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Abstract 

Objective 

Medicinal plants have long been recognized as a rich source of essential oils and have been 

cultivated for a variety of uses since ancient times. White savory (Satureja mutica Fisch & CA 

mey) is one of the medicinal plants belonging to the mint family with high content of carvacrol 

in its essential oil. A large body of literature has suggested that abiotic stresses, especially drought 

stress, could considerably boost the production of essential oils in plants. This study aimed to 

evaluate the effect of drought stress on the expression of genes affecting the biosynthesis of the 

main component of white savory essential oil carvacrol. 

Materials and methods 

For this goal, 20 pot-planted seedlings of white savory at the 6-8 leaf stage were subjected in a 

greenhouse to two conditions of control and drought stress (10 pots for each condition) with 

irrigation regimes of 100% and 30% of field capacity, respectively. To ensure the implementation 
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of stress on plants and to determine the appropriate time for sampling, leaf proline and relative 

water content of plants were measured.  

Results 

The results of both proline and relative water content tests revealed a significant statistical 

difference between the control and stress conditions in white savory at 30% of field capacity. The 

KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) database was used to obtain information on 

the carvacrol biosynthesis pathway. The three key genes geranyl diphosphate synthase (gpps), 

terpene synthase (tps), and limonene hydroxylase (lh) were chosen for gene expression analysis. 

Due to the lack of genomic information on white savory, the sequence information of the genes 

in the closest genera within the family mint was used to design primers. The result of melting 

curve analysis from the real-time quantitative PCR (qPCR) assay confirmed the accuracy of the 

primer design. The raw qPCR data normalized to the housekeeping gene Actin, then differential 

expression analysis was performed using the delta-delta Ct method. qPCR result showed that 

expression of the genes gpps, tps, and lh were increased in stressed plants proximately 20, 18, and 

50 times, compared to those in control, respectively. 

Conclusions 

The conclusion that must be drawn from the data available is that water stress leads to the process 

of plant response to stress and changes the expression of genes involved in the biosynthesis 

pathway of the active substance carvacrol.  
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  چکیده

وناگون کشتتت و توستتعه ها شتتناهته شتتده و به مهت م تتار  گاز دیرباز تاکنون، گياهان دارویی به عنوان منبعی غنی از استتان  هدف:

سفيد )یافته ستSatureja mutica fisch & CA meyاند. مرزه  سان  آن حاوی  ( یکی از گياهان دارویی از هانواده نعناع ا که ا

طور قابل تواند بهشکی، میهای غيرزنده، به ویژه تنش همقدار زیادی کارواکرول است. حجم وسيعی از مطالعات نشان داده است که تنش

های مؤثر بر بيوسنتز مزء اصلی د  از این مطالعه بررسی تأثير تنش هشکی بر بيان ژنتومهی توليد اسان  در گياهان را افزایش دهد. ه

 اسان  مرزه سفيد، کارواکرول، بود. 
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سفيد در گلدان در مرحله  20برای این منظور، تعداد  :هامواد و روش شاهد و تنش هشکی ) 6-8گياهچه مرزه  شرایط   10برگی در دو 

درصد ظرفيت مزرعه مورداستفاده قرار گرفتند. به منظور اطمينان از  30درصد و  100ترتيب با های آبياری بهگلدان برای هر شرایط( با رژیم

 گيری شد. برداری، پرولين برگ و ميزان آب نسبی گياهان اندازهچنين تعيين زمان مناسب برای نمونهاعمال تنش بر روی گياهان و هم

سبی آب تفاوت آماری معنینتایج هر دو آزمون پرولين و م :نتایج شرایط کنترل و تنشحتوای ن سفيد در  داری را بين  درصد  30در مرزه 

وردن برای به دست آ  KEGG(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomesظرفيت مزرعه نشان داد. پایگاه داده )

سه ژن کليدی ژرانيل دی شد.  ستفاده  سنتز کارواکرول ا سير بيو سنتاز ) اطلاعات در مورد م سفات  سنتاز )(، ترgppsف (، و ليمونن tpsپن 

ها ه سفيد، از اطلاعات توالی ژن( برای تجزیه و تحليل بيان ژن انتخاب شدند. به دليل عدم ومود اطلاعات ژنومی در مرزlhهيدروکسيلاز )

کمی  PCRب در روش ليل منحنی ذودر نزدیك ترین من  در هانواده نعناع برای طراحی پرایمرها استتتتفاده شتتتد. نتيجه تجزیه و تح

(qPCR در زمان واقعی، صتتحت طراحی پرایمر را تایيد کرد. نتایج )qPCR های نشتتان داد که بيان ژنgpps ،tps  وlh  در گياهان

 شد.( نرمال Actinدار  اکتين )با ژن هانه qPCRهای هام برابر نسبت به شاهد افزایش یافت. داده 50، 18، 20تحت تنش به ترتيب 

های دهيل در مستتير دهد که تنش آبی منجر به فرآیند پاستتخ گياه به تنش شتتده و بيان ژننتایج این پژوهش نشتتان می :گیرینتیجه

 دهد.بيوسنتز ماده فعال کارواکرول را تغيير می

 راز در زمان واقعیپليمای پاسخ مولکولی گياهان، پرولين، نعناعيان، واکنش زنجيره های ثانویه ،متابوليت: هاکلیدواژه

 پژوهشی.: نوع مقاله
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 مقدمه

 & Zarshenas)های گياهی هستتتتند هترین هانوادمتنوعمن  از  230گونه و بيش از  7000هانواده نعناعيان با بيش از 

Krenn 2015  .)های گرانولار که توليدکننده استتان  رود و به علت ومود ستتاهتارای به شتتمار میاین هانواده مز گياهان دو لپه

