
 

 

 ژنتيک نوين

 1316 بهار، 1، شماره دوازدهمدوره 

  1 - 11صفحه 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 بیان ژن

 پروموتر

 تنش خشکی

 CVOMTsژن 

 اصر تنظیمیعن

 

 

 چکیده

 

 

 

 

 

 

 

، (CVOMTs) متیل ترانسفراز-Oبررسی الگوی بیان ژن متیل چاویکول 

تحت در گیاه ریحان  CVOMTsتعیین توالی و مشخصه یابی پروموتر ژن 

  تنش خشکی
 

Study of gene expression pattern of chavicol O- methyl transferase 

gene (CVOMTs), sequencing and characterization of promoter of 

CVOMTs gene of basil (Ocimum basilicum) under water deficit stress 
 

 3، هوشنگ علیزاده1، عبدالرضا باقری2، مجتبی رنجبر1*، فرج اله شهریاری احمدی1فاطمه خاکدان

 

 مشهد مشهد، فردوسی دانشگاه کشاورزی، دانشکده ،گروه بیوتکنولوژی ،داناستا دانشجوی دکتری،ترتیب به  -1

 های نوین آمل، آملگروه بیوتکنولوژی میکروبی، دانشکده زیست فناوری، دانشگاه تخصصی فناوری،استادیار  -2

 گروه زراعت و اصلاح نباتات، پردیس کشاورزی و منابع طبیعی، دانشگاه تهران، کرج ،استادیار  -3

 

Khakdan F
1
, Shahriari Ahmadi F

*1
, Ranjbar M

2
, Bagheri A

1
, Alizadeh H

3 

 

1- PhD student, Professors, Department of Biotechnology, College of Agriculture, 

Ferdowsi University of Mashhad, Mashhad, Iran 

2-  Assistant Professor, Department of Microbial Biotechnology, College of 

Biotechnology, Amol University of Special Modern Technologies, Amol, Iran 

3-  Assistant Professor, Department of Agronomy and Plant Breeding, College of 

Agriculture and Natural Resources, Tehran University, Karaj, Iran 
 

 shahriari@um.ac.ir :نویسنده مسئول مکاتبات، پست الکترونیکی *

 (28/6/95 :تاریخ پذیرش - 21/4/95 :تاریخ دریافت) 

در عنوان يک گياه دارويی ، گياهی از خانواده نعناعيان است که به.Ocimum basilicum L)) ريحان

اسانس ريحان منبع غنی از ترکيبات ترپنوئيدی و فنيل . گيردطب سنتی ايران مورد استفاده قرار می

های کليه و راحتیناهای روده و هايی مانند اسهال، سرفه، انگلپروپانوئيدی است و در درمان بيماری

دهد ن را تشکيل میچاويکول حجم عمده اسانس ريحاترکيب با ارزش متيل. باشدکبد مورد اهميت می

عنوان پيشگيری به های فارماکولوژيکی خصوصاًعلت ارزش دارويی و فعاليتتوجه زيادی به که اخيراً

يک ( CVOMTs)متيل ترانسفراز -Oمتيل چاويکول آنزيم . است نمودهکننده ميگرن به خود جلب 

يلاسيون، چاويکول را به متيل آنزيم کليدی در مسير بيوسنتز فنيل پروپانوئيد است و با انجام عمل مت

گيری و کنترل تنظيم در تحقيق حاضر، برای بررسی تاثير تنش خشکی بر شکل. کندچاويکول تبديل می

 mRNAدارويی ريحان، پروفيل مقادير  تودهچاويکول در سه برداری مسير بيوسنتز ترکيب متيلنسخه

 57:1S ،%71 :2 S)%سه سطح تنش خشکی  در( CVOMTs)متيل ترانسفراز -Oمتيل چاويکول کليدی  ژن

-اندازه( qRT-PCR)ای پليمراز در زمان واقعی با استفاده از واکنش زنجيره( ظرفيت زراعی 3S: 27%و 

در شرايط تنش خشکی جداسازی،  CVOMTsتر الگوی بيان ژن به منظور ارتباط دقيق. گيری شد

 CVOMTsبررسی الگوی بيان ژن . نجام گرفتنيز ا pCVOMTsعملکردی پروموتر  و تجزيه يابیمشخصه

. و سطوح تنش قرار دارد تودهداری تحت تاثير طور معنیهای اين ژن بهنشان داد که مقادير نسخه

-بيش سهکی افزايش تدريجی نشان داد و در توده در شرايط تنش خش CVOMTsهای ژن سطح نسخه

نشان داد که اين توالی  CVOMTsزيه پروموتر ژن نتايج تج. مشاهده شد S2 ترين ميزان بيان اين ژن در

-می HSE و MYB ،MYCتنش خشکی از جمله  و دهنده به دمای بالاشامل عناصر مهم تنظيمی پاسخ

