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چکیده
هاي پاکوتاه در درختان میوه، افزایش عملکرد استفاده از پایه. شودغی محسوب میصفت پاکوتاهی از جمله صفات مهم در اصلاح گیاهان زراعی و با

با PIP2و GAIجهش در دو ژن . هاي متعددي در بروز این صفت دخیل هستندژن. در واحد سطح و تسهیل در عملیات زراعی و داشت را به دنبال دارد
PIP2و GAIهاي و فیلوژنتیکی ژنin silicoآنالیز ، مطالعهدر این. هاي گیاهی نقش دارنددو مکانیسم مختلف در بروز صفت پاکوتاهی در برخی گونه

در بررسـی  . ها بررسـی شـد  و عملکرد آن4گیرياز نظر تعداد اسید آمینه، ساختار دوم و سوم و محل تغیرات پس از ترجمه، تعداد اگزون و اینترون، هدف
رفـت، در  طور که انتظار میاز نظر تکاملی همانPIP2و GAIدو بر اساس توالی ژنومی و پروتئینی هر دو ژن گونه مختلف، گونه گر17فیلوژنتیکی بین 

درگیاهان، مشخص گردید که بین این ها ژنو بررسی نواحی حفاظت شده این 5هاي چندگانهبا انجام همردیفی. گروه گیاهان دو لپه و چوبی قرار گرفت
با اسـتفاده از نـرم افـزار    .وجود دارد، ساختار دو بعدي و سه بعدي شباهت زیادي خصوصاً در نواحی حفاظت شدهcDNAبه رغم تفاوت در طولژن ها

PSIPREDدر مقایسه ساختار سـه بعـدي پـروتئین    . ها و صفحات بتا براي هر دو ژن مشخص شد، در ساختار دو بعدي پروتئین، هلیکسPIP2  ،گـردو
گردو در GAIهمچنین با مقایسه ساختار سه بعدي پروتئین . دست آمدهب(Spinacia oleracea)اسفناج PIP2پروتئین Aترین پروتئین، زنجیره مشابه
. شباهت داشتDELLAدرناحیه دومین درصد48بدست آمد، که 6آرابیدوپسیسGAIترین ساختار مربوط به زیرواحد بتاي پروتئین مشابهPDBبانک 

اي و ژنگیـري هسـته  داراي یک اگزون و بـدون اینتـرون و داراي هـدف   GAIیین تعداد اگزون و اینترون مشخص شد که ژن گیري و تعبا آنالیز هدف
PIP2 همچنین نتایج، تجزیه . گیري آن در غشا سیتوپلاسمی سلول قرار داردانترون بود که هدف3اگزون و 4دارايTcoffee نشان داد که ژنPIP2

. تر استهاي گیاهی بسیار حفاظت شدهامل در بین گونهدر طول تکGAIنسبت به 

، همردیفی PIP2، ژنGAIتجزیه فیلوژنتیکی، ژنپاکوتاهی،: يدیکليهاواژه

123456مقدمه

هايبرنامهازیکیگیاهرشدبراي کنترلپاکوتاهازگیاهاناستفاده
بازده انرژي واهپاکوتگیاهانطورکلیهب.اصلاح گیاهان استدرغالب
کننـده در  هاي پاکوتاهپایه. بزرگ دارندبه گیاهاننسبتبیشتريتولید

ها پـیش بوجـود آمـده کـه باعـث      سیب و برخی درختان میوه از سال
افزایش عملکرد در واحد سطح شده اسـت ولـی در برخـی از درختـان     

گیاهـان بـاغی و اسـتاد   مولکـولی ژنتیـک وبیوتکنولوژيدکتريدانشجوي-3و 1
ابوریحانپردیس-تهراندانشگاهباغبانی،گروه

)Email: kvahdati@ut.ac.ir: مسئولنویسنده-*(
کرجکشاورزيبیوتکنولوژيپژوهشکدهدانشیار-2

4 - Targeting
5 - Multiple alignment
6 - Arabidopsis thaliana

ح اي اصـلا هنوز پایه پاکوتاه کننـده Juglans regiaمیوه مانند گردو 
هـاي دخیـل در پاکوتـاهی در    بررسی اولیه درخصوص ژن. نشده است

تواند اطلاعات خوبی هاي آن با گردو میبرخی گیاهان و مقایسه توالی
هـاي کوتـاه کننـده، دسـتکاري ژنتیکـی و      براي اصلاح و انتخاب پایه

هاي متعـددي  ژن. انتقال ژن براي ایجاد پاکوتاهی در گردو ارائه نماید
هـا  از جمله ایـن ژن . ت پاکوتاهی در گیاهان دخیل هستنددر بروز صف

هـاي مسـیر  از ژنGAIژن . تـوان نـام بـرد   را میPIP2و GAIژن 
هـاي گیـاهی و   جـزو هورمـون  ها جیبرلین. جیبرلین است7انتقال پیام

حلقوي هستند که در فرآیندهاي مختلـف و  ترپنوئیدهاي ديمولکول
ه جوانه زنی بذر، طویل شدن محور ضروري رشد و نمو گیاهان، از جمل

