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 (.Achillea millefolium L) بومادران دارویی گیاه از سنتاز پینن و سنتاز لینالول هایژن جداسازی
 

 2افراسیاب راهنما قهفرخیو  2داریوش نباتی احمدی، ،*2معماریرجبی حمید ، 1مریم جاودان اصل

 

 شهید چمران، اهوازشگاه دانشکده کشاورزی، دان ،نباتاتآموخته کارشناسی ارشد، گروه زراعت و اصلاحدانش -1

 اهواز، شهید چمراندانشکده کشاورزی، دانشگاه  ،نباتاتاستادیار، گروه زراعت و اصلاح -3
 

 (30/13/1232 تاریخ پذیرش: – 12/70/1232 )تاریخ دریافت:

 

 چکیده
 استان   باشتد  متی  (Asteraceae) هتا ایستتاره  گل یخانواده از چندساله و علفی گیاهی (.Achillea millefolium L) بومادران

 تشتکیل  اصتلی  اجتزای  از پیتنن  و لینالول که است مختلف هایترپنکوئیسز و مونوترپن جمله از هاییترکیب دارای بومادران

 عطرسازی غذایی، صنایع در و هستند ضدمیکروبی و ضدآفت تاثرا و دارویی ارزش دارای ترکیب دو این باشند می آن دهنده

 لینتالول  های نژ جداسازی برای هرز آغازگرهای راهکار از استفاده حاضر، تحقیقاز  هدف دارند  کاربرد تیبهداش و آرایشی و

 هتای ژن ستس   شتد،  استتخرا   بومادران گیاه از کل RNA تحقیق این در باشد می بومادران دارویی گیاه از سنتاز پینن و سنتاز

 تکثیتر  ،PCR از حاصتل  نتتای    نتد گردید تکثیتر  (PCR) پلیمتراز  ایرهزنجیت  واکتنش  و هرز آغازگرهای از استفاده با موردنظر

 هتای داده با یابیتوالی نتای  بیوانفورماتیکی، آنالیزهای با د دا نشان را جفت باز 357 و 037 حدود ترتیب به نظر مورد هایباند

 روابت   و گیتاهی  مختلتف  هتای انوادهخت  و هاگونه بین تنوع بررسی نتای  گردید  مقایسه (NCBI) جهانی ژن بانک در موجود

 نیز و (Artemisia annua) درمنه و بومادران گیاه بین مشابهت میزان ترینبیش داد نشان Lis و Pis هایژن اساس بر فیلوژنتیکی

 مشتابهت  پتووهش،  این نتای  گرفتند  قرار گروه یک در که نحویبه دارد، وجود Lamiaceae و Asteraceae های خانواده بین

  نمود تأیید را یابیتوالی صحت و داد نشان گیاهان سایر در متناظر هایژن با را هاژن این توالی بالای نسبتاً

 لینالول سنتاز، هاترپن ،سنتاز پینن ،بومادرانآغازگر هرز،  :کلیدیواژگان 
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 و همکاران جاودان اصل .… سنتاز از گیاه   های لینالول سنتاز و پیننجداسازی ژن