-های اتصال فاکتورهای نسخهبنابراين افزايش بيان اين ژن در سطوح بالای تنش مربوط به جايگاه. باشد

 . دشوافزايش بيان اين ژن می برداری است که در شرايط تنش خشکی موجب
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، گیاهی علفی، معطر و دارویی (.Ocimum basilicum L)ریحان 

از خانواده نعناعیان است که به فراوانی در مناطق گرمسیری و نیمه 

 ) رویدگرمسیری آسیا، آفریقا، آمریکای مرکزی و جنوبی می

Kothari et al. 2004;et al. 2002 Javanmardi)  از عصاره این

های گوناگون مانند به طور وسیعی برای درمان بیماریگیاه 

سردردهای عصبی، گلودرد، آسم سرماخوردگی، ورم کلیه و 

در علوم نوین آروماتراپی از این گیاه به . شوداسهال استفاده می

های مغز و خاطر اثرات ضد تشنجی در تقویت عملکرد سلول

بر، داروی تب به عنوان یک چنین ریحانهم. شودقلب استفاده می

درد، ضدافسردگی و نیز در ترکیب با  هضد مالاریا، تسکین دهند

داروهای ضد رماتیسم در صنایع داروسازی مورد استفاده قرار 

محتویات (. et al. 2005 Lee ;2002 Juliani and Simon)گیرد می

گوناگون دارویی موجود در ریحان به خاطر تنوع وسیع ترکیبات 

پروپانوئیدها و ترپنوئیدهای موجود در اسانس عمده شامل فنیل 

های بر سطح قسمت 1ایهای غدهباشد که در کرکاین گیاه می

تنوع عظیم (. Gang et al. 2001)یابند هوایی گیاه تجمع می

 Ocimumهای مختلف جنس ترکیبات موجود در اسانس گونه

و هوایی محل رشد منجر به تنوع عظیم  به شرایط آب هبست

بخش عظیمی از فنیل پروپانوئیدها را  .شودمیها شیمیایی آنبیو

متیل چاویکول تشکیل  و 3، متیل ایوژینول، چاویکول2ایوژینول

های ریحان و نیز در تودهها در دهند که مقدار و کیفیت آنمی

 Ekren) استشرایط اقلیمی مختلف و مرحله نموی گیاه، متفاوت 

et al. 2012 et al. 2010; Radácsi Telci  et al. 2006;).  فنیل

پروپانوئیدها ترکیبات فعالی هستند و نقش بسیار مهمی در 

حفاظت گیاه در برابر صدمات وارد شده در شرایط نامطلوب 

متیل چاویکول یکی از مهمترین ترکیبات . کنندمحیطی ایفا می

باشد و گیاه ریحان می خصوصبهموجود در اسانس گیاهان معطر 

ها، انواع حشرات و ها، قارچرات دفاعی بر علیه باکتریعلت اثبه

های محیطی نماتدها در مکانیسم تحمل گیاه در برابر انواع تنش

متیل (. et al. 2006  Koduka) باشدبسیار مورد اهمیت می

                                                           
1
 Glandular trichomes     

2 
Eugenol

  
3 
Chavicol  

فنیل شود، چاویکول از طریق مسیر سنتز فنیل پروپانوئید تولید می

شوند که ابتدا آلانین مشتق میپروپانوئیدها از اسید آمینه فنیل 

و در اثر دآمیناسیون به ( PAL)توسط آنزیم فنیل آلانین آمونیالیاز 

 -4سپس توسط سینامات . شوداسید ترانس سینامیک تبدیل می

 -pاسید . آیدکوماریک به وجود می -pهیدروکسیلاز، اسید 

متیل -O-کوماریک در طی مراحلی و توسط آنزیم چاویکول

شکل )شود به متیل چاویکول تبدیل می 4(CVOMTs) ترانسفراز

1( )Zabala et al. 2006 .)ترین اگرچه متیل چاویکول یکی از مهم

شود اما ترکیباتی است که از طریق مسیر فنیل پروپانوئید سنتز می

تا چند دهه اخیر اطلاعات کافی برای تعیین جزئیات مسیر و 

گیاهان در طول چرخه . های بیوسنتز آن در دسترس نبودآنزیم

گیرند، این های محیطی قرار میحیات در معرض بسیاری از تنش

های زیستی و غیر زیستی تغییرات محیطی به دو صورت تنش

فاکتورهای غیرزیستی یا شرایط محیطی . قابل تشخیص هستند

وری، آلودگی شنامطلوب شامل دمای بسیار زیاد، نور، خشکی، 

 بین،باشد، در این د مواد غذایی میفلزات سنگین و انواع کمبو

-ترین فاکتورهای غیرزیستی به شمار میتنش خشکی یکی از مهم

آید و اثرات نامطلوب بر رشد، باروری و متابولیسم گیاهان دارد 

(Rejeb et al. 2014 .)های محیطی، گیاهان با حضور انواع تنش

د نگیرای بهره میبرای حفظ حیات خود از سیستم دفاعی پیچیده

های تنش، سازگاری د در پاسخ به سیگنالنوسیله بتوانتا بدین

 .Gill and  Tuteja;Sairam et al  2012)د نخود را تنظیم کن

2002.)  

