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"مقاله پژوهشی"  
 

گلی یمگیاهان تتراپلوئید مر ها درهای درگیر در مسیر بیوسنتز تانشینونبیان ژن افزایش
(Salvia officinalis L.) 

 
 4پور آزادنورالدین حسینو  3زاده، رضا درویش2، رسول اصغری زکریا1زادهفاطمه حسن

 

 دانشجوی دکتری ژنتیک مولکولی دانشگاه محقق اردبیلی، اردبیل، ایران -1
 (r-asghari@uma.ac.ir ول:وگیاهی دانشگاه محقق اردبیلی، اردبیل، ایران )نویسنده مس ژنتیک و استاد گروه تولید -2

 ارومیه، ایرانگیاهی دانشگاه ارومیه،  ژنتیک و استاد گروه تولید  -3
 شهر، دانشگاه محقق اردبیلی، اردبیل، ایراناستادیار دانشکده کشاورزی مشکین  -4

 29/6/1400تاریخ پذیرش:             5/5/1400تاریخ دریافت: 
 193تا     184  صفحه:

 
 چکیده مبسوط

لی گهای ثانویه را در گیاهان افزایش دهد. مریمتواند تولید متابولیتپلوئیدی یکی از عوامل اصلی سازگاری در گیاهان است که میپلی :و هدف مقدمه
(Salvia officinalis L. گیاهی چند ساله از خانواده )Lamiaceae ال حیاتی ها از ترکیبات فعشینونبا سابقه طولانی استفاده در صنایع دارویی است و تان

 یپلوئید و تتراپلوئیددا در گیاهان هانشینونتهای درگیر در مسیر بیوسنتز هدف تجزیه و تحلیل بیان ژنشوند. این مطالعه با هستند که در این گیاه تولید می
 گلی و مقایسه بین آنها انجام شد. مریم
پلوئید با استفاده از ساعت القاء شد و گیاهان تترا 24درصد به مدت  5/0سین گلی از طریق تیمار بذور آن با کلشیپلوئیدی در مریمپلی ها:روش و مواد

های گیاهی دیپلوئید و نمونه از برگ RNAفلوسیتومتری، مشاهدات کروموزومی، خصوصیات مورفولوژیکی و تعداد روزنه انتخاب و تأیید شدند. استخراج 
با استفاده از روش  DXRو   KSL ،IPPI  ،CMKها شاملهای درگیر در مسیر بیوسنتز تانشینونو سپس بررسی بیان ژن cDNAگلی، سنتز تتراپلوئید مریم
های برگی در نمونه RT-PCRهای مورد نظر با روش ( انجام شد. به منظور بررسی بیان ژنReal time PCRای پلیمراز در زمان واقعی )واکنش زنجیره

 Real timeهای مورد نظر توسط روش ارتی برای تکثیر ژنها استفاده شد. برنامه حرسازی دادهبه عنوان ژن مرجع برای نرمال 18srRNAگلی، از ژن مریم

PCRها توسط منحنی ذوبی نسازی و اتصال آغازگرها بود. صحت تکثیر محصول مربوط به هر یک از ژسازی اولیه آنزیم، مرحله واسرشت، شامل فعال
 گرفت. مربوط به هر ژن تأیید و درستی تکثیر توسط الکتروفورز ژل مورد بررسی قرار 

های ذوب به ده بود.  منحنیشهای استخراجRNAدهنده کیفیت نسبتاً خوب نشان درصد ژل آگارز یک شده باهای استخراجRNAبررسی کیفیت  ها:یافته
ه به مای مشخص شدغازگرها در دآهای هدف نشان داد که در زمان واقعی با استفاده از آغازگرهای مستقیم و معکوس برای ژن PCRدست آمده از واکنش 

های شان داد که بیان ژنن واقعی ای پلیمراز در زمانشوند.نتایج واکنش زنجیرههای هدف متصل شده و باعث تکثیر اختصاصی آنها میدرستی به جایگاه
دیپلوئید  داری در مقایسه با گیاهاندر گیاهان تتراپلوئید به طور قابل توجه و معنی DXRو   KSL ،IPPI  ،CMKها شاملسیر بیوسنتز تانشینوندرگیر در م
 یابد.افزایش می

د. ثانویه را  افزایش ده هایمتابولیت تواند تولید اینها افزایش یافت و این میهای درگیر در بیوسنتز تانشینوندر گیاهان تتراپلوئید بیان ژن گیری:نتیجه
یق ها از طربود تولید آنثانویه و به هایولیتتواند شناخت ما را از سازوکار مولکولی بیوسنتز متابپلوئیدی میهای مختلف پلیتجزیه و تحلیل بیان ژن در سری

