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 چکیده
های ثانویه است. منتول یك جزء مهم از ( یکي از مهمترین گياهان دارویي توليد كننده متابوليتMentha piperitaنعناع فلفلي )

ای در صنایع داروسازی و مصارف صنعتي دارد. این منوترپن ارزشمند توسط های اسانس نعناع فلفلي است كه كاربرد گستردهمنوترپن
زای محيطي دستخوش عوامل تنشتأثير شود. رشد گياه و همچنين بيان این ژن تحت توليد مي  (MMR)ازآنزیم منتون منتول ردوكت

، 0با مقادیر  MSهای گياه نعناع فلفلي پس از ضدعفوني سطحي، در ظروف حاوی محيط كشت شود. در این تحقيق ریزومتغيير مي
، 20های رشد با دماهای در اتاقكبعد شدند و  كاشتهمولار مانيتول ميلي 600و  600، 00، 0مولار كلرید سدیم و ميلي 600و  00
 Real Time PCRها، بيان ژن برگ گياهان كشت شده با روش گراد قرار گرفتند. سه هفته پس از اعمال تنشدرجه سانتي 29و  22

های پایين كلرید سدیم منتول ردوكتاز در غلظت. نتایج بيانگر این بود كه بيان ژن منتون شدگيری شد و اطلاعات حاصل آناليز اندازه
های بالای درصد افزایش داشته است. ولي بيان این ژن در غلظت 99مولار نسبت به گياه شاهد ميلي 600كاهش یافته ولي در غلظت 

سازی و صنعتي، افزایش مانيتول و همچنين دمای بالا به حداقل سطح خود رسيده است. با توجه به اهميت نعناع فلفلي در صنایع دارو
مولار های تيماری با صفر ميليباشد. با توجه به نتایج حاصل، تركيبتوليد منتول با اعمال تيمارهای مختلف حائز اهميت مي

درصدی بيان ژن منتون منتول ردوكتاز نسبت به  90گراد باعث افزایش درجه سانتي 20مولار كلرید سدیم و دمای ميلي 00مانيتول،
 برسد.  خود شود كه توليد منتول به حداكثر ميزان بيني ميشاهد شد و پيشگياه 

 
 .Real Time PCR، نعناع فلفلي، ن منتول ردوكتازبيان ژن، منتول، منتو :های کلیدیواژه

 

 مقدمه
 كمتر ارضعوو  دمتعد اصخودارای  گياهي یهادارو

 توجه ردمو مؤثر نمادر تنها انعنوبه اردمو برخي و در دهبو
نعناع فلفلي  .(2014et al Fard-Shamsi ,.) نداگرفته ارقر

كاربردهای دارویي بسيار  Mentha piperitaبا نام علمي 

نعناع فلفلي منبع  .( et al.,Gobert 2002) دارد يفراوان
صورت گسترده برای منتول است كه به متابوليت ثانویهاصلي 

  & Zhang)شود استفاده مياهداف دارویي و بهداشتي 

2004 ,Barritt) .سلول ها ازجمله منتول ازمنوترپن بيوسنتز-

های های ترشحي غير فتوسنتزی تخصص یافته به نام كرک
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انجام اند درمي مشتق شدهسپری كه از لایه اپي ایهغد
این محصول ارزشمند طبيعي  .( et al.Wang ,2016) شودمي

و بهداشتي، اهميت اقتصادی  با توجه به كاربردهای صنعتي
 . ( et al.Mucciarelli ,2001) بسياری دارد

ابتدا ایزوپنتينيل دی فسفات و دی  ،برای توليد منتول
فسفات سنتاز ل دیفسفات به وسيله آنزیم ژرانيآليل دیمتيل

این . شوددی فسفات توليد ميهم تركيب شده و ژرانيل با
-به صورت حلقوی در ميسنتاز  سط آنزیم ليموننتركيب تو

كند. این تركيب نيز طي چند مرحله آید و ليمونن را توليد مي
ن منتول آنزیم منتو، در نهایت آورد.واكنش منتون را پدید مي

