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A R T I C L E I N F O A B S T R A C T 
 

Article history Active substances or secondary metabolites in medicinal plants are 

regularly produced in response to biotic and abiotic stresses and 

determine the ability of plants to adapt during growth and 

development. In order to increase the quantity and quality of the 

effective substance of the green cumin medicinal plant, with the 

scientific name Cuminum cyminum L from the Chetrian family, we 

need to identify the germplasm and useful genes in domestic and wild 

populations of this plant. In the current research, five selected genes 

in the biosynthesis pathway of flavonoids in cumin, obtained from 

previous research based on NGS method, which had the highest 

expression changes in drought stress, were validated. DNA from 

young leaves of selected ecotypes was extracted and quality 

measured with agarose gel. Considering the PCR test and the 

observation of a single band in all cases and the lack of difference in 

the length of the amplified fragment among the selected ecotypes; 

The length polymorphism of the fragments resulting from the 

amplification was rejected due to the presence of deletion and 

addition regions between different genotypes. This experiment could 

not confirm the placement of the two studied ecotypes of Sadouq and 

Rafsanjan in terms of seed yield, essential oil and extract content, in 

two different groups in terms of the studied genes. Also, he could not 

confirm the difference in the expression of two genes (with sequence 

numbers DN1196 and DN32640) in drought stress and normal 

irrigation in the previous research . 
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  دهایفلاونوئ  وس نت یب  ریدر مس    لیدخ منتخب  هایژن  یمولکول  یررس  ب

 سب  ۀریز پیدر دو اکوت
 

 2ینیرامش نی حس ، 2یدربند یزد یا ی، عل 2انیمرتضو یمحمد مهد دیس ، 1یلطف فرشته

 ی کشاورز ی وتکنولوژیسابق ب   یدانشجو.1

 دانشگاه تهران، پاکدشت  حان،ی و اصلاح نباتات دانشکدگان ابور یگروه علوم زراع اریدانش.2
 

 چکیده اطلاعات مقاله 

زنده    ی ها به طور منظم در پاسخ به تنش   یی دارو   اهان ی در گ   ه ی ثانو   ی ها ت ی متابول   ا ی موثره    ۀ ماد  تاریخ  

.  کنند ی م   ن یی در طول رشد و نمو تع   ی سازگار   ی را برا   اهان ی گ   یی زنده ساخته شده و توانا   ر ی و غ 

 Cuminum ی سبز، با نام علم  ۀ ر ی ز   ی داروئ  اه ی گ  ۀ موثر  ۀ ماد  ی ف ی و ک  ی کم   ش ی جهت افزا 

cyminum L    ی ها در توده   د ی مف   ی ها ژرم پلاسم و ژن   یی شناسا   ازمند ی ن   ان، ی از خانواده چتر  

  وسنتز ی ب   ر ی حاضر، پنج ژن منتخب در مس   ق ی . در تحق م ی هست   اه ی گ   ن ی ا   ی و وحش   ی اهل 

  ر یی تغ   ن ی شتر ی که ب   NGSبر روش    ی مبتن   ی قبل   قات ی سبز، حاصل از تحق   ۀ ر ی در ز   دها ی فلاونوئ 

جوان    ی ها از برگ   DNAقرارگرفتند.    ی اعتبارسنج   ورد داشتند، م   ی را در تنش خشک   ی ان ی ب 

شد. با توجه به انجام    ی سنج   ت ی ف ی منتخب کشت شده، استخراج و با ژل آگارز ک   ی ها پ ی اکوت 

  ر ی تک باند در تمام موارد و عدم وجود تفاوت در طول قطعه تکث   ۀ و مشاهد   PCR  ش ی آزما 

وجود    ل ی به دل   ر ی تکث   ز قطعات حاصل ا   ی طول   ی منتخب؛ چندشکل   ی ها پ ی اکوت   ان ی شده م 

نتوانست قرار گرفتن    ش ی آزما   ن ی . ا شد   مختلف، رد   ی ها پ ی ژنوت   ن ی حذف و اضافه ب   ی دارا   ی نواح 

عصاره، در    ی مورد مطالعه صدوق و رفسنجان از نظر عملکرد دانه، اسانس و محتوا   پ ی دو اکوت 

دو    ان ی نتوانست تفاوت ب   ن ی کند. همچن   د یی تا   ی مورد بررس   ی دو گروه متفاوت را از نظر ژن ها 

  ی معمول   ی ار ی و آب   ی ( را در تنش خشک DN32640و    DN1196  ی ها   ی ژن )با شماره توال 

 .د ی نما   د یی گذشته تا   ق ی در تحق 
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 مقدمه

موثره م  ادۀ  دارای  داروئی  ای گی  اه  ان 

ه ای ث انوی ه از جمل ه  ح اوی انوا  مت ابولی ت

فلاونوئیدها، با خاص یت آنتی اکس یدانی  

.  (Franco et al., 2018)  باش  ندمی

فراین د طوننی تک ام ل، گی اه ان    طیدر  

ای ن ت وان  ای ی ت ول ی  د  ب رای  را  خ ود  ه  ای 

ن م ودن م ت  اب ول ی  ت ف راه م  ج ه  ت  ه  ا 

های تطبیقی مورد نیاز برای بقا  مکانیس م

های متغیر، به دس   ت آورده و در محیط

ان  د داده  دس    ت  از  ن  ی  ز   گ  اه  ی 

(Yonekura-sakakibara, 2019) .  

