
1394461ان زمست، 4، شماره 6جلد ، )پژوهشی-علمی(مجله سلول و بافت

)پژوهشی-علمی(مجله سلول و بافتیپژوهشمقاله 
461- 1394،470زمستان،4، شماره6جلد 

)Calotropis procera(جداسازي و تعیین توالی ژن چالکون سنتاز از گیاه استبرق 

Ph.D.2، فرخنده رضانژاد M.Sc.2، محسن اسدي خانوکی *M.Sc.1علیمراديحوا نژاد

، ایرانتهرانیست شناسی، ، گروه زدانشگاه پیام نور-1
دانشگاه شهید باهنر کرمان، دانشکده علوم، گروه زیست شناسی، کرمان، ایران-2

Alimoradih60@yahoo.com: پست الکترونیک نویسنده مسئول* 

19/8/1394: تاریخ پذیرش7/11/1393: تاریخ دریافت

چکیده

باشـد و نخسـتین مرحلـه بیوسـنتز فلاونوئیـدها را کاتـالیز       آنزیم کلیدي در مسیر بیوسنتزي فلاونوئید مـی ) CHS(چالکون سنتاز :هدف
.هدف این تحقیق شناسایی ژن چالکون سنتاز در گیاه استبرق بود. کندمی

ها بر اساس نواحی حفاظت شـده  آغازگر. استفاده شدPCRعنوان الگو جهت هاي تازه استخراج و بهژنومی از برگDNA:هامواد و روش
ردیـف و سـپس بـا   نتایج تعیین توالی ابتدا هم. یابی شدتخلیص و توالیPCRفراورده حاصل از . این ژن از سایر گیاهان طراحی شدند

درخت فیلـوژنتیکی مربـوط بـه تـوالی     . مقایسه شدDNAMANافزارموجود در بانک ژن و با نرمCHSهاي هاي برخی ژنتوالی
CHSهاي گیاهی دیگر با نرم افزار در استبرق و گونهMEGA .دشرسم Neighbor-joiningروش و به6

ایـن  بـا نـام    .ایـن ژن بـود  2نوکلئوتیدي متعلق به اگـزون شـماره  572بیانگر وجود ژن چالکون سنتاز و تکثیر قطعه PCRنتایج :نتایج
CpCHS و شماره بازیابی)KM878672 ( مقایسه توالی .دشدر بانک ژن ثبتCpCHSهاي ژن با سایر توالیCHS  نشان داد این ژن بـا

Petunia xو درصــدOlea europaea63، درصــدNicotiana tabacum63، درصــدArabidopsis thaliana59درCHSتــوالی 

hybrida64بیشترین یکسانی با توالی ژن . یکسانی دارددرصدCHS درCatharanthus roseusرسـم درخـت   . بـود درصد68با و برابر
.در یک شاخه قرار داردCatharanthus roseusگیاه CHSبا ژن CpCHSفیلوژنی نشان داد که 

در تنظـیم مسـیر بیوسـنتزي فلاونوئیـدها     CHSهاي ژننیز همانند سایر CpCHSدهد که به احتمال این نتایج نشان می:نتیجه گیري
کاري کارآمد جهت افزایش تولید مواد مؤثره دارویی و ارزشمند ایـن گیـاه   ر گیاه استبرق منجر به یافتن راهنقش دارد و شناسایی این ژن د

.باشد

استبرق، درخت فیلوژنی، توالی یابی، چالکون سنتاز:واژگان کلیدي
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مقدمه

يتیــرهمتعلــق بــه  کــه) proceraCalotropis(اســتبرق 
Asclepiadaceae افراشـته یـا درختــی   اي ، درختچـه )1(اسـت

. )2(باشـد متـر مـی  5و همیشه سبز بـه ارتفـاع تـا    کوچک، پایا
عصاره ریشه، ساقه و بـرگ گیـاه اسـتبرق یـک منبـع مهمـی از       

ایـن گیـاه خـاص    . )3(اسـت فلاونوئیـدها  ترکیبات ثانویه ماننـد  
صورت خودرو و تحت شـرایط  مناطق باز با رقابت کم است که به

رم در نواحی گرمسیري و معتـدل گـرم   آب و هوایی فوق العاده گ
.)4(کند رشد می

هـاي  ویژه، پوست ریشه، در درمان بیماريهاي استبرق بهاز بافت
گزیـدگی  مختلفی شامل جذام، تب، خونریزي رحم، مالاریا و مـار 

گیاه اسـتبرق جهـت   کهاستگزارش شده. )5(شود استفاده می
میم و سـرب از  ماننـد کـاد  جداسازي و برداشت فلـزات سـنگین  

