
 
The Expression of Limonene Biosynthesis Pathway Key Genes under 

Drought Stress in Dracocephalum kotschyi at Vegetative and Flowering 

Stages 

 

Soghra Kiani  

Ph.D  . Student, Department of Genetics and Plant Breeding, Faculty of Agriculture, Imam 

Khomeini International University, Qazvin, Iran. Email: so_kiani@yahoo.com 

 

Jafar Ahmadi  

 Professor, Department of Genetics and Plant Breeding, Faculty of Agriculture, Imam 

Khomeini International University, Qazvin, Iran. Email: njahmadi910@yahoo.com 

 

Behroz Shiran  

Professor, Department of Plant Breeding and Biotechnology, Faculty of Agriculture, 

Shahrekord University, Shahrekord, Iran. Email: beshiran45@gmail.com 

 

Sedegheh Fabriki-Ourang  

Associate Professor, Department of Genetics and Plant Breeding, Faculty of Agriculture, Imam 

Khomeini International University, Qazvin, Iran. Email: s.ourang910@gmail.com 

 

Hossein Fallahi  

Assistant Professor, Department of Biology, School of Sciences, Razi University, Bagh-e-

Abrisham Kermanshah, Iran. Email: h.fallahi@razi.ac.ir 

 

Abstract 

Objective 

 Dracocephalum kotschyi is an endemic medicinal plant in Iran belonging to the 

Lamiaceae family. One of the most important monoterpenes identified in this plant is 

limonene. Drought stress is one of the factors affecting the content of monoterpene in 

medicinal plants.  In this study, the effect of different levels of drought stress was 

investigated on the expression of some genes involved in limonene biosynthetic pathway 

in D. kotschyi at two growth stages. 
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Materials and Methods 

 This experiment was conducted as a factorial experiment with two factor included 

drought stress and growth stages in a completely randomized design with three 

replications. Drought stress consisted of severe (25% FC), moderate (50% FC), low (75% 

FC) stress and non-stress or control (100% FC) and growth stages consisted of vegetative 

and flowering. Secondary metabolites were analyzed and the amount of limonene was 

measured by GC / MS using Head-space method and the relative expression of key genes 

involved in limonene biosynthesis was measured using Real Time PCR. 

 

Results 

 Analysis of secondary metabolites showed, one of the main monoterpenes was limonene 

whose amounts was 20.57 % and 13.41% during vegetative and flowering stages, 

respectively. Drought stress significantly increased HMGR and DXS gene expression 

during flowering stage, while during vegetative stage no significant change was observed 

on expression of both genes. In both growth stages, low drought stress increased HDR 

gene expression, although at flowering stage this increase was not significant but severe 

drought decreased HDR gene expression, although this decrease was not significant at 

vegetative stage. Drought stress decreased LS gene expression during flowering stage and 

increased it during vegetative stage. 

 

Conclusion 

 The results indicated that limonene content and expression of limonene biosynthesis key 

genes in D. kotschyi under drought stress are growth stage-specific.  
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 چکیده

 متعلر  بره خرانواده امیاسره     ،ایرران  بومیدارویی  انگیاهیکی از  Dracocephalum kotschyiبا نام علمی گیاه زرین :هدف

بر میزان ترکیبات مونوترپنی مؤثر یکی از عوامل  .استلیمونن  گیاهاین شناسایی شده در های ترین مونوترپنمهمجمله از باشد. می
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کلیردی  های در مراحل مختلف رشدی بر بیان ژنتنش خشکی تأثیر ین بررسی هدف از اباشد. در گیاهان دارویی تنش خشکی می

 .بود مسیر بیوسنتز لیمونن در زرین گیاه

متوسر    ظرفیرت زراعری(،   %25شامل ترنش شردید )  با دو عامل تنش خشکی فاکتوریل  به صورتآزمایش  این ها:مواد و روش

رویشی و  دورهشامل  مراحل رشدیو ظرفیت زراعی(  %100)تنش اعمال عدم ظرفیت زراعی( و  %75ظرفیت زراعی( و کم ) 50%)

گیرری میرزان لیمرونن برا اسرتااده از      های ثانویه و اندازهآنالیز متابولیت انجام شد.با سه تکرار صادفی ت کاملاًدر قالب طرح  گلدهی

 Realاده ازبرا اسرتا  در بیوسرنتز لیمرونن   مؤثر کلیدی های گیری بیان نسبی ژنروش فضای فوقانی و اندازهبه  GC/MSدستگاه 

Time PCR  صورت گرفت. 

ترنش   نشران داد. درصرد   41/13و در دوره گلدهی درصد  57/20در دوره رویشی مقدار لیمونن را  های ثانویهمتابولیت آنالیز: نتایج

داری که در مرحله رویشی تغییر معنیدر حالی ،شددر مرحله گلدهی  DXS و HMGRهای بیان ژندار باعث افزایش معنیخشکی 

در دوره هرچنرد کره    ،شرد  HDRیران ژن  بباعث افزایش  کمتنش خشکی هر دو دوره رشدی در . مشاهده نشد ژناین دو بر بیان 

 دورهدر بیران  هرچند که این کراهش  ، اهش دادکا ر HDRیان ژن بشدید نش خشکی ت اما ،دار نبودمعنی بیان زایشفگلدهی این ا

رشد در مرحله دار بیان آن افزایش معنی و مرحله گلدهی در LSژن بیان دار باعث کاهش معنیتنش خشکی دار نبود. رویشی معنی

 . شدرویشی 

تنش خشکی وابسته بره  تأثیر تحت را  آندر بیوسنتز مؤثر های بیان ژنمیزان لیمونن و  ،نتایج حاصل از این تحقی  گیری:نتیجه

  نشان داد.گیاه مرحله رشدی 

     DXS، HMGR،LS گیاه،زرینتنش خشکی،  های کلیدی:واژه

 

