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های دفاعی باعث ير زيستی هستند که از طريق القای پاسخاليسيتورها ترکيباتی با منشا زيستی و يا غ

در اين پژوهش اثر اليسيتورهای کيتوزان، عصاره . شوندهای ثانويه میبيوسنتز و انباشت متابوليت

در مسير توليد  UGT76G1و  KO ،UGT85C2، UGT74G1های مخمر و متيل جاسمونات بر بيان ژن

بدين منظور گياه . مورد بررسی قرار گرفت Stevia rebaudianaهای استويول در گياه  گليکوزيد

گرم بر ليتر تيمار شدند و بعد از ميلی 02و  72، 22های استويا تحت اليسيتورهای مذکور با غلظت

 22نتايج حاصل نشان داد که کيتوزان در غلظت . های انتهايی انجام گرفتيک ماه برداشت از برگ

نسبت به تيمار شاهد  UGT76G1و  UGT85C2های دار بيان ژنايش معنیباعث افز( گرم بر ليترميلی)

بيان ژن ( درصد 97)دار کيتوزان نيز باعث افزايش معنی 72چنين غلظت  هم. شد( درصد 7و  91)

UGT85C2 ترين ميزان بيان ژن  باعث بيش 22تيمار متيل جاسمونات . دشKO د که به نسبت تيمار ش

متيل جاسمونات نيز  22تحت غلظت  UGT85C2چنين بيان ژن  هم. تدرصد افزايش داش 93شاهد 

های کيتوزان و متيل رطبق نتايج مشخص شد که افزايش غلظت اليسيتو. داری نشان دادافزايش معنی

های مسير گليکوزيدهای استويول اثر منفی داشته و بر بيان ژن( گرم بر ليتر ميلی 02)جاسمونات 

های دار بيان ژنباعث افزايش معنی 72عصاره مخمر در غلظت . باعث کاهش بيان ژن شدند

UGT85C2  وUGT76G1 درصد افزايش بيان نشان  7و  99ترتيب  شد که به نسبت تيمار شاهد به

عصاره مخمر تأثير بهتری در  02و  22های نسبت به غلظت 72رسد که غلظت نظر می به. دادند

توان نتيجه  دست آمده در اين تحقيق، می هجه به نتايج ببنابراين با تو. افزايش بيان داشته است

های پايين و عصاره مخمر در غلظت گرفت که اليسيتورهای کيتوزان و متيل جاسمونات در غلظت

های درگير در مسير توليد گليکوزيدهای استويول و توانند از طريق تحريک بيان ژنمتوسط، می

  .های ثانويه گياه استويا تأثير گذار باشندد متابوليتافزايش ميزان ترکيبات شيميايی در تولي
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یکی از گیاهان  Stevia rebaudiana Bertoniاستویا با نام علمی 

