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A B S T R A C T 

In the current study,  the effects of three levels of methyl jasmonate concentration 

were studied on the hairy root cultures  of Origanum  vulgare. For this purpose, 

A. rhizogenes strain A13 was used to create stable hairy root lines from shoot 

explants. In this regard, two co-cultivation media (MS and modified MS), two 

inoculation times (5 and 10 min) as well two concentrations of acetosyringone (0 

and 100 µM) were attentively studied. Propagated hairy roots were treated with 

different concentrations of methyl jasmonate (0.1, 0.2, and 0.5 µM). Sampling 

after 24 and 96 h of methyl jasmonate application, the activities of antioxidant 

enzymes were evaluated. Moreover, the gene expression level of  OvDXR and 

OvTPS2, two important genes involved in the MEP pathway, were studied using 

real-time PCR technique. The highest transformation rate was observed in the 

explants cultured modified MS which were incubated in the bacterial suspension 

with acetosyringone for 10 minutes. The biomass of hairy root cultures was 

significantly decreased by methyl jasmonate compared to control samples. In 

addition, the results indicated that the concentration of methyl jasmonate, 

harvesting time, and their interactions significantly affected the activity of 

catalase, peroxidase, and SOD enzymes. The expression of  OvDXR significantly 

increased after 24 h of treatment by 0.2 µM methyl jasmonate, while in the same 

sample, the expression of OvTPS2 decreased noticeably.  The expression of  
OvDXR and OvTPS2 genes was significantly increased by 0.5 µM methyl 

jasmonate after 96 h. The application of methyl jasmonate as an efficient elicitor 

in hairy root culture system of O. vulgare is suggested for the production of 

valuable metabolites. 
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 »مقاله پژوهشی«
 ی هامیآنز  تیفعال  و  ها ترپن   سنتز  در  ر ی درگ  یدیکل  یهاژن   انیب  یبررس 

 به   پاسخ  در  Origanum  vulgare  نییمو  یهاشه یر  در   یدانیاکسیآنت
   جاسموناتل یمت
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 چکیده
جااساااموباات بر توعیاو م اابوعی هاا   اابویات و فهااعیات  در این مطااعهات تاا یر سااات ز مات از ملر  م یال

باک ر   A13بت این منمور، ساویت    بررسای شاو   Origanum vulgare  موییناکسایوابی در ریهاتآب ی
Agrobacterium rhizogenes  ها مورد اساا داده  مویین از ریزبموبتها  پایوار ریهااتبرا  تهیت لاین

دقیقت(   10و  5تغییر یاف ت(، دو زمان ت قیح )  MSو   MSکها ی ) قرار گرفت  در این راسا ا، دو ملی  هم
مویین با  ها آزمایش شاوبو  پ  از تکییر، ریهات میکرومولار( 100و دوز مت اسا وسایریننون ) رادر و  

سااتت    96و  24تیمار شاوبو  بهو از  میکرو مولار(   5/0و  2/0، 1/0جاساموبات )ز مت ها  مخ  ف م یل
دو ،   OvDXRو   OvTPS2ها بیان ژنگیر  شاو  تووه بر آن،  بوازهاکسایوابی اآب ی ها فهاعیت آبزیم

بررسااای شاااو  بیهااا رین بری تراریخ ی در  Real time PCR، با تکینک  MEPژن ک یو  مسااایر 
ور  در ساوسانابسایون باک ر  همراه دقیقت زوطت 10تغییر یاف ت، بهو از    MSها  کهات شاوه در ریزبموبت

جاسااموبات در مویین تیمار شااوه با م یلها یکرومولار بود  ریهااتم 100با اساا وساایریننون بت ز  اات 
ها  دار  بیوماس کم ر  توعیو کردبو  همچنین ب ایج بهااان داد کت ز متمقایساات با شاااهو بطور مهنی

 یاتفهااعدار  بر میزان هاا بطور مهنیجااساااموباات، زماان برداشااات و همچنین ا ر م قاابال آنمخ  ف م یال
 24  پ  از OvDXRتا یر داربو  مقوار بیان ژن   یودیسااموتازسااوپراکساا ز، پراکساایواز وها  کاتالایمزآب

دار  داشات، در ااعیکت در همین بموبت  جاساموبات، افزایش مهنیم یل میکرومولار 2/0سااتت از تیمار با 
 96پ  از    OvTPS2و    OvDXRدار  کااهش یاافات  بیاان هر دو ژن  بطور مهنی  OvTPS2بیاان  

جاسااموبات دار  بهااان داد  کاربرد م یلجاسااموبات افزایش مهنیمیکرومولار م یل 5/0مار ساااتت از تی
تواباو برا  توعیاو می   O. vulgareمویین  بهنوان یاک ملر  کاارآماو در سااایسااا م کهااات ریهااات

  ابویت ارزشمنو باشو   ها م ابوعیت
 

 
کهاورز ،    1 دابهکوه  کهاورز ،  بیوتکنوعوژ   گروه 
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 مقدمه 
ها   ازجم ت فناور گیاهان دارویی و مهطر    ها  مویینکهت ریهت

ها   ابویت و ارزشاامنو دارا   برا  توعیو م ابوعیتمورد اساا قلال  
دهات در  دارویی  اساااات  خواص  بوده  اخیر   & Gantait)هاا  

Mukherjee, 2021)   بمیر هایییژگیو  دارا  ها  مویینریهات 
و    یکیژب   یاوار پاادار  آساااان،  فراوان، بنات  یابهاااهااباات فرت

رشاو ریهات ها  مویین ساری  و زمان    باشانو  بهووهیوسان ز  میب
  (et al., 2022 باشااومیکوتاه  آن دو برابرشااون زمان لازم برا  

(Baekها  مویین اطوتات   با توجت بت اینکت ژبوم کامل  ریهاات
ها  تخصصی گیاه وجود دارد، اس داده از لازم برا  توعیو م ابوعیت

امو برا  اساا خرا   مواد مو ره گیاهی  ها راهکار  سااری  و کارآن
فرمی برا  توابنو پوتمی ها  مویینریهااتاساات  تووه براین  

تراریخ ی و دسا کارها  مسایرها  بیوسان ز  گیاه بیز فراهم آوربو  
(Gutierrez-Valdes et al., 2020) در تاغایایار  دیانار  طار   از    

