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  شنبليلهگياه دارويي  ديوسژنين در كليدي بيوسنتز هايبررسي بيان ژن
(Trigonella foenum-graecum)  متيل جاسمونات و ساليسيليك اسيد در پاسخ به  

  4و دارا دستان 3، احمد اسماعيلي2*، اسعد معروفي1مرضيه لطفي
 بيوتكنولوژي كشاورزيدانشكده كشاورزي، گروه  دانشگاه لرستان، آباد،  خرمايران،  1

 گروه زراعت و اصلاح نباتاتدانشكده كشاورزي، سنندج، دانشگاه كردستان،  ايران، 2

 آباد، دانشگاه لرستان، دانشكده كشاورزي، گروه زراعت و اصلاح نباتات خرمايران،  3

  گروه داروسازي دانشكده داروسازي،پزشكي همدان،  دانشگاه علوم همدان،ايران،  4

  03/07/1398: تاريخ پذيرش  31/03/1398: تاريخ دريافت

  چكيده

است كه به  استروئيديساپونين  يك ديوسژنين. است با ارزشيثانويه  متابوليتهايشنبليله يك گياه دارويي مهم است كه داراي 
فعاليت ضدسرطاني ديوسژنين در بسياري از . داري خواص درماني زيادي مي باشدتوليد مي شود و گياه شنبليله مقدار مناسب در

ابتدا . كليدي در مسير بيوسنتز ديوسژنين اين پژوهش اجرا شد ژنهايبه منظور سنجش بيان برخي . شده است گزارش مطالعات
بر  در آزمايشات جداگانه مولار با غلظت يك ميليساليسيليك اسيد مولار و  با غلظت نيم ميلي متيل جاسموناتاعمال تيمارهاي 

براي بررسي  برداري از برگها       نمونه پس از اعمال تيمار ساعت 48و  24، 12، 0سپس در زمانهاي  .روي گياهان انجام گرفت
 كلوآرتنوليشامل سانتخاب شده  يديكل ژنهاي. سنتز شد cDNA و سپساستخراج كل از برگها  RNA. انجام شد بيان ژنمراحل 

 قطعه تكثير شده، ژنها جهت اطمينان از توالي. بودند )SMO( ژنازياسكوالن منواكسو   )SQS( نتازي، اسكوالن س )CAS( نتازيس
با  ژنها ، بيان نسبي ينان از صحت تواليپس از اطم. يابي شد واليآنها تمسانه سازي و ناحيه هدف ه  pTG19-Tوكتوردر  ژنها اين
در گياهان  CASدهنده عدم تغيير بيان ژن  نتايج حاصل نشان. ورد بررسي قرار گرفتم )Real-Time PCR )qRT-PCRش رو

. در برخي زمانها افزايش بيان نشان دادند SMOو  SQS ژنهايولي  ، شاهد بودگياهان نسبت به  ساليسيليك اسيدبا  ماريتتحت 
شاهد گياهان داري نسبت به  افزايش معني جاسموناتمتيل شده با تيمار گياهان در  SMOو CAS ، SQS ژنهايكه،  در صورتي

و ساليسيليك اسيد ديوسژنين در پاسخ به  دهد كه احتمالاً در مسير بيوسنتز ديوسژنين نشان مي ژنها بررسي بيان اين. داشتند
  .يابد افزايش مي متيل جاسموناتويژه  به

  .  Real-Time PCR متابوليت ثانويه، بيان ژن،شنبليله،  :كليدي واژه هاي

  a.maroufi@uok.ac.ir :يكيپست الكترون  ،  08733620552: ل،  تلفنمسئو سندهينو*

  مقدمه
 مورد گياهان در تحقيقي هاي زمينه ترين مهم از يكي

 ميزان بر محيطي تأثيرگذار مختلف شرايط بررسي دارويي،
 گفت بتوان شايد. استگياهان  اين كيفي و كمي عملكرد

 دارويي گياهان هاي توليدكنندگان دغدغه ترين مهم از يكي
 از. است بالا كيفيت با توليد كمي محصول، ميزان بر علاوه

 از استفاده دارويي گياهان كشت از نهايي كه هدف آنجا
اين  مقدار چه هر مسلماً ،آنهاست در موجود ثرهؤمواد م
 گياه بيشتر وزن واحد در ثانويه متابوليتهاي و ثرهؤم مواد
 .شد حاصل خواهد نفع بيشتري اقتصادي نظر از باشد

عنوان دليل داشتن تركيبات با ارزش به گياهان دارويي به 
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همچنين . )18( ندمنبعي براي درمان بيماريها شناخته شده ا
گياهان دارويي سهم بزرگي را در كشف داروهاي  امروزه

تجزيه و تحليل تعدادي از . اند جديد در اختيار قرار داده
 60كه بيش از  مي دهدعوامل درماني و منابع آنها نشان 

