
   

 ژنتيک نوين

 0011 پاييز ،3، شماره شانزدهم دوره

 800 - 802صفحه 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 پروموتر

  ریحان

 هیدروکسیلاز -4-سینامات 
TAIL-PCR 

 

 چکیده

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 هیدروکسیلازدر-4 سینامات ژن پروموتر خصوصیات تعیین و جداسازی

 ریحان

Isolation and characterization of cinnamate- 4-hydroxylase gene 

promoter in Ocimum basilicum L. 

 

 1*مندولکانی عبدالهی ، بابک1لو گویجه کریمی رویا

 دانشگاه کشاورزی، دانشکده ،مهندسی تولید و ژنتیک گیاهی گروه، ، استادارشد کارشناسی دانشجویترتیب  به -1

 ، ارومیه، ایرانارومیه

 

Karimi Goyjelo R
1
, Abdollahi Mandoulakani B

*1 

1- MSc Student of Plant Breeding, Professor, Department of Plant Production and 

Genetics, Faculty of Agriculture, Urmia University, Urmia, Iran 

 
 b.abdollahi@urmia.ac.ir :نویسنده مسئول مکاتبات، پست الکترونیکی *

 (32/80/1088 :پذیرشتاریخ  - 80/11/ 11: تاریخ دریافت) 

فنيل  سرشار از ترکيبات فنيل پروپانوئيدی مانند( .Ocimum basilicum L)اسانس ريحان 

در مسير بيوسنتز فنيل پروپانوئيدها . باشدسينامات، متيل چاويکول، متيل اوژنول و اوژنول می

توجه به اهميت امروزه با . هيدروکسيلاز دخالت دارد -0-های کليدی مهمی از جمله سينامات ژن

های ثانويه در گياهان، آگاهی از های ژنتيکی، انتقال ژن و توليد متابوليت پروموتر در دستکاری

بنابراين در اين تحقيق با استفاده از . باشدآن ضروری می  دهنده توالی پروموتر و عناصر تشکيل

( Thermal asymmetric interlaced PCR)ای پليمراز نامتقارن دمايی  روش واکنش زنجيره

در اين تحقيق از . هيدروکسيلاز در گياه ريحان شناسايی شد -0-توالی ناحيه بالادست ژن سينامات

هستند استفاده شد تا توالی هدف تکثير   دو نوع آغازگر که از نظر طول و دمای اتصال باهم متفاوت

. الی متفاوت بودآغازگرهای نوع اول اختصاصی با دمای اتصال بالا و دارای سه تو. دشو

های واکنش. با طول کوتاه و دمای اتصال پايين بود( شش عدد)آغازگرهای نوع دوم اختياری 

TAIL- PCR های  ترتيب از فرآورده در سه مرحله صورت گرفت که در مرحله دوم و سوم به

 PCR بعد از الکتروفورز محصولات. دشالگواستفاده  DNAعنوان  شده مراحل اول و دوم به  رقيق

يابی آن در د و توالیشو شناسايی باند مورد نظر، قطعه مورد نظر از ژل آگارز استخراج و تلخيص 

 ،PLACE های آناليزهای بيوانفورماتيکی توالی با استفاده از برنامه. دو جهت انجام گرفت

PLANT CARE ،Softberry وNeural Network Promoter Prediction   انجام گرفت و

اين پروموتر در  TATA Boxناحيه . باز طول دارد جفت 490پروموتر مورد نظر مشخص شد 

کدون آغاز ترجمه قرار نوکلئوتيد بالا دست  041و ناحيه شروع رونويسی  -33اطراف نوکلئوتيد 

توالی  نيز در  I boxو CAAT box، W box ،G box چندين ناحيه تنظيمی عملکردی نظير. دارد

تواند در  می( بعد از ارزيابی و تاييد نهايی)بنابراين پروموتر شناسايی شده . شناسايی شد پروموتر

های با  ريحان جهت افزايش برخی متابوليت های ژنتيکی در گياه های انتقال ژن و دستکاری برنامه

 .ارزش استفاده شود
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( Lamiaceae) یاناز خانواده نعناع ییمهم دارو یاهگ یک یحانر

