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  (.Silybum marianum L) سازي خانواده ژنی چالکون سنتاز گیاه خار مریم شناسایی و کلون
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  چکیده

آیـد و داراي  دسـت مـی   هـاي گیـاه خـارمریم بـه           مارین یک ترکیب فلاونوئیدي است که از دانه       سیلی
ا دارد بنـابراین  سنتاز نقش کلیدي در مـسیر بیوسـنتزي فلاونوئیـده     چالکون. باشد  خواص دارویی متعددي می   

آوري   جمـع پـس از  منظوربدین. باشد   گیاه خارمریم میگامی مهم در مهندسی متابولومآن رمزده شناسایی ژن 
نـواحی  و تعیـین   هـا  همردیفی آن،در سایر گیاهانسنتاز چالکونهاي توالی موجود در مورد خانواده ژنی  داده

با اسـتفاده   PCR قطعات ژنی تکثیر شده در. طراحی شد این نواحی چهار آغازگر دژنره بر اساس ،حفظ شده
سـازي    از ژنوتیپ بومی منطقه برازجان و رقم اصلاح شده مجار در ناقل مناسب همسانه     آغازگر جفتاین  از  

ها، منجـر بـه شناسـایی    اي آن مطالعه توالی نوکلئوتیدي حاصل و توالی اسیدآمینه. و سپس تعیین توالی شدند    
اختـصاصی   بر اساس نقاط متنـوع، شـش آغـازگر     . سنتاز در این گیاه گردید     ژنی چالکون  دو عضو از خانواده   

. دش ـ طراحـی   RACEي کل رقـم مجـار درسیـستم   RNA از روي cDNAبراي هریک از اعضا جهت تکثیر 
 در ناقل مناسب همسانه سازي و سپس تعیـین تـوالی    RACE'5 و RACE'3ي تکثیر شده درcDNAقطعات 

 عـضو یـک   RACE'3 و  RACE'5هـاي تـوالی  ي ژن چالکون سنتاز از همپوشانیcDNA توالی کامل. شدند
و اگـزون دو  )  بـاز 190( باز بوده و شامل اگزون یـک  1239شناسایی گردید که قالب باز خواندنی آن داراي        

دي و  هـاي نوکلئوتی ـ    مطالعه کل توالی   .کنند اسیدآمینه را رمز می    349 و   63باشد که به ترتیب       می)  باز 1049(
بـراي اولـین   سنتاز در این گیـاه   عضو از خانواده ژنی چالکونسهبه شناسایی دست آمده، منجراي به   اسیدآمینه

 . باشند هاي حفظ شده انتهاي آمین و کربوکسیل چالکون سنتاز مید که داراي دومینشبار 

  
   .، تعیین توالیRACE، سازي همسانهچالکون سنتاز، خارمریم، : کلمات کلیدي

                                                
 ر: نویسنده مسئول0263-2709652 :      تلفن                   زهرا سادات شب                                   shobbar@abrii.ac.ir Email:  
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 مقدمه

 گروه خاصی از محصولات 1فلاونوئیدها
هستند که   در گیاهان کربن15 با فنلیطبیعی پلی
- از پیش ،اختصاصی آنها Cو A ، Bسه حلقه 

استات تولید  سازهاي مشتق از فنیل پروپانوئید و
 اعمال فیزیولوژیکی و این مواد. شوندمی

شوند میرا موجب  در گیاهان یاکولوژیکی مختلف
)Kubasek et al., 1992(.  مهمترین

از خانواده (فلاونوئیدهاي میوه گیاه خارمریم 
بین، سیلیبین، ایزو عبارتند از سیلی2)کاسنی
 و یک پیش ساز به نام دیانین سیلی،کریستینسیلی

ها تحت عنوان   که مجموعه آن فولین تاکسی
از عصاره متانولی دانه و مارین شناخته شده سیلی

 Narayana et(شود  استخراج میگیاه خارمریم

al., 2001( .مارین داراي خواص سیلی
عنوان یک داروي موثر باشد و به اکسیدانی می آنتی

در درمان مسمومیت کبدي، سرطان، هپاتیت و 
 ,.Schonfeld et al( ایدز شناخته شده است

 در این میان نقش آنزیم چالکون سنتاز به. )1997
 مسیر بیوشیمیایی عنوان یک آنزیم کلیدي در

ترکیبات فلاونوئیدي از اهمیت ویژه اي برخوردار 
و واکنش ) Bourgand et al., 2001(باشد می

 و سه A کوماریل کوآنزیم - Pتبدیل یک مولکول 
 به نارینجین چالکون Aمولکول مالونیل کوآنزیم 

 کند که نخستین مرحله در مسیررا کاتالیز می
باشد که تولید    فنیل پروپانوئید میبیوسنتز

  ).Ji et al., 2002(کند   فلاونوئیدها را هدایت می

                                                
1 Flavones 
2 Asteraceae 

 مانند در اکثر گیاهان،چالکون سنتاز آنزیم 
هاي دخیل در مسیر  آنزیم دیگربسیاري از

هاي کوچک هاي ثانویه توسط خانوادهسمیمتابول
که  چالکون سنتاز هايژن. دشوژنی رمز می

، داراي دو اگزون اند  مطالعه شدهاهانیتاکنون در گ
 که 3 گل میمونغیر از به اند و یک اینترون بوده

