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نوکلئوتید هستند که در نین ديهاي وابسته به فلاوین آدآنزیم) PAO(آمین اکسیدازها پلی
هاي زیادي در گزارش. زوم، آپوپلاست و سیتوپلاسم نقش دارندها در پراکسیآمینکاتابولیسم پلی

ها ارائه شده است با این حال مطالعه جامعی گیاهان در پاسخ به تنشPAOهاي زمینه اهمیت ژن
. در انگور موجود نیستPAOهاي ی ژندر مورد تعداد، روابط تکاملی، ساختار ژنی و الگوي بیان

-PAO)VvPAO1هاي بیوانفورماتیکی، هشت ژن محتمل در مطالعه حاضر با استفاده از روش
VvPAO8 ( 12در ژنوم انگورXهاي بر اساس مطالعه فیلوژنتیکی ژن. شناسایی شدVvPAO به سه

هاي ژن. تصاصی استشوند که هر گروه از نظر جایگاه سلولی و کارکرد اخگروه تقسیم می
VvPAO کروموزوم انگور قرار 19کروموزوم از 6باشند و بر روي اینترون می9داراي صفر تا

ها دلالت ها در پیشبر این ژنها و هورمونپاسخ به تنشcisوجود چندین عنصر تنظیمی . اندگرفته
هاي اورتولوگ رایه ژنهاي ریزآبررسی داده. ها داردها در پاسخ به تنشبر نقش احتمالی آن

PAOهاي غیر زیستی نشان داد که سطح رونویسی این ژنانگور در آرابیدوپسیس در شرایط تنش-
ها در پاسخ انگور یابد که نشان دهنده نقش این ژنهاي غیر زیستی افزایش میها در پاسخ به تنش

هاي تر در مورد نقش ژنهاي بیشهاي پایه براي پژوهشنتایج این مطالعه داد. ها استبه تنش
PAOسازددر انگور را فراهم می.

هاي کلیديواژه
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مقدمه

گیاهان دائماً با شرایط محیطی نامناسب نظیر شوري، 
ها تاخیر نتیجه این تنش. سرما، دماي بالا و خشکی روبرو هستند

در رشد و نمو و کم شدن تولید و در برخی موارد مرگ گیاه 
بر این اساس درك چگونگی سازگاري گیاهان و زنده . است

ي بهره برداري کارآمد از ذخائر ها در شرایط تنش براماندن آن
هاي ها و توسعه روشژنتیکی داراي تحمل بالا نسبت به تنش

جدید براي افزایش تحمل گیاهان در واکنش به شرایط نامناسب 
Liu(محیطی ضروري است  et al. 2015.(

هاي پیچیده تکامل گیاهان همراه با ایجاد و توسعه سیستم
که اجازه سازگاري گیاهان به و بسیار هماهنگ پیام رسانی است

Gehan(دهد ها را میتنش et al. به اختصار این مسیر پیام ). 2015
هاي موجود بر روي ها بوسیله گیرندهرسانی شامل درك پیام

هاي ثانوي نظیر رسانغشاي پلاسمایی و به دنبال آن تولید پیام
پیام . دها هستنهاي فعال اکسیژن و اینوزیتول فسفاتکلسیم، گونه

هاي پایین دست مسیر نظیر کینازها و هاي ثانوي پروتئینرسان
-ها نیز موجب فعال شدن فاکتورکنند که آنفسفاتازها را فعال می

Danquah(شوند هاي رونویسی می et al. 2014; Ma et al.

ناحیه cisفاکتورهاي رونویسی با اتصال به عناصر تنظیمی ). 2015
ها و در نتیجه ه تنش موجب فعال شدن آنهاي پاسخ بپیشبر ژن

Liu(شوند پاسخ گیاه می et al. 2014 .(

هاي پاسخ به تنش موجب تولید ترکیباتی نظیر ژن
ها گروه کوچکی از ترکیبات اسمولیت. شوندها میاسمولیت

هاي محیطی در گیاه تجمع ارگانیک هستند که در پاسخ به تنش
ولی شامل پرولین، گلایسین بتائین هاي مهم سلاسمولیت. یابندمی

کاتیونی هاي پلیها مولکولآمینپلی. هستند)PA(ها آمینو پلی
آلیفاتیک با وزن مولکولی کم هستند که در گیاهان، جانوران و 

سه گروه اصلی این ترکیبات در گیاهان . شوندها یافت میباکتري
و ) Spd(آمین ، اسپرمیدین تري)Put(آمین شامل پوترسین دي

هایی نظیر کاداورین و آمیناگرچه پلی. هستند) Spm(اسپرمین 
Sengupta(همواسپرمین نیز در گیاهان وجود دارد  et al. 2016;

Ramgan et al. 2014.(

ها در فرآیندهاي زیستی نظیر جنین زایی، بافت آمینپلی
رسیدن میوه، مرگ برنامه ریزي شده سلول، گلدهی و پیري زایی،

Liu(ش دارند نق et al. ها در آمینافزایش تجمع پلی). 2015
هاي مختلف هاي غیر زیستی در گونهگیاهان در شرایط تنش

,Groppa and Benavides(گیاهی گزارش شده است  در . )2008
-ها افزایش میآمینها فقط سطح یک نوع از پلیبسیاري از تنش

یمار شوري قرار براي مثال زمانی که کالوس سیب تحت ت. یابد
Liu(یابد گیرد سطح پوترسین افزایش میمی et al. ، در )2006

حالی که تنش شوري موجب افزایش اسپرمیدین و اسپرمین در 
Ikbal(شودانگور می et al. 2014( .

