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Stevia rebaudiana Bert. is a medicinal plant widely utilized as a source of 
natural sweeteners. Its sweetening potency is attributed to steviol 
glycosides, diterpenoid compounds present in the leaves. Similar to other 
plant secondary metabolites, production of steviol glycosides can be 
modulated by biotic and abiotic elicitors. Among biotic elicitors, the 
fungus Serendipita indica has been shown to positively influence steviol 
glycoside production. In the present study, the effect of S. indica symbiosis 
on the relative expression patterns of key early biosynthetic pathway genes 
of steviol glycosides, including Dxs, Cms, Mcs, Hds, Hdr, and Ggdps was 
investigated. Following fungal inoculation and confirmation of root 
colonization, samples were collected from treated plants. After RNA 
extraction and cDNA synthesis, transcript levels of the target genes were 
assessed using quantitative real-time PCR (qRT-PCR) with three 
biological and three technical replicates. The results demonstrated that 
symbiotic association with S. indica significantly up-regulated the 
expression of all examined genes. The highest up-regulation expression 
was observed for Ggdps gene, suggesting that it can be considered as a 
candidate gene for metabolic engineering aimed at enhancing steviol 
glycoside biosynthesis. 
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Introduction 

Stevia rebaudiana Bert. is a perennial medicinal plant belonging to the Asteraceae family and 
is globally recognized as a natural source of high-intensity, non-caloric sweeteners. The 
sweetness of stevia leaves is mainly attributed to diterpenoid steviol glycosides, predominantly 
stevioside and rebaudioside A, which are synthesized and accumulated in leaf tissues. These 
compounds are characterized by their high sweetness potency, non-toxicity, and absence of 
caloric value, making them suitable alternatives to sucrose and artificial sweeteners, particularly 
for diabetic and obese populations. Among steviol glycosides, rebaudioside A is mainly 
responsible for the desirable sweet taste, whereas stevioside contributes to bitterness, 
highlighting the importance of regulating both the quantity and composition of these 
metabolites. The biosynthesis of steviol glycosides occurs through a complex metabolic 
network that involves the methylerythritol phosphate (MEP) pathway in plastids. The early 
steps of this pathway play a crucial regulatory role in determining the metabolic flux toward 
diterpenoid biosynthesis. Key enzymes involved in these initial stages include 1-deoxy-D-
xylulose-5-phosphate synthase (DXS), 4-diphosphocytidyl-2-C-methyl-D-erythritol synthase 
(CMS), 2-C-methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphate synthase (MCS), 4-hydroxy-3-
methylbut-2-enyl diphosphate synthase (HDS), 4-hydroxy-3-methylbut-2-enyl diphosphate 
reductase (HDR), and geranylgeranyl diphosphate synthase (GGDPS). The final product of this 
enzymatic cascade, geranylgeranyl diphosphate (GGPP), serves as the primary precursor for 
steviol glycoside biosynthesis. Therefore, transcriptional regulation of these genes is of 
particular importance for metabolic engineering strategies aimed at increasing steviol glycoside 
accumulation. Secondary metabolite production in plants is known to be influenced by 
environmental factors and elicitors, both biotic and abiotic. Among biotic elicitors, endophytic 
fungi have gained considerable attention due to their ability to modulate plant metabolism, 
enhance growth, improve nutrient acquisition, and increase tolerance to biotic and abiotic 
stresses. Serendipita indica is a root-colonizing endophytic basidiomycete fungus that 
establishes a mutualistic association with a wide range of plant species. This fungus is known 
to induce systemic resistance against pathogens, enhance water and mineral uptake, and 
promote plant growth under both optimal and stress conditions, including drought and salinity. 
Despite extensive reports on the growth-promoting effects of S. indica, its influence on the 
transcriptional regulation of steviol glycoside biosynthesis in stevia remains insufficiently 
explored. The present study aimed to investigate the effect of S. indica symbiosis on the relative 
expression patterns of key genes involved in the early steps of steviol glycoside biosynthesis in 
Stevia rebaudiana.  
Materials and Methods 

Stevia seedlings were grown under controlled conditions and transplanted into pots containing 
a mixture of soil, cocopeat, and perlite (1:1:1). After reaching the 10-12 leaf stage, seedlings 
were inoculated with S. indica by placing barley grains colonized with fungal spores near the 
root system. Fourteen days after inoculation, successful root colonization was confirmed 
through root staining and microscopic examination. Following confirmation of symbiosis, the 
five uppermost leaves of inoculated and non-inoculated (control) plants were harvested for 
molecular analysis. Total RNA was extracted, and its quality and quantity were evaluated using 
spectrophotometry and agarose gel electrophoresis. After DNase I treatment to remove genomic 
DNA contamination, complementary DNA (cDNA) was synthesized using oligo (dT) primers. 
Gene-specific primers were designed using Primer3Plus software, and optimal annealing 
temperatures were determined through gradient PCR. Relative expression levels of Dxs, Cms, 
Mcs, Hds, Hdr, and Ggdps genes were quantified using quantitative real-time PCR (qRT-PCR). 
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The experiment was conducted with three biological replicates and three technical replicates, 
and relative expression data were analyzed using REST software. 

Results and Discussion 

The results demonstrated that symbiosis with S. indica significantly enhanced the expression of all six 
investigated genes compared to control plants. This coordinated up-regulation suggests a global 
induction of the early MEP pathway in response to fungal colonization. Among the studied genes, 
Ggdps gene exhibited the highest level of induction. Since GGDPS catalyzes the condensation of 
isopentenyl diphosphate (IPP) and dimethylallyl diphosphate (DMAPP) to form GGPP, its pronounced 
up-regulation indicates a potential increase in metabolic flux toward steviol glycoside biosynthesis. 
This finding highlights Ggdps gene as a promising candidate gene for metabolic engineering and 
genetic manipulation aimed at enhancing steviol glycoside production. 

