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 دانشکده کشاورزی

  و ژنتیک ملکولی محصولات باغبانیکارشناسی ارشد بیوتکنولوژی  نامهپایان

در گیاه  3-همسانه سازی دو ژن دخیل در بیوسنتز امگاتوالی یابی و 

 کلزا

 رضا مشتاقی

 اساتید راهنما

 دکتر ناصر فرخی

 فاطمه کلالی نیا بیبیدکتر 
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 کر و قدردانیتش

قدردانی  هم چنین گرامی، جناب آقای دکتر ناصر فرخی و وزی های استادبا تشکر از راهنمایی ها و دلس

سرکار خانم دکتر بی بی فاطمه کلالی  و مساعد های بی دریغ استاد گرامی و ارجمند، راهنمایی هااز 

زاده و سرکار خانم  مهندس عرب سرکار خانمو با تشکر و قدردانی از همکاری ها و مساعدت های  نیا

 مهندس گنجعلی.

 مشتاقی رضا

 96تابستان 
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 تعهدنامه:

 اینجانب رضا مشتاقی دانشجوی دوره کارشناسی ارشد رشته بیوتگنولوژی در کشاورزی دانشکده

در  توالی یابی و همسانه سازی دو ژن دخیلکشاورزی دانشگاه صنعتی شاهرود نویسنده پایان نامه 

بی بی فاطمه کلالی نیا متعهد دکتر خانم دکتر ناصر فرخی و تحت راهنمائی آقای  3-بیوسنتز امگا

 شوم.می

 نامه توسط اینجانب انجام شده است و از صحت و اصلت برخوردار است. تحقیقات در این پایان 

 ه است. در استفاده از نتایج پژوهش های محققان دیگر به مرجع مورد استفاده استناد شد 

  مطالب مندرج در پایان نامه تاکنون توسط خود یا فرد دیگری برای دریافت هیچ نوع مدرک یا

 امتیازی در هیچ جا ارائه نشده است.

 اند در نامه تاثیرگذار بودهحقوق معنوی تمام افرادی که در بدست آوردن  نتایج اصلی پایان

 گردد.مقالات مستخرج از پایان نامه رعایت می

  نامه، در مواردی که از موجود زنده )یا بافت های آن( استفاده کلیه مراحل انجام این پایاندر

 شده است ضوابط و اصول اخلاقی رعایت شده است.

 در مواردی که به حوزه اطلاعات شخصی افراد دسترسی نامهدر کلیه مراحل انجام این پایان ،

 اصول اخلاق انسانی رعایت شده است. یافته یا استفاده شده است اصل رازداری، ضوابط و

 تاریخ:

 امضای دانشجو:

 

 مالکیت نتایج و حق نشر

 ای، های رایانهکلیه حقوق معنوی این اثر و محصولات آن )مقالات مستخرج، کتاب، برنامه

 باشد.افزارها و تجهیزات ساخته شده است( متعلق به دانشگاه صنعتی شاهرود مینرم

  باشد.نامه بدون ذکر مرجع مجاز نمینتایج موجود در پایاناستفاده از اطلاعات و 
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 چکیده

مورد استفاده قرار گیرند و این  3-عی برای تولید اسید های چرب امگابعنوان منبه دنتوانمی گیاهان

میسر خواهد های مسیر بیوسنتز های کدکننده آنزیمفرآیند تولیدی با مهندسی گیاهان برای داشتن ژن

یدهای اساه کلزا با توجه به میزان درصد بالای روغن موجود در بذر و همچنین میزان مناسب ذاتی گیشد. 

کاندیدای مناسبی جهت انجام  تواندمیدر محتوای روغنی،  6-یدهای چرب امگااسبه  3-چرب امگا

 باشد.یدهای چرب اس این دسته از ی تولید گیاهیینهدرزمتحقیقات 

از طریق روش های مهندسی  در کلزا 3-تولید امگا منظوربه ی ژنتیکیهاداده ایجاد هدف بااین تحقیق  

در  3-یدهای چرب امگااسدسچوراز مسیر رایج تولید  6-با توجه به اینکه مسیر دلتا انجام شد.، ژنتیک

محتوای روغنی یک نمونه از بذر کلزا استخراج و با استفاده از روش  ن مختلف است، در ابتداجاندارا

محتوای روغن کلزا مشخص شد، یدهای چرب مختلف موجود در اسماتوگرافی گازی، نوع و مقدار کرو

دسچوراز  6-ی دلتاهاژنهای کدکننده یتوالبا انجام مطالعات بیوانفورماتیکی و از طریق مقایسه  بعلاوه

ی قرار گرفت. موردبررس های مشابه در ژنوم کلزایتوالژنوم کلزا، وجود  با در قلمرو گیاهی الانگاز 6-و دلتا

که باعث شد تا هیچ توالی مشابهی با  شدهانجاممطالعات بیوانفورماتیکی  در ادامه و با توجه به نتایج

ی کد هاژنالانگاز در ژنوم کلزا یافت نشود، وجود  6-دسچوراز و دلتا 6-ی دلتاهاژنتوالی کد کننده 

ی قرار گرفت. موردبررس، در ژنوم کلزا 3-چرب امگایدهای اسالانگاز  برای تولید  9-کننده مسیر دلتا

های اطلاعاتی با یگاهپادسچوراز موجود در  8-و دلتاالانگاز  9-ی دلتاهاژنهای کد کننده یتوالمقایسه 

یجه با درنتدسچوراز گردید.  8-دلتا هایتوالیبهژنوم کلزا، باعث یافتن یک سری توالی دارای شباهت 

توالی این ژن  شدهحفاظتیاهان، نقاط در گدسچوراز  8-ف کد کننده ژن دلتاهای مختلیتوالتطابق 

ی هابافتیراختصاصی اقدام شد. در ادامه از غشناسایی و با استفاده از این نقاط به طراحی پرایمر های 

شده توالی یطراحو با استفاده از پرایمر های  cDNAاستخراج شد و پس از سنتز  RNAبرگ و بذر کلزا 

یرشده پس از انجام الکتروفورز و تایید تکثد. توالی دسچوراز در ژنوم کلزا، تکثیر ش 8-کننده ژن دلتا کد

همسانه سازی گردید. سپس این وکتور تراریخت  TAطول مورد انتظار، از ژل آگارز استخراج و در وکتور 

سفید و تایید -بیآهای کلنی انتقال یافت و پس از انجام مشاهده E.coliباکتری  DH5aبه سوش 

یابی قرار گرفت. در آخر توالی بدست آمده با یرشده مورد توالیتکثسازی، توالی آمیز همسانهیتموفق

 فردمنحصربهیک توالی  عنوانبهیجه درنتدسچوراز مقایسه گردید و  8-کننده دلتاهای کدیتوالسایر 

 شناسایی شد.

 دسچوراز  8-الانگاز، دلتا 9-الانگاز، دلتا 6-لتادسچوراز، د 6-، کلزا، دلتا3-امگاکلمات کلیدی: 
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 مقدمه

و سلامت  موجودات، برای رشد و کارایی عادی تمام 1اسیدهای چرب چندگانه ویژهبهچرب و  اسیدهای

برای تولید  موردنیاز  2دسچوراز هایآنزیمفقدان  دلیلبه .( .2004Huang et al) انسان، ضروری هستند

 اسیدهای عنوانبهچرب  اسیدهای، این در انسان 4لینولنیک اسید-آلفاو  3لینولئیک اسیدچرب  اسیدهای

 .( .2007Vrinten et al) تأمین شوندمطرح هستند، که باید از طریق مصرف مواد غذایی  5چرب ضروری

-امگا سیرنشدهچرب بلند زنجیره چند  اسیدهایتولید  سازهایپیش عنوانبهچرب ضروری  اسیدهای

با استفاده از این  تواندمیو بدن انسان  ( .2012Alabdulkarim et al) آیندمی حساببه 67-و امگا 36

 چرب اسیدهایبه تولید  9سازیطویلو  8سازیغیراشباع هایواکنشچرب، از طریق یک سری  اسیدهای

چرب لینولئیک و آلفا  اسیدهایبپردازد. در حالت عادی بیشترین میزان  نشده بلند زنجیرهچند اشباع

 قرارگرفته 10انرژی تحت فرآیند اکسیداسیون بتا تأمیناز طریق مواد غذایی برای  شدهجذبینولنیک ل

چرب بلند زنجیره چند سیرنشده تبدیل  اسیدهایدرصد( به  5/1و  3و تنها میزان کمی از آن )به ترتیب 

    .(Huang et al. 2004) شوندمی

قلبی و عروقی و اینکه  ،در حفظ سلامت بینایی، ذهنی 3-چرب امگا اسیدهایبا توجه به اثرات مفید 

 Eicosapentaenoicچرب  اسیدهایناشی از مصرف  موارد عموم درچرب  اسیدهایمفید این  تأثیرات

acid (EPA)  وDocosahexaenoic acid (DHA)  است (Arterburn et al. 2006)،  و بعلاوه این

مصرف مداوم  ،(Vrinten et al. 2007) شوندمیچرب به مقدار بسیار کمی در بدن ذخیره   اسیدهای

روز گرم در 250/0مصرف  11چرب ضروری بوده و سازمان سلامت جهانی اسیدهایاین 

 Alabdulkarim et) افراد، توصیه کرده است را برای اسیدئنوئیکهگزادوکوزاو  اسیدایکوزاپنتائنوئیک

al. 2012). 

و  اسیدایکوزاپنتائنوئیک ، 3-چرب امگا اسیدهای تأمینماهی و تولیدات دریایی منبع اصلی 

 باشداسید میعموماً لینولئیکچرب  اسیدهایهستند و فرم گیاهی این  اسیدئنوئیکهگزادوکوزا

(Parker et al. 2006). دریایی  هایمحیطآلودگی  دلیل بهمصرف ماهی و تولیدات دریایی  وجود این با

مانند  زاسرطانو  مواد غیر  Dichlorodiphenyltrichloroethane (DDT)، از قبیل زاسرطانبا مواد 

                                                           
1 Poly unsaturated fatty acid 

2 Desaturase 

3 Linoleic acid 

4 Αlpha- linolenic acid 

5 Essential fatty acid 

6 ω­3 fatty acid 

7 ω­6 fatty acid 

8 Desaturation 

9 Elongation 

1 0 β­oxidation 

1 1 World Health Organization 
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وه افزایش تقاضای جهانی برای تولیدات دریایی، شده است. بعلا هایینگرانی، باعث ایجاد 1متیل مرکوری

 3-چرب امگا اسیدهایداشته است و همچنین قیمت بالای تولید  دنبال بهایجاد فشار بر این منابع را 

و بخصوص تولید گیاهی این  3-از تولیدات دریایی باعث ایجاد تمایل برای یافتن منابع دیگر تولید امگا

 .(Vrinten et al. 2007) اسیدهای چرب، شده است

مسیر بیوسنتزی  هایآنزیمکد کننده  هایژن 2شناسایی و کلونینگ یدرزمینه شدهانجامتحقیقات جدید 

 ترکیباتجهت تولید تراریخته این مختلف باعث ایجاد پتانسیلی در  در موجودات 3-اسیدهای چرب امگا

مختلف و  موجوداتیافته شده از  هایژنسازگاری  یدرزمینههنوز مسائلی  وجود این باشده است. 

تولید موفق  حالاین باوجود دارد.  3-تولید امگا د واسط ناخواسته در مسیر تراریزشتجمع مواد ح

نیازهای  تأمینمنبع اقتصادی و جایگزین برای باعث تولید یک  تواندمیچرب  اسیدهایتراریخته این 

 .(Huang et al. 2004) شود 3-دارویی، صنعتی و خوراکی امگا

هیبریداسیون طبیعی  گیاهی آلوپلوئید است که از Brassica napus(AACC, 2n=38)علمی  بانامکلزا 

 .Fu et al) آمده وجود به Brassica oleracea (CC,2n=18)و  Brassica rapa (AA, 2n=20)بین 

با توجه به میزان  .(Khalil et al. 2015) شودمی محسوبگیاه اصلی روغنی جهان   4و یکی از  (2015

 )                6-به امگا 3-چرب امگا اسیدهایبالای تولید روغن و همچنین نسبت ذاتی مناسب تولید 

2003 Dick et al. ) در نظر  3-تولید امگا یدرزمینهکاندیدای مناسبی جهت مطالعه  عنوانبه تواندمی

 گرفته شود.

 اسیدهای چرب ضروری

اسیدهای چرب ، قادر به تولید 4دسچوراز 15-و دلتا123-دلتا هایآنزیمفقدان  دلیل بهانسان 

چرب باید  اسیدهایاین  درنتیجهو  (Huang et al. 2004) نیست اسیدلینولنیک-اسید و آلفالینولئیک

 Vrinten et) آیندمی حساببهچرب ضروری  اسیدهای عنوانبهشوند و  تأمیناز طریق منابع غذایی 

al. 2007). و از منابع غذایی اسیدلینولنیک-اسید و آلفالینولئیکدریافت  باحتی بدن انسان  لاوهعبه 

و ایجاد  5سازیطویل هایواکنشسری از طریق یک ،سازپیش عنوانبه این اسید های چرب استفاده از

قادر به بسیار پایین با بازده ، شودمیالانگاز و دسچوراز انجام  هایآنزیمکه به ترتیب توسط  6باند دوگانه

در حالت عادی بیشترین میزان  همچنین است. نشده بلند زنجیرهچند اشباع چرب اسیدهایتولید سایر 

                                                           
1 Methylmercury 
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 اسیدهایو تنها مقدار کمی از این  رودمیانرژی بکار  تأمینچرب ضروری دریافتی بدن برای  اسیدهای

 . (Huang et al. 2004) گیردمیقرار  مورداستفاده زنجیرهچرب بلند  اسیدهایچرب برای ساخت 

کاربردی  و شکل اسیدلینولنیک-آلفاعنوان مشتقات به اسیدئنوئیکهگزادوکوزاو  اسیدایکوزاپنتائنوئیک

 اسیدهایتنها میزان اندکی از این  وجودبااین. آیندمی حساببهدر جیره غذایی  3-چرب امگا اسیدهای

چرب  اسیدهایباعث نیاز به مصرف مداوم این  درنتیجهکه  شودمیچرب در بافت چربی بدن ذخیره 

چرب  اسیدهایدرصد( در تولید  15تا  10بازده کارایی پایین بدن ) دلیل به. بعلاوه شودمی

میزان  دارمعنی، افزایش اسیدلینولنیک-آلفااز  اسیدوئیکئنهگزادوکوزاو  اسیدایکوزاپنتائنوئیک

 اسیدهایدر پلاسمای بدن از طریق مصرف خود این  اسیدئنوئیکهگزادوکوزاو  اسیدایکوزاپنتائنوئیک

-چرب امگا اسیدهای طورکلیبهدرنتیجه بعضی از منابع  .(Arterburn et al. 2006) شودمیچرب انجام 

 .اندبرشمردهچرب ضروری  اسیدهای عنوانبهرا   6-و امگا 3

 2ها اسفنگولیپید ازجمله 1ها صورت ترکیب با فسفولیپیدبهدر غشای سلولی و  3-چرب امگا اسیدهای

از قبیل سیالیت، ضخامت  اهاغشبر خصوصیات بیوفیزیکی  چرب قادر هستند اسیدهایحضور دارند. این 

باشند.  مؤثرغشایی نیز  هایپروتئینبر فعالیت  توانندمی درنتیجهو  تأثیر بگذارند و تغییر شکل

و  دهدمیغشایی تشکیل  سیرنشدهچرب  اسیدهایبیشترین میزان را در میان  اسیدئنوئیکهگزادوکوزا

بر فعالیت تغییرات انتقالی وابسته به  ویژه به، شودمیرا باعث  ءبالایی در داخل غشا پذیریانعطاف

 هایگیرنده ازجمله ایهسته هایگیرندهعلاوه این اسید چرب برای هاست. ب مؤثرغشایی  هایپروتئین

 تسهیل کننده جهت اتصال عنوانبه 4رتینوئیدها X هایگیرندهو  3هازومتکثیر پراکسی کنندهفعال

ترکیب کلی  ترتیباینبهبگذارند.  تأثیردر تنظیم بیان ژن  توانندیم بنابراینو  کنندمیعمل  5لیگاند

 هایپروسهو طیف وسیعی از  هاارگان، هاسلولبزرگی در کارایی  تأثیر تواندمیچرب غشایی  اسیدهای

  .(Arterburn et al. 2006) بیولوژیکی داشته باشد
، 6هاپروستاگلاندین مانندکربنی  22و  02ترکیبات  سازهایپیش عنوانبهنیز  3-چرب امگا اسیدهای

  .( 2007Breivik) دنرومیکار هب 9هاو اندوکانابینوئید 8ها، ریسالوین7هالکوتورین

 

                                                           
1 Phospholipid  

2 Sphingolipid  

3 Peroxisome  

4 Retinoid  

5 Ligand  

6 Prostaglandin  

7 Leukotriene  

8 Resolvin 

9 Endocannabinoid  
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 اسیدهای چرب بلند زنجیره

 عنوانبه، 2در وضعیت سیس 1اتم کربن و دو باند دوگانه متیلن 18چرب دارای حداقل  اسیدهای

این دسته از  توانمی. (1-1)شکل  شوندمیچرب بلند زنجیره چند سیرنشده محسوب  اسیدهای

اولین پیوند دوگانه از سمت انتهای متیل اسید چرب به دو  قرارگیریچرب را بر اساس محل  اسیدهای

نه در اولین پیوند دوگا کهطوریبهکرد.  بندیتقسیم، 6-و امگا 3-چرب امگا اسیدهایخانواده اصلی 

است و  قرارگرفتهبین کربن سوم و چهارم از سمت انتهای متیل اسید چرب  3-چرب امگا اسیدهای

متیل،  پایانهدر محل کربن شماره شش و هفت از سمت  6-چرب امگا اسیدهایاولین پیوند دوگانه در 

  .(Huang et al. 2004) است قرارگرفته

 

 

 ( 2001et al. Harper)3لف اسید های چرب و نامگذاری آنهاانواع مخت : 1-1شکل 

                                                           
1 Methylene  

2 Cis configuration  

 گذاری اسیدهای چرب نام 3

نشانگر تعداد پیوندهای دوگانه  Yهای کربن و دهنده تعداد اتمنشان Xاسیدهای چرب،  X:Y گذاریسیستم نام در استفاده از

محل قرارگیری پیوندهای دوگانه را از سمت انتهای کربوکسیل اسید چرب، مشخص  Yباشد. بعلاوه علامت دلتا قرارگرفته پس از می
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 (Breivik 2007) :  انواع مختلف اسید های چرب و نامگذاری آنها2-1شکل 

 

                                                           
طور گذاری کرد. بهتوان نامبا این سیستم می های دسچوراز تولیدکننده اسیدهای چرب را نیزعلاوه آنزیمه. ب(2-1)شکل  کندمی