-ها نسبت داده میها به ماهیت کاتیونی آنآمینفعالیت پلی
ملکول داراي بار شود که بر اساس آن توانایی اتصال به تمامی 

، پروتئین و فسفولیپید را داشته و DNA،RNAمنفی سلول نظیر 
هاي یونی بر روي بیان ژن، سنتز و کارکرد پروتئین و تنظیم کانال

Kusano(تاثیر گذار هستند  et al. -حفظ هموستازي پلی). 2008
ها ضروري است اما ها در سلول براي انجام این فرآیندآمین

تواند براي سلول سمی بوده و بنابراین آمین میپلیغلظت بالاي 
آمین آزاد غلظت پلی. شودآزاد سلول کنترل میPAشدیداً میزان 

-داخل سلول از طریق اتصال آن با ترکیباتی نظیر هیدروکسی
ها آمینسلولوز، لیگنین و نیز کاتابولیسم پلیسینامیک اسید، همی

Moschou(شود کنترل می et al. 2008(.

آمین اکسیداز ها ديآمیندو آنزیم اصلی کاتابولیسم پلی
)DAO, EC ,PAO(آمین اکسیداز و پلی) 1.4.3.6 EC 1.5.3.3 (

براي فعالیت FADهستند که به ترتیب از کوفاکتورهاي مس و 
در دآمیناسیون اکسیداتیو DAOآنزیم . کنندآنزیمی استفاده می
اکسیداتیو اسپرمیدین و در دآمیناسیون PAOپوترسین و آنزیم 

Fincato(اسپرمین نقش دارند  et al. بر PAOهاي آنزیم). 2011
گروه . شوداساس کارکرد و جایگاه فعالیت به سه گروه تقسیم می

ها در آپوپلاست را کاتالیز آمینیک واکنش نهایی کاتابولیسم پلی
-4-)آمینوپروپیل-3(آمینوبوتانال و یا -4کرده و باعث تولید 

شود میH2O2آمینوپروپان و دي-1،3مینوبوتانال همراه با آ
)Cervelli et al. با PAOهاي گروه دوم شامل آنزیم). 2006
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ها به یکدیگر بوده و ابتدا آمینواکنش برگشتی جهت تبدیل پلی
ها توانایی تبدیل اسپرمین این آنزیم. در پستانداران شناسایی شدند

میدین به پوترسین را داشته و در به اسپرمیدین و همچنین اسپر
Tavladoraki(کنند زوم فعالیت میپراکسی et al. گروه ). 2006

هایی است که با وجود داشتن دمین سوم شامل آنزیم
Amino_oxidase)PF01593 (ها آمینقادر به دآمیناسیون پلی

ها در هسته نبوده و در فرآیند تغییرات پس از ترجمه هیستون
گروه سه همچنین داراي دمین PAOهاي پروتئین.نقش دارند

SWIRM)PF04433 (پروتئین -هستند که در میانکنش پروتئین
Shibaya(نقش دارد  et al. 2016.(

در رشد و نمو و PAOبر اساس مطالعات، فعالیت آنزیم 
بعنوان مثال مشخص شده . ها نقش داردنیز پاسخ گیاه به تنش

ه سلولی، رشد مزوکوتیل و نیز در تقویت دیوارPAOاست که 
Moschou(مرگ برنامه ریزي شده سلول نقش دارد  et al. 2008,

تولید شده در H2O2در گیاه توتون تحت تنش شوري، ). 2012
درPAOآمین اسپرمیدین بوسیله آنزیم اثر کاتابولیسم پلی

هاي دفاعی آپوپلاست بعنوان یک پیام رسان عمل کرده و بیان ژن
تولید شده بوسیله فعالیت آنزیمی H2O2همچنین . کندء میرا القا
PAO موجب فعال شدنMAPK ها شده و باعث افزایش مقاومت

.شودها میگیاه در برابر پاتوژن

بوسیله یک خانواده ژنی کوچک چند PAOهاي آنزیم
بعنوان مثال آرابیدوپسیس و برنج به ترتیب . شوندعضوي کد می

Takahashi(هستند PAOژن 7و 5داراي  et al. 2010; Liu et

al. Citrus(در گیاه پرتقال PAOژن 6همچنین ). 2014

sinensis ( شناسایی شده است)Wang and Liu, انگور ). 2014
)Vitis vinifera L. ( هاي تنشاست کهاز مهمترین گیاهان باغی

زیستی و غیر زیستی بر روي کیفیت و کمیت محصول آن تاثیر 
در مقاومت گیاهان PAOهاي با توجه به نقش آنزیم. ی دارندمنف

تواند آمین اکسیدازها میها، مطالعه کارکردي پلینسبت به تنش
یابی توالی. راهکاري جدید براي تولید گیاهان مقاوم به تنش باشد

ژنوم انگور این فرصت را مهیا کرده است تا اعضاء خانواده ژنی 
PAOدر این مطالعه بر . و مطالعه شونددر این گیاه شناسایی

شناسایی و PAOژن 8اساس جستجوي پایگاه داده ژنوم انگور، 

آرابیدوپسیس و برنج PAOهاي روابط فیلوژنتیکی آن با ژن
pHهمچنین وزن مولکولی، جایگاه سلولی، . بررسی شد

ها بر روي پروتئین، ساختار ژنی و ایزوالکتریک، جایگاه موتیف
در . ها مورد ارزیابی قرار گرفتناحیه پیشبر آنcisمی عناصر تنظی

هاي انگور بیان ژنPAOهاي نهایت براي درك بیشتر کارکرد ژن
هاي غیر ها در آرابیدوپسیس در واکنش به تنشهمولوگ آن

.بررسی شدریزآرایههايدادهاساسزیستی بر

هاروشومواد

گوردر انPAOشناسایی اعضاء خانواده ژنی 

در انگور، توالی PAOفرآیند شناسایی اعضاء خانواده ژنی 
Liu(برنج PAOهاي پروتئینی ژن et al. و آرابیدوپسیس ) 2014

)Takahashi et al. پایگاه داده 2به ترتیب با استفاده از ) 2010
RGAP7 وTAIR10 دریافت و از روشtBLASTn جهت

انگور در سایت در پایگاه داده ژنوم PAOهاي جستجوي ژن
Goodstein(فایتوزوم استفاده شد  et al. 2012(.

