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 چکیده
منظور افزایش های رشد مختلف بهکنندههای غیرزنده، تشعشعات و تنظیمهای مختلف از قبیل تنشکنندهاستفاده از تحریک

اپی-24رود. این تحقیق با هدف بررسی اثر شمار میهای تحقیقاتی جالب توجه بههای ثانویه، یکی از زمینهکمیت متابولیت
شنبلیله تحت تنش دمای بالا،  های دخیل در مسیر بیوسنتز دایوسجنین دربراسینواستروئید بر تغییرات بیان برخی از ژن

 Cycloartenol) بیشترین میزان بیان ژنصورت فاکتوریل و در قالب طرح کاملا تصافی انجام شد. نتایج نشان داد که به

synthase )CAS  دو در تیمار دمای بالا و سطحppm  ساعت پس از تنش  24براسینواستروئید در زمان اپی -24از هورمون
ساعت به  24در زمان   ppmپنج در تیمار دمای نرمال و سطح  SSRدست آمد. همچنین بیشترین میزان بیان ژن برابر( به 27)

تروئید در زمان اعمال تنش دمای براسینواساپی-24از هورمون   ppmپنج برابر مشاهده شد. کاربرد سطوح دو و  5/3میزان 
نسبت به شرایط دمای   SEP (Squalene epoxidase)شد. بیان ژن  SSRداری منجر به افزایش بیان ژنصورت معنیبالا، به

 24براسینواستروئید بعد از گذشت اپی-24برابر افزایش یافت. کاربرد  10و  20ترتیب ، بهppmپنج نرمال در سطوح دو و 
 23به میزان شش برابر )نسبت به دمای  SMT  (Sterol methyltransferase)دار بیان ژنافزایش بسیار معنی ساعت، موجب

با اعمال تیمار دمای بالا  SQS( Squalene synthaseبیان ژن )( شد. براسینواستروئیداپی-24گراد و عدم کاربرد درجه سانتی
-اپی-24توان از شرایط نرمال کاهش یافت. نتایج نشان داد که مینسبت به براسینواستروئید اپی-24و سطوح مختلف 

های درگیر در مسیر بیوسنتز منظور افزایش بیان برخی ژنعنوان یک محرک مناسب بهو تنش دمای بالا، به براسینواستروئید
 دایوسجنین و افزایش محتوی دایوسجنین استفاده کرد.

 های ثانویه.دایوسجنین، شنبلیله، متابولیتبیان ژن، تنش غیرزنده،  :کلیدی هایهواژ
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ABSTRACT 
The application of various stimulants, such as abiotic stress, radiation, and growth regulators to increase 
the quantity of secondary metabolites is one of the interesting research areas. The aim of this study was to 
investigate the effect of 24-epi-brassinosteroid on the expression of some genes involved in the diosgenin 
biosynthetic pathway of fenugreek under high temperature stress. The highest expression of cycloartenol 
synthase (27-fold) was observed at high temperature treatment and 2 ppm of 24-epi-brassinosteroid (at 24 
h after heat stress), while the highest expression of SSR gene was 3.5 fold at normal temperature and 5 
ppm 24-epi-brassinosteroid. Application of 2 and 5 ppm of 24-epi-brassinosteroid significantly increased 
squalene epoxidase expression during high temperature stress. Compared to normal condition, squalene 
epoxidase expression increased 20 and 10 fold at 2 and 5 ppm of 24-epi-brassinosteroid, respectively. 
Application of 24-epi-brassinosteroid (2 ppm) after 24 hours significantly increased the expression of 
sterol methyltransferase by 6-fold (Compared to 23°C and non-application of 24-epi-brassinosteroid). 
Interestingly, compared to normal condition, squalene synthase expression was decreased at high 
temperature treatment and different levels of 24-epi-brassinosteroid. The results showed that 24-epi-
brassinosteroid (2 and 5 ppm) could be used as a suitable stimulus to enhance the expression of some 
genes involved in the biosynthesis pathway and subsequently to increase the content of the diosgenin. 
Keywords: Abiotic stress, Diosgenin, Fenugreek, Gene expression, Secondary metabolites. 
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 مقدمه

تیره ، متعلق به سالهیک و گیاهی علفیشنبلیله 

 Trigonella Lو جنس  2راسته گلسرخ ،1بقولات
شناسایی شده  از این جنسگونه  70تاکنون  .باشدمی

هستند ساله تا چند ساله است که شامل گیاهان یک

(Dini, 2006 .)در این گیاه، دارویی  ویژگیترین مهم

( Diosgenin) دایوسجنین وجود مقادیر قابل توجهی

داروهای استروئیدی و  برای تولید است که از آن

 4، گلوکوکورتیکوئیدها3هایی مانند تستوسترونهورمون

 et al.Joanna ,شود )استفاده می 5و پروژسترون

(. دایوسجنین یک ساپوژنین استروئیدی دارای 2015

خاصیت ضد کلسترولی و توموری است و برای درمان 

هایی همچون سرطان خون و روده کاربرد دارد. بیماری

های ساز سنتز داروهایی مانند قرصاده پیشاین م

های جنسی و ترکیبات ضدبارداری، هورمون

 .(Ciura et al., 2017)استروئیدی است 

 6دایوسجنین از طریق مسیر بیوسنتز ایزوپرنوئیدها

 آاستیل کوآنزیم مادهشود. این مسیر با پیشتولید می

). et al.,Abbasi رسدمی7به ایزوپنتیل پیروفسفات

برای تولید دایوسجنین، مسیر لانوسترول  (2011

(Lanosterol( و کلسترول )lCholestero و مسیر )

و حدواسط  (Cycloartenol)سیکلوآرتنول 

( پیشنهاد شده است. Cytosterolسیتواسترول )

و  (Cycloartenol synthase)سیکلوآرتنول سنتاز 

دو آنزیم (Lanosterol synthase) لانوسترول سنتاز 

ی اکسیدواسکوالن سیکلازها کلیدی متعلق به خانواده

(Oxidosqualene cyclase)  هستند و در این مسیر

شناسایی . (Chaudhary et al., 2015)دخالت دارند 

 مهم این مسیرهای ژن مسیر بیوسنتزی دایوسجنین و

. رسدنظر میحیاتی بههندسی این متابولیت م در

متاسفانه اطلاعات در مورد مسیر بیوسنتزی 

باشد و بیشتر دایوسجنین در شنبلیله بسیار اندک می

                                                                               
1 -Legouminosae 
2 -Rosaceae 
3 Testosterone 
4 Glucocorticoids 
5 Progesterone 
6 Isoprenoids 
7 Isopentyl pyrophosphate 

وسنتزی در سایر گیاهان اطلاعات در مورد این مسیر بی

 8و خانواده سولاناسه (Dioscorea villosa)مانند یام 

 در دسترس است. 