کـار  زمینی نیز بههاي آلوده زیرهاي صنعتی یا آبخاك، فاضلاب
هـا و شـیرابه،   ویژه دانـه هاي گیاه بهتمام بخش. )6(شود برده می

بـوده و داراي آلکالوئیـدها و گلیکوزیـدهاي متنـوعی    اغلب سمی
عنــوان هــا در داروســازي و بــههســتند کــه تعــداد زیــادي از آن

شیرابه گیاه داراي خاصـیت ضـد  . شوندتفاده میها اسکشحشره
بارداري و دهنده زخم و ریشه گیاه داراي خواص ضددرد و التیام

ی تاکسـیدان خواص حفاظت کبـدي و آنتـی  . زخم معده استضد
.)7(اند هاي موجود در گل نسبت دادهگیاه را به فلاونوئید

گسترده مانند شیرابه گیاه استبرق منبع مهمی از ترکیبات جدید 
فلاونوئید کوئرسـتین، گلیکوزیـدهاي فلاونوئیـدي، آنتوسـیانین،     

هاي هضم کننده پروتئین در شیرابه، تانن، اسـترول،  رزین، آنزیم
آنـالیز شـیمیایی   . )9و 8(باشـد  ساپونین و تري ترپنوئیـدها مـی  

ــل   عصــاره ــاتی از قبی ــاه اســتبرق حضــور ترکیب هــاي برگــی گی
ــروتئین  ــدها، پ ــاگلیکوزی ــري، ه ــتروئیدها ت ــدها، اس و ترپنوئی

را آشکار کرد، که بیانگر اهمیت و خواص دارویی گیاه فلاونوئیدها 
.)10(باشدمذکور می

پیچیده و مراحـل آنزیمـی متعـددي در آن    فلاونوئیدها بیوسنتز 
سنتز فلاونوئیدها، فنیـل آلانـین   هدر مراحل اولی. شوندگیر میدر

هـاي مسـیر فنیـل    آنـزیم هوسـیل مشتق از مسـیر شـیکمیک بـه   
ــدي  ــاز  (پروپانوئی ــین آمونیالی ــل آلان ــینامات ))PAL(فنی 4، س
بـه  (4CL)کوانزیم آ لیگـاز  -کومارات-4و ) C4H(هیدروکسیلاز 

، اولین )CHS(چالکون سنتاز . شودکوماریل کوانزیم آ تبدیل می
نوئید موجب ترکیب کوماریـل کـوانزیم آ بـا سـه     آنزیم سنتز فلاو

یل کوانزیم آ حاصل از استیل کوانزیم آ براي تشکیل مولکول مالون
چـالکون  هوسـیل سپس نارینژنین چـالکون بـه  . شودنارینژنین می

هوسـیل نارینژنین بـه . شودبه نارینژنین تبدیل می) CHI(ایزومراز 
خـود بـه   هگلیکوزیله شدن، آسیله شدن و متیله شدن سـه حلق ـ 

.)11(شودانواع دیگر تبدیل می

هـاي کشـت شـده    اولین بار در سـلول ) CHS(سنتازچالکون ژن
شناسایی شد که پروتئینی ) Petroselinum hortense(جعفري 

. )12(کنـد  کیلودالتـون را کـد مـی   42بـا وزن مولکـولی حـدود    
هاي مختلف حفظ شده و داراي دو در تاکسونCHSساختار ژن 

مکـان  . )13(باشد که توسط یک اینترون جدا شده انداگزون می
هاي مختلـف  اینترون کاملا حفظ شده اما به لحاظ اندازه در گونه

ایـن آنـزیم   . )14(تا چندین کیلو باز متغیر است100از کمتر از 
کتید نوع نام پلیباشدکه بهگیاهان میهکیتید سینتاز ویژیک پلی

IIIشود که از ژنی را شامل میهشناخته شده است و یک خانواد
هـاي  تـنش . )15(دي مشـابه یکدیگرنـد  نظر ساختاري و عملکـر 

ابنفش، آسـیب دیـدگی و زخـم،    محیطی مثـل نـور، پرتـوي فـر    
.)16(شوندهاي قارچی باعث القاي بیان آن میها و عصارهپاتوژن

هاي رمز کننده چالکون سنتاز از طیف گسترده اي از گیاهان ژن
هـا  اياي و تـک لپـه  ها، بازدانگان، دولپـه شامل خزه ها، سرخس

آنزیم چالکون سنتاز که حاصل بیـان ژن  . )17(اندداسازي شدهج
CHSعنوان یک آنزیم کلیدي در مسیر بیوشـیمیایی  باشد بهمی

.)18(اي برخـوردار اسـت   ترکیبات فلاونوئیـدي از اهمیـت ویـژه   
شناسـی  هاي گوناگون اثرات متنوعی بر زیسـت فلاونوئید از جنبه