یسا ی و  مواد و شارای  ملی  کهات و یا اسا داده از اعیسای ورها  ز
بر رو  میزان بیان ژن   ها  مویینریهااتزیر زیساا ی در کهاات  

ها   ابویت تا یر گذاشا ت و رابومان توعیو  م ابوعیتها  درگیر توعیو 
بنابراین     (Kaur et al., 2021) ها را تغییر می دهواین م ابوعیت

امکان تنمیم مسایر م ابوعیکی در کهات ریهات مویین فراهم اسات   
شوه توسهت بیوراک ورها  کاموً کن رل و با توجت بت  بت همین دعیل  

ها  بیابی آماده اساا داده در در مقیاس بزرگ اکنون این ساایساا م
ها  دارویی، آرایهای و زذایی هسا نو  رانای  مخ  ف مابنو بخش

(Gutierrez-Valdes et al., 2020; Kaur et al., 2021)    
کت بت   .Origanum  vulgare Lبا بام ت می مرزبجوش   اهیگ
شااود، م ه ب بت تیره بهناتیان   هم گد ت می  یمرزبجوش واهاا آن  

Lamiaceae     یااLabiatae  جن  در منطقات   ینابااشااااو   می

. پراکنوه شاوه اسات یااوراسا  یو جنوب زرب یو منطقت زرب  ی رابتمو
 اییسااابقتها  آن اساا داده از این گیاه در ایران و سااایر رساا ننا

یی مصااار  م اواول و دارو اییگیااه ادویات  بات تنواندارد و   یطولاب
   )et al., ; Soltani Bharti & Vasudeva, 2013(2021دارد 

  دوسات آب   هایژگیبر اسااس و  O. vulgare  یاهگ یمیاییمواد شا 
یز  گرو آبی فنوع  اساایوها  و  ییوهافووبوی،  عوفن شااامل ترکیلات

بنو   ، تقساایمهاها و اساا رولتابن یوها،ترپنوئکت شااامل ترکیلات  
اسااااب  مرزبجوش    (Morshedloo et al., 2018)گردباو  می

تیمول،   یاک منل  تااعی از موبوترپن هاا  تاک ا قات ا واهااای  
 ,.Soltani et al)سااایمن اسااات  پی گاامااترپینن، کاارواکرول، و

و مساایر    (MVA)  بیوساان ز  مواعوبیک اساایو  مساایر دو   (2021
برا  توعیو ترپنوئیوها شااناخ ت   (MEP)فساادات    اری ری ولم یل  

 هامساایر بیوساان ز  موبوترپن   (Koley et al., 2020)ابو  شااوه
از هدت مرا ت آبزیمی تهاکیل شاوه اسات و اسات کت  MEP مسایر

تلت   فسادات-3ها  م واعی، پیروات و گ یسارآعوئیودر طی واکنش
 فساادات د یلزوپن نگیربو تا در بهایت ایچناعش و اایا قرار می

(IPP) فساااداات  د اعیالم یالو د(DMADP)    توعیاو شاااوباو
شااوبو و  ا  کو میها  هساا تتوساا  ژن ها  این مساایرآبزیم

شااوه در ساای وپوساام بت پوساا یوها من قل ها  ساااخ تپروتئین
آعوئیو -واکنش تراکم پیروات و گ یسار MEPآزاز مسایر  شاوبو  می
 فسادات سان از-5-گزی وعوز-D-داکسای- 1فسادات توسا  آبزیم  -3

(DXS)     داکسای-1اسات کت در طی آن-D-فسادات-5-گزی وعوز 

(DXP)   ،2 توعیو شاوهCO 1ک یو  این مسایر   شاود  آبزیمآزاد می 
اسات    (DXR)فسادات ردوک وایزومراز -5-گزی وعوز-D-داکسای-

  - 4-اری ری ول-D-م یل-C-2بت   DXPل برگهاات باپذیر کت تلوی
کنو  از طریب تمل م واعی ست آبزیم را کاتاعیز می (MEP) فسادات
MEP  فسادات  سایک ود -2،4اری ری ولبت م یل(MEcPP)   تلویل
توعیو    DMAPP و  IPPشاود  در طی دو مرا ت آبزیمی بهو   می
 فسداتد ژرابیلسن  ازها بت  فسداتشوبو، سن  توس  ایزوپرنمی

(GPP)  فساااداات  د ژرابیالهاا، یاا ژرابیالسااااز موبوترپنپیش
(GGPP)  فساادات د ها و یا فاربزیلترپنساااز د پیش(FPP)  

 ,.Alfieri et al) شااوبوها تلویل میترپنساااز سااسااکوییپیش

ساازها را آبزیم هایی هسا نو کت پیش  (TPs)سان ازها ترپن   (2022
کنناو  آبزیم گاامااترپینن سااان ااز  یی تلاویال میهاا  بهاابات م اابوعیات

(TPS2)  ها   ابویت اساات و دینر آبزیم ک یو  در توعیو م ابوعیت
کنو کت این ماده توسا  سااخت موبوترپن گاماترپینن را کاتاعیز می

شاااود بات تاایمول و کاارواکرول تلاویال می P450هاا   سااای وکروم
(Huang et al., 2021; Azimzadeh et al., 2023)   

مواد مو ره در  توعیاو  راباوماان  افزایش  راهکاارهاا   از  یکی 
ایی جام  در ها  مویین اسا داده از اعیسای ورهاسات  در مطاعهتریهات

ها  مویین گزارش  مورد اعیساای ورها  زیساا ی اب خابی در ریهاات
جاساموبات پرکاربردترین و مو رترین اعیسای ور اسات  شاوه کت م یل

(Alcalde et al., 2022)ها  مویین    در این پژوهش ، ریهااات
پ  از اعقاا تکییر شاااوباو و تاا یر   Origanum vulgareگیااه  

ها  ک یو   جاساااموبات بر رو  تغییرات بیان ژناعیسااای ور م یل
ها  ریهات ها  آب ی اکسایوابی در اینو فهاعیت آبزیم MEP مسایر

 مویین بررسی شو 
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 هامواد و روش

 مویین تهیه و تکثیر رده ریشه

از شااارکت زرین دشااات ارومیت   Origanum vulgareبذر گیاه  
ضاو تدوبی شاوه و    %10خریوار  شاو  بذرها با مل ول هینوک ریت 

