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  02/10/1396، تاريخ پذيرش: 14/05/1396تاريخ دريافت: 

  چكيده

هـاي اوژنـول   ژن) در (Single nucleotide polymorphismهاي تك نوكلئوتيـدي  به منظور شناسايي تنوع

O- متيل ترنسـفراز )EOMT  و چـاويكول (O-  ) متيـل ترنسـفرازCVOMT ( هـاي مختلـف ريحـان از    در تـوده

قطعـاتي بـا   يـابي اسـتفاده شـد.    ) و تواليCAPS )Cleaved amplified polymorphic sequencesنشانگرهاي 

شـد.   مهض MseIو  Pst1هاي برشي آنزيمو با تكثير  ژناين دو جفت باز از نواحي كد كننده  908و  571اندازه 

 هـاي با اندازهقطعاتي  CVOMTجفت باز و در ژن  91و  480هايدو قطعه با اندازه EOMTدر ژن  Pst1آنزيم 

فـرد   80ر الگوهاي مشابهي د Pst1هر دو ژن با آنزيم  تكثيري برش قطعاتكند. جفت باز توليد مي 287و  621

 و 302، 275جفـت بـاز و    377و  135، 59هاي زهدر اين دو ژن به ترتيب قطعاتي با اندا MseIآنزيم  توليد كرد.

ه الگوهـاي  در افـراد مـورد مطالع ـ  با اين آنـزيم  كند. برش قطعات تكثير شده هر دو ژن جفت باز توليد مي 331

ز نـرم  ها با اسـتفاده ا يابي شد. توالييك نمونه انتخاب و تواليبرشي متنوعي توليد كرد. از هر نوع الگوي برشي 

 اددنتـايج همرديفـي نشـان     هـا شناسـايي شـدند.   نژهر كدام از  درها SNPهم رديف و  Clustal Omegaافزار 

هاي نـاهمجنس در ايـن ژن   شود ولي جهشمشاهده مي EOMTدر ژن  A<->G و T<->Cهاي همجنس جهش

كــه شناســايي گرديــد  A<->Tو  A<->G ،T<->C ،A<->Cتبــديل بازهــاي  CVOMTمشــاهده نشــد. در ژن 

ي در طوركلي نتايج اين تحقيق نشـان داد كـه چندشـكل   به .بود A<->Gش مربوط به تبديل بازهاي بيشترين جه

وظ بـوده  هاي مورد مطالعه كم بوده و نواحي كد كننده اين ژنها در طول تكامـل ريحـان محف ـ  نواحي اگزوني ژن

  است. 

  .CAPS، نشانگرهاي SNPمتيل ترنسفراز، -Oمتيل ترنسفراز، چاويكول -Oريحان، اوژنول : كليدي كلمات
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  مقدمه

ــان ( ــي از  ).Ocimum basilicum Lريح يك

بـومي  باشـد كـه   هاي مهم برگي يكسـاله مـي  سبزي

و ســاير منــاطق آســيايي، آفريقــايي و  ايــران، هنــد

آمريكاي جنوبي است و به سبب اهميت اقتصـادي،  

طـور وسـيع    اي، صنعتي و دارويي كه دارد بهتغذيه

 ايـن گيـاه   ).Labra et al., 2004شـود ( مصرف مي

)48=n2 (بـه  ديربـاز  از نعناعيـان  خـانواده  متعلق به 

از  بسـياري  درمـان  در دارويـي  گيـاه  يـك  عنـوان 

در حالـت كلـي   اسـت.   بـوده  توجه مورد هابيماري

اســانس ريحــان متشــكل از يــك درصــد تركيبــات 

هـاي  باشد. اين اسـانس در رقـم  پيچيده و متغير مي

و شــامل اجــزاي مختلــف ريحــان متفــاوت اســت 

ــي   ــدها م ــل پروپانوئي ــدها و فني ــدمونوترپنوئي  باش

)(Labra et al., 2004  ر مقـدار و شـدت   ظ ـاز ن كـه

 ,.Charles et al( باشندميهم متفاوت  عطر و بو با

1990; Vieira et al., 2000)(.   تركيبـات  از جملـه

 تـوان مـي  ،داراي خاصيت دفاعي فنيل پروپانوئيدي

 داراي خاصيت ضد باكتريـايي  كه را نام برد اوژنول

ــارچي ــد ق ــت و ض ــياري از   و اس ــد بس ــانع رش م

 Gang et( گرددزا ميبيماريها و قارچ هاي باكتري

al., 2001 .(    برخي از تركيبـات فنيـل پروپانوئيـدي

هاي زيستي و غير زيستي حفظ گياه را در برابر تنش

كند. يكي از اين تركيبات مهـم متيـل چـاويكول    مي

ي ي تشـكيل دهنـده  فراوانتـرين مـاده   باشـد كـه  مي

اسانس ريحان است و مقدار آن در مراحل رويشـي  

يابــد. متيــل اوژنــول تركيــب ديگــري افــزايش مــي

باشد كه گياه را در برابر عوامل بيماري زا حفـظ  مي

باشـد  كند و داراي نقش حفاظتي براي گيـاه مـي  مي

)Bilal et al., 2012; Zeai et al., 2014 .(بنابراين، 

منظور تكثير هاي زيست فناوري به استفاده از روش

و افزايش توان ژنتيكي گياهان دارويـي و همچنـين   

هـايي كــه  تـر ژنوتيــپ تـر و دقيــق شناسـايي ســريع 

توانـد بسـيار   كنند، مـي ي بيشتري توليد ميفرآورده

  مفيد باشد. 

