
 

 ژنتيک نوين

 1041، تابستان 2، شماره هفدهم دوره

 192 - 242صفحه 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 
 

 بیان ژن

 تنش خشکی

 انداز راه

 عناصر تنظیمی

 لینالول 

 

 چکیده

 

 

 

 

 

 

 
 

دهنده‌به‌تنش‌‌انداز‌پاسخ‌یابی‌راه‌سازی‌ملکولی،‌بیان‌و‌مشخصه‌همسانه

‌های‌بذری‌ریحان‌در‌برخی‌از‌توده(‌Lins)‌خشکی‌ژن‌لینالول‌سنتاز
‌

Molecular cloning, expression and characterization of drought 

responsive promoter of linalool synthase gene (Lins) in some 

populations of basil (Ocimum basilicum L.)  
 

 2، زهرا شیرازی1*فاطمه خاکدان

 

 گروه زیست شناسی، پردیس فرزانگان، دانشگاه سمنان، سمنان، ایران ،استادیار -1

ها و مراتع کشور، سازمان تحقیقات،  سسه تحقیقات جنگلؤت زیست فناوری، مبخش تحقیقا ،استادیار -2

 آموزش و ترویج کشاورزی، تهران، ایران
 

Khakdan F
*1

, Shirazi Z
2 

 

1- Assistant Professor, Department of Biology, Farzanegan Campus, Semnan 

University, Semnan, Iran 
2- Assistant Professor, Department of Biotechnology Research, Research Institute of 

Forests and Rangelands, Agricultural Research, Education and Extension 

Organization (AREEO), National Botanical Garden, Tehran Karaj Freeway, Tehran, 

Iran 
 

 f.khakdan@semnan.ac.ir :نویسنده مسئول مکاتبات، پست الکترونیکی *

 (22/11/1211: تاریخ پذیرش - 22/12/1911: تاریخ دریافت)
 

، گياهی دارويی و معطر که در طب سنتی در درمان بسياری از (.Ocimum basilicum L)ريحان 

حجم  فنيل پروپانوئيدهاها و  ترپن سسکوئی ها، مونوترپن. گيرد ها مورد استفاده قرار می بيماری

بخش قابل توجهی از ترپنوئيدها را ترکيب مونوترپن فرار . دهند را تشکيل میحان رياسانس  عمده

های  علت اثرات دفاعی، در مکانيسم تحمل گياه در برابر انواع تنش دهد که به لينالول تشکيل می

آنزيم کليدی در مسير بيوسنتز ( Lins)آنزيم لينالول سنتاز . باشد محيطی بسيار مورد اهميت می

را به ترکيب نهايی لينالول را انجام ( GPP)ها  ماده اصلی مونوترپن دها، تبديل پيشترپنوئي

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

برداری بر مسير بيوسنتز ترکيب لينالول در سه توده دارويی ريحان، پروفيل بيان نسبی ژن  نسخه

و سه سطح ( درصد ظرفيت زراعی 144)مسير بيوسنتز لينالول در شرايط شاهد در  ObLinsکليدی 

ای  ، با استفاده از واکنش زنجيره(درصد ظرفيت زراعی 2W :27و  1W :57 ،2W :74)تنش خشکی 

مطالعه نحوه تنظيم الگوی بيان ژن  منظور به. بررسی شد( qRT-PCR)پليمراز در زمان واقعی 

ObLins انداز  يابی، آناليز عملکردی راه ی، جداسازی، مشخصهدر شرايط تنش خشکpObLins  نيز

دهنده به تنش خشکی شامل  انداز اين ژن، عناصر تنظيمی پاسخ نتايج نشان داد، در راه. انجام گرفت

MBS ،MYB-site ،WRKY710S ،W-Box،CCAAT-Box ،DRE2   وCBFHV  و محل

در مواجه با تنش خشکی وجود  ObLinsداری ژن بر ثر در نسخهؤبرداری م اتصال فاکتورهای نسخه

های گياه توتون  برگدر  pObLinsانداز  راهتحت کنترل  GUSبيان موقت ژن گزارشگر . دارد

های  های پايه و جايگاه اتصال فاکتورها و تقويت کنندهcis-elementنشان داد که با حضور 

تنظيمی  عناصرحضور  با توجه به. ژن است پايه اينقادر به هدايت و بيان  انداز راه، اين رونويسی

انداز  راهرود اين  انتظار می، ObLinsژن  انداز راهدر  های زيستی و غير زيستی دهنده به تنش پاسخ

 . رونويسی آن باشدميزان با تنظيم  های محيطی تنشدر پاسخ به  ObLinsژن قادر به بيان 
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، گیاهی دارویی و معطر Ocimum basilicum L. (24=n2)ریحان 

، در مناطق گرمسیری و نیمه گرمسیری،  از خانواده نعناعیان

ترین گیاهان  عنوان یکی از مهم کند و به خصوصاً ایران رشد می

اسانس ریحان . گیرد معطر برای تولید اسانس مورد استفاده قرار می

های  ای موجود در سطح اندام غده( 2های تریکوم)ی ها در کرک

با داشتن ترکیبات مهم آروماتیک و  یابد و هوایی گیاه تجمع می

 دارای اهمیت اقتصادی در صنایع غذایی، دارویی، دارویی

 Gang et al. 2005; Kicel) بهداشتی است -عطرسازی و آرایشی

et al. 2005) .طور وسیعی برای درمان  از اسانس این گیاه به

های  های روده و ناراحتی هایی مانند اسهال، سرفه، انگل بیماری

بر،  شود و نیز در ترکیب با داروهای تب کلیه و کبد استفاده می

افسردگی و ضدروماتیسم در دهندگی درد، ضد ضدمالاریا، تسکین

 .Ekren et al)گیرد  صنایع داروسازی مورد استفاده قرار می

2012.) 