 مقدمه

 و علفتتی گیتتاهی (.Achillea millefolium L) درانبومتتا

 یتتا Asteraceae) هتتاایستتتاره گتتل ختتانواده از ستتالهچنتتد

Compositae) استتت (Omidbeygi, 2007) طتتب در کتته 

 و هتا زخت   و عتا   طتور  بته  هتا بیماری درمان برای سنتی

 گرفتته متی  قترار  استتفاده  مورد خاص طور به هاسوختگی

 در ( Tajik and Shokohi Sabet Jalali, 2009) استتت

 تقستی   اصتلی  گتروه  سته  بته  ثانویته  هایمتابولیت گیاهان

 Rispail et)   آلکالوئیتدها 2ها   فنل3ها ترپن  1 شوند:می

al., 2005 ) واحتتتدهای اتصتتتال از تمتتتا  ترپنوئیتتتدها 

 آن آلیلتتتتی ایزومتتتتر و (IDP) فستتتتفاتدیایزوپنتیتتتتل

 شتتوندمتتی ستتنتز (DMADP) فستتفاتدیآلیتتلمتیتتلدی

(Cheng et al., 2007 ) تعداد اساس بر معمولاً ترپنوئیدها 

 چنتد  بته  ختود  ستاختار  در موجود ایزوپرنوئید واحدهای

 ،ترپنوئیتتتتدهادی ،مونوترپنوئیتتتتدها جملتتتته از دستتتتته

 تقسی  ترپنوئیدها تترا ،ترپنوئیدها تری ،ترپنوئیدهاسزکوئی

 لتت ع هبت  ماهیتتاً  هاترپن  (Cseke et al., 1998) شوندمی

 شتان دارویتی  هتای کیفیتت  همچنین و خاص بوی و طع 

 باشتتندمتتی اقتصتتادی نظتتر از مهمتتی بستتیار اتترکیبتت

(Pichersky et al., 1994 ) بترای  همچنین ترپنی مشتقات 

 سترطان  ضتد  داروی ماننتد  مختلتف  دارویتی  متواد  تولید

 درمنته(  )از آرتمیتزینین  مالاریتای  ضتد  داروی و تاکسول

 گونتته ( Jennewein and Croteau, 2001) دارنتتد نقتتش

Achillea millefolium جملتتته از هتتتاییترکیتتتب دارای 

 اجتزا   عنتوان  بته  مختلتف  هایترپنسزکوئی و مونوترپن

 گیاه ترشحی هایکرک در بیشتر آن اسان   باشدمی اصلی

 استت،  موجتود  هتا گتل  در ویتوه  بته  و ستاقه  برگ، در که

 ( Jaimand and Rezaee, 2004) شودمی تشکیل

 اصتتلی اجتتزای از (Linalool) لینتتالول و (Pinene) پیتتنن

 ,.Rohloff et al) هستتند  بومتادران  استان   دهندهتشکیل

 مونتتتوترپن شتتتیمیایی ستتتاختار نظتتتر از کتتته (2007

(Monoterpene) آنتتزی  توستت  ترتیتتببتته و باشتتندمتتی 

 (Bohlmann et al., 1997) (Pinene synthase) سنتازپینن

 میتانی  متابولیتت  از (Linalool synthase) ستنتاز  لینالول و

-متی  بیوسنتز (Geranyl-diphosphate) فسفاتدی رانیلژ

 یتک  (O11H17C) لینتالول  ( Cseke et al., 1998) شوند

 در کته  بتوده  معطتر  بتوی  بتا  ترکیبتی  و طبیعتی  مونوترپن

 دلیتل  بته  و شتود می یافت معطر وگیاهان هاگل از بسیاری

 متواد  و بهداشتی مواد زا % 67-17 ساخت در معطر، بوی

 متورد  هتا لوستیون  و هتا صتابون  ،شامسوها مانند تمیزکننده

 نیتز  کتش حشتره  عنتوان  بته  لینتالول  گیرد می قرار استفاده

 6و3 لینتالول،  -β آن دیگتر  هاینا  از است  کاربرد دارای

 باشتد  متی  الکتل  لینالیتل  و ال -6ان دی اکتا 0و3 متیلدی

(Christianson, 2006 ) حشتترات جتتذ  باعتت  ینتتالولل 

 فوایتتد .دوشتتمتتی زنبورعستتل مخصوصتتاً افشتتانهگتترد

 انستتان در شتتاد روحیتته ایجتتاد از عبتتارت آن آرومتتاتراپی

 دارای لینتتالول ( Buchbauer et al., 1991) باشتتدمتتی

 و (Loizzo et al., 2007) استتت ضتتدتوموری خاصتتیت

 و A ویتامین تولید در مه  حدواس  یک عنوانبه همچنین

E شودمی استفاده نیز (Mercier et al., 1994)  که لینالول 

 .A) بومادران هایزیرگونه بیشتر اساسی روغن ترکیبات از

millefolium) 10 از بتیش  رشتد  مانع است قادر باشد،می 

  (Pattnaik et al., 1997) شود قارچ نوع 17 و باکتری نوع

 326/126 مولکتتولی وزن و 16H17C فرمتتول بتتا پیتتنن

g/mol معطتر  ایدوحلقته  مونوترپن یک (Belletti et al., 

 صتنعتی  نظر از پینن -بتا و آلفا  است ترپن طبقه از (2004

 هتتا،معطرکننتتده انتتواع ستتاخت در و بتتوده مهتت  بستتیار

 بخور، ها،کر  ها،صابون ،هاکشحشره و هاکنندهضدعفونی

 هتا حلال تهیه و لاستیک روکش، لاک، رنگ، ها،ندهکنپاک

 ( Chalchat et al., 2001) روندمی کارهب

 Artemisia) درمنتته ماننتتد گیاهتتانی در Pis ژن تتتاکنون

annua) خانواده از Asteraceae (Lu et al., 2002)،  مری 

 ,Gambliel and Croteau) (Salvia officinalis) گلتتی

 ,.McKay et al) (Cicer arietinum) نختتود (،1982

 ,.Bohlmann et al) (Abies grandis) نتتراد (،2003

 (Solanum habrochaites) وحشتتتتی گوجتتته  ،(1997

(Gonzales-Vigil et al., 2012) در ستنتاز  لینتالول  ژن و 

 ,.Jia et al) درمنته  ماننتد  گیتاهی  هتای گونته  از بستیاری 
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 ,.Iijima et al) (Ocimum basilicum) ریحتان  (،1999

 Nieuwenhuizen et) (Malus domestica) سیب ،(2004

al., 2013) آرابیدوپستتی  و (Arabidopsis thaliana) 

