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باشند و عنوان يکی از کالاهای اساسی موجود در سبد غذايی مردم می های خوراکی بهروغن

ای کيفی و تغذيهمنظور افزايش عمر انبارداری و ارتقای ارزش  ها به حفظ پايداری اکسيداتيو آن

دستيابی به اين هدف توسط افزايش محتوای . ای برخودار است محصول از اهميت ويژه

واسطه تغيير محتوا و ترکيب  صورت افزودنی و يا به ها به های طبيعی نظير توکوفرولاکسيدان آنتی

فاکتورهای  های کليدی و ياها در بذور گياهان دانه روغنی از طريق مهندسی متابوليک آنزيم آن

هدف از پژوهش حاضر شناسايی . شود رونويسی دخيل در مسير بيوسنتز توکوفرول محقق می

 VTE4های حفاظت شده موجود در توالی پروموتری ژن  فاکتورهای رونويسی متناظر با موتيف

 عنوان يک گلوگاه محدودکننده در بيوسنتز توکوفرول با استفاده از ابزارهای بيوانفورماتيکی، به

های  خانوادهنتايج حاصل نشان داد که فاکتورهای رونويسی حاصل عمدتاً متعلق به . باشد می

 K-box (2/92، (درصد 6/94) SANT/MYB، (درصد 9/91)  bZIP،(درصد 4/24)همئودومين 

علاوه بر اين، تحليل . باشندمی (درصد 2/92) MYBو ( درصد 2/92) MADS-box، (درصد

های دار ميان پاسخ به تنش ويسی بيانگر وجود يک ارتباط متقابل معنیعملکردی فاکتورهای رون

خصوص آبسيزيک اسيد و جيبرليک اسيد و مسير  دهی هورمون و بهغيرزنده، مسيرهای سيگنال

ويژه نور قرمز و مادون  های نوری و بهاز طرف ديگر، نقش برجسته محرک. بيوسنتز توکوفرول بود

 . دشمشاهده ، VTE4قرمز و اجزای مسير سيگنالينگ نوری در القای بيان فاکتورهای رونويسی 

 

 های کلیدی واژه
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های گیاهی از اجزای مهم زنجیره غذایی انسان هستند و  روغن

ای حائز  از لحاظ اقتصادی و تغذیه ها، حفظ پایداری اکسیداتیو آن

ها و  همراه توکوترینول ها به  توکوفرول. ستاهمیت ا

شناخته  Eعنوان ویتامین  ها که در مجموع به پلاستوکرومانول

های غیرآنزیمی محلول در چربی  اکسیدان تیشوند از جمله آن می

این . شوند ساخته می هستند که صرفاً در موجودات فتوسنتزکنننده،

ها توسط تنظیم بیان ژن، انتقال سیگنال و همچنین  سته از ویتامیند

مثبتی را برای زیستی اثرات  ،غشا-های پروتئین تنظیم برهمکنش

های  لذا برنامه (.Galli et al. 2017) آورند سلول فراهم می

های  ها در روغن منظور افزایش محتوای توکوفرول اصلاحی به

ر مثبتی بر پایداری روغن در زمان تواند تأثی خوراکی نه تنها می

چنین در تأمین یک رژیم غذایی  سازی داشته باشد بلکه هم ذخیره

 Fritsche) بهینه در راستای ارتقای سلامت انسان، سودمند است

et al. 2017a.) 

