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(، گياهی دارویی و معطر از تيره نعناعيان است. اوژنول 48n=2) .Ocimum basilicum Lریحان 

 ها،باکتری عليه بر یکی از ترکيبات مهم فنيل پروپانوئيدی موجود در اسانس ریحان است که

له پروپانوئيدها از جمگيرد. فنيلمیمختلف مورد استفاده قرار  ها، نماتدها، حشرات در صنایعقارچ

در ترکيبی حفاظتی های آزاد متيل اوژنول با داشتن خاصيت آنتی اکسيدانتی بر عليه رادیکال

( به EOMTsرانسفراز )تمتيل -Oمتيل اوژنول  آید.زیستی به شمار میهای زیستی و غيرپاسخ به تنش

را  ولاوژنبه متيل  اوژنولنوئيدها، متيلاسيون عنوان یک آنزیم کليدی در مسير بيوسنتز فنيل پروپا

تيل ترانسفراز در م-O. در تحقيق حاضر، برای بررسی احتمال تنظيم بيان ژن اوژنول دهدانجام می

پيشبر این ژن از گياه ریحان جداسازی و  های تنظيمی،شناسایی موتيفشرایط مختلف محيطی و 

ملکردی آن عیابی و بررسی ابی شد. سپس مشخصهیسازی و سپس توالیهمسانه pTG19-Tدر ناقل 

EOMTs (bp 1209 )نتایج تجزیه پيشبر ژن های تجزیه بيوانفورماتيکی انجام شد. با استفاده از روش

له دهنده به دمای بالا و تنش خشکی از جمنشان داد که این توالی شامل عناصر مهم تنظيمی پاسخ

MYB ،MYC، HSE  وWRKY  .ن گزارشگر بيان موقت ژاستGUS  تحت کنترل پيشبر

ObEMOTs ت با حضور عناصر پایه، این پيشبر قادر به هدایهای گياه توتون نشان داد که در برگ

ر غيزیستی و های دهنده به تنشهای تنظيمی پاسخحضور جایگاه با توجه بهو بيان این ژن است. 

 در حد پایه، EOMTsوه بر بيان ژن رود این پيشبر علاانتظار می ،ObEOMTsدر پيشبر ژن  زیستی

 های محيطی، ميزان بيان ژن را تغيير دهد. قادر باشد در مواجهه با تنش

 

 های کلیدیواژه
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  مقدمه

(، گیاهی دارویی و 48n=2) .Ocimum basilicum Lریحان 

معطر از تیره نعناعیان در مناطق گرمسیری و نیمه گرمسیری 

کند و به عنوان یکی از مهمترین خصوصا ایران رشد می

گیرد گیاهان معطر برای تولید اسانس مورد استفاده قرار می

(Kothari et al. 2004این گیاه ب .) ترکیبات مهم ا داشتن

اهمیت اقتصادی در صنایع دارای  و داروییآروماتیک 

 از است.بهداشتی -عطرسازی و آرایشی ،غذایی، دارویی

 هایبیماری درمان برای وسیعی طوربه این گیاه عصاره

آسم،  گلودرد، عصبی، مانند سردردهای گوناگون

 لومع در شود.می استفاده و اسهال کلیه ورم سرماخوردگی،

 در تشنجی ضد اثرات به دلیل گیاه این از آروماتراپی نوین

در  شود.می استفاده و قلب مغز هایسلول عملکرد تقویت

ترکیبات شیمیایی زیادی شناسایی شده است   ریحاناسانس 

-برخی فنیل پروپانوئیدها از جمله متیل که در بین آنها

l methy) اوژنولمتیل ،(methyl chavicol) ویکولکا

eugenolترپنی حجم ( و مشتقات مونوترپنی و سسکوئی

 ,Hiltunen and Holm) دهنداصلی اسانس را تشکیل می

 glandularای )غده هایکرک دراین ترکیبات (. 2006

trichomesیابند می تجمع گیاه های هواییقسمت سطح ( بر

(Gang et al. 2001) . 

های حفاظتی در پاسخ فنیل پروپانوئیدها علاوه بر نقش

اکسیدانی، دفاعی، با دارا بودن خواص ضد باکتریایی، آنتی

عطرسازی،  صنایع مختلف ضد سرطانی و ضد توموری در

ای برخوردار هستند از جایگاه ویژه غذایی و دارویی

(Juliani and Simon, 2002; Lee et al. 2005 .)متیل 

 گیاه به خصوص معطر گیاهان اسانس در اوژنول موجود

 ها، نماتدهاقارچ ها،باکتری علیه بر دفاعی اثر ریحان، به علت

دارا با به علاوه  .رودترکیبی حفاظتی به شمار میو حشرات 

و  به عنوان مسکنخاصیت ضد درد در دندان پزشکی بودن 

ضد اکسایشی بسیار قوی در جذب و خنثی کردن 

 .Koeduka et al)کند های آزاد نقش مهمی ایفا میرادیکال

2006; Politeo et al. 2007 .) 