 عمدهحجم  فنیل پروپانوئیدهاها و  ترپن سسکوئیها،  مونوترپن

بخش قابل توجهی از . دهند را تشکیل میریحان اسانس 

که  دهد ترپنوئیدها را ترکیب مونوترپن فرار لینالول تشکیل می

های مختلف بذری ریحان متأثر از شرایط آب و  آن در تودهمقادیر 

باشد که منجر به تنوع عظیم بیوشیمیایی هوایی و مرحله نموی می

ترپنوئیدها ترکیبات فعالی هستند . و ژنتیکی در این گیاه شده است

که توسط انواع میانکنش گیاهان با عوامل زیستی و غیرزیستی از 

های محیطی  ازگاری به انواع تنشهای دفاعی و س جمله مکانیسم

ترین ترکیبات  لینالول یکی از مهم. گیرند تحت تاثیر قرار می

باشد که  موجود در اسانس گیاهان معطر خصوصاً گیاه ریحان می

علاوه بر کاربرد آن در صنایع مختلف غذایی و دارویی و نیز در 

 ،(Kim et al. 2015)درمان سرطان، با داشتن خاصیت ضدتکثیری 

علت اثرات دفاعی بر علیه آفات، در مکانیسم تحمل گیاه در  به

 باشد های محیطی بسیار مورد اهمیت می برابر انواع تنش

(Gosztola et al. 2010.)  

لینالول عمدتاً از مسیر بیوسنتزی غیروابسته به موالونیک اسید 

(MEP )این مسیر با ترکیب پیروات و گلیسرآلدئید . شود مشتق می

                                                           
1 Lamiaceae  
2 Trichomes  

فات که منجر به تشکیل دی اکسی زایلولوز فسفات فس -9

(DXP )شود و سپس توسط یک مرحله بازآرایی  شده شروع می

متعاقباً این ماده در سه . شود تولید می DXP  ،MEPداخلی و احیا

شود که در نهایت  می HMBPPمرحله آنزیمی منجر به تولید 

 اسیهای اس به پیش ماده( HDR)رودکتاز  HMBPPتوسط آنزیم 

IPP  وDMAPP ماده، طی مراحلی و این دو پیش. شود تبدیل می

آنزیم ( )Lins)، توسط آنزیم لینالول سنتاز GPPپس از تشکیل 

به سمت تولید ترکیب لینالول پیش ( کلیدی و انتهایی مسیر

از طرفی سنتز (. Eisenreich et al. 2001( )1شکل )روند  می

چیده بوده و از نظر شیمیایی این ترکیبات فرار سخت و پی

باشد، تکیه به گیاهان معطر و بومی  اقتصادی مقرون به صرفه نمی

ایران خصوصا ریحان جهت استخراج این ترکیبات و شناخت 

های  ای از رشد و در پاسخ به تنش ها در دوره افزایش میزان آن

ها  تواند راهی بسیار باارزش و اقتصادی در تولید آن محیطی می

 .باشد

شمار  ترین فاکتورهای غیرزیستی به کی یکی از مهمتنش خش

آید که اثرات نامطلوبی بر رشد، باروری و متابولیسم گیاهان  می

دهد گیاهان  مطالعات نشان می(. Akula and Gokare 2011)دارد 

برای حفظ حیات خود از تغییر متابولیسم سلولی خود در جهت 

سیستم دفاعی برای عنوان بخشی از  افزایش سطوح ترپنوئیدها به

رو به رو شدن با این چالش محیطی در پاسخ و سازگارشدن 

مطالعات گذشته نشان  (.Khakdan et al. 2016)نمایند  استفاده می

ها تحت انواع  برداری و مقادیر مونوترپن دهد که سطوح نسخه می

های محیطی از جمله خشکی در چندین گیاه دارویی از  تنش

ظرفیت بیوسنتزی در سطح متابولیت جمله ریحان با سنجش 

 -Schmiderer et al. 2010; Grausgruber) یابد افزایش می

Groger et al. 2012; Yadav et al. 2013 .) 

ها در فعال شدن و یا  های تنظیمی در ناحیه بالادستی ژن توالی

برداری در پاسخ به شرایط خاص محیطی و یا  ممانعت از نسخه

 Butelli)سزایی دارد  هی سلول نیز اهمیت با مراحل مختلف توسعه

et al. 2008 .)های مهندسی متابولیک برای افزایش  امروزه رهیافت

جای  های خاص در یک مسیر متابولیکی به غلظت متابولیت

اندازهای تغییریافته  اندازهای ساختاری و قوی، از راه استفاده از راه

مناسب و فعال سنتتیک بر پایه توزیع مناسب عناصر تنظیمی 

  مقدمه
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IPPi

تواند در تنظیم بهتر  قطعاً چنین راه اندازهایی می. شود استفاده می

های کلیدی مسیرهای اختصاصی  های کدکننده آنزیم بیان ژن

های خاص با  تولید متابولیت های ثانویه و متعاقباً بیوسنتز متابولیت

 . Dey et al. 2015))ثر باشند ؤغلظت بیشتر م

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 سیر بیوسنتزی لینالولم -1شکل 

 