 مقدمه

 ، با(Lamiace) خانواده امیاسه گیاهان از یکیDracocephalum kotschyi Boiss با نام علمی  اهیگنیزر

2n=2x=20 x=10,  در طبیعی هایرویشگاه در و کروموزوم، یک گیاه دارویی علای چند ساله و معطر است که بومی ایران بوده 

علت دارا  به (. این گیاهSalehi et al. 2015شود )می های البرز یافتمتری کوه 3000تا  2000ارتااعات ، کوهستانی نواحی

های ضروری، های ثانویه شامل روغنانواع مختلای از متابولیتباشد. می توجه مورد گیاه داروئییک زیاد به عنوان  اسانس بودن

 استخراج شده است گیاهزرینهای هوایی اسید از اندام ینیکها، ترپنوئیدها، فلاونوئیدها همراه با ترکیبات فنلی و رزمارمونوترپن

(Fattahi et al. 2016 Fattahi et al.  2013;.) های ثانویه در گیاهان دارویی و معطر به طور معمول تحت اگرچه متابولیت

های زیستی و د و تنشنگیرفاکتورهای محیطی قرار میتأثیر د، ولی بیوسنتز این ترکیبات به شدت تحت نباشژنوتیپ آنها میتأثیر 

های غیر زیستی، در میان تنشد. ندهقرار میتأثیر های ضروری و ترکیبات آنها را تحت های رشد، میزان روغنزیستی پارامترغیر
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ای در بعضی از مراحل رشد یا به طور دائمی در تمامی مراحل رشد باشد که به طور دورهها میترین تنشتنش خشکی یکی از مهم

 (.Khorasaninejad et al. 2011) کندیمتولید گیاهان را محدود گیاه اتااق افتاده، رشد و 

باشد، در به عنوان یک فاکتور منای مسئول کاهش شدید محصوات کشاورزی میعموماً با وجود این که تنش خشکی 

انواع مختلف موجب افزایش غلظت  دتوانمیدر این گیاهان تنش خشکی  .باشدای وضعیت متااوت میگیاهان دارویی و ادویه

ها و در نتیجه افزایش کیایت این محصوات شده انواع مختلف ترپن و های ثانویه از قبیل ترکیبات فنلیمتابولیت

(2015chter et al. aKleinw) و در مواردی نیز باعث کاهش تولید متابولیت( 2011های ثانویهKhorasainejad et al.  )

  شود.

 با که اندشده مشت  کربنه پنج زوپرونیا واحد کی از که باشندیم هیثانو یهاتیمتابول از یبزرگ گروه یاهیگ یدهایترپنوئ

 ریمانند سا دهای. ترپنوئشوندیم ییشناسا دهایزوپرونوئیتحت عنوان ا و افتهیشکل  رییتغ ،آمده بوجود مختلف یهاروش

 اهانیدر گ یمهم یکیولوژیب یهاو نقش دهندینشان م یادیز راتییتغ  یبا مح اهانیاثرات متقابل گ لیبه دل هیثانو یهاتیمتابول

 یآندوپلاسم شبکه و یتوکندریم دها،یپلاست توزول،یس لیقب از سلول مختلف یهاقسمت در اهانیگ در دهایزوپرونوئیا سنتزدارند. 

 که دارد وجود دهایزوپرونوئیا دیتول( DMAPو  IPP) یاصل یهاماده شیپ دیتول یبرا مجزا و یاصل ریمس دو. ردیگیم صورت

( MEP) فساات تولیتریار لیرمتیمس و ردیگیم صورت زومها یپراکس و توزولیس درون که( MVA) مواانات ریمس از عبارتند

 . (1)شکل  افتد یم اتااق کلروپلاست درون که

 

 اهانیدر گ MVAو  MEP ریدو مس درها ترپن یوسنتزیب ریمس. 1 شکل
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Figure 1. The biosynthetic pathway of terpenes in the MEP and MVA pathway in plants 

    

 وسنتزیب ریمس یدیکل می( به عنوان آنزHMGR) ردوکتاز Aمیکوآنز لیگلوتار لیمت-3 یدروکسیه-3 میآنز اهانیگ در

 یرا با دو واکنش کاهش A میکوآنز لیگلوتار لیمت -3 -یدروکسیه-3ماده  میآنز نیشناخته شده است. ا MVA یتوپلاسمیس

ماده حد واس   نیاول بیترک نیکه ا کندیم لیتبد دیاس کیبه موالون NADPHو با مصرف دو مولکول از کوفاکتور  یمتوال

 یطیمح راتییتغ به میآنز نیا پاسخ و تیفعال نحوه(. Hemmerlin et al. 2003) است MVA یوسنتزیب ریدر مس یاختصاص

 بطور یرشد مختلف مراحل و هابافت انیم در یخارج یهایآلودگ و هاپاتوژن حمله ها،زخم رشد، یهاکننده میتنظ ،رنو مثل

 -5- لولوزیزا یدئوکس-1 میتوس  آنز MEP یدیپلاست ری(. مسWeissenborn et al. 1995متااوت است ) یزیانگشگات

-DXP: 1-Deoxyxylulose 5فساات )-5 لولوزیزا یدئوکس-1 ماده میآنز نیا. شودیم آغاز( DXSفساات سنتتاز )

phosphate کندیسنتز م رواتیفساات و پ-3 دیسرآلدئیساز گل شیدو پ نیب یواکنش تراکم کی( را با انجام (Rohmer 

 :MEPفساات )-4-تولیتریار لیمت-یس-2 دیتول DXP ی( با عمل بر روDXR) زومرازیردوکتاز ا DXP میآنز سپس(. 2003

