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ستند كه به ه Anthemideaeهايي زيرخانواده ترين جنسجمله مهم بومادران، درمنه، بابونه، داوودي و مخلصه از
فلاونوئيدها . كسيداني كاربردهاي قابل توجهي در داروسازي دارندادليل داشتن تركيبات فلاونوئيدها و آنتي

آنزيم ) PAL(آلانين آمونيا لياز  فنيل. شوندبندي ميهاي غيرآنزيمي طبقهاكسيدانتركيبات فنلي هستند كه جزو آنتي
سازي همرديفابتدا براساس  pal2ن توالي ژن يبراي شناسايي و تعي. باشدكليدي در مسير سنتز فلاونوئيدها مي

هاي بانك ژن  هاي جستجو شده براي گياه مدل آرابيدوپسيس و ساير گياهان در پايگاه دادهچندتايي توالي
)NCBI(آغازگرهاي اختصاصي به صورت هرز براساس نواحي حفاظت شده در ناحيه ژني و همچنين . ، انجام شد

جفت  700به طول اي هاي مذكور ناحيهآغازگرها در جنس. طراحي شد PAL2ناحيه فعال دومين پروتئين 
به  .ندشدثبت  )NCBI(ژن و در بانك ن توالي يكلون و در ادامه تعي PCRتكثير و سپس محصول نوكلئوتيد را 

و ناهمجنس  Transitionهاي همجنس  جايگزيني(ها بر اساس توالي نوكلئوتيد pal2منظور بررسي تنوع ژن 
Transversion از نرم افزار  هاي ذكر شدهجنس در بين) هانوكلئوتيدMega ver 5.0  و درصد تنوع  استفاده

ي حفاظت شده ببه خو pal2هاي مذكور از نظر ژن  نتايج بيوانفورماتيك بررسي تنوع نشان دادند جنس. دشمحاسبه 
و   .Artemisia spهاي ها به يكديگر و جنسنزديكترين جنس .Achillea sp و .Matricaria spباشند و مي

Chrysanthemum sp. شوند ها از يكديگر محسوب ميدورترين جنس.  
 

 هاي كليدي واژه
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اين مواد شامل . هاي طبيعي گياهي هستنداكسيدان ها آنتي فنول پلي
از هستند كه ها ها و ليگننفنوليك اسيدها، فلاونوئيدها، تانن

اين واكنش ناشي از فعاليت يك  وشوند سيناميك اسيد مشتق مي
است كه يك نقطه ) PAL(لياز اآلانين آموني آنزيم كليدي به نام فنيل

و ) مسير شيكيمات(هاي اوليه مهم بين متابوليسم ارتباطي
محسوب در گياهان ) مسير فنيل پروپانوئيدها(هاي ثانويه متابوليسم

). Lewis and Yamamoto 1990; Rice-Evans 2004( شودمي
استخراج شده از گياهان مختلف داراي يك ساختار  PALآنزيم 

 Fritz et(باشد مي كيلودالتون 330تا  225تترامر با وزن مولكولي 

al. 1976; Veveridis et al. 2007 .( در گياه آرابيدوپسيس خانواده
در گياه  pal1بيان ژن . باشدداراي چهار ايزوفرم مي palژني 

 گزارش شده است) Salvia miltiorhizza(دارويي مريم گلي 
)Song and wang 2009.( Anthemideae هاي  يكي از زيرخانواده

هاي موجود در اين زيرخانواده به علت است و جنس مهم كاسني
دارا بودن تركيبات فنولي و فلاونوئيدي فراوان منابع مناسبي براي 

از جمله مهمترين . شونداكسيداني محسوب مي تركيبات آنتي
 .Matricaria spهاي توان به جنسهاي اين زيرخانواده ميجنس

 .Tanacetum sp ،)داوودي( .Chrysanthemum sp ،)بابونه(
 Achilleamillefolium ،)درمنه( .Artemisia sp،)مخلصه(
تاكنون هيچ . كرداشاره ) سانتولينا( .Santolina sp و )بومادران(

در گياهان دارويي   palهاي ژني يك از اعضاي خانواده
اند و هيچ يابي نشدهشناسايي و توالي Anthemideae زيرخانواده
به همين منظور . ن زمينه گزارش نشده استاي در ايگونه مطالعه

