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و اسید فسفاتیک حاصل از آن نقش مهمی در تنظیم فرآیندهاي سلولی از D(PLD)فسفولیپاز
ها یک خانواده ژنی مهم را در گیاهان عالی تشکیل PLD. جمله رشد و نمو و پاسخ به تنش دارد

در گیاهPLDژن 16در این پژوهش . انددر آرابیدوپسیس، برنج و پنبه شناسایی شدهکه. دهندمی
Medicago truncatula L.هاي پروتئینی، روابط فیلوژنی، ساختار شناسایی شد که براساس دمین

φو ) ژن2(ζ، )ژن2(ε، )ژن3(δ، )ژن2(γ، )ژن2(β، )ژنα)4گروه 6ژن و شباهت توالی به 
هاي و ژنαدر زیرگروه MtPLD9و MtPLD4هاي بیان ژنيالگو. تقسیم شد) ژن1(

MtPLD13 وMtPLD15 در زیر گروهβ /γتحت تنش شوريNaCl با غلظتds/m23 در
M. truncatulaاي هاي چهار هفتهگیاهچه L. با استفاده ازqRT-PCRبیان . بررسی شد

MtPLD4 بیان يالگو. داري افزایش داشتساعت نسبت به گیاه شاهد به طور معنی48در طی
MtPLD9وMtPLD15 و سپس نسبت به گیاه شاهد کاهش بیان یروند افزایشدر ساعات اولیه

این نتایج .و سرکوب شدداشتهساعت کاملا روند کاهشی48در طی MtPLD13بیان . داشت
هاي بعدي و کاندیداي مهم و با ارزشی جهت آزمونMtPLDهاي ژنαنشان داد که زیرگروه 

.مطالعات ژنومیکس کارکردي است

هاي کلیديواژه
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مقدمه

پیامهايواسطحدتشکیلبرايغنیمنبعفسفولیپیدها
D(PLD, ECفسفولیپاز. هستندسلولهايفعالیتتنظیمدررسانی

دهد که خانواده ژنی مهم از فسفولیپازها را تشکیل میک ی(3.1.4.4
پیوند فسفودي استر انتهایی فسفولیپیدها را هیدرولیز و منجر به 

گروه سر . شودو یک گروه سر آزاد می) PA(ید فسفاتیک  تولید اس
.تواند شامل کولین، اتانول آمین، سرین و گلیسرول باشدآزاد می

PAها و جانوران پیام رسان مهم در گیاهان، میکروارگانیسمحاصل
Hong)است  et al. شامل PLDدر گیاهان، خانواده ژنی . (2010

میایی، ساختاري و کاتالیکی از چندین عضو است که از نظر بیوشی
Chen)یکدیگر قابل تمایز هستند  et al. 2011; Wang et al.

در فرآیندهاي فیزیولوژیکی زیادي از جمله PLDآنزیم . (2006
زدگی، هاي محیطی مانند خشکی، شوري، یخرشد و نمو، تنش

کند زخم، حمله عوامل بیماریزا و کمبود مواد غذایی شرکت می
(Hong et al. 2010) .

PLD آنزیم درگیر در متابولیسم چربی و بازسازي غشا
کد cDNAشناسایی شد، اما اولین 1940است که از اوایل دهه 

Ricinus communis)از گیاه لوبیا 1994در سال PLDکننده  L.)

Wang)جداسازي شد  et al. زیادي PLDهاي تاکنون ژنو(1994
,Qin and Wang)یدوپسیس از گیاهان مختلف مانند آراب 2002) ،

Li)برنج  et al. Qin)ذرتو(2007 et al. شناسایی و کلون (1997
PLDژنیخانوادهشناساییژنومی،هايدادهازاستفاده. شده است

خانوادهتاکنون. استکردهپذیرامکانگیاهیگونهچندیندررا
,Qin and Wang)آرابیدوپسیسگیاهاندرPLDژنی برنج،(2002

(Li et al. Tang(پنبه،(2007 et al. است،شدهشناسایی) 2016
براساس. هستندPLDژندهازبیشتردارايگیاهاناینهمه

به PLDهاي خانواده ژنبیوشیمیاییخصوصیاتوتوالیشباهت
PLD، گاما PLD (β)، بتا PLD (α)شش یا هفت گروه شامل آلفا 

(γ) دلتا ،PLD (δ)پسیلون ، اPLD (ε) زتا ،PLD (ζ) و فیPLD

(φ)شوند تقسیم بندي می(Li et al. 2007).

کاتالیکیموتیفدوشاملگیاهیPLDهايپروتئینهمه
. شوندمینامیدهHKDهايدمینکههستند،شدهحفاظتبسیار

و(K)لیزین،(H)هیستیدینآمینهاسیدسهثابتحضوربخاطراین

در. استHxKxxxxDساختار دو موتیف در(D)آسپارتیکاسید
بهامادارند،فاصلهکدیگریازدمیندوپروتئین ایناولیهساختار
القاءباعثودادهمیانکنشکدیگریبافعالجایگاهتشکیلمنظور

Qin and)شوندمیفسفولیپازهايآنزیمفسفولیپازيفعالیت

Wang, علاوه بر دو دمین گیاهیفسفولیپازهايبیشتر. (2002
HKDدمینکیدارايC2ونیاتصالمحلکهنیز هستندCa2+و
وهافسفاتاینوزیتولفسفولیپیدها،جملهازمؤثرعواملدیگر

ونیبهنیازفعالیتبرايهاآنزیماینهمچنیناست،هاپروتئین
Ca2+دارند(Li et al. بجايPLDهايپروتئینازیکسري. (2007
بهتوانندمیهادمیناینهستندPHوPXدمیندارايC2دمین

-دمیناساساینبرشوند،متصلهاپروتئینGوفسفواینوزیتیدها
دیگروسلولیاسکلتبازآراییسلول،رسانیپیامدرمذکورهاي

,Qin and Wang)دارندنقشسلولیفرآیندهاي سومین. (2002
-NسمتدرپپتیدالسیگنکیفقطکهاستSP-PLDزیرگروه
ازغیربهدیگريموتیفواستشدهشناساییآنترمینال

پپتیدسیگنالایناحتمالا. ندارندHKDشدهحفاظتهايدمین
عملکردهايبامرتبطاختصاصیسلولییابیمکانبهمنجر

