
 1399/   1شماره   / 7 جلد / های ژنتیک گیاهیپژوهش

63 

در بیوسنتز  دخیل  GPPSو   HMGRهای بیان ژن برو عصاره مخمر   سالیسیلیک اسیدهای محرک تأثیر

 کشت سوسپانسیون سلولی    شرایط درگیاه دارویی چویل در  ها  ترپن
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 چکیده

بوده    ترپني  ترکيبات  از  که غني  است  ایران  بومي  با ارزش و  دارویي  گياهان  از(  Boiss  (Schlecht  )Ferulago angulata)  چویل

ساليسيليک های مختلف  غلظت  يرتأثدر این تحقيق،  . است  برخوردار  ایویژه   اهميت  به لحاظ داشتن خواص ضد ميکروبي ازو  

  HMGRها )های درگير در مسير بيوسنتز ترپنالگوی بيان ژنبر های سوسپانسيون سلولي چویل در کشتمخمر  عصاره و اسيد

های حاصل از ریزنمونه  کشت سوسپانسيون سلولي چویل با استفاده از کالوس.  مورد بررسي قرار گرفت برای اولين بار  (  GPPSو  

گرم بر ليتر( در مرحله رشد  ميلي  150و  100،  50 های)با غلظت  و عصاره مخمر يسيليکسالاسيد  هایمحرک و  انجام شد برگ 

 هایکشت   از  .نمونه سلولي تهيه گردید  ،پس از تيمارساعت    72و    48،  24و    فعال سوسپانسيون به محيط کشت اضافه گردید 

-Realبا استفاده از    GPPSو    HMGRهای  بررسي الگوی بياني ژن  .شد  استفاده  شاهد  عنوانبه  محرک  تيمار  اعمال  بدون  سلولي

time PCR    گرفت  قرار  تيمار  از   پس  زمانمدت   و  محرک  غلظت  و  نوع  يرتأث  تحت  داریمعني  طوربه   ژن  هر دو  بيان نشان داد که .

لي افزایش ميزان بيان  یافت، و  افزایش  شاهد  به  نسبت  بررسي  مورد  هایمحرک  با تيمار  GPPSو    HMGRهای  ژن   نسبي  بيان

  GPPS  هاین بيشترین بيان نسبي ژ  داری بيشتر از تيمار عصاره مخمر بود.طور معنيبه  ساليسيليک اسيدها در تيمار  ژن  نسبي این

بيشترین حال،   با این.  پس از تيمار بود ساعت 24  وگرم بر ليتر  ميلي  100با غلظت    ساليسيليک اسيدمربوط به تيمار   HMGRو  

مشاهده شد. نتایج این مطالعه  گرم بر ليتر عصاره مخمر  ميلي  150  ساعت پس از تيمار  72و    24های  ها در زمان ژناین  بيان نسبي  

 .قرار گيردگيری و استفاده گياه چویل مورد بهره  متابوليتر زمينه مهندسي تواند دمي

 Real-time PCR دارویي، محرک، گياه سلولي،کشت ترپنوئيدها، : کلیدی واژگان
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 مقدمه 

مقابله    منظور به هایي را  گياهان همواره مکانيسم   ،تکامل در طول  

اند.  کرده   کسب های زنده و غيرزنده  و سازگاری با انواع تنش 

پيچيده است که    ی قدر به ها  ها در بافت ماهيت سلول یا سلول 

فر  محيط،  از  محرکي  هر  مسير یند آ با  از  پيچيده  های  های 

یا   متقابل  اثرات  دارای  که  هستند سيگنالي    فعال   ،هماهنگ 

اند که  به نحوی تکامل یافته   د. این اثرات متقابل احتمالا ن شو مي 

ترین مسير زیستي قادر به  ترین و مناسب موجود زنده را با کم 

 . ( Vasconsuelo and Boland, 2007)   واکنش کنند 

زیستي و یا غيرزیستي    أ منش ترکيباتي با  ( Elicitors) ها  محرک 

القای پاسخ  های دفاعي باعث بيوسنتز و  هستند که از طریق 

متابوليت  مي انباشت  ثانویه  ) های  (.  Zhao et al., 2005شوند 

پلي محرک  شامل  زیستي  پروتئين های  ها،  ساکاریدها، 

ها، سلولز و  ها و یا قطعات دیواره سلول قارچ گليکوپروتئين 

باشد  ها )کيتين و گلوکان( مي ميکروارگانيسم و    پکتين گياهان 

 (Vasconsuelo and Boland, 2007 .)   ماهيت،    بر اساس 

منشأ  محرک  غيرزیستي  گروه    نداشته زیستي  های  دو  به  و 

مي  تقسيم  شيميایي  ترکيبات  و  فيزیکي    این   شوند. عوامل 

  به   هم   محرک - گياه   متقابل   تأثير   اساس   بر   توان مي   را   ترکيبات 

  نژادی   ویژه   های محرک   و   عمومي   های محرک   گروه   دو 

.  ( Vasconsuelo and Boland, 2007)   کرد   بندی طبقه 

و    غيرزیستي   و   زیستي   های محرک  تحریک    ی ساز فعال با 

ا پاسخ  ثانویه، باعث های دفاعي  بيوسنتزی    ز جمله مسيرهای 

و افزایش     زمان   کاهش   و   ثانویه   های متابوليت   تجمع   توليد 

سلول   محصولت این    بالی   غلظت   به   یابي دست  های  در 

  های مولکول (.  Zhao et al., 2005)   د ن شو مي گياهي  

  القای   به   منجر   پيام،  انتقال   های سيستم   از   برخي   در   رسان علامت 

  بيوسنتزی   های واکنش   که   شوند مي   ای ه ویژ   های ژن   فعاليت 

  این .  کنند مي   کاتاليز   را   دفاعي   ترکيبات   توليد   به   مربوط 

  برده   کار به   خارجي   طور به   وقتي   رسان،علامت   های مولکول 

  در   درگير   های ژن   بيان   تحریک   باعث   معين   روشي   با   نيز   شوند 

  (. Kozlowski et al., 1999)   شوند مي   گياه   دفاعي   های سيستم 

اسيد  مولکول    ساليسيليک  ایجاد    مؤثر یک  موجب  که  است 

  ير تأث شود.  های زنده و غيرزنده در گياهان مي تنش مقاومت به  

وابسته به غلظت، نوع گياه و مرحله نموی آن    ساليسيليک اسيد 

  عنوان به   ساليسيليک اسيد . کاربرد  ( Zare et al., 2014است ) 

گياه محرک     ميزان   توجه قابل افزایش    Panax ginseng  در 

ه  نشان داد (. Ali et al., 2007)   شت را به همراه دا  ها فلاونوئيد 

ميکرومولر    200  ير تأث که ميزان آنتوسيانين در هویج تحت  شده  

روز اول کاهش یافته ولي در طول    9در طول    ساليسيليک اسيد 

یافته است   21یک دوره زماني   افزایش   Sudha and)   روزه 

Ravishankar, 2003 .) 

