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عنوان شيرين  باشد که به می( ها SG)های شيرين حاوی استويول گليکوزيدها   استويا گياهی با برگ

مطالعات الگوهای بيان ژن در پاسخ به تيمارهای اليسيتوری از . شود کننده طبيعی استفاده می

يک محرک ( SA)يک اسيد ساليسيل. اهميت بسياری برای اهداف بيوتکنولوژيکی برخوردار است

های ثانويه در کشت بافت گياهان دارويی  غيرزيستی است که امروزه جهت افزايش توليد متابوليت

شود  سنتز انحصاری استويول از مسير ترپنوئيدی کلروپلاست شروع می. گيرد مورد استفاده قرار می

منجر به سنتز ( KA13H)يلاز و با توليد آن از کائورنوئيک اسيد توسط کائورنوئيک اسيد هيدروکس

های مختلف  در اين آزمايش، اثر غلظت. شود می Aگليکوزيدهايی چون استويوزيد و ريبوديوزيد 

ساليسيليک اسيد بر برخی صفات مورفولوژيک، ميزان استويول گليکوزيدها و نيز مقدار بيان ژن 

ها با  داد که ميزان آننتايج صفات مورفولوژيک نشان . مورد بررسی قرار گرفت KA13Hکليدی 

و بيان ژن حاکی  HPLCهای حاصل از  داده. کند افزايش غلظت ساليسيليک اسيد، کاهش پيدا می

 KA13Hو بيان ژن  SGميکرومولار دارای بالاترين ميزان توليد  05از آن است که استويا در غلظت 

نتايج نشان . لار مشاهده شدميکرومو 50در غلظت  Aترين ميزان ريبوديوزيد  چنين بيش هم. باشد می

که سبب افزايش يک نوع گليکوزيد  های مختلف ساليسيليک اسيد بيش از آن دهد که غلظت می

دهنده تأثير يک  از طرفی، نتايج نشان. است خاص شود باعث تغيير نسبت بين گليکوزيدها شده

  .تهای پس از رونويسی، ترجمه و پس از ترجمه در اين فرآيند اس سری مکانيسم
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که اغلب برگ  Stevia rebaudiana Bertoniاستویا با نام علمی 

این . است  Asteraceaeشود عضوی از خانوادهشیرین نامیده می

گیاه علفی چند ساله کوچک بومی آمریکای جنوبی است و امروزه 

 Soejarto)شود  به فراوانی در بسیاری از کشورها کشت می

دلیل  عنوان یک گیاه مهم تجاری به ادیانا بهاستویا ریب(. 2003

خواص ضد قند خون بالا، ضد فشار خون بالا و ضد سرطان در 

چنین نقش  هم(. Dey et al. 2013)های پزشکی کاربرد دارد درمان

کلیدی در پیشگیری از پوسیدگی دندان، چاقی و مشکلات 

قوی با های بسیار  کننده شیرین(. Liu et al. 2003)گوارشی دارد 

نامیده ( SG)ارزش بالا در این گیاه، استویول گلیکوزیدها 

، استویوزید و A، دالکوزید A – Fشوند مانند ریبودیوزید  می

شوند  ها سنتز می طور ویژه در برگ استویول بیوزید که به

(Lemus-Mondaca et al. 2012 .) در میانSG  ،های مختلف

وجود در برگ است که ترین ترکیب شیرین م استویوزید فراوان

 ;Singh and Rao 2005)باشد  تر از شکر می برابر شیرین 099

Modi et al. 2014) .کنندگی قوی این  این خصوصیت شیرین

های با پتانسیل  کننده ها به عنوان شیرین ترکیبات و استفاده از آن

ها را موضوع مهم و مورد علاقه علمی و تجاری قرار داده  بالا آن

های مهم ترکیبات  یکی از ویژگی(. Soejarto 2003)است  

استویول گلیکوزیدها در صنعت نسبت استویوزید به ریبودیوزید 

A به این دلیل که ریبودیوزید . استA  احساس تلخی بعد از

دهد قند مطلوبتری نسبت به مصرف استویوزید را کاهش می

 Aدر مطالعات هدف افزایش نسبت ریبودیوزید . استویوزید است

    (.Michalec-Warzecha et al. 2016)به استویوزید است 
استویول گلیکوزیدها مسیر تولید مشترکی با جیبرلیک اسید به 

