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چکیده
Papaver somniferumگیاه شقایق ( L.( یکی از مهمترین گیاهان دارویی جهان بوده و چندین آلکالوئید بنزیل ایزوکوئینولینی

OMT2)3′-hydroxy-N-methylcoclaurine’4کند. در این پژوهش ژن دارویی مهم را تولید می 4′-O-methyltransferase ( این از
این ، PCRبا استفاده از OMT2’4ه و ژنومیک ژن کنندخصوصیت شد. پس از تکثیر توالی کدتعیین توالی و ، تعیین گیاه جداسازي

جفت بازي را1189و 1074با طول یابی قطعاتیي و تعیین توالی شدند. نتایج توالیسازهمسانهpTZ57R/Tقطعات در پلاسمید 
جفت باز را در 115نتایج وجود یک اینترون با طول براي اولین بار در این گیاه،ه و ژنومیک نشان داد.کنندترتیب براي توالی کدبه

جنس شقایق OMT2’4نشان داد. ژن جداسازي شده از ژنوتیپ ایرانی با همسانی بسیار بالایی به ژن OMT2’4توالی ژنومیک ژن 
بیوانفورماتیکی بیشتر نشان داد که هايبررسیدرصد به گیاهان راسته آلاله سانان شبیه بود. 67شباهت داشت و با همسانی بیشتر از 

بررسی آنالیز بیان برايکند. کند که بدون سیگنال پپتید بوده و در سیتوپلاسم تجمع پیدا میآنزیمی پایدار را تولید میOMT2’4ژن 
گیاه شقایق مربوط به ترانسکریپتوم جوانه گل، برگ، میوه در حال نمو، ساقه و ) mRNA(نوع SRAهاي کتابخانه از دادهپنجژن،

هاي آماري بررسی و آزمونIDEG6ار افزبا استفاده از نرمدر آنها OMT2’4دریافت و بیان ژن جداسازي شده SRAریشه از پایگاه 
هاي مختلف گیاه شقایق بوده و بیشترین میزان بیان را در بافت ساقه دارد. شد. نتایج نشان داد که این ژن داراي بیان متفاوتی در بافت

دسی مهني در گیرو بهرهژنتیکیورزياولین قدم در دستهاي بیوسنتزي و بررسی خصوصیات آنهاکننده ژنشناسایی توالی کد
از گیاه شقایق جداسازي شد و وجود یک اینترون OMT2’4ه کامل ژن کننددر این پژوهش براي اولین بار توالی کداست. متابولیک

در ساختار آن مشخص و اثبات شد. 

SRAشقایق،توالی ژنومیک، متیل ترانسفراز، - Oبیان ژن،کلیدي:هاي واژه
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درآنهادرموجودثرهؤمموادوشدمیمحسوبها بیماري
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Chandra(رسدنظر میبهافزایش این مواد ضروري et al.,

توان مهندسی متابولیک میهايبا استفاده از روش. )2014
هاي هاي مفید را افزایش و میزان متابولیتمیزان متابولیت
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قدم اول در مهندسی متابولیک شناسایی مضر را کاهش داد.
هاي خاص استمتابولیتهاي دخیل در بیوسنتزژن

)Shahid et al., 2013; Beaudoin & Facchini, 2014( .
Papaver(شقایق گیاه دارویی  somniferum L.( یکی از

نوان تنها منبع عبهترین گیاهان دارویی جهان است و قدیمی
و مشتقات نیمه سنتزي مانند طبیعیهاي تجاري براي مسکن

اکسی کدون و نالترکسون باقی مانده است. این گیاه همچنین 
هاي بالقوه چندین آلکالوئید بنزیل ایزوکوئینولینی دیگر با ویژگی

ه رگ، داروي ضد سرفه و ضد کننددارویی ازجمله پاپاورین باز
سرطان بالقوه نوسکاپین و عامل ضد میکروبی سانگوینارین را 

,Kapoor(کند لید میتو 1995; Paul et al., شقایق .)1996
نوان یک سیستم مدل براي بررسی بیوسنتز آلکالوئیدهاي عبه

Beaudoin(شودر برده میکابهبنزیل ایزوکوئینولینی در گیاهان 

& Facchini, عملکردي و کاربرد ژنومیکس.)2014
هاي بیوسنتزي بیوشیمیایی منجر به تغییرات اخیر در کشف ژن

دخیل در تشکیل آلکالوئیدهاي بنزیل ایزوکوئینولینی در شقایق 
کند تسهیل میراکاربردهاي بیوتکنولوژیکیکهشده است

)Beaudoin & Facchini, 2014(.
اولین قدم در سازماندهی مطالعات مهندسی متابولیک، 

خاص هاي هاي دخیل در بیوسنتز متابولیتشناسایی ژن
- O- 4متیل کوکلارین- N- هیدروکسی- S -'3ژن است. 