شود را از انتهای کربوکسیلی اسید چرب می 7و  6مثال آنزیم دسچوراز اسید چربی که باعث ایجاد باند دوگانه بین کربن شماره 

توان بر اساس محل قرارگیری اولین پیوند دوگانه از سمت انتهای متیلی )انتهای کنند. همچنین میمی گذاریدسچوراز نام 6دلتا

اولین پیوند دوگانه از سمت  3-. بر این اساس در اسیدهای چرب امگا(1-1)شکل  گذاری اسیدهای چرب پرداختامگا( نیز به نام

گذاری هستند های دسچوراز اسیدهای چرب نیز با این شیوه قابل نامت. آنزیمقرارگرفته اس 4و  3های شماره انتهای متیلی بین کربن

  شوند.از انتهای متیلی اسید چرب می 4و  3های باعث ایجاد پیوند دوگانه بین کربن 3-بطوریکه دسچوراز های امگا

ب سیرشده )مثل پالمیتیک اسید ی چرتوان به اسیدهااسیدهای چرب را بر اساس تعداد پیوندهای دوگانه موجود در ملکول نیز می

ی یک پیوند دوگانه و استئاریک اسید( که فاقد پیوند دوگانه هستند، اسیدهای چرب تک سیرنشده )مثل اولئیک اسید( که تنها دارا

ان توطور میاند، تقسیم کرد. همین( که حداقل دارای دو پیوند دوگانهALAو  LAهستند و اسیدهای چرب چند سیرنشده )مثل 

اتم کربن و اسیدهای  12های اسیدهای چرب بلند زنجیره که دارای بیش از بر اساس طول زنجیره کربنی اسیدهای چرب را به دسته

  .(1-1)شکل  اتم کربن در زنجیره کربنی دارند، تقسیم کرد 20چرب بسیار بلند زنجیره که حداقل 
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 ر سلامتب 3-فید اسیدهای چرب امگااثرات م

بر اساس  1قلبی و عروقی هایبیماری در پیشگیری از 3-چرب امگا اسیدهایاولین بار اثرات مثبت 

تحقیقات انجام شده بر  مورد بحث قرار گرفت. نلندگری اسکیموهایبر روی جامعه  شدهانجاممشاهدات 

استفاده از  باوجودقلبی و عروقی را   هایبیماری براثر ومیرمرگتعداد کمی از روی جامعه اسکیموها 

، بنگ و دایربرگ پیشنهاد دادند  1979. در سال (Din et al. 2004) دادمینشان  پرچربجیره غذایی 

 مصرف دلیلبه اسکیموهاموجود در جیره غذایی  3-بالای امگا نسبت  ناشی از تواندمیکه این موضوع 

  .(Dyerberg et al. 1975) ماهی و نهنگ باشد زیاد مقدار

های سازهای خانواده متابولیتپیش 2اسیدآراشیدونیکو  اسیدایکوزاپنتائنوئیکچرب  اسیدهای

ها باشند. این ملکولمی 4هاها و ترومبوکسانها، لکوتروئینهستند که شامل پروستاگلاندین 3ایکوزانوئید

ی لخته شدن بی ، القاالتها هایپاسخهای کلیدی در بدن از قبیل یک سری از متابولیت و تنظیم کاربرد

و  اسیدآراشیدونیکاز  را عهده دار هستند. بالانس ایکوزانوئیدهای مشتق فشارخون خون و

که ایکوزانوئیدهای مشتق شده از . بطوریشودمیالتهابی  هایپاسخباعث تعدیل  اسیدایکوزاپنتائنوئیک

باعث  اسیدایکوزاپنتائنوئیکاز  مشتقای پاسخ التهابی قوی و ایکوزانوئیده باعث القای اسیدآراشیدونیک

و  اسیدآراشیدونیکاینکه تولید ایکوزانوئیدهای مشتق از  دلیل به. شوندمی هاپاسخضعیف شدن این 

، فعالیت گرددمیآغاز  cyclooxygenase-2 (COX-2)توسط آنزیم یکسان  اسیدایکوزاپنتائنوئیک

توسط  اسیدآراشیدونیک محدودکنندهبه رقابت  توانمیرا  3-ایکوزانوئیدهای مشتق از امگا ضدالتهابی

 .(Kinney 2008) نسبت داد COX-2برای آنزیم  اسیدایکوزاپنتائنوئیک

 دلیلبهاست. ولی  4:1تا  1:1در جیره غذایی انسان بین  3-به امگا 6-چرب امگا اسیدهاینسبت سلامت 

هستند و کاهش  اسیدلینولئیکگیاهی در زنجیره غذایی انسان که غنی از  هایروغناستفاده زیاد از 

-آلفاو  اسیدلینولئیک. باشدمیحاضر بسیار بالاتر ایی این نسبت در حالمحصولات دری مصرف

رقابت  ،توسط یک آنزیم یکسان اسیدایکوزاپنتائنوئیکو  اسیدآراشیدونیکبرای تبدیل به اسید لینولنیک

ن باعث تعیین میزا تواندمیتا حدی  اسیدلینولنیک-آلفاو  اسیدلینولئیکنسبت میان  درنتیجه. کنندمی

شود.  اسیدایکوزاپنتائنوئیکو  اسیدآراشیدونیکدر دسترس بودن محصولات فعال بیولوژیکی 

نیز برای یک آنزیم یکسان جهت سنتز ایکوزانوئیدها، رقابت  اسیدایکوزاپنتائنوئیکو  اسیدآراشیدونیک

خته شدن خون، بر ل تواندمی اسیدایکوزاپنتائنوئیکو  اسیدآراشیدونیکنسبت بین  درنتیجه کنندمی

 .(Alabdulkarim et al. 2012) باشد تأثیرگذارایمنی  هایپاسخصاف، التهاب و  هایماهیچهتمرکز 

                                                           
1 Cardiovascular disease 

2 Arachidonic acid 

3 Eicosanoids  

4 Thromboxane  
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غالب  3-چرب امگا اسیدهایتوسط بدن نسبت به  شدهجذب 6-چرب امگا اسیدهایدر اغلب اوقات 

قلبی و عروقی، در ارتباط است. در سال  هایبیماریناشی از  ومیرمرگهستند که این عامل با افزایش 

و  اسیدایکوزاپنتائنوئیک گرممیلی 250مصرف روزانه  حداقلسازمان جهانی سلامت  2008

 هایبیماری باسابقهبرای افراد  شدهتوصیهرا برای افراد سالم توصیه کرد. میزان  اسیدئنوئیکهگزاوزادوک

 4گلیسرید در خون، تا گرم در روز و برای افراد بالغ دارای سطح بالای تری 2تا  1قلبی و عروقی بین 

است. سازمان جهانی  شدهتوصیه اسیدئنوئیکهگزادوکوزاو  اسیدایکوزاپنتائنوئیکگرم مصرف روزانه 

 2تا  گرممیلی 250که مصرف روزانه  استکرده تأکید 1خواروبار و کشاورزی جهانیسازمان سلامت و 

 هایبیماریباعث مهار  اسیدئنوئیکهگزادوکوزاو  اسیدایکوزاپنتائنوئیکچرب  اسیدهایگرم در روز از 

 هایبیماریناشی از  ومیرمرگکاهش ریسک  مرتبط با افزایش سن و هایبیماریقلبی و عروقی و سایر 

 .(Martins et al. 2013) شودمیقلبی و عروقی 

روزانه و در  صورتبه اسیدئنوئیکهگزاوکوزادو  اسیدایکوزاپنتائنوئیک گرم 4تا  گرممیلی 850مصرف 

باعث و عروقی  و یا انفارکتوس میوکارد قلبی  هایبیماری باسابقهماهه در افراد  42تا  12یک دوره 

 اسیدهایشد. باید توجه داشت که مصرف  درصد( 50تا  20و مرگ ناگهانی ) ومیرمرگ دارمعنیکاهش 

در یک دوره طولانی نشان  هاآنرا نسبت به مصرف  حدودتریمدر یک دوره محدود اثرات  3-چرب امگا

فواید مصرف  ،های مختلف درمانیدرزمینه شدهانجامعلاوه تحقیقات هب .(Martins et al. 2013) دهدمی

درمان شرایط روانی و اختلالات عصبی را نشان داده است. بعلاوه مطالعات  3-اسیدهای چرب امگا

، 2چرب را در مورد پیشگیری، خاصیت ضد توموری اسیدهایپتانسیل این  سرطان یدرزمینه شدهانجام

نشان داده است.   درمان سرطان را 3ایحاشیهضد توموری و کاهش اثرات  داروهایکمک به عملکرد 

تحقیقات دیگری تمرکز رشد عصبی در دوران رشد جنینی و توسعه فعالیت شناختی و بینایی  نوزادان 

باعث  توانندمیچرب همچنین  اسیدهاینشان داده است. این  اسیدئنوئیکهگزادوکوزارا در اثر مصرف  

 متابولیسم ،6هاپلاکتفعال شدن ، 5سفید گلبول عملکرد، 4خون ایجاد اثر پلیوتروپی در موارد رئولوژی

 .شوند تب و درد، فشارخون، 7التهاب مانند فیزیولوژیکی هایمکانیسم همچنین ،هالیپوپروتئین

 اثرات قبیل ازباعث ایجاد اثراتی  توانندمیعلاوه هب اسیدئنوئیکهگزادوکوزاو  اسیدایکوزاپنتائنوئیک

                                                           
1 Food and Agriculture Organization of the United Nations 

2 Anti-tumor  

3 Side effect 

4 Blood rheology 

5 Leukocyte function 

6 Platelet activation 

7 Inflammation  
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 نشان، 5اندوتلیال عملکرد بهبود،  4آترواسکلروتیک ضد ،3ترومبوز ضد، 2آریتمی ضد خواص ،1ضدالتهابی

 همچنین گلیسرول وسیلاتری سطوح و خون کلسترول کاهش به کمک و، فشارخون کاهش اثرات دادن

 .(Martins et al. 2013) دندهمی نشان را خون قند کاهنده اثرات

های ها باعث ایجاد تمایل عمومی و صنایع به سمت این اسیدهای چرب شده است که در سالاین یافته

. (Huang et al. 2004)دنبال داشته است را به 3-اخیر افزایش چشمگیر تقاضا برای اسیدهای چرب امگا

طور مثال از منابع موجود بسیار بالاست. به 3-های تولید تجاری اسیدهای چرب امگاعلاوه هزینهبه

روغن ماهی و کاهش محصولات دریایی  8و پایدارسازی 7، تصفیه6های بالای مراحل مختلف پردازشهزینه

های شده است. یافته طور مداوم باعث افزایش هزینه روغن ماهی و مشتقات آن،رویه بهدلیل صید بیبه

سلامت  یهایی درزمینهجدید در مورد مواد شیمیایی سمی موجود در روغن ماهی ، باعث ایجاد نگرانی

 . (Huang et al. 2004)مصرف روغن ماهی و مشتقات آن شده است 

و 9سلولی، از قبیل تخمیراز منابع تک 3-های مربوط به تولید اسیدهای چرب امگاعلاوه هزینهبه

از منابع  3-تواند باعث افزایش تولید امگاسازی کشت می، بسیار بالا است. هرچند که بهینه10استخراج

شده تا تمایل برای یافتن شده باعث باشد. موارد گفتهبر میوجود این پروسه زمان این سلولی گردد، باتک

های جذاب برای تولید منبع جدید این افزایش یابد. یکی از ایده 3-تر دیگر امگامنابع اقتصادی و مناسب

اسیدهای چرب، تولید گیاهان روغنی تراریخته مانند سویا و کانولای قادر به سنتز اسیدهای چرب بلند 

 Huang)نوئیک اسید و دوکوزاپنتائنوئیک اسید است ازجمله ایکوزاپنتائ 3-زنجیره چند سیرنشده امگا

et al. 2004). 

 3-چرب امگا منابع تولید اسیدهای

  (alpha-linolenic acid) ینولنیک اسیدل-آلفا

باشند می اسیدلینولنیک-آلفای از دارمعنیهی موجود دارای سطح تجاری گیا هایروغننوع از  3تنها 

( اسیدلینولنیک-آلفادرصد  10) 12، روغن کانولا( اسیدکلینولنی-آلفا درصد 8) 11که شامل روغن سویا

                                                           
1 Anti-inflammatory effects  

2 Antiarrhythmic 

3 Antithrombotic 

4 Antiatherosclerotic  

5 Endothelial function 

6 Processing  

7 Refining  

8 Stabilization  

9 Fermentation  

1 0 Extraction  

1 1 Soybean  

1 2 Canola  
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برای اهداف صنعتی  عموماً باشند. روغن کتان ( میاسیدلینولنیک-آلفادرصد  50 تقریباً) 1و روغن کتان

به شکل مصرف بذر کتان  به مصارف غذایی انسان  عموماً و  و تنها مقدار اندکی از آن شودمیاستفاده 

مطرح هستند.  اسیدلینولنیک-آلفا تأمینمنابع اصلی  عنوانبهکانولا و سویا  هایروغن حالبااین. رسدمی

میلیون تن  5/3تولید  توانصنعت کشاورزی  (.Breivik 2007)2توسط ریویک منتشره هایدادهاساس بر

از  این مقداراز  میلیون تن 4/1میلیون تن از سویا و  9/1که از این میزان  را داشت اسیدلینولنیک-آلفا

توان از منابع را نیز می سری منابع روغنی از گیاهان با کشت محدودعلاوه یکهشد. ب تأمینکانولا  کشت

 63)5درصد(، کیوی 15-25)4صد(، شاهدانهدر 30-40) 3کاملینا  ازجمله ،اسیدلینولنیک-آلفاتولید 

درصد(،  5رصد( و جوانه گندم )د 13-15درصد(، گردو ) 32درصد(، گل رز ) 57-64)6درصد(، برل

که طوریبه باشدمیموجود در بافت سبز برگ  لیپیدهای دارمعنیجز  این اسید چربآورد.  حساببه

گرم برگ یک سری گونه را به  100در  اسیدیکلینولن-آلفا گرممیلیمیزان  (Breivik. 2007) ریویک

، گرممیلی 110بروکلی کلم، گرممیلی 129 8اسفناج، گرممیلی 018 7آبی : شاهیاندکردهاین شرح اعلام 

درصد از وزن برگ 0/1 طور تقریبیبه دهدمینشانکه  گرممیلی 94  کاهو و، گرممیلی 98 بروکسل کلم

 این بافت محدود است لیپیدهای، هرچند که مقدار استفاده از دهدمیکیل تشاسید لینولنیک-آلفاتازه را 

(Breivik 2007). 

 (Stearidonic acid) اسیداستئاریدونیک

و  اسیدایکوزاپنتائنوئیکبه  اسیدلینولنیک-آلفاتبدیل  درزمینهاسید اولین متابولیت استئاریدونیک

گیاهی دارای این فرم از  هایروغن. تنها تعداد اندکی از (1-3)شکل  باشدمی اسیدئنوئیکهگزادوکوزا

دسترس . منبع  در آیدمیبه شمار  3-منبع این اسید چرب امگا عنوانبه 9گاوزبانگلهستند و  3-امگا

 است اسیداستئاریدونیکدرصد  3تا  5/2که حاوی  باشدمی 10ریز روغن انگوردیگر این اسید چرب 

(Breivik 2007). تولیدی کم استو محصول  استکشت این گیاهان مشکل  وجودبااین (Vrinten et 

al. 2007). 

 

                                                           
1 Flaxseed  

2 Reivik  

3 Camelina 

4 Hemp  

5 Kiwi  

6 Perilla  

7 Watercress 

8 Spinach 

9 Echium plantagineum 

1 0 Blackcurrant  
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 اسیددوکوزاهگزائنوئیک و( Eicosapentaenoic acid)اسید ایکوزاپنتائنوئیک

(Docosahexaenoic acid) 

 اسیداسید و دوکوزاهگزائنوئیکنتائنوئیکایکوزاپ چرب اسیدهایمنبع تولید  ترینمهمدر حال حاضر 

با تغذیه از  هاماهیاست. این  4و ساردین 3، آزاد2ماهیشاه، 1مخالیخال هایماهیاز  شدهاستخراجروغن 

و تجمع این  اسیدئنوئیکهگزادوکوزاو  اسیدایکوزاپنتائنوئیکغنی از  6هایو فیتوپلانکتون 5هاجلبکریز 

 هایکپسول. بعلاوه روغن ماهی به شکل مطرح هستند 3-امگا تأمیننبع م عنوانبه، اسیدهای چرب

باشند نیز امروزه می اسیدئنوئیکهگزادوکوزاو  اسیدایکوزاپنتائنوئیکدرصد  30تا  20ژلاتینی که حاوی 

از  سلولیتکاز منابع  توان این اسیدهای چرب راهمچنین میتجاری در دسترس قرار دارند. صورت به

 تولیدکننده عنوانبه Nitzschiaاز قبیل  7هایینمود. دیاتوم تأمیننیز  هاو قارچ هاجلبکز قبیل ری

تولید  منظوربهنیز  cohnii Crypthecodiniumاز قبیل  8هاییو دینوفلاژلات اسیدایکوزاپنتائنوئیک

ل . آغازیان دریایی از قبی(1-1)جدول  شوندمیاستفاده  اسیدئنوئیکهگزادوکوزاتجاری 

Thraustochytrids  کند میتولید  اسیدئنوئیکهگزادوکوزانیز مقدار بالایی از(Huang et al. 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                           
1 Mackerel  

2 Herring  

3 Salmon  

4 Sardines  

5 Microalage 

6 Phytoplankton  

7 Diatoms 

8 Dinoflagellates  
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 (Martins et al. 2013)در گونه های ریز جلبک مختلف  DHAو  EPA: نسبت تولید  1-1جدول 

 

 

 

 3-مسیر بیوسنتزی اسیدهای چرب امگا

دارای چند زیر واحد سازنده  هایکمپلکسها و از طریق اسیدهای چرب در گیاهان در پلاستیدسنتز 

 0:16 2هایهای حامل اسیلپروتئین هاکمپلکس. محصول نهایی تولیدی این گیردمیصورت 1اسید چرب

به  stearoyl-ACPفعالیت یک دسچوراز محلول  تولیدی، از طریق ACP-18:0 عموماً. باشدمی  18:0و 

ACP-9Δ18:1  اسیل را از  توانندمی 3هاشود. در این مرحله اسیل ترانسفرازمیتبدیلACP  به گلیسرول

چرب توسط  اسیدهایهای پلاستیدی پیش برود، اما اکثر نند تا به سمت تولید گلیسرولیپیدمنتقل ک

و از طریق استری شدن به  کنندمیپلاستید را ترک  ،جداشده ACPتیواستراز از  acyl-ACPیک 

                                                           
1 Fatty acid synthase 

2 Acyl carrier protein 
3 Acyl-transferase 
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تواند به می acyl. از طریق یک سری واکنش، بخش شوندمیتبدیل  acyl-CoA( به CoAآ )کوآنزیم

 15-و دلتا 12دلتا هایآنزیماز طریق عملکرد  دسچوریشنو تحت  شدهاستری( PC)1کولینفسفاتیدیل

 ;ALA)و آلفا لینولنیک اسید  (LA; 18:2Δ9,12) دسچوراز قرار بگیرد و لینولئیک اسید

18:3Δ9,12,15)   را تشکیل دهد(Vrinten et al. 2007). 

