizek)1998 فلاونوئيدي از روش 

هاي تيمار شده با گرم از برگ گياهچه 1/0منظور مقدار 
و  اتانولل شام(در اتانول اسيدي را اليسيتورهاي مختلف 

خوب سائيده و ) 1به  99اسيد استيك گلاسيال به نسبت 
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 rpm 3600  عصاره حاصل به مدت ده دقيقه با دور
دقيقه  10محلول رويي جدا و به مدت . وژ گرديديسانتريف

سپس ميزان جذب عصاره  . قرار گرفت ºC 80در آب گرم 
در سه ) Varian cary 50, Australia(توسط اسپكتروفتومتر 

و  شد گيرياندازهنانومتر  330و  300، 270طول موج 
محاسبه براي  mM -1 cm -13300= εضريب خاموشي
مورد استفاده قرار گرفت و بر حسب  كل محتوي فلاونوئيد

M/gfwµ  26(گزارش گرديد(.  

ي اگيري محتو اندازه: گيري مقدار آنتوسيانيناندازه
. انجام شد )Krizek )1993آنتوسيانين با استفاده از روش 

شامل (گرم برگ در متانول اسيدي  2/0به اين منظور مقدار 
سائيده ) 1به  99و اسيد استيك گلاسيال به نسبت  متانول

 به مدت ده دقيقه با دور ( وژيشد و پس از سانتريف

rpm3600(  محلول رويي به مدت يك شب در تاريكي
- زهاندانانومتر  550ها در ميزان جذب نمونه. قرار گرفت

وده و ب mM -1 cm -13300= εضريب خاموشي . شد گيري
گزارش گرديد  M/gfwµي آنتوسيانين بر حسب امحتو

)25(.  

: اكسيدانهاي آنتيگيري و سنجش فعاليت آنزيمعصاره
اكسيدان مقدار نيم گرم هاي آنتيسنجش فعاليت آنزيمبراي 

ابر بر pH(مولار ميلي 50تر در بافر پتاسيم فسفات  از بافت
 PVP (1% ،EDTA 1(حاوي پلي ونيل پيروليدين ) 5/7

محلول همگن . مولار سائيده شد PMSF 1مولار و ميلي
 ºCدر دماي  rpm18000 دور  با دقيقه 15حاصل به مدت 

   ).18( شد )NAPCO 2028R: مدل( وژيسانتريف 4

: )SOD(ديسموتاز اكسيدسنجش فعاليت آنزيم سوپر
سوپراكسيدديسموتاز از روش  براي سنجش فعاليت آنزيم

Giannopolitis  و Ries )1977 (يك واحد . استفاده گرديد
عنوان مقدار آنزيمي در نظر  فعاليت سوپراكسيدديسموتاز به

احياي نوري % 100گرفته شد كه منجر به مهار 
  .)17( گرددنيتروبلوتترازوليوم مي

سنجش فعاليت : )CAT(سنجش فعاليت آنزيم كاتالاز 
در  H2O2با استفاده از محاسبه كاهش جذب  كاتالاز آنزيم

nm 240 ميزان . انجام شدH2O2  موجود در مخلوط واكنش
محاسبه  cm-1 mM-1=ε 0.28با استفاده از ضريب خاموشي 

فعاليت آنزيم به صورت واحد آنزيمي بر حسب مقدار . شد
ميكروليتر عصاره  100موجود در ) گرمميلي(پروتئين كل 
يك واحد آنزيمي . ان يك دقيقه محاسبه گرديددر مدت زم

مول آب اكسيژنه را ميلي يككاتالاز مقدار آنزيمي است كه 
  .)15( كنددر يك دقيقه تجزيه مي

ت يسنجش فعال: )POD(ت آنزيم پراكسيداز يسنجش فعال
گيري ميزان جذب آنزيم پراكسيداز با استفاده از اندازه

دقيقه  3در مدت زمان تتراگاياكل تشكيل شده از گاياكل 
ضريب خاموشي ). 35(شد انجام  nm470در طول موج 

  .باشدمي cm -1 mM-1 =ε 25.5 تتراگاياكل

گيري مقدار كمي براي اندازه: سنجش مقدار پروتئين
هاي تيمار شده از روش هاي محلول در گياهچهپروتئين

