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پروپانوئيدي ريحان  متيل ترانسفراز و تركيبات فنيل - O -اثر كيتوزان بر بيان ژن چاويكول
  تحت تنش خشكي L. Ocimum basilicumبنفش 

  3حسن ممتاز و 1اعظم سليمي ،*2، عبداالله قاسمي پيربلوطي1،2ملك پور فاطمه

  گروه علوم گياهي دانشكده علوم زيستي، دانشگاه خوارزمي، تهران، 1
 گروه گياهان داروييهاي گياهان دارويي، مركز پژوهشدانشگاه آزاد اسلامي واحد شهركرد،  هركرد،ش 2

  گروه ميكروبيولوژيدانشكده علوم، دانشگاه آزاد اسلامي واحد شهركرد،  شهركرد، 3

  19/10/95 :تاريخ پذيرش    8/2/94 :تاريخ دريافت

  چكيده
 Ocimum basilicum(در ريحان پروپانوئيدها شدن فنيلساخته ليدي در مسيرك آنزيم كي ترانسفرازمتيل - O- آنزيم چاويكول

L.(  نعناعيان خانواده ازيك گياه دارويي و معطر (Lamiaceae) ميزان اسانس،  بر كيتوزاناليسيتور  اثر اين پژوهش در .است
 بررسي موردريحان تحت شرايط تنش خشكي در گياه  ترانسفرازمتيل - O-چاويكول آنزيم ژن بيان و پروپانوئيديفنيل تركيبات

و  2/0ا غلظتهاي كيتوزان بو محلول پاشي ) نرمال، تنش ملايم و متوسط(تيمارهاي اين تحقيق شامل تنش خشكي . گرفت قرار
متصل به طيف سنج  كروماتوگرافي گازيو ) GC( وسيله كروماتوگرافي گازي چاويكول بهميزان متيل. بودندليتر ر د گرم 4/0
بررسي  Semi-quantitative RT-PCRنيز با روش  ترانسفرازمتيل - O-چاويكولطح بيان ژن س وشد  تعيين (GC/MS) رميج

 تحت چاويكولمتيل و تركيب ترانسفرازمتيل - O-بيان ژن چاويكول ميزاننتايج تجزيه واريانس نشان داد ميزان اسانس، . گرديد
-با به آن ميزان بيشترين كه طوريبه؛ يافتداري معني افزايش شاهدهاي نمونه با ايسهمقدر  كيتوزانتنش خشكي و اليسيتور  ثيرأت

. دست آمدتخليه رطوبتي از ظرفيت زراعي به 30در تنش ملايم يعني آبياري در  كيتوزانگرم در ليتر از  4/0كارگيري غلظت 
توان بخشي از متيل ترانسفراز مطابقت داشت، كه مي - O –چاويكول با ميزان بيان ژن آنزيم چاويكولتغييرات ميزان تركيب متيل

 يك عنوان به كيتوزان بنابراين. درنظرگرفت ترانسفرازمتيل - O-چاويكولاين تغييرات را ناشي از تغيير در سطح بيان ژن آنزيم 
- فنيل تركيبات افزايش بسب ترانسفرازمتيل - O-چاويكول آنزيم فعاليتو  ژن بيان افزايش طريق ازتواند زيستي مي اليسيتور

  .گياه ريحان در شرايط تنش خشكي شود پروپانوئيدي

   ها، كيتوزانپروپانوئيدفنيل بيان ژن، ريحان،: كليدي هايواژه

   ghasemi@iaushk.ac.ir:، پست الكترونيكي 38333610100 :نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
و  يك گياه دارويي (.Ocimum basilicum L)ريحان بنفش 

معطر است كه به لحاظ دارا بودن مقدار زيادي اسانس در 
اندامهاي رويشي، كاربرد زيادي در درمان بسياري از 
بيماريها از جمله ناراحتيهاي كليوي، سردرد، سرفه، اسهال، 

از . )33(بزرگ شدن طحال و برخي ناراحتيهاي قلبي دارد 
طرف ديگر به خاطر اينكه منبع تركيبات حلقوي است، 

اكسيداني دارد و در ملكرد ضدباكتري، ضدقارچي و آنتيع
صنايع غذايي، بهداشتي، آرايشي و غيره نيز كاربرد دارد 

ليمونن، (ها اسانس ريحان شامل دوگروه ترپن). 25و  23(
و فنيل پروپانوئيدها ) كامفور، لينالول، ژرانيول و غيره

 ستا) اوژنول، چاويكول، متيل چاويكول، سينامات و غيره(
كه مخصوصاً تركيبات فنيل پروپانوئيد آن نماينده صفات 
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پروپانوئيدها،  فنيل. )22 و 9(دارويي در اين گياه است 
 هستند كه داراي يك حلقه فنيليفنولي  ي كوچكهاولكولم

از مسير كه اين تركيبات . ك زنجيره سه كربني هستندو ي
و امل طعم، بو ع. شوندمي زپروپانوئيدي سنت بزرگ فنيل

مهمي در سازگاري گياهان و  مزه در اسانس هستند و نقش
افزايش رقابت آنها در منابع محدود مانند نور و آب با ساير 

بسياري از آنها در دفاع بر عليه ). 6(هاي گياهي دارند گونه
گياهخواران و عوامل بيماريزا نقش دارند و يا در حفاظت 

نده كردن مكانيكي، در جذب عوامل گرده افشان و پراك
). 36(ب دخالت دارند يميوه يا در كاهش رشد گياهان رق

