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Abstract 

Objective 

Scrophularia striata is a plant belonging to the Scrophulariaceae family. Due to the importance of 

phenylpropanoid compounds in this plant, identification and isolation of genes encoding 

cinnamate enzymes 4-hydroxylase (C4H) and chalcone synthetase (CHS) involved in the 

biosynthesis of these compounds and also, their expression under the influence of various abiotic 

elicitors was performed.  

Materials and methods 

Seeds of wild plants grown around the university were collected and were cultured in greenhouse 

conditions. Sampling was done before flowering stage. RNA extraction, cDNA synthesis, 

isolation and sequencing of CHS and C4H genes in the roots of this plant were successfully 

performed for the first time. The expression of these genes was performed under the influence of 

three salicylic acid (SA), jasmonic acid (JA) and gibberellic acid (GA) each at concentrations of 

100 and 300 ppm using a completely randomized design at the transcript level by Real Time PCR 

method.  
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Results 

The results showed that among the elicitors used, JA and SA with the concentration of 100 ppm 

had the greatest effect on increasing the expression of C4H and CHS genes so that in investigating 

the effect of the above-mentioned elicitors on the accumulation of phenylpropanoid compounds, 

this issue was partially confirmed. Also, in the study, increasing the concentration of JA and SA 

decreased the expression of C4H and CHS genes.  

Conclusions 

The general results of the use of elicitors on gene expression and accumulation of secondary 

metabolites showed that the external use of stimulants in appropriate concentrations, possibly 

through the induction of the plant immune system, can play a role in the biosynthesis and 

accumulation of valuable secondary metabolites such as phenylpropanoid compounds in the roots 

of Scrophularia striata and subsequently identifying and analyzing the expression of genes 

involved in the biosynthesis of such valuable compounds can be effective in complementary basic 

research for use in the pharmaceutical and food industries.  

Keywords: Scrophularia striata, Elicitor, Chalcon synthase, Cinnamat 4-hydroxylase, 

Phenylpropanoid.  
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  چکیده

ــونخانواده ( گیاهی متعلق به Scrophularia striataگل سازوئی ) هدف: ــل میوـ است. نظر به ( Scrophulariaceae) گـ

ــایی و اداســازی  ن در این گیاه، اهویت ترکیبات فنیل پروپانوئیدی ــناس ــینامات های کد کننده آنزیمش هیدروکســیلاز  -4های س

(C4H( ـــنتتاز ـــنتز این ترکیبات و هورنین ارزیابی بیان  نCHS( و چالکون س های مذکور تحت تاثیر ( دخیل در مســـیر بیوس

 های گوناگون غیر زیستی انجام شد.محرک

شی  :هاروشمواد و  شگاه اوعبذور گیاهان وح شد یافته در اطراف دان شرایط گلخانهر شدند. قبل از آوری و در  شت داده  ای ک

ستخراج  صورت گرفت. ا سنتز RNAمرحله گلدهی نوونه برداری   ،cDNAسازی و تعیین توالی  ن در  C4Hو  CHSهای ، ادا

شه این گیاه برای اولین بار به طور موفقیت آمیزی انجام گرفت. بیان  ن سیتورهای مذری سه الی سید  کور تحت تاثیر  سیلیک ا سالی

(SA( سید سوونیک ا سید )JA(، اا صادفی پیپی 300و  100های ( هر کدام در غلظتGA( و ایبرلیک ا ام در قالب طرح کاملا ت

 انجام شد.  Real Time PCRدر سطح رونوشت به روش

شان داد که در بین محرک :نتایج ستفاده، نتایج آنالیز بیان  ن ن شترین تاثیر را بر پیپی 100در غلظت  SAو  JAهای مورد ا ام بی

ـــتند. به طوری که در بررســـی تاثیر الیســـتورهای فور الذکر بر تجوع ترکیبات فنیل  CHSو  C4Hهای افزایش بیان  ن داش

 کاهش یافت.   CHSو  C4Hهای بیان  ن SAو  JAشد. هورنین با افزایش غلظت  پروپانوئیدی این موضوع به طور نسبی تایید
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ها در های ثانویه نشان داد که کاربرد خارای محرکنتایج کلی کاربرد الیسسیتورها روی بیان  ن و انباشت متابولیت گیری:نتیجه

های ثانویه با ارزش هورون ز و انباشــت متابولیتتواند در بیوســنتغلظت مناســب احتواا از طریق القای ســیســتم دفاعی گیاه می

سایی و آنالیز بیان  ن شنا شد و به دنبال آن  شته با سازوئی نقش دا شه گل  سنتز ترکیبات فنیل پروپانوئیدی در ری های درگیر در بیو

 ایی موثر واقع شــود.تواند در تحقیقات پایه تکویلی اهت اســتفاده در صــنعت داروســازی و صــنایع غذچنین ترکیبات با ارزشــی می

  .فنیل پروپانوئید، هیدروکسیلاز -4سینامات ، چالکون سنتتاز، الیستور، گل سازوئی: هاکلیدواژه

 پژوهشی.: نوع مقاله
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 یستیز یرغ یستورهایال یرتحت تاث یزیولو یکصفات ف یها و برخآن یانب یو بررس Scrophularia striata یگل سازوئ یاهگ

 .28-1(، 1)13، مجله بیوتکنولو ی کشاورزی. مختلف
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 مقدمه

 .(Ghahreman 1987گل سازوئی با نام محلی تشنه داری از قدیم اایام به عنوان یک گیاه دارویی کاربرد داشته است )

(. خاستگاه این گیاه در Khanpour-Ardestani 2014روید )این گیاه در ایران و برخی از کشورها از اوله کره انوبی و چین می

گل میوون سازویی در اکثر مناطق معتدل و سردسیری ایران از اوله ایلام و  های غرب و انوب غربی کشور است.برخی استان

، کردستان، لرستان، خراسان انوبی، فارس، چهارمحال بختیاری و کهگیلویه و بویر احود یافت مناطقی از استان خوزستان، کرمانشاه

طور که امروزه بسیاری از اوامع بشری به دنبال کسب درآمد و هوان .(Shoohani and Taheri Moghadam 2010شود )می

تواند بخشی از بنابراین استفاده از این پتانسیل بالقوه می های ثانویه با ارزش هستند.تجارت از طریق گیاهان دارویی حاوی متابولیت

پذیری دارند و با تواه به نیاز کشور را در مورد واردات مواد اولیه دارویی کاهش دهد. گیاهان دارویی اکثراً از لحاظ اقتصادی توایه

د گیاه دارویی گل سازویی انجام تحقیقات بیشتر شرایط اقلیوی و آب و هوایی از عولکرد مناسبی برخوردارند. با تواه به خواص متعد

تواند نقش مهوی در پیشگیری و درمان بر روی این گیاه به منظور کاشت این گیاه به صورت زراعی و استخراج مواد موثر آن می

و غیره داشته باشد. های گوارشی، انگلی، التهابی های مربوط به سیستم ایونی از اوله سرطان و هورنین بیواریبسیاری از بیواری

ها و مخورهای متفاوت از اوله مطالعات زیادی مبنی بر بررسی آثار ضدباکتریایی و ضدالتهابی گل سازویی بر روی باکتری
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 .Sharafati-chaleshtori et al(، اشریشیا کولی )Abbasi et al. 2007استافیلوکوکوس اورئوس و سودوموناس آئرو ینوزا )

ها را ( صورت گرفته است که آثار ضدسرطانی و ضدالتهابی برخی از گونهHavasian et al. 2012یکنس )( و کاندیدا آلب2010

های آنتی اکسیدانی، ضد باکتری، ضد التهابی و ضد های زیستی مانند فعالیتبه اثبات رسانده است. به طور کلی، بسیاری از فعالیت

های های خشک گونهریشه (.Mahboubi et al. 2013شده است ) دردی از ترکیبات فلاونوئیدی در این گیاهان گزارش