(Aubourg et al., 2002) گردیتده  یتابی توالی و جداسازی 

 جداستازی  Asteraceae خانواده گیاهان از همچنین است 

 ستنتاز  پارتنولیتد ژن  ماننتد  دارویی هایمسیر هایژن سایر

(Parthenolide synthase) کبیتتر بابونتته از(Tanacetum 

parthenium) (Liu et al., 2014)، Germacrene A 

synthase، کاستتتتتتتتتتنی (Cichorium intybus) 

(Bouwmeester et al., 2002) و Ixeris dentata (Kim 

et al., 2005) و ژن Amorpha-4,11-diene synthase 

(ADS) درمنتته گیتتاه از (Chang et al.,2000) گتتزارش 

 هتتایژن متتورد در اطلاعتتاتی هتتی  تتتاکنون انتتد هگردیتتد

 ژن بانتک  در بومتادران  گیتاه  در پیتنن  و لینالول سنتزکننده

 جداستازی  منظتور به حاضر، پووهش .ندارد وجود جهانی

 گیتاه  از مناستب،  پرایمرهتای  طراحی با Pis و Lis هایژن

 ت گرفصورت برگهزار بومادران

 هاروش و مواد

 این در استفاده مورد بومادران برگ و گل هاینمونه

 دانشگاه داروسازی دانشکده شناسیگیاه باغ از قیقتح

 آوریجمع دهیگل مرحله در شاپورجندی پزشکی علو 

 )دمای مایع نیتروژن با ،برداشت از پ  هانمونه گردیدند 

°C 136-) فریزر به و شدند تثبیت °C 17- منتقل 

 و پروتئینی هایتوالی ردیفیه  و مقایسه .ندگردید

 در موردنظر هایژن از هریک با رمتناظ نوکلئوتیدی

 ویوهبه و بومادران خانواده به نزدیک هایخانواده گیاهان

 و گرفت صورت درمنه مانند اش خانوادهه  گیاهان

 هرز آغازگر جفت یک ،شدهحفاظت نواحی براساس

(Degenerate primer)  از یک هر برای معکوس و مستقی 

 ژنو  از نظر مورد هایقطعه تکثیر برای Lis و Pis هایژن

 (  ساخت آغازگرها1طراحی گردید )جدول  بومادران گیاه

 فت رگ صورت جنوبی کره Bioneer شرکتتوس  

های برگ و از نمونه RNAاستخرا  کل:  RNAاستخراج

 Rneasy Plant Mini kitدستورالعمل گل با استفاده از

(Qiagen)  بر اساس روش ارائه شده توس  شرکت

 RNA از DNAحذف منظور انجا  گردید  به سازنده کیت

آلمان  Fermentasشرکت  DNaseآنزی   از ،استخرا  شده

برای استفاده  RNAحاوی ی لولهدر نهایت  شد  ستفادها

منتقل گردید  کیفیت و  -C 17°طولانی مدت به فریزر 

استخراجی با بارگذاری بر روی ژل آگارز  RNAکمیت 

اه اسسکتروفتومتر بر اساس و تعیین غلظت توس  دستگ 1%

ی مشخص گردید  برای محاسبه 317/367جذ  نوری 

 Xشد )شده از فرمول زیر استفاده استخرا  RNA غلظت

  ای در نمونه(تک رشته RNAغلظت  =

X ng/l = OD367  57 

 
 Mega 5شده به کمک نر  افزار  توالی های آغازگرهای مستقی  و معکوس طراحی -1جدول 

Table 1. The sequences of forward and backward primers desined by Mega5 
 توالی هرز

Degenerate sequence  
  آغازگر والیت

Primer sequence (5' - 3')  
 آغازگر
Primer 

 ژن
Gene 

S [C/G] GAGTTTGCSAAACTSGACTTCAA F-PIN Pis 

R [A/G] GTACCATACACATCRTAAACATCRTC R-PIN Pis 

Y [C/T] ACTCTCGATGATGTYTAYGA F-LIN Lis 

Y [C/T] GTATCACCTCTYTCCATYTC R-LIN Lis 
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 و همکاران جاودان اصل .… سنتاز از گیاه   های لینالول سنتاز و پیننجداسازی ژن

 DNA به RNA تبدیل برای: cDNA اول رشته سنتز

 با  cDNAسنتز ،PCR فرآیند شروع برای قالبی عنوانبه

 QIAGEN شرکت  cDNA synthetase کیت از استفاده

 Reverse) معکوس بردارنسخه آنزی  توس 

Transcriptase) Omniscript پرایمر و Oligo-dT  انجا 

 د گردی

به : PCR روش به سنتاز لینالول و سنتاز پینن ژن تکثیر

از  PCR به روش Lisو  Pisهای منظور تکثیر ژن

 معکوس و (Forward primerآغازگرهای دژنتره مستقی  )

