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ريشه اين گياه محل تجمع دو آلكالوئيد اجمالسين و . يك گياه مدل دارويي است) Catharanthus roseus(پروانش 
اين گياه به خصوص . شود ، از جمله فشار خون بالا استفاده ميعروقي-هاي قلبي سرپنتين است، كه در درمان بيماري
شود، اهميت زيادي  كريستين، كه در درمان سرطان به كار برده مي بلاستين و وين به علت وجود آلكالوئيدهاي وين

سي بيان هاي اين گياه در تيمار با اتيلن، هدف اين تحقيق برر با توجه به افزايش توليد متابوليت. پيدا كرده است
از  پس AVLBSو   T16H ،G10H،DATهاي  بيان ژن منظور بدين. هاي موثر در اين رابطه بود ها و شناخت ژن ژن

اي پليمراز در واحد واكنش زنجيرهساعت با استفاده از تكنيك  72و  48، 24، 12، 6هاي زماني  تيمار با اتيلن، و در بازه
ساعت پس از تيمار با اتيلن نسبت به شاهد  6در  AVLBSو  T16H ،DATها  بيان ژن. ، بررسي شد)qRT-PCR(زمان 

با تابعيت از اين الگو در  G10Hژن  همچنين. ساعت كاهش يافت و پس از آن روند ثابتي پيدا كرد 12افزايش و در 
رسد  نظر ميبا توجه به نتايج اين آزمايش به . ساعت نيز افزايش بيان داشت و از الگوي سه ژن ديگر تبعيت نكرد 72

  . باشد ، ژن مهمي در پاسخ به اتيلن G10Hكه ژن 
 

 هاي كليدي واژه
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   مقدمه
 Catharanthus roseus (L.) G. Donگياه پروانش با اسم علمي 

) Apocynaceae(يك گياه چند ساله، متعلق به خانواده خرزهره 
پروانش يك گياه مدل ). Van der Heijden et al. 2004(است 

 اين. دارويي است كه تحقيقات زيادي بر روي آن انجام شده است
) TIA١( ترپنوئيدي ايندول آلكالوئيدهاي عنو 130 حاوي گياه

 Van der Heijden et al. 2004; El-Sayed and Verpoorte(است 

2007a, b; Zhao and Verpoorte 2007 .( 

ريشه اين گياه محل تجمع دو آلكالوئيد اجمالسين و سرپنتين 
اين آلكالوئيدها تركيبات مهم دارويي براي درمان انواع . است

باشند  عروقي از جمله فشار خون بالا مي- قلبيهاي  بيماري
)Svoboda and Blake 1975 .( اين گياه به علت وجود

كريستين، كه در برگ و  بلاستين و وين آلكالوئيدهاي دايمر وين
شوند، و در شيمي درماني انواع  هاي هوايي آن توليد مي اندام

و  هاي لنفاوي، پستان، ريه ي خون، غده ها نامختلفي از سرط
شود، اهميت زيادي پيدا كرده است  تخمدان به كار برده مي

)Mukherjee et al. 2001; Van der Heijden et al. 2004 .( اين
قيمت هر . دو ماده داراي ارزش اقتصادي بسيار بالايي هستند

 12بلاستين يك ميليون دلار و توليد سالانه آن  كيلوگرم وين
ميليون دلار و  5/3كريستين  كيلوگرم و قيمت هر كيلو گرم وين

 .Loyola-Vargas et al(توليد سالانه آن يك كيلوگرم است 

2007 .(  
كريستين به طور عمده  بلاستين و وين در حال حاضر، مواد وين

دليل اين امر . آيند به دست مي C. roseusتوسط استخراج از گياه 
هاي  سنتزي و روش هاي تمام سنتزي و نيمه آن است كه روش

 Atta(يگر براي توليد اين مواد در مقياس وسيع مناسب نيستند د

et al. 1976; Kutney 1977 .( همچنين تلاش زيادي براي توليد
اين تركيبات در مقياس وسيع به وسيله كشت سوسپانسيون سلولي 

به دليل اينكه كشت سلولي . هاي موئين انجام شده است و ريشه
بلاستين و  وين ماده پيش(دولين،  فاقد مسير توليد وين

 Zhao(اند  باشد، در توليد اين مواد موفق نبوده مي )كريستين وين

and Verpoorte 2007 .(و بلاستين وين كم بسيار مقادير وجود 

                                                            
1 Terpenoid indole alkaloids 

 حدود( شود مي توليد گياه هوايي بخش در كه كريستين وين
و همچنين استخراج آنها از ميان ) خشك وزندرصد  0005/0

ه از لحاظ خصوصيات فيزيكي و شيميايي بسيار تركيبات زيادي، ك
 ماده دو اين زياد بسيار قيمت افزايش به هم شبيه هستند، باعث

  ). Scott 1979; De Luca and Laflamme 2001( است شده
از دو بخش كلي ترپنوئيد و حلقه  ترپنوئيدي ايندول آلكالوئيدهاي