ردهـا را در فیزیولـوژي،   گیاهان دارنـد و دامنـه وسـیعی از عملک   
بیوشیمی، اکولوژي از قبیل حفاظت در مقابـل شـرایط نامسـاعد    
محیطی مانند خشـکی، شـوري، پرتـو فـرابنفش، آلـودگی هـوا،       

هـا، رنـگ گـل و    ، مقاومت در برابـر پـاتوژن  )آللوپاتی(دگرآسیبی 
عنوان مارکرهـاي بیولـوژیکی   زیستی و بهها، همافشانجلب گرده

طـور  هاي گرده و گیاه بـه تاکسی، رشد نمو دانهدر مطالعات کیمو
گـر  از دی.)19-21(بر عهده دارند ... کلی، انتقال قطبی اکسین و 

نوئیـد ارزش غـذایی و اهمیـت    خصوصیات مهم و قابل توجه فلاو
ــی آن ــرطانی و    داروی ــد س ــواص ض ــد خ ــان مانن ــراي انس ــا ب ه

رد تاکنون هـیچ گزارشـی در مـو   .)19(باشند ی میتاکسیدانآنتی
چالکون سنتاز از گیـاه اسـتبرق منتشـر    ) خانواده ژنی(توالی ژن 

هاي اساسـی ذکـر شـده بـراي ایـن      با توجه به نقش. نشده است
ترکیبات و نیز مقاومت بالاي این گیاه در منـاطق بسـیار گـرم و    
خشک و نیز خواص دارویی و رنگ خاص گل آن، مطالعه ساختار 
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. باشـد ه داراي اهمیـت مـی  و عملکرد این ژن در گیاه مورد مطالع
ثر در یـافتن  وتـوان بـا افـزایش بیـان آن، گـامی م ـ     همچنین می

ثره دارویـی و  وکارهاي کارآمد جهـت افـزایش تولیـد مـواد م ـ    راه
. ارزشمند این گیاه پیدا کرد

هامواد و روش

از ) proceraCalotropis(بـذر اسـتبرق   :گیاه مورد استفاده
در . دش ـجمـع آوري  ) نـوج شهرسـتان که (جنوب استان کرمـان  

از خاك و ماسـه  1:1هایی حاوي مخلوط تیرماه، بذرها در گلدان
هـاي تـازه بـرگ و    براي مطالعات مولکولی از بافـت . کشت شدند

روش زیر استفاده به) برگی3تا 2مرحله (ساقه در مراحل جوانی 
.شد

ژنــومی از بـرگ تـازه گیــاه   DNA:ژنـومی DNAاسـتخراج  
ــتفا  ــا اس ــتبرق ب ــتخراج اس ــت اس ,DNA)Qiageneده از کی

DNeasy Plant Mini Kit, Germany (  به روش ذکر شـده در
DNAبراي بررسی حضور و ارزیابی خلـوص  . کیت استخراج شد

ــومتري  و ) Eppendorf AG, Germany(از روش بیوفتــ
روي ژل )BIO-RAD powerpac, USA( الکتروفـورز افقـی   

.)22(استفاده شددرصد1آگارز 

ــازگرط ــی آغ ــه در شناســایی ژن، طراحــی  :راح ــین مرحل اول
از . اسـت PCRها در واکنشهاي مناسب و استفاده از آنآغازگر

که توالی ژن مورد نظر نامشخص بـود، آغازگرهـا بـر اسـاس     آنجا

اگرچـه  . ندشـد هاي ژن موجـود از سـایر گیاهـان طراحـی     توالی
ا از آنجـا کـه   اولویت با گیاهان هم جنس یا هم خانواده است ام ـ

تاکنون این ژن در هیچ گیاه هم جنس یا هم خانواده گیاه مـورد  
مطالعه شناسایی نشده بود از توالی ژن چالکون سنتاز در گیاهان 

.ها استفاده شدسایر خانواده

ــوالی ژن   ــور ت ــن منظ ــه ای Catharanthus roseusدر CHSب

)Accession no: AJ131813.1( ،Eustoma grandiflorum

)Accession no: AB078954.1( ،Gentiana triflora

)Accession no: D38043.1 ( وSolanum tuberosum

)Accession no: U47738.1 ( از بانــــــک ژنNCBI

)http://www.ncbi.nlm.nih.gov ( ــد ــه ش ــم. گرفت ــی ه ردیف
. صـورت گرفـت  ClustalW2افـزار  هـا بـا اسـتفاده از نـرم    تـوالی 

موجـود، آغازگرهـایی بـا اسـتفاده از     براساس نقاط حفاظت شده 
طراحی گردیدند و سپس مناسب بـودن  GeneRunnerافزار نرم
تـوالی  . مورد بررسی قرار گرفتBLASTافزار وسیله نرمها بهآن

