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Abstract 

 

Background and Objectives 

Drought is a major abiotic stress that limits agricultural crop production. Thyme (Thymus 

vulgaris L.) is an aromatic and medicinal plant which is very important for the herbal 

industry. This study was aimed to investigate the variation some of the secondary 

metabolites and morphological traits as well as changes in expression of genes involved 

in the biosynthesis of thymol (including HMGR and TPS2) by real-time PCR. One of the 

main goals of the present study was to find out the relationship between the transcript of 

these genes and related metabolites in thyme. 

 

Materials and Methods 
This study was conducted in the greenhouse of Iranian Institute of Medicinal Plants of 

Jahad Daneshgahi (Karaj, Iran) in 2016. The experimental design was a randomized 

complete block design with 5 replication and 4 water deficit stress treatments, including 

100% (T1, control), 70% (T2, mild stress), 40% (T3, moderate stress), and 20% (T4, severe 

stress) of field capacity (FC). Total RNA was extracted from leaves using TRIzol reagent 

following the manufacturer’s instructions. First strand synthesis of cDNA was performed 

immediately using 1 µg of total RNA with simultaneous use of oligo-dT (50 µM) primers 

and random hexamer and reverse transcriptase enzyme following the manufacturer 

protocol. In order to examine gene expression by real-time PCR, the method of 

fluorescence dye SYBR green (Fermentase, USA) was used. The amount of thymol and 

carvacrol were measured by HPLC. 

 

Results 

Results of morphological traits showed that increasing the water deficit stress caused a 

decrease in root biomass, shoot fresh weight, plant height, root length, and the number of 
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side branches. Results of gene expression profiling showed that the highest expression of 

TPS2 and HMGR genes and the highest amount of thymol and carvacrol was obtained in 

treatment T2 (70% FC). 

 

Discussion 

TPS2 and HMGR gene expression changes were similar to the changes of monoterpenes 

thymol and carvacrol in all treatments and the highest number of monoterpenes and gene 

expression were obtained in mild water deficit stress treatment in comparison with 

control, moderate, and severe stresses. Altogether, according to the results of this study, 

mild stress had a significant effect on increasing the expression of HMGR and TPS2 and 

led to a higher production of monoterpenes. 

 

Keywords: Carvacrol, Morphological traits, Thymol 
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و (HMGR) ردوکتاز  Aمتیل گلوتاریل کوآنزیم  -3هیدروکسی  -3بررسی بیان ژن 

 (.Thymus vulgaris L)آبی در آویشن باغی  تحت تنش کم (TPS2)گاماترپینن سینتاز 
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 چکیده
ها و برخی صفات مورفولوژی )شاامل   های دخیل در مسیر بیوسنتز مونوترپن این آزمایش با هدف بررسی بیان ژن

های کامل تصادفی با  تعداد ساقه جانبی( در قالب طرح بلوکریشه و اندام هوایی، ارتفاع بوته، طول ریشه و وزن تر 

 درصاد  01، تنش متوساط( و  T3) درصد 41، تنش ملایم(، T2) درصد 01، شاهد(، T1) درصد 011تیمار شامل شرایط  4

(T4ظرفیت مزرعه )ژوهشکده گیاهان دارویی جهاد دانشاااهی کارد در ساال    پدر گلخانه تحقیقاتی ای  ، تنش شدید

آبای وزن تار ریشاه، وزن تار      . نتایج حاصل از صفات مورفولوژی نشان داد که با افزایش تنش کماجرا گردید 03۳4

هاا نشاان داد کاه     کاهش یافت. نتایج بررسی بیان ژن های جانبی اندام هوایی، ارتفاع بوته، طول ریشه و تعداد ساقه

حاصال شاد. روناد     T2ل و کارواکرول در تیمار و بیشترین میزان تیمو HMGRو  TPS2های  بیشترین میزان بیان ژن

با روند تغییرات میزان مونوترپن تیمول و کارواکرول در همه تیمارهاا مشاابه    HMGRو  TPS2های  تغییرات بیان ژن

 T1و ساس  در تیماار    T2در تیماار   HMGR و TPS2هاای   هاا و بیاان ژن   که بیشترین میزان موناوترپن  طوری بود؛ به

حاصل شد. در مجموع با توجه به نتایج حاصل از این پژوهش، تانش   T4و  T3مشاهده شد و کمترین نیز در تیمارهای 

 گردید. ها  مؤثر بود و منجر به تولید بیشتر مونوترپن HMGRو  TPS2های  ملایم بر افزایش بیان ژن

 

 ، کارواکرولصفات مورفولوژیتیمول، ها:  کلیدواژه

 

 مقدمه
تاری    یکای از باگر    Lamiaceaeخاانواده ننناعیاان   

های گیاهی است که دارای پراکنش جهانی )باه ییار    خانواده

باشند. ای  خاانواده دارای   از مناطق قطب شمال و جنوب( می

های منطار و   جنس و دو تا پنج هگار گونه از بوته 266حدود 

هاا   ترپ کننده  های کوتاه است. ایلب ننناعیان تولید درختچه

طاور   ترکیباات را )باه   و انواع ترکیبات دیگر هستند که ای 

هاای   هاا و انادام   هاا، سااقه   عمده( در یدد اپیادرمی بار   

 ,Baghallian and Naghdibadyکنند ) زایشی ذخیره می

تاری  گیاهاان دارویای     (. گیاه آویش  یکی از مها  2000

ناوع ترکیاب شایمیایی     26است که با دارا باودن بایش از   

تری  گیاهان دارویای باه    شده و مؤثر، یکی از مه  اختهشن

تاری  مااده    . مها  (Horwath et al., 2008)رود  شمار می

مؤثر موجود در آویش  تیمول است که به دلیا  خاوا    

اکسایدان آن   میکروبی، دارویی و آنتی خوار، ضد گیاه ضد

  (.Braga et al., 2008) باشد می
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هااای متنااوع   گااروهترپنوئیاادها ترکیبااات گیاااهی بااا   

ساااختاری بااوده کااه بااا وجااود داشاات  ساااختار و عملکاارد 

 دی  پیچیده، از واحدهای ایگوپرن پانج کربناه و ایگوپنتینا    

بااه وجااود   (IPP; isopentenyl diphosphate) فسااتات 

دو مسیر بیوسانتگی   (.Sauret-Güeto et al., 2006) آمدند

 ,.Schilmiller et al) جهت تشکی  ترپنوئیدها وجود دارد

 (MVA; Mevalonate)مسایر کلاسایم موالوناات      (؛2009

 ;MEP) فساتات  -4اریتریتاول   -D-متیا   - C-2و مسایر  

Methyl-erythritol-4-phosphate) (Lichtenthaler, 1999). 

