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Abstract 

Objective 

Lettuce is among one of the oldest vegetables in the world originally lodge in India and 

Central Asia. This study aims to evaluate the genetic diversity of fifteen lettuce genotypes 

by using the rbcl gene and protein sequences.  

 

Material and Methods 

Using sequencing method, the rbcl gene sequence of of fifteen lettuce were sequenced. 

Chromas 2.1.1 software, MegAlign ver5 software (using ClustalW approach) were 

applied for generating the similarity matrix, genetic distances as the same as building 

phylogram of the studied sequences. The modeling and validation of rbcl protein structure 

were performed through SWISS-MODEL and QMEAN, respectively. Further steps were 

progressed using Ramadan and Pro-SAP servers. 

 

Results 

Investigating protein-protein cross-links using STRING showed most of proteins encoded 

by matK, psb (A, D and C)-tranH have the interaction with rbcl protein. The results of 
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cluster analysis, similarity matrix, molecular-variance and dn/ds was indicated that the 

sequence of rbcl gene and protein is very similar and conserve among all genotypes. 

 

Conclusion 

The results were indicated that the rbcl sequence is not useful to study the phylogenetic 

relationships inter-species. Therefore, this point is trustworthy to say that one of the 

reasons for failing the segregation all lettuce genotypes is the tiny diversity of rbcl gene.  
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های یسکو در برخی از ژنوتیپارزیابی بیوانفورماتیک و خصوصیات زیر واحد بزرگ روب

 کاهو

 آبادیزهرا جمعه قاسم

 .gmail.com1393z.ghasemabadi@: ایمیلگروه اصلاح نباتات و بیوتکنولوژی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه زابل، 

 

 علی فاخریبرات

 .siahsar@uoz.ac.ir ایمیل:گروه اصلاح نباتات و بیوتکنولوژی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه زابل،

 

 بهمن فاضلی نسب

 .Bfazeli@uoz.ac.ir ایمیل: گروه پژوهشی زراعت و اصلاح نباتات، پژوهشکده کشاورزی، دانشگاه زابل*

04/60/1398، تاریخ پذیرش: 20/04/1398تاریخ دریافت:   

 چکیده

های دنیاست که منشأ آن در هندوستان و آسیای مرکزی است. در این تحقیق تنوع ژنتیکی ترین سبزیکاهو یکی از قدیمی هدف:

 مورد بررسی قرار گرفت. rbclژنوتیپ کاهو با استفاده از توالی ژن  15

ها با استفاده از جداسازی و سپس توالی یابی شد. کیفیت توالی PCRژنوتیپ کاهو ابتدا با روش  15توالی  ها:د و روشموا

ردیف سازی شده و هم MegAlign 5افزار توسط نرم ClustalWبررسی و سپس با روش  Chromas 2.1.1افزار نرم

سازی و اعتبار سنجی پروتئین ها ترسیم گردیدند. همچنین برای مدلالیزایی و ماتریس تفاوت و تشابه تودندروگرام روابط تبار

rbcl  ازSWISS-MODEL و QMEAN های راماچاندران و سرور و ارزیابی ساختار و کیفیت شیمیایی پروتئین از نقشهPro-

SA .استفاده شد 

-های کد شده با ژننشان داد اکثر پروتئین STRINGافزار پروتئین با استفاده از نرم -های متقابل پروتئینبررسی شبکه :نتایج

ای، ماتریس تشابه و واریانس مولکولی اثر متقابل دارند. نتایج حاصل از تجزیه خوشه rbclبا پروتئین  matK ،psb-tranHهای 

 عه بود.های مورد مطالبین ژنوتیپ rbcl شدگی بالای توالی، همگی حاکی از وجود شباهت و حفاظتdN/dS >1و همچنین 

توان چندان مفید نیست لذا می rbclنتایج نشان داد که برای بررسی روابط فیلوژنتیکی در سطح گونه توالی  گیری کلی:نتیجه

 ها است.پذیری کم آن در بین گونهها، تغییرگفت که یکی از علل عدم موفقیت این ناحیه در تفکیک گونه

 .rbcl، زاییلاکتوکسین، تبار، dN/dS ،کاهو کلمات کلیدی:

:%20z.ghasemabadi1393@gmail.com
siahsar@uoz.ac.ir
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 مقدمه

ترین ساله، روزبلند و گلدهی آن در تابستان بوده و از مهم( گیاهی از خانواده مرکبیان، یک.Lactuca sativa Lکاهو )

شود. مرکز پیدایش و تنوع این گیاه در جنوب غرب آسیا و                                                      های برگی است که عمدتا  برای تازه خوری و سالادی مصرف میسبزی

و همچنین مواد  A،B ،K ،C های. کاهو غنی از ویتامین(Jomeh Ghasem Abadi et al. 2019)ت نواحی مدیترانه اس

خوابی، معدنی مانند کلسیم، فسفر، آهن، پتاسیم، سدیم و مقدار کمی منیزیم و گوگرد بوده و مصرف آن در درمان درد معده، بی