گياهان اصلاح بهبود و در نشانگرهاي ملكولي 

 باشــــندمــــي قابــــل تــــوجهي اهميــــت داراي

)Ahmadizadeh et al., 2018(. SNP يا چندشكلي 

نوكلئوتيدي يك منبع ژنتيكي عمده از تغييـرات   تك

باشد كه تفاوت در تـك  فنوتيپي درون يك گونه مي

ها هم بـارز و  SNP. كندنوكلئوتيدها را مشخص مي

در سطح ژنوم بسـيار   هاد و تراكم آننباشدو آللي مي

 Gupta et al., 2001; Jehan and( بــودهزيــاد 

Lakhanpaul, 2006; Mammadov et al., 2012. (

تـر، موتاسـيون كمتـر و    به علـت پايـداري بـيش    و

ها در بيشتر نقاط ژنوم از اهميـت بـالايي   آنحضور 

از گياه  ها بين دو گونه SNPدر بررسي برخوردارند.

گــزارش ) O. basilicumو  O. sanctum( ريحــان

-ها مربوط بـه جهـش   SNPدرصد از  6/66كه شد 

 66/32مـي باشـد كـه از ايـن ميـزان      هاي همجنس 

درصـد ناشـي    5/32و  A/Gدرصد مربوط به تبديل 
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هـاي بدسـت    SNPبوده است. ميزان  C/Tاز تبديل 

 84/33در ايـن مطالعـه   نـاهمجنس  آمده از جهـش  

، A/Tدرصد ناشـي از تبـديل    97/10درصد بود كه 

رصـد از  د G/T ،52/7درصد بـه علـت تبـديل     4/7

 A/Cدرصـد بخـاطر تبـديل     95/7و  C/Gتبديل به 

 SNPمطالعـه   ).Rastogi et al., 2014بوده اسـت ( 

گيـاه تـاج خـروس وحشـي      بخشي از ژنـوم  ها در

)Chinopodium qiuna L. ( توان از كه مينشان داد

SNP  ــراي بهبــود نقشــهشناســايي شــده هــاي ي ب

 ژنتيكي، تهيـه ژرم پلاسـم و مطالعـات تكـاملي در    

هـاي تـاج خـروس وحشـي اسـتفاده كـرد       جمعيت

)Coles et al., 2005.(  چنانچــه ذكــر شــد متيــل

چــاويكول و متيــل اوژنــول از تركيبــات فنيـــل     

باشـد و دو ژن  پروپانوئيدي مهم در گياه ريحان مـي 

ــفراز (-Oاوژنـــــول ــل ترنســـ ) و 1EOMTمتيـــ

از ژنهـاي  ) 2CVOMTمتيل ترنسفراز (-Oچاويكول

ــات مــيا بيوســنتزدر مســير مهــم  ــن تركيب  باشــدي

)Abdollahi Mandoulakani et al., 2018; Gang 

et al., 2001 (هاي تـك نوكلئوتيـدي   . تاكنون تنوع

ها در ريحان شناسايي نشده است بنابراين در اين ژن

ايـن دو  در هـا   SNPشناسايي ، هدف از اين تحقيق

 و )O. basilicum(مختلف ريحـان   هايدر توده ژن

 SNP ايـن  اده از نشانگرهاي مبتني بـر استفهمچنين 

                                                           

1. Eugenol O-methyl transferase 
2. Chavicol O-methyl transferase 

مورد هاي ها و تودهها براي تمايز و تفكيك ژنوتيپ

  .بررسي بود

  

  مواد و روش ها

 O. basilicum )80هـاي مختلـف   بذور توده

توده) از مناطق مختلف ايران جمـع آوري   8فرد از 

) و در گلخانه كشت شد و بعد از رسيدن 1(جدول 

ه برداري از افراد هر تـود  برگي نمونه 6-4به مرحله 

هـا بعـد از   فرد از هر توده) انجام گرفت. نمونه 10(

 -80انجماد در نيتـروژن مـايع بلافاصـله بـه دمـاي      

ژنـومي   DNAدرجه سانتي گراد انتقال داده شـدند.  

ــرگ ــه روش  از ب ــوان ب ــاي ج ــتخراج  CTABه اس

اسـتخراج شـده بـا     DNAگرديد. كيفيت و كميـت  

ل و الكتروفورز ژپكترفتومتري اساستفاده از دستگاه 

  آگارز  يك درصد تعيين شد. 

-Oهـاي اوژنـول   توالي نواحي كد كننـده ژن 

و  )AF435008(شماره ي دسترسـي   متيل ترنسفراز

متيــل ترنســفراز (شــماره دسترســي -Oچــاويكول 

AF435007(  از سايتNCBI  ذخيره و آغازگرهاي

 )  با استفاده از نـرم افزارهـاي  2اختصاصي (جدول 

FastPCR  وGene Runner طراحي شد. قطعاتي با 

ــدازهاي  (ژن  908) و EOMT(ژن  571انـــــــــ

CVOMT جفت باز از نواحي كد كننده اين دو ژن (

  .اي پليمراز تكثير شدبا استفاده از واكنش زنجيره
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ميكروليتــر  20 حجــم در PCRهــاي واكــنش

يـك   PCRژنـومي، بـافر    DNAنـانوگرم   50 شامل

ميلــي مــول  Tris-HCL ،50ول ميلــي مــ 10( برابــر

KCL ،8.3pH= ،(5/1   ــول ــي مـ  2MgCl ،2/0ميلـ

  Taq DNAواحــد  dNTP ،5/0هــر  ميكرومــول از

از  پيكومـول  10اكلون، ايران) و پليمراز (شركت سين

 FlexCycler هــر آغــازگر در دســتگاه ترموســايكلر

  .انجام شد، آلمان ) Analytikjena(شركت 

  

  

 .مطالعه شده در تحقيق حاضر هاي ريحانتوده محل جمع آوري -1جدول 

Table 1- Collection sites of basil populations used in the current study. 