 شاود و باه   سیتوسولی آیااز مای   IPPبا منابع  MVAمسیر 

 ;IDI)وساایله آنااگی  ایگوپنتنیاا  دی فسااتات ایگومااراز    

isopentenyl-diphosphate Disomerase )    به دی متیا  آلیا

 (DMAPP; dimethylallyl diphosphate) دی فساااتات

هاا تبادی     تارپ   برای ساخت ترکیباات ساگکویی و تاری   

 IPIترکیبات   ،MEPکه مسیر پلاستیدی  حالی شود، در می

هااا فااراه    را باارای مونااو، دی و تتراتاارپ    DMAPPو 

  (.Lane et al., 2010) کند می

از مسیر موالوناات در سیتوساول، در    IPPبرای تشکی  

باا ها     A (AC-COA)ابتدا دو مولکاول اساتی  کاوآنگی     

A (COA -(ACAC ))شده و استواستی  کاوآنگی    ترکیب

متیا    -3هیدروکسای   -3آورناد. در اداماه    را به وجود می

شاود.   تشاکی  مای  A (HMG-COA )گلوتاریا  کاوآنگی    

 (MVA) به موالونیام اساید   HMG-COAواکنش تبدی  

 ردوکتااز  Aمتی  گلوتاری  کاوآنگی    -3هیدروکسی  -3توسط 

(HMGR; 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A،) 

 (.7)شک   (Zhang et al., 2011) شود کاتالیگ می

 

 
 

 (MVA)و موالونات  (MEP)مسیر بیوسنتز متیل اریتریتول  -0شکل 
 DXP :0-دئوکسی-D-  فسفات؛  -5زایلوزDXR :0- فسفات ردوکتاز ایزومراز؛  -5دئوکسی گزیلولوز:DMAPP  دی متیل آلیل دی

متیل  -3هیدروکسی  -HMGR :3: ژرانیل ژرانیل دی فسفات؛ GGPP: ژرانیل دی فسفات؛ GPP: فارنسیل دی فسفات؛ FPPفسفات؛ 

 : موالونیک اسیدMVAفسفات؛  -4اریتریتول  -D-متیل - MEP :0-C: ایزوپنتنیل دی فسفات؛ IPP ردوکتاز؛  Aگلوتاریل کوآنزیم 

Figure 1. Methyl-erythritol-phosphate (MEP) and Mevalonic acid (MVA) biosynthesis pathway.  
DXP: 1- deoxy-D-xylulose5- phosphate; DXR: 1- deoxy-D-xylulose5- phosphate reductoisomerase;  

DMAPP: dimethylallyl diphosphate; FPP: farnesyl diphosphate; GPP: greanyl diphosphate;  

GGPP: geranyl geranyl diphosphate; HMR: 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A;  

IPP: isopentenyl diphosphate; MEP: Methyl- erythritol-4- phosphate; 

 MVA: Mevalonate 
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شااوند. اولاای   ساانتگ ماای MEPهااا از مساایر  مونااوترپ 

مرحله در ای  مسیر متراک  شدن پیروات و گلسیرآلدهید 

 (DXS) سااینتاز DXPتوسااط آنااگی   (G3P) فسااتات -3

 (DXP) فساتات  -5زایلوز   -D-یدئوکس -7منظور ایجاد   به

 (DXP)ردوکتاز ایگوماراز    DXP، توسطDXPاست. سپس 

 .(Carretero-Paulet et al., 2002) شاود  تبدی  می MEPبه 

 -(E)-2متیاا -2هیدروکساای -7در آخااری  مرحلااه نیااگ  

های مورد  ( به پیش مادهHMBPP) دی فستات -4بوتنی  

 شااود تباادی  ماای  DMAPPو  IPP هااا ینناای  نیاااز تاارپ  

(Rohdich et al., 2003.) IPP  وDMAPP  توساااط

توانند به یکدیگر تبدی  شوند. در  می IDIفنالیت آنگیمی 

ادامه با ترکیب شدن ای  دو ماده و تحت تأثیر ژرانی  دی 

کاه   (GPP) ، ژرانیا  دی فساتات  (GPPs) فستات سینتاز

(. 7آیاد )شاک     هاست، به وجود مای  پیش ماده مونوترپ 

GPP  ها  نیگ تحت تأثیر آنگی  مونوترپ  سینتاز به مونوترپ

(. گاماترپین  ساینتاز  Davis et al., 2005شود ) تبدی  می

یم مونوترپ  سینتاز است که ژرانیا  دی فساتات را باه    

کند. مسیر تشکی  تیمول در آویش   گاماترپین  تبدی  می

ساایم   بااا مونااوترپ  گاماااترپین  شااروع و از طریااق پاای  

اتیاام در مساایر بااه تیمااول و کااارواکرول تباادی     آروم

 (. 2)شک   (Poulose and Croteau, 1978) شود می

عنوان آناگی  کلیادی مسایر     به HMGRدر گیاهان آنگی  

 ,.Hemmerlin et al) شاناخته شاده اسات    MVAبیوسنتگی 

 متیا  گلوتاریا    -3هیدروکسی و -3ای  آنگی  ماده  (.2003

بااه  NADPHمولکااول  2را بااا اسااتتاده از   Aکااوآنگی  

کند که اولی  مااده حاد واساط     موالونیم اسید تبدی  می

باشاد. باا توجاه باه      مای  MVAاختصاصی مسیر بیوسنتگی 

ها نقش ندارد، اماا   در تولید مونوترپ  HMGRکه ژن  ای 

شااده کااه ایاا  ژن در ساانتگ   در برخاای مقااازت گااگارش 

 (.Hampel et al., 2007) ها نقش داشاته اسات   مونوترپ 

 پریاوش  روی گیااه گا    .Schuhr et al( 2003مطالنات )

