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 سينتاز Dو ژرماكرين هاي لينالول سينتاز واينتروني ژن در نواحي اگزوني هاSNPشناسايي 
 در گياه ريحان

  1،2ايرج برنوسي و *1،2، بابك عبدالهي مندولكاني1سمانه علياري

  مهندسي توليد و ژنتيك گياهيگروه ، دانشكده كشاورزي دانشگاه اروميه، اروميه،، ايران 1

  ، گروه بيوتكنولوژي كشاورزيپژوهشكده زيست فناوري شگاه اروميه،دان اروميه،، ايران 2

  25/10/97 :تاريخ پذيرش    14/4/97 :تاريخ دريافت

 چكيده

 هاترپنسزكوئي و مونوترپن ازجملهترپنوئيدي  تتركيباي حاو دارويي گياهان ينتر مهم از ).Ocimum basillicum L(ريحان 
 در مطالعه حاضر .باشندمي هاي كليدي دخيل در سنتز ترپنها ژنسينتاز از  D ينرماكرژهاي لينالول سينتاز و ژن .باشدمي
قطعاتي . يابي استفاده شدو توالي CAPSنشانگرهاي  يحان ازرمختلف   توده 5 ژن دراين دو ها درSNP شناسايي منظور به
- از توالي بعد .هضم شد MseIو  Pst1هاي برشي   نزيمتكثير و با آ  اين دو ژن كد كنندهجفت باز از نواحي  583و  600 اندازه به

 از نه. انجام گرفتدر افراد مختلف  ژن هرهاي  يتواليفي رد همبا استفاده از  هاSNPبازيابي قطعه تكثيري هر ژن، شناسايييابي و 

SNP پنجبه ترتيب چهار و  ،لينالول سينتاز در ژن شده يي شناسا SNP كل از .شد شاهدهماگزون اينترون و  در ناحيهSNP  هاي
آنها درصد  2/22و  T/Cدرصد  3/33و A/G  درصد 4/44 يفراوانبا  جنس همدرصد آنها از نوع  8/77 ،دراين ژن شده  ييشناسا

 ،سينتاز D در ژن ژرماكرينشده  شناسايي  SNP 28از . بود C/Aو  C/G يكسان ناشي از تبديلات يفراوانبا  جنس ناهماز نوع 
 7/35با فراواني  جنس همنوع  درصد آنها از 8/67 در ناحيه اينترون شناسايي شد كه  21SNP ناحيه اگزون ودر  SNP هفت

 7/10 و G/C درصد T/A ،3/14درصد  1/7با فراواني  جنس ناهمز نوع آنها ادرصد  1/32و  C/Tدرصد  1/32 و G/Aدرصد 
 D ينژرماكرهاي لينالول سينتاز و در ژن داد كه بيشترين جهش بين افراد نشانها توالي ژن رديفي همنتايج . بود C/A درصد
  .باشدمي T/Cو  A/G جنس هماز نوع تبديل بازهاي  سينتاز

  SNPسينتاز،  D ينژرماكرريحان، لينالول سينتاز،  :كليديهاي واژه

  b.abdollahi@urmia.ac.ir :پست الكترونيكي،  04431942482 :، تلفننويسنده مسئول* 

 مقدمه

متعلق  مهم گياهان از يكي (.Ocimum basilicum L) ريحان
اين گياه بومي  .است (Lamiaceae) نعناعيان خانواده به

 ريحان اسانس. )16( هستگرم آفريقا  و مناطقايران، هند 
 و داروسازي صنايع در كه فنولي است تركيبات از غني

 ريحان همانند. )16( گيردمي قرار استفاده مورد عطرسازي
ساير گياهان خانواده نعناع منبع تركيبات حلقوي و اسانس 
است كه دافع حشرات بوده و عملكرد ضدانگلي، 

اكسيدانتي آن به خاطر آنتيضدباكتريايي، ضدقارچي و 

و  عمده در بذر، ساقه طور بهباشد كه  يموجود ترپنوئيدها 
 متنوعي و بزرگ گروه گياهان. )1( دنياب يمين تجمع آذ گل
 كنندمي توليد را ثانويه هاينام متابوليت به آلي كيباتتر از
 ترين گـروه از و وسـيعبزرگترين  ترپنوئيدها .)15(

 هزار 20 بيش ازداراي كه هستند هاي ثانويه  متابوليت
- ترپنها و سزكوئيمونوترپن .باشندميشده   تركيب شناخته

