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Abstract 

Objective  

Ajowan (Trachyspermum ammi L.) is an annual plant in Apiaceae family which is used in 

traditional medicine and medical science. This study was carried out to determine the 

quantitative expression pattern of some genes on monoterpenoid biosynthesis pathway and 

essential quality in Ajowan treated by methyl jasmonate. Ajowan essential oil compounds 

and the amount of MECPS, DXR,  and GDs genes expression as main genes related to 

Thymol biosynthesis pathway in response to methyl jasmonate in 4 different times were 

analyzed.  

 

Materials and methods 

After flowering, the 0.1 mM methyl jasmonate hormone was sprayed onto the plants. 

Samples were taken in 4 times (after 8, 24, and 48 treatment and control treatment). RNA 
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extraction, cDNA synthesis, and Real-Time PCR have done from flowers and the date from 

these gene expressions were analyzed. Essential chemical compounds were studied by GC-

GC/MS. Generally, in 4 samples (samples were taken after 8, 24, and 48 treatment and 

control treatment), 10 different compounds were distinguished.  

 

Results 

Based on results, the study of the essential oils of Ajowan showed that the changes of the 

amount of secondary compounds in the essential oil, the amount of γ-Terpinene (precursor 

of monoterpenoids like Thymol) went up after 24 hours methyl jasmonate treatment. Due to 

Real-Time PCR dates, the quantity of all 3 studied genes increased after 24 hours methyl 

jasmonate treatment. The increasing of these genes expression can be causes the incline level 

of γ-Terpinene in essential oil.  

 

Conclusions 

Increasing the amount of 3 mentioned genes expression and also a high amount of γ-

Terpinene in essential oils after 24 hours in flowers show that this hormone can affect the 

gene expression in MEP pathway which causes monoterpenoids production increase after 

one day of using the hormone.  
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 چکیده

كه در طب سنتي و علوم  (Apiaceae) انیچتر خانوادهاز  یکساله ،علفي گیاهي است  (Trachyspermum ammi L.) انیزن هدف:

شکي كاربرد  سي  فراواني دارد. هايپز ساختاري الگوي بیان ژن این تحقیق با هدف برر سنتزي مونوترپن    هاي  سیر بیو سي  ها و در م برر

هاي تركیبات ش  یمیایي اس  انس و میزان بیان ژن  .انجام ش  دجاس  مونات تحت تأثیر هورمون متیلانس گیاه دارویي زنیان كیفیت اس  

MECPS ،DXR  وGDs 4جاسمونات در  متیل خیل در مسیر بیوسنتز تیمول پس از اعمال تیمار هورموني  د هاي كلیديبه عنوان ژن 

  مورد بررسي قرار گرفت. زمان

گیري در پاشي روي گیاهان اسپري شد. نمونهمولار به صورت محلولمیلي 1/0جاسمونات پس از گلدهي، هورمون متیل مواد و روش:

از بافت  RNAاس تررا   پاش ي و نمونه ش اهد اس پري ش ده با قط مقصر( ص ورت گرفت.      س اعت پس از هورمون  48، 24، 8زمان ) 4

هاي مذكور هاي حاص  ل از بررس  ي بیان ژنداده Real-Time PCRو انجام  cDNAقذین گیاه زنیان انجام ش  د و پس از س  نتز گل
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سانس       مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت.  سایي تركیبات ا شنا سازي و  ستفاده نیز  جدا ستگاه  با ا ( و GCهاي كروماتوگرافي گازي )از د

  .شناسایي گردید نمونه 4تركیب در  10 مجموع،در ( صورت گرفت.GC/MSسنج جرمي )كروماتوگرافي گازي متصل به طیف

سانس    نتایج  نتایج: سي تركیبات ا صل از برر شان داد  گیاه زنیان حا سانس،   ن میزان كه با توجه به تغییر مقدار تركیبات ثانویه موجود در ا

 افزایش یافت.جاسمونات  متیلساعت از اعمال هورمون   24پس از گذشت   است،  (نظیر تیمول) هاساز مونوترپن تولید قلفاترپینن كه پیش

س  اعت از اعمال هورمون را نش  ان  24پس از ژن مذكور  3افزایش بیان هر ، Real-Time PCRهاي نتایج حاص  ل از دادههمچنین 

سنتز مونوترپن    دهد. افزایش بیان ژنمي سیر بیو شده در م سانس گل بالا بودن میزان قلفاترپینن تواند عاملي براي ها ميهاي ذكر  ها در ا

 .باشدساعت پس از اعمال هورمون  24بعد از گذشت 

هاي مس  یر تأثیر بر میزان بیان ژن هاي ثانویه و همچنینتحریک مس  یر بیوس  نتز تركیب  باجاس  مونات متیلهورمون  نتیجه گیری:

MEP گردد.ها یک روز پس از اعمال هورمون ميباعث افزایش تولید مونوترپن 

 (، متیل جاسموناتTrachyspermum ammi Lزنیان ).تركیب ثانویه، بیان ژن، اسانس، : کلیدی کلمات

 

 مقدمه

شت، گ  يسازمان جهان مصابق گزارش  ست به يمنبع برا نیبهتر تواننديم یيدارو اهانیبهدا شند.   مرتلفي انواع قوردن د از داروها با

 (x2=n2=18) انیشوند. زنيمرتلف استفاده م هاييماریدرمان ب يبرا يزقمیتموفقی طوربه ياهیگ هیثانو تركیبدر حال حاضر هزاران  