-C-methyl-D-2عنوان یک ترپنوئید دارند و هر دو از مسیر 

erythrose-4-phosphate (MEP)  که در داخل پلاستیدها عمل

ها و  کوزیدها در برگشوند و در نتیجه این گلی کند مشتق میمی

 Bondarev)شوند  ها سنتز می در مقادیر بسیار جزئی در دیگر اندام

et al. 2003 .) سنتزSG های های مزوفیل برگها منحصرا در سلول

توانند  ها را می درصد وزن خشک برگ 29دهد و تا استویا رخ می

غلظت استویول گلیکوزیدها (. Brandle et al. 1998)شامل شوند 

دهنده تمایل  برابر بیشتر از جیبرلیک اسید است که نشان 19999

 Brandle) است MEPها در مسیر  SGاین گیاه به سمت تولید 

and Telmer 2007) . در این مسیر همه مراحل تا کائورن در

پلاستیدها، یکی از دو مرحله اکسیداسیون روی سطح شبکه 

توپلاسم اتفاق دهد و گلیکوزیلاسیون در سی آندوپلاسمی رخ می

(. Brandle et al. 2002; Brandle and Telmer 2007)افتد می

ها در بیوسنتز سیتوکروم گیاهی به دلیل توانایی آن P450های آنزیم

های ثانویه مختلف با خواص بیولوژیکی در بیوتکنولوژی  متابولیت

های مطالعه شده با  ترپن کائورنوئیک اسید یکی از دی. اند مهم

 .Villa-Ruano et al)های بیولوژیک است وسیعی از فعالیتدامنه 

بیوسنتز استویول از بیوسنتز جیبرلین با هیدروکسیلاسیون (. 2015

جدا ( KA13H)هیدروکسیلاز  -10آنزیم کلیدی کائورنوئیک اسید 

این اولین مرحله در سنتز استویول (. Kundu et al. 2014)شود می

ز اهمیت قابل توجهی در این آنزیم ا. گلیکوزیدها است

و  Lucho et al. (2018) ،KA13H. بیوتکنولوژی برخوردار است

های چند ژن دیگر مسیر بیوسنتزی استویول گلیکوزیدها را ژن

ثری ؤطور متواند بهپاسخ دهنده به الیسیتور معرفی کردند که می

عضوی از  KA13H. برداری تنظیم شودحداقل در سطح نسخه

قرار دارد و  ERاست که بر روی غشای  CYPsنی خانواده پروتئی

ساز برای اسکلت پیش 10گروه هیدروکسیل را در موقعیت کربن 

در حالی . دهدهای شناخته شده به نام استویول قرار میSGسنتز 

در موقعیت کربن هفتم منجر به  OHکه اضافه شدن یک گروه 

ها است سازی برای همه جیبرلینعنوان پیش که به GA12سنتز 

که در  UGT، چهار KA13Hپس از تولید استویول توسط . شودمی

سیتوزول قرار دارند طی فرآیند گلیکوزیلاسیون تولید استویول 

 (.  1شکل ( )Singh et al. 2017)کنند گلیکوزیدها را می

 مسیر بیوسنتزی استویول گلیکوزیدها -1شکل 

  مقدمه
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دین استراتژی با توجه به ارزش تجاری استویول گلیکوزیدها، چن

های بیوتکنولوژیکی برای ایجاد یا بهبود بیوسنتز این متابولیت

روش کشت آزمایشگاهی . است کار گرفته شده ثانویه در استویا به

برداری تجاری  عنوان جایگزینی مناسب برای مطالعه و نیز بهره به

ای  از تجمع ترکیبات زیست فعال تحت شرایط محیطی و تغذیه

باشد، چرا که حضور این ترکیبات در گیاهان به  کنترل شده می

. شدت وابسته به شرایط کشت و فاکتورهای اقلیمی است

های کلونال استویا  های کشت آزمایشگاهی برای تکثیر توده تکنیک

در مقیاس تجاری، از جمله استفاده از بیوراکتورهای بزرگ 

شود  های تولید گیاهان استفاده می منظور کاهش هزینه به

(Álvarez-Robles et al. 2016 .) هر چیزی )استفاده از الیسیتورها

عنوان یک روش امیدوارکننده  به( با طبیعت فیزیکی یا شیمیایی

 .Gupta et al)برای افزایش تجمع این ترکیبات کاربرد دارد 

2014; Álvarez-Robles et al. 2016; Bayraktar et al. 2016; 