(Catharanthus roseua)   شواهدی دال بر مشاارکت دو

کلروپلاساتی در تاأمی     MEPسیتوساولی و   MVAمسیر 

هاا   بارای تولیاد موناوترپ     DMAPPو  IPPسازهای  پیش

 هاای تارپ  ساینتازها    دهد. تاکنون تنادادی از ژن  ارائه می

(TPS)     در چناادی  گونااه مهاا  از ننناعیااان شناسااایی و

های کلیدی در پایی   یکی از ژن TPS2بررسی شدند. ژن 

دساات مساایر بیوساانتگ تیمااول اساات کااه منجاار بااه ساانتگ   

سایم  و ساپس تیماول و کاارواکرول      گاماترپین  باه پای  

  (.Lane et al., 2010) شود می

تری  عوام  محیطی کااهش رشاد    کمبود آب از مه 

 و عملکاارد بساایاری از گیاهااان زراعاای، بااایی و دارویاای 

 به خصو  در مناطق خشم و نیماه خشام دنیاا اسات    

گااگارش شااده اساات کااه تاانش خشااکی ساابب کاااهش   

 عملکاارد صااتات مورفولااوژی در گیاااه آویشاا  شااد     

(Babaee .et al., 2010.) 
 

 
 

 : ژرانیل دی فسفاتGPP .(Mikio and Taeko, 1962) مسیر بیوسنتز تیمول و کارواکرول -0شکل 
Figure 2. Thymol and carvacrol biosynthesis pathway (Mikio and Taeko, 1962)  

 GPP: greanyl diphosphate 
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تنش آبی سبب افاگایش  ای مشاهده شد که  در مطالنه

 ،(Dunford and Vazquez, 2005) اساانس در پوناه کاوهی   

 Aziz) و آویش  دناایی ( Seyyedan et al., 2014)مرزه 

et al., 2008)        شاد. تانش خشاکی زیااد باعاش کااهش

فتوسنتگ، اختلال در فرآیندهای فیگیولاوژیکی و سارانجام   

 ,.Jaleel et al)شاود   خشام شادن و مار  گیااه مای     

یکی از پیامدهای مستقی   تخریب یشاهای سلول (.2009

تاانش خشااکی بنااد از مرحلااه   . باشااد کمبااود آب ماای 

شاود   دار عملکارد داناه مای    افشانی باعش افت مننای  گرده

(Sharifi et al., 2017 .)( 2013مطالنات )Rahimi  روی

گیاه نننااع فلتلای نشاان داد کاه بیشاتری  میاگان بیاان ژن        

 اد.درصد اتتاق افت 15لیمون  سینتاز در تنش آبی 

که تاکنون مطالنات کمی در رابطاه باا    با توجه به ای 

های آویش  انجام شاده   آبی بر میگان تغییرات ژن تأثیر ک 

آبای بار    است، ای  تحقیق با هدف بررسی تأثیر تنش کا  

تنییرات برخی از ترکیبات اسانس، صتات مورفولوژی و 

هاای درگیار در    همچنی  میاگان تغییارات بیاان برخای ژن    

 بیوسنتگ تیمول در گیاه آویش  بایی انجام شد.مسیر 

 ها مواد و روش
 مواد گیاهی و اعمال تنش

در گلخانااه پژوهشااکده   7394ایاا  آزمااایش در سااال  

گیاهان دارویی کرج اجرا شد. باذرهای آویشا  باایی رقا      

 سساه ؤاز م (Thymus vulgaris L. CV. Varico 3) 3واریکو 

سوئیس توساط پژوهشاکده   تحقیقات اصلاح، تهیه نهال و بذر 

 .گیاهان دارویی جهاد دانشگاهی کرج تهیه شدند

 بذور استری  در محیط کشات موراشایو و اساکو    

(MS( )Murashige and Skoog, 1962) 36اوی حااا 

آگاار کشات   گارم در لیتار    1 سااکارز و گرم در لیتار   میلی

  های حااوی نموناه در اتااق کشات باا دماای       و شیشه شدند

 8ساعت روشانایی و   76نوری  هو دورگراد  سانتی 25 ± 2 

ساعت تاریکی نگهداری شدند. بی  مرحله چهارتاا هشات   

ای یام انادازه و مشاابه از     های درون شیشه برگی، گیاهچه

های کوچم باا ترکیبای از    نظر رویشی انتخاب و به گلدان

منتق  شدند و  3:7کوکوپیت و پیت موس استری  با نسبت 

و گاراد   سانتی 25±2اتاق رشد با دمای جهت سازگاری در 

ساعت تاریکی باا شادت    8ساعت روشنایی و  76فتوپریود 

هااای مااورد  لااوکس نگهااداری شاادند. گلاادان  1666نااور 

و متار   ساانتی  75استتاده از ناوع پلاساتیکی باا قطار حادود      

گارم   7266هاا   بودند و در همه گلادان متر  سانتی 25ارتتاع 

آزماایش، ررفیات زراعای    خاک ریخته شد. قب  از شروع 

درصاد تنیای  شاد.     76گیاری شاد و حادود     خاک انادازه 

خاک، گلدان و گیاه همگی جداگاناه وزن شاد و پاس از    

ها به مقدار مساوی آبیاری شدند تا نشااها   نشاکاری، گلدان

در مح  جدید استقرار یابند. گیاهان پس از اساتقرار نشااها   

ت تانش قارار   روز تح 27ماه پس از نشاکاری( به مدت  3)