( جااماو Murashige & Skoog, 1962)  0.5X MSدر ملی   
و   گرادسااب ی درجت  25±2کهات شاوبو  ورو  کهات در دما  

سااتت تاریکی بنهوار    8سااتت روشانایی و   16شارای  بور  
  اساا ریل از گیاهان رشااو کرده در هاشااوبو  برا  تهیت ریزبموبت
 Agrobacteriumباک ر    A13ساویت   اتاقک رشاو اسا داده شاو 

rhizogenes   موجود در بابک میکروارگابیسااام پژوههاااناه م ی(
تا رسایون   LBمهنوسای ژب یک و زیسات فناور ( در ملی  مای   

گراد کهاات  درجت ساااب ی 28در دما    8/0تا    6/0بین   600ODبت  
بموبت زخمی شاوه سااقت گیاه در ساوسانابسایون باک ر  داده شاو  ریز

بت میکرومولار    100 رادر و  ننونیریدو ساطح از اسا وسا بهمراه  
ها  اضاافی  پ  از اذ  باک ر    شاو ورزوطت قتیدق 10و  5موت 

اب قال داده   کهاتها بت ملی  همبا کازذ راافی اسا ریل، ریزبموبت

گراد و تاریکی بناهوار   سااااب ی درجت  25±2شاااوبو و در دما   
کهات اسا داده شاوه در این مطاعهت تلارتنو  دو بوع ملی  هم  شاوبو 

تغییر یاف ت فاقو تنارار    MSکامل و ملی    MSاز میل  کهات 
هاا بات ملی  جااماو دارا   کهااا ی ریزبموباتمااکرو  پ  از هم

گرم بر عی ر من قل می ی  400ز مت بیوتیک سااداتوکساایم با  آب ی
ها هر دو هد ت در ملی  کهات با شایک کاههای  شاوبو  ریزبموبت
  21پ  از گذشات   یتو در بها  بیوتیک واکهات شاوبوز مت آب ی

  بهو از اینکت یومهاااهوه گرد  یینمو  یهااتر  تراریخ ی،از تمل    روز
ت م ر رشو کردبو بت ملی  که سااب ی 2ها  مویین بت ابوازه  ریهات
 دور در دقیقت من قل شوبو  100و رو  شیکر  MSمای  

ا  پ یمراز هاا  مویین،  باا واکنش زبجیرهریهاااتتراریخ ی  
ها   ریهاتاسا خرا  شاوه از  DNAرو     rol Bاخ صاارای ژن 
 آزازگر، شاامل  rol Bها  اخ صاارای ژن  آزازگرمویین ا لات شاو  

آزاازگر  GCTCTTGCAGTGCTAGATTT´5  3´رفات:    و 

بودبو    GAAGGTGCAAGCTACCTCTC 3´5´برگهاات:  
ها  کهات مویینبرا  اطمینان از توم آعودگی باک ریایی در ریهات

باا واکنش اسااا خراجی از آن   DNAدر   vir Gشاااوه، وجود ژن  
ا  پ یمراز مورد بررسااای قرار گرفات  برا  مطااعهاات بهاو   زبجیره
ترین رشااو بود یین کت دارا  بیهاا رین و سااری موا  از ریهااترده

منلنی رشااو  اب خاب شااوه و در ملی  کهاات مای  تکییر شااو  
 روز کهت، ترسیم شو    24مویین براسک وزن تر و در طی ریهت

 

 های مویینریشهاعمال تیمار متیل جاسمونات بر کشت 

مویین و باا توجات بات منلنی رشاااو و در فااز پ  از تکییر ریهااات
و   2/0،  1/0،  0آن، تیمار م یل جاساموبات در ز مت ها    راهود 

با افزودن آن بت ملی  کهات ابجام شاو  برداشات میکرومولار   5/0
سااتت از ابجام تیمار راورت   96و   24ها پ  از موت زمان   بموبت

ها بوفارا ت بهو از برداشات بت بی روژن مای  من قل پذیرفت  بموبت
 بناهوار  شوبو  -70  در فریزر شوبو و تا ابجام آزمایهات بهو

 

 هاتهیه عصاره به منظور بررسی فعالیت آنزیم

گرم از می ی  500مویین، اب وا  ها در ریهاتبرا  بررسای فهاعیت آبزیم
بموبت با اساا داده از بی روژن مای  در هاون چینی ساااییوه و بطور 

  (pH 7.5)عی ر بافر فسادات سارد می ی 5کامل هموژن شاو  سان  
و   g15000×بت آن اضاافت شاو  هموژن اارال در  EDTAدارا  
دقیقت سااااب ریدیوژ شاااو    20گراد بت موت  درجت سااااب ی 4دما  

ها  آبزیمی مورد اسا داده قرار گرفت   روشاناور اارال در ارزیابی
مقوار پروتئین کل موجود در روشاناور اارال توسا  روش برادفورد 

(Bradford, 1976)  تهیین شو 
 

 بررسی فعالیت آنزیم سوپر اکسید دیسموتاز

سانجش فهاعیت آبزیم ساوپراکسایو دیساموتاز با اسا داده از سانجش 
 560در طول مو    (NBT) مهاار اایاا  بور  بی رو ب و ت رازوعیوم
میکروعی ر  50شااامل:  آبزیمیبابوم ر ابجام گرفت  مخ وط واکنش 

  1/0میکرومولار،  NBT  75/0   ،اتباافر فسااادا   ،آبزیمی  تصااااره
ما ایاوبایان  EDTA  ماولارمایا ای  75ریالاوفاوویان    وماولار  مایا ای  13، 

ساااب ینراد با روشاان   درجت  25میکرومولار بود  واکنش در دما   
دقیقت با  15 آزاز شااو و پ  از  (W40)ت  شااون لامف ف ورساان

برا    از شاهو تاریکی  خاموش کردن لامف، واکنش م وقف گردیو
  بور  جذب اساا داده شااو    کردن دساا ناه اساانک روف وم رراادر 
در هر بار سانجش   خوابوه شاو بابوم ر    560در طول مو   ا هبموبت

بهنوان شاااهو  آزمایش  ها  ااو  تصاااره یک عوعت  بموبتدر کنار 
بت دعیل توم وجود آبزیم،   در این بموبت  شو  در بمر گرف ت  روشنایی
درراااو   100( بت طور در ا اااور بور )اایا  بور  NBT اایا 