هاي تکراري حذف و ها، توالیپس از دریافت تمام توالی
در ) Amino_oxidase)PF01593در نهایت تائید وجود دومین 

انجام CDDدادههاي شناسایی شده با استفاده از پایگاهتوالی
Marchler-Bauer(گرفت  et al. -آدرس اینترنتی پایگاه).2014

.ارائه شده است1هاي استفاده شده در این پژوهش در جدول 

-ایزوالکتریک تئوریتیکال پروتئیننقطهوزن مولکولی و 
ExPASYسایت ProtParamبا استفاده از ابزارPAOهاي 

Artimo(محاسبه شد  et al. براي شناسایی جایگاه سلولی ). 2012
گذاري در نام.استفاده شدProtCompرخطها از برنامه بپروتئین

و سپس Vitis viniferaاز Vvانگور، ابتدا پسوند PAOهاي ژن
PAOها بر روي و در نهایت شماره گذاري بر اساس جایگاه ژن

. و از بالا به پایین انجام گرفت19تا 1هاي کروموزوم
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در این پژوهشهاي استفاده شده اسامی و آدرس پایگاه داده-1جدول 

Table 2- Name and URL address of the databases exploited in the current research

در انگورPAOتجزیه و تحلیل فیلوژنتیکی خانواده ژنی 

بررسی روابط تکاملی بین اعضاء یک خانواده ژنی نیازمند 
همردیف سازي صحیح و رسم درخت فیلوژنتیکی با الگوریتم 

براي رسم درخت فیلوژنتیکی، از توالی حفاظت . مناسب است
در برنج، آرابیدوپسیس و انگورAmino_oxidaseشده دمین 
ها با استفاده از نرم افزار همردیف سازي پروتئین. استفاده شد

ClustalX 2.0.8)Larkin et al. و رسم درخت فیلوژنتیکی ) 2007
MEGA7)Kumarبا نرم افزار  et al. بر اساس روش ) 2016

neighbor joining)N.J (استرپو آزمون بوت)Felsenstein,

. انجام شد1000با تکرار )1985

-اینترونی و شناسایی موتیف-جزیه و تحلیل ساختار اگزونت
هاي حفاظت شده

CDSها از طریق مقایسه توالی الگوي توزیع اینترون

ژنومی مربوط به هر ژن با استفاده از سرور DNAنسبت به 
GSDS انجام گرفت)Hu et al. -براي شناسایی موتیف). 2015

Bailey(ده شد استفاMEMEهاي اختصاصی این خانواده از  et

al. 10ها پارامترهاي مورد استفاده شامل تعداد موتیف). 2006
اسید 50و 6ها به ترتیب و بیشترین طول موتیفکمترینعدد و 

براي بررسی SMARTو برنامه Pfamپایگاه داده . آمینه بود
Finn(هاي شناسایی شده استفاده شد موتیف et al. 2013;

Letunic et al. 2012.(

انگورPAOبررسی ناحیه پیشبرخانواده ژنی 

مختلف در ناحیه تنظیمی هر ژن نقش cisوجود عناصر 
بنابراین . هاي محیطی و زیستی داردمهمی در پاسخ ژن به محرك
تواند در درك در انگور میPAOبررسی پیشبر خانواده ژنی 
براي . ها در شرایط زیستی مفید باشدالگوي بیان و کارکرد این ژن

VvPAO1500هاي شناسایی عناصر تنظیمی ناحیه پیشبري ژن
- ژن) ATG(ژنومی بالا دست کدون شروع DNAجفت باز توالی 

Zhou(ها  et al. Goodstein(از سایت فایتوزوم ) 2016 et al.

ها و دریافت و شناسایی عناصر تنظیمی مربوط به تنش)2012
انجام PlantCAREایت سها با استفاده از وبپاسخ به هورمون

Lescot(شد  et al. 2002.(

هاي غیر زیستی در در پاسخ به تنشPAOهاي الگوي بیان ژن
آرابیدوپسیس

آرابیدوپسیس در PAOبررسی پروفایل بیانی خانواده ژنی 
هاي غیر زیستی شوري، خشکی، سرما و اسمزي با پاسخ به تنش

Affymetrixهاي ریزآرایه استفاده از داده Arabidopsis ATH1

Genome Array موجود در بانک اطلاعاتیNCBI Gene

Expression Omnibus (GEO) انجام شد)Barrett et al. 2013 .(
شامل GEOها در هاي مربوط به این تنششماره دسترسی داده

، )GSE5622(، اسمزي )GSE5624(، خشکی )GSE5623(شوري 
هاي خام با داده. است)GSE5620(و کنترل ) GSE5621(سرما 

پایگاه داده URL
RGAP7 http://rice.plantbiology.msu.edu/
TAIR10 http://www.arabidopsis.org/
Phytozome https://phytozome.jgi.doe.gov/
Conserved domain database https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi
Expasy http://web.expasy.org/compute_pi/
GSDS http://gsds.cbi.pku.edu.cn/
MEME http://meme-suite.org/
Pfam http://pfam.xfam.org/
SMART http://smart.embl-heidelberg.de/
PlantCare http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/
Gene Expression Omnibus https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
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به روش RMAExpressبا استفاده از نرم افزار CELفرمت 
RMA و بر مبنايlog2پروب ست . نرمال شدندID اختصاصی

سایت Probe Matchبا استفاده از ابزار AtSSLهاي ژن
affymetrixلگاریتیمیهايدریافت و از آن براي استخراج داده

هاي بیشتر استفاده براي مطالعهAtPAOهايژنسیگنالشدت
واقلیدسیروشاساسبربیانیهايدادهبنديخوشه. شد

)Heat Map(حرارتینقشهرسموComplete Linkageالگوریتم
در صورتی تغییرات . شدانجامMev4.0افزارنرمازاستفادهبا

ها دردار در نظر گرفته شدند که چند برابر بیان ژنبیان معنی
بود -1یا کمتر از 1شرایط تنش نسبت به کنترل بیشتر از 

)Tripathi et al. 2015.(

نتایج و بحث

انگورPAOشناسایی اعضاء خانواه ژنی 

در ژنوم انگور، از الگوریتم PAOهاي جهت شناسایی ژن
tBLASTnهاي پروتئینی توالیPAO برنج و آرابیدوپسیس در