Conclusions 

In conclusion, the present study demonstrates that symbiosis with Serendipita indica positively 
modulates the transcriptional regulation of key genes involved in the early stages of steviol 
glycoside biosynthesis in Stevia rebaudiana. The observed upregulation of Dxs, Cms, Mcs, Hds, 
Hdr, and Ggdps genes suggests that S. indica acts as an effective biotic elicitor capable of 
enhancing the biosynthetic capacity of stevia plants. Given that increased gene expression 
within biosynthetic pathways is often correlated with higher accumulation of end products, it is 
expected that fungal inoculation may lead to elevated levels of stevioside and rebaudioside in 
stevia leaves. These findings provide a valuable biological strategy for improving stevia 
productivity, particularly in low-yield or stress-prone environments, and offer new insights into 
the use of beneficial endophytic fungi for sustainable enhancement of medicinal plant 
metabolites. 
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  ريمس يدر ابتدا  موجود يهاژن از  يبرخ بيان نسبيبر  Serendipia indica چ قار يستيهمز تأثير

  ).Stevia rebaudiana Bert( ايدر استو ول ي استو يدهايكوزيگل وسنتزيب
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  واژگان كليدي: 

 استويا، 

 ،استويوزيد

 بيان ژن،

 كنندهشيرين

  كننده عنوان شيرينيك گياه دارويي با كاربرد گسترده به ).Stevia rebaudiana Bert(  ستوياا

ترپني گليكوزيد استويول تركيبات ديسبب  بهكنندگي اين گياه  طبيعي است. قدرت شيرين

استويا همچون متابوليت ثانويه ديگر  هاي ثانويه . متابوليت باشدميهاي آن موجود در برگ

تحت  مي  گياهان ميان    تأثير توانند  در  گيرند.  قرار  غيرزيستي  و  زيستي  اليسيتورهاي 

قارچ   زيستي،  توليد  تأثير  Serendipita indicaاليسيتورهاي  ميزان  بر    گليكوزيد   مثبتي 

  تغييرات الگوي  بر  S. indicaقارچ  همزيستي  در پژوهش حاضر، اثر    .استويول در گياه دارد

،  Dxs ،Cmsاستويول شامل    گليكوزيدمسير بيوسنتزي  و ابتدايي  هاي كليدي ژننسبي  بيان  

Mcs  ،Hds،Hdr    وGgdps   مورد بررسي قرار گرفت. به اين منظور، پس از اعمال تيمار

گياه  S. indicaقارچ   تأييد همزيستي آن با ريشه  گياهان  برگ  برداري از  ، نمونهاستويا  و 

تيمار انجام شد. پس از استخراج هاي  ، ميزان رونوشت ژنcDNA  و سنتز   RNA  تحت 

ارزيابي   فنيو سه تكرار  زيستي در سه تكرار  qRT-PCR روشمورد مطالعه با استفاده از 

هاي استويا،  با ريشه گياهچه  S. indicaقارچ  همزيستي    اين مطالعه نشان داد كهنتايج    گرديد.

  مربوط  ان،يب شيافزا گرديد. بيشترين ميزانهاي مورد مطالعه منجر به افزايش بيان همه ژن 

فسفات  ديفسفات و ايزوپنتنيلديآليلمتيل. محصول نهايي اين ژن دي بود  Ggdpsژن    به

ژرانيل به  دي-را  ميژرانيل  تبديل  پيشفسفات  كه  گليكوزيدهاي  كند  سنتز  اصلي  ماده 

عنوان  به   Ggdpsژن    ت ي دهنده قابلنشان  توانديم  افتهي  ني ا  هاي گياه است.استويول در برگ
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 مقدمه

بر    Asteraceaeي  خانواده از    Steviaنس  ج  ي  گونه   ٢٣٠بالغ 

يكي    Stevia rebaudiana (Bertoni)اي دارد و  علفي و درختچه 

چندساله،    ي گياه   كه   هاي اين جنس است از پركاربردترين گونه 

با   ديپلوئيد  مي   ٢٢علفي،  خودناسازگار  و  باشد  كروموزوم 

 )Raina et al., 2013; Yadav et al., 2011 استويا  هاي  ). برگ

از  ( گليكوزيد ترپن دي   سرشار  )  Diterpene glycosidesهاي 

  است )  Stevioside and rebaudioside(   استويوزيد و رباديوزيد 

بدون كالري و    شوند. كنندگي آن را سبب مي كه خاصيت شيرين 

در    است و ها  كننده اين شيرين   بودن بارزترين ويژگي   غيرسمي 

با   شيرين   ساكارز مقايسه  شيرين كننده و  مصنوعي،  كنندگي  ها 

به  دارند،  كه  گونه بيشتري  است  شده  عنوان  منابع  در  كه  اي 

مي شيرين  از  تواند  كنندگي آن  بيشتر  برابر    ساكارز تا چهارصد 

كيلوگرم شكر    ١معادل    آن گرم از    ٢/ ٥كردن  باشد (توانايي شيرين 

عطر و طعم  . در توضيح اين دو ماده بايد اشاره كرد كه  است) 

موجب  هاي استويا  در برگ   Aرباديوزيد  را    شيريني برگ استويا 

رو  . از اين حضور استويوزيد است   آن ناشي از و طعم تلخي    شده 

استويا  نژاد به اهداف   ايجاد  ب ي  با  ه سمت  كولتيوارهاي جديد 

  ، سوق دارد محتواي بيشتر رباديوزيد و مقدار كمتر استويوزيد 

 )Yadav et al., 2011  استويا قند  مصرف  نداشتن  به ).  سبب 

شيرين  به  نسبت  جانبي  چون  كننده عوارض  مصنوعي  هاي 

 Ahmad et(   سوربيتول، آسپارتام، نئوتام و ساخارين برتري دارد 

al., 2020; El-Housini et al., 2014; Sardesai and 
Waldshan, 1991 ( كنندگي بيشتر،  اثر شيرين علت  به علاوه  ه . ب

نداشتن كالري، عدم عوارض جانبي و داشتن خواص دارويي  

توان  مي   هاي قلبي عروقي) (ضدسرطان، ضدقند خون و بيماري 

معرفي    قندهاي معمول،   جايگزين مناسب عنوان  به قند استويا را  

سبب  به ).  Goyal et al., 2010; Peteliuk et al., 2021(   كرد 

به اهميت دارويي و تغذيه  انجام تحقيقات  گياه،  زراعي  اي اين 

هاي مؤثر و كارا بر كشت استويا در  براي يافتن روش يا روش 

هاي با شرايط مختلف و نيز اطلاع از مسيرهاي توليد قند  خاك 

آن از منظر مولكولي با هدف افزايش عملكرد گياه و ميزان قند  

هاي ثانويه در  توليد متابوليت   استحصالي آن، حائز اهميت است. 