دهد این عناصر تنظیمی در واقع کلیدهای  مطالعات نشان می

ها هستند و اثرات تنظیمی  ملکولی دخیل در تنظیم رونویسی ژن

های مسیر بیوسنتز ترپنوئیدها در تجمع محصولات  ها در ژن آن

ای از  نهایی مرتبط و بسیار مهم است و توسط شبکه پیچیده

و  MYCهای  برداری مانند پروتئین کننده نسخه مهای تنظی پروتئین

MYB شود  کنترل می(Liao et al. 2015; Wang et al. 2016 .) اما

انداز ژن لینالول  های تنظیمی راه تاکنون اطلاعاتی درباره دومین

ها در بیان این ژن در شرایط انواع  و نقش آن pObLins))سنتاز 

نابراین در این تحقیق ب. باشد های محیطی در دسترس نمی تنش

برای شناخت بهتر مکانیسم تنظیمی ملکولی ژن لینالول سنتاز 

(ObLins ) در مسیر بیوسنتز لینالول درشرایط تنش خشکی، پس از

بررسی الگوی بیان این ژن درشرایط تنش خشکی، جداسازی 

های تنظیمی  انداز این ژن و رابطه میزان بیان این ژن با موتیف راه

قرار گرفت و سپس در انتها بیان هیستوشیمیایی ژن  مورد بررسی

 گزارشگر 
GUS انداز مذکور در گیاه توتون ترانسژنیک  تحت راه

 .برای اولین بار بررسی شد

                                                           
1 

b-glucuronidase   

از استان فارس و  1ترتیب توده بذری  بذور سه توده گیاه ریحان به

ای انجام از استان مازندران تهیه شد و سپس بر 9و  2توده بذری 

بذرها در خاک با بافت لومی شنی . تحقیق در گلخانه کشت شدند

برای مطالعه پاسخ . گراد رشد یافتند درجه سانتی 21-91در دمای 

به شرایط تنش خشکی، دو هفته پس از کشت بذرها، ObLins ژن 

صورت وزنی در سه سطح تنش  تیمارهای مختلف تنش خشکی به

و  (درصد ظرفیت زراعی 9W: 27و  1W :57  ،2W :71)خشکی 

ها اعمال  بر روی گیاهچه( درصد ظرفیت زراعی 111)گروه شاهد 

روز تا انتهای مرحله گلدهی در  21ها به مدت  در ادامه گلدان. شد

در این آزمایش برای هر . ظرفیت زراعی موردنظر نگهداری شدند

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

 . گراد نگهداری شدند درجه سانتی -41در دمای  شده

RNA های بذری مورد  های تیماریافته برگ توده کل از بافت

مطالعه ریحان در سطوح مختلف تنش خشکی با استفاده از 

و مطابق ( ، آمریکاInvitrogeneشرکت ) Biozolمحلول 

سپس کیفیت . دستورالعمل پیشنهادی شرکت سازنده استخراج شد

استخراج شده، با استفاده از ژل آگارز یک درصد  RNA و کمیت

از یک . نانومتر ارزیابی شد 261و اسپکتروفتومتر در طول موج 

 Thermo)کل با استفاده از کیت کیاژن  RNAمیکروگرم 

Scientific, EU ) برای ساختcDNA در نهایت . استفاده شد

نانوگرم در میکرولیتر  211رقیق نموده و به  cDNAغلظت 

. گراد نگهداری شد درجه سانتی -21رسانیده شد و در دمای 

ای پلیمراز  واکنش زنجیره ObLinsمنظور بررسی کمی بیان ژن  به

ژن اکتین با شماره دسترسی . در زمان واقعی استفاده شد

AB002819 21ها با حجم  واکنش. عنوان ژن مرجع استفاده شد‌به 

رای رنگ فلوئورسنت میکرولیتر شامل هشت میکرولیتر مخلوط دا

Eva Green ( کیت شرکتSolis BioDyne) ،7/1  میکرولیتر

cDNA  رقیق شد(ng611) ،µM27/1  از آغازگرهای اختصاصی

و آب دیونیزه ( 1جدول ( )Lins-Rو Lins-F)پیشرو و برگشتی 

. انجام شد Qiagenساخت شرکت  Rotor-Gene 6000در دستگاه 

گراد به  درجه سانتی 17امل ترتیب ش های دمایی به شرایط چرخه

 16چرخه با  27سازی اولیه سپس  دقیقه برای واسرشت 17مدت 

سازی، برای  ثانیه جهت واسرشت 17گراد به مدت  درجه سانتی

  ها مواد و روش
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 52ثانیه و برای تکثیر  21گراد به مدت  درجه سانتی 61اتصال 

جهت اطمینان از . ثانیه دنبال شد 21گراد به مدت  درجه سانتی

برای هر ژن سه . ست بررسی منحنی ذوب انجام گرفتتکثیر در

همچنین . تکرار بیولوژیک و سه تکرار تکنیکی در نظر گرفته شد

از طریق محاسبه ارزش  PCRبرای هر جفت آغازگر کارایی 

Ct های سریالی  های مربوط به رقتcDNA ها سنجیده شد  . 

