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 منبع و است انييکدو خانواده به متعلق يیدارو اهانيگ نيتر ارزش با از یکي ابوجهل هندوانه

 جمله از مختلف یها نهيدآميواس املاح ن،يرز دها،يگلوکوز رينظ يیايميش باتيترک از یعال

 نهيآم دياس اب یاديز ارتباط که بوده یرضروريغ دياس نويآم آلفا -کي  نيتروليس. است نيتروليس

 از یکي در فسفات ليکربامو و نيتياورن از اوره، چرخه در نهيآم دياس نيا. دارد نياورنت و نيآرژن

 ن،يتروليس نهيدآمياس سنتز در ريدرگ یهاژن جمله از. گرددیم ديتول چرخه نيا یهاواکنش

 یبررس مطالعه، نيا زا هدف. باشند یم( NOS)دسنتازياکس کيترين و ازيل ناتينوسوکسيآرژ ناز،يآرژ

 هندوانه مختلف یهابافت در نيتروليس نهيدآمياس یوسنتزيب ريمس در ليدخ یها ژن بيان الگوی

 یها ژن انيب ن،يتروليس تجمع و ميتنظ بهتر درک منظور به است،  qRT-PCRروش  به ابوجهل

 نارس بذر وه،يم وشتگ و پوست برگ، ساقه، شه،ير یها بافت در آن سميکاتابول و وسنتزيب با مرتبط

 نيتروليس سنتز در ليدخ یها ژن انيب زانيم آماری بررسی. گرفت قرار یبررس مورد دهيرس بذر و

 یطور به بود، مختلف یها دربافت دار معنی اختلاف با متفاوت انيب انگريب ابوجهل هندوانه اهيگ در

 از بيشتر( p< 0.01)ارید معنی طور به ابوجهل هندوانه وهيم پوست و گوشت یها بافت در که

 تياهم حائز نقش ليدل به. است بوده دهيرس بذر و نارس بذر برگ، ساقه، ريشه، های بافت

 هندوانه یها بافت ريسا به نسبت پوست در نهيآم دياس نيا توجه قابل تجمع زين و نيتروليس

 پوست بافت با هسيدرمقا ن،يتروليس وسنتزيب ريمس در یديکل یها ژن ینسب انيب زيآنال ابوجهل،

 انيب نيکمتر و داشته انيب زانيم نيشتريب OTCو  ASS،ASL یها ژن داد نشان که گرفت صورت

 هيتجز کننده ميتنظ یها ژن انيب ليتحل و هيتجز درک بر مطالعه نيا. بود NOS ژن به مربوط

 .است شده متمرکز نيتروليس کننده
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 از خانواده Citrullus colocynthisهندوانه ابوجهل با نام علمی 

Cucurbitaceae  است. منشأ این گیاه مناطق گرمسیری بوده و به

   صورت وحشی در مناطق گرم و خشک ایران و جهان رشد 

میوه آن دارای خواص Grin et al. 2010; Safavi 2011). کند)می

ارای گلیکوزیدهای تلخ ، مواد رزینی، پکتین، ضد میکروبی و د

های آن ساپونین، آلکالوئید، و تانن بوده و دانه_صمغ، آلفا الاترین

 .باشنددرصد پروتئین می 23درصد روغن و  33نیز دارای 

ترکیبات شیمیایی میوه هندوانه ابوجهل شامل دو نوع گلوکوزید به 

 (Cucurbitacin)اسین و کوکوربیت (Colocinthine)کلوسینتین نام 

باشد. کلوسینتین یک ترکیب بیوشیمیایی است که عمدتاً در می

وجود دارد، کوکوربیتاسین  ابوجهل های گیاه هندوانه تمام قسمت

نیز، یک ماده بیوشیمیایی تلخ بوده که در میوه و ریشه برخی از 

گیاهان خانواده کدوییان وجود دارد که برای حفاظت گیاه در 

شود و جنبه دفاعی برای گیاه دارد. این  هخواران تولید میبرابرگیا

دهند  دو ترکیب قسمت عمده مواد مؤثره گیاه را تشکیل می

(Adam et al. 2001 ،ریشه این گیاه حاوی آلفاآلاترین .)

گیاه دارویی  (Bankole et al. 2005).هنتریاکونتان و ساپونین است

های  نهیآمیداس از جملههندوانه ابوجهل حاوی چندین اسید آمینه 

در نظر  هیثانو باتیاغلب به عنوان ترک که (NPAAs) ینیرپروتئیغ

به علت  NPAAsهای غیر پروتئینی  اسیدآمینه شوند. یگرفته م

کنند،  یم یباز اهانیدر گ یمهم یها خود نقش کیآللوپات یاثرها

جذب و انتقال  افت،یتوان به دخالت در در یم فیوظا نیاز ا

رسان در طول م‌ایپ یها به عنوان مولکولهمچنین  ،یمواد مغذ

 یطیخواران و تنش مح اهیزا، گ یماریب ای پاتوژن تماس با عوامل

 .Bell 2003; Huang et al. 2009; Vranova et al)اشاره کرد

 (NPAAs) های غیر پروتئینی اسیدآمینه گذشته های از دهه .(2011

 بااستفاده در ساختار داروها  و دهایحضور در پپت دلیلبه  اهانیگدر

 یبرا کیمتیدومیپپتی گاندهایو شرکت در ل یکیولوژیب تیفعال

 .اند افتهی یشتریب تیاهم ،ییدارو تیفعال شیافزا

است  NPAA اسیدآمینه غیر پروتئینی ک(یCitrulline) نیترولیس

در  ینقش مهمو  باشد می( ARG) نیآرژناسید آمینه ساز  شیکه پ

 .Winter et alدارد) دهایها و آلکالوئ نیآم یپل د،یکساا کیتریسنتز ن

( به عنوان یک واسطه C6H13N3O3اسیدآمینه سیترولین ) (.2015

نقش  NOسوخت و ساز در چرخه اوره و تشکیل اکسید نیتریک 

دارد و یک رادیکال هیدروکسیل کارآمد است که به عنوان یک 

-Rimando and Perkins)آنتی اکسیدان قوی نیزگزارش شده است

Veazie 2005; Davis et al. 2010). خانواده یاعضا شتریب 

Cucurbitaceae هستند اما  نیترولیازس ییبالا زانیم یدارا

 نیترولیتجمع س نیبالاتر Citrullus lanatusهندوانه  یها وهیم

 Rimando and Perkins-Veazie 2005; Davis)آزاد را دارا هستند

et al. 2010, 2011; Fish 2014; Jayaprakasha and Patil  2016; 

