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  �شࢁ� و �دردا�ی

 Ϧ ࣾت �بار و�ودεان �یاسا�م و از ر�� � ଢسا � � Ϧ �঩ඁ�م سا ൚ ار � �م߰ �در و ما�ی तدا̯ Ϧ از روی໊  �م ೢ ی را ��ی εا໊ ೯دا

اری ا�ت  Φ �भا Λ Ϧ �ود�شان � د��ی ೢ γ �ما�م� واঁ ϸت δ ࢙م و دا� ω Ύ �ই ϥان � راεو�ود ଢرم و از سا�ව ̱ Ϩا εاΣ و � �Ϳ

 ໖ ߰ی ا�ت � �ود�مਚیॻرم و ��شان د� � ϥند و را�౮ ار߰  ما��঒ ଢی ام �ودϥ ا�د د��م را ໋� Ϧ ا�ن دو و�ود߰ �س از �ورد̳ �ا ೢ

ࢋ �Ϳو౻�ند�  �از و ��� δ �قد�م �Ϳن     ر�౮ن را � ا�ن وادی ز�دਛی � از່  Ϧ �و� ૑ ධزی ا�ت �࡛ � ̱ �حاϛ ا�ن � «  

ι Ϧدر߰ با �  ૐ � ϛماঊ � Ϧ ൐ی̮ ೢ ��້ Σ ༚ی د�඿ر εا�� Ϳ ΍ا�قدرࠋ �نا� ࣩو�ॼت را�ঘما�ن Υ از ا�تاد໋  �و��ی߰ �� ϔ و່  ਫی ࢖

�౮ند �໋ ϥدϨ Ϧ را � ࠱   ࠋঊماϛ �شࢁ� را دارم ا�ن پایان ��

 ଡزا� Ϧ از اسا�ید່  یدری ೢ ༚ی د�඿ر �و� � Ϳ ی و��ঘر ا��ن ا�ا�඿ی د༚ Ϳ  دیࠋ� Φار εا໋ �भ̢اسࢂ�ارما   ࠋεان را دا�তم �

Ϧ ��ا   �ید س�ൎما�ی ೢ ੀندس່  ༚ی � Ϳ ΍نا� ϥ ୎م و �و�� Ϧ دو�تان � �ঙ ̢اسࢂ�ارم�از �د�د  � δ یاری໊  ঒و୑ ام ا�نΞ   �  ا�

ࡶ�زاد�ॏ ϥی �� Ϧ �ં ���७߽ور  �༙     ߼
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  ��ھد ��ه

بیوتکنولوژي گیاهی دانشجوي دوره کارشناسی ارشد رشته  فاطمه جعفرزاده قمیاینجانب 

بیانی و تکاملی مطالعه همنامه دانشکده کشاورزي دانشگاه صنعتی شاهرود نویسنده پایان

تحت  تک لپه و دو لپه در مسیر بیوسنتز لیگنین در گیاهاي دخیل هبرخی از ژن

  .شوممتعهد می دکتر شاهرخ قرنجیکراهنمائی 

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

  شده است .در استفاده از نتایج پژوهشهاي محققان دیگر به مرجع مورد استفاده استناد 

 نامه تاکنون توسط خود یا فرد دیگري براي دریافت هیچ نوع مدرك یا امتیازي در هیچ مطالب مندرج در پایان

 جا ارائه نشده است .

  دانشگاه « باشد و مقالات مستخرج با نام کلیه حقوق معنوي این اثر متعلق به دانشگاه صنعتی شاهرود می

 به چاپ خواهد رسید .»  Shahrood  University  of  Technology« و یا » صنعتی شاهرود 

 نامه تأثیرگذار بوده اند در مقالات مستخرج از حقوق معنوي تمام افرادي که در به دست آمدن نتایح اصلی پایان

 رعایت می گردد. نامهپایان

 ها ) استفاده شده است ضوابط نامه ، در مواردي که از موجود زنده ( یا بافتهاي آندر کلیه مراحل انجام این پایان

 و اصول اخلاقی رعایت شده است .

 نامه، در مواردي که به حوزه اطلاعات شخصی افراد دسترسی یافته یا استفاده در کلیه مراحل انجام این پایان

                                                                                                                                                                 شده است اصل رازداري ، ضوابط و اصول اخلاق انسانی رعایت شده است .

  تاریخ                                                 

  امضاي دانشجو                                                 

  

  

  

  مالکیت نتایج و حق نشر

کلیه حقوق معنوي این اثر و محصولات آن (مقالات مستخرج ، کتاب ، برنامه هاي رایانه اي ، نرم افزار ها و تجهیزات ساخته 

 در تولیدات علمی مربوطه ذکر شود .. این مطلب باید به نحو مقتضی  باشدمیشده است ) متعلق به دانشگاه صنعتی شاهرود 

 .باشدمیبدون ذکر مرجع مجاز ننامه پایاندر استفاده از اطلاعات و نتایج موجود 
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  چکیده

ي سلولی را از دیواره زیستی آروماتیک است و قسمت اعظمی مرهايپلیترین لیگنین یکی از بیش

هاي فنولی شبه یا ترکیب لیگنین و  دارد، انهاي متعددي در دفاع گیاهلیگنین نقش دهد.تشکیل می

ز دهند. شوري خاك یکی اپاسخ می زیستیغیر و زیستی يهاتنشاغلب به سرعت به  لیگنین

زاي غیر زنده است که اثر نامطلوبی بر تولید و کیفیت محصولات مساعد و تنشترین عوامل نامهم

 فی شده است.و سویا در سراسر دنیا معر ي کشت برنجکشاورزي دارد و یکی از عوامل محدود کننده

 هاي ریزآرایهو داده هاي مسیر بیوسنتز لیگنین از ابزار بیوانفورماتیکدر این پژوهش براي مطالعه ژن

در مسیر بیوسنتز لیگنین در مقاومت گیاه به تنش شوري نقش  هاي دخیلبرخی از ژن استفاده شد.

انتخاب  (تک لپه) و برنج (دو لپه) سویا مدل در دو گیاه  PAL ،4CL ،(CCRها (بنابراین این ژن دارند.

هایی که هاي اصلی و ژنبیان با ژنهاي همها به منظور یافتن ژنبیانی این ژنهاي هم. بررسیشدند

. ، انجام شداي دارند اما احتمالاً در بیوسنتز لیگنین و مسیرهاي دیگر نقش دارندعملکرد ناشناخته

و  PALبیان با به عنوان ژن هم STRبیانش، چالکون سنتتاز و نیز ژن و ژن هم  4CLبررسی بیان ژن

CCR حساس (  دو رقم تحت تیمار شوري درL17200و 0دو سطح  ) و مقاوم (ویلیامز) سویا و در 

نتایج  .زمان واقعی انجام شد PCR، توسط دستگاه ساعت  48و  24، 6، 0بازه زمانی  4میلی مولار و 

ساعت اول اعمال تنش شوري بیان  6در رقم حساس سویا در  4CLبیان ژن نشان داد که ژن 

. افزایش بیان معنی داري داشتند ساعت هر دو رقم 24و در زمان  داشته نسبت به رقم مقاوم تريبیش

ان ها افزایش بیدر همه زمان STRبود و ژن  4CLژن  ساعت مشابه با 24در زمان  CHsبیان ژن 

هاي هاي بیوانفورماتیک را تایید کرد و نشان داد که ژنهاي آزمایشگاهی بررسیبررسی  داشت.

ها جایگاه اتصال پروفایل بیانی مشابهی دارند. آنالیز پروموتور نشان داد که در بالادست این ژنبیان، هم

وپانوئیدها دخالت دارند، براي تعدادي از فاکتورهاي رونویسی که در مسیر بیوسنتز لیگنین و فنیل پر

 وجود دارد.

  بیان ژنبیان، ژن هم تنش شوري، لیگنین،: کلمات کلیدي
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   ��ه���ت �قالات �����ج از پایان

1- Jafarzadeh qomi,f,.Gharanjik,.sh.(2019) Expression of 4-Coumarate-CoA  

ligase gene in sensitive and tolerant soybean cultivar under salt stress,Intentational 

student Biotechnology Congress,25-27 February2019,University of Tehran.  
آنزیم  بیان باهمهايشناسایی ژن ") 1398جعفرزاده قمی،ف .،قرنجیک .ش،( -2

بیوسنتز لیگنین در سویا و در مسیر (4CL) لیگازآکومارات کوآنزیم-4و (PAL)آمونیالیازآلانینفنیل

تا  10.بیوتکنولوژي جمهوري اسلامی ایران،سومین همایش بین المللی و یازدهمین همایش ملی "برنج

  هاي بین المللی رازي.مرکز همایش1398شهریورماه  12

بررسی نحوه پاسخ ژن چالکون سنتتاز تحت تنش  ) 1398جعفرزاده قمی،ف .،قرنجیک .ش،( -3

، سومین همایش بین المللی و یازدهمین همایش ملی  شوري درارقام حساس و متحمل سویا

هاي بین المللی رازي.مرکز همایش1398شهریورماه  12تا  10.بیوتکنولوژي جمهوري اسلامی ایران
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  مقدمه 1-1

باشد. دیواره شکل سلول و پاسخ سلول به محیط میسلولی گیاه عامل مهمی براي تعیین  دیواره

همی سلولز و لیگنین تشکیل شده است. لیگنین بعد از سلولز  ترکیباتی چون سلولز،لی ثانویه از سلو

 ,Boerjan(شودز کربن آلی در بیوسفر را شامل میا %30دومین پلی مر زیستی مهم بوده که تقریبا 

Ralph et al. 2003(. 

ه بر این لیگنین چوبی شدن و استحکام ساقه نقش دارد. علاو ،سلولیلیگنین در شکل ساختاري دیواره 

طریق سیستم آوندي را دارا است و سلولی بوده و توانایی انتقال آب و مواد محلول از  عایق آب دیواره

. مسیر فنیل محیطی را بر عهده دارد هايها و دیگر تنشنقش مهم حفاظت گیاهان در برابر پاتوژن

این مسیر ساخته  یژه درختان است که لیگنین درپروپانوئید مسیر بیوسنتزي بزرگی در گیاهان و به و

هاي ثانویه را روپانوئید سطح وسیعی از متابولیت. مسیر فنیل پ)Eudes, Liang et al. 2014(می شود

هاي زیستی و غیرزیستی شرکت ه تنشکند که در توسعه گیاهان و پاسخ گیاهان بتولید می

  .)Eudes, Liang et al. 2014(کندمی

تغییر دهد و به طور غیر تواند جریان کربن را در مسیر فنیل پروپانوئید کاهش بیوسنتز لیگنین می

 نقش مهمی در هاي ثانویهگذارد. بسیاري از متابولیتهاي ثانویه اثر میمستقیم  روي سنتز متابولیت

که بیان ژن   تغییرات لیگنین نشان داده است ،زون بر این. افکنندتعاملات گیاهی و محیطی ایفا می

بررسی و درك این اثرات غیر دهند. هاي مختلف، پاسخ میهاي مسیر بیوسنتز لیگنین به تنش

 Baxter and Stewart Jr(دستکاري لیگنین ضروري استبراي  هاي مرتبط با تنشدر فرآیندمستقیم 

2013(.  

اطلاعات زیادي در زمینه ي مهندسی لیگنین از طریق مطالعات مربوط به مدل گونه آرابیدوپسیس 

)Arabidopsis thaliana( توتون و)Nicotiana tabacumبه دست آمده است ()Baxter and 

Stewart Jr 2013(علاوه بر این تغییر متابولیسم فنیل پروپانوئید و تغییرات در بیوسنتز لیگنین هم . 
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تی و غیر زیستی در ارتباط چنین می تواند با تغییر در نحوه پاسخ گیاهان به تنش هاي زیس

  .)Baxter and Stewart Jr 2013باشد(

گیاه وح ترکیبات ثانویه می توانند  مقاومت تغییر در مسیر بیوسنتزي لیگنین نشان داده است که سط

ها را به عنوان یک ها و یا فلاونوئیدغیرزیستی افزایش دهند.گیاهان آنتوسیانینهاي ابر تنشبردررا 

دماي سرد و تنش خشکی تجمع می  ، UV-Bآسیب  ،حفاظتی علیه تنش شوريمکانیسم 

  .)Baxter and Stewart Jr 2013د(دهن

و متحمل به تنش شوري در نیشکر مشخص شد که تجمع هاي حساس نروي کلو در یک مطالعه

هاي متحمل بیشتر است و این برابر در کلون 3ها به میزان فلاونها و هاي محلول و آنتوسیانینفنول

ب پلاست از آسیحفاظت ساختار سیتوپلاسمی و کلرو ترکیبات براي تقویت تحمل شوري و به دلیل

  .)Baxter and Stewart Jr 2013هاي شوري پیشنهاد شده است(تنش

برنج گیاهی یک  .گرفت انجام سویا و گیاه برنج دو روي بر بیوانفورماتیکی هايبررسی پایان نامه نای در

در آسیا و  oryzaاز جنس  (graminae)علفی و تک لپه است. این گیاه از تیره گندمیان ،ساله

glabrima  2011 ،(مادانا و همکاراناستدر آفریقا  می باشد. برنج یک گیاه مدل گیاهان علفی  .(

. این ویژگی اي مقادیر زیادي پروتئین و روغن استسویا نیز یک گیاه مدل دو لپه اي است که دار

سویا را به یک محصول کشاورزي مهم در صنایع تولید مواد غذایی و تولید لوازم آرایشی و بهداشتی 

قرار گرفته تی نیز مورد توجه هاي زیساخیرا سویا به منظور تولید سوخت تبدیل کرده است.

  .)Baldoni, Von Pinho et al. 2013(است

هاي ارُتولوگ شناخته شده انجام می مقایسه با توالیر معمول از طریق هاي جدید به طوتوالی تفسیر

اهان به دلیل شود. با این حال برخلاف روابط ارُتولوگ در ژنوم هاي جانوري، این نوع ارتباط ها در گی

ه دادمطالعات نشان  .)Obayashi, Okamura et al. 2014(تر استها پیچیدهرویکردهاي تکثیر ژن

لوگ با ارائه هاي پاراین مشکل کمک کند. در واقع بین ژنتواند به حل ااست که پروفایل بیان ژنی می

 هایی که در مسیر بیولوژیکیدهند. ژنها را تشخیص میهاي زیستی خود، آنشواهدي در مورد نقش
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تواند  ها مییانی ژنبابراین اطلاعات در مورد همشوند . بنهستند به طور کلی با هم بیان می مرتبطی

 (Obayashi, Okamura et alهاي بیولوژیکی در سطح مولکولی باشدکلید اصلی در شناخت سیستم

2014(.  

شده ها انجام سلولز در برخی از گونهن هاي درگیر در سنتز سلولز و همیاگرچه آنالیزهاي بیان براي ژ

هاي مرتبط با لیگنین کمتر مورد  بررسی قرار گرفته اظت شده در میان ژنبیانی حفاست اما رابطه هم

نی انجام گرفته بیاالعاتی که به منظور پیدا کردن همدر مط )Ruprecht and Persson 2012( است

هاي ) با بسیاري از ژنPAL(دوپسیس آنزیم فنیل آلانین آمونیالیازمشاهده شد که در گیاه آرابی ،است

  .)Ehlting, Hamberger et al. 2006( بیانی داردگیري لیگنین رابطه  همدرگیر در شکل

هاي درگیر ها با استفاده از ژنبیانی نسبی بین گونهبیانی پلانک و همکاران، روابط همدر مطالعات هم

هاي قش ژنم بیانی براي نهاي هش. در این تحقیق رودر مسیر  بیوسنتز لیگنین نشان داده شد

ایزوپرونوئید و گلوکوزینولات و مسیرهاي مختلف متابولیسم در  ،دخیل در شکل دیواره سلولی

  .(Proost and Mutwil 2017) آرابیدوپسیس مورد استفاده قرار گرفته اند

 را تحت تاثیر قرار غیر زیستیهاي تواند پاسخ گیاه در مقابل تنشتغییر در مسیر بیوسنتز لیگنین می

در گیاه برنج انجام 4CL  )  (ligase CoA- coumarate -4بررسی که بر روي آنزیم یک دهد. در

مشخص شد که این آنزیم در مسیر بیوسنتز لیگنین و  ایجاد مقامت دربرابر بیماري بلاست  ،گرفت

 ز فلاونوئیدها وبراي بیوسنت CoA هیدروکسی سینامات را به استرهاي 4CLدارد.  مهمیبرنج نقش 

   .)Sun, Di et al. 2017( کندلیگنین تبدیل می

بیانی برخی از ژن هاي سنتز هاي بیوانفورماتیک، به منظور یافتن روابط هماین تحقیق ابتدا بررسیدر 

 هايژن این سیس عناصر مطالعه ي و ..)  PAL ،4CL  ،CCRکننده مسیر بیوسنتز لیگنین ( نظیر 

نج و گیاه بر این مسیر در در دخیل هايپروتئین و هاژن سطح دو در هاتوالی تفاوت بررسی و بیانهم

، NCBI  ،KEGG  ،Phytozomeهاي اطلاعاتی و ابزاري مانند سویا  با استفاده از پایگاه

Genevestigator  ،ATTED II  شد.و... انجام  
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در گیاه سویا تحت تیمار تنش شوري  ي دخیل در مسیر بیوسنتز لیگنینهااز ژنسپس بیان برخی 

ی شامل کشت گیاهان در دو شرایط شوري و نرمال، مورد بررسی قرار گرفت. عملیات آزمایشگاه

ها با استفاده . بررسی میزان بیان ژنانجام شدو ...  CDNAهاي مختلف، سنتز از بافت  RNAاستخراج 

  اندازه گیري شد. زمان واقعی RCRاز دستگاه  

  اهداف تحقیق 1-2

هاي سنتز کننده هاي بیوانفورماتیکی به منظور یافتن روابط هم بیانی برخی از ژنبررسی .1

  مسیر بیوسنتز لیگنین

هاي دخیل در بیوسنتز لیگنین در تنش شوري در دو رقم حساس و بررسی میزان بیان ژن .2

زمان  RCRهاي اختصاصی طراحی شده با استفاده از تکنیک مقاوم سویا از طریق آغازگر

  واقعی

  مقاوم در گیاه سویا.دهنده به تنش شوري دو رقم حساس و هاي پاسخمقایسه میزان بیان ژن .3
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  شناسیگیاه 2-1

 مینأت در مهمی نقش که است زلگومینو ادهخانو مهم نگیاهااز  یکی) Glycine max(L.) Merr( سویا

 مسو یک تقریباً دارد. و ذرت برنج م،ندگ مانند تغلا يادهخانو نگیاهااز  پس نجها علوفهو  اغذ

 نگیاها سایرو  سویااز طریق کشت  نسانیا رفمصا ايبر هشد آوريفر گیاهی غنرو اي وتغذیه تئینوپر

 مانند هم گیاه ینا ستا زلگومینو انوادهخ به متعلق سویا یی کهنجاآ ازد. شوتامین می زلگومینو ادهخانو

 Bradyrhizobium مبنا يکزخا يباکتر نوعی زیستیهم اريبرقر هـب درقا ادهنوخا ینا نگیاها سایر

 ،ديقتصاو ا یکیژکولوا نظراز . تثبیت بیولوژیک ازت دمیشوازت  یکیژبیولو تثبیت سببکه  ستا

 همو   عیزراهاي خاك تقویت موجب هگیا توسطازت  یکژبیولو تثبیت ایرز گیري داردچشمهمیت ا

شود می محیطی یستز يگیهادلوآ کاهش نهایت سببو در   تهاز يهادکو فمصر کاهش چنین

  .)1393 ،و همکاران میرزایی(

 ردمو ژينرو ا يکالر تأمین نظراز درصد روغن  16-24درصد پروتئین و 35-45ي سویا با داشتن دانه

 ترینارزش باو از  ستا رداربرخواي هیژو هجایگااز  عیزرا تمحصولامیان  و دام در ننساا زنیا

 Shereen and Ansari(رود به شمار می نجها پیشرفته يهارکشودر  ورزيکشا بخش تمحصولا

 تغذیهدر  تئینی)وپر (منبع انعنو به کنجالهو  کیراخو غنرو مانند سویا نهدا يهاآوردهفر .)2001

 سایر با عیزرا وبتنادر  هگیا ینا دنکروارد  طرفیو از  گیرد.مورد استفاده قرار می رطیودام و  ن،نساا

ادوات و  اعنوا يگیررکا به سهولتآن و  توسط وژننیتر تثبیت قابلیتو  ورزيکشا تمحصولا

شود. ولی آب و خاك میبهینه  دهستفاو ا كخا تقویت باعثآن  تولیددر  ورزيکشا يهانماشی

 90ا در کشور نشده است و بیش از ي سویهاي اخیر توجه چندانی به تولید دانهمتاسفانه در سال

، و همکاران یفه نوريطا(هاي گلستان و مازندران است استانتولید و کشت آن مربوط به درصد 

1393(.  
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از  هماند جا بهارزش  با وتئینیپر لمحصو  ،غنرو بخو کیفیت ،نیارزا ،نیاوافر لیلد به سویا غنرو

 ,Trichopoulou( هاي گیاهی استمنابع روغنترین و بازده بالاي روغن، از مهمکشی  غنرو

Costacou et al. 2003(.  

امروزه دو گونه  Oryzaeگونه جنس  23است. از  Oryzaeبرنج متعلق به خانواده گرامینه و جنس 

O.sativa دانند و اي و مرطوب آسیا میکه منشأ آن را مناطق حارهO. Gluberrima  که متعلق به

منبع غذایی بیش از نیمی از  ). برنجFAO، 2004گیرد (غرب آفریقاست مورد کشت و کار قرار می

درصد کالري مورد نیاز خود را از  70تا  60میلیون نفر  200مردم جهان است به طوري که در آسیا 

عدد کروموزوم است  24آورند. برنج گیاهی تک لپه و دیپلوئید با هاي آن به دست میبرنج و فرآورده

)2��  30000هاي کم تري () و تعداد ژن Mb430) که در مقایسه با سایر غلات ژنوم کوچکتر ( 24

  .)Ambavaram, Krishnan et al. 2011(ژن) دارد

  بیان مسئله 2-2

مساعد و تنش زاي غیر زنده است که اثر نامطلوبی بر تولید و ترین عوامل ناشوري خاك یکی از مهم

ي کشت برنج و سویا در سراسر دنیا دارد و یکی از عوامل محدود کنندهکیفیت محصولات کشاورزي 

هاي مختلف اي است که از جنبهي پیچیدهمعرفی شده است. صفت تحمل به شوري در گیاهان پدیده

میلیون هکتار از اراضی کشور داراي  8/6فیزیولوژیکی و مولکولی قابل بحث و بررسی است. حدود 

هزار هکتار از  570میلیون هکتار آن محدودیت شوري دارند و  3/4د که درجات مختلف شوري هستن

  اراضی شور در کشور داراي آب زیرزمینی در محدوده ي رشد ریشه هستند.

هاي  درگیر در مسیر بیوسنتز لیگنین ي هم بیانی برخی از ژنهدف از انجام این تحقیق مطالعه

چنین  بررسی باشد. همبرنج تحت تأثیر تنش شوري میدر دو گیاه سویا و  PAL ، 4CL ،CCRنظیر

هاي بیوانفورماتیک نیز در این مطالعه بیان حاصل از دادههاي همها و نیز ژنبیان برخی از این ژن

هاي حاصل از سایر افزاري و بیوانفورماتیک در کنار دادهانجام گرفت. استفاده از این اطلاعات نرم
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اند بستر مناسبی جهت بهبود تحمل به تنش شوري در گیاه برنج و سویا و هاي مولکولی می توتکنیک

یابی به این اهداف باید اطلاعات لازم را در مورد مسیر سایر گیاهان مشابه باشد. به منظور دست

  ي لیگنین در اختیار داشت.بیوسنتزي و ساختار تشکیل دهنده

  تنش شوري 2-3

باشد که می تواند رشد و خشک و نیمه خشک میهاي غیرزیستی در مناطق شوري یکی از تنش

شوري دارند. در  درصد مشکل 23عملکرد گیاه را محدود سازد. از کل اراضی زیر کشت دنیا حدود 

باشد که حدود میلیون هکتار می 32ارند بالغ بر هایی که به نوعی مشکل شوري دایران مساحت خاك

ترین محصولات از لحاظ سویا یکی از مهم .شودمیدرصد اراضی قابل کشت کشور را شامل  55

هاي زیستی ثیر تنشي آن به شدت تحت تأل رشد و توسعهاقتصادي در سراسر جهان است. با این حا

ترین واکنش گیاه به شوري خاك و یا آب، کاهش رشد است. اگر مهم گیرد.و غیر زیستی قرار می

(شوري)  هاي محلولموازات افزایش غلظت نمکي تحمل گیاه برسد به غلظت نمک به بیش از آستانه

کند که البته آهنگ کاهش رشد در گیاهان متفاوت است. مشکلات شوري در رشد گیاه کاهش پیدا می

  ).1392، و همکاران احمديشود (اثر تجمع کلرید سدیم به صورت سمیت و تنش اسمزي ایجاد می

آب  بجذاز  ممانعتو  پایین يسمزا پتانسیل خاطر به غلبا ر،شو يهاكخادر  نگیاها نیزنهاجو معد

ولی هنوز به درستی مشخص باشد. و یا عدم تعادل عناصر غذایی می Cl - و Na+هاي یونسمیت و 

 ريشو یطاشر تحت ربذ نیزنهاجو زداريبارا در  تريمهمنیست که کدام یک از عوامل یاد شده نقش 

 ینا بیانگر که هشد منجاا مختلف عیزرا نگیاها نیزنهاجوروي  بر ديیاز نسبتا تتحقیقا. میباشددارا 

و  یشهچهر لطو چنینهمو  نیزنهاجو صدو در سرعتو  ريشو غلظت یشافزا با که ستا قعیتوا

و  قفو اردمو گرفتن نظردر  توجه با مییابد. کاهش شاهد با مقایسهدر  داريمعنی رطو به ساقهچه

 وريضر نیزنهاجو مرحلهدر  ريبه شو متحمل مقاار شناختو دام،  ننساا تغذیهدر  سویا نهدا همیتا

  .)1389، و همکاران نی پورقربا( سدرمی نظر به
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یابد. تنش شوري منجر گیاه باشد رشد و عملکرد کاهش می اگر تنش شوري بیش از آستانه ي تحمل

تواند شود که به نوبه خود میدر برگ و مانع از تثبیت کربن می 2COها، کاهشبه بسته شدن روزنه

  .)George, Venkataraman et al. 2010(هاي اکسیژن فعال و القاء اکسیداتیو شودباعث افزایش گونه

 مناطقو  ستا ورزيکشا اتتولید یشافزدر ا هکنند ودمحد ملاعو ینترمهمو آب، از  كخا ريشو

 کافی تطلاعاا دنبوو  ريشو تنش به نسبت عیزرا نگیاها کم تحمل لیلد هب مینز طحـساز  سیعیو

و  پورعلی ( میباشد ورزانکشا ايبر دهستفاا غیرقابل عملا تنش نـیا هـب تحمل يهامکانیسم ردمودر 

  .)1389، همکاران

در اکثر مناطق ایران آب آبیاري از کیفیت مطلوبی برخوردار نبوده و به درجات مختلف با شوري همراه 

گیاهان متحمل و نیمه متحمل به شوري استفاده و در بسیاري  ها براي کشتگونه آباست. اغلب این

از موارد از عملکرد نسبتا مطلوبی نیز برخوردار نیستند. مصرف آب آبیاري شور ضمن کاهش عملکرد، 

در اندام هاي   Na+ و  K+هاي خشک گیاه موجب افزایش میزان یون ارتفاع، طول ریشه و وزن ماده

- تئین و افزایش درصد روغن دانه میش شوري موجب کاهش درصد پروتنچنین همگردد. گیاهی می

هاي تنش شوري گزارش نمودند. در گونه گردد. ولی برخی از محققین افزایش درصد پروتئین را در اثر

متحمل به شوري مقدار سدیم و کلر کمتر و میزان پتاسیم و نسبت پتاسیم به سدیم تجمع یافته در 

  .)1384، و همکاران همنیار(ب باشدس میبرگ بیشتر از ارقام حسا

هاي زیستی نظیر انواع ي سلولی داراي مکانیزم دفاعی در مقابل تنشگیاه به دلیل دارا بودن دیواره

ي سلولی داراي باشد. دیوارههاي غیرزیستی نظیر خشکی ، کم آبی و شوري و ... میها و تنشبیماري

ي سلولی ثانویه وجود دارد یکی از عوامل مهم مقاومت دیوارهباشد و لیگنین که در اجزاي مختلفی می

  .)Eudes, Liang et al. 2014(باشدها میه در برابر انواع تنشگیا
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  دیواره سلولی 2-4

را فراهم می کند، بلکه موانعی را علیه اصلی گیاه تنها ساختار گیاهی نه هايسلولي دیواره

با کوتیکول پوشانده شده  یگاه که سلولی، يیوارهد .زیستی ایجاد می کندغیر هاي زیستی وتنش

ها ، و براي نفوذ به این مانع، میکروبشوندها با آن مواجه میپاتوژناولین مانعی است که  است، معمولاً

 1لانسرووی دهند که عامل اصلیمیتحت الشعاع قرار را  ي سلولیههاي تخریب دیوارآنزیم

ي سلولز با گسترده يي یک شبکههاي بنیادي بر پایههاي سلولبیشتر دیواره .)Nuhse 2012(هستند

ي سلولی شامل دیواره .)Pauly, Gille et al. 2013(اندبنا شده سلولزمرتبط با همیهاي میکروفیبریل

رشد  در حالهاي هاي اولیه بخشدر دیواره باشد.ي سلولی ثانویه میي سلولی اولیه و دیوارهدیواره

 يدیواره در). 1-1(شکل تتعبیه شده اسپکتین هاي ساکاریدگیاهان، این شبکه در یک ماتریس پلی

- یها با لیگنین تقویت م، اما دیوارهي دارندکمتر گی پکتینیپراکندبالغ هاي سلولی ثانویه، بافت

اصلی هاي سلولی بر اساس این اجزاء هاگر چه بیشتر دیوار .)Endler and Persson 2011(شوند

تنوع  به دلیل این ناهمگونی. ها در ساختارهاي معماري سه بعدي بسیار متفاوت هستندآن اما هستند،

به کار ها پاتوژن ها در مقابلآن است که چون ترشح گلیکوزیل هیدرولازهاي متعددهم هاییاستراتژي

ممکن است برخی از ي پاتوژن در پاسخ به حملهگیاهان  .)Annis and Goodwin 1997(اندبرده

با  .)Hückelhoven 2007(توکسیک را تولید کنندپلیفنولی و مثلا ترکیبات  پلیمرهاي تقویت کننده،

و  بخش از نقش دیواره سلولی در دفاع است هاي فیزیکی و شیمیایی فقط یکاین حال، این واکنش

اختلال یکپارچگی د. اي داردیواره سلولی هزینه هايها براي تخریب مولکولتوانایی گسترده پاتوژن

چنین  ممکن است موجب تغییر شکل بخش مجاور غشاء پلاسما شود) و سلولی (که هم يدیواره

سلولی تغییر  يگیرد و وضعیت دیوارهمیقرار  توسط گیاهان تحت نظارت ،انتشار قطعات تخریب شده

  .)Hématy, Cherk et al. 2009(یافته، یک عامل مهمی براي سازوکارهاي دفاعی است

                                                
1 -virulence 
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گیاه، جنبه هاي بسیاري وجود دارد  یدفاع سیستم هاي سلولی دردیواره بسیار زیاد علیرغم اهمیت

 يهه عنوان مثال، اکثر کارها بر روي یک مجموعه محدود از پلیمرهاي دیوارب. شوندکه درك نمی

، اکستنسین و لیگنین) تمرکز کرده و نقش بالقوه بسیاري از دیگر اجزاي کالوس سلولی (به ویژه

هاي سلولی و دفاع، تکامل هسیار ناشناخته دیوارهاي بهدیگر از جنبیکی. سلولی، مبهم هستند يهدیوار

  .)Sorensen, Domozych et al. 2010(هاي دفاع استاستراتژي يتوسعهو

 زمان ضخیم شدناست و عمدتا در آوند چوبی  هايسوب لیگنین یکی از مراحل پایانی تمایز سلولر

ي لایه -1به طور کلی، دیواره سلولی ثانویه شامل سه لایه است:  .دهدرخ می ثانویه سلولی يدیواره

هر بار و رسوب لیگنین در مراحل مختلف  (S3) .داخلی يلایه -3و (S2) ي میانیلایه - 2 ،(S1) بیرونی

 يشود، در گوشهمیآغاز ي بیرونی لایه تشکیلرود و وقتی که ها پیش میقبل از رسوب کربوهیدرات

هنگامی که تشکیل ماتریس پلی ساکارید  .شودتشکیل می اولیه يسلول در ناحیه لاملا میانی و دیواره

بعد از سلولز و لیگنین شود. انجام می دیواره شود، لایه زایی از طریق دو سومتکمیل میي میانی از لایه

و  میانیبه طور کلی، غلظت لیگنین در لاملا . می گیرد قرارداخلی  در لایه سلولزهمی هايکمپلکس

  .)Donaldson 2001(استي میانی ي لایههاي سلولی بالاتر از دیواره ثانویهگوشه

لی ي سلوکند، دیوارهي سلولی را تصرف میدرواقع به دلیل این که لینگین بخش زیادي از دیواره

تري لیگنین ي آوندها معمولا مقدار بیشي ثانویهترین مقدار لیگنین را دارا می باشد. دیوارهثانویه بیش

  نسبت به فیبرها دارند.