. همچنین عصاره بذر آن برای درمان (Konczak et al. 2014; Uddin et al. 2019)آرامش اعصاب و تپش قلب مفید است

ها و تنوع ژنتیکی، بیانگر تفاوت .(Jomeh Ghasem Abadi et al. 2019)گیردالتهاب و درد استخوانی مورد استفاده قرار می

-اهان ایفا میهای اصلاحی برای بهبود و صفات کمی و کیفی گیهاست که بررسی آن نقش مهمی در برنامهتنوع درون و بین گونه

برداری های مهم بهره. همچنین شناسایی ژنتیکی و ثبت ارقام مختلف گیاهی یکی از جنبه(Fazeli-Nasab et al. 2010)کند 

که مطالعه صفات مورفولوژیک به دلیل . ازآنجایی(Ghahramanzadeh et al. 2013)و حفاظت از منابع ژنتیکی است

به دلیل اینکه تنوع را در  DNAهای مبتنی بر قت بالایی برخوردار نیستند در نتیجه نشانگرتأثیرپذیری این صفات از محیط، از د

-Fazeli)آینددهند ابزاری مناسب جهت بررسی تنوع ژنتیکی به شمار میو مستقل از محیط مورد بررسی قرار می DNAسطح 

Nasab et al. 2013).  توالیDNA شده، های حفاظتله تعداد کپی بالا در سلول، ژنکلروپلاستی به دلیل داشتن صفاتی از جم

 Chen)و منبعی برای مطالعات فیلوژنتیکی مناسب است 1عنوان رمزینه ژنتیکیهای عمومی و قابلیت تکثیر بالا، بهداشتن آغازگر

et al. 2010)اوندی در سطح ها و تعیین خویش. لذا در تحقیقات مختلف از تنوع کلروپلاستی برای بررسی تکامل درون گونه

های مختلف کلروپلاستی، ژن . همچنین در بین ژن(Chang et al. 2005; Liu et al. 2017) ها استفاده شده استژنوتیپ

rbcl  هنگام فتوسنتز  2)رمز کننده زیر واحد بزرگ آنزیم روبیسکو که نقش مرکزی و اصلی  را در چرخه احیای کربن فتوسنتزی

 Gamache & Sun)دارد( بیشتر برای بررسی روابط خویشاوندی مورد استفاده قرار گرفته است اکسید کربن برای تثبیت دی

های گیاهی ها و سهولت تکثیر در اکثر گونهاین ژن را به دلیل در دسترس بودن اطلاعات توالی 3گروه مطالعات گیاهی .(2015

های نزدیک از کارایی بالایی دانسته رده و جهت تمایز گونهترین گزینه رمزینه ژنتیکی عمومی در گیاهان معرفی کعنوان مهمبه

های کاهو مورد مطالعه در این تحقیق در تحقیقات قبلی ژنوتیپ .(Kress et al. 2009; Heckenhauer et al. 2017) است

 ITS (Jomeh Ghasemو همچنین با استفاده از نشانگر  (Zare et al. 2016)بر اساس، صفات مورفولوژی و فیزیولوژی 

Abadi et al. 2019) اند ولی تاکنون ناحیه ژنی و پروتئینی مورد مطالعه قرار گرفتهrbcl  در ارزیابی کاهو مورد استفاده قرار

                                                 
1 Barcode 
2 Photosynthetic carbon reduction(or Kelvin) 
3 Consortium for the Barcode of Life(CBOL) 
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های مختلف کاهو ایران و جهان مورد ارزیابی قرار گیرد و همچنین نگرفته لذا در این تحقیق سعی شد تا این ناحیه ژنی در ژنوتیپ

 در کاهو مورد بررسی صورت پذیرد. rbclدی و عملکردی پروتئین بعساختار سه

 هامواد و روش

( از مرکز تحقیقات جهاد 1ژنوتیپ کاهو )جدول  15جهت ارزیابی بیوانفورماتیک و بررسی خصوصیات زیر واحد بزرگ روبیسکو، 

ه چهار برگی برداشت و سپس استخراج های کاهو در مرحلکشاورزی اصفهان و شرکت پاکان بذر اصفهان تهیه شد. برگ ژنوتیپ

DNA  از نمونه برگی با استفاده از روشSDS (Dellaporta et al. 1983)  صورت گرفت. کمیت و کیفیتDNA 

نانومتر( و ژل آگاروز یک  280نانومتر و  260های موج)سنجش جذب در طول1سنجی نوریآمده به ترتیب با استفاده از طیفدستبه

آزمایشگاه ژنتیک واقع در پژوهشکده  -70زن هایی که دارای کیفیت و کمیت مناسب بودند در یخDNAید. درصد تعیین گرد

با دستگاه ترموسایکلر  2ای پلیمرازواکنش زنجیره نهایت مورد آزمایش قرار گرفتند.در داری و فناوری دانشگاه زابل نگهزیست