 

  كد توده
Code   

  يآورجمعمحل 
Collection site  

ارتفاع از سطح 

  (متر)دريا
Above sea level (m)  

طول 

  (متر)جغرافيايي
Longitude (N)  

عرض 

  (متر)جغرافيايي
Latitude (E)  

  رنگ برگ
Leaf color  

1  
 1كرمانشاه 

Kermanshah1 
1389  47° 3'  23° 34'  

  سبز
Green 

2  
 بيرجند

Birjand  
1491  32° 52'  59° 13'  

 سبز

Green  

3  
 قم

Qom  
928  50° 56'  34° 49'   

 بنفش

Green  

4  
 يزد

Yazd  
1230  54° 4'   32°  

 سبز

Green  

5  
 ورامين

Varamin  
1100  51° 39'°  35° 19'  

 سبز

Green  

6  
 همدان

Hamadan  
1824  48° 34'  36° 46'  

 سبز

Green  

7  
 2ري شهر 

Shahr-e-Ray  
1100  35° 7'  51° 4'  

 بنفش

Green  
  

شرايط دمايي مورد استفاده شـامل واسرشـت   

به مدت  سانتي گراد درجه 95سازي اوليه در دماي 

سانتي  هدرج 94چرخه شامل دماي  35چهار دقيقه، 

سانتي  درجه 60ثانيه، دماي اتصال  30به مدت گراد 

بـه   سـانتي گـراد   درجـه  72ثانيه،  40به مدت  گراد

. بود مدت دو دقيقه و بسط نهايي به مدت پنج دقيقه

بـر   PCRمحصـولات  قطعـات ژنـي،   پس از تكثير 

درصـد الكتروفـورز و بانـدهاي    5/1روي ژل آگارز 

ات تكثير شده سپس هضم قطعمربوطه مشاهده شد. 

ــاي   ــتفاده از آنزيمه ــا اس ــركت  Mse1و  Pst1ب (ش
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هـر  از يـك نمونـه    انجام گرفـت. ) ، آلمانفرمنتاس

انتخـاب و   توليد شدهالگوهاي برشي متنوع كدام از 

به شركت فزاپـژوه   يابيتواليخالص سازي و براي 

با توجه به اينكه طـول قطعـه بـراي ژن     .ارسال شد

جفـت بـاز بـود     908متيل ترنسـفراز  -O چاويكول

يابي در هر دو جهت رفـت  براي قرائت كامل، توالي

و برگشت انجام گرفت. نتايج توالي يابي با اسـتفاده  

تــوالي  بــه )2.1.3(نســخه  Chromasاز نـرم افـزار  

Fasta  تبــديل شــد. بــراي شناســاييSNPهــم  ،هــا

 Clustal آنلاينها با استفاده از نرم افزاررديفي توالي

Omega3 گرفت و  انجامSNPها شناسايي شدند.   

  

  نتايج و بحث

منظـور بررسـي الگـوي بـرش آنزيمـي و       بـه 

ــوع ــدي در دو ژن شناســايي تن هــاي تــك نوكلئوتي

متيــل -Oمتيــل ترنســفراز و چــاويكول -Oاوژنــول 

ترنسفراز، ابتدا بخشي از نواحي كـد كننـده ايـن دو    

هاي حاصل از تكثير با اسـتفاده  ژن تكثير و فراورده

هضم شد. انـدازه قطعـات حاصـل از     PstIآنزيم از 

مطالعـه بـراي ژن    هضم اين آنـزيم در افـراد مـورد   

EOMT ،91 ــراي ژن  480و و  CVOMT ،621و بـ

اين آنزيم منجر به توليد قطعاتي  .جفت باز بود 287

با طول يكسان در هر دو ژن شـد و چندشـكلي در   

 . از آنجاييكـه تـوالي  مشاهده نشدافراد مورد مطالعه 

                                                           