گرفتند و هر دو روز یم بار باا توجاه باه درصاد ررفیات      

لیتر( آبیااری شادند.    میلی 24و  48، 84، 726ها ) زراعی آن

آبای   تیمارهای آبیاری مورد استتاده جهت اعمال تنش کا  

)تاانش  درصااد T2 :16)شاااهد(،  درصااد T1 :766شااام  

 درصااد T4 :26)تاانش متوسااط( و  درصااد T3 :46ملایاا (، 

)تنش شدید( بودند. آزمایش در قالب طرح  ررفیت زراعی

تکارار اجارا شاد و هار گلادان       5بلوک کام  تصاادفی باا   

عنوان یم تکرار در نظر گرفته شاد. بارای    گیاه به 2حاوی 

هاا از دو تکارار بیولاوژیکی اساتتاده شاد.       بررسی بیاان ژن 

عناوان   که چند بر  یم گیاه باا ها  ادیاام و باه     طوری به

هاا   ار بیولوژیم در نظر گرفته شد و ساپس از آن یم تکر

RNA   استخراج شد. برای صتات فیتوشیمیایی به علت بااز

های هر تیمار نمونه برگی جادا   بودن هگینه از تمامی گلدان

 (Pooled) شاده  عنوان یام تکارار ادیاام    و پس از ادیام به

گیاری   ها جهت اندازه استتاده شد. پس از پایان تنش، نمونه

مورفولااوژی و فیتوشاایمیایی برداشاات شاادند و     صااتات

، در ازت ماایع  RNAهای دیگاری جهات اساتخراج     نمونه

 -86فرو بارده شاد و تاا زماان انجاام آزماایش در یخچاال        

 نگهداری شد.گراد  سانتی

 گیری صفات مورفولوژی اندازه

پس از پایان تنش، صتات مورفولاوژی نظیار وزن تار    

متار( و   ارتتااع بوتاه )ساانتی   اندام هوایی )گرم در بوتاه(،  

گیاری شاد. همچنای  ریشاه      های جانبی انادازه  تنداد ساقه
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گیاه بند از قطاع قسامت هاوایی از گلادان بیارون آورده      

شد، شسته و عاری از خاک گردیاد و وزن تار )گارم در    

 گیری شد.  متر( اندازه بوته( و طول آن )سانتی

 سنجش میزان تیمول و کارواکرول

هاای   تیمول و کارواکرول بخش جهت سنجش میگان

مختلف گیاه به مدت یم هتتاه در هاوای اتااق خشام     

از پااودر ماااده  g76شاادند. بنااد از آساایاب شاادن، مقاادار 

متانول اضافه متر   میلی 766گیاهی در ارل  ریخته و به آن 

ساعت توسط دستگاه اولتراسونیم  2شد، سپس به مدت 

 ساااعت در دمااای  24گیااری شااد و بااه ماادت     عصاااره

( در محیط تاریم ماند. سپس گراد سانتی 25آزمایشگاه )

درجاه   -78شده تا زمان مصارف در دماای    عصاره صاف

دسااتگاه  (.Ghaedi, 2015) گااراد قاارار داده شااد سااانتی

HPLC  ماادلPLATIN blue    بااه همااراه پمااL7100 

در طاول ماوج    (PDA) مجهگ به آشکارساز آرایه فوتونی

افاگاری   وماتیم و راباط نارم  ، سیست  تگریق اتنانومتر 214

EZchrom  استتاده شد. ستون مورد اساتتادهNucleodur 

100-5, C18   ساخت شرکتMACHEREY-NAGEL 

متار   میلی 6/4و قطر داخلی متر  میلی 256کشور آلمان با طول 

 درصاد  45آب  Aود. فاز متحرک مورد استتاده شاام  فااز   ب

سرعت جریان صورت ایگوکراتیم و  استونیتری  به Bدر فاز 

گاراد باود.    درجاه ساانتی   36لیتار در دقیقاه در دماای     میلی 7

استونیتری  و آب باا خلاو  کرومااتوگرافی و ساایر ماوارد      

 .مورد استتاده از شرکت مرک تهیه گردید

 cDNAو سنتز  RNAاستخراد 

از باار  از روش ترایااگول    RNAجهاات اسااتخراج   

 بارای   (.Chomczynski and Sacchi, 1987) اساتتاده شاد  

، شاده   استخراج RNAدر  DNAاز بی  بردن ناخالصی ناشی از 

شارکت فرمنتااز     DNase I RNase-freeاز تیماار باا آناگی    

 DNase Iاستتاده گردید. برای حذف و ییرفنال کردن آناگی   

 مااوزر  میلاای 56بااا یلظاات   EDTAمیکرولیتاار  2مقاادار 

گاراد   درجاه ساانتی   15دقیقه در دمای  75و به مدت اضافه 

 شااده   اسااتخراج RNAقاارار داده شااد. کمیاات و کیتیاات  

 NanoDropاسااااتتاده از ژل آگااااارز، نااااانودرآ    بااااا 

(ThermoScientific 2000c, USA ) و اسااپکتروفتومتر

 به کمام کیات    cDNAبه  RNAارزیابی گردید. تبدی  
 

RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis K1622  
 

هاا و ساایر    شرکت فرمنتاز انجام شد و مقدار و یلظت آناگی  

اجگای واکنش بر اساس دستورالنم  ای  کیت تهیه و تنظای   

شااد. بااه منظااور بهینااه کااردن ایاا  فرآینااد از روش اسااتتاده  

 و پرایمرهاای تصاادفی در حراور آناگی      OligodTهمگمان 

Reverse transcriptase    و بکاار باردن مقادارµg RNA  7 

برای انجام واکنش استتاده گردید. برای انجام ای  واکنش 

 76مادت   باه  DEPC، پرایمرهاا و آب  RNAابتدا مخلاو   

گراد قارار داده شاد. ساپس     درجه سانتی 16دقیقه در دمای 

میکروتیوب حاوی اجگای واکانش باه محایط سارد منتقا       

و  آناگی  و باافر اضاافه    ها مخل شد. در مرحله بند، به نمونه

گاراد   درجه ساانتی  42ساعت در دمای  7گردید و به مدت 

قرار گرفات. بناد از اتماام فرآیناد سانتگ، در نهایات بارای        

ها باه   ، نمونهReverse transcriptaseییرفنال کردن آنگی  

گراد قارار گرفتناد.    درجه سانتی 65دقیقه در دمای  5مدت 

آمده جهت بررسی بیان ژن  دست بههای  در نهایت از نمونه

 در زمان واقنی استتاده شد. PCRبا روش 

 طراحی آغازگر

، گگارشای  NCBIاز آنجایی که در پایگاه بی  المللی 

در گیاه آویش  بایی موجاود نباود،    HMGRاز توالی ژن 

از ایا  رو باا الگااو قارار دادن تااوالی ایا  ژن در گیاهااان     

هاای دسترسای    نگدیم به گوناه آویشا  باایی باا شاماره     

JX630155.1 ،AY739957.1 ،AB758241.1 افاگار  در نرم 

Bioedit (Hall, 1999( ) ها صورت  سازی توالی ردیف ه

شاده ایا  ژن شناساایی و بارای      نواحی محافظات گرفت. 