یك گونه گياهی  من  مرزه (.Usano-Alemany et al. 2014)آید فراوان هستند، مز گياهان دارویی و آرایشی به حساب می
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ست که از هانواده نعناعيان و زیر شده ا شد و بهمی Nepetoideaeهانواده شناهته  طور معمول در نواحی مدیترانه رویش دارد. به با

گونه مرزه ستتفيد،  (.Saharkhiz et al. 2016)گونه وحشتتی مرزه در مناطم مختلا ایران پراکنده شتتده استتت  15طور تقریبی 

سبتابوته شاههسانتی 45چوبی با ارتفاعی حدودا  ای و ن ست و دارای  ست. این گونه از نظر رشدی هایی با قدرت گلمتر ا دهی بالا ا

سفيد در برگ شته یعنی  سرعت رشد بالایی دارد. مرزه  شد.هود نيز دارای کرکهای کوتاه و هاکستری میهای وضعيت هوبی دا  با

ستان و عماین گياه به شمال ایران در هاکطور طبيعی در ترکمن سبتا آهکی و در آب و هوای معتدل میدتاً   Hadian)روید های ن

et al. 2012 .)ها، تيمول، کارواکرول و مرزه ستتتفيد یك گونه بستتتيار معطر استتتت که دارای ترکيبات فوتوشتتتيميایی مانند فنل

ن سوءهاضمه، دردهای عضلانی و اسهال و این گياه ب ورت سنتی در درما (.Saei-Dehkordi et al. 2012)فلاونوئيدها است 

های گذشته مشخص گردید که مرزه سفيد دارای دو در تحقيقات و پژوهش(. Karimi et al. 2016) شودحالت تهوع م ر  می

ست  صلی ماده موثره هود ا ست آمده از (. Jamzad 2009)مونوترپن کارواکرول و تيمول به عنوان امزای ا ساس اطلاعات بد بر ا

سنتاز و ليمونن هيدروکسيلاز در  مسير بيوسنتزی کارواکرول   KEGGاه اطلاعاتی پایگ سنتاز ، ترپن  سه ژن ژرانيل دی فسفات 

شکل  ستند ) سفيد دهيل ه سير موالوناتعموماً ترپنویيدها و ازممله مونوترپن(. 1در گياه مرزه  که منتهی  1ها در گياهان علاوه بر م

سفا سير غيرمی 2تبه توليد ایزوپنتيل پيرو ف سفاتشود از راه دیگری که م سير متيل اریتریتول ف شود، گذاری مینام  3موالونات یا م

سير (.Dubey et al. 2003) شوندساهته می ستيدها رخ می MEP م شامل هفت واکنش آنزیمی تدر پلا ثيرگذار برای أدهد و 

باشد. واکنشی که توسط می 7فسفات-3گليسرآلدهيد و دی  6پيروواتاز  5فسفاتمتيل آليل دیو دی 4فسفاتساهت ایزوپنتنيل دی

سی دیدی -1آنزیم  سفات ردوکتوایزومراز-5 -زایلولزاک سيار مهم در کاتاليز می 8ف ست و دارای نقش ب شود یك واکنش کليدی ا

ستيدها سنتز ایزوپرنوئيدها در پلا ست کنترل بيو سنتز (..Carretero-Paulet et al 2002) ا سر به دم  بيو ترپنویيدها با ات ال 

 9فسفاتکند که با این ات ال ژرانيل دیادامه پيدا می (DMAPP) فسفاتمتيل آليل دیبه ایزومر دی( IPP) فسفاتایزوپنتيل دی

سفاتپرنيل دی، IPP با واحدهای GPP شود. علاوه بر این، از ات الساهته می سيل دی  10هایف سفاتبزرگتر مانند فارن  و 11ف

طی فرآیندهای حلقوی شتتدن  FPP و  GPP مح تتول (. .2003Dubey et al)شتتود توليد می 12فستتفاتژرانيل ژرانيل دی

سازهبه سزترتيب  شده و در  13کنند. ایجاد تيمول و کارواکرول با مونوترپن گاماترپيننترپنی را ایجاد میکوییهای مونوترپن و  آغاز 

                                                      
1 mevalonate   
2 Isopentenyl pyrophosphate (IPP)   
3 2-C-methyl-d-erythritol-4-phosphate   
4 Isopentenyl diphosphate )IDP) 
5 Dimethylallyl diphosphate )DMAPP) 
6 Pyruvate   
7 D-glyceraldehyde 3-phosphate )GAP( 
8 1-Deoxy-D-xylulose 5-phosphate reductoisomerase (DXR) 
9 Geranyl diphosphate )GPP) 
10 Prenyl diphosphates 
11 Farnesyl diphosphate )FPP) 
12 Geranylgeranyl diphosphate )GGPP)   
13 γ-terpinen (GT) 
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گاماترپينن که با کمك آنزیم . (Poulose & Croteau 1978b)شتتود ها هدایت میآن ستتمت ستتنتز ها بهادامه ، ستتایر واکنش

سير ایفا شود، پيش ماده مونوترپنساهته می 1سنتازگاماترپينن شی کليدی را در این م سير بوده و بنابراین نق های آروماتيك در م

شور ما  هر (.Poulose & Croteau 1978a)کند می سطح چند که این گونه در ک ست، اما  شده ا شاهده  صورت هودرو م به 

هشتتك مهان قرار دارد با کشتتت این گياه به علت مواد موثره آن رو به افزایش استتت. از آنجا که ایران در ناحيه هشتتك و نيمهزیر

عنوان هایی موامه بوده است. تنش هشکی به ، کشت گياهانی همچون مرزه سفيد با چالشهای اهيرهای طولانی سالهشکسالی

در تنش هشکی پتانسيل آبی (. Hassan & Al 2014) شودیکی از عوامل محدودکننده رشد و عملکرد گياه در مهان شناهته می