 پلوئیدی افزایش دهد.القای پلی
 

 RT-PCRهای ثانویه، مریم گلی، سین، متابولیتپلوئیدی، کلشیالقای پلی های کلیدی:واژه

 
 مقدمه

سازهای دارویی و یا پیش مواد حاوی دارویی گیاهان    
 استفاده مورد درمانی اهداف برای توانندمی که هستند مفیدی

گیاهی   (.Salvia officinalis L)گلیمریم .(27) گیرند قرار
از خانواده 2n=2x=14 کروموزوم  تعداد ساله باچند

Lamiaceae  .جنس بارز ویژگیاست Salvia افشانیگرده 
 به) است پرچم دو دارای گلیگل مریم. است غیرمعمول آن

( شودمی یافتتیره نعناع  اعضای سایر در که پرچم چهار جای
 یکدیگر از طولانی اتصال یک با پرچم هر روی پوشش دو و

  فراهم را اهرمی سازوکار یک تشکیل که شوندمی جدا
 ایگونه به گلیمریم هایگونه اکثردر  هرما این .(9)د نکنمی

 با زنبور و پرنده هایافشانگرده از بسیاری توسط که است
با  Salviaجنس  .(10) شود آزاد مختلف هایاندازه و اشکال

ترین ، بزرگگونه در ایران 55در دنیا و  گونه 900داشتن 
خانواده بوده و گیاهان این جنس در سراسر جهان جنس این 

ین گونه در مناطق مختلفی از ایران ا . (33کنند )رشد می
شامل نواحی اطراف تهران، دماوند، فیروزکوه، گچسر، گرگان، 

ردشت، دیلمان، رودبار، شمال سمنان، دامغان، اصفهان، لاک

اهر، آبـاد، آذربایجان، دشـت مغان، کلیبر، خوانسـار، خرم
گلی گیاه مریم(. 14) دارداشـنویه، کرمان و خراسـان پراکنش 

 از یکی و است ایمدیترانه مناطق بومی چندساله ایبوته
 مورد جهان در که است آشپزی و دارویی گیاهان ترینمحبوب
گلی را می توان به وسیله بذر مریم .(19) گیردمی قرار استفاده

گلی در برگ آن مؤثره مریم ماده  .یا از راه رویشی تکثیر کرد
های اید توجه کرد که در هنگام برداشت، ساقهبیشتر است و ب

طور آشکاری های گیاه است بهچوبی که همراه با دیگر قسمت
عملکرد تر  .(28) گذاردبر کیفیت مواد دارویی گیاه تأثیر می

 10و بیشترین عملکرد اسانس  تن در هکتار 25/8گل 
 . (6) است هکتارکیلوگرم در 

تنوع  ایجاد و گیاه تکامل در عنوان فرایندیبه پلوئیدی،پلی   
 اصلاح و تکامل در اساسی نقش که (35) است گیاه مطرح در

ایجاد  گیاه فنوتیپ در زیادی تنوع تواندمی و داشته گیاهان
پلوئیدی در گیاهان با یک روند کند و تدریجی رخ پلی. دکن

تر با استفاده از را در مدت زمان کوتاه آنتوان دهد اما میمی
ها تداخل سین که در میتوز سلولمیتوز مانند کلشیمواد ضد

پلوئیدی با استفاده از د، القاء کرد. القای پلینکنایجاد می

 دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی ساری
 پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی
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ای اصلاح نباتات و هها پیش در برنامهسین از مدتکلشی
 (. به1،4،12مطالعات ژنتیکی مورد استفاده قرار گرفته است )

 خصوصیات با است ممکن پلوئیدهاکلی پلی طور
 مانند سیتولوژیکی و فیزیولوژیکی اکولوژیکی، مورفولوژیکی،

های تنش برابر در مقاومت و بالا عملکرد تر،پهن هایبرگ
باشند  متفاوت خود دیپلوئید ها از اقسامبیماری و محیطی

و بر فعالیت  پلوئیدهاپلی در سلول اندازه (. افزایش11،21،41)
 تغییر اغلب منجر به و (13)گذارد تأثیر میها آنزیم کارکرد

 DNA شدنمتیله شودمی (. گفته18) شودگیاه می مورفولوژی
 در حالت  رونویسی با تغییر سطح هیستونی تغییرات و

  در های دو برابر شدهژن(. 7) مرتبط است پلوئیدیپلی
 بیان متابولیکی، فعالیت افزایش برای فرصتی را پلوئیدهاپلی
  و هابافت در ثانویه هایمتابولیت غلظت افزایش و ژن

