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Abstract 
 

Identification of Hub Genes and Stage-Specific Regulatory Patterns of the 

Polyphenol Biosynthesis Pathway in Walnut Pellicle Using Co-Expression Network 

Analysis and RT-qPCR. Despite the importance of polyphenols in walnut, the stage-

specific regulation and key regulatory genes involved in the their biosynthesis 

pathway during walnut pellicle development remain poorly understood. In this 

study, the expression patterns of ten key genes involved in polyphenol biosynthesis, 

including PAL, C4H, 4CL, CHS, CHI, F3H, DFR, ANS, ANR, and LAR, were 

investigated in thin skin of walnut kernel across different developmental stages (8 to 

19 weeks after flowering) using co-expression network analysis and RT-qPCR. 

Heatmap and correlation analyses revealed that week 9 after flowering represents a 

critical stage with the highest transcriptional activity of the polyphenol biosynthesis 
pathway, characterized by significant upregulation of most downstream genes. Co-

expression network analysis identified CHS, CHI, F3H, DFR, ANR, C4H, and 4CL 

as hub genes with strong positive correlations, whereas PAL exhibited strong 

negative correlations with downstream genes, suggesting a potential feedback 

regulatory role in the pathway. RT-qPCR results confirmed the significant 

upregulation of hub genes at week 9 and showed strong consistency with the 

bioinformatic and network-based analyses. Overall, this study is the first to 

demonstrate that week 9 is a key regulatory stage in walnut pellicle development 

and to identify major hub genes governing polyphenol biosynthesis. These findings 

provide valuable insights into the regulatory mechanisms underlying polyphenol 

production and offer potential genetic targets for improving phenolic content and 

quality in walnut. 

Key words: Thin skin of walnut kernel, Polyphenol biosynthesis, Flavonoid pathway, Hub 

genes, Co-expression network analysis, RT-qPCR 
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  خلاصه

اکسیدانی پوست نازک هسته گردو ایفا  ای و خواص آنتیترین ترکیبات ثانویه در گردو بوده و نقش کلیدی در کیفیت تغذیه ها از مهمفنولپلی 

الگوی تنظیم مرحله می این ترکیبات،  با وجود اهمیت  بیوسنتز پلی ای ژنکنند.  این های کلیدی تنظیمها و ژن فنولهای دخیل در مسیر  کننده 

،  PALفنول شامل  ژن کلیدی مسیر بیوسنتز پلی  دهطور کامل شناخته نشده است. در این مطالعه، الگوی بیان مسیر در طول رشد پوست گردو به 

C4H  ،CL4  ،CHS  ،CHI  ،F3H  ،DFR  ،ANS  ،ANR   و LAR   گردو طی مراحل مختلف رشد با استفاده از تحلیل شبکه  مغز  در پوست نازک

دهی نقطه اوج فعالیت پس از گل   نهم ها نشان داد که هفته  بررسی شد. نتایج نقشه حرارتی و تحلیل همبستگی بیان ژن RT-qPCR بیانی و هم

بیانی نشان  دهند. تحلیل شبکه هم داری را نشان میدستی مسیر در این مرحله افزایش بیان معنی های پایین فنول بوده و اکثر ژنمسیر بیوسنتز پلی 

های هاب با همبستگی مثبت بسیار قوی شناسایی شدند، در حالی  عنوان ژنبه CL4 و     CHS  ،CHI  ،F3H  ،DFR  ،ANR ،C4Hهای  داد که ژن

   RT-qPCR عنوان یک ژن تنظیمی با نقش بازخوردی احتمالی مطرح شد. نتایجها داشته و به همبستگی منفی قوی با سایر ژن PAL که ژن  

های بیوانفورماتیک و تحلیل شبکه نشان داد. این مطالعه را تأیید کرده و همخوانی بالایی با داده نهمهای هاب در هفته دار بیان ژنافزایش معنی 

های گردو مشخص کرد. یافته   مغز ها در پوست نازک  فنولرا در تنظیم هماهنگ مسیر بیوسنتز پلی   نهمبرای نخستین بار نقش محوری هفته  

می  مکانیسمحاضر  بهتر  برای درک  مبنایی  پلی تواند  تولید  تنظیمی  غنیفنولهای  و  کیفیت  بهبود  ژنتیکی جهت  اهداف  شناسایی  و  سازی  ها 

 . ترکیبات فنولیک در گردو باشد

 RT-qPCRبیانی، تحلیل شبکه هم ، های هابژن مسیر بیوسنتز فلاونوئی، ، هافنولپلی  ،گردو مغز  پوست نازک ی: کلیدکلمات 

 

 Introduction مقدمه 

از خانواده (.Juglans regia L) گردو از مغزیجات ارزشمند درختی  است که به طور گسترده در سراسر جهان مصرف   Juglandaceae یکی 

است می سلامتی  برای  مفیدی  بسیار  فعال  زیست  ترکیبات  دارای  و  مشخصات    (. Chashman et al., 2025)  شود  به  علمی  توجه  اخیراً، 

توان های جانبی گردو به دلیل ترکیبات فعال ارزشمند آنها در حال افزایش است. از جمله ترکیبات زیست فعال گردو میفیتوشیمیایی فرآورده

ها، کاروتنوئیدها و ملاتونین اشاره کرد. این ترکیبات در بخشهای مختلف گردو وجود دارند ، فیتواسترول3-ها، اسیدهای چرب امگافنولبه پلی 

تواند باعث  موجود در گردو می   3-و دارای اثرات فیزیولوژیکی و محافظتی متعددی بر بدن انسان هستند. به عنوان مثال، اسیدهای چرب امگا

افزایش کلسترول  LDL کاهش سطح کلسترول  پلی  HDL و  و شود، همچنین  اکسیداتیو  استرس  کاهش  در  مهمی  نقش  فیتواسترول  و  فنول 

 (.  ;Ebrahimi et al., 2017 Hardman et al., 2019کنند )التهاب مزمن ایفا می 

های طبیعی ترکیبات مهم و ارزشمندی هستند که در گردو وجود دارند و برای درمان التهاب، سرطان یا اثر ضد پیری مورد مطالعه فنولپلی 

های آنتی  ی آروماتیک دارند و به همین دلیل قادرند فعالیت متصل به حلقه  (OH-) اند. این ترکیبات بیش از یک گروه هیدروکسیلقرار گرفته 

بروز دهند از خود  پرواکسیدانی  و  گونه (.  Croitoru et al., 2019)  اکسیدانی  طریق خنثی سازی  از  ترکیبات  واکنشاین  اکسیژنهای   پذیر 

(ROS) های قلبی عروقی و عصبی ایفا  های مزمن از جمله سرطان، بیماریو مداخله در مسیرهای التهابی، نقش مهمی در کاهش خطر بیماری

از ضایعات گیاهی  (. همچنین مطالعات گذشته نشان دادهet al., 2017  Sanchez-Gonzalezکنند )می اند که ترکیبات فنولیک استخراج شده 

 ;Rahimipanah et al., 2010توانند جایگزین طبیعی مناسبی برای ترکیبات ضد میکروبی و آنتی اکسیدانی سنتزی در مواد غذایی باشند )می

Chashman et a.l, 2025; Ghasemi-Nezhad et al., 2025  .)    