گياهان  حاصل از تركيبات داراي اروهاي تأييد شدهددرصد 
  .)15( هستند  دارويي

و نام   .Trigonella foenum-graecum L شنبليله با نام علمي
اين گياه به . اي است دولپه يك گياه  Fenugreekانگليسي 

 ها يا باقلائيان آساها از خانواده لگوم زيرخانواده پروانه
)Fabaceae (و جنسTrigonella   تعلق دارد)شنبليله ). 17

 جهان سراسر در  گسترده به دليل خواص دارويي به طور
چين  و هنداز جمله در پزشكي سنتي  در. شودمي استفاده

 نقرس، فلج، صرع، مانند بيماريهايي درمان برايشنبليله 
 و التهاب ريه، گرفتگي سينوس، ديابت، مزمن، سرفه ورم،

 ساپونين ديوسژنين، يك ).28و  12( به كار مي رود عفونت
 شيرين زميني حبوبات، سيب در است كه طبيعي استروئيدي

(Dioscorea sp.) يك  ديوسژنين. شود يافت مي و شنبليله
 صنايع در گسترده طور كه به است استروئيدي پيش ماده
چهار آنزيم شامل  ).30( شود مي استفاده دارويي

، (SQS)، اسكوالن سينتاز (CAS)سيكلوآرتنول سينتاز 
- 3-هيدروكسي- 3و  (FPPS)فارنسيل پيروفسفات سينتاز 

عنوان  ، به(HMGR)متيل گلوتاريل كوآنزيم آردوكتاز 
ترپن ديوسژنين در  آنزيمهاي كليدي مسئول بيوسنتز تري

مسير بيوسنتزي ديوسژنين را بدين . اند گياهان شناخته شده
متيل -3- هيدروكسي-3اند كه  صورت ترسيم كرده
-3توسط آنزيم ) HMG-CoA(گلوتاريل كوآنزيم آ 

كوآنزيم آ ردوكتاز - متيل گلوتاريل-3- كسيهيدرو
(HMGR) وسيله  شود، موالونات به به موالونات تبديل مي
به تركيبات پيش ماده اي از واكنشهاي چندگانه  مجموعه

ديوسژنين از اسكوالن تبديل مي شود، در نهايت  نيوسژنيد
با تشكيل كلسترول از ) 1: شود با دو روش توليد مي

با تشكيل سيتواسترول از سيكلوآرتنول و ) 2 و  لانسترول
گليكوزيد و در نهايت آنزيم  دي-بتا- 3تبديل آن به استرول 

باعث تبديل  (STRL)گليكوزيل ترانسفراز -بتا- 3استرول 
  ).12(د شو گليكوزيد به ديوسژنين مي دي- بتا- 3استرول 

گيرند،  وقتي گياهان در معرض تنشهاي مختلف قرار مي
ورموني مختلفي براي سازش با تنشها فعال مسيرهاي فيتوه

منجر به افزايش توليد تركيبات ثانويه  كه معمولاً شود مي
 متيلمشتقات آن مانند  و جاسمونيك اسيد .مي شود

 ءجز كه دنها مي باشتوهورمونيفاز  يكي جاسمونات
 اهيرشد گ يدرون يها كننده ميو تنظ سيگنالينگ تركيبات
پاسخ به نير در و  اهيدر رشد و نمو گ مهمي  نقشو  هستند
نقش  همچنين .)21( كنند يم ءفايا يطيمح يتنشها

به عنوان يك سيگنال دفاعي در گياهان ساليسيليك اسيد 
به  و غيرزندهدر برابر انواع تنشهاي زنده كه  مطرح است

بيان استرس اكسيداتيو و القاي  درعنوان يك مولكول 
مطالعات متعددي نشان . )19(د كن دفاعي عمل مي ژنهاي
در تحريك توليد بسياري از ساليسيليك اسيد اند كه  داده

ثانويه همچون ترپنوئيدها، مشتقات كومارين،  متابوليتهاي
وجه تبا  ).29و  22( آلكالوئيدها و فلاونوئيدها مؤثر هستند

را ثانويه در گياهان بيشتر نقش دفاعي  متابوليتهايبه اينكه 
 متابوليتهايمسير كليدي  ژنهاي يكنند، بنابراين القا مي ءايفا

 و ساليسيليك اسيدثانويه مانند ديوسژنين در شنبليله توسط 
افزايش اين  ثيرات زيادي برأتتواند  مي متيل جاسمونات

  .باشدداشته تركيبات با ارزش 

  مواد و روشها
بذور رقم : و طراحي پرايمر cDNAمواد گياهي، سنتز 

گياهان .از شركت پاكان بذر اصفهان تهيه شد اردستاني
در گلخانه دانشكده كشاورزي بدور حاصل از كشت 

در خاك مورد استفاده . دانشگاه كردستان نگهداري شدند
به  يماسه و كود حيوان ،يشامل خاك معمول گلداني كشت

