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چکیده
متابولیکی گیاهان ازجمله بیان ژنیندهاي افردر بسیاري از مهمی عنوان یک عنصر ضروري براي رشد و نمو گیاهان، نقش بهروي
يهاواکنشدرکه باشد میي فرارهادر مسیر بیوسنتز روغنآنزیم کلیديعنوان یک بهلیمونن سینتاز . سینتاز برعهده داردلیمونن
در قالب و بیان ژن لیمونن سینتاز در زیره سبز بر روي ي مختلف هااثر غلظتپژوهش این در رواز این. داردنقشگیاهاندفاعی
نتایج مقایسه . بررسی شدReal time PCRبا روش بیان ژن، cDNAو سنتز RNAبعد از استخراج .تصادفی بررسی شدکاملاًطرح 

افزایش غلظت روي تا ي مختلف نشان داد که در گیاهان تیمار شده، هااي دانکن در غلظتمیانگین میزان بیان ژن با آزمون چند دامنه
تواند میآنافزایش بیانلیمونن سینتاز،نقش آنزیم بهبا توجه. ه مستقیم داردرابطمیکرومولار با افزایش بیان ژن لیمونن سینتاز100

.شودخوارها گیاه در مقابل علفمحافظت و در نتیجه ي فرار هاروغنبیشتر تولید باعث در گیاههاافزایش تولید مونوترپناز طریق

Realزیره سبز، لیمونن سینتاز، ،رويبیان ژن، :کلیديهايهواژ time PCR

مقدمه
Cuminum(زیره سبز  cyminum L.( یکی از مهمترین

ین ترگیاهان دارویی است که نه تنها در فهرست قدیمی
گیاهان دارویی جهان ثبت شده است، بلکه در فهرست 

کردهجدیدترین منابع ارائه شده نیز جایگاه خود را حفظ 
دعددارايگیاهی یکساله، دگرگشن و سبززیره. است

این گیاه یکی از محصولات . است14n =2کروموزومی
شرایط خاص اکولوژیکی بهمهم صادراتی است که با توجه

مورد نیاز براي کشت آن، در مناطق محدودي از جهان تولید
زیره سبز داراي خواص دارویی فراوانی ازجمله .شودمی

اکسیدانی، خاصیت ضد باکتریایی و ضد قارچی نتیخاصیت آ
Takayuki(است et al., عصاره زیره سبز میزان قند .)2007

اکسید شده را کاهش و فعالیت LDLکلسترول مضرخون و
دهد که این میآریل استرازي آنزیم پاراکسوناز را افزایش

باشدمیآناکسیدانی نتیخاصیت آناشی از
)Thippeswamy et al., 2005 (Willer et al.,

فلاونوئیدهاي موجود در زیره سبز احتمالا با کاهش 2008
ي آزاد، پیشگیري از سرطان و یا مهار آن را انجامهاادیکالر

ند شومینیزهاباعث مهار تجمع پلاکتد وندهمی
)Ghorbanli et al., 2012; Srivastava, 1989(.

DOI: http://dx.doi.org/10.22092/ijrfpbgr.2016.109409



2191شماره،24جلدایرانجنگلیومرتعیگیاهاناصلاحوژنتیکتحقیقاتفصلنامهدو

قسمت مهم و بهمربوطز زیره سبمهمداروییيهاویژگی
حدود دارايکه میوه آن استیعنی مورد استفاده این گیاه 

Behera(روغن فرار استدرصد2- 5 et al., 2004Kan

et al., فلاونوئیدها زیادي ازجمله ترکیبات ثانویه .),2007
اینفراّريهاروغندهدهناجزاي تشکیلعمدهترپنوئیدهاو

Thippeswamy(هستندگیاه et al., ترپنوئیدها.)2005
ین ترمتنوعو گیاهیثانویهيهامتابولیتازبزرگترین گروه

ازهستند که برخیلحاظ ساختاري و عملکردي بهترکیبات
دارندنقشگیاهاندفاعیيهاواکنشدرآنهاانواع فراّر

)Dudareva et al., 2006 Zwenger et al., از .),2008
ها، لیمونن است که در ین مونوترپنترو سادهترینرایج

ابتداي مسیر بیوسنتزي ترپنوئیدها، یک عامل محدود کننده 
Gershenzon(در تولید این ترکیبات شیمیایی است  et al.,

