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Extended Abstract 
Background: Sonchus arvensis L. is a medicinal plant from the Asteraceae family. The valuable 
medicinal properties of this plant are due to the presence of important and valuable phenolic acids, 
such as chlorogenic acid. Reducing the risk of various diseases, such as heart disease, diabetes, 
and cancer, following the consumption of chlorogenic acid has been proven in clinical and 
research studies. Therefore, more research in the field of medicine and pharmacy on this plant 
will be considered by researchers in the future. Moreover, there is little information about the 
genetics of secondary metabolism in medicinal plants. Thus, the genes of many secondary 
metabolite biosynthesis pathways have not been identified, and little information exists about 
their regulation and function. Therefore, identifying biosynthetic pathways, knowing how the 
genes involved in these pathways are regulated, and analyzing their phylogeny are particularly 
important. On the other hand, examining the phylogenetic relationships of genes in different plant 
species and determining the evolutionary relationships between them can help better understand 
the evolution of species. Furthermore, knowledge of the nucleotide sequence of genes and the 
frequency of different nucleotides is essential for estimating the divergence time of species and 
reconstructing the evolutionary relationships between different species. The present study aimed 
to sequence part of the coding region of some genes involved in the chlorogenic acid biosynthetic 
pathway, such as cinnamate 4-hydroxylase (C4H), P-coumarol-ester 3'-hydroxylase (C3'H), and 
hydroxycinnamoyl coashimate/quinate hydroxycinnamoyl transferase (HCT), and to investigate 
their evolutionary and phylogenetic relationships in S. arvensis. 
Methods: Since the sequences of C4H, HCT, and C3'H genes were not identified in S. arvensis, 
their sequences were recovered from plants that are evolutionarily close to S. arvensis, such as 
Cynara cardunculus var. scolymus and Cichorium. intybus. First, the sequences of these genes in 
plants phylogenetically close to S. arvensis were collected from GenBank and aligned using 
Clustal Omega software, followed by identifying conserved regions. Then, specific primers were 
designed based on the conserved regions using Fast PCR 4.0 and Gen Runner 3.05 software. In 
the next step, DNA from leaf samples was extracted by the CTAB method, and the studied gene 
fragments in S. arvensis were amplified using the designed specific primers and polymerase chain 
reaction (PCR). Electrophoresis of the resulting products was performed using a 1.5% agarose 
gel at a voltage of 80 V for one to two hours. After staining with ethidium bromide, a photograph 
was taken using a Gel Doc device (INFINITY, France). Given the specificity of the amplified 
products, the PCR products were sent directly to Microsynth Company (Switzerland) for 
sequencing part of the coding regions of the C4H, C3'H, and HCT genes. To ensure reliability, all 
PCR products were sequenced in both forward and reverse directions, and alignment (BLAST) 
of the sequenced fragments against DNA, RNA, and protein databases was performed to verify 
the accuracy of the sequenced fragments. Then, phylogenetic relationships and the frequency of 
nucleotide mutations were examined and analyzed in these genes. MEGA5 and BLAST software 
were used to examine phylogenetic relationships (the maximum likelihood method) and analyze 
nucleotide sequences (including frequency and substitution). Clustal Omega software was used 
to examine the alignment of nucleotide and protein sequences. Amino acid analysis (the 
percentage and weight of amino acids and inferred proteins) was performed with Bio Edit and 
MEGA5 software, and the Neutrality test was performed with MEGA5 software. 
Results: For the first time in this research, a portion of the coding sequence of the C4H, C3'H, and 
HCT genes was identified in Sonchus arvensis and registered in GenBank with accession numbers 
ON014597.1, ON014595.1, and ON014596.1, respectively. The results of the analysis of 
nucleotide sequences showed that nucleotide frequency for C4H, C3'H, and HCT genes were the 
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highest for adenine (28.1), guanine (28.4), and thymine (1.1), respectively, and the lowest 
nucleotide frequency belonged to thymine (13.2), thymine (20.1), and cytosine (19.7), 
respectively. Moreover, the neutrality test results showed the directional selection of these genes 
during evolution. The transition substitution mutation was more frequent than the transversion 
substitution mutation. The results of phylogenetic analysis based on C4H, HCT, and C3'H gene 
sequences showed a close phylogenetic relationship or a low genetic distance between S.  arvensis 
and lettuce (L.  sativa). The results of the sequence blast at both the nucleotide and protein levels 
showed a high similarity to evolutionarily close plants, such as L. sativa. 
Conclusion: The results of this research positively evaluated the process of natural selection 
during evolution for the studied C4H, C3'H, and HCT genes, which indicates the effects of genetic 
drift or the balancing effects of population evolution throughout history, and a low difference 
between the frequencies of the polymorphisms. The BLAST results of sequenced C4H, HCT, and 
C3'H gene fragments in S. arvensis at the nucleotide and protein levels showed the highest 
percentage of similarity (lowest genetic distance) to plants such as L. sativa and Cichorium 
intybus, which confirmed the accuracy of the sequence results. Additionally, phylogenetic 
analysis based on the sequencing of C4H, C3'H, and HCT genes showed a close phylogenetic 
relationship between S. arvensis and L. sativa. 
 
Keywords: Blast, Nucleotide mutations, Phenolic acid, Phylogeny analysis, Sequencing,  
                      S. arvensis 
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 مقاله پژوهشی 
 

 Sonchus)در گیاه دارویی شیرتیغک وحشی  اسیدکلروژنیک  های مسیر بیوسنتزی  تجزیه فیلوژنی برخی ژن 

arvensis L. ) 
 

 2    و بابک عبدالهی مندولکانی   1رقیه عزیزیان 

 

 دانشگاه ارومیه، ارومیه، ایران گیاهی، دانشکده کشاورزی، نتیک ژمهندسی تولید و دکتری، گروه فارغ التحصیل  -1
 (b.abdollahi@urmia.ac.irمسوول:  ، )نویسنده گیاهی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه ارومیه، ارومیه، ایران مهندسی تولید و ژنتیک، گروه استاد -2

 
 1403/ 11/ 30تاریخ پذیرش:                             20/08/1403تاریخ ویرایش:                              17/07/1403تاریخ دریافت: 

 93 تا  82صفحه: 
 

 مبسوط   چکیده 
وجود اسیدهای  دلیل  به این گیاه  ارزشمند    دارویی از خانواده کاسنیان است. خواص داروییگیاهی  (  .Sonchus arvensis Lشیرتیغک وحشی )مقدمه و هدف:  

کلروژنیک مصرف اسید دنبال  به قلبی، دیابت و سرطان    هایبیماری مختلف مانند    هایبیماری کلروژنیک است. کاهش خطر ابتلا به  فنلی مهم و با ارزشی مانند اسید 
. استدر این گیاه در آینده مد نظر محققین  در زمینه پزشکی و داروسازی  تحقیقات بیشتری    ،این  بر  . بناتحقیقی به اثبات رسیده استدر مطالعات بالینی و  

های ثانویه  متابولیت ی بیوسنتز  بسیاری از مسیرها  هایژن که  طوری  به ،  گیاهان دارویی وجود دارددر  کمی درباره ژنتیک متابولیسم ثانویه    اطلاعات   ،چنینهم 
  هایژن از نحوه تنظیم  اطلاع  شناسایی مسیرهای بیوسنتزی و  این،    بر   . بناها وجود داردعات کمی درباره تنظیم و عملکرد انواع آنلاو اط   اندشناسایی نشده

تعیین روابط تکاملی گیاهی و  مختلف یهاگونه در  هاژن بررسی روابط فیلوژنتیکی   ،از سوییدارد.  ایویژه اهمیت ها آن این مسیرها و تجزیه فیلوژنی  در دخیل
جهت برآورد زمان و فراوانی نوکلئوتیدهای مختلف    هاژن ی  از توالی نوکلئوتید   اطلاع  ،چنینهم .  کمک کند  هاگونه در درک بهتر سیر تحول   تواندمیها  آن بین  