ماورد اساتتاده قارار     Oligo7افگار  طراحی آیازگر در نرم

 JX997981.1از شماره دسترسی  TPS2گرفت. برای ژن 

برای طراحی آیازگر استتاده شاد. درنهایات آیازگرهاای    

افاگار   شده بارای ارزیاابی اختصاصای باودن در نارم      طراحی

primer-BLAST  سایتNCBI  .مورد آزمون قرار گرفتند

والی شاده بارای دساتیابی باه تا      لیست آیازگرهای طراحای 

 آورده شده است.  (7) های مورد مطالنه در جدول ژن
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 در زمان واقعی PCRهای هدف از طریق واکنش  شده برای بررسی بیان ژن آغازگرهای استفاده -0جدول 
Table 1. Primers used for gene expression analysis of target genes via real time PCR 
 گراد( )سانتی دمای ذوب

Tm (◦C) 
 توالی

Sequence (5´-3´) 
 نام آغازگر

Primer name 
63 CCCTCTCTACCTCACCAACGGAGTC HMGR-F 
63 CGAAGAAGCCGAGGAGATAGATGAAGG HMGR-R 
59 GCTGAAGAGAGGGGACGTG F-TPS2 
60 CTCCCGCAGCAGATACTTCAC R-TPS2 
59 ATGTTTAGAAGGGTGAGTGAGCAGTTTAC 18srRNA-F 
60 GCCTCATCATCATACTCTTCCTCATCATC 18srRNA-R 

 

 در زمان واقعی  PCRواکنش

 Real Time PCR برای انجام بررسی بیاان ژن باه روش  

 SYBR greenاز روش مبتنااای بااار رناااو فلورسااانس 

(Fermentase, USA ) شااده توسااط   طبااق روش ارائااه

سااازنده صااورت گرفاات. در ایاا  روش ابتاادا در   شاارکت 

 PCRدساتگاه ترموساایکلر منماولی شارایط انجاام واکاانش      

شام  حج  واکنش، یلظت پرایمر، دمای اتصاال پرایمرهاا،   

و ساایر   MgCl2زماان ززم بارای بساط قطناه، یلظات       مدت

آماده    دسات  عوام  مؤثر بر تکثیر بهینه شد و شرایط بهینه باه 

Step One Real Time PCR (ABI, USA )در دساتگاه  

سنتگشاده باا    cDNAهمچنای  صاحت و درساتی    اجرا شاد.  

در همااه  (18srRNA) ژن کنتاارل داخلاای  PCRاسااتتاده از 

های مورد مطالنه انجام گرفت. در واکنش کنترل منتی  نمونه

ه (، با Not template control (NTC) الگو یا cDNAون )بد

ها با  اضافه شد. میگان نسبی بیان ژن cDNA ،ddH2Oجای 

 (RNA) تکرار تکنیکای  2تکرار بیولوژیکی و  2استتاده از 

 محاسبه شد. 

 CtΔΔهاا از روش   برای محاسبه میگان نسبی بیاان ژن 

  (.Schmittgen and Livak, 2008) استتاده شد

دقیقاه   76صورت  ها به تکثیر تصادفی ای  ژن واکنش

سازی  چرخه )با دمای واسرشته 46واسرشته سازی اولیه و 

ثانیه، اتصال پرایمر  36گراد به مدت  درجه سانتی 94اولیه 

ثانیه  36به مدت  (7) شده در جدول در دمای بهینه آورده

 26گراد به مدت  درجه سانتی 12و بسط آنگیمی در دمای 

صورت گرفت. همچنی  برای اطمینان از اختصاصی ثانیه( 

بودن آیازگرهای مورد استتاده، در تکثیر ژن ماورد نظار   

 استتاده شد.  (Melting curve) از منحنی ذوب

 SASافااگار  هااای مورفولااوژی بااا اسااتتاده از ناارم داده

مورد تجگیاه واریاانس و مقایساه میاانگی  )باا اساتتاده از       

( 65/6دانک  در سطح احتمال ای  روش آزمون چند دامنه

هاا باا    قرار گرفتناد. مقایساه آمااری نتاایج بیاان نسابی ژن      

اساتیودنت   tاستتاده از محاسبه خطای استاندارد و آزمون 

 )مقایسه با تیمار شاهد( صورت گرفت.

 نتایج و بحث
 صفات مورفولوژی

آبای اثار    نتایج تجگیاه واریاانس نشاان داد تانش کا      

دام هاوایی، وزن تار ریشاه، طاول     داری بر وزن تر ان مننی

اماا بار    (،≥ 65/6p) های جانبی داشات  ریشه و تنداد ساقه

اسااس نتاایج    (. بار 2ارتتاع بوتاه بای تاأثیر باود )جادول      

آبای، وزن تار    مقایسه میانگی  با افگایش سطوح تنش کا  

اندام هوایی، وزن تر ریشاه، طاول ریشاه، ارتتااع بوتاه و      

در ایاا  مطالنااه  یافاات.هااای جااانبی کاااهش  تنااداد ساااقه

و کمتری   T1 تر اندام هوایی مربو  به تیمار بیشتری  وزن

آبای،   بود. با افگایش سطوح تانش کا   T4 مربو  به تیمار 

(. 3داری نشان داد )جادول   وزن تر ریشه نیگ کاهش مننی

هاای ماری  گلای     محققی  گگارش کردند خشکی بر ساقه

موجاب  تار شادن آن و همچنای      تر و خشم سبب نازک

های گیاه تنش دیده نسبت به شاهد  تر شدن بر  کوچم

  (.Bettaieb et al., 2009) شود می

با اعمال تنش، ارتتاع بوتاه نسابت باه شااهد کااهش      

(. در تحقیق حاضر ارتتاع بوته و وزن تار  3یافت )جدول 

آبی کاهش یافتند؛  اندام هوایی با افگایش سطوح تنش ک 

ن در آماااس ساالول، زیاارا تاانش خشااکی از طریااق نقصااا 

کاهش سطح بر  و کاهش جذب مواد یذایی منجر باه  
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شود. باا افاگایش    کاهش ارتتاع و وزن تر اندام هوایی می

