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 چکیده
شود؛ با این وجود اطلاعات اندکی درباره می ترین ترکیبات دارویی جهان محسوبیکی از مهم (Diosgenin)دایوسجنین 

اربرد کنین، مسیر بیوسنتز این متابولیت ارزشمند در شنبلیله در دسترس است. با توجه به اهمیت تولید بیشتر دایوسج
افزایش  رود. این پژوهش با هدفمار میشهای مختلف با هدف افزایش تولید آن، یک موضوع تحقیقاتی جذاب بهمحرک

تلف طوح مخسهای دخیل در مسیر بیوسنتز دایوسجنین در گیاهان شنبلیله تیمار شده با تنش شوری و تظاهر برخی از ژن
نین )صفر، مولار(، ملاتومیلی 300و  150ملاتونین انجام شد. تیمارهای این آزمایش شامل سطوح مختلف شوری )صفر، 

، Cycloartenol synthaseهای و اثرات متقابل سطوح مختلف تنش شوری و ملاتونین بود. تظاهر ژن  ppm)90و  60، 30
26-o-Beta glucosidase  وC4-demethylase  مولار و ترکیب با میلی 150یمار شوری تدرppm60 ترتیب هفت، ملاتونین، به

 تحت Δ7-reductaseو  C22-hydroxylaseهای که تظاهر ژنیپنج و چهار برابر نسبت به تیمار شاهد افزایش یافت، درحال
مختلف  سطوح تاثیر همه تیمارهای آزمایشی پایین بود )کاهش یافت(. در مجموع نتایج تحقیق حاضر نشان داد که کاربرد

ناسب، ی مکردعنوان یک محرک عململاتونین در گیاهان تیمار شده با تنش شوری و گیاهان شاهد، قادر خواهد بود تا به
ت تابولیمهای دخیل در مسیر بیوسنتز دایوسجنین را افزایش دهد. نتایج این پژوهش در مهندسی مسیر این تظاهر ژن

 ارزشمند دارویی کاربرد دارد
 .o-Beta glucosidase-26تظاهر ژن، متابولیت ثانویه، محتوای دایوسجنین، ملاتونین،  :کلیدی هایهواژ
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ABSTRACT 

Diosgenin is one of the most important medicinal compounds in the world; however, little information is 

available on the biosynthetic pathway of this valuable metabolite in fenugreek. Given the importance of 

increasing the production of diosgenin, the application of various stimulants to enhance its production 

might be an interesting research topic. The aim of this study was to increase the expression of some genes 

involved in the biosynthesis pathway of diosgenin in fenugreek plants treated with salinity stress and 

different levels of melatonin. Treatments in this experiment included different salinity levels (0, 150 and 

300 mM), different levels of melatonin (0, 30, 60 and 90 ppm) and a combination of different levels of 

salinity and melatonin. The expression of Cycloartenol synthase ،26-o-Beta glucosidase ,C4-demethylase 
in 150 mM and 60 ppm melatonin salinity treatments increased 7, 5 and 4 times compared to the control 

treatment (no melatonin application and salinity stress), respectively. The expression of C22-hydroxylase 

and Δ7-reductase genes was less affected by all experimental treatments. Overall, the results of the 

present study showed that the application of melatonin in fenugreek under salinity stress substantially 

increases the expression of genes involved in the biosynthesis pathway of diosgenin as a suitable 

functional stimulus.  The results of this research could be used in the pathway engineering of this valuable 

medicinal metabolite. 
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 مقدمه

 .Trigonella foenum-graceum Lشنبلیله با نام علمی

راسته گلسرخ و  ،خانواده بقولاتگیاهی متعلق به 

(. شنبلیله Mozafarin, 1995) است Trigonellaجنس 

پروتئین،  وهیدرات،سرشار از مواد مغذی از جمله کرب

این  بذرهای .و دباشمیها و مواد معدنی فیبر، ویتامین

،  (Alkaloid)آلکالوئید از قبیل موادی حاوی ،گیاه

 و (Choline) کولین ،(Trigonelline) تریگونلین

ای استروئیدی با اثرات دارویی ویژه هاینینجساپو

اهمیت این گیاه به (. Vasanthi et al., 2017) است

های تولید دایوسجنین است که جزء ساپوجنین دلیل

. (Joanna et al., 2015) شودمیاستروئیدی محسوب 

از  1936این متابولیت ارزشمند برای اولین بار در سال 

 Fujii and)جداسازی شد  Dioscorea tokoroگیاه 

Matsukawa, 1936) از دایوسجنین در درمان .

های متابولیکی مانند چاقی، دیابت، کلسترول و بیماری

شود تهاب و سرطان استفاده میچربی خون بالا، ال

(Upadhyay et al., 2014) .ات ابهام ،در حال حاضر

وجود  ندایوسجنی زیادی در مورد مسیر بیوسنتزی

اطلاعات موجود در مورد این مسیر  ینبیشترو  دارد

گیاهان مانند  متعلق به سایر ،بیوسنتزی

 سولاناسهخانواده و   (Dioscorea villosa)یام

(Solanaceae )است (Mandegari, 2012).  نیاز مبرم

اولیه در صنایع ان مواد عنوبه به مواد موثره این گیاه

باعث شده است تا  ،آرایشی و بهداشتی، داروسازی

یش از ارزش و اهمیت خاصی پشنبلیله بیش از 

 (.Dini, 2006) ودشبرخوردار 

 1دایوسجنین از طریق مسیر بیوسنتز ایزوپرنوئیدها

ی استیل مادهاین مسیر با پیش ؛شودتولید می

برای  .رسدمی 2به ایزوپنتیل پیروفسفات آکوآنزیم

( و Lanosterolتولید دایوسجنین، مسیر لانوسترول )

( و مسیر سیکلوآرتنول Cholesterolکلسترول )

(Cycloartenol)  و حدواسط سیتواسترول

(Cytosterol پیشنهاد شده است. سیکلوآرتنول سنتاز )

(Cycloartenol synthase)  و لانوسترول سنتاز 

                                                                               
1- Isoprenoids 
2 -Isopentyl pyrophosphate 

،(Lanosterol synthase) دی متعلق به دو آنزیم کلی

 Oxidosqualene)ی اکسیدواسکوالن سیکلازها خانواده

cyclase)  هستند و در این مسیر دخالت دارند

(Chaudhary et al., 2015) شناسایی مسیر .

