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تيمول و كارواكرول در  ارتباط با بيوسنتز در (Tctps5) و آلفاترپينئول سينتاز (Tctps1) سينتاز

  آبيتحت تنش كم (Thymus vulgaris) گياه آويشن باغي
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  10/4/96 تاريخ تصويب:                                           18/10/95تاريخ دريافت: 
  چكيده
است كه توليد آن در گياه  (Thymus vulgaris)تيمول و كارواكرول دو متابوليت ثانويه ارزشمند گياه دارويي آويشن باغي  مقدمه:

  ثير فاكتورهاي ژنتيكي و محيطي است.أبه شدت تحت ت
  ژن مهم مسير بيوسنتز تيمول و كارواكرول، صفات فيتوشيميايي و فيزيولوژيك گياه آويشن باغي بود. 3آبي بر بيان بررسي تأثير تنش كم هدف:

اتي پژوهشكده تكرار در گلخانه تحقيق 3تيمار و  4در هاي كامل تصادفي اين آزمايش در قالب طرح بلوك روش بررسي:
درصد (تنش  40درصد (تنش ملايم)،  70درصد (شاهد)،  100دانشگاهي انجام شد. تيمارها شامل شرايط  گياهان دارويي جهاد

 و آناليز اسانس بررسي شد qRTPCRبا روش ها بود. بررسي بيان ژندرصد ظرفيت زراعي (تنش شديد)  20متوسط) و 
انجام شد. همچنين صفات فيزيولوژيك محتواي كلروفيل، محتواي نسبي آب برگ، درصد نشت  HPLCتوسط روش 

  الكتروليت و محتواي كاروتنوئيد مورد سنجش قرار گرفت.
 )(DXRهاي ترين ميزان بيان ژنهاي مورد مطالعه داشت. بيشبر بيان ژن )≥ 05/0P( داريآبي اثر معنينتايج نشان داد تنش كم نتايج:

درصد ظرفيت زراعي مشاهده شد.  40در تيمار  (Tctps1)درصد ظرفيت زراعي و بيشترين ميزان بيان ژن  70در تيمار  (Tctps5)و 
د. از سوي ديگر بيشترين ميزان كلروفيل در درصد ظرفيت زراعي مشاهده ش 70همچنين بيشترين ميزان تيمول و كارواكرول در تيمار 

دست آمد. همچنين در صفات محتوي نسبي آب و ه درصد ظرفيت زراعي ب 70تيمار شاهد و بيشترين ميزان كاروتنوئيد در تيمار 
  داري ميان تيمارهاي اعمال شده مشاهده نشد.نشت الكتروليت تفاوت معني

باعث  MEPهاي ابتدا و انتهاي مسير بيوسنتزي زراعي از طريق افزايش بيان ژندرصد ظرفيت  70سطح رطوبت  گيري:نتيجه
  هاي ثانويه تيمول و كارواكرول شده است.افزايش توليد متابوليت

  كارواكرول ،هاي فتوسنتزيرنگيزه تيمول، آبي،بيان ژن، تنش كم، Thymus vulgaris :گانواژگل
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  شانزدهم، دوره چهارم، فصلنامه گياهان دارويي، سال 
  1396شماره مسلسل شصت و چهارم، پاييز 

 

... هايبررسي بيان ژن  

 

  مقدمه
كننده رشد گياهان ترين عوامل محدوديكي از مهمآبي كم

خوبي ه ترين تنش محيطي است، بدر سرتاسر جهان و شايع
مشخص شده كه اثر تنش آبي بر رشد و عملكرد بستگي به 

  ].1[ ژنوتيپ گياه دارد
با دارا بودن بيش  (Thymus vulgaris)باغي  گياه آويشن

ترين نوع تركيب شيميايي شناخته شده و مؤثر از مهم 20از 
تيمول، كارواكرول، . ]2[ رودشمار ميگياهان دارويي به 

ترين تركيبات اين گياه از مهم كاريوفيلن پاراسيمن و تي
ترپنوئيدها وجود  براي توليددو مسير بيوسنتزي . ]3[ باشندمي
و مسير  (MVA)؛ مسير كلاسيك موالونيك اسيد ]4،5،6[ دارد

2 -C - متيل -D- فسفات  -4اريتريتول(MEP) ]7[. 
قرار كه در پلاستيدها  MEP بيوسنتزي مسيراز ها مونوترپن

شامل هفت مرحله آنزيمي درگير در شوند كه ساخته مي دارد
 Isopentenyl diphosphate  (IPP)تشكيل

از پيروات و  Dimethylallyl diphosphate  (DMAPP)و
 (D-glyceraldehyde-3-phosphate) فسفات - 3گلسيرآلدهيد 

اولين مرحله در اين مسير متراكم شدن پيروات و  است.
به  (DXS)سينتاز  DXPفسفات توسط آنزيم  -3گلسيرآلدهيد 

  است. سپس  (DXP)فسفات  -5-زايلوز -D- دئوكسي -1
  

  

DXP توسطDXP   ردوكتاز ايزومراز(DXR)  بهMEP  تبديل
 فعاليت آنزيميچندين مرحله توسط  MEPشود. پس از آن مي
فسفات سيتيديل ترنسفراز  -4اريتريتول  -D-سي -2  به

(MCT) ،4 -  سي 2-دي فسفوسيتيديل -D-  اريتريتول كيناز
(CMK) ،2- متيل - سي -D-  سيكلو دي  4و  2اريتريتول