-، نقش مهمی در تنظیم فعالیت9های گیاهیهورمون

 10های گیاهی بر عهده دارند. براسینواستروئیدها

های گیاهی هستند که بعد از ششمین گروه از هورمون

و  14، اتیلن13، سیتوکنین12، جیبرلین11اکسین

از دانه گرده گیاه کلزا  1970در سال  15آبسزیک اسید

ستروئیدها در رشد گیاهان ابراسینواستخراج شدند. 

 سلول، طویل شدنیندهای رشد همچون آمتعدد و فر

، کنترل زمان (Photomorphogenesis) زاییریخت-نور

 Anwar etنقش دارند )  تنشها به دهی و واکنشگل

al., 2018). تحت  ،زنی در گیاهانا جوانهبذر ی خواب

ها . جیبرلینگیرندمیقرار شرایط محیطی تأثیر 

(GA( براسینوستروئیدها ،)هاBRاسید آبسزیک ،)ها 

(ABA)سیتوکینین ، (CK)لیکیسی، اتیلن، اسید سال 

(SA)  برای رشد و جوانه زنی گیاهان ضروری هستند

(Jager et al., 2008.) 

مسیر بیوسنتز های در یک تحقیق، برخی از ژن

 16دایوسجنین با روش طراحی آغازگرهای دژنره

شناسایی و جداسازی شدند و رابطه بین میزان بیان 

ها و محتوی دایوسجنین )با استفاده از این ژن
17HPLC در نه توده شنبلیله با محتوی دایوسجنین )

در (.  2019et alMohammadi ,.متفاوت بررسی شد )

دایوسجنین در تغییرات محتوی یک پژوهش، 

های شش توده شنبلیله تحت تیمار گیاهچه

جاسمونیک اسید بررسی شد. نتایج این پژوهش نشان 

داد که سطوح مختلف جاسمونیک اسید، منجر به 

-hydroxy-3-3) هایتغییر در میزان بیان ژن

                                                                               
8 Solanaceae 
9 Phytohormones 
10 Brassinosteroids 
11 Auxin 
12 Gibberellin 
13 Cytokinin 
14 Ethylene 
15 Abscisic acid 
16 Degeberate 
17 High Performance Liquid Chromatography 
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methylglutaryl-CoA reductase) HMG  و (Sterol-

3-β-glucosyl transferase) STRL ترتیب به میزان به

ها نشان شود. همچنین نتایج آنبرابر می 2/22و  2/3

عنوان یک محرک تواند بهداد که جاسمونیک اسید می

مناسب در افزایش کمیت دایوسجنین در شنبلیله موثر 

. اثر کاربرد اتیلن بر (Chaudhary et al., 2015)باشد 

های مسیر خصوصیات فیزیولوژیکی، بیان برخی ژن

دایوسجنین و همچنین محتوی آن بررسی شد. در این 

( 10-4تا 10-1) 1تحقیق، از چهار غلظت مختلف اتفن

های بالای نتایج  نشان داد که غلظتاستفاده شد و 

 گیاه یام  اتفن، مانع از رشد

(Dioscorea zingiberensisمی )که شود، درحالی

کننده رشد بودند. محتوی های پایین، تحریکغلظت

داری صورت معنیاتفن، به 10-3دایوسجنین در غلظت 

افزایش یافت. همچنین محتوی پروتئین کل و 

 10-3و  10-2های غلظت ترتیب درکلروفیل به

داری نسبت به شاهد افزایش یافتند.  صورت معنیبه

و  SQSکاربرد اتفن نیز منجر به افزایش بیان ژن 

 (. Diarra et al., 2013شد ) CASکاهش بیان 

شوند و ارزش ها از گیاهان استخراج میبیشتر متابولیت

انکار ها غیر قابل های ثانویه در درمان بیماریمتابولیت

های گیاه یام استخراج است. دایوسجنین عموما از غده

شود؛ اگرچه استخراج آن از ریشه گیاه یام به علت می

بالا بودن نشاسته، دشوار و گرانقیمت است. طول مدت 

، (Diarra et al., 2013)رشد این گیاه دو سال است 

 که این متابولیت در گیاه شنبلیله نیز بهدرحالی

شود. با افزایش این متابولیت در فراوانی یافت می

م تواند جایگزینی برای گیاه یاشنبلیله، این گیاه می

رشد آن دو الی سه ماه است  باشد، چرا که طول دوره

 ,.Acharya et alها نیز سازگار است )و با اکثر اقلیم

(. گیاهان مخصوصا گیاهان دارویی، با انتقال از 2008

محیط زندگی خود )محیط بومی( به محیط زراعی، 

گیرند و میزان متابولیت ثانویه در تحت تاثیر قرار می

 Tetenyi, 2002; Gorelick and)یابد ها کاهش میآن

Bernstein, 2014.)  
علت است و بهخشک  گرم و عتیطب یدارا شنبلیله

                                                                               
1 Ethephon  

زمستانه بودن، نسبت به دماهای پایین مقاوم است، اما 

؛ اگرچه دارد ازیگرم ننسبتا  یبه هوا ،شیدر طول رو

 درجه سانتیگراد(  35وقوع دماهای بالا )بالاتر از 

(Pant et al., 2013; Osman et al., 2015 به این )

 ,Helambe and Dandeh) رساندگیاه آسیب می

دمای هوای کره زمین در چند دهه اخیر در  .(2012

حال افزایش است و این افزایش دما در حال تبدیل 

باشد، چرا که گیاهان و شدن به یک مشکل جهانی می

 دهدها را تحت تاثیر قرار میعملکرد آن

 (Lamaouie et al., 2018 با توجه به اهمیت .)

