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دهیچک
شامل ه یثانويهاتیاز متابوليباشد که انواع متعددیمRanunculaceaeمتعلق به خانواده مهم ییاهان دارویاز گیکیدانه اهیس
يدیکليهاژنیبرخینسبانین پژوهش بیدر ا.کاربرد دارندیدر صنعت و پزشککهکندید میرا تولهاترپنيو ترهاترپنمونو
داز یاپوکسو اسکوآلن(βAS)سنتازنیری، بتاآم(GDS)سنتازفسفاتيدلی، ژران(MTS)يسنتازک ژن مونوترپنیشامل هار ترپنیمس

(SQE)دانه که در اهیسيهابرگيمولار رویلیم1/0با غلظتجاسمونات لیمت.شدیبررسدانهاهیدر سجاسموناتلیمتمار یتحت ت
انجام شد. بعد از يبردارساعت نمونه72و 48، 24، 8، 4، 0يو در زمانهاشدیپاشقرار داشتند محلولياگلخانهيط رشدیشرا

RT-PCRج حاصل از ینتاانجام شد.مختلفيهاژنیاختصاصيآغازگرهاتوسط RT-PCRواکنشcDNAو سنتز RNAاستخراج

4تاز نسفسفاتيدلیژن ژرانيبراینسبانیگر بود. بیسنتاز متفاوت از سه ژن دفسفاتيدلیان ژن ژرانیبيالگوداد کهنشانیکممهین
در ساعات بعد ن ژنیاانیزان بیمو سپسماندیز در همان سطح باقیساعت ن8د و در یمار به حداکثر رسیساعت پس از اعمال ت

ج ینتابود.يصعودروند يدارامشابه و داز یاپوکسسنتاز و اسکوآلننیریسنتاز، بتاآممونوترپنسه ژن يان برایبيالگو.افتیکاهش 
شوند که یمالقاء ل جاسموناتیمتق در اثر ین تحقیمورد مطالعه در ايهاد که تمام ژنادنشان جاسموناتلیمار متیعمال تحاصل از ا

ر یمسيالقايجاسمونات را برالیمار متیتوان تیمجهی. در نتام باشدیو انتقال پیدفاعيرهایها در مسل نقش ترپنیدلبهتواندیم
.شنهاد کردیپهادییترپنوسمیمتابولمرتبط باهايتیو متابولهامیآنزیو بررسهاترپنيوسنتزیب

.هیثانويهاتیمتابولدانه، اهیسگیاه دارویی، ها، ژن، ترپنینسبنای: بيدیکليهاواژه

مقدمه
صورت گسترده مورد استفاده بهییاهان دارویامروزه گ

یمعنبه،ییدارواهان یاستفاده از گخچهیتار.رندیگمیقرار

ست. امروزهینيمدرن امروزيایکاهش آن در دنبهروند رو
شرفته و یپياز کشورهاياریو در بسیدر جوامع صنعتزین

استفاده یحفظ سلامتيبراییاهان دارویگازدر حال توسعه
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ش یب(WHO)یبهداشت جهاننطبق برآورد سازما. شودیم
يارد نفر)، برایلیم5ک به ی(نزدمردم جهان درصد 80از 

,Vines(کنندیاستفاده میاهیگيها از داروهايماریدرمان ب

شامل یاهیگه یبات ثانویسه دسته عمده ترک). 2004
دها ییترپنوباشند. یدها مییها و ترپنوکیدها، فنولییآلکالو
ش از یه هستند که شامل بیثانويهاتین گروه متابولیبزرگتر

Davisباشند (یشده مب شناختهیهزار ترک20 & Croteau,

شوند، یاهان سنتز میق در گیدها از دو طرییترپنو). 2000
از يگریاستات و دبا مداخلهر موالونات یق مسیاز طریکی

3- دیآلدهسریروات و گلیفسفات که پتولیتریارلیق متیطر
Davis(بردیکار مبهمادهشیعنوان پبهفسفات را &

Croteau ت یع فعالیعلت دامنه وسبهدهاییترپنو. )2000
يو کشاورزیمصارف پزشکيها براآنظرفیتو یستیز

اه یگ،ییاهان داروین گیترماز مهیکیباشند. یمورد توجه م
يشد که متعلق به راستهبایم)Nigella Sativa L(دانهاهیس

آلالهيو خانواده) Passiflorales(هایساعتگل
)(Ranunculaceae.کساله و ییاهیدانه گاهیساست
یدانه منبع غناهیاه سیگيدانه.)است2n=2x=12د (ییپلوید

