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. اندهای بيوانفورماتيکی شناسايی شدهبا روشخانواده گرامينه در گياهان   سايکلوتايدشبههای ژن

 ها،های احتمالی برای گرامينهسايکلوتايدشبه شدهدر اين پژوهش بر اساس توالی نواحی حفاظت

-های شبه های کدکننده پروتئين ژن RACE-PCRʹ3  و با استفاده از تکنيک دآغازگر طراحی ش

های مقايسه توالی. سازی و تعيين توالی شدندمسانهه pTZ57R/Tدر وکتور  سايکلوتايد در گندم

شبه توالی نوکلئوتيدی 99نشان داد تعداد  PGI دست آمده با توالی موجود در پايگاه دادهبه

توالی  99نشان داد که های نوکلئوتيدی توالی ترجمه .است دست آمدهبه سايکلوتايد از گندم

ها شباهت زيادی اين توالی .گذاری شدندنام Tacycl2 و Tacyc11 مربوط به دو ژن هستند که

تعداد نوکلئوتيدهای اين . شتندسايکلوتايد در خانواده گرامينه داهای شبهبا توالی (درصد 12تا  68)

های ريشه، کلئوپتيل، ساقه، در اندام Tacycl2بيان نيمه کمی .متغير بود 271تا  202 بين هاتوالی

ترين ميزان بيان کلئوپتيل بيش. مطالعه شدنيمه کمی  RT-PCRبا استفاده ازآذين برگ و گل

در سايکلوتايدبيان ژن شبه تغييرات چنينهم. ترين ميزان بيان نسبی را نشان دادنسبی و ساقه کم

داری در بيان ديده ساعت افزايش معنی 22بعد از  وبرگ با تيمار اسيد ساليسيليک مطالعه شد  اندام

 .شد

 

 های کلیدیواژه
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  مقدمه

بار در سال هایی غیر عادي هستند که اولینسایکلوتایدها پروتئین

نام کالاتا در مطالعه خواص دارویی گیاهی آفریقایی به 1371

ساختار پروتئینی در  .(Gran 1973)شناسایی شدند  1کالاتا

فرد است و باعث پایداري بهسایکلوتایدها خاص و منحصر

 شودمیجزیه شیمیایی، دمایی و آنزیمی پروتئین در برابر ت

(Colgrave and Craik 2004). و آمینی این  ییلانتهاي کربوکس

هم متصل شده و در نتیجه ها توسط پیوند پپتیدي بهپروتئین

-این پروتئین. (فاقد انتها هستند) اندساختاري حلقوي پدید آورده

که در بین  اسیدآمینه هستند 91داراي  یطور تقریبهاي حلقوي به

دو توسط پیوند  به اسیدآمینه سیستئین وجود دارد که دو 6ها  آن

اند و در نتیجه پروتئین سایکلوتاید هم متصل شدهسولفیدي بهدي

هاي نام گرهسولفید است که ساختاري بهداراي سه پیوند دي

حلقه است  6ها که تعداد آن آورندبه وجود می  سیستئینی حلقوي

(Craik et al. 1999) . ساختار حلقوي نقش مهمی در فعالیت و

هاي سیستئینی حلقوي کند و وجود گرهپایداري پروتئین بازي می

تولید  .(Colgrave and Craik 2004) استمهم  براي ثبات دمایی

وسیله کشت سلولی هدر سطح کلان در آزمایشگاه ب سایکلوتایدها

 هاي دارویی،تفادهچنین بیان در گیاهان تراریخت براي اسو هم

ها انجام شده و به تولید کشی و مبارزه با آفات و بیماريحشره

 (.Oguis et al. 2015) انبوه رسیده است

تقسیم   و بریسلت 9زیر خانواده مهم موبیوس دوسایکلوتایدها به 

بندي بر اساس کنفورماسیون اسیدآمینه پرولین این تقسیم. شوند می

پیوندپپتیدي به حالت سیس باعث  حضور. در حلقه پنجم است

زیر خانوادهموبیوس . شود چرخش در ساختمان پروتئین می

فاقد داراي پیوندپپتیدي به حالت سیس و زیر خانواده بریسلت 

 (.Craik et al. 1999; Jennings et al. 2008) هستنداین ساختار 

سایکلوتایدهاي شناسایی شده متعلق به زیر  دو سومی تقریبطورهب

 داراي هابریسلت (.Zhang et al. 2006) هستندانواده بریسلت خ

چنین همو  6، 9تعداد زیادي اسیدهاي آمینه کاتیونی در حلقه 

در هر دو زیر   و  1 حلقه .هستند 9در حلقه  αداراي یک مارپیچ 

                                                           
1
 Oldenlandia affinis 

2
 Cyclic Cystine Knot (CCK ) 

3
 Mobius 

4
 Bracelet 

هاي کدکننده سایکلوتایدها شامل ژن .استشده خانواده حفظ

 ده سیگنال پپتید، ناحیه ابتدایی،ناحیه کدکنن نامهایی بهقسمت

ها ابتدا این ژن. دنباش دم می ، ناحیه سایکلوتایدي وآمینی يانتها

 39-17 سایز متغیر با  پروتئین سایکلوتایدصورت پیشبه

و پروتئین اولیه حاصل در نتیجه برش آنزیمی  بیان شدهمینواسید آ

-اي آن بهو تشکیل باندهاي دي سولفید، سپس اتصال ابتدا و انته

. (Zhang et al. 2009) آیند صورت حلقوي و بالغ در میبه ،هم

-داراي ساختار مارپیچ آلفا است و در تبدیل پیش آمینی انتهاي

 .پروتئین سایکلوتاید به سایکلوتاید بالغ نقش دارد

شوند و هاي دفاعی گیاهان محسوب میپروتئین ازسایکلوتایدها 

هاي زیستی، علاوه بر تنش. اشندب داراي فعالیت ضد میکروبی می

. هاي غیر زیستی نیز گزارش شده استها در تنشبیان این ژن

 Oldenlandia affinis هاي سایکلوتاید در گیاهبراي مثال بیان ژن

 baoshanensis در گیاه. زا افزایش یافتهنگام حمله عامل بیماري

Viola ها را افزایش داد نش کادمیوم بیان سایکلوتایدت (Zhang et 

al. 2006). بیولوژیک زیادي براي  يهاها نقشعلاوه بر این

 توان به می هاآن است که از جملهشده دهاگزارشیکلوتایسا

جلوگیري از اتصال  ،(Gruber et al. 2007) زهاي ضد ایدفعالیت

 ،(Chen et al. 2005) به غشا سلولی 9ناقل عصبی نوروتنسین

 Schopke) هاي قرمزدي گلبول، نابو(Gran 1973) تسهیل زایمان

et al. 1993)هاي سرطانی، فعالیت علیه سلول (Lindholm et al. 

