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)MDHAR(ردوکتازمونودهیدروآسکورباتژنبیوانفورماتیکیارزیابیوکلونینگ
Nicotina(توتونگیاهدرآنبیانبیشو بررسیلیتورالیسدر گیاه آلوروپوس tobacum(

5الهام سلیمانیو 4، بهزاد شاهین کلیبر3، علی دهستانی کلاگر2، قربانعلی نعمت زاده1آزاده محسنی

چکیده
در متابولیسمیاختلالاتبروزسبباست کهمطلوبشرایطزدنبرهمبا، غیرزندهعواملترینمهمازیکیخاكشوري

ردوکتازمونودهیدروآسکوربات.گرددمی)ROS(فعالاکسیژنهايگونهانواعتولیدافزایش، از جملهگیاهیهايسلول
)MDHAR (هايرادیکالاحیاکنندگینقشکهاستآسکوربات-گلوتاتیونمسیردريکلیدهايآنزیمازیکی

در تحقیق حاضر آنزیم مونودهیدرو آسکوربات ردوکتاز، از گیاه هالوفیت آلوروپوس .داردعهدهبررامونودهیدروآسکوربات
براي این منظور با . تون انتقال داده شدسازي گردید و به گیاه توسانههمشناسایی، جداسازي و ) Aeluropus littoralis(لیتورالیس

به منظور و تکثیرمذکور یژنتوالی RT-PCR، پرایمرهاي مناسب طراحی و با روش NCBIتوجه به اطلاعات در دسترس در پایگاه 
، با آنزیم س به منظور انتقال به گیاه توتونسپ. سازي شدسانههم)DH5α(کلاي.يدرون باکتري اpTZ57R/Tدر وکتور توالی یابی 

pfu35پس از الحاق پروموتر و ترمیناتور . تکثیر گردیدپلیمراز . آ. ان. ديS به ناقل بیانیpGreen0029 توالی ژنی ،MDHAR نیز به
سازي توتون به تراریختبرايترانسفورم شد و LBA4404هاي اگروباکتریوم نژاد ي نوترکیب به سلولاین ناقل وارد شد و سازه

بیوتیک کانامایسین استخراج حاوي آنتیدر محیط انتخابیباززایی شدهاز گیاهان . رگی مورد استفاده قرار گرفتروش دیسک ب
DNA و سپسRNAهاي صورت گرفت و آزمونPCR وRT-PCRآزمون .انجام شدPCR باDNAداد توالی گیاهان انتخابی نشان
هايبررسی. شدتأییدRT-PCRبیان مستمر این ژن نیز توسط آزمون هاي گیاهان تراریخت وارد شده و سلولبه MDHARژنی 

ي توالی به دست مقایسه. جفت باز و فاقد نواحی اینترونی است1436شامل MDHARکه ژن ن دادانشبیوانفورماتیکی روي ژن 
هاي جدا شده از MDHRا سایر هاي گیاهی ثبت شده در بانک ژن، بیانگر شباهت بالاي این ژن بMDHARهاي سایر آمده با توالی

آنالیز ساختار پروتئینی، .داشتین شباهت را بیشتر، )Sorghum bicolor(سورگمMDHARباي گندمیان بوده که گیاهان خانواده
درصد 3/78ي دهندهبررسی ساختار ثانویه، نشانو نیزکرده را اثبات SDRو pyr-redoxinسلولی بودن و نواحی موتیف بین 
.دور معکوس بودار دور بتا یادرصد ساخت6/13درصد ساختار چین خورده ي بتا و 1/41تار مارپیچ آلفا، ساخ
،pGreen0029، آلوروپوس لیتورالیس، ناقل )MDHAR(، مونودهیدروآسکوربات ردوکتازفعالاکسیژن هاي گونه:کلیديهايواژه

توتون، تراریخت
همقدم

عملکردکاهش اصلی هاي غیرزنده از عواملتنش
آید که از بین آنهابه شمار میمحصول در سراسر جهان 

ترین عامل محیطی است که به نابودي شوري مهم
منجر محصول عملکردهاي کشاورزي و کاهش نزمی
حاويزمینسطحدرصد4/3حدود.)37(گرددمی
مقدارکهنیستیبعجبنابراینباشد،میشورهايآب

. باشدنمکتأثیرتحتزمین،يکرهسطحازتوجهیقابل
زمینيکرههايخشکیازهکتارمیلیون800بهنزدیک

برايگیاهتوانایینا. )27(دارندقرارشوريشرایطدر
کهاستشدهسببخود،طبیعیزیستگاهازجاییهجاب

شوري،چوننامطلوب بسیاريشرایطمتحملگیاهان
مانندخصوصیتیداشتن. )10(شوندبالادمايوخشکی
تا در محیط سازدقادر میراگیاهانشوري،بهتحمل

ي زندگی داراي غلظت زیاد نمک رشد کنند و چرخه
.خود را تکمیل کنند

هاي فعال اکسیژن یا رسد که گونهبه نظر می
ROS1هاي کنندههاي محیطی و یا تعدیلحسگرکه

در نمو نقش مهمی را ،شوندمحسوب میي بیان ژنالگو
هاي استرس. دنو دفاع گیاه بر عهده داشته باش

اکسیداتیو و مراحل نمو گیاه مثل بلوغ بذر نیز سبب 
هاROS.گرددهاي اکسیژن فعال میتولید گونه