زیر لپه، رشد ساقه، گسترش برگ، گل آغازي و توسعه اندام گل نقش 

7- Signal Transduction

)علوم و صنایع کشاورزي(علوم باغبانینشریه
480-490.، ص1395پاییز، 3، شماره 30جلد 
2008-4730:شاپا

Journal of Horticultural Science
Vol. 30, No. 3, Fall 2016, P. 480-490
ISSN: 2008 - 4730



481...هايهاي کد شونده ژنآنالیز توالی

در محـیط  ءدر بلوغ باروري و در بقـا علاوه بر آن . )15و 12،7(دارند
کنـد کـه داراي   پروتئینی را کد میGAIژن . )1(نامطلوب نقش دارند

 ـ.اسـت DELLAحفاظـت شـده بـه نـام     1یک دامین هـاي روتئینپ
DELLAهـاي  آمینه، نام خود را از دنباله حفاظت شده اسیدD-E-L-

L-A که بعد از ،N-اند و در اصل بـه عنـوان   ترمینال قرار دارند گرفته
اي از خـانواده  و زیـر مجموعـه  GA2تنظیم کننده منفی رشد ناشی از

خصوصأ جهش در این ژن ها و).3(هستندGRASفاکتور رونویسی
.)2,5(. شـود باعث کاهش شدید رشد در گیاهان میDELLAدامین

. اسـت 4آکواپـورین هاي هاي کدکننده پروتئینیکی از ژنPIP23ژن 
هاي هاي غشایی از یک خانواده بزرگ از پروتئینها پروتئینآکواپورین

هـاي بیولـوژیکی را تشـکیل    هستندکه منافذ غشاء سلولMIP5درونی
هاي آب را بـه داخـل و   طور انتخابی مولکولها بهآکواپورین. دهندمی

ها و املاح دیگر که از عبور یونکنند، درحالیخارج از سلول هدایت می
همچنین به عنوان پـروتئین تلفیـق شـونده منافـذ     . کنندجلوگیري می

در زیتون و هلو ثابت شده است که جهش و تغییر در بیان .غشاء است
بـا وجـودي کـه    ). 14و 11(وتاهی است ها یکی از عوامل پاکاین ژن

نقــش مهمــی در فراینــد رشــد و نمــو بــازي PIP2و GAIهــاي ژن
ژن، و نقـش  ختمانی مانند روابط تکاملی، سـا یهاویژگیکنند ولی می

، با این حال، طور کافی بررسی نشده استهها باین ژنپروتئین، براي 
.تی هستندحیاPIP2و GAIهاي ژناین روابط براي درك ویژگی

هاي بیوانفورماتیکی قبل از اقدام ها و تجزیه تحلیلامروزه بررسی
و مهندسی ژنتیک هاي زمان بر و پر هزینه اصلاحی و اجراي آزمایش

هاي بلنـد مـدت   درختان میوه که احتیاج به طرحدر گیاهان و خصوصاً
هـا و  بررسـی . شـود ساله دارد بسیار مفید بوده و توصیه مـی 25تا 20

هاي هـایی کـه در بعضـی مسـیر    هاي مشابهی بر روي برخی ژننالیزآ
ــد ژن   ــد مانن ــش دارن ــیمیایی نق )6(HMGRو ژن ) SOS1)9بیوش

. انجام گرفته است
از GAIوPIP2دو ژن in silicoهدف از ایـن تحقیـق بررسـی    

هاي دخیل در پاکوتاهی، در برخی از گیاهان مهم زراعی و باغی از ژن
هـا و  آنتجزیـه و تحلیـل فیلوژنتیـک    علاوه بر آن.استگردوجمله 

مشخص کردن عملکرد، ساختمان دوم و سوم پروتئین، تغییرات پـس  
هاي بیوانفورمـاتیکی در راسـتاي   گیري و بررسی آنالیزاز ترجمه، هدف

.ها از اهداف دیگر این تحقیق بودتعیین مشخصات این ژن

هامواد روش
در از موجودات مختلف که PIP2و GAIژن mRNAهايتوالی

1- Domain
2- Gibberellin
3- Plasmamembran Intrinsic protein 2
4-Aquaporin
5- Major Intrinsic Protein

بـه آدرس  NCBI6اطلاعـات  بانک ژن در دسـترس بودنـد از بانـک   
(www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) ــت ــددریافـ ــی . شـ ویژگـ

ــوالی ــات ــهه ــه همــراه طــول  ي گون ــورد بررســی ب ، cDNAهــاي م
هـا در بانـک   اره دسترسی توالیو پروتیئن، همچنین شمmRNAطول

NCBI سپس برنامه .آورده شده استو سه در جدول یکTCoffee

ــه آدرس بــراي )/http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/tcoffee(ب
اتریس تشابهها به کار رفت و براي محاسبه مهمردیفی چندگانه توالی

بـراي  . استفاده شـد MEGA 4و رسم درخت فیلوژنتیکی از نرم افزار 
که ژنوم ها با توجه به اینمشخص کردن تعداد اگزون و اینترون توالی