برای تولید این اسید آراشیدونیکو  اسیدایکوزاپنتائنوئیک تولیدکننده هایارگانیسمدو مسیر همگرا در 

اسید اسید و آلفا لینولنیکر لینولئیک. در هر دو مسی(4-1و  3-1 )شکل شده استارائه چرب  اسیدهای

و مسیر غالب بیوسنتز  است معروف 6-. در اولین مسیر که به مسیر دلتاکنندمیساز عمل پیش عنوانبه

اسید تحت لینولنیک-اسید و آلفا، لینولئیکشودها محسوب مییوکاریوت در 3-های چرب امگااسید

و  ) ,18:3GLA ]6 ,9 ,12[( 2اسیددسچوراز به ترتیب به گامالینولئیک 6-دلتاعمل آنزیم 

 اندازهبهچرب  اسیدهایاین  . سپسشودمیتبدیل  (STA, 18:4 [6, 9, 12, 15])اسید استئاریدونیک

چرب با  اسیدهایشده و به  ترطویلمیکروزومی،  تطویلدو اتم کربن و از طریق فعالیت یک کمپلکس 

انجام آ کوآنزیم-کتواسیل-بتا 6-ز طریق عمل یک آنزیم دلتا. این طویل سازی اشوندمیکربن تبدیل  20

 طوربه،دهیدراته شده و یافتهکاهشگیشن، کربنی حاصله توسط کمپلکس الان 20. ترکیبات گیردمی

و  ) ,20:3DGLA ]8 ,11 ,14[( 3اسیدلینولئیک-گاما-هوموترتیب دییابد و بهمیمجدد کاهش

چرب نیز  اسیدهای. سپس این کندمیرا تولید  ] ,20:4ETA ]8 ,11 ,14, 17[( 4اسیدایکوزاتترائنویک

تبدیل  اسیدایکوزاپنتائنوئیکو  اسیدآراشیدونیکبه  دسچوراز به ترتیب 5-با فعالیت یک آنزیم دلتا

 .(Kinney 2007)شوند می

آلفا و  اسیدلینولئیک، (1-4و  1-3های )شکل معروف است 9-در مسیر دوم که به مسیر دلتا

 ) ,20:2EDA ]11 ,14[( 5اسیدترتیب به ایکوزادیئنوئیکویژه بهالانگاز  9-اسید توسط یک دلتالینولنیک

 8-زیم دلتا. سپس تحت اثر آنشوندمیتبدیل  ) ,20:3ERA ]11 ,14 ,17[( 6اسیدو ایکوزاتریئنوئیک

 اسیدهای. شوندمیاسید تبدیل ایکوزاتترائنویکاسید و لینولئیک-گاما-هومودیدسچوراز به ترتیب به 

و  اسیدآراشیدونیکدسچوراز به  5-دلتا غیراشباع سازیتحت عمل  6-چرب تولیدی همانند مسیر دلتا

به  اسیدایکوزاپنتائنوئیک، تبدیل هاارگانیسم. در اکثر شوندمیتبدیل  اسیدایکوزاپنتائنوئیک

باعث  ،کربنه 20چرب  اسیدهایالانگاز ویژه  5-آنزیم دلتا طویل سازیاز طریق اسید دوکوزاهگزائنوئیک

شده و محصول تولیدی نیز تحت  (DPA, 20:5 [7, 10, 13, 16, 19])تولید دوکوزاپنتائنوئیک اسید 

در  وجوداینبا .(Kinney 2007)شود میبدیل ت اسیددوکوزاهگزائنوئیکدسچوراز به  4-دلتا آنزیمعمل 

                                                           
1 Phosphatidylcholine  

2 Gamma linoleic acid 

3 Dihomo-gamma-linoleic acid 

4 Eicosatetraenoic acid 

5 Eicosadienoic acid 

6 Eicosatrienoic acid 
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با  قرارگرفتهدسچوریشن  6-و یک مرحله دلتا تطویلتحت دو مرحله  اسیدایکوزاپنتائنوئیکپستانداران 

 نهایتاً ، که ) ;6,9,12,15,18,21Δ24:6THA( 1اسیدکربنی تتراکوزاهگزائنوئیک 24چرب تولید اسید 

 .( .2007Vrinten et al)د شومیتبدیل  اسیددوکوزاهگزائنوئیکبه  2تحت عمل اکسیداسیون بتا

 کتیدمسیر بیوسنتزی پلی

از طریق متد سنتزشان تعریف  عموماًهای ثانویه هستند که از متابولیت یطیف وسیع کتیدهاپلی

طریق یک کمپلکس آنزیمی  از acyl-ACP. اضافه شدن تکراری کربن به زنجیره در حال رشد شوندمی

 هایفعالیت PKS هایکمپلکس. این ودشمیها بولیت( ، باعث تولید این متاPKS)3سنتازکتیدنام پلیبه

اسید چرب سنتاز  هایکمپلکس، با این تفاوت که کنندمیمشابهی با متابولیسم اسید چرب را کاتالیز 

کتید سنتازها از یک آنزیم دارای ولی پلی اندشدهتشکیلآنزیم جداگانه  30هوازی در اثر فعالیت بیش از 

کتید پلی تولیدکننده موجوداتدر ژنوم  ORF، 4یا  3ونده توسط کد ش دهندهتشکیلچند دومین با اجزا 

کتید و اسید پلی مسیرهایهمزمان دارای  طوربه تواندمی موجوداست. در بعضی موارد یک  شدهتشکیل

مثال تعدادی از  طوربهباشد.  اسیددوکوزاهگزائنوئیکو  اسیدایکوزاپنتائنوئیکبرای تولید  4چرب سنتاز

و اسید چرب سنتاز برای تولید  PKS مسیرهای دو نوعدارای هر  Thraustochytid هایگونه

 .(Kinney 2007)باشد می اسیددوکوزاهگزائنوئیکو  اسیدایکوزاپنتائنوئیک

 

                                                           
1 Tetracosahexaenoic acid 

2 Beta-oxidation 

3 Polyketide synthase 

4 Fatty acid synthase 
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 .(Vrinten et al. 2007) 3-اسیدهای چرب امگا 8-و دلتا 6-: مسیرهای بیوسنتزی دلتا3-1شکل 

 

 



16 
 

 

 

 (Baoxiu 2004) 3-تلف بیوسنتز اسید های چرب امگاخ: آنزیم های دخیل در مسیر های م4-1شکل 

ALA, alpha-linolenic acid; STA, stearidonic acid; ETA, eicosatetraenoinc acid; EPA, 

Eicosapentaenoic acid; ETrA, eicosatrienoic acid; LA, linoleic acid; GLA, gamma-linoleic acid; 

DGLA, dihomo-gamma-linoleic acid; AA, arachidonic acid; EDA, eicosadienoic acid. 

 

 3-چرب امگا های دخیل در مسیر بیوسنتزی اسیدهایها و ژننزیمآ

 باندهایکه با ایجاد هستند  هاآنزیمسری از یک (4-1و  3-1 )شکل اسید چربدسچوراز ی هاآنزیم

حاضر در حال هاآنزیم. این شوندمی سیرنشدهیا چند  سیرنشدهچرب  اسیدهایدوگانه باعث تولید 

. هر آنزیم هستند مطرحتولید گیاهان روغنی تراریخته،  منظوربه ورزیدستیکی از اهداف  عنوانبه

. بسیاری از شودمیدسچوراز باعث ایجاد یک باند دوگانه در یک محل ویژه در زنجیره اسیل اسید چرب 

در بین این دسته از . کنندمیها باند دوگانه القایی را از سمت انتهای کربوکسیلی ملکول ایجاد دسچوراز
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از قبیل  ’front-end‘دسچوراز های  اصطلاحبهدسچوراز ها، که  9-ها کلاس ناهمگون دلتادسچوراز

، هاآنزیماین دسته از  برخلاف، وجود دارد. 4-و دلتا 5-، دلتا6-های دلتالیپید دسچوراز-اسیل

. سومین دسته از دهندمیانجام  ، عمل القای باند دوگانه را از سمت انتهای متیلی3-های امگادسچوراز

. کنندمیکربن از محل باند دوگانه موجود به سمت انتهای متیلی عمل  3ی دسچوراز با شمارش هاآنزیم

 معروفنیز  6-های امگادسچوراز عنوانبهدسچوراز است که  12-ها شامل دلتااین دسته از دسچوراز

 .(López Alonso et al. 2003) هستند

اصلی تقسیم کرد که شامل  ها را بر اساس محل فعالیت به دو دستهدسچوراز توانمیهمچنین 

diiron-ی هاآنزیم ازجملههر دو دسته  که هستند 2و دسچوراز های متصل به غشا 1های محلولدسچوراز

oxo دسچورازهای محلول، دسچوراز های حامل پروتئین باشندمی .acyl-acyl (ACP ) هستند که

-stearoylبر روی سازی غیراشباعو از طریق انجام  شوندمی دیدهدسچوراز  stearoyl-ACP صورتبه

ACP متصل به  (18:1)اسیدباعث ایجاد اولئیکACP غشایی باعث القای باند های .  دسچورازشودمی

و یا به بخش گلیسرول گلیسرولیپیدها متصل  شدهاستری acyl-CoA صورتبهدوگانه به اسید چربی که 

 درحالیکههستند  شدهحفاظت3. دسچورازهای محلول دارای دو موتیف هیستیدینشودمیشده است، 

 . همچنیندنباشمین غشایی دومی 4جداگانه و  4باکس-هیستیدین 3های متصل به غشا دارای دسچوراز

های غشایی که های محلول به گیاهان عالی محدود هستند و به لحاظ تکاملی با دسچورازدسچوراز

 .(López Alonso et al. 2003)ندارند ایرابطهپراکندگی بیشتری دارند، 

و سیرنشده بلند زنجیره با تعداد اتم  سیرنشدهچرب تک  اسیدهایدارای مقدار کمی از  نسبتاًگیاهان 

جز،  4چرب از  اسیدهایشامل در سنتز این  تطویلکمپلکس  هدرحالیکعدد هستند.  20کربن بیش از 

-3-ketoacyl-CoA reductase ،3، (ketoacyl-CoA synthase-3)آنزیم متراکم کننده/الانگاز

hydroxyacyl-CoA dehydratase  وenoyl- CoA reductase است که در آن آنزیم  شدهتشکیل

 اسیدهای. در گیاهان آنزیم متراکم کننده شودمیکننده باعث تعیین اختصاصیت سوبسترا  5متراکم

-fatty acid elongase هایژنکه به  شودیموابسته کد  هایژنچرب بلند زنجیره توسط یک خانواده از 

like(FAE) چرب بلند زنجیره در مخمر که توسط  اسیدهایی متراکم کننده هاآنزیم. هستند معروف

ارتباطی گیاهی  FAE هایپروتئینبه لحاظ توالی با  شوندمیکد  ELO3و  ELO ،ELO2الانگاز  هایژن

چرب چند  اسیدهایدر سنتز  ی متراکم کننده درگیرهانزیمآهای پست، . در حیوانات و یوکاریوتندارند

ها نشان  FAE-likeها شباهت بیشتری نسبت به  ELO-like هایپروتئینبلند زنجیره ، به  سیرنشده

                                                           
1 Soluble desaturase 

2 Membrane bound desaturase 
3 Histidin motif 

4 Histidin-box 

5 Condensing enzyme 
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سه بخش دیگر کمپلکس الانگاز مخمر با فاکتورهای گیاهی قابل تعویض بوده و به  وجودبااین. دهندمی

 کنند کار ELO-likeکننده متراکمی هاآنزیمبا  توانندمیلانگاز گیاهی همین ترتیب اجزای کمپلکس ا

(Vrinten et al. 2007). 

دسچوراز از  6-ی دلتاهاآنزیمدسچوراز تنها در گیاهان عالی وجود دارند و نسبت به  8-ی دلتاهاآنزیم

 8-برداشت کرد که دلتا توانمیپراکندگی بیشتری در گیاهان برخوردارند. بر اساس این واقعیت، 

محدوده بررسی را به  کهدرصورتی وجودباایندسچورازها باشند.  5-و دلتا 6-دلتا 1دسچورازها باید نیای

 8-دلتا کهدرحالیعکس خواهد بود،  کاملاً  گیرینتیجهحیات گسترش دهیم،  2قلمروهایسایر 

دسچوراز دارای پراکندگی بیشتری  5-و دلتا 6-ی دلتاهاآنزیم محدودنددسچورازها تنها به گیاهان عالی 

 6-سچوراز در گیاهان از ژن دلتاد 8-بیان کرد که دلتا طوراین توانمی درنتیجهدر طبیعت هستند. 

قادر به انجام نقش  3-دسچوراز به این دلیل که دسچوراز امگا 6-دسچوراز مشتق شده است و ژن دلتا

 .(López Alonso et al. 2003) است شدهحذفدر گیاهان  تدریجبه آن بوده است،

به ( 2003et al.  Sayanova)های دسچوراز گفته شده در بالا با در نظر گرفتن اختصاصیت عمل آنزیم

باید  3-کردن گیاهان در جهت تولید اسیدهای چرب امگا اریختها جهت ترمنظور استفاده از این آنزیم

از جانداران  3-ها با ترجیح سوبسترایی بر اسیدهای چرب امگاهای کدکننده این آنزیمتلاش شود تا توالی

 مختلف یافته شود.

 یمقایسه آن با سایر گیاهان روغن وکلزا محتوای روغنی 

گیاه روغنی اصلی جهان ) روغن نخل،  4میلیون هکتار از اراضی کشاورزی به کشت  270امروزه بیش از 

دارد  دنبال بهمیلیون تن در سال را  170سویا، کانولا و آفتابگردان( اختصاص دارد که  تولیدی معادل 

 .(Khalil et al. 2015)شود میدرصد از تولیدات روغنی جهان را شامل  75این میزان معادل  و

سویا، کانولا، نخل روغنی،  ویژهبهدر جیره غذایی انسان را گیاهان روغنی  هاچربیو  هاروغنمنبع اصلی 

 18چرب  اسیدهایگیاهی سرشار از  هایروغن. بسیاری از دهدمیتشکیل  آفتابگردانو  زمینیبادام

که مصرف  انددادهعلاوه مطالعات نشان هب .(Kinney 2007) پیوست( 1)جدول  هستند 6-کربنه امگا

مت و اثرات مضری بر سلا شودمیبدن  هایبافتاز  3-باعث تخلیه امگا 6-چرب امگا اسیدهایزیاد 

 .(Kinney 2008) پی دارددر

 

                                                           
1 Ancestor  

2 Kingdom  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sayanova%20OV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12729906
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 معرفی کلزا

گیاهی آلوپلوئید است که از هیبریداسیون   Brassica napus (AACC, 2n = 38)با نام علمی  کلزا

اینکه  دلیلبهآمده است.  وجودبه B. oleracea (CC, 2n = 18)و  B. rapa (AA, 2n = 20)طبیعی بین 

در گذشته نزدیک  گونهینایش که پیدا رودیمانتظار اندنشدهشناسایی  گونهیناوحشی  یهافرم تاکنون

باشد. این گیاه دارای  گرفتهانجام، اندشدهکشتدر مناطق مجاور والدی این گیاه  هایگونهو زمانی که 

انواع زمستانه این گیاه در اروپا و آسیا، و انواع بهاره آن در  عموماًکه  باشدمیهای بهاره و زمستانه واریته

انتقال ژن به کلزا معمولا به کمک  .(Vollmann et al. 2009) شودمیا کشت استرالیا، کانادا و شمال اروپ

 .( 2012et al. Amir Hossein) گیردصورت می 1اگروباکتریوم

علاوه سطح هب ،برخوردار استگیاهی  هایروغندر بین پائینی  چرب اشباع اسیدهایمیزان  روغن کلزا از

کیفیت از  درنتیجهکه  باشدمیو فاقد کلسترول  شودمیرا شامل  غیراشباعچرب  اسیدهایمتعادلی از 

ذاتی سطح بالایی از  صورتبهعلاوه این گیاه هب .(Amir Hossein et al. 2012) برخوردار است ایتغذیه

میزان  طورهمین .(Logan 2003) کندمیرا نسبت به سایر گیاهان روغنی تولید اسید لینولئیک-آلفا

گیاه روغنی مناسبی در  عنوانبهاست تا درصد( باعث شده 50تا  36بالای محتوی روغنی بذر این گیاه )

 عنوانبه است تا کلزاباعث شده ذکرشدهعوامل  .(Vollmann et al. 2009) تولید روغن تلقی گردد

 12ولید صورت تدر کهطوریبهمطرح شود،  3-چرب امگا اسیدهایبرای تولید گیاهی  یکاندیدای مناسب

تولیدی  3-میانگین مقدار امگا طوربهدر محتوای روغنی بذور این گیاه،  اسیدئنوئیکهگزادوکوزادرصد 

 Petrie et) قطعه ماهی برابر خواهد بود 10000از  شدهاستخراجاز یک هکتار کشت این گیاه با میزان 

al. 2012). 

قرار گرفت، در این تحقیق سعی شده  موردبحث ترپیشکه  کلزا فردمنحصربهبا توجه به خصوصیات 

موجود در  هایژنو ، مسیر مناسب 3-چرب امگا اسیدهایرایج برای سنتز  مسیرهایاز بین  اولاً است تا 

ینگ در وکتور جداسازی شده و پس از کلون PCR2، با استفاده از متدلوژی مبتنی بر شدهشناساییمسیر 

TAهایفعالیتبستری برای  عنوانبه تواندمییابی شوند. نتایج بدست آمده از این تحقیق ، توالی 

و اسید ایکوزاپنتائنوئیکچرب  اسیدهایژن در جهت تولید ژنتیک و انتقالمهندسی

 قرار گیرد.   استفاده مورد در کلزا اسیدئنوئیکهگزادوکوزا

 

 

                                                           
1 Agrobacterium tumefaciens 
2 Polymerase chain reaction 
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 دسچوراز از گیاهان مختلف 8-دلتا ی و تشخیص خصوصیات ژنجداساز

( از آغازی 1999دسچوراز اسید چرب توسط والیس و بروز ) 8-جداسازی اولین توالی کدکننده ژن دلتا

Euglena gracilis  یدهای چرب بلند زنجیره، انجام شد. در اسمطالعه مسیر متناوب سنتز  منظوربهو

یراختصاصی غبا استفاده از پرایمرهای  PCRو انجام  cDNAسنتز ، RNAاین مطالعه پس از استخراج 

توالی  RACEیری از تکنیک گبهرههای میکروزومی و دسچوراز شدهحفاظتنواحی  بر اساسشده یطراح

یرشده هومولوژی بالایی تکثشونده توسط ژن شده کدبینییشپکامل این ژن تکثیر شد. توالی پروتئینی 

 cDNAیان ب بانشان داد. همچنین  Caenhorabditis elegansدسچوراز  6-و دلتا 5-اهای دلتیمآنزبا 

عملکرد این آنزیم در ایجاد باند دوگانه در محل کربن  Saccharomyces cerevisiaeآمده در بدست

کربنه، بررسی شد. بعلاوه ترجیح عملکردی این آنزیم بر روی سوبستراهای  20یدهای چرب اس 8شماره 

20:3 Δ11,14,17  20:2و Δ11,14 مشخص گردید (Wallis et al. 1999). 