ي ژلاتینی غیر چوبی که از سلولز کریستالی زیادي توسط لایه 2ي آنژیوسپرمي سلولی ثانویهدیواره

ي میانی لایه 3ي جیمنوسپرم، بافت چوبی فشردهشود. در مقابلتشکیل شده است تشخیص داده می

  .)Donaldson 2001(شوندهاي برجسته ي چوبی تشخیص داده میتوسط حلقه

                                                
  دانهگیاه نهان 2

  گیاه بازدانه 3
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میکرواسپکتومتر، سه مونولیگنول در مراحل مختلف شکل  - UVهاي میکرواتورادیوگرافی و دستگاه

در  Sو   G در ابتدا و به دنبال آن واحدهاي Hاند. عموما واحدهاي ي سلولی را نشان دادهگیري دیواره

  .),Terashima, Fukushima et al. 1993 Donaldson 2001(شوندآنژیوسپرم تشکیل می

تجمع بیشتري دارد و در عوض لیگنین موجود در فیبرها بیشتر  Gهاي لیگنین در آوندها در واحد

  ذخیره شده است. Sدر واحدهاي 

مرتبط گیاه سلولی  يوارههاي دیبا تغییرات تراکم لیگنین در لایه هانولگتفاوت زمان رسوب مونولی

یا خالص و  G ، خالصH هایی که علیه باديکه توسط ایمونوسیتوشیمی با آنتیبه طوري  است،

 Joseleau and Ruel 1997,( اند، نشان داده شده استلیگنین به کار گرفته شده GS مخلوط مصنوعی

Chabannes, Ruel et al. 2001(.  

  سلولز 

 هايبریلمیکروفی ي سلولی دارند.هاي سلولزي نقش یک ساختار اولیه در دیوارهمیکروفیبریل

 سلولزهاي کاتالیزوري بزرگ چندتایی تشکیل شده است که شامل زیر واحد هايکمپلکسسلولز از 

و  CESA1 ، 3از پروتئین(CESA)  سلولز سنتاز کمپلکس .)Endler and Persson 2011(سنتاز است

تشکیل  ثانویه يدر دیواره 8و  CESA4 ،7 چنین  هم اولیه تشکیل شده و يمرتبط در دیواره 6

با پیوند   β (1 → 4) -D-Glcp هايرهفیبرها از زنجی .)Ruprecht and Persson 2012 (اندشده

 Vaaje-Kolstad, Westereng et al. 2010 Hemsworth, Henrissat et(تشکیل شده استهیدروژنی 

al. 2014(.  هاي ، جبران کنندهگیردتحت آسیب قرار میموارد که سلول دیواره سلولی از در بسیاري

د. ثیرات ناشی از اختلال در ساختار یا رسوب سلولز را تحت الشعاع قرار دهنأتوانند تمکانیسم می

افزایش  فرآیند لیگنینی شدن (چوبی شدن ) را هاي ضعیف سلولز به طور معمولموتاسیون

  .)Caño‐Delgado, Penfield et al. 2003 Hamann 2012(دهندمی
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  همی سلولز 

داراي یک کمپلکس  ها هستند که معمولاًسلولزها یک گروه متنوع از پلی ساکاریدهمی

)backboneپیوندهاي  با هستند که ، گلوکز یا زایلوز) از مانوزβ-(1→4)  نقش  شوند. می به هم مرتبط

 Scheller(باشدمی تعامل با سلولز و گاهی اوقات لیگنین درسلول  يتقویت دیوارهسلولز همی مرکزي

and Ulvskov 2010 Endler and Persson 2011,(.  

  پکتین 

سلولی اولیه فراوان  يسلولی است که در دیواره يدیواره یاصل يساکارید پیچیده پکتین هتروپلی

یا ستون اصلی متمایز ساختاري است که به عنوان  4هايدمینشامل یک مجموعه از پکتین  .تاس

  .)Wolf, Mouille et al. 2009(ندکنعمل می کتینیهاي پساکاریدپلی ازنجیرهاي جانبی ب

  لیگنین 

سلولی ثانویه در آخرین مراحل تمایز سلولی  يدر دیواره لیگنین یک پلیمر فنلی است که عمدتاً

هاي سلولز و ماتریکس ساکارید، پلیدهدتغییر می سلولی را ي هفاز آبی دیوار لیگنین. شودذخیره می

 Albersheim, Darvill et(شوددهد و باعث افزایش قدرت مکانیکی و مانع نفوذ آب میرا پوشش می

al. 2010(. (.  مورد نیاز است که آب را تحت فشار  آونديهاي براي تقویت سلول چنین هملیگنین

 گیاهان لیگنیندر  آوندي ضعف توسط هااین بافتاهمیت لیگنین در. دهدانتقال می در آوندهامنفی 

لیگنین  .),Piquemal, Lapierre et al. 1998 Jones, Ennos et al. 2001(نشان داده شده است

اغلب به سرعت به  هاي فنولی شبه لیگنینلیگنین ویا ترکیب هاي متعددي در دفاع گیاه دارد،نقش

باشد لیگنین می .)Sattler and Funnell-Harris 2013(دهندپاسخ می زیستیغیر و زیستی يهاتنش

                                                
4 - domain 



16 
 

فنولی  این مسیر مبتنی بر سنتز سایر ترکیبات به عنوان مثال،کند. فعالیت مینیز براي اهداف دفاعی 

ها در دفاع گیاه دخیل ت که بعضی از آنها اسها و فلوونوئید، کوماریناستیلبنزها، از جمله فیتوالکسین

در واقع، شواهدي وجود دارد که در برخی از گیاهان،  .) .)Lozovaya, Lygin et al. 2007(اندبوده

چنین  ت، همشناخته شده اسی دفاع هايمکانیزم اسید سالیسیلیک که به عنوان جزء کلیدي برخی از

  .)Pan, Zhan et al. 2006(تواند توسط مسیر فنیل پروپانوئید تولید شودمی

شده، به  گیاهان مهندسی يدر زمینه گیريچشمتوجه سبب  ،گیاه یدفاع سیستمنقش لیگنین در

لیگنین به طور قابل  .استشده زیست محیطی  يبه عنوان مواد اولیهاز لیگنین استفاده منظور 

کند و به همین ها براي انحلال به قندهاي قابل اشتعال کمک میسلول ياي به تخریب دیوارهملاحظه

با این حال، از  .علت محتوي لیگنین به اهداف مهم تحقیقات بیوتکنولوژي مواد اولیه تبدیل شده است

  در گیاه لیگنین بیش از حد یاه مورد نیاز است، احتمالا کاهشآنجا که لیگنین نیز براي دفاع از گ

 .)Sattler and Funnell-Harris 2013(شودها میو پاتوژن هابه بیماري ي گیاهآسیب پذیرسبب 

درصد از کربن آلی در بیوسفر را  30لیگنین بعد از سلولز دومین پلی مر زیستی مهم بوده که تقریبا 

ي سلولی ، چوبی لیگنین در شکل ساختاري دیواره .)Boerjan, Ralph et al. 2003(شودشامل می

انتقال ي سلولی بوده و توانایی شدن و استحکام ساقه نقش دارد. علاوه بر این لیگنین عایق آب دیواره

باشد و نقش مهمی در حفاظت گیاهان در برابر آب و مواد محلول از طریق سیستم آوندي را دارا می

 نتزيمسیر بیوس .)Eudes, Liang et al. 2014 (کندهاي محیطی ایفا میها و دیگر تنشپاتوژن

در مورد این مورد مطالعه قرار گرفته است، اما طی دهه گذشته  است که لیگنین بیش از یک قرن

هاي روش توسطهاي جدید هاي قابل توجهی در کلونینگ ژنپیشرفت .تجدید نظر شده استمسیر

هاي آنزیمی در آزمایشگاه و تجزیه تست .ژنتیک و ترکیب بیوانفورماتیک و بیوشیمی انجام شده است

سبب  ،هاي مسیر بیوسنتز لیگنین ي حاصل از بیان ژنتراریخته ها و گیاهانو تحلیل دقیق جهش

ها شده اند. در بسیاري از موارد گیاهان توجه بیشتري به مسیر بیوسنتز لیگینین و مونولیگنول

به این منظور باید . )Boerjan, Ralph et al. 2003(اندتراریخته با تغییر ساختار لیگنین حاصل شده
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درك بهتري از مسیر بیوسنتزي لیگنین در اختیار داشت تا بتوان براساس این مسیر بیوسنتزي و 

هاي دخیل در آن براي دستیابی به گیاهانی مقاوم به تنش و حتی تراریخته گام بزرگی در راستاي ژن

  این اهداف برداشت.

  

  
  ساختار دیواره سلولی اولیه. 1-2شکل 

  

  لیگنین و ساختار آن 2-5

جلبک، که یکی از  چوب، گیاهان ودر  لیگنین یک ترکیب شیمیایی پیچیده است که

لیگنین یکی از ترکیبات مسیر  .وجود دارد پرطرفدارترین مواد زیستی طبیعی موجود در زمین است

 اما هنوز هم ناشناخته است، اگر چه ساختار دقیق لیگنین در طبیعت .سنتز فنیل پروپانوئید است

ترکیب، وزن  باشد.می اعتقاد بر این است که بیوسنتز لیگنین شامل پلیمریزاسیون واحدهاي فنلی

متفاوت است؛ با این حال برآورد شده است که لیگنین حاوي  در هر گیاهی مولکولی و مقدار لیگنین

لیگنین  .)Lee and Deng 2015(موجود در بیوماس گیاهی در دسترس است یآل کربن از درصد 30

ي سلولی را تشکیل می مرهاي آروماتیک است و بخش زیادي از دیوارهترین بیوپلییکی از بیش

ي صنعتی ندارد و ي اولیه براي تولید زیست توده گیاهی است که استفادهدهد.لیگنین یک ماده
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حذف  توان بدون آن که اثر جدي روي رشد گیاه بگذارد آن را به سادگی از گیاه درحال رشدنمی

  .)Eudes, Liang et al. 2014(کرد

لیگنین براي بیش از یک قرن مورد مطالعه قرار گرفته است، اما طی دهه گذشته  نتزيمسیر بیوس

هاي جدید بوسیله ژنتیک و ترکیب قابل توجهی در کلونینگ ژن هايپیشرفت .تجدید نظر شده است

در آزمایشگاه و انجام شده هاي آنزیمی تست .هاي بیوشیمی انجام شده استبیوانفورماتیک و روش

اند، هاي  بیوسنتز لیگنین تغییر کردهها و گیاهان تراریخته که در بیان ژنتجزیه و تحلیل دقیق جهش

اند و تجزیه و تحلیل ساختاري نول فراهم کردهگمونولی نتزيي بازسازي مسیر بیوسبرا اساسیاي پایه

تواند تغییرات بزرگی در محتوا و ساختار لیگنین هاي گیاهی میسلول ينشان داده است که دیواره

  )Boerjan, Ralph et al. 2003( داشته باشد

فینیل  )S( 7سرینگیل، و(G) 6گویاسیل ، (H) 5هیدروکسی فنیل– p به ترتیبها مونولیگنول

ها در بین مقدار و ترکیب لیگنین تولید شده اند. که در پلیمر لیگنین وارد شده استپروپانوئید، زمانی

هاي توسعه ها متفاوت است و از طریق نشانهمخصوص سلوله دیوارهاي ها و لایهها، انواع سلولتاکسون

  .)Boerjan, Ralph et al. 2003(قابل تشخیص است  و محیط زیستی

و  S و G (جنگلی) به طور عمده شامل واحدهاي ايلپهگرچه استثنائات وجود دارد، لیگنوزهاي دو

H (چوب نرم) بیشتر از واحدهايکه لیگنین گیاهان بازدانه  هستند، در حالی G واحد با سطح پایین 

H  شامل واحدهايتک لپه(علفی گیاهان  درلیگنین . شوندتشکیل می ( G و S  در سطوح قابل مقایسه

  .)Boerjan, Ralph et al. 2003(باشد یدر گیاهان دو لپه م  Hبیشتري از واحد و

- p ها نباید بالیگنین در M1H الکلکوماریل - p مولیگنول مشتق شده از ترکیب H  واحدهاي

 .شود اشتباه گرفته شودها ظاهر میلیگنیناستیله  گیاهان علفی  هاي، که به عنوان گروهY3کومارات 

                                                
5 -p-hydroxyl phenol 
6 - Guaiacyl 
7- Syringyl 
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این سردرگمی (و مشتق شدن از محصولات یکسان با استفاده از روش هاي تجزیه مانند اکسیداسیون 

  .)Boerjan, Ralph et al. 2003(درگذشته شده است H سطح کردن نیتروبنزن) منجر به برآورد

هاي هیدروکسی لیتیک متوالی از شود و شامل واکنشفنیل آلانین آغاز میها  با مونولیگنول بیوسنتز

اي به گروه الکل فنولیک و تبدیل کربوکسیل جانبی زنجیره متیله شدن -O حلقه معطر، به دنبال آن

  .)Boerjan, Ralph et al. 2003( است

که واکنش هاي هیدروکسیل شدن و متیلاسیون در  اندزمان زیادي را به این موضوع پرداختهمحققان 

که نهایتاً به دهد سیناپیک اسید رخ میو فرولیک و کوماریک و  هاي پتاسیمسطح اسید

کومارات کوآنزیم آ -4و  CCR،  CAD هايهاي متناوب آنزیممتناظر توسط فعالیتهاي مونولیگنول

  .)Boerjan, Ralph et al. 2003( شودلیگاز تبدیل می

، هیچ  Hمونولیگنول  تفاوت دارند. گریکدیبا  ونیاسلیتنها در درجه متوکس H ،G ،Sهاي مونولیگنول

  گروه متوکسی درساختار خود ندارد.

متیله هستند (شکل  5و  3در هر دو موقعیت کربن  S، و مونولیگنول 3تنها در کربن  Gمونولیگنول   

2-2.(   

  

تولید ساز  شیالکل به عنوان پ لیکومار ن،یگنیل وسنتزیب ریمس. در نیگنیلهاي مونولیگنول وسنتزیب. 2- 2شکل 

ساز  شی. پاستدر ساختار خود  یگروه متوکسفاقد  گنولیمونول این .شودیم ساخته )H( لیفن یدروکسیه

خود داراي یک گروه متوکسی  3 کربن تیالکل است که در موقع لیکونفر ) در مسیر بیوسنتز لیگنین،G(لیاسیگو
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و در  شودیم ساخته نیگنیل وسنتزیب ریمس باشد که در طولمی )S( لینگیسر تولید ساز شیالکل پ لیناپیساست. 

کراس  جادیفرصت ا کیآرومات يحلقه يبر رو لیمت يهاگروهوجود  خود دو گروه متوکسی دارد. 5و  3 کربن تیموقع

ی سلول يوارهیددر  نیگنیراکم لموجب کاهش تو  اهش دادهرا ک نیگنیل يدهندهتشکیل  يهامونومر نیب نکیل

  .شوندمی

  

   بیوسنتز لیگنین 2-6

ترانس  .باشدیم دیپروپانوئ لیفن ریمس میآنز نیاول )PAL8 ) ،(25,4,3,1 EC( ازیالیآمون نیآلان لیفن

در این مرحله  استفاده شود. هانولیمونولگ دیتول يبرا يدر مراحل بعد تواندیم دیاس کینامیس

ها به کار برده شود که ممکن است در مراحل بعد براي سنتز مونولیگنولمقداري آمونیاك نیز تولید می

 نیگلوتام تیفعال اك،یآمون یابیباز يراه برا کی ممکن است آمونیاك در گیاه مجدد بازیابی شود. شود.

 میآنز نیدوم ها وارد کند.ي تولید آمینواسیددر است نیتروژن را مجدد به چرخهي است که قاسنتتاز

 یط ناماتیسپس از آن که ) است. C4H( هیدروکسیلاز 4، سینامیک اسیددیپروپانوئ لیفن ریدرمس

هیدروکسیله   کومارات- p) به C4H( ،يلهیبه وسسنتز شد  PAL میمرحله توسط آنز نیا

 ,Lu( باشدیم دیپروپانوئ لیفن ریدر مس   P450توکرومیسي از خانواده میآنز نیاول   C4H.شودمی

Zhou et al. 2006(. در این مرحله سیتوکروم P450 را به ترنس سینامات  ژنیاتم از مولکول اکس کی

تحت  نیگنیل وسنتزیب ریمس یطشود. به آب احیا می NADPHوسیله کند و اتم دیگر بهاضافه می

کوماریل آ تبدیل pبه  ATP) با مصرف 4CL)(6,2,1,12 ECکومارات کوآنزیم آلیگاز(  4میآنز ریتاث

 کیهم زمان  دهند.ماریل آدنیلات را تشکیل میکو , AMPکومارات و -pشود. در مرحله ي اول می

و به  شودیکوآ منتقل م لیدریسولف به گروه لیبعد گروه کومار ي. در مرحلهشودیآزاد م روفسفاتیپ

  .)Yuan, Yu et al. 2014(شود هم آزاد می AMPدنبال آن یک 

                                                
8 phenylalanine ammonia-lyase 
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 CCR9( )1,2,1,44( آنزیم هیدروکسی سینامیل کوآنزیم آتواند توسط دو آنزیم کوماریل کوآنزیم آ می

ECو سینامیل الکل دهیدروژناز ( )CAD10 به سمت مسیر سنتز مونولیگنول (H  پیش رود. علاوه بر

که  را سنتز کند دیفرآلدهیکون بیترک) HCT11ي آنزیم هیدروکسی سینامیل ترنسفراز (این به وسیله

هاي تواند در دو زیر شاخه متفاوت از مسیر بیوسنتز لیگنین منجر به سنتز بیولیگنولمی  نیز آن خود

S  و G .شود  

CCR نیاست. به هم دیپروپانوئ لیفن ریدر مس نیگنیسنتز ل یاختصاص ریورود به مس ي نقطه اولین 

 .Kawasaki, Koita et al( دارد ینقش مهم نیگنیل تیو کم تیفیدر کنترل ک میآنز نیعلت ا

2006( .CCR  ًاستفاده کرده و آن را به سینامیل  تواند از سینامیل کوآ به عنوان سوبسترامی معمولا

کوماریل - Pکوماریل کوآ به -P لیتبد موجب مرحله نیا در میآنز نیا هاي مختلف تبدیل کند.آلدهید

  شود.آلدهید را می

شود. این آنزیم با استفاده ) کاتالیز میCAD( دروژنازیالکل ده لینامیس میآنزتوسط  يبعد ي مرحله

  کند.هاي مربوطه تبدیل میسینامیل آلدهید را به الکلهیدروکسی  -NADPH، P از 

طی یک واکنش  NADPH پذیرد.میرا به عنوان کوفاکتور  CAD، NADPHطی این مرحله 

-Pرا به  �Hاین  CAD شود.اکسید می �NADPدهد و بهخود را از دست می �Hاکسیداسیون 

- Pین ترتیب . به اکندیم لیتبدی آن را به گروه الکل يدیآلده و گروهدهد کومارآلدهید انتقال می

  کند.را کاتالیز می Hپیش ساز مونولیگنول  ,کوماریل الکل

هاي نزیمآهیدروکسیلاسیونی که توسط  کوآ تحت اثر واکنش لیکومار-Pبراي تولید کونیفر آلدهید 

HCT  هیدروکسیلاز-3و کومارات )C3H( شودتبدیل میشود به کافئول کوآ ) کاتالیز میSalvador, 

Lima et al. 2013( .HCT از  ،در این مرحله طی واکنش آسیل ترنسفرازيP - به عنوان  کوماریل کوآ

                                                
9 Cinnamoyl -coa reductase 
10 cinnamyl alcohol dehydrogenase 
11 Hydroxycinnamoyl COA: shiki- mate hydroxycinnamoyl transferase 
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کومارول -Pکند و ي گروه آسیل استفاده میعنوان گیرنده به دیاس ماتیکیو از ش لیگروه آس يدهنده

  .)Hoffmann, Besseau et al. 2004( کندیرا سنتز م ماتیکیش

 صورتبه  )CCoAOMT(، )2,1,1,1,104 EC( متیل ترنسفراز-O-3 کافئول کوآ میآنز در نهایت

متصل به کوآ انجام  واستریت يرا به عنوان سوبسترا یدروکسیه يد-4 ،3ی متیلاسیون اختصاص

کوآ سنتز  لیفرولو بیترت نی. به اکندیم زیرا کاتال يترنسفراز لیمت-Oواکنش  نیاول و دهدمی

 3) به موقعیت کربن SAMمتیونین (-Lآدنوزنین و -S را از لیگروه مت  کیمنظور  نی. به اشودیم

  .)Hoffmann, Maury et al. 2001( دهدمی کافئول کوآ انتقال ي آروماتیک حلقه

یک  ،دارد تیفعال نیگنیل وسنتزیب ریکه در مساي  P450دومین آنزیم سیتوکروم  C3Hنزیم سپس آ

و اتم دیگر مولکول اکسیژن را توسط  منتقل ماتیکیکومارول ش - Pاتم مولکول اکسیژن را به 

NADPH 5کند و به این ترتیب ه آب احیا میب-O- را سنتز  دیاس کیمیکیکافئول ش

  .)Boerjan, Ralph et al. 2003(کندیم

انتقال گروه  یمرتبه ط نیو ا کندیزمیرا کاتال يترانسفراز لیواکنش آس HCTسپس بار دیگر آنزیم 

 مجدداً  CCR. پس از این مرحله دشویم دیکافئول کوآ را تول ،کافئول شیکیمیک اسید-O-5به  لیآس

 لیکونفر .دشویم زیرا کاتال دیآلده لیکوآ به کونفر لیفرولو لیتبد موجب و فعالیت خود را آغاز کرده

  Gگنولیساز مونولشیالکل پ لیبه کونفر CADثیر می تواند تحت تأ دارد لیگروه مت کیکه  دیآلده

) و کافئیک F5H( هیدروکسیلاز -5می تواند توسط دو آنزیم فیرولات  CAD چنین هم  تبدیل شود.

کربن  تیموقع بیبه ترت ) COMT(، )2,1,1,68EC( متیل ترنسفراز-Oهیدروکسی فیرولات -5اسید 

 دیگروه آلده .شود لیتبد دیآلده لیناپیشده و به س لهیو مت لهیدروکسیه کیآرومات يدر حلقه پنج

ساز  شیالکل، پ لیناپیشود و س لیتبد یبه گروه الکل CAD میآنز فعالیت تحت اثر د،یآلده لیناپیس

  .)1-2(شکل  شودسنتز می S گنولیمونول

 يمریو ساختار پل یابنداتصال می به هم یسلول يوارهیدر دها هاي مونولیگنولپیش ساز و نهایتاً 

  .)Boerjan, Ralph et al. 2003(آورند به وجود می را و غیریکنواختی ناهمگون
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  )Liu, Luo et al. 2018( بیوسنتز لیگنین .3- 2شکل 

  بیان ژن 2-7

این آنالیزها ، زیرا اندعی اخیراً مورد توجه قرار گرفتهزمان واق  PCRبا استفاده از  بیان ژن آنالیزهاي

-Real)حقیقی  زمان پلیمراز در ايزنجیره د. واکنشمی دهارائه از فرآیندهاي بیولوژیک بهتري  درك

Time PCR)  رود. می کار به ژن بیان الگوي سنجش براي هاروش ترینحساس عنوان یکی ازبه

 ،  Northern blotنظیررونویسی، آنالیزهاي مقایسه با روش هاي سنتی براي آنالیزهاي بیان ژن در

PCR -RT-semi12 وPCR -qRT13 ترین روش براي مبتنی بر فلورسانس اخیرا به عنوان قابل اطمینان

 نمونه ها پردازش پس از آن، به علت حساسیت بالاي چنین. همشودمحسوب می  mRNA تشخیص

 Jian, Liu et( را مقایسه کرد ها بسیار متفاوت استکه فراوانی آن ییاه RNA توانمی  PCR توسط

al. 2008(.  

شود، یک روش کمی حساس براي نیز اطلاق میqRT−PCR که به آن  Real-Time PCRواکنش 

 قبیل از متنوعی باشد. کاربردهايمی cDNAیا DNA، از قبیل  PCRي هاي اولیهتعیین تعداد کپی

 تک شکلی چند ویروسی و بررسی هايآلودگی میزان ژن، تعیین بیان آنالیز ژن، مقدار گیرياندازه

                                                
12 Semi-quantitative reverse-transcriptase polymerase chain reaction 
13Quantitative Reverse Transcription PCR  
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 و سرعت، دقت 15واکنش ابتدایی مراحل در PCRتولیدات  گیرياندازه و بررسی دارد.  14نوکلئوتیدي

 ).Espy, Uhl et al. 2006(باشد معمولی می PCRبه  نسبت تکنیک این امتیازهاي از بالا، حساسیت

 از بین می برد. ، نیاز به ایزوتوپ هاي رادیواکتیو رازمان واقعی  PCR علاوه بر این، استفاده آسان از

شود. توصیه می داد کمی از سلول در دسترس می باشد نیززمانی که تع ،چنین ، استفاده از دستگاههم

برخی از ممکن مشکلات در هنگام کار با دستگاه ممکن است پیش آید که شامل تغییر در کیفیت 

باشد؛ به همین دلیل براي می cDNAو سنتز  RNAو یا آلودگی در طی انجام مراحل استخراج   نمونه

  شود.ان واقعی از یک ژن مرجع استفاده میدر زم PCRبرطرف کردن این مشکلات در 

با کمک رنگ  زمان واقعی PCR  سنتزشده جدید در  PCRترین راه شناسایی براي تولیدات ساده 

شود انجام اي متصل میدو رشته DNAطور ویژه به شیار کوچک که به  SYBR GreenIفلورسنت 

  .)Espy, Uhl et al. 2006( گرددمی

علت انجام این پژوهش ، بررسی مطالعات تکاملی بیوانفورماتیکی گیاه سویا به عنوان نماینده 

چنین  میزان گیاهان دولپه و گیاه برنج به عنوان نماینده گیاهان تک لپه است. در این پژوهش هم

دهنده به تنش شوري در مسیر بیوسنتز لیگنین در دو رقم حساس و اسخهاي پتغییر بیان برخی ژن

هاي دخیل در مقاومت به تنش شوري در این مسیر و مقاوم گیاه سویا به منظور شناسایی بعضی از ژن

 ،PALهاي اصلی درگیر در مسیر بیوسنتز لیگنین نظیر هاي هم بیان با برخی ژنچنین  بررسی ژنهم

CCR ،4CL رفتانجام گ.  

  بیانهاي همژن 2-8

 ها دردسترس است.آن هاي ریزآرایهبهی دارند و دادهپروفایل بیانی مشا ، بیانهم هايه طور کلی، ژنب

گیاه آرابیدوپسیس با هم در  درلیگنین  ، وهمی سلولزها در ساختار سلولز، ژن این در واقع، بسیاري از

                                                
14Single Nucleotide Polymorphism (SNP) genotyping  
15Exponential phases  
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ابزارهاي اطلاعاتی و نرم افزارهاي  ،حاصل از میکرواريهاي آنالیز داده سهولت در برايارتباط هستند. 

با  . علاوه بر این،دهند تا این اطلاعات را بررسی کنندمختلفی وجود دارند که به محققین اجازه می

هاي مختلف، با هدف درك فرآیندهاي هاي میکرواري را بین گونهتوان آنالیز دادههاي دیگر میروش

 Ruprecht and(کنند، انجام داد مسیر فعالیت می هایی که در یکنسلول و پیش بینی روابط ژ

Persson 2012(.  