های تنظیمی ژن  فاکتورهای رونویسی، یک جزء کلیدی از شبکه

 Segal) باشند ی میبا جایگاه اتصال اختصاصی در نواحی پروموتر

and Widom 2009 .)پروتئین های کمپلکس ساختاری مطالعات 

 DNA مانند  یابی توالی جدید نسل های یکو تکنSELEX-seq و 

ChIPseq ییمورد استفاده جهت شناسا یتجرب های از جمله روش 

 Koboldt) باشند ، می(TFBs)یسی رونو یاتصال فاکتورها جایگاه

et al. 2013 .)گسترش موجب تجربی های روش کاربرد 

مانند  یسیرونو یاتصال فاکتورها یگاهجا بینی پیش های پایگاه

TRANSFAC، JASPAR، UniPROBE، HOCOMOCO، CIS-

BP  وSwissRegulon شده است (Matys et al. 2006; Pachkov 

et al. 2013; Weirauch et al. 2014; Hume et al. 2015; Khan 

et al. 2018; Kulakovskiy et al. 2018.) از حاصل نتایج برایند 

 با مرتبط برخط های پایگاه کاربرد همچنین و تجربی مطالعات

 در ما درک رونویسی، فاکتورهای اتصال های جایگاه بینی پیش

 TFsهای تنظیمی ، شبکهTFBSsو  TFs های برهمکنش خصوص

 مراحل و هابافت ها،گونه در رونویسی تنظیم هاییسممکان و نیز

لذا در  .دهدمی یشافزا ای،ملاحظه قابل طور به را مختلف نموی

این مطالعه فاکتورهای رونویسی دخیل در مسیر بیوسنتز 

ده و شتوکوفرول با استفاده از ابزارهای بیوانفورماتیکی استخراج 

حلیل عملکردی، ها و ت از نظر ساختار فیلوژنتیکی، توزیع موتیف

 . مورد بررسی قرار گرفتند

های کلیدی مسیر بیوسنتز توکوفرول در  برای این منظور، ابتدا ژن

هیدروکسی فنیل -4، شامل Arabidopsis thalianaگیاه مدل 

، هموجنتیسیک (PDS1; AT1G06570)پیروات دی اکسیژناز 

متیل  MPBQ، (VTE2; AT2G18950)اسید پرنیل ترانسفراز 

 ;VTE1)، توکوفرول سیکلاز (VTE3;AT3G63410)ترانسفراز 

AT4G32770) گاما توکوفرول متیل ترانسفراز ،(VTE4; 

AT1G64970)  و فیتول کیناز(VTE5; AT5G04490 ) شناسایی

ها با توجه به منابع علمی  شدند و تحلیل عملکردی هر یک از آن

بررسی وه بر این، علا(. Fritsche et al. 2017b) موجود انجام شد

های دخیل در مسیر بیوسنتز توکوفرول در  ارتباطی آنزیم شبکه

 .صورت گرفتSTRING (https://string-db.org )پایگاه 

در گام نخست، توالی ژن گاما توکوفرول متیل ترانسفراز از پایگاه 

NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov ) چنین  هم. دشاستخراج

شده موجود در ناحیه  های حفاظت منظور یافتن موتیف به

ژن ارتولوگ با استفاده از  11پروموتری این ژن، توالی 

Nucleotide Blast (https://blast.ncbi.nlh.nih.gov)دست  ، به

ای از فواصل  ها در دامنه گسترده که این ژن از آنجایی. آورده شد

اند در نتیجه شناسایی  ، قرار گرفتهA. thalianaتکاملی نسبت به 

های پروموتری، معیار مناسبی  شده در توالی های حفاظت موتیف

در مرحله . باشد شدگی در طی تکامل می جهت سنجش حفاظت

ها، در محدوده  های پروموتری هر یک از ژن بعد، بازیابی توالی

با استفاده ( ATG)نوکلئوتید از بالادست کدون آغاز ترجمه  1266

افزار  و نرمNCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov )از پایگاه 

MEGA7صورت گرفت ، (Kumar et al. 2016 .) ،سپس

های ارتولوگ  موجود در نواحی پروموتری ژنهای مشترک  موتیف

-MEME(http://meme با استفاده از حالت کلاسیک ابزار 

suite.org ) و توزیع صفر یا یک موتیف در هر دو رشته توالی

(zoops ) 0و مدل زمینه-order Markov-chain frequencies 

کمتر از  E-valueهای واجد مقادیر  شناسایی و مجموعه توالی

 .Bailey and Elkan 1994; Bailey et al) ، انتخاب شدند61/6

2009.) 
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های  پروتئینی ژن های توالی چندگانه ردیفی هم بعد، گام در

