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  چكيده

غي آويشن باهاي مسير سنتز تيمول در ژنبيان تاكنون تحقيقي در رابطه با تاثير سرما بر ميزان تغييرات 
.)L vulgarisThymus ( بررسي تاثير تنش دماي پايين  كه بخشي ازاين پژوهش  .انجام نشده است)هايزمان 

 ر بيوسنتزدهاي درگير بيان ژنو  كارواكرول و موليتبر ميزان  )پس از اعمال تيمار ساعت 48و  24، 12صفر، سه، 
 تاس q PCR-RTبا استفاده از روش  )Alpha (5Tpsو gamma 2Tps)(، DXr ،TVHMGR ،1TPS شاملتيمول 

ز بررسي انتايج حاصل  هاي مهم درگير در سنتز تيمول پرداخته است.ژن ازTps2 ميزان بيان نسبي ژن به بررسي 
افزايش  دارمعني و توجه قابل طوردر شرايط تنش سه ساعت نسبت به شاهد به ژن اين بيان بيان ژن نشان داد كه

هده ساعت افزايش در بيان مشا 48در شرايط تنش  و مجدداً ساعت نسبت به شاهد كاهش24و  12 هايو در بازه
 ل هستمهم در مسير بيوسنتز تيمو هاياز ژن اين ژن ).P>0.01( بود دارنسبت به شاهد معني اختلاف گرديد و

  د.ن سرعت واكنش، ارتباط مستقيم دارهاي تيمول و كارواكرول، از طريق محدود كردكه با بيان متابوليت
  ، بيان ژنكلمات كليدي: آويشن باغي، تنش سرمايي، تيمول

  
  مقدمه

ها هميت آنها استفاده نموده و روز به روز بر اهستند كه بشر ساليان دراز از آنگياهان دارويي از منابع مهم توليد دارو 
ون يلير پنج تربالغ ب يلاديم 2050تا سال  يياهان دارويزان تجارت گيبهداشت م يگردد. طبق گزارش سازمان جهانافزوده مي

يـد ديپلوئ و (Lamiaceae)تيـره نعناعيـان گيـاهي از(.Thymus vulgaris L) آويشن باغي . (Baser, 1997)دلار خواهد بود
2n=30 است .(Horwath et al., 2008)  نس جـ 47باشند. در ايران يگونه م 3000ش از يجنس و ب 160يداراآويشن باغي
به جزيره ايبري بومي منطقه مديترانه غربي از ش .)et alCroteau ,2005( گونه از گياهان اين خانواده وجود دارد 370و حدود 

  . (Figueiredo et al, 2010)ايتاليا و كشت آن در سرتاسر جهان گسترش پيدا كرده است تا
باشـد مـورد بي مـيهاي مصنوعي كه داراي اثرات جانجاي افزودنياز مواد طبيعي گياهان دارويي به هاي اخير استفادهدر سال
مــاده مــوثره اصــلي آويشــن اســاس مطالعــات انجــام شــده،  . (Paradiso et al, 2008)زيــادي قــرار گرفتــه اســتتوجــه 
هـا لباشد و قسـمت اعظـم آن را فنـدرصد (معمولاً يك درصد) مي 6/2تا  8/0اسانس است كه ، )L Thymusvulgaris(.باغي

 نيـهـر كـدام از ا يدهد كه گاهيل ميتشك )y-terpinenو  p-cymene(مثل  يمونوترپن يهادروكربنيدرصد)، ه 80تا  20(
شن است ير آود يفنل يمول جزء اصليت يعيطور طبدهند. بهيل ميبات اسانس را تشكيشتر) از تركيا بيدرصد ( 80بات تا يترك

  .)et al Letchamo ,1995( است يك جزء فرعيز يو كارواكرول ن
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 هايانواع تنش با بمتناو طوربه قراردارد. گياهان زندهغير  و هاي زندهتنش انواع تاثير تحت طبيعت در گياهان پراكنش و رشد
. دمـا، هسـتند مواجـه سنگين فلزات سميت و اكسيداتيو تنش غرقابي، گرما، خشكي، اسمزي، تنش پايين، دماي مثل محيطي

وزانـه ر زودگـذر و بينيپيش غيرقابل نوسانات دستخوش و كندمي تغيير ديگر فصل به فصلي از كه است مهمي محيطي عامل
 ياژهيـت ويـاهـان از اهميگ ييايـدر گسـترش جغراف يطيمح يهااز تنش يكيعنوان سرما به .)alet  Browse ,2001( است

