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 بررسي ساختار گياه يونجه و سنجش مديكارپين در مراحل مختلف تكوين

  نسترن اسدي و *فاطمه زرين كمر
  گياهي علوم گروه زيستي، علوم مدرس، دانشكده تربيت دانشگاهتهران، 

  27/12/95: تاريخ پذيرش   9/10/93: تاريخ دريافت

  چكيده

اين گونه داراي تركيبات متعدد  ،اي، گياهي است پايا و علوفهقلائيانباخانواده  از .Medicago sativa L يونجه با نام علمي
يكي از مهمترين اين تركيبات در گياه يونجه، ايزوفلاونوئيد مديكارپين است كه اين ايزوفلاونوئيد باعث فعال  .فلاونوئيدي است

) PAL( عاليت آنزيم فنيل آلانين آمونياليازدر اين پژوهش ميزان ف. شوديند تشكيل گرهگ مياشدن ژنهاي ريزوبيومي دخيل در فر
زني، رويشي و زايشي با استفاده از دستگاه اسپكتروفتومتر و در مراحل مختلف تكوين گياه در سه تكرار شامل مراحل جوانه

 تكوين –همچنين ساختار تشريحي  .گيري شداندازه) HPLC(غلظت مديكارپين توسط كرومانوگرافي مايع با كارايي بالا 
نتايج نشان داد كه ميزان . هاي رويشي يونجه در مراحل مختلف نمو توسط ميكروسكوپ نوري مورد مطالعه قرار گرفت اندام

همچنين ميزان غلظت مديكارپين نيز در مراحل مختلف تكوين  ،در طي رشد رويشي و زايشي متغير بوده PALفعاليت آنزيم 
. با ميزان غلظت مديكارپين رابطه مستقيم دارد PALداد كه فعاليت آنزيم  نتايج اين مطالعه به خوبي نشان. تفاوت داشت

  . در مرحله رويشي در ريشه مشاهده شدPAL كه بيشترين ميزان غلظت مديكارپين و فعاليت آنزيم  طوري به

   PALمديكارپين، تكوين، يونجه، آنزيم  :كليديهاي  واژه

  zarinkamar@modares.ac.ir: الكترونيكي پست ،   02182884440: تلفن مسئول، نويسنده* 

  مقدمه
، منبع غني از فلاونوئيدها هستند، باقلائيان خانوادهگياهان 

، تركيبات باقلائيان خانواده اغلب فلاونوئيدهاي 
- فيتوآلكسيني هستند كه داراي ساختمان ايزوفلاونوئيد مي

اولين آنزيم  )(PAL فنيل آلانين آمونيالياز). 14(باشند 
كننده در ابتداي مسير توليد فنيل  دي، مهم و تعيينكلي

فنيل آلانين  -L سوبستراي اين آنزيم. باشدپروپانوئيد مي
ي غير يزدا عمل اصلي اين آنزيم، آمين). 15(مي باشد 

فنيل آلانين و تبديل آنها به يون  -Lاكسيداتيو از آمينو اسيد 
تركيب اين  .)5(باشد آمونيوم و ترانس سيناميك اسيد مي

عنوان اولين و مهمترين آنزيم در مسير توليد  به
از يونجه  ).14(ايزوفلاونوئيد مديكارپين شناخته شده است 

داراي تركيبات متعدد فلاونوئيدي در  باقلائيانخانواده 
اين تركيبات معمولاً به . باشدريشه و برگهاي خود مي

هاي  شهابتدا در ري ،فرمهاي گليكوزيده و مالونيل گليكوزيده

يكي از ). 15(يابد  در اندام هوايي تجمع ميبعد گياه و 
مهمترين اين تركيبات در گياه يونجه ايزوفلاونوئيد 
مديكارپين است كه به فرم گليكوزيله در واكوئل مركزي 

عنوان يك فيتوآلكسين  شود كه اغلب بهسلول انباشته مي
ال اين ايزوفلاونوئيد باعث فع). 6 ,7 (شود  شناخته مي

يند تشكيل گرهگ افر شدن ژنهاي ريزوبيومي دخيل در
امروزه توجه زيادي به اين فيتوآلكسين در ). 15(شود مي

ايي غني از اين ذنين رژيم غچهم. باشد سلامتي انسان مي
تركيبات با كاهش ابتلا به سرطان، پوكي استخوان، 

