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 تلفیمخ هايمونوترپن حاوي كه است نعناعيان تيره به متعلق ساله چند گياه یک دنایی آویشن

 تيمول تركيبات محتواي رشد، بر شوري تنش اثر بررسی منظور به. است كارواكرول و تيمول مثل

 پژوهشی گلخانه در آزمایشی تركيبات، این بيوسنتزي مسير در دخيل هايژن بيان و كارواكرول و

-معنی تاثير شوري تنش داد نشان نتایج. شد انجام تكرار سه در تصادفی كامل بلوك طرح قالب در

-ميلی 150 سطح در شوري تنش. دارد درصد یک احتمال سطح در مطالعه مورد صفات بر داري

دار در محتواي فنل و افزایش معنی بوته خشک و تر وزن ارتفاع، در دارمعنی كاهش باعث مولار

 و تيمول محتواي همچنين. گردید (PALكل، فلاونوئيد و فعاليت آنزیم فنيل آلانين آمونيالياز )

 هايژن بيان بررسی با كه یافت افزایش داريمعنی طور به شوري تنش شرایط در كارواكرول

 فسفات-5-زایلوز-D-اكسیدي-1 ژن بيان گردید مشخص تركيبات این بيوسنتزي مسير در دخيل

 تنش شرایط در سينتاز يننترپ-گاما و سينتاز ترپينن-آلفا سينتاز، ترپين ،(DXR) رداكتوایزومراز

-ژن بقيه با مقایسه در DXR ژن بيان در افزایش ميزان این كه یافت افزایش شاهد به نسبت شوري

 ثانویه هايمتابوليت افزایش كه گرفت نتيجه توانمی بنابراین. بود بيشتر خيلی مطالعه مورد هاي

 افزایش از ناشی عمدتا شوري شتن شرایط در دنایی آویشن داروئی گياه در كارواكرول و تيمول

 هايمتابوليت افزایش به رودمی انتظار آینده در آن هندسیم با كه است DXR كليدي ژن بيان

 .یافت دست مذكور

 های کلیدیواژه
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  مقدمه

ه توليد تنش شوري يكي از مهمترين فاكتورهاي محيطي است ك

(. Wan et al. 2018كند )گياهان را در سراسر دنيا محدود مي

هاي گياهي حساس، شوري هم مطالعات نشان داده كه در گونه

شود و منجر به كمبود باعث كاهش آب و هم سميت بوني مي

 Munnsمواد غذايي، كاهش رشد و حتي مرگ گياهان مي شود )

ها در ترين جنسگ( يكي از بزرThymus. sp(. آويشن )2008

گونه زير 36گونه و  214ي نعناعيان است. در حال حاضر، خانواده

ترين گياهان جنس آويشن به ها شناسايي شده است. بيشاز آن

اي در مناطق مختلف جهان به عنوان نوشيدني طور گسترده

ي غذايي )ادويه و چاشني( و داروي گياهي به )چاي(، طعم دهنده

. كشور ايران به دليل (Stahl-Biskup and Saez 2002)رود كار مي

هاي وسعت و تنوع شرايط اكولوژيكي، تعداد قابل توجهي از گونه

(. آويشن دنايي Shayganfar et al. 2018باشد )آويشن را دارا مي

 البرز، و زاگرس هايكوه در اي است عمدتاًگياهي پايا و بوته

يافت  ايران غربي جنوب و غرب هايدامنه و كوهستاني ارتفاعات

. اندام هوايي (Abdollahi Arpanahi and Feizian, 2019) شودمي

باشد كه حاوي تركيبات گياه آويشن دنايي داراي اسانس مي

-شيميايي متعددي است كه دو ايزومر تيمول و كارواكرول از مهم

 .(Heydari et al. 2019)باشد ها ميترين آن

هاي مختلف پيكر رويشي گونه تركيبات شيميايي غالب در

باشد. غير از اسانس تركيباتي مانند تانن، آويشن، اسانس مي

ساپونين، فلاونوئيد و مواد تلخ در پيكر رويشي آويشن وجود 

دهد كه (. مطالعات نشان ميStahl-Biskup and Saez 2002دارد )

هاي مختلف اين جنس از نظر تركيبات موجود در اسانس در گونه

هاي داراي تركيبات فنولي شامل دو تيپ تيمول و روه گونهدو گ

هاي داراي تركيبات غيرفنولي شامل تيپ تيپ كارواكرول و گونه

باشند. هاي الكي ميهاي هيدروكربنه و تيپ مونوترپنمونوترپن

هاي فنولي و ها در نمو هر كدام از تيپشرايط محيطي رويشگاه

تواند به ظهور تدريجي يك ميغير فنولي نقش داشته كه اين نقش 

(. Senatore et al. 1998تيپ شيميايي مشخص منجر گردد )

ها در اسانس گياهان دارويي ترين متابوليتها از شايعمونوترپن

و   cymene-pاست. مطالعات نشان داده تيمول، كارواكرول، 

terpinene-y هاي آويشن، شناخته شده اجزاي اصلي اسانس گونه

(. تحقيقات نشان داده Ghasemi Pirbalouti et al. 2013است )

فاكتورهاي مهم براي تعيين تيپ شيميايي آويشن، مقدار تيمول و 

(. وجود اين دو تركيب Pitarokili et al. 2014كارواكرول است )

شوند اكسيداني ميدر گياه آويشن باعث فعاليت بالاي آنتي

(Nabavi et al. 2015.) 

