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 چکيده

 در ،مهواردی  در و هسهتند  وسهيیي  سهاتتاری  تنهو   دارای کهه  هسهتند  ثانويهه  های متابوليت از شكلي گليكوزيدها

 عنهوان  بهه  شهود،  مهي  توليهد  استويا گياه در تنها که استويول گليكوزيدهای .نقش دارند نيز گياهان اوليه متابوليسم

 ترپنوئيههدی مسههير از اسههتويول سههنتز دارنههد. ای ويهه ه اهميههت دارويههي و غههذايي صههناي  در طبيیههي کننههده شههيري 

 سهنتز  بهه  هيدروکسهيلاز -31 اسهيد  کائورنوئيك توسط اسيد کائورنوئيك از آن توليد با و شده آغاز کلروپلاستي

 آينهد.  مهي  حسها   بهه  ها ترپ  دی از روهيگ که شود ميمنجر  A رباديوزيد و استويوزيد چونهم گليكوزيدهايي

 دسهتگاه  بها  کهه  بهود  اسهتويا  گليكوزيهدهای  ميزان بر ژاسمونات متيل تأثير بررسي ،حاضر پ وهش انجام از هدف

HPLC يکمّ نيمه روش با مسير اي  کليدی ژن بيان شد. پرداتته گليكوزيدها دقيق سنجش به RT-PCR  صهورت 

 افهزايش  دهنهده  نشان شيشه درون های گياهچه بر ميكرومولار( 10 غلظت )در ژاسمونات متيل تيمار نتايج گرفت.

 300) بهالا  یهها  غلظهت  در تيمهار  شد. مشاهده تيمار از پس روز 1 ترکيبات اي  ميزان بيشتري  و بود گليكوزيدها

 سبب ژاسمونات متيل تيمارهمچني ،  داشت.تأثير منفي  استويا گياه در گليكوزيدها توليد و رشد بر ميكرومولار(

 در هها  ژاسهمونات  که آنجا از شد. نيزساعت  21 تا 2 از پس هيدروکسيلاز-31 اسيد کائورنوئيك ژن بيان افزايش

 بهه  دفهاعي  های پاسخ در تواند مي گليكوزيدها اي  عملكرد که دهد مي نشان نتايج دارند، کليدی نقش گياه ايمني

 کهه  آن از بهيش  ژاسهمونات  متيهل  مختله   یهها  غلظت ،مچني ه باشد. فيزيكي های آسيب يا تارجي های پاتوژن

 شود. مي مذکور گليكوزيد دو بي  نسبت تغيير باعث شود گليكوزيد نو  يك افزايش سبب

 ژاسمونات متيل ،هيدروکسيلاز-31 اسيد کائورنوئيك ،A رباديوزيد استويوزيد، استويا، کليدی: های واژه

 
 مقدمه

 تيهره  از گياهي (.Stevia rebaudiana Bert) استويا

 اسههت Eupatorieae قبيلههه از و (Asteraceae) مرکبههان

 .اسهت  برزيهل  و مكزيك پاراگوئه، های جنگل بومي که
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 طبيیهي تهوراکي   کننده شيري  يك عنوان به استويا گياه

 گليكوزيدهای است. مطرح اقتصادی و دارويي لحاظ از

 )از ربرابه  200 تا A، 100 رباديوزيد و استويوزيد استويا،

 ،مثهال  بهرای  هسهتند.  سهوکروز  از تر شيري  وزني( لحاظ

 کيلهوگرم  يهك  میهادل  هها  کننهده  شيري  اي  از گرم 0/1

 A رباديوزيد دارد. را مايیات کردن شيري  توانايي شكر

 بها  شهود.  مهي  سهاتته  استويوزيد از بيشتر گلوکوز يك با

 ديابههت، چههون هههايي بيمههاری روزافههزون بههروز بههه توجههه

 توانههد مههي گيههاه ايهه  مغههزی و قلبههي هههای سههكته چههاقي،

 مشكلات و نامطلو  تغذيه برای مناسبي بسيار جايگزي 

 ,Sardesai and Waldshan) باشد قند مصرف از ناشي

 بهه  و غهذايي  مهواد  در گياه اي  از اصلي استفاده .(1991

 به استويا قندهای است. رژيمي قند و کننده شيري  عنوان
 سهههاير  هماننهههد  ،هسهههتند  طبيیهههي  کهههه  ايههه   دليهههل 

 سوربيتول،آسهاارتام،  ماننهد ) مصهنوعي  های کننده شيري 

 دليل به ندارند. جانبي عوارض غيره( و ساتاري  نئوتام،

 اسهتخرا   ،گيهاه  در شهيري   بسهيار  مهواد  اي  بالای توليد

 بههه مقههرون A رباديوزيههد و اسههتويوزيد گليكوزيههدهای

-Lemus) داشههت تواهههد بههالايي بههازده و اسههت صههرفه

Mondaca et al., 2012). 