سوپراکسید،)H2O2(هیدروژنپراکسیدنظیرترکیباتی
(O2

دلیلهستند که به)-HO(هیدروکسیلرادیکال(و-
ممکنوبودهپذیرواکنشبسیارآزاد،الکترونداشتن

اغلب ROS. باشندگیاهی سمیهايسلولبراياست
هاي طبیعی سلول، در محصول جانبی متابولیسمکه

ي بسیاري زوم و هستهمیتوکندري، کلروپلاست، پراکسی
ید و تول. )30(گرددمیهاي زنده تولیداز انواع ارگانیسم

باشد،ي سلولی تنظیم شده مییک پدیدهROSتخریب 
به شرایطی اطلاق با این حال اصطلاح تنش اکسیداتیو 

از ظرفیت ارگانیسم بیشترROSکه تجمع گرددمی
1- Reactive Oxygen Species

)azadehmohseni34@yahoo.com: نویسنده مسوول(، دانشگاه فردوسی مشهد، دانشجوي دکتري-1
دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري،استاد-2

ساري،طبرستان)GABIT(زیست فناوري کشاورزيي ژنتیک وپژوهشکده،وي دکترياستادیار و دانشج-5و 3
دانشگاه شیراز،دانشجوي دکتري-4
17/8/94:تاریخ پذیرش21/3/94:تاریخ دریافت

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی
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رداکساحیا یا -اکسیداسیونپایداريبراي نگهداري 
)Redox(براي مثال قرارگیري بافت گیاه . سلولی است

سرما، یخ خشکی، شوري، یی مانند هادر معرض تنش
، ازون، نور شدید، )UV(ي فرابنفشزدگی، اشعه

ها و صدمات فیزیکی اغلب سبب تحریک کشحشره
این ). 4(گردندها میROSتولید یا تقویت تولید 

ها،پروتئیناکسیداسیونسببتوانندمیترکیبات
DNA،و فتوسیستملیپیدهاIIو به طور جدي به شوند

هایی گیاهان در مقابل موقعیت. )25(ها آسیب برسانندآن
از سیستم د، یابتجمع میROSکه سطوح بالایی از 

اجزاي.کننداي استفاده میاکسیدان پیچیدهآنتی
باهااکسیدانآنتیشاملاکسیدان آنتیمکانیسمابتدایی

کارتنوئید،گلوتاتیون،آسکوربات،(پایینمولکولیوزن
،سوپراکسیددیسموتاز(هاآنزیم،)توکوفرولوفلاونوئید

گلوتاتیون، )Glutaredoxins(دوکسینگلوتارکاتالاز،
دردخیلهايآنزیمو) دیگرهايپراکسیدازوپراکسیداز

)ردوکتازگلوتاتیون(گلوتاتیون-آسکورباتيچرخه
)GR(،پراکسیدازآسکوربات)APX(،

و)MDHAR(ردوکتازمونودهیدروآسکوربات
ایندر. باشندمی)DHAR(ردوکتازدهیدروآسکوربات

ديآدنینفلاوینکوآنزیمباآنزیمیکMDHARمیان
صورتبهکه)17،18(است)FAD(نوکلئوتیدي

و میتوکندریایی،)17(کلروپلاستیهايآیزوزیم
.شودمییافت)7(سیتوسلیو)19،26(پراکسیزومی 

MDHARتمونودهیدروآسکوربابراي)MDHA(که
عملاختصاصیبسیاراستآنزیماینالکترونيپذیرنده

برايالکترونهايبخشندهNADPHوNADH. کندمی
،MDHARکهحال آنشوند،میمحسوبآنزیماین

NADHکاهشفرمتولیدباز. )17(دهدمیترجیحرا
گلوتاتیون-آسکورباتيچرخهدرآسکورباتيیافته

آنزیمتنهاMDHAR. گیردمیانجامآنزیماینتوسط
عنوانبهآلیرادیکالیکازکهاستايشدهشناخته
ازPoaceaeيتیرهاعضاي. کندمیاستفادهسوبسترا

محیطیهايتنشبهمقاومگیاهانها،ايلپهتکيرده
ايگونهلیتورالیسگیاه آلوروپوس.)14(اندشدهشناخته
یککهداردراقابلیتاینکهاستتیرهاینبهمتعلق
بهبیوتکنولوژي،هايبرنامهژنتیکی برايمهممنبع

زراعیمهمگیاهاندرشوريبهمقاومتبهبودمنظور
یکگیاهاین. گیردقراراستفادهموردبرنج،وگندممثل

واستگندمنزدیکخویشاوندانازساله،چندهالوفیت
خشکوشورقمناطوهامردابدرهرزعلفصورتبه

دیپلوئیدژنومحاويآلوروپوس. کندمیرشد
)2n=2X=14 (،درحدودآنياندازهکهاستMb342

غدداز راهرانمکاستقادرگیاهاین. )21(باشدمی
تاراشوريترتیباینبهوکندترشحخارجبهنمکی
این،برعلاوه. کندمیتحملخوبیبهدرصد،یکسطح 

بهکهاستC4متابولیسمنوعازگیاهایندرفتوسنتز
وشوريهايتنشبرابردربیشتريپذیريانعطافآن

محیطیشرایطتحملبهتوجهبا. دهدمیخشکی
وفیزیولوژیکیخصوصیاتواجدگیاهایندشوار،

برايمنبعیتواندمیکهاستايبرجستهمولکولی
يشورتنشمقاومت بهمفیدوجدیدهايژنشناسایی

موردزراعیمحصولاتعملکرداصلاحوبهبودبراي
.)14(گیردقراراستفاده

ایجاد درMDHARبا توجه به نقش مهم آنزیم 
هاي متفاوت در گیاه، در این تحقیق تحمل به تنش