هاي دخیل در یکی از ژنOMT2’4یا دومتیل ترانسفراز
مسیرهاي بیوسنتزي آلکالوئیدهاي بنزیل ایزوکوئینولینی در 

بیوسنتزي دخیل . این ژن در دو مسیر گیاه شقایق است
- Sدر مسیر بیوسنتزي آلکالوئید پاپاورین ؛است

. در کندتتراهیدروپاپاورین تبدیل می- Sنوررتیکولین را به 
آلکالوئیدهایی مانند تبائین، مسیر بعدي که ابتداي بیوسنتز 

- S -'3کدئین، مورفین، نوسکاپین و سنگوینارین است، 
که رتیکولین - Sرا به کوکلارینمتیل - N- هیدروکسی

بسیاري از آلکالوئیدهاي بنزیل اصلی سازپیش
این ژن تاکنون.کندتبدیل می،ایزوکوئینولینی ارزشمند است

Eschscholziaمختلفی مانند داروییدر گیاهان

californica ،Coptis japonica ،Thalictrum flavum

هاي و ویژگیشده جداسازيCoptis chinensisو

Inui(است مولکولی آن بررسی شده  et al., 2007;

Samanani et al., 2005; Morishige et al., 2000(.
هايرقمه این ژن در کنندلی کدتوا2006در سال همچنین 

گیاه دارویی شقایق جداسازي و تعیین لوئیسیانهماریانه و 
Samanani(خصوصیت شده است et al., امروزه .)2006

در ژنومی و ترانسکریپتومیاطلاعات حجم زیاد با وجود 
موجودات مختلف و همچنین دسترسی آسان به ابزارهاي 

هاي ژنژگیشناسایی و بررسی ویمتعدد، بیوانفورماتیکی
ترین مدت زمان ممکن قابل و در کوتاهمختلف به سادگی

با استفاده از این اطلاعات و که طوريبهانجام است. 
توان قبل میگیري از ابزارهاي بیوانفورماتیکی مختلف بهره

inصورت بههر گونه فعالیت آزمایشگاهیبهاز اقدام

silicoکرد، هاي مورد نظر را شناسایی ژن یا ژن
ها این ژنهایی را که هاي آنها را بررسی و فعالیتویژگی

ها،شناساییي کرد. سازشبیهدر آن دخیل هستند
با احتمال بسیار in silicoهاي يسازها و شبیهبینیپیش

کارهاي توسط زیادي نزدیک به واقعیت هستند و معمولاً 
,Periwal & Scaria(شوند تأیید میآزمایشگاهی 2014;

Bao et al., 2014; Gill & Sanseau, در .)2000
و هاي بیوانفورماتیکی پژوهشی با استفاده از روش

هاي کلزا تمام ایزوفرمگیاه ESTهاي ي از کتابخانهگیربهره
و با موفقیت جداسازيSADو FatBهاي مربوط به ژن

Sun(تعیین خصوصیت شد  et al., یدر پژوهش.)2014
با طراحی و ایجاد یک الگوریتم محققان گروهی از ،دیگر

تلفی در گیاه هاي مخبا موفقیت ژنبیوانفورماتیکی 
آنها نواحی اینترونی و اگزونی و بینیآرابیدوپسیس را پیش

Pavy(را مشخص کردند  et al., 1999( .
، عبارت ی که در این مطالعه به آنها پرداخته شداهداف

و ژنومیک CDSکاملیابیتوالیجداسازي و - 1بودند از: 
-2،براي اولین بارشقایقدارویی از گیاه OMT2’4ژن 

- 3بررسی ساختار و خصوصیات بیولوژیکی این ژن و 
هاي مختلف گیاه با استفاده از بیان این ژن در بافتتحلیل 

و بر اساس اطلاعات موجود در in silicoهاي روش
.هاي اطلاعاتیبانک
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هامواد و روش
cDNAساخت وDNA،RNAاستخراج، کشت گیاهان

.L.P(شقایقگیاهبذرهايدر این تحقیق 

somniferum( شن، رس و پرلایت با ترکیب ییهاگلداندر
و لایه نازکی از کود حیوانی کشت شدند)1: 1: 1نسبتبا (

مدت سه هفته بهو در شرایط گلخانهریخته شدروي آنها 
اي در نیتروژن مایعهاي سه هفتهگیاهچهنگهداري شدند.

مورد استفاده RNAو DNAقرار گرفته و براي استخراج 
با استفاده از روش ادواردز و DNAاستخراج قرار گرفتند.

Edwards(همکاران et al., که روشی مبتنی بر )1991
SDS ،ستخراج ا.انجام شداستRNAبا هاکل از بافت

هاي که مبتنی بر ستونCinnaPureاز کیت استخراجاستفاده 
شرکت سازنده روشطبق تعویض یونی حاوي سیلیکا است،

آنزیمژنومی ازDNAهاي منظور حذف آلودگیبهانجام شد.
DNase Iکمیتواستفاده شد. کیفیتDNA وRNA

دستگاهودرصدیکآگاروزژلازاستفادهبااستخراج شده
ازاستفادهباcDNAشد. سنتز رشته اولتعییننانودراپ

.شدانجامcDNAسنتزکیت

OMT2’4ي و تعیین توالی ژن سازهمسانه،تکثیر
متشکل از موجود براي گیاه شقایق (ESTابتدا کتابخانه