 [
 D

O
I:

 1
0.

61
88

2/
ge

bs
j.1

4.
2.

6 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 g

eb
sj

.ir
 o

n 
20

26
-0

8-
30

 ]
 

                             2 / 14

http://dx.doi.org/10.61882/gebsj.14.2.6
https://gebsj.ir/article-1-541-fa.html


 و همکاران  جزینکی -شهرکی  .... ها درفنولای مسیر بیوسنتز پلی های هاب و تنظیم مرحله شناسایی ژن 

 

 1404  تانو زمسپایيز    /2شماره  /دهمچهار دوره /و ایمنی زیستیژنتيک مهندسی  236

 

، لایه بیرونی نازک اطراف مغز، یک جزء بسیار ارزشمند اما کمتر مورد استفاده قرار  (pellicle)ی مغزهای مختلف گردو، پوسته در میان بافت 

اینکه تنها   با وجود  از کل جرم مغز را تشکیل می   10گرفته است و  پلی درصد  از  تجمع زیادی  پروآنتوسیانیدینفنولدهد،  ها و ها )به ویژه 

های حسی گردو مانند تلخی یا گسی تأثیر بگذارد. همچنین، تواند بر ویژگی های متراکم( در آن مشاهده شده است. این پوسته نازک می تانن

های آزمایشگاهی از خود این بخش قادر است اثرات زیستی متنوعی از جمله مهار تکثیر سلولی، القای آپوپتوز و ممانعت از متاستاز را در مدل

یابی با توان عملیاتی  های توالیهای گذشته، با استفاده از تکنیک در سال  (.Sanchez-Gonzalez et al., 2017; Sheng et al., 2021نشان دهند )

ای فراهم شده است، که در انواع گیاهان از جمله گردو به طور گسترده   (RNA-Seq)ها در سطح رونوشتبالا، امکان بررسی پروفایل بیان ژن 

 DEG اند که چندینرا بررسی کنند. به عنوان مثال، مطالعات قبلی نشان داده (DEGs) هابه محققان این امکان را داده است تا بیان متفاوت ژن

( مرتبط هستند  بلوغ  به  از جوانی  فاز گردو  تغییر  امکان   (، Hardman et al., 2019با  بالا،  کیفیت  با  مرجع  ژنوم  بودن  در دسترس  همچنین 

خوانشهم دقیق  )ترازی  است  آورده  فراهم  را  گردو  در  پلی   مسیر(.  Ni et al., 2022ها  فنیلفنولبیوسنتز  مسیر  از   پروپانوئیدها 

(Phenylpropanoid pathway) ها ها و پروآنتوسیانیدینآغاز شده و از طریق شاخه فلاونوئیدی به تولید ترکیباتی نظیر فلاونوئیدها، آنتوسیانین

کنند. ژن  های کلیدی نقش تنظیمی و کاتالیتیکی اساسی ایفا می ای از ژندر این مسیر، مجموعه   (. Wang et al. 2024)  شودها( منتهی می )تانن

PAL   (  Phenylalanine ammonia-lyase فنیل مسیر  محدودکننده  آنزیم  نخستین  فنیل(  تبدیل  با  و  بوده  سینامیک، پروپانوئید  اسید  به  آلانین 

مراحل اولیه   CL4 (Coumarate-CoA ligase-4) و C4H (Cinnamate 4-hydroxylase) هایشود. ژنآغازگر سنتز ترکیبات فنولی محسوب می 

های در ادامه، ژن(.  Chouhan et al., 2017)  کنندسازهای لازم برای ورود به مسیر فلاونوئیدی را فراهم می این مسیر را تکمیل کرده و پیش 

CHS  (Chalcone synthase)    و (Chalcone isomerase) CHI   تعیین نقش  و  بوده  فلاونوئیدی  مسیر  فلاونوئیدها کنندهآغازگر  سنتز  در  ای 

یکی    DFR   (Dihydroflavonol 4-reductase) ها دخیل است و ژنهیدروفلاونولدر تولید دی F3H (Flavanone 3-hydroxylase) دارند. ژن

آنزیم متابولیتاز  هدایت  در  کلیدی  آنتوسیانینهای  تولید  سمت  به  تاننها  و  به ها  می ها  ژنشمار  مسیر،  انتهایی  مراحل  در   ANSهای  رود. 

(Anthocyanidin synthase)  ،LAR  (Leucoanthocyanidin reductase)   و (Anthocyanidin reductase) ANR     تولید در  اساسی  نقش 

 Sonam Chouhanیافته در پوست نازک مغز گردو هستند )های تجمع فنولترین پلی کنند که از مهم ها ایفا می ها و پروآنتوسیانیدینآنتوسیانین

et al., 2017; Mao et al., 2025.)    

ها و تغییرات دینامیک متابولیسم ثانویه در طول رشد میوه، هدف از این مطالعه بررسی  فنولها در مسیر بیوسنتز پلی با توجه به اهمیت این ژن

ژن  بیان  می   ANRو    PAL  ،C4H  ،CL4  ،CHS  ،CHI  ،F3H  ،DFR  ،LAR  ،ANSهای  الگوی  گردو  رشد  مختلف  مراحل  تحلیل  در  باشد. 

تواند ها را فراهم کرده و میفنولهای کلیدی و مراحل بحرانی سنتز پلی ها در هر مرحله رشدی امکان شناسایی ژنتغییرات سطح بیان این ژن 

های این مطالعه گامی برای درک شبکه  گردو نقش مهمی ایفا کند.  ای و بیوشیمیاییدر درک بهتر سازوکارهای مولکولی مؤثر بر کیفیت تغذیه 

 نژادی ژنتیکی گردو برای بهبود طعم و ارزش دارویی آن کمک کند. تواند به به ها در مسیر سنتز ترکیبات فنولی در گردو است و می تنظیمی ژن 

   

 Materials and Methods هاروش  و مواد

ها در مراحل مختلف رشد  فنولهای دخیل در مسیر بیوسنتز پلی منظور بررسی الگوی بیان ژن   به :  RNA-Seq  هایسازی داده ریافت و آمادهد

 Gene Expression Omnibus (GEO) از پایگاه داده عمومی  RNA-Seq های ترنسکریپتومی ، داده(.Juglans regia L) پوست نازک مغز گردو

