
 (1400) 410 تا 399 صفحه های 4شماره  22مجله علوم و فنون باغبانی ایران جلد 

 مقاله پژوهشی

 

 واکاویاستفاده از با  لیموترش میوه در رسیدگی های کلیدی درگیرشناسایی ژن

 1های ریزآرایهداده
Identification of Key Genes Involved in Lemon (Citrus limon) Fruit 

Ripening using Microarray Data Analysis 

 

 2سیما سازگاریو   حسین امین *زهرا زینتی
 

 چکیده

درک . شده است انجامهای اساسی رسیدن میوه مستشریح مولکولی مکانی منظورهای متعددی بهتلاشهای اخیر طی دهه

باشد. در پژوهش حائز اهمیت میافزایش ماندگاری  ، تغییر زمان رسیدگی وتنظیم کیفیت میوه رسیدگی درجامع شبکه تنظیمی 

 ،نارس و بلوغمیوه در دو مرحله نموی این بافت  های ریزآرایه مربوط بهدادهبا توجه به ارزش غذایی و دارویی لیموترش، حاضر، 

،  limma،DAVID بسته از جملهافزارهای بیوانفورماتیک توسط نرم ،های مرتبط با رسیدنژن مسیرها وبا هدف شناسایی 

STRING  وiTAK  نسبت به نارس  ست در مرحله نموی رسیدهپروب 4255 تعدادنشان داد  هانتیجه .مورد بررسی قرار گرفت

ید بود. با توجه به افزایش مسیر کاروتنوئها، ستپروبتوسط این  KEGG شدهغنییکی از مسیرهای  نشان دادند.بیان افتراق 

توان می (،ABAآبسیزیک اسید ) کاروتنوئید در مرحله رسیدگی و نقش این مسیر در بیوسنتزساخت زیستهای مسیر بیان ژن

افزایش بالای افزون بر این،  لیموترش دارد.میوه در رسیدگی کلیدی نقش  ABA دهیعلامتو  ساز سوخت و بیان داشت

تواند مؤید نقش اتیلن و مسیر انتقال می ،در مرحله رسیدگیاتیلن ساخت زیستمسیر گیر در درکلیدی های های ژنرونوشت

آمینو سیکلو پروپان کربوکسیلات  -1  ژن رمزکننده آنزیم پژوهش حاضربر اساس نتایح  باشد.این میوه در رسیدگی آن پیام 

( در مرحله رسیدگی برابر 05/13دارای بیشترین افزایش بیان )( aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase 1-1) 1اکسیداز 

 عامل رونویسی 41به شناسایی  منجر با افزایش بیان عوامل رونویسیجستجو برای تعیین بود.  لیموترشدر مقایسه با میوه نارس 

عنوان نقاط کلیدی شبکه از جمله ژن به 10منتج به شناسایی  ،های با افزایش بیانژنمرتبط با شبکه  واکاویچنین هم. شد

های ثانویه و تغییر تواند یکی از راهکارهای بهبود متابولیتمی های معرفی شدهورزی ژندستگردید.  HY5-likeعامل رونویسی 

توانند در انجامد که میزمان رسیدگی میوه لیموترش باشد که در صورت موفقیت، به تولید ارقامی با زمان رسیدگی مطلوب می

 مناطق مختلف مورد کشت قرار گیرند.

 .مرکبات، عوامل رونویسی ،، شبکه ژنرونوشت، KEGGمسیر  واکاویهای کلیدی: واژه

 مقدمه

و برخی  شودمی تنظیم در چندین سطحهماهنگ  ایای توسط شبکهپیچیدهنموی است که به شکل یند افرمیوه یک  رسیدن

و  نمویفرآیندهای  توسطافزایی رسیدن میوه که به طور هم بیشتر دارد.و پژوهش  بررسینیاز به هنوز یند آفرهای این جنبهاز 

رنگدانه، افزایش اندازه، نرم شدن و انباشت از جمله ای هم پیوستهه شود، شامل فرآیندهای بعوامل مختلف محیطی تنظیم می

باشند میارتباط در به طور مستقیم با کیفیت نهایی میوه  ای است کههای تغذیه، مواد فرار معطر و متابولیتاچپیتعدیل قند، 

 

 10/2/1400 تاریخ پذیرش:                               26/7/99تاریخ دریافت:  -1

-استادیار اصلاح نباتات، بخش اگرواکولوژی، استادیار علوم باغبانی، بخش تولیدات گیاهی، دانشکده کشاورزی و منابع طبیعی داراب و دانش ترتیببه -2

 رزی شیراز، دانشگاه شیراز، شیراز، ایران.آموخته دکتری بخش زیست فناوری، دانشکده کشاو

 (.Zahra.Zinati@gmail.com* نویسنده مسئول، پست الکترونیک: )
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جالب است بلکه برای تنظیم کیفیت میوه و افزایش ماندگاری  زیستیجامع شبکه تنظیمی نه تنها از نظر  درک ،بنابراین(. 19)

 (.3)نیز مهم است 

تشریح مولکولی  های متعددی به منظورتلاشهای اخیر دهه، طی هاو ارزش تجاری میوه زیستیمیت با توجه به اه

یک شبکه شامل فرایند رسیدن،  مرتبط با هایمولکولی مکانیسم حتشری. شده است انجامهای اساسی رسیدن میوه مسمکانی

که به طور مستقیم  باشدمیژنومی و سایر عناصر تنظیمی اپی هایتغییرهای رونویسی، ها، تنظیم کنندهمتشکل از هورمون