اشاره  (Jennings et al. 2008) کشیهاي حشرهفعالیت و (2002

 .کرد

و  7روناس ،6بنفشیان  ه ها تاکنون در سه خانواد سایکلوتاید

. (Herrmann and Burman 2008) نداگزارش شده 9کدوئیان

 سایکلوتایدي در  هاي شبهعات بعدي وجود توالیمطال

 Mulvenna et) نشان دادهایی نظیر گندم، ذرت و برنج را  گرامینه

al. 2012). سایکلوتایدها با سایکلوتایدها   شباهت شبه ترینمهم

چهار  باشد که شاملبعدي میدر حلقه شماره یک ساختار سه 

یدگلوتامیک است که در همه اس جمله شده ازحفظ اسیدآمینه

  هاي شبهاست و در توالیشده سایکلوتایدها کاملا حفظ

                                                           
3
 Neurotensin inhibitory 

6
 Violaceae 

7
 Robiaceae 

8
 Cucurbitaceae 
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این اسیدآمینه در پایداري ساختار . سایکلوتاید نیز وجود دارد

هر یک . (Mulvenna et al. 2012)سایکلوتایدها بسیار مهم است 

ها حاوي توالی شناسایی شده در گرامینه يسایکلوتایدها  از شبه

پروتئین این پیش. دنباشپروتئین میو پیش علامت ،پپتیدده کننرمز

آمینه سیستئین شش اسید حاوي اسیدآمینه است که 6 -96شامل 

، در ذرت. باشندمی شده سایکلوتایدهاي شناخته با بسیار شبیه

ده، پنج و یک توالی شبه سایکلوتاید ترتیب به  گندم و ارزن

1ماتیکی در پایگاه دادهاحتمالی بر اساس کارهاي بیوانفور
PGI 

تا پایان این مطالعه  (.Mulvenna et al. 2012) استگزارش شده

 هاي شبهمطالعه ژن سازي وهیچ گزارشی در مورد همسانه

موارد فوق بر اساس  سایکلوتایدي در غلات منتشر نشده و

 .است این گیاهان بوده ESTکارهاي بیوانفورماتیکی در پایگاه داده 

 

 مواد گیاهی

 19در شرایط اتاقک رشد با دماي کمتر از  گندم رقم سرداريبذر 

ساعت  11ساعت روشنایی و   1گراد و شرایط نوري  سانتی درجه

                                                           
1
 Plant gene index: Dana Farber Cancer Institute (DFCI)  

Gene Index 

ها  از کلئوپتیل ،زنی و  سه روز پس از جوانه شدتاریکی کشت 

برداري صورت گرفت و بلافاصله داخل ازت مایع قرار داده نمونه

 .شد

 cDNAسنتز و  RNAراج استخ

شده با استفاده از کیت  هاي برداشت نمونهاز   RNAاستخراج 

AccuZol
TM ( شرکتBIONEER ) و با کمک ژل آگارز انجام شد

مورد بررسی قرار گرفت  شده استخراج RNA کیفیت یک درصد

، WPA Biowave II)با دستگاه نانودراپ  RNA کمیتو 

 .تعیین شد( انگلستان

 Revert Aid first strand cDNAاز کیت  cDNAز تنس منظوربه

synthesis ( شرکتFermentase ) واجد یک  لنگر آغازگرو 

oligo dT-anchor (که انتهاياین آغازگر باتوجه به این RNA پلی 

A باشد پلی میT غیر ژنومی نیز به آن  خاص است و یک توالی

اي موردنظر هتا در مرحله بعدي امکان تکثیر توالیشده متصل 

 لازم به ذکر است این توالی با توالی آغازگر .وجود داشته باشد

 ارائه 1 در جدول توالی آن که  (باشدیکسان می anchor لنگر

 .استفاده شد ،شده

 

 
 سایکلوتایدهاي گندم و بیان نیمه کمی شبهسازي همسانههاي مورد استفاده براي  توالی آغازگر -1جدول 

الی آغازگرتو Cºدماي اتصال آغازگرنام   

9  
GAAAGCTAGCTAGCTAGCATGG 

WF 

(Specific) 

91 
CAATAAGTTGAACACCACCG 

WR 

(Reverse) 

9  GACCACGCGTATCGATGTCGACTTTTTTTTTTTTTTTTV Oligo dT anchor primer 

9  
GACCACGCGTATCGATGTCGAC PCR anchor primer 

91 
GTAAAACGACGGCCAGT 

M13 

(Forward) 

91 
CAGGAAACAGCTATGAC 

M13 

(Reverse) 

99 
TTGGCGCTGCTGCTTCTC 

RT-WF 

(Forward) 

99 
CAATAAGTTGAACACCACCG 

RT-WR 

(Reverse) 

99 
GTATGGTCAAGGCTGGTTTT 

WF-Ref 

(Forward) 

99 
GAGGATACCCCTTTGGATTG 

WR-Ref 

(reverse) 

 

 

 