  . شونداين تركيبات در شرايط تنش در گياه توليد مي

اسانس ريحان، پروپانوئيدي تركيبات فنيلترين يكي از مهم
فنول  چاويكول يا استراگلُ است كه يك مشتق آليلمتيل

گ است رنچاويكول يك مايع بيمتيل. غيرترپنوئيدي است
 216 تا 215شود و نقطه جوش آن كه در آب حل نمي

اين تركيب در صنعت داروسازي . باشدگراد ميدرجه سانتي
و عطرسازي كاربرد دارد و داراي خواص درماني نظير 

باشد خاصيت ضدويروسي، ضدباكتريايي و ضداسپاسم مي
-متيل .)29و  28(و نيز به عنوان حشره كش كاربرد دارد 

همچنين در تركيب داروهايي وجود دارد كه در چاويكول 
درمان ميگرن، سرماخوردگي، استفراغ، اسهال و دل درد به 

- فنيل: باشدچاويكول به قرار زير ميسنتز متيل. رودكار مي

آلانين پيش ساز اوليه است، سپس دو مسير از آن نتيجه 
چاويكول و از شود كه از مسير اول چاويكول و متيلمي

در ابتداي . شودمي ايجادم اوژنول و متيل اوژنول مسير دو
مسير با دآمينه شدن فنيل آلانين به وسيله آنزيم فنيل آلانين 

در مسير . شودسيناميك اسيد تشكيل مي، (PAL)آمونيالياز 
اول، براي بيوسنتز چاويكول با اضافه شدن هيدروكسيل، 

سپس شكلهاي آلدئيدي و . شودپاراكوماريك تشكيل مي
الكلي پاراكوماريك تشكيل شده و در نهايت چاويكول 

 OH-4مرحله انتهايي هم متيله شدن . شودنتيجه مي
متيل ترانسفراز  – O –چاويكول به وسيله آنزيم چاويكول 

(CVOMT) در  ،)18(باشد چاويكول ميو تشكيل متيل
 با عمل متيلاسيون گروه متيل را به CVOMT واقع آنزيم

 چاويكولكول ولموقعيت پارا در مگروه هيدروكسيل 
 متيونين - L آدنوزيل -  S در اين واكنش. كنديم اضافه

(SAM) بنابراين دهنده گروه متيل است و CVOMT ك ي
  ). 1شكل (است  SAM ترانسفراز وابسته به متيل

  
  )18(چاويكول مسير بيوسنتز متيل -1شكل 
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حل ميزان اسانس ريحان با توجه به شرايط اقليمي و م
باشد درصد مي 5/1تا  4/0رويش متفاوت است و بين 

علي رغم استفاده وسيع و اهميت ريحان و اسانس ). 37(
آن در مصرف روزانه اطلاعات كمي از مسير بيوسنتزي و 
اثر تنظيمي تركيبات مؤثر بركيفيت محصول و توليد اسانس 

روشهاي متعددي براي افزايش توليد . وجود دارد
به ها كه يكي از اين روش. نويه وجود داردمتابوليتهاي ثا

افزايش توليد متابوليتهاي ثانويه از جمله ترپنوئيدها  منظور
رود، استفاده از اليسيتورهاي زيستي و به كار مي غيرهو 

اليسيتورها تركيباتي با منشأ . )42و  41(باشد غيرزيستي مي
باشند كه از طريق القاي سيستم زيستي يا غيرزيستي مي

فاعي باعث بيوسنتز و انباشت متابوليتهاي ثانوي و د
همچنين تغييرات فيزيولوژيكي و مورفولوژيكي در گياهان 

ي جديدي هاممكن است ژنهمچنين اليسيتورها . شوندمي
را فعال كنند كه آنزيمها و در نهايت مسيرهاي بيوسنتزي 
مختلفي را راه اندازي كنند و باعث تشكيل متابوليتهاي 

توان از اليسيتورهاي زيستي مي. )39و  21( شوند هثانوي
كيتوزان را نام برد كه از تركيبات اصلي ديواره سلولي 

-هاي قارچي، ميگو، خرچنگ و غيره ميبسياري از گونه

و براي بهبود بخشيدن بيوسنتز متابوليتهاي ثانويه  )19(باشد 
كيتوزان  ).15(در گياهان دارويي زيادي تأييد شده است 

ساكاريد گلوكوزامين است كه از كيتين مشتق شده لييك پ
در كشاورزي، كيتوزان به صورت پوشش بر روي . است

همچنين به عنوان كود در . شود بذر، برگ و ميوه استفاده مي
كنترل آزاد سازي مواد آگروكميكال، براي افزايش توليد 
گياه، جهت تحريك ايمني گياه، براي محافظت گياه در 

زني و رشد   ها و براي تحريك جوانه وارگانيسممقابل ميكر
كيتوزان در بيوتكنولوژي براي تثبيت . شودگياه استفاده مي

شود و همچنين و تجزيه كردن پروتئين استفاده مي آنزيمها
در مسير بيوسنتزي منجر به  ژنها در گياهان دارويي با بيان

ها بررسي .)35(شود افزايش توليد متابوليتهاي ثانويه مي
نشان داده كيتوزان باعث افزايش سريع و قابل توجهي در 

پروپانوئيدي در كشت تعليقي نارگيل ميزان مشتقات فنيل
   .)12(شود مي

در بخشي از كره زمين قرار  ايراناز سوي ديگر، كشور 
گرفته كه در بسياري از نقاط آن نزولات جوي نياز آبي 

خشكي ). 2( كندگياهان زراعي و دارويي را تأمين نمي
ترين عوامل محدود كننده توليد محصولات  يكي از مهم