طور کامل شود. در این حالت رشد و نمو گياه بهکه در نتيجه باعث کمبود دسترسی ریشه به آب می شدهنواحی اطرا  ریشه منفی 

شدن روزنهویژگی این وضعيت باعث تغيير در (.Chai et al. 2016)گيرد دستخوش تغيير قرار می سته  ( و هاهای فيزیولوژیکی )ب

دفاعی گياهان در برابر تنش های ترین مکانيستتماز مهم (.Khorasaninejad et al. 2011)گردد میتغييرات متابوليکی در گياه 

ير آب، کرکی شتتدن ستتطح گياه برای کاهش هدر رفت آب، ایجاد به منظور کاهش تبخها ای شتتدن برگلوله توان بهمی هشتتکی

شه شاره کردزیرین هاک و غيره های عميم به منظور مبران آب از لایههای ری سموليتا شکی ا هایی . گياه برای موامهه با تنش ه

کند تا در مقابل تنش هود ترشتتح می هایی با وزن مولکولی پایين هستتتند، ازمانند گلایستتين، پرولين، بتائين و ... که مز آمينواستتيد

در گياهان این مواد محلول دارای غلظت بالایی هستند که (. Farooq et al. 2012)هشکی عملکرد قابل قبولی از هود ارائه دهد 

سلول کمك می شده و به حرکت بهتر آب درون  سمزی  سيل ا سلولی باعث کاهش پتان سيل  کنند که این عمل باعث افزایش پتان

های ثانویه گياهان نه تنها نقش متابوليت( Haileselasie & Teferii 2012)سازد و گياه را برای مقابله با تنش مقاوم میشده 

که توليد با ومود این (.Yang et al. 2018)ها نيز هستتتند ها دارند بلکه دارای عملکرد دفاعی در برابر تنشدارویی برای انستتان

هان دارویی تحت تاثيرعوامل ژنتيکی استتتت اما عوامل محيطی همچون تنش نيز بر ميزان توليد و یا های ثانویه در گيامتابوليت

فاکتورهای گوناگونی در تعيين اندازه مقاومت گياه نستتبت به (. Farzaneh et al. 2010)کيفيت ماده موثره توليدی تأثير گذارند 

 .Rahaei et al)ان بارندگی و وضعيت هاک و ميزان و شدت تنش است ژنوتيپ گياه و ميزها تنش آبی ومود دارد که از ممله آن

کند. اما طبم مطالعات ای افزایش پيدا میثانویه در شتتترایط تنش آبی به مقدار قابل ملاحظههای در گياه، برهی متابوليت(. 2010

ثانویه در گياه در تنش هشکی کاهش ی هاگذشته، این افزایش هميشگی نيست و در شرایط مختلا، گاهی برهی ترکيبات متابوليت

هایی مانند پرولين و گياهان به سه روش مختلا مانند تنظيم فشار اسمزی، توليد اسموليت (.Salehi Arjmand 2005)یابند می

 طیشتترااستتان  در  ديدر تول رييهر گونه تغ یکنند. به منظور بررستتچنين انتقال مواد پرورده در مقابل تنش هشتتکی مقاومت میهم

س ريدرگ یهاژن انيب توانیتنش ، م سنتزيب ريدر م سنجش قرار داد  یرا در زمان واقع یو مقدار مح ول  توانیم کهنیا ایمورد 

                                                      
1 γ-terpinen synthase (GTS) 
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متناظر در  یهاژن انيب زانيماثر تنش بر  ميتحق نیکرد. در ا یريگاندازه 1م -یسیمثل م ییايميش هیتجز یهارا با روش یینها

 .(Habibi et al. 2017) ها مورد مطالعه قرار گرفتژن انيب زانيدر م رييبر اساس تغ دياسان  مرزه سف یوسنتزيب ريمس

  Satureja Hortensis طبم مطالعات انجام گرفته روی گياه مرزه تابستتتانه در شتترایط تنش هشتتکی، درصتتد استتان 

روی گياه آویشن انجام شد، مشخص شد که در پژوهش دیگری که (. Miranshahi & Sayyari 2016) ستافزایش یافته ا

سنتز کارواکرول میميزان گاما ترپينن که از ژن سير بيو صلی در م شکی به ميزان قابل تومه افزایش های ا شد، تحت تنش ه با

پژوهشتتی دیگر که روی گياه نعنا فلفلی تحت شتترایط تنش هشتتکی در  (.Nemeth-Zambori et al. 2016یافته استتت )

درصد ظرفيت مزرعه، افزایش چشمگير و  50درصد و  75مشخص شد که ميزان بيان ژن ليمونن سنتاز در حالت صورت گرفت، 

چنين باعث (. تنش آبی همRahimi et al. 2017aدرصتتد ظرفيت زراعی، کاهش قابل تومهی داشتتته استتت ) 25در حالت 

شد )افزایش معنا شن  ستيلاز، در دو گونه آوی ستون دا سنتز هي ميلادی  80علاوه، در اواهر دهه به (.Ashrafi et al. 2022دار 

سی سممطالعات و برر شن نمود که مکاني شتمل بر های مولکولی در زمره مهمهای به عمل آمده رو ترین فرایندهای ژنتيکی )م

 Mohammadabadi and Tohidinejadها( هستتتند )، رونویستتی، ترممه و حتی نحوه تنظيم ژنDNAهمانندستتازی 

شتتوند و در یك زمان طور همزمان بيان نمیباشتتد که هيگ گاه بهیك ستتلول دارای تعداد زیادی ژن می 2 . ماده ژنتيکی(2017

(. نياز Arabpour et al. 2021نمایند )نياز سلول را توليد میها بيان شده و پروتئين یا آنزیم موردهاص فقط تعداد کمی از آن