در  ،های مهم این مسیربیوسنتزی دایوسجنین و ژن

مسیر  رسد؛نظر میین متابولیت حیاتی بهمهندسی ا

های زیادی است بیوسنتز دایوسجنین دارای پیچیدگی

 (. et al., 2019 Zhou( )1)شکل 

های دور رایج عنوان دارو، از گذشتهکاربرد گیاهان به

سان به استفاده از گیاهان دارویی است. تمایل انبوده 

 ،دلیل عوارض کمتر آن نسبت به داروهای شیمیاییبه

 نیاز به توجه با .شودمیناپذیر محسوب امری اجتناب

 به بهداشتی و آرایشی غذایی، دارویی، صنایع روزافزون

 صنایع تولیدات اولیه مواد عنوانبه دارویی گیاهان

 گسترش حال در دنیا در دارویی گیاهان کشت مذکور،

 کهاینبا توجه به (.  et al.,Kooti 20017)  است

توانایی  بنابراینگیاهان قادر به جابجایی نیستند، 

ها نهادینه تطابق با محیط و سازگاری به خوبی در آن

سنتز انواعی از ترکیبات شیمیایی  شده است. توانایی

های های ثانویه، از جمله پاسخیتمتابولتحت عنوان 

 های محیطی محسوب میتطبیقی گیاهان به تنش

 مولکولی پایه ساختمان از بخشی شود. این ترکیبات

 مقادیر بسیار اندکی در در شوند وسلول محسوب نمی

 رشد از خاصی مراحل در یا خاص هایها، اندامبافت

 بیشتر. ) et alChaudhary ,.2018(شوند تولید می

برخوردار اهمیت دارویی از  های ثانویهمتابولیت

ها از لحاظ اقتصادی ز شیمیایی آنزیرا سنت ،هستند

 (.Oksman and Inze, 2004مقرون به صرفه نیست )

همچنین از گیاهان در برابر آسیب  این ترکیبات

کنند و یا ممکن جانوران )مانند حشرات( جلوگیری می

 اختلالات باروری در جانور تغذیهاست منجر به بروز 

کمتر از یک درصد  ،های ثانویهکننده شوند. متابویت

ها به دهند و تولید آنوزن خشک گیاه را تشکیل می

وجهی به مراحل رشدی و فیزیولوژیک میزان قابل ت

 گیاهان .( (Oksman et al., 2004گیاه وابسته است

بومی(  دارویی با انتقال از محیط زندگی خود )محیط
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گیرند و میزان تحت تاثیر قرار می ،به محیط زراعی

 Bourgaud et) یابدها کاهش میمتابولیت ثانویه در آن

al., 2001)های مختلفی برای افزایش . امروزه روش

های ثانویه در گیاهان عالی کیفیت و کمیت متابولیت

هایی از محرک کاربردگیرد. مورد استفاده قرار می

ها، اشعه، های غیرزیستی، هورمونتنش قبیل انواع

این موارد  ترینمهماز جمله  ،پلاسمای سرد و نانوذرات

 et ; Babaei 2019., et alSheikhiشوندمحسوب می

) 2020., et alEbrahimibasabi ; 2020., al). 

 
 (Zhou et al., 2019های دخیل در این مسیر )و برخی از ژنویر شماتیک از مسیر بیوسنتز دایوسجنین تص -1شکل 

Figure 1. Schematic image of the diosgen biosynthesis pathway and some genes involved in this pathway 

 

متوکسی تریپتامین( یک -5-تیلاس-Nملاتونین )

موجودات زنده  که در همه ،اکسیدان طبیعی استآنتی

شود. ملاتونین افت میاز باکتری تا گیاهان و حیوانات ی

های در گونه 1995اولین بار در سال  گیاهی برای

های مختلف مانند ریشه، مختلف گیاهی و در اندام

 Dubbelsشد ) شناساییها ها و دانهساقه، برگ، میوه

et al., 1995 .)هش در کا ملاتونینمثبت  اثرات

به رشد در گیاهان  تنظیم وهای غیرزیستی استرس

 صورتبه در گیاهان . ملاتونیناثبات رسیده است

، و نمو زنی بذر، رشدگسترده در تنظیم گلدهی، جوانه

نقش  اکسیدانیدفاع آنتیتحریک پاسخ و  فتوسنتز

به  ملاتونین نسبت اکسیدانی بالاترظرفیت آنتی .ددار

 آسکوربات از قبیل آنزیمیغیر هایاکسیدانسایر آنتی

(Ascorbate) هاو توکوفرول (Tocopherol) ،با احتمالا 

-توانایی ملاتونین برای انتقال کارآمد از طریق محفظه

 ,.Martinez et al) مرتبط استهای مختلف سلول 

2018 .) 

خیار افزایش مقاومت ملاتونین بر  اثر در یک پژوهش،

ها نشان نتایج آن. شدتحت تاثیر تنش شوری بررسی 

های به افزایش فعالیت آنزیمملاتونین منجر  که داد

. شودمیهای فعال اکسیژن اکسیدانی و مهار گونهآنتی

آلدئید و نشت مالون دیمحتوای  در ضمن، ملاتونین،

در گیاهان تیمار شده با تنش شوری را  الکترولیت

منجر به افزایش ملاتونین کابرد  همچنینکاهش داد. 