اي بر رشد، نمو و مواد مؤثره  كشاورزي بوده كه تأثير عمده
تنش خشكي ضمن كاهش . )42(گياهان دارويي دارد 

ي گياهان باعث محدود شدن رشد و بافتهادر  محتواي آب
دد مي گرآنها  برخي تغييرات فيزيولوژيكي و متابوليكي در

 بر همچنينو  نمو وشد رسنگيني به  تند صدمااميتوو 
بنابراين، توليد ). 1(د نمايد وار نيي گياهادارو همؤثر ادمو

وسيله عوامل محيطي تغيير  ي ثانويه در گياهان بهمتابوليتها
مي يابد و تنش رطوبتي نيز عامل مؤثري در سنتز تركيبات 

يي كه روشها  ائه، لذا ار)31(باشد  طبيعي گياهان دارويي مي
بتواند گياهي ماده مؤثره بيشتر توليد نمايد، ضروري به نظر 

از . مي رسد و بايد به طور كامل مورد ارزيابي قرار گيرد
 O–پروپانوئيدها، چاويكول آنجا كه در مسير بيوسنتزي فنيل

متيل ترانسفراز يكي از آنزيمهاي نهايي و آنزيم كليدي  –
باشد و نيز متيل چاويكول ول ميمسير بيوسنتز متيل چاويك

  از اهميت كاربردي قابل توجهي برخوردار است،

بنابراين هدف از مطالعه حاضر ارتباط بيان ژن و فعاليت 
با تغييرات ميزان تركيبات فنيل  CVOMTآنزيم 

پروپانوئيدي از جمله متيل چاويكول تحت تيمار كيتوزان 
ن ممكن است مصرف اي. در شرايط تنش خشكي بود

اليسيتور بتواند راهكاري جهت افزايش و بهبود ماده مؤثره 
  .اين گياه در شرايط عادي و خشكي شود

  مواد و روشها
براي انجام اين پژوهش : كشت و آماده سازي ريحان

تهيه و بذر اصفهان  پاكان شركتبذرهاي ريحان بنفش از 
خاك مزرعه گلدانهايي حاوي  در 1393سال در ارديبهشت 
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مزرعه تحقيقاتي در  1/3با نسبت يواني پوسيده كود حبا 
اقليم سرد و نيمه خشك بر (شهركرد  دانشگاه آزاد اسلامي
در داخل هر گلدان . كشت شدند) اساس روش آمبرژه

تنك ، هارشد گياهچهكاشته و پس از  ها به تعداد زيادبذر
يك ماه پس تا  .انجام گرفتطي چند مرحله كردن آنها در 

، گلدانها )هابرگي شدن بوته 8تا  6مرحله (از كاشت بذور 
شدند و از اين مرحله به بعد، به طور مساوي آبياري مي

كه شامل آبياري در شرايط  اعمال شد تيمارهاي آبياري
درصد  30نرمال، تنش ملايم خشكي آبياري در زمان تخليه 

رطوبت نسبت به ظرفيت زراعي و تنش متوسط آبياري در 
صد رطوبت نسبت به ظرفيت زراعي در 60زمان تخليه 

  . بودند

براي استفاده از اليستور زيستي كيتوزان : تيمار با اليسيتورها
درصد حل شد و سپس با  5ابتدا پودر آن در استيك اسيد 

ي مختلفي از آن تهيه شد و به غلظتهااستفاده از آب مقطر 
قبل از (رويشي طي سه مرحله، پاشي صورت محلول

. اعمال شد) گلدهي و پايان گلدهي ددرص 50گلدهي و 
از اعمال آخرين پس  يك هفته سپس اندامهاي هوايي گياه

به اين . مطالعات، برداشت شد به منظورتيمار كيتوزان 
. منظور بخش هوايي گياهان از سطح خاك قطع شدند

بخشي از گياهان براي آزمايشهاي مولكولي در فريزر در 
اري شد و بخشي ديگر درجه سانتي گراد نگهد - 80دماي 

درجه سانتي  25(براي استخراج اسانس در دماي اتاق 
  .هفته دور از نور مستقيم خشك شدند 2به مدت ) گراد

جهت استخراج اسانس گياه ريحان از روش : اسانس گيري
. تقطير با آب و دستگاه اسانس گير كلونجر استفاده شد

ارها به بدين ترتيب كه عمل اسانس گيري در مورد همه تيم
حجم اسانس به دست آمده . مدت سه ساعت ادامه يافت

به دقت يادداشت شد و در ظرفهاي مخصوص تا زمان 
 ). 2شكل (تجزيه در يخچال نگهداري شد 

 -GC-MS )(Gas chromatographyتجزيه اسانس با 

Mass spectrometry : براي تجزيه اسانسها، از دستگاه گاز

گرافي متصل به طيف سنج كروماتوگرافي و گاز كروماتو
  .جرمي استفاده شد

  
  نمايي از دستگاه كلونجر  -2شكل 

 HP-5 MS %5و نوع ستون  Agilent 7890 Aدستگاه 
، قطر μm 25/0 ، قطر داخلي ستون m30طول ستون (

 ml/min 8/0گاز هليوم با سرعت ). mm25/0بيروني ستون 
يي و دماي نهادرجه  60دماي اوليه ستون . جريان داشت

برنامه درجه  min4افزايش دما تا . بوددرجه  280 ستون
دماي تزريق . تنظيم شد 100:1نسبت جداسازي . ريزي شد