شود و در صورت عدم نياز به فرآورده ژن، آن ژن به صورت هاموش کند کنترل مید میبه بيان ژن توسط محيطی که در آن رش

کشتتتا شتتتد  E.coli(. ستتتاز و کار بيان ژن اولين بار در باکتری Mohammadabadi 2020و غيرفعال باقی هواهد ماند )

(Mohammadabadi et al. 2021بيان ژن .) باشد )های یوکاریوتی تحت کنترل موقت و چندبعدی میMasoudzadeh 

et al. 2020ها به مرحله شود و نيز بيان ژنها بيان می (. تنها یك مجموعه نسبتاً کوچك از تمام ژنوم در هر یك از انواع بافت

ها برای هر بافت اهت تتاصتتی استتت (. بنابراین، بيان ژن در یوکاریوتMohammadabadi et al. 2018نمو بستتتگی دارد )

(Shahsavari et al. 2021سایر بافت هایی که آن مح ول را (. همچنين مقدار مح ولات ژن که در همان بافت و نيز در 

ها (. یکی از اقدامات اساسی مطالعه ژنMohammadabadi 2021شود )سازند، ساهته شده سبب تنظيم بيان آن ژن میمی

 Mohammadabadi andکروموزومی استت ) های مرتبط با صتفات اقت تادی و مطالعه آنها در ستطح ستلولی یاو پروتئين

Soflaei 2020.) های با تومه به موارد اشتتاره شتتده، هد  از انجام این تحقيم مطالعه تأثير تنش هشتتکی برميزان بيان ژن

 باشد.فسفات سنتاز در مسير بيوسنتزی کارواکرول در شرایط تنش هشکی می ژرانيل دی ليمونن هيدروکسيلاز و ترپن سنتاز و

                                                      
1 GC-MS 
2 DNA 
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 (KEGG)پایگاه اطلاعاتی  . مسیر بیوسنتزی کارواکرول1کل ش
Figure 1. Carvacrol biosynthesis pathway (KEGG) 

 

 هامواد و روش

فات سنتاز و ترپن های ليمونن هيدروکسيلاز، ژرانيل دی فسبا هد  بررسی ميزان بيان ژن: مواد گیاهی و اعمال تیمار

ده کشاورزی دانشگاه شهيد در گلخانه دانشک 1399شرایط کنترل شده به شيوه گلدانی در سال سنتاز گياه مرزه سفيد آزمایشی تحت 

صورت مداگانه مورد های کوچك بهگراد درون گلداندرمه سانتی 20-25چمران اهواز انجام گرفت. بذر گياه مرزه سفيد در دمای 

ساعت در طول  01بود. نور مستقيم هورشيد به مدت   یشن -های پيشين لومیکشت قرار گرفت. هاک مورد استفاده طبم پژوهش

 (. 2017b .Rahimi et al)ساعت در روز استفاده شد  10هزار لوک ( به مدت 10روز به بذور تابيده شد. از نور مستقيم لامپ )

برگی  6-8ها، تا رسيدن به مرحله پ  از مهياسازی گلدان ای دارای سرعت رشد کند بود بنابراین،گياه مرزه سفيد در مرحله گياهچه

ها، با هد  ایجاد تنش هشکی، ظرفيت زراعی هاک مورد گياهچه استقرار ها ، به طور برابر آبياری شدند. پ  ازو رشد کافی بوته

شناسی دانشکده کشاورزی مشخص گردید که این عدد شناسی گروه هاکدر آزمایشگاه هاک 1بررسی با کمك دستگاه محفظه فشار

                                                      
1 Pressure chamber 
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ها )شاهد( درصد ظرفيت زراعی روی گلدان 100و  30درصد بود. سپ  بر اساس ظرفيت زراعی هاک، تنش هشکی با  30رابر با ب

درصد ظرفيت مزرعه قرار گرفتند(.  30آبی در حد عدد( تحت تنش کم 10ها )ها امرا شد )نيمی از  گلدانبرگی گياهچه 6-8در مرحله 

( به شيوه درصد ظرفيت مزرعه 30های تحت تنش ) درصد ظرفيت مزرعه( و گلدان 100ای شاهد )هبرداری از گلدانمرحله نمونه

ذهيره شدند. کيفيت  -80منتقل و مهت نگهداری طولانی مدت در دمای ها در محفظه نيتروژن مایع ت ادفی صورت گرفت و نمونه

  (1973ی شد. سنجش ميزان پرولين با استفاده از روش )گيرگيری پرولين برگ و محتوی نسبی آب اندازهاعمال تنش با اندازه

Bates( 1998چنين محتوی نسبی آب با استفاده از روش )و همSanchez گيری شد. از طریم فرمول زیر اندازه 

𝑅𝑊𝐶 =
WF −Wd

Wt −Wd
× 100 

WFوزن تر برگ = 
Wtوزن بافت آماس یافته گياه = 
Wdوزن هشك برگ = 
 

در دو تکرار از بافت  شاهدهای تحت تيمار و برگ گياهچه ماز اندا  RNAاستخراج: cDNAو سنتزRNA  استخراج

استخرامی  RNA برای سنجش کيفيت و کميت. ، انجام پذیرفتبا تغييرات کوچکی .Christo et al( 2014طبم روش )تازه برگ 

کيفيت  دهندهنشان 28s rRNA و 18s rRNAهای ح باند. وضودرصد و نانودراپ استفاده شد 1از دو روش الکتروفورز ژل آگارز 

استخراج شده است. باند بالا  RNAدهنده کيفيت (. دو باند واضح در این ت ویر نشان2استخراج شده بود )شکل  RNAبالای 

 تا از عدم ومود هرتيمار شدند  DNaseها با آنزیم نمونه cDNAقبل از سنتز  .است 18sو باند پایين مربوط به 28s مربوط به 

صورت گرفت. که  1NEB شرکت ساهت کيت راهنمای طبم cDNA شود. ساهتحاصل اطمينان  DNAگونه آلودگی از نوع 

 10 در حجم dT-Oligo پرایمر ( وReverse Transcriptase) و RTas TMPrimeScript بردار معکوستوسط آنزیم نسخه

 ميکروليتر و بر اساس دستورالعمل شرکت سازنده کيت انجام شد. 