 Ziaei et)باشد  می  .Ocimum basillicum Lآن یاست که نام علم

al. 2014) .تشده اس  گزارش یرانهند و ا یاهگ این منشأ 

(Omidbaigi 2008.) اشتهاآور  یاهگ ینا یشیرو یکرمواد مؤثره پ

معالجه نفخ شکم و کمک به هضم غذا استفاده  یاست و برا

و  یقلب های یناراحت یمعالجه برخ یبرا یاهگ یناز ا. ودش یم

شود می تفادهبزرگ شدن طحال اس یمداوا یبرا ینهمچن

(Omidbaigi 2008). نعناع خانواده گیاهان سایر همانند ریحان 

 اکسیدانتی آنتی و قارچی ضد باکتری، ضد انگلی، ضد عملکرد

 و متنوع ترکیبات شامل ریحان اسانس (.Labra et al. 2004) دارد

 پروپانوئیدها فنیل و ترپنوئیدها گروه دو به که است ای پیچیده

خش عمده اسانس ب(. Sangwan et al. 2001) شوند می تقسیم

درصد  18که  باشند یم یدهاپروپانوئ یلشامل فن یحانر یاهگ

 فراوان میزان به فنولی ترکیبات .شوند اسانس را شامل می یباتترک

 حلقه ها آن همه ساختاری اساس که دارند وجود گیاهان همه در

 و طعم رنگ، ایجاد باعث ترکیبات این .است آروماتیک

 در گیاه از و شوند می گیاهان در خاصی فیزیولوژیکی های ویژگی

 ها کش علف خصوص به زیستی غیر و زیستی های تنش برابر

 یلمهم فن یباتترک(. Boudent 2007) کنند می حفاظت

 یل، فن2اوژنول یلمت ،3یکول، چاو1شامل اوژنول یدیپروپانوئ

 یتخاص یحاناست که به اسانس ر یگرد یباتو ترک 0یناماتس

 پروپانوئیدها فنیل بیوسنتز .(Achine et al. 2004)دهند  می ییدارو

 هدایت آنزیمی گروه یک توسط و گذرد می شیکیمات مسیر از

 غشاهای با ارتباط در یا آزاد صورت به ها آنزیم این که شود می

 از فنولی ترکیبات(. Cochrane et al. 2004) باشند می سلولی

 زدایی آمین عمل از ترکیبات این که شوند می مشتق اسید سینامیک

 آلانین فنیل-L روی بر( PAL) آمونیالیاز آلانین فنیل آنزیم توسط

 فنیل تولید مسیر در PAL آنزیم از بعد که آنزیمی. شود می حاصل

( C4H) هیدروکسیلاز -0- سینامات آنزیم دارد نقش پروپانوئیدها

 تبدیل و اسید سینامیک کردن هیدروکسیله آن اصلی عمل که است

                                                           
1
 Eugenol 

2
 Chavicol 

3
 Methyl eugenol 

4
 phenyl cinnamate 

 از بسیاری(. Iijima et al. 2004) است اسید کوماریک-P به آن

 PAL های آنزیم بین کانال یک عنوان به را اسید سینامیک مطالعات،

 اسید کوماریک-P تولید باعث درنتیجه که کنند می معرفی C4H و

 پروپانوئیدها فنیل بیوسنتز مسیر در واسط حد ماده یک که شود می

-P آنزیم توسط یا اسید کوماریک  P- (.Boudet 2007) باشد می

 اسید کافئیک به تبدیل( C3H) هیدروکسیلاز -2- کومارات

 یا و گیرد می قرار اوژنول متیل و اوژنول تولید مسیر در و شود می

 کوماریل-P به تبدیل( 4CL) لیگاز CoA کومارات-0 آنزیم توسط

 قرار چاویکول متیل و چاویکول تولید مسیر در که شود می آلدهید

 1 سینتتاز اوژنول های آنزیم(. Ziaei et al. 2012) گیرد می

(EGS1)، اوژنول O- ترانسفراز متیل (EOMT )، 0- سینامات- 

 از( CVOMT)  ترنسفراز متیل -O چاویکول و  هیدروکسیلاز

 تولید مسیر در کلیدی نقش که هستند مهمی هایآنزیم جمله

 C4Hژن  (.Iijima et al. 2004) دارند پروپانوئیدی فنیل ترکیبات

 یوسنتزب یقطر از یدفاع یستمو س یگنینل یوسنتزدر ب ینقش اساس

با  C4Hژن  یانب یمتوسعه تنظ(. Liu et al. 2009)ها دارد یدفلاونوئ

 یدهاپروپانوئ یلفن یسممتابول یگرفعال د یها شدن و محل یگنینیل

این ژن باعث تولید ترکیب فنیل سینامات در  .در ارتباط است

شود و آنزیم حد واسط برای ترکیبات مهم فنیل  اسانس ریحان می

 .Iijima et al)پروپانوئیدی مانند اوژنول و متیل اوژنول می باشد 

 های یستمس ییپروموتر در بهبود کارا یتبا توجه به اهم .(2004

ها صورت  آن یبر رو یا مطالعات گسترده یاهی،گ یکترانسژن