از گیاه آلوروپوس MDHARامکان جداسازي ژن 
لیتورالیس و انتقال آن به کمک ناقل بیانی 

pGreen0029 گیاه مدل توتون مورد بررسی قرار به
فیزیولوژیکهايآنالیزهاي بعدي از قبیل بررسی. گرفت

سایروهاهورموندرشدهایجادتغییراتبیوشیمیاییو
تراریخت در تنش گیاهاننموورشددردخیلمواد

شوري، سبب شناخت بهتر اثر ژن جدا شده از گیاه  
این ژن به ي انتقالآلوروپوس خواهد شد و زمینه

گیاهان مهم زراعی از قبیل گندم و برنج را فراهم خواهد 
.ساخت

ها روشومواد
ي مواد گیاهی و شرایط رشدتهیه

يآوري شده از منطقهبذور گیاه آلوروپوس جمع
هاي در گلدان) طبیعیهايزیستگاه(رودشت اصفهان

16(حاوي شن، تحت شرایط محیطی کنترل شده 
درجه 25ساعت تاریکی، دماي هشتنایی، ساعت روش

به منظور . کشت داده شد%) 75گراد و رطوبت سانتی
ي زنی، بذور ابتدا با آب و پس از رسیدن به مرحلهجوانه

چند هفته پس از . دو برگی با محلول هوگلند آبیاري شد
هاي گیاه ي دو برگی، برگگیاهان به مرحلهرسیدن

ي کل در RNAستخراج اآوري و تا زمانکامل جمع
.گراد نگهداري گردیدي سانتیدرجه-80دماي 

MDHARطراحی پرایمر و جداسازي ژن 
هیچ که قبلاًبه منظور طراحی پرایمر با توجه به این

مربوط به گیاه آلوروپوس در MDHRتوالی از ژن 
هاي ژنی هاي اطلاعاتی ثبت نشده بود، توالیپایگاه

ي گرامینه، با از خانوادهMDHARمربوط به ژن
ردیفی قرار گرفتند و مورد آزمون همclustalWيبرنامه

ها، پرایمرهاي دجنره ي این توالیاز مناطق حفاظت شده
کل از محلول RNAبه منظور استخراج . طراحی گردید

TRIZOL)العمل استفاده مطابق دستور1)اینویتروژن
شده با استخراج RNAشد و کمیت و کیفیت 

نانومتر و و نیز با 260اسپکتوفتومتر در طول موج 
پنج میکروگرم از کل .استفاده از ژل آگارز تعیین شد

RNAبا آنزیمM-Mulv Reverse transcriptase به طور
1- Invitrogen
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تهیه cDNAهاي رشتهمعکوس رونویسی شد و تک
25µlچرخه در حجم 35با RT-PCRواکنش . گردید

پیکومول از هر یک دهرشته، تک1µlcDNAکه شامل 
-200µMdNTP ،PCRهاي اختصاصی ژن،از پرایمر

buffer1x وDNA 2.5پلیمراز unit،صورت گرفتبود .
درصد، جداسازي و با یکدر ژل آگارز PCRمحصول 

PCR)Rcheسازي محصولاستفاده از کیت خالص
USA (سازي شداز روي ژل خالص.

MDHARلی سازي و تعیین تواسانههم
درون وکتور PCRي شدهمحصول خالص

PTZ57R/Tالعمل شرکت فرمنتاز مطابق دستور
هاي سفید نوترکیب با روش کلون. سازي شدسانههم

بیوتیک آبی در محیط حاوي آنتی/گري سفیدغربال
AMP 70mg/l ،IPTG وX-galي به وسیلهPCR با

اساس رب. شدندتأییدپرایمرهاي اختصاصی ژن 
از )33(دستورالعمل سامبروك و همکاران 

هاي نوترکیب استخراج پلاسمید صورت گرفت و کلون
کره )Bioneer(توسط شرکت بایونیرDNAتوالی یابی 

.صورت گرفتM13با پرایمرهاي عمومی برايدر هر دو 
MDHARبررسی بیوانفورماتیکی ژن 

تهیه و NCBIها از پایگاه اطلاعاتیي توالیکلیه
BLASTnاز طریقهاي مشابه جستجو براي یافتن توالی

صفر e-valueتوالی با امتیاز بالاتر و 26. صورت گرفت
ردیفی چندگانه همردیف انتخاب شدند و به کمک هم

سپس درخت فیلوژنتیکی براي آن ترسیم شدند و
توالی نوکلئوتیدي در سایت . گردید

insilico.ehu.es/translateپروتئین ترجمه گردیده ب .
سپس توالی پپتیدي به دست آمده، براي یافتن 

توالی پروتئینی . شدBlastpهاي پپتیدي مشابه، توالی
تشخیص براي، ncbi/structure/cddدر سایت 

TMHMMافزار و نرم. هاي احتمالی آنالیز گردیددمین
وزن. براي یافتن نواحی بین غشایی استفاده گردید

ي ایزوالکتریک و ضریب ناپایداري آن در لی، نقطهمولکو
.، محاسبه شدexpasy/protparamسایت 
ي ناقل بیانیسازي سازهآماده

از ناقل بیانی MDHARانتقال ژن براي
pGreen0029با توجه به فقدان . استفاده گردید

حاوي 35Sي پروموتور و ترمیناتور در ناقل مذکور، سازه
پلاسمید استخراج. رمیناتور به آن الحاق شدپروموتور و ت

pGreen0029پلاسمید حاوي ناقل و35Sحاوي کاست 
محیطرويشدهتشکیلE.coliهاي باکتري کلونیاز