 -(E)- 2-متيل - 2-هيدروكسي-1و  (MDS)فسفات سينتاز 
 -2- هيدروكسي -1و  (HDS)دي فسفات سينتاز  -4- بوتنيل
تبديل  (HMBPP)دي فسفات  -4- بوتنيل (E) -2- متيل 

 - 1شود. آخرين مرحله نيز توسط فعاليت آنزيمي مي
دي فسفات ردوكتاز  - 4-بوتنيل -(E)- 2- متيل - 2-هيدروكسي

(HDR) ،HMBPP ها هاي مورد نياز ترپنبه پيش ماده
 DMAPPو  IPP .]8[ شودتبديل مي DMAPPو   IPPيعني

 IDI)(آنزيمي ايزوپنتنيل دي فسفات ايزومراز توسط فعاليت 
). در ادامه با 1 شماره توانند به يكديگر تبديل شوند (شكلمي

تركيب اين دو ماده تحت تأثير ژرانيل دي فسفات سينتاز 
(GPPs)ژرانيل دي فسفات  يعني هاست، پيش ماده مونوترپن
(GPP) آنزيم  توسطژرانيل دي فسفات نيز  شود.سنتز مي

 (شكل ]9، 10[ شودها تبديل ميمونوترپن سينتاز به مونوترپن
  .)2 شماره

  

  
  .]12 ،11[ (MVA)و موالونات  (MEP)مسير بيوسنتز متيل اريتريتول  -1شكل شماره 
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  .]15،16[ كارواكرولهاي پايين دست دخيل در تشكيل تيمول و ژن -2شكل شماره 
  

سه گروه متيل، يك  باتيمول يك مونوترپن فنولي است كه 
 تقاضايبا توجه به  .استحلقه بنزني و يك گروه هيدروكسيل 

توليد بيشتر اين ماده، از در صنعت داروسازي  تيمولماده بالاي 
اهميت بالايي برخوردار است. مطالعات نشان داده است كه ژن 

DXR  نقش مهمي را در مسير بيوسنتزMEP با  كه دارد
 يابدميها نيز افزايش ميزان مونوترپن DXRافزايش بيان ژن 

 افزايش باعث جاسمونات متيلاز سوي ديگر  .]13-11[
 از MEP مسير ابتداي هايژن بر تأثير با ثانويه هايمتابوليت

 در دخيل هايژن بيان افزايش باعث سيگنالي فرآيندهاي طريق
  ].14[ ه استشد مسير اين ثانويه هايمتابوليت ساخت

 ژن سه اين تحقيق با هدف بررسي ميزان تغييرات بيان
)DXR( ،)1Tctps(  و)Tctps5(  درگير در مسير بيوسنتز

و همچنين  ر زمان واقعيد PCRروش  با كارواكرول و تيمول
  انجام شد.صفات فيزيولوژيكي  تركيبات اسانس، بررسي تغيير در

  

  هامواد و روش
هاي آويشن باغي رقم گياهچه مواد گياهي، شرايط رشد:

پس سويس)  Agro SCOPEسسه ؤ(تهيه شده از م 3واريكو 
 )MS( موراشيگ و اسكوگ از كشت بذور روي محيط كشت

هاي پلاستيكي با تركيبي از كوكوپيت جهت نگهداري به گلدان
 25±2به اتاق رشد با دماي  3:1هاي و پيت موس با نسبت

ساعت تاريكي  8ساعت روشنايي و  16و فتوپريود گراد سانتي
لوكس منتقل شدند. سپس گياهان به منظور  7000با شدت نور 

ه (خاك با هاي حاوي خاك آزمايش شدسازگار شدن به گلدان
درصد ظرفيت زراعي) به گلخانه منتقل و به مقدار مساوي  10

روز  21هفته پس از استقرار، گياهان به مدت  8آبياري شدند. 
آبي قرار گرفتند. تيمارهاي آبياري مورد استفاده تحت تنش كم

 درصد 100: (شرايط 1Tاند از: آبي عبارتجهت اعمال تنش كم
 درصد 70: (شرايط 2Tن تنش)، ، شاهد يا بدوظرفيت مزرعه
ظرفيت  درصد 40: (شرايط 3T، تنش ملايم)، ظرفيت مزرعه

، ظرفيت مزرعه درصد 20: (شرايط 4T، تنش متوسط) و مزرعه
صورت كاشت در . اين تحقيق به ]15[ تنش شديد) بودند

گلدان در قالب طرح بلوك كامل تصادفي اجرا شد. پس از 
، در ازت RNAهاي مربوطه جهت استخراج پايان تنش، نمونه

 -80مايع فرو برده شدند و تا زمان آزمايش در يخچال 
  نگهداري شدند.گراد سانتي

  
  گيري محتواي كلروفيل و كاروتنوئيداندازه

 ]16[ تنتالر مقدار كلروفيل از روش ليچبراي سنجش 
هاي تازه گياه در گرم از برگ 1/0استفاده شد. بدين صورت كه 

درصد ساييده شد و  80ليتر استون ميلي 15هاون چيني حاوي 
پس از صاف كردن، جذب آن با دستگاه اسپكتروفتومتر در 

) و b(كلروفيل  8/646)، a(كلروفيل  3/663هاي طول موج
روتنوئيدها) نانومتر خوانده شد. مقدار كلروفيل و (كا 470

