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شيميايي فعال از  موادكه شامل طيف وسيعي از  بودههاي فرار آن خواص دارويي آرتميزيا مربوط به اسانس 
مهم مي توان بتا آميرين، بتا كاريوفيلن،  ياز ترپن ها. استقبيل منوترپن ها، سسكوئي ترپن ها و تري ترپن ها 

التهاب ، ضد درد، ضد ميكروب، آنتي اكسيدان و ضد ضد سرطان يپنين را نام برد كه به عنوان دارو بتا لينالول و
 بتا ژن بتا آميرين سنتاز، بتا كاريوفيلن سنتاز، لينالول سنتاز و چهار در اين مطالعه، ميزان بيان نسبي. بكار مي رود

در اين . شددر زمان واقعي مورد بررسي  پليمراز ايگونه آرتميزيا به وسيله واكنش زنجيره 8پنين سنتاز در 
سطح بيان بتا آميرين سنتاز، بتا  بيشترين و كمترين. شداستفاده به عنوان ژن كنترل  18S rRNA از ژن تحقيق

 گونه) 62/1( به ترتيب در مرحله گلدهي A.annua نسبت به گونه  كاريوفيلن سنتاز، لينالول سنتاز و پنين سنتاز
A. scoparia  85/50( و مرحله گياهچه اي - (گونه  A. sieberiمرحله گلدهي ، )گونه ) 28/56A.campestris  

و مرحله غنچه A. scoparia گونه ) 86/15( ، مرحله غنچه دهي A. vulgarisگونه ) -74/10( و مرحله گلدهي
) -49/23( و مرحله غنچه دهي  A.campestrisگونه ) 57/53( ، مرحله غنچه دهيA. sieberi  گونه) - 20( دهي
  .مشاهده شد  A. diffusaگونه 
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   مقدمه
خصوصيات دارويي مشاهده شده در گياهان معطر مربوط به 

ها، فلاونوئيدها و پلي تركيبات موجود در آنها از قبيل انواع ترپن
هاي در سال. );Ravizza et al. 2008 Criag 1999( باشدها ميفنل

اخير، اسانس فرار تعداد زيادي از گياهان معطر استخراج شده و 
سرطاني، ا نشان داده كه اين تركيبات داراي اثرات ضدهبررسي

 Paik et al. 2005 Surh( باشندمي غيرهضد درد، ضد التهاب و 

تواند يك هاي فرار اين گياهان ميبنابراين اسانس ).;2003
محسوب شوند جايگزين مناسب براي داروهاي شيميايي به 

)Dincalci et al. 2005.( ه توجه زيادي را از جمله گياهان معطر ك
. استرتميزيا از خانواده گل مركبان آبه خود جلب كرده، جنس 

اهميت اين جنس به خاطر وجود يك سسكوئي ترپن به نام 
 Bosmam( شوددرمان مالاريا استفاده مي درآرتميزينين بوده كه 

and Mendis 2007( . علاوه بر آرتميزينين اين جنس داراي ترپن
دادي از آنزيم هاي توليد كننده آنها هاي ديگري است كه تع

). Kirby et al. 2008(توسط محققان شناسايي و كلون شده است 

اي هستند حلقه 5تري ترپنوئيدهاي آميرينها، بتااز جمله اين ترپن
اكسيدواسكوالن  3و2از پيش ماده  سنتازكه توسط آنزيم بتا آميرين 

ترپنوئيد اين تري مطالعات قبلي نشان داد كه. آيدبه وجود مي
كننده و ضد داراي خصوصيت ضدالتهابي، ضددرد، محافظت

 ;Otuki et al. 2005; Holanda Pinto et al. 2008( باشدآلرژي مي

Soldi et al. 2008.( استها ترپنبتا كاريوفيلن يكي از سسكوئي 
از پيش ماده فارنسيل دي  سنتازكه توسط آنزيم بتا كاريوفيلن 

اين تركيب و مشتقات آن داراي خاصيت . آيدود ميفسفات به وج
حس كننده موضعي، بازدارنده زخم ضد التهاب، ضد سرطان،  بي

باشد، همچنين هاي مخاط معده، ضد باكتري و آنتي آكسيدان مي
 .Kubo et al( تواند در سيستم دفاعي گياه نقش داشته باشدمي

1996; Wadhams et al. 1999; Legault and Pichette 2007( .
باشند كه توسط آنزيم لينالول هاي ميلينالول و پنين جزء منوترپن

از پيش ماده گرانيل دي فسفات به وجود مي سنتازو پنين  سنتاز
آيند اين دو تركيب داراي خاصيت آرام بخش، ضد ميكروب، آنتي 

 باشداكسيدان، ضد ويروس برونشيت و القاكننده آپوپتوز مي
)Sugawara et al. 1998; leite et al. 2007; Mercier et al. 