 شهده  ثابهت  تهاکنون  آمهده  به دست شواهد اساس بر

 شرو  پلاستيد از استويا گليكوزيدهای بيوسنتز که است

 کهه  اصلي اسكلت رسد. مي اتمام به سيتوزول در و شده

 است استويول مولكول شود، مي متصل آن روی گلوکز

 .اسهت  جيبرلي  سنتز برای کائورن-انت اسكلت شبيه که

 ترپنوئيههدها مسههير از اصههلي اسههكلت سههاتت ،راي بنههاب

 سهنتز بيو مسهير  است. ترپ  دی يك و پذيرد مي صورت

 سههنتز مسههير بهها گيههاه ايهه  در شههيري  گليكوزيههدهای

 .اسهت  مشهتر   اسيد کائورنوئيك تشكيل تا ها جيبرلي 

 سهنتز  سوی به را داسي کائورنوئيك سرنوشت ،آنزيم دو

 تیيهي   شيري  های زيدگليكو توليد سوی به يا ها جيبرلي 

 بهها (KAO) اکسههيداز داسههي کائورنوئيههك .کننههد مههي

 اسههكلت ،7 کههرب  موقیيههت در کههردن هيدروکسههيله

 و ههها جيبههرلي  بيوسههنتزی مسههير سههمت بههه را کههائورني

 هيدروکسهيله  بها  هيدروکسهيلاز -31 داسهي  کائورنوئيك

 سهمت  بهه  را کهائورني  اسهكلت  ،31 موقیيهت  در کردن

 کهائورن  اسكلت ساتت کند. يم هدايت استويول توليد

 آنهزيم  توسهط  آن شهدن  هيدروکسيله و کلروپلاست در

 گيرد. مي صورت زبر آندوپلاسمي شبكه روی بر مستقر

 ندهست مستقر سيتوزول در که ترانسفرازهايي گليكوزيل

 گليكوزيهدها  ايه   و کننهد  مي اضافه استويول به قند چند

 شههوند مههي آن وارد واکوئههل غشههای هههای ناقههل توسههط

(Richman et al., 1999). 

 انهد،  نشهده  شناسهايي  هنهوز  کهه  هها  ناقل اي  از غير به

 بههها اسهههتويا گليكوزيهههدهای نقهههش و سهههاتت علهههت

 ترکيبهاتي  گليكوزيدها است. های فراواني روبرو پرسش

 هستند. مختل  های گروه دارای و مولكول درشت غالباً

 يهك  روی قنهد  چنهد  يا يك دارای همگي ترکيبات اي 

 يههك مرکههزی اسههكلت ايهه  هسههتند. مرکههزی اسههكلت

 روی کههه اسههت )لياوفيههل( دوسههت چربههي مولكههول

 آن، C-Cو  SH ،-NH2 ،-COOH ،-OH- ههههای گهههروه

 شهدن  پوشهيده  دليهل  بهه  گيرد. مي قرار مونوساکاريد قند

 حلاليهت  آ  در گليكوزيهدها  قنهد،  توسط اسكلت اي 

 است واکوئل سلول، در آنها ذتيره محل و دارند بالايي

(Bowles et al., 2006). 

 ای هزينهه  پهر  مولكول چني  ساتت علت که آنجا از

 کهه  رفهت  مهي  احتمهال  اي  نيست، روش  استويا گياه در

 کهه  باشند داشته گياه در دفاعي نقش ترکيبات اي  شايد

 ژاسهمونات  متيل است. حاضر پ وهش مبنای فرضيه اي 

(MJ)  د.دهه  مي قرار تأثير تحت را ها ژن از وسيیي طي 
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 سهبب  ژاسهمونات  متيهل  کهه  دههد  مهي  نشهان  هها  پ وهش

 گليكوزيدها انوا  بيوسنتز در دتيل های ژن بيان افزايش

 در گليكوزيهدها  اغلهب  کهه  آنجا از شود. مي گياهان در

 طرفي از و دارند دفاعي نقش تواران گياه انوا  به پاسخ

 توليهههد سهههبب سهههلول غشهههای ههههای ديهههدگي آسهههيب

 ههای  ژن در بيهان  افزايش ي ا علت شود مي ها ژاسمونات

 بهه  بسهياری  مقهالات  در اسهت.  توجيه قابل گليكوزيدها

 گياههان  گليكوزيهدهای  افهزايش  در هها  ژاسمونات نقش

؛ (Bodnaryk, 1992, 1994 اسهههت شهههده اذعهههان

Doughty et al., 1995 ؛Brader et al., 2001 ؛

Mikkelsen et al., 2003 ؛(Grubb et al., 2004 .

 بسيار استويا گياه در گليكوزيدها توليد ميزان که هرچند

 ديگههر گياهههان در ثانويههه هههای متابوليههت سههاير از بههالاتر

 بهرای  مناسب روش يك گذاری پايه وجود ي ا با است،

 بالايي اقتصادی بهره و است صرفه به مقرون بيشتر توليد

 از بسياری توليد تواند مي ژاسمونات متيل داشت. تواهد

 آلكالوئيههدها نظيههر: گيههاه در را ثانويههه هههای متابوليههت

(Ruiz-May et al., 2009)، هها  ليگنان (Berim et al., 

 ,.Mikkelsen et al) ونوئيهدها فلا و ترپنوئيدها ،(2005

 .افهههزايش دههههد  Shimizu et al., 2010)؛ 2003

 که است رشد های کننده تنظيم از يكي اسيد ژاسمونيك

 حملههه از ناشههي فيزيكههي صههدمات بههه پاسههخ در بيشههتر

 ايه   البتهه  شهود.  مي توليد گياه به حشرات و تواران گياه

 ديگری متیدد های قشن گياه مختل  مراحل در ترکيب

 کهه  شهوند  مهي  هايي ژن بيان سبب ها ژاسمونات دارد. نيز

 دتيهل  حشهرات  و هها  پهاتوژن  حمله برابر در مقاومت در

 در پهروتئي   ذتيهره  افهزايش  سهبب  ها ژاسمونات ند.هست

 فتوسنتزی های پروتئي  کاهش سبب و رويشي های بافت

 .(Creelman and Mullet, 1997) شوند مي

 اسهتويا  گياه در گليكوزيد توليد ،قديمي مطالیه يك

 Nanayakkara et) دانهد  مهي  دفهاعي  سازوکار نوعي را

al., 1987) استويا تحريك احتمالاً که رويكرد اي  با و 
 ههای  ژن بيهان  افهزايش  سهبب  تواند مي ژاسمونات متيل با

 بهه  په وهش  اي  شود، آن گليكوزيدهای سنتز در دتيل

 شد. انجام استويا بر موناتژاس متيل آثار بررسي منظور

 