 که شوندمی مشتق آلانین فنیل آمینه اسید از فنیل پروپانوئیدها

 اثر در (PAL) آمونیالیاز آلانین فنیل آنزیم ابتدا توسط

 شود. سپسمی تبدیل سینامیک ترانس به اسید دآمیناسیون

 وجود اسید به کوماریک- pهیدروکسیلاز،-4مات سینا توسط

ای از توسط مجموعه و مراحلی طی آید. این پیش ماده درمی

 و ها شامل اکسیژناز، لیگاز، اکسیدوردوکتاز و ترانسفرازآنزیم

 -Eugenol O) متیل ترانسفرازO--اوژنول کلیدی آنزیم

methyl transferase, EOMTs) تبدیل اوژنول متیل به 

 (.1( )شکل Gang et al. 2001د )شومی

 
 Figure 1- Methyl eugenol biosynthesis pathway                                مسیر بیوسنتز متیل اوژنول. -1شکل 

PAL= Phenyl alanine ammonia-lyase, C4H= Cinnamate 4- hydroxylase, 4CL= 4- Coumarate Co A- ligase, COMT= Caffeic acid 

o- methyl transferase, EOMT= Eugenol O- methyl transferase, CVOMT: Chavicol O- methyl transferase, CCMT= P-Coumarate/ 

Cinnamate Carboxyl methyl transferase, EOMT: Eugenol O-methyl transferase (Gang et al. 2001). 
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های مسیر بیوسنتز دهد که فعالیت آنزیمها نشان میمطالعه

شود و برداری تنظیم میها در سطح نسخهفنیل پروپانوئید

بسته به مراحل تمایز سلول و قرار گرفتن در معرض انواع 

، نور زیاد، کمبود UVگوناگون تنش از جمله پاتوژن، تابش 

 Dixon andیابد )مواد غذایی و دما به طور وسیعی تغییر می

Paiva, 1995 مطالعه گذشته نشان داد که سطح بیان آنزیم .)

ل متیل ترانسفراز و میزان ترکیب نهایی متیل اوژنول، اوژنو

یابد در گیاه ریحان تحت تاثیر تنش خشکی تغییر می

(Khakdan et al. 2017با توجه به این .) ها، در پیشبر ژنکه

بیوسنتز انواع ترکیبات ثانویه نقش تنظیمی مهمی را در سطح 

های شناسایی موتیف، بنابراین کندبرداری ایفا مینسخه

مکان مطالعه ا اوژنول متیل ترانسفرازتنظیمی پیشبر این ژن 

در شرایط تنش خشکی را فراهم  آنتر تنظیم بیان گسترده

 و cis-acting عناصر نقش(. Xie et al., 2008خواهد کرد )

 در متداول سازوکارهای برداری به عنواننسخه فاکتورهای

 مطالعات .تاس با اهمیت بسیار هاژن بیان الگوی تنظیم

 مکانی و زمانی الگوی بیان تغییرات دهد،می نشان گذشته

 شامل را تنش گیاه به پاسخ مهم بخش تنش با مرتبط هایژن

 های تنظیمپروتئین از ایپیچیده شبکه توسط که شودمی

 کنترل MYBو  MYCهای پروتئین مانند بردارینسخه کننده

 (.Liao et al. 2015شود )می

ناوری تراژن ابزاری قدرتمند جهت بررسی به علاوه ف

عملکرد و بیان پایدار ژن انتقال یافته در گیاهان به شمار 

رود. در اغلب موارد از پیشبرهای قوی و دائمی مانند می

Cauliflower mosaic virus 35S (35S CaMV برای بیان )

شود. این پیشبرهای غیراختصاصی در تراژن استفاده می

و در تمام مراحل رشد و نمو گیاه بدون تنظیم ها اغلب بافت

زمانی یا مکانی بیان شده و در مسیر اصلاح ژنتیکی گیاه 

( Gittins et al. 2000کنند )ای را ایجاد میمشکلات بالقوه

سنتز دائمی و تجمع بالای محصولات تراریخته با مسیرهای 

سوخت و سازی گیاه تداخل پیدا کرده و منجر به اثرهای 

( در گیاهان تراریخت Pleiotropic effectsتروپیک )پلیو

شود. بنابراین شناسایی پیشبرهای ژنی که بتوانند دارای بیان 

ویژه بافتی یا بیان ویژه نموی در گیاه تراریخته داشته باشند، 

های (. در سالTu et al. 2009بسیار مطلوب خواهد بود )

ست که هایی جلب شده اگذشته، توجه زیادی به سمت ژن

ها در سطوح مختلف تنش متفاوت است؛ الگوی بیان آن

دهنده های پاسخموجود در پیشبر این ژن  cis-actingعناصر

به تنش برای طراحی پیشبرهای مینیمال در بیوتکنولوژی 

کاربرد مهمی دارند. پیشبرهای مینیمال شامل ترکیب مختلف 

تند که از هس  cis-actingهای متفاوت از عناصر و تعداد کپی

اند و برای پیشبرهای القایی تحت شرایط تنش به دست آمده

های خشکی و شوری در آرابیدوپسیس مورد مطالعه پاسخ

 (.Hou et al. 2012اند )استفاده قرار گرفته

ن های تنظیمی پیشبر ژهایی درباره دومینتاکنون دانسته

و نیز نقش ( EOMTsکلیدی مسیر بیوسنتز متیل اوژنول )

های محیطی در ها در بیان این ژن در شرایط تنشآن

 نژدرک بهتر تنظیم بیان این برای بنابراین  دسترس نیست.

