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  دهيچك
نون يموكيمونن، كارواكرول و تايلمانند  يكه به صورت مواد باشند يمها  ترپن دهنده ليتشك يها گروه نيمهمتراز  يكيها  مونوترپن

است كه ) GPPS( تازسن فسفات ديل يها ژن ژران مونوترپن يوسنتزير بيدر مس اثرگذارمهم  يها از ژن. دارنددانه وجود  اهياه سيدر بذر گ
 ،دانه بود اهيس يياه دارويگ يها پين ژن در ژنوتيا يسيرونو انيب يق بررسين تحقيهدف از ا .باشد يمها  ساز مونوترپن شيپ دكنندهيتول

از  GPPSان يدر ادامه ب. دانه انجام شد اهيس يياه داروين ژن از گيا يتوالن ييو تع يجداساز، cDNA، سنتز RNAاستخراج بنابراين 
 RT-PCRج حاصل از ينتا. انجام شد GAPDHو  GPPS يها ژن ياختصاص ي، با استفاده از آغازگرهاكمي نيمه RT-PCRق يطر
شه، ير يها شتر از بافتيب يدار يمعنساقه و برگ به طور  يها تاز در بافتسن اتفسف يل ديژران ژن يسيان رونويبنشان داد كه  كمي نيمه

 يبه شماره دسترس) NCBI( يژنوم هاي گاه دادهيدر پا GPPSشده مربوط به ژن  يابي يقطعه توال .باشد يمكپسول و بذر 
KF614970.1 وجود دارد.  

  
  .دانه اهيتاز، سسن فسفات ديل ي، ژرانان ژنيب :يديكل يها واژه

  
  مقدمه

تمدن  يعنوان دارو از ابتدا اهان بهياستفاده بشر از گ
 Eftekharinasab et(شروع شده و تاكنون ادامه دارد  يبشر

al., 2012; Masoumi et al., 2012( .ياهيگ يداروها 
موارد  يخواص متعدد و عوارض كمتر بوده و در برخ يدارا
 اند مورد توجه قرار گرفتهمؤثر عنوان تنها درمان  به
)Huseini et al., 2006; Salem & Hossain, 2000( .
 Nigella sativa L.; 2n(دانه  اهياه سياهان، گين گيجمله ااز

= 2x = 12 (در  يو در طب سنت يعنوان چاشن كه بهباشد  يم
مختلف استفاده شده است  يها فرهنگخ و در يطول تار

)Botnick et al., 2012(. عنوان  اه بهين گيادانة ران از يدر ا
شود  ير استفاده ميو پن يدر نان، ماست، ترش يچاشن

)Hajhashemi et al., 2004; Rchid et al., 2004(.  
هـا  از مونـوترپن  يانواع مهم يدانه حاو اهيعصاره دانه س

مول، كـارواكرول و  ينون، تيدروكيموهينون، تايموكيازجمله تا
 Bourgou et al., 2010; Morikawa et(باشـد  يمونن ميل
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al., 2004; Botnick et al., 2012(. نون موجود در يموكيتا
 يبذر بوده و اثرات درمـان  يبات اصليدانه از ترك اهيروغن س

 Gurung et( يسـرطان  يهـا  ازجمله بازدارنده سلول ياديز

al., 2010; Worthen et al., 1998(، ام درد، ضد تشنج، يالت
خون به آن نسبت داده شـده اسـت    يضد التهاب و ضد چرب

)Al-Majed et al., 2006(. نون يموكيتجمـع تـا   يمحل اصل
نارس  يهانون در دانهيموكيتا. باشد يمپوسته دانه  و در دانه

دانـه   يدگيهمـراه بـا رس ـ   يوجود دارد ول يزيزان ناچيبه م
 ـپس از بلوغ كامل دانـه، م . رسديزان آن به حداكثر ميم زان ي

  .)Botnick et al., 2012(ابد ييكاهش م يكمدوباره آن 
ها، ژن مونوترپن يوسنتزير بيمس يها ژنن ياز مهمتر يكي
 يعنين ژن يمحصول ا. است) GPPS(تاز سن فسفات ديل يژران
كربنه  5تاز، با اتصال دو مولكول سن اتفسفيل ديم ژرانيآنز
فسفات  يد يلزوپنتيو ا) DMAPP(فسفات يد ليآل لمتي دي

)IPP ( سازد كه يكربنه را م 10ات فسف دي ليگر، ژرانيكديبه
 ;Trapp & Croteau, 2001( ستهاساز مونوترپن شيپ

Mahmoud & Croteau, 2002( .ات تحت فسف دي يلژران

نن، در ادامه به ياز مونوترپن سنتازها بتدا به ترپ ير برخيثتأ
با  .شوديل مينون تبديموكيت به تايحد واسط و در نها يمواد

از  يد انواع متنوعيدر تول يديك ژن كليژن ن يا نكهياتوجه به 
ن يدر اآن  يهارونوشت انيب است دانه اهياه سيها در گمونوترپن

  . شد يدانه بررس اهيس يياه دارويمختلف گ يها در بافتق يتحق
  

  هامواد و روش
كه  دانه اهيس يياه دارويپ از گيژنوت 8بذر  :ياهيمواد گ

قات يتحق مؤسسهاز  د و خودبارور استييپلويد ياهيگ
ها در پيژنوت). 1جدول (افت شد يدر و مراتع كشور ها جنگل

در  1390ز سال ييپاط مزرعه و در يدر شرا 1390بهار سال 
دانشگاه كردستان كشت  يط گلخانه در دانشكده كشاورزيشرا

از نظر  ها شيآزمان يدر ا 1507و  14989پ يدو ژنوت. شدند
و  )1شكل (نقطة مقابل هم قرار داشتند طول دوره رشد در 

از اين رو اين دو . گر نشان دادنديكديبا  يدارياختلاف معن
  .در نظر گرفته شدند ان ژنيب يهايسربر يبرا ژنوتيپ