عنوان یک متابولیت دایوسجنین در شنبلیله به

منظور های مختلف بهارزشمند، استفاده از محرک

های مسیر بیوسنتز دایوسجنین و افزایش بیان ژن

رسد. نظر میمتعاقبا محتوی دایوسجنین ضروری به

 بنابراین، این تحقیق با هدف بررسی آثار تنش دمای

عنوان دو )به براسینواستروئیداپی-24بالا و هورمون 

محرک افزایش بیوسنتز دایوسجنین( بر بیان برخی از 

های مسیر بیوسنتز دایوسجنین انجام شد. نتایج ژن

تواند در مهندسی مسیر بیوسنتز تحقیق حاضر می

 .دایوسجنین مفید واقع شود

 

 هامواد و روش

 شرایط کشت و اعمال تیمار

صورت فاکتوریل و در قالب طرح کاملا آزمایش، بهاین 

تصادفی با سه تکرار در دانشگاه صنعتی شاهرود انجام 

-اپی-24شد. تیمارهای این آزمایش شامل هورمون 

 10براسینواستروئید در چهار سطح )صفر، دو، پنج و 

ppm گراد )تنش درجه سانتی 42( و دو شرایط دمایی

گراد )دمای نرمال( یدرجه سانت 23دمای بالا( و 

(Pant et al., 2013; Osman et al., 2015 و سه بازه )

ساعت پس از اعمال تنش  24زمانی صفر، شش و 

بودند. در این آزمایش، ابتدا بذرهای گیاه شنبلیله )رقم 

متری با سانتی 20های همدان( ضدعفونی و در گلدان

 23ترکیب پیت ماس و پرلیت در اتاقک رشد با دمای 

ساعت روشنایی و  16گراد و دوره نوری درجه سانتی

ای هشت ساعت تاریکی کشت شدند. گیاهان پنج هفته

-براسینواستروئید اسپریاپی-24با سه سطح هورمون 
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ها در شرایط نرمال و پاشی شدند. تعدادی از گلدان

منظور اعمال تنش تعدادی دیگر به اتاقک رشد به

 24های شش و زمانگرمایی منتقل شدند. سپس در 

-های گیاه نمونهساعت پس از تنش دمای بالا، از برگ

درجه  -80ها بلافاصله در فریزر برداری شد و نمونه

 گراد ذخیره شدند.سانتی

 RNAاستخراج 

)شرکت  RNX Plusبا استفاده از کیت  RNAاستخراج 

( و با توجه به RN7713Cکد محصول  -سیناکلون

منظور حذف انجام شد. به دستورالعمل شرکت سازنده

استخراج  RNA، یک میکروگرم از DNAهای آلودگی

قرار گرفت. در ضمن،  I DNAseشده تحت تیمار 

با استفاده از ژل آگارز یک  RNAکیفیت و کمیت 

 درصد و دستگاه نانودراپ تعیین شد.

 cDNA ساخت 

برای  Oligo (dT)، از آغازگر cDNAمنظور ساخت به

استفاده شد. برای  mRNAآدنین اتصال به دم پلی

 HyperScript Reverse، از کیت cDNAساخت 

transcriptase (GeneALL)  و با توجه به دستورالعمل

 شرکت سازنده استفاده شد. 

 طراحی آغازگرها

ها و نکات مبهم زیادی در این متاسفانه پیچیدگی

ژنروی  بر کاملی تاکنون مطالعهمسیر وجود دارد و 

در مسیر بیوسنتز دایوسجنین در گیاه های دخیل 

( با 1آغازگرها )جدول . است شنبلیله انجام نشده

طراحی شدند  Primer 3 Plusاستفاده از برنامه آنلاین 

 Analyzerها، از برنامه منظور کنترل صحت آنو به

v.3.1 Oligo (http://eu.idtdna.com/calc/analyzer) 
 استفاده شد. 

 
 هاآن مشخصات و استفاده مورد آغازگرهای -1 جدول

Table 1. Primers used in this study and their characteristics 

Annealing 

temperature 

Length 

(bp) 

  Primer Sequence   ′( 3  - ′ 5) Primer name 
Position on 

the 

chromoso

me 

Accession 

number 
Reverse Forward  

61 152 1066-1218 MK060115.1 CATTCTGTGTGTCTCCCTGCC AGGTGGGAGATATGCTAGAATGGG SSR 

62 140 
806-946 MK060114.1 

 
CACAGTAACTCATGACAACAGCAACCT GAGAAGGCTGCAGAGGGTCTAG SMT 

60 168 1318-1486 KX14846 CAGATGCACCAGAGAGTAATCG CTATTCTCAGAAGGACCGATCTC SEP 
60 17 2080-2259 KX148475.1 TACATGACGACGGTATTCTCCC AAGAGAGATCCAACACCACTGC CAS 
61 133 1162-1295 KX148475.1 TACCCACTGTTCCATTGCTATCC GGCTCAACCATGATTCTCATACTG SQS 

61 230 

429-729 XM_010679634.

2 

 

TATGTTTGTTGTTGGTGTCAACGAGCAACGA

ATACAAG 

ATGTTAAATGATGCAGCCCTTCCA

CCTCTC 

GAPDH 

(Reference) 

 

بررسی صحت سنتز آغازگرها و انجام واکنش  

PCR زمان واقعی 

و کارکرد  cDNAبه منظور اطمینان از ساخت صحیح 

های آغازگرهای طراحی شده قبل از بررسی بیان ژن

 PCRمورد نظر، ابتدا تکثیر نواحی هدف توسط 

زمان واقعی، از  PCRمعمولی انجام شد. برای واکنش 

 SYBR®Green PCR Master Mix 2Xمستر شرکت 

(Ampliqon) 10 ها در حجماستفاده شد. واکنش 

دو تکرار تکنیکی میکرولیتر و با سه تکرار زیستی و 

منظور اطمینان از عدم آلودگی اجزا، از انجام شدند. به

زمان واقعی، با  PCRکنترل منفی استفاده شد. واکنش 

و مطابق با اجزا  ABI Step oneاستفاده از دستگاه 

این واکنش با شرایط دمایی و  انجام شد. 2جدول 

 35گراد و درجه سانتی 95دقیقه در دمای  10زمانی 

درجه  95ثانیه در دمای  15های رار با چرخهتک

گراد درجه سانتی 60ثانیه در دمای  40گراد، سانتی

 انجام شد.

