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 چكيده
 متعلق Echiumهاي جنس  ها و گياهان از جمله گونه در تعداد معدودي از ميكروارگانيزم) d6d( دسچوراز -6-يت آنزيم دلتافعال

ترتيب به اسيد گامالينولنيك و  آلفالينولنيك را به اين آنزيم اسيدلينولئيك و اسيد. شودديده مي) Boraginaceae(به تيره گل گاوزبان 
 جداسازي ژن كدكننده آنزيم مزبور و استفاده از آن در مهندسي مسير بيوسنتز اسيدهاي چرب در .نمايد يل مياسيد استئاريدونيك تبد

سازي ژن  در اين تحقيق، با هدف جداسازي و همسانه. گياهان زراعي، اطلاعات علمي و كاربردي ارزشمندي را بدست خواهد داد
d6dاز گياه گل گاوزبان ايراني   (E. amoenum)از استخراج ، پس RNA كل و ساخت cDNA كننده   كد از بذرهاي نارس گياه، قطعه

قطعه تكثير شده به طول . هاي خويشاوند، تكثير گرديد ژن با استفاده از آغازگرهاي طراحي شده بر اساس توالي آنزيم متناظر در گونه
 سويه E. coliيده و پلاسميد نوتركيب به باكتري  درج گرد(+)pBluescript SKسازي   در پلاسميد ناقل همسانهbp 1350تقريبي 
DH5α6-كننده آنزيم دلتا  كدتوالي .  نمودتأييدنظر را  سازي قطعه مورد نتايج تعيين توالي نوكلئوتيد، صحت همسانه.  منتقل شد- 

ن توالي در سطح پروتئين از اي.  آمينواسيد توصيف گرديد448كننده   كد نوكلئوتيد 1347دسچوراز در گل گاوزبان ايراني مشتمل بر 
، b5هاي مورد انتظار سيتوكروم دمين. برخوردار بود Echiumهاي جنس   درصد با توالي آنزيم متناظر در ساير گونه94 – 96مشابهت 

 همگي در توالي پروتئين ترجمه شده شناسايي HPGGهاي حفاظت شده غني از هيستيدين و موتيف  دسچوراز اسيد چرب، موتيف
ممبران و الگوي هيدروپسي توالي پروتئين ترجمه شده تعيين گرديد كه از مطابقت بسيار   همچنين ساختار ثانويه، مناطق ترانس.شدند

 d6dشونده توسط ژن   كدبررسي خصوصيات عملكردي آنزيم . هاي خويشاوند برخوردار بود  متناظر از گونههاي بالايي با گزارش
كننده ژن   كدتوالي . باشد گياهي مناسب و بررسي كاركرد آن در سطوح بيوشيميايي و آنزيمي مين شده، مستلزم بيان در سيستم كل
 .  ثبت گرديدGU237486 با شماره دسترسي NCBI در پايگاه E. amoenum  دسچوراز گياه-6-دلتا

 
 .اشباعغير، اسيدهاي چرب سازي   آنزيم دلتا سيكس دسچوراز، گامالينولنيك اسيد، استئاريدونيك اسيد، همسانه:هاي كليدي واژه
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 مقدمه
دهنده  اسيدهاي چرب غيراشباع، از اجزاء اصلي تشكيل      

 و بـه همـين      باشنديمغشاهاي زيستي در موجودات زنده      
 و باعـث حفـظ      بخشنديماي به آن    دليل خصوصيات ويژه  

و در   شـوند يماي  اليت و عملكرد مناسب غشاء دو لايه      سي 
 ,.Needleman et al ( رنـد  سـلولي نقـش دا  انتقـال پيـام  

اســيدهاي چــرب ).  Sakuradani et a.l, 1999و1986
غيراشباع در توليد مثل، بهبود پاسـخ ايمنـي، تنظـيم فشـار             

و شـبكه    خون، متابوليسم كلسـترول و رشـد و نمـو مغـز           
 Van Goolو Horrobin, 1992( ثرندؤرتينال در نوزادان م

et al., 2003(  ًمشـخص شـده   علاوه بر اين امروزه كـاملا 
 ) w3 وw6( 6 و 3اشباع اُمگِـا  غيراست كه اسيدهاي چرب 

در متابوليسم تركيبات شبه هورمـوني اكوزانوئيـدها نقـش          
دارند و بطور كلي باعث تنظـيم عملكـرد فيزيولـوژيكي و            

عمـل  . )Horrobin, 1995( شـوند سلامت عمومي بدن مي
طبـق   )Desaturation(  اسـيدهاي چـرب  سـازي   اشـباع غير
گيرد كه در طي آن، بانـدهاي دوگانـه         يندي صورت مي  فرا

 هاي اسيل آليفاتيك  اي به زنجيره  كربن در نقاط ويژه   -كربن
) Aliphatic acyl Chains( گردداضافه مي )Shanklin & 

Cahoon, 1998(. 
را ) Desaturase( سـازي     غيراشـباع هايي كه عمل    آنزيم
وراز ناميـده   هـاي دسـچ   دهند، با عنوان كلي آنزيم    انجام مي 