ست از گردو تا تاریخ انجام این تحقیق به طور کامل توالی یابی نشده ا
. ها مشخص شده استفاده گردیـد هاي مشابهی که توالی ژنوم آنگونه

بـــــــــــــه آدرسGenescanار نـــــــــــــرم افـــــــــــــز
)http://genes.mit.edu/GENSCAN.html (  براي این منظور بکـار

مشخصـات و  SWISSPROTهمچنـین بـا اسـتفاده از بانـک     . رفت
بینـی سـاختار ثانویـه    بـراي پـیش  . بینـی شـد  ها پیشعملکرد پروتئین

ــروتئین ــرم افــــ ـ پـــ ــا از نـــ ــه آدرس PSIPREDزار هـــ بـــ
)http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/ ( بـراي پـیش   . شـد استفاده

گیري پروتئین بترتیب بینی ساختار سه بعدي پروتئین، عملکرد و هدف
ــک  ــک Structureاز بانـــــ ــه آدرس TargetP، و بانـــــ بـــــ

)http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/ ( و از . استفاده شـد
هـا  هـا و کـارکرد آن  هاي موجـود در پـروتئین  دامینSMARTبانک 

پروتئین بـراي همردیفـی سـاختار سـوم     VASTاز برنامه . بدست آمد
عنـوان نـوع   بـه PDBبراي این منظور بانک . ها استفاده شدپروتئین

و پروتئین مشابه . پروتئین انتخاب گردیدBLASTبانک اطلاعات در 
.از نظر ساختار سوم شناسایی شد

نتایج و بحث
بررسی فیلوژنتیکی یک ژن بر اساس توالی هـاي کـد شـونده در    

هاي گیاهی روشی است که براي پی بردن به جهـش هـاي   بین گونه
). 9و 6(شده استها استفاده احتمالی در طول تکامل و در بین گونه

MEGA4با استفاده از نرم افـزار  mRNAهاي نتایج همردیفی توالی

ــین  ــده Tcoffeeو همچن ــت ش ــاط حفاظ ــین7نق ــوالی  ، دام ــا و ت ه
هایی را کـه در طـول تکامـل هـیچ تغییـري      نوکلئوتیدها و اسید آمینه

همچنـین نـواحی کـه در بـین     . نکرده بودند را بخوبی مشـخص کـرد  
نتایج نشان داد . هاي مختلف حذف یا اضافه شده بودند معلوم شدنهگو

هـاي  در طول تکامل در بـین گونـه  GAIنسبت به ژن PIP2که ژن 
همچنـین آنـالیز   ). 5و1شـکل  (تـر اسـت  گیاهی بسیار حفاظت شده

6- National Center for Biotechnology Information
7- Conserve
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توان به چهار گروه مختلف، از را میGAIفیلوژنتیک نشان داد که ژن 
ها ، تک لپه و دولپهMedicago truncatulaها، گونهجمله بریوفیت

ها خود به دو زیر گروه گیاهان چـوبی  دو لپه.)3شکل(بندي کرد گروه
. شوندو علفی تقسیم می

هاي مختلف گیاهیدر گونهGAIهاي ژنتشریح توالی–1جدول
Table1- Description of GAI gene sequences in different plant species

گونه
Species

خانواده
Family

طول 
پروتئین
Protein
length
(aa)

طول 
cDNA
Length

(bp)

طول
mRNA
Length

(bp)

شماره دسترسی
Accession No.

Arabidopsis thalianaBrassicaceae53316012129NM_1013611

Vitis viniferaVitaceae59017722295HQ8343112

Populus trichocarpaSalicaceae60218022257XM_0023124143
Zea maysPoaceae63018901890AJ2425304

Glycine maxFabaceae52315711859NM_0012540195
Ricinus communisEuphorbiaceae56717032115XM_0025339846

Medicago truncatulaFabaceae53616111611XM_0036366127
Gossypium hirsutumMalvaceae53716132041AY2089928

Solanum lycopersicumSolanaceae58817662145NM_0012474369
Sorghum bicolorPoaceae49214791684XM_00245818710

Malus x domestica
spur-type

Rosaceae54716441644JN94159411

Juglans regiaJuglandaceae61318412361JF76660612
Oryza sativaPoaceae49314821482AY46456813

Malus baccata var. xiaojinensisRosaceae63619111911FJ53524414
Physcomitrella patensFunariaceae33610111011XM_00175701415

Malus x domesticaRosaceae63519072491HQ83419616
Sinningia speciosaGesneriaceae56216882147FJ59477317

هاي مختلفدرگونهPIP2ژنهايتوالیتشریح-2جدول 
Table 2- Description of PIP2 gene in different species

گونه
Species

خانواده
Family

طول 
پروتئین

Protein
length
(aa)

طول
cDNA
Length

(bp)

طول
mRNA
Length
(bp)

شماره دسترسی
Accession No.