2009; Belletti et al. 2010.(  با توجه به مطالب ذكر شده هدف

، بتا سنتازژن بتا كاريوفيلن  4ما در اين تحقيق بررسي بيان نسبي 
 ،A. annua گونه 8در  سنتازو پنين  سنتاز، لينالول  سنتازآميرين 

A. campestris، A. absinthium، A. diffusa A،  A. sieberi، A. 

spicigeria  وA. vulgaris   دهي و اي، غنچهمرحله گياهچه سهدر
اي از برگ، برداري در مرحله گياهچهنمونه. باشددهي ميگل

دهي از غنچه و مرحله گلدهي از گل صورت گرفته مرحله غنچه
 مطالعات انجام شده در جنس آرتميزيا اغلب اينكه به دليل. است

دراين تحقيق گونه مذكور به  ،مي باشد A. annua بر روي گونه 
هاي ديگر از نظر ميزان گونه مرجع در نظر گرفته و گونهعنوان

مقايسه  A. annuaبافت با گونه  سهژن در  چهاربيان نسبي اين 
 .شدند

  

   هامواد و روش
آوري و استان جمع پنجگونه آرتميزيا از  هشتدر اين تحقيق  

گونه ابتدا با  8بذور . آمده است 1ها در جدولات نمونهمشخص
بار با  سهدرصد ضدعفوني شده و در ادامه  20 هيپوكلريت سديم

هفته با  دوآب مقطر شستشو داده، سپس بذور هر گونه به مدت 
ساعت تاريكي در پتري ديش  هشتلوكس و  1000شدت نور 

كشت و به اتاقك ها را در گلدان در ادامه گياهچه ه شدهقرار داد
رشد گروه زراعت و اصلاح نباتات دانشگاه تهران با شرايط دماي 

 5000درصد، شدت نوري  55گراد، رطوبت درجه سانتي 25
گيري از برگ نمونه. دشساعت تاريكي منتقل  8لوكس و 

. ها، غنچه و گل گياهان با سه تكرار زيستي انجام گرفتگياهچه
RNA  با استفاده از كيتRNasy Plant Mini Kit  شركت كيا ژن 

) (Qiageneساخت  .شد استخراجcDNA   به كمك كيت
RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis K1622   شركت 

را با  RNAميكروگرم يك طبق پروتكل زيرانجام گرفت،  فرمنتاز
مخلوط كرده و به كمك آب  OligodTميكروليتر آغازگر  يك

Nuclease free  5 و به مدت رسانده ميكروليتر 12به حجم آن را 
ها را بر روي يخ قرار داده تيوب. دهيمدرجه قرار مي 65 دقيقه در

 RNase inhibitorواحد يكميكروليتر بافر،  چهارو در ادامه به آن 
آنزيم نسخه برداري معكوس  واحد 20و  dNTP مولار يك ميلي ،

درجه و بعد  45ها را به مدت يك ساعت در اضافه كرده و تيوب
 نهايت  در  و   دهيممي  قرار  درجه  70دقيقه در  5از آن به مدت 
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cDNA  شوددرجه نگهداري مي - 20ساخته شده در دماي .
-Quantitative real)مراز در زمان واقعياي پليواكنش زنجيره

time PCR)  در دستگاه آي سايكر )icycler(  شركت بيوراد انجام
 ،سنتازبتا كاريوفيلين ، سنتازبتا آميرين  هايگرهاي ژنآغاز. شد

به عنوان ژن مورد بررسي و آغازگر  سنتازپنين  بتاو  سنتازلينالول 
به عنوان ژن مرجع با استفاده از نرم افزار اينترنتي  18SrRNAژن 