درصد  999/99خلوص گاز هليوم . بوددرجه  300كننده 
ميكروليتر اسانس  1/0ها از ميزان جهت تزريق نمونه. بود

 شناسايي تركيبات. با استفاده از سرنگ هميلتون استفاده شد
با استفاده از پارامترهاي مختلف از قبيل زمان و شاخص 

، مطالعه طيفهاي جرمي و مقايسه اين طيفها با (RI)بازداري 
و اطلاعات موجود در كتابخانه  )10(تركيبهاي استاندارد 

درصد نسبي هر . صورت گرفت GC-MSرايانه دستگاه 
كدام از تركيبات تشكيل دهنده اسانس با توجه به سطح 

هر كدام از تركيبات تشكيل دهنده اسانس با توجه به  نسبي
  . آمد به دست GCسطح زير منحني آن در كروماتوگرام 

از  Total RNAبراي استخراج : CVOMTمطالعه بيان ژن 
برگ ريحان، از محلول ريمازول همراه با كلروفرم، 

دي اتيل ( DEPCدرصد و آب  75ايزوپروپانول، اتانول 
كل،  RNAپس از استخراج . اده شداستف) پيرو كربنات

. شد كيفيت آن به وسيله الكتروفورز ژل آگارز بررسي
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. معكوس بود DNA، سنتز RNAمرحله بعد از استخراج 
و طبق  (Cinnagen)با استفاده از كيت  cDNAساختن 

بررسي بيان  به منظور. تور شركت سازنده آن انجام شددس
صي پيشرو و از دو دسته آغازگرهاي اختصا CVOMTژن 

استفاده شد و به عنوان كنترل داخلي نيز از  برگشتي

آغازگرهاي اختصاصي پيشرو و برگشتي براي تكثير 
cDNA آغازگرهاي  طراحي. ژن توبولين استفاده شد

 Blastاز طريق  Tubulinو  CVOMTاختصاصي براي ژن 

search  و با استفاده از سايتNCBI  صورت گرفت
  ). 1جدول (

  Tubulinو  (CVOMT)متيل ترانسفراز  -O -چاويكول غازگر طراحي شده براي ژن آ -1جدول

GC 
(%) 

Tm 

(C) 

MW 
(g/mole)

Primer sequence Gene name 

32 51.8 7592.9 5'CCAATTTCTTCATAGAAGAAAACTC3' F:CVOMT 
47.8 49.8 7032.55'GATAAGCCTCTATGAGAGACCTC 3'R:CVOMT 
63.1 50.6 56625'GGGGCGTAGGAGGAAAGCA3'F:Tubulin  
40 55.2 5413.5 5'GCTTTCAACAACTTCTTCAG3' R:Tubulin  

با  نيمه كمي در مقايسهبراي بررسي بيان ژن به صورت 
و  ي متفاوت بررسي شدهادر چرخهكنترل داخلي، بيان ژن 

 36بهترين شرايط تعداد پس از ارزيابي نتايج روي ژل 
كنترل داخلي آن ر و ه براي بررسي ژن مورد نظچرخ

پرايمرها  براي پيدا كردن بهترين دماي اتصال. انتخاب شد
-چرخه. براي هر كدام از ژنها استفاده شداز گراديان دمايي 

تي درجه سان 94ترتيب شامل ه ب PCR ي مورد استفادهها
درجه  95چرخه با  36دقيقه بود كه سپس  6گراد به مدت 
 57ي واسرشت شدن، ثانيه برا 60ه مدت سانتي گراد ب

درجه  72ثانيه براي اتصال،  60تي گراد به مدت ساندرجه 
 8در  نهايي تكثير وتكثير دقيقه  1تي گراد به مدت سان

  ). 2جدول (دقيقه دنبال شد 
  

  PCRشرايط دمايي و زماني واكنش  -2جدول

 دما و زمان مورد استفاده  مرحله

 دقيقه6به مدتگراددرجه سانتي94  عالسازي ابتدايي آنزيمف
 ثانيه60گراد به مدتدرجه سانتي95  واسرشت شدن
 ثانيه 60گراد به مدت  درجه سانتي 57  اتصال آغازگرها

 ثانيه60گراد به مدتدرجه سانتي72  تكثير

 دقيقه 8گراد به مدت  درجه سانتي 72  تكثير نهايي

  چرخه 36

) ددرص1( بر روي ژل آگارز PCR ر پايان محصولاتد
براي ارزيابي كمي . برداري شدالكتروفورز مشاهده و عكس

شدت چگالي باندهاي ژن نسبت به  بيان ژنها از مقايسه
  .استفاده شد Photo capMwو از نرم افزار  كنترل داخلي

اسانس، ميزان ي حاصل از هاكليه داده: تجزيه آماري
چاويكول و ميزان بيان ژن توسط نرم افزار متيل تركيب 

(version 6.12; SAS Institute, Cary, NC) SAS  مورد
ها تجزيه و تحليل آماري قرار گرفت و مقايسه ميانگين داده

صورت  GLM  (General Linear Model) به روش
انجام  Excel 2010رسم نمودارها نيز در نرم افزار . گرفت
  . گرفت

  نتايج
داد هاي حاصل از آزمايش نشان نتايج تجزيه واريانس داده

كه سطوح مختلف تنش خشكي و كيتوزان اثر معني داري 
و ميزان تركيب  CVOMTبر بازده اسانس، ميزان بيان ژن 

نتايج تجزيه واريانس  ).>01/0p(متيل چاويكول دارند 
همچنين نشان داد اثر متقابل خشكي و كيتوزان نيز تأثير 