چاویکول تحت انواع دهد که مقدار متیلمطالعات گذشته نشان می

یابد که این افزایش با های غیرزیستی در ریحان افزایش میتنش

در شرایط تنش شدید خشکی همراه بوده است افزایش اسانس 

(Ekren et al. 2012; Omidbaigi et al. 2003; Khalid 2006) . با

توجه به اینکه در مسیر بیوسنتزی متیل چاویکول آنزیم نهایی و 

است و نیز عدم اطلاع از مسئول تکمیل این ترکیب شناخته شده

تحقیق به نحوه تنظیم این ژن در شرایط تنش خشکی، در این 

متیل ترانسفراز در سطوح -O-بررسی نقش آنزیم چاویکول

مختلف تنش خشکی از طریق بررسی میزان بیان ژن آنزیم مذکور 

و فاکتورهای نسخه برداری  Cis-actingش عناصر قن. پرداخته شد

                                                           
4
 Chavicol O-methyl transferase  

  مقدمه
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 باهای متداول در تنظیم الگوی بیان ژن بسیار عنوان مکانیسمبه

دهد، تغییرات الگوی ته نشان میمطالعات گذش. باشداهمیت می

های مرتبط با تنش بخش مهم پاسخ گیاه بیان زمانی و مکانی ژن

های ای از پروتئینشود که توسط شبکه پیچیدهبه تنش را شامل می

 MYBو  MYCهای برداری مانند پروتئینتنظیم کننده نسخه

اگرچه (. Wang et al. 2006; Liao et al. 2015)شود کنترل می

های کلیدی در مسیر بیوسنتز مطالعات نحوه تنظیم بیان ژن

دهد که اثرات تنظیمی پروموتر ترکیبات فنیل پروپانوئید نشان می

های این مسیر در تجمع محصولات نهایی بسیار موثر است ژن
(Kao et al. 2002; Osakabe et al. 2009; Zhang et al. 2014) ،

های تنظیمی پروموتر ت دومینمطالعاتی درباره شناخ تاکنون اما

-ها در بیان این ژن در شرایط انواع تنشو نقش آن CVOMTsژن 

 .استهای محیطی انجام نشده

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 مسیر بیوسنتز متیل چاویکول -1شکل 
PAL: Phenyl alanine ammonia- lyase; C4H: Cinnamate 4-hydroxylase; 4CL: 4- coumarate CoA ligase; CCR: Cinnamoyl-CoA reductase; 

CAD: Cinnamoyl alcohol dehydrogenase; CAAT: Coniferyl alchol acyl transferase; CVOMT: Chavicol O- methyl transferase 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

L- Phenylalanine 

PAL 

t- cinnamic acid 

C4H 

p- coumaric acid 

4CL 

p- coumaroyl- CoA 

CCC  

p- coumaryl- aldehyde 

CAD  

p- coumaryl- alcohol 

CFAT  

p- coumaryl- 

acetate

 Methyl chavicol 
 

Methyl chavicol 

havicolC havicolcIso  

CVOMTs 
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برای فهم بهتر مکانیسم تنظیم ملکولی ژن  تحقیق این در

CVOMTs خشکی،  تنش شرایط ول دردر بیوسنتز متیل چاویک

 خشکی، تنش شرایط در این ژن بیان الگوی پس از بررسی

برای تایید   GUSجداسازی پروموتر و سپس بیان ژن گزارشگر

بیوانفورماتیکی  تجزیهو در نهایت  شدفعال بودن پروموتر انجام 

های تنظیمی پاسخ دهنده به پروموتر برای تعیین حضور موتیف

 . ی قرار گرفتتنش خشکی مورد بررس

 