مولار   ميلي 1با غلظت  ساليسيليك اسيد .بود 1:1:1نسبت 
به صورت مولار  و متيل جاسمونات با غلظت نيم ميلي

يك ماه پس از بر روي برگهاي گياهان شنبليله جداگانه 
ساعت پس از  48و  24، 12و در  ندپاشي شد محلولرشد 
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گيري  از برگها نمونه) قبل از مرحله گلدهي(اعمال تيمار 
برگي تهيه شد   مونهن ،درست قبل از اعمال تيمار. انجام شد

گلدانها . شد در نظر گرفته ) ساعت صفر(و به عنوان شاهد 
از در سه تكرار و در هر گلدان يك گياه وجود داشت و 

  نمونه هايمقرر  هايبعد از اعمال تيمارها در زمان گياهان
گراد نگهداري  درجه سانتي - 80جدا شد و در دماي برگ 
-RNXكيت با استفاده از  برگ يها نمونه از سپس. شدند

 Plus شركت سيناژن RNA  از تعيين  بعدشد، استخراج
 cDNA آنهاغلظت كردن  هم و  RNAكميت و كيفيت 

 qRT-PCR هايو واكنش سنتز كلوننايسكيت شركت توسط 
   .انجام گرفت

 اسكوالن سينتاز و (CAS) سيكلوآرتنول سينتاز ژنهاي
(SQS) اسكوالن منواكسيژناز و(SMO)   كليدي يژنها از 
در اين هستند كه بيان آنها  ديوسژنين بيوسنتزي مسير

 داده پايگاه از شنبليله يژنها توالي. مطالعه شدتحقيق 
. )https://glbrc.bch.msu.edu/fenugreek( شد رفتهگ شنبليله

نيز به عنوان ژن  (EF1α)آلفا  1ژن عامل افزايش طول 
 ژنها گيريهاي بيان ها و اندازه سازي داده رفرنس جهت نرمال

هاي پرايمر استفادهمورد  ژنهايبراي . انتخاب شد
. طراحي شد Primer3با استفاده از برنامه آنلاين  اختصاصي
و طول قطعات نشان داده  هامشخصات پرايمر 3 در جدول
  .شده است

مورد  ژنهايبه منظور اطمينان از توالي : ژنها سازي همسانه
براي اين كار . سازي آنها انجام شد مطالعه، همسانه

به  ژنها عات تكثير شدهطقوكتورهاي نوتركيب حاوي 
وكتور مورد . منتقل شدند DH5α  سويه E.coliباكتري 
از كشتهاي . از شركت سيناكلون بود pTG19-Tاستفاده 

شبانه حاوي باكتري ترانسفورم شده با وكتورهاي نوتركيب، 
 انجام )31(سمبروك و راسل  استخراج پلاسميد به روش

بعد از . يابي شدند سپس پلاسميدهاي نوتركيب توالي. شد
برش  EcoR1اطمينان از وجود پلاسميد نوتركيب، با آنزيم 

ين آنزيم تنها يك براي ا  pTG19-Tوكتور . داده شدند

 DNAجايگاه برش دارد و در محل برش به صورت صاف 
پلاسميدهاي . كند را بريده و پلاسميد خطي ايجاد مي

مورد مطالعه از ژل  ژنهاينوتركيب خطي حاوي قطعاتي از 
مورد استفاده قرار  PCRتخليص و جهت محاسبه كارايي 

  .گرفتند

، به  PCR Efficiencyيا  PCRمفهوم كارايي  :  PCRكارايي 
معني ميزان افزايش محصولات در هر سيكل از واكنش 

PCR به منظور محاسبه كارايي . باشد ميPCR مورد  ژنهاي
مطالعه كلون و سپس خطي شده و رقتهاي متوالي آنها در 

منحني استاندارد هر ژن . تايم بررسي شدند واكنش ريل
محاسبه   PCRشيب خط ميزان كارايي   ترسيم و با محاسبه

  . در نظر گرفته شد ژنها براي هر كدام از  پنج رقت .شد 

Real-Time PCR (qRT-PCR)   : ژنهايبيان كمي CAS 

,SQS ,SMO  شنبليله با روشReal-Time PCR (qRT-PCR) 
تهيه شده  cDNAهاي  نمونه PCRواكنشهاي . بررسي شدند

اجزا . انجام شد Step one ABIمدل  Real-Timeدر دستگاه 
پس از در نهايت . آورده شده است 1 واكنش در جدول

) Ct )Cycle threshold ،2ل طبق جدو PCRهاي انجام واكنش
مربوط به هر ژن و هر نمونه براي گياهان شاهد و تحت 

اين . دست آمد بهجاسمونات  ليمتو  ساليسيليك اسيدتيمار 
هاي كمي بيان نسبي  ها با استفاده از فرمول زير به داده داده

ژنها تحت ژن تبديل شده و نمودارهايي براي هر كدام از 
در زمانهاي  متيل جاسموناتساليسيليك اسيد  و ي تيمارها