سیلین آمپیهايبیوتیکحاوي آنتیانتخابیجامدکشت
pGreen0029و کانامایسین براي ناقل 35Sبراي کاست 

هر دو پلاسمیدکیفیتپس از کنترل.صورت گرفت
به(تکرار5در35Sپلاسمید درصد،یکآگارزژلروي

0029و پلاسمید EcoRVآنزیم، با)سازيخالصمنظور

هضمبه طور جداگانه موردSmaIتکرار با آنزیم 5در 
به دست آمده از خطیساختار.  گرفتندقرارآنزیمی

ساختار خطی به دست چنینهمو 35Sهضم کاست 
به طور جداگانه با pGreenآمده از هضم ناقل بیانی 

روي ژلشرکت رش ازسازيخالصاستفاده از کیت
با 0029و 35Sواکنش اتصال .گردیدندسازيخالص

از راه) pGreen0029به 35S(1به 3رعایت نسبت 
اتیلن گلیکول صورت و حضور پلیT4Ligaseآنزیم 
و ترانسفورم شدنواکنش اتصالاتمامپس از. گرفت
، بهDH5αي سویهE.coliباکتري مستعدهايسلول
، پلاسمیدهاي 0029در 35Sحضورازاطمینانمنظور

هاي تشکیل شده در محیط استخراج شده از کلونی
سیلین و کانامایسین، بابیوتیک آمپیانتخابی حاوي آنتی

بار 35Sحاوي 0029ناقل . هضم شدندSmaIآنزیم 
، هضم MDHAR، براي ورود ژن SmaIبا آنزیمدیگر 

آ . ان. ديpfuگردیده و ژن مذکور بعد از تکثیر با آنزیم 
، به درون داراي قابلیت تصحیح اشتباه در تکثیرمراز پلی

ي ناقل بیانی پلاسمید حاوي سازه. ناقل الحاق گشت
pGreen:35s:MDHARري ــاز باکتE.coliدر ،

سیلین هاي آمپیبیوتیکنتیآابی حاويــانتخطــمحی
پلاسمیدهاي تأییدبه منظور .و کانامایسین استخراج شد

انجام PCRنوترکیب با پرایمرهاي اختصاصی ژن واکنش 
براي تراریخت سازي گیاه توتون از باکتري .  شد

Agrobacterium tumefaciensي سویهLBA4404
دن ، براي بیان شpGreenي ناقل سازه. استفاده گردید

با pSoupابتدا ، بنابراین.داردpSoupنیاز به ناقل کمکی 
به )5(روش ترانسفورماسیون ذوب و انجماد 

اگروباکتریوم منتقل گردید، سپس ساختار به دست 
و پروموتور و ترمیناتور pGreen0029 ،MDHARي آمده
35Sرماسیون ذوب و انجماد به باکتري ، با روش ترانسفو

Agrobacterium tumefaciensي سویهLBA4404
پس از انتقال سازه به درون . انتقال داده شد

کشت محیطدرترانسفورماسیوناگروباکتریوم محصول
ریفامپسین،هايبیوتیکآنتیوLBحاويجامد،

هايکلونیبا.شدندگستردهتتراسایکلین،وکانامایسین
درونبهژنورودتأییدمنظوربهشده،مقاوم تشکیل

از.صورت گرفتColony PCRگروباکتریوم، آزمونا
استفادهتوتونگیاهتلقیحنوترکیب برايهايکلونی
.گردید

ترانسفورماسیون توتون
در محیط شدهکشتسامسونرقمتوتونگیاه

روشبهتلقیحبراي،)MS(اسکوگ-کشت موراشی
،MSمحیط تلقیح درازپسوشدانتخاببرگیدیسک

BA،)گرم در لیترمیلیNAA)1/0هايهورمونيحاو
بیوتیکآنتیوB5ویتامین،)در لیترگرممیلی1(

سفوتاکسیم و)در لیترگرممیلی100(کانامایسین 
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باززاییگیاهان.قرار داده شد)در لیترگرممیلی250(
منتقلهورمونبدونجدیدمحیطبهمحیطایندرشده

RNAاستخراجمحیط، برايدرکافیرشدازبعد.شدند

محیطدریافتهرشدگیاهان.شدندانتخابDNAو 
انتخاببودن،تراریختاحتمالبابیوتیکآنتیحاوي
.شدند

هاي مولکولیباززایی و سنجش
گیاهان رشد یافته در محیط کشت، بعد از 

حضور ژن تأییدزایی به خاك منتقل شده و براي ریشه
MDHARخراج ، استDNAبا روش دلاپورتا و همکاران

با پرایمرهاي PCRسپس واکنش. صورت گرفت) 8(
بیان اولیه تأییدمنظوربه. اختصاصی ژن انجام شد

با گیاهان تراریختازRNAاستخراج،MDHARژن
،cDNAسنتزازپسوگرفتمعرف ترایزول صورت

. دشانجامژناختصاصیپرایمرهايباRT-PCRواکنش 
مورددرصد1آگارزژلرويPCRهر دو محصول سپس

. گرفتندبررسی قرار

و بحثنتایج 
سازي ژن سانههمجداسازي و 

برايهاي به کار برده شده با در نظر گرفتن توالی
ي از گیاهان خانوادهMDHARطراحی پرایمر از ژن 

ید نوکلئوت1436ي گرامینه، انتظار وجود باندي با اندازه

سنتز شده از cDNAبا PCRوجود داشت که محصول 
RNA شکل (کرد تأیید، در ژل آگارز وجود این باند را