Scrophularia  در طب آسیایی به عنوان مکول درمانی اهت تب، ارنژیت، تورم، یبوست، نوریت و فارنژیت مورد استفاده قرار

معروف به عنوان یک داروی  S. ningpoensisهای (. هورنین ریشهQian et al. 1992; Park et al. 2003گرفته است )می

های تانسیل(. پLi et al. 1999گیرد )های مختلف التهابی مورد استفاده قرار میبرای معالجه بیواری "Xuan shen" چینی به نام

محققان را بر آن داشته است تا نسبت به شناسایی و اداسازی ترکیبات فعال   Scrophulariaceaدرمانی خوب گیاهان خانواده

بیوسنتز فلاونوئیدها  شوند، تورکز نوایند.آن هورون فلاونوئیدها و ترکیبات فنلی که اغلب از طریق مسیر فنیل پروپانوئیدی سنتز می

سنتز فلاونوئیدها، فنیـل آانـین مشتق از مسـیر شـیکویک  پیریده و مراحـل آنزیوـی متعـددی در آن درگیر هستند. در مراحل اولیه

-4و ( C4H) یدروکسیلازه -4 یناماتس، (PAL) )فنیــل آانــین آمونیالیــازهای مسـیر فنیـل پروپانوئیــدی بـه وسـیله آنزیم

اولین آنزیم سنتز فلاونوئید مواب  (CHS) شود. چالکون سنتازبه کوماریل کو آنزیم آ تبدیل می ((4CL)کوانزیم آ لیگـاز -کومارات

 .Roslan et alشود )چـالکون تولید می 1شود. و نارینژنینترکیب کوماریـل کـوانزیم آ بـا سـه مولکول مالونیل کوانزیم آ می

ین، های آنتوسیانسپس به عنوان مولکول پیشرو برای بیوسنتز رنگدانه CHI (. نارینژنین چـالکون با واسطه آنزیم2013

آنزیم چالکون  (.Jez et al. 2001; Dao et al. 2011کند )های ضد میکروبی عول میها و فیتواکسینینها، فلاونپروانتوسیانیدین

ترکیبات فلاونوئیـدی از اهویـت ویـژه  باشد به عنوان یک آنزیم کلیدی در مسیر بیوشـیویاییمیCHS سنتاز که حاصل بیـان  ن 

 (.Sennblad & Bremer 2002برخـوردار اسـت )

ها و هورنین تولید بسیار کم این ترکیبات های ثانویه، ارزش اقتصادی باای آنامروزه با تواه به تنوع بسیار زیاد متابولیت

 ،های نوین زیست فناوری هورون شناسایی و دستورزی مسیرهای بیوسنتتیک سلول گیـاهدر گیاهان راه برای استفاده از روش

هووار گردیده است های ثانویه های مویین در اهت تولید متابولیتهای کشت سلول، اندام، بافت و ریشهاز تکنیکاستفاده 

( 2017Gholami ) .باشد، های محرک تولید میهای ثانویه مناسب نیازمند مولکولهای  نتیکی، تولید متابولیتعلاوه بر دستورزی

شود، بنابراین ها و گیاه خواران محسوب میه ازئی ازمکانیسم دفاعی گیاه در برابر پاتو نهای ثانویزیرا مسیر بیوسنتزی متابولیت

باشند های مسیرهای دفاعی میباشد. به طور کلی چنین ترکیباتی که قادر به تحریک بیان  نبیان آن نیازمند ترکیبات القا کننده می

 ;Rao & Ravishankar 2002; Zhong 2002; Khosroushahi et al. 2006شوند )( نامیده میElicitorالیستور )

Onrubia et al. 2011از ترکیبات شیویایی مانند  (. برخیJA ،SA  وGA  به عنوان الیستورهای غیرزیستی به منظور افزایش

                                                      
1 Naringenin 
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های مذکور به عنوان القاء کننده هورمون توان ازبنابراین می(. .Hayat et al 2010اند )تولید این ترکیبات مورد بررسی قرار گرفته

شود در بسیاری می های ثانویهزیستی کارآمد که از طریق القای سیستم بیان  ن باعث بهبود بخشیدن بیوسنتز متابولیت غیرزیستی و

اع فلفلی گزارش شده در گیاه نعن SAاز گیاهان دارویی استفاده کرد. افزایش بیان  ن منتول دهیدرو ناز و میزان منتول تحت تیوار 

سبب فعال شدن سیستم آنتی اکسیدانی گیاه شده و از طریق افزایش بیان  ن   SA(. در زیره سبزRasouli  et al. 2014است )

 SA بنابراین به علت نقشی که(. Firoozie  et al. 2016فلاون سنتتاز منجر به افزایش ترکیبات فلاونوئیدی و آنتوسیانین شد )

تواه ویژه ای قرار  شود، موردهای ثانویه میهای مسیرهای بیوسنتزی متابولیت ن محرک دارد و باعث افزایش بیانبه عنوان یک 

گزارش کردند که متیل ااسوونات در القای Ellard-lver and Douglas   (1996 )(. در پژوهشیPu et al. 2009گرفته است )

(. در تحقیق Ellard-Ivey & Douglas 1996باشد )انوئیدی در اعفری موثر میهای درگیر در تولید ترکیبات فنیل پروپبیان  ن

دار در بیان های متفاوت از متیل ااسوونات باعث افزایش معنی( گزارش شد که غلظت2016) .Hassani et alانجام شده توسط 

تواند منجر به افزایش تولید اا میشد که احتو C4H( و CVOMTمتیل ترانسفراز ) -oهای چاویکول های کد کننده آنزیم ن

هورنین در گزارشی تاثیر  (.Hassani et al. 2016ترکیبات فنیل پروپانوئیدی مانند چاویکول و متیل چاویکول در ریحان شود )

GA روی افزایش بیوسنتز آرتویزین در قسوت( های  هوایی گیاه خاراگوش چینی تایید شده استSmith et al. 1997 .) اواخر در

ترین فرایندهای  نتیکی های مولکولی در زمره مهمهای به عول آمده روشن نوود که مکانیسممیلادی مطالعات و بررسی 80دهه 

 Mohammadabadi and Tohidinejadها( هستند )، رونویسی، تراوه و حتی نحوه تنظیم  نDNA)مشتول بر هوانندسازی 

شوند و در یک زمان خاص زمان بیان نویگاه به طور همباشد که هیچعداد زیادی  ن مییک سلول دارای ت 2(. ماده  نتیکی2017

(. نیاز به Tohidi nezhad et al. 2015نوایند )ها بیان شده و پروتئین یا آنزیم مورد نیاز سلول را تولید میفقط تعداد کوی از آن

ر صورت عدم نیاز به فرآورده  ن، آن  ن به صورت خاموش و شود و دکند کنترل میبیان  ن توسط محیطی که در آن رشد می

های . بیان  ن(Ahsani et al. 2019a) کشف شد E.coliغیرفعال باقی خواهد ماند. ساز و کار بیان  ن اولین بار در باکتری 

ها بیان یک از انواع بافتباشد. تنها یک مجووعه نسبتاً کوچک از توام  نوم در هر بعدی می یوکاریوتی تحت کنترل موقت و چند

ها برای . بنابراین، بیان  ن در یوکاریوت(Mohammadabadi et al. 2018) ها به مرحله نوو بستگی داردشود و نیز بیان  نمی

هایی که . هورنین مقدار محصوات  ن که در هوان بافت و نیز در سایر بافت(Ahsani et al. 2019b) هر بافت اختصاصی است

(. یکی از اقدامات Mohammadabadi et al. 2017شود )می  نسازند، ساخته شده سبب تنظیم بیان آن ول را میآن محص

 Jafariها در سطح سلولی یا کروموزومی است )های مرتبط با صفات اقتصادی و مطالعه آنها و پروتئیناساسی مطالعه  ن

Darehdor et al. 2016.) 