 ها روش و مواد
 ملههي بهها  از آزمههايش انجههام منظههور بههه اسههتويا گيههاه

 گيهاهي  نمونهه  تهيهه  منظهور  بهه  شد. تهيه ايران شناسي گياه

 گيهاه  سهالم  پايهه  يك از ابتدا ها آزمايش انجام برای کافي

 شهد  تهيهه  بودند جوانه دو دارای يك هر که قلمه تیدادی

 شستشههوی از پههس گرديههد: ضههدعفوني ترتيههب ايهه  بههه و

 محلههول دردقيقههه  30بههه مههدت   شههير آ  بهها سههطحي

 ،ساس ؛گرفت قرار حجمي درصد 10 سديم هياوکلريت

 3بهه مهدت    بیهد  شهد.  داده شستشهو  اسهتريل  آ  با بار سه

سهه بهار    قرار گرفت پس از آن، درصد 70 الكل دردقيقه 

 MS جامهد  محهيط  در ها قلمه و شد شستشوبا آ  استريل 

(Murashige and Skoog, 1962) شهههدند. کشهههت 

 و مناسهب  کشهت  ظهروف  در مجدداً آنها جديد انشیابات

 تها  شهدند  تكثيهر  MS کشهت  محيط در استريل شرايط در

 جلهوگيری  افراد تنو  از يكدست گياهان داشت  بر علاوه

 MS هورمههون بههدون محههيط در اسههتويا هههای قلمههه شههود.

 از تكثيهر  عمهل يكبهار  هر دو تا سهه هفتهه    شدند. دار ريشه

 گرديد. تكرار کردن دار ريشه و قلمه طريق

 آن در کهه  مهاي   MS کشهت  محهيط  تيمهار،  منظهور  به

 متيل از ميكرومولار 300 و 10 ،20 ،10 صفر، یها غلظت

 متيههل شههد. تهيههه بههود شههده اسههتفاده (MJ) ژاسههمونات

 و تريهداری )آمريكها(   ™SAFC شهرکت  از ژاسمونات

 تهيه اصلي استو  کردن رقيق از آن مختل  یها غلظت

 70 اتهانول  در مهولار  ميلي 3 غلظت در اصلي استو  شد.
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 در اتهوکلاو  از پهس  مهاي   کشت محيط شد. آماده درصد

 پخش بود شده تهيه منظور همي  به که آزمايشي های لوله

 به که شد ريختهکشت  محيط ليتر ميلي 1 ،لوله هر در شد.

 مورد نظر یها غلظت هب شده اضافه ژاسمونات متيل همراه

 MS محهيط  در شده کشت گياهان شاته سر .ه شددانرس

 هها  لولهه  ايه   در و شهد  بريده ای( هفته يك )گياهان جامد

 متابوليسم بر اتانول تأثير عدم از اطمينان برای گرفت. قرار

در ههر دو قسهمت فيزيولهوژی و مولكهولي تحقيهق       ،گياه

 متيهل  محلهول  حجهم  انهدازه  بهه  شهاهد  یها نمونه بهحاضر 

 طهوری  گيهاه  سرشهاته  ههر  شهد.  اضافه اتانول، ژاسمونات

 لحهاظ  از و بهرگ(  جفهت  1) برگ 2 دارای که شد بريده

 باشند. يكسان طول و اندازه

 32 نهوری  دوره با نور زير شده کشت گياهان تمامي

 درجهه  10 دمای در تاريكي ساعت 1 و روشنايي ساعت

يكرومول بر م 02 ) لوکس 1100 نور شدت و سانتيگراد

 روز سههه از پههس شههدند. داده قههرار متههر مربهه  بههر ثانيههه(

 گيهری  انهدازه  آنها تر وزن و تار  ها شيشه ازها  چهگياه

 12بهه مهدت    هها  نمونهه  ،گليكوزيهدها  سنجش برای شد.

 تشهك و  سهانتيگراد  درجه 00 دمای در آون در ساعت

در . (Kolb et al., 2001) شهد  گيهری  انهدازه  آنهها  وزن

 سهه  بها  ها گروه تماميولوژيك مطالیه حاضر بخش فيزي

 .انجام شدند تكرار

 چنهد  کهه  ايه   آوردن به دسهت  برای ،بید مرحله در

 ميههزان بيشههتري  ژاسههمونات، متيههل تيمههار از پههس روز

 شود، مي توليد A رباديوزيد و استويوزيد گليكوزيدهای

 گرفتنهد.  قرار MJ از ميكرومولار 10 تيمار تحت گياهان

 آن بهودن  مناسهب  و اثربخشهي  ،غلظت اي  انتخا  علت

 ميكرومولار( 300 و 10 ،20) بالاتر یها غلظت به نسبت

 ،1 ،1 ،3 برداشت برای شده گرفته نظر در های زمان بود.

 وجود تكرار 1 گروه هر در بود. تيمار از پس روز 0 و 2

 مشههابه برداشههت و هههوايي انههدام کشههت شههرايط داشههت.

 مناسهب  غلظهت  )تیيهي   اول مرحله در شده ذکر شرايط

 بود. غلظت( چهار بي 

 تيمهار  تهأثير  تحهت  ژن بيهان  ميهزان  گيری اندازه برای

 و شهد  انتخها   ميكرومهولار  10 غلظت ژاسمونات متيل

 شهههدند. کشهههت بههالا  ترتيهههب همهههان بهها  هههها سرشههاته 

 ،2 صهفر،  های زمان در ترتيب به مرحله اي  های برداشت

 یهها  نمونهه  د.ش انجام تيمار از پس ساعت 21 و 12 ،31

 فريهزر  بهه  و منجمهد  مهاي   ازت در مرحلهه  هر در گياهي

 .ندشد مننقل سانتيگراد درجه -10

 اسههتخرا  گليکوزیتتدها: ستتش   و استتتارا 

 گياههان  ههوايي  ههای  انهدام  از A رباديوزيد و استويوزيد

 همكهاران  و Kolb روش اسهاس  بهر  شهاهد  و شهده  تيمار

 تيمهار  گيهاه  واييهه  انهدام  تمامي ابتدا شد. انجام (1003)