در  ییپروموتر نقش به سزا یمیتنظ ینواح ییشناسا .گیرد یم

 ییشناسا یبرا یاریبس های لاشت ینها دارد، بنابرا ژن یانب یمتنظ

ت مختلف صورت گرفته اس یها ژن یپروموتر یتوال

((Choupani et al. 2015. بیوراکتور عنوان به گیاهان از استفاده 

 در را نظر مورد محصول بتوان که آورده فراهم را امکان این زنده

 حال این با. آورد دست به کم هزینه با و اختصاصی های بافت

 ازجمله هایی محدودیت دارای بیوراکتور عنوان به گیاهان از استفاده

 های ژن کم بیان و است نوترکیب های پروتئین کم پایداری و تولید

 گیاهان ژنتیک مهندسی در محدودکننده عامل گیاهان در خارجی

 در پروموترها کنندگی تنظیم فعالیت  آن دلایل از یکی که است

 پروموترهای جداسازی و شناسایی دلیل همین به. باشد می گیاهان

 ها ژن بیان افزایش و دستکاری برای ضروری امری کلیدی های ژن

  مقدمه
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(. Cunha et al. 2010) است کافی محصول تولید آن دنبال به و

 ترانسفراز متیل-O چاویکول متیل ژن پروموتر نتایج تجزیه

(CVOMT )عناصر شامل توالی این که داد گیاه ریحان نشان در 

 ازجمله خشکی تنش و بالا دمای به دهنده پاسخ تنظیمی مهم

MYB، MYC و HSE در ژن این بیان افزایش بنابراین. باشد می 

 فاکتورهای اتصال های جایگاه به مربوط تنش بالای سطوح

 افزایش موجب خشکی تنش شرایط در که است برداری نسخه

همچنین در  (.Khakdan et al. 2017) شود می ژن این بیان

( ADS) سینتاز داین-11-0 آمورفا ژن پروموتر تحقیقی دیگر

 به را فسفات دی فارنسیل که آرتمیزینین بیوسنتز مسیر در دخیل

 کند می تبدیل (Artemisia annua) درمنه گیاه در داین آمورفا

 یا داخلی آغازگر سه. جداسازی شد TAIL- PCR روش توسط

 بود شده طراحی ADS ژن توالی 5′ ناحیه اساس بر که اختصاصی

 های بررسی از پس شد، استفاده تصادفی آغازگر شش همراه به

 دارای پروموتر این که شد گزارش توالی، این بیوانفورماتیکی

 ها هورمون مانند الیسیتورها برخی به پاسخ عملکردی های موتیف

پروموتر در  یتبا توجه به اهم(. Wang et al. 2008)باشد می

در  یهثانو یها یتمتابول یدانتقال ژن و تول تیکی،ژن های یکار دست

از  یآگاه در گیاه ریحان، C4Hطور اهمیت ژن  یاهان و همینگ

ی آن ضرور ی دهنده یلو عناصر تشکاین ژن پروموتر  یتوال

و  C4Hن پروموتر ژبنابراین در تحقیق حاضر توالی باشد  می

 یها روش باپروموتر این  یو اجزا یاتخصوصهمچنین 

 .یوانفورماتیکی تعیین شدب

 

، بذر گیاه DNAهای گیاهی جهت استخراج  منظور تهیه نمونه به

ریحان رقم کشکنی لولو در گلخانه تحقیقاتی دانشکده کشاورزی 

زنی بذرها تا رسیدن به  از زمان جوانه. دشدانشگاه ارومیه کشت 

صورت مرتب  بار به برگی، آبیاری هر دو روز یک 0تا  0مرحله 

برگی،  0تا  0ان به مرحله بعد از رسیدن گیاه. انجام گرفت

 CTABبه روش  DNAها برای استخراج  برداری از برگ نمونه

(De Masi et al. 2006 )کمیت و کیفیت . انجام گرفتDNA 

استخراجی با استفاده از نانودراپ و الکتروفورز ژل آگارز یک 

در  H4C منظور شناسایی ناحیه بالادست ژن به .درصد تعیین شد

et al.  Kiem)استفاده شد  PCR-TAILروش  گیاه ریحان از

با  INCBاز سایت  H4Cدر ابتدا توالی ناحیه کد کننده ژن (. 2008

برای اجرای . دشدانلود و ذخیره  HM990150.1 شماره دسترسی

PCR-TAIL  و چند ( اختصاصی)نیاز به چند آغازگر داخلی

هدف باشد، بنابراین برای تکثیر ناحیه آغازگر غیراختصاصی می

. طراحی شد H4Cژن  5′ سه آغازگر اختصاصی بر اساس انتهای

 18همراه شش آغازگر غیراختصاصی به طول  این آغازگرها به

ی برا .مورد استفاده قرار گرفتند( Kiem et al. 2008)نوکلئوتید 

نسخه  Fast PCRهای  طراحی آغازگرهای اختصاصی از برنامه

 . دشاستفاده  GenRunner و 3/0

 
 