                                                      
2 DNA 
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نشین مورد التهاب موضعی توسط مردمان زاگرسدرد و ضدبه عنوان ضد به صورت اداگانه و محلیهوایی و ریشه گیاه های بخش

ستفاده قرار می Mahesh and Satish ;2008Kambiz and Afolayan,  ;2010Lagimi et al. -Ardeshiri گیرد )ا

ست، ای تاکنون مطالعهاز آنجایی که  (2008 شده ا شه این گیاه انجام ن سازی از بافت ری سایی و ادا شنا ضر  لذا هدف از مطالعه حا

سنتزی فلاونوئیدها از های مهم و کلیدی برخی  ن سیر بیو ست C4Hو CHS اوله در م های متفاوت از هورنین تاثیر غلظتو  ا

 الذکر بررسی می شود. های فوربر بیان  ن GAو  JA ،SAسه محرک 

 

 هامواد و روش

شد یافته در دامنه کوهبذرهای مورد مطالعه : مواد گیاهی شی ر شگاه ایلام با از گیاهان وح ستان ایلام واقع در دان های ا

متر اوع آوری و بر اساس  1174دقیقه، ارتفاع از سطح دریا  37دراه و  33دقیقه، عرض اغرافیایی  28دراه و  46طول اغرافیایی 

 10ابتدا با هیپوکلرید سدیم . بذور (Ghahreman 1987)ها تایید گردید صحت آن (1987قهرمان ) شناسی کتابهای گیاهویژگی

ساعت با غلظت  72درصد ضدعفونی شده و سپس با آب مقطر شسته شدند. اهت شکستن خواب بذور، بذور شسته شده  به مدت 

سید ایبرلیک ) سپس بذور  24پی پی ام( در محیط تاریک و در دمای  400بهینۀ ا شدند.  سانتیگراد قرار داده  شده، پس دراه  تیوار 

بر روی کاغذ صافی درون پتری دیش قرار داده و به  رمیناتور منتقل شدند. بذور اوانه  از ضدعفونی و شستشوی مجدد با آب مقطر،

شدند. آزمایش در شگاه ایلام منتقل  صادفی  زده بعد از طی مدت زمان تقریبی یک هفته به گلخانه تحقیقاتی دان قالب طرح کاملا ت

صدم مترمربع درون گلدان ساحت پانزده  شد. گلدانو های با م سه و کود اارا  ساوی خاک، ما سبت م و  25ها در دمای روزانه با ن

سانتی 20شبانه  شدند. هزار لوکس 40 تا 35 نور شدت گراد، بادراه  شی  گیاهان نگهداری  شدند. تیوارهای آزمای روزانه آبیاری 

سیگوا GAو  JA ،SAشامل  شرکت  شده از  شاهد )آب مقطر( ام پیپی 300و  100سطح  2( هرکدام در )تهیه  هوراه با تیوار 

سه نوبت  شی در  شدند. محلول پا شی )قبل گلدهی(  5-4ساعت یکبار در مرحله  72کشت  شد و  بعد از آن در فاز روی برگی انجام 

شدند. نوونه برداری انجام گردید. بوته شش  شاهد با آب مقطر پا شههای  سازو هایری سیگل  های ئی بعد از اعوال تیوار اهت برر

  .گراد نگهداری شدنددراه سانتی 80 منفی فریزر با دمای  مولکولی و فیزیولو ی در

شیمیاییسنجش سنجش محتوای فنل، فلاونوئید و فلاونول کل ابتدا سنجش میزان فنل تام: -های بیو اهت 

ستخراج عصاره متانولی از نوونه سه میلی  05/0  در ابتداشد. به این صورت که ها ا شده در ازت مایع در  ساییده  گرم از بافت برگی 

گراد قرار داده شد. سپس سانتریفیو  با دراه سانتی 80درصد هوگن و به مدت سه ساعت درون بن ماری در دمای  80لیتر متانول 

صل برای  3دقیقه انجام گرفت و در نهایت فاز روئی با متانول به حجم  20هزار به مدت  5دور  صاره حا شد و ع سانده  میلی لیتر ر

ســـیوکالتیو  -ســـنجش محتوای فنل و فلاونوئید و فلاونول مورد اســـتفاده قرار گرفت. اندازه گیری میزان فنل تام به روش فولین

صورت که به Singleton & Rossi 1965صورت گرفت ) صاره متانولی،  50(. به این  ن میکرولیتر معرف فولی 500میکرولیتر ع
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ها به درصد اضافه گردید. نوونه 7میکرولیتر از بافر سدیم کربنات  500دقیقه  5سیوکالتیو اضافه سپس به مخلوط حاصل بعد از  –

ـــدند و در نهایت میزان فنل تام، در طول موج  10مدت  ـــتفاده از دســـتگاه  765دقیقه در دمای اتار نگهداری ش نانومتر با اس

سپکتروفتومتر ) شرکت  Cary-50ل مد UV-Visibleا ستاندارد Varianساخت  ستفاده از منحنی ا سپس با ا ( قرائت گردید. 

 (. Salmanian et al 2014میکرو گرم بر گرم وزن تر محاسبه گردید ) گالیک اسید مقدار این ماده بر حسب

ندازهسنننجش میزان فلاونوئید کل:  ـــاره اهت ا به یک میلی لیتر از عص ید   250متانولی، گیری محتوای فلاونوئ

ها در طول میکرولیتر از بافر پتاسیم استات یک موار اضافه گردید و اذب نوونه 250درصد و  10میکرولیتر از بافر کلرید آلومینیوم 

ــتاندارد  415موج  ــاس منحنی اس ــد. در نهایت، میزان فلاونوئید کل براس ــپکتروفتومتر خوانده ش ــتگاه اس ــتفاده از دس نانومتر با اس

 (. Krizek et al. 1998ین سنجیده شد )کوئرسیت

گیری محتوای فلاونول به یک میلی لیتر از عصاره متانولی، مقدار یک میلی اهت اندازه سنجش میزان فلاونول کل:

 445ها در طول موج درصد اضافه گردید و اذب نوونه 5درصد و سه میلی لیتر از بافر پتاسیم استات  2لیتر از بافر کلرید آلومینیوم 

سنجیده  ستاندارد روتین  ساس منحنی ا شد. در نهایت، میزان فلاونول کل نیز برا سپکتروفتومتر قرائت  ستگاه ا ستفاده از د نانومتر با ا

 (. Ying & Wan 2012شد )

ستفاده از نرمدر نهایت، تجزیه واریانس داده سه SAS 9.1افزار ها با ا دار یها با آزمون حداقل اختلاف معنمیانگین و مقای

 صورت گرفت. Excelها در محیط نرم افزار درصد و ترسیم شکل 5در سطح احتوال 

( George 2018طبق دستورالعول )  RNAاستخراج : cDNAو سنتز  RNAاستخراج  -های مولکولیبررسی

شد ) ستفاده  2/1، از الکتروفورز  ل آگارز RNA(. به منظور بررسی کیفیت George 2018به هوراه برخی تغییرات انجام  درصد ا

( با کوک دســـتگاه نانودرا  A260/230و  ) (A260/280) با محاســـبه نســـبت اذب RNAشـــد. در ادامه کیفیت و غلظت 

(NanoDrop1000spectrophotometer ــکل ــد ) ش ــخش ش ــتفاده از الیگومر  RNA(. از نیم میکروگرم، 1( مش کل با اس

ساخت( 18dt-Oligoتیویدین ) شد. cDNAبه عنوان آغازگر )پرایور(  برای  ستفاده  ستفاده ( cDNA)مکول  DNAساختن  ا با ا

 شرکت پیشگام و طبق دستورالعول آن انجام شد. SMOBIO از کیت

سازی  ستجو در C4Hو  CHSهای برای طراحی آغازگرهای  نمورد مطالعه: های ژنطراحی آغازگر و جدا ، ا