اند كه هايي را توسعه دادهي، گياهان مكانيسمجهت مقابله با شور

هاي گياهي هاي مختلف تنظيم كند. گونهتجمع نمك را در ارگان

شان را در برابر متحمل معمولاً به خوبي قادرند مكانيسم حفاظتي

شرايط تنش در مقايسه با گياهان حساس بكار بگيرند. اين ممكن 

ها، يا در درون سلول هااست شامل توزيع يون سمي در ميان بافت

كه به حفظ فعاليت فتوسنتزي كمك  ها باشديا تجمع اسموليت

از طرف (. Neto et al. 2014; Mittovo et al. 2002كند )مي

 مثل شوري هاي محيطي، به طور معمول در شرايط تنشديگر

يابد و اگر پاكسازي نشوند ميزان انواع اكسيژن فعال افزايش مي

هاي جدي اكسيداسيوني به يبممكن است باعث آس

. گياهان متحمل معمولاً داراي راهبردهاي شوندها ماكرومولكول

-و آنتي هااكسيدانت ميزاندفاعي موثري براي به تعادل رساندن 

اكسيدانتي هاي آنتي( كه سيستمMittler 2002هستند )ها اكسيدانت

( PODو  SOD ،CATيمي )مثل زهاي آناكسيدانتآنتي تركيبي از

هاي غير آنزيمي )مثل اسيد آسكوربيك، و آنتي اكسيدانت

 Xalxo andاست )  (و تركيبات فنلي Eگلوتاتيون، ويتامين 

Keshavkant 2019.)  دهد كه تنش از مطالعات نشان ميهمچنين

هاي ثانويه گياهان داروئي طريق تاثير بر مسير بيوسنتزي متابوليت

توانند د. چون اين تركيبات ميتواند منجر به افزايش اسانس شومي

 (.Bistgani et al., 2017نقش دفاعي براي گياهان داشته باشند )

هاي ثانويه هستند و جزو تيمول و كارواكرول از جمله متابوليت

-باشند كه به دليل فعاليت بالاي آنتيهاي فنولي ميمونوترپن

 دتوانند نقش حفاظتي داشته باشناكسيدانتي در اين زمينه مي

(Nabavi et al. 2015 .) 

با توجه به اينكه تحقيقات نشان داده فاكتورهاي مهم براي تعيين 

تيپ شيميايي آويشن، مقدار تيمول و كارواكرول است 

(Pitarokili et al. 2014 و وجود اين دو تركيب در گياه آويشن )
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( Nabavi et al. 2015شوند )اكسيداني ميباعث فعاليت بالاي آنتي

چنين مطالعات بسيار اندكي در زمينه تاثير تنش شوري بر و هم

گرفته  آن صورتهاي ثانويه و مسير بيوسنتزي بيوماس، متابوليت

است. لذا آزمايشي طراحي شد كه هدف از آن تاثير تنش شوري 

هاي مختلف بر رشد، محتواي ناشي از كلريد سديم با غلظت

 ها بود. نتركيبات تيمول و كارواكرول و بيان ژنهاي آ

 

  هاروش و مواد

 

 هرانپژوهشي دانشكده كشاورزي دانشگاه تاين مطالعه در گلخانه 

ر تكرار به صورت كشت د 3در قالب طرح بلوک كامل تصادفي با 

 ،شده بر اساس تحقيقاتاستفاده بستر كاشتگلدان انجام شد. 

س پبذرها . ( بود3:1) 3به  1به نسبت  تيپرلاو  تيكوكوپحاوي 

 تحقيقاتي دانشكده كشاورزي دانشگاه در گلخانهعفوني از ضد

شامل شوري )تيمار ماه پس از كشت،  4كشت شد و  تهران

 هفته 4به مدت  (مولار سديم كلريدميلي 150و  0سطوح شوري 

ر و ارتفاع گياه، وزن ت صفات ،اعمال گرديد. پس از اعمال تنش

ين لانآيم فنيل، فنل كل، فلاونوئيد، فعاليت آنزخشك اندام هوايي

رد و درصد تيمول و كارواكرول موجود در عصاره مو آمونيالياز

-ژن گيري قرار گرفت. قسمتي از گياهان جهت بررسي بياناندازه

ام آزمايش نگهداري تا زمان انج -80هاي مورد مطالعه در فريزر 

 شدند.

ه در پايان دوره تنش شوري ك گیری صفات مورفولوژيك:اندازه

 و تر، وزن ارتفاع بوته صفات شروع گلدهي نيز بود متقارن با

  . اندازه گيري گرديد خشك اندام هوايي

استخراج عصاره استخراج عصاره گیاهی با روش التراسونیك: 

 Başkan etگياهي با استفاده از روش التراسونيك انجام گرفت )

al. 2007 جهت استخراج عصاره گياهي از دستگاه التراسونيك .)