توالی) از بانک ژن دریافت و با استفاده از آنها در 21094
CLC Genomic Workbenchارافزنرم یک پایگاه 9.0
گیاه شقایق با OMT2’4تنها توالی ژندیفی ایجاد شد. رهم

ژن دریافت شد و از بانکAY217334شماره دسترسی 
از . قطعات حاصل گردیددیف رهمایجاد شده، علیه پایگاه 

Vector NTIار افزدیفی در نرمرهم ي شدندبندسرهم10.3
يبندسرهمازاز کانتیگ حاصل .و یک کانتیگ ایجاد شد

تأیید چارچوب خوانش باز و دیگر آنالیزهايپس از 
Vector NTIارهاي افزبا استفاده از نرم،تأییدي و 10.3

Allele ID طراحی شد.اختصاصیآغازگر یک جفت 7.0
-'5با توالی رفتاز آغازگر

GTAGTTTAGATGCAAAACC-3' برگشتو آغازگر
'TACTAAGGGAAGGCTTCAATGAC-3-'5با توالی 

OMT2’4ژنومیک ژن توالی و هکنندتوالی کدتکثیربراي

با برنامه Pfuبا استفاده از آنزیمPCRواکنش .شداستفاده
گراد، نتیدرجه سا95ثانیه در دماي 30دمایی، واسرشتگی 

دقیقه دوگراد و گسترش نتیدرجه سا50ثانیه در 30اتصال 
چرخه انجام شد. همچنین 35گراد طی نتیدرجه سا72در 

گراد و نتیدرجه سا95دقیقه در پنجواسرشتگی اولیه 
گراد انجام نتیدرجه سا72دقیقه در 20گسترش نهایی 

منظور اضافه کردن نوکلئوتید به،واکنشپس از انجام.گردید
A به انتهاي محصولات واکنش از آنزیمTaq وdATP

و هکنندتوالی کدمنظور تکثیر بهPCRدر واکنش شد. استفاده
DNAو cDNAترتیب از بهOMT2’4توالی ژنومیک ژن 

PCRنتایج واکنش پس از بررسینوان الگو استفاده شد. عبه

تکثیري اتیید اندازه، قطعأو تدرصدیکروي ژل آگاروز 
ي سازجداسازي و خالصاستخراج از ژلبا استفاده از کیت

، واکنش اتصال با استفاده اتقطعيسازپس از خالص.ندشد
لیگاز DNAآنزیم و pTZ57R/Tاین قطعات، پلاسمیداز 
T4نوترکیب حاصل با استفاده از هايانجام شد و پلاسمید

به ي سازو همچنین کیت همسانهروش الکتروپوریشن
.Eباکتري مستعد  coli سویهDH5αپس از ندمنتقل شد .

حاويجامدLBمحیطهاي سفید رويانتخاب کلنی
لیتر و درگرممیلی100غلظتباسیلینآمپیبیوتیکنتیآ

منظور بهPCRکلنی مایع، واکنش LBکشت آنها در محیط
ي رفت و برگشتیید اولیه با استفاده از ترکیب آغازگرهاأت

استخراجانجام شد. OMT2’4طراحی شده براي ژن 
نوترکیب با استفاده از حاوي پلاسمید هاي از کلنیپلاسمید

و هضم آنزیمی با دو آنزیم انجاماستخراج پلاسمیدکیت 
BamHI وEcoRIسازي همسانهییدأتازانجام شد. پس

pTZ57R/Tنوترکیبهايپلاسمیدتوسط هضم آنزیمی،

از سه کلنی OMT’4و ژنومیک ژن CDSحاوي قطعات 
یابی توالیصورت رفت و برگشتی مورد بهاستخراج گردید و

د.قرار گرفتن

بینی اولیه و تعیین چارچوب خوانش بازپیش
با استفاده از ی پس از ویرایش اولیهیابنتایج توالی
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CLC Genomics Workbenchارهاي افزنرم 9.0 ،Vector

NTI براي وجود چارچوب خوانش باز ORF finderو10.3
با هاتوالیبعد کامل مورد بررسی قرار گرفتند. در مرحله

علیه بانک ژن NCBIموجود در BLASTnاستفاده از ابزار 
صحت اولیه فتند. در این مرحلهردیفی قرار گرهممورد 

منظور بررسی به.شدهاي مورد نظر بررسی جداسازي ژن
هاي داراي چارچوب خوانش صحت قاب خوانش، کانتیگ
NCBIموجود در پایگاه CDDباز کامل، با استفاده از ابزار 

هاي با ترجمه توالیCDDمورد بررسی قرار گرفتند. ابزار 
مورد نظر در شش قاب خوانش، قاب خوانش اصلی توالی را 

کند. هاي عملکردي موجود در توالی تعیین میبا یافتن دامنه

ی محل تجمع بینو پیشهاي عملکرديتعیین دامنه
ها  پروتئین

هاي صحیح خوانش باز در توالیپس از تعیین قاب 
Vector NTIار افزنوکلئوتیدي، با استفاده از نرم 10.3