و  2 تودهفارس و  از استان 1 تودهترتیب ریحان به تودهبذور سه 

از استان مازندران تهیه و در گلخانه تحقیقاتی گروه زراعت و  3

بذور در خاک با بافت . اصلاح نباتات دانشگاه تهران کشت شدند

بیعی گراد تحت نور طدرجه سانتی 23-33لومی شنی در دمای 

برای مطالعه پاسخ ژن . رشد یافتند 1394کرج در اردیبهشت سال 

CVOMTs  ،به شرایط تنش خشکی، دو هفته پس از کشت بذور

و  C: ، %55S1:  ، %53 :S2 133)%تیمارهای مختلف تنش خشکی 

 %25 :S3 در ادامه. ها اعمال شدبر روی گیاهچه( ظرفیت زراعی، 

ای مرحله گلدهی در ظرفیت روز تا انته 29ها به مدت گلدان

برداری به صورت ی نمونه نحوه. زراعی مورد نظر نگهداری شدند

در این آزمایش برای هر . برداشت تمامی اندام هوایی گیاه بود

تا  های برداشت شده نمونه. استفاده شد( تکرار)مرحله سه گلدان 

گراد نگهداری درجه سانتی -83در دمای  RNAزمان استخراج 

  .شدند

RNA های مورد مطالعه تودههای تیمار یافته برگ کل از بافت

ریحان در سطوح مختلف تنش خشکی با استفاده از محلول 

Biozol (Invitrogene ) و مطابق دستورالعمل پیشنهادی شرکت

استخراج شده، با  RNA کیفیت و کمیت. سازنده استخراج شد

از . شدارزیابی  و اسپکتروفتومتر یک درصداستفاده از ژل آگارز 

 Thermo)کل با استفاده از کیت کیاژن  RNAمیکروگرم یک 

Scientific, EU ) برای ساختcDNA در نهایت . استفاده شد

cDNA درجه  -23نانوگرم در میکرولیتر در دمای  433غلظت  با

به منظور بررسی کمی بیان ژن . گراد نگهداری شدسانتی

CVOMTs ز در زمان واقعی استفاده ای پلیمرااز واکنش زنجیره

عنوان ژن مرجع به AB002819ژن اکتین با شماره دسترسی . شد

میکرولیتر شامل  23ها با حجم واکنش. قرار گرفتاستفاده مورد 

 Eva Greenمیکرولیتر مخلوط دارای رنگ فلوئورسنت  هشت

 هرقیق شد cDNAمیکرولیتر  5/1، (Solis BioDyneکیت شرکت )

(ng633) ،25/3 پرایمرهای اختصاصی پیشرو و  از میکرولیتر

 Rotor-Gene 6000و آب دیونیزه در دستگاه  (1جدول )برگشتی 

های دمایی به شرایط چرخه. انجام شد Qiagenساخت شرکت 

دقیقه برای  15گراد به مدت درجه سانتی 95ترتیب شامل 

گراد به درجه سانتی 96چرخه با  45واسرشت سازی اولیه سپس 

گراد به درجه سانتی 61جهت واسرشت سازی، ثانیه  15مدت 

 23گراد به مدت درجه سانتی 52و  برای اتصالثانیه  23مدت 

برای هر ژن سه تکرار بیولوژیک و . دنبال شدبرای تکثیر  ثانیه

چنین برای هر جفت پرایمر کارایی هم. تکنیکی در نظر گرفته شد

PCR  از طریق محاسبه ارزشCtی سریالی هاهای مربوط به رقت

cDNAها سنجیده شد. 

با استفاده از  DNAریحان ( 3 توده)مورد مطالعه  تودههای از برگ

با استفاده از ساخت کتابخانه . جداسازی شد CTABروش 

Genome Walker  ازO. basilicum  ازبا الگو گرفتن Universal 

Genome Walker Kit ((Clontech, USA  کار جداسازی

به  DNAهای متفاوت رقتبه طور خلاصه، . دپروموتر انجام ش

 HindIIIو  EcoRV (Eco321) ،EcoRIهای برشی کمک آنزیم

لیست . ای متصل شدبرش خورده و سپس به آداپتورهای دو رشته

-به نمایش گذاشته شده 1و آداپتور در جدول  آغازگرهاتوالی 

 عنوان الگو برای واکنشمتصل به آداپتور به DNAسپس از . است

ای پلیمراز در دو واکنش زنجیره. ای پلیمراز استفاده شدزنجیره

عنوان آداپتور به آغازگرمرحله اول از در : مرحله صورت گرفت

رفت  آغازگرعنوان های اختصاصی بهآغازگربرگشت و  آغازگر

ای پلیمرازی بود که مرحله دوم شامل واکنش زنجیره. استفاده شد

ای محصول واکنش زنجیره مپنج صدو  یک دهمهای از رقت

های اختصاصی آغازگرعنوان الگو برای پلیمراز در مرحله اول به

عنوان پرایمر عنوان پرایمر رفت، آداپتور پرایمر بهبه 2شماره 

-touchها با استفاده از دستورالعمل واکنش. برگشت استفاده شد

down PCR  ،که بعد از یک مرحله واسرشتهطوریبهتکثیر یافت 

  هامواد و روش
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چرخه  5 با ،دقیقه 4گراد به مدت درجه سانتی 94 سازی در دمای