داراي یک اینترون دیگر در اگزون دو است 
)Sommer and Saedler, 1986 .( توالی

نوکلئوتیدي اگزون دو نسبت به اگزون یک حفظ 
 اگزون یک و اگزون دو به ترتیب .شده تر است

. ندکن اسید آمینه را رمز می340 و حدود 37-64
  GT-AGاز قانون( حفظ شده مکان اینترون کاملاً

هاي  لحاظ اندازه در گونهبهاما ) کندپیروي می
ر ی تا چندین کیلوباز متغ100مختلف از کمتر از 

 ). Ferrer et al., 1999( است

هاي رمزکننده چالکون رسد ژن به نظر می
طور فراگیر سنتاز و محصولات واکنش مربوطه به

 ,.Koes et al(اهان وجود دارند در تمامی گی

هاي رمزکننده چالکون سنتاز از طیف ژن). 1994
ها،  ها، سرخس اي از گیاهان شامل خزه گسترده

ها جداسازي اي ها و تک لپهاي بازدانگان، دولپه
 ;Niesbach-Klosgen et al., 1987( اند شده

Fliegman et al., 1992(.  اما تا کنون هیچ
خانواده ژنی چالکون /توالی ژنگزارشی در مورد 

 از گیاه خارمریم یا گیاهانی از جنس مربوطه سنتاز
)Silybum (شناسایی خانواده .  استمنتشر نشده

گامی تواند  میژنی چالکون سنتاز گیاه خارمریم 
براي افزایش کارآمد مؤثر در یافتن راهکارهاي 

                                                
3 Antirrhinum majus 
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تولید مواد مؤثره دارویی و ارزشمند این گیاه 
  . دباش
  
  هاواد و روشم

  مواد گیاهی
جمع آوري شده (هاي ژنوتیپ بومی بذر

منشأ  (و رقم اصلاح شده مجار) از منطقه برازجان
 از پژوهشکده بیوتکنولوژي کشاورزي )مجارستان
بذرها طبق روش حسنلو و همکاران . تهیه شد

)Hasanloo et al, 2005 ( ضدعفونی و براي
 و کشت موراشیگ محیط دررست ایجاد دانه
) Murashige and Skoog, 1962(اسکوك 

کشت شدند و ) Duchefa Biochemeشرکت(
 حاوي هاي پس از مرحله چهاربرگی به گلدان

 Cº30  -25( در گلخانه  منتقل شده وخاك مزرعه
  .نگهداري شدند) ~
  

  1هاي مربوطه و طراحی آغازگر ردیفی توالیهم
اطلاعات موجود در مورد خانواده ژنی 

هاي  پایگاهاز در گیاهان مختلف از چالکون سنت
. جمع آوري و دسته بندي شدند 2هاي توالی داده

 هاي مربوطه با استفاده از نرم افزارسپس توالی

Clustal W  اساس نواحی حفظ بر   وردیفهم
ویژه در گیاهان همان تیره شده این خانواده ژنی به

و (F1 دو آغازگر دژنره رو به جلو ) 1 جدول(
(F2و آغازگر دژنره معکوس  و د)R1و R2 (

  .)2 جدول ، 1شکل (طراحی شد

                                                
1 Primer 
2 National Center of Biotechnology Information 
(NCBI) 

تکثیر قطعات ژنی و  ژنومی،  DNAاستخراج
 همسانه سازي قطعات موردنظر

منطقه برازجان و رقم پ از برگ گیاه ژنوتی
  DNA وشدمرحله رزتی نمونه برداري  مجار در

-Coreها طبق دستورالعمل، با کیتژنومی آن

OneTM Plant Genomic DNA Isolation  
  .  استخراج شدند)CoreBio شرکت(

شرایط مناسب جهت تکثیر قطعات ژنی 
ژنوتیپ هر دو ي ژنومی DNAمورد نظر از روي 

 ،F1R1با استفاده از جفت آغازگرهاي 
F1R2،F2R1  و F2R2اي  در واکنش زنجیره
 BIO-RADدستگاه ترموسایکلر شرکت ( 3پلیمراز
عات تکثیر شده قط. تعیین شد) icyclerمدل 

منظور  بهF1R2 و F2R1توسط جفت آغازگرهاي 
 pGEM-T Easy Vectorتعیین توالی، در ناقل 

 DH5 وارد و در باکتري )Promegaشرکت (
 طبق هاپلاسمید. همسانه سازي شدند

 AccuPrep Plasmid Miniدستورالعمل کیت

Extraction  )شرکت Bioneer( استخراج شدند 
 حضور قطعات وارد شده در  براي اطمینان ازو

 شرکت(  EcoRI با آنزیمناقل، هضم آنزیمی
Roche( تعیین توالی توسط   وصورت گرفت
  . انجام شد کشور کره4ماکرو ژنشرکت 

                                                
3 Polymerase chain reaction (PCR) 
4 Macro gene 
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 توالیهاي  سنتاز از تیره آستراسه در بانک دادههاي ژن چالکون شماره دست یابی توالی-1جدول 

NCBI.  
Table 1- Accession number of asteraceae’s chalcone synthase gene family in NCBI. 

  
  شماره دست یابی
Accession No.  