هاي نوکلئوتیدي در چارچوب خوانش باز اختصاصی توالی
هايخود به پروتئین ترجمه شدند. سپس با استفاده از ابزار

CDD موجود در پایگاهNCBI ،InterproscanوPfam

ها مشخص شد. این توالیهاي عملکردي موجود در دامنه
سه ابزار محاسباتی وسیلهههاي عملکردي تأیید شده بدامنه

با استفاده از هاي اصلی انتخاب شدند.عنوان دامنهبهمذکور
وجود یا عدم وجود CELLOو Signal Pابزارهاي 

ها ها و همچنین محل تجمع پروتئینسیگنال پپتید در پروتئین
Petersen(مشخص شد et al., 2011; Yu et al., 2006(.

ی ساختار و مشخصات پروتئینیبینپیش
CLC Genomics Workbenchار افزبا استفاده از نرم 9

ها ساختارهاي ثانویه و سه بعدي پروتئینPhyre2و ابزار 
بینی شد. تعیین پارامترهاي پروتئین شامل طول، بار پیش

فراوانی اسیدهاي آمینه با وایزوالکتریکpHخالص، 
Protein Calculatorو ProtParamاستفاده از ابزارهاي 

محاسبه شد.3.4

وتحلیل فیلوژنتیکیتجزیه
BLASTnبا استفاده از برنامه هاي جداسازي شده توالی

موجود در بانک ژن پایگاه هاي گیاهیتمام توالیعلیه 
NCBIمیزان همسانی همولوگ با هاي ردیف و توالیهم

هاي درصد انتخاب و دریافت شدند. توالی60بیشتر از 
MEGAارافزبا استفاده از نرمدریافتی  ردیف شدند و هم6.0

Neighbor-Joiningدرخت فیلوژنتیکی با استفاده از روش 

تکرار ترسیم شد.1000با Bootstrapو آزمون

ی عناصر تنظیمیبینپیش
ه توالی کنندعناصر تنظیمی در نواحی غیرکدی بینپیش

هاي با استفاده از پایگاهOMT2’4ژنومیک ژن 
PlantCARE وPlantPANهاي مختلف و الگوریتم

ی انجام شد. بینپیش

in silicoژنبیانآنالیز
-RNAهاي کتابخانه از دادهپنجبیان ابتدا در آنالیز

seqهاي دسترسی گیاه شقایق با شمارهERX651037 ،
ERX651023 ،ERX651056 ،ERX651082 و
ERX651062 از پایگاهSRA سایتNCBI دریافت
جوانه به ترانسکریپتوم ترتیب مربوطبههاشد. کتابخانه

از گل، برگ، میوه در حال نمو، ساقه و ریشه بودند. 
داده اختصاصی در پایگاه پنجهاي دریافت شده کتابخانه

CLC Genomics Workbenchار افزنرم ایجاد شد. 9.0
پایگاه پنجعلیه این OMT2’4توالی جداسازي شده ژن 

ردیفی قرار گرفت و ایجاد شده مورد همداده اختصاصی 
طور جداگانه براي بهردیفیهاي حاصل از همتعداد توالی

تعدادIDEG6ار افزنرمدرپایگاه یادداشت شد. هر 
با هاي مختلف بافتدیفی بین رهمازحاصلهايتوالی

Audic and Claverie،Fisherهايآزموناستفاده از 

exact testوChi-squared 2X2مقایسه از لحاظ آماري
شد. 
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نشانگر :PCR .Mالکتروفورزي محصولات تصویر -1شکل 
ه کنندکدتوالی -2و 1، واکنش کنترل منفی--1Kb ،Cمولکولی 
.OMT2’4توالی ژنومیک ژن -4و OMT2 ،3’4ژن 

نتایج 
با شباهت ESTردیفی، پنج ردیفی علیه پایگاه همنتایج هم

را مشخص کرد. از OMT2’4درصد با ژن 95بیشتر از 
جفت باز 1150ها یک کانتیگ با طول ESTبندي این سرهم

جفت 1074حاصل شد که دربردارنده یک چارچوب خوانش باز 
بازي بود. کانتیگ حاصل داراي مشابهت کامل با توالی دریافت 

ها، از شده از بانک ژن بود. پس از ایجاد اطمینان از صحت توالی
ل کانتیگ ایجاد شده براي طراحی پرایمر استفاده شد. نتایج حاص

با پرایمرهاي اختصاصی طراحی شده، OMT2’4از تکثیر ژن 
ترتیب براي توالیجفت بازي را به1189و 1074قطعاتی با طول 

). 1ه و توالی ژنومیک نشان داد (شکل کنندکد
ه ژن کنندنتایج تعیین توالی نشان داد که توالی کد

4’OMT2 جداسازي شده از گیاه شقایق حاوي چارچوب
جفت باز است. این چارچوب 1074طول بهخوانش بازي

پایان پیدا TAGشروع و با کدون ATGخوانش باز با کدون 
جداسازي شده از OMT2’4کند. توالی ژنومیک ژن می