 (.17) دنکنمی فراهم ی گیاهیهانداما
 ورشی گلی به طور سنتی برای درمان اختلالات گوامریم

های آنژین، افسردگی، بیماریگردش خون، سرفه، آسم، 
 شود.های دیگر استفاده میپوستی و بسیاری از بیماری

در معالجه طیف وسیعی از  گلیمریم نسهای اساروغن
 ،وارشسیستم عصبی، دستگاه گ یهابیماریها مانند بیماری

 ک وهای متابولیگردش خون و قلب و بیماری ،سیستم تنفسی
 واصخ. (15)ریز مورد استفاده قرار گرفته است غدد درون

 نساسا هایروغن دلیل به Salvia هایگونه بالقوه درمانی
ل و گلی حاوی سینوئول، بورنومریم اسانسروغن آنهاست. 

ک، ولئیگلی حاوی اسید تانیک، اسید ااست. برگ مریم تیوجن
ها، ، نیاسین، نیکوتین آمید، فلاوناورسنیک اسید

ید ، اسنیکگلیکوزیدهای فلاونوئید، اسید فوماریک، اسید کلروژ
 (.30است ) ک و استروژنیککافئی

 شهری که است شده شناخته دارویی گیاه یک گلیمریم 
 زا دسته یک است، شیمیایی مواد عمده دسته دو حاوی آن

 طور هب که لیپیدها، در محلول ترپندی های کینونرنگدانه
 دیگر دسته و شوندمی شناخته تانشینون عنوان به کلی

 ،سیدا سالویانولیک جمله از آب، در محلول فنولی اسیدهای
 دی-3،4 اسید واسید  لیتوسپرمیک ،اسید رزمارینیک
ترین گترپنوئیدها بزر (.32)هستند لاکتیک فنیل هیدروکسی

 نوانعبه  های ثانویه گیاهی هستند، همچنیندسته از متابولیت
 ووخت سشوند که در رشد و توسعه، ایزوپرونوئید شناخته می

ی باز را ساز بدن و دفاع در برابر عوامل بیماریزا نقش مهمی
ور طند. به شوترپنوئیدها مشتق میها از دیتانشینونکنند. می

 قسیمتحله توان به سه مرکلی مسیر بیوسنتز ترپنوئیدها را می
و 1(PPIت )پیروفسفا زوپنتنیلکرد. مرحله اول منجر به سنتز ای

یل از طریق مسیر مت 2(DMAPPپیروفسفات )آلیل متیلدی
  4(MVAو یا مسیر موالونات ) 3(MEPاریتول فسفات )

تز فسفات سنسازهای دی(. در مرحله دوم پیش24شود )می
ریق شود و آخرین مرحله شامل تشکیل ترپنوئیدها از طمی

نتاز یرن سئوکاسیکلاز شبه  و 5(PSCنتاز )یفسفات س کوپالیل
(KSL)6 ( 8،93،73،92است ) (.1)شکل  

وجود دارد که  DXRگلی فقط یک ژن در گیاه مریم
اینترون است. این ژن عامل تنظیم و  11اگزون و  12شامل 

 SmDXRگلی است. بیان در گیاه مریم تانشینونتجمع تولید 

دو ژن (. 36،38در برگ، ساقه، گل و به مقدار کم ریشه است )
IDI  یا همانIPPI اند. گلی شناخته شدهدر ژنوم مریم

SmIDI1 گلی در بیوسنتز تانشینون در ریشه مویی مریم
به تازگی شناسایی شده است.  SmIDI2درگیر است و 

SmIDI1 در سیتوزل و SmIDI2 در کلروپلاست وجود دارد 
(24 .)KSL  یک ترپنوئید آلکانوات مهم است که دو ژن آن
(SmKSL1  وSmKSL2در ژنوم مریم ) گلی شناسایی شده

در بیوسنتز تانشینون درگیر است و  SmKSL1. است
SmKSL2 یک KSL  فرعی است که به تازگی شناسایی شده

با بالاترین سطح بیان در ساقه و به دنبال  SmKSL1است. 
 SmKSL2 آن برگ، ریشه و گل است در حالی که سطح بیان

این که با توجه به  (.25هم است )ها شبیه در همه بافت
ها بر افزایش سطح پلوئیدی در گیاهان از طریق تغییر بیان ژن

فرآیندهای فیزیولوژیکی و بیوشیمیایی گیاه تأثیرگذار بوده و 
شود های ثانویه گیاهی میباعث افزایش تولید متابولیت

این مطالعه با هدف تجزیه و تحلیل بیان تعدادی از  (،20،21)
ها در گیاهان ای درگیر در مسیر بیوسنتز تانشینونهژن

انجام  با یکدیگر هاو مقایسه آن گلیو تتراپلوئید مریم دیپلوئید
 شد.