ي اي از نسخههاي گسترده، آنالیزریزآرایهي گذشته افزایش استفاده از آنالیزهاي بیانی در دهه

هاي که در غالب پایگاه ریزآرایههاي سی شده را ممکن ساخته است. مطالعات بر اساس دادهرونوی

هایی که عملکرد مشابهی دارند به هنگام رونویسی اطلاعاتی در دسترس هستند، نشان دادند که ژن

تمایل دارند که هماهنگ با یکدیگر رونویسی شوند. این نتایج براساس مشاهدات حاصل از بررسی 

ي سلولی ، بیوسنتز درگیر در ساختار دیواره هاي ژنهاي هم بیان در مسیرهاي مختلف نظیر ژن

 Ruprecht and Persson( تابولیسم در آرابیدوپسیس می باشدگلوکوزینولات و مسیرهاي مختلف م

هاي مختلف در یک نکته جالب توجه آن است که برخی از روابط هم بیانی در بین گونه .)2012

به عنوان مثال،  .)Bergmann, Ihmels et al. 2003( ي خاص از زندگی حفاظت شده هستندمرحله

قابل کلاسترهاي هم بیان پروتئین،  جزیهدرگیر در سنتز پروتئین، چرخه سلولی و ت لوگهاي ارتوژن

  .دهندهاي مختلف را تشکیل میدر گونه اي رامقایسه

 ،ACT ،ASIDB،ATTED II ، Cress Express، PlaNet بیانی مختلفی نظیرابزارهاي هم

Genevestigator کنند. ها را نیز فراهم میدر دسترس هستند که امکان مقایسه بین ژن  

اي متمرکز شده و بخش عمدهگیاه آرابیدوپسیس به عنوان گیاه مدل  بر روي  بیانیابزارهاي هم تربیش

گیرند و به همین ترتیب، نشان دهنده ارتباطات قابل دسترس را در بر می ریزآرایههاي از مجموعه داده

بیولوژي ممکن است فقط تحت شرایط هم بیانی است. با این حال برخی از روابط رونویسی مربوط به 

 ، ابزارهایی مانندیبراي پیدا کردن چنین روابط د.ها نشان داده شوآزمایش خاص یا در برخی از بافت
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CORNET روابط هم  يمحاسبههاي میکرواري به دهد تا براساس داده، به کاربر این اجازه را می

  .)Obayashi, Nishida et al. 2011(بیانی بپردازد 

هاي ي سلولی از کمپلکسي دیواره) بیان کردند که سلولز تشکیل دهنده2012( روپرت و همکاران

ي اولیه و بخشی است. بخشی از اجزاي این کمپلکس در دیواره ) تشکیل شدهCESA( سلولز سنتتاز

اولیه و ثانویه ي دیواره موجود در CESA جالب توجه است، این شوند.ي ثانویه سنتز میدیگر در دیواره

که بسیاري از  ها نشان دادمطالعات  آند. علاوه بر این، نمشابهی را نشان می ده الگوهاي بیانیبه ترتیب 

بیان شده است. بنابراین تجزیه  دیواره ثانویه در CESA  هاي درگیر در سنتز زایلان و لیگنین همراه باژن

هاي جدید درگیر در سنتز مربوط به دیواره سلولی براي شناسایی ژن ممکن است هایهم بیان این و تحلیل

  .)Ruprecht and Persson 2012(، موثر واقع شود ثانویه

 ، نیزهاي درگیر در سنتز همی سلولزبراي شناسایی ژن بیانیهاي همشبکهعلاوه بر سنتز سلولز، از 

در گیاه  CSLC4  دریافتند که ژن )2007( نبه عنوان مثال، کوورون و همکارا .تاستفاده شده اس

زایلوزیل  AtXT1 ژن دخیل است، همراه با زایلوگلیکان ستون اصلی که احتمالا در سنتزآرابیدوپسیس 

 ستون اصلی هاي زایلوز را بهکه قبلا نشان داده شده است که باقی ماندهدارد  بیانیهمترنسفراز 

  .)Ruprecht and Persson. 2012( کندگلوکان متصل می

است، یعنی  16"مثبت کاذب" همبستگی هم بیان، میزان هايژن تجزیه و تحلیل ی از مسائل دریک

از نظر  بدون اینکهبیان شوند،  به صورت اتفاقی همزمان با هم،که ممکن است  بیانیهاي همژن

» مثبت کاذب« این همبستگییک رویکرد مفید براي به حداقل رساندن میزان  .عملکرد مرتبط باشند

هاي هم باشد. اینکه بدانیم ژنهاي مرتبط با در گونه  لوگارتو هايژنبیان ممکن است بررسی 

 ترپیشهمانطور که  شوند یا خیر؟هاي مربوط به یکدیگر آیا در ارتباط با هم بیان میارتولوگ در گونه

  .)Ruprecht and Persson. 2012( اظت شده استها حفاغلب در میان گونه بیانیمذکر شد، روابط ه

                                                
16 false positives 
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  اي انجام شدهمروري بر پژوهش ه 2-9

انسان است. در  استفاده کاربردي برايلیگنین پلیمري فنلی داراي نقش مرکزي در تناسب گیاهان و 

و  17ساختاري فیبرهايهاي ثانویه طول توسعه، لیگنین همراه با سلولز و همی سلولز در سلول

این ترکیبات همگی براي استحکام و مقاومت سلول ضروري شود، ذخیره می 18هاي آبرسانیسلول

القاء حمله پاتوژن محل یا محل ایجاد زخم در بافت گیاه رسوب لیگنین در  علاوه بر این هستند.

 و در نتیجهدر محل آسیب شده  هاي سلولولیتیک قارچی و باکتریاییمانع فعالیت آنزیم که شودمی

  .)Baxter and Stewart Jr. 2013(گرددمیهاي اطراف بافتي آسیب به توسعهمهار  موجب

 يدیوارههاي گیاهی به عنوان یک عامل مهم در مقاومت در برابر تبدیل حضور لیگنین در سلول

  .)Baxter and Stewart Jr 2013( شناخته شده است یهاي سوختسلولی به پیش ماده

که براي تولید علوفه یا سوخت زیستی لیگنوسلولوزیک را وده لیگنین مقادیر محصولات زیست ت

به قندهاي ساده  ي سلولیهاي دیوارهساکاریدبا دخالت در تجزیه سلولز و سایر پلی ،شودمیاستفاده 

  .)Bonawitz, Im Kim et al. 2014(سازدیمحدود م

ها کاهش تلفات زیست توده از طریق دستکاري ژنتیکی رسوب لیگنین با برخی از موفقیتتلاش براي 

بازده کم  متعاقباًبسیاري از گیاهان پرورشی و  ي رشدي کوتاه مدت دردوره است، اماهمراه بوده 

 را در سطح  ، استفاده از تغییرات ژنتیکی مشابه در محصولات زیست تودهمحصول در این گیاهان

  .)Bonawitz, Im Kim et al. 2014(کند دشوار می تجاري

یک احتمال . وجود دارد 19نشیمرااسکل بافت توضیحات مختلفی براي افزایش ضخامت دیواره سلولی در

نسبت به آب نفوذپذیرتر  هاسلول يمحتواي لیگنین باعث شده است که دیوارهاین است که کاهش 

                                                
17 Structural fibres 
18 water-conducting cells 
19 sclerenchyma 
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هستند، ممکن است به علت جذب  20آب دوست ها، که در طبیعتسلولی کربوهیدرات يدیواره .باشند

این اثر  د.ی نیز ممکن است ناشی از تورم باشدیواره سلول یوستگیعدم پ د.باش شده 21تورممآب 

در عوض، کاهش  .افزایش ظاهري محتواي پلی ساکارید همی سلولزي افزایش یابدممکن است با 

تواند میزان پیوند بین لیگنین و هاي جهش یافته میدر دیواره 22ح اسید فروئلیکوسط

شود  ترگی کمفشردبا  هرا کاهش دهد و موجب ایجاد یک ساختار دیوار 23یلانزایگلوکورونوآرابینوکس

  .)Vermerris, Sherman et al. 2010( باشداتصال نداشته  اولیه يهکه به دیوار

 24ايیک مکانیسم جبران کنندهسبب ایجاد  احتمالاًهاي همی سلولزي افزایش محتواي پلی ساکارید

 هو و همکاران شود.می لیگنین بات گیاه در پاسخ به کاهش مقدار لیگنین یا تغییرات خاص در ترکیدر

گیاه صنوبر مقدار  ها درآن مشاهداتبراساس اند. را مطرح کرده هاي جبرانیوجود مکانیسم )،1999(

در این گیاهان  .کاهش یافته است) 4CL(لیگاز CoA کومارات-4لیگنین به علت کاهش تنظیم ژن 

 .Vermerris, Sherman et al(کاهش محتواي لیگنین منجر به افزایش همزمان محتواي سلولز شد 

2010(.  

 Real-Time توسط روش ،در مسیر بیوسنتز لیگنین بیان دو آنزیم کلیدي) 2009و همکاران ( یو هو 

PCR   شرایط کنترلی به خوبی  چنینهم و در ذرت در برابر خشکسالی و حساس مقاوم یک رقمدر

داري در محتواي لیگنین برگ پاسخ به تنش خشکی اختلاف معنیها آن. کردندگیري اندازه 25سیراب

دهد که محتواي لیگنین برگ یک شاخص مفید براي ارزیابی این نتایج نشان می مشاهده کردند.

  .)Hu, Li et al. 2009( ذرت استیاه در گ تحمل به خشکی

                                                
20 hydrophilic 
21 swollen 
22 ferulic acid 
23 glucuronoarabinoxylans 
24 compensatory mechanisms 
25 watered 
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و  تراریخته مورد استفاده قرار گیردتواند در تولید گیاهان تغییر در مقدار، ترکیب و ساختار لیگنین می

هاي درگیر در مسیر بیوسنتز لیگنین در صفات فنوتیپی گیاهان تراریخته به اثرات حاصل از بیان ژن

ز مهندسی لیگنین، ي گذشته، محققان با استفاده ادر دو دهه وضوح قابل شناسایی و تشخیص است.

  .)Hu, Li et al. 2009(اندآن را در گیاهان تغییر داده مقدار لیگنین و ترکیب

 هايي پایین دست آنزیمتنظیم ناحیه) مطرح کردند که 2011و همکاران ( لینا گالگوگویرالدو

hydroxycinnamoyl CoA   مآنزیو (HCT) میزان  کاهش شدید دردر گیاهان تراریخته سبب

-Gallego-Giraldo, Escamilla( گرددمیهاي شدید در رشد نقص موجب که نهایتاً ،شودمی لیگنین

Trevino et al. 2011(.  

 تجمع  بهمنجر  آرابیدوپسیس در  HCT آنزیم خاموش شدن) نشان دادند که 2007و همکاران ( بسهو

که بازگشت انتقال اکسین به وسیله  کردند گزارشها آن .شودها و مهار انتقال اکسین میفلاونوئید

یابد سبب غلبه بر فنوتیپ کوتولگی کاهش محتواي فلاونوئینوئید درحالی که میزان لیگنین کاهش می

  . (Gallego‐Giraldo, Jikumaru et al. 2011)ددگرمی

 PAL )PAL1, PAL2 ,PAL3ي ژن ي جهش یافتهگونه 4در گیاه آرابیدوپسیس، مقدار لیگنین در 

,PAL4 گونه ي وحشی گیاه آرابیدوپسیس،  4کاهش پیدا کرد. درحالی که دردرصد  20-25) حدود

  ها مشاهده شد.کاهش سطوح سالسیلیک اسید و به دنبال آن کاهش حساسیت به پاتوژن

در گیاه برنج، به طور قابل توجهی  3CL4Osگوي و همکاران دریافتند که مهارکردن میزان بیان ژن 

  شود.سبب کاهش میزان لیگنین و هم چنین کاهش ارتفاع گیاه برنج می

ان میزان لیگنین را در گیاه)  Pinus radiateدر کاج مونتري ( 4CLدر ژن  mRNAسرکوب میزان 

ي ي مونولیگنول گویاسیل سازندهکه این ناشی از تخلیه کاهش داد ددرص 36-50تراریخته بین 

  .)o et al. 2018Liu, Lu(شود در گیاه برنج می 26لیگنین است که سبب ایجاد پدیده ي کوتولگی

                                                
26 Dwarf 
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به طور قابل توجهی  COMT1 و CCR1 هاي) دریافتند که تداخل بیان ژن2010وایتو و همکاران (

تغییر داده و هضم پذیري لیگنین بدون اینکه اثرات 27محتوا و ترکیب لیگنین را در گیاه علفی چچم

  .)Tu, Rochfort et al. 2010(یابد داشته باشد افزایش می منفی بر روي گیاه یا تولید زیست توده

آنتی سنس با ژن  تراریخته، یک ساختار28گیاه علفی جو ) نشان دادند که در2007شادل و همکاران (

HCT شود می گنینکاهش قابل توجهی در محتواي لیگنین و تغییرات آشکاري در ترکیب لی، منجر به

دهی یونجه گل خیر دره قدي آشکار، کاهش زیست توده و تأهاي ظاهري گیاه سبب کوتاکه در ویژگی

  .)Shadle, Chen et al. 2007( علفی شده است

اند که متابولیسم فنیل پروپانوئید و سنتز خاص لیگنین  توسط عوامل رونویسی دادهمطالعات نشان 

 یافت تعلق دارد  MYB  يشود. فاکتور رونویسی گسترده براي بیوسنتز لیگنین، به خانوادهتنظیم می

هاي مربوط در آرابیدوپسیس، بیان ژن MYB63 و MYB58  شده است که بیان بالاي عوامل رونویسی

ر حالی . دشودها میکند و موجب افزایش فرآیند لیگنینی شدن سلولبیوسنتز لیگنین را تقویت میبه 

هاي ، بیان ژن29 در موز MYB31 در گیاه اکالیپتوس،  EgMYB1 که دیگر عوامل رونویسی، مانند

  .)Liu, Luo et al. 2018( دهندمرتبط با بیوسنتز لیگنین را مهار و انباشت لیگنین را کاهش می

هاي غیر ي سلولی ثانویه و تحمل به تنشنقش مهمی در بیوسنتز دیواره MYBفاکتورهاي رونویسی 

ه تنش شوري و سبب افزایش تحمل ب 30اي درخت توسدر گونه BplMYB46زیستی دارند.بیان بالاي 

  .)Guo, Wang et al. 2017(گردد فشار اسمزي می

تنظیم  16و  در ناحیه تنظیمی بالادستژن  17در مجموع ) بیان کردند که  2017ن (وي و همکارا

 و MYB85 حاوي لیگنین بالا، از جملههاي فاکتورهاي رونویسی در پایین دست ژن ژنکننده 

MYB103  ه است.یافت شد MYB85  و  آرابیدوپسیس بیوسنتز لیگنین در مسیر شدن درفعال با

                                                
27 Ryegrass 
28 Medicago sativa 
29 Musa 
30 Betula platyphylla 
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 گردد.می ساقه غشاءهاي اپیدرمی و قشردر سلول تخریب لیگنینمنجر به   MYB85بیان بالاي 

 شودموجب کاهش ضخامت دیواره ثانویه در فیبرهاي ساقه گل آذین می MYB103 سرکوب بیان

)Wei, Jian et al. 2017(.  

مونولیگنول سرینگیل  و بیوسنتز F5H براي بیان MYB103 که ندنشان داد )2013( اومان و همکاران

 و MYB85 فاکتورهاي رونویسی که دادها نشان این یافته چنین هم. مورد نیاز استآرابیدوپسیس  در

MYB103  درگیاه شلغم ( تنظیم کننده بیوسنتز لیگنینتواند به عنوان میBrassica napusباشند ( 

)Öhman, Demedts et al. 2013(.  

 رونویسی هايفاکتودر گیاهان،  (TF) بزرگترین خانواده هاي فاکتورهاي رونویسی دیگر یکی از 

NAC   هاي غیر به تنشپاسخ  چنین همو گیاهان  يرشد روند نقش مهمی در تنظیمهستند که

، تقسیم هاگل، رشد راس ساقهدر فرآیندهاي مختلفی از جمله مریستم  NAC خانواده زیستی  دارند.

 هاي زیستی و غیر زیستی نقش دارند.به تنشهاي ثانویه و پاسخ سلولی، پیري برگ، تشکیل دیواره

 هپاسخ دهنده ب NAC هاي TFکه بسیاري ازطی مطالعاتی نشان دادند  )2015و همکاران ( شاو

هاي روشدر گیاهان زراعی با استفاده از  تنشبراي بهبود تحمل  هاي زیستی و غیر زیستیتنش

  .)Shao, Wang et al. 2015( اند، به کار گرفته شدهمهندسی ژنتیک

 اند و اکثر اعضاي خانوادهتا به امروز مشخص شده ، NACهاي با این حال، تنها تعداد کمی از این ژن

NAC   گیاهان ایفا  رنقش مهمی د احتمالاًها هنوز مورد مطالعه قرار نگرفته اند، هر چند که این ژن

دانستن اطلاعات کامل این  NAC مشخصه عملکرد بیولوژیکی هر ژن می کنند و براي تعیین میزان

  .)Shao, Wang et al. 2015( ي فاکتور رونویسی امري ضروري استخانواده

با استفاده از نواحی  NAC ) مطرح کردند که فاکتورهاي رونویسی2003سیمپسون و همکاران (

 NAC )NACRS(1کنند. توالی تشخیصیها را تنظیم میتنظیمی پروموتورهایشان، رونویسی ژن

                                                
1 NAC recognition sequence 
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متصل شونده، در پروموتور ژن پاسخ دهنده به خشکسالی  DNAموتیف  CACGشامل توالی 

 .Simpson, Nakashima et al( در گیاه آرابیدوپسیس شناسایی شده است 1)ERD1زودهنگام(

2003(.  

ناشی از خشکی برنج نیز   ONACونویسی ) بیان کردند که فاکتورهاي ر2008فنگ و همکاران (

میان گیاهان  NACRS دهد کهنشان میاین موضوع مشابه متصل شوند،  NACRS  توانند به یکمی

  .)Fang, You et al. 2008( ، حفاظت شده باشد NACفاکتورهاي رونویسی  برايکمی 

به پاسخ  به منظور نقش مهمی در شبکه هاي سیگنالینگ پیچیده NAC رونویسی هايفاکتور

گیاهان مختلف و  در  NAC رونویسی هايفاکتور به گسترده بودنبا توجه  د.گیاهی دارن هايتنش

نقش این فاکتورهاي رونویسی براي مقابله با تنش هاي غیر زیستی همچنان ها، هاي نامعلوم آننقش

 ترنسکریپتومژنوم و پروفایل بیانیبا استفاده از ، مطالعات  اخیراً شود.یک چالش بزرگ محسوب می

در  را که احتمالاً NACفاکتورهاي رونویسی  تعدادي از ساخته است،محققان را قادر که انجام شده

تحت  NAC ژن 33به عنوان مثال، هاي غیرزیستی دخیل هستند، شناسایی کنند. پاسخ به تنش

در پاسخ به خشکسالی  NAC ژن 38و  کردند تغییر آرابیدوپسیسبا نمک به طور معنی داري درتیمار

 .Shao, Wang et al( دخیل بودند در تنش شوري و خشکسالی در برنج NACژن  40، در سویا

2015(.  

آرابیدوپسیس  در NAC ، تعدادي از اعضاي خانواده فاکتور رونویسیMYB  فاکتور رونویسیعلاوه بر 

 ,Liu( را دارند ي سلولیهاي مربوط به سنتز دیوارهبیوسنتز لیگنین با تنظیم تمام ژنتوانایی  کنترل 

Luo et al. 2018(.  

توانند به عنوان تنظیم نیزمی WRKY  علاوه بر این فاکتورهاي رونویسی فاکتورهاي رونویسی

سبب افزایش سطح لیگنین  WRKY فاکتور رونویسی بیوسنتز لیگنین عمل کنند. هاي ژنهاي کننده

  )Liu, Luo et al. 2018( شده است.Medicago sativa L ) افزایش عملکرد بیوماس در یونجه ( و

                                                
1 EARLY RESPONSE TO DEHYDRATION1 
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ها و یا تغییر در فعالیت WRKYهاي ی ژن) بیان کردند که تغییر الگوهاي بیان2012چین و همکاران (

 ,Chen(شودهاي تنظیمی میها سبب ایجاد مشارکت در مسیرهاي سیگنالینگ مختلف و شبکهآن

Song et al. 2012(.  

 74در گیاهان مختلف شناسایی شده اند. در آرابیدوپسیس  WRKYي هاي خانوادهتعداد زیادي از ژن

 68اي ذرت خوشه ، 66، انبه هندي 104و صنوبر  197، سویا ژن 100در برنج بیش از  ، WRKY ژن

 .)Chen, Song et al. 2012( اندشناخته شده WRKYژن  45و در جو بیش از 

شناسایی  In vivo هايهاي مرتبط با متابولیسم لیگنین با آزمایشدر چند سال گذشته، بیشتر ژن

-MADSي رونویسی از فاکتورها BpMADS12 ، ژن تدر ذر CCoAOMT1شده اند، از جمله ژن 

box عوامل شوك حرارتی و 1ايدر درخت جنگلی توس نقره EjHSF3 از این قبیل  2در ازگیل ژاپنی

  .)Li, Yang et al. 2016( شناسایی شده هستندهاي ژن

تکنولوژي مهندسی ژنتیک براي تغییر محتوا و ترکیب لیگنین، رشد، علاوه براین مطالعات استفاده از 

 .Liu, Luo et al( توسعه و سازگاري محیطی گیاهان تراریخته باید بیشتر مورد مطالعه قرار گیرد

2018(.  

) مطرح کردند که به عنوان یکی از اجزاي اصلی دیواره سلول گیاهی، 2000لیلجگرن و همکاران (

هاي گیاهی وابسته است. متابولیسم لیگنین ها و اندامهاي چندگانه در بافتلیگنین به عملکرد سلول

اغلب  ،Hي مونولیگنولواحدها. دخالت بیوسنتزلیگنین، به ویژه شودسبب  رشد و تکامل گیاه می

. در برخی از گیاهان، تجمع لیگنین براي انتشار بذر اهمیت شودمیي گیاه توسعه منجر به مهار رشد و

 ها را از عوامل نامطلوب خارجی محافظت کندقرار دادن لیگنین درپوشش بذر می تواند دانه. دارد

)Liljegren, Ditta et al. 2000(. هاي م شده تاکنون ولی همچنان مکانیزمبا وجود مطالعات انجا

 )2014بوناویتز و همکاران (  .گذارد، شناخته نشده استگیاه تأثیر میلیگنین که بر رشد و رشد 

اند که فرآیند رونویسی و مسیرهاي سیگنالینگ پاسخ به نقص دیواره سلولی ممکن است پیشنهاد کرده

                                                
1 Betula platyphylla 
2 Eriobotrya japonica 



34 
 

 .Bonawitz, Im Kim et al( نقش مهمی در کمبود لیگنین و متعاقبا بازماندن از رشد داشته باشد

2014(.  

گذارد ه بر رشد و عملکرد دانه تأثیر میترین صفات است ک) یکی از مهم2003تریپتاي و همکاران (

مطالعات  ت کند.گیاهان را از خم شدن یا شکستن حفاظمقاومت در برابر خوردگی است که می تواند 

متعدد نشان داده است که مقاومت گیاهان با ارتفاع گیاه، بیوماس، قطر ساقه و ترکیب و ویژگی هاي 

تجمع لیگنین در دیواره سلولی به طور قابل توجهی باعث افزایش  .ي سلولی ساقه مرتبط استدیواره

 ,Tripathi(میت زیادي در مقاومت گیاهان دارد که این امر اه شودقدرت مکانیکی ساقه گیاه می

Sayre et al. 2003(.  

هاي درگیر در مسیر بیوسنتز لیگنین ) گزارش دادند که ترکیب و فعالیت آنزیم2017هو و همکاران (

هاي متابولیسم لیگنین نقش مهمی در مقاومت  مطابق با شاخص )POD وPAL ،4CL ، CADنظیر (

  .)Hu, Liu et al. 2017(دارند  1فاگوپیرومهاي مختلف در گونه

هاي کلی گیاهان تحت مانع در مقابل خطرات خارجی است، یکی از واکنش دیواره سلول گیاهی اولین

هاي اکسیژن آزاد، همراه با افزایش تجمع لیگنین است هاي زیستی و غیر زیستی، انباشت گونهتنش

هاي گیاهی نظیر ، مقاومت به بنابراین متابولیسم لیگنین ارتباط خاصی با مقاومت در برابر بیماري

 ,Derikvand(دارد  شکسالی، شوري، گرما، سرما، فلزات سنگین و سایر تنش هاحشرات، تحمل خ

Sierra et al. 2008(.  

که در ارتباط با بیوسنتز لیگنین  )PR9(وژنز هاي مرتبط با پاتدر برنج و ژن PAL ، C4Hهاي ژن

اي برنج شد. این امر ي قهوهمقاومت گیاه برنج به حشرات جهندهبودند، به طور قابل توجهی  سبب 

دهد که همبستگی متقابل با متابولیسم لیگنین سبب بروز مقاومت دربرابر حشرات برنج نشان می

  .)Jannoey, Channei et al. 2017( گرددمی

                                                
1 Fagopyrum esculentum Moench 
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شود که دهد و باعث تنش اسمزي میزمان رخ میطور هم خشکسالی شدید و تنش زیاد نمکی به

اي روي رشد و رشد گیاه ملاحظه شود، که به طور قابلسبب از دست رفتن آب و حتی مرگ سلول می

ي تواند نفوذ آب از دیواره آب دیواره. لیگنین میشودگذارد و باعث خسارت جدي محصول میثیر میتأ

 ین امر به حفظ تعادل اسمزي سلولی و یکپارچگی غشاي محافظسلولی گیاه را کاهش دهد، که ا

تحت اند که بیوسنتز لیگنین بسیاري از مطالعات نشان داده .)Liu, Luo et al. 2018( کندکمک می

حتواي لیگنین به طور برد، ماز تنش خشکسالی رنج میهنگامی که گیاه . یابدتنش خشکی افزایش می

، 2و منطقه اپیکالی ساقه اکالیپتوس گلوبوس 1ي گیاه اوکالیپتوس یورگندیساي در ساقهقابل ملاحظه

  .)Moura-Sobczak, Souza et al. 2011( یابدافزایش می

که در مسیر بیوسنتز لیگنین درگیر هستند  COMT و CAD هايتحت تنش خشکی بیان سطوح ژن

مسیر بیوسنتز لیگنین  یک ژن کلیدي در CCR هاي ذرت، به طور معناداري با هم مرتبط بود.در برگ

 ,Fan( شوداست که در شرایط تنش خشکی به طور قابل توجهی در ریشه ذرت به شدت تنظیم می

Linker et al. 2006(. تنظیم د لیگنین در گیاهان، برروي ر موردر حال حاضر بیشتر تحقیقات د

انجام شده است. به طور کلی  مقادیر لیگنین، از طریق زیست شناسی مولکولی و ژنتیک مولکولی

را بهبود  3هاي زیستیکاهش تجمع لیگنین در گیاهان انرژي می تواند تولید سوختتوان گفت که می

تواند به طور اهش میزان بیوسنتز لیگنین میطور که در بالا شرح داده شد، کبخشد. با این حال، همان

ها، کاهش مقاومت گیاه جدي بر رشد و تکامل گیاه تأثیر بگذارد، سبب افزایش خطر ابتلا به بیماري

هاي زیستی و بیولوژیکی خارجی و در نتیجه باعث تهدید جدي براي تولید محصول دربرابرتنش

خاص از طریق   احتمالی کاهش مقدار لیگنین در گیاه يدر آینده باید نکاتی در مورد نتیجه .شودمی

هاي بیوسنتز لیگنین،  حفظ متابولیسم فیزیولوژیکی طبیعی گیاه و افزایش کارآمد تغییرات ژنتیکی ژن

                                                
1 Eucalyptusurograndis 
2 Eucalyptusglobulus 
3 biofuels 



36 
 

ي توان ذخیرهاي برخی از محصولات مهم، میبر زمان مورد بررسی قرار گیرد.انرژي زیستی، به طور هم

دسی ژنتیک افزایش داد، بنابراین این امر مقاومت در برابر عوامل خارجی لیگنین را در گیاه با مهن

دهد. علاوه بر این موارد اصلاح ترکیب و نسبت بود عملکرد محصولات را افزایش میمحیطی و به

تواند هاي مسیر بیوسنتز لیگنین میاي از ژنهاي ویژهي لیگنین توسط ژنمونومرهاي تشکیل دهنده

  .)Liu, Luo et al. 2018( را براي بهبود کاربردهاي لیگنین فراهم کندیک مسیر موثري 

لیگنین را فراهم  هاي درگیر در مسیر سنتزاستفاده از ابزارهاي بیوانفورماتیک امکان شناخت بهتر ژن

  کند.می
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	بخش بیوانفورماتیک 3-1

درگیر در مسیر  آنزیم هاي ي کد کنندهها شناسایی ژن  

  بیوسنتز لیگنین

ز لیگنین از پایگاه هاي درگیر در مسیر بیوسنت  CCR٣و  PAL1،4CL 2هاي هاي کد کننده آنزیمژن

 فیتوزوم )NCBI )https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene اطلاعاتی

)https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html( دست آمد.در پایگاه اطلاعاتی ه بNCBI  در

نام کامل آنزیم نیز بررسی شد.در پایگاه اطلاعاتی فیتوزوم  ، اب نام گیاهپس از انتخ Geneبخش 

  مربوط به هر آنزیم انجام گرفت. EC Numberبررسی آنزیم براساس 

 keggاز این دو پایگاه اطلاعاتی در پایگاه اطلاعاتی  هاي حاصلژنفعالیت 

http://www.genome.jp/kegg/genome.html)( .براي این منظور در قسمت  تایید شد Kegg

genome  و در قسمتOrganism   بهو با توجه نام هر گیاه جستجو شد Number ECآنزیم بررسی  ٤

  انجام گرفت.

  موقعیت کروموزومی 

به  توان به دست آورد.می و پایگاه هاي اطلاعاتی مختلفیها ها را از سایتموقعیت کروموزومی ژن

با توجه به  ي کروموزومی هر ژن را مشخص کرده است.، شماره NCBIعنوان مثال پایگاه اطلاعاتی 

Gene Id به عنوان  توان متوجه شد که این ژن روي چه کروموزومی قرار گرفته است.هر ژن هم می

                                                
1 Phenylalanine ammonia lyase 
24--coumarate-coa ligase 
3 Cinnamoyl -coa reductase 
4 Enzyme Commission Number 
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نشان دهنده موقعیت  03د درگیاه سویا است عد PALکه مربوط به ژن  03G181600مثال در ژن 

  دهد. گیري آن روي کروموزوم را نشان میموقعیت قرار G181600 کروموزومی ژن و

گیاه تک لپه برنج و  درگیر در مسیر بیوسنتز لیگنین در هاي ژنموقعیت کروموزومی  ن پژوهشدر ای 

 ،plants Ensemble ي سویا با استفاده از پایگاه اطلاعاتیگیاه دو لپه

)http://plants.ensembl.org/index.html( .در قسمت  رسم شدgenome All ي گیاهی موردگونه 

انتخاب و  Oryza sativa japonicaو براي برنج نام   Glycine maxبراي گیاه سویا  نظر انتخاب شد.

انتخاب شد و با وارد شدن به  view karyotypeي سپس گزینه روي گزینه ي جستجو کلیک شد.

طه وارد شد. متناظر هر ژن در جدول مربو IDانتخاب شد و  Add Featuresي ي جدید، گزینهصفحه

هاي  مختلف دارد که می توان با در نظر ژناي مربوط به انتخاب رنگ براي در پایین جدول گزینه

ها را به تفکیک رنگ روي گراف نشان هاي کروموزومی ژنژن، جایگاهگرفتن یک رنگ خاص براي یک 

 داد. 