 & Croteau) شودون به منتول ميمنت باعث تبدیل ردوكتاز

Gershenzon 1994).  ،تاكنون مطالعات كمي بر روی البته
بر بيان ژن مختلف و عوامل محيطي گوناگون  موادتأثير 

 است.  انجام شده ن منتول ردوكتازكدكننده آنزیم منتو
 يدتول يزانر منور و دما بثير أتدر مورد  كه یادر مطالعه

نتایج نشان داد كه  انجام شد، ی گياه نعناع فلفليهامنوترپن
ها باعث افزایش كيفيت اسانس و افزایش سطح سرمای شب

. (Burbott & Loomis 1967)است  شدهمنتول این گياه 
رایط كم آبي و در ش ه است كهطور مشاهده شدهمين

 یابدميميزان منتول و منتون در این گياهان افزایش  ،خشکي
(1990, et al.Charles ).  دوره بر نقش آزمایشي كه در

 Menthaهای نوری بر مقدار و تركيب اسانس در گونه

arvensis ،Mentha citrata و Mentha cardiac  شد انجام
محتوای اسانس در دوره نوری روز كوتاه گردید كه مشخص 

  .( et al.,Farooqi 1999) مقدار بيشينه دارد
Faure ( 6993و همکاران )اثر مانيتول بر  در ارتباط با

در این گياه انجام دادند مطالعاتي بيوسنتز تركيبات منوترپني 
 000 مقادیر با قرار دادن گياهان دركه دند كرو مشاهده 

 ،انتقال آن به محيط بدون مانيتول بعد و مانيتول مولاريليم
رشد گياه، باعث افزایش محتوای  ميزانعلاوه بر زیاد شدن 

 .( et al.,Faure 1998) شودمنوترپني در نعناع فلفلي مي
 20آبياری با آب شور باعث كاهش رشد و كاهش همچنين 

 et Dow)شود های گياه نعناع فلفلي ميدرصدی متابوليت

1987 ,keltawi & Croteau-El ;1981 al.,) . تحقيق در
-و نئومنتول منتون منتول ردوكتازدیگری نيز بيان ژن 

كيتوزان مورد بررسي قرار گرفت و ثير أتدهيدروژناز تحت 
این تيمار باعث افزایش بيان این ژن و ميزان كه  شدمشخص 
  .( et al.Naderi 2015) گرددهای ثانویه ميمتابوليت

به صورت كليدی منتون منتول ردوكتاز با توجه به اینکه ژن 
در مسير بيوسنتز تركيبات مونوترپني در گياه نعناع نقش اساسي 

نهایي موجود در اسانس گياه فراورده حضور  آندارد و بيان 
استفاده از تيمارهای مختلف  .دهدنعناع فلفلي را تغيير مي

ها ای از ژنتواند بيان یك ژن یا مجموعهفيزیکي و شيميایي مي
با بررسي بيان این  ،رورا در یك سيستم گياهي تغيير دهد. ازاین

ژن و همچنين مقایسه نتایج حاصل از بيان ژن نامبرده در 
توان اطلاعات كاملي در ارتباط با ميزان مي ،شرایط مختلف

 .توليد تركيبات ثانویه در گياهان مورد بررسي بدست آورد
پژوهش این فرض، هدف از با در نظر گرفتن این پيشبنابراین 
-مونوترپن سنتز در دخيلول ردوكتاز منتون منت ژن بيان بررسي

 گياه در دما و مانيتول سدیم،كلرید مختلف تيمارهای تحت ها
است و اطلاعات بدست آمده  (Mentha piperita) فلفلي نعناع

در ارزیابي كميت و مؤثری تواند به صورت از این پژوهش مي
كيفيت اسانس حاصل از گياه نعناع فلفلي مورد استفاده قرار 