هاي مذكور در جنس  pal در اين پژوهش رديابي و توالي يابي ژن
  .مورد مطالعه قرار گرفت

 DNAهاي گياهي و استخراج تهيه نمونه

از سازمان هاي مذكور هاي گياهي، بذر نمونهبه منظور تهيه نمونه
ك مخلوط با ماسه هايي حاوي خاو در گلدانتهيه  جنگل و مرتع
پس از گذشت دو الي سه ماه از تاريخ كشت از . كشت شدند

 هاي برگي تهيه شده و براي استخراج هاي مختلف نمونه جنس
DNA استخراج . مورد استفاده قرار گرفتندDNA  ژنومي با روش

Murry and Thompson (1984) پس از  .تغيير يافته انجام گرفت
 7/0آن با استفاده از ژل آگارز  ، كيفيت و كميتDNAاستخراج 

  .دشبررسي ) IMPLEN(و اسپكتروفتومتر  درصد

 PCRطراحي آغازگرهاي اختصاصي و انجام واكنش 

ابتدا با مراجعه  pal2به منظور طراحي آغازگر براي ژن موردنظر 
  NCBIهاي بانك ژن دربه پايگاه داده

)(http://www.NCBI.nlm.nih.gov  توالي نوكلئوتيدي و توالي
موردنظر براي گياه مدل آرابيدوپسيس جستجو  آمينواسيدي ژن

موجود در  BLASTشد و سپس با استفاده از ابزار جستجوي 
هاي نوكلئوتيدي و آمينواسيدي اين  ، تواليNCBIهاي  پايگاه داده

ازي چندتايي سهمرديف. ژن در ساير گياهان نيز بدست آمد
به صورت جداگانه  MEGA ver 5.0افزار ها با استفاده از نرمتوالي

هاي آمينواسيدي صورت هاي نوكلئوتيدي و تواليبراي توالي
براي ) Activ site(نواحي حفاظت شده آمينواسيدي . گرفت
 EXPASY (http://www.expasy.org)از سايت  PAL  پروتئين

-ن اين نواحي بر روي تواليدكرجستجو شد و پس از مشخص 

هاي  هاي همرديف شده پروتئيني، ناحيه متناظر با آن روي توالي
د و سپس از اين نواحي حفاظت شده شنوكلئوتيدي نيز شناسايي 

. طراحي شد OLIGO ver 5.0افزار آغازگر رفت با استفاده از نرم
طراحي  جفت بازي از ناحيه  700نيز در فاصله پسرو آغازگر 

آغازگرها به . اگزون سوم طراحي شد گر رفت و در ناحيهآغاز
هاي جنس براي پذيريصورت هرز طراحي شدند تا انعطاف

توالي آغازگر پيشرو و پسرو به ترتيب              موردنظر را داشته باشند 
 F-pal2 5′-AHTCMGCMACRMGAGCVGC -3′ و  R-pal2 

5′- GGDGTYCCYTGGAAGTTACCACCRT -3′ باشدمي. 
ميكروليتر بافر  5/1ميكروليتر شامل  15در حجم  PCRواكنش 

PCR 10  ،مولار كلريد منيزيم، يك واحد ميليدو برابر غلظت
 dNTPs ،3/0 مولارميلي 2/0پليمراز،  Taq DNAآنزيم 

طبق برنامه   )  DNAنانوگرم  20ميكرومولار از هر آغازگر و 
′10 /C°72 x 1 ] +′1  /C°72  +′1 /C°55  +′1 /C°94  [x 34  +
′5/C°95 x 1 انجام شد.  

  يابي قطعات تكثير شدهسازي و تواليهمسانه
يابي قطعات موردنظر، الحاق محصولات حاصله از به منظور توالي

 تهيه شده از كيت pTZ57R/Tبه پلاسميد   PCRواكنش
InsTAcloneTM PCR Cloning Kit (Fermentas) انجام شد. 