 شد ، انجامMega7 افزار نرم در ClustalW روش با ارتولوگ

(Kumar et al. 2016.) نواحی انتخاب و ها توالی ویرایش از پس 

 در فیلوژنتیکی درخت ترسیم شدگی، حفاظت میزان بالاترین واجد

 نمایی درست حداکثر آماری روش از استفاده با ،Mega7 افزار نرم

، JTT(Jones-Taylor-Thornton)  آمینواسیدی جایگزینی مدل و

 صحت تأیید و اعتبارسنجی منظور به چنین، هم. گرفت صورت

 تکرار با Bootstrap آزمون از فیلوژنتیکی هایدرخت ترسیم

 . .شد استفاده مرتبه 1666

های اتصال فاکتورهای منظور شناسایی جایگاه در ادامه، به

های حفاظت شده از پایگاه  رونویسی موجود در هر یک از موتیف

PlantPAN 3.0 (www.http://plantpan.itps.ncku.edu.tw ) و

 CHIP-seq (http://pcbase.itps.ncku.edu.tw/)ابزار جستجوی 

 SRAو GEO (Gene Expression Omnibus )های  که با پایگاه

(Sequence Read Archive ) دشارجاع متقابل دارد، استفاده .

شده  نویسی و تحلیل عملکردی فاکتورهای رونویسی یافتیهحاش

. صورت گرفت ،DAVID (https://david.ncifcrf.gov/)در پایگاه 

پروتئین فاکتورهای -در نهایت، بررسی شبکه برهمکنش پروتئین

 .انجام شد STRINGرونویسی انتخابی در پایگاه 

های مسیر بیوسنتز  حاصل از بررسی شبکه ارتباطی آنزیمنتایج 

های مسیر از لحاظ عملکردی  که تمامی آنزیمنشان داد  توکوفرول،

باشند و در سیتوپلاسم و نیز در ارتباط متقابل با یکدیگر می

کنند  عنوان بخشی از غشاهای داخلی کلروپلاست، فعالیت می به

های مسیر در  نویسی ژن از این گذشته، بررسی حاشینه( 1شکل )