گراد به درجه سانتی 63ثانیه،  45گراد به مدت درجه سانتی 94با 

 26ثانیه و  45گراد به مدت درجه سانتی 52 و ثانیه 45مدت 

-درجه سانتی 61ثانیه،  45گراد به مدت درجه سانتی 94چرخه با 

ثانیه  45گراد به مدت درجه سانتی 52 و ثانیه 45گراد به مدت 

 glass-milkسپس محصول تکثیر یافته از ژل به روش . دنبال شد

کره  -شرکت ویوانتیس) pTG19-T ناقلسازی و در خالص

شرکت )شد  ارسالیابی سازی و برای توالیهمسانه( جنوبی

 EditSeq و  BioEditافزار با استفاده از نرم(. کره جنوبی -بیونیر

در . دست آمدهپوشان اصلاح و توالی نهایی باحی ناخوانا و همنو

 BLASTدر برنامه آنلاین  یابی شدهردیفی قطعه توالیهم ادامه

افزارهای نرم ازسپس . آمده تایید شددستهانجام و صحت قطعه ب

TSSP وBDGP   های از برنامهو  1رونویسی غازآبرای یافتن نقطه

 PLANTCAREخطرب
2، 

3
PLACE  وPlantPAN

برای یافتن  4

                                                           
1
 Transcription Start Site 

2
 bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html 

3 
http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/signalscan.html 

4
 http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw 

 

 

 

توالی های عملکردی مختلف در فاکتورهای رونویسی و موتیف

 . استفاده شد موردنظر

که به ژن گزارشگر  pCVOMTsبرای ساخت سازه ژنی شامل 

دوگانه  ناقلو  pCVOMTsحاوی pTG19  ناقلاست، متصل شده

pBI121  با دو آنزیم برشیBamHI  وHindIII برش داده شد .

در محل پروموتر  pBI121 ناقلبه داخل  pCVOMTsسپس 

CaMV 35S بنابراین قطعه پروموتر مورد نظر در ناحیه . الحاق شد

موتر مورد وبرای مطالعه عملکرد پر GUSبالادست ژن گزارشگر 

 . نظر قرار گرفت

 Agrobacterium، انتقال آن بهpBI121پس از تایید سازه نهایی 

tumefaciens   سویهC58  دستورالعمل ترانسفورماسیون این طبق

 . انجام شد (Wang 2006)باکتری 

ساعت در  18-24مدت ه اجازه داده شد تا ب اگروباکتریوم به

با  های کانامایسینبیوتیکآنتیمحیط کشت مورد نظر حاوی 

در  ODرشد کند تا  μg/mL 53 و ریفامپسین μg/mL133 غلظت 

برگی توتون با  بافت سپس. برسد 1تا   5/3به  nM633طول موج 

 استفاده از روش اگرواینفیلتریشن در شرایط خلاء تراریخت شد

(Wang 2006)  ها مورد مطالعه قرار فعالیت ژن گاس در نمونهو

 (.Jefferson et al. 1987) گرفت

 

 
 

  .وترو تکثیر توالی پروم CVOMTsبیان ژن  تجزیهمنظور های طراحی شده بهآداپتورآغازگرها و  -1جدول 

آداپتور / نام ژن (جفت باز)طول قطعه  توالی شماره دسترسی   
CVOMTs- F 

 

CVOMTs- R 

AB530137 

 
5ʹ-ACGCCACCCAGTTTGAGG-3ʹ 

5ʹ-CCATTACCACCCCCAACATC-3ʹ 
183 

Actin- F 

Actin- R 

AB002819 5ʹ- TCTATAACGAGCTTCGTGTTG-3ʹ 

5ʹ- GAGGTGCTTCAGTTAGGAGGAC-3ʹ 
183 

Adapt-1  5ʹ-CTATAGTGACTGCTGGTCGAGGGCCCGGGCTGGT-3ʹ  

Adapt-EcoV  5ʹ-ACCAGCCC-3ʹ  
Adapt-EcoR  5ʹ-AATTACCAGCCC-3ʹ  

Adapt-Hind  5ʹ-TCGAACCAGCCC-3ʹ  

Adapt-Hind  5ʹ-TCGAACCAGCCC-3ʹ  
pCVOMT- 1 
2 - pCVOMT 

AB530137 

 
5ʹ-TATCGGGTATGCCTAATTGAATTGCACAT-3ʹ 

5ʹ-GAAGTTGCTCAGTCGACAATGAAATATCCAT-3ʹ 
616 

F    :  ،آغازگر رفتR: آغازگر برگشتی،Adapt : آداپتور 
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آمیزی ایکس های اینفیلتره شده در محلول رنگبرگ ،در ادامه

و به مدت یک دقیقه  شدشناور ( ساخت شرکت فرمنتاز)گلوک 

رگی های بنهایت نمونه در و گرفتبار قرار میلی 253تحت خلاء 

. درجه قرار گرفتند 35ساعت تا یک شبانه روز در دمای سه بین 

و تا زمان شد درصد قرار داده  55ها در اتانول برگ پس از آن

-در انتها عکس. شد تعویضل آن مدام واتان ،حذف کامل کلروفیل

 . ها پس از حذف کامل کلروفیل انجام گرفتبرداری از نمونه

 