در  واکنش  موجود در مخ وط  ت رازوعیوم  ب و  بی رو  تماام  و  ابجاام 
شود  میزان جذب شاهو روشنایی  ا ور بور بت فورمازون تلویل می

اسات   NBT درراو اایا  بور   100دهنوه  بابوم ر بهاان 560در 
و بیمی از آن مهاادل یاک واااو آبزیمی اسااات  بناابراین، یاک واااو  
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  50اکسایو دیساموتاز مقوار آبزیمی اسات کت موجک آبزیمی ساوپر
درراااو مماابهات از اایاا  بور  اایاا  بی رو ب و ت رازوعیوم )باا  

بات فورماازان( می آن  تلاویال  از  اخ و  جاذب ج وگیر   گردد  
 دهنوه مهار اایا  بور بابوم ر بهااان 560ها و شاااهو در بموبت

NBT در ا اور آبزیم SOD  ملاسالت موجود در بموبت اسات  با
ها ملاساالت و فهاعیت آبزیمی بر اخ و  جذب، وااو آبزیمی بموبت

پروتئین کال )می ی آبزیم در مقاوار  واااو  در  اسااااک   50گرم( 
 (Jahantigh et al., 2016). یان شوبمیکروعی ر تصاره 

 

 بررسی فعالیت آنزیم گایاکول پراکسیداز 

برا  سانجش فهاعیت پراکسایواز از ساوبسا را  گایاکول اسا داده 
یک  ،میکروعی ر از مل ول آبزیمی اسااا خرا  شاااوه  50شاااو  بت  

مولار،  می ییک   EDTA  میکروعی ر از 250،عی ر بافر فساداتمی ی
عی ر پراکسااایاو مولار، یاک می یمی ی  5عی ر گاایااکول  یاک می ی
جذب واکنش آبزیمی در   قواراضاافت شاو  م مولارمی ی 15هیوروژن  
یک دقیقت بت موت   بابوم ر در زمان شاروع واکنش  470طول مو   

شو  وااو فهاعیت آبزیمی براساس میزان )هر ده  ابیت یکلار( خوابوه  
و ضاااریاک   ت راگاایااکول تهاااکیال شاااوه پ  از زماان یاک دقیقات

  لاسلت شوم  cm  1-mM 26.6-1خاموشی 
 

 کاتالازبررسی فعالیت آنزیم 

فهاعیت آبزیم کاتالاز با پینیر  تجزیت آب اکساایژبت توساا  آبزیم 
میکروگرم  40ارزیابی شااو  برا  اینکار مقوار  از تصاااره ااو   

عی ر رسااابوه شااوه، در پروتئین با بافر فساادات بت اجم دو می ی
دسا ناه اسانک روف وم ر قرار داده شاو و دسا ناه با آن کاعیلره شاو  

پراکسااایاوهیاوروژن   %3میکروعی ر از مل ول    100سااان  بات آن  
بابوم ر در یک  240افزوده شاو  تغییرات جذب بور  در طول مو   

دقیقت ابوازه گیر  شااو و ساان  با اساا داده از ضااریک خاموشاای  
 فهاعیت وااو آبزیم بوست آمو 

 

 بررسی آماری 

تکرار    3  رد طرح آزمایهی فاک وریل در قاعک طرح کامو تصادفی و
 افزار برم    و تجزیت واریاب  باآمار یتابجام تجز   برا زیسا ی بود

SAS   گیر رادات ابوازه ها یابنینم  یساتشاو  مقا ابجام 9بساخت 
 دابکن ابجام گرفت  اییشوه با اس داده از آزمون چنو دامنت

 

 بررسی بیان ژن 

هاا  موجود درپااینااه ژن   mRNA  آزاازگرهاا باا اسااا دااده از تواعی
NCBIافزار  ، و برمPerl Primer    طراای شوبو  سن  آزازگرها

طراای شااوه برا  اطمینان از اخ صاااراای بودن آبها در پایناه 
NCBI  ها  با ساایر تواعیBLAST    شاوبو  مهاخصاات  آزازگرها

 آورده شوه است  1طراای شوه در جوول 
 Plant TM GenUPبا اساا داده از کیت    RNAاساا خرا  

RNA kit   شارکتBiotechrabbit    آعمان( و طلب دسا وراعهمل(
گرم بموبت گیاهی را می ی 100پیهانهاد  ابجام شاو  بطور خورات،  

میکروعی ر    450بت همراه ازت مای  کامو پودر بموده و سن  بت آن  
ها از فی  ر اضااافت گردیو   پ  از تلور بموبت  LYSIS LRاز بافر  

شاااوه هم اجم اتابول افزود شاااو و بت فی  ر  آبی بت مل ول فی  ر
بندش من قل شاااوبو  پ  از سااااب ریدیوژ، راااافی فی  ر بندش با 

شااساا هااو داده شااو  در   B WASHو  WASH Aمل ول ها  
از   DEPCمیکروعی ر آب    80مقاوار  اسااا خراجی باا    RNAبهاایات  

فی  ر شاااسااا ت و جم  آور  شاااو  پ  از تهیین کیدیت و کمیت  
RNA   ترتیک با اساا داده از ژل آگاروز و بابودرا ، اساا خراجی بت
RNA    گراد بناهوار   درجت سااب ی  -80اسا خرا  شاوه در دما
 شوبو 

 
 مرزبجوش ها  مویین  در ریهت   OvDXRو   OvTPS2ها شوه برا  ارزیابی بیان ژن آزازگرها  اس داده .1جدول 

Table 1. Primers for RT-PCR of OvTPS2 and OvDXR genes in hairy roots of Origanum vulgare 

 نام ژن توالی آغازگر  m℃T طول محصول 

114 59.68 
59.61 

 'GGTAGTGATTTCAAGGCGA 3'5 

 'AAATACTCTTGCTTGCTCCA 3'5 

 آزازگر رفت 

 آزازگر برگهت 
TPS2 

171 55.29 
56.56 

 'CTTCTATAACTTCTAGACCCT 3'5 

 'TGAGGCGTATAATCTTGAC 3'5 

 آزازگر رفت 

 آزازگر برگهت 
DXR 

166 59.15 
59.98 

 'CACCGTCCACTCTATTACC 3'5 

'CATACCAGTCAACTTTCCGT 3'5 

 آزازگر رفت 

 آزازگر برگهت 
GAPDH 

 
 