ز طريق گرم در گرم بافت تر اكاروتنوئيد بر حسب ميلي
  هاي زير محاسبه شد:فرمول
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  شانزدهم، دوره چهارم، فصلنامه گياهان دارويي، سال 
  1396شماره مسلسل شصت و چهارم، پاييز 
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Chl a (mg/g)= Chl a (µg/ml)(v)/1000 Chl a (µg/ml) = 12.25A663 - 2.79A646
Chl b (mg/g)= Chl b (µg/ml)(v)/1000Chl b (µg/ml) = 21.50A646 - 5.10A663
Car (mg/g)= Car (µg/ml)(v)/1000 Chl Total (µg/ml) = Chl a+ Chl b 
 Car (µg/ml) = (1000470-1.82 Chl a - 85.02Chlb)/198

 
  (RWC)محتواي نسبي آب برگ 

گيري محتواي نسبي آب برگ پس از آنكه منظور اندازه به
ساعت در  24در داخل آب به مدت هاي تازه وزن شدند، برگ

 24درآيند. پس از  متورمدماي اتاق قرار داده شدند تا به حالت 
و وزن  شدشده با كاغذ صافي خشك  متورمهاي ساعت برگ

ها در ، برگاز توزين گيري شد. پسها اندازهشده برگ متورم
ساعت خشك  24به مدت گراد درجه سانتي 70آون در دماي 

گيري و مقدار محتواي ها نيز اندازهند. سپس وزن برگشد
  ].17[ نسبي آب برگ از معادله زير محاسبه شد

(Wf-Wd/Wt-Wd) × 100(%)=RWC  
  

  ELP)( گيري درصد نشت الكتروليتاندازه
به منظور سنجش درصد نشت الكتروليت، با استفاده از پانچ 

 10اي تهيه شد. قطعات حاصل در هاي دايرهاز هر برگ ديسك
درجه  25ليتر آب مقطر به مدت دو ساعت در دماي اتاق (ميلي
گراد) قرار داده شدند. سپس هدايت الكتريكي اوليه سانتي

)1(EC با استفاده از دستگاه ،EC گيري شد. در متر اندازه
گراد درجه سانتي 120ها در اتوكلاو در دماي مرحله بعد نمونه

دقيقه قرار گرفته و پس از سرد شدن در دماي  20به مدت 
گيري شد. درنهايت اندازه EC)2(اتاق، هدايت الكتريكي ثانويه 
برحسب درصد از طريق  (ELP)درصد نشت الكتروليت برگ 

به منظور سنجش صفات  ].18[ ه شدفرمول زير محاسب
تكرار استفاده شد و از ميانگين آنها  3فيزيولوژيك از هر تيمار 

 در هر تيمار براي ارزيابي نهايي استفاده شد. 
  

ELP= (EC1/EC2) × 100  
  

  استخراج عصاره و سنجش تيمول و كارواكرول
از پودر گرم  10به منظور استخراج تيمول و كارواكرول به 

 2سپس به مدت  ،متانول اضافه شدليتر ميلي 100ماده گياهي 
گيري شد و به مدت ساعت توسط دستگاه اولتراسونيك عصاره

گراد) در محيط درجه سانتي 25ساعت در دماي آزمايشگاه ( 24
 HPLCوسيله دستگاه عصاره استخراج شده ب .]19[ تاريك ماند

مجهز به آشكارساز  L7100همراه پمپ به  PLATIN blueمدل 
، سيستم تزريق 274nmدر طول موج  (PDA)آرايه فوتوني 

استفاده شد. ستون مورد  EZchromافزاري اتوماتيك و رابط نرم
ساخت شركت   Nucleodur 100-5, C18استفاده

MACHEREY-NAGEL كشور آلمان با طول mm 250  و
 Aامل فاز بود. فاز متحرك مورد استفاده ش mm 6/4قطر داخلي 

صورت ايزوكراتيك و استونيتريل به  Bدر فاز درصد  45آب 
گراد درجه سانتي 30ليتر در دقيقه در دماي ميلي 1سرعت جريان 

بود. استونيتريل و آب با خلوص كروماتوگرافي و ساير موارد 
جهت سنجش صفت  .شدتهيه   مورد استفاده از شركت مرك

  .شدفيتوشيميايي از يك تكرار ادغام شده استفاده 
  

  (qRTPCR)اي پليمراز در زمان واقعي واكنش زنجيره
با روش ترايزول از بافت برگ شاهد و  RNAاستخراج 

 DNAبه منظور حذف آلودگي  .]20[ تيمارها صورت گرفت
. بر شداستفاده  DNase Iها از تيمار با آنزيم موجود در نمونه
 ميكروگرم در ميكروليتر 5از  ميكروليتر 1 اين اساس مقدار

 X10 DNase I ،5/1 از بافر  ميكروليتر RNA ،5/1نمونه 
 )DNase I )Fermentase, USA (1U/µl)آنزيم  ميكروليتر

درجه  37دقيقه در دماي  30با هم مخلوط شدند و به مدت 
نهايت براي حذف و غيرفعال  گراد انكوبه شدند و درسانتي

 50با غلظت  EDTAميكروليتر  2مقدار  DNase Iكردن آنزيم 
درجه  75دقيقه در دماي  15اضافه و به مدت مولار ميلي
استخراج شده  RNAگراد قرار داده شد. كميت و كيفيت سانتي

اسپكتروفتومتري  خوانشو  درصد 1با استفاده از ژل آگارز 
 NanoDropتري در دستگاه نانوم 230و  280، 260

)ThermoScientific 2000c, USA(  مورد بررسي قرار
تيمار  RNAاز ميكروگرم  1مقدار  cDNAگرفت. جهت تهيه 
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كار گرفته شد و از ه سازي شده بو خالص DNase Iشده با 
و پرايمرهاي هگزامر تصادفي  OligodTروش استفاده همزمان 