های اکسیدانی، ژنآنتی هایآنزیمتظاهر ژن قابل توجه 

 , MAPK, MAPK 3, MAPK4پروتئین کیناز )

1MAPK 62های ( و ژنSOS (,  2, SOS 1SOS

SOS3 )شد . (Zhang et al., 2020) 

 عنوانبهه لبا توجه به اهمیت دایوسجنین در شنبلی

های مختلف یک متابولیت ارزشمند، استفاده از محرک

های مسیر بیوسنتز ژن تظاهرافزایش  منظوربه

دایوسجنین و متعاقبا محتوی دایوسجنین ارزشمند 

این تحقیق با هدف بررسی  بنابراین ؛رسدنظر میبه

عنوان دو محرک تنش شوری )بهو ملاتونین اثرات 

های دخیل در برخی از ژن تظاهرافزایش  برعملکردی( 

مسیر بیوسنتز دایوسجنین انجام شد. نتایج حاصل از 

                                                                               
1- Mitogen-activated protein kinase  
2- Salt overly sensitive 
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و مهندسی  نژادیههای بتواند در برنامهاین تحقیق می

مورد  در بیوتکنوژی و اصلاح نباتات مسیر دایوسجنین

 استفاده قرار گیرد.

 

 هامواد و روش

 شرایط کشت و اعمال تیمار

بوشرویه از سازمان جهاد  توده بومیشنبلیله  بذرهای

کشاورزی استان اصفهان تهیه شد. با توجه به مطالعات 

دارای بالاترین محتوی دایوسجنین در  تودهقبلی، این 

به عنوان یک کاندید  بنابراین ؛دیگر بود توده نهبین 

مناسب برای این پژوهش انتخاب شد. تیمارهای این 

 و 150شوری )صفر، آزمایش شامل سطوح مختلف 

و  60، 30صفر، ملاتونین ) و هورمون مولار(میلی 300

90(ppm  د. در ضمن گیاهان شاهد نیز با آب فاقد بو

شدند. ملاتونین مورد استفاده ملاتونین و نمک آبیاری 

-EC number: 200در این پژوهش از شرکت سیگما )

797-7, CAS number: 73-31-4)  .خریداری شد

به عنوان محلول  ppm 1000 ملاتونین ابتدا با غلظت

گراد درجه سانتی چهارذخیره مادری آماده و در دمای 

های مورد نظر با استفاده از نگهداری شد. سایر غلطت

   محلول مادری تهیه شدند.

-با توجه به ماهیت تیمارهای آزمایش، این پژوهش به

در قالب طرح کاملا تصادفی با سه و صورت فاکتوریل 

گیاه  بذرهایتکرار انجام شد. برای این منظور، ابتدا 

-سانتی 30×25×20های شنبلیله ضدعفونی و در گلدان

و شن با نسبت  پرلیت ،متری با ترکیب پیت ماس

گراد و درجه سانتی 23در اتاقک رشد با دمای  برابر،

 اریکیساعت تهشت ساعت روشنایی و  16دوره نوری 

کشت شدند. پس از اطمینان از درصد  55و رطوبت 

-هفت روزهبرگی ) سهها در مرحله استقرار گیاهچه

های مختلف، مدت دو هفته با غلظت ، ملاتونین به(گی

سپس  و ها اضافه شدگلدانبیاری به ه با آب آاهمر

به و هفتگی(  سهبرگی ) ششتیمار شوری در مرحله 

. در نهایت در مرحله آغاز شداعمال  هفته دومدت 

آوری و های برگی جمعنمونه)پنج هفتگی(، گلدهی 

درجه  -80منظور بررسی تظاهر ژن در فریزر به

 ;Varghese et al., 2019). گراد ذخیره شدندسانتی

ElSayed et al., 2020)  کلرید سدیم مورد استفاده در

-CAS number: 7647از شرکت مرک ) ،این تحقیق

14-5; EC number: 231-598-3.خریداری شد ) 

 cDNA و ساخت RNAاستخراج 

)شرکت  RNX Plusبا استفاده از کیت  RNAاستخراج 

سیناکلون( و با توجه به دستورالعمل شرکت سازنده 

یک  ،DNAهای منظور حذف آلودگیانجام شد. به

 I DNAseاستخراج شده با  RNAمیکروگرم از 

تیمار شد. در ضمن کیفیت Thermo Fisher) )شرکت 

با استفاده از ژل آگارز یک درصد و  RNAو کمیت 

، cDNAمنظور ساخت به .شددستگاه نانودراپ تعیین 

آدنین برای اتصال به دم پلی Oligo (dT)از آغازگر 

mRNA  استفاده شد. ساخت cDNA 20در حجم 

 HyperScriptکیت  میکرولیتر و با استفاده از 

Reverse transcriptase (GeneALL)  به بر طبق

 .نده انجام شددستورالعمل شرکت ساز

 طراحی آغازگرها

 Primer( با استفاده از برنامه آنلاین 1آغازگرها )جدول 

3 Plus هامنظور کنترل صحت آنطراحی شدند و به، 

 Analyzer v.3.1از برنامه 

(http://eu.idtdna.com/calc/analyzer) Oligo 
، (Oligo Analyzer) شد. در این برنامه استفاده

،  C/Gپارامترهایی شامل دمای اتصال، درصد بازهای 

دایمر و احتمال تشکیل ساختارهای سنجاق سر و 

های نزدیک بررسی همچنین امکان تشابه با سایر ژن

ها با توجه به تحقیقات گذشته محققین این ژن ؛شد

گذشته در مطالعات این پژوهش انتخاب شدند. 