-میگیاهاندفاعونموورشدطیدرهاآنزیماینفیزیولوژیکی
فیزیولوژیکیعملکردازدقیقیگزارشهنوزاین،با وجود. شود
Liu)استنشدهارائهپپتیدسیگنالاین et al. در خصوص .(2010

نشانمطالعاتآرابیدوپسیسگیاهکارکرد آنزیم به طور مثال در
AtPLDکهاستداده α1اسمزي ناشی از تنشبهمقاومتدر

يدارابذرپیريوآبسیزیکاسیدرسانیپیامشوري و خشکی،
Li)استمؤثرينقش et al. AtPLDآنزیم. (2009 α1فرآیندهاي

نقشPAمثال،براي. کندمیکنترلPAتولیدطریقازراسلولی
باABAمسیرازروزنهمحافظهايسلولشدنبستهدرمهمی

ایفاپروتئینGوABI1(ABA insensitive)بینواکنشوساطت
Zhang)کندمی et al. Gدرαواحدزیربهپروتئیننای.(2004

ازپروتئینGدرجهشکهايگونهبهشودمیمتصلپروتئین
AtPLDآنزیمفعالیت α1کندمیجلوگیري .PAتوسطشدهتولید

AtPLD α1بهABI1پاسخدرمنفیکنندهتنظیمکهشودمیمتصل
ABAاست .ABI12فسفاتازپروتئینکیC،اتصالکهاستPA

سازيفعالباعثنتیجهدرودهدمیکاهشراآنزیماینفعالیت
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Zhang)شودمیگیاهدرABAرسانیپیاممسیر et al. 2004) .
دادهنشانآرابیدوپسیسوفرنگیگوجهبرنج،گیاهدرمطالعات

PLDتوسطشدهتولیدPAشوري،تنشبهپاسخدرکهاست α1

عال کننده میتوژنپروتئین کیناز فرسانی پیاممسیرطریقاز
(MPPK)پورترآنتیسازيفعالباعثSOS1شودمی(Yu et al.

2010).

ها به غشاي نیز در اتصال میکروتوبولPLD δآنزیم
جهش در ژن این آنزیم باعث حساسیت کند، سلولی نقش ایفا می

Zhao)شود زدگی و اکسیداتیو میهاي یخگیاهان به تنش et al.

هاي مطالعات نشان داده است که میزان بیان ژنهمچنین. (2012
PLD βهاي زخم و عوامل بیماریزا افزایش پیدا در پاسخ به تنش

Li)کند می et al. 2009).

هايخانوادهگستردهمطالعهژنوم،کلابییتوالیهايپروژه
بهدسترسی. استکردهفراهمرامختلفهايارگانیسمدرژنی

دررامختلفپروتئینیهايخانوادهمطالعهنجهویژنومکاملتوالی
Zhang)استساختهپذیرامکانگیاهاین et al. سالدر.(2013

دانشمندانژنتیکی،نوینهايتکنیکازاستفادهباوگذشتههاي
. کنندکشفراژنیهايخانوادهايویژگیازبسیارياندتوانسته

بهویژگیاینکهاستزیادیاربسژنومدرهاژناینتکرارتعداد
کندمیکمکموجودژنتیکیتنوعرفتنبالانیزوسلولنیازهايرفع

(Zhang et al. 2013).

گیاهانازبعضیدرPLDخانوادهخصوصیاتاگرچه
.M)کساله ییونجهگیاهدرهاژناینهنوزاما،استشدهگزارش

truncatula L.)هیونجه یکساله ب. ندابه طور کامل شناسایی نشده-
خاطر ژنوم کوچک، دوره رشدي کوتاه، خودگشنی، توانایی تشکیل 

خانواده در گیاه مدل به یک باکتري رایزوبیومگره بر روي ریشه با 
,.Bell et al)تبدیل شده استبقولات بنابراین با توجه به .(2001

PLDژنیخانوادهحاضرمطالعهخانواده بقولات درمدل بودن در 

عناصروژنیساختارها،ژنکروموزومیمکانفیلوژنی،نظراز
.MگیاهدرPLDهايژنتعداديمجموعدر.شدمطالعهتنظیمی

truncatulaژنچهاربیانالگوهمچنینوشناساییMtPLD4 ،
MtPLD9 ،MtPLD13 وMtPLD15تنش تحتنیزخانوادهاز این

.دشبررسیds/m23با غلظت NaClشوري

هاروشومواد

در PLDژنی هاي اطلاعاتی و شناسایی خانواده جستجوي بانک
M. truncatulaگیاه 

ونجه یPLDاعضاء خانواده یین مطالعه جهت شناسایدر ا
دمین Hidden Markov Model (HMM)(Seed)د یل سیابتدا فا

ینیگاه داده خانواده پروتئیاز پاKHD(PF00614)حفاظت شده 
Pfam)http://pfam.sanger.ac.uk(. 2014)et al(Finnی، توال
,Qin and Wang)آرابیدوپسیس PLDهاي نیپروتئ و برنج (2002

(Li et al. TAIR10ي هاگاه دادهیب از پایبه ترت(2007

)https://www.arabidopsis.org (وRGAP7

(http://rice.plantbiology.msu.edu (یسپس توال. افت شدیدر
گاه داده یدر پاtblastnو blastpق روش یافت شده از طریدريها

Phytozome v.11گاه داده یکساله در پایونجه یپروتئوم 

)https://phytozome.jgi.doe.gov( مورد استفاده قرار گرفت، در
حضور دمین حفاظت یید نهاییحذف و تأيتکراریت توالینها

و Pfamیلاعاتهاي اطبا استفاده از بانکKHDشده 
) SMARTheidelberg.de-http://smart.embl(انجام شد .