های ثانویه که بیش تر خاص یت  متابولیت

دارویی دارن د، ترکیب ات فع ال بیولوژیکی  

مش تق   یههای اولهس تند که از متابولیت

  های متابولیس  مش  وند و نقش  ی در  می

ن دارن د و تنفس   ی  فتوس   نتزی   اولی ه 

(Alqethami and Aldhebiani, 

آنج ائی  .(2021 مت ابولی تاز  ه ای  ک ه 

ثانویه گیاهی به طور منظم در پاس  خ به 

های زنده و غیر زنده س نتز ش ده و تنش

توانایی گیاهان را برای س  ازگاری و زنده 

کنن د،  م ان دن در طول زن دگی تعیین می

این که کدام مواد فیتوش  یمیایی    ۀمطالع

و در پاس  خ به چه عواملی تولید ش  ده و 

بس یار  ،  ها چیس تفعالیت بیولوژیکی آن

 
7 Apiaceae 

 ,.Jan et al)ب اش   د  ح ائز اهمی ت می

ر می ان گی اه ان دارویی زیرۀ د  .(2021

گیاهی یکس  اله و علفی متعلق به  س  بز

در  ک ه    بوده  7خ انواده جعفری ی ا چتری ان

 x 2=  14ح ال ت دیولوئی د دارای فرمول  

  =n2 ق  دی  م  ی از  ی  ک  ی  و و  ت  ری  ن 

 باش  دترین گیاهان دارویی میاقتص  ادی

 زیرۀ س  بز .(1391)س  ورنی و همکاران،  

اول س ط  زیر کش ت را در    رتبهدر ایران 

دارد   دارویی  گی  اه  ان  )داریوش  می  ان 

و همک اران،    90ک ه    (1396ص    ادقی 

اس ت  اس تان خراس ان  مختص  درص د آن  

ه ای توده  .(1387)کرم انی و همک اران،  

بومی ارق ام اولی ه ای هس   تن د ک ه تک ام ل 

ی افت ه و تح ت ت اثیر انتخ اع طبیعی ب ه  

ش   رایط محیطی منطق ه خود س   ازش  

اند. عامل این س  ازش پذیری، تنو  یافته

باش  د ولی به ژنتیکی بانی این ارقام می

ب ایس   ت  ه ا، میعل ت عملکرد پ ایین آن

ها گردد  ارقام اص  لاح ش  ده جایگزین آن

(. با توجه به 1390و همکاران،  )س میعی  

اهمی ت گی اه ان داروئی و ب ه خص   و  

توج ه ب ه گی اه ان بومی کش   ور ازجمل ه  

گیاه زیرۀ س   بز، در راس   تای اقتص   اد  

مق اومتی و تولی د پ ای دار، ش   ن اس   ایی  

های کلیدی و موثر در مس یر بیوس نتز ژن
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فلاونوئی ده ا ب ه عنوان ترکیب ات دارویی  

چن د وجهی و بررس   ی وجود تنو  اللی  

آن در  نظر احتم الی  ب ه  ه ا، ض   روری 

رس  د. لذا تحقیق حاض  ر در راس  تای  می

تایید )اعتبارس   نجی( نتایج حاص   ل از 

تحقیقات گذش  ته و نیز پیدا کردن تنو  

در ژنوتی پ ه ای منتخ ب  اللی احتم الی 

 زیرۀ سبز طرح ریزی گردیده است.

در تحقیقی ک ه در دانش   ک دگ ان   

ابوریحان انجام ش  ده اس  ت، نخس  تین  

پروفایل توالی رونوش ت درگیاه زیرۀ س بز 

گزارش ش  ده اس  ت که   NGSبه روش  

ای اس   ت تا بر اس   ات آن بتوان مقدمه

ه ای دخی ل در مس   یر بیوس   نتزی ژن

های ثانویه را ش ناس ایی کرده و متابولیت

در تحقیق ات بع دی جه ت اص   لاح این 

گیاه مورد اس تفاده قرار داد. تحقیقی که 

های کش ی اس انسبر روی خوا  حش ره

چهار اکوتیپ زیرۀ سبز شامل دو اکوتیپ 

و  ف ارت  از  اکوتی پ  ی ک  و  کرم ان  از 

 4خراس  ان ش  مالی علیه نروهای س  ن 

کرم س اقه خوار ررت انجام ش د، مش خص 

های زیرۀ س  بز روی ش  د تمامی اکوتیپ

اند. نتایج  آفت مذکور اثر س  می داش  ته

ۀ س بز های زیردهد که اس انسنش ان می

ب رای  م ی م ن  اس   ب ی  ج  ای گ زی ن  ت وان  د 

های ش  یمیایی در مدیریت کشحش  ره

خوار ررت باش  د. در  فیقی کرم س  اقهتل

این تحقیق اس  انس اکوتیپ رفس  نجان  

تر مونوترپن  کرمان به دلیل درص  د بیش

ترین قدرت کش  ندگی را س  ایمن، بیش

دارا بوده اس ت )رض ا ص ادقی و همکاران،  

ت ح ق ی ق1400 در   .) SIOW  درب  اره

محتوای پروتئینی بذر زیرۀ س   بز، آمده 

اس  ت بذر این گیاه با توجه به محتویات  

توان د ب ه عنوان ی ک م اده پروتئینی آن می

ب  اخ  اص   ی  ت  توج  ه،  ق  اب  ل  غ  ذایی 

اکس  یدانی و کنترل کننده س  ط   آنتی

قن د بیم اران دی ابتی مورد اس   تف اده قرار 

 ,Sybiy .(Siow and Gan گ ی رد

نمونه غلات،    4در تحقیقی روی  (2014

و    5 س   ب زی ج  ات  ن م ون  ه    13ن م ون  ه 

جات هندی از جمله زیرۀ س   بز، با ادویه

های ثانویه توجه به طیف وسیع متابولیت

ف ن ول ج م ل  ه  ف لاون وئ ی  ده  ا،  از  و  ه  ا 

ه ا، نتیج ه  آلک الوئی ده ا و ترپنوئی ده ای آن

گرفت تنها زیرۀ س  بز بانترین پتانس  یل  

( را از 90ه ای ب اکتری ایی ) مه ار بیم اری

دهد. زیره از طریق کاهش  خود نشان می

ژن م ق  اب  ل ب ی  ان  در  م ق  اوم  ت  ه  ای 

از تش   کی ل  آنتی ب اکتری،  بیوتی ک، در 

می جلوگیری  از  کن د.بیوفیلم  بن ابراین 

گی اه انی م انن د زیره ب ه عل ت تولی د طیف 

م ی ت رک ی ب  ات،  از  ب  ه  م ت ن وع ی  ت وان 
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 Sybiya)پانیشگاه زیستی تعبیر نمود  

Vasantha Packiavathy et al., 

ج ه  ت  (2012 در  زی  ادی  ت ح ق ی ق  ات   .