مخمر  از    عصاره  سرویزیه  که  که  ساکاروميسس  مخمر 

 (Saccharomyces cerevisia مي تهيه  به (  یک  گردد  عنوان 

از    . ( Hakobyan et al., 2012)   شود زنده شناخته مي   محرک 

و   گياهان  در  تنش  ایجاد  شناخته شده عصاره مخمر،  اثرات 

های  آنزیم  فعاليت  که طوری . به باشد های آزاد مي وليد رادیکال ت 

 اثر  پراکسيداز در  و  کاتالز  دیسموتاز، سوپراکسيد  اکسيداني آنتي 

مختلف   های غلظت  با (  Glycine max)   سویا  های تيمار گياهچه 

افزایش   گياه  به  نسبت  داری معني  طور به  مخمر  عصاره  شاهد 

 (. Arastehfar et al., 2013است )  یافته 

علمي  نام  با  چویل    Ferulago angulata  ( Schlecht)   گياه 
Boiss    متعلق به خانوادهApiaceae   باشد. این جنس دارای  مي

ی آن در ایران  باشد که هفت گونه گونه در سراسر دنيا مي  35

  ایران   این گياه که بومي ایران و خاص منطقه غرب   . رویش دارد 

ارتفاع    ،است  به  پایا،  موسم  سانتي   50- 160گياهي  و  متر 

تا  گل  خرداد  آن   . ( Mozaferian, 1983)   است   يرماه ت دهي 

  و   ميکربي اه دارای خواص ضدعفوني کننده، ضد اسانس این گي 

دارای    دهنده ين تسک  همچنين  و  و    يرات تأث بوده  حفاظتي 

این، این گياه در درمان    بر علاوه باشد.  نگهدارنده مواد غذایي مي 

کرم بيماری  و  گوارشي  رود های  قرار  ه های  استفاده  مورد  ای 

(. همچنين  Taran et al., 2010; Alavi et al., 2019گيرد ) مي 

علت عطر خوشایند، قابليت استفاده در صنایع عطرسازی را  به 

گل  از  و  برگ داراست  و  شده  باز  برای  های  آن  جوان  های 

شود.  طعم کردن دوغ، ماست و کره استفاده مي بو و خوش خوش 

لبني    صورت به که از دیرباز    ی طور به  به مواد  با افزودن  سنتي 

از فاسد شدن آن    روغن، با ایجاد طعم بسيار مطبوع،  خصوص به 
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گوشت برای مدتي آن   ی ل لبه جلوگيری و با قرار دادن آن در 

  خوراک خوش اما علوفه آن برای دام  ؛  اند کرده را نگهداری مي 

ترپن   نيست.  حاوی  چویل  گياه  مي اسانس  متنوع  باشد  های 

 (Golfakhrabadi et al., 2015 .) 

  شامل   را   گياهان   در   ثانویه   متابوليت   گروه   ین تر بزرگ   ها ترپن 

  ،غشاء   ساختار   در   را   مهمي   نقش   ترکيبات   این   . شوند مي 

  ،نوری   حفاظت   و   نوری   بازدارندگي   اکسایشي،  های واکنش 

حفاظت گياهان در برابر  و همچنين   گياهان  نمو   و   رشد   تنظيم 

.  کنند مي   ایفا   ن افشا ها و جلب حشرات گرده آفات و بيماری 

  های فعاليت   شامل   ها ترپن   فرد منحصربه   های ویژگي 

  است   ضدباکتریایي   و   ضدقارچي   ضدویروسي،  کشي،حشره 

 (Wasternack and Parthier, 1997 .)   گروه  مونوترپن ها 

،  لپه تک های گياهان  ها هستند که از سلول بزرگي از ترپنوئيد 

های  شوند و مثل همه ترپن ها ترشح مي ها و جلبک دولپه، قارچ 

ایزوپنتنيل  از  آن  (  IPP)   فسفات دی دیگر  ایزومر  و 

مي   ( DMAPP)   فسفات دی آليل متيل دی    گيرند منشأ 

 (Holopainen and Gershenzon, 2010 .)   اجزای   از   ها مونوترپن  

  ضدميکروبي،  خواص   دارای   که   باشند مي   اسانس   اصلي 

  بر علاوه   ها ترپنوئيد تری .  باشند مي   توموری آنتي   و   اکسيداني آنتي 

  بهداشتي   و   یشي آرا   لوازم   توليد   در   داروسازی   در   زیاد   اهميت 

  غذایي   رژیم   در   ضدسرطاني،  خواص   خاطر به   و   روند مي   کار   به 

 (. Irmler et al., 2000)   دارند   بالیي   اهميت   دام   و   انسان 

مسير   گياهان،  -MEP   (2-C-methyl-D-erythritol-4در 

phosphate ها و مسير  ( در پلاستيدMVM   (Mevalonic acid  )

بيوسنتز  ول ز سيتو  در  مي ترپن  مسئول   توليد  که  باشند ها 

(  IDPفسفات ) دی ایزوپنتيل  ها یعني های عمومي ترپن ماده پيش 

 Rohmer etکنند ) ( مي DMADPفسفات ) دی آليل متيل و دی 

al., 2003 .) 

 

 

 (. Aharoni et al., 2006)   ترتيب در سيتوزول و پلاستيد به   MEPو مسير    MVAمسير    های گياهي شامل ها در سلول مسير بيوسنتزی ترپن   - 1شکل  
Figure 1. The biosynthesis pathway of terpenes in plant cells, including the MVA pathway and the MEP pathway in the 

cytosol and plastid, respectively (Aharoni et al., 2006) . 
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- 3به    Aکوآنزیم   شدن استيل تلفيق وسيلهبه   MVAمسير  

کوآنزیم   متيل-3-يدروکسيه  آنزیم توسط  Aگلوتاریل 

HMGR  (glutaryl-coenzyme A reductase  3-hydroxy-

3-methyl-صورت مي )( پذیردAharoni et al., 2006)  .  در

ماده    ،A  هيدروکسي متيل گلوتاریل کوآنزیم- 3گياهان آنزیم  

و  -3 متيل  کوآنزیم  -3هيدروکسي  گلوتاریل   Aمتيل 

(HMGRمولکول دو  از  استفاده  با  را   )  NADPH    به

مي تبدیل  اسيد  حد )  کندموالونيک  اولين  اسيد  موالونيک 

 مسير  .(باشدمي   MVA  سط اختصاصي مسير بيوسنتزیوا

MEP     5دئوکسي زیلولوز  -1کلروپلاستي با عمل آنزیم-

ميسفات ف آغاز  ماده  سنتاز  آنزیم  این  دئوکسي  - 1گردد. 