 این مطالعه با هدف جداسازی و مختلف محیطی، در شرایط

 برای GUS گزارشگر ژن یابی پیشبر با بررسی بیانمشخصه

 تجزیه نهایت در و شد انجام پیشبر بودن تایید فعال

 یتنظیم هایموتیف حضور تعیین برای ماتیکی پیشبربیوانفور

 .گرفت قرار بررسی مورد های محیطیبه تنش دهندهپاسخ

 

  هاروش و مواد

 ماده گیاهی و شرایط کشت 

 ( از استان.basilicum L. Oای از گیاه ریحان )بذرهای توده

فارس تهیه و در شرایط گلخانه تحقیقاتی گروه زراعت و 

 با خاک در دانشگاه تهران کشت شدند. بذور اصلاح نباتات
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 تحت گرادسانتی درجه 20-30شنی در دمای -بافت لومی

 .یافتند کرج رشد طبیعی نور

، ساخت کتابخانه ژنومی و تکثیر توالی DNAاستخراج 

 ObEOMTsپیشبر ژن 

های جوان گیاه ریحان با ژنومی از برگ DNAاستخراج 

دستورالعمل شرکت  استفاده از کیت کیاژن و بر اساس

 Genomeبا استفاده از ساخت کتابخانه سازنده انجام گرفت. 

Walker  ازO. basilicum  ازبا الگو گرفتن Universal 

Genome Walker Kit ((Clontech, USA  کار جداسازی

 DNAهای متفاوت پیشبر انجام شد. به طور خلاصه، رقت

و  EcoRV (Eco321 ،)EcoRIهای برشی به کمک آنزیم

HindIII ای برش خورده و سپس به آداپتورهای دو رشته

( 1متصل شد. لیست توالی آغازگرها و آداپتور در جدول )

 .آورده شده است

 

 ObEOMTsفهرست آداپتورها و آغازگرهای مورد استفاده جهت تکثیر پیشبر ژن  -1جدول 

Table 1- List of utilized adaptors and primers for amplification of ObEOMTs gene promoter 

شماره  آداپتور /م آغازگرنا

 دسترسی

طول قطعه  توالی

 ()جفت باز

 1آداپتور 

Adapt-1 
  

5'-CTATAGTGACTGCTGGTCGAGGGCCCGGGCTGGT-3' 
 

 2آداپتورهای 

Adapt-EcoV 
Adapt-EcoR 
Adapt-Hind 

  
5'-ACCAGCCC-3' 

5'-AATTACCAGCCC-3' 
5'-TCGAACCAGCCC-3' 

 

pEOMT- 1 
pEOMT- 2 

AF435008 

 
5'- ATGGGGATGGATTGGAGTAATTGGG -3' 

5'- TAAGGACATTGAGTTGCAAAGGCGTAC -3' 
1209 

Ecomt- HindIII- F 
Ecomt- BamHI-R 

KY49234 
KY49234 

5'- CCCAAGCTTGAAATTGTCGGTCCTGGAAG-3' 
5'- CGCGGATCCGCTCGGGCTGGTATCA - 3' 

1209 

 

داپتور به عنوان الگو برای واکنش متصل به آ DNAسپس، از 

ای پلیمراز در دو ای پلیمراز استفاده شد. واکنش زنجیرهزنجیره

مرحله صورت گرفت: مرحله اول از آغازگر آداپتور به عنوان 

آغازگر برگشت و آغازگرهای اختصاصی به عنوان آغازگر 

ای رفت استفاده شد. مرحله دوم شامل واکنش زنجیره

ای محصول واکنش زنجیره  و  هایه رقتپلیمرازی بود ک

های پلیمراز در مرحله اول به عنوان الگو برای آغازگر

به عنوان آغازگر رفت، آداپتور آغازگر به  2اختصاصی شماره 

ها با عنوان آغازگر برگشت مورد استفاده قرار گرفت. واکنش

برنامه  .تکثیر یافت touch-down PCRاستفاده از دستورالعمل

درجه سانتی گراد به  94واکنش شامل یک مرحله با دمای 

گراد به مدت درجه سانتی 94دمای  چرخه با 5، سپس 4مدت 

ثانیه، دمای  45گراد به مدت درجه سانتی 63ثانیه، دمای  45

چرخه بعد با  26ثانیه و  45گراد به مدت درجه سانتی 72

درجه  61ثانیه، دمای  45گراد به مدت سانتی درجه 94دمای 

گراد به درجه سانتی 72ثانیه، دمای  45گراد به مدت سانتی

ثانیه اجرا شد. سپس محصول تکثیر یافته با روش  45مدت 

glass-milk سازی و در ناقل از ژل آگاروز خالصpTG19-T 

سازی شد. واکنش کره جنوبی( همسانه -)شرکت ویوانتیس

گراد و به درجه سانتی 16در دمای  2بق جدول الحاق ط

صورت شبانه انجام گرفت. محصولات مرحله الحاق جهت 

مورد  DH5αسویه  E.coliهای مستعد ترانسفورماسیون سلول

(. از Russell and Sambrook 2001استفاده قرار گرفتند )

کانکی برای غربالگری و شناسایی پلاسمیدهای محیط مک
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اس بیان و یا عدم بیان ژن بتا گالاکتوزیداز نوترکیب، بر اس

های نوترکیب باکتری بر روی محیط کشت استفاده شد. کلونی

( و ماده mg/L 100سیلین )بیوتیک آمپیکانکی حاوی آنتیمک

X-gal  انتخاب شدند. استخراج پلاسمید نوترکیب )با استفاده

( از Russell and Sambrook 2001از روش لیز قلیایی، 

پیشبر با  DNAهای سفید انجام شده و وجود قطعه ونیکل

مورد تائید قرار گرفت. مخلوط  BamHIاستفاده از آنزیم برشی 

 BamHIآنزیم  X 10(، بافر μg1هضم آنزیمی حاوی پلاسمید )

(μl2 آنزیم ،)BamHI  با غلظتU/μl 10 (μl1 و آب دیونیزه )

( به صورت شبانμl20)باقیمانده حجم تا 

گراد قرار داده شد و محصول درجه سانتی 16 ه در دمای

سپس درصد بررسی شد.  2/1واکنش بر روی ژل آگاروز 

کره جنوبی  -یابی به شرکت بیونیروکتور نوترکیب جهت توالی

جهت به دست آوردن توالی نهایی، نواحی ناخوانا  ارسال شد.