 

 



  ، DNA، جهات ااذ  آعودگی باا  cDNAقلال از سااااخات  
RNA هاا  اسااا خراجی باا اسااا دااده ازDnase (Fermentas, 

Germany)تیمار شااوبو  ساااخت ،  cDNA  با اساا داده از کیت
RevertUP™ II Reverse Transcriptase (Biotechrabbit, 

Germany)  و آزازگر  Oligo (dt)    طلب دسا وراعهمل پیهانهاد
یر و دما  اتصاااال آزازگر از ابجام شاااو  برا  بهینت سااااز  تکی

زبجیره دماایی  واکنش  در شااایاک  پ یمراز  درجات   62تاا    54ا  
 BIO RAD)TM(MyCycler ,گراد با دسا ناه ترموساایک ر  سااب ی

 Real-timeابجام شاااو  با توجت بت ب ایج دما  اتصاااال واکنش  

PCR برا  ژن  DXR  ها  گراد و برا  ژندرجت ساااب ی 55برابر
TPS2   وGAPDH    اب خاب شااو    گراددرجت ساااب ی 59مهادل

ها از مسا ر  برا  واکنش پ یمراز در زمان واقهی و بررسای بیان ژن
 Real Q Plus Master Mix Green without ROXمیک  

(AMPLIQON, Denmark)   بهاایی اسااا دااده شااااو  اجم 
  100مساا رمیک ،   میکروعی ر 5ت شااامل  میکروعی ر ک  10واکنش
  3و  cDNA  باابوگرم  95آزاازگرهاا  رفات و برگهااات،    باابومولار

تکرار تکنیکی با اس داده  3تکرار زیس ی و 2درمیکرعی ر آب بود کت 
دساااا ااناااه  Bio Molecularشاااارکاات    MIC PCR   از 

Systems  ها  آسا ابتسایکلمیابنین  ابجام شاو    اسا راعیا،کهاور 
(CT)  از  با اسا داده ازسا برا  هر ژن ملاسالت و برمال CT  ژن

سنجش تغییرات بیان ژن ها در بموبت ها  تیمار     رج  ابجام شوم
روش و    Rest2009   شاااوه بسااالات بات شااااهاو باا برم افزار

 ابجام شو  (Pfaffl, 2001)فافل

 
 و بحث    نتایج

شاک گیاهان بوعیل واق  شاون در مراال اب وایی زبجیره زذایی  بی
اهمیت زیر قابل ابکار  در زبوگی ابسااان داربو  اما این تنها دعیل 

اهمیت این موجودات برا  زیساات ابسااابی بیساات  گیاهان منل  
هم اا از ملصاااولات طلیهی هسااا ناو کات کااربردهاا  دارویی و  بی

دررااو از داروها  ضااو  66ااضاار دارویی داربو  در اال -زذایی
درراو از داروها  ضاوسارطابی منهاا گیاهی داربو و   52میکربی و 

این درااعی اسات کت قسامت تمیمی از پ ابسایل واقهی گیاهان در 
 ,.Gielecinska et al)ها هنوز باشااناخ ت اساات  درمان بیمار 

2023; Vaou et al., 2021)ها  رایج کهات    اسا داده از سایسا م
توعیاو گیااه کاامال برا  مقااراااو دارویی بات تنهاا بات رااارفات  گیااه و

بیساات، ب کت ممکن اساات موجک از دساات رف ن ساااخ ارها   
کهااورز  در راسا ا  امنیت زذایی شاود  بنابراین راه ال جاینزین 
اسااا دااده از تکنیاک هاا  کهااات سااا ول و باافات برا  تهیات 

 ,.Ozyigit et al)ها   ابویت ارزشااامنو گیاهی اسااات م ابوعیت

یک اساا راتژ    (HR) ساایساا م کهاات ریهاات مویین   (2023
جاینزین تاعی برا  سایسا م کل گیاه برا  توعیو ترکیلات ارزشامنو  

  (Gutierrez-Valdes et al., 2020)است 
هاا  ژب یاک خااص آن، توامال  گاذشااا ات از بوع گیااه و ویژگی 

ت  توان ب تا یرگذارهساا نو کت می  مویین ریهاات ی اعقا فراواب بساایار   بر  
 Agrobacteriumهاا  مخ  ف بااک ر   توام ی از جم ات ساااویات 

rhizogenes   ور  و  وجود و توم وجود اسا وسایریننون، زمان زوطت
بمااک هم  ملی   چنین  در  موجود  کرد  هم هااا   اشاااااره  کهاااات 

(Sathasivam et al., 2022)  ساویت   در این مطاعهت ازA13     باک ر
A. rhizogenes   گیاه    جهت تراریخ یO. vulgare    اساا داده شااو و

دو ساطح ها واهر شاوبو  اسا وسایریننون در  مویین روز ریهات  21بهو از  
دقیقت   10و     5بت موت  و زمان زوطت ور    میکرومولار   100راادر و  

هایی  ریزبموبت در  (  % 10بود  ب ایج بهاان داد بیها رین بری تراریخ ی ) 
دقیقت در ساوسانابسایون   10ن بت موت با اسا وسایریننو مهااهوه شاو کت  
 (  1ور بودبو )شکل باک ر  زوطت 

 

 
تکییر در مویین اعقا شوه در ریزبموبت ساقت    اب قال بت ملی  کهت مای  د  مویین، ب  ریهتمویین در مرزبجوش  اعف  ملی  آعقا  ریهتمراال مخ  ف اعقا و تکییر ریهت. 1شکل 

 ملی  کهت مای  

Figure 1. The stages of induction and proliferation of hairy roots in Origanum vulgare A. Cultivation in glass explants, B. Induced hairy root in stem 

explant C. Transfer to liquid culture medium D. Propagation in liquid culture medium 
 

 

 
 

 

 
 

 
 

 

 



تغییر یاف ت کت فق    MS کهاا ی مویین در ملی  هم اعقا ریهاات 
اف ااد  در ساااایر بماک   و     4MgSOدارا     هاا  میکرو بود، اتدااا 
    اعقا ابو کت  مطاعهات قل ی بهاان داده   مویین اعقا بهاو  ها ریهات ریزبموبت 