 
 هامواد و روش

 ه محققاین آزمایش در گلخانه دانشکده کشاورزی، دانشگا   
اهان ، گیادهاردبیلی، ایران انجام شد. مواد آزمایشی مورد استف

حاصل از القای  S. officinalisدیپلوئید و تتراپلوئید 
یدی ئپلوپلی القای به وسیلهگیاهان تتراپلوئید پلوییدی بود. پلی

ز ده اشتهیه )توده بومی این گیاه وری بذور با استفاده از غوطه
 24 مدت درصد به 5/0 سینیکلشدر شرکت پاکان بذر( 

 یدیپلوئدبذور همراه با  بذور تیمار شده .به دست آمدندساعت 
درجه  15-25و دمای  40در شرایط گلخانه با رطوبت نسبی 

 هایی که با خاک مناسب )قسمتسانتیگراد درون گلدان
 ( پر شده بودبرگخاکاک معمولی و مساوی از ماسه بادی، خ

ات صوصیپلوئید حاصل با استفاده از خگیاهان پلی کشت شدند.
اد مورفولوژیکی )طول برگ، عرض برگ، ارتفاع گیاه، تعد

کی گره(، خصوصیات سیتولوژیبرگ، تعداد گره و طول میان
یل تحل وو تجزیه  )تعداد و اندازه روزنه(، تعداد کروموزوم

اهان به (. این گی16مورد تأیید قرار گرفتند ) فلوسایتومتری
ز اهمراه گیاهان شاهد دیپلوئید جهت بررسی بیان برخی 

 ، KSL ،IPPIها شاملهای درگیر در مسیر سنتز تانشینونژن
CMK و DXR (1)شکل  مورد استفاده قرار گرفتند. 

 RNAاستخراج 
 و دیپلوئید گیاهان برگی هاینمونه از RNA اجاستخر     
 RNX-Plus TMپلوئید، با استفاده از محلول استخراج پلی

)شرکت سیناکلون، ایران( مطابق دستورالعمل پیشنهادی 
 استخراجشرکت سازنده انجام شد. برای ارزیابی کیفیت 

RNA استفاده شد. فرآیند  1ز الکتروفورز ژل آگارز %ا
دقیقه  45ولت و به مدت  70جداسازی در الکتروفورز با ولتاژ 

داک انجام شد. برای ی با استفاده از دستگاه ژلبردارعکسو 
استخراجی از دستگاه نانودراپ استفاده  RNAارزیابی کیفیت 

 شد.
1- Isopentenyl diphosphate (IPP)        2- Dimethylallyl diphosphate (DMAPP)               3- Methylerythritol phosphate (MEP)                               
4- Mevalonate (MVA)                        5- Copalyl diphosphate synthase (CPS)                 6- Kaurene synthase-like cyclase (KSL) 

 پور آزادزاده و نورالدین حسینزاده، رسول اصغری زکریا، رضا درویشفاطمه حسن
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 cDNAسنتز 
 Revert Aid Firstاز کیت  cDNAمنظور ساخت به     

strand cDNA synthesis  شرکت فرمنتاز، آلمان( مطابق با(
 PCRپروتکل پیشنهادی شرکت سازنده استفاده شد. واکنش 

میکرولیتر، انجام شد. برای این منظور تیوپ  20در حجم 
 RNAمیکرولیتر  6میکرولیتر آب عاری از نوکلئاز،  5حاوی 

منظور اتصال ، بهOligo dTمیکرولیتر آغازگر  1استخراجی و 
دقیقه  5، به مدت RNAهای به رشته Oligo dTآغازگرهای 
در دستگاه ترموسایکلر قرار گرفتند. سپس  C65در دمای 

(، یک میکرولیتر (5xمیکرولیتر بافر واکنش  4مقدار 
، دو Ribolook RNase Inhibitor  (20u/μl)آنزیم

ولیتر مولار( و یک میکرمیلی 10) dNTP mixمیکرولیتر 
به منظور  Revert Aid M– mul–v RT(200 u/μl)آنزیم 

بسط به تیوب حاوی مواد اضافه شده و در دستگاه ترموسایکلر 
برای بررسی  قرار گرفتند. C42دقیقه در دمای  60به مدت 