بر این اساس پس از حذف . ستفاده شدپایگاه داده ژنوم انگور ا
بررسی . توالی پروتئینی شناسایی شد13هاي تکراري، توالی

ژن داراي این 13نشان داد که هر Amino_oxidaseوجود دمین 
هاي به شماره با این حال توالی پروتئینی ژن. دمین هستند

، GSVIVG01015722001 ،GSVIVG01016218001دسترسی 
GSVIVG01014417001 وGSVIVT01009834001 در پایگاه

داراي دمین Amino_oxidaseداده فایتوزوم علاوه بر دمین 
SWIRMهاي هاي داراي دمینپروتئین. نیز بودند

Amino_oxidase وSWIRM هیستون دمتیلاز اختصاصی لایزین
)Lysine specific histone demethylase (شوند که نامیده می

ها شده و در بسیاري از ترجمه در هیستونموجب تغییرات پس از
فرآیندهاي زیستی گیاه نظیر گلدهی، پاسخ دفاعی و فعالیت 

Parkash(براسینواستروئیدها نقش دارند  et al. همچنین ). 2014
با وجود داشتن GSVIVT01013730001ژن به شماره دسترسی 

بعلت کوتاه بودن پروتئین و ناقص بودن Amino_oxidaseدمین 

- هاي بعدي حذف شد زیرا عموماً توالیدمین کارکردي از بررسی
هاي فیلوژنتیکی را با مشکل روبرو هاي ناقص بررسیها و دمین

Jiang(سازند می et al. PAOدر نهایت هشت ژن ). 2010

شناسایی شده در ژنوم انگور بر اساس جایگاه کروموزومی از 
VvPAO1 تاVvPAO8 شیوهاین. )2جدول (نامگذاري شدند
زمینی،سیبNACهايپروتئینمورددرپیشترنامگذاري
WRKY،ذرتNCXاست شدهاستفادهنیزبرنجوآرابیدوپسیس

)Singh et al. 2013; Wei et al. 2012; Singh et al. از . )2015
VvPAO1 ،VvPAO2شناسایی شده انگور سه ژن PAOهشت ژن 

، VvPAO4هاي بر روي کروموزوم یک و ژنVvPAO3و 
VvPAO5 ،VvPAO6 ،VvPAO7 وVvPAO8 به ترتیب بر روي
). 2جدول (قرار دارند 17و 13، 12، 11، 4هاي کروموزوم
ابزارازاستفادهباژنیخانوادهاینشیمیاییفیزیکمطالعات

ExPASy)Artimoپروتئینتجزیه و تحلیل et al. نشان)2012
باهمpIومولکولیوزناسید،آمینوتعدادنظرازهاژناینکهداد

اسید505تا255ازخانوادهاینهايپروتئینطول. دارندتفاوت
. استکیلودالتون66/56تا11/29ازهاآنمولکولیوزنوآمینه
تاVvPAO7در31/5ازهاپروتئیناینایزوالکتریکpHدامنه

مشخص VvPAOهاپروتئینیابیمکان. استVvPAO3در16/9
زوم ها در آپوپلاست، سیتوپلاسم و پراکسیاین پروتئینکهکرد

مطالعات نشان داده است که جایگاه ).2جدول(فعال هستند
هاي آنزیم. ها در ارتباط استبا کارکرد آنPAOهاي سلولی آنزیم

PAOزومی در واکنش تبدیل برگشتی سیتوپلاسمی و پراکسی
-و آنزیم) ین و اسپرمیدین به پوترسینتبدیل اسپرمین به اسپرمید(

ها آمینآپوپلاستی در واکنش نهایی کاتابولیسم پلیPAOهاي 
Chen(نقش دارند  et al. 2016.(
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در انگورPAOهاي خانواده ژنی ویژگی-2جدول 

Table 2- Information of PAO gene family in grape

نام ژن در فایتوزوم ژن کروموزوم
ل پروتئینطو

)اسید آمینه(
pH

ایزوالکتریک
وزن مولکولی 

)کیلو دالتون(
جایگاه سلولی

GSVIVG01013726001 VvPAO1 chr1 495 5.97 55.222 آپوپلاست

GSVIVG01013729001 VvPAO2 chr1 505 5.69 56.662 آپوپلاست

GSVIVG01013732001 VvPAO3 chr1 489 9.16 54.526 آپوپلاست

GSVIVG01026304001 VvPAO4 chr4 490 5.67 54.204 پراکسی زوم

GSVIVG01015201001 VvPAO5 chr11 474 5.56 51.927 سیتوپلاسم

GSVIVG01020812001 VvPAO6 chr12 490 5.47 54.782 پراکسی زوم

GSVIVG01032163001 VvPAO7 chr13 503 5.31 56.049 آپوپلاست

GSVIVG01029406001 VvPAO8 chr17 255 5.41 29.110 پراکسی زوم

انجام و درخت به کمک نـرم  ClustalXبا نرم افزار PAOهم ردیف سازي چندگانه دمین . انگور، برنج و آرابیدوپسیسPAOهاي رابطه فیلوژنتیکی پروتئین-1شکل 
هـاي  پـروتئین . اندهاي قرمز، سبز و آبی مشخص شدهبه ترتیب با رنگ3و 2، 1گروهاي . زار رسم شداسترپ هها با بوتبر اساس روش اتصال همسایهMEGA7افزار 

PAOهاي صورتی، زرد و خاکستري نشان داده شده استانگور، برنج و آرابیدوپسیس به ترتیب با رنگ.
Figure 1- Phylogenetic relationships among grape, Arabidopsis and rice PAO proteins. Multiple sequence alignment of PAO
domain was done using ClustalX and the phylogenetic tree was generated using MEGA7 software by the Neighbor-joining
method with 1000 bootstrap replicates
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در انگورPAOبررسی روابط تکاملی خانواده ژنی 

ژنـی خـانواده فیلوژنتیکیوتکاملیروابطبهتردركبراي
PAO،روشبافیلوژنتیکیدرختانگورNJهمردیفاساسبرو