. به شداستفاده  Reverse transcriptaseدر حضور آنزيم 
و آب  RNAمنظور انجام اين واكنش ابتدا مخلوط پرايمرها، 

DEPC  درجه  70دقيقه در دماي  10مخلوط شد و به مدت
گراد قرار داده شدند و بلافاصله به سطح يخ منتقل شدند. سانتي

 1و به مدت  شدها مخلوط آنزيم و بافر اضافه سپس به نمونه
ها به گراد قرار گرفتند. نمونهدرجه سانتي 42 ساعت در دماي

 65، در دماي RTدقيقه به منظور غيرفعال كردن آنزيم  5مدت 
  گراد قرار گرفتند.درجه سانتي

در زير هود انجام شد و با  PCR واكنشمراحل تهيه 
اساس  ، مواد برDNAهاي عاري از ها و تيپاستفاده از پيپت

  با هم مخلوط شدند و حجم نهايي واكنش  1 شماره جدول
در نظر گرفته شد. براي بهينه كردن دماي اتصال  ميكروليتر 15

. همچنين شداستفاده  Gradient PCRپرايمرها از روش 
ژن  PCRسنتز شده با استفاده از  cDNAصحت و درستي 

هاي مورد مطالعه انجام در همه نمونه (18srRNA)كنترل 
بجاي  (NTC)نش كنترل از بدون الگو گرفت. براي واك

cDNA كيو ميلي، آب)mili-q( نهايت به پليت اضافه شد. در
از مخلوط واكنش  ميكروليتر 15چاهكي با توجه به نقشه  48

  ها به صورت اضافه شد. واكنش تكثير تصادفي اين ژن
 چرخه (با دماي واسرشته 40دقيقه واسرشته سازي اوليه و  10

ثانيه، اتصال  30گراد به مدت درجه سانتي 94سازي اوليه 

هاي ثبت شده در سايت آغازگر (آغازگرها براساس توالي ژن
https://www.ncbi.nlm.nih.gov افزار طراحي و توسط نرم

Oligo3 در دماي بهينه آورده شده  اند)مورد ارزيابي قرار گرفته
درجه  72ثانيه و بسط آنزيمي در دماي  30در جدول به مدت 

ثانيه) صورت گرفت. همچنين براي  20گراد به مدت سانتي
مورد استفاده، در تكثير  اطمينان از اختصاصي بودن آغازگرهاي

استفاده شد.  (Melting curve)نظر از منحني ذوب ژن مورد
هاي حي شده براي دستيابي به توالي ژنليست آغازگرهاي طرا
   آورده شده است. 2 شماره مورد مطالعه در جدول

  
  محاسبه ميزان نسبي بيان ژن 

استفاده شد.  18srRNAبراي نرمال سازي از ژن كنترل داخلي 
تكرار  2تكرار بيولوژيكي و  2ميزان نسبي بيان ژن با استفاده از 

محاسبه شد. براي محاسبه ميزان نسبي بيان ژن از  (RNA)تكنيكي 
  ].21[ استفاده شد كه بر اساس فرمول زير است CtΔΔروش 

CtΔ (ژن كنترل داخلي)Ct – Δ  (ژن مورد نظر)Ct =ΔΔ  
? =Ct ΔΔ-2  

  
  تجزيه و تحليل آماري

ها با مورد سنجش، داده متغييرهاياثر تيمارها بر آناليز براي 
ها با آزمون آناليز واريانس شدند و مقايسه ميانگين SASافزار نرم

  انجام شد.  درصد 95دانكن با ضريب اطمينان اي چند دامنه

  

  
  Real Time PCRمواد شيميايي و مقادير مورد استفاده در واكنش  -1 شماره جدول

  مواد شيميايي(µl) حجم
2  cDNA (1 µg/µl)  
3  SYBR premix 5X  
8/0  Primer F (10 pmol/µl)  
8/0  Primer R (10 pmol/µl)  

15  ddH2O  
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  مورد استفادهليست آغازگرهاي  - 2 شماره جدول
Sequence  Primer name  

TATGACTTCGAGGCCCTTGTTAAAGAG  DXR-F  
TGTATCCAAGGCTTGCCAGAAGG  DXR-R  
GAGGGAAGGCGAAAACACAC  Tctps1-F  
TCCAGTGAAGAGGGAGATCC  Tctps1-R  
GATACAAATGCGTCGGAGGAGG  F-Tctps5  
CTGTAGCCTCCACCACTTGTTC  R-Tctps5  
ATGTTTAGAAGGGTGAGTGAGCAGTTTAC  18srRNA-F  
GCCTCATCATCATACTCTTCCTCATCATC  18srRNA-R  

  
  نتايج

داري آبي اثر معنيكمنتايج تجزيه واريانس نشان داد تنش 
)05/0P ≤ ( بر مقدار كلروفيلa جدول) و كلروفيل كل داشت 

نتايج حاصل از مقايسه ميانگين با افزايش  ). بر اساس3 شماره
و كلروفيل كل كاهش يافت  aآبي، ميزان كلروفيل سطوح تنش كم

  با مقدار  aميزان كلروفيل  ). بيشترين4 شماره (جدول
درصد  FC 100در تيمار م ماده خشك) گرم در گر(ميلي 3/2

 82/0با درصد  FC20 (شاهد) و كمترين ميزان آن در تيمار 
كاهش نسبت به شاهد مشاهده شد. بيشترين ميزان كلروفيل كل 

با درصد  FC20 نيز در تيمار شاهد و كمترين ميزان آن در تيمار 
كاهش نسبت به تيمار شاهد مشاهده شد. نتايج تجزيه  86/0