NCBI های مذکور برای گیاه مرتبط با گیاهان دارویی نشـــان داد که توالیهای و پایگاه دادهS. Striata های این در پایگاه داده

( نزدیکترین توالی نوکلئوتیدی برای دو  ن 2017)  .Kamalipourazad et alبر طبق مطالعات  لذاباشــد ها مواود نویســایت

CHS  وC4H  ــایت ــد.  NCBIاز س ــتخراج ش ــ ،بنابراین اس ــتجوهایبر اس در گیاهان خانواده  NCBIدر نوکلئوتیدی  اس اس

lamiaceae  توالی  نScutellaria lateriflora سی ستر  Sesamum( و هورنین توالی  ن گیاه KF039680.1) با کد د

indicum ( با کد دسترسیKP070827.1 ) اهت طراحی پرایور  نC4H .انتخاب شدند 
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 کل استخراج شده از ریشه گیاه گل سازوئی RNAای از . نمونه1شکل 

Figure 1. An example of the total RNA extracted from the roots of the Scrophularia striata 

 

با کد دسترسی  Scutellaria baicalensisگیاه های  نی توالی CHSهورنین برای طراحی  پرایور  ن 

(AF035622.1  و گیاه )Sesamum indicum  ( با کد دسترسیXM_011093100.2 .انتخاب شدند )های حاصل از توالی

سازی شدند. هوردیف  ClustalWبا روش BioEdite Sequence Alignment Editor هر دو  ن استخراج و در نرم افزار 

حفاظت شده در هر دو نوونه مشخش شده و با استفاده از وب سایت نواحی 

http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html   پرایورهایی با رعایت ویژگی از اوله دمای ذوب، مقدار

G+Cچنین با استفاده از نرم افزار راحی گردید. هم، نبود پرایور دایور و طول پرایور برای هر دو پرایور رفت و برگشت طBioEdite 

Sequence Alignment Editor  بر اساس کدهای رایور د نره  از نواحی حفاظت شده ی مورد توافق اهت طراحی پتوالAUPC 

شد. اهت طراحی پرایورهای  انجام iupac/2https://www.bioinformatics.org/sms.های نوکلئوتیدی به آدرس توالی

 https://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.htmlبرگشت ناحیه مشخش شده به عنوان پرایور برگشت در سایت 

آورده شده است و برای  CHSان نوونه برای  ن به عنو 2که در شکل   اهت به دست آوردن توالی مکول معکوس قرار داده شد

دایور و مشخصات   Oligo calculator.  هورنین با استفاده از نرم افزار(1ها هم از این روش استفاده گردید )ادول سایر  ن

  High Purified Salt Freeترمودینامیکی آغازگرها بررسی شد. در نهایت آغازگرها به وسیله شرکت سینا کلون با دراه خلوص

افت باز استفاده  500و  600با طول قطعات  cDNAبه صورت لیوفیلیز ساخته شدند. در ادامه از آغازگرهای طراحی شده برای تکثیر 

میکرولیتر کلرید  PCR، 8/1 (10X)میکرولیتر بافر  2میکرولیتر حاوی  25برای هر  ن در حجم  PCR شد. به این صورت که

 10میکرولیتر از هر آغازگر پیش رونده و معکوس  )غلظت  5/0میلی موار،  dNTP 1میکرولیتر  8/1میلی موار،  20منیزیم 

میکرولیتر آب دوبار تقطیر  15رقیق نشده و در نهایت با  cDNAمیکرولیتر  3واحد(،  5پلیوراز ) Taqمیکرولیتر آنزیم  4/0پیکومول(، 

دقیقه واسرشته سازی اولیه در دمای  5(، با برنامه زمانی Ependrofپندروف )انجام گردید. واکنش زنجیره ای پلیوراز در دستگاه ا

ثانیه دمای اتصال هر آغازگر  45، گرادسانتیدراه  94ثانیه واسرشته سازی در دمای  30چرخه شامل  35گراد، سپس دراه سانتی 94

اهت بسط و تکثیر صورت گرفت و در نهایت بسط  گرادسانتیدراه  72دقیقه دمای  1)دمای توصیه شده اهت اتصال آغازگرها(، 

 8/1های حاصل با استفاده از الکتروفورز افقی و  ل آگارز گراد انجام شد. فرآوردهدراه سانتی 72دقیقه در دمای  5نهایی به مدت 

https://www.bioinformatics.org/sms2/iupac.%20انجام
https://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.html
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دیوم بروماید انجام ساعت انجام شد. رنگ آمیزی  ل در محلول اتی 30/1به مدت  80نیم برابر در ولتا  ثابت  TBEدرصد و بافر 

یابی محصول تعیین توالی گردیدند. اهت توالی PCRگردید. اهت تعیین ماهیت و صحت عولکرد آغازگرها، قطعات حاصل از 

PCR  ( به -70ها بر روی یخ خشک گرانولی )لیتری قرار گرفته و با پارافیلم مهرو موم گردید. در نهایت نوونه 5/1درون تیوب های

یابی ها توسط شرکت باینویر قبل از توالیبایونیرکره انوبی با واسطه شرکت تکاپوزیست ارسال گردید. فرایند تخلیش نوونهشرکت 

 . انجام گردید

 

 

 

 

 

و طراحی پرایمر از نواحی حفاظت  clustalwها به روش . نتایج حاصل از همردیف سازی توالی2شکل 

 CHSهای مورد استفاده برای ژن در توالی شده

Figure 2. Results obtained from sequencing alignment by Clustalw method and primer 

design of protected regions in sequences used for the CHS gene. 

 

Real Time PCR:  های  نتکثیرC4H  وCHS  های با الیســـیتور ـــده  وار ش کدام در  GAو  SA ،JAتی هر 

ــازوئی برای اندازه گیری بیان  ن  امپیپی 300و  100های غلظت ــه گیاه گل س ــبت به کنترل منفی )آب دیونیزه( در بافت ریش نس

بر اساس روش استاندارد به صورت نسبی صورت گرفت. به این صورت که پس از اداسازی و  Real Time PCRتوسط واکنش 

سوتی از  سی بیان این  ن C4Hو   CHSهای نتعیین توالی ق صی اهت برر صا شدند آغازگرهای اخت سازوئی طراحی  ها در گل 

ادول  های 1) هایی  Real Time PCR(. واکنش  یک و دو تکرار تکنیکی در حجم ن ـــه تکرار بیولو   10با در نظر گرفتن س

بر طبق دستورالعول شرکت سازنده )امپلیکون  RealQ Plus 2x Master Mix Green no Roxمیکرولیتر با استفاده از کیت 

به صورت کوی در مقایسه  C4Hو  CHSهای  نانجام گرفت. برای بررسی بیان  CFX96  BIO-RAD دانوارک( در دستگاه

سب چرخه cDNAهای مقدماتی غلظت بهینه آغازگرها و  با کنترل داخلی، در آزمایش شد، هورنین تعداد منا ها و دمای مشخش 

 40ها، تعیین گردید. بهترین شرایط تکثیر تعداد ها و دما برای هریک از  نبا استفاده از گرادیان چرخه( Annealing) اتصال بهینه

ساس نرسیدن به وضعیت ثابت در تکثیر محصول   Real. شرایط دمایی واکنش بود PCRچرخه تعیین شد که مبنای انتخاب بر ا

Time PCR سازیی ابتدایی آ شدن در درمای  40دقیقه،  10دراه به مدت  94نزیم در دمای شامل فعال  شته  سر شامل وا سیکل 

 پرایمر برگشت پرایمر رفت
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ــال 5دراه به مدت  94 ــته به نوع آغازگر) ثانیه، دمای اتص ــط در دمای  45( به مدت 1)ادول ( 55-49 بس دراه به  72ثانیه و بس