2-C-Methylerythritol 4- phosphate )دیتول از پس. دینمایم MEP تا با سنتز شودیانجام م یاپیواکنش پ نیچندIPP و 

 هیدر ته یدیباشد و نقش کل یم MEP ریمسدر  میآنز نیآخر HDR میآنز شود. لیمرحله تکم نیا DMAPP آن زومریا

 و باشندیم دارا ریمس نیا در یدیکل قشن ها،میآنز نیاعهده دارد.  به DMAPP) وIPP ) یدیپلاست یدهایترپنوئ مادهشیپ

 یهامیآنز لهیبوس دهایترپنوئ یاصل اسکلت .(Radwan, 2014) شوندیم میتنظ ترجمه و یسیرونو سطوح در که شده مشخص

 انواع شدن دهیگلوکوز و شدن لهیآس ون،یزاسیدروژنیده شدن، لهیدروکسیه اثر در آن بدنبال که شودیم( ساخته TPSs) سنتازترپن

ها را با استااده از از ترپن یعی(. ترپن سنتازها رنج وسYazaki et al. 2017) آوردندیم بوجود را دهایترپنوئ از یمختلا

و  IPP. در ابتداء کنندیسنتز م شوند،یفراهم م MEP یدیپلاست ریو مس MVA یتوزولیرسیکه از دو مس ییهامادهشیپ

DMAP یرهایسنتز شده از مس MEP  وMVA از  یترانساوراز متراکم شده و گروه لینیاز گروه پر ییهامیآنز لهیبوس

-ید لیژران لیژران و( FPP) فسااتیدلیفارنس(، GPP) فسااتید لیمختلف شامل ژران یهارهیحد واس  با طول زنج باتیترک

 به منجر سنتتازهاترپن نام به یمیآنز بزرگ خانواده توس  بعد مرحله در واس  حد باتیترک نیا آورندیم بوجود را( GGPP) فساات

 هایترین مونوترپناز مهم یکی .(Radwan, 2014) شوندیم یترپنیسزکوئ و یمونوترپن یحلقو ریغ و یحلقو باتیترک دیتول

 Jalai))باشد میکش قوی حشرهو  کش، علفبوده دارای خاصیت آللوپاتی که باشدگیاه لیمونن میشناسایی شده در زرین حلقوی

et al. 2005  مسکن و دردضد ترکیبهمچنین این (Heydari et al. 2019) تشنج ضد و (Golshani et al. 2004) 

ساخته می ( GPP) از پیش ماده ژرانیل دی فساات (LS) لیمونن سنتازبه نام  (TPS) هاسنتازترپنیکی از  توس  باشد. لیموننمی

های مهندسی ژنتیک در تعداد زیادی ازگیاهان مانند نعناء، پرتقال و لیمو شناسایی شده و حتی با استااده از روش این ترکیب .شود

 (.Jongedijk et al. 2016شود )های صنعتی زیادی که دارد تولید میها نیز این ترکیب مهم به دلیل استاادهدر میکروارگانیسم
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 زمره در مولکولی هایمکانیسم که نمود روشن آمده عمل به هایبررسی و مطالعات میلادی 80 دهه اواخر در ،یطرف از

 هستند( هانحوه تنظیم ژن حتی و ترجمه رونویسی، ،DNAفرایندهای ژنتیکی )مشتمل بر همانندسازی  ترینمهم

(Mohammadabadi and Tohidinejad, 2017 .)به گاه هیچ که باشد می ژن زیادی تعداد دارای سلول یک یکیژنت ماده 

-می تولید را سلول نیاز مورد آنزیم یا پروتئین و شده بیان آنها از کمی تعداد فق  خاص زمان یک درو  شوندنمی بیان همزمان طور

و در صورت عدم  شودمی کنترل کندمی رشد آن در که محیطی توس  ژن بیان به نیاز(. Tohidi nezhad et al. 2015) نمایند

کشف  E.coliنیاز به فرآورده ژن، آن ژن به صورت خاموش و غیرفعال باقی خواهد ماند. ساز و کار بیان ژن اولین بار در باکتری 

 از یک هر در ژنوم تمام از کوچک نسبتاً مجموعه یک تنها. باشد می بعدی چند و موقت کنترل تحت یوکاریوتی ایهشد. بیان ژن

 اختصاصی بافت هر برای ها، بیان ژن در یوکاریوتبنابراین. دارد بستگی نمو مرحله به هاژن بیان نیز و شود می بیان هابافت انواع

، ساخته شده سبب سازندمی را محصول آن که هاییبافت سایر در نیز و بافت همان در که ژن محصوات مقدار همچنین. است

 با مرتب  یهانیپروتئ و هاژن طالعهم ،یاز اقدامات اساس یکی(. Mohammadabadi et al. 2017) شودآن ژن می انیتنظیم ب

به  توانیم مهم یهاژن نیا از(. Jafari et al. 2016) است یکروموزوم ای یسلول سطح در آنها مطالعه و یاقتصاد صاات

، گیاه یکی از گیاهان دارویی بومی ایران بودهزرینبا توجه به این که  .کرد اشاره اهیگ نیدر زر موننیل وسنتزیب ریمس یدیکل یهاژن

 کلیدی مسیرهای بیان ژنبررسی و تنش خشکی تأثیر در ارتباط با ای مطالعهتاکنون و  باشدمیلیمونن  حاوی مقدار قابل توجهی

بیان تنش خشکی در مراحل مختلف رشدی بر میزان تأثیر این تحقی  به منظور بررسی  ،صورت نگرفتهدر این گیاه بیوسنتز لیمونن 

مهم ترکیب از  اریدبربهرهو از شرای  تنش خشکی و کمبود آب  استااده بهینهبیوسنتز لیمونن به منظور  کلیدی مسیرهای ژن

  صورت گرفته است. گیاهزریندر  لیمونن

 