 EditSeq و  BioEditافزارهای پوشان با استفاده از نرمو هم

در برنامه  یابی شدههمردیفی قطعه توالی ح شد. در ادامهاصلا

در آمده تایید شد. انجام و صحت قطعه بدست BLASTآنلاین 

نقطه آغاز  یافتن یبرا BDGPو TSSP افزارهایاز نرم یت،نها

 برخطافزارهای نرمو از ( transcription start site) یسیرونو

PLANTCARE  و PLACE

html/www.bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare، 
(http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/signalscan.html) و 

PlantPAN (.itps.ncku.edu.tw2http://plantpan )یافتن  یبرا

 هاییفو موتبرداری نسخه یفاکتورها جایگاه اتصال

 موردنظر استفاده شد. یمختلف در توال یعملکرد

 pEOMTs-GUSبیانی ساخت سازه

که به ژن گزارشگر  pEOMTsبرای ساخت سازه ژنی شامل 

و ناقل  pEOMTsحاوی pTG19-T شده است، از ناقل متصل 

استفاده شد. در مرحله اول، قطعه  (2)شکل  pBI121دوگانه 

با استفاده از آغازگرهای  pTG19-Tپیشبر موجود در ناقل 

 HindIIIو  BamHIهای دارای جایگاه برشی برای آنزیم

(Ecomt- HindIII- F  وEcomt- BamHI-R و طی واکنش )

PCR  تکثیر توسط آنزیم  شد.تکثیرPfu  پلیمراز و چرخه

 30گراد و درجه سانتی 94دقیقه در دمای  4دمایی شامل 

گراد ، درجه سانتی 94ثانیه در دمای  45ای، چرخه سه مرحله

ثانیه در  45گراد و درجه سانتی 57دقیقه در دمای بهینه شده  3

یقه دق 10گراد انجام شد؛ و در نهایت درجه سانتی 72دمای 

گراد در نظر گرفته شد درجه سانتی 72تکثیر نهایی در 

ای پلیمرازی از روی ژل آگاروز محصول واکنش زنجیره

و  BamHIبا دو آنزیم برشی سازی شده و سپس خالص

HindIII  برش داده شد. مخلوط واکنش هضم دوگانه حاوی

با غلظت  BamHI(، آنزیم μl2) X 10(، بافر μg1پلاسمید )

U/μl 10 (μl1 آنزیم ،)HindIII  با غلظتU/μl 10 (μl1 و )

( به صورت شبانه در μl20آب دیونیزه )باقیمانده حجم تا 

در مرحله دوم، ناقل گراد قرار گرفت درجه سانتی 16دمای 

pBI121  نیز توسط این دو آنزیم مورد هضم آنزیمی قرار

در محل  pBI121به داخل ناقل  pEOMTs گرفت؛ و

واکنش الحاق جهت اتصال قطعه  الحاق شد. CaMV 35Sپیشبر

(، در PCR)ناقل: قطعه 3:1هدف به ناقل با احتساب نسبت 

تهیه و مخلوط الحاق به  2میکرولیتر، طبق جدول  20حجم 

های ناقل گراد قرار داده شد.درجه سانتی 16صورت شبانه در 

 E.coliبه یونترانسفورماسحاصل از این مرحله توسط فرآیند 

 یکشت حاو یطمح یبر رو یافتهرشد  هایو کلون دهمنتقل ش

پلاسمید نوترکیب از  .انتخاب شدند( mg/L100) یسینکاناما

 با استفاده از عمل هضمسازی شده و ها خالصاین کلون

 برای، (HindIIIو  BamHIهای برشی آنزیمی )توسط آنزیم

بنابراین قطعه پیشبر  ئید شد.تا ،نظر مورد ه پیشبرحضور قطع

pEOMTs  در ناحیه بالادست ژن گزارشگرGUS  قرار گرفت

 تا عملکرد آن مطالعه شود.
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 هاهای برشی آنو جایگاه pBI121و  pTG19-Tهای ناقل -2شکل 

Figure 2- pTG19-T and pBI121 vectors and their restriction sites. 
 

 مخلوط واکنش الحاق -2جدول 
Table 2- Mixture of ligation reaction. 

 حجم مورد استفاده )میکرولیتر( نام ماده

 2 (lμ ng/ 25ناقل )

 PCR (ng 150 ) 10قطعه 

 X10 2بافر الحاق 

T4 DNA  لیگازμl)  u/ 200) 1 

 مابقی حجم واکنش آب دیونیزه

 

موردنظر و سنجش آگرواینفیلتراسیون، بیان موقت سازه

 GUSکیفی )هیستوشیمیایی( ژن گزارشگر 

، انتقال آن به pBI121نهایی  ز تایید سازهپس ا

Agrobacterium tumefaciens  سویهC58  طبق دستورالعمل

انجام شد  Wang ترانسفورماسیون این باکتری توسط

(Wang 2006 و سپس به ) اگروباکتریوم اجازه داده شد تا

ساعت در محیط کشت مورد نظر حاوی  18-24دت مبه

و  μg/mL100با غلظت  نهای کانامایسیبیوتیکآنتی

در طول موج  ODرشد کند تا  μg/mL15 ریفامپسین

nm600  برگی توتون با  برسد. سپس بافت 1تا   7/0به

استفاده از روش اگرواینفیلتریشن در شرایط خلاء تراریخت 

ها مورد در نمونه GUS(، و فعالیت ژن Wang 2006شد )