تجمع  مرتبط بای مولکولی بسیاری از اجزادر این زمینه،  .دهدقرار می تاثیرزیر را  کیفیت پس از برداشتو تازه کیفیت میوه 

ها در تغییر در بیان آنراه از  ،پیام، بیوسنتز اتیلن و انتقال هاکربوهیدرات ساز سوخت و، اییاختهدیواره  ساز سوخت و، رنگدانه

ی با الگوی یهامیوهرسیدگی در های مکانیسم ،با این وجود .(19اند )شدههای طبیعی شناسایی جهشیا و گیاهان تراریخته 

 (. 4) یکسان نباشدممکن است  ،تنفسی متفاوت

وجود اطلاعات این  . با(14) باشدغذایی، دارویی و آرایشی میارزشمند های ویژگیای با گونه( Citrus limon)لیموترش 

قرار  تاثیر زیررا این میوه تواند خواص ارزشمند میهای مرتبط با رسیدن میوه که ژنو  لیموترشدر رابطه با نمو میوه جامعی 

نمو تر ژرفریزآرایه، امکان تجزیه و تحلیل  واکاوینمو میوه در مرکبات توسط  رونوشتمطالعه در این راستا، دارد. نوجود  ،دهد

کارکردی ژنوم  یهامطالعهدر  هابررسی رونوشتهای روشپیرامون کاربرد  متعددی یهاگزارش. نموده استمیوه را فراهم 

 Citrus)پرتقال  رونوشت واکاویدر همین زمینه، شرایط مختلف وجود دارد.  رها دگیاهان گوناگون و بررسی الگوی بیان ژن

sinensisسوخت کربوهیدرات و اسید سیتریک،  سوخت و ساز، اییاختههای کارکردی بیوسنتز دیواره که گروه ه است( نشان داد

  (.35) باشندمیدر نمو و رسیدن میوه  درگیرفرآیندهای ، از جمله پاسخ به تنشنیز کاروتنوئید و  و ساز

سوخت های کارکردی مختلفی از جمله فرنگی در مراحل مختلف رسیدگی نشان داد که گروهتوتپتوم میوه یترانسکر واکاوی

ها مطالعهها در رسیدگی میوه نقش موثری دارند. این رنگدانهتولید  و  ی هورمونیهاانرژی، مسیر سوخت و سازقندها،  و ساز

 (ABA) آبسیزیک اسید چنین هورمونافزایش مقدار قندها و هم با که کاهش بیان ژن پیروات دهیدروژناز ندچنین نشان دادهم

ای هندوانه در سه مرحله مقایسهپتوم یچنین واکاوی ترانسکرهم. (32)شود فرنگی میتوتمنجر به افزایش سرعت رسیدگی میوه 

و قندها )ساکارز، نشاسته و گالاکتوز(، مسیرهای اصلی  هاها، هورمونی  بیوسنتز کارتنوئیدهاکه مسیر مختلف رسیدگی نشان داد

افزون بر  ها قرار دارند.مسیرهای اصلی موثر در رسیدگی میوه در این و ژن باشندمی ی با بیان افتراقیهاغنی شده به وسیله ژن

های مهم موثر در رسیدگی نیز از جمله ژن 2APو  bHLHو  MYBعوامل رونویسی های رمزکننده ژن، هانتیجهبا توجه به این، 

 (. 39) شوندهندوانه محسوب می

یک ژن  د که ژن ساکارز فسفات سنتازپرتقال در مراحل مختلف نمو میوه نشان دا نژادگاندو  رونوشتهای واکاوی داده

ژن افتراقی  11چنین یابد. همباشد و بیان آن با گذشت مراحل رسیدگی افزایش مینمو میوه میفرآیند کلیدی مسئول در 

مسیر ی مهم مربوط به هاژن افزون بر این،ها غنی شدند. ی رسیدگی میوه در مسیر فلاونوئیدمتفاوت مربوط به مراحله ابتدای

 .(31) پرتقال خونی بیان افتراقی دارند نژادگاندر  آمینوبوتیریک اسید

با  ،نارس و بلوغمیوه در دو مرحله نموی این مقایسه بافت به  پژوهش حاضردر  ارزش غذایی و دارویی لیموترش،با توجه به 

 KEGG های غنی شدهمسیرتجزیه و تحلیل ریزآرایه و  واکاویبا استفاده از های مرتبط با رسیدن ژن و مسیرهاهدف شناسایی 

های تنظیمی از آنجا که عوامل رونویسی به عنوان نقاط کلیدی شبکه ،چنینهمشد.  پرداختههای دارای بیان افترقی ستپروببا 

ی سایت اهای دادهپایگاهبا استفاده از  ،های دارای بیان افتراقیدر میان ژناین عوامل برای شناسایی  جستجو ،شوندمیمحسوب 

iTAK، .های کلیدی با استفاده از ژنی به منظور یافتن ژنشبکه  واکاویافزون بر این،  صورت گرفتSTRING  و نرم افزار

Cytoscape .انجام شد 

 هاروشمواد و 
  Affymetrix های ریزآرایهدادهپردازش پیش، کنترل کیفیت و آوریجمع
  NCBI پایگاه داده GEO از مخزنGSE12804 دسترسی  با شماره Frost Lisbon واریته  های ریزآرایه بیان ژن لیموترشداده

استخراج شده از بافت وزیکول آب میوه در دو  RNA . در این آزمایش(/https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo) شد دریافت

  (.1)قرار گرفت مقایسه مورد  زیستیبا سه تکرار  ،غ(لوب و رس)نا مرحله نموی
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میوه فراست لیسبون در حالت نارس و  pH. در آزمایش مورد بررسی میزان باشداسیدی مییک لیموی   فراست لیسبون