  های ژنبرخی    ی کنندهبخشی از ناحیه کد   یابیتوالیهدف از تحقیق حاضر  ی مختلف ضروری است.  هاگونه و احیا کردن روابط تکاملی میان    هاگونه واگرایی  
بیوسنتزی  دخیل در   کوآ    لی ناموئی سهیدروکسی  و  (  H3C')  هیدروکسیلاز-'3استر-کوماریول-P،  (H4Cهیدروکسیلاز )-4سینامات مانند    ،اسیدکلروژنیکمسیر 

 . استدر گیاه شیرتیغک وحشی ها آن و بررسی روابط تکاملی و فیلوژنی  ،(HCT) ترانسفراز لی ناموئ ی س  یدروکسیه  ناتی کو /کماتیش
لحاظ گیاهانی که به    قیطر  ازها  آن   یهاتوالی   ، نشده بود  ییشناسا  S. arvensis  گیاه  در  H3'Cو    H4C  ،HCT  هایژن   یکه توال  ییجاز آن ا:  ها روش مواد و  

 .Cichorium)  ی و کاسن  (Cynara cardunculus var. scolymus:  ی کنگر فرنگی خانواده کاسنی )هاجنس سایر  مانند  نزدیک بودند،    S. arvensis  تکاملی به

intybusبه    یکیلوژنت یکه از نظر ف   یاهانیدر گ  هاژن   نیای  توال. ابتدا  شد  یابی( بازS. arvensis  بودند از    نزدیکGenBank   با استفاده   شد. همردیفی  یآورجمع
  هایافزار نرم با استفاده از  شده  حفاظت   واحی ن براساس  اختصاصی    هایآغازگر . سپس  ندشناسایی شد   شدهمناطق حفاظت انجام گرفت و    Clustal omegaافزار  از نرم 

Fast PCR 4.0    وGen Runner 3.05   در مرحله بعد.  ندطراحی شد ،  DNA    روش  ی برگی به هانمونه ازCTAB    اختصاصی    هایآغازگر و با استفاده از  شداستخراج
از ژل  محصولات حاصل با استفاده الکتروفورز . تکثیر شدند مورد مطالعه در شیر تیغک وحشی  هایژن قطعات  (PCR) مرازیپل یاره یواکنش زنجو شده طراحی 
 کدا برداری با استفاده از دستگاه ژل آمیزی با اتیدیوم بروماید، عکس و پس از رنگ شد  ساعت انجام    الی دویک  مدت  به   80با ولتاژ    یک و نیم درصد آگارز  

(INFINITY)محصولات  با توجه به اختصاصی بودن محصولات حاصل از تکثیر،   گرفت.  صورت   ، فرانسهPCR    از نواحی  یابی  توالی برای  مستقیما بخشی 
در هر دو جهت رو به جلو و     PCRتمام محصولاتبرای اطمینان،  میکروسینس سوییس ارسال شدند.    به شرکت  HCTو    H4C  ،'H3C  هایژن   ی کننده کد 

توال  دییتأ  یبرا و    ندشدیابی  توالی معکوس   توال (BLASTردیفی )هم   شده،یابیی صحت قطعات  پا  شدهیابیی قطعات  برابر  و    DNA،RNA  داده  یهاگاه یدر 
روابط    یبررس  یبرا.  ندگرفت   مورد بررسی و تجزیه و تحلیل قرار   هاژن ی نوکلئوتیدی در این  هاجهش فراوانی    چنینهم و  فیلوژنی  روابط    سپس.  نجام شدا   نیپروتئ 

استفاده شد. برای   BLASTو   MEGA5افزارنرم از  جایگزینی( و ی نوکلئوتیدی )شامل فراوانیهاتوالی و تجزیه و تحلیل ( یینمات)روش حداکثر درسی لوژنیف
همردیفی   پروتئینی  هاتوالیبررسی  و  نوکلئوتیدی  شد.    Clustal Omega  افزارنرم از  ی  تحلیل  استفاده  و  وزن    هامینواسید آتجزیه  و  و    هاامینواسید )درصد 

 گرفت.   انجام  MEGA5 افزارنرم با Neutralityو تست  MEGA5و  Bio Editهای افزار نرم با   ی استنباطی(هاپروتئین 
(  GenBankبانک ژن )  در  و یی  شناسا  شیرتیغک وحشی در    HCTو    H4C  ،'H3C  هایژن   یکننده کد   در این تحقیق، بخشی از توالی ناحیه بار  ن یاول   ی برا   ها: یافته 

ی نوکلئوتیدی نشان  هاتوالیند. نتایج مربوط به تجزیه و تحلیل  شد   ثبت  ON014596.1  و   ON014597.1  ،ON014595.1  ی دسترس  هایبا شماره  بیترت   به
( و کمترین فراوانی 1/28( و تیمین )28/ 4(، گوانین )1/28مربوط به آدنین )ترتیب  به   HCTو    H4C   ،'H3C  هایژنی برای  نوکلئوتید فراوانی  که بیشترین    ندداد

را    هاژن دار بر روی این  انتخاب جهت  Neutrality. نتایج تست  ند( بود7/19( و سیتوزین )1/20(، تیمین )2/13های تیمین )ترتیب متعلق به باز ی به نوکلئوتید 
 H3C' و  H4C  ،HCTی ژنیهاتوالی براساس  . جهش جایگزینی انتقالی بیشتر از جهش جایگزینی تقاطعی بود و آنالیز فیلوژنتیکی  نددر طول تکامل نشان داد

شباهت   ،در سطح نوکلئوتیدی و پروتئینی  هاتوالینشان داد. نتایج حاصل از بلاست را   (Lactuca. sativaو کاهو ) S. arvensis بین یرابطه فیلوژنتیکی نزدیک
 .  ندنشان داد را L. sattivaمتناظر در گیاه  هایژن ی هاتوالی مورد مطالعه در شیرتیغک وحشی به  هایژن توالی   بالای
  ند مثبت ارزیابی کرددر گیاه شیرتیغک وحشی را    HCTو    H4C  ،'H3C  هایژن نتایج این پژوهش، روند انتخاب طبیعی در طی تکامل برای    گیری کلی:نتیجه 

  های ژن مربوط به    یشده یابی قطعات ژنی توالی   BLASTنتایج  .  استدر طول تاریخ    کننده تکامل جمعیتدهنده اثرات رانش ژنتیکی و یا اثرات متعادلکه نشان
H4C،HCT  و'H3C  درS. arvensis      در سطح نوکلئوتیدی و پروتئینی بیشترین درصد شباهت )کمترین فاصله ژنتیکی( را با گیاهانی مانندL. sativa  وC.  

intybusهایژن یابی توالی براساس آنالیز فیلوژنتیکی  ،چنینهم . استیابی که تاییدی بر صحت نتایج توالی  ندنشان داد H4C ،'H3C   وHCT  یکی لوژنت یفرابطه  
 .  داد نشان L. sativa و S. arvensis نیب  را  یکینزد
 

 کلروژنیک اسید  ،شیرتیغک وحشی  هیدروکسیلاز اسید،-4سینامات ژن های نوکلئوتیدی، تجزیه فیلوژنی، جهش :  های کلیدی واژه 
 

 مقدمه 
)شیرتیغک   از (  .S. arvensis Lوحشی  دارویی  گیاهی 

ارای خواص دارویی مختلف مانند کاهش دخانواده کاسنیان و  
( سرطان  ضد  خون،  مانند  دلیل  به فشار  ترکیباتی  وجود 

 ,Thasa)  استاسیدکلروژنیک، اسیدشیکوریک( و ضد مالاریا  

2021; Azizyan & Abdollahi Mandoulakani, 2023  .)
که  کلروژنیک    اسید است  مهم  فنلی  ترکیب  وسیله  به یک 

تولید  هاگونه  گیاهان  از  خاصی   ,.Tajik et al)  شودمیی 

به  2017 ابتلا  خطر  کاهش  مانند  مختلف    هایبیماری (. 
  (، ایدز، Farah et al., 2008)  2قلبی، دیابت نوع    هایبیماری 