بوده که امروزه در  Asteraceaeدارویی مهم متعلق به خانواده 

شود بسیاری از کشورهای گرمسیری و نیمه گرمسیری کشت می

(Gupta Sharma and Saxena 2015) .های استویا شیرین برگ

های قوی بدون کالری مقاوم به حرارت را سنتز کرده که در کننده

 حاضر، حال در. صنایع غذایی و دارویی کاربرد فراوانی دارند

 1/22 حدود) شیرین هایترپندی بالای محتوای به خاطر استویا

 .است شده شناخته خوبی به آن، خشک شده هایبرگ در( درصد

 عامل که است شیرین 1ترپن دی گلیکوزیدهای از نبعیگیاه م این

 .Cacciola et al. 2011; Savita et al)هستند  گیاه این مزه شیرین

 جایگزینی عنوان به در گیاه استویا 2ستویولگلیکوزیدهای ا .(2004

از  پیشگیری و خون دیابت، فشار چاقی، درمان ساکاروز برای برای

 Goyal and Goyal)شوند می استفاده دندانی هایپوسیدگی

گلیکوزیدهای استویول همچنین در صنایع غذایی برای . (2010

ی، سس سویا، ماست و دیگر های غیر الکلشیرین کردن نوشیدنی

محصولات غذایی در ژاپن، کره جنوبی، برزیل، استرالیا، نیوزیلند 

مورد استفاده  نظیر فرانسه و آلمانو بسیاری از کشورهای اتحادیه 

 . (Tadhani et al. 2007)گیرد قرار می

مسیر متیل  سنتز گلیکوزیدهای استویول در گیاهان از طریق

در پلاستیدها آغاز و در سیتوزول به ( MEP) 3فسفاتاریتریتول 

های تعداد زیادی از محققان ویژگی و عملکرد ژن. اتمام میرسد

اند را شناسایی و کلون کرده متیل اریتریتول فسفاتمسیر 

(Brandle and Telmer 2007) . در مسیر متیل اریتریتول فسفات

 11گلیکوزیدهای استویول طی ها، موسوم به مسیر بیوسنتز ترپن

شوند که در آن ایزوپنتتیل دی فسفات به همراه مرحله تولید می

دی متیل آلیل پیروفسفات در ابتدای مسیر طی یک سری 

ا ر 1های اکسید و احیاء و ایزومریزاسیون کائورونیک اسید واکنش

 استویولگلیکوزیدهای  مسیر بیوسنتزاز طرفی، . آوردمی بوجود

ها تا تشکیل کائورنوئیک اسید نجیبرلی گیاه با مسیر سنتز ندر ای

                                                        
1 Diterpene glycosides 
2 Steviol Glycoside   
3
 Methyl erythritol-4-phosphate 

4 Kaurenoic acid 

 1هیدروکسیلازاین ترکیب توسط کائورونیک اسید . است کمشتر

(KO )استویول نیز توسط گلیکوزیل . آوردوجود می هاستویول را ب

 تبدیل شده 9ستویولمونوزیدبه ا85C2 (UGT85C2 ) -ترانسفراز

 را 7استویولبیوزید UGT  -که خود توسط گلیکوزیل ترانسفراز

همچنین استویولبیوزید توسط گلیکوزیل . آوردوجود می هب

شده و در  تبدیل  به استویوزید74G1 (UGT74G1 ) -ترانسفراز

 76G1 -نیز توسط گلوکوزیل ترانسفراز( ST)نهایت استویوزید 

(UGT76G1 )6یوزیدربود A  (Reb A )شکل )آورد وجود می هرا ب

عنوان  به Reb Aو  STترکیب انتهایی  2که در واقع (. 1شکل )

ترین ترکیبات گلیکوزیدهای استویول در گیاه  ترین و مهم بیش

 مسیر بیوسنتز. (Modi et al. 2014)شوند استویا محسوب می

ها تا نجیبرلی با مسیر سنتزگیاه استویا در  استویولگلیکوزیدهای 

نقش مهمی  KOبنابراین . است کتشکیل کائورنوئیک اسید مشتر

تواند در سنتز و تنظیم گلیکوزیدهای استویول و یا مسیر را می

است  گزارش شده. (Humphrey et al. 2006)ها ایفا کند جیبرلین

و در نتیجه افزایش  KOکه ارتباط نزدیکی بین افزایش بیان ژن 

. (Kumar et al. 2012)میزان گلیکوزیدهای استویول وجود دارد 

 UGT76G1و  UGT85C2 ،UGT74G1گلیکوزیل ترانسفرازهای 
در مسیر انتهایی بیوسنتز گلیکوزیدهای استویول متعلق به خانواده 

1(GT1 )بندی بر اساس طبقهCAZy باشند می

(http://www.cazy.org/fam/GT1.html ) خانواده  61که بیش از

 1زیر مجموعه خانواده  CAZyگیاهان . شوندزا را شامل میمج

(Family 1 ) شامل ترپنوئیدها، آلکالوئیدها، سیانوژنیک

چنین فلاونوئیدها،  ها همگلوکوزیدازها و گلکوزینولات

بنابراین، . باشندایزوفلاونوئیدها و دیگر فنیل پروپانوئیدها می

عنوان  هب UGT76G1و  UGT85C2 ،UGT74G1گلیکوزیدهای 

های انتهایی مسیر تولید گلیکوزیدهای استویول ترین ژن مهم

ترکیب انتهایی و مهم این  2عنوان  را به Reb Aو  STباشند که  می

 (Mohamed et al. 2011)کنند مسیر بیوسنتز می

                                                        
5 Kaurenoic acid hydroxylase 
6 Steviolmonoside 
7 Steviolbioside 
8 Stevioside 
9
 Rebaudiosides 

  مقدمه
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باشند که صورت ترکیباتی زیستی و یا غیر زیستی می الیسیتورها به