باشد بيماريهاي قلبي عروقي و بيماريهاي مغزي همراه مي
اي كه ارتفاع بوته در ونجه گياهي است پايا و علوفهي). 6(

سانتيمتر متغير و نسبت به گرما و  100تا  60اين گونه از 
برگهاي اصلي اين گياه به . سرما مقاومت خوبي دارد

ها بيضوي با حاشيه برگچه. باشداي ميصورت سه برگچه
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نوع ريشه  2اين گياه داراي . دار بوده استمضرس و كرك
هاي راست كه در شرايط بافت مناسب خاك ريشه: شدبامي

هاي كند و ريشه ذتواند در خاك نفومتر مي 7تا عمق  
ب آب و ذجانبي كه وظيفه استحكام گياه در خاك و ج

 املاح را بر عهده دارند و گرهگهاي تثبيت كننده ازت بر
گلهاي آن به رنگ ). 10(شوند ها تشكيل ميروي اين ريشه
باشد و آرايش گل به صورت نفش تيره ميارغواني و ب

 50تا  5آن  گلهاي بسيار طويل كه درخوشه مركب با دم
درصد  90بيش از . گل ممكن است وجود داشته باشد

).  2و 4(باشد يونجه زراعي در ايران مربوط به اين گونه مي
دليل  اين گونه، از گياهان دارويي قديم و مهم بوده و به

ضد ميكروبي، ضد اسپاسم، تقويت ضد التهاب،  خاصيت
 ضد تب و كننده معده و بدن، كاهش قند خون و كلسترول

هدف از اين پژوهش بررسي ). 5(باشد مورد توجه مي
فعاليت آنزيم فنيل آلانين آمونيالياز و سنجش غلظت 
مديكارپين در ريشه، اندام هوايي و گل در مراحل مختلف 

 ،زنيمرحله جوانه سه ،از بين مراحل نمو. باشدرشد مي
با توجه به . دهي و گلدهي مورد توجه قرار گرفتساقه

هاي انجام شده اطلاعات كافي و دقيقي در مورد  بررسي
تكويني گياه  يونجه در دسترس  –ساختار تشريحي 

تكوين اندامهاي  –لذا بررسي ساختار تشريحي . باشد نمي
 بافت شناسي از –رويشي اين گياه با روشهاي سلول 

  .اهداف اين پژوهش هستند

   مواد و روشها
رقم  ، نوعمؤسسه بذر و نهال كرج تهيه شداز  يونجهبذر 

  . در اين پژوهش مورد استفاده قرار گرفت همداني يونجه

مرحله  3هاي گياهي در نمونه: هاي گياهي برداشت نمونه
اولين برداشت در مرحله جوانه . تكويني برداشت شدند

) روز  20(اشت دوم در مرحله رويشي و برد) روز 3(زني 
ماه بعد از كاشت  5(و برداشت سوم در مرحله گلدهي 

ها از خاك   مونهن نبعد از خارج كرد .انجام شد) بذرها
تعدادي از . ها جدا شد اندام  هوايي از محل يقه از ريشه

الكل ( آناليز آناتومي در فيكساتور مناسب براي نمونه ها 
براي ها تعدادي ديگر از نمونه. ندقرار گرفت) درصد 30

ساعت  48انجام مطالعات بيوشيميايي در آون به مدت 
 .خشك شدند

هاي گياهي مورد  نمونه : لعات ساختار تشريحي يونجهامط
نظر از بخشهاي رويشي شامل ريشه، ساقه و برگ از سه 

براي بررسي بخشهاي رويشي . مرحله تكوين انتخاب شدند
آب با نسبت  - مخلوط الكل(ور مناسب ها در فيكسات نمونه

ها از آب ژاول  نگهداري شدند و پس از عبور برش) 2به  1
و استيك اسيد و شستشو با آب مقطر، رنگ آميزي 

انجام شد و برشها با ) كارمن زاجي - سبز متيل(مضاعف 
ساخت   H2Βمدل Olympus ميكروسكوپ نوري مدل 

  .گرفتند قراربرداري  كشور ژاپن مورد بررسي و عكس

سنجش : سنجش فعاليت آنزيم فنيل آلانين آمونيالياز
فعاليت آنزيم فنيل آلانين آمونيالياز با استفاده از سيناميك 