در ادامه  (.Jefferson et al. 1987مطالعه قرار گرفت )

آمیزی ایکس گلوک های اینفیلتره شده در محلول رنگبرگ

و به مدت یک دقیقه  ه)ساخت شرکت فرمنتاز( شناور شد

بار قرار داده شدند و در نهایت میلی 250تحت خلاء 

های برگی بین سه ساعت تا یک شبانه روز در دمای نمونه

در ها گراد قرار گرفتند. پس از آن برگدرجه سانتی 37

درصد قرار داده شد و تا زمان حذف کامل  75اتانول 

کلروفیل، اتانول آن به صورت مرتب تعویض شد. در انتها 

از حذف کامل کلروفیل انجام  ها پسبرداری از نمونهعکس

گرفت.
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  نتایج

 تحت ثانویه هایمتابولیت تجمع و سوخت و ساز بیوسنتز،

 نموی و رشد مراحل زنی و گیاه بافت رشد، گونه، شرایط تاثیر

 گیاهان، دفاعی سیستم در موجود فعال بین ترکیبات است. در

هستند که هم  علامتی هایملکول فرار فنیل پروپانوئیدهای

 در برابر گیاهی هایسلول حفاظت درو هم  یاهگ نمودر 

 Dixon etکنند )می های محیطی نقش مهمی ایفاانواع تنش

al. 2002; Loreto et al. 2014.) تولید و سرعت تنظیم 

و  معطر گیاهان اسانس در موجود فرار مهم ترکیبات تجمع

کنترل  با مرتبط محیطی نامطلوب مختلف شرایط در دارویی

 سوخت و سازی در مسیرهای درگیر هایمیزان فعالیت آنزیم

 بردارینسخه مختلف سطوح در معمولاً که گیردانجام می

 و ، تغییرات حین ترجمهبردارینسخه از پس تغییرات ژن،

 ;Xie et al. 2008شود )می کنترل ترجمه از پس تغییرات

Liu et al. 2011.) 

 (1 شکل(پروپانوئیدهای فرار  فنیل بیوسنتز مسیرهای مطالعه

 به نسبت زیستیهای زیستی و غیرانواع تنش شرایط تحت

 و محدود هستند بسیار سایر ترکیبات فرار مسیرهای بیوسنتز

نتایج مطالعات پیشین بر تاثیر  .اندشده واقع توجه وردم کمتر

تنش خشکی بر پروفایل بیان ژن اوژنول سنتاز بر روی سه 

از استان  3از استان مازندران و توده  2و  1توده ریحان، 

فارس نشان داد که با تغییر سطوح تنش الگوی بیان این ژن 

ان متیل دهی با تغییر میزیابد و این نحوه پاسختغییر می

کاهش  (.Khakdan et al. 2017اوژنول مطابقت داشت )

های بالا دستی مسیر منجر به کاهش فعالیت آنزیم پیش ماده

شود. کاهش اوژنول انتهایی مسیر بیوسنتز متیل اوژنول می

ان را نش در گیاهانی که کاهش بیان ژن شاخص مسیر

های دهند، ممکن است نتیجه کاهش سطوح پیش مادهمی

، C3H ،COMT ،CCRهای مسیر در اثر عملکرد آنزیم

CAD ،CAAT  و در انتهاEGS (باشدGang et al. 2001 .)

های یک مسیر بیوسنتزی در چنین نتایجی به تاثیر آنزیم

هدایت ذخیره کربن در جهت بیوسنتز ترکیب نهایی اشاره 

های موجود در سازماندهی سلول، لحاظ تکاملیکند. به می

گیاهی در جهت پاسخ به تنش خشکی، با توجه به  تودههر 

گیرد. به علاوه ها صورت مینیاز گیاه به افزایش بیان این ژن

ها در شرایط مختلف، هر ژنی برای بیان و تجمع متابولیت

های تنظیمی در ناحیه بالا دستی خود دارای گیرنده

ها این امکان ختی متفاوتی است، وجود این گیرندهشنازیست

)فاکتورهای  های پروتئینیکند که کمپلکسرا فراهم می

های دفاعی گیاه را تحت شرایط بتوانند پاسخ برداری(نسخه

. یکی از (Liu et al. 2014) مختلف محیطی تحریک کنند

چگونگی تنظیم بیوسنتز بهترین راهکارها برای بررسی 

در شرایط تنش محیطی در توده ریحان ل اوژنول ترکیب متی

تجزیه و تحلیل پیشبر ژن کدکننده آنزیم مورد مطالعه، 

 پیشبر از توالی شناخت عدم به توجه سنتزکننده آن است. با

مطالعات بیوانفورماتیک و تایید  و جداسازی ژن، این

 امکان به علاوه و رسدمی ضروری به نظر پیشبر این عملکرد

در انواع شرایط محیطی را  ژن بیان تنظیم ترستردهگ مطالعه

 کند. می فراهم

در گیاه  ObEOMTsیابی پیشبر ژن سازی و توالیهمسانه

 (O. basilicumریحان )