های ثانویه تحت تاثیر گونه، ابولیسم و تجمع متابولیتبیوسنتز، مت

 باشدای و نموی میشرایط رشد، بافت گیاه و نیز مراحل توسعه

(and Gokare 2011 Akula 2006; Angelova et al.).  در بین

ترکیبات فعال موجود در سیستم دفاعی گیاهان، فنیل 

یاهی در های گش مهمی در حفاظت سلولقپروپانوئیدهای فرار ن

 ;Dixon et al. 2002)کنند برابر تنش خشکی و گرما ایفا می

Loreto et al. 2014 .)کننده بر سرعت تولید عموماً مکانیسم تنظیم

و تجمع ترکیبات مهم فرار موجود در اسانس گیاهان معطر و 

دارویی در شرایط مختلف نامطلوب محیطی مرتبط با کنترل 

های درگیر در ها و آنزیمژن یمیزبرداری و آنهای نسخهفعالیت

-باشد که معمولاً در سطوح مختلف نسخهمسیرهای متابولیک می

هایی از جمله تغییرات پس از نسخه برداری، فرایندبرداری ژن، 

 Liu et al. 2011)شود ترجمه و تغییرات پس از ترجمه کنترل می

;Xie et al. 2008 .)ئیدهای شناخت مسیرهای بیوسنتز فنیل پروپانو

تحت شرایط تنش خشکی نسبت به مسیرهای  (1شکل )فرار 

بسیار محدود ( مسیر موالونات و غیر موالونات)بیوسنتز ترپنوئیدها 

دست هبرای ب .اندباشند و کمتر مورد توجه عمیق واقع شدهمی

آوردن دید جامعی بر تنظیم تولید فنیل پروپانوئید فرار مهم موجود 

در  CVOMTsیط تنش خشکی، بیان ژن در گیاه ریحان در شرا

در زمان واقعی مورد  PCRسطوح مختلف تنش با استفاده از 

 . بررسی قرار گرفت

تحت شرایط تنش خشکی نشاان   CVOMTsالگوی بیان نسبی ژن 

( ظرفیت زراعی درصد 55)داد که بیان این ژن در سطح اول تنش 

 تودهدر ( S3)و سپس در شرایط تنش شدید  یافتهافزایش  تدریجبه

به عالاوه افازایش قابال    (. 2شکل ) ردای داملاحظهافزایش قابل 2

ظرفیات   درصاد  53توجهی در میزان بیان این ژن در سطح تانش  

 S2این روند افزایشی تا سطح . مشاهده شد 3 تودهدر ( S2)زراعی 

طاور  ایان ژن باه   رونوشات دوام داشت و پس از آن تغییر تجماع  

طوری کاه کااهش   تنش مشاهده شد به داری با افزایش سطحمعنی

باه   3 تاوده ظرفیات زراعای در   درصاد   25بیان این ژن در سطح 

 CVOMTs (15های ژن رونوشتافزایش سطح . خوبی مشهود بود

نشان داد کاه ایان ساطح     S2در سطح ( برابر نسبت به گروه کنترل

تواند برای سنتز متیل چاویکول تحات شارایط تانش خشاکی     می

بیانگر تنظیم فعالیات ایان ژن در پاساخ باه تانش      باشد و  مناسب

افازایش   در خصاوص این نتایج با مطالعات پیشین . خشکی است

دها و نیاز ساایر   یا هاا، آلکالوئ تجمع انواع ترکیبات فنلی، مونوترپن

هاا در ساطوح   های کلیدی مسیر بیوسنتز آنترکیبات با فعالیت ژن

 et al. 2015  Grausgruber Groger et)تنش شدید مطابقت دارد 

al. 2010; Yadav et al. 2013; Rastogi et al., 2014; Alavi-

Samani Nowak et al. 2010;.) 

 CVOMTsبیان ژن بیانگر این است که میزان بیان ژن  تجزیهنتایج 

دیگر در سطوح انتهایی تنش بیشتر  تودهنسبت به دو  سه تودهدر 

به متیل  3 تودهیاز به لحاظ تکاملی، احتمالا ن. قابل توجه بود

علاوه به نظر به. باشدهای دیگر بیشتر میتودهچاویکول نسبت به 

ی سیستم دفاعی متفاوتی برای تحمل یا دفاع اتودهکه هر  رسدمی

با توجه به نقش . گیردعلیه شرایط متفاوت محیطی در پیش می

که  رسدآنتی اکسیدانی ترکیبات فرار فنیل پروپانوئید، به نظر می

های تر باشد، بنابراین سلولبه تنش خشکی متحمل سه ودهت

با توجه به شرایط محیطی، در جهت افزایش  تودهموجود در هر 

بیان ژن مورد نظر سازماندهی ژنومی و بیوشیمیایی خود را برای 

هر ژنی برای بیان در شرایط  .دندهسازگاری با محیط تغییر می

ی متفاوتی دارد تا های تنظیمی و بیولوژیکمختلف گیرنده

های دفاعی گیاه را به خاطر های پروتئینی بتوانند پاسخکمپلکس

 Jones et al. 2004; Wang et) ها تحریک کنندحضور این گیرنده

al. 2013 .) یکی از راهکارها برای بررسی چگونگی تنظیم بیان

و  تجزیهمختلف،  یهاتودهاین ترکیب در شرایط تنش محیطی در 

با توجه به عدم شناخت از . نظر استموتر ژن موردپروتحلیل 

ضروری  اندازراهاین  تجزیه انداز این ژن، جداسازی وتوالی راه

  نتایج و بحث
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تنظیم بیان ژن در  ترعلاوه امکان مطالعه گستردهرسد و بهنظر میبه