  .ندمختلف نسبت به شاهد رسم شد

 :ژنها فرمول محاسبه بيان نسبي

  
  نتايج

با كميت  RNAاستخراج :  cDNAو سنتز  RNAاستخراج 
و كيفيت مناسب از بافت برگ گياهان شنبليله انجام شد 

 ).1شكل (
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 PCRآنها در واكنش  رياجزاء و مقاد -1 جدول

)    µl(حجم   اجزاء واكنش

SYBR Premix including Taq II 10  

  1   (pm/µl 10)پرايمر فروارد 

 1   (pm/µl 10)وس معك مريپرا

cDNA  2  

     6                                               آب 

  20  كل 

   PCRواكنش ي و زمان حرارت هاي چرخه -2 جدول

  دما  زمان  مرحله تعداد چرخه

  95   قهيدق 4  هياولواسرشت   1

  95  هيثان 20   واسرشت

  60  هيثان 20  گسترشو   اتصال  40

  95 تا 70  قهيدق 5  ذوب  1
 حدود ها، نمونه در نانومتر 280 به 260 موج طول نسبت

 نانوگرم 840 حدود ها RNA غلظت ميانگين و 9/1 تا 8/1
سنتز  ،DNAحذف از پس . دست آمد ميكروليتر به بر

cDNA براي اطمينان از . ها انجام شد براي تمام نمونه
دماي . با پرايمر ژن رفرنس انجام شد cDNA  ،PCRسنتز

. آمد دست بهژنها   اتصالراي بمناسب گراد  درجه سانتي 60
ل جدو(سايزهاي قطعات تكثير شده نيز طبق انتظار بودند 

3 .(  

به : سازي و تعيين توالي پلاسميدهاي نوتركيب همسانه
سازي  منظور اطمينان از توالي ژنهاي مورد مطالعه، همسانه

 EF-1-α ،CAS, SQSژنهاي  RT-PCRهاي حاصل از  قطعه
  .انجام شد pTG19-Tدر وكتور  SMOو 

  

 

، )S1,S2,S3(گياه شنبليله سه  استخراج شده از برگ  RNA - 1ل شك
:M اركر مDNA1kb  

  
  ژن انيب ليو تحل هيتجز يبراشده  يطراحهاي آغازگر طيشراو مشخصات   -3جدول 

شماره دسترسي توالي   نام آغازگر
  )NCBI(ژن بانك 

  توالي آغازگر
(5' - 3') 

  دماي اتصال
(°C ) 

  طول قطعه
)bp(  

EF-1-α-F 
EF-1-α-R 

XM_003618727.3 
CATCTGCTTCACTCCAAGGGT 
TCCCAGGCTGATTGTGCTGTT 

60  126  

CAS-F 
CAS-R 

KX148475.1 
GGTTGGGGAGAGACTTAT 

TTAGCCTGTTCAGCCTCAATGA 
60 122  

SQS-F 
SQS-R 

KX148477 
TCGCTTTTGTGCTATTCCTCAG 

GCACCATAGACATCAGCCATAT 
60 153  

SMO-F 
SMO-R 

XM_013610490.1 
CTGGAGCCGTACTGATGGGA 

CAAAGTGCAGGTGCATCGTTC 
60 142  

  
به باكتري منتقل و  ژنها نوتركيب حاوي قطعات وكتورهاي

باكتريهاي تراريخت بر روي محيط كشت حاوي 
 استخراج پلاسميد انجام شد. بيوتيك مشاهده شدند آنتي

براي اثبات وجود قطعه مورد نظر در . )2شكل (

28S
18S

S1           S2          S3        M



 1400، 3، شماره 34جلد                                                                      )      مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي

414 

) مستقيم و معكوس(با آغازگرهاي  PCRپلاسميدها، ابتدا 
بيني شده  انجام شد كه سايزهاي پيش M13اختصاصي و 
پس از اطمينان از نوتركيب بودن پلاسميدها،  .تكثير شدند

وسط شركت توپاز ژن در دو جهت مستقيم و تتعيين توالي 
با تواليهاي به دست آمده كه نتايج  ،معكوس انجام شد

  . يكسان بود رفرنس داده پايگاه شنبليله كاملاً
  

 
 DNA1kbماركر  M:، يكلون مورد بررسر در چند د SQSو  CAS، EF-1-α ، SMO ژنهايقطعات  يحاو بينوترك يدهاياستخراج پلاسم  - 2شكل 

  
در اثر تيمار با   SMOو   CAS، SQS ژنهايبيان 

نتايج واكنشهاي : متيل جاسموناتو ساليسيليك اسيد 
PCR تايم به صورت  دستگاه ريل درCt براي . دريافت شد

هر تيمار در زمانهاي مختلف براي هر سه ژن مورد بررسي، 
به بيان نسبي ژن تبديل شدند كه نتايج  (Ct)هاي خام  داده