عنوان میوه نارس جمع آوری شدند که آب کردند به انباشتها شروع به بود. درست زمانی که میوه 5/3و  6/3ترتیب رسیده به

 48×51گیری در زمان نمونهها اندازه آنآبدار بودند و کامل های رسیده بود. میوه مترمیلی 33×29در این زمان اندازه میوه 

مربوط به شرکت   Expression Consoleنرم افزار با استفاده ازهای خام دادهسازی نرمالپردازش و پیشمتر بود. میلی

Affymetrix (http://www.affymetrix.comو الگوریتم ) RMA  (.9) شد انجام  

 های با افتراق بیانستپروبشناسایی 

به منظور  (.25) انجام شد Rتوسط نرم افزار  limma با استفاده از بسته نابالغهای بالغ و بین بافت ،هاژنبیان افتراقی  واکاوی

 استفاده شد.  adjusted P-value <0.1 با Bayesian t-test های با بیان افتراقی از آزمون شناسایی ژن

 دارای بیان افتراقی هایستپروببا  KEGGشناسایی مسیرهای غنی شده 

  KEGG های غنی شدهمسیر تجزیه و تحلیل، های دارای بیان افتراقیژنمرتبط با  مسیرهایتر در مورد دقیقبرای اطلاعات 

(Kyoto Encyclopedia Genes and Genomes )با استفاده از پایگاه داده DAVID v6.8 انجام شد   

)/https://david.ncifcrf.gov( (12) . ،0.05 دارای مسیرهایدر این راستا < value-P  گزارش شدند دارمعنی مسیرهایبه عنوان. 

 شناسایی عوامل رونویسی مرتبط با رسیدگی

در مقابل های دارای بیان افتراقی ستپروبهای پروتئینی مرتبط با توالی، با افزایش بیان برای شناسایی عوامل رونویسی

بلاست شدند.  iTAK (bin/itak/index.cgi-http://itak.feilab.net/cgi)سایت  های دادهتوالی عوامل رونویسی موجود در پایگاه

( /https://string-db.org) 11.0نسخه  STRING هپایگاه داداز  ،هاستهای پروتئینی مربوط به پروبلازم به ذکر است که توالی

 دریافت گردید.

 شبکه های کلیدیو شناسایی ژن شبکه برهمکنش ژنی

های با افزایش برای بازیابی برهمکنش ژن ،به عنوان ابزار جستجو (/https://string-db.org) 11.0نسخه  STRINGپایگاه داده 

. سپس (26) بارگذاری شدند  Cytoscapeدر نرم افزار  ،های موجود در شبکهتمام برهمکنش مرحله بعد،در بیان استفاده شد. 

Cyto-Hubba به عنوان یک افزونه ،Cytoscape مانند توپولوژیک واکاویهای مختلف الگوریتم، برای یافتن ژن کلیدی توسط 

Betweenness ،BottleNeck ،Closeness ،ClusteringCoefficient ،Degree ،DMNC ،EcCentricity ،EPC ،MCC ،MNC ،

Radiality  وStress (6) مورد استفاده قرار گرفت . 

 نتایج
 های با افتراق بیانستپروبشناسایی 

  4255 تعداد، ست مورد بررسیپروب 16382 میاناز  گردیدمشخص   Bayesian t-testآزمون حاصل از  هاینتیجهبر اساس 

افزایش بیان در مرحله  ،ستپروب 2232 نیز تعداد کاهش بیان و ،ستپروب 2024 تعداد بودند کهست دارای بیان افتراقی پروب

 نارس نشان دادند. را در مقایسه بانموی رسیده 

 دارای بیان افتراقی هایستپروببا  KEGGشناسایی مسیرهای غنی شده 

های ثانویه متابولیت ساختزیست های با بیان افتراقی در مسیرهایژنکه  بیانگر این بود KEGGشده غنیهای مسیر واکاوی 

(cit01110بیوسنتز اسید آمینه ،)( هاcit01230 ،)سوخت و ساز ( آرژنین و پرولینcit00330 ،)سوخت و ساز ( کربنcit01200) ،

(، بیوسنتر cit04075هورمون گیاهی ) پیام(، انتقال cit00360فنیل آلانین ) سوخت و ساز (، cit01100مسیرهای متابولیکی )

(، cit01130ها )آنتوبیوتیک(، بیوسنتز cit00250آلانین، آسپارتات و گلوتامات ) سوخت و سازCOA (cit00770 ،)پانتوتنات و 

قرار ( cit00062سازی اسید چرب )طویل(، و cit00906(، بیوسنتز کاروتنوئید )cit00270سیستئین و متونین ) سوخت و ساز

(، cit01100متابولیکی ) هایمسیرترتیب به  به  ،ژن 54و  141، 214 با تعداد بیشترین سهمدر این راستا، . (1)جدول  داشتند

  . (1)جدول  اختصاص یافت( cit01130ها )آنتوبیوتیکبیوسنتز  و (cit01110های ثانویه )مسیرهای بیوسنتز متابولیت
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  .های با بیان افتراقیستتوسط پروب KEGGسازی مسیر های واکاوی غنینتیجه -1جدول 
Table 1. Results of enrichment analysis of KEGG pathway by differential expressed probe sets. 