)ت ن و    م خ ت ل ف  ج ه  ات  از  ت ن و ،  ی  اف ت ن 

و  پ روت ئ ی ن ی  م ول ک ول ی  و  م ورف ول وژی ک ی 

بر   تودهDNAمبتنی  در  بومی (،  ه  ای 

زیرۀ س بز انجام ش ده اس ت. جهاد س ورنی 

تنو  ژنتیکی   توده زیرۀ   24و همک اران 

س بز از س راسر کشور را ازنظر نشانگرهای 

مورفولوژیکی و پروتئینی مورد بررس   ی 

قرار داده و هردو نش انگر ارزیابی مش ابهی  

در   دادن د.  نش    ان  را  ژنتیکی  روابط  از 

تحقیق ایش  ان تنو  در س  ط  مولکولی  

ت ایی د کرد  ت را  مزرع ه  نو  در س   ط  

(. بهمنک ار  1391)س   ورنی و همک اران.،  

از بررس   ی تنو  ژنتیکی   تودۀ   20پس 

زیرۀ س بز از جهات مختلف، به نتایجی از 

افزایش   تودهجمل ه  در  ه ای اس    انس 

ت وده م ق  اب  ل  در  زودرت  دی ررت  ه  ای 

 ,.Bahmankar et al)دس  ت یافت  

م ورد   (2019 در  دی گ ری  ت ح ق ی ق  ات 

ش   ن اخ ت تنو  ژنتیکی زیرۀ س   بز ب ا 

نش   انگر جمل ه    م ارکره ای متف اوت، از

SCoT    و   49در )ابراهیمی ان  ژنوتی پ 

  ISSRو  RAPD(،  1396ه م ک  اران،  

  SRAP ( و1397)ض  ابط و همکاران.،  

(Bhatt et al., 2017)    انجام ش   ده

اس  ت که نش  ان از وجود تنو  ژنتیکی  

باشد.  های مختلف زیرۀ سبز میبین توده

با اینحال اطلاعات بس  یار اندکی از ژنوم 

های بیوش  یمیایی ترکیبات  و مکانیس  م

موجود در این گیاه ارزش  مند در دس  ت  

باش د. ص ادقی در تحقیقی به ارزیابی  می

 توالی رونوش ت زیرۀ س بز با اس تفاده از

RNA-Seq     ن خس   ت ی ن و  پ رداخ ت  ه 

پروف ای ل توالی رونوش   ت این گی اه را ک ه 

های مرتبط با بیش تر ش امل ش ناس ایی ژن

های غش  ایی  تنظیم رونویس  ی و فعالیت

باش  د، گزارش کرده اس  ت )داریوش  می

ه م ک  اران،   و  ط ب ق  1396ص    ادق ی   .)

گزارش ص  ادقی بیوس  نتز فلاونوئیدهای 

ه  زیرۀ س بز در غش او واکوئل ص ورت گرفت

و از طریق نقل و انتقال غش  ائی به تنش 

خش   کی موجود در محیط پاس   خ داده  

ش  ود )داریوش ص  ادقی و همکاران،  می

1396 .) 

های ثانویه با وزن مولکولی  متابولیت

کم و س   اخت ار متنو ، منبع مهمی در  

از فع الی ت بیولوژیکی و اکولوژیکی  ه ای 

های مختلف و جمله س  ازگاری با محیط

ه ای زیس   تی و نیز دف ا  در برابر تنش

توس   ع ه داروه ا و محص   ونت طبیعی  

م ول ک ول ای ن  ج ه  ت هس   ت ن  د.  از  ه  ا 

ب ه س    ه دس   ت ه عم ده   س    اخت اری 

فلاونوئی ده ا، ترپنوئی ده ا و آلک الوئی ده ا  
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ش وند )درافش ان و همکاران،  تقس یم می

های ثانویه، (. گروه اصلی متابولیت1398

فلاونوئی  ده  ا   جمل  ه  از  فنلی  ترکیب  ات 

.  (Singh et al., 2021)هس   ت ن  د  

ترکی ب،   9000فلاونوئی ده ا ب ا بیش از  

ه ای ه ای اص   لی مت ابولی تیکی از گروه

ب  وده   -Yonekura)ت  خص   ص    ی 

sakakibara, 2019)    م  ی  ان در  و 

ترکیبات فنلی، بیش  تر مورد مطالعه قرار 

. تش   کی ل  (Casati, 2012)ان د  گرفت ه

تع داد زی ادی از ترکیب ات فلاونوئی دی ب ه  

و تع داد  C   عل ت حلق ه هتروس   یکلی ک 

ه ای هی دروکس   ی ل ی ا متی ل روی گروه

و نیز گلیکوزیون،     B  و  Aحلق ه بنزنی  

آس   یلاس   یون و .... و پلیمریزاس   یون  

.  (Liu et al., 2021)باشد  مولکولی می

مهمترین اثر فلاونوئیدها خاص  یت آنتی 

ها اکس   یدانی قوی و نیز آثار درمانی آن

ه ایی م انن د پیری و در رابط ه ب ا بیم اری

س   رط ان اس   ت ک ه در اثر اس   ترت 

ش  وند. فلاونوئیدها اکس  یداتیو ایجاد می

باش ند  های گیاهی میدس ته ای از رنگیزه

ها در واکوئل س   لول که محل تجمع آن

(.  1398اس   ت )درافش   ان و همکاران،  

آنتوس   ی  انین م  انن  د  ه  ا فلاونوئی  ده  ا 

و )رنگ  دان  ه آبی  ن  ارنجی،  و  قرمز  ه  ای 

ه ای ه ا )رنگ دان هبنفش( چ الکون و آئورون

ه ای  ه ا )رنگ دان هزرد( و فلاونول و فلاون

های متنوعی  س فید و زرد کم رن(( رن( 

کنند. پیش  گیری  را در گیاهان ایجاد می

و س  رطان و   از پوکی اس  تخوان، الزایمر

در ج ذع حش   رات جه ت  ش   رک ت 

افش  انی و ش  رکت در متابولیس  م  گرده

ب اش   د  اکس   ین از آث ار فلاونوئی ده ا می

(Liu et al., 2021) و فلاونوئی ده ا   .