3
 www.ebi.ac.uk 

-جفت بـازي مـي   CTGCAG (6برشي اين آنزيم (

باشد بنابراين تعداد قطعات كمتري در نتيجه بـرش  

شود و احتمـال توليـد الگـوي    اين آنزيم حاصل مي

-برشي چندشكل در افراد مطالعه شده كـاهش مـي  

نيـز   MseIها با آنـزيم  يابد. قطعات تكثيري اين ژن

بيني نـواحي برشـي ايـن آنـزيم در     هضم شد. پيش

افـزار  هاي مورد مطالعه بـا اسـتفاده از نـرم   والي ژنت

FastPCR     ــي ــه اگزون ــم ناحي ــه هض ــان داد ك نش

متيل ترنسفراز با اين آنزيم -Oتكثيرشده ژن اوژنول 

 377و  135، 59منجر به ايجاد سه قطعـه بـه طـول    

هـا  شود. اما اين آنزيم در برخـي تـوده  جفت باز مي

ايجاد الگوهـاي  مانند ورامين، قم و بيرجند منجر به 

برشي متفاوت و درنتيجه قطعاتي با طـول متفـاوت   

شد كه ناشي از وقوع جهش در سايت برشي آنـزيم  

هـا تنـوعي بـه    باشد. ولي بين افراد داخـل تـوده  مي

لحاظ الگوي برشي مشاهده نشد. همچنين بررسـي  

 O-نواحي برشي اين آنزيم در توالي ژن چـاويكول  

نشان  FastPCRافزار نرم متيل ترنسفراز با استفاده از

ه توليـد  داد كه هضم ناحيه كد كننده اين ژن منجر ب

جفــت بــاز  331و  302، 275ســه قطعــه بــه طــول 

هـا شـامل   شود. ولي اين آنـزيم در برخـي تـوده   مي

كرمانشاه، يزد، بيرجند، ورامين و شهر ري قطعاتي با 

ي ايـن قطعـات   طول متفاوت ايجـاد نمـود. انـدازه   

جفت باز بود. براي اين ژن نيـز   500و  400حدود 

هاي مورد مطالعه چندشكلي در بين افراد داخل توده

  مشاهده نشد. آنزيم به لحاظ الگوي برشي 
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  متيل ترانسفراز در ريحان-Oمتيل ترنسفراز و چاويكول -Oدو ژن اوژنول تكثير 
Table 2- Characteristics of the primers designed for amplification of eugenol O-methyl 

transferase and chavicol O-methyl transferase genes in basil 

  ژن
Gene  

  (´3→´5)توالي آغازگر 

Primer sequence 

 طول قطعه (جفت باز)

Amplicon length 

(bp)  

 شماره دسترسي

Accession 

number  

متيل -Oچاويكول

  ترنسفراز
ctgcacaaacatgaccacccaa  
tcacaccaaatgctggagtaagc  908  AF435007  

متيل -Oاوژنول 

  ترنسفراز
ttcaatgtccctaaagtgtgca  
ccataacgaccgcatctttgc  571  AF435008  

 

متيـل  -Oها در ژن اوژنـول  SNPبه منظور شناسايي 

هـاي  هترنسفراز، همرديفي بين توالي اين ژن در تود

بيرجند، قم و همدان كه الگوي برشـي متفـاوتي بـا    

نشان داده بودند انجام گرفت. در ايـن   Mse1آنزيم 

مربـوط بـه بازهـاي     هاي همجنسهم رديفي جهش

T<->C و A<->G  ــد ــاهده گردي ــين در  مش همچن

و  1(شـكل   ي قم يك حذف باز شناسايي شـد توده

ــدول  ــايي   ).3ج ــور شناس ــه منظ ــا در ژن SNPب ه

متيل ترنسفراز، همرديفي بـين تـوالي   -Oكول چاوي

هاي كرمانشـاه، شـهر ري، ورامـين،    اين ژن در توده

بيرجند و يزد كه الگوي برشـي متفـاوتي بـا آنـزيم     

Mse1     نشان داده بودند انجام گرفـت. در ايـن هـم

، A<->Gرديفي جهش مربـوط بـه تبـديل بازهـاي     

T<->C ،A<->C  وA<->T  شناســـايي شـــد كـــه

 A<->Gمربوط بـه تبـديل بازهـاي     بيشترين جهش

هاي كرمانشـاه،  بود. علاوه بر اين حذف باز در توده

و جدول  2ورامين و بيرجند شناسايي گرديد (شكل 

4 .( 
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EOMT_Bir      caagaggtgtgctactggctcaccccagcgtcatgcctcctcttgaaggaggcgccccta 