 KEGGمسیر 
KEGG pathway 

 تعداد ژن
Gene count P-Value 

cit01110:Biosynthesis of secondary metabolites 141 4.59E-04 

cit01230:Biosynthesis of amino acids 36 0.002183 

cit00330:Arginine and proline metabolism 13 0.005839 

cit01200:Carbon metabolism 37 0.00731 

cit01100:Metabolic pathways 214 0.009444 

cit00360:Phenylalanine metabolism 12 0.010027 

cit04075:Plant hormone signal transduction 34 0.012224 

cit00770:Pantothenate and CoA biosynthesis 8 0.015776 

cit00250:Alanine, aspartate and glutamate metabolism 10 0.018262 

cit01130:Biosynthesis of antibiotics 54 0.024922 

cit00270:Cysteine and methionine metabolism 15 0.039626 

cit00906:Carotenoid biosynthesis 9 0.048391 

cit00062:Fatty acid elongation 7 0.050303 

 

 شناسایی عوامل رونویسی مرتبط با رسیدگی

های خانواده گردید و در این زمینه،ژن مختلف  41به شناسایی  منجر ،بالابا افزایش بیان  عوامل رونویسیجستجو برای تعیین 

bZIP ،NAC  وMYB-related  بیشترین تعداد عوامل رونویسی را به خود اختصاص دادند. ،عامل رونویسی 3و  3، 4به ترتیب با 

 شده است. ارائه  2 در جدولها آنو اطلاعات مربوط به خانواده با افزایش بیان بیش از دو برابر نویسی امل رووع فهرست

 های کلیدیشبکه برهمکنش ژنی و شناسایی ژن

 e36/4-07 و 1607، 1087شامل  ترتیببه شبکه value-Pها و های موجود در شبکه، تعداد ارتباطلازم به ذکر است تعداد ژن

ژن کلیدی در شبکه گردید که دستکم توسط دو الگوریتم شناسایی  10منتج به شناسایی  Cyto-Hubbaبود. واکاوی شبکه توسط 

-transcription factor HY5ارائه شده است. به طور جالب توجهی عامل رونویسی  3های کلیدی در جدول شدند. لیست ژن

likeیز بود. های کلیدی شبکه ن، به عنوان یکی از عوامل رونویسی شناسایی شده، جزء ژن 
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 نارس.های لیموترش رسیده نسبت به میوهدر افزایش بیان فهرست عوامل رونویسی با بیش از دو برابر  -2جدول 
Table 2. List of transcription factors with more than 2-fold increase in expression in the mature vs. immature lemon fruits  

 پروب ست
Probe set 

شماره شناسایی 

 پروتئین
Protein accession 

 نام ژن
Gene name  بیانتغییرهای  

Fold change 

 خانواده

Family 

Cit.10465.1.S1_s_at; Cit.30576.1.S1_s_at XP_006475902.1 Heat shock factor protein HSF30-like 9.41185 HSF 

Cit.12189.1.S1_s_at; Cit.4169.1.S1_at XP_006494895.1 BEL1-like homeodomain protein 1-like 5.7794 HB-BELL 

Cit.25299.1.S1_at XP_006472692.1 Auxin response factor 17-like 4.4238 B3-ARF 

Cit.12214.1.S1_s_at XP_006485436.1 NAC domain-containing protein 78-like 4.0156 NAC 

Cit.31333.1.S1_at XP_006479647.1 

Heat stress transcription factor A-6b-

like 3.9479 HSF 

Cit.22874.1.S1_at XP_006477628.1 Zinc finger protein ZAT4-like 3.8032 C2H2 

Cit.5041.1.S1_s_at XP_006465679.1 

Homeobox-leucine zipper protein 

ATHB-15-like 3.4483 HB-HD-ZIP 

Cit.14155.1.S1_s_at XP_006487112.1 

ABSCISIC ACID-INSENSITIVE 5-

like protein 7-like 3.2635 bZIP 

Cit.20608.1.S1_at XP_006486372.1 

Transcription factor DIVARICATA-

like 2.7547 MYB 

Cit.13265.1.S1_at XP_006483336.1 Transcription factor HY5-like 2.6965 bZIP 

Cit.3970.1.S1_s_at XP_006480596.1 

Nuclear transcription factor Y subunit 

B-10-like 2.5686 NF-YB 

Cit.15253.1.S1_s_at XP_006466888.1 

Floral homeotic protein DEFICIENS-

like 2.5635 MADS-MIKC 

Cit.31124.1.S1_at XP_006492427.1 

 Probable WRKY transcription 

factor 47-like 2.4448 WRKY 

Cit.1579.1.S1_at XP_006478113.1 Uncharacterized LOC102614255 2.4109 MYB-related 

Cit.16636.1.S1_at XP_006490017.1 

Ethylene-responsive transcription factor 

2-like 2.3892 AP2/ERF-ERF 

Cit.24864.1.S1_s_at XP_006473054.1 Trihelix transcription factor GT-2-like 2.3376 Trihelix 

Cit.1497.1.S1_s_at XP_006479050.1 NAC domain-containing protein 18-like 2.2626 NAC 

Cit.5733.1.S1_at XP_006487722.1 Myb-related protein Myb4-like 2.0899 MYB 
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 بحث
بود )جدول  هابیوسنتز آنتوبیوتیک، مسیر KEGGهای حاصل از پژوهش حاضر نشان داد که یکی از مسیرهای غنی شده نتیجه

های ضدالتهابی، ضدمیکروبی، ضد سرطانی و آنتی پارازیتی اثبات شده (. در تایید این یافته، خواص درمانی لیموترش شامل فعالیت1

گرفت بر می ژن را در 9به طور قابل توجه، یکی از مسیرهای غنی شده در پژوهش حاضر، مسیر کاروتنوئید بود که (. 14است )

های متعددی مبنی بر بیوسنتز کاروتنوئید در طی فرایند رسیدگی میوه مرکبات ارائه شده است مین راستا، گزارش(. در ه4)جدول 