:باشدصورت زیر میآغازگرها به

F-CpCHS< 5′- CATGATGTACCAACAAGG -3′ >

R- CpCHS< 5′- TGAACAAAACACAAGCACT -3′ >

نشان دهنده ساختار ژن در سایر گیاهان و مکان تقریبی 1شکل 
سـنتز آغازگرهـاي   . آغازگرهاي اختصاصـی طراحـی شـده اسـت    

طبق روش . گرفتطراحی شده توسط شرکت تکاپوزیست صورت 
و محلول کاري  با استفاده از آغازگرهـاي  شرکت، محلول ذخیره

.لیوفیلیزه تهیه شدند

.و محل تقریبی قرار گرفتن آغازگرهاي طراحی شدهCHSشکل شماتیک ژن : 1شکل 

DNAبه این منظور از :PCRشناسایی ژن چالکون سنتاز با 

بـراي  . دش ـالگـو اسـتفاده   DNAعنـوان  هژنومی استخراج شده ب
PCR نانوگرم از 200، مقدارDNA میکرولیتر از آغازگرهاي 1و
میکرومـولار ، درون  5/0ت نهـایی  برنده و برگرداننده با غلظپیش

PCR)BIONEER, AccuPowerR PCRلولــه لیــوفیلیزه 

PreMix, Korea (   ریخته و با آب دوبارتقطیر استریل بـه حجـم
. طور کامل مخلوط شدمیکرولیتر رسانده و با پیپت کردن، به20

PTC)1148MJ Miniتوسط ترموسـایکلر مـدل   PCRانجام 

Personal Termal Cycler BioRad, USA ( ــا مرحلــه و ب
گـراد  درجه سانتی94دقیقه در دماي 5مدت واسرشتگی اولیه به
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درجـه  94چرخه با دماي واسرشـتگی  30آغاز گردید و با انجام 
گـراد درجه سانتی53دقیقه، دماي اتصال، 1مدت بهگراد سانتی

گـراد درجـه سـانتی  72دقیقه و دمـاي طویـل شـدن،    1مدت به
8دقیقه ادامه یافت و با مرحله طویل شـدن یـه مـدت    1مدت به

پس از انجام . به اتمام رسیدگراد درجه سانتی72دقیقه در دماي 
PCR بررسی شددرصد1، کیفیت محصول برروي ژل آگارز.

منظور تخلـیص از روي  به: PCRیابی محصول تخلیص و توالی
یتـر از محصـول   میکرول50ژل و  تعیین توالی قطعه تکثیر شده، 

PCRــه ــراه ب ــیش 20هم ــاي پ ــر از آغازگره ــده و میکرولیت برن
.برگرداننده به شرکت تکاپوزیست فرستاده شد

آنالیز آماري

 ـ  وBLASTهـاي  افـزار رمـنتایج حاصل از تعیین توالی ابتدا بـا ن
ClustalW  ــوالی نوکلئوتیــدي و ــه بنــدي شــده و ســپس ت آرای

بـا  NCBIجود در بانک ژن موCHSهاي هاي برخی از ژنتوالی
ــرم DNAMANافــزاراســتفاده از ن مقایســه و میــزان 5.2.2

MEGAبـا اسـتفاده از نـرم افـزار     . شـد آن بررسی یکسانی  و 6
درخت فیلوژنتیکی مربـوط بـه ژن   Neighbor-joiningروش به

CHS 1جدول(گونه گیاهی دیگر رسم گردید 31در استبرق و.(

نتایج

با کمیـت و کیفیـت مطلـوب از نیازهـاي     ژنومیDNAاستخراج 
علت استخراج از بافت گیاه به. مولکولی استهايبنیادي پژوهش

ها که فنلی و پروتئینها، ترکیبات پلیها، تاننحضور کربوهیدرات
براي . گذارد با مشکلاتی روبروستاثر منفی میDNAبر کیفیت 

عدم استخراج شده و خلوص آن وDNAتعیین کیفیت و کمیت 
میکرولیتــر PCR ،6شکسـتگی و مناسـب بـودن بـراي واکـنش      

DNA  ــا ــده ب ــتخراج ش ــذاري و  1اس ــافر بارگ ــر ب 1میکرولیت
تخلیــه و درصــد1میکرولیتــر ژل رد درون چاهــک ژل آگــارز 

رخ وجـود تنهـا یـک بانـد در نـیم     . الکتروفورز افقـی انجـام شـد   
اسـتخراج شـده  DNAالکتروفورزي، دلیلی بر کیفیـت مطلـوب   

کمیت آن با دستگاه بیوفتومتر سنجیده شـد کـه شـاخص    . است
بـه  260در تابش دو طول موج مختلف ) Purity index(خلوص 