Yoneda et al. 2017 .)عنوان الیسیتور  ها به فراوانی به رمونفیتوهو

که یک فیتوهورمون ( SA)سالیسیلیک اسید . شونداستفاده می

های دفاعی گیاه در  دلیل نقش مهم آن در پاسخ فنولیک است به

ثر ؤها و حشرات به عنوان یک الیسیتور شیمیایی م برابر پاتوژن

قائی مکانیسم ال(. Lucho et al. 2018)شود  کار گرفته می به

های دفاعی و فعال کردن دلیل القاء بیان ژن الیسیتورها عموما به

های ثانویه مورد توجه است مسیرهای دفاعی مرتبط با متابولیت

(Wang et al. 2007 .) کاربرد خارجی سالیسیلیک اسید منجر به

های دفاعی گیاه  دلیل القاء پاسخ های ثانویه بهتجمع متابولیت

مثلا در مطالعات تولید تاکسول (. Bayraktar et al. 2016)شود  می

، تروپان آلکالوئیدها در ((Taxus chinensis Wang et al. 2007در 

Scopolia parviflora (Kang et al. 2004 ) وJaceosidin  و

Syringing  درSaussurea medusa (Yu et al. 2006)  نشان داده

ه ترپنوئیدها مؤثر است سالیسیلیک اسید بر متابولیسم ثانوی شده

ترپنوئیدهای   تری  همچنین سالیسیلیک اسید تجمع. است

بیان القاء  جینسنوزین را در جنسینگ و گلیسیرهیزین را در شیرین

ای  در مطالعه(. Ali et al. 2006; Shabani et al. 2009)کند  می

میکرومولار  199و  09کاربرد الیسیتور سالیسلیک اسید به میزان 

های شت، سنتز استویوزید را در مقایسه با گیاهچهدر محیط ک

 199در تیمار )تیمار نشده در شرایط آزمایشگاهی افزایش داد 

( برابر بیشتر در مقایسه با گیاهان شاهد 10/1میکرومولار 

(Bayraktar et al. 2016 .) در بررسی اثر متیل جاسمونات و

ای  ون شیشهسالیسیلیک اسید بر محتوای استویوزید در شرایط در

دار  پاشی هر دو محرک باعث افزایش معنیاستویا، محلول

 Hoseini)است  استویوزید در مقایسه با تیمار شاهد شده

Hashemzadeh et al. 2013 .) 20/9در تحقیقی دیگر اضافه کردن 

طور موثری به MSگرم در لیتر سالیسیلیک اسید به محیط  میلی

مقایسه با شاهد افزایش داد و  را در Aاستویوزید و ریبودیوزید 

 09/0میزان  به Aمنجر به تولید بیشترین مقدار ریبودیوزید 

دلیل فعال کردن  که به. گرم در گرم وزن خشک کالوس شد میلی

مسیرهای سیگنالینگ درگیر در بیوسنتز این استویول گلیکوزیدها 

ای در شرایط در مطالعه(. Golkar et al. 2018)عنوان شده است 

میکرومولار سالیسیلیک اسید، بیان ژن  199یدروپونیک تیمار ه

KA13H  های بعدی  ساعت کاهش داد اما در زمان 20را در تیمار

نسبت به شاهد افزایش بیان نشان ( ساعت 02و  72، 01)تیمار 

و چند ژن دیگر مسیر،  KA13Hدهد که این تحقیق نشان می. داد

طور توانند بهمیباشند که  می دهنده به الیسیتورهای واکنشژن

 .Lucho et al)برداری تنظیم شوند ثری حداقل در سطح نسخهؤم

2018 .)KA13H ها است که دارای  ی بیوسنتز جیبرلین شاخهسر

ظرفیت هدایت جریان متابولیکی به سمت بیوسنتز استویول 

بنابراین افزایش (. Humphrey et al. 2006)باشد گلیکوزیدها می

 .شودی آن باعث افزایش در تولید استویوزید میدر رونویس

(2014)Moradi Peyvandi et al.  های در مطالعه تاثیر غلظت

 2افزایش بیان را در  KA13Hمختلف متیل جاسمونات بر بیان ژن 

نشان ها همچنین  آن. ساعت بعد از تیمار مشاهده کردند 01تا 

 های مختلف متیل جاسمونات بیش از آنکه سبب که غلظت دادند

افزایش یک نوع گلیکوزید شود باعث تغییر نسبت بین این دو 

چندین آزمایش برای مشخص  علاوه بر این .شود گلیکوزید می

های درگیر در مسیر بیوسنتزی  برداری ژن کردن سطوح نسخه

 ;Modi et al. 2014)است  استویول گلیکوزیدها انجام شده

Mandal et al. 2015; Behroozi et al. 2017; Hajihashemi and 

Genus 2017; Kilam et al. 2017; Yoneda et al. 2017  .) با این

تحت  KA13Hوجود اطلاعات بسیار اندکی در زمینه بیان ژن 
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تیمار الیسیتوری سالیسیلیک اسید در شرایط کشت بافت وجود 

 .دارد

هر چند که میزان تولید گلیکوزیدها در گیاه استویا بسیار بالاتر از 

های ثانویه در گیاهان دیگر است، با این وجود  تابولیتسایر م

گذاری یک روش مناسب برای تولید بیشتر مقرون به صرفه  پایه

با توجه به استفاده از . است و بهره اقتصادی بالایی خواهد داشت

عنوان الیسیتور برای تولید ترکیبات خاص  برخی مواد شیمیایی به

عت، هدف از این مطالعه با ارزش افزوده مورد علاقه در صن

بررسی اثر الیسیتور سالیسیلیک اسید بر روی برخی صفات رشدی 

 KA13Hگیاه و محتوای استویول گلیکوزیدها و نیز سطح بیان ژن 

های درگیر در مسیر بیوسنتزی استویول گلیکوزیدها در برگ

 .استویا ریبادیانا است

 