(Hamburg Germany با حجم )6دانمارک( ،  4)شرکت امپلیکون 3میکرو لیتر مخلوط آماده واکنش 24میکرو لیتر، شامل  45 

وبرگشت انجام شد. حجم واکنش با آب سترون )استریل( میکرو لیتر از هر دو آغازگر رفت 5/1الگو و میزان  DNAمیکرو لیتر 

 :rbcLa با استفاده از توالی آغازگر پیش رو )  rbclرسید. ناحیه 45میکرو لیتر( به حجم  12دیونیزه )

ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC  )(Levin et al. 2003) ( و پس روrbcLa: 

GTAAAATCAAGTCCACCRCG (Kress et al. 2009) .واکنش زنجیره پلیمراز شامل یک مرحله  تکثیر شد

 60گراد رجه سانتید 95سازی در دمای چرخه با واسرشت 35ثانیه،  60گراد به مدت درجه سانتی95واسرشته سازی اولیه در دمای 

ثانیه و در  50گراد به مدت درجه سانتی 72گراد، بسط در دمای درجه سانتی1/56ثانیه در دمای  50ثانیه، اتصال آغازگر به مدت 

درصد  2جهت حصول اطمینان از تکثیر موفق از ژل آگاروز  گراد به مدت ده دقیقه بود.درجه سانتی 72نهایت بسط نهایی در دمای 

 انجام شد. Gel Red Stainingآمیزی با استفاده ماده و رنگ

( بعد از جداسازی از ژل آگاروز با کمک کیت 1)شکل  PCRمحصولات نهایی  :هاوتحلیل دادهتوالی یابی و تجزیه

AccuPrep DNA Gel Purification کره جنوبی ارسال و نهایت  5به شرکت ماکروژننمونه(  15) یابی دو طرفه جهت توالی

افزارهای ها از نرمو جهت بررسی کروماتوگرام هر یک از توالی نوکلئوتید به دست آمد 900هایی با طول حدود والیت

Sequencing Analysis Software ver5.1 افزار و نرمChromas 2.1.1 (McCarthy 1998)  استفاده شد. در این

ویژه در ابتدا و انتهای توالی و همچنین شود، خطای احتمالی بهده مییابی دو بار خوانحالت چون هر نوکلئوتید طی فرآیند توالی

                                                 
1 Spectrophotometer 
2 Polymerase chain reaction 
3 Master Mix 
4 Ampliqon 
5 Macrogen 
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های حذف شده های کوتاه و فاقد بخش توالی یابی شده در ابتدا و یا انتها، پیکهای کوتاه و ضعیف، خوانشخطاهایی از جمله پیک

های با تأخیر و وجود ، خوانشNoiseز فشرده، خوانش پر اهای درهممر، پیکپس از یک خوانش کوتاه از یک ناحیه هموپلی

افزارهای اشاره شده اصلاح و با نرم 1های ناخواسته بلند در خوانشهای نامتعارف قبل از خوانش صحیح توالی، وجود پیکپیک

اس بر اس BLAST (Camacho et al. 2009)با ابزار آنلاین  NCBIهای پایـگـاه داده ها با توالیتک توالیسپس ارزیابی تک

E Value  وQuery Cover .و غیره انجام شد 

 

 های کاهو مورد استفاده در این تحقیق. مشخصات ارقام و جمعیت1جدول 

Table 1. Lettuce cultivars and genotypes properties were used in this research 

ژنوتیپ 

(Genotype) 
 Accession (genotype Nameنام ژنوتیپ )

Number in NCBI 

1 
Lechuga Romana larga verde- Teresa (Romaine 

lettuce long, green Teresa) 
MG648801 

 MG648802 ( Lettuca Ferdows)کاهوی سالادی فردوس  2

 Lettuca Salad  MG648803کاهو سالاد  3
 MG648804 ( Lettuca Everest)کاهو پیچ اورست  4
5 Lettuce May Queen  MG648805 

6 
Escarola rizada Cabello de angel (Curly endive hair 

angel) MG648806 

7 
Lechuga Romana larga rubia –Galaica (Romaine 

lettuce long, blonde Ggalaica) MG648807 

8 
کاهو پیچ بلند )کونکویستادور( 

Lettuce_screws_(Konkovistador) 
MG648808 

 Tehran_Lettuce_Screw  MG648809 کاهو پیچ تهران 9
 Parsagad_Lecttuce_Screw MG648810کاهو پیچ پاسارگاد    10
 Isfahan lettuce_Leaf MG648811کاهو برگی ورزنه اصفهان    11

 lettuce_TalkhoncheIsfahan MG648812کاهو طالخونچه اصفهان     12
 Lettuce_leaves_Yazd MG648813   کاهو برگی یزد 13
 Nain Lettuce_leaves MG648814گی نائین اصفهان کاهو بر 14

15 
Col de milan Aubervilliers (Cabbage Milan 

Aubervilliers) 
MG648815 

 Mega 6افزار و نرم Dnastar 5افزاری حاصل از بسته نرم MegAlign 5افزار توسط نرم ClustalWها به روش توالی