115ژنوتیپ ایرانی گیاه شقایق حاوي یک اینترون به اندازه 
بوده و نزدیک به اگزون GU-AGنوع جفت باز است که از

هاي در پایگاهآنالیزنتایج قرار گرفته است. 3'انتهاي 
PlantCARE وPlantPAN وجود سه عنصر تنظیمی پاسخ

را بیانی و عنصر هسته پروموتريهکنندبه نور، عنصر تشدید
مشخص کرد.OMT2’4در اینترون ژن 

BLASTnبـزار  هاي جداسازي شده با اسـتفاده از ا توالی

دیفی قـرار  رهمعلیه بانک ژن مورد NCBIموجود در پایگاه 
نشـان داد کـه   هاي نوکلئوتیـدي توالیدیفیرهمگرفتند. نتایج 

درصـد همسـانی بـه ژن    100هاي جداسازي شـده بـا   توالی
4’OMT2گیاهP. somniferum درصـد همسـانی بـه    78، با

.Eگیاه californica گیاهـان درصد همسـانی بـه   72، باC.

japonica ،C. chinensis وT. flavum ــا ــد 67و ب درص
Sinopodophyllumهمسانی به گیـاه   hexandrum  شـباهت

ــت. ــهداش ــایج تجزی ــوژنتیکی ژن  نت ــل فیل OMT2’4وتحلی

هــاي جداســازي شــده نشــان داد کــه ایــن ژن در گــروه ژن 
4’OMT2 گیاهان متعلق به راستهRanunculales  و خـانواده

Papaveraceae3گیرد (شکل قرار می  .(
طول توالی پروتئینی بهOMT2’4چارچوب خوانش باز ژن 

کند. نتایج آنالیز با استفاده از ابزارهاي اسید آمینه را کد می357
CDD ،Pfam وInterproscan وجود دو دامنه عملکرديO -

ژن متیل ترانسفراز و دامنه دایمري شدن را در ساختار پروتئینی 
4’OMT2 این پروتئین داراي وزن 2نشان داد (شکل .(
شاخص ، 3/5ایزوالکتریک pHکیلودالتون، 7/39مولکولی 
و میانگین 53/100، شاخص آلیفاتیک 55/37ناپایداري

است. اسیدهاي آمینه - 094/0نسبی آبدوستی یا آبگریزي 
آلانین، گلایسین، ایزولوسین و لوسین بالاترین فراوانی را در 

دارند. نتایج آنالیز در پایگاه OMT2’4ساختار پروتئینی ژن 
SignalP 4نشان داد که توالی پروتئینی ژن’OMT2 فاقد

نشان داد که CELLOسیگنال پپتید است. بررسی در سرور 
درصد در 98با احتمال OMT2’4محصول پروتئینی ژن 

ن کند. همچنین نشان داد که ایسیتوپلاسم سلول تجمع پیدا می
پروتئین داراي عملکردهاي متیل ترانسفرازي و اتصال به 

هاي پروتئین بوده و در فرایندهاي بیوسنتزي، تولید متابولیت
ها، متابولیسم هاي کوچک، پاسخ به تنشثانویه، تولید مولکول

ها، متابولیسم نیتروژن سلولی، تمایز سلولی، کربوهیدرات
یدمثل و ترجمه نقش زایی، نمو ساختار آناتومیکی، تولریخت

مارپیچ آلفا و 19دارد. جستجو براي ساختارهاي ثانویه، وجود 
نشان داد OMT2’4رشته بتا را در ساختار پروتئین ژن 8

).4(شکل 
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واگزون شماره یک با رنگ قرمزکه در آنOMT2’4توالی کامل ژن -OMT2 .A’4هاي عملکردي ژن توالی ژنی، توالی پروتئینی و دامنه- 2شکل 
که در آن OMT2’4توالی پروتئینی ژن -Bتوالی اینترون بین دو اگزون بدون رنگ مشخص شده است..انداگزون شماره دو با رنگ سبز مشخص شده

اند. مشخص شده)ترانسفرازيمتیل - Oبراي دامنه (و صورتی)براي دامنه دایمري شدن(هاي زردبا رنگموجودهاي عملکرديدامنه

OMT2’4درخت تکاملی رسم شده براي ژن -3شکل 

هاي برگ، ساقه، در بافتOMT2’4آنالیز بیان ژن 
ریشه، جوانه گل و میوه در حال توسعه گیاه شقایق نشان داد 

هاي مختلف است. که این ژن داراي بیان متفاوتی بین بافت
در بافت ساقه و کمترین OMT2’4بیشترین میزان بیان ژن 

میزان بیان این ژن در ریشه، برگ و میوه در حال توسعه 
، Audic and Claverieاري مشاهده شد. سه آزمون آم

Fisher exact test وChi-squared 2X2داري تفاوت معنی
هاي بین بافت ساقه و بافتOMT2’4را در میزان بیان ژن 

برگ، ریشه، جوانه گل و میوه در حال توسعه مشخص کرد 
). همچنین سه آزمون آماري مذکور تفاوت 1(جدول 