بدون  و -1RT، از واکنش کنترل منفیcDNAصحت ساخت 
و هم چنین از واکنش کنترل مثبت مطابق  2NTe الگو

برای  هااستفاده شد. این واکنش cDNAوتکل کیت سنتز پر
 RNAهای در نمونه DNAتشخیص وجود آلودگی 

، در مرحله تکثیر هااستخراجی مهم است. در این واکنش
نباید باندی  cDNAهای مورد مطالعه با استفاده از این ژن

  دیده شود.
 RT-PCR تکنیکهای موردنظر با بررسی بیان ژن

-Rotor gene Q، از دستگاه RT-PCRبرای انجام تکنیک 

pure Detection-Qiagen  6000مدل (Qiagen  )آمریکا
 Realهای مورد نظر با روش استفاده شد. به منظور بیان ژن

time PCR 18گلی، از ژن های برگی مریمدر نمونهsrRNA 
ها استفاده شد. سازی دادهبه عنوان ژن مرجع برای نرمال

میکرولیتر، حاوی  5/12در حجم  Real time PCRواکنش 
 Maxima SYBRمیکرولیتر از کیت 25/6

Green/Fluorescein qPCR mastermix(5x) ،4 
میکرولیتر از هر کدام از  5/0میکرولیتر آب عاری از نوکلئاز، 

 یآغازگرها انجام شد. cDNAمیکرولیتر  25/1ها و آغازگر
 NCBIداده پایگاه توسط هاژن

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) سپس و شده طراحی 
 .(1)جدول  شد ساخته( ایران کرج،) سیناکلون شرکت توسط

وش های مورد نظر توسط ربرنامه حرارتی برای تکثیر ژن
Real time PCR سازی اولیه که فعال، به این صورت بود

نجام دقیقه در یک چرخه ا 10به مدت  C95آنزیم در دمای 
سازی در تچرخه شامل مراحل واسرش 40دید و سپس گر

ماهای ثانیه و اتصال آغازگرها در د 15به مدت  C95دمای 
بسط  ثانیه و 30به مدت ( 1)جدول اتصال مربوط به هر ژن 

ز انجام ثانیه انجام گردید. بعد ا 40به مدت  C72در دمای 
ش منحنی تکثیری و ذوبی با افزای، Real time PCRواکنش 
درجه  5/0گراد در هر ثانیه درجه سانتی 95تا  45دما از 
ت تکثیر حها رسم گردید و صگراد برای هر یک از ژنسانتی

ها توسط منحنی ذوبی نمحصول مربوط به هر یک از ژ
ل ژ رزالکتروفومربوط به هر ژن تأیید و درستی تکثیر توسط 

 ر گرفت. مورد بررسی قرا
 ژن های مربوط به بیانآنالیز داده

ها، تجزیه و منظور بررسی افزایش و یا کاهش بیان ژنبه     
با استفاده از  RT-PCRهای مربوط به واکنش تحلیل داده

سطح   p-valueانجام شده و با تعیینREST افزار نرم
افزار میزان قطعیت داری نتایج مشخص گردید. این نرممعنی

 داری( را با روشها )سطح معنیتغییر بیان ژن
bootstrapping  سازی برای نرمال .دهدمورد بررسی قرار می

به عنوان ژن  18srRNAاز ژن  Real time PCRهای داده
 .(1)جدول   مرجع استفاده شد

 

 
 (37ها در گیاهان )مسیر سنتز تانشینون -1شکل 

Figure 1. The biosynthesis pathway of tanshi nones in plants (37) 
 
 

1- Reverse transcriptase                                                                                                              2- No template negative control  
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 Real time PCR هایی مورد استفاده در واکنشآغازگرها -1جدول 
Table 1. The sequences of primers used in Real-time PCR reactions 
Gene  Seq (5′ →3′)  Tm (ºC) Amplicon length (bp) 

CMK FW: GACTGTTCAGAGGAGGAAATGGAG 60.5 175 

 RV: TTGGTTTCGCAGCATCAATCTTC   
DXR FW: GAAGCCCGACAATGTGAAATACCC 62 169 
 RV: GCATGTCACCTCCACAACCTTG   
IPPI FW: CTTCAGCAACGATCCACGACTAAG 62 127 
 RV: GAGCAGCATTCCTCACACCAAG   
KSL FW: ACAGTAAACGAGTTGGCAGAGATG 61.5 171 
 RV: TGACACCCACGACGAAGACAAG   

18srRNA FW: CCAGGTCCAGACATAGTAAG 58 177 

 RV: GTACAAAGGGCAGGGACGTA   

 
 نتایج و بحث

 های گیاهی دیپلوئید ونمونه برگ از RNA استخراج  
 با  RNA هاینمونه گلی انجام گرفت. غلظتتتراپلوئید مریم