هـاي ديگـري    هـا، آنـزيم   عـلاوه بـر ايـن آنـزيم       . شوندمي
شـدن، طـول     وجـود دارنـد كـه باعـث طويـل         ) الانگازها(

فرآيندهاي غيراشباع  . شوندي كربني اسيد چرب مي    زنجيره
پـي كـه روي     درهـاي متعـدد و پـي      سـازي     كردن و طويـل   

پــذيرد، منجــر بــه ســنتز سوبســتراهاي خــاص انجــام مــي
 Poly Unsaturated(اشـباع چندگانـه   غيررب اسيدهاي چ

Fatty Acid( اشـباع چندگانـه بلنـد    غير و اسيدهاي چرب

 )Long Chain- Poly Unsaturated Fatty Acid( زنجيـر 
در گياهان سـنتز اسـيدهاي چـرب غيراشـباع در            .گرددمي

 هـاي تغلـيظ   هـا و در خـلال يكسـري از واكـنش          پلاستيد
)Condensing(  در غشاي پلاستيدها يـا     شود كه    شروع مي

ادامه يافته ) Retlicom Andoplasmic( يشبكه آندوپلاسم
 گـردد  و نهايتاً منجر به تجمع اسيدهاي چرب غيراشباع مي        

)Kinney, 1994.(      بيشـتر گياهـان عـالي، سـنتز اسـيدهاي 
 كربنـه بـه پايـان    18ي بلنـد   چرب را بصورت يك زنجيره    

 كلروپلاستي آنهـا     تمام اسيدهاي چرب   ني بنابرا رسانند،مي
گياهان،  بيشـتر  به عبـارت بهتـر در     .  كربنه هستند  18 يا   16

 و اسـيدهاي    )c16:o(اسيد چرب اشباع عمده اسـيدپالمتيك       
، )OA,C18:1(چرب غيراشـباع اصـلي نيـز شـامل اولئيـك            

ــك  ــك  ) LA,C18:2(لينولئيـ ــا لينولنيـ ) ALA,C18:3(و آلفـ
 امـا  ).Hong et al., 2002و  Qi et al., 2004( باشـد  مـي 

 ,OA( كربنـه رايـج   18علاوه بـر اسـيدهاي چـرب     LA, 

ALA (         اسيدهاي چرب غيراشباع ديگري نيز در برخـي از
هـا وجـود دارنـد كـه از         هاي گياهي و ميكروارگانيزم   گونه

 .باشند اي مياي و صنعتي حائز اهميت ويژهلحاظ تغذيه
ــيد  ــك اس ــيد ) GLA(گامالينولني ــتئاريدونيك اس و اس

)SDA ( ع از اين اسيدهاي چرب ويژه هستند كه در         دو نو
هاي گياهي مثل   ها و گونه  تعداد معدودي از ميكروارگانيزم   

زبـــــان گاو، )Evening primrose( گـــــل مغربـــــي
 و )Black Currant (، تـــوت ســـياه)Borage(اروپـــائي

ــه ــف جــنس   گون ــاي مختل ــيEchiumه ــد م ــوند تولي  ش
)Garcia-Maroto et al., 2002 .(اســيد گامــا لينولنيــك 
)GLA(       است كـه نقـش      6، يك اسيد چرب ضروري اُمگِا 

ــتي  ــاختار زيس ــاتي در س ــال آن از برخــي  داردحي  و اعم
باعث بهبـود    GLAبطور ويژه   . كندها پيشگيري مي  بيماري

كارايي پوست در افراد مسن و كاهش چربي اضـافي بـدن            
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207 2، شمارة 19اصلاح گياهان مرتعي و جنگلي ايران جلد  دو فصلنامة تحقيقات ژنتيك و

 ماستالژيا  ،   معمولاً در درمان اگزما    GLAهمچنين  . شودمي
، سـرطان روده بـزرگ، سـرطان        MS روند بيماري    و بهبود 

 ,.Preuss et al( پستان، ملانوما، ديابت و غيره نقـش دارد 

2000, Brosche et al., 2000, Das et al., 1995 و 
Barre et al., 2001( .SDAعنـوان   هتواند در بدن ب نيز مي

اشـباع چندگانـه    غيرسوبسترا براي توليد اسيدهاي چـرب       
 Eicosa( همچـون ايكوزاپنتائونيـك اسـيد    ياهبلند زنجير

Pentaenoic Acid ( دكوزاهگزائونيـك اسـيد   و)Docosa 

Hexaenoic Acid (    عمل كنـد، و همچنـين داراي مزايـاي
هـاي  باشـد و از آن در سـاخت فـيلم         صنعتي مهمي نيز مي   

هاي مخصـوص اسـتفاده     روغني، پلاستيك و توليد واكس    
 گامالينولنيك اسـيد  ).Reddy & Thomas, 1996(گردد مي
 d6d توسط فعاليـت آنـزيم       ترتيب    به استئاريدونيك اسيد و  
)delta-6-desaturase(      روي سوبستراهاي لينولئيك اسيد و

 يـك آنـزيم     d6dآنـزيم   . آيندآلفالينولنيك اسيد بوجود مي   
 اگـر ي دسـچورازهاي كربوكسـيل    غشايي است و از دسـته     