هانیو ساپونهامونوترپنژهیوبههیثانويهاتیاز متابول
یفراوانیو پزشکي، تجاریصنعتيباشد که کاربردهایم

Iqbal(ها ذکر شده استآنيبرا et al., 2011(.
ده، یچیدها با وجود داشتن ساختار و عملکرد پییترپنو

کربنه و زوپرون پنجیاياز واحدهايامر سادهیپل
دو ياهان دارایگباشند. ی) مIDPفسفات (يدلیزوپنتیا

ری) و مسMevalonate()MVA(وابسته به موالوناتریمس
) Methylerythritol phosphate(تول فسفاتیتریارل یمت
)MEPیهستند که در چگونگهادییترپنويبرايوسنتزی) ب

ساخت يبراوکربنه با هم اختلاف دارندپنجيد واحدهایتول
(شکل شوند یکار گرفته مبههاترپنيو ترییبات سزکویترک
1()Aharoni et al., 2006(.

 ـينوع اسـکلت تـر  100ش از یدها با بییترپنويتر یترپن
، ییایت ضدباکتریخاصيدارایبات دفاعیعنوان ترکبهمتفاوت

 ـیکروبیو ضـدم یضـدقارچ  Aggarwal(باشـند یم et al.,

سـنتز  )MVAد (یاسکیر موالونیدها از مسییترپنوي). تر2007

فسـفات  يدلیسر دو مولکول فارنسشوند که با اتصال سربهیم
 ـیتول)Squalene(اسکوالنيکربنه30ب یترک شـود. در  ید م

دها ییترپنوير تریل سایتشکيبراماده شیک پیواقع اسکوالن 
,Barmley()1(شــکل اســت ). اســکوالن توســط  1997

 ـشود که اید میدواسکوالن اکسیاکس يشـروع بـرا  ين نقطـه ی
ن ین است. اولیساپونترپنيوسنتز تریشدن در بياواکنش حلقه
- 3،2شـدن  يهـا، حلقـو  نیساپونترپنيوسنتز تریمرحله در ب

ــت (یاکس ــکوالن اس Xuدواس et al., ــز2004 ــامی). آن يه
کلازها یس ـدواسـکوالن یشدن، اکسيند حلقویفرايزکنندهیکاتال

 ـنسنتاز نیریم بتاآمیهستند که آنز  ـز متعلـق بـه ا  ی ن خـانواده  ی
,.Irmleret al(است یمیآنز هـا نیسـاپون دییترپنويتر).2000
 ـیسیاصلییبات دارویترکوجز ر یباشـند و در مس ـ یاهدانه م

داز یکـه اسـکوالن اپوکس ـ  ت ها مشخص شده اسآنيوسنتزیب
(Squaleneepoxidase)ــاآم ــنتاز نیریو بت -β)س Amyrin

synthase)ـیر بیدر مسيدیدو ژن کل   ـترپنويتـر ينتزوس د یی
Zhao)باشند یها منیساپون et al., داز یاپوکساسکوالن.(2010

کنـد  یفا میها اوسنتز استرولیبشدن را در ژنهین مرحله اکسیاول
وسـنتز  یه سـرعت واکـنش در ب  م محـدود کننـد  یعنوان آنزبهو

 ـین نیریبتاآمکند.یها عمل منیساپون در یمـاده عمـوم  شیز پ
 ـها است که از طرترپنيوسنتز تریب دواسـکوالن  یاکس- 2،3ق ی
دواسـکوالن بـه   یل اکسیسنتاز تبدنیریآم- βشود و میوسنتزیب

Kushiro)کنـد  یز میا کاتالن ریریبتاآم et al., (شـکل  (1998
1.(

ق یباشند که از طریمیعمتنویباتیز ترکیها نمونوترپن
MEPر یو در مس(GDP)فسفات يدلیماده ژرانشیپ

Tholl)شوند یوسنتز میب et al., فسفات يدلیژران.(2006
ق یاست که از طريدیم کلیآنز(GDS)سنتاز 

فسفات يدلیزوپنتنیو ا(DMADP)فسفات لیآللیمتيد
(IDP)فسفات يدلید ژرانیباعث تول(GDP)شودیم

.(Lichtenthaler, يهامیز آنزینسنتازهامونوترپن(1999
از یمختلف مونوترپنباتید ترکیهستند که مسئول توليدیکل

