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 چكيده
 زيره گياه مختلف ويمن و رشد مراحل و ها اندام در SQ-RT-PCR روش از استفاده با سينتاز ليمونن ژن بيان تحقيق اين در

 يك كدام هر( برگ و ساقه ريشه، از برداري نمونه و گياهان كشت از پس. شد بررسي ايران بومي) .Cuminum cyminum L( سبز
 )mm4-3( كوچك ،)>mm2( كوچك بسيار هاي گل در ژن اين كه كرد مشخص نتايج ،)نموي مرحله چهار در( ها گل و )مرحله

 بيان آن از بزرگتر و )mm5-4( متوسط هاي اندازه با يها گل و برگ ريشه، در حاليكه در ،شده بيان ساقه رويشي بافت نيز و
 مشاهده كوچك بعد و كوچك بسيار هاي گل در بيان بيشترين آن از پس و بوده ساقه در تازينس ليمونن ژن بيان حداكثر. شود نمي
 نتايج همچنين. گرديد متوقف و يافته كاهش تدريج به و بوده زياد ها گل نموي مراحل جوانترين در سينتاز ليمونن ژن بيان. شد

 بيان. شود مي بيان گلدهي مرحله تا برگي دو هاي گياهچه از كامل، گياهان ويمن و رشد مختلف مراحل در ژن اين كه داد نشان
 گياه زايشي و رويشي هاي اندام در آن همزمان بيان دهنده نشان كه هيافت افزايش زايشي همرحل به گياهان ورود با ينتازس ليمونن ژن
  بين را گياهان از برخي با آن شباهت تحقيق، اين در سبز زيره تازينس ليمونن ژن يجزي توالي تعيين از حاصل نتايج. باشد مي
 ،مجموع در. كرد مشخص را ميوه بافت در ارفرّ هاي غنرو دهكنن ذخيره هاي كانال وجود آناتوميكي مطالعات. داد نشان 64-58%

 در آن زياد بيان حاليكه در ،نمود ييدأت را مولد زايشي جوان هاي اندام در سينتاز ليمونن ژن بالاي بيان پژوهش اين از حاصل نتايج
 .بود توجه قابل نيز گياه زندگي دوره كل و ساقه رويشي بافت
 

 .سينتاز ننليمو ژن ،).Cuminum cyminum L (سبز زيره ،SQ-RT-PCR :كليدي هاي واژه
 

 مقدمه
 گياهي علفي .Cuminum cyminum Lزيره سبز با نام علمي 

 است كه به دليل رايحه خاص،       Apiaceaeاز خانواده چتريان    
خواص دارويي، درماني و خـوراكي داراي ارزش اقتصـادي          

 ). Sowbhagya et al., 2008(باشـــد  زيـــادي مـــي 
                                                                                           -------------------------- 

Abbreviations: DEPC, Dimethylpyrocarbonate; DXS, 1-Deoxy-Dxylulose-5-phosphate synthase; GPP, 
Geranyl diphosphate; MEP, 2-C-methyl-d-erythritol 4-phosphate; RCF, Relative centrifugal force; SQ-
RT-PCR, Semi-quantitative reverse transcriptase polymerase chain reaction. 
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تـوان بـه ايـران،       از مهمترين كشورهاي توليدكننده آن مـي      
 برخي).Hashemi et al., 2008(مصر و مراكش اشاره كرد 

 اكســيداني آنتــي خــواص آن مهــم دارويــي هــاي ويژگــي
)Thippeswamy & Naidu, 2005(ــد  باكتريايي، ضـ
)Sagdıc & Ozcan, 2003( ضدقارچي و )Sekine et al., 

-5 حـدود  داراي هگيا اين )ميوه( يها دانه. باشد مي )2007
 ؛Parthasarathy et al., 2008( اسـت  ارفرّ روغن  درصد2

Kan et al., 2007؛ Behera et al., 2004(  حـدود  كـه 
ــد 65-40 ــومين را آن درص ــد ك ) cuminaldehyde (آلدئي

. )Parthasarathy et al., 2008( دهـــد مـــي تشـــكيل
 اجزاي عمده هاترپنوئيد و )cymene( سيمن ،آلدئيد كومين

ــكيل ــده تش ــن دهن ــاي روغ ــرّ ه ــن ارف ــاه اي ــتند گي  هس
)Thippeswamy & Naidu, 2005( .بـه  زيره خاص طعم 

 آلدئيــــــد دئيــــــدروكومين و هــــــا مونــــــوترپن
)dihydrocuminaldehyde( ــتگي آن  دارد بســــــــــــ
)Parthasarathy et al., 2008( .ــدها ــرين ترپنوئي  بزرگت

 انـواع  از برخي. ستنده گياهي ثانويه هاي متابوليت از گروه
 دارنــد نقــش گياهــان دفــاعي هــاي واكــنش در آنهــا ارفــرّ

)Dudareva et al., 2006( .ارويـي، د خواص ديگر انواعي 
). Asres et al., 2005 (دارنـد  ويروسـي  و ضـدميكروبي 

 در ترپنوئيـدها  بيوسنتزي تغييرات زمينه در مطالعات اخيراً
 قــرار توجــه مــورد شــدت بــه معطــر و دارويــي گياهــان

 ترپنوئيـدها  تشـكيل  جهت بيوسنتزي مسير دو. است هگرفت
ــود -Munoz؛ Gomez-Galera et al., 2007( دارد وج

Bertomeu et al., 2008 ؛Schilmiller et al., 2009( .
 در كـه  اسـت  حلقـوي  هاي مونوترپن ترين ساده از ليمونن
ــن ــرّ روغ ــياري ارف ــان از بس ــد گياه ــانواده مانن ــاي خ  ه