، bآبي بر ميزان كلروفيل واريانس مشاهدات نشان داد كه تنش كم
نسبي آب برگ و نشت الكتروليت تأثير كاروتنوئيد، محتواي 

). با افزايش سطوح تنش 3 شماره جدولداري نداشت (معني
نشت الكتروليت افزايش ، كاروتنوئيد و bآبي، ميزان كلروفيل كم

يافت اما محتواي نسبي آب برگ كاهش يافت. بيشترين ميزان 
 02/1و  71/0و كاروتنوئيد به ترتيب با مقدار  bكلروفيل 

و بيشترين درصد  FC 70در تيمار گرم در گرم ماده خشك) (ميلي
درصد  3/74ميزان محتواي نسبي آب برگ در تيمار شاهد با مقدار 

با مقدار درصد  FC 20ن نشت الكتروليت در تيمار و بيشترين ميزا
  ).4 شماره مشاهده شد (جدولدرصد  63/0

از لحاظ  نشان داد كه بين تيمارها فيتوشيمينتايج حاصل از 
هاي تيمول و كارواكرول تفاوت وجود ميزان توليد متابوليت

 2/12با مقدار درصد  FC 70 تيمار .)5(جدول شماره  دارد
  بيشترين تأثير را بر افزايش گرم در گرم ماده خشك) (ميلي

  

  

ظرفيت درصد  FC 40و  20ميزان تيمول داشت و تيمارهاي 
 8/3و  5/3زراعي كمترين ميزان تيمول را به ترتيب با مقدار 

به خود اختصاص دادند. گرم در گرم ماده خشك) (ميلي
تيمار  همچنين نتايج نشان داد كه بيشترين ميزان كارواكرول در

FC 70  گرم در گرم (ميلي 02/3ظرفيت زراعي با مقدار درصد
حاصل شد و كمترين ميزان كارواكرول را تيمار ماده خشك) 

FC 20  گرم در گرم ماده خشك) (ميلي 03/1با مقدار درصد
  ).3 شماره داد (شكلبه خود اختصاص 

هاي نتايج تجزيه واريانس به منظور بررسي ميزان بيان ژن
DXR ،Tctps1  وTctps5  در آويشن باغي در مرحله رويشي

آورده شده است. نتايج حاصل نشان داد كه  6 شماره در جدول
و  DXR ،Tctps1 هايداري بر بيان ژنآبي اثر معنيتنش كم
Tctps5 05/0( داشتP ≤(هاي . بيشترين ميزان بيان ژنDXR 

ها و كمترين ميزان بيان اين ژندرصد  FC 70در تيمار  Tctps5و 
 9/32با مقدار  DXRمشاهده شد. ژن درصد  FC 20در تيمار 

به خود اختصاص  درصد FC 70بيشترين ميزان بيان را در تيمار 
برابر افزايش بيان نشان داد. سپس با  8/32داد و نسبت به شاهد 

افزايش سطوح تنش بيان اين ژن روند كاهشي به خود گرفت و 
برابر  10/0نسبت به شاهد  10/0با مقدار درصد  FC 40تيمار 

 نيز نسبت به شاهددرصد  FC 20كاهش بيان نشان داد و تيمار 
كمترين ميزان بيان را به خود  09/0كاهش يافت و با مقدار 

مقايسه ميانگين حاصل از  الف). - 4 شماره داد (شكلاختصاص 
داد كه با افزايش  نيز نشان (Tctps5)بررسي بيان ژن آلفاترپينئول 

  تنش ميزان بيان ژن روند يكساني نداشته است. ميزان بيان ژن 
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  آبيتحت تنش كم )Varico 3( 3 تجزيه واريانس مربوط به صفات فيزيولوژيكي در آويشن باغي رقم واريكو -3 شماره جدول
  آزادي درجه Mean Square (MS)ميانگين مربعات 

)df(  

  منابع تغييرات
)S.O.V(  كلروفيل   كلروفيل كل  كارتنوئيد  برگ آب محتواي نسبي   نشت الكتروليتb    كلروفيلa 

  تكرار  2  001/0  004/0  002/0  010/0  333/76  005/0
ns023/0  ns556/104  ns004/0  *087/0  ns001/0  *100/0  3  تيمار  

  اشتباه آزمايشي  6  015/0  001/0  016/0  002/0  889/47  016/0
  )درصدضريب تغييرات (  -  70/5  99/4  47/4  73/4  01/10  72/24

ns ،* ،**01/٠و  05/0دار بودن در سطح احتمال دار بودن و معنيبه ترتيب غير معني  
  

  )Varico 3( 3 آبي بر صفات فيزيولوژيكي در آويشن باغي رقم واريكومقايسه ميانگين اثر سطوح مختلف تنش كم -4 شماره جدول
 رطوبتسطوح 

)FC درصد(  
 aكلروفيل 
(mg/g)  

 bكلروفيل 
(mg/g)  

كلروفيل كل 
(mg/g) 

  كارتنوئيد
 (mg/g)  

محتواي نسبي آب 
  )درصد(

نشت الكتروليت 
  )درصد(

  a 39/2  a 66/0  a 06/3   b92/0   a30/74  a 41/0  (شاهد) 100
70   ab 17/2  a 71/0   ab 89/2 a 02/1   a60/73    a49/0  
40  b 07/2a 68/0   b76/2   ab 97/0   a66/66    a52/0   
20  b 96/1  a 69/0   b66/2   ab 98/0  a 00/62  a 63/0  