از  dsو  dnهای تکمیلی از جمله محاسبه ت و فاصله ژنتیکی شدند و جهت انجام تجزیهبندی و تعیین شباهردیف سازی، خوشههم

 Tamura-Nei model (Tamura et al. 2013)جانشینی نوکلئوتیدی بر اساس الگوی استفاده شد.  DnaSP 5افزار نرم

                                                 
1 Large raw signal spike 
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بررسی تفکیک ساختار  محاسبه شد.( Transversionsal( و متقاطع )Transitionهای نوع انتقالی )صورت میزان جانشینیبه

 صورت گرفت.  GenALEx ver6. 41ها با استفاده از نرم واریانس ژنتیکی بین و درون ژنوتیپ

بعدی پروتئین با استفاده از توالی بینی ساختار سهپیش :شدهسازی پروتئین و اعتبار سنجی مدل ساختهمدل

-SWISSشده توسط بینیسباتی ساختاری است. دقت مدل پیششناسی محاآمینواسیدی یکی از مسائل مهم در زیست

MODEL بررسی شد(Schwede et al. 2003). یافته، از برای ارزیابی ساختار و کیفیت شیمی فضایی دو مدل طبیعی و جهش

کند. بیان می Z-scoreکیفیت مدل تولید شده را با محاسبه  Pro-SAاستفاده شد. سرور  Pro-SAهای راماچاندران و سرور نقشه

Z-score دهدمعیاری است که کیفیت کلی مدل را نشان می(Brohee & Van Helden 2006)های . برای بررسی پروتئین

، (Brohee & Van Helden 2006)اجرا شد stringافزار ، توالی آمینواسیدی این پروتئین در نرمrbclوارد اینترکشن شده با 

 بینی شد. سپس شبکه پروتئین پیش

 

 نتایج

)کد دسترسی  NCBIهای گونه مرجع موجود در سایت های مورد بررسی با توالیبعد از توالی یابی میزان همولوژی توالی

DQ383816 ها در سایت تمام توالی درصد بود. 99( سنجیده شد و شباهت همگی در محدودهNCBI  ثبت و کد دسترسی

 1کلروپلاستی DNAدر  rbclتراز شدند. طول بخشی از ناحیه ائید و ثبت همها بعد از ت(. توالی1مربوطه کسب کردند )جدول 

، در Dnaspافزار آمده و به کمک نرمدستهای بهبا استفاده از توالیجفت باز محاسبه شد.  750های کاهو تکثیر شده بود ژنوتیپ

ها شناسایی شد در این ژنوتیپ 2سینگلتون 46مونومورف( و  040مورف، پلی 47جایگاه متغیر دارای حذف و اضافه ) 447مجموع 

بود که کمتر از یک  0004/0برابر   (dN/dS)( بود. مقدار عددی 37/0هاپلوتایپ شناسایی شد و شاخص تنوع هاپلوتایپی ) 4تعداد 

 و نشان دهنده این است که انتخاب خالص بر ژن مورد بررسی اتفاق افتاده و باعث تغییرات کلیدی نشده است.

( Thymineصورت بین ژنوتیپی نشان داد باز تیمین )ها بهبررسی فراوانی نوکلئوتیدی توالی :های نوکلئوتیدیلیز توالیآنا

( کمترین فراوانی را دارا بود. همچنین در بررسی فراوانی نوکلئوتیدی بین ژنوتیپی Cytosineبیشترین فراوانی و باز سیتوزین )

دهنده تمایز ( کمتر بود. که نشان1/55( و تیمین )Adenine( از مجموع آدنین)8/44)(Guanineمجموع سیتوزین و گوانین)

پیوند هیدروژنی است که وجود آن باعث پایداری ژن  3ژنتیکی بالا و ثابت نبودن این ناحیه است؛ زیرا سیتوزین و گوانین دارای 

 Tamura-Neiبر اساس الگوی  نوکلئوتیدیجانشینی  مطابقت داشت. (Pakpahan et al. 2016)شود که با تحقیقاتمی

Model (Tamura et al. 2013) (. که بیشترین 2های نوع انتقالی و متقاطع محاسبه شد )جدول صورت میزان جانشینیبه

 ( به ترتیب از نوع پیریمیدین و تقاطعی تیمین با گوانین بود.49/5( و تقاطعی )14/17میزان جهش انتقالی )

                                                 
1 chloroplast DNA 
2 singleton 
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 های کاهودر ژنوتیپ rbclآمده از تکثیر ناحیه دستبه PCRت . محصولا1شکل 

M) ؛ سایزمارکرDM2400 و اعداد به ترتیب شماره ارقام مشخص شده در جدول شماره یک است) 

Figure 1. PCR products obtained from amplification of rbcl region in lettuce genotypes 

M; DM2400 Size marker and other numbers are the lettuce genotypes name based on the 

number was shown in Table 1 

 Tamura-Neiکاهو بر اساس الگوی  rbclهای ژن جایی توالی نوکلئوتید. برآورد حداکثر درصد جابه2جدول 

Model (1993Tamura & Nei ). 