ست علف  ياهیگ ست  مصر  أ زنیانمنش  .(Sadat-Noori et al. 2017) رسد مي متريسانت  90 قن به ارتفاع كه کساله ی ،يا كه توسط   ا

-Lawrence BM, 2000; Sadat) دنباشيم اهیگ نیا يعیطب هايشگاهیو افغانستان از رو ، پاكستانرانای و به هند وارد شد هايونانی

Noori et al. 2017)زانیكه م بوده دگرگش  ن ،گیاه يمثل دیتول س  ت یش  کل اس  ت. س    يض  ویبه زرد و ب لیما ايقهوه قن ۀوی. م 

شان دگرگرده صادفي در  ياف صد   70حدود  به قن ت سد ميدر صولات مرتلف . (Ramanujam et al. 1964) ر  :لیاز قب انیزن در يمح

 Ashraf)شود چرط استفاده مي يدهایاس دیتول، دارویي و يپزشک عیدر صنا كه شوديم دیتول مولیت فاقد حاوي تیمول وروغن  ،مولیت

& Orooj, 2006) .عبارتند ازكه  دهدينش  ان م اهیگ نیرا در ا یيایمیتوش  یمرتلف ف باتیترك وجود انجام ش  ده قاتیتحق ،نیهمچن: 

 نتریياص  ل ،مولیت .باش  ديم يو مواد معدن بریف ،يچرب ن،یار، پروتئروغن فرّ ،يفنول باتیترك ها،نیس  اپون دها،یکوزیگل ها،دراتیكربوه

ست كه علاوه بر مص   انیزن یيدارو اهیدر گ هیتركیب ثانو ستفاده م  زین يش یقرادندان، عصر و لوازم  ریدر خم یيرف دارواا سانس  .شود يا  ا

صد ت  50حدود  حاوي زنیان شد مي مولیدر س  و قارچ      ،يكش قوکروطیم کیكه  با سپا ست كش ضد ا  & Krishnamoorthy) ا

Ferreria, 1999) . هاي هوایي نظیر س  ازهاي قن در اندامپیش كهدرحالي س  ازي تیمول اس  ت.ترین منبع تولید و ذخیرهبذر زنیان مه
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ید مي   ید این پیش   ؛در نتیجه  .ش   وند برگ و گل تول . هورمون ش   د موجب افزایش تیمول خواهد   س   ازها، هرگونه تغییر در میزان تول

مربوط به  وسنتزي یهاي بكه واكنش شود يم يهای یقنز تیفعال ءالقا باعث كه است  ياهیكننده رشد درون گ   یتنظ کیجاسمونات  لیمت

هاي تركیبات ثانویه     ها یکي از بزرگترین خانواده  ترپن .دن كنيم زیلرا كاتا   دها یی و ترپنو دها یی قلکالو  ها، فنل يمانند پل   يدفاع  بات یترك دی تول

د نشوافشان و پراكننده بذر ميهمچنین باعث جلب حشرات گردهها نقش داشته و گیاهان از قفات و بیماريهستند كه معمولا در حفاظت 

(Ferreria et al. 2010)واكنش اكس   ایش   ي )زنجیره جانبي )اس   ترول و هاپانو(ید(،  ءنقش مهمي در س   اختار غش   ا ،. به علاوه

ها( و تنصی  حفاظت نوري و بازدارنده نوري )كاراتینو(ید و زنجیره جانبي كلروفیلكویئنین، مناكو(ین، پلاستوكو(ینین و فلاكو(ینون(،  یوبي

شد و نمو )هورمون  سیر  در گیاهان . (Phillipson, 2007)برعهده دارد  را نیز ها(ر سیدموالونیک  سیتوز دو م سیر   (MVA)ولي یا ا و م

ستیدي   شکل  ها وجود دارد براي تولید ترپن (MEP)پلا سیر نه تنها در چگونگي تولید واحد پنج كربنه با یکدیگر تفاوت  این دو (. 1) م

صول نهایي نیز متفاوت  سزكویي دارند، بلکه در محل و مح س ترپن در ترپن و ترياند. تولید تركیبات  و تولید تركیباتي نظیر  MVA ریم

 .(Aharoni et al. 2006)شود انجام مي MEPترپن و تتراترپن از مسیر مونوترپن، دي

 

 .(Aharoni et al. 2006ها )و پلاستیدی بیوسنتز ترپنسیتوزولی مسیر  .1شکل 

Figure 1. The MVM and MEP pathways of Terpene biosynthesis (Aharoni et al. 2006). 

 

و  MECPS ،DXRهاي (، ژن2نیان )ش  کل در گیاه دارویي ز RNA-seqهاي حاص  ل از قمده از دادهدس  تنتایج به براس  ا 

GDs سنتز مونوترپن   عنوان ژن به سیر بیو شده هایي نظیر تیمول و هاي كلیدي در م  Soltani Howyzeh et) اندكارواكرول معرفي 

al. 2018) .هاي حاصل از  هاي مذكور حاصل از تجزیه داده بالا بودن میزان بیان ژنRNA-seq  را  هاتر بیان قناهمیت بررسي دقیق
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هاي كلیدي و محدود كننده تولید ها مرتلف براي بررس  ي و ش  ناس  ایي ژنثیر ش  رایط تنش و یا اعمال تیمارنظیر تأدر ش  رایط مرتلف 

  دهد.افزایش مي ها در مسیر بیوسنتز قن رامونوترپن

 

 

سنتز ترپنوئیدها در گیاه دارویی زنیان   الگوی بیان ژن .2شکل   سیر بیو  Soltani Howyzeh et) های دخیل در م

al. 2018.) 