هپاتیت   و B  (Gouthamchandra et al., 2017سرطان،   )
  اسیدمصرف  دنبال  به (  Naveed et al., 2018کبد ) محافظت از  
و  است    شدهدر مطالعات تحقیقی و بالینی گزارش  کلروژنیک  
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بیشتر در زمینه تحقیقاتی پزشکی و   این نکته شایسته تلاش 
 (.  Lu et al., 2020داروسازی در کارهای تحقیقاتی آینده است )

وسیله  به در گیاهان  شیکمیک    اسیداز مسیر  کلروژنیک    اسید
ایجاد   هوازی   Azizyan & Abdollahi)  شودمیتنفس 

Mandoulakani, 2024 )  .  جمله مهم  هاآنزیماز  کلیدی  ی 
  هستند   HCTو    4CL  ،'H3Cاسیدکلروژنیک  درگیر در بیوسنتز  

(., 2022et alWen  .)هیدروکسیلاز–4آنزیم سینامات (H4C )
مسیر   در  مهم  آنزیم  که  دومین  است  پروپانوئیدی  فنیل 
هیدروکسی –4سینامیک را به   هیدروکسیله کردن ترانس اسید

کاتالیز   هیدروکسی .  (Xu et al., 2010)  کندمیسینامات 
ش  لیناموئیس   ل یناموئیس  یدروکسیه  نات یکو/کماتیکوآ 

( آسHCTترانسفراز  خانواده  به  متعلق    یترانسفرازها  لی( 
BAHD  1  شده از  اولیه چهار آنزیم مشخص)این نام از حروف

شده  مشتق  خانواده  است    این  هیدروکسی که  است(  انتقال 
آنزیم   کو  کوئینات،   Aسینامویل  مانند  سوبستراهایی  به  را 

آنتوسیانین یا  گلیکوزید  کاتالیز  فلاونول  نتیجه    کندمیها  در  و 
تولید   گلیکوزیداسیدکلروژنیک  باعث  فلاونول  یا  های و 

در   HCTنقش ژن  .  (Sun et al., 2018)  شودمیشده  استیله 
 Niggeweg)در توتون، گوجه فرنگی  کلروژنیک    اسیدبیوسنتز  

et al., 2004)    و کنگر(Comino et al., 2009)    شدهثابت  
- '3استر- کوماریول -H3C  (P'.  (Peng et al., 2010)است  

وابسته به مونوکسیژناز از   P450یدروکسیلاز( یک سیتوکروم  ه
است. 98مونوکسیژناز    P450)سیتوکروم    CYP982خانواده    )

که مرحله  است  مطرح    هاآنزیمای از  خانواده عنوان  به این خانواده  
انجام  پروپانوئیدی  فنیل  مسیر  در  را  هیدروکسیلاسیون  متا 

های کوماریک اسید  –  Pدهند. متا هیدروکسیلاسیون، هم  می
یا فنیل    کندمی آزاد را کاتالیز   با شیکمیک، کوئینیک و  و هم 

. یک قدم  ( 2006et alSchoch ,.)  شودمیاسید لاکتیک ادغام  
  ها، هیدروکسیلاسیونمهم در سنتز هیدروکسی سینامویل اسید

این    '3 های کوماریک اسید  –   Pاز    هاآنزیمحلقه فنلی است. 
کنند، بلکه از شیکیمات و از استفاده نمی سوبسترا  عنوان  به آزاد  

کنند. سوبسترا استفاده میعنوان  به اسید کوماریک  -Pکوئینات و  
- '3استر-کوماریول-H3C  (P'با عنوان    هاآنزیماین    ،در نتیجه 

میه شناخته  حلقه    '3هیدروکسیلاسیون  شوند.  یدروکسیلاز( 
کلروژنیک   اسیدفنیل پروپانوئیدی یک مرحله مهم در بیوسنتز  

 . ( 2007et alMahesh ,.) است
برداری های ثانویه نقش مهمی در بهره شناسایی متابولیت
 Masoudi Jozchal)  هان دارویی دارداز پتانسیل دارویی گیا

et al., 2024).    کمی   که اطلاعاتهستند  مطالعات حاکی از آن
دارد  وجود  دارویی  گیاهان  ثانویه  متابولیسم  ژنتیک   درباره 

مسیرها  هایژنکه  طوری  به  از  ترکیبات بسیاری  بیوسنتز  ی 
اط  اندنشده   مشخصدارویی   و  لاو  تنظیم  درباره  کمی  عات 

بررسی  .  (Canter et al., 2005)  وجود داردها  آنعملکرد انواع  
ی انتقالی هاجهشو مطالعه    هاژناین  میان    یروابط فیلوژنتیک

(Transition( و تقاطعی )Transversion  در این )کمک   هاژن

 
1  B: Benzylalcohol O-acetyltransferase (BEAT) 

   A:Anthocyanin O- hydroxycinnamoyl transferase (AHCT) 

   H:Anthranilate N-hydroxycinnamoyl/benzoyltransferase 

(HCBT)s 

 Nesaj)  کندمیو گیاهان   ها ژنتکامل این   یشایانی به نحوه 

Hosseini & Shamar Bakhsh, 2011  .) مسیر    هایژن
در برخی    ،H3C'و    H4C  ،HCT  مانند  ،کلروژنیک  اسید بیوسنتز  

در   H4Cژن    ،مثالعنوان  به   اند.شده شناسایی  ی گیاهی  هاگونه 
( ژن  Lactuca sativaکاهو   ،)HCT    فرنگی کنگر  گیاه  در 

(var scolymus Cynara. cardancalus  و ژن )'H3C   کنگر
اند،  شناسایی شده   (C. cardancalus var scolymusفرنگی )

شده تاکنون هیچ پژوهشی در رابطه با  های انجاماما با بررسی 
در کلروژنیک    اسیددر گیر در مسیر بیوسنتز    هایژن شناسایی  

با توجه    ، این  بر  بنا  .استگیاه شیرتیغک وحشی صورت نگرفته 
، H4C  هایژنبه اهمیت گیاه شیرتیغک وحشی و نقش کلیدی  

HCT    و'H3C    با توجه به  و  اسیدکلروژنیک  سنتزی  بیودر مسیر
شناسایی محدود بودن تولید تجاری و ارزش دارویی این ماده،  

ترین قدم در راه  اولین و مهم  تواندمی  هاژنو تعیین توالی این  
های بیوسنتزی این ترکیب مهم باشد. درک ساختار و مکانسیم

فیلوژنتیکی    ، چنینهم روابط  سایر    هاژنبررسی  ی هاگونه با 
و تکاملی    گیاهی  روابط   ها ژننوکلئوتیدی    یهاتوالیتعیین 

داشته    هاگونه در درک بهتر سیر تحول    نقش موثری  تواندمی
 باشد. 