غلظت پروتئين برحسب . استفاده شد) 1976(برادفورد 
سم منحني ر گرم بافت تازه با استفاده از رگرم بميلي

  .)12(استاندارد محاسبه گرديد 

تكرار مستقل و در  3با  هاتمامي آزمايش: آناليز آماري
ها ميانگين داده. قالب يك طرح كاملاً تصادفي انجام شدند

 Duncan( توسط آزمون دانكن SASبا استفاده از نرم افزار 

test(  اطمينان و با در نظر گرفتن سطحP≤0.05  مورد
قرار  )One way ANOVA( تجزيه واريانس يك عاملي

انحراف معيار  ±بصورت ميانگين دادها  نتايج. گرفتند
)SD (گزارش شدند.  

  نتايج
در حضور اليسيتورهاي  1بررسي بيان ژن فلاون سينتاز

استخراج شده با تفكيك باندهاي  RNAكيفيت : مختلف
rRNA  دو  ،2طبق شكل . جام شدان 1%بر روي ژل آگارز
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دهنده كيفيت  نشان S18و  rRNA S28 باند مربوط به
  .است تخليص شده و دست نخورده بودن آنRNA مناسب 

 oligo dT استخراج شده با استفاده از پرايمرهاي RNAاز 
مربوط به هر نمونه ساخته  cDNAكتابخانه  RTو آنزيم 

ساخته شده در حضور پرايمرهاي  cDNAاز . شد
و توبولين تكثير  FNS1انجام و ژن  ختصاصي عمل تكثيرا

لازم به ذكر است كه دماي مناسب اتصال پرايمرها . شدند
و براي  FNS I، oC 51با استفاده از گراديان دمايي براي ژن 

براي هر  PCRتعيين شد و تعداد سيكل  oC 57ژن توبولين 
ر قطعه تكثي) Cو  A( 3مطابق شكل . بود 30دو ژن برابر 

براي ژن توبولين  و bp 1091باندي معادل  FNS Iشده 
بر روي ژل  bp 700معادل تقريباً باندي ) Dو  Bشكل (

 . مشاهده شد

، 4 همانطور كه در شكل:  FNS Iآناليز نيمه كمي بيان ژن 
A  ميزان بيان ژن  استمشاهده قابل  FNS I در حضور

طور ميكرومولار اليسيتور نقره به 50و  25هاي غلظت
افزايش يافته است و با  شاهدداري نسبت به گياه معني

ميكرومولار ميزان بيان اين ژن  100افزايش غلظت تا 
 5كه در سطح  كاهش پيدا كرده است شاهدنسبت به گياه 
ميزان افزايش بيان  ،از طرف ديگر. باشددار ميدرصد معني

هاي تيمار شده با اليسيتور مس در اين ژن در گياهچه
 شاهدميكرومولار نسبت به نمونه  8و  4ور دو غلظت حض
ميكرومولار  16درحاليكه در تيمار با غلظت . دار استمعني

بيان اين ژن متوقف گرديده و باندي در حضور اين تيمار 
  .)B، 4 شكل(بر روي ژل مشاهده نشد 

، آنتوسيانين و پروتئين كل ي فلاونوئيداگيري محتواندازه
ي امحتو ،شودمشاهده مي 2جدول  همانطور كه در: كل

  25 هاي تيمار شده با غلظتفلاونوئيد كل گياهچه
با افزايش  ليباشد ومي شاهدميكرومولار نقره مشابه نمونه 

افزايش  كل ي فلاونوئيدامحتو ،غلظت اليسيتور در محيط
ميكرومولار  100كه اين افزايش در غلظت  طوري هب. يابدمي

درحاليكه تيمار . استدار عنيم شاهدنمونه نسبت به 
ي ادهنده افزايش محتو ها با اليسيتور مس نشانگياهچه

ميكرومولار نسبت به  8و  4هاي فلاونوئيد كل در غلظت
با افزايش غلظت اليسيتور در محيط،  .است شاهدنمونه 
نمونه  كه با طوري هب ،يابدميي فلاونوئيد كل كاهش امحتو
 ).3جدول ( دهدن نمينشاداري اختلاف معني شاهد
هاي تيمار شده با اليسيتور نقره ي آنتوسيانين گياهچهامحتو