بین بافت جوانه OMT2’4داري را در میزان بیان ژن معنی
هاي برگ، ها مشخص کرد. البته بین بافتگل و دیگر بافت
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). 5مشاهده نشد (شکل OMT2’4ژن داري در میزان بیان ریشه و میوه در حال توسعه تفاوت معنی

OMT2’4ساختارهاي ثانویه پروتئین ژن -4شکل 

RNA seqهاي هاي مختلف گیاه شقایق بر اساس اطلاعات دادهدر بافتOMT2’4آنالیز بیان ژن -1جدول 

ریشهساقهمیوه در حال نموبرگجوانه گلهاکتابخانه

*-جوانه گل ∆ □* ∆ □* ∆ □*∆ □

*برگ ∆ □-ns* ∆ □ns

*میوه در حال نمو ∆ □ns-* ∆ □ns

*ساقه ∆ □* ∆ □* ∆ □-* ∆ □

*ریشه ∆ □nsns* ∆ □-

Chi-squaredآزموني با دارمعنی: □، Fisherآزموني با دار: معنی∆، Audic and Claverieآزموني با دار: معنی* 2X2 ،nsيدار: عدم معنی

Audicاختصاصیهايآزمونبا استفاده ازهاي مختلف گیاه شقایقدر بافتOMT2’4ژن مقایسه میزان بیان -5شکل  and Claverie ،Fisher

exact test وChi-squared 2X2

در میزان بیان ژن دارند.يدارمشترك تفاوت معنیغیر هاي با حروف ستون
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بحث 
گیاهان داروییازهاي بیوسنتزي مختلفی تاکنون ژن

توان به اند که از آن جمله میجداسازي و بررسی شده
تري بتا هیدروکسی استروئید دهیدروژناز ژن جداسازي

گیاه گل انگشتانه ایرانیازبیوسنتز کاردنولیدها کلیدي در 
Digitalis nervosa L.)Maroufi et al., و همچنین )2017

جداسازي ژن دلتا سیکس دساچوراز از گیاه گل گاوزبان 
Shokri(اشاره کردEchium amoenumایرانی  et al.,

OMT2’4ه و ژنومیک ژن کنندتوالی کدتحقیقدر این .)2012

OMT2’4ژن ژنوتیپ ایرانی گیاه شقایق جدا شد.از 

شباهت کاملی بهاز ژنوتیپ ایرانی گیاه شقایقجداسازي شده
ژن مشابه خود در گیاه شقایق داشت. این ژن همچنین داراي 

هاي مشابه خود در درصد نسبت به ژن67شباهت بالاي 
راسته خود بود. تمام این موارد خانواده و همگیاهان هم

ژن بین گیاهان مختلف شدگی بالاي این دهنده محافظتنشان
وتحلیل فیلوژنتیکی نشان داد که ژن نتایج تجزیهاست.

4’OMT2 4هاي در گروه ژنجداسازي شده’OMT2 گیاهان
و در درخت گیردقرار میRanunculalesق به راسته متعل

تکاملی ترسیم شده بیشترین فاصله تکاملی را با گیاهان 
Sesamum indicum ،Catharanthus roseus ،Nicotiana

attenuata ،Glycine max وLotus japonicus کمترین و
Eschscholziaگیاه OMT2’4را با ژن فاصله تکاملی 

californica .4توالی ژنومیک ژن دارد’OMT2 جداسازي
که جفت بازي است 115ي یک اینترون اداراین گونه شده از 

توالی جداسازي وشده در این پژوهش براي اولین بار گزارش
در بانک ژن پایگاه MF038040با شماره دسترسی شده

NCBI اینترون شناسایی شده در ابتدا با دي شده است. ثبت
AGشروع شده و در پایان به دي نوکلئوتید GTنوکلئوتید 

با وجود OMT2’4رسد ژن نظر میهببنابراین شود. ختم می
پیرایش متناوب را نداشته و تنها یک میک اینترون قابلیت انجا

هاي . این مورد معمولاً در ژنکندمحصول پروتئینی تولید می
ا در زیرا پیرایش متناوب تنه،افتداتفاق میتک اینترونی

هاي اول و آخر ژن و اگزونشودانجام میهاي داخلی اگزون
Matlin(شوند نمیدرگیر پیرایش متناوب فرایند در  et al.,

2005; Ast, OMT2’4ژن بررسی بیشتر اینترون.)2004

هسته پروموتري و ه بیان ژن، کنندی تشدیدوجود عناصر تنظیم
نور را در ساختار آن مشخص کرد. وجود این عناصر بهپاسخ
و دیگر عناصر ها مهم اینترونتکاملی دهنده نقش نشان

ه در ژنوم موجودات است. عناصر تنظیمی کنندغیرکد
ه بیان ژن باعث افزایش رونویسی و بیان ژن کنندتشدید

اصر هسته پروموتري، عناصر تنظیمی ضروري شوند. عنمی
براي بیان هر ژن هستند. وجود عنصر پاسخ به نور اینترون ژن 