  بررسی الگوي اینترون و اگزون 

  NCBIتوان استفاده کرد، به عنوان مثال پایگاه اطلاعاتی افزارهاي مختلفی میبراي این منظور از نرم

ون ژن و حتی شکل آن را به ي ژن، اطلاعات مربوط به ژن شامل اسم ژن،تعداد اگزبا وارد کردن شماره

 ORF finder NCBIتوان در این زمینه از آن استفاده کرد دهد.یکی از نرم افزارهایی که میدست می

)https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/(  نوکلئوتیدي ي ژن و یا توالی براساس شماره است که

ي الگو و غیر ي آمینواسیدهایی که ممکن است از توالی مدنظر ما ایجاد شوند را در دو رشتههمه آن

دهد. در این نرم افزار شوند را نشان میدهد.در واقع قطعاتی که به شکل اگزون ایجاد میالگو نشان می

به اطلاعات مربوط  submitي و پس از کلیک کردن روي گزینه ی نوکلئوتیدي هر ژن وارد شدتوال
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هاي مثبت هاي رشته الگو و غیر الگو با علامتORF. هر ژن را نشان داده شد هاي مربوط به ORF٥به

کلیک شد.در این  smartblastي انتخاب شد و روي گزینه ORFو منفی در جدولی نشان داده شد. هر

در چه موجودي  تئینی با این توالی ژنی وکند چه نوع پروشود که بیان میمرحله گرافی نشان داده می

را نشان  UTRافزار دیگر که شکل شماتیک توالی و اینترون و اگزون و ناحیه شود. نرمتولید می

باشد که با در می )/GSDs2.0 )http://gsds.cbi.pku.edu.cnدهد و از این جهت کاربردي تر است می

هاي اینترون و اگزون و توالی ژنومی هر ژن ، قابلیت نشان دادن توالی CDSهاي اختیار داشتن توالی

انتخاب  Fasta،فرمت Gene Featuresدر قسمت GSDs2.0 افزاردر نرمباشد.هر ژن را دارا می

ژن وارد شد.با انتخاب گزینه  و در کادر پایین توالی ژنومی CDSشد.در کادر بالا توالی بالا توالی 

submit ها نشان داده شد.توالی اینترون و اگزون ژن  

  تکاملی و فیلوژنتیکی توالی هاي پروتئینی روابط بررسی 

ها با استفاده از پایگاه بهت توالی پروتئینی ژنهاي مورد مطالعه از درصد مشای ژنبراي بررسی تکامل

NCBI ردیفی پروتئینی چندتایی و ابزار همBlast protein  .با استفاده از نرم چنین هماستفاده شد -

  Muscleاستفاده از هم ردیفی  درخت فیلوژنتیک مربوط به محصول هاي پروتئینی، با Mega7.0افزار 

راي که ب ارفزا منر این رسم شد. Boot strap 1000با دقت و  Maximum Likelihood(ML)و روش 

 ستهو د هدسا بريرکا محیط يدارا باشدمی هاتئینوپر و DNA آنالیز داده هاي حاصل از توالی هاي

اصول اصلی کار با این نرم افزار نماید.  آسان می ربسیارا  ارفزا منر ینا با رکا که استي اشده بندي

  ها می باشد.  ) و آنالیز دادهAlignها، مرتب کردن داده(وارد کردن داده

. براي این وارد شد Mega7.0 افزاردر نرم هاهاي آمینواسیدي ژنتوالی ها ،براي بررسی تکاملی ژن

 /Edithکلیک کرده و سپس  Alignي روي گزینه Mega7.0افزار منظور پس از وارد شدن به نرم

                                                
5 Open Reading Fram 
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build Alignment .ي سپس گزینه را انتخاب کردیمCreat new alignment  را انتخاب کرده و پس از

رتب وارد شده و تمامی داده ها را براي م  Alignment exprore ي، به صفحه Proteinانتخاب نام 

   سازي در این قسمت وارد شد.

  .را انتخاب شد sequence from file Insertکلیک کرده و  Editي ها روي گزینهبراي وارد کردن توالی

نمایش داده   N ها با حرفبرخی از توالی ها اهمیت دارد آن است کهدادهاي که در مرتب کردن نکته

گیري از ایجاد این مشکل براي جلو ها ممکن است آنالیز را دچار مشکل کند.شوند که این قسمتمی

  کیبورد حذف شد. Deleteي ها با گزینهاین قسمت

مشخص کرد که کدام قسمت  افزاردر این قسمت باید براي نرم شدند. Alignها در مرحله ي بعد داده

 را Align Proteinي ها، گزینهي نمونهمنظور پس از انتخاب همه کند به این Alignها را از توالی

 Alignپس از  ها آغاز شود.نمونه Alignتا  را انتخاب شد computeي و در نهایت گزینهانتخاب کردیم 

 فختلاو ا ستا گرفتهارقر یکسانی يهانوکلئوتید تقریباً نستو ر هرد که یدد انتومی دنکر

  باشد.ها مینمونه بین فیسمرپلیموبه دلیل  شودمی یدهد نستوهر در که نوکلئوتیدي

 این کار پس ازي ابر  باشد.... می و تشابه یباضر محاسبه ،درخت فیلوژنتیک سمر شامل هاهداد نالیزآ

Align ياز گزینه Data،  قسمتanalysis Phylogenetic براي رسم درختشد بنتخارا ا . 

کلیک  Maximum likelihood tree روي گزینه کلیک کرده و Phylogenyيفیلوژنتیکی روي گزینه

. پس از پایان انتخاب شد computeي تنظیم کرده و گزینه  Bootstrap 1000. رسم درخت را با شد 

  درخت فیلوژنتیکی مشاهده شد.ها فتن زمان آنالیز دادهیا

  هابررسی وقوع دو برابر شدگی ژن 

هاي همولوگ مورد بررسی قرار ها در ژنوقوع دوبرابر شدگی ژن Mega7.0 افزاربا استفاده از نرم

هاي ژنشوند. بندي میپارالوگ و ارُتولوگ تقسیم هاي ژنهمولوگ به دو دسته ي  هاي ژنگرفت. 

ها هستند که در یک موجود مشترك با هم تشابه زیادي داشته باشند و در اثر از ژن پارالوگ آن دسته



42 
 

- هایی میژنارُتولوگ شامل  هاي ژناین در حالی است که  برابر شدن ایجاد شده باشند. فرآیند دو

ر یعنی به عبارت دیگ اند.زایی تفکیک شدهشوند که با هم تشابه زیادي دارند اما در اثر فرآیند گونه

برابر  به منظور بررسی دو با تشابه زیاد اما در دو موجود مختلف هستند.هایی ژنارُتولوگ  هاي ژن

و   Muscleدرخت فیلوژنتیکی بر اساس هم ردیفی توالی نوکلئوتیدي ژن ها با الگوریتم  ها،شدگی ژن

 userروي گزینه  فیلوژنتیک،پس از رسم درخت  ، رسم شد.Boot strap1000با آزمون  MLروش 

tree  کلیک کرده و گزینهFind gene duplication   را انتخاب کردیم. در این مرحله صفحه جدید

Gene duplication wizard  ظاهر شده و با انتخاب گزینهLoad gene tree  و در نهایتLaunch 

analysis دست آمد.ه ها ببرابرشدگی وقوع ژن دو  

  م هایمکان فعالیت آنز 

م قسمت گیاه مثل ها به منظور اینکه بدانیم هر آنزیم مورد مطالعه در کدابررسی مکان فعالیت آنزیم

        کند با استفاده از پایگاه اطلاعاتی سیتوپلاسم و ... فعالیت می جسم گلژي، ،شبکه آندوپلاسمی

Plant-mPLoc )www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/plant-multi (افزار آنلاین انجام شد. در این نرم

کلیک شد. در این مرحله  submitي توالی آمینواسیدي هر ژن به صورت مجزا وارد شد و روي گزینه

هاي آنزیم مورد مطالعه در آن کند و مکانی که ژنهدایت می ي جدیديرا به صفحه نرم افزار ما

  دهد.کنند را نشان میلیت میفعا

نیز براي یافتن مکان  ،)TargetP 1.1 server )http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetPافزار نرم

ي ما مکانی را تعریف هاي مورد مطالعهجایی که براي آنزیمشود اما از آنمی ها استفادهفعالیت آنزیم

از این رو از نرم افزار  باشدهاي گیاهی کارآمد نمیرسد که این ابزار براي بررسی آنزیمنکرد به نظر می

Plant-mPLoc استفاده شد.  
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ها و ن دف با سایر پروتئیهاي هکنش پروتئین  بررسی برهم 

  ترکیبات

با  STRINGها از پایگاه اطلاعاتی ها و پروتئینهاي مورد مطالعه با سایر ژنه منظور بررسی ارتباط ژنب

version 11.0 2019  ي اصلی روي افزار آنلاین پس از وارد شدن به صفحهاستفاده شد.در این نرم

ر ه مورد نظنام گیا سپس اسم ژن مورد نظر را در کادر بالاي صفحه وارد و کلیک شد. Searchي گزینه

کنش دارند هایی که با ژن ما برهمها و ژنجدول پروتئین Searchي انتخاب شد. با کلیک روي گزینه

ها از توالی نکنش ژدست آوردن شبکه برهمه به همراه تصویر شماتیک آن نشان داده شد. براي ب

  توان استفاده کرد.ها نیز میپروتئینی ژن

  هاي هم بیانیبررسی  

در گیاه سویا و برنج مورد بررسی قرار  CCR و  PAL،4CL هايژنبیانی راین پروژه شبکه ي همد

هاي اصلی درگیر در مسیر بیوسنتز لیگنین از هم بیان با ژن هاي ژندست آوردن ه ببه منظور  گرفت.

 Genevestgator ) وATTED II)http://atted.jp پایگاه اطلاعاتی 

)https://www.genevestigator.ethz.ch.استفاده شد (  

 ATTED	II   

 هاي ژنهاي گیاهی است که به کشف روابط براي گونه بیانییک پایگاه داده هم این پایگاه اطلاعاتی، 

هاي هم ي دادهروش تجزیه تحلیل پیشرفته یکبه عنوان که  .دکنناشناخته در یک گونه کمک می

با  مقایسه کرد. تکاملیتوان آن ها را از منظرمی هاي مختلفتغییرات روابط ژنی گونهبررسی بیانی با 

بیانی همهاي بدون ارزیابی کمی از کیفیت داده ،بیانیي مطالعات هممقایسه راین حال، تعیین اعتبا
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 (MR6ضریب   II ATTEDشاخص مورد استفاده براي تعیین هم بستگی در پایگاه  مشکل است.

استفاده بیانی ژن ها براي میزان هم 7تگی پیرسوناست.پیش تر از ضریب همبس شاخص رتبه متقابل)

 MR قدرت پیش بینی به جاي ضریب پیرسون آن است MRعلت جایگزین کردن شاخص  شد.می

هاي زیادي به عبارتی ژن بالاتر است.(PCC) ضریب همبستگی پیرسون براي عملکرد ژن نسبت به

دهند درحالی که از میدست ه بیان کمی براساس ضریب پیرسون بهاي همکه تعداد ژن وجود دارند

هاي بیانضعیف که هم هايژندر واقع براي حفظ انعطاف پذیري  لحاظ عملکردي مناسب هستند.

  .)Obayashi, Aoki et al. 2017(تر است مناسب MRژنی قابل توجهی دارند استفاده از شاخص 

 ها در کادر موردنظر وارد شد.ژن CoExSearch، idپس از انتخاب  ATTED II لاعاتیدر پایگاه اط

بیان هاي همي ژنجدول نشان دهندهSubmit  انتخاب شد و با انتخاب گزینه MRبستگی شاخص هم

  دست آمد.ه نظر ب با ژن مورد

 Genevestigator  

 هايزمینهدر قدرتمند براي زیست شناسان براي کشف بیان ژن  ي ابزار Genevestigator نرم افزار 

به ابزارتحقیق قدرتمندي در  آنالیز بیان ژن .)Hruz, Laule et al. 2008(استمحیطی زیست متنوع

- شناسان با استفاده از دادهافزار کابردي براي زیستنیاز دارد.درحال حاضر چندین نرم اسیشنزیست

ها را براساس داده Genevestigatorنرم افزار اند.امکان تحقیق را فراهم کرده 8هاي میکرواري

Affymetrix Genechip الگوهاي بیان ژن افزار توانند با استفاذه از این نرممیکاربران  دهد.ارائه می

این  هاي گوناگون جست و جو کنند.مراحل رشدي و اندامک مورد نظر را در شرایط محیطی مختلف،

در مراحل  ی که به طور خاص در تنش انتخاب شده،هایژندهد تا نرم افزار این امکان را به کاربر می

  نرم افزار استفاده از با هاي مختلف شناسایی کند.امرشدي مختلف و یا در اند

                                                
6 Mutual Rank 
7Pearson’s correlation coefficient (PCC) 
8 Microarrays 
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Genevestigatorژن آن  10600ه حدود ژن آرابیدوپسیس را ک 22000توان پروفایل بیانی بیش ازمی

هاي دست آورد. هدف از استفاده از این نرم افزار کاربردي کشف عملکرد ژنه اند را بشناسایی نشده

  گیاهی است.شناسان ر اطلاعات بیان ژن توسط زیستهدف و طرح آزمایشات جدید مبتنی ب

گیري اسم گیاه و متد اندازه را انتخاب کرده، newي،گزینهGenevestigator افزارپس از نصب نرم

Affymetrix Soybean Genome Arrey کنیم.را انتخاب میid  ي ها را وارد کرده و سپس گزینهژن

Coexpression که آید ه دست میب ها به صورت جدول و شکلبیان ژنهم لیست کنیم.را انتخاب می

ژن  25این نرم افزار  توان ضریب پیرسون آن را با توجه به اهمیت میزان آن براي کار ما تغییر داد.می

ها براساس ضریب پیرسون و همبستگی بیشتر به آن کند وبیان براي هر ژن وارد شده مشخص میهم

  دهد.را می 1-25، به صورت پیش فرض، رتبه ي

  هم بیان در گیاه برنج هم انجام شد. هاي ژنیدا کردن این مراحل براي پ

توان از و براساس مرور منابع انجام گرفته مشخص شد می Pathway Enrichmentبراي بررسی میزان 

بیانی با هاي همبهره جست. در این پژوهش شبکه  Phytozomeو   Keggهر دو پایگاه اطلاعاتی 

)، مورد Phytomine )https://phytozome.jgi.doe.gov/phytomine/begin.doاستفاده از ابزار 

هاي اصلی بیان با ژنهاي همبه این منظور لیست ژن قرار گرفتند. Pathway Enrichmentهاي بررسی

در نتیجه هدایت به صفحه جدید روي  شد. کلیک Analysisوارد شد و روي گزینه  Genesدر کادر 

 چنین همها و جدول اطلاعات مربوط به ژن و نهایتاًکلیک شد  Save a list of  Genesکادر سبز رنگ 

براساس ضریب  Pathway Enrichment میزان محاسبه مشاهده شد. Pathway Enrichmentجدول 

P-value تر باشد نشان دهنده دقت بالاتر محاسبه ب کمگردد که هر چقدر میزان این ضریمحاسبه می

  باشد.می
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  بیانیرسم شبکه هم 

بیانی در هاي همرسم شد. به این منظور داده 3.7.0ورژن   Cytoscapeافزار بیانی توسط نرمشبکه هم

 Targetاسم   اکسل  Bو در ستون  Sourceاکسل اسم    Aدر ستون  یک فایل اکسل وارد شدند.

هاي ژنی درگیر در مسیر بیوسنتز لیگنین در لیست خانوادهSource  هاي زیردر ستون انتخاب شد.

بیان با هاي همن، لیست ژTargetهاي زیر هاي مورد مطالعه در این پژوهش وارد شد و در ستونژن

استفاده کرده و پس از گذاشتن یک   save asراي ذخیره کردن فایل اکسل از گزینههر ژن وارد شد. ب

، انتخاب Cytoscapeافزار اري در نرمرا براي بارگذ Text(tab delimited)ي م براي فایل گزینهنا

 Import Networkي را کلیک کرده و با انتخاب گزینه Fileي گزینه Cytoscapeافزار کردیم.در نرم

from File ، ي ینهو در نهایت با انتخاب گز ي قبل وارد شده در مرحلهفایل اکسل ذخیره شدOK ،

  بیانی را ترسیم کرد.هاي همافزار شکل مربوط به شبکهنرم

  انیب هم ياه ژن هايTFBs زیآنال 

  planpan3.0    افزاربیان از نرمهاي همژنهاي بالا دست به منظور آنالیز توالی

)http://plantpan.itps.ncku.edu.tw/gene_group.php (.يسپس گزینه استفاده شد Gene Group 

Analysis .یک بار روي تصویر گیاه سویا و بار دیگر روي تصویر گیاه برنج کلیک کرده و  انتخاب شد

id  به این ترتیب جدولی شامل .هم بیان با آن ژن را وارد کردیم هاي ژنژن اصلی وTFBsهایی که  ٩

  دست آمدند.ه ب ها قرار داشتند،ژن درصد 90ل ي بالادست حداقدر ناحیه

 شد که فقط اطلاعات پروموتوري سه گیاه آرابیدوپسیس،استفاده می plantpan2.0 ش تر از نرم افزارپی

شود که اطلاعات گیاهان استفاده می  planpan3.0درحال حاضر از ورژن  ذرت و سویا را دارا بود.

  گیاهان قبلی دارد.ي دیگري از آرابیدوپسیس را علاوه بر برنج، پنبه و گونه دیگري نظیر گوجه فرنگی،

                                                
9 Transcription Factor Binding Site 
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  بخش آزمایشگاهی 3-2

  محل و زمان اجراي طرح 

این پژوهش در آزمایشگاه بیوتکنولوژي دانشکده کشاورزي دانشگاه صنعتی شاهرود در فاصله زمانی 

  .انجام شد 97-96

  مواد گیاهی 

به تنش شوري استفاده شده در این پژوهش  Williamsو مقاوم  L17بذرهاي دو رقم سویاي حساس 

مرکز تحقیقات و اصلاح بذر کرج تهیه شد و تنش شوري به گیاهان کشت شده در آزمایشگاه اعمال از 

  گردید.

  کشت ارقام گیاهی و القاي تنش 

صافی آغشته به آب و  شو به مدت یک هفته در کاغذوقام حساس و مقاوم سویا پس از شستبذر ار

هاي ها به گلدان،جوانه cm2ي تقریبی ازهها به اندپس از بزرگ شدن جوانه پتري دیش قرار گرفتند.

 براي آبیاري گیاهان از محلول هوگلند استفاده شد. حاوي پرلیت خالص اتوکلاوشده انتقال پیدا کردند.

ها) انجام یک ماه پس از کشت جوانه (حدوداً برگی گیاه 4ي در مرحله Mm200القاء تنش شوري 

  .)1-3(شکل شد تکرار در نظر گرفته 3براي هر سطح  گرفت.
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  کشت گیاه در گلدان. 1- 3شکل 

  ها برداري از گیاهچهنمونه  

، 6، برداري از برگ در بازه هاي زمانی صفرهاي تحت تنش شوري نمونهز گیاهچهپس از اعمال تنش، ا

مسیر متابولیسم لیگنین و  هاي ژنهاي بررسی بیان ها جهت آزمایشساعت انجام شد، نمونه48و 24

  داري شد. نگه -C  ̊80در دماي  RNAتا زمان استخراج 

  تنش تحت ها گیري بیان ژن زهاندا 

   کل RNAاستخراج  

  شد.انجام  سیناکلون بر اساس دستورالعمل شرکت RNAX-Plusتوسط کیت  RNAاستخراج 

  شده استخراج RNAتعیین کمیت و کیفیت  

ي حاصل در توان از نسبت جذب نوري عصارهاستخراج شده می RNAبراي تعیین کمیت و خلوص 

ي بررسی آلودگی عصاره به استفاده کرد. از این روش برا nm 280به  nm 260طول موج هاي 
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سایر مواد مانند قندها و مواد مصرفی در فرآیند استخراج  چنین همها و ها و فنولها و نمکپروتئین

 nm 260استفاده شد. نسبت جذب نوري  NANODROP. براي این منظور از دستگاه شودمیاستفاده 

جهت بررسی میزان  nm 230به  nm 260هاي پروتئینی و نسبت دهنده آلودگینشان nm 280به 

استخراج شده است. براي محاسبه میزان خلوص  RNAهاي مواد معلق و قندها در محلول آلودگی

 RNAهاي از نمونه µL1 عصاره استخراج، از آب دوبار تقطیر براي صفر کردن دستگاه استفاده شد و 

براي تعیین کیفیت  چنین همگیري روي حسگر دستگاه قرار داده شد. استخراج شده براي اندازه

RNA نیز استفاده شد. درصد 1ز ج شده از ژل الکتروفورز آگارواستخرا  

  qRT-PCRبررسی بیان با استفاده از  

  cDNA سنتز 

 cDNAبر اساس دستورالعمل کیت شرکت سبز زیست ژن انجام شد. براي رقیق کردن،  cDNAسنتز 

انجام شد. مواد و   Bio-Radرسید. واکنش سنتز در دستگاه ترموسایکر   ng/µL50 به غلظت 

  اند.) آورده شده2-3و  1-3(هاي در جدول ورالعمل دمایی این واکنشدست

  

  cDNA دماي استفاده شده براي سنتز .1- 3جدول 

  ̊) Cدما (  زمان اجرا (دقیقه)  تعداد چرخه

1  10  65  

1  10  25  

1  50  50  

1  10  72  
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  cDNAمواد مورد استفاده در واکنش سنتز  .2- 3جدول 

  غلظت  µLمقدار بر حسب   مواد واکنش

  RNA  5عصاره 
1-lµ250 ng 

  dT  5/0آغازگر اولیگو 
1-lµ10pmol 

  dNTP  1  0.1مخلوط 

 RT  1  10Xبافر 

RevertAid M-MuLV 
RT  

5/0      200U/µl 

  -  RNase  2آب عاري از 

    10  حجم نهایی

  

  qRT-PCRطراحی آغازگرها براي واکنش  

بیان با به عنوان ژن هم CHsبه عنوان ژن اصلی، ژن  4CLهاي براي بررسی تغییر میزان رونوشت ژن

4CL  وPAL   و ژنSTR بیان با به عنوان ژن همCCR  وPAL  توسط روشqRT-PCR آغازگرهاي ،

به نشانی  IDTدر وب سایت  PrimerQuestهاي مورد نظر از ابزار براي ژنمناسبی 

(http://eu.idtdna.com/primerquest/home/index)  و نرم افزارPrimer 3  طراحی شده و جهت

  سنتز به شرکت پیشگام ارسال شد.

)، مقدار دلتا درصد GC  )60 -40شرایط مناسب براي طراحی یک آغازگر مانند طول محصول و درصد 

G  با  ،هادایمر  در آنو  10ها با یکدیگر و احتمال تشکیل حلقه)، مکمل بودن آغازگر-10(کمتر از

  مورد بررسی قرار گرفت. Oligo AnalyzerTool    (https://eu.idtdna.com)استفاده از نرم افزار 

 pmol/µL 10بود که توسط آب استریل به غلظت  pmol/µL 100غلظت پایه آغازگرها بعد از سنتز  

دار مرجع استفاده عنوان ژن خانه، نیز به) Glycin maxرسید. ژن اکتین مربوط به گیاه سویا (

  ).3- 3شد(جدول 

  

                                                
10 Hairpin 
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  مورد ارزیابی هاي ژن براي توالی آغازگرهاي اختصاصی. 3- 3 جدول

  

  )bpطول محصول (

  

  ̊) Cدماي اتصال  (

  

  )5ʹ- 3ʹتوالی آغازگر (

  

  آغازگر

  

  ژن

113 57  TCCGATTGAGCATGGTATTG  

CCGTCAACAGAACTGGATG 

F 

R 

ACT 

 

118 58  GTGGCATTGTTTCTGTGGAG  

GGGAGAGGCTTCTGTGTATC  

F 

R  

4CL 

118  57  TTACATGGCACCTTCGTTG  

AATCTTGGACTTGGGTTGAC  

F 

R 

CHs  

140  57  GTTGATGTTGATACGGAAGGG  

GTGGTTTCCTTAGTGGCAAG  

F 

R 

STR  

  

	:PCRمراز اي پلیبا استفاده از واکنش زنجیره cDNAتأیید ساخت  

هاي ساخته شده و آغازگرهاي ژن  cDNAبا استفاده از PCR، واکنش cDNAبراي اطمینان از ساخت 

به منظور اطمینان از تکثیر اختصاصی آغازگرهاي طراحی شده  چنین هم، انجام گرفت. 11مرجع اکتین

گیاهان  cDNAبا استفاده از  PCR) واکنش Real Time PCRهاي مورد مطالعه (قبل از انجام براي ژن

 .تهیه گردید 4- 3به شرح جدول  PCRها انجام شد. مخلوط واکنش شاهد و آغازگر تعدادي از ژن

 
  PCRمیزان مواد مورد استفاده در واکنش . 4- 3 جدول

  غلظت  )μlمقدار مواد (  مواد و وسایل

    PCR  5/7 مسترمیکس

  1   بالادستی آغازگر
1-lµ10pmol  

  1  پائین دستی آغازگر
1-lµ10pmol  

  -  5/3  آب مقطر

cDNA 2  الگو  
1-lµng 50  

    15  حجم نهایی

                                                
11Actin 
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  qRT-PCRواکنش  

  Amplicon SYBR Mixو با استفاده از کیت  StepOnePlusبا کمک دستگاه  qRT-PCRواکنش 

نیز از   Real time PCR هاي مخصوص واکنشمیکروتیوب چنین همساخت شرکت پیشگام انجام شد. 

نشان داده  )5- 3(در جدول  qRT-PCRمواد لازم براي انجام واکنش  .تهیه شدند شرکت سیناکلون

  شده است.

  qRT-PCR مواد مورد استفاده در واکنش .5- 3جدول 

  غلظت  µLمقدار بر حسب   مواد واکنش

  cDNA  2الگوي 
1-lµng 50 

  2/0  آغازگر رفت
1-lµ10pmol  

  2  آغازگر برگشت
1-lµ10pmol  

SYBR Mix Plus  5  2X 

  -  3  آب دوبار تقطیر

    10  نهاییحجم 

  

  هاتهیه استوك آغازگر 

در ابتدا طبق دستورالعمل شرکت سازنده پرایمرها به آن آب تزریق اضافه کرده و سپس براي اطمینان 

ثانیه در دور  10ها در آب، چند بار پیپتاژ نموده و پس از گذشت زمان از حل شدن کامل پرایمر

مودن را سه در دماي اتاق سانتریوفوژ کرده و در نهایت مراحل مخلوط کردن و سانتریوفوژ ن 5000زیر

بار تکرار کرده تا از مخلوط شدن پرایمرها در آب تزریق و توزیع مناسب آن ها اطمینان حاصل شود. 

  درجه نگهداري شد.  -20سرانجام رقت هاي به دست آمده تا زمان کار در دماي 
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  تهیه محلول کار 

حل شده در آب  را با نه حجم آب  یک حجم از محلول استوك آغازگر براي تهیه محلول کاري، ابتدا

تزریق مخلوط کرده و سپس آن را پیپتاژ و سانتریفوژ نموده تا به خوبی مخلوط شوند، در نهایت رقت 

  درجه تا هنگام کار نگهداري شد. -20هاي حاصل را دماي 

  با روش لیواك qRT-PCRتحلیل داده هاي واکنش  

استفاده شد ) CT12∆∆( تلاف در تغییرات چرخه آستانهاخ دست آمده از روشهاي بهبراي آنالیز داده

شد و سپس  13سازيهاي مختلف با استفاده از ژن مرجع، نرمالچرخه آستانه براي نمونه که ابتدا

تهیه شده  REST14®هاي زیر و نرم افزار هاي هدف با استفاده از فرمولتفاوت نسبی در میزان بیان ژن

. فرمول هاي زیر براي گردید محاسبه )2Pfaffl, Horgan et al. 200( و همکاران 15توسط فافل

  به کار گرفته شدند. CT∆∆ محاسبه میزان 

  ):1-3فرمول ( 

∆CT (نمونه مقاوم تحت تنش دیده) = CT  (ژن هدف در تنش)–CT       (ژن مرجع در تنش)  

  ):2-3فرمول (

∆CT (نمونه شاهد حساس تحت تنش) = CT  (ژن هدف در شاهد)–CT                 (ژن مرجع در شاهد)  

  گیرد:انجام می  3-3شاهد طبق فرمول  CT∆نمونه تنش دیده با  CT∆سپس نرمال سازي 

(نمونه شاهد)                                                                  CT∆ -(نمونه تنش دیده)  CT = ∆CT∆∆ ):3-3فرمول (

  شود.محاسبه می 4- 3رمال شده با فرمول در نهایت نسبت بیان ن

  CT∆∆�2  = ):  نسبت بیان نرمال شده4-3فرمول (  

                                                
 ١Delta Delta Cycle Threshold 

Normalization ١٣ 
 ۴ Relative Expression Software Tool (REST) 

Pfaffl ١٥ 
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  نیگنیل وسنتزیب مسیر در ریدرگ يهاژن ییشناسا 4-1

در دو گیاه  CCR و PAL، 4CLهاي دخیل در مسیر بیوسنتز لیگنین نظیر بررسی تعداد برخی از ژن

 گیاهان تک لپه انجام گرفت.ي ي گیاهان دو لپه و برنج به عنوان نمایندهسویا به عنوان نماینده

ژن و  16در سویا   4CL. ژن در برنج را نشان دادند PALژن  3در سویا و PALژن  8 حضور هابررسی

ها از این ژن شدند. ژن را شامل 8ژن و در برنج  11در سویا  CCRژن  ژن و نهایتاً 8در برنج 

هاي ) برخی از ژن2014( دست آمد. چو و همکارانه فیتوزوم ب و KEGG  و NCBIي هاي دادهپایگاه

ژن  9ژن و برنج  8 در سویا PALها براي آنها را بررسی کردند. یزوفلاونوئیددخیل در مسیر بیوسنتز ا

 ,Chu(نظر گرفتند  ژن را در 7و برنج ژن  9در سویا  CL4براي آنزیم  چنین همرا در نظرگرفتند. 