گیری ا استفاده شد. کویت نسبی به وسیله اندازههبه عنوان  ن مراع اهت نرمال سازی داده  Beta actinدقیقه بود. از  ن 1مدت 

 Realانجام گرفت. پس از انجام واکنش تکثیر به روش  Syber Greenافزایش تشــعشــع فلورســنس در نتیجه اتصــال به رنگ 

Time PCR ــــــــــه صـــــــــــــورتداده ــــــــــام ب ــــــــــای خ  ه

Ct (Threshold Cycle)  شد. از روش ستخراج  ستگاه ا شد. ( اهت آنالیز دادهSchefe et al. 2006) ∆∆ctاز د ستفاده  ها ا

 No-Template Controlیا   از کنترل بدون الگو Real Time PCRازم به ذکر است اهت تست آلودگی  نومی در فرایند 

(NTC)  ستر میکس و معرف صورت که در این نوونه پرایور، م ستفاده کردیم به این  شدن ا  Real-timeهای ازم برای انجام 

PCR د دارند، با این تفاوت که واوDNA  .اولیه الگو نداریمNTC  شکیل آن در غیاب سیگنال و یا عدم ت شکیل  سی ت برای برر

ــت. این کنترل مینوکلئیک ــید هدف اس ــود، و انفعال پرایورها و را که باعث مخدوش تواند آلودگی و هرنوع فعلاس ــدن نتایج ش ش

 تشخیش دهد.

 

 نتایج و بحث

در این پژوهش های ثانویه در ریشه گیاه گل سازوئی: غیر زیستی بر تجمع متابولیت تاثیر الیسیتورهای

 داردر ریشه گیاه معنی GAو  JA، SAهای میزان ترکیبات فنیل پروپانوئیدی )فنل ، فلاونوئید و فلاونول کل( تحت تاثیر هورمون

(0001/0 P< ) ام پیپی 100(. نتایج مقایســـه میانگین نشـــان داد که بیشـــترین میزان فنل تام در غلظت 2گردید )ادولSA  و

صل گردید به طوری GAام پیپی 300کوترین میزان در غلظت  در غلظت پایین تر میزان فنل تام را یک  SAکه کاربرد تیوار  حا

شاهد ستفاده آن )تیوار  سبت به عدم ا شکلو نیم برابر ن شان داد که الف(. نتایج اندازه -3( افزایش داد. ) گیری محتوای فلاونوئید ن

ـــاهد از  SAو  GAام پیپی 300های محتوای فلاونوئید تحت تاثیر غلظت از بیشـــترین میزان در حالی که میزان آن در تیوار ش

های متفاوت هورمون مشاهده شد که کاربرد غلظت کوترین مقدار برخوردار بود. هورنین در بررسی محتوای فلانوئید در ریشه گیاه

JA  شکل صفت ایجاد نکرد ) سلول -3تفاوتی در میزان این  سی میزان فلاونول کل در  شان داد ب(. برر شده ن شاهد و تیوار  های 

ــترین میزان فلاونول در غلظت  ــد. JAو بعد از آن در هوان غلظت در تیوار  SAام پیپی 100که بیش ــاهده ش ین میزان کوتر مش

نتایج ســـنجش ترکیبات فنیل از روی هم رفته  ج(. -3حاصـــل گردید )شـــکل GAام در تیوار پیپی 100فلاونول نیز در غلظت 

ستنباط شد که در بین هورمون نقش بسزایی در  امپیپی 100در غلظت  JAو  SAهای مورد استفاده به ترتیب پروپانوئیدی چنین ا

شتند  سی میزان ترکیبات بویژه محتوای فنل و فلاونول کل با افزایش غلظت محرکالقای ترکیبات موثره دا ها به طوری که در برر

 مقدار تجوع ماده موثره به طرز محسوسی کاهش یافت.  امپیپی 300به 
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 . مشخصات مربوط به آغازگرها جهت شناسایی و بررسی بیان ژن1 جدول

Table 1 .Specifications for primers to identify and investigation of gene expression 

 نام آغازگر

Primer 

name 

مرحله مورد  

 استفاده

Step used 

 آغازگر  توالی

Primer sequence 

 اندازه  محصول

Product size 

 (c0دمای اتصال )

Annealing 

temperature 

C4H رفت آغازگر 

Sense Primer 

 

 

 

 

 

PCR 

 

 

GGCGCCGTCRCTGGACGCC  

 

470 

 

 

55 C4H برگشت آغازگر 

Antisense 

Primer 

GTCTCAACGGTGAGGCCCGGC 

CHS رفت آغازگر 

Sense Primer 

CCCARAAGGCSATCAARGAATGG  

 

550 

 

 

 

59 CHS برگشت آغازگر 

Antisense 

Primer 

GTCTCAACGGTGAGGCCCG 

C4H رفت آغازگر 

Sense Primer 

 

 

 

 

 

 

 

Real Time 

PCR 

 

GAAAGTGCACATATTCTATCCC  

 

89 

 

 

 

49 

 
C4H برگشت آغازگر 

Antisense 

Primer 

GATTTGGCATCTTTTCAAGGTAG 

CHS رفت آغازگر 

Sense Primer 

TGCCAGATGGAACGTATGG  

 

124 

 

 

55 CHS برگشت آغازگر 

Antisense 

Primer 

ATGCCATCGAAGCCTGCTT 

Beta رفت آغازگر 

Sense Primer 

CGGGATGGAAGCTGCTGG  

 

136 

 

 

50 Beta برگشت آغازگر 

Antisense 

Primer 

CCGGTCAGCAATACCCGGG 

 

  



 1400، رستمی و فاضلی

13 

Agricultural Biotechnology Journal;      Print ISSN: 2228-6705,      Electronic ISSN: 2228-6500 

شه مختلف بر محتوای ترکیبات فنیل پروپانوئیدی ریغیر زیستی تجزیه واریانس اثر الیسیتورهای  .1جدول 

 گل سازویی

Table 2. ANOVA analysis of the effect of various abiotic elicitors on the content of 

phenylpropanoid compounds of root of Scrophularia striata 

تغییرات منابع  

Sources of variation 

 دراه آزادی

(df) 

 فنل تام

Total Phenol 

 فلاونوئید

Flavonoid 

 فلاونوول

Flavonol 

 **Treat 6 0.00830** 0.0004** 0.0001   تیوار

 Error 14 0.00011 0.000042 0.000003  خطا

 4.569 8.630 15.745  (CV)  ضریب تغییرات )%(

ns درصد 1و  5دار در سطح احتمال دار و معنی، * و **: به ترتیب غیر معنی 

 

ــل از  :C4Hو CHS های تاثیر الیسننتورهای غیر زیسننتی بر میزان بیان ژن بعد از تعیین توالی قطعات حاص

شکل واکنش زنجیره صی از روی توالی4ای پلیوراز )  صا ست آمده، آنالیز بیان  ن( و طراحی آغازگرهای اخت شد.  های بد ها انجام 

آمده  5 ها مورد آنالیز قرار گرفت. هوانطور که در شــکل( مربوط به هرکدام از  ن5)شــکل  3ها، منحنی ذوبپس از انجام واکنش

شی در حین اارای آزمایش برای یکی از نوونه ست وقوع خطای آزمای شد و در نهایت این ا شکیل منحنی غیر قابل قبول  ها باعث ت

صوات و عدم در نهایت با تواه به پیک نوونه در تجزیه و تحلیل نهایی حذف گردید. سایر مح صی بودن  صا ست آمده اخت های بد

سی الگوی بیان  نید قرار گرفت. واود پرایور دایور مورد تای سینامات C4H  برر سیلاز مواود در  -4که رمز کننده آنزیم  هیدروک

ست.  سیار اندک ا شاهد میزان بیان این  ن ب شان داد که در گیاهان  ست ن سنتز فنیل پروپانوئیدی عوومی ا سیر بیو مراحل اولیه از م