 

 ها روش مواد و  
   ها ژن   ی کننده کد ناحیه    ی توال بخشی از    یی شناسا 
.S در    H3'Cو    H4C  ،HCT  هایژن  یکه توال  ییجاز آنا

arvensis  طر  هاآن  یهاتوالی ،  استنشده    ییشناسا   ق یاز 
هستند،  نزدیک    S. arvensis  گیاهانی که به لحاظ تکاملی به 

)هاجنسسایر  مانند   کاسنی  خانواده  فرنگی   .C:یکنگر 

Cardunculus var. scolymus)  کاسن   ،(C. intybus)  یو 
ابتدا  ندشد  یابیباز گ  هاژن  نیای  توال.  نظر    یاهانیدر  از  که 
از  هستند  نزدیک  S. arvensisبه    یکیلوژنتیف  ،GenBank 

نرم  یآورجمع از  استفاده  با   ی برا  Clustal Omegaافزار  و 
حفاظت  ییشناسا هممناطق  شدندشده   های آغازگر  .ردیف 

استفاشده  حفاظت  واحیناساس    بر  یاختصاص   از  ده با 
طراحی   Gen Runner 3.05و    Fast PCR 4.0  هایافزارنرم
  ه یناحاساس    بر  هاآغازگر،  H4C  جداسازی توالی ژن  یبرا.  ندشد

در  حفظ  یدینوکلئوت و   C. intybus  ،Lactuca sativaشده 
Echinacea angustifolia  ژن    یشدند. برا  یطراحHCT   از

در    نیاشده  حفاظت  ه یناح  C. cardancalus varژن 

scolymus  ،C. intybus    وE. purpurea   یطراح  یبرا 
.C فقط در  H3C'  یکه توال  یی جااستفاده شد. از آن  هاآغازگر

cardancalus var scolymus  گ  ییشناسا از   یاهانیشد، 
جمله    گر ید  یهاجنس )از   Coffea canephoraاز 

Rubiaceae  و  )Trifolium pretense   خانواده )از 
Fabaceaeن  H3C'  یی شناساجهت  آغازگر    یطراح  یبرا  زی( 
(.1)جدول  نداستفاده شد

   D: Deacetylvindoline 4-O-acetyltransferase (DAT) 
2 Cytochrome P450 monooxygenase 98 
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توالاتصال  یدما  ،یدسترس   شماره  -1جدول   آغازگر،  محصول    ی  اندازه  به  و  استفاده    هایآغازگرمربوط  جداسازی  مورد   گیاه در    هاژنبرای 
 Sonchus arvensis                

Table 1. Accession numbers, annealing temperature, sequences, and product sizes of the primers used to identify the  
               genes in Sonchus arvensis  

 ژن
Gene 

 (Ċ°) دمای اتصال
Annealing 

temperature 

 توالی آغازگر
Primer sequences 

 (bp) اندازه محصول مورد انتظار 
Expected product size (bp) 

HCT 
  /کماتیکوآش لیناموئیسهیدروکسی 

 ترانسفراز  لیناموئیس یدروکسیه ناتیکو
62 

F: GAGAATCGACGATGGTGAGACCC 

485 
R: GTGTTGATGAAATGCAGCCCAGA 

H4C 
 64 هیدروکسیلاز–4سینامات

F: GGTCCATCGAATGGGGAATCGC 
166 R: CGGAGGCGGAGGGTTTCTTTGA 

'H3C 
P–53 هیدروکسیلاز- '3استر-کوماریول 

F: CAGTGGCATTCAACAACATTAC 
244 

R: TGCTCATCCATGATAGCTCG 

H4Cهیدروکسیلاز–4: سینامات ،HCT:  ترانسفراز لیناموئیس یدروکسیه ناتیکو /کماتیکوآش لیناموئیسهیدروکسی ،'H3C :P–هیدروکسیلاز، -'3استر-کوماریول 
C4H: cinnamate 4-hydroxylase, HCT: hydroxycinnamoyl- CoA shikimate/ quinate hydroxycinnamoyl transferase, C3'H: coumaroyl ester 3’-hydroxylase 

 
 قطعات ژنی یابی  توالی تکثیر و  

ابتدا بذور گیاه شیرتیغک وحشی )زرین تاک، ارومیه( کشت 
برگی   8الی    6شدند و سپس برگ گیاهان مورد نظر در مرحله  

شد.   ژنومی  DNAبرداشت    روش   بای  برگ  یهانمونه ی 
  د یبروما  وم یآمون  ل یمت  یترلیستا
(Cetyltrimethylammonium bromide (CTAB 

واکنش سپس    .(Ausubel et al., 1992)  شداستخراج  
 یحاو  تر، یکرولیم  20  ییدر حجم نها (PCR) مرازیپل  یاره یزنج
 Taq DNA Polymerrase 2X PCR  تریکرولیم  10

Master Mix  (AMPLIQON)از    تریکرولیم  کی،  ، دانمارک
هر دو در غلظت    برگشتآغازگر    تریکرولیم  کرفت و ی  آغازگر

 نانوگرم در  40با غلظت     DNAر  تیکرولیسه م  کرومولار، یم  10
انجام شدآب دوبار    تریکرولیو پنج م   تریکرولیم . در تقطیرشده 

 95  یچرخه در دما  کی  طیشرا  تحت PCR یهاواکنش   ادامه،
درجه    94چرخه شامل    35  ، قه ی دق  4مدت  به   گرادیدرجه سانت

جفت  و    ه یثان  30مدت  به   گرادیسانت هر  برای  مناسب  اتصال 
( گرادیدرجه سانت  64-53آغازگر )آغازگر بسته به دمای اتصال  

درجه    72  یدر دما  قه یدق  ک یمدت  به   و بسط  قه یدق  یکمدت  به 
شد  گرادی  سانت با الکتروفورز  .  ندانجام  حاصل  محصولات 

یک مدت  به   80با ولتاژ    یک و نیم درصدژل آگارز    استفاده از
آمیزی با اتیدیوم بروماید،  و پس از رنگشد  ساعت انجام    الی دو
ژلعکس دستگاه  از  استفاده  با  ، INFINITY) کدا  برداری 

 صورت گرفت. فرانسه(
 یابی قطعات ژنی  توالی 

آن مشاهده جاییاز  ژنی  قطعات  تمامی  ژل   که  روی  شده 
محصولات  (،  2)شکل    ندبود  و اختصاصی  باندیالکتروفور تک

PCR   میکروسینس   به شرکتیابی  توالی برای    همراه آغازگرهابه
در برای اطمینان     PCRتمام محصولاتسوییس ارسال شدند.  

  ی براو سپس    شدندیابی  توالیهر دو جهت رو به جلو و معکوس  
قطعات  (BLASTبلاست )  شده،یابییصحت قطعات توال  دییتأ

  ن یپروتئو     DNA،RNA  داده   یهاگاه یدر برابر پا  شده یابیی توال
  .نجام شدا

 آنالیز آماری  
شده  حفاظت  واحینبراساس    یاختصاص  هایآغازگرطراحی  

 Gen Runnerو    Fast PCR 4.0  هایافزارنرم با استفاده از  

)روش حداکثر ی لوژنیروابط ف یبررس یبراگرفت. صورت   3.05
ی نوکلئوتیدی )شامل  هاتوالیو تجزیه و تحلیل    (یینمات درس

و برای   BLASTو    MEGA5افزار  نرماز    فراوانی، جایگزینی(
، برای بررسی Clustal Omega  افزارنرماز    هاتوالی ردیفی  هم

تحلیل   و  وزن    هامینواسیدآ تجزیه  و  و    هاامینواسید)درصد 
و     MEGA5و  Bio Edit  افزارنرمی استنباطی( از  هاپروتئین

استفاده    MEGA5  افزارنرماز    Neutralityبرای بررسی تست  
 شد.

 

 نتایج و بحث  
الکتروفورز   الکتروفورز    PCRمحصولات  نتایج  ژل  روی 

کتروفورز نشان  رخ الدر نیم  اختصاصیدرصد و وجود باند    5/1
که قطعات ژنی مورد نظر به درستی تکثیر شدند )شکل    ندداد
1.)  
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 87............................... ......... ( .Sonchus arvensis L)های مسیر بیوسنتزی اسیدکلروژنیک در گیاه دارویی شیرتیغک وحشی تجزیه فیلوژنی برخی ژن 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 / کماتیکوآ ش لیناموئ ی سهیدروکسی ، HCT(: aه شیرتیغک وحشی. )ایدر گ H4C و HCT ،'H3C هایژنشده حفاظت ینواح  تکثیر -1 شکل
نشانگر اندازه   .هیدروکسیلاز- '3استر-کوماریول–H3C،P' (:c) ،هیدروکسیلاز-4، سینامات H4C: (b، )ترانسفراز  لیناموئیس یدروکس یه  ناتیکو