  
  كشور و مراتع ها جنگلقات يتحق مؤسسهافت شده از يدر يهاپيمشخصات ژنوت -1 جدول

  يدهگلروز تا  تعداد بذريآورجمعمحل يشماره دسترس فيرد
  55 لياردب 8395 1
  45 اراك 14989 2
  56 لياردب 23352 3
  56 نيقزو 23768 4
  56 همدان 12601 5
  54 همدان 1608 6
  69 آبادخرم 1507 7
8 14696 

 
  55 گلستان

 ـنوكلئوت يهـا يابتـدا تـوال   :دژنره يآغازگرها يطراح  يدي
EST  ژنGPPS  س يدوپسيآراباه يگ 7در)At( ،يفرنگ ـ گوجه 

)Sl( ،الملوك تاج )Ac( تنباكو ،)Nt(  فلفـل ،)Ca(  كلـزا ،)Bn ( و
ــه) Pv(چ گــراس يســوئ ــترت ب ــا ي  يدسترســ يهــا شــمارهب ب

TC368677 ،TC222775 ،TC32312 ،TC137528 ،
TC20943 ،TC197262  وTC62187 ت ياز ساPlant Gene 

Indaice افـزار  آنها با اسـتفاده از نـرم   يفيرد همافت شد و يدر
ــآنلا و  )ClustalW )Thompson et al., 1994ن يــ

Boxshade )Thompson et al., 1994( انجـــام شـــد .
 Primer3 )Steve افـزار  نرماستفاده از  بادژنره  يآغازگرها

& Skaletsky, 1999( ت يســا درNCBI ــواح ياز رو  ين
يتوال. سنتز شد ريونيشركت بو توسط  يحفاظت شده طراح
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م يمســــــــــتق هــــــــــاي دژنــــــــــره آغازگر
5'ATGGTRGYBGCBGAGGTCC3'  و معكـــــــوس

5'TGTSCCYGTGAAATCAAGAACA3'   بود كـه در
 C ،C اي G يانگر بازهايب بيترت به Bو  S ،Y ،Rآن حروف 

 ـيرد هـم ج ينتـا . باشـند يم  CايT  اي Gو  G اي T ،A اي ، يف
جفـت بـاز در واكـنش     645 يبيبه طول تقر ير محصوليتكث

RT-PCR ـيبشيدژنره پ يرا توسط آغازگرها   ـ ين  .كـرد يم
 mRNAاز دانه اهيس cDNAبا استفاده از  RT-PCR واكنش

 ـ  به( H2Oو  بـه  ( يد بـاكتر يو از پلاسـم  )يعنوان كنتـرل منف
  .شد انجام )عنوان كنترل مثبت

به منظور تعيين توالي ژن،  RNAاستخراج  :RNAاستخراج 
 هاي پيژنوتبرگ از  رشد گياه، يدر مرحله سه تا چهار برگ

 & Chomczynski(وم ينيديگوان با استفاده از 1507و  14989

Sacchi, 2006(  ت آن با استفاده از يفيت و كيكمانجام شد و
  .شد يبررس و ژل آگارز ياسپكتروفتومتر

 ـبـا اسـتفاده از ك   cDNAسنتز  :cDNAسنتز  سـنتز   تي
cDNA بـه  مربوطـه   دستورالعملو مطابق  سيوانتيشركت و

  .انجام شد Oliog-dTكمك آغازگر 
PCR واكنش : با آغازگر دژنرهPCR 10بافر  يبا اجزاX؛ 

 ـيم 25/0مولار؛  يليم 5/1م يزيد منيكلر  5؛ dNTPمـولار   يل
 5/0م و معكـوس،  يمسـتق  ياز هر كدام از آغازگرها كوموليپ

. انجام شد cDNAتر يكروليم 2مراز؛ يپل DNA م تكيواحد آنز
قـه،  يدق 3گراد بـه مـدت   يدرجه سانت 95ه واسرشت ياول يدما

) هيثان 50( 61، )هيثان 50( 94چرخه هر كدام شامل  35سپس 
قه بسـط  يدق 7گراد و به دنبال آن يدرجه سانت) هيثان 50( 72و 
و مشـاهده   PCRپس از انجـام  . درجه انجام شد 72در  يينها

ت ين باند با استفاده از كي، ا%1ژل آگارز  يباند مورد نظر بر رو
  . جدا شدس يوانتياستخراج از ژل شركت و

بـا   از ژلقطعه استخراج شـده  : باند مورد نظر ين توالييتع
س و ناقــل يوانتيــشــركت و يســازت همســانهيــاســتفاده از ك
pTG19-T ــاكتر ــو E. coli يدر ب ــدر( DH5α هيس از  يافتي
، مطابق نيليسيآمپ يحاو LBط يبه كمك مح) نا ژنيشركت س

 يسازهمسانه )Sambrook et al., 1989(موجود  دستورالعمل
استخراج شده و وجود قطعه مورد نظر بـا   ،ديسپس پلاسم .شد

 دييتأ EcoR Iو  Hind IIIم يتوسط دو آنز يميروش هضم آنز
 ـد توسط شـركت ب يقطعه همسانه شده در پلاسم گرديد و ر يوني

  . )3و  2 هايشكل( شد يابييتوال
 ياز رو ياختصاص ـ يآغازگرهـا : هدف ژنبيان  يبررس

 GAPDHدار ژن خانه يبه همراه آغازگرها يابييتوالجه ينت
و  ميمســتق ياختصاصــ يآغازگرهــا يتــوال. ندســاخته شــد

ــن اتفســـفيل ديـــمعكـــوس ژن ژران ــترت تاز بـــهسـ ب يـ
5'ACCCAAATCGGTCCGTGATGGT3'  و

5'GCAAGCAAGCTAACGACCTCTGT3'  ــوالو  يت
ب يــترت بــه GAPDHو معكــوس ژن  ميمســتق يآغازگرهــا