های مسیر بیوسنتز برخی از ژن ،محققین این پژوهش

 1دایوسجنین با روش طراحی آغازگرهای دژنره

شناسایی و جداسازی شدند و رابطه بین میزان تظاهر 

بومی  توده نهها و محتوای دایوسجنین در این ژن

شنبلیله با محتوای دایوسجنین متفاوت بررسی شد و 

دایوسجنین در شنبلیله شمایی کلی از مسیر بیوسنتز 

(. در ضمن در Mohammadi et al., 2019) شدارایه 

العمل عکس ،مطالعات گذشته محققین این پژوهش

-ها نسبت به تنش گرما، براسینواستروئید، دیاین ژن

با  بنابراین ؛اکسیدتیتانیوم و پلاسمای سرد ارزیابی شد

                                                                               
1- Degenerate 
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ین های کاندید برای اها، ژنتوجه به نتایج این پژوهش

 et alSheikhi ,.2019 ;تحقیق انتخاب شدند 

, et al.Babaei  ., 2020;et alEbrahimibasabi 

2020)). 

 زمان واقعی PCRواکنش  

زمان واقعی، از مستر شرکت  PCRبرای واکنش 
SYBR®Green PCR Master Mix 2X (Ampliqon) 

میکرولیتر و با سه  10 ها در حجماستفاده شد. واکنش

زمان  PCRد. واکنش بیولوژیکی انجام شدنتکرار 

و مطابق  ABI Step oneواقعی، با استفاده از دستگاه 

منظور در ضمن به انجام شد. 2با ترکیبات جدول 

ل منفی در از کنتر ها،اطمینان از عدم آلودگی نمونه

 تمامی مراحل آزمایش استفاده شد.

 
 هاآن مشخصات و تحقیق این در استفاده مورد آغازگرهای -1 جدول

Table 1. The primers used in this study and their characteristics 
Anneling 

temperature (◦C) 
 (bp )Product size 

Primer Sequence   ′( 3  - ′ 5) 
Name 

Reverse Forward 

61 210 
ACTGCCTACAATGCTTCTG

CTCA 
ATGGAACACAAGGGTT

TTCGGT 
C4‐demethylase 

61 230 
TGCTATTGCCATCTTTGCTT

CCA 

CTATGGGGTGACGATG

CTAAGATG 
C22‐hydroxylase 

60 220 
GCACCAAGTGAAGGATTC

CAGAC 

TTGACCGAGCGAAAAG

GGATGA 
Δ7 reductase 

60 230 
CACTGTATAACCTGCTGCC

CA 
TGGCATTGATGAGTTCA

ACGATCC 
26-o-Beta glucosidase 

60 180 
TACATGACGACGGTATTCT

CCC 

AAGAGAGATCCAACAC

CACTGC 
Cycloartenol synthase 

61 230 

TATGTTTGTTGTTGGTGTC

AACGAGCAACGAATACAA

G 

ATGTTAAATGATGCAG
CCCTTCCACCTCTC 

GAPDH (Refrence) 

 

دقیقه در  10 این واکنش با شرایط دمایی و زمانی

تکرار با  35گراد و نتیدرجه سا 95دمای 

 گراد ودرجه سانتی 95ای در دمای ثانیه 20هایچرخه

 گراد انجام شد.درجه سانتی 60ثانیه در دمای  20

 زمان واقعی PCRهای تجزیه داده

های مورد نظر در این ژن تظاهرهای قبل از آنالیز داده

منظور تایید تکثیر به ، از آنالیز منحنی ذوب وتحقیق

 های منظور تجزیه دادهبه ها استفاده شد.صحت داده

PCR ،نسبی هر ژن بر اساس روش  تظاهرزمان واقعی

 ) CtΔΔ-2 Livakفرمول  بر پایه 1منحنی استاندارد نسبی

and Schmittgen, 2001) محاسبه شد که مطابق آن، 

برابر با دو به  ،حاصل از رونوشت( cDNAمیزان ژن )

سیکل ژن هدف تحت تنش ن منفی تفاوت آستانه توا

های و ژن مرجع متناظر آن منهای تفاوت میانگین

سیکل ژن هدف بدون تنش و ژن مرجع  آستانه

ها با استفاده از متناظر آن است. مقایسه میانگین

یک روش دانکن و در سطح احتمال  به روش Rبرنامه 

 انجام شد.  درصد

                                                                               
1- Relative standard curve method 

 بحث و نتایج

 Cycloartenol synthase(  CASژن ) تظاهر

اثرات اصلی سطوح مختلف تنش شوری، ملاتونین و 

های بررسی شده ها بر تظاهر همه ژناثرات متقابل آن

منظور (. به4، 3دار بود )جدول در این تحقیق معنی

 مقایسه اثرات متقابل سطوح مختلف تنش شوری و

ملاتونین، از مقایسه میانگین با روش دانکن در سطح 

حت ت CASژن  احتمال یک درصد استفاده شد. تظاهر

شوری )بدون کاربرد  مولارمیلی150ح تاثیر سط

)بدون  شاهدداری با شرایط ، اختلاف معنیملاتونین(

که در ( نداشت، درحالیو ملاتونین اعمال تنش شوری

دار افزایش رت معنیصومولار، بهمیلی 300سطح 

این ژن تحت تاثیر سطوح  تظاهر. افزایش میزان یافت

، کاملا افزایشی بود شاهدمختلف ملاتونین در تیمار 

ملاتونین  ppm90این ژن در تیمار  تظاهر کهطوریبه

صورت به ،و بدون کاربرد ملاتونین نسبت به شاهد

( افزایش یافت.برابر داری )سهمعنی
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 واقعی زمان PCR واکنش در استفاده مورد ترکیبات -2 جدول

Table 2. The compounds used in real-time PCR reaction 
Concentration Volumes (µl) Materials 

- 3 Nuclease Free Water 
1- ngµl 50 1 cDNA 

1-pmolµl 10 0.5 Forward Primer 
1-pmolµl 10 0.5 Reverse Primer 

2X 5 SYBR®Green PCR Master Mix 

- 10 Total 

 