دسچوراز  15-و دلتا 12-های دلتایتوالبا استفاده از شباهت ( 2001) همچنین اسپرلینگ و همکاران

بر  PCRشده برای انجام یطراحپرداخته و از پرایمرهای یراختصاصی غاسیدچرب به طراحی پرایمرهای 

استفاده کردند. سپس با غربالگری  گاوزبانگلاز بذور  شدهاستخراج RNAحاصل از  cDNAروی 

 446کدکننده توالی  cDNAیک  PCRتوسط توالی تکثیری  گاوزبانگلبذر  cDNAکتابخانه 

 Saccharomycesحاصله در  open reading frame (ORF)ینواسیدی را جداسازی نمودند. بیان آم

cerevisiae چورازی توالی بدست آمده منتهی شددس 8-ید فعالیت دلتاتائ به (Sperling et al. 2001). 

شده برای اتصال به نقاط یطراحهای با استفاده از پرایمر (2002) بعلاوه میکائیلسون و همکاران

های میکروزومی، موفق به تکثیر و جداسازی توالی کدکننده ژن دسچوراز histidine boxشده حفاظت

طریق بیان در یرشده از تکثشدند. در ادامه نیز عملکرد توالی  Aquilegia vulgarisدسچوراز از  8-دلتا

Saccharomyces cerevisiae ژن ی قرار گرفت که درنتیجه باعث تجمع محصولات فعالیت موردبررس

 .(Michaelson 2002) دسچوراز در مخمر گردید 8-دلتا

-شده توالی پروتئینی دلتا( بر اساس نواحی حفاظت2007) ماروتو و همکاران-در تحقیق دیگری گارسیا

 ،شدهبه طراحی پرایمر اقدام کردند. با استفاده از پرایمرهای طراحی Echiumو  Boragoدسچوراز در  6

DNA  استخراجی از برگNicotiana tabacum توسط  واکنش  و عنوان الگوهبPCR  تکثیر یک به

با الگوی مورد انتظار های مختلف آمده در بافتتوالی پرداختند. هرچند بررسی الگوی بیان توالی بدست

-دسچوراز یکسان بود ولی آنالیز عملکرد این توالی در مخمر باعث تایید فعالیت دلتا 6-برای فعالیت دلتا

 دسچورازی توالی تکثیر شده گردید. 8
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دسچوراز در سایر  8-دلتا شده  توالی( براساس نواحی حفاظت2011) ارانو همک وهش دیگری چیدرپژ

سعی کردند تا با استفاده از  PCRبه طراحی پرایمر پرداختند و با استفاده از واکنش زنجیره ای گیاهان 

cDNA  حاصل ازRNA های ریشه، ساقه، برگ و بذور نارس .استخراجی از بافتArachis hypogaea 

L. 1152، 1221در نتیجه چهار توالی با طول های  .دسچوراز در این گیاه را تکثیر نمایند 8-تاتوالی دل ،

این  کدشونده توسط بینی شده های پروتئینی پیش. توالیآمدوهش بدستدر این پژ باز 1347و  1329

علاوه بیان به .نشان دادند Arabidopsis thalianaدسچوراز در  8-بالایی با توالی دلتا identityتوالی 

ها شد. همچنین آنالیز دسچورازی این توالی 8-های تکثیر شده در مخمر باعث تایید فعالیت دلتاتوالی

دهنده بیشترین میزان بیان برای دو توالی در بذر نسبت نها نشابرای این توالی Real-time PCRکمی 

نیز بیشترین میزان بیان را در بافت برگ  های مورد مطالعه بود. از طرفی دو توالی دیگربه سایر بافت

 نسبت به سایر بافت های مطالعه نشان دادند.

یف سازی توالی آمینواسیدی آنزیم ردهمبر اساس ( 2011) دیگری مورنو پرز و همکاران پژوهشدر 

اس اقدام به طراحی پرایمر براس ClustalXافزار دسچوراز با توالی ژنوم آفتابگردان توسط نرم 8-دلتا

شده به یطراحهای مرهای مشابه یافته شده کردند. سپس با استفاده از پراییتوالشده نواحی حفاظت

 فعالیت Saccharomyces cerevisiaeیرشده در تکثهای یتوالتکثیر دو توالی اقدام شد که پس از بیان 

 .(Moreno-Pérez et al. 2011) دسچورازی این ژن مشخص شد 8-دلتا

 PCRدسچوراز، با انجام  8-های دلتایتوال( با توجه به عدم وجود اینترون در غالب 2012لی و همکاران )

های یتوال BLASTده براساس نتایج شیطراحو پرایمرهای  Brassica rapaژنومی  DNAبا استفاده از 

های یتوالتوالی پرداختند. شناسایی عملکرد  4به تکثیر  B.rapaدسچوراز آرابیدوپسیس و ژنوم  8-دلتا

انجام گرفت. نتایج بدست آمده  Saccharomyces cerevisiae در توالی تکثیرشده یانب باتکثیری 

نسبت متفاوتی  توالی های مختلفوجود ینباا. ها بودیتوالدسچورازی تمامی  8-فعالیت دلتا دهندهنشان

-و محل فعالیت بالایی بودندهای بدست آمده دارای شباهت یتوالعلاوه ه. بکردیماز محصولات را تولید 

 .(Li et al. 2012)شان شبکه آندوپلاسمی تعیین شد 

ی جوان هابرگاز  DNAانجام شد. در این مطالعه  (2016) دیگری توسط لی و همکارانمطالعه 
Aquilegia vulgaris ،Borago officinalis ،Sorghum bicolor ،Triticum aestivum ،Ricinus 

communis ،Vitis vinifera ،Glycine max ،Populus tomentosa ،Cucumis sativus و 

Brachypodium distachyon  اساس شده بریطراحاستخراج شد. سپس با استفاده از پرایمرهای

ای یرهزنجتوسط واکنش  دسچوراز در گیاهان مختلف، 8-دلتای مشابه در توالی کدکننده ژن هابخش

PCR  های بدست آمده در یتوالهایی پرداختند. سپس یتوالبه تکثیرSaccharomyces cerevisiae 

محصول تولیدشده توسط هر توالی و همچنین بررسی مقاومت به دز بالای آلومینیوم  بررسیبیان شد و با 



24 
 

 .Li et al )     ی قرار گرفتموردبررسهای تکثیرشده یتوالدسچورازی  8-در محیط کشت، فعالیت دلتا

2016). 

و ضرورت  در گیاهان مختلفدسچوراز  8-های دلتاشده درزمینه جداسازی ژن با توجه به مطالعات انجام

لذا هدف این تحقیق طراحی پرایمر های  دسچوراز، 8-یافتن توالی های جدید کد کننده دلتا

دسچوراز در سایر گیاهان و استفاده  8-شده ژن کد کننده دلتاهای حفاظتیتوالبر اساس  یراختصاصیغ

دسچوراز با روش مبتنی بر واکنش  8-از این پرایمر ها در جهت جداسازی توالی جدیدی برای ژن دلتا

شده و توالی یابی قطعه تکثیر TA، همسانه سازی توالی بدست آمده در وکتور کلونینگ PCRای زنجیره

 باشد تا در آینده بتوان با بررسی بیانی این توالی در جهت بررسی عملکرد این توالی اقدام کرد. می
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، دستورالعمل و نحوه انجام استخراج روغن از بذور کلزا، کشت بذور مورداستفادهاین فصل شامل مواد 

همولوگ، تعیین  هایتوالییمرها بر اساس برگ و بذر کلزا، طراحی پرا هایبافتاز  RNAکلزا، استخراج 

 PCRمشاهده محصول فرآیند  ،One step RT-PCR، انجام فرآیند شدهاستخراج RNAکیفیت و کمیت 

سازی توالی بدست آمده از ژل آگارز، انجام همسانه موردنظر باندهایبر روی ژل الکتروفورز، استخراج 

بیوانفورماتیکی در جهت بررسی توالی بدست  آنالیزهایجام و ان موردنظریابی قطعه توالی، TAدر وکتور 

 .شودمیکه در ادامه به توضیح مراحل بالا پرداخته  استآمده، 

 مواد

 یداس استیکتتراآمیندیاسید، انیلن، تریس، بوریکیدروکسیده یمسدمتانول، اتانول، اسیدکلریدریک، 

(EDTA)کت و کلروفرم از شر ، تریپتون، ایزوپروپانولMerck ( ،خریداری شد. کیت فرانکفورت )آلمان

از شرکت دنازیست آسیا )مشهد، ایران(  RNase free، کیت استخراج از ژل و آب مقطر RNAاستخراج 

آلمان( خریداری شد. پرایمر فرانکفورت، ) Qiagenاز شرکت  Onestep RT-PCRخریداری شد. کیت 

)امریکا(  Sigma، ایران( تهیه شد. آگارز از شرکت از شرکت آرین ژن گستر )تهران شدهیطراحهای 

بروماید ن( خریداری شد. اتیدیومآلمافرانکفورت، ) Fermentasدای و لدر از شرکت خریداری شد. لودینگ

)میلان، ایتالیا(  Lifechemمخمر از شرکت  عصاره تهران، ایران( خریداری شد.از شرکت سیناژن )

همچنین سوش  فناور )تهران، ایران( خریداری گردید.ز شرکت بایرپلا TAکیت کلونینگ  خریداری شد.

DH5a   باکتریE.coli سیناکلون )تهران، ایران( تهیه شد. از شرکت 

 تجهیزات آزمایشگاهی

 μl1000و  μl10 ،μl100(، سمپلر های تهران، ایران) Dena medical industryاز شرکت  ورتکس

Eppendorf (هاون هامبورگ، آلمان ) از شرکت دار ( سانتریفیوژ یخچالتهران، ایران)نوین تجهیز چینی

Zentrifugen (فرانکفورت، آلمان )دستگاه ترانس پایا پژوهش )تهران، ایران(  تانک الکتروفورز افقی و

 حمام آبگرم)لندن، انگلیس(  cleaver scientificداک ل( ژنیویورک، امریکا) thermo fisherنانودراپ 

( لندن، انگلیس)jenway  متراچگوتینگن، آلمان( پی) SARTORIUS ( ترازوتهران، ایران)پارس آزما 

نورنبرگ، ) heidolphپلیت )فرانکفورت، آلمان( هات TOMY)سئول، کره جنوبی( اتوکلاو  LG یوماکروو

ور انکوبات)تهران، ایران( شیکر farapajohهود شیمیایی  (تهران، ایرانپارس ) -20( فریزر آلمان

 نامهیانپا( در این اتسو، ژاپن) takaraو دستگاه ترموسایکلر گرادیانت  آزماگستر )تهران، ایران(فن

 قرار گرفت. مورداستفاده

 



27 
 

 تهیه بذر کلزا

ان رضوی توسط مرکز تحقیقات کشاورزی خراسی توصیه شده هارقمکه یکی از  Neptuneبذر کلزا رقم 

 .ز تحقیقات کشاورزی مشهد تهیه شداز مرککشت در مزارع خراسان است  جهت

 کشت بذور کلزا

هر  هاگلدانرفت. گسانتیمتر انجام  30در  50با ابعاد  هاییگلدانکشت بذور کلزا در خاک زراعی و در 

 10 هایگیاهچه هایبرگر گرفته شد. ساعت در نظ 18 مرتبه آبیاری شدند و طول روز یکسه روز 

 قرار گرفت. استفادهمورد RNAاستخراج  منظوربهروزه 

 استخراج روغن از بذر کلزا

گرم  100استفاده شد که طی آن ابتدا  (Bligh et al. 1959)برای استخراج روغن از روش بلای و دایر

به یک  آمدهدستصورت کامل خرد شد و مخلوط بهبهبذر توسط ترازو توزین شد. بذور در هاون چینی 

متانول به مخلوط داخل  لیترمیلی 200کلروفورم و  لیترمیلی 100انتقال یافت.  لیتریمیلی 500بشر 

 لیترمیلی 100 مجدداًدقیقه ورتکس شد.  2مدت بشر اضافه گردید، سپس مخلوط بدست آمده به 

آب مقطر به  لیترمیلی 100ثانیه  30کلروفورم به مخلوط در حال ورتکس شدن اضافه گردید و پس از 

ثانیه دیگر ورتکس گردید. مخلوط بدست آمده توسط کاغذ صافی  30آن اضافه گردید و مخلوط به مدت 

 2000دقیقه و در سرعت  10به مدت   لیترمیلی 50های ونشده داخل فالکصاففیلتر گردید. مخلوط 

موجود در  . محتوای الکلیکامل تخلیه گردید طوربهتمام حجم فاز بالا دور در دقیقه سانتریفیوژ گردید. 

محتوای خالص روغنی بذور کلزا بدست آمد.  درنهایتو تبخیر گردید  گاز نیتروژن فشارتحت نشینفاز ته

به آزمایشگاه شرکت مهندسین  1یز کروماتوگرافی گازیآنالبرای انجام  شدهتخراجاسمحتوای روغنی 

 مشاور واستریوش ساری فرستاده شد.

  RNA   استخراج 

آسیا شرکت دنازیست RNAبرگ و بذر کلزا و با استفاده از کیت استخراج  هایبافتاز  RNAاستخراج 

 RNAکیت استخراج  دستورالعمل. بر طبق (3-1)شکل  و بر طبق دستورالعمل مربوطه انجام گرفت

توزین  یهانمونهبرگ و بذر توسط ترازو توزین شد.  یهانمونهاز  گرمیلیم 50شرکت دنازیست آسیا 

ازت  لیترمیلی 10جداگانه به داخل هاون چینی انتقال یافت و پس از اضافه کردن حدود  صورتبهشده 

 DR1از محلول  لیترمیلی 1خرد شد. سپس  هاوندستهکامل توسط  تصوربهمایع و تبخیر آن، نمونه 

اضافه گردید و با پیپت کردن مخلوطی همگن بدست آمد. مخلوط  خردشده یهانمونهموجود در کیت به 

                                                           
1 Gas chromatography 
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منتقل  لیترمیلی 2به میکروتیوب های و سپس دقیقه در دمای اتاق نگهداری  5بدست آمده به مدت 

درجه  4دمای  و rpm 000/10دقیقه، سرعت  10به مدت  ول بدست آمده. میکروتیوب حاوی محلشد

جدید انتقال یافت. به محلول  میکروتیوبسانتریفیوژ گردید. فاز رونشین بدست آمده به  گرادسانتی

محلول حاصل به  ثانیه ورتکس گردید. 15به مدت و  اضافه شدرم کلروف μl 200رونشین بدست آمده 

درجه  4و دمای  g 000/12دقیقه در سرعت  15به مدت  اتاق نگهداری گردید وقه در دمای دقی 3مدت 

 فنلیو با اجتناب از مخلوط شدن با فاز  μl 100فاز رویی توسط سمپلر  سانتریفیوژ گردید. گرادسانتی

، اتانول شدهبرداشت. به میزان نصف حجم فاز بالایی د و به میکروتیوب جدید منتقل شدبرداشت ش

مخلوط شدن، تیوب محتوی محلول چندین مرتبه برگردانده شد.  منظوربهو  شد محلول اضافهمطلق به 

 rpmدقیقه در سرعت  1و به مدت  منتقل شدتوسط کیت  شدهتهیه هایستونمحلول بدست آمده به 

 μl، دور ریخته شد و یرستونزدمای اتاق سانتریفیوژ گردید. محلول جمع شده در تیوب  و 000/10

و دمای  rpm 000/10دقیقه در سرعت  1 به مدت مجدداًو  اضافه شدبه ستون  DR2محلول  از 700

، بیرون ریخته شد و بدون اضافه کردن یرستونزدر تیوب  یداکردهپاتاق سانتریفیوژ گردید. محلول تجمع 

و دمای اتاق سانتریفیوژ گردید. سپس  rpm 000/13دقیقه، سرعت  3، ستون به مدت ایمادههیچ 

در کیت، به مرکز ستون موجود  DR3از محلول  یکرولیترم 100تون به تیوب جدیدی منتقل شد و س

در  rpm 000/10دقیقه و در سرعت  2 انکوباسیون در دمای اتاق، یقهدق 2. ستون پس از اضافه شد

و به  به مرکز تیوب برگردانده مجدداً دمای اتاق سانتریفیوژ شد. محلول تجمع یافته در کف میکروتیوب 

 در rpm 000/13سرعت  با دقیقه 2ستون به مدت  درنهایتدقیقه در دمای اتاق نگهداری شد.  2مدت 

 RNA، محتوی یرستونزدر کف تیوب  یداکردهپدمای اتاق سانتریفیوژ گردید. محلول تجمع 

رچگی ، تعیین کیفیت، کمیت و یکپایگذاربرچسببود و پس از  مورداستفاده هایبافتاز  شدهاستخراج

 نگهداری گردید. -80در فریزر 

 DNAاستخراج 

 20برای این منظور، انجام شد.  CTAB1با استفاده از روش از بافت برگ گیاه کلزا و  DNAاستخراج 

 CTAB)حاوی  CTAB 2%در ادامه بافر  ازت مایع کوبیده شد. مجاورتدر گرم از بافت برگ کلزا میلی

 (مولار NaCl 4/1مولار و میلی EDTA 20مولار، میلی Tris-HCL 100درصد،  PVP 40 1درصد از  2

بیده کو به بافت برگ RNaseمیکرولیتر  2و  3مرکاپتواتانول-βمیکرولیتر  SDS2 %1 ،2میکرولیتر  100و 

درجه  65دقیقه ورتکس شد. پس از انکوبه کردن در حمام آب  5به مدت  شده اضافه شد و میکروتیوب

                                                           
1 Cetyl trimethyl ammonium bromid (CTAB) 

2 Sodium dodosil sulfate (SDS) 

3 β-Mercaptoethanol 
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 و 2کلروفرم، 1فنل ترکیب از استفاده با) هاینپروتئ و هایدراتکربوه مانند اتیترکیب حذفگراد و سانتی

 منظوربه، دقیقه 10 مدت به rpm 000/10 سرعت با سانتریفیوژ با (25:24:1 به نسبت 3الکلایزوآمیل

. دش انکوبه گرادسانتی درجه -20 دمای در ساعت 16 و شد استفاده سرد ایزوپروپانول از DNA رسوب

 تیوب انتهای و جداره در یدرنگیسف رسوب، (دقیقه 10 به مدت rpm 000/10) سانتریفیوژ از سپ