سیتور باعث افزایش چشوگیر بیان  ن مذکو ستفاده از الی شد. به طوری که غلظت ا شترین تاثیر را در افزایش  SAام پیپی 100ر  بی

شترین میزان بیان  ن  C4Hمیزان بیان  ن  شت. بعد از آن بی سط برای تولید ترکیبات فنیل پروپانوئیدی دا به عنوان یک آنزیم وا

C4H  ام پیپی 100در غلظتJA .شد شاهده  شد افزایش غل م شخش  ستفاده ظت هورمونهورنین در این تحقیق م های مورد ا

یان این  ن گردید. از طرفی در بین محرک یان  ن  GAهای مورد آزمایش باعث کاهش معنی دار ب کوترین تاثیر را در افزایش ب

C4H  شان داد، به طوری که در غلظت شکل  GAام پیپی 100ن شاهد نیز کوتر بود ) سبت به نوونه  میزان بیان  ن مذکور حتی ن

سنتتاز در مسیر بیوسنتز فلاونوئیدها می CHSی الگوی بیان  ن (. بررس5 شد نشان که یک  ن رمز کننده آنزیم کلیدی چالکون  با

سبت به نوونهداد که در نوونه شاهد ن ست. های  سی کوتر ا سو سیتورهای مختلف میزان بیان  ن به طور مح شده با الی های تیوار 

 مشاهده شد.  SAام پیپی 100و بعد از آن در غلظت  JAام پیپی 100بیشترین میزان بیان این  ن در غلظت 

                                                      
3 Melting Curve 
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 اثر الیسیتورهای غیر زیستی مختلف بر  محتوای ترکیبات فنیل پروپانوئیدی ریشه گل سازویی .3 شکل

Figure 3. Effect of various abiotic elicitors on the content of phenylpropanoid compounds 

of root of Scrophularia striata 
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 PCR . الکتروفورز قطعات حاصل از4شکل 

Figure 4. Electrophoresis of PCR components 

  

    C4Hو ب.  CHSهای   الف. . منحنی ذوب ژن5شکل 

Figure 5. Melting curve of genes A . CHS and B . C4H 
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در ریشه گیاه گل  CHSو ب.  C4Hهای الف.  اثر الیسیتورهای غیر زیستی مختلف بر میزان بیان ژن .6شکل 

 سازوئی 

Figure 6. Effect of various abiotic elicitors on the expression of A. C4H and B. CHS genes 

in the roots of Scrophularia striata 

 

ام پیپی 300در تیوار  CHS، میزان بیان  ن C4Hبر بیان  ن  GAهورنین بر خلاف عدم واود تاثیر معنی دار تیوار 

GA های مختلف از دو الیسیتور افزایش نسبی نشان داد. هورنین افزایش غلظتSA  وGA  در افزایش بیان این  ن تاثیر نداشته

  (.6و برعکس باعث کاهش بیان  ن مذکور گردیدند )شکل 
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 بحث

های پر اهویت کنونی است که در این های ثانویه گیاهی یکی از روش نتیکی در راستای القای موثر متابولیت ورزیدست

های ثانویه هوانند ترکیبات فنیل پروپانوئیدی دارای ارزش متابولیتهای کلیدی در بیوسنتز کاری  نتیکی  نزمینه شناسایی و دست

ها یا به صورت آزاد و یا در ارتباط بیوسنتز فنیل پروپانوئیدها توسط یک گروه آنزیوی هدایت شده که این آنزیم اقتصادی زیادی است.

های حدواسط بین متابولیسم اولیه و ثانویه در گیاهان است یکی از مهوترین آنزیمPAL آنزیم (. Srere 1987باشد )با غشاهای سلولی می

 PALآنزیوی که بعد از آنزیم (. Dixon and Paiva 1995)باشد و اولین آنزیم در مسیر تولید ترکیبات فنلی گیاه و فنیل پروپانوئیدها می

 هیدروکسیلاز -4ست. محصول  ن سینامات ( اC4Hهیدروکسیلاز ) -4در مسیر تولید فنیل پروپانوئیدها نقش دارد آنزیم سینامات 

کوماریک اسید به عنوان یک آنزیم واسطه برای تولید ترکیبات فنیل P- با هیدروکسیله کردن سینامیک اسید و تبدیل آن به 

ه باشد نیز بمی CHS(. بعد از آن، آنزیم چالکون سنتاز که حاصل بیـان  ن Achnine et al. 2004کند )پروپانوئیدی عول می

های فلاونوئیدی از طریق به (. کلاسSennblad and Bremer 2002عنوان یک آنزیم کلیدی در این مسیر شناخته شده است )

 Sennblad andشوند )با عول چالکون سنتتاز سنتز می malonyl-CoAو سه مولکول از  p coumaryl-CoAهم پیوستگی 

Bremer 2002یک مسیر بیوسنتزی برای تولید هیدروکسی سینامیک اسید و سایر مشتقات  (. به طور کلی، مسیر فنیل پروپانوئید

ها است که دارای عولکردهای مهم فیزیولو یکی مانند تشکیل لیگنین و فلاونوئید هستند فنولپلین از اوله چندین ماده ثانویه از آ

(Xiong et al. 2017لیگنین عنصر اصلی دیواره سلولی گیاه است که در رشد ر .)کند یشه و ساقه گیاهان سلولزی مشارکت می

(Mottiar et al. 2016سایر مواد ثانویه مانند فلاوون .)های مواود در ها )رنگدانهها، پروانتوسیانیدینها، آنتوسیانینها، فلاونول

ها و تحول استرس دارند ریها و سایر مواد فلاونوئیدی نقش مهوی در رشد گیاهان، مقاومت در برابر بیواپوشش دانه(، ایزوفلاون

(Ferreyra et al. 2012.) های زیستی های مذکور در تنظیم بیوسنتز ترکیبات فنلی نقش بسزایی دارند.  فعالیتبدین ترتیب آنزیم

ونوئید در های سرشار از فلاعفونی کننده از ترکیبات یا عصارهباکتریایی، ضدالتهابی و ضدضدهای آنتی اکسیدانی، مانند فعالیتزیادی 

اند گزارش شده است که در تحقیقات متعدد پتانسیل درمانی آشکاری را نشان داده Scrophulariaceگیاهان خانواده 

(Mahboubi et al. 2013; Nasri et al. 2013از طرف دیگر تحریک پاسخ .)های های دفاعی در گیاه بواسطه تاثیر محرک

ها شروع های محرک توسط پذیرندهکند که با تشخیش مولکولسیگنال را القا می ای از انتقالشبکه JAو SA ، GAچون هم

ها اهت افزایش توان از این محرکهای ثانویه میهای درگیر در بیوسنتز متابولیتشود. از سویی دیگر با تواه به بیان پایین  نمی

های با ن کردن آنها در یک وکتور مناسب بتوان تولید متابولیتهای درگیر در سنتز آنها استفاده کرد تا پس از تکثیر و کلوبیان  ن

های ثانویه در ارزش را در گیاهان دیگر و حتی در مواودات دیگر تسهیل کرد. بنابراین انتخاب الیسیتور مناسب برای تولید متابولیت

و  C4Hهای های بخشی از  نتوالی S. Striataمقیاس بزرگ پراهویت است. در هوین راستا اهت دستیابی به اهداف فور، در 

CHS ها در بافت ریشه و تحت تاثیر سه الیسیتور مهم شیویایی شناسایی و بیان آنJA ،SA  وGA  در دو غلظت متفاوت در شرایط

ای برای اولین بار مورد بررسی قرار گرفت. علاوه براین، تاثیر الیسیتورهای مورد آزمایش بر تجوع متابولیت هدف این کشت گلخانه
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ات متعددی ها )ترکیبات فنیل پروپانوئیدی اعم از محتوای فنل کل، فلاونول و فلاونوئید کل( نیز مورد بررسی قرار گرفت. مطالع ن