EOMT_Qom      Caagaggtgtgctactggctcaccccagcgtcatgcctcctcttgaaggaggcgccccta 

EOMT_Ham      caagaggtgtgctactggctcaccccagcgtcatgcctcctcttgaaggaggcgccccta 

              ************************************************************ 

EOMT_Bir      actgtgacacccctagtccaagtcgttttggatcccaccttcacaaacccatggcaccat 

EOMT_Qom      actgtgacacccctagtccaagtcgttttggatcccactttcacaaacccatggcaccat 

EOMT_Ham      actgtgacacccctagcccaagtcgttttggatcccactttcacaaacccatggcaccat 

              **************** ********************* ********************* 

EOMT_Bir      atgagtgaatggtttacacatgagaaacatgccacacagtttgaggcagcaaacggatgc 

EOMT_Qom      atgagtgaatggtttacacatgagaaacatgccacacagtttgaggcagcaaacggatgc 

EOMT_Ham      atgagtgaatggtttacacatgagaaacatgccacacagtttgaggcagcaaacggatgc 

              ************************************************************ 

EOMT_Bir      acattttgggagaagttagcaaatgagccaagcaagggcagattttttgatgaagctatg 

EOMT_Qom      acattttgggagaagttagcaaatgagccaagcaagggtagattctttgatgaagctatg 

EOMT_Ham      acattttgggagaagttagcaaatgagccaagcaagggtagattttttgatgaagctatg 

              ************************************** ***** *************** 

EOMT_Bir      agttgtgactcgaggctcataacacatgtattcaccaaggactacaagcatgtgattgag 

EOMT_Qom      agttgtgactcgaggctcatagcacatgtattcaccaaggactacgagcatgtgattgag 

EOMT_Ham      agttgtgactcgaggctcatagcacatgtattcaccaaggactacaagcatgtgattgag 

              ********************* *********************** ************** 

EOMT_Bir      ggaatcagaacattggttgatgttggtggtggtaatggaacgatggctaaagctatcgtt 

EOMT_Qom      ggaatcagaacattggttgatgttggtggtggtaatggaacgatggctaaagctatcgtt 

EOMT_Ham      ggaatcagaacattggttgatgttggtggtggtaatggaacgatggctaaagctatcgtt 

              ************************************************************ 

EOMT_Bir      gaagcaatgcccaccattaaatgcacagttattgacctcccacatgttgtggctggcttg 

EOMT_Qom      gaagcaatgcccaccattaaatgc-cagttattgacctcccacatgttgtggctggcttg 

EOMT_Ham      gaagcaatgcccaccattaaatgcacagttattgacctcccacatgttgtggctggcttg 

              ************************ ************************* ********* 

EOMT_Bir      gaaagcaccgataacttaaactatattggaggagacatgttccagtctatcccttctgca 

EOMT_Qom      gaaagcaccgataacttaaactatattggaggagacatgttccagtctatcccttctgca 

EOMT_Ham      gaaagcaccgataacttaaactatattggaggagacatgttccagtctatcccttctgca 

              ************************************************************ 

EOMT_Bir      gatgcaattcttctaaagtctataatacatgattgggacgatgtggagggcctcaaaatc 

EOMT_Qom      gatgcaattcttctaaagtctataatacatgattgggacgatgtggagggcctcaaaatc 

EOMT_Ham      gatgcaattcttctaaagtctataatacatgattgggacgatgtggagggcctcaaaatc 

              ************************************************************ 

EOMT_Bir      ttgaagaaatgcaaagatgcggtcgttatgg 

EOMT_Qom      ttgaagaaatgcaaagatgcggtcgttatgg 

EOMT_Ham      ttgaagaaatgcaaagatgcggtcgttatgg 

              ******************************** 

 
 

، قم و هاي بيرجندتودهاز  ريحان وتيپژن سهمتيل ترنسفراز در -O اوژنولژن  همرديفي توالي -1 شكل

  .همدان

Figure 1- Alignments of eugenol O-methyl transferase gene sequence in three basil 

genotypes from populations Birjand, Qom and Hamedan. 
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  .حانهاي مختلف ريدر توده متيل ترنسفراز-Oهاي شناسايي شده در ژن اوژنول SNPفراواني  -3جدول 
Table 3- Frequency of identified SNPs in eugenol O-methyl transferase gene in different 

basil populations. 

 SNPدرصد 

SNP percentage 
SNP تعداد 

Number of SNPs  
SNPنوع 

SNP type 

33.33 2 A<->G 

66.66 4 T<->C 

 

 
 

CVOMT_Ker      ctgcacaaacatgaccacccaatgacactttcccaattactcaaggccatc-ccatcaac 

CVOMT_Yaz      ctgcacaaacatgaccacccaatgacactttcccaattactcaaggccatccccatcaac 

CVOMT_Bir      ctgcacaaacatgaccacccaatgacactttcccaattactcaaggccatctccatcaac 

CVOMT_VAR      ctgcacaaacatgaccacccaatgacactttcccaattactcaaggccatccccatcaac 

CVOMT_Ray      ctgcacaaacatgaccacccaatgacactttcccaattactcaaggccatccccatcaac 

               *************************************************** ******** 

CVOMT_Ker      aaagaaaaatcccaaagttttcagcgtttgatgcgtgcactagtcaactccaatttcttc 

CVOMT_Yaz      aaagaaaaatcccaaagtttccagcgtttgatgcgtgcactagtcaactccaatttcttc 

CVOMT_Bir      aaagaaaaatcccaaagtttccagcgtttgatgcgtgcactagtcaactccaatttcttc 

CVOMT_VAR      aaagaaaaatcccaaagtttccagcgtttgatgcgtgcactagtcaactccaatttcttc 

CVOMT_Ray      aaagaaaaatcccaaagtttccagcgtttgatgcgtgcactagtcaactccaatttcttc 

               ******************** *************************************** 

CVOMT_Ker      atagaagaaaactctaataatcaagaggtgtgttttctggctcaccccagcctcacgcct 

CVOMT_Yaz      atagaagaaaactctaataatcaggaggtgtgtttactggctcaccccagcctcacgcct 

CVOMT_Bir      atagaagaaaactctaataatcaagaggtgtgt-tactggctcaccccagcctcacgcct 

CVOMT_VAR      atagaagaaaactctaataatcaagaggtgtgt-tactggctcaccccagcctcacgcct 

CVOMT_Ray      atagaagaaaactctaataatcaagaggtgtgt-tactgactcaccccagcctcacgcct 

               *********************** ********* ************************** 

CVOMT_Ker      cctcttgaagggggcgcctttgactgtggcaccccttgttcaagtggttttggatcccac 

CVOMT_Yaz      cctcttgaagggggcgcctttgactgtggcaccccttgttcaagtggttttggatcccac 

CVOMT_Bir      cctcttgaagggggcgcctttgactgtggcaccccttgttcaagtggttttggatcccac 

CVOMT_VAR      cctcttgaagggggcgcctttgactgtggcaccccttgttcaagtggttttggatcccac 

CVOMT_Ray      cctcttgaagggggcgcctttgactgtggcaccccttgttcaagtggttttggatcccac 

               ****** ***************************************************** 
CVOMT_Ker      tttcacaaacccatggcattatatgagtgaatggtttaaacatgagaaccacgccaccca 