ي درون سازهMDHARسازي ژنپس از کلون). 1
یابی، به منظور با هدف توالیPTZ57R/Tسازي سانههم

اطمینان از حضور ژن درون سازه از پرایمرهاي عمومی 
M13انجام واکنشبرايPCR استفاده گردید که با

توجه به طراحی این پرایمر از نواحی نزدیک به انتهاي 
نوکلئوتید به طول اصلی 200رفت که سازه انتظار می

1636بنابراین باید باندي با . توالی اضافه نماید
ي یابی قطعهتوالی). 2شکل (شد نوکلئوتید مشاهده می

M13و برگشت کلون شده با استفاده از پرایمرهاي رفت

سازي حضور دارد، سانههمکه توالی آن در داخل ناقل 
هاي براي ایجاد یک توالی منفرد، توالی. صورت  گرفت

رفت و برگشت به منظور شناسایی نواحی همپوشان، 
BLASTبه این ترتیب نوکلئوتیدهاي متفاوت در . شدند

بین دو توالی مشخص گردید که با مراجعه به منحنی 
نوکلئوتیدهاي داراي پیک مشخص و مجزا به مربوطه،

در نهایت با . عنوان نوکلئوتیدهاي درست انتخاب شدند
ها به یکدیگر توالی اضافه کردن ابتدا و انتهاي رشته

توالی کامل . ي توالی یابی شده، به دست آمدکامل قطعه
ي نتایج شد که مشاهدهبلاست، NCBIمجددا در سایت 

.کردتأییدي مورد نظر را قطعهآن، توالی یابی صحیح 

با PCRمحصول3و2شمارهچاهک،MDHARپرایمرهايوآلوروپوسگیاهازشدهجداRNAازحاصلcDNAباPCR- 1شکل 
مارکر وزن مولکولی4و 1ي چاهک شماره.دهدمینشانرابازجفت1436حدودباندکهباشدمیمذکورژنپرایمرهاي

(SMO333, Fermentas).

بیوتیک آنتیحاويهايمحیطرويکهنوترکیبهايناقلباشدهترانسفورمE. coli  Colony PCRمحصولاتالکتروفورز- 2شکل
هاي شماره چاهک.درصد1آگارزژلبرويدادندتشکیلسفیدکلونیوکردندرشدX-galوIPTGوسیلینآمپی

20و 15، 10ي هاي شمارهچاهک.1636داراي باند M13با پرایمر عمومی هاي ترانسفورم شده کلونی18و 1،3،4،5،11،15،16
.(SMO333 Fermentas)مارکر وزن مولکولی

١۴٣۶
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بررسی بیوانفورماتیکی
نشان داد MDHARبررسی نوکلئوتیدي توالی ژن 

با کدون آغازنوکلئوتید است 1436که این ژن داراي
ATG و کدون پایانUGA. محتوايAT 44/52آن

چنینهم.درصد استGC ،56/47درصد و محتواي 
با سایر MDHARژن بلاست نوکلئوتیدي و پروتئینی

در ین شباهت این ژن بیشتر، ي گرامینهگیاهان خانواده
) Sorghum bicolor(به گیاه سورگومراگیاه آلوروپوس 

توان اظهار طور تئوري میبه .)3شکل (داده استنشان 
اسید 479داشت این ژن قادر به کد کردن پروتئینی با 

هاي توالی پروتئینی، مینبا بررسی د.باشدآمینه می
سولفیداکسیدودي-نوکلئوتید پیریدینهايدمین

/ي کوتاه دهیدروژنازو زنجیره)pyr-redox(ردوکتاز

، MDHARدر توالی نوکلوئوتیدي ژن )SDR(ردوکتاز
ي پروتئین نیز بررسی ساختار ثانویه.ندشناسایی شد

H(،1/41(درصد ساختار مارپیج آلفا3/78حاکی از 
درصد 6/13و ) E(ي بتادرصد ساختار چین خورده

ي توالی تجزیه.است)T(ساختار دور بتا یا دور معکوس
MDHAR براي تعیین موقعیت پروتئین آن در سلول

دوجو1ییدر نواحی بین غشابیشترنشان داد این ژن 
دارد و درصد کمی از آن در نواحی داخل غشایی و خارج 

ي ایزوالکتریک وزن مولکولی و نقطه. غشایی قرار دارد
زده شده تخمین46/8و 4/51757پروتئین به ترتیب 

محاسبه شده 84/31ضریب ناپایداري آن نیز . است
.است

ین شباهت این ژن در گیاه آلوروپوس به بیشتري دهندهناین درخت نشاMDHARآمینواسید لیتوافیلوژنتیکیدرخت- 3شکل
.سورگوم استگیاه

Green:35s:MDHARبیانیناقل ي سازهسازيآماده
ترمیناتوروپروموتورفاقدpGreen0029ناقل

به آن پروموتر و باید بنابراین،)4شکل(باشد می
ازترمیناتوروپروموترجداسازي. شودترمیناتور الحاق

با .بدین منظور صورت گرفت،)5شکل (35Sکاست
ختار سا، EcorVآنزیم در جایگاه35Sي هضم سازه

هضم ناقل .نوکلئوتیدي حاصل شد672خطی 
pGreen0029با آنزیمSmaI نیز سبب خطی شدن این
نوکلئوتیدي 672خطی براي ورود ساختارناقل حلقوي 

ژن تکثیر یافته با آنزیم سازي ناقل،آمادهپس از .دیدگر
pfuبا انجام . پلیمراز به درون سازه الحاق شد. آ. ان. دي