باشند كه از يك اصلي ترپنوئيدها مياز تركيبات ها 
عاملي  هاياند كه گروهكربني تشكيل شده 15 و 10ختارسا
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افزوده گوناگوني بر اساس نوع تركيب به اين ساختارها 
 ترپنوئيدهاها گروه بزرگي از ترپنمونو .)14( شودمي

را در گياهان ايفا فراواني هاي اكولوژيكي  نقشهستند كه 
حفاظت گياهان در  در نقش مهمي تركيباتاين . ندكن مي
 ،ها افشان گرده ها، جلب خوار و بيماري ر آفات گياهبراب

 هاي اكسايشي، واكنش، ءساختار غشا، بذر پراكندهحشرات 
بر و تنظيم رشد و نمو  حفاظت نوري ،بازدارنده نوري

مهمترين مونوترپن،  عنوان بهلينالول . )18 و2( دارند عهده
همچنين  .شود يمغيرموالونات مشتق  از مسير عمدتاً

ريحان شامل در هاي با ارزش دارويي ترپنسزكوئي
كادنين توسط مسير موالونات در  و گاما D ژرماكرين

هاي دخيل در مطالعه ژن .)7( شوندسيتوزول ساخته مي
هاي جمعيتتنوع ژنتيكي بيوسنتز اين تركيبات و بررسي 

اين تركيبات توليد لاش براي بهبود ت منظور بهگياهي 
تجاري  ازنظرو  مهم است ارزشمند در ريحان بسيار

  .)21( سودآور خواهد بود

در اصلاح نبات سنتي، تنوع ژنتيكي اغلب براساس صفات 
با پيشرفت نشانگرهاي امروزه . شود ميظاهري مشخص 

مولكولي در بسياري از محصولات زراعي، شناسايي تنوع 
ژنتيكي در سطح مولكولي و بر اساس تفاوت موجود در 

DNA پذير امكاننيز بر صفات فنوتيپي  همچنين اثر آن و 
 ازجمله DNAمبتني بر نشانگرهاي مولكولي . است

براي  تنها نهابزارهاي قدرتمند تشخيصي هستند كه 
ها ژنبا ارتباط در سطح ژنوم بلكه در  چندشكليشناسايي 

. گيرندمورد استفاده قرار ميهاي ژنتيكي خاص نيز مكانو 
 ساختار از اطلاع ،دينژابه و كيژنت حوزه درهمچنين 

-برنامه ي وكيژنت ريذخا حفظ نياز پيش ،هاتيجمع يكيژنت

 نشانگرهاي از استفاده .اشدبمي نژاد اصلاح هايطرح زيير

راهكارها محسوب  نيبهتر از يكي نهيزم نيدرا يمولكول
 دهديم دست به كه ادييز اطلاعات به باتوجه رايز ،شودمي

هاي شرو با ركوردها وتحليل تجزيه از كه يجينتا توانديم
همچنين با . )3(ايد نم ليتكم و دييتأ را شده حاصل آماري

ها و را در مكان افراد پيژنوتتوان مي مولكولينشانگرهاي 

 و انتخاب درو  )13(تعيين نمود  خاص هاي ژنتيكيگاهيجا
 را يكيژنت شرفتيپ يجيمه طور به است ممكن نژاد اصلاح
 يبرا يبوم ينژادها يكيژنت تنوع عهمطال. )9( كند عيتسر

 است يضرور و لازم يبوم ريذخا يكيژنت منابع از حفاظت
 يكيژنت منابع از يقيعم دانش اساس بر ديبا و )12(

 نييتع و ييشناسا يبرا تلاش لذا باشد، خاص ينژادها
 تياهم اريبس يمحل و يبوم ينژادها يكيژنت اتيخصوص

 Single nucleotide( SNP نشانگرهاي .)21و 20( دارد

polymorphism( مبتني بر تفاوت در يك  چندشكلي
از تغييرات  ايكه منبع ژنتيكي عمده است نوكلئوتيد

و  بارز هماين نشانگرها  .باشدمي گونه يكفنوتيپي درون 
 زيادفراواني  به دليلآنها  كارآيي بالايو  باشنددو آللي مي

 )هاا و اگزونهاينترون(ژنوم  نواحي يتمام در حضور و
 SNP، داراي هزاران گونه يكهر فرد متعلق به . باشدمي
 پايداري بيشتر، موتاسيون كمتر و علت بهكه  باشدمي

ژنتيكي  هاينشانگر عنوان بهنها در بيشتر نقاط ژنوم وجود آ
 بهبنابراين  .)11 و8( شوندمحسوب مي اعتماد قابل و مهم
ژن  كليدي دو نقشاهميت گياه دارويي ريحان و  دليل

