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  چكيده
هاي دارويي مهمي از كه حاوي متابوليت است دارويي ارزشمندي ، گياه.Thymus vulgaris Lآويشن باغي با نام علمي  مقدمه:

   باشد.مي جمله تيمول و كارواكرول
در  TPS1 و DXR ،HMGRشامل تيمول  هاي درگير در بيوسنتزبيان ژناين تحقيق جهت بررسي تأثير تنش سرمايي بر  هدف:

  گياه آويشن باغي انجام شد.
هاي در زمان TPS1 و DXR ،HMGRشامل تيمول  بيوسنتزهاي درگير در ثير تنش دماي پايين بر بيان ژنأت روش بررسي:

مورد ارزيابي قرار گرفت. اين مطالعه در قالب   RT-PCRبا استفاده از روش ساعت پس از اعمال تنش  48 و 24، 12، 3صفر، 
   انجام شد. 1395و  1394هاي دانشگاهي طي سال دارويي جهاددر پژوهشكده گياهان طرح كاملاً تصادفي 

 بيشترين ميزان بيان در ژناست.  داري داشتهاثر معني ي مورد مطالعههانتايج نشان داد كه تنش سرمايي بر بيان ژن نتايج:
HMGR هاي برابر نسبت به شاهد) مشاهده شد. بيان نسبي ژن 57/1پس از اعمال تنش ( در بازه زماني سه ساعت TPS1و 

DXR يافت.هاي متفاوت زماني تنش سرمايي كاهش در بازه  
طور ه تنش سرمايي ب اثر در TPS1 و DXR ،HMGRشامل تيمول  هاي درگير در بيوسنتزطور كلي بيان ژنه ب گيري:نتيجه
  است. داري تغيير يافتهمعني
  تيمول، تنش سرمايي ،بيان ژن آويشن باغي، :واژگانگل
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  مقدمه
   ديپلوئيدگياهي ، (.Thymus vulgaris L)باغي  آويشن

)30 n=2( از تيره نعناعيان (Lamiaceae) ] كه داراي 1است [
تركيبات فيتوشيميايي ارزشمندي از جمله تيمول و كارواكرول 

]. رقم 2 - 4[ باشدقارچي، ضدباكتريايي و ... ميبا خواص ضد
 از گياه آويشن باغي توسط )’Varico 3‘( ’3زراعي واريكو 

منظور بهينه كردن كيفيت و  به )2009كارلن و همكاران (
ي در يك برنامه اصلاحي معرفي عملكرد محصول آويشن باغ

شد كه از نظر عملكرد ماده خشك، اسانس، مقاومت به سرما 
 يكي عنوان به سرما .]5[ هاي برتري بودارزيابي داراي ويژگي

هاي رشدي بر متابوليسم و ويژگي محيطي است كه هاياز تنش
 متعدد هايمكانيسم از ثير بسزايي دارد. گياهانأگياهان ت

 سرما به پاسخ و سازگاري جهت و مرفولوژيكي فيزيولوژيكي
ها در گياهان دو مسير ]. براي توليد ترپن6كنند [مي استفاده

 - سي - 2سيتوزولي (مسير موالونات) و پلاستيدي (مسير 
فسفات) وجود دارد. در مسير بيوشيميايي  -4- اريتريتول -متيل

و در مسير ها ترپنها و پليترپنها، تريترپنموالونات، سزكوئي
ها توليد ها و تتراترپنترپنها، ديبيوسنتزي پلاستيدي مونوترپن

 فسفات -4 اريتريتول - متيل سي - 2 مسير در. ]7،8[شوند مي
MEP)( پيروات ابتدا Pyruvate)( 3 گليسرآلدهيد دي و- 
 -5 زايلو اكسي دي و شده تركيب يكديگر با) (G3P فسفات
 -1 توسط آنزيم ماده اين كه كنندرا توليد مي )(DXP فسفات