Akashi et al. 2017.)  تنش  طیشرا یط نیترولیساسید آمینه

و هندوانه  مانند هندوانه یاهانیگ دری ستیرزیغ

(، Kawasaki et al. 2000; Akashi et al. 2017ابوجهل)

 .Gong et al فرنگی ، گوجه  Kusvuran et al. (2013)خربزه

 .Shaik and Ramakrishna (2012); Borah et al)برنج(، (2010

در تحقیق کند.  یم دایتجمع پ Garg et al. (2016و نخود) 2017)

 نیخود آرژن یبه آنالوگ ساختار نیترولیسدیگری گزارش شد که 

از  یغن کینوژنیپروتئ نهیدآمیاس شود, آرژنین یک می لیتبد

 تروژنین سمیدر متابول یرود نقش مهم یبوده و انتظار م تروژنین

(. همچنین گزارش شده است که (Akashi et al. 2017 داشته باشد

  های متابولیکی را از وآنزیم DNAسیترولین به طور مؤثر، 

کند و این افزایش سطح  میهای اکسیداتیو محافظت آسیب

سیترولین در پاسخ به تنش خشکی در هندوانه وحشی یک پدیده 

 Kawasaki et al (2000)ت. اس C3 منحصر به فرد در گیاهان

آفتاب شدید کویر، پس از  گزارش دادند که در شرایط کم آبی و

است، به  C3 هندوانه ابوجهل که یک گیاه ،C4پژمرده شدن گیاهان

 ;Akashi et al. 2001)ماند دلیل تجمع سیترولین سبز باقی می

Yokota et al. 2002) در مطالعه دیگری الگوی تجمع سیترولین .

های هندوانه نابالغ و بالغ مورد بررسی قرار گرفت که در  یوهدر م

های بالغ، بالاترین غلظت سیترولین در پوست میوه مشاهده  میوه

 یعملکرد تیاهم(. Rimando and Perkins-Veazie 2005شد )

وجود  نیا با ،ستیمشخص ن یبه خوب اهانیدر گ نیترولیس

بر  یا عمده ریثممکن است تا نیترولیشده است که س شنهادیپ

در  تهیاسمولار و حفظ تروژنیمانند انتقال ن کیولوژیزیف یروندها

(. Joshi and Fernie 2017)داشته باشد یستیرزیغ یها طول تنش

  مقدمه
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نشان داده   1مراحل سنتز سیترولین در هندوانه ابوجهل در شکل 

 شده است.   

یک یون  (CPS1)از در ماتریکس میتوکندری کربامیل فسفات سنتت

 ATPکربنات را با صرف دو مولکول آمونیوم و یک یون بی

در این واکنش  نماید. ترکیب کرده و کربامیل فسفات را تولید می

بیکربنات را فعال کرده و دیگری، کربامیل فسفات را  ATPیک 

شود.  آزاد می Piو یک  ADPکند. در نهایت دو مولکولتامین می

  یتوکندری وارد سیتوزول شده و بقیه سپس سیترولین از م

شوند. در مرحله بعد  های چرخه در سیتوزول انجام میواکنش

  زیکاتال سنتتاز  ناتینوسوکسیآرژ میآنزسیترولین وآسپارات با 

گردد. این واکنش نیازمند هیدرولیز وآرژینوسوکسینات تولید می

 2یز باشد که معادل هیدرولمی PPiو  AMP به ATPیک مولکول 

است. آرژینوسوکسینات توسط  ATPمولکول 

آرژینوسوکسیناز)آرژینوسوکسینات لیاز( به فومارات و آرژنین 

های آسپارتات در قالب  شود. در این واکنش، کربنتبدیل می

شود. فومارات ممکن است وارد میتوکندری شده فومارات آزاد می

 Fereshtian et)و در چرخه کربس به اگزالواستات متابولیزه شود

al. 2017) در ادامه آرژینین به وسیله آرژیناز به اورنیتین و اوره .

گردد. نهایتاً اورنیتین برای شروع مجدد چرخه، وارد  تبدیل می

 (.                                              Kusvuran et al. 2013شود)می  ماتریکس میتوکندری