ه ا ن ه تنه ا موج ب از بین آنتوس   ی انین

شوند، های آزاد در گیاه میرفتن رادیکال

گردند.  ها میبلکه مانع از تولید بیشتر آن

گروه واس   ط  ه  ب  ه  ه  ای فلاونوئی  ده  ا 

های س  اختاری  هیدروکس  یلی در حلقه

خود دارای خاص یت آنتی اکس یدانی بوده 

های فعال  س  ازی اکس  ی نو موجب پاک

ها نیز با محافظت  ش وند. آنتوس یانینمی

از س   اختارهای حس   ات مانند غش   او  

س   لولی موج ب مق اوم ت گی اه در مق اب ل  

ش وند )حش متی و همکاران،  خش کی می

(. فلاونوئیدها در ساختار پایه خود 1395

باشند  می A-B-C حلقه فنولی 3دارای  

-C6 اتم کربن ب ه ص   ورت    15ک ه از  

C3-C6  ه بنزنی ش  ود. حلق تش  کیل می

A  ،6 کربنی در کنار حلقه C  اس  ت که

 با یک پیوند یگ انه به حلق ه فنولی بنزنی

B     (.  1متصل است )شکل
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 (Amer, 2018)ساختار اصلی فلاونوئید -1شکل 

طبق ه بن دی فلاونوئی دها بر اس   ات  

 C س  ط  اکس  یداس  یون هتروس  یکل

ج  ای گ زی ن وج ود  ن ی ز  و  ه  ای م رک زی 

 و A هایهیدروکس یل و متیل در حلقه

B    م  ان ن  د ت ک م ی ل ی  ت غ ی ی رات  ن ی ز  و 

و  آس   ی لاس   ی ون  گ ل ی ک وزی لاس   ی ون، 

 ,.Bogs et al)باشد  پلیمریزاسیون می

2011)  (Lou et al., 2021)  به دلیل .

فلاونوئی ده ا، فع الی ت بیولوژیکی  ه ای 

ها و س بزیجات  محققان جهت تولید میوه

غنی ش   ده ب ا این ترکیب ات ک ه دارای  

باش ند،  خوا  غذایی و داروئی فراوان می

به درک مراحل مختلف مسیر بیوسنتزی 

ها، توجه  های آنفلاونوئیدها و تنظیم ژن

ن م وده  ,.Bogs et al)ان  د  ف راوان ی 

از طریق مس   یر  (2011 فلاونوئی ده ا   .

عمومی فنی ل پروپ انوئی د از فنی ل آننین 

-C6 شوند و به دلیل داربستمشتق می

C3    حاص ل از اولین مرحله بیوس نتز، به

ش   ون د. این مس   یر  این ن ام خوان ده می

کنند که در  س   ازهایی را فراهم میپیش

چندین ش  اخه، منجر به بس  ط هزاران 

 ,.Bogs et al) ش وندترکیب دیگر می

. در نه ای ت فع الی ت فیزیولوژیکی  (2011

ها فلاونوئیدها با تزئین س  تون فقرات آن

های متیل و قطعات آسیل با قندها، گروه

و  پ ذیری  واکنش  تغییر حلالی ت،  ب ا  و 

ه ا ب ا اه داف س   لولی، تع دی ل  تع ام ل آن

.  (Kaur et al., 2021)گ  ردد  م  ی

توانن د آزاد )آگلیکون( و فلاونوئی ده ا می

ها یا مرتبط با قند باش  ند. آنتوس  یانین

ه ای گلیکوزیل ه  هم ان آنتوس   ی انی دین

هستند. وجود یک بخش قند در مولکول 

آنتوس یانین موجب تغییر در رن(، جذع  

گرده  افزایش  آن  ب ه دنب ال  و  ج انوران 

گردد. رایج ترین قند، گلوکز افش  انی می
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باش د. گلیکوزیلاس یون موجب افزایش می

حلالی ت، توزیع و مت ابولیس   م از طریق 

ش   ود و تس   هی ل انتق ال از غش   او می

ورود  اف زای ش  م وج  ب  م ت ی لاس   ی ون 

ها فلاونوئیدها به س لول و محافظت از آن

 .(Silva, 2021)ش      ود  م    ی
UFGT(UDP-glucose-

flavonoid3-O-  

glycosyltransferase)     آن  زی  م  ی

 ه ای قن د را ب ه گروهاس   ت ک ه مولکول

C3- OH  آنتوس یانیدین متص ل کرده و

ه ای ه ای مس   ئول رن ( آنتوس   ی انین

( درجه 2کند )ش   کل  مختلف تولید می

موجب   B هیدروکس   یله ش   دن حلقه

 شود.های متنو  میایجاد رن( 

 

 (Kaur et al., 2021)نمایش ساده ای از مسیر بیوسنتزی فلاونوئید )آنتوسیانین(    -2شکل 

با اتص ال  MYB ژن تنظیم کننده

فع الی ت آن را    UFGT ب ه پروموتر ژن

  (Kaur et al., 2021).کند  تنظیم می

باش  ند.  ها محلول در آع میآنتوس  یانین

این گروه بعلت خاص یت آنتی اکس یدانی  

از  و  بوده  ب انیی  اهمی ت غ ذایی  دارای 

ه ا و ه ا، پروتئیناکس   ی داس   یون چربی

کنند.  های نوکلئیک جلوگیری میاس  ید

افزایش س   یس   تم ایمنی ب دن، ترمیم  

ه ای بین ایی، ک اهش چ اقی و ن اهنج اری

های قلبی و انوا  س  رطان بهبود بیماری

ف لاون وئ ی  دی   گ روه  ای ن  م ه م  آث  ار  از 
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ب اش   د. ش   دت و الگوی بیوس   نتز می

آنتوس یانین و در حالت کلی کنترل بیان 

ه ای س   اخت اری متف اوت تح ت نظر ژن

ه ای تنظیم کنن ده قرار دارن د )ک ا م  ژن

ه م ک  اران،   و  ب ن  ه  ت ج م ع 1393زاده   .)