ها،  تحت تأثير عوامل محيطي و محرك از جمله استويا  گياهان  

هاي  در ميان محرك  . گيرد ، قرار مي يستي و چه غيرز   زيستي چه  

قارچ  به زيستي،  اندوفيت  توانايي هاي  تعديل  دليل  در  شان 

افزايش   و  مغذي  مواد  بهبود جذب  رشد،  افزايش  متابوليسم، 

توجهي را به  هاي زيستي و غيرزيستي، توجه قابل تحمل به تنش 

 ). Eslahi et al., 2019(   اند خود جلب كرده 

با    Serendipia indicaقارچ   همزيست  و  اندوفيت  قارچي 

ي گياهان است كه در غالب موارد سبب القاي مقاومت  ريشه 

بيمارگرها  عليه  ميزبان  گياه  در    ) Pathogens(   سيستميك 

افزايش جذب مواد معدني و بهبود  دليل  به همچنين    . گردد مي 

تواند منجربه افزايش تحمل گياهان نسبت به  ي گياه مي تغذيه 

( تنش  شود  شوري  و  خشكي  تنش  جمله  از   Hajipoorها 

Bagheri et al., 2015 (  خانواده به  متعلق  قارچ  اين   .

است و عملكردي مشابه    ) Basidiomyceteبازيديوميست ها ( 

تواند به درون  طوري كه مي به   ، با قارچ مايكوريز آربسكولار دارد 

قادر به  كه  )  Waller et al., 2005( هاي ريشه نفوذ كند  سلول 

در فضاي بين    تواند مي و    بوده ي اكثر گياهان  همزيستي با ريشه 

و سبب تحريك مقاومت سيستميك    رشد كرده سلولي ريشه  

گياهان همزيست خود   از طرق مختلفي    S. indicaد.  شو در 

مواد   و  آب  جذب  بهبود  گياه،  ايمني  سيستم  تحريك  چون 

كند و امكان كشت  امكان رشد بيشتر گياه را فراهم مي   غذايي 

 Gill(   شود سبب مي يستي  و غيرز   يستي هاي ز را در طي تنش 

et al., 2016; Waller et al., 2005; Yaghoubian et al., 
2014; Zolfaghari et al., 2013 ( .    والر و همكاران )Waller et 

al., 2005 (    عنوان كردند كه استفاده از ايجاد مقاومت در برابر

كاهش ورود مواد شيميايي به محيط زيست  سبب به بيمارگرها  

مي  محسوب  پايدار  كشاورزي  براي  قدرتمند  گردد،  روشي 

بر روي القاي    S. indicaعلت به بررسي پتانسيل قارچ  همين  به 

هاي قارچي و ايجاد تحمل نسبت  مقاومت سيستميك به بيماري 

به تنش شوري در گياه جو پرداختند و به اين نتيجه رسيدند كه  

ي گياه جو، افزايش ظرفيت  زيستي قارچ مذكور با ريشه با هم 

چرخه دنبال  به ي  اكسيدان آنتي  شدن  گلوتاتيون فعال    - ي 

آسكوربات سبب افزايش عملكرد دانه و بالا رفتن تحمل گياه  

ي  در مطالعه   ) Waller et al., 2005( والر و همكاران  گردد.  مي 

قارچ  نتيجه عنوان  به   خود  كه  داشتند  بيان  نهايي    S. indicaي 

تواند جهت افزايش مقاومت و بالا بردن عملكرد گياه مورد  مي 

 ,.Khalvandi et alخالوندي و همكاران (   استفاده قرار گيرد. 

بر بعضي خصوصيات    S. indicaقارچ    تأثير ي  ) با مطالعه 2017

فيزيولوژيك گياه نعناع فلفلي در تنش شوري (در چهار سطح  

  S. indicaقارچ    همزيستي ) بيان داشتند كه ds/m  ٩و    ٦،  ٣،  ٠

افزايش   ه ريش با   فلفلي  نعناع  و   ١٧(   آنتوسيانين   گياه    درصد) 

با را    ) درصد   ٣٢(   فلاونوئيد  مقايسه  شاهد    تيمار   در  گياهان 

صفاتي  شوري بر    تنش   منفي   شد و منجربه تعديل اثرات موجب  

  محتواي    و   اي هدايت روزنه   ، عملكرد اسانس، وزن خشك چون  



همكاران و  يكمحمدي گم  ...  برخي از بيان نسبي بر  Serendipia indica  قارچ ي ستيتأثير همز

 