)Carboxyl directed(يــرا پيونــد شــود، ز محســوب مــي
دوگانه را بين انتهاي كربوكسيل اسيد چرب و اولين پيوند          

 كنـد  اضافه مـي   6در موقعيت كربن شماره      دوگانه موجود 
)Qiu & MacKenzie, 2001a, Cho et al., 1999, 

Heinz, 1993 و Qiu et al., 2001b( . ــچورازهاي دس
گرا سه موتيف حفاظت شده غنـي از اسـيدآمينه      كربوكسيل
و ) HXXXH, HXX(X)HH,Q / HXXHH(ن هيسـتيدي 

در دمـين   ) HPGG(يك موتيـف متصـل شـونده بـه هـم            
  در انتهاي متيلي تـوالي پپتيـدي خـود دارنـد          b5سيتوكروم  

)Sayanova et al., 1999b و Qiu et al., 2002.( دمـين  
)Domain( ســيتوكروم b ــأمين ــده الكتــرون اســت و  ت كنن

محل اتصال ليگانـد     عنوان    بههاي غني از هيستيدين     موتيف
از . كننـد هـا عمـل مـي     هاي آهـن بـه ايـن نـوع آنـزيم          اتم

 منـاطق    بـوده و در بيشـتر      ه بـومي ايـران    اين گيا كه   يآنجائ
دست بصـورت وحشـي و       شمالي كشور در ارتفاعات ميان    

 هدف از تحقيق حاضـر، تعيـين تـوالي          .زراعي وجود دارد  
 ايرانـي  زبانگاو در گونه گل  d6dكننده ژن  كدكامل منطقه 
دستاورد اين . ، بوده استEchinm amoenumبا نام علمي 

هـاي بعـدي    ورزي تواند براي انتقال ژن و دست     تحقيق مي 
 .حائز اهميت باشد

 
  هامواد و روش

 تهيه مواد گياهي
به منظور تهيه مـواد اوليـه گيـاهي مـورد نيـاز در ايـن                

ــاه  ــذرهاي گي ــق، ب ــام  E .amoenum  تحقي ــس از انج پ
هـاي  ييـد گونـه، از رويشـگاه     أ و ت  شناسـي     گياههاي   بررسي

) اســتان مازنــدران(طبيعــي آن در منــاطق شــمالي كشــور 
 و بــه گلخانــه پژوهشــكده بــرنج و مركبــات، آوري  جمــع

دانشگاه علـوم كشـاورزي و منـابع طبيعـي سـاري منتقـل              
، در تاريكي   هارپس از انجام ضدعفوني سطحي بذ     . يدگرد

هـاي رويشـي گياهـان در        انـدام  زني    كشت و پس از جوانه    
ــرايط  ــاي  14ش ــا دم ــنايي ب ــاعت روش ــه  25 ±2 س درج

 درجـه  15 ±2 ساعت خاموشي بـا دمـاي        10گراد و    سانتي
پس از هفتـه ششـم، مـواد        . گراد پرورش داده شدند    سانتي

 .  برداشت گرديدندRNA و DNA  استخراجبرايگياهي 
 

 طراحي آغازگرها
 Primer Primeir 5زار اف  نرمطراحي آغازگرها با استفاده از 
  چندگانـه  رديفي آمده از هم   و با استفاده از اطلاعات بدست     

 انجام Borago و   Echium يها گونه براي ژن مورد نظر در    
مجمـوع دو جفـت آغـازگر رفـت و برگشـت             در. گرديد

 كـه   6R∆ و   6F∆ هـاي در طراحـي آغـازگر    . طراحي شـد  
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تهاي  در ان  XbaI و   SacIهاي برشي   جايگاه تشخيص آنزيم  
ــود، 5 ــريم آنهــا وارد شــده ب ــه پ ــواليترتيــب  ب هــاي  از ت

ــيدي  ــوالي  MANAIKKYآمينواسـ ــين و تـ ــه آمـ  پايانـ
EALNTHG     ي پپتيدي   واقع در انتهاي كربوكسيلي زنجيره

دلتا سيكس دسچورازهاي گـزارش شـده قبلـي در جـنس            
Echium و Borago officinalis همچنـين  . استفاده گرديد

ز از مناطق حفاظـت شـده داخلـي          ني IR و   IFآغازگرهاي  
 . ژن، طراحي گرديدند

 
اي پليمـراز بـا       و انجام واكنش زنجيـره     DNAاستخراج  

 استفاده از آغازگرهاي داخلي
DNA   هاي جـوان بـا اسـتفاده از روش          ژنومي از برگ

ــاران   ــروف و همك ــقايي مع  ,.Saghai-Maroof et al(س

 .ديــــاســــتخراج گرد، بــــا انــــدكي تغييــــرات )1984
 DNAهـاي بررسـي روي     تخراجي، با اسـتفاده از روش     اس

ژل آگارز، هضم آنزيمي و اسپكتروفتومتري از لحاظ كمي          
 ـبعـد   و كيفي سـنجيده شـد و         عنـوان الگـو در واكـنش        هب