 به )GDS( سينتاز D ژرماكرين و )LIS( لينالول سينتاز
ها و ترپنسزكوئيها ومونوترپن بيوسنتزدر مسير  ترتيب

 منظور به، تحقيقي SNP هاينشانگر كاراييهمچنين 
 .Oمختلف هاي در تودهمذكور  هاي ها در ژنSNP شناسايي

basilicum  ن اي و استفاده از نشانگرهاي مبتني برSNP ها
هاي مختلف ريحان  ها و توده براي تمايز و تفكيك ژنوتيپ

  .انجام شد

  مواد و روشها
) هر تودهفرد از  12 ( توده ريحان 5فرد از  60دراين تحقيق

بود استفاده  شده يآور جمعكه از مناطق مختلف ايران 
  هاي ريحان جهت استخراجتوده بذور .)1جدول( يدگرد

DNAكشت فناوري دانشگاه اروميه  در پژوهشكده زيست
ي با اندازه يهار از پيت ماس و گلدانوبراي كشت بذ .شد

به زني بذر تا رسيدن از زمان جوانه. مناسب استفاده شد
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آبياري  بار يكروز  2برداري، به فاصله هر نمونه مرحله
مرتب انجام گرفت و بعد از رسيدن گياه به  صورت به

هاي تك بوتههاي ي از برگبردارنمونه ،برگي 8- 4مرحله 

انجام DNA  براي استخراجمجزا  صورت بههر جمعيت 
 - 80 يزرفرهاي برگي درون نيتروژن مايع به نمونه. شد

 .منتقل شد گراد يسانتدرجه 

  ريحان يها تودهو موقعيت جغرافيايي  يآور جمعمحل  -1جدول 
 كد توده  آوري جمعمحل  ارتفاع از سطح دريا طول جغرافيايي  عرض جغرافيايي رنگ برگ

 1 بيرجند 1491 32-52 59-13 سبز

 2 همدان 1824 48-34 36-46 سبز

 3 1كرمانشاه 1389 47-03 34-23 بنفش

  4 ري 1100 35-7 51-4 بنفش
 5 قم 928 50-56 34-49 بنفش

  

هاي جوان از برگ ژنومي DNA :ژنومي DNAاستخراج 
 ).6( شدج ستخـراا CTAB به روشريحان و سبز گياه 

 از الكتروفورز ژل DNAبررسي كيفيت و كميت  منظور به
  .استفاده شد اسپكتوفتومتريو  درصدآگارز يك 

هاي لينالول ژن كد كنندهناحيه  تواليابتدا  :طراحي آغازگر
 از بانك با استفاده ريحان در سينتاز Dسينتاز و ژرماكرن 

اگزوني نواحي اينتروني و و  ندشد تعيين NCBIاطلاعاتي 
ژن  .شد مشخص Softberry افزار نرما استفاده از بآنها 

-1725و  1-473( ياگزونلينالول سينتاز داراي دو ناحيه 
سينتاز  Dناحيه اينتروني و ژن ژرماكرين  يكو ) 571

آغازگرها . بود )1-1641(يك ناحيه اگزوني داراي 
 Gene Runnerو   FastPCR هايافزار نرمبا ) 2جدول(

-ساختارهاي ثانويه مثل آغازگروجود  ازنظر و طراحي
   .بررسي شدند دايمر و ساختارهاي سنجاق سري

 سينتاز در ريحان Dلينالول سينتاز و ژرماكرين  هاي مشخصات آغازگرهاي طراحي شده براي تكثير ژن -2جدول

 ژن دسترسيشماره  توالي آغازگر )جفت باز(محصول اندازه   دماي اتصال

61 434 
GCTTCGTAGTGAGGTGGCGCAA )رفت( 

 GCAATGGAGGGTCAGT (برگشت)
AY693647 LIS 

61 236 
CTTTGGTTAGGTTGGGTGCCAGAA)رفت(  

TTGGGAGTCTACTTTGAA )693644  )برگشتAY GDS 

* LIS :Linalool synthase   ، GDS : Germacrene D synthase 

- تكثير ژن منظور به PCRبرنامه دمايي  : PCRهاي واكنش

واسرشته سازي اوليه شامل فرد،  60مطالعه در هاي مورد 
 35دقيقه، تكرار  5 مدت به گراد سانتيدرجه  95در دماي 

درجه  94ثانيه واسرشته سازي در دماي  30 شاملچرخه 
 2بهينه هر آغازگر و  اتصال در دماي يهثان 40گراد، يسانت
گراد و يدرجه سانت 72براي گسترش در دماي  دقيقه