5'ACCCAAATCGGTCCGTGATGGT3'  و
5'GCAAGCAAGCTAACGACCTCTGT3'  ــد بودنــ

)Scholz et al., 2009(.  
بـا اسـتفاده از پرايمرهـاي     براي بررسـي بيـان ايـن ژن   

از پنج بافت ريشه، ساقه، برگ، كپسول و بذر از ، اختصاصي
اسـتخراج شـده و    RNA،رس زودرس و ديـر هر دو ژنوتيپ 

 يسـاز  كسانيو  RNAپس از استخراج  .دنديغلظت گردهم
  .انجام شد هابافتكدام از هر براي  cDNAها، سنتز غلظت

ــام  ــهين PCRانج ــ م ــا  RT-PCR:( RT-PCR( يكم ب
 ـهر از  كوموليپ 5استفاده   اختصاصـي  هـاي آغازگرك از ي
ــتق ــايو آغازگر GPPSم و معكــوس ژن يمس ــتق ه م و يمس

 ـد منيكلرن يو همچن GAPDHمعكوس ژن   ـيم 5/1م يزي  يل
واحـد   5/0؛ dNTPمولار از هر كدام از  يليم 25/0مولار؛ 

 29با تعداد  cDNAتر يكروليم 2مراز و يپل DNA م تكيآنز
تكرار  4 در RT-PCR  .به صورت همزمان انجام شد چرخه

قرار گرفته و % 1ژل آگارز  در RT-PCRمحصول . انجام شد
  .)4شكل ( شد يزيآم رنگد يوم برومايديبا ات

با اسـتفاده از   RT-PCRحاصل از  يها داده :يآمارل يتحل
به صـورت   )ImageJ )Abramoff et al., 2004  1.45افزار نرم
بـه   SAS  9.1افـزار  نـرم حاصـل بـا    يها دادهدر آمده و  يكم

 يبررس يتصادف كاملاًدر قالب طرح ل يش فاكتوريصورت آزما
 . ديرسم گرد Excel افزار نرمنمودارها در . شد

 ـيرد هـم : و رسم دندروگرام يفيرد هم  ـناح يف ن يـي ه تعي
 ـن ناحيبا هم) Ns( دانه اهيساه يگ GPPSشده از ژن  يتوال ه ي
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، تنبـاكو،  الملوك تاج، يفرنگ گوجهس، يدوپسياهان آرابيدر گ
 Plant يگاه اطلاعاتياز پا يافتيدرگراس چيفلفل، كلزا و سوئ

Gene Indices،  ـآنلا افـزار  نـرم با استفاده از   ClustalWن ي
بـا اسـتفاده از    ها يتوالن ين ايب شده حفظانجام شد و مناطق 

 ـآنلا افزار نرم دنـدروگرام بـر   . مشـخص شـد   Boxshadeن ي
تاز سن فسفات ديل يشده از ژن ژران ين توالييه تعياساس ناح

 ـن ناحيو هم ـ دانـه  اهيس ـاه يگ س، يدوپس ـياهـان آراب يه در گي
چ گراس ي، تنباكو، فلفل، كلزا و سوئالملوك تاج، يفرنگ گوجه

بـا   )MEGA4 )Kumar et al., 2008 افزار نرمبا استفاده از 
  .رسم شد 100و با بوت استرپ  يگين همسايكتريروش نزد

  
  جينتا

دانه  اهيس 1507و  14989 يهاپيطول دوره رشد ژنوت
ط مزرعه و يشراق از آنها استفاده شد هم در ين تحقيكه در ا

گر اختلاف يكديبا  درصد 1ط گلخانه در سطح يهم در شرا
روز پس  45، 14989پ يكه ژنوت يطور به ،داشتند يدار يمعن

ن يا كه يدرحال ،شد يهمزمان وارد مرحله گلده از كشت
ن يهمچن .بودروز  69در حدود  1507پ يژنوت يمدت برا

پ يها در ژنوتها و خشك شدن كپسولزش گلبرگير
شروع  1507پ يروز زودتر از ژنوت 18در حدود  14989

 باهمكاملاً  يظاهرة اندازن از نظر يپ همچنين دو ژنوتيا. شد
  .)1شكل ( متفاوت بودند

رديفي ژن حاصل از هم شده يطراحآغازگرهاي دژنره 
GPPS هاي آرابيدوپسيس در گونه)At( كلزا ،)Bn(،  گوجه

و ) Ac(الملوك  ، تاج)Nt(، تنباكو )Ca(، فلفل )Sl(فرنگي 
 645ي در حدود اطبق انتظار قطعه) 2شكل ) (Pv(گراس سوئيچ

).b- 3شكل (تكثير كرد  RT-PCRجفت باز را در واكنش 

  
  

  
  ها پيهمان ژنوت يكشت گلدان) b(، )1507( ررس يو د) 14989(پ زودرس يژنوت ياكشت گلخانه) a( -1شكل 

 )روز پس از كشت همزمان 45(ط مزرعه يدر شرا
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At-GPPS  426 TCACTTCTTAGTAATAAGTTGAGAGAGATGGTACTTGCCGAGGTTCCAAAGCTTGCCTCT 
Bn-GPPS  367 TCACTTCTTAGTAATAAGTTGAGAGCCATGGTAGTTGCCGAGGTGCCGAAGCTTGCCTCT 
Sl-GPPS  275 TCCCTTCTGACAAACAGGCTGAGATCAATGGTAGTCGCGGAGGTCCCAAAGCTGGCTTCA 
Ca-GPPS  422 TCCCTTCTCACTAACAGGCTGAGATCAATGGTAGTTGCTGAGGTCCCAAAGCTGGCTTCA 
Nt-GPPS  438 TCCCTTCTGACAAACAGGCTGAGATCAATGGTAGTTGCCGAGGTCCCAAAGCTGGCTTCA 
Ac-GPPS  292 TCAATTGTTGCAAATAGATTGCGAGCAATGGTGGTGGCTGAGGTCCCTAAGCTTGCCTCA 
Pv-GPPS  377 TCACTCGTTGCAGATAGATTACGATCCATGGTGGCTGCTGAGGTCCCCAAACTGGCATCA 