به  rpm 000/12 سرعت با سانتریفیوژ و درصد 96و  70 الکل با ترتیب به شستشو دو بار. شد مشاهده

 20های احتمالی شد. پس از وارونه کردن تیوب به مدت رفتن ناخالصیبیناز سبب دقیقه 10 مدت

میکرولیتر آب  100مقدار  DNAجاورت هوای آزاد خشک شد. به رسوب در م یدرنگسفدقیقه، رسوب 

 TBE(0.5×)در بافر  %1استخراجی الکتروفورز ژل آگارز  DNAاضافه شد. برای مشاهده کیفیت دیونیزه 

 نجام شد.ا

 تهیه ژل الکتروفورز

 TAE(1×)ردن بافر توزین و سپس با اضافه ک گرم آگارز 5/0درصد،  1ژل آگارز  لیترمیلی 50برای تهیه 

مان جوشیدن توسط زحل شدن تا  منظوربهرسانده شد. ماده ناهمگن بدست آمده  لیترمیلی 50به حجم 

درجه  40حرارت داده شد. سپس محلول بدست آمده برای خنک شدن تا دمای تقریبی  یوماکروو

ک ز استویک قطره ا ذکرشدهرسیدن به دمای در دمای اتاق نگهداری گردیده و پس از  گرادسانتی

و سمت آن د قبلاًبروماید به محلول اضافه و مخلوط شد. سپس محلول در سینی الکتروفورز که اتیدیوم

بود،  قرارگرفتهنی یک سانتیمتری از یک انتهای سی یباًتقرو شانه آن در فاصله  شدهبستهبا چسب نواری 

امل ژل، کن ژل در دمای اتاق نگهداری گردید. پس از بسته شدن دقیقه برای بسته شد 30ریخته شد و 

 دو سمت سینی و شانه برداشته شد. یهاچسب

 

                                                           
1 Phenol  

2 Chloroform  

3 Isoamyl alchole 
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 از بافت برگ کلزا RNA: مراحل مختلف استخراج 1-3شکل 

 استخراجی DNAو  RNA تعیین کیفیت و کمیت

تعیین شد. برای این منظور الکتروفورز ژل آگارز و نانودراپ  یلهوسبه شدهاستخراج RNAتعیین کیفیت 

 1استفاده شد. در این روش  RNA یکپارچگی آزموناز  شدهاستخراج RNAبرای تعیین یکپارچگی 

ژل آگارز  مخلوط شده بود بر روی (×6) یدامیکرولیتر لودینگ 1استخراجی که با  RNAمیکرولیتر از 

. پس از اتمام زمان ران، ولت ران شد 70دقیقه و ولتاژ  30به مدت ژنی، باندرصد و در کنار نرده 1

تصویربرداری و  یآشکارسازداک بر روی ژل، تحت نور ماورای بنفش و در دستگاه ژل گرفتهشکل باندهای

 گردید.

موجود  RNAنیز توسط دستگاه نانودراپ صورت گرفت. در این روش مقدار غلظت  RNAتعیین کمیت 

و هر  شودمینانومتر انجام  260 موجطولدر  RNAنوری با توجه به اینکه حداکثر جذب  هانمونهدر 

 .شوددر نظر گفته می μg/ml 40نانومتر معادل غلظت  260 موجطولواحد جذب در 

درصد در بافر  1استخراجی توسط الکتروفورز ژل آگارز  DNAهمچنین تعیین کیفیت و یکپارچگی 

TBE(0/5×) علاوه تعیین غلظت انجام شد. بهDNA ی نیز توسط نانودراپ صورت گرفت.استخراج 

 طراحی پرایمر های غیراختصاصی

در دسچوراز  6-دلتا ژن کدکننده مربوط به هایتوالیهای حفاظت شده بخش با استفاده از
Chlamydomonas sp. ،Ribes mandshuricum ،Lobosphaera incise ،Ostreococcus tauri ،

Borago officinalis ،Echium sabulicola، Ribes nigrum ،Echium amoenum ،Nonea caspica ،

Ostreococcus lucimarinus ،Primula farinose ،Primula vialii و Echium plantagineum  ،

 Arachisدر  دسچوراز 8-و دلتا Pyramimonas cordataو  Lobosphaera incisaدر  الانگاز 6-دلتا

hypogaea ،Nicotiana tabacum ،Stylosanthes hamata ،Vernicia fordii ،Primula farinosa ،

Arabidopsis thaliana ،Ribes nigrum ،Primula vialii ،Aquilegia vulgaris ،Primula nivalis ،
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Crepis alpina ،Helianthus annuus ،Primula auricula ،Ribes mandshuricum ،Anemone 

leveillei ،Ricinus communis ،Brassica rapa ،Glycine max ،Prunus persica ،Cucumis 

sativus ،Triticum aestivum ،Sorghum bicolor ،Vitis vinifera ،Populus tomentosa، Borago 

officinalis  وJatropha curcas برای این (5و  4، 3)پیوست های  برای طراحی پرایمر اقدام شد .

گیاهی از پایگاه  دسچوراز 8-و دلتا الانگاز 6-دلتاوراز، دسچ 6-های دلتاژن کدکنندهکامل منظور توالی 

بدست آمده با  هایتوالی( استخراج شد. سپس /https://www.ncbi.nlm.nih.gov) NCBI یاداده

( تحت انجام آنالیز bin/clustalw-http://www.genome.jp/tools) CLUSTALW افزارنرماستفاده از 

توالی  شدهحفاظتنتایج بدست آمده و شناسایی مناطق  بر اساسسازی توالی قرار گرفت. یفردهم

 Oligo افزارنرمتوسط  شدهطراحیشد. سپس پرایمر های اقدام به طراحی پرایمر  شدهگفته هایژن

)https://eu.idtdna.com/calc/analyzer( analyzer گوانین و  یبازهادرصد محتوای  درزمینه

قرار گرفت و  یموردبررس ر سنجاق سری، هم چسبی و دگر چسبیسیتوزین، دمای ذوب، ایجاد ساختا

با استفاده  شدهاصلاح هایتوالیانجام شد. سپس  الاعم شدهطراحیتغییرات لازم در توالی پرایمر های 

ژنوم کلزا  علیه blast/-https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer( blast-rimerP( افزارنرماز 

BLASTN خشی از ژنوم کلزا اطمینان حاصل شود.شده با بشد تا از مکمل بودن پرایمر های طراحی 

 Onestep RT-PCRانجام واکنش  

برگ و بذر با استفاده  هایبافتاز  شدهاستخراج RNA هاینمونهدر این مرحله پس از انتخاب بهترین 

 موردنیازپرداخته شد. مواد  موردنظر هایتوالیبه تکثیر  Qiagenشرکت  One-step RT-PCRاز کیت 

 ×dNTP Mix (10 mM) μl 2 ،5شامل  μl 50الی موردنظر برای هر واکنش با حجم برای تکثیر تو

OneStep RT-PCR Buffer μl 10 ،QIAGEN OneStep RT-PCR Enzyme Mix μl 2 پرایمر ،

 O2ddH lμ 28 و grμ 1الگو  mM)10(Forward lμ 3، )mM 10(Reverse lμ 3 ،RNAهای 

دقیقه و سپس  30: گرادسانتیدرجه  50با دمای  PCRحرارتی  پروتکلقرار گرفت. بعلاوه  مورداستفاده

 50-68دقیقه،  1: گرادسانتیدرجه  94سیکل ) 35 و ؛دقیقه، آغاز گردید 15: گرادسانتیدرجه  95

دقیقه ادامه  10: گرادسانتیدرجه  72دقیقه( و  1: گرادسانتیدرجه  72دقیقه و  1: گرادسانتیدرجه 

 یافت.

دای محلول لودینگ μl1 به همراه  هایهر واکنشاز محصول  Onestep-PCR، μl 5 با اتمام فرآیند

قرار گرفت. کیفیت  مورداستفادهدر الکتروفورز افقی  موردنظرمختلف برای بررسی تکثیر توالی ( ×6)

باندهای و بر اساس مقایسه  درصد بررسی شد 1روی ژل آگارز  تکثیری پرایمر های مختلف بر باندهای

 شده با خط کش ژنی طول تقریبی قطعات تکثیرشده مشخص شد.همشاهد

 PCR ایزنجیرهانجام واکنش 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.genome.jp/tools-bin/clustalw
https://eu.idtdna.com/calc/analyzer
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/


32 
 

استخراجی از بافت بذر کلزا، با استفاده از مسترمیکس آماده  DNAپس از تعیین کیفیت و کمیت 

 دنظرموربرای تکثیر توالی  یازموردنپرداخته شد. مواد  دسچوراز 8-دلتاشرکت تکاپوزیست به تکثیر توالی 

از میکرولیتر  3، میکرولیتر Taq master mix 25 ×2میکرولیتر شامل  50برای هر واکنش با حجم 

 16الگو و  DNAنانوگرم از  reverse(10 mM) ،20و  forward (10 mM)هرکدام از پرایمر های 

درجه  94 یبا دما PCRحرارتی  پروتکلعلاوه هقرار گرفت. ب مورداستفاده PCR grade waterمیکرولیتر 

گراد: درجه سانتی 50-68ثانیه،  30گراد: درجه سانتی 94)سیکل  35دقیقه آغاز شد و با  5: گرادیسانت

  دقیقه ادامه یافت.  5گراد: درجه سانتی 72و  (دقیقه 1گراد: درجه سانتی 72ثانیه و  30

ستقیم و بدون استفاده از م طوربه شدهاستفاده، با توجه به اینکه مسترمیکس PCRبا اتمام فرآیند 

برای بررسی تکثیر از محصول هر واکنش  μl 5جهت الکتروفورز بود،  استفادهقابلدای محلول لودینگ

 استفاده شد. TAE(0.5×)درصد و بافر  1در الکتروفورز افقی ژل آگارز  موردنظرتوالی 

 استخراج باندهای تکثیرشده از ژل

استفاده از کیت استخراج از ژل شرکت دنازیست آسیا و بر اساس  از ژل با تکثیرشده باندهایاستخراج 

استفاده شد تا بتوان پس از  موردنظر باندهایبرای الکتروفورز   TAEدستورالعمل آن انجام شد. از بافر 

و توالی یابی پرداخت.  TAاستخراج این قطعات از ژل، به انجام فرآیند همسانه سازی در وکتور کلونینگ 

درصد و با استفاده  7/0بر روی ژل آگارز  Onestep RT-PCRو  PCRمنظور محصول واکنش برای این 

ایلومینیتور تحت تابش س ژل با استفاده از دستگاه ترانسشد. سپ اجرا TAE(0.5×)از الکتروفورز بافر 

ژل جداشده  شدند. در ادامه سه برابر حجم جدا و وزناز ژل  موردنظر باندهاینور ماورا بنفش قرار داده و 

دقیقه  10توسط کیت، به تیوب محتوی قطعات ژل اضافه گردید و به مدت  شدهتهیه، GR1از محلول 

قرار داده شد. پس از حل شدن ژل و بدست آمدن یک محلول  گرادسانتی درجه 50-60در حمام آبگرم 

خلوط شد. محلول اضافه و م میکروتیوبهمگن، ایزوپروپانول به مقدار مساوی حجم ژل موجود در هر 

مدت یک دقیقه  و rpm 000/10توسط کیت، منتقل و با سرعت شدهتهیهاستخراج  هایستونحاصله به 

توسط کیت، به مرکز ستون اضافه و به مدت  شدهتهیه، GR2از بافر  μl700سانتریفیوژ گردید. سپس 

یک دقیقه سانتریفیوژ شد و مدت  rpm000/8ستون با سرعت  مجدداً دقیقه در دمای اتاق انکوبه شد.  2

دوباره با  ایماده، بدون اضافه کردن هیچ زیرستونو پس از دور ریختن محلول تجمع یافته در تیوب 

از  μl50دقیقه سانتریفیوژ گردید. ستون به تیوب جدیدی منتقل شد و  3و زمان  rpm000/14سرعت 

به مرکز ستون اضافه گردید. پس از  درجه رسیده بود 60در حمام آبگرم به دمای  قبلاً که  GR3بافر 

سانتریفیوژ شد.  rpm000/8انکوباسیون به مدت دو دقیقه و در دمای اتاق، ستون دو دقیقه با سرعت 

دقیقه در دمای اتاق انکوبه گردید.  4محلول تجمع یافته در کف میکروتیوب به مرکز ستون بازگردانده و 

سانتریفیوژ شد. محلول تجمع یافته در کف میکروتیوب  rpm 000/13در آخر ستون دو دقیقه و با سرعت 



33 
 

بود و پس از تعیین کمیت و کیفیت به ترتیب با استفاده  شدهخالص اسید نوکلئیک، محتوی زیرستون

و  از نانودراپ و ران کردن مجدد بر روی ژل آگارز و مقایسه سایز باند حاصل، با خط کش ژنی

 د.نگهداری ش -80در فریزر  گذاریبرچسب

در وکتور  PCRتکثیر شده توسط واکنش زنجیره ای همسانه سازی قطعه 

 TAکلونینگ 

و در نظر  موردنظربرای تکثیر توالی  PCRدر فرآیند  Taq polymeraseبا توجه به استفاده از آنزیم  

وکتور ، همسانه سازی در کندمیایجاد  poly Aدنباله  تکثیرشدهگرفتن اینکه این آنزیم در انتهای رشته 

TA  که دارای دنبالهpoly T انجام گرددمیبه توالی وکتور  موردنظرو باعث اتصال آسان رشته  است ،

 استفاده شد.  فناوربایرپل شرکت  TA cloning vectorشد. برای این منظور از کیت 

ر مقطو آب  NaClگرم  5 ،گرم پودر عصاره مخمر 5گرم تریپتون،  10با استفاده از  LB brothمحیط 

 لیترمیلی 500 با استفاده از  ،LB agarسپس محیط تهیه شد.   =5pHلیتر و  1دیونیزه به حجم نهایی 

دقیقه، دمای  15شده به مدت های تهیهگرم آگار تهیه شد. محیط 5/7شده و تهیه LB brothاز محیط 

 μl 500ها ز محیطدرنهایت به هرکدام ا اتمسفر اتوکلاو شد. 2/1گراد و فشار درجه سانتی 121

 ( اضافه شد. mg/mL 100) سیلینبیوتیک آمپیآنتی

استر بین نوکلئوتید های انتهای وکتور ایجاد اتصال پیوند فسفودی منظوربه، دهندهاتصالتهیه مخلوط 

 μl، 5×از بافر اتصال  PTZ ،μl 6از وکتور  μl 3، با مخلوط کردن PCRتوسط فرآیند  تکثیرشدهو قطعه 

-nucleaseآب مقطر  μl 16و با اضافه کردن  T4 DNA ligaseاز  PCR ،μl 2صول واکنش از مح 3

free  و رساندن حجم نهایی بهμl 30  4در یخچال ساعت  16انجام شد. سپس مخلوط بدست آمده 

 انکوبه گردید. گرادسانتیدرجه 

به  گرادسانتیدرجه  37در انکوباتور  کشت داده و LB agarروی محیط  DH5a  سوش E.coliباکتری 

 16و  کشت LB brothمحیط  لیترمیلی 100یک کلونی از باکتری در  ساعت انکوبه شد. 24مدت 

 DH5aسویه  هایباکتریاز  μl150نگهداری شد. در روز بعد  rpm 50در انکوباتور شیکردار با دور ساعت 

دقیقه با دور  20و  اضافه شد به آن BP-Mediumاز محیط  لیترمیلی 5/1و  منتقلبه یک میکروتیوب 

rpm 600  درجه  4دقیقه در دمای  1به مدت  شیکردار انکوبه شد. سپس میکروتیوب در انکوباتور

 μl یخروی  سانتریفیوژ شد و مایع رویی دور ریخته شد. به میکروتیوب rpm 000/5و دور  گرادسانتی

 1. در ادامه تیوب طور کامل حل شدبهرا و با پیپت کردن پلت  شداضافه  BP-solutionاز محلول  300

و محلول رویی دور ریخته شد. دوباره  سانتریفیوژ  rpm 000/5و دور  گرادسانتیدرجه  4دقیقه در دمای 

 μl ازآنپس. دقیقه روی یخ انکوبه شد 5و  حل شد BP-solutionاز محلول  μl 120پلت حاصله در 
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. سپس شددقیقه روی یخ انکوبه  2و  شد های جدید  منتقلبه میکروتیوب  دهندهاتصالاز محلول  5/2

μl 50  هایسلولاز DH5a دقیقه روی یخ  5اضافه شد و  دهندهیکروتیوب حاوی محلول اتصالبه م

از  μl 40دقیقه قبل  20که از  LB agar هایمحیطبر روی  از محتویات تیوب μl30. در آخر شدانکوبه 

یکسان در تمام سطح پخش  صورتبهبود، ریخته و  شدهپخشآن  در سطح IPTGو  X-Gal هایمحلول

با توجه به اینکه  شد.درجه نگهداری  37ساعت در دمای  24به مدت  شدهکشتشد. پلیت های 

آبی فاقد پلاسمید نوترکیب هستند، تشکیل  هایکلونیدارای کلون نوترکیب و  سفیدرنگ هایکلونی

 کشت بررسی شد.  هایطمحیدر سطح  سفیدرنگآبی و  هایکلنی

 RT-PCR و PCR توالی یابی قطعه تکثیرشده توسط فرآیند

های نسفرم شده توسط وکتور نوترکیب، استخراج پلاسمید از نمونه باکتریهای ترپس از تشخیص کلنی

کاوش تهران توالی یابی قطعه تکثیرشده با سه تکرار توسط شرکت توپازژنها انجام شد. سپس این کلنی

 انجام شد. Sangerیابی روش توالی و به

 مطالعات بیوانفورماتیکی

با توجه به اینکه در هر یک از تکرارهای توالی یابی یک سری از نوکلئوتید های حاضر در رشته در فرآیند 

افزار سازی سه توالی حاصل از تکرارهای مختلف توسط نرمردیفتوالی یابی مشخص نشده بودند، با هم

)bin/clustalw-http://www.genome.jp/tools( CLUSTALW  توالی کامل قطعه تکثیرشده توسط

 مشخص گردید. PCRفرآیند 

توالی  blast/-cbi.nlm.nih.gov/tools/primerhttps://www.n( BLASTN(افزار با استفاده از نرم

فرد بودن و یا تکراری بودن توالی بدست آمده با توالی ژنوم کلزا مورد مقایسه قرار گرفت تا منحصربه

 بررسی شود. NCBIدر پایگاه  شدهثبتهای بدست آمده نسبت به توالی

 CDافزاربدست آمده، با استفاده از نرم های احتمالی موجود در توالییندوممنظور تعیین و تشخیص به 

)https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi( SEARCH  فرض، یشپو تنظیمات

 ی قرار گرفت. موردبررستوالی بدست آمده 

-های کدکننده ژن دلتایتوالرسم درختچه فیلوژنتیک برای توالی بدست آمده در ابتدا تمامی  منظوربه