توانند باعث بیوسنتز در گیاهان می های دفاعیاز طریق القای پاسخ

. (Zhao et al. 2005)شوند های ثانویه و انباشت متابولیت

ها، پروتئین ساکاریدها،پلی شامل زیستی الیسیتورهای

سلولز ) گیاهان ها،قارچ سلول دیواره قطعات یا و هاگلیکوپروتئین

. باشندمی( گلوکان و کیتین) هامیکروارگانیسم و( پکتین و

 مشخصی مانند ترکیبات دارای است ممکن زیستی الیسیتورهای

مخمر  عصاره و همگن هایقارچ مانند یا و کیتوزان و کیتین

 Vasconsuelo and Boland)باشند  زیستی ترکیبات از ایمجموعه

نمک  بنفش، ماورا اشعه مانند غیر زیستی نیز الیسیتورهای .(2007

 مانند متفاوت عمل هایمکانیسم با شیمیایی ترکیبات از و بعضی

 تولید منظور افزایش اسید به یلیکسالیس اسید و جاسمونیک

. (Matkowski 2008)اند قرار گرفته بررسی مورد ثانویه ترکیبات

مطالعات متعددی در رابطه با تأثیر الیسیتورهای زیستی و غیر 

های های درگیر در مسیر تولید متابولیتزیستی بر تحریک ژن

کیتوزان . ها صورت گرفته استش میزان آنثانویه و در نتیجه افزای

های درگیر در مسیر تولید فنیل آلانین باعث با تحریک بیان ژن

 .Naderi et al)افزایش تولید متابولیت ثانویه در گیاه ریحان شد 

در  KAHاز طرفی متیل جاسمونات با افزایش بیان ژن . (2014

گیاه استویا باعث افزایش ترکیبات انتهایی از گلیکوزیدهای 

 .(Peynevandi et al. 2014)استویول شد 

عنوان یک شیرین کننده طبیعی در بسیاری از  گیاه استویا امروزه به

کشورهای توسعه یافته و در حال توسعه، از قند آن در تولید 

 The European)شود محصولات غذایی شیرین استفاده می

Commission 2011 .)دلیل بومی نبودن این گیاه  در کشور ایران به

جه قرار گرفته است که و عدم شناخت کافی، کمتر مورد تو

عنوان یک گیاه استراتژیک  ای نزدیک بهشود در آیندهبینی می پیش

جهت تولید محصولات شیرین بدون کالری مورد استفاده قرار 

بنابراین تولید مواد مؤثره این . (Peynevandi et al. 2014)گیرد 

عنوان یکی از اهداف مهم در تولید و تکثیر این گیاه  گیاه به

از طرفی، با توجه به تحقیقات انجام گرفته . دشومحسوب می

توانند  است که الیسیتورهای زیستی و غیر زیستی می مشخص شده

ویه های ثان های درگیر در مسیر تولید متابولیتبا تحریک بیان ژن

که تاکنون اثر الیسیتورهای کیتوزان،  با توجه به این. تأثیرگذار باشند

های کلیدی و انتهایی متیل جاسمونات و عصاره مخمر بر بیان ژن

در بیوسنتز گلیکوزیدهای استویول در گیاه استویا صورت نگرفته 

است، بنابراین در تحقیق حاضر هدف استفاده از این الیسیتورها 

و  KO ،UGT85C2 ،UGT74G1های یان ژنجهت بررسی ب

UGT76G1 های کلیدی در مسیر بیوسنتز عنوان ژن به

 .  باشدگلیکوزیدهای استویول می

 

در این تحقیق از نشاهای گیاهان استویا که در گلدان کشت داده 

کولیت و ها حاوی ورمیخاک گلدان. دششده بودند استفاده 

گیاهان در شرایط یکسان در گلخانه . بود 1:2پرلیت به نسبت 

  ساعت روشنایی به  19تحقیقاتی دانشگاه زنجان با طول دوره 

 16تا  19و شبانه   2تا  21ساعت تاریکی و در دمای روزانه 

سطح  .(Hajihashemi 2017)گراد قرار گرفتند درجه سانتی

صورت یک  هآبیاری ب. درصد بود 92تا  12رطوبت گلخانه بین 

. ها مرطوب باشد صورت گرفتکه خاک گلدان روز درمیان طوری

جهت افزایش رشد و ( PH 6.0)چنین از محلول غذایی  هم

ماه قرار  2بعد از . (Hajihashemi 2017)د شاستقرار بهتر استفاده 

الیسیتورهای . گرفتن در گلخانه گیاهان آماده اعمال تیمار شدند

عنوان الیسیتورهای  مورد استفاده شامل کیتوزان و عصاره مخمر به

عنوان الیسیتور غیر زیستی بودند که  زیستی و متیل جاسمونات به

روز  1گرم بر لیتر هر میلی 2 و  12، 22غلظت  3هر کدام در 

ماه  1صورت افشانه برگی بر روی گیاهان به مدت  ار بهب یک

بعد . دشعنوان تیمار شاهد استفاده  از آب مقطر نیز به. دندشاعمال 

های انتهایی تازه رشد یافته برداشت شد ماه،  از برگ 1از گذشت 

و بلافاصله در ازت مایع توزین و جهت بررسی بیان ژن در 

 .داری شدنگه -2 یخچال 

های استویا بر اساس پروتکل کل از برگ RNAاستخراج 

. صورت گرفت CTAB (Majidi et al. 2013)پیشنهادی از روش 

 ,Themo)وسیله نانودراپ  کل به RNAکمیت و غلظت 

Wilmington, USA ) و کیفیت آن توسط الکتروفورز ژل آگارز

 . دشتعیین 

محصول شرکت فرمنتاز  DNase 1حذف ژنومی توسط تیمار با 

(Thermo Scientific )با کدlot: 00516018- Pub 

  ها مواد و روش
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NO:MAN0012000 کل پیشنهادی با توجه به پروت. انجام گرفت

به یک تیوب جدید  RNAمیکروگرم  RNA ،1و محاسبه غلظت 

میکرولیتر بافر محلول  1و  DNase 1میکرولیتر  1که حاوی 

DNase 37دقیقه در دمای  32سپس به مدت . بود اضافه شد 

میکرولیتر  1جهت انکوبه شدن . گراد قرار گرفتدرجه سانتی

EDTA 12 های حاوی مولار به تیوپمیلیDNase 1  اضافه شد و

بعد از اتمام این . درجه قرار گرفت 91دقیقه در دمای  12به مدت 

سنتز  .شدند cDNAهای تیمار شده آماده سنتز RNAمرحله 

cDNA  با استفاده از کیتHyperscript TM RT master mix 

صورت  به این. انجام گرفت Oligo dTو پرایمر  GeneAllشرکت 

کل به  RNAمیکروگرم از  2ابتدا  ،RNAکه بر اساس غلظت 

اضافه کرده و با  2/2به تیوپ  Oligo dTمیکرومولار  12همراه 

سپس به  .میکرولیتر رسید 12استفاده از آب دیونیزه به حجم 

گراد قرار گرفت و درجه سانتی 91دقیقه در دمای  1مدت 

میکرولیتر از محلول  12بعد از آن . بلافاصله بر روی یخ سرد شد

RT master mix سپس به  .به تیوپ اضافه و به آرامی اسپین شد

دقیقه  1درجه و بعد از آن به مدت  11دقیقه در دمای  92مدت 

بعد از اتمام این مرحله بلافاصله . درجه قرار گرفت 61در دمای 

های ساخته شده با cDNAکمیت سنجی  .بر روی یخ سرد شد

 .سنجی انجام شد طیفبه روش  2222استفاده از دستگاه نانودراپ 

های cDNAسازی غلظت منظور همسان سنجی به پس از طیف

مقطر به غلظت تقریبی  ها با آبcDNAسازی  تولید شده، رقیق

ng/µl 122  صورت گرفت و غلظت نهایی توسط نانودراپ تایید

 . شد

  

 
 های مرجعو ژن  RT-qPCRپرایمرهای اختصاصی استفاده شده در   -1جدول 

 

 