Wang et al. 2014( .انآنچه که اهمیت دارد آن است که چو و همکار )میانگینی براي وجود 2014  (

ژن و براي  PAL ،7این میانگین براي آنزیم  در گیاهان مختلف بیان کردند. PAL،CL 4هاي آنزیم

ها به صورت میانگین این تعداد تر است و در پژوهش آنها بیشژن بود. اما تعداد این ژن CL 4 ،6آنزیم

   ).4-1رد(جدول خوانی دامطرح شده است که با نتایج ما هم

 

   کروموزوم يها بر روژن يریمکان قرار گ   4-2

هاي این ژن اند.شده توزیعکروموزوم سویا  20کروموزوم از  18بر روي  4CLو  PAL، CCRهاي ژن

ها ها در این آنزیمبرخی از ژن اند.کروموزوم برنج قرارگرفته 12کروموزوم از  9ها در برنج برروي آنزیم

برخی  اند.نزدیکی نسبت به هم واقع شدهي اند و یا در فاصلهها روي هم قرار گرفتهدر روي کروموزوم

سویا هیچ ژن از این سه  16و  12روي کروموزوم  اند.ها روي بیش از یک کروموزوم جاي گرفتهاز ژن

در مسیر بیوسنتز  خالی از حضور ژن 7 و 11 ،12وم در برنج نیز کروموز چنینهمژن وجود ندارد و 

  است. لیگنین
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   ،PAL هايهاي مسیر بیوسنتز لیگنین برروي کروموزوم سویا: رنگ قرمز معرف ژنموقعیت قرارگیري ژن. 1- 4شکل 

  است. CL4و رنگ سیاه معرف  CCR  رنگ سبز معرف

  

  

  

 

  
 ،PALهاي هاي مسیر بیوسنتز لیگنین برروي کروموزوم برنج : رنگ قرمز معرف ژنموقعیت قرارگیري ژن. 2- 4شکل 

  است. CL4و رنگ سیاه معرف  CCR  رنگ سبز معرف
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  دخیل در مسیر بیوسنتز لیگنین در دو گیاه سویا و برنج  4CLو PAL،CCRهاي ژن. 1- 4جدول 

 Glycine max 
Genes Name/Gene ID Location 
 phenylalanine ammonia lyase (PAL) 
Gmpal1 GLYMA_03G181600 Chromosome 3, NC_016090.2 (39351580..39354938) 
Gmpal2 GLYMA_19G182300 Chromosome 19, NC_016106.2 (44117792..44121737) 
Gmpal3 GLYMA_13G145000 Chromosome 13, NC_016100.2 (25758490..25763587) 
Gmpal4 GLYMA_03G181700 Chromosome 3, NC_016090.2 (39362363..39366236) 
Gmpal5 GLYMA_02G309300 Chromosome 2, NC_016089.2 (48286839..48289735) 
Gmpal6 GLYMA_10G209800 Chromosome 10, NC_016097.2 (44173304..44179425) 
Gmpal7 GLYMA_10G058200 Chromosome 10, NC_016097.2 (5329214..5333437) 
Gmpal8 GLYMA_20G180800 Chromosome 20, NC_016107.2 (41888008..41894225) 
 4-coumarate coAligase(4CL) 

Gm4CL1 GLYMA_17G064600 Chromosome 17, NC_016104.2 (4988085..4993712) 
Gm4CL2 GLYMA_13G372000 Chromosome 13, NC_016100.2 (45701240..45704269) 
Gm4CL3 GLYMA_14G223200 Chromosome 14, NC_016101.2 (48847895..48851353) 
Gm4CL4 GLYMA_13G095600 Chromosome 13, NC_016100.2 (21058855..21065859) 
Gm4CL5 GLYMA_06G171900 Chromosome 6, NC_016093.2 (14392084..14396710) 
Gm4CL6 GLYMA_04G194200 Chromosome 4, NC_016091.2 (46583921..46597401) 
Gm4CL7 GLYMA_05G075100 Chromosome 5, NC_016092.2 (9240376..9258393) 
Gm4CL8 GLYMA_13G323000 Chromosome 13, NC_016100.2 (41740800..41746265) 
Gm4CL9 GLYMA_11G194500 Chromosome 11, NC_016098.2 (26790498..26796532) 
Gm4CL10 GLYMA_01G232400 Chromosome 1, NC_016088.2 (55890692..55894659) 
Gm4CL11 GLYMA_08G329700 Chromosome 8, NC_016095.2 (44747016..44751074) 
Gm4CL12 GLYMA_10G197900 Chromosome 10, NC_016097.2 (42920492..42922922) 
Gm4CL13 GLYMA_15G001700 Chromosome 15, NC_016102.2 (191035..194440) 
Gm4CL14 GLYMA_18G076900 Chromosome 18, NC_016105.2 (7297064..7301125) 
Gm4CL15 GLYMA_19G076100 Chromosome 19, NC_016106.2 (27419654..27421979) 
Gm4CL16 GLYMA_20G192100 Chromosome 20, NC_016107.2 (43068804..43075215) 
 cinnamyl coA reductase(CCR) 
GmCCR1 GLYMA_14G197600 Chromosome 14, NC_016101.2 (46288259..46290935) 
GmCCR2 GLYMA_09G205700 Chromosome 9, NC_016096.2 (42977402..42980557 
GmCCR3 GLYMA_01G017100 Chromosome 1, NC_016088.2 (1634021..1637483) 
GmCCR4 GLYMA_11G164700 Chromosome 11, NC_016098.2 (15648161..15653438) 
GmCCR5 GLYMA_02G230500 Chromosome 2, NC_016089.2 (41810233..41812878) 
GmCCR6 GLYMA_15G125100 Chromosome 15, NC_016102.2 (9930677..9933683) 
GmCCR7 GLYMA_07G026300 Chromosome 7, NC_016094.2 (2055184..205805) 
GmCCR8 GLYMA_13G369800 Chromosome 13, NC_016100.2 (45526198..45528796) 
GmCCR9 GLYMA_05G006600 Chromosome 5, NC_016092.2 (589990..593557) 
GmCCR10 GLYMA_08G218100 Chromosome 8, NC_016095.2 (17722149..17725324) 
GmCCR11 GLYMA_18G091300 Chromosome 18, NC_016105.2 (9117685..9125568) 
 Oryza sativa  
OsPAL1 LOC4330040 NC_029257.1 (25006493..25009135) 
OsPAL2 LOC4336415 NC_029259.1 (25927051..25929746) 
OsPAL3 LOC4338861 NC_029260.1 (20953409..20955934) 
 4-coumarate coAligase(4CL) 
Os4CL1 LOC4345054 Chromosome 8, NC_029263.1 (8874074..8878899) 
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Os4CL2 LOC4328485 Chromosome 2, NC_029257.1 (4280488..4285919) 
Os4CL3 LOC4345717 Chromosome 8, NC_029263.1 (21873068..21875508) 
Os4CL4 Os03t0152400 Chromosome 3 
Os4CL5 Os08t0143300 Chromosome 8 
Os4CL6 Os10t0578950 Chromosome 10 
Os4CL7 Os06t0656500 Chromosome 6 
Os4CL8 Os02t0697400 Chromosome 2 
 cinnamyl coA reductase(CCR) 
OsCCR1 LOC4347074 Chromosome 9,NC_029264.1 (15076244..15079461) 
OsCCR2 LOC4346438 Chromosome 9,NC_029264.1 (2083417..2086585) 
OsCCR3 LOC4331085 Chromosome 2,NC_029257.1 (34564285..34566280) 

OsCCR4 Os01t0283600 Chromosome 1 

OsCCR5 Os02t0180700 Chromosome 2 

OsCCR6 Os08t0277200 Chromosome 8 

OsCCR7 Os08t0441500 Chromosome 8 

OsCCR8 Os09t0262000 Chromosome 9 

  

   	PALآنالیز تکاملی  

، PAL1مشخص شد که در سویا ژن  ORF Finder١٦افزار ه دست آمده از نرمبا استفاده از اطلاعات ب

25    ORF آمونیالیاز هاي هیپوکوتیل و هسیتیدین آمونیالیاز و فنیل آلانیندارد که در گیرنده پروتئین

باشد که البته بیشترین شباهت با گیاه آرابیدوپسیس مشاهده شد در موجودات مختلف به جز سویا می

 PAL2 30، PAL3 31، PAL429ژن  عملکرد ناشناخته نیز مشاهده شد. هایی بادر این میان پروتئین

،PAL5 17، PAL6 36، PAL7 25 و  PAL834 ORF  دارند.در گیاه برنجPAL1 13، PAL2 14 و 

PAL310ORF .هاي ساخته شده توسط ژندر برنج نیز این پروتئین را نشان دادندPAL  مانند

  هاي سویا بودند.پروتئین

در سویا داراي دو اگزون  PALژن  8ي دربررسی الگوي اینترون و اگزون در سویا مشاهده شد که همه

، این موضوع باشنددر برنج داراي یک اگزون و فاقد اینترون می PALهاي و یک اینترون هستند و ژن

                                                
16 Open reading frame 
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ها در تواند نشان دهنده این باشد که احتمالا تنوع این خانواده ژنی در برنج کم است و تنوع ژنمی

با توجه به این نتیجه و نتایج حاصل از  ت.تر اسسویا به طورکلی به دلیل دارا بودن اینترون بیش

هاي داراي الگوي اینترون و اگزون مشابه در یک مشخص شد که ژن هاي درخت فیلوژنتیک،بررسی

   گیرند.خوشه از درخت فیلوژنتیک قرار می

  

  الف

  
  

  

  
  الف) سویا   ب) برنج GSDsبا استفاده از پایگاه   PALهاي بررسی الگوي اینترون اگزون ژن. 3- 4شکل 

  

 

هاي هر دو ژننشان داد که درصد مشابهت بین  PALهاي بررسی درصد مشابهت توالی پروتئینی ژن

است. با مشاهده درخت فیلوژنتیک مشخص شد که دو خوشه مجزا  درصد 75-77گیاه پیرامون 

 PAL هايسویا و دومین خوشه مربوط به ژن PALهاي تشکیل شده است.اولین خوشه مربوط به ژن

تواند جد با هیچ ژنی ارتباط نزدیکی نشان داد و احتمالا این ژن می GmPAL5در سویا ژن  برنج است.

در هر دو گیاه نشان  Mega7.0برابرشدگی  با استفاده از نرم افزار  دوخویشاوندي باشد. بررسی وقوع 

برابرشدگی  دو 2در برنج دراثر  PALهاي برابرشدگی و ژن دو 7در سویا دراثر  PALهاي ژنکه داد 

هاي همولوگ در سویا و برنج اند. نتایج حاصل از درخت فیلوژنتیکی مشخص کرد که ژنایجاد شده

ها باشد با توجه به شدگی ژن برابر دو تواند دلیلی براند که این خود میقرار گرفتهجدا از یکدیگر 

 ب
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هستند و در یک خوشه از درخت  منشأدر سویا با یکدیگر هم  PALهاي درخت فیلوژنتیک ژن

هایی هستند که بعد از شدگی برابر حاصل دو در برنج احتمالاً PALهاي گیرند و ژنفیلوژنتیک قرار می

  هاي تک لپه و دو لپه به وقوع پیوسته است.قاق گونهاشت

  
 Maximumبا استفاده از الگوریتم  PALهاي هاي آمینواسیدي ژندرخت فیلوژنتیکی،توالی. 4- 4شکل 

likelihood  تکرار(1000آزمون بوت استرپ با  وMega7.0(  

  : 4CLآنالیز تکاملی  

در برنج داراي یک اگزون  4CLکه هر سه ژن  دربررسی الگوي اینترون و اگزون در سویا مشاهده شد

هاي به عمل این در حالی است که در بررسی بوده و فاقد هرگونه اینترون در ساختار خود هستند.

ادي در هاي پراکنده زیدر سویا به مراتب داراي اینترون و اگزون 4CLهاي آمده مشخص شد که ژن

  باشند.ساختار خود می

ناحیه  5داراي  4CL4و  4CL1هاي نشان داد که ژن GSDs 2.0نتایج حاصل از پایگاه اطلاعاتی  

ناحیه اگزون و ژن  6هر کدام داراي   4CL8و4CL2 هاي ناحیه اینترون هستند و ژن 4اگزون و 

4CL2  4اینترون و ژن  7دارايCL8  باشند. این نواحی ساختار خود میناحیه اگزون در  5داراي

این  شوند.تر میتر و کوچکرود به هم نزدیکاینترونی و اگزونی هر چه به سمت انتهاي ژن پیش می
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سویا و احتمالا گیاهان دولپه  در  4CLهاي تواند نشان دهنده این موضوع باشد که ژنموضوع می

  ر برنج است.تري نسبت به گیاهان تک لپه نظیداراي تنوع ژنی بیش

  

  
  الف) سویا   ب) برنج GSDsبا استفاده از پایگاه   4CLهايبررسی الگوي اینترون اگزون ژن. 5- 4شکل 

  

  

در گیاه سویا و برنج، سه خوشه بندي متفاوت نشان داد.  4CLهاي درخت فیلوژنتیک ژن بررسی

در یک خوشه از  Os4CL2،Os4CL13هاي در یک خوشه ، ژن Gm4CL1 ، Gm4CL4هاي ژن

 سویا و برنج در خوشه سوم درخت فیلوژنتیک قرار گرفتند. 4CLهاي درخت فیلوژنتیک و سایر ژن

نشان دهنده ارتباط نزدیک این ژن  اند احتمالاًتوهاي سویا میهاي برنج در خوشه ژنقرار گرفتن ژن

با توجه به درخت فیلوژنتیک  چنین هم ها باشد.در این دو گیاه و رابطه خویشاوندي نزدیک میان آن

در هیچ خوشه اي قرار نگرفته است و به صورت تک خوشه مشاهده  Gm4CL10مشخص شد که ژن 

تواند نشان دهنده این موضوع باشد که احتمالا این ژن جد خویشاوندي سایر شود که این امر میمی

  باشد. ي این خانوادههاژن سایر پیدایش منشأتواند ها بوده و میژن

 الف

 ب
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 Maximum likelihoodبا استفاده از الگوریتم  4CLهاي هاي آمینواسیدي ژندرخت فیلوژنتیکی،توالی. 6-4شکل 

  )Mega7.0تکرار(1000آزمون بوت استرپ با  و

  CCR		 آنالیز تکاملی 

در برنج داراي یک اگزون  CCRکه هر سه ژن  دربررسی الگوي اینترون و اگزون در سویا مشاهده شد

هاي به عمل این در حالی است که در بررسی بوده و فاقد هرگونه اینترون در ساختار خود هستند.

هاي پراکنده زیادي در در سویا به مراتب داراي اینترون و اگزون CCRهاي آمده مشخص شد که ژن

ر خود اینترون در ساختا 5اگزون و  6در گیاه سویا داراي  CCR4,5 هاي باشند.ژنساختار خود می

هاي اگزون و یک اینترون بود. سایر ژن 2داراي  CCR6سویا، تنها ژن  CCRهاي هستند. در میان ژن

CCR  اینترون بودند. 4اگزون و 5داراي  

  

  الف) سویا   ب) برنج GSDsبا استفاده از پایگاه   CCRهايبررسی الگوي اینترون اگزون ژن. 7- 4شکل 

 الف

 ب
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بندي متفاوت مشاهده شد. در دو گیاه سویا و برنج، سه خوشه CCRباتوجه به درخت فیلوژنتیک ژن 

 هايدر یک خوشه از درخت، ژنGmCCR6  و GmCCR1، GmCCR5، GmCCR4هاي ژن

GmCCR2، GmCCR3، GmCCR9 وGmCCR11  در یک خوشه از درخت فیلوژنتیک و سایر

هاي برنج در خوشه سوم از درخت فیلوژنتیک جاي گرفتند. این موضوع هاي سویا و همه ژنژن

 منشأدر دو گیاه سویا و برنج و احتمالا هم  CCRهاي تواند نشان دهنده ارتباط نزدیک  میان ژنمی

 ها قرار گرفت.یک تک خوشه مجزا از سایر ژنبه صورت  GmCCR7ها باشد. در این میان ژن بودن آن

با استفاده از نرم افزار بررسی وقوع دوبرابرشدگی ها است. جد خویشاوندي سایر ژن این ژن احتمالاً

Mega7.0 هاي در هر دو گیاه نشان داد ژنCCR  هاي شدگی و ژن برابر دو 7در سویا دراثرCCR  در

هاي اند. نتایج حاصل از درخت فیلوژنتیکی مشخص کرد که ژنشدهشدگی ایجاد  برابر دو 2برنج دراثر 

تواند دلیلی بردو برابرشدگی اند که این خود میهمولوگ در سویا و برنج جدا از یکدیگر قرار گرفته

 ها باشد.ژن

  
  

  
 Maximumبا استفاده از الگوریتم  CCRهاي هاي آمینواسیدي ژندرخت فیلوژنتیکی،توالی. 8- 4شکل 

likelihood  تکرار1000آزمون بوت استرپ با  و )Mega7.0(  
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  ها:بررسی مکان فعالیت پروتئین 

شوند.هدف هایی که در این پژوهش مورد مطالعه قرار گرفت،توسط چند ژن همولوگ کد میآنزیم همه

ها با نتایج حاصل از مطالعات ي این مکانها مقایسهبررسی مکان فعالیت محصول پروتئینی ژناز 

هاي تعدادي از ژن است آزمایشگاهی قبلی است و نهایتا رسیدن به این مسئله است که آیا ممکن

ا ها به صورت اختصاصی و ویژه در مسیر بیوسنتز لیگنین فعالیت کنند یي آنزیمهمولوگ کد کننده

  mPLoc-Plantها و استفاده از پایگاه خیر؟ به این منظور با در اختیار داشتن توالی آمینواسیدي ژن

)multi-www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/plant (.براساس این  مکان فعالیت هر پروتئین مشخص شد

در  CCR1,8ژن  ،CCRدر آنزیم . در سویا و برنج تنها در سیتوپلاسم وجود دارد PALم پایگاه آنزی

 4CLژن  در گلژي حضور دارند.  CCR4,5,6,7در سیتوپلاسم و CCR2,3ژن  کلروپلاست و گلژي،

در  هاي درگیر) حضور ژن2015( تر باروس و همکاران. پیشزوم حضور داردو برنج در پروکسی درسویا

در  PALمسیر بیوسنتز لیگنین را در گیاهان مختلف بررسی کردند و به این نتیجه رسیدند که ژن 

 Plant-mPLocهاي دیگر حضور دارد که این امر با نتایج حاصل از پایگاه تر از مکانسیتوپلاسم بیش

 25سم و درصد در سیتوپلا 4CL 75مطرح کردند که ژن چنین همها آن .)9-4(شکل  مطابقت دارد

  .)Barros, Serk et al. 2015( شودها یافت میدر وزیکول درصد

 یتوپلاسم حضور دارد این درحالی است که نتایجبیان داشتند که این ژن فقط در س CCRدر مورد ژن  

از پایگاه  دست آمدهه نتایج ب کند.در کلروپلاست و گلژي را تایید می CCRهاي برخی از ژن ما حضور

این  CCRو 4CLهاي با منابع پیشین مطابقت دارد اما در مورد آنزیم PALاطلاعاتی در مورد ژن 

گونه استنباط کرد که توان اینکارهاي آزمایشگاهی و نتایج ما مییج امطابقت دیده نشد. از مقایسه نت

ارتباط مستقیم دارند و اختلاف در برخی از نتایج ممکن است با اختصاصی این نتایج با یکدیگر  تقریباً

هاي اطلاعاتی مورد استفاده براساس ي مکان فعالیت آنزیم در پایگاههاي محاسبهتر شدن الگوریتم
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-Plant (مسیر بیوسنتز لیگنین) رفع شود.پایگاه اطلاعاتی پایگاه  ي مازي مورد مطالعهمسیر بیوسنت

mPLoc  نسبت به پایگاهtarget p تري دارد.کارآمدتر بوده اما با این وجود نیاز به دقت بیش 

  

  
ي هاي درگیر در مسیر بیوسنتز لیگنین:      سیتوزول،      شبکهآنزیمتصویر شماتیک مکان فعالیت .9-4شکل 

  )CWي سلولی(دیواره )،      PMها،     غشاء پلاسمایی( )،     گلژي،     پلاستیدها،      وزیکولERآندوپلاسمی(

  

با سایر 	 4CL و PAL، CCRي کنش آنزیم هابررسی برهم 

  ها پروتئین

  هاي اصلی مسیر بیوسنتز لیگنین با سایر پروتئین ها از پایگاه دادهي آنزیمرابطه به منظور یافتن

 STRING )db.org-https://string( .هاي هر آنزیم به صورت جداگانه در این پایگاه ژن استفاده شد

دست آمد. در ه ها ارتباط و یا عدم ارتباط دارند بهایی که با این ژنداده وارد شد و لیستی از پروتئین

در  در این میان .)2-4(جدول  دارند PAL هايارتباط زیادي با ژن C4Hو  4CLهاي گیاه سویا ژن

  پروتئین دیگري به نام همانند گیاه سویا است. PAL با ژن  4CLگیاه برنج نقش و ارتباط ژن

NAAT1 nutrient amino acid transporter 1)( هايکه با ژن  Os-PAL2و  Os-PAL3  ارتباط

اسیدآمینه  - Lانتقال فعال غشاء اسیدآمینه،-Dانتقال فعال غشاء  این پروتئین در انتقال سدیم، دارد.
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 حمل و نقل17وروترانسمیترنئحمل و نقل  ،حمل و نقل اسید آمینه خنثیي نقش داشته و در مسیرها

 .برنج ارتباط دارد PALهاي نیز با همه ي ژن NAAT5  کند.فعالیت می اسید آمینه غشاء

  

 )STRING( ها در دو گیاه سویا و برنجبا سایر پروتئین PALي هانیبرهمکنش پروتئ. 2- 4جدول 

Gm-
PAL8 

Gm-
PAL7 

Gm-
PAL6 

Gm-
PAL5 

Gm-
PAL4 

Gm-
PAL3 

Gm-
PAL2 

Gm-
PAL1  

+ + + + + + + + GLYMA17G07180.1(4CL) 

+ + + + + + + + GLYMA17G07170.1(4CL) 

+ + + + + + + + GLYMA14G38580.1(C4H1) 

+ + + + + + + + GLYMA02G40290.1(C4H) 

+ + + + + + + + GLYMA20G24810.1(C4H) 

+ + + - + + + + GLYMA11G09710.2(4CL) 

+ + + - + + + + GLYMA01G44270.1(4CL4) 

+ + + + + + + + GLYMA18G08550.1(4CL) 

+ + + + - + + + GLYMA17G07190.2(4CL1) 

+ - + + - + - + GLYMA15G00390.1(4CL) 

- + - + + - + - GLYMA13G39770.1(4CL) 

- - - + + - - - LOC547944(4CL) 

Os-PAL3 Os-PAL2 Os-PAL1  

+ + + LOC_Os02g08100(4CL) 

+ + + LOC_Os05g25640 

+ + + LOC_Os01g60450 

+ + + LOC_Os06g44620(4CL) 

- - + LOC_Os04g33390 

+ + + LOC_Os03g05780(4CL) 

+ + + LOC_Os02g46970(4CL) 

+ + + LOC_Os08g04770(4CL) 

+ + + LOC_Os04g24530 

+ + + LOC_Os11g35040(NAAT5) 

+ + - LOC_Os02g20360(NAAT1) 

                                                
17 neurotransmitter transport 
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دخالت  هایی که در مسیر بیوسنتزي لیگنینبا سایر پروتئین 4CLهاي اصلی ژن بررسی روابط بین ژن

، 4CL1هاي دست آمده مشخص شد که ژنه با توجه به اطلاعات ب ).3-4دارند نیز انجام شد(جدول 

4CL4، 4CL8 4 وCL14 ها رابطه بسیار نزدیکی با یکدیگر در گیاه سویا در ارتباط با سایر پروتئین

هاي آغازین مسیر بیوسنتز لیگنین است ارتباط که از ژن PAL2 و PAL1هاي ها با ژناین ژن دارند.

در ارتباط بود و بین سه ژن دیگر ارتباطی با این ژن مشاهده نشد.  C4Hفقط با  4CL1ژن  دارند.

 ACX1;1این دو ژن با پروتئین  هاي مشترکی بودند.نیز داراي پروتئین 4CL16 و 4CL12هاي ژن

)GLYMA11G03800 ( در ارتباط بودند. این پروتئین به نام آسیل کوآ اکسیداز است که در مسیر

هورمون مسیر سنتزي  بیوسنتز اسیدهاي چرب، هاي ثانویه و فلاونوئیدها،بیوسنتز متابولیت

را  PALهاي اغلب ژن 4CLهاي شناسایی شده در ارتباط با ژن . ژناسید دخالت داردجاسمونیک 

هاي این پایگاه اطلاعاتی براي ژن ها داراي عملکرد ناشناخته بودند.شامل شدند و سایر سایر ژن

4CL2، 4CL6، 4CL10 4 وCL15 ها و ترکیبات را نشان نتوانست شبکه برهمکنشی با سایر پروتئین

برنج  4CLهاي شویم که میان ژنگیاه برنج با نگاه اجمالی به اطلاعات بدست آمده متوجه می دهد. در

هاي که در ژن Os4CL3 با Os4CL2ارتباط نزدیکی وجود دارد. و  PALو C4Hو  CCRهاي و ژن

  پیرامون خود دارند با هم اشتراکات بیشتري دارند.

  )STRING( ها در دو گیاه سویا و برنجبا سایر پروتئین 4CLي هانیبرهمکنش پروتئ. 3- 4جدول 

Gm-
4CL16  

Gm-
4CL14 

Gm-
4CL13 

Gm-
4CL12  

Gm-
4CL11  

Gm-
4CL9  

Gm-
4CL8  

Gm-
4CL7  

Gm-
4CL5  

Gm-
4CL4  

Gm-
4CL3  

Gm-
4CL1  

  

-  +  -  -  +  -  +  -  -  +  -  +  GLYMA10G06600 
PAL2  

-  +  -  -  +  -  -  -  -  +  -  +  GLYMA19G36620 
PAL1 

-  +  -  -  +  +  +  -  -  +  -  +  GLYMA13G20800  
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-  +  +  -  +  +  +  -  -  +  -  +  GLYMA03G33880  
-  +  -  -  -  -  +  -  -  +  -  +  GLYMA02G47940  
-  -  -  - -  -  -  -  -  +  -  +  GLYMA02G40290  

C4H  
-  +  -  - +  -  +  -  -  -  -  +  GLYMA20G32135  
-  +  +  - +  +  +  -  -  +  -  +  GLYMA15G00600 
-  +  +  - +  +  +  -  -  +  -  +  GLYMA13G44700 
-  +  +  - +  +  +  -  -  +  -  +  GLYMA08G23310  
-  +  +  - +  +  +  -  -  +  -  -  GLYMA07G02690 
-  -  -  - +  -  -  -  -  -  -  -  GLYMA12G18960 
-  +  +  - -  +  -  -  -  -  -  -  GLYMA06G14220 
-  -  -  -  -  +  -  -  -  -  -  -  GLYMA06G14200  
-  +  +  -  -  +  -  -  -  -  -  -  GLYMA04G40580 
-  -  -  -  -  +  -   --  -  -  -  -  GLYMA20G24810 
+  -  -  +  -  -  -  -  -  -  +  -  GLYMA05G31390 
-  -  -  -  -  -  -  -  -  -  +  -  GLYMA17G05780 
-  -  - -  -  -  -  -  -  -  +  -  GLYMA17G05770 
-  - - -  -  -  -  -  -  -  +  -  GLYMA13G16950 
-  - - -  -  -  -  -  -  -  +  -  GLYMA13G16940 
+  - - +  -  -  -  -  -  -  +  -  GLYMA12G14060 
+  - - +  -  -  -  -  -  -  +  -  GLYMA06G43840 
+  - - +  -  -  -  -  -  -  +  -  GLYMA11G03800 

ACX1;1 

+  - - +  -  -  -  -  -  -  +  -  GLYMA05G04940 
ACX1;2 

+  - - +  -  -  -  -  -  -  -  -  GLYMA01G41600  
+  - - +  -  -  -  -  -  -  -  -  GLYMA18G43240 
+  - - +  -  -  -  -  -  -  -  -  GLYMA03G07540  
+  - - +  -  -  -  -  -  -  -  -  GLYMA19G09320 
+  - - +  - - - -  -  -  +  -  GLYMA14G14990 
- - - -  - - - -  +  -  -  -  GLYMA20G02420 
- - - -  - - - -  +  -  -  -  GLYMA18G52590 
- - - - - - - -  +  -  -  -  GLYMA02G15070 
- - - - - - - -  +  - - -  

GLYMA0839S50 

- - - - - - - -  +  - - -  
GLYMA16G00520 

- - - - - - - -  +  - - -  
GLYMA12G28870 

- - - - - - - -  +  - - - GLYMA17G18500 
- - - - - - - -  +  - - - GLYMA14G04520 
- - - - - - - -  +  - - - GLYMA02G44250 
- - - - - - - -  +  - - - GLYMA20G18980 
- - - - - - - +  -  - - - GLYMA20G33380 
- - - - - - - +  -  - - - GLYMA13G44960 
- - - - - - - +  -  - - - GLYMA15G00400 
- - - - - - - +  -  - - - GLYMA13G39790 
- -  - - - - - +  -  - - - GLYMA18G08561 

Os4CL3  Os4CL2  Os4CL1    
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+  +  +  OS02T0626100 PAL  
-  +  +  OS09T0127300  
- -  +  OS05T0427400 OsJ_18619  

- - +  OS04T0518400 OsJ_19054  
+  - +  OS02T0627100 ZB8  

- +  +  OS02T0626400 OsJ_07593  
- -  +  OS02T0808800 CCR1  

- -  +  OS05T0320700 OsC4HL  
+  +  +  OS02T0207900  
  -  +  OS06T0165800 COA1  

+  +  -  OS08T0441500 
CCR 

  +  -  OS09T0419200 
CCR  

+  +  -  CCR OS08T0277200 

+  +  -  OS02T0180700 
CCR 

-  +  -  OS01T0820000  

-  +  -  OS02T0626400 
PAL  

+  +  -  OS05T0494000  
cytochrome P450  

+  - - OS09T0127300 
CCR  

+  - - 01, -OS09T0419200
OsJ_29385 
CCR 

+  - - OS02T0467600 
C4H 

 

  

  
 

 

    
2- GmPAL2    1- GmPAL1  

  

 
 

1-GmPAL1  2-GmPAL2  
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5-GmPAL5 6-GmPAL6  

 

 

3-GmPAL3  
 

4-GmPAL4  
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7-GmPAL7  
 

8-GmPAL8  
 

9-OsPAL1 
 

10-OsPAL2 
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در سویا و  PAL هايمربوط به ژن1-8شماره. )STRING( هابا سایر پروتئین PALهاي کنش ژن برهم. 10- 4شکل 

  در برنج است. PALهاي مربوط به ژن 9-11شماره

  

هایی که در مسیر بیوسنتزي لیگنین با سایر پروتئین CCRهاي اصلی ژن بررسی روابط بین ژن

هاي ژن که . با توجه به اطلاعات به دست آمده مشخص شد)4-4(جدول  دخالت دارند نیز انجام شد

Gm-CCR1، Gm-CCR4 ، Gm-CCR5، Gm-CCR6، Gm-CCR7و Gm-CCR9  در گیاه سویا با

هاي با پروتئین OsCCR2و  OsCCR1هاي در گیاه برنج ژن هاي مشترکی در ارتباط هستند.پروتئین

ارتباط نزدیکی دارد و این  HCTو  4CLهاي در برنج با آنزیم CCRآنزیم  مشترك ارتباط نشان دادند.

بیشتر است. نکته جالب توجه آن است که این  4CLو  C4Hهاي ارتباط در گیاه سویا با آنزیم

هاي ثانویه و نیز به نحوي در مسیر متابولیت CYP98A2 GLYMA19G30600ها مانند پروتئین

ها ) نیز در سنتز مونولیگنولGLYMA11G07850(مسیر بیوسنتز فنیل پروپانوئیدها نقش دارند. ژن 

  که پیش ساز سنتز لیگنین در دیواره سلولی ثانویه هستند نقش دارد.