آبی، وزن تر ریشه نسبت به شاهد کااهش نشاان    تنش ک 

تواناد تحات تاأثیر تخصایش بیشاتر       داد. ای  کااهش مای  

 ,.Albouchi et al) ها بیوماس تولیدی گیاه به سمت ریشه

و یا در اثر کااهش میاگان کلروفیا  و یاا باازدهی       (2003

های  باشد. بررسی شاخش (Viera et al., 1991) فتوسنتگ

داری  رشدی بومادران تحت تنش خشکی نیگ کاهش مننای 

که طول ریشه در شارایط   طوری در طول ریشه نشان داد، به

 آبیاری افگایش و در شرایط تنش در گلدان کااهش یافات  

(Lebaschy and SharifiAshourabadi, 2004.)  مطالنات

(2010 )Babaee et al.        بار گیااه آویشا  نشاان داد کاه باا

افگایش تنش خشکی ارتتاع بوته، تنداد سااقه جاانبی، وزن   

و وزن تر اندام رویشای، حجا  ریشاه، وزن تار و     خشم 

خشم ریشه و طول ریشه کاهش نشان داد. نتایج تحقیاق  

فاوق مطابقات دارد. کمباود    شده  حاضر با تحقیقات انجام

تواند سابب اخاتلازت فیگیولاوژیکی،     آب در گیاهان می

 (.Schuhly, 2004) همچون کاهش فتوسنتگ و تنتس شود

 شاده  کمبود آب همچنی  موجب کاهش تورژسانس سلولی

خصاو  در   و درنهایت کاهش رشد و توسانه سالول باه   

دنبال خواهد داشت. با کااهش رشاد    ها را به ساقه و بر 

همی  دلیا  اسات     شود و به سلول اندازه اندام محدود می

تاوان از   که اولی  اثر محسوس خشاکی روی گیااه را مای   

ها تشخیش  تر بر  روی کاهش ارتتاع یا اندازه کوچم

 (. Babaee .et al., 2010)داد 

 
 آبی تحت تنش کم 3تجزیه واریان  صفات مورفولوژی در آویشن باغی رقم واریکو  -0جدول 

Table 2. Analysis of variance of morphological traits in Thymus vulgaris (var. Varico 3) under water 

deficit stress 

 منابع تغییرات
Source of 
Variation 

 آزادی درجه
df 

 میاناین مربعات
Mean square 

 هوایی تراندام وزن
Fresh weight 

stem 

 ترریشه وزن
Fresh Weigh 

root 

 بوته ارتفاع
Shoot length 

 ریشه طول
Root length 

 جانبی تعدادساقه
Number of side 

branch 
 تکرار

Replication 
4 0.02 9.83 8.24 2.04 0.44 

 تیمار
Treatment 

3 1.08* 7.67* 4.52
ns 

5.90* 2.21* 

 خطا
Error 

12 0.04 1.76 9.20 0.32 0.43 

 )درصد( تغییرات ضریب
C.V (%). 

 21.10 18.01 21.86 6.65 20.07 

ns ،*  دهند را نشان می پنج و یم درصددار در سطوح احتمال  دار، مننی ترتیب عدم وجود اختلاف مننی به **و. 

ns, * and ** show no significant differences, significant at the 5 and 1% respectively. 

 
 3آبی بر صفات مورفولوژیکی در آویشن باغی رقم واریکو  مقایسه میاناین اثر سطوح مختلف تنش کم -3جدول 

Table 3. Mean comparisons of the effects of different levels of water deficit stress on morphological 

traits in Thymus vulgaris (var. Varico 3) 
 آبی سطوح کم

 )ظرفیت زراعی(
Level of water 

deficit (%FC) 

 تراندام هوایی وزن

 )گرم در بوته(
Fresh weight stem 

(g/plant) 

 وزن تر ریشه

 )گرم در بوته(
Fresh weight root 

(g/plant) 

 ارتفاع بوته

 متر( )سانتی
Shoot length 

(cm) 

 طول ریشه

 متر( )سانتی
Root length 

(cm) 

 جانبی تعدادساقه
Number of side 

branch 

T1 (100) 1.63
a
 0.089

a
 15.30 a 10.10

a
 4.00

a
 

T2 (70)  0.84
b
 0.077

ab
 13.52 a 8.70

b
 3.46

a
 

T3 (40) 0.79
b
 0.065

b 13.40 a 7.80
c
 3.25

ab
 

T4 (20) 0.56
b
 0.062

b
 13.30 a 7.80

c
 2.40

b
 

 دار هستند. های دارای حروف مشابه فاقد اختلاف مننی در هر ستون میانگی 

Means followed by similar letters in each column are not significantly different. 
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 میزان تیمول و کارواکرول
 تیماول و کاارواکرول   در نتایج حاص  از سنجش میاگان 

بیشتری  تاأثیر را بار افاگایش میاگان      T2مشاهده شد تیمار 

کمتری   T4و  T3تیمول و کارواکرول داشت و تیمارهای 

میگان تیمول و کارواکرول را باه خاود اختصاا  دادناد     

 (. 3)شک  

، 3در بررسی اثر چهار سطح خشکی )فواص  آبیاری 

شد کاه باازتری     روز( بر گیاه آویش  مشاهده 76و  1، 5

 دسات   هروز با  76آبیااری   هدرصد نسبی تیماول در فاصال  

همچنای  در بررسای تاأثیر     (.Azza et al., 2009) آماد 

درصاد   55، 16، 85، 766سطوح مختلف تنش خشاکی ) 

ررفیت زراعی( بر گیااه بابوناه آلماانی، باازتری  درصاد      

 درصاد ررفیات زراعای باود     85اسانس مربو  باه تیماار   

(Pirzad et al., 2006.)  