 است. ، اسپانیا(Smobio)شرکت  bp TMEcelBand 50 مورد استفاده
Figure 1. Amplification of the conserved regions of HCT, C3'H, and C4H genes in the S. arvensis plant. (a): HCT, 

hydroxycinnamoyl- CoA shikimate/ quinate hydroxycinnamoyl transferase, (b): C4H, cinnamate 4-hydroxylase, (c): 
C3'H, coumaroyl ester 3’-hydroxylase 

 

قطعات  توالی      در   H3C'و    H4C ،HCT  هایژنیابی 
 S. arvensiشباهت بالایی را   (، 2  در سطح نوکلئوتیدی )جدول

مورد   هایژنبا   گیاه  به  فیلوژنتیکی  نظر  از  که  گیاهانی  سایر 
( C. intybus  و  Lactuca sativa)مانند  هستند  مطالعه نزدیک  

دهنده  یابی، نشانصحت نتایج توالی یید  أعلاوه بر تنشان داد که  
ی گیاهی دیگر است. هاگونه در    هاژناین  شده  حفاظتتوالی  

انتظار مورد  به   H4C اندازه  توجه  شده  طراحی  هایآغازگربا 
نتجفت  166  ، شده حفاظت  ینواحبراساس   با  که  بود    جه یباز 
  121با طول    H 4Cژن  ژل مطابقت داشت.  یرو   PCRمحصول

در باز  )  جفت  ژن  دسترسی  ( GenBankبانک  شماره   با 
ON014597.1    .ی استنباطی از هامینواسیدآ اساس    برثبت شد
ثبت قطعه  وزن   40)شده  این  با  پروتئینی  قطعه  آمینواسید(، 

درصد   دسته ب دالتون  32/10535مولکولی   بیشترین  که  آمد 
درصد مول( و آلانین    80/43ی سیستئین )هامینواسیدآ مربوط به  

بود. این جفت    H3C  244' نطول مورد انتظار ژ( بود.  10/28)
 با شماره دسترسی GenBank باز درجفت  194طول  توالی با  

ON014/596.1    .شد این  ثبت  از  استنباطی  آمینواسید  تعداد 
 ها مینواسیدآ آمینواسید بود و بیشترین فراوانی    64قطعه حدود  

درصد مول( و   84/27آلانین )  هایترتیب مربوط به آمینواسیدبه 
قطعه مورد انتظار   ،چنینهمدرصد مول( بود.    35/28گلیسین )

  باز بود، اما طول توالی ثبت جفت  485حدود   HCT برای تکثیر
دهنده یک درج باز بود که نشانجفت  GenBank ، 661شده در

  در این ژن است. این توالی در  S. arvensisبازی درجفت 176

GenBank   کدعنوان  به جزئیتوالی  شماره    HCTکننده  با 
آمینواسیدی    ON014595.1دسترسی ترکیب  که  شد  ثبت 

( توالی  این  به  حدود  آمینواسید(،    138مربوط  مولکولی  وزن 
اسیدآمینه   71/54464 بیشترین  که  داد  نشان  را  ها  دالتون 
ترئونین  به  به  )14/28)ترتیب  آلانین  و  مول(    53/27(  درصد 

)جد داشت  بلاست 3و    2ولاتعلق  نیز  پروتئینی  سطح  در   .)
با   H 3C'و  H4C  ،HCTی استنباطی  هاپروتئینپروتئینی توالی  

ی گیاهان نزدیک از نظر فیلوژنی انجام شد که  هاپروتئینسایر  
به   H3C' و  H4C  هایژنبرای توالی پروتئینی   دست شباهتی 

ی هاپروتئینطول کم توالی    توان به این عدم تشابه را می  .نیامد
از   استنباطی  استنباطی نسبت داد ولی بلاست توالی پروتئینی 

شباهت بسیار بالایی را در سطح اسید آمینه با گیاه   HCTژن  
Lactuca sativa    %(11/99  هم4( نشان داد )جدول .) ردیفی

 H3C' و  H4C  ،HCT  هایژنی پروتئینی استنباطی از  هاتوالی 
کرد   تایید  را  بلاست  نتایج  فیلوژنی  نظر  از  نزدیک  گیاهان  با 

به 4و    3،  2)شکل که  پژوهشی  بیان  (.  سطوح  بررسی  منظور 
 ها و محتوای ترکیبات فنلی در گیاه شیرتیغک وحشی صورت ژن

مسیر  یابی  توالیگرفت،   در  درگیر  ژنی  قطعات  بلاست  و 
فنیل ژن  مانند  اسید  کلروژنیک  آمونیالیاز  بیوسنتزی  آلانین 

(PAL3  ،)4- ( لیگاز  کوآ  هیدروکسی و    (4CL4کومارات 
سیناموئیل  -سینامویل هیدروکسی  کوینات  شیکمات/  کوآ 

 Lactucaکاهو )( نیز شباهت بالایی را با گیاه  HCTترانسفراز )

sativa  تاییدی بر نتایج مورد مطالعه ما    تواندمی( نشان داد که
 (.  Ghaderi & Abdollahi Mandoulakani, 2024باشد )

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
3 Phenylalanine ammonialyase 

4 4-Coumaroyl: coA-ligase 
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    arvensisSonchusدر گیاه  H3C'و  H4C ،HCT هایژن( BLASTنتایج بلاست ) -2جدول 
Table 2. The BLAST results of C4H, HCT, and C3’H genes identified from Sonchus arvensis L.  

 ژن 
Gene 

 شماره دسترسی 
Accession number 

 (bp)  طول 
Length 

(bp) 

ی دارای  هاتوالیشماره دسترسی 
 بیشترین شباهت 

Accession number of the 
most similar sequence 

 نام گیاه 
Plant 
name 

مقدار قابل  
 انتظار 

E-Value 

 درصد تشابه )%(
Identities 

پوشانی درصد هم
)%( 

Query 
Coverage 

HCT 
  لیناموئیسهیدروکسی 

  ناتیکو /کماتیکوآ ش
  لیناموئیس یدروکسیه

 ترانسفراز 

ON014595.1 661 KT222891.1 

C. 
intybus 2e-158 96.54 48 

H4C 
  – 4سینامات 

 هیدروکسیلاز 
ON014597.1 121 XM_023882920.3 L. sativa 7e-31 89.26 27 

C3'H 
P –  استر   - کوماریول

  هیدروکسیلاز  -'3
ON014596.1 194 XM_023873558.3 L. sativa 2e-53 86.93 90 

H4C هیدروکسیلاز – 4: سینامات ،HCT : ترانسفراز  لیناموئیس یدروکس یه ناتیکو /کماتیکوآ ش لیناموئیسهیدروکسی  ،'H3C :P –  هیدروکسیلاز  -'3استر  -کوماریول 
C4H: cinnamate 4-hydroxylase, HCT: hydroxycinnamoyl- CoA shikimate/ quinate hydroxycinnamoyl transferase, C3'H: coumaroyl 
ester 3’-hydroxylas 
 

  arvensisSonchusدرگیاه  H3C'و   H4C،HCT هایژنی هامینواسیدآتعداد و درصد  -3 جدول
Table 3. The number and percentage of amino acids of C4H, HCT, and C3'H genes in Sonchus arvensis 