Lamiaceae ،Rutaceae ،Pinnaceae و Apiaceae  وجـود 
 فراوانـي  مشتقات به بعدي تغييرات با و تدريج به كه دارد

 تبـديل  )perillaldehyde( آلدئيد پريل و آلدئيد كومين مانند
 ايـن  در حدواسـط  اولـين  عنـوان  به ليمونن توليد. شود مي

 اسـت  محدودكننـده  مرحلـه  يـك  نظـر  به بيوسنتزي مسير
)Mahmoud et al., 2004( عمــده تغييــرات از كــه 

 گردد مي توليد متنوعي هاي  تركيب آن احيايي اكسيداسيون
)McConkey et al., 2000( . آنـزيم  يـك  سـينتاز  ليمـونن 

 بـوده  روغن هاي  تركيب برخي بيوسنتزي مسير در سيكلاز
 شـمار  بـه  ارفـرّ  روغـن  بيوسـنتز  در مهمي عامل عنوان به و

 را ليمـونن  بـه  GPP مـاده  پـيش  تبـديل  واكنش كه رود مي
 .)Munoz-Bertomeu et al., 2008( كند مي كاتاليز
 نقشه حتي كه برنج مانند زراعي گياهان از برخي فبرخلا
 ژنتيـك  بـاره در كمي اطلاعات ،است شده كامل آن ژنتيكي

 كـه  طـوري   بـه  ،دارد وجود دارويي گياهان ثانويه متابوليسم
 كمي عاتاطلا و نشده مشخص مسيرها از بسياري هاي ژن

 تكثيـر . دارد وجـود  آنهـا  انـواع  عملكـرد  و تنظـيم  درباره
 در كافي اطلاعات فقدان دليل به دارويي گياهان از تعدادي
 جنسـي،  توليـدمثل  جهـت  آنهـا  خـاص  نيازهـاي  با رابطه
 اسـت  مشـكل  گيـاه  رشـد  و زني جوانه دانه، نمو و خواب

)Canter et al., 2005( . در گياهـان  نـوع  ايـن  از اسـتفاده 
 از آنهـا  حـد  از بـيش  برداشـت  سـبب  مختلـف  هاي زمينه

 را گياهـان  نوع اين از زيادي تعداد تواند مي و شده طبيعت
 بنـابراين، . )Leaman, 2001( دهد قرار انقراض معرض در

 كنتـرل  شرايط در گياهان نوع اين تكثيري يروشها توسعه
 و تنظـيم  ژنتيـك،  مهندسـي  شـيميايي،  مواد تغييرات شده،
 توانـد  مـي  گيـاه  نمـو  و رشد در ثانويه هاي وليتمتاب نقش
 ,.Cole et al(سـازد   فـراهم  را تحقيقـات  گونه اين هزمين

ــير   ). 2007 ــي مس ــينتازها در مراحــل تنظيم ــوترپن س مون
بيوسنتزي به دليل مشخص نمـودن نقـاط انشـعاب مسـير            
ــه تشــكيل    ــه منتهــي ب ــين مرحل ــاليز اول ــابوليكي و كات مت
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بنـابراين هـر    . فاوت مهم هسـتند   هاي مونوترپني مت   خانواده
توانـد موجـب     هاي آنهـا مـي     ورزي در بيان ژن    گونه دست 

ماننـد  (هاي فرّار گياهي      موجود در روغن   هاي  تغيير تركيب 
هايي از گياه كه     ها در اندام   ، توليد مونوترپن  )عطر و اسانس  

هـايي كـه فاقـد آنهـا         كنند و يا حتي گونه     آنها را توليد نمي   
هـاي معطـر     كنون تحقيقات كمي در گونه    تا. هستند، شوند 
). Munoz-Bertomeu et al., 2008(اســت  انجــام شــده
ــت ــدادي از    متابوليـ ــدي در تعـ ــه ترپنوئيـ ــاي ثانويـ هـ

هـاي بـين گياهـان بـا سـاير موجـودات، انـواع               كنش  برهم
عنـوان   هـا بـه    حشرات مفيد و مضر، علفخوارها و پـاتوژن       

 ,.Bohlmann et al(كننـد   هاي سيگنال عمـل مـي   مولكول

1998.( 
كمي روشي    نيمه RT-PCRوسيله روش    بررسي بيان ژن به   

توانــد بــا مقايســه  اختصاصــي و حســاس اســت كــه مــي
هاي ژن مورد نظر و ژن كنترل، تفـاوت در بيـان             رونوشت

ايـن روش   . ها به مقادير بسيار جزيي را مشـخص كنـد          ژن
 Northern(نســبت بــه روشــهايي ماننــد نــورترن بــلات 

blotting( مقــادير بســيار كمتــري RNA لازم داشــته و در 
همچنين نسبت به روش    . زمان كوتاهتري قابل انجام است    

PCR real-timeتر بوده و به هزينه كمتري نياز دارد  ساده .
مــاده بســياري از مــواد مــؤثره  از آنجــا كــه ليمــونن پــيش

ترپنوئيــدي موجــود در گياهــان اســت و ليمــونن ســينتاز  
ــه ــ ب دي در ابتــداي مســير بيوســنتزي عنــوان يــك ژن كلي

هاي مختلف و در مراحـل        خاص گياه در اندام    هاي  تركيب
آيد و با توجه بـه وجـود    شمار مي متفاوت رشد و نموي به  

هاي ثانويه ترپنوئيدي در زيره سبز، اين پـژوهش          متابوليت
با هدف كشف ژن ليمونن سينتاز، تعيـين تـوالي جزئـي و             