( را با یک واکنش تراکمي بين DXPفسفات )–5زیلولوز  

کند  وات، سنتز ميوساز گليسرآلدئيد فسفات و پيردو پيش 

(Rohmer, 2003آنزیم بعدی که با عمل بر روی .)  DXP  

 کند، آنزیم( مي MEPفسفات )–4  متيل اریتریتول-c-2توليد  

DXP    مسير در  آنزیم  آخرین  که  است  ایزومراز  ردوکتاز 

توليد  .  باشدمي   MEPتوليد   از  مرحله    MEPپس  چند 

دی پياپي  توليدگآنزیمي  تا  دارد IPP ر    ( 1)شکل   وجود 

(Aharoni et al., 2006 .) 

های ترین ژن ( یکي از مهمGPPS)  سنتازفسفاتژرانيل دی

ترپن  بيوسنتزی  آنزیم مسير  ژن،  این  محصول  است.  ها 

است که منجر به اتصال دو مولکول   سنتازفسفاتژرانيل دی 

ایزوپنتيل  DMAPPفسفات )متيل آليل دیکربنه دی  5 ( و 

  شود و ژرانيل دی فسفات مي( به یکدیگر IPPفسفات )دی

(GPP) 10  تشکيل مي را  پيشکربنه  که  ترپن دهند  ها ساز 

 . (Tholl, 2006)  (1 شکل) است

 حال در هایسلول از تعليقي سلولي، سوسپانسيون کشت

 در و کشت مایع محيط در که باشدمي سریع تقسيم رشد و 

از   هایورزیدست  به پاسخ   پذیریانعطافآزمایشگاهي 

 اغلب سلولي سوسپانسيون  هایکشت برخوردارند.  بيشتری

و هایتوده از مخلوطي  از  منفرد هایسلول  نيز سلولي 

 نسل  چندین از طریق  این وجود اند. با شده تشکيل  پراکنده

تعليق یک توانمي گزینش  از متشکل سلولي کشت 

 نگهداری و ایجاد را سلولي کوچک هایتوده و  هاسلول تک

سلولي،    (.Farjaminezhad et al., 2014)کرد   کشت  در 

ریخت و  غلظت  يلهوسبهزایي  رشد  و  های  نوع 

برهمکنش   گياهي رشد هایکنندهتنظيم کنترل    هاآنو 

طور مستقيم روی چرخه سلولي اثر  ها به شود. سيتوکينينمي

های دخيل در تشکيل و  گذاشته و در تنظيم توليد پروتئين 

ها نيز از طریق  های دوک نقش دارند. اکسين عملکرد رشته

انبساط  رونویسي  افزایش  تحریک  و  سلول  دیواره  پذیری 

mRNAلول، در  های درگير با رشد سهای رمزکننده پروتئين

 (.  Richard et al., 2002گذارند )چرخه سلولي تأثير مي

باشد  گياه چویل غني از ترکيبات ترپني مي  کهاین   به  با توجه

  انواع   توليد  در  کليدی  ژن  دو  GPPSو    HMGRهای  و ژن 

مي  متنوعي ترپني  ترکيبات   هایمحرک  يرتأثلذا    ؛دنباش از 

اسيد کشت    ساليسيليک  شرایط  در  مخمر  عصاره  و 

چو گياه  سلولي  بيان    بر  ل یسوسپانسيون    ی هاژنميزان 

 . مذکور مورد بررسي قرار گرفت

 ها مواد روش 

، 42̋  جغرافيایي  طول از ارتفاعات دنا )  F. angulataبذور  

´41، 51º  ،30 ،40´،  49̋  جغرافيایي  عرض  شرقيº  و    شمالي

با توجه به وجود    آوری شد.جمعمتر از دریا(    2843ارتفاع  

آوردن    دستبهخواب فيزیولوژیک بذر در این گياه، برای  

شيشه گياهچه  درون  درون  های  کشت  و  جداسازی  از  ای 

شد. شيشه  استفاده  جنين  کالوس،  منظوربه   ای   توليد 

های حاصل از های برگ، ساقه و ریشه از گياهچه ریزنمونه

 MS  (Murashigeکشت جنين، تهيه و روی محيط کشت  

and Skoog, 1962  بر ليتر  گرمميلي  5/0( حاوی  BAP    2و  

  (. Alavi et al., 2019گردید ) کشت  NAAگرم بر ليتر  ميلي

کالوس محيط کشت سوسپانسيون سلولي،  تهيه  های برای 

شد کشت  توليد  محيط  به  های  غلظتحاوی  مایع    MSه 

 هایکنندهتنظيم گرم بر ليتر( ازميلي  2و    1،  5/0،  0مختلف )

NAA    وBAP  ،  دور   150انکوباتور با    شيکر  رویانتقال و

دمای   در  دقيقه  سانتي  25در  شدندگراد  درجه  . نگهداری 

  انجام   باریک  روز  14هر    ها سلول   (Subculture)  زیرکشت

 گردید. 
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کشت سوسپانسيون،   ها دربررسي ميزان رشد سلول   منظوربه 