توسکا  ،(Carpinusرز)(، ممBetulaهای جنس توس )گونه

(Alnus،) ( گردوJuglansکدو ،) (Cucurbita)  و جلبک     

( دارای مقدار قابل توجهی سیترولین (brown algaeایقهوه

. (Joshi and Fernie. 2017)باشند درعصاره بافت آوندی خود می

 یدارا کهنی( است و به علت اARG) نیساز آرژن شیپ نیترولیس

 دهایها و آلکالوئ نیآم یپل د،یاکسا کیتریندر سنتز  ینقش مهم

قرار گرفته است.  یمورد بررس اهانیصورت گسترده در گ ، بهدارد

به عنوان ، Cucurbitaceous یها درگونه همچنین این اسید آمینه

 .((Johnson et al. 2022کند میحامل اولیه نیتروژن آلی عمل 

ترانسکریپتومی ای به همراه آنالیز  پروفایل متابولیک مقایسه

تواند اطلاعاتی جدید را  های رویشی تحت شرایط نرمال می بافت

. در ارتباط با عملکرد بیولوژیک و تنظیم سیترولین فراهم کند

های  بررسی بیان ژناین گیاه دارویی،  اهمیت به توجه با بنابراین

های مختلف دخیل در مسیر بیوسنتزی اسیدآمینه سیترولین دربافت

 درک بر مطالعه نی. ارسد می نظر به مهموانه ابوجهل گیاهی هند

، ابوجهل هندوانه های بافتآن در  یو بخش بند نیترولیس تجمع

 نیترولیکننده س هیتجزکننده و میتنظ یژن ها انیب لیو تحل هیتجز

  .متمرکز شده است

 Citrullus) هندوانه ابوجهلهای  در راستای بررسی نمونه بافت

colocynthisعرض )هرستان اهواز در استان خوزستان( از ش

 01دقیقه شمالی، طول جغرافیایی  11درجه و  31جغرافیایی 

 1316تکرار طی فصل تابستان  2، در(دقیقه شرقی 02درجه و 

  -ºC 12در یخچال  RNAگردید و تا زمان استخراج آوری  جمع

 شدند. داری نگه

ه، پوست های برگ، ریشه، ساقگرم از نمونه بافتمیلی 32-23

میوه، گوشت میوه، بذر نارس و بذر رسیده گیاه هندوانه ابوجهل 

استخراج  گردیدند پودر مایع ازت توسط RNAبرای استخراج 

RNA ها با استفاده از کیت کل بافتBS82314  Bio basic  کانادا

www.biobasic.com)) رکت انجام شد. و مطابق دستورالعمل ش

 یاسپکتروفتومتر یها روش از RNAهای کمیت و کیفیت نمونه

 Eppendorf AG) 6131فتومتر مدل  دستگاه با استفاده از

Biophotometer, Germanyهای ( بررسی شدند.  نمونهRNA 

 ,DNase I (Takaraمانده با آنزیم  ژنومی باقی DNAجهت حذف 

Ltd., Japan) رحله بعد عمل سنتز تیمار گردیدند. در مcDNA 

)تاکارا، ژاپن(   prime script RT reagent طبق دستورالعمل کیت

با  انجام شد. Randomو  Oligo dtهای و با استفاده از پرایمر

 Primer (http://primer3.ut.ee) نیافزار آنلا استفاده از نرم

های آرژیناز، آرژینوسوکسینات،  ژن از کیمرتبط با هر یآغازگرها

آرژینوسوکسینات لیاز، نیتریک اکسید سنتتاز، اورنتین کربومیل 

های پوست، گوشت میوه، ریشه، ساقه، برگ،  ترنسفراز در بافت

   Primer Blastبذر نارس و بذر رسیده طراحی شدند و به کمک

 Baeconو NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov)پایگاه 

designer (http://www.premierbiosoft.com) سنجی   کیفیت

          اختصاصی هندوانه ابوجهلActin ژن  آغازگرها بررسی گردید.

(GH626171) لیست آغازگرها  .به عنوان ژن مرجع طراحی شد

  .ارائه شده است 1در جدول 

  هامواد و روش
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 نیاکت ژن و مطالعه دمور های¬ژن به مربوط شده یطراح یبرگشت و رفت یآغازگرها -1جدول

 

  

ها، از  های مورد نظر و مقایسه آنجهت بررسی میزان بیان ژن

   ای پلیمراز در زمان واقعی استفاده شد. واکنش واکنش زنجیره

PCR  با استفاده از مخلوط واکنش تاکارا حاویSYBR-Green  و

ها انجام گردید. برای بررسی آغازگرهای اختصاصی مرتبط با ژن

ستفاده از نمودار نقطه ذوب در اختصاصی بودن پرایمرهای مورد ا

 3/2درجه از هم باز شده و به ازای هر سیکل  13طیف دمای 

درجه )دمای اتصال پرایمرها( برسد.  62درجه کم تا به دمای 

برای تجزیه و تحلیل نتایج از ژن اکتین به عنوان ژن کنترل داخلی 

با استفاده از روش  qRT-PCRاستفاده شد. نتایج حاصل از 

 آنالیز شدند. 

 
شود که تنها هدف تشخیص بیان زمانی استفاده میمعادله

باشد و نیز ها و نسبت به ژن کنترل داخلی مینسبی هر یک از ژن

(. Schmittgen and Livak 2008آزمایش بدون شاهد انجام شود)

ار دها و معنیها برای تشخیص تفاوتبر روی داده t-testآزمون 

ها بودن یا نبودن از نظر آماری استفاده شد. در نهایت پردازش داده

 انجام شد. Excelافزار و رسم نمودارها با استفاده از نرم

 ژن آرژیناز بیان الگوی

های  بافت در مطالعه نتایج آنالیز بیان نسبی ژن آرژیناز مورد

نشان داد  qRT-PCR گیاه هندوانه ابوجهل با استفاده از  مختلف

 وکمترین که به ترتیب در بافت گوشت و بذر نارس بیشترین

هندوانه ابوجهل دارند و بیان  با بافت پوست درمقایسه بیان میزان

(. با توجه به آزمون آماری 2)شکل باشد به صورت تنظیم مثبت می

t-testهای گیاه هندوانه  ، میانگین بیان نسبی ژن آرژیناز در بافت

درصد اختلاف  3نسبت به پوست میوه این گیاه در سطح  ابوجهل

داری وجود دارد اما در بافت گوشت اختلاف معنی داری معنی

مشاهده نگردید. در مطالعات انجام شده، مشخص گردید که 

های بالغ هندوانه، بالاترین غلظت سیترولین در پوست را  میوه

رس ناچیز اند درحالی که محتوای سیترولین درمیوه نا داشته

 اتصال دمای ('5 → '3های نوکلئوتیدی )توالی      نام آغازگر نام ژن
 اندازه

 محصول

(bp) 