 .ختلف اين گياه انجام شدهاي م بررسي بيان آن در اندام
 

 روشها و مواد
 گلخانه در گياهان كشت و ضدعفوني

 بـومي  ).Cuminum cyminum L( سـبز  زيره گياه بذر
 پاكـان  شركت از رضوي، خراسان استان نيشابور شهرستان

 در ساعت 12-15 مدت به بذرها. گرديد تهيه اصفهان بذر
 بـه  %2 وايـتكس  وسـيله  بـه  سپس و گرفته قرار جاري آب

 shulphur( گـوگردي  كش قارچ محلول  ودقيقه سه مدت

80% DF( طـي  بذرها. شدند ضدعفوني دقيقه دو مدت به 
 سـترون  مقطر آب با مرتبه 3 انتها در نيز و فوق مرحله دو
 حـاوي  يهاگلدان در شده ونستر بذرهاي. شدند كشي آب
 كشـت  )Klasmann-Deilmann, potgrond H( ماس پيت

ــده ــرايط در و ش ــتي ش ــه كنواخ ــاعت 16( اي گلخان  س
 داده قـرار  )oC 3±26 دمـاي  و تاريكي ساعت 8 روشنايي،

 رويشـي،  دوره نمـودن  طـي  و زنـي  جوانـه  از پـس . شدند
 چگـونگي  بررسي جهت. شدند زايشي مرحله وارد گياهان
 ريشـه،  از گياه مختلف هاي اندام در سينتاز ليمونن ژن بيان
 هـا  گـل  از مختلـف  هانداز چهار نيز و گياهان برگ و ساقه

ــامل ــيار :ش  ،)mm4-3( كوچــك ،)>mm2( كوچــك بس
 انجـام  برداري نمونه )<mm5( بزرگ و )mm5-4( متوسط

 نگهـداري  -oC80 در مـايع  ازت بـا  تثبيـت  از پـس  و شد
 بيـان  آغـاز  زمـان  بررسي جهت همچنين. )1 شكل( شدند
 مختلـف  نمـوي  و رشـد  مراحـل  در كامـل  گياهان از ژن،

 چنـد  و پـنج  چهار، سه، دو، و يك لهمرح برگي دو شامل
 و بـرداري  نمونـه  گلـدهي  آغاز و گلدهي پيش نيز و برگي
 گياهي نمونه دو از آزمايش هر براي. )2 شكل( شد تثبيت

 بـود،  شـده  تهيـه  جداگانـه  گياه سه از حداقل كدام هر كه
 .گرديد استفاده
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 RNA ستخراجا
 بافـت  از گـرم  1/0-2/0 مقـدار  RNA استخراج جهت

 محلـول  از lµ500 سـپس . شـد  پودر مايع ازت در هيگيا
 اضـافه  آن به )سيناژن شركت( RNX-plus استخراج كيت
 دمـاي  در دقيقـه  5 مـدت  به شديد ورتكس از پس و شده

 اضافه كلروفرم lµ200 آن از پس. شد داده قرار آزمايشگاه
 قـرار  oC4 دمـاي  در دقيقه 5 ،لرزش ثانيه 15 از پس ،شده
 در دقيقـه  15 مـدت  بـه  g13680 =RCF در سپس و داده
. شد )Hettich, Mikro 200 R مدل( سانتريفوژ oC4 دماي

 حجم هم مقدار با رويي شفاف محلول از lµ250 ميزان به
 25 مدت به لرزش بار چند از پس و مخلوط ايزوپروپانول

. گرديد سانتريفوژ دوباره و گرفته قرار oC4 دماي در قيقهد
ــا RNA رســوب ــانول ب  از پــس و شــده شستشــو %75 ات
 خشـك  و دقيقـه  8 مـدت  به g5340 =RCF در سانتريفوژ

 DEPC مقطر آب lµ40 در ،استريل هواي جريان در شدن
 دســتگاه توســط RNA كيفيــت و كميــت. شــد حــل

 و %2/1 آگــارز( ژل روي الكتروفــورز و تومترياســپكتروف
 تأييـد  برمايـد  اتيـديوم  آميزي رنگ از استفاده با )فرمالدئيد

 .شد نگهداري -oC80 در بعدي مراحل براي و دهگردي
 

 cDNA سنتز
ــدار ــتخراج RNA از gµ5 مقـ ــده اسـ ــا شـ  از lµ1 بـ

Oligo(dt)18 )كاتالوگ شماره K1621،  شـركت  محصـول 
Fermentas( غلظت به pmol100 تيوب به ml2/0  منتقـل 

 و مخلوط آرامي به ،رسيده lµ13 حجم به DEPC آب با و
 5 مـدت  بـه  تيوب سپس. گرديد سانتريفوژ مختصر طور به

 ،يـخ  بـه  انتقال از پس. شد داده قرار oC70 دماي در دقيقه
 مخلــوط و )1×نهـايي  غلظـت  بـراي ( 5×بـافر  lµ4 مقـدار 

)10Mm( dNTP ــه ــدار ب ــ( lµ2 مق ــايي غلظــت رايب  نه
Mm1( مدت به ،سازي مخلوط از پس گرديده اضافه آن به 

 آنـزيم  نآ از پـس . شـد  داده قـرار  oC37 دمـاي  در دقيقه 5
 محصـول  ،K1621 كاتالوگ شماره( معكوس برداري نسخه
 جهت و اضافه آن به Unit1 حجم به )Fermentas شركت
 دمـاي  در دقيقـه  60 مـدت  بـه  cDNA سنتز واكنش انجام

oC42 آنـزيم  سازي غيرفعال جهت نهايت در. شد داده قرار 
 دمـاي  در دقيقه 10 مدت به تيوب معكوس، برداري نسخه

oC70 گرفت قرار .cDNA بـه  نگهـداري  جهت شده سنتز 
 .شد داده انتقال -oC20 فريزر

 
 استفاده مورد آغازگرهاي

 در سـينتاز  ليمـونن  ژن تـرادف  بودن ناشناخته علت به
 مختلف هاي جنس از گياه چند در آن همولوژي ،سبز زيره