شاخص    SCVو    PCV  (Packed Cell Volume)  هایاز 

(Settled Cell Volume)    .شد منحني  استفاده  رسم  برای 

روز   سه  هر  سلولي،  سلولي    بار یکرشد  سوسپانسيون  از 

شاخصنمونه  و  انجام    SCVو    PCV  هایبرداری 

 هایمحرکگيری شد. پس از استقرار و تکثير سلولي،  اندازه

مخمر  يسيليکسالاسيد   عصاره  در )  و  هرکدام 

گرم بر ليتر( در مرحله رشد  ميلي  150و    100،  50هایغلظت 

که  نمایي  رشد  مرحله  )اواخر  سلولي  سوسپانسيون  فعال 

حداکثر   سلولي  جداگانهص به   (بودتراکم  محيط   ورت  به 

های سلولي بدون اعمال تيمار  از کشت   .کشت اضافه گردید

نمونه سلولي  استفاده شد.  شاهد    عنوانبه محرک   برداشت 

 عنوان به)پس از تيمار  ساعت    72و    48،  24  هایدر زمان 

از    RNAاستخراج    .انجام گرفتعامل دوم مورد بررسي(  

گابریل    چویل  سلولي  هایکشت  و  وانگ  روش  طبق 

(Wang and Ghabrial, 2002 )  گرفت   منظور به .  انجام 

به   احتمالي  آلودگي  آنزیم    DNAحذف    DNase Iاز 

شد استفاده  کيت    cDNA  سنتزجهت    .)سيناکلون(  از 

cDNA Synthesis Kit YT4500 پروتکل طبق  شرکت   ، 

 استفاده شد.  سازنده

، يدهاترپنوئ  يوسنتزدر ب  يردرگ  یهاژن   يانب  يبررس  منظوربه 

و ژن    GPPS  ،HMGRهای  آغازگرهای اختصاصي برای ژن

در سوئيس  Microsynth AGاز شرکت  GAPDHدار خانه 

(www.microsynth.ch )  واکنش    . (1)جدول  شدند    يهته

Real-time RT-PCR    دستگاه از  استفاده  مدل   Bioradبا 

c1000 touch    و کيتRealQ Plus 2x Master Mix Green  

دستورالعمل بر اساس    )تهيه شده از شرکت کهن ژن کوثر(

. سپس با  (3و جدول    2)جدول   انجام شد  شرکت سازنده

فرمول از  ژن   CtΔΔ-2  استفاده  نسبي  بيان  محاسبه ميزان  ها 

   (.Livak and Schmittgen, 2001) گردید

 

 در کشت سوسپانسيون سلولي چویل  توالي آغازگرهای استفاده شده در بررسي بيان ژن -1جدول 

Table 1. Sequence of primers used for gene expression analysis in cell suspension culture of F. angulata 
 ژن 

Gene 

 نام آغازگر 

Primer Name 

 توالي آغازگر 

Primer Sequences 

 دمای ذوب 

°C TM 

GPPS 
GPPS-F 5'-ACCCAAATCGGTCCGTGATGGT-3' 64.2 
GPPS-R 5'-GCAAGCAAGCTAACGACCTCTGT-3' 64.6 

HMGR HMGR-F 5'-CTTCCATAGAGGTTGGCACAGTTG-3' 65.2 
HMGR-R 5'-GAGCGTTTGAGCCTGGTGATTC-3' 64.2 

GAPDH 
GAPDH-F 5'-GTTGACTTGACTGTGAGACTTGAG-3' 63.6 
GAPDH-R 5-'CCTTGAGGTTGCCTTCGGATTC-3' 64.2 

 

 ها برای تکثير ژن Real-time PCRترکيبات مورد استفاده در واکنش  -2جدول 
Table 2. Compounds used in real-time PCR reaction for gene amplification 

 ترکيبات 
Component 

 (μLحجم )

Volume (μL) 

 غلظت نهایي 

Final concentration 
RealQ Plus 2x Master Mix Green 12.5 1X 

cDNA 2 100 ng/μL 
(µM 10 )Forward Primer   

 µM 0.2 0.5 آغازگر رفت 

(µM 10 )Reverse Primer   
 آغازگر برگشت 

0.5 0.2 µM 

 PCR آب مخصوص
 PCR-grade H2O 

9.5 - 

 حجم نهایي 

Total volume   
25  
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 برای تکثير   Real-time PCRچرخه حرارتي استفاده شده در واکنش  -3جدول 
Table 3.Thermal cycle used in real-time PCR reaction for amplification 

 مرحله واکنش 

Reaction stage 

 تعداد چرخه 

Number of cycles 

 (°Cدما )
Temperature (°C) 

 زمان

Time 
 سازی اوليهواسرشت

Initial Denaturation 
1 94°C 7 min 

 سازی واسرشت

 Denaturation 
40 94°C 30 s 

 اتصال

 Annealing 
40 57°C 30 s 

 بسط

 Extention 
40 72°C 30 s 

 

پایه فاکتوریل    صورت به   آزمایش  با    بر  تصادفي  کاملاا  طرح 

شامل    7)در  محرک    غلظت فاکتورهای   اسيد    3سطح  غلظت 

  گيری و زمان نمونه غلظت عصاره مخمر و شاهد(    3،  يسيليک سال 

واکنش  در   ،این   بر علاوه با سه تکرار انجام گرفت. سطح(  3)در  

Real-time RT-PCR    زیستي و سه تکرار    سه تکرار تکنيکي از  

 SAS  افزار نرم استفاده از    ها با تجزیه و تحليل داده   شد. نيز استفاده  

رسم    Excel 2010  و نمودارها با استفاده از   گرفت   صورت   9.1

درصد با    5ها در سطح احتمال  مقایسه ميانگين همچنين  گردید.  