  هاروش مواد و
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 طراحی آغازگر

 ،(TC431678)گندم  سایکلوتایدي هاي نوکلئوتیدي شبهتوالی

، TC510947،TC509834)و ذرت ( TC122732)سورگوم 

TC510820 ،TC503118)  موجود در سایتPGI 

(http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/ )کلمه  يجستجو با

 Clustal Wبا برنامه ها  توالی. دست آمدندبهتاید لوکلیدي سایک

 شده درو بر اساس یک ناحیه مشابه و حفظ ردیف شدندهم

 .ها طراحی آغازگر صورت گرفتتمامی توالی

براساس دستورالعمل  RACE ʹ3اي پلیمراز واکنش زنجیره

(2010)Bahramnejad et al.  9  در حجم واکنش .انجام گرفت 

 میکرولیتر  1سنتز شده،  cDNAاز میکرولیتر  دوشامل میکرولیتر 

Mastermix (Fermentase) ،آب فاقد نوکلئاز، میکرولیتر هشت 

با هر دو معکوس  واختصاصی  هايآغازگراز میکرولیتر  9/1

شرایط زمانی و دمایی واکنش . انجام شد مولارمیکرو 111غلظت 

دقیقه  9مدت  گراد به سانتی درجه 39صورت اي پلیمراز به زنجیره

 گراد به درجه سانتی  3شامل چرخه  99براي شروع و سپس 

درجه   7ثانیه،  1 مدت  گراد به درجه سانتی 99ثانیه،  1 مدت 

 گراد به درجه سانتی  7ثانیه و در نهایت  1 مدت  گراد به سانتی

یک ژل آگارز  بر روي PCRمحصول  تفکیک. دقیقه بود 1 مدت 

صورت گرفت و  (mg/lit1) آمیزي اتیدیوم برومایدبا رنگ درصد

سازي باند مورد نظر خالص. سپس باند مورد نظر از ژل جدا شد

شرکت ) Nucleic Acid Extractionارز توسط کیت از ژل آگ

Vivantis )براي تایید وجود قطعه مورد نظر از . صورت گرفت

چنین غلظت آن توسط نانودراپ ژل آگارز استفاده شد و هم

 جدا شده از ژل، با استفاده از کیت DNA. گیري شد اندازه

(cloningInsTAclone
TM

 PCR K1214 Fermentase,) همسانه-

 . ي شدساز

و  DH5α سویهاز E.coliهاي مستعد باکتري منظور تهیه سلولبه

(. Sambrook and Russell 2001)شد  استفادهروش کلرید کلسیم 

، در این گرفتانجام روش فیزیکی ذوب و انجماد تراریختی به 

از پلاسمید  یک میکرولیتراز سلول مستعد با میکرولیتر  111روش 

   در دماي ثانیه   31مدت  و بهشد  حاوي ژن مورد نظر مخلوط

قرار روي یخ دقیقه  9 مدت هو سپس بلافاصله بگراد  درجه سانتی

و در شد مایع به آن اضافه  LB، میکرولیتر 911سپس . شد داده

پس از . قرار داده شد( h -1مدت ، بهCº97 ،rpm191)انکوباتور 

جامد  LBها روي محیط کشت  مدت زمان مورد نظر باکتري

کشت  IPTGو   X-gal، (mg/ ml111غلظت )اوي آمپی سیلین ح

 .هاي آبی و سفید مشاهده شدند کلونی  h1و پس از گذشت 

میکرولیتر  91در  سفید براي تایید تراریختی مقداري از یک کلونی

دقیقه  پنجبه مدت گراد  درجه سانتی 39آب مقطر حل و در دماي 

عنوان الگو یع رویی بهسپس دو میکرولیتر از ما. حرارت داده شد

پس از انجام  PCRاستفاده شد و محصول  PCRدر واکنش 

مورد نظر و تایید  DNAواکنش و براي مشاهده اندازه قطعه 

 یک درصدژل آگارز  بر رويحضور ژن در کلونی مربوطه 

ي که حضور ژن مورد نظر در سفید هاي کلونی. بارگذاري شد

غلظت )  وي آمپی سیلینجامد حا LBها تایید شد، بر روي  آن

mg /ml111)  واکشت شدند و پس از یک شبانه روز رشد براي

روش لیز استخراج پلاسمید به .کار رفتنداستخراج پلاسمید به

هاي واکشت شده را  یک کلونی از باکتري. قلیایی صورت گرفت

مدت یک شبانه مایع منتقل و داخل انکوباتور به ml9/1 LBبه 

  min 1، Cº)را سانتریفیوژ  یافتهس باکتري رشد روز قرار داده سپ

محلول  lµ111دست آمده در نموده و رسوب به( rpm1 111 و 

، mM Tris-Hcl9 (9pH=)گلوکز،  mM91سرد شامل 

EDTAmM 11 (9pH= )در دماي اتاق پنج دقیقه مدت هحل و ب

و مولار  NaOH /1 از محلول حاوي  lµ 11 سپس .قرار داده شد

SDS پنج دقیقهبه آن اضافه و به آرامی مخلوط و صد یک در 

 M 9 (9/  pHاستات پتاسیم μl191سپس . روي یخ گذاشته شد

پس از سپري . روي یخ قرار داده شددقیقه  19اضافه کرده و ( =

 rpm1 111 و  Cºدر دماي  پنج دقیقهمدت  شدن زمان لازم به

حجم آن مایع رویی به تیوب جدید منتقل و هم. سانتریفیوژ شد

دقیقه  91مدت  پس از مخلوط کردن به. ایزوپروپانول اضافه شد

قرار داده شد و بعد سانتریفیوژ گراد درجه سانتی -1 در فریزر

(min 1 دماي ،Cº   وrpm1 111) دست آمده و رسوب به انجام

 ،بعد از خشک شدن رسوب .شستشو داده شد درصد 71با اتانول 

μl91  براي . شدو رسوب حاصل حل آب استریل به آن اضافه

 کمیتاستفاده و  یک درصدتایید حضور پلاسمید از ژل آگارز 

پلاسمید استخراج  از lµ9/1 .پلاسمیدها با نانودراپ سنجیده شد

عنوان الگو در از آن به lµ9/1. شدشده با آب استریل رقیق 
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آغازگر  lµ9/1آب،  PCR (lµ9 master mix ،lµ11واکنش 

 Mμبا غلظت )غازگر معکوس اختصاصی آ lµ9/1مستقیم و 

 یک درصدژل آگارز  بر رويPCR استفاده و محصول ( 111

هاي  بارگذاري و با مشاهده باند مورد نظر صحت پلاسمید

 .نوترکیب تایید شد

 تعیین توالی و آنالیز بیوانفورماتیکی

پلاسمید نوترکیب تایید شده، براي تعیین توالی به   1 تعداد

دست ههاي بتوالی. فرستاده شد( کره جنوبی) Bioneerشرکت 

 NCBIآمده ابتدا در پایگاه اطلاعاتی

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)، و پس از تایید  شدند 1بلاست

سایکلوتاید هستند، اقدام به دست آمده شبههاي به که توالیاین

شد و ( /http://web.expasy.org/translate)ها  ترجمه توالی

ها توسط پایگاه اطلاعاتی اي آنهاي نوکلئوتیدي و اسیدآمینه توالی

(http://www.ebi.ac.uk )توسط نرمدرخت تکاملی ردیف و هم-

 .رسم شد MEGA4افزار 

 RT-PCRو واکنش  طراحی آغازگر براي بررسی بیان نیمه کمی

استفاده شد  مرجععنوان هدر این مطالعه از ژن آلفا توبولین ب

مستقیم و معکوس اختصاصی  براي طراحی آغازگر(. 1جدول)