 
 

At-GPPS  486 GCTGCTGAGTACTTCTTCAAAAGGGGTGTGCAAGGAAAACAGTTTCGTTCAACTATTTTG 
Bn-GPPS  427 GCGGCTGAATACTTCTTCAAAAGAGGTGTGGAAGGAAAACAGTTTCGTCCAACTATTTTG 
Sl-GPPS  335 GCTGCTGAATATTTCTTCAAACTGGGAGTAGAAGGAAAGAGGTTTCGACCAACAGTTTTG 
Ca-GPPS  482 GCTGCTGAGTATTTTTTCAAAATGGGAGTAGAAGGAAAGAGGTTTCGACCCACAGTTCTG 
Nt-GPPS  498 GCTGCTGAGTATTTCTTCAAAATGGGAGTAGAAGGGAAGAGGTTTCGACCCACAGTTCTG 
Ac-GPPS  352 GCTGCAGAGTATTTCTTCAAGATGGGGGTTGAGGGAAAGAGATTTCGTCCCACGGTTCTG 
Pv-GPPS  437 GCAGCTGAGTACTTTTTCAAAGTGGGAGCTGAGGGGAAAAAATTCCGACCTACGGTTTTG 

 
At-GPPS  546 CTGCTGATGGCGACAGCTCTGAATGTACGAGTTCCAGAAGCA--TTGATTGGGGAATCAA 
Bn-GPPS  487 CTGTTGATGGCGACGGCTCTGAATGTACGCGTACCAGAAGCA--TTGGCTGCTGAATCAG 
Sl-GPPS  395 CTATTGATGGCAACTGCATTGAACGTACAGATTCCTAGATCTGCTCCGCAGGTGGAT--G 
Ca-GPPS  542 CTGTTGATGGCAACTGCATTGAACGTACAGATTCCTAGATCTGCTCCCCAGGTGGAT--G 

Nt-GPPS  558 CTGTTGATGGCAACGGCACTGAACGCACCGGTACTTAGA------CCCCAGGTGGAT--G 
Ac-GPPS  412 TTGTTGATGGCTTCGGCTTTTAATATTGACTTGCCCAAATTGGCTCCACATGGTGTT--A 

Pv-GPPS  497 TTACTGATGGCTTCAGCTCTCAAATTCCCCCTGTCAGAATCAA—CAGAAGGCGGAGTTC 
 

At-GPPS  604 CAGATATAGTCACATCA--GAATTACGCGTAAGGCAACGGGGTATTGCTGAAATCACTGA 
Bn-GPPS  545 CAGATATTGTCCCATCACAGAATTACGCCTAAGGCAACGGGGTATTGCTGAAATCACCGA 

Sl-GPPS  453 TTGAT-TCTTTTT-CCGGGGATTTGCGTACAAGGCAGCAGTGTATAGCTGAGATCACTGA 
Ca-GPPS  600 ATGAT-TCCTTGT-CCGGGGATTTGCGTACAAGGCAGCAGTGTATAGCTGAGATCACTGA 
Nt-GPPS  610 TTGAT-TCTTTGT-CCAGGGATTTGCGTACGAGGCAGCAGTGTATAGCTGAAATCACGGA 
Ac-GPPS  470 CGGAC-TCCTCAC-CCAGCGAATTGCGTACAAGGCAGCAGTGTATTGCTGAGATCACTGA 
Pv-GPPS  555 TCAGTATCTTAGT—GGATAAACTCTGCGCACCCCATCTGAACATTGCAGAGATAACGGA 

 
At-GPPS  662 AATGATACACGTCGCAAGTCTACTGCACGATGATGTCTTGGATGATGCCGATACAAGGCG 
Bn-GPPS  605 AATGATACATGTTGCAAGCCTACTGCATGATGATGTCTTGGATGATGCGGATACAAGGCG 
Sl-GPPS  511 GATGATCCATGTTGCTAGCCTACTTCATGATGATGTACTGGATGATGCTGACACAAGACG 
Ca-GPPS  658 GATGATCCATGTTGCCAGCCTACTTCATGATGATGTACTGGATGATGCTGAGACAAGACG 
Nt-GPPS  668 GATGATCCATGTTGCCAGCCTACTCCATGATGATGTACTAGATGATGCTGACACACGACG 
Ac-GPPS  528 AATGATTCATGTGGCAAGCCTTCTTCACGATGATGTTTTAGATGATGCAGAAACAAGACG 
Pv-GPPS  613 GATGATTCATGTCGCAAGCCTTCTGCATGATGATGTTCTAGATGATGCTGATACTAGGCG 

 
At-GPPS  722 TGGTGTTGGTTCCTTAAATGTTGTAATGGGTAACAAGATGTCGGTATTAGCAGGAGACTT 
Bn-GPPS  665 TGGTGTTGGTTCCTTAAACTTTGTAATGGGTAACAAGATATCGGTATTAGCAGGAGACTT 
Sl-GPPS  571 TGGGATAGGTTCTTTAAACTTTGTGATGGGAAATAAGCTAGCTGTACTAGCCGGAGACTT 
Ca-GPPS  718 TGGGATAGGTTCTTTAAACTTTGTGATGGGAAATAAGCTAGCTGTACTAGCCGGAGATTT 
Nt-GPPS  728 TGGGATAGGTTCTTTAAACTTTGTGATGGGAAATAAGTTAGCTGTACTAGCTGGAGACTT 
Ac-GPPS  588 CGGTATTGGTTCATTAAATTATGTCATGGGAAATAAGCTAGCTGTTCTAGCAGGAGATTT 
Pv-GPPS  673 TGGTGTCAGTTCGTTGAATCTTGTTATGGGGAACAAGCTCTCTGTATTGGCAGGTGACTT 