و  CVOMTمعني داري بر بازده اسانس، ميزان بيان ژن 
 ).3جدول(تركيب متيل چاويكول دارند ميزان 

 كل مقدار   :اسانس  ميزان بر   خشكي  و كيتوزان   تأثير
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  .خشك گياه محاسبه شدگرم وزن  100اسانس، بر اساس مقدار اسانس موجود در 
  و بيان ژن ريحان) درصد(نتايج تجزيه واريانس تيمارهاي مختلف بر بازده اسانس، متيل چاويكول  -3جدول 

 ع تغييرمناب

 )S.O.V(  
درجه آزادي 

)d.f( 

  )M.S(ميانگين مربعات 
 بيان ژن  متيل چاويكول  بازده اسانس

  I(  2  **0979/0  **9/142  **192/0(سطوح آبياري 
  C( 3 **105/0 **9/120  **687/0( كيتوزان

I×C 6  **0412/0  **1/118  **0185/0  
  0303/0  5/14 0694/0 -  خطا
  -  -  -  35  كل

  CV%( 67/1 48/15 12/19  21/10(يرات ضريب تغي
  )>01/0p( اختلاف معني دار در سطح يك درصد: **

ها نشان داد كه تعييرات ميزان نتايج تجزيه واريانس داده
اسانس در تيمارهاي مختلف از نظر آماري معني دار بود 

)01/0p<.(  نتايج نشان داد ميزان اسانس با افزايش تنش
همچنين نمودار مقايسه ميانگين خشكي افزايش مي يابد، 

 ها نشان داد در همه تيمارهاي آبياري ميزان اسانس باداده

هاي بردن غلظتهاي مختلف كيتوزان نسبت به نمونهبه كار 
شاهد افزايش مي يابد و بيشترين ميزان اسانس با به كار 

شكل (آمد  به دستگرم در ليتر كيتوزان  4/0بردن غلظت 
3.(  

  
 ليتر اسانس بر صد گرم وزن خشك گياهبازده اسانس ريحان تحت تأثير كيتوزان در شرايط مختلف تنش خشكي بر اساس ميلي ميزان -3شكل

(V/W). )C1 : ،آب مقطرC2 : ،اسيد استيكC3 : گرم در ليتر و  2/0كيتوزانC4 : گرم در ليتر ،  4/0كيتوزانI1 : ظرفيت زراعي،   درصد 100آبياري
I2 : ظرفيت زراعي و   درصد 60آبياري در حدI3 : حروف متفاوت روي نمودار نشان دهنده اختلاف معني )(درصد ظرفيت زراعي 30آبياري در حد

  ).>01/0Pباشددار مي

آناليز : چاويكول متيل مقدار بر كيتوزان و خشكي تأثير
 40نشان داد، بيش از  GC/MSاسانس به كمك دستگاه 

 وجود دارد كه تركيب مختلف در اسانس ريحان بنفش

سيترال،  - Eمتيل چاويكول، : فراوان ترين آنها عبارتند از
Z-  درصد اسانس  50سيترال و آلفا كادينول كه بيش از

متيل چاويكول به . ريحان را به خود اختصاص داده اند
ترين ماده عنوان يكي از تركيبات فنيل پروپانوئيدي، مهم

نتايج مقايسه . دهنده اسانس در تمام تيمارها بودتشكيل
چاويكول  ها نشان داد مقدار تركيب متيلميانگين داده

هاي شاهد افزايش تأثير تيمار كيتوزان نسبت به نمونه تحت
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از طرف ديگر اعمال تنش خشكي نيز باعث افزايش . يافت
معني دار ميزان تركيب متيل چاويكول گرديد و در تيمار 

يت زراعي به ظرف درصد 30گرم كيتوزان و آبياري  4/0
  ). 4شكل (بيشترين ميزان خود رسيد 

  
آب : C1( .(V/W)تأثير كيتوزان در شرايط مختلف تنش خشكي بر اساس درصد وزن خشك گياه مقدار متيل چاويكول تحت  تغييرات -4شكل 
آبياري در حد : I2ظرفيت زراعي،   درصد 100ي آبيار: I1گرم در ليتر ،  4/0كيتوزان : C4گرم در ليتر و  2/0كيتوزان : C3اسيد استيك، : C2مقطر، 
باشد معني دار مي حروف متفاوت روي نمودار نشان دهنده اختلاف( )درصد ظرفيت زراعي 30آبياري در حد : I3ظرفيت زراعي و   درصد 60

01/0P<.(  

آنزيم : CVOMTژن  بيان خشكي بر و كيتوزان تأثير
ل كه عم (CVOMT)متيل ترانسفراز  - O–چاويكول

متيلاسيون چاويكول را بر عهده دارد، يكي از اعضاي 
ژن آن در . باشدمتيل ترانسفرازها مي - Oخانواده آنزيمي

كركهاي غده اي سپر مانند سطح برگ از بيان بالايي 
در اين تحقيق آناليزهاي نيمه كمي با نرم . برخوردار است

هاي و همچنين تجزيه واريانس داده Photo capMwافزار 
نشان داد كه  CVOMTاز اندازه گيري بيان ژن  حاصل

ميزان نسبي بيان ژن مذكور در تيمارهاي مختلف به طور 
همان طور كه . )>01/0P(معني داري تغيير نموده است 

دهد، كمبود آبياري ها نشان مينمودار مقايسه ميانگين داده
. شودمي CVOMT ژنباعث افزايش معني دار ميزان بيان 