 Arachis hypogaea ،Nicotiana tabacum ،Stylosanthes hamata ،Verniciaاز در گیاهان دسچور 8

fordii ،Primula farinosa ،Arabidopsis thaliana ،Ribes nigrum ،Primula vialii ،Aquilegia 

vulgaris ،Primula nivalis ،Crepis alpina ،Helianthus annuus ،Primula auricula ،Ribes 

mandshuricum ،Anemone leveillei ،Ricinus communis ،Brassica rapa ،Glycine max ،

Prunus persica ،Cucumis sativus ،Triticum aestivum ،Sorghum bicolor ،Vitis vinifera ،

http://www.genome.jp/tools-bin/clustalw
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/


35 
 

Populus tomentosa، Borago officinalis  وJatropha curcas  از پایگاهNCBI  استخراج شد. سپس

 افزارنرم، با استفاده از PCRیرشده توسط تکثدسچوراز به همراه توالی قطعه  8-ی دلتاهایتوال

)bin/clustalw-http://www.genome.jp/toolsCLUSTALW ( ردیف شد. در ادامه با استفاده هم

دسچوراز و توالی  8-های دلتایتوالختچه فیلوژنتیک برای در UPGMAو الگوریتم  افزارنرماز همین 

 بدست آمده در این تحقیق رسم شد.
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است. در بخش اول نتایج  شدهپرداختهدر این فصل به ارائه نتایج حاصل از این تحقیق در دو بخش 

حاصل  هایدادهبیوانفورماتیکی  آنالیزهایط به ملکولی و در بخش دوم نتایج مربو هایبررسیمربوط به 

 آورده شده است. یابیتوالیملکولی و  هایبررسیاز 

 روغن بذر کلزا ارزیابی نتایج حاصل از آنالیز کروماتوگرافی گازی

 در جدول زیر آورده شده است. شده از بذر کلزافی روغن استخراجنتایج حاصل از آنالیز کروماتوگرا

 :  نتایج آنالیز کروماتوگرافی گازی روغن بذر کلزا1-4جدول 

 

 

 چرب یدهایاس پاسخ یقه()دق زمان پاسخ

41/23 0/03 C14:0 

46/52 3/24 C16:0 

49/92 0/16 C16:1 

52/30 0/02 C17:0 

54/64 1/56 C18:0 

55/84 48/86 C18:1c9 

56/03 27/09 C18:2c 

56/78 3/61 C18:2t 

59/38 12/36 C18:3c 

60/52 1/81 C18:3t 

56/47 0/57 C20:0 

61/61 0/31 C22:0 

63/44 0/09 C22:1 

68/57 0/18 C24:0 

69/06 0/11 C24:1 
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 روغن بذر کلزاکروماتوگرافی گازی : طیف آنالیز 1-4شکل 

 

شده از بذر کلزا و مقایسه انواع با توجه به نتایج حاصل از آنالیز کروماتوگرافی گازی روغن استخراج

، مشخص شد 3-ی چرب امگالف اسیدهای چرب موجود در پروفیل اسید چرب بذر کلزا با اسیدهامخت

است و سایر اسید لینولنیک-آلفا گیاه کلزا تنها دارای 3-از بین انواع مختلف اسیدهای چرب امگا که

تایج ن برخلافکه این یافته  شوددر محتوای روغنی بذر این گیاه مشاهده نمی 3-اسیدهای چرب امگا

توان استنباط نمود که حداقل فعالیت . درنتیجه می( بود2014بدست آمده توسط دیک و همکاران )

به  اسیدلینولنیک-آلفایب باعث تبدیل به ترتالانگاز که  9-دسچوراز و دلتا 6-های دلتاآنزیم

با  بدست آمدهتایج نشود، در بذر این گیاه وجود ندارد. اسید میو ایکوزاتریئنوئیک یداس یدونیکاستئار

الانگاز در گیاهان یافت نشده است مطابقت  9-توجه به اینکه تاکنون هیچ توالی کدکننده ای برای دلتا

ی بیوسنتز برا 9-ن است که در کلزا نیز همچون سایر گیاهان استفاده از مسیر دلتانده آدهدارد و نشان

با در نظر  دهدکروماتوگرافی روغن کلزا نشان می که نتایج آنالیز طورهمان یاز طرفوجود ندارد.  3-امگا

 3-توان بیان کرد که سنتز اسیدهای چرب امگادسچوراز در کلزا می 6-گرفتن عدم فعالیت آنزیم دلتا

 اسید در کلزا مورد انتظار نیست.لینولنیک-از آلفا تریرهزنجبلند 

( 18:3اسید )لینولنیک-( و آلفا18:2اسید )ئیک(، لینول18:1اسید )علاوه با توجه به میزان بالای اولئیکبه

اسید هستند، اسید و دوکوزاهگزائنوئیکسازهای تولید ایکوزاپنتائنوئیکموجود در روغن کلزا، که پیش
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ی انتقال ژن در جهت ساخت کامل هاپروژهکاندیدای مناسبی جهت انجام  عنوانبهتوان این گیاه را یم

 گیاهی در نظر گرفت. منشأبا  3-یدهای چرب امگااسو تولید همه  3-گایدهای چرب اماسمسیر بیوسنتز 

 پلیمراز ایزنجیرهو واکنش  cDNAسنتز 

شده با استفاده استخراج RNAهای مختلف برگ و بذر کمیت و کیفیت از نمونه RNAپس از استخراج 

شده استخراج  ست آمده برای ی قرار گرفت. نتایج بدموردبررس و الکتروفورز ژل آگارز از دستگاه نانودراپ

نانومتر  280نانومتر به  260موج ، نسبت میزان جذب در طولng/μl3/304 از نمونه بذر نشانگر غلظت 

یری شد. گاندازه 57/1نانومتر نیز برای این نمونه  230نانومتر به  260موج و میزان جذب در طول 08/2

موج ، میزان نسبت جذب در طولng/μl9/185  ه برگشده از نموناستخراج RNAعلاوه میزان غلظت هب

نانومتر برای این  230به  نانومتر 260موج و نسب جذب در طول 09/2نانومتر  280نانومتر به  260

. میزان جذب در  ng/μl 3300استخراجی  DNAهمچنین میزان غلظت  بدست آمد. 57/1نمونه 

نانومتر برای  230به  نانومتر 260موج ذب در طولو نسب ج 2نانومتر  280نانومتر به  260موج طول

به لحاظ عدم آلودگی فنلی، پروتئینی  شدهاستخراج یهانمونهدرنتیجه شد.  یریگاندازه 1/2 این نمونه

 .فرآیندهای بعدی تحقیق بودو غلظت، مناسب استفاده برای 

و  TBE(0.5×)در بافر  %1شده توسط الکتروفورز ژل آگارز استخراج DNAو  RNAبررسی یکپارچگی 

باعث مشاهده باندهای واضح   Gel docشده بر روی ژل با استفاده از دستگاه یکتفکمشاهده باندهای 

s rRNA18  وs rRNA28  یباً دو برابر برای باند تقربا شدتs rRNA28  نسبت به باندs rRNA18  .بود

استخراجی نیز از محل  DNAند مربوط به علاوه بابهیید شد. تأشده استخراج RNAدرنتیجه یکپارچگی 

 در طول مراحل استخراج است. DNA دهنده عدم شکستگیتزریق در چاهک جابجا نشده بود که نشان

 

     (ب                                        (الف                                            

 تخراجی از بافت برگاس DNA %1الف( تصویر ژل آگارز : 2-4شکل 

 های مختلف برگ و بذرشده از نمونهاستخراج RNA %1تصویر ژل الکتروفورز آگارز ب( 
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 های غیراختصاصیطراحی پرایمر

 هایژنمختلف برای  غیراختصاصیهای سوم گفته شد، پس از طراحی پرایمر فصلکه در  طورهمان

 BLASTاقدام به انجام  (5و  4، 3 هاییوستپ) دسچوراز 8-الانگاز و دلتا 6-، دلتادسچوراز 6-دلتا

یابی شده بخش توالیاز  یاقطعهاین آنالیز هیچ  درنتیجهژنوم کلزا شد.  علیه شدهطراحیهای پرایمر

یافت  الانگاز 6-دسچوراز و دلتا 6-دلتابرای تکثیر توالی  شدهطراحیهای پرایمرجفت ژنوم کلزا مکمل با 

-دسچوراز و دلتا 6-دلتا هایژنهمولوگ  هایتوالیبا استفاده از  شدهیطراحپرایمرهای  درنتیجهنشد و 

البته   ژنوم کلزا نبود.یابی شده بخش توالیالانگاز در سایر گیاهان قادر به اتصال و تکثیر قسمتی از  6

-ابدست آمده حاصل از کروماتوگرافی گازی روغن بذر کلزا بود که فعالیت دلت یهادادهاین نتایج مطابق 

 نبود مشاهدهقابلهای چرب موجود در محتوای روغنی کلزا الانگاز بر روی اسید 6-و یا دلتادسچوراز  6

. با این وجود با توجه به اینکه تنها بخشی تر شدن مسیر ادامه پژوهش گردیدو تا حدودی باعث روشن

الانگاز  6-دسچوراز و دلتا 6-اهای دلتو این امکان وجود دارد که توالی یابی شده استاز ژنوم کلزا توالی

و  PCRای یابی نشده ژنوم کلزا کد شوند نیاز بود تا با استفاده از واکنش زنجیرههای توالیتوسط بخش

های در سایر گیاهان، نسبت به بررسی وجود توالی همولوگهای توالی بر اساس شدهیطراحپرایمرهای 

علاوه با کاهش احتمال وجود هژنوم کلزا اقدام شود. ب الانگاز در 6-دسچوراز و دلتا 6-کدکننده دلتا

ای همچنین در نظر گرفتن اینکه تاکنون هیچ توالی کدکننده ،دسچوراز در ژنوم کلزا 6-مسیر دلتا یهاژن

از  آمدهدستبهدر پروفیل  بااینکهالانگاز در گیاهان یافت نشده است و مطابقت آن  9-برای ژن دلتا

عنوان اسید به، اسید چرب ایکوزاتریئنوئیکموردمطالعهدر روغن بذر کلزای اسیدهای چرب موجود 

 اسید مشاهده نشد، تلاش شد تا وجود ژنلینولنیک-الانگاز بر روی سوبسترای آلفا 9-فرآورده عمل دلتا

اده که درنتیجه آن و با استف انجام بگیرد؛ در ژنوم کلزا و طراحی پرایمر برای این ژن دسچوراز  8-دلتا

-دلتا برای ژنشده آن، های حفاظتبخش اساس برو های داده های همولوگ موجود در پایگاهاز توالی

شده برای تکثیر یاقدام به طراحی پرایمرهای غیراختصاصی گردید. جفت پرایمرهای طراح ،دسچوراز 8

 Primer blastافزار دسچوراز نیز با استفاده از نرم 8-دلتا توالی ژن

)/blast-://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primerhttps(  علیه ژنوم کلزاBLAST  شد. درنتیجه

دسچوراز قادر به اتصال به ژنوم کلزا و تکثیر بخشی  8-شده برای تکثیر توالی ژن دلتاپرایمرهای طراحی

 یهعل اندر سایر گیاه دسچوراز 6-دلتاکدکننده  هاییتوال BLASTنکته جالب در انجام  .بوداز ژنوم 

برای تکثیر  شدهیطراحجهت اتصال پرایمر های  شدهبینییشپهای تطابق نسبی با توالی ،ژنوم کلزا

ماروتو و -که این یافته مطابق نتایج بدست آمده توسط گارسیا در ژنوم کلزا بود دسچوراز 8-توالی دلتا

الانگاز در گیاهان همچنین  9-وجود ژن دلتابعلاوه با توجه به عدم  (.7-4)شکل  ( بود2007همکاران )

 پروفیل اسید چرب کلزا، الانگاز در  9-فرآورده عمل دلتا عنوانبهایکوزاتریئنوئیک اسید  عدم مشاهده

ود با توجه به عدم وجدر ژنوم کلزا و بیان آن دسچوراز  8-کننده دلتاتوالی کدحتی در صورت وجود 
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ایکوزاتترائنوئیک اسید عالیت متابولیکی و وجود فسوبسترای این آنزیم در محتوای اسید چرب کلزا، 

( در گیاه شودیمکه در پروفیل اسید چرب بذر کلزا مشاهده  طورهمان) فرآورده عمل این آنزیمعنوان به

 کلزا مورد انتظار نیست. 

 PCRو  RT-PCRارزیابی نتایج حاصل از انجام 

 6-شده توالی کدکننده دلتاحفاظتهای بر اساس بخش شدهیطراحهای از جفت پرایمراستفاده 

تحت شرایط مختلف با استفاده  onestep RT-PCRدر فرآیند ، در سایر گیاهانالانگاز  6-دسچوراز و دلتا

نتیجه  .منجر به تکثیر هیچ توالی نشد الگو عنوانبهبافت برگ و بذر گیاه کلزا از  شدهاستخراج RNA از

که  طورهمانژنوم کلزا است.  یهعل شدهیطراح یمرپرا هاییلتوا BLASTنتایج  ییدکنندهتأبدست آمده 

با ژنوم کلزا نشد،  شدهیطراحمنجر به یافتن هیچ توالی مشابهی با پرایمر های  BLASTنتایج آنالیز 

دهنده عدم اتصال پرایمر های نیز نشان onestep RT-PCRنتایج بدست آمده از انجام فرآیند 

بذر و برگ کلزا و عدم تکثیر توالی  یهابافتاز  شدهاستخراج RNA حاصل از cDNAبه  شدهیطراح

الانگاز در محتوای  6-دسچوراز و دلتا 6-دلتا یهاژنتوان نتیجه گرفت رونوشت بنابراین می باشد.می

RNA (3-4)شکل گیاه کلزا وجود ندارد. 

انتظار وجود  مسلم طوربهکلزا  RNAها در محتوای در صورت عدم وجود رونوشت این ژن همچنین

 نتیجه مورد انتظار نیست بنابراین کلزاو فعالیت در گیاه  الانگاز 6-دسچوراز و دلتا 6-دلتا هاییمآنز

به ترتیب باشد که در آن میهای بدست آمده از پروفیل اسید چرب بذر کلزا داده ییدکنندهتأ بدست آمده

 6-راز و دلتادسچو 6-های دلتافرآورده عمل آنزیم انعنوبهاستئاریدونیک اسید و ایکوزاتترائنوئیک اسید 

الانگاز در محتوای  6-و دلتا دسچوراز 6-دلتا یهاژنو با توجه به عدم وجود رونوشت  الانگاز مشاهده نشد

RNA  ،نیز در گیاه کلزا وجود ندارد. هارونوشتحاصل از ترجمه این  هاییمآنزاین گیاه 

صورت به PCRای و انجام واکنش زنجیره cDNA، سنتز Onestep RT-PCRبا توجه به استفاده از کیت 

با استفاده  PCRبه همراه محصول واکنش  و در یک میکروتیوب انجام شد و محصول این واکنش توأم

ی قرار موردبررستوسط الکتروفورز ژل آگارز  ،دسچوراز 8-برای تکثیر توالی دلتا الگو عنوانبه DNAاز 

شده بر روی ژل آگارز توسط تابش نور ماورای یکتفکی باندهای آشکارسازایج . نت(3-4)شکل گرفت

های پرایمر BLASTو مطابق با نتایج حاصل از  bp1100 ی به طول تقریبی اقطعهبنفش نشانگر تکثیر 

با  شدهیکتفکبررسی میزان شدت باندهای  علیه ژنوم کلزا بود.دسچوراز  8-برای توالی دلتا شدهطراحی

های بذر را های برگی نسبت نمونهده از الکتروفورز ژل آگارز بیشتر بودن بیان این ژن در نمونهاستفا

  . (3-4)شکل ( بود2010که این یافته مطابق نتایج بدست آمده توسط چی و همکاران ) نشان دادند
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 دسچوراز 6-با استفاده از پرایمرهای ژن دلتا RT-PCRتصویر حاصل از الکتروفورز محصول الف( : 3-4شکل 

 الانگاز 6-با استفاده از پرایمرهای ژن دلتا RT-PCRتصویر حاصل از الکتروفورز محصول ب( 

 دسچوراز 8-ده از پرایمرهای ژن دلتابا استفا RT-PCRو  PCRتصویر حاصل از الکتروفورز محصول ج( 
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 ارزیابی نتایج حاصل از استخراج باندهای با طول موردنظر از ژل الکتروفورز

ی و با روشی آشکارسازدسچوراز، پس از  8-باندهای تکثیرشده با طول مورد انتظار برای توالی ژن دلتا

کیفیت و کمیت  Nanodropده از که در فصل قبل گفته شد از ژل آگارز استخراج شد. سپس با استفا

برای  شدهخالص DNAیری شد. بر این اساس میزان غلظت گاندازهشده از ژل استخراج DNAمیزان 

 230نانومتر به  260موج و نسبت میزان جذب در طول ng/μL9/3273 باند مربوط به نمونه برگ 

شده برای باند مربوط استخراج DNAیزان علاوه غلظت مهیری شد. بگاندازه 61/1نانومتر برای این نمونه 

 43/1نانومتر نیز  230نانومتر به  260موج و نسبت میزان جذب در طول ng/μL 5/2189به نمونه بذر 

شده قابلیت استخراج DNAبا توجه به مقادیر بدست آمده برای میزان غلظت و خلوص،  ؛ کهبدست آمد

 را داشت.  یابییتوالکلونینگ و دستی از قبیل های پاییناستفاده جهت پروسه

دسچوراز،  8-از ژل و پرایمر های ژن دلتا شدهخالص DNAبا استفاده از  PCRهمچنین با انجام 

در زمان استخراج بررسی شد که طی آن پس از انجام الکتروفورز  DNAی شکستگیکپارچگی و عدم 

  .(4-4)شکلبدست آمد bp1100باندهایی با طول حدود  PCRمحصول 

 

 دسچوراز 8-از ژل و پرایمر های دلتا شدهخالص DNAبا استفاده از  PCRنتایج الکتروفورز محصول انجام : 4-4شکل

  TAارزیابی نتایج حاصل از کلونینگ توالی موردنظر در وکتور 

بیوتیک یآنتبا توجه به اینکه وکتور مورداستفاده جهت انجام فرآیند کلونینگ دارای ژن مقاومت به 

های کشت یطمحدر  X-Galو  IPTGدر حضور  سیلینیآمپبیوتیک یآنتسیلین بود، با استفاده از یآمپ

ی ترانسفرم نشده انجام شد. درنتیجه هاسلولترانسفرم شده از  DH5aی هاسلولباکتریایی، غربالگری 

شده بر روی محیط کشت حاوی های آبی تشکیلهای سفید از کلنیبا مشاهده و تفکیک کلنی

سیلین و در نظر گرفتن اینکه هر کلنی ناشی از رشد و تقسیم یک سلول باکتری بر بیوتیک آمپیآنتی