، ساخت شركت هاوشين تكنولوژي كره جنوبي استفاده 405مدل 

گرم گياه خشك آسياب شده، توزين و  5/0گرديد. بدين منظور، 

ليتر ميلي 10ليتري قرار داده شد. پس از آن ميلي 25در داخل ارلن 

دقيقه  30آب به آن اضافه گرديد، و سپس به مدت  -حلال متانول

س از آن محتويات ارلن را از در حمام التراسونيك قرار داده شد. پ

كاغذ صافي عبور داده، و عصاره بدست آمده را تا زمان آزمايش 

گراد درجه سانتي 4هاي كوچك تيره رنگ و در دماي در شيشه

 نگهداري شدند.

و همكاران  Changاين سنجش به روش : محتوی فلاونوئید کل

ه عصارليتر از ميلي 5/0( انجام شد. به اين ترتيب، به 2002)

فه گرديد. درصد اضا 10ليتر از كلريد آلومينيوم ميلي 1/0متانولي، 

 8/2ايان پمولار و در  1ليتر از استات پتاسيم ميلي 1/0پس از آن، 

قيقه د 30ليتر آب مقطر اضافه شد. بعد از گذشت مدت زمان ميلي

-ندازهنانومتر ا 415ها در طول موج در دماي آزمايشگاه، جذب آن

هاي متفاوت . سپس منحني استاندارد بر اساس غلظتگيري شد

هر  كرستين رسم و در نهايت ميزان فلاونوئيد معادل كرستين در

 ( تعيين گرديد.DW 1-mg QUE gگرم پودر خشك گياه )

ليتر ميلي 1ليتر از عصاره متانولي، ميلي 1به : محتوی فنل کل

رصد افزوده و د 75ليتر متانول ميلي 5مولار و  6كلريدريك اسيد 

 2مدت گراد بهدرجه سانتي 90دار در بن ماري هاي دربدر لوله

ساعت قرار داده شد. سپس در دماي اتاق سرد و پس از آن توسط 

ليتر از ميلي 1ليتر رسانده شد. به ميلي 10آب مقطر به حجم 

 2ليتر كربنات سديم )ميلي 1هاي مجزا، محلول اخير در لوله

ميكروليتر معرف  50ليتر آب دوبار تقطير و ميلي 5/1درصد(، 

درصد( اضافه گرديد. بعد از گذشت نيم  50فولين سيوكالتو )

نانومتر  725ساعت ميزان جذب محلول حاصل را در طول موج 

Instrument LTD  PGدار )توسط دستگاه اسپكتروفتومتر يووي

UV/VIS, UK +80Tسيكالتو(  -( نسبت به شاهد )معرف فولين

عنوان استاندارد براي رسم منحني ئت گرديد. از اسيد گاليك بهقرا

هاي مختلف اسيد گاليك در استاندارد استفاده شد. از غلظت

متانول براي بدست آوردن منحني استاندارد استفاده گرديد. 

محتوي فنل كل عصاره با استفاده از منحني استاندارد بر اساس 

 mg GAEوزن خشك گياه )گرم معادل اسيد گاليك بر گرم ميلي

DW 1-g( تعيين شد )1965Singleton and Rossi .) 

 از گرم 3/0مقدار : آمونیالیاز آلانین فنیل آنزيم فعالیت سنجش

  Tris-HClليتر  بافرميلي 5/6 در و كرده توزين را برگ تازه بافت

به  حاصل عصاره و شد ساييده يخ روي(pH=8/8) مولار ميلي 50

 رويي گرديد. محلول سانتريفيوژ rpm  5000 دور با دقيقه 30 مدت
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 است. مخلوطي PALحاوي آنزيم  محلول اين شد جدا رسوب از

 10آلانين  فنيل ليترميلي 5/0بالا،  استخراجي بافر ليترميلي يك از

 37 گرم آب حمام در آنزيمي عصاره از ليترميلي 4/0مولار، ميلي

 واكنش سپس شد. داده ارساعت قر يك مدت به گرادسانتي درجه

 در  .گرديد متوقف مولار 6 اسيد ليتر كلريدريكميلي 5/0توسط 

 فاز .شد افزوده استاتاتيل ليترميلي 15 حاصل به محلول نهايت،

 داده قرار دماي آزمايشگاه در باقيمانده و جدا شده تشكيل روغني

 در است اسيد سيناميك همان باقيمانده، كه سپس .شود تبخير تا شد

با  اسيد سيناميك غلظت و شد حل مولار 05/0سود  ليتر ميلي 3

بدست آمد.  نانومتر  290 موج طول در جذب ميزان گيرياندازه

گرم پروتئين گزارش فعاليت آنزيم بر اساس ميكرومول بر ميلي

 (. Lister et al. 1996گرديد )

ميزان ي ريگاندازهبراي  :کارواکرول و تیمول میزان گیریاندازه 

آيي بالا  كاركروماتوگرافي مايع با  از روشتيمول و كارواكرول 

(HPLC)  ي گياهي براي هانمونهاستفاده شد. جهت آماده سازي

در دماي اتاق و دور از نور خشك  هانمونهعصاره گيري، ابتدا 

 تريليليم 25گرم بافت خشك و آسياب شده با  5/0شد. سپس 

درصد آب( مخلوط شد.  20انول و درصد ات 80درصد ) 80اتانول 

درجه  25دقيقه و در دماي  150فرايند استخراج به مدت 

بر روي شيكر ادامه يافت. در نهايت محلول حاصل  گراديسانت

توسط كاغذ صافي واتمن صاف گرديد. پس از سانتريفيوژ )به 

( كردن محلول كاملأ صاف و rpm4000دقيقه و دور  5مدت 

به دستگاه  شده هيته عصاره از تريلكرويم 50شفاف به دست آمد. 