Mentha ،Perilla و Citrus ــاه در ــاتي پايگ  NCBI اطلاع
 پرايمر نوكلئوتيدي 490 طول به اي قطعه براي. آمد بدست

degenerate شرايط سازي بهينه از پس و طراحي PCR  بـا 
 cDNA و پرايمرهـا  غلظت تغيير و دمايي شيب از استفاده
 جفـت  يـك  نظر مورد باند شدن مشخص و استفاده مورد
 داخلـي  كنترل براي. گرديد انتخاب آن براي خاص پرايمر

 .)1 جدول( شد استفاده آلفاتوبولين ژن از )شاهد(
 

RT-PCR كمي نيمه 
 مـدل  (ترموسـايكلر  دسـتگاه  از استفاده با PCR واكنش

Techne TC-515( از چهارم يك غلظت با و cDNA انجام 
 دمـاي  در ابتـدايي  سـازي  واسرشته شامل دستگاه برنامه. شد
°C94 بــا چرخــه 35 آن از پــس دقيقــه، 3 مــدت بــه 

  تمـــد بـــه oC94 دمـــاي در ثانويـــه ســـازي واسرشـــته
 ليمـونن  پرايمرهـاي  بـراي  oC5/42 اتصـال  دمـاي  ثانيه، 45

 هـر  سينتاز توبولين پرايمرهاي براي oC8/54 دماي و سينتاز
ــه كــدام ــه oC72 تكثيــر دمــاي دقيقــه، 1 مــدت ب   مــدت ب

 انجام دقيقه 10 مدت به oC72 نهايي تكثير مرحله و دقيقه 1
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 ارزآگ ـ ژل روي الكتروفورز وسيله به PCR هاي وردهآفر. شد
 و شـده  مشـخص  مايـد وبر اتيـديوم  بـا  آميزي رنگ و 7/1%
 UVP Bioimaging( مينـاتور وايل تـرنس  دسـتگاه  وسـيله  به

system (Transilluminator گرديد تصويربرداري. 
 
 PCR محصول توالي تعيين و سازي خالص

 استخراج كيت از ،PCR محصولات سازي خالص جهت
DNA، شـركت  محصول Fermentas  كاتـالوگ  شـماره  بـا 

K0513 ــه. شــد اســتفاده ــر 250 منظــور ايــن ب  از ميكروليت
 و مخلوط 6 ×بارگذاري بافر حجم 1/0 با PCR محصولات

 ژل در kb1 مولكـولي  وزن كـش  خـط  ميكروليتر 2 با همراه
 بـا  ساعت يك مدت به سپس و بارگذاري )w/v( %1 آگارز
 ،DNA آميـزي  رنگ براي .گرديد الكتروفورز ولت 85 ولتاژ
 برومايـد  اتيديوم محلول يك در دقيقه 10مدت به گارزآ ژل
 در. شد داده قرار ليتر ميلي در ميكروگرم 5/0 نهايي غلظت با

 مينـاتور وايل ترانس دستگاه وسيله به PCR محصولات نهايت
 سـرعت  بـه  نظـر،  مورد قطعه به مربوط باند و آشكارسازي

 DNA سـپس . شـد  بريـده  ژل از تيـز  جراحـي  تيـغ  توسط
 شـده  تشـريح  روش با مطابق و شده برده نام كيت هوسيل به
 سـازي  خـالص  و اسـتخراج  ژل از سازنده، شركت وسيله به

 ميكروليتـر  1 نظر، مورد DNA سازي خالص از پس. گرديد
 آگـارز  ژل يـك  در وفـورز الكتر از استفاده با آن محصول از
2/1% )w/v( محصول. گرفت قرار بررسي مورد PCR  پـس 
ــين از ــت، تخم ــ غلظ ــين تجه ــوالي تعي ــه ت ــركت ب  ش

Geneservice شد ارسال انگلستان. 
 
 نوري ميكروسكوپ با مطالعه براي ها نمونه سازي آماده

 هـاي  روغـن  هاي كانال موقعيت بررسي و مطالعه جهت
ــرّ ــاه ايــن در ارف  فيكســاتور در هــا گــل تثبيــت از پــس گي

 حداقل مدت به )حجمي 3 به 1 نسبت به( گليسرين -الكل
 پس. شد انجام )عرضي( دستي گيري برش آنها زا هفته، يك
 دقيقـه  3-5 مدت به ها نمونه ،شفافيت منظور به ،شستشو از
 هـا  نمونـه  آميزي رنگ براي. شدند داده قرار %1 ژاول آب در
 قـرار  متيـل  سـبز  در ثانيـه  30 و زاجـي  كارمن در دقيقه 10

 و شـده  شستشـو  مقطر آب با ها نمونه بار هر از پس. گرفتند
 .شدند مشاهده نوري ميكروسكوپ با تاًنهاي

 

 نتايج
 نظـر  مورد قطعه به مربوط باند تشكيل عدم به توجه با

 هـاي  گـل  و برگ ريشه، در )bp490( سينتاز ليمونن ژن از
 ژن كه شد مشخص )<mm5( بزرگ و )mm5-4( متوسط
 بانـد  ظهـور . گـردد  نمـي  بيان ها اندام اين در سينتاز ليمونن

bp490 كوچـك  بسـيار  هـاي  گـل  و ساقه در )mm2<( و 
 شكل( بود آنها در ژن اين بيان گرنشان )mm4-3( كوچك