فاده بـه سـرما اسـت يجهـت سـازگار يولكـو مول ييايميوشـي، بيكيولـوژيزيمتعـدد ف يهـاسـميانكاهان ازميبرخوردار است. گ
 يارامترهـاپو  يه به مرحلـه نمـوكدارد، بل يتنش بستگ دوره طولنه تنها به هاسميانكم نيا .)et al Rahaii ,2010( نندكيم

 القا يهاژن ردكملع يبررس و ييشناسا .)et al Achard ,2008( ز وابسته استياه در زمان تنش نيگ يكيآناتوم-يكيمورفولوژ
 اهانيگ ينژادبه و يولكمول يولوژيب است، درشناخت موثر يطيمح يهاتنش به اهيگ تحمل ميتنظ نديفرا در هكتنش  با شونده

  .برخورداراست ياژهيو تياهم از داريپا ديتول دن بهيرس و
هاي مسير سنتز تيمول در آويشن انجام ژنبيان با توجه به اينكه تاكنون تحقيقي در رابطه با تاثير سرما بر ميزان تغييرات      

هـاي درگيـر در بيـان ژنو  كـارواكرول و مـوليتميـزان تنش دماي پايين بر بررسي اثر  كه بخشي ازاين پژوهش نشده است، 
اسـت بـه بررسـي  1در زمـان واقعـي PCRبا استفاده از روش  5TpsوDXr ،TVHMGR ،1TPS، 2Tpsبيوسنتز تيمول شامل 
  .است پرداخته هاي مهم درگير در سنتز تيمولژن از 2Tpsميزان بيان نسبي ژن 

  هامواد و روش
  كل RNAو استخراج  هاي گياهينمونه
ذر از موسسـه تحقيقـات اصـلاح، تهيـه نهـال و بـ )Thymus vulgaris L. CV.Varico3( 3هاي آويشن باغي رقم واريكوبذر

رون عنوان محيط كشت پايه جهـت توليـد گياهچـه دبه (MS)بذور در محيط كشت موراشيگ و اسكوگ  .سوئيس تهيه شدند
د از اعمـال سـاعت بعـ 48و  24و  12هاي صفر، سـه، در زمان آويشن باغيهاي برداري از گياهچهاي كشت شدند. نمونهشيشه

كـل RNAج آويشن در ازت مايع منجمد و تا زمان اسـتخراهاي هاي آلومينيومي حاوي گياهچهتنش سرمايي انجام شد. بسته
  گراد نگهداري شدند. درجه سانتي -80در فريزر 

 RNAگـراد بـراي اسـتخراج رجه سـانتيد -80هاي منجمد شده در فريزر مونههاي مورد مطالعه نبراي ارزيابي الگوي بيان ژن
همچنـين غلظـت  براي ارزيابي يكپـارچگي و استفاده از كيت بااستخراج شده RNA هاي مورد استفاده قرار گرفتند. نمونهكل 
نــــانومتري در دســــتگاه  230و  280، 260و خــــوانش اســــپكتروفتومتري  %1ترتيــــب بــــا ژل آگــــاروز هــــا بــــهآن

NanoDropThermoScientific2000c, USA)(  مورد بررسي قرار گرفتند. پس از استخراج RNA و تبديل آن بهcDNA 
در دو تكـرار تكنيكـي و Real Time PCR بـه روش 18srRNAمقـدار بيـان ژن در حضـور ژن كنتـرل  اسـتفاده از كيـت بـا

ام انجـRNase م حل اين آزمون با رعايت نكات ايمني و در محيط عـاري از آنـزياآزمايشگاهي مورد آزمون قرار گرفت. تمام مر
عت و در سـا 3گراد به مـدت درجه سانتي 180ايي از اعمال تيمار دمايي روي سطوح شيشه RNaseگرفت. براي از بين بردن 

يمـار شـده بـه تهاي مورد استفاده از آب دو بار تقطير محلولRNase كردن آنزيم شرايط استريل استفاده شد. براي غير فعال 
DEPC1/0  دقيقه انجام گرفت 20درجه سانتيگراد به مدت  121درصد به طول يك شبانه روز و اتوكلاو در دماي.  