 IR و   IFداخلي   اي پليمراز با استفاده از آغازگرهاي     زنجيره
منظور شناسايي وجـود يـا عـدم         هاين آزمون ب  . استفاده شد 

فراينـدهاي   ژنومي قبل از انجام      DNAح  وجود ژن در سط   
 ، cDNA و سـاخت   RNAبـر اسـتخراج     گير و هزينـه   وقت

 تكثيـر شـده در ايـن    bp  900قطعه حدوداً. انجام پذيرفت
ــ واكــنش طــور مقــدماتي تعيــين تــرادف شــد و ميــزان  هب

 بررسي Gene Bankهاي موجود در همولوژي آن با توالي
 . گرديد
 

 تكثير ژن و cDNA، ساخت RNAاستخراج 
 شـامل ريشـه،   E. amoenumهاي مختلف گياه از اندام

 هايهاي كامـل و بـذر      گل  در مرحله رزت و     برگ  و ساقه

اسـتفاده    كـل RNA بمنظور اسـتخراج   در گياه كامل نارس
 به روش گوانيدين ايزوتيوسـيانات      RNAاستخراج  . گرديد

 ,Siebert & Chenchik( بـا انـدكي تغييـرات انجـام شـد     

بـرداري   ، واكـنش نسـخه    cDNAساخت  براي   بعد). 1993
 M-Mulv Reverseمعكــوس بــا اســتفاده از آنــزيم    

transcriptas)   شركتFermentas ( 6∆ و آغازگرR   انجـام
هـاي مختلـف گيـاه،       سـنتز شـده از انـدام       cDNA .گرديد

 سـنتز  بـراي اي پليمـراز،    الگو در واكـنش زنجيـره      عنوان    به
DNAفاده از آغازگرهــا اي و تكثيــر ژن بــا اســت دو رشــته

)∆6R 6∆وF  ( و آنزيمPfu polymerase ) تاكاراي ژاپن (
 3واسرشـت اوليـه     : شرايط اين تكثيـر شـامل     . استفاده شد 

 دقيقـه در    1 سازي     چرخه بصورت واسرشت   30بعددقيقه،  
 درجه و بسط    57 دقيقه در دماي     1 درجه، اتصال    92دماي  

 بسط نهـايي در دمـاي        درجه و نهايتاً   72 دقيقه در دماي     2
.  دقيقه در نظـر گرفتـه شـد        10 درجه سلسيوس بمدت     72

 بـذرهاي نـارس بـا       cDNAآمـده از      بدست bp 1350نوار  
ــتخراج    ــت اس ــتفاده از كي ــركت DNAاس  از روي ژل ش

Rocheاستخراج و كميت سنجي شد ،. 
 

 سازيساخت پلاسميد نوتركيب و همسانه
، در  Pfuشـده توسـط آنـزيم        تكثير   kb 35/1محصول  

 ناقـل  XbaI و   SacIهـاي برشـي     جايگاه تشـخيص آنـزيم    
بـدين  .  شـد سـازي   همسـانه  (+)pBluescript SKينگ كلن

آر و ناقــل ابتــدا بــا اســتفاده از ســيپــي منظــور محصــول
بطور همزمان برش داده شـدند و        XbaI و   SacIهاي   آنزيم
ن و ناقـل    ايجاد شده در ژ   ) Sticky( انتهاهاي چسبنده    بعد

در گـام   .  ليگـاز بهـم متصـل شـدند        T4با استفاده از آنزيم     
 ـ  منظـور تكثيـر و نگهـداري بلندمـدت ژن مـورد             هبعدي ب

 αDH5 سويه E. coli مطالعه، پلاسميد نوتركيب به باكتري
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د ي پلاسم انتقال تهيه باكتري مستعد و      براي. انتقال داده شد  
هـاي اسـتاندارد، كلريـد       از روش  ترتيـب     به ب به آن  ينوترك

 Manatis et(كلسيم سرد و شوك حرارتي استفاده گرديـد  

al., 1995 .( در محـيط انتخـابي   انتقالمحصول LB  جامـد 
 كشـت  IPTG, X-galسـيلين،  بيوتيـك آمپـي  حـاوي آنتـي  

هاي سفيد و آبي اسـتخراج پلاسـميد        با ظهور كلني  . گرديد
  انجـــام شـــد miniprepهـــا بـــه روش از ايـــن كلنـــي

)Chowdhury, 1991( كننـده  هاي تأييد ساير آزمونبعد و
-Colonyسازي، شـامل هضـم آنزيمـي،        نصحت عمل كل  

PCRو تعيين ترادف انجام گرديد  . 
 