DNAدهـد کـه   را نشـان مـی  02/2تـا  77/1نانومتر عدد 280

.ژنومی از کمیت مناسبی برخوردار است

درصد نشـان داد کـه   1روي ژل آگارز PCRالکتروفورز محصول 
جفـت بـاز   570به طول تقریبی CHSبراي ژن قطعه اختصاصی 

ایـن مطلـب نشـان دهنـده     ). 2شکل (به خوبی تکثیر شده است 
مناســب PCRهــا و برنامــه طراحــی و عملکــرد صــحیح آغــازگر

.باشدمی) خصوص دماي اتصالبه(

ي مختلفهامتعلق به گونهCHSهاي شماره بازیابی ژن: 1جدول 
NCBI)با استفاده از سایت (

ACCESSION
NUMBER

گونه گیاهی
AF112086Arabidopsis thaliana (L.) Heynh
KM878672Calotropis procera (Ait.) R. Br.
AF112106Capsella rubella Reut.
JN808444Capsicum annuum L.
AJ131813Catharanthus roseus (L.) G. Don
JX027616Ceratopteris thalictroides (L.) Brongn.

EU410483Citrus sinensis (L.) Osbeck
KJ135628Dryopteris erythrosora (D.C.Eaton) Kuntze

AB030004Equisetum arvense L.
AY647263Ginkgo biloba L.
HQ142023Ipomoea amnicola Morong
HM622754Lilium hybrid

DQ507392Lupinus luteus L.
KJ013407Morus alba var. multicaulis (Perr.) Loudon

JQ796710Narcissus tazetta var. chinensis M. Roem

KF927021Nicotiana tabacum L.
KF935224Olea europaea L.
AB058397Oryza sativa L.
AB678720Petunia x hybrida hort. ex E. Vilm
DQ275627Physcomitrium patens (Hedw.) Mitt.
DQ371806Picea abies (L.) H.Karst.

D88262Pisum sativum L.
DQ371802Populus alba L.
AB022682Psilotum nudum (L.) Beauv.
AF144541Sisymbrium irio L.

NM_00124710
7

Solanum lycopersicum L.
HQ659493Solanum tuberosum L.
AB018074Streptomyces griseus

AY286094Thinopyrum ponticum Podp.

AF144535Thlaspi arvense L.
AY286096Triticum aestivum L.
AB015872Vitis vinifera L.
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1394465زمستان، 4، شماره 6جلد ، )پژوهشی-علمی(مجله سلول و بافت

) PCR .1توسط در گیاه استبرق CHSبخشی از ژنتکثیر : 2شکل 
و F-CpCHSجفت بازي با استفاده از آغازگرهاي PCR570محصول 

R-CpCHS .(M نشانگر مولکولیDNA 1kb)Fermentase.(

نتایج تعیین تـوالی نشـان   :PCRنتایج توالی یابی محصولات 
در CHSژن 2نوکلئوتید مربوط به اگـزون  572دهنده خوانش 
ــود ــام . اســتبرق ب ــا ن ــن ژن ب ــابی CpCHSای ــا شــماره بازی و ب

)Accession no. KM878672 ( در بانـــــک ژنNCBI

)http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ (بـا  . ثبت گردید

اولـین  CpCHSکـه  شد مشخصBLASTاستفاده از نرم افزار 
انواده توالی نوکلئوتیدي گزارش شده ژن چالکون سنتاز در زیر خ

Asclepiadoideae3شکل(است.(

در برخـی از  CHSهـاي ژن بررسی هومولوژي این توالی با توالی
DNAMANگیاهان و با استفاده از نرم افزار  . شـد انجـام  5.2.2

CHSاین نتایج نشان داد این تـوالی نوکلئوتیـدي بـا تـوالی ژن     

.Arabidopsis thaliana)Accession noدر NM_121396 (
ــا  در59 ــد و ب .Nicotiana tabacum)Accession noص

KF927021( ،Olea europaea)Accession no.

KF935224 ( وPetunia x hybrida)Accession no.

X04080 (ین بیشتر. درصد یکسانی دارد64و 63،63ترتیب به
در CHSیکســـانی ایـــن تـــوالی نوکلئوتیـــدي بـــا تـــوالی ژن 

catharanthus roseus)Accession no. AJ131813 ( و برابر
CpCHSماتریس هومولوژي توالی نوکلئوتیدي .درصد بود68با 

).5و4هايشکل(آورده شده است ،هاي ذکر شدهو گونه

رسـم درخـت   :CpCHSتحلیل فیلوژنتیکی تـوالی  تجزیه و
گونـه گیـاهی   31در اسـتبرق و  CHSلوژنتیکی مربوط به ژن فی

MEGAو با استفاده از نـرم افـزار   ) 1جدول(دیگر  روش و بـه 6
Neighbor-joining 6شکل (صورت گرفت.(

.Accession no(در استبرق CpCHSتوالی نوکلئوتید و آمینواسید استنباطی ژن : 3شکل  KM878672.(
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1394تانزمس،4، شماره 6جلد ، )پژوهشی-علمی(مجله سلول و بافت466

.CpCHS)Accession noوژي توالی نوکلئوتیدي ماتریس همول: 4شکل  KM878672 ( و ژنCHSدرArabidopsis thaliana)Accession no.