,Tholl)شود یم(GDP)فسفات يدلیق ژرانیطر 2006).
یستیل خواص زیقبها از فرد ترپنبهمنحصريهایژگیو
ی، ضدقارچیروسی، ضد ویکشت حشرهیمانند فعالیمتنوع
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يبرایعنوان عاملبهها راتواند آنیمییایو ضدباکتر
کند. یزنده معرفيهااه در برابر تنشیش مقاومت گیافزا

صورت بهجاسمونات کهلیل متیاز قبییمارهایاعمال ت
دشویاه میدر گیدفاعيرهایباعث القاء مسیمصنوع

از یکیوها باشدترپنینقش دفاعيبرایلیواند دلتیم
را در یستیزيهاهمانند تنشیتواند پاسخیکه میباتیترک

Wasternackباشد (یجاسمونات ملیکند متءاه القایگ &

Parthier, کننده رشد میک تنظیجاسمونات لی. مت)1997
يهامیت آنزیفعالباشد که منجر به القاء یاه میدر گیدرون

د یمربوط به توليوسنتزیبيهاشود که واکنشیمياژهیو
دها ییدها و ترپنوییها، آلکالوفنلیمانند پلیدفاعيهابیترک

يهاشدن پاسخند، القاین فرآیايجهیکند. نتیز میرا کاتال
مختلف استهاياه در برابر تنشیو محافظت گیدفاع

)Wasternack & Parthier, 1997; Kozlowski et al.,

یشکل خارجبهجاسموناتلین پژوهش متی). در ا1999
ستم پاسخ یسيا القاشد تا بیپاشدانه محلولاهیاه سیگيرو

ل یدخيدیکليهاان ژنیزان بیمیستیزيهامشابه با تنش
ها شامل ترپنيو ترهاترپنوسنتز مونویدر ب

، (MTS)سنتاز، مونوترپن(GDS)سنتازفسفاتيدلیژران
را در (SQE)دازیاپوکسو اسکوالن(βAS)سنتازنیریبتاآم

ل جاسمونات یمار متیمختلف بعد از تيهادانه در زماناهیس
که درییهاان ژنیرا از روند بیا درك مناسبکرد تیبررس

دست بهباشندیل میها دخترپنيها و تروسنتز مونوترپنیب
يتواند برایق مین تحقیآمده در ادستج بهینتا.آورد

بات یترکوسنتز یارتباط بیمنظور بررسبهنده یمطالعات آ
مربوطه استفاده شود.يهازان رونوشت ژنیو میترپن

ر ی) و مسMVAبه موالونات (ر وابسته یها شامل مسوسنتز ترپنیبیر کلی. مسیاهیگيهاها در سلولترپنيوسنتزیر بی. مس1شکل
)،GA3Pفسفات (-3د یسرآلدهیاند از: گلد. اختصارات عبارتیتوزول و پلاستیب در سیترتبه)MEPمستقل از موالونات (

، (βAS)سنتاز نیری، بتاآم(SQE)داز یکسپواسکوالنا)، IDPفسفات (يدلیزوپنتی)، اMTSسنتاز (ترپنمونو،(GDS)سنتاز فسفاتيدلیژران
).GDPفسفات (يدلی)، ژرانMEPفسفات (-4تول یتریارلی)، متFDPفسفات (يدلی)، فارنسDMADPفسفات (يدلیآللیمتيد
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هامواد و روش
ان یبیجهت بررسیاختصاصيآغازگرهایطراح

هاژنیکممهین
سنتاز و نیریبتاآميهاان ژنیبیمنظور بررسبه

یاختصاصيهایداز آغازگرها براساس توالیاپوکساسکوآلن
داز در یاپوکسسنتاز و اسکوآلننیریبتاآميهامربوط به ژن

ها با شماره ن ژنیایشدند. توالیدانه طراحاهیساهیگ
گاه داده یاز پاFJ232947.1وFJ013228.1ییشناسا

NCBIان ژن یبیبررسيدست آمد. برابه
ن ژن که توسطیایتاز براساس توالسنفسفاتيدلیژران

Shamsi Fard)2012یشده آغازگرها طراحیابیی) توال
يسنتازان ژن مونوترپنیبیبررسين برایچنشدند. هم

) 2015و همکاران (Elyasiن ژن که توسط یایبراساس توال
آغازگرها با استفاده شدند. یشده آغازگرها طراحیابییتوال
اتصال و يشد و دمایطراحPrimer3ن یافزار آنلانرماز 
محاسبه OligoCalcن یآنلايز با برنامهیات نیر خصوصیسا