ــازي ــهس ــزیم  چندگان ــارکردي آن ــین ک ــاي دم ــرنج،PAOه ب
اسـترپ بـوت امتیـاز اسـاس بر. شدایجادآرابیدوپسیس و انگور

)Felsenstein, سـه درهـا پـروتئین و توپولـوژي درخـت،  )1985
هـاي  کلاستر یک شامل ژن).1شکل(گرفتندقرارتفاوتمکلاستر

VvPAO1 ،VvPAO2 ،VvPAO3 وVvPAO4   انگور همراه بـا سـه
کلاسـتر دو کـوچکترین   . ژن برنج و یک ژن آرابیدوپسـیس اسـت  

کلاستر درخت فیلوژنتیکی بوده و در آن از هر گیاه یک ژن شامل 
تر سـه  کلاس. قرار دارندAtPAO5و VvPAO5 ،OsPAO1هاي ژن
VvPAO8و VvPAO4 ،VvPAO6هـاي  عضو دارد که شامل ژن9

بـا توجـه بـه اینکـه     . و سه ژن برنج و سه ژن آرابیدوپسیس است
اي بوده و نسبت به برنج تـک  انگور و آرابیدوپسیس گیاهان دولپه

لپه داراي روابط تکاملی نزدیکتـري هسـتند؛ بنـابراین در هـر سـه      
انگـور و آرابیدوپسـیس   PAOهايکلاستر درخت فیلوژنتیکی ژن

).1شکل (اند هاي مشترك قرار گرفتهدر زیر گروه

نکته جالب توجه در مورد این درخـت فیلـوژنتیکی قـرار    
بـر اسـاس   . هاي با کارکرد یکسان در یک کلاستر استگرفتن ژن

بـرنج و آرابیدوپسـیس کلاسـتر یـک     PAOهـاي  مطالعات، آنـزیم 
. کنندها در آپوپلاست را کاتالیز میآمینمرحله آخر کاتابولیسم پلی

هاي برنج و آرابیدوپسیس دو کلاستر دیگر که در سیتوپلاسم و ژن
ها نقش دارنـد  آمینزوم فعال هستند در تبدیل معکوس پلیپراکس

)Chen et al. 2016; Takahashi et al. 2010; Liu et al. 2014 .(
و نیز فعالیت Amino_oxidaseبنابراین بر اساس سازماندهی دمین 

هـا بـه سـه    کاتالیتیکی و جایگاه فعالیت درون سلولی، ایـن آنـزیم  
رسـد  به نظر مـی . شوندگروه مطابق درخت فیلوژنتیکی تقسیم می

هـاي مختلـف در هـر کلاسـتر بـه      هاي اورتولوگ گونهکارکرد ژن
احتمال زیاد و نه به طور کامل حفاظت شـده باشـد در حـالی کـه     

تمـال دارد در جهـت کـارکرد زیسـتی جدیـد      هاي پارالوگ احژن
Guo(نسبت به ژن جد خود تکامـل یابنـد    et al. بـر ایـن   ). 2008

تواند در هر کلاستر درخت فیلوژنتیکی میVvPAOهاي اساس ژن
بـرنج و آرابیدوپسـیس آن گـروه    PAOهـاي  کارکرد مشابه بـا ژن 

هـاي  داشته باشد همچنـان کـه در هـر گـروه جایگـاه سـلولی ژن      
VvPAO ،OsPAOوAtPAO 2جدول (باهم تطابق دارند.(

هـاي حفاظـت   تجزیه و تحلیل ساختار ژنی و شناسایی موتیف
شده

تواند شـواهد بیشـتري   اینترونی می-بررسی ساختار اگزون
در تائید گروه بندي درخـت فیلـوژنتیکی و روابـط تکـاملی ارائـه      

کامـل  نماید زیرا این نوع تنوع ساختاري اغلب نقـش مهمـی در ت  
Zhang(هاي ژنی دارد خانواده et al. بررسی ساختار ژنـی  ). 2012

8داراي VvPAO3و VvPAO1 ،VvPAO2هـاي  نشان داد کـه ژن 
VvPAO7و VvPAO4 ،VvPAO6همچنین سه ژن . اینترون هستند

فاقـد  VvPAO8ژن . اینتـرون دارنـد  VvPAO53اینتـرون و ژن 9
ــرون اســت  ــاي ژنDNAدر ســطح ). 2شــکل (اینت ، VvPAO4ه

VvPAO6 وVvPAO7     7و 5/9، 20بـه ترتیـب بـا طـول تقریبــی
با مقایسه ساختار . ها دارندکیلوباز بیشترین طول را در بین این ژن

تـوان دریافـت کـه در    ژنی و رابطه تکاملی این خـانواده ژنـی مـی   
اصلی مشاهده شده وجـود  کلاستر یک درخت فیلوژنتیکی تفاوت

هــا در ژن مچنــین طــول بیشــتر اینتــرونیــک اینتــرون بیشــتر و ه
VvPAO7ــه ژن ــاي نســبت ب VvPAO3و VvPAO1 ،VvPAO2ه

VvPAO8همچنین در کلاستر سه درخـت فیلـوژنتیکی ژن   . است

فاقد اینترون بوده که نشان دهنده مسیر تکـاملی متفـاوت ایـن ژن    
).2شکل (است VvPAO6و VvPAO4نسبت به دو ژن 
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هاانگور مطابق رابطه فیلوژنتیکی آنPAOهاي اینترونی ژن-ساختار اگزون-2شکل 

Figure 2- The exon-intron structure of grape PAO genes according to the phylogenetic relationship.

هـا در  هر موتیف با رنگ متفاوت مشـخص بـوده و تـوالی مربـوط بـه آن     . اندشناسایی شدهMEMEانگور که با PAOهاي هاي حفاظت شده پروتئینموتیف-3شکل 
.اراته شده است3جدول 

Figure 3- Schematic representation of putative conserved motifs identified MEME in grape PAO proteins. Ten motifs are
indicated by different colored boxes and the regular motif sequences are shown in the table 3.