 اتانول ليتر ميلي 1 با و شد ساييده هاون در )تشك( شده

 مهدت  بهه  آبگرم حمام در ساس شد. مخلوط درصد 70

 گرفههت. قههرار سههانتيگراد درجههه 70 دردمههای دقيقههه 10

 ههها تفالههه جداسههازی بههرای صههافي کاغههذ فيلتههر از سههاس

 در آنهها  اتانول ها نمونه تغليظ برای ادامه در شد. استفاده

 در دوبهاره  و شهد  تبخيهر  سهاعت  12 مدت به آزاد هوای

 آمهاده  یهها  نمونهه  اي  شدند. حل اتانول ميكروليتر 000

 شدند. تزريق HPLC دستگاه به شده

و  Hearn بها روش  A ورباديوزيهد  استويوزيد سنجش

Subedi (1003 )دسهتگاه  از کهه  شد انجام HPLC  مهدل( 

Knauerشهههههرکت ) آمهههههي  سهههههتون از و (، آلمهههههان

Teknokroma® ،)2/2 قطهر  متهر،  سانتي 10 طول با اساانيا 

 سرعت شد. استفاده ميكرومتر 0 ذرات اندازه با و متر ميلي

 بهه  متحهر   فهاز  و دقيقهه  بهر  ليتهر  ميلهي  1/0 حلال جريان

 ترتيهب  به استونيتريل و آ  حاوی ايزوکراتيك، صورت

 از دسهتگاه  (detector) آشكارسهاز  و بهود  10:10نسهبت  با
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 تنظيمنانومتر  130 روی دستگاه مو  طول و دبو UV نو 

 20 تزريههق هههر در شههده اسههتفاده عصههاره مقههدار شههد.

 اسهههتويوزيد گليكوزيهههد دو ميهههزان و بهههود ميكروليتهههر

 سهط   اسهاس  بهر  (، آلمانSigma )شرکت A ورباديوزيد

 بهه دسهت   شهده  تزريهق  استانداردهای مقدار و منحني زير

 سههه در A وزيههدربادي و اسههتويوزيد اسههتانداردهای آمههد.

 دسهتگاه  بهه  ليتهر  ميلي بر گرم ميلي 3 و 0/0 ،100/0 غلظت

 شد. رسم آنها استاندارد منحني و تزريق

 شههيوهمطههابق  RNAاسههتخرا   ژن: بيتتان ستتش  

 RNX Plus [CinnaGen]شههرکت سههازنده  يشههنهادیپ

بهه دو مخلهوط    cDNAبهه   RNAانجام شد. بهرای تبهديل   

کل استخرا  شده  RNA شامل 3شماره بود. مخلوط  يازن

در  يبونوکلئهاز بازدارنهده ر  يكروليتهر، م 7به مقدار يااز استو

در  Oligo dT يكروليتهر، م 0/0به مقهدار   U/µl 20 غلظت

،  DEPCو آ  يكروليترم 3به اندازه  µg/µL  0/0غلظت 

(. مخلهوط  يكروليتهر م 0/31 ،بود )در مجمو  يكروليترم 0

 يكروليتههر،م 2 بههه مقههدارPCR (x0 ) شههامل بههافر 1شههماره 

dNTP 0/0 يكروليتههر،م 3مههولار،  يلههيم 0/1 در غلظههت 

شهماره  )هماننهد مخلهوط    يبونوکلئازبازدارنده ر يكروليترم

 reverse)بردار میكوس  رونوشت يمآنز يكروليترم 3( و 3

transcriptase)  در غلظههتU/µl100  بههود )در مجمههو، 

، RNA(. پههس از مشههخن شههدن غلظههت يكروليتههرم 0/2

دقيقهه   30ساتته و به مدت  3 شماره ل از مخلوطيك ويا

 سهاتتمان  تها  شهد  داده قهرار  گراددرجه سانتي 70در دمای 

 3 شهماره  باز شهود. سهاس مخلهوط    RNA ياحتمال ثانويه

 ،بهه آن اضهافه شهد. در ادامهه     1 شماره و مخلوط يخوارد 

 10دو مخلهههوط ) يههه مجمهههو  ا cDNAسهههاتت  یبهههرا

درجههه  21 یدمههاسههاعت در  يههك( بههه مههدت يكروليتههرم

سهاتته شهده تها     cDNA یقهرار گرفهت. الگهو    گرادسانتي

شد. واکهنش   ینگهدار -10 يزردر فر یانجام مراحل بید

RT-PCR ر انجهام شهد.   يكروليته م 10 ييدر حجم نهها  يزن

PCR ،(x1 ) يكسشهامل مسهتر مه    PCRمخلوط واکهنش  

آغههازگر  يكروليتههر،م 30بههه مقههدار  CinnaGenسههاتت 

 0بها غلظهت    [Bioneerپهايي  دسهت     بالا و ی(هايمر)پرا

 يقههيو آ  تزر 1/0(، از هههر کههدام 3)جههدول  يكومههول،پ

 یو از الگههو يكروليتههرم 2/7بههه مقههدار  RNaseاز  یعههار

cDNA بهههود. آغازگرهههها   يكروليتهههرم 3 هسهههاتته شهههد

 يدروکسيلازه-31 يداس يكژن کائورنوئ ی( برايمرها)پرا

ات ( بهها توجههه بههه اطلاعهه EU722415.1: ي)کههد دسترسهه

: ي)کهههد دسترسههه ي و اکتههه NCBIموجهههود در  يژنهههوم

AF548026.1افههزار بهها نههرم يااسههتو يههاهگ ی( بههراGene 

Runner انجهام   يطشد. شهرا  يطراحPCR  شهرح   يه  بهه ا

درجهههه،  32بههها  يقههههدق 1 يههههاول یسهههاز بهههود: واسرشهههت

درجه، جفهت   31در  يهثان 20 يكلس 10با  یساز واسرشت

 3و طويهل شهدن    درجهه  01در  يهه ثان 20 شدن آغازگرهها 

 .يگراددرجه سانت 71در  يقهدق

 
 (KA13H) هيدروکسيلاز-31 اسيد کائورنوئيك ژن و (ACT) اکتي  ژنشده  استفاده آغازگرهای توالي -3 جدول