به  انتخاب NCBI وابسته  داده  مجموعه  شد.  شماره دسترسی  دریافت  داده GSE209790 شده تحت  که شامل  است  شده  بیان ژن  ثبت  های 

این مجموعه داده شامل چندین نمونه زیستی از مراحل مختلف رشد    .باشدگردو در مراحل مختلف رشد می    kernel pellicleمربوط به بافت  

با توجه به هدف این مطالعه  .سازدها در طول فرآیند رشد را فراهم میپوست نازک مغز گردو بوده که امکان بررسی تغییرات دینامیک بیان ژن

 FPKM شدهها در مراحل مختلف رشد بود، از مقادیر نرمال های منتخب و مقایسه روند تغییرات بیان آن که تحلیل توصیفی الگوی بیان ژن
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انجام شد،   GEO شده موجود در پایگاههای پردازشاستفاده شد. از آنجا که این پژوهش بر پایه داده GSE209790 شده در مجموعه دادهارائه 

پیش  کیفیتمراحل  کنترل  شامل  خوانش(QC)پردازش  حذف  کم ،  نرمال های  و  این کیفیت  در  و  بود  شده  انجام  اصلی  مطالعه  مطابق  سازی 

 . (Jin et al., 2022)  مطالعه مجدداً تکرار نشد

بیان ژن، داده از دانلود فایل  به مقادیر  بارگذاری شدند. در مرحله نخست، ستون  ( 4.3.2)نسخه      Rافزارها در محیط نرمپس   های مربوط 

FPKM   بیوسنتز تانن پیشین، ده ژن کلیدی دخیل در مسیر  بر اساس مطالعات  بیان ژنی تشکیل شد. سپس،  ها و استخراج و یک ماتریس 

منظور کاهش واریانس و بهبود قابلیت  به  .ها از کل مجموعه استخراج گردیدهای بیان مربوط به این ژنها انتخاب شدند و دادهپروآنتوسیانیدین

   (. Zhao et al,. 2021سازی شدند )نرمال  log2(FPKM + 1) با استفاده از تبدیل  FPKM هایها، دادهمقایسه بین نمونه 

نقشه حرارتی بیان ژن  (Heatmap) ترسیم  الگوی  بیان ژن شامل ژن :  هاو تحلیل  پلی ابتدا ماتریس  بیوسنتز  ها شامل  فنولهای کلیدی مسیر 

PAL  ،C4H ،4CL  ،CHS  ،CHI  ،F3H  ،DFR ،LAR  ،ANS و ANR  های بیان ژن از مجموعه دادهها تشکیل شد. دادهدر تمامی نمونه RNA-

seq   گردو  مغزمربوط به پوست نازک (Juglans regia L.)  های هشتم، نهم، یازدهم، سیزدهم، پانزدهم و در مراحل مختلف رشد شامل هفته

از گل پس  سازمان هفدهم  و  پردازش  شدند.  استخراج  دادهدهی  نرمدهی  محیط  در  برجسته  انجام شد.  (4.3.2)نسخه     Rافزارها  سازی  برای 

 شده با استفاده از توابع پایه ها، ماتریس بیان نرمال تغییرات نسبی بیان هر ژن در طول مراحل مختلف رشد و حذف اثر اختلاف مقیاس بین ژن

R  استانداردسازی سطریبه به  (row-wise scaling) صورت  بیان هر ژن حول میانگین صفر و واریانس واحد  طوریپردازش شد،  که مقادیر 

  (.  2013Delorenzi,  & Soneson)بندی شدند مقیاس 

ای ها، هفته فنولهای کلیدی مسیر بیوسنتز پلی برای بررسی روابط بین ژن:  های رشدها و همچنین بین هفتهبین ژن  (correlation) همبستگی

اکثر ژن  در  بیان  بیشترین سطح  به که  شد،  مشاهده  مطالعه  مورد  پلی های  بیوسنتز  مسیر  فعالیت  اوج  مرحله  نماینده  و  فنولعنوان  شناسایی  ها 

انجام گرفت تا روابط هم این مرحله  ارزیابی شودبیانی ژنانتخاب شد و تحلیل همبستگی در    .ها در شرایط بیشترین فعالیت زیستی مسیر 

بر اساس داده بیان تبدیل تحلیل همبستگی  باهای  از انجام شد. ماتریس همبستگی بین ژن log2(FPKM + 1) شده  استفاده  با  ها در آن هفته 

فنول انجام شد. نتایج  ها در مسیر تولید پلی ها و نقش آن محاسبه گردید. این تحلیل به منظور درک بهتر روابط تنظیمی بین ژن Pearson آزمون

-Co ترسیم شد و برای مشاهده شبکه ژنی، شبکه    (4.3.2)نسخه    Rر  د   pheatmapبا استفاده از بسته   (Heatmap) به صورت نقشه حرارتی

expression   با بستهigraph    این شبکه، ژن با  ها به صورت گره و همبستگی ساخته شد؛ در  با رنگ و ضخامت متناسب  یال  ها به صورت 

ها بین علاوه بر این، برای مقایسه الگوی بیان ژن (.  Soneson & Delorenzi, 2013 ; Khalil et al., 2024شدت همبستگی نمایش داده شدند )

 هابین ستون Pearson و همبستگی  تشکیل شد log2(FPKM + 1) ها در هر هفته بر اساس مقادیرهای مختلف، ماتریس میانگین بیان ژنهفته 

(week-wise correlation)  ها با یکدیگر همبستگی مشابه یا متضاد دارند. ها از نظر الگوی بیان ژنمحاسبه گردید تا مشخص شود کدام هفته

پذیر باشد  ها بین مراحل مختلف رشد امکان ترسیم شد تا مقایسه بصری و بررسی روند تغییرات بیان ژنHeatmap این تحلیل نیز به صورت  

(Dai et al., 2007.)  لازم به ذکر است که استانداردسازی Z-score  کار ها به های حرارتی و نمایش الگوی نسبی بیان ژنتنها برای ترسیم نقشه

 .رفت و در محاسبه ضرایب همبستگی استفاده نشد

سال  دهی در  پس از گلنوزدهم  تا    هشتمهای گردو رقم چیتگر با چهار تکرار بیولوژیکی هر دو هفته یکبار از هفته  نمونه :  RT-qPCRآنالیز  

ها سریعاً در نیتروژن مایع منجمد شده و در جدا شد و نمونه  (kernel pellicle) آوری شدند. پس از برداشت، پوست نازک هسته جمع   1403

RNA  (RNA X-Plus  )ها با استفاده از محلول استخراج  از نمونه  RNA کل  .نگهداری شدند RNA گراد برای استخراج درجه سانتی  -80دمای  

سازنده   شرکت  دستورالعمل  با  گردیدمطابق  استخراج  .استخراج  از  نمونه RNAپس  آنزیم  ،  از  استفاده  با   Thermo)شرکت   DNaseI ها 