 ژن

Gene 

 توالی آغازگرها

Primer sequence 

 PCRطول قطعه 

Length of PCR 

produc 

 کد دسترسی

Accession 

number 

KO 

F: 5ʹ CAGAGAAGATTACAGAAGAACA 3ʹ 

(22 mer) 
6  AY364317 

R: 5ʹ TGGAATTATAGGAACTGGACTA 3ʹ 
(22 mer) 

UGT85C2 

F: 5ʹ CAATGGCTACAACTGAGAAG 3ʹ 

(20 mer) 
121 AY345978 

R: 5ʹ ACGAAGGTTATCTGGAGTC 3ʹ 
(19 mer) 

UGT74G1 

F: 5ʹ CTTGGTCTCAGATGTTGTT 3ʹ 

(19 mer) 
121 AY345982 

R: 5ʹ CCACTCTATTACCTCTTCCT 3ʹ  
(20 mer) 

UGT76G1 

F: 5’  GTTATGGTGGATGAAGAAG 3’ 

(19 mer) 

112 AY345974 
R: 5’ GAGACTCTAATGATTCGTAAG 3’ 

(21 mer) 

EL 

F: 5ʹ CTGCTGTAACAAGATGGAT 3ʹ 

(19 mer) 
69 AY157315.1 

R: 5ʹ CCGACCTTCTTCAAGTATG 3ʹ 
(19 mer) 

 بتا اکتین

B-actin 

F: 5ʹ GAAGCGTTATCATCATCTACTC 3ʹ 
(22 mer) 

12  AF548026 
R: 5ʹ GACCATTCCAGTTCCATTG 3ʹ 

(19 mer) 
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و  KO ،UGT85C2 ،UGT74G1طراحی پرایمرهای اختصاصی 

UGT76G1 چنین ژن  و همEL
-House)عنوان ژن مرجع  به 1

keeping gene )افزارهای  با استفاده از نرمAlleleID 7  و

PrimerPriemier 5 چنین بررسی و تایید  صورت گرفت، هم

 افزار آنلاین پرایمرهای طراحی شده با استفاده از نرم

OligoAnalyzer 3.1 انجام گرفت. 

گیری بیان ژن توسطط   منظور اندازه مرجع بههای هدف و تکثیر ژن

 5xبر اساس پروتکل پیشطنهادی کیطت    Real time PCRواکنش 

HOT FIREPol® EvaGreen® qPCR Mix Plus (no ROX) 
تعطین کمیطت   . صورت گرفت( ، استونیSolis BioDyneشرکت )

گیطری افطزایش تشعشطع     وسیله اندازه به Real time PCRنسبی در 

بطا اسطتفاده از   ( Eva Green)جطه اتصطال رنط     فلورسطنس در نتی 

 .دشانجام ( RG-6000 Corbett Research)دستگاه 

های هدف و مرجع با استفاده از برنامه حرارتی برای تکثیر ژن

Real time PCR دقیقه  11درجه به مدت  61: یکسان و شامل

درجه به  61سیکل، سپس  12سازی ابتدایی آنزیم طی  جهت فعال

 22درجه به مدت  13انیه به منظور واسرشت شدن، ث 22مدت 

 22درجه به مدت  72ثانیه جهت اتصال آغازگرها و در نهایت 

پیک انحصاری برای هر ژن منحنی . ثانیه جهت طویل شدن بود

جهت  PCRدرجه در پایان واکنش برای هر  66تا  12ذوب از 

 3برای هر نمونه . دست آمد هتشخیص اختصاصی بودن واکنش ب

 تکرار بیولوژیکی وجود داشت که عموما 2تکرار تکنیکی و 

پس از انجام واکنش تکثیر به روش . بود 1/2ها کمتر از تفاوت آن

qRT-PCR صورت  های خام بهدادهCt (Threshold cycle ) از

های هدف با ژن مرجع برای هر فراوانی ژن. دستگاه استخراج شد

گیاهان شاهد های کنترل هسازی شد و نسبت به نمون نمونه نرمال

 Livak and Schmittgen)د شتنظیم  CTΔΔ-2بر اساس روش 

با استفاده از  qRT-PCRهای حاصل از نتایج آنالیز داده. (2001

  .دست آمد هب GenEx 5افزار  نرم

. شد تکرار انجام 3 با صورت طرح بلوک کامل تصادفی ش بهآزمای

و  SASر آماری فزا  2/6نسخه  از استفاده با هامیانگین ایسهمق

 .دشدرصد انجام  1سطح احتمال  ای درآزمون چند دامنه

 