2000 Mahmoud et al., 2004Turner et al., 1999,(.
)GPP(رانیل دي فسفاتژمادهدر واقع لیمونن از پیش

عنوان هلیمونن سینتاز ب. آیدمونن سینتاز بوجود میوسیله لیهب
در مسیر بیوسنتزي یک آنزیم سیکلاز عامل مهمی 

ورزي بنابراین هرگونه دست. رودمیارشمبهفراري هاروغن
ي هاتواند موجب تغییر ترکیبمیهاي آنهادر بیان ژن

، )مانند عطر و اسانس(هاي فرار گیاهیموجود در روغن
ها را تولید یی از گیاه که آنهادر اندامهاتولید مونوترپن

شودیی که فاقد آنها هستند، هاکنند و یا حتی گونهنمی
)Kjonaas et al., 1983 Muñoz-Bertomeu et al.,

نمويمراحلجوانتریندرسینتازلیموننژنبیان. ),2008
ژناینهمچنین،یابدمیکاهشتدریجبهوبودهزیادهاگل
ازکامل،گیاهاننمويورشدمختلفمراحلدر

حداکثر.شودمیبیانگلدهیمرحلهتابرگیدوهايگیاهچه
لیموننژنبالايبیانو بوده ساقهدرسینتازلیموننژنبیان
، در ثابت شده استزایشی مولد جوانيهااندامدرنتازسی

دورهکلوساقهرویشیکه بیان زیاد آن در بافتحالی
Zarinkamar(استتوجهقابلگیاهزندگی et al., 2012( .

در) GPP(هاسنتز مونوترپنمادهپیشبودنزیادهمچنین
درهامونوترپنسریعتولیدسببتواندجوان میيهابافت
شکارگرهايجذبیاوخوارهاعلفدفعبرايهابافتاین

شودآنهامحافظتسببنتیجهو درشدهآنها
)Lücker et al., مانندییهاهمچنین مونوترپن.)2004

ودارندوجودهارزینوهاروغندرزیاديمقداربهلیمونن
مانندپیچیدهترشحیساختارهايبااغلبآنهاازيسذخیره
ارتباطرزینیمجاريیاترشحیهايهحفري،اغدهيهاکرك
اینيهاسلولبالايفعالیتباهانمونوترپزیادسنتز.دارد

داردارتباطهستندآنهاذخیرهوبیوسنتزمحلکهساختارها
را داردفعالیتبیشترینمولد،جوانيهابافتدرعمدتاًو
)Gershenzon et al., 2000( .

ژن لیمونن سینتاز در زیره سبز وجود دارد
)Ghannadnia et al., ثیر أتتواند تحت میو بیان آن)2011

فلز روي یک . قرار گیردروي عناصر ریزمغذي ازجمله 
عنصر ضروري براي رشد و نمو گیاهان بوده و در بسیاري 

عنوانبهاین فلز . متابولیکی گیاه نقش داردیندهاي افراز 
هاي حیاتی گیاه ازجمله عال کننده و کوفاکتور برخی آنزیمف

هیدروژنازها، آلکالین فسفاتازها، کربونیک انیدرازها، د
ها، پروتئیندر متابولیسم پلیمرازهاRNAفسفولیپازها و 
ها، فتوسنتز گیاه و بیوسنتز نوکلئیک و چربیقندها، اسیدهاي

Rion(کندنوان یک هورمون رشد ایفاي نقش میعبهاکسین

et al., ي هاهمچنین این عنصر در بسیاري از سیستم. )2004
.کننده یا ساختمانی داردفعالآنزیمی گیاه نقش کاتالیزور

عنصر روي سنتز پروتئین را افزایش داده و با انتقال اسید 
از تجمع اسیدهاي RNAآمینه و کاهش جذب و تخریب 

Brown(کاهد اه مییآمینه در گ et al., در .)1993
،)2011(و همکاران Ghannadniaهاي گذشتهپژوهش

و Yousefiو سینتازیموننلژنبیانبر منگنز ثیر أت
برنقرهالیسیتورمختلفيهاغلظتاثر )2011(همکاران

. در زیره سبز بررسی کردندرا 1سینتازفلاونژنبیان
نیز به بررسی اثر )2014(و همکارانZareiهمینطور

وي بیان ژن لیمونن سینتاز در ري مختلف مس برهاغلظت
بیان ژن لیمونن سینتاز در با توجه به .زیره سبز پرداختند