 . گيرد
 

 هامواد و روش
برای این تحقيق از مركز تحقيقات  های مورد نيازریزوم

شد. محيط شرقي تهيه كشاورزی و منابع طبيعي آذربایجان
، 0 سدیم با مقادیر كلرید (MS) كشت موراشيگ و اسکوگ

 600و  600، 00، 0مولار و مانيتول ميلي 600، 00
كشت ریخته  مولار به صورت جداگانه تهيه و در ظروفميلي
تکرار تهيه  2با  تركيب تيماری 02در این آزمایش  .شد

پس از ضدعفوني شدن مناسب  هایریزومسپس  .گردید
و  كشتدر ظروف درصد،  0/6سطحي با هيپوكلریت سدیم 

درجه  29و  22، 20های رشد با دماهای به اتاقك
 گراد منتقل گردید.سانتي



 ارزیابي بيان ژن منتون منتول ردوكتاز... 693

ها و با استفاده كل از برگ RNAپس از سه هفته، استخراج 
تهيه شده از شركت سيناكلون و بر اساس  Plus -RNaXاز كيت

. سپس كنترل كمي و كيفي انجام شددستورالعمل شركت سازنده 
RNA  نانودراپدستگاه استخراجي با روش اسپکتروفتومتری 
2000 (Thermo Fisher Scientific, USA)  و ژل آگارز یك

با كيت سنتز  cDNAتز رشته اول . سنانجام گردیددرصد 
cDNA  سيناكلون و آغازگرهای تصادفي و هگزامر برای ژن

عنوان ژن كنترل داخلي( منتون منتول ردوكتاز و ژن بتااكتين )به

. برای طراحي آغازگرهای مستقيم و معکوس دو ژن انجام شد
، دانلود و NCBIهای این دو ژن از داده پایگاه مورد نظر، توالي

 . همچنينانجام گردید Oligo 7افزار آغازگرها با نرم طراحي
آغازگرهای طراحي اختصاصي بودن حصول اطمينان از برای 

افزار پرایمر شده، بلاست آغازگرهای طراحي شده توسط نرم
ools/primerhttps://www.ncbi.nlm.nih.gov/t-بلاست )

blast/ و برای سنتز به شركت سيناكلون  (6 جدول)( انجام
  (.2ارسال شد )جدول 

 

 پرایمر بلاست برای ژن منتون منتول ردوکتاز -1 جدول
Table 1. Primer Blast of the mmr gene 

 خود مکملي

Self complementarity 

  محتوای

GC 

GC% 

 دمای ذوب

Tm 

طول

Length 

 توالي

Sequence 

 مشخصات

Features 

 
0 52.63 57.82 19 TCGGATCATAGCGCGAAAG Forward primer 
3 47.62 57.95 21 AGCACCTTCAGCTTCACTTAG Reverse primer 

Products on target templates 
gene mmr  Mentha arvensisKU174203  

    112 Product length 

    TCGGATCATAGCGCGAAAG Forward primer 

    TCGGATCATAGCGCGAAAG Template 

    AGCACCTTCAGCTTCACTTAG Reverse primer 

    AGCACCTTCAGCTTCACTTAG Template 

 

 و ژن کنترل داخلی بتا اکتین ن منتول ردوکتازآغازگرهای طراحی شده برای ژن منتومشخصات  -2جدول 
Table 2. Features of primers designed for the mmr gene and the betaactin internal control gene 

 نام آغازگر
 Primer name 

  توالي

 Sequence 

 دمای اتصال آغازگر
Primer Ta 

 PCRطول محصول 

PCR product size 

mmrF TCGGATCATAGCGCGAAAG 55 112 

mmrR AGCACCTTCAGCTTCACTTAG 55 112 

BetaactinF TCCTGAGAGGAAGTACAGTGTC 55 108 

BetaactinR GACGGCCCAGATTCATCATAC 55 108 

    #  Fو  : مستقيمRمعکوس : 
 

گيری ميزان بيان ژن منتون منتول ردوكتاز، برای اندازه
 Sina SYBRبا استفاده از كيت  RealTime PCRواكنش 

qPCRMix-Blue HS  در دستگاه ميکروليتر 20و با حجم 

Applied Biosystems StepOnePlus  .شرایط انجام شد
های حاصل از داده ذكر شده است. 0انجام واكنش در جدول 