 ترکیب باو  مولارمیلی 150تحت شرایط تنش شوری 

این ژن نسبت به  تظاهرمیزان  ،ppm 60ملاتونین 

 CASتظاهر ژن افزایش یافت.  برابرهفت  شاهدتیمار 

سطوح مختلف ترکیب با و  مولارمیلی 300در تیمار

صورت مولار، بهمیلی 150ملاتونین نسبت به تیمار 

تظاهر این ژن در  .(A1)شکل  داری کاهش یافتمعنی

مولار و ترکیب با سطوح میلی 150تیمار شوری 

ppm60  ملاتونین نسبت به سایر تیمارها بیشتر  30و

رسد که این تیمار دارای بود؛ بنابراین به نظر می

 ظاهر این ژن است.پتانسیل مناسبی جهت افزایش ت
 های بررسی شده در این تحقیقجزیه واریانس اثرات سطوح مختلف شوری و ملاتونین بر تظاهر ژنت -3جدول 

Table 3 .Variance analysis of the effects of different levels of salinity and melatonin on the expression of 

the genes investigaed in this study 
Sources of variance Df MS 

  CAS C22‐hydroxylase Δ7- reductase BGL C4‐demethylase 

Salinity 2 8.54 **  0.05 ** 0.29 ** 2.53** 5.13 ** 

Melatonin 3 8.98 ** 0.49 ** ** 0.12 10.61** 8.58 ** 
Salinity*Melatonin 6 7.18 ** 0.19 ** 0.13 ** 2.76** 0.83 ** 

Error 24 0.03 0.0007 0.002 0.026 0.02  

CV (%)  8.37 4.21 5.83 6 6.32  

 
 های بررسی شده در این تحقققایسه میانگین اثرات اصلی سطوح مختلف شوری و ملاتونین بر تظاهر ژنم -4جدول 

Table 4. Mean comparison of the main effects of different levels of salinity and melatonin on the 

expression of the genes investigated in this study 
Treatments CAS C22‐hydroxylase Δ7- reductase BGL C4‐demethylase 

Salinity 

0 mM 1.67 c 0.65 b 0.96 a 2.26 a 1.85 c 

150 mM 3.23 a 0.67 a 0.73 b 2.96 b 2.58 b 

300 mM 1.88 b 0.54 c 0.66 c 3.13 c 3.15 a 

Melatonin 

0 ppm 1.3 d 0.69 b 0.82 b 2.15 c 1.74 c 

30 ppm 2.25 b 0.31 d 0.65 d 2.8 b 2.13 b 

60 ppm 3.64 a 0.87 a 0.73 c 4.30 a 3.95 a 
90 pmm 1.84 c 0.61 c 0.93 a 1.9 d 2.28 b 

 .ها، دارای اختلاف معنی داری با یکدیگر نیستندستونمیانگین های دارای حروف مشابه در هر *
*Means with the same letters in the same columns are not significantly different. 

 

 C22‐hydroxylase ژن تظاهر
این ژن در همه تیمارهای  تظاهردر مجموع میزان 

آزمایشی پایین بود. در حقیقت کاربرد سطوح مختلف 

ملاتونین در تمامی تیمارهای ترکیب با شوری و 

این ژن نسبت به  تظاهرآزمایشی منجر به کاهش 

فقط  C22‐hydroxylaseژن  تظاهرشد.  شاهدتیمار 

 ppm60 ترکیب با و مولاریلیم 150در تیمار شوری 

)شکل  بت به تیمار شاهد افزایش یافتملاتونین نس

B1).  مولار و میلی 300تظاهر این ژن در تیمار شوری

ترین میزان خورد ملاتونین به پایین ppm30ترکیب با 

که این ژن بیشترین تظاهر را در تیمار رسید، در حالی

ملاتونین  ppm30مولار و ترکیب با میلی 150شوری 

 به خود اختصاص داد. 

 Δ7- reductaseژن  تظاهر

تحت  C22‐hydroxylaseاین ژن نیز مشابه ژن  تظاهر

در حقیقت تمامی  کم بود.تاثیر تیمارهای آزمایشی 

این ژن  تظاهرتیمارهای آزمایشی منجر به کاهش 

 تظاهرشدند.  شاهدنسبت به شرایط 
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C22‐hydroxylase تحت تاثیر تنش شوری )هر دو ،

 شاهدسطح( و بدون کاربرد ملاتونین نسبت به شرایط 

این ژن در تیمار  تظاهرکاهش یافت. بالاترین میزان 

میزان به  ppm 90و ملاتونین  مولارمیلی 300شوری 

-پایین. (A2)شکل  شاهد ثبت شد برابر تیمار 13/1

 150در تیمار شوری ترین میزان تظاهر ژن مذکور 

 مشاهده شد.  ppm 30ملاتونین ترکیب با و  مولارمیلی

 26-o-Beta glucosidase   (BGL)ژن تظاهر

تحت تاثیر تنش شوری و بدون  (BGL)ژن  تظاهر

صورت شاهد بهکاربرد ملاتونین نسبت به شرایط 

این ژن در  تظاهرداری افزایش یافت. همچنین معنی

)بدون تنش شوری( و صرفا با کاربرد  شاهدشرایط 

  برابر )در سطح 5/4سطوح مختلف ملاتونین به میزان 

ppm60  این  تظاهرملاتونین( افزایش یافت. بیشترین

 ترکیب با و مولارمیلی 150ژن در تیمار تنش شوری 

نسبت به پنج برابر ملاتونین به میزان   ppm60  سطح

ثبت شد. کاربرد سطوح مختلف ملاتونین  شاهدشرایط 

رت صومولار نیز بهمیلی 300همراه با تنش شوری 

این ژن نسبت به  تظاهرداری منجر به افزایش معنی

نتایج نشان داد که  .)B2)شکل  شد شاهدشرایط 

اثرات متقابل تنش شوری همراه با سطوح مختلف 

 عنوان یک محرک مناسب تظاهر این ژنملاتونین، به

د. با افزایش شدت تنش شوری از دهرا افزایش می

(، میزان ppm60مولار )در غلظت میلی 300به  150

تظاهر این ژن کاهش یافت. در حقیقت افزایش تنش 

مولار( و افزایش غلظت میلی 300به  150شوری )از 

(، منجر به کاهش ppm90ه ب ppm60ملاتونین )از 

مولار میلی 150تظاهر این ژن نسبت به تنش شوری 

 شد. 