عنوان یک عنصر ریزمغذي بهزیره سبز و همچنین نقش روي
تیمارهاي متفاوت روي بر بیان ژن لیمونن سینتاز ثیر أتمهم، 

.شددر گیاه زیره سبز مطالعه
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هامواد و روش
از بذر گیاه زیره سبز:تهیه بذر و کشت در گلخانه

36- 24مدت بهابذره. شدشرکت پاکان بذر اصفهان تهیه 
وسیله بهسپس.ساعت در آب جاري قرار گرفتند

ودقیقه3مدت به)وایتکسمحلول(% 2سدیمهیپوکلریت
دقیقه 2مدت به)sulfur%80(محلول قارچکش گوگردي 

3پایانبذرها طی دو مرحله فوق و نیز در . ضدعفونی شدند
رویش با توجه به .کشی شدندمرتبه با آب مقطر استریل آب

اي،هاي با بافت سبک و ماسهبهتر زیره سبز در خاك
ي حاوي خاك رس و پیت هااستریل شده در گلدانيهابذر

کشت شدند و در شرایط ) 1: 1: 1به نسبت (ماس و ماسه 
با استفاده از نور ساعت روشنایی16(ايیکنواخت گلخانه

قرار داده )C3±23°ساعت تاریکی و دماي 8، مصنوعی
این پژوهش از نوع آزمایشگاهی و در طرح آزمایشی.دندش

.شداجرا تیمار4و تکرار 3قالب طرح کاملاً تصادفی با 
آزمون چند درصد و1در سطح هاتجزیه واریانس داده

.انجام شددرصد 5اي دانکن در سطح دامنه
براي: هاهو تیمار نمونالیسیتورهاسازي آماده

از سولفات روي ي مختلفیها، غلظتهاالیسیتوريسازآماده
)µM0 ،25 ،50براساس هااین غلظت.تهیه شد)100و

براي . شدسایر الیسیتورها انتخاب ثیر أتقبلی هايگزارش
برگی با ریشه ودر مرحله دوگیاهان ، هاتیمار نمونه

صورت کامل از خاك جدا شده و تحت تیمار با به
ند، قرار بودهیه شده ي مختلف روي که از قبل تهاغلظت
تکرار بود،3با توجه به اینکه هر غلظت داراي .گرفتند

، جداگانهیشهش12درونونمونه جدا شده12یبتتربدین
، در دستگاه بودندي مختلف روي هاحاوي غلظتیککه هر
مدت چهار بهدور در دقیقه130با سرعتانکوباتورشیکر

پس از . رار گرفتندساعت تحت تیمار با سولفات روي ق
ي هوایی هاشرایط استریل از اندامدربا سولفات روي، تیمار

پس از هانمونهبرداري انجام شد وگیاه نمونه) ساقه، برگ(
-C°80فریزر ، دردقیقه5مدت بهتثبیت در ازت مایع

Ghannadnia(نگهداري شدند et al., 2011(.

کیت ط توسکل سلول RNAستخراجا:RNAاستخراج 
بدین ،گردیدانجام )شرکت سیناژن(RNX-Plusاستخراج 

ون هاک گرم از بافت گیاه داخل یمیلی50مقدارصورت که 
.خوبی کوبیده شدبهنیتروژن مایعهمراه باچینی استریل 

و RNX-Plusمحلول لیترلیمی1شده کوبیدهبافت سپس به 
سانتریفیوژ دنبالهب. شدمیکرولیتر کلروفرم اضافه 200بعد

سرعتباC°4دقیقه در دماي15مدت بهحاصلمخلوط 
بودRNAفاز بالایی که حاوي ، دور در دقیقه12000

ایزوپروپانول خنک ،هم حجم آنشد و آرامی برداشته به
خارج و با شرایط قبلدوبارهپس از سانتریفیوژ .شداضافه 

وافزوده شدبه آن %75اتانول لیترلیمی1کردن مایع رویی،
دور 7500سرعتباC°4ر دمايدقیقه د8مدت بهنمونه

30به رسوب تشکیل شده، .شدسانتریفیوژ در دقیقه
DEPC،(diethylبامیکرولیتر آب تیمار شده

pyrocarbonate) و در نهایت شداضافهRNA استخراج
کمیت و کیفیت .منتقل شد-C°80به فریزر با دماي ،شده