گراد يسانت 72دقيقه در دماي  5 مدت هبگسترش نهايي 

درصد 8/1 بر روي ژل آگارز PCRمحصول واكنش . بود
  . با اتيديوم برومايد انجام گرفت آميزي رنگو  الكتروفورز 

الگو برشي  :مورد مطالعه يها ژنهضم قطعات تكثير شده 
هاي مورد مطالعه با در ژن و طول قطعات حاصل از برش

 هايبرش توالي. شد ينيب شيپ FastPCR افزار نرماستفاده از 
در  Tru1(Mse1)و  Pst1 هايآنزيمتكثيري هر دو ژن با 

جهت . توليد نكرد يچندشكل )فرد 60( افراد مورد مطالعه
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 الكتروفورز ژل ازقطعات حاصل از برش  يآشكارساز
  . استفاده شد 80درصد با ولتاژ  5/1 آگارز

ي هاآنزيمي تواليهضم  كه نيابا توجه به  :يابيتوالي
نكرد، چندشكلي توليد در افراد مطالعه شده تكثيري دو ژن 
كد نواحي در  SNPشناسايي نشانگرهاي بنابراين براي 

 روشسينتاز از  D نيژرماكرهاي لينالول سينتاز و  ژن كننده
 مورد مطالعههاي تودهاز  هركدامز ا. شديابي استفاده توالي

هاي مورد مطالعه در ري ژنتكثي يك فرد انتخاب و توالي
بدين منظور بعد از انجام واكنش . يابي شداين افراد توالي

PCR،  ميكروليتر از محصول  80حدودPCR  هر نمونه
تفكيك  85درصد و تحت ولتاژ  5/1آگارز روي ژل 

 ،با مشخص نمودن اندازه محصول روي ژل. گرديد
 سازي وو جهت خالص شدباندهاي مورد نظر برش داده 

 ارسال )تهران، ايران( ستيز تكاپويابي به شركت توالي
با  و PCRيابي از هر دو انتهاي قطعات يتوال .گرديد

 استفاده از هر دو آغازگر پيشرو و معكوس كه در واكنش

PCRجهت جلوگيري از . استفاده شده بود انجام گرفت

از هر دو جهت قطعه سه بار  هريابي، اشتباهات توالي
) Consensus( توافقشده و بعد توالي مورد  يابيتوالي

بعد از استخراج توالي دقيق، نواحي . استخراج گرديد
شناسايي و  قطعههر  وبرگشت رفتهاي مشترك توالي

به ها يك توالي از ژن هركدامدر . شدتوالي نهايي بازيابي 
ها مورد SNPيابي در شناسايي كيفيت پايين توالي خاطر

ها در هر ژن SNPبراي شناسايي . تاستفاده قرار نگرف
 Clastal Omega افزار نرمبا استفاده از  هاتوالي يفيرد هم

  . انجام گرفت

 نتايج

 الگوي برسي منظور به :هضم آنزيميژني و  قطعات تكثير
از  قطعاتي نوكلئوتيدي، تك تنوع شناسايي و آنزيمي برشي

ن از ژ باز جفت 600 طول به ها ژن اين كننده كدنواحي 
 سينتاز D ژرماكريناز ژن  باز جفت 583و سينتاز لينالول
  ).1شكل( شد تكثير

  
جفت باز  583 و 600هاي اتي به ترتيب به اندازهتوليد قطعو ) سمت راست(سينتاز  Dژرما كرين  و )سمت چپ( لينالول سينتاز هايتكثير ژن -1شكل

  )قم: 5، كرمانشاه: 4، بيرجند: 3همدان،: 2 ،ري: 1فرمنتاس،  1Kbر نشانگ: Mبه ترتيب ها چاهك( مختلف ريحانهاي در توده

 Pst1 قطعات تكثيري ژن لينالول سينتاز با آنزيمسپس 
نواحي برشي اين آنزيم در توالي ژن  ينيب شيپ. شد هضم

نشان داد كه  FastRCR افزار نرممورد مطالعه با استفاده از 
سينتاز با اين هضم ناحيه اگزوني تكثير شده ژن لينالول 

جفت  302 و 161 آنزيم منجر به ايجاد دو قطعه به طول
در افراد  چندشكليكه بعد از برش با اين آنزيم  شودباز مي

قطعات تكثيري ژن  ،بنابراين .مشاهده نگرديدمورد مطالعه 
 ينيب شيپ. نيز هضم شد Mse1 آنزيم لينالول سينتاز با