، آلكالوئيدها عنو اينبخش ترپنوئيد  امنش. اند ايندولي تشكيل شده
و موالونات ) MEP٢( فسفات- 4 اريتريتول D- متيل-C - 2 مسير

اسكلت ايندولي آنها، اسيد آمينه تريپتوفان  ااست، در حالي كه منش
شود و منشأ  مي هتريپتوفان از كوريسمات ساخت. باشد مي

 Van der fits and(  باشد كوريسمات مسير شيكمات مي

Memelink 2000; Endt et al. 2002; El-Sayed and Verpoorte 
2007a.( فسفات دي آلليل متيل دي )DMAPPدي ايزوپنتيلو ) ٣ 
- 4اريتريتول  D- متيل - C -2گرفته از مسير  امنش) IPP٤( فسفات

شود  و موالونات، با هم تركيب شده و گرانيل ساخته ميفسفات 
)Oudin et al. 2007 .( سپس گرانيل از طريق مسيرIridoid  به
 .)El-Sayed and Verpoorte 2007a( شود كولگانين تبديل مياس

آنزيم مهمي است كه در  )G10H٥( هيدروكسيلاز-10-گرانيل
وجود  Iridoidهيدروكسيلاسيون، گرانيل نقش دارد و در مسير 

ساخته شده (از تركيب تريپتامين  .)Suttipanta et al. 2007( دارد
 سينتاز استريكتوسيدين زيمو اسكولگانين، توسط آن) از تريپتوفان

)STRاستريكتوسيدين يك . شود استريكتوسيدين ساخته مي، )٦
آلكالوئيدهاي ايندول حد واسط مهم و پيش ماده بسياري از 

استريكتوسيدين در ادامه به تابرسونين و . استترپنوئيدي 
دولين به  تابرسونين از طريق مسير وين. شود كاتارانتين تبديل مي

 هيدروكسيلاز- 16-تابرسونين هاي آنزيم. شود بديل ميدولين ت وين
)T16Hكوا استيل و) ٧A :17- دولين وين داستيل-O -استيل 

دولين  در اولين و آخرين مرحله مسير وين) DAT٨ (ترانسفراز
دولين در واكوئل توسط  از تركيب كاتارانتين و وين. قرار دارند

                                                            
2 2-C-Methyl-D-Erythritol 4-Phosphate 
3 Dimethylallyl Diphosphate 
4 Isopentenyl Diphosphate 
5 Geraniol 10-Hydroxylase 
6 Strictosidine synthase 
7 Tabersonine 16-Hydroxylase 
8 Acetyl CoA : Deacetylvindoline 17-O-Acetyltransferease 
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- α -3′،4′، )AVLBS١( سينتاز بلاستين آنهيدرووين آنزيم
بلاستين و  شود، كه در ادامه به وين ساخته ميبلاستين  آنهيدرووين

 El-Sayed and ( )1شكل(شود  كريستين تبديل مي وين

Verpoorte 2007a.( 

 عهده بر گياهان در دفاعي نقش ثانويه هاي متابوليت كه به دليل آن
 اكثر. يابد مي افزايش ها محرك اعمال اثر در آنها مقدار دارند،

 بر C. roseus گياه در گذشته، سال چند در شده انجام ارهايك
 ها، ماده پيش استفاده از طريق از آلكالوئيدها، توليد تنظيم روي

 El-Sayed and( است شده متمركز متابوليك مهندسي و ها محرك

Verpoorte 2007a .(  
 توليد در) PGR٢( گياهي رشد هاي كننده تنظيم اثر با رابطه در

 زيادي تحقيقات پروانش گياه دردهاي ايندول ترپنوئيدي آلكالوئي
 اين در ثانويه را هاي متابوليت توليد تركيبات اين. است شده انجام
 Decendit et al. 1992; Pasquali( دهند مي قرار تأثير تحت گياه

et al. 1992; El-Sayed and Verpoorte 2007a, b; Zhao and 
Verpoorte 2007; Roytrakul and Verpoorte 2007.(   

هاي رشد گياهي، بسياري از  اتيلن به عنوان يكي از تنظيم كننده
فرايندهاي مراحل انتهايي گياه مثل پيري، ريزش برگ، پژمردگي 

اين ماده همچنين در طي . ها و رسيدگي ميوه را بر عهده دارد گل
نتايج . )Kafi et al. 1384(يابد  هاي محيطي افزايش مي تنش
هاي رشدي  ات انجام شده در خصوص كاربرد تنظيم كنندهمطالع

هاي سلولي گياه پروانش باعث افزايش  نظير اتيلن در لاين
اتيلن همچنين باعث ). Yahia et al. 1998(د شاجماليسين 

 و افزايش توليد اجمالسين، سرپنتين، تابرسونين، كاتارانتين
مع تج). El-Sayed and Verpoorte 2004(دولين شد  وين

اجمالسين در كشت سوسپانسيون سلولي به وسيله تيمار با متيل 
هاي موئين  در كشت ريشه. جاسمونات و اتيلن افزايش يافت