Figure 2. Gene expression involving in Terpenoids biosynthesis pathway in Ajowan (Soltani 

Howyzeh et al. 2018). 

 

هاي مرتلف و در پاس  ب به الیس  یتورهاي مرتلف قویش  ن در بافت دارویي بررس  ي مس  یر بیوس  نتزي تیمول و كارواكرول در گیاه

ست  غیرزنده سي گیاهي، مولکول  )در ز س  هاي خارجي كه اغلب مرتبط با قفات، بیمارهشنا ست با گیاه مي ها یا ارگانی شند را  هاي همزی با

این مسیر از   ي دخیل درهابیان ژن كه دهدمينشان   UV-Cاسید و اشعه   جاسمونات، سالسیلیک   شامل هورمون متیل  نامند(الیسیتور مي 



 1398و همکاران،  جمشیدی

 

139 
 Agricultural Biotechnology Journal; Printing ISSN: 2228-6705, Electronic ISSN: 2228-6500  

 

له ژن  ندام  CYP71D180و  DXR ،TvTPS1 ،CYP71D178هاي  جم یان         در ا گل از الگوي ب ند برگ و  مان یاه  هاي هوایي گ

صي پیروي نمي    شر ست. بیان این ژن  ،هاي مرتلفكند و در بافتم   بیش ،هاي نار به ویژه در گل و هاها در گلمیزان بیان متفاوت ا

ست،  هااز برگ شه بیان نمي   رحاليد ا ساقه و ری سب به هر  بیان این ژن. همچنین شوند كه در  شمگیري     3ها در پا صورت چ تیمار به 

 Calendulaجاس  مونات بر تركیبات ثانویه گیاه همیش  ه بهار )در بررس  ي تأثیر متیل. (Majdi et al. 2017)افزایش یافته اس  ت 

officinalis L.)هاي متص  ل به دیواره، در ریش  ه در مقایس  ه با گیاهان ش  اهد، افزایش و در برش هوایي، كاهش ، محتواي كل فنل

شان   سیانین دهدمين شه، تنها با اِعمال  . محتواي قنتو سمونات، كاهش یافت میکرومولار متیل 50هاي ری ولي در برش هوایي كاهش  هجا

. همچنین، محتواي استه، در مقایسه با گیاهان شاهد، مشاهده شد(میکرومولار 100و  50) دار محتواي قنتوسیانین در هر دو غلظتمعني

در میان تركیبات . (Ghanati et al. 2010) اس  تهكل فلاونو(ید در اندام هوایي گیاهان تیمار ش  ده، كمتر از گیاهان ش  اهد بود 

جاسمونات با تحریک مسیر   و انتظار بر این است كه متیل تري برخوردار است  ساز قن )قلفاترپینن( از اهمیت بیش موجود، تیمول و یا پیش

سنتز تركیبات ثانویه باعث افزایش تیمول و یا پیش  سازي از اهمیت ویژه   سازهاي قن بیو صنعت دارو ست، كه در  شود. لذا   ایي برخوردار ا

ضر  مصالعه هدف از سي میزان تغییر  ،حا سیر  كلیدي هاي ژن برخي بیان برر ثیر تحت تأسازهاي تیمول  تولید پیشپلاستیدي  دخیل در م

ست  هورمون متیل سمونات ا سانس مي تغییر در میزان بیان ژن . براي اصمینان از اینکه، جا شود،  ها چگونه باعث تغییر در مقدار تركیبات ا

 .انجام گرفت نیز جاسموناتثیر هورمون متیلویي زنیان تحت تأتركیبات اسانس گل در گیاه داربررسي 

 

 هاروشمواد و 

هاي بررس  ي ش  ده بالاترین عملکرد در میزان تولید تیمول و همچنین )اكوتیپ اردبیل در میان اكوتیپ اردبیل اكوتیپ اس  تانبذور 

سانس دارد    سدی    20به مدت  (Mirzahosseini et al. 2017)درصد بالایي در مقدار ا  درصد ضدعفوني   2/0دقیقه در هیپوكلریت 

شو     پن سپس و  (Ghanadnia et al. 2011) شد  زني، بذور به منظور حذف اثرات بازدارنده جوانه. گردیدج مرتبه با قط مقصر شست و 

صد  در 25درصد پیت ما  و   75خانه محتوي  216هاي ساعت، بذور در سیني   48به روي كاغذ صافي مرطوط خیسانده شدند. پس از    

شت    شاء ك شاء به گلدان در ادامه انتقال  شدند.  پرلیت به منظور تهیه ن صلي ن ستي  3در  هاي ا تحقیقاتي  هايدر محیط گلرانه تکرار زی

 .گرفتصورت   واقع در شهرستان پاكدشت    درصد  58گراد و رطوبت درجه سانتي  24با میانگین دماي دانشگاه تهران   -پردیس ابوریحان

روي ( Brouki milan et al. 2016; Saydpour & Sayyari, 2016)میکرومولار  1/0جاسمونات با غلظت هورمون متیل

  .(3)شکل اسپري شد( Soltani Howyzeh et al. 2018) (قذینرشد گل 5مرحله ) سصح گیاهان
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شی و نمونه  های گیاه دارویی زنیانگل .3شکل   سی بیان ژن در مرحله هورمون پا سایی     گیری جهت برر شنا و 

 .ترکیبات اسانس

Figure 3. Ajowan’s flowers in growth stage of hormone spraying and sampling to study gene 

expression and identification of essential oil. 