در  داريميكرومولار كه به صورت معني 25بجز غلظت (
 با افزايش غلظت )كاهش يافته است مقايسه با گياه شاهد

 شاهدداري نسبت به نمونه صورت معنيبه در محيط
هاي گياهچهين در توليد آنتوسيان). 2جدول (افزايش يافت 
اليسيتور مس  هاي مورد استفادهتمامي غلظت تيمار شده با

افزايش پيدا  شاهد در مقايسه با گروهداري به صورت معني
 8در غلظت  متابوليتكرد و بيشترين مقدار اين 

  ). 3جدول (ميكرومولار مشاهده شد 
ساعت از  4هاي مختلف اليسيتور نقره بعد از هاي شاهد و تيمار شده با غلظتياهچهمحتواي فلاونوئيد كل، آنتوسيانين و پروتئين كل در گ -2جدول 

  اعمال تيمار
 محتواي پروتئين كل

(mg/g fw) 

 µM/g(محتواي آنتوسيانين

fw( 

 µM/g(فلاونوئيد كل  محتواي

fw( 

  غلظت  نقره
 )µM( 

d01/0±88/1 c0±204/0 b25/14±09/1337 0 
c03/0±0/2 d0±178/0 b32/15±06/1289 25 
a02/0±23/2 b0±221/0 ab81/1±26/1363 50 

b0±18/2 a0±269/0 a27/12±40/1444 100 

مورد  P≤0.05توسط آزمون دانكن در سطح اطمينان  SASها با استفاده از نرم افزار ميانگين داده. تكرار مستقل انجام شدند 3تمامي آزمايشات با 
 .درصد است 5دار بودن نتايج در سطح دهنده معني در هر ستون حروف متفاوت نشان. تجزيه واريانس يك عاملي قرار گرفتند
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ساعت از  16هاي مختلف اليسيتور مس بعد از هاي شاهد و تيمار شده با غلظتمحتواي فلاونوئيد كل، آنتوسيانين و پروتئين كل در گياهچه -3جدول 
  اعمال تيمار

 محتواي پروتئين كل

(mg/g fw)  
 µM/g(سيانينمحتواي آنتو

fw(  
  )µM(غلظت مس   )µM/g fw(محتواي فلاونوئيد كل 

a0±91/1  d0±149/0 b2/6±30/1014  0  
b01/0±81/0  b0±268/0 a05/27±20/1239  4  
c01/0±71/0  a0±278/0 a29/20±60/1211  8  

d0±61/0  c0±170/0 b61/22±30/1012  16  

مورد  P≤0.05توسط آزمون دانكن در سطح اطمينان  SASها با استفاده از نرم افزار ن دادهميانگي. تكرار مستقل انجام شدند 3تمامي آزمايشات با 
 .درصد است 5دار بودن نتايج در سطح دهنده معني در هر ستون حروف متفاوت نشان. تجزيه واريانس يك عاملي قرار گرفتند

  

  
و  S28ها، دو باند مربوط به در ژل   )B(و مس ) A(مختلف اليسيتور نقره هاي شده با غلظتهاي تيمار كل استخراج شده از نمونهRNA  -2شكل 

S18 ،rRNA باشندبه وضوح قابل مشاهده مي. 

  

  

  
) ميكرومـولار (هـاي مختلـف   هاي تيمـار شـده بـا غلظـت    در گياهچه) B(و ژن توبولين ) FNS I )Aاي از ژل آگارز مربوط به تكثير ژن نمونه -3 شكل

قطعه تكثير شـده   .اليسيتور مس) ميكرومولار(هاي مختلف هاي تيمار شده با غلظتدر گياهچه) D(و ژن توبولين ) FNS I )Cو تكثير ژن  اليسيتور نقره
 .دروي ژل در كنار باند مربوط به ماركر وزن مولكولي ظاهر گردي bp700براي ژن توبولين باندي تقريباً معادل  و bp 1091، باندي معادل FNS 1 از ژن 

 
ها در تيمار با مقدار پروتئين كل گياهچه ،از طرف ديگر
نسبت به  ،اليسيتور نقرهمورد استفاده  يهاتمامي غلظت