HPLC ( مدلKNAUER-Germany تزريق گرديد. اين دستگاه )

و ستون  2501Kمدل  UV هخيص دهندتش مجهز به

C18(Vertex ) ترميليم 250طول  ترمكرويم 5داراي اندازه ذرات 

ي تيمول و كارواكرول در طول ريگاندازهمتر بود. ميلي 4و قطر 

ي تركيبات، با تزريق كم زيآنالانجام شد. جهت  نانومتر 280موج

ي معين و به دست آوردن سطح هاغلظتي استاندارد با هامحلول

رسم  بيهر تركمنحني كاليبراسيون مربوط به  ،هر كدام كيپ ريز

هر خطي منحني كاليبراسيون، ميزان كلي  از معادلهشد و با استفاده 

 .Mišan et alگرديد ) نييعصارها تعاز مواد مورد نظر در  كدام

2011.) 

  :های مسیر بیوسنتز تیمولبررسی بیان ژن

كل بافت گياهي از  RNAبراي استخراج : کل RNAاستخراج 

و رسوب  زوليبر تراكه مبتني  1987روش كومزينسكي و ساچي 

 Chomczynski and Sacchi)باشد استفاده گرديد الكلي مي

1987). 

موجود در  DNAبراي حذف آلودگي احتمالي : DNaseتیمار 

ين استفاده گرديد. در ا DNase Iيم ها از روش تيمار با آنزنمونه

ميكروليتر آنزيم  5/1با  RNAميكروگرم نمونه  5روش مقدار 

DNase I (Fermentase, USA و )ميكروليتر بافر مخلوط و  5/1

 انكوبه شدند گراديسانتدرجه  37دقيقه در دماي  30به مدت 

كردن آنزيم  رفعاليغبراي حذف و  تينها در( و 1)جدول 

DNase I  ميكروليتر  2مقدارEDTA  ميلي مولار  50با غلظت

قرار داده  گراديسانتدرجه  75ر دماي ددقيقه  15مدت اضافه و به

كل  RNAها براي خوانش نهايي غلظت نمونه تينها درشد. 

 رار گرفتند.قمورد بررسي  Nanodropدستگاه ها در باقيمانده نمونه

 RNAهاي نمونه: استخراج شده RNAکمی و کیفی  بررسی

 هاآني و همچنين غلظت كپارچگي يابيارزاستخراج شده براي 

و  280، 260و خوانش اسپكتروفتومتري  %1با ژل آگارز  بيترتبه

 NanoDrop (ThermoScientificنانومتري در دستگاه  230

2000c, USA   .مورد بررسي قرار گرفتند ) 

كل  RNAر اين تحقيق براي تبديل د: RNAاز cDNA سنتز 

از روش استفاده همزمان  cDNAيا مكمل  DNAاستخراج شده به 

OligodT در حضور آنزيم  هاي تصادفيو پرايمرReverse 

transcriptase  ميكروگرم  1و بكار بردن مقدارRNA  براي انجام

 ده گرديد. واكنش استفا

 يبرا ياختصاص هايمريپرا يجهت طراح: پرايمرطراحی 

 18srRNAكنترل  و ژن DXR ،TPSI، TPS2 ،TPS5هايژن
هاي گزارش شده در بانك جهاني براي اين مطالعه، توالي ازيموردن

و در  هاي گرفته شدژن نيا بهمربوط  يوتكنولوژيبهاي داده

ها صورت توالي سازي همرديف Bioedit (Hall 1999) افزارنرم

شناسايي و براي طراحي  هاژن نيشده امحافظتگرفت. نواحي 

مورد استفاده قرار  Oligo7(Rychlik, 2007) افزارنرمپرايمر در 
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پرايمرهاي طراحي شده براي ارزيابي اختصاصي  نهايت درگرفت. 

مورد آزمون  NCBIسايت   primer-BLASTافزارنرمبودن در 

قرار گرفت. ليست پرايمرهاي طراحي شده براي دستيابي به توالي 

 ( نشان داده شده است. 1ي مورد مطالعه در جدول )هاژن

 هاي طراحي شدهليست آغازگر -1جدول 

Table 1. Primer sequences 
 نام آغازگر

Primer name 

 توالي

Sequence (5´-3´) 

 دماي ذوب

Tm (◦C) 

 موردتكثيراندازه قطعه 

Amplicon size (bp) 
DXR-F TATGACTTCGAGGCCCTTGTTAAAGAG 62 

195 
DXR-R TGTATCCAAGGCTTGCCAGAAGG 62 

TPS1-F GAGGGAAGGCGAAAACACAC 56 
140 

TPS1-R TCCAGTGAAGAGGGAGATCC 55 

F-TPS2 GCTGAAGAGAGGGGACGTG 59 
103 

R-TPS2 CTCCCGCAGCAGATACTTCAC 60 

F-TPS5 GATACAAATGCGTCGGAGGAGG 61 
133 

R-TPS5 CTGTAGCCTCCACCACTTGTTC 60 

18srRNA-F ATGTTTAGAAGGGTGAGTGAGCAGTTTAC 59 
191 

18srRNA-R GCCTCATCATCATACTCTTCCTCATCATC 60 

 