 نام گیاه
Plant name 

Z38098 
Z38096 
Z67988 

DQ521272 

Gerbera hybrida1 
Gerbera hybrida 2 

Callistephus chinensis 
Chrysanthemum x morifolium  

  
  .ي دژنره روي ژن چالکون سنتازگرهاموقعیت آغاز نمادین  نمایش-1شکل 

Figure 1- Schematic presentation of the degenerate primers positions on chalcone 
synthase gene. 

  
 ژن چالکون 1طراحی آغازگرهاي اختصاصی

  سنتاز
توالی نوکلئوتیدي قطعات تکثیر شده 

 از روي F2R1 و F1R2توسط جفت آغازگرهاي 
DNA برازجان و رقم مجار، ي ژنوتیپ بومی

بر . ردیف شدند همClustal Wتوسط نرم افزار 
ها، سه آغازگراختصاصی رو اساس نقاط متنوع آن

 به جلو و سه آغازگر اختصاصی برگشتی براي هر
، با  RACE و سیستم PCRیک جهت انجام

 طراحی Oligoاستفاده از نسخه پنجم نرم افزار 
  .) 2جدول(د ش

                                                
1 Specific Primers 

و همسانه  cDNA ) RACE(2تکثیر سریع انتهاي
 سازي آن

 از بافت تر 3 کلRNAاستخراج  ابتدا
گلبرگ رقم اصلاح شده مجار با استفاده از 

 انجام) Invitrogenشرکت ( 4محلول ترایزول
 توسط دستگاه  RNAکمیت و کیفیت. گرفت

 picopet 01) مدل  picodropشرکت(پیکودارپ 
ور منظشد و بهو همچنین الکتروفورز ژلی بررسی

ي کل از RNA در استخراج DNA حذف آلودگی
  استفاده شد)Promegaشرکت  (DNaseآنزیم 

  . کمیت و کیفیت آن بررسی گردیدسپس مجدداً

                                                
2 Rapid Amplification of cDNA Ends  
3 Total RNA 
4 Trizol reagent  
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جهت تکثیر توالی اسید نوکلئیک، بین یک 
 5' و یا 3'قطعه مشخص از ژن و انتهاي ناشناخته 

 RACEاز سیستم  1ي پیکRNAاز روي رشته 
 3'اسایی توالی انتهايجهت شن (RACE'3شامل(

cDNA ( 5و'RACE ) جهت شناسایی توالی
کلیه مراحل   واستفاده گردید ))cDNA 5'انتهاي

شرکت ( RACEطبق دستورالعمل کیت 
Invitrogen( قطعات  .انجام شدcDNA ي تکثیر

منظور تعیین به RACE'5 و RACE'3شده در 
 شرکت ( pGEM-T Easy Vectorتوالی، در ناقل

Promega (ارد و در باکتري وDH5 همسانه 
 کیت پلاسمیدها طبق دستورالعمل. سازي شدند

استخراج شدند و براي ) Bioneer شرکت(
اطمینان از حضور قطعات وارد شده در ناقل، 

 )Roche شرکت( EcoRI  آنزیمی با آنزیمبرش
 و روي ژل آگاروز الکتروفورز صورت گرفت

ت  شرکتعیین توالی توسط شرکت. شدندبررسی 
  .انجام گرفت ماکرو ژن

  
تجزیه و تحلیل نتـایج تعیـین تـوالی در سـطح        

   و اسید آمینهنوکلئوتید
  Clustal Wنتایج توالی یابی بـا نـرم افـزار   

 خانواده ژنـی چـالکون      يهمردیف شدند و اعضا   
ــد  ــاه خــارمریم شناســایی گردیدن ــا ســنتاز گی  و ب

ــاز  DNASTARاســتفاده از نــرم افــزار ، قالــب ب
 و تـوالی اسـید آمینـه آن پـیش         خواندنی مشخص 

 و درصـد تــشابه در سـطح نوکلئوتیــد  . دشــبینـی  
 cDNA بین قطعات ژنی چالکون سنتاز و        پروتئین

                                                
1 Messenger RNA 

آن در گیاه خـارمریم بـا گیاهـان هـم خـانواده آن        
ــرم افــزار) آستراســه( ــا ن ــرآورد  GeneDocب و  ب

ــوژنتیکی   ــت فیل ــاآندرخ ــا ه  UPGMA روش ب
هاي  موتیف.دش ترسیم  MEGA4نرم افزارتوسط 

عملکردي توالی اسـید آمینـه چـالکون سـنتاز بـا             
ــاه داده  ــتفاده از پایگ ــاي اس  و Prodom ،Pfamه

Prositeتعیین گردید .  
  

  نتایج
 مربـوط بـه     قطعات ژنی و همسانه سازي    تکثیر  

  چالکون سنتاز گیاه خارمریم 
ــاي ــت آغازگرهـ ــرهجفـ  ، F1R1ي دژنـ

F1R2،F2R1  و F2R2  اي در واکــنش زنجیــره
 قطعاتموفق به تکثیر  ، ژنومی DNAرويمراز پلی
بـر اسـاس تـوالی ژن     با انـدازه مـورد انتظـار      یژن

 به ترتیب با اندازه   (چالکون سنتاز در سایر گیاهان      

 bp 747، bp 592 ،bp 1016  وbp 861 ( شـدند .
که محل حفـظ شـده اینتـرون بـین          با توجه به این   

 است بنابراین جفت آغازگرهاي     F2 و   F1آغازگر  
 F1R1 وF1R2 در  PCR قــادر بــه تکثیــر قطعــه