Table 2. Estimation of Maximum Relative Conversion Rate of RbC Lettuce Gene 

Nucleotides Based on Tamura-Nei Model Model (Tamura & Nei 1993). 

  A T/U C G 

A - 5.49 4.07 15.17 

T/U 4.98 - 12.69 4.44 

C 4.98 17.14 - 4.44 

G 17.02 5.49 4.07 - 

های انتقالی )جایگزینی است. در این جدول درصد جهش 100آن برابر با  پایه )ردیف( به پایه دیگر است که مجموعاحتمال جایگزینی هر ورودی از یک*

صورت ایتالیک صورت پررنگ و جهش تقاطعی )جایگزینی پورین به پیریمیدین و برعکس( بهپورین به پورین دیگر و یا پیریمیدین به پیریمیدین دیگر( به

 اند.نشان داده شده

 *It is possible to substitute each entry from the single (row) to another, whose sum is 100. In this table, 

the percentage of transient mutations (the replacement of purine with other purine or pyrimidine with 

other pyrimidine) is highlighted in bold and interstitial mutations (purine to pyrimidine and vice versa) 

are shown in italics. 
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منظور شناسایی هرگونه از انحراف فرضیه صفر تکامل خنثی و شناسایی اثرات انتخاب طبیعی بر این به Tajima's D تست

دار در اندازه ژنوتیپ مؤثر شده باشند هایی که دچار گسترش اخیر و یا افزایش معنیهای کاهو محاسبه شد. ژنوتیپها در ژنوتیپژن

 Dدار که مقادیر مثبت و معنیکنند، درحالیدار تولید میمنفی و معنی Dها عمل کرده باشد، مقادیر دار بر روی آنو یا انتخاب جهت

نشان دهنده اثرات مربوط به رانش ژنتیکی، تنگناهای ژنتیکی و یا اثر متعادل کننده در طول تاریخ تکاملی ژنوتیپ است. نتایج این 

دار بود ( منفی و غیره معنی4آمده از آن )جدول دست( و هم پروتئین به3)جدول  rbclهم برای ژن  Dمطالعه نشان داد که مقادیر 

دار بر روی این ژن در طول تکامل های مورد استفاده در این مطالعه یا اثر انتخاب جهتکه ممکن است به دلیل اندک بودن نمونه

 است.

 

افزار با استفاده از نرم rbclژن  DNA( توالی Neutrality Tajima Test. نتایج حاصل از تست )3جدول 

MEGA6. 

Table 3. Neutrality Tajima Test DNA sequences of rbcl gene using MEGA6 software. 

m S ps Θ π D 

15 47 0.105145 0.032337 0.014552 -2.362671 

 

افزار استفاده از نرم با rbcl( توالی پروتئین ژن Neutrality Tajima Test. نتایج حاصل از تست )4جدول 

MEGA6. 

Table 4. Neutrality Tajima Test The protein sequence of the rbcl gene using the MEGA6 

software. 

m S ps Θ π D 

15 3 0.055556 0.017086 0.007407 -0.685005 

 

های مورد بررسی، ماتریس تشابه در تیپها در میان ژنوها و تفاوتمنظور شناسایی و درک بهتر شباهتبه: فاصله ژنتیکی

از صفر تا  DNAژنوتیپ کاهو مورد استفاده محاسبه گردید. نتایج حاکی از آن بود که فاصله ژنتیکی بر اساس توالی  15میان 

یس تشابه نی درخت تبارزایی با استفاده ماتر محاسبه شد )داده نشان داده نشد(. 057/0و بر اساس توالی پروتئینی از صفر تا  135/0

ای حاکی از وجود شباهت بسیار بالا ترسیم گردید. نتایج حاصل از تجزیه خوشه UPGMAو روش  (Nei & Li 1979)و لی 

                                                                 یت جغرافیایی نیز از همدیگر تفکیک نشدند. ضمنا  با وجود فاصله زیاد که بر اساس موقعطوریهای موردمطالعه بود بهبین ژنوتیپ

مابقی در یک  Konkovistadorجز ژنوتیپ با هم داشتند و به DNAشباهت بسیار زیادی در سطح  ها،مناطق جغرافیایی آن
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آمده نیز موردبررسی قرار دستبه rbclای بر اساس توالی پروتئین گروه قرار گرفتند. همچنین در آزمون دیگری تجزیه خوشه

 گرفتند که نتایج مشابهی را به دنبال داشت.