ان دام ب اف تفلاونوئی ده ا در  ه ا ب ه  ه ا و 

نس بت مراحل رش د و ش رایط محیطی،  

های  باش  د، تا بتوانند فعالیتمتفاوت می

ده ن  د.  ان ج  ام  را  م ت ف  اوت ی  ب ی ول وژی ک ی 

ه ا مس   تلزم  بن ابراین تولی د و توزیع آن

مس   یر   زم  انی  و  مک  انی  دقیق  تنظیم 

باش د و به ترکیب خاص ی  بیوس نتزی می

 Bogs et)از عوامل رونویس ی نیاز دارد  

al., 2011) رون  ویس    ی ع  وام  ل   .

هایی هس   تند که با اتص   ال به پروتئین

ه ای ه دف س   رع ت  نواحی پروموتر ژن

پلی مراز    RNA رونویس  ی را از طریق

.  (Jan et al., 2021)دهن د  تغییر می

های ترکیبی از خانواده  MBWکمولکس

  MYB  ،bHLHه  ای  پ  روت  ئ  ی  ن

ب اش   د؛ ام ا نحوه عملکرد  می  WD40و

ه ا ب ه نس   ب ت نو  فلاونوئی د و گی اه  آن

متفاوت اس  ت. مثلا ممکن اس  ت مس  یر 

فلاونول نس  بت به نو  گیاه ش  امل یک  

به تنهایی و یا    MYB  فاکتور رونویس ی

دایمر ب  اش    د    MYB-bHLHی  ک 

(Bogs et al., 2011)های درگیر  . ژن

در مس یر آنتوس یانین ازطریق برهمکنش 

- MYB R2R3 عوام ل رونویس   ی  

bHLH - WD40  س  ازی و بیان فعال

.  (Casati, 2012)ش     ون   د  م   ی

مس   یر     MBWکمولکس م  انن  د  نیز 

فلاونوئی د در تم ام گی اه ان ب ه ش   دت  

 ,.Kaur et al)حفا ت ش  ده اس  ت 

ژن  (2021 ت ن ظ ی م  رم زگ  ذار و  ه  ای 

ه ایی ک ه ب ه طور خ ا  در مراح ل آنزیم

بیوس   نتز  ب  ه  منتهی  مس   یر  پ  ای  انی 

های متراکم هستند،  ها و تاننآنتوسیانین

.  (Bogs et al., 2011)را بر عهده دارد  

بزرگترین خانواده فاکتورهای رونویس  ی،  

هس تند    (MYB TFs)میلو بلاس توزها  

بیوس   نتز  رونویس   ی،  ک ه در س   ط  

یوک اریوت هم ه  در  را  ه ا  فلاونوئی ده ا 

م ی دارای  MYB TFs ک ن ن  د.  ت ن ظ ی م 

با   DNA متص ل به  MYB  یک دامنه

آمین ه    50-53  ,.Jan et al)اس   ی د 

ناقص پش ت س ر    (R)  تکرار 4و   (2021

-R1 کلات    4هم اس   ت ک ه آن را ب ه  

R2-R3-R  (Jan et al., 2021 )  

ه ا ب ه طور   WD40کن د.  تقس   یم می

مس   تقیم به پروموتر ژن هدف متص   ل 

های  ش وند، بلکه، با تعامل با پروتئیننمی

از جمل ه   بیوس   نتز bHLHدیگر  در   ،

 Liu et)کنند  فلاونوئیدها ش  رکت می
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al., 2021) . 

bHLH  هایی مش   هور ها پروتئین

هس   تن د ک ه ب ا تع ام ل ب ا  MYCب ه  

و     MYBه ای  ه ای خ انوادهپروتئین

WD40کنن  ده تنظیم  اص   لی  ،  ه  ای 

های مس   یر بیوس   نتزی رونویس   ی ژن

  های گیاهی فلاونوئیدها هس تند. پروتئین

bHLH     شوند خانواده تقسیم می  12به

ک ه همگی در دامین مح افظ ت ش   ده و 

من اطق خ ا  خ ارج از دامین مش   ترک  

 60ب اش   ن د. این دامن ه ب ا نزدی ک ب ه  می

اس   ی د آمین ه    19اس   ی د آمین ه دارای  

اس ید آمینه در   5حفا ت ش ده اس ت که  

آس   ی د آمین ه در م ارپی     5ن احی ه پ ای ه،  

اس ید   8اول، یک اس ید آمینه در حلقه و 

دارد   ق رار  دوم  م  ارپ ی    در  آن  آم ی ن  ه 

(Bogs et al., 2011)    (.3)شکل 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 تنظیم کننده بیوسنتز فلاونوئیدها  bHLH ساختار کلی فاکتورهای رونویسی -3شکل 

 ترازی توالی دامنههم  3در ش  کل  

bHLH چهار پروتئین bHLH   گیاهی

ک ه در تنظیم بیوس   نتز فلاونوئی د نقش 

دارند، نش ان داده ش ده اس ت. اعداد نش ان  

دهندۀ موقعیت اولین اس ید آمینه دامنه  

در توالی ک ام ل پروتئین مربوط ه اس   ت. 