 و شده مشاهده ساقه در سينتاز ليمونن ژن بيان حداكثر. )3
 مقدار بيشترين كوچك و كوچك بسيار هاي گل آن از پس
 بيـان  آغاز زمان بررسي از حاصل نتايج. دادند نشان را بيان
 زيـره  گيـاه  نموي و رشد احلمر طي در سينتاز ليمونن ژن
 مراحل در كامل گياهان از استفاده با كه تحقيق اين در سبز

 چند و پنج چهار، سه، دو، و يك مرحله برگي دو مختلف
 نشـان  شـد  انجـام  گلدهي آغاز و گلدهي پيش نيز و برگي
 شدت كه شود مي بيان فوق مراحل تمام در ژن اين كه داد
 يابـد  مـي  افـزايش  گلـدهي  همرحل ـ به گياه ورود با آن بيان

 در نوكلئوتيـدي  279 قطعـه  تـوالي  تعيين نتايج. )4 شكل(
 490 بخــش از( ســاقه در نوكلئوتيــدي 381 قطعــه و گــل

ــدي ــورد نوكلئوتي ــر م ــاه در )نظ ــاتي پايگ  NCBI اطلاع
 سـبز  زيـره  گياه در گل سينتاز ليمونن ژن كه كرد مشخص

 برخي ابباشد كه     مي %58-63 بين ساقه در و %60-64 نبي
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 نتيجـه . )2 جـدول ( دارد تشـابه  آن داراي گياهـان  ساير از
 و سـبز  زيره در گل سينتاز ليمونن ژن يئجز توالي مقايسه
 آنهـا  تـوالي  در تشابه %64 دهنده نشان Citrus limon ليمو
 مطالعـات  از حاصـل  نتـايج  همچنـين . )5 شـكل ( باشد مي

 هـاي  روغـن  كـه  كـرد  مشخص پژوهش اين در آناتوميكي
 در هـايي  كانال در ليمونن، مانند هايي مونوترپن داراي رفرا

 .)6 شكل( دارند وجود سبز زيره )گل( ميوه ديواره

 

   
 

   نمويمرحلهمتر در چهار  به ميليها  اندازه گل: ، چپگلدهيزيره سبز در مرحله : راست -1شكل 
)a :mm2< ،b :mm4-3 ،:c mm5-4 ،:d mm5>( 

 

 
 

 زيره سبز در مراحل مختلف نموي  اندازه گياه -2شكل 
 چهار برگي، d: سه برگي، c: دو، مرحلهدو برگي : b يك، مرحلهدو برگي : aترتيب  به(

 :e ،پنج برگي f : ،چند برگيg :گلدهي پيش،h : و گلدهيآغاز i :گلدهي( 
 

  ترادف پرايمرهاي مورد استفاده -1جدول 
)Ls : ،ليمونن سينتازTUB : ،توبولين سينتاز:F پرايمر forward ،:R پرايمر reverse( 

 نام ژن )′3 →5(پرايمرها  )bp(طول قطعه تكثير شده 
F  GATGATATTTACGATGTCTATGGTAC 490 
R  GAATTGATTTCGGCACATCGCCTC LS 
F  GAGCCAGATCTTCACGAGCTT 119 
R  CTTCTCGCGCATTGACCATA TUB 
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 )ب(
 

 هاي مختلف زيره سبز سينتاز در اندام بررسي بيان ژن ليمونن -3شكل 
 هاي مختلف زيره سبز  اندام در) ژن كنترل (Tub و توبولين Ls ژن ليمونن سينتاز PCRتصوير الكتروفورزي محصول ) الف

 هاي مختلف  در اندامLsگيري مقدار نسبي بيان ژن   اندازه) ب
:R  ،ريشهS :،ساقه L : ،برگF1 :ي اه گلmm2< ،F2 :هاي  گلmm4-3 ،F3 :هاي گل mm5-4 ،F4 :هاي  گلmm5>  

 . است ها بر روي هر ستون رسم شده برداري معيار خطاي نمونه
 .باشد دار مي  و حروف غيرمشترك بيانگر تفاوت معنيهشدانجام % 1ها با استفاده از آزمون دانكن در سطح  مقايسه ميانگين
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 )ب( 
  مراحل رشد و نموي زيره سبز  بررسي بيان ژن ليمونن سينتاز در طي-4 شكل

نموي  در مراحل مختلف رشد و) ژن كنترل (Tub و توبولين Ls ژن ليمونن سينتاز PCR تصوير الكتروفورزي محصول -)الف
  در مراحل رشدي مختلفLsگيري مقدار نسبي بيان ژن   اندازه-)ب

ladder :La V1 : 1 مرحلهدو برگي ،:V22 مرحلهبرگي   دو ،V3 :،سه برگي V4 :برگي،  چهارV5 : ،پنج برگيV6 : ،چند برگيR7 : گلدهيپيش ،R8 : گلدهيآغاز. 
 . است ها بر روي هر ستون رسم شده برداري معيار خطاي نمونه

 .باشد دار مي ه و حروف غيرمشترك بيانگر تفاوت معنيشدانجام % 1ها با استفاده از آزمون دانكن در سطح  مقايسه ميانگين

 
 

 ليمونن سينتاز: Lsگل و ساقه زيره سبز با برخي گياهان،   تشابه ترادف ژن ليمونن سينتاز از درصد-2 جدول
Max identity Description Accession flower shoot 