های نوکليوتيدی به دليل عدم ومود اطلاعات ژنومی از گياه مرزه سفيد، اطلاعات توالی:  PCRطراحی آغازگر و انجام

 3و نعنا فلفلی 2هانواده یعنی پونه سایر گياهان همسنتتاز، ليمونن هيدروکسيلاز و ژرانيل دی فسفات سنتاز در  ترپنهای  مربوط به ژن

بندی شدند. سپ  طراحی پرایمر از آوری و دستهاند، ممعثبت شده( NCBI) 4های ژنیهای توالیکه قبلاً شناسایی و در بانك داده

افزار نرم ( با استفاده از1 های ترپن سنتتاز، ليمونن هيدروکسيلاز و ژرانيل دی فسفات سنتاز )مدولهای حفاظت شده ژنبخش

                                                      
1 New England Biolabs 
2 Mentha logifolia 
3 Mentha piperita 
4 National Center of Biotechnology Information 
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7.5AlleleID  را  1های حفاظت شدهها و تشخيص بخشهای هم هانواده هریك از ژنکه توانایی هم ردیا کردن همه توالی

 (.1 ژن بتا اکتين به عنوان ژن مرمع انتخاب گردید )مدول .دارد، صورت گرفت

واکرول در زمان تنش هشکی از واکنش ها در مسير سنتز کاربا هد  بررسی بيان ژن: در زمان واقعی  PCRهایواکنش

qRT-PCR  دستگاه بر رویStepOnePlus Real-Time PCR System  شرکت(ABI و با استفاده از مسترميک ) 

(SBYR Green )2X Real-time PCR Master Mix  دقيقه در  2گراد به مدت درمه سانتی 95با دمای استفاده گردید که

گراد سانتی 72ثانيه و سيکل نهایی و یك سيکل،  30گراد برای درمه سانتی 63ثانيه،  30گراد برای درمه سانتی 95سيکل  30ادامه 

ميکرو ليتر و در دو تکرار تکنيکی  10در حجم  Real Time PCR(. واکنش 2و نيم دقيقه صورت گرفت )مدول  11برای  ، مجموعاً

 𝐶𝑇∆∆−2 آمده از روش اهتلا  در تغييرات چرهه آستانهدستبه اطلاعاتبرای هر تکرار بيولوژیك، انجام شد. برای تجزیه و تحليل 

داری مقایسه آزمون معنی محاسبه شد. Excelافزار های هد  با استفاده از نرماستفاده گردید و سپ  تفاوت نسبی در ميزان بيان ژن

دارکه نتایج، ژن هانه سازینرمال در داهلی برای کنترلانجام گرفت و  P-valueبه کمك محاسبه  Rافزار بين دو گروه به وسيله نرم

( رسم و صحت 3ها )شکل ، استفاده شد. پ  از انجام واکنش منحنی ذوب برای هر کدام از ژنپایداری بالاتریست و ثابت بيان دارای

 یيد شد.أتچنين آناليز ژل تکثير مح ول مربوط به هر ژن با استفاده از منحنی ذوب مربوط به آن ژن و هم
 

 

 نتایج و بحث

شرایط کنترل سبت به  شرایط تنش هشکی ن شان داد که با بروز تنش هشکی ميزان پرولين در  طور به نتایج این پژوهش ن

باشتند. پرولين گریز میهای آبدوستت و آبهای پرولين شتامل قستمت(. مولکول3)مدول ( p<0.001یابد )افزایش می داریمعنی

کند. این ویژگی پرولين طبيعی شدن آلبومين ملوگيری را تحت تأثير قرار داده و از غير های مختلاحلاليت پروتئينتواند محلول می

های پروتئين گریز برقرار شتتده و به علت افزایش ستتطح مولکولبه این دليل استتت که برهمکنش بين پرولين و ستتطح پروتئين آب

ست، پایداری پروتئين ها را نيز تحت علاوه پرولين آنزیمشود. بهها ملوگيری میو در نتيجه از تغيير ماهيت آنها افزایش یافته آبدو

ساهتار آنتأثير قرار می سيگنالينگ شود پ  گياه به دلایل ذکرها میدهد یعنی باعث پایداری  سير  شده به منظور فعال کردن م

شکی  .Rai et al( 2004) (.Baher et al. 2002) دهدد را افزایش می، ميزان پرولين هوتحمل به تنش شان دادند که تنش ه ن

تحت تنش هشکی در گياهان علا افزایش پرولين  شود.می  .Ocimum tenuiflorum Lها درباعث افزایش محتوای پرولين برگ

در این پژوهش برای  (.Abdalla & El-Khoshiban 2007; Baher et al. 2002ليمو، ذرت، ریحان و پروانش گزارش شده است )

اطمينان از ایجاد تنش در گياه، علاوه بر اندازه گيری مقدار پرولين، مقدار محتوای نستتبی آب برگ در ستتطح آبياری )کنترل( و در 

                                                      
1 Conserved sequences 
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در ( و مشاهده شد که محتوای نسبی آب Sadeghian et al. 2015گيری قرار گرفت )درصد ظرفيت مزرعه مورد اندازه 30سطح 

ش شرایط کنترل بهشرایط تنش ه سبت به  شان می (p<0.001داری کاهش )طور معنیکی ن کمبود آب با افت . (3)مدول  دهدن

آورد. کاهش محتوای آب در محتوای رطوبت نستتبی و پتانستتيل آب برگ زمينه کاهش فتوستتنتز در واحد ستتطح برگ را فراهم می

شرایط تنش کمبافت شد و های گياهی تحت  شدن ر  Pirzad) گرددمی برهی تغييرات فيزیولوژیکی و متابوليکیآبی باعث محدود 

et al. 2011; Hassanpour et al. 2014.) 