در ای  تحقیق نیگ بیشتری  درصد اساانس مرباو  باه    

آبی از میگان  ( بود و با افگایش سطوح ک T2تنش ملای  )

تیمااول و کااارواکرول کاسااته شااد. اثاار نامناسااب تاانش   

خشکی در کاهش عملکارد اساانس توساط محققای  در     

ریحان گگارش گردیده است و نتیجه گرفتند که بیشتری  

درصاد ررفیات    16در رژی  آبی متوسط ) درصد اسانس

درصاد   96ای( و بیشتری  تجماع مااده خشام در     مگرعه

دست آماد. همچنای  تانش خشاکی در      ررفیت زراعی به

ریحان باعش کاهش عملکرد اسانس ولی افگایش درصاد  

  (.Omidbygy, 2005) اسانس گردید

 های بیوسنتز تیمول و کارواکرول بیان ژن
آبای بار بیاان ژن     حاص  از اثر تنش کا   tنتایج آزمون 

HMGR  نتاایج بیاان ژن   آمده است.  (4) در شکHMGR 

نشان داد که با افگایش تنش میاگان بیاان ژن روناد یکساانی     

 T4و  T3نداشااته اساات. میااگان بیااان ایاا  ژن در تیمارهااای  

برابر نسابت باه شااهد کااهش و      -26/2و  -35/6ترتیب   به

براباار نساابت بااه شاااهد افااگایش یافاات. در  T2 ،97/9تیماار  

بیاان ژن   T2مجموع دیده شد که با افگایش تنش تاا ساطح   

افااگایش یافاات ولاای بااا ادامااه افااگایش سااطح تاانش، رونااد 

 افگایش بیان کاهش نشان داد.

عناوان آناگی  کلیادی مسایر بیوسانتگ       هب HMGRآنگی  

MVA  هیدروکسای متیا  و    -3شناخته شده است که ماده

را به موالونیام اساید تبادی       Aگلوتاری  کوآنگی  متی  -3

 .Hampel et al( Ramak et al., 2014( .)2007کناد )  مای 

 نشاان داد  (Fragaria × ananassa) روی گیاه توت فرنگی

کلروپلاسااتی هاایش نقشاای در بیوساانتگ     MEPکااه مساایر  

، (linalool) ، لیناالول (α -pinene) هاای آلتااپین    مونوترپ 

 MVAنادارد و مسایر    (α-and β-ionone) ایونونآلتا و بتا 

دار  شاده را عهاده   هاای ذکار   سیتوسولی بیوسانتگ موناوترپ   

شااده اساات کااه فراهماای    باشااد. همچناای  مشااخش  ماای

کنناده در   یم عام  تنیای   DMADPو  IPPسازهای  پیش

 ,Mahmoud and Croteau) باشاد  ها می بیوسنتگ مونوترپ 

پریاااوش  گااا مطالناااات محققااای  روی گیااااه    (.2002

(Catharanthus roseua )    شاواهدی دال بار مشاارکت دو

کلروپلاسااتی در تااأمی   MEPسیتوسااولی و  MVAمساایر 

ها ارائه  برای تولید مونوترپ  DMAPPو  IPPسازهای  پیش

در تحقیق حاضر مشاهده  (.Schuhr et al., 2003) دهد می

نسبت به شااهد   T2یمار در ت HMGRشد که میگان بیان ژن 

انادکی کااهش نسابت باه      T3افگایش یافت ولی در تیماار  

شاااهد نشااان داد در مجمااوع رونااد بیااان ایاا  ژن بااا رونااد  

تغییرات میگان موناوترپ  تیماول و کاارواکرول همخاوانی     

در  HMGRتاوان گتات ژن    داشت. باه عباارت دیگار مای    

بیوسنتگ مونوترپ  تیمول و کارواکرول نقاش ماؤثری دارد.   

های کلیادی و بااز دسات در مسایر بیوسانتگ       ای  ژن از ژن

MVA هاساات هااا و سسااکویی تاارپ  تاارپ  در تولیااد تااری 

(Hemmerlin et al., 2012)        و باا توجاه باه نتاایج باه نظار

هااای فنااولی تیمااول و  رسااد کااه در بیوساانتگ مونااوترپ  ماای

ل در گیاه آویش  باایی نقاش پار رنگای داشاته      کارواکرو

 باشد.

آبی بار بیاان ژن    حاص  از اثر تنش ک  tنتایج آزمون 

TPS2   آمده اسات. میاگان بیاان ایا  ژن در      (5)در شک

برابار نسابت    -8/79و  -4/77ترتیب  به T4و  T3تیمارهای 

برابر  T2 ،8/4به شاهد کاهش یافت. بیان ای  ژن در تیمار 

  (.5شاهد افگایش یافت )شک  نسبت به 

  و ساایتوکروم TPS2 ،DXRهااای  محققاای  الگااوی بیااان ژن

 P450   هااای دخیاا  در بیوساانتگ تیمااول در گیاااه دارویاای 
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را ماورد بررسای قارار    ( .Thymus vulgaris L)آویشا   