CVOMT_Yaz      tttcacaaacccatggcattatatgagtgaatggtttaaacatgagaatcacgccaccca 

CVOMT_Bir      tttcacaaacccatggcattatatgagtga-tggtttaaacatgagaaccacgccaccca 

CVOMT_VAR      tttcacaaacccatggcattatatgagtgaatggtttaaacatgagaaccatgccaccca 

CVOMT_Ray      tttcacaaacccatggcattatatgagtgaatggtttaaacatgagaaccacgccaccca 

               ****************************** ***************** ** ******** 

CVOMT_Ker      gtttgaggcagcaaatggatgcacgttttgggagaagttagcaaataagcccagcatggg 

CVOMT_Yaz      gtttgaggcagcaaatggatgcacgttttgggagaagttagcaaataagcccagcatggg 

CVOMT_Bir      gtttgaggcagcaaatggatgcacgttttgggagaagttagcaaataagcccagcatggg 

CVOMT_VAR      gtttgaggcagcaaatggatgcacgtcttgggagaagttagcaaataagcccagcatggg 

CVOMT_Ray      gtttgaggcagcaaatggatgcacgttttgggagaagttagcaaataagcccagcatggg 

               ************************** ********************************* 

 

نشاه، هاي كرماپنج ژنوتيپ ريحان از تودهمتيل ترنسفراز در -Oژن چاويكول  همرديفي توالي -2شكل 

 .شهر ري يزد، بيرجند، ورامين و

Figure 2- Alignment of chavicole O-methyl transferase gene sequence in five basil genotypes 

from populations Kermanshah, Yazd, Birjand, Varamin and Shahr-e-Ray. 
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CVOMT_Ker      tagattttttgatgaagctatgagttgtgactcaaggcttgtggcacatgtactcactaa 