NM_121396( ،Nicotiana tabacum)Accession no. KF927021( ،Olea europaea)Accession no. KF935224( ،Petunia x hybrida

)Accession no. X04080 ( وcatharanthus roseus)Accession no. AJ131813 ( با استفاده از نرم افزارDNAMAN 5.2.2.

.CpCHS)Accession noمقایسه توالی نوکلئوتیدي : 5شکل  KM878672 (و ژنCHSدرArabidopsis thaliana)Accession no.

NM_121396( ،Nicotiana tabacum)Accession no. KF927021( ،Olea europaea)Accession no. KF935224( ،Petunia x hybrida

)Accession no. X04080 ( وCatharanthus roseus)Accession no. AJ131813 ( با استفاده از نرم افزارDNAMAN نواحی سیاه رنگ . 5.2.2
.درصد است100نشان دهنده شباهت 
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1394467زمستان، 4، شماره 6جلد ، )پژوهشی-علمی(مجله سلول و بافت

MEGAبا استفاده از نرم افزار ) 1جدول (چالکون سنتاز در گیاهان مختلف درخت فیلوژنتیکی با استفاده از توالی نوکلئوتیدي ژن: 6شکل  و روش 6
Neighbor-joining .گیاه مورد مطالعه با کادر مشخص شده است.

بحث

شناسی هاي گوناگون اثرات متنوعی بر زیستاز جنبهفلاونوئیدها 
گیاهان دارنـد و دامنـه وسـیعی از عملکردهـا را در فیزیولـوژي،      
بیوشیمی، اکولوژي از قبیل حفاظت در مقابل نور ماوراي بـنفش،  

هـاي  عنـوان سـیگنال  هها، بها و جذب گرده افشانایجاد رنگ گل
عنـوان مارکرهـاي   کنش گیاهان بـا محـیط، بـه   لکولی در برهموم

بیولوژیکی در مطالعات کیموتاکسی، دفـاع و اسـتحکام گیـاه بـر     
نوئید ارزش گر خصوصیات مهم و قابل توجه فلاواز دی. عهده دارند

هـا بـراي انسـان ماننـد خـواص ضـد       غذایی و اهمیت دارویی آن
هـا در  هـاي آن از دیگر نقش.باشندی میتیداناکسسرطانی و آنتی

، هـاي محـافظ  هـاي سـاختاري در بافـت   توان به نقشگیاهان می
.)23و 16(عامل جذب کننده حشرات گرده افشان، اشاره نمود

فلاونوئیــدها نشــان دادنــد کــه ) 16(همکــارانو Kumarا اخیــر
د عنوان ممانعت کننده تنش اکسـیداتیو و تنظـیم کننـده رش ـ   به

هاي زیستی و غیر زیسـتی متعـددي   تنش. کنندگیاهی عمل می
ناشـی از تـنش   ) ROS(هاي فعـال اکسـیژن   منجر به تولید گونه

طـور قابـل تـوجهی    بـه فلاونوئیدها بیوسنتز . شونداکسیداتیو می
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1394تانزمس،4، شماره 6جلد ، )پژوهشی-علمی(مجله سلول و بافت468

عنوان همچنین نقش آن به. یابدتحت تنش اکسیداتیو افزایش می
گـزارش شـده اسـت   تنظیم کننده حرکت و کاتابولیسم اکسـین 

ونوئیـد واکـنش بیوسـنتزي بسـیار     بیوسنتزي فلادر مسیر . )16(
-Pلکـول  وو یـک م COAیـل  مالونلکـول  ومهم از تجمع سـه م 

) CHS(است که با دخالت آنزیم چالکون سـنتاز  COAکوماریل 
در فلاونوئیـدها  بـا توجـه بـه اینکـه     .)24(کندتولید چالکون می

رود کـه  اند بنابراین انتظار مـی شدهها و گیاهان آوندي یافت خزه
هاي شبه چالکون سنتاز هاي کد کننده چالکون سنتاز یا آنزیمژن

تـاکنون  . ها و گیاهـان عـالی حضـور داشـته باشـند     در ژنوم خزه
زادان آونـدي،  هاي چالکون سنتاز متعددي از نوعی خزه، نهانژن