 به )(DXR ردوكتوايزومراز فسفات -5 زايلوز دي اكسيدي
]. 9[ شودتبديل مي )(MEP فسفات - 4 اريتريتول متيل سي - 2

 عمل مهم كنترلي نقطه يك عنوان به  DXRدر اين مسير ژن
 متمايزكننده و اصلي مرحله فعاليت اين آنزيم اولين زيرا كند،مي

در پايان اين مسير . باشدمسير موالونات مياز  MEP مسير
 دي آليل متيل دي و )(IPP فسفات دي ايزوپنتيل بيوسنتزي،

 قابليت ماده دو اين آيند،مي وجود به)  (DMAPPفسفات

 ماده دو اين شدن تركيب با ادامه دارند. در را يكديگر به تبديل

 دي ژرانيل، )(GPPS سنتاز فسفات دي ژرانيل ثيرأت تحت و
 شود.توليد مي هاساخت مونوترپن مادهپيش) (GPP فسفات

 سنتازها به مونوترپن هايآنزيم تاثير تحت اين ماده
  كه  . HMGR]10شود [مي تبديل مختلف هايمونوترپن

  

ها است، در سنتز آنزيمي به شدت حفاظت شده در يوكاريوت
هاي ترپنوئيدي داراي اهميت است. در مسير حد واسط

  موالونات سه واحد استيل كوآنزيم آ به منظور تشكيل
با  (HMG-COA)گلوتاريل كوآنزيم آ  –متيل  - 3هيدروكسي  - 3

. شودبه موالونات تبديل مي شوند كه در نهايتهم تركيب مي
  به موالونات بوسيله آنزيم HMG-COAاحياي 

 HMG-COA ردوكتاز(TvHMGR) 11[ شودانجام مي[.  
يعني   MVAكليدي مسير ژن بيان الگوي تحقيق، اين در

HMGR مسير كليدي ژن دو وMEP   يعنيDXR  وTPS1 
هاي آويشن تحت تنش سرمايي در مرحله رويشي گياهچه

  انجام شد. 3باغي رقم واريكو

  
  هاروش و مواد

 3 در اين تحقيق، ابتدا بذرهاي آويشن باغي رقم واريكو
كشت شدند و  MSكشت  زني در محيطبراي جوانه

پيت و كوكوپيت  حاوي هايگلدانهاي حاصل به گياهچه
ها جهت سازگاري دند. گياهچهش) منتقل 3:1(استريل  موس

 16 و فتوپريودگراد درجه سانتي 25±2دماي  با رشد اتاق به
لوكس  5000ساعت تاريكي با شدت نور  8ساعت روشنايي و 
ها به جهت اعمال تيمار سرما، گياهچه .انتقال داده شدند

گراد منتقل شدند سپس سانتيدرجه  سردخانه با دماي چهار
 48و  24 ،12، 3هاي صفر، ها در زمانبرداري از گياهچهنمونه

هاي ساعت بعد از اعمال تنش سرمايي انجام شد. بسته
آويشن در ازت مايع منجمد و هاي آلومينيومي حاوي گياهچه

درجه  -80كل در دماي  RNAسپس تا زمان استخراج 
كل، بافت  RNAبراي استخراج گراد نگهداري شدند. سانتي

گياهي از روش مبتني بر ترايزول و رسوب الكلي (روش بهبود 
. براي ]12د [شيافته پروتكل) چومسينسكي و ساچي استفاده 

ها از آنزيم در نمونه موجود DNAحذف آلودگي احتمالي 
DNase I  ميكروگرم نمونه  3د. در اين روش مقدار شاستفاده

RNA  ميكروليتر آنزيم  5/1باDNase I )Fermentase, 

USA(  دقيقه در  30و به مدت ميكروليتر بافر مخلوط  5/1و
   ).1 شماره گراد قرار داده شدند (جدولدرجه سانتي 37دماي 
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  مقدار  DNase Iفعال كردن آنزيم سپس براي حذف و غير
مولار اضافه و به مدت ميلي 50با غلظت  EDTAميكروليتر  2