 افزار نرمستفاده از نواحي برشي اين آنزيم در اين ژن با ا

FastRCR  كه هضم ناحيه تكثيري اين ژن با اين نشان داد
 215 و 95 ،170آنزيم منجر به ايجاد سه قطعه به طول 

ين االبته هضم توالي تكثيري اين ژن با . شودجفت باز مي
 ايجاد نكردچندشكلي آنزيم نيز در بين افراد مورد مطالعه 

  .)2 شكل(

 Dدر توالي ژن ژرماكرين  Pst1يم بررسي نواحي برشي آنز
نشان داد كه هضم  FastPCR افزار نرمسينتاز با استفاده از 

اين ژن منجر به توليد دو قطعه به طول  كد كنندهناحيه 
برش قطعه تكثيري اين ژن . شودجفت باز مي 245و  223
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نيز چندشكلي توليد  Pst1در افراد مورد مطالعه با آنزيم 
  .نكرد

 

 ،Mse1لينالول سينتاز با آنزيم برشي قطعه تكثيري ژن  هضم -2شكل
ها چاهكشماره ، بدون برش 4و  3و  ،برش با آنزيم 2 و 1هاي چاهك

اندازه باندهاي ( بيرجندتوده : 4و  2توده كرمانشاه، : 3و  1به ترتيب، 
  )باشدجفت باز مي برحسبفرمنتاس  1Kbنشانگر 

سينتاز با آنزيم D  تكثيري ژن ژرماكرين هبنابراين قطع
Mse1 افزار نرمبررسي نواحي برشي اين ژن با . هضم شد 

FastPCR  352 و 104، 117 توليد سه قطعه به طولبيانگر 
در قطعه تكثيري اين ژن  ولي هضم آنزيميبود جفت باز 

توليد كرد كه نشانگر وجود مورد مطالعه چهار قطعه افراد 
توالي اين ژن يك سايت برشي اضافي براي اين آنزيم در 

هضم آنزيمي اين ژن نيز در . باشددر افراد مطالعه شده مي
  ).3شكل( توليد نكردچندشكلي افراد مطالعه شده 

شناسايي نواحي اينتروني در دو ژن لينالول سينتاز و 
منظور بررسي الگوي برشي آنزيمي  به: سينتاز Dژرماكرين 

طراحي آغازگرها طوري  و شناسايي تنوع تك نوكلئوتيدي،
 نتازيسژن لينالول  در PCRمحصول شده بودند كه اندازه 

جفت باز  236 نتازيس D نيژرماكر درجفت باز و  434
باشد اما بعد از تكثير و الكتروفورز نتايج متفاوتي حاصل 

 نتازيسمحصول تكثير شده در لينالول  اندازه گرديد طوريكه
از بود جفت ب 583 نتازيس D نيژرماكر در وباز  جفت 600

 ).3و 2هاي شكل(

  
 سينتاز با آنزيم برشي  Dهضم آنزيمي ژن ژرماكرين  -3شكل

Mse1حانيرهاي مختلف توده در )M : 1نشانگر اندازهKb  ،فرمنتاس
 9و  1هاي باشد، چاهكجفت باز مي برحسباندازه باندهاي نشانگر 

: 3و  2هاي هضم شده، نمونه 8تا  2هاي چاهك بدون هضم، هاينمونه
  )همدان: 8ري، : 7و  6بيرجند، : 5و  4كرمانشاه، 

شده با قطعات  ينيب شيپباتوجه به تفاوت قطعات تكثيري 
 لهيوس بهمشاهده شده روي ژل و بررسي توالي قطعات 

تكثيري  نواحي اضافيمشخص شد  Softberry افزار نرم
ژن جفت باز در  80يك ناحيه اينتروني به طولمربوطه به 
جفت باز  400تاز و يك ناحيه اينتروني به طول لينالول سين

  .)5 و4هاي شكل( باشدميز اسينت Dژرماكرين ژن در 

  

CCCCGGATAATTCAGAGCATCTGAGATGGCGAGGTTGGAAGCCACGACGATTCATCAGAGCAATATGGTGCACAGAGCGACCATCGGGCCAAC
CTTTTGGAGCTCGCAATTTCGGATTATAACCAAGTTCAGTCTCAACACCATTCGGAACTCACTGAAATTACCCGGTTTGGATATGCGATTACTTTA
TAGTCAATTACATGCAATTATAAATGTTTATGATTTAGTATTTGGCGAGATCGGCTCGCTGTGGTGGAAGCAGCTCGGTTTGGTTGAAAACTTGAGTTTTG
GGCGAGACAGACCGTTTCGGTGCTTTTTATGGCCCATGGGGTTCCTCCCGAACCCCAAGTATTCGAGCGTTAGAATAAAATTGGCAAAAACCATTTT
TATTCTGTTAGTGATGGATGACATTTTGGATACCTATGGAAAGATGGATGAATTCTTCTTTTTCACAGATGCAATTGGAAGGTTTCCTTCTGGATC
AACCCCCCAACCTTTCTTCTTACCAAAATAAATGATTATGGTGACGAACAATATCAGCGATAC 