  

  

11-OsPAL3 
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  )STRING( ها در دو گیاه سویا و برنجبا سایر پروتئین CCRي هانیبرهمکنش پروتئ .4- 4جدول 

Gm-
CCR11  

Gm-
CCR10  

Gm-
CCR9  

Gm-
CCR8  

Gm-
CCR7  

Gm-
CCR6  

Gm-
CCR5  

Gm-
CCR4  

Gm-
CCR3  

Gm-
CCR2 

Gm-
CCR1  

  

 -   -  +   -  +  +  +  +   -   -  +  GLYMA09G34431  
 -  -  +   -  + + + +  -   - + GLYMA01G01350  
 -  -  +   -  + + + +  -   - + GLYMA19G02150 

cytochrome P450  
 -  -  +   -  + + + +  -   - + GLYMA11G07850 

CYP84A16  
 -  -  +   -  + + + +  -   - + GLYMA16G24341 

cytochrome P450  
 -  -  +   -  + + + +  -   - + GLYMA01G37430 

cytochrome P450  
 -  -   -   -  +  + + +  -   - + GLYMA17G18800  
 -  -   -   -   -  + + +  -   - + GLYMA11G05800  
 -  -   -   -   -  + + +  -   - + GLYMA07G33780  
 -  -   -   -   -  + + +  -   - + GLYMA02G11530  
 -  -  +   -   -   -   -   -   -   -   -  GLYMA13G44830 
 -  -  +   -   -   -   -   -   -   -   -  GLYMA08G23560 
 -  -  +     -   -   -   -   -   -   -  GLYMA07G02460 
 -   +   -   -   -   -   -   -   -   -  GLYMA15G00490 
 -  -   -   -  +   -   -   -   -   -   -  GLYMA02G09460 
 -  -   -   -  +   -   -   -   -   -   -  GLYMA19G30600 

CYP98A2 
 -  -   -   -  +   -   -   -   -   -   -  GLYMA03G27740 

cytochrome P450 
 -  -   -   -   -   -   -   -  + +   -  GLYMA14G39840  
 -  -   -   -   -   -   -   -  + +  -  GLYMA19G33940  
 -  -   -   -   -   -   -   -  + +  -  GLYMA03G31100  
 -  -   -   -   -   -   -   -  + +  -  GLYMA18G08550  
 -  -   -   -   -   -   -   -  + +  -  GLYMA08G44190  
 -  -   -   -   -   -   -   -  + +  -  GLYMA13G39770 

4CL  
 -  -   -   -   -   -   -   -  + +  -  GLYMA12G30125  
 -  -   -   -   -   -   -   -  + +  -  GLYMA12G08460  
 -  -   -   -   -   -   -   -  + +  -  GLYMA11G20020  
 -  -   -   -   -   -   -   -  + +  -  GLYMA17G07341  
 - +   -  +   -   -   -   -   -   -   -  GLYMA18G08550  
 - +  -  +  -   -   -   -   -   -   -  GLYMA08G44190  
 - +  -  +  -   -   -   -   -   -   -  GLYMA11G20020  
 - +  -  +  -   -   -   -   -   -   -  GLYMA17G07180  
 - +  -  +   -   -   -   -   -   -   -  GLYMA17G07170  
 - +  -  +  -   -   -   -   -   -   -  GLYMA15G00390  
 - +  -  +  -   -   -   -   -   -   -  GLYMA13G01080  
 - +  -  +  -   -   -   -   -   -   -  GLYMA01G01350  
 - +  -  +  -   -   -   -   -   -   -  GLYMA02G40290 

C4H  
 - +  -  +  -   -   -   -   -   -   -  GLYMA11G09710  
+   -  -  -  -  -  -  -  -  -  - GLYMA03G14960 
+  -  -  -  -  -  -  -  -  -  - GLYMA01G26990 
+  -  -  -  -  -  -  -  -  -  - GLYMA15G06460 
+  -  -  -  -  -  -  -  -  -  - GLYMA13G32830 
+ - - - - - - - - - - GLYMA07G04840 
+ - - - - - - - - - - GLYMA12G18960 

cytochrome P450   
+ - - - - - - - - - -  
+  -  -  -  -  -  -  -  -  -  - GLYMA14G33244 
+  -  -  -  -  -  -  -  -  -  - GLYMA14G33227 
+  
 

 -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  GLYMA13G02740 
FLS1 

OsCCR3  OsCCR2  OsCCR1    
+   -  +  OS09T0481400  
 -  + + OS04T0310800 (4CLL9)  
 -  + + OS02T0697400 (4CL2)  
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 -  + + OS02T0177600 (4CL3)  
 -  + + OS08T0448000 (4CL5)  
 -  + + OS06T0656500 (4CL4)  
+  + + OS02T0611800 (HCT2)   
+  + + OS04T0500700 (HCT1)   
 -  + + OS10T0578950 (4CLL2)  
 -  + + (4CLL3)OS08T0143300   
+  +   -  OS08T0245200 ( 4CL1)  
+   -   -  OS03T0112900(OsF5HL2)  
+  -   -  OS06T0165800 (COA1)  
+  -   -  OS05T0320700 (OsC4HL)   
+  -   -  OS01T0591000 (ALDH1a)  
+  -   -  OS10T0512400   
+  -   -  OS01T0591300   

  PAL بیانی بررسی شبکه هم 4-3

 انجام گرفت.  Genevestigatorو ATTED IIبا استفاده از دو نرم افزار  PALبیانی ي شبکه هممطالعه

   ).5-4هاي هم بیان درنظر گرفت (جدول ژن سویا PALژن  8ژن از  4براي  ATTED IIنرم افزار 

-PAL2 )Glyma-10G058200،(PAL4 )Glyma-03G181700،(PAL8 )Glymaژن  هايبیانهم

20G180800،(PAL5 )Glyma-02G309300( از نرم افزارATTED II  نرم  دست آمد.ه ب

 ها،هاي هم بیان مشخص کرد که از میان این ژنژن PALژن  8ژن از  6براي   Genevestigatorافزار

بیان ژن هم ATTED II  14 در نرم افزار  PALبه طور کلی ژن مشترك بود. ATTED IIبا   PAL5ژن

ژن هم بیان  19، درصد 70براساس ضریب پیرسون بالاي   Genevestigator را نشان داد و در نرم افزار

گیري دو نرم افزار با هم متفاوت است جایی که معیار اندازهاز آن بیانی انتخاب شد.زیرشبکه هم 6در 

تري از آنالیزهاي افزار را کنار هم قرار دادیم تا به اطلاعات جامعه دست آمده از هردو نرمما اطلاعات ب

 3ژن از  2ژن بود.در گیاه برنج  33در سویا  PAL هاي هم بیانپیدا کنیم.مجموع ژنبیانی دست هم

در گیاه  PALبیان بدست آمده هاي همهم بیان نشان دادند.تعداد ژن ،در هر دو نرم افزار PALژن 

هم  PAL8 و  PAL2 با  C4H1ژن بود. درگیاه سویا ژن 15برنج با استفاده از اطلاعات هر دو نرم افزار،

تواند نشان هم بیانی نشان داد.این موضوع می PAL هاي ژننیز با  4CLژن  چنین همبیان شد. 

-trans-cinnamate 4ژن  ي ارتباط نزدیک این دو ژن در مسیر بیوسنتز لیگنین باشد.دهنده

monooxygenase )Glyma-14G205200( بیان با به عنوان ژن همPAL2 و PAL8  مطرح شده است
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هاي در مسیر بیوسنتزي متابولیت PAL8 و PAL2  این ژن وشود. نامیده می C4H1که به اختصار 

ها و تبدیل فنیل آلانین به بیوسنتز مونولیگنول ،18بیوسنتز کپسی سایین ثانویه،بیوسنتز فلاونوئیدها،

در  چنین همکوئینون و -مسیرهاي بیوسنتزي یوبیکوئیتینه شدن و سایر مسیرهاي ترپنوئید تیروزین،

هاي ) بین ژنC4H2  )Glyma-02G236500  ژن چنین هم مسیر بیوسنتزي فنیل آلانین نقش دارد.

PAL2 و PAL7  .مشترك است  

  PAL6 هايبین ژن) Glyma-17G094700)، Glyma-03G156800، Glyma-07G271200سه ژن 

ترئونین کیناز -یک پروتئین سرین Glyma-17G094700ژن  مشترك است. PAL8و 

AtPK2/AtPK19 است.  

بیانی نشان داد در هم PAL4 با که GND 6-phosphogluconate dehydrogenaseژن هم بیان 

 هاي ثانویه و مسیر پنتوزفسفات دخالت دارد.مسیر سنتز متاوبولیت متابولیسم کربن و گلوتاتیون،

، در هاترکیب گلوتاتیون بعد .کشف شد J. de Rey-Pailhade میلادي توسط 1988گلوتاتیون در سال 

 یکگلوتاتیون  اد،نشان د کههانتر و ایگلز چنین همتوسط تلاش هاي گولند هاپکینز و ، 1929سال 

- Cساختار نهایی گلوتاتیون به عنوان  .از گلوتامات، سیستئین و گلیسین استترکیب تري پپتید 

  و  Harington ی و با استفاده از سنتز شیمیاییهپین توسط پیر وگلوتامیل سیستنیل گلایسین 

Mead  تعیین شد 1935در سال.  

  )Genevestigatorو ATTED IIدر سویا و برنج ( PALبیان با هاي همژن .5- 4جدول 

Coexpression genes Genes 
Glycine max   

Glyma.08G109400,Glyma.03G107900,Glyma.18G300500,Glyma.11G213000 Gm-PAL1 

Glyma.02G236500,Glyma.14G205200,Glyma.13G319000,  Gm-PAL2 

Glyma.08G201300,Glyma.08G180800, Glyma.03G079200,Glyma.08G115200  Gm-PAL3 

Glyma.18G277300,Glyma.06G308800,Glyma.01G232400 Gm-PAL4 

Glyma.11G008000,Glyma.01G234900,Glyma.01G172600,Glyma.06G035300 Gm-PAL5  

Glyma.17G094700,Glyma.03G156800,Glyma.07G271200,Glyma.01G165900 Gm-PAL6 

Glyma.02G236500,Glyma.05G055100,Glyma.13G111600,Glyma.20G241500 Gm-PAL7 

                                                
18 Capsaicin biosynthesis 
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Glyma.13G372000,Glyma.16G038300,Glyma.14G205200,Glyma.15G081000 

Glyma.17G094700,Glyma.03G156800,Glyma.07G271200 

Gm-PAL8 

Oryza sativa    

Os02g0626600,Os08g0448000,Os02g0611800,Os02g0626400,Os07g0622200,Os09g0438000 

LOC_Os06g10160,LOC_Os02g08100,LOC_Os02g39850 

Os-PAL1  

Os11g0116300,Os10g0320100,Os11g0530600 

LOC_Os03g16390,LOC_Os01g14590,LOC_Os03g03700 

Os-PAL2  

 

 

  
 ب)

  الف)
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  )Cytoscapeالف) سویا، ب) برنج (:  PALبیانی ي همشبکه. 11- 4شکل 

  

گردد که  براساس مسیر مولکولی و یا ) شامل  هر روش تحلیلی  میEnrichment( ابزار غنی سازي

-Marco-Ramell, Palau( دهدک سیستم بیولوژیک  به دست میاطلاعات شبکه  بینش مناسبی از ی

Rodriguez et al. 2018(. ترین کاربردهاي استفاده از آنالیزهاي از مهمPathway Enrichment  

کنند و به نحوي در شناسایی و هاي سرطانی در آن فعالیت مییی است که سلولشناسایی مسیرها

 Pathway بررسی .) (Yang, Wang et al.2019توانند موثر واقع شوندها میتشخیص و درمان سرطان

Enrichment کنند و با هاي مورد نظر در آن مسیر فعالیت میدر واقع نمایانگر مسیرهایی است که ژن

در P-Value ضریب  کند.، میزان احتمال این مشارکت را مشخص میP-Value محاسبه ضریب 

نتیجه آنالیز از  تر باشدکم P-Valueمحاسبه شده است.که هر چه میزان این  1و 05/0، 1/0فیتوزوم 

فیتوزوم ، آزمون  چنین همتر است. دقیق 05/0دقت بالاتري برخوردار است و با این احتساب ضریب 

 Holm-Bonferroni، Benjaminiشامل  هاگیرد که این آزموندر نظر می تصحیح نیز براي نتایج آنالیز

Hochberg  وBonferroni باشند.می  

یک آزمون چند متغیري است که زمانی مورد استفاده قرار می گیرد که  Bonferroni یح آزمون تصح

(از آنجا این آزمون یک  شودمیزمان با هم انجام هم ، به صورتچندین آزمایش وابسته و یا مستقل

گیرد ممکن است براي هر متغیر به صورت انفرادي مناسب است و شاید براي مقدار آلفا  درنظر می

ها مناسب نباشد، براي جلوگیري از بسیاري از پیامدهاي نادرست، مجموعه متغیرها  و مقایسه آن

  .یابد کاهش شودمیمقدار آلفا باید براي تعدیل مقایسه هایی که انجام 
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ها در مسیر توان عملکرد ژنمی بیانهاي همژن Pathway Enrichment بنابراین از طریق بررسی 

هایی دست آمده از  ژنه کنند را شناسایی کرد و به منظور تکمیل اطلاعات ببیوسنتزي که فعالیت می

مشخص نشده است را با استفاده از پایگاه ،  Pathway Enrichmentها براساس که عملکرد آن

  ورد.بدست آ  KEGGاطلاعاتی 

 مشخص شد که ژن Pathway Enrichmentدست آمده از آنالیزهاي ه با توجه به نتایج ب

Glyma.13G372000  که این مسیرها شامل مسیر  کند.مسیر سنتزي فعالیت می 4در گیاه سویا در

بیوسنتز فنیل پروپانوئیدها و در نهایت  هیدروکسی بنزووات، بیوسنتز بیوسنتز مونومرهاي سوبرین،

  .)6-4باشد(جدول یر بیوسنتزي فلاونوئیدها میمس

طویل تشکیل شده  C16-C26 یک پلیمر زیستی است که از مشتقات اسید چرب (Suberin )سوبرین 

نی اسید است که از طریق پیوندهاي کووالانسی استري به گلیسرول و هیدروکسی سینامات، یع

در  وکند را تولید میکوماریک، به یکدیگر متصل می شوند، و آسیل گلیسیرین  -pفورولیک و اسید 

شود. موانع چربی دوست نظیر لایه سوبرین، کوتیکول و لایه مومی ي سلولی گیاه انباشت میدیواره

گازها در سراسر  سطح گیاه  از خروج جریان آب از طریق انتقال و حرکت آب، به صورت محلول ها و

بلوط  علاوه براین نتایج بدست آمده در چند نمونه گیاهی نظیر سیب زمینی، .گیاه جلوگیري می کنند

، در ایجاد مقاومت در هاي بیوسنتز سوبرینست و سایر ژنو سیب نشان داد که این موانع چربی دو

  .)Figueiredo, Araújo et al. 2019( ها نیز دخالت دارندبرابر پاتوژن

اسکوپولیتین در زمان کمبود آهن در  مسیر پر اهمیت دیگر بیوسنتز اسکوپلین و اسکولین است.

اما ارتباط سازگاري  ،دهدشکل می Arabidopsis میکروبیوم ریشه را درو  شودمیدفع   ریزوسفر

   .اکولوژیکی و سازوکارهاي زیست شناختی پایه آن هنوز کشف نشده است

شود، نشان میداده هاي اخیر مسیر بیوسنتزي اسکوپولیتین را که منجر به فلاکسین و سیدرتین 

  .ارائه می دهد ها با فعالیت زیستی و نقش این ترکیبات در تغذیه گیاهان رارابطه آنو  داده
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   .توانند بر ترکیب میکروبیوم تاثیر بگذارندمی چنین هماي وجود دارد که این ترکیبات فرضیه

-میکروب و گیاه-ها در تعاملات گیاههاي بیوسنتتیک  در مطالعات آینده در مورد نقش آنجهش

ع اسکوپلین یک ترکیب در واق .)Stringlis, de Jonge et al. 2019( میکروبیوم بسیار مهم خواهد بود

هم در مسیر بیوسنتز  Glyma.14G205200و  Glyma.13G372000ضد میکروبی است. دو ژن 

ها به نوعی در توان مطرح کرد که این ژنلیگنین و نیز در مسیر سنتز اسکوپلین حضور دارند و می

  مکانیسم دفاعی گیاه نقش دارند.

)، در مسیر GND( phosphogluconate dehydrogenase-6با نام Glyma.18G277300) ( ژن

    مسیر اصلی تولید (OPPP) ز فسفات اکسیداتیوبیوسنتز پنتوز فسفات دخالت دارد. مسیر پنتو

NADPH   گام اصلی .شودمیاست که براي بیوسنتز و تعادل بازدارندگی در سلول هاي گیاهی استفاده

بسیاري از  .شودمی) کاتالیز G6PD یا  G6PDHفسفات دهیدروژناز(-6توسط گلوکز  OPPP تنظیم

ها، از جمله شور و خشکی نقش مهمی در مقابله با تنشیاهان در گ G6PD اند کهمطالعات نشان داده

منجر به کاهش قطعا شوري یک محدودیت محیطی بزرگ براي رشد محصولات کشاورزي است و  .دارد

  .)Yang, Wang et al. 2019(کارایی گیاه می شود

هاي آنتی از طریق افزایش فعالیت آنزیم ROS 19را با حذف گیاهان می توانند اثرات تنش شوري

بیشتر براي سیستم  NADPH ،که با ارائه G6PD اخیرا گزارش شده است. اکسیدان به حداقل برسانند

  .)Yang, Wang et al. 2019(نقش مهمی در پاسخ به تنش دارد  هاي آنتی اکسیدانی

در مسیر بیوسنتزي سلنوآمینواسید methionine synthase ) با نام (Glyma.16G038300ژن 

کند. نقش مسیر بیوسنتزي سلنوآمینواسید در پاسخ هاي دفاع گیاهی و پیامدهاي مربوط فعالیت می

در گیاه برنج نیز از میان . ) Lima, Pilon-Smits et al.2018(کولوژیکی مورد بحث قرار گرفته استبه ا

دو ژن  این مشخص شد. Enrichment Pathwayتنها نقش دو ژن در   ها،ن ژنبیاشبکه هم

                                                
19 reactive oxygen species 
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)LOC_OS02g08100)و (LOC_OS02g39850( دیگر در مسیرها بیوسنتزي مختلفی در کنار یک

 ،، فنیل پروپانوئیدکنند. این مسیرهاي بیوسنتزي شامل مسیر بیوسنتز فلاونوئیدها، سوبرینفعالیت می

. این مسیرها در گیاه سویا نیز مشترك بود و معرفی این )7- 4(جدول شودمی ... هیدروکسی بنزوات و

  مسیرهاي بیوسنتزي در گیاه سویا به صورت مفصل ارائه شد.

  

  

مربوط به مسیر،ستون  IDستون اول  در سویا : PALبیان هاي همژن Pathway Enrichmentبررسی   .6- 4جدول 

است که میزان اتفاقی بودن  P-Valueضریب  چهارمهاي موجود در مسیر، ستون دوم نام مسیر،ستون سوم تعداد ژن

  هاي درگیر در مسیر هستند.ژن پنجمکند و ستون مسیر را مشخص می

 
Genes  

 
p-Value 

  

  
No  

  
Pathways Name 

  
Pathways  

Glyma.13G372000 
Glyma.02G236500  
Glyma.14G205200  
Glyma.01G232400 

0.001002  4 suberin monomers biosynthesis  1121-PWY  

Glyma.02G236500 
Glyma.14G205200 

0.134083  2 phenylpropanoid biosynthesis, initial 
 reactions  

467-PWY1F  

Glyma.13G372000  
Glyma.01G232400  

0.399885  2 4- hydroxybenzoate biosynthesis V 6435-PWY  

Glyma.02G236500  
Glyma.14G205200 

0.692658  2 superpathway of scopolin and esculin 
 biosynthesis  

7186-PWY  

Glyma.18G277300 1.000000  1 pentose phosphate pathway (oxidative 
 branch)  

-OXIDATIVEPENT
PWY  

Glyma.18G277300 1.000000  1  pentose phosphate pathway  PWY-P-PENTOSE  
Glyma.13G319000 1.000000  1 L-phenylalanine biosynthesis II  3462-PWY  
Glyma.13G319000 1.000000  1 superpathway of L-phenylalanine and L-

 tyrosine biosynthesis  
3481-PWY  

Glyma.13G372000  
Glyma.01G232400  

1.000000  2  phenylpropanoid biosynthesis  361-PWY  

Glyma.16G038300 1.000000  1  cycle IImethionine -L-adenosyl-<i>S</i>  5041-PWY  
Glyma.16G038300 1.000000  1  amino acid biosynthesis-seleno  6936-PWY  
Glyma.16G038300 1.000000  1  methionine biosynthesis II-L  702-PWY  
Glyma.16G038300  1.000000  1 superpathway of L-lysine, L-threonine 

 methionine biosynthesis II-and L  
724-PWY  

 
Glyma.13G372000  
Glyma.01G232400 

1.000000  
  

2  noid biosynthesisflavo  FLAVSYN-PWY1F  
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مربوط به مسیر،ستون  IDدر برنج : ستون اول  PALبیان هاي همژن Pathway Enrichmentبررسی  .7- 4جدول 

است که میزان اتفاقی بودن  P-Valueضریب  چهارمهاي موجود در مسیر، ستون دوم نام مسیر،ستون سوم تعداد ژن

  هاي درگیر در مسیر هستند.ژن پنجمکند و ستون مسیر را مشخص می

  
Genes  

  

 
     p-Value 
 

  
No  

  
Pathways Name  

  
Pathways  

LOC_OS02g08100 1.000000  1 suberin monomers biosynthesis   PWY-1121   

LOC_OS02g08100  1.000000  1  flavonoid biosynthesis   PWY1F-
FLAVSYN   

LOC_OS02g08100  
LOC_OS02g39850 

0.246975  2  phenylpropanoid biosynthesis   PWY-361   

LOC_OS02g08100  1.000000  1 4- hydroxybenzoate biosynthesis V PWY-6435   

LOC_OS02g08100  1.000000  1 caffeoylglucarate biosynthesis   PWY-6673   

LOC_OS02g39850  1.000000  1 chlorogenic acid biosynthesis II   PWY-6040   

  

در مسیر بیوسنتز لیگنین است  هاي درگیرژنبیانی در هاي همرسیجا که هدف اصلی پروژه ما براز آن

  کند.بیان اهمیت خاصی پیدا میهاي همبستگی میان ژناز این رو پی بردن به میزان هم

بینی پیش تواند به امرها با یک دیگر رابطه نزدیکی دارند خود میدانستن این موضوع که کدام ژن

اي از ی که هنوز داراي عملکرد ناشناختههایویژه ژنها در سلول، بهاي این ژنفرآیندهاي نظیر فعالیت

 چنین هم ها پی ببرد،کمک کند.دیدگاه ما هستند و بشر هنوز نتوانسته است به نقش دقیق این ژن

  بستگی تفسیر کرد.هم میزان توان براساسها را نیز میبیان ژن

با حرکت دادن  در نظر گرفت.  +1و  -6/0بستگی بین افزار فیتوزوم ضریب همنرم،  PALدر مورد ژن 

  .شودي شطرنجی شکل رابطه بین دو ژن نشان داده میهموس بر روي هر یک از خان

بستگی ضعیف و یا هاي آبی نشان دهنده همبستگی نزدیک و خانههاي قرمز نمایانگر رابطه همخانه

در نظر گرفته شده است  بستگیدر گیاه سویا هم PALژن  28در شکل براي  عدم هم بستگی هستند.

  ها به خوبی مشخص شده است.و روابط میان این ژن

بستگی کامل میان توان به طور کلی به این نتیجه رسید که همبا نگاه اجمالی به شکل ترسیم شده می

ها و بستگی ضعیف و منفی(اثر مخالف ژنخورد و تقریبا با همخیلی کم به چشم می PALهاي ژن

  کند.برابري می ها)آنفعالیت معکوس 
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 هاي اصلی درگیر در مسیر بیوسنتز لیگنین،را در شناخت بهتر ژن دانستن این اطلاعات همبستگی ما

بیان هر زیرشبکه هاي همارتباط میان ژن چنین همبیانی و بیان متعلق به هر زیرشبکه همهاي همژن

آوردن بینش مناسبی از درك روند تکاملی دست ه و موجب ببیانی با یکدیگر یاري خواهد کرد هم

  شوند.تر مطالعات آزمایشگاهی میدیواره سلولی و انجام هرچه بهتر و دقیق

ها را در اختیار داشت اما ژن مطرح شده گیاه برنج، اطلاعات ژن 15ژن از  6نرم افزار فیتوزوم براي 

  ).12-4بیان مشاهده نشد(شکل هاي هممیان ژن بستگیشکل هم

  

  
  

  

  )Phytozome( دیگر در گیاه سویابا یگ PALبیان هاي همبستگی ژن. بررسی هم12- 4 شکل
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   4CLبررسی شبکه هم بیانی  

انجام   Genevestigatorو ATTED IIبا استفاده از دو نرم افزار  PALبیانی ي شبکه هممطالعه

هاي هم بیان ژن سویا ژن 16از  4CL ژن  12براي هر  ATTED IIنرم افزار  ).8-4گرفت(جدول 

، )LOC4328485(ژن  3بیانی مربوط به ، اطلاعات هم 4CLژن  8درنظر گرفت. و براي گیاه برنج از 

)LOC4345717) و (LOC4345054افزار ا در اختیار ما قرار داد. در نرم) رATTED II  4، ژنCL1 

سویا هم بیانی  C4Hو  PAL8 هاي ژن به صورت مستقیم نظیر ژن 7با  ریزآرایههاي براساس داده

 4CLژن  3ژن هم بیان در نظر گرفت و درمقابل براي  12براي  ، Genevestigatorافزار نرم نشان داد.

پوشانی دارد و دیگر همافزار با یکبیانی ارائه کرد. به این دلیل اطلاعات این دو نرمگیاه برنج شبکه هم

  ها موثرتر است.بیانی ژنافزار براي بررسی همجموع اطلاعات این دو نرمم

بیان با هاي هممشخص کرد که ژن Cytoscapeافزار دست آمده با استفاده از نرمه هاي ببررسی

ها بیانهاي اصلی فقط با ژن اصلی خود داراي وجه اشتراك و ارتباط هستند و ارتباطی با سایر همژن

  گیاه سویا و برنج ندارند. در هر دو

  

  )Genevestigatorو ATTED IIدر سویا و برنج ( 4CLبا  بیانهاي همژن .8- 4جدول 

Coexpression genes  

Glycine max  

Genes  

Glyma.15G003600, Glyma.13G101400, Glyma.11G020700, Glyma.08G220200  Gm4CL1 

Glyma.02G134500, Glyma.11G228100, Glyma.08G115200 Gm4CL2 

Glyma.17G246500, Glyma.01G177200, Glyma.16G054200 Gm4CL3 

Glyma.15G246800, Glyma.16G218900, Glyma.03G138700 Gm4CL4 

Glyma.13G261700, Glyma.12G193500, Glyma.14G152100  Gm4CL5 

Glyma.06G277600, Glyma.20G081000, Glyma.13G167300 Gm4CL6 

Glyma.18G258000, Glyma.01G195200, Glyma.10G104700  Gm4CL7 

Glyma.20G126500, Glyma.08G002700, Glyma.03G121100, Glyma.10G269700 Gm4CL8 

Glyma.U009200, Glyma.06G141600, Glyma.10G261000  Gm4CL9 

Glyma.06G143000, Glyma.14G205200, Glyma.08G109400  Gm4CL10 

Glyma.05G088100, Glyma.10G145000, Glyma.09G275500  Gm4CL11 

Glyma_05G088100, Glyma_10G145000, Glyma_09G275500 Gm4CL12 
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Oryza sativa    

LOC-Os06g48860,LOC-Os01g18660,LOC-Os01g72834,  Os4CL1 

LOC-Os11g25860, LOC-Os08g06100, LOC-Os02g50490 Os4CL2 

LOC-Os08g34800, LOC-Os03g17700, LOC- Os02g41670 

Os02g0626600,Os10g580900,Os09g057200  

Os4CL3 

  

  

 12بیان با ژن هم 38از ،  Pathway Enrichmentدست آمده از آنالیزهاي ه با توجه به نتایج ب

که با درصد احتمال مشخص در آن  ژن مسیرهایی 15در سویا، براي  4CLبیانی ژن زیرشبکه هم

ر مسیر د مشخص شد. 9- 4 بیوسنتزي با توجه به جدول مسیر 31 کنند نشان داده شد.مشارکت می

 بیاننظر این پژوهش است دو ژن هم که مسیر اصلی موردبیوسنتزي فنیل پروپانوئید 

)Glyma.15G003600 (و )Glyma.08G220200( لی بیان با ژن اصحضور دارند که همGm4CL1 

ژن و در  2در مسیر بیوسنتزي فلاونوئیدها سه ژن،  در مسیر تجزیه اتانول و فیتول  هستند.

  ).9-4بیان حضور دارند(جدول هاي همسایرمسیرهاي بیوسنتزي تنها یک ژن از ژن

و پراکندگی گسترده این ژن در مسیرهاي سنتزي  4CLتوان به اهمیت ژن باتوجه به این نتایج می 

هاي متعددي دارد و علاوه بر در گیاه سویا نقش 4CLنتایج حاکی از آن است که  مختلف پی برد.

هاي ثانویه در گیاه در مسیرهاي دیگري نیز فعالیت مسیرهاي سنتزي فنیل پروپانوئیدها و متابولیت

  دارد.

ذخیره  نترینشاسته مهم در مسیر تجزیه نشاسته و قند حضور دارد. Glyma.03G121100 ژن

نشاسته یک مولکول ساده تشکیل شده از واحدهاي مونومري گلوکز با   کربوهیدرات در گیاهان است.

هاي ذخیره سازي ترکیبات گیاه مانند ریشه، نشاسته اغلب دراندام است.  α-1،6و α-1،4 پیوند هاي

غذایی انسان است،  ریزوم، غده، ساقه و دانه حضور دارد که نه تنها منبع اصلی کربوهیدرات در رژیم

 Thalmann and( گیردبلکه به عنوان ماده خامی براي اهداف صنعتی نیز مورد استفاده قرار می

Santelia. 2017(.  
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و در طول شب  شودمیشود، نشاسته در طول روز سنتز میها بهتر انجام متابولیسم نشاسته در برگ 

 ل عرضه کربن و انرژي را تضمین کند.به کار می رود تا تعاد ه امکان فتوسنتز گیاه وجود نداردک

   خورشید رخ می دهد. حت تغییر دوره نور در اوایل غروبتنظیمات میزان تخریب نشاسته ت

نشاسته شود.هاي متعدد تخریب مییماي از آنزنشاسته از طریق فعالیت شبکهدر گیاه آرابیدوپسیس 

نیز به عنوان یک مولکول کلیدي درپاسخ گیاهان به تنشهاي غیر زنده مانند کمبود آب،  شوري بالا یا 

براي  در این شرایط محیطی چالش انگیز، گیاهان به طور کلی نشاسته را مجدداً .دماي شدید است

 .Thalmann and Santelia( کنندفراهم می رژي و کربن در زمانی که فتوسنتز محدود است،تولید ان

2017(.  