در كشت . اتيلن فقط باعث القاي تجمع كاتارانتين شد ،پروانش
دولين  اتيلن و متيل جاسمونات باعث افزايش وين ،بخش هوايي

اعث افزايش فعاليت آنزيم ب تيمار متيل جاسمونات و اتيلن،. شد
كشت سوسپانسيون  ، در)TDC٣( كربوكسيلاز دي تريپتوفان

  ). Vazquez-Flota et al. 2009(د شسلولي 

                                                            
1 Anhydrovinblastine synthase 
2 Plant growth regulator 
3 Tryptophan decarboxylase 

كند، كه  پروانش سه ماه پس از جوانه زدن شروع به گلدهي مي
از طرفي تيمار با اتيلن . شود آوري مي جهت استفاده تجاري جمع

داري در كاتارانتين،  معنيدر طول دوره گلدهي باعث افزايش 
مكانيسم ). Pan et al. 2010(د شو بلاستين، مي دولين و وين  وين

، توسط اتيلن در TIAهاي ترپني مسير  مولكولي تنظيم پيش ماده
طول مراحل مختلف رشدي گياه هنوز ناشناخته مانده است 

)Hedhili et al. 2007 .( با توجه به نتايج فوق، گزارشي در رابطه
در مرحله گلدهي وجود ها  ژناثر اتيلن بر روي ميزان بيان با 

ندارد، لذا اين تحقيق به منظور بررسي اثرات اتيلن بر ميزان بيان 
مسير بيوسنتزي  AVLBS و T16H ،G10H، DATچهار ژن 

در گياه پروانش در مرحله آلكالوئيدهاي ايندول ترپنوئيدي 
اي پليمراز در واحد واكنش زنجيرهگلدهي، با استفاده از تكنيك 

  . انجام شد )qRT-PCR(زمان 
  

   هامواد و روش
  اتيلن با پروانش گياه تيمار و كاشت 

 از Vinca Pacifica × P. Burgundy واريته پروانش، گياه F1 بذور
 كاغذ روي بر بذور. شد خريداري Pan American Seed كمپاني
 زده جوانه بذور سپس زده و جوانه ديش پتري در مرطوب صافي

 در گياهان. شد منتقل ماسه، حاوي مصرف بار يك ليوان داخل به
 رشد گراد سانتي درجه 25 تا 20 حدود دماي در گلخانه شرايط
 براي ميكرو عناصر حاوي ،NPK 20-20 -20 كود از. كردند
  .شد استفاده آنها تغذيه

 )شودبه اتيلن شكسته مي( اتفن ابتداجهت تيمار با اتيلن، 
)Sigma–Aldrich (از مولار يك استوك سپس و حل اتانول در 
 و رقيق، آب با مولار يك محلول گياهان، تيمار براي. شد تهيه آن

 از پس ماه سه اتفن با تيمار. شد تهيه آن از مولارميلي 5/0 غلظت
ها تشكيل  اي كه گياه به گل رفته بود و غلاف مرحله در و كاشت

 سپس. شد انجام گياه هاي برگ امتم روي با اسپري بر شده بودند،
 بافت از تيمار، از پس ساعت 72 و 48 ،24 ،12 ،6 هاي زمان در

 با شاهد آن در همان زمان، در هر زمان و شده تيمار گياهان برگ
  . شد انجام برداري نمونه تكرار، سه
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هاي ممتد واكنش يك  فلش). يم شده توسط نويسنده مسئول، بر اساس منابع ذكر شدهترس(در گياه پروانش آلكالوئيدهاي ايندول ترپنوئيدي مسير بيوسنتزي  -1شكل
   .اي هاي منقطع واكنش چند مرحله اي و فلش مرحله

 
  cDNA ساخت و RNAاستخراج 
 شد انجام تغييرات، اندكي با ،CTAB روش به كل RNA استخراج

)Gambino et al. 2008.(  به منظور به دست آوردنRNA  خالص
هاي استخراج شده با استفاده از آنزيم DNA ،RNAعاري از و 

DNase 1  شركتFermentas طبق دستورالعمل شركت سازنده ،
شركت  dTبا استفاده از اليگو  ،cDNAساخت  .تيمار شد

Fermentas  و كيتAccuPower® RT-PCR PreMix  شركت
Bioneerمطابق دستورالعمل شركت سازنده انجام شد ،.  