سپس با استفاده از روش الكتروپوريشن پلاسميدهاي نوتركيب به 
پس از كشت . منتقل شدند  MC1061 E. coli داخل باكتري
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جامد حاوي آنتي بيوتيك آمپي  LB هاي ها روي محيطكلون
هاي حاوي  ييد همسانهاها، به منظور تشخيص و ت سيلين و رشد آن

انجام ) 2 ؛سريعغربالگري ) 1پلاسميد نوتركيب از سه روش 
ها و استخراج پلاسميد از همسانه) 3و  Colony PCR  واكنش

هايي مراحل، همسانه پس از انجام اين. دشهضم آنزيمي استفاده 
  .يابي شدندتواليبودند كه حاوي قطعه مورد نظر 

  هاتجزيه و تحليل داده
سازي آن در ابتدا با شناسايي توالي مربوط به پلاسميد و همرديف

مربوط به پلاسميد جداسازي و  دست آمده، ناحيهه هاي بتوالي با
 BLASTسپس با استفاده از ابزار  .سازي شدندها خالصتوالي

ها، مورد بررسي صحت توالي NCBIهاي موجود در پايگاه داده
ها با يكديگر سازي چندتايي تواليهمچنين همرديف. قرار گرفتند

 هاي ياهان ديگر در پايگاه دادههاي مربوط به گ و نيز با توالي
NCBIهاي افزار، با استفاده از نرمMega ver5.0 و Multalin 

-با استفاده از نرم pal2  محاسبه درصد تنوع ژن. صورت گرفت

هاي تعداد جايگزينيانجام شد و  ARLEQUIN ver 3.1افزار 
د و پس از آن تعداد كل شهمجنس و ناهمجنس محاسبه 

اضافه به تعداد كل نوكلئوتيدها تقسيم شده و  جايگزيني، حذف و
همچنين ميانگين . دست آمده بpal2  درصد تنوع براي ژن

pairwise distance  بر اساس دو مدل K2P  وP-distance  با
در اين مقاله . دست آمده ب MEGA ver 5.0افزار استفاده از نرم

 Pairwiseهاي ژنتيكي محاسبه شده بر اساس ميانگين تمام فاصله

distance هاي صورت گرفت و اين به دليل عدم تساوي نمونه
هاي هم چنين به منظور بررسي رابطه فيلوژني جنس. موجود بود
-، با استفاده از نرمpal2هاي از نظر ژن Anthemideaeزيرخانواده 

ها با هاي فيلوژنتيكي دادهتجزيه و تحليل MEGA ver 5.0 افزار 
جويي صورت گرفت و اكثر صرفهاستفاده از ضريب حد

هاي تنوع جنس به منظور مقايسه. دشاي رسم نمودارهاي خوشه
، درصد شباهت pal2از نظر ژن  Anthemideaeمهم زير خانواده 

ها در سايت با استفاده از ابزار جستجوي شباهت
)http://www.ebi.ac.uk (ين براي بررسي همچن. دست آمده ب

دست آمده با ه هاي نوكلئوتيدي بهاي آمينواسيدي، تواليتوالي
هاي آمينواسيدي به توالي MEGA ver 5.0افزار استفاده از نرم

در  ScanProsit تبديل شد و سپس با استفاده ابزار جستجوي

براي هركدام ) Activ site(نواحي فعال پروتئيني  Expasyسايت 
  .شدنواسيدي به صورت جداگانه جستجو هاي آمياز توالي

، .Matricaria spهاي  در جنس R-pal2و  F-pal2آغازگرهاي 
Arthemisia sp. ،Achillea sp.  وChrysanthemum sp. اي  ناحيه
   ).1شكل( كردندجفت باز را به خوبي تكثير  700به طول تقريبي 

  

             
 5، 4، 2چاهك . pal2از آغازگرهاي با استفاده  PCRنتايج حاصل از ) 1شكل

، .Matricaria spهاي در جنس pal2به ترتيب مرتبط با تكثير ژن  6 و
Arthemisia sp. ،Achillea sp.  وChrysanthemum sp. باشدمي.  