 (L. Ocimum basilicum) ریحان H4Cبرای تکثیر پروموتر ژن  PCR-TAILتوالی آغازگرهای مورد استفاده در  -1جدول 

 *آغازگر (5′ → 2′)توالی  (گراد درجه سانتی)دمای اتصال 

55 TGCGGTGGTTTAGGTCATCG TR1 

55 TGGCGGCAGCTTGAACTT TR2 

55 ACGACGATGGCGGAGAAGA TR3 

49 GGTGCTCCGT AD1 

50 GTGTGCCCCA AD2 

50 ACGGTGCCTG AD3 

49 CGATGAGCCC AD4 

49 CTATCGCCGC AD5 

49 CGCAGACCTC AD6 

TR1, TR2, TR3 :آغازگرهای اختصاصی ،AD1, AD2, AD3, AD4, AD5, AD6 :آغازگرهای تصادفی 

  ها مواد و روش
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منظور تکثیر ناحیه ناشناخته، از آغازگر  واکنش به در این

( AD)همراه آغازگرهای غیراختصاصی  به( TR1)اختصاصی اول 

 7/8لیتر شامل  میکرو 38این واکنش در حجم . استفاده شد

برابر،  PCR 18میکرولیتر بافر  3میلی مولار،  2MgCl 58میکرولیتر 

 AD 18لیتر آغازگر میکرو 3مولار،  میلی dNTP 18میکرولیتر  5/8

 2میکرومولار،  TR1 18میکرولیتر آغازگر  یکمیکرومولار، 

  Taq DNAواحد 35/8و ( نانوگرم 38)الگو  DNAمیکرولیتر 

 Cycler Flexدر دستگاه ترموسایکلر ( سیناکلون، ایران)پلیمراز 

(Analytikjenآلمان ، )شرایط دمایی مورد استفاده . انجام شد

گراد به مدت  درجه سانتی 15اولیه در دمای سازی  شامل واسرشت

گراد به مدت  درجه سانتی 10چرخه شامل دمای  25چهار دقیقه، 

 73ثانیه،  08گراد به مدت  درجه سانتی 58ثانیه، دمای اتصال  25

 73گراد به مدت دو دقیقه و بسط نهایی در دمای  درجه سانتی

نجام واکنش، پس از ا. گراد به مدت پنج دقیقه بود درجه سانتی

شده روی ژل آگارز یک و نیم درصد تفکیک  محصولات تکثیر

رقیق و  81:1محصول حاصل از واکنش اول به نسبت  غلظت. شد

 .عنوان الگو در مرحله دوم استفاده شد سه میکرولیتر از آن به

طور  در این مرحله نیز هر یک از آغازگرهای غیراختصاصی به 

این  در .استفاده شد( TR2)آغازگر اختصاصی دوم جداگانه با 

برابر بیشتر نسبت  یک مرحله آغازگرهای غیراختصاصی با حجم

غلظت و مقدار سایر . به آغازگر اختصاصی توالی استفاده شد

شرایط دمایی مورد  .اول بود PCR-TAILاجزای واکنش مشابه 

ه مدت گراد ب درجه سانتی 15سازی اولیه  استفاده شامل واسرشت

گراد به مدت  درجه سانتی 10چرخه شامل دمای  30چهار دقیقه، 

 73گراد به مدت یک دقیقه،  درجه سانتی 58ثانیه، دمای اتصال  28

درجه  10چرخه شامل  10گراد یه مدت دو دقیقه،  درجه سانتی

گراد به  درجه سانتی 31ثانیه، دمای اتصال  28گراد به مدت  سانتی

گراد به مدت دو دقیقه و بسط  درجه سانتی 73مدت یک دقیقه، 

 . گراد به مدت پنج دقیقه بود درجه سانتی 73نهایی در دمای 

الگو محصول واکنش  DNAدر سومین واکنش تکثیر، برای تهیه 

استفاده قرار  رقیق و مورد 1:5به نسبت  PCR-TAILمرحله دوم 

در این مرحله نیز هر یک از آغازگرهای غیراختصاصی . گرفت

. کار برده شد به( TR3)طور جداگانه با آغازگر اختصاصی سوم  به

در این مرحله برخلاف دو مرحله قبلی آغازگرهای غیراختصاصی 

با حجم برابر با آغازگرهای اختصاصی استفاده شد و غلظت و 

شرایط دمایی  .دوم بود PCR-TAILمقدار اجزای واکنش مشابه 