هاي وزن مولکولی و نقطه ایزوالکتریک تئوریتیکال پروتئین
PLD ابزاربا استفاده ازProtParamسایتExPASy

)http://cn.expasy.org/tools(شناساییمنظوربه. شدمحاسبه
CELLO v2.5برنامهازهاپروتئینسلولیجایگاه

)http://cello.life.nctu.edu.tw(نامگذاريجهت. شداستفاده
و Medicago truncatulaاز Mtپسوندابتدایونجه،PLDژنهاي
- و در نهایت شماره گذاري براساس مکان قراگیري ژنPLDسپس 

انجام MtPLD16تا MtPLD1ها به ترتیب از ها بر روي کروموزوم
.گرفت

یفیلوژنبررسی

آرابیدوپسیسPLDهايپروتئینتوالیسازيهمردیف
(Qin and Wang, Li)برنج،(2002 et al. Tang(پنبه،(2007 et

al. Clustal Xافزارنرمازاستفادهباکسالهیونجهیو) 2016 2.0.8

MEGAافزارنرمازاستفادهبانیزفیلوژنیدرختوانجام 6
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(Tamura et al. آزمونباneighbor-joining (NJ)روشو(2013
Bootstrap .شدرسم(1000)

هايموتیفشناساییوژنیساختارکروموزومی،جایگاه
شدهحفاظت

بانکاستفادهباژنومیDNAرويبرهاژنجایگاه
Phytozome v.11ونجهیاختصاصیاطلاعات

)https://phytozome.jgi.doe.gov(اگزونساختار. شدمشخص-
GSDS (GeneبرنامهالگوریتمازاستفادهباPLDهايژنتروناین

Structure Display Server) (http://gsds.cbi.pku.edu.cn (از
توالیباPLDهاينژCoding DNA sequenceتوالیمقایسهطریق

باPhytozome v.11سایتازشدهدریافتآنهامربوطهژنومیک
.Hu et al(شدرسمنژهردسترسیشمارهازاستفاده 2014 .(
حفاظتهايموتیفشناساییمنظوربهPLDهايپروتئینتوالی
Multiple Expectation maximizationبرنامهازاستفادهباشده

for Motif Elicitation (MEME) (http://meme-suite.org (
Bailey)شدبررسی et al. 2006).

پروموتريناحیهبررسی

PLDخانوادهاعضايپروموتريناحیهناساییشمنظوربه

ازهاژن(ATG)آغازکدونبالادستbp1500کسالهیونجهی
برنامهازاستفادهباودریافت Phytozome v.11سایت

plantCAREشدانجامبررسیتنظیمیعناصرشناساییجهت
(Lescot et al. پروموترتوالیدرتنظیمیعناصرشناسایی. (2002

. کندکمکهاژنعملکردبینیپیشبهتواندمی

PLDهايژنبیانالگويبررسیوشوريتنش

,M. truncatulaکساله یونجهیگیاهازتحقیقاین در

cultivar Jemalong ژنوتیپA17بذور ژنوتیپ . استفاده شدA17

خراشدقیقه20مدتبهغلیظسولفوریکاسیدمحلولدرابتدا
گرادسانتیدرجه4دمايدرروز3مدتبهسسپشدند،دهی

متريسانتی15هايگلداندرزدهجوانهبذورسپس. داده شدندقرار
شرایطدروشدهکشت3:1نسبتباپرلایتوخاكحاوي
ساعت8گراد،سانتیدرجه25دمايوروشناییساعت16رشدي
دارينگهماهکیمدتبهگرادسانتیدرجه22دمايوتاریکی
ds/mبا غلظت NaClتحت تنش شوريهاگیاهچهسپس. شدند

- نمونهوشدندآبیاريمقطرآبباشاهدگیاهان. گرفتندقرار23

ساعت48و0،5،10،24،36ساعاتدرکاملگیاهچهازگیري
Castroluna)شدانجامتیمارازپس et al. 2014).

ل با استفاده از کامهاي گیاهچهاز نمونهRNAاستخراج 
و دستورالعمل شرکت سازنده انجام ) سینا کلون(RNX-Plusکیت 
هاي استخراج شده با ژنومی نمونهDNAحذف آلودگی . گرفت
یک میکرو گرم از . انجام شدDNase I(Thermo Fisher)آنزیم 
RNA جهت سنتزcDNA و با استفاده ازOligo dT براساس

به . استفاده شد(Thermo Fisher)دستور العمل شرکت سازنده 
Codingتوالی برايپرایمرReal Time-PCRواکنشانجاممنظور

DNA sequenceهايژنMtPLD4 ،MtPLD9 ،MtPLD13،
MtPLD15ها در جدول که شماره دستیابی و دیگر مشخصات آن

به شماره دسترسی Actin-2مرجعژنوذکر شده2شماره 
XM_003602497.2افزارنرمازفادهاستباPrimer3شدطراحی.

NCBIدر سایت Blast primerپس از طراحی پرایمر 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov) انجام شد که بطور اختصاصی
قطعهطولواتصالدماي. کنندهاي مذکور را تکثیر میفقط ژن

RealTime-PCRواکنشهر.باشدمی1جدولمطابقشدهتکثیر

25/6،آغازگرهرازمیکرولیترcDNA،3/0میکرولیتر1شامل
Maxima SYBR Green qPCR Master Mix(Thermo Fisher) ،

واکنشانجامبراي. بوداستریلتقطیردوبارآبمیکرولیتر65/4
Real Time-PCRدستگاهاز(Bio-Rad) CFX96شداستفاده.

Livak and)دگردیاستفادههادادهبررسیبرايΔΔCT−2فرمول

Schmittgen, 2001).
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Real Time-PCRهاي مورد استفاده در واکنش آغازگرویژگی -1جدول 

Table 1- Features of primers used in Real Time-PCR reactions
Primer name Sequence C°اتصال يادم bpقطعهطول

MtPLD4-For CGCATGTCGTTGTGGTATGA
54.4 170

MtPLD4-Rev ATGGGATAGCGGAGAAGGTG
MtPLD9-For AGCCCATGCTCTCTCCCTAA

57.8 123
MtPLD9-Rev GGCGGTTGAGAACCATCAGA
MtPLD13-For GTGACAGAGATGAGAGGGCA

57.8 105
MtPLD13-Rev TCCTCCGACATCAGGGAACT
MtPLD15-For ACACAGCGTATGTAAAGGCCA

58.8 225
MtPLD15-Rev CACCTGTTGGAACACCCTCT
Actine2-For CAAATGTTCTGTGGCAGCCC 57.8 202

نتایج  و بحث

M. truncatulaگیاهدرPLDژنیخانوادهشناسایی

پروفایل، PLDژنیخانوادهبه منظور شناسایی اعضاي 
HMMشدهحفاظتدمین(PF00614)KHD(Finn et al.