 
At-GPPS  782 CTTGCTCTCCCGGGCTTGTGGGGCTCTCGCTGCTTTAAAGAACACAGAGGTTGTAGCATT 
Bn-GPPS  725 TTTGCTCTCTCGGGCTTGTGTGGCTCTTGCTGCTCTAAAAAACACAGAGGTTGTATCGTT 
Sl-GPPS  631 TTTGCTTTCCCGAGCATGTGTGGCACTTGCCTCCTTGAAGAACACAGAGGTTGTATGTCT 
Ca-GPPS  778 TCTGCTGTCCCGAGCATGTGTGGCACTTGCCTCCTTGAAGCACACAGAGGTTGCATCTCT 
Nt-GPPS  788 TCTGCTTTCCCGAGCGTGTGTGGCACTTGCCTCTTTGAAGAATACAGAGGTTGTATCCCT 
Ac-GPPS  648 CCTGCTCTCTAGAGCTTGTGTAGCACTTGCTTCATTGAAAAACACAGAGGTTGTTACCTT 
Pv-GPPS  733 CCTCCTGTCTAGAGCATGTGTGGCACTTGCAGCACTTGGGAACACAGAGGTGGTATCCCT 

 
At-GPPS  842 ACTTGCAACTGCTGTAGAACATCTTGTTACCGGTGAAACCATGGAGATAACTAGTTCAAC 
Bn-GPPS  785 ACTTGCAACTGTTGTAGAACATCTTGTTACTGGTGAAACCATGCAAATGACTAGCACAAC 
Sl-GPPS  691 TCTGGCAACTGTTGTGGAACATCTTGTTACTGGAGAGACAATGCAAATGACGACTTCTTC 
Ca-GPPS  838 TCTGGCAACTGTTGTGGAACATCTTGTTACTGGGGAGACAATGCAAATGACGACTTCTTC 
Nt-GPPS  848 TCTGGCAACTGTTGTGGAACATCTTGTTACTGGAGAGACAATGCAAATGACGACTTCTTC 
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Ac-GPPS  708 ACTTGCTAAAGTTGTGGAGCATCTAGTAACTGGCGAAACCATGCAAATGACAACTACATC 
Pv-GPPS  793 AATGGCAACTGCTGTAGAACATCTAGTTACTGGTGAAACTATGCAGATCTCAACAAGCAG 

 
At-GPPS  902 CGAGCAGCGTTATAGTATGGACTACTACATGCAGAAGACATATTATAAGACAGCATCGCT 
Bn-GPPS  845 CGATCAGCGTCATAGTATGGACTACTACATGCAGAAGACATATTATAAGACGGCATCACT 
Sl-GPPS  751 TGATGAACGTTGTAGCATGGAGTATTATATGCAGAAAACATATTACAAGACTGCATCATT 
Ca-GPPS  898 TGATGAACGTTGTAGCATGGATTATTACATGCAGAAAACATATTACAAGACTGCATCATT 
Nt-GPPS  908 AGATGAACGTTGTAGCATGGATTATTACATGCAGAAAACATATTACAAGACTGCATCATT 
Ac-GPPS  768 TGATGAACGGTGTAGTATGGAGTATTATATGCAAAAGACGTTCTACAAAACAGCTTCGCT 

Pv-GPPS  853 AGAGCAACGACGAAGCATGGAACACTACCTGCAGAAGACATACTACAAAACAGCATCACT 
 

At-GPPS  962 AATCTCTAACAGCTGCAAAGCTGTTGCCGTTCTCACTGGACAAACAGCAGAAGTTGCCGT 
Bn-GPPS  905 AATCTCAAACAGCTGCAAAGCAGTTGCATTACTCGCTGGACAATCAGCAGAAGTTGCCAT 
Sl-GPPS  811 GATTTCAAATAGTTGCAAAGCAATTGCACTACTTGCTGGGCATAGTGCTGAAGTCTCCGT 
Ca-GPPS  958 GATTTCAAATAGTTGCAAAGCCATTGCACTACTTGCTGGGCATACTGCTGAAGTCTCCGT 
Nt-GPPS  968 AATTTCAAACAGTTGCAAAGCAATAGCGCTACTTGCTGGGCATACTGCTGAAGTCTCCAT 

Ac-GPPS  828 TATTTCAAACAGCTGCAAGGCGATTGCTATTCTCACAGGACAAACAGCAGAAGTATCAAC 
Pv-GPPS  913 GATATCAAATAGTTGCAAGGCTGTTGCTATTCTTGCAGGGCACACTGCTGAGGTCTCAAT 

 
At-GPPS 1022 GTTAGCTTTTGAGTATGGGAGGAATCTGGGTTTAGCATTCCAATTAATAGACGACATTCT 
Bn-GPPS  965 GTTAGCTTTTGAATACGGGAAGAATCTGGGCTTGGCATTCCAATTGATAGACGACGTTCT 
Sl-GPPS  871 GCTGGCTTTTGACTACGGAAAAAATCTGGGATTGGCATTTCAATTAATAGATGATGTTCT 
Ca-GPPS 1018 GTTGGCTTTTGACTACGGAAAAAATCTGGGATTGGCATTTCAATTGATAGATGATGTTCT 
Nt-GPPS 1028 GTTGGCTTTTGACTATGGGAAAAATTTGGGCTTGGCATTTCAATTAATAGACGATGTTCT 
Ac-GPPS  888 GCTGGCTTATGAATATGGACGTAATCTGGGTTTGGCATTCCAGTTGATAGATGATGTTCT 
Pv-GPPS  973 GCTTGCGTACGAATATGGTCGAAACTTGGGTTTGGCGTTCCAGTTGATTGACGATGTTCT 