اینترونی این خانواده ژنی بودند و باندهاي تکثیـر         
با اندازه مورد انتظـار      ،شده از این جفت آغازگرها    

شـکل  (  داشـت  همخوانیبه همراه قطعه اینترونی     
قطعات تکثیر شده توسط جفـت آغازگرهـاي         .)2

F2R1 و F1R2ــازي و   همــسانه ــین س ــوالی تعی ت
جفـت  این دو   توالی نوکلئوتیدي حاصل از     . شدند

و هر یـک موفـق        نبودند  با یکدیگر مطابق   آغازگر
یکی از اعـضاي خـانواده ژنـی چـالکون          به تکثیر   

   .بودند سنتاز شده
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  . مشخصات آغازگرهاي طراحی شده- 2جدول 
Table 2- Details of designed primers. 

 نام آغازگر
Primer name 

 توالی
Sequence 

ذوب دماي 
Melting 

tempreture 

 درصد
GC 
[%]  

Degenerate Forward Primer1 (F1) GYGTHTAYCAAGCBGATTATCC 55-66.4 ْC ْ  48.9 
Degenerate Forward Primer2 (F2) CCMAAATCMAARATCACCCACC 52.4-64.8ْC 50.3 
Degenerate Reverse Primer1 (R1) ACCCCANTCYAAMCCTTCWCCG 64.9-72.4ْC 48.5 
Degenerate Reverse Primer2 (R2) GYTTRARCTCMACCTGRTCCAG 54.3-69.2ْC 51.4 

Member1 Specific Forward 
Primer 1 (CHS1 F1) TTCTCGTGTTCTTGTG 46 43.8 

Member1 Specific Reverse Primer 
1 (CHS1 R1) GTTCTTTGAAATCAAC 42 31.2 

Member1 Specific Forward 
Primer 2 (CHS1 F2) AGGGTTCTCGTGTTCTTGTG 60 50 

Member1 Specific Reverse Primer 
2 (CHS1 R2) CCTCTGAGTCTGGTAAGATGG 64 52.4 

Member1 Specific Forward 
Primer 3 (CHS1 F3) CCTGACTTGAAGACAGAGAGG 64 52.4 

Member1 Specific Reverse Primer 
3 (CHS1 R3) GGAAAGTAACCGCTGTGATC 60 50 

Member2 Specific Forward 
Primer 1 (CHS2 F1) TTGTTTGCTCAGAAAG 44 37.5 

Member2 Specific Reverse Primer 
1 (CHS2 R1) AGTAAGTTCCAATCAC 44 37.5 

Member2 Specific Forward 
Primer 2(CHS2 F2) ATGTACCAACAAGGGTGCTCG 64 52.4 

Member2 Specific Reverse Primer 
2 (CHS2 R2) CCTTCCTCCCTCAAGTGTAAC 64 52.4 

Member2 Specific Forward 
Primer 3 (CHS2 F3) GGTTCAGACCCTGAGTTCTCC 66 57.1 

Member2 Specific Reverse Primer 
3 (CHS2 R3) ACGAGTGAGTCAAGATGGTTC 62 47.6 

  

  
  

 . جفت آغازگر دژنره4ز با استفاده از  ژن چالکون سنتاPCR ژل الکتروفورز محصولات -2شکل 
Figure 2- Gel electrophoresis of Chalcone synthase gene PCR products by 4 degenerate 
primers.   

١٢٠٠  
١٠٠٠  

٨٠٠  
۶٠٠  

 مجار  مجار  مجار  برازجان  برازجان  برازجان  مجار  برازجان 
F1R1 F1R2 F2R1 F2R2 
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-نـام  بـه (از این خانواده در نتیجه دو عضو  

ــه SmCHS2و  SmCHS1هــاي  ــب از روي ب ترتی
ــت     ــل از جفــ ــدي حاصــ ــوالی نوکلئوتیــ تــ

خــارمریم  گیــاه  درF2R1) و  F1R2آغازگرهــاي
 حاصـل در     تـوالی   عـلاوه بـراین،    .نددششناسایی  

بـه  رقم مجـار و ژنوتیـپ بـومی منطقـه برازجـان       
تــشابه در ســطح نوکلئوتیــد  % 98و % 99ترتیــب 

صرفه بـودن،   بنابراین جهت مقرون به   . نشان دادند 
  . رقم مجار ادامه یافتبا فقط ادامه پژوهش

 در  2و  1و  عـض  براياندازه باند تکثیر شده     
3'RACE       به ترتیب  (با اندازه باندهاي مورد انتظار
امـا  .  مطابقت داشـت )bp 863 و bp 950با اندازه   

نیز  bp 600 داراي یک باند دیگر با اندازه        2عضو  
تکثیر احتمالی یک عضو دیگر از      از  بود که حاکی    

خانواده ژنی چالکون سـنتاز در گیـاه خـار مـریم            
 باندهاي تکثیـر شـده       اندازه ).الف 3شکل  (است  

ــضو  ــیانه PCRو  RACE'5 در 1در عــ اي آشــ
بـا انـدازه    (، با اندازه باندهاي مورد انتظـار        مربوطه

bp 779 bp لازم به ذکـر    (مطابقت داشت   ) 621  و
به دلیـل    RACE'5در مورد قطعه حاصل از      است  