 

 Real Time PCR بررسی بیان ژن با استفاده از

پنج  رش   دي در مرحله  هابوتهگیري از بافت گل تکها، نمونهنوترپنوهاي دخیل در بیوس   نتز م جهت بررس   ي الگوي بیان ژن  

شي ( Soltani Howyzeh et al. 2018)قذین گل سمونات، در  با متیل تحت چهار زمان مرتلف هورمون پا ستي انجام   3جا تکرار زی

ها بیان ژنتر ارتباط میان منتقل شدند. بعلاوه، به منظور بررسي دقیق  درجة سانتیگراد   -70از طریق نیتروژن مایع به فریزر  هاشد. نمونه 

 . قرار گرفتندگیري نیز اسانس ها موردنمونه همزمانو میزان تركیبات اسانس، 

سي بیان ژن به سا  توالي  قغازگرهایي GDsو  MECPS ،DXRهاي منظور برر صي    برا صا شده در مصالعه    هاي اخت سایي   شنا

یابي ش  د و در با گیاه زنیان ش  ناس  ایي و توالي كه در مصالعات قبلي مرتبط  SANDاز ژن  .ش  د ( طراحي2018)س  لصاني و همکاران 

ستفاده قرار گرفت،   RNA-seqمصالعات  شد   نیز مورد ا ستفاده  . (Soltani Howyzeh et al. 2018) به عنوان ژن كنترل داخلي ا

 ش  وده ميهاي مورد نظر نس  بت به قن س  نجید ها یکس  ان اس  ت و میزان بیان ژن هاي كنترل داخلي در تمامي انداممیزان بیان ژن

(Soltani Howyzeh et al. 2018) . افزار قنلاین قغازگرها با استفاده از نرمPrimer3  استررا    .(1جدول ) طراحي شدندRNA  از

شركت     بافت گل از طریق ستررا   انجام  Thermo Scientific  (GeneJET Plant RNA Purification Mini Kit)كیت ا

سنتز كتابرانه             RNAشد. كیفیت و كمیت   شد. به منظور  سي  سط الکتروفورز ژل قگارز و پیکودراپ برر شده تو ستررا   ، cDNAا

RNA       ئاز، ه عاري از نوكل فاده از قط  با اس   ت نه        ها  را تاب ند. س   نتز ك جاري      cDNAغلظت ش   د از طریق دس   تورالعمل كیت ت
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SuPrimeScript cDNA  ش  ركتGeNet Bio   انجام ش  د. جهت اطمینان از س  نتزcDNA ها، واكنشPCR  با كمک قغازگر

 انجام شد. SANDاختصاصي طراحي شده براي ژن 

 

 .برای بررسی بیان ژن مشخصات مربوط به آغازگرهای مورد استفاده .1جدول 

Table 1. Primers information used in gene expression. 

 دمای اتصال

Annealing 

 آغازگرتوالی 

Primer sequence 
 

 نام ژن

Gene name 

56.6 5’- TGCCGCAATGTCTTTACAATC -3’ 
 قغازگر رفت

Sense primer  ژنMECPS 

MECPS gene 
56.3 5’- AATCATCAGCACCTTCAGTTTG -3’ 

 قغازگر برگشت

Antisense primer 

56.5 5’- GATAATGGCCAACCAAGCAC -3’ 
 قغازگر رفت

Sense primer  ژنDXR 

DXR gene 
58 5’- CTGATGTTAGTGTGCCAAGAGG -3’ 

 قغازگر برگشت

Antisense primer 

58.7 5’- CTATGTTCCTTCGGTGTTCCATTC -3’ 
 قغازگر رفت

Sense primer  ژنGDs 

GDs gene 
59.8 5’- GGCTAAGATGAATGTGGCAAAGC -3’ 

 قغازگر برگشت

Antisense primer 

57.7 5’- TTGTAAGCTGAGTCTGTAATCCATC -3’ 
 قغازگر رفت

Sense primer  ژنSAND 

SAND gene 
56.6 5’- CCTAAAGTGACCAGAAACACAAG -3’ 

 قغازگر برگشت

        Reverse primer 

 

سي بیان كمي ژن  سیر    ژن كه از جمله GDsو  MECPS ،DXRهاي برر صلي در م ستند  MEPهاي ا دار به همراه ژن خانه ه

SAND  گاه     با مک دس   ت جام ش   د. براي این منظور،    Light Cycler 96 مدل  Real Time PCRك یت  ان  qPCRاز ك

GreenMaster LowROX  حاويEvaGreen   محصول شركت Jena Bioscience  و با  براسا  دستورالعمل دمایي پیشنهادي
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صال   شد       قغازگرتوجه به دماي ات ستفاده  صي ا صا سپس  شد گرفتهمیزان بیان ژن  نمودارنمونه از براي هر  Ctمقدار  .(2جدول ) اخت   و 

س  نمودار  هادادهتجزیه و تحلیل  ستفاده از نرم  و ر شد. همچنین تجزیه و تحلیل  Excelافزار با ا صل از بیان   هايداده كمي انجام  حا

 ها به صورت زیر انجام شد:تجزیه داده صورت گرفت. SANDدار میزان بیان ژن خانه بر مبناي ،هاي هدفژن

هر نمونه بدست قمد. پس از وارد كردن مقدار  Ctتکرار انجام گرفت و مقدار  3ها در براي تمامي نمونه qRT-PCRانجام واكنش 

Ct افزار هر نمونه در نرمExcel    ها، مقدار سازي داده میزان بیان هر ژن به صورت جداگانه بررسي شد. ابتدا براي نرمالCt  هر نمونه از

Ct دار نمونه ژن خانهSAND  .شد ستفاده از فرمول زیر میزان تغییر      Ctسپس میزان   ك   شد. در نهایت با ا سبه  براي هر نمونه محا

 بیان هر نمونه بدست قمد:

2(-ct) 

محاسبه شد و تمامي نمودارها با استفاده از میانگین رس  شد       (Standard errors)ها در قخر میانگین و خصاي استاندارد میانگین 

 ها روي نمودارها نشان داده شد. error barو مقدار 

 

 .کمی Real-Time PCRدستورالعمل دمایی مناسب برای انجام واکنش  .2 جدول

Table 2. Recommended cycling conditions for quantitative Real-Time PCR. 