 ای پلیمراز واقعیاستفاده شده در مراحل واکنش زنجیره ویژگی پرایمرهای. 1جدول 

Table 1. Characteristics of the used primers in Real time PCR reaction 

(5-3  آغازگر برگشت )  

Reverse primer (5´-3´) 

(5-3  آغازگر رفت )  
Forward primer (5´-3´) 

 نام ژن
Gene name 

TCTTCTCCCTGTTGGCCTTA GATCTGGCACCACACCTTCT 
 اکتين  

Actin 

TTCAGGTATCTCTCTATGTCGG ATCTCAGCCGTTCTTCTTCC 
 ژرانيل دی فسفات سنتاز

Geranyl di phosphate synthase 

AGGGTGGTGGTTGATGATGT AAGAGCAAGCTGTGGAGGAT 
 ليمونن هيدروکسيلاز

Limonene 6-hydroxylase 

TCCAGTAAGAGGGAGATCC GAGGGAAGGCGAAAACACAC 
 ترپن سنتاز

Terpene synthase 

 

 ای پلیمراز. چرخه دمایی استفاده شده در مراحل واکنش زنجیره2جدول 

Table 2. Thermal cycling conditions used for PCR 
 Time  زمان Temperature  دما Step  مرحله

 واسرشت اوليه
Initial Denaturation 

گرادسانتی 95  

95˚c 

 دقيقه 2
2 minutes 

 واسرشت
Denaturation 

گرادسانتی 95  

95˚c 

 ثانيه 30
30 seconds 

 ات ال
Annealing 

گرادسانتی 63  

63˚c 

 ثانيه 30
30 seconds 

 بسط
Extension 

گرادسانتی 72  

72˚c 

 دقيقه 1.5
1.5 minutes 

 بسط نهایی
Final Extension 

گرادسانتی 72  

72˚c 

 دقيقه 10
10 minutes 

 

 DNaseدرصد قبل از تیمار آنزیم  1استخراجی در الکتروفورز با ژل آگارز  RNA. نمونه 2شکل 
Figure 2. RNA samples in 1 Percent agarose gel electrophoresis before DNase treatment 
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 محتوای نسبی آب و پرولین تحت شرایط کنترل و خشکی T testنتایج آزمون  . 3 جدول
Table 3. T test results for relative water content and proline under control and 

drought stress  
 Relative water content    محتوای نسبی آب Proline content   میزان پرولین 

 tمقدار 
t Stat 

-36.76 41.61 

 ميزان احتمال
P-value 

2.18E-18 2.40E-19 

 

 1، با استفاده از منحنی ذوبنظرهای مدقبل از بررسی تغييرات بيان ژن: های مورد مطالعهاثر تنش خشکی روی ژن

(. نمودارها 3)شکل  مورد ارزیابی قرار گرفت، شده در تکثير صحيح مح ول مربوط به هر ژنپرایمرهای طراحی  صحت نميزا

دهد. نتایج حاصل از بلاست های مدنظر نشان میهایی پرایمرهای طراحی شده را مهت تکثير توالیاهت اصيت و کم هطا بودن توالی

ست آمد کاملاً برابری دهای ذوب بهانجام گرفت با نتایج دمایی که در پایان واکنش از منحنی NCBIدمای پرایمرها که در پایگاه 

نشان داد که بيان ژن مذکور در در شرایط تنش هشکی نسبت به شرایط کنترل  ژرانيل دی فسفات سنتازمقایسه بيان ژن  داشت.

  .یابد( می4)مدول  E-11 8.32معادل  p<0.001دار با برابر افزایش معنی 71/20آبی شرایط تنش کم

های غيرزیستی و شود و در پاسخ به تنشژن اصلی در بيوسنتز ایزوپرنوئيدها شناهته میژن ژرانيل دی فسفات سنتاز به عنوان 

توستتط الياستتی و  94های صتتورت گرفته در ستتال پژوهش(. Bouvier et al. 2000)شتتود زیستتتی مانند تنش هشتتکی القا می

سيد آشکار نمود که بيان ژن ژرانيل دی فسفات سنتاز، مونوترپن سنتاز،  هایهمکاران روی گياه سياهدانه تحت تيمار ساليسيليك ا

 .Elyasi et al) یابندداری افزایش مییطور معنهای این گياه بهبتا آميرین ستتنتاز تحت تأثير تيمار ستتاليستتيليك استتيد در برگ

شکی ) (.2015 شد که تنش ه شخص  ضر م سبت به  30در تحقيم حا سيلاز را ن صد ظرفيت مزرعه( بيان ژن ليمونن هيدروک در

 ای تأثير تنش هشتتتکی بر ستتتطح بيان یابد. در مطالعه( می4)مدول   p<0.001دار با برابر افزایش معنی 16/50شتتترایط کنترل 

 درصتتد ظرفيت مزرعه( در مستتير بيوستتنتز  25و  50و  75کی )در ستتطوح مختلا تنش هشتت (Limh)ژن ليمونن هيدروکستتيلاز 

سطح بيان این ژن افزایش می شد با افزایش ميزان تنش هشکی  سی قرار گرفت و مشخص   یابدفنولی در گياه نعنا فلفلی مورد برر

(2017a Rahimi et al..) زی کارواکرول در گياه های درگير در مستتير بيوستتنتدر تحقيم دیگر اثر تيمارهای دمایی بر بيان ژن