های غیر ترنسفرم شده های ترنسفرم شده توسط وکتور نوترکیب از سلول، سلولاستیط کشت محروی 

پلاسیمد  استخراجهای ترنسفرم شده توسط وکتور غیر نوترکیب، تفکیک شدند. توسط وکتور و یا سلول
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یابی به شرکت های ترنسفرم شده توسط وکتور، انجام گرفت و برای توالیهای حاصل از باکتریاز کلنی

-دلتاتوالی بخشی از  ، (2)پیوست یابیم چندین نوبت توالیاپس از انج ارسال شد وتهران -کاوشتوپازژن

از طریق  توانمیاین ژن کامل  و جهت بدست آوردن توالی که در زیر آمده است دسچوراز بدست آمد 8

  .استفاده کرد genome walking یندهایفرآ

 یزهای بیوانفورماتیکی توالی بدست آمدهآنال

چندگانه قرار گرفت و  سازییفردهممورد  (2)پیوست  های مختلف از توالی بدست آمدهتکراردر ابتدا 

ای توسط واکنش زنجیره (D8DES) رازدسچو 8-دلتا یرشدهتکثبخش توالی مختلف،  یتکرارهابا انطباق 

onestep RT-PCR  وPCR  جفت باز بدست آمد. سپس این توالی بدست آمده تحت  1117با طول

  بیوانفورماتیکی قرار گرفت. یزهایآنال

 

>D8DES 

AGGAAGGAGACTCTGGCTGATCCAGGCAAGTCTGGGTAAATCCTGGCACAG

TTGGCCTAAACGGCGCAAACGCGTTCAAAGCTTTCCACCCCGGAACCGCGT

GGCACCACCTCGACAACCTCTTCACCGCGCTACCACGTCAGCGACTTCCAAA

AGTGCCTCCGAAGTCTCCCGCGATTACCGCCGCATGGCCGCCGAGTTTCGCA

AACTCGGCCTATTCGAAAACAAAGGCCACGTCACTCTCTACACCTTATCCTT

CGTCGCCTGCCATGTTCGCCGCCGTTCTCATACGGCGTTCTCGCCTGTACTTC

GCTCCTCGCTCACCAGATCGCGGCCGCGATACTCGGACTGTTATGGATCCAG

AGCGCGTACATCGGCCACGACTCTGGACATTACGTCATCATGACGAACAAA

TCTTATAACAGATTCGCTCACCTTCTCTCCGGTAACTGCCTAACGGGAATCT

CGATCGCGTGGTGGAAATGGACTCACAACGCGCATCACCTCGCGTGTAACA

GCCTCGATTACGATCCCGATCTGCAGCACATCCCCGTGTTTGCAGTCTCCGC

CAAGTTCTTCAACTCCATGACGTCGCGGTTCTACGATAGGAAACTCGCTTTC

GATCCCTTGGCGAGGCTCTTGATCAGTTACCAGCACTTCACTTACTACCCGG

TCATGTGCTTCGGGAGAATCAACCTGTTTGTGCAAACGCTCCTCCTCCTCTT

CTCCAAGCGCGAGGTTCCGGATCGCGCGCTAAACTTCGCCGGAATCTTTGGT

GTCTCTGGACTTGGTTCCCGTTCTTGGTTTTCCTGCTTACCGACTTGACCGGA

GAGATTCTTCTTTCGTCTTCACTAGCTTCCACTGTTACGGCGCTTCAGCATAT

ACAAATTCACGCTTAACCATTTCTGTGCTGATGTGTACGTGGGCCCGCCCAC

CGGGGGGAGACTTGGTTCGAGAAGCAGGCGGGGGGAACGTTGGAAATCTC

GGGTAGTCCTATATGGAATGGGTTCTTCGGTGGGGTTGCGTTTTCACACTCA

AGCACCATTTGGTTCCGAAGCTGGCCGCGTGGCCATTTTAGGCGAAATAGG

CTTCCGGGGGGTCAGGAAGCTTTGCAAGA 
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توسط  یرشدهتکثقطعات  یابییتوالهای مختلف انطباق تکرارین نتیجه بدست آمده حاصل از اول

 موردنظرالگو جهت تکثیر توالی  عنوانبه cDNAو  DNAکه به ترتیب از  RT-PCRو  PCR یندهایفرآ

بود  RT-PCRو  PCR یندهایفرآتوسط  یرشدهتکث هاییتوالتفاوت در وجود ، عدم کردندیماستفاده 

 (2012) لی و همکاران هاییافته مطابق. این نتیجه باشدیمنشانگر عدم وجود اینترون در این توالی  که

  است.دسچوراز  8-دلتا هاییتوالدر مورد عدم وجود اینترون در 

ی دسترسی کدهاعلیه ژنوم کلزا، چهار ناحیه مشابه با  D8DESتوالی  BLASTیجه انجام درنت

XM_013792994.1، XM_013846743.1 ،XM_013808441.1  وXM_013886464.1  که به

درصد برای هر  query cover ،93درصد و میزان  81و  83، 90، 95ی هاتطابقترتیب دارای میزان 

-4)جدولیافته شد A4و  A9 ،C6 ،A9ی هاکروموزوماست به ترتیب در  D8DESچهار توالی با توالی 

نشده است این امکان وجود دارد که  یابییتوالکامل  طوربهکلزا  با این وجود با توجه به اینکه ژنوم .(2

 ده باشد.کد شنشده است  یابییتوال حالتابهکه توالی بدست آمده توسط بخشی از ژنوم کلزا 

 

 D8DESمشابه با توالی  هاییتوالمشخصات  :2-4جدول 

  Length(bp) Identity Query 

cover 
Location 

XM_013792994.1 1840 %95 %93 A9 

XM_013846743.1 1662 90% 93% C6 

XM_013808441.1 1652 83% 93% A9 

XM_013886464.1 1616 81% 93% A4 

 

به  translate (http://web.expasy.org/translate/)بعلاوه توالی نوکلئوتیدی بدست آمده با استفاده از 

توالی اسیدآمینه بدست  6از  هرکدامسپس . ترجمه شد اسیدآمینه هاییتوالحالت خوانش ممکن به  6

 یجهدرنتکه  شد، BLASTآمینواسیدی کد شده توسط ژنوم کلزا  هاییتوال یهعلجداگانه  صورتبهآمده 

 queryبیشترین میزان  3'به  5' در جهت نحوه خوانش دومفریم از توالی آمینواسیدی بدست آمده 

cover  کد شده توسط ژنوم کلزا را آمینواسیدی  هاییتوالبا  خوانش یهانحوهرا در مقایسه با سایر

 نشان داد. 
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حاصل از ترجمه توالی  (D8AA) توالی آمینواسیدی بدست آمده BLASTPبا توجه به نتایج آنالیز 

 (.3-4)جدول مشابهت نشان دادتوالی آمینواسیدی کد شده توسط ژنوم کلزا  8با  D8DESنوکلئوتیدی 

  D8AA با توالی کد شده توسط ژنوم کلزا آمینواسیدی مشابه هاییتوال( مشخصات 3-4جدول)

  Length(aa) Identity Query 

cover 
Reference sequence 

XP_013648448.1 449 %73 %92 XM_013792994.1 

XP_013702197.1 449 69% 92% XM_013846743.1 

XP_013692727.1 449 66% 91% XM_013837273.1 

XP_013741918.1 449 66% 91% XM_013886464.1 

XP_013711705.1 450 64% 92% XM_013856251.1 

XP_013663895.1 447 64% 92% XM_013808441.1 

XP_013690985.1 453 62% 88% XM_013835531.1 

NP_001302507.1 449 62% 88% NM_001315578.1 

 

 BLASTژنوم کلزا و همچنین  یهعل D8DES توالی نوکلئوتیدی BLASTبه نتایج حاصل از  با توجه

کدشونده توسط ژنوم کلزا توالی نوکلئوتیدی  شدهبینییشپ هایینپروتئ یهعل D8AAتوالی پروتئینی 

XM_013792994.1 کننده توالی آمینواسیدی طریق محاسبات بیوانفورماتیکی کد که از

XP_013648448.1 بدست آمده در این پژوهش توالی است، دارای بیشترین شباهت به  شدهبینییشپ

توالی کامل بدست آمده در این پژوهش  D8DES. از طرفی با توجه به اینکه توالی نوکلئوتیدی باشدمی

بررسی خصوصیات  یجهدرنتو  آیدمی حساببه partialتوالی  عنوانبهدسچوراز نیست و  8-کدکننده دلتا

توالی این احتمال که ممکن است  باوجود ینآن ممکن نیست. بنابرا توسط کدشوندهاسیدی توالی آمینو

D8DES یابی نشده ژنوم کلزا کدشود که مشابهت بالایی با توالی توسط قسمتی از بخش توالی

XM_013792994.1 پروتئین کدشونده  هاییژگیویات و خصوص بیوانفورماتیکی بررسی منظوربه ،دارد

توالی ممکن،  ترینیهشب عنوانبه  XP_013648448.1از توالی آمینواسیدی  D8DESتوسط توالی 

 استفاده شد.
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 ) http://www.expasy.ch/tools/protparam.htmlprotparam( افزارنرمبا استفاده از 

قرار گرفت. با توجه به نتایج بدست آمده  یموردبررس D8AAخصوصیات فیزیکی و شیمیایی پروتئین 

گرم بر مول، فرمول ملکولی آن  D8AA ،51341.06وزن ملکولی پروتئین  افزارنرماز این 

15S623O620N3546H2384C میزان ،PI  و تعداد دنباله اسیدآمینه با بار منفی و  8.50محاسباتی آن

 0.1(. همچنین میزان جذب 4-4است )جدول شدهمحاسبه 38و  34مثبت در این توالی به ترتیب 

گرم بر لیتر خواهد بود.  1متر نشانگر غلظت نانو 280 موجطولدرصد از محلول این پروتئین در آب در 

این پروتئین جزو  یجهدرنتاست و  شدهمحاسبه 34.67بعلاوه میزان شاخص ناپایداری برای این پروتئین 

بدست  9062. میزان شاخص آلیفاتیک برای این پروتئین نیز شودیم یبندطبقهپایدار  هایینپروتئ

 آمده است. 

 D8AAتوالی  دهندهیلتشکآمینه موجود  یدهایاسیزان و نوع ( م4-4جدول)

 درصد  تعداد در توالی آمینواسیدی نهیدآمیاس

  Ala 43 6/9% 
Arg 18 4% 
Asn 21 7/4% 
Asp 21 7/4% 
Cys 8 8/1% 
Gln 16 6/3% 
Glu 13 9/2% 
Gly 24 3/5% 
His 22 9/4% 
Ile 20 5/4% 

Leu 51 4/11% 
Lys 20 5/4% 
Met 7 6/1% 
Phe 33 3/7% 
Pro 18 4 
Ser 26 8/5% 
Thr 24 3/5% 
Trp 16 6/3% 
Tyr 18 4% 

Val 30 7/6% 

Pyl 0 0 

Sec 0 0 
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 TMHMM یافزارهانرم توسط _013648448.1XPآمینواسیدی توالی نتایج آنالیز 

)/MHMMhttp://www.cbs.dtu.dk/services/T(  وPhobius 

)http://phobius.sbc.su.se/index.html( بررسی نحوه قرارگیری پروتئین نسبت به غشاء  منظوربه

با احتمال  transmembraneدرصد و یک  100با احتمال  transmembraneبخش  4مشخص شدن باعث 

این  ینواسیدیآمتوالی  111تا  1بدست آمده بازه  یهادادهتوالی گردید. با توجه به  برای ایندرصد  90

، داخل غشاء 160تا  138خارج از سلول  137تا  135، داخل غشاء 134تا  112داخل سلول،  پروتئین

داخل  275تا  253خارج از سلول،  252تا  196، داخل غشاء 195تا  173داخل سلول،  172تا  161

قرار در خارج از سلول  449تا  310و داخل غشاء  309تا  287داخل سلول،  286تا  276 ،غشاء

که در فصل اول گفته شد در ساختار دسچوراز های غشایی  طورهمانبا این وجود . (5-4)شکل گیردیم

 4نیز تنها  D8AA در ساختارانتظار بر این است که  یجهدرنتوجود دارد و  transmembraneبخش  4

همچنین در توالی  درصد وجود داشته باشد. 100با احتمال  شدهبینییشپ transmembraneش بخ

اطلاعات بدست آمده  بنا برو  یجهدرنتیافت نشد.  signal peptideآمینواسیدی این پروتئین هیچ بخش 

 . باشدیم رسانیامپ فعالیتو فاقد یک پروتئین غشایی  D8AAپروتئین 

 

 نسبت به غشاء سلول XP_013648448.1یری پروتئین نحوه قرارگ( 5-4شکل)

 

http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/
http://phobius.sbc.su.se/index.html
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برای  ) https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgiCD SEARCH(انجام همچنین 

دومین  8و  (Cyt-b5 و Delta6-FADS-like) دومین اختصاصی 2به یافتن  XP_013648448.1توالی 

 (.5-4ختصاصی منجر شد)جدولاغیر

 XP_013648448.1توالی موجود در  هاییندوم( 5-4جدول)

Domain name Accession Description Interval 

Delta6-FADS-

like 
cd03506 The Delta6 Fatty Acid Desaturase (Delta6-

FADS)-like CD includes the integral-

membrane enzymes 

143-404 

Cyt-b5 pfam0017

3 
Cytochrome b5-like Heme/Steroid binding 

domain 
11-82 

PLN03199  PL

N03199 
delta6-acyl-lipid desaturase-like protein 10-426 

PLN03198 PLN0319

8 
delta6-acyl-lipid desaturase 18-429 

 FA_des

aturase 

pfam0048

7 
Fatty acid desaturase 140-410 

CYB5 COG5274 Cytochrome b involved in lipid metabolism 3-91 

DesA COG3239 Fatty acid desaturase [Lipid transport and 

metabolism] 
117-420 

PLN02252 PLN0225

2 
nitrate reductase [NADPH] 1-91 

Membrane-

FADS-like 
cd01060 The membrane fatty acid desaturase 

(Membrane_FADS)-like CD 
143-216 

Delta12-

FADS-like 
 cd

03507 
The Delta12 Fatty Acid Desaturase 

(Delta12-FADS)-like CD 
123-388 

 

برای توالی  شدهمشخص هاییندومو  CD SEARCHبا توجه به نتایج بدست آمده حاصل از انجام 

را یک پروتئین غشایی  D8AAتوان پروتئین می Phobiusو  TMHMM نتایج همچنینپروتئینی، 

انتظار فعالیت  ن توالی، با احتمال بالاییدر ای desaturaseدومین  7وجود  دانست. همچنین با توجه به

در  delta-6 desaturaseدومین  3وجود  بنا برمتصور است. بعلاوه  XP_013648448.1 برای دسچورازی
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 delta-6 توأمدسچورازی و یا فعالیت  8-یت دلتادسچورازی بجای فعال 6-این توالی، امکان عملکرد دلتا

desaturase  وdelta-8 desaturase  شودیم بینییشپبرای این توالی . 

 cytochrome b-5در دومین  65و  42آمینه  یدهایاسمحل همچنین دو محل اتصال یون آهن در 

 یدر این توالی پروتئین rg/http://prosite.expasy.o( prosite( افزارنرمتوسط محل فعال آنزیم،  عنوانبه

 تشخیص داده شد.

 Arachis hypogaea ،Nicotianaدسچوراز در گیاهان  8-توالی کدکننده آنزیم دلتا 47سازی یفردهم

tabacum ،Stylosanthes hamata ،Vernicia fordii ،Primula farinosa ،Arabidopsis thaliana ،

Ribes nigrum ،Primula vialii ،Aquilegia vulgaris ،Primula nivalis ،Crepis alpina ،

Helianthus annuus ،Primula auricula ،Ribes mandshuricum ،Anemone leveillei ،Ricinus 

communis ،Brassica rapa ،Glycine max ،Prunus persica ،Cucumis sativus ،Triticum 

aestivum ،Sorghum bicolor ،Vitis vinifera ،Populus tomentosa، Borago officinalis  و

Jatropha curcas  با توالیDES8D  افزارنرمو رسم درختچه فیلوژنتیک توسط  CLUSTALW

)bin/clustalw-http://www.genome.jp/tools(  منتهی  ها به رسم درختچه زیریتوالبا استفاده از این

ی بدست توالبهیلوژنتیک ف ازلحاظترین توالی یکنزد. با توجه به درختچه رسم شده (4-5)شکل شد

 JN589885.1علاوه پس از توالی است. به Brassica rapaدر  JN589885.1آمده در این تحقیق، توالی 

، Brassica rapaدر  NM_001302068.1و  JN589882.1 ،JN589884.1های یتوالبه ترتیب 

های یتوال، Arabidopsis thalianaدر  AJ224161.1و  BT003379.1 ،BT000442.1های یتوال

AJ224160.1  وNM_001315578.1  درBrassica napus  و توالیJN589883.1  درBrassica rapa 

لی ین توالی با توادورترنشان دادند. همچنین  D8DESی توالبهیلوژنتیک را فبیشترین میزان نزدیکی 

D8DES  به لحاظ فیلوژنتیک، توالیAF428464.1  درArabidopsis thaliana  توالی  ازآنپساست و

KU061225.1  درSorghum bicolar ،های یتوالNM_001137394.1  وNM_001137394.2  درZea 

mays  های یتوالوKU061226.1  وKU061227.1  درTriticum aestivum  های یتوالدورترین

 .(6-4)شکل است D8DESی توالبهیلوژنتیک نسبت ف ازلحاظ NCBIدر پایگاه  شدهثبت

 وجودبه Brassica oleraceaو  Brassica rapaاز هیبریداسیون  Brassica napusبا توجه به اینکه  

دارد، نزدیکی  Arabidopsis thalianaآمده است و همچنین به لحاظ ژنتیکی شباهت زیادی با 

، JN589885.1، JN589882.1 ،JN589884.1 ،NM_001302068.1ای هیتوالیلوژنتیک ف

BT003379.1 ،BT000442.1 ،AJ224161.1 ،AJ224160.1 ،NM_001315578.1  وJN589883.1 

با توالی  Arabidopsis thaliana و Brassica rapaدسچوراز در  8-های کدکننده ژن دلتایتوالعنوان به

D8DES  درBrassica napus قابل توجیه است. یسادگبه 

http://prosite.expasy.org/
http://www.genome.jp/tools-bin/clustalw
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 D8DESدسچوراز در گیاهان مختلف و توالی  8-شده ژن دلتاهای ثبت: درختچه فیلوژنتیک برای توالی6-4شکل 
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 سازییفردهمنیز مورد  ncbiدر پایگاه  شدهثبتدسچوراز  6-دلتا هاییتوالبا  D8DESتوالی همچنین 

دسچوراز  6-دلتا هاییتوالباهت این توالی و درختچه فیلوژنتیک بر اساس شقرار گرفت و  چندگانه