 زمان واقعی PCRهای تجزیه داده

زمان واقعی، بیان نسبی PCR های منظور تجزیه دادهبه

بر پایة  1هر ژن بر اساس روش منحنی استاندارد نسبی

   ΔΔCt-2 Schmittgen, 2001) &(Livakفرمول 

 cDNAمحاسبه شد، که مطابق آن، میزان بیان ژن )

حاصل از رونوشت( برابر با دو به توان منفی تفاوت 

                                                                               
1Relative standard curve method  
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آستانه سیکل ژن هدف تحت تنش و ژن مرجع 

های آستانه سیکل متناظر آن منهای تفاوت میانگین

  (GAPDH) ژن هدف بدون تنش و ژن مرجع متناظر

ها با استفاده از روش دانکن آن است. مقایسه میانگین

 و در سطح احتمال یک درصد انجام شد.

 
 

 واقعی زمان PCR واکنش در استفاده مورد اجزای -2 جدول

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

- 3 Nuclease Free Water 

ngµl -1 50 1 cDNA 

pmolµl-1 10 0.5 Forward Primer 

pmolµl-1 10 0.5 Reverse Primer 

2X 5 SYBR®Green PCR Master Mix 

- 10 Total 

 

 نتایج و بحث

 SQS( Squalene synthaseبیان ژن )

درجه  23در شرایط نرمال )دمای  SQSبیان ژن 

گراد(  و در زمان شش ساعت پس از کاربرد سانتی

براسینواستروئید، در هر سه سطح هورمون اپی-24

 ppmدو کاهش یافت؛ اگرچه این کاهش در سطح 

(. بیان این ژن در شرایط A، 1)شکل  دار نبودمعنی

 24گراد(، در زمان درجه سانتی 23نرمال )دمای 

-24هورمون  ppmپنج از تیمار با سطح  ساعت پس

داری افزایش و در صورت معنیبراسینواستروئید بهاپی

سایر سطوح کاهش یافت. بیان ژن مذکور در شرایط 

تنش دمای بالا کاهش یافت؛ اگرچه کاربرد سطوح 

براسینواستروئید، منجر به افزایش بیان اپی-24مختلف 

-24عدم کاربرد این ژن نسبت به شرایط دمای بالا و 

در شرایط  SQSبراسینواستروئید شد. بیان ژن اپی

پنج ساعت پس از تیمار با سطح  24نرمال دمایی و 

ppm  24-براسینواستروئید نسبت به شرایط نرمال اپی

 2/1براسینواستروئید اپی-24دمایی و عدم کاربرد  

برابر افزایش یافت. بیان این ژن در شرایط دمای نرمال 

براسینواستروئید اپی-24اعت پس از تیمار با س 24و 

داری با تیمار دمای برابر با یک بود و اختلاف معنی

-اپی-24نرمال و شش ساعت پس از تیمار 

 براسینواستروئید نداشت.

 SEP( Squalene epoxidaseبیان ژن )

درجه  23در شرایط نرمال )دمای  SEPبیان ژن 

-اپی-24گراد( بدون کاربرد و یا با کاربرد سانتی

ساعت، تغییر  24های شش و براسینواستروئید در زمان

که اعمال تنش (، درحالیB، 1چندانی نداشت )شکل 

ساعت، منجر به  24دمای بالا در هر دو زمان شش و 

عمال دار بیان این ژن شد. در زمان اافزایش معنی

براسینواستروئید، اپی-ppm  24دو تنش دمای بالا و 

بیان این ژن به میزان پنج برابر نسبت به شرایط دمای 

گراد( افزایش یافت. درجه سانتی 23نرمال )دمای 

-اپی-24از هورمون  ppmپنج کاربرد سطوح دو و 

-براسینواستروئید در زمان اعمال تنش دمای بالا، به

ر به افزایش بیان این ژن شد، داری منجصورت معنی

که بیان این ژن در این دو تیمار  نسبت به طوریبه

گراد و درجه سانتی 23شرایط دمای نرمال )دمای 

و  20ترتیب براسینواستروئید(، بهاپی-24بدون کاربرد 

برابر افزایش یافت. همچنین بیان این ژن، شش  10

و  گراددرجه سانتی 42ساعت پس از شروع دمای 

براسینواستروئید نسبت به دمای اپی-24بدون کاربرد 

است که نرمال، سه برابر افزایش یافت. این در حالی

براسینواستروئید، شش ساعت اپی-ppm 24دو  تیمار 

پس از تنش شروع تنش دمای بالا، منجر به افزایش 

چهار برابری این ژن نسبت به دمای تیمار دمای نرمال 

براسینواستروئید شد.پیا-24و عدم کاربرد 
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 مقایسه ..B) SEP و  A)SQS هایژن بیان بر براسینواستروئیداپی -24 هایغلظت و زمان دما، گانهسه اثرات  -1 شکل

 معنی اختلاف دارای مشابه، حروف با هاییستون است. شده انجام درصد یک احتمال سطح در و دانکن روش با میانگین

 و گرادسانتی درجه 23) نرمال دمای تیمار به نسبت ΔΔCT-2 فرمول به توجه با تیمارها تمامی بیان .نیستند یکدیگر با داری

 اند.شده نرمال (براسینواستروئیداپی-24 کاربرد عدم
Figure 2. Triple interaction effects of temperature, time and concentration of 24-epi-brossinosteroid on A) 

SQS and B) SEP expression (B). (Mean comparison was performed by Duncan test at 1% of probability 

level. Columns with similar letters are not significantly different). Expression of all treatments was 

normalized to normal temperature (23°C and Non-application of 24-epi-brassinosteroid) according to the 

formula 2-ΔΔCT. 
 