هاي كمي در قالب نمودار به شرح  حاصل به صورت داده
 .زير است

، در اسيد ساليسيليك در اثر تيمار با  CASالگوي بيان ژن در
 داري ساعت اختلاف معني 48تا ) شاهد(بازه زماني صفر 

متيل ثير أتحت ت CASژن  ولي) A 3شكل( مشاهده نشد
ساعت روند  48تا ) شاهد(در بازه زماني صفر  جاسمونات

 48كه سطح بيان ژن بعد از  افزايشي بيان نشان داد به طوري
نتايج  ).D 3شكل( ساعت به بالاترين ميزان خود رسيد

تحت تاثير ساليسيليك اسيد  SMOبررسي ميزان  بيان ژن 
ساعت پس از اعمال  48بعد از نشان داد كه  ژن مذكور 

داري را نشان  تيمار، نسبت به شاهد افزايش بيان معني

در اثر تيمار  SMOدر حالي كه بيان ژن ). B 3شكل(دهد  مي
ساعت كاملا  48متيل جاسمونات در بازه زماني صفر تا 

 48و  24ه طوري كه پس از روند افزايشي را نشان داد ب
دار بودند و  ساعت اختلاف ميزان بيان نسبت به شاهد معني

 SMOژن ميزان بيان ساعت پس از اعمال تيمار به  48در 
رسيد  سطحبه بالاترين جاسمونات  ليمتبا  ماريدر اثر ت

در اثر تيمار با  SQSبيان ژن  ميزانهمچنين ). E 3شكل(
 12(اوليه پس از اعمال تيمار در ساعتهاي ساليسيليك اسيد 

د اما به تدريج بيان ژن داري احساس نش تغيير معني) اعتس
SQS  اين هر چند كه مشاهدات  ،نشان دادرا روند افزايشي

 3شكل( ياد نيستزخيلي اين تغييرات كه نشان داد تحقيق 
C(. نتايج الگوي بيان ژن اماSQS  با س از اعمال تيمار پ

در بازه  SQSژن ميزان بيان  كه نشان داد متيل جاسمونات
به  را نشان مي دهدزماني مورد مطالعه روند افزايشي 

  SQSساعت بالاترين ميزان بيان ژن 48 پس از طوري كه
اين اختلاف البته شود كه  به شاهد مشاهده مينسبت 
  ).F 3شكل(دار است  معني

CAS        EF-1-α SMO        SQS           M
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، حروف متفاوت نشان دهنده و متيل جاسمونات در زمانهاي مختلفساليسيليك اسيد با در اثر تيمار در  SQSو  CAS ،SMO هاي ژن بيان  - 3ل شك

  .اختلاف معني دار در سطح يك درصد است

  بحث
 )SMOو  CAS ،SQS(كليدي  ژنسه در تحقيق حاضر بيان 

ديوسژنين در گياه شنبليله در اثر تيمار با  مسير بيوسنتزي 
، نشان داد كه اعمال متيل جاسموناتو ساليسيليك اسيد 

كليدي  هايژناين اين تيمارها باعث تغييرات در بيان 
در گياهان ثانويه  متابوليتهايبراي افزايش توليد . شود مي

زيستي اليسيتورهاي با منشاء د، نوجود دارتركيبات متعددي 
هستند كه از طريق القاي  اين تركيبات ءجز زيستييا غير 

ثانويه  متابوليتهايسيستم دفاعي باعث بيوسنتز و انباشت 
ه نتايج تحقيق حاضر نشان مي دهد ك. )36( شوند مي

جاسمونات در القاي بيان  و به ويژه متيلساليسيليك اسيد 
ثر ؤثانويه در شنبليله م متابوليتهايافزايش  ژن و احتمالاً

جاسمونات بر  تاثير متيل) 12(چودري و همكاران . باشند
روي افزايش توليد ديوسژنين در گياه شنبليله را مطالعه و 

جاسمونات، ميزان سنتز  نشان دادند كه با افزايش متيل
روي گياه بر در تحقيقي  .تديوسژنين نيز افزايش ياف
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از متيل جاسمونات به  (Ocimum basilicum)ريحان 
پاشي روي گياهان استفاده شد و كل  صورت محلول

صورت قابل توجهي  محتواي فنلي از جمله ترپنوئيدها به
نشان بعد از اعمال تيمار در مقايسه با گياهان شاهد افزايش 

 Satureja)اي روي مرزه تابستانه  در مطالعه. )25( داد

hortensis) ت منجر به افزايش جاسمونا به كار بردن متيل
. )7( ثانويه شد متابوليتهايثر در مسير ؤم ژنهايبيان 

رسان كليدي در  پياممولكولهاي  ها به عنوان جاسمونات
كه منجر به تجمع  و بيان بسياري از ژنها فرآيند القا
 اهيدر گ). 35( اند د، معرفي شدهنشو مي بسياري متابوليتهاي