 C4H C3'H HCT  ( Gene) ژن

 آمینواسید 
Amino acid 

 نماد آمینواسید 
Amino acid 

symbol 

تعداد  
 آمینواسید 

Number of 
amino acids 

 مول% 
Mol % 

 تعدادآمینواسید 
Number of 
amino acids 

 % مول
Mol % 

 تعدادآمینواسید 
Number of amino 

acids 
 % مول
Mol % 

Ala  )آلانین( A 34 28.1 54 27.84 182 27.53 

 Cys )سیستئن( C 53 43.8 46 23.71 130 19.67 

Asp  (اسپارتیک ) D 0 0 0 0 0 0 

Glu  (گلواتامیک ) E 0 0 0 0 0 0 

Phe  (آلانینفنیل) F 0 0 0 0 0 0 

 Gly(گلایسین ) G 18 14.88 55 28.35 163 24.66 

His )هیستیدین( H 0 0 0 0 0 0 

 Ile)ایزولوسین( I 0 0 0 0 0 0 

Lys (لیزین) K 0 0 0 0 0 0 

Leu )لوسین( L 0 0 0 0 0 0 

 Met)متیونین( M 0 0 0 0 0 0 

 Asn )آسپاراژین( N 0 0 0 0 0 0 

 Pro)پرولین( P 0 0 0 0 0 0 

 Gln)گلوتامین( Q 0 0 0 0 0 0 

 Arg )آرژنین( R 0 0 0 0 0 0 

 Ser )سیرین( S 0 0 0 0 0 0 

Thr  )ترئونین( T 16 13.22 39 20.1 186 28.14 

 Val(والین) V 0 0 0 0 0 0 

 Trp)تریپتوفان( W 0 0 0 0 0 0 

Tyr )تیروزین( Y 0 0 0 0 0 0 

H4C هیدروکسیلاز – 4: سینامات ،HCT ،هیدروکسی سینامویل ترانسفراز :'H3C :P –   هیدروکسیلاز  -'3استر  -کوماریول 
C4H: cinnamate 4-hydroxylase, HCT: hydroxycinnamoyl- CoA shikimate/ quinate hydroxycinnamoyl transferase, C3'H: coumaroyl 
ester 3’-hydroxylase 

 

    arvensis Sonchusگیاه در  H3C' و ،H4C ،HCT هایژنی استنباطی  هاپروتئین( BLASTنتایج بلاست ) -4جدول 
Table 4. BLAST results of the inferred proteins of C4H, HCT, and C3'H genes identified in Sonchus arvensis L.  

 پروتئین
Protein 

 شماره دسترسی 
Accession number 

طول اسید  
 آمینه

Amino 
acid 

length 

ی دارای  هاتوالیشماره دسترسی 
 بیشترین شباهت 

Accession number of the 
most similar sequence 

 گیاه نام 
Plant 
name 

مقدار قابل  
 انتظار 

E-Value 

 درصد تشابه )%(
Identities 

پوشانی درصد هم
)%( 

Query 
Coverage 

HCT 
هیدروکسی سینامویل  

 ترانسفراز 
UVV38606.1 138 XP_023744066.1 

L. 
sativa 1e-70 99.11 50 

H4C 
  – 4سینامات 

 هیدروکسیلاز 
UVV38608 40 - - - - - 

C3'H 
P –  3استر  - کوماریول'-  

 هیدروکسیلاز 
UVV38607 64 - - - - - 

H4C هیدروکسیلاز – 4: سینامات ،HCT : ترانسفراز  لیناموئیس یدروکسیه ناتیکو /کماتیکوآ ش لیناموئیسهیدروکسی ،'H3C :P –    هیدروکسیلاز  -'3استر  -کوماریول 
C4H: cinnamate 4-hydroxylase, HCT: hydroxycinnamoyl- CoA shikimate/ quinate hydroxycinnamoyl transferase, C3'H: coumaroyl ester 3’-hydroxylase 
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=13427
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/XM_023882920.3?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=AGUCAD2B013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=4236
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON014596.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=AGUWJM3G013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/XM_023873558.3?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=AGUWJM3G013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=4236
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/UVV38606.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=UFJGS3ZE013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_023744066.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=UFJGS3ZE013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=4236
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=4236
http://dx.doi.org/10.61882/jcb.2024.1578
https://jcb.sanru.ac.ir/article-1-1578-en.html
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گیاهان   سایری هاپروتئینبا  arvensis .Sمربوط به گیاه  H4Cناحیه کدکننده ژن بخشی از حاصل از مقایسه پروتئین استنباطی  -2 شکل
دهنده همانند بودن،   ها هستند. * نشاندهنده آمینو اسید (. حروف نشانE. angustifoliaو   C. intybus  ،L. sativaلحاظ تکاملی )به  نزدیک

 هستند.دهنده فاصله  نشان –شده ودهنده جانشینی نیمه حفظنشان .شده، دهنده جانشینی حفظ: نشان
Figure 2. Comparison of the inferred protein from part of the coding region of the C4H gene in S. arvensis with 

proteins from other evolutionary close plants (C. intybus, L. sativa, and E. angustifolia). Letters indicate amino acids. 
* indicates “identity, indicates “conserved substitution”, . indicates “semi-conserved substitution”, and - indicates a 

“gap”. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

گیاهان  سایر  یهاپروتئینبا  S. arvensisمربوط به گیاه  H3C'ناحیه کدکننده ژن بخشی از از حاصل مقایسه پروتئین استنباطی -3 شکل
 هامینواسیدآدهنده (. حروف نشان (Trifolium pretenseو ,C. cardancalus var scolymus Coffea canephoraلحاظ تکاملی ) بهنزدیک 

 هستند. دهنده فاصله نشان - شده وشده، . نشان دهنده جانشینی نیمه حفظدهنده جانشینی حفظدهنده همانند بودن، : نشانهستند. * نشان
Figure 3. Comparison of the inferred protein from part of the coding region of the C3'H gene in S. arvensis with 
proteins from other evolutionary close plants (C. cardancalus var scolymus, Coffea canephora, and Trifolium 

pretense). Letters indicate amino acids. * indicates “identity”, : indicates “conserved substitution”. indicates “semi-
conserved substitution”, and - indicates a “gap”. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

گیاهان سایر ی هاپروتئینبا  S. arvensisمربوط به گیاه HCT ژن  یکدکننده ناحیهبخشی از حاصل از مقایسه پروتئین استنباطی  -4شکل 
هستند. *   هامینواسیدآدهنده (. حروف نشانE. purpurea  و C. cardancalus var scolymus  ،C. intybusلحاظ تکاملی ) بهنزدیک 

 هستند. دهنده فاصله نشان  –شده و دهنده جانشینی نیمه حفظ . نشان شده،دهنده جانشینی حفظدهنده همانند بودن: نشاننشان 
Figure 4. Comparison of the inferred protein from part of the coding region of the HCT gene in S. arvensis with 

proteins from other evolutionary close plants (C. cardancalus var scolymus, C. intybus, and E. purpurea). Letters 
indicate amino acids. * indicates “identity”, : indicates “conserved substitution”,  . indicates “semi-conserved 

substitution”,
 
and -

 
indicates a “gap”.

 
 

بررسی روابط فیلوژنی ابزار قدرتمندی برای دانستن بسیاری     
 Elliott et)از ابهامات و مسائل مربوط به مراحل تکامل است 

., 2006al)    ژنی ی  هاتوالی اساس    برآنالیز فیلوژنتیکی  H4C  ،
HCT  و 'H3C    رابطه فیلوژنتیکی نزدیکی بینS. arvensis   و

L. sativa    مورد مطالعه نشان داد و این    هایژنتمام  برای  را
گیاه   که  است  این  بیانگر  فاصله   L. sativaمطلب  کمترین 

   (.5ژنتیکی را با گیاه مورد مطالعه ما دارد )شکل 
 
  
 
 

S.arvensis         -----------------TRRV**TSKAKSSKPLWQMG*SSVDL*PWQSTFHGSGGSSLLR 39 

C.cardancalus      QWHSTTLLGSLSGNDL*TRRV*WMTREXXLRQLWLTA*SLVHL*PWQSISHGSDGSSR*K 55 

C.canephora        QWHSTTLQDLHLVKGS*IPKE*WMNKERSSRR*LQMA*SLVHRSLWQSTSHGYGGCFHSM 56 

T.pretense         QLHSTTSQGWHLGKDL*TQKV*WMSKEWNSRL*WQMG*S*EHLLPWQSIFLG*GGCSH*K 53 

                                      : *  .:    :     .**  .   ***   * .*.     