Scientific   )    تیمار احتمالی طبق دستورالعمل شرکت سازنده  آلودگی  تا  غلظت   DNA   شدند  شود.  با  استخراج  RNA ژنومی حذف  شده 

اندازه نانودراپ  از دستگاه  به  A260/A280 بر اساس نسبت جذب نوری RNA گیری شد و خلوص استفاده  منظور  ارزیابی گردید. همچنین، 
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با کیفیت مناسب و فاقد   RNA هایانجام شد. نمونه  %2  ها، الکتروفورز روی ژل آگارزو اطمینان از کیفیت نمونه  RNA بررسی یکپارچگی

با کیفیت   RNA میکروگرم   1از   cDNA سنتز   و تحلیل بیان ژن مورد استفاده قرار گرفتند. cDNA توجه برای مراحل بعدی سنتز تخریب قابل 

کیت از  استفاده  با  شد.  FastKing RT (TIANGEN, Beijing) بالا  واکنش  به  cDNA انجام  در  الگو  نهایی     qRT-PCRعنوان    20در حجم 

   Rotor-Gene Q Real-Time PCR (Qiagen)و دستگاه   SYBR Green (Amplicon, Denmark) میکرولیتر استفاده شد. این واکنش با کیت

افزار  پرایمر   .انجام گردید با نرم  استفاده  شامل:   چرخه حرارتی (.  1طراحی و توسط شرکت ژن فناوران سنتز شد )جدول   oligo7های مورد 

  10به مدت   گراددرجه سانتی  95دناتوراسیون  :(دور 40 های تکراری چرخه  دقیقه و   3به مدت   95°C :(Initial Denaturation) دمای اولیه پیش

 SYBR ثانیه بود. فلورسانس   30به مدت   گراددرجه سانتی   72ثانیه، دمای بسط     30به مدت   گراددرجه سانتی   60ثانیه، دمای اتصال پرایمر:  

Green اجرا شد. اختصاصیت محصولات برای هر نمونه، سه تکرار فنی گیری شد.در هر دور در مرحله بسط اندازه PCR با نمودارذوب ( 

Melt curveبررسی شد تا از ایجاد محصولات غیر اختصاصی یا دیمر پرایمر جلوگیری شود. همچنین، بازدهی ) (Efficiency)   پرایمرها پیش

عنوان ژن مرجع داخلی انتخاب  به  GAPDH ها اطمینان حاصل گردد. ژن تعیین شد تا از صحت محاسبه بیان نسبی ژن qRT-PCR از اجرای 

گزارش  اساس  بر  ژن  این  انتخاب  بافتشد.  در  آن  بیان  نسبی  پایداری  بر  مبنی  پیشین  شد.  های  انجام  رشد  مختلف  مراحل  و  گیاهی  های 

استفاده    qRT-PCR   هایسازی دادهعنوان ژن مناسب برای نرمال های مورد بررسی ارزیابی شد و به در نمونه  GAPDH همچنین، الگوی بیان 

   (. 2008et alSchmittgen . 2007; Dorak ,.محاسبه شدند )های هدف با استفاده از روش  سطوح بیان نسبی ژن  .گردید

 گردو استفاده شده در  qRT-PCR پرایمرهای  توالی و اطلاعات-1جدول 
Table 1. Sequence and information of qRT-PCR primers used in walnut 

Gene name Gene ID Full name Forward primer (5'-3') Reverse perimer (5'-3') 

PAL Jr5DG00165400 phenylalanine ammonia-lyase 2 ATGACCCATGTAGTGCCACA ACTCTTGCACTCTCCACCTC 

C4H Jr7SG00052000 cinnamate 4-hydroxylase AGTCAAGGAGAGGAGGTTGC TTCACAAGTTCTGCAAGCCC 

4CL Jr7DG00117800 CoA ligase-like protein TCATCGCCGCGTCTTTAATG TTCTCCAGGTCGAACTTCCC 

CHS Jr1SG00082400 naringenin-chalcone synthase AAGATCACCCACGTCGTCTT TTGTTCTCAGCGAGGTCCTT 

CHI Jr1DG00284600 chalcone isomerase GCGGATGAGTTGTCGGAATC CTGAGTACTGGTGACCCGTT 

F3H Jr4DG00063100 flavanone 3-hydroxylase CCCTTCAGGCAAGCTTTGTT CAGGCCTCGACGATTTTCTG 

DFR Jr4DG00161700 dihydroflavonol reductase GATGATGCTGCTCAGGTTCG TGCCGTTGACATGCTTTTCA 

LAR Jr8SG00081600 leucoanthocyanidin reductase-like TTTCCGCTGCCAACGATATG GATGGCATCTTTGGAGCTGG 

ANS Jr6DG00150000 anthocyanidin synthase GGACATAGACTCCCAGGACG GCCATAGCCTTGAATCCTGC 

ANR Jr5DG00075400 anthocyanidin reductase TACTCCTCTCACTCCGGACA GCTCGGGAACACTGCTATTG 

GAPDH - - TGTTCGTCATGGGTGTGAAC 
 

ATGGCATGGACTGTGGTCAT 

 

محاسبه شد. به منظور تحلیل    ، ضریب همبستگی پیرسون ها و همچنین بین مراحل مختلف رشدبرای بررسی همبستگی بین ژن :  آنالیز آماری 

در   p-value < 0.05دار با های معنیطرفه استفاده گردید و تفاوتیک ANOVA ها و مراحل مختلف رشد، تستها بین نمونه تغییرات بیان ژن

انجام شد. نتایج در قالب نمودارهای     GraphPad Prism10.4و  (4.3.2)نسخه  Rافزارتمام محاسبات آماری با استفاده از نرم .نظر گرفته شدند

به وضوح  ها در مراحل مختلف رشدژنها و الگوهای همبستگی بین ارائه گردید تا روابط بیان ژن (Heatmap) های حرارتیهیستوگرام و نقشه 

 (. Motulsky, 2003) نمایش داده شوند

 Results and Discussion و بحث نتایج

 های کلیدی در هفته نهم  افزایش الگو بیان ژن 

 هشتفنول در پوست نازک هسته گردو نشان داد که  های کلیدی مسیر بیوسنتز پلی بررسی و مقایسه الگوی بیان ژن  (Heatmap) نقشه حرارتی

داری افزایش  طور معنیدهی به پس از گل نهمدر هفته  ANR و C4H ،CHS ،CHI ،F3H ،DFR  ،LAR ، ANSژن از ده ژن مورد مطالعه شامل 
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دهنده افزایش فعالیت مسیر  ها نشان داری نشان ندادند. این یافته در این هفته افزایش معنی    CL4و   PAL تنها دو ژن (. 1اند )شکلبیان داشته 