 

 
بررسی بر اساس روش  های مختلف کاهو موردژنوتیپ rbclژن  DNAمقایسه توالی  . دندروگرام2شکل 

Clustal W افزار و نرمMega 6. 
Figure 2. Dendrogram Comparison of DNA sequence of rbcl gene Different lettuce 

genotypes based on Clustal W method and Mega 6 software. 
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های مختلف کاهو موردبررسی بر اساس روش ژنوتیپ rbclمقایسه توالی پروتئینی ژن . دندروگرام 3شکل 

Clustal W افزار و نرمMega 6 
Figure 3. Dendrogram Comparison of protein sequences of rbcl gene Different lettuce 

genotypes based on Clustal W method and Mega 6 software 
 

 

 

( Cهای غشائی )دومین d1wdda2(B،)شده با الگو (، همبستگی مدل ارائهAبعدی )اختار سه. س4شکل 

 rbcl (ribulose-1, 5-biphosphate carboxylase)بخشی از توالی پروتئین ( Dشده )های حفاظتو دومین

 .آمده از گیاه کاهودستبه
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Figure 4. The 3D structure (A), correlation of model with d1wdda2 model (B), 

membrane domain(c) and conserved domain (D) of some sequence of rbcl (ribulose-1, 5-

biphosphate carboxylase) obtained from lettuce. 

 

د. این برای خطاهای بالقوه استفاده ش rbclبعدی پروتئین برای بررسی مدل سه rbcl  :ProSAاعتبار سنجی مدل پروتئینی 

 8/0برابر با  ProSAمانده آن. نمره های باقیآن و یک طرح از انرژی Zدهد: نمره ویژگی ساختار ورودی را نشان می 2برنامه 

همچنین انحراف انرژی کل ساختار را با توجه به توزیع انرژی  Z(. نمره 5است )شکل  rbclدهنده کیفیت کلی مدل پروتئین نشان

بود که در محدوده  8/0برابر  Zو نمره  7/0مدل برابر  QMEANنمره  کند.گیری میتصادفی اندازههای حاصل از هم بخشی

باشد و  1تا  0رود که قابلیت اطمینان مدل برآورد شده از دهنده کیفیت خوب مدل است، زیرا انتظار میصفر تا یک بوده و این نشان

دهنده یک ساختار (. نمرات نشان6جموعه مرجع استنباط کرد )شکل م QMEANتوان از طرح دانسیته برای نمرات این را می

شوند. ی مشابه یافت میهایی با اندازه                                 هایی هستند که معمولا  برای پروتئینی نمرهخوبی در محدودهبسیار قابل اعتماد است و به

ک تابع از موقعیت توالی آمینو اسید، نشان عنوان یهای مبتنی بر دانش بهطرح انرژی، کیفیت مدل محلی را با پلات کردن انرژی

 دهد.می

 

 .Pro-SAبا  rbcl. اعتبار سنجی مدل پروتئین 5شکل 

Figure 5. Validation of the rbcl protein model with Pro-SA. 

 

 96خوبی است و دهد که این ساختار دارای زنجیره استروکیمی کاهو نشان می rbclنمودار راماچاندران مربوط به ساختار دوم 

 (.7گیرند که دارای بیشترین میزان مقبولیت است )شکل قرمز قرار میدر ناحیه  1های باقیماندهدرصد گروه

                                                 
1 Residue 
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 .Z-scoreو مقدار  QMEANکیفیت مدل تولیدشده با  .6شکل 

Figure 6. Quality of the model produced by QMEAN and Z-score. 

 

 .کاهو rbcl. نمودار راماچاندران ساختار ثانویه توالی 7شکل 

Figure 7. Ramachandran diagram of the secondary structure of lettuce rbcl sequence. 
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پروتئین یک رویکرد ضروری برای  -اثرات متقابل پروتئین بررسیها: با سایر ژن rbclارزیابی شبکه ژنی پروتئین 

، rbcsهای با ژن rbclشده که بینی. در این مطالعه پیش(Szklarczyk et al. 2014)ای پروتئین استشناخت عملکرد شبکه

prk ،matk ،psb  وpb  با  شدهبینیهای پیشکنش پروتئین( برهم8در تعامل است)شکلrbcl  مشارکت مسیرهای متابولیکی

 ها مؤثر باشد.تواند بر این مسیری کلروپلاست را در گیاه نشان داد و هرگونه تغییر در ساختار پروتئین و عملکرد آن میویژه

 

( موجود در prkو  rbcs ،PSB ،matK ،pbهای )با دیگر پروتئین rbcl. شمای برهمکنش پروتئین 8شکل 

 .مدل آرابیدوپسیس تالیانا گیاه

Figure 8. Scheme of interaction of rbcl protein with other proteins (rbcs, psb, matK, pb 

and prk) present in Arabidopsis thaliana. 