1436ي باندي با اندازهColony-PCRواکنش 
ي ژن اندازهدر نظر گرفتنبا نوکلئوتید مشاهده شد که 

MDHAR 6شکل (گردیدتأییدازه سدرون آنحضور.(
الحاق ژن به ناقل بیانی داراي انتهاي صاف، با توجه به 

پروموتر و انتهاي گیري صحیح ابتداي ژن به سمتبراي
گردید که این میتأییدآن به سمت ترمیناتور نیز باید 

آنزیمی با انتخاب هضمامر به کمک آزمون
مراجعه به با.گرفتصورتHindIIIو SacIهايآنزیم

هايوزندارايباندهاي، SacIآنزیمبرشهايجایگاه
انتظار بودند که در شکل مورد566و 568، 776، 4830

طور که در شکل همان. باشدالف قابل مشاهده می-7
1- Transe Membrane
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600و 500شود باند مابین وزن مولکولی مشاهده می
داراي پوشانی باندهايباشد که به علت همتر میضخیم
اندهاي داراي ، بHindIIIبا آنزیم . است568و 566وزن 
بودند، که مورد انتظار می676و 937، 5020هاي وزن

باند مشاهده شد اما با توجه دوباند مورد نظر تنها سهاز 
قرارگیري ژنتنها در حالت صحیح937به اینکه باند 

توان صحیح قرار گرفتن ژن را میقابل مشاهده است،
).ب-7شکل (نمود تأیید

در توالی نوکلئوتیدي SmaIدر جایگاه آنزیمی ،براي خطی شدن و ورود  پروموتر و ترمیناتورpGreen 0029نیبیاناقل- 4شکل 
.هضم گردید1083

در دو سر کاست هضم EcorV، در جایگاه آنزیمی pGreen0029داراي پروموتر و ترمیناتور براي ورود به ناقل 35sکاست - 5شکل 
.ساختار خطی ایجاد شودMDHARهضم گردید تا براي ورود ژن SmaIناقل بیانی در جایگاه گردید و بعد از قرار گیري در

چاهک .MDHARژناختصاصیپرایمرهايباانتخابیکشتمحیطدرشدهتشکیلمقاومهايکلونیباPCR-کلونی-6شکل 
مارکر وزن مولکولی6ي چاهک شماره.باشدمیرموردنظژنتکثیرينشاندهندهنوکلئوتید،1436داراي وزن 2ي شماره

(SMO333 Fermentas).

١۴٣۶
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الف                                                                             ب
ژن گیري صحیحبرايتأییده منظور ب) ب(HindIIIو ) الف(SacIبا آنزیم pGreen0029ي ناقل بیانی سازههضم - 7کلش

MDHARدرون سازه.
,SMO333)مارکر وزن مولکولی 2ي و چاهک شمارهSacIباندهاي حاصل از هضم آنزیمی با آنزیم1ي شکل الف، چاهک شماره

Fermentas) ،شکل ب، چاهک . باشدمی600و 500تر شدن باند مابین ، علت ضخیم566و 568پوشانی باندهاي داراي وزن هم
.HindIIIباند حاصل از هضم آنزیمی با آنزیم2ي و چاهک شماره(SMO333, Fermentas)مارکر وزن مولکولی 1ي شماره

)Nicotiana tabacum(ترانسفورماسیون گیاه توتون
ي بیانی به درون گیاه توتون، از ورود سازهپس

حضور ژن تأییدبه منظور بایدگیاهان تراریخت 
MDHARوباززایی .گرفتندمورد آزمون قرار می

حضورمولکولیتأییدمنظوربهمولکولیهايسنجش
استخراج DNAي با نمونهPCR، محصول MDHARژن

د مورد درصیکشده از گیاهان منتخب در ژل آگارز 
نوکلئوتید در1436وجود باند با وزن . بررسی قرار گرفت

ي گیاه منتخب وعدم حضور باند در گیاه شاهد، نشانه

تراریخت بودن گیاه منتخب وMDHARحضور ژن 
ژن در بردارينسخهتأییدبراي ). 8شکل (باشدمی

cDNAي با نمونهPCRگیاهان تراریخت، محصول 

از گیاه تراریخت در ژل خرجمستRNAسنتز شده از
در این مورد نیز . درصد مورد بررسی قرار گرفت1آگارز 

نوکلئوتید و فقدان باند در گیاه 1436وجود باند با وزن 
ي ژن در نسل اول گیاه ي بیان اولیهشاهد نشانه
).9شکل (باشدتراریخت می

، گیاه 1ي شمارهچاهک. MDHARمطابق با وزن باند ژن bp1436ي باندبا مشاهدهMDHARحضور ژن تأیید- 8شکل
و (SMO333, Fermentas)مارکر وزن مولکولی 3ي چاهک شماره)کنترل مثبت(پلاسمید داراي ژن، 2ي تراریخت، چاهک شماره

.)کنترل منفی(گیاه شاهد4ي چاهک شماره

٩٣٧
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568و 566
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چاهک. MDHARمطابق با وزن باند ژن bp1436ي باند با مشاهده، RT-PCRبا MDHARي ژنبیان اولیهتأیید- 9شکل 
و )ثبتکنترل م(پلاسمید داراي ژن3ي چاهک شماره،گیاه تراریخت، 2ي چاهک شماره، )کنترل منفی(گیاه شاهد، 1ي شماره

.)SMO333, Fermentas(مارکر وزن مولکولی4ي چاهک شماره

به طور طبیعی رشد و نمو گیاه اغلب در معرض 
هاي محیطی متفاوت مانند شوري است که یکی از تنش