هاي نوکلئوتیدي حاصل از پلاسمیدهاي نوترکیب که حضور توالی

در سایت  بودیابی تایید شده وسیله توالیبه ها ژن مورد نظر در آن

Clustal W (http://www.ebi.ac.uk) و بر اساس  شدندردیف هم

آغازگرهاي مستقیم و معکوس   ،شده در ابتدا و انتهانواحی حفظ

 .شدندطراحی 

میکرولیتر از  دو شاملمیکرولیتري  9  حجمدر  PCR واکنش

cDNA  ،میکرولیتر   1سنتز شدهMastermix (Fermentase) ،9 

مستقیم  میکرولیتر آغازگر یک کرولیتر آب فاقد نوکلئاز،می

 9/1 ،معکوس اختصاصی میکرولیتر آغازگر یک اختصاصی،

معکوس  میکرولیتر آغازگر 9/1مستقیم کنترل و  میکرولیتر آغازگر

 درجه 39صورت به PCRشرایط زمانی و دمایی . کنترل انجام شد

شامل  چرخه 6  دقیقه براي شروع و سپس 9مدت  گراد به سانتی

-گراد به درجه سانتی 99ثانیه،  1 مدت  گراد به درجه سانتی 39

ثانیه و در نهایت  1 مدت  گراد به درجه سانتی  7ثانیه،  1 مدت 

 بررسی. دقیقه بود 7مدت  گراد به درجه سانتی  7یک مرحله 

                                                           
1
 Basic Local Alignment Search Tool 

با رنگ آمیزي  یک درصدبر روي ژل آگارز  PCRمحصول 

  .فتاتیدیوم بروماید صورت گر

 تیمار گیاه با اسید سالیسیلیک

-میلی 9/1زنی، اسید سالیسیلیک با غلظت یک هفته پس از جوانه

ز گیاهان اسپري شد و سپس هاي تعدادي ابر روي برگمولار 

-نمونه. داري شدندگیاهان مذکور در محفظه بسته و شفاف نگه

 ساعت بعد   ها در مراحل پیش از اعمال تیمار، برداري از برگ

ها داخل ساعت بعد از تیمار صورت گرفت و نمونه 9 از تیمار و 

هاي از نمونه RNAازت مایع نگهداري شدند سپس استخراج 

استخراج  RNAمذکور انجام شد و پس از تعیین کمیت و کیفیت 

 .ها هم غلظت شدندشده، تمامی نمونه
 

توسط   cDNAابتدا RACE-PCRʹ9 روش منظور انجام به

 معکوس ترانسکریپتازتوسط آنزیم  dT anchorOligoازگرآغ

با استفاده از آغازگر  PCRسپس واکنش . شد ساخته

صورت تکثیر بهنتیجه . انجام شد  PCR anchorو WFاختصاصی

که با اندازه تقریبی شبه  بود bp 911با اندازه تقریبییک تک باند 

  .(1شکل) سایکلوتایدها در سایر گیاهان مطابقت داشت

 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

-RACE روشپس از انجام ( 1) اي پلیمراززنجیره واکنش محصول -1شکل 

PCRʹ9 کش ژنیخط و (M ) یک درصدروي ژل آگارز. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

  نتیجه

               M                                                1 

500 bp 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://web.expasy.org/translate/
http://www.ebi.ac.uk/
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 .ا داردترین میزان مشابهت رمیزان مشابهت و یکسانی و توالی که با آن بیش سایکلوتایدهاي حاضرمشخصات شبه - جدول 

 Identity Max مشابهت باکد دسترسی

ident 

E value Ouery 

covrerage 

Total 

score 

Max 

score 
 نام سایکلوتاید

NM 00115121 92% 96% 8e-122 96% 561 446 Tacycl1 

BT009169.1 86% 86% 1e-135 100% 492 492 Tacycl2 

BT009169.1 87% 87% 5e-139 100% 503 503 Tacycl3 
BT009169.1 88% 88% 1e-150 98% 542 542 Tacycl4 

BT009169.1 87% 87% 7e-143 100% 516 516 Tacycl5 

BT009169.1 87% 87% 1e-145 100% 525 525 Tacycl6 
BT009169.1 87% 87% 1e-145 100% 525 525 Tacycl7 

BT009169.1 87% 87% 5e-144 100% 520 520 Tacycl8 

BT009169.1 87% 87% 5e-144 100% 520 520 Tacycl9 
BT009169.1 87% 87% 3e-141 98% 510 510 Tacycl10 

NM 001151219 92% 92% 5e-123 87% 449 449 Tacycl11 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

نواحی حفظ شده  .سایکلوتایدي گندم در مطالعه حاضري پروتئینی شبهها یتوالاي داده با هسایکلوتایدي احتمالی موجود در پایگاهي پروتئینی شبهها یتوالی فیردهم - شکل 

شده، نواحی نواحی سیاه کاملا حفظ .اندرنگی شده (http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html) موجود درسایت  1boxshad 92 نیلاافزار آنبا کمک نرم

 .شده نیستندشده و نواحی سفید حفظخاکستري تاحدي حفظ

 
 

 مشخصات شمارهدسترسی 

NM 001151219.1 Zea mays uncharacterized LOC100277726 (LOC100277726) , mRNA 

BT009169.1 Triticum aestivum clone wl1n.pk0099.g7:fis, full insert mRNA 

http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html


 نژاد و همکارانبهمن بهرام  ...سايکلوتايد  های شبهسازی و بررسی ژنهمسانه

 

 9315 تابستان/ 2شماره / یازدهمدوره / ژنتیک نوین 211

 

 