ترتيب آویشن باغی بررسی شد. نتایج نشان داد که تحت تنش گرما و سرما، بيان ژن ليمونن هيدروکسيلاز در گياه آویشن باغی به

سرما بود کاهش و افزایش می شرایط گرما، بيش از تيمار  در (. Mohammadi et al. 2020)یابد. اگرچه ميزان افزایش بيان در 

صورت گرفت، شش ژن اصلی مسير بيوسنتزی ماده موثره از قبيل ژرانيل  .Mentha arvensis Lگری که روی گياه تحقيم دی

هيدروکسيلاز، پولگن رداکتاز، منتوفوران سينتاز و منتون ریداکتاز تحت تيمار ژیبرليك  -3دی فسفات سنتاز، ليمونن سنتاز، ليمونن 

                                                      
1 Melt curve 
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سيد و کالی ترپنون قرار گرفتند. نتایج ت سه ژن ژرانيل دی Real Time PCR جزیه و تحليل کمی و کيفیا فسفات نشان داد که 

سه ژن اصلی در مراحل اوليه توليد ماده موثره در این گياه هستند، تغيير قابل  -3سنتاز و ليمونن  سنتاز که  هيدروکسيلاز و ليمونن 

ستملاحظه سه بيان ژن ترپن (. Bose et al. 2013) ای رخ نداده ا شرایط کنترل مقای سبت به  شکی ن شرایط تنش ه سنتاز در 

شکی  شرایط تنش ه شان داد که بيان ژن مذکور در  شی، ( می4)مدول  p<0.001دار با برابر افزایش معنی 83/18ن یابد. در پژوه

شوری کاهش مع شان داد که این ژن در اثر تنش  شوری ن شن باغی تحت تنش  سنتاز در گياه آوی ناداری در نتایج بيان ژن ترپن 

ست  150و  100سطوح  شته ا سنتاز(. Hosseini et al. 2016)ميلی مولار نمك در بيان هود دا عنوان ژن کليدی در ها بهترپن 

سنتاز های متفاوتیها هستند که دارای نقشبيوسنتز مونوترپن شد که ميزان ترپن  شند. در پژوهش صورت گرفته مشخص  ها در با

ستشرایط تنش هشکی در گياه  Karunanithi et al. 2020; Zhou) انی مانند ارزن مرواریدی و درهت چای افزایش یافته ا

et al. 2020.) 

 

 بتااکتین ترپن سنتاز ب( لیمونن هیدروکسیلاز پ( ژرانیل دی فسفات سنتاز د( . منحنی ذوب آ(3 شکل
Figure 3. The melt curve of a) terpene synthase, b) limonene hydroxylase, c) geranyl 

diphosphate synthase, d) Beta actin 

 

 ترپن سنتاز ب( لیمونن هیدروکسیلاز ج( ژرانیل دی فسفات سنتاز آ(Ttest . نتایج آزمون 4جدول 
Table 4. T test results for the studied genes terpene synthase (tps), limonene hydroxylase 

(lh), geranyl diphosphate synthase(gpps) 
 lh  لیمونن هیدروکسیلاز tps  ترپن سنتاز gpps  ژرانیل دی فسفات سنتاز  Gene  ژن

 tمقدار 
t Stat 

8.88018 13.58934 5.57115 

 ميزان احتمال
P-value 

8.32E-11 3.61E-16 2.21E-06 
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سنتاز پ( لیمونن هیدروکسیلاز/ آ(ژرانیل دی فسفات سنتاز ب( ترپنهای . اثرتنش خشکی بر روی بیان ژن4شکل 

 (SE)معیار  دهنده خطایباشد. نوارهای خطا نشاندهنده میزان تغییر در بیان هر ژن در هر تیمار مینشان yمحور 

 هستند
Figure 4. The effect of drought stress on the expression levels of geranyl diphosphate 

synthase (a), terpene synthase (b), limonene hydroxylase (c). Y-axis shows fold change of 

gene expression. Error bars represent standard error (SE) 

 
شرایط تنش کم شت پرولين در  شان داد که ميزان انبا سفيد به یافته که نوعی آبی افزایشنتایج این تحقيم ن سازگاری گياه مرزه 

سوب می سازگار میترین راهکار تحمل به تنش در گياهان توليد یكشود. عمدهشرایط تنش مح شد. این املاح با سری املاح آلی  با

های بالای سيتوزولی هم برای گياهان غيرسمی هستند. در شرایط وزن مولکولی کم، ترکيبات بسيار مهمی هستند که حتی در غلظت

سلولش کمتن سمزی  سيل ا سلول مذب و به ها کاهش میآبی و در نتيجه تجمع مواد محلول، پتان یابد که این حالت آب را به داهل 

صورت کند تا بهها، به گياه کمك میهای سيتوپلاسمی و اندامكکند. با تدبير تعدیل اسمزی، فعاليتحفظ حالت تورژسان  کمك می

شد،  سموليتکارآمدتری بتواند دوره ر سهيم ا سنتز و ت ساندفتو افزایش غلظت و محتوای پرولين  ها را در طول حيات گياه به انجام بر

شرایط تنش کم ست نشانتحت  شدآبی ممکن ا سفيد با سمزی در گياه مرزه  سيد آمينه در تنظيم ا چنين هم .دهنده نقش احتمالی این ا

ها با تغيير شرایط محيطی، تغيير دهد، ميزان بيان ژنآبی واکنش نشان میکم مرزه سفيد مانند بيشتر گياهان در سطح بيان ژن به تنش

سبت به تنش و در کندمی سازگاری گياه میفرآیندهایی که منجر به افزایش تحمل ن سير پيامنهایت  سيله چندین م سان شوند، به و ر

سيرها تنظيم بيان ژنتنظيم می شدن این م ست، که میهای مرتبط با شوند. نتيجه فعال  شدن و یا غيرتنش ا شامل فعال  فعال تواند 