Qin and)در آرابیدوپسیس PLDهاي و توالی پروتئین(2014

Wang, Li)و برنج (2002 et al. هاي پایگاهجهت بررسی (2007
و blastpاز طریق روش M. truncatulaداده موجود براي گیاه 

tblastnحضور دو دمین حفاظت شده . استفاده شدKHD در
-با برنامهPLDها به عنوان ژن هاي شناسایی شده و تأیید آنتوالی
توالی کد 16و در مجموع انجام شدSMARTو Pfamهاي 

.Mدر گیاه PLDواده به عنوان اعضاي خانPLDکننده 

truncatulaهاي تعداد ژن).2جدول (شناسایی شدندPLD در
Qin)باشدمی11و 17، 12آرابیدوپسیس، برنج و انگور به ترتیب 

and Wang, 2002; Li et al. 2007; Liu et al. نامگذاري . (2010
در آرابیدوپسیس و برنج با استفاده از حروف یونانی PLDهاي ژن

ها ها بر روي کروموزومانگور بر اساس مکان قرارگیري ژنو در
,Qin and Wang)شود انجام می 2002; Li et al. 2007; Liu et

al. ها از در این پژوهش براساس ترتیب قرارگیري ژن. (2010
MtPLD1 تاMtPLD16 2جدول (نامگذاري انجام شد.(

آمینه، سیدا1120تا 454هاي این خانواده از طول پروتئین
دالتون و نقطه کیلو127تا 49/85وزن مولکولی آنها از 

همچنین، ). 2جدول (متغیر است 57/7تا 5/5ایزوالکتریک آنها از 
3شناسایی شده در سیتوپلاسم، PLDپروتئین 16پروتئین از 12

خارج سلولی MtPLD5پروتئین در هسته قرار داشته و پروتئین 
).2جدول (است 

- Nدر سمت C2 ،PX/PHهاي حضور دمینبراساس
C2-PLDبه دو زیرگروه ها ، آنPLDترمینال اعضاي خانواده 

دارايMtPLD5علاوه براین، شوند،تقسیم میPX/PH PLDو
-SPگروهدرکهاستترمینال- Nسمتدرپپتیدسیگنالکی

PLDگروه. گیردمیقرارSP-PLDجملهازگیاهاندیگردر
Qin and)استشدهمشاهدهنیزپنبهوبرنجآرابیدوپسیس،

Wang, 2002; Li et al. 2007; Tang et al. 2016).

PLDهايژنکروموزومیجایگاه

جایگاه کروموزومی نشان داد که بیشترین تعداد بررسی
قرار 3عدد بر روي کروموزوم شماره 4به تعداد PLDهاي ژن

PLDکدام شامل سه ژن هر8، 5، 2هاي شماره کروموزوم. دارد

هستند PLDداراي یک ژن 7، 4، 1هاي شماره و کروموزومبوده 
).2جدول (
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ExPASyتئوریتیکـال بـه وسـیله سـایت     (PI)و نقطـه ایزوالکتریـک   (MW)وزن مولکـولی  : M. truncatulaشناسـایی شـده در گیـاه    PLDهـاي  ژن-2جـدول  

)http://cn.expasy.org/tools ( جایگـاه درون سـلولی بـا اسـتفاده از نـرم افـزار       .محاسبه شـدCELLO v2.5)http://cello.life.nctu.edu.tw ( شـد بررسـی :
.(E)و خارج سلولی (N)اي ، هسته(C)سیتوپلاسمی 

Table 2- PLD genes identified in M. truncatula: The theoretical molecular weight (MW) and isoelectric point (pI) were
calculated by ExPASy (http://cn.expasy.org/tools). Subcellular localization was analyzed using the CELLO v2.5 server
(http://cello.life.nctu.edu.tw/): Cytoplasmic (C), Nuclear (N), and Extracellular (E).

Gene accession Gene name Chromosomal location
protein
length

Subcellular
localization PI MW(kD) Gene family

Medtr1g083620 MtPLD1 Chr1:49508623-4912180 1076 C 6.08 93.44 PX/PH

Medtr2g435560 MtPLD2 Chr2:49519858-49523035 1120 N 6.34 93.51 PX/PH

Medtr2g100250 MtPLD3 Chr2:53616531-53625621 756 C 6.4 96.7 C2

Medtr2g103730 MtPLD4 Chr2:44659285-44664355 809 C 5.5 92.01 C2

Medtr3g105980 MtPLD5 Chr3:36839079-36842813 454 E 7.16 95.15 SP

Medtr3g107320 MtPLD6 Chr3:12689232-1296809 826 C 6.26 117.38 C2

Medtr3g107360 MtPLD7 Chr3:28529456-28536289 822 C 5.94 124.68 C2

Medtr3g114840 MtPLD8 Chr3:9150832-9158708 851 C 7.42 98.63 C2

Medtr4g010650 MtPLD9 Chr4:3117305-3121525 808 C 5.61 95.56 C2

Medtr5g011050 MtPLD10 Chr5:5398602-5403013 854 C 7.39 85.49 C2

Medtr5g011060 MtPLD11 Chr5:43050907-43054891 848 C 6.77 86.8 C2

Medtr5g023050 MtPLD12 Chr5:3110569-3115901 872 C 6.5 95.97 C2

Medtr7g075910 MtPLD13 Chr7:2414519-2419452 1114 N 7.57 91.43 C2

Medtr8g016160 MtPLD14 Chr8:13741632-13760157 745 C 6.38 127 C2

Medtr8g033080 MtPLD15 Chr8:37204933-37213116 1049 N 6.59 122.8 C2

Medtr8g088690 MtPLD16 Chr8:48870681-48875085 842 C 7.08 51.47 C2

PLDهاي روابط فیلوژنی ژنبررسی

شناسایی شده و بررسـی  PLDهاي بندي ژنبه منظور دسته
هـاي مربوطـه و تـوالی پروتئینـی     روابط تکاملی، توالی پروتئینی ژن

PLD    فیلـوژنی شـد  بررسـی گیاهان آرابیدوپسـیس، بـرنج و پنبـه .
اتصـال  و روش6MEGAدرخت فیلوژنی با استفاده از نـرم افـزار  

Bootstrapآزمـون بـا ) Neighbor-Joining (NJ)(ه همسای (1000)

هـاي  دهـد پـروتئین  درخت فیلوژنی رسم شده نشان مـی .شدرسم
PLD در میـان  . شـوند دسته تقسیم مـی 6از چهار گیاه موردنظر به