هاي برابر تنشو هر دو این مسیرها در اط مستقیمی با تجزیه نشاسته دارد مسیر تجزیه قند نیز ارتب

 ,Sui( هاي مختلف موثر استغیر زیستی نقش موثري دارند و در کاهش و افزایش بیان ژن در نمونه

Yang et al. 2015(.  

فیتول از  در مسیر تجزیه فیتول نقش دارند. Glyma.08G002700 و Glyma.14G152100 هايژن

هاي نیتروژن دار است که اسانس آن در صنعت داروسازي و بیوتکنولوژي اهمیت اجزا دیترپن الکل

  .)Islam, Ali et al. 2018( فراوانی دارد

کشف شد و در  1842روتین در سال  در متابولیسم روتین دخالت دارد. Glyma.05G088100ژن 

این  .پزشکی براي درمان اختلالات عروقی مربوط به نفوذپذیري و شکنندگی مویرگ استفاده شده است

غلظت روتین در . هاي موجود در تعدادي از منابع گیاهی استاز رایج ترین گلوکوزیدیب یکی ترک

هاي این ترکیب به طور عمده در قسمت .انگور و گندم سیاه بیشتر از سایر گونه هاي گیاهی است

  . شودمیها یافت مانند پوست میوه، برگ، گل و ریشهمختلف گیاهان 

همانند دیگر فلاونوئیدها، به علت ساختار شیمیایی  .ها تعلق داردونولبه فلا در میان فلاونوئیدها، روتین

ها، روتین داراي خواص آنتی اکسیدانی، شیمیایی و ضد میکروبی است و بنابراین در سلامت بسیار آن
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هاي غیرزیستی در گیاه نظیر تنش خشکی و سنتز روتین در مقاومت به تنش چنین هم .اهمیت دارد

  .)Zhang, Li et al. 2017( سرما نقش دارد

در مسیر دي متیل سولفونیپروپانوات  Glyma.08G002700 و Glyma.14G152100 هايژن

)DMSP20.نقش دارند (  

 DMSP یک ماده  چنینهمو  دهنده و فراوان در کره زمین است مهم سیگنالهاي یکی از مولکول

) در بررسی 2017( کورسون و همکاران شود.هاي دریایی محسوب میروارگانیسمغذایی مهم براي میک

هاي مختلف در شرایط رشد باکتري مشاهده کردند که با افزایش سطح شوري این ترکیبات تحت تنش

  .)Curson, Liu et al. 2017( کنددر محیط میزان انباشت این ترکیبات افزایش پیدا می

  

مربوط به مسیر،ستون  IDدر سویا : ستون اول  4CLبیان هاي همژن Pathway Enrichmentبررسی  .9- 4جدول 

 است که میزان اتفاقی بودن P-Valueم ضریب ستون چهارهاي موجود در مسیر، دوم نام مسیر،ستون سوم تعداد ژن

  هاي درگیر در مسیر هستند.م ژنکند و ستون پنجمسیر را مشخص می

  
Genes  

  

 
p-Value 
 

  
No  

  
Pathways Name  

  
Pathways  

Glyma.10G104700 
 1.000000   

1 soybean saponin I biosynthesis  PWY-5203  
Glyma.17G246500  

 1.000000   
1  jasmonic acid biosynthesis  PWY-735  

Glyma.15G003600  
Glyma.08G220200  1.000000   

2 phenylpropanoid biosynthesis  PWY-361   
Glyma.13G261700 

 1.000000   
1  glycyrrhetinate biosynthesis  PWY-7066  

Glyma.13G101400  
 1.000000   

1  monoacylglycerol metabolism (yeast)  PWY-7420  
Glyma.03G121100  

 1.000000   
1  starch degradation II  PWY-6724  

Glyma.03G121100  
 1.000000   

1  sucrose biosynthesis II  PWY-7238  
Glyma.05G088100  

 1.000000   
1  flavonol biosynthesis PWY-3101  

Glyma.05G088100  
 1.000000   

1  rutin biosynthesis PWY-5390  
Glyma.05G088100  

 1.000000   
1  syringetin biosynthesis PWY-5391  

Glyma.05G088100  
 1.000000   

1  flavonoid biosynthesis (in equisetum)  PWY-6787  
Glyma.14G152100  
Glyma.08G002700  0.447856   

2 dimethylsulfoniopropanoate biosynthesis I 
(Wollastonia) 

PWY-6054 

Glyma.14G152100  
Glyma.08G002700   1.000000   

2 ethanol degradation II PWY66-21 

Glyma.14G152100  
Glyma.08G002700   1.000000   

2 phytol degradation PWY66-389 

Glyma.14G205200 
 1.000000   

1  suberin monomers biosynthesis PWY-1121 

                                                
20 D- methyl sulfonyl propanoate 
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Glyma.14G205200 
 1.000000   

1  phenylpropanoid biosynthesis, initial reactions PWY1F-467 
Glyma.14G205200 

 1.000000   
1  superpathway of scopolin and esculin biosynthesis PWY-7186 

Glyma.08G109400  
Glyma.06G143000   1.000000   

2 flavonoid biosynthesis PWY1F-
FLAVSYN 

Glyma.08G109400  
Glyma.06G143000  
Glyma.05G088100 

 0.578040   
3 flavonoid biosynthesis (in equisetum) PWY-6787 

Glyma.08G220200 
 1.000000   

1 chlorogenic acid biosynthesis II PWY-6040 
Glyma.06G143000 

 1.000000   
1 isoflavonoid biosynthesis I PWY-2002 

Glyma.06G143000 
 1.000000   

1 pinobanksin biosynthesis PWY-5059  
Glyma.06G143000 

 1.000000   
1 echinatin biosynthesis PWY-6325 

Glyma.18G258000 
 1.000000   

1 daidzein conjugates interconversion PWY-2343 
Glyma.18G258000 

 1.000000   
1 genistein conjugates interconversion PWY-2345 

Glyma.18G258000  
 1.000000   

1 medicarpin conjugates interconversion   

Glyma.18G258000 
 1.000000   

1 maackiain conjugates interconversion PWY-2701 
Glyma.18G258000 

 1.000000   
1 biochanin A conjugates interconversion PWY-2861 

Glyma.18G258000 
 1.000000 

  
1 formononetin conjugates interconversion PWY-2904 

Glyma.18G258000 
 1.000000   

1 superpathway of formononetin derivative 
biosynthesis 

PWY-5717 

Glyma.18G258000 
 1.000000   

1 apigenin glycosides biosynthesis PWY-6010 

  

  

هاي انجام گرفت.و مسیرهایی که ژن در برنج نیز 4CL بیانهاي همژن Pathway Enrichmentبررسی 

مسیر سنتزي سوبرین،فنیل پروپانوئید،اسکولین و اسکوپلین و  4کردند در ها فعالیت میبیان در آنهم

ژن در مسیرهاي مطرح شده فعالیت  2ژن تنها  9نهایتا بیوسنتز کریزوریول خلاصه شد. از میان 

در سه  LOC_Os02G41670ول و ژن در مسیر سنتز کریزوری LOC_Os08G06100داشتند. ژن

  ).10-4مسیر دیگر مشارکت دارد(جدول 

مربوط به مسیر،ستون  IDدربرنج : ستون اول  4CLبیان هاي همژن Pathway Enrichmentبررسی  .10- 4جدول 

 است که میزان اتفاقی بودن P-Valueضریب  ستون چهارمسیر، هاي موجود در مدوم نام مسیر،ستون سوم تعداد ژن

  هاي درگیر در مسیر هستند.م ژنکند و ستون پنجمسیر را مشخص می

  
Genes  

  

 
p-Value 
 

  
No  

  
Pathways Name  

  
Pathways  

LOC_Os08G06100  0.336913  1 chrysoeriol biosynthesis  PWY-6232  
LOC_Os02G41670  

 1.000000   
1 suberin monomers biosynthesis  PWY-1121  

LOC_Os02G41670  
 1.000000   

1 phenylpropanoid biosynthesis, initial 
reactions  

PWY1F-467  

LOC_Os02G41670 
 1.000000   

1 superpathway of scopolin and esculin 
biosynthesis  PWY-7186   
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  )Phytozome( دیگر در گیاه سویابا یگ 4CLبیان هاي همبستگی ژنبررسی هم.13- 4 شکل

  

بیانی با استفاده از پایگاه اطلاعاتی بستگی نتایج بدست آمده از مطالعات همبراي نشان دادن هم

در سویا  4CLها بدست آمد. براي ژن ها و جدول نتایج آنبستگی و ژنفیتوزوم شکل مربوط به هم

 تر و رنگبستگی کم+ در نظر گرفته شد.رنگ آبی نمایانگر هم1و  -82/0بستگی بین بازه دامنه هم

هاي بستگی مثبت و کامل است.با توجه به شکل مشخص شده بین بیشتر ژنقرمز نشان دهنده هم

و ژن هم  4CLبستگی میان ژن لازم به ذکر است که میزان هم.بستگی کامل وجود دارد ، همبیانهم
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+ و 6/0هم بستگی بیانش چالکون سنتتاز با استفاده از نرم افزار اکسل بررسی شد و رقم مقاوم سویا 

  تطابق دارد. 14- 4نشان داد. که با بازه بدست آمده در شکل  -6/0رقم حساس سویا هم بستگی 

در برنج اطلاعات در اختیار داشت ولی مانند  4CLژن مطرح شده  12ژن از  9نرم افزارفیتوزوم براي 

PAL 4هاي بستگی میان ژنشکل مربوط به همCL 13-4(شکل را بدست نداد.(  

   	CCR ررسی شبکه هم بیانیب 

انجام   Genevestigatorو ATTED IIبا استفاده از دو نرم افزار  CCRبیانی ي شبکه هممطالعه

افزار بیانی مشخص کرد و نرماطلاعات هم CCRژن  11ژن از  8براي  Genevestigatorافزار نرم .گرفت

ATTED II  افزار، تنها اطلاعات بیان مشخص کرد. در برنج نیز هر دو نرمهاي همژن ، ژن 4براي

بیانی این ژن مشترك را در اختیار داشتند.در مجموع و مکمل قرار دادن اطلاعات هم 3بیانی هم

درصد  75بستگی بیشتر از با همبیان براي برنج ژن هم 20براي سویا و CCRبیان ژن هم 34افزارها نرم

  مشخص شد.

افزار بیان خود توسط نرمهاي همهاي اصلی مسیر بیوسنتزي با ژنشکل شماتیک نحوه ارتباط ژن

Cytoscape بیان خود در ارتباط بودند. تنها ژن هاي همها به صورت مجزا با ژنبدست آمد. همه ژن

   مشترك بود. GmCCR5 و GmCCR7) با دو ژن (Glyma.20G195000بیان هم

 methylguanosine phosphate-specific 5'-nucleotidase A-7) با نام Glyma.20G195000(ژن 

  هاي ثانویه نقش دارد.سویا قرار دارد و در مسیر سنتز متابولیت 20شود و روي کروموزوم شناخته می

  

  )Genevestigatorو ATTED IIدر سویا و برنج ( CCR با بیانهاي همژن .11- 4جدول 

Coexpression genes  

Glycine max  

 

Genes  

Glyma.06g213600,Glyma.14G098000,Glyma.08G162800  GmCCR1 

Glyma.11G152400,Glyma.08G109500,Glyma.09G022400,Glyma.07G258200,Glyma.04

G147000,Glyma.04G059000,Glyma.06G035300 

GmCCR2 
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Glyma.06G308800,Glyma.20G180800,Glyma.06G186200  GmCCR3 

Glyma.18G057900, Glyma.13G267900,Glyma.12G217400 GmCCR4 

Glyma.20G195000,Glyma.17G157700,Glyma.01G197800,Glyma.07G002100, 

Glyma.20G250000, Glyma.09G135200  

GmCCR5 

Glyma.08G088500,Glyma.13G111400,Glyma.03G007300, 

Glyma.19G241400,Glyma.11G133200,Glyma.02G014100 

GmCCR6 

Glyma.20G195000, Glyma.11G219200 Glyma.12G228700 GmCCR7 

Glyma.06G137300 Glyma.08G220200, Glyma.03G122000  GmCCR8 

Oryza sativa    

LOC-Os02g13060,LOC-Os05g01280,LOC-Os01g45470, 

Os06g0294000,Os04g0121100,Os02g0175000 

OsCCR1 

Os02g0177600,Os08g0498100,Os01g0752200,Os01g860400,LOC-Os07g48060,LOC-

Os03g57970,LOC-Os06g35410  

OsCCR2 

Os02g0811400,Os05g0469600,Os09g0471000,Os09g04833000,LOC-Os11g47550,LOC-

Os09g31040,LOC-Os09g31000 

OsCCR3 

  

 8براي  و نیز با استفاده از نرم افزار فیتوزوم انجام گرفت CCRژن  Pathway Enrichmentبررسی 

کنند را نشان ها شرکت میآنمسیرهاي بیوسنتزي که احتمالا در  CCRبیان ژن  هاي همژن از ژن

در مسیر بیوسنتز سوبرین فعالیت  PALهمانند آنزیم   Glyma.20G180800به عنوان مثال ژن  داد.

در مسیرهاي سنتزي مختلفی نظیر سنتز اسکوپلین و  CCRبیان با هاي هم. به طور کلی ژنکندمی

  ).12-4و ... نقش دارند(جدول اسکولین،گلوتامات،آراشیدونات 

مربوط به مسیر،ستون  ID: ستون اول رسویاد CCRبیان هاي همژن Pathway Enrichment.بررسی 12- 4دول ج

است که میزان اتفاقی بودن  P-Valueضریب  چهارمهاي موجود در مسیر، ستون دوم نام مسیر،ستون سوم تعداد ژن

  هاي درگیر در مسیر هستند.ژن پنجمکند و ستون مسیر را مشخص می

  
Genes  

  

 
p-Value 

  

  
No  

  
Pathways Name  

  
Pathways  

Glyma.09G022400 1.000000   
١  matairesinol biosynthesis  PWY-5466  

Glyma.09G022400  1.000000   
١  justicidin B biosynthesis  PWY-6824  

Glyma.09G022400  1.000000   
١  baicaleindegradation 

(hydrogenperoxide detoxification) 
PWY-7214  

Glyma.09G022400  1.000000   
١  luteolintriglucuronide degradation  

 PWY-7445   
Glyma.09G135200 1.000000   

١  
 very long chain fatty acid PWY-5080  



92 
 

biosynthesis I    
Glyma.09G135200  1.000000   

١  hydroxylated fattyacid 
biosynthesis (plants)  

PWY-6433  

Glyma.09G135200  1.000000   
١  

 sciadonate biosynthesis   
PWY-6598  

Glyma.09G135200 1.000000   
١  very long chain fatty acid 

biosynthesis II 
PWY-7036 

Glyma.09G135200 1.000000   
١  arachidonate biosynthesis IV (8-

detaturase, lower eukaryotes) 
PWY-7601 

Glyma.09G135200 1.000000   
١  docosahexaenoate biosynthesis III 

(6-desaturase, mammals) 
PWY-7606 

Glyma.09G135200 1.000000   
١  juniperonate biosynthesis 

 PWY-7619 
 

Glyma.09G135200 1.000000   
١  

 glutamate removal from folates 
  PWY-2161B 

 

Glyma.09G135200 1.000000   
١  glutathione-mediated 

detoxification II  PWY-6842 
 

Glyma.20G180800 
Glyma.06G137300  1.000000   

٢  suberin monomers biosynthesis PWY-1121 

Glyma.20G180800 1.000000   
١  

 
phenylpropanoid biosynthesis, 

initial reactions  

 

PWY1F-467  

Glyma.20G180800 
Glyma.06G137300  1.000000   

٢  superpathway of scopolin and 
esculin biosynthesis 

PWY-7186 

Glyma.20G195000 1.000000   
١  pyridine nucleotide cycling 

(plants) 
PWY-5381 

Glyma.20G195000 1.000000   
١  urate biosynthesis/inosine 5'-

phosphate degradation 
PWY-5695 

Glyma.20G195000 1.000000   
١  adenosine nucleotides degradation 

I  PWY-6596 
 

Glyma.20G195000 1.000000   
١  

 
guanosine nucleotides 

degradation II  

 

 PWY-6606 
 

Glyma.20G195000 1.000000   
١  guanosine nucleotides degradation 

III 
PWY-6608 

Glyma.20G195000 1.000000   
١  UTP and CTP dephosphorylation I 

 PWY-7185 
 

Glyma.20G195000 1.000000   
١  adenosine nucleotides degradation 

II 
SALVADEHYPOX-

PWY 
Glyma.20G195000 1.000000   

١  ureide biosynthesis URSIN-PWY 
Glyma.11G152400 1.000000   

١  aerobic respiration I (cytochrome 
c) 

PWY-3781 

Glyma.11G152400 1.000000   
١  aerobic respiration III (alternative 

oxidase pathway)  PWY-4302 
 

Glyma.11G152400 1.000000   
١  NAD/NADH phosphorylation and 

dephosphorylation 
PWY-5083 

Glyma.08G109500 1.000000   
١  flavonoid biosynthesis PWY1F-FLAVSYN 

Glyma.08G109500 1.000000   
١  flavonoid biosynthesis (in 

equisetum) 
PWY-6787 

Glyma.08G220200 
Glyma.06G137300 
Glyma.18G057900 

 0.497520   
٣  

 phenylpropanoid biosynthesis 
  PWY-361 

 

Glyma.08G220200 
 

1.000000   
١  

 chlorogenic acid biosynthesis II 
  PWY-6040 

 

Glyma.06G137300 1.000000   
١  

 
free phenylpropanoid acid 

biosynthesis  

 

 PWY-2181 
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بیانی با استفاده از پایگاه اطلاعاتی بستگی نتایج بدست آمده از مطالعات همبراي نشان دادن هم

در سویا  CCRها بدست آمد. براي ژن ها و جدول نتایج آنبستگی و ژنفیتوزوم شکل مربوط به هم

 تر و رنگبستگی کم+ در نظر گرفته شد.رنگ آبی نمایانگر هم1و  -89/0بستگی بین بازه دامنه هم

هاي بستگی مثبت و کامل است.با توجه به شکل مشخص شده بین بیشتر ژنقرمز نشان دهنده هم

 ).14- 4(بستگی کامل وجود دارد، همبیانهم

 

  
  )Phytozomeدیگر در گیاه سویا (با یگ CCRبیان هاي همبستگی ژنبررسی هم .14- 4 شکل
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  )Genevestigator(در بافت هاي مختلف سویا CCR.میزان بیان ژن 15- 4 شکل
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توان به این نتیجه رسید که براساس مطالعات انجام شده ژن میGenevestigator افزاربا استفاده از نرم

تر است.در تري دارد و در کدام بافت گیاهی این میزان بیشمورد نظر در کدام مرحله رشدي بیان بیش

هایی و در قسمت ها در بافت برگ گیاه به نسبت کم بودهاي مورد مطالعه میزان بیان این ژنمورد ژن

از طرفی سویا گیاهی  .)15-4(شکل ریشه مویین این میزان بیشتر نشان داده شد نظیر هیپوکوتیل و

ها در مرحله اول رشدي و به هنگام خروج میزان بیان ژن مرحله رشدي است. 5است دو لپه که داراي 

  ).16-4تر است(شکل گیاهچه از سایر مراحل بیشها و در مرحله سوم رشدي و رشد لپه

  

  

  
  )Genevestigatorدر مراحل رشدي مختلف سویا( CCR.میزان بیان ژن 16- 4 شکل
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  توالی بالادست  آنالیز 4-4

مورد بررسی قرار گرفت.هر  درصد 90با فراوانی بیش از  TFBsها به منظور  یافتن توالی بالادست ژن

هاي موجود تواند نشان دهنده هم تنظیمی ژنهاي مختلفی بود که می TFBsشبکه هم بیانی شامل 

  ها باشد.بیانی این ژنمربوط به یک آنزیم و در نتیجه هم

قرار  TFBsبیانی خود مورد بررسی نواحی تنظیمی سیس و هر ژن اصلی به همراه زیرشبکه هم

ها داشته باشد که در ادمه به آنتواند هاي مختلفی مینقش متفاوتی در مسیرها و تنش TFگرفت.هر 

  شود.اشاره می

ول تنظیم فرایندهاي بدست آمد که مسئ TFBs 16در سویا تعداد  PALبیانی ژن زیرشبکه هم 8در 

 ،TF ، bHLH ،TBP ،SBP ،TCPهاي مربوط به خانواده TFBsسلولی این ژن هستند.از این تعداد 

Bzip، WRKY، EIN3 وAT-Hook  و برنج به صورت حفاظت شده وجود داشت.به بین دو گیاه سویا

ها متفاوت است. فاکتور طور کلی فراوانی حضور این فاکتورهاي رونویسی در تنظیم فعالیت ژن

به میزان بیشتري  در سویا    Homeodomainو  AT-Hook ، WRKY، bHLH، TBPرونویسی 

رگیاه برنج بالاترین میزان فاکتور بالاترین مقدار را داشت. د  AT-Hookوجود داشت که در این میان 

 ;Homeodomain وAP2; ERF وCG-1 و B3هاي TFBsاختصاص یافت.  WRKYرونویسی به 

TALE  مشاهده شد که در سویا دیده نشده بود. گیاه برنجدر  

هاي این فاکتورهاي رونویسی عملکردهاي متفاوتی دارند و تفاوت نوع و تعداد این فاکتورها در گونه

ها در شرایط مختلف و گیاهان تواند دلیلی بر اهمیت این فاکتورها و تفاوت نقش آنیمختلف م

  متفاوت باشد.

 این. دهند می تشکیل را گیاه رونویسی فاکتور هاي خانواده بزرگترین از یکی MYBفاکتور رونویسی 

 اساسی عملکردهاي داراي گیاهان در پروپانوئید فنیل از مشتق ترکیبات سنتز تنظیم در ها پروتئین

 انتقال تشخیص، و سلولی سرنوشت تعیین ، ثانویه و اولیه متابولیسم در MYB عوامل هستند. این
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لی و  .هستند دخیل زنده غیر زنده و هايتنش به پاسخ و توسعه تنظیم ، هورمونی سیگنال

ها با سایر ترکیبات و ارتباط آن MYB)،ساختار پروتئینی و نقش فاکتورهاي رونویسی 2015همکاران(

ها نشان دادند که تعدادي از مشتق شده از مسیر سنتز فنیل پروپانوئیدها مورد بررسی قرار دادند.آن

اعضاي رونویسی این خانواده داراي نقش تنظیمی مثبت در مسیر بیوسنتز لیگنین هستند و تعدادي 

 و AmMYB308هاي گیاه تنباکو بیان ژن بالعکس نقش سرکوب کنندگی دارند.به عنوان مثال در

AmMYB330 لیگنین تجمع سطح نتیجه در شود ومی  لیگنین  سنتز هاي ژن سرکوب به منجر 

 از مشتق ترکیبات سنتز کنترل در MYB رونویسی عوامل اصلی یابد.به طور کلی  نقش می کاهش

 براي رونویسی عوامل این ندسیمه در تحقیقاتی هاي تلاش موجب تمرکز که پروپانوئید است فنیل

  .استشده زراعی هاي گونه اقتصادي ارزش و مقاومت ارتقاء

 و گیاه رشد یک فاکتور رونویسی مهم براي  bHLH(21(مارپیچ حلقوي مارپیچ رونویسی فاکتور خانواده

)فاکتورهاي رونویسی خانواده 2019شود.وانگ و همکاران(مهم محسوب می بسیار استرس به پاسخ

bhllh هاي زنده و غیرزنده مختلف در بافت برگ گیاه گندم مورد ها به تنشو نحوه پاسخ دهی آن

  بررسی قرار دادند.

دومین گروه بزرگ از فاکتورهاي رونویسی در گیاهان را شامل  bHLHخانواده فاکتور رونویسی 

این فاکتور  که دهد می نشان گیاهان bHLH کننده کد هاي ژن مطالعات از حاصل شوند. نتایجمی

 بیولوژیکی فرآیندهاي از متنوعی مجموعه تنظیم رونویسی علاوه بر دخالت در مسیر سنتز لیگنین در

 رشد و ها روزنه انشعابات ساقه، ، هاهورمون مسیرهاي سیگنالینگ ،سیگنالینگ مانند بیوشیمیایی و

 ، استرس شرایط طرح کردند که در)م2017زنده نقش دارند.ماو و همکاران( تنش غیر پاسخ به و ریشه

 مختلف مسیرهاي در درگیر اصلی ژنهاي پروموتر به و شده فعال bHLH هاي خانواده TF برخی

 هدف هاي ژن این رونویسی سطح تنظیم با را گیاهان تنش تحمل به و شوند می متصل سیگنالینگ

                                                
21 basic helix-loop-helix 
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ها بیان کردند که این فاکتور رونویسی در شرایط کاهش دما به عنوان مثال  آن.کنند می تنظیم

هاي با استفاده از ژن چنین همموجب افزایش مقاومت آرابیدوپسیس به تنش سرما شده است. و 

هاي مختلف نقش احتمالی این فاکتورهاي رونویسی در همولوگ و برسرسی برهمکنش میان پرونئین

  در گیاه آرابیدوپسیس را پیش بینی کردند.تنش خشکی و شوري 

اي گیاه گونه درپاسخ به تنش شوري در AT-Hook)،نقش فاکتور رونویسی 2018شاو و همکاران(

 Hook-ATها در پژوهش خود علاوه بر فاکتور رونویسی ) مطرح کردند.آنBetula halophila ( توس

مطالعه شاو و  را شناسایی کردند. درفاکتورهایی که در سازگاري با تنش شوري دخالت دارند 

فاکتور تنظیمی در پایین دست  351 و کننده در بالادست ژن فاکتور تنظیم 168 ، )2018همکاران(

 ، دهیدرین هاي فاکتورها شامل پروتئین این. شدند شناسایی شوري تنش تحت B. halophila ژن

 رونویسی فاکتورهاي ، حرارتی شوك پروتئین ، انتقال دهنده پتاسیم ، هیدروژن/  انتقال دهنده سدیم

WRKY ، AP2 / ERF و B3 مطرح شده است که با تنش  گیاهان هاي دیگر در سایردر گزارش ،که

  شوري سازگار است.

در گیاه کاساوا، به عنوان  TCP) با بررسی الگوهاي بیان فاکتور رونویسی خانواده 2017لی و همکاران(

تحت سه تیمار شوري،خشکی و  MeTCPنماینده گیاهان گرمسیري، به این نتیجه رسیدند که بیان 

  هاي غیر زیستی موثر است.یابد و احتمالا این ژن در بروز مقاومت در برابر تنشسرما افزایش می

 که در کنترل کنند می اريکدگذ را رونویسی فاکتورهاي bZIP(22( لوسین زیپ اساسی هاي ژن

را نقش  یوکاریوتی موجودات سایر و گیاهان در موجود فیزیولوژیکی و بیوشیمیایی مهم فرآیندهاي

 )ABA( آبسزیک اسید براي مهم کننده تنظیم یک عنوان به bZIPفاکتور رونویسی  چنین همدارند.

کند.لیانگ و  می عمل گیاهان هاي غیر زنده درتنش سیگنالینگ مسیرهاي در ارتباط با

  GhABF2با استفاده از کلون کردن نوعی فاکتور رونویسی در پنبه معمولی به نام )2016همکاران(

                                                
22 Basic leucine zipper 



 

99  

 

 در و شوري را تحمل تنش خشکی توجهی قابل طور به GhABF2حد  از بیش مشاهده کردند که بیان

 به را تراریخته پنبه GhABF2 کردن فعالیت خاموش در مقابل،. بخشید بهبود پنبه و رابیدوپسیسآ

 ایجاد ABA و خشکسالی تیمارهاي اثر در GhABF2 بیان. کند می شوري و اسمزي حساس تنش

  .شد سرکوب زیاد شوري با اما شد

  

  در گیاه سویا PALهاي موجود در توالی بالادست ژن TFBs. 13- 4جدول 
MA
DS 

box 

GA
TA 

SBP WR
KY 

EI
N3 

TC
R 

bH
LH 

C
2

H
2  

bZI
P  

T
C
P  

TB
P  

NA
C; 

NA
M  

Homeo
domai

n  

Myb/S
ANT  

AT-
Hoo

k  

Homeo
domai

n; HD-
ZIP  

  

-  -  -  -  6  4  17  4  13  5  9  4  14  9  5  1  Gm-
pal1  

-  -  -  -  -  -  -  -  -  -  5  -  -  -  9  -  Gm-
pal2  

-  -  -  -  6  4  -  4  5  -  9  -  11  -  22  -  Gm-
pal3  

-  -  -  27  -  -  6  -  -  -  8  4  8  -  -  -  Gm-
pal4  

 --  9  14  26  6  -  6  -  -  -  9  2  8  5  -  -  Gm-
pal5  

13  -  -  -  -  -  8  -  -  -  9  -  3  -  20  -  Gm-
pal6  

-  -  -  -  6  2  -  3  -  -  9  1  -  11  15  1  Gm-
pal7  

13  -  -  -  -  2  11  3  -  -  9  -  6  -  20  -  Gm-
pal8 

  

  

  در گیاه برنج PALهاي موجود در توالی بالادست ژن TFBs. 14- 4جدول 
E
I

N
3 

CG-1 Myb
/SA
NT 

WR
KY 

B3 B3; 
bZI

P 

AT-
Hoo

k 

Myb/S
ANT; 
MYB  

N
F-
Y
B  

Home
odom

ain; 
TALE  

TC
P 

SB
P  

TB
P  

bHL
H  

AP
2; 

ER
F  

bZI
P  

  

-  -  -  -  2  1  3  1  4  1  6  16  2  2  -  20  Os-
PAL1 

4  3  5  65  2  -  6  1  4  3  6  19  2  18  5  20  Os-
PAL2  

  

در گیاه سویا و برنج نیز تعدادي از فاکتورهاي رونویسی به صورت  4CLبیانی هاي همدر زیرشبکه

تعداد زیادي در این ژن وجود داشت علاوه  AT-Hookفاکتور رونویسی  مشترك حفاظت شده بودند.