4’OMT2ًمختلف فرایندهاي علت نقش این ژن در بهاحتمالا
هاي محیطی و رشد و نمومانند پاسخ به تنشسلول گیاهی

Lam(است et al., 2007(.
متیل - Oاز خانواده کند که آنزیمی را کد میOMT2’4ژن 

وجود متیونین است.- آدنوزیل- Sترانسفرازهاي وابسته به 
- آدنوزیل- Sوابسته به ترانسفرازمتیل- Oدامنه عملکردي 

- Oعلت اینکه بههمچنینها ضروریست.در این ژنمتیونین 
صورت دایمري عمل بهمتیل ترانسفرازهاي گیاهی عموماً

ها کنند وجود دامنه عملکردي دایمري شدن در این پروتئینمی
ترانسفراز و متیل- Oوجود دو دامنه عملکردي .ضرورت دارد

صحت دامنه عملکردي دایمري شدن در توالی جداسازي شده
تماممانندآنزیم. این)2(شکل کندجداسازي را تأیید می

- Sمتیل ترانسفرازهاي وابسته به - Oخانواده اعضاء
بوده و در حیاتايپایههايآنزیممتیونین از- آدنوزیل
هاي حیاتی سلول مانند هاي بیوسنتزي و دیگر واکنشواکنش

Zubieta(دخیل است تمایز سلولی  et al., این آنزیم .)2001
هاي ثانویه مانند ولید متابولیتهمچنین نقش مهمی در ت

دارد. در مسیر بیوسنتز آلکالوئیدهاي بنزیل ایزوکوئینولینی
آنزیم آلکالوئیدهاي بنزیل ایزوکوئینولینی در گیاه شقایق 

4’OMT2 در دو مسیر تولید آلکالوئید پاپاورین و تقویت
کلی تولید آلکالوئیدهاي مورفینان، سانگوینارین و مسیر 

Gurkok(ل استنوسکاپین دخی et al., آنزیم . )2016
4’OMT2ه آوند آبکش تولید شده همرادر سیتوپلاسم سلول

آوند هاي سلولسیتوپلاسم به پلاسمودسمو از طریق منافذ 
در سیتوپلاسم OMT2’4آنزیم شود. میآبکش منتقل 

در بیوسنتز را هاي آوند آبکش فعالیت کاتالیزوري خود سلول
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آلکالوئیدهاي آلکالوئیدهاي بنزیل ایزوکوئینولینی انجام داده و 
شوند منتقل میه شیرابه کنندهاي هدایتحاصل به سلول

)Beaudoin & Facchini, علت تجمع و فعالیت به.)2014
این آنزیم فاقد سیگنال پپتید ،OMT2’4سیتوپلاسمی آنزیم 

ژن جداسازي شده صحت بوده و عدم وجود سیگنال پپتید در
Weid(کندجداسازي را تأیید می et al., علت اینکه به.)2004

سیتوپلاسم سلول همراه آوند (از محل تولید OMT2’4آنزیم 
) هاي آوند آبکشسیتوپلاسم سلول(تا محل فعالیت )آبکش

شاخصآنزیم نسبتاً پایداري است. ،باید مسیري را طی کند
جداسازي شده براي آنزیم )55/37محاسبه شده (ناپایداري

شاخص آلیفاتیک باشد.این آنزیم میپایداري دهنده نشاننیز 
هاي آلیفاتیک بوده و اشغال شده توسط زنجیرهحجم نسبی 
پایداري پروتئین است. شاخصآبگریز بودن و معیاري از 

بر تأییدي OMT2’4آلیفاتیک محاسبه شده براي آنزیم 
میانگین نسبی آبدوستی یا آبگریزي پایداري این آنزیم است.

آلانین، بالاي اسیدهاي آمینه آلیفاتیک و فراوانی محاسبه شده 
تأیید ،OMT2’4براي آنزیم گلایسین، ایزولوسین و لوسین

وجود دیگري بر آبگریزي و پایداري نسبی این آنزیم است. 
در ساختار پروتئینی هاي بتاي فراوان هاي آلفا و رشتهمارپیچ
و باعث ایجاد ساختار سوم به هم پیچیدهOMT2’4آنزیم 

پایداري و فعالیت مناسب آنزیم در سلول را پایداري شده که 
در OMT2’4علت دخیل بودن آنزیم بهکند.تضمین می
آن در هايمیزان بیان رونوشتمختلف سلولی،فرایندهاي 

در آنزیم این گیاه متفاوت است.هاي مختلفها و بافتسلول
هاي مختلف گیاه شقایق میزان بیان متفاوتی داشته و بافت

بنابراین مشاهده شد.آن در بافت ساقه بیشترین میزان بیان 
هاي لت وجود بیشترین مقدار سلولعبهشود میاحتمال داده

هاي آوند آبکش و سلولهاي سلولهمراه آوند آبکش،
و بوده ه شیرابه کننددر ساقه گیاهان ترشحه شیرابه کنندهدایت

در تولید آلکالوئیدها که OMT2’4لت نقش آنزیمعبههمچنین 
این آنزیم بیشترین میزان بیان را در شیرابه هستند، بخشی از

Samanani(بافت ساقه داشته باشد et al., 2006( .
بیوسنتز کلیدي درهاي یی ژندر مهندسی متابولیک شناسا

این در صورتی،اولین قدم بودهمورد نظرهاي متابولیت

انجام شود، تا حد زیادي ما را به هدف درستیبهشناسایی
توان هاي احتمالی میپس از شناسایی اولیه ژنکند. نزدیک می

مانند خاموشی یا افزایش بیان موقت نقش اصلی هاییبا روش
گیاهآن را در بیوسنتز یک متابولیت خاص مشخص کرد. 