  در ريحان در ژن لينالول سينتازشناسايي شده جفت بازي  80ناحيه اينتروني  -4شكل

  
GTGCTTCCTCTATGAGAGACGAGTCACGTGATAGAAGATTTATTAGAAGTTTGCCAAATTGGACTTCAATATATTACAAAAGA
TTCATCAGGAAGAGCTAACCCATATTGCAAGGTTAGCATTGTTAATAATGTTGAGGGAGTAGTACTCTATAGTCTACACATAC
TGTCTCAAGAATCATCCATATTCGACTTTCAATATTTCAAGTAATACTACCAAAATTGATGTCCTGTGAAAAACTTTTCCTTTG
ACTGTGAATTGGATATAAATCTCTTATTTTTCTAAGACGTGATCACAAGGTCTGTCCCCCCTATACGACCCCGAACAGATTTAC
CCGCGTGTCGACCAGCAGAGAAATGTTCCACCGGACGTCATTTTTCCCAGAAAAAACTAAATAACATGACTCTTTTTGTCATT
TTGTACTGACTGGAAAATCTTATAAAAATTTGTGTATAATATATATTTTGTATTTCATAAGTATTTAATGTAGCAAAAATAATA
TGATCATCAATCACTGAATGTAGGTGGTGGAAGGAACTAGACTTTGGAAACAAACTACCATTGCAAGGGATAGAGTCGTGAA
TGCCACAGAG 

 ريحان درسينتاز  D در ژن ژرماكرينشناسايي شده جفت بازي  400 ينترونياناحيه  -5شكل
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در ژن لينالول  هاSNPشناسايي  وها توالي يفيرد هم
در  در ژن لينالول سينتاز هاSNPشناسايي  منظور به: سينتاز

يابي توالي قطعاتبين  يفيرد همنواحي اگزوني و اينتروني، 
قم انجام  دان، بيرجند، كرمانشاه وهاي همتودهشده در 

جهش مربوط  يفيرد همدر اين . )7و 6هاي شكل( گرفت
گرديد  مشاهده C/Gو  G/A ،T/C ،C/A بازهاي تغييره ب

و اينتروني به ترتيب  بيشترين جهش در نواحي اگزوني كه
  .)3جدول( بود T/Cو  G/A مربوط به تبديل بازهاي

 بيبه ترتشناسايي شده، SNP در ژن لينالول سينتاز از نه 
در نواحي اينتروني و اگزوني مشاهده شد  SNP چهار و پنج

 44/44 ينافراوبا  جنس همدرصد آنها از نوع  78/77كه 
درصد جهش  22/22و  T/Cدرصد  33/33و  A/Gدرصد 
 C/Aو  C/G ي يكسان ناشي از تبديلاتفراوانبا  جنس ناهم
زوني و اينتروني ها در هر دو ناحيه اگبيشترين جهش. بود

هاي SNPتعداد كم . بود) A/Gو C/T( جنس هماز نوع 
طول  به خاطرشناسايي شده در ناحيه اينتروني در اين ژن 

در مقايسه با طول ناحيه اگزوني ) جفت بازي 80(كوتاه آن 
  . بود) جفت بازي 374(

  

  
  )قم: Gomكرمانشاه، :karبيرجند، : Birهمدان، : Ham( ده ريحانتوالي ناحيه اگزوني ژن لينالول سينتاز در چهار تو يفيرد هم -6شكل
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 )قم: Gomكرمانشاه، :karبيرجند، : Birهمدان، : Ham( توالي ناحيه اينتروني ژن لينالول سينتاز در چهار توده ريحان يفيرد هم -7شكل

 

  ريحان فمختل هايي شناسايي شده در ژن لينالول سينتاز در تودهها SNPفراواني  -3جدول

اينترون در تعداد SNP كل SNPدرصد  اگزون در تعداد   SNPنوع  

44/44  4 1 3 G/A 

33/33 3 2 1 T/C 

11/11 1 - 1 C/G 

11/11 1 1 - C/A 
 

  

جفت باز  100دركل در توالي ژن لينالول سينتاز به ازاي هر 
5/1 SNP  3/1متوسط  طور به( مشاهده شد SNP  در ناحيه