ــراي شناســایی موتیــف ــوالی  ب هــاي حفاظــت شــده در ت
هاي این خانواده بوسـیله  ، توالی پروتئینVvPAOپروتئینی خانواده 

بر اساس این بررسـی  . مورد ارزیابی قرار گرفتMEMEافزار نرم
هــا موتیـف حفاظــت شـده در تــوالی پروتئینــی همـه ایــن ژن   10
). 3شکل (اسایی شد شن

نشـان داد کـه   SMARTو Pfamها بـا  ارزیابی موتیف
بــوده و FADمربــوط بــه جایگــاه اتصــال کوفــاکتور 8موتیــف 

هــاي شناســایی شــده اختصاصــی دمــین همچنــین ســایر موتیــف

Amino_oxidase ــتند ــدول (هس ــه ). 3ج ــف 10اگرچ موتی
ل توزیـع و  ها وجود دارند با این حاشناسایی شده در همه این ژن

در 7بعنوان مثـال موتیـف   . ها تا حدودي متفاوت استجایگاه آن
VvPAO5 وVvPAO8 نزدیک به انتهاي آمینوي پروتئین قرار

هـا جایگـاه ایـن موتیـف انتهـاي      دارند در حالی کـه در سـایر ژن  
همچنین با توجه بـه کوتـاه بـودن طـول     . کربوکسیل پروتئین است

هاي موجود در این موتیف) ینهاسید آمVvPAO8)255پروتئین 
).3شکل (اند پروتئین به صورت متراکم کنار هم قرار گرفته
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انگورPAOهاي هاي حفاظت شده پروتئینموتیف-3جدول 

Table 3- Conserve motifs detected in grape PAO proteins

شماره موتیف طول فراوانی امتیاز توالی کارکرد موتیف
1 40 8 1.70E-74

VTEISYSCNGVMVKTEDGCVYRADYVIVSV
PIGVLQSNLI

Amino_oxidase

2 15 8 6.80E-30 IYTKIFLKFPYKFWP Amino_oxidase

3 16 8 7.20E-25 GNGTEFFLYAHEKRGY Amino_oxidase

4 21 8 1.50E-31 IGGRIHKDNFAGCSVEMGANW Amino_oxidase

5 15 8 7.10E-23 FKPPLPPWKIEAIYQ Amino_oxidase

6 15 8 1.20E-20 LVPRWWTDRFYRGSY Amino_oxidase

7 27 8 3.00E-30 YFTGEHTSQCYNGYVHGAYLAGIDTAE Amino_oxidase

8 21 8 1.80E-26 PSVIIIGAGMSGISAAKTLHD FAD binding domain

9 21 8 1.40E-16 EQQSDECTKNEVMMVLRKMFG Amino_oxidase

10 21 8 3.00E-11 HGGCWMNPVWPMVNKLKLTTY Amino_oxidase

انگورPAOهاي شناسایی عنصرهاي تنظیمی پیشبر ژن

هر ژن در ناحیه تنظیمی خود ترکیب منحصر به فـردي از  
عناصر تنظیمی دارد که بیان آن را از نظر زمانی، مکانی و در پاسخ 

کنند بنابراین، درك جـامع از ایـن   هاي مختلف تنظیم میبه محرك
تواند در تعیین نقـش ژن  بیان ژن میعناصر تنظیمی و نحوه کنترل 

Ibraheem(کارآمد باشد  et al. 2010.(

VvPAOهـاي  براي درك سازوکار تنظـیم رونویسـی ژن  

هـا در  هـا و هورمـون  واکنش دهنده به تنشcisجستجوي عناصر 
هـا بـا اسـتفاده از پایگـاه داده     کیلو باز بالادست این ژن5/1ناحیه 

PlantCare20این تجزیه و تحلیـل شناسـایی   نتیجه . انجام شد
هـا  ها و هورمـون پاسخ به تنشcisنوع مختلف از عناصر تنظیمی 

در ناحیه پیشبر این خانواده بود که فراوانی ایـن عناصـر در ناحیـه    
هـا بسـیار متنـوع    ها و نیز فراوانـی کلـی آن  تنظیمی هر یک از ژن

بـا  VvPAO8بـر روي پیشـبر ژن   ABREعنصر تنظیمی . است
جایگاه بیشترین فراوانی یک عنصـر تنظیمـی بـر روي    10وانی فرا

همچنـین بیشـترین   . داردVvPAOهـاي  یک پیشبر را در بین ژن
با فراوانی TCA-elementفراوانی کل عنصر تنظیمی مربوط به 

عنصر . استVvPAOجایگاه بر روي پیشبرهاي خانواده ژنی 16
ــی  ــر روي TC-rich elementتنظیم ــرار VvPAOژن 7ب ق

هـاي  ترین عنصر تنظیمـی پیشـبر ژن  داشته و بر این اساس عمومی
VvPAO وجود عناصر تنظیمی پاسخ به تـنش ). 4جدول (است-

هـایی نظیـر اکسـین،    هاي زیستی و غیـر زیسـتی و نیـز هورمـون    
جبرلین، سالیسیلیک اسید، اتـیلن، متیـل جازمونـات نشـان دهنـده      

اي رشد و نمـوي و  در بسیاري از فرآیندهVvPAOهاي نقش ژن
.دفاعی انگور است

آرابیدوپسیس در شرایط تـنش غیـر   PAOهاي بررسی بیان ژن
زیستی

توانـد  هاي با کارکرد نامشخص میمطالعه پروفایل بیان ژن
Singh(هـا باشـد   راهنمـاي خـوبی بـراي درك کـارکرد آن     et al.