DNA  با استفاده از روش  1ژنومی از توده بذریCTAB 

سپس با . (Aboul-Maaty and Oraby 2019)ازی شد جداس

با  O. basilicumاز  Genome Walker استفاده از ساخت کتابخانه

 ,Universal Genome Walker Kit (Clontech ازالگو گرفتن 

USA) طور خلاصه،  به. انداز انجام گرفت کار جداسازی راه

 EcoRVهای برشی  کمک آنزیم به DNAهای متفاوت  رقت

(Eco321) ،EcoRI  وHindIII  برش خورده و سپس به

لیست توالی آغازگر و آداپتور . ای متصل شد آداپتورهای دو رشته

متصل به آداپتور  DNAسپس از . آورده شده است 1در جدول 

واکنش . ای پلیمراز استفاده شد عنوان الگو برای واکنش زنجیره به

مرحله اول از : ای پلیمراز در دو مرحله صورت گرفت زنجیره

عنوان آغازگر برگشت و آغازگرهای اختصاصی  آداپتور آغازگر به

(pLin 1  وpLin 2 )جدول )  عنوان آغازگر رفت استفاده شد به

ای پلیمرازی بود که از  ه دوم شامل واکنش زنجیرهمرحل(. 1

ای پلیمراز  دهم و پنج صدم محصول واکنش زنجیره 1های  رقت

 2عنوان الگو برای آغازگرهای اختصاصی شماره  در مرحله اول به

عنوان آغازگر برگشت  عنوان آغازگر رفت، آداپتور آغازگر به به

 touch-downالعملها با استفاده از دستور واکنش. استفاده شد

PCR  گراد به  درجه سانتی 12تکثیر یافت، به این ترتیب شامل

گراد  درجه سانتی 12سپس پنج چرخه با . مدت چهار دقیقه بود

 52ثانیه،  27گراد به مدت  درجه سانتی 69ثانیه،  27به مدت 

درجه  12چرخه با  26ثانیه و با  27گراد به مدت  درجه سانتی

 27گراد به مدت  درجه سانتی 61ثانیه،  27ت گراد به مد سانتی

سپس . ثانیه دنبال شد 27گراد به مدت  درجه سانتی 52ثانیه، 

 glassmilk (Kim andمحصول تکثیریافته از روی ژل به روش 

Morrison 2009) سازی نموده و در ناقل  خالصpTG19-T 

با  .یابی فرستاده شد سازی و برای توالی همسانه( شرکت سیناکلون)

نواحی ناخوانا و  EditSeqو  BioEditافزار  استفاده از نرم

 در ادامه. دست آمد پوشان اصلاح شد و توالی نهایی به هم

انجام و  BLASTدر برنامه آنلاین  یابی شده ردیفی قطعه توالی هم

 TSSPافزارهای  نرم ازسپس . آمده تایید شد دست هصحت قطعه ب

های  از برنامهو  1ونویسیغازرآبرای یافتن نقطه   BDGPو

 PLANTCAREخطرب
2، 9

PLACE  وPlantPAN
برای یافتن  2

توالی های عملکردی مختلف در  عوامل رونویسی و موتیف

 . استفاده شد موردنظر

                                                           
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 

 
 

 pObLinsانداز  و تکثیر توالی راه ObLinsمنظور آنالیز بیان ژن  های طراحی شده بهآداپتورآغازگرها و  -1جدول 

 

 

 توالی آداپتور /نام ژن

Lins- F 

Lins- R 
Actin- F 

Actin- R 
Adapt-1 

5'- TGAGAATGGGGCATCAACTG-3' 

5'- CCTCGTTCTTCCTCCTCCTG-3 
5'- TCTATAACGAGCTTCGTGTTG-3' 

5'- GAGGTGCTTCAGTTAGGAGGAC-3' 
5'- CTATAGTGACTGCTGGTCGAGGGCCCGGGCTGGT-3' 

Adapt-EcoV 5'- ACCAGCCC-3' 
Adapt-EcoR - AATTACCAGCCC-3''5 
Adapt-Hind 5'- TCGAACCAGCCC-3' 

 pLins 5'- ATG AGA GGA GTT GAA CTT AGA GGC ACT- 3 -1آغازگر اختصاصی 

 'pLins 5'- TCC CCG TTG AAT TGA TGT TTT TGC G-3 -2آغازگر اختصاصی 
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که به ژن گزارشگر متصل  pObLinsبرای ساخت سازه ژنی شامل

و ناقل دوگانه  pObLinsحاوی pTG19-T  شده است، ناقل

pBI121  با دو آنزیم برشیBamHI  وHindIII برش داده شد .

 CaMVانداز در محل راه pBI121به داخل ناقل pObLins سپس 

35S انداز مورد نظر در ناحیه  بنابراین قطعه راه. الحاق شد

 انداز مورد برای مطالعه عملکرد راه GUSبالادست ژن گزارشگر 

 . ظر قرار گرفتن

 Agrobacterium، انتقال آن بهpBI121پس از تایید سازه نهایی 

tumefaciens  سویهC58  طبق دستورالعمل ترانسفورماسیون این

سپس . انجام شد Sambrook and Russell(2001) باکتری توسط

ساعت در  14-22اجازه داده شد تا به مدت  اگروباکتریوم به

با  های کانامایسین بیوتیک آنتی محیط کشت مورد نظر حاوی

در طول  ODرشد کند تا  mg/l17 ریفامپسین و  mg/l111 غلظت 

سپس بافت برگی توتون با . تا یک برسد 5/1به  nM611موج 

استفاده از روش اگرواینفیلتریشن در شرایط خلاء تراریخت شد 

(Wang 2006 ) و فعالیت ژن گزارشگرGUS ها مورد  در نمونه

های  در ادامه برگ(. Jefferson et al. 1987)ار گرفت مطالعه قر

آمیزی ایکس گلوک شناور نموده و  اینفیلتره شده در محلول رنگ

بار قرار داده شد   میلی 271سپس به مدت یک دقیقه تحت خلاء 

درجه  95ساعت در دمای  22های برگی بین سه تا  و نهایتأ نمونه

درصد قرار داده و تا  57نول ها در اتا پس از آن برگ. قرار گرفتند

در انتها . زمان حذف کامل کلروفیل اتانل آن مدام عوض شد

ها پس از حذف کامل کلروفیل انجام  برداری از نمونه عکس

 . گرفت

 