                                                        
1 Elongation Factor 

سازی  نرمال ELبا ژن مرجع  qRT-PCRهای نتایج حاصل از داده

عنوان کنترل داخلی،  ژن مرجع استفاده شده در این تحقیق به. شد

کنترل منفی استفاده شده . را نشان داد الگوی بیان ژن مشخصی

ها دهنده خلوص مناسب نمونههیچ پیکی را تکثیر نکرد که نشان

شکل )ها منحنی ذوب یکسان بود چنین برای کلیه نمونه هم. بود

های مسیر بیوسنتز گلیکوزیدهای استویول الگوی رونویسی ژن(. 1

مده از ژن دست آ ههای بCTتحت الیسیتورهای مختلف با توجه به 

متیل جاسمونات، . ها متفاوت بودمرجع و ژن هدف و محاسبه آن

های مسیر عنوان تغییر دهنده کینتین و کیتوزان و عصاره مخمر به

بنابراین . (Zeneli et al. 2006)اند بیوسنتز ترپنوئیدها شناخته شده

درک نقش هر کدام از این الیسیتورها به عنوان فیتوهورمون بر بیان 

تواند جذاب های درگیر در بیوسنتز گلیکوزیدهای استویول میژن

 .باشد

به  22تحقیق مشاهده شد که با افزایش غلظت کیتوزان از  این در

لیکوزیدهای های مسیر تولید گگرم بر لیتر بر بیان ژنمیلی 2 

ترین تأثیر کیتوزان مربوط  بیش. استویول در گیاه استویا کاسته شد

گرم بر لیتر بود که باعث افزایش بیان میلی 12و  22های به غلظت

 11و  19ترتیب  د که نسبت به تیمار شاهد بهش UGT85C2ژن 

داری بین بیان همبستگی معنی(. 2شکل )درصد افزایش داشت 

UGT85C2  دهد انباشت گلیکوزیدهای استویول نشان میو میزان

را به استویول جهت  C-13 2، که یک گلوکزUGT85C2که آنزیم 

کند، باعث محدود شدن تشکیل استویول مونوساید اضافه می

سرعت مسیر گلیکولیزه شدن در طی مسیر بیوسنتز گلیکوزیدهای 

 22چنین کیتوزان  هم. (Mohamed et al. 2011)شود استویول می

 UGT76G1 (1دار بیان ژن گرم بر لیتر باعث افزایش معنیمیلی

با توجه . تر بود کم UGT85C2د که به نسبت بیان ژن ش( درصد

باعث کند شدن ادامه مسیر  UGT85C2که افزایش بیان ژن به این

های شود، کاهش بیان ژنتولید گلیکوزیدهای استویول می

UGT74G1  وUGT76G1  به نسبت بیانUGT85C2 تواند می

از طرفی افزایش غلظت کیتوزان باعث کاهش . قابل توجیه باشد

ترین  های مورد مطالعه در تحقیق حاضر شد که کمبیان همه ژن

                                                        
2 C-13-glucose 

  نتایج و بحث
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گرم بر لیتر بود که باعث کاهش میلی 2 میزان مربوط به غلظت 

درصد  1/31ه تیمار شاهد د که نسبت بش KOدار بیان ژن معنی

 UGT85C2 ،UGT74G1های چنین بیان ژن هم. کاهش نشان داد

داری گرم بر لیتر کاهش معنیمیلی 2 تحت غلظت  UGT76G1و 

اند که ترکیبات مطالعات متعددی نشان داده (.2شکل )داشتند 

های قارچی مانند کیتین و اصلی دیواره سلولی بسیاری از گونه

های پایین باعث افزایش میزان ترکیبات ثانویه تکیتوزان در غلظ

گزارش کردند که کیتوزان باعث  .Naderi et al( 2014). شودمی

طوری که این ترکیب  در گیاه ریحان شد به PALافزایش بیان ژن 

عنوان یک الیسیتور کارآمد باعث افزایش بیوسنتز  تواند بهمی

چنین در تحقیقی  مه. ترکیبات ثانویه مانند متیل چاویکول شود

مشخص شد که افزایش میزان گلیکوزید فنیل اتانوئید در ارتباط با 

 .Cheng et al)های درگیر تحت تأثیر کیتوزان بود افزایش بیان ژن

 2 و  12های در این تحقیق مشخص شد که غلظت .(2006

های مسیر تولید گرم بر لیتر کیتوزان باعث کاهش بیان ژنمیلی

گلیکوزیدهای استویول شدند و به نوعی نقش بازدارنده را بر بیان 

 Kumar et al. (2012) های گیاه استویا داشتند که با تحقیقژن

 .مطابقت داشت

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 .است های بیان شدهدهنده عدم وجود ناخالصی در ژن کنترل منفی نشان. های بیان شدهذوب یکسان برای ژن منحنی -1شکل 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
یل درگیر در بیوسنتز گلیکوزیدهای استویول در گیاه استویا تحت تأثیر الیسیتورهای کیتوزان، مت UGT76G1و  ent-KO ،UGT85C2 ،UGT74G1های بیان ژن -2شکل 

 .جاسمونات و عصاره مخمر
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بر اساس مطالعات صورت گرفته کیتوزان با فعال کردن مسیرهای 