  .هستنددرصد  5داري در سطح آماري ميانگين داراي حروف مشترك فاقد اختلاف معني
  

  آبيتحت تنش كم )Varico 3( 3 تجزيه واريانس صفات فيتوشيميايي در آويشن باغي رقم واريكو -5 شماره جدول
  آزاديدرجه Mean Square (MS)ميانگين مربعات 

)df(  

  منابع تغييرات
)S.O.V(  Carvacrol Thymol

  تكرار  2  021/0  004/0
  تيمار  3  67/52*  66/2*

  اشتباه آزمايشي  6  005/0  005/0
  )درصدضريب تغييرات (  -  01/1  81/3

ns ،* 05/0بودن در سطح احتمال دار دار بودن و معنيمعنيبه ترتيب غير   
  

              
  آبيتحت تنش كم )Varico 3( 3الف) ميزان كارواكرول، ب) ميزان تيمول در آويشن باغي رقم واريكو -3شكل شماره 
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... هايبررسي بيان ژن  

 

 36بيش از  89/6با مقدار  درصد FC70 آلفاترپينئول در تيمار 
، درصد FC 40برابر نسبت به شاهد افزايش بيان نشان داد و تيمار 

نسبت به شاهد كاهش بيان نشان داد كه اين كاهش  02/0با مقدار 
نسبت  004/0، نيز با مقدار درصد FC 20بود. تيمار  1/0برابر با 

 تا سطحبرابر كاهش بيان نشان داد. با افزايش تنش  02/0به شاهد 

FC 70  آبي باعث افزايش و ادامه تنش، روند افزايش كمدرصد
ب). نتايج مقايسه  - 4 شماره است (شكلبيان را كاهش داده 

نيز نشان داد  (Tctps1)ميانگين حاصل از بيان ژن سابينن سينتاز 
كه با افزايش تنش نيز ميزان بيان ژن روند يكساني نداشته است. 

درصد  40و  70ميزان بيان ژن سابينن سينتاز در تيمارهاي 
نسبت به شاهد  85/7و  73/6ظرفيت زراعي به ترتيب با مقدار 

 FC 20برابر افزايش بيان نشان داد و تيمار  38/10و  91/8
برابر كاهش بيان  78/0نسبت به شاهد  59/0با مقدار درصد 

  ج). - 4 شماره نشان داد (شكل
  

   آبيتحت تنش كم )Varico 3( 3هاي مسير بيوسنتز تيمول در آويشن باغي رقم واريكوتجزيه واريانس مربوط به ميزان بيان ژن -6 شماره جدول
  آزاديدرجه Mean Square (MS)ميانگين مربعات 

)df(  

  منابع تغييرات
)S.O.V(   بيان ژنTctps1   بيان ژنTctps5   بيان ژنDXR 

  تكرار  3  008/0  010/0  864/0
  تيمار  3  54/480*  62/46*  56/52*

  اشتباه آزمايشي  9  015/0  013/0  99/0
ns ،* 05/0دار بودن در سطح احتمال دار بودن و معنيمعنيبه ترتيب غير  

  

              
  

  
 3در آويشن باغي رقم واريكو  Tctps1، ج) ميزان بيان نسبي ژن Tctps5، ب) ميزان بيان نسبي ژن DXRالف) ميزان بيان نسبي ژن  -4 شماره شكل

(Varico 3) باشندخطوط روي منحني نشان دهنده خطاي معيار ميانگين ميآبي. تحت تنش كم.  
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  بحث
 كنندهمحدودمحيطي  عواملترين تنش خشكي يكي از مهم

فتوسنتز است. در اين تحقيق مشاهده شد كه ميزان محتواي 
آبي روند كاهشي به خود و كلروفيل كل تحت تنش  aكلروفيل 

روند افزايشي از خود نشان داد. كاهش  bگرفت اما كلروفيل 
ها نيز ميزان كلروفيل در شرايط تنش خشكي در ساير بررسي

كاهش ميزان محتواي كلروفيل در  .]22، 23[ گزارش شده است
ها شرايط تنش آبي، احتمالاً به دليل افزايش تخريب اين رنگيزه

و يا كاهش ساخت آنها و همچنين اختلال در فعاليت 
 ].24[ هاي فتوسنتزي استهاي مسئول سنتز رنگدانهآنزيم

روند مشابهي  گياه كاروتنوئيد حتوايمشاهده شد كه مهمچنين 
هاي مهم داشت. از جمله نقش bي كلروفيل با ميزان محتوا

كاروتنوئيدها، محافظت از غشاي تيلاكوئيدي و جلوگيري از 
باشد. مشاهده شده است تنش ها ميفتواكسيداسيون كلروفيل

كه شود، درحاليملايم آب سبب افزايش كاروتنوئيدها مي
كمبود شديد آب موجب كم شدن كاروتنوئيدها علاوه بر 

كاهش محتواي كاروتنوئيدها در  .]25[ شودميكاهش كلروفيل 
 ها نيز گزارش شده استشرايط تنش خشكي در ساير بررسي

درصد ظرفيت زراعي (تنش  70تيمار  اين تحقيقدر  .]22، 26[
را به خود  bملايم) بيشترين ميزان كاروتنوئيد و كلروفيل 

نتايج اين تحقيق در رابطه با كاهش كاروتنوئيد . اختصاص داد
ر تنش شديد در مقايسه با تحقيقات انجام شده قبلي در تضاد د

در شاخص مناسبي از وضعيت آب  ،است. محتواي نسبي آب
تنش خشكي كاهش  با افزايشكه  طوري هباشد بها ميبرگ
سبب تغييراتي در غشاي سلول و افزايش نشت  يابد ومي