 جفت 100در ناحيه اينتروني به ازاي هر  SNP 5اگزوني و 
  ).باز

 نيژرماكردر ژن  ها SNPو شناسايي ها توالي يفيرد هم
D شناسايي  منظور به: سينتازSNP ها در ژن ژرماكرينD 

بين توالي ناحيه اينترون و اگزون در  يفيرد هم ،سينتاز
 هاي بيرجند، كرمانشاه، همدان و ري انجام گرفتتوده

هاي مربوط به جهش يفيرد همدر اين  ).9و 8هاي شكل(
. شديي شناسا T/C و G/A، T/A،C/A، G/C يبازهاتبديل 

 G/A بازاگزوني مربوط به تبديل احيه بيشترين جهش در ن
. بود T/C وG/A  اينتروني مربوط به تبديل بازاحيه نو 

يك در توده همدان و  باز حذفيك همچنين در اين ژن 
  ).4جدول(شد د شناسايي توده بيرجن درج باز در

شناسايي شده، هفت  SNP 28سينتاز از   Dدر ژن ژرماكرين
 SNP 21در ناحيه اگزوني و SNP  در ناحيه اينتروني

جنس با  درصد آن از نوع هم 85/67مشاهده شد كه 
 15/32و  C/Tدرصد  14/32و  G/Aدرصد  71/35فراواني 

د درص 14/7با فراواني  جنس درصد جهش از نوع ناهم
T/A ،28/14  درصد G/Cدرصد  73/10 وC/A در اين . بود

هاي تك نوكلئوتيدي در نواحي اينتروني بيشتر ژن تفاوت
 D ژرماكرين دركل در توالي ژن. از نواحي اگزوني بود

مشاهده شد  SNP 8/4جفت باز، 100سينتاز به ازاي هر 
در  SNP 25/5در نواحي اگزوني و  SNP 4متوسط  طور به(

 ). باز جفت 100ينتروني به ازاي هر نواحي ا
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  )ري: Rayكرمانشاه، :Kar همدان، :Hamبيرجند،  :Bir( در ريحان سينتاز Dتوالي ناحيه اگزوني ژن ژرماكرين رديفي هم -8شكل

  هاي مختلف ريحانسينتاز در توده Dي شناسايي شده در ژن ژرماكرين هاSNPفراواني  -4جدول
اينترونتعداد در SNP كل SNPدرصد   SNPنوع  تعداد در اگزون

71/35 10 7 3 G/A 
14/7 2 2 - T/A 
14/32 9 6 3 C/T 
28/14 4 3 1 G/C  
73/10 3 3 - C/A 

  

  يريگ جهينتبحث و 
 SNP دو آللي مي معمولاًها چندشكلي تك نوكلئوتيدي و -

-باشند كه در بيش از يك درصد افراد جمعيت مشاهده مي

كه در مقايسه با ديگر  از آنجايي). 10(شوند 
فراواني بالايي دارند و قابل  عموماًها  SNPنشانگرها،

بودن از  صرفه بهو مقرون  كارآمداتوماسيون شدن و 
باشد بنابراين اين نشانگرها در هاي بارز آنها مي يژگيو

هاي ژنتيكي با هاي اصلاح گياهان براي تهيه نقشهبرنامه
شانگرهاي پركاربرد وضوح بالا و انتخاب ژنومي جزو ن

هاي تك نوكلئوتيدي ممكن  يچندشكل). 15و 17(هستند 

ويژه مسئول تنوع فنوتيپي يك صفت باشد يا  طور بهاست 
ين تر مناسبانتخاب ). 11(هاي ديگر پيوسته باشند SNPبا 

يك گام  صرفه بهها در يك روش مقرون SNPمجموعه 
سعه اساسي در جهت كاربرد نشانگرهاي مولكولي براي تو

ها در  SNPامروزه نشانگرهاي. باشدمحصولات مي
هاي يابي ژنهاي ژنتيكي، مكانمطالعات اشباع نقشه

صفات مختلف و انتخاب براساس نشانگر در  كننده كنترل
در . گيرندهاي اصلاحي گياهان مورد استفاده قرار ميبرنامه

هاي موجود در نواحي اگزوني و SNPمطالعه حاضر 
از (سينتاز  D ينژرماكراي لينالول سينتاز و هاينتروني ژن

استفاده از  منظور به) هاي كليدي دخيل در سنتز ترپنها ژن
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در بررسي . هاي اصلاحي ريحان شناسايي شدآنها در برنامه
SNPبين دو گونه  هاO. sanctum  وO. basilicum 