 

 CAS( Cycloartenol synthaseبیان ژن )
درجه  23بیان این ژن در شرایط نرمال )دمای 

براسینواستروئید در اپی-24گراد( با کاربرد سانتی

صورت ساعت در برخی از سطوح به 24و  6های زمان

داری نسبت به همین تیمار دمایی و عدم کاربرد معنی

(. A2)شکل  براسینواستروئید افزایش یافتاپی-24

در شرایط دمای نرمال و در زمان شش  CASبیان ژن 

به میزان شش برابر و  ppm 10ساعت و سطوح پنج و 

به  نیز  ppmپنجساعت و در سطح دو و  24در زمان 

برابر افزایش یافت. تنش دمای بالا و کاربرد  10میزان 

A 

B 
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براسینواستروئید، بیان این ژن را نسبت به اپی-24

اپی -24شرایط تنش دمای بالا و بدون کاربرد 

براسینواستروئید افزایش داد. بیشترین میزان بیان این 

اپی -24از  ppmدو ژن، در تیمار دمای بالا و سطح 

 27ساعت پس از تنش ) 24در زمان براسینواستروئید 

دست آمد؛ اگرچه در همین تیمار دمایی، سایر برابر( به

داری صورت معنینیز به (ppm 10سطوح )پنج و 

منجر به افزایش بیان این ژن شدند. بیان این ژن در 

-اپی-24ساعت( و پس از کاربرد  24تیمار دمای بالا )

نسبت  ppm 10براسینواستروئید با سطوح پنج و 

براسینواستروئید، اپی-24دمای نرمال و عدم کاربرد 

 برابر افزایش یافت. 13و  16ترتیب به

 SMT( Sterol methyltransferaseبیان ژن )
در شرایط دمایی نرمال در  SMTمیزان بیان ژن 

  ppmپنج کاهش و در سطح  ppm 10سطوح دو و 

گراد و بدون درجه سانتی 23نسبت به شاهد )دمای 

براسینواستروئید( تغییری نداشت اپی-24کاربرد 

(. به عبارت دیگر، کاربرد سطوح مختلف B، 2)شکل 

براسینواستروئید، منجر به افزایش در میزان اپی-24

ساعت از زمان  24بیان این ژن نشد. بعد از گذشت 

-اپی-24تنش دمای بالا )بدون تیمار با 

ت بسیار صوربراسینواستروئید(، بیان ژن مذکور به

در شرایط  SMTداری افزایش یافت. بیان ژن معنی

تنش دمای بالا و زمان شش ساعت در سطوح دو و 

داری کاهش یافت؛ اگرچه صورت معنی، بهppmپنج 

دار نبود. کاربرد معنی ppm 10این کاهش در سطح 

 24( بعد از گذشت ppmدو براسینواستروئید )اپی-24

دار در بیان ژن ساعت، موجب افزایش بسیار معنی

SMT  10 به میزان شش برابر شد. تیمار  ppm 

 24براسینواستروئید بعد از گذشت اپی-24هورمون 

داری کاهش صورت معنیرا به SMTساعت، بیان ژن 

ساعت پس از  24داد. بیان این ژن در تیمار دمای بالا، 

-اپی-24بالا )بدون کاربرد شروع تنش دمای 

-اپی-24براسینواستروئید( و بعد از تیمار با 

( و تنش دمای بالا نسبت ppmبراسینواستروئید )پنج 

-اپی-24به تیمار دمای نرمال و بدون کاربرد 

برابر افزایش  9/3و  8/3ترتیب براسینواستروئید، به

در مسیر بیوسنتز  SMTو  SSRیافت. دو ژن 

که ژن طوریکنند، بهکدیگر رقابت میدایوسجنین با ی

SSR  مسیر را به سمت بیوسنتز دایوسجنین و ژن

SMT  مسیر را به سمت بیوسنتز براسینواستروئید

 ,.et al., 2020; Zolfaghari et al)کند هدایت می

2020 Mohammadi.)  در این تحقیق، بیان ژنSMT  با

اعمال تیمار دمای بالا افزایش یافت و احتمالا مسیر به 

-شود، درحالیسمت سنتز براسینواستروئید هدایت می

با اعمال تیمار دمای بالا تا حدودی  SSRکه بیان ژن 

درجه  42کاهش یافت. احتمالا تنش دمایی بالا )

-می SSRگراد( دارای اثر معکوسی بر بیان ژن سانتی

شود. کاهش بیوسنتز دایوسجنین میباشد و منجر به 

در تنش دمایی بالا، شنبلیله تمایل بیشتری به سنتز 

براسینواستروئید نسبت به دایوسجنین دارد تا قادر به 

 تحمل تنش دمای بالا باشد.

 SSR( Sterol side chain reductaseبیان ژن )
ارائه شده است.  3در شکل  SSRژن  ینسب یانب نتایج

تحت شرایط نرمال  SSR یان ژن د که بنتایج نشان دا

-اپی-24گراد( با کاربرد درجه سانتی 23)دمای 

-ساعت، به 24های شش و براسینواستروئید در زمان

(. همچنین در 3داری تغییر یافت )شکل صورت معنی

براسینواستروئید در اپی-24شرایط نرمال، کاربرد 

و شش ساعت،  24در هر دو زمان  ppmپنج سطح 

برابر  5/3و  6/2منجر به افزایش بیان این ژن به میزان 

براسینواستروئید، بیان ژن اپی-24شد. بدون کاربرد 

SSR  24تحت تنش دمای بالا افزایش یافت. کاربرد-

براسینواستروئید در هر دو زمان، بیان این ژن را اپی

-اپی-24یمار با نسبت به شرایط دمای بالا و بدون ت

براسینواستروئید کاهش داد. بیشترین میزان بیان ژن 

SSR  پنج در تیمار دمای نرمال و سطحppm  در زمان

دست آمد. بیان این برابر به 5/3ساعت به میزان  24

ساعت پس از شرایط دمای بالا و با کاربرد  24ژن، 

براسینواستروئید نسبت به دمای اپی-24از   ppmدو

برابر  9/2براسینواستروئید اپی-24عدم کاربرد  نرمال و

 افزایش یافت.
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 مقایسه  .B) SMT و  A)CAS  هایژن بیان  بر براسینواستروئیداپی -24 هایغلظت و زمان دما، گانهسه اثرات -2 شکل