  
هاي زيرخانواده  در جنس pal2دست آمده از ژن ه هاي بتوالي

Anthemideae هاي  ژن توالي يكديگر و نيز با به خوبي توانستند با
همرديف  NCBIهمتاي خود در ساير گياهان موجود در پايگاه 

دست آمده را ه هاي بشوند كه اين امر به خوبي صحت توالي
هاي آمينواسيدي حاصل از علاوه بر اين بررسي توالي. دكرييد ات

سازي هاي مذكور و همرديفدست آمده در ژنه ترجمه قطعات ب
در ساير  PAL2 هاي ينواسيدي پروتئينها با توالي آم مناسب آن

ييد اها، تگياهان و دارا بودن ناحيه فعال پروتئيني در اين جنس
در نهايت  .داشت BLASTديگري بر صحت نتايج حاصله از 

هاي زيرخانواده  در جنس pal2هاي بدست آمده از ژن توالي
Anthemideae  در پايگاهNCBI  نتايج حاصل ). 1جدول(د شثبت

بر اساس دو مدل  Pairwise-distanceسبه ميانگين كل از محا
K2P  وP-distance و نيز درصد تنوع براي ژن pal2  بيانگر وجود

- هاي زيرخانوادهبيشترين درصد تنوع و فاصله ژنتيكي بين جنس
Anthemideae  با جنس آرابيدوپسيس و وجود بيشترين شباهت

 .Aبا  Anthemideae هاي مورد مطالعه زيرخانواده بين جنس

annua  1جدول (بودند.(  
  
  

       M     2      3      4      5M     6      7      8      9 

500 bp  
700 bp  

500 bp  
700 bp  
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 ،Achilleamillefoliumهاي بين جنس pal2و درصد تنوع در ژن  P-distanceو  K2Pبراساس دو مدل   pairwise distanceبررسي سه پارامتر ميانگين كل -1جدول

Artemisia sp. ،Matricaria sp.  وChrysanthemum sp. هاي مذكور با ر با آرابيدوپسيس، بين جنسهاي مذكوبا يكديگر، بين جنسArtemisi aannua هاي و نيز بين جنس
  Asteraceaeهاي مختلف از خانواده مذكور با جنس

 جنس يا گونه گياهي
شماره ثبت جديد 

  NCBIدر 
 pairwise distanceميانگين كل

  K2Pبر اساس مدل
 pairwise distance ميانگين كل

  P-distanceبراساس مدل
براساس جايگزيني د تنوع در ص

 ناهمجنس هاي همجنس و
Artemisia siberi  

Matricaria chammomila  
Chrysanthemum sp  
Achillea millefolium  

KF585042 
KF585044 
KF585045 
KF585043 

  
177/0  

  
156/0  

  
2/30%  

With  Arabidopsis thaliana -  437/0 328/0  52%  
With  Artemisia annua -  137/0 123/0  32%  
With  Lactuca sativa  -  233/0 197/0  35%  

With 
Lactuca sativa  

Ageratinaadenophora 
Gynura bicolor 

Helianthus annuus 

-  
  
247/0  

  
206/0  

  
4/33%  

  
-Pairwiseدست آمده، ميانگين كل ه به منظور توجيه تنوع ب

distance  براساس مدلK2P  وP-distance صد تنوع و نيز در
 هاي همجنس و ناهمجنس براي ساير خانوادهبراساس جايگزيني

هاي آنان براي برخي از جنس  pal2  هايهاي گياهي كه توالي ژن
هاي داده( دشموجود بود محاسبه NCBI هاي در پايگاه داده

و نتايج براي هر ژن ) حاصله در اين مقاله نمايش داده نشده است
هاي مورد دست آمده در جنسه يج ببه صورت جداگانه با نتا

هاي بدست  د كه دادهشمقايسه  Anthemideaeمطالعه زيرخانواده 
-دست آمده در جنسه هاي گياهي با نتايج بآمده از ساير خانواده

كاملا تطابق داشت و به خوبي  Anthemideae هاي زيرخانواده
ن هاي مذكور را در گياها دست آمده در مورد ژنه ميزان تنوع ب
علت استفاده از ميانگين . دكرتوجيه  Anthemideaeزيرخانواده 

Pairwise-distance هاي موجود در ساير عدم تساوي نمونه
  .هاي گياهي بودخانواده

به دو  نيز براي مقايسه دوPairwise-distanc محاسبه ميانگين 
ها نمايش داده(صورت گرفت   pal2ها با يكديگر براي ژن جنس

 ، كه نتايج حاصل از محاسبه اين پارامتر در ژن)است داده نشده
 pal2  دست آمده بر اساس نشانگرهاي مولكولي ه با نتايج بITS  و