ARG 
CC_006970-F ATTTGCACCTCCTCGGATCA 58.4 

111 
CC_006970-R ACCAGCTTTACAGACTCGCT 58.4 

ASL 
CC_022154-F GACTGCCGAGCTAGACTGAA 60.5 

221 

CC_022154-R ACCCATTCTTCTCCCAGACG 60.5 

OTC 
CC_020781-F TCGGCGTCAAGTGTTTCAAG 58.4 

233 

CC_020781-R TTCTGTGCGTGCATTCGATT 56.4 

ASS 
CC_002609-F TATCCGTCAATGCCCAGGTT 58.4 

162 

CC_002609-R GGCTGCGAAAAGGATGGTTC 60.5 

NOS 
CC_003592-F TCTCACTCGAAACCTCCCAC 60.5 

230 

CC_003592-R AAACCTTCAACGCCTTGTCC 58.4 

ACTIN 
ACTIN-F CAACATACATAGCAGGCACA 56.4 

211 

ACTIN-R TGACTGAGGCTCCACTCAAC 60.5 

  نتایج و بحث
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. Akashi et al.2001; Yokota et al. (2002) گزارش شده بود

Mirzaie بیان ژن آرژیناز در گیاهان تیمار شده با آرژینین توسط 

4)et al.(201   بررسی و مشاهده کردند که بیان ژن در گیاهان

تحت تنش بیشتر از گیاهان شاهد بوده است. این امر نشان دهنده 

آمین و یا پرولین و سیترولین در نتز پلینقش این ژن در بیوس

 بررسی با هدفباشد. در پژوهشی دیگر شرایط تنش خشکی می

در گیاه در برابر نماتد  اهیگ از در حفاظت نازینقش آرژ

Arabidopsis  نشان داده شد که در گیاهان آلوده به نماتد، ژن

 13ها مهار شده بود، آرژیناز تنها در ریشه بیان شده و در شاخه

داری  روز پس از آلودگی با نماتد، میزان بیان آرژیناز افزایش معنی

داشته است، لیکن به دلیل آسیب دیواره سلولی و یا تغییرات 

متابولیسم ناشی از حمله نماتد، الگوی بیان ژن آرژیناز را تحت 

(. با تجزیه و تحلیل Rozanska et al. 2013) تاثیر قرارداده بود

های کدکننده آرژیناز درگندم نان وسایر  ز ژنمولکولی گسترده ا

-TaARG های آن، سه ژن آرژیناز در گندم نان از قبیل  گونه

2AS،TaARG-2BS و TaARG-2D گزارش شد که میزان 

TaARG-2BS در بافت ساقه و غلاف وTaARG- 2DS  در برگ

و  TaARG- 2AS بیان بالایی را نشان داد همچنین برای هر دو ژن

TaARG-2DS  روند مشابهی در مراحل مختلف نمو و پر شدن

 از یکی آرژیناز. .Maoyun et al) 2017 دانه مشاهده گردید)

باشد که ابتدا آرژینین سیترولین می سنتز در دخیل کلیدی های ژن

گردد، آرژیناز به اسید آمینه اورنیتین تبدیل می آنزیم تحت اثر

ریکس سپس اورنیتین برای شروع مجدد چرخه وارد مات

های نیتریک اکسید سنتاز، آرژیناز و شود. آنزیم میتوکندری می

آرژینین دکربوکسیلاز سه مسیر اصلی متابولیسم آرژینین را کاتالیز 

آرژینین را به نیتریک   (NOS) کنند. آنزیم نیتریک اکسید سنتازمی

کند در حالی که محصولات اصلی اکسید و سیترولین هیدرولیز می

 ته به آرژیناز و آرژینین دکربوکسیلاز ترکیبات مسیرهای وابس

 et al. 2003)  .(Neillآمین و پرولین و سیترولین استپلی

 (NOSژن نیتریک اکسید سنتاز) بیان الگوی

در این مطالعه در بذر  سنتاز دیاکس کیترین ژن بیان بررسی در

نارس و رسیده میوه هندوانه ابوجهل بیان بیشتری نسبت به بافت 

(. 3)شکل باشند داشته و به صورت تنظیم مثبت می پوست

براساس نتایج آزمون تی تست میانگین بیان نسبی این ژن در 

های گیاه هندوانه ابوجهل به جز بافت ریشه نسبت به پوست  بافت

داری نشان داد اما درصد اختلاف معنی 1میوه این گیاه در سطح 

ر مسیر متابولیسم دار گردید. د درصد معنی 3 بافت ریشه در سطح

 NO( تولید NOSسیترولین وآرژنین, آنزیم نیتریک اکسیدسنتاز)

آمین را ازآرژینین کاتالیز وآنزیم آرژینین دکربوکسیلاز تولید پلی

کند. درگیاهان، اکسید نیتریک در فرآیندهای فیزیولوژیکی و  می

بیولوژیکی متعدد در طول نمو گیاه و پاسخ به تنش نقش دارد. 

ها یا  بر تاخیر پیری و افزایش طول عمر برخی از گل  NOاثرات 

  Nasibi et al (2010)نیز  و Kumar et al (2012)ها توسط  میوه

مورد مطالعه قرار گرفت. در برخی مطالعات دیگر گزارش شده 

شود و از  است که نیتریک اکسید موجب کاهش مقدار اتیلن می

ها را  ها و میوه این طریق عمر مفید برخی از سبزیجات، گل

(. (Parra-Lobato and Gomez-Jimenez 2011کند تر می طولانی

تواند به بازگردش سیترولین از طریق کاتابولیسم آرژینین می

(، که به طور ناقص در گیاهان وجود NOSنیتریک اکسید سنتاز )

(. با وجود شناسایی مسیرهای  Mur et al. 2013دارد، منجر شود)

  آرژینین و سیترولین در گیاهان به ویژه در  ،NOSوابسته به 

های زیستی و غیرزیستی شواهد تجربی کمی در این زمینه تنش

وجود دارد. به خاطر تجمع بالای سیترولین در گیاهان نظیر 

ممکن است به  NOSهای شبه  رسد که آنزیم هندوانه، به نظر می

 .Corpas et al)) محتوای سیترولین در شرایط ویژه کمک کنند

2006 ; she et al. 2010 . 