براي انجام بررسي بيان ژن به در زمان واقعی: PCR واکنش 

از روش مبتني بر رنگ فلورسنس  Real Time PCRروش 

SYBR green  دستگاه استفاده گرديد. در اين روش ابتدا در

شامل حجم  PCRمعمولي شرايط انجام واكنش  كلريترموسا

لازم  زمانمدتواكنش، غلظت پرايمر، دماي اتصال پرايمرها، 

بر تكثير  مؤثرو ساير عوامل  2MgClطعه، غلظت براي بسط ق

 StepOne Realدر دستگاه  آمدهبدستبهينه گرديد و شرايط بهينه 

Time PCR (ABI, USA .اجرا گرديد ) 

ازي اوليه سدقيقه واسرشته  10 صورتبه هاژن واكنش تكثير اين

 گراديسانتدرجه  94چرخه )با دماي واسرشته سازي اوليه  40و 

ر دشده  آوردهثانيه، اتصال پرايمر در دماي بهينه  30 به مدت

درجه  72دماي  در يميآنزثانيه و بسط  30جدول به مدت 

 ثانيه( صورت گرفت.  20به مدت  گراديسانت

ي و برداراز نمونه ها پسداده ليو تحلتجزيه : هادادهآنالیز 

مقايسه انجام شد،   SAS (ver. 9.2)افزارنرمي صفات با ريگاندازه

 %5در سطح احتمال  PLSDميانگين تيمارها نيز به روش آزمون 

آمده از آناليز بيان ژن با استفاده از  به دستي هادادهانجام شد. 

 Livak andبا بازدهي تكثير ) شدهحيتصحCt (CtΔΔ )روش دلتا 

Schmittgen 2001 افزارنرمقرار گرفتند و در  زيآنال( موردExcell  

راي مقايسه هر تيمار با شاهد آزمون تي تست انجام وارد شدند. ب

 شد.

 

  و بحث نتايج

 

ي آويشن دناي نتايج نشان داد ارتفاع بوتهصفات مورفولوژيك: 

(. ميزان كاهش در 1درشرايط تنش شوري كاهش يافت )شكل 

درصد  8/27ارتفاع بوته در شرايط تنش شوري نسبت به شاهد 

صدي به ترتيب در وزن در 99/42و  01/34بود. همچنين كاهش 

وري نسبت به شاهد مشاهده تر و خشك بوته در شرايط تنش ش

تواند به (. مطالعات نشان داده كه تنش شوري مي1شد )شكل 

د عنوان بازدارنده رشد گياه در برخي از گياهان دارويي باش

(Said-Al Ahl and Omer 2011; Aziz et al. 2008 و مشخص )

ها شده كه اين محتواي كلروفيلشده كه شوري باعث كاهش 

اه تواند مربوط به بازدارندگي سنتز كلروفيل به همركاهش مي

 وفيلافزايش تجزيه كلروفيل باشد. عدم تعادل در متابوليسم كلر

 د.باش الاً مرگ گياه در شرايط حادمنجر به كاهش فتوسنتز و احتم

 آلانین فنیلآنزيم  بررسی فنل کل، فلاونوئید و فعالیت

ت فنل ها نشان داد افزايش قابل توجهي در غلظداده: آمونیالیاز

 كل در گياهان تحت تنش شوري در مقايسه با شاهد وجود دارد

 (.2)شكل 
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 ( اندام هوايي گياه داروئي آويشن دنايي تحت تنش شوري.C) ( و وزن خشكBوزن تر )(، Aارتفاع بوته )مقايسه ميانگين صفات  -1شكل 

Figure 1. Mean comparison of plant height (A), shoot fresh weight (B) and dry weight (C) of Thymus daenensis medicinal 

plant under salinity stress. 
 

 

 
 اه داروئي آويشن دنايي تحت تنش شوري.( اندام هوايي گيC)  PAL( و فعاليت آنزيم B(، فلاونوئيد )Aمحتواي فنل كل )مقايسه ميانگين صفات  -2شكل 

Figure 2. Mean comparison of total phenol (A), flavonoid content (B) and PAL enzyme activity (C) of Thymus daenensis 

medicinal plant under salinity stress. 

 

آكسيدانتي گياهان تواند منجر به بهبود سيستم آنتياين افزايش مي 

ه عنوان تواند بزدايي انواع اكسيژن فعال شود و همچنين ميدر سم

 (.Weidner et al. 2009منبع كربني تحت شرايط تنش عمل كند )

دهد محتواي فلاونوئيد ها نشان ميهمچنين مقايسه ميانگين داده

نيز در شرايط تنش شوري نسبت به بدون تنش شوري افزايش 

گياهان در پاسخ به دهد مطالعات نشان مي(. 2پيدا كرد )شكل 

فنلي هاي ثانويه پلي، متابوليتشوريمحيطي مانند  نامساعدشرايط 

كنند، تا با وزن مولكولي پايين مانند فلاونوئيدها را توليد مي
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هاي ( در بافتROSاكسيژن فعال ) انواعواسطه تعديل بتوانند به

اكسيدان ايفا كنند عنوان آنتيگياهي، نقش دفاعي خود را به

(Khalid et al., 2019.) 