استفاده در مورديد. مشخصات مربوط به آغازگرهایگرد
ان هر کدام از یبيمطالعهيبراآورده شده است.1جدول 

ک جفت یبهازیدانه ناهیسيهاموردنظر در انداميهاژن
یک جفت آغازگر اختصاصیباشد. یمیآغازگر اختصاص

ک یبههااز است که در همه اندامیموردنیر ژنیتکثيبرا
هان ژن در همه اندامیایان شود (ژن کنترل) وقتیزان بیم

نظر نسبت به آن ان ژن موردیزان بیان شود میزان بیک میبه
ن مطالعه ژن یشود و ژن کنترل در ایده میسنج

در نظر (GAPDH)دروژناز یدهفسفات3د یسرآلدهیگليد
Scholz))1(جدول گرفته شد et al., اتصال ي. دما(2009

م و آغازگر یات مربوط به آغازگر مستقیر خصوصیو سا
ده شد و یسنجOligocalcن یآنلايمعکوس توسط برنامه

باًیشود تقریر میزگر تکثن جفت آغایکه با اياطول قطعه
ان یبيکه براییباز است. جفت آغازگرهاجفت600

استفاده قرار گرفته ن مطالعه موردیموردنظر در ايهاژن
آورده شده است.1است در جدول

جاسموناتلیمتبا یاهیگيهامار نمونهیت
دانشکده یقاتیتحقياستفاده در گلخانهپ موردیژنوت
با جاسموناتلیمتکشت شد.دانشگاه کردستانيکشاورز
ط یدانه که در شرااهیسيهابرگيمولار رویلیم1/0غلظت

شد. قبل از اعمال یپاشقرار داشتند محلولياگلخانهيرشد
ساعت بعد 72و 48، 24، 8، 4صفر، يهامار و در زمانیت

شد.يریگمار نمونهیشاهد و تيهامار از برگیاز اعمال ت

يدانه برااهیمختلف سيهااز بافتRNAاستخراج 
ژنیکممهیان نیبیبررس

از )Sacchi)2006و Piotrبا روش RNAاستخراج 
د صحت ییمار صورت گرفت. بعد از تایبرگ شاهد و تبافت

يزیآمدرصد و رنگ1ها با کمک ژل آگارز RNAحضور 
وبا نانودراپ مشخص شدRNAد، غلظت یبروماومیدیبا ات

.شدندهم غلظتcDNAه یمنظور تهبه

یکممهینRT-PCRو cDNAسنتز
، با استفاده از شده از بافت برگاستخراجياهRNAاز 

س مطابق با دستورالعمل یوانتیشرکت وRT-PCRت یک
.(Vivantis, Malaysia)سنتز شدcDNAشرکت سازنده 

سنتاز، مونوترپنيهاژنیکممهیان نیب
داز یاپوکساسکوآلنسنتاز و نیریسنتاز، بتاآمفسفاتيدلیژران

انجام شد و با استفاده از ژن یکممهینRT-PCRبا کمک 
GAPDHانجام شديسازبه عنوان ژن مرجع نرمال

(Lohrasbi et al., 2007).

يل آماریتحل
حاصل از يهادادهGelQuantNETافزار با استفاده از نرم

RT-PCRی. تمامندل شدیتبدیکميهابه دادهیکممهین
تکرار 3با یشده براساس طرح کاملا تصادفانجاميهاشیآزما

در سطح LSDها توسط آزمون ن دادهیانگیسه میانجام شد. مقا
انجام شد. SASافزار درصد با استفاده از نرم5احتمال 
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مورد استفادهيمشخصات مربوط به آغازگرها-1جدول 
طول قطعه

Bp
نام آغازگرآغازگریتوالاتصاليدمایشماره دسترس

580bp(Scholzet al.,
2009)

6/63ºCTCGGGATCAACGGGTTTGGAAGGAPDH-F

60ºCCTCTCCAGTCCTTGCTTGATGGTCGAPDH-R

250bpKT353035
6/52ºCCACACCAAAAGAAGTCGTGGMTS2-F

9/53ºCCAGCAAGTCGAAGAATCAAGGMTS2-R

270bpKF614970.1
61ºCACCCAAATCGGTCCGTGATGGDS-F

63ºCGCAAGCAAGCTAACGACCTCGDS-R

840bpFJ232947.1
54ºCTATTGTTGGTGCTGGTGTCGSQE-F

9/52ºCAAAATAGCACCAGGAGTGGGSQE-R

760bpFJ013228.1
7/53ºCGTCCTCCCTTCATTTCTCCCAMYRIN-F

5/54ºCAGAAGGCAGACCATTAGGCCAMYRIN-R

GAPDHفسفات، -3د یسرآلدهی: گلMTSسنتاز،:مونوترپنGDSسنتاز، فسفاتيدلی:ژرانSQEداز، یاپوکس:اسکوآلنAMYRINسنتازنیری: بتاآم