این درختچه نیز شباهت (. نتیجه جالب بدست آمده حاصل از رسم 7-4شکل نیز رسم گردید) شدهثبت

با در نظر گرفتن نتایج حاصل  یجهدرنتبود.  شدهثبتدسچوراز  6-دلتا هاییتوالبا  D8DESبالای توالی 

-دسچوراز و همچنین وجود چندین دومین دلتا 6-دلتا هاییالتواز رسم درختچه فیلوژنتیک بر اساس 

 برد.دسچورازی برای این توالی را بالا می 6-دسچوراز در این توالی احتمال فعالیت دلتا 6
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دسچوراز در گیاهان و ریز  6-کدکننده دلتا هایتوالی: درختچه فیلوژنتیک رسم شده بر اساس شباهت 7-4شکل 

 D8DESبا توالی  هاجلبک

 (KX013495.1, Chlamydomonas sp.; KX056120.1, Ribes mandshuricum; GU390532.1, Lobosphaera 

incise; XM_003074091.1, Ostreococcus tauri; U79010.1, Borago officinalis; DQ067612.1, Echium 

sabulicola; GU198926.1, Ribes nigrum; GU198927.1, Ribes nigrum; GU198928.1, Ribes nigrum; 

JX049587.1, Chlamydomonas sp.; DQ367892.1, Nonea caspica; GU237486.2, Echium amoenum; 

BK006814.1, Ostreococcus lucimarinus CCE9901; AY234125.1, Primula farinose; AY234127.1, Primula 

vialii; AY952780.1, Echium plantagineum) 
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 گیرینتیجه

سایر  الانگاز 6-دسچوراز و دلتا 6-اهای دلتتوالی BLASTحاصل از  آمده بدستهای هبا توجه به داد

همچنین نتایج . یافت نشد هاتوالیکه هیچ توالی مشابهی در ژنوم کلزا با این ژنوم کلزا  علیه گیاهان

دسچوراز و  6-تاهای دلشده توالینواحی حفاظت اساس بر شدهطراحیهای پرایمر BLASTحاصل از 

 بدستهای علاوه دادههب از ژنوم کلزا نبودند. ایناحیهژنوم کلزا که قادر به تکثیر هیچ  علیه الانگاز 6-دلتا

 ETAو  STA چرب اسیدهایعدم وجود  نشانگر کهاز آنالیز کروماتوگرافی گازی روغن بذور کلزا  آمده

توسط  PCRای طی فرآیند زنجیره ر توالیدرنهایت عدم تکثی در محتوای روغنی بذر کلزا بود، و

توان نتیجه گرفت که می ،الانگاز 6-دسچوراز و دلتا 6-های دلتابرای تکثیر توالی شدهطراحیپرایمرهای 

 6-و استفاده از مسیر دلتا شوندالانگاز توسط ژنوم این گیاه کد نمی 6-دسچوراز و دلتا 6-دلتا هایژن

 در گیاه کلزا وجود ندارد. 3-رب امگادسچوراز برای تولید اسیدهای چ

الانگاز در گیاهان یافت نشده  9-کننده دلتاکنون هیچ توالی کدفرض که تااز طرفی با توجه به این پیش

-n 20:3نتایج آنالیز کروماتوگرافی گازی روغن کلزا که در آن اسید چرب  با استناد به است و همچنین

توان استنباط اسید است، مشاهده نشد میلینولنیک-از بر روی آلفاالانگ 9-که فرآورده عمل آنزیم دلتا 3

الانگاز توسط ژنوم کلزا کد  6-دسچوراز و دلتا 6-های دلتاالانگاز نیز همانند آنزیم 9-کرد  آنزیم دلتا

 شود. نمی

نواحی  اساس برشده با طول مورد انتظار توسط پرایمرهای طراحی به تکثیر باند توجه با درنهایت

ه آن سو مقای آمده بدستیابی قطعه دسچوراز در سایر گیاهان و نتایج توالی 8-شده توالی دلتاحفاظت

دسچوراز در ژنوم کلزا  8-توان ادعا کرد که ژن دلتامی NCBIدر پایگاه های موجود از ژنوم کلزا  با توالی

با استفاده از هر دو  PCRای رهانجام واکنش زنجیبه اینکه  توجه باشود. همچنین و بیان می دوجود دار

قادر به  الگو عنوانبهکلزا، از  یاستخراج DNAاستخراجی و  RNAتولید شده بر اساس  cDNAی نمونه

 cDNAو  DNAحاصل از  تکثیرشدهقطعات  یابیتوالی همچنین .باز بودند 1100تکثیر توالی با طول 

توان نتیجه گرفت که می درنتیجهیر توالی بود. نشانگر تکث PCR ایزنجیرهالگو برای واکنش  عنوانبه

 باشد.دسچوراز فاقد اینترون می 8-که در فصل اول ذکر شد توالی دلتا طورهمان
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  هاپیوست

 

چرب موجود در محتوای روغنی نخل، کلزا، کتان، آفتابگردان، زیتون، سویا و  اسیدهایپیوست: میزان و نوع  1جدول 

 (Matthew R. Miller et al. 2008)گاوزبان گل
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 PCRتوسط  تکثیرشدهمختلف از توالی  تکرارهای: 2پیوست 

>D8D1_6156_D8Des 

ANGNANGNNACTCTGGCTGANCCAGGCAAGTCGGNTAAATCCTGGCACAGT

TGGCCAANCGNCGCAAACNCGTTCAAAGCTTTCCACCCCGGAACCGCGTGG

CACCACCTCGACNACCTCTTCACCGGCTACCACGTCAGCGACTTCCAAGCCT

CCGAAGTCTCCCGCGATTACCGCCGCATGGCCGCCGAGTTTCGCAAACTCG

GCCTATTCGAAAACAAAGGCCNCGTCACTCTCTACACCTTATCCTTCGTCGC

CGCCATGTTCGCCGCCGTTCTCTACGGCGTTCTCGCCTGTACTTCGCTCCTCG

CTCACCANATCGCGGCCGCNATACTCGGACTGNTATGGATCCANAGCGCGT

ACATCGGCCACGACTCTGGACATTACGTCNTCATGACNAACAAATCTTATA

ACAGATTCNCTCACCTTCTCTCCGGTAACTGCCTAACGGGAATCTCGATCGC

GTGGTGGAAATGGACTCACAACGCGCATCNCCTCNNGTGTAACAGCCTCGA

TTACNATCCCGATCTGCANCACATCCCCNTGTTTGCAGNCTCCGCCAAGTTC

TTCAACTCCATGACGTCGCGGTTCTACNATAGGAAACTCGCTTTCNATCNCT

TGGCGAGGCTCTTGATCNCTTNCCAGCACTTCACTTACTACCCGGTCNTGTG

CTTCGGGAGAANCANCCTGTTTGTGCAAACGCTCCTCCTCCTCTTCNCCAGC

GCGAGGTTCCNGATCGCGCGCTAAACTTCNNCNGAATCTTGNNGTTCTGGA

CTTGNNTCCCGTTCTGNTTTCCTGCTTACNGACATGNCCGGAGAGATTCTTC

TTCGTCTTCACNANCCTTCANTGNTACGGCGCTTCAGNATATANAATTCACG

CTTAACCATTTCNNTGCTGATGNGTACGNGGGCCCGCCCACCGGGGGGAGA

CTGGNTTCGAGAAGNAGGCGGGGNGAACGTTGGATATCTCNGGTAGTTCGA

NATGGNATGGGTTCTTCNGTGNGGTTGCNNTTTCANCCTCAAGCACCNTTTT

GTTCCGAAGCTGCCGCGTTGNCATTTGCGAAANGGGCNCCNGGGGGNTCAG

GAAGCTTNGCAAGANCNATAACCTTNCNNAAAAGAAGTTAAT 
 

>D8D2_6156_D8Des 

CNNANGNNGACTCTGGCTGATCAGGCAAGTCTGGGTAAATCCTGGCAAAGT

TGACNTAAANCGNGGAAACGCGACCAAAGCTTTCCTCCCCGGAACCGNGTG

GCANCACCTCGACAACCTCTTCACCGGCTACCACGTCAGCGACTTCCAAGCC

TCCGAAGTCNCCCGCGATTACCGCCGCATGGNCGCCNAATTTCNCAAACTC

GGCCTATTCGAAAACAAAGGCCACGTCACTCTCTACACCTTATCCTTCGTCN

CCGCCATGTTCGCCGCCGTTCTCTACGGCGTTCTCGCCTGTACTTCGCTCCTC

GCTCACCAGATCGCGGCCGCGATACTCGGACTGTTATGGATCCAGAGCGCG

TACATCGGCCACGACTCTGGACATTACGTCATCATGACGAACAAATCTTATA

ACAGATTCGCTCAGCTTCTCTCCNGTAACTGCCTAACGGGAATCTCGATNGC

GTGNTGGAAATGGACTCACAACGCGCATCACCTCGCGTGTAACAGCCTCGA

TTACNATCCCGATCTGCANCACATCCCCGTGTTTGCAGTCTCCGCCAAGTTC

TTCNACTCCATGACGTCGCGGTTCTACGATAGGAAACTCGCTTTCNATCCCT

TGGCGAGGCTCTTGATCAGTTACCAGCACTTCACTTACTANCCGGTCATGTG

CTTCGGGAGAATCAACCTGTTTGTGCAAACGCTCCTCCTCCTCTTCTCCAAG

CGCGAGGTTCCGGATCGCGCGCTAAACTCGCCGGAATCTTGGTGTTCTGGAC

TTGGTTCCCGCTCTTGGTTTTCCTGCTTACCGACTTGNCCNGAGAGATTCTTC

TTTCGTCTTCANTANCTTCNTGTTACGGCGCTTCANCATATANAATTCACGC

TTAATCATTTCNNTGCTGATGNGACGTGGGGCCGCCCACNGGGGGGAGACT

TGGTTCGANAAGCAGGCGCGGGACGTTGGAAATNNCGGNAGTCGTATAGG

NTTGGGTTCTTCGGGGGTTGCGTTTCACTCGAGCACCNTTTGTTTCCAAGGC

TGGCCGCGTGNNCATTTGCGGAANANGGTTCCG 
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>D8D3_6156_D8Des 

CGGACNNTNTGTCTCTCTTNNNNGNGGCCAGCGTCGGTCGCGCTGGCGTCT

GGTGTATTCATAGTGGATTGGTTCTTTGGTGGGTTAGCGTTTCGGCTCAAGC

ATCATTTGTTCCCTACGCTGCCACGTTGCCATCACANGAAAGTGTCTCCTGT

GGTTCAAGAGCTTTGCAAGAAGCATACTCTTAANTATANGAGTCTTTCCTGG

TGGGAGGCTAATGTGTGGACCATTANGACTTTGAANAAAGCTGCTTATCAA

GCTAGAGATGCTGCTAATCCTGTGGTTAAGAACTTGGTTTGGGAAGCTTTGA

ATACTCATGGCTAAAATACTCNGCCTCCTCTGGATGCAGAGCGCGTACATTG

GCCATGACTCGGGGCATTACGTCATCATGAAGAACAAGTCGTACAACAAGT

TCGCTCANCTTCTCTCCGGCAACTGCATCACCGGGATCTCCATCGCGNGNTG

GAAGTGGACCCNCAACGCTCATCACCTCTCTTGNAACAGCCTCNACTACGA

TCCCGACGTGCAGCACATCCCTGTCTTCGCCGTGTCCTCCAAGTTCTTTAACT

CCATGACGTCACGTTTCTANGATCGGAAGCTCACGTTTGATCCGCTCGCGAG

GTTTTTNNTAAGCTACCANCATTTTACTTATTACCCGGTGATGTGTTTCGNG

AGGATCANCCTTTTTATCCAAACNTTCCTTCTCCTCTTCTCNAAGCGTGAGTT

CCCCGACCGNGCTCTCAACTTANCTGGATCTTTGGTGTCTCTGGACGTGGTN

CCNGNTCTTGGTCTATTGTCCTCCCATCTTGACTGAGAGAATCNTTCTTTCTC

TTGACGAGCTNCACNGTCACGGCGCTTCCACATATTCAATTCANNCTTTACC

ATTTATGCGNTGAAGNCTACNTGGATCCACCNACGGGCAACNANTGGTTCG

AGAACCAACCGCCGGGACGCTNGGANATCTNTGTACTTCCTACATGGAATG

GGTTCTTGGTGNGTTACTGTTTCANTCNANCATCATTNGGTTCCTAAGGCNG

CCNNTTGNCCANCTTAGNNAAANTAGTCCTCCTGGNGGTNTCAGACNCTTG

T 
 

 دسچوراز 6-جهت تکثیر توالی کد کنده دلتا مورداستفاده: توالی پرایمرهای 3پیوست 

 نام پرایمر  توالی پرایمر

GGCAAAGACGCCACGGACGTT FDes1 

 

CTGGTGGAAGAGCAAGCACAACGC NFDes1 

 

GCTTGTGGCACAGCTCCATGATGG RDes1 

 

GGGTGGTCAAGACGTTACAGATGC FDes2 

 

GGCACTATCGTGACAGGTTCTCTA NFDes2 

 

CCTCAGCCATAGGTGTTGACAGCT RDes2 

 

GGACCTATGGATCTCGGTTCAGGG FDes3 

 

GATAGCTCACTCCTGAATCTGGGT NFDes3 

 

TGCTCTAGTTGGAAGTGCAGTGC RDes3 
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 الانگاز 6-جهت تکثیر توالی کد کنده دلتا مورداستفاده: توالی پرایمرهای 4پیوست 

 نام پرایمر توالی پرایمر

CGTGCTGGCCTATCTGCTGATTGT FE6.1 

 

CCATGTACACCACCAGCAGCTGGG RE6.1 

 

ATGGCATTGACGGCGGCCTG FE6.2 

 

GTACGTGTACATGCACACGTGCACC RE6.2 

 

 

 دسچوراز 8-جهت تکثیر توالی کدکننده دلتا مورداستفاده: توالی پرایمرهای 5پیوست 

 نام پرایمر توالی پرایمر

GGCGGAGAAGAAGAAGTAC 

 
FD8.1 

 

TGGGTATTCAAAGCTTCCC 

 
RD8.1 

 

GCGATCCAAGGCAAAGTCTAC 

 
FD8.2 

 

TTAGCCATGAGTATTCAAAGC 

 
RD8.2 

 

 

 (5-4جهت رسم درختچه فیلوژنتیک)شکل شدهاستفادهدسچوراز  8-های دلتا: توالی6پیوست 

 کد دسترسی گیاه یا ریز جلبک دارای ژن

Arachis hypogaea FJ824607.1 

Stylosanthes hamata 

 

EF640314.1 

Glycine max 

 

KU061236.1 

Primula farinose 

 

AY234124.1 

Primula vialii 

 

AY234126.1 

Primula nivalis 

 

GQ981650.1 

Arabidopsis thaliana 

 

AJ224161.1 

Arabidopsis thaliana 

 

BT000442.1 

Arabidopsis thaliana 

 

BT003379.1 
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Brassica rapa 

 

NM_001302068.1 

Brassica rapa 

 

JN589884.1 

Brassica rapa 

 

JN589885.1 

Brassica rapa 

 

JN589882.1 

Brassica napus 

 

AJ224160.1 

Brassica napus 

 

NM_001315578.1 

Brassica rapa 

 

JN589883.1 

Helianthus annuus 

 

HM055576.1 

Helianthus annuus 

 

X87143.1 

Crepis alpina 

 

DQ176016.1 

Populus tomentosa 

 

KC689911.1 

Populus tomentosa 

 

KC689910.1 

Vernicia fordii 

 

GU564350.1 

Prunus persica 

 

KU061230.1 

Prunus persica 

 

KU061229.1 

Glycine max 

 

KU061235.1 

Glycine max 

 

KU061234.1 

Cucumis sativus 

 

KU061232.1 

Ribes nigrum 

 

GU198925.1 

Ribes mandshuricum 

 

KX061751.1 

Ribes nigrum 

 

GU198924.1 

Vitis vinifera 

 

KU061223.1 

Ricinus communis 

 

NM_001323691.1 

Jatropha curcas 

 

EF208109.1 

Populus tomentosa KC689912.1 
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Prunus persica 

 

KU061228.1 

Vitis vinifera 

 

KU061224.1 

Nicotiana tabacum 

 

EF110692.1 

Aquilegia vulgaris 

 

AF406816.1 

Anemone leveillei 

 

AF536526.1 

Borago officinalis 

 

AF133728.1 

Triticum aestivum 

 

KU061227.1 

Triticum aestivum 

 

KU061226.1 

Zea mays 

 

NM_001137394.1 

Zea mays 

 

NM_001137394.2 

Sorghum bicolor 

 

KU061225.1 

Arabidopsis thaliana 

 

AF428464.1 
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Abstract 

Plants can be used as sources for the production of omega-3 fatty acids, and this process 

is possible by genetic engineering of plant to have genes that encoding this biosynthetic 

pathway enzymes. Rapeseed can be a good candidate for research on the vegetable 

production of omega-3 fatty acids, given the high percentage of oil present in the seed, as 

well as the natural level of omega-3 fatty acids to omega-6 fatty acids in oil. 

Despit that the common pathway for production of omega-3 is delta-6 desaturase 

pathway, this research with the goal of generating genetic data about enzymes that might 

be use for the production of omega-3 in canola was done. At first, Oil samples of rapeseed 

were extracted and using the method of gas chromatography, the type and amount of 

different fatty acids found in rapeseed oil were determined, then bioinformatics studies 

was done by comparing the sequences encoding the delta-6 desaturase and delta -6 

elongase genes in other plant with the sequence of rapeseed genome. Subsequently, 

according to the results of bioinformatics studies, which resulted in no similar  sequences 

encoding the delta-6 desaturase and delta-6 elongase genes in the rapeseed genome, the 

existence of genes encoding the delta-9 elongase pathway for the production of fatty acids 

omega-3 was examined in the rapeseed genome. Comparison of sequences encoding 

delta-9 elongase and delta-8 desaturase genes in databases with rapeseed genome resulted 

in detect of a series of sequences with similarity to delta-8 desaturase. consequently, with 

the comparison of different sequences encoding the delta-8 desaturase gene in plants, 

protected gene sequences of this gene were identified and used to design non-specific 

primers. RNA were extracted from leaf and seed tissues of rape and after cDNA synthesis, 

using the designed primers, Delta-8 desaturase sequence in the rapeseed genome were 

amplified. after electrophoresis and confirmation of expected length the amplified 

sequence were extracted from agarose gel and cloned in TA vector. Then, this transgenic 

vector was transferred to E. coli DH5a strain and after blue-white screening and 

successfully confirming the cloning sequencing was confirmed. At the end, the obtained 

sequence was compared with other delta-8 desaturase encoding sequences and thus was 

identified as a unique sequence. 

Keywords: omega-3, canola, delta-6 desaturase, delta-6 elongase, delta-9 elongase, delta-

8 desaturase 
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