 
At-GPPS 1082 TGATTTCACGGGCACATCTGCCTCTCTCGGAAAGGGATCGTTGTCAGATATTCGCCATGG 
Bn-GPPS 1025 TGACTTCACCGGCACATCTGCGTCTCTAGGAAAGGGATCCTTATCAGACATCCGACATGG 

Sl-GPPS  931 TGATTTCACGGGCACATCTGCAACTCTTGGCAAGGGTTCATTGTCTGATATTCGTCATGG 
Ca-GPPS 1078 TGATTTCACGGGTACATCTGCAACCCTTGGCAAGGGTTCATTGTCTGATATTCGTCATGG 
Nt-GPPS 1088 TGATTTCACAGGCACATCTGCCACCCTCGGCAAGGGTTCATTGTCTGATATTCGTCATGG 
Ac-GPPS  948 TGATTTCACGGGGACATCAGCTTCCCTCGGAAAGGGCTCCTTGTCAGATATTCGCCATGG 
Pv-GPPS 1033 AGATTTCACGGGCACATCCGCATCCCTTGGGAAGGGTTCATTATCTGATATTCGCCATGG 

 
  ، )Sl( ي، گوجه فرنگ)At(س يدوپسياهان آرابيدر گ) GPPS( تازسن فسفات ديل يژن ژران يفيرد هماز  يبخش -2شكل 

   )Pv(گراس چيو سوئ) Bn(، كلزا )Ca(، فلفل )Nt(، تنباكو )Ac( الملوك تاج
  .كان نشان داده شده استيبا پ دژنره يت آغازگرهايعموق
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ر شده توسط يقطعه تكث) b% (2در ژل آگارز  ررسيو درس پ زوديژنوت دانه اهياه سياز برگ گ شده استخراج RNAنمونه  )a( - 3شكل 
 Dو  A ،B ،C يهاستون يها براواكنش%. 2در ژل آگارز  bp 645با وزن مورد انتظار حدود  RT-PCRدژنره در واكنش  يآغازگرها

ط يمح يبر رو DH5α زولهيا E. coli يباكتراز  خت شدهيترار يها همسانه) c(. گراد انجام شديدرجه سانت 61و  5/60، 59،  57ب در يترت به
 )e. (نيليسيآمپ يحاو LBط يمح يرشد كرده بر رو يهاد استخراج شده از همسانهيپلاسم )d. (نيليسيك آمپيوتيب يآنت يدارا LBكشت 
ب يترت از چپ به راست به در هر بافت RNA، %2دانه در ژل آگارز  اهياه سيررس گيپ زودرس و ديمختلف دو ژنوت يها از بافت RNAاستخراج 

  ميتوسط دو آنز بينوترك ديپلاسم يميهضم آنز) f(. باشند مي ررسيزودرس و د هاي پيمربوط به ژنوت
 Hind III   وEcoR I ررسيپ ديحاصل از ژنوت. )g( ت يهمسانه شده است كه موقعتر قطعه روشن يتوال. شده يسازقطعه همسانه يتوال

آغازگر  R:م و يآغازگر مستق F:. استآن نشان داده شده  يبر رو) كان منقطعيپ( ياختصاص يو آغازگرها) كان ممتديپ(دژنره  يآغازگرها
  يجفت باز 100 ينشانگر مولكول: M. معكوس است

  
 Chomczynski(اي مبتني بر گوانيديوم  روش تك مرحله

& Sacchi, 2006(  براي استخراجRNA    با كميـت و كيفيـت
هاي برگ، ريشه، ساقه، كپسـول و بـذر گيـاه     مناسب از بافت
براي اثبات وجـود   ).a- 3شكل (دانه مناسب بود  دارويي سياه

هـاي رشـد كـرده بـر روي محـيط      قطعه مورد نظر در همسانه
بيوتيك، پـس از اسـتخراج پلاسـميد و بـرش بـا      حاوي آنتي

وجود قطعه مورد  EcoR Iو   Hind IIIهاي استفاده از آنزيم
هاي طوري كه دو قطعه با اندازه نظر در پلاسميد اثبات شد، به

جفـت بـاز   ) مـورد انتظـار  هاي اندازه( 2805و  678حدود 
سـازي شـده   توالي قطعه همسانه). f-3شكل (مشاهده شدند 

شـده   ثبت NCBIيابي در سايت پس از توالي GPPSاز ژن 
  .موجـــود اســـت KF614970و بـــا شـــماره دسترســـي 
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س يدوپسياهان آرابيه در گيناحن يبا هم) Ns(دانه  اهيتاز سسن فسفات ديل يشده از ژن ژران يابي يه تواليدندروگرام ناح) a( -4شكل 

)At( ،يگوجه فرنگ )Sl( ،الملوك  تاج)Ac( ، تنباكو)Nt( ، فلفل)Ca( كلزا ،)Bn (گراس  چيو سوئ)Pv (در  يگين همسايكتريبه روش نزد
باند ( GPPS يهاژن يسيان رونويمربوط به ب كمي نيمه RT-PCRجه ينت) b( .دهدياس تشابه را نشان ميخط مق. MEGA 4افزار  نرم

 افزار با استفاده از نرم شده متناظر با آنها ير كميو مقاد) L(ررس يو د) E(پ زودرس يدر دو ژنوت) ژل يباند بالا( GAPDHو ) ن ژلييپا
(M) ImageJ يجفت باز100 ينشانگر مولكول  

  
 ـدندروگرام بر اسـاس ناح   ـ يه تـوال ي  ـشـده ژن ژران  يابي ل ي

ه در هفـت گونـه   ين ناحيدانه و هم اهياه سيتاز گسن فسفات دي
نشـان داد كـه    يگين همسـا يكتـر يروش نزدگر با يد ياهيگ
 ـ )Aquilegia caerulea( الملـوك  تاجدانه با  اهيس ن يو همچن

 ـن 100برابـر بـا    يز با بوت استرپيس با كلزا نيدوپسيآراب ز ي
 يفرنگ تنباكو و گوجهاه فلفل، ياند و سه گهم قرار گرفته كنار