 باقیمانده حفظ ش ده مش خص ه دامنه 19

bHLH  ب ا اس   تف اده از ک ادره ای قرمز

 ,.Bogs et al)ش   وند برجس   ته می

2011)   bHLH .    ها به طور گس ترده

و مس  تقل و یا از طریق تعامل با س  ایر 

ه ای  ه ای پروتئینی در تنظیم ژنخ انواده

ف ن ی  ل ب ی وس   ن ت ز مس   ی ر  پ روپ  ان وئ ی  د، 

آنتوس   ی انین و فلاونوئی ده ا نقش دارن د  

(Jan et al., 2021)  ب ا این ح ال ک ه .

های  فلاونوئیدها در تمام گیاهان با غلظت
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ه ای ث انوی ه مختلف ب ه عنوان مت ابولی ت

ش وند، اما مهمترین منبع تولید  تولید می

م ع ط ر  و  داروی ی  گ ی  اه  ان  م واد،  ای ن 

ه ای  توان ب ا تکنی ک ب اش   ن د ک ه میمی

ها را استخراج و تجاری سازی  مختلف آن

  (Amer, 2018). نمود

درتحقیق ح اض   ر ب ه دنب ال ت ایی د  

های مهم دخیل در  حض   ور برخی از ژن

های متابولیتی در زیرۀ س  بز، به مس  یر

لح ا  اهمی ت ترکیب ات فنلی ب ه عنوان 

ژنتیکی  مت  ابولی  ت تنو   ث  انوی  ه،  ه  ای 

ه ای منتخ ب زیرۀ س   بز از جه ت توده

های منتخب دخیل در مسیر بیوسنتز ژن

فلاونوئی ده ا مورد بررس   ی قرار گرف ت. 

جهت اطمینان از ص   حت عملیات، پس 

های  از ش   ناس   ایی و تایید حض   ور ژن

مربوط ه مط الع ات تکمیلی در خص   و  

وجود چند ش  کلی احتمالی در برخی از 

 ها صورت گرفت.آن

وش  هامواد و ر

در تحقیق انجام شده در دانشکدگان ابوریحان  

های بالقوه و  دانش   گ اه تهران تع داد زیادی ژن 

مورد   NGS ک ان دی د در زیرۀ س   بز ب ا روش 

های  در ابتدا ژن   .ش ناس ایی قرار گرفته اس ت. 

هایی  مس  یر بیوس  نتز فلاونوئیدها از میان ژن 

که در تحقیق گذش ته، بیش ترین تغییر بیان را  

در ش رایط تنش خش کی داش تند جدا ش دند.  

  3طبق تحقیق گ ذش   ت ه، در دو اکوتی پ  

)کوهب ان کرم ان( در    18)س   یون د ف ارت( و  

  116ش  رایط تنش و آبیاری نرمال، در کل از  

  81ژن که بیش  ترین تغییر بیان را داش  تند،  

ا ش ناس ایی  ژن در مس یر بیوس نتز فلاونوئیده 

،   REVIGOافزار ژن، با نرم   81ش  د. از این  

توالی ک ه بلن دتر از هم ه بودن د، انتخ اع    5

اف  زار  . ش    دن  د  ن  رم   DNASTARاز 

(MEGALIGN 5.00)    ب  رای رس    م

ه  ای م ن ت خ  ب  درخ  ت ف ی ل وژن ت ی ک ی ت وال ی 

ها به  ی اس  تفاده ش  د. پس از هم ردیفی توال 

درخ   ت     CLUSTALW روش 

 (.  4فیلوژنتیکی رسم شد )شکل  

 Nucleotide Substitutions (x100)
0

84.0

1020304050607080

1196.seq
23500.seq
8964.seq
42286.seq
32640.seq
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 ها در مسیر بیوسنتز فلاونوئیدها در زیرۀ سبز فاصله ژنتیکی پنج ژن شامل بلندترین توالی -4شکل 

برای اطمین ان از میزان اختلاف می ان  

ای ن پ ن ج ت وال ی و خص   وص    ا دو ت وال ی  

DN1196    وDN32640  اب ت  دا در ن رم ،

آغ ازگر رف ت و برگش   ت    PRIMER3افزار  

برای هر یک از پنج توالی طراحی ش د. جهت  

اطمین ان از اختص   اص   ی بودن، از نرم افزار  

PRIMER BLAST    اس  تفاده ش  د. به

دلیل عدم وجود اطلاعات ژنتیکی از زیرۀ سبز  

، در بخش  BLASTو   NCBIدر س   ای ت  

organism    از هم خ  انواده آن، هویج ک  ه

درص د با آن هم خوانی داش ت،    90بیش تر از 

اس  تفاده ش  د. خص  وص  یات کلی هر جفت  

آغازگر و ارتباط آغازگر رفت و برگش  ت برای  

 Oligo Analyzerهر توالی ب ا نرم افزار  

ه ت  بررس   ی گردی د. آغ ازگره ا ج    1.0.2

(. به  1س اخت به آلمان فرس تاده ش د )جدول  

های کلیدی مس یر  منظور تایید بعض ی از ژن 

های  بیوسنتز فلاونوئیدها در زیرۀ سبز، اکوتیپ 

ب ه ت ر    3-7-18-21-28 ب  ه ع ل  ت ع م ل ک رد 

ها، جهت کش  ت از  نس  بت به س  ایر اکوتیپ 

ب ان ک ژن دانش   ک دگ ان ابوریح ان تهی ه ش   د  

 (. 2)جدول  

 های منتخب فلاونوئیدی زیرۀ سبز خصوصیات توالی آغازگرهای ژن  -1جدول 

 