ــور و آغازگرهــاي  ــیاتــصال آداپت ــوالی 1کل ــه ت  ب
تـر  ري طویـل  چالکون سنتاز، باند تکثیر شـده قـد       

 امـا قطعـه  . )شده و روي ژل بالاتر ایـستاده اسـت      
 مــشاهده نــشد 2 عــضو  مــورد دراي تکثیــر شــده

  .) ب3شکل(

                                                
1 Universal primers 

 مربـوط بـه     cDNAبررسی توالی قطعات ژنی،     
چالکون سنتاز گیاه خارمریم و پیش بینی تـوالی       

   آنهاياسید آمینه و موتیف
هاي به دست آمده روشن ساخت که      بررسی توالی 

کون سنتاز در گیاه خار مریم همانند اغلب        ژن چال 
گیاهــان مــورد مطالعــه، داراي دو اگــزون و یــک  

آن هـم در مکـان کـاملاً حفـظ     ) bp 208(اینترون  
  . شده است

  F1R2قطعات حاصل از تکثیر جفت آغازگرهاي 
(SmCHS1)   وF2R1 (SmCHS2) در رقم مجار 

و % 99و ژنوتیپ بومی منطقه برازجان بـه ترتیـب    
ــد و   % 98 ــطح نوکلئوتی ــشابه در س % 97و % 99ت

مقایسه میـان   . تشابه در سطح پروتئین نشان دادند     
تـوالی نوکلئوتیـدي و همچنـین تـوالی اسـیدآمینه      
پــیش بینــی شــده حاصــل از جفــت آغازگرهــاي 

F1R2 و F2R1 در رقــم مجــار و ژنوتیــپ بــومی 
ــان   ــه برازج ــده و   (منطق ــایی ش ــضو شناس دو ع

 و SmCHS1نامگـــذاري شـــده تحـــت عنـــوان  
SmCHS2،(  70و % 73 بــه ترتیـــب حـــاکی از %
  .تشابه بود

ي ژن چالکون سنتاز cDNAتوالی کامل 
یک عضو از خانواده ژنی گیاه خارمریم از 

دست  به1 عضو RACE'3 و  RACE'5همپوشانی
 باز است که اگزون 1406این توالی داراي . آمد

 1049 باز و 190یک و اگزون دو به ترتیب شامل 
 باز 1239قالب باز خواندنی آن، .  باشندباز می

کند که اگزون  اسید آمینه را رمز می412است که 
 اسیدآمینه را 349  و63یک و اگزون دو به ترتیب 

  .کنندرمز می
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                    B                     ب               A                                      الف

قطعه تکثیر شده توسط جفت آغازگرهاي  )RACE :1'3 -الف. RACE ز الکتروفور ژل -3شکل 
CHS1F2 و  AUAPقطعه تکثیر شده توسط جفت آغازگرهاي  )2، 1 درعضوCHS2F2 و AUAP 
قطعه تکثیر شده توسط جفت  )RACE: 1'5 -ب .DNA100 bpمارکر وزن مولکولی ) 3 ،2درعضو 

 و CHS2R2قطعه تکثیر شده توسط جفت آغازگرهاي  )2، 1 در عضو AAP و CHS1R2آغازگرهاي 
AAP مارکر وزن مولکولی  )3 و4، 2 در عضوDNA100 bp، 5(  محصولPCRاي توسط جفت  آشیانه

اي توسط جفت آغازگرهاي  آشیانهPCRمحصول  )6، 1 در عضو AAP و CHS1R3آغازگرهاي 
CHS2R3 و AAP2 در عضو.  

Figure 3- Gel electrophoresis of RACE. A- 3'RACE: 1) amplified fragment by CHS1F2 
and AUAP primers in member 1, 2) amplified fragments by CHS2F2 and AUAP 
primers in member 2, 3) DNA100 bp molecular marker. B- 5' RACE: 1) amplified 

fragment by CHS1R2 and AAP primers in member 1, 2) amplified fragments by 
CHS2R2 and AAP primers in member 2, 3 and 4) DNA100 bp molecular marker, 5) 
nested PCR product by CHS1R3 and AAP in member 1, 6) nested PCR product by 
CHS2R3 and AAP in member 2. 

  
-هاي نوکلئوتیدي بـه   نتایج همردیفی توالی  

اي پـیش بینـی     هاي اسـیدآمینه  دست آمده و توالی   
ي cDNAشــده مربوطــه نــشان داد کــه دو قطعــه 

) bp614  و bp 968هـاي  بـا انـدازه  (تکثیر شـده  
 برگــشتی و آغــازگر  عمــومیتوســط آغازگرهــاي

 در RACE'3اختصاصی رو به جلوي عضو دو در        
شابه دارند و ایـن قطعـات       ت% 43 ،سطح نوکلئوتید 

 DNAهمچنـین بــا قطعــات تکثیــر شــده از روي  
ــاي    ــت آغازگره ــط جف  F2R1 (SmCHS2)توس

داراي تنــوع بــسیاري  نیــز  F1R2 (SmCHS1)و
ي ژن چــالکون ســنتاز در نــواحی cDNA. بودنــد

همپوشان در سطح نوکلئوتید با قطعه تکثیـر شـده     
ي ژنـــــومی توســـــط جفـــــت DNAاز روي 