 رااورت   بت کهاا ی  ملی  هم با اذ  تناراار میکرو از   یین مو یهاات ر 
 این موضااوع می توابو از دلایل    دار  افزایش یاف ت اساات  یکی ی مهن 

هاا   ا ر باازدارباوگی بر بیاان ژن   چون ک سااایم بااشاااو    2CaClااذ   
کات در فهاال کردن    4POتوامال دینر  ماابناو کملود    دارد  بااک ریاایی  
 ,Winans  دخیال اسااات، بیز در این امر مو رباو   vir Gبیاان ژن   

1990; Flego et al., 1997; Azadi et al., 2010) ).      تنها یک
با اسا داده از این ملی    O. vulgare مویین در گیاه  مورد اعقا  ریهات 

(  در  (Habibi et al., 2016کهااات گزارش گردیاوه اسااات  هم 
با    Nepeta pogonospermaمویین از گیاه  ا  برا  اعقا ریهت مطاعهت 
، بالاترین بری تراریخ ی    A. rhizogenesها  مخ  ف باک ر   ساویت 

کهااا ی تغییر یااف ات مهاااابات باوسااات آماو  باا اسااا دااده از ملی  هم 
(Valimehr et al., 2014) کت فقوان   اسات   همچنین مهاخ  شاوه

ها  تراریخت  ها  میکرو موجک افزایش درراو بالایی از بموبت بمک 
شااود کهاات می لی  هم در م   Ginkgo bilobaشااوه گیاه دارویی  

(Dupre et al., 2003) ها  مویین    بت منمور تاییو تراریخ ی ریهات
  rol Bبا آزازگرها  اخ صاااراای ژن   DNAو تکییر    PCRاز روش  

در ژبوم و   T-DNAاساا داده شااو  تکییر این ژن بهااابنر در  موفب 
 (  2ها  اارل است )شکل تراریخ ی ریهت 

ترین  مویین کت دارا  سااری  ا  از ریهاات برا  مطاعهات بهو  رده 
جهت بوسات آوردن به رین زمان اتمال رشاو بود اب خاب و تکییر شاو  

روز کهات   24مویین براساک وزن تر و در طی  اعیسای ور، رشاو ریهات 
بهاو از تکییر، رشاااو   11- 16در روزهاا   مورد بررسااای قرار گرفات،  

براسااس    ( 3)شاکل ت راورت راهود  بود  یین اعقاشاوه ب مو   ها  یهات ر 
در روز یازدهم کهات  م یل جاساموبات  ب ایج اارا ت، اتمال اعیسای ور 
سااتت بهو  96و    24ها   ها، در زمان ابجام شاو  تغییرات وزن تر بموبت 

م یل  از اتمال اعیسای ور ابوازه گیر  شاو  ب ایج بهاان داد کت تیمار با  
باتث کاهش سارتت رشاو بسالت بت بموبت شااهو می شاود    جاساموبات 

میکرومولار   0/ 2ها  تیمار شاوه با ز مت  بیها رین کاهش در ریهات 
مولار   میکرو   0/ 5، و کم رین کااهش در تیماار  م یال جااساااموباات 

م یل  (  کاهش وزن تر و خهاک در ا ر تیمار با  3)شاکل مهااهوه شاو  
نج مهاالک بیز گزارش ها  مویین گیاه بذراعل در ریهاات   جاسااموبات 

مویین گیاه شاابیز ،    در ریهات     (Norozi et al., 2018)اسات  شاوه 
اساایو منجر بت کاهش رشااو قابل موامت در  تیمار با ساااعیساای یک 

اسایو تهاویو ها شاو کت این کاهش با افزایش ز مت سااعیسای یک بموبت 
     (Ahmadian Chashmi et al., 2010)گردیو  

 

 
باک ر     Mریهت گیاه )شاهو مندی(،    7ها  تراریخت،  مویین ریهت   rol B  ،1-6مویین گیاه مرزبجوش با تکییر اخ صاری ژن   ها  ا لات تراریخ ی ریهت .  2شکل  

Agrobacterium rhizogenes   )شاهو میلت(   

Figure 2. PCR analysis of the rol B from hairy roots lines of marjoram, 1-5: transgenic hairy roots, 6: plant roots (negative control), 7:  
Agrobacterium rhizogenes (positive control), M: ladder 

 

 
 دار است  مویین در روزها  بهو از تیمار مهنی ها  ریهت   اتمال تیمار م یل جاسموبات در روز یازدهم ابجام شوه است  تغییرات در رشو  مویین ها  ریهت بمودار رشو  .  3شکل  

Figure 3. Growth chart of hairy roots. Methyl jasmonate treatment was applied on the 11th day. The changes in the growth rate are significant 
after the treatment   
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بهاان داد  ،(2  )جوول  واریاب  بررسای ب ایج اارال از تجزیت
جاساموبات، ا ر سااده زمان و ها  مخ  ف م یلکت ا ر سااده ز مت

میازان   بر  دوگاااباات  م اقاااباال  ا ر  هااا   یمزآبا   یااتفهاااعا هماچانایان 
در ساطح   یودیساموتاز(ساوپراکسا  اکسایوابی )کاتالاز، پراکسایواز وآب ی

 دار است یک دررو مهنی
هاا  آب ی اکسااایاوابی پ  از اتماال  تغییر در فهااعیات آبزیم 

ها  مویین بت ت در گیاه کامل یا ریها   جاساموبات م یل اعیسای ور  
بنابر اجماع موجود در اکیر مطاعهات، اسات  دفهات گزارش شاوه 

خود در زهاا منجر بت اعقا    بت گیربوه   جاساموبات م یل اتصاال 
هاا  آزاد زایی و توعیاو رادیکاال هاا  مرتل  باا بیماار  پروتئین 

اکساایژن و بی روژن در طی فرآینو پیام رسااابی شااوه و م هاقک 
فاهااا  در   تاغایایار  مااابانااو آن  اکسااایااوابای  آبا ای  آبازیام  عایاات 

 Ho)ساوپراکسایودیساموتاز، کاتالاز و پراکسایواز را بوبلال دارد 

et al., 2020)      هورمسااای ا ر  بیز  ااااضااار  مطاااعهاات  در 
(Hormesis effect)   جاساااموبات بر ها  مخ  ف م یل ز مت