 (bp) شده تكثير قطیه اندازه توالي ژن

ACT 
Forward primer : 5' GCA GGG ATC CAC GAG ACC ACC 3' 

Reverse primer: 5' CCC ACC ACT GAG CAC AAT GTT CC 3' 
010 

KA13H 
Forward primer: 5' ATA TCG AAG ACG AAA GAA GCA TGG 3' 

Reverse primer : 5' TCT CAT CAG GTA TCA ACA GGT CCC 3' 
202 
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 اتهتلاف  بها  زودرصهدآگار  3 ژل در PCR محصول
 پايهان  در گرديهد.  الكتروفهورز  ولهت  300 تا 10 پتانسيل

 دسههههههههتگاه در PCR انههههههههدهایب ،الكتروفههههههههورز
Gel Documentation يکمّه  ارزيابي برای .شد بررسي 

 بهه  نسهبت  بانهدها  چگهالي  شهدت  مقايسهه  از هها،  ژن بيان
 2 نسههخه Image Guage افههزار نههرم بهها )اکتههي ( شههاهد
 شد. استفاده

 32نسخه  SPSS افزارهای نرماز  آماری: های تحليل
 ها داده شد. هاستفاد آماری محاسبات انجام برای Excel و
 پههارامتری غيههر آنههاليز از اسههتفاده بهها و SPSS افههزار نههرم بهها

 هها  تفهاوت  بودن دار میني کردن مشخن برای شد. تحليل
 سههط  در Mann-Whitney آزمههون از ههها گههروه بههي 
00/0P≤ مختله   ههای  گهروه  آماری آزمون شد. استفاده 
 شد. انجام جداگانهگليكوزيد نيز به طور  نو  دو

 
 نتایج
 ژاسمونات متيل تيمار ماتلف یها غلظت تأثير.

 در کهه  طهور  همهان  استتویا:  گليکوزیدهای ميزان بر
 MJ ميكرومهولار  10 غلظهت  در اسهت  مشخن 3 شكل

 بهه دسهت   A رباديوزيهد  گليكوزيد توليد ميزان بيشتري 
 امها  بود. بيشتر یدار میني طور به شاهد به نسبت که آمد
 طهور  بهه  آن دارمقه  ژاسهمونات  متيهل  غلظهت  افهزايش  با

 در استويوزيد ميزان (.≥00/0P) يافت کاهش یدار میني
 بهها و بههود شههده تيمههار یههها نمونههه از بيشههتر شههاهد نمونههه

 در و يافههت افههزايش آن مقههدار ،MJ غلظههت افههزايش
 يینههي مقههدار، بيشههتري  بههه MJ ميكرومههولار 10غلظههت
 و اسهتويوزيد  مقهدار  تغييهرات  رونهد  رسهيد.  شاهد مشابه

 بههرعكس MJ یههها غلظههت حضههور در A رباديوزيههد
 بود. ديگريك

 اسهت،  شهده  داده نشهان  1 شهكل  در کهه  طهور  همان
 در MJ مختله   یهها  غلظهت  در کهل  گليكوزيهد  ميزان

 نداشهت  شهاهد  با یدار میني اتتلاف شده سنجيده زمان
 تنهها  ژاسمونات متيل تشك(. وزنگرم بر گرم  ميلي 7)

 مختله   یها غلظت در را گليكوزيد نو  دو اي  درصد
 ناشههي منفههيآثههار  نيههزپهه وهش حاضههر   در داد. تغييههر

 ميكرومولار( 300) ژاسمونات متيل تيمار بالای ازغلظت
 از غلظهت  ايه   در گياههان  شهد.  ديده فتوسنتز و رشد بر

 داشتند. کمتری رشد و شدندرنگ  زرد تيمار

های  نتایج ميزان گليکوزیدهای استویا در زمان.

 ميهزان  تغييرات: اسموناتژ يلمتماتلف پس از تيمار 
 گياههان  و شهاهد  گياههان  در A رباديوزيهد  و استويوزيد

 هههای زمههان در MJ از ميكرومههولار 10 بهها شههده تيمههار
 اسهت.  شهده  داده نشان 1 شكل در تيمار از پس مختل 
 A رباديوزيهد  ميهزان  شاهد گياهان در که داد نشان نتايج
 تها  30 بي  و است نداشته چنداني تغييرات زمان طول در
 حهالي  در اسهت.  بوده تشك وزن گرم در گرم ميلي 31
 ميهههزان در یدار مینهههي تغييهههرات MJ حضهههور در کهههه

 از پس روز سه و شد حاصل زمان طول در A رباديوزيد
 ميهزان  (.1 )شهكل  رسهيد  مقهدار  بهالاتري   بهه  تيمار آغاز

 مختله   ههای  زمهان  در شهاهد  گياهان در نيز استويوزيد
 متيهل  با شده تيمار گياهان در ماا نداشت چنداني تفاوت

 بههه تيمههار آغههاز از پههس روزدو و سههه  در ژاسههمونات
 بوددار  میني آماری لحاظ از که رسيد تود حد بيشتري 
 دارد وجهود  شاهد یها نمونه بي  که اتتلافي (.2 )شكل
 به که باشد غشا فيزيكي های آسيب علت به است ممك 
 در هها  آسهيب   ايه  شود. مي منجر اسيد ژاسمونيك توليد
 توسهط  ناتواسهته  و است ناپذير اجتنا  گياه با کار حي 