  ايجنت
اي پليمـراز بـا اسـتفاده از آغازگرهـاي          واكنش زنجيره 

 IR و IFداخلي 
 ژنـومي   DNAاي پليمـراز روي     نتيجه واكنش زنجيـره   

 ـ  همنجر به تكثير قطع ـ     جفـت بـاز   900طـول تقريبـي      هاي ب
آزمون ميزان همسـاني قطعـه تكثيـر شـده پـس از             . گرديد

 pb900 نشان داد كه قطعـه  Gene Bankتعيين ترادف، در 
دست آمده، بيشترين همساني را در سطح نوكلئوتيدي با          هب

هاي دلتا سيكس دسچوراز گزارش شده قبلي از جـنس          ژن
Echium و Borago 1جدول ( دارد.(  

 GeneBank در BLAST N  توسطها  با ساير توالي ، bp 900  بررسي درجه همساني قطعه-1جدول 
يِشماره دسترس يدرجه همسان شرح   

AY055117/1 Echium gentianoides (D6DES) gene, complete cds 89% 

AY055118 /1 Echium pitardii var.pitardii (D6DES) gene, complete cds 88% 

AY 952780/1 Echium plantagineum (D6Des) gene, complete cds 87% 

DQ 067612/1 Echium sabulicola (D6DES) gene, complete cds 87% 

EF 495160/1 Borago officinalis (D6DES) gene, complete cds 85% 

AY 131238/1 Nonea caspica (D6DES) gene, complete cds 84% 

 .باشد  ي م ذكر شده در جدول صفر تمام موارديِ براE-valueمقدار      
 

ــاه d6d جداســازي ژن ــه روش E. amoenum از گي  ب
PCR – RT  

cDNA  ــدام ــنتز شــده از ان ــاي مختلــف بمنظــور  س ه
اي پليمـراز   جداسازي و تكثير نهايي ژن در واكنش زنجيره       

 استفاده شد و منجر به تكثير نواري        Pfuبا استفاده از آنزيم     
كــه معــادل طــول كامــل منطقــه  bp1350بطــول تقريبــي 

 cDNA  از  بـا اسـتفاده    باشـد كننده ژن مورد مطالعه مـي     كد
، سنتز شـده    cDNAدر اين آزمايش    . گرديد نارس   يبذرها

 كه علت آن    ،)1 شكل(از برگ، ريشه و ساقه عمل نكردند        

 باشـد هـا مـي   در ايـن انـدام  رونوشـت پايين بـودن سـطح     
)Brosche & Platt, 2000.( 

 
 سازي و تعيين ترادف  همسانه

كننــده صــحت عمــل  هــاي تأييــد آزمــونمجمــوع نتــايج
 و تعيـين    PCR –Colonyسازي، شامل هضم آنزيمي،       كلن

دهد كه ژن دلتا سيكس دسچوراز، از گيـاه        ترادف نشان مي  
E. amoenum   با موفقيت جداسازي و كلـن شـده اسـت . 
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  نارسيبذرها cDNA ي مختلفها  و غلظت pfu پليمراز DNA با استفاده از آنزيم d6d  تكثير ژن-1شكل 
 )ليتر ماكرو7و  6، 5، 3، 4، 2(

 
هاي برشي بر اين اساس هضم پلاسميد نوتركيب با آنزيم

SacI و XbaIاي بطول تقريبي  قطعه bp1347 ،ايجاد نمود 
كه معادل طول كامل منطقه كدكننده ژن مورد مطالعه 

ي پليمراز با اهمچنين انجام واكنش زنجيره. باشد مي
  الگو و آغازگرهايعنوان  بهاستفاده از پلاسميد نوتركيب 

∆6F 6∆ وR ،ًانتظار  جفت بازي مورد 1350نوار   مجددا
ييد بيشتر و بدست آوردن توالي  براي تأبعد. را تكثير كرد

ژن، قطعه وارد شده در پلاسميد نوتركيب با آغازگرهاي 
 ). 2ل شك( تعيين ترادف شد M13R و M13Fعمومي

 

 
  ناقل نوتركيب،-2 ناقل هضم شده، -1 ( نتايج هضم آنزيمي پلاسميد نوتركيب و پي سي آر-2شكل
 )به عنوان الگو آر با استفاده از ناقل نوتركيب سي  محصول پي-4نوتركيب هضم شده،   ناقل-3
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 يها   با گونهE. amoenum از گونه Ead6dراستايي در سطح آمينو اسيد ژن   هم-3شكل
E. plantagineum ،E. sabulicola ،E. gentianoides  و E. pitardii 

 

بيانگر نقاطي است كه آمينو اسيدهاي جايگزين شده، از يك گروه بيوشيميايي (:) علامت .  توالي مورد مقايسه است5بيانگر آمينواسيدهاي همسان در هر (*) علامت ستاره 
ــابه ه ــتندمشـ ــاطي را مشـــخص(.) علامـــت . سـ ــينقـ ــروه    مـ ــيدها از گـ ــا آمينـــو اسـ ــه در آنهـ ــا  كنـــد كـ ــتند و علامـــت هـ ــيميايي نزديـــك بهـــم هسـ  ي بيوشـ

 ـ . ي متفـاوت هسـتند  هـا   نيز به اين مفهوم است كه آمينواسيدهاي جايگزين شده در آن محل از لحاظ خواص بيوشيميايي از هم دور بوده و متعلق بـه گـروه       ( )  ك خطـوط باري
 از  ترتيـب     بههم و فلشها     شونده به  كادر بيضوي موتيف مهم متصل    . دهد   مي بيني شده را نشان    هاي ترانس ممبران پيش     و خطوط ضخيم محل هليكس     b5محدوده دمين سيتوكروم    