 (http://www.embnet.sk/cgi-bin/primer3_www.cgi) 3 پرايمر
مراز در اي پليبراي انجام واكنش زنجيره). 2جدول( طراحي شد

 20ساخته شده در مرحله قبل با رقت  cDNAزمان واقعي در ابتدا 
 10شامل  PCRهر واكنش . برابر به عنوان الگو تهيه شد

ميكروليتر  يك ،2X SYBR Bio Pars (GUASNR)ميكروليتر
ميكروليتر  5، )پيكومول 10غلظت ( رورو و پسشآغازگرهاي پي

cDNA  ميكروليتر آب عاري از  3وRNase شرايط دمايي . بود
ثانيه  10چرخه  35درجه سپس  95ثانيه  PCR ،180براي تكثير 

ثانيه در  30درجه و  60ثانيه در دماي  10درجه،  95در دماي 
 RESTافزار ها با استفاده از نرم سپس داده. درجه بود 72دماي 

2002 )Pfaffl et al. 2002(  بر اساس مدل رياضي زير تجزيه و
 .  تحليل شدند

      
R  ها در دو نمونه مورد مقايسه است، كه بيانگراختلاف بيان ژن

 E .رساندها را ميفاقد واحد و صرفا ميزان چند برابري بيان ژن
درصد  100زماني كه كارايي تكثير . كارايي تكثير است بيانگر

دو برابر مي چرخهها در هر باشد، بدين معني است كه تعداد كپي
 .شود

  
    نتايج و بحث

 ،A. absinthiumهاي گونه  داد نشان   سنتازبتا آميرين  ژن   نتايج
A. sieberi ، A. diffusa  وA. spicigeria  در تمام مراحل نمونه

شته در حاليدا A. annuaگونه  نسبت به گيري ميزان بيان كمتري
 اي و در مراحل گياهچه A. vulgarisو  A. scoparia  هايكه گونه

 

  بيان  ميزان گلدهي  مرحله   در و  غنچه دهي ميزان بيان كمتر 
  ايگياهچه در مرحله    A.campestris  گونه  .داشتندبيشتري 

بيان كمتر و در مراحل غنچه و گل ميزان بيان بالاتري  ميزان
بيشترين ميزان  سنتازبطور كلي در مطالعه ژن بتا آميرين . داشتند

بوده  .scoparia Aدر گونه ) 62/1(بيان مربوط به مرحله گلدهي 
در ) -85/50(اي و كمترين ميزان بيان مربوط به مرحله گياهچه

 .Meesapyodsuk et al. )1شكل( باشدمي  A. sieberi گونه

اندام گونه  پنجها در سنتازبا بررسي بيان ژن بتا آميرين  (2006)
Saponaria vaccaria  در برگ بيان  اغلبمشاهده كردند، اين ژن

بررسي اثر تيمار متيل جاسمونات بر ميزان بيان ژن بتا .  شودمي
بيان كرده، اين   Medicago truncatulaدر گونه سنتازآميرين 
برابري اين ژن شده و حداكثر بيان  50افزايش بيان  سببمحرك 

دهنده كه اين نتايج نشان ساعت بعد از تيمار مشاهده شد 24ر د
آناليز بيان ژن بتا . )Suzuki et al. 2005( متيل جاسموناتتاثير 

  A. absinthium ،A. sieberiهاي نشان داد، گونه سنتازكاريوفيلين 
در تمام مراحل مورد بررسي ميزان بيان كمتري   A. vulgarisو 

گونه قبلي، گونه سهدر مقابل . داشتند A. annua نسبت به گونه
ميزان بيان  A. spicigeria و scoparia A.، A.campestrisهاي 

 A. annuaگيري نسبت به گونه بالاتري در تمام مراحل نمونه
دهي ميزان اي و غنچهدر مراحل گياهچه A. diffusaگونه . داشتند

را نسبت به گونه  بيان كمتر و در مرحله گلدهي ميزان بيان بيشتري
A. annua سنتازدر آناليز بيان ژن بتا كاريوفيلين . داشته است 

به ترتيب  A. annuaبيشترين و كمترين ميزان بيان نسبت به گونه 
 و مرحله گلدهي A.campestrisگونه ) 28/56( در مرحله گلدهي