   زمان واحد در پليمراز ايزنجيره شواكن انجام
 تحقيق اساس بر DAT، G10H ،T16Hها  ژن توالي آغازگر

Murata and De Luca (2005) طراحي آغازگر. ندشد ساخته 
 Primer Premierر افزاتوسط نرم CrEF1α ،AVLBSها  ژنبراي 

  .)1جدول(، انجام شد ها ژناين  mRNA، از روي 3.0
بر اساس زمان  واحد در پليمراز اي رهزنجي واكنشواكنش اصلي 

 Applied دستگاه در چرخه، 40برنامه بهينه شده، در 

Biosystems, 7300 Real time PCR system با استفاده از كيت ،
Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X) 

  . انجام شد 3و  2هاي  مطابق جدول ،Fermentasشركت 
اي پليمراز در واكنش زنجيرهصل از هاي حا تجزيه و تحليل داده

 REST-Version 2افزار توسط نرم ،)qRT-PCR(واحد زمان 
اي از   براي هر زمان از نمونه تيمار شده، شاهد جداگانه. انجام شد

ها به صورت جفت شده مورد  همان زمان در نظر گرفته شد و داده
ها در  داري بين نمونهاختلاف معني. گرفتتجزيه و تحليل قرار 

  . بررسي شد پنج درصدو  يك درصددو سطح 
  

    نتايج و بحث
فاكتور طويل  ژن ها، ازدر اين آزمايش به منظور نرمال سازي داده

اين ژن به . دار استفاده شد به عنوان ژن خانه) CrEF1α(سازي 
  . برداري پايدارش مورد استفاده قرار گرفتدليل فعاليت نسخه

 2، در شكلG10Hروي ميزان بيان ژن اثرات تيمار با اتفن بر 
ساعت پس از تيمار،  6نتايج نشان داد كه . نشان داده شده است

ساعت  12. برابر افزايش يافت 8/3بيان اين ژن نسبت به شاهد 
در . ميزان شاهد رسيد 6/0بعد از تيمار، بيان اين ژن كاهش و به 

. ن دادرا نسبت به شاهد نشا 2/1ساعت بيان اين ژن، افزايش  24
را، نسبت به شاهد  6/0ساعت پس از تيمار ميزان بيان كاهش  48

ساعت بعد از تيمار اين ژن افزايش  72در نهايت در . نشان داد
شود، تنها  مشاهده مي 2طور كه در شكل همان. ، را نشان داد2/8

با نمونه  افزايش بيان ،ساعت پس از تيمار 72و  6در دو زمان 
پنج و  يك درصدسطح ي را به ترتيب در دارشاهد اختلاف معني

ساعت با ميزان  72بيان مربوط به  بيشترين مقدار. نشان داد درصد
  تغييرات  روند . بود  شاهد با  مقايسه  در   برابري   2/8  افزايش
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 ليست آغازگرهاي استفاده شده جهت بررسي بيان ژن   -1جدول

 Accession  )ت بازجف(طول قطعه  توالي آغازگر  نام ژن و آغازگر
Number  

CrEF1α 5  آغازگر رفت'- TGGGTTTGAGGGAGACAACA-3' 184  EU007436  

CrEF1α 5  آغازگر برگشت'- AACACGACCAACAGGGACAGT-3'     
DAT 5  آغازگر رفت'- GTGCGTATCCGTTGGTTTCT-3' 170  DQ778074  

DAT 5  آغازگر برگشت'-CGAACTCAATTCCATCGTCA-3'     
T16H 5  آغازگر رفت'-GCTTCATCCACCAGTTCCAT-3' 242  FJ647194  

T16H 5 آغازگر برگشت'- CCGGACATATCCTTCTTCCA-3'     
AVLBS 5 آغازگر رفت'-GCGTGCATAGTAGATGTGGG-3' 218  AM236087  

AVLBS 5 آغازگر برگشت'-GAAATTCTTGGTTGCGAGTG-3'     
G10H 5  آغازگر رفت'- GGTAGCCTCACGATGGAGAA-3' 248  AJ251269  

G10H 5 آغازگر برگشت'-CCTTGGCAGAATCCGAATAA-3'     

 
  cDNAهاي  زمان بر روي نمونه واحد در پليمراز ايزنجيره شده اجزاي واكنش واكنشغلظت و حجم بهينه -2جدول

 )ميكرو ليتر(مقدار نام ماده
Master Mix (2x)5/12 

 Nuclease 7/10آب عاري از

 4/0 )پيكو مول10(آغازگر رفت

 4/0 )پيكو مول10(آغازگر برگشت
cDNA1 

 25 حجم كل

 
  اي پليمراز در واحد زمانواكنش زنجيرهچرخه دمايي بهينه شده واكنش  -3جدول 

 زمان )گراددرجه سانتي(دما مرحله

 دقيقه 10 95 واسرشت اوليه

 ثانيه   15 95 واسرشت ثانويه

 "      20 60 اتصال

 "     30 72 بسط

 
 6گونه كه در شكل مشخص است، ابتدا افزايش بيان در  همان

 48ساعت و اين روند تا  12ساعت و سپس كاهش بيان در 
ساعت پس از تيمار روند بيان،  72در زمان . ساعت ادامه داشت

  .با افزايش ناگهاني روبه رو شد
افزايش  T16Hساعت پس از تيمار بيان ژن  6در  3مطابق شكل 

ساعت ميزان بيان اين ژن،  12در . د نشان دادرا نسبت به شاه 1/2
ساعت پس از تيمار، ميزان  24در . شاهد رسيد 97/0كاهش و به 
 ساعت پس از تيمار،  48در . برابري را نشان داد 3/1بيان، افزايش 