مار یدانه پس از اعمال تاهیاه سیمتفاوت در برگ گيهادر زمان(GDS)سنتاز فسفاتيدلیان ژن ژرانیزان بیمالف) نمودار .2شکل 
دانه اهیاه سیمتفاوت در برگ گيهادر زمان(GDS)سنتازفسفاتيدلیان ژن ژرانیمربوط به بیکممهینPCRجه یب) نتجاسمونات. لیمت

: T: شاهد. C(است.LSDدرصد با آزمون 5دار در سطح یانگر عدم اختلاف معنیکسان بیحروف جاسمونات. لیمار متیپس از اعمال ت
جاسمونات).لیمار متیت

0

1

2

3

4

5

0 4 8 24 48 72

شت
ونو

ح ر
سط

در 
از 

سنت
ات 

سف
ي ف

ل د
رانی

ن ژ
ی ژ

نسب
ان 

بی

)ساعت(زمان بعد از اعمال تیمار

شاهد متیل جاسمونات

a a

b b

cc
ccc c

b

الف

ب



159شماره،24جلدایرانجنگلیومرتعیگیاهاناصلاحوژنتیکتحقیقاتفصلنامهدو

نتایج
با کمیت و کیفیت مناسب از بافت برگ RNAاستخراج 

اي مبتنی مرحلهدانه با استفاده از روش تکگیاه دارویی سیاه
صورت گرفت وcDNAسپس سنتز .بر گوانیدیوم انجام شد

هاي مورد نظر استفاده شد.براي مقایسه الگوي بیان ژن
)GDS(سنتاز فسفاتديکمی ژن ژرانیلمطالعه بیان نیمه

مولار میلی1/0جاسمونات دانه تحت تاًثیر متیلدر گیاه سیاه
نشان داد که بیان این ژن در گیاهان تیمارشده نسبت به 

ژن . بیان )2(شکل گیاهان شاهد افزایش یافته است
ساعت بعد از اعمال تیمار افزایش 4سنتاز فسفاتديژرانیل

ساعت 4داري را با ساعت تفاوت معنی8یافت بیان در 
4دار نسبت به با کاهش معنیساعت به بعد8نشان نداد و از 

ساعت یک روند تقریبا ثابتی را طی کرد8ساعت و 
)P<%5یزان ). در گیاه شاهد یک روند تقریبا یکنواخت در م

سنتاز مشاهده شد و تفاوت فسفاتديبیان ژن ژرانیل
.)P>%5داري از لحاظ میزان بیان ژن مشاهده نشد (معنی

مار یاعمال تدانه پس از اهیاه سیمتفاوت در برگ گيهادر زمان(MTS)سنتاز ان ژن مونوترپنیزان بیالف) نمودار م. 3شکل 
دانه پس از اهیاه سیمتفاوت در برگ گيهادر زمان(MTS)سنتاز ان ژن مونوترپنیمربوط به بیکممهینPCRجه یجاسمونات. ب) نتلیمت

مار ی: تT: شاهد. C(است.LSDدرصد با آزمون 5دار در سطح یانگر عدم اختلاف معنیکسان بیحروف جاسمونات. لیمار متیاعمال ت
جاسمونات).ل یمت
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در )MTS(سنتازنتایج حاصل از بررسی بیان ژن مونوترپن
مولار نشان داد که بیان این میلی1/0جاسمونات تیمار با متیل

72یابد و در جاسمونات افزایش میژن در اثر تیمار با متیل
، این درحالی )P<%5(رسدساعت به حداکثر بیان خود می

داري را نشان که بیان این ژن در گیاه شاهد تفاوت معنیاست
.)3(شکل )P>%5(و روند یکنواختی داشتنداد

)βAS(سنتازنیریان ژن بتاآمیبیج حاصل از بررسینتا

مولار نشان داد که یلیم1/0جاسمونات لیر متیتحت تاًث
مختلف تفاوت يهاانشان در زمانیزان بیشاهد ميهانمونه

که پس یدرحال)P>%5(نداشتندياز لحاظ آماريداریمعن
شاهد يهاجاسمونات به نسبت نمونهلیمار متیاز اعمال ت