هایی که در ساز وکارهای دفاعی گیاه های ثانویه به ویژه آننشان داده که اسید سالیسیلیک باعث افزایش میزان برخی از متابولیت

(. هورنین مطالعات نشان داده است که غلظت الیسیتور نقش مهوی در فرایند القا داشته Kang et al. 2004شود )نقش دارند، می

بر اساس نتایج حاصل از این پژوهش، الیسیتورهای  (.Vasconsuelo & Boland 2007بر شدت پاسخ است )و عامل موثری 

های مختلف باعث افزایش تجوع ترکیبات آنتی اکسیدانی اصلی مانند محتوای فنل، فلاونوئید و فلاونول کل مورد آزمایش در غلظت

های حیاتی در مسیر فنیل پروپانوئید تأثیر های آنزیمتنظیم رونویسی  نشدند. به طور کلی، ترکیبات الیستور بر  S. Striataدر 

قبلاً گزارش شده است  SNP، و MeJa  ،SAتوسطPAL های آنزیم گذارد. به عنوان مثال، باز تنطیوی رونوشتمثبت می

(Creelman et al. 1992; Orozco-Cárdenas et al. 2001; Zhao et al. 2005; Wu et al. 2007; Gill & 

Tuteja 2010 در .)Panax ginseng  کشت ریشه تیوار شده باMeJa  وSA ( تولید اینسینوزیدها را افزایش دادAli et al. 

های آزاد های اصلاح رادیکالهای شیویایی پتانسیلهای ثانویه فعال زیستی توسط محرکرفته، القای متابولیتهم(. روی2006

ها و هورنین بیان اکسیدانی دارند و ثابت شده که میزان تولید آنها خاصیت آنتیفلاونوئیدها و فلاونعصاره سلول را بهبود بخشید. 

(. بنابراین افزایش محتوی ترکیبات فنیل Hsieh et al. 2002یابد )ها در شرایط اعوال تنش افزایش می ن مرتبط با سنتز آن

های این مسیر مرتبط تواند با افزایش تولید آنزیمشوند میادی آنزیم کاتالیز میپروپانوئیدی که در یک مسیر آبشاری و توسط تعداد زی

درگیر در بیوسنتز ترکیبات فنیل پروپانوئیدی بررسی شد. در این پژوهش، میزان  CHSو  C4Hهای باشد. به هوین منظور بیان  ن

های مورد مطالعه یافت. در این حالت، میزان بیان  ن ام افزایشپیپی 100در غلظت  JAو  SAبیان هر دو  ن در حضور تیوارهای 

ها در های شاهد بیانگر نقش این  نها در نوونهدر مقایسه با گیاه طبیعی به طرز چشوگیری تحریک شده بود. میزان بیان اندک  ن

 Croteau etباشد )ای دفاعی نویهباشد. چرا که در شرایط طبیعی و بدون واود تنش نیازی به القای باای  نمتابولیت ثانویه می

al. 2006; Nims et al. 2006 با این حال، در حضور الیستور .)GA ها مشاهده نشد. افزایش چندانی در میزان بیان این  ن

میکروموار متیل ااسوونات افزایش و با  100بتا آمیرین سنتاز در کشت سلولی شیرین بیان با کاربرد  mRNAهوانطور که سطح 

در  C4H(. به طور کلی، مشخش شده که Hayashi et al. 1990میکروموار اسیدایبرلیک کاهش یافته بود ) 122تا  12رد کارب

(. گزارش شده Liu et al. 2018تواند یک نقش کلیدی در ارتقاء تولید اقتصادی محصول در آینده داشته باشد )گیاهان مختلف می

را افزایش دهند و باعث افزایش بیوسنتز فنیل پروپانوئیدها شوند. در گیاه نخود محرک توانند بیان این  ن ها میاست که محرک

(. در گیاه برنج تیوار برگی متیل Frank et al. 1996برابر افزایش داده است ) 76/3را تا  C4Hقارچی، رونوشت مربوط به  ن 

( که با نتایج حاصل از این تحقیق Bi et al. 2007داد )درصد افزایش  67را تا  C4Hااسوونات و متیل سالیسیلات فعالیت آنزیم 

های این گونه، میزان بیان این نشان داد که در ریشه polygonum minusدر گیاه  CHSمطابقت دارند. هورنین آنالیز بیان  ن 

(. از سویی Roslan et al. 2013ها نشان داده است )برابر نسبت به ساقه 15ها و افزایش برابری در مقایسه با برگ 10 ن افزایش 
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با روند تغییرات محتوای ترکیبات فنیل پروپانوئیدی به طور نسبی شباهت  C4Hو  CHSهای دیگر، روند تغییرات میزان بیان  ن

بررسی شده در این  C4Hو  CHSهای توان گفت که آنزیم(. بنابراین با احتوال بسیار باایی میAnterola et al. 2002دارد )

توانند مقدار تولید ترکیبات فنیل پروپانوئیدی در گیاه گل سازوئی را افزایش دهند. هوانطور که در گیاه خار مریم نتایج تحقیق می

های قادر به افزایش میزان تولید سیلیوارین و سایر ترکیبات فلاونولیگنانی در ریشه CHSحاصل نشان داد که فرابیان  ن خارای 

بر این اساس و در  (.Rahnama et al. 2011نواید )ویین را دارد. بنابراین راهکار ادیدی برای افزایش تولید سیلیوارین ارائه میم

، متیل ااسوونات SAکارگیری الیسیتورهای غیر زیستی شامل گزارشی دیگر پژوهشگران نشان دادند که تحت شرایط کنترل شده با به

را در گیاه مرزه باا برده که در پی آن تولید متابولیت ثانویه تیوول و  GTSو  DXRهای بیان  نتوان می UV-Bو اشعه  

توان (. بنابراین با تواه به واود ترکیبات فنلی و فلاونوئیدی در این گیاه میGhobadi et al. 2016کارواکرول افزایش پیدا کرد )

گردد بنابراین اعوال می ROSطریق تقویت سیستم آنتی اکسیدانی و مهار تولید  ها ازنتیجه گرفت که بخشی از اثرات حفاظتی در آن

های کلیدی دخیل در بیوسنتز این ترکیبات توان بیان آنزیمدر غلظت مناسب می JAو  SAها هورون با کاربرد خارای برخی محرک

های کلیدی و اصلی در مسیر ه با بررسی و ردیابی آنزیمرفتهمها را باعث شد. رویدر بافت ریشه و در نتیجه افزایش مقدار تجوع آن

توان در درک بیشتر مسیرهای ها، میدست آمده در خصوص این  نتولید ترکیبات فنولی و مخصوصاً فنیل پروپانوئیدها، از نتایج به

ت آمیز بودن کشت تا برداشت این بیوسنتزی و تولید گیاهان تراریخت با اهداف مهندسی متابولیت بهره برد. هورنین با تواه موفقی

ای برای اولین بار، با انجام تحقیقات بیشتر به منظور کاشت این گیاه به صورت زراعی و استخراج مواد موثر آن گیاه در شرایط گلخانه

 ها غیره داشته باشد.تواند نقش مهوی در پیشگیری و درمان بسیاری از بیواریمی

 گیرینتیجه 

مسیر در خیل ی دنزیمهاآنتیکی ری  ستکاو دشناسایی ، ثانویههای متابولیتنه میت در زتحقیقاه ودبخش عبه طور کلی، 

ستقیم این متابولیتست. ه امتورکز شد، متابولیکی سنتز یک متابولیت ثانویه ستخراج م ها در ها به دلیل غلظت کم آنبه هر حال، ا

ست. بیوبافت سیرهای سنتز و تنظیم متابولیتهای گیاهی معوواً پیریده و ناکارآمد ا ست که به م شبکه چند ایه ا های ثانویه یک 