اکساایوابی مهاااهوه شااو   ها  آب ی میزان افزایش فهاعیت آبزیم 
 ها  ساااتت بهو از تیمار در ز مت   24از  و پراکساای فهاعیت آبزیم  

داد،  میکرومولار بسالت بت شااهو کاهش را بهاان می   0/ 2  و   0/ 1
برابر فهاعیت بموبت شااهو    3/ 998میکرومولار    0/ 5اما در ز مت 
ساااااتات از تیماار، بیهااا رین فهااعیات آبزیم    96بود  پ  از  

  3/ 997میکرومولار ساانجش شااو کت   0/ 1پراکساایواز در ز مت 
ها  این رابر بموبت شااهو بود  فهاعیت پراکسایواز در ساایر بموبت ب 

  24سااتت کم ر از بموبت شااهو بود   بیها رین فهاعیت کاتالاز  
میکرومولار با   0/ 5ز مت    سااااتت پ  از تیمار در بموبت تیمار 

  0/ 1برابر  بسااالت بت بموبت شااااهو بود  تیمار    4/ 03افزایش  
  بسالت بت شااهو را بهاان برابر   1/ 45میکرومولار بیز افزایش  

با   0/ 1ز مت ساااتت بهو از تیمار در    96داد  فهاعیت کاتالاز  می 
برابر  بسااالت بت شااااهو همراه بود  در ساااایر    1/ 67افزایش  
فهااعیات  بموبات  بود   کم ر  شاااااهاو  از  کااتاالاز  هاا فهااعیات 

سااتت بهو از تیمار    24  ها  مویین ریهات ساوپراکسایودیساموتاز  

داد، اعیسای ور افزایش ابوکی را بهاان   ها  مخ  ف ز مت ا ر  بر 
  جاساموبات ها  مخ  ف م یل ز مت سااتت بهو از اتمال   96اما 

میکرومولار بساالت بت بموبت شاااهو کاهش     0/ 1فهاعیت آن در 
میکرومولار دوبااره   0/ 5میکرومولار افزایش و در    0/ 2یااف ات، در  

زا اماات  زایارخاطای  تااا ایارات  یااافاات   ماخا ا اف  کاااهاش  هااا  
جااساااموباات بر کااتاالاز و ساااوپراکسااایاودیساااموتااز در   م یال 

Haematococcus pluvialis    گزارش شاوه اسات(Raman 

& Ravi, 2011)  همچنین ا ر هورمسای  در توعیو تابهایون و  
جاساااموبات و  ها  مخ  ف م یل اسااایوها  فن ی برا  ز مت 

  Salvia przewalskiiمویین گیاه  اسایو در ریهات سااعیسای یک 
ها  مویین  ریهاات   در  (Li et al., 2020)ت  اساا گزارش شااوه 

منجر بت تغییر   جاسااموبات م یل گیاه بذراعلنج مهاالک بیز تیمار 
هاا  کااتاالاز، گاایااکول پراکسااایاواز و  یم ز آب   یات فهااع میزان  در  

شااو کت این تغییرات با ز مت اعیساای ور  اسااکوربات پراکساایواز  
 .  (Norozi et al., 2018)رابطت خطی بواش نو  

ها  ک یو  در مساایر بیوساان ز  بمنمور  بیان ژن مطاعهت 
ا  برخودار  افزایش توعیاو م اابوعی هاا   اابویات از اهمیات ویژه 

اساات  بر همین اساااس در این تلقیب بیان دو ژن ک یو  در  
جاساموبات  ها تلت تا یر ملر  م یل مسایر بیوسان ز موبوترپن 

و ارزیاابی بیاان   RNAاسااا خرا   مورد بررسااای قرار گرفات   
ها  شااهو و تیمار  ها در بموبت ها  مسایر بیوسان ز موبوترپن ژن 

هاا  مخ  ف  سااااتات بهاو از اتماال ز مات   96و    24شاااوه  
ژبومی    DNAجاساموبات ابجام شاو  پ  از اذ  آعودگی  م یل 

اقوام گردیو   سن    cDNA، بسلت بت ساخت DNaseبا تیمار 
ا  ه بهینت ساااز  دما  اتصااال آزازگرها، پروفایل بیابی ژن با 

فساااداات ردوک وایزومراز  - 5- گزی وعوز -D-داکسااای -   1آبزیم  
(DXR)   و آبزیم گاماترپینن سان از(TPS)    پ یمراز در  با واکنش

مورد مطاعهت قرار گرفت  تکییر مط وب و اخ صاری   زمان واقهی 
ها و تیمارها  مخ  ف با بررسااای منلنی تواعی هو ، در زمان 

 ذوب هر ژن مهخ  شو  
 

 ها  مخ  ف برداشت جاسموبات و زمانها  مخ  ف م یلها  آب ی اکسیوابی در ز متآبزیم واریاب  )میابنین مربهات( تجزیت .2جدول

Table 2. Analysis of variance of antioxidant enzymes in different concentrations of methyl-jasmonate and different harvesting times 
 سوپراکسیددیسموتاز  پراکسیداز  کاتالاز  پروتئین کل  درجه آزادی  منابع تغییرات 

 3 ns05895181/0  **00824444/0  *03964787 /0  **0001052/0 ( Aز مت )
 1 ns23571606/0  *04306987 /0  *04217219 /0  **003681 /0 (Bزمان)

A*B 3  *03228607 /0  **01245210/0  *02073686 /0  **00008334/0 
 00033189/0 00457173/0 00044313/0 00102509/0 16 خطا  ازمایهی 

ns ، *دررو 1دررو و مهنی دار  در سطح اا مال   5ترتیک زیرمهنی دار ، مهنی دار  در سطح اا مال   بت**:   و  
 
 

 
 

 

 
 

 
 

 

 
 

 

 



 0/ 2هایی کت در مهرض بموبت    OvDXRب ایج بهااان داد کت ژن 
ساتت بودبو دارا  بیه رین   24جاسموبات در موت  مولار م یل میکرو  
میکرو  0/ 5هایی کت در مهرض برابر شااهو( بود  در بموبت   2/ 118) بیان  

دار  بسالت بت شااهو بواشا نو  پ   مولار همین سااتت تغییرات مهنی 
سااتت اعنو  بیابی تغییر کرده و بیها رین بیان در این سااتت   96از  