توالی بالادستی  ،Genome walkingبا استفاده از روش 

جفت باز  1209و پیشبر( با طول  UTR'5پیشبر )توالی 

 الف( تکثیر یافت. 3)شکل 
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واکنش  . محصول حاصل ازPCRالکتروفورز محصول حاصل از واکنش . الف( ObEOMTsسازی پیشبر ژن مراحل جداسازی و همسانه تأئید -3شکل 

PCR  با استفاده از آغازگرهای اختصاصیpEOMT- 1  وpEOMT- 2 برای جداسازی پیشبر ژن ObEOMTs  (، نشانگر اندازه 1)چاهکDNA، 100 

سازی . همسانهpTG19-Tدر ناقل  pEOMTsسازی قطعه پیشبر تائید همسانهقابل مشاهده است. ب( 1توالی آغازگرها در جدول (. M)جفت باز فرمنتاز 

تائید شد. قطعه  BamHIزیم های نوترکیب توسط آنبا استفاده از هضم آنزیمی ناقل pTG19-Tدر ناقل  PCRحاصل از واکنش  pEOMTsقطعه پیشبر 

در ناقل  pObEOMTsپیشبر شده یجداساز یتوال سازیهمسانه ییدتا(. ج( M، فرمنتاز )DNA ،bp100(، نشانگر اندازه 1هک )چا pEOMTsپیشبر 

pBI121 هضم آنزیمی ناقل نوترکیب .pBI121 جایگزینی پیشبر ،CaMV 35S شده پیشبر توسط قطعه جداسازیEOMTs ه را تأئید کرد. قطعDNA 

 اندازه قطعه (.M، لاندا )DNA(، نشانگر اندازه 1)چاهک  HindIII. و BamHI یبرش هاییمتوسط آنز pBI121 رکیبنوت ناقلحاصل از هضم آنزیمی 

DNA  قرار گرفته بین این دو جایگاه برشی در ناقل غیرنوترکیبpBI121  شامل پیشبر(CaMV 35S ،)871 .نوکلئوتید است 
Figure 3- Confirmation of isolation and cloning of EOMTs gene promoter. A) Electrophoresis of PCR product. PCR was 

performed with specific primers (pEOMT-1 and pEOMT-2) for EOMTs gene promoter isolation. Lane 1, PCR product., Lane M, 

DNA size marker, 100 bp, Fermentas. Sequences of specific primers have been showed in table 2. B) Cloning confirmation of 

pEOMTs DNA fragment in pTG19-T vector. Cloning of pEOMT DNA fragment, produced by PCR, was confirmed using of 

enzymatic digestion of recombinant vectors by BamHI restriction enzyme. Lane 1: pEOMTs DNA fragment, M: DNA size 

marker, 100 bp, Fermentas. C) Confirmation of isolated pObEOMTs cloning in pBI121 vector. Enzymatic digestion of 

recombinant pBI121 vector confirmed replacement of CamV35S promoter by isolated pEOMTs fragment in this vector. Lane 1: 

Produced DNA fragments from enzymatic digestion of recombinant pBI121 vector by BamHI and HindIII restriction enzymes. 

Lane M: DNA size marker, Lambda. It is mention that DNA fragment flanked by these two restriction enzymes, including CaMV 

35S promoter, has 871 nt size in pBI121 vector. 

الحاق شد و این  pTG19Tقطعه تکثیر یافته در ناقل 

تائید شد  BamHIسازی با استفاده از آنزیم برشی همسانه

 ب(. 3)شکل

یابی مورد استفاده قرار های نوترکیب جهت توالیناقل

های بیشتر، با استفاده یابی برای بررسیگرفت. پس از توالی

در مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت.  BLASTاز برنامه 

به عنوان  pEOMTsیید درستی توالی، توالی نهایت پس از تا

برای پیشبر این  NCBIهای تنها توالی موجود در پایگاه داده

ثبت شد. تعیین جایگاه  KY492343ژن با شماره دسترسی 

  TSSP،BDGPافزارهای شروع رونویسی با استفاده از نرم

نتایج نشان داد که جایگاه شروع رونویسی انجام شد. 

جفت باز بالاتر از  EOMTs ،66شده برای ژن  بینیپیش

قرار گرفته است. توالی پیشبر  (ATG)کدون شروع ترجمه 

مورد بررسی قرار گرفت و نتایج  cis-elementsبرای حضور 

 ارائه شده است.  3در جدول 

-cisحاوی  ObEOMTsپیشبر دهد که نتایج نشان می

element های ضروریTATA  وCAAT نتایج است .

-cisها برای شناسایی حضور عناصر تنظیمی بررسی

elementاین ژن دارای های تنظیمی نشان داد که ها و موتیف

 CATT-Boxو  AE-Boxشامل  cis-actingعناصر تنظیمی 

(. 3است )جدول دهنده به نور از عناصر تنظیمی پاسخ

دهی های درگیر در علامتدر ژنحضور هر دو موتیف 
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در تنظیم چرخه سلولی در گیاه آرابیدوپسیس  AtPolλنوری 

مورد بررسی قرار گرفته است. همچنین محققین با ایجاد 

جهش در این بخش از پیشبر به اهمیت این جایگاه بر میزان 

(. Roy et al. 2012اند )بیان این ژن در چرخه سلولی پی برده

ترین عناصر پیشبر است یکی از معمول box CCAATتوالی 

از پیشبرهای یوکاریوتی وجود دارد  درصد 30که در حدود 

(Bucher, 1990و بسیاری از فاکتورهای نسخه ) برداری از

(، 1ای برداری/ فاکتور هسته)فاکتور نسخه CTF/NF1جمله 

C/EBP (CCAAT/ enhancer binding protein و )CDP 

(CCAAT displacement protein به این موتیف تنظیمی )