 

S.arvensis         KTPLPNTENAVTG*PELSGMT 59 

C.cardancalus      KKPLQSTEHVVIGSHEPSWMS 76 

C.canephora        KLLSRSMVLEGTASLEPSWKS 77 

T.pretense         RRLLPSTVLVGTDLLELSWMS 74 

                   :    .         * *  : 

S.arvensis         --------------------NVDLVVPNFHTPSVYFYRPNGASNFFDPKVMKDALSKALV 40 

E.purpurea         RESTMVRPAEETPRVNLWNSNVDLVVPNFHTPSVYFYRPNAATNFFDPTVMKEALSKALV 60 

C.intybus          RESTMVRPAEETPRIKLWNSNVDLVVPNFHTPSVYFYRPTGATNFFDAKVMKDALSRALV 60 

C.cardancalus      RESTMVRPAEETPRINLWNSNVDLVVPNFHTPSVYFYRPNGAANFFDPKVMKDALSRALV 60 

                                       *******************..*:**** .***:***:*** 

 

S.arvensis         PFYPMGGRLKRDEDGRIEIDCQGQGVLFVEAESDGMVDDYGDFAPTLELRKLIPAVDYSQ 100 

E.purpurea         PFYPMGGRLKRDEDGRIEIDCQGQGVLFVEAESDGVVDDFGDFAPTLELRQLIPAVDYSQ 120 

C.intybus          PFYPMGGRLKRDEDGRIEIDCQGQGVLFVEAESDGVIDDYGDFAPTLELRKLIPAVDYSL 120 

C.cardancalus      PFYPMGGRLKRDEDGRIEIDCQGQGVLFVEAESDGVIDDFGDFAPTLELRKLIPAVDYTL 120 

                   ***********************************::**:**********:*******:  

 

S.arvensis         GIESYPLLVLQVLLSTIIFNRRRAKIT*KQMELIE*YIYKYDSKVRFCFM*TSKRGMTF* 156 

E.purpurea         GIESYPLLVLQVTYFKCGGVSLGVGMQHHA----------AD----------GASGLHFI 160 

C.intybus          GIESYSLLVLQVTYFKCGGVSLGVGMQHHA----------AD----------GASGLHFI 160 

C.cardancalus      GIESYSLLVLQVTYFKCGGVSLGVGMQHHA----------AD----------GASGLHFI 160 

                   ***** ******   .       . :  :            *          .  *: *  

 

S.arvensis         CPNPYIISQLKFHHRIAVYKLGLTRFIFVCWNVGHIL*MWWGFTRSWDAAPRCRWRIWAA 215 

E.purpurea         N----------------------------------------------------------- 161 

C.intybus          N----------------------------------------------------------- 161 

C.cardancalus      N----------------------------------------------------------- 161 

                                                                                

 

S.arvensis         X 216 

E.purpurea         - 161 

C.intybus          - 161 

C.cardancalus      - 161 

 C.intybus           GPSNGESPNSLITHKSNPNSAMNSTPFSAPESK*PSRTFKNCRTFKP*SKKPSAS 53 

s.arvensis          -------PSI--------QLRPNSTQFSDPESKSRNPTSKSSHTSKP*SKKPPPP 39 

L.sativa            GQSNGESPSS*TTLTFSQSSGTSSTRNLGPVFRSPSLMFRTSLTSKQSSKKPYVS 54 

E.angustifolia      GQSNGESQSL*TIPRSKPSSGTSSTQSSDPVSKSPSLMSKTSHTSKP*SKKPSAS 53 

                            .         .   .**    *  :  .   :.. * *  ****    
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 arvensis. S اهیگ مربوط به H3C' و H4C ،HCT هایژنبخشی از توالی اساس   برنمایی روش حداکثر درستبه یکیلوژنت یف درخت -5شکل 
 یدروکسیه : H4C( ، (c)(هیدروکسیلاز – 4سینامات  :(b) ، )H3C'(ز هیدروکسیلا -'3استر  -کوماریول –P :(a). موجود یهاجنس ریبا سا

 (. HCTترانسفراز ) لینامویس یدروکسیه ناتئی کو / ماتیکی ش کوآ-سینامویل
Figure 5. The phylogenetic tree constructed by the maximum likelihood method using a part of the sequences of C4H, 

HCT, and C3'H genes identified from the S. arvensis plant with other existing genera. (a): coumaroyl ester 3’-

hydroxylase (C3'H), (b): cinnamate 4-hydroxylase (C4H), (c): hydroxycinnamoyl- CoA shikimate/ quinate 
hydroxycinnamoyl transferas (HCT) 

 
آنالیز      بررسی  فراوانیبرای  نظیر  بیوانفورماتیکی  های  های 

تکاملی نوکلئوتیدی، برآورد جایگزینی نوکلئوتیدی و بررسی اثر  
استفاده شد    هاژن یابی  از نتایج حاصل از توالی  ،انتخاب طبیعی

(Sahraki et al., 2020نتیجه تغییر در فر .)تکامل    ،وانی ژنیا
روند و فراوانی بعضی  ها از بین میاست و در گذر زمان برخی آلل

میها  آناز   افزایش  درصد  آللتا صد  این  افزایش  در یابد.  ها 
ها و تثبیت موفق این آللگردد  می  ها آنجمعیت باعث تثبیت  

که بازتابی از پایداری    شودمیسبب تکامل بلندمدت یک گونه  
 Nesaj Hosseini & Shamarدر طول زمان است )  هاجهش

Bakhsh, 2011 .)    اطلاعات برای هاتوالیاز  نوکلئوتیدی  ی 

واگرایی   زمان  میان    هاگونه برآورد  تکاملی  روابط  ی هاگونه و 
استفاده   (.  .(Asghari & Dashab, 2018)   شودمیمختلف 

آنالیز   نوکلئوتیدی  هاتوالینتایج  و   H4C  ،'H3C  هایژنی 
HCT  داد بیشترین    ندنشان  برای  نوکلئوتید فراوانی  که  ی 

ترتیب    HCTو  H4C  ،'H3C  هایژن ) به  آدنین  (،  1/28به 
ی نوکلئوتید( و کمترین فراوانی  1/28( و تیمین )4/28گوانین )

( و سیتوزین  1/20(، تیمین )2/13های تیمین )به بازبه ترتیب  
   (.5 )جدولمتعلق بودند ( 7/19)
 

 
  arvensisSonchusگیاه  در  HCT و H4C  ،'H3C هایژن توالی از حاصل نوکلئوتیدهای فراوانی -5 جدول

Table 5. Frequencies of nucleotides obtained from the sequence of C4H, C3'H, and HCT genes in Sonchus arvensis  
 نوکلئوتید فراوانی 

Nucleotide frequency ژن  قطعه تکثیری 
Sequenced gene fragment )گوانین(G  )سیتوزین( C ¤ ))تیمین )یوراسیل(T(U)  )آدنین(A  

14.9 43.8 13.2 28.1 
H4C 

 هیدروکسیلاز – 4سینامات 

28.4 23.7 20.1 27.8 
'H3C 

P –  هیدروکسیلاز  -'3استر  -کوماریول 

24.7 19.7 28.1 27.5 
HCT 

 ناتیکو /کماتیکوآ ش لیناموئیسهیدروکسی 
 ترانسفراز  لیناموئیس یدروکسیه

H4C هیدروکسیلاز – 4: سینامات ،HCT : ترانسفراز  لیناموئیس یدروکسیه ناتیکو /کماتیکوآ ش لیناموئیسهیدروکسی ،'H3C :P–   هیدروکسیلاز  -'3استر -کوماریول 
C4H: cinnamate 4-hydroxylase, HCT: hydroxycinnamoyl- CoA shikimate/ quinate hydroxycinnamoyl transferase, C3'H: coumaroyl ester 3’-hydroxylas 

 
مقادیر    ،چنینهم که  داد  نشان  نوکلئوتیدی  جایگزینی  برآورد 

نوع   از  جایگزینی  به  مربوط  نوکلئوتیدی  جایگزینی  بالای 
بود   برای  طوری  به پیریمیدینی  مقدار  این  ،  H4C  هایژنکه 

'H3C    وHCT   ترتیب برای تبدیل تیمین به سیتوزین برابر  به
تبدیل    11/17و    76/18،  87/22 برای  و  به  درصد  سیتوزین 