برابر شااهو( بود و    1/ 954میکرومولار )  0/ 5ها  تیمار شاوه با  در بموبت 
سااتت  24دار  با شااهو بهاان بوابو  پ  از  ها تداوت مهنی ساایر تیمار 

میکرومولار بسااالات بات    0/ 2در ز مات    OvTPS2از تیماار، بیاان ژن 
برابر( کم ر شاااوه بود و در ساااایر ز مات ها تدااوت    0/ 708شااااهو ) 
میکرومولار باتث  0/ 2سااتت تیمار    96دار  بواشات  اما پ  از  مهنی 

 برابر شااااهاو( شاااو  بیاان ژن   1/ 592دار بیاان این ژن ) افزایش مهنی 

OvTPS2   ساااتت  96جاسااموبات  مولار م یل میکرو  0/ 5در ز مت
برابر شاااهو(   9/ 609پ  از تیمار تداوت فااهاای با سااایر تیمارها ) 

تاخیر بیهاا ر     OvTPS2رسااو تا یرپذیر  ژن  داشاات   بنمر می 
 داش ت باشو     OvDXRبسلت بت ژن  

 
مویین گیاه  ها   در ریهت   OvTPS2و    OvDXRبیان بسلی ژن ها       . 3جدول  

 جاسموبات در مقایست با شاهو ها  مخ  ف م یل مرزبجوش تیمار شوه با ز مت 
Table 3. Relative expression of OvDXR and OvTPS2 genes in hairy 
root  of Origanum  vulgare in response to treatment with different 

concentrations of methyl-jasmonate compared to the control 
ساعت بعد از اعمال    96

 الیسیتور 

ساعت بعد از اعمال    24
 الیسیتور 

 

  جاسمونات غلظت متیل  جاسمونات غلظت متیل 

0.5 µM 0.2 µM 0.1 
µM 

0.5 
µM 0.2 µM 0.1 µM  ژن 

↑954 /1 ns ns ns 118 /2 ↑  ↑58 /1 OvDXR 

↑609 /9 ↑592 /1 ns ns ↓708 /0 ns OvTPS2 

ns  ،↑بیان بیش از شاهو، بیان کم راز شاهو دار ، ترتیک زیرمهنی بت ↓ و 

 
جااساااموباات بر رو  چناو هاا  مخ  ف م یال مطااعهاات ا ر ز مات 
 .Tو    daenensis Thymus ،   T. vulgarisگوبت آویهاان از جم ت   

migricus   بیاان ژن بهاااان داد کات ااواکیر ساااطح TPS2  در T. 

vulgaris    و T. migricus   میکرومولار   100باا اتماال اعیسااای ور 

برابر شاااهو، قابل ساانجش   7/ 47و    5/ 59بت ترتیک  جاسااموبات م یل 
  میکرومولار   10اواقل ساطوح بیان در هر دو گیاه در تیمار با   اسات  

 200و    10تداوت مهنی دار  بین   گزارش شااو و   جاسااموبات م یل 
 بالاترین ساطح روبوشات  .وجود بواشات  T. migricus در  میکرومولار 

TPS2   برا T. daenensis   جاساااموبات م یل   میکرومولار  150در  
 میکرومولار   10در ااعی کت کم رین سااطح در    ، برابر شاااهو(    6/ 34) 

در    (   2021et al., Kianersi) برابر شاااهو( مهاااهوه شااو    2/ 34) 
را در بافت برگ و   DXRجاساااموبات بیاان ژن  بومادران تیماار با م یال 

بررسااای       et al., (Fathi(2020 گال بطور مهنی دار  افزایش داد 
سااااتات تیماار    48و    24،  8بیاان همین ژن در گیااه زبیاان پ  از  

بت اواکیر   24جاساموبات بهاان داد کت بیان این ژن در سااتت  م یل 
رکیلات شاایمیایی  رسااو  تووه براین، مطاعهت ت )بیش از دو برابر( می 

بیز مهاخ  کرد کت مقوار   جاساموبات اسااب  زبیان تیمار شاوه با م یل 
ساااز موبوبرپن تایمول( بیز در همین ساااتت افزایش گاماترپینن )پیش 
 Sadat Noori)( داشااات % 83/ 78بت    % 63/ 21ا  )از  قابل موامت 

et al., 2019) .    زیره سااایااه  قرار گرف ن  100در مهرض  کااعوس 
 در CcTPS2 سالک افزایش قابل توجت بیان AgNPs گرم در عی ر می ی 
 ,.Dehghani-Aghchekohal et al)سااتت پ  از تیمار شاو    24

هاا  در ساااطح روبویسااای باا مقاوار   بطور مهمول بیاان ژن (2022
پروتئین )آبزیم( و فهاعیت آن رابطت مسا قیم دارد  از طر  دینر میزان  

بیز باا مقاوار م اابوعیات توعیاو  ارتلااط    هاا  ک یاو  مسااایر فهااعیات آبزیم 
دارد    ,Alberts et al., 2002; Hammerschmidt)مسااا اقایام 

مویین و کاعوس و یا  ها  ریهات   اسا داده از اعیسای ور در کهات (1999
ها  دفاتی در  توابو سالک فهال شاون واکنش ساوسانابسایون سا وعی می 

بیوساان ز  مواد مو ره  ها  ها  گیاه شااود و افزایش بیان ژن ساا ول 
ها را بوبلال داشا ت باشااو   توابو افزایش اا ماعی توعیو این م ابوعیت می 

(Giri and Zaheer, 2016; Fazili et al., 2022; Halder et al., 

هاا   اابویات مورد بمر لازم سااااز  توعیاو م اابوعیات   برا  بهینات (2019
سااز   ن بهینت اسات ز مت اعیسای ور و زمان برداشات پ  از اتمال آ 

  DXRها  شوبو  این پژوهش بهان داد کت بیه رین افزایش بیان ژن 
، با اتمال MEPها  ک یو  در اب وا و اب ها  مسیر  ژن ،  TPS2  و ژن 
سااتت پ  از اتمال آن اتداا   96میکرومولار و   0/ 5جاساموبات  م یل 
ر  ها مورد بمر د اف و  لازم بت ذکر اساات کت مطاعهت مقوار موبوترپن می 
 توابو تکمیل کننوه ب ایج این پژوهش باشو  مویین تیمار شوه می ریهت 
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