 صهورت  سهاقه،  های برش علت به يا پنس مانند ابزارهای
 اي  بر تلاش حداکثر آزمايش حي  در هرچند گيرد. مي
 ايجهاد  تهداتل  نتهايج،  در کهه  هها  آسهيب  ايه   از کهه  بود
 کنهد(  مهي  واقیي غير را ژاسمونات متيل )غلظت کند مي
 شود. هيزپر
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های مختل  تيمار متيل ژاسمونات بر ميهزان   تأثير غلظت -3شكل 

روز. مقهادير،   1در اندام هوايي پهس از   Aاستويوزيد و رباديوزيد 

است. حروف متفاوت نشان دهنده تفاوت  SE ±تكرار  1ميانگي  

در ههر گهروه و در    Aدار در ميزان اسهتويوزيد و رباديوزيهد    میني

 است. ≥00/0Pسط  

مجمههو  ميههزان بيوسههنتز گليكوزيههدهای اسههتويوزيد     -1شههكل 

های مختل  تيمار متيل ژاسهمونات پهس    در غلظت Aورباديوزيد 

است. حهروف متفهاوت    SE ±تكرار  1روز. مقادير، ميانگي   1از 

 Aدار در ميزان اسهتويوزيد و رباديوزيهد    نشان دهنده تفاوت میني

 است. ≥00/0Pدر هر گروه و در سط  

  

  

ميكرومهولار متيهل    10غلظت در  Aميزان قند رباديوزيد  -1شكل 

اسهت.   SE ±تكهرار   1روز. مقادير، ميهانگي    0ژاسمونات پس از 

دار در ميهزان رباديوزيهد    حروف متفاوت نشان دهنده تفاوت میني

A 00/0ها در سط   در گروهP≤ .است 

نات در ميههزان قنههد اسههتويوزيد در تيمههار متيههل ژاسههمو  -2شههكل 

 ±تكهرار   1. مقادير، ميانگي  روز 0پس از  ميكرومولار 10غلظت 

SE  دار در ميهزان   است. حروف متفاوت نشان دهنده تفاوت مینهي

 است. ≥00/0Pها در سط   استويوزيد در گروه

 

 بيشهههينه توليهههد زمهههان بررسهههي از حاصهههل نتهههايج

 پهس  روز 1 گليكوزيهد  دو هر که داد نشان گليكوزيدها

 ايه   رسهند.  مهي  تهود  مقهدار  بيشهتري   بهه  تيمهار  آغاز از

 بهود  اسهتويوزيد  از بيشهتر  A رباديوزيد مورد در افزايش

 MJ تيمهار  در A رباديوزيهد  افهزايش  ميزان که طوری به

 افههزايش سههبب MJ امهها بههود. شههاهد برابههر 0 حههدود

 ميهزان  شهد.  شهاهد  برابهر  1 تها  0/3 حهدود در  استويوزيد

 بههه تيمههار از پههس مپههنج و چهههارم روز در گليكوزيههدها

 (.0 )شكل بود دوم و اول روزهای اندازه

ميکرومولار متيل ژاسمونات بر  02تأثير غلظت .

 هيدروکستتيلاز-31بيتتان ژن کائورنوئيتتک استتيد .

(KA13H) :  بهههههرای بررسهههههي بيهههههان ژنKA13H  از

آغازگرهههای اتتصاصههي طراحههي شههده بههرای ايهه  ژن 

وان بهه عنه   (ACT) ژن اکتهي  از همچنهي   ، استفاده شهد 



 3131بيست و يكم، پاييز  شمارهششم، سال شناسي گياهي ايران،  زيست 302

 

 

 KA13Hي بيهان  کمّه  هشاهد داتلي برای بررسي مقايس

 2شهكل   .نسبت به اي  ژن مهورد اسهتفاده قهرار گرفهت    

 0/3ز وو اکتي  را بر ژل آگار KA13Hنتايج تكثير ژن 

 در انههدام هههوايي اسههتويا PCRدور  10درصههد پههس از 
)دما، تیهداد چرتهه    PCRدهد. تمامي شرايط  نشان مي

PCR ه ل برای ايه  ژن بهينهه شهد   و شاهد داتلي( از قب

 RNAتكههرار، اسههتخرا   دو. بههرای هههر مرحلههه از بههود

بهرای ههر   سنتز شد و  RNA ،cDNAانجام شد و از هر 

cDNA  بههه منظههور اسههتفاده در سههنجشRT PCR  بهها

 انجهام  سهازی ‌غلظهت  هم ي اکت يداتل شاهداستفاده از 

 يکمهه يمهههن PCR سههازی،‌غلظههت هههم از پههس. گرفههت

-reverse transcriptase) سبههردار میكههو رونوشههت

PCR) ها به علت  . تفاوت در شدت رنگ ژلانجام شد

پذيری آنها بها اتيهديوم برومايهد اسهت کهه       ميزان رنگ

با توجه به شدت رنهگ   Image Guagافزار  توسط نرم

 زمينه اصلاح شده است.

 اکتهي   و KA13H ژن بيهان  يکمّه  گيری اندازه نتايج

 نتهايج  اسهت.  شهده  ادهد نشان 7 شكل در تلاصه طور به

 سهاعت  KA13H 2 ژن بيهان  ميهزان کهه   اسهت  آن بيانگر

 رونهد  شهاهد  بهه  نسهبت  ژاسهمونات،  متيهل  تيمهار  از پس

 بهاقي  رونهد  ايه   بهر  سهاعت  21 زمان تا و داشته افزايشي

 است. مانده
 

  
ميههزان گليكوزيههد کههل )گليكوزيههدهای اسههتويوزيد و   -0شههكل 

روز در غلظهت   0ژاسمونات طهي  ( در اثر تيمار متيل Aرباديوزيد 

اسهت. حهروف    SE ±تكهرار   1ميكرومولار. مقادير، ميهانگي    10

دار ميههزان گليكوزيههدها در  متفههاوت نشههان دهنههده تفههاوت مینههي 

 است. ≥00/0Pدر سط  ها  گروه

در اثر تيمار متيهل ژاسهمونات    KA13Hتغييرات بيان ژن  -2شكل 

ژن  PCR طههرح الكتروفههورزی محصههول A) سههاعت. 21در طههي 

KA13H      هر دو باند مربوط به تكرارههای يهك گهروه بهر اسهاس .