( به PAL) آمونيالياز آلانين ت آنزيم فنيلنتايج نشان داد فعالي   

 مولار درميلي 150داري در گياهان تحت تنش شوري طور معني

 آنزيم كليدي PAL(. 2مقايسه با بدون تنش افزايش يافت )شكل 

ر دهاي ثانويه مسئول بيوسنتز تركيبات فنلي و اكثر متابوليت

-و مي اكسيدانتي هستندگياهان است كه داراي خصوصيات آنتي

نجر توانند به گياهان كمك كنند كه در شرايط نامساعد محيطي م

 (.Taiz and Zeiger 2002سازي انواع اكسيژن فعال شوند )به پاک

افزايش محتوي فنل تحت شرايط تنش خشكي در اين مطالعه، 

ممكن است ناشي از كاهش انتقال قندهاي محلول و تجمع 

ياز مونيالآنزيم فنيل آلانين آها، و يا افزايش فعاليت كربوهيدارت

(PAL( در گياهان باشد )Ghadyeh Zarrinabadi et al. 2019 .)

نتز طور معمول تركيبات فنلي توسط مسير فنيل پروپانوئيد سبه

-تنقش كليدي در تغيير متابولي PALشوند، كه در آن آنزيم مي

كند هاي ثانويه بازي ميهاي اوليه براي توليد متابوليت

(Darvizheh et al. 2018و ماده اوليه را براي بيوسنتز فنو ،)ليك-

 (.Jaafar et al. 2012كند )هاي كل و فلاونوئيدها سنتز مي

هاي كليدي دخيل در مسير بررسي بيان ژن :بررسی بیان ژن

ان نشان داد بي qRTPCRبيوسنتزي تيمول و كارواكرول با روش 

( در DXRفسفات رداكتوايزومراز)-5-زايلوز-D-اكسيدي-1ژن 

درصدي را  73/586شرايط تنش شوري نسبت به شاهد افزايش 

دهد كه تنش از طريق تاثير مطالعات نشان مي(. 3نشان داد )شكل 

تواند هاي ثانويه گياهان داروئي ميبر مسير بيوسنتزي متابوليت

توانند نقش اين تركيبات ميمنجر به افزايش اسانس شود. چون 

مسير  (.Bistgani et al. 2017دفاعي براي گياهان داشته باشند )

 Crocollبيوسنتزي تيمول و كارواكرول اخيرا شناسايي شده است )

-هاي فنولي از دي(. تيمول و كارواكرول به عنوان مونوترپن2011

( IPPفسفات )( و ايزوپنتنيل ديDMAPPفسفات )متيل آليل دي

شوند كه به ترتيب از طريق مسيرهاي موالونيك اسيد سنتز مي

(MVAو متيل اريتريتول )-4-( فسفاتMEPتوليد مي ) .شوند

( و ژرانيل GPPبه ژرانيل پيروفسفات ) IPPو  DMAPPسپس 

( تبديل FPP( و فارنسيل پيروفسفات )GGPPژرانيل پيروفسفات )

هاي مرتبط با ژن شوند.توليد مي GPPها از شوند. مونوترپنمي

شوند شامل ترپين مرحل انتهايي كه منجر به بيوسنتز تيمول مي

است  P 450 71سينتاز، گاما ترپينن سينتاز و خانواده سيتوكروم 

(Dudareva et al. 2005مطالعات نشان مي .) دهد كه مسيرMEP 

شود، ها در كلروپلاست ميها و مونوترپنترپنمنجر به توليد دي

در سيتوپلاسم قرار دارد و منجر به توليد  MVAكه مسير در حالي

(. با توجه به اينكه ژن Lee et al. 2015شود )ها ميترپنسزكوئي

DXR  نقش كنترل كننده و كليدي در مسير متيل اريتريتول فسفات

(MEPدارد بدين ترتيب كه پيروات و گليسر آلدهيد )-فسفات -3

فسفات -5-اكسي زايلودي-1در پلاستيدها با هم تركيب و به 

(DXP تبديل و اين ماده بواسطه فعاليت آنزيم )اكسيدي-1-D-

( به طور غير قابل DXRفسفات رداكتوايزومراز)-5-زايلوز

شود. اين ( ميMEPبرگشتي تبديل به متيل اريتريتول فسفات )

به حساب  MEPمرحله به عنوان اولين مرحله كليدي در مسير 

ژرانيل پيروفسفات سينتاز  (.Takahashi et al. 1998آيد )مي

(GPS آنزيم كليدي در مسير بيوسنتزي است كه اتصال سر به دم )

IPP  وDMAPP ( به ژرانيل پيروفسفاتGPPبه عنوان اصلي )-

 Lichtenthalerكند )ها را كاتاليز ميماده مونوترپنترين پيش

1999; Cheng et al. 2007.) 