 2006و همكاران در سال wang اسيد توليد شده با روش 
گرم از بافت هاي خشك اندام هوايي،  1/0 .انجام شد
 1/0 گل به طور جداگانه در بافر پتاسيم فسفات رويشي و
به  g20000در بعد روي يخ ساييده شده و  pH=8مولار با 

فيوژ يگراد سانتر درجه سانتي 4- 2دقيقه در دماي  20مدت 
سنجش فعاليت آنزيمي استفاده براي ي يمحلول رو. شد

ميكروليتر بافر  200به هر لوله آزمايش مقدار . گرديد
 4ميكروليتر فنيل آلانين  650بعد پتاسيم فسفات ريخته و 

ساعت  1ها به مدت نمونه. گرديداضافه ميلي مولار به آن 
درجه سانتي گراد قرار داده  37در حمام آب گرم با دماي 

ها از حمام آب گرم به پس از خارج نمودن نمونه. شدند
ميلي مولار  5ميكروليتر كلريدريك اسيد  50هر نمونه 

ات، ليتر اتيل است ميلي 5سپس با . افزوده و تكان داده شد
ها در سپس نمونه. ها شستشو داده شدندسه بار نمونه

هاي خشك شده،  به نمونه. معرض هوا قرار داده شدند
NaOH  جذب در طول موج بعد يك مولار اضافه كرده و

  ).12،13( گيري شدنانومتر اندازه 290
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فيوژ يليتر از عصاره سانترميلي 100به  : سنجش پروتئين
ب آن ذجبعد برادفورد اضافه و شده يك ميلي ليتر معرف 

سنجش پروتئين . گيري شد نانومتر اندازه 595در طول موج 
  ).9(انجام شد  1976با روش برادفورد و همكاران در سال 

منظور  به: هاي گياهيسنجش مديكارپين در عصاره
و  Ksouriگيري اين تركيبات با كمي تغيير از روش عصاره

ي مديكارپين امحتوو  استفاده شد) 2007(همكاران 
از كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا  استفاده با هاعصاره

)HPLC (تعيين شد .  

و ستون  knauer مدل HPLC از دستگاه :  HPLCتحليل 
81C فاز معكوس Lichrosorb به ابعاد )mm 250 ×4. 6 (

فاز متحرك شامل . براي سنجش مديكارپين استفاده شد
ليتر در ميلي 1يك و سرعت جريان استونيتريل و اسيد فسفر

ها در طول  طيف. دقيقه بود 60دقيقه و مدت كروماتوگرافي 
نانومتر ثبت شدند و مساحت سطح هريك از  283موج 

  .پيكها محاسبه و منحني استاندارد مديكارپين رسم شد

 ها با استفاده از نرم افزار آناليز داده: مطالعات آماري

MSTATC ها با استفاده از آزمون دانكن و مقايسه ميانگين
  . درصد انجام شد 1در سطح احتمال 

   جنتاي
  : مطالعه ساختار تشريحي يونجه

در ساختار نخستين ريشه در خارجي ترين لايه : ريشه
شود كه محل تشكيل تارهاي كشنده پوست اپيدرم ديده مي

دروني ترين لايه پوست آندودرم است و  .در ريشه است
-ن پوست و استوانه آوندي را مشخص ميخوبي مرز بي به

ترين لايه دايره محيطيه در استوانه آوندي خارجي. كند
. است كه از يك لايه سلول پارانشيمي تشكيل شده است

. اندآبكش به صورت متناوب قرار گرفته - دسته هاي چوب
بنابراين  ،در اين منطقه، قطب مولد چوب خارجي است

يز آبكش رو به مركز است تما. تشكيل چوب برون زا است
به دايره محيطيه و متافلوئم ) آبكش زودرس(و پروتوفلوئم 

با رفتن . به محور ريشه نزديكتر است) آبكش ديررس(
ريشه به ساختار پسين لايه كامبيوم كه در حد فاصل آوند 
چوب و آبكش قرار دارد به سمت خارج آبكش پسين و 

  ).1 شكل) (3 ،11( سازدسمت داخل چوب پسين را مي به
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در برش عرضي ساقه در ساختار پسين در خارجي : ساقه
ترين لايه سلول هاي اپيدرم حالت مكعبي دارند كه مشابه 