پلی اکثر ژن تولید  این مرحله رشدی و نقش برجسته  این ترکیبات فنولیک اسها در شکل فنول در  بیان ژنت.  گیری و تجمع  ها در الگوهای 

ای در دهنده تفاوت مرحله مشاهده نشد، که نشان   نهمتر بود و افزایش بیان مشابه هفته  نسبتاً پایین  ( 19و    17،  15،  13،  11،  8های دیگر )هفته 

ها در هفته  ترین بیان ژننمایش داده شده است و برجسته  یک ای در شکلای و مقایسه فنول است. این تغییرات مرحله فعالیت مسیر تولید پلی

 .قابل مشاهده است نهم

 
 شده در پوست گردو در مراحل مختلف رشد.های انتخاب نقشه حرارتی ژن   - 1شکل

Figure 1. Heatmap of selected genes in walnut shell at different growth stages. 
ها بر اساس شباهت بیان انجام شده است، که رنگ قرمز  ها و ژن مراتبی نمونه بندی سلسله اند. خوشه نمایش داده شده    FPKM مقادیر  log)2 (ها به صورت لگاریتم دو سطوح بیان ژن *

 .دهنده بیان پایین است دهنده بیان بالا و رنگ آبی نشان نشان

Gene expression levels are displayed as log2 of FPKM values. Hierarchical clustering of samples and genes was performed based on 
expression similarity, with red indicating high expression and blue indicating low expression 

 

 ها  ها در هفتهمقایسه الگو بیان ژن 

فنول در های مسیر تولید پلی های مختلف نشان داد که الگوی بیان و همبستگی بیانی ژن ها بین هفته تحلیل نقشه حرارتی و همبستگی بیان ژن 

های ها مشاهده شد. در مقابل، هفته و یک همبستگی مثبت قابل توجه بین آن(  r = 0.85بیشترین شباهت را دارند )  یازدهمو    نهمهای  هفته 

 نهم ها مشابه بود. همچنین، هفته ها در این هفته نیز بیشترین همبستگی بیانی را با یکدیگر داشتند و الگوی بیان ژنسیزدهم، پانزدهم و نوزدهم 

بیان ژن   هفدهمو هفته   الگوی  از نظر  اما  بیانی را نشان دادند،  ها تفاوت قابل توجهی وجود داشت، به طوری که بالاترین میزان همبستگی 

فنول در های مسیر تولید پلیدهد که فعالیت ژناین نتایج نشان می  .داشتند هفدهم افزایش بیان بیشتری نسبت به هفته  نهمها در هفته برخی ژن 

برداری متفاوت  ها بسته به هفته نمونه کند و الگوی بیان و روابط همبستگی ژنای تغییر می طول مراحل رشد پوست گردو به صورت مرحله 

 (. 2 شکل ) است
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 های مختلف در پوسته نازک گردو در هفته( FPKMهای مورد بررسی ) همبستگی بین بیان ژن  -2شکل 

Figure 2. Correlation between expression of studied genes (FPKM) in walnut thin shell in different weeks 
11W  ،9هفته یازدهمW    ،8هفته نهمW  ،19هفته هشتمW   ،15هفته نوزدهمW   ،13هفته پانزدهمW    17هفته سیزدهم وW   هفته هفدهم 

ها بر  بندی نمونهدهنده همبستگی مثبت پایین است. دندروگرام بالا و چپ گروه دهنده همبستگی مثبت بالا و آبی نشان دهنده شدت همبستگی هستند، به طوری که قرمز نشان ها نشان رنگ

 .دهداساس شباهت بیان ژن را نمایش می 

Colours indicate the strength of the correlation, with red indicating high positive correlation and blue indicating low positive correlation. The 
dendrogram above and left shows the grouping of samples based on gene expression similarity 

 

 ها در هفته نهم همبستگی بیان ژن 

  CHS ، F3H   (Jr4DG00063100) ،  DFR  (Jr4DG00161700) ، CL4 (Jr7DG00117800) ،  ANR (Jr1SG00082400)هاینتایج نشان داد ژن 

(Jr5DG00075400)، (Jr1DG00284600) CHI   وC4H  (Jr7SG00052000)    همبستگی مثبت بسیار قوی با یکدیگر دارند )مقادیر همبستگی

های و سایر ژنCHS   ، DFRهمبستگی مثبت بالایی با   LAR    (Jr8SG00081600) و  ANS  (Jr6DG00150000)همچنین    .(1تا    87/0بین  

دهد، به ویژه با  ها را نشان میهمبستگی منفی با سایر ژن بیشترین     PAL      (Jr5DG00165400) . از طرفی ژن  (r≈0.7–0.79) مسیر دارند

 دهد که این نشان می   .(3دارند )شکل    -1تا    -9/0   که مقادیر همبستگی منفی نزدیک به  C4H و   CHS  ،F3H  ،DFR  ،CL4  ، ANRهای  ژن

PAL  ها همزمان نیست، الگوی بیان متفاوتی دارد و افزایش یا کاهش آن با سایر ژننهمفنول در هفته  های مسیر تولید پلی برخلاف سایر ژن.  

ها مشاهده اند و همبستگی مثبت بالایی بین آنفنول به طور همزمان افزایش بیان داشته های مسیر تولید پلیای است که اکثر ژنمرحله  نهمهفته 

 .که روند مخالف دارد PAL شد، به جز 

 های مسیرهاب ژن  وکلیدی  یهاژن 

اتصالات بین ژن برابر  بقیه ژنهاست و معمولا ژندرجه هر ژن  با  اتصالات  توانند بیشترین نقش را در شبکه  ها دارند میهایی که بیشترین 

به عنوان ژن  باشند و  و    2بیشترین درجه را دارند )جدول     PAL و  F3H هایی مثل های کلیدی و هاب ژن در نظر گرفته شوند. ژنداشته 

.  (4دارد )شکل   C4H و   CHS   ،F3H  ،DFR  ،CL4  ،ANRها، به ویژه بابیشترین همبستگی منفی را با سایر ژن PAL ژن    .اتصال(  9( )4شکل

با ژن  3کمترین درجه )   LARو    ANSهایی مثل  ژن ماننداتصال( را دارا بوده و  بالایی دارند   DFR و CHS های مسیر   همبستگی مثبت 

.(r≈0.7–0.79)  ژنژن عنوان  به  بالا  درجه  با  هابهایی  می  (hub gene) های  ژنشناخته  این  در شوند.  احتمالا  و  شبکه  در  مهمی  نقش  ها 

 .مسیرهای زیستی مرتبط با آن دارند
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 همبستگی پیرسون ژنهای مورد بررسی در پوسته نازک گردو در هفته نهم  -3شکل 

Figure 3. Pearson correlation of genes studied in walnut thin shell in the ninth week 
 دهند.ها مقدار ضریب همبستگی را نشان می دهنده شدت و جهت همبستگی هستند؛ قرمز بیانگر همبستگی مثبت و آبی بیانگر همبستگی منفی است. اعداد داخل خانه ها نشان رنگ

The colours indicate the strength and direction of the correlation; red indicates positive correlation and blue indicates negative correlation. 