پس از  .از ژل جدا سازي و در ناقل کلون شد PCRمحصول 

یابی پلاسمید نوترکیب براي توالی 11 تایید به وسیله آغازگرها،

هاي موجود دست آمده با توالیههاي ببلاست توالی. دشارسال 

سایکلوتاید ها شبهنشان داد که این توالی NCBIدر پایگاه داده 

دست آمده ههاي بسایکلوتایددرصد تشابه شبه(.  جدول)هستند 

و  درصد 36تا  97سایکلوتایدهاي موجود در پایگاه داده از با شبه

1eاز -value e میزان
8eتا  150-

ها پس از این توالی .متغیر بود 122-

-گذارينام Tacycl1-11 صورتلوتاید بودن بهسایکتایید شبه

-دهنده شبهنشان cyclو  1ابتداي نام علمی گندم Ta) .ندشد

با توجه به  .(باشدها میها ترتیب توالیو شماره  سایکلوتاید بودن

 11 ،شدهاي نوکلئوتیدي ترسیم دندروگرامی که بر اساس توالی

گروه قرار  وتوالی نوکلئوتیدي حاصل از مطالعه حاضر در د

ها در گروه دیگر و بقیه توالی شاخهدر یک  Tacycl2 .گرفتند

هاي با توجه به دندروگرامی که بر اساس توالی .قرار گرفتند

دسته تقسیم  دوهاي پروتئینی نیز به ، توالیدشاي ترسیم اسیدآمینه

 .در یک شاخه و بقیه در شاخه دیگر قرار گرفتند Tacycl2 .شدند

ذکر  Tacycl1جاي دسته دوم فقطههاي بعدي بمدر دندروگرا

 111نیز  اعضاي این گروه هاي پروتئینی بقیهزیرا توالی گردید

 Tacycl2و  Tacycl1توالی پروتئینی . بود Tacycl1 شبیه درصد

با ، Tacycl1در 1 جایگاه شماره  .بودنداسیدآمینه متفاوت دودر 

همین جایگاه در  در کهدر صورتی .استاشغال شدهL  اسیدآمینه

 79 جایگاه شماره در .استقرار گرفته F اسیدآمینه Tacycl2 توالی

که همین جایگاه در قرار دارد در صورتیS  اسیدآمینه Tacycl1 در

 .استاشغال شده L اسیدآمینه باTacycl2  توالی

از  ینیپروتئ يها یاز توال کیهر  دهایکلوتایساشبهریسا مشابه

شبکه  مختص گنالیس یتوال: استهشد لیقسمت تشکچهار

 6  شامل  نیپروتئشیپ یتوال ه،نیآمدیاس  9شامل  9یاندوپلاسم

 ششه و نیآمدیاس 9 شامل  9يدیکلوتایسا یتوال ه،نیآمدیاس

 6دم یتوال ي ودیکلوتایسا يهایتوال هیشده شبحفظ نیستئیس

                                                           
1
Triticum aestivum 

2
Cyclotide-like 

3
 Signal sequence  

4
 Putative prececursor 

 

5
 Cyclotide domain  

6
Tail  

 

 نی، دوم 6 گاهیدر جا نیستئیس نیاول. هنیآمدیکوتاه به طول سه اس

، 71 گاهیدر جا نیستئیس نی، سوم66 گاهیدر جا نیستئیس

 گاهیدر جا نیستئیس نی، پنجم79 گاهیدر جا نیستئیس نیچهارم

 نیپروتئ يدیواسنیآم بیترت 99 گاهیدر جا نیستئیس نیو ششم 91

 .است قرارگرفته

مطالعه  سایکلوتایدهاي آمینواسیدي يهایتوال یفیرددر هم

-نهیمربوط به گرام سایکلوتایدي ینیوتئپر يهایحاضر با کل توال

-شده داده نشان  شکل داده که در  هايگاهیموجود در پا يها

 ینواح شده،کاملا حفظ ینواحمربوط به  اهیس ینواح ،است

مربوط به  دیسف یشده و نواح حفظ يتا حد ینواح يخاکستر

 .باشدمیشده  حفظنواحی کمتر

-ن مطالعه و کل شبهسایکلوتایدهاي ایخصوصیات شبه 9 جدول

در بین  .دهدسایکلوتایدهاي موجود در پایگاه داده را نشان می

ترین تعداد کم  bp   1باTacycl11 آمده توالی  دستهاي بهتوالی

تعداد ترین بیش bp  73با  Tacycl10 توالی نوکلئوتید و

ترین توالی البته کم .دارا بودندر ضدر مطالعه حا را نوکلئوتید

شده بر اساس کارهاي بیوانفورماتیکی در  یدي گزارشنوکلئوت

ترین بود و بیش bp 999 با Sbcycl ها مربوط به توالیبین گرامینه

طول . بود Tacyclb مربوط به توالی( bp 317) تعداد نوکلئوتید

 99آمده از این مطالعه  دستبه احتمالی هاي پروتئینیتوالی

ها مربوط آمینه در بین گرامینهترین تعداد اسیدبیش .بوداسیدآمینه 

ترین تعداد اسیدآمینه اسیدآمینه است و کم 171با  Zmcycl19به 

لازم به ذکر .اسیدآمینه بود  9با  Zmcycl10نیز مربوط به توالی

نقطههایی که تعداد اسیدآمینه مشابه داشتند است توالی

ي ها همه توالی. ایزوالکتریک و وزن مولکولی مشابهی نیز دارند

 ها آن باشند و وزن مولکولیآمینواسید می 99این مطالعه داراي 

 در ضمن نقطه ایزو (دالتونکیلو 3/  ) نیز تقریبا یکسان است

 .نیز دارند (9/9 ) یکسانی الکتریک

هاي مطالعه حاضر با توالی مینواسیديآهاي توالی دندروگرامدر 

توالی  هر دو، خانواده گرامینه موجود در پایگاه داده مینواسیديآ

 و Zmcycl15، Zmcycl16، Zmcycl6هاي مطالعه حاضر با توالی

Zmcycl11  بعدي  9ساختار (. 9شکل )گرفتند در یک شاخه قرار

 . شدرسم  Tacycl1پروتئین 
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 swissافزاربا استفاده از نرم Tacycl2 نیپروتئي بعد 9ساختار  - شکل 

model در سایت http://swissmodel expasy org 
 

که بوده صفحه بتا و یک آلفا هلیکس  سه داراي این پروتئین

 (. ل شک) باشدها میسایکلوتایدمشابه سایر شبه

هاي  در اندام Tacycl2 سایکلوتایدژن شبهبررسی بیان نیمه کمی 

 مختلف گندم

گل آذین، ساقه، هاي ریشه، سایکلوتاید در اندامبیان ژن شبهمیزان 

 و RT-WFبا استفاده از آغازگرهاي اختصاصی برگ و کلئوپتیل 

RT-WR آغازگرهاي و  Ref-WFوRef-WR  آلفا  براي ژن

کلئوپتیل  9 با توجه به شکل. عنوان کنترل مطالعه شدهبتوبولین 

ترین میزان بیان نسبی را ترین میزان بیان نسبی و ساقه کمبیش

. ذین حد متوسطی از این دو را نشان دادندبرگ و گل آ. نشان داد

و مربوط  bp191لازم به ذکر است در هر ستون اندازه باند پایین 

مربوط به بیان ژن مورد نظر  bp 991به ژن کنترل و باند بالا حدود 

 .هاي مختلف بوده استدر اندام

در اثر تیمار  Tacycl 2 سایکلوتایدژن شبه بررسی بیان نیمه کمی

 سالیسیلیک با اسید

شود که بیان نسبی ژن شبه مشاهده می 6 شکلبه  توجهبا 

 اسید سالیسیلیکساعت تیمار با    ید در برگ بعد از سایکلوتا

عدم اعمال تیمار اسید )داري نسبت به شاهد افزایش معنی

ساعت بعد از تیمار  9 که در زمان داشت در حالی( سالیسیلیک

 .میزان بیان با کاهش همراه بود

 