CVOMT_Yaz      tagattttttgatgaagctatgagttgtgactcaaggcttgtggcacatgtactcactaa 

CVOMT_Bir      tagattctttgatgaagctatgagttgtgactcaaggcttgtggcacatgtactcactaa 

CVOMT_VAR      tagattttttgatgaagctatgagttgtgactcaaggcttgtggcacatgtactcactaa 

CVOMT_Ray      tagattttttgatgaagctatgagttgtgactcaaggcttgtggcacatgtactcactaa 

               ****** ***************************************************** 

CVOMT_Ker      ggactacaagcgtgtgattgatggaataagaacattggtcgatgttgggggtgataatgg 

CVOMT_Yaz      ggaccacaagcatgtgattgatggaataagaacattggtcgatgttgggggtggtaatgg 

CVOMT_Bir      ggactacaagcatgtgattgatggaataagaacattggtcgatgttgggggtggtaatgg 

CVOMT_VAR      ggactacaagcatgtgattgatggaataagaacattggtcgatgttgggggtggtaatgg 

CVOMT_Ray      ggactacaagcatgtgattgatggaataagaacattggtcgatgttgggggtggtaatgg 

               **** ****** ***************************************** ****** 

CVOMT_Ker      aacgatggctaaagctatcgtcgaagcagtgcccaccatgaaatgcactgttcttgacct 

CVOMT_Yaz      aacgatggctaaagctatcgtcgaagcagtgcccaccatgaaatgcactgttcttgacct 

CVOMT_Bir      aacgatggctaaagctatcgtcgaagcagtgcccaccatgaaatgcactgttcttgacct 

CVOMT_VAR      aacgatggctaaagctatcgtcgaagcagtgcccaccatgaaatgcactgttcttgacct 

CVOMT_Ray      aacgatggctaaagctatcgtcgaagcagtgcccaccatgaaatgcactgttcttgacct 

               ************************************************************ 

CVOMT_Ker      accacatgttgtggctgggttggaaagcaccgacaaattaagctatattgggggagacat 

CVOMT_Yaz      accacatgttgtggctgggttggaaagcaccgacaaattgagctatattgggggagacat 

CVOMT_Bir      accacatgttgtggctgggttggaaagcaccgacaaattgagctatattgggggagacat 

CVOMT_VAR      accacatgttgtcgctgggttggaaagcaccgacaaattaagctatattgggggagacat 

CVOMT_Ray      accacatgttgtggctgggttggaaagcaccgacaaattaagctatattgggggagacat 

               ************ ************************** ******************** 

CVOMT_Ker      gttccagtctatcccttctgcagatgcaattcttctcaagtttataatacacgattggga 

CVOMT_Yaz      gttccagtctatcccttctgcagatgcaattcttctcaagtttataatacacgattggga 

CVOMT_Bir      gttccagtctatcccttctgcagatgcaattcttctcaagtttataatacacgattggga 

CVOMT_VAR      gttccagtctatcccttctgcagatgcaattcttctcaagtttataatacacgattggga 

CVOMT_Ray      gttccagtctatcccttctgcagatgcaattcttctcaagtttataatacacgattggga 

               ************************************************************ 

CVOMT_Ker      cgatgaggagggcctcaaaatcttgaagagatgtaaagatgcagttggcattggagggaa 

CVOMT_Yaz      cgatgaggagggcctcaaaatcttgaagagatgtaaagatgcagttggcattggagggaa 

CVOMT_Bir      cgatgaggagggcctcaaaatcttgaagagatgtaaagatgcagttggcattggagggaa 

CVOMT_VAR      cgatgaggagggcctcaaaatcttgaagagatgtaaagatgcagttggcattggagggaa 

CVOMT_Ray      cgatgaggagggcctcaaaatcttgaagagatgtaaagatgcagttggcattggagggaa 

               ************************************************************ 

CVOMT_Ker      ggtgataatcatcgatgtggttgtgggtgtcaaccatgacgttgatgaggttttagaaga 

CVOMT_Yaz      ggtgataatcatcgatgtggttgtgggtgtcaaccatgacgttgatgaggttttagaaga 

CVOMT_Bir      ggtgataatcatcgatgtggttgagggtgtcaaccatgacgttgatgaggttttagaaga 

CVOMT_VAR      ggtgataatcatcgatgtggttgtgggtgtcaaccatgacgttgatgaggttttagaaga 

CVOMT_Ray      ggtgataatcatcgatgtggttgtgggtgtcaaccatgacgttgatgaggttttagaaga 

               *********************** ************************************ 

CVOMT_Ker      tcaactccacttcgatatggcaatgatgtcttacttcaatgcgaaagaaagaactatgaa 

CVOMT_Yaz      tcaactccacttcgatatggcaatgatgtcttacttcaatgcgaaagaaagaactatgaa 

CVOMT_Bir      tcaactccacttcgatatggcaatgatgtcttacttcaatgcgaaagaaagaactatgaa 

CVOMT_VAR      tcaactccacttcgatatggcaatgatgtcttacttcaatgcgaaagaaagaactatgaa 

CVOMT_Ray      tcaactccacttcgatatggcaatgatgtcttacttcaatgcgaaagaaagaactatgaa 

               ************************************************************ 

CVOMT_Ker      tgaatgggaaaaattgatttctgctgctggcttcacaagctataagcttactccagcatt 

CVOMT_Yaz      tgaatgggaaaaattgatttctgctgctggcttcacaagctataagcttactccagcatt 

CVOMT_Bir      tgaatgggaaaaattgatttctgctgctggcttcacaagctataagcttactccagcatt 

CVOMT_VAR      tgaatgggaaaaattgatttctgctgctggcttcacaagctataagcttactccagcatt 

CVOMT_Ray      tgaatgggaaaaattgatttctgctgctggcttcacaagctataagcttactccagcatt 

               ************************************************************ 

CVOMT_Ker      tggtgtgag 

CVOMT_Yaz      tggtgtgag 

CVOMT_Bir      tggtgtgag 

CVOMT_VAR      tggtgtgag 

CVOMT_Ray      tggtgtgag 

               ********* 

     Figure 2- Continiued                                            -2شكل ادامه 



  )1397بهار، 1، شماره 10مجله بيوتكنولوژي كشاورزي (دوره 

١١٤  
Journal of Agricultural Biotechnology; Printing ISSN: 2228-6705, Electronic ISSN: 2228-650 

 

 

 .متيل ترنسفراز-Oچاويكول  هاي شناسايي شده در ژنSNPفراواني  -4 جدول   

Table 4- Frequency of identified SNPs in chavicol O-methyl transferase gene in different 

basil populations. 

 SNPنوع 

SNP type 

 SNP فراواني

Number of SNPs 

 SNPدرصد 

SNP percentage 
A<->G 4 33.33 
T<->C  6  50  
G<->C  1  8.33  
A<->T  1  8.33  

 

ي اگزونـي دو ژن  در ناحيهها SNPدر بررسي 

متيــل -Oمتيــل ترنســفراز و اوژنــول -Oچــاويكول 

هـاي كمتـري در   SNPترنسفراز مشاهده گرديد كـه  

 ،اين نواحي پراكنده شده است ولي از اين تعداد كم

ــنس (  ــم ج ــاي ه ــديل بازه ) داراي T/Cو  A/Gتب

 مطالعاتي كهباشد. همچنين درصد فراواني بالايي مي

ــه  ــه و در ناحي ــك گون ــراد درون ي ــاكنون در اف ي ت

هاي مـورد برسـي انجـام شـده     اگزوني از توالي ژن

ر د  انـــد.ي مشـــابهي نشـــان دادهاســـت نتيجـــه

 .Oو  O. sanctumهـا بـين دو گونـه     SNPبررسي

basilicum  درصد از  6/66كه شد گزارشSNP  هـا

باشد كـه از ايـن   مي هم جنس هايمربوط به جهش

 5/32و  A/Gدرصد مربوط به تبـديل   66/32ميزان 

ميــزان   بــوده اســت. C/Tدرصــد ناشــي از تبــديل 

SNP در  غيـرهمجنس آمده از جهـش  دست هاي به

درصد ناشي  97/10درصد بود كه  4/33اين مطالعه 

، G/Tدرصـد بـه علـت تبـديل      A/T ،4/7از تبديل 

درصـد بـه    95/7و  C/Gدرصد از تبـديل بـه    52/7

 ,.Rastogi et alبـوده اسـت (   A/Cخـاطر تبـديل   

هـاي  در مطالعه حاضر نيـز درصـد جهـش    ).2014

ــش    ــتر از جه ــر دو ژن بيش ــنس در ه ــاي همج ه

هاي موجود  SNP در تحقيقي ديگر ناهمجنس بود.

گيـــاه  UPV96و  MU16هـــاي دور قـــم ESTدر 

) بـا  .Cucurbita pepo Lكـدوي تخمـه كاغـذي (   

. در يدگردشناسايي  Roch454استفاده از تكنولوژي 

 گزارش گرديد كـه  SNP 19980اين مطالعه حدود 

هاي ناشـي   SNPدرصد مربوط به  68از اين تعداد 

و  C/Tو  A/Gبا فراواني يكسان همجنس  از جهش

 ـ درصد ناشـي از جهـش    32 ا فراوانـي  نـاهمجنس ب

   C/Gو  A/T،A/C ، G/Tيكسان ناشي از تبـديلات  

توان كه ميهمچنين در اين تحقيق گزارش شد بود. 