Arabidopsis thalianaBrassicaceae281864956AY0443271

Vitis viniferaVitaceae2848541216AY8232632

Brassica napusBrassicaceae2838511026AF1183833
Zea maysPoaceae2908721171AF3264914

Glycine maxFabaceae287863956AY9077015
Hordeum vulgarePoaceae284854950AB3772696

Medicago truncatulaFabaceae287863973AY0593807
Triticum aestivumPoaceae2577731235AF1398158

Solanum tuberosumSolanaceae2838511046DQ2942529
Dianthus caryophyllusCaryophyllaceae2858582635JF70635010

Malus prunifoliaRosaceae281845990JF83420311
Juglans regiaJuglandaceae2878631278AY18997312
Juglans regiaJuglandaceae2878631278AY18997413

Phaseolus vulgarisFabaceae2878631269KF03367114
Hevea brasiliensisEuphorbiaceae278836955GQ47982415

Bruguiera gymnorhizaRhizophoraceae280843843EF12675716
Olea europaeaOleaceae2878631246DQ20270917
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TargetPگردو با استفاده از نرم افزار PIPو GAIبررسی هدف گیري پروتئین -3جدول  1.1

Table 3- study of GAI and PIP2 protein targeting in walnut by TargetP 1.1 software
RCLocotherSPmTPcTPLenName

3-0.7100.0970.1200.271613Sequence GAI

2-0.9630.3490.0590.022287Sequence PIP

Malus x(گیاهــان دو لپــه چــوبی شــامل   ) 1(در خوشــه 

domestica ،Populus trichocarpa،Juglans regia،Vitis

vinifera ( گیاهان دو لپه علفی شـامل و)Glycine max،Ricinus

communis،Gossypium hirsutum،Solanum lycopersicum

،Sinningia speciosa،Arabidopsis thaliana (  در . قـرار دارنـد
، Zea mays ،Sorghum bicolorخوشه دوم گیاهان تک لپه شامل 

Oryza sativaگیــاهوMalus baccata var. xiaojinensis از
و Medicago truncatulaدر گروه سـه، گونـه  . ها قرار گرفتنددولپه

که یک گونه خـزه از  Physcomitrella patensدر گروه چهار گونه
ها است و به عنوان یک گیاه مدل در تحقیقات تکاملی استفاد بریوفیت

GAIدر جدول ماتریس عدم تشابه مربوط به ژن . شود قرار گرفتندمی

.Malus baccata varکمتـرین ضـریب عـدم تشـابه مربـوط بـه       

xiaojinensis وMalus x domestica هـا ترین گونهشبیه065/0با
بودنـــد و بیشـــترین ضـــریب عـــدم تشـــابه مربـــوط بـــه دو       

ــه بــا Medicago truncatulaوPhyscomitrella patensگون
همانطور که انتظـار مـی   . ها از هم بودنددورترین گونه236/2ضریب 

در گـروه گیاهـان دولپـه چـوبی قـرار گرفـت و بـا        ()رفت گیاه گردو 
.دگروه بوگیاهانی مثل سیب، انگور و صنوبر هم

بـود کـه   Liaoning 2گیاه گردو مربوط به رقـم  GAIتوالی ژن 
یک رقم با باردهی جانبی با منشا شمال شرق چین است و با توجه به 

ها، جهـش مشخصـی در   توالی مورد بررسی و مقایسه آن با سایر گونه
اي و هاي شناخته شده آن دیده نشد، البته براي بررسی مقایسـه دامین

رتباط دادن برخی صفات مربوط به عادت رشد، نحوه دقیق تر و براي ا
Liaoningگلدهی و میوه دهی رقم  -به عملکرد این ژن، به تـوالی 2

هاي دیگـر  و همچنین گونه2و انتهایی1ايهاي ارقام با باردهی خوشه
گردو نیاز است که در حال حاضر این اطلاعـات در بانـک ژن موجـود    

بدست امده از ایـن تحقیـق ژنوتیـپ    بنابراین با توجه به نتایج. نیست
ژن پاکوتاهی هستند لذا براي بدست GAIهاي موجود گردو فاقد آلل 

آوردن گیاهان با رشد محدود و پا کوتاه در گردو نیاز به همسانه سازي 
هــاي پاکوتــاه گــردو هــاي ایرانــی و مقایســه و تــوالی یــابی ژنوتیــپ

ــوالی  ــروتئین هســتیDNAویژگیهــاي آن در ســطح ت ــر در . مو پ اگ
و DNAهاي داخلـی انتخـاب شـده نیـز در سـطح توالیهـاي       ژنوتیپ

هاي هدف مند داري مشاهده نشد، ایجاد جهشپروتئین اختلاف معنی

1- Cluster Bearing
2-Terminal

هاي پاکوتـاه  قال ژن براي دست یابی به ژنوتیپو استفاده از روش انت
. توان استفاده کرددر گردو آخرین راهکاري خواهد بود که می

Medicagoهمردیفی مشخص شـد کـه گیـاه    همچنین در این

truncatula از نظر ژنGAI از بقیه گیاهان هم خانواده دو لپه خود و
از دیگر نتایج جالب این بررسی شـباهت ژن  . تک لپه ها متفاوت است