توان با انتخاب الیســتورهای و ... احتیاج دارد. بنابراین میGA و  SA ،هاJAهای کلیدی مانند ســیگنالینگ مشــترک و مولکول

سب و و اعوال آن سب بیان  نمنا سنتز ترها با دز و زمان منا سیر بیو توان تجوع کیبات ثانویه را افزایش و قاعدتا میهای موثر در م

ــیار کم و محدودی در اهان درباره  ن ــیرهای این ترکیبات را القا نوود. هورنین به دلیل اینکه مطالعات بس ــاخش در مس های ش

ست. این تحقیق می شده ا سازوئی بخصوص در بافت ریشه این گیاه انجام  شرومتابولیکی در گیاه دارویی گل  عی برای انجام تواند 

ستفاده از روش صنایع غذایی با ا سازی و  صنعت دارو سنتز ترکیبات با ارزش در  سیرهای مختلف بیو سی مطالعات م های نوین مهند

سی شد. امیدواریم که با برر سی  نتیک امکان تولید ترکیبات  نتیک در آینده با ستفاده از مهند شتر علوی و عولی در حوزه ا های بی

 گیاهی در حجم وسیع در صنعت فراهم گردد. دارویی با ارزش
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سگزاری ست اوهوری به اهت تامین اعتبار  :سپا ست فناوری نهاد ریا سعه زی ستاد تو سیله از  مالی این پرو ه با بدینو

شواره  971102شواره  شگاه ایلام که در قالب هسته پژوهشی به  حوایت مالی  32/1764و هورنین معاونت  محترم پژوهشی دان

 .گردداند،  تشکر و قدردانی می نووده

 

 منابع

( بیان  ن لپتین در بافت چربی زیرپوستی گاوهای هلشتاین 1398احسنی محودرضا؛ محودآبادی محودرضا؛ اسدی فوزی و هوکاران )

 .135-150، 11. مجله بیوتکنولو ی کشاورزی Real Time PCRبا استفاده از 

( مقایسه سطوح مختلف بیان 1393اسوعیلی زاده کشکوئیه علی؛ نجوی نوری عذرا )توحیدی نژاد فاطوه؛ محودآبادی محودرضا؛ 

 . 35-50، 4در بافت های مختلف بز کرکی راینی. مجله بیوتکنولو ی کشاورزی   Rheb ن

  CIB4( بررسی بیان  ن 1395اعفری دره در امیر حسین؛ محودآبادی محودرضا؛ اسوعیلی زاده کشکوئیه علی؛ ریاحی مدوار علی )

 .119-132، 4. مجله پژوهش در نشخوارکنندگان Real Time qPCRهای مختلف گوسفند کرمانی با استفاده از در بافت

متیل ترنسفراز  -Oهای  چاویکول ( افزایش بیان  ن1395حسنی لیلا، عبدالهی مندولکانی بابک، درویش زاده رضا، حسنی عباس )

(. مجله Ocimum basilicum Lیل ااسوونات در گیاه دارویی ریحان ).هیدروکسیلاز تحت تأثیر مت -4و سینامات 

 .112-101، 39تولیدات گیاهی 

( بررسی اثر فنیل آانین و متیل ااسوونات بر میزان اکتیوزید، فعالیت آنزیم و بیان  ن فنیل آانین 1392خانپور اردستانی نرگس )

 صفحه. 130رساله دکتری، دانشگاه تربیت مدرس.  Scrophularia striata. در کشت سلول (PAL)آمونیا لیاز 

 مریم خار گیاه مویین هایریشه به  (CHS) سنتاز چالکون  ن ( انتقال1390رهنوا حسن؛ حسنلو طاهره؛ شوس محود رضا )

(Silybum marianum) . ص 78 کرج، ایران. کشاورزی بیوتکنولو ی پژوهشکده. 

( ارزیابی ترکیبات تام فنولی، فلاونوئیدی، آنتوسیانینی 1393ادقی ماهونک علیرضا؛ اعلوی مهران؛ قربانی محود )سلوانیان شهلا؛ ص

 . 66-53، 13اکسیدانی عصاره استونی میوه ولیک. مجله دانشگاه علوم پزشکی رفسنجان و فعالیت ضدباکتریایی و آنتی

( بررسی اثر ضد میکروبی و تعیین 1388اشرفی کورش ) ؛چالشتری علی شرافتی ؛شرافتی چالشتری فرهاد ؛شرافتی چالشتری رضا

(. مجله دانشگاه علوم Scrophularia striataمیزان ترکیبات فنولی، فلاونوئیدی و فلاونولی عصاره اتانولی گل میوونی )

 .37-32، 11پزشکی شهرکرد 

 Scrophulariaره هیدروالکلی گیاه تشنه داری )( بررسی اثر التیام بخشی عصا1388طاهری مقدم میهن ) ؛شوهانی بهناز

striata 16-9، 17(  برروی زخم باز پوستی خرگوش. مجله علوی پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی ایلام. 
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، 10تولید متابولیت های ثانویه از طریق مهندسی  نتیک و کشت بافت. فصلنامه علوی ایونی زیستی  (1396غلامی علی اکبر )

17-36 . 

( افزایش بیان  ن فلاون سنتتاز و ترکیبات 2016طیبه؛ اسواعیل زاده بهابادی صدیقه؛ فاخری براتعلی؛ فهویده لیلا ) فیروزی

، 10های آنتی اکسیدان گیاه زیره سبز تحت تاثیر اسید سالیسیلیک. فصلنامه علوی  نتیک نوین فلاونوئیدی و فعالیت آنزیم

497-506. 

های مختلف و در ها در بافتهای کلیدی در بیوسنتز مونوترپن( مطالعه بیان  ن1395محود ) قبادی سارا؛ معروفی اسعد؛ مجدی

-292، 7(. مجله سلول و بافت Satureja hortensisپاسخ به الیسیتورهای غیر زیستی در گیاه دارویی مرزه تابستانه )

275. 

 ص. 845ها و مراتع، ل( فلور رنگی ایران. انتشارات موسسه تحقیقات انگ1365قهرمان احود )

 p( افزایش بیان  ن آنزیم1396کوالی پورآزاد مریم؛ شریفی محسن؛ زارع مایوان حسن؛ بهونونش مهرداد،؛ احودیان چاشوی نجوه )

هیدروکسیلاز و ترکیبات فنیل پروپانوئیدی تحت تاثیر کیتوزان در کشت سلولی گل میوونی سازویی  -3کومارات -

(Scrophularia striata) 90-81، 6. نشریه فرآیند و کارکرد گیاهی. 

های مختلف گوسفند کرمانی با استفاده مطالعه بیان  ن لپتین در بافت( 1397محودآبادی محودرضا؛ کرد محبوبه؛ نظری محوود )

 .111-122، 10. مجله بیوتکنولو ی کشاورزی Real Time PCRاز

( بررسی اثر ضد دردی و ضد التهابی عصاره هیدروالکی ریشه و ساقه گیاه 1392نصری سیوا؛ چراغی اواد؛ سلطان بیگی سهیلا )

پژوهشی تحقیقات گیاهان  -( در موش کوچک آزمایشگاهی. فصلنامه علوی Scrophularia Striataگل میوون سازوئی )

 .84-74، 29دارویی و معطر ایران 

( بررسی اثر مهاری عصاره 1391زمانیان عضدی مونا ) ؛الیلیان آناهیتا ؛داودیان عبداله ؛پاکزاد ایرج ؛پناهی اعفر ؛محودرضاهواسیان 

( بر روی کاندیدا آلبیکنس در شرایط آزمایشگاهی. فصلنامه علوی Scrophularia striataهیدروالکلی گیاه تشنه داری )

 .23-19، 36پزشکی و خدماتی درمانی شهید بهشتی و پژوهشی دانشکده پزشکی دانشگاه علوم 
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