.)25و 13(اند دانگان کلون شدهبازدانگان و نهان

انـد  ي که تاکنون در گیاهان بررسی شـده هاي چالکون سنتازژن
اسـتثناي ایـن ژن در   داراي یک اینترون و دو اگزون هسـتند، بـه  

Antirrhinum majus وPhyscomitrellapatens کــه حــاوي
نیـز  Zea maysدرCHSژن . )25و 26(باشـند  دو اینترون می

طـول  . )27(تنها داراي یک اگزون بـوده و فاقـد اینتـرون اسـت     
جفــت بــاز و در Arabidopsis thaliana85اینتــرون در 

Ginkgo biloba119 هـایی  اینتـرون . )29و 28(جفت باز است
جفـت  669(و گـردو  ) جفت باز645(با طول بلندتر نیز در سویا 

همچنـین مشـخص شـده    . )31و 30(گزارش گردیده اسـت  ) باز
حی کـد کننـده   است که اینترون در بین کدون سیستئین در نوا

. شـود که در تمام چالکون سنتازهاي بررسی شـده حفاظـت مـی   
کنـد،  باقیمانده آمینواسیدي را کد مـی 60حدود1اگزون شماره 

باقیمانده آمینواسـیدي را  340حدود 2که اگزون شماره حالیدر
تشـابه بـالاي تـوالی و سـاختار ژنـی حفاظـت شـده        . کندکد می

کون سنتاز ممکـن اسـت از یـک    هاي چالکند که ژنپیشنهاد می
.)13(گرفته باشند اجد مشترك منش

در گیـاه دارویـی اسـتبرق    CHSتا ژن شددر این پژوهش سعی 
. شـود که داراي ترکیبات فلاونوئیدي بسـیاري اسـت، شناسـایی    

بدین منظور در ابتدا بر اسـاس نقـاط حفاظـت شـده موجـود در      
غازگرهــاي در ســایر گیاهــان، آCHSهــاي تــوالی ژن2اگــزون 

. مـورد اسـتفاده قـرار گرفـت    PCRمناسب طراحی و در واکنش 
نشـان داد کـه   درصد1روي ژل آگارز PCRالکتروفورز محصول 

جفـت بـاز   570طول تقریبی بهCHSقطعه اختصاصی براي ژن 
ایـن مطلـب نشـان دهنـده     ). 2شـکل (خوبی تکثیر شده است به

توجـه بـه مکـان    بـا  . باشدها میطراحی و عملکرد صحیح آغازگر
طراحی آغازگرها و قطعه تکثیر شده، به احتمال این قطعه مربوط 

نتـایج  . باشـد در گیاه اسـتبرق مـی  CHSژن 2به اگزون شماره 
PCRجفـت بـازي   572یابی نشان دهنده تکثیـر قطعـه   و توالی

) Calotropis procera(در گیـاه اسـتبرق   CHSمتعلق بـه ژن  
.دشنام گذاري CpCHSبنابراین این ژن . بود

و برخـی دیگـر از   CpCHSجفـت بـازي   572هومولوژي قطعـه  
نتایج نشان ). 5شکل (د شدر سایر گیاهان بررسی CHSهاي ژن

درصـدي ایـن قطعـه از ژن بـا سـایر      59دهنده شباهت بیش از 
و CpCHSبـین ژن  ) درصـد 68(بیشترین شباهت . ها بودتوالی
catharanthus roseusدر گیاه هم خانواده آن یعنـی  CHSژن 

ــایج ). 4شــکل (شــد مشــاهده  ــه و تحلیــل نت ــین تجزی همچن
BLASTاحتمال این قطعه متعلق هدهد که باین توالی نشان می
از لحاظ طول 2اگزون شماره . باشدمیCpCHSژن 2به اگزون 

. حفاظت شده اسـت 1و توالی نوکلئوتیدي بیشتر از اگزون شماره
عنـوان جایگـاه هـاي    ینواسیدي که بههمچنین چهار باقیمانده آم

قـرار  2کنند، در اگـزون شـماره  فعال از لحاظ شیمیایی عمل می
هـاي شناسـایی شـده حفاظـت شـده      اند و در تمـام آنـزیم  گرفته

.)14(هستند 

و تـوالی  CpCHSراسـتایی ژن  درخت فیلوژنتیکی حاصل از هـم 
تـوالی  . دش ـرسـم  ) 1جدول (در برخی دیگر ازگیاهان CHSژن 

ــاکتري CHSن ژ ــهStreptomyces griseusدر بـ ــوان بـ عنـ
Outgroup  نتـایج نشـان دهنـده    . دش ـدر رسم درخت اسـتفاده