كه  طوري هب. دادداري را نشان ميافزايش معني شاهدگروه 
 50بيشترين افزايش در مقدار پروتئين در تيمار با غلظت 

در  درحاليكه). 2جدول ( گرديدميكرومولار مشاهده 
حضور اليسيتور مس اين روند كاهشي بود و با افزايش 

، غلظت پروتئين كل بطور در محيط غلظت اين اليسيتور
  ). 3جدول (قابل توجهي كاهش يافت 
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اثر اليسيتورهاي مختلف بر فعاليت آنزيم سوپراكسيد 
فعاليت آنزيم سوپر  A، 5با توجه به شكل : ديسموتاز

ت اليسيتور نقره در محيط اكسيد ديسموتاز با افزايش غلظ
درحاليكه در غلظت . افزايش يافت شاهدنسبت به گروه 

داري در ميزان فعاليت اين ميكرومولار تفاوت معني 25
مشاهده نشد، در تيمار  شاهد گياه آنزيم در مقايسه با

ميكرومولار افزايش  100و  50هاي ها با غلظتگياهچه
دار بود و معني درصد 5در سطح  فعاليت اين آنزيم

 50غلظت  تيمار با در اين آنزيم فعاليت ميزان بيشترين
  .گرديدميكرومولار مشاهده 

 هاي تيمار شده با تماميگياهچهدر ، SODفعاليت آنزيم 
اليسيتور مس نيز نسبت به  مورد استفاده ازهاي غلظت
) B، 5شكل (داري افزايش يافت معني بصورت شاهدنمونه 

ميكرومولار  8ليت اين آنزيم در غلظت و بيشترين ميزان فعا
  .مشاهده گرديد

  

  

 
هاي تيمار شده در گياهچه FNS Iبررسي نيمه كمي بيان ژن  -4 شكل

  )B(و مس ) A(هاي مختلف اليسيتورهاي نقره با غلظت
 5دار بودن در سطح دهنده معني حروف متفاوت بالاي نمودارها نشان

  .درصد است

  

  
و مس ) A(هاي مختلف اليسيتورهاي نقره لظتمقايسه اثر غ -5شكل 

)B (هاي تيمار بر ميزان فعاليت آنزيم سوپر اكسيد ديسموتاز گياهچه
دار بودن در دهنده معني حروف متفاوت بالاي نمودارها نشان. شده

 .درصد است 5سطح 

  

  
و مس ) A(هاي مختلف اليسيتورهاي نقره مقايسه اثر غلظت -6شكل 

)B (عاليت آنزيم كاتالازبر ميزان ف  
 5دار بودن در سطح دهنده معني حروف متفاوت بالاي نمودارها نشان
  .باشددرصد مي
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و مس ) A(هاي مختلف اليسيتورهاي نقره مقايسه اثر غلظت -7شكل 

)B (بر ميزان فعاليت آنزيم پراكسيداز  
 5دار بودن در سطح دهنده معني حروف متفاوت بالاي نمودارها نشان

 .باشدرصد ميد

: اثر اليسيتورهاي نقره و مس بر فعاليت آنزيم كاتالاز
فعاليت آنزيم شود، مشاهده مي  A،6طور كه در شكل همان

اليسيتور نقره ميكرومولار  25غلظت  تيمار با دركاتالاز 
افزايش نشان  ي نسبت به نمونه شاهددارمعني بصورت

تيمار  در( در محيط ولي با افزايش غلظت اليسيتور دهدمي
فعاليت آنزيم كاهش ) ميكرومولار 100و  50 هايبا غلظت

درصد نسبت به نمونه شاهد  5كه در سطح  يافته است
 50كمترين ميزان فعاليت آنزيم در غلظت  .دار استمعني

كاهش فعاليت آنزيم در  اما ميكرومولار مشاهده گرديد
 100لظت ميكرومولار و افزايش جزئي آن در غ 50غلظت 

  .نداشت شاهدداري با ميكرومولار اختلاف معني

اليسيتور مس باعث افزايش منظم فعاليت اين  ،در مقابل 
كه با  طوري هب. آنزيم در هر سه غلظت مورد استفاده گرديد

فعاليت كاتالاز در كليه  ،افزايش غلظت اليسيتور در محيط
غير از به ( شاهدداري نسبت به گروه تيمارها افزايش معني