                                                      
1- Quantitative real time polymerase chain reaction (qRT-PCR) 
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 هاي بيان ژنآناليز آماري داده

(ليـواك و تكثيـر  1تصـحيح شـده بـا بـازدهي )Ct )CtΔΔدست آمده از آناليز بيـان ژن بـا اسـتفاده از مـدل دلتـا ههاي بداده
هـاي مختلـف وارد شدند. مقايسه ميـانگين بـين گـروه  2007Excelمورد اناليز قرار گرفتند و در نرم افزار  ).2001، 2اسميتژن

قـرار  tشده و مورد آزمـون  SPSS18برداري) وارد نرم افزار تلف نمونههاي مخ(تفاوت بين تيمارهاي مختلف، تفاوت بين زمان
  ). P<0.05( هاي مختلف از آزمون دانكن استفاده گرديدگرفت و براي مقايسه ميانگين بين گروه

  نتايج
  HPLCبا  يباغ شنيآو ييدارو اهيدر گ كارواكرول و موليتي ريگاندازه جينتا

مختلف تنش سرمايي بر  هاي زماني مختلف بر مقادير كارواكرول و تيمول در سطوحكه اثر بازهنتايج تجزيه واريانس نشان داد 
  ). 1دار شد (جدول معني 01/0در سطح احتمال  3گياه آويشن باغي رقم واريكو

   3يكوجزيه واريانس مقادير تيمول و كارواكرول در سطوح مختلف تنش سرمايي بر گياه آويشن باغي رقم وارت -1جدول 
  

  
  

) 1ها (شكل  مقايسه ميانگين
قرارگيري  نشان داد كه 

ها گرديد كه از نظر آماري اختلاف مدت سه ساعت شرايط تنش سرمايي سبب افزايش محتوي كارواكرول در نمونهبهها نمونه
  ساعت پس از تنش داشت. 48جز ههاي مورد بررسي بداري نسبت به ساير زمانمعني

  
  تنش سرمايي بر ميزان كارواكرول  هاي زمانياثر بازه-1شكل 

  .باشددار در سطح پنج درصد ميعدم وجود اختلاف معنيدهنده حروف يكسان نشان*
  

                                                      
1- Efficiency corrected calculation 
2-LivakandSchmittgen 

  تيمول كارواكرول منابع تغييرات

 669/303**  017/4** تيمار

 613/0 449/0 خطا

  28/2 927/16 ضريب تغييرات
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بب افزايش محتوي ساعت در شرايط تنش سرمايي س 48مدت ها به) نشان داد كه قرارگيري نمونه2ها (شكل مقايسه ميانگين
محتوي تيمول در داري با ي اختلاف معنيشود كه از نظر آمارهاي مورد بررسي ميها نسبت به ساير زمانتيمول در نمونه

  هاي مورد بررسي داشت.ها در ساير زماننمونه

  
  . هاي زماني تنش سرمايي بر ميزان تيمولاثر بازه -2شكل 

  .باشددر سطح پنج درصد مي دارحروف متفاوت نشان دهنده وجود اختلاف معني*
  

 موليت سنتز يبراست. اها هستند در تعدادي از گياهان شناسايي شده مسير بيوسنتز تيمول و كارواكرول كه جزو منوترپن     
ل تشكيند. ك ليتبد ننيرپت گاما و به يحلقو فسفاترايد ليژران ديبا ميآنز نيا و است سنتاز ننيگاماترپ به ازين رولكارواك و

باشد. و كارواكرول مي از جمله تيمول هاي فنليگاماترپينن توسط آنزيم گاماترپينن سنتاز اولين مرحله از مسير تشكيل ترپن
 توجه با . (Crocoll et al, 2010)تنظيم رونوشت ژن گاماترپينن سنتاز است هاترين مكانيزم كنترل تركيب اين مونوترپنمهم
 ديتول يرهايمس يياساشن ن منظوريبد است. برخوردار ييبالا تياهم از ماده، نيا شتريب چه هر ديتول مول،يت يبالا مصرف به
 نندهكديتول ييدارو ناهايدر گ ژن انيب شيافزا و انتقال در هاآن از استفاده و آن در ليدخ يهاژن و هيثانو تيمتابول نيا
  .باشديم ييبالا تياهم حائز مول،يت

     )2008 (Cristinaet al. بازدهي  شكاه در يموثر عامل را محيط پايين بودن درجه حرارت ياپس از انجام مطالعه
 در را سيمكل مقدار زياد محيط و فراواني يدما.Thompson et al ) 2003( و اندنموده گزارش T. vulgarisگونه  اسانس

 اهشك در گذار ريثتأ يعامل نييپا يدما .اندگزارش نموده  T. vulgarisموثر در افزايش عملكرد اسانس عاملي عنوانبه كخا
 ابقتمط آن با قيتحق نيا يهاافتهي هكاست  شده گزارش  T. vulgarisو T. migricusگونه  در مورد اسانس ديتول
  ). Figueiredo et al, 2008(د ينماينم

 

  TvTps2ميزان بيان نسبي ژن 
نتايج ه است. هاي مهم درگير در سنتز تيمول پرداختژن ازTps2 نتايج بيان نسبي ژن در اين مطالعه به بررسي 