گراد قرار داده شد. براي درجه سانتي 75دقيقه در دماي  15
 Nanodropها توسط دستگاه كل، نمونه RNAغلظت سنجي 

 DNA به كل RNA تبديل براي مورد سنجش قرار گرفتند.
 و OligodT همزمان استفاده روش از cDNA يا مكمل

 Reverse آنزيم حضور در تصادفي آغازگرهاي

Transcriptase ميكروگرم 1 مقدار بردن كار به با و RNA به 
  د.ش استفاده واكنش انجام عنوان الگو براي

  آماده سازي واكنش  مراحل :Real Time PCR واكنش
PCR نهايي حجم و انجام 1 شماره جدول مطابقهود  زير در 

  .شد نظر گرفته ميكروليتر در 15واكنش 
  دستگاه با استفاده از RT PCR واكنش

StepOne Real Time PCR (ABI, USA) براي .شد انجام 
 Gradient PCR روش از اتصال آغازگرها يافتن دماي بهينه

 شده سنتز cDNA درستي و صحت همچنين. گرديد استفاده
 مطالعه مورد هاينمونه همه در كنترل ژن PCR از استفاده با

  براي شده استفاده آغازگرهاي ليست .گرفت انجام
Real time PCR  است شده ارائه 3شماره در جدول.  

گرم برگ فريز  10به ليتر متانول ميلي 100 گيري:عصاره
ساعت در دستگاه اولتراسونيك  2اضافه و سپس به مدت شده 

در دماي ساعت  24قرار داده شد. مخلوط حاصل به مدت 
گراد) و تاريكي قرار داده شد. درجه سانتي 25آزمايشگاه (

درجه تغليظ و  50عصاره صاف شده با روتاري در دماي زير 
  تا زمان مصرف در دمايسپس توزين شد. عصاره حاصل 

متانول غلظت  با استفاده از د.شداري گراد نگهسانتي درجه - 8
از دستگاه سانده شد. ليتر رميكروگرم در ميلي 3000عصاره به 

PLATIN blue  به همراه پمپL7100  مجهز به آشكارساز
جهت تعيين  )Photodiode Array Detector( آرايه فوتوني

غلظت تيمول و كارواكرول به شرح ذيل استفاده شد. خوانش 
نانومتر انجام شد و ستون مورد  274در طول موج 

ساخت شركت   Nucleodur 100-5, C18استفاده
MACHEREY-NAGEL  250كشور آلمان با طول 

متر بود. فاز متحرك، شامل ميلي 6/4متري و قطر داخلي ميلي
(استونيتريل) به صورت  B) و فاز درصد 45(آب  Aفاز 

 30ليتر در دقيقه در دماي ميلي 1ايزوكراتيك و سرعت جريان 
  گراد بود.درجه سانتي
از بيان ژن از  هاي حاصلبراي آناليز داده :آماري تحليل
] و 13تصحيح شده با بازدهي تكثير [ )Ct )CtΔΔمدل دلتا 

ها استفاده شد، همچنين براي مقايسه ميانگين داده Ttestآزمون 
  اي دانكن استفاده گرديد.از آزمون چند دامنه

  

  Real Time PCR واكنش در استفاده مورد مقادير و شيميايي مواد -1 جدول شماره
  غلظت نهايي  مقدار استفاده شده  ماده شيميايي

cDNA2 ميكروليترنانوگرم در  50  ميكروليتر  
SYBR premix 5x  3 ميكروليتر  X1  

Primer F  8/0 ميكرومول 5/0  ميكروليتر  
Primer R  8/0 ميكرومول 5/0  ميكروليتر  
ddH2O   ميكروليتر 15تا حجم  -  

  
  هاي زماني پس از اعمال تنش سرماييتجزيه واريانس مقادير تيمول و كارواكرول در بازه -2 شماره جدول