 تعداد چرخه

Cycles 

 زمان

Time 

 دما

Temperature  

(C) 

 مرحله

Step 

1x 2 min 95  اولیه و قغاز فعالیت قنزی  پلیمرازواسرشت 

Initial denaturation and polymerase activation 

45x 15 sec 95 واسرشت  Denaturation 

1 min 60 اتصال    Annealing 

1 min 65 طویل شدن  Elongation 

 

سانس   شده از هر تیمار   نمونه: بررسی ترکیبات ا سه نمونه مرلوط  شاهد قط مقصر،  گیري از بافت گل  ساعت   48و  24، 8)

شدن نمونه    پس از اعمال تیمار متیل سمونات( انجام گرفت. پس از خشک  سانس جا گیري از طریق كلونجر با ها در دماي اتاق، عملیات ا

صورت پذیرفت.  سپس عمل میعان انجام مي   كاربرد روش تقصیر با برار قط  ستگاه كلونجر ابتدا عمل تبریر و  میعان به  شود. عمل در د
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ش  ود. قط در اطراف لوله حاوي برار ش  ود كه براي خنک كردن قن از جریان قط س  رد معمولي اس  تفاده ميكمک كندانس  ور انجام مي

ستررا         كندیابد و قن را خنک ميجریان مي شیر ترلیه براي خرو  مواد دارد. براي ا ست و یک  سانس مانند یک پیپت ا . لوله حاوي ا

سانس ابتدا  بالن در قسمت هیتر  قط مقصر اضافه شد.    لیترمیلي 200و به قن  رتهیر ریرا در بالن تقص بافت پودر شده گل گرم  20 مقدار ا

اسانس   ات،ی. در خلال عملبه طول انجامیدساعت   3به مدت  يرگیاسانس  اتیعملگیرد تا محلول داخل قن به دما جوش برسد.  قرار مي

اسانس قرار گرفته به روي فاز رویي، توسط شیر ترلیه     شد.  قوريكلونجر جمع و در لوله ریبرار قط تقص با همراه بودنار رّبه علت ف اهیگ

 ي( نگهداررادگيسانت  يدرجه 4) رچالیدر  دیدور از نور خورش  هب رهیت ايشه یاسانس بدست قمده در ظروف ش   جداسازي شد. در نهایت،   

( و GC) يگاز يكروماتوگراف دس  تگاه از طریقاس  انس  باتیترك یيو ش  ناس  ا يجداس  ازدر ادامه،  .(Eblagh et al. 2014)گردید 

نوع  كروماتوگرافيفیتوش  یمي دانش  گاه ش  هید بهش  تي ) ش  گاهی( در قزماGC/MS) يجرم س  نجفیمتص  ل به ط يگاز يكروماتوگراف

TRACE MS   ستون ضرامت لایه  میلي 25/0متر، قصر داخلي  30، طول DB-5داراي  شد.  میکرومتر( 25/0نازک متر و  در  انجام 

سیو  به     60دماي قون از طول قزمایش،  سل سیو  )در هر دقیقه     250درجه  سل سیو ( افزایش یافت و به مدت     5درجه  سل  5درجه 

 70لیتر بر دقیقه و انرژي یونیزاس  یون میلي 1/1درجه س  لس  یو  نگهداري ش  د. از گاز حامل هلیوم با س  رعت جریان   250دقیقه در 

ستفاده شد. به منظور دستیابي به مناسب      سانس،     ترین برنامهالکترون ولت ا سازي كامل تركیبات ا میکرولیتر  2/0دمایي ستون براي جدا

شده  ينمونه از ستگاه كروماتوگراف    قماده  سانس به د شاخص       شد  قیتزر يگاز يا سانس و  شکیل دهندۀ ا صد تركیبات ت . همچنین، در

جرمي تركیبات نگار جرمي تزریق شد و طیفشد. سپس اسانس به دستگاه گاز كروماتوگرافي متصل به طیف بازداري هر تركیب محاسبه 

ست قمد.  سا    نیز بد شاخص بازدار     باتیترك یيشنا ستفاده از  سانس با ا س  (KI)ي ا سانس و   ياز اجزا کیهر  يجرم هايفیط يو برر ا

شد.  هايفطی با هاقن يسه یمقا شاخص بازداري تركیب   مرجع انجام  سبه  ستگاه  ها، قلکانبراي محا  GCهاي نرمال متوالي كربن به د

هاي جرمي و مقایس  ه قن با طیف جرمي تركیبات اس  تاندارد و با اس  تفاده از اطلاعات موجود در كتابرانه  تزریق گردید. با مصالعه طیف

 ، شاخص بازداري محاسبه شد. ترپنو(یدها در كامپیوتر

 

 بحثنتایج و 

هاي هدف مقایسه الگوي بیان ژن  انجام شد و جهت با كمیت و كیفیت مناسب   cDNAو سپس سنتز كتابرانه    RNAاستررا   

ستفاده قرار گرفت.  سنتز   مورد ا سنتز قن    SANDبا كمک قغازگر ژن  PCR، واكنش cDNAپس از  صحت  شد.    انجام و  سي  ها برر