٨٠ 

برگ    ، سديم  پتاسيم  و  گونه   ، گرديد فسفر  تيمار  به  در  كه  اي 

درصد و    ٣٧، فنل كل برگ  ٩  ds/mشوري    و زيستي قارچ  هم 

شاهد افزايش    تيمار   درصد نسبت به گياهان   ٨٠عملكرد اسانس  

عنوان كردند كه  مطالعه مذكور  گيري  نتيجه   در   محققين .  نشان داد 

هاي گياه دارويي نعناع فلفلي  ريشه با    P. indicaقارچ    همزيستي 

، با افزايش  آن   بر تحريك سنتز تركيبات فنوليك و اسانس علاوه 

جذب فسفر و پتاسيم كاهش آثار تنش شوري را نيز موجب  

در    S. indicaقارچ    تأثير ).  Khalvandi et al., 2017(   شود مي 

كاهش اثرات نامطلوب سميت كادميوم بر روي استوياي تكثير  

از طريق   گرفت. بافت  كشت شده  قرار  مطالعه  براساس    مورد 

نتايج تجزيه رگرسيون با افزايش غلظت كادميم در تيمار عدم  

وزن خشك ساقه  در ميان صفات اندام هوايي،  ،  با قارچ   تلقيح 

بهبود وزن خشك ريشه  علاوه  به   . نشان داد   كاهش را بيشترين  

  در ميان صفات .  ه مشاهده گرديد زيست شد هاي هم در گياهچه 

شده، اندازه   مورفولوژيك  كاهش    گيري  با  برگ    ٩٦سطح 

درصدي بيشترين حساسيت را با افزايش غلظت كادميم نشان  

درصد    ٥١داد، اما در شرايط تلقيح قارچ درصد برگ سبز (حدود  

زيستي  م بود. هم ترين صفت نسبت به تنش كادمي كاهش) مقاوم 

زيستي، كاهش محتوي كارتنوئيد از  هم   عدم قارچي نسبت به  

كلروفيل   درصد   ٤٠به    درصد   ٧٧   ١١به    درصد   ٣٧از   a/b و 

  كه   عنوان كردند   محققان مطالعه مذكور .  درصد را درپي داشت 

سطوح پايين كادميم احتمالاً از  در   S. indica  قارچ  همزيستي با 

هيدروژن، افزايش نسبي تحمل به  طريق كاهش غلظت پراكسيد 

دنبال  به را  شده نسبت به گياهان شاهد    همزيست در گياهان    تنش 

  . ) Salami-Tamali et al., 2019( داشته است  

درستي روشن نيست  علت ساخت مواد گليكوزيدي در استويا به 

اما اين فرضيه وجود دارد كه تركيبات حاضر نقش دفاعي در  

همين  به ،  ) Moradi Peynevandi et al., 2014(   گياه داشته باشند 

مي  احتمال  قارچ سبب  همزيستي  كه  بر  علاوه   S. indica  رود 

نقشي كه در فعال  سبب  به اي و رشدي استويا  بهبود شرايط تغذيه 

توليد   افزايش  بتواند  دارد،  گياهان  دفاعي  سيستم  شدن 

 ,.Seraj et alداشته باشد ( همراه  به گليكوزيدهاي استويا را نيز  

 Methylerythritol 4فسفات ( - ٤  اريتريتول مسير متيل ).  2016

phosphate, MEP  به سنتز گليكوزيدهاي استويول در استويا (

  ).  ١شود (شكل  منجر مي 

  
كه منجر به تشكيل گليكوزيدهاي استويول   MEP مسير   - ١شكل  

 ,.Kumar et al( شود  مي  Stevia rebaudiana Bertoni در گياه 

2012; Modi et al., 2014 ( هاي  . در مطالعه حاضر بيان نسبي ژن

  مشخص شده با رنگ قرمز، مورد ارزيابي قرار گرفت. 
Figure 1. The MEP pathway involved in the 
biosynthesis of steviol glycosides in Stevia 

rebaudiana Bert. (Kumar et al., 2012; Modi et al., 
2014). The current study assesses the relative 

expression levels of the genes highlighted in red. 
 

آنجا  استويا    از  قندي  مواد  ساخت  در  افزايش  گونه  هر  كه 

بوده    بازده هاي كم زمين در  حلي كارا جهت افزايش عملكرد  راه 

، مطالعه حاضر به ارزيابي  از نظر اقتصادي داراي اهميت است   و 

ژن    تأثير  نسبي  بيان  الگوي  تغيير  بر  مذكور  قارچ  همزيستي 

)،  DXSفسفات سينتاز ( - ٥زايلوز  هاي دوئوكسي كدكننده آنزيم 

اريتريتول سينتاز ( - ٢فسفو سياتيديل  ي   - ٤ -٢)،  CMSمتيل 

- ٤)،  MCSفسفات سينتاز ( سيكلو دي   ٤و    ٢اريتريتول  تيل م 

بوات   - ٣يدروكسي  ه  سينتاز  دي انيل   - ٢  - متيل  فسفات 

 )HDS  ،(بوات   - ٣- هيدروكسي   - ٤ فسفات  دي انيل   - ٢- متيل 

) كه  GGDPSفسفات سينتاز ( ) و ژرانيل دي HDRردوكتاز ( 

هستند با در نظر گرفتن    استويوزيد هاي ابتداي مسير سنتز  ژن 

  ژن مرجع، پرداخت.  عنوان  به ژن اكتين  

  ها مواد و روش 

گياهچه  تيمار تهيه  اعمال  و  شركت  :  ها  از  استويا  نشاهاي 

تهيه و طي مدت زمان يك هفته براي انجام    ، گلساران شمال 

هاي يك كيلوگرمي حاوي خاك،  مرحله سازگاري، به گلدان 

منتقل شدند. در هر گلدان   ١:١:١كوكوپيت و پرليت به نسبت  

گراد  درجه سانتي   ٢٤- ٢٥كشت شد و گلخانه با دماي    ء سه نشا 

داري شدند. پس از گذشت مدت زمان تقريبي يك ماه و  نگه 
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ها  زني گياهچه برگي، مايه   ١٠- ١٢ها به مرحله  رسيدن گياهچه 

شناسي گروه  تهيه شده از آزمايشگاه بيماري   S. indicaبا قارچ  

پزشكي دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي خوزستان  گياه 

صورت گرفت. براي اين منظور خاك اطراف ريشه كنار زده  

هاي جوي حاوي اسپور قارچ در نزديكي  شد و يك گرم از دانه 

. پس  ) Abdul-Khaliq and Alam, 2002( شد  ريشه قرار داده 

برداري از بافت ريشه و  زني، نمونه روز از مايه   ١٤از گذشت  

  پنج برگ بالايي هر ساقه، صورت گرفت.  