RNAوش با رUVمدل (اسپکتروفتومتريVarian –

CARY و 280، 260خواندن جذب در طول موج ()50
و 280/260نانومتر، محاسبه نسبت جذب 230
.شدو الکتروفورز ژل آگارز بررسی ) 230/260

بردار از آنزیم رونوشتcDNAسنتز براي:cDNAسنتز 
کل RNAمیکروگرم2با استفاده از (M-MuLV)معکوس 

عنوان آغازگر استفاده به(Oligo dT18)الیگومرتیمیدین و
آب µl9کل باRNAمیکروگرم2تیب که ابتدا تربدین.شد

ممانعت µl5/0و dTالیگوµl1و DEPCتیمار شده با
dNTPمخلوطµl1و RNaseکننده 10 Mmترکیب شد .

در دستگاه C°65دقیقه در دماي5مدت بهاین مواد
دقیقه روي یخ 5تا 3مدت بهپس از آنورترموسایکل
μlو ReactionX10بافر μl4در مرحله بعد . انکوبه شد

رونوشت بردار آنزیمµl1و RNaseممانعت کننده 5/0
مخلوط در نهایت . شدبه ترکیب اضافه M-MuLVمعکوس

و براي غیرفعال ساعت1مدت بهC°42تهیه شده در دماي
دقیقه 5مدت بهگراددرجه سانتی85شدن آنزیم در دماي
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حاصل در cDNAسپس.در ترموسایکلر قرار داده شد
.گراد نگهداري شددرجه سانتی-20

ترتیب براي تکثیر ژن بهATوLSهايجفت پرایمر
عنوان بهعنوان ژن اصلی و آلفا توبولینبهلیمونن سینتاز

NCBIکنترل داخلی با استفاده از توالی ژن از سایت 

و JN388566.1ترتیب با شماره دسترسی به
XM_006472309.1افزار و توسط نرمGene Runer

.شدطراحی 

ي مورد استفادهتوالی پرایمرها-1جدول 
دماي اتصال

)Cº(
GCمیزان

نام پرایمرتوالی پرایمر(%)

554/475'-CCCTTAACAATTTCGCCAG-3'LSF

4/54555'-CCACTGTAATACCACCGAGC-3'LSR

7/54505'-TTCAGTTCACATCGGTCAGG-3'ATF

2/54505'-CTTTCCAGCACCAGTTTCAC-3'ATR

Ls : ،لیمونن سینتازAT :توبولین سینتاز

از براي بررسی بیان ژن لیمونن سینتاز: بررسی بیان ژن
مرحله . استفاده شدReal Time PCRروش سنجش کمی 

مرها به توالی هدف و تعیین کنترل اتصال اختصاصی پرای،بعد
پرایمرهاي استفاده يبراکهبودیک دماي اتصال مناسب 

، PCRشده در این پژوهش، با چندین بار تغییر دما در 
بهترین شرایط .شدبهترین دما براي اتصال پرایمرها انتخاب 

با تعداد Cº60دماي اتصال ژن لیمونن سینتاز، تکثیربراي
با تعداد Cº58توبولین دماي اتصال و براي ژن آلفادوره40
شاملReal Time PCRمراحل .دشانتخاب دوره40

Cº95سپس ،دقیقه3مدت بهCº95دناتوراسیون اولیه
براي ژن لیمونن سینتاز Cº60ثانیه، دماي اتصال 30مدت به
تکثیر دماي ثانیه، 30مدت بهبراي ژن آلفاتوبولینCº58و 
Cº72برايدر این پژوهش . دنبال شدثانیه40مدت به

Rotor Geneسنجش بیان ژن از دستگاه و براي3000
از روش Real time PCRي حاصل از هاوتحلیل دادهتجزیه

براي آنالیز SASو portable 9.1.3افزارنرمو پی فافل
بیان ژن مورد نظردر روش پی فافل، .استفاده شدهاداده

یان یک ژن مرجع سنجیدهطور نسبی در مقایسه با ببه
نمونه سطح آستانه بازدهی تکثیر و ،این روشدر. شودمی

نیز ژن مرجع . آیدمیدستهنامعلوم در مقابل نمونه کنترل ب

هنگامباشد که بیان آن زادانهي خهاژنی ازجمله ژندبای
.انجام آزمایش تغییر نکند

ي تیمار شده اهاز نمونهي استخراج شدههاRNAکیفیت -1شکل 
میکرومولار ) 4(100و ) 3(50، )2(25، )1(0ي هابا غلظت