گیرنـد و  در کنار یکدیگر قرار میγو βهاي ها، ایزوفورماین دسته
و MtPLD13هـاي  پـروتئین ، بطور کامل از یکـدیگر جـدا نیسـتند   

MtPLD15 ــروه ــروتئینو βدر زیرگــ ــاي پــ و MtPLD10هــ
MtPLD11 در زیرگروهγاین دسته بندي در گیاهان . اندقرار گرفته

,Qin and Wang)آرابیدوپسـیس   Li)، بـرنج  (2002 et al. 2007) ،
Tang(پنبه  et al. Liu)و انگور ) 2016 et al. نیـز مشـاهده   (2010
بزرگتـرین دسـته را   αهـا، زیـر گـروه    در بین این دسته.استشده 

، MtPLD4هـاي  پـروتئین . عضو اسـت 18دهد و شامل تشکیل می
MtPLD6 ،MtPLD7 وMtPLD9 در زیرگروهα گیرنـد قرار مـی .
دهنـد،  ک دسته بـزرگ را تشـکیل مـی   ینیز δو β/γهاي زیرگروه
δه در زیر گـرو MtPLD16و MtPLD8 ،MtPLD12هاي پروتئین
این دو زیرگروه احتمالا از یک جد مشترك بوسـیله  . گیرندقرار می

هـا،  در میـان ایـن زیرگـروه   . باشندها منشأ گرفتهمضاعف شدن ژن
دهنـد  را تشکیل مـی C2-PLDsدسته α ،β/γ ،δ ،εهاي زیرگروه

و MtPLD2و MtPLD1هـاي  پروتئینشامل ζدر حالیکه زیرگروه
و PX/PH-PLDsبـه ترتیـب   MtPLD5نپـروتئی شامل φزیرگروه 

SP-PLDsهـاي  علاوه بـراین، زیرگـروه  . دهندرا تشکیل میζ وφ

رسـد مسـیر تکـاملی    اند و بـه نظـر مـی   جدا از یکدیگر قرار گرفته
گیاهـان  PLDهاي در هر دسته پروتئین. متفاوتی را طی کرده باشتد

یکتري نسبت رابطه تکاملی نزد) آرابیدوپسیس، پنبه و یونجه(دولپه 
. گیاه تک لپه برنج دارندPLDهاي به پروتئین
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بـا درخت فیلـوژنی  : (MtPLD)و یونجه یکساله (GaPLD)، پنبه (OsPLD)، برنج (AtPLD)در آرابیدوسیس PLDهاي درخت فیلوژنی پروتئینبررسی-1شکل 
Bootstrapبا آزمون (NJ)و روش 6MEGAافزارنرم .رسم شده است(1000)

Fig 1- Phylogenetic analyses of PLD proteins in Arabidopsis (AtPLD), rice (OsPLD), cotton (GaPLD) and M. truncatula
(MtPLD): phylogenic tree was constructed using the NJ method with bootstrapping analysis (1000 replicates).

PLDهاي اینترون و ساختار دمین ژن-گزوندهی اسازمان

توانـد اطلاعـات ارزشـمندي در    ساختار ژنـی مـی  بررسی
هـاي  هـاي ژنـی و پدیـده   ارتباط با روابط تکـاملی درون خـانواده  

اینتـرون  -بر این اساس ساختار اگزون. مضاعف شدگی فراهم کند
بررسـی MEMEبا استفاده از نـرم افـزار   PLDهر یک از اعضاي 

هاي پـیش بینـی شـده بـراي اعضـاي      تعداد اگزون). 2شکل(شد 
MtPLD1اگزون در 21تا MtPLD4اگزون در 3از PLDخانواده 

اینتـرون  -بیشتر اعضاي درون یک زیرگروه تعداد اگزون. متغیر بود
هاي اي دارند، مانند زیرگروهمشابه(CDS)و طول توالی کد کننده  β/γ وδ والی اگزون با طول ت9-10که دارايCDS  1114بـین-

ها از باشد، که این نتایج با منشأ گرفتن این پروتئینکدون می842
هـاي متـوالی سـازگاري    یک جد مشترك از طریق مضاعف شـدن 

3-5نیـز داراي  εو αهـاي  بطور مشـابه اعضـاي زیرگـروه   . دارد
باشند کـه احتمـالا ایـن دو زیرگـروه هـم از یـک جـد        اگزون می

-PX/PHکـه شـامل   ζاعضـاي زیرگـروه   . دان ـمشترك ناشی شده

PLDs هستند و در دسته متفاوتی از دستهC2-PLDsاند قرارگرفته
نیـز  MtPLD5شـامل  φاگـزون داشـته و زیرگـروه    20-21و بین 
کنـد کـه ایـن دو    ایـن نتـایج پیشـنهاد مـی    . اگزون اسـت 6داراي 

ایـن  . منشأ گرفته باشـند C2-PLDsزیرگروه مسیر تکاملی جدا از 
دیگـر گیاهـان   PLDهـاي  اینترون پروتئین-تایج با ساختار اگزونن

Qin)نیز مانند آرابیدوپسیس، برنج، پنبـه و انگـور مطابقـت دارد    

and Wang, 2002; Li et al. 2007; Liu et al. 2010; Tang et

al. 2016).
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-C2-PLD2-1دهنـده  ها به ترتیـب نشـان  شماره. اگزون و اینترون هستندبه ترتیب و خطوط رنگسبز هاي جعبه: MtPLDهاي اینترون ژن-ساختار اگزون-2شکل 
PX/PH-PLD3-SP-PLDاینترون شماتیک با استفاده از برنامه -ساختار اگزون. هستندGSDS (Gene Structure Display Server)رسم شده است.

Fig 2- Exon-intron structure of MtPLD genes: the green boxes and lines indicate the exons and introns. The numbers are
presented respectively 1- C2-PLD 2- PX/PH-PLD 3- SP-PLD. Schematic diagram for the exon/intron organization was
constructed using the GSDS (Gene Structure Display Server) program.

سـاختار دمـین شـماتیک بـا اسـتفاده از الگـوریتم برنامـه        . انـد هاي متفاوت مشخص شـده هاي مختلف با رنگدمین: MtPLDهاي پروتئینی ساختار دمین توالی-3شکل 
SMARTرسم شده است.