نرمال نمودارهای بدست آمده ابتدا توسط ژن كنترل داخلي 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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ها در یکبار در دستگاه نمونه و با توجه به اینکه تماميشد 
اند، بنابراین برای هر دو ژن كارایي ترموسایکلر ران شده

PCR ،600  درصد در نظر گرفته شده است. همچنين برای
 Pfaffl (Pfaffi et al., 2002)محاسبه مقدار بيان، از روش 

ميزان بيان ژن  REST 2009 افزارنرم وسيلهبه استفاده و
های بيان محاسبه شد. تجزیه واریانس و مقایسه ميانگين داده

  انجام شد. SPSS 16ر افزاژن نيز با روش دانکن و نرم

 
 Time PCR Realهای مورد استفاده در چرخه شرایط دمایی و زمان -3جدول 

Table 3. Temperature and time conditions used in Real Time PCR cycles 

  مرحله

Step 

 اسم مرحله

Step name 

 دما
Temp 

  زمان

Time 

 تعداد چرخه 
Number of cycles 

Step1 Initial denaturation 95°C 5min 1 

 Denaturation 95°C 45s  

Step2 Annealing 55°C 45s 35 

 Extension 72°C 1min  

Step3 Final extension 72°C 7min 1 

 

 نتایج
منتون منتول ردوكتاز در گياه  نتایج تجزیه واریانس بيان ژن    

های شوری )سه سطح(، نعناع فلفلي پس از اعمال تنش
فاكتوریل در  صورتبهخشکي )چهار سطح( و دما )سه سطح( 

آورده شده است.  0قالب طرح پایه كاملاً تصادفي در جدول 
نتایج نشان دادند كه بين سه سطح شوری، چهار سطح خشکي 

بيان ژن منتون منتول ردوكتاز در سطح  نظر ازو سه سطح دما 
داری وجود داشت. همچنين يمعناحتمال یك درصد اختلاف 

خشکي در دما،  اثرهای متقابل دوگانه خشکي در شوری،
گانه نيز در سطح احتمال شوری در دما و اثرهای متقابل سه

 دار است. یك درصد معني
نتایج حاصل از تجزیه واریانس نشانگر این بود كه 

دار افزایش مقدار سطوح كلرید سدیم، باعث افزایش معني
بيان ژن منتون منتول ردوكتاز شده ولي با افزایش دما و 

 یابد. يان ژن كاهش ميمانيتول، ميزان ب

 

در نعناع فلفلی بین سطوح مختلف شوری، خشکی و دما مطالعه مورد تجزیه واریانس بیان ژن -4جدول   
Table 4. Variance analysis of gene expression studied in peppermint between different levels of salinity, drought 

and temperature 

 منبع تغييرات

Source 

 درجه آزادی

df 

 ميانگين مربعات

Mean Square 

Drought 3 3.251** 

Salinity 2 1.096** 

Temperature 2 0.855** 

Drought× Salinity 6 0.270** 

Drought× Temperature 6 0.082** 

Salinity × Temperature 4 0.262** 

Drought× Temperature× Salinity 12 0.154** 

Error 36 0.008 

 درصد 1دار در سطح احتمال معنی **:

 



 ردوكتاز...ارزیابي بيان ژن منتون منتول  200

 منتون منتول ردوکتازنقش تنش شوری بر بیان ژن 
مشاهدات حاصل از بيان ژن تحت تنش شوری نشان     

تا  )نمونه شاهد ش سطح این تنش از صفرداد كه با افزای
بيان ژن نسبت به نمونه شاهد ميزان  (مولارميلي 600مقدار 