در  Eنشان داد که افزون بر مسیر بیوسنتز ویتامین  DAVIDپایگاه 

، (PDS1و  APG1)ها  فرایندهای بیوسنتزی پلاستوکوئینون

، تنظیم (VTE1و  HPT1)بارگذاری سوکروز در آوند آبکش 

، (VTE1و  HPT1)های دمایی های دفاعی و محرکپاسخ

متابولیک ترکیبات آلی  فرایندهای، (G-TMTو  APG1)متیلاسیون 

 و( VTE5و  APG1 ،G-TMT ،HPT1 ،PDS1 ،VTE1)حلقوی 

. مشارکت دارند، (VTE1و  HPT1 ،PDS1)کربوکسیلیک اسید 

 VTE1و  HPT1های نکته قابل توجه در این زمینه نقش ویژه ژن

باشد که در نتیجه  در فرایندهای متابولیک اسیدهای چرب می

توانند در بیوسنتز  مؤثر در این مسیر می فاکتورهای رونویسی

های حاصل از مطابق با داده. ها نیز نقش ایفا کنندتوکوفرول

STRINGبیانی  ، همPDS1  باVTE1 ،G-TMT  وVTE5 ،VTE1 

های مسیر به  نیز با کلیه آنزیم G-TMTهای مسیر و با تمام آنزیم

 .ترسیم شده بود HPT1استثنای 

-واسطه آنزیم کلیدی گاما فرول بهمرحله نهایی سنتز توکو

 -با فعالیت متیلاسیون سیگما( γ-TMT)توکوفرول متیل ترنسفراز 

از . شودتوکوفرول، کاتالیز می -و آلفا -توکوفرول به بتا -و گاما

بیش از )توکوفرول -های گیاهی عمدتاً گاماکه اکثر گونه آنجایی

-γسازند بنابراین فعالیت آنزیم را در بذور انباشته می( درصد 01

TMT توکوفرول در بذور و -یک گلوگاه محدودکننده در سنتز آلفا

بنابراین یک ژن کلیدی جهت مهندسی متابولیک گیاهان زراعی 

اندریگ کیت و . باشد توکوفرول می-با هدف افزایش سطوح آلفا

، قادر Brassica napusاز  VTE4همکاران نشان دادند که بیان ژن 

گیاهان  توکوفرول در بذور-برابر افزایش در محتوای آلفا 16ه ب

عنوان یک کاندیدای  تراریخته و در نتیجه به آرابیدوپسیس

نویدبخش جهت گزینش مبتنی بر نشانگر گیاهان کلزای حاوی 

 .Endrigkeit et al) کند توکوفرول، عمل می-میزان زیاد آلفا

های نهایی تولید فراورده نظر به جایگاه ویژه این آنزیم در (.2009

عنوان ژن انتخابی جهت ادامه مطالعه،  مسیر بیوسنتز توکوفرول به

و   A. thalianaدر VTE4پس از استخراج توالی ژن . گزینش شد

ها در دامنه  های ارتولوگ آن، بازیابی نواحی پروموتری آننیز ژن

نوکلئوتید از بالادست کدون آغاز ترجمه، صورت گرفت و  1266

، مورد MEME Suiteشده در پایگاه های حفاظتحضور موتیف

 .ارزیابی قرار گرفت

 
های دخیل در مسیر بیوسنتز پروتئین آنزیم-شبکه برهمکنش پروتئین -1شکل

استخراج از منابع بازنگری : بیانی؛ خط آبی روشنهم: سیاه خط. توکوفرول

استخراج از متون علمی؛ : زمان؛ خط سبز روشن وقوع هم: شده؛ خط آبی تیره

 .همسایگی ژن: خط سبز تیره
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شده در توالی  موتیف حفاظت 4نتایج حاصل بیانگر وجود 

در ای قابل ملاحظه فراوانی دارای باشد که پروموتری این ژن می

های  توالی و مشخصات موتیف. های مورد مطالعه، بودندگونه

ای هاگرچه توالی .ذکر شده است 1حفاظت شده در جدول 

شدگی  ها، از حفاظت تنظیمی موجود در نواحی پروموتری ژن

برخوردار  های با فواصل خویشاوندی دور،در گونهبالایی 

حال الگوی مشابهی در ترتیب و پراکنش  با این باشند می

د شهای مختلف، مشاهده ن شده در میان گونه های حفاظت موتیف

 33، در E-valueبا کمترین مقدار  1شده  توالی حفاظت(. 2شکل )

هایی با قرابت های مورد مطالعه و حتی در گونه درصد از گونه

 Durio zibethinus،Gossypiumخویشاوندی دور نظیر 

hirsutum ،Morus notabilis  وMalus domestica  نیز شناسایی

شدگی بسیار بالای این توالی در طی  شد که حاکی از حفاظت

های مراتب بعدی، موتیفدر (. رنگ قرمز)باشد تکامل می

ها و  درصد از گونه 06و  3/13ترتیب در  به 3و  2 شدهحفاظت

تری نسبت به جایگاه شروع رونویسی  غالباً در موقعیت نزدیک

های مذکور  تواند بیانگر اهمیت بیشتر توالی حضور داشتند که می

در مجموع، (. سبز و آبیرنگ )در تنظیم رونویسی این ژن، باشد 

شده  های حفاظت حاکی از الگوی توزیع نسبتاً مشابه موتیفنتایج 

باشد که مطابق با روابط  هایی می در نواحی پروموتری گونه

 . گیرند های یکسانی، قرار میفیلوژنتیکی در خوشه

 

 
 

 A. thalianaدر VTE4تولوگ های ار شده در توالی پروموتری ژن های حفاظتمشخصات موتیف -1جدول شماره 

 

 

 
: 2 شده حفاظت موتیف قرمز؛ رنگ: 1 شده حفاظت موتیف. A. thalianaدر  VTE4های ارتولوگ  شده در نواحی پروموتری ژن های حفاظت موقعیت موتیف -2شکل 

 .بنفش: 4 شده حفاظت موتیف سبز؛ رنگ: 3 شده حفاظت موتیف آبی؛ رنگ

 

 

 

 