درجه  15ه در دمای سازی اولی مورد استفاده شامل واسرشت

درجه  10چرخه شامل دمای  38گراد به مدت چهار دقیقه،  سانتی

گراد به  درجه سانتی 21ثانیه، دمای اتصال  28گراد به مدت  سانتی

گراد به مدت دو دقیقه و بسط  درجه سانتی 73مدت یک دقیقه، 

 .نهایی به مدت پنج دقیقه بود

ص باند مورد نظر، ابتدا مقدار زیادی از خلیبرای جداسازی و ت

درصد لود و  5/1روی ژل آگارز ( میکرولیتر 08) PCRمحصول 

بعد از اینکه باند . آمپر انجام گرفت میلی 08الکتروفورز در ولتاژ 

تشخیص و برش  UVمورد نظر به حد کافی ران شد، زیر نور 

 QIAquickوسیله کیت به PCRص محصول خلیسپس ت. داده شد

Gel Extraction kit (کیاژن، آمریکا )به یابی توالی انجام و برای 

 دو جهت هر در یابی توالی. دش ارسال جنوبی کره شرکت بایونیر

 .گرفت انجام تصادفی و اختصاصی آغازگرهای از استفاده با و

افزار  یابی شده با استفاده از نرم توالی رفت و برگشت قطعه توالی

Fast PCR  ترکیب و بعد از شناسایی نقاط مشترک براساس

جایگاه آغازگرهای اختصاصی و تصادفی، توالی بازسازی شده 

ردیفی توالی  هم. برای آنالیزهای بیوانفورماتیکی استفاده شد

یابی  جهت اطمینان از صحت باند توالی C4Hبازسازی شده با ژن 

اسایی بعد از اطمینان از صحت توالی، شن. شده انجام گرفت

 Neural networkو Softberryافزارهای  پروموتر با استفاده از نرم

promoter prediction سپس برای جستجوی . انجام گرفت

افزارهای آنلاین  های عملکردی مهم در توالی از نرم موتیف

PLANTCARE  وPLACE استفاده شد. 

 

در سه مرحله جداگانه با استفاده از پرایمرهای  PCRواکنش 

عنوان رفت  عنوان برگشت و پرایمرهای تصادفی به اختصاصی به

محصولات حاصل از تکثیر در هر واکنش بر روی . انجام گرفت

 بر TAIL-PCR ابتدا محصول .درصد تفکیک شد5/1ژل آگارز 

 ینا معایب از یکی که شد دیده اسمیر صورت به آگارز ژل روی

 غیر و کوتاه طول روش این در اسمیر ایجاد دلیل. باشد می روش

  نتایج و بحث
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 حد از بیش تکثیر و تصادفی آغازگرهای بودن اختصاصی

 تعداد اسمیر، حذف و مشکل این رفع برای. است محصول

 در هاآغازگر اتصال دمای داده شد و افزایش تصادفی هایآغازگر

ترکیب سه نوع آغازگر  .افزایش یافت TAIL-PCR های چرخه

نوع  10مجموعأ )همراه شش نوع آغازگر تصادفی  اختصاصی به

های های متعددی در چرخهباعث تولید باند( ترکیب آغازگری

PCR  مشاهده باند حاصل از واکنش اول شد که(TR1 همراه  به

. دلیل میزان تکثیر پایین محسوس نبود به )آغازگرهای تصادفی

از  یدینوکلئوت 05با فاصله  TR3و TR2 یاختصاص یهاآغازگر

یبات آغازگری ترک ینببودند و از  شده یطراحروی توالی ژن هم 

 یبترک ، محصولات حاصل ازTAIL-PCR یبرامورد استفاده 

و  AD1 یراختصاصیغ آغازگرهایبا  TR3و  TR2 آغازگری

AD2 در واقع این تفاوت (. 1شکل ) فاصله بودند یندهنده ا نشان

وکلئوتیدی مشاهده شده بین باندهای حاصل از جفت ن 05

ترکیبات آغازگری مذکور نشانگر تکثیر احتمالی پروموتر مورد 

 TR3-AD1مربوط به ترکیبات آغازگری   نظر بود بنابراین دو باند
 .(2و  3شکل )یابی شد  توالی TR3-AD2و 
 