 .(A -6یافته است )شکل افزایش  برابر 09/6
 
 تنش خشکی بر بیان نسبی ژن منتون منتول ردوکتازثیر أت

های حاصل از طبق شواهد بدست آمده از تجزیه داده    
با  ،مانيتول مختلف سطوحدر  منتون منتول ردوكتازژن بيان 

بيانگر این است كه مولار ميلي 600و  600، 00، 0مقادیر 
یابد بيان ژن روند كاهشي  مانيتول افزایشهرچه ميزان 

كه كاهش بيان ژن در مقدار  يبه صورتخواهد داشت. 
)گياه شاهد(  با صفرمولار در مقایسه ميلي 600مانيتول 

 (.B -6)شکل  استبرابر  60/0
 

 نقش تغییرات دمایی بر بیان ژن منتون منتول ردوکتاز
ژن منتون منتول دما بر ميزان بيان تأثير نتایج حاصل از     

)گياه شاهد( ميزان  درجه 20ردوكتاز نشان داد كه در دمای 
و  22بيان بالا بوده و رفته رفته با افزایش دما به سطوح 

 9/6این ژن نسبت به گياه شاهد گراد بيان درجه سانتي 29
 (.C -6)شکل  استیافته كاهش برابر 

    

 

A 
 

B 

 

C 

 منتون منتول ردوکتاز ژن نسبی بیان اصلی شوری، خشکی و دما بر هایاثر  -1شکل 
Figure 1. The main effects of salinity, drought and temperature on the relative expression of mmr gene 
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 متقابل دوجانبه هایاثر
متقابل دوجانبه خشکي در شوری نشان داد كه  هایاثر    

مولار مانيتول بيشترین افزایش بيان ژن در تركيب صفر ميلي
 درصدی نسبت 26مولار كلرید سدیم با افزایش ميلي 00و 

برای اثر متقابل . (0)جدول  به گياه شاهد مشاهده گردید
 29دوجانبه خشکي در دما نيز بيشترین افزایش بيان ژن با 

درصد افزایش نسبت به گياه شاهد در تركيب صفر 
انجام شد گراد درجه سانتي 20مولار مانيتول و دمای ميلي

 62. همچنين برای اثر متقابل شوری در دما، (2)جدول 
 600درصد افزایش بيان ژن منتون منتول ردوكتاز در تركيب 

گراد درجه سانتي 20مولار كلرید سدیم با دمای ميلي
 . (9)جدول  مشاهده گردید

 

 اثر متقابل دوجانبه خشکی در شوری بر بیان ژن منتون منتول ردوکتاز -5جدول 
Table 5. Interaction of drought and salinity on mmr gene expression 

 مانيتول
Mannitol (mM) 

 كلرید سدیم
Sodium chloride (mM) 

 mmr ميانگين بيان ژن

Mean expression of mmr gene  

0 0 0.66d 
0 50 1.61a 

0 100 1.33b 

50 0 0.50ef 

50 50 0.75d 

50 100 0.91c 

100 0 0.22h 

100 50 0.38eg 

100 100 0.61de 

150 0 0.18h 

150 50 0.27gh 

150 100 0.23h 

 .ندارند داری باهمتفاوت معني ،دانکنزمون آحروف مشابه در هر ستون بر اساس 
The same letters in each column are not significantly different based on Duncan's test 

 

 بر بیان ژن منتون منتول ردوکتاز دمااثر متقابل دوجانبه خشکی در  -6جدول 
Table 6. Interaction of drought and temperature on mmr gene expression 

 مانيتول
Mannitol (mM) 

 دما 
Temperature (C) 

 mmr  ميانگين بيان ژن

Mean expression of mmr gene 

0 23 1.29a 
0 26 1.16b 

0 29 1.15b 

50 23 1.08b 

50 26 0.64c 

50 29 0.44d 

100 23 0.66c 

100 26 0.39d 

100 29 0.17e 

150 23 0.35d 

150 26 0.20e 

150 29 0.14e 

 .داری باهم ندارندتفاوت معني ،دانکنزمون آحروف مشابه در هر ستون بر اساس 
The same letters in each column are not significantly different based on Duncan's test 
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 بر بیان ژن منتون منتول ردوکتازشوری در دما اثر متقابل دوجانبه  -1جدول 
Table 7. Interaction of salinity and temperature on mmr gene expression 