سولفات روي 

نتایج
ي استخراج هاRNAکمیت و کیفیت :RNAاستخراج 

وفتومتري و الکتروفورز رهاي اسپکتکمک دستگاهبهشده
در 28Sو 18Sوجود دو باند .افقی مورد بررسی قرار گرفت

rRNAن دهنده سالم بودنشانRNA و عدم وجود باند
همچنین ). 1شکل (باشدمیده خلوص آندهناضافی نشان

A260ي استخراج شده در طول موج هاجذب نمونهنسبت
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بیانگر کیفیت مناسب و کهبود8/1- 9/1بین A280به 
.باشدمیي استخراج شدههاRNAمطلوب 

مربوطRNA،cDNAپس از استخراج :cDNAسنتز 
با استفاده از پرایمرهاي الیگوتیمیدین و آنزیم هر نمونهبه

براي . ساخته شد(M-MuLV)رونوشت بردار معکوس 
لیمونن (یافتن دماي اتصال مناسب پرایمرهاي ژن هدف 

انجام PCRگرادیان، واکنش )توبولینآلفا (و کنترل ) سینتاز
ین دما براي پرایمرهاي اختصاصی انتخاب ترشد و مناسب

درجه و 60دما براي پرایمرهاي ژن هدف که بهترین شد
تک . شدگراد مشخص درجه سانتی58براي کنترل داخلی 

براي ژن هدف و در محدودهbp136باند در محدوده 
bp166مشاهده شد هابراي آلفا توبولین در مورد همه نمونه

).2شکل(

و لیمونن ) 1(تصویر حاصل از تکثیر ژن آلفا توبولین -2شکل
.bp (BioLab) 50مارکرMو کنترل منفی: C. )2(ینتاز س

تکثیر ژن لیمونن سینتاز :Real Time PCRواکنش
Real Time PCRو ژن آلفاتوبولین با روش 

ساخته شده با استفاده از پرایمرهاي DNAبراساس
Realدستگاه ، انجام واکنشیدر ط. انجام شداختصاصی

Time PCRرادورهنت در هر سلورنور فییراتتغیزانم
که هر چه میزان طوريبه،نشان دادیرتکثیصورت منحنبه

متصل هايرنگمیزان ،محصول تولید شده بیشتر شود
بیشتر و در نتیجه میزان نور DNAشده بین دو رشته 

براي منحنی . فلورسنت ساطع شده نیز بیشتر خواهد شد
ایی تعریف یک حد آستانه در فاز نمهاتکثیر همه نمونه

ده دهندست آمد که نشانبه)Ct(آستانه دوره شد و یک
باشد که در آن شدت نورفلورسانت ساطع شده میايدوره

رو از این. حد آستانه رسیده استبهاز تکثیر واکنش
منحنی لگاریتمی تکثیر براساس شدت نور فلورسنت 

منحنی نمودار . شدآغاز تکثیر مشخص دوره م و ترسی
محصول ژن ) Tm(دماي ذوبنشان داد کهنیزذوب 

5/87و86حدودترتیب بهو آلفاتوبولینلیمونن سینتاز
لیمونن ذوب ژنیمنحنهمچنین . )3شکل (درجه است

Realبودن واکنشی، اختصاصسینتاز و آلفا توبولین

Time PCR وجود تنها یک قله .را نشان داداین دو ژن
ه این مطلب است کهددهننشانهادر منحنی ذوب ژن

شده یرتکثیصورت اختصاصبهاین دوPCRمحصول 
PCRبازدهی براي مشخص شدن بازدهی آزمایش، .است

براي ژن PCRبازدهی دست آوردن بهبراي . آمددستبه
، 1رقت 3، )کنترلعنوانبه(و آلفاتوبولین لیمونن سینتاز 

ا تیب بتربدینمرجع تهیه شد وcDNAاز یک 10،100
ها میزان تکثیر ژنcDNAهاي رقتبرابري10کم شدن

صورت درصد مشخص بهوتوسط دستگاه سنجیده 
لیمونن سینتاز و ژن بازدهی بعد از انجام واکنش، .شودمی

آمددستبهدرصد 99و 100ترتیب برابر با بهکنترل
).4شکل (

نمودار شدت نور فلورسنت برحسب دماي ذوب براي -3شکل
لیمونن سینتازذوب محصول ژنیمنحنیین تع
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. PCRهايدورهفلورسنت برحسب نور نمودار شدت -4شکل 
100و 10، 1ي هاراست مربوط به رقتبهاز چپهامنحنی