 
 هاي احتمالی موجود درپایگاه داده یدسایکلوتا شبه و در این مطالعهدست آمده به هايدسایکلوتای مشخصات شبه -9جدول 

 

 دسترسی شماره

 وزن ملکولی

  (دالتونکیلو)

 تعداد 1ایزوالکتریک نقطه

 اسیدآمینه

  bpتعداد نوکلئوتید

 گیاه مرجع

 

 نام سایکلوتاید

Current study 9.24 5.48 88 404 Triticum 
aestivum 

Tacycl1 

Current study 9.3 5.48 88 466 T. aestivum Tacycl2 

Current study 9.24 5.48 88 470 T. aestivum Tacycl3 

Current study 9.24 5.48 88 476 T. aestivum Tacycl4 

Current study 9.24 5.48 88 464 T. aestivum Tacycl5 

Current study 9.24 5.48 88 466 T. aestivum Tacycl6 

Current study 9.24 5.48 88 459 T. aestivum Tacycl7 

Current study 9.24 5.48 88 466 T. aestivum Tacycl8 

Current study 9.24 5.48 88 466 T. aestivum Tacycl9 

Current study 9.24 5.48 88 479 T. aestivum Tacycl10 

Current study 9.24 5.48 88 402 T. aestivum Tacycl11 

CF060985 10.139 7.74 94 474 zea mays **Zmcycl 1 

CF014141 11.193 4.89 103 502 z. mays **Zmcycl 2 

CK369406 9.295 7.75 87 505 z. mays **Zmcycl 3 

BM379838 8.95 6.73 86 526 z. mays **Zmcycl 4 

CF630454 8.985 5.64 86 518 z. mays **Zmcycl 5 

http://swissmodel/
http://swissmodel/
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CF013901 9.24 5.48 88 538 z.mays **Zmcycl 6 

CN070702 8.901 6.71 86 392 z. mays **Zmcycl 7 

BI674581 9.52 8.85 92 496 z. mays **Zmcycl 8 

BM080572 9.428 8.84 91 571 z. mays **Zmcycl 9 

CK368015 8.701 7.77 84 671 z. mays **Zmcycl 10 

CA617438 8.901 6.71 86 429 T. aestivum Tacycla* 

CK154330 14.419 9.61 130 907 T. aestivum Tacyclb* 

CK154890 10.987 8.30 101 889 T. aestivum Tacyclc* 

CA595705 10.53 8.85 96 596 T. aestivum Tacycld* 

BE591233 12.884 8.95 116 466 T. aestivum Tacycle* 

TC431678 8.901 6.71 86 560 T. aestivum Tacyclf* 

CA484712 9.598 8.34 83 792 T. aestivum Tacyclg* 

CA622812 10.638 6.29 103 471 T. aestivum Tacyclh* 

BE125990 10.377 8.91 100 383 Sorghum 
bicolor 

**Sbcycl 

TC122732 10.335 8.91 100 705 S. bicolor Sbcycl1* 

CD725989 9.107 7.79 88 503 Pennisetum 
glaucum 

**Pgcycl 

AL450615 11.052 6.98 102 562 Hordeum 

vulgare 

**Hvcycl 

CK803164 10.484 9.12 95 323 Festuca 

arundinacea 

**Facycl 

CA274667 10.085 8.61 94 842 Saccharum 

hybrid cultivar 

**Shcycl 

CB084585 12.377 5.36 102 660 Hedyotis 

centranthoides 

**Hccycl 

 PGIسایکلوتاید احتمالی موجود در سایتشبه يها یتوال*

  .Mulvenna et al(2006) هاي گزارش شده توسطتوالی **

 .آیددست میگیرند و نقطه ایزوالکتریک و وزن ملکولی بهقرار می http://www.expasy.org هاي پروتئینی درتوالی  و 1
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ClustalW برنامهبا ترین همسایگی نزدیکبرمبناي  ها آنشدند و دندروگرام  فیردهمMEGA4  استایجاد شده. 
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، آذینل، گي ریشهها اندامدر  Tacycl2 سایکلوتایدنمایش بیان شبه -9 شکل

در هر ستون باند پایین ژن کنترل آلفا توبولین و باند بالا  .کلئوپتیل رگ و، باقهس

 .استگیري شدهکه در سه تکرار اندازه باشدمیزان بیان در اندام خاص می

 

 

 
در برگ گندم بعد از  Tacycl2 سایکلوتایدنمایش بیان نسبی شبه -6شکل 

-براي هر زمان سه تکرار مستقل در نظر گرفته شده. تیمار با اسیدسالیسیلیک

 .است

 

 