GAI ارقام اسپور تایپ سیب . با گیاهان تک لپه بود3اسپور تایپسیب
ها و تعداد زیاد اسپور و کاهش هبه دلیل رشد متراکم و کوتاهی بین گر

هاي کم بـار در مقایسـه بـا ارقـام دیگـر از رشـد کمتـري        تعداد شاخه
ها را در تراکم بیشتر کشت نمود توان آنبرخوردارند و به این دلیل می

DNAبا بررسی توالی ). 8(دو سبب افزایش عملکرد در واحد سطح ش

هـا  هـاي آن روتئیندر سه نوع سیب و همردیفی پGAIو پروتئین ژن 
هـاي  سـیب GAIترمینـال پـروتئین   Nمشخص شد کـه در قسـمت   

همچنین بخشی از پروتئین حذف تایپ یک جهش اتفاق افتاده واسپور
هـاي  شده است، بنابر این یکی از دلایل رفتار رشـدي متفـاوت سـیب   
تـوان  اسپور تایپ با دو گونه سیب دیگر را بـه تغییـر در ایـن ژن مـی    

طور که در شکل نشـان داده شـده در   همان). 3و 4کل ش(نسبت داد 
، E58و L59هاي اسپور تایپ در اثر جهش در دو اسید آمینـه  سیب

تغییر یافته است همچنـین دو حـذف   DGCLAبه DELLAدومین 
اسـید آمینـه و   12یکـی بـه انـدازه    DELLAدر ناحیه قبل از دومین 

علاوه . اتفاق افتاده استGAIاسید آمینه از ابتداي پروتئین 8دیگري 
هـاي  اسید آمینه درفاصـله اسـیدآمینه  57بر آن دو حذف بزرگ بطول 

در فاصله 273تا247اسید آمینه در فاصله اسید آمینه 26و 193تا 136
اتفاق افتاده که فاصـله دو دومـین را   GRASو DELLAبین دومین 

هـا  هـش رود ایـن ج احتمال می. بیش از حد به هم نزدیک کرده است
و اخـتلال در مسـیر پیـام    GAIباعث تغییر میـزان فعالیـت پـروتئین    

) .4شکل (هاي اسپورتایپ شده استرسانی جیبرلین در سیب
4موتیـف حذف الگو یا 

DELLA درN-  هـاي  ترمینـال پـروتئین
DELLA آرابیدوپسیس آن را به یک مهارکننده غیرحساس بهGA و

در دسـترس  ). 5(کنـد بـدیل مـی  تGAمهارکننده فعال مسیرسیگنال 
اي و دهد تا تجزیـه و تحلیـل مقایسـه   بودن توالی ژنوم گیاه اجازه می

.تکاملی در طول ژنوم به صورت منظم از خانواده ژن به عمل آید

3- Spur type
4- Motif
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Tcoffeeبا استفاده از نرم افزار GAIهمردیفی چندگانه ژن - 1شکل 

Figure 1- Multiple alignment of GAI gene by Tcoffee software

UPGMAبا استفاده از روش کلاستربندي GAIدرخت فیلوژنتیکی ژن _2شکل 

Figure 2- Phylogenetice tree of GAI gene by UPGMA method
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در سه گونه سیب و مشخص کردن نقاط جهش و حذفGAIبخشی از همردیفی توالی پروتئین - 3شکل 
Figure 3- A part of GAI protein alignment in three apple species and mutation, deletion point

Malus domesticaو ) بالا(Malus xiaojinensisدو گونه سیب GAIدر پروتئین DELLAهايتغییرات دامین- 4شکل  spur type)یک ) پایین
.شودحذف در ناحیه بین دو دامین مشاهده می

Figure 4- DELLA domain modification of GAI protein in Malus xiaojinensis apple (A) and Malus domestica spur type (B) a
deletion occur between two domains

ــروتئین  ــش پ ــامGRASنق ــال پی ــان و 1در انتق ــو در گیاه و نم
-GAمکانیسم رشد تنظیمی  DELLA مورد مطالعه قرارگرفته اسـت

DELLAژن، دلیل اصلی براي گسترش خـانواده  2گیمضاعف شدو 

فشار انتخـابی پـس از مضـاعف شـدگی ژن در     ). 4(عنوان شده است
DELLAsهاي متفـاوت  گیري گروه، منجر به شکلDELLA  شـده

در گیاهان مختلف بسیار متغییـر و از  GAIطول توالی پروتئین .است
Malus baccataاسید آمینه در سـیب 636 var. xiaojinensis  تـا
Physcomitrellaاي بریوفیــت بـه نـام   اسـید آمینـه در گونـه   336

patensطول پروتئین . متفاوت بودGAIاسید آمینه بود613در گردو .
PSIPREDگـردو بـا اسـتفاده از    GAIبررسی ساختار دوم پـروتئین  

. اسـت αمـارپیچ  15و βرشـته 9حـاوي نیپـروتئ نیاکهدادنشان
ها در این پروتئین عبارتند بودنـد از ود و موقعیت آنموتیف هاي موج