از گلخانه پژوهشکده ( Stevia rebaudiana Bertoni)گیاه مادری 

مواد گیاهی . گیاهان دارویی جهاد دانشگاهی واحد کرج تهیه شد

. قبل از قرار گرفتن در شرایط آزمایشگاهی باید استریل شوند

های بنابراین قبل از فرآیند استریلیزاسیون، خاک باقیمانده و بخش

به ها با آب روان نمونه. های خشک آن حذف شدندمرده و برگ

دقیقه شسته شده و سپس زیر هود لامینار به مدت یک  29مدت 

به مدت ده دقیقه با هیپوکلریت  پس درصد و 79دقیقه با الکل 

پس از پنج بار شستشو با  .درصد شستشو داده شدند 20سدیم 

ها آب مقطر استریل، جهت حذف عوامل ضد عفونی کننده، نمونه

 0/9ساقه به قطعات ها،  بعد از حذف برگ. آماده کشت شدند

و . متری تقسیم شد که هر قطعه دارای دو جوانه جانبی بود سانتی

کننده رشدی کشت  فاقد هر گونه تنظیم MSسپس در محیط 

ها هر یک ماه یک بار جهت به دست عمل واکشت نمونه. شدند

محیط کشت مورد استفاده . آوردن گیاهان یکپارچه صورت گرفت

گرم  09تهیه شده با ( یگ و اسکوگموراش) MSدر این آزمایش 

گرم در  7، 1/0محیط روی  PHپس از تنظیم . در لیتر ساکارز بود

گراد تحت فشار  درجه سانتی 121لیتر آگار به محیط اضافه و در 

محلول ذخیره سالیسیلیک . دقیقه اتوکلاو شد 29بار به مدت  10

زیر  مولار در حلال اتانول ساخته شد و میلی 29اسید با غلظت 

های  استریل و در غلظت µm 22/9هود لامینار با استفاده از فیلتر 

پس از اتوکلاو به ( میکرومولار 199و  70، 09، 20صفر، )مد نظر 

های  های گره استویا در محیط ریزنمونه. ها اضافه شد محیط کشت

کشت حاوی سطوح متفاوت تیمار سالیسیلیک اسید کشت شدند 

گراد و شدت نور  درجه سانتی 20 و در اطاقک رشد در دمای

ساعت به مدت یک ماه  12/  1لوکس تحت فتوپریود  2999

های  گیری سی روز پس از کاشت، اندازه. نگهداری شدند

مورفولوژیکی شامل تعداد ساقه، طول ساقه، تعداد برگ، ماکزیمم 

وزن تر . طول و عرض برگ، وزن تر و خشک گیاهچه انجام شد

داشت و وزن خشک پس از خشک کردن بلافاصله بعد از بر

ساعت  01گراد به مدت  درجه سانتی 29گیاهان در آون 

آوری و  جمع HPLCها نیز جهت انجام برگ. گیری شد اندازه

 .خشک شدند

گرم از بافت  2/9گیری استویول گلیکوزیدها مقدار برای اندازه

لیتر  میلی 20برگ خشک گیاه را در هاون چینی ساییده و مقدار 

حجم استونیتریل به آن افزوده و  0حجم آب و  7مخلوط 

دقیقه با استفاده از دستگاه  29ورتکس شد سپس به مدت 

اولتراسونیک استخراج انجام گرفت و در پایان به مدت چهار 

سپس محلول . دور بر دقیقه سانتریفیوژ شد 0999دقیقه با سرعت 

و پس از  رقیق شد HPLCبا فاز متحرک  19به  1رویی به نسبت 

مورد  HPLCجهت آنالیز  µm 00/9عبور از فیلتر سرسرنگی 

در روش کروماتوگرافی مایع با کارآیی بالا . استفاده قرار گرفت

جداسازی بر پایه تفاوت قطبیت ماده مورد جداسازی در دو فاز 

های استاندارد استویوزید و محلول. شودساکن و متحرک انجام می

گیری میزان برای اندازه( ، آلمانSigmaشرکت )ریبودیوزید 

فاز ساکن . استویول گلیکوزیدها مورد استفاده قرار گرفتند

از جنس فولاد ضدزنگ یا شیشه و فاز متحرک  HPLCهای  ستون

( هیدروکربن)و غیرقطبی ( الکل)های قطبی ترکیبی از حلال

فاز متحرک، اجزای نمونه ( قطبیت)های باشد و با تغییر حلال می

پیک هر کدام از دو ماده بر اساس زمان . شودجدا می از هم

بازداری مشخص و میزان هر یک بر اساس سطح زیر منحنی پیک 

در این آزمایش از . و با استناد به منحنی استاندارد تعیین شد

 LICHROSPHER، نوع ستون KNAUERمدل  HPLCدستگاه 

100 NH2 5µm 25×0.46 cm مدل پمپ ،(KNAUER- 

  ها مواد و روش
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K1001)ل دتکتور ، مد(KNAUER-UV 210 nm (K2501)) ،