استخراج    ي ز ي م آ رنگ  ريشه،  سنتز    RNAبافت  :  cDNAو 

گياهچه  به  چهار  گياه،  ريشه  با  قارچ  همزيستي  تأييد  منظور 

صورت تصادفي انتخاب شدند، پس از خارج كردن ريشه از  به 

به  ريشه  بافت  يك  خاك،  قطعات  به  و  شد  شسته  خوبي 

به سانتي  قطعات  شد.  داده  برش  و  متري  ويرهيليگ  روش 

 ) و  Vierheilig et al., 1998همكاران  ميكروسكوپ  با   (

مورد ارزيابي قرار گرفتند. پس از تأييد    ١٠- ٤٠  Xنمايي  بزرگ 

با استفاده از كيت    اه ي گ   برگ كل از    RNAاستخراج  همزيستي،  

Super RNA Extraction    شماره به  تجهيزآزما  يكتا  شركت 

گرم بافت پودر شده برگي، انجام شد.    ٠/ ١از    YT9080كاتالوگ  

نانودراپ   دستگاه  با  آن  كيفيت  و  كميت  بررسي  از  پس 

  cDNAاسپكتروفتومتر و الكتروفورز ژل آگارز يك درصد، سنتز  

  New England Biolabsشركت    cDNAبا كيت سنتز رشته اول  

با استفاده    RNAنانوگرم    ٥٠٠)، از  E6300S(به شماره كاتالوگ  

ميكروليتر صورت گرفت.    ٢٠در حجم نهايي    dtاز آغازگر اليگو  

احتمالي استخراج شده همراه    DNA، هضم  cDNAقبل از سنتز  

آنزيمي  نمونه  تيمار  با   .Cat. No  - (سيناكلون   DNase Iها 

MO5401  ميكروليتر انجام شد.    ١٠) در حجم نهايي  

و آناليز    Real time- PCRطراحي آغازگرها، انجام واكنش  

حاصل  در سايت  :  نتايج  آغازگرها    Primer 3 plusطراحي 

اطلاعات مربوط به توالي و طول قطعات تكثيري  .  انجام گرديد 

منظور يافتن بهترين دماي  قابل مشاهده است. به   ١در جدول  

مراز در شيب دمايي  اي پلي اتصال آغازگرها، واكنش زنجيره 

گراد صورت گرفت. پس از تعيين دماي  درجه سانتي   ٦٢تا    ٥٥

با استفاده از كيت سايبرگرين    Real time- PCRبهينه، واكنش  

New England Biolabs    كاتالوگ شماره  در  M3003Sو   ،

  فني و سه تكرار    زيستي ميكروليتر با سه تكرار    ٢٠حجم نهايي  

چرخه    ٤٠و    min١٠مدت  به   C٩٥˚و در شرايط شرايط واكنش  

مدت  به   C٧٢˚و    s٢٠مدت    C٦٠˚،  s٢٠مدت  به   C٩٥˚شامل  

sهاي واكنش  ، انجام شد. داده ٢٠Real time- PCR   با استفاده

 ) آستانه  چرخه  در  اختلاف  روش  نرم   ، ) ΔΔCTاز  افزار  در 

REST   ها محاسبه گرديد  و نتايج بيان نسبي ژن   تجزيه و تحليل

 )Livak and Schmittgen, 2001; Pfaffl et al., 2002 ( . 

  نتايج و بحث 

قارچ   با  هاي استويا ريشه گياهچه زني  چهارده روز پس از مايه 

S. indica  همزيستي قارچ با ريشه، با ميكروسكوپ نوري به ،

) مورد  Vierheilig et al., 1998روش ويرهيليگ و همكاران ( 

   ). ٢تأييد قرار گرفت (شكل  

 
  qRT-PCRاستفاده شده در واكنش    آغازگرهاي  توالي   - ١جدول  

Table 1. Sequences of Forward and Reverse Primers used in the qRT-PCR Reaction 
  ) bp(   طول قطعه تكثيرشده 

PCR Product (bp)  
  شماره دسترسي 

Accession number  
  ) ' ٥- ' ٣(   آغازگر   والي ت 

Primer sequence (5′ to 3′) 
  ژن نام  

Gene name 

121 KT276232.1 F: GGTTCCCAAGAGGCAATG 
R: CCGTATCCCAATATCGCAAC  Dxs  

111  DQ269452.4 F: ACTTGGTGTTCCTGCTAAA 
R: TTGATGACCTGTGGAGTTTG  Cms  

120  DQ631427.3 F: ATGGCTACTTCTTCGTCGTG  
R: AATGGGAGAGCGTCTGTTG  Mcs  

121  DQ768749.4 F: CAGGATGGTCTTGGTGATAC 
R: CCACGCCTTGTTGAATTTG  Hds  

122  DQ269451.4 F: GGGAGAAACAGAGGAAATTGG 
R: GTCGTTCTTGAGTAGCATCAC  Hdr  

122  DQ432013.3 F: CAATAAGCCACAAGGTGTACG 
R: TCGGACGATCCTGTCTTTG  Ggdps  

123  AF548026.1 F: TCTGTTCCAACCGTCTTTG  
R: CCACTGAGCACGATGTTAC  Actin  
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  رنگ   اه ي س   ي ها   فلش .  S. Indicaبرش عرضي ريشه گياه استويا. الف) ريشه گياه شاهد و ب) ريشه گياه تيمار شده با قارچ    - ٢شكل  

  دهد ي م   نشان   را   اهان ي گ   شه ي ر   در   قارچ   ي اسپورها   حضور 
Figure 2. Cross-section of the root of the Stevia plant. A) Root of the control plant; B) Root of Stevia seedlings treated 

with the fungus S. indica 
  

نسبي   بيان  گياه،  ريشه  با  قارچ  همزيستي  از  اطمينان  از  پس 

قرار  ژن  ارزيابي  مورد  استويول  گليكوزيد  بيوسنتز  مسير  هاي 

فعاليت پانزده ژن حائز اهميت    ، در اين مسير آبشاري   . گرفت 

طور معمول ژن آغازين در مطالعات مرتبط با تركيبات  . به هستند 

سيتاز  فسفات   - ٥ترپنوئيدي ژن كدكننده آنزيم دئوكسي زايلوز  

 )DXS  فسفات    - ٥زايلوز    - هيدروكسي دي   - ٤) است كه توليد

  ژني ياد شده   ١٥را بر عهده دارد، اين ژن نخستين ژن در مسير  

هاي مسير بيوسنتز گليكوزيد استويول  فرآورده ). ١است (شكل  

هاي  هاي سنتز شده از ژن در مراحل پاياني مسير، با فعاليت آنزيم 

Ugt   هاي  طبع تغيير در بيان هر يك از ژن شوند و به ايجاد مي

هاي  فرآورده دست و  هاي پايين قادر خواهد بود بر بيان ژن   مسير 

  ) اثرگذار باشد.  استويوزيد و رباديوزيد پاياني ( 

ابتدايي مسير (  نسبي شش ژن  ،  Dxs  ،Cms  ،Mcs  ،Hdsبيان 

Hdr    وGgdps -    ترتيب اسامي با در نظر گرفتن ترتيب قرار

مسير   در  قارچ    MEPگرفتن  تيمار  اعمال  اثر  در   .Sاست) 