 نماد ژن شماره موتیف بینی شده موتیف پیش E-value طول

16 2.2e-016 GKRGARGADRADGRAGRADRRAHWTGDGKAAAWGGNRGA

HVRDGKRWDSS 
1 G-TMT 

40 5.1e-008 CTCAYWGYCCTACMAGCATSBGATAGWTGWSAVARTDACC

DTATTAASC 
2 G-TMT 

34 7.2e-008 CCCADACHYAGYCACRTTTCYTKTYTCYSCHMMC 3 G-TMT 

21 1.3e-001 YAAAAAAAAAWAAAAABMAVT 4 G-TMT 
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 مرتبه تکرار 1666 با Bootstrap نمایی و آزمون درست حداکثر آماری با استفاده از روش VTE4های ارتولوگ  ژن درخت فیلوژنتیک -3شکل 

 

 .Aد در درخت فیلوژنتیکی ترسیم شدهشو که مشاهده می طور همان

thaliana ،Camelina sativa ،Capsella rubella ،B. napus  و

Eutrema salsugineum گیرند و  های یکسانی قرار می در خوشه

ها نیز بیانگر وجود حداقل سه  مقایسه الگوی پراکنش موتیف

بر . باشد ها، می موتیف مشترک با ترتیب نسبتاً مشابه در این گونه

فاکتور  PlantPAN 3.0 ،41اساس نتایج حاصل از پایگاه 

د که ششده، شناسایی  های حفاظت رونویسی متناظر با موتیف

 InterProای پایگاه ه مطابق با داده

(https://www.ebi.ac.uk/interpro/) ترتیب از بیشترین  به

  bZIP، (ددرص 4/24)های همئودومین  ها در خانواده فراوانی

 K-box (2/12، (درصد 0/14) SANT/MYB، (درصد 1/13)

( درصد 2/12) MYBو ( درصد 2/12) MADS-box، (درصد

علاوه براین، (. مراجعه شود 1به جدول تکمیلی )برخوردار بودند 

 KEGGل از پایگاه صنتایج حا

(https://www.genome.jp/kegg/) حاکی از نقش برجسته ،

فاکتورهای رونویسی حاصل در مسیرهای انتقال سیگنال هورمونی 

های شبانه روزی گیاه و نیز تنظیم ریتم( درصد 0/14)