 -HPLCو فاز متحرک آب با درجه  ml/min 1سرعت جریان 

 .استفاده شدHPLC (29/19 )استونیتریل با درجه 

RNAهای سی روزه طبق روش  ی کل از بافت برگ کشت

استخراج  RNX Plus [Cinna Gene]پیشنهادی شرکت سازنده 

و  فاده از دستگاه نانودراپی کل با استRNAکمیت و کیفیت . شد

با  cDNAسپس . تعیین شد درصد 0/1الکتروفورز ژل آگارز 

ی کل با استفاده از کیت سنتز RNAنانوگرم از  099استفاده از 

cDNA  یTAKARA  ژاپن بر اساس دستورالعمل شرکت سازنده

، GAPDHسپس با استفاده از آغازگرهای ژن مرجع . ساخته شد

در این . انجام شد PCRخته شده واکنش های سا cDNAبر روی 

 0/7و  cDNAماکرولیتر از  1ماکرولیتر از هر آغازگر،  1واکنش 

استفاده شد و حجم واکنش  MasterMix Ampliconماکرولیتر از 

به این شرح  PCRبرنامه دمایی . ماکرولیتر در نظر گرفته شد 10

درجه  00واسرشت اولیه به مدت ده دقیقه در دمای : بود

: چرخه بدین صورت در نظر گرفته شد 00گراد و  سانتی

گراد، اتصال  درجه سانتی 00ثانیه در دمای  09سازی  واسرشت

ثانیه در  09گراد و بسط  درجه سانتی 01ثانیه در دمای  09آغازگر 

 72بسط نهایی هفت دقیقه با دمای . گراد درجه سانتی 72دمای 

با غلظت ) ی سنتز شدهcDNAیک ماکرولیتر از  .گراد درجه سانتی

 استفاده Real time PCRعنوان الگو برای  به( نانوگرم 099تا  299

هیدروکسیلاز با  -10آغازگرها برای ژن کائورنوریک اسید . شد

عنوان  به GAPDHو  NCBIتوجه به اطلاعات ژنومی موجود در 

 BatchPrimer3افزار دار برای گیاه استویا با استفاده از نرم ژن خانه

(http://probes.pw.usda.gov/batchprimer3/)   طراحی(Singh 

et al. 2017)  این (. 1جدول )و توسط شرکت سیناژن ساخته شد

های مزبور در بانک اطلاعاتی  پرایمرها از نظر تکثیر اختصاصی ژن

NCBI  و به کمکPrimer BLAST  مورد بررسی و تأیید قرار

 PCRواکنش . بررسی شدنیز  PCRها با  گرفتند و عملکرد آن

ماکرولیتر، با استفاده از کیت مستر  10زمان واقعی در حجم نهایی 

 Real timeو دستگاه ( SYBR Premix Ex Taq II)میکس تاکارا 

PCR  مدلRotor-Gene Q  و طبق شرایط شرکت سازنده

(QIAGEN Hilder, Germany )انجام شد .CDNA ی استفاده

برداری  فراوانی نسخه. کند می( انهچرخه آست) CTشده تولید یک 

نرمال شد  ΔΔCT 2-ژن هدف با استفاده از ژن کنترل طبق روش 

(Livak and Schmittgen 2001 .) برای هر تکرار بیولوژیک سه

   .تکرار تکنیکی در نظر گرفته شد

ΔΔCT = (CT of treated sample - CT of reference) - (CT of 

control sample-CT of reference) 
همه آزمایشات در قالب طرح کاملا تصادفی با سه تکرار و پانزده 

ها با استفاده از بررسی آماری داده. نمونه برای هر تکرار انجام شد

ها و مقایسه میانگین داده( ANOVA)تجزیه واریانس یک طرفه 

افزار با نرم( P≤0/05)ای دانکن با استفاده از آزمون چند دامنه

 . صورت گرفت( 0نسخه ) SASآماری 

 

 

 
 (KA13H)هیدروکسیلاز  -10و ژن کائورنوئیک اسید  GAPDHتوالی آغازگرهای استفاده شده ژن  -1جدول 

اندازه قطعه تکثیر شده  توالی آغازگرها ژن

(bp) 

 کد دسترسی

  Accession number 

KA13H Forward primer: 5'-CCTTCCATTTGGAGCAGGTA-3' 

Reverse primer: 5'-TTGGATTGTCCCTTTCAAGC-3' 

112 DQ398871.3 

GAPDH Forward primer: 5'-CCAGCCTTAGCATCAAAGAT-3' 

Reverse primer: 5'-GCCATTAAGGAGGAATCAGA-3' 

07 KC508619.1 
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تقریبا سه روز بعد از . های دو تایی استگیاه استویا دارای گره

های رشد استفاده نشد در  کنندهظیمها، چون از تنکشت ریزنمونه

تمامی سطوح تیماری بین یک تا دو ساقه از هر ریزنمونه به دست 

میکرومولار  70بیشترین تعداد ساقه مربوط به تیمار . آمد

داری  سالیسیلیک اسید بود هر چند که بین تیمارها اختلاف معنی

از لحاظ طول ساقه در هر ریزنمونه اختلافات . وجود نداشت

که بیشترین طوریداری بین سطوح تیماری مشاهده شد بهعنیم

میکرومولار سالیسیلیک اسید و  20طول ساقه مربوط به سطح 

اگرچه از . میکرومولار آن بود 199کمترین آن مربوط به سطح 

داری بین سطوح تیماری وجود  نظر تعداد برگ اختلاف معنی

ه شاهد و کمترین نداشت، با این حال بیشترین تعداد برگ در گرو

میکرومولار سالیسیلیک اسید  199آن در گروه تیمار شده با 

دار از نظر صفت طول و عرض برگ اختلاف معنی. مشاهده شد

درصد بین تیمارها مشاهده شد بیشترین مقدار مشاهده  0در سطح 

 199شده مربوط به شاهد و کمترین آن مربوط به تیمار 

اندام هوایی نیز با افزایش میزان  وزن تر و خشک. میکرومولار بود

سالیسیلیک اسید کاهش یافت که در واقع کاهش وزن به دلیل 

این اختلافات . های کوتاه با ابعاد کوچکتر برگ استایجاد ساقه

بیشترین مقدار وزن تر و خشک . دار بوددرصد معنی یکدر سطح 

میکرومولار  199در سطح شاهد و کمترین آن مربوط به تیمار 

نتایج نشان دهنده اثر منفی (. 0و  2جداول )الیسیلیک اسید بود س

های بالاتر بر صفات رشدی گیاه سالیسیلیک اسید در غلظت

 .استویا است

های مختلفف سالیسفیلیک اسفید بفر صففات      در بررسی اثر غلظت

رشدی گیاه استویا نشان داده شده است که میزان صففات رشفدی   

میکرومففولار  299و در تیمففار در تیمففار شففاهد بیشففترین مقففدار  

کمترین مقدار بوده است و با اففزایش غلظفت سالیسفیلیک اسفید     

 .Bayraktar et al)مورد استفاده به تدریج رشد کاهش یافته است 

 Hoseini Hashemzadeh et al. 2013همچنفین پفژوهش   (. 2016

هفای مختلفف سالیسفیلیک اسفید بفر گیفاه        نشان داده است غلظت

 .داری را در تعداد شاخساره ایجاد نکرده است معنیاستویا تفاوت 

هفا  سالیسیلیک اسید نقش مهمی در دفاع بر ضد حملات میکروب

هفا و در  های غیر زنفده ماننفد زخفم    و گیاهخواران، و بر ضد تنش

بنابراین در بسیاری از موارد از آن بفه  . گیری ازن داردمعرض قرار

شففود اسففتفاده مففیهففای درون شیشففه عنففوان الیسففیتور در کشففت

(Muffler et al. 2011 .)     دهفد کفه   نتفایج ایفن تحقیفق نشفان مفی

کل تاثیر چندانی نداشفته   SGالیسیتور سالیسیلیک اسید روی تولید 

 .است و باعث افزایش بسیار اندک آن شده است

میکرومفولار میفزان    09با افزایش میزان سالیسیلیک اسید تا غلظت 

SG کنفد، بفه   آن شروع بفه کفاهش مفی    کل افزایش یافته و بعد از

کل تقریبا برابر بفا شفاهد    SGمیکرومولار میزان  199که در طوری

رونفد   SGیعنی با افزایش غلظت سالیسیلیک اسید میفزان  . شودمی

 .کندکاهشی پیدا می

 