The numbers inside the boxes indicate the value of the correlation coefficient . 

 

 

 
 (weight / correlation) ها و وزن یال  (degree) ها، تعداد ارتباطاتژن نالیز شبکه هم بیانی  آنتایج  -2جدول 

Table 2. Results of gene co-expression network analysis, number of connections (degree) and edge weight (weight / correlation) 
Gene name Degree Weight (Edge) 

Jr1DG00284600 7 0.9831128 

Jr1SG00082400 7 0.9468388 
Jr4DG00063100 9 0.9423786 
Jr4DG00161700 7 0.9919103 
Jr5DG00075400 7 -0.9256279 
Jr5DG00165400 9 0.9582607 
Jr6DG00150000 3 0.9995575 
Jr7DG00117800 7 0.9897222 
Jr7SG00052000 7 0.8652419 

Jr8SG00081600 3 0.9519295 
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 * شبکه هم بیانی ژنهای مورد بررسی در پوسته نازک گردو در هفته نهم -4شکل 

Figure 4. Co-expression network of studied genes in walnut thin shell in the ninth week 

با درجه بالا  دهنده تعداد اتصالات آن در شبکه است و ژن درجه هر ژن نشان * شوند. وزن  های هاب شناخته می عنوان ژن به (   Jr5DG00165400و  Jr4DG00063100 مانند) هایی 

 .دهنده همبستگی مستقیم و مقادیر منفی همبستگی معکوس هستندها است؛ مقادیر مثبت نشان دهنده میزان همبستگی بین ژن ها نشان یال 
The degree of each gene indicates the number of connections it has in the network, and genes with high degrees (such as Jr4DG00063100 
and Jr5DG00165400) are known as hub genes. The weights of the edges indicate the degree of correlation between genes; positive values 

indicate direct correlation and negative values indicate inverse correlation. 
 

 Real Time PCR های مورد بررسی با استفاده ازژن  بررسی بیان 

ژن  بیان  شاملتغییرات  فلاونوئید  مسیر    CHS   (Jr1SG00082400)،(Jr1DG00284600) CHI   ،F3H (Jr4DG00063100)  ،DFRهای 

(Jr4DG00161700)،CL4   (Jr7DG00117800)،ANR   (Jr5DG00075400)  ،C4H (Jr7SG00052000)،ANS   (Jr6DG00150000) ،LAR   

(Jr8SG00081600)   کنندهو ژن تنظیمPAL  (Jr5DG00165400)   (. نتایج نشان داد که هفته 5های پایش شده بررسی شد )شکل در طول هفته

داری های یازدهم و پانزدهم افزایش بیان معنیدر هفته نهم نسبت به هفته  CL4ها مقایسه شد. ژن  نهم نقش محوری داشته و لذا با سایر هفته 

داری به طور معنی  F3Hژن    داد.  نشان  داریمعنی   بیان   افزایش   نهم  هفته   به   نسبت  سیزدهم و  یازدهم  هایهفته   در  PAL  ژن   که   حالی   درداشت،  

های پانزدهم و هفدهم نسبت به هفته نهم کاهش بیان معنی  در هفته  CHSها داشت. ژن در هفته نهم بیشترین میزان بیان را نسبت به سایر هفته 

که ژن   حالی  در  داد،  نشان  هفته   CHIداری  تمام  بالایی در طول  نسبتاً  بیان  هفته تغییرات  در  اما  داشت  و ها  پانزدهم، هفدهم  یازدهم،  های 

پایین  نوزدهم نسبت به سایر هفته  بیان کمی  داری در هفته نهم به طور معنی  DFRو    LAR  ،ANS  ،ANRهای  تر مشاهده شد. ژن ها مقدار 

های مسیر فلاونوئید و  دهنده هماهنگی بیان ژن   ها نشانها نشان دادند. به طور کلی، نتایج بیان ژن بالاترین میزان بیان را نسبت به سایر هفته 

های بعد نشان دادند. کاهش بیان را در هفته   CHSو    PALها مانند  ها است، در حالی که برخی ژن اهمیت هفته نهم در افزایش بیان اکثر ژن 

  5و شکل  2ها را در جدول  ها و نمودارهای مربوط به تغییرات بیان و روند هماهنگی و اختلافات بین هفته نتایج مربوط به تغییرات بیان ژن 

 نشان داده شده است.   
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 Real Time PCR آنالیز آماری ژنهای مورد بررسی در پوسته نازک گردو و نتایج-3جدول

Table 3. Statistical analysis of genes studied in walnut thin shell and Real Time PCR results 

Gene Comparison Mean Diff 95% CI Significance Adjusted P Value 

ANR W9 vs W8 1.006 -0.5773 to 2.588 ns 0.3068  
W9 vs W11 1.657 0.07446 to 3.240 * 0.0387  
W9 vs W13 3.16 1.577 to 4.743 *** 0.0002  
W9 vs W15 3.447 1.864 to 5.030 **** <0.0001  
W9 vs W17 6.122 4.540 to 7.705 **** <0.0001  
W9 vs W19 5.715 4.132 to 7.298 **** <0.0001 

DFR W9 vs W8 1.333 0.6766 to 1.990 *** 0.0002  
W9 vs W11 1.853 1.196 to 2.509 **** <0.0001  
W9 vs W13 1.906 1.249 to 2.562 **** <0.0001  
W9 vs W15 2.32 1.663 to 2.977 **** <0.0001  
W9 vs W17 1.318 0.6612 to 1.975 *** 0.0002  
W9 vs W19 1.149 0.4927 to 1.806 *** 0.0008 

LAR W9 vs W8 2.187 0.9900 to 3.384 *** 0.0006  
W9 vs W11 2.971 1.774 to 4.168 **** <0.0001  
W9 vs W13 2.966 1.769 to 4.163 **** <0.0001  
W9 vs W15 2.893 1.696 to 4.090 **** <0.0001  
W9 vs W17 2.67 1.474 to 3.867 **** <0.0001  
W9 vs W19 2.412 1.215 to 3.609 *** 0.0002 

ANS W9 vs W8 1.733 0.8160 to 2.650 *** 0.0004  
W9 vs W11 2.427 1.510 to 3.344 **** <0.0001  
W9 vs W13 2.98 2.063 to 3.898 **** <0.0001  
W9 vs W15 2.895 1.978 to 3.812 **** <0.0001  
W9 vs W17 2.793 1.876 to 3.710 **** <0.0001  
W9 vs W19 2.438 1.521 to 3.355 **** <0.0001 