 F2R1و  F1R2  (SmCHS1)آغازگرهــــــاي
(SmCHS2)    تـشابه نـشان      %73 و   %98به ترتیب 

هاي همپوشان   اسیدآمینهتعداد نوکلئوتیدها،    .دادند
و درصد تشابه آنان در سه عضو چـالکون سـنتاز           

هـاي چـالکون    گیاه خـارمریم بـا ژن و اسـیدآمینه        
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 نـشان داده شـده      3سنتاز تیره آستراسه در جدول      
ــت ــنتاز د cDNA .اس ــالکون س ر گیــاه ي ژن چ

ناحیه رمـز شـونده     خارمریم بیشترین تشابه را در      
هاي ژن چـالکون    cDNAنوکلئوتیدي به ترتیب با     

ــنتاز   Callistephus chinensis) 81(% ،2ســـ
hybrida Gerbera) 80(% ،Chrysanthemum x 

morifolium) 80 (%1و hybrida Gerbera 
 و چـون ایـن چهـار        )3جـدول    (نشان داد %) 76(

 ،ن گیاهان تیره آستراسـه کامـل بودنـد       توالی از میا  
 انجـام شـد  آنهـا   اسـتفاده از ترسیم درخت فقط با  

 نـشان   ها  نتایج حاصل از همردیفی   ).  الف 4شکل(
 پیش بینـی شـده از   اياسید آمینه هاي که توالی  داد

توسـط جفـت    تکثیـر شـده     ي ژنومی   DNAروي  
 F1R2 (SmCHS1) ،F2R1 آغازگرهـــاي دژنـــره

(SmCHS2)  ــین و ــهمچن ــل ت ي cDNAوالی کام
(SmCHS3) در گیــاه خــارمریمبــه دســت آمــده  

-تـوالی  . آنزیم چالکون سنتاز می باشـند   مربوط به 

ــه  ــید آمین ــاي اس ــده از روي  ه ــی ش ــیش بین اي پ
cDNA     ي ژن چالکون سنتاز(SmCHS3)   و قطعه

توسـط جفـت   ژنـومی   DNAتکثیر شـده از روي    
 F2R1و  F1R2 (SmCHS1)آغازگرهـــــــــاي 

(SmCHS2)  درسطح تشابه  % 71و  % 98تیب  به تر
تـوالی  . نـد پروتئین در نواحی همپوشان نـشان داد      

ي ژن cDNA پــیش بینـی شــده از روي پروتئینـی  
 بیشترین  (SmCHS3)چالکون سنتاز گیاه خارمریم

ترتیب بـا پـروتئین چـالکون سـنتاز در         تشابه را به  
، %)Chrysanthemum x morifolium) 88گیــاه 

Callistephus chinensis) 88(%،2  hybrida 

Gerbera )86(% 1 و  hybrida Gerbera) 83(% 
   ). ب4شکل  و 3جدول (نشان داد 

توالی اسید آمینه چالکون سنتاز گیـاه خـار         
 C3 و پایانــه N2 پایانــه 1هــايمـریم داراي دومــین 

 و  5هـاي شـماره     از اسید آمینـه    ترتیباست که به  
 392  و232هاي شـماره   آغاز و به اسید آمینه   242

  . شوندختم می
  

  بحث 
هاي دخیل در متابولیـسم ثانویـه       اکثر آنزیم 

-هاي کوچک ژنی رمز مـی گیاهان، توسط خانواده  

شوند که در اثر پدیـده مـضاعف شـدگی در طـی          
. )Durbin et al., 2000 (انـد تکامل بوجـود آمـده  
در بسیاري از گیاهـان بـه   نیز آنزیم چالکون سنتاز    

-ط خانواده ژنی رمز مـی  آرابیدوپسیس توسغیر از 

اخــتلاف میــان . )Rhonda et al., 1988 (شــود
 خانواده ژنی چالکون سنتاز ممکـن اسـت         ياعضا

ــدازه   بــر اســاس تفــاوت در ســطح نوکلئوتیــد، ان
 mRNA در 34 'اینترون و یا ناحیـه ترجمـه نـشده   

نتـایج حاصـل از   . )Durbin et al., 2000(باشـد  
ن سنتاز گیـاه  این تحقیق نشان داد که آنزیم چالکو     

خارمریم مانند سایر گیاهان توسـط خـانواده ژنـی      
-رمـز مـی  به شرح ذیـل  )  عضوسهداري حداقل  (

   :شود
ــنتاز  -1 ــالکون س ــریم   1 چ ــار م ــاه خ  گی

)SmCHS1 :( بـاز  1069اي از آن به طول   که قطعه 
از روي   F1R2توسط جفـت آغازگرهـاي دژنـره    
                                                

1 Domains 
2 N-terminal domain 
3 C-terminal domain 
4 Untranslated region (UTR) 
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DNA  سـازي و تعیــین   ، همــسانهتکثیـر ي ژنـومی
 بازي را نیز شـامل      208یک اینترون    که  شد توالی

 در  JN182805شـماره دسـت یـابی   بـا   (شـود می
  .) ثبت شد NCBIپایگاه

ــنتاز  -2 ــالکون س ــریم   2 چ ــار م ــاه خ  گی
)SmCHS2 :( بازي 747اي از آن با اندازه    که قطعه 