 داری معنی اختلاف دارای مشابه حروف با هاییستون است. شده انجام درصد یک احتمال سطح در و دانکن روش با میانگین

 عدم و گرادسانتی درجه 23) نرمال دمای تیمار به نسبت ΔΔCT-2 فرمول به توجه با تیمارها تمامی بیان .نیستند یکدیگر با

 اند.شده نرمال (دبراسینواستروئیاپی -24 کاربرد
Figure 2. Triple interaction effects of temperature, time, and concentration of 24-epi-brossinosteroid on 

A) CAS and B) SMT expression. (Mean comparison was performed by Duncan test at 1% of probability 

level. Columns with similar letters are not significantly different). Expression of all treatments was 

normalized to normal temperature (23°C and Non-application of 24-epibrassinosteroid) according to the 

formula 2-ΔΔCT. 

 

 

 

A 

B 
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 و دانکن روش با میانگین مقایسه SSR. ژن بیان بر براسینواستروئیداپی -24 هایغلظت و زمان دما، گانهسه اثرات -3 شکل

 بیان .نیستند یکدیگر با داری معنی اختلاف دارای مشابه حروف با هاییستون است. شده انجام درصد یک احتمال سطح در

 اپی -24 کاربرد عدم و گرادسانتی درجه 23) نرمال دمای تیمار به نسبت ΔΔCT-2 فرمول روش به توجه با تیمارها تمامی

 اند.شده نرمال (براسینواستروئید
Figure 2. Triple interaction effects of temperature, time, and concentration of 24-epi-brossinosteroid on 

SSR expression (Mean comparison was performed by Duncan test at 1% of probability level. Columns 

with similar letters are not significantly different). Expression of all treatments was normalized to normal 

temperature (23°C and Non-application of 24-epi-brassinosteroid) according to the formula 2-ΔΔCT. 

 

در تیمار دمای بالا  SSRاست که بیان ژن این درحالی

براسینواستروئید نسبت اپی-24از  ppmو کاربرد پنج 

اپی براسینواستروئید، -24به دمای نرمال و عدم کاربرد 

بود؛ این بدین معنی است که بیان این ژن پنج  2/0

 برابر کاهش یافت. 

، نقش مهمی در تنظیم (SQS)اسکوالن سنتاز  ژن

نقش کربن در متابولیت اولیه و ثانویه دارد. کانال 

ول در گیاهان، تنظیمی این ژن در بیوسنتز استر

مخمرها و جانوران و همچنین نقش آن در بیوسنتز 

 به اثبات رسیده است.  2هاترپنو تری 1هافیتواسترول

اسکوالن سنتاز، اولین مرحله آنزیمی مسیر 

ها ترپنرا در بیوسنتز استرول و تری 3ایزپرونوئیدها

کند. نتایج یک تحقیق نشان داد که بیان کاتالیز می

با کاربرد سطوح مختلف اتفن  SQS و   CASژن

                                                                               
1 Phytosterol 
2 Triterpene 
3 Isopranoids 

 ,.Diarra et alیابند )ترتیب کاهش و افزایش میبه

 Diarra(. نتایج تحقیق حاضر با نتیجه پژوهش 2013

et al.  در هر دو ژن متناقض بود؛ این تناقض احتمالا

به علت پاسخ متفاوت دو گیاه شنبلیله و یام به اتفن و 

همچنین این تناقض  باشد.براسینواستروئید میاپی-24

های ممکن است به علت پاسخ متفاوت هر یک از ژن

مسیر بیوسنتز دایوسجنین به این دو تیمار باشد. مسیر 

های زیادی است بیوسنتز دایوسجنین، دارای پیچیدگی

(et al., 2019 Mohammadi ؛ بنابراین لزوم تحقیقات)

بیشتر در مورد شناسایی ابهامات این مسیر و شناسایی 

ها و منظور افزایش بیان این ژنهای مناسب بهمحرک

در طلبد. متعاقبا افزایش محتوی دایوسجنین را می

 یخشکتحت تیمار تنش   SQSبیان ژن ،مطالعه یک

 یانب یرینش گیاه در یمراحل مختلف رشدطی 

در پژوهش  (.Nasrollahi et al., 2014) یافت افزایش

رهای دمایی و حاضر، بیان این ژن تحت تاثیر تیما
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براسینواستروئید نسبت به اپی-24های مختلف غلظت

 شرایط نرمال کاهش یافت. 