)49-45(DELLA ،LEXLE)71-67(،VHYNP)94-90 (
،)350-346(VHVID،LXXLL)450-446(ها به موقعیت هلیکس

و ) 245-259(،) 99-104(، ) 60-74(، ) 43-51(ترتیـب در موقعیــت  
) 359-367(و ) 323-340(و ) 310-321) (283-298(و ) 273-260(

-550(و ) 510-527(و ) 485-501(و ) 455-465(و ) 388-405(و 
و ) 346-350(هــاي و صــفحات بتــا در موقعیــت) 560-572(و ) 541

قرار داشـت  ) 470-476(و ) 437-441(و ) 410-417(و ) 381-375(
قـرار  ) 245-604(در موقعیت GRASبا نام Aدامین اول ). 8شکل (

دارد که از نظر عملکرد، فعالیـت هیـدرولازي، اتصـال بـه پـروتئین و      

1- Signal transduction
2- Duplication

در DELLAبـا نـام   Bدامـین دوم  . را بـر عهـده دارد  GAاتصال به 
هـاي  کننـده قـرار داشـت و جـزو خـانواده تنظـیم     ) 45-117(موقعیت 

هـاي مختلفـی از جملـه    در پروسهAدامین ). 7شکل (رونویسی است 
زنی بذر، فرایند پاسخ به محـرك هـاي   فرایند خواب بذر، فرایند جوانه

هـاي  جیبرلین، فرایند بیوسنتز الیگوساکاریدهاي خانواده رافینوز، مسـیر 
جیبرلیک، تنظیم مثبت مسیر پیام رسانی بـا واسـطه   اسید3پیام رسانی

GA فراینــد پاســخ بــه نورمــادون قرمــز، مســیر پیــام رســانی اســید ،
در . هـاي چنـد سـلولی دخالـت دارد    و فرایند توسعه انـدام جاسمونیک 

به طول ) 28-44(آرابیدوپسیس ثابت شده است که جهش در موقعیت 
همچنـین در  . شـود اسیدآمینه باعث ایجاد فنوتیـپ پاکوتـاهی مـی   17

DELLAدر دامـین  Hبه Lانگور مشخص شده که تغییر اسید آمینه 

). 5(شودباعث ایجاد پاکوتاهی می
شد که این ژن نیـز بـه   مشخص PIP2ر بررسی همردیفی ژن د

ــه ، Zea mays،Triticum aestivum(هــا شــامل دوگــروه تــک لپ
Hordeum vulgareگیاهـان  .)6شـکل  (شود و دو لپه ها تقسیم می

Vitisدو لپــه خــود بــه دو زیــر خــانواده گیاهــان چــوبی کــه شــامل

vinifera،Malus prunifolia،Juglans regia ،Olea

europaea وPhaseolus vulgaris و گیاهان علفیArabidopsis

thaliana ،Brassica napus ،Glycine max ،Medicago

truncatula،Solanum tuberosum ،Dianthuscaryophyllus

ــی   ــه جنگلــ BruguieraوHevea brasiliensisو دو گونــ

gymnorhizaول ماتریس نتایج نشان داد که در جد.شوندتقسیم می

3- Signaling
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کمترین ضریب عدم تشابه مربوط به PIP2عدم تشابه مربوط به ژن 
Juglans regia Juglans regiaو1 و بیشترین ضـریب  03/0با2

MedicagoوHordeum vulgareهاي عدم تشابه مربوط به گونه

truncatula بود49/0با.

،Tcoffeeاز برنامه با استفادهPIP2بخشی ازهمردیفی توالی ژن - 5شکل
در روي توالی است(conserved)حفاظت شدهها نشان دهنده نقاطهاي موجود در زیر ستونستاره

Figure 5- Multiple alignment of PIP2 gene by Tcoffee software
Stars under columns indicate conserved sequence

UPGMAهاي مورد بررسی با استفاده از ط به گونهمربوPIP2درخت فیلوژنتیکی ژن - 6شکل

Figure 6- Phylogenetic tree of PIP2 gene by UPGMA method
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شکل فضایی : سمت چپDELLAحاوي دامین Bو زنجیره GRASدامین A، زنجیره GAIشکل فضایی پروتئین : سمت راست- 7شکل 
PIP2پروتئین 

Figure 7-(Right): 3D structure of GAI protein, A chain is GRAS domain and B chain include DELLA domain, (left) 3D
structure of PIP2 protein

PSIPREDگردو با نرم افزار GAIآنالیز ساختار دوبعدي پروتئین - 8شکل 

Figure 8- 2D structre of GAI protein in walnut by PSIPRED software

ها در این ژنmRNAهاي هاي چندگانه و بررسی توالیفیهمردی
هـا بـه رغـم تفـاوت درطـول      گیاهان فوق نشان داد که بین ایـن ژن 

با این . شباهت بسیار زیادي خصوصاً در نواحی حفاظت شده وجود دارد
هـایی در  هـا بـه جهـش   وجود علت اصلی تفاوت در عملکـرد ایـن ژن  