كـه بـا هـم در     ياهانيتمام گ .اندك خوشه واقع شدهيز در ين
 ـ  اند هـم  ك خوشه قرار گرفتهي  ـباشـند كـه ا  يخـانواده م ن ي

ــده تشــابه ب موضــوع نشــان ــشــتر ايدهن اهــان ين ژن در گي
  ).a-4شكل ( باشد يمخانواده  هم

 افزار نرمدست آمده توسط  به يهاشدت باندها در ژل
ImageJ حاصل مورد  يهادرآمده و داده يبه صورت كم

 RT-PCRج ينتا يبررس. قرار گرفتند يآمار يبررس
ان يبز نشان داد كه ين ImageJ افزار نرمبا استفاده از  يكم مهين

شه، ساقه، ير يها در بافت GAPDHدار  خانه ژن يسيرونو
  اه يررس و زودرس گيپ ديبرگ، كپسول و بذر دو ژنوت
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ج حاصل از ينتا. بوده است يكسانيزان يباً به ميتقردانه  اهيس
RT-PCR 4شكل ( يكممهين-b (يهاانس دادهيه واريو تجز 

زان ينشان داد كه م) 5شكل ( GPPS ژن يسيرونوزان يم
پ ين دو نوع ژنوتيتاز بسن فسفات ديل يژران ژن يسيرونو

در سطح احتمال  يدار يررس اختلاف معنيزودرس و د
 يهان بافتيب يدار معنيكه اختلاف  يدر حال .ندارد 05/0

ن پنج بافت مورد يكه در ب يطور به .مختلف مشاهده شد
ررس اختلاف يپ زودرس و ديمطالعه در هر دو نوع ژنوت

ل يژران ژن يسيان رونويبزان يدر م يداريمعن

شه، كپسول و بذر ير يعنيگر يتاز با سه بافت دسن فسفات دي
  ). 5شكل (وجود داشت 
تاز در سه سن فسفات ديل يژران ژن يسيرونودر مورد 

پ مورد مطالعه، در يشه، كپسول و بذر دو ژنوتيبافت ر
ب يترت شه و بذر بهيكپسول، ر يها پ زودرس بافتيژنوت

ل يژران ژن يسيرونوزان ين ميتا كمتر نيشتريب
ن موضوع يتاز را به خود اختصاص دادند كه اسن فسفات دي

ررس هم يپ ديشه، كپسول و بذر ژنوتيدر مورد سه بافت ر
  ).5شكل ( باشد يمصادق 

 

و ديررس ) 14989(هاي مختلف دو ژنوتپ زودرس  سنتاز در بافت فسفات نمودار ميزان بيان رونويسي ژن ژرانيل دي -5شكل 
 . خطاي معيار هر ميانگين در بالاي ستون مربوطه نشان داده شده است. دانه سياه) 1507(

  .باشدمي  LSD0.05ها به روش بندي حاصل از مقايسه ميانگيندهنده گروهحروف مشابه نشان
  

  بحث
ل يــم ژرانيات كــه محصــول آنــز  فســف ديل يــژران

ر را يتوانـد دو مس ـ  مـي  جـاد يتاز است پس از اسن فسفات دي
د يمنجر به تولپايان است كه در  يرير اول مسيمس ،ادامه دهد
آن  ياست كه در ط يرير دوم مسيشود و مس مي ها مونوترپن

ــژران ــف ديل يـ ــأثير ات تحـــت فسـ ــزتـ ــيآنـ ل يم فارنسـ
ات و در ادامـه  فسـف  ديل يل به فارنس ـيتاز تبدسن فسفات دي

 ـژران ژرانيـل  ل بـه يات تبـد فسـف  دي ليفارنس  اتفسـف  دي لي

ــي ــود  م ــل . )Mahmoud & Croteau, 2002(ش ژراني
 نون وي، پلاســتوكوهــا تــرپن يوســنتز ديب يبــرا اتفســف دي 

 ـمـورد ن  هـا  ليكلروف  .)Wang & Dixon, 2008(از اسـت  ي
انجـام فتوسـنتز در    يبـرا  نون هـر دو يو پلاستوكو ليكلروف
 ياه ازجمله بـرگ لازم و ضـرور  يفتوسنتزكننده گ يها بافت
 ـان ژن ژرانيل بالا بودن بيتوان دل مي ن رويباشند، از ا مي ل ي
كننده ماننـد بـرگ و   فتوسـنتز  يها تاز در بافتسن فسفات دي

  .ن موضوع در ارتباط دانستيساقه را با ا
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ــه  ــدك البت ــات ان ــورد ب يمطالع ــدر م ــژن ژران اني ل ي
 ـمختلـف گ  يها تاز در بافتسن فسفات دي انجـام شـده    ياهي

از  يبرخ ـ يقـات بـر رو  يج تحقين حـال نتـا  يبا ا ياست، ول
 ـژن ژران يان بـالا يز از بياهان نيگ تاز در سـن  فسـفات  ديل ي

ژن  يكه بررس ـ يطور به ؛دهد مي برگ و ساقه خبر يها بافت
بـزرگ   ر واحـد يده زكدكننر واحد كوچك و ژن يكدكننده ز

اه گـل  يمختلف گ يها تاز در بافتسن فسفات ديل يم ژرانيآنز
 ـزان بين ميشترينشان داد كه ب يمونيم  ـان ژن ي  ـده زكدكنن ر ي

 ـبرگ و كاسبرگ  يها واحد بزرگ در بافت  ـ ،باشـد  يم  يول
 ـده زكدكننژن  يسيورونزان يم ر واحـد كوچـك در بافـت    ي

 ـن ميگلبرگ بالاتر  .)Tholl et al., 2004(زان را داراسـت  ي
ر واحـد  يده زكدكننان ژن يزان بيگر ميد يقين در تحقيهمچن