مرحله  یناول ، (SEP)یدازژن اسکوالن اپوکس

ها با لاسترو یوسنتزب یررا در مس یژناسیوناکس

 یمآنز .دهدیکردن مولکول اسکوالن انجام میدکسا

 منجر به ،کردن اسکوالن یدکسابا  یدازاسکوالن اپوکس

 et Han) شودمی 1یدواسکوالناکس -دو و سه یلتشک

., 2010al). دو ژن اسکوالن  2بیانیشبا ب ی،ادر مطالعه

 یاهگ یشهدر گل و ر PgSEP2و  PgSEP1 یدازاپوکس

Panax ginsing 3هاژن ینخاموش کردن ا ینو همچن 

 یدند کهرس یجهنت ینبه ا RNAi تکنیکبا استفاده از 

PgSEP1  هاترپنیتر یوسنتزدر ب یمینقش تنظدارای 

 یوسنتزبمسیر در  PgSEP2 ژن کهی، درحالاست

در این  .(Han et al., 2010ها مؤثر است )لیتواستروف

پژوهش، بیان این ژن در اثر تیمار با تنش دمای بالا 

افزایش یافت، اما این افزایش فقط در تیمار مدت زمان 

-24ه شد. اعمال تیمار طولانی تنش دمای بالا مشاهد

براسینواستروئید در شرایط نرمال دمایی، موجب اپی

در مقایسه با شاهد شد. در   SEPکاهش بیان این ژن

)در   ppmپنج دو و  شرایط تنش دمای بالا، تیمار

براسینواستروئید، اپی-24ساعت( از هورمون  24زمان 

دار بیان ژن اسکوالن اپوکسیداز موجب افزایش معنی

سبت به شرایط نرمال شد. بیان این ژن در تیمار ن

-اپی -24از  ppmدو دمای بالا و غلظت 

برابر افزایش یافت که  20براسینواستروئید، بیش از 

دهنده این موضوع است که این ترکیب تیماری، نشان

منظور افزایش محتوی دایوسجنین در شنبلیه مفید به

موجب  است. در سطح مولکولی براسینواستروئید،

تغییر بیان ژن، متابولیسم و بیوسنتز اسیدهای 

 (.Arfan et al., 2019)شود ها مینوکلئیک و پروتئین

براسینواستروئیدها، تحمل گیاهان را در  همچنین

های محیطی از قبیل خشکی، محدوده وسیعی از تنش

دهند و این افزایش، شوری، سرما و گرما افزایش می

های ضد تنش از جمله عموماً به تولید و رونوشت ژن

دهنده پروتئین شوک گرمایی وابسته است که نشان

                                                                               
1 2, 3- oxidosqualene 
2 Overexpressing 
3 Gene silencing 

نش برای های مسئول پاسخ به تافزایش رونوشت ژن

بالا بردن تحمل به تنش در درون گیاهان تیمار شده 

 .(Arfan et al., 2019)با براسینواستروئید است 

 یکلوآرتنول،س ییربا تغ (،CAS) سنتازیکلوآرتنولس

 ،4یگمااسترولاست از قبیل یاسترول یساختارها

در  .کندتولید میرا  6کامپسترول یا5یتواسترولس

را به  یدواسکوالنساک -3وCAS، 2ژن حقیقت، 

 این ترکیب، پیش مادهکه  کندیم یلتبد یکلوآرتنولس

 یاهیگ یهااسترول یگردبه  مورد نیاز در مسیر تبدیل

 یکدر  . (Chen et al., 2009)شودمحسوب می

در مراحل  CASژن  یانبر ب یاثر تنش خشک بررسی،

یان مورد مطالعه ب یرینش در گیاهمختلف رشد 

 یانبقرارگرفت و نتایج نشان داد که تنش خشکی بر 

در  (.Nasrollahi et al., 2014) موثر نیست CASژن 

در شرایط تنش دمای  CASتحقیق حاضر، بیان ژن 

ساعت پس از اعمال  24بالا و در مدت زمان طولانی )

تنش دمایی بالا( افزایش یافت. همچنین اعمال تیمار 

سینواستروئید در شرایط تنش دمای بالا برااپی-24

)هم در کوتاه مدت و هم در بلند مدت(، موجب 

دار ژن مذکور در مقایسه با شاهد افزایش بیان معنی

در شرایط  CAS العمل ژن)شرایط نرمال( شد. عکس

اپی  -24تنش دمای بالا و همراه با کاربرد 

 براسینواستروئید مشابه بود. 

 بربراسینواستروئید اپی-24تأثیر  در یک تحقیق،

را در اسانس  8لو کاهش سیترونلو 7لافزایش ژرانیو

تائید شد  Pelargonium graveolensگیاه 

(Mohamadi Farsani et al., 2016) . 

براسینواستروئید، دارای دو فاکتور رونویسی مهم به اپی

در گیاهان است. در زمان عدم  BZR1و BES1های نام

براسینواستروئید، این دو عامل رونویسی وجود پیام اپی

شوند؛ احاطه می 3-3-14توسط پروتئینی به نام 

 BKI1شوند. در این حالت، عامل بنابراین فسفریله نمی

شود و در براسینواستروئید متصل میبه گیرنده اپی

 دشونتیجه، کل مجموعه خاموش می

                                                                               
4 Stigmasterol 
5 Cytosterol 
6 Campesterol 
7 Geraniol 

8 Citronellal 
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2019)  (Planas et al.,. محض اتصال اپیبه-

ستروئید )کاربرد خارجی( به گیرنده، آبشاری براسینوا

افتد. در این حالت، از فسفریلاسیون اتفاق می

 BZR1و BES1از دو فاکتور رونویسی   3-3-14پروتئین

شود و امکان فسفریلاسیون این دو فاکتور جدا می

به  3-3-14شود )در ضمن پروتئین رونویسی فراهم می

BKI1 شود و مانع از اتصال متصل میBKI1  به

شود(. مجموعه این رخدادها، منجر به بیان گیرنده می

-های پاسخ دهنده به اپیو رونویسی ژن

 .,.Planas et al) (2019شود براسینواستروئید می

شروع  یبرا یآغاز یبترک یکلوآرتنولس یاهان،در گ

-C24ی هاست که سوبسترااسترول یوسنتزب

methyltransferase باشد )یهم مDiener et al., 

 یگاهجا یک یکلوآرتنول،س C24 یلاسیونمت(. 2000

 ,.Nes et alهاست )استرول یوسنتزدر ب یمیتنظ یاصل

 یلنمت-24به  یکلوآرتنولس یل(. تبد1999

-C24 نوع استرول یک یلهوسعمدتا به یکلوآرتنول،س

methyltransferase وابسته به (SMT1 )S-adenosyll-

Met 1 یصورت م( گیردSchaeffer et al., 2001.)  در

  SMTتحقیق حاضر، بیان ژن 

(Sterol methyltransferase در شرایط تنش دمای )