پس از انجام : ثیر روي بر بیان ژن لیمونن سینتازتأ
و پردازش اطلاعات حاصل از Real Time PCRواکنش 
براي هر دو ژن Ctدست آوردن بههاي استاندارد ومنحنی

، از روش هان براي تمام نمونهو آلفاتوبولیلیمونن سینتاز 
هابراي آنالیز دادهportableSAS 9.1.3افزارفافل و نرمپی

.استفاده شد
ي هانتایج حاصل از تجزیه واریانس دادهبهبا توجه

بیان ژن لیمونن ي سولفات روي برهاآزمایش، اثر غلظت
). 2جدول (شد داردرصد معنی1سینتاز در سطح 

اثر تجزیه واریانسگین مربعات حاصل از میان-2جدول
ي مختلف سولفات روي بر بیان ژن لیمونن سینتازهاغلظت

میانگین مربعاتدرجه آزاديمنابع تغییر

50/243**3تیمار

878/21خطاي آزمایش
.دهدمیدرصد را نشان1مارها از نظر آماري در سطح اختلاف بین تی:**

مقایسه میانگین میزان بیان ژن با آزمون چند نتایج 
50در دو غلظت روينشان داد که الیسیتوراي دانکن دامنه

بیان ژن لیمونن دارمیکرومولار باعث افزایش معنی100و 
25، اما غلظت شودمی)0(سینتاز نسبت به نمونه شاهد 

ي داراختلاف معنی) 0(یکرومولار نسبت به نمونه شاهد م
وجود الیسیتور روي،با توجه به نتایج این پژوهش. نداشت

افزایش در محیط کشت زیره سبز باعث میکرومولار100تا 
µm100غلظت شود و در میبیان ژن نسبت به نمونه شاهد

بیشترین میزان بیان ژن را نسبت به نمونه شاهد نشان 
از نظر ) 25(با تیمار ) 0(بین تیمار شاهد البته . دهدمی

اما تیمار شاهد از ،شتداري وجود نداآماري اختلاف معنی
داري اختلاف معنی) 100(و ) 50(نظر آماري با تیمارهاي 

). 5شکل (داشت

دانکنايمقایسه میانگین با استفاده از آزمون چند دامنه- 3جدول 
)LS(یمونن سینتازمیزان بیان ژن لتیمار

0c388/1
25bc787/9
50ab755/16
100a225/22

ف روي بر بیان ژن لیمونن ي مختلهاتأثیر غلظت-5شکل 
سینتاز

 ـوجود حروف مشترك بین تیمارهـا، نشـان   ده نبـود اخـتلاف   دهن
ــین آنهــا و معنــی ــوددار ب ــا نب ــین تیماره وحــروف مشــترك ب
.دار بین آنهاستیده وجود اختلاف معندهننشان

بحث
زیره سبز یکی از مهمترین گیاهان دارویی با ارزش

مطالعات کمی تاکنون در رابطه با عملکرد کهباشد می
در زیره لیمونن سینتازژن . استشدهانجامي این گیاه هاژن

ي هاعنوان یک عامل مهم در مسیر بیوسنتز روغنبهسبز
افزایش تولید جر بهآن منافزایش بیانباشد و میفرار
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تواند بر میازجمله عواملی که. شودمیدر گیاههامونوترپن
بگذارد جذب عناصر ثیر أتهاتولید مونوترپنکیفیت و میزان 

ي هاباشد که در مسیرهاي بیوسنتزي روغنمیغذایی میکرو
Dorling(فرار نقش کلیدي دارند  et al., از آنجایی . )2011

RNAآنزیمکوفاکتوریک ریزمغذي مهم و عنوانبهکه روي 

هامتابولیسم پروتئینافزایشوهاپروتئیندر سنتزیمرازپل
Rion(دارد اساسینقش et al., در این رواز این، )2004

ي مختلف روي بر بیان ژن لیمونن هاپژوهش، تأثیر غلظت
.شدسی سینتاز در زیره سبز برر
پژوهش نشان داد که افزایش این نتایج حاصل از 

میکرو مولار در محیط کشت زیره سبز 100غلظت روي تا 
که از طوريبه،شودمیباعث افزایش بیان ژن لیمونن سینتاز