، اما در (Howlett 2006)شود بیوسنتزی باعث افزایش بیان ژن می

روز  1رسد افزایش غلظت آن و تیمار هر تحقیق حاضر به نظر می

بار بر روی گیاهان اثر عکس داشته و باعث کاهش بیان  یک

از طرفی، غلظت . است ای مسیر گلیکوزیدهای استویول شدهه ژن

عنوان یک الیسیتور زیستی عمل  گرم بر لیتر کیتوزان بهمیلی 22

در  UGT76G1و  UGT85C2های کرده و باعث افزایش بیان ژن

اگرچه تاکنون . مسیر بیوسنتزی گلیکوزیدهای استویول شد

مانده است  سازروکار عمل کیتوزان روی رشد ناشناخته باقی

(Cheng et al. 2006) سیگنالی را احتمالا کیتوزان  با این حال

کند و رشد و های گیاهی مانند جیبرلین القا میبرای سنتز هورمون

نمو گیاه را توسط بعضی مسیرهای سیگنالین  مربوط به بیوسنتز 

دهد اکسین، از طریق مسیر وابسته به تریپتوفان، افزایش می

(Cheng et al. 2006). های مسیر بنابراین کاهش بیان ژن

تواند های بالای کیتوزان، میگلیکوزیدهای استویول تحت غلظت

ها همراه بوده و درنتیجه های مسیر جیبرلینبا افزایش بیان ژن

در . نقش بازدارنده را بر مسیر گلیکوزیدهای استویول داشته باشد

ید واقع افزایش غلظت کیتوزان باعث مسدود شدن مسیر تول

های دار بیان ژنگیکوزیدهای استویول و در نتیجه کاهش معنی

است که در تحقیق حاضر به وضوح کاهش بیان ژن را  درگیر شده

از طرفی غلظت پایین . دهدبا افزایش غلظت کیتوزان نشان می

کیتوزان به مانند یک هورمون تنظیم کننده رشد عمل کرده که با 

تواند لیکوزیدهای استویول، میهای مسیر تولید گالقا بیان ژن

 .های ثانویه گیاه نیز شود باعث افزایش متابولیت

ترین میزان  گرم بر لیتر باعث بیشمیلی 22تیمار متیل جاسمونات 

درصد افزایش  13د که به نسبت تیمار شاهد ش KOبیان ژن 

گرم میلی 22تحت غلظت  UGT85C2چنین بیان ژن  هم. داشت

طوری  داری نشان داد، بهات نیز افزایش معنیبر لیتر متیل جاسمون

(. 2شکل )درصد افزایش نشان داد  1که نسبت به تیمار شاهد 

های مختلف در رابطه با تأثیر متیل جاسمونات بر بیان پژوهش

انجام گرفته است که باعث افزایش  MEPهای درگیر در مسیر ژن

در  Goklany et al. (2009) .است و یا کاهش بیان ژن شده

تواند باعث افزایش تحقیقی بیان کردند که متیل جاسمونات می

های درگیر در مسیر تجمع اندول آلکالوئیدها با تنظیم ژن

چنین افزایش  هم. شود1های گیاه پروانشها در سلولمونوترپن

های درختان صنوبر که تحت میزان ترپنوئیدها در آوند چوبی ساقه

 .Zeneli et al)است  ارش شدهتأثیر متیل جاسمونات بودند گز

2006). (2014) .Peynevandi et al های بیان کردند که غلظت

پایین متیل جاسمونات باعث فعال شدن مسیر گلیکوزیدهای 

طوری که باعث افزایش بیان ژن کائورونیک  استویول شد به

همچنین مشخص . دش KOساز ژن به عنوان پیش 2هیدروکسیلاز

کردند که متیل جاسمونات باعث افزایش میزان استویوزید و 

ترکیب انتهایی مسیر گلیکوزیدهای  عنوان دو به Aریبودیوزید 

با توجه به تحقیقات صورت . استویول در گیاه استویا شده است

های پایین متیل جاسمونات به فعال گرفته مشخص شد که غلظت

و در نتیجه افزایش بیان  KOساز ژن عنوان پیش به KAHشدن ژن 

عنوان یک  به KOهمچنین با توجه به اینکه . کندآن کمک می

اهی عمل کرده که ادامه مسیر آن از یک طرف به مسیر دور

ها منتهی گلیکوزیدهای استویول و از طرف دیگر به مسیر جیبرلین

، افزایش بیان آن ممکن است (Humphrey et al. 2006)شود می

باعث افزایش یا کاهش گلیکوزیدهای استویول شده و از طرف 

که  (Kumar et al. 2012) ها را نیز تغییر دهددیگر میزان جیبرلین

ها بیان کردند آن. مشابه است Lucho et al. (2018) با تحقیقات

یل جاسمونات بر اساس غلظت و زمان مورد استفاده که مت

های مسیر گلیکوزیدهای تواند باعث افزایش یا کاهش بیان ژن می

استویول در گیاه استویا شود که در تحقیق مذکور نشان داده شد 

د ش KOکه این الیسیتور در غلظت پایین باعث افزایش بیان ژن 

و  UGT85C2 ،UGT74G1های که بیان ژن در صورتی

UGT76G1  کاهش داشتند که دلیل این امر را افزایش در بیان

 Hajihameshi et (2013) .ها عنوان کردندهای مسیر جیبرلین ژن

al.   در پژوهشی عنوان کردند که جیبرلیک اسید به تنهایی باعث

های که تأثیری بر بیان ژن شد، در حالی KOافزایش بیان ژن 

UGT85C2 ،UGT74G1  وUGT76G1 که با توجه به . نداشت

های مسیر گلیکوزیدهای اینکه جیبرلیک اسید تأثیری بر بیان ژن

باعث  KOبینی کرد که ژن  توان پیشاستویول نداشته است می

است و تأثیری بر مسیر  ها شدهفعال شدن مسیر جیبرلین

                                                        
1 Catharanthus roseus 
2 KAH-13 
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 22در تحقیق حاضر غلظت . گلیکوزهای استویول نداشته است