(Reverse primer)، cDNA و الگو عنوان به گل سنتزشده 

 Biolabs و Roche شرکت Taq DNA Polymerase آنزی 

 دقیق اتصال دمای تعیین جهت  (3 )جدول گردید استفاده

 استفاده دمایی شیب برنامه از آغازگر، جفت تکثیر برای

 شرکت به توالی تعیین جهت PCR محصول ،سس  شد 

Bioneer د گردی ارسال 

 نتایج و بحث

 RNAارزیتتتابی کیفیتتتت و کمیتتتت  : RNAاستتتتخراج 

 های برگ و گل بومادران با استتفاده از تخراجی از بافتاس

(  1گردیتد )شتکل    و استسکتروفتومتر انجتا    %1ژل آگارز 

 و غلظتتتت آن  13/1استتتخرا  شتتده   RNAکیفیتتت 

ng/µl3167 کیفیت مناسبی بود دست آمد که  به 

 :ای پلیمرازواکنش زنجیره روشبه پینن سنتاز  ژن تکثیر

ای و تکثیتر و جداستازی ژن   دورشته DNAمنظور سنتز به

 F-PINپینن سنتاز از آغازگرهای هرز مستقی  و معکوس )

 Taq( استفاده شد که این کار با استفاده از آنزی  R-PINو 

DNA Polymerase  شرکتRoche  وcDNA    ستنتز شتده

دلیتل داشتتن   ان )بته استخرا  شده از گل بومتادر  RNAاز 

عنتوان الگتو در واکتنش    کیفیت بهتر نسبت بته بترگ( بته   

تعیتین دمتای    منظوربه  پذیرفتمراز صورتای پلیزنجیره

آغتازگر، از برنامته شتیب     جفتت  تکثیتر  برای دقیقاتصال 

بتر   PCR، محصتول  PCRشد  پ  از انجا  دمایی استفاده

صتل از  الکتروفتورز گردیتد  نتتای  حا    %1روی ژل آگارز 

 bp 357الکتروفورز، تکثیر قطعه موردانتظار با طول حدود 

( و دمتای بهینته   3را برای ژن پینن سنتاز نشان داد )شکل 

 هرزوسیله آغازگرهای برای اتصال، جهت تکثیر این ژن به

 تعیین گردید  C 55°طراحی شده، 

 نتتای  : یابی ژن پینن سنتازبررسی نتایج حاصل از توالی

 در آمتتدهدستتتتتتوالی بتته شتتباهت جویجستتت از حاصتتل

داد که این قطعه دارای  ژن پینن سنتاز نشان برای بومادران

های گیتاهی دیگتر   از گونه Pisشباهت بالایی با توالی ژن 

ان داد کته ایتن   تنشت  Blastnه حاصتل از  تتت باشد  نتیجمی

مربوط به گونه دیگتر   Pisبیشترین شباهت را با ژن  توالی

(Asteraceaeهتتتتتتا )ای ستتتتتتاره ختتتتتانواده گتتتتتتل 
 

 

 Lis و Pis هایژن برای PCR واکنش یاجزا -3جدول
Table 2. The components of PCR reaction for Pis and Lis genes 

 مواد
Materials 

 میکرولیتر 35 در نهایی لظتغ
Final concentration in 25 µl 

 (میکرولیتر) ج ح
(µl) Volume 

Pis Lis  Pis Lis 
cDNA الگو 

Template cDNA ng 200 ng 200  2.00 4.00 
dNTPs (10 mM) mM 0.20 mM 0.20  0.50 0.50 

 (μM 10مستقی  ) هرزآغازگر 
Forward degenerate primer μM  0.40 μM 0.50  1.00 1.25 

 (μM 10معکوس ) هرزآغازگر 
Reverse degenerate primer μM 0.40 μM 0.50  1.00 1.25 

Taq DNA Polymerase U 1.25 U 0.02  0.15 0.25 
PCR buffer (Containing MgCl2) 1X (1.5 mM) 1X (2.00 mM)  2.50 5.00 

 آ  مقطر دیونیزه استریل
Sterile deionized distilled water Up to 25 µl Up to 25 µl  17.85 12.75 
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 (فرمنتاز شرکت) kb 1 مولکولی مارکر :M چاهک ،RNA :3و1چاهک .%1 آگارز ژل روی RNA استخرا  نتای  -1شکل

Figure 1. Results of RNA extraction on 1% agarose gel. 1 and 2: RNA, M: 1Kb Marker (Fermentas) 

 

 

 از) bp 177 مولکولی مارکر :M چاهک ،PCR محصول :3 و 1 چاهک .درصد 1 آگارز ژل روی Pis نژ PCR نتای  -3شکل

 منفی کنترل :2 چاهک ،(فرمنتاز شرکت
Figure 2. PCR results of Pis gene on 1% agarose gel. 1 and 2: PCR product of Pis, M: 100bp Marker 