، جاسموناتبا متيل تيمار  )Ocimum basilicum( حانير
افزايش بيان ژن  منجر بهساليسيليك اسيد جيبرليك و   اسيد

). 6( دشآمونيا لياز  آلانين  آنزيم فنيلبيشترو فعاليت 
تيمار سوسپانسيون سلولي تنباكو با همچنين 

آلانين  جاسمونات منجر به افزايش فعاليت آنزيم فنيل متيل
در گياه  ).32( شدو افزايش تركيب اسكوپولتين آمونيالياز 

تيمار با متيل جاسمونات ) Panax ginseng(سينگ نجي
جينسنوسايد باعث افزايش متابوليت ثانويه 

)Ginsenosides ( ثانويه  متابوليتهايشد، تجزيه و تحليل
ي كه درگير در بيوسنتز ژنهاينشان داد تعدادي از 

اكسيدو اسكوالن سيكلاز ژن مانند هستند،  دينسنوسايج
افزايش  ،و اسكوالن آپوكسيداز  با اسكوالن سينتازهمراه 

اسكوالن سينتاز و اسكوالن  بررسي). 13( بيان نشان دادند
سينگ نآپوكسيداز در كشت بافت ريشه مويين گياه جي

)Panax ginseng ( متيل جاسمونات با هفته تيمار  5پس از
نسبت  در شرايط تيمار ژنها ، نشان داد اين ميلي مولار 1/0

 بيان نشان دادند،افزايش  )تيل جاسموناتمبدون ( به شاهد
ژن سيكلو آرتنول سينتاز به مقدار  هر چند افزايش بيان

 Achillea(بومادران هزار برگ در گياه  .)26( تري بودكم

millefolium subsp. millefolium ( ژنهاي انيب زانيمنيز 
 )DXR(ز زومرايفسفات ردوكتوا- 5-لوزيزا يد ياكس يد- 1

مهم در  ژنهايز ا )GPPS( فسفات سنتاز يدا ليو ژران
و  )PAL( ازيل ايآمون نيآلان ليفن ژنهايها و  مونوترپن وسنتزيب

  ليفن وسنتزيمهم در ب ژنهاياز  )CHS(چالكون سنتاز 
 ماريو تحت ت يدر مراحل مختلف نمو دهاييپروپانو

 ماريت اهانيبرگ و گل در گ يدر بافتها جاسمونات ليمت
در  .)8(تغييرات بيان نشان دادند  جاسمونات ليشده با مت

درگير  ژنهايبه منظور شناسايي شنبليله بر روي اي  مطالعه
حت تيمار ت ان اهيگدر مسير بيوسنتزي ديوسژنين 

كلسترول و ماننديا دادن پيش ماده جاسمونات  متيل
اسكوالن قرار گرفتند كه نتايج حاكي از بيان بالاي ژنهاي 

شنبليله با  هچه ها يگياتيمار ).14( بودمسير بيوسنتري 
فزايش ديوسژنين نسبت به ا حاكي از متيل جاسمونات

تيمار گياه يونجه  بررسيدر  ).16(د بوشاهد  چه هايگياه
(Medicago truncatula)  با متيل جاسمونات مشخص شد

نقش   ي كه در متابوليسم فنيل پروپانوئيد ژنهايكه بيان 
 برابر نسبت به شاهد افزايش داشته است 5 به ميزان  دارند 

 70 و صفر سطوح ( جاسمونات متيل اثرات متقابل ).33(
 و 160، 80،در سطوح صفر( كلريد سديم و )ميكرومولار

 برخي و اسانس و كميت كيفيـت بر )مولار ميلي 240
شد كه بر  بررسي شنبليله در گياه فيزيولوژيكي پارامترهاي

متيل  با گياهان تيمار كه اساس نتايج  پيشنهاد شد
 .)2(بخشد  مي بهبود تنش به آنها را مقاومت جاسمونات

به عنوان يكي از نيز ساليسيليك اسيد امروزه كاربرد 
گياهان به تنشها به هورمونهاي گياهي در افزايش مقاومت 

مطالعات متعدد نشان داده است  ). 34(ت اثبات رسيده اس
 القاءدر  تركيب با ارزشبه عنوان يك ساليسيليك اسيد كه 

ثانويه مثل ترپنوئيدها، مشتقات  متابوليتهايتوليد بسياري از 
 .)29و  22(نقش دارد كومارين، آلكالوئيدها و فلاونوئيدها 

و ساليسيليك اسيد  استفاده از غلظتهاي بالاي دو اليسيتور 
 (Mentha pulegium)نه عصاره مخمر در كشت سلولي پو

ثانويه بتاكاريوفيلن نسبت به  متابوليتهاينشان داد ميزان 
. )5( داري افزايش يافت گياه طبيعي به طور معني