هورمون  سوخت و سازمسیرهای متابولیکی بالادست به عنوان بیوسنتز کاروتنوئید و چرخه گزانتوفیل لازم به ذکر است  (. 20، 8)

در رسیدن کلیدی نقش ( و این هورمون 31دارند )  ABAایپویایی یاختهای در نقش قابل ملاحظه (،ABAاسید آبسیزیک اسید )

تعیین  ABA سازی مجددای در میوه توسط بیوسنتز، کاتابولیسم و فعالیاخته ABA هورمون سطح. در واقع دارد 1نافرازگراهای میوه

های متابولیکی از جمله تخلیه آوند آبکش ای از فعالیتطیف پیچیده  ABA در همین راستا گزارش شده است که هورمون .شودمی

(. در پژوهش حاضر بیان 31، 11نماید )و نیز بیوسنتز ترکیب فنیل پروپانوئید را در زمان رسیدن میوه، تعدیل می 2از مواد فتوسنتزی

برابر  37/2لیموترش در مقایسه با میوه نارس، به میزان در میوه رسیده  2اکسیژناز اپوکسی کاروتنوئید دی-سیس-9 کنندهرمز ژن 

 ،اکسیژناز اپوکسی کاروتنوئید دی-سیسگزارش کردند که سرکوب  (10و همکاران ) Jia(. در تایید این یافته، 4افزایش یافت )جدول 

و  Wang ،چنینده است. همنقش دارد، منجر به تأخیر در رسیدن میوه توت فرنگی گردی ABA به عنوان آنزیمی که در بیوسنتز

های در ارتباط است که ممکن است توسط ژن ABA با تجمع ی( نشان دادند که رسیدن میوه هندوانه به طور قابل توجه31همکاران )

فیتوئن  چنین، در پژوهش حاضر بیان ژن رمزکنندهتنظیم شود. هم CICYP707Asو   CINCEDsمانند ABAسنتز و کاتابولیسم 

و همکاران  Wangهای گزارشبر اساس (. 4برابر افزایش یافت )جدول  94/1در میوه رسیده لیموترش در مقایسه با میوه نارس،  سنتاز

در بافت میوه هندوانه شیرین با افزایش تجمع لیکوپن ارتباط مثبت دارد که  ClPSY1  (Cla97C01G008760) (، افزایش بیان31)

(. از آنجا که مسیر بیوسنتز کاروتنوئید در بالادست 3وتنوئید در طی رسیدن این میوه کمک نماید )این ممکن است به افزایش کل کار

 افزایی روند رسیدن در میوه هندوانه را زیرهم ممکن است به طور ABA کند، تجمع کاروتنوئید و بیوسنتزعمل می ABA بیوسنتز

چنین نقش این مسیر در های مسیر بیوسنتز کاروتنوئید در مرحله رسیدگی و هم(. با توجه به افزایش بیان ژن39تاثیر قرار دهند )

 ای در رسیدگی میوه لیموترش دارد. نقش قابل ملاحظه ABAدهی پیامو  سوخت و ساز شود که پیشنهاد می ABAبیوسنتز 

شوند که به عطر و طعم میوه، به طور خاص در مرحله بالاتر بلوغ میوه، در آن ساخته و انباشته می مربوط های ثانویهمتابولیت

 های اندکی در این زمینهکنند. با این وجود، مطالعهها تأثیر به سزایی در ارتقاء سطح سلامت مصرف کننده فراهم میاین متابولیت

انداز ها ممکن است چشمساخت، انباشت و سوخت و ساز این متابولیتکننده زیست صورت گرفته است. تشریح بیشتر اجزای تنظیم

های واکاوی مسیر، یکی از (. در پژوهش حاضر بر اساس نتیجه3جدیدی را برای درک رسیدن میوه و حفظ کیفیت آن باز کند )

که در این مسیر، ژن رمزکننده  های ثانویه بودتابولیتشد، مسیر بیوسنتز مهای دارای بیان افتراقی غنیستمسیرهایی که توسط پروب

( در مرحله برابر 05/13(، دارای بیشترین افزایش بیان )ACO1) 1( اکسیدازACCآمینو سیکلو پروپان کربوکسیلات )-1آنزیم 

 3رسانیپیامهای کلیدی مسیر بیوسنتز اتیلن است و (. این آنزیم یکی از آنزیم5رسیدگی در مقایسه با میوه نارس لیموترش بود )جدول 

های موجود در مسیر تولید نکته جالب توجه دیگر در پژوهش حاضر این بود که دیگر ژن. اتیلن سهم مهمی در رسیدن میوه دارد

بدون افزایش سریع در تولید اتیلن و سرعت  نافرازگرا هستند کههای مرکبات جزء میوه(. 5دارای بیان افتراقی بودند )جدول  اتیلن نیز

با این حال، مشخص  نافرازگرا، مستقل از اتیلن باشد.های میوهشود که رسیدن در (. بر این اساس، تصور می18) شوندبالغ می ،تنفس

به طوری که تیمار اتیلن با تسریع در تنفس و  انگیزش  .(18های نافرازگرا نیز ضرورت دارد )ای رسیدگی میوهشده است که اتیلن بر

آدنوزیل متیونین S-های (. آنزیم7ای پوست از جمله بیوسنتز کاروتنوئید، رسیدن مرکبات را تسریع کرده است )تغییرهای رنگدانه

های درگیر در مسیر ( از جمله آنزیمACOاکسیداز ) ACC( و ACS( سنتاز )ACCلات )آمینو سیکلو پروپان کربوکسی-1سنتتاز، 