 هامواد و روش

 مختلف سطوح فاکتور دو بافاکتوریل  آزمایشبه صورت شرای  کنترل شده در گلخانه دانشگاه شهرکرد  تحتاین آزمایش 

از  D. kotschyi ادفی با سه تکرار انجام شد. بذرهای گیاهتص در قالب طرح کاملاً اهیگ یرشدمختلف و مراحل  یخشک تنش

کشت شدند.  1:1:1ماس: کوکوپیت: ماسه به نسبت  پیت حاویپلاستیکی  نشاء سینیدرون  وشرکت پاکان بذر اصاهان خریداری 

به نسبت  خاک رس: کود دامی: شنهای پلاستیکی چهار کیلوگرمی حاوی به گلدان رشد کافیپس از و  د از ده هاتهبعنشاءها 

 درصد 25) نش شدیدتیمارهای تنش خشکی شامل تو رشد کافی گیاهان،  هاانتقال یافتند. بعد از استقرار کامل گیاهچه 1:1:2

 100تیمار شاهد )بدون تنش یا و  (ظرفیت زراعی درصد 75)تنش کم (، ظرفیت زراعی درصد 50)تنش متوس  (، ظرفیت زراعی

جهت اعمال تنش خشکی ابتدا  اعمال شدند.به مدت زمان یک هاته در دو مرحله رشدی )رویشی و گلدهی(  (ظرفیت زراعی درصد

 ها به روش حجمی تعیین و سپس بر مبنای ظرفیت زراعی خاک، تیمارهای تنش خشکی اعمال شدند.ظرفیت زراعی خاک گلدان

یک هاته های جوان  از برگ لیموننو اندازه گیری میزان  های مورد بررسیبررسی بیان ژن ،RNAبه منظور استخراج  گیرینمونه



 (1398 پاییز، 3، شماره 11مجله بیوتکنولوژی کشاورزی )دوره 

 8   
 Agricultural Biotechnology Journal; Printing ISSN: 2228-6705, Electronic ISSN: 2228-6500  

 

های های برگی تهیه شده تا زمان بررسینمونه صورت گرفت. گلدهیدو دوره رویشی و هر اعمال تنش خشکی در بعد از 

روش فضای  بهاندازگیری میزان لیمونن در زرین گیاه،  شدند.نگهداری درجه سانتیگراد  -80و مولکولی درون فریزر فیتوشیمیایی

 انجام شد.برای کلیه تیمارهای آزمایش  -80ای نگهداری شده درون فریزر هبا استااده از نمونه GC/MSفوقانی توس  دستگاه 

کمیت و  صورت گرفت.شرکت سازنده  طب  دستورالعمل های برگاز نمونه کل با استااده از محلول تریزول RNAاستخراج 

که  RNAهای تعیین شد. نمونه درصد 2های استخراج شده با استااده از دستگاه نانودراپ و الکتروفورز ژل آگارز  RNAکیایت 

 28Sدرصد فاقد اسمیر و دارای دو باند قوی یکی مربوط به  2بر روی ژل آگارز ، بوده 2نزدیک به  280به  OD 260دارای نسبت 

rRNA  18و دیگریS rRNA جهت سنتز  ،بودند دارای کیایت مطلوب بودهcDNA  مورد استااده قرار گرفتند. سنتزcDNA 

طراحی آغازگرهای  مطاب  دستورالعمل شرکت سازنده صورت گرفت.( YTAیکتا تجهیز آزما ) cDNAبا استااده از کیت سنتز 

 یمنظور طراح شد. بهانجام این گیاه در شرای  کنترل و تنش  (RNA-Seq)های آنالیز ترنسکریپتوم مورد نیاز بر اساس داده

 تشکیل لحاظ از آغازگرهاجات  هایویژگیو ستااده ا3Primer (.ut.ee3http://primer )ینافزار آنلااز نرم هاآغازگر

 analyzer Oligo (https://eu.idtdna.com) ینبا استااده از نرم افزار آنلا یرهو غ یمرهمودا یمر،هترودا یه،ثانو یساختارها

جهت اطمینان از صحت آغازگرهای طراحی شده، این آغازگرها . شدند تأیید و بررسی NCBI primer blastتوس   ینهمچن

در این  استاادهآغازگرهای مورد توالی نام ژن و  1 جدولبلاست شدند.  RNA-Seqهای حاصل از کانتیگ بر روی توالی مجدداً

 دهد. را نشان می مطالعه

 

 نام ژن و توالی آغازگرها .1جدول 

Figure 1. Gene name and primer sequence    

 Gen Name  نام ژن Primer sequence    (5'-3'توالی آغازگر )

L:  GACGGAGGGCTGCTTGGTG 

R:  AGTTGAATCTGACGACGGGAGC 
HMGR 

L:  TCCTTACGAGTGCGGGATTA 

R:  GGATAGCGAAAGCAAACTGG 
DXS 

L:  ATGGGGAGTTGGTGCAGAA 

R:  TTGATCGCAAACACCTTCAGA 
HDR 

L:  TGCAGAAGTTTGGTGGCGAAT 

R:   CCCTTGCTTTCAGACTCCTCC 
LS 

L:  TCCTTTGGGTCGTTTTGCTG 

R:  GGTAACCTTGGCACCTGTTG 
EF1- 

L:   CGAGACGACCTACAACTCCA ACTIN-7 

http://primer3.ut.ee/
https://eu.idtdna.com/
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R:   AGCCGTAATCTCCTTGCTCA 

 

 گلدهی واکنشدر دو مرحله رویشی و  عدم تنشتنش و در شرای   های مورد بررسیالگوی بیان ژن به منظور بررسی

Real Time-PCR با استااده از مخلوط واکنشRealQ Plus 2× Master Mix Green   شرکتAmpliqon  حاوی