، 6شكل (و نيز نسبت به هم داشتند ) مولارميكرو 4تيمار  
B.(  

: مختلف بر فعاليت آنزيم پراكسيدازاثر اليسيتورهاي 
 50غلظت  است مشاهدهقابل  A، 7همانطور كه در شكل 

دار اليسيتور نقره باعث افزايش معني ميكرومولار 100و 
و تيمار  اهدشفعاليت آنزيم پراكسيداز در مقايسه با نمونه 

بيشترين افزايش . ميكرومولار گرديد 25شده با غلظت 
ميكرومولار مشاهده شد  100فعاليت اين آنزيم در غلظت 

از . ها داشتداري در مقايسه با ساير غلظتكه تفاوت معني
 16طرف ديگر فعاليت اين آنزيم تنها در غلظت 

 داري را نسبت بهميكرومولار اليسيتور مس افزايش معني
هاي مورد استفاده ساير غلظت اماساير تيمارها نشان داد 

  .نداشتند شاهدداري باهم و با گروه تفاوت معني

  گيري بحث و نتيجه
هاي زيره سبز از خانواده چتريان و سرشار از متابوليت

يكي از ). 3(باشد ها ميفلاونوئيدي از قبيل فلاون ثانوي
ور فلزات عوامل ايجاد تنش محيطي در گياهان، حض

 سببكه  )46و  23( سنگين در محيط رويش آنهاست
اغلب فلزات . شوندتحريك سيستم دفاعي گياهان مي

ها باعث آسيب به گياه و در  ROS سنگين با القاي توليد
. )39( شوندكند شدن و يا مهار رشد آنها ميسبب نتيجه 

- اكسيدسوپر: گياهان با دو مكانيسم دفاعي آنزيمي شامل

از، كاتالاز، پراكسيداز، گلوتاتيون ردوكتاز، ديسموت
كسيداز و گلوتاتيون پراكسيداز، آسكوربات پرا

: و غير آنزيمي شامل) 46( ردوكتاز دهيدروآسكوربات
ها، آمين، پليEآسكوربيك اسيد، كارتنوئيدها، ويتامين 
) 46و  23(ها آلكالوئيدها، فلاونوئيدها و آنتوسيانين

ROSو مانع آسيب رساندن آنها به  ها را جاروب نموده
  .)48(شوند غشاء و اسيدهاي نوكلئيك مي ،هاپروتئين

مطالعات انجام شده، نشان داد كه در حضور فلزات سنگين 
هاي درگير بلكه ژن) هااكسيدانآنتي(نه تنها تركيبات خاص 

Archive of SID

www.SID.ir

Archive of SID

www.SID.ir

http://www.sid.ir
http://www.sid.ir


 1394، 1، شماره 28جلد                                                                                            )مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي گياهي 

219 

 41(شوند هاي كاتاليز كننده آنها نيز فعال ميدر بيان آنزيم
- در اين مطالعه با توجه به اهميت آنتيرو از اين ). 42و 

در مسير  1ها، بيان ژن فلاون سينتازاكسيداني فلاون
هاي تيمار شده با بيوسنتز اين تركيبات در گياهچه

از . به روش نيمه كمي بررسي شد مس و نقرهاليسيتورهاي 
ترين ترين و تخصصيها فراوانكه پروتئينآنجايي

شوند، اثر  سوب ميزيستي مح هايماكرومولكول
اليسيتورهاي مذكور بر ميزان بيان پروتئين كل نيز مورد 

  . سنجش قرار گرفت

از گروه فلزات سنگين است  kg/m310490نقره با چگالي  
و اعمال تنش اكسيداتيو توسط اين عناصر پس از ) 11(

 اهميت). 46و  23(است  ثابت شدهجذب توسط گياهان، 
هاي گوناگوني از قبيل تنشمقاومت به  در فلاونوئيدها

به گرما، سرما، خشكي، اشعه ماورا بنفش و فلزات سنگين 
ها كه در آنتوسيانين همچنين، .)45(اثبات رسيده است 

شوند در انتهاي مسير بيوسنتزي فلاونوئيدها ساخته مي
گياهان نقش حفاظتي در برابر اشعه ماوراي بنفش، خشكي، 