 MAهاي ژن دخالت دارند.فاکتوري نظیر نیز در تنظیم فعالیت براین فاکتورهاي دیگر رونویسی
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DF تنها در گیاه سویا یافت شد و در مقابل فاکتور رونویسی B3  وNF-YB در گیاه برنج یافت  فقط

هاي ویژه در این گیاهان به صورت ). احتمالا این فاکتورهاي رونویسی در تنش15- 4شدند (جدول

  کنند.اختصاصی عمل می

  

  در گیاه سویا 4CLهاي موجود در توالی بالادست ژن TFBs. 15- 4جدول 
EIN 

3 
C2 
H2  

bZIP MA 
DF  

MADS 
box 

AT-
Hook 

Bh 
LH  

GA 
TA 

SBP  AP2; 
B3 

TBP  TCR  NAC; 
NAM  

Homeo 
domain  

Homeo 
domain; 
HD-ZIP  

Myb 
/SANT   

WR 
KY  

  

-  -  5  9  13  15  -  -  -  -  9  -  1  6  1  3   -  Gm-
4CL1 

6  2  2  9  13  20  -  9  -  5  9 4  -  3  1  5  - Gm-
4CL2 

6  2  5  -  -  15  -  9  -  -  -  2  1  3  1  5  -  Gm-
4CL3 

6  3  8  -  13  -  6  -  -  5  9  -  5  9  1  3  19  Gm-
4CL4 

-  4  -  9  -  15  -  -  -  -  9  2  4  8  1  1  -  Gm-
4CL5 

-  3  2  -  11  20  -  -  -  -  9  2  -  11  1  4  -  Gm-
4CL6 

-  3  4  -  -  20  -  -  -  -    

9  

2  -  8  1  3  -  Gm-
4CL7 

-  -  -  -  13  20  -  -  -  -  9  -  -  14  -  4  -  Gm-
4CL8 

-  3  2  -  -  5  -  -  -  -  9  2  -  -  -  2  17  Gm-
4CL9 

6  3  2  9  -  20  4    16  -  9  2  2  3  -  1  -  Gm-
4CL10 

-  3  2  9  -  20  6  10  -  -  9  2  2  4  -  -  16  Gm-
4CL11 

6  3  5  -  13  15  -  -  -  -  9  2  -  -  -  1  -  Gm-
4CL12 

-  3  6  -  -  20  17  -  -  -  9  4  3  12  1  -  20  Gm-
4CL13 

  

  

  در گیاه برنج 4CLهاي موجود در توالی بالادست ژن TFBs. 16- 4جدول 
EIN3 C2H2  bZIP B3 NF-

YB 
AT-

Hook 
bHLH  SBP  TBP  TCP  NAC; 

NAM  
Homeo 

domain; 
TALE 

Homeo 
domain; 
HD-ZIP  

Myb 
/SANT; 

MYB  

WRKY    

4  3  18  2  4  5  18  17  2  3  9  1  7  1  92  Os-
4CL1 

-  3  4  2  4  5  32  16  2 6  -  1  13  1  - Os-
4CL2 

4  -  4  -  4  2  18  19  2  1  9  5  6  -  87  Os-
4CL3 

  

  

در گیاه سویا و برنج نیز تعدادي از فاکتورهاي رونویسی به صورت  CCRبیانی هاي همدر زیرشبکه

    -ATو  Homeodomainترین تعداد فاکتور رونویسی مربوط به و بیش مشترك حفاظت شده بودند.
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  Hook.ها نظیر برخی از ژن استbHLH تري نسبت به سویا دارد. این تفاوت در برنج تعداد بیش

تواند اهمیت نقش این فاکتورهاي رونویسی در شرایط تنش مختلف در گیاهان متفاوت تک لپه و می

  )16-4لدولپه را بیان کند.(جدو

  
  در گیاه سویا CCRهاي موجود در توالی بالادست ژن TFBs. 17- 4جدول 

WRK
Y 

NAC
; 

NA
M 

bH
LH 

Homeo 
domai

n  

Myb/S
ANT 

TBP  AP
2; 

B3  

MAD
S box 

AT-
Hook  

bZIP  Homeo 
domai

n; HD-
ZIP  

TCR EI
N3  

C2
H2  

SBP    

-  -  -  11  3  9  -  -  19  5  1  2  5  -  -  Gm-
CCR

1  
٢٨  2  5  3  -  9  -  13  20  5  1  -  6  3  14 Gm-

CCR
2  

-  -  5  11  -  8  -  -  20  5  1  -  -  3  -  Gm-
CCR

3  
-  -  5  11  2  9  -  -  20  -  1  -  6  3  14  Gm-

CCR
4 

-  -  -  -  2  9  -  12  20  5  1  2  -  -  -  Gm-
CCR

5 
-  1  -  3  -  9  5  -  20  5  -  2  -  -  -  Gm-

CCR
6 

-  -  -  6  2  9  -  -  20  5  1  2  6  -  -  Gm-
CCR

7 
-  -  -  6  3  9  -  -  20  5  1  2  6  -  -  Gm-

CCR
8 

  

  

  در گیاه برنج CCRهاي موجود در توالی بالادست ژن TFBs. 18- 4جدول 
NAC

; 
NA

M 

bHLH Homeo 
domain; 

TALE  

Myb/SA
NT; 

MYB 

B3  NF-
YB  

AT-
Hook  

bZIP  Homeo 
domain; 
HD-ZIP  

TCP  EIN3  C2H2  SBP    

-  -  1  1  2  3  6  4  7  6  4  3  19  Os-
CCR1  

-  17  1  -  2  4  7  4  7  6  -  3  16 Os-
CCR2  

9  18  1  -  2  4  5  5  13  6  -  9  18  Os-
CCR3  
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  یج آزمایشگاهی نتا 4-5

در دو رقم  شوريجهت بررسی الگوهاي بیان پاسخ دهنده به تنش  مطالعات آزمایشگاهی این پژوهش،

لیگنین و هاي دخیل در مسیر بیوسنتز و متابولیسم اقدام به بررسی ژن آنزیم سویا، مقاوم و حساس

به  ي سلولی ثانویهلیگنین موجود در دیوارهنموده است.  هابیان این ژنهاي همبرخی از ژن چنین هم

ها از عنوان یک حفاظت کننده اسمزي مهم در گیاهان شناخته شده و انباشت آن در بسیاري از تنش

جمله شوري، خشکی و حرارتی مشاهده شده است. در این پژوهش براي بررسی تغییرات بیان از روش 

qRT-PCR .بهره برده شد  

 هايعنوان ژن اصلی درگیر در مسیر بیوسنتز لیگنین و ژنبه  4CL23هاي انتخاب شده شامل ژن

CHs24، STR25 باشند.بیان میهاي همبه عنوان ژن  

  RNAبررسی کیفیت و کمیت  

استفاده شد. وضوح دو باند درصد  1شده از ژل الکتروفورز استخراج RNAبه منظور بررسی کیفی 

ها و عدم وجود باند نزدیک چاهک درصد 1روي ژل الکتروفورز  s rRNA18و  s rRNA28مربوط به 

شده بود. غلظت استخراج RNA دهنده کیفیت خوبدر نمونه است نشان DNAکه حاکی از وجود 

RNA چنین هم .نانوگرم در میکرولیتر بود 300الی  100شده با دستگاه نانودراپ در حدود  استخراج 

نانومتر  230به  260 چنین همنانومتر و  280نانومتر به  260موج مقایسه نسبت جذب نوري طول

  استخراجی بود.  RNAدهنده  عدم آلودگی نمونه  نشان

 

                                                
23 4-coumarate-coa ligase 
24 Chalcone synthase 
 
25 Strictosidine synthase 
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  درصد 1 آگارزبر روي ژل  RNA هاينمونه.17- 4شکل 

  

  qRT-PCRتنش با استفاده از  اندازه گیري بیان ژن ها تحت 

 اتصال دماي شده و انتخاببه منظور اطمینان حاصل کردن از عملکرد اختصاصی آغازگرهاي طراحی

ترین دما و مناسب شد استفاده دمایی شیب با PCR ، ازالگو رشته بهاین آغازگرها  براي اتصال بهینه

  .)18-4 (شکلگراد) تعیین شد درجه سانتی 58شده (کارایی آغازگرهاي طراحی براي حداکثر

  

  
  با گرادیانت دمایی PCRنتایج حاصل از واکنش . 18- 4شکل 

  

28s  

18s 

5s  

52  54 56 58  52  54 56 58  52 54  56  58 

CHs STR  

250bp 

50bp 
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به دلیل اینکه فقط یک پیک نشان  PCR-qRTدر واکنش  26نمودار مربوط به منحنی ذوب چنین هم

-4(شکلشده) در این واکنش بود هاي طراحیداد، نشان از عدم آلودگی (عملکرد اختصاصی پرایمر

19(.  

  
  qRT-PCR نمودار منحنی ذوب در واکنش.19- 4شکل 

، 6تکرار بیولوژیکی از دو گیاه متفاوت حساس و مقاوم و در سه وضعیت مختلف تیمار  3هر ژن داراي 

، تکرارهایی که داراي تکثیر Step One Plusساعته بود. پس از استخراج نتایج خام از دستگاه  48و 24

. سپس هاي آزمایش حذف شدندغیر اختصاصی (بیش از یک پیک در منحنی ذوب) بودند از داده

محاسبه گردید. نتایج بدست آمده در  ®RESTهاي خام با استفاده از نرم افزار میزان بیان نسبی داده

  اند.جدول ... آورده شده

  مورد بررسی در ارقام مقاوم و حساس هاي ژننسبت بیان . 19- 4جدول 

  ژن  رقم گیاه  ساعته 6تیمار  ساعته 24تیمار  ساعته 48تیمار

85/2 -  

2/1-  

96/1  

84/2  

2  

62/1  

  حساس

  مقاوم

4CL  

6 -  

5-  

12-  

8/9  

7 -  

8 -  

  حساس

  مقاوم

CHs  

                                                
١. melt curve 
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17  

7/9  

77  

16  

270  

8  

  حساس

  مقاوم

STR 

  

  )4CLکومارات کوآنزیم آلیگاز (-4بررسی بیان ژن   

آن ها به  هاي ژنپس از اعمال تنش شوري بر گیاهان ارقام مقاوم و حساس تغییراتی در الگوي بیان 

 هاي مولکولی نشان داد که شود. بررسیویژه انواع دخیل در بیوسنتز و متابولیسم لیگنین ایجاد می

ر نسبت به میلی مولا 200ساعت پس از تیمارشوري در سطح  48و 24، 6در  4CL سطح رونوشت ژن

هاي مختلف اعمال و در رقم حساس در ساعت  -2/1و  84/2، 62/1شاهد، در رقم مقاوم به ترتیب 

اند. گیري نداشتهبوده است.که نسبت به گیاهان شاهد تفاوت چشم -85/2و 96/1، 2تیمار به ترتیب 

قاوم افزایش  ي اعمال تنش شوري در دو رقم حساس و مساعت اولیه 6در  4CL میزان رونوشت ژن

داشته است و در این بازه، رقم حساس نسبت به رقم مقاوم، بیان بیشتري از خود نشان داد. در زمان 

هر دو رقم افزایش یافت و رقم مقاوم به سطح رونوشت این ژن در ساعت پس از اعمال تیمار   24

س کاهش بیان معنی ساعت پس از اعمال تیمار رقم حسا 48حداکثر میزان بیان خود رسید.در زمان 

داري درپیش گرفت اما رقم مقاوم بیان معنی داري از خود نشان نداد.تغییرات بیان این ژن طی 

  نشان داده شده است.  21-4تیمار در نمودار ساعات پس از 
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هاي مختلف بعد از اعمال تیمارهاي ) در زمان4CLآلیگاز (کومارات کوآنزیم - 4میزان بیان نسبی ژن . 20- 4شکل 

داري در سطح بترتیب، معنی nsو  *، **علائم  .ساعته 48و 24، 6ي زمانیبازه 3میلی مولار و  200شوري در سطح 

  دهند.داري را نشان میدرصد و عدم معنی 5درصد،  1احتمال

  

  )CHsبررسی بیان ژن چالکون سنتتاز ( 

 PAL و 4CLاصلی درگیر در مسیر بیوسنتز لیگنین  بیان با دو ژنژن چالکون سنتتاز به عنوان ژن هم

هاي مولکولی بود. بررسی %70بیش از  4CLانتخاب شد.ضریب همبستگی پیرسون این ژن با ژن  

میلی  200ساعت پس از تیمارشوري در سطح  48و 24، 6در  CHs سطح رونوشت ژن نشان داد که 

ساعت اولیه اعمال تنش  6هایی مشاهده شد. سطح رونوشت این ژن در ولار نسبت به شاهد، تفاوتم

تیمارنشده ، در سطح معنی برابر گیاهان  7برابر گیاهان تیمار نشده و در رقم حساس  8در رقم مقاوم ،

مال تیمار ساعت پس از اع 24ي زمانی رونوشت ژن در بازه چنین همکاهش پیدا کرد. درصد  1داري 

ساعت پس  48برابر گیاهان شاهد). در زمان  10افزایش یافت.(حدود  درصد 1را در سطح معنی داري 

برابري از خود نشان  6و  5از اعمال تنش رقم مقاوم و حساس نسبت به شاهد به ترتیب کاهش بیان 

  دادند.
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هاي مختلف بعد از اعمال تیمارهاي شوري در سطح ) در زمانCHsبیان نسبی ژن چالکون سنتتاز (میزان . 21- 4شکل 

 1داري در سطح احتمالرتیب، معنیبه ت nsو  *، ** علائم .ساعته 48و 24، 6ي زمانیبازه 3میلی مولار و  200

  دهند.داري را نشان میدرصد و عدم معنی 5درصد، 

  )Strictosidine Synthase )STRبررسی بیان ژن  

در نظر گرفته شد.ضریب همبستگی پیرسون ژن  CCR و PALبیان با به عنوان ژن هم STRژن 

STR ،87 سطح رونوشت ژن هاي مولکولی نشان داد که بود. بررسی درصد STR  48و 24، 6در 

و  16،  8میلی مولار نسبت به شاهد، در رقم مقاوم به ترتیب  200ساعت پس از تیمارشوري در سطح 

بوده است.  این  17 و 77،  270هاي مختلف اعمال تیمار به ترتیب و در رقم حساس در ساعت 7/9

وري افزایش معنی در دو رقم مقاوم و حساس گیاه سویا به تنش ش درصد 1 ژن در سطح معنی داري

را نشان داد. در ساعات اوالیه اعمال تیمار شوري به گیاه این ژن در رقم حساس  دار سطح رونوشت ژن

گیري به حداکثر میزان رونوشت خود رسید در حالی که در رقم مقاوم در همین سطح بیان چشم

  مشاهده نشد.
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هاي مختلف بعد از اعمال تیمارهاي در زمان )Strictosidine Synthase )STR میزان بیان نسبی ژن. 22- 4شکل 

داري در سطح بترتیب، معنی nsو  *، **علائم  .ساعته 48و 24، 6ي زمانیبازه 3میلی مولار و  200شوري در سطح 

  دهند.داري را نشان میدرصد و عدم معنی 5درصد،  1احتمال

  

  بحث 4-6

نقش مهمی در متابولیسم فنیل پروپانوئیدي با   4CL(( EC 6.2.1.12)( لیگاز CoA کومارات -4آنزیم 

کند که به سنتز اي فعالیت میدر یک مسیر ویژه 4CL دارد. CoA کاتالیزوري تشکیل استري

هاي فیزیولوژیکی مختلفی را در کند. هر دو این محصولات، عملکرد فلاونوئید و لیگنین کمک می

 .Zhang, Ma et al(بخشند هاي محیطی را بهبود میتنشگیاهان کنترل می کنند و سازگاري گیاه با 

شواهدي وجود دارد که تنش شوري موجب افزایش لیگنینی شدن دیواره سلولی در گیاهان . )2015

 هاي محیطی که گیاهانبه شدت با تنش 4CL هاي ژننابراین، فرض شده است که عملکرد . بشودمی

  .)Neves, Marchiosi et al. 2010( شوند، وابسته استبا آن مواجه می

در سه گونه سپیدار را بررسی کردند و مشاهده کردند که  4CLهاي ) بیان ژن2015( یانگ و همکاران

ساعت بعد  24یابد.در در ساعات اولیه تنش، به منظور سازگاري با شرایط شوري بیان کمی کاهش می

داري بیان معنی ل تنشساعت بعد از اعما 48از اعمال تنش به سطح مطلوبی از بیان ژن رسید و در 

ج بدست آمده از آزمایشات ما روي گیاه این نتایج، با نتای .)Zhang, Ma et al. 2015( مشاهده نشد
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تري نسبت به مقاوم سویا مطابق بود و در گیاه سویا نیز در ساعات اولیه تنش رقم حساس بیان بیش

ساعت پس از  48ساعت هر دو رقم به بالاترین سطح بیان رسیدند و در  24نشان داد و در تیمار 

  اعمال تیمار بیان کاهش یافت.

مرحله اول بیوسنتز فنیل  آنزیم محوري است که در )EC 2.3.1.74( (CHS) چالکون سنتتاز

که نقش مهمی در مقاومت به گیاه در برابر ناسازگاري  شودمیها منجر به کاتالیز فلاونوئیدها پروپانوئید

  )Wang, Zhi et al. 20171( .ایفا می کند

ها گندم تحت تنش )، گزارش کردند که ترکیبات فنولی و آنتوسیانین در برگ2014( ماو و همکاران

ترین ها ژن چالکون سنتتاز بیشهاي مورد بررسی در پژوهش آندر میان ژنیابد. ایش میخشکی افز

 با این نتیجه مطالعات پیشین در گیاهسطح بیان را در مواجه با تنش خشکی داشته است. مشابه 

که گیاهی از دارویی و از تیره نعناعیان است، نشان داد بیان ژن ) Scutellaria ) baicalensis  بایکالین

چالکون سنتتاز در بافت ریشه و برگ این گیاه در شرایط کمبود آب ، بیان قابل ملاحظه اي داشته 

تواند عاملی زي میهاي زمین کشاوراز آن جایی که کمبود آب در خاك )Ma, Sun et al. 201( است.

بنابراین این دو عامل تنش  براي شوري خاك و در معرض قرار دادن گیاه در شرایط شوري باشد،

ها با دیگر داشته و نتایج حاصل از این پژوهشغیرزنده خشکی و شوري ارتباط تنگاتنگی با یک

  ها ما منطبق است.پژوهش

تنش شوري سبب تغییرات ) مطرح کردند که 2016در پژوهشی دیگر شانتابر و همکاران ( چنین هم 

عمده در الگوریتم بیان ژن هاي درگیر در فرآیند هاي فیزیولوژیک متنوع در مسیرهاي سنتزي و 

در   CHSهاي ژنالگوهاي بیان  .تنظیمی در برخی ژنوتیپ هاي برنج در مراحل مختلف رشد می شود

هاي برنج تحت تنش رقم مسیر سنتز آنتوسیانین به طور کلی با تغییرات محتواي آنتوسیانین کل در

این مشاهدات نشان داد که نمک در مسیر سنتز آنتوسیانین نقش مهمی ایفا می  .شوري ارتباط داشت

دانه هاي برنج انین در برگ و مربوط به تجمع آنتوسی CHS  ها گزارش دادند که افزایش بیانآن .کند

  .)Chunthaburee, Sakuanrungsirikul et al. 2016(است 
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ایفا می کند و در طیف وسیعی  نقش مهمی در بیوسنتز آلکالوئیدها (STR) استریکتوزیدین سنتاز

در مسیرهاي مختلف فیزیولوژیکی و  STR پروتئینهاي .بیان شده است عالیهاي فعال گیاهان از بافت

به خوبی شناخته  در توسعه برنج STR هاي، عملکرد پروتئینبا این حال .بیوشیمیایی نقش دارند

  نشده است.

  

  گیرينتیجه 4-7

 ،PALبیانی روي سه ژن اصلی درگیر در مسیر بیوسنتز لیگنین (در این پروژه مطالعات تکاملی و هم

4CL و CCR (تواند نگرش بهتري نسبت به دیواره سلولی ها میانجام گرفت. مطالعات تکاملی این ژن

هاي دیواره سلولی، دهد را ایجاد کند. و مارا در درك متابولیسمو فرآیندهایی که درون سلول رخ می

  سنتز لیگنین و اتفاقاتی که در مسیر بیوسنتز لیگنین که مورد بحث پژوهش ما است، یاري کند.

  

هر دو گیاه در  PALهاي ها نشان داد که درصد مشابهت توالی پروتئینی ژنمطالعه تکاملی این ژن

هاي که ژنمشخص کرد نتایج حاصل از آنالیزهاي درخت فیلوژنتیک  است. درصد 75- 77پیرامون 

شدگی تواند دلیلی بردوبرابراند که این خود میهمولوگ در سویا و برنج جدا از یکدیگر قرار گرفته

  ها باشد.ژن

هاي طی آنالیزهاي تکاملی سه خوشه بندي متفاوت از خود نشان داد که طی آن برخی از ژن 4CLژن 

هاي سویا هاي برنج در خوشه ژنقرار گرفتن ژن هاي سویا قرار گرفتند.برنج در یک خوشه با ژن

مشخص شد که  چنین هم .ها باشدتواند احتمالا نشان دهنده رابطه خویشاوندي نزدیک میان آنمی

تواند نشان دهنده این موضوع در هیچ خوشه اي قرار نگرفته است که این امر می Gm4CL10ژن 

  ها باشد.پیدایش ژن منشأتواند ها بوده و میباشد که احتمالا این ژن جد خویشاوندي سایر ژن
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در یک  CCR7,8,10 در برنج با سه ژن CCRنشان داد که همه  سه ژن  CCRآنالیز تکاملی ژن 

هاي هاي برنج به همراه تعدادي از ژناند. با توجه به این که ژنخوشه از درخت فیلوژنتیک قرار گرفته

توان اینطور استنباط کرد که احتمال هم اند میسویا در یک خوشه از درخت فیلوژنتیک قرار گرفته

  ها وجود دارد.بودن آن منشأ

بیانی هاي همشبکهو  PALمشخص شد که ژن   Pathway Enrichmentهاي هم بیانی و در بررسی

مسیر پنتوزفسفات  علاوه بر حضور درمسیر بیوسنتز لیگنین در مسیر سنتز سوبرین واسکوپلین وآن 

 توان مطرح کرد که این ژنمی حضور دارد. کند،که بویژه در مقاومت گیاه به تنش شوري نقش ایفا می

توانست مسیرهایی که  PAL بیان با ژنهاي هم.بررسی ژنی گیاه نقش داردبه نوعی در مکانیسم دفاع

هایی که در مسیر بیوسنتز لیگنین و بیانهمچنین همکنند وها احتمالا در آن شرکت میاین ژن

اي هایی که عملکرد ناشناختهتوان براي ژنمی چنین همپروپانوئیدها درگیر هستند را معرفی کند.

کنند،به یک نقش ها فعالیت میهایی که در ارتباط نزدیکی با آندارند با توجه به نقش مشخص ژن

  ها دست یافت.احتمالی براي این ژن

قند و نشاسته دخالت دارند را مشخص  هایی که در مسیر تجزیه اتانول وژن ، 4CLبیانی ژنشبکه هم

هاي هر دو این مسیرها در برابر تنش ارتباط مستقیمی با تجزیه نشاسته دارد. رد. مسیر تجزیه قندک

در  4CLبیانی هاي زیرشبکه هممشخص شد که برخی از ژن چنین هم.غیر زیستی نقش موثري دارند

سلامت  روتین نیز گلیکوزیدي است که به دلیل خواص آنتی اکسیدانی در بیوسنتز روتین نقش دارند.

هاي غیر زیستی در گیاه نیز موجب مقاومت به تنش چنین همانسان اهمیت زیادي پیدا کرده است و 

توانند در مسیر بیوسنتز لیگنین ها میاین امر نشان دهنده این مسئله است که این ژن شود.می

  سانند.تري به سلول برفعالیت داشته باشند و علاوه بر آن در مسیرهایی دیگر فواید بیش

هاي ثانویه دخالت دارد و در نهایت این نیز علاوه بر مسیر سنتز لیگنین در مسیر متابولیت CCRژن 

  هاي زیستی و غیرزیستی نقش داشته باشند.توانند در مقابله با تنشبیان با آن میهاي همژن و ژن
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بیانی مشخص کرد که برخی از فاکتورهاي رونویسی هاي همبررسی نواحی تنظیمی بالادست شبکه

TFBs، نظیر TCP، bZIP  .برخی از فاکتورهاي رونویسی به صورت ویژه در هر دو گیاه مشترك است

در گیاه برنج تایید B3، Alpha-amylaseحضور فاکتورهاي رونویسی  تنها در یک گیاه حضور دارند.

هاي برنج در شکستن خواب بذر دانه Alpha-amylaseدر تنش غیرزیستی نظیر شوري و  B3د. ش

بدون اینکه  Os-CCR2در ژن  Storekeeperفاکتور رونویسی  2 چنین وجودهم نقش موثري دارد.

مورد بدون  13اي داشته باشند مشخص شد.از این فاکتور رونویسی عملکرد مشخص و شناخته شده

) گزارش 2016همکاران ( و مارگالها عملکردناشناخته در گیاهان مختلف گزارش شده است.

 است فرآیندهموستاز Storekeeperکیناز و از خانواده فاکتور رونویسی  پروتئین یک که SnRK1کردند

 و داده ارتقا را محیطی نامساعد شرایط به تحمل ، کار این انجام با. کند می تنظیم گیاهان در را انرژي

توان گفت که این فاکتور بنابراین می.گذارد می تأثیر توسعه و رشد فرآیندهاي از زیادي تعداد بر

تواند نقش موثري هاي محیطی میدر مسیر بیوسنتز لیگنین و در مقاومت به تنش رونویسی احتمالاً

  داشته باشد.

هایی که در یک مسیر شت که ژنافزاري این انتظار وجود داهاي حاصل از مطالعات نرمطبق یافته

طبق انجام  شوند در آزمایشگاه نیز این روند بیان ژن نزدیک به هم باشد.بیوسنتزي با هم بیان می

،  Pal و  4CLبیان با وژن چالکون سنتتاز به عنوان ژن هم  4CLپژوهش آزمایشگاه و انجام بیان ژن 

توان گفت که شوري نزدیک به هم بوده و میمشخص شد که روند بیان ژن در ساعات مختلف تیمار 

  اند.تقریبا الگوي بیان نزدیک به هم داشته
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  پیشنهادها 4-8

تکرار مطالعات بر روي گیاهان دیگر و ترجیحاً گیاهانی که از نظر اقتصادي براي کشور حائز  )1

  اهمیت هستند.

 RNA-seqهاي افزاري بر اساس دادههاي نرمدرصورت امکان انجام پژوهش )2

جدیدتر  هاينسخههاي با هاي اطلاعاتی، استفاده از پایگاهبا توجه به به روز شدن پایگاه )3

  کند.امکانات بهتري را براي درك فرآیندهاي درون سلولی فراهم می

  اي بیان بین گیاهانهاي آزمایشگاهی در گیاهان مختلف و بررسی روند مقایسهانجام پژوهش )4

اي داشتند و اطلاعاتی از ایی که از نظر ما عملکرد ناشناختههافزاري روي ژنهاي نرمبررسی )5

  توانند نقش مهمی در سلول ایفا کنند.ها در دسترس نیست اما میآن

گذارند و براي اي لیگنین تاثیر میوهایی که بر محتبررسی مطالعات آزمایشگاهی روي ژن )6

 مهندسی لیگنین حائز اهمیت هستند.

هاي انتقال ژن براي دستیابی به گیاهان تنش و انجام آزمایشهاي مقاومت به شناسایی ژن )7

  مقاوم و مطلوب
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 تحت تنش شوري در سویا با استفاده از CAT  ، بررسی بیان ژن1392احمدي, ویداایینی جعفر و محمد رضا نقوي، 

Real time PCR ، بیوتکنولوژي جمهوري اسلامی ایران و چهارمین همایش ملی امنیت زیستیهشتمین همایش ،

  تهران، انجمن بیوتکنولوژي جمهوري اسلامی ایران، دانشگاه تهران،

، تأثیر تنش شوري بر رشد، میزان پروتئین 1384بهمنیار, محمدعلی؛ مهدي قاجار سپانلو و فیض ا... عزیز زاد فیروزي، 

فاظت ، تهران، مرکز تحقیقات حنهمین کنگره علوم خاك ایرانو روغن دانه و ترکیب عناصر غذائی در سه رقم سویا، 

 خاك و آبخیزداري کشور

) نسبت به تنش   (.Glycine max L، ارزیابی ارقام مختلف سویا1389ررضوي زاده، قربانی پور, علی و مسعود صف

  ، تهران، دانشگاه شهید بهشتییازدهمین کنگره علوم زراعت و اصلاح نباتاتشوري درمرحله جوانه زنی، 

 Glycin بر تحمل تنش شوري در گیاه سویا(SA ، اثر سالیسیلیک اسید1389محمدعلی پور, زینب و علیرضا باقري، 

Max ،اصفهان، مرکز تحقیقات کشاورزي و منابع طبیعی اولین همایش ملی کشاورزي پایدار و تولید محصول سالم ،

  اصفهان

سیزدهمین سویا،  GmCLVATA1A ، مطالعه ترانسکریپتوم نوك ریشه موتانت1393میرزایی, سعید و پیتر گرشف، 

، انجمن علوم زراعت و اصلاح مایش علوم و تکنولوژي بذر ایرانهمایش علوم زراعت و اصلاح نباتات ایران و سومین ه

  نباتات ایران،

  ص 362. ایران کشاورزي علم انتشارات. آن پالایش و روغن فناوري. 1388. ح ضیابري، میرنظامی

، ، بررسی تاثیر تنش شوري بر میزان تجمع پرولین در سه رقم سویا1393طایفه نوري, مینو و سجاد سید رحمانی، 

م زراعت ، انجمن علوسیزدهمین همایش علوم زراعت و اصلاح نباتات ایران و سومین همایش علوم و تکنولوژي بذر ایران

 و اصلاح نباتات ایران،
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Abstract 
 
Lignin is one of the most aromatic biopolymers and forms a major part of the cell wall. 
Lignin has many roles in plant defense, lignin or lignin-like phenolic compounds often 
respond quickly to biotic and abiotic stresses. Soil salinity is one of the most important 
abiotic stress  that has adverse effect on crop production and quality and is one of the 
limiting factors of rice and soybean cultivation worldwide. In this study, bioinformatics 
tools and microarray data were used to study lignin biosynthesis pathway genes. Some 
genes involved in lignin biosynthesis pathway are involved in plant resistance to salinity 
stress. Some lignin biosynthetic pathway genes such as PAL, 4CL, CCR were obtained 
in soybean (Dicotyledon) and rice (monocotyledon) plants. Coexperssion studies of 
these genes have been conducted to find  coexpression genes to the main genes and 
genes that have unknown function but are likely to be involved in lignin biosynthesis 
and other pathways. Evaluation of 4CL gene expression and its associate gene, 
Chalcone synthetase and STR gene as a coxpression with  PAL and CCR gene in saline 
treated two sensitive (L17) and resistant (Williams) cultivars at two levels of 0, 200 mM 
and 4 time intervals 6, 24, and 48 hours, were performed by q-RT PCR. Gene 
expression results showed that the 4CL gene in Soybean sensitive cultivar had more 
expression than the resistant cultivar in the first 6 h and both cultivars had significant 
expression in 24 h. The expression of the CHs gene was similar to that of 4CL at 24 h 
and the STR gene increased at all times. Laboratory studies confirmed bioinformatics 
studies and showed that the Coexpression genes had similar expression profiles. 
Promoter analysis showed that upstream of these genes there is a binding site for a 
number of transcription factors involved in the biosynthesis of lignin and 
phenylpropanoids. 
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