ساعت  72در . بيان اين ژن كاهش و به نصف ميزان شاهد رسيد
با توجه . د نشان دادرا نسبت به شاه 4/0مجدداً ميزان بيان، كاهش 

ساعت پس از تيمار  6تنها در زمان شود كه  مشخص مي 3به شكل
سطح افزايش معني داري را نسبت به شاهد در  T16Hاتفن ژن 
ها تغييرات بيان اين  نشان داده است و در ساير زمان يك درصد
 6نتيجه روند تغييرات بدين شكل بود كه، در . داري نبودژن معني

در ساير . ساعت بيان كاهش يافت 12بيان و در  ساعت افزايش
 . ثابت و با تغييرات اندكي، همراه بود اها روند بيان تقريب زمان
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 .دار در سطوح پنج و يك درصدبه ترتيب اختلاف معني** و . * هاي مختلف تحت تيمار با اتفن در زمان G10Hبيان نسبي ژن  - 2شكل

 

 
  .يك درصدداري سطح معني ** .هاي مختلف ت تيمار با اتفن در زمانتح T16Hبيان نسبي ژن  -3شكل 

 
برابر  2/5ساعت پس از تيمار  6در  DAT، بيان ژن 4مطابق شكل
ساعت ميزان بيان اين ژن، به نصف  12پس از . باشد شاهد مي

ساعت بعد از تيمار، ميزان بيان در مقايسه با  24در . شاهد رسيد
ساعت ميزان بيان اين ژن  48در . داد را نشان 4/1شاهد افزايش 

ساعت  72در زمان . را نسبت به شاهد نشان داد 05/1افزايش 
مطابق شكل . شاهد خود رسيد 8/0سطح بيان اين ژن كاهش و به 

ساعت، و كمترين ميزان بيان مربوط به  6بيشترين ميزان بيان در  4
 6ا در هاي مختلف، تنه در بين زمان. ساعت پس از تيمار بود 12

در نمونه تيمار شده نسبت به شاهد  DATساعت، بيان ژن 
نشان داد و در ساير  يك درصدسطح اختلاف معني داري را در 

داري بين نمونه شاهد و تيمار شده مشاهده ها اختلاف معني زمان
  تغييرات   روند  شود مي   ديده  4 شكل  در  كه   طور همان . نشد

 12ت ميزان بيان افزايش و سپس در ساع 6گونه بود كه در  اين
ها تقريبا از روند ثابتي  ساعت بيان، كاهش يافت و در ساير زمان

 . پيروي كرد

 5، در شكل AVLBSاثرات تيمار با اتفن بر روي ميزان بيان ژن 
ساعت پس از تيمار سطح بيان اين ژن  6در . نشان داده شده است

سبت به گروه شاهد را برابري ن 4/4در گروه تيمار شده، افزايش 
ساعت پس از تيمار ميزان بيان، در نمونه تيمار  12در . نشان داد

ساعت پس از  24. ميزان شاهد رسيد 996/0شده، كاهش و به 
برداري ميزان بيان، به نصف مقدار شاهد خود كاهش پيدا نمونه
، AVLBSبرداري ميزان بيان ساعت پس از نمونه 48در زمان . كرد

ساعت سطح بيان تقريبا با شاهد  72در  .شاهد خود بود مقدار 8/0
  . برابر بود
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 .داري يك درصدسطح معني**  .هاي مختلف تحت تيمار با اتفن در زمان DATبيان نسبي ژن  - 4شكل

  

  
 .يك درصدداري سطح معني . **هاي مختلف تحت تيمار با اتفن در زمان AVLBSبيان نسبي ژن  -5شكل

  
 24و  6مترين ميزان نسبي بيان به ترتيب، مربوط به بيشترين و ك

 6، تنها در ها ژنهاي مذكور مشابه ساير  زمانين ب  از . بود  ساعت
داري بين نمونه شاهد و ساعت پس از تيمار اتفن، اختلاف معني

روند تغييرات بيان . مشاهده شد يك درصدسطح تيمار شده در 
 .بود T16H ،DATژن  دوهاي مختلف مشابه به  اين ژن، در زمان

مطالعات اخير نشان داده كه اتيلن و زآتين اثر سينرژيستي قوي در 
) Papon et al. 2005(داشتند  G10Hسازي سطح بيان ژن فعال

و  6در دو زمان  G10H  نتايج اين تحقيق هم مشخص كرد كه ژن
داري نسبت به ساعت در تيمار با اتيلن داراي افزايش معني 72

ها  ژندهد كه اين ژن يكي از  گياه شاهد بوده است كه نشان مي
  . باشد دهنده به اتيلن ميپاسخ

El-Sayed and Verpoorte (2004)  گزارش كردند كه فعاليت
پراكسيدازهاي بازي در پروانش در تيمار با اتيلن افزايش پيدا 