 یک آگارز ژل با آنها کیفیت و شد گیریاندازه نانودراپ دستگاه

 های استخراجRNA(. 2قرارگرفت )شکل  بررسی مورد درصد

یر ر سه زهکیفیت نسبتاً خوبی برخوردار بوده و دارای  شده از
 نتایج به توجه بابودند.   5Sو  rRNA ،18Sی 28Sواحد 

 طول رد و کمترین نانومتر 280 و 230 در نور جذب نانودراپ،
 عصاره A260/A280 نسبت و بود حداکثر نانومتر 260 موج

RNA تئینپرو وجود عدم نشانگر که بود 2 تا 8/1 محدوده در 
 مناسب خلوص و RNA هاینمونه در فنلی آلودگی یا

RNAهای ذوب ژن منحنی 3شکل بود.  شده استخراج های
KSL ،IPPI ،CMK  و DXRهای گیاهی دیپلوئیدرا در نمونه 

 ادهاستف با  RT-PCRطی واکنش S. officinalisو تتراپلوئید 
 مطابق دهد.بازگشتی نشان می و پیشرو پرایمرهای از

 اب واقعی زمان در PCR واکنش از آمده دست به نمودارهای
 هدف هایژن مستقیم و معکوس برای آغازگرهای از استفاده

 دش مشخص S. officinalis تتراپلوئید و دیپلوئید گیاهان در
 هایجایگاه به درستی به شده مشخص دمای در آغازگرها که

 هب توجه با. شوندمی آنها تکثیر باعث و شده متصل هدف
 مورد هایژن PCR محصولات تمام در پیک یک تنها وجود

 یاصتصخا طور به قطعات همه تکثیر که گفت توانمی مطالعه
 آغازگر یمرهاید مانند اختصاصی غیر محصولات بدون و

 رایب 5/1% آگارز ژل الکتروفورز همچنین. ه استشد انجام
شکل ) تتراپلوئید و دیپلوئید هاینمونه RT-PCR محصولات

 نتظارارد ( نشان داد که اندازه قطعات تکثیری با مقادیر مو4
 مطابقت دارد. 

  RESTر افزامها با استفاده از نرنتایج بررسی میزان بیان ژن  
ر بیانگ KSLنشان داده شده است. بیان ژن  3نیز در شکل 

ان ی بیدار در سطح احتمال پنج درصد براوجود اختلاف معنی
ان ه نشگیاهان دیپلوئید و تتراپلوئید بود کژن مذکور بین 

 پلوئیدداری در گیاهان تتراه طور معنیدهد بیان این ژن بمی
 هاینسبت به دیپلوئیدها بیشتر است. همچنین بیان ژن

IPPI، CMK، DXR داری را در سطح نیز افزایش معنی
ن اهااحتمال پنج درصد در گیاهان تتراپلوئید نسبت به گی

تا   DXRن ژدر برابر  33/3این افزایش از   ان داد.دیپلوئید نش
 (. 5متغیر بود )شکل  CMKدر ژن برابر  40/7

 بیوسنتز شود مسیرمشاهده می 1 همچنان که در شکل
اول  در مرحله. (8) است مرحله سه شامل هاتانشینون

 و( IPP) پیروفسفات ایزوپنتنیل شامل ترپنوئیدی سازهایپیش
 طریق از( DMAPP) پیرو فسفات آلیل متیل آن دی ایزومر

 سفاتف اریتریتول متیل ( وMVAبیوسنتز موالونات ) مسیر دو
(MEP )های شوند. ژنمی تولیدDXR ،CMK  وIPPI  یا

IDI  هر سه در این مرحله نقش دارند که دو ژنDXR ،
CMK دئوکسی-1های به ترتیب آنزیم-D-اتفسف-5 زیلولوز 

-C-2-1فسفوسیتیدیل  دی-4و   1(DXR) ردوکتوایزومراز
 را در مسیر متیل 2(CMK) کیناز اریتریتول-D-متیل

 پیرو ل، آنزیم ایزوپنتنیIPPIو ژن  ،(MEP)فسفات  اریتریتول
 و IPP دوم کنند. در مرحلهرا کد می ایزومراز فسفات

DMAPP سینتاز فسفات پیرو ژرانیلژرانیل توسط 
(GGPPS )فسفات پیرو ژرانیلژرانیل شده و کاتالیز (GGPP) 