 دستدرصد به   47/17و    15/20،  10/16ترتیب برابر  تیمین به 
 های ژنو برای    ندهای پورینی این مقادیر کمتر بودآمد. برای باز

H4C  ،'H3C    وHCT   برابر  به گوانین  به  آدنین  برای  ترتیب 

درصد و برای تبدیل گوانین به آدنین    07/11و   92/10،  42/12
  7،  6  ولا)جدبرآورد شدند  درصد    57/11و    27/10،  68/11برابر  

 ,.Sheikhi et alبا نتایج محققان دیگری )  (. این نتیجه8و  

2019; Sahraki et al., 2020 را جایگزینی  بیشتر  که   )
مطابقت دارد و علت این  اند،  جایگزینی پیریمیدنی گزارش کرده 
می  احتمالاً  را  جایگزینی  از  متیله نوع  به  سیتوزین  توان  شدن 

 . (Picoult-Newberg et al., 1999)نسبت داد 
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ژن/   از/ به  آدنین  تیمین/اوراسیل سیتوزین  گوانین  C4H 

G C T/U A From/To C4H gene 
12.42 5.46 3.85 - A    )آدنین(  
4.72 22.87 - 4.44 T/U     )تیمین/اوراسیل( 
4.72 - 16.10 4.44 C     )سیتوزین( 

- 5.46 3.85 11.68 G     )گوانین( 
H4C هیدروکسیلاز  –4: سینامات 

C4H: cinnamate 4-hydroxylase 
 

 HCTژن   نوکلئوتیدی جایگزینی الگوی برآورد ماتریس -7 جدول
Table 7. The estimation matrix of the nucleotide substitution pattern for the HCT gene 

 HCTژن  از/ به  آدنین  تیمین/اوراسیل سیتوزین  گوانین 
G C T/U A From/ To gene HCT 

11.07 5.21 5.32 - A    )آدنین( 
5.31 17.11 - 5.55 T/U  )تیمین/اوراسیل(   
5.31 - 17.47 5.55 C   )سیتوزین(   

- 5.21 5.32 11.57 G   )گوانین(   
HCT : ترانسفراز  لیناموئیس یدروکسی ه ناتیکو /کماتیش کوآ لیناموئیسهیدروکسی   

HCT: hydroxycinnamoyl- CoA shikimate/ quinate hydroxycinnamoyl transferase 
 

 H3C'ژن   نوکلئوتیدی جایگزینی الگوی برآورد ماتریس -8 جدول
Table 8. The estimation matrix of the nucleotide substitution pattern for the C3'H gene 

 C3'Hژن  از/ به  آدنین  تیمین/اوراسیل سیتوزین  گوانین 

G C T/U A From/ To gene C3'H 
10.92 4.07 4.37 - A    )آدنین( 
5.93 18.76 - 5.57 T/U    تیمین/اوراسیل  
5.93 - 20.15 5.57 C     سیتوزین 

- 4.07 4.37 10.27 G     گوانین 
'H3C :P – هیدروکسیلاز  -'3استر  - کوماریول C3'H: coumaroyl ester 3’-hydroxylase 

خنثی و    تکامل  صفر  فرضیه   ازبرای شناسایی هر گونه انحراف   
و   H4C  ،'H3C  هایژن دار بر روی  یا اثر انتخاب طبیعی جهت

HCT    در طول تکامل از تستNeutrality   استفاده شد. مقادیر
D  دهنده تفاوت  دار و نشاندار و منفی بیانگر انتخاب جهتمعنی

چندشکلی فراوانی  میان  و  هستند  مختلف ی  هابالایی  مثبت   .
دهنده اثرات رانش ژنتیکی و یا نشان  Dمقادیر  دار بودن  معنی

در طول تاریخ است و تفاوت   کننده تکامل جمعیتاثرات متعادل
. در مطالعه  کندرا بیان میها  های چندشکلی پایین بین فراوانی

 ند مثبت بود  Dمقادیر    HCTو    H4C  ،'H3C  هایژنبرای    ،ما
فراوانی بین  پایین  تفاوت  بیانگر  مختلف هاچندشکلی  که    ی 
، H4C  هایژن دار بر روی  است. نتایج این مطالعه انتخاب جهت 

'H3C  وHCT  (9د )جدول ندهنشان میرا. 
 

 مورد مطالعه   هایژندر  Neutralityتست  نتایج -9 جدول
Table 9. The results of the Neutrality test for the studied genes 

 ژن
Gene 

M 
 تعداد توالی 

S 
 جداشده  نواحی تعداد

ps 

 S/mبیانگر 
Θ 

 Ps/a1بیانگر 
Π 

 تنوع نوکلئوتیدی 
D 

 روش تاجیما 

C4H 
هیدروکسیلاز-4سینامات   6 81 0.675000 0.295620 0.305000 0.204647 

HCT 
  لیناموئیس یدروکسیه ناتیکو /کماتیکوآ ش لیناموئیسهیدروکسی 

 ترانسفراز 
6 474 0.728111 0.318881 0.338556 0.401585 

C3'H 
P 1.524637 0.263650 0.205963 0.534031 102 8 - هیدروکسیلاز '3 – کوماریول - استر 

M  ،تعداد توالی :S  :جداشده، ،  نواحی  تعدادS/m :Ps ، ،θPs/a1 : ،  π  ،تنوع نوکلئوتیدی :D  :  تستNeutrality    با استفاده از روشTajima  ،H4C  هیدروکسیلاز–4: سینامات  ،HCT  :  هیدروکسی
 هیدروکسیلاز -'3استر   -کوماریول  – H3C :P'، ترانسفراز لیناموئیس یدروکسیه ناتیکو /کماتیکوآ ش لیناموئیس

M: sequence number, S: number of isolated regions, S/m: Ps, Ps/a1: θ, π: nucleotide diversity, D: the neutrality test using the Tajima method, C4H: 
cinnamate 4-hydroxylase, HCT: hydroxycinnamoyl- CoA shikimate/quinate hydroxycinnamoyl transferase, C3'H: coumaroyl ester 3’-hydroxylas 

 

 گیری کلی نتیجه 
در طی      انتخاب طبیعی  روند  پژوهش،  این  نتایج  با  مطابق 

این    ه بود ک  مثبت     HCTو    H4C  ،'H3C  هایژنتکامل برای  
و در نتیجه مستعد نبودن   هاژندهنده چندشکلی پایین  امر نشان

جهش    هاآن و  بازها  تغییرات  آنالیز    ،چنینهم.  استبه  نتایج 
دادنوکلئوتید نشان  نوع   ندها  از  بازها  جانشینی  بیشتر  که 

فراوانی بیشترین  و  بود  انتقالی  نوکلئوتیدی جایگزینی  های 
آدنین، گوانین    هایترتیب به بازبه   HCTو    H4C  ،'H3C  هایژن

تیمین   ژنی   BLAST   نتایج  .ندبودمتعلق  و  قطعات 

نشان  .arvensis S در H3C'و  H4C،HCTی  شده یابیتوالی 
در سطح نوکلئوتیدی بیشترین درصد شباهت )کمترین    که   ندداد

و در C. intybus و  L.sativaفاصله ژنتیکی( با گیاهانی مانند 
با   HCTسطح پروتئینی نیز بیشترین درصد شباهت برای ژن  

آمد که تاییدی بر صحت نتایج    دست( به 11/99)  L.sativaگیاه  
یابی توالی اساس    بر آنالیز فیلوژنتیکی    ، چنینهم.  استیابی  توالی 

 نیب  را  یکینزد  یکیلوژنتیف رابطه    HCTو    H4C  ،'H3C  هایژن
S. arvensis  و L. sativa  داد نشان  . 

 

 
 
 

  H4C هایژن نوکلئوتیدی جایگزینی الگوی برآورد ماتریس -6 جدول
Table 6. The estimation matrix of the nucleotide substitution pattern for the C4H gene 
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