افته و یش یمار افزایساعت اعمال ت4ان ژن مذکور بعد از یب
ش یدر افزایکنواختیو یبا ثابتیساعت به بعد روند تقر4از 

.)4(شکل )P<%5(شدده یان ژن دیب

مار یدانه پس از اعمال تاهیاه سیمتفاوت در برگ گيهادر زمان(AMYRIN)سنتازنیریان ژن بتاآمیزان بیالف) نمودار م. 4شکل 
دانه اهیاه سیمتفاوت در برگ گيهادر زمان(AMYRIN)سنتازنیریان ژن بتاآمیمربوط به بیکممهینPCRجه یجاسمونات. ب) نتلیمت

: T. شاهد: C(است.LSDدرصد با آزمون 5دار در سطح یانگر عدم اختلاف معنیکسان بیحروف جاسمونات. لیمار متیپس از اعمال ت
).ل جاسموناتیمتماریت

) SQE(دازیاپوکسان ژن اسکوآلنیبیج حاصل از بررسینتا
مولار نشان داد یلیم1/0جاسمونات لیمار با متیر تیتحت تاثً

در یعیسریشیساعت روند افزا8صفر تا یزمانيکه در بازه

ومیب ملایساعت به بعد با ش8و از شود یده مین ژن دیان ایب
ک یاه شاهد ی. در گ)P<%5(ابدییش میافزایجیصورت تدربه

داز یاپوکسان ژن اسکوآلنیبزان یکنواخت در میبا یروند تقر
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.)5(شکل )P>%5(مشاهده نشدان ژن یزان بیاز لحاظ ميداریمشاهده شد و تفاوت معن

مار یاز اعمال تدانه پساهیاه سیمتفاوت در برگ گيهادر زمان(SQE)داز یاپوکسژن اسکوآلنان ژن یزان بیالف) نمودار م. 5شکل 
اه یمتفاوت در برگ گيهادر زمان(SQE)داز یاپوکسژن اسکوآلنان ژن یمربوط به بیکممهینPCRجه یجاسمونات. ب) نتلیمت

: C(است.LSDدرصد با آزمون 5دار در سطح یانگر عدم اختلاف معنیکسان بیحروف جاسمونات. لیمار متیدانه پس از اعمال تاهیس
جاسمونات).لیمار متی: تTشاهد. 

بحث
مار با یمطالعه در اثر تمورديهاان ژنیبیبررس

سنتاز، مونوترپنهايژنینسبانیبکه جاسمونات نشان داد لیمت
در داز یاپوکسسنتاز و اسکوآلننیریسنتاز، بتاآمفسفاتيدلیژران
سنتاز فسفاتيدلیژرانان ژن یبي. الگوافتیش یمار افزایاثر ت

ژن يان برایگر بود. بیمتفاوت از سه ژن د
مار به حداکثر یساعت پس از اعمال ت4ستتاز فسفاتيدلیژران
ان یزان بیماند. میز در همان سطح باقیساعت ن8د و در یرس

ساعت پس از 48افت اما همچنان در یدر ساعات بعد کاهش 
اه شاهد بود. یان در گین بزایشتر از میمار همچنان بیاعمال ت

بود. يگر مشابه و صعودیسه ژن ديبراینسبانیبيالگو

ن یافت تا ایش یمار همچنان افزایان پس ازاعمال تیکه بيطوربه
زان خود یمار به حداکثر میساعت پس از اعمال ت72که در 

ژن ینسبانیقات نشان داده است که بیتحقد.یرس
مار یتبهسطح رونوشت در پاسخسنتاز در فسفاتيدلیژران

مار یساعت بعد از اعمال ت5ونجه یاه یجاسمونات در گلیمت
Yan(یافتش یافزا et al., یج حاصل از بررسینتا).2012

مار با یدانه در اثر تاهیاه سیسنتاز در گنیریژن بتاآمینسبانیب
ن ژن در اثر القاء یاینسبانیجاسمونات نشان داد که بلیمت
شود ین میرید بتاآمیش تولیابد و باعث افزاییش میمار افزایت
)Scholz et al., آمده در دستبهجیبا نتامذکورجی). نتا2009
ق مطابقت دارد.ین تحقیا
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در جاسمونات لیمتمار یبا تمطالعات نشان داده است که
سنتاز و نیریآم- βرونوشتزانیمان یبنیریشیکشت سلول