 تانشینونی اسکلت دهد که منجر به ساختمیرا تشکیل 
 رد واست  پیچیده هایتانشینون تشکیل سوم مرحله .شودمی

. ستا دست در این مرحله مورد در کمی اطلاعات حاضر، حال
ز سیکلا و( CPS) سینتاز فسفات دی کوپالیل 2،6 دو آنزیم
 هستند سینتاز کلیدی ترپنوئید دو( KSL) سینتاز ورنئشبه کا

سیکلاز  .دارند نقش هاتانشینون این مرحله از بیوسنتز در که
شود کد می KSLکه توسط ژن ( KSL) سینتاز رنئوشبه کا

 ماده یشمیلتیرادین پ. کندمی کاتالیز را 3میلتیرادین تولید
 هاP450-سیتوکروم توسط در ادامه است که تانشینون

(CYPs،) ،ترکیبات های دیگرآنزیم و متیلازها دهیدروژنازها 
از  هاو سپس تانشینون مختلفی از جمله فروسینول ساختاری
  .(8) شودمی آن تولید

های درگیر در هایی در مورد افزایش بیان ژنگزارش 
به طور مثال گزارش شده مسیرهای بیوسنتزی وجود دارد. 

، .Catharanthus roseus Lاست که در گیاهان تتراپلوئید 
بیان سطح prx1  وtdc، g10h،sls  ،str ، datهای ژن

 (.36ند )بالاتری را نسبت به گیاهان دیپلوئید نشان داد
های درگیر در بیوسنتز مورفین همچنین در بررسی بیان ژن

در ها افزایش بیان این ژن L.  Papaver somniferumدر
 ند( نشان داد42و همکاران ) ژو .(20) دش تتراپلوئیدها گزارش
ها با استفاده در مسیر تانشینونهای درگیر که افزایش بیان ژن

از عصاره مخمر به عنوان یک الیسیتور زیستی باعث افزایش 
  Bunge Salvia miltiorrhizaمواد در گیاه اینتجمع 

 
1- Deoxy-D-xylulose 5-phosphate reductoisomerase (DXR)                  2- Diphosphocytidyl-2-C-methyl-D-erythritol kinase (CMK) 
3- Miltiradiene 
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 هک کردند گزارش( 31) همکاران و همچنین تاوان. شودمی
 ایمیکسوپلوئیده و -تترا در LUS و SQE هایژن بیان

S. officinalis L.. بلقا طور بهدیپلوئیدها  با مقایسه در 
 .یابدمی افزایش توجهی

 جمله از ثانویه، هایمتابولیت تولید تتراپلوئید، گیاهان در   
 هایژن بیان نتیجه این در و یابد،می افزایش هاتانشینون

 تتراپلوئیدی. (23است ) افزایش هاتانشینون بیوسنتز در درگیر
در  را( TIA) ترپنوئید ایندول آلکالوئیدهای محتوای تواندمی
 (. اثر22،5،33) دهد افزایش Catharanthus roseus گیاه
 در ریزآرایه فناوری از استفاده با ها،ژن بیان بر پلوئیدیپلی

 مورد پروتئوم سطح در بعدی دو الکتروفورز یا رونویسی سطح
 داده نشان مطالعات این همه. (2،26) است گرفته قرار مطالعه

 هاژن از برخی بیان در تغییر ایجاد باعث پلوئیدیپلی که است
 از پس که باشد دلیل این به است ممکن پدیده این. شودمی
 دارد بیشتری تماس ایهسته غشای کروماتین با پلوئیدیپلی

 ما، نتایج طبق(. 18) دهدمی افزایش را ژن فعالیت نتیجه در و

 قابل تغییر داد و قرار تأثیر تحت را ژن بیان اتوتتراپلوئیدی
 S. officinalis تتراپلوئیدهای ها درژن رونویسی در توجهی
 هستند بالاتر، بزرگتر پلوئیدی با سطح هایسلول. شد مشاهده

 به نسبت بالاتری رونویسی سطح که رودمی انتظار و
 انتظار بنابراین. باشند داشته کمتر پلوئیدی با سطح هایسلول

 سلول در پلوئیدی با سطح هاژن از بسیاری بیان که رودمی
 L. Atropa در مشابه هاییافته(. 3) یابد افزایش

belladonna که در آن مشاهده شد تمام است، به دست آمده 
- کدکننده هیوسسیامین ژن بیان افزایش دلیل به هیوسیامین

6β-در (. 40) شودمی تبدیل اسکوپولامین به 1هیدروکسیلاز
های سطح بیان ژن تتراپلوئیدی که گرفت نتیجه توانکل می