با ایزوکوئینولینیبنزیلآلکالوئیدهاياززیاديتعداد شقایق
ازيگیربهرهباکهدکنمیتولیدخاصیت دارویی مفید را

هاي بیوسنتزي تاکنون ژنژنومیکس عملکردي، هايتکنیک
در آن شناسایی شده و نقش آنها مشخص شده است.انی فراو

ها و مسیرهاي بیوسنتزي فراوانی در این هنوز ژناینبا وجود
هاي داده پایگاهامروزه با استفاده از اند. گیاه ناشناخته مانده

ESTو همچنین ی نسل بعدي یابهاي حاصل از توالیو داده
در مدت زمان بسیار توانکاربرد ابزارهاي بیوانفورماتیکی می

هاي توالی ژنو با کمترین میزان فعالیت آزمایشگاهیکم
و براي اهداف بیوسنتزي مورد نظر را شناسایی و جداسازي 

,Dardel & Kepes(کردورزيمختلفی دست 2007;

Pevsner, با OMT2’4ژوهش توالی ژن در این پ. )2015
هاي بیوانفورماتیکی در ژنوتیپ ایرانی گیاه استفاده از روش

در شقایق شناسایی، جداسازي و تعیین خصوصیت شد. 
داراي OMT2’4مجموع نتایج این تحقیق نشان داد که ژن 

نقش کلیدي و مهمی در بیوسنتز آلکالوئیدهاي دارویی گیاه 
ژن در بخش هوایی گیاه شقایق است و بیشترین بیان این

باشد.ژه ساقه میویبه
OMT2’4براي اولین بار توالی کامل ژن در این پژوهش 

115اینترون شد و وجود از گیاه دارویی شقایق جداسازي
جفت بازي در آن مشخص شد. با توجه به نقش مهم این ژن 

حیاتی گیاه مانند رشد و نمو و پاسخ به فرایندهاي در 
این ژن و انتقالورزيدستجداسازي، ، با محیطیهاي تنش

هاي احتمالی هاي رشد و نموي و همچنین پاسختوان پاسخمی
هاي محیطی را بررسی کرد و بهبود بخشید. از گیاهان به تنش

بیوسنتزي ه این ژن در مسیرکنندبا توجه به نقش تعیینسویی 
توان با میآلکالوئیدهاي بنزیل ایزوکوئینولینی گیاه شقایق 

مفید را در این افزایش بیان این ژن، میزان تولید آلکالوئیدهاي
توان در از نتایج این تحقیق میگیاه افزایش داد. همچنین 

ه کنندو دیگر گیاهان تولیدمطالعات آینده روي این گیاه 
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متابولیکی بهره ژه در مهندسی ژنتیک مسیرهايویبهآلکالوئید 
جست. 
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Abstract
Poppy (Papaver somniferum L.) is one of the oldest medicinal plant in the world. It produces

several important narcotic benzylisoquinoline alkaloids. In this study, 4’OMT2 (3′-hydroxy-N-
methylcoclaurine 4′-O-methyltransferase) gene was isolated, sequenced and characterized. After
amplification of genomic and coding sequence of 4’OMT2 gene using PCR, the fragments were
cloned into pTZ57R/T plasmid and sequenced. Sequencing results showed two fragments of
1074 and 1189bp for coding and genomic sequences, respectively. For the first time, results
showed one intron of 115bp in the genomic sequence of 4’OMT2 in the species. Isolated gene
from Iranian genotypes was similar to Papaver genus with high identity, and had 67% identity
to Ranunculales plants. Further bioinformatics analyses revealed, 4’OMT2 gene produces a
stable enzyme without signal peptide that localize in the cytoplasm. For gene expression
analysis, five poppy RNA-seq (mRNA type) libraries (belonging to flower bud, leaf, developing
fruit, stem and root tissues) were retrieved from SRA database and analysis of 4’OMT2 gene
expression were done using IDEG6 software and statistical tests. Results showed that 4’OMT2
has differential expression among different tissues and has maximum expression in stem tissues.
Identification and characterization of biosynthetic genes is the first step in genetic manipulation
and metabolic engineering. In present study, for the first time, full length coding sequence of
4’OMT2 gene was isolated from poppy plant and presence of one intron in its sequence was
determined.

Keywords: Gene expression, Genomic sequence, Poppy, SRA, 3′-hydroxy-N-
methylcoclaurine 4′-O-methyltransferase