 

1- Non climacteric fruits                                   2- Photosynthesis assimilates                                               3- Signaling 
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های اصلی برای کنترل میزان که جزء آنزیم ACO و ACSها حاکی از آن است که های پژوهش(. نتیجه18باشند )بیوسنتر اتیلن می

فرنگی چهارده ژن رمزکننده (. به عنوان مثال، در گوجه36، 23 شوند )های چند ژنی رمز میبیوسنتز اتیلن هستند، توسط خانواده

ACS  و شش ژن رمزکنندهACO ها دو ژن رمزکننده شناسایی شده که در میان آنACS  و یک ژن رمز کنندهACO  مسئول تولید

مرحله رسیدگی میوه  در ACSو دو ژن رمزکننده  ACOباشند. در پژوهش حاضر نیز مشخص گردید که دو ژن رمزکننده اتیلن می

 05/13به میزان  ACO1ها نشان داد که بیان ژن چنین نتیجه(. هم5لیموترش در مقایسه با میوه نارس، افتراق بیان داشتند )جدول 

برابر افزایش یافت. در  1265/2و  4343/5 به ترتیب به میزان ACSو شبه   ACS1های رمز کننده شبه چنین بیان ژنبرابر و هم

های حاصل از واکاوی رونوشت لیموترش، (. در پژوهش حاضر، نتیجه5به کمتر از نصف کاهش یافت )جدول  ACOلی که بیان ژن حا

تواند مؤید نقش اتیلن و مسیر انتقال پیام اتیلن در های مسیر بیوسنتز اتیلن را نشان داد که میهای ژنافزایش بالای رونوشت

های بیوسنتز های رمزکننده آنزیمر همین راستا، در انگور که یک میوه نافرازگرا است، رونوشت ژنرسیدگی میوه لیموترش باشد. د

های نافرازگرا مانند پرتقال (. میوه24، 5پیش از شروع رسیدگی میوه به بالاترین مقدار خود رسیدند )  ACOو ACSاتیلن، شامل 

(. بر اساس 13کند )یلن تولید نمایند و تیمار اتیلن، زرد شدن میوه را تسریع میتوانند در کل دوره رشد میوه و به میزان کمی اتمی

های باشد و از راه افزایش فعالیت آنزیم(، در طول رسیدن میوه، آبسزیک اسید در تلاقی با اتیلن می37و همکاران ) Zhangهای یافته

نماید. در مجموع، بر اساس (، در تنظیم رسیدگی میوه شرکت میACCساز اتیلن )( و انباشت پیشACOو  ACSبیوسنتز اتیلن )

در نمو و رسیدگی میوه  ABAرسانی اتیلن و رسد که هر دو مسیر پیامهای به دست آمده از پژوهش حاضر چنین به نظر مینتیجه

ادی  ژن مرتبط با اسیدهای آلی از های موجود در مسیرهای غنی شده، تعدلیموترش نقش کلیدی دارند. افزون بر این،  در میان ژن

و شبه پراکسیزومال  2آلدهید ردوکتاز ، فسفوانول پیروات کربوکسیلاز، گلی اگزالات/ سوکسینیک سمی1جمله فومارات هیدراتاز 

(S)-2-و  76/2، 74/1، 67/1ها در مرحله بلوغ نسبت به مرحله نارس به ترتیب هیدروکسی اسید اکسیداز وجود داشت که بیان آن

های کلیدی مرتبط با چرخه اسید و فسفوانول پیروات کربوکسیلاز  از آنزیم 1های فومارات هیدراتاز برابر افزایش یافت. آنزیم 43/3

هیدروکسی اسید اکسیداز از -2-(Sو شبه پراکسیزومال ) 2آلدهید ردوکتاز های گلی اگزالات/ سوکسینیک سمیسیتریک و آنزیم

سوخت و ساز گلی اکسالات و دی کربوکسیلات هستند. فسفوانول پیروات کربوکسیلاز، اگزالواستیک اسید را برای های کلیدی آنزیم

های پژوهش حاضر، نقش احتمالی فسفوانول پیروات کربوکسیلاز در تجمع (. در تایید نتیجه38کند )چرخه اسید سیتریک تولید می

 (.22اسید آلی در هلو گزارش شده است )
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 توسط دو الگوریتم شناسایی شدند.دستکم های دارای افزایش بیان که های کلیدی موجود در شبکه مرتبط با ژنفهرست ژن -3جدول 
 Table 3. List of key genes in the network of upregulated genes identified by at least two algorithms. 

های کلیدیهای مورد استفاده برای شناسایی ژنالگوریتم  
Algorithms used to identify key genes 

شماره شناسایی 

 پروتئین
Protein accession 

 پروب ست
Probe set 

 نام پروتئین
Protein name 

Betweenness, BottleNeck, Closeness, Degree, EPC, MNC, 

Radiality, Stress XP_006473486.1 Cit.29499.1.S1_s_at 

Glucose-6-phosphate isomerase, 

cytosolic-like 

Closeness, Degree, EPC, EcCentricity, MNC, Radiality, 

Stress XP_006475593.1 Cit.10135.1.S1_s_at 

Arginine--tRNA ligase, cytoplasmic-

like 

Betweenness, BottleNeck, Closeness, Degree, Radiality, 

Stress XP_006468099.1 Cit.4430.1.S1_s_at Translocation protein SEC63 homolog 

Betweenness, BottleNeck, Closeness, Degree, Radiality XP_006469783.1 Cit.18337.1.S1_at Uncharacterized LOC102621250 