 C4‐demethylaseژن  تظاهر

و ملاتونین سطوح مختلف تنش شوری اثرات متقابل 

این ژن  تظاهرداری در میزان منجر به افزایش معنی

این ژن در شرایط  تظاهر و نسبت به تیمار شاهد شد

مختلف ملاتونین، ح وبا سطهمراه بدون تنش شوری 

میزان  همچنینداری افزایش یافت. صورت معنیبه

تنش مولار میلی 300و  150این ژن در سطوح  تظاهر

از ملاتونین نسبت به  ppm60سطح ترکیب با شوری و 

برابر افزایش یافت  2/5و  چهار ترتیببهتیمار شاهد 

ژن در تنش این  تظاهربالاترین میزان  .(C2)شکل 

( ppm60ن یبا ملاتونهمرا مولار )میلی 300شوری 

 300به  150افزایش شدت تنش شوری از ثبت شد. 

صورت به (ppm60با ملاتوینن همراه مولار )میلی

در  این ژن شد.  تظاهرر به افزایش جداری منمعنی

حقیقت تظاهر این ژن نسبت به شاهد، تحت تاثیر 

داری افزایش صورت معنیتمامی تیمارهای آزمایشی به

 یافت. 
های دخیل ز ژنبرخی ا تظاهردر این پژوهش پروفایل 

تنش حت شرایط جنین تتز دایوسدر مسیر بیوسن

شوری در گیاهان تیمار شده با سطوح مختلف 

تظاهر ژن  حاضر، در تحقیقملاتونین بررسی شد. 

CAS  و  مولارمیلی 150تحت شرایط تنش شوری

هفت  شاهد،نسبت به تیمار  ppm60ملاتونین  همرا با

جا که ضرورت از آن. (A1)شکل  افزایش یافت برابر

ات فعالیت این ژن در این مسیر بیوسنتزی به خوبی اثب

شده است، پاسخ افزایشی آن نسبت به اثرات متقابل 

شناسایی یک  بخشنویدتنش شوری و ملاتونین، 

محرک کاربردی مناسب برای افزایش محتوی 

ین با توجه به ابهامات ا دایوسجنین در شنبلیله است.

های مهم این و ژن آنشناسایی مسیر بیوسنتزی مهم، 

عنوان یک متابولیت دایوسجنین بهمسیر در مهندسی 

سی، در یک برر .رسدنظر میبسیار ارزشمند حیاتی به

های مسیر بیوسنتز دایوسجنین شناسایی برخی از ژن

ا هاین ژن تظاهرو جداسازی شدند و رابطه بین میزان 

شنبلیله با محتوی نه توده و محتوی دایوسجنین در 

دایوسجنین متفاوت بررسی شد و شمایی کلی از مسیر 

شد ه یوسنتز دایوسجنین در شنبلیله ارائب

(Mohammadi et al., 2019.) 

های شماره  سه مرحله اکسیداسیون در موقعیت کربن

C22 ،C16  وC26  منظوربهدر ساختار کلسترول 

دستی ضروری پایینتبدیل کلسترول به ترکیبات 

-C26و   C22-hydroxylaseهایژن باشد.می

hydroxylase منجر به ترتیب طی مراحل مختلفیبه 

کلسترول ( OHاکسیداسیون )اضافه شدن گروه 

برای سنتز دیگر،  عبارت. به (Eich, 2008) شوندمی
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ابتدا  ،عنوان ماده حد واسطدایوسجنین، کلسترول به

هیدروکسیله  1A72CYPهای خانواده توسط ژن

ابتدا در موقعیت  ،شود که این هیدروکسیله شدنمی

، مسیر را به سمت سنتز 26و سپس کربن  22کربن 

در این تحقیق، تظاهر این . کنددایوسجنین هدایت می

 ppm60و  مولارمیلی 150ژن تنها در تیمار شوری 

)شکل  ملاتونین نسبت به تیمار شاهد افزایش یافت

B1) . نتایج یک پژوهش نشان داد که خاموش شدن

C22-hydroxylase منجر به کاهش  ،زمینیدر سیب

دستی و تجمع پایینقابل توجهی در میزان ترکیبات 

-C26خاموش کردن  کهحالیدرکلسترول خواهد شد، 

hydroxylase  کلسترول موثر نبود در تجمع

(Umemoto et al., 2016)های ژن ،پژوهش . در یک

C22-hydroxylase  وC26-hydroxylase  در

نقش زمینی شناسایی و همچنین فرنگی و سیبگوجه

C16-hydroxylase ها بررسی و مشخص شد که در آن

 گلیکوآلکالوئیدهاهر سه ژن در بیوسنتز استرول 

(Glycoalkaloid ) ضروری هستند(McAdam et al., 

دخیل در مسیر بیوسنتز  هایژن بررسی تظاهر. (2017

دایوسجنین تحت تاثیر کلسترول، اسکوالن و متیل 

 -C22های  ژن تظاهرجاسمونات نشان داد که 

hydroxylase  وC26-hydroxylase  نسبت به تیمار

که  یابدمیداری افزایش صورت معنیبه ،کلسترول

ها در مسیر بیوسنتزی نقش این ژن گربیاناحتمالا 

 ,.Ciura et alباشد )دایوسجنین از طریق کلسترول می

2017; Ciura et al., 2018.) 

با  reductase-7∆و  C4-demethylaseهای نقش ژن

در مسیر  RNA-seqهای حاصل از استفاده از داده

بیوسنتز کلسترول که حد واسط سنتز دایوسجنین 

با  ∆reductase-7آنزیم است، به اثبات رسیده است. 