از روي  F2R1توسـط جفـت آغازگرهـاي دژنــره    
DNA  سـازي و تعیــین   ، همــسانهي ژنـومی تکثیـر
 در  JN182807شـماره دسـت یـابی   ا ب( شد توالی
 .) ثبت شد NCBIپایگاه

ــنتاز  -3 ــالکون س ــریم   3 چ ــار م ــاه خ  گی
)SmCHS3( :     توالی کامـل cDNA  بـا  ژن  ایـن   ي

 اختـصاصی    توسـط آغازگرهـاي     بـاز  1406اندازه  
 در RNA از روي عضو یـک و آغازگرهـاي کلـی       

ــستم ــايسیـ ــرRACE'5 و  RACE'3هـ ،  تکثیـ
شماره دسـت  با ( شد   سازي و تعیین توالی     همسانه

در  .) ثبـت شـد   NCBIپایگاه در  JN182806یابی
 اگزون یک و اگزون دو به ترتیـب شـامل           این ژن 

قالب باز خوانـدنی    . باشند باز می  1049 باز و    190
در ) ATG( باز است که کـدون آغـازین      1239 آن

 1271در مکان  )UGA(و کدون پایانی    + 35مکان  
. کنـد ز مـی   اسـید آمینـه را رم ـ      412قرار دارد و    + 

  اسید 349 و   63اگزون یک و اگزون دو به ترتیب        
  .کنندآمینه را رمز می

ــل   ــوالی کامـ ــی تـ  ي ژن cDNAهمردیفـ
 و قطعه تکثیر شـده از  )SmCHS3(چالکون سنتاز  

 F1R2 توســط جفــت آغازگرهــاي   DNAروي 
)SmCHS1(  نشان داد که مکان اینترون مانند سایر 

فـی تـوالی   همردی. گیاهان کاملاً حفظ شـده اسـت   
چالکون سنتاز گیاه خارمریم بـا سـایر گیاهـان در           

دهـد کـه    سطح نوکلئوتیدي و اسید آمینه نشان می      
تکامـل بـسیار حفـظ شـده      هـا در طـی  این توالی

هستند که خـود دال بـر اهمیـت و کلیـدي بـودن          
آنزیم چالکون سنتاز در مـسیر سـنتز فلاونوئیـدها         

  .باشدمی
ات شــایان ذکــر اســت کــه انجــام آزمایــش

ــدا و انتهــاي   ــوالی ابت ــافتن ت ــه ی تکمیلــی از جمل
ــوالی2 و 1 چــالکون ســنتاز هــاي  و شناســایی ت

 گیـاه خـار مـریم،    3 و 2 اینترونی چالکون سـنتاز 
آزمون لکه گذاري سادرن بـراي تـشخیص تعـداد          

هاي ژنی چالکون سنتاز در ژنوم این گیاه و           نسخه
 چـالکون سـنتاز     بررسی الگوي بیان خانواده ژنـی     

-ها، مراحل نموي و تـنش     خار مریم در اندام   ه  گیا

هـاي مـؤثر    هاي مختلف زیستی و غیر زیستی گام      
بعدي در شناخت بهتـر اعـضاي ایـن خـانواده در            

خار مریم و مهندسی متـابولوم آن بـه منظـور       گیاه  
  .افزایش تولید سیلیمارین خواهد بود

  
  سپاسگزاري

بدین وسیله نویسندگان مراتب تشکر خود       
ریت محتــرم پژوهــشکده بیوتکنولــوژي را از مــدی

بـه دلیـل فـراهم آوردن امکانـات         ایران  کشاورزي  
ــروژه   ــن پ ــی ای ــالی و اجرای ــصوب(م ــماره م : ش

  .دارندابراز می) 870287004-05-05-12
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ها میان سه عضو چالکون  آنهاي همپوشان و درصد تشابه  آمینه تعداد نوکلئوتیدها، اسید-3جدول 
 - ها، ب آن تعداد نوکلئوتیدهاي همپوشان و درصد تشابه -الف. م و تیره آستراسهسنتاز گیاه خارمری

 Gerberaاي گیاهان  اسیدآمینهفقط توالی ژنی و ( ها آن همپوشان و درصد تشابه هاي تعداد اسیدآمینه

hybrida،  Callistephus chinensis، Chrysanthemum x morifolium کامل بوده و در ترسیم درخت
    .) یافتندشرکت

  )A (الف
SmCHS1 (F1R2) SmCHS2  (F2R1) SmCHS3 (Silybum 

marianum) 
نام توالی ژنی چالکون 

  سنتاز
Chalcone synthase 

gene names 

تعداد 
وتید ئنوکل

  همپوشان
Numbers 

of covered 
BPs 

  درصد تشابه
Similarity

% 

تعداد 
وتید ئنوکل

 همپوشان
Numbers 

of covered 
BPs 

  شابهدرصد ت
Similarity 

% 

وتید ئتعداد نوکل
 همپوشان

Numbers of 
covered BPs 

درصد 
  تشابه

Similar
ity% 

SmCاS1 (861 bps)       
SmCاS2 (747 bps) 592 73     

SmCاS3 (1406 bps) 861 98 747 73   
Gerbera hybrida 1 

(1381 bps) 861 79 747 73 All 76 
Gerbera hybrida 2 

(1428 bps) 861 83 747 71 All 80 
Callistephus 

chinensis (1419 
bps) 