هاي در بافت DXRها نشان داد، بیان ژن بررسي باشد.مي bp 224برابر با  SANDطول محصول نهایي براي قغازگر طراحي شده ژن 

ها ثابت اس  ت. در هاي گیاهي در كلیه بافتدهد. میزان بیان این ژن در برخي گونههاي گیاهي روند متفاوتي را نش  ان ميمرتلف گونه
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شاهده  ها بیان متفاوتي در بافتكه در برخي دیگر از گونهحالي شان  ( Catharanthus)شود. نتایج تحقیقات در گیاه پریوش  ميها م ن

 .Burlat et al) باش  دها بیش  تر ميها متفاوت اس  ت و بیان این ژن در گل و جوانه گل نس  بت به برگدر بافت DXRداد، بیان ژن 

 .(Majidi et al. 2014) استنیز نتیجه مشابهي براي بیان این ژن گزارش شده  (Matricaria chamomilla). در بابونه (2004

 

  

 (الف) (ب)

ضور   -الف. 4شکل   (. SINACLONشرکت   bp 1500-50 مارکر زیسا ها به کمک الکتروفورز ژل آگارز )RNAح

 .SANDبا کمک آغازگر ژن های سنتز شده cDNAبرای  PCRواکنش باندهای  -ب

Figure 4. A) RNA extraction bands on electrophoresis agarose gel. B) PCR bands for cDNA 

synthesized by SAND primers  

 

 د. بیان ژن مذكوررجاسمونات دا هورمون متیلنشان داد كه این ژن تأثیرپذیري بالایي از   DXRبررسي بیان ژن   ،حاضر  مصالعه در

به بالاترین مقدار خود     از اعمال هورمون، میزان بیان   س   اعت  24 پس از گذش   ت  .یافت   افزایش اعمال هورمون  از بلافاص   له پس  

، به نظر مي رسد  دارد، بنابراین MEPنقش كلیدي در مسیر بیوسنتزي تركیبات ترپني به ویژه مسیر     DXRژن  (.5شکل  ) است رسیده 

 هایي نظیر تیمول خواهد ش  د.س  اعت در گیاه زنیان منتج به بیوس  نتز بیش  تر مونوترپن 24جاس  مونات به مدت كه اعمال هورمون متیل

شاهدات  ست قمده،  م سانس در گیاه زنیان         بد سایي تركیبات ا شنا صل از  میزان بیان  ،3با توجه به نتایج جدول .تصابق داردبا نتایج حا

شت   هامونوترپن ساز پیش سایر مصالعات نیز       ساعت از اعمال هورمون متیل  24پس از گذ ست. در  سیده ا سمونات به حداكثر مقدار ر جا

ها در منجر به افزایش تولید مونوترپن (Mentha piperrita)در گیاه نعناع  DXRافزایش بیان ژن نتایج مشابهي گزارش شده است.    

 خوزس  تانيبر روي گیاه مرزه  در مصالعه .(Mahmood & Corteau, 2001) اس  انس گیاه تراریرت نس  بت به گیاه ش  اهد ش  د  

(Satureja khuzestanica) میزان بیان ژن  ؛اس   ت تحت تیمارهاي موینولین و فوس   میدومیس   ین گزارش ش   دهDXR  در تیمار
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داري معني اتساعت نسبت به گیاه شاهد تغییر    100میکرومولار به لحاظ قماري از زمان صفر تا   25و  10هاي میسین با غلظت فوسمیدو 

داري افزایش معني س  اعت پس از اعمال هورمون، 24تا  3ه میکرومولار در س  اعات اولی 75كه، در غلظت درحالي .اس  تنش  ان نداده 

ژن  .(Ramak et al. 2012) اس  تهبه گیاه ش  اهد نش  ان دادداري نس  بت كاهش معني ه ش  د و پس از قن بیان این ژنمش  اهد

MECPS  پنجمین ژن در مس  یرMEP باش  د براي بیوس  نتز ترپنو(یدها مي(Bick et al. 2003) تحقیقات وجود رابصه مس  تقیمي .

 .(Veau et al. 2000) دهدو تولید ترپنو(یدها نشان مي MECPSمیان میزان بیان ژن 

 
 جاسمونات.آذین گیاه دارویی زنیان پس از اعمال تیمار متیلهای متفاوت در گلدر زمان DXRبیان ژن  .5شکل 

Figure 5. DXR gene expression in 4 different times after using methyl jasmonate in Ajowan. 

 

براي نرستین بار در گیاه دارویي   دارجاسمونات در مقایسه با ژن خانه  تحت تأثیر هورمون متیل بررسي بیان این ژن  نتایج حاصل از 

 24پس از  میزان بیان قن كه. درحالياس  تهاز اعمال هورمون، میزان بیان ژن كاهش یافتس  اعت  8 گذش  ت از ، پسنش  ان دادزنیان 

سید ( )بیش از دو برابر یابدمي قابل توجهي افزایش ساعت از اعمال هورمون بصور   میزان بیان ژن مذكور پس. و به حداكثر میزان خود ر

 (.6شکل ) تر استیاه شاهد )محلول پاشي شده با قط مقصر( بیشاما همچنان از میزان بیان ژن در گ ،یافتهساعت كاهش  48از 
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کل    یان ژن   .6شکک مان  MECPSب گل    در ز فاوت در  مار       های مت مال تی یان پس از اع یاه دارویی زن آذین گ

 جاسمونات.متیل

Figure 6. MECPS gene expression in 4 different times after using methyl jasmonate in Ajowan. 