Fig 3- Domain structure of MtPLD protein sequences: Different domains marked with different colors. Schematic diagram for
the Domain structure was plotted using the SMART program algorithm.
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جهت شناسـایی  MtPLDهاي پروتئین بررسی دمین توالی
). 3شـکل  (انجام شد SMARTو Pfamهاي اصلی با برنامه دمین

داراي دو MtPLDهـاي  نتایج بررسی نشان داد که تمامی پـروتئین 
بـا نـام   3هسـتند، کـه در شـکل    HKDمین حفاظت شده اصلی د

PLDcاین دو دمین در تشکیل جایگاه فعـال  . مشخص شده است
علاوه . پازي آنها نقش مؤثر دارندیو فعالیت فسفولPLDهاي آنزیم

) SP، دمـین  PH، دمـین  PX، دمین C2دمین (دمین دیگر 4براین، 
ها یی شد، که این دمینترمینال این خانواده شناسا-Nنیز در سمت 

,Qin and Wang)در دیگر گیاهان آرابیدوپسیس  Li)، برنج (2002

et al. Tang(، پنبه (2007 et al. Liu)، فلفـل  )2016 et al. 2010)

Liu)و انگور  et al. طـور کـه   همان. نیز مشاهده شده است(2010
نیز مانند دیگـر گیاهـان بـر   MtPLDقبلا ذکر شد اعضاي خانواده 

، )εو C2-PLD)α ،β ،γ ،δها به سه زیرخـانواده  پایه این دمین
PX/PH-PLD)ζ ( وSP-PLD)φ (شوندتقسیم می.

-به منظور بدست آوردن اطلاعات بیشتر از دیگـر موتیـف  
MEMEاز برنامـه  MtPLDهاي خـانواده  هاي موجود در پروتئین

اسـاس  بر این ). 4شکل (ها استفاد شد جهت شناسایی این موتیف
ایــن بررســیایــن خــانواده شناســایی شــد تــوالی در موتیــف 10

ها در پایگاه دادهموتیف

/)https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd(

CDDهـاي درگیـر در   ها به عنوان موتیفنشان داد که این موتیف
ها در این موتیف. هستندPLDهاي خانواده فعالیت کاتالیکی آنزیم

دیگر گیاهان از جمله آرابیدوپسیس، برنج، پنبه، PLDهاي پروتئین
,Qin and Wang)انگور و فلفل نیز دیده شده اسـت   2002; Li et

al. 2007; Liu et al. 2010; Tang et al. تمام اعضاي این . (2016
موتیف بوده ضمن اینکه، در هر سه زیرخـانواده  10خانواده داراي 

به عنوان مثال در زیـر  . سان استتوزیع مکانی موتیف ها تقریبا یک
εو α ،β ،γ ،δهـاي  هـر یـک از زیـر گـروه    C2-PLDخانواده 

-ها تقریبا یکسان است و همـین ها بر روي پروتئینجایگاه موتیف
نیـز ایـن امـر    SP-PLDو PX/PH-PLDهاي طور در زیر خانواده

ها در زیـر  همچنین مکان و ترتیب قرارگیري موتیف. صادق است
که در یک دسته مجـزا در  SP-PLDو PX/PH-PLDهاي خانواده

گیرند، نسبت بـه یکـدیگر و زیرخـانواده    درخت فیلوژنی قرار می
C2-PLDبنـدي اعضـاي   این نتایج نیز صحت گروه. متفاوت است
.کندخانواده ذکر شده تأیید میرا در سه زیرMtPLDخانواده 

ساختار شماتیک موتیف با استفاده از الگـوریتم  . استهاي مختلف مشخص شدههاي مختلف با رنگموتیف: MtPLDهاي خانواده هاي پروتئینموتیفبررسی-4شکل 
.رسم شده استMEMEبرنامه 

Fig 4. Motif analysis of MtPLD proteins: Diferrent motifs are indicated by different colors. Schematic diagram for the motif
structure was represented by MEME program algorithm.
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MtPLDهاي اثر تیمار شوري بر روي بیان برخی از ژن

ــو   ــایش الگ ــن آزم ــان ژنيدر ای ــاي بی ، MtPLD4 ،MtPLD9ه
MtPLD13 ،MtPLD15تحت تنش شوريNaCl با غلظتds/m

10در طـی  MtPLD4بیـان ژن  نتـایج نشـان داد   . بررسی شـد 23
برابـر  4افت و بـه بیشـترین مقـدار خـود تقریبـا      یساعت افزایش 

، 24هـاي  د و بعد از آن به تدریج در طـی زمـان  یگیاهان شاهد رس
بازهـاي  در ،امـا ) 5شکل (فتایمقدار آن کاهش ساعت48و 36

ساعت بیان این ژن نسبت بـه شـاهد   48، و 36، 24، 10، 5زمانی 
.داري افزایش نشان داده استبطور معنی

با غلظت NaClتحت تنش شوريMtPLD4ژنبیانالگوي-5شکل

ds/m23)اندشدهارائهاستانداردخطاي±میانگینبصورتهاداده(
Fig 5- Expression patterns of MtPLD4 under 23 ds/m
NaCl salt stress (Data are presented as mean ± standard
error)

کند و در طی ساعات اولیه افزایش پیدا میMtPLD9الگو بیان ژن 
5برابر گیاهان شاهد در ساعت 5/2به بیشترین مقدار خود تقریبا 

داري نسبت به شاهد دارد و بعد از آن در رسد که تفاوت معنیمی
ساعت بیان این ژن به شدت کاهش و 48و 36، 24هاي طی زمان

48به یک هفتم مقدار بیان اولیه آن در گیاهان شاهد در زمان 
).6شکل (ساعت رسید 

هـاي  نیز به ترتیب در شکلMtPLD15و MtPLD13هاي بیان ژن
کلا روند کاهشی MtPLD13بیان ژن . نشان داده شده است8و 7

48و 36، 24، 10، 5هـاي  آن در زمـان داشت و بـه تـدریج بیـان    
ابد و تقریبا به یک دوم مقدار اولیه آن در شاهد یساعت کاهش می

.ساعت رسید48پس طی 

با غلظت NaClتحت تنش شوريMtPLD9الگوي بیان ژن -6شکل 
ds/m23)اندارائه شدهاستانداردخطاي±ها بصورت میانگینداده(