 .دهند   ميگانه را نشان ي غني از هيستيدين سهها  بالا به پايين موتيف
 
 
 بحث
 هاي بيوانفورماتيكيبررسي

از اين كه مشخص شد، قطعه كلن شده داراي يك پس 
 با طولي معادل توالي پپتيدي ژن مورد مطالعه ORFمنطقه 

هاي باشد، ميزان همساني و مشابهت آن با ساير تواليمي
 در سطح نوكلئوتيدي و پروتئيني GenBankموجود در 

، DNAاين نتايج نشان داد در سطح . بررسي گرديد
هاي  گزارش شده از گونهd6dهاي بيشترين همساني با ژن

%)95(  E. gentianodes  94(%و( E. pitardii ،%)93( 
 E. sabulicola، %)93( E. plantagineum و %)87( 

Borago officinalisدر سطح پروتئيني نيز توالي  .باشد   مي
 ) 95(%، E. sabulicola) 96(%ترتيب با   ترجمه شده به
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E. plantagineum ،E. gentianodes94(%  و ( E. pitardii 
هاي مورد انتظار  همچنين دمين.  همساني را داشتبيشترين

هاي حفاظت ، فتي اسيد دسچوراز، موتيفb5سيتوكروم 

 HPGGشده غني از هيستيدين اول تا سوم و موتيف 
 ).3شكل (همگي در توالي ترجمه شده شناسايي شدند 

 
 
 

 
 

 افزار   با استفاده از نرم8 و 6هاي دلتا   هاي پروتئيني ژن   درخت فيلوژنتيكي براي توالي-4شكل 
 MEGA3 به روش Neighbour joining 

 
Echium amoenum delta 6 desaturase (Ead6d), E. gentianoides delta 6 desaturase (Egd6d), E.sabulicola delta  
6 desaturase (Esd6d), E.pitardii delta 6 desaturase (Epd6d), E.pitardii delta 6 desaturase pseudogene A (▲ Epd6dA), 
E.pitardii delta 6 desaturase pseudogene B (▲ Epd6d A), E.plantagineum delta 6 desaturase (Epld6d), Anemone leveillei 
delta 6 desaturase (Ald6d),A.leveillei delta 8 desaturase (Ald8d),Mortiere alpine delta 6 desaturase B (Mad6d b), M.alpina 
delta 6 desaturase (Mad6d), Mucor rouxii delta 6 desaturase (Mrd6d), Pythium irregular delta 6 desaturase (Pid6d), 
Primula farinose delta 6 desaturase (Pfd6d), P.vialii delta 6 desaturase (Pvd6d), P.vialii delta 8 desaturase (Pvd8d), 
Arabidopsis thaliana delta 8 desaturase (Atd8d), Borago officinalis delta 6 desaturase (Bod6d), B.officinalis delta 8 
desaturase (Bod8d), Ceratodon purpureus delta 6 desaturase (Cpd6d), Phaeodactylum tricornutum delta 6 desaturase 
(Ptd6d), Physcomitrella patens delta 6 desaturase (Ppd6d), Marchantia polymorpha delta 6 desaturase (Mpd6d), 
Umbelopsis isabellina delta 6 desaturase (Uid6d), Helianthus annus delta 8 desaturase (Had8d).  
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نيـز  ) Neighbour joiningبه روش  (اي  خوشه تجزيه   
هـاي   همراه با توالي   Ead6dان داد كه توالي پروتئيني      نش

d6d هاي ساير گونهEchium گيرد و علاوه بـر   قرار مي
 كـاذب هـم گـروه    d6d هـاي و ژن  d8d هـاي اين بـا ژن   

 پروتئين دلتا سـيكس  ،بر اين اساس). 4شكل ( شود نمي
ي اكيوم  ها    دسچوراز در گونه گل گاوزبان ايراني از گونه       

 ي جزاير ماكـارونزي ها  و گونه) E. sabulicola( اروپايي
)E. gentianodes ،E. plantagineumو E. pitardii( و 

 Borago( زبــانگاوهمچنــين گيــاه  officinalis(مجــزا  
 .گردد  مي
 و DNAهــا در ســطح منظــور آشكارســازي تفــاوته بــ

 بـا   Ead6d آمينواسـيد، تـوالي نوكلئوتيـدي و پروتئينـي    
ــوالي  ــاير ت ــه  س ــن ژن در گون ــاي اي ــك ه ــاي نزدي  ه

)E. plantagineum، E. sabulicola ،E. gentianoides و 

E. pitardii (رديفي نشان داد   همنتيجه اين. رديف شد هم
هـاي غنـي از هيسـتيدين       هيچگونه تغييـري، در موتيـف     

 و نيز ساير نقاطي كـه تـاكنون         HPGGگانه و موتيف     سه
مشـخص  ) Zhou, 2006(اي زايـي نقطـه   از طريق جهش

داري در   تغييـرات در آنهـا اثـرات سـوء و معنـي             و شده
گذارد، رخ نداده و اين مناطق در       ميزان فعاليت آنزيم مي   