سه تکرار  با ((Bio Rad Mini Opticon, USAترکیب سایبرگرین و استااده از آغازگرهای اختصاصی توس  دستگاه 

و همچنین بررسی آغازگرهای  cDNAانجام شد. جهت اطمینان از سنتز صحیح ها رای تمام نمونهبدو تکرار تکنیکی و بیولوژیکی 

های مورد بررسی و لیست ژن 2جدول  .برای هرنمونه انجام شد end-point PCRواکنش  هاحضور ژنیید أتطراحی شده و 

 دهد. ای آنها را نشان میهویژگی

 

 هاعلامت اختصاری و مسیر فعالیت ژن نام،. 2 جدول

Figure 2. Name, code and path way of genes 

EC KO 
  مسیر فعالیت

Pathway 

   علامت اختصاری

Code 
 Gene name  نام ژن

1.1.1.34 

 

K00021 

 

 Mevalonate pathway

(MVA) 
HMGR 

Hydroxyl methyl 

CoA -glutaryl

reductase 

2.2.1.7 K01662 
Mevalonate -non

MEP)pathway( 
DXS 

1-deoxy-D-xylulose-

5-phosphate synthase 

1.17.7.4 

 

K03527 

 

Mevalonate -non

(MEP) pathway 
HDR 

4-hydroxy-3-

methylbut-2-en-1-yl 

diphosphate 

reductase 

4.2.3.16 

 

K15088 

 

Monoterpenoid 

biosynthesis 

LS 

 

(4S)-limonene 

synthase 

(-)-alpha/(-)-beta-

pinene Synthase 

 

نمونه  2x Real Q Plus Master Mix Green،l 2 (Ampliqon)از  l 5شامل qRT-PCRمخلوط واکنش 

cDNA وl 1 از هریک از آغازگرهای پیشرو و پسرو باl 1 آب مقطر استریل به حجم نهاییl  10  تهیه شدند. برنامه دمائی

 ° Cثانیه در دمای 20چرخه شامل  40سازی اولیه، برای واسرشت C° 94دقیقه در دمای  3ای پلیمراز به صورت واکنش زنجیره

https://www.kegg.jp/dbget-bin/www_bget?ec:1.1.1.34
https://www.kegg.jp/dbget-bin/www_bget?ec:2.2.1.7
https://www.kegg.jp/dbget-bin/www_bget?ec:1.17.7.4
https://www.kegg.jp/dbget-bin/www_bget?ec:4.2.3.16
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)بس ( و در نهایت افزایش دما برای  C ° 72یدماثانیه در  20)اتصال آغازگرها(،  C° 58ثانیه در دمای  20)واسرشته سازی(،  94

 Schmittgen( 2008استااده از روش ) ها باژن نسبی بیاندرجه سلسیوس انجام گرفت. میزان  95تا  65ترسیم منحنی ذوب از 

Livak and نو ژد. ندمحاسبه شد  -1EF 7 و-Actin با توجه به  یتقرار گرفته و در نها یمورد بررس یبه عنوان کنترل داخل

 مورد هاژن بیان هایداده کردن نرمال برای مرجع ژنعنوان به  شرای  کنترل و تنش این ژن در  - EF1ژن پایداری بیشتر 

به روش دانکن با استااده از ها آن میانگین سهیمقا و سپس یمورد بررس یهاژن ینسب انیب انسیوار هیتجزگرفت.  قراراستااده 

 انجام شد.  ,.2010Excel ver و رسم نمودارها با استااده از  9.2SASافزار نرم

 

 و بحث جیانت

در درصد  57/20( با Limoneneگیاه در هر دو دوره رشدی لیمونن )ترین ترکیبات شناسایی شده در زرینیکی از مهم

میزان ترکیب  .در دوره رشد رویشی بیشتر از دوره گلدهی بود لیمونندر دوره گلدهی بود، مقدار  درصد 41/13دوره رشد رویشی و 

افزایش و در دوره  برابر 8/1به میزان در مرحله رویشی نسبت به گیاهان شاهد شدید شرای  تنش خشکی تأثیر لیمونن تحت 

تااوت   LSو HMGR ،DXS ،HDRهای های مربوط بیان ژن تجزیه واریانس داده. داد نشانبرابر کاهش  6/2به میزان گلدهی 

داری در مراحل رشدی مختلف، سطوح مختلف تنش خشکی و اثرات متقابل دوره رشدی و تنش خشکی در سطوح احتمال معنی

دار بودن اثرات متقابل دوره رشدی و تنش خشکی دالت بر عدم پاسخ یکسان و معنی (.3پنج درصد و یک درصد نشان داد )جدول 

 ررسی مسیر بیوسنتز لیمونن در سطوح مختلف تنش خشکی و مراحل رشدی متااوت دارد.های مورد ببیان متااوت ژن

 

رویشی و گلدهی مرحله های مسیر بیوسنتز لیمونن در دو . تجزیه واریانس بیان نسبی برخی از ژن3 جدول

 یتنش خشکتأثیر تحت گیاه در زرین

Figure 3. Analysis of variance of relative expression of some limonene biosynthetic 

pathway genes in two vegetative and flowering stages in D. kotschyi under drought stress 

یدرجه آزاد Mean Square    مربعات نیانگیم  

  Degree of 

freedom 

راتییمنابع تغ  

Source of variance 
LS HDR DXS HMGR 

21.381 5.879 115.700 260.624 1 یمرحله رشد   Growth stage 

0.633 5.697 20.162 102.761 3 یتنش خشک      Drought stress 

3.554 2.709 30.058 83.044 3 اثرات متقابل    Interaction effect 

 Error   یشیآزما یخطا 16 5.765 3.704 0.111 0.106
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تحت شرای  رطوبتی شاهد و سطوح    D.kotschyiرا در گیاه  HMGRمیانگین و بیان نسبی ژن  سهیمقا 2شکل 

دار در دوره گلدهی، تنش خشکی متوس  و شدید باعث افزایش معنیمختلف تنش خشکی در دو مرحله رشدی نشان داده است. 