 ای دانکن انجام شد. دامنه استفاده از آزمون چند 

 و بحث   نتایج 

از    در این  ليتر  ميلي   2حاوی    MSمحيط کشت  تحقيق  گرم بر 

NAA    گرم بر ليتر  ميلي   0/ 5به همراهBAP   زایي و  برای کالوس

استفاده شد.    ( F. angulataچویل ) برگ    از ریزنمونه توليد کالوس  

دست به  سلولي منظور  سوسپانسيون  به  چویل   یابي  ،  گياه 

ها، تردتر و  هایي که از لحاظ ظاهری نسبت به بقيه کالوس کالوس 

شدند   رنگ يری ش  انتخاب  کشت    . بودند،  استقرار  برای 

کالوس  از  سلولي  از  های  سوسپانسيون  برگ    ریزنمونه حاصل 

ها  رشد و تکثير سلول بر اساس ارزیابي بصری،  .  استفاده گردید 

مراه  ه به   NAAگرم بر ليتر  ميلي   2حاوی    MSچویل در محيط  

بنابراین، از  ؛  بود بيشتر از بقيه تيمارها    BAPگرم بر ليتر  ميلي   0/ 5

های سلولي چویل جهت اعمال  این محيط کشت برای تکثير کشت 

گردید.  استفاده  کشت    منحني   2شکل    محرک  در  سلولي  رشد 

 دهد. در این محيط کشت را نشان مي سوسپانسيون سلولي  

  از   استفاده   با   شده   استخراج   RNA  کميت   و   کيفي   ارزیابي   

  که   داد   نشان   نانودراپ   و   درصد   یک   آگارز   ژل   الکتروفورز 

RNA بودند.   برخوردار   خوبي   کيفيت   از   شده   استخراج   های  

  و   آلودگي   وجود   عدم   خردشدگي،  بدون   های RNA  که طوری به 

 . ( 3گردید )شکل    مشاهده   5Sو    28S  ،18Sباندهای  

کليدی    و   ژن تنظيمي   دو بر الگوی بيان    ک محر   دو   بررسي اثر   نتایج 

از  گياه چویل  سوسپانسيون سلولي  ها در  در بيوسنتز ترپن   مؤثر 

  HMGRهای  ژن نسبي    داد که بيان نشان    Real-time PCR  طریق 

نوع و غلظت محرک و    ير تأث داری تحت  طور معني به   GPPSو  

ها قرار گرفته است  پس از تيمار و اثر متقابل بين آن   زمان مدت 

نشان داد که    GPPSالگوی بيان نسبي ژن    مقایسه (.  4)جدول  

بررسي  رونوشت  مورد  محرک  تيمارهای  کليه  در  ژن  این  های 

 (. 4نسبت به شاهد افزایش یافته است )شکل  

  GPPS ژن  نسبي  ساليسيليک اسيد بر بيان   ير تأث مقایسه ميانگين  

های مختلف بر  نشان داد که سطوح مختلف این محرک در زمان 

طور که در  اند. همان داری داشته بيان نسبي ژن اثر مثبت و معني 

مي   4شکل   کشت مشاهده  در  ژن  این  بيان  الگوی  های  شود 

  زمان مدت سلولي گياه دارویي چویل بسته به غلظت محرک و 

اعم  از  بيا ا پس  بيشترین  بود.  تيمار متفاوت  این ژن    نسبي   ن ل 

  24در ساليسيليک اسيد گرم بر ليتر ميلي  100مربوط به غلظت  

داری بيشتر از بقيه  طور معني ساعت پس از اعمال تيمار بود که به 

ساعت پس    48  و   تيمارها بود. در این غلظت ساليسيليک اسيد 

ساعت    24از اعمال تيمار، ميزان بيان نسبي این ژن نسبت به  

از اعمال محرک،   50در غلظت    ،برعکس کاهش یافت.    پس 

گرم بر ليتر ساليسيليک اسيد، بيشترین بيان نسبي این ژن  ميلي 

   شد.  ساعت بعد از تيمار با محرک مشاهده   72مربوط به  
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  5/0و  NAAليتر هورمون  گرم برميلي 2حاوی  MSمنحني رشد سوسپانسيون سلولي گياه چویل در محيط کشت  -2شکل 
 BAPگرم بر ليتر هورمون ميلي

Figure 2. Cell suspension growth curve of the F. angulata in MS culture medium containing 2 mg/L of NAA 
hormone and 0.5 mg/L BAP hormone 

 

 
 یک درصد آگارز ژل الکتروفورز طریق از استخراج شده از سوسپانسيون سلولي گياه چویل RNA کيفيت ارزیابي  -3 شکل

Figure 3. Evaluation of the RNA quality extracted from the cell suspension of the F. angulata using 1% agarose 
gel electrophoresis 

 

 

 مخمر عصارهو  ساليسيليک اسيد تيمار تحت GPPSو   HMGRهای تجزیه واریانس بيان ژن -4 جدول
Table 4. Analysis of variance of HMGR and GPPS expression under salicylic acid and yeast extract treatments 

 ميانگين مربعات 
Mean squares 

 درجه آزادی 
df 

 منابع تغييرات 
Source of variations 

HMGR GPPS 

**4586.7000 **7844.0999 20 
 تيمار

Treatment 

**53575.8379 **25193.9187 6 
 محرک

Elicitor 

**1456.76.28 **957.1372 2 
 زمان

Time 

**408.4688 **317.0177 12 
 محرک × زمان

Time × Elicitor 

0.359 5.9016 42 
 خطا

Error 

0.9272 5.0694 
(%)  راتييتغ بیضر  

CV (%) 
 درصد  1دار در سطح احتمال معني :**

probability level %: Significant at 1** 
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  GPPSگرم بر ليتر نيز بيشترین بيان نسبي ژن  ميلي   150در غلظت  

  48  و در آمد    دست به ساعت پس از تيمار با محرک    24مربوط به  

ساعت پس از اعمال    24ساعت پس از اعمال تيمار، نسبت به  

ساعت پس از اعمال محرک، دوباره    72محرک کاهش یافت و در  

ساليسيليک  داری افزایش یافت. در تيمار با محرک  طور معني به 

گرم بر  ميلي   50ژن مربوط به تيمار    نسبي   کمترین ميزان بيان   اسيد 

با   48  و   ليتر  تيمار  از  پس  تيمار  بود   محرک   ساعت  در   .100  

و    48داری بين  اختلاف معني   ساليسيليک اسيد گرم بر ليتر از  ميلي 

 (. 4شکل  نداشت )   وجود ساعت پس از اعمال تيمار    72

ژن  به  نسبي  بيان  ميزان  افزایش  تيمار    GPPSطورکلي  در 

داری بيشتر از تيمار عصاره مخمر  طور معني ساليسيليک اسيد به 

شود در  مشاهده مي   4طور که در شکل  (. همان 5بود )جدول  

کشت سلولي چویل تيمار شده با عصاره مخمر بيشترین ميزان  

  72و    24های  گرم بر ليتر در زمان ميلي   150بيان ژن در غلظت  

 . ساعت پس از تيمار مشاهده شد 

  HMGR  ژن   نسبي   بيان   بر   ساليسيليک اسيد   تيمار   ير تأث ارزیابي    

غلظت    نشان  به  متعلق  ژن  این  بيان  سطح  بيشترین    100داد 

در  ميلي  ليتر  بر  محرک    24گرم  اعمال  از  پس    150و  ساعت 

که از    بود ساعت پس از اعمال محرک    72گرم بر ليتر در  ميلي 

معني  تفاوت  آماری  ب لحاظ  نداشتند داری  هم  به   ا  طور  ولي 

در همه سطوح    بودند. داری بيشتر از سطوح دیگر تيماری  معني 

ساعت بعد از اعمال تيمار نسبت   48اسيد در  يسيليک سال غلظت 

ن  ا ساعت بيان کمتری نشان داد، ولي تغييرات ميزان بي   72و    24به  

بسته به غلظت محرک متفاوت  ساعت پس از تيمار    72و    24در  

و   اسيد  ساليسيليک  بين غلظت  متقابل  اثر  دهنده  نشان  که  بود 

 (. 5پس از تيمار است )شکل    زمان مدت 

 

 

 
 

ساليسيليک  های در کشت سوسپانسيون سلولي گياه دارویي چویل در پاسخ به محرک  GPPS ژنبيان نسبي الگوی  -4شکل 