ا در اين مطالعه نيز ب ].27[ شودها ميالكتروليتي از سلول
روند  ،آبي ميزان محتواي نسبي آب برگافزايش تنش كم

كاهشي و ميزان نشت الكتروليت روند افزايشي از خود نشان 
 دادند كه با نتايج تحقيقات انجام شده مطابقت دارد

ها و كاهش تعرق، جذب با بسته شدن روزنه ].8،27،28،29[
يابد. علت كاهش آب و انتقال آن به سمت برگ كاهش مي

واي نسبي آب، كاهش پتانسيل آب برگ و كاهش جذب محت
  ].30[ باشدها در شرايط خشكي ميآب از ريشه

  

  

وسيله تيمول و كارواكرول ب هايدر سنجش ميزان مونوترپن
HPLC ها در مشاهده شد كه بيشترين ميزان اين مونوترپن

تنش ملايم حاصل شد و با افزايش سطوح تنش مقدار تيمول و 
افزايش ميزان  بر مبني هاييكارواكرول كاهش يافت. گزارش

هاي ثانويه در اثر القاي تنش خشكي در گياهان وجود متابوليت
تحت تأثير نها تها است كه بيوسنتز اين متابوليت ذكر شدهدارد. 

نيست بلكه با توجه به الگوهاي محيطي نيز  يژنتيكعوامل 
به دليل . از سوي ديگر عنوان شده است ]38[ كندتغيير مي

كاهش رشد در اثر القاي تنش خشكي، تثبيت كربن در طي 
توليد شود و هاي ثانويه ميفتوسنتز صرف توليد متابوليت

در جهت جلوگيري از  ها در گياهان تحت تنشبيشتر متابوليت
در بررسي تأثير سطوح مختلف  .]32[ اكسيداسيون سلولي است

درصد ظرفيت زراعي) بر گياه  55و  70، 85، 100آبي (تنش كم
درصد  85بابونه آلماني، بالاترين درصد اسانس مربوط به تيمار 

زان بيشترين مي نيز تحقيق حاضردر  كه ]33[ ظرفيت زراعي بود
  يم حاصل شد.اسانس در تنش ملا

تنش  نشان دادهاي مولكولي يج تجزيه واريانس دادهنتا
 هب مورد مطالعه داشتهاي داري بر بيان ژنآبي اثر معنيكم

با افزايش تنش ابتدا  Tctps5و  DXR هايكه بيان ژن طوري
شدت  هافزايش يافت و سپس با ادامه تنش از ميزان بيان آنها ب

كند، كنترلي مهم عمل مي عاملعنوان به DXR كاسته شد. ژن
 باشدمي MEPزيرا اولين مرحله اصلي و متمايز كننده مسير 

اي در هدايت ميان كنندهنقش تعيين DXRژن  .]34، 35[
 .]13[ دارد DMAPPو  IPPها به سمت مسيرهاي واسطه

و ارتباط آن با بيوسنتز مونوترپن  DXRبررسي بيان ژن 
كارواكرول در گياه مرزه خوزستاني نشان داد كه سنتز 

گيرد صورت مي MEPبيوسنتزي طور عمده از مسير ه كارواكرول ب
كارواكرول نقش داشته و  در تنظيم بيوسنتز مونوترپن DXR و آنزيم

برداري آنزيم در سطح نسخهاين ميزان فعاليت همچنين 
(Transcriptional regulation) 36[ شودژن كنترل مي.[  

و بيشترين  DXRبا توجه به اينكه بيشترين ميزان بيان ژن 
درصد  70ميزان مونوترپن تيمول و كارواكرول در تيمار 

رسد ميزان تيمول و ظرفيت زراعي حاصل شد، به نظر مي
 DXRدارد. ميزان بيان ژن وابستگي بيان اين ژن با كارواكرول 
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ابتدا در تنش ملايم روند صعودي پيدا كرد و سپس با افزايش 
درصد ظرفيت زراعي روند  20و  40سطوح تنش در تيمار 

 20نزولي به خود گرفت و كمترين ميزان بيان اين ژن در تيمار 
آناليز درصد ظرفيت زراعي اتفاق افتاد. در نتايج حاصل از 

راين طبق نتايج نيز همين روند مشاهده شد. بناب فيتوشيمي
ژن  ،رسد در آويشن باغيبه نظر مي ،حاصل و مطالعات قبلي

DXR رپن تيمول و كارواكرول نقش دارد.در بيوسنتز مونوت  
 سينتاز نتايج حاصل از بررسي بيان ژن آلفاترپينئول

(Tctps5) 70ترين بيان اين ژن در تيمار نشان داد كه بيش 
افزايش سطح تنش  هدر ادامدرصد ظرفيت زراعي حاصل شد و 

. در مسير بيوسنتز تيمول و كارواكرول كاسته شدبيان اين ژن  از
هاست به آلفا فسفات كه پيش ماده مونوترپنابتدا ژرانيل دي

شود و آلفا ترپينئول به ترپينن و سپس تحت ترپينئول تبديل مي
شود تأثير آنزيم گاماترپينن سينتاز به گاماترپينن تبديل مي

سيمن آروماتيك و تحت تأثير آنزيم ن نيز از طريق پيگاماترپين
در مسير به تيمول و كارواكرول تبديل  P450sسيتوكروم 

). بنابراين طبق نتايج حاصل 2 شماره (شكل ،]37-39[ شودمي
دست مسير بيوسنتز  از اين تحقيق و از آنجاكه اين ژن در پايين