ديم، سمولار كلريد ميلي 150ميزان بيان ژن ترپين سنتاز در سطح 

)شكل  درصدي نسبت به شرايط شاهد نشان داد 85/85افزايش 

ز هاي اصلي دخيل در بيوسنت. ژن ترپين سنتاز از جمله ژن(3

هاي پرنيل ( واسطهTPSتيمول بوده و آنزيم ترپين سينتاز )

-(را به ترتيب به مونوترپن و سزكوئيFPPو  GPPسفات )پيروف

-يمنتاز كند. بنابراين تغيير در بيان ژن ترپين سيترپن تبديل مي

تواند تاثيرات قابل توجهي بر محتواي تيمول داشته باشد 

(Trindade et al. 2018 .) 

 150نتايج بيان ژن آلفا و گاما ترپينن سينتاز نشان داد شوري 

درصد( و  28/12كلريد سديم به ترتيب افزايش اندک )مولار ميلي

هاي آلفا و گاما ترپينن سينتاز درصد( در بيان ژن 35/39زياد )

(. با توجه به اينكه در 3نسبت به شرايط شاهد نشان داد )شكل 

مسير بيوسنتزي تيمول، ژرانيل پيروفسفات به آلفا پينول تبديل 

زيم آلفا ترپينن سينتاز به شده و اين تركيب تحت تاثير فعاليت آن

ترپين سينتاز از -شود. همچنين آنزيم گاماآلفا ترپينن تبديل مي
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شود. به ترپينن مي-منجر به توليد گاما GPPطريق حلقوي كردن 

مونواكسيژناز  P450هاي متعلق به خانواده سيتوكروم علاوه آنزيم

ل دخيل ترپينن به تيمول و كارواكرو-هاي بعدي گامانيز در تبديل

(. مطالعات نشان Rudolph et al. 2016; Crocoll 2011هستند )

دهد تيمول به طور منحصر به فردي از طريق سيتوكروم مي

كه شود در حاليتوليد مي CYP71D 17 8مونواكسيژناز 

سنتز  CYP 71D1081و CYP 71D17 80كارواكرول از طريق 

 p-cymeneريق دهد توليد تيمول از طشود. مطالعات نشان ميمي

(. Rahimmalek and Goli 2013گيرد )ترپينن صورت مي-و گاما

دهد كه همبستگي زيادي بين هاي ديگري نيز نشان ميگزارش

ها در مسير بيوسنتزي  mRNAها و سطوح بيان غلظت ترپن

مرتبط وجود دارد به عبارتي بيوسنتز ترپنوئيدها در سطوح 

(. به Crocoll et al. 2010دهند )رونويسي تنظيم بالايي را نشان مي

( مشخص نمود كه 2013و همكاران ) Mendesكه مطالعات طوري

هاي برداري آلفا ترپينن سينتاز در شاخسارهسطوح رونوشت

Thymus caespititius  .بالا بود 

  

  
 .ه داروئي آويشن دناييشوري در گياحت شرايط تنش ت ترپينن سينتاز( D) ( و گاماC)آلفا DXR (A ،)TPS (B ،)هاي يانگين بيان ژنمقايسه م -3شكل 

Figure 3. Mean comparison of gene expression of DXR (A), TPS (B), α- (C) and ү-Terpinene synthase under salinity stress 

conditions in Thymus daenensis medicinal plant. 

  

 .گياه داروئي آويشن دناييدر  شوريتحت شرايط تنش ( B) و كارواكرول( Aمحتواي تيمول )مقايسه ميانگين  -4شكل 

Figure 4. Mean comparison of thymol (A) and carvacrol (B) contents under salinity stress in Thymus daenensis medicinal 

plant. 
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نتايج آزمايش حاضر نشان  بررسی محتوای تیمول و کارواکرول:

شرايط تنش شوري در داد محتواي تيمول آويشن دنايي در 

درصدي  34/163مقايسه با شرايط بدون تنش شوري افزايش 

درصدي در محتواي  20/162(. همچنين افزايش 4داشت )شكل 

كارواكرول در شرايط تنش شوري نسبت به شاهد مشاهده شد 

دهد محتواي اسانس و در (. مطالعات متعددي نشان مي4)شكل 

هاي ها در بافتو تجمع آننتيجه بيوسنتز تيمول و كارواكرول 

به عوامل محيطي مختلف متفاوت است  مختلف يا در واكنش

(Mohammadi et al. 2018; Shiyab et al. 2012; Majidi et al. 

رسد كه تحت شرايط تنش، تراكم بالاتر غدد به نظر مي (.2017

شود يا به علت توليد كركي منجر به افزايش تجمع اسانس مي

در نمو است باشد كه كربن ناشي از توزيع اندک  ترپن بيشتر كه

 Turtola etشود )هاي دفاعي گياه مينهايتا منجر به بهبود واكنش

al. 2003.) هاي ثانويه در گياهان تحت تأثير عوامل توليد متابوليت

هاي متعددي از جمله شرايط محيطي و عوامل ژنتيكي، نوع گونه

ص، قابليت دسترسي مواد گياهي، مراحل نموي، شرايط فصلي خا

ترين عامل گيرد كه در اين بين، شرايط تنش مهمغذايي قرار مي

 .Liang et al)هاي ثانويه است تأثيرگذار بر بيوسنتز متابوليت

اين تركيبات ممكن است تعدادي فعاليت بيولوژيكي نيز . (2019

. كشت گياه داروئي زماني (Zhang et al. 2018)داشته باشند 

هاي اوليه و ثانويه آن در حد ي است كه مقدار متابوليتاقتصاد

هاي هاي غير زيستي باعث افزايش متابوليتمطلوب باشد. تنش

هاي شود چون در اين شرايط، متابوليتثانويه گياهان داروئي مي

 Farouk andشود ثانويه باعث جلوگيري از اكسيداسيون سلول مي

Al-Amri 2019).)دهد كه تنش ز نشان ميهاي ديگري نيگزارش

 Aziz et) هاي نعناعگونههاي گياهي مثل شوري در برخي از گونه

al. 2008 ،)ريحان (Ashraf and Orroj 2006 باعث كاهش در )