(Fermentas), 3: Negative control 
 

 Artemisia) رمنته د بتا  یعنی NCBI داده پایگاه در موجود

annua) ،(Lu et al., 2002) باشتد  متی  دارا %32 میزان به 

 تأیید طریق این از آمده دستبه هایتوالی صحت بنابراین

 گیتاه  از شتده  جداستازی  Pis ژن تتوالی  همچنتین  گردید 

 جداستازی  شده گزارش نتای  با پووهش این در بومادران

 Gambliel and) گلتی  متری   مانند گیاهانسایر از ژن این

Croteau, 1982،) نراد (Bohlmann et al., 1997)،  ستیب 

(Nieuwenhuizen et al., 2013،) نخود (McKay et al., 

 (Solanum habrochaites) وحشتتتتی گوجتتته  ،(2003

(Gonzales-Vigil et al., 2012) داشتت  مشتابهت  غیره و  

 نوکلئوتیتدی  تتوالی  ابتتدا  ،پروتئینتی  تتوالی  بررسی جهت

 به Vector NTI افزار نر  از استفاده با یابیتوالی از حاصل

 قرائتت  چهتارچو   ستس   د گردی ترجمه پروتئینی الیتو

 جهتت  حاصتل  پروتئینتی  تتوالی  و آمتد  دستت هبت  صحیح

 ژن این به مربوط پروتئینی هایتوالی با آن سازیردیف ه

  افتزار  نتر   توست   داده پایگتاه  در موجود گیاهان سایر در

Mega ver5  ستازی ردیتف هت   از حاصل نتای  شد  انجا 

 گیتاه  در Pis ژن بته  مربتوط  آمتده  بدستت  تتوالی  صحت

 پروتئینتی  توالی که نشان داد نتای  نمود  تأیید را بومادران

 گیتاه  بتا  Achillea millefolium گیاه در Pis ژن به مربوط

 بته  متلعتق  دو هتر  کته  Artemisia annua اشختانواده ه 

 دو در پروتئینی هایتوالی با و هستند Asteraceae خانواده

 Rosmarinus و Lavandula pedunculata جتتتتن 

officinalis بته ختانواده   متعلتق  کهLamiaceae   و همگتی

ردیتف  ختوبی هت   هستتند، بته   Asteralesبه راستته  متعلق

 شدند 

 گیتاهی  مختلف هایخانواده و هاگونه بین تنوع بررسی

 تنتوع،  بررسی جهت: Lisو  Pisژن پینن سنتاز  به مربوط

28s rRNA 

      

bp  250 

 

18s rRNA 
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-P و K2P دو متدل  اساس بر Pairwise distance میانگین

distance هتتایختتانواده بتتین و هتتای مختلتتفبتتین گونتته 

 در که طورشد  همان محاسبه Pisژن  برای گیاهی مختلف

 K2P متدل  استاس  بتر  استت،  شتده  نشتان داده  2جدول 

و گیتتتاه  Achillea millefolium بتتتین تنتتتوع کمتتتترین

 تنتتوع بیشتتترین و Artemisia annuaاش ختتانواده هتت

 Solanum و Achillea millefoliumترتیتتب بتتین  بتته

habrochaites  وAbies grandis  آمتده دستت به بود  نتای 

 متدل  از حاصتل  بتا نتتای    نیتز  P-distance مدل اساس بر

K2P هتای  ختانواده  بتین  عتنو داشت  در بررسی مطابقت 

است،  شده آورده 2جدول  آن در گیاهی که نتای  مختلف

 P-distance متدل  و  K2P مدل کل تنوع براساس میانگین

و  607/7رتیتب  ت بته  بررستی  متورد  هایخانواده کل برای

بتین ختانواده    کمتترین اختتلاف   Pis بود  برای ژن 270/7

Asteraceae ختتانواده  بتتاLamiaceae  مشتتاهده گردیتتد و

ای تتتتهوادهتخانتت اتب بتتتتتتترتی آن بتتهبیشتتترین اختتتلاف 

Solanaceae  وPinaceae  مشاهده شد 

: فیلوژنتیکی بر اساس ژن پینن سنتاز روابط بررسی

بین  Pisژن  برای فیلوژنتیکی رواب  بررسی منظوربه

  NCBI داده پایگاه در موجود گیاهان سایر و بومادران

با استفاده از نر   UPGMA روش پایه بر فیلوژنی درخت

 در که طور(  همان2گردید )شکل  رس  Mega ver5 افزار

و  Achillea millefoliumهای است، گونه مشخص شکل

Artemisia annua  که هر دو متعلق به خانواده

Asteraceae و اندگرفته قرار یکدیگر کنار هستند، در 

و  Rosmarinus officinalisهای گونه با را کمترین فاصله

Lavandula pedunculata یبه ختتتتانوادهتق متعل 

Lamiaceae راسته  بهمتعلق همگی داشته کهAsterales 

خانواده  به با گیاهان متعلق را فاصله بیشترین باشند ومی

Pinacea  با تنوع تعیین از حاصل با نتای  دارند  این نتای 

 دارد  خوانیه  k2P مقیاس

دند گزارش نمو (Bremer et al., 2002برمر و همکاران )