تيمول و كارواكرول قرار دارد و مستقيماً در بيوسنتز تيمول و 
رسد كه ميزان بيان اين ژن با كارواكرول نقش دارد، به نظر مي

مونوترپن تيمول و كارواكرول مطابقت دارد و با آنچه كه راجع 
  خواني دارد.هم ،گفته شد DXRبه ژن 

حاكي از آن بود  Tctps1نتايج حاصل از بررسي بيان ژن 
و  70آبي سبب افزايش بيان اين ژن در تيمارهاي كه تنش كم

 همچنين. است هدرصد ظرفيت زراعي نسبت به شاهد شد 40
بيشترين ميزان بيان مورد مطالعه  هاي ديگراين ژن برخلاف ژن

درصد ظرفيت زراعي به خود  70و سپس  40را در تيمار 
ها بيشترين ميزان ساير ژن ست كها اختصاص داد اين در حالي

درصد ظرفيت زراعي به خود اختصاص  70بيان را در تيمار 
درصد ظرفيت  40و  20كه در تيمارهاي  طوري هدادند ب

ميزان زراعي به ميزان كمي بيان شدند. طبق نتايج حاصل از 
ها موقعيت اين ژن در شبكه ژني مسير بيوسنتز مونوترپنو بيان 

هاي مورد مطالعه يان اين ژن با ساير ژنمشخص شد كه ميزان ب
تيمول و كارواكرول مطابقت  هايمونوترپنسنتز و با ميزان 

هاي پايين دست در مسير . ژن سابينن سينتاز از جمله ژنندارد
تيمول و كارواكرول است اما به نظر  هايبيوسنتز مونوترپن

 ليدانحراف از اين مسير و عدم شركت در تو به دليلرسد مي
محصول نهايي (تيمول و كارواكرول) تأثير چنداني بر ميزان 

  تيمول و كارواكرول ندارد.

  
  گيرينتيجه

 Tctps5و  DXR نتايج نشان داد كه بيشترين ميزان بيان ژن
بود و با افزايش تنش ميزان بيان درصد  FC 70مربوط به تيمار 

روند مشابهي  DXRو  TPS5هاي ها كاهش يافت. ژناين ژن
را در طول تنش از خود نشان دادند. همچنين اين روند براي 

كه  طوريه شد ب همونوترپن تيمول و كارواكرول مشاهد
 DXRو  Tctps5هاي ها و بيان ژنين ميزان مونوترپنتربيش

درصد، سپس در تيمار شاهد و كمترين نيز  70ابتدا در تيمار 
اعي اتفاق افتاد. درصد ظرفيت زر 20و  40در تيمارهاي 

 DXRو  Tctps5رسد دو ژن بنابراين طبق شواهد به نظر مي
 ،بيشترين همبستگي را با هم و ميزان تيمول و كارواكرول دارند

و  ديگر ژن دومتفاوت از  Tctps1اما روند تغييرات بيان ژن 
ميزان تيمول و كارواكرول بود. با توجه به افزايش بيان بيشتر 

و افزايش مقدار  Tctps1نسبت به  DXRو  Tctps5دو ژن 
درصد  70آبي در تيمار توان نتيجه گرفت تنش كمتيمول مي

هاي مسير ظرفيت زراعي باعث افزايش بسيار بالا در بيان ژن
بيوسنتزي تيمول شده و تأثير زيادي بر مسير انحرافي اين مسير 

درصد ظرفيت  70به عبارت ديگر تنش  بيوسنتزي نداشته است.
 تأثير تيمول و كارواكرول با هايمونوترپن افزايش عي باعثزرا
 و انتهاي مسير بيوسنتز تيمول از MEP ابتداي مسير هايژن بر

 هايژن بيان افزايش باعث و شده سيگنالي فرآيندهاي طريق
  ].14[ شد مسير هاي اينمونوترپن ساخت در دخيل
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Abstract 
 

Background: Thymol and Carvacrol are the two important secondary metabolites from Thymus 
vulgaris that productions of them are controlled by genetic and environmental factors. 
Objective: Evaluation of Water stress effects on expression of three important genes of thymol and 
carvacrol biosynthetic pathway and also physiological and phytochemical properties of Thymus 
vulgaris. 
Methods: The present study was conducted in a randomized complete block design with 4 
treatments and 3 replications in Institute of Medicinal Plants, ACECR, Karaj.   
For this purpose, the treatments were selected as control (FC), 70% of FC, 40% of FC, and 20% of 
FC. Gene expression was studied using real-time PCR method, and HPLC was applied to essence 
analysis. Also physiological characteristic including chlorophyll content, relative water content, 
electrolyte leakage percentage and carotenoids content were analyzed. 
Results: The results revealed that water stress significantly influenced the gene expression  
(P≤ 0.05). The highest gene expression of DXR and Tctps5 was observed in 70% of FC, while the 
highest one of TvTPS1 was recorded in 40% of FC. Moreover, the maximum thymol and carvacrol 
was found in 70% of FC. In other hand the highest chlorophyll content and corotenoids content 
were obtained in 100% and 70% of FC respectively. Also there were not significant differences 
between treatments for  relative water content and electrolyte leakage percentage. 
Conclusion: The 70% of FC through influencing of genes in the firs and last of MEP pathway 
increased thymol and carvacrol production. 
 

Keywords: Thymus vulgaris, Gene Expression, water deficit, Photosynthesis Pigments, thymol, 
carvacrol 

 

Archive of SID

www.SID.ir

http://www.sid.ir