 
ژن  5′ناحیه  TAIL-PCRمحصولات حاصل از مراحل دوم و سوم  -1شکل

آغازگرهای : TR3و  TR2ریحان، ( C4H) هیدروکسیلاز-0سینامات 

 آغازگر تصادفی: ADژن، اختصاصی 

 

 
 710با اندازه  TR3-AD2توالی باند تکثیر شده با ترکیب آغازگری  -3شکل

 جفت نوکلئوتید

 

 
 728با اندازه  TR3-AD1توالی باند تکثیر شده با ترکیب آغازگری  -2شکل

 جفت نوکلئوتید

 

 C4H ژن 5′ یاز ابتدا یدنوکلئوت TR3 ،50با توجه به اینکه آغازگر 

انتخاب صحیح یکی از دو از  یناناطم یبرا ینفاصله داشت بنابرا

ی در برابر ناحیه بین توالاین دو  BLAST یابی شده، قطعه توالی

با توجه به نتایج . تانجام گرف C4H ژن 5′ یتا ابتدا TR3 آغازگر

BLAST  مشاهده شد که بین بخشی از قطعه تکثیر شده با ترکیب

درصد شباهت وجود  05الذکر، و ناحیه فوقTR3-AD2 آغازگری 

که درصد تشابه در همین ناحیه بین قطعه  در حالی( 0شکل )دارد 

 و ناحیه بین آغازگرTR3-AD1 تکثیر شده با ترکیب آغازگری 

TR3 ژن 5′ یتا ابتدا C4H، 00 براین از توالی قطعه درصد بود بنا

برای تشخیص  TR3-AD2تکثیر شده با ترکیب آغازگری 

 .دشهای بیوانفورماتیکی استفاده  پروموتر و دیگر آنالیز

 

 
در برابر  C4H ژن 5′ی و ابتدا TR3 آغازگر ینبی توال BLAST -0شکل

 TR3-AD1و ( بالا)  TR3-AD2توالیهای قطعات تکثیری با ترکیب آغازگری

 (پایین)

 

های آنلاین  بعد از انتخاب قطعه تکثیری حاوی پروموتر، از برنامه

Neural Network Promoter
1
  Prediction  وSoftberry

برای  3

نتایج آنالیز با این  .شناسایی ناحیه پروموتری استفاده شد

با  570و  530افزارها وجود یک پروموتر بین نوکلوتیدهای  نرم

جایگاه آغاز رونویسی (. 5شکل )درصد را تأیید کرد  12احتمال 

                                                           
1 http://www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html 

http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html 
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نوکلئوتید بالاتر از کدون  178ها شناسایی شد  که توسط این برنامه

 UTR ′5ین توالی همان ناحیه ا(. 0شکل )آغاز ترجمه قرار دارد 

شود ولی نقش بسیار مهمی در  است که به پروتئین ترجمه نمی

اگزونوکلئازها و نیز شروع ترجمه  از mRNAپایداری و حفاظت 

 .عهده دارد به

 

 
 Neural Networkآنالیز اولیه توالی قطعه حاوی پروموتر با برنامه -5شکل 

Promoter Prediction ژن  5′منظور شناسایی پروموتر در ناحیه  بهC4H 

 

 
آغازگر : TR3ریحان،  C4Hتوالی پروموتر شناسایی شده ژن  -0 شکل

 جایگاه آغاز رونویسی: Aکدون آغاز و  :ATGاختصاصی، 
 

در مرحله بعد برای آنالیزهای بیوانفورماتیکی و شناسایی 

در توالی پروموتر شناسایی شده ( 3جدول )های عملکردی  موتیف

PlantCAREهای   از برنامه
PLACEو  1

 .استفاده شد 3

ها فاکتورهای مهمی هستند که در تنظیم هر یک از این موتیف

ها تحت شرایط محیطی مختلف و در پاسخ  و بیان ژنرونویسی 

ها،  به فرآیندهای بیولوژیکی متفاوت مثل پاسخ به هورمون

 در .های زنده و غیر زنده دخالت دارند فرآیندهای نموی و تنش

دست کدون آغاز قرار  دهی ژنی، ناحیه رونویسی در پایین سازمان

( ی پروموترشامل موتیف های عملکرد) دارد و عناصر تنظیمی 

گذاری نوکلئوتیدی این  شماره .در بالادست کدون آغاز قرار دارد

صورت است که اولین نوکلئوتید رونویسی شده با  ناحیه بدین

ترتیب بعد ازآن ناحیه  گذاری شده و اعداد به نام+ 1علامت 

موقعیت صفر وجود ندارد و نواحی قبل از این . یابد افزایش می

                                                           
1 http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE 

 