 دمای اتصال  آغازگر  توالی نام توالی  

1 DN23500 GTGATGCTAACCGAGAGTGG 
CTTGTGATGGGCGTCGTAG 

C°55 

2 DNDN32640 ACCTCATCAATTAAACGCA 
CCACAGTCCTCATTCAGTA 

C°55 

3 DN8964 ACAGAGGTAGGTGGTTGGG 
GCCCGAAGATTACGAGAGC 

C°55 

4 DN42286 CAGAGGGGCGTTTACATCG 
CTAGGCGGGTTTGTGATCG 

C°55 

5 DNDN1196 GCCATCATACGCAGAGCAG 
CTACAACCGCCGTCAACAG 

C°55 

 )شهرستان(  پیاکوت )استان(  تیجمع پ یاکوت شماره

 وند یس فارت  3

 صدوق  زد ی 7

 کوهبان  کرمان  18

 رفسنجان  کرمان  21
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 اکوتیپ زیرۀ سبز مورد استفاده  5محل جمع آوری و شماره بندی  -2جدول 

زیرۀ س   بز  اکوتی پ ه ای منتخ ب 

و  21و  18و   7و  3های  ش  امل اکوتیپ

(،  در س ینی کش ت ش امل 2)جدول   28

پرلیت کاش   ته و   25کوکوپیت و   75

 8س  اعت روش  نایی و  16انکوباتور، در  

س   اع ت ت اریکی قرار گرفتن د. آبی اری ب ا 

بار ص ورت گرفت. روز یک  3تا   2فواص ل  

بوت ه از تقریب ا دو هفت ه ک ه  ه ا ب ه پس 

متر رس  یدند،  س  انتی 15اندازۀ تقریبی  

ک ردن  ب رگ وزن  از  پ س  ج وان  ه  ای 

لیتری روی میلی  2بلافاص له درون تیو  

یخ قرارگرفته و به نیتروژن مایع و سوس  

ب رای    -80ف ری زر   ش    دن  د.  م ن ت ق  ل 

، از کیت اس   تخراج   DNAاس   تخراج

DNA  گیاهی geneall   کره، اس  تفاده

ش   د. براس   ات دس   تورالعم ل کی ت  

ه ر   Plant SV mini اس   ت خ راج در 

آزمایش میزان ماده اولیه گیاهی حداکثر  

از م  ی  ل  ی  100 م  رط  وع(  )وزن  گ  رم 
 

8 GEL-DOC 

9  Taq DNA Polymerase 2x Master Mix 

Red, 1.5 mm MgCl 2 

های گیاهی تازه و جوان توزین شد. بافت

ه ا در نیتروژن م ایع پودر ش   ده و نمون ه

مراح ل اس   تخراج طبق دس   تورالعم ل  

 70دنبال ش   د. الکتروفورز با ولتاژ ثابت 

دقیق ه انج ام ش   د. پس از   45ب ه م دت  

م  دت   ب  ه  آمیزی  در    20رن  (  دقیق  ه 

 8اتی دیوم بروم ای د، در دس   تگ اه ژل داک

  UV  آمریک ا، زیرپرتو  UVP  ش   رک ت

 آزمایش  مش اهده و عکس برداری ش د.

PCR     ب افر ح اوی  مس   ترمیکس  ب ا 

میلی مونر   2ب ارگ ذاری قرمز ب ا غلظ ت  

م ن ی زی م ام و ی ل ی ک ن    9ک ل ری  د  ش   رک  ت 

انج ام    10دانم ارک آغ ازگر  و پنج جف ت 

الکتروفورز ژل در  . گرف ت از اتم ام  پس 

درص   د ب ه   10محلول اتی دیوم بروم ای د  

آمیزی و در دستگاه  دقیقه رن(   20مدت 

مش اهده و از   UV داک توس ط پرتو  ژل

(  6و  5محصول عکس گرفته شد )شکل  

10 Denmark Ampliqon 

 ان یدرم ی جنوب  خراسان  28
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 2،3،4،5با آغازگرهای   28و  21، 18، 7،  3های از نمونه PCRآزمایش  -5شکل 

 
 28و  21و  7و تکرار آزمایش نمونه های  1با آغازگر   28و21، 18، 7،  3های از نمونه PCRآزمایش  -6شکل 
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ها به علت آنکه بعض  ی از این نمونه

در آزمایش اول باند واضحی ندادند و نیز  

جه ت اطمین ان از اختلاف ژنتیکی می ان  

، و DN32640و    DN1196دو توالی  

باتوجه به آزمایشات قبلی و تفاوت معنی  

دار در میزان ترکیب ات فنلی عص   اره دو 

در ش رایط تنش خش کی   21و  7اکوتیپ  

و حالت معمولی )نتایج نش ان داده نش ده 

و  اس    ت(، و تف اوت در میزان عملکرد 

)ج  دول   قرار 3اس    انس  چنین  هم   ،)

گ روه  دو  در  اک وت ی  پ  دو  ای ن  گ رف ت ن 

مختلف ب ا اس   تف اده از ب ا نش   انگره ای  

ISSR    وSCOT   و )اب  راه  ی  م  ی  ان 

از دو   PCR(، آزم ایش  1396همک اران،  

 5، و  2،4، ب ا آغ ازگره ای  21و    7اکوتی پ  

تکرار شد. 

میزان عملکرد و اسانس اکوتیپ صدوق و رفسنجان در شرایط نرمال و تنش خشکی )ابراهیمیان و   -3جدول 

 ( 1396همکاران.، 

 عملکرد اکوتیپ  شرایط
)2(g/m 

 اسانس

 ( درصد)

 05/1 88/74 صدوق  نرمال 

 26/1 97/78 رفسنجان  نرمال 

 34/1 71/58 صدوق  خشکی تنش

 55/1 31/65 رفسنجان  خشکی تنش

 

 بحث

با توجه به درخت فیلوژنتیکی بیش  ترین 

و   DN1196فاص له، مربوط به دو توالی  

DN32640م ی ژن ،  ت وال ی  ب  اش    د. 