CHI W9 vs W8 1.115 -0.5613 to 2.791 ns 0.2689  
W9 vs W11 3.03 1.354 to 4.706 *** 0.0006  
W9 vs W13 1.594 -0.08205 to 3.270 ns 0.065  
W9 vs W15 3.111 1.435 to 4.787 *** 0.0005  
W9 vs W17 1.7 0.02337 to 3.376 * 0.0464  
W9 vs W19 2.109 0.4324 to 3.785 * 0.0121 

CHS W9 vs W8 2.435 0.2967 to 4.573 * 0.0228  
W9 vs W11 1.6 -0.5377 to 3.738 ns 0.189  
W9 vs W13 1.175 -0.9629 to 3.313 ns 0.4555  
W9 vs W15 3.141 1.003 to 5.279 ** 0.0034  
W9 vs W17 3.247 1.109 to 5.385 ** 0.0026  
W9 vs W19 2.12 -0.01852 to 4.258 ns 0.0525 

F3H W9 vs W8 5.398 3.907 to 6.889 **** <0.0001  
W9 vs W11 2.351 0.8602 to 3.842 ** 0.0021  
W9 vs W13 4.797 3.306 to 6.288 **** <0.0001  
W9 vs W15 5.421 3.930 to 6.912 **** <0.0001  
W9 vs W17 4.85 3.359 to 6.341 **** <0.0001  
W9 vs W19 3.414 1.924 to 4.905 **** <0.0001 

PAL W9 vs W8 -0.2202 -1.835 to 1.395 ns 0.9969  
W9 vs W11 -1.687 -3.303 to -0.07204 * 0.0393  
W9 vs W13 -2.682 -4.297 to -1.067 ** 0.0013  
W9 vs W15 -0.2354 -1.851 to 1.380 ns 0.9956  
W9 vs W17 0.3427 -1.273 to 1.958 ns 0.972  
W9 vs W19 -0.05476 -1.670 to 1.561 ns >0.9999 

4CL W9 vs W8 -4.449 -7.652 to -1.247 ** 0.0058  
W9 vs W11 -9.191 -12.39 to -5.988 **** <0.0001  
W9 vs W13 -1.386 -4.589 to 1.817 ns 0.6523  
W9 vs W15 -1.335 -4.538 to 1.868 ns 0.683  
W9 vs W17 0.1539 -3.049 to 3.357 ns >0.9999  
W9 vs W19 -0.1534 -3.356 to 3.049 ns >0.9999 

C4H W9 vs W8 -0.946 -5.937 to 4.045 ns 0.9835  
W9 vs W11 4.743 -0.2480 to 9.735 ns 0.0652  
W9 vs W13 5.763 0.7719 to 10.75 * 0.0214  
W9 vs W15 2.733 -2.259 to 7.724 ns 0.4398  
W9 vs W17 0.04121 -4.950 to 5.033 ns >0.9999  
W9 vs W19 4.5 -0.4912 to 9.491 ns 0.0844 
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 نمودارهای مربوط به تغییرات بیان ژنهای مورد بررسی در پوسته نازک گردو  -5شکل 
Figure 5. Graphs related to changes in the expression of the studied genes in walnut thin shell 

 

 

پیشین، پوست نازک هسته گردو از غنی به  (pellicle) در مطالعات  بافت عنوان یکی  پلی ترین  از نظر ترکیبات  به ها  ویژه فلاونوئیدها و  فنولی، 

-Jahanban) کند  اکسیدانی و طعم گردو ایفا می ای، خاصیت آنتی ها( معرفی شده است و نقش مهمی در ارزش تغذیه ها )تاننپروآنتوسیانیدین

Esfahlan et al. 2019; Wu et al. 2023 .)های مبتنی بر متابولومیکس وپژوهش RNA-seq ها در طی نمو میوه فنولاند که تجمع پلی نشان داده

 ;Huang et al. 2022شود )فلاونوئید کنترل می –پروپانوئیدای و وابسته به تنظیم ژنی است که عمدتاً توسط مسیر فنیلگردو یک فرایند مرحله 

Wang et al. 2022 )های بالادستی مانند  . در این مسیر، ژنPAL  ،C4H     و CL4  دستی شامل  های پایینها بوده و ژنمادهمسئول تأمین پیش

CHS  ،CHI  ،F3H  ،DFR  ،ANS  ،ANR    و LAR ( نقش کلیدی در تولید فلاونوئیدها و ترکیبات نهایی تاننی دارندMao et al. 2025; Nagar 

et al. 2022 .) هایی مانند  اند که ژنمطالعات قبلی نشان دادهANR  ، LAR  و DFR ها در گردو  ارتباط مستقیمی با میزان تجمع پروآنتوسیانیدین

بیان ژن الگوی کلی  به بررسی  این مطالعات  اما اغلب  بیان ژن دارند،  یا شناسایی  ها بسنده کرده و همبستگی  ها در مراحل رشدی مشخص 

کننده شار  عنوان تأمینبیشتر به  PAL های تنظیمی اولیه مانند اند. همچنین نقش ژن صورت دقیق گزارش نکردهرا به   بیانیهم های هاب شبکه  ژن

متابولیکی مسیر مطرح شده و کمتر به عملکرد بازخوردی یا تنظیم مخالف آن در مراحل خاص رشد توجه شده است. بنابراین، درک شبکه  

های مولکولی کنترل کیفیت فنولیک تری نسبت به مکانیسمتواند دیدگاه عمیقها میفنولهای هاب در مسیر بیوسنتز پلی و شناسایی ژن  بیانیهم

ها و ای این محصول معرفی نماید. در مطالعه ما تحلیل بیان ژنگردو فراهم کند و اهداف جدیدی را برای اصلاح ژنتیکی و بهبود ارزش تغذیه 

دهی نقش محوری در فعال شدن این مسیر  پس از گل  نهمها در پوست گردو نشان داد که هفته  فنولشبکه همبستگی در مسیر بیوسنتز پلی 

 .کنددارد. نتایج نقشه همبستگی و تحلیل شبکه بیان ژنی امکان تبیین الگوی مشاهده شده را به خوبی فراهم می 

بیان ژن  که صرفاً  قبلی  مطالعات  مرحله برخلاف  مقایسه  به  و  کرده  بررسی  توسعه  در کل دوره  را  هفته ها  بین  بیان ژن ای  و همبستگی  ها ها 

 ،PAL هایژن  .فنول است دستی مسیر پلی های پاییننقطه اوج همبستگی و هماهنگی ژن نهمهای ما نشان دادند که هفته ای نداشتند، یافته اشاره

C4H وCL4   های اولیه مسیر مانندمادهپروپانوئید قرار دارند و پیشکه در ابتدای مسیر فنیل Cinnamic acid    و p-Coumaric acid  را تولید

دستی مسیر  های پایینهمبستگی منفی با اکثر ژن    PALویژه،  دستی مسیر نشان دادند. به های پایینکنند، الگوی بیان متفاوتی نسبت به ژنمی

  ایمرحله   تنظیمتواند ناشی از  های انتهایی مسیر نشان دادند. این الگو می تری با ژنهمبستگی نسبی پایین    CL4و   C4H داشت، در حالی که 
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هفته   PAL طوری که به   باشد؛  مسیر اما در  پایینبیشتر ژن  نهمدر آغاز مسیر فعالیت دارد،  مانندهای  ،  CHS  ،CHI  ،F3H  ،DFR دستی مسیر 

ANS  و ANR   اند و بنابراین همبستگی منفی با فعال شده PAL مشاهده شد. 