indica    اختلاف در چرخه آستانه ( به روشΔΔCT (    و استفاده

  توجه   جالب   نكته ژن مرجع، محاسبه شد.  عنوان  به اكتين    ژن   از 

 بود.   شاهد   مار ي ت   با   سه ي مقا   در   ژن   شش   هر   ان ي ب   ش ي افزا 

صورت جداگانه،  ها به در ارزيابي الگوي تغييرات بيان نسبي ژن 

كه   شد  سينتاز  فسفات - ٥  لوز ي زا ي دئوكس   ژن   بيان مشخص 

 )Dxs هاي استويا تيمار شده با قارچ  ) در گياهچهS. indica  به ،

). بررسي  ٣تر از تيمار شاهد بود (شكل  برابر بيش   ١٢/ ١ميزان  

در گياهان تراريخته نشان    نوئيدها و ر نقش اين ژن در مقدار ايزوپ 

ژن   رونويشت  سطح  در  تغيير  كه  مقدار    Dxsداد  تغيير  با 

  سو است. ، هم نوئيدها و ر ايزوپ 

گونه    مقدار  به  ژن،  اين  بيان  ميزان  افزايش  با  كه  اي 

گياه افزايش و با سركوب بيان آن، مقدار تركيب    نوئيدها و ر ايزوپ 

. بر اساس  ) Estévez et al., 2001(   يابد مورد نظر كاهش مي 

ايزوپرونوئيدي    فرآورده و    Dxsارتباط بين ميزان رونويسي ژن  

فسفات و   ( مقدار  )  Isopentyl Phosphate, IPPايزوپنتيل 

مشخص    در پلاستيد،   نوئيدها و ر ساز توليد ايزوپ عنوان پيش ه ب 

هاي توليد  فرآورده تواند نقش بسزايي در  مي   Dxsژن  شد كه  

در مسير   باشد.    MEPشده  پژوهش  داشته  اعمال    حاضر در 

هاي استويا  بر ريشه گياهچه   S. indicaتيمار همزيستي قارچ  

داشت. استوز و همكاران  دنبال  به را    Dxsافزايش بيان نسبي ژن  

 )Estévez et al., 2001 (    كه ميان  در مطالعه خود بيان داشتند

  نوئيدها وربا ميزان ايزوپ  Dxsتغييرات ميزان رونويسي از ژن  

اين   بر  دارد،  وجود  مستقيم  ارتباط  گياه،  برگ  در  موجود 

توان چنين عنوان داشت كه افزايش در ميزان بيان  اساس مي

تواند  هاي تحت تيمار قارچي، ميدر گياهچه  Dxsنسبي ژن  

د گردد.  نوئيوريك پعنوان بهمنجر به افزايش ميزان استويل 

كه    Salvia miltorrhizaدر گياه    Dxsدر بررسي نقش ژن  

نعنائيان   خانواده  از  و  دارويي  خاصيت  با  سالويا  نوعي 

مي تيمار  محسوب  كاربرد  كه  شد  مشخص  شود، 

بيان ژن  متيل ميزان  به    Dxsجاسمونات،  افزايش داده و  را 

) تانشينون  بيوسنتز  در  تركيبي   )Tanshinoneطبع  كه 

نتايج  ترپني است مؤثر بوده و موجب افزايش آن گرديد.  دي

  Dxsبين ميزان رونويسي از ژن  مطالعه مذكور نشان داد كه

ثانويه متابوليت  ميزان  مستقيم و  ارتباط  تانشينون  چون  اي 

   .)Yang et al., 2012( وجود دارد
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داري  معني   ** استويول گياه استويا.    ي دها ي كوز ي گل   ي وسنتز ي ب   ر ي مس   در   ي ي ژن ابتدا   شش   بيان نسبي   زان ي بر م  S. indicaقارچ   تأثير   - ٣شكل  

  دهد. درصد را نشان مي   ٩٥داري افزايش بيان نسبي ژن را با سطح اطمينان  معني   * درصد و    ٩٩افزايش بيان نسبي ژن را با سطح  
Figure 3. Effect of Serendipita indica on the transcriptional levels of six genes involved in the initial steps of the 

stevioside glycoside biosynthesis pathway in Stevia rebaudiana. ** and * indicate a statistically significant increase in 
relative gene expression at the 99% and 95% confidence levels, respectively. 

  

هاي  در گياهچه   Dex  ژن با توجه به افزايش ميزان بيان نسبي  

هاي شاهد  نسبت به گياهچه   P. indicaاستويا تحت تيمار قارچ  

در پژوهش حاضر و داشتن ارتباط ميان تغييرات بيان اين ژن  

ميزان ماده موثره گياه  هاي نهايي، انتظار افزايش در  فرآورده با  

  رود. مي   استويوزيد و رباديوزيد استويا، استويول،  

فسفو  دي - ٥سايتيدين  - ٤، ژن  MEPر ژن موجود در مسير  ديگ 

( اريتريتول متيل - ٢ پيش Cmsسينتاز  واقع  در  كه  است  ماده  ) 

مي دي سيكلو   ٢،  ٤اريتريتول  متيل - ٢توليد   باشد  فسفات 

 )Narayanasamy et al., 2010; Yousefi et al., 2025 (  .