 تيمول كارواكرول منابع تغييرات
 **3/036 **0/04  تيمار
004/0 خطا  006/0  

927/16 ضريب تغييرات  28/2  
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  Real Time PCRاطلاعات مربوط به آغازگرهاي هر ژن جهت واكنش  -3جدول شماره 
Primer name Sequence (5' - 3')  Tm  Amplicon size (bp) 

DXr-F TATGACTTCGAGGCCCTTGTTAAAGAG 62 195 DXr-R TGTATCCAAGGCTTGCCAGAAGG 62
HMGR-F CCCTCTCTACCTCACCAACGGAGTC 63 179 HMGR-R CGAAGAAGCCGAGGAGATAGATGAAGG 63
TPS1-F GAGGGAAGGCGAAAACACAC 56 140 TPS1-R TCCAGTGAAGAGGGAGATCC 55
18s-F ATGTTTAGAAGGGTGAGTGAGCAGTTTAC 59 191 18s-R GCCTCATCATCATACTCTTCCTCATCATC 60

  
  نتايج
   كارواكرول و موليتميزان 

هاي زماني نتايج تجزيه واريانس نشان داد كه اثر بازه
مختلف بر مقادير تيمول و كارواكرول در گياه آويشن باغي 

 (جدولباشد دار ميمعني 01/0احتمال در سطح  3 رقم واريكو
) كه 1شماره  داد (شكلها نشان ن). مقايسه ميانگي2 شماره

مدت سه ساعت در شرايط تنش سرمايي،  ها بهقرارگيري نمونه
نظر  است كه ازها شدهسبب افزايش ميزان كارواكرول در نمونه

هاي مورد داري نسبت به ساير زمانآماري اختلاف معني
  داشت. ساعت پس از اعمال تنش 48جز  بررسي به

) نشان داد 2تيمول (شكل شماره همچنين مقايسه ميانگين 
ساعت در شرايط تنش  48ها به مدت كه قرارگيري نمونه

هاي نسبت به ساير زمان سرمايي سبب افزايش محتوي تيمول
داري با ساير مورد بررسي شد كه از نظر آماري اختلاف معني

  هاي مورد بررسي داشت.زمان
در شرايط  HMGR ژن نسبي بيان بررسي از حاصل نتايج

 بيشترين بيان اين كه داد ساعت نشان 48و  24، 12، 3تنش صفر، 
) و كمترين ميزان 57/1ساعت (در شرايط تنش به مدت سه  ژن

  ).3ساعت مشاهده شد (شكل شماره  48بيان در بازه زماني 
ژن در بازه  اين بيان كه داد نشانDXR ژن  نسبي بيان نتايج

است و تنش سرمايي در  نداده نشان داريمعني تغيير ساعتسه 
    DXRژن بيان دارساعت سبب كاهش معني 48و  24 ،12بازه 

  

  ).4است (شكل شماره نسبت به شاهد شده 
ژن در تمام  اين بيان كه داد نشان TPS1 ژن بيان نتايج

 داريمعني و توجه قابل طور نسبت به شاهد بههاي زماني بازه

  ).5است (شكل شماره كاهش يافته 
كه قرارگيري  ) نشان داد4ها (شكل شماره ميانگينمقايسه 

ساعت در شرايط تنش سرمايي سبب  48ها به مدت نمونه
هاي مورد ها نسبت به ساير زمانافزايش محتوي تيمول در نمونه

داري با محتوي شود كه از نظر آماري اختلاف معنيبررسي مي
  هاي مورد بررسي داشت.ها در ساير زماننمونهتيمول در 
 در شرايط HMGR ژن نسبي بيان بررسي از حاصل نتايج

 در ژن اين بيان كه داد ساعت نشان 48و  24، 12تنش سه، 
) و كمترين ميزان در 57/1شرايط تنش سه به بيشترين ميزان (