 نسبت به گیاهان شاهد اماژن نسبت به گیاهان شاهد شد. با افزایش شدت تنش خشکی از میزان بیان این ژن کاسته شد این بیان 

و  7/12میزان بیان این ژن در دوره گلدهی تحت شرای  تنش خشکی متوس  و شدید به ترتیب   داشت.ی دارافزایش بیان معنی

 داری نشان داد. برابر افزایش معنی 3/8

 

گیاه در دو مرحله رویشی و گلدهی تحت در زرین HMGRمیانگین و بیان نسبی ژن  سهیمقا .2 شکل

 خشکیتأثیرتنش 

Figure 2. Relative expression of HMGR gene under control and water stress in D.kotshyi 

during vegetative and flowering stages. 

 

 آلیلمتیلدی( و IPPفساات )پیرو های ایزوپنتیلکربنه به نام 5های از اسکلتکلیه ترپنوئیدها از نظر ساختمانی 

( MVAهای مسیرمواانات )ای درون سلول به ناماند که این دو ترکیب از دو مسیر جداگانه( تشکیل شدهDMAPP) پیروفساات

شروع و در  A کوآنزیمبا ترکیبی به نام استیل وباشد میشوند. مسیر مواانات درون سیتوزول سلولی ( ساخته میMEPو مسیر )

اسید  شود. موالونیک( میDMAPPپیروفساات ) آلیل متیل( و ایزومر آن دیIPPفساات )پیروبه تولید ایزوپنتیل  نهایت منجر

به  Aکوآنزیملمتیل گلوتاری -3 هیدروکسی-3باشد که از اضافه شدن ترکیبی به نام یک ترکیب واس  در مسیر مواانات می

در مسیر مواانات آنزیم  MVAبه  HMG-COA( تشکیل می شود. آنزیم کلیدی برای تبدیل HMG-COA) Aکوآنزیماستیل

HMGR کوآنزیمباشد. این آنزیم باعث تلای  استیلمیA  کوآنزیمگلوتاریلمتیل-3هیدروکسی-3بهA  و تشکیل مواانات
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(MVAمی ).بنابراین ژن شودHMGR  باشد. افزایش بیان ژن ها دارا میای در نخستین مرحله سنتز ترپنهمیت ویژهاHMGR 

 جینتا در سیتوزول در تولید ترپنوئیدها در زرین گیاه نقش مهمی دارد. MVAدر اثر القاء تنش خشکی نشان می دهد که مسیر 

سبز،  رهیدر ز et al. Ghasemi (2018)( در مرزه، 2018)  .Shariat et alجینتا با تنش  یشرا در ژن نیا یبررس از حاصل

Morshedloo et al. (2017) یکوه پونه در،et al.  Ma (2012) و یگل میمر درet al.  Pateraki (2010) درCistus 

creticus یهایمطابقت داشت. بررسet al.  Shariat (2018) ژن  انیب شیمرزه افزا اهیگ درHMGR  یمارهایت ریثأترا تحت 

اشعه  رأثیتتحت  را HMGR ژن انیب دار یمعن شیافزا et al.  Ghasemi (2018)یهاینشان داد. بررس یمختلف تنش خشک

UV-B سبز نشان داد. مطالعه  رهیز اهیدر گMorshedloo et al. (2017) اهیو متوس  در گ میملا ینشان داد که تنش خشک 

 کاسته ژن نیا انیب زانیم از یخشک تنش شدت شیافزا با زین مطالعه نیا ژن شد. در نیا انیدار بیمعن شیباعث افزا یپونه کوه

 القاء یگل میمر اهیگ در که دادند نشان et al.  Ma (2012)نیهمچن. بود داریمعن انیب شیافزا کنترل اهانیگ به نسبت اما شد

 etیهایشد. بررس اهیگ نیدر ا HMGR1، HMGR2 ، HMGR3 یهاژن نایب شیباعث افزا جاسمونات لیمت لهیبوس تنش

al.  Pateraki (2010) اهیدر گ یداد که تنش خشک نشان Cistus creticus نیا انیب شیاول القاء تنش باعث افزا یدر روزها 

در  DXSمیانگین و بیان نسبی ژن  هسیمقا 3شکل  .افتیآن کاهش  انیب زانیطول دوره تنش م شیژن و سپس با افزا

شرای  رطوبتی شاهد و سطوح مختلف تنش خشکی در دو مرحله رشدی نشان داده شده است. تأثیر را تحت   D.kotschyiگیاه

افزایش بیان این ژن نسبت به گیاهان شاهد شد اما تنش خشکی شدید میزان  تنش خشکی کم و متوس  در دوره رویشی باعث 

ژن در دوره رویشی معنی دار نبود. در دوره گلدهی میزان بیان این ژن با ین ابیان این ژن را کاهش داد ولی تغییر در میزان بیان 

دار بود به طوری که در این دوره در شرای  تنش خشکی شدید افزایش شدت تنش خشکی افزایش یافت و این افزایش بسیار معنی

خشکی کم و متوس  در دوره گلدهی اختلاف میزان بیان این ژن به بیشترین مقدار خود رسید. البته میزان بیان این ژن در تنش 

 داری با یکدیگر نشان ندادند. معنی

 

تأثیرتنش گیاه در دو مرحله رویشی و گلدهی تحت در زرین DXSمیانگین و بیان نسبی ژن  سهیمقا .3 شکل
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Figure 3. Relative expression of DXS gene under control and water stress in D.kotshyi 

during vegetative and flowering stages. 