 با CVOMTمه تيمارهاي آبي ميزان بيان ژن همچنين در ه
هاي بردن غلظتهاي مختلف كيتوزان نسبت به نمونهبه كار 

شاهد افزايش نشان داد، كه بيشترين ميزان بيان آن با به كار 
  ). 5شكل(گرم كيتوزان حاصل شد  4/0بردن غلظت 

  
گرم در  2/0كيتوزان : C3اسيد استيك، : C2آب مقطر، : C1. (ش خشكيتحت تأثير كيتوزان در شرايط مختلف تن CVOMTميزان بيان ژن  -5 شكل

 30آبياري در حد : I3ظرفيت زراعي و  درصد 60آبياري در حد : I2ظرفيت زراعي،   درصد 100آبياري : I1گرم در ليتر ،  4/0كيتوزان : C4ليتر و 
  ).>01/0Pباشد دار ميحروف متفاوت روي نمودار نشان دهنده اختلاف معني ) (درصد ظرفيت زراعي
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  بحث
مانند ديگر گياهان خانواده  (Ocimum basilicum) يحانر

ه اسانس از اهميت مؤثرماده  به جهت دارا بودن ،نعناع
- دارويي زيادي برخوردار است و به طور وسيعي كشت مي

تحت تأثير  آنتركيبات در ريحان و  تشكيل اسانس .شود
ت نور، تنوع فصلي، عوامل مختلفي از قبيل فتوسنتز، شد

ي هاتنشو ي رشد گياهي هاشرايط اقليمي، تنظيم كننده
گيرد و ميزان سنتز آن تحت تأثير تنشهاي ميمحيطي قرار 

روند دقيق  )34و  13(كند زيستي و غيرزيستي تغيير مي
ي ثانويه در گياهان هنوز به خوبي متابوليتهاساخت 

طور كلي  ي ثانويه بهمتابوليتهامشخص نشده است، ولي 
هاي ناشي از فرآيندهاي اصلي متابوليسم گياهان، به  بازمانده

شوند ويژه در پاسخ به تنش وارد شده به گياه محسوب مي
ي محيطي تنشهانتايج محققان نشان داده است كه ). 2(

ي ثانوي در گياهان دارويي متابوليتهاباعث افزايش سطوح 
اي توليد اگرچه آب يك عامل محدود كننده بر. شود مي

تواند باعث افزايش  باشد، اما تنش خشكي مي گياهان مي
در حقيقت توليد . متابوليت ثانوي در گياهان دارويي شود

ي تنشهابه عنوان يك راهكار بقاء در برابر  متابوليتهااين 
كمبود رطوبت، گياه را وادار به . باشدمحيطي مطرح مي

خاص و  هاي مختلف متابوليكي و فعاليت ژنهايواكنش
  . كندغيره مي

دهد به طور كلي همان طور كه نتايج اين تحقيق نشان مي
تنش خشكي باعث افزايش ميزان اسانس در گياه ريحان 

شود كه اين نتايج با ساير گزارشات در مورد اثر تنش  مي
 و Rizopoulous. خشكي بر ميزان اسانس، مطابقت دارد

Diamantoglon )32 ( با آزمايش بر روي گياهOrigamum 

majorana L.  ش خشكي موجب افزايبيان كردند كه تنش
 نتايج تحقيقات انجام. است ميزان اسانس اين گياه شده

مكزيكي نشان داد كه درصد  روي گياه پونه كوهي شده
اسانس اين گياه دارويي با اعمال تنش خشكي افزايش 

ايج اين تحقيق با نتايج همچنين نت. )17(يافت  چشمگيري

. همخواني داشت )20(و گشنيز  )14(حاصل شده در نعناع 
در بررسي اثر رژيمهاي رطوبتي روي آويشن بالاترين 

ظرفيت مزرعه  درصد 70درصد عملكرد اسانس در شرايط 
به طور كلي در شرايط تنش خشكي . )26(آمد  به دستاي 

داسيون درون توليد ماده مؤثره به دليل جلوگيري از اكسي
  . يابدسلولي افزايش مي

تواند تشكيل اسانس و از جمله عوامل ديگري كه مي
. باشندتركيبات را تحت تأثير قرار دهد اليسيتورها مي

مطالعات متعددي نشان داده اند كه تركيبات اصلي ديواره 
هاي قارچي، مانند كيتوزان، باعث سلولي بسياري از گونه

نتايج ). 30و  24(شود تهاي ثانويه ميافزايش ميزان متابولي
، حاصل از تيمارهاي مختلف در اين مطالعه مقدار اسانس

اندازه گيري ) گرم گياه 100در  موجود(بر حسب ميلي ليتر 
تغييرات مقدار  نشان داد كه هادادهواريانس  تجزيه. شد

 از نظر آماري معني دار بودتيمارهاي مختلف  اسانس در
)(P< 0.01 .ميزان اسانس  يها نشان داد كه بيشترينررسب

 4/0تحت شرايط تنش خشكي و با به كار بردن غلظت 
  . گرم كيتوزان حاصل شد

دهد غلظتهاي طور كه نتايج اين تحقيق نشان ميهمان
مختلف اليسيتور نيز باعث افزايش ميزان اسانس گياه 

فرآيند  غلظت اليسيتور نقش مهمي در. شوندريحان مي
غلظت . ثري بر شدت پاسخ استؤد و عامل متحريك دار

بر حسب گونه گياهي فرق مي كند، به نيز  ثر اليسيتورؤم
طوري كه غلظتي از اليسيتور كه در يك گياه اثر تحريكي 

در اين . در گياه ديگر اثر نداشته باشد دارد، ممكن است
مطالعه ميزان اسانس با افزايش غلظت كيتوزان به طور 