-ها مربوط به جهشSNPدرصد از  6/66گزارش شد كه 

 درصد 66/32 يزانمكه از اين  باشدمي جنس همهاي 
 C/T ناشي از تبديل درصد 5/32و  A/Gمربوط به تبديل 

  ).19(بود 

  
 )ري :Rayكرمانشاه،  :Kar همدان، :Hamبيرجند،  :Bir(در ريحان  سينتاز D توالي ناحيه اينتروني ژن ژرماكرين رديفي هم -9شكل

در اين  جنس ناهماز جهش  آمده دست بههاي SNPيزان م
درصد ناشي از تبديل  97/10بود كه  درصد 4/33طالعه م

A/T ،4/7 يلتبدبه علت  درصد G/T ،52/7 از  درصد
ر د. بود A/Cدرصد به خاطر تبديل  95/7و  C/Gتبديل به 

 در هر دو ژن جنس همهاي مطالعه حاضر نيز درصد جهش
هاي بيشتر از جهش سينتاز Dلينالول سينتاز و ژرماكرين 

نيز گياه سويا در  ESTهاي در بررسي توالي. بود جنس ناهم
نواحي اينتروني بيشتر از  در هاSNPفراواني گزارش شد كه 

در هر هزار  4/1به  2آن  نسبتو باشد مي نواحي اگزوني
در گياه كدوي تخمه كاغذي . )5( بودجفت باز 

)Cucurbita pepo L. (  19980حدود نيز SNP  شناسايي
با  جنس همهاي نوع جهش ازآنها درصد  68كه شد 

هاي مربوط به جهش درصد 32 و C/Tو  A/Gتبديلات 
 .)4( بود  C/Gو A/T،A/C ، G/Tبا تبديلات  جنس ناهم

با نتايج مطالعه اين مطالعه ها و تبديلات نسبت جهش
  . حاضر همخواني دارد
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هر دو ژن حاضر نشان داد كه در كلي نتايج مطالعه  طور به
ها در SNPسينتاز تعداد  Dژرماكرينلينالول سينتاز و 

همچنين . باشدمينواحي اگزوني كمتر از نواحي اينتروني 
ها از هاي تك نوكلئوتيدي در اين ژنبيشترين تعداد تنوع

در كل در . بود  T /Cو A/G جنس همهاي نوع تبديل
ها در ژن SNPاين دو ژن، فراواني  شده يبررسهاي توالي

 يفراوانسينتاز كمتر و  Dژرماكرين لينالول سينتاز نسبت به
SNPها در نواحي اينتروني ژرماكرين D سينتاز بيشتر از ژن

هاي حذف و بيشترين تعداد جهش. لينالول سينتاز بود
پيشنهاد . سينتاز مشاهده گرديدD ژرماكرين  ژن اضافه در

هاي اصلاحي ريحان براي ها در برنامهSNPاز اين شود مي

انتخاب ژنومي و  كي با وضوح بالا وهاي ژنتي تهيه نقشه
يابي ارتباطي و بهبود محصولات و شناسايي سريع نقشه

 . استفاده شودارقام مختلف زراعي 
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Abstract 

Basil (Ocimum basillicum L.), one of the most important medicinal plants, contains 
monoterpene and sesquiterpene compounds. Linalool synthase (LIS) and Germacrene D 
synthase (GDS) are two key genes involved in terpenes biosynthesis. In the current 
investigation, cleaved amplified polymorphic sequence (CAPS) markers and sequencing 
were used to identify single nucleotide polymorphisms (SNPs) in both genes in five 
different basil populations. For this means, fragments of 600 and 583 bp from the 
coding sequences of these genes were amplified and digested by using Pst1 and Mse1 
restriction enzymes. After retrieval of the sequences of the amplified gene fragments, 
SNPs were identified based on multiple sequence alignment in both genes in studied 
basil genotypes. Out of the nine SNPs identified in LIS gene, five occurred in exon 
region while the number of SNPs identified in intron was four. Of the total SNPs 
detected in this gene, the proportion of transition was 77.8%, with frequencies of A/G: 
44.4% and T/C: 33.3% and C/G and C/A (transversion) with the same frequencies of 
22.2%. In GDS gene, in total, 28 SNPs was detected (seven in exon and 21 in intron) of 
which 67.8% was transient with a frequency of G/A: 35.7% and C/T: 32.1%, and 32.1% 
transversion (T/A: 7.15%, G/C: 14.3% and C/A: 10.7%). The results of the sequence 
alignments revealed that the highest number of the identified SNPs in the studied genes 
are A/G and T<->C.  
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