هاي ژنتيكي، مكـان  ها براي اشباع نقشهSNPاز اين 

يابي ژنهاي كنترل كننده صفات مختلـف و انتخـاب   

كـدوي  هـاي اصـلاحي   بر اساس نشانگر در برنامـه 

 (,.Barbazuki et alاسـتفاده كـرد   تخمـه كاغـذي   

هـاي  تـوالي  3´هـا در انتهـاي   SNPفراواني  .)2006

EST  نـواحي  كه در  شدگزارش  بررسي ودر سويا

هـا بـه ترتيـب در هـر     ESTاگزوني و اينتروني اين 
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شـود و  ديـده مـي   SNP 2و  4/1هزار جفـت بـاز،   

باشـد  ها در نواحي اينتروني بيشتر مـي SNPفراواني 

(Choi et al., 2003). تنــوع اي ديگــر در مطالعــه

 ژنتيكي بين برنج زراعي و خويشاوندان وحشـي آن 

بـدين  شـد.  بررسـي   SNPاز نشانگرهاي با استفاده 

جفـت بـاز    1057تـا   544منظور قطعاتي بـه طـول   

 10اين قطعات شامل شد. تكثير و سپس توالي يابي 

فرد به نمايندگي از دو زير  60جايگاه جدا از هم از 

و خويشـاوندان وحشـي آن    Oriza sativaي گونـه 

جايگاه مربوط به نواحي كد كننـده و   هشتبود كه 

 Adh1هاي ه اينترونجايگاه مربوط ب 2غير كننده و 

ــابي   CatAو  ــوالي ي ــد از ت ــود. بع ــا  SNP 357ب ب

جهش  69جفت باز و  23در هر  SNPميانگين يك 

گرديـد  اعـلام  و  شدمشاهده از نوع حذف و اضافه 

از كمتـر  كه تنوع نوكلئوتيدي در نواحي كـد كننـده   

). (Zhu et al., 2007  باشدنواحي غير كد كننده مي

در  SNP 3/1ميانگين يك و در تحقيق حاضر بطور 

و  EOMTهـاي  جفت باز به ترتيب در ژن 100هر 

CVOMT  مشاهده شد كه فراواني آن بيشتر از سويا

 ولي كمتر از برنج و خويشـاوندان وحشـي آن بـود.   

هـا در بـرنج نسـبت بـه      SNPدليل فراواني بـالاي  

تحقيــق حاضــر احتمــالا ناشــي از بررســي نــواحي 

اگزوني و همچنين مقايسـه   اينتروني همراه با نواحي

هاي زراعـي  در كنار گونه برنج خويشاوندان وحشي

شـان داد كـه   ننتـايج تحقيـق حاضـر    در كـل   باشد.

-هاي همجنس در اين دو ژن بيشتر از جهشجهش

هـاي تـك   باشد. همچنـين تنـوع  هاي ناهمجنس مي

هاي مورد مطالعه گزوني ژندر نواحي ا نوكلئوتيدي

ها در طول تكامل ده اين ژنو نواحي كد كنن كم بود

ريحان محفوظ بوده و جهش كمي در ايـن نـواحي   

هـاي  SNPارتبـاط   شـود پيشنهاد ميداده است. رخ 

ها با ميزان تركيبـات فنيـل   شناسايي شده در اين ژن

پروپانوئيدي مانند متيل اوژنـول و متيـل چـاويكول    

بررسي شود و نشانگرهاي پيوسته بـا ميـزان بـالاي    

نواحي اينترونـي  توسعه يابد. همچنين  اين تركيبات

در بيوسـنتز   اين ژنها و ساير ژنهاي كليـدي دخيـل  

ها در اين نواحي SNPفنيل پروپانوئيدها شناسايي و 

شناسايي شود تا بتوان از آنها به عنوان نشـانگرهاي  

  كارا در تحقيقات اصلاحي ريحان استفاده نمود.  
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Absrtact 

To identify single nucleotide polymorphisms (SNPs) in eugenol O-methyl transferase 

(EOMT) and Chavicol O-methyl transferase (CVOMT) genes, cleaved amplified polymorphic 

sequence (CAPS) markers and direct sequencing were used in different basil populations. 

Fragments with sizes of 571 and 908 bp of coding regions of both genes were amplified and 

digested with restriction enzymes Pst1 and MseI. In silico digestion of the coding region of the 

genes by Pst1 produced fragments of 480 and 91 bp in EOMT and 621 and 287 bp in CVOMT. 

However, no polymorphic restricted patterns were produced in 80 basil individuals using Pst1 

digestion. In silico MseI digestion of EOMT and CVOMT gene sequences produces fragments of 

59, 135 and 377 bp, and 275, 302 and 331 bp, respectively. Digestion of the amplified fragments 

of both genes generated polymorphic banding patterns in studied basil genotypes. One out of 

each different restriction patters which is produced for both genes in basil genotypes, was 

selected for sequencing. Sequences obtained, were aligned for both genes using Clustal Omega 

and SNPs were identified. The results of EOMT alignment revealed transition mutations T<->C 

and A<->G, but no transversion was observed in this gene. Mutations A<->G, T<->C, A<->C 

and A<->T were found in CVOMT gene with the highest frequency of A<->G. In conclusion, the 

results of the current investigation revealed low polymorphism in coding regions of the studied 

genes and demonstrated the conservity of the coding regions of both genes during basil evolution. 

  

Keywords: basil, eugenol O-methyl transferase, chavicole O-methyl transferase, SNP, CAPS 

markers. 
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