(Circadian rhythm )(0/4 درصد )بنابراین القای بیان . باشد می

ویژه  ها و به شمار زیادی از این فاکتورها در پاسخ به هورمون

 1/13)و در مراتب بعدی جیبرلین ( درصد 1/32)ید آبسیزیک اس

 3/3)، جاسمونیک اسید (درصد 2/12)، سالیسیلیک اسید (درصد

صورت ( درصد 3/3)و اتیلن ( درصد 3/3)، اکسین (درصد

از این گذشته، نتایج بررسی شبکه برهمکنش فاکتورها . گیرد می

های  ، وجود همپوشانی را در پاسخ به هورمونSTRINGدر پایگاه 

عنوان مثال،  به. دهدمختلف به در برخی از فاکتورها، نشان می

های اتیلن، اکسین، در پاسخ به هورمون MYB3R3القای بیان 

 CCA1و  MYBR1و  سالیسیک اسید و جاسمونیک اسید

زمان در پاسخ به اتیلن، اکسین، آبسیزیک اسید،  صورت هم به

. گیرد رت میجیبرلین سالیسیک اسید و جاسمونیک اسید، صو

درصد از فاکتورها در پاسخ  01نکته قابل ملاحظه دیگر، مشارکت 

های دمایی و همچنین  های غیرزنده نظیر محرک به محرک

 0/14)و شوری ( درصد 01/21)ویژه خشکی  های محیطی به تنش

که در مطالعات تجربی به اثبات رسیده  چنان. باشدمی( درصد

ویژه  های محیطی و بهبه تنشاست ارتباط متقابلی بین پاسخ 

دهی هورمونی متفاوت های غیرزنده و مسیرهای سیگنال محرک

در مطالعه حاضر نیز بر اساس (. Kollist et al. 2019) وجود دارد

، القای بیان نسبت زیادی از فاکتورها در پاسخ به STRINGنتایج 

های  خصوص هورمون ها و به های محیطی و هورمون تنش

طور همزمان  ید، جیبرلیک اسید و سالیسیک اسید بهآبسیزیک اس

، ABF4 ،ABI5 ،AGL20 ،ATHB-7 ،CCA1)گرفت  صورت می

CRY2 ،HAT22 ،HB6 ،LEC1 ،MYB3 ،MYBR1 ،PIL5  و

RGA1 .)اکسیدانی  های اکسیداتیو ظرفیت آنتی در شرایط تنش

های اکسیژن  منظور مهار گونه ها به گیاه و از جمله توکوفرول

یابد در نتیجه احتمالاً ارتباط  ، افزایش می(ROS)پذیر واکنش

های  داری بین اشتراک فاکتورهای رونویسی متناظر با موتیفمعنی

و نیز فاکتورهای القاشونده در پاسخ  VTE4حفاظت شده در ژن 
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ویژه آبسیزیک اسید و  ها بههای غیرزنده و نیز هورمونبه تنش

 . جیبرلیک اسید وجود دارد

داری از فاکتورهای رونویسی یافت  ر این، نقش شمار معنیافزون ب

خصدوص ندور قرمدز و     و بده ( درصدد  3/31)شده در پاسخ به نور 

مادون قرمز و آبی و نیز فرایندهای وابسته به نور از جملده تنظدیم   

روزی  زایی نوری، فتوتروپیسیم و ریتم شبانه زنی بذر، ریختجوانه

سدیر بیوسدنتز توکدوفرول در    هدای دخیدل در م   آنزیم. دشمشاهده 

غشددای داخلددی کلروپلاسددت مسددتقر بددوده و افددزون بددر ایددن     

ها در حفظ پایداری و سیالیت غشداهای زیسدتی و نیدز     توکوفرول

ناشددی از فراینددد  ROSحفاظددت از دسددتگاه فتوسددنتزی در برابددر 

همچنین، محتوا (. Chen et al. 2018) کنند فتوسنتز، نقش بازی می

هدای واقدع در غشداهای زیسدتی در پاسدخ بده       و ترکیب متابولیت

نکتده قابدل توجده دیگدر، بدرهمکنش      . کند شرایط نوری، تغییر می

متقابددل مسددیرهای سددیگنالینگ نددوری و هورمددونی بددا یکدددیگر   

(Vandenbussche 2019 )عندوان   و نیز مسیر بیوسنتز توکوفرول به

باشدد کده امدروزه     اکسدیدانی گیداه مدی    جزئی حیاتی از شبکه آنتی

عندوان راهکداری بدرای     های اکسیداتیو بده دستورزی پاسخ به تنش

 گیدرد  تولید محصولات متحمل به تدنش مدورد اسدتفاده قدرار مدی     

(Gómez et al. 2019 .) شایان ذکر است که مطابق با نتایج بررسی

نسددبت زیددادی از  DAVIDنویسددی فاکتورهددا در پایگدداه  حاشددیه

کردند ، شرکت می(درصد 0/43)فاکتورها در پاسخ سلولی به لیپید 

های تنظیم رونویسدی مشدابه مسدیر     تواند حاکی از مکانیسم که می

افزون بر ایدن، حددود   . بیوسنتز توکوفرول و اسیدهای چرب باشد

نیمددی از فاکتورهددا در فرایندددهای نمددوی و بددالاخی فرایندددهای 

. نموی پس از جنینی و ساختارهای تولیددمثلی، مشدارکت داشدتند   

بررسی فراینددهای بیولوژیدک فاکتورهدای رونویسدی      برایند اینکه

های  انتخابی، بیانگر یک ارتباط متقابل سه جانبه بین پاسخ به تنش

دهددی هورمددون و بیوسددنتز  محیطددی غیرزنددده، مسددیرهای سددیگنال

توکوفرول از یک طرف و ارتبداط متقابدل سده جانبده دیگدر بدین       

فرول از دهی ندوری، هورمدون و بیوسدنتز توکدو     مسیرهای سیگنال

جانددب دیگددر برقددرار اسددت کدده مطددابق بددا نقددش بیولوژیددک     

دهدی   ها، قابل توجیه است و محوریت مسیرهای سیگنال توکوفرول

هورمددونی و نددور را در تنظددیم مسددیر بیوسددنتز توکددوفرول نشددان  
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