  ساعت مشاهده شد. 48بازه زماني 
در شرايط DXR ژن  نسبي بيان بررسي از حاصل نتايج

ژن در بازه  اين بيان كه داد ساعت نشان 48و  24، 12تنش سه، 
است و دماي چهار  نداده نشان داريمعني تغيير سه ساعت

 بيان دارساعت سبب كاهش معني 48 و 24 ،12درجه در بازه 
  نسبت به شاهد شده است.  DXRژن

در شرايط  TPS1 ژن نسبي بيان بررسي از حاصل نتايج
ژن در  اين بيان كه داد ساعت نشان 48و  24، 12تنش سه، 
 و توجه قابل طور نسبت به شاهد بههاي زماني تمام بازه

  يابد.مي كاهش دارمعني
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  تنش سرمايي بر ميزان كارواكرول هاي زمانياثر بازه -1 شماره شكل

  
  هاي زماني تنش سرمايي بر ميزان تيمولاثر بازه -.Error! No text of specified style in document شماره شكل

  باشد.در سطح پنج درصد مي داردهنده وجود اختلاف معنيحروف متفاوت نشان
  

  
  در گياه آويشن تحت تنش سرمايي HMGRژن  نسبي بيان -3شماره  شكل
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  سرماييدر گياه آويشن تحت تنش DXR ژن  نسبي بيان -4 شماره شكل

  

  
  سرمايي تنش تحت يشنآو ياهگ درTPS ژن  نسبي يانب -5 شماره شكل

  

  بحث
در  MEPو  MVA مسير مهم هايژن بيان ميزان بررسي

گياهچه آويشن باغي نشان داد كه تنش سرمايي بر ميزان بيان 
بيان مربوط به بيشترين ميزان است.  داري داشتهها اثر معنيژن
برابر نسبت به  57/1در بازه زماني سه ساعت ( HMGR ژن

تنش  در طي DXR وTPS هاي شاهد) بود. بيان نسبي ژن
 مورد هايژن بيان تمام كه داد نشان نتايج سرمايي كاهش يافت.

 تواندمي كه تيمار سرما تغيير يافت اثر در تحقيق اين مطالعه در
  در  پيام انتقال و دفاعي مسيرهاي در هاترپن ناشي از نقش

  

  

 با برداريسطح رونوشت در هاژن بيان آويشن باشد. از آنجاكه
 كهدارد زماني مستقيم ارتباط مربوطه هايمتابوليت توليد ميزان
اعمال تيمارهايي  باشد با خاص متابوليتي افزايش توليد هدف
- شده ميدر شرايط كنترل  توانمي مناسب با زمان سرما مانند

   .توان به آن دست يافت
 نيازمند آويشن باغي گياه در تيمول شناخت مسير بيوسنتز

 بيوسنتز كه گفت تواناست، اما مي بيشتري مستدل شواهد
 طوره ب 3رقم واريكو آويشن باغي گياه مونوترپن تيمول در

و  تحقيقات مك كانكي. گيردمي صورت MEPمسير  از عمده
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 مسير هايآنزيم ژن بيان ميزان بين همبستگي )2000( همكاران
MEP نعناع  در را هامونوترپن بيوسنتز و)piperita  ×

Mentha( ريحان  گياه در همبستگي اين اما كرد، تأييد
(Ocimum basilicum) است  شده گزارش ضعيف بسيار

 )، ساي و2009همكاران ( و هاي بيسگزارش ]. البته14[
 بيوسنتز تنظيم )2010همكاران ( و) و واسچ 2008همكاران (
 و كنندرا تأييد نمي DXR  ژن بيان سطح با هامونوترپن
 post-transcriptional)بردارينسخه از پس هايمكانيسم

regulatory mechanisms) مؤثر هامونوترپن بر بيوسنتز را 
    .]15- 17[ دانندمي

 آويشن گياه در DXRالگوي بيان ژن  روي بر تحقيق
(Thymus vulgaris L.)  بيان ژننشان داد DXR  در بافت
تيمار  با ، همچنين بيان اين ژناستگل بيشتر از بافت برگ 