 (ASL)ژن آرژینو سوکسینات لیاز بیان الگوی

گوشت در مطالعه حاضر در  ازیل ناتیسوکس نویژن آرژ ینسب انیب

 به و بوده ها بافت هیاز بقترین و در بذر نارس کمتر شیبمیوه 

نشان  t-testآزمون  جینتا. (0)شکل دنباش یمثبت م متنظی صورت

 هندوانه ابوجهل اهیگ یها ژن در بافت نیا ینسب انیب نیانگیم داد

دار شدند.  درصد معنی 1و 3در سطح  به جز بافت گوشت میوه

( وآرژینوسوکسیناز یا (ASSآرژینوسوکسینات سنتاز

      مسیر بیوسنتیک آرژینین و  (ASL)آرژینوسوکسینات لیاز 

که با نام  ASL کنند. آرژینو سوکسینات لیاز ها را تنظیم می آمینپلی

شود، نوعی آنزیم  ( نیز شناخته میCC_023055آرژینو سوکسیناز )

پذیر آرژینو سوکسینات را که به تولید  است که تجزیه برگشت

بیوسنتز آرژینین در تمام موجودات و نیز تولید اوره در موجودات 
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اورئوتلیک نقش دارد. اسیدآمینه آرژینوسوکسینیک یکی از 

ر چرخه اسیدسیتریک است. این واکنش سازهای فومارات د پیش

شود.  توسط آنزیم آرژینوسوکسینات لیاز کاتالیز می

( وآرژینوسوکسیناز یا (ASS آرژینوسوکسینات سنتاز

       مسیر بیوسنتیک آرژینین و (ASL)آرژینوسوکسینات لیاز 

 کنند.  ها را تنظیم می آمینپلی

 (ASS) های آرژینو سوکسینات سنتاز ژن بیان الگوی

های  بررسی میزان بیان نسبی ژن آرژینوسوکسینات سنتاز در بافت

مختلف گیاه دارویی هندوانه ابوجهل در مطالعه حاضر نشان داد 

که بافت بذر نارس در مقایسه با بافت پوست میوه بیان بیشتری 

 توجه با( 3دارد و کمترین بیان در بافت ساقه مشاهده گردید)شکل

بیان نسبی ژن آرژینوسوکسینات سنتاز در  t-test,آماری  آزمون به

های مختلف گیاه هندوانه ابوجهل نسبت به پوست میوه این  بافت

گیاه مورد ارزیابی قرار گرفت و نتایج نشان داد که بافت ساقه در 

درصد  3های گوشت و بذر رسیده در سطح  درصد و بافت1سطح 

 ینات سنتاز ژن آرژینو سوکس دهند. داری را نشان میاختلاف معنی

ASS  در سنتز آرژینو سوکسینات را از سیترولین و آسپارتات

هماهنگ  یکاهش میتنظپیشین  قاتیتحق یراستادرکند.  کاتالیز می

از نقش  یحاک(، ASS ,ASL) کیکاتابول یژن ها نوع در هر دو

هندوانه  وهیم یاه در بافت نیترولیس یجیها در حفظ تجمع تدر آن

های هندوانه در حال  میوه RNA-seqی در تحقیقی الگو .است

های  رسیدن را مورد بررسی قرار دادند ونشان دادند که در میوه

در مغز میوه  ASLو  ASSهای حاوی سیترولین، ممکن است ژن

 (.Guo et al. 2013, 2015شوند)به صورت تنظیم منفی کنترل می

 Ornithine)ژن اورنیتین ترانس کاربامیلاز بیان الگوی

transcarbamylase) 
در بذر  OTCبالاترین میزان  بیان نسبی ژن آنزیم  قیتحق نیدر ا

(. نتایج آزمون تی تست 6رسیده هندوانه ابوجهل بوده است)شکل

های  میانگین بیان نسبی ژن اورنیتین ترانس کاربامیلاز در بافت

گیاه هندوانه ابوجهل نسبت به پوست میوه این گیاه در سطح 

 لیربامواک نیتیاورن انیبداری وجود دارد. عنیدرصد اختلاف م1

 است ریدرگ نیترولیسنتز س یی( که در مرحله نهاOTCترانسفراز )

بیان  و ثابت است. داریپا گوشت و پوست دو نوع بافت هردر و

تواند به دلیل در پوست و تجمع بالای سیترولین می OTCبارز 

تدریج طی رشد  این باشد که سیترولین در جای دیگری سنتز و به

های بین  میوه منتقل گردد یا به طور موضعی در پوست و در بافت

ترانسفراز  لیربامواک نیتیاورن انیبپوست و مغز میوه سنتز شود.