 
 ستویاتجزیه واریانس اثر سطوح مختلف تیمار سالیسیلیک اسید بر صفات مورفولوژیکی مورد بررسی ا -2جدول 

 91/9و  90/9دار در سطوح احتمال  دار و معنی ترتیب غیر معنی به **و  *

  نتایج و بحث

درجه  منابع تغییر

 آزادی

تعداد برگ در  طول ساقه تعداد ساقه

 گیاهچه

عرض برگ  (cm)طول برگ 

(cm) 

وزن خشک اندام  (gr)وزن تر اندام هوایی 

 (gr)هوایی 

 ns997/9 **17/0 ns 27/19 *17/9 *97/9 **92/9 **991/9 0 غلظت

 991/9 991/9 92/9 90/9 07/00 21/1 90/9 19 خطا

 07/1 20/0 0/29 07/11 02/22 00/10 01/1  )%(غییرات ضریب ت
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 هفته از اعمال 0های متفاوت سالیسیلیک اسید روی صفات مورفولوژیک بعد از اثر غلظت -0جدول 

غلظت 

سالیسیلیک 

 (Mµ)اسید 

وزن تر اندام  (cm)عرض برگ  (cm)طول برگ  عداد برگ در گیاهچهت (cm)طول ساقه  تعداد ساقه

 (gr)هوایی 

وزن خشک اندام 

 (gr)هوایی 

 a11/9 ± 10/1 ab91/1 ± 01/1 a97/9 ±  22 a1/9 ± 90/2 a91/9 ± 02/9 a91/9 ± 07/9 a99/9 ± 97/9 شاهد

20 a11/9 ± 10/1 a1/9 ± 00/0 ab 71/0 ± 0/20 ab10/9 ±  12/1 ab 10/9 ± 71/9 b99/9 ± 02/9 b 99/9 ± 900/9 

09 a11/9 ± 10/1 bc0/9 ± 92/7 b27/0 ± 0/20 abc92/9 ± 27/1 ab90/9 ± 7/9 c99/9 ± 02/9 bc99/9 ± 900/9 

70 a99/9 ±  9/2 c10/9 ± 07/0 b72/1 ± 0/20 bc97/9 ± 00/1 ab90/9 ±  21/9 d99/9 ± 21/9 cd99/9 ± 920/9 

199 a11/9 ± 10/1 c10/9 ± 0/0 c7/0 ± 0/21 c90/9 ± 00/1 b90/9 ± 0/9 d91/9 ± 22/9 d99/9 ± 920/9 

 .دار نیستای دانکن، حروف یکسان دارای تفاوت معنیها با استفاده از آزمون چند دامنهمقایسه میانگین

 

به  Aنکته قابل توجه در این نتایج افزایش نسبت ریبودیوزید 

این نسبت به تدریج . استویوزید با مصرف سالیسیلیک اسید است

ین نسبت میکرومولار بالاتر 70افزایش یافته تا این که در 

 199به استویوزید را داشته و بعد از آن در غلظت  Aریبودیوزید 

نظر  به. میکرومولار تقریبا هیچ ریبودیوزیدی تولید نشده است

کنندگی های بالا، سالیسیلیک اسید اثر ممانعترسد در غلظت می

 Aبیشترین مقدار ریبودیوزید . دارد Aبر روی تولید ریبودیوزید 

 20و  09رومولار و پس از آن در غلظت میک 70در تیمار 

توان گفت مناسبتربن غلظت بنابراین می. دست آمد میکرومولار به

که بهترین قند در استویا است در اینجا  Aبرای تولید ریبودیوزید 

میکرومولار بوده است همچنین عملکرد کل  70غلظت 

و  09در تیمارهای  Cو  Aگلیکوزیدهای استویوزید و ریبودیوزید 

 (. 0و  2 های شکل)میکرومولار بیشتر از سایرین بود  70

 299و  199، 09های در بررسی اثر سالیسیلیک اسید در غلظت

میکرومولار بر روی گیاه استویا، تیمار سالیسیلیک اسید به میزان 

ثر بوده و میزان تولید در ؤبسیاری بر روی تولید استویوزید م

ار بوده و پس از در غلظت میکرومولار بیشترین مقد 09غلظت 

این محققان . میکرومولار استویوزید فراوانی تولید شد 199

 Bayraktar)ای در ترکیبات استویا مشاهده نکردند  Aریبودیوزید 

et al. 2016 .)Golkar et al. (2018)  در کشت کالوس استویا

سالیسیلیک  mg/l 20/9را در غلظت  Aبالاترین مقدار ریبودیوزید 

های  ای تحریک استویا با غلظت در مطالعه. مشاهده کردنداسید 

داری روی تولید  مختلف سالیسیلیک اسید دارای اثر معنی

بود و میزان آن با افزایش غلظت سالیسیلیک اسید  Aریبودیوزید 

افزایش پیدا کرده و با افزایش غلظت سالیسیلیک اسید  mg/l 09تا 

 .Tahmasi et al)ده است کاهش پیدا کر mg/l 129تا  mg/l 09از 

2017 .) 