Citrus jambhiri Ls. AB266584.1 63%  63%  

Citrus limon Ls. AF514287.1 63%  63%  

Citrus unshiu Ls. AB110637 63%  63%  

Ricinus communis Ls. XM002512822.1 60%  58%  
Citrus limon Ls.                   AF514289.1 64%  63%  
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 و ) (Cuminum cyminumرديف شده ژن ليمونن سينتاز گل از گياه زيره سبز   بخشي از توالي هم-5شكل 
 NCBI در AF514289.1با شماره ثبت  )Citrus limon(ليمو 

 

 
 ؛دنده ار را نشان ميفرّ هاي روغن  محل كانالي سياه رنگها فلشهاي جوان زيره سبز،  برش عرضي از گل:  راست-6 شكل

 يك كانال: چپ
 

 
 بحث

 در سينتاز ليمونن ژن وجود تحقيق اين از حاصل نتايج
 در ژن اين بيان. كرد ثابت بار اولين براي را سبز زيره
 محققان نتايج با مطابقت در گل و ساقه جوان هاي اندام
 )ليمونن( مونوترپن مقدار اند نموده مشخص كه است قبلي
 جوان ميوه و برگ مانند هايي اندام نمو ابتدايي مراحل در

 براي. يابد مي كاهش آنها نمو با تدريج به و يافته افزايش

 Salvia گياه هاي برگ در ها ونوترپنم بيوسنتز ،مثال

officinalis و Majorana hortensis، هاي ميوه Carum 

carvi برگ و شاخ و Pinus pinaster دوره به محدود 
 ,.Gershenzon et al( است اندام نموي مرحله در كوتاه

 گياه اي غده هاي كرك در مونوترپن توليد و )2000
Peppermint محدود روز 12-20 سن با هايي برگ به 

 مختلف گياهان در. )McConkey et al., 2000( شود مي
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 هاي متابوليت و آن ساز ذخيره جوان هاي اندام در ژن اين
 نمو با و گرديده بيان ميوه و برگ مانند آن از مشتق ثانويه

 از بسياري ماده پيش كه ليمونن ميزان از اندام تدريجي
 Bouwmeester et( گردد مي كاسته است مشتق هاي تركيب

al., 1998 ؛Lucker et al., 2004 ؛Munoz-Bertomeu et 

al., 2008( ها گل مورد در تحقيق اين از حاصل نتايج با كه 
 با تحقيقات ساير نتايج رابطه همين در. دارد مطابقت
 در GC وسيله به تجزيه و گيري عصاره روش از استفاده
 مقدار هك كرد مشخص سياه زيره نموي مختلف مراحل
 نمو طي در تدريج به و بوده زياد جوان هاي ميوه در ليمونن
 مراحل به آن سازي ذخيره و شده كاسته آن مقدار از ميوه

 آن توليد نهايي مراحل در و محدود ميوه نمو ابتدايي
 همچنين. )Bouwmeester et al., 1998( گردد مي متوقف
 كه نمود مشخص RNA-blot روش از استفاده نتايج

 مرحله در Peppermint گياه در ها مونوترپن بيوسنتز افزايش
 فرايند ،برداري رونوشت از پس و شود مي تنظيم ژن بيان

 يك طول در بيوسنتزي، مسير ابتداي در سرعت به ترجمه
 آن از پس و شده انجام برگ نمو از كوتاه نسبتاً دوره
. دشو مي متوقف ها مونوترپن توليد و كرده تغيير ها آنزيم
 بيوسنتز كه است كرده ثابت نيز ديگر تحقيقات برخي نتايج
 برداري رونوشت سطح در ها ترپن سسكويي و دي مونو،
 بودن زياد. )McConkey et al., 2000( شوند مي تنظيم
 جوان هاي بافت در )GPP( ها مونوترپن سنتز ماده پيش
 ها بافت اين در ها مونوترپن سريع توليد سبب تواند مي

 و شده آنها شكارگرهاي جذب يا و خوارها علف دفع جهت
 اين بودن زياد همچنين. گردد آنها محافظت سبب نتيجه در

 توليد جهت اي محدودكننده عامل ها گل در ماده پيش
 توتون گياه با رابطه در تحقيقات نتايج. باشد نمي ها ترپن

 در كه كرد مشخص سينتاز ليمونن ژن با شده تراريخت

 محيط به آن از شده منتشر ليمونن مقدار از گل نمو طول
 تمام. )Lucker et al., 2004( شود مي كاسته اطراف
 داراي Rosa damascene گياه در گل هاي قسمت
 فنجاني ها گلبرگ وقتي معمولاً كه بوده ارفرّ هاي روغن
 خود مقدار حداكثر به شوند مي رنگ زرد ها پرچم و شكل
 ارفرّ هاي روغن اصلي ءاجزا ها نترپ كه ييجا آن از. رسد مي

 مقدار ،)Sangwan et al., 2001( دهند مي تشكيل را گياهان
 ميزان از شاخصي عنوان به تواند مي ارفرّ هاي روغن
 .شود گرفته نظر در گياه هاي ترپن

 در گياه اين ساقه در سينتاز ليمونن ژن بيان بالاي ميزان
 گياهان برخي ردمو در پيشين، تحقيقات نتايج برخي ييدأت

 بر توجهي قابل ثيرأت حرارت درجه و فتوپريود. است ديگر
 Micromeria گياه در آن هاي تركيب و ارفرّ روغن مقدار

fruticosa L. مرحله آنها بر ثرؤم عامل مهمترين و نداشته 
 هاي تركيب از برخي درصد بر تواند مي كه است نموي
 بگذارد ثيرأت گياه اين برگ بلوغ طي در روغن در موجود