Fig 6- Expression patterns of MtPLD9 under 23 ds/m
NaCl salt stress (Data are presented as mean ± standard
error)

با غلظت NaClتحت تنش شوريMtPLD13الگوي بیان ژن -7شکل 
ds/m23)اندارائه شدهاستانداردخطاي±ها بصورت میانگینداده(

Fig 7- Expression patterns of MtPLD13 under 23 ds/m
NaCl salt stress (Data are presented as mean ± standard
error)

با غلظت NaClتحت تنش شوريMtPLD15الگوي بیان ژن -8شکل 
ds/m23تحت تنش شوريNaCl با غلظتds/m23)ها بصورت داده

)اندارائه شدهاستانداردخطاي±میانگین
Fig 8- Expression patterns of MtPLD15 under 23 ds/m
NaCl salt stress (Data are presented as mean ± standard
error)
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ساعت 24و 10، 5هاي در طی زمانMtPLD15بیان ژن 
برابر 5/2تقریبا (کند و به بیشترین مقدار خود افزایش پیدا می

داري وت معنیرسد که تفاساعت می24در زمان ) گیاهان شاهد
هاي نسبت به شاهد دارد و بعد از گذشت این زمان، در طی زمان

ابد و تقریبا به حدود مقدار یساعت بیان آن کاهش می48و 36
.رسداولیه آن در گیاهان شاهد می

هاي زیستی و غیرزیستی در گیاهان گروهی متعاقب تنش
دار ر معنیطومعروف هستند به"مقاومت"هاي ها که به ژناز ژن

شوند و سپس میزان بیان به سطح و در زمان نسبتاً کوتاهی القاء می
,Hammond-Kosack and Jones)کند پایه یا اولیه برگشت می

در مقیاس وسیع در واکنش گیاه mRNAپروفیل بیانی . (1997
آرابیدوبسیس به تنش شوري مطالعه و مشخص شد که یک سوم 

داري فعال ه شده به طور معنیمطالع1.782cDNAاز مجموع 
Kawazaki)شدند  et al, هاي نتیجه مشابه در القاء ژن. (2001

Wittstock and)ها نیز مشاهده شده است سنتز کننده فایتوالکسین

Gerschenzon, علاوه بر این، زمان بندي یا تایمینگ بیان . (2002
اي که ها از اهمیت بالایی برخوردار است به گونهاین قبیل ژن

معمولاً در ارقام مقاوم به تنش در مقایسه با ارقام حساس بیان 
,Glazebrook)تر است سریع به عبارت دیگر، . (2001

هاي حساسیت یا مقاومت به تنش فقط در وجود و یا واکنش
ها هاي مربوط در میزبان وابسته نیست بلکه زمان بیان ژنفقدان ژن

مطالعه اخیر نیز با هدف . استاز اهمیت تعیین کننده برخوردار
ها پس از ایجاد مطالعه پروفیل بیانی انجام و نشان داد که این ژن

داري القاء و لذا قابلیت تنش در فاصله نسبتاً گوتاهی به طور معنی
.ها و بخصوص شوري را دارندتاثیر در دفاع گیاه در برابر تنش

-C2و دسته αزیرگروه درMtPLD9وMtPLD4هاي ژن

PLDs خانواده ژنیMtPLDsها اورتولوگ این ژن. گیرندقرار می
AtPLDدر آرابیدوپسیس  α1 وAtPLD α2باشد که در طی می

تنش شوري فسفولیپیدهاي ساختاري در غشاي پلاسمایی را 
یک PA. و یک گروه سر آزاد را تولید کنندPAهیدرولیز تا 

فعال شده از طریق مولکول پیام رسان از مسیر پروتئین کینازهاي
+Na+/H(SOS1)پورتر سازي آنتیموجب فعال(MPPK)میتوژن 

هاي سدیم از سلول دارد شود که نقش مهمی در خروج یونمی

.(Yu et al. که بر روي گیاه یعلاوه براین، آزمایش(2010
آرابیدوپسیس و گوجه فرنگی انجام شد نشان داد که بیان ژن 

AtPLD α کند و خاموشی ژن افزایش پیدا میدر طی تنش شوري
PLD α1 در گیاه آرابیدوپسیس و گوجه فرنگی، حساسیت این

.Bargmann et al)گیاهان را به تنش شوري افزیش داد  2008) .
هاي و دسته ژنβ/γدر زیرگروه MtPLD13 ،MtPLD15هايژن

C2-PLD خانواده ژنیMtPLDبیان ژن . گیرندقرار می
MtPLD15کاهش اولیه روند افزایشی داشت و سپسدر ساعات

48، 36، 24، 10، 5هاي نیز در زمانMtPLD13یافت، بیان ژن 
سویا در GmPLD γمطالعه بیان ژن. ساعت روند کاهشی داشت
نشان داد که ds/m23با غلظت NaClشرایط تحت تنش شوري

تیمارساعتهشتطیوداشتهکاهشیروندنیزبیان این ژن 
گیاهدرآناولیهمقداردهمکیبهژناینبیانقدارمشوري
Zhao)استرسیدهشاهد et al. معمولاβ/γگروهزیر. (2012
عواملبهآلودگیوزنیزخمازپساما،دارندپایینیبیانیسطح

Li)شوندمیالقاءسرعتبهبیماري et al. همچنین . (2009
شود ساعات اولیه مشاهده میها دربیشترین زمان القاء بیان این ژن

- رسانی جهت فعالها در مسیر پیامتواند با نقش این آنزیمکه می
سازي مسیرهاي پایان دست در طی تنش سازگاري داشته باشد 

(Yu et al. کارکردينقشخصوصدرکاملمطالعات. (2010
شوريتنشدرگیاهانPLDژنیخانوادهβ/γزیرگروههايژن

.داردبیشترآنالیزهايبهنیازوستانشدهانجام

نیز در φدر زیر گروه MtPLD5همچنین الگوي بیان ژن 
اما، الگوي بیان از این ژن در شرایط و . این تحقیق بررسی شد

حتی با . هاي ذکر شده در مورد چهار ژن دیگر مشاهده نشدزمان
طراحی پرایمرهاي مختلف الگوي بیان مشخصی از این ژن تحت 

در این تحقیق مشاهده ds/m23با غلظتNaClوريتنش ش
هاي ها و شدت تنشاگرچه که ممکن است این ژن در زمان. نشد