كاهش . )46و  23( رندسرما و فلزات سنگين بر عهده دا
به اتصال تركيبات  را اثرات تنش توسط فلاونوئيدها

 ).10(دانند ميفلزات سنگين مرتبط  يهافنوليك با يون

شود با افزايش غلظت مشاهده مي 2همانطور كه در جدول 
- ي فلاونوئيد كل در گياهچهامحتو ،در محيطاليسيتور نقره 

 شاهديسه با نمونه در مقا يدارهاي تيمار شده بطور معني
نيز ي آنتوسيانين امحتو ،علاوه بر آن. ه استافزايش يافت

) ميكرومولار 25دار آن در غلظت بجز كاهش معني(
فلاونوئيدها، . دهدرا نشان ميروندي مشابه فلاونوئيد كل 

اكسيداني دارند و ها خاصيت آنتيها و آنتوسيانينفلاون
و همچنين بيان ژن ثابت شده است كه ميزان توليد آنها 

يابد مرتبط با سنتز آنها در شرايط اعمال تنش افزايش مي
شود مشاهده مي A ،4 همانطور كه در شكل ).46و  23(

 هاي مختلف اين اليسيتوردر حضور غلظت FNS Iبيان ژن 
 داري نسبت به نمونه شاهدمعني ميكرومولار بطور 50تا 

افزايش  ،شوديپيشنهاد ماز اين رو . افزايش يافته است

همزمان با افزايش  و آنتوسيانين ي كلي فلاونوئيدهاامحتو
، پاسخي براي كاهش اثرات تنش 1بيان ژن فلاون سينتاز 

نكته قابل توجه، كاهش  .باشدميناشي از جذب اين فلز 
 در حضور بالاترين غلظت مورد استفاده  FNS 1بيان ژن 

ي فلاونوئيدها اودرحاليكه محت ،باشدمي) ميكرومولار 100(
اين  و آنتوسيانين در حضور اين تيمار افزايش يافته است،

تر شدن ها و يا فعالبيان بيشتر ژن نتيجه احتمالاً بيانگر
  . باشدهاي ديگر درگير در اين مسير بيوسنتزي ميمآنزي

اعمال تنش اكسيداتيو در اين شرايط، فعاليت براي تأييد 
اكسيدان از قبيل نتيهاي آبرخي از مهمترين آنزيم

سوپراكسيد ديسموتاز، كاتالاز و پراكسيداز نيز مورد 
كه نقش (SOD  افزايش فعاليت آنزيم  .سنجش قرار گرفت

در كاتاليز واكنش تبديل سوپراكسيد به پراكسيد  كليدي
و  هاي پراكسيدازو همچنين آنزيم)) 22(هيدروژن دارد 

اكسازي كه نقش مكمل در جاروب كردن و پ(كاتالاز 
H2O2  اليسيتور هاي تيمار شده با در گياهچه)) 14(دارند
بيانگر اعمال تنش توسط اين  نسبت به گياه شاهد نقره

ي امحتوافزايش از طرف ديگر . باشددر گياه مي عنصر
نسبت به  هاي تيمار شده گياهچه هاي محلول درپروتئين
ي هاتواند به دليل افزايش مقدار آنزيممي شاهدگروه 

اكسيدان و هاي آنتيتعديل كننده شرايط تنش از قبيل آنزيم
. باشداكسيداني هاي درگير در بيوسنتز تركيبات آنتيآنزيم

ي فلاونوئيدها و اشود، افزايش محتوبنابراين پيشنهاد مي
ها كه در يك مسير آبشاري و توسط تعداد آنتوسيانين

زايش توليد افتواند با شوند ميزيادي آنزيم كاتاليز مي
توان به در اين رابطه مي. هاي اين مسير مرتبط باشدآنزيم

هاي تحت در گياهچه FNS Iدار بيان ژن افزايش معني
كنون افزايش بيان تاالبته . اشاره نمودتيمار اين اليسيتور 

هاي درگير در مسير بيوسنتز فلاونوئيدها از برخي از ژن
در گياه بادرنجبويه تحت ) 4(قبيل تيروزين آمينو ترانسفراز 