 ;Watson et al. 2000(همسو بودند  ndhfژن كلروپلاستي 

Himmelreich et al. 2008 .(اي كه در مورد هر دو ژن به گونه
pal2   وndhf  هاي گونهكه  شدمشاهدهAchille amillefolium  و

Matricaria chammomila  جنس به هاي اين دو گونهنزديكترين
باشند به علت اينكه هر مي Anthemideaيكديگر در زيرخانواده 
در بخش گياهي  ndhfبندي بر مبناي ژن دو جنس بر اساس طبقه

Matricariinae  قرار دارند)Watson et al. 2000; Himmelreich 

et al. 2008(. اما ژنpal2   اي گياه با توجه به اينكه در ژنوم هسته
تر هاي كلروپلاستي بسيار متنوعطبيعتا نسبت به ژن  قرار گرفته

اي بر اساس باشد و شايد بتوان گفت كه رسم نمودار خوشهمي
اي تواند نتايج تكميل كنندههاي كلروپلاستي ميها به همراه ژنآن

- بررسي درصد شباهت بين جنس. در مطالعات آتي داشته باشد

- هاي خانوادهبا ساير جنس Anthemideaeهاي مهم زيرخانواده 
Asteraceae با  كه دهدصورت گرفت و نتايج به خوبي نشان مي

، اين ژن  pal2هاي مورد مطالعه از نظر ژنوجود تنوع بيشتر جنس
- حفاظت شده Asteraceae هاي خانوادهدر طول تكامل بين جنس

  ). 2شكل(ده است تر بو
 K2P مقايسه درصد تنوع و نيز فاصله ژنتيكي بر اساس دو پارامتر

دست آمده بر اساس ه نيز به خوبي صحت نتايج ب P-distanceو 
اي نيز به رسم نمودار خوشه. كنندييد ميادرصد شباهت را ت

از نظر  Anthemideae هاي زيرخانوادهخوبي نشان داد كه جنس
-نزديكتر مي Asteraceaeهاي خانواده جنس به ساير  pal2 ژن

  ).3شكل (باشند 
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  pal2در ژن  Asteraceae  با ساير جنس هاي خانواده Anthemideaeهاي زيرخانواده نتايج حاصل از بررسي درصد شباهت بين جنس -2شكل

  

  
هاي موجود در پايگاه ساير جنسهايي از گونهو جايگاه آنان در ارتباط با  Anthemideae زير خانواده هاي مهم گونهمربوط به روابط ژنتيكي  اينمودار خوشه - 3شكل 
  .مشخص شده است •علامت با  Anthemideae هاي مذكور زيرخانواده، جنسMaximum parsimony، با استفاده از ضريب pal2بر اساس ژن  NCBIهاي داده
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نتي توجه به اهميت گياهان دارويي و حضور تركيبات آبا 

ها رو ها در رابطه با اين ژن ها مطالعات و بررسي اكسيداني در آن
ژن مذكور مطالعات مشابهي در  به افزايش است ولي در زمينه

وجود ندارد و بيشتر  Anthemideae هاي زير خانوادهجنس
ها در برخي از گياهان مطالعات صورت گرفته روي بيان اين ژن

كه در اين زمينه صورت گرفته از معدود مطالعاتي . بوده است
 SODو  GPX ،APX ،CATتوان به بررسي آنزيم هاي  است مي

 Yang(د كر، اشاره )Panax ginseng(در گياه دارويي جينسينگ 

et al. 2010 .(هاي بدست آمده در مطالعه مذكور بر اساس توالي
ها در شرايط اين آنزيم هاي كدكنندههاي مذكور، بيان ژندر آنزيم

دست آمده در اين ه نتايج ب .دشهاي زنده و غيرزنده بررسي نشت
ها به خوبي مطالعه به خوبي نشان داد كه روش جستجوي شباهت

هايي كه تاكنون هيچ توالي را در جنس pal2 توانست توالي ژن
در ادامه . دكنها در دسترس نبوده، شناسايي مشابهي براي از آن

هاي گياهي در تحت تاثير هورموناين تحقيق بررسي بيان اين ژن 
ها راه را براي توليد هرچه افزايش بيان اين ژن حال انجام است و

هاي گياهي جهت افزايش كيفيت گياهان اكسيدانبيشتر آنتي
ن سازد و در ادامه استخراج مواد موثره را مقرودارويي هموار مي
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