،  KSLهایها، به ویژه ژندرگیر در مسیر بیوسنتز تانشینون
IPPI،CMK  ،DXR را در S. officinalis دهد افزایش می

تواند منجر به افزایش تولید این که به نوبه خود می
 های ثانویه شود.متابولیت

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 باندها  (S. officinalis)گلی های مریماستخراجی نمونه RNA کیفیت بررسی جهت درصد یک آگارز ژل الکتروفورز تصویر -2 شکل

 است. bp 100هستند. اندازه لدر  5S rRNA (C)( و B) 28S rRNA (A ،)18S rRNAدهنده زیر واحدهای نشان
Figure 2. 1% agarose gel electrophoresis for quality control of the RNA extracted from plant samples (S. officinalis). 
The bands represent 28S rRNA (A), 18S rRNA (B), and 5S rRNA (C) subunits, respectively. The size of the ladder is 

100 bp. 
 

1- Hyoscyamine-6β-hydroxylase 
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 RT-PCR در زمان تکثیر با DXR و  KSL،IPPI  ،CMKهای ذوب ژن منحنی -3 شکل

Figure 3. Melting curve of KSL, IPPI, CMK and DXR genes at amplification by RT-PCR 
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 Salvia officinalis  ،1 CMK ،2(B)تتراپلوئید  و (A) دیپلوئید ایهنمونهRT-PCR محصولات  برای 5/1% آگارز ژل الکتروفورز -4شکل 

DXR ،3 IPPI ،4 KSL. 
Figure 4. 1.5% agarose gel electrophoresis for RT-PCR products of diploid (A) and tetraploid (B) S. officinalis. 1 

CMK, 2 DXR, 3 IPPI, 4 KSL 
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دهنده نشان ** )S. officinalis(گلی گیاهان دیپلوئید و تتراپلوئید مریم ها درنهای درگیر در مسیر سنتز تانشینومقایسه بیان ژن -5شکل 

 دهند.( را نشان میn=3) استاندارد انحراف مقادیر خطا خطوط .(p<0.01دار )معنی تفاوت
Figure. 5. Comparing of expression of KSL ،IPPI ،CMK and DXR genes in diploid and tetraploid plants of S. 

officinalis L. Bars represent means ± SE (n = 3) 
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Extended Abstract 
Introduction and Objective: Polyploidy is one of the main factors in plant adaptation that can 
increase secondary metabolites production in plants. Salvia officinalis L. is a perennial plant 
from the Lamiaceae family with a long history of use in the medicinal industry. Tanshinones are 
crucial active compounds biosynthesized in Salvia. This study was aimed to analyze the 
expression of genes involved in the tanshinones biosynthesis pathway in diploid and tetraploid 
sage plants and compare between them. 
Material and Methods: polyploidy in S. officinalis was induced by seed treatment with 0.5% 
colchicine for 24 h, and tetraploid plants were selected and confirmed by flow cytometry, 
chromosomal observations, morphological characteristics, and the number of stomata. RNA was 
extracted from the leaves samples of diploid and tetraploid plants of sage and then cDNA 
synthesis and the gene expression analysis of genes involved in the biosynthesis of tanshinones 
including KSL, IPPI, CMK, and DXR genes was performed using real-time PCR. In order to 
investigate the expression of genes by RT-PCR in sage leaf samples, the 18srRNA gene was 
used as a reference gene to normalize the data. The thermal program for amplification of the 
target genes by the RT-PCR method included the initial activation of the enzyme, the steps of 
denaturation, and binding of primers. The amplification accuracy of the genes product was 
confirmed by the melting curve of each gene and the amplification validity was checked by gel 
electrophoresis. 
Results: Evaluation of the quality of extracted RNAs with 1% agarose gel showed a relatively 
good quality of the extracted RNAs. The melting curves obtained from the RT-PCR reaction 
using forward and reverse primers for the target genes showed that the primers bind correctly to 
the target sites at the specified temperature and cause their specific amplification. The results of 
RT-PCR showed that the expression of the genes involved in the biosynthesis pathway of 
tanshinones including KSL, IPPI, CMK, and DXR genes in tetraploid plants was significantly 
increased compared with diploids.  
Conclusion: In tetraploid plants, the expression of genes involved in the biosynthesis of 
tanshinones increased and this could increase the production of these secondary metabolites. 
Analysis of gene expression in different polyploidy series can increase our knowledge of the 
molecular mechanisms of biosynthesis of secondary metabolites and improve their production 
through polyploidy induction. 
 
Keywords: Colchicine, Polyploidy induction, RT-PCR, Sage, Secondary metabolites 
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