با میزان بیان  سه تودهبنابراین . شودشرایط تنش خشکی فراهم می

ش خشکی، برای ادامه مطالعه که شامل بیشتر این ژن در شرایط تن

چاویکول بیوسنتز کننده متیل جداسازی و شناسایی پروموتر ژن

باشد برای فهم بهتر عناصر تنظیمی موجود در پروموتر این ژن می

. با میزان بیان متفاوت آن در پاسخ به تنش خشکی انتخاب شد

و  UTR'5توالی شامل  CVOMTsتوالی بالادست ژن  پس از تکثیر

و تایید ، (3شکل ) بازجفت 616با طول  (pCVOMTs) پروموتر

 NCBIبه عنوان تنها توالی موجود در پایگاه اطلاعاتی  ثبت آن

 .شدثبت  KT310085برای پروموتر این ژن با شماره دسترسی 

با  تودهتعیین جایگاه شروع رونویسی برای هر سه ژن در هر سه 

 دادنتایج نشان . انجام شد  TSSP،BDGPافزارهای استفاده از نرم

، CVOMTsشده برای ژن  بینیکه جایگاه شروع رونویسی پیش

قرار گرفته  (ATG) باز بالاتر از کدون شروع ترجمهجفت 55

ها مورد بررسی Cis-elementتوالی پروموتر برای حضور . است

که  دادنتایج نشان . استشده ارائه 2قرار گرفت و نتایج در جدول 

 های ضروری شاملCis-elementحاوی  pCVOMTsتر پرومو

ها برای شناسایی نتایج بررسی. باشدمی CAAT و TATAجعبه 

های تنظیمی ها و موتیفCis-elementحضور عناصر تنظیمی 

از جمله عناصر  chs-CMA2bو  Pc-CMA2cنشان داد که 

د که از نباشمی CVOMTsژن  پروموترتنظیمی شناسایی شده در 

 .ندتدهنده به نور هستنظیمی پاسخ عناصر

 

 

 

 

 

 

 

 
 .ریحان تحت تنش خشکی تودهدر سه  CVOMTsبیان ژن   -2شکل 

هاا باه   داده. عنوان کنترل داخلای در نظار گرفتاه شاد    به Actinدار بیان ژن خانه

 تاوده : Chem1.اسات انحراف معیار برای سه تکرار بیان شده  ±صورت میانگین

1 ،Chem2 :و  2 تودهChem3 :3 توده .S1= 55  ظرفیات زراعای،    درصادS2= 

، aحروف مختلاف  . ظرفیت زراعی درصد S3= 25ظرفیت زراعی و  درصد 53

b ،c ،d پنج درصددر سطح  تودهدار در هر بیانگر تفاوت معنی 

 

 .ریحانسه  تودهدر  pCVOMTشده در پروموتر ژن  بینینوع، تعداد و نقش عناصر تنظیمی پیش -2جدول 
 توالی، موقعیت و عملکرد                        تعداد  م عناصرنا

ARE 1 

 

 TGGTTT (348-    353تا-) 

 هوازیبرای تحریک در شرایط بی cis-actingعناصر ضروری 

Box-w1 1 

 

TTGACC (283-  285تا-) 

 دهنده به الیسیتور قارچیعناصر پاسخ

CAT-Box 1 

 

GCCACT (533-  538تا-) 

 مرتبط با بیان مریستم Cis-actingعناصر تنظیمی 

CGTCA-motif 4 

 

CGTCA (163  168تا) ،(353تا  353) ،(225تا  223 ) (399تا  395)و 

 در پاسخ به متیل جازمونات Cis-actingعناصر تنظیمی 

HSE 1 CNNGAANNTTCNNG (539  612تا) 

 در پاسخ به تنش گرما Cis-actingعناصر تنظیمی 

MBS 2 CAACTG  وCGGTCA (126-  153تا  -148( )-132تا-) 

 با تحریک در تنش خشکی MYBبرداری مکان اتصال فاکتور نسخه

Pc-CMA2c 1 GCCCACGCA (358-  633تا-) 

 دهنده به نورقسمتی از عنصر پاسخ

BOXATGAP3 1 CANNTG (283-  285تا-) 