دیگر داراي الگوي بیان مشخصی باشد، مورد دیگر ممکن است 
بیان این ژن بسیار پایین بوده که توسط آزمایشات این تحقیق قابل 

وي بیان ارتولوگ این ردیابی نبوده، همچنین اطلاعاتی مبنی بر الگ
شوري در منابع مطالعه شده در ژن در گیاهان دیگر تحت تنش

.این تحقیق در اختیار نبود
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، MtPLD4 ،MtPLD9 ،MtPLD13هاي ژنپروموترناحیهآنالیز
MtPLD15

ناحیه(Cis-element)تنظیمیعناصرهايتوالیآنالیز
-مرتبط با تنشتعداد عناصر کهدادنشانژنچهاراینپروموتر

درکه-MtPLD9وMtPLD4هايژنغیرزیستیوزیستیهاي
در این .نسبتاً بیشتر از دو ژن دیگر است–دارندقرارαزیرگروه

بهپاسخ،)عدد4(خشکیتنشبهپاسخمرتبط باانواعخصوص، 
در) عدد1(جاسمونیکاسیدبهپاسخ،)عدد1(سالیسیلیکاسید
در ژنتنظیمیعناصر. قرار داردMtPLD4ژنتنظیمیناحیه

MtPLD9اسیدبهپاسخ،)عدد1(خشکیبهپاسخشامل
بهپاسخو) عدد2(دفاعوتنشبهپاسخ،)عدد1(سالیسیلیک

حاوي MtPLD13ژن. هستند) عدد1(جاسموناتمتیل
1(و پاسخ به سرما ) عدد1(عناصرتنظیمی مربوط به تنش و دفاع 

بهپاسختنظیمیداراي عناصرMtPLD15و ژناست)عدد
بهپاسخو) عدد3(سالیسلیکاسیدبهپاسخ،)عدد1(خشکی

β/γگروهزیردو ژن اخیر در. هستند) عدد1(جاسموناتمتیل

عمدتاًکهاستهورمونیسالیسیلیکاسید). 3جدول (است
عناصرتوالیبیشترین تعداد. استزیستیهايتنشدر دردرگیر

ناحیهدر) عدد3(سالیسلیکاسیدبهپاسخدردرگیرمیتنظی
دارد که منطبق بر مطالعات مبنی وجودMtPLD15ژنپروموتري

استزیستیهايتنشبهپاسخدرPLD βهايژنبر افزایش بیان
(Li et al. بیان NaClتنشبهپاسخکه درMtPLD13ژن.(2009

عناصر تعدادکمتریندارايداري کاهش یافت،طور معنیآن به
ه هاي محیطی نسبت به سه ژن دیگر بودتنظیمی مربوط به تنش

.است

نهاییگیرينتیجه

ازحاصلPAوPLDهايژننقشازفراوانیشواهد
شوري،خشکی،جملهازگیاهیهايتنشبهپاسخدرهاآنتولید
Hong)داردوجودبیماریزاعواملزخم،،ABAسرما، et al.

پیامالقاءدرPLDهايپروتئینبرايمختلفیهايکارکرد. (2010
شدهگزارشگیاهیهايتنشبهمستقیمپاسخدرهمورسانی
هستند،متمایزيهاينقشدارايPLDخانوادههايژن. است

هستندنیزهمپوشانعملکردهايداراياعضاازبعضیکهاگرچه
(Zhao et al. طیفروانیبهδوαهزیرگروهايایزوفرم. (2012

β/γهايایزوفرمشوند،میبیانسرماوشوريخشکی،هايتنش

دروشوندمیبیانبیماریزاعواملوزخمهايتنشطیبیشتر
وریشهساختاردروداشتهپایینیبیانسطحζزیرگروهنهایت

Li)استدرگیرفسفاتهموستازي et al. این نتایج. (2009
-ژنرويبرشدهانجامهايپژوهشدیگرباراستاهمنیزتحقیق

برجستهنقشکنندهتأییددیگرگیاهاندرPLDخانوادههاي
.استشوريهايتنشدرPLDهايژنαزیرگروه

PlantCAREدادهپایگاهطبقبرMtPLD15وMtPLD4 ،MtPLD9 ،MtPLD13هاي ژنپروموتريناحیهدرموجودCis-elementهايتوالی-3جدول 

Table 3. Cis-elements present in the promoter region of MtPLD4, MtPLD9, MtPLD13 and MtPLD15 genes according to the
PlantCARE database

Cis-element MtPLD4 MtPLD9 MtPLD13 MtPLD15 Function

MBS 4 1 0 1 MYB binding site involved in drought-inducibility

TCA-element 1 1 0 3 cis-acting element involved in salicylic acid responsiveness

TC-rich repeats 0 2 1 0 cis-acting element involved in defense and stress responsiveness

TGACG-motif 1 1 0 1 cis-acting regulatory element involved in the MeJA-responsiveness

LTR 0 0 1 0 cis-acting element involved in low-temperature responsiveness
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Abstract

Phospholipase D (PLD) and its product phosphatidic acid play important roles in cellular
processes in plants including growth and development and stress responses. PLD genes
constitute an important gene family in higher plants. The PLD family has been identified in
Arabidopsis, rice, cotten and grape. In this study, 16 PLD genes were identified in the
Medicago truncatula L. on the basis of protein domains, evolutionary relationship, gene
architecture and sequence identity. They were grouped into six clads; α (4 genes), β (2 genes),
γ (2 genes), δ (3 genes), ε (2 genes), ζ (2 gene) and φ (1 gene). The gene expression pattern of
MtPLD4, MtPLD9 in the α subgroup and MtPLD13, MtPLD15 in the β/γ subgroup were
investigated in four-week-old seedlings of Medicago truncatula under salt stress (23 ds/m
NaCl) using qRT-PCR. MtPLD4 gene expression compared to that in control plants was
increased 48 hr post-treatment. MtPLD13 gene expression decreased 48 hr post-treatment.
Expression of the MtPLD9 and MtPLD15 genes increased in the early hours and then
decreased compared to control plants. The results showed that the α subgroup MtPLD genes
in particular are valuable candidates for further functional genomics analysis.

Key words: Phosphatidic acid, Salt stress, Phospholipase D, PLD, Medicago Truncatula,
qRT-PCR
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