شد  KOجاسمونات باعث افزایش بیان ژن  گرم بر لیتر متیلمیلی

-و عدم کاهش بیان ژن UGT85C2که با توجه به افزایش بیان ژن 

عنوان  توان این غلظت را بهمی UGT76G1و  UGT74G1های 

از . یک غلظت مؤثر در سنتز گلیکوزیدهای استویول پیشنهاد داد

گرم بر لیتر متیل جاسمونات باعث کاهش میلی 12طرفی غلظت 

چنین  هم. شد UGT76G1و  UGT85C2های دار بیان ژننیمع

دار گلیکوزیل گرم بر لیتر نیز باعث کاهش معنیمیلی 2 غلظت 

نسبت به  UGT76G1و  UGT85C2 ،UGT74G1ترانسفرازهای 

ترین میزان بیان ژن تحت تیمار متیل  کم. تیمار شاهد شد

شاهد بود که نسبت به تیمار UGT85C2 جاسمونات مربوط به ژن 

از  یاریبراساس بس(. 2شکل )درصد کاهش بیان نشان داد   1

از  یاریتحت بس تواندیم یااستو یاهصورت گرفته، گ یقاتتحق

 یشبه رشد خود ادامه داده و افزا یستیز یرغ یسیتورهایال

گزارش  یقیدر تحق. داشته باشد یرا در پ یولاستو یکوزیدهایگل

 یلنات یپل یمارهایت تتح یولاستو یکوزیدهایشد که غلظت گل

 یستیز یرغ یسیتورهایعنوان ال به NaClو ( PEG) یکولگلا

 یگرد یقیدر تحق(. Gupta et al. 2014) یافت یشافزا

(2015)Pandey and Chikara   به مطالعه اثرNaCl یتولو مان 

در  یو خشک یتنش شور یبر رو( یستیز یرغ یسیتورهایال)

کردند که تنش  بیان هاآن. اختندپرد یااستو یاهگروی بر  MS یطمح

و  KAH ،UGT85C2 ،UGT74G1 هایان ژنیب یو خشک یشور

UGT76G1 یتولکه مان یکاهش داد، در حال دارییطور معن را به 

گزارش شده که متیل جاسمونات  .دشژن  یانب یشباعث افزا

شده  1باعث کاهش میزان کلروفیل در گیاه کدوی تخمه کاغذی

بنابراین، باتوجه به اینکه کلروفیل . (Ananieva et al. 2004)است 

شود، کاهش میزان کلروفیل تحت متیل جدا می MEPنیز از مسیر 

 MEPهای مسیر جاسمونات احتمالا از طریق کاهش بیان ژن

است که تیمارهای پلی اتیلن  چنین گزارش شده هم. باشد می

در  گلایکول و پاکروبوترازول باعث کاهش هر چهار ژن درگیر

و در نتیجه کاهش میزان گلیکوزیدهای استویول  MEPمسیر 

، که اثر بازدارندگی این تیمارها (Hajihameshi et al. 2013) شدند

و عدم القای بیان ژن باعث کاهش بیان و در نتیجه عدم سنتز 

                                                        
1 dCucurbita pepo 

گزارش  Kumar et al. (2012) .گلیکوزیدهای استویول شدند

نوان یک فیتوهورمون تأثیری در ع کردند که تیمار جیبرلیک اسید به

طوری که نسبت به تیمار شاهد  نداشت به KOافزایش بیان ژن 

چنین بیان کردند که متیل  دار نشان نداد، همافزایش معنی

های درگیر در بیوسنتز جاسمونات باعث افزایش بیان ژن

است که با توجه به اینکه اعمال  گلیکوزیدهای استویول نشده

صورت اسپری و به  مونات در تحقیق مذکور بهتیمار متیل جاس

ساعت بوده است احتمالا تأثیری در افزایش بیان نداشته  2مدت 

 KOطبق تحقیقات صورت گرفته افزایش یا کاهش بیان ژن . است
، UGT85C2های تأثیر مستقیمی در افزایش یا کاهش بیان ژن

UGT74G1  وUGT76G1 بینی کرد که  توان پیشدارد و می

سازهای باعث تغییراتی در پیش KOوت در بیان ژن تفا

د شو ها مینگلیکوزیدهای استویول و در نتیجه میزان آ

(Humphrey et al. 2006) . بنابراین در این تحقیق نیز کاهش بیان

گرم بر لیتر متیل میلی 2 و  12های در غلظت KOژن 

. است های دیگر را نیز باعث شدهجاسمونات، کاهش بیان ژن

گرم بر لیتر باعث افزایش میلی 12عصاره مخمر در غلظت 

شد که به نسبت  UGT76G1و  UGT85C2های دار بیان ژن معنی

ژن . درصد افزایش بیان نشان دادند 1و  11ترتیب  تیمار شاهد به

UGT74G1  داری غلظت عصاره مخمر تأثیر معنی 3نیز تحت هر

 (2011) (.2شکل )نسبت به تیمار شاهد از خود نشان نداد 

Mohamed et al.  گزارش کردند که ژن UGT85C2عنوان  به

، UGT76G1و  UGT74G1فرازهای ساز گلوکوزیل ترانسپیش

تواند نقش کلیدی را در سنتز گلیکوزیدهای استویول ایفا کند، می

های ، بیان ژنUGT85C2چنین بیان کردند که افزایش بیان  هم

UGT74G1  وUGT76G1 دهدرا نیز تحت تأثیر قرار می 

.Esmaeili et al (2018 )های مختلف در تحقیقی اثر غلظت

و  UGT74G1، UGT76G1های  روی بیان ژنگلوتامین را بر 

بر روی  MSچنین میزان گلیکوزیدهای استویول را در محیط  هم

ها گزارش دادند که بیان ژن آن. گیاه استویا بررسی کردند

UGT74G1 های مختلف گلوتامین افزایش نشان نداد تحت غلظت

گرم بر لیتر  32تحت غلظت  UGT76G1در حالی که بیان 

 22و  32همچنین غلظت . ترین افزایش را نشان داد شگلوتامین بی

ترین میزان استویوزید و  گرم بر لیتر گلوتامین باعث بیش
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دار شد که نسبت به شاهد افزایش معنی( به ترتیب) Aریبودیوزید 