میکرومولار اختلاف 100و 50ي هانظر آماري غلظت
غلظت در نتیجه . داشتند) 0(ي نسبت به شاهد دارمعنی
باعث افزایش بیان ژن میکرومولار 100تارويعنصر

.شودمیدر زیره سبزلیمونن سینتاز
در حضور عناصر میکرو لیمونن سینتازبیان ژن البته 

قنادنیا و همکاران . شده استیید أتنیز ن امحققتوسط سایر 
وppm0 ،40 ،80(چهار غلظتثیر أتخود بامطالعه در

که ندنشان دادسینتازیموننلژنبیانبر منگنز از) 160
لیموننژنبیانبیشترینو شدهجذبمنگنزمقداربیشترین
بودppm80غلظت درشدهتیمارگیاهاندرسینتاز 

)Ghannadnia et al., حاصل از همچنین نتایج . )2011
، μM0 ،25(نقرهالیسیتورمختلفيهاغلظتاثر تحقیق

نشاندر زیره سبز، 1سینتازفلاونژنبیانبر)100، 50
افزایشباعث25و50غلظتدودرالیسیتوراینداد که
نسبتکلي فلاونوئیدامحتوهمچنینو ژناینیانبدارمعنی

Yousefi(شود می)0(نمونه کنترلبه et al., زارعی .)2011
وي ري مختلف مس برهانیز با بررسی اثر غلظتو همکاران 

بیان ژن لیمونن سینتاز در زیره سبز، به این نتیجه رسیدند که 
در محیط کشت زیره µM60لظت مس تا غوجود الیسیتور

افزایش وشودمیسبز باعث افزایش بیان ژن لیمونن سینتاز
بیان ژن لیمونن سینتاز در مسیر بیوسنتزي ترپنوئیدها 

تواند دلیلی بر فعال شدن مسیر ترپنوئیدها در پاسخ به می
,Zarei(باشداتتنش حاصل از این فلز 2014( .

کهدادنشان)2008(و همکارانIbrahimمطالعات 
لیمونن گیاهان را در طی ندمانها مونوترپنحتمالا تولید ا

خواري زا و علفمراحل رشد و نمو از عوامل بیماري
)2008(همکارانوMuñozهمچنین. کندمیمحافظت 

سینتازلیموننژنباتراریخت نعناعگیاهکهدادندشانن
لیمونن،بهرا)GPP(ژرانیل دي فسفاتمادهپیشتواندمی

افزایشراگیاهدفاعیخاصیتکهکندتبدیلمیرسنوپینن
نیز نشان ) 2004(و همکاران Lückerهايبررسی.دهندمی
ژرانیل دي وهامونوترپنسنتزمادهپیشبودنزیادکه داد

تولیدسببتواندجوان میيهابافتدر،)GPP(فسفات
یاوخوارهافعلدفعبرايهابافتایندرهامونوترپنسریع
آنهامحافظتسببنتیجهو درهشدآنهاشکارگرهايجذب
ژن لیمونن سینتازي ذکرشده، هابا توجه به پژوهش.شود
ي هاعنوان یک عامل مهم در مسیر بیوسنتز روغنبهتواندمی

ي هادر روغنهامونوترپنهمچنین از آنجایی که. فرار باشد
با این ژن، افزایش بیانفرار گیاهی وجود دارند، در نتیجه 

ي هاتولید روغنتواند می،در گیاههاد مونوترپنافزایش تولی
خوارها و و در نتیجه باعث دفع علفرا بیشتر کردهفرار 

.شودآنها گیاه در مقابل محافظت 
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Abstract
Zinc as an essential element for plant growth, plays an important role in many metabolic

processes of plants, such as limonene synthase gene expression pathway. Limonene synthase is
considered as an important enzyme in volatile oil biosynthesis that plays significant role in plant
defensive reactions. In the present study, limonene synthase gene expression in Cumin was
evaluated in presence of different concentration of Zinc elicitors based on a completely
randomized design. Total RNA was extracted and cDNA synthesis was performed and Real
Time PCR quantity assay method was used for limonene synthase gene expression. Results of
the comparison of gene expression with Duncan's multiple range tests in different
concentrations showed that in treated plants, there was a direct correlation between increasing of
Zinc concentration up to 100 µM and limonene synthase gene expression. Limonene synthase
gene expression by increasing production of monoterpens may produce more volatile oils in
plant species and thus protects the plant against herbivores.

Keywords: Cuminum cyminum, gene expression, limonen synthase, real time PCR, zinc.