همبستگی مثبت    نهم، فلاونوئید اولیه مسیر، ضروری هستند و در هفته  Naringeninبه  Coumaroyl CoA4-برای تبدیل   CHI و CHS هایژن

دستی مسیر و  ( نشان دادند. این یافته بیانگر فعالیت همزمان مراحل میانی و پایینF3H ،DFR ،ANS ،ANRدستی مسیر )های پایینبالایی با ژن 

ها، هیدروفلاوونولدر تولید دی LAR و F3H  ،DFR  ،ANS  ، ANRدستی مسیر شاملهای میانی و پایین ژن  .ها استفنولتولید هماهنگ پلی 

پروآنتوسیانیدینها، آنتوسیانیدینلوکوآنتوسیانیدین این ژن ها و  بالا بین  نشان داد که در  (r≈0.87–1) هاها نقش دارند. همبستگی مثبت بسیار 

های نهایی مسیر،  ژن   .کندطور همزمان فعال بوده و مسیر به صورت هماهنگ و یکپارچه عمل می فنول به های تولیدکننده پلیاکثر ژننهم  هفته  

ANS   و ANR ها نقش دارند، نیز همبستگی مثبت قوی با، که در مرحله تولید پروآنتوسیانیدین DFR دستی داشتند و  های پایین و سایر ژن

دستی های پایینبه عنوان نقطه اوج همبستگی مثبت ژن  نهم به طور کلی، هفته  .دهنده فعال شدن همزمان مراحل میانی و نهایی مسیر است نشان

. این  است  ایمرحله   تنظیم  دهندهنشان ، الگوی متفاوتی داشتند که  PALهای ابتدایی مسیر، به ویژهفنول شناخته شد، در حالی که ژن مسیر پلی 

 .ها استها و پروآنتوسیانیدینها در تولید آنتوسیانیدینو اهمیت هماهنگی ژن  نهمها در هفته فنولالگو همسو با افزایش بیان پلی 

های هاب مثبت مسیر شناسایی شدند. این  به عنوان ژن C4H و CHS  ،F3H  ،DFR  ،CL4  ،ANR  ، CHIهایبر اساس تحلیل شبکه ژنی، ژن

 هایها دارند. ژنفنولها، احتمالاً نقش کلیدی در کنترل جریان متابولیک مسیر و تولید پلی ها به دلیل داشتن بیشترین اتصالات با سایر ژن ژن

ANS و LAR  های همراه مسیربه عنوان ژن (co-expressed genes)  با همبستگی متوسط تا بالا عمل کردند، در حالی که PAL   با همبستگی

 .شد  مشخص مسیر  جریان سرعت کنترل در دخالت احتمالمنفی، به عنوان ژن تنظیمی مخالف و با 

ها را تایید کرد.  این یافته  LAR) و   PAL  ،C4H  ،CL4  ،CHI  ،CHS  ،F3H  ،DFR  ،ANS  ،ANRهای کلیدی مسیر)  برای ژن  RT-qPCR نتایج  

های بیوانفورماتیک تحقیق حاضر همسو بود، که نشان دار نشان دادند و نتایج با دادهها در هفته نهم افزایش بیان معنی در این آزمایش، اکثر ژن 

پلی دهد ژنمی بیوسنتز  مسیر  در  مرکزی  نقش  و  فعال هستند  به صورت همزمان  مسیر  دارندفنولهای هاب  سایر    .ها  است که  ذکر  به  لازم 

در ژن که  مسیر  و     RT-qPCR شناسایی شدند، در RNA-seq های  الگوی هماهنگی  ما،  مطالعه  در  ولی  بود  نشده  آزمایش  مطالعات گذشته 

های کلیدی و هاب مسیر را مشخص کرده و عملکرد تنظیمی آنها را به خوبی ژن   RT-  qPCR و RNA-seq هایها در دادههمبستگی بیان ژن 

های ای از هماهنگی و بازخورد بین ژنها در پوست گردو تحت کنترل پیچیدهفنولدهد که مسیر بیوسنتز پلی ها نشان میاین یافته  .کندتایید می 

کنند. این الگو همچنین های هاب مسیر نقش مهمی در همزمانی فعالیت مراحل میانی و نهایی مسیر ایفا می دستی قرار دارد و ژنکلیدی و پایین

ای مسیر  های تنظیم مرحله ها است و اطلاعات ارزشمندی درباره مکانیسمفنولدر فعالیت همزمان و تجمع پلی   نهمدهنده اهمیت هفته  نشان

 کند.  های کلیدی در تولید ترکیبات فنولیک فراهم میفلاونوئید و نقش ژن

فنول  دستی مسیر بیوسنتز پلیهای پاییننقطه اوج فعالیت و همبستگی مثبت ژن  نهمبرای اولین بار مشخص شد که هفته  کلی:    نتیجه گیری  

به عنوان هاب مثبت مسیر شناسایی    4CLو    CHS ،CHI  ،F3H  ،DFR  ،ANR ،C4Hهای  در پوست نازک هسته گردو است. در این هفته، ژن

را تایید کرده و با تحلیل شبکه   نهمها در هفته افزایش بیان این ژن  RT-qPCR نتایج  .نقش تنظیمی مخالف دارد PAL شدند، در حالی که ژن 

های هاب مسیر به صورت همزمان فعال هستند و نقش مرکزی در مسیر  ژنبا توجه به اینکه  های بیوانفورماتیک کاملاً مطابقت دارد. ژنی و داده

پلی  دارندفنولبیوسنتز  درباره    ،ها  ارزشمندی  پلی   سازوکاراطلاعات  مسیر  ژن تنظیمی  نقش  و  و  فنول  فلاونوئیدها  تولید  در  هاب  های 

 ها جهت افزایش ترکیبات فنولیک در هفته نهم خواهند بود. دستکاری ژنتیکی این ژنای برای کنند و پایه ها ارائه میپروآنتوسیانیدین
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