   نسبت به شاهد و عصاره مخمر اسيد

Figure 4. Relative expression pattern of GPPS gene in cell suspension culture of F. angulata in response to 

salicylic acid and yeast extract elicitors 

 . باشد مي درصد    5  احتمال   سطح   در   دانکن   ای چنددامنه   آزمون   بر اساس   دار معني   اختلاف   دهنده   نشان   متفاوت   حروف 

Different letters indicating the significant differences according to Duncan's multiple range tests at 5% 
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 های ساليسيليک اسيد و عصاره مخمربين محرک HMRGو  GPPS هایژن های متعامد ميانگين بيان نسبي  مقایسه -5جدول 
Table 5. Orthogonal contrast comparison of relative expression of GPPS and HMGR genes between salicylic 

acid and yeast extract elicitors 

 GPPSژن نسبي  يان ب
Relative expression of GPPS 

 HMRGژن نسبي بيان 
Relative expression of HMRG 

 نوع محرک

 Elicitor types 

 (SA)  ساليسيليک اسيد 146.0541 101.6905

Salicylic acid (SA) 

9.7913 4.3848 
 (YE)  عصاره مخمر

Yeast extract (YE) 

7727.65** 16947.05** 
 YEدر برابر  SAمقایسه متعامد ميانگين مربعات 

Mean of squares of orthogonal contrast 
 درصد  1دار در سطح احتمال معني :**

**: Significant at 1% probability level 

 

 
  ساليسيليک اسيدهای در کشت سوسپانسيون سلولي گياه دارویي چویل در پاسخ به محرک HMGR  ژنبياني الگوی  -5شکل 

   نسبت به شاهد و عصاره مخمر
Figure 5. Relative expression pattern of HMGR gene in cell suspension culture of F. angulata in response to 

salicylic acid and yeast extract elicitors  
 باشد.مي  5%  احتمال  سطح  در دانکن یاچنددامنه  آزمون بر اساس دارمعني  اختلاف دهنده نشان متفاوت حروف

Different letters indicating the significant differences according to Duncan's multiple range tests at 5% 

 

های مختلف پس  مخمر در زمان   عصاره   ير تأث   ميانگين   مقایسه 

تيمار  اعمال  نشان   HMGR  ژن   نسبي   بيان   بر   از  که    داد   نيز 

گرم بر ليتر  ميلي   150متعلق به غلظت    ژن   نسبي   بيشترین بيان 

محرک    72و    24در   اعمال  از  پس  تفاوت    بود ساعت  که 

داری بيشتر از بقيه  طور معني ولي به   ند داری با هم نداشت معني 

بود  بيان ند تيمارها  ميزان  کمترین  غلظت    نسبي   .  در    50ژن 

ليتر و  ميلي  بر  تيمار محرک مشاهده    48گرم  از  ساعت پس 

ساعت پس از اعمال    48  در   HMGR  طورکلي ژن به گردید.  
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و همکاران   علوی مهریان ...بیان  برسالیسیلیک اسید و عصاره مخمر های  تاثیر محرک  

ژن    نسبي   ساعت پس از اعمال بيان   72و    24تيمار نسبت به  

مخمر باعث افزایش    کمتری داشته، ولي افزایش غلظت عصاره 

 (. 5بيان این ژن شد )شکل  

قبيل   عوامل  از  گياه    ژنوتيپ  متعددی  فيزیولوژیک  شرایط  و 

نوع  ریزنمونه  نوع  ،مادری  غلظت   و    رشد  ای کننده يم تنظ  و 

  مؤثر   اى شيشه ون  در  کشت   ها در سلول  نمو  و  رشد   گياهي در 

در مطالعه  (.  Alavi et al., 2019; Zare et al., 2009)   هستند 

کشت  نيز  از حاضر  حاصل  سلولي  سوسپانسيون    های 

برگي کالوس  داشتند.   چویل   های  بالتری  تکثير  و    رشد 

استقرار و  زایي و  کالوس   قابليت نوع ریزنمونه    عبارت دیگر به 

تحت    سلولي   سوسپانسيون   رشد  عبارت  به   . داد قرار    ير تأث را 

سطح    NAAدیگر،   و  ميلي   2در  سطح    BAPگرم    0/ 5در 

  مؤثر   سلولي   سوسپانسيون   ایجاد کشت نظور  م به   گرم بر ليتر ميلي 

کالوس سيتوکينين   بود.  برای  ناچيز  مقدار  به  و  ها  زایي 

 از   در بسياری  که طوری به باشند  مي   مؤثر   سوسپانسيون سلولي 

سيتوکينين توصيه    پایين غلظت  مقادیر  از  استفاده  دیگر  های ه گون 

  ين همچن   (. Ozgen et al., 1998; Zare et al., 2009شده است ) 

از معيارهای    SCVو    PCVهای  نشان داده شده که شاخص 

اندازه  برای  مناسب  و  سلولي  سریع  تکثير  و  رشد  در  گيری 

بسيار  دار و  معني همبستگي  بوده و  کشت سوسپانسيون سلولي  

  گزارش شده است تراکم سلولي    ها و بين این شاخص ي  ی بال 

 (Farjaminezhad et al., 2013  .) 

ژن  ارزیابي   دو  اسيد   در   کليدی بيان  موالونيک    مسير 

 (TpHMGR    وTpGAS  از استفاده  با   )Real-time PCR    در

بابونه کبير نشان داد که ميزان  گياه دارویي  های  گل   و های  برگ 

تواند تحت تأثير مرحله رشدی و ژنوتيپ  ها مي بيان این ژن 

 ( بيان ژن  Majdi et al., 2014تغيير کند  (. در تحقيقي دیگر 

  RT-PCR  در سطح رونوشت از طریق   سنتاز فسفات دی ژرانيل  

بافت نيمه  در  سياه کمي  دارویي  گياه  مختلف  مورد  های  دانه 

ژرانيل   ژن  بيان  که  شد  گزارش  و  گرفته  قرار  بررسي 

داری  طور معني ( در ساقه و برگ به GPPS)   سنتاز فسفات دی 

 ,.Shamsi-Fard et alباشد ) بيشتر از ریشه، کپسول و بذر مي 

در مطالعه حاضر در سوسپانسيون سلولي گياه دارویي    (. 2014

ها افزایش  محرک   ير تأث تحت    GPPSو    HMRGچویل، بيان ژن  

اسيد منجر    يسيليک سال طورکلي در این مطالعه تيمار  یافت. به 

گردید   مخمر  عصاره  به  نسبت  بيشتری  بيان  افزایش  به 

تواند گویای نقش این مولکول  ( که این مي 5و    4های  )شکل 

های درگير در بيوسنتز  محرکي در القای بيان ژن   عنوان به زیستي  

ترپنوئيدها در گياه دارویي چویل    ژه وی ه های ثانویه ب متابوليت 

فن   يسيليک سال   يد اس اعمال  باشد.   کشت    آلنين يل و  در 

نسبت    H3Cژن    يان ب   دار ي معن   یش کنجد باعث افزا   يون سوسپانس 

در پژوهشي    (. Amanelahy et al., 2017به شاهد شده است ) 