جزء دسته پراكسيدازهاي بازي  بلاستين سينتاز آنهيدرووين. كند مي
ژن كد ( CrPrx1همچنين با بلاست توالي آمينو اسيدي ژن . است

، مشخص شده است كه )بلاستين سينتاز آنهيدرووينكننده آنزيم 
توالي آمينو اسيدي اين ژن، بيشترين شباهت را به پراكسيدازهاي 

Nicotiana tabacum ، Lycopersicum esculentum   و پراكسيداز  
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، را دارد )شود توسط اتيلن القا مي( Vigna angularisبازي 
)Costa et al. 2008 .(دهنده اين بود نتايج اين تحقيق هم نشان
 AVLBSكه تيمار با اتيلن باعث افزايش سطح بيان ژن ) 5شكل(

  . دشساعت  6در 
 و G10H، T16H ،DATها  ژنطور كه روند تغييرات بيان  همان

AVLBS  ساعت اتفاق افتاد 6نشان داد، ابتدا افزايش سطح بيان در .
 G10Hجز ژن ه ساعت بيان آنها كاهش يافت ب 12پس از آن در 

ساعت  12از ها  ژنساعت هم افزايش بيان داشت، ساير  72كه در 
دريافتند  Pauw et al. (2004). به بعد از روند ثابتي پيروي كردند

به وسيله عصاره مخمر در پروانش باعث افزايش بيان كه تحريك 
 ZCTو ) كنندهفعال( ORCAهمزمان فاكتورهاي رونويسي، 

 Suttipanta (2011)همچنين نتايج تحقيقات . شود ، مي)مهاركننده(
كه در ( CrWRKY2مشخص كرد كه افزايش بيان فاكتور رونويسي 

شت ، در ك)افزايش بيان داشت متيل جاسموناتپاسخ به 
برداري،  باعث افزايش سطح نسخه هاي موئين گياه پروانش ريشه

) ZCT(، و مهاركننده )ORCA3(فعال كننده فاكتور رونويسي 
القاي همزمان فاكتورهاي رونويسي فعال كننده و مهار . شود مي

ها  ژنكننده ممكن است، جهت تغيير خاموش و روشن شدن بيان 
با توجه ). Pauw et al. 2004(ها ضروري باشد  در پاسخ به محرك

به نتايج اين احتمال وجود دارد كه، تيمار با اتيلن باعث القاي 
 و شود ميهمزمان فاكتورهاي رونويسي فعال كننده و مهار كننده 

سپس به طريقي كه مكانيسم آن ناشناخته است، در ابتدا فعال 
. شوند ساعت مي 6در ها  ژنها باعث افزايش بيان همزمان  كننده

 12را در ها  ژنرسد كه سطح بيان  ها مي سپس نوبت به مهار كننده
ساعت پس از تيمار كاهش داده و باعث بازگشت مسير بيوسنتزي 

  .به حالت تعادل شوند
از روند بيان مشابهي در تيمار با  AVLBS و T16H ،DATها  ژن

ساعت پس از تيمار با  72، در G10Hاما ژن . اتفن پيروي كردند
در مقايسه با رسد به نظر مي. يان ناگهاني، روبه رو شدافزايش ب

آلكالوئيدهاي مسير بيوسنتزي  يها ژنتوالي شناخته شده در پيشبر 
كه همسوساز  عناصر، برخي STRو  TDCمانند ايندول ترپنوئيدي 

  . كنندعمل ميوجود دارند، منحصر به فرد   G10H  ژن  پيشبر در 
  
  

ي شناسايي شونده توسط عوامل ، توالWاين اجزا شامل جعبه 
 عناصر وجود اين. است Pو جعبه  AT، جعبه MYBرونويسي 

ممكن  G10Hحاكي از آن است كه پيشبر ژن  جديد ساز همسو
برداري متفاوتي تنظيم شود است به وسيله آبشار نسخه

)Suttipanta et al. 2007.(  
منجر فن نشان داد كه تيمار با ات Pan et al. (2010) نتايج تحقيق

هاي آن مادهدار ميزان توليد وين بلاستين و پيشافزايش معنيبه 
ساعت پس از تيمار در  24يعني وين دولين و كاتارانتين، در 

هاي  ژننتايج اين تحقيق نشان داد كه . شودمرحله گلدهي مي
G10H، T16H، DAT و AVLBS  از تيمار با اتفن ساعت پس  6در

رسد كه با افزايش بيان اين گونه به نظر مياين. افزايش بيان داشتند
بتوانند اثر ها  ژنساعت مدتي زمان لازم است تا اين  6در ها  ژن

خود را بر روي توليد متابوليت بگذارند و توليد آنها را افزايش 
 Pan ها در نتايجالبته الگوي كلي تغييرات در توليد متابوليت. دهند

et al. (2010)  ساعت ميزان توليد  24ر اينگونه بود كه د
ساعت با كاهش روبرو شد و در  48يافت و در ها افزايشمتابوليت

 مجدداساعت پس از تيمار ميزان توليد متابوليت گفته شده  72
 G10H ژن احتمالا ها، ژن بيان الگوي به توجه با. افزايش پيدا كرد