عنوان یک الیسیتور شناخته شده  عصاره مخمر به. بود

(Naoumkina et al. 2007)  باعث فعال شدن نوعی مکانیسم

های درگیر های خاص مربوط به آنزیمدفاعی در گیاهان شده و ژن

پیشنهاد . نمایدهای ثانویه را تحریک میدر بیوسنتز متابولیت

های بالای این محرک از طریق است که احتمالا غلظت شده

های موجود در سطح غشاء پلاسمایی مکانیزم تحریک را گیرنده

در این تحقیق نیز به نظر . (Savitha et al. 2006)کند اندازی میراه

گرم بر لیتر عصاره مخمر نسبت به میلی 12رسد که غلظت می

تری بر گلیکوزیل  گرم بر لیتر تأثیر بیشمیلی 2 و  22های غلظت

 22های تحت غلظت KOژن . ترانسفرازهای استویول داشته است

داری نسبت به تیمار شاهد گرم بر لیتر تفاوت معنیمیلی 12و 

گرم بر لیتر باعث کاهش میلی 2 نداد در حالی که غلظت نشان 

و حضور آن در ابتدای  KOبا توجه به نقش . دار آن شدمعنی

داری آن ها، عدم معنیمسیرهای گلیکوزیدهای استویول و جیبرلین

از طرفی . است شده UGT74G1داری بیان ژن منجر به عدم معنی

یافته است، که افزایش  UGT76G1و  UGT85C2های بیان ژن

های مسیر ژن به کاهش بیان ژن 2احتمال دارد افزایش این 

در پژوهشی  .Arastefar et al( 2013). ها انجامیده باشدجیبرلین

و  IFSهای بالا عصاره مخمر بر بیان ژن  عنوان داشتند که غلظت

داری داشته های سویا تأثیر معنیاکسیدانی گیاهچهسیستم آنتی

طور  ساعت سطح بیان به 19به   افزایش زمان از  طوری که با به

اند که مطالعات متعددی نشان داده. داری افزایش نشان دادمعنی

تواند بر عنوان یک الیسیتور زیستی در گیاهان می عصاره مخمر به

روی مسیر بیوسنتزی فلاونوئیدها و گلیکوزیدها تأثیر گذارد 

(Naoumkina et al. 2007) .رسد که نظر می در این تحقیق نیز به

های سطح غشا پلاسمایی و فعال عصاره مخمر با تحریک گیرنده

 UGT85C2های کردن مکانیسم دفاعی گیاه باعث افزایش بیان ژن

گیری کرد که توان نتیجهاست و در نتیجه می شده UGT76G1و 

های کلیدی، باعث عنوان ژن های مذکور بهاحتمالا افزایش بیان ژن

 . است افزایش میزان گلیکوزیدهای استویول نیز شده

و  KO هطای با توجه به نتایج ایطن تحقیطق مشطخص شطد کطه ژن     

UGT85C2  تططری نسططبت بططه    همبسططتگی بططیشUGT74G1  و

UGT76G1 سطاز عمطل کطرده و    عنوان پیش طوری که به داشتند، به

 .باشدها میاساس بیان آنها بر احتمالا افزایش یا کاهش سایر ژن

 گیرینتیجه

 ، متیل جاسمونات و عصاره مخمرنتایج این آزمایش تأثیر کیتوزان

 در UGT76G1و  KO، UGT85C2 ،UGT74G1های بیان ژنبر 
گیاه استویا را مورد  مسیر بیوسنتزی گلیکوزیدهای استویول در

یل و مت دست آمده کیتوزان بر اساس نتایج به . بررسی قرار داد

تر و عصاره مخمر در غلظت های پایینجاسمونات در غلظت

های درگیر در مسیر تولید ترین تأثیر را بر بیان ژن بیش متوسط

های بالای کیتوزان سنتز غلظت. داشتندگلیکوزیدهای استویول 

 های ها را افزایش داده بنابراین بیان ژنهای مسیر جیبرلینهورمون

کاهش یافت و به موازات آن سبب  مسیر جیبرلیک اسید افزایش

چنین  هم. های مسیر گلیکوزیدهای استویول شدند بیان ژن

عنوان یک بازدارنده عمل  های بالای متیل جاسمونات به غلظت

های مورد مطالعه در این تحقیق را باعث کرده که کاهش همه ژن

بود که با  KOترین تأثیر متیل جاسمونات بر روی ژن  بیش. شد

مسیر  2ساز در ابتدای عنوان یک پیش نقش آن به توجه به

ها، کاهش های مسیر جیبرلینبیوسنتزی، احتمالا افزایش بیان ژن

از طرفی . دشدر بیان گلیکوزیل ترانسفرازهای استویول را باعث 

گرم بر لیتر عصاره مخمر با کاهش میلی 2 و  22های غلظت

های  یان ژنهای سطح پلاسمایی باعث کاهش بتحریک گیرنده

درگیر در مسیر تولید گلیکوزیدهای استویول شدند که در غلظت 

بنابراین مشخص . گرم بر لیتر عکس این قضیه ثابت شدمیلی 12

های بیشتر و غیر بهینه شد که الیسیتورهای استفاده شده در غلظت

اند که های مسیر گلیکوزیدهای استویا شدهباعث کاهش بیان ژن

های موردنظر، باعث کاهش میزان یان ژنطبیعتا کاهش در ب

بنابراین . دشوهای ثانویه در گیاه استویا میگلیکوزیدها و متابولیت

توان نتیجه گرفت که دست آمده می هبا توجه به نتایج ب

الیسیتورهای زیستی و غیر زیستی استفاده شده در این تحقیق در 

های درگیر توانند از طریق تحریک بیان ژنهای مناسب میغلظت

های ثانویه و افزایش میزان ترکیبات شیمیایی در تولید متابولیت

 . گیاه استویا تأثیر گذار باشند
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