)Dudai et al., 2001( پولگون و ليمونن مقدار كه طوري به 
)pulegone( مانند هايي تركيب و كاهش نمو طي در 

 نئوايزومنتون و )isopulegon( ايزوپولگون
)neoisomenthone( انتهاي در گياه اين در. يابد مي افزايش 

 يافته كاهش آن ميزان گياه نمو با بوده زياد ليمونن مقدار ساقه
 سطوح حاليكه در رسد، مي صفر به مسن هاي اندام در و

 ايزومنتول )pulegol (پولگول مانند مونوترپني هاي الكل
)isomenthol( ايزوپولگول و )isopulegol( ساقه انتهاي در 
 هاي برگ در تدريج به ولي نداشته وجود جوان هاي برگ و

 از ونوترپنيم هاي الكل احتمالاً. يابد مي افزايش مسن
 مشتق مونوترپني ستوني هاي حدواسط و ليمونن ساز پيش
 زيادي مقادير ها برگ مانند نيز جوان هاي ساقه. شوند مي

 از گياه تر ينيپا هاي بخش در كه داشته پولگون و ليمونن
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 هاي تركيب در فصلي تغييرات. شود مي كاسته آن مقدار
 به .Micromeria fruticosa L گياه ارفرّ روغن شيميايي
 شرايط به مستقيماً و داشته بستگي برگ بلوغ به عمده شكل

 نقش به تغييرات نوع اين احتمالاً كه ندارد ارتباط محيطي
 ذخيره ارفرّ هاي روغن در شده ذخيره هاي تركيب اكولوژيكي

 بستگي نموي و رشد مختلف دوران در گياه اين در شده
 .)Dudai et al., 2001( دارد

 طي در سينتاز ليمونن ژن بيان آغاز نزما بررسي
 فقط كه آنجا از كرد مشخص سبز زيره گياه نموي مراحل
 مرحله از قبل تا كنند، مي بيان را ژن اين ها گل و ساقه

 طي در بيان حداكثر و شده بيان ساقه در ژن اين زايشي
 كه اين به توجه با. باشد مي گلدهي مرحله در گياه نمو
 سنتز ،)هفته چهار حدود( بوده كوتاه گياه در رويشي دوره

 بالاي عملكرد از اي نشانه تواند مي )ليمونن( مونوترپن
 اين در ها سلول بالاي فعاليت به توجه با. باشد ها سلول
 از برخي نتايج. است توجيه قابل آن بالاي بيان دوره،

 سينتازها مونوترپن از تعدادي كه نموده مشخص محققان
 ليمونن ،مثال براي كنند، توليد ولمحص چند توانند مي

 به را GPP ماده پيش تواند مي ترنسفورم نعنا گياه سينتاز
 Munoz-Bertomeu et( كند تبديل ميرسن و پينن ليمونن،

al., 2008( .را گياه دفاعي خاصيت مواد اين كه آنجا از 
 طي در را گياهان آنها توليد احتمالاً دهند، مي افزايش
 خواري علف و زا بيماري عوامل از ينمو و رشد مراحل

 تواند مي كه )Ibrahim et al., 2001( نمايد مي محافظت
 دوره طول در سينتاز ليمونن ژن مئدا بيان دلايل از يكي

 بيان از حاصل نتايج ييدأت در همچنين. باشد گياه زندگي
 كه نموده مشخص نامحقق نتايج گياه، اونتوژني طي در ژن

 ارفرّ هاي روغن سازي ذخيره هاي ژگيوي مهمترين از يكي
 مرحله به وابسته ليمونن، مانند آن در موجود هاي ترپن و

 آن هاي سلول و بافت اندام، نتيجه در و گياه نموي
 اوايل در مواد اين توليد موارد همه در تقريباً. باشد مي

. )Sangwan et al., 2001( است بوده گياه رشدي دوره
 بالاترين )Mentha arvensis( ژاپني نعنا گياه در همچنين
 گل هاي جوانه ايجاد مرحله در منتول و ارفرّ روغن مقدار

. )Duriyaprapan et al., 1986( است شده گزارش گياه در
 ).Plargonium spp( شمعداني گياه اونتوژني طي در

 در و يافته افزايش گلدهي آغاز با ارفرّ روغن مقدار معمولاً
 سرعت به سپس رسيده، حداكثر به شكوفايي مرحله
 توليد بين قوي ارتباط. )Francis, 1971( است يافته كاهش
 با آن ارتباط ،بافت و گياه نموي مرحله با ارفرّ هاي روغن
 دهد مي نشان را خاصي اوليه بيوشيمياي هاي فعاليت

)Sangwan et al., 2001( .ساير از برخي نتايج همچنين 
 و سينتاز ليمونن ژن بيان بين را مستقيمي ارتباط تحقيقات،

 توان مي كه است نداده نشان شده توليد ليمونن مقدار
 مرحله در هم ليمونن سنتزكه  كرد استنباط

 از بعد و ترجمه( آن از پس هم و برداري رونوشت
؛ Gershenzon et al., 2000( است تنظيم قابل )ترجمه

McConkey et al., 2000 ؛Munoz-Bertomeu et al., 

 زياد براي قطعي دليل ژن اين بالاي بيان بنابراين. )2008
 بيشتري هاي بررسي به نياز و نبوده ساقه در ليمونن بودن
 آنجا از ها گياهچه و گل جوان هاي بافت در همچنين. دارد
 وجود GPP ماده پيش مينأت جهت كمتري محدوديت كه

. است زياد )سينتاز ليمونن( سينتاز مونوترپن ژن بيان دارد
 كدكننده هاي ژن برخي زمان هم بيان ديگر سوي از