 

 
های مختلف  مجموع میزان بیوسنتز استویول گلیکوزیدها در غلظت -2شکل 

 های استویا ریبادیانا سالیسیلیک اسید در برگ

 

 
های مختلف تیمار سالیسیلیک اسید بر میزان استویوزید،  تأثیر غلظت -0شکل 

 یا ریبادیاناهای استو در برگ Cو ریبودیوزید  Aریبودیوزید 
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های استویا ریبادیانا برتونی مقدار زیادی استویول گلیکوزید  برگ

تواند بسیار وابسته ها میکنند، که غلظت آنرا در خود انباشته می

برای بررسی بیان . به ژنوتیپ، شرایط رشدی و مرحله نموی باشد

از آغازگرهای اختصاصی طراحی شده برای این ژن  KA13Hژن 

عنوان کنترل داخلی برای بررسی  نیز به GAPDHشد، ژن استفاده 

نسبت به این ژن مورد استفاده قرار  KA13Hمقایسه کمی بیان 

برای هر . است برای این ژن بهینه شده PCRتمامی شرایط . گرفت

، RNAانجام شد و از هر  RNAمرحله از سه تکرار، استخراج 

cDNA  سنتز شد و در نهایتRT- PCR نتایج . انجام گرفت

ژن مرجع . نرمال سازی شد GAPDHدست آمده با ژن مرجع  به

عنوان کنترل داخلی، الگوی بیان  استفاده شده در این تحقیق به

ها منحنی ذوب یکسان  همچنین برای کلیه نمونه. ثابتی را نشان داد

. ارزیابی شد p-valueبا  KA13Hغلظت نسبی ژن (. 0شکل )بود 

تحت سطوح مختلف الیسیتوری با  KA13Hالگوی رونویسی ژن 

دست آمده از ژن مرجع و ژن هدف و  های به CTتوجه به 

های حاصل  نتایج تجزیه واریانس داده. ها متفاوت بودمحاسبه آن

دار بین تیمارها در  دهنده اختلاف معنی ، نشانKA13Hاز بیان ژن 

میکرومولار  09در غلظت  KA13Hژن . درصد بود یکسطح 

سید بیشترین بیان را در مقایسه با تیمار شاهد داشت سالیسیلیک ا

. میکرومولار بیشترین بیان مشاهده شد 70و پس از آن در غلظت 

میکرومولار تفاوت  199و  20بین سطوح تیماری صفر، 

بالا بودن مقدار استویول (. 0شکل )داری مشاهده نشد  معنی

 بودن میکرومولار همسو با بالا 70و  09گلیکوزیدها در غلظت 

در این غلظت نسبت به سایر سطوح  KA13Hمیزان بیان ژن 

در  KA13Hسالیسیلیک اسید احتمالا باعث افزایش بیان ژن . است

میکرومولار و نیز افزایش تبدیل استویوزید  70و  09های غلظت

میکرومولار میزان بیان و  70است در غلظت  شده Aبه ریبودیوزید 

ش یافته با این حال میزان تبدیل به استویول گلیکوزیدها کمی کاه

میکرومولار بیان نسبت  199در غلظت . بیشتر است Aریبودیوزید 

به شاهد بیشتر شده که باعث افزایش بسیار اندکی در میزان 

در این سطح استویول . است استویول گلیکوزیدها شده

گلیکوزیدها بیشتر به شکل استویوزیدند و میزان کمتری از آن 

در این سطح  Aاست ریبودیوزید  شده Cریبودیوزید  تبدیل به

در نتیجه افزایش غلظت سالیسیلیک اسید اثر . مشاهده نشد

 Lucho. ممانعت کنندگی بر تبدیل استویوزید به ریبودیوزید دارد

et al. (2018)  ساعت پس از تیمار استویا با سالیسیلیک  20در

 KA13Hاسید تحت شرایط هیدروپونیک کاهش بیان را در 

ثر ؤتواند به دلیل نقش م دست آمده می نتایج به. مشاهده کردند

کننده مسیرهای درگیر در سنتز  عنوان یک فعال سالیسلیک اسید به

 copalyl diphosphate synthase)های  متابولیت ثانویه و آنزیم

and ent-kaurene synthase ) درگیر در تولید کائورنوئیک اسید

(Brandle and Telmer 2007 )ساز سنتز ریبودیوزید که پیشA 

با این وجود، اثرات الیسیتورها بر تجمع استویول . است باشد

گلیکوزیدها وابسته به نوع و غلظت الیسیتورها، عملکرد 

ها روی مسیر درگیر در سنتز گلیکوزیدها و مدت  فیزیولوژیکی آن

به ها SGبه عنوان مثال، محتوای . باشدزمان پس از تحریک می

و خشکی ( Gupta et al. 2014)های شوری هنگام کاربرد تنش

(Hajihashemi and Geuns 2017 )ای کاهش طور قابل ملاحظه به

 .   کندپیدا می

 

 
 KA13H منحنی ذوب برای ژن  -0شکل 

 

 
های استویا تحت در برگ KA13Hتغییرات مقدار نسبی بیان ژن  -0شکل 

 تیمار سالیسیلیک اسید
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در بین سطوح الیسیتوری به طور  KA13Hکه میزان بیان ژن با این