نقره در محيط . تيمار با اين اليسيتور گزارش شده است
عنوان يك بازدارنده قوي اتيلن مورد  كشت گياهي به
-اثرات مهاري اتيلن در غلظت ).11(گيرد استفاده قرار مي
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و از طرف ديگر  ثانويهاي هاي بالا، بر مهار سنتز متابوليت
در  ثانويهاي تابوليتاثرات تحريكي آن بر افزايش م

 توانمي بنابراين). 36(هاي كم به اثبات رسيده است غلظت
ي فلاونوئيدها و ابر افزايش محتو نقرهاثرات مثبت 

به اثر بازدارندگي آن بر فعاليت اتيلن نسبت  راها آنتوسيانين
  ).49(داد 

مصرف ضروري براي رشد گياهان است مس يك عنصر كم
عنوان ريزمغذي پس از نيكل و  بهو كمترين فراواني را 

عنوان كوفاكتور برخي از  اين عنصر به). 31(موليبدن دارد 
روي سوپراكسيد / ها از قبيل مسها و پروتئينآنزيم

اكسيداز، گيرنده اتيلين،  cديسموتازها، سيتوكروم 
مس در . باشدآمين اكسيداز ميدي و آسكوربات اكسيداز

ين در بيوسنتز اتيلن سوخت و ساز قند و ازت و همچن
 وجود با .)30(ان يك هورمون رشد نقش مهمي دارد عنو به

 مقدار زمانيكه مس به گياهى، نمو و رشد در مس اهميت
 سميت علائم ايجاد باعث قرار گيرد گياه اختيار در اضافى

هاي رشد گياهان در حضور غلظت .)5(د شويم گياه در
كاهش ميزان ، ي مس به طور معمول با كاهش بيومسبالا

ها كلروفيل، تغيير و تبديل ساختار كلروپلاست در برگ
در اين شرايط  ،از طرف ديگر. )48و  37(باشد همراه مي

ي ليپيدها و تغيير در اپراكسيداسيون ليپيدها، كاهش محتو
شود تركيب اسيدهاي چرب غشاي تيلاكوئيد مشاهده مي

 )48(گردد كه منجر به تغيير سياليت غشاي تيلاكوئيد مي
جذب  استفلزات سنگين  از گروهاز آنجايي كه مس .

از . )41(شود بيش از نياز آن به گياه نوعي تنش قلمداد مي
و  هاي فلاونوئيدها و آنتوسيانيناافزايش محتواين رو 
در مسير بيوسنتزي  FNS1افزايش بيان آنزيم  همچنين 

بر  يرتواند دليل ديگميكرومولار مي 8ها تا غلظت فلاون
در پاسخ به تنش  هافعال شدن مسير بيوسنتزي فلاونوئيد

با افزايش غلظت  ،درحاليكه. حاصل از اين فلز باشد
ميكرومولار، بيان اين ژن بشدت كاهش يافته  16 اليسيتور تا

 ي فلاونوئيداو همچنين محتو شودو غيرقابل سنجش مي
رسد كاهش بنظر مي. يابدو آنتوسيانين كاهش مي كل

ي فلاونوئيد كل در تيمار با اين غلظت با كاهش بيان اومحت
 ،علاوه بر آن. مرتبط است FNS Iها از قبيل برخي ژن

هاي غلظت تيمار بادر ها گياهچهي پروتئين كل امحتو
داري نسبت به گروه مختلف اين اليسيتور به طور معني

تر ، اين كاهش بارزو با افزايش غلظت يابدميكاهش  شاهد
هاي ROSمنفي تأثير نتيجه  احتمالا مشاهداتاين . ودشمي

از ). 48(هاي زيستي است توليد شده بر ماكرومولكول
اكسيدان، بيانگر هاي آنتيطرف ديگر بررسي فعاليت آنزيم

باشد كه در فعاليت شديد آنزيم سوپراكسيدديسموتاز مي
داري نسبت به طور معني مورد استفادههاي تمامي غلظت

در  H2O2افزايش توليد . افزايش يافته است شاهده گروبه 
با افزايش فعاليت كاتالاز و  ،نتيجه افزايش فعاليت اين آنزيم

ميكرومولار همراه  16غلظت تيمار با ويژه در  پراكسيداز به
و آنتوسيانين كل  ي فلاونوئيدامحتو حاليكهدر  ،است