 منجر به ،D-7شکستن یک پیوند دوگانه در موقعیت 

در . (Ciura et al., 2017) شودمیتشکیل کلسترول 

ا شکستن پیوند دوگانه در موقعیت ژن باین حقیقت 

سنتز کلسترول ، آخرین مرحله از بیوهفتکربن شماره 

نتایج تحقیق حاضر نشان داد که  کند.را کاتالیز می

وح مختلف تحت تاثیر سط reductase-7∆ تظاهر ژن

                                                                               
1 Cytochrome P450 monooxygenase 72 

یک در  .(A2)شکل  تنش شوری و ملاتونین اندک بود

تحت را این ژن  تظاهرet al.  Ciura (2017 )تحقیق

 Methyl) کلسترول، اسکوالن و متیل جاسمونات تاثیر

jasmonate)  ها آننتایج  کردند.بررسی در شنبلیله

 ،این ژن نسبت به تیمار کلسترول تظاهرنشان داد که 

که احتمالا ن افزایش را به خود اختصاص داد بیشتری

دهنده نقش این ژن در مسیر بیوسنتز کلسترول نشان

نتایج این محققان با نتایج حاصل از این  باشد.می

-خوانی ندارد که این عدم تطابق احتمالا بهتحقیق هم

ها نسبت به تیمارهای دهی ژنعلت تفاوت در پاسخ

خوانی، ضرورت )محرک( مختلف است. این عدم هم

انجام تحقیقات بیشتر را با هدف شناسایی بهترین 

را به اثبات  غلظت یا سطح از آنترین تیمار و مناسب

  رساند.می

با حذف گلوکز  o-Beta glucosidase (BGL)-26ژن 

در مرحله پایانی تبدیل  26در موقعیت کربن 

کلسترول به دایوسجنین، باعث سنتز دایوسجنین 

 o-beta-26ژن  در یک تحقیق، تظاهر .شودمی

glucosidase  تحت تاثیر سه تیمار کلسترول، اسکوالن

 تظاهرپژوهش در این  .ررسی شدو متیل جاسمونات ب

پاسخ  به تیمار در  o-beta glucosidase-26ژن 

داری معنی صورتبهنسبت به سایر تیمارها  کلسترول

 ,.Ciura et al., 2017; Ciura et alافزایش یافت )

این  تظاهرنتایج تحقیق حاضر نشان داد که  (.2018

صرفا با کاربرد سطوح مختلف ملاتونین نسبت به  ،ژن

 ppm 60برابر )در سطح  5/4به میزان شاهد شرایط 

ملاتونین( افزایش یافت و کاربرد سطوح مختلف 

-مولار نیز بهمیلی 300ملاتونین همراه با تنش شوری 

این ژن  داری منجر به افزایش تظاهرصورت معنی

 .(B2)شکل   شد شاهدنسبت به شرایط 

گروه متیل از  منجر به حذف C4 demethylaseآنزیم 

. تحقیقات شودمیدر حلقه استرول  چهارکربن شماره 

آنزیم در گیاهان انجام شده بسیار اندکی بر روی این 

-درحالی ،(Lepesheva and Waterman, 2007)است 

ز تمسیر بیوسنهای مهم این ژن یکی از ژن که

. نتایج این پژوهش نشان شودمحسوب میدایوسجنین 

-میلی 300و  150این ژن در سطوح  تظاهرداد که 
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از ملاتونین نسبت  ppm60سطح تنش شوری و  مولار

برابر افزایش یافت.  2/5و ترتیب چهار بهبه تیمار شاهد 

با توجه به نقش مهم این آنزیم در هدایت این مسیر به 

تولید دایوسجنین و پاسخ مناسب این ژن به سمت 

-نظر میهای مورد استفاده در این تحقیق، بهمحرک

رسد که این ژن، کاندید مناسبی برای مهندسی کردن 

 .)C2)شکل  مسیر بیوسنتز دایوسجنین باشد

ر نشان داد که ملاتونین و تنش ضنتایج تحقیق حا

 تظاهرهای عملکردی، کنندهعنوان تحریکبهشوری 

-های دخیل در مسیر دایوسجنین را افزایش میژن

و  آمینه اسیدهای ترکیب بر دهند. ملاتونین

-می ثیرتا شوری شرایط در گیاهان هایکربوهیدرات

 افزایش سبب احیا، قابل قند مقدار افزایش با گذارد و

 تنش رابرب در گیاه مقاومت و ترکیبات ثانویه سنتز

 ,Tavarini et al., 2008; Thomas) شودمی شوری

 بر تاثیر با ،ملاتونین جمله از ایندولی (. ترکیبات2013

 جذب یون، تنفس، فتوسنتز، مانند فرآیندهایی

 میزان ها وهورمون و هاآنزیم فعالیت غشا، نفوذپذیری

 ,.Zheng et alدهند )می قرار تأثیر تحت را رشد

 یکی از اولین عنوانبه حقیقت، ملاتونین(. در 2013

نامساعد  شرایط برابر در گیاه دفاعی از سدهای

محافظت  قوی اکسیدانآنتی یک عنوانبه ،محیطی

حفظ محتوی کلروفیل و  سبب طریق این از کند ومی

 (.Dole and Wilkins, 1999) شودمی کاروتنوئیدها

های آمینپلی درونی سنتز افزایش از طریق ملاتونین

از  (Spermineاسپرمین ) و (Spermidineاسپرمیدین )

 آرژنین سنتزکننده هایژن تظاهرطریق تحریک 

 اورنیتین ( وArginine Decarboxylase) دکربوکسیلاز

تجمع  ( وOrnitine Decarboxylaseدکربوکسیلاز )

به واسطه  (γ-butyric acidاسید ) بوتیریک γ_بیشتر 

 سنتزکننده گلوتامات هایژن تظاهرتحریک 

-پلی و (Gelotamate Decarboxylaseدکربوکسیلاز )