  ٢،  ٤اريتريتول  متيل - ٢ژن    فرآورده همچنين  

) نيز در مسير توليد ايزوپرونوئيد  Mcsسينتاز ( فسفات سيكلودي 

- بوات   ل ي مت - ٣- ي دروكس ي ه - ٤اي براي فعاليت آنزيم  ماده پيش 

 ,.Herz et al( است    ) HDR(   دوكتاز ي ر فسفات ي د ل ي ان - ٢

باشد.  مي   MEPكدكننده پنجمين آنزيم در مسير  و ژن    ) 2000

ژن  نسبي  بيان  برگ    Mct  و   Cmsهاي  ميزان  بافت  در 

قارچ  گياهچه  با  تيمار  از  پس  روز  چهارده  استويا   .Sهاي 

indica برابر افزايش را نسبت به    ١٦/ ٤٥و    ١١/ ٣٣ترتيب  ، به

. استفاده از كيتين در گياه برنج،  ) ٣(شكل    تيمار شاهد نشان داد 

تيمارشده ايجاد كرد و ميزان  گره  هاي زودرس را در گياهان 

، از جمله  MEPهاي موجود در مسير بيوسنتزي  رونوشت ژن 

ماده  است كه سنتز پيش افزايش يافت. مشخص شده  Cmsژن 

فيتوالكسين  ( توليد  در مسير  Phytoalexinsها  برنج  گياه  در   (

MEP   دهد  رخ مي )Okada et al., 2007 (    و اين تصور ايجاد

پژوهش  مي  در  كه  ديواره    حاضر شود  در  موجود  كيتين  نيز 

عنوان اليسيتور عمل كرده و موجب  به   S.indicaسلولي قارچ  

  شده است.    Cmsاز جمله ژن    MEPهاي مسير  افزايش بيان ژن 

بوات   - ٣هيدروكسي    - ٤آنزيم   دي   - ٢  - متيل  فسفات  انيل 

  MCTماده توليد شده در اثر فعاليت آنزيم  )، پيش HDSسينتاز ( 

به   فسفات  دي - ٤  - بوتنيل - ٢  - متيل - ٢  - هيدروكسي - ٤را 

مسير بيوسنتزي  كند، ژن كدكننده اين آنزيم نيز در  تبديل مي 

MEP   در اين مسير  حضور دارد و همچون ژن هاي موجود 

بيان آن مي  الگوي  در  تغيير  مقدار  آبشاري،  بر    فرآورده تواند 

 Mirzaei et( ) مؤثر باشد  استويوزيد و رباديوزيد پاياني مسير ( 

al., 2022; Rahmani et al., 2024 ( .  ارزيابي ميزان بيان نسبي

، چهارده روز پس  S. indicaدر اثر همزيستي با قارچ    Hdsژن  

) را نست به تيمار  ٥/ ٨٨از اعمال تيمار قارچي نيز افزايش بيان ( 
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در جلبك    MEPهاي كليدي مسير  مطالعه ژن شاهد نشان داد.  

بيان  Pyropia haitanenesisاقتصادي   ميزان  كه  داد  نشان   ،

جاسمونات  متأثر از نور، دما، شوري، تيمار متيل   Hdsنسبي ژن  

تنش  اين  با  مواجهه  در  و  بوده  ساليسيليك  اسيد  و  و  ها 

اين افزايش بيان نسبي در نهايت  اليسيتورها افزايش مي  يايد. 

 He( منجر به افزايش ميزان توليد ايزوترپنوئيدها در جلبك شد  

et al., 2017 ( رسد كه كاربرد تيمار قارچ نظر مي . چنين به S. 

indica    ساليسيليك، نقش  جاسمونات و اسيد متيل   تأثير شبيه به

را سبب شده است كه   Hdsاليسيتور داشته و افزايش بيان ژن  

)  He et al., 2017با نتايج حاصل از مطالعه هي و همكاران ( 

  دارد.   مطابقت 

- ي د   ل ي ان   - ٢- بوات ل ي مت   - ٣- ي دروكس ي ه   - ٤آنزيم  

در بيوسنتز تركيبات ايزوپرنوئيدهاي  )  HDR(   دوكتاز ي ر سفات ف 

مي  ايفا  مهم  نقشي  .  ) Singh et al., 2017( كند  پلاستيدي 

مطالعه   در  آنزيم  اين  كدكننده  ژن  نسبي  بيان  ميزان  بررسي 

تيمار شده  هاي  برابري را در گياهچه   ٥/ ٨٩، افزايش بيان  حاضر 

هاي تيمار شاهد، نشان داد.  نسبت به گياهچه   S.indicaبا قارچ  

نشان داد كه افزايش    Artemisia annuaمطالعه اين ژن در گياه  

ژن   بيان  كاهش  ميزان    Hdrو  كاهش  و  افزايش  موجب 

گردد. در نظر گرفتن اين نكته  ) مي Artemisininآرتميسينين ( 

كه آرتميسينين مانند استويول تركيبي ايزوترپنوئيدي است و  

رابطه مستقيمي با افزايش ميزان توليد آن    Hdrافزايش بيان ژن  

توان چنين نتيجه گرفت كه  مي   ) Ma et al., 2017( داشته است  

هاي  وده آ در تغيير ميزان فر   Hdrافزايش يا كاهش در بيان ژن  

يا   استويول  در  تفاوت  از  نظر  (صرف  مسير  اين  با  مرتبط 

رود كه تيمار قارچي  مي   انتظار ؛ بنابراين  آرتميسينين) مؤثر باشد 

S.indica    ميزان افزايش  نهايت  در  و  ژن  اين  بيان  افزايش 

  داشته باشد.  همراه  به استويول در استويا را  

ايزوپنتيل  ( فسفات دي آنزيم  پيش ) GGDPSايزومراز  ماده  ، 

كند  ترپن را فراهم مي ي تركيبات با پايه دي عمومي براي همه 

 )Mirzaei et al., 2022; Singh et al., 2017 (  .  در مطالعه ما

در  )  Ggdps(   زومراز ي فسفات ا ي د ل ي زوپنت ي ا ميزان رونويسي ژن  

داري نسبت  طور معني ، به S. indicaگياهان تيمار شده با قارچ  

 ) افزايش  شاهد  بررسي  ٢٨/ ٨٧به  داد.  نشان    تأثير ) 