هاي  ژن ونقش دارد  ساعت 72 در ها متابوليت توليد افزايش در
T16H، DAT و AVLBS دنندار نقشي آن در.  
  گيرينتيجه
 ها ژن طريق از را خود اثر اتيلن كه داد نشان تحقيق اين نتايج

G10H، T16H، DAT و AVLBS بيوسنتزي مسير روي بر 
 روند .گذارد مي پروانش گياه درآلكالوئيدهاي ايندول ترپنوئيدي 

 از G10H ژن ولي بود، مشابه AVLBS و T16H، DAT ژن سه بيان
 دو در ،G10H ها ژن اين بين در. كرد پيروي متفاوتي بيان روند
 رسدبه نظر مي .داشت بيان افزايش ساعت دو هفتاد و شش زمان
  .گيرد مي قرار اتيلن ثيراتتحت بيشتر ژن اين

  تقدير و تشكر
 هاشمي، سيدرضا خليلي، محمد زارع، محمد آقايان از تشكر با

 كار اين در كه كساني كليه و جعفري نمحمدحس پور،علي محسن
  .داشتند همكاري ما با
  
  

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

00
84

43
9.

13
93

.9
.2

.4
.5

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

g.
ge

ne
tic

s.
ir

 o
n 

20
26

-0
5-

25
 ]

 

                             8 / 10

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.20084439.1393.9.2.4.5
http://mg.genetics.ir/article-1-1260-fa.html


  ميثم شعباني و همكاران    ...و  T16H ،G10H،DAT يها بررسي اثر اتيلن بر ميزان بيان ژن
 

 1393 تابستان/2شماره / نهمدوره / ژنتيك نوين 159

 

  
   منابع

Atta UR, Basha A, Ghazala M (1976) Synthetic studies 
towards anti leukaemic alkaloids, VII- the partial synthesis 
of vinblastine and vincristine. Tetrahedron Letters 17: 
2351-2354. 
Costa MMR, Hilliou F, Duarte P, Pereira LG, Almeida I, 
Leech M, Memelink J, Barcelo AR, Sottomayor M (2008) 
Molecular Cloning and Characterization of a Vacuolar 
Class III Peroxidase Involved in the Metabolism of 
Anticancer Alkaloids in Catharanthus roseus. Plant 
Physiology 146:403-417. 
De Luca V, Laflamme P (2001) The expanding universe of 
alkaloid biosynthesis. Current Opinion in Plant Biology 
4:225-233. 
Decendit A, Liu D, Ouelhazi L, Doireau P, Merillon JM, 
Rideau M (1992) Cytokini enhanced accumulation of 
indole alkaloids in Catharanthus roseus cell cultures: the 
factors affecting the cytokinin response. Plant Cell Reports 
11:400-403. 
El-Sayed M, Verpoorte R (2004) Growth, metabolic 
profiling and enzymes activities of Catharanthus roseus 
seedlings treated with plant growth regulators. Plant 
Growth Regulation 44:53-58. 
El-Sayed M, Verpoorte R (2007a) Catharanthus terpenoid 
indole alkaloids: biosynthesis and regulation. 
Phytochemistry Reviews 6:277-305. 
El-Sayed M, Verpoorte R (2007b) Influence of growth 
retardants on serpentine accumulation in Cathranthus 
roseus cell suspensions cultures. American Journal of 
Plant Physiology 2:373-377. 
Endt DV, Kijne JW, Memelink J (2002) Transcription 
factors controlling plant secondary metabolism: what 
regulates the regulators? Phytochemistry 61:107-114. 
Gambino G, Perrone I, Gribaudo I (2008) A Rapid and 
Effective Method for RNA Extraction from Different 
Tissues of Grapevine and Other Woody Plants. 
Phytochemical Analysis 19: 520-525. 
Hedhili S, Courdavault V, Giglioli-Guivarch N, Gantet P 
(2007) Regulation of the terpene moiety biosynthesis of 
Catharanthus roseus terpene indole alkaloids. 
Phytochemistry Reviews 6:341-351. 
Kafi M, Kamkar B, Sharifi H, Goldani M (1384) Plant 
physiology. Mashhad ACECR Press, Mashhad, Iran. (In 
Farsi) 
Kutney JP (1977) Studies on the total synthesis of 
bisindole alkaloids in the vinblastine-vincristine series. 
Lloydia 40: 107-126. 
Loyola-Vargas VML, Rosa M, Avalos G, KuCauich R 
(2007) Catharanthus biosynthetic enzymes: the road 
ahead. Phytochemistry Reviews 6:307-339. 
Mukherjee AK, Basu S, Sarkar N, Ghosh AC (2001) 
Advances in cancer therapy with plant based natural 
products. Current Medicinal Chemistry 8:1467-1486. 
 