در  ژن اين يانب كه داد ساعت نشان 48و  24، 12سنتاز در شرايط تنش سه،  ترپينن گاما ژن نسبي بيان بررسي از حاصل
) P<0.01( 24و  )P<0.01( 12 هايافزايش و در بازه دارمعني و توجه قابل طورشرايط تنش سه ساعت نسبت به شاهد به

نسبت به  تلافاخ افزايش در بيان مشاهده گرديد وساعت  48). در شرايط تنش 3يابد (شكل مي ساعت نسبت به شاهد كاهش
تنش سه ساعت  ، بيشترين ميزان بيان ژن در شرايطTvTps2). با توجه به شكل بيان ژن P>0.01(است  بوده دارشاهد معني

  ساعت مشاهده گرديد. 12و كمترين ميزان بيان ژن در شرايط تنش 
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  تنش سرمايي تحتدر گياه آويشن  TvTps2بيان نسبي ژن  -3شكل 
  .باشددر سطح يك درصد مي دارحروف متفاوت نشان دهنده وجود اختلاف معني**

  
در  كليدي آنزيم يك سنتاز ترپينن گاما .كندمي تبديل ترپينن گاما به را1دي فسفات سنتاز، ژرانيل گاما ترپينن آنزيم

هاي مونوترپن توليد براي سازپيش تعدادي و هاگونه اين در از اسانس %30حدود كه باشد،مي باغي در آويشن اسانس توليد
 به سنتاز مونوترپن آنزيم تاثير تحت نيز فسفات يل ديژران كندمي توليد را تيمول و سيمنپي مانند اصلي آروماتيك
فسفات را به ، مونوترپن سنتازي است كه ژرانيل دي 2گاما ترپن سنتاز .)et al Lambert ,2011(شود مي تبديل هامونوترپن

در  .)et al Crocoll ,2010(است 3پونه و آويشن مانند درگياهاني تيمول ماده كند. گاما ترپينن پيشگاما ترپينن تبديل مي
 آويشن دارويي درگياه سيناميكترانس و متيل جاسمونات اسيدساليسيليك، تيمارهاي از استفاده با هك يامطالعه
 ژن اين بيان ساعت در گياه آويشن نشان دادكه 24بعد از   TvTps2ژن انيب زانيم شد انجام(.Thymus vulgaris L)باغي
  .كندمي ريتغي تيمارها اين تاثير تحت

تباط مستقيم دارد. هاي ذكر شده ارژن گاماترپينن سنتاز اصطلاحاً محدود كننده سرعت واكنش است يعني با بيان متابوليت
ارزش از طريق  هاي ثانويه باتواند كمك قابل توجهي در راستاي افزايش متابوليتميبنابراين بررسي مولكولي اين ژن 

  هاي كشت بافت و مهندسي ژنتيك در گياه دارويي آويشن باغي بنمايد.روش
  

  گيري كلينتيجه
هاي متفاوت در بازه TvTps5داري داشته و ميزان بيان ژن ها اثر معنينتايج نشان داد كه تنش سرمايي بر ميزان بيان ژن     

 بين از كه داد مختلف نشان هايژن بيان بررسيساعت به بيشترين بيان رسيد.  48 و 3زماني تنش افزايش و در بازه زماني
 بنابراين، دارد؛ و تيمول و كارواكرول وجود TvTps2ژن بيان ميزان بين نزديكي تحقيق، ارتباط اين در شده بررسي هايژن

 در تيمول ميزان افزايش گفت كه توانمي دليل هميناست. به وابسته 4MEPمسير بيشتر به گياه اين در تيمول بيوسنتز
  .كندمي ايفا تيمول در بيوسنتز را كليدي نقش كه باشد TvTps2ژن بيان علت افزايش به تواندمي 3آويشن باغي رقم واريكو 

  
                                                      

1-Geranyl diphosphate 
2-γ-Terpinene synthesis 
3-Oregano vulgare 
4 - 2-c-Methyl-Erythritol 4-Phosphate 
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Abstract 
So far, research on the effects of cold on the changes Thymol synthesis pathway genes on Thyme (Thymus 
vulgaris L.) not been done.This study was designed to investigate the effect of low temperature stress in the time 
period of zero, three, 12, 24 and 48 hours after treatment in the expression of genes involved in the biosynthesis 
of Thymol CRD contains DXr, TVHMGR, TPS1, gamma and Alpha using qRT-PCR in thyme varico 3 under 
stress cold was used. TvTps2 highest expression within the first three hours times compared to the control.  The 
genes of the genes in the biosynthesis of important metabolites thymol and carvacrol, thymol, stating that, by 
limiting the reaction rate, are directly related. 
 
Keywords: Thyme, Thymol, cold stress, gene expression 

 

  
  
  

  
 