در زير اپيدرم دولايه سلول . هاستبسياري از دولپه
پارانشيمي و پس از آن سلول هاي بافت كلانشيم كه 

وم را هاي ضخيم هستند و بافت مقاهايي با ديوارهسلول
بافت كلانشيم در اين گياه از . شوددهند ديده ميتشكيل مي

لايه بعدي سلول هاي . دار استنوع كلانشيم گوشه
كم و  پارانشيم پوست، در چند رديف با ديواره نازك و قطر

در زير پارانشيم لايه . بيش يكسان و چند وجهي هستند
فيبر اسكرانشيم در داخلي ترين لايه پوست و حاشيه 

ستوانه مركزي، با سلول هاي داراي ديواره ضخيم چوبي ا
وجود دارد كه عمل اصلي آن استحكام بخشيدن و 

هاي آوندي در استوانه مركزي دسته. محافظت از گياه است
: كامبيوم معمولا دو نوع سلول دارد. شودو مغز ديده مي

شكل كه عناصر چوب و آبكش از آن  سلول بنيادي دوكي
آيند و سلول بنيادي اشعه كه اشعه آوندي را به وجود مي

استوانه كامبيومي بين چوب و آبكش اوليه نمو . سازدمي
يابد و چوب ثانويه را به صورت رو به مركز و آبكش مي

متاگزيلم با . سازدثانويه را به صورت گريز از مركز مي
اندازه بزرگتر و در سمت آوند آبكش و پروتوگزيلم با 

اشعه آوندي . شونددر سمت مغز ديده مي اندازه كوچكتر
هاي چوب و  سبب قطع شدن حلقهو نسبتأ ضخيم است 

هاي پارانشيمي  در قسمت مركزي هم سلول. شود آبكش مي
   .)1،2( شودمي مغز ديده

هاي اپيدرمي داراي ديواره ضخيم و چهار  سلول: برگ
تر از اپيدرم  هاي ايپدرم تحتاني نامنظم سلول. وجهي هستند

تر از  كوتيكول سطح فوقاني ضخيم. شوندفوقاني ديده مي
روزنه در هر دو سطح تحتاني و . باشد سطح تحتاني مي

بافت پارانشيم . باشدفوقاني همسطح سلول اپيدرم مي
مزوفيل شامل دو رديف پارانشيم نردباني و يك رديف 

آوند مركزي يك  .dorsiventral)(پارانشيم اسفنجي است 
است كه آوند چوب بالا و آبكش پائين  )collateral(طرفه 

  ).3شكل (قراردارد 

هاي سلولي  گيريبراساس نتايج حاصل از اندازه: گرهگ
هاي مختلف گرهگ در دو مرحله ساقه دهي و قسمت

با افزايش رشد گياه، قطر  .)4شكل (گلدهي مشخص شد 
اما در مرحله . يابد گرهك و بافت باكتروئيد افزايش مي

داري در قطر گرهگ و بافت باكتروئيد هش معنيگلدهي كا
همچنين مشخص شد كه با افزايش غلظت . مشاهده شد

ها در ريشه نيز  مديكارپين، قطر گرهگ و تعداد گرهگ
كه بيشترين غلظت مديكارپين و  طوري به. افزايش يافته بود

، 1جدول (قطر گرهگ در مرحله رويشي مشاهده شد 
  ).2شكل 
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A                                                         B 

 ، سيماي عموميB  ;بافت باكتروئيد) A: (برش عرضي از گرهك -4شكل 

 PALگيري ميزان فعاليت  سنجش مديكارپين و اندازه
بررسي ميزان فعاليت آنزيم  : در مراحل مختلف تكوين

PAL  با استفاده از دستگاهHPLC  در مراحل مختلف
گلدهي  زني تا مرحلهكوين نشان داد از مرحله جوانهت

اندام هوايي  به ترتيب   ودر ريشه  PALميزان فعاليت آنزيم 
 )pr -1  mol CA mg -1µ31/0 ( )pr -1  mol CA mg -

1µ22/0( به طوري كه بيشترين ميزان  .يابدافزايش مي
شود كه گياه مشاهده ميزماني در گياه   PAL آنزيم فعاليت

بنابراين مي توان گفت سن . ر مرحله رويشي قرار داردد
  ). 2جدول ( آنزيم تأثير گذاشته است گياه بر ميزان فعاليت