 هایبین خانواده گرفتهصورت فیلوژنی مطالعات رطبقکه ب

 و rbcL)مانند  کلروپلاستی اساس شش ژن بر گیاهی

matK بین خانواده )Asteraceae ی با خانوادهLamiaceae 

 نتای  نیز پووهش وجود دارد  در این ژنتیکی قرابت

 خانواده Pisای برای ژن خوشه نمودار رس  از حاصل

Asteraceae خانواده  با مربوط هانگیا باLamiaceae 

قرار  داده و در یک گروه نشان را تنوع کمترین میزان

 ایتهاساس ژن بر بندی طبقه از گرفتند که با نتای  حاصل

 باشد می سوبرمر و همکاران، ه  توست  کلروپلاستی

ای واکنش زنجیره به روشلینالول سنتاز  ژن تکثیر

ای و تکثیر و دورشته DNAمنظور سنتز به: پلیمراز

سنتز شده با استفاده از  cDNA، از Lisجداسازی ژن 

RNA  استخرا  شده از گل بومادران، آغازگرهای دژنره

F-LIN  وR-LIN  و آنزیTaq DNA Polymerase  شرکت

BioLabs  درPCR دمای استفاده گردید  جهت تعیین 

آغازگر، از برنامه شیب  جفت تکثیر برای دقیق اتصال

بر روی ژل  PCRسس ، محصول  یی استفاده شد دما

الکتروفورز گردید  نتای  حاصل، تکثیر قطعه  %1آگارز 

نشان  Lisرا برای ژن  bp 037موردانتظار با طول حدود 

 تعیین شد  C 55°(  دمای بهینه اتصال 2داد )شکل 

: یابی ژن لینالول سنتازبررسی نتایج حاصل از توالی

 در آمدهدستبه توالی شباهت جستجوی از حاصل نتای 

نشان داد که این قطعه دارای  Lisژن  برای بومادران

های گیاهی دیگر از گونه Lis شباهت بالایی با توالی ژن

رین تاین توالی بیشت، Blastnحاصل از  طبق نتای  باشد می

دیگر خانواده  مربوط به گونه Lisبا توالی ژن شباهت را 

داده   پایگاه ( موجود درAsteraceaeها ) گل ستاره ای

دارا  %32میزان ( بهArtemisia annuaیعنی با درمنه )

 طریق این از آمده بدست توالی صحت باشد  بنابراینمی

جداسازی شده از گیاه  Lisگردید  توالی ژن  تأیید

بومادران با نتای  گزارش شده جداسازی این ژن در سایر 

 Mentha(، نعناع )Jia et al., 1999گیاهان از جمله درمنه )

piperita( )Crowell et al., 2002( ریحان ،)Iijima et 

al., 2004 ،)Clarkia concinna (Cseke et al., 1998 ،)

(، آرابیدوپسی  Nieuwenhuizen et al., 2013سیتب )

(Aubourg et al., 2002)  و غیره مشابهت دارد 
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 Pisبه ژن  های مختلف گیاهی مربوطگونه بین K2P مدل اساس بر Pairwise-distanceمیانگین  -2جدول 
Table 3. Pairwise-distance average regarding K2P model among different plant species for Pis gene 

 گونه گیاه
Plant species 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

1. Achillea millefolium           

2. Artemisia annua 0.066          

3. Rosmarinus officinalis 0.815 0.837         

4. Lavandula pedunculata 0.664 0.679 0.396        

5. Solanum habrochaites 0.981 1.031 1.084 1.233       

6. Pinus banksiana 0.764 0.764 0.781 0.761 1.108      

7. Abies grandis 0.879 0.902 0.808 0.710 1.173 0.146     

8. Picea abies 0.835 0.815 0.779 0.695 1.029 0.124 0.131    

9. Chamaecyparis formosensis 0.816 0.779 0.866 0.800 1.066 0.453 0.446 0.480   

10. Pinus contorta 0.782 0.782 0.800 0.796 1.138 0.013 0.161 0.139 0.453  

11. Picea sitchensis 

 
0.834 0.815 0.778 0.727 1.080 0.101 0.116 0.026 0.491 0.116 

 

 

 

 

 
با  Pisبر اساس ژن  NCBI ژنتیکی بومادران با سایر گیاهان موجود در پایگاه رواب  به مربوط فیلوژنتیکی درخت -2شکل 

 UPGMAاستفاده از روش 
Figure 3. Phylogenetic tree for relationship of Achilleae Pis gene with other plants Pis sequences available in 

NCBI based on UPGMA method 
 

 Pisژن  به مربوط گیاهی هایخانواده بین K2P مدل اساس بر Pairwise–distance میانگین -2جدول 
Table 4. Pairwise-distance average regarding K2P model among plant families for Pis gene 

 خانواده
Family 

1 2 3 4 5 

1. Asteraceae       

2. Lamiaceae 0.749     

3. Solanaceae 1.006 1.158    

4. Pinaceae 0.817 0.763 1.105   

5. Cupressaceae 0.798 0.833 1.066 0.465  
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 (فرمنتاز شرکت) از bp 177 مولکولی ارکرم :M چاهک ،PCR محصول :1 چاهک آگارز، ژل روی Lis ژن PCR نتای  -2ل شک
Figure 4. PCR results of Lis gene on agarose gel, 1: PCR product of Pis, M: 100bp Marker (Fermentas) 