  که در مورد چگونگي عمل برخي از ترکيبات از جمله اسيد 

  زا يماری ب ساليسيليک در القای مقاومت و توقف رشد عوامل  

  با افزایش   زمان هم نشان داده شد که  ،  ه در گياهان صورت گرفت 

و    ( Systemic Acquired Resistance)   ( SAR)   اکتسابي   دفاع 

یجاد  ا ساليسيليک    که در اثر تيمار اسيد )   PR  های ين پروتئ توليد  

ساپونين    ( شود مي  توليد  ترکيبات  به افزایش  از  یکي  عنوان 

مي  القا  آلودگي  محل  در  تنها  با    زمان هم  . شود ضدميکروبي، 

ساپونين در محل آلودگي آسيب کمتری به    مؤثر القای سریع و  

جلوگيری   گياه  در  آلودگي  گسترش  از  و  شده  وارد  گياه 

مي مي  افزایش  گياه  عمر  طول  نتيجه  در  و    یابد گردد 

 (Hammerschmidt, 1999  .) ساليسيليک    استفاده از تيمار اسيد

دهد با  های دفاعي را افزایش مي های درگير در مسير بيان ژن 

ترکيبات ضدميکروبي    ها احتمالاتوجه به افزایش بيان این ژن 

ساپونين آن  جمله  از  افزایش  ها   Malamy and)   یابد مي ها 

Klessig, 1992  .)  این تحقيق نيز نشان آمده در    دست به نتایج  

در کشت    ها ترپن های درگير در بيوسنتز  دهنده افزایش بيان ژن 

  معمولابا توجه به اینکه    . باشد مي سوسپانسيون سلولي چویل  

بيان   با ميزان  های مورد مطالعه  ژن ميزان  در سطح رونوشت 

 ,Malamy and Klessig)   متابوليت مربوطه ارتباط مستقيم دارد 

1992; Hammerschmidt, 1999 )    که مواردی  در  بنابراین 

آوردن و جداسازی یک ترکيب خاص باشد    دست به هدف  

ساليسيليک در زمان    توان با استفاده از تيمارهایي مانند اسيد مي 

در پژوهشي    .آورد   دست به بيشترین مقدار از ترکيب را    ،مناسب 

در مورد    ( Elyasi et al., 2015)   که توسط الياسي و همکاران 

  ،سنتاز فسفات دی   ژرانيل   سنتاز،مونوترپن   های ژن   کمي نيمه   بيان 

اسکوآلن   سنتاز   بتاآميرین  دانه  سياه   های برگ   در   اپوکسيداز   و 
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نتایج    ساليسيليک   اسيد   با   شده   تيمار    دهنده   نشان انجام شد، 

همچنين  .  بود   ساليسيليک   به اسيد   پاسخ   در   ها ژن   این   القای بيان 

گياه   ) در  بين   ( Artemisia annuaدرمنه خزری  مثبتي  رابطه 

ماده آرتميزینين  عنوان پيش هيدروآرتميزینيک اسيد به ميزان دی 

گزارش شده است    CYP71AV1  و   ADS  ی ها و ميزان بيان ژن 

 (al., 2010  Arsenault et )  .  الگوی روی  تحقيقي  در 

  در ها  پروپن ها و فنيل بيوشيميایي و مولکولي در بيوسنتز ترپن 

ترپن  سنتز  در  متفاوتي  قابليت  که  ریحان  رقم  داشتند  سه  ها 

(  R-linaloolطور عمده لينالول ) که در رقمي که به   گزارش شد 

لينالول سنتاز )   کند توليد مي   R-linaloolميزان رونوشت ژن 

synthase حال، نشان داده شد که  ( خيلي بيشتر بود. در عين

ژرانيل  نسبي  فعاليت  فارنسيل    سنتاز فسفات دی ميزان  و 

مونوترپن فسفات دی  کلي  نسبت  با  به  سنتاز  ها 

  (. Ijima et al., 2004های گياه در ارتباط است ) ترپن سزکویي 

منتول  آنزیم  فعاليت  گونه بررسي  در   Mentha  دهيدروژناز 

Piperita   دهيدروژناز تحت  نشان داد که فعاليت آنزیم منتول

اسيد   به تيمار  معني ساليسيليک  داد  طور  نشان  افزایش  داری 

 Durnerداری با شاهد داشت ) طوری که تفاوت بسيار معني به 

et al., 1997 .)   