 

 بحث 

لی کم تغییر کرده پلاستیدی در بسیاری از گیاهان نشان داد که ژنوم پلاستید در خلال حوادث تکاملی خی DNAبررسی توالی 

های کلروپلاستی به دلیل و همچنین ژن (Besendahl et al. 2000; Chang et al. 2005; Group et al. 2009)است

ها برای دقت برای تشخیص پتانسیل آنطبیعت تک والدی بودن، ثبات ساختاری و عدم نوترکیبی در مناطق ژنی و بین ژنی به

موتاسیون حذف و  rbclشده . در توالی رمز کننده و حفاظت(Ledford 2008)انده قرار گرفتهرمزینه ژنتیکی گذاری مورد مطالع
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اند، در نتیجه ممکن است که ها قطع شدههای رمز کننده کلروپلاستی توسط اینتروناضافه وجود ندارد از طرفی چون برخی از ژن

فاقد  rbclکند چون ژن صدق نمی rbclن مورد در رابطه با ژن ها در بخش اینترون اتفاق افتاده باشد اما ایاین حذف و اضافه

افتد و همین امر باعث شده اتفاق می rbclتوان نتیجه گرفت که تغییرات با سرعت بسیار کمی در ژن اینترون است لذا در کل می

.از طرفی دیگر به دلیل (Wolfe et al. 1987; Guldhe et al. 2019)در تخمین و ارزیابی تکامل از این ژن استفاده شود

شود که در بین ارقام متعلق به همان گونه محافظت شود و منشأ همان شود باعث میاز والد مادری به ارث برده می rbclاینکه ژن 

نتایج حاصل از تغییرات نوکلئوتیدی  .(Sarhan et al. 2016; Hapsari et al. 2019)ژنوم کلروپلاست مادر را نیز داشته باشد 

(، یک روش dSاند )( نسبت به تغییرات نوکلئوتیدی که تأثیری در اسیدآمینه حاصل نداشتهdNاند )باعث تغییر اسیدآمینه شدهکه 

. اگر این نسبت از یک (Nei & Kumar 2000)ها است                                                         کارآمد جهت تشخیص روند انتخاب طبیعی در طول تکامل برای  ژن

ها نشان اشد انتخاب خالص و اگر برابر یک باشد انتخاب خنثی را در طی تکامل این ژنبیشتر باشد انتخاب مثبت، اگر کمتر از یک ب

( بود و نشان داد که انتخاب خالص 00004/0( کمتر از یک )dN/dSدر این تحقیق مقدار عددی این نسبت ) (LI 1997)دهدمی

ها بر اساس از این تحقیق و عدم جداسازی ژنوتیپ بر ژن موردبررسی اتفاق افتاده و باعث تغییرات کلیدی نشده است. نتایج حاصل

ها است که توجه و تنوع پایین بین ژنوتیپها در یک گروه حاکی از شباهت قابلموقعیت جغرافیایی و قرار گرفتن اکثریت ژنوتیپ

در دو رده  rbclلی و تغییرپذیری کم این ناحیه باشد.همچنین مقایسه توا rbclشدگی بالای ناحیه تواند مربوط به حفاظتمی

 & Newmaster et al. 2008; Steven)ها نشان دادسیانوباکتری و چند جنس گیاهان تشابه زیادی بین توالی آن

Subramanyam 2009) .های کلروپلاست این ای ذکر شده که از محدودیتدر مطالعه که با نتایج تحقیق حاضر مطابقت دارد

وجود در چندین مطالعه از تنوع کلروپلاستی برای های نزدیک استفاده کرد بااینطالعه گونهتوان از ژنوم آن برای ماست که نمی

 Chang et al. 2005; Barker)ها استفاده گردیده استی تکامل در درون گونهها و پروسهتعیین خویشاوندی در سطح جمعیت

et al. 2009; Pfanzelt et al. 2019). نوان یک آنالیز آماری مهم در محاسبه تنوع ژنتیکی و عآنالیز واریانس مولکولی به

            . معمولا  در (Pariset et al. 2011)شودها محسوب میها و میزان تمایز ژنتیکی بین جمعیتمشخص کردن ساختار جمعیت

نگر آن شود و بیاها محسوب میشاخص مهمی در جهت تعیین تمایز و تفکیک ژنتیکی بین جمعیت Fstهای جمعیتی مقداربررسی

 Fst ها کمتر است. آنالیز واریانس مولکولی با استفاده ازاست که هر چه میزان جریان ژنی بیشتر باشد، اختلاف ژنتیکی بین جمعیت

تمایز 15/0تا  05/0تمایز ژنتیکی پایین و مقادیر بین 05/0به دست آمد. مقادیر از صفر تا  GenAlex ver6.41افزار توسط نرم

 .Zawadzki et al)دهدتمایز ژنتیکی خیلی بالا را نشان می25/0تمایز بالا و مقادیر بیش از 25/0تا 05/0ن متوسط و مقدار بی

پروتئین نقش  -کنش پروتئینبرهمود. های مورد مطالعه ب. بنابراین نتایج این آزمون نشانگر تمایز ژنتیکی بین ژنوتیپ(2008

های آنالیز شبکه به درک سازوکار زیستی موجود از راه آشکار نمودن الگو یا الگوکند. های زیستی ایفا میمهمی در تمامی فرایند

-دهنده این است که ژننشان rbclپروتئین  -. بررسی شبکه پروتئین(Raman 2010)کندهای سلولی عملکردی کمک میشبکه