 اسيد ساليسيليك، متيل جاسمونات، ترانس سيناميك و اشعه
UV مطالعات در. ]18[ است هساعت افزايش يافت 24از  سپ 
 )Salvia miltiorrhiza(چيني  بارهنگ روي گياه شده انجام

را حدود DXR ژن  جاسمونات بيان متيل تيمار نشان داد كه
متيل  تيمار از ]. استفاده19برابرافزايش داده است [ 14

 در DXRژن  بيان  Withania somniferaجاسمونات گياه 
 در .]20[است  يافته افزايش تيمار اعمال اين از پس برگ بافت
 متيل تيمار از استفاده (Catharanthus roseus)پروانش  گياه

 هايژن بر تاثير با ثانويه هايمتابوليت افزايش باعث جاسمونات
 آنزيم تنظيمي نقش هرچند .]21[شده است  MEPمسير ابتداي

DXR و بافت گياه، نوع به ها بستگيمونوترپن بيوسنتز در 
 سطح در تنظيم خصوصدر هايياما گزارش دارد، نمو مرحله
 توليد و  DXRژن بيان ميان مثبت همبستگيو  ژن اين بيان

، گياه نعنا فلفلي در .دارد موجود  MEPمسير از هامونوترپن
 بيوسنتز دارمعني افزايش سبب DXR ژن بيان افزايش

 كردن خاموش مقابل، شد و در در اسانس موجود هايمونوترپن
 گياه اين درDXR ژن  (partial gene silencing)جرئي 
   .]24[شد  هامونوترپن شديد كاهش سبب

  
  گيرينتيجه

 تيمار اثر در تحقيق اين مطالعه در مورد هايژنبيان 
مكانسيم  در هاترپن دليل نقش به تواندمي كه شدند القاسرمايي 
ها با داشتن نقش كليدي در اين ژن. باشد پيام انتقال و دفاعي

تيمول بر توليد با تنظيم سرعت مسير بيوسنتزي ها بيوسنتز ترپن
 بيوسنتز كه مسيرهاياز آنجايي ثير دارند.أو كارواكرول ت
 از اي مجموعه توسط و است پيچيده بسيار تركيبات ثانويه

 عنوان توانشود به طور قطع نميمي كاتاليز هاي مختلفآنزيم
 يا كاهش بر بيوسنتز يك آنزيم هاي كدكنندهژن بيان كه كرد

د شوبهرحال پيشنهاد مي .ثر استؤم نهايي تركيب افزايش توليد
 مختلف بيوسنتز مسيرهاي كدكننده در آنزيم چند متقابل اثر كه
آينده مورد ارزيابي قرار گيرد  مطالعات در خاص تركيب يك

  دست آيد.ه تري بتا نتايج دقيق
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Abstract 
 

Background: Thyme (Thymus vulgaris L.) is a valuable medicinal plant which has many secondary 
metabolites such as thymol and carvacrol.  
Objective: This study was done to evaluation of cold stress effect on gene expression in thymol 
biosynthesis pathway including DXR ،HMGR and TPS1. 
Methods: The effect of cold stress in the time period of 0, 3, 12, 24 and 48 hours on gene expression 
in thymol biosynthesis pathway including DXR, HMGR and TPS1 was evaluated by RT-PCR. This 
study was done on base of complete randomized design (CRD) in Institute of Medicinal Plants, 
ACECR, Karaj, Iran. 
Results: Results showed that the cold stress had significantly effect on expression of studied genes. 
The highest expression of HMGR gene was observed within 3 hours after cold treatment (1.57 times 
more than control treatment).  The expression of DXR and TPS1 genes were reduced in different 
periods of cold stress.  
Conclusion: In general, the genes expression of thymol and carvacrol biosynthesis pathway 
including DXR, HMGR and TPS1 were significantly changed by cold stress.  
 
Keywords: Thymus vulgaris L., Cold stress, Gene expression, Thymol  