بالا نسبت به شرایط نرمال دمایی افزایش یافت و این 

افزایش در مدت زمان طولانی تنش نسبت به مدت 

-اپی-24زمان کوتاه، بیشتر بود. اعمال تیمار 

براسینواستروئید در شرایط دمایی نرمال، موجب 

کاهش بیان ژن مذکور شد. در شرایط تنش دمای بالا، 

براسینواستروئید، بیان ژن اپی-24از  ppmدو تیمار 

SMT داری افزایش داد. صورت معنیرا به 

ا پس از ههای ثانویه در پاسخ به محرکمتابولیت

ن و سیوریلاوهای فسفواکنش ای ازهمجموع

، ایجاد سلولهای غشای سیون پروتئینیلاوردفسف

   کلسیمی، فعال شدن پروتئین کینازها و  جریان

NADPH  و  های فعال اکسیژنگونه اکسیدازها، تولید

گیاهی  سلول هایهای دفاعی در نهایت بیان ژن در

  .Arfan et al.  (Zhao el al., 2006) ندشوتولید می

براسینواستروئید که کاربرد اپی د( نشان دادن2019)

 ،تحت شرایط استرس دمای پایین در آرابیدوپسیس

دیسموتاز،  کاتالاز، سوپراکسیدفعالیت منجر به افزایش 

نتایج  سکوربات پراکسیداز شد.آپلی فنول اکسیداز و 

منجر  ،براسینواستروئیدکه کاربرد اپینشان داد  هاآن

 NOمقادیر افزایش و متعاقبا  2O2Hبه افزایش 

های افزایش بیان ژن باعث هاافزایشاین شود. می

شوند )آنتی اکسیدانمرتبط با سیستم دفاعی گیاه می

نتایج  یابد.ها( و در نهایت مقاومت گیاه افزایش می

هایی کنندهدهد که تحریکمطالعات مختلف نشان می

ها، از قبیل سالیسیلیک اسید، متیل جاسمونات

براسینواستروئیدها، منجر به تغییر و تنظیم میزان 

بیوسنتز، تجمع و تبادل مواد ذخیره شده در واکوئل، 

شوند و در های گیاهی میتبدیل و یا تجزیه متابولیت

-های اولیه و ثانویه تغییر مینهایت میزان متابولیت

 . (Odjakova  and Hadjiivanova., 2001)یابند 

-24هورمون   ppmپنج  و ودر این تحقیق سطوح د

ها را ها، بیان ژنبراسینواستروئید در برخی از ژناپی

که اثر سطح صورت موثری افزایش داد، در صورتیبه

10 ppm های مورد مطالعه بهتقریبا در تمامی ژن-

بود.  ppmداری کمتر از سطوح دو و پنج صورت معنی

-ی اندامکه براسینواستروئیدها در تمامبا توجه به این

های گیاهی و در مقادیر بسیار ناچیز حضور دارند، 

موجب  ppm 10رسد که سطح نظر میبنابراین به

مسمومیت گیاه شده است. در این تحقیق، تیمار 

شنبلیله تحت شرایط تنش دمای بالا و سطوح مختلف 

براسینواستروئید، احتمالا منجر به افزایش اپی-24

است و متعاقب آن، های فعال اکسیزن شده گونه

-های دخیل در مسیر دایوسجنین بهسطوح بیان ژن

داری صورت معنیعنوان یک مکانیسم دفاعی به

منظور مواجه افزایش یافت. در حقیقت گیاه شنبلیله به

-اپی-24با اثرات تنش دمای بالا و سطوح مختلف

های بیوسنتز دایوسجنین را براسینواستروئید، بیان ژن

ست. نتایج متناقصی در مورد استفاده از افزایش داده ا

های های مختلف و تغییرات میزان متابولیتمحرک

ثانویه وجود دارد. این بدین معنی است که گیاهان 

ها از خود های متفاوتی نسبت به محرکمختلف، پاسخ

دهند. پاسخ گیاهان با توجه به مدت زمان در نشان می

های معرض بودن محرک، مرحله رشدی و غلظت
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ها بسیار متفاوت است؛ بنابراین مختلف محرک

ترین مرحله رشدی شناسایی بهترین محرک، حساس

ها، از فاکتورهای موثر گیاه و مناسبترین غلظت محرک

 های گیاهی استدر افزایش کمیت متابولیت

(Angelova et al., 2006: Parsa et al., 2016; 

Namdeo, 2007) . 

های مورد مطالعه در این ژن با توجه به الگوی بیان

ها را به سه گروه تقسیم کرد. گروه توان ژنتحقیق، می

بود و بیان این دو ژن  SMTو  SEPهای اول شامل ژن

-اپی-24تحت شرایط دمای نرمال با کاربرد 

براسینواستروئید و یا عدم کاربرد این هورمون، 

که اثر تنش تغییرات قابل توجهی نداشت، درحالی

صورت براسینواستروئید بهاپی-24بالا و کاربرد دمای 

در  SQSها شد. ژن موثری موجب افزایش بیان این ژن

کدام گروه دوم قرار گرفت، چراکه بیان این ژن در هیچ

صورت موثری تحت تاثیر قرار از تیمارهای آزمایشی به

رسد که این ژن، کاندید نظر مینگرفت؛ بنابراین به

ی مسیر بیوسنتز دایوسجنین مناسبی برای مهندس

-نیز در گروه سوم جای گرفت، به CASباشد. ژن نمی

که بیان آن تحت تاثیر تیمار ترکیبی تنش دمای طوری

صورت قابل براسینواستروئید بهاپی-24بالا و هورمون 

 توجهی تغییر کرد.

 

 نتیجه گیری کلی

های منظور مطالعه الگوی بیان ژندر این تحقیق، به

با بیوسنتز دایوسجنین و کاربرد دو محرک مرتبط 

گراد در درجه سانتی 42خارجی، از تیمار دمای بالا )

-24گراد( و سطوح مختلف درجه سانتی 23مقابل 

براسینواستروئید و دو زمان برداشت مختلف )شش اپی

ساعت( استفاده شد. نتایج این تحقیق نشان داد  24و 

متفاوتی نسبت به  هایالعملها دارای عکسکه این ژن

-اپی-24تیمار دمای بالا و سطوح مختلف 

-براسینواستروئید هستند. در ضمن این دو تیمار، به

های صورت موثری موجب افزایش بیان برخی از ژن

های این مسیر شدند. با توجه به افزایش بیان ژن

اپی -24توان از تنش دمایی و هورمون مذکور، می

ی مسیر بیوسنتز براسینواستروئید در مهندس

 دایوسجنین استفاده کرد.
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