DN1196    پروتئین -UDPک دکنن ده 

α-D-glucose    خ  انواده در    GT6از 

زیرۀ س   بز اس   ت ک ه ی ک گلیکوزی ل  

کردن   ع ام ل گلیکوزیل ه  و  ترانس   فراز 

باش  د. در گزارش ص  ادقی  ها میفلاونول

خ  ان واده   از  ت وال ی  ت وت   GT6ای ن  در 

فرنگی گزارش ش ده اس ت. بیان این ژن 

و  3در تنش خش  کی در هر دو اکوتیپ  

دو برابر ح ال ت معمول بوده اس   ت   18

 (. 1396)داریوش صادقی و همکاران،  

ژن   زی رۀ    DN32640ت وال ی  در 

سبز کد کننده پروتئینی است که فاکتور  

بوده و   bHLHرونویسی و دارای دامین  

باش د. این پروتئین با می  TFsاز خانواده 

و تش کیل    DNAبه  bاتص ال توالی پایه  

پ روت ئ ی ن از  ه ت رودای م ر  ی  ا  و  ه  ای ه م و 

درگیر در رونویس  ی از ژن هدف توس  ط 
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ها ، در بیوس نتز آنتوس یانینHLHبخش 

کند. طبق تحقیق ص  ادقی  ش  رکت می

در تنش خش  کی    DN32640بیان ژن  

دو  18نص  ف و در اکوتیپ   3در اکوتیپ  

برابر ش  ده اس  ت )داریوش ص  ادقی و 

(. این مس  اله نش  ان از 1396همکاران،  

و  تنش  ح ال ت  در  ژن  دو  این  اهمی ت 

ک اهش   ی ا  افزایش  در  معمولی  آبی اری 

های تولی د آنتوس   یانین، در بین اکوتیپ

باش  د. این دو توالی بانترین مختلف می

را در می ان پنج توالی   PCRمحص   ول  

 6و   5منتخ ب دارن د. ب ا توج ه ب ه ش   ک ل  

ه  ای  اکوتی  پ  تم  ام  در  توالی  پنج  هر 

منتخب دارای تک باند و اندازه یکس  ان  

 بودند .

 نتایج  

ت  ای ی  د  ض   م ن  ح  اض   ر  ت ح ق ی ق  در 

)اعتبارس  نجی( نتایج تحقیقات گذش  ته  

(، 1396)داریوش ص   ادقی و همک اران،  

ژن وت ی  پ در  اح ت م  ال ی  ال ل ی  ه  ای  ت ن و  

منتخب زیرۀ س بز به علت یکس ان بودن 

ها، رد ش  د.  اندازه باندها در تمام اکوتیپ

از   DN32640و    DN1196دو توالی  

  می ان پنج ژن منتخ ب پیش   نه ادی در 

  ترکیبات   بیوس  نتز مس  یر  در  س  بز زیرۀ

فلاونوئی دی که بیش   ترین تغییر   و  فنلی

بی ان را در تنش خش   کی در تحقیق ات  

ب ا دو خ انواده  مرتبط  داش   تن د،  قبلی 

متفاوت پروتئنی ش  ناخته ش  دند. هردو 

را داش ته    PCRتوالی بلندترین محص ول  

دارای ت ک ب ان د    PCRو در آزم ایش   ات  

ت وال ی دو  ب ودن  د.  روش   ن ی  و   واض     

DN1196    وDN32640   وج  ود ب  ا 

در    18و    3اختلاف بی ان در دو اکوتی پ  

 21و    7تنش خش   کی، در دو اکوتی پ  

تفاوتی از نظر اندازه نش ان ندادند. باتوجه  

دار در  به آزمایش  ات قبلی و تفاوت معنی

میزان ترکیبات فنلی عص  اره دو اکوتیپ 

در ش رایط تنش خش کی و حالت   21و   7

معمولی )نتایج نش ان داده نش ده اس ت(، 

اس    انس  و  عملکرد  میزان  در  تف  اوت 

(، قرار گرفتن این دو اکوتی پ 3)ج دول  

از  اس   ت ف  اده  ب  ا  م خ ت ل ف  گ روه  دو  در 

  SCOTو    ISSRنش    ان  گ  ره  ای  

ه م ک  اران،   و  و 1396)اب راه ی م ی  ان   )

ه ای  همچنین تف اوت در میزان بی ان ژن

مس یر، یکی از فرض یات وجود تفاوت در  

بیژن ب  ا  مرتبط  کلی  دی  وس   نتز ه  ای 

ب ود.  اک وت ی  پ  دو  ای ن  در  ف لاون وئ ی  ده  ا 

  DN1196ه ای  علیرغم تف اوت بی ان ژن

در ش رایط تنش خش کی    DN32640و 

های زیرۀ س بز و آبیاری نرمال در اکوتیپ

( و 1396)داریوش ص  ادقی و همکاران،  
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داش  تن بیش  ترین فاص  له خانوادگی در  

دن دوگرام روابط خ انوادگی؛ ب ا توج ه ب ه 

ع دم مش   اه ده تف اوت در ان دازه ب ان د در  

، مطالعه حاض ر، نتوانس ت PCRآزمایش  

ه ای ژنتیکی بین دو اکوتی پ دلی ل تف اوت

طول  در  اختلاف  ب  ه  را  بررس   ی  مورد 

 قطعات ژنی منتسب کند.

ولی به دلیل اختلافی که دو اکوتیپ 

در میزان محتوی ات اس   انس و   21و    7

ش  ود جهت عص  اره دارند، پیش  نهاد می

-RTتحقیقات بیش تر و دقیقتر آزمایش  

PCR  .نیز انجام گیرد  

  ملاحظات اخلاقی:

 : این پژوهش هیچ کمک مالی از سازمان های تأمین مالی دریافت نکرده است.حامی مالی

 : طبق اظهار نویسنده، این مقاله تعارض منافع ندارد.  تعارض منافع

 این مقاله برگرفته از پایان نامه/رساله نبوده است.رساله:  پایان نامه/برگرفته از  
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