توالی پروموتری  در .شوند نمایش داده میناحیه با اعداد منفی 

 -25در منطقه  TATA boxشناسایی شده در این تحقیق، ناحیه 

رشته ) -150در نواحی  CAAT boxقرار داشت و موتیف 

ناحیه شروع رونویسی  .قرار داشت -211و  -271 ،(سنس آنتی

ی بین کدون توال .نوکلئوتید بالادست کدون آغاز قرار دارد 178

( UTR′5) 5′تحت عنوان ناحیه ترجمه نشدنی+ 1نقطه  آغاز و

 از mRNAشود که نقش مهمی در محافظت  نامیده می

 .اگزونوکلئازها و نیز در شروع ترجمه بر عهده دارد

 
و  ریحان C4Hهای مهم شناسایی شده در پروموتر ژن  موتیف -3جدول 

 ها عملکرد آن
 عملکرد                                                           نام موتیف        

TATA Box                             عنصر پایه ای در اغلب پروموتر های یوکاریوتی 

CAAT Box                            عنصر پایه ای در اغلب پروموتر های یوکاریوتی 

G Box                                      پاسخ به نورتوالی تنظیمی 

GATA Box                              عوامل پاسخ به نور 

CCAAT Box                           پاسخ به شوک حرارتی 

ABRE                                     پاسخ به هورمون هایی مانند آبسیزیک اسید 

I Box                                       ورپاسخ به ن 

W Box                                    مسئول پاسخ به محرک های قارچی 

HSE                                        پاسخ به شوک حرارتی 

MBS                                       عوامل تنظیمی در زمان خشکی 

DOFCOREZM                       و غیر زیستی های زیستیپاسخ به تنش 

 

های کاملاً  توالی CAAT boxو  TATA box یها موتیف

های یوکاریوتی  ای هستند که در اکثر پروموترهای ژن شده شناخته

ای  ها در شروع رونویسی نقش عمده این موتیف. وجود دارند

از طریق فاکتور  IIپلیمراز  RNAبدین صورت که آنزیم . دارند

را شناسایی کرده و بعد از  CAAT boxسیگمای خود توالی 

در ناحیه  DNAشناسایی پروموتر توسط آنزیم، باز شدن دو رشته 

TATA box  صورت گرفته و بدین ترتیب کمپلکس باز رونویسی

یکی از (. Smale and Kandonaga 2003) شود تشکیل می

 G boxهای مهم که در توالی این پروموتر شناسایی شد،  موتیف

شده در اکثر پروموترهای  توالی حفاظت است که یک موتیف با

این توالی اولین (. Menkens et al. 1995)باشد  های گیاهی می ژن

این موتیف و . شده در پاسخ به نور است توالی تنظیمی شناسایی

های  در شروع پاسخ به یک سری از هورمون ABREموتیف 

یزیک اسید آبس .گیاهی مهم نظیر آبسیزیک اسید نقش دارند

های خشکی  رسان مهم در پاسخ به تنش عنوان یک مولکول پیام به
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که  گزارش شددر ریحان . های محیطی نقش دارد و سایر تنش