سيستم دفاعي گياه را از طريق القاي ساليسيليك اسيد  
مرتبط با دفاع و توسعه  ژنهايويسي گروه مشخصي از رون

ميزان بيان در توتون . كند مقاومت سيستميك تحريك مي
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-Pathogenesis) ا برخي پروتئينهاي مرتبط با پاتوژنه

related proteins) ساليسيليك ها با  بعد از تيمار گياهچه
مطالعات متعددي نيز  ).27( است نشان دادهافزايش اسيد 

افزايش ميزان برخي از  در ساليسيليك اسيداند كه  نشان داده
به ويژه آنهايي كه در ساز و كارهاي  هثانوي متابوليتهاي

خليلي و ). 1( نقش دارد، دخيل هستنددفاعي گياه 
روي  ساليسيليك اسيدبا به كار بردن محرك  )24(همكاران 

كاهش )Silybum marianum(يم خار مرهاي مويين  ريشه
ثر سيليمارين و ؤها و در مقابل افزايش ماده م وزن ريشه

 .كاهش ايزوسيليسين را گزارش نمودندوها  فلاونوليگنان
با  مارتي) .Hibiscus esculentus L(همچنين در گياه باميه 

دو ماده  نيم اأتو بيو ترك دياس كيليسيآسكوربات و سال
شده  دازيپراكس تيو فعال دهايفلاونوئ زانيكاهش م باعث
  .)3(است 

 ساليسيليك اسيدكاربرد خارجي كه  دهد يمطالعات نشان م
  .)10( مي شود شنبليلهباعث افزايش ميزان محصول در 

باعث افزايش آنزيمهاي  ساليسيليك اسيد همچنين كاربرد
آنتي اكسيدان، كلروفيل و وزن خشك گياه در سيب زميني 

ساليسيليك در آرابيدوپسيس نشان داده شد كه . )9(شود  مي
در شرايط نامساعد محيطي منجر به افزايش ليپيدها  اسيد

 ).11( شده كه  يك مكانيسم دفاعي در شرايط تنش است
روي بخشهاي هوايي گياهان  ساليسيليك اسيدپاشي  محلول

ريحان و مرزنگوش نيز باعث افزايش ارتفاع گياه، تعداد 
وزن تر و خشك، پلي آمينها و كربوهيدراتها شاخ و برگ، 

افزايش ميزان  ،)20(د و همچنين كيفيت و درصد اسانس ش
 ساليسيليك اسيدپاشي گياهان با  اسانس در اثر محلول

ممكن است در اثر افزايش رشد رويشي، جذب مواد 

ها به دليل افزايش فعاليتهاي  غذايي بيشتر توسط ريشه
 ها و كركهاي ر در جمعيت غدهياه و نيز تغييفتوسنتزي گ

بر مطالعه  ).20( توليد كننده اسانس در برگ و گلها باشد
 تعداد اه،يداد كه صفات ارتفاع گ نشانروي ارقام كلزا 

دانه، عملكرد دانه و  100وزن ، تعداد دانه اه،يگ درغلاف 
به طور ي فتوسنتز رنگدانهعلاوه بر كلزا  اهيتوده گ ستيز

قرار ساليسيليك اسيد  تيمار با  ريثأتحت ت يقابل توجه
ساليسيليك اسيد  اعمال  نيز در پژوهشي). 23( گرفته است

بر گياه مرزه، باعث افزايش تركيبات گاماترپينن، 
رسد بالا  نظر مي آلفاترپنينن، بتاميرسن و پاراسيمن شد كه به

رفتن ميزان اين تركيبات براي تنظيم سازگاري اين گياهان 
نسبت به عوامل نامساعد و تنشهاي محيطي صورت گرفته 

ا كار افتادن يك جريان دفاعي همسو ب و به منزله بهباشد 
در جهت استمرار تعادل فعاليتهاي حياتي  ساليسيليك اسيد

  . )4( آيد گياه در شرايط تنش به حساب مي

-Realنتايج آناليز بيان ژن به كمك روش دقيق با توجه به 

Time PCR ژنهايرسد كه بيان  به نظر مي CAS ،SQS  و
SMO   ساليسيليك اسيددر اثر اعمال تيمار در گياه شنبليله 

كه تيمار با  كند، به طوري جاسمونات تغيير مي متيلو 
 48 جاسمونات روند افزايشي را در يك دوره زماني متيل

 ممكن است به دليل اثر و نحوهكه  ،كند مي ءالقا ساعتي
 ژنها تغييرات افزايشي بيان. عمل متفاوت اين تركيب باشد

جاسمونات  و متيل ساليسيليك اسيدمتاثر از تيمارهاي كه 
توانند در جهت افزايش ديوسژنين كه يك ماده  است مي

تر  وسيع مورد مطالعه ،دارويي ارزشمند در شنبليله است
  .قرار گيرند

 عبانم

 شيافزا .)1393( .، آينوده ييرضاو  ،.ي، صزاده بهاباد لياسمع -1
 يدر كشت سلول ساليسيليك اسيد ريتحت تاث نيگونل يتر ديتول
. مجله سلول و بافت. (Trigonella foenum-graecum) لهيشنبل

5(2): 165-172 .  