 افزایش تجمع و (Polyamine oxidaseاکسیداز ) آمین

 هایژن تظاهر از طریق افزایش بیشتر پرولین

 Prolineسینتاز ) کربوکسیلات-5 - پرولین سنتزکننده

- 5-carboxylate synthase) آمینوترانسفراز اورنیتین و 

(Ornithine aminotransferaseو ) ژن تظاهر کاهش 

 Prolineدهیدروژناز ) پرولین سنتزکننده

Dehydrogenase)،  منجر به افزایش مقاومت نسبت به

(.Cao et al., 2016) شودمیتنش شوری 

( Bو   A)CASهای های مختلف ملاتونین بر تظاهر ژنتنش شوری و غلظتمقایسه میانگین اثرات دوگانه  -1شکل 

C22‐hydroxylaseبا یکدیگر  داری با روش دانکن و در سطح احتمال یک درصدهای دارای حروف مشابه، اختلاف معنی. ستون

 اند.نسبت به تیمار شاهد نرمال شده CTΔΔ-2تظاهر تمامی تیمارها با توجه به روش  .ندارند
Figure 1. Mean comparison of the reciprocal effectsof salinity and melatonin concentration on A) CAS 

and B) C22‐hydroxylase expression. Columns with the same letters are not significantly different based 

on Duncan test at 1% of probability level. Expression of all treatments was normalized compared to 

control based on 2-ΔΔCT formula. 

B 
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 A(A Δ7- reductase ،(B هایهای مختلف ملاتونین بر تظاهر ژنتنش شوری و غلظتقایسه میانگین اثرات دوگانه م -2شکل 

BGL   وC )C4‐demethylase. ل یک درصداحتماداری با روش دانکن و در سطح های دارای حروف مشابه، اختلاف معنیستون 

 اند.نسبت به تیمار شاهد نرمال شده CTΔΔ-2تظاهر تمامی تیمارها با توجه به روش  .با یکدیگر ندارند

Figure 2. Mean comparison of the reciprocal effectsof salinity and melatonin concentration on A) Δ7- 

reductase, B) BGL and C) C4‐demethylase. Columns with the same letters are not significantly different 

based on Duncan test at 1% of probability level. Expression of all treatments was normalized compared to 

control based on 2-ΔΔCT formula. 

 

-کاربرد سطوح مختلف ملاتونین به ،در این پژوهش

برخی از  تظاهرداری منجر به افزایش صورت معنی

در مسیر بیوسنتز دایوسجنین در های دخیل ژن

و تیمار شده با سطوح مختلف  تیمار نشدهگیاهان 

های قش دفاعی متابولیتتنش شوری شد. با توجه به ن

زیستی، این افزایش های زیستی و غیرشنثانویه در ت

-بهحتوی متابولیت ثانویه مدف افزایش هکه با  تظاهر

گیاه صورت گرفته است، منطقی افزایش تحمل  منظور

های ثانویه در پاسخ به متابولیترسد. نظر میبه

های ای از واکنشپس از مجموعه ،هامحرک

های غشای فسفوریلاسیون و دفسفوریلاسیون پروتئین

ال شدن کلسیمی، فع جریان گیریشکلسلول، 

-گونه اکسیدازها، تولید NADPH پروتئین کینازها و 

های دفاعی ژن تظاهرهای فعال اکسیژن و در نهایت 

 شودکنترل میهای گیاهی در سلول
) 2015 el al., Velázquez-Jacobo(.  

های بررسی شده در این تحقیق، با توجه به ژن

-پروفایل تظاهرشان، به سه گروه مختلف تقسیم می

و  C22‐hydroxylaseهای شوند؛ گروه اول شامل ژن

Δ7- reductaseالعمل اندکی نسبت به ، که عکس

ها در تیمارهای آزمایش از خود نشان دادند )تظاهر آن

برخی از تیمارها نسبت به شرایط شاهد کاهش یافت(، 

که تظاهرشان در  ،CASو  BGLها گروه دوم شامل ژن

مولار )تنش ملایم( و ترکیب با میلی 150تیمار شوری 

C 

A B 

A B 
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ppm60 داری صورت کاملا معنی)غلظت متوسط( به

نسبت به سایر تیمارها افزایش یافت و در گروه سوم، 

قرار دارد، زیرا تظاهر این ژن در  C4‐demethylaseژن 

 ppm60مولار و ترکیب با میلی 300تنش شوری 

 داری نسبت به سایرصورت کاملا معنیملاتونین به

 تیمارها افزایش یافت.

 

 گیری کلینتیجه

های مختلف ی در مورد استفاده از محرکنتایج متناقض

این  ؛های ثانویه وجود داردمتابولیت محتویو تغییرات 

های بدین معنی است که گیاهان مختلف پاسخ

دهند. ها از خود نشان میمتفاوتی نسبت به محرک

پاسخ گیاهان با توجه به مدت زمان در معرض بودن 

ها های مختلف محرکمحرک، مرحله رشدی و غلظت

بنابراین شناسایی بهترین محرک،  ؛بسیار متفاوت است

ترین غلظت ترین مرحله رشدی گیاه و مناسبحساس

و ها، از فاکتورهای موثر در افزایش کمیت محرک

. شوندمحسوب مییاهی گثانویه های متابولیتکیفیت 

ار منتایج این پژوهش نشان داد که کاربرد ملاتونین، تی

صورت موثری منجر ها بهشوری و یا اثرات متقابل آن

در مسیر  دخیلهای برخی از ژن تظاهرزایش فبه ا

ایج حاصل از این شود. نتمیجنین سنتز دایوبیوس

-یق در مهندسی مسیر بیوسنتز دایوسجنین بهتحق

ها با هدف نآ تظاهرها و افزایش نژرزی ودستمنظور 

 متابولیت ارزشمند موثر خواهد بود. شتر اینتولید بی
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