مشکلات اصلی کشاورزي در نواحی خشک و نیمه 
هاي زنده و غیر زنده سبب تنش). 1(باشدخشک می

ها در گیاه تجمع این رادیکال. گرددمیROSتولید 
مانند لیپیدها سبب آسیب به اجزاي متفاوت سلولی

به ROSسازي یا خنثی نمودن پاكتوانایی. گرددمی
هاي متنوع نجات سلول بسیار مهم ي سیستموسیله
اکسیدان متفاوتی از جمله هاي آنتیگیاهان، آنزیم. است

MDHARآسکوربات -اي به نام گلوتاتیونرا در چرخه
اکسیدان در سیستم آنتیAPXعملکرد. برندبه کار می

یاهی شناخته شده است، این آنزیم، اکسیداسیون گ
آسکوربات را براي تبدیل شدن به مونودهیدروآسکوربات 

کند، تا بتواند اثر سمی پراکسید هیدروژن را کاتالیز می
آسکوربات از بین ببرد و -ي گلوتاتیوناز طریق چرخه

به APXآسکوربات مورد نیاز . آن را به آب تبدیل کند
به این ترتیب که . شودفراهم میMDHARکمک آنزیم 
کند و میرا به آسکوربات احیاMDAاین آنزیم 

APXي الکترون در اختیار آسکوربات به عنوان دهنده

براي حفظ پایداري رداکس، تجمع . گیردقرار می
ي به وسیلهMDAاز ) ASA(آسکوربیک اسید

MDHAR بسیار مهم است و همواره باید مقدارASA

اولین خط دفاعی در ASAحضور . باشدDHAاز بیشتر
).3(باشدمیROSبرابر اثرات مخرب 

زوم، در پراکسیMDHARدر گیاهان ژن
اکسیزوم، کلروپلاست، میتوکندري و سیتوسول گلی

کند این ژن در همه جاي یافت شده است که ثابت می
آنالیز توالی این ژن از گیاه ). 20(سلول حضور دارد

ي وپوس با ژن گیاهان دیگر نشان داد که درجهآلور
ها مورفیسم در بین این کلاس از پروتئینبالایی از پلی
MDHARآنالیزهاي فیلوژنیک ژن . شودمشاهده می

هاي بندي مشابه این گروه با ژني خوشهدهندهنشان
ین شباهت این ژن در گیاه بیشتر. سیتوسولی است

%) Sorghum bicolor ()89(آلوروپوس به گیاه سورگوم
) Zea mays(ترتیب با ذرتبوده است و سپس به

و گندم%) Oreyza sativa ()86(، برنج%)88(
)Triticum aestivum()85 (%ین شباهت را نشان بیشتر

تر بر اساس آنالیزهاي بیوانفورماتیکی دقیق. داده است
بینی نمود، پروتئین این ژن بین پیشترمینال- Nنواحی 

ي آندوپلاسمی در غشاي شبکهبیشترباشد و ایی میغش
ترمینال سیگنال براي -Nنواحی قرار دارد و فاقد

ژن . هاي کلروپلاست و میتوکندري استارگانل
MDHAR داراي دو نوع دمین، شامل دمین نوکلئوتید

و ) pyr-redox(سولفیداکسیدوردوکتازدي-پیریدین
) SDR(ردوکتاز  /ي کوتاه دهیدروژنازدمین زنجیره

در دو ناحیه از توالی pyr-redoxدمین . باشدمی
توالی یک ناحیه در. نوکلئوتیدي قرار گرفته است

ي دیگر در توالی و ناحیه741تا 493نوکلئوتیدي 
ي دمینخانواده. است915تا 19نوکلئوتیدي 

pyr-redox شامل هر دو کلاس اکسیدوردوکتازI وII و
در . باشدکسیداز و پراکسیداز میاNADHچنینهم

واقع این دمین، شامل یک دمین کوچک باند شونده با 
NADHتري قرار گرفته است که درون دمین بزرگ

در SDRدمین . کنداتصال برقرار میFADاست که با 
قرار MDHARژن 582تا 247توالی نوکلئوتیدي 

ي اکسیدوردوکتاز این دمین از خانواده. گرفته است
مشتق شده است که یک دمین انفرادي است و داراي 

بتا با / الگوي تاخوردگی آلفا(تاخوردگی حفاظت شده
ي و ناحیهNAD(P)Hي ، ناحیه)صفحات بتاي مرکزي

C -باشدترمینال می.
از MDHARدر تحقیق حاضر، امکان انتقال ژن 

گیاه آلوروپوس لیتورالیس به گیاه توتون رقم سامسون از 

1       2       3        4
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، مورد مطالعه قرار گرفتهpGreen0029یق ناقل بیانی طر
ژن خارجی در گیاهان، یک مؤثربراي بیان . است

وموتر مناسب و رسیستم بیانی خوب با استفاده از پ
پیشرفت . استشرایط بهینه شده براي بیان بالا ضروري 

، مطلوبسایر عوامل و ژن در کناردر طراحی پروموتر 
پروموتر ).6(گردد ها میگانیسمارعملکردسبب افزایش 

وتئین در براي بیان پرCaMV 35Sقوي و پایداري مانند 
به منظور بررسی مکانیسم تحمل مورد گیاهان مختلف 

اما باید این نکته را نیز خاطر . فاده قرار گرفته استتاس
نشان کرد که بیان مداوم فاکتور رونویسی که تنها در 

بب کند شدن رشد و کند، سشرایط تنش فعالیت می
بنابراین . گرددنمو گیاه از طریق خاموشی ژن می