ساقه،  هاي اه رازك در بافتيم در گين آنزيكوچك و بزرگ ا
ج نشـان داد ژن  يشـد كـه نتـا    يبررس ـ ها برگ، گل و كرك

كرك،  يها ان را در بافتين بير واحد بزرگ بالاتريده زكدكنن
 ـن بيبالاترر واحد كوچك يده زكدكننبرگ و ساقه و ژن  ان ي

 ,Wang & Dixon(كرك و گـل داراسـت    يها را در بافت

2008(.  
مانند برگ و ساقه  ييهااه بافتيك گياز آنجا كه در 

مانند بذر  ييهادكننده و بافتيتولهاي  اندامعنوان  به
باشند و  مي ها تيانواع متابول يبرا يا رهيعنوان بافت ذخ به

 يا رهيذخ يها در بافتها  مونوترپنبيشتر نكه يبا توجه به ا
 Botnick(اند  دانه انباشته شده اهيمانند بذر و پوسته بذر س

et al., 2012( ها نگونه برداشت كرد كه مونوترپنيتوان ايم
ره و مصرف به يذخ يبرابعد ابتدا در برگ ساخته شده و 

 .شوند مي ها مخصوصاً گل و بذر منتقل ر بافتيسا
- سنتاز مونوترپن يبرخ يكه بر رو يقيتحقكه در  يطور به
اه درمنه انجام شده است مشخص شده كه يگ يها

ن بافت ير و همچنيجوان و پ هاي سنتازها در برگ مونوترپن
ها  ر بافتينسبت به سا يشتريزان بياه به مين گيجوانه گل ا
با در نظر . )Olofsson et al., 2011(باشند يموجود م
از  يكيتاز سن فسفات ديل يژن ژرانن موضوع كه يگرفتن ا

ن يتوان اي، مباشد يمها د مونوترپنيدر تول يديكل يهاژن
زان مونوترپن يل بالا بودن ميگونه برداشت كرد كه به دل

ان ژن يزان بيجه ميسنتازها در بافت برگ، در نت
 يساز اصلشيكننده پ ديتاز كه تولسن فسفات دي ليژران

د در يز باين باشد يمات فسف دي ليژران يعنيها مونوترپن
  . بافت برگ بالا باشد

ــ ــاي يبررس ــه     ه ــت ك ــان داده اس ــده نش ــام ش انج
 ،سـت يضرور هـا  نيبـرل يوسـنتز ج يب يات برافسف دي ليژران
ات توسـط  فسف دي ليوجود آمدن ژران كه پس از به يطور به

 ـم ژرانيآنزتأثير ن ماده تحت يتاز، اسن فسفات دي ليژران ل ي
ات فسف ديل يل ژرانيل به ژرانيتاز تبدسن فسفات ديل يژران

ل يكوپال- انت هاي ميآنزتأثير ب تحت يترت شده و در ادامه به
داز يكورن اكس ـ- نتاز و انتيكورن س- تاز، انتسن فسفات دي

 Van(شـود   مي لين تبديبرلياز هورمون ج يبه انوع متنوع

Schie et al., 2007( .ــاهش ب ــكـ ــان ژن ژرانيـ ل يـ
د يباعث پاكوتاه شدن شد يتاز در گوجه فرنگسن فسفات دي
ن يكه ا )Van Schie et al., 2007(شود  مي مار شدهياه تيگ

 ـل بودن ژن ژرانيامر به علت دخ تاز در سـن  فسـفات  ديل ي
 ـان ژن ژرانيب يبررس. باشد يمن يبرليج يوسنتزير بيمس ل ي
ونجه با استفاده ياه يمختلف گ يها تاز در بافتسن فسفات دي

 ـنشان داده است كـه ا  Real time RT-PCRك ياز تكن ن ي
شـود،   مي انياه بدون تفاوت بين گيا يها ژن در تمام بافت

ل جاسمونات در يمار متين ژن در پاسخ به تيا انين بيهمچن
ش يافـزا . )Sun et al., 2013(ابـد  ي مي شيونجه افزاياه يگ
از اه نعناع با استفاده يتاز در گسن فسفات ديل يان ژن ژرانيب

از  يزان برخيش ميك باعث افزايمتابول يمهندس هاي روش
 ـموجـود در اسـانس ا   يهامونوترپن  ـن گي اه شـده اسـت   ي

)Lange et al., 2011(.  
 ياساس هاي از هورمون يكين يبرلياز آنجا كه هورمون ج

 شدن ساقه و توسعه بـرگ  ليرود و باعث طويشمار م اه بهيگ
با توجه بـه  بنابراين  (Alamgir and Peng, 2003).شود  مي

 ـر توليتاز در مس ـسـن  فسـفات  ديل ينقش اثرگذار ژن ژران د ي
 ـب يبـرا  يگريل ديتواند دل مي ن امرين، ايبرليهورمون ج ان ي

ساقه و برگ  يهاتاز در بافتسن فسفات ديل يژن ژران يبالا
  .باشد
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Abstract 
   Monoterpenes are one of the major groups of terpenes which are present in black cumin 
(Nigella sativa L.) as limonene, carvacrol, thymoquinone etc. One of the key genes in 
monoterpene biosynthesis is geranyl diphosphate synthase (GPPS) that produces a monoterpene 
precursor. The aim of this study was to investigate the expression of the genes in black cumin. 
RNA was extracted, cDNA was synthesized and a partial sequence of GPPS gene was isolated 
using degenerate primers and sequenced. Moreover, RNA was extracted from different tissues 
of  the species and semi-quantitative RT-PCR using specific primers of GPPS gene and 
GAPDH as housekeeping gene in order to study the pattern of GPPS gene expression. Results 
showed that transcript expression of geranyl diphosphate synthase in stem and leaf is 
significantly higher than that of root, capsule and seed. 
 
Keywords: Black cumin, geranyl diphosphate synthase gene, transcript expression. 

 
 