ژن اکتهي  بهه عنهوان شهاهد داتلهي.       B)ساعات نوشته شده است. 

 منظور از صفر زمان شرو  آزمايش است.
  

 

در انهدام ههوايي    KA13Hبيهان ژن   نسبيمقدار  تغييرات -7شكل 

. Image Guagافهزار   کشت شده تحت تيمار متيل ژاسهمونات نهرم  

است. حروف متفاوت نشان دهنده  SE ±تكرار  1مقادير، ميانگي  

 ≥00/0Pها در سط   دار ميزان نسبي بيان ژن در گروه تفاوت میني

 است.
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 بحث
 متيهل  بهودن  محهر   اثهر  حاضهر،  په وهش  اسهاس  بر

 گليكوزيهدهای  توليهد  بهرای  ،مؤثر غلظت در ژاسمونات،

 پهس  روز 1 زمان در .شد ثابت A رباديوزيد و استويوزيد

 بههه A ورباديوزيههد اسههتويوزيد گليكوزيههدهای ،تيمههار از

 ايه   کهه  بهود  حالي در اي  و رسيدند تود مقدار بيشتري 

 وجهود  ژاسمونات متيل تيمار پايي  یها غلظت در فقط اثر

 متيهل  مههاری  آثار وضوح به بالاتر یها غلظت در .داشت

 شد. ديده فتوسنتز و رشد روی بر ژاسمونات

 اثهر  تربهالا  یهها  غلظهت  در ژاسمونات متيل ونهورم

 از حاصههل نتههايج دارد. توليههد و رشههد روی بههر ممههانیتي

 بهر  ژاسهمونات  متيهل  مختله   یهها  غلظهت  تأثير بررسي

 اسهت  داده نشهان  سهرتدار  گياه در تاکسول توليد ميزان

 سههبب ژاسههمونات متيههل از ميكرومههولار 30 تيمههار کههه

 که حالي در شود مي برابر سه از بيش تا تاکسول افزايش

 300 تيمارهههای ودر شههاهد گياهههان در مههاده ايهه  توليههد

 از تاکسههول توليههد بيشههتري  بههود. کمتههر ميكرومههولار

 اسهت  شهده  ذکر تيمار از پس روز 7 سرتدار های سلول

(Ketchum et al., 1999). 

 تيمهار  کهه  اسهت  کهرده  ثابهت  Jung (1002) پ وهش

 دو از پهس  رميكرومهولا  300 غلظهت  در ژاسهمونات  متيل

 است. شده کلروفيل ميزان کاهش سبب تيمار متوالي روز

 (3317) همكهههاران و Weidhase تحقيقهههات اسهههاس بهههر

 ميكرومهولار  20 آبهي  درمحلهول  جهو  های برگ تيساندن

 آنهزيم  و کلروفيهل  سهط   کهاهش  سهبب  ژاسمونات متيل

 300 غلظههت در نيههز حاضههر پهه وهش در شههد. روبيسههكو

 زرد و رشهد  کهاهش  شناسي، ريخت لحاظ از ميكرومولار

 شد. مشاهده محسوسي طور به گياه شدن

 KA13H ژن کهه  شد ثابت مولكولي نتايج به توجه با

 بيهان  افهزايش  گيهرد.  مي قرار ژاسمونات متيل تأثير تحت

 12 در و شههد آغههاز تيمههار از پههس سههاعت 2 از ژن ايهه 

سهوی   از بهود.  بيهان  بيشهتري   دارای تيمار از پس ساعت

 A ورباديوزيهد  اسهتويوزيد  گليكوزيهدهای  توليد ديگر،

 در تهود  مقهدار  بيشينه به تيمار از پس ساعت 71 از پس

 مدت ساعت 12 از پس رسد مي نظر به رسيد. گياه بافت

 صهورت  رونويسهي  از پهس  عمليهات  تا است لازم زماني

 احتمهالاً  تيمهار  از پس ساعت 71 تا 12 از بنابراي  گيرد.

 KA13H ژن ولمحصهه سههاتتزمههان لازم بههرای  مههدت

 توليهد  و ژن بيهان  افهزايش  بهي   زمهاني  فاصله اي  و است

 توليهههد بهههودن ای مرحلهههه چنهههد بهههه نيهههز گليكوزيهههد

مربهههوط  A ورباديوزيهههد اسهههتويوزيد گليكوزيهههدهای

 مسههير انتهههای در گليكوزيههد دو ايهه  چههون .شههود مههي

 و گيرنههد مههي قههرار اسههتويا گليكوزيههدهای بيوسههنتزی

 طهول  زماني مدت ژن بيان افزايش از پس آنها انباشتگي

 ژاسهمونات  متيل تيمار از حاصل نتيجه بنابراي  کشد. مي

 از بسهياری  در است. پايي  یها غلظت در آن بودن مؤثر

 کشهد؛  مي طول زمانيمدت  ترجمه تا ژن بيان بي  موارد

 تغييهرات  نيازمنهد  ها آنزيم يا ها پروتئي  يرتب شدن فیال

 پاسهخ،  تها  اثهر  جايگهاه  بهي   مهواردی  در و است تاصي

. (Kleinhofs et al., 1989) دارد وجهود  مكهاني  فاصهله 

 احتمههال MJ اثههر در گليكوزيههدها افههزايش کههه آنجهها از

 افهزايش  ،بخشهد  مهي  قهوت  را ترکيبات اي  بودن دفاعي

 حملهه  مقابل در را گياه، مدتکوتاه  در دفاعي ترکيبات

 توليههد چههون ،طرفههي از بخشههد. مههي مصههونيت حشههرات

 بهرای  گيهاه  آمهادگي  کلي طور به و ثانويه های متابوليت

 مسهير  کاههد،  مي اوليه متابوليسم و رشد از دفا ، و مقابله

 شهود.  تهاموش  بايهد  دهي علامت از پس MJ رساني پيام

 2 در گليكوزيدها کاهش دليل تواند مي گيری نتيجه اي 
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 وجهود  احتمال اي  طرفي از باشد. تيمار از پس روز 0 و