هـا، بازدانگـان،   تشکیل پنج شاخه اصـلی شـامل خـزه، سـرخس    
ها قرار ايدر شاخه دولپهCpCHS. ها بودايها و تک لپهايدولپه

ناگــون بـه   هاي گوگرفته که خود این شاخه نیز بر اســاس گونه
هـاي چـالکون   بـراي مثـال ژن  . چند زیر شاخه تقسیم شده است

، A. thaliana ،Capsella rubellaســــنتاز متعــــلق بـــه 
Sisymbrium irio وThlaspi arvense    که همگـی متلـق بـه

یـا  . اندهستند در یک شاخه قرار گرفته Brassicaceaeخانواده 
، Solanumtuberosumشــامل Solanaceaeگیاهــان خــانواده 

Solanum lycopersicum ،Capsicum annuum ،
Nicotiana tabacum وPetunia x hybrida ــک ــه در ی ک

در بین CHSدهد که ژناین نتایج نشان می.اندشاخه قرار گرفته
هاي مختلف گیاهی حفاظت شده است و از طرفـی در هـر   شاخه

در نیـز  CpCHS. مشـخص اسـت  هايگونه گیاهی داراي ویژگی
ــاخه ژن  ــی   CHSش ــود یعن ــانواده خ ــم خ ــاه ه ــه گی ــق ب متعل

Catharanthus roseus    قرار گرفته است که نشـان دهنـده جـد
).6شکل(باشدمشترك احتمالی این دو گونه می
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صـورت خـانواده   دهد که ژن چالکون سنتاز بهمطالعات نشان می
هاي چـالکون در  ژنی در گیاهان وجود دارد اما تاکنون تکامل ژن

طـور گسـترده مطالعـه نشـده     گان بههاي مختلف نهاندانخانواده
و بررسی بیان آن CHSبنابراین توالی یابی کامل ژن . )13(است

توانـد نقـش مهمـی در    ها و مراحل مختلف نمو گیاه مـی در اندام
.شناسایی عملکرد و نقش این ژن در گیاه استبرق داشته باشد

گیرينتیجه

 ـ رگ گیـاه اسـتبرق یـک منبـع مهمـی از      عصاره ریشه، ساقه و ب
درگیاهـان  فلاونوئیـدها  . اسـت فلاونوئیـدها  ترکیبات ثانویه مانند 

یندهاي فیزیولوژیکی، مانند تجمع رنگدانه آهاي مهمی در فرنقش
در گل و حفاظت در برابر آسیب پرتوي فـرابنفش و پـاتوژن ایفـا    

چــالکون ســنتاز، آنــزیم کلیــدي در مســیر بیوســنتز . کننــدمــی
جفت بازي 572در این پژوهش قطعه )13(باشدمیلاونوئیدها ف

ایـن قطعـه   . شـد در گیاه استبرق شناسـایی  CHSمتعلق به ژن 
و شـماره  CpCHSبـوده و بـا نـام    CHSژن 2متعلق به اگزون 

.Accession no(بازیابی  KM878672 ( شـد در بانک ژن ثبت .
گیـاه  CHSبـا ژن  CpCHSرسم درخت فیلوژنی نشان داد کـه  

Catharanthus roseus  گونه هم خانواده خود، در یک شـاخه ،
.قرار دارد
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Abstract

Aim: Chalcone synthase (CHS) is a key enzyme in the flavonoid biosynthesis pathway. This enzyme
catalyses the first step of flavonoid biosynthesis pathway. The purpose of this study was to identify
chalcone synthase gene in Calotropis procera.

Material and Methods: The genomic DNA was extracted from fresh leaves and used as template in
PCR. Primers were designed according to the conserved regions of this gene in other plants. The PCR
product was purified and sequenced. Multiple sequence alignment and sequence homology analyses
were carried out with DNAMAN software using CHS sequences retrieved from Genbank. A neighbor-
joining phylogenetic tree based on CpCHS and other CHS sequences were constructed using MEGA6
software.

Results: PCR results indicated the existence of this gene and amplification of 570 nucleotides
fragment that belong to exon2 of CHS gene. This gene was denominated as CpCHS and deposited at
the GenBank accession KM878672. Comparison analysis based on nucleotide sequence alignment
revealed that CpCHS shared a high degree of similarity to CHS from Arabidopsis thaliana (59%),
Nicotiana tabacum (63%), Olea europaea (63%) and Petunia X hybrida (64%). Maximum similarity
was observed between CpCHS and CHS from Catharanthus roseus (67%). Phylogenetic analysis
showed that CpCHS was grouped into a branch with Catharanthus roseus.

Conclusion: These results suggest that CpCHS may play a similar role as other CHS in regulation of
flavonoids biosynthesis pathway. Identification of this gene is an effective step which may lead to
increase in the accumulation of useful medicinal extract in this plant.
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