علاوه بر آن مشخص شد .شودمناطق غیرحفاظت شده نسبت داده می
و هـم از نظـر تـوالی ژن    GAIکه گیاه یونجه هم از نظـر تـوالی ژن   

PIP2   با گیاهان دیگـر اخـتلاف زیـادي دارد .mRNA ژنPIP2 در
4هـا مشـخص شـده اسـت داراي     هایی که توالی ژنـوم آن اکثر گونه
انترون بود که پس از رونویسـی احتیـاج بـه یـک مرحلـه      3اگزون و 

در PIP2با توجه به نبود اطلاعات از توالی ژنومی ژن . دارد1شویرای
براي پی بردن به تعداد اینترون و اگزون در گردو از گونه انگـور  گردو

)Vitis vinifera(یابی شـده اسـت اسـتفاده    که توالی ژنومی آن توالی
شد همچنین نتایج آنالیز در گونه هاي دیگـر نشـان داد کـه در تمـام     

مورد بررسی این تعداد اگزون و اینترون ثابت بوده ولی طول هايگونه
آورده 4ها متفاوت است بطوریکه در انگور که نتایج آن در جـدول  آن

) .4جدول (نوکلئوتید بود 114و141و296و292شده به ترتیب 

1- Splicing
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PSIPREDگردو با نرم افزار PIP2آنالیز ساختار دوبعدي پروتئین - 9شکل 

Figure 9- 2D structre of PIP2 protein in walnut by PSIPRED software

GAIدر گیاهان مختلف بر خلاف ژن PIP2طول توالی پروتئینی 

257هـا از طول آن. تفاوت زیادي نداشت و خیلی به هم نزدیک بودند
Zea maysاسیدآمینه در 290تا Triticum aestivumاسید آمینه در

نتـایج  . اسید آمینه طـول داشـت  287در گردو که طوريهمتغییر بود، ب
توالی . ها بودها بیشتر از دولپهنشان داد تنوع طول پروتئین در تک لپه

. داشـت MIPهـاي پروتئینی شباهت زیـادي بـه خـانواده آکواپـورین    
دامین 3ها داراي دو جفت دامین تکراري که هرکدام داراي آکواپورین

دهنده حفـره هسـتند و همچنـین    گذرنده از غشاء و یک لوپ تشکیل 
اي کـه  تغییرات پس از ترجمه. باشندمیAsn-Pro-Alaداراي موتیف 

Ser283و Ser280شود، شامل فسفریلاسـیون در  روي آن انجام می

اسـید  . کنـد است که بوسیله تیمار نمک و پراکسید هیدروژن تغییر می

، 2سـرین در یوکاریوت ها عمـدتا  1فسفوریلاسیونهاي هدف در آمینه
یـا  5ها اسـید آسـپارتیک  هستند و در پروکاریوت4یا تیروزین3ترئونین

بـه  RNA1همچنـین ایـن پـروتئین هـا بوسـیله      . هستند6هیستیدین
براي تخریب هدایت 8پروتئوزوممتصل شده و به 7یوبیکوتینپروتئین 

. شوندمی

1-Phosphorylation
2- Serine
3- Threonine
4- Tyrosine
5- Aspartic acid
6- Histidine
7- Ubiquitin
8- Proteasome
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GENESCANها در گردو با استفاده از نرم افزار گزونانگور براي پیش بینی اPIP2و GAIآنالیز توالی ژن - 4جدول

Table 4- PIP2 and GAI gene sequence analysis in vitis for prediction of exons in walnut by GENESCAN software

TscrPCodRgDo/TI/AcP
hFrLenEndBeginSTypeGn.E

xGene

134.250.687140647630117733952167-Sngl1.01
GAI

(Vitis vinifera)

38.210.987439653110292433142+init1.01
PIP2

(Vitis vinifera)
20.230.938306312421296868573+init1.02
110150.786177505011411105965+init1.03
10270.6426939450111413121199+term1.04

Gn.Ex : gene number, exon number
Type: Sngl = Single-exon gene
Init = Initial exon
Intr = Internal exon
Term = Terminal exon
S: DNA strand (+ = input strand; - = opposite strand)
Begin : beginning of exon or signal
End: end point of exon or signal
Len : length of exon or signal (bp)
Fr: reading frame
Ph: net phase of exon (length mod 3)
I/Ac: initiation signal or acceptor splice site score (x 10)
Do/T: donor splice site or termination signal score (x 10)
CodRg: coding region score (x 10)
P: probability of exon (sum over all parses containing exon)
Tscr: exon score (depends on length, I/Ac, Do/T and CodRg scores)

62و گلوتامیـک اسـید  13هاي لیزیناسیدآمینه
Lys3 وGlu6 در

گیرنـد و متیلـه   به ترتیب دو یـا یـک متیـل مـی    این پروتئین، معمولاً
هـا و  طور عمده در ریشـه هدر آرابیدوپسیس بPIP2روتئین پ. شوندمی