 Cheng et. )1شكل( مشاهده شد  A. vulgarisگونه ) - 74/10(

al. (2007) زارش دادند تيمار متيل جاسمونات برروي برنج گ
افزايش بيان ژن بتا كاريوفيلين شده و اين افزايش بيان باعث  سبب

شود، بنابراين ژن موردنظر در جذب بيشتر زنبور پارازيتوئيد مي
مطالعات انجام شده بر روي  . مكانيسم دفاعي گياه برنج نقش دارد

A. annua سنتازژن بتا كاريوفيلين  مشخص كرد، كه بيشترين بيان 
هاي قارچي در اپيدرم ساقه مشاهده شده و همچنين تيمار محرك

). Cai et al. 2002( شودافزايش بيان اين ژن مي سببنيز 

Olofsson et al. (2011)  و غنچه جوان  هاي گزارش دادند برگ  
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 .A. absinthium, A. campestris, A. diffusa, A. scoparia, A. sieberi, A. spicigera, A هايدر گونه بتا آميرين سنتازبيان نسبي ژن  -1شكل

vulgaris  نسبت به گونه A. annua در بافتهاي برگ، غنچه و گل. 
 
 

  نام گونه ها و محل جمع آوري آنها -1جدول
  م گونهنااستان                    طول جغرافيايي عرض جغرافيايي  ارتفاع
  A.annua  گلستان 372355,2 554749,2  481

  A. sieberi  تهران 352111,2 520032,3  1044
  A.vulgaris  گلستان 372346,7 554551,6  428

  A.absinthium  اردبيل 382607 483451,8  1487
  A. diffusa  سمنان 364243,4 551545,5  1646
  A. spicigera  گلستان 361115,3 514723,5  2096
  A.campestris  اردبيل 361229,1 535527,3  1731
  A. scoparia  مازندران  360922,6  521530,6  1047

 
 

  
 

 .A. absinthium, A. campestris, A. diffusa, A. scoparia, A. sieberi, A. spicigera, A هايدر گونه بتا كاريوفيلن سنتازبيان نسبي ژن  -2شكل

vulgaris  نسبت به گونه A. annua در بافتهاي برگ، غنچه و گل.  
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 .A. absinthium, A. campestris, A. diffusa, A. scoparia, A. sieberi, A. spicigera, A هايدر گونهنالول سنتاز يل بيان نسبي ژن -3شكل

vulgaris  نسبت به گونه A. annua در بافتهاي برگ، غنچه و گل. 
 
 

  
 

 .A. absinthium, A. campestris, A. diffusa, A. scoparia, A. sieberi, A. spicigera, A هايدر گونه ن سنتازيپن بتا بيان نسبي ژن -4شكل

vulgaris  نسبت به گونه A. annua در بافتهاي برگ، غنچه و گل.  
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 آغازگرهاي مورد استفاده در واكنش زنجيره اي پليمراز در زمان واقعي -2جدول

  نام آغازگر               توالي آغازگر                   طول تكثير
123  5´-AGGCTCTTGGCTTTCGACTAC-3´  Linalool-F 

   5´-GCATTCCCACAACATCTTCG-3   Linalool-R  
127  5´-GGCGTGGCAGGATTTATG-3´  Penine-F  
  5´-CCTGATGATCGGAGCAATTC-3´  Penine-R  
134  5´-ATGGAGGTTGGGGAGAAAGC-3´  Amyrin-F  

  5´-ATCTCTCTCCGCCTGTCGAG-3´  Amyrin-R  
135  5´-GAGGCATTGCGTTACATTCC-3´  Caryophyllene-F  
  5´-CCACCACCTGGAAACTTCG-3´  Caryophyllene-R  
110  5´-GCAACAAACCCCGACTTCTG-3′                       18S rRNA-F  

  5´-TGCGATCCGTCGAGTTATCA-3′  18S rRNA-R  

 
را  سنتازيان بالاتري از ژن بتا كاريوفيلين ها نسبت به برگهاي پير ب

 سنتاز  لينالول     ژن  بيان    آناليز   .داشتند   A. annuaدر گونه  
 در تمام مراحل A. diffusaو   A. sieberi  هايداد، گونه  نشان
 حاليكه   در  A. annua  گونه گيري بيان كمتري را نسبت به نمونه