توالي مورد بررسي، بدون تغييـر و حفاظـت شـده بـاقي          
افزارهـاي موجـود و     همچنين با استفاده از نـرم     . اندمانده

تـرانس  سرورهاي بيوانفورماتيكي ساختار ثانويه، مناطق      
تـوالي  ) 5شكل  (و الگوي هيدروپسي    ) 3شكل  ( ممبران

 بسـيار   تطـابق ترجمه شده تعيين گرديـد، كـه نتـايج آن           
 .هاي گزارش شده قبلي داردبالايي با ساير توالي

 
 
 

         Ead6d                              Borago officinalis                                Mortierella alpine  
  
 

  (Kyte & Doolittle) به روش Ead6d پلات هيدروپسي توالي آمينواسيدي -5شكل
 .Mortierella alpineو قارچ   Borago officinalisو مقايسه آن با 

 

 .دهد  از هيستيدين را نشان ميهاي غني   نيز محل موتيف H. دهند   را نشان ميd6dهاي   خطوط دو دمين هيدروفوب عمده در ژن
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ها در  با ساير ژن Ead6dهاي ژنآشكارسازي تفاوت
 سطوح نوكلئوتيدي و پروتئيني

ــاوت  ــازي تف ــور آشكارس ــطح  بمنظ ــا در س  و DNAه
بـا سـاير    Ead6d ، توالي نوكلئوتيـدي و پروتئينـي  اسيدآمينه
ــوالي ــه تــ ــن ژن در گونــ ــاي ايــ ــكهــ ــاي نزديــ  هــ

)E. plantagineum، E. sabulicola، E. gentianoidesو  
E. pitardii (رديف شد و مـورد بررسـي قـرار گرفـت      هم

ها در  چه تفاوت نتيجه اين بررسي نشان داد، اگر     ). 3كل  ش(
 نوكلئوتيـد   33 در   Ead6dسطح نوكلئوتيدي بالاست و ژن      

 اما از لحاظ    ، گونه مورد مقايسه كاملاً اختلاف دارد      4با هر   
معني اسـت،  ها بيري از اين تفاوت  بسيااسيدآمينه  تغييرات  

 نقـاط محـل اخـتلاف، تغييـر         بدين مفهـوم كـه در بيشـتر       
نوكلئوتيد منجر به تغيير اسيدآمينه نگرديـده اسـت و تنهـا            

جايگزين اسم رمز ديگـر آن شـده        اسيدآمينه  يك اسم رمز    
 در نقـاطي كـه جـايگزيني در سـطح      ،علاوه بر ايـن   . است

ز در سه مورد كه در محـل        اتفاق افتاده است بج   اسيدآمينه  
شـود   واقـع مـي    280 و   226 ،  101هـاي شـماره     اسيدآمينه

هاي جـايگزين شـده از يـك گـروه          اسيدآمينهبدليل اينكه   
  هـاي بيوشـيميايي نزديـك هـم    بيوشيميايي و يـا از گـروه  

توانـد مهـم و     د، اختلافات مشاهده شده چندان نمـي      هستن
 در  اسـيدآمينه تغييـرات   . عامل تغييرات اساسي تلقي شوند    

هـاي  اسـيدآمينه  به دليل ايـن كـه        280 و   226 ،  101نقاط  
هاي بيوشيميايي متفـاوت و دور از       جايگزين شده از گروه   

. تواند بسيار پر اهميت و قابل بررسي باشـد        هم هستند، مي  
 اسـيدآمينه   ترتيب    به Ead6d در توالي    280 و   101در نقطه   

ين جـايگزين شـده     سرين با آسپارژين و سرين با فنيل آلان       
 Borago officinalis در گونـه  است كه اين تغييرات عينـاً 

شـماره  اسـيدآمينه   نيز اتفاق افتاده است، اما جـايگزيني در         
، منحصراً در گونـه ايرانـي   )S با  Rجايگزيني نامشابه    (226

 عامـل   عنوان    بهتوان اين جايگاه را      مي بنابراينوجود دارد،   
زان فعاليـت كاتـاليكي و      تفاوتي كـه ممكـن اسـت در مي ـ        

  دســچوراز گونـــه 6تــرجيح سوبســتراي آنـــزيم دلتــا    
E. amoenum ديده شود، در سطح ژني و پروتئيني كانديد 

، b5علاوه بر اين در ناحيه حفاظت شده سـيتوكروم          . نمود
 74 اسـيدآمينه تمام اختلافات مشاهده شده بجـز در محـل      

ت و جـدي    هاي اكيوم يا براگو ديده شده اس      در ساير گونه  
هاي اكيوم و براگـو      در گونه  74 اسيدآمينهدر مورد   . نيست
ــا ســرين وجــود دارد، در  اغلــب  آمينواســيدهاي ليــزين ي
ترئـونين جـايگزين    اسـيدآمينه   ،  Ead6dكه در توالي     حالي

هر سه ايـن اسـيدهاي آمينـه قطبـي هسـتند و             . شده است 
ر دبه ويژه   جايگزيني آنها با هم اتفاق نادر و سوئي نيست،          