نیز  نشان داد که در خانواده گرامینه ژنومی هاي غربالگريبرنامه

ها حضور این برنامه. باشدسایکلوتاید موجود میهاي شبهپروتئین

ذرت، سورگوم، گندم، جو و برنج  سایکلوتاید را درهاي شبهژن

اما تا انجام این مطالعه هیچ  (Mulvenna et al. 2012) نشان دادند

سایکلوتاید در خانواده هاي شبهسازي ژنگزارشی از همسانه

 خانواده گرامینه ESTهاي مطالعات داده .استنشدهمنتشر گرامینه 

 گیاهیهاي اماند سایکلوتایدها در اکثرشبهچنین نشان داد که هم

احتمال حضور  ها واما با توجه به دسترسی اندام. ندابیان شده

هاي جوانی نظیر سایکلوتاید در اندامشبه هايتر پروتئینبیش

-سازي و بررسی ژنگیاهچه و جوانه، در این مطالعه براي همسانه

 .سازي شدندجدا سایکلوتاید ابتدا از کلئوپتیل گندمهاي شبه

 bp 911آمد حدود  به دست RACE-PCRʹ9 روش باندي که از

سایکلوتایدهاي دامنه طول توالی نوکلئوتیدي شبه .طول داشت

طول  bp 911ها در حدود  اما اکثر توالی. بود 999-317احتمالی 

البته طول توالی . آمده قابل قبول بوددستداشتند لذا اندازه باند به

باشند ین پروتئین میا حاويهاي دیگر که سایکلوتایدي خانواده

آمده اولین نشانه از دستاندازه باند به. نیز در این دامنه قرار دارد

صحیح بودن روند مطالعه بود اما دلیل کافی براي صحت روند 

 .باشدنمی

 RACE-PCR ʹ9سایکلوتاید با روشتوالی شبه 11در این مطالعه 

ختم شدند   Aیهاي نوکلئوتیدي به دنباله پلهمه توالی. آمددستبه

که نشان از موفقیت تکنیک مورد استفاده دارد و طول کاملی از 

با توجه به نوع . آمددستسایکلوتاید بههاي شبهتوالی ژن

 دستدسته توالی نوکلئوتیدي به دو آغازگري که طراحی شده بود

هاي توالی .بودندمشابه  کاملاً 3Tacyclو  9Tacyclتوالی . آمد

9Tacycl  9وTacycl  نیز در یک گروه قرار گرفتند اما باهم در حد

توالی  9 در جایگاه . داشتند اختلافات جزیی نوکلئوتید چند

9Tacycl  نوکلئوتیدA  قرار گرفت اما همین جایگاه در

 99 در جایگاه  .قرار گرفت C نوکلئوتید 9Tacyclتوالی

لی قرار گرفت اما همین جایگاه در توا Tنوکلئوتید  9Tacyclتوالی

9Tacycl نوکلئوتید C 9توالی  99 در جایگاه  .قرار گرفتTacycl 
 9Tacycl قرار گرفت اما همین جایگاه در توالی Tنوکلئوتید 

با توجه به اینکه در همه اختلافات یک  .قرار گرفت G نوکلئوتید

ها در  میدین جایگزین شده اما این تفاوتیباز پورین با یک پیر

 هايتوالی. ا از هم متمایز نمایدحدي نیست که دو توالی ر

1Tacycl  11وTacycl  و Tacycl اند  نیز در یک گروه قرار گرفته

 توالی. اما باهم اختلافات جزیی در حد تک نوکلئوتید دارند

Tacycl1 هاي مطالعه حاضر بابرخلاف تمام توالیGA   شروع

  1 )تري طول کوتاه 11Tacyclو  1Tacycl هايتوالی. شودنمی

این تفاوت در . دارندTacycl ( 76 )  نسبت به توالی (  1 و 

  بحث
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ها در حدي دار باشد اما شباهت این توالیاندازه ممکن است معنی

 .گیرنداست که در یک گروه قرار می

 Tacycl توالی . شوندگروه تقسیم میدوهاي پروتئینی نیز به توالی
این . دارندها در گروه دیگر وجود  در یک گروه و بقیه توالی