Hayashi(افتیش ین افزایساپوند یدر ادامه تول et al.,

ان ژن یزان بیجاسمونات بر ملیمار متیاثر تیبررس. )2004
Medicago(ونجه زردیسنتاز در گونه نیریبتاآم

truncatula(50ان یش بیمار سبب افزاین تینشان داد که ا
ساعت بعد 24ان در یشده و حداکثر بمورد  نظرژنيبرابر
ر یتاثيج نشان دهندهین نتایشد که امار مشاهدهیاز ت

باشدین ژن میاینسبانیبيجاسمونات بر رولیمت
)Suzuki et al., Bupleurumاهیشه گیدر ر). 2005 kaoi

مار یسنتاز بعد از تنیریآم- βژنيهازان رونوشتیم
mM5/0دو برابر شدند (جاسمونات لیمتShabani et al.,

در حال يجاسمونات در بذرهالیمتزان یمبالا بودن ). 2010
شنهاد شده یاست و پیتوجهله قابلز مسأینا یسوزدن جوانه
گنال بوده و موجب یک مولکول سیجاسمونات لیمتکه است
شودیمن یساپونوسنتزیر در بیدرگيهاش ژنیافزا

)Hayashi et al., از یکیسنتاز نیریآم- βدر ضمن).2004
وسنتز یکه در نقطه انشعاب بست هادازیاکسدوسکوآلنیاکس

ت یترپن (متابولين تریه) و ساپونیت اولیاسترول (متابول
-βم یتنظين داشتن اطلاعات در راستایبنابرا.استه)یثانو

سم و یم، مکانیتنظیفهم چگونگيسنتاز برانیریآم
تاکنوناست. يه ضروریسم ثانویمتابوليولوژیزیف

ترپن بر ين تریچرخه ساپونيکاردستازییهاگزارش
ارائه شده است و سنتاز، نیریآم-βان ژن رمزکننده یاساس ب

از یکیسنتاز نیریآم-βمحصول ژن مشخص شده است که 
با ترپن است. يترنیدر چرخه ساپونيدیکليهامادهشیپ

قات یر تحقیق و ساین تحقیدست آمده در ابهجیتوجه به نتا
ممکن سنتاز،نیریآم-βمیان آنزیببردنبا بالاانجام شده،

يمارهایتاعمالباابد.یش یافزاها نید ساپونیتولاست
دنبال بهودادشیافزاراژننیاانیبزانیمتوانیممختلف

.دابیشیافزانیساپونباتیترکدیتولزانیمآن ممکن است 
از يدییترپنويترنیبات ساپونیترکيدانه حاواهیاه سیگ

ن یباشد که ایمKalopanaxsaponinو Hedrinجمله 
ن یايوسنتزیر بیدارند. در مسيت ضدتوموریبات خاصیترک

م مهم و یک آنزیعنوان بهدازیاپوکسم اسکوآلنیبات آنزیترک
ر یکننده سرعت واکنش در مساست که محدوديدیکل
ک یکند. در یعمل مبات هدفیا ترکیب یترکيوسنتزیب

بر ییایمیتورشیسیک الیعنوان بهجاسموناتلیق اثر متیتحق
قرار گرفت و یداز مورد بررسیاپوکسان ژن اسکوآلنیزان بیم

در يبرابر5/2ش یمار افزاین تیج نشان داد که با اعمال اینتا
ت یصورت گرفت که در نهاییهوايهان ژن در اندامیان ایب

درصد 10بهکینزدKalopanaxsaponinو Hedrinسطح 
ژن ینسبانیبق یتحقنیو در ادا کردیش پیافزا

مار یدانه در اثر اعمال تاهیداز در سیاپوکساسکوآلن
و افتیش یمار افزایساعت بعد از اعمال ت4جاسمونات لیمت

دیرسزان خود ین میشتریببهساعت72ساعت و 8در 
)Scholz et al., Centellaاهان یدر گ).2009 asiatica و

Galphima glance،2,3ماده-oxidosqualeneعنوان به
کند. در یها عمل مترپنيسم تریمتابوليماده براشیپ

زان یجاسمونات بر ملیاثر متیبررسيبرایقیتحق
جاسمونات اعمال لیاه، متیگ2ن یایترپنيتريهاتیمتابول

که از یترپنيبات تریزان ترکیج نشان داد که میشد. نتا
شدت بهشوندیساخته مoxidosqualene-2,3يمادهشیپ

Mangas)افتیش یافزا et al., ن ی. با توجه به ا(2006
ان ژن یش بیافزايجاسمونات را برالیمار متیتوان تیج مینتا