  كلرید سدیم
Sodium chloride (mM) 

  دما
Temperature (C) 

 mmr  ميانگين بيان ژن

Mean expression of mmr gene 

0 23 0.63d 
0 26 0.31f 

0 29 0.23g 

50 23 0.74c 

50 26 0.87b 

50 29 0.65d 

100 23 1.16a 

100 26 0.61de 

100 29 0.54e 

 .داری باهم ندارندتفاوت معني ،دانکنزمون آحروف مشابه در هر ستون بر اساس 
not significantly different based on Duncan's testThe same letters in each column are  

 

 منتون منتول ردوکتازاثر متقابل هر سه تنش بر بیان ژن 
بالاترین ميزان بيان  متقابل سه جانبه نشان داد كه هایاثر   

مولار های تيماری با صفر ميليتركيب ترتيب دربهژن 
درجه  22مولار كلرید سدیم و دمای يليم 00 مانيتول،

شوری مولار مانيتول، گراد، همچنين مقادیر صفر ميليسانتي
 صفرگراد و مانيتول درجه سانتي 92مولار، دمای ميلي 00

 20مولار و در دمای ميلي 600سدیم مولار، كلرید ميلي
درصد افزایش نسبت به گياه شاهد  90با گراد درجه سانتي

 600 با 62تيمار  داشتند. كمترین ميزان بيان ژن نيز درقرار 
درجه  92مولار مانيتول، شوری صفر و دمای ميلي

درصد كاهش نسبت به گياه شاهد  90 حدود درگراد سانتي
 .(3جدول ) شدمشاهده 

 

 ردوکتازجانبه بر بیان ژن منتون منتول سه اثر متقابل  -8جدول 
Table 8. Interaction of salinity and temperature on mmr gene expression 

 
 مانيتول

Mannitol (mM) 

  كلرید سدیم
Sodium chloride (mM) 

  دما
Temperature (C) 

 mmr  ميانگين بيان ژن

Mean expression of mmr gene 

1 0 0 23 1c 
2 0 0 26 0.51eg 

3 0 0 29 0.48fh 

4 0 50 23 0.96c 

5 0 50 26 1.93a 

6 0 50 29 1.93a 

7 0 100 23 1.93a 

8 0 100 26 1.03c 

9 0 100 29 1.03c 

10 50 0 23 0.84cd 

11 50 0 26 0.41fi 

12 50 0 29 0.25il 

13 50 50 23 1.03c 

14 50 50 26 0.84dc 
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 مانيتول 

Mannitol (mM) 

  كلرید سدیم
Sodium chloride (mM) 

  دما
Temperature (C) 

 mmr  ميانگين بيان ژن

Mean expression of mmr gene 

15 50 50 29 0.39fj 

16 50 100 23 1.36b 

17 50 100 26 0.68de 

18 50 100 29 0.68de 

19 100 0 23 0.39fj 

20 100 0 26 0.19jl 

21 100 0 29 0.09l 

22 100 50 23 0.55ef 

23 100 50 26 0.43fi 

24 100 50 29 0.18kl 

25 100 100 23 1.03c 

26 100 100 26 0.55ef 

27 100 100 29 0.25il 

28 150 0 23 0.29hl 

29 150 0 26 0.14kl 

30 150 0 29 0.12l 

31 150 50 23 0.43fi 

32 150 50 26 0.27il 

33 150 50 29 0.12l 

34 150 100 23 0.34gk 

35 150 100 26 0.17kl 

36 150 100 29 0.19jl 

 .داری باهم ندارندتفاوت معني ،دانکنزمون آحروف مشابه در هر ستون بر اساس 
different based on Duncan's testThe same letters in each column are not significantly  