 مشاهده شده با ترئونين جايگزين      خصوص سرين كه اكثراً   
كنـد  ا آنچه اين جايگاه را حائز اهميت ويژه مي        ام. شودمي

 به عنوان يكـي از      74شماره  اسيدآمينه  اين است كه، محل     
بـه   سوبسترا يبيل تركيمي كانديد، كه احتمالا در   ها    جايگاه

. )Marato, 2006 (آنزيم نقـش دارد، معرفـي شـده اسـت    
 ي هر چند جزئي در ايـن نقطـه،        ااسيدآمينه تفاوت   بنابراين

 ـ             مي ت آن  توانـد راهگشـاي مطالعـات آينـده باشـد و اهمي
هاي مولكولي بيشتري در  تجزيهزماني درك خواهد شد كه 
 سوبسـترا بـه آنـزيم       يبيل ترك يمسطح بيان ژن براي تعيين      

d6d     همچنـين شـايان توجـه     . در گونه ايراني انجام پذيرد 
هـاي غنـي از هيسـتيدين       است كه در هيچكدام از موتيـف      

كنون از   و نيز ساير نقاطي كه تـا       HPGGگانه و موتيف     سه
ــش  ــق جه ــه طري ــي نقط ــت  زاي ــده اس ــخص ش  اي مش

)Zhou, 2006( در توالي مورد مطالعه كوچكترين تغييري ،
 .  حفاظت شده استرخ نداده است و كاملاً
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215 2، شمارة 19اصلاح گياهان مرتعي و جنگلي ايران جلد  دو فصلنامة تحقيقات ژنتيك و

 گيرينتيجه
هاي مهندسي ژنتيك،   فاده از روش  در اين مطالعه با است    

كننده ژن دلتا سيكس دسچوراز در گونه گل توالي كامل كد
 شناسـايي، جداسـازي و   (E. amoenum)زبـان ايرانـي   گاو
درجه همساني بسيار بالا توالي نوكلئوتيدي و       .  گرديد كلن

 گــزارش شــده d6dهــاي پروتئينــي ايــن ژن بــا ســاير ژن
 و 8هـاي دلتـا   بـا ژن  اي  خوشـه  ، تجزيـه  Gene Bankدر
ــا   ژن ــاي دلت ــين  6ه ــامي دم ــف تم ــين، كش ــا و  دروغ ه

هــاي حفاظــت شــده در تــوالي پروتئينــي و عــدم  موتيــف
 بـا معنـي در نـواحي حفاظـت          يااسيدآمينههاي  جايگزيني

ــه  ــه انضــمام اطلاعــات پاي ــيششــده، ب ــه از پ ــي اي ك بين
شود، صحت اين   ساختارهاي ثانويه و عملكرد استنباط مي     

بــديهي اســت كــه تعيــين بيشــتر . كنــدييــد مــيأا تادعــا ر
خصوصيات اين ژن مستلزم بيان آن در سيستم يوكاريوتي         
مناســب و بررســي كــاركرد آن در ســطوح بيوشــيميايي و 

هاي تحقيق حاضـر يـك      در مجموع يافته  . باشدآنزيمي مي 
شـود و از ايـن اطلاعـات        گام رو بـه جلـو محسـوب مـي         

 روغـن دانـه و توليـد        كـاري محتـواي    توان براي دست   مي
ــت   ــا قابلي ــه ب ــان تراريخت ــوب  گياه ــژه و مطل ــاي وي  ه
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Abstract 

Delta-6 desaturase (D6D), an enzyme of a lipid methabolic pathway, has been found as 
active form in some microorganisms and plants like different species of the genus Echium from 
family Boraginaceae. The enzyme converts essential fatty acids linoleic acid and α-linolenic 
acid into long-chain polyunsaturated ones, γ-linolenic acid and stearidonic acid, respectively. In 
this research, to isolate the d6d gene from Iranian borage (Echium amoenum), we followed total 
RNA isolation from immature seeds, total cDNA synthesis and PCR amplification using the 
gene specific primers designed according to the sequence of d6d in the other Echium species. 
Approximately a 1350 bp amplified fragment was inserted into the vector pBluscript SK(+) and 
cloned in Escherichia coli strain DH5α. Nucleic acid sequence analysis of the cloned fragment 
verified the successful isolation and cloning of the full length CDS of d6d gene from E. 
amoenum. The cloned CDS include 1347 nucleotides coding for 448 amino acids. The 
translated protein possessed high similarity of 94–96% to its counterparts previously reported in 
other Echium species. All the expected domains, i.e., cytochrome b5, fatty acid desaturase, 
HPGG motif and histidine rich conserved motifs were found in the sequence of translated 
protein. Furthermore, secondary structure, transmembrane domains and the hydropathy profile 
of the protein were highly similar to its counterparts in the other Echium species. The d6d gene 
is a promising gene to engineer the fatty acid metabolism in crop plants. Gene expression 
studies are necessary for further characterization of the cloned gene and its encoded enzyme. 
The sequence of the coding region of d6d gene from E. amoenum was submitted to GenBank 
under the accession number GU237486. 
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