(OTCکه در مرحله نها )دو  هراست، در ریدرگ نیترولیسنتز س یی

  و ثابت است. داریپا گوشت و پوست نوع بافت

که   (Ornithine transcarbamylase)زژن اورنیتین ترانس کاربامیلا

هم خوانده  OTCاورنیتین کاربامویل ترانسفراز و به اختصار

شود واکنش بین کاربامویل فسفات و اورنیتین را کاتالیز  می

که حاصل آن تولید سیترولین و فسفات است. این ژن  ,کند می

را اورنیتین بر روی کربامیل فسفات و تولید سیترولین -عمل انتقال 

پذیر ها حضور دارد. فعالیت برگشت بر عهده دارد و در همه بافت

 .Levine et alدهد این ژن اجازه تولید اورنیتین و سیترولین را می

به شکل را  نیتیاورن L– ونیلاسیکربام OTCase یها (. ژن(2012

د؛ نکن یم  زیو پستانداران کاتال اهانیگ ز،یر یها جلبک در نیترولیس

از  نیتیاورن دیتول شتواکنش برگ کیکاتابول OTCaseکه  یحالدر 

 شیتر پپست یهاسمیکروارگانیدر م زیرا ضمن فسفرول نیترولیس

 رد OTCs یادی. تعداد ز(Stalon 1972; Haas et al. 1977)دبر یم

، Pisum Sativum ،Phaseolus vulgaris شکر،ین رینظ یاهانیگ
Arabidopsis کیآنابول یها تیفعالاند که  شده ییو برنج شناسا 

القاء شده به علت  تیسمشده است.  دیتائ هادر اغلب گونه هاآن

ب یکه ترک یوقت طیدر مح نیتیبالا و عدم تجمع اورن نیتیاورن

 OTCase کیآنابول تیوجود دارند، فعال نینیآرژ ای نیترولیس

Arabidopsis یها میزوزیحضور ا کند. یم دیرا تائ OTCase با دو 

 ییایتوکندریو م یتوزولیس یمتفاوت با عملکردها یلولس تیموقع

 .Shi et al)ت)گزارش شده اس  شکرین ونیسوسپانس یها در سلول

 .دارد OTC(Cla020781). ژنوم هندوانه نیز یک ژن شبه 2015

 کیهندوانه  OTCase نیپروتئ یمورد انتظار  توال بیترت

 نیتیاورنL- و لیکربام-Pمتصل شونده  نیو دو دوم بالا یهمولوژ

 McWilliam هستند را نشان داد یضرور این ژن تیفعال یبرا که

et al. 2013) ).  
اسید آمینه اورنیتین وسیترولین نقش مهمی در فرآیندهای 

       ساز های غیرزیستی، پیشفیزیولوژیکی مانند تحمل تنش

های نیتروژن و احتمالاً به  های فعال، حامل ها، اسمولیت آمینپلی

کنند. در شرایط خشکی  های پیام رسان بازی می نوان مولکولع
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آورد. سیترولین، امکان تنظیم  کاتابولیسم را فراهم میتجمع 

 Gong et al(2010); Borah etتحقیقات انجام شده توسط 

al(2017) ;  Nawaz et al(2018); های درگیر در  نشان داد که ژن

-N(، Cla022915و  Cla005591)CPSبیوسنتز سیترولین 

استیل اورنیتین -N (،Cla014036سنتاز) گلوتامات  استیل

استیل گلوتامات -N(، Cla015337آمینوترانسفراز)

و  Cla016179استیل اورنیتین داستیلاز)(، Cla022273کیناز)

Cla016181 اورنیتین کربامیل ترانسفراز/ترانس کربامیلاز ،)

(Cla020781تنظیم افزایشی داشتند، در حالی ) های دخیل که ژن

 Cla019267در کاتابولیسم سیترولین نظیر آمینوسوکسینات سنتاز )

استیل اورنیتین گلوتامات استیل ترانسفراز -N( و Cla002609و 

(Cla017879 تنظیم کاهشی را نشان دادند. فعال شدن متابولیسم )

اورنیتین امکان استفاده از آن را به عنوان بیومارکر در مقاومت در 

 Gong etدهد. گزارشات بر خشکی در کدو ییان نشان میبرا

al(2010); Shaik and Ramakrishna (2012); Borah et al 

ها و بافت  در زمینه بررسی سیترولین القاء شده در برگ (2017)

گراد، نشان دادند که  درجه سانتی 12آوندی گیاه خربزه در دمای 

ه درحالی که درهندوانه میزان اسید آمینه سیترولین تغییری نداشت

 راتییغمحتوای سیترولین در میوه به طور صعودی افزایش یافت. ت

خربزه مورد   پیژنوت 0در  یو خشکسال شوریاز  یناش سیترولین

 نیترولیقابل توجه در تجمع س رییتغو شاهد  دادندقرار  یبررس

 پاسخدر نیترولیتجمع س زانیم دادند پیشنهاد ودند به طوری کهب

در نظر  ییایمیوشیشاخص ب کیداده شده به عنوان  یمارهایبه ت

تجمع  دیگری بررسی در (Kusvuran et al. 2013).گرفته شود 

های رویشی هندوانه  سیترولین ناشی از خشکسالی در بافت

های فیزیولوژیکی انجام  گیری تیمارهای تنش با استفاده از اندازه

سخ به تنش خشکی به شد. پروفایل اسید آمینه برگ و ساقه در پا

برابر افزایش محتوای سیترولین را نشان داد.  16و  31ترتیب تا 

همبستگی بین اسیدهای آمینه نشان دهنده فعال شدن همزمان یک 

مسیر متابولیک شامل سیترولین، پیش ساز آن )اورنیتین( و 

محصول کاتابولیک )آرژنین( بود. مطابق با تجمع آن، تجزیه و 

فعال شدن ژن های مرتبط با  RNAو تعیین توالی تحلیل بیان ژن 

، Ornithine carbamoyl-transferase (OTC)بیوسنتز سیترولین 

N-acetylornithine deacetylase (AOD)  وCarbamoyl 

phosphate synthases (CPS) را تایید کرد(Song et al. 2020 .)