 در شرایط تنش خشکی ObLinsبررسی الگو و میزان بیان ژن 

تحت  در سه توده بذری ریحان ObLinsتغییرات الگوی بیان ژن 

ژن . نشان داده شده است 2شرایط تنش خشکی در شکل 

ObLins های سه توده مورد مطالعه در پاسخ به تنش  در برگ

در . های بذری مشاهده شد‌خشکی با میزان بیان متفاوتی بین توده

 57بیان این ژن در سطح ظرفیت زراعی  2و  1هر دو توده بذری 

روه شاهد افزایش برابر در مقایسه با گ 75/2و  15/4درصد 

در شرایط  2توده بذری هر چند، این ژن در . داری داشت معنی

درصد  27و  71به نسبت  درصد ظرفیت زارعی 57سطح تنش 

. ظرفیت زراعی در مقایسه با گروه شاهد کاهش بیان نشان داد

ها را به سمت تولید  گیری متابولیت این ژن جهت mRNAسطح 

 71در سطح  1 برابر در توده بذری 14/2و  64/2با وسعت لینالول 

با افزایش میزان . ترتیب افزایش داد درصد ظرفیت زراعی به 27و 

، 2ی در توده بذری زراع تیظرفدرصد  71بیان ژن در سطح 

از طریق افزایش بیان  Linsآید که ژن بیوسنتزکننده آنزیم نظر می به

. دباش برداری در این سطح تنش بسیار فعال می در سطح نسخه

علاوه در این توده در پاسخ به افزایش سطح تنش خشکی بیان  به

ای  ملاحظه  طور قابل نسبی این ژن نسبت به سطح اول تنش به

برابری نسبت به گروه  7/9کاهش یافت، اگرچه هنوز افزایش 

درصد ظرفیت زراعی در مقایسه با گروه  27شاهد در سطح تنش 

الگوی بیانی برای  9ذری علاوه در توده ب به. شاهد مشاهده شد

 .این ژن مشاهده نشد

 

 
 .در سه توده بذری ریحان تحت تنش خشکی ObLinsبیان ژن  -2شکل 

ها توسط  داده. عنوان کنترل داخلی در نظر گرفته شد به Actinدار  بیان ژن خانه

 .آنالیز شدند% 7داری  ای دانکن در سطح معنی آزمون چند دامنه

 W1= 57، %7دار در سطح  بیانگر تفاوت معنی a ،b ،c ،dحروف مختلف 

درصد  W3= 27درصد ظرفیت زراعی و  W2= 71درصد ظرفیت زراعی، 

 .ظرفیت زراعی

 

نتایج مطالعه پیشین بر تاثیر تنش خشکی بر میزان ترکیب لینالول 

از استان مازندران بر  9و  2از استان فارس و  1 بر سه توده بذری

و بیان ژن نشان GC-MS (Khakdan et al. 2021 )های  طبق داده

  نتایج و بحث
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 1در توده بذری  ObLinsهمراه افزایش میزان بیان ژن  داد که به

مقدار لینالول نیز افزایش یافت و پس از آن با  1Wتحت تیمار 

های این ژن نیز در دو سطح   کاهش میزان این ترکیب تعداد نسخه

مار تحت تی 2اگرچه در توده بذری . آخر تنش نیز کاهش یافت

1W های ژن  افزایش تعداد نسخهObLins  با عدم حضور این

هماهنگی نداشت اما همراه با  GC-MSهای  ترکیب در داده

میزان بیان این ژن نیز افزایش  2Wافزایش ترکیب لینالول در سطح 

داری نشان داد و در ادامه کاهش بیان این ژن با کاهش مقدار  معنی

 .همراه بود 9Wاین ترکیب در 

و متابولیت بیانگر تنظیم  mRNAزمان در سطح  ان متعادل و همبی

. باشد در شرایط تنش خشکی می 1در توده بذری  ObLinsژن 

مونوترپن  mRNAها اساساً از طریق سطح  سطوح مونوترپن

 Dudareva et al. 2005; Kampranis et).شوند  سنتتازها تنظیم می

al. 2007; Lane et al. 2010; Grausgruber- Groger et al. 