 
 بحث

مونوترپن اصلي توليد شده در اسانس نعناع فلفلي ول منت     
در طي هشت مرحله آنزیمي در كه در غدد اپيدرمي و است 
مراحل و در  پلاستيدی (MEP) اریتریتول فسفات متيلمسير 

وسيله آنزیم منتون منتول  ها بهتوليد مونوترپنپایاني 
et al Croteau ,.) شودردوكتاز از سوبسترای منتون توليد مي

منتون منتول ردوكتاز و منتون نئومنتول ردوكتاز . (2005
نشان  مطالعاتبوده و  NADPHهای وابسته به آنزیم ءجز
دهد كه آنزیم نوتركيب منتون منتول ردوكتاز بيان شده در مي

E. coli درصد نئومنتول از  0درصد منتول و  90 سبب توليد
درصد  60نئوایزومنتول و درصد  39سوبسترای منتون و 

et al Davis ,.) شودایزومنتول از سوبسترای ایزومنتون مي

با توجه به اهميت این آنزیم در توليد منتول، مطالعه  .(2005

در های مختلف ژنتيکي ژن منتون منتول ردوكتاز جنبه
 . استز اهميت ئمحيطي و زیستي حامختلف شرایط 

مطالعه و عوامل محيطي ثير أاندكي در مورد تمطالعات 
است و این تحقيق اولين  انجام شدهروی تغيير بيان ژن 
و دما  ،شوری، خشکي حوزه نقش مطالعه انجام شده در

 ایكشت درون شيشهدر ثير متقابل این سه عامل أهمچنين ت
مطالعه نشان داد این  .استمنتون منتول ردوكتاز بر بيان ژن 

 منتون منتول ردوكتازكه مقادیر بالای كلرید سدیم با بيان ژن 
و با افزایش ميزان كلرید سدیم، بيان ژن  رابطه مستقيم دارد

كه حداكثر بيان این ژن طوریبه .یابدميمذكور نيز افزایش 
 مولار مانيتول،های تيماری با صفر ميليتركيبترتيب در به

با  گراددرجه سانتي 22مولار كلرید سدیم و دمای ميلي 00
، همچنين مقادیر صفر درصد افزایش نسبت به گياه شاهد 90



 منتول ردوكتاز...ارزیابي بيان ژن منتون  200

درجه  29مولار، دمای ميلي 00مولار مانيتول، شوری ميلي
 600مولار، كلرید سدیم ميلي 0گراد و مانيتول سانتي
درصد  90با گراد تيدرجه سان 20مولار و در دمای ميلي

 . شدمشاهده افزایش نسبت به گياه شاهد 
 ي ژنسیسطح رونو شیرسد افزايبه نظر مبنابراین 

MMR  ينقش مثبتپس از تيمار با كيتوزان ساعت  92در 
مطالعه این و با نتایج  منتول داشته است زانيم شیدر افزا

و  Naderi .( et al.,Soleymani 2017) مطابقت دارد
ای نقش كيتوزان در بيان ژن در مطالعه( 2015همکاران )

رسيدند منتون منتول ردوكتاز را بررسي كردند و به این نتيجه 
ام، پيپي 200و  600، 600كه كيتوزان در سطوح تيماری 

موجب افزایش بيان ژن مذكور و ميزان توليد منتول، 
تحقيق مطابقت این شده است كه با نتایج  ننئومنتول و منتو

به بررسي نقش  (2017و همکاران ) Ghobadi دارد.
در مسير  dxrو  gtsهای اليسيتورهای غيرزیستي در بيان ژن

) Saturejaبيوسنتز تيمول در گياه دارویي مرزه تابستانه 

)hortensis و به این نتيجه رسيدند كه اعمال متيل  ندپرداخت
های جاسمونات و اسيد ساليسيليك موجب افزایش بيان ژن

 Elyasiشود. ر در ساعات اوليه پس از اعمال تيمار ميمذكو
در بررسي خود بر روی نقش متيل  (2016و همکاران )