رسد تركيبات فعال به نظر مي. نشان داد معني داري افزايش
ثري در افزايش توليد ؤاليسيتورهاي زيستي نقش م

هر چند اليسيتورهايي مانند كيتين . ي ثانوي دارندهامتابوليت
و كيتوزان به طور گسترده در توليد متابوليتهاي ثانويه به 

مكانيسم اثر  با اين حال. ) 30و  24(كار گرفته شده اند 
ي ثانوي در گياه به هااي زيستي بر توليد متابوليتاليسيتوره
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با به طور كلي اليسيتورها . خوبي شناخته نشده است
و برهمكنش مولكولي ميان  ي سلوليهاتحريك سيگنال

سمي لاي گياهي در سطح غشاي سلولي يا سيتوپهاگيرنده
نتيجه سيگنال دريافتي  در. شوندموجب شناسايي آنها مي

بيان ژنهاي مرتبط در مسير را  ،يتوسط سلولهاي گياه
ي ثانويه در هاكنند و موجب سنتز متابوليتتحريك مي
 كارهاي متعددي چون پيام و ساز .)40( ندشوگياهان مي

فاكتورهاي مؤثر بر نفوذپذيري ديوارة ، +Ca2 يهارسان
سازي مسيرهاي درون سلولي، سلولي، بازدارندگي و فعال
 سيون و فعاللاطريق فسفري از هاتغييرات سريع در پروتئين

 ي اسمزي وهاكينازها و تغييرات در استرس سازي پروتئين
البته تمام اليسيتورها چنين . شونداين مسير فرض ميدر ... 

كنند و موارد مختلفي از اي را طي نميمسيرهاي پيوسته
، بودن آن، غلظت اليسيتور جمله منبع اليسيتور، اختصاصي

دت زماني كه و مافزودن اليسيتور  زمانمرحله رشدي گياه، 
ر افزايش توليد ، بگيرددر معرض اليستور قرار مي گياه

نتايج حاصل . )38و 11(ثير مي گذارد تأي ثانوي هامتابوليت
نشان  GC/MSاز بررسي ميزان تركيبات اسانس با دستگاه 

- داد تركيب غالب اسانس گياه ريحان متيل چاويكول مي

آن در تيمارهاي مختلف متفاوت  باشد، گرچه ميزان نسبي
غلظتهاي مختلف كيتوزان باعث افزايش ميزان تركيب . بود

در يك مطالعه . شودمتيل چاويكول در گياه ريحان مي
ساعت پس از اضافه  48چاويكول ، ميزان تركيب متيل)16(

همچنين، در . درصد افزايش نشان داد 25كردن كيتوزان 
با استفاده از ) 3( يك مطالعه رجب بيگي و همكاران

اليسيتورهاي فيزيكي مانند ميدانهاي الكترومغناطيسي با 
باعث افزايش ميزان متيل چاويكول در گياه  kHz 1فركانس 

از طرف ديگر در طي مطالعات مشخص شده . ريحان شدند
زا مثل تنش خشكي است كه عوامل محيطي و استرس

تأثير همواره تركيب شيميايي و اسانس گياهان را تحت 
به افزايش سنتز  هازارشگ در بعضي از. دهندقرار مي

اشاره تنش خشكي  رايطشدر خاص متابوليتهاي ثانويه 
 علام كرد كه درصدا) 4(زهتاب سلماسي . است شده

 استفاده ي انيسون با عرضه آب قابلهاآنتول دانهاسانس و 
 دين ترتيب كه با كاهش آب آبياريب رابطه عكس داشت،

تيمول بالاترين ميزان . س و آنتول افزايش داشتدرصد اسان
اي حاصل شد ظرفيت مزرعه درصد 70در  در آويشن باغي

 ملايم كارواكرول در مرزه تحت تنش خشكيميزان . )27(
كبير  در بابونه). 7(بود  برابر گياهان تحت ظرفيت زراعي 2

 روز يك بار افزايش يافت، 9روز به  3 وقتي دور آبياري از
داري  ويژه پارتنوئيد آن افزايش معني بهو  اسانسميزان 
  ). 5( داشت

تحت اثر تيمار كيتوزان  CVOMTتغييرات كمي بيان ژن 
نشان داده شده  3در شرايط تنش و غير تنش در شكل 

متيل ترانسفراز  - O - نتايج بررسي بيان ژن چاويكول. است
(CVOMT)  در اين مطالعه، بيانگر اين است كه بيان ژن

CVOMT تحت تنش خشكي افزايش معني داري داشت .
از طرف ديگر غلظتهاي مختلف اليسيتور كيتوزان نيز باعث 

هاي شاهد گرديد و افزايش بيان اين ژن نسبت به نمونه
بيان ژن مورد بررسي را نسبت به شاهد چه در شرايط تنش 

كه عمل  CVOMT. و چه در شرايط غير تنش افزايش داد
از اعضاي را بر عهده دارد، يكي چاويكول متيلاسيون 

و در د متيل ترانسفرازها مي باش - Oخانواده آنزيمي 
بيان برگ ريحان، از  ي غده اي سپر مانند سطحهاكرك

ي هاآنزيم مطالعات بر روي ژن .باشدميبالايي برخوردار 
تا حدي  متيل ترانسفراز در گياهان مختلف - O  خانواده

 ،شده است ختلف بررسيتأثير تيمارهاي م صورت گرفته و
 گزارش كردند )Deshamps )34و  Simonبه طور مثال 