هـاي  هاي بیانی در مورد نقش ژنبراي بدست آوردن داده). 2015
PAOهاي غیر زیستی ریزآرایه عمـومی در  انگور در پاسخ به تنش

هاي ریزآرایـه  با وجود داده. جستجو شدGEOدسترس در سایت 
هــاي غیــر زیســتی نظیــر شــوري و خشــکی، انگــور بــراي تــنش

در VvPAOهـاي  اختصاصـی بـراي ژن  IDسـت  جستجوي پروب
ــراي ژن  نتیجــهAffymetrixســایت  ــا ب PAO6اي نداشــت و تنه

و VvPAO1 ،VvPAO2تعریف شده بود و سـه ژن  IDست وبپر
VvPAO3ست پروبID    مشترك داشتند و نتـایج آن قابـل تفسـیر

.نبود
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انگورPAOهاي عناصر تنظیمی ناحیه پیشبر ژنکارکردوفراوانی-4جدول 

Table 4- Frequency and function of regulatory elements in promoter region of grape PAO genes

عنصر تنظیمی کارکرد VvPAOانگورPAOهاي ژن

PAO1 PAO2 PAO3 PAO4 PAO5 PAO6 PAO7 PAO8

ABRE پاسخ به آبسیزیک اسید 1 1 10

ARE هوازيپاسخ به شرایط بی 2 3 1

AuxRR-core پاسخ به اکسین 1 1

Box-W1 پاسخ به الیسیتور قارچی 1

CGTCA-motif پاسخ به متیل جازمونات 1 1 1 3 2

EIRE پاسخ به الیسیتور 1

ERE پاسخ به اتیلن 1 1

GARE-motif پاسخ به جبرلین 1

GCC box پاسخ به زخم و پاتوژن 1

HSE پاسخ به شوك حرارتی 2 1 1 1 2

LTR پاسخ به دماي پایین 3 1

MBS پاسخ به خشکی 1 3 2 1 1 4

P-box پاسخ به جبرلین 1 1

TCA-element پاسخ به سالیسیلیک اسید 4 5 1 1 2 3

TC-rich repeats هاپاسخ به تنش 2 1 1 1 2 1 1

TGA-box پاسخ به اکسین 1

TGACG-motif پاسخ به متیل جازمونات 1 1 1 3 2

TGA-element ه اکسینپاسخ ب 1 1

W box پاسخ به پاتوژن 1

WUN-motif پاسخ به زخم 1

pigeonگیـاه  NACاي که بر روي خانواده ژنی در مطالعه

peaهـاي  هاي بیـانی ژن انجام گرفت از دادهNAC  آرابیدوپسـیس
pigeon peaهـا در  پاسخ بـه تـنش  NACهاي جهت شناسایی ژن

راي این منظور از طریـق رسـم درخـت فیلـوژنتیکی     ب. استفاده شد
ــوگ ژن ــاي اورتول ــاه NACه ــیس pigeon peaگی در آرابیدوپس

پاسـخ بـه   NACژن 36ها بررسی و در نهایـت  شناسایی و بیان آن
Satheesh(شناسـایی شــد  pigeon peaدر تـنش  et al. 2014 .(

DERBهـاي خـانواده   همچنین این روش بـراي بررسـی بیـان ژن   

هاي ریزآرایه آرابیدوپسیس بکار رفته است ب با استفاده از دادهسی
)Zhao et al. هاي همولوگ بنابراین در این مطالعه بیان ژن). 2012

VvPAOبر اسـاس نتـایج ریزآرایـه    . در آرابیدوپسیس ارزیابی شد
هـاي سـرما و خشـکی در ریشـه و     در اثر تنشAtPAO1بیان ژن 

و تنش شوري موجب القاء بیـان ایـن   دار داشتهساقه افزایش معنی

هـاي شـوري و   تـنش ). الف و ب-4شکل (شود ژن در ریشه می
در ریشه و ساقه داشـته و  AtPAO2اسمزي تاثیر مثبت بر بیان ژن 

یابـد  همچنین بیان این ژن در اثر تنش سرما در ساقه افـزایش مـی  
در اثـر تـنش شـوري در    AtPAO3بیان ژن . )بوالف-4شکل(

شـود  افزایش یافته و در اثر تنش سرما در ساقه سرکوب مـی ریشه 
تــنش ســرما موجــب ســرکوب بیــان ژن . )بوالــف-4شــکل(

AtPAO4شود در حالی که بیان این ژن در اثر تـنش در ریشه می-
والـف -4شکل(یابد هاي خشکی و اسمزي در ساقه افزایش می

اثـر ایـن   تنها به تنش سرمایی پاسخ داده و درAtPAO5ژن .  )ب
بـا  . )بوالـف -4شـکل (یابـد  تنش بیان آن در ساقه افزایش می

هـاي  توجه به نتایج پروفایل بیـانی ریزآریـه و نیـز رابطـه بـین ژن     
PAO    اورتولوگ بین انگور و آرابیدوپسـیس احتمـال دارد بیـان و

به ترتیب مشابه بیان و کـارکرد  VvPAO5و VvPAO7کارکرد ژن 
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ــاي ژن ــد AtPAO5و AtPAO1ه ــکل (باش ــود دو ژن ). 1ش وج
اورتولوگ براي یک ژن نشان دهنـده ایجـاد مضـاعف شـدگی در     

Li(گونه داراي دو ژن اورتولوگ بعد از انشقاق دو گونه است  et

al. این ژن مضاعف شده در طی تکامل یـا بـه ژن کـاذب    ). 2014
شود و یا کارکرد جدیدي پیدا کرده و یا بخش از کارکرد تبدیل می

,Hurles(کنـد  دري را حفظ میژن ما دو ژن VvPAO6ژن ). 2004
دارد کـه احتمـال دارد از طریـق    AtPAO2و AtPAO3اورتولوگ 

از نظـر  ). 1شـکل  (انـد  مضاعف شدگی بعد از انشقاق ایجاد شده
کـارکرد هـر دو ژن را داشـته    VvPAO6تکاملی احتمـال دارد ژن  

ــد ــاط ژن. باش ــورد ارتب ــاي در م ــا ژن VvPAO4و VvPAO8ه ب
AtPAO4رسد ژن بنظر می. توان چنین فرضی را مطرح کردنیز می
AtPAO4   میلیـون  150قبل از انشقاق آرابیدوپسـیس و انگـور در