 (.Edwards et al. 1998)شوند متصل می

WRKY710S ،BOXATGAP3  وMBS  هاییفموتاز دیگر 

 یمیصر تنظاعن ینا است. ObEOMTsشده در پیشبر  ییشناسا

cis-acting یبردارسخهاتصال دو فاکتور ن یگاهبه عنوان جا 

ATMYB1  وATMYB2 دهنده به پاسخ هایژن یمدر تنظ

های و توالی تنظیمی بالادستی ژن یدفلاونوئ یانب ی،تنش خشک

(. به Yamamoto et al. 2004دفاعی مشاهده شده است )

دهد که این موتیف تنظیمی، جایگاه علاوه مطالعات نشان می

و  R2R3-MYB ،BZIPبرداری اتصال فاکتورهای نسخه

BHLH های پاسخ به نور و وابسته بوده و در کنترل فعالیت ژن

به بافت در مسیر بیوسنتز فنیل پروپانوئید نیز موثر است 

(Hartmann et al. 2005.) 

 در ریحان  pEOMTsشده در پیشبر ژن بینینوع، تعداد و نقش عناصر تنظیمی پیش -3جدول 
Table 3- Type, number and role of predicted regulatory elements of pEOMTs gene promoter from O. basilicum L. 

 توالی و عملکرد تعداد نام عناصر
AE-Box 4 CANNTG 

 دهنده به نورقسمتی از عنصر تنظیمی پاسخ
CATT-Box 2 CATT 

 دهنده به نورقسمتی از عناصر پاسخ
CCAATT-Box 6 CCAATT 

 MYBHv1ری بردامحل اتصال فاکتور نسخه 

CGTCA-motif 1 CCGTCC 
 مرتبط با فعالیت اختصاصی مریستم  cis-actingعناصر تنظیمی  

CGTCA-motif 3 CGTCA 
 در پاسخ به متیل جاسمونات  cis-actingعناصر تنظیمی  

WBOXNTERF3 4 TTGAC 

 در پاسخ به تنش زیستی  cis-actingعناصر تنظیمی  

TCA-element 1 TCATCTTCTT 
 در پاسخ به سالسیلیک اسید  cis-actingناصر تنظیمی ع 

BOXATGAP3 1 CANNTG 

 وسنتز فلاونوئیددر مسیر بی p-geneو  MYBبرداری مکان اتصال فاکتور نسخه 
I-Box 2 ACTTTG 

 دهنده به نورقسمتی از عنصر پاسخ
MBS 3 CAACTG  وCGGTCA 

 تنش خشکی با تحریک در MYBبرداری مکان اتصال فاکتور نسخه 

WRKY710S 2 TGAC 

 MYB-WRKYبرداری جایگاه اتصال فاکتور نسخه 

DRE2COREZMRAB12 1  دهنده به خشکی در مسیر تولید عناصر پاسخABA 

HSE 3 CNNGAANNTTCNNG 
 در پاسخ به تنش گرما  cis-actingعناصر تنظیمی  
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در کنترل بسیاری از  R2R3-MYBبرداری فاکتورهای نسخه

ها، ندهای زیستی گیاهان مانند انتقال پیام هورمونفرآی

 Dubos etها نقش دارند )متابولیسم ثانویه و پاسخ به تنش

al. 2010; Baldoni et al. 2015برداری (. فاکتورهای نسخه

bZIP  نیز درطیف وسیعی از فرآیندهای زیستی از جمله

ای زیستی و غیرزیستی شامل دفاع هپاسخ گیاه به انواع تنش

 Thurow et al. 2005; Kaminakaها )در برابر حمله پاتوژن

et al. 2006ها )رسانی هورمون(، مسیرهای پیامUno et al. 

2000; Nieva et al. 2005های ( و تحمل گیاه نسبت به تنش

( مشارکت دارند. Liu et al. 2014شوری و خشکی )

در تنظیم پیام  bHLHبرداری نسخهبسیاری از فاکتورهای 

رسانی ( و در عملکرد پیامCastelain et al. 2012نور )

(، اتیلن و Abe et al. 2003ها مانند آبسزیک اسید )هورمون

( درگیر Fernandez-Calvo et al. 2011جاسمونیک اسید )

در  bHLHبرداری هستند. علاوه بر این، فاکتورهای نسخه

ا مانند کاهش دما، خشکی و شوری هپاسخ گیاه به تنش

(. در Feng et al. 2013; Tang et al. 2017نقش دارند )

های زیستی و ها در پاسخ گیاه به تنشمجموع این پروتئین

 (.Sun et al. 2018غیرزیستی درگیر هستند )

 EOMTObموجود در پیشبر ژن  TGACبه علاوه توالی 

است.  MYB-WRKYبرداری مکان اتصال فاکتورهای نسخه

به صورت گسترده در  WRKYبرداری فاکتورهای نسخه

های اند و در پاسخ به انواع تنشگیاهان یافت شده

 ;Banerjee and Roychoudhury 2015غیرزیستی )

Muthamilarasan et al. 2015; Phukan et al. 2016)  و

 Eulgem and Somssich 2007; Buscaill andزیستی )

Rivas 2014; Phukan et al. 2016) کند. نقش مهمی ایفا می

، اغلب Brassica napusدر  BnWRKYژن  287در میان 

شوند ها توسط تنش دمای پایین، شوری و خشکی القا میآن

-upتنظیم )ها بیشو در شرایط خشکی سه تا از این ژن

regulatedمی )( شوندHe et al. 2016گیاهان تراریخته ) ای

کنند، بیان میرا بیش CmWRKY1 Chrysanthemumکه ژن 

دهند آبی( را نشان می)کم dehydrationافزایش در تحمل 

(Fan et al. 2016 .) با توجه به نتایج حاضر حضور

زیستی های غیردهنده به سایر تنشهای تنظیمی پاسخجایگاه

تواند برای تحریک افزایش بیان ژن بیوسنتز کننده متیل می

د که این ادعا نیازمند کاهش عملکرد اوژنول کارساز باش

(Loss of functionآن ) های غیرزیستی در پاسخ به تنش

 است.