 هاي ژن با DXS مانند MEP مسير تنظيمي هاي آنزيم
 از بيشتري مقادير توليد تواند مي ها مونوترپن سنتزي

 را فوق مراحل در )ليمونن( گياه خاص هاي مونوترپن
 اين در كه )Munoz-Bertomeu et al., 2008( شود سبب
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 نتايج مقايسه. است نياز مورد شتريبي تحقيقات مورد
 ژن نوكلئوتيدي توالي يئجز تشابه درصد از حاصل
 از ديگر برخي با بررسي اين در سبز زيره سينتاز ليمونن
 ژن اين ساختار بالاي مشابهت كننده مشخص گياهان ساير
 اين احتمالاً. باشد مي گياهي مختلف هاي خانواده بين در
 زيادي شده حفاظت مناطق ارايد ها گونه تكامل طي در ژن
 منبع سينتازها ترپن و )Buchanan et al., 2000( بوده

 .)Bohlmann et al., 1998( دارند مشتركي تكامل
 پژوهش اين در آناتوميكي مطالعات از حاصل نتايج
 باشد مي زمينه اين در قبلي تحقيقات نتايج با مطابق

)Parthasarathy et al., 2008( .محققان ساير نتايج 
 از سري يك در ارفرّ هاي روغن كه است كرده مشخص

 هاي گروه ويژه كه اپيدرمي يا مزوفيلي خاص ساختارهاي
 و شده ذخيره سپس و سنتز هستند متفاوت تاكسونوميكي

 هاي گونه در ساختارها اين. شوند مي منتشر محيط در يا
 هاي ميوه يا و گل ساقه، ريشه، برگ، در توانند مي مختلف

 به است ممكن ساختارها اين. باشند داشته وجود اهگي
 ترشحي، هاي غده روغن، حاوي هاي سلول شكل
 ,Fahn( شوند ديده ديگر انواع يا و اي غده هاي كرك

 مقدار به ليمونن مانند هايي مونوترپن همچنين. )1988
 سازي ذخيره و دارند وجود ها رزين و ها روغن در زيادي
 هاي كرك مانند پيچيده ترشحي ساختارهاي با اغلب آنها
. دارد ارتباط رزيني مجاري يا ترشحي حفرات اي، غده
 اين هاي سلول بالاي فعاليت با ها مونوترپن زياد سنتز

 ارتباط هستند آنها ذخيره و بيوسنتز محل كه ساختارها
 را فعاليت بيشترين مولد، جوان هاي بافت در عمدتاً و دارد
 .)Gershenzon et al., 2000( دارند
 گياه در كه نمود مشخص تحقيق اين نتايج مجموع در
 هاي گل از نمو طي در سينتاز ليمونن ژن بيان سبز زيره

 كاهش )<mm5( بزرگ تا )mm2-1( كوچك بسيار
 بسياري براي ليمونن بودن ساز پيش به توجه با كه يابد مي
 در ليمونن مقدار كاهش. باشد مي توجيه قابل ها تركيب از

 از. است مشتق مواد به آن تبديل علت به بالغ هاي بافت
 مقابل در ليمونن شيميايي هاي ويژگي برخي ديگر سوي
 دلايل از يكي تواند مي خواري علف و زا بيماري عوامل
 اهگي زندگي طول در نيز و ساقه در آن ملاحظه قابل بيان

 انتقال و توليد احتمالاً ساقه در آن بيان چه اگر باشد،
 بعدي مراحل جهت ها گل به ماده پيش اين از بيشتري

 سبب را گياه زايشي مرحله طول در اي ذخيره و بيوسنتزي
 ليمونن ژن بين شباهت ملاحظه قابل درصد. شود مي

 بر دليلي تواند مي گياهان ساير و سبز زيره در سينتاز
 علت با رابطه در. باشد تكامل طي در ژن اين محافظت

 هاي بررسي ،سبز زيره گياه ساقه در زسينتا ليمونن ژن بيان
 توليد در كه هايي  ژن بررسي همچنين. است لازم بيشتري
 در نيز و دارند شركت DXS مانند GPP ماده پيش

 توليد با مرتبط فيزيولوژيكي و فتوسنتزي فرايندهاي
 .رسد مي نظر به ضروري ،دارند مشاركت ها مونوترپن
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Abstract 
In this study, limonene synthase (Ls) gene expression was investigated with SQ-RT-PCR 

method in organs and also during some developmental stages of cumin (Cuminum cyminum L.) 
native to Iran. After culture and sampling of roots, shoots and leaves (one stage of each) and 
flowers (four stages of developmental phases), results revealed that this gene was expressed in 
very small (<2mm) and small (3-4mm) flowers in size and shoot vegetative tissue, while it was 
not expressed in roots, leaves, medium (4-5mm) and larger flowers. Maximum gene expression 
of limonene synthase was observed in shoot, very small and small flowers, respectively. During 
developmental stages of the flowers, LS gene expression was highest in the youngest stage, but 
this was gradually declined and ceased at later developmental stages. Results revealed that this 
gene was expressed during different growth and developmental phases from two leaves to 
flowering of intact plants, with an increase during generative phase that confirmed synchronize 
gene expression on both vegetative and reproductive organs. Partial sequencing of limonene 
synthase gene revealed that cumin is 58%-64% identical to that of some other plants. 
Anatomical studies indicated that essential oil ducts were located on the fruit tissue. The overall 
results of the present research showed high expression of LS gene in young reproductive organs, 
while the high level of expression in shoot vegetative tissue and during whole period of plant 
life cycle was a remarkable point. 

 
Key words: SQ-RT-PCR, Cumin (Cuminum cyminum L.), limonene synthase gene. 

 