 

زایلوز -دی-اکسیدی-1فساات را به می باشد که پیروات و گلیسرآلدئیدتری  DXSآنزیم   MEPاولین آنزیم در مسیر

و در نتیجه شروع مسیر  DMAPPو  IPPکند و نقش بسیار مهم و کلیدی در مراحل ابتدایی سنتز می( تبدیل DXPفساات )-5

دهد میدر اثر القاء تنش خشکی نشان  DXSشود. افزایش بیان ژن میکد  DXSبیوسنتز ایزپرونوئیدها دارد. این آنزیم توس  ژن 

 اصلی هایژن که یکی از  DXSژن گیاه نقش مهمی دارد. افزایش بیانزریندر پلاستیدها در تولید ترپنوئیدها در  MEPکه مسیر 

نشان داده شده است که افزایش فعالیت   شود.می نهایی این مسیر محصوات باشد باعث تجمعمی MEP مسیر کننده تنظیم

DXS های ها افزایش داده است. همبستگی مثبت بین رونوشتتولید ایزوپرونوئیدهای پلاستیدی را در همه سیستمDXS  و

 (.Paulet et al., 2006است ) ایزوپرونوئیدهای پلاستیدی در آرابیدوبسیس مشاهده شده

 .et al.  Wei (2019 ،)et al. Ghasemi (2018 ،)Fan et alنتایج حاصل از این مطالعه در دوره گلدهی با نتایج

نشان دادند که بیان این ژن مربوط به  Wei et al. (2019) در پژوهشی مطابقت داشت.et al.  Pateraki (2010 )و( 2016)

گلیکول و پراکسید هیدروژن باعث افزایش اتیلنهای غیرزیستی مانند آبسزیک اسید، پلیباشد و تنشدوره گلدهی و تولید میوه می

در گیاه  UV-Bاشعه تأثیر را تحت  DXS دار بیان ژنمعنیافزایش  Ghasemi et al. (2018)های بیان این ژن شدند. بررسی

الیسیتورهای متیل جاسمونات و سالسیلیک اسید باعث et al.  Fan (2016 )های انجام شده توس در بررسی زیره سبز نشان داد.

 et al.  Paterakiهایشدند. بررسی Dendrobium officinaleدر گیاه دارویی    DXS های ژنافزایش تعداد رونوشت

در روزهای اول القاء تنش باعث افزایش بیان این ژن و سپس با  Cistus creticusنشان داد که تنش خشکی در گیاه ( 2010)

در  DXS و HMGRافزایش طول دوره تنش میزان بیان آن کاهش یافت. تنش خشکی الگوی بیان مشابهی را در هر دو ژن 

داری بر بیان این دو ژن نداشت. اما در مرحله گلدهی تنش معنیتأثیر زرین گیاه باعث شد. در مرحله رشد رویشی تنش خشکی 

دهنده تنظیم بیان آنها در سطح رونویسی های هر دو ژن شد که این افزایش نشاندار تجمع رونوشتخشکی باعث افزایش معنی

(Transcriptional( یا پس از رونویسی )Post transcriptionalمی ) های که افزایش بیان ژنباشد. این احتمال وجود دارد

HMGR  وDXS  تنش خشکی در دوره گلدهی همراه با فرآیندهای دخیل در سازگاری به شرای  تنش همانند تولید تأثیر تحت

 دهند.گیاه در مرحله گلدهی باشد که به گیاه اجازه غلبه بر شرای  تنش را میاکسیدانی در زرینآنتیایزوپرونوئیدها و افزایش فعالیت 

شرای  رطوبتی شاهد و سطوح تأثیر تحت را   D. kotschyi در گیاه HDRمیانگین و بیان نسبی ژن  سهیمقا 4 شکل

دار بیان این معنیدر دوره رویشی تنش خشکی کم باعث افزایش بسیار مختلف تنش خشکی در دو مرحله رشدی نشان داده است. 

برابر گیاهان شاهد رسید. با افزایش شدت تنش خشکی از میزان بیان این  28/3ژن شد، به طوری که میزان بیان این ژن به مقدار 

برابر نسبت به گیاهان شاهد شد ولی این  29/1ژن کاسته شد، تنش خشکی متوس  باعث افزایش میزان بیان این ژن به مقدار 
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شد. در دوره گلدهی، برابر  29/1د. تنش خشکی شدید در این دوره رشدی باعث کاهش بیان این ژن به میزان دار نبومعنیافزایش 

دار نبود اما با افزایش شدت تنش خشکی از میزان معنیتنش خشکی کم باعث افزایش بیان این ژن شد هر چند این افزایش بیان 

برابر نسبت به گیاهان شاهد  25/4ث کاهش بیان این ژن به میزان بیان این ژن کاسته شد به طوری که تنش خشکی شدید باع

 توان بدلیل عدم توانایی گیاه به غلبه بر کاهش شدید آب دانست.. کاهش میزان بیان ژن با افزایش شدت تنش خشکی را میشد

ماده ترپنوئیدهای پلاستیدی به عهده دارد. در می باشد و نقش کلیدی در تهیه پیش MEPآخرین آنزیم در مسیر  HDRآنزیم 

شناسایی شده است. در این  smHDR2و  smHDR1در گیاه مریم گلی دو ژن et al.  Ma (2012 )مطالعه انجام شده توس 

فزایش بیان نشان داد در صورتی که در همه بافتها بیان شده و در اثر القاء تنش توس  متیل جاسمونات ا smHDR1بررسی ژن 

 متیل جاسمونات قرار نگرفت.تأثیر در بعضی از بافتهای گیاه بیان شده و بیان آن تحت  smHDR2ژن 

 

گیاه در دو مرحله رویشی و گلدهی تحت در زرین HDRبیان نسبی ژن  میانگین و سهیمقا. 4 شکل

 خشکیتأثیرتنش 

Figure 4. Relative expression of HDR gene under control and water stress in D.kotshyi 

 during vegetative and flowering stages. 