ثیر تأ (C4H)هیدروکسیلاز -0تنش خشکی روی بیان ژن سینامات 

 Abdollahi Mandoulakani et) دهدرا کاهش می گذاشته و آن

al. 2017). های تنظیمی وجود موتیفGT1   وGATAbox  در

که از عوامل پاسخ به نور هستند تأییدکننده  C4Hپروموتر ژن 

 Ko and Engel)است  C4Hژن اهمیت نور در افزایش بیان 

تنها  یک فاکتور ضروری برای رشد گیاهان است و نه نور (.1993

عنوان یک  عنوان یک منبع برای تولید انرژی است بلکه به به

 .کند محرک فرآیندهای رشدی و متابولیکی زیادی را نیز تنظیم می

در پروموتر  Plant CAREتوسط برنامه  که I boxتوالی تنظیمی 

سخ به نور قرار های پا شناسایی شد، در بالادست ژن C4Hژن 

 Giuliano)ها دخالت دارد  داشته و در تنظیم بیان این دسته از ژن

et al. 1988 .) همچنین توالی تنظیمیCCAAT box  که یکی از

 C4Hهای مهم پاسخ به شوک حرارتی است در پروموتر ژن  توالی

 CCAAT boxو  HSEنواحی تنظیمی  حضور .شناسایی شد

تحت تأثیر تغییرات  C4H که بیان ژنتأییدکننده این موضوع است 

 C4Hکه بیان ژن  شدگزارش  همچنین در ریحان .دمایی قرار دارد

 13گراد به مدت  درجه سانتی 0تحت تیمار سرمایی در ریحان 

 (.Rezaie et al. 2020) یابد می ساعت نسبت به شاهد افزایش

نیز در توالی پروموتر  DOFCOREZM نام چندین ناحیه تنظیمی به

 .باشد می DOFهای تنظیمی  شناسایی شد که محل اتصال پروتئین

DOF باشد که دمین اتصال به  یک فاکتور رونویسی در گیاهان می

DNA شدگی بالا و شامل سیستئین  آن دارای حفاظتC2C2  است

ین ا. باشدمی Znهمراه اتم  که قادر به تشکیل یک حلقه به

رونویسی برای اولین بار از برگ ذرت جدا شده و فاکتورهای 

شوند و نقش بسیار مهمی در  منحصراً در گیاهان یافت می

های  زنی و پاسخ به تنش متابولیسم کربن، رشد دانه یا جوانه

(. Yanagisawa and Schmidt 1999)زیستی و غیرزیستی دارد 

ژن  نیز در این تحقیق در پروموتر W boxهمچنین چندین ناحیه 

C4H این ناحیه جایگاه اتصال اصلی برای . مشخص شد

ساختار  .است WRKYفاکتورهای رونویسی متعلق به خانواده 

 WRKY دمین
اسید ها  در آناست که  3بتاشامل چهار صفحه 1

                                                           
1
 Domain 

2
 b- sheet  

های حفظ شده سیستئین و هیستیدین در ساختار انگشت  آمینه

توالی آمینو (. Yamasaki et al. 2005) روی قرار دارند

برآمدگی سطح پروتئین شده و  موجب  WRKYGQKاسیدی

. دهد افزایش می  DNAتوانایی پروتئین را در اتصال به شیارهای

W (TTGACC/T )توالی حفاظت شده  WRKYعوامل رونویسی 

عنوان علامت موجود در پروموتر شناسایی کرده و موجب  را به

 WRKYامل رونویسی ویژگی خاص عو .شوند تنظیم بیان ژن می

در  WRKYغیرقابل تغییر  وجود پهنه تقریباً DNAدر اتصال به 

این فاکتورهای رونویسی در تنظیم . انتهای آمینی پروتئین است

این موتیف در کنترل بیان . کنند اعمال مختلف گیاه نقش ایفا می

های دخیل در مسیر بیوسنتز ترکیبات ثانویه در گیاهان دارویی  ژن

همچنین توالی (. Rushton et al. 2010)یادی دارند اهمیت ز

ترین  یز در این پروموتر شناسایی شد که مهمن MBS تنظیمی

فاکتورهای  .است MYB جایگاه اتصال فاکتورهای رونویسی نوع

هایی  پروتئین MYBهای محیطی  رونویسی دخیل در پاسخ به تنش

آمینو  52-51)مشتمل بر یک، دو یا سه توالی تکراری ناقص 

ین عوامل تنظیمی در ا .هستند DNA در دامنه اتصال به( اسید

را تحت  C4Hشوند و بیان ژن  زمان بروز تنش خشکی فعال می

های  مقایسه بین موتیف(. Ling et al. 2005)دهند  تأثیر قرار می

 CVOMTو  C4Hهای  عملکردی واقع در ناحیه پروموتر ژن

 CAAT boxو  TATA box مشخص کرد که علاوه بر دو ناحیه

 Wهای یوکاریوتی وجود دارد، سه موتیف که در اغلب پروموتر

box ،HSE  وMBS ترتیب در پاسخ  ها مشترک بود که به بین آن

های قارچی و شوک حرارتی و عوامل تنظیمی در زمان  به محرک

در نهایت بر (. khakdan et al. 2017)نقش دارند  تنش خشکی

شود عملکرد این  تحقیق پیشنهاد می اساس نتایج حاصل از این

 .پروموتر از طریق انتقال ژن و مهندسی ژنتیک بررسی شود
های تنظیمی شناسایی شده در این تحقیق با  همچنین موتیف

های درگیر در  های شناسایی شده در پروموتر سایر ژن موتیف

بیوسنتز فنیل پروپانوئیدها از نظر موقعیت و تعداد مقایسه و نقش 

نیز مورد مطالعه  HSEو   W boxهای عملکردی مانند موتیف دقیق

 .قرار گیرد
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