BottleNeck, Closeness, EPC, MNC, Radiality XP_006480011.1 Cit.12547.1.S1_at 

Fumarate hydratase 1, mitochondrial-

like 

Degree, EPC, MNC XP_006486589.1 Cit.14368.1.S1_at 

Glutamate--tRNA ligase, 

chloroplastic/mitochondrial-like 

Betweenness, BottleNeck XP_006467893.1 Cit.28258.1.S1_at 

Anaphase-promoting complex subunit 

4-like 

Betweenness, Stress XP_006483336.1 Cit.13265.1.S1_at Transcription factor HY5-like 

DMNC, MCC XP_006479564.1 Cit.25302.1.S1_s_at Bet1-like SNARE 1-1-like 

EPC, MNC XP_006470964.1 Cit.11709.1.S1_s_at 

Probable glutamate--tRNA ligase, 

cytoplasmic-like 
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 .کاروتنوئیدساخت زیستهای درگیر در مسیر ژن -4جدول 
Table 4. Genes involved in carotenoid biosynthesis. 

 پروب ست
Probe set 

 نام ژن
Gene name 

بیان هایتغییر  
Fold change 

CIT.17235.1.S1_S_AT, CIT.29734.1.S1_S_AT  9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase 2  2.3721 

CIT.14835.1.S1_AT Indole-3-acetaldehyde oxidase-like   0.5057 

CIT.19346.1.S1_AT Abscisic acid 8'-hydroxylase 4-like   1.7385 

CIT.29769.1.S1_S_AT Prolycopene isomerase, chloroplastic   1.7659 

CIT.37992.1.S1_AT Abscisic acid 8'-hydroxylase 3-like   1.8977 

CIT.13178.1.S1_S_AT Capsanthin/capsorubin synthase, chromoplastic 1.9183 

CIT.9344.1.S1_S_AT Beta-carotene hydroxylase 2.049 

CIT.11366.1.S1_AT Phytoene synthase 1.9437 

CIT.11407.1.S1_AT Zeaxanthin epoxidase, chloroplastic   2.6855 

 

 

 .اتیلنساخت زیستهای درگیر در مسیر ژن -5جدول 
Table 5. Genes involved in ethylene biosynthesis pathway. 

 پروب ست
Probe set 

 نام ژن
Gene name 

بیان ی هاتغییر  
Fold change 

CIT.1718.1.S1_S_AT 1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase 1(ACO1) 13.05 

CIT.18037.1.S1_AT 1-aminocyclopropane-1-carboxylate synthase 1-like (ACS1-like) 5.4343 

CIT.2568.1.S1_AT 1-aminocyclopropane-1-carboxylate synthase-like (ACS1-like) 2.1265 

CIT.30357.1.S1_AT S-adenosylmethionine synthase 3 0.5887 

CIT.30535.1.S1_S_AT, 

CIT.21723.1.S1_S_AT 
ACC oxidase (ACO) 0.34805 

 

که طی آن فومارات به مالات تبدیل واکنشی  باشد ومی چرخه اسید سیتریک یکی از اجزای مهم 1فومارات هیدراتاز  آنزیم 

گلی  سوخت و سازهای مربوط به مسیر ها و آنزیمدهند که ژننشان میها افزون بر این، پژوهش (.30)کند کاتالیز میرا شود می

میکس و متابولومیکس پروتئو واکاوی .(2) شوندمی توجهیقابل تغییرهای در طول مراحل نمو و رسیدگی میوه دستخوش  اکسالات

داری ی مهم و معنیهااز جمله مسیر گلی اکسالات سوخت و سازدر مراحل مختلف رسیدگی میوه نشان داد که مسیر  فرنگیگوجه

، میزان بیان در پژوهش حاضر(. 28)است شده غنیلف تهای مخها به وسیله پروتئینداده واکاویاست که در طی نمو میوه بر اساس 

و همکاران  Leeمیوه افزایش یافته است.  گیددر مرحله رسیهیدروکسی اسید اکسیداز -2-(Sرمز کننده شبه پراکسیزومال ) ژن

 (.16)است برابر افزایش یافته  8/3که میزان بیان این ژن حتی در مراحل ابتدایی رسیدگی میوه سیب تا حد  نیز نشان دادند (2007)

رسیدگی فرآیند عوامل رونویسی  کند.کمک میمیوه های رسیدگی به درک مکانیسممرتبط با رسیدگی شناسایی عوامل رونویسی 

منتج به شناسایی  ،با افزایش بیان عوامل رونویسیجستجو برای تعیین در پژوهش حاضر، (. 33) کنندرا تقویت یا سرکوب میمیوه 

مختلفی های متعلق به خانواده که (2نشان دادند )جدول افزایش بیان برابر دو بیش از  ،عامل رونویسی 18 کهگردید ژن مختلف  41

های مختلفی گزارش، حاضر پژوهش هاینتیجهدر تأیید  بودند. WRKY و HSF ،NAC، bZIP ،MYB ،MADS-MIKC از جمله

رونویسی  ،که از انگور جدا شده بود WRKYعامل رونویسی  به عنوان مثال .دارند دخالتدر رسیدگی ها خانوادهاین اند که نشان داده

ACS  عوامل رونویسی  کهمشخص شده است  ،چنینهم(. 21) آرابیدوپسیس را افزایش دادگیاه و تولید اتیلن درNAC مانند      

SlNAC4 و SlNAC9  افزون بر  (.15د )نکنمی ایفا فرنگیگوجهمیوه اتیلن در رسیدن  رسانیپیامنقش مهمی در بیوسنتز، درک و