بررسي اثر متيل . )1389( .، طو حسنلو، .ف ،نجفي ،.باديرست، ح -2
 جاسمونات و تنش شوري بر روي اسانس و برخي پارامترهاي

 (.Trigonella foenum-graecum L)فيزيولوژيكي گياه شنبليله 
گروه زيست شناسي، -پايان نامه كارشناسي ارشد، دانشكده علوم. 

  .صفحه 114دانشگاه تربيت معلم، 
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 ). 1397. (ز ي،ديتوح ، .يي، محاج محمدرضا ، .، ازاده يباق  -3
 بر دياس كيليسيبا آسكوربات وسال ياثر متقابل تنش خشك يبررس
  هيبام اهيدر گ دهايو فلاونوئ دانياكس يآنت يمهايآنز يبرخ تيفعال

)Hibiscus esculentus L.( .و  يسلول يها مجله پژوهش
  .نيتشار آنلاان .يمولكول

بر   ساليسيليك اسيدبررسي اثر  .)1390(. و روشن، ، و.حياتي، پ -4
  پارامترهاي رشدي و كميت و كيفيت اسانس گياه مرزه

(Satureja hortensis L.)  . تحقيقات گياهان دارويي و معطر
  .817-808 :(4)29 .ايران

 .)1395(. ، مو منصوري. ص ،نژاد بهرامي، .د، كهريزي، .ا درويشي، -5
بر ساليسيليك اسيد  بررسي اثر اليسيتورهاي عصاره مخمر و 

ثانويه بتاكاريوفيلن و  متابوليتهايماني سلول و ميزان  درصد زنده
مجله . (Mentha pulegium) ايزوپولگون در كشت سلولي پونه

شناسي  مجله زيست(هاي سلولي و مولكولي  پژوهش
 381-370 :(4)29..)ايران

هاي  تاثير هورمون. 1393. ، يو شيري، .م ،، سلوكي.عبدخاني، س -6
بر بيان ژن  ساليسيليك اسيدجاسمونيك و   جيبرليك، اسيد  اسيد
 Ocimumدر مراحل مختلف رشد  (PAL)آلانين آمونيا لياز  فنيل

basilicum L.  .فناوري گياهان  پژوهشي زيست-مجله علمي
 30-21 :8. .زراعي

هاي  مطالعه بيان ژن. 1395 .م ،مجديو  .ا معروفي، .، سقبادي -7
هاي مختلف و در پاسخ به  ها در بافت كليدي در بيوسنتز مونوترپن

 Satureja(اليسيتورهاي غيرزيستي در گياه دارويي مرزه تابستانه 

hotensis(.  291-275 :(3)7.  .بافتمجله سلول و   

 انيب يبررس). 1397(. ، دستان، د.اي، معروف، .ي، افتح، .ي، مدمج -8
  و  ها دييترپنو يوسنتزيب ريدر مس ليدخ ژنهاي يبرخ
 ماريو تحت ت يها، مراحل نمو در بافت دهاييپروپانو ليفن
و  يسلول يها مجله پژوهش. در بومادران جاسمونات ليمت
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Abstract 

Fenugreek is an important medicinal plants that has valuable secondary metabolites. 
Diosgenin, a steroid saponin, occurs abundantly in fenugreek which has many medicinal 
properties. Anticancer activity of diosgenin has been reported in many studies. In this 
study the expression of some key genes involved in the biosynthesis of diosgenin, was 
assessed. First, plants (before flowering stage) were treated with 0.5 mM methyl 
jasmonate and 1 mM salicylic acid in separate experiments. Then, at 0, 12, 24, and 48 
hours after treatment, leaves were sampled for further investigation. The total RNA was 
extracted from the leaves and afterward cDNA was synthesized. Selected key genes 
included cycloartenol synthase (CAS), squalene synthase (SQS), and squalene 
monooxygenase (SMO). To verify the sequence of the genes, the amplified fragments 
of them were separately cloned into the pTG19-T vector and their targeted regions were 
finally sequenced. After confirming the sequence of selected genes, the relative 
expression level of all of the target genes was evaluated using quantitative real-time 
polymerase chain reaction (qRT-PCR) method.  The results showed that the expression 
level of CAS in salicylic acid-treated plants did not change compared to control plants, 
however, expression levels of SQS and SMO were increased at some time courses. 
While, CAS, SQS and SMO expression levels in methyl-jasmonate treated plants were 
significantly increased in comparison with control plants. Considering the expression of 
the key genes in the biosynthesis pathway of diosgenin suggests that diosgenin is likely 
to increase in response to salicylic acid and in particular methyl jasmonate. 
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