يوسنتزیر بیر در مسیدرگيهامیداز و آنزیاپوکساسکوآلن
بات یترکيوسنتزیر بیر در مسییتغيها و القاترپنيتر

.شنهاد کردیپيدییترپنو

مانند یستیزيتورهایسیر الین رابطه اثر سایدر ا
دانه مشاهده اهیها در سن ژنیان ایز بر بیک نیلیسیدسالیاس

Elyasiشده است ( et al., ان ژن یبيسه الگویمقا).2015
جاسمونات لیو متکیلیسیدسالیاسمار با یر تیتحت تاث

ژن مورد4هر يبرایکسانیبا یتقران یبيالگويدهندهنشان
سنتاز و فسفاتيدلیژرانيهاژنيژه برایومطالعه به

سنتاز در اثر ژن مونوترپنیان نسبیسنتاز بود. بنیریبتاآم
کیلیسیدسالیاسمار با یشتر از تیجاسمونات بلیمار با متیت

ان نسبت به شاهد یزان بیکه در حداکثر ميطورشد. بهالقاء 
مار با یتين برایافت و ایان یش بیبرابر افزا5/4
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تواندیکه ماشتديبرابر5/2ش یافزاکیلیسیدسالیاس
توسط ییر القاین ژن در مسیشتر ایل نقش بیدلبه
ن یباشد. در بکیلیسیدسالیاسجاسمونات نسبت به لیمت

يسنتاز دارافسفاتيدلیمورد مطالعه تنها ژن ژرانيهاژن
ل دخالت آن در یدلبهتواندیبود که میمتفاوتان یبيالگو
Elyasiنون باشد (یل و پلاستوکیکلروفيوسنتزیر بیمس et

al., 2015; Guodong & Dixon ج حاصل از ینتا).2008
يهادهد که تمام ژنینشان مجاسموناتلیر متمایاعمال ت

ل جاسموناتیمتماریق در اثر تین تحقیمورد مطالعه در ا
يرهایها در مسل نقش ترپنیدلبهتواندیشوند که میمالقاء 
مار یتوان تیج مین نتایبا توجه به اام باشد. یو انتقال پیدفاع

يهامیها و آنزان ژنیش بیافزايجاسمونات را برالیمت
ر یر در مسییتغيها و القاترپنيتريوسنتزیر بیر در مسیدرگ

را بر اساس یزکردشنهاد یپيدیبات ترپنوئیترکيوسنتزیب
زان یبا میبات ترپنید ترکیزان تولیممطالعات مختلف 

آنهايوسنتزیر بیدر مسلیدخيدیکلهايرونوشت ژن
Nagegowda)م داردیارتباط مستق et al., عنوان به. (2010

بابونهاه ید در گیپارتنولیترپنییب سزکویش ترکیمثال افزا
Tanacetum)ریکب parthenium)ل یمار متیدر اثر ت

Aش رونوشت ژن ژرماکرن یشتر مرتبط با افزایجاسمونات ب

باشد.میسنتاز
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Abstract
Black cumin (Nigella sativa) is an important medicinal plant belongs to the

Ranunculaceae which produce large diversity of secondary metabolites including industrial and
medicinal monoterpenes/ triterpenes. In the present work, relative gene expression of genes
involved in biosynthetic pathway of terpenes including a monoterpene synthase (MTS),
geranyldiphosphate synthase (GDS), β- amyrin synthase (βAS) and squaleneepoxidase(SQE)
were investigated in black cumin plants treated with methyl jasmonate. The plants were grown
in a greenhouse sprayed with 0.1 mM methyl jasmonate. Samples were collected at 0, 4, 8, 24,
48 and 72 hours after applying the treatments. RT-PCR was performed by gene-specific
primers after RNA extraction and cDNA synthesis. Results of semi quantitative RT-PCR
showed that the expression pattern of GDS gene differed with the results of other genes. The
highest gene expression of GDS was observed at 4 h and its expression remained at the same
level till 8 h then dropped at next time periods. The expression patterns of monoterpene
synthase, β-amyrin synthase and squaleneepoxidase showed rising trend. Gene expression
analysis of the genes at transcript level using semi-quantitative PCR in black cumin leaves
treated by methyl jasmonate revealedinduced-geneexpression which might show the roles of
terpenes in defense mechanisms and signal transduction. Consequently, methyl jasmonate
treatment can be considered to induce the terpene biosynthetic pathway and to study the
enzymes/ metabolites associated with terpenoid metabolism.

Keywords: black cumin, medicinal plant, secondary metabolite, Relative gene expression,
terpenes.