داری در میزان استویول  داری متفاوت است ولی تفاوت معنیمعنی

های پاسخ KA13Hبه عبارتی ژن . گلیکوزیدها مشاهده نشد

متفاوتی به سطوح تیمار سالیسیلیک اسید نشان داد بنابراین ممکن 

قیمی روی سطح بیان این ژن است الیسیتور استفاده شده تاثیر مست

معمولا افزایش سطوح رونویسی یک ژن به افزایش . نداشته باشد

های ثانویه سنتز شده از طریق آن مسیر در میزان متابولیت

ولی (. Modi and others 2014)شود بیوسنتزی خاص منجر می

داری در میزان استویول گلیکوزیدها نسبت در اینجا افزایش معنی

های این ممکن است به دلیل مکانیسم. شاهد وجود نداردبه تیمار 

ای ایجاد شود که نه تنها در سطح رونویسی قابل ایجاد پیچیده

هستند، بلکه همچنین شامل تغییرات پس از رونویسی، ترجمه و 

های  RNAهمچنین وجود میکرو  .شوندپس از ترجمه نیز می

ست باعث های مرتبط با مسیر بیوسنتزی ممکن ا تنظیمی ژن

برای اولین بار میکرو  .Saifi et al (2015) .تفاوت در بیان شوند

RNA های هدف مسیر بیوسنتزی استویول گلیکوزیدها را  های ژن

رسد  نظر می با این حال به. در استویا ریبادیانا شناسایی کردند

که باعث افزایش میزان استیووزید کل  سالیسیلیک اسید بیش از آن

 .دهد این استویول گلیکوزیدها را تغییر میشود نسبت بین 

کننده طبیعی با کالری پایین،  تقاضای روزافزون برای منابع شیرین

های  کننده همراه با اختلاف نظر درباره استفاده از برخی شیرین

هایی  توسعه استراتژی... مصنوعی مانند سیکلامات، آسپارتام و

برای . دهد افزایش میدر گیاه استویا را  SGبرای افزایش تولید 

برداری  ها، آنالیز نسخهSGسازی تولید برداشتن اولین گام در بهینه

. ها دارای اهمیت اساسی استSGهای مهم مسیر بیوسنتزی  ژن

های هدف را برای مطالعات آینده در  دست آمده ژن نتایج به

در این مطالعه تغییرات . مهندسی متابولیک تعیین خواهد کرد

تحت  KA13Hا و سطح رونویسی ژن کلیدی ه SGمحتوای 

سطوح متفاوت تیمار سالیسیلیک اسید مورد بررسی قرار گرفته 

با توجه به نتایج بررسی بیان ژن، مشخص شد که ژن . است

KA13H بیان این ژن . گیرد تحت تاثیر سالیسیلیک اسید قرار می

 میکرومولار بیشترین 70میکرومولار و پس از آن در  09در تیمار 

از طرف دیگر میزان استویول گلیکوزیدها نیز در این . مقدار بود

هر چند که این اختلاف . دو سطح بیشتر از سایر سطوح است

دست آمده مشخص است که  دار نبود ولی از نتایج به معنی

های مختلف سالیسیلیک اسید بیش از آنکه سبب افزایش  غلظت

زید را تغییر استویول گلیکوزیدها شود نسبت این دو گلیکو

شود بر  در واقع هر چه از مقدار یک گلیکوزید کم می. دهد می

این نتیجه با مسیر بیوسنتزی . شود مقدار دیگری افزوده می

در این مسیر ابتدا استویوزید . استویول گلیکوزیدها مطابقت دارد

در حقیقت اثر . شود از آن سنتز می Aتولید و ریبودیوزید 

های مختلف یک یلیک اسید بر متابولیتهای مختلف سالیس غلظت

از سوی دیگر، احتمال دارد . جا متفاوت بوده استمسیر در این

تیمارهایی مانند سالیسیلیک اسید باعث بیان گلیکوزیل 

ترانسفرازهایی شود که سبب ساخت گلیکوزیدها به یک اندازه 

تواند در  با توجه به این نتایج سالیسیلیک اسید می. شود می

که قند  Aقات بعدی در جهت افزایش میزان ریبودیوزید تحقی

همچنین لازم است . باشد مورد بررسی قرار بگیرد مطلوبتری می

های مسیر بیوسنتزی آن بررسی شود تا میزان جیبرلیک اسید و ژن

نتایج حاصل از مطالعه حاضر . تری به ما ارائه دهد نتایج دقیق

مطالعات آینده در مورد تواند به عنوان یک نقشه راه برای  می

تیمار . عمل کند Aافزایش تولید استویوزید و ریبودیوزید 

های  الیسیتوری برای افزایش مقدار تولید متابولیت در گیاهچه

تواند  تکثیر یافته درون شیشه استویا ریبادیانا در بیوراکتورها می

های  در غلظت Aاستفاده شود و تولید استویوزید و ریبودیوزید 

 . تواند تحت شرایط کنترل شده بهینه شود ب میمطلو

میکرومولار  70و  09بهترین تیمارهای تحریک در این مطالعه 

توانند برای افزایش نسبت ریبودیوزید  سالیسیلیک اسید بود که می

A های درون شیشه استفاده شوندنسبت به استویوزید در کشت .

درون شیشه  هایدهد که کشت های این مطالعه نشان مییافته

عنوان یک  توانند بهتحریک شده با سالیسیلیک اسید استویا می

مورد استفاده  Aروش پتانسیل برای افزایش نسبت ریبودیوزید 

های کد در مسیر بیوسنتزی استویول گلیکوزیدها ژن. قرار گیرند

و  KA13H ،UGT85C2T ،UGT74G1های  کننده آنزیم

UGT76G1 ین برای بررسی کامل اثر همچن. اهمیت بسیاری دارند

های مسیر بیوسنتزی جیبرلیک سالیسیلیک اسید لازم است بیان ژن

ها نیز مورد بررسی و مطالعه قرار اسیدها و نیز میزان تغییر در آن

 .گیرد
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