هاي شود، ولی در سطح کمتري در اندامهاي سبز بذر بیان میکپسول
در داخـل سـلول در   . شـود هاي گل هـم بیـان مـی   هوایی و در جوانه

پلاسمودســماتا، واکوئــل و بطــور عمــده در غشــائ پلاســمایی دیــده 
تئین شـامل انتقـال بـین غشـایی     عملکرد بیولوژیک این پرو. شوندمی

و پاسـخ بـه   3اسید آبسیزیکهايپراکسید هیدروژن، پاسخ به محرك
بـا اسـتفاده از نـرم    PIP2محل قرار گیري پـروتئین  . کمبود آب است

این موضوع را تائید کرد و مشخص شد کـه در هـیچ   Target Pافزار 
ت، هسته هاي داخل سلولی مانند میتوکندري، کلروپلاسیک از اندامک

).3جدول (قرار ندارد و همچنین یک پروتئین ترشحی نیز نیست 
هاي گیاهان به رشد ضـعیف گیـاه و   خاموش کردن ژن آکواپورین
ها با انتقال آب بین سلول آکواپورین. حتی مرگ گیاه مرتبط شده است

هاي مسـدود شـده در گـردو ارتبـاط دارنـد     هاي پارانشیم چوبی و لوله
). 11(ها با نحوه رشد پاکوتاه در زیتون مرتبط هسـتند نآکواپوری).14(

هـاي پاکوتـاه و بیـان    همچنین ارتباط کاملاً واضح و روشنی بین پایـه 

1- Lysine
2- Glutamic acid
3- Abscisic Acid

Aبـه  Kتبدیل اسید آمینـه  .ها در هلو پیدا شده استپایین آکواپورین

پروتئین باعـث کـاهش فولـدینگ و فعالیـت     3در موقعیت اسید آمینه 
ژن مربـوط  36ژن و در ذرت35آرابیدوپسیسدر. شودانتقال آب می
ها شناسایی شده است، که هر کدام در موقعیت خاصی در به آکواپورین

دهـد کـه   آنالیز بیوانفورماتیکی نشان می. کنندداخل سلول فعالیت می
شامل شش قطعـه گذرنـده از غشـاء آلفـا     MIPپروتئین هاي خانواده 

اي تکراري پشت سر هم داخل هلیکس هستند که احتمالا، از رویداده
ژنی پروتئین اجدادي که شامل سه قطعه گذرنـده از غشـاء بودنـد بـه     

گـردو بـا   PIP2بررسـی سـاختار دوم پـروتئین    .)15(وجودآمده است
8و βرشته2حاوينیپروتئنیاکهدادنشانPSIPREDاستفاده از 

)79-99) (35-59(هـاي  هـا در موقعیـت  هلـیکس . باشدمیαمارپیچ 
)117-108()146-121) (179-168) (218-206) (238-234 (
-253(و ) 180-188(هــاي و صــفحات بتــا در موقعیــت) 270-256(

). 9شکل (قرارداشتند ) 248
PDBگردو در بانـک  GAIدر مقایسه ساختار سه بعدي پروتئین 

ــروتئین     ــاي پ ــد بت ــه زیرواح ــوط ب ــاختار مرب ــرین س ــابه ت GAIمش

 ــ ــروتئین . دآرابیدوپســیس دســت آم ــانی  GAIپ ــردو درصــد یکس گ
(Identity)46% درناحیه دامینDELLA باe-value   1برابـر بـاe-

همچنـین بـا مقایسـه سـاختار سـه بعـدي       . با این پروتئین داشت27
PIP2پـروتئین  Aترین پروتئین، زنجیره گردو، مشابهPIP2پروتئین 
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ــفناج  ــد (Spinacia oleracea)اس ــت آم ــانی . بدس ــد یکس درص
(Identity)ــر ــد76براب ــودevalue =2e-154و درص همچنــین . ب

نواحی خیلی حفاظـت شـده را نشـان داد کـه     ها،همردیفی تمام توالی
جداسـازي  به منظورPCRمر براي واکنش تواند براي طراحی پرایمی

خص کـردن تـوالی   سازي، مش ـ، همسانهGAIو PIPهاي خانواده ژن
. بکار رودنوع ژنتیکیها در گیاهان، مطالعه تاین ژن

ها در گردو مورد تجزیه و حقیق حاضر براي اولین بار این ژندر ت

هـا و  هلـیکس αتحلیل قرار گرفـت و سـاختار دو بعـدي و موقعیـت     
تـرین گونـه در بـین    همچنین از روي مشابه. مشخص شدβصفحات 

گیاهان باغی به گردو که تاکنون توالی ژنوم آن توالی یابی شده است 
تـرین  نی انگور، اگزون و اینترون آن پـیش بینـی شـد کـه نزدیـک     یع

ایـن کـار مـا مجموعـه اي از     در. بینی بـه حالـت واقعـی اسـت    پیش
هاي کلیدي در گیاهان براي هاي بیوانفورماتیکی را براي این ژنآنالیز

.توضیح ارتباط ساختاري، عملکردي و فیلوژنتیکی بکار گرفتیم
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