در  A. spicigeria و A. vulgaris  ،A.campestrisهاي گونه
اي و گلدهي ميزان بيان كمتر و در مرحله غنچه مراحل گياهچه

در  A. absinthiumگونه  . دهي ميزان بيان بيشتري را نشان دادند
 دهي بيان بيشتر و در مرحله گلدهي بيان اي و غنچهمراحل گياهچه

غنچه و در مراحل   .scoparia A كمتري داشته، همچنين گونه 
اي بيان كمتري دهي داراي بيان بيشتر و در مرحله گياهچهگل

به  سنتازداشته و در مجموع بيشترين و كمترين بيان ژن لينالول 
و مرحله  .scoparia A  گونه) 86/15( دهيترتيب در مرحله غنچه

در . )1شكل( مشاهده شد  A. sieberiگونه  ) -20( دهيغنچه
در  سنتازدر مورد بيان كمي ژن لينالول  مطالعات قبلي انجام شده

مشخص كرده كه بيشترين بيان در اندام برگ  A. annuaگونه 
 بيان  افزايش   سبب  هاگياهچه وجود دارد و نيز ايجاد زخم روي 

 سيستم  در   است  ممكن ژن   اين  شده بنابراين سنتازژن لينالول 

 قش داشته باشدها و حشرات ندفاعي گياه در اثر حمله پاتوژن

)Jia et al. 1999.( Pandelo et al. (2011)  با آناليز بيان نيمه كمي
گزارش  Lippia alba در چند شيموتايپ هاي  سنتازژن لينالول 

دادند برگهاي جوان گره چهارم داراي بيشترين بيان بوده و 

ساعت  24ها بعد از در همه شيموتايپ سنتازحداكثر بيان لينالول 
مقايسه بيان نسبي ژن . ار متيل جاسمونات مشاهده كردنداز  تيم

-كه گونه دهدنشان ميگيري مرحله نمونه سهدر  سنتازآلفا پنين 

 scopariaهاي بيان كمتر و گونه A. diffusaو   A. sieberiهاي  

A. ،  A. vulgaris   و  A.campestris    بالاتري را نسبت به  بيان
در بررسي اين ژن بيشترين بيان . نشان دادند A. annuaگونه 

بوده و در  A.campestrisگونه ) 57/53( مربوط به مرحله غنچه
 .A گونه ) - 49/23( مقابل كمترين بيان مربوط به مرحله غنچه

diffusa ها و مطالعات در درخت صنوبر بررسي. )1شكل( باشدمي
 سببدرختان  اين   روي بر  زخم   و القاء حمله اذعان كرده 

شود، بنابراين افزايش بيان ژن ها ميسنتازافزايش بيان ژن ترپن 
 عيتواند يكي از عوامل مهم در سيستم دفامي سنتازآلفا پنين 

 .Mckay et al. 2006 .(Lu et al( مستقيم گياه محسوب شود

هاي بيان بالاي از ژن بتا پنين را در برگهاي جوان گياهچه (2002)
گزارش دادند و بيان كردند ايجاد زخم  A. annua روزه گونه 14

بتا پنين   ژن بيان   افزايش  سبب A. annuaبر روي برگها گونه 
با بررسي بيان نسبي ژن هاي مورد مطالعه در اين .  شودمي  سنتاز

تحقيق به نظر مي رسد كه گونه مورد استفاده و زمان استخراج از 
كيبات معطر آرتميزيا مهمترين عوامل دخيل در استحصال تر

 .Aگونه  آمرينبتا طوريكه در استخراج به   محسوب مي شود

annua  براي   همچنين . شودمي  گرفته نظر   مهمترين كانديد در 
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و  scoparia Aو غنچه دهي  A.absinthiumلينالول مرحله رويشي 

 A.campestris   scopariaمرحله گلدهي  بتا كاريوفيلين استخراج

.A مرحله گلدهي  وA.spicigeria مناسبترين مرحله استخراج  

تمام مراحل نمونه  پنينبراي بتا  در نهايت . شده اند  انتخاب
و  A.campestrisگيري بخصوص غنچه دهي در دو گونه 

scoparia A. باشندبهترين مرحله استخراج مي.
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