2012; Zhang et al. 2019 ) بنابراین ارتباط مستقیم بین فروانی

صورت تنظیم وابسته به  و غلظت لینالول به ObLinsهای  نسخه

دهنده نقش موثر این ترکیب در مواجه با تنش  نشان 1تنش خشکی

همچنین کنترل بیان این ژن نقش مهمی در کنترل . خشکی است

ای اصلی به سمت مسیر عمده متابولیکی ه هدایت پیش ماده

های بذری مورد مطالعه ریحان در شرایط  بیوسنتز لینالول در توده

 .سطوح ذکر شده تنش خشکی دارد

های ثانویه تحت تاثیر گونه،  بیوسنتز، متابولیسم و تجمع متابولیت

 باشد ای و نموی می شرایط رشد، بافت گیاه و نیز مراحل توسعه

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

عنوان قسمتی از مکانیسم های دفاعی، گیاهان از  دهد به نشان می

ها در برابر تنش های محیطی  ایزوپرونوئیدها برای حفاظت سلول

افزایش میزان . کنند از جمله خشکی و گرما استفاده می

آنتی  عنوان ترکیبات ها در مواجه با تنش خشکی به مونوترپن

 .Vickers et al) اکسیدانتی در مطالعات زیادی گزارش شده است

2009; Proshkina et al. 2020.)  در سطح مولکولی تحریک

عنوان  های پاسخ دهنده از جمله بیوسنتز ترکیبات ثانویه فرار به ژن

ت تحمل تنش در گیاهان برای سازگاری به شرایط پاسخی در جه

در بین ترکیبات فعال، ترپنوئیدها . کند نامطلوب محیطی کمک می

                                                           
1 Drought stress-dependent regulation or Drought stress-

specific manner  

عنوان بخشی از سیستم دفاعی به گیاه برای مقابله با شرایط  به

 .Vickers et al. 2009; Loreto et al)نماید  غیرطبیعی کمک می

عت تولید و تجمع کننده بر سر عموماً مکانیسم تنظیم(. 2014

ترکیبات مهم فرار موجود در اسانس گیاهان معطر و دارویی در 

های  شرایط مختلف نامطلوب محیطی مرتبط با کنترل فعالیت

های درگیر در مسیرهای  ها و آنزیم برداری و آنزیماتیکی ژن نسخه

برداری ژن،  باشد که معمولاً در سطوح مختلف نسخه متابولیک می

برداری، ترجمه و  جمله تغییرات پس از نسخههایی از  پروسه

(. Vranova et al. 2012)تغییرات پس از ترجمه قابل انتظار است 

درصد  57های ژن لینالول در سطح تنش  افزایش نسخهبنابراین 

به این  1ظرفیت زراعی مرتبط با افزایش نیاز سلول گیاه توده 

تنش خشکی  متابولیت و در نتیجه افزایش مقاومت این توده به

 .  است

 pObLinsانداز  سازی و آنالیز توالی راه همسانه

در توده  ObLinsنتایج آنالیز بیان ژن نشان داد که میزان بیان ژن 

در سطوح انتهایی تنش بسیار  2نسبت به توده بذری  1بذری 

به  1به لحاظ تکاملی، احتمالا نیاز توده بذری . باشد بیشتر می

این احتمال . ترکیبات ثانویه بیشتر باشد لینالول نسبت به سایر

وجود دارد که نیاز گیاه برای افزایش تحمل و یا دفاع بر علیه تنش 

واسطه افزایش  به 2نسبت به توده بذری  1خشکی در توده بذری 

شود و نهایتاً مسیر بیوسنتزی در این  این ترکیب بیشتر احساس می

. مایل شده استتوده بذری بیشتر به سمت تولید لینالول مت

های موجود در هر توده بذری با توجه به شرایط  بنابراین سلول

دهی ژنومی و  محیطی، در جهت افزایش بیان ژن مورد نظر سازمان

هر ژنی . دهد بیوشیمیایی خود را برای سازگاری با محیط تغییر می

های تنظیمی و بیولوژیکی  برای بیان در شرایط مختلف گیرنده

های دفاعی  های پروتئینی بتوانند پاسخ تا کمپلکسمتفاوتی دارد 

 .Wang et al) ها تحریک کنند گیاه را به خاطر حضور این گیرنده

2016; Wang et al. 2020 .)آوردن دید  دست هبنابراین برای ب

تری به دستگاه تنظیمی بیان ژن مذکور در ریحان در طول  وسیع

های تنظیمی  تیفپاسخ دفاعی گیاه به تنش خشکی، شناسایی مو

علاوه امکان مطالعه  رسد و به نظر می انداز این ژن ضروری به راه

تری بر تنظیم بیان ژن در شرایط تنش خشکی فراهم  گسترده

با میزان بیان بیشتر این ژن در  1بنابراین توده بذری . نماید می
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شرایط تنش خشکی، برای ادامه مطالعه که شامل جداسازی و 

باشد برای فهم بهتر عناصر  می ObLinsاز ژن اند شناسایی راه

انداز این ژن با میزان بیان متفاوت آن در  تنظیمی موجود در راه

 . پاسخ به تنش خشکی انتخاب شد

توالی  Genome walkingدر این مطالعه با استفاده از روش 

شکل )باز  جفت 1165با طول ( انداز و راه UTR'5توالی )بالادستی 

الحاق شد و  pTG19-Tناقل قطعه تکثیریافته در . تکثیر یافت( 9

تائید شد  BamHI سازی با استفاده از آنزیم برشی این همسانه

 (  ب-9شکل )