861 84 747 72 All 81 

Chrysanthemum x 
morifolium (1416 

bps) 
861 83 747 72 All 80 

Chrysanthemum 
indicum (828 bps) 667 79 747 72 837 79 
Chrysanthemum 

vestitum (828 bps) 667 79 747 72 837 79 
Chrysanthemum 

lavandulifolium(82
8bps) 

667 79 747 72 837 79 

Chrysanthemum 
nankingense (828 

bps) 
667 78 747 71 837 78 

Helianthus annuus 
(1336 bps) 848 70 747 62 1311 64 

Petasites fragrans 
(515 bps) 515 83 515 69 515 83 
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  )B (ب

SmCHS1 (F1R2) SmCHS2 (F2R1) SmCHS3 (Silybum 
marianum) 

اي  نام توالی اسید آمینه
  زچالکون سنتا

Chalcone synthase 
protein names 

تعداد 
اسیدآمینه 
  همپوشان

Numbers 
of  

covered 
Amino 

acid 

  درصد تشابه
Similarity 

% 

تعداد 
اسیدآمینه 
  همپوشان

Numbers 
of  

covered 
Amino 

acid 

  درصد تشابه
Similarity 

% 

تعداد 
یدآمینه اس

  همپوشان
Numbers 

of  
covered 
Amino 

acid 

  درصد تشابه
Similarity 

% 

SmCHS1 (286 aa)       

SmCHS2 (249 aa) 197 70     
SmCHS3 (412 aa) 286 98 249 71   
Gerbera hybrida 1 

(403 aa) 286 90 249 71 All 83 
Gerbera hybrida 2 

(398 aa) 286 90 249 71 All 86 
Callistephus 

chinensis(398 aa) 286 94 249 72 All 88 
Chrysanthemum x 

morifolium (397 aa) 286 93 249 73 All 88 
Chrysanthemum 
indicum (276 aa) 222 90 249 70 279 89 
Chrysanthemum 
vestitum (276 aa) 222 91 249 70 279 90 
Chrysanthemum 
lavandulifolium 

(276 aa) 
222 91 249 69 279 89 

Chrysanthemum 
nankingense (276 

aa) 
222 90 249 69 279 89 

Helianthus annuus 
(368 aa) 283 83 249 66 368 73 

Petasites fragrans 
(171 aa) 171 94 171 71 171 93 

Table 3- Numbers of covered nucleotide, amino acid and similarity percent between 3 
members of silybum marianum chalcone synthase and asteraceae Family. A- numbers of 
covered nucleotide and similarity, B- numbers of covered amino acid and similarity 
(only Gerbera hybrida, Callistephus chinensis and Chrysanthemum x morifolium had 
complete gene and amino acid sequences therefore they used to draw trees). 
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 )A (الف

 Gerbera hybrida 1

 Chrysanthemum x morifolium

 Callistephus chinensis

 silybum marianum

 Gerbera hybrida 2

97

41

0.00.20.40.60.81.0  
 

  )B (ب
 Chrysanthemum x morifolium

 Callistephus chinensis

 silybum marianum

 Gerbera hybrida 2

 Gerbera hybrida 1

80
43

0.000.020.040.06 
  

  و Gerbera hybrida 1( درخت فیلـوژنتیکی ژن چـالکون سـنتاز در تیـره آستراسـه      - الف-4شکل 

Gerbera hybrida 2  درخـت  -ب.) باشـند مختلـف ژن چـالکون سـنتاز در ایـن گیـاه مـی       ياعضا 
 وژنتیکی پروتئین چالکون سنتاز در تیره آستراسه فیل

Figure 4- A- Phylogenetic tree of chalcone synthase gene in asteraceae (Gerbera 
hybrida 1 and 2 are different member of chalcone synthase in this plant). B- 
Phylogenetic tree of chalcone synthase protein in asteraceae. 
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Abstract 

Silymarin is a flavonoid compound derived from milk thistle plant (Silybum marianum) 
seeds comprising several pharmacological applications. chalcone synthase (CHS) is a key 
enzyme in the biosynthesis of flavonoids, thereby identification of CHS gene in milk thistle 
plant can be of great importance. Seeking that, the available sequences of CHS genes from 
different plants collected, aligned and the conserved regions detected. Then, 4 degenerate 
primers designed based on the CHS consensus sequences. The fragments of CHS genes from 
Borazjan's native genotype and Majar's modified genotype were amplified by polymerase 
chain reaction and then, cloned and sequenced. Analysis of the resultant nucleotide and 
deduced amino acid sequences lead to identification of two different members of CHS gene 
family from Silybum marianum. 6 specific primers were designed based on the diverged 
regions of each member for amplification of related cDNA from majar's total RNA in the 
RACE system. Amplified fragment of cDNA in 3'RACE and 5'RACE were cloned and 
sequenced. Full length cDNA was identified by overlapping the 3'RACE and 5'RACE 
sequences of member 1 whose open reading frame contains 1239 bp including exon 1 (190 
bp) and exon 2 (1049 bp) encoding 63 and 349 amino acid residues, respectively. Altogether, 
analysis of the resulting nucleotide and deduced amino acid sequences lead to identification 
of three different members of chalcone synthase from Silybum marianum containing the 
conserved chalcone synthase C-terminal and N-terminal domains.  
 
Key words: Chalcone synthase, Silybum marianum, Cloning, RACE, Sequencing.  
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