متيل  انند متيل جاسمونات وم تيمارهاي شيميايي
 متيل ترانسفراز - O آنزيمهاي ساليسيلات بيان ژن

CVOMT  نادري و همكاران . دهندمي افزايشرا در ريحان
را در غلظتهاي مختلف  CVOMT نيز افزايش بيان ژن) 8(
 حاضرتوزان گزارش كردند كه نتايج آن با مطالعات كي

گزارش شده است كه عوامل  همچنين. هماهنگي دارد
 از جمله ،دارند تأثير هامختلف بر روي بيان ژن اين آنزيم

Gang  گزارش نمودند كه سن گياه مي )18(و همكاران-
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مطالعات اندكي در مورد اثر . تواند عامل تأثيرگذاري باشد
ي و اليسيتورها بر ميزان بيان ژنهاي مسير تنشهاي محيط

. صورت گرفته است CVOMTفنيل پروپانوئيدي از جمله
تحقيق حاضر نخستين گزارش در رابطه با تأثير تنش 

در گياه ريحان  CVOMTخشكي و كيتوزان بر بيان ژن 
باشد كه مشخص كرد تنش خشكي باعث افزايش بيان مي

اثر توأم خشكي و  همچنينشود و اين ژن در ريحان مي
  . شودكيتوزان نيز موجب افزايش معني دار بيان اين ژن مي

از طرفي در اين مطالعه مشخص گرديد، روند تغييرات 
تركيبات فنيل پروپانوئيدي، همچون متيل چاويكول، با 

در تيمارهاي  CVOMTروند تغييرات ميزان بيان ژن 
ژن مختلف مطابقت دارد، به طوري كه با افزايش بيان 

CVOMTيابد، مقدار متيل چاويكول گياه نيز افزايش مي .
افزايش ميزان متيل چاويكول در اين مطالعه مؤيد اين 
مطلب است كه تأثير تيمارهاي كيتوزان به طور غيرمستقيم 

 CVOMTو با ميانجيگري پروتئينهاي آنزيمي از جمله 
گيرد و به طور كلي مطابق با نتايج تحقيقات انجام مي

ه است كه گزارش نمودند اليسيتورها بر بيان ژن گذشت
  . متيل ترانسفراز تأثير دارند - Oچاويكول 

 كلي نتيجه گيري

 درصد 30طوركلي، بالاترين ميزان اسانس در تيمار به
به در ليتر كيتوزان  گرم 4/0كارگيري زراعي و بهظرفيت

چاويكول نيز تحت شرايط ماده مؤثره متيل. آمد دست
ميزان بيان . كار بردن اليسيتورها افزايش يافتهخشكي و ب

ترانسفراز نيز تحت تأثير اليسيتور متيل - O –ژن چاويكول 
كار بردن كيتوزان و تنش خشكي قرار گرفت و با به

. در ليتر افزايش يافتگرم 4/0اليسيتور كيتوزان در غلظت 
ي گياهي و افزايش هاا توجه به اهميت اقتصادي متابوليتب

ي زيست هاا استفاده از روشب توانمي براي آنها، اتقاض
توليد متابوليتهاي با ارزش در گياهان را افزايش ، فناوري

و از اليستورها به عنوان ابزاري براي افزايش اسانسها و  داد
 بر ،نيبنابرا .تركيبهاي مفيد دارويي در گياهان استفاده نمود

 به توزانيك از توانيم قيتحق نيا از حاصل جينتا اساس
 ژن انيب القاي قيطر از كه كارآمد، يستيز توريسيال عنوان
 ثانوي تهاييمتابول وسنتزيب دنيبخش بهبود باعث خاص
 و كرد استفاده ييدارو اهانيگ از ارييبس در شود،يم خاص

 يمهندس جهت در ارزش با يگام نيا رسديم نظر به
از آنجايي  .باشد ارزش با ياهيگ داروهاي ديتول و تيمتابول

كه متيل چاويكول در صنعت داروسازي و عطرسازي 
كاربرد دارد و داراي خواص درماني نظير خاصيت 

توان باشد، ميضدويروسي، ضدباكتريايي و ضداسپاسم مي
از اليسيتور كيتوزان براي افزايش خصوصيات درماني 
ريحان بهره جست و ميزان متيل چاويكول را در گياه 

نين پيشنهاد مي شود اين تيمار براي افزايش داد و همچ
  . توليد تجاري اسانس در اين گياه در نظر گرفته شود
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Abstract 

Chavicol -O-methyl transferase (CVOMT) is a key enzyme in phenylpropanoid 
pathway in basil (Ocimum basilicum L.), which is a medicinal and aromatic plant of the 
Lamiaceae family. In this study, the effect of chitosan elicitor on essential oils yield, 
phenylpropanoid components and chavicol -O- methyl transfrase gene expression under 
water deficit was evaluated. The plants under different irrigation regimes were treated 
with 0.2 and 0.4 g/L chitosan in three stages of growth. Phenylpropanoid compounds 
were identified by Gas Chromatography and Gas Chromatography/Mass Spectrometry 
(GC/MS) and the level of gene expression was monitored by Semi quantitative RT-
PCR. An analysis of variance indicated that oil yield and CVOMT gene expression and 
methylchavicol increased under water deficit and chitosan elicitor compared to 
untreated plants. The changes observed in methylchavicol components were in 
accordance with the changes of gene expression of chavicol -O-methyl transferase. 
Thus, chitosan as a biotic elicitor could increase phenylpropanoid components in purple 
basil by increased gene expression and activity of chavicol -O-methyl transferase. 
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