 

شرای  رطوبتی شاهد و سطوح تأثیر تحت را   D. kotschyiرا در گیاه  LSمیانگین و بیان نسبی ژن  سهیمقا 5 شکل

مختلف تنش خشکی در دو مرحله رشدی نشان داده است. در دوره رویشی با افزایش شدت تنش خشکی برمیزان بیان این ژن به 

برابر نسبت به گیاهان  86/2تنش خشکی شدید میزان بیان این ژن به میزان تأثیر داری افزوده شد به طوری که تحت معنیطور 

ما در دوره گلدهی تنش خشکی بیان این ژن را کاهش داد اما این کاهش بیان در شرای  رطوبتی تنش خشکی کم شاهد رسید. ا

دار بیان ژن در این دوره رشدی شدند به طوری که بیان معنیدار نبود اما تنش خشکی متوس  و شدید باعث کاهش بسیار معنی

نتایج حاصل از برابر نسبت به گیاهان شاهد کاهش نشان داد.  37/4ن این ژن در این دوره رشدی تحت تنش خشکی شدید به میزا

 Rahimi et .باشدیمRahimi et al. (2017 ،)Soleymani et al. (2017 )مطالعه حاضردر مرحله گلدهی در تواف  با نتایج 
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al (2017) درصد ظرفیت زراعی(  25خشکی )تنش شدید تأثیر های لیمونن سنتاز تحت در گیاه نعناء رونوشت گزارش کردند که

تیمار کیتوزان درگیاه نعناء باعث et al.  Soleymani (2017 )برابر کاهش داشته است. در مطالعه 5نسبت به گیاهان شاهد 

 کاهش میزان بیان ژن لیمونن سنتاز گردید.

 

 

تأثیرتنش گیاه در دو مرحله رویشی و گلدهی تحت در زرین LSمیانگین و بیان نسبی ژن  سهیمقا .5 شکل

 خشکی

Figure 5. Relative expression of LS gene under control and water stress in D.kotshyi        

during vegetative and flowering stages  

 

 پیش ماده ژرانیل دی فساات ساخته می شودهای حلقوی می باشد که توس  لیمونن سنتاز از لیمونن یکی از مونوترپن

(Anand 2016 نتایج آنالیز بیان ژن لیمونن سنتاز در دو مرحله رشدی تحت تنش خشکی همبستگی مثبتی با میزان ترکیب .)

 در مرحله LSآنالیز بیان ژن  به روش فضای فوقانی داشت. GC/MSهای ضروری با استااده از لیمونن در آنالیز ترکیبات روغن

نیز افزایش میزان  GC/MSرشد رویشی نشان داد که تنش خشکی باعث افزایش میزان بیان این ژن شد، همچنین نتایج آنالیز 

ترکیب لیمونن را در شری  تنش خشکی در این مرحله رشدی نشان داد. درمرحله گلدهی تنش خشکی باعث کاهش میزان بیان 

هش میزان ترکیب لیمونن را در شرای  تنش خشکی در این مرحله رشدی نشان نیز کا GC/MSاین ژن شد همچنین نتایج آنالیز 

در مرحله رویشی در شرای  تنش خشکی شدید احتمااً با افزایش میزان لیمونن در شرای  تنش  LSهای افزایش رونوشت داد.

در مرحله گلدهی در شرای  تنش خشکی شدید احتمااً با کاهش  LSهای و کاهش رونوشتخشکی شدید در این دوره رشدی 

 باشد.مرتب  میمیزان لیمونن در شرای  تنش خشکی شدید در این دوره رشدی 
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 گیرینتیجه

را  DXSو  HMGR ژندو تواند بیان تنش خشکی میسطوح مختلف نتایج حاصل از این تحقی  نشان داد به طورکلی 

اما بیان ژن  دهد افزایشباشند در مرحله گلدهی می MEPو  MVAطری  هر دو مسیر از  هاترپنهای کلیدی سنتز ژنکه 

HDR  تنش  باعث کاهش بیان این ژن شد.شدید تنش خشکی کم افزایش اما تنش خشکی تأثیر در هر دو مرحله رشدی تحت

و میزان  LSکاهش بیان ژن موجب و در مرحله گلدهی و میزان لیمونن  LSبیان ژن خشکی در مرحله رویشی باعث افزایش 

بنابراین امید است اطلاعات بدست آمده بتواند در زمینه تلاش برای افزایش ترکیب مهم لیمونن در این  شد. گیاهلیمونن در زرین

بررسی ، سنتازهاتعدادی از ترپنها و چند محصولی بودن مسیرهای بیوسنتز ترپنگیاه ماید واقع شود. البته با توجه به پیچیده بودن 

  تواند مورد توجه قرار گیرد. نیز اثرات متقابل آنها می ها وهای سایر ترپنبیان ژن

 

 منابع

 انیب مختلف سطوح سهیمقا( 1393) عذرا ینور ینجم ،یعل هیکشکوئ زاده یلیاسمع محمدرضا، یمحمدآباد فاطمه، نژاد یدیتوح

 . 35-50 ،(4)6 یکشاورز یوتکنولوژیب مجله. ینیرا یکرک بز مختلف یهابافت در  Rhebژن

 CIB4 ژن انیب یبررس( 1395) یعل مدوار یاحیر ،یعل هیکشکوئ زاده یلیاسمع محمدرضا، یمحمدآباد ن،یحس ریام در دره یجعار

-132 ،(4)4 نشخوارکنندگان در پژوهش مجله. Real Time qPCR از استااده با یکرمان گوساند مختلف یهابافت در 

119. 
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