 

حاصل از نوکلئوتیدی  توالی ،پروتئینی توالی بررسی جهت

به تواالی  Vector NTIافزار یابی با استفاده از نر توالی

پروتئینی ترجمه شد  سس  چهارچو  قرائت صحیح 

دست آمد و توالی پروتئینی حاصل جهت هب

 ژن این به مربوط پروتئینیهای سازی آن با توالیردیف ه

 افزار نر  توس  داده پایگاه در موجود گیاهان سایر در

Mega ver5  سازی ردیفه  از حاصل نتای  شد  انجا

در گیاه  Lisژن  به مربوط آمده بدست توالی صحت

 پروتئینی مربوط ، توالینتای  طبق بومادران را تأیید نمود 

با گیاه  Achillea millefolium در گیاه Lisژن  به

که هر دو متلعق به  Artemisia annuaاش خانوادهه 

های پروتئینی در دو هستند و با توالی Asteraceaeخانواده 

که  Perilla frutescensو  Lavandula latifoliaجن  

به راسته و همگی متعلق Lamiaceaeبه خانواده متعلق

Asterales ند ردیف شدخوبی ه هستند، به 

 گیاهی مختلف هایخانواده و هاجنس بین تنوع بررسی

 تنوع، بررسی منظوربه: ژن لینالول سنتاز به مربوط

-P و K2P دو مدل اساس بر Pairwise distance میانگین

distance هایخانواده بین و های مختلفبین گونه 

 که طورهمان گردید  محاسبه Lisژن  برای گیاهی مختلف

 K2P مدل اساس بر است، شده نشان داده 5جدول  در

و گیاه  Achillea millefolium بین تنوع کمترین

 تنوع بیشترین و Artemisia annuaاش خانوادهه 

 Solanumبا  Achillea millefoliumترتیب بین به

habrochaites  وAbies grandis باشد  نتای می 

 از حاصل با نتای  P-distance مدل اساس بر آمدهدستبه

 همه برای تنوع داشت  میانگین مطابقت K2P مدل

 ترتیب بهP-distance  و K2P مدل بر اساس ها خانواده

 از اصلح های آمد  داده دستبه 211/7و  111/7با  برابر

 هایخانواده بین K2P مدل اساس بر محاسبه میانگین

کمترین  Lisبرای ژن  .استشده ارائه 6جدول  در گیاهی

و  Lamiaceaeو  Asteraceaeهای بین خانواده اختلاف

 با Asteraceaeهای ترتیب بین خانوادهبیشترین اختلاف به

 مشاهده گردید  Poaceaeو  Onagraceaeهای خانواده

: فیلوژنتیکی بر اساس ژن لینالول سنتاز روابط سیبرر

بین  Lisژن  برای فیلوژنتیکی رواب  بررسی منظوربه

 NCBI داده پایگاه در موجود گیاهان سایر و بومادران

 توس  نر  افزار UPGMA روش پایه بر فیلوژنی درخت

Mega ver5  دندروگرا  مربوطه ( 5شد )شکل ترسی 

فاصله را  ترینیکنزد Achillea millefoliumنشان داد که 

 Artemisia یعنی Asteraceaeجن  خانواده  یگربا د

annua یهابا جن  یبترترا به یکیفاصله ژنت یشترینو ب 

Clarkia breweri  وOriza Sativa حاصله ی دارد که نتا 

 K2Pآمده از محاسبه میانگین بر پایه مدل دستبا نتای  به

و در دندروگرا   6 ر که در جدولطوهمان باشد سو میه 

 Lisهای گیاهی بر اساس ژن بندی خانوادهبه گروهمربوط

های شود، اختلاف تنوع ک  بین خانوادهمشاهده می

Asteraceae و Lamiaceae  که به ترتیب متعلق به راسته

Asterales و Lamiales ها بندی آندلیل گروهباشند، بهمی

ها با استفاده که قرابت این راسته باشدمی Asterids در رده

bp 720 
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 Gustafssonتأیید گردیده است ) rbcLاز ژن کلروپلاستی 

et al., 1996 ) لا( یت و همکارانLeite et al., 2007 بیان )

پینن دارای  -( و آلفا و بتاEugenolداشتند که اوژنول )

عنوان توانند بهضدمیکروبی شدیدی بوده و می پتانسیل

ی تهای دارویفورمولاسیون روبی درضدمیک ترکیبات

-Peralta) ارانتتا و همکتیحی -اتپرالت د تکار رونهتب

Yahya et al., 2012 )پینن و تعدادی  گزارش نمودند

 و ، سابیننلیمونن حلقوی مانند هایدیگر از مونوترپن

های زیستی بالقوه سوخت سازهایپیش به عنوان ترپینن

اسان   کشیهحشریت خاص شوند جت شناخته می برای

مانند شسشه  برخی آفات انباریروی  حاوی پینن و لینالول

ای ( و سوسک چهارنقطهTribolium castaneum) آرد

 ( گزارش شدهCallosobruchus maculatusحبوبات )