پس  .تندیابی مورد استفاده قرار گرف نوترکیب جهت توالی های ناقل

 BLASTهای بیشتر، با استفاده از برنامه  یابی برای بررسی از توالی

در نهایت پس از تایید صحت . قرار گرفتندمورد تجزیه و تحلیل 

عنوان تنها توالی موجود در پایگاه  به pObLinsتوالی، توالی 

انداز این ژن با شماره دسترسی  برای راه NCBIاطلاعاتی 

MW727283 تعیین جایگاه شروع رونویسی با استفاده . ثبت شد

نتایج نشان داد که . انجام شد  TSSP،BDGPافزارهای  از نرم

 ObLins ،65شده برای ژن  بینی جایگاه شروع رونویسی پیش

. قرار گرفته است (ATG) باز بالاتر از کدون شروع ترجمه جفت

ها مورد بررسی قرار  Cis-elementانداز برای حضور  توالی راه

نتایج نشان داد . نشان داده شده است 2گرفت و نتایج در جدول 

های ضروری شامل  Cis-elementحاوی  pObLinsانداز  که راه

ها برای شناسایی  نتایج بررسی. باشد می CAATو   TATAجعبه

های تنظیمی  ها و موتیف Cis-elementحضور عناصر تنظیمی 

 CANNTG (Hartmannبا توالی E-boxنشان داد عناصر تنظیمی 

et al. 2005 )ها در پاسخ به  ثر در بیان ژنؤیکی دیگر از عناصر م

مطالعات گذشته . حضور دارد pObLinsانداز  نور است که در راه

دهد تنظیم وابسته به نور مکانیسمی برای کنترل بیوسنتز  نشان می

های مختلف ایزوپرونوئیدهای گیاهی  ی کلاس ریزی شده برنامه

دهنده به الیسیتورهای زیستی از جمله  عناصر تنظیمی پاسخ. است

تیب شامل تر آبسزیک اسید، متیل جاسمونات و اکسین که به

ABRE ،CGTCA ،TGACG  وTCA-element  نیز در این

 ;Agarwal et al. 2006; Liao et al. 2015)انداز مشاهده شد  راه

Wang et al. 2019 .) 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 Lins-Fبا استفاده از آغازگرهای اختصاصی  PCRالکتروفورز محصول حاصل از واکنش ( الف. ObLinsژن  انداز راهسازی  تأیید مراحل جداسازی و همسانه -9شکل 

استفاده از هضم آنزیمی با  pTG19-T ناقلدر  pObLins انداز راهسازی قطعه  تایید همسانه( ب(. M)باز فرمنتاز  جفت DNA ،111، نشانگر اندازه (1چاهک )  Lins-Rو

انداز  راهشده  جداسازی توالی سازی همسانه تایید(ج (.M)باز سیناکلون  جفت DNA ،111نشانگر اندازه (. 1-1چاهک ) BamHIنوترکیب توسط آنزیم  های ناقل

pObLins در ناقلpBI121 برشی های آنزیم توسط BamHI  و.HindIII ( نشانگر اندازه )9و  2چاهک ،DNA لاندا ،(M) 
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مطالعات پیشین صورت گرفته در گیاه ریحان تحت سطوح 

که میزان ترپنوئیدهای فرار  متفاوت تنش خشکی نشان داده است

 ;Simon 1992)یابد  های خشکی افزایش می تحت تنش

Omidbaigi et al. 2003; Khalid 2006; Radcási et al. 2010; 

Ekren et al. 2012;Abdollahi mandoulakani et al. 2017; 

Rezayee et al. 2020; Palesh and Abdollahi mandoulakani; 

2021 Karimi and Abdollahi Mandoulakani, 2021 .)دنبال  به

مطالعات صورت گرفته، مطالعه حاضر نیز افزایش بیان ژن کلیدی 

در شرایط تنش خشکی  mRNAلینالول در سطح مسیر بیوسنتز 

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

نشان داد که در انداز این ژن  موثر در شرایط تنش خشکی آنالیز راه

های خشکی  دهنده به تنش انداز این ژن عناصر تنظیمی پاسخ راه

-MBS ،MYB-site ،WRKY710S ،W-Box،CCAATشامل 

Box ، DRE2  وCBFHV  برداری  ی نسخهفاکتورهاو محل اتصال

در مواجه با تنش کم آبی وجود  ObLinsبرداری  ثر در نسخهؤم

ی رونویسی فاکتورهاثر ؤدر تنش خشکی بیان م(. 2جدول )دارد 

 .Skibbe et al)یابد  افزایش می MYCو MYBمرتبط از جمله 

2008; Wu et al. 2009; Wang et al. 2019 ) و سپس با افزایش

مذکور،  ها و اتصال به جایگاه تنظیمی خود بر روی ژن بیان آن

در گیاهان . گیرد میزان فراورده نهایی لینالول تحت تاثیر قرار می

 R2R3-MYBمتعلق به زیر خانواده  MYBهای  پروتئین بیشترین

است و نقش مهمی در کنترل فرآیندهای اختصاصی گیاه شامل 

های زیستی  متابولیسم اولیه و ثانویه، توسعه سلول و پاسخ به تنش

 . و غیرزیستی دارد

 

 ریحان 1در توده بذری  pObLinsانداز  شده در راه بینی نوع، تعداد و نقش عناصر تنظیمی پیش -2جدول 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 توالی و عملکرد تعداد  نام عناصر

ABRE 7 ACGTG 

 خ به آبسزیک اسیددر پاس cis-actingعناصر تنظیمی 

CCAAT-Box 2 CCAATT 

   MYBHv1برداری محل اتصال فاکتور نسخه

CGTCA-motif 9 CGTCA 
 جازمونات لیمت به پاسخ در cis-acting یمیتنظ عناصر

G-Box 9 CACGTT 

 یستیز تنش به پاسخ در cis-acting یمیتنظ عناصر

TCA-element 2 AACGAC 

 نیاکس به سخپا در  cis-actingیمیتنظ عناصر

TGACG-motif 2 TGACG 

 جازمونات لیمت به پاسخ درcis-acting  یمیتنظ عناصر

MSA-like 9 (T/C)C(T/C)AACGG(T/C)(T/C)A 

  یچرخه سلول میدر تنظ cis-acting یمیتنظ عناصر

MBS 2 GTCAAC 
 ی و بیوسنتز فلانوئئیدخشک تنش به پاسخ در MYB یبردار نسخه فاکتور اتصال مکان