 

 
 
Murata J, De Luca V (2005) Localization of tabersonine 
16-hydroxylase and 16-OH tabersonine-16-O-
methyltransferaseto leaf epidermal cells defines them as a 
major site of precursor biosynthesis in the vindoline 
pathway in Catharanthus roseus. Plant Journal 44:581-
594. 
Oudin A, Courtois M, Rideau M, Clastre M (2007) The 
iridoid pathway in Catharanthus roseus alkaloid 
Biosynthesis. Phytochemistry Reviews 6:259-276. 
Pan Q, Chen Y, Wang Q, Yuan F, Xing SH, Tian Y, Zhao 
J, Sun X, Tang K (2010) Effect of plant growth regulators 
on the biosynthesis of vinblastine, vindoline and 
catharanthine in Catharanthus roseus. Plant Growth 
Regulation 60:133-141. 
Papon N, Bremer J, Vansiri A, Andreu F, Rideau M, 
Creche J (2005) Cytokinin and ethylene control indole 
alkaloid production at the level of the MEP/terpenoid 
pathways in Catharanthus roseus suspension cells. Planta 
Medica 71:572-574. 
Pasquali G, Goddijn OJM, de-Wall A, Verpoorte R, 
Schilperoort RA, Hoge JHC, Memelink, J (1992) 
Coordinated regulation of two indole alkaloid biosynthetic 
genes from Catharanthus roseus by auxin and elicitors. 
Plant Molecular Biology 18:1121-1131. 
Pauw B, Hilliou FAO, Martin VS, Chatel G, Wolf CJF, 
Champion A, Pre M, Duijn BV, Kijne JW, van der Fits L, 
Memelink J (2004) Zinc Finger Proteins Act as 
Transcriptional Repressors of Alkaloid Biosynthesis Genes 
in Catharanthus roseus. Journal of Biological Chemistry 
279: 52940-52948. 
Roytrakul S, Verpoorte R (2007) Role of vacuolar 
transporter proteins in plant secondary metabolism: 
Catharanthus roseus cell culture. Phytochemistry Reviews 
6:383-396. 
Scott A (1979) Biosynthesis of indole alkaloids. Accounts 
of Chemical Research 3:151. 
Suttipanta N (2011) Characterzation of G10H Promoter 
and Isolation of WRKY Transcription factors Involved In 
Catharanthus Terpenoid Indole Alkaloid Biosynthesis 
Pathway. Dissertation, University of Kentucky, USA. 
Suttipanta N, Pattanaik S, Gunjan S, Xie CH, Littleton J, 
Yuan L (2007) Promoter analysis of the Catharanthus 
roseus geraniol 10-hydroxylase gene involved in terpenoid 
indole alkaloid biosynthesis. Biochimica et Biophysica 
Acta 1769: 139-148. 
Svoboda GH, Blake DA (1975) The phytochemistry and 
pharmacology of Catharanthus roseus (L) G. Don. In: 
Taylor WI, Farnsworth NR, eds. The catharanthus 
alkaloids. New York, NY: Marcel Dekker. 45-83. 
Van der Fits L, Memelink J (2000) ORCA3, a jasmonate 
responsive transcriptional regulator of plant primary and 
secondary metabolism. Science 289:295-297. 
 
 
 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

00
84

43
9.

13
93

.9
.2

.4
.5

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

g.
ge

ne
tic

s.
ir

 o
n 

20
26

-0
5-

25
 ]

 

                             9 / 10

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.20084439.1393.9.2.4.5
http://mg.genetics.ir/article-1-1260-fa.html


  ميثم شعباني و همكاران                         ...و  T16H ،G10H،DAT يها بررسي اثر اتيلن بر ميزان بيان ژن
 

 160  1393تابستان/2شماره/نهمدوره/ ژنتيك نوين

 

Van der Heijden R, Jacobs DI, Snoeijer W (2004) The 
Catharanthus alkaloids: Pharmacognosy and 
biotechnology. Current Medicinal Chemistry 11:1241-
1253. 
Vazquez-Flota F, Hernandez-Domınguez E, Miranda-Ham 
MDL, Monforte M (2009) A differential response to 
chemical elicitors in Catharanthus roseus in vitro cultures. 
Biotechnology Letters 31:591-595. 
Yahia A, Kevers C, Gaspar T, Chenieux J, Rideau M, 
Creche J (1998) Cytokinins and ethylene stimulate indole 

alkaloid accumulation in cell suspension cultures of 
Catharanthus roseus by two distinct mechanisms. Plant 
Science 133:9-15. 
Zhao J, Verpoorte R (2007) Manipulating indole alkaloid 
production by Catharanthus roseus cell cultures in 
bioreactors: from biochemical processing to metabolic 
engineering. Phytochemistry Reviews 6:435-457. 
 

  

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

00
84

43
9.

13
93

.9
.2

.4
.5

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

g.
ge

ne
tic

s.
ir

 o
n 

20
26

-0
5-

25
 ]

 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                            10 / 10

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.20084439.1393.9.2.4.5
http://mg.genetics.ir/article-1-1260-fa.html
http://www.tcpdf.org