در کنترل  bHLH و NACهایی نظیر که عوامل رونویسی متعلق به خانواده ه است( گزارش شد29و همکاران ) Terol در پژوهش این،
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گردیده است  HSFژن  18منجر به شناسایی  ،پویش کل ژنومی روی نارنگی هایمطالعهدارند. سزایی ه بنقش نارنگی رسیدن میوه 

نموده نمو و رسیدگی میوه معرفی فرآیند های را به عنوان تنظیم کننده HSFژن  14 ،بیان ژن در پرتقال واکاویچنین، هم. (17)

فرایند تخریب سیترات طی در  ،های سیتراتکنندهتنظیمجمله مهمترین از  CrHsfB5و  CrHsfB2a هایکنندهتنظیم .(17)است 

  (.17) باشندهوای گرم میچنین همو میوه نمو  در طول مراحل

-BEL1، (HSF)متعلق به خانواده  heat shock factor protein HSF30-likeمانند  چهار عامل رونویسینیز در پژوهش حاضر 

like homeodomain protein 1-like  متعلق به خانواده(HB-BELL ) وauxin response factor 17-like  متعلق به خانواده(B3-

ARF)  وNAC domain-containing protein 78-like (متعلق به خانواده NAC  )برابری،   01/4و  77/5، 41/9 به ترتیب با افزایش

 transcription ، عامل رونویسییکی از عوامل رونویسی شناسایی شده ،چنینهم. (2)جدول  بیشترین افزایش مقدار بیان را نشان دادند

factor HY5-like عمل  لیموترشهای کلیدی شبکه تنظیمی رسیدگی شبکه به عنوان یکی از ژن واکاوی هاینتیجهکه بر اساس  بود

( مرتبط با عوامل رونویسی HY5)  LONG HYPOCOTYL5( گزارش کردند که27و همکاران ) Shin در پژوهشی .(3)جدول  کندمی

bZIP  هورمونی دارد.  رسانیپیام و زایی نوریریختاست که نقش مثبتی در 

 گیرینتیجه
، تعدادی هورمون گیاهی پیامانتقال و  های ثانویهی زیستی از جمله بیوسنتز متابولیتمسیرها منجر به شناسایی حاضر ژوهشپ

 like ،BEL1-like از جمله  عوامل رونویسیگلی اکسالات و دی کربوکسیلات،  سوخت و سازژن مرتبط با چرخه اسید سیتریک و 

homeodomain protein 1-like  وauxin response factor 17-like  وNAC domain-containing protein 78-like همچنین و 

های درگیر در بیوسنتز با توجه به افزایش بیان ژن ،چنینهم گردید. HY5-like از جمله نمو لیموترش های کلیدی شبکه تنظیمیژن

های مهمی در شبکه تنظیمی رسیدگی در لیموترش نقش ABAاتیلن و  رسانیپیامرسد هر دو مسیر کاروتنوئید و اتیلن به نظر می

 تر کارکرددقیقبررسی برای مناسبی های هدف توانندهای شناسایی شده در این پژوهش میمسیرها و ژنرا به خود اختصاص دهند. 

هایی ورزی ژندستد. نهموارتر سازرسیدگی فرآیند جزئیات راه را برای درک بهتر  باشند و لیموترش میوهو رسیدگی ها در نمو آن

بهبود تواند یکی از راهکارهای میکه در این پژوهش معرفی شدند با توجه به میزان بیان و کارکردی که در فرایند نمو دارند، 

انجامد که رسیدگی مطلوب میکه در صورت موفقیت به تولید ارقامی با زمان های ثانویه و تغییر زمان رسیدگی باشد متابولیت

 توانند در مناطق مختلف مورد کشت قرار گیرند.می
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Research article 

 

Identification of Key Genes Involved in Lemon (Citrus limon) Ripening 

using Microarray Data Analysis 

 

Z. Zinati *, H. Amin and S. Sazegari11 

 

Extensive attempts have been made to clarify the molecular basis of fruit ripening mechanisms 

in recent decades. Regarding the effect of molecular and genetic processes in regulating fruit 

ripening, a comprehensive understanding of the ripening genetic network which is involved in fruit 

quality, ripening time, and shelf life of fruits is necessary. Due to the nutritional and medicinal 

value of lemon, microarray data of fruit juice vesicle tissue at two developmental stages (immature 

and mature) was analyzed in the present study. We aimed to identify genes and pathways related 

to ripening through bioinformatics tools, including the limma package, DAVID, STRING, and 

iTAK. According to the results, 4,255 probes showed differential expression between the mature 

and immature stages. Based on the analysis, carotenoid biosynthesis was identified as one of the 

KEGG-enriched pathways. Considering the upregulated genes in the carotenoid biosynthesis 

pathway during maturation and its role in abscisic acid (ABA) biosynthesis, it can be stated that 

ABA signaling might play a vital role in the maturation of lemon fruit. Besides, enhanced 

expression of ethylene biosynthesis genes during the ripening stage might confirm the role of 

ethylene and its signal transduction in the ripening of this fruit. Based on the results of this study, 

the gene encoding 1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase 1 enzyme showed the highest 

expression fold change (13.05 times) in the mature compared to immature  lemon. A survey for 

the determination of upregulated transcription factors, resulted in the identification of 41 

transcription factors. Also, upregulated genes network analysis led to the identification of 10 

genes, such as the HY5-like transcription factor involved in the maturation process. Manipulation 

of these identified genes is introduced as one of the approaches to improve secondary metabolites, 

and change ripening time in lemon fruit which can lead to developing cultivars with favorable 

ripening time that can be grown in various areas. 

Keywords: Transcriptome, Citrus, Gene network, KEGG pathway analysis, Transcription factor. 
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