های خانواده نیز در ارتباط هستند. ژن prkژن  ها بابیشترین ارتباط را با یکدیگر دارند و از سوی دیگر این ژن RBCهای خانواده 
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RBC قطعه اکسید کربن و همچنین قطعهبیس فسفات که نقش اصلی در تثبیت دی 5و1ریبولوز -در دو واکنش کربوکسیلات دی

-و با ژن بیشترین تعامل را با یکدیگر psbهای از طرف دیگر ژن .(Dietz et al. 2019)شدن اکسیداتیو سوسپانسیون پنتوز دارند

با استفاده از  psbهای نقش دارند. ژن ATPنیز در ارتباط هستند؛ که در زنجیره انتقال الکترون و تولید  rbclو  pb، matkهای 

مورد استفاده  ATPو یک شیب پروتونی کرده که در نهایت برای تولید  O2کنند و تولید های آب را جدا میانرژی نوری الکترون

نیاز  matKکه برای برش اینترون به  RNAهای . همچنین برخی از رونوشت(Nelson & Ben-Shem 2004)گیردقرار می

-ها برای بعضی از عملکردآن  tRNAبود که محصولات پروتئینی یا   atpFو  trnK ،trnA ،trnL ،rps12 ،rpl2دارند شامل 

عنوان فاکتور پیدایشی که بعد از رونویسی به matKدهد که های کلروپلاست، مانند فتوسنتز مورد نیاز هستند. این نتایج نشان می

 Barthet 2006; Barthet & Hilu 2007; Barthet & Hilu)کند، عملکردی اساسی در کلروپلاست دارد عمل می

، rbclهای که ژنآنجایی از  .(Duan et al. 2019)ها در کلروپلاست استها حاکی از اهمیت این پروتئیناین یافته (2008

matK  وpsb  سه ژن مهم در بررسی رمزینه ژنتیکیDNA های ژنتیکی در شناسایی و هستند و محققان بسیاری، از این رمزینه

های تولیدی ، از طرفی نتایج تحقیق حاضر نشان داد که پروتئین(Chen et al. 2010)اندمستندسازی تنوع گیاهان استفاده کرده

گذارد.                       ها بر یکدیگر تا ثیر میکه افزایش و کاهش بیان هر کدام از این ژنطوریمستقل نبوده بهها در کلروپلاست توسط این ژن

ها های کلروپلاستی به دلیل نیاز داشتن به اطلاعات اضافی برای ارزیابی ژنوتیپهمچنین برخی نتایج نشان داده که همواره ژن

که نتایج ارزیابی شبکه ژنی  (Staff 2008; Li et al. 2011; Williams et al. 2014)گیرندتنهایی مورداستفاده قرار نمیبه

در بسیاری از تحقیقات  کننده این مطلب است.( بیان8در تحقیق حاضر)شکل   pbو  rbcs ،prk ،matk ،psbهای و ارتباط ژن

rbcl که در اده قرار گرفته است، درحالیهای فیلوژنی در سطوح بالاتر از گونه مورداستفعنوان بهترین مکان ژنی برای بررسیبه

از طرفی به علت پایین  .(Soltis & Soltis 1998; Zhai et al. 2019)سطح گونه استفاده از این ژن توصیه نگردیده است

های ژنتیکی گیاهی به کار گرفته به همراه سایر رمزینه rbclبودن قدرت تشخیص در سطح گونه اکثر مطالعات تأکید دارند که 

-های ژنتیکی موجودات زنده استفاده از ژنکنسرسیوم بررسی رمزینه (Newmaster et al. 2008; Kress et al. 2009)شود

ای بالا و عنوان رمزینه ژنتیکی استاندارد گیاهی معرفی نمود که دارای سطح تفکیک گونهرا به rbcl+ matKهای کلروپلاستی 

 .(Federici et al. 2013; Mahadani & Ghosh 2013)کیفیت مطلوب توالی برای گیاهان است 

 

ال مطرح شود که دارای عنوان یک رمزینه ژنتیکی  ایده به توانددر صورتی می DNAطورکلی یک ناحیه بهگیری: نتیجه

الا و شدگی ببه دلیل تغییرپذیری اندک و حفاظت rbclکه است که ناحیه های یک جنس باشد. این درحالیتنوع کافی در بین گونه

 dN/dSهای کاهو نبود. همچنین مقدار عددی همچنین وراثت مادری، ناحیه چندان مناسبی برای بررسی تفاوت در بین ژنوتیپ

پروتئین  -کنش پروتئیندهنده این است که تغییرات کلیدی صورت نگرفته است. همچنین آزمون برهمکمتر از یک بود که نشان
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توان پیشنهاد کرد این باشند. لذا میدر ارتباطند و مستقل از هم نمی pbو  rbc، psb ،matK، prkهای با ژن rbclنشان داد که 

 های اصلاحی و مهندسی ژنتیک به کار برد.برداری در برنامهها را جهت بررسی معرفی و پس از تائید برای بهرهژن
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