 سایر  ها و مختلف، ویتامين  های آمينواسيد  از  غني  مخمر، عصاره 

متابوليت  و  رشد  کننده یک تحر  های ترکيب  ثانویه   های توليد 

مي  باشد مي  آمينواسيد  ترکيبي  صورت به  تواند و  مورد از   ها 

کاربرد  نسبت  زیادی  مزایای  که  گيرد  قرار  استفاده   یک  به 

بنابراین،  ؛  ( Hakobyan et al., 2012)   دارد  یي تنها به  آمينواسيد 

 نسبتاا مقادیر  هایي با کشت  محيط  در  ها را بافت  رشد  تواند مي 

 گياهان  بر  آن  دقيق تأثير   اما  دهد، افزایش  نيتروژن  یا  ویتامين  کم 

 های محرک  (. Wu and Shi, 2008)   است  نشده  مشخص  هنوز 

هم   خاص  محرک  برای  بهينه  غلظت  و  مختلف  چنين  و 

بهبود تيمار    زمان مدت  ژن   برای  بيان  مسيرهای  تحریک  های 

و   مهم  نظر، مورد  ثانویه  های متابوليت  توليد  افزایش  و  بيوسنتزی 

در  همان   .( Zare et al., 2014)  است  ضروری  که  طور 

های سلولي  نشان داده شده است پاسخ کشت   5و    4های  شکل 

محرک  برای  و  چویل  مختلف  نظر    زمان مدت های  از  تيمار 

های کليدی و  که از ژن   HMRGو    GPPSهای  ميزان بيان ژن 

در مسير بيوسنتز ترپنوئيدها است، متفاوت است. در نتيجه    مؤثر 

رک و غلظت مناسب و  برای حصول پاسخ مطلوب باید از مح 

  ير تأث تيمار بهينه استفاده شود تا با کمترین    زمان مدت همچنين  

ها و حداکثر توليد و تجمع  بازدارندگي بر رشد و نمو سلول 

متابوليت  و  ژني  مثال  محصولت  برای  باشد.  همراه    ير تأث ها 

اسيد تيمار   ژن   ساليسيليک  بيان  ميزان  به بر  طور  ها 

های عصاره مخمر بود  ای بيشتر از همان غلظت ملاحظه قابل 

 عصاره  که   ه داد نشان   مختلف  مطالعات  نتایج   (. 5و    4)شکل  

توليد   افزایش  در  مؤثری  نقش  زیستي، محرک  عنوان به مخمر  

(.  Shad and Deepa, 2015)   دارد  مختلف  ثانویه  های متابوليت 

چریش   های ریشه  کشت  در  مخمر  عصاره  کاربرد  موئين 

 (Azadirachta indica )  تجمع و  توليد  را    آزادیراکتين   ميزان 

شاهد   به  )  افزایش  برابر   1/ 6نسبت   Srivastava andداد 

Srivastava, 2013 .)   انبوه و  سریع  توليد  اینکه  به  توجه  با 

روش متابوليت  طریق  از  ثانویه  شيميایي  های  عمدتاا  های 

دليل اهميت  باشد و نيز به پرهزینه، مشکل و یا غيرممکن مي 

ها در گياهان دارویي،  ها و توليد اندک آن اقتصادی این متابوليت 

های  ریشه   سوسپانسيون سلولي، کشت   کارهایي مثل کشت راه 

تواند  های زیستي و غيرزیستي مي موئين و استفاده از محرک 

متابوليت  این  ) ها  توليد  ببخشد  بهبود   ,.Udomsuk et alرا 

 با   ( Young-Choa et al., 2008)   چوا و همکاران یانگ   (. 2011

ترکيبي  از  استفاده   مخمر، عصاره  های محرک  تيمار 

اسيد و   جاسمونات متيل   2/ 5افزایش   به  موفق  ساليسيليک 

  92هيدروسنگوئينارین در   برابری   5/ 5سنگوئينارین و   برابری 

نتایج  .  شدند  خشخاش  گياه  در  تيمار  اعمال  از  پس  ساعت 

دهد  نشان مي های مختلف در این مطالعه  از اعمال تيمار  حاصل 

ژن  تيمار  که  اثر  در  تحقيق  این  در  مطالعه  مورد  این  های  با 

های  عبارت دیگر، افزایش بيان ژن به   . شوند القاء مي ها  محرک 

شت  درگير در مسير بيوسنتز ترپنوئيدها در تحقيق حاضر در ک 

ها  دليل نقش ترپن تواند به مي   (،5و    4های  سلولي چویل )شکل 

این نتایج    های دفاعي و انتقال پيام باشد. با توجه به در مسير 

را برای افزایش  ساليسيليک اسيد و عصاره مخمر    ر توان تيما مي 

ژن  آنزیم بيان  و  ترپن ها  بيوسنتزی  در مسير  و  های درگير  ها 

پيشنهاد   ترپنوئيدی  ترکيبات  بيوسنتزی  مسير  در  تغيير  القای 
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ترکيبات    ،کرد  توليد  ميزان  مختلف  مطالعات  اساس  بر  زیرا 

ژن  رونوشت  ميزان  با  مسير  ترپني  در  دخيل  کليدی  های 

 ,Malamy and Klessig)   دارد ها ارتباط مستقيم  بيوسنتزی آن 

1992; Hammerschmidt, 1999 .)   ارزیابي بيان    ، با برای مثال

های  های درگير در بيوسنتز منتول و ميزان متابوليت نسبي ژن 

منتول    مقدار یک رابطه مستقيم بين    های مختلف،ثانویه در اندام 

در برگ و همچنين    ( Pr)   ردوکتاز پولگان   و ميزان بيان نسبي ژن 

بيان نسبي ژن   منتوفوران   دار مق بين     سينتاز منتوفوران   و ميزان 

 (Mfs )    است شده  گزارش  فلفلي  نعناع  دارویي  گياه  گل  در 

 (Afkar et al., 2015 .) 

های مورد استفاده باعث  نتایج این پژوهش نشان داد که محرک 

  HMGRها ) ترپن   يوسنتز ب   ير در مس   ير درگ   ی ها ژن   يان ب افزایش  

ای  گونه مطالعه اند. با توجه به اینکه تاکنون هيچ شده   ( GPPSو  

  های متابوليت   از   غني   که جهت بررسي بيان ژن در گياه چویل  

نگرفته باشد  مي   ترپنوئيدها   نوع   از   ثانویه  این    است،  صورت 

متابوليت نخست    گام   عنوان به مطالعه   های  در زمينه مهندسي 

   رود. شمار مي به ثانویه در گياه چویل  
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Abstract  
Ferulago angulata (Schlecht) Boiss is one of the valuable and endemic medicinal plants of Iran, which 

is of great importance due to the source of terpenoid compounds and antimicrobial properties. In current 

study, the effects of different concentrations of salicylic acid and yeast extract in cell suspension culture 

of F.angulata on expression pattern of the HMGR and GPPS genes (involved in terpenes biosynthesis) 

were investigated for the first time. The F. angulata cell suspension cultures were initiated and 

established using calli derived from leaf explants, and salicylic acid and yeast extract elicitors (with 50, 

100 and 150 mg/L concentrations) were added to the cultures during active growth. Then, the cell 

samples were prepared at 24, 48 and 72 hours after treatment. Analysis of expression pattern of HMGR 

and GPPS genes using Real-time PCR showed that the expression of both genes were significantly 

influenced by the type and concentration of the elicitors and also the times after treatment. The relative 

expression of HMGR and GPPS genes under elicitors were increased compared to the control, and 

furthermore, the increase in the relative expression of these genes under salicylic acid treatment was 

significantly higher than that of yeast extract treatment. The highest relative expression of GPPS and 

HMGR genes was related to 100 mg/L salicylic acid treatment at 24 hours after treatment. However, the 

highest relative expression of these genes was observed under the 24 and 72 hours after treatment of 

150 mg/L yeast extract. The results of this study could be useful in metabolic engineering of F. angulata. 

Keywords: Terpenoids, Cell cultures, Medicinal plant, Elicitor, Real-time PCR 
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