(  بنابراین نتای  Ojimelukwe and Adler, 1999است )

تواند جهت تولید ترکیبات حاصل از این پووهش می

 هامقاومت به آفات و بیماری ایجاد و افزایشی و تویدار

های زیستی از طریق از طریق اسان  و تولید سوخت

و مخمر ساکارومایس   E.coliمهندسی متابولیک باکتری 

سازهای ترپنوئیدی پیش از سرویزیه جهت تولید سوخت

دلیل داشتن ترکیبات احیاشونده و سطح انرژی بالا به

تواند نتای  پووهش حاضر مینین استفاده شود  همچ

استفاده و  فیلوژنتیکهای مطالعات بیان ژن، بررسی جهت

های ژنتیک جهت افزایش بیان ژن از راهکارهای مهندسی

سازی در مذکور و تولید مواد مؤثره بیشتر و نیز تجاری

 صنایع مختلف مورد استفاده قرار گیرد 
   

 
 

 

 Lisهای مختلف گیاهی مربوط به ژن بین گونه K2Pبر اساس مدل  Pairwise-distanceمحاسبه میانگین  -5جدول 

Table 5. Pairwise-distance average regarding K2P model among different plant species for Lis gene 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

1. Achillea millefolium              

2. Artemisia annua  0.059             

3. Cinnamomum camphora 0.995 1.004            

4. Cinnamomum osmophloum 0.963 0.971 0.012           

5. Clarkia breweri 1.188 1.210 1.127 1.167          

6. Clarkia concinna 1.210 1.233 1.127 1.167 0.016         

7. Lavandula angustifolia 0.814 0.750 0.991 0.977 1.286 1.286        

8. Lavandula latifolia 0.795 0.762 0.855 0.855 1.254 1.254 0.410       

9. Malus domestica 0.875 0.870 0.498 0.482 1.208 1.220 0.952 1.006      

10. Mentha citrate 0.905 0.866 1.048 1.033 1.360 1.355 0.264 0.410 0.913     

11. Oryza sativa 1.003 1.077 0.537 0.538 1.562 1.526 1.054 1.082 0.631 0.994    

12. Perilla citriodora 0.822 0.776 0.936 0.937 1.369 1.365 0.269 0.349 0.824 0.258 0.995   

13. Perilla  frutescena 0.837 0.789 0.909 0.910 1.386 1.369 0.257 0.356 0.814 0.252 0.985 0.012  

14. Rosa rugosa 0.967 0.959 0.529 0.530 1.501 1.444 1.054 0.952 0.192 0.939 0.555 0.880 0.880 

 

 Lis ژن به مربوط گیاهی هایخانواده بین K2P مدل اساس بر Pairwise–distance میانگین محاسبه -6جدول 
Table 6. Pairwise-distance average regarding K2P model among plant families for Lis gene 

 خانواده
Family 

1 2 3 4 5 

1. Asteraceae       

2. Lamiaceae 0.983     

3. Onagraceae 1.210 1.147    

4. Lamiaceae  0.811 0.945 1.327   

5- Rosaceae 0.918 0.510 1.343 0.921  

6. Poaceae 1.040 0.538 1.544 1.022 0.593 
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با استفاده از روش  Lisبر اساس ژن  NCBIبومادران و سایر گیاهان موجود در پایگاه  به مربوط فیلوژنتیکی درخت -5شکل

UPGMA 
Figure 5. Phylogenetic tree for relationship of Achilleae Lis gene with other plants Lis sequences available in 

NCBI based on UPGMA method 
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Abstract 

Yarrow (Achillea millefolium) is an herbaceous and perennial plant species which belongs to the 

Asteraceae family. Yarrow's essential oil has different compounds of monoterpene and sesquiterpens, 

which its main constituents are pinene and linalool. These compunds have anti-microbial and anti-pest 

activities and also can be used in the food industry, perfumery and cosmetics.The aim of the present 

study was to use the degenerate primers approach in order to isolate Pinene synthase and linalool 

synthase genes from Yarrow plant. Up to date, there is no any report on the availability of these genes 

in the world gene bank. In this investigation the total RNA was extracted from Yarrow then pinene 

synthase and linalool synthase genes were isolated, using degenerate primers and Polymerase Chain 

Reaction (PCR). PCR amplified two bands of 250 bp and 720 bp. The sequence data were compared 

with NCBI gene bank data. The results of diversity study among varieties and families based on Pis 

and Lis genes showed most similarity between Achillea and Artemisia plants. Also this similarity was 

seen between Asteraceae and Lamiaceae families and these families grouped together same group. 

These results also showed a relatively high similarity of Pis and Lis with some other plants which 

confirmed sequencing data. 

Keywords: Degenerate primer, Achillea millefolium, Pinene synthase, Terpenes, Linalool synthase 
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