توان نتيجه گرفت که شود، پ  میهای مولکولی مختلفی اعمال میوسيله مکانيسمها باشد. از طر  دیگر تنظيم بيان ژن، بهشدن آن

سهم عمده سی  سطح رونوی سی دارد. به نظر میای در تنظيم بيان ژنتنظيم در  سد افزاهای مورد برر سير یش بيان ژنر های کليدی م

باشد و در ضمن ، از عواملی است که در زمينه افزایش اسان  این گياه بسيار حائز اهميت میبيوسنتز کارواکرول تحت شرایط هشکی

 (. شتتناهتpeltzer et al. 2007کند )ها محافظت میعنوان آنتی اکستتيدانت از گياه در برابر صتتدمات ناشتتی از تنشهکارواکرول ب

های متفاوت گياهان دارویی به کمبود آب از اهميت هاصی برهوردار است. و این نکته در مهندسی متابوليك بسيار مفيد هواهد واکنش
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ها راهکاری مناسب برای افزایش ماده مؤثره پيدا کرد. شاید بتوان در شرایط مدیریتی در توان از طریم افزایش بيان این ژنبود زیرا می

 گياه از این راهبرد برای افزایش ماده مؤثره استفاده کرد.  مقطعی از رشد

شود و به های مسير بيوسنتزی کارواکرول در گياه مرزه سفيد منجر میتيمار هشکی به افزایش سطح بيان ژن: گیرینتیجه

مطالعات آینده ميزان ترکيبات تبع آن احتمالاً افزایش ميزان ماده مؤثره کارواکرول در ستتلول را هواهيم داشتتت البته لازم استتت در 

شود و ارتباط آنها نيز اندازهتوليدی توسط این ژن با اطمينان  شوداین موضوع سبب می .ها مطالعه شودها با ميزان بيان ژنگيری 

شتری ژن ستکاریبي سفيد های ژنتيکی به منظور توليد واریتههای کليدی مهت د از ترکيبات با  تریدارای ميزان بالاکه های مرزه 

 .دنشناسایی شو هستند، ارزش

سگزاری شتتماره پژوهانه: )این پتتتتتژوهش توستتتتتتتط دانشتتتتتتتگاه شتتتتتتتهيد چمران اهواز مورد حمایت مالی  :سپا

SCU.AA99.37199 )قرار گرفته است. 

 

 منابع

های دهيل در مستتير بيوستتنتزی (. بررستتی الگوی بيان ژن1394نژاد بهمن، ميرزا قادری قادر. )الياستتی ریزان، مجدی محمد، بهرام

تحقيقات ژنتيك و اصتلاح گياهان . دانهها تحت تأثيرتيمار استيدستاليستيليك در گياه دارویی ستياهترپنو تری هامونوترپن

 .164-174(، 2)23مرتعی و منگلی ایران، 

ررسی بيان نسبی ژنهای کليدی مسير بيوسنتزی تيمول تحت تنش سرمایی در (. ب1396حبيبی شکوفه، قادری اردشير، فاتحی فواد )

در زمان واقعی. ف لنامه  PCR با استفاده از( ’Thymus vulgaris cv. Varico 3)’( 3واریکو’گياه آویشن باغی رقم 

 .58-50(، 11)4گياهان دارویی، 

فيزیولوژیکی گياه  -( تغييرات فيتوشيميایی و صفات مرفو1395حسينی حسيبه، موسوی فرد صادق، فاتحی فواد، قادری اردشير )

-33(، 61)16تحت تنش شوری. ف لنامه گياهان داروی،  (’Thymus vulgaris cv. Varico 3)دارویی آویشن باغی 

22. 

يان ژن1389رهایی مهدی، نقوی محمدرضتتتا، عليزاده هوشتتتنگ، و همکاران ) در گندم  MYB های( بررستتتی الگوی ب

(Triticum aestivum L.) ستفاده از راهکارتحت دو تنش کوتاه سرما با ا شوری و  علوم . کمی RT-PCR مدت 

 .346-433(، 3)41ایران،  گياهان زراعی

های ثانویه در گياهان. همایش ملی توستتتعه پایدار های محيطی در افزایش متابوليت( تأثير تنش1384صتتتالحی ارممند حستتتين )

 .305-307ها و مراتع، کرج، ص. ؤسسه تحقيقات منگلگياهان دارویی. انتشارات م
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های ظاهری، عملکرد و درصتتد استتان  در گياه ریحان ش آبی بر ویژگی(  تأثير تن1391فرزانه اکرم، غنی عستتکر، عزیزی مجيد )

 .103-111(، 1)17های توليد گياهی، پژوهش. (keshkeni luvelou)رقم کشکنی لو لو( )

های مسير بيوسنتز ها و بيان برهی از ژنمتابوليت(. اثر دما بر 1399اله، مندک بهنام، هادیان مواد، زینالی هانقاه حسن )محمدی ولی

  .195-205(، 1)51(. علوم گياهان زراعی ایران، Thymus vulgarisتيمول و کارواکرول در آویشن باغی )

،  مجله بيوتکنولوژی کشاورزی.  Real Time PCRر بز کرکی راینی با استفاده ازد ESR1 ( بيان ژن1399محمدآبادی محمدرضا )

12(1 ،)177-192. 

جله بيوتکنولوژی م .در بز BMP15 مختص بافت ژن mRNA ( پروفایل بيانی1399محمد ) ،سفلایی ،محمدآبادی محمدرضا

 .191-208(، 3)12، کشاورزی

 مطالعه بيان ژن لپتين در بافتهای مختلا گوسفند کرمانی با استفاده از( 1397)کرد محبوبه، نظری محمود  ،محمدآبادی محمدرضا

Real Time PCR. 111-122(، 3)10، جله بيوتکنولوژی کشاورزیم. 
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