ها به های دخيل در سنتز ترپنجاسمونات بر روی بيان ژن
این نتيجه رسيدند كه متيل جاسمونات باعث افزایش بيان ژن 

و  Seyed Rahmaniشود. مي سنتاز فسفات دی ژرانيل
 های اصلي مسيربررسي رابطه بيان ژن( در 2014)همکاران 

MEP  ها درو ميزان توليد مونوترپن Artemisia annua ، به
 ,hdr) سه ژن اصلي این مسيربيان این نتيجه رسيدند كه 

dxr, dxs و شش تركيب مونوترپن )pinene-α، 
Camphene ،Myrcene-β،Artemisia ketone ، -1,8

Cineole  وCamphor  بافت برگ، غنچه و گلدر سه 
مانيتول در  ميزانافزایش با د. نداربا هم داری تفاوت معني

به شکل  MMR، ميزان بيان ژن محيط كشت و بالا رفتن دما
و  Soleymani تحقيقكند كه با داری كاهش پيدا ميمعني

كه ميزان بيان ژن طوریبه. مطابقت دارد (2017همکاران )

جيبرليك ساعت از اعمال  92و  20، 62مورد نظر پس از 
  به شکل چشمگيری كاهش یافته است. اسيد

ش اقتصادی های ثانویه و ارزمتابوليت با توجه به كاربرد
های پرهزینه از روش اجتنابآنها و اهميت و دارویي 

های محتوای فراورده برای بالا بردن سطحمهندسي ژنتيك 
های با اعمال مقادیر كمي از تنش شودميبيني پيش ارزشمند،

-گياه برای رشد ميزیستي كه شامل عوامل مورد نياز غير 

های ثانویه ارزشمند بتوان توليد منتول و بقيه متابوليتباشد 
با توجه به اهميت نعناع فلفلي در صنایع را افزایش داد. 

داروسازی و صنعتي، افزایش توليد منتول با اعمال تيمارهای 
-. با توجه به نتایج حاصل، تركيباستختلف حائز اهميت م

مولار ميلي 00 مولار مانيتول،های تيماری با صفر ميلي
 90گراد باعث افزایش درجه سانتي 20كلرید سدیم و دمای 

درصدی بيان ژن منتون منتول ردوكتاز نسبت به گياه شاهد 
شود كه توليد منتول به حداكثر ميزان بيني ميشده و پيش

 برسد.  خود 
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Abstract 

Peppermint (Mentha piperita) is one of the most important medicinal plants producing 

secondary metabolites. Menthol is an important component of peppermint essential oil 

monoterpenes, which is widely used in pharmaceutical and industrial applications. This 

monoterpene is produced by the Menthone Menthol Reductase (MMR) enzyme. Plant growth as 

well as the expression of this gene are affected by environmental stresses. In this study, 

peppermint rhizomes were first surface-sterilized and cultured in MS medium supplemented 

with sodium chloride (zero, 50, and 100 mM) and mannitol (zero, 50, 100, and 150 mM). Then 

they were placed in growth chambers at 23, 26, and 29°C. Three weeks after applying stresses, 

the expression of this gene in the leaves of the plants was measured using Real-Time PCR, and 

the obtained data were analyzed. According to the results, the expression of the MMR gene 

decreased at low concentrations of sodium chloride but increased by 97% at high concentration 

of 100 mM compared to the control. However, the expression of this gene has reached a 

minimum level of expression at high concentrations of mannitol as well as at high temperatures. 

Due to the importance of peppermint in the pharmaceutical industry, increasing the production 

of menthol through applying different treatments is important. Based on the obtained results, the 

treatment with mannitol (zero mM) and sodium chloride (50 mM) at 23°C increased the 

expression of the MMR gene by 93% compared to the control and it seems that the menthol 

production has reached its maximum level. 

 

Keywords: Gene expression, Menthol, Menthone menthol reductase, Peppermint, Real-Time 

PCR. 

 

 