 

سنتزي مونوترپن  ترین ژنیکي دیگر از مه  سیر بیو شد. محصول این ژن  مي GDsها هاي م سنتاز  قنزی  ژرانیل دي) با سفات  با  (ف

كربنه  10فسفات به یکدیگر، ژرانیل دي (IPP)فسفات ديو ایزوپنتیل (DMAPP)فسفات ديقلیلمتیلكربنه دي 5اتصال دو مولکول 

نتایج حاص ل از  . (Trapp & Croteau, 2001; Mahmoud & Croteau, 2002) ها اس ت مونوترپنس از  ازد كه پیشس  را مي

سي تغییر بیان ژن   شا  ثیر تیمار هورموني متیلتحت تأ GDsبرر سمونات ن شروع به   ساعت پس  8بیان این ژن  ن داد،جا از اعمال تیمار 

)میزان بیان ژن  كميمصالعه بیان نیمه .(7شکل  ) رسد مقدار خود ميترین به بیش ساعت از اعمال هورمون  48كند و پس از افزایش مي

معکو  بر روي ژل قگارز در دس  تگاه  PCRافزار و با اس  تفاده از میزان ش  دت باندهاي حاص  ل از   در روش نیمه كمي به كمک نرم

ثیر تیمار دانه تحت تأگیاه س  یاهدر  GDsژن  ش  ود(ایي تفس  یر ميهاي قن به ص  ورت مقایس  ه ش  ود و دادهالکتروفورز محاس  به مي

سمونات  متیل شان داد میلي 1/0جا شاهد      ،مولار ن سبت به گیاه  شده ن اعت از س  4از گذشت   در ابتدا و پسبیان این ژن در گیاهان تیمار 

ست  افزایش یافته اعمال تیمار سپس روند ثابتي از     8این افزایش تا  .ا شته و  ش  میزان ساعت بعد از اعمال تیمار ادامه دا شد بیان م  اهده 

(Elyasi et al. 2015) . 
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 جاسمونات.آذین گیاه دارویی زنیان پس از اعمال تیمار متیلهای متفاوت در گلدر زمان GDsبیان ژن  .7شکل 

Figure 7. GDs gene expression in 4 different times after using methyl jasmonate in Ajowan. 

 

شامل دو نوع   (. تركیبات اصلي 3تركیب اصلي در گیاه دارویي زنیان شناسایي شد )جدول      10بر اسا  نتایج كروماتوگرافي گازي،  

نام   ثانویه از خانواده ترپن    تركیب  به   Majnoon hosseini & davazdah) باش   د مي Carvacrolو  γ-Terpineneهاي  ها 

emami, 2007; khajeh et al. 2004) .γ-Terpinene، رویي زنیان یعني دا ترین تركیب گیاهساز اصلي  است كه پیش  مونوترپني

از اسانس زنیان   %50بیش از  هاو به دور از تنش كه در شرایط بهینه  (Crocoll et al. 2010; Crocoll, 2011همان تیمول است ) 

از  محیصي يهاتنشدر شرایط وجود  غلب ا نگیاهاكه  ،است  از قن حاكي تتحقیقا نتایج .(Bairwa et al. 2012) دهدرا تشکیل مي 

بات  سنتز یشافزا به را  دموجو ادموها  حض   ور تنشدر  كه اچر ،هستند رداربرخو يكمتر شدر  صختصاا ترپني( ت)تركیبا ثانویه تركی

 Rezaei-Chiyaneh, 2011; Bettaieb et al. 2009; Rebey) نمایند تضمین محیصي سرت یطاشردر  را دخو يبقا تا هنددمي

et al. 2012). از س  از تیمول تغییر چش  مگیري داش  ت؛ پسمیزان پیش جاس  موناتبا اعمال تیمار هورموني متیل ،در تحقیق حاض  ر 

ترپینن در گاما .(3جدول ) به نمونه شاهد افزایش یافت و به حداكثر رسید   ساز تیمول نسبت  اعمال تیمار میزان پیش ساعت از  24گذشت  

شاهد   شکیل مي    %63نمونه  سانس گیاه را ت صد افزایش   80تا  70ساعت به   24و  8شت  پس از گذ قن میزان كه دهداز میزان كل ا در

ل از س  ایر با نتایج حاص   ،. نتایج به دس  ت قمدهرس  دمي درص  د 74 س  اعت میزان قن كاهش و به 48 یافت، در حالیکه پس از گذش  ت

مونوترپن كارواكرول  ،از تیمول پس. (Jamshidi et al. 2012; Rezaei-Chiyaneh, 2011) مصالعات در این زمینه مصابقت دارد

ساز تیمول و كارواكرول هر دو پیش مال متیل جاسمونات سیر نزولي نشان داده است.با اع ترپینن،و برخلاف گاما را داردبالاترین فراواني 

شترک دارند بنابراین در حالت رقابتي افزایش در   سي    مقدار یک تركیب باعت كاهش مقدار تركیب دیگر ميم شود بنابراین رابصه معکو
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ویژه در ساعات اولیه   به ؛از اعمال تیمار و پس ترین مقدارنمونه شاهد داراي بیش  میزان این تركیب در بین تولید این دو ماده وجود دارد.

شي  شکل قابل  میزان تولید ،پس از هورمون پا ست هیافت توجهي كاهشقن به  ست      ا شده ا شابهي گزارش  سایر مصالعات نیز نتایج م  . در 

(Rezaei-Chiyaneh, 2011). 