 MYCبرداری مکان اتصال فاکتور نسخه

chs-CMA2b 1 ATTGCAACTCAA (59-  53تا-) 

 دهنده به نورقسمتی از عنصر پاسخ
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با استفاده از آغازگرهای  PCRالکتروفورز محصول حاصل از واکنش  -3شکل 

سایز : M(. 1چاهک )CVOMTs اختصاصی برای جداسازی پروموتر ژن 

 باز فرمنتازجفت 133مارکر 

 

یگر از عناصر یکی د TGGTTTبا توالی  AREعناصر تنظیمی 

هوازی و یا عدم حضور اکسیژن ها در شرایط بیموثر در بیان ژن

عناصر تنظیمی . حضور دارد CVOMTsاست که در پروموتر ژن 

ها و متیل دهنده به الیسیتورهای زیستی از جمله قارچپاسخ

 . جاسمونات نیز در این پروموتر مشاهده شد

طوح متفاوت مطالعات صورت گرفته در گیاه ریحان تحت س

های غیرزیستی نشان داده است که میزان ترکیبات فرار از تنش

یابد های غیرزیستی افزایش میچاویکول تحت تنشجمله متیل

(Simon 1992; Omidbaigi et al. 2003; Khalid 2006; Radcási 

et al. 2010; Ekren et al. 2012 .) به دنبال مطالعات صورت

افزایش بیان ژن کلیدی مسیر بیوسنتز گرفته، مطالعه حاضر نیز 

نشان  را در شرایط تنش خشکی mRNAمتیل چاویکول در سطح 

برای تعیین ارتباط بین مطالعه بیان ژن و عناصر تنظیمی موثر . داد

پروموتر این ژن نشان داد که  تجزیهدر شرایط تنش خشکی 

برداری مرتبط با تنش خشکی و جایگاه اتصال فاکتورهای نسخه

در تنش . وجود دارددر پروموتر این ژن ( HSEو  MYB)ا گرم

، MYBثر فاکتورهای رونویسی مرتبط از جمله ؤخشکی بیان م

MYC  وHSE یابد افزایش می(Skibbe et al. 2008; Wu et al. 

ها و اتصال به جایگاه تنظیمی و سپس با افزایش بیان آن( 2009

چاویکول متیل ورده نهایی آخود برروی ژن مذکور، میزان فر

پروموتر این ژن  تغییر فعالیتبا توجه به . گیردتحت تاثیر قرار می

توان چنین گفت که بیان این ژن دچار تحت عوامل متفاوت می

ها به خاطر اثر متقابل این نوع ژن نوسانات زیادی است که معمولاً

علاوه با به. ای هستندهپیچید پروموتربا عوامل مختلف دارای 

توان می CVOMTsه تعداد عناصر تنظیمی در پروموتر ژن مشاهد

که حجم وسیعی از این عناصر  گیری نمودطور نتیجهاین

دهنده به نور، تنش خشکی، اختصاص به عناصر تنظیمی پاسخ

و سایر فاکتورهای  MYB ،MYCجایگاه فاکتورهای رونویسی 

لی حضور رود یکی از دلایل احتمابنابراین انتظار می. مرتبط دارد

در تنش  3 تودهاین ترکیب و افزایش قابل توجه این ژن در 

دهنده به نور، خشکی مربوط به وجود عناصر تنظیمی پاسخ

بنابراین در شرایط تنش خشکی افزایش بیان . خشکی و گرما باشد

 .خواهد بودنیز قابل انتظار  تودهاین ژن در این 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
در ( GUS)گلوکورونیداز  -βارشگر ژن گزهیستوشیمیایی آزمون  -4شکل 

 -2اگروباکتریوم بدون پلاسمید نوترکیب، : کنترل منفی -1. توتون ترانسژنیک

 S35 (CaMV اندازراهتحت هدایت  GUSموقت ژن گزارشگر  بیاننتیجه 

35S-GUS) ،3-  موقت ژن گزارشگر  بیاننتیجهGUS  انداز راهتحت هدایت

pCVOMTs (pCVOMTs-GUS). 

 

 و GUS-pCVOMTsبا دو سازه بیانی شامل  GUSن بیان ژ

pCaMV 35S-GUS  عناصر موجود  تجزیه(. 4شکل )مشاهده شد

دهد که با حضور عناصر پایه، نشان می pCVOMTsدر پروموتر 

نتایج بیان . باشدمی GUSاین پروموتر قادر به هدایت و بیان ژن 

 pCVOMTsفعالیت و عملکرد پروموتر  GUSهیستوشیمیایی ژن 
های تنظیمی مرتبط با برای تایید نقش موتیف. نمایدرا تایید می

-Oها در فعالیت ژن چاویکول تنش خشکی و شناخت نقش آن

متیل ترانسفراز بررسی حضور این عناصر تنظیمی در هدایت ژن 

 .باشدتحت شرایط تنش خشکی مورد نیاز می GUSگزارشگر 
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