را نشان    Ggdpsجاسمونات در گياه توتون افزايش بيان ژن  متيل 

هاي كليدي در توليد سولانسول  داد. اين ژن در گياه يكي از ژن 

 )Solanesol است ساختار  سولانسول   . )  بدون  الكلي  ترپن 

شود.  و در پلاستيد توليد مي  MEPحلقوي است كه در مسير  

نشان داد    ) Yan et al., 2017يان وهمكاران (   نتايج تحقيقات 

متيل  تيمار  اعمال  به مقدار قابل كه  باعث  جاسمونات  توجهي 

. در  ) Yan et al., 2017( شود  مي   Ggdpsژن    بيان افزايش ميزان  

قارچ  نظر مي به   حاضر پژوهش   تيمار  از  استفاده  كه   .Sرسد 

indica   جاسمونات اثر اليسيتوري داشته و  همچون تيمار متيل

بيان ژن   افزايش  مهم در مسير  عنوان  به   Ggdpsموجب  ژني 

MEP   در پژوهش كمپبل و همكاران ( است.    شدهCampbell 

et al., 2016  ( ژن  بيش سيب   Ggdpsبيان  گياه  در  از  زميني 

توجهي در مقدار سولانسول شد  توتون كه موجب افزايش قابل 

ژني كليدي در    Ggdpsكند كه ژن اين فرضيه را پررنگ مي و 

است.   سولانسول  و  استويول  چون  تروپنوئيدهايي  بيوسنتز 

در    S. indicaدر اثر تيمار قارچ    Ggdpsميزان بيان نسبي ژن  

، در مقايسه با گياهان شاهد افزايش بيان نشان  حاضر پژوهش  

  ش ي باعث افزا   S. indicaقارچ    با   مار ي كه ت ن ي با توجه به ا   . داد 

استو   زان ي م  موثره  گ   ول ي ماده   Zare( شود  ي م   ا ي استو   اه ي در 

Hoseini et al., 2015 ( ،   اين  مي نتيجه گرفت كه  توان چنين 

هاي مسير و افزايش در  سو با افزايش بيان نسبي ژن قارچ هم 

راستا با  نيز را سبب گشته كه هم   رباديوزيد مقدار استويوزيد و  

و تحقيقات پيشين است. در مسير بيوسنتزي    حاضر   پژوهش 

دو ژن    UGT76Gو    UGT74G1هاي  ژن استويول گليكوزيد،  

در    . باشند مي   رباديوزيد   توليدكننده استويوزيد و   پاياني در مسير 

هاي مختلف مانيتول  غلظت   تأثير منظور بررسي  اي كه به مطالعه 

پاياني مسير    فرآورده هاي اين مسير و مقدار  بر تغييرات بيان ژن 

كه  بافت  كشت در   گرديد  مشخص  گرفت،  صورت  استويا 

به   ٣٠و    ٢٠غلظت   مانيتول،  ليتر  بر  بيان  گرم  افزايش  ترتيب 

را سبب شده است و    UGT74Gو    UGT76Gهاي  نسبي ژن 

  رباديوزيد همچنين مقدار استويول گليكوزيد در اين تيمار و  

تيمار   است    ٣٠در  داده  نشان  افزايش  مانيتول،  ليتر  در  گرم 

 )Ghaheri et al., 2019 (  . تر  گونه كه پيش طور كلي و همان به

ژن  شد  مسير  بيان  در  حاضر  پژوهش  كليه    MEPهاي  در 

ديگر    كنند، در مطالعات تركيبات با پايه ترپنوئيد نقش ايفاء مي 

ژن   جمله شش  از  و  ترپنوئيدي  مسير  در كل  بررسي    مورد 

جمله گياه ساير    در ،  حاضر   پژوهش  از   Soltani( زنيان    ان 

Howyzeh et al., 2018 (  پروانش ، )Soltani et al., 2022 (    و
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مورد ارزيابي    ) Samandari-Bahraseman et al., 2025( زيره  

در مطالعات مربوط به گياه استويا نيز تغيير    . قرار گرفته است 

ژن  مقدار  در  بر  مسير،  اين  و    فرآورده هاي  استويول  پاياني 

 Fallah et al., 2017; Ghaheri et( رباديوزيد مؤثر بوده است  

al., 2019 (  بر اين اساس و صرف نظر از نوع محرك يا تنش .

كار رفته، مشخص شده است كه در مسيرهاي آبشاري چون  به 

ژن   MEPمسير   از  يك  هر  بيان  در  در  تغيير  بالادستي،  هاي 

ژن  بيان  در  تغيير  موجب  پايين نهايت  و  هاي    فرآورده دست 

مي  مسير   ;Noormohammadi et al., 2023( گردد  پاياني 

Soltani et al., 2021; Soltani et al., 2020 (  بر اين اساس .

به  مي چنين  ژن    كه   رسد نظر  شش  در  مطالعه  مورد  افزايش 

 )Dxs  ،Cms  ،Mcs ،Hds  ،Hdr   وGgdps  در اثر اعمال تيمار (

تواند منجر به افزايش در ميزان استويول  ، مي S. indicaقارچي  

 Zare Hoseini etگردد كه با نتايج زراع حسيني و همكاران ( 

al., 2015 .نيز مطابقت دارد (  

  هاي ي گياهچه با ريشه   S. indicaطور كلي همزيستي قارچ  به 

مسير  در  ابتدايي  ژن  شش  نسبي  بيان  افزايش    MEP  استويا 

 )Dxs  ،Cms  ،Mcs  ،Hds  ،Hdr    وGgdps  را در مقايسه با تيمار (

رود افزايش بيان هر يك از    داشت. انتظار مي دنبال  به شاهد،  

  فرآورده هاي موجود در مسيرهاي بيوسنتز بر مقدار نهايي  ژن 

با توجه به افزايش در بيان هر شش  پاياني مسير، اثرگذار باشد،  

آبشاري   مسير  ابتدايي  گليكوزيد ژن  استويول،    ي بيوسنتزي 

و همزيستي    S. indica  رسد كه اعمال تيمار قارچي نظر مي به 

بر افزايش بيان نسبي  هاي استويا با قارچ، علاوه ريشه گياهچه 

در  ژن  افزايش  موجب  بتواند  نهايت  در  مطالعه  مورد  هاي 

  ) نيز گردد.  استويوزيد و رباديوزيد نهايي (   فرآورده 

  سپاسگزاري 

آزمايشگاه  همكاري  از  وسيله  اين  علوم    به  دانشگاه  مركزي 

كشاورزي و منابع طبيعي خوزستان در راستاي كمك به اجراي  

 گردد.  اين پژوهش، قدرداني مي 
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