 

 .ترکیبات شیمیایی موجود در اسانس گیاه دارویی زنیان .3 جدول

Table 3. Chemical compounds found in essential oil of Ajowan. 

 

هاست. به این  هاي گیاهي، چند وجهي بودن عملکرد قندانی ، از جمله مشکلات مصالعه بر روي عملکرد هورمون طور كه ميهمان

افزایشي( -است. در نتیجه، تغییرات بیان )كاهشيمفهوم كه، در ساعات متفاوت پس از اعمال هورمون، عملکردهاي مرتلفي مورد انتظار 

تا   8، در بازه زماني   GDsصالعه چندان دور از انتظار نرواهدبود. با این حال، ژن        هاي زماني مورد م  در بازه  MECPSو  DXRهاي  ژن

یش در میزان بیان هر سه ژن مورد . قنچه حا(ز اهمیت است، افزادهدميبا روند افزایشي ثابت، عملکرد نسبتاً پایداري را نشان  ساعت 48

 24پس از گذش  ت  γ-Terpineneس  اعت از اعمال هورمون اس  ت. نتیجه این افزایش بیان، افزایش تولید  24مصالعه پس از گذش  ت 

ساعت بعد از  48

 ماریت

48 hours after 

treatment 

 (%) 

ساعت بعد  24

  ماریت از

24 hours after 

treatment 

(%)  

ساعت بعد از  8

 تیمار

8 hours after 

treatment 

(%) 

 نمونه شاهد

Control 

sample 

(%) 

 یشاخص بازدار

 کواتس

Kovats 

retention index 

 ترکیبات

Component 

0.33 0.26 0.25 0.34 925 α-thujene 

0.09 0.07 0.08 0.19 933 α-Pinene 

0.39 0.14 0.37 0.42 972 Sabinene 

0.29 0.22 0.58 3.09 977 β-Pinene 

1.13 1.23 1.20 1.02 990 β-Myrcene 

0.57 0.71 0.53 0.54 1017 α-Terpinene 

6.19 4.00 7.88 8.34 1025 p-Cymene 

0.29 0.31 0.28 0.26 1029 Β-phellandrene + 

Limonene 

74.42 83.78 70.60 63.21 1063 γ-Terpinene 

16.25 16.12 18.20 22.54 1309 Carvacrol 
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ستفاده از هورمون مذكور در جهت افزایش تولید و خلوص     ساعت از اعمال هورمون متیل  سبي براي ا ست. این امر توجیه منا سمونات ا  جا

 ماده مؤثره تیمول در گیاه دارویي زنیان است.

 ،نش  ان دادجاس  مونات یه تحت تأثیر تیمار هورموني متیلفعال ثانو يهابیترك ریمقاد يبررس  نتایج حاص  ل و گیری: نتیجه

سمونات مي هورمون متیل سنتزي ترپن  جا سیر بیو شد تواند محركي براي م صلي  .ها با ترین تركیب گیاه ترین و مه از قنجایي كه تیمول ا

ست، هر عاملي كه باعث افزایش تولید و یا تغییر در میزان پیش  ست. بنابراین افزایش     دارویي زنیان ا شود، حا(ز اهمیت ا  20سازهاي قن 

س  ازي تیمول تواند تأثیر چش  مگیري در تولید و خالصهاي اس  انس گیاه زنیان ميدر تركیب (γ-Terpinene)س  از قن درص  دي پیش

شد. با توجه به اینکه بیان هر    همربه شته با شت     3اه دا ساختاري با گذ سمونات افزایش یافته  ساعت پس از اعمال تیمار متیل  24ژن  جا

س  از تیمول، در تركیب اس  انس گیاه زنیان، در نتیجه افزایش  به عنوان پیش γ-Terpineneتوان نتیجه گرفت كه افزایش اس  ت، مي

هاي تواند به دلیل تأثیر تیمار هورموني بر كلیة ژنباشد. اگرچه این افزایش تولید مي یر بیوسنتز قن مي هاي كلیدي در مس فعالیت این ژن

ضر مي      شد، اما با در نظر گرفتن نتایج حا سیر با شت  دخیل در این م سمونات را بعنوان  ساعت پس از اعمال تیمار متیل  24توان گذ جا

سانس گیاه دارویي زنیان معرفي نمود.   بهترین تیمار جهت تأثیر حداكثري در بیان ژن ساختاري و تركیبات ا دانی ، طور كه ميهمان هاي 

هاس   ت. به این مفهوم كه، در س   اعات هاي گیاهي، چند وجهي بودن عملکرد قناز جمله مش   کلات مصالعه بر روي عملکرد هورمون

و  DXRهاي افزایش  ي( ژن-تیجه، تغییرات بیان )كاهش  يمتفاوت پس از اعمال هورمون، عملکردهاي مرتلفي مورد انتظار اس  ت. در ن

MECPS بود. با این حال، ژن  هاي زماني مورد مصالعه چندان دور از انتظار نرواهددر بازهGDS ساعت با روند  48تا  8، در بازه زماني

زان بیان هر سه ژن ساختاري مورد مصالعه   دهد. قنچه حا(ز اهمیت است، افزایش در می افزایشي ثابت، عملکرد نسبتاً پایداري را نشان مي   

شت   ست. نتیجه این افزایش بیان، افزایش تولید    24پس از گذ شت   γ-Terpineneساعت از اعمال هورمون ا ساعت از   24پس از گذ

ماده مؤثره  جاسمونات است. این امر توجیه مناسبي براي استفاده از هورمون مذكور در جهت افزایش تولید و خلوصاعمال هورمون متیل

 تیمول در گیاه دارویي زنیان است.
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