MYB-site 1 CCGTTG    
 MYB برداری مکان اتصال فاکتور نسخه

WRKY710S 4 TGAC   
 MYB-WRKY یبردار اتصال فاکتور نسخه گاهیجا 

W-box 2 TGACT 

 یکیولوژیزیف یها پروسه از یاریبس در ریدرگWRKY اتصال گاهیجا

E-box 2 CANNTG 

 در پاسخ به نور BHLHاتصال فاکتور  محل cis-acting یمیتنظ عناصر

DRE2COREZMRAB12 1 

 

ACCGAC 

  ABA دیتول ریدر مس یبه خشک دهنده پاسخ عناصر

MYCCONSENSUSAT                 

 
2 CANNTG 

 و سرما یدر پاسخ به تنش کم آب ریدرگ MYC ییشناسا مکان

CBFHV 

 

2  GTCGAC 

یخشک تنش به پاسخ در یمیتنظ عناصر  
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 در گیاه توتون GUSگر  ن ژن گزارشیاب

جایگزین  توالی مذکور اندازجداسازی شده، جهت بررسی راه

برای مقایسه . شد pBI121در ناقل دوتایی CaMV 35S انداز راه

 pBI121در ناقل CaMV 35S  انداز از راه GUSبهتر بیان ژن 

 CaMV 35S::GUSو GUS::pObLinsدو سازه بیانی . استفاده شد

نسفورماسیون توتون از طریق روش اگرواینفیلتراسیون برای ترا

 در نهایت پس از. (Wang et al. 2006)تحت خلاء استفاده شد 

 قرارگرفتند  GUSسنجش هیستوشیمیایی مورد ها ساعت نمونه 52

(Jeferson et al. 1987.)  بیان ژنGUS  با دو سازه بیانی مذکور

 pObLinsانداز  ر راهآنالیز عناصر موجود د(. 2شکل )مشاهده شد 

انداز قادر به هدایت و  نشان داد که با حضور عناصر پایه، این راه

فعالیت  GUSنتایج بیان هیستوشیمیایی ژن . باشد می GUSبیان ژن 

برای تایید نقش . نماید را تایید می pObLinsانداز  و عملکرد راه

ها  های تنظیمی مرتبط با تنش خشکی و شناخت نقش آن موتیف

بررسی حضور این عناصر تنظیمی در هدایت  ObLinsر فعالیت د

. باشد تحت شرایط تنش خشکی مورد نیاز می GUSژن گزارشگر 

دست آمده از الگوی بیان ژن  هبه طور کلی با توجه به نتایج ب

ObLins انداز  و مشاهده تعداد عناصر تنظیمی در راهpObLins 

دهنده به نور،  ظیمی پاسختوان به این نتیجه رسید که عناصر تن می

و سایر  MYB ،MYCتنش خشکی، جایگاه فاکتورهای رونویسی 

بنابراین یکی از  .فاکتورهای در تنظیم ژن مذکور موثر هستند

تواند مربوط  دلایل افزایش بیان این ژن در شرایط تنش خشکی می

وافزایش میزان  دهنده به تنش خشکی باشد به عناصر تنظیمی پاسخ

 .ژن در توده بذری مورد مطالعه نیز قابل انتظار استبیان این 

و راندمان متفاوت ترجمه بر تولید  mRNAمیزان پایداری 

علاوه مشاهده پروفیل بیان در  به .ثر باشدؤتواند م ها می متابولیت

های گوناگون محیطی و سایر فاکتورهای غیرزیستی  پاسخ به تنش

تنش و کاربرد انواع  بیانگر تنظیم این مسیرها با افزایش شدت

 .باشد سیگنال های دفاعی یا زمان مورد مطالعه این مسیرها می
 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

در توتون ( GUS)گلوکورونیداز  -βژن گزارشگر بیان هیستوشیمیایی  -2شکل 

رنگ ( اگروباکتریوم بدون پلاسمید نوترکیب، ب: کنترل منفی( الف. ترانسژنیک

-S97 ((CaMV 35Sانداز  ت هدایت راهتح GUSآمیزی موقت ژن گزارشگر 

GUSآمیزی موقت ژن گزارشگر  رنگ( ، جGUS انداز تحت هدایت راه 

pObLins (pObLins-GUS) 

 

از طرفی انواع مسیرهای فعال انتقال سیگنال در هر تنش و در هر 

ها عناصر خاصی را  مجزا از یکدیگر است اما آن گونه گیاهی کاملاً

بنابراین برای روشن شدن . گذارند ک میدر این مسیرها به اشترا

های کلیدی در مسیر بیوسنتز مونوترپنوئیدها از  عملکرد افتراقی ژن

تحت شرایط تنش خشکی و تعیین رابطه تنظیمی،  Linsجمله 

تحقیقات بیشتری برای توضیح این مکانیسم پیچیده با استفاده از 

با توجه به علاوه  به. باشد نیاز می های مهندسی ژنتیک مورد روش

های  انداز این ژن و حضور عناصر و موتیف بررسی توالی راه

ها و  تنظیمی مرتبط با تنش خشکی، برای تایید و شناخت نقش آن

لف محیطی در های تنظیمی در پاسخ به شرایط مخت سایر موتیف

ها در هدایت ژن گزارشگر  لزوم مطالعه آن ObLinsفعالیت ژن 

GUS وردنیاز استتحت شرایط تنش خشکی م . 
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