مقايسه ميانگين صفات آناتوميكي حاصل از برش عرضي    -1جدول 
  گرهگ در ريشه  در سه مرحله تكوين

 بافت   
  تكوين مراحل

 بافت باكتروئيد
)mµ(  

  قطرگرهگ
)µm(  

   گتعدادگره

 - - -جوانه رني
27/130دهيساقه c 22/196 a 120 

64/112گلدهي d 92/176 b 105 

  بحث
كه نوع بافت و مرحله نمو گياه آناليز مديكارپين نشان داد 

. تواند توليد مديكارپين را تحت تأثير قرار دهدنيز مي
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زني تا مرحله رويشي ميزان كه از مرحله جوانه طوري به
گياه رو به افزايش بوده، اين افزايش از نظر  مديكارپين در

اما در مرحله زايشي  ). 2جدول (آماري معني دار بود 
مكانيسم . غلظت مديكارپين در گياه كاهش يافته است

تواند به احتمالي افزايش غلظت مديكارپين در ريشه مي
. در ريشه باشدPAL   دليل افزايش فعاليت آنزيم

مديكارپين در  ريشه در مرحله  كه بيشترين غلظت طوري به
  ).nmol g -1 FW 1/7(دهي وجود دارد   ساقه

  در سه مرحله نمو PALگيري فعاليت آنزيم     سنجش مديكارپين و اندازه -2جدول 

 غلظت مديكارپين PALفعاليت آنزيم
µmol CA mg -1pr-1 nmol gr-1 FW 

    
 ريشه

 0d c2/1+0/3+0/90 مرحله جوانه زني

 0/04a 7/1+4/0a+0/31 مرحله ساقه دهي

 0/01c  3/2+2/0b+0/18 مرحله گلدهي

 اندام هوايي
 0/09d 0/1+0e+0/40 مرحله جوانه ني

0/01+0/22 مرحله ساقه دهي b1/0+0/3d 

 0/01c 0/8+0e+0/22 مرحله گلدهي

 0/03d 0+0e+0/660 گل

  .)P<0.01(باشد دار مي ت در هر ستون نشان دهنده اختلاف معنيحروف متفاو

Dakora  اظهار داشتند كه  1993و همكاران در سال
نهاي ريزوبيومي دخيل در ژ مديكارپين در فعال شدن

كه افزايش اين  طوري به. تشكيل گرهگ نقش دارد
فيتوآلكسين در افزايش نفوذ باكتري به گرهگ، قطر گرهگ 

  ).   10(تأثير بسزايي دارد  و عملكرد گياه

اولين آنزيم در مسير متابوليسمي مديكارپين  PALآنزيم 
كه افزايش فعاليت مذكور ممكن است  طوري باشد، بهمي

منجر به افزايش بيوسنتز ايزوفلاونوئيد مديكارپين شده 
و  Tsiriنتايج حاصل از سنجش مديكارپين با نتايج . باشد

  ).17و  16(ت دارد مطابق 2009همكاران در سال 

نتايج اين مطالعه به خوبي نشان داد كه ميزان فعاليت آنزيم  
PALبا تجمع مديكارپين و سن گياه رابطه مستقيم دارد ، .

در تنظيم  PALبنابراين به احتمالي مي توان گفت كه آنزيم 
  . مقدار مديكارپين نقش داشته است

  منابع
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Anatomy of Medicago sativa and quantity medicarpin in different 
stages of development 
Zarinkamar F and Asadi N. 

Plant Biology Dept., Faculty of Biological Sciences, Tarbiat Modares University, Tehran, I.R. of Iran 

Abstract 

Medicago sativa is from Fabaceae family that has several flavonoid compound in roots 
and shoots. Medicarpin is a dominant isoflvonoid that induces nod gene. In this study, 
PAL (phenyl alanine amonialyase) activity was assayed using spectrophotometer. In 
this research the concentration of medicarpin by HPLC (high performance liquid 
chromatography) were studied in different stages of development also anatomical 
structure of alfalfa were studied in different stages of development by optic microscope. 
The results indicated that activity of PAL enzyme are altered during the plant 
development. Changes of medicarpin content were correlated to the activity PAL 
enzyme. The highest level of the concentration of medicarpin and activity PAL enzyme 
were achieved budding stage of growth in root. 
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