  ،DXR ،TPS2هاااای  ژن دادناااد و نشاااان دادناااد کاااه بیاااان 

CYP71D178 وCYP71D180   در بافاات گاا  بیشااتر از

ژن  (.Malekzadeh et al., 2014) باشاد  بافت بار  مای  

های اصلی در مسیر بیوسنتگ تیمول  گاماترپین  از جمله ژن

های پایی  دست در مسایر بیوسانتگ    ای  ژن از ژن .باشد می

تااری  مکااانیگم کنتاارل  تیمااول و کااارواکرول اساات. مهاا 

ها تنظی  رونوشات ژن گامااترپین     ترکیب ای  مونوترپ  

ژن گاماااترپین   (.Crocoll et al., 2010) سااینتاز اساات

سینتاز اصطلاحاً محدودکننده سرعت واکنش است یننای  

هاای ذکرشاده ارتباا  مساتقیمی دارد. باا       با بیان متابولیت

توجه به نتایج حاص  از ای  تحقیق و موقنیت ایا  ژن در  

هاا در   توان گتات تنظای  بیوسانتگ موناوترپ      ر میای  مسی

 شود. کنترل می TPS2سطح بیان ژن 
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 آبی تحت تنش کم 3میزان تیمول )الف( و میزان کارواکرول )ب( در آویشن باغی رقم واریکو  -3شکل 

Figure 3. Quantity of thymol (a) and quantity of carvacrol (b) in Thymus vulgaris (var. Varico 3) 

under water deficit stress 
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 آبی ( تحت تنش کمVarico 3) 3در آویشن باغی رقم واریکو HMGRمیزان بیان نسبی ژن  -4شکل 
 (باشد معیار میاناین میدهنده خطای  ها نشان خطوط روی ستون)

 T1 :011 ظرفیت زراعی )شاهد(؛  درصدT2 ،01 ظرفیت زراعی؛  درصدT3:41 ظرفیت زراعی؛  درصدT4 ،01 ظرفیت زراعی درصد 

Figure 4. Relative gene expression of HMGR in Thymus vulgaris (Varico 3) under water deficit stress  
The bars on (above) the columns indicate the standard error of mean. T1: 100% FC (Control); T2: 70% FC;  

 T3: 40%FC; T4: 20% Fc 
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 آبی ( تحت تنش کمVarico 3) 3در آویشن باغی رقم واریکو TPS2میزان بیان نسبی ژن  -5شکل 
 (باشد هنده خطای معیار میاناین مید خطوط روی منحنی نشان)

T1 :011 ظرفیت زراعی )شاهد(؛  درصدT2 ،01 ظرفیت زراعی؛  درصدT3:41 ظرفیت زراعی؛  درصدT4 ،01 ظرفیت زراعی درصد 

Figure 5. Relative gene expression of TPS2 in Thymus vulgaris (Varico 3) under water deficit stress 
The bars on (above) the columns indicate the standard error of mean. T1: 100% FC (Control); T2: 70% FC;  

T3: 40%FC; T4: 20% Fc 

 
هااا ناشاای از عناصاار تنظیماای موجااود در      بیااان ژن

در   TPS2هاست. از آنجا کاه پروموتاور ژن    پروموتور آن

گیاه آویش  بایی و خانواده ننناعیان هنوز شناسایی نشده 

)ناحیااه  TPS2جتاات باااز از باااز دساات ژن  7566اساات، 

( در گیاااه ncbiپروموتااوری ژن در پایگاااه اطلاعاااتی ژن 

مدل آرابیدوپسایس، بررسای شاد. آناالیگ پروموتورهاا باا       

صورت پذیرفت و عناصر  PlantCAREاستتاده از سایت 

های موجود در هر پروموتاور و کاارکرد    سیس و موتیف

ها مورد بررسی قرار گرفت. نتاایج نشاان داد کاه ایا       آن

پروموتر دارای عناصر سیس پاسخ باه خشاکی، پاساخ باه     

ید، پاسخ به نور، پاسخ به الیسیتور، پاسخ باه  آبسیگیم اس

استرس گرمایی، پاسخ باه جیبارلی  و سالیسایلیم اساید،     

هاوازی و در بیاان آندوساپرم نقاش      پاسخ باه شارایط بای   

در گیااااه  HMGRدارناااد. نتاااایج آناااالیگ پروموتاااور ژن 

های ای  پروموتور در cis-elementآرابیدوپسیس نشان داد 

های دفاعی و گرمایی، پاسخ باه   نشپاسخ به نور، پاسخ به ت

سالیسایلیم اسااید، جیباارلی ، متیاا  جاساامونات، پاسااخ بااه  

شرایط بی هوازی، پاسخ به الیسیتورهای قاارچی و در بیاان   

بار    .Liao et al(2015آندوسپرم نقاش دارناد. مطالناات )   

 Ginkgo bilobaدر گیااه دارویای    HMGRپروموتاور ژن  

ر در پاسخ باه سالیسایلیم   نشان داد که عناصر ای  پروموتو

اساید، پاسااخ بااه جیبارلی ، پاسااخ بااه اکسای  نقااش دارنااد.    

، (Malus domestica) همچناای  مطالنااات در گیاااه ساایب

هااای ایاا   نشااان داد موتیااف HMGRروی پروموتااور ژن 

پروموتور در پاسخ به جیبرلی ، پاسخ باه اکسای ، پاساخ باه     

لیم اساید،  آبسیگیم اسید، پاسخ به اتیل ، پاسخ به سالیسای 

 پاسخ به جاسمونات و در پاسخ به دمای پایی  نقاش دارناد  

(Lv and Zhang, 2017 .) 

 گیری نتیجه

تری  مقدار تیمول در گیااه مشااهده    بیش T2در تیمار 

شد که افگایش تیمول در واقع ساازوکار دفااعی گیااه باا     

های مورد بررسی تحات   شرایط تنش است. میگان بیان ژن

افااگایش بیااان نشاان دادنااد کااه   T2تاأثیر تاانش، در تیماار   

ها در گیااه   دهنده تأثیر تنش بر مسیرهای بیان ای  ژن نشان
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توجه به شارایط ایا  تحقیاق، گیااه     آویش  بایی است. با 

بهتاری  واکانش از لحااا     3آویشا  باایی رقا  واریکاو     

آبای ملایا     مورفولوژی، شایمیایی و مولکاولی را در کا    

نشان داد. بر اساس نتایج ای  مطالنه، کاشت رق  واریکاو  

هاای باا خشااکی کا  و متوساط قابا  توصاایه       در زمای   3

ه بار رشاد و   باشد زیرا در خشکی ک  و متوسط عالاو  می

 ای نیااگ برخااوردار  ملاحظااه نمااو، از مقاادار تیمااول قاباا  

 است.
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