Kiritsas(سال پیش  et al. بـا یکـی از ایـن دو ژن انگـور     ) 2012

اورتولـوگ بـوده و ژن دیگــر بعـد از انشــقاق و در اثـر مضــاعف     
بین این دو ژن تقسـیم شـده   AtPAO4شدگی ایجاد و کارکرد ژن 

هاي حساس و مقاوم انگور نسـبت بـه   مطالعه پاسخ ژنوتیپ. باشد
Meskiتنش خشکی نشان داد که دلیل مقاومت در ژنوتیپ مقاوم 

(MSK)ــان ژن ــاء بی ــاي الق ــزایش ) DAO)CuAOو PAOه و اف
همچنـین  . باشـد هـا مـی  هاي کد شده توسط ایـن ژن فعالیت آنزیم

شـرایط تـنش شـوري مسـیرهاي کاتـابولیکی      مشخص شد که در 
در تنظیم کارآیی فتوسنتزي و نیـز پاسـخ   DAOو PAOمربوط به 

نقـش دارنـد   Botrytis cinereaایمنی و مقاومت گیاه بـه پـاتوژن  
)Hatmi et al. تر براي بدیهی است مطالعات بیشتر و دقیق. )2015

.ضروري استVvPAOهاي تعیین نقش کارکردي ژن

هـاي  نقشه حرارتی میزان چند برابري تغییر بیـان ژن . هاي ریزآرایه در شرایط تنش غیرزیستیآرابیدوپسیس بر اساس دادهPAOهاي اورتولوگ پروفایل بیانی ژن-4شکل 
PAOت نوار رنگی در انتهاي نقشه حرارتی ارائه شـده اسـت   ارزش نسبی سیگنال به صور. دهدهاي غیرزیستی نشان میآرابیدوپسیس در ریشه و ساقه را در شرایط تنش

.که در آن رنگ سبز نشان دهنده سرکوب بیان، رنگ سیاه نشان دهنده عدم تغییر بیان و رنگ قرمز نشان دهنده القاء بیان است
Figure 4- Microarray-based expression profile of Arabidopsis PAO genes under various abiotic stress conditions. Heat maps
show the fold changes in expression of Arabidopsis PAO genes in root and shoot tissues under different abiotic stress
conditions. Relative signal values are represented by color bar shown at the bottom of heat map; thereby green color
representing down-regulation, black signifies no change in expression and red shows up-regulation.
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گیري نهایینتیجه

در انگور با استفاده PAOژن 8در مطالعه حاضر 
ــی   ــایی و ویژگ ــاتیکی شناس ــاي بیوانفورم ــاي از ابزاره ه

هـا بررسـی   نپروتئینی، روابط تکاملی، ساختار ژن و بیان آ
3درVvPAPهـاي  بر اساس مطالعه فیلوژنتیکی، ژن. شد

PAOهاي گیرند که مطابق گروه بندي ژنکلاستر قرار می

در هـر کلاسـتر کـارکرد و    . در آرابیدوپسیس و برنج است
همچنین مشخص شـد  . ها یکسان استجایگاه سلولی ژن

هـا در هـر   هـاي ایـن ژن  که ساختار ژنی و توزیع موتیـف 
الگوي بیـان  . تر تا حدود زیادي حفاظت شده هستندکلاس

ــوگ  ژن ــاي اورتول ــان  VvPAOه ــیس نش در آرابیدوپس
هـاي  ها در پاسخ گیاه به تـنش دهنده اهمیت نقش این ژن

انگـور در  PAOهـاي  بررسی بیـان ژن . غیر زیستی است
هـا بـا   مراحل مختلف رشد و نموي و نیز پاسـخ بـه تـنش   

بـه منظـور   qRT-PCRو هایی نظیر نوردرن بلات روش
همچنین نتایج ایـن  . تواند مفید باشدها میبررسی نقش آن

توانـد در مطالعـات مربـوط بـه بررسـی نقـش       تحقیق می
انگـور کمـک کـرده و در    PAOهاي کارکردي بالقوه ژنی

-طراحی آزمایشات براي تعیین نقش دقیق هـر یـک از ژن  

.ها استفاده شوددر نمو و پاسخ به تنشVvPAOهاي 
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In silico study of polyamine oxidase (PAO) gene family in grape

Amin Abedi, Mohammad Mehdi Sohani*, Reza Shirzadian-Khoramabad

Department of Agricultural Biotechnology, Faculty of Agriculture Science, University of Guilan, Rasht, Iran

 *Corresponding Author: msohani@guilan.ac.ir

Abstract
Growth, development and productivity of plants are greatly affected by various abiotic stresses.
Physiological and molecular studies have shown that naturally occurring plant polyamines (PAs) are
involved in conferring abiotic stress tolerance in plants. Polyamine oxidases (PAOs) are FAD-dependent
enzymes associated with polyamine catabolism in peroxisomes, the apoplast and the cytoplasm. In plants,
increasing evidence supports the idea that PAO genes play essential roles in abiotic and biotic stresses
responses. In this study, bioinformatic analysis identified eight putative PAO genes (VvPAO1–VvPAO8)
in grape (Vitis vinifera) using the released 12×assemble grape genomic sequences. Phylogenetic analysis
indicates that these VvPAOs can be classified into three subgroups as found in Arabidopsis and rice and
also reveal that grape PAO proteins are more closely related to Arabidopsis than to those in rice. The
VvPAO genes contained zero to nine introns and were distributed across 6 out of the 19 chromosomes in
grape. Promoter analysis showed the presence of several cis-regulatory elements related to stress and
hormone responses in regulatory regions, indicating their probable role in stress response. Microarray-
based expression analysis of VvPAO orthologs in Arabidopsis under abiotic stresses showed that
transcript levels of PAO genes were up-regulated significantly by such treatments, indicating their vital
roles during stress adaptation. The results obtained provide basic information for future research on the
functions of PAO genes in grape.

Key Words: Abiotic Stress, Bioinformatics, Gene Expression, Phylogenetic Analysis, Polyamine
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