ها با وجود اختلافاتی که داشتند اما همه به یک توالی توالی

، Tacycl1 در 1 جایگاه شماره  .ندشداي تبدیل اسیدآمینه

که همین جایگاه در توالی قرار دارد در صورتیL اسیدآمینه

Tacycl2 اسیدآمینهF  اسیدآمینه  .است قرار گرفتهF  یک اسیدآمینه

ساختار آروماتیکی  Lکه اسیدآمینه صورتیباشد در آروماتیک می

-گریز میهر دو آب F و  Lکه اسیدآمینهندارد اما با توجه به این

به نظر  ها در غشا به یک صورت است باشند و نحوه قرارگیري آن

با  .ها اثر بگذاردپروتئین بر ساختار نهایی موضوع رسد که ایننمی

اند  الی سیگنال قرار گرفتهکه این دو اسیدآمینه در توتوجه به این

 ها اثررسد که روي نقش سایکلوتایدي این پروتئین مینظر بهبعید 

 .گذار باشند

قرار دارد در صورتی  S سیدآمینها Tacycl1 در 79 شماره جایگاه

 قرار گرفته L  اسیدآمینه Tacycl2 که همین جایگاه در توالی

وتایدي قرار قسمت سایکلسه این دو اسیدآمینه در حلقه . است

که ذکر باشد اما همان طوردوست میآب S اسیدآمینه. اند گرفته

تواند نقش و این تفاوت می. استگریز بآ L اسیدآمینه شد

اما با توجه به . سایکلوتاید را تحت تاثیر قرار دهدساختار شبه

یکی از نواحی است که تنوع سه اینکه در سایکلوتایدها حلقه 

 .باشددهد پس مورد مشاهده شده طبیعی میبالایی را نشان می

 آمده از این مطالعه با توالیدستپروتئینی به هايهمه توالی

LASMESGSKK این قسمت در ناحیه سیگنال  .شوندشروع می

هاي شبه سایکلوتایدي احتمالی خانواده قرار دارد و در اکثر توالی

ها اي توالیحفظ شدگی بالاي قسمت ابتد. گرامینه نیز وجود دارد

(LASMESGSKK ) در شبه سایکلوتایدهاي مشابه با توالی حفظ

سازي همسانه درقسمت ابتداي سایکلوتایدها، (AAFALPA)شده 

  .سازدپذیر میها امکانهها را در سایر گرامیناین ژن

هاي  اند که بیان سایکلوتایدها در انداممطالعات اخیر نشان داده

به شرایط فصلی و تغییرات محیطی  چنین با توجههم و مختلف

 با استفاده از ايدر مطالعه .(Trabi and Craik 2002) استمتفاوت

RNA از برگ و ریشه شده استخراج Viola baoshanensis 

هاي مختلف سایکلوتایدها در اندامبیان مشاهده شد که مقدار 

هاي سایکلوتاید فقط در برگ بیان سري از ژنمتفاوت است و یک

بیوانفورماتیکی  در مطالعاتالبته  (.Zhang et al. 2009) دندش

سایکلوتایدهاي احتمالی در صورت گرفته در مورد بیان شبه

هاي مختلف  ها در اندامخانواده گرامینه نیز بیان این پروتئین

 اطلاعات . (Mulvenna et al. 2012) استگزارش شدهمتفاوت 

RT-PCRهاي شبهداد که توالی نیمه کمی در این مطالعه نشان-

هاي مختلف به میزان  سایکلوتاید مطالعه حاضر نیز در اندام

 .شوندبیان می متفاوت

یافت شد که در  umi11 نامبه اي بر روي ذرت ژنیدر مطالعه

هاي پایه ساقه و تشکیل تومور تیغه برگ بعد از تنظیم مثبت اندام

 .Jennings et al) نقش دارد Ustilago maydisبا قارچ  گی آلود

2001; Basse 2005.)  ژنumi11 از لحاظ ساختاري شبیه شبه-

-شبه باشد و احتمالاًسایکلوتایدهاي مطالعه حاضر می

با  .سایکلوتایدهاي مطالعه حاضر نیز خاصیت ضد قارچی دارند

سایکلوتایدها ترین میزان بیان شبهاین مطالعه، بیش نتایجتوجه به 

پذیري گیاه در این مرحله به آسیب با توجه. شد تعییندر کلئوپتیل 

ها و حساس بودن به محیط اطراف، حضور حداکثري این پروتئین

در این  .باشدها می تاییدي بر نقش دفاعی آن در این اندام احتمالاً

سایکلوتاید در کلئوپتیل، ریشه، ساقه، هاي شبه مطالعه حضور ژن

هاي موجود  به محدودیتاما با توجه . آذین اثبات شدبرگ و گل

ترین  هاي شبه سایکلوتاید را در دانه که مهم نتوانستیم حضور ژن

 .کنیمقسمت گندم است اثبات 

-اطلاعات در مورد بیان اختصاصی شبهکمبود با توجه به 

-هاي ممکن براي شبهها، تفسیر نقشسایکلوتایدها در اندام

براي اطلاعاتی که نقش دفاعی  .سایکلوتایدها مشکل است

سایکلوتایدهاي توانند به شبهدانند، میسایکلوتایدها را منطقی می

(. Mulvenna et al. 2012) خانواده گرامینه نیز بسط داده شوند

چنین بیان بیان سایکلوتایدها در طول فصل متفاوت است و هم

 Nourse) شود تر میزا بیشها در هنگام حمله عامل بیمارياین ژن

et al. 2004).  بررسی درRNA گیاه استخراج شده ازViola 

baoshanensis  در شرایط نرمال و تحت تنش کادمیوم گزارش

 تنش هاي بیان شده در شرایط سایکلوتاید انواع که تعداد شد

با  (.Simonsen et al. 2005; Zhang et al. 2009) باشد تر میبیش
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تایدهاي توجه به مطالعاتی که تاثیر مواد مختلف را روي سایکلو

خانواده بنفشیان نشان داده است، در این مطالعه نیز تاثیر اسید 

-لازم به ذکر می. شدسایکلوتایدها بررسی سالیسیلیک روي شبه

هاي محیطی باشد این اسید نقش مهمی در ایجاد مقاومت به تنش

با توجه به نقش اصلی سایکلوتایدها در دفاع از . بر عهده دارد

منطقی  ،اسید سالیسیلیک در ایجاد مقاومت چنین نقشگیاه و هم

سایکلوتایدهاي مطالعه شده افزایش رسد که بیان شبهنظر میبه

و  نبودهاما مشاهدات این مطالعه دلیل کافی براي این مطلب . یابد

انجام مطالعات بیشتري روي بیان کمی آن گیري بهتر براي نتیجه

 .باشدمورد نیاز می

 

 گیری نهایینتیجه

شبه  از نوع سایکلوتایدتوالی پروتئین شبه 11این مطالعه در 

هاي شبه  ژن وردنآدست براي به. آمددستبریسلت از گندم به

استفاده شد و آغازگر  RACE-PCRʹ3 روشسایکلوتاید از 

-سایکلوتاید بر اساس نواحی حفظهاي شبهاختصاصی براي ژن

-هاي بهتوالی .دسایکلوتاید احتمالی طراحی شهاي شبهشده توالی

در یک گروه و  Tacycl2 شوندگروه تقسیم میدوآمده به دست

ها در بیان این پروتئین. گیرندها در گروه دیگر قرار میبقیه توالی

-کلئوپتیل بیش. ریشه، کلئوپتیل، ساقه، برگ، گل آذین بررسی شد

تا  .ها نشان دادترین میزان بیان نیمه کمی را نسبت به سایر اندام

هاي سازي توالیپایان این مطالعه هیچ گزارشی مبنی بر همسانه

است و بنابراین نشدهمنتشر گرامینه  سایکلوتاید در خانوادهشبه

و تمام  مورد تایید قرار گرفتسایکلوتاید در گندم وجود شبه

با توجه تشابه شبه  .باشندهاي این مطالعه جدید میتوالی

خاصیت ضد قارچی  umi11ژن  سایکلوتایدهاي مطالعه حاضر با

ها هاي بیشتر این ژنپس از بررسی .باشدها محتمل میآن

بیان شده  ن تخلیص شده طبیعی یاتئیخصوصا بررسی اثرات پرو

 توان ازمی ،هاي مختلفها و باکتريدر گیاه تراریخت روي قارچ

جهت تولید گیاهان تراریخت براي ایجاد مقاومت به  نتایج حاصل

 .ستفاده کردبیماري ا
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yclotide-like genes have been previously reported from the data mining of the NCBI nucleotide 

database in the Poaceae family. In the current study, we have cloned new members of the 

cyclotide-like gene family from wheat cDNA using 3'RACE-PCR and specific primers based on 

conserved region of putative cyclotide-like sequences. PCR positive clones were randomly picked and 

sequenced. Eleven cyclotide-like sequences were identified. Phylogenetic analysis of nucleotide divided 

them in two classes and protein analysis showed that all sequences belong to two genes designated 

Tacycl1and Tacycl2. Length of these sequences was 402-479nt and showed high similarity with classical 

cyclotide-like genes in databases. Expressions of cyclotide-like gene Tacycl1 were studied in different 

organs, including leaves, flowers, stems and coleoptiles. Expression was significantly different in the 

organs; coleoptile had maximum relative expression and stems had minimum expression. In addition, 

expression of cyclotide-like gene Tacycl2 was studied following salicylic acid treatment. The expression 

of Tacycl1 increased 24h after salicylic acid treatment. This is the first report on the cloning of cyclotide-

like genes in wheat 
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