 ركمتر اليسيتوهاي را نسبت به غلظت يداركاهش معني
تواند بيانگر نقش اين نتايج همچنين مي. دهندنشان مي

  .آنزيمي باشدمكملي سيستم دفاع آنزيمي و غير

  گيري نهايينتيجه

شود كه حضور يون مس از مجموع نتايج چنين استنباط مي
 ،هاي فعال اكسيژن شدهو نقره در محيط باعث توليد گونه

در مسير  هاي درگيركه گياه با افزايش بيان ژن طوري هب
و  هاي فلاونوئيدابيوسنتز فلاونوئيدها و افزايش محتو

از طرف . هاي حاصل داردآنتوسيانين سعي در كاهش تنش
هاي ديگر، اليسيتور مس بر خلاف اليسيتور نقره در غلظت

اعمال شده در زمان تيمار اثرات منفي بر گياه داشته است 
ن كل و ي پروتئيادار محتوكه اين تئوري با كاهش معني

و همچنين فعاليت ) ميكرومولار FNS I )16عدم بيان ژن 
با توجه به نتايج . به وضوح قابل مشاهده است SODبالاي 

) هاي پايينويژه در غلظت به(بدست آمده، اين اليسيتورها 
هاي ثانوي با ارزش افزايش توليد متابوليتبراي توانند مي

با  .اده قرار گيرندها مورد استفدارويي بالا از قبيل فلاون
هاي هاي درگير در بيوسنتز متابوليتتوجه به بيان پايين ژن
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هاي افزايش بيان ژنبراي  اليسيتورها اين توان ازمي ثانوي
درگير در سنتز آنها استفاده نمود تا پس از تكثير و كلون 

هاي با توليد متابوليت ،نمودن آنها در يك وكتور مناسب
كه زمان رشد كوتاهي دارند و (يگر ارزش را در گياهان د

و حتي در  موجودات ديگر تسهيل ) باشنديا خوراكي مي
 50و  25شود كه غلظت بر اساس نتايج، پيشنهاد مي. نمود

ميكرومولار  8و  4هاي  ميكرومولار اليسيتور نقره و غلظت
 .باشندرسيدن به اين اهداف مناسب ميبراي اليسيتور مس 

 سپاسگزاري

دانشگاه تحصيلات تكميلي  ق با حمايت مالياين تحقي
 تكنولوژي و علوم پژوهشگاه ،صنعتي و فناوري پيشرفته

 4036/1رداد شماره اكرمان با قر محيطي علوم و پيشرفته
بنابراين مجري و همكاران مراتب سپاس . انجام شده است

اعلام  دانشگاهآن  مسئولان محترم و قدرداني خود را از
  .دارندمي
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Investigation of the effects of Ag and Cu elicitors on flavone 
synthase 1 gene expression and some biochemical parameters on 
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Abstract 

In this study, effect of different concentrations of AgNO3 (4 hours  after treatment) and 
CuSO4 (16 hours after treatment) elicitors were investigated on gene expression of FNS 
I and antioxidant system in 21-day Cuminum cyminum seedlings. Semi-quantitative 
study of FNS I gene expression showed a significant increase at 25 and 50 µM Ag+ 
concentrations rather than the control which had a decrease by the addition of the 
elicitor to the concentration of up to 100 µM. On the other hand, by the increase in this 
elicitor concentration, total flavonoid and anthocyanin contents and activity of some 
antioxidant enzymes as well as total protein content significantly increased compared 
with the control group. The gene expression was significantly elevated in the treated 
seedlings by Cu elicitor at 4 and 8 µM treatments while its expression was completely 
inhibited at 16 µM concentration. In this condition, total flavonoid and anthocyanin 
contents showed a similar trend and their contents were significantly reduced at 16 µM 
compared with the control. On the contrary, by increase in the elicitor concentration, the 
activity of antioxidant enzymes specially catalase and superoxide dismutase, 
remarkably increased compared with the control, while total protein content drastically 
decreased. Based on the results, it is deduced that the increase in FNS I gene expression 
and total flavonoid and anthocyanin contents, were the results of oxidative stress 
following absorption of these elicitors and activation of plant antioxidant system. 

Key words: anthocyanin, antioxidant enzymes, flavonoid.  
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