های مختلف در  در پژوهشی نتایج بررسی سیترولین در بخش

های مختلف هندوانه نشان داد که ممکن است سیترولین در بافت

های هندوانه در حال رسیدن انتقال یابد، گیاه سنتز و سپس به میوه

تواند حاصل های رسیده میاما سطح پایدار سیترولین در میوه

کاهش کاتابولیسم، افزایش بیوسنتز، انتقال از فاصله دور و تعامل 

 Sandlin et al. 2012; Ren et) یوه باشدهای مغز مپوست و بافت

al. 2014.) ها و  برگی )شیرو یها بافتدر نیترولیس یمحتوا

 یا مانده و به طور قابل ملاحظه یباق داریدر طول رشد پا (ها شهیر

تجمع وابسته  یبه استثنا ،است شروع به کاهش کرده یریبا آغاز پ

 ریو اتصال با سا در ارتباط نیترولیس یبه تنش، تنها مقدار اندک

ازجمله هندوانه،  یاهانیگی شیرو یدر بافت ها نهیآم یدهایاس

داده شده  صیو تشخ ییشناسا خربزه و سیدوپسیآراب

 ;Dasgan et al. 2009; Massange- Sánchez et al. 2016)است

Xiangfei et al.2021.) مستمر در  شیبراساس مشاهدات، افزا

 مورد به صورت مستقل وهیمو رشد  دنیرس یط نیترولیتجمع س

 Liu et al. 2010; Guo et al. 2013; Maoyun) قرار گرفت دییتا

et al. 2017; Akashi et al. 2017.) نیترولیس زانیدر م راتییتغ 

 یطیمح یفاکتورها و پیژنوت ریتحت تاث پوست و گوشت

میزان محتوای سیترولین  GC-MSبا استفاده از  (.Fish 2014است)

های مختلف هندوانه انواع ارقام، گوشت و بافتموجود در 

گرم برگرم وزن گزارش گردید؛ محتوای سیترولین برحسب میلی

های انواع هسته دار، بدون هسته به  خشک و در میان هندوانه

گرم وزن خشک بود. همچنین میزان  میلی 22,3و  16,6ترتیب 

سیترولین پوست هندوانه در مقایسه با گوشت آن نیزتجمع 

دهد که پوست بیشتری را نشان داده است. این نتایج نشان می

تواند منبع طبیعی و مهمی برای سیترولین باشد هندوانه می

(Rimando and Perkins-Veazie 2005). 

توانند هندوانه می AAPهای  انتقال دهنده  تصور بر این است که 

ر بافت یک نقش فعال در انتقال از راه دور و برداشت سیترولین د

-میوه در حال رسیدن بازی کنند. سیترولین ممکن است در بخش

 های در حال رسیده انتقال یابد. های مختلف سنتز شده و به میوه

ها و  شهیر، ها ساقه ا،ه‌آزاد در برگ نیترولینسبتا محدود س ریمقاد

و اگزوکارپ  مزوکارپی ها در بافت افزایشیعدم تطابق با تجمع 
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 یط یطولان یها در مسافت نیترولیانتقال س .دهد ینشان م وهیم

سطح پایدار سیترولین در  رسد. یمبه نظر دیبع وهیرشد فعال م

های رسیده، حاصل کاهش کاتابولیسم، افزایش بیوسنتز، انتقال میوه

های مغز میوه باشد. از فاصله دور، و تعامل پوست و بافت

لی در سیترولین ممکن است بر فرآیندهای فیزیولوژیکی اص

های ها طی تنشگیاهان، انتقال سیترولین وحفظ اسمولاریته سلول

 زیستی تاثیر داشته باشد. 

های تیره پروانه آساها و شواهد قابل بررسی در درختان، گونه  

های آبزی پتانسیل سیترولین را به  غیر پروانه آساها، و دیاتوم

NH4عنوان برداشت کننده کارامد 
ال دهنده از تنفس نوری یا انتق +

 ,Guo et al 2013دهد)فاصله دور نیتروژن در گیاهان را نشان می

2015; Zhu et al. 2017 مشاهدات نشان داده است که در طی .)

افشانی( مقدار سیترولین افزایش روز پس از گرده 26بلوغ میوه )

قابل ملاحظه داشته؛ درحالی که محتوای سیترولین در زمان 

افشانی( دچار کاهش ناگهانی پس از گرده روز 30رسیدن میوه )

.  مشاهدات مشابهی همچنین (Guo et al. 2013)شده است 

توسط چندین گروه مستقل ذکر شده است که هیچ تغییر قابل 

توجهی در تجمع سیترولین در طی رشد اولیه میوه ثبت نشده 

است. اما افزایش مداوم آن در زمان بلوغ میوه مشابه سایر مواد 

بت به قبل در هندوانه نظیر لیکوپن، لوتئین یا ساکاروز نس مغذی

 Liu et al. 2010; Fish.2014; Akashi et) از آن دیده شده است

al. 2017 .)نشان دهنده  یتجمع دو قطب یالگو کیحال،  نیا اب

)بافت سبز( به  وهیم یاز پوست خارج نیترولیغلظت س بیش

محل  کیت به عنوان پوس ینشان دهنده نقش احتمال وهیمرکز م

 ;Rimando and Perkins-Veazie 2005) کندیگذارا اثبات م

Davis et al. 2011.) 

استیل  N–مقدار زیاد سیترولین در پوست وجود دو آنزیم بیوسنتز

استیل گلوکز آمین N-و  (Cla015337) اورنیتین آمینوترانسفراز

کننده  دهد که به عنوان تنظیمرا نشان می (Cla014036) سنتاز

 ;Guo et al. 2013, 2015)کنند رشد میوه در بافت پوست عمل می

Zhu et al. 2017) اگر چه محل دقیق سنتز و نحوه انتقال .