شود. همچنين برعكس در ها ميها بويژه مونوترينمحتواي اسانس

تنش شوري  مرزنجوش،هاي گياهي ديگر مثل برخي از گونه

 .Baghalian et alدين تركيب اسانس شد )باعث افزايش چن

(. همچنين افزايش در درصد اسانس در مرزه، مريم گلي، 2008

 .Baher et alتحت تنش شوري مشاهده شد ) ريحانآويشن و 

2002; Hendawy and Khalid 2005; Ezz El-Din et al. 2009 .)

ز اما در تركيب اسانس نتايج متفاوتي مشاهده شد به عنوان مثال ا

در   γ-trepineتركيبات اسانس مثل كارواكرول افزايش ولي 

coriander ( با افزايش شوري كاهش يافتNeffati and 

Marzouk 2008 غدد (. مطالعات نشان داد كه افزايش تراكم

تواند در طول تنش مي غددهمراه با تعداد بيشتر توليد  اسانس

اهي باشد. هاي گيدليلي براي تجمع اسانس در برخي از گونه

تواند اسيميلاسيون خالص يا توزيع اسيميلاتها در عامل ديگر مي

طول فرايندهاي رشد و تمايز باشد. گاهي اوقات، كاهش در 

تواند منجر به تجمع متابوليسم اوليه گياهان در طول تنش مي

تواند محصولات واسط ويژه شود كه اين تركيبات حد واسط مي

ثانويه از جمله اسانس شيفت پيدا هاي به سمت سنتز متابوليت

كند. در گياهاني كه سطوح متابوليتهاي ثانويه در شرايط تنش 

تواند مربوط به آنابوليسم كلي باشد كه كند اين ميكاهش پيدا مي

 Said-Al Ahl andشود )در شرايط تنش شوري بازداري مي

Omer 2011 .) 

در شرايط تنش  PALافزايش در فعاليت آنزيم نتايج ما نشان داد 

تواند منجر به افزايش تركيبات فنولي شود و اين شوري مي

توانند در فرايند سازگاري گياهان به شرايط تنش تركيبات مي

هاي مورد براي تمامي ژنشوري موثر واقع شوند.. همچنين، 

مطالعه در مسير بيوسنتزي تيمول و كارواكرول، بيان ژن در شرايط 

ر بود كه اين تنش شوري در مقايسه با شرايط بدون تنش بالات

زيستي  غير هايتنش معرض در گياه يك كهدهد موقعينشان مي

 به منجر و كندمي تغيير هاژن از تعدادي بيان است، بويژه شوري

 .شودمي سلول درون در متابوليت و پروتئين چندين سطوح تغيير

 يا محافظت اعطاء براي است ممكن هاژن اين بيان تغيير

همچنين نتايج  .باشند مسئول زيستي رغي هايتنش به حساسيت

تواند نقش اصلي در تنظيم مي DXRنشان داد كه ژن كليدي 

محتواي تيمول و كارواكرول در گياه آيشن دنايي داشته باشد كه 

مولار نيز دليلي ميلي 150افزايش ميزان آن در شرايط تنش شوري 

نايي بر اين مدعاست. بنا بر نتايج بدست آمده آويشن دنايي توا

هاي با شوري متوسط جهت توليد عملكرد رشد در زمين

 بيولوژيكي و متابوليكي قابل قبول را دارا مي باشد.
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Abstract 

Thymus daenensis Celak. is a perennial plant belonging to the family Lamiaceae that 

contains various monoterpenes such as thymol and carvacrol. In order to investigate the 

effect of salinity stress on growth, the content of thymol and carvacrol compounds and the 

expression of genes involved in the biosynthetic pathway of these compounds, an 

experiment was conducted in the research greenhouse in the form of a randomized 

complete block design with three replications. The results showed that salinity stress had a 

significant effect on the studied traits at a 1% probability level. Salinity stress at the level of 

150 mM NaCl caused a significant reduction in plant height, fresh and dry weight and 

increasing of total phenol, flavonoids contents, PAL enzyme activity. The content of 

thymol and carvacrol in salinity stress significantly increased. Study of the genes 

expression involved in the biosynthesis of these compounds indicated that the genes 

expression of DXR, terpenes synthase, α-terpinene synthase and ү-terpinene synthase 

increased in comparison to control. These increments of increase in gene expression of 

DXR compared with other studied genes were much higher. Therefore, it can be concluded 

that the increase of secondary metabolites in Thymus daenensis, thymol and carvacrol, in 

salinity stress conditions due to increased expression of DXR key gene. It is expected to 

increase these metabolites in the future with its engineering. 

 

Keywords: Carvacrol, Gene expression, Phenolic compounds, Thymol, Thymus daenensis 

Celak.   
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