تحت فعالیت پیشبر ژن  GUSبررسی بیان ژن گزارشگر 

EOMTOb  
 جایگزین مذکور توالی شده، جداسازی پیشبر بررسی جهت

 سازیشد. همسانه pBI121 ناقل در CaMV 35Sپیشبر 

های ر این ناقل با استفاده از آنزیمد ObEOMTsپیشبر ژن 

برای مقایسه بهتر  ج(. 3برشی مورد تائید قرار گرفت )شکل 

 pBI121در ناقل CaMV 35S از پیشبر  GUSبیان ژن 

 و GUS-pEOMTsاستفاده شد. دو ناقل بیانی شامل 

pCaMV 35S-GUS برای ترانسفورماسیون توتون از طریق 

به کار گرفته شدند  خلا تحت اگرواینفیلتراسیون روش

 ساعت 72 از پس (. در نهایتWang 2006( )4)شکل 

گرفتند  قرار GUS هیستوشیمیایی سنجش مورد هانمونه

(Jefferson et al. 1987 بیان ژن .)GUS  با دو سازه بیانی

(. عناصر موجود در پیشبر 5مذکور مشاهده شد )شکل 

pEOMTs پیشبر  دهد که با حضور عناصر پایه، ایننشان می

است. نتایج بیان  GUSقادر به هدایت و بیان ژن 

 pEOMTsفعالیت و عملکرد پیشبر  GUSهیستوشیمیایی ژن 

های تنظیمی مرتبط کند. برای تایید نقش موتیفرا تایید می

 اوژنولها در فعالیت ژن با تنش خشکی و شناخت نقش آن

O- متیل ترانسفراز بررسی حضور این عناصر تنظیمی در

تحت شرایط تنش خشکی مورد  GUSیت ژن گزارشگر هدا

 نیاز است. 
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 pObEOMTsp-GUSطرح شماتیک از ساخت ناقل بیانی  -4شکل 

Figure 4- Schematic diagram of expression vector pObEOMTsp-GUS 
 

 
تحت هدایت پیشبر  GUSان موقت ژن گزارشگر نتیجه بی( در توتون تراریخته. الف( GUSگلوکورونیداز ) -βآزمون هیستوشیمیایی ژن گزارشگر  -5شکل 

ObEOMTs ب( کنترل مثبت: نتیجه بیان موقت ژن گزارشگر ،GUS تحت هدایت پیشبر CaMV 35Sلاسمید ، ج( کنترل منفی: اگروباکتریوم بدون پ

 نوترکیب.
Figure 5- Histochemical test of the β- glucuronidase (GUS) gene reporter in transgenic Nicotiana tabacum. A) Results of 

transient expression of the GUS reporter gene under ObEOMTs promoter control, B) Positive control: results of transient 

expression of the GUS gene reporter under CaMV35S promoter control, C) Negative control: Agrobacterium without 

recombinant plasmid. 

  سپاسگزاری

 

دانند از گروه زراعت و اصلاح نویسندگان بر خود لازم می

یعی، دانشگاه تهران و منابع طب یکشاورز یس، پردنباتات

برای فراهم آوردن محیط مناسب آزمایشگاهی جهت انجام 

 این پژوهش تشکر و قدردانی کنند.
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Abstract 

Ocimum basilicum L. (2n=48) is a medicinal plant that belongs to Lamiaceae family. 

Eugenol is one of the most important components of basil essential oil which is utilized as 

an anti-bacterial and anti-fungal material in various industries. Phenylpropanoids such as 

methyl eugenol possess anti-oxidant properties against free radicals and act as protective 

compounds in plant responses to the biotic and abiotic stresses. Methyl eugenol O-methyl 

transferase (EOMTs), as a key enzyme of phenylpropanoids biosynthesis pathway, converts 

eugenol into methyl eugenol by methylation. In this study, we isolated EOMTs gene 

promoter from the basil plant and cloned in pTG19-T vector for sequencing. Then, this 

sequence was characterized and analyzed by bioinformatics softwares. We aimed to 

investigate the possible gene expression regulation of EOMTs gene under different 

environmental conditions and recognition different regulatory motifs of its promoter. 

Analysis of EOMTs gene promoter (1209 bp) indicated that this sequence included some 

important regulatory elements which could respond to high temperature and drought stress 

such as MYB, MYC, HSE, and WRKY. Transient expression of the GUS gene under 

ObEOMTs promoter control in Nicotiana tabacum leaves showed that this promoter 

including core elements was able to direct the basal expression of this gene. It is expected 

that this promoter will be capable of changing the expression levels of EOMTs gene in 

reaction to different environmental stresses because there are stress-responsive regulatory 

sites in ObEOMTs gene promoter. 

Key words: EOMTs promoter, cis-acting elements, drought stress, Ocimum basilicum L. 
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