سیترولین در هندوانه به خوبی مشخص نشده است، اما شواهد 

هایی که از مناطق دور از میوه در این امر زیادی وجود سلول

تقال سیترولین وجود الگوهای کنند. ان دخیل هستند را مشخص می

هایی که در متابولیسم سیترولین دخیل هستند متفاوتی از بیان ژن

در  OTCبیان بارز  (Guo et al. 2013, 2015).دهد را نیز نشان می

تواند به دلیل این باشد که پوست و تجمع بالای سیترولین می

تقل سیترولین در جای دیگری سنتز و به تدریج طی رشد میوه من

های بین پوست و  گردد یا به طور موضعی در پوست و در بافت

 .Joshi and Fernie. 2017)مغز میوه سنتز شود )

 نیو آرژن نیترولیبا سطوح س یها نشان داد که نمونهتحقیق  جینتا 

 لیکه عمدتاً از قند تشک داشته ینییجامد محلول پامواد بالا 

 در بررسی دیگر  .(kim et al. 2020)هستندکمتر شیرین اند و  شده

روز پس از  03افزایش یافت و میوه محتوای سیترولین با رسیدن 

 Soteriou et).گلدهی در هندوانه پیوندی به بالاترین سطح رسید 

al. 2014) یمحتواکه  شد دیگری مشاهده ر مطالعهد 

-βمانند  ،ینیپروتئریغی دهاینواسیآزاد، عمدتا آم یدهایاسینوآم

معرض  در ،نیترولیس و نیتیاورن ک،یریبوت نویآم-β دیاس ن،یآلان

عمل  دانیاکس یبه عنوان آنتو  افتهی شیافزا یتنش خشک

 سیترولین اهمیت اسید آمینه. (Vranova et al. 2012کنند) یم

مورد ارزیابی قرار گرفت  al. (2021)  et Xiangfeiتوسط

ده، تواند برای ارتقای زیست تو میوگزارش داد که سیترولین 

همچنین  های زیستی مفید باشد، و بازده سوخت ATPبازسازی 

اضافی را فراهم کند و  ATPتواند  مشخص شد که سیترولین می

  C.carboxidivorans P7زیست توده و نرخ رشد ویژه را برای 

در هر دو شرایط هتروتروف و اتوتروف افزایش دهد. علاوه بر 

 در %3/62الکل به اسید را نسبت تولید  افزودن سیترولینبا این، 

 یابد. می افزایش اتوتروف شرایط

های درگیر در متابولیسم اسید  در این پژوهش هدف شناسایی ژن

های کلیدی از جمله ژن آرژیناز،  آمینه سیترولین و الگوی بیان ژن

نیتریک اکسید سنتاز، آرژینو سوکسینات لیاز، آرژینو سوکسینات 

های ریشه، ساقه، برگ،  بامیلاز در بافتسنتاز و اورنیتین ترانس کار

گوشت و پوست میوه، بذر نارس وبذر رسیده با استفاده از تکنیک 

qRT- PCR .ها با هم متفاوت و به  شدت بیان این ژن بوده است

درصد معنی دار یک صورت تنظیم مثبت بوده و در سطح احتمال 

ست و میزان بیان در پو بررسی شده بیشترین  های در ژنشدند، 

های  بیان ژن زانیم .گوشت میوه هندوانه ابوجهل مشاهده گردیدند

به شکل  (شهیور برگ، ساقه)، یشیرو یدر بافت هابررسی شده 
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 هماهنگ میتنظاست و کمتر بوده وهیم نسبت به بافت یقابل توجه

وجود دارد که  ابوجهل هندوانه وهیم نیترولیس یها ژن نیب یا شده

آورد.  یرا فراهم م نیترولیحد س از شیو تجمع ب انیب اجازه

 Charleston Gray هندوانه مختلف یها بافت یدینواسیآم لیپروفا

تنها  نیترولیس یجیانباشت تدر اهیدر طول رشد و تکامل گ

 .کرده است دییو پوست آن را تا وهیدربافت گوشت م

های زیادی در مورد متابولیسم سیترولین در گیاهان وجود  جنبه

نوز ناشناخته هستند، مانند انتقال سیترولین از آوندها، دارد که ه

های ویژه، تنظیم سنتز، انتقال و ترکیب  تنظیم رشد، موقعیت بافت

های  های بیوشیمیایی آنزیم ها، ویژگی که نیاز به بررسی بیان ژن

های مربوط به  ها، همچنین تنوع طبیعی در ژن اصلی و انتقال دهنده

های دخیل در متابولیسم سیترولین  از آنزیم بسیاری. متابولیسم دارد

در گیاهان هنوز به طور کامل شناخته نشده اند. از این رو، مدل 

تواند تنظیم یا انتقال سیترولین از طریق سیستم  مطالعات آینده می

 .آوندی را روشن سازد

 مسیر بیوسنتز سیترولین در هندوانه ابوجهل -1شکل

 .محاسبه گردید روش های هندوانه ابوجهل در مقایسه با بافت پوست که با بافت ژن آرژیناز برایالگوی میزان بیان  -2شکل

ns  درصد 3 احتمال سطح در داری معنی و دار تفاوت غیرمعنی به ترتیب * :  و 
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 محاسبه گردید. روش در مقایسه با بافت پوست و باهای مختلف هندوانه ابوجهل  در بافت NOS الگوی میزان بیان ژن   -3شکل

ns  درصد 1 درصد و 3 احتمال سطح در معنی داری و غیرمعنی دار تفاوت به ترتیب** و  * و 

 

 

 محاسبه گردید.روشدر مقایسه با بافت پوست که با  های مختلف هندوانه ابوجهل بافتASL الگوی بیان ژن  -0شکل

ns درصد 1 درصد و 3 احتمال سطح در معنی داری و غیرمعنی دار تفاوت به ترتیب**و  * و 

 

 محاسبه گردید. روشدر مقایسه با بافت پوست  و با های مختلف هندوانه ابوجهل  در بافت ASSالگوی بیان ژن -3 شکل

ns درصد 1درصد و  3 احتمال سطح در داری معنی و دار تفاوت غیرمعنی به ترتیب ** و *و 
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 محاسبه گردید. روشدر مقایسه با بافت پوست که  با های مختلف هندوانه ابوجهل  ( در بافتOTCاربامیلاز)الگوی بیان ژن اورنیتین ترانس ک -6شکل

ns درصد 1 درصد و  5احتمال سطح در معنی داری و غیرمعنی دار تفاوت به ترتیب**و  * و 
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