 يها باشهد   شده مصرف گياه در يدهاگليكوز اي  که دارد

 در مههوقتي افههزايش سههبب MJ و باشههند اننتقههالي قنههد

 شود. گياه گليكوزيدی محتوای

 بهه دسهت   نتيجهه  ايه   1 و 3 ههای  شهكل  بهه  توجهه  با

 ژاسهمونات  متيهل  تيمهار  مختله   یها غلظت که آيد مي

 اسهتويوزيد  گليكوزيدهای افزايش سبب که آن از بيش

 تغييهر  را گليكوزيهد  دو ايه   نسهبت  شود A رباديوزيد و

 کهم  گليكوزيهد  يهك  مقدار از چه هر ،واق  در دهد. مي

 بها  نتيجهه  ايه   شهود.  مي افزوده ديگری مقدار بر شود مي

 دارد. مطابقهت  اسهتويول  گليكوزيهدهای  بيوسنتزی مسير

 از A رباديوزيهد  و توليهد  اسهتويوزيد  ابتهدا  مسهير  اي  در

 ميههزان از اگههر بنههابراي  شههود. مههي سههنتز اسههتويوزيد

 A رباديوزيهد  مقهدار  همهان  به باشد شده کم استويوزيد

 MJ مختله   یهها  غلظت آثار ،واق  در است. شده سنتز

 متفهاوت  توانهد  مهي  مسهير  يهك  مختل  های متابوليت بر

 MJ نظيهر  تيمارههايي  دارد احتمهال  سوی ديگر، از باشد.

 سههبب کههه شههود ترانسههفرازهايي گليكوزيههل بيههان سههبب

 به ها داده اي  از شود. اندازه يك به اگليكوزيده ساتت

بها   تيمهار  در کهه  رسهيد  تهوان  مهي  نيهز  ريه ديگ مههم  نتيجه

 سهنجش  بهه  نبايهد  ژاسمونات متيل همچون هايي محر 

 کهرد.  اکتفها  مطالیهه  مورد مسير از شيميايي ترکيب يك

 ترکيبهات  سازها، پيش از )اعم مختل  ترکيبات سنجش

 سهاير  و اصهلي  رمسهي  انتههای  ههای  متابوليهت  واسط، حد

 نظيههر) مههرتبط هههای ژن همچنههي  و مههرتبط( مسههيرهای

 و ترانسهفرازها  گليكوزيل اسيد، يبرليكج مسير های ژن

 و تهر  دقيهق  نتهايج  (ها ژاسمونات به پاسخگر های ژن ساير

 داد. تواهد را تری موثق

 

 بشدی جمع

 اثهر  ژاسهمونات  متيل آمده، دست به نتايج به توجه با

 دفهاعي  کهه  دارد اسهتويا  ليكوزيدهایگ ميزان بر فزاينده

 ميههزان البتههه کنههد. مههي پيشههنهاد را ترکيبههات ايهه  بههودن

 بهود.  مشههود  بيشتر گليكوزيد نو  دو نسبت در تغييرات

 بههه مههزار  در ژاسههمونات متيههل از اسههتفاده صههورت در

 بايههد آن برداشههت زمههان توليههد، بهههره افههزايش جهههت

 يهه ا شههود. لحههاظ تيمههار از پههس روز 1 تهها حههداکثر

 کهه  دارنهد  نيهز  ديگهری  احتمالي های نقش گليكوزيدها

 طلبد. مي را بيشتری های پ وهش

 

 سپاسگزاری

 و فخهاری  و احمديان ها تانم زحمات از نگارندگان

 تههاطر بههه رضههايي دکتههر و زادی يوسهه  دکتههر آقايههان

 نمايند. مي را تشكر کمال راهنمايي و مشاوره
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Abstract 

Glycosides are a form of secondary metabolites that consist variety compounds and in some 

cases can play a role in primary metabolism. Steviol is lipophilic skeleton of Stevioside and 

Rebaudioside A, two main glycosides of Stevia rebuadiana. Steviol glycosides which are 

synthesized in S.rebaudiana have important medical and nutritional values as high intensity 

natural sweeteners. Steviol is synthesized from Kaurenoic acid in chloroplastic Terpenoid 

pathway that mediated by Kaurenoic acid 13-hydroxylase. In this study, HPLC method and 

RT-PCR were performed for quantification of glycosides and gene expression (ent-Kaurenoic 

acid 13-hydroxylase) respectively. Methyl jasmonate treatment (at 20 micromolar) in vitro 

induced glycoside biosynthesis significantly (P≤0.05) whereas higher concentration of Methyl 

jasmonate (100 µM) caused a decrease in glycoside production and growth. The most 

glycoside content of the plant was three days after treatment. Also Methyl jasmonate 

treatment caused an increase in ent-Kaurenoic 13-hydroxylase gene expression from 6 hours 

to 48 hours (after treatment) Results showed that biosynthesis of Stevia glycosides was 

probably a defense mechanism against pathogens and herbivore insects. Also we found that 

different concentrations of Methyl jasmonate, alter the ratio between glycosides rather than 

the increase in glycoside contents. 

Key words: Stevia rebuadiana, Stevioside, Rebaudioside A, ent-Kaurenoic acid 13-

Hydroxylase, Methyl Jasmonate 

 

 

 

 

 

 

 

* Corresponding Author: msharifi@modares.ac.ir 