استفاده از پروموتري که بیان پروتئین را تحت شرایط 
. )36(تر استکند، مناسبتحریک می1عوامل خارجی

به کار برده شده در این pGreen 0029ناقل بیانی 
تحقیق داراي خصوصیاتی است که استفاده از آن را در 

حالدربهتوجهبا. سازدقات مولکولی مطلوب میتحقی
بهکوچکاياندازهبادوگانههايناقلتولیدبودنرشد

دراياندازهدراین ناقلژن،انتقالافزایش کاراییمنظور
پروموتورفاقدpGreenناقل . شدطراحی،kb5/4حدود

آنبیشتردستورزيامکانبنابراینباشد،میو ترمیناتور
ي ناحیهدربرشیآنزیمهايجایگاهافزایشبراي

دیگراز. گرددمی، ایجادMCS(2(ي کلونینگچندگانه
اشارهآنانعطافقابلیتبهتوانمیناقلاینهايویژگی

نشانگرهايدهد  ژنمیاجازهکهايگونهبهکرد،
،)single(انفراديهايشیوهبهشناساییبرايانتخابی
شوندآن واردداخلبهجایگزینییاو)double(دوتایی

pSoupبدونpGreenناقلکهاستبه ذکرلازم).15(

درهمانندسازيبهقادرعنوان ناقل کمکی،هب
هايمحیطدرو)32(بودنخواهداگروباکتریوم

).22(استناپایداربسیاربیوتیکآنتی
در پاکسازي MDHARبا توجه به اهمیت ژن 

ROS ها در گیاه در شرایط تنش، محققان زیادي روي
اياي که عدهبه گونه. اندفعالیت این آنزیم متمرکز شده

ی ژن مذکور را در گیاهان تراریخت و بیانبیشاز آنها 

اند و غیرتراریخت در شرایط تنش مورد ارزیابی قرار داده
درMDHARبیانیبیشبرمبنیمتعدديگزارشات

خشکی،ازن،سرما،شوري،جملهازوتمتفاهايتنش
استرسافزایشسببکهغیرهوپاراکواتکشعلف

دربیانیمطالعات. اندکردهارائهگردند،میاکسیداتیو
MDHARکهاستدادهنشانگیاهیهاي متنوعگونه

طولدرمیتوکندریاییوکلروپلاستیسیتوسولی،
ایشیافزصورتبهسرما،خشکی،هاي شوري،تنش

موارد سبب افزایش بیشترتواند در میشود کهمیتنظیم
نتایج تحقیقات . )2،16،29،31،39(تحمل گیاه گردد

در MDHARبیانی مختلف نشان داده است که بیش
، PEG)10گیاهان، سبب افزایش تحمل به ازن، شوري، 

و تحمل  افزایش و کاهش دما و متیل ویولوژن)11
)MV()28،34،35(گزارشاتی ارائه چنینهم. استشده

و DHARی بیانبیشدهد شده است که نشان می
MDHAR در سیتوسول با افزایش نسبتASA به

DHAدهد، تحمل به تنش شوري را افزایش می
کاهش پراکسیداسیون لیپیدها و ) 9،10،24،38،39(

این بیانبیشاز دیگر اثرات IIافزایش میزان فتوسیستم 
نیز در ASAمحتواي ). 11،13،20،23(باشدآنزیم می

کندفعالیت این آنزیم افزایش پیدا میاثر
هاي و صدمات غشایی در طی تنش) 10،12،20،23(

.)12(یابدمتفاوت از جمله شوري کاهش می
بررسی و تجزیه و تحلیل گیاهان تراریخت توتون در 

هاي نسبتدر شرایط تنش شوري با(T1)نسل دوم 
صورت خواهد گرفت و میزان فعالیت آنزیم و متفاوت 

تغییرات فیزیولوژیکی چنینهمتغییر در بیان آن و 
گیاهان تراریخت مورد سنجش و ارزیابی قرار خواهد 

.گرفت

تشکر و قدردانی
حاضر با حمایت مالی پژوهشکده ژنتیک و تحقیق 

بدین. طبرستان انجام شدکشاورزي فناوري زیست
است محترم پژوهشکده و کارکنان آن مرکز وسیله از ری

.شودصمیمانه تشکر می

1- Exogenous 2- Multiple Cloning Site
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Cloning and Bioinformatics Analysis of MDHAR Gene
from Aeluropus Littoralis and Over-Expression Analysis in Nicotina Tabacum

Azadeh Mohseni1, Ghorbanali Nematzadeh2, Ali Dehestani Kelagari3, Behzad Shahin
Kaleybar4 and Elham Soleimani5

Abstract
Salinity as one of the most important stresses disturbs favorable growth conditions of the

plants leading to several metabolic disorders such as reactive oxygen species (ROS).
Monodehydroascorbate reductase (MDHAR) with FAD (Flavin adenine dinucleotide) co-factor is
one of the key enzymes in Glutathione-ascorbate pathway which reduces monodehydroascorbate
(MDHA) radicals. In this study MDHAR gene was isolated from Aeluropus littolaris, a halophyte
plant with, characterized and was transferred to tobacco plants after cloning. Gene specific
primers were designed using similar sequences in NCBI and the desired sequence was amplified
via RT-PCR, cloned in pTZ57R/T vector and sequenced.  Primary bioinformatics assessments
revealed that MDHAR gene consisted of 1436 bp lacking intron sequences. For tobacco
transformation, cDNA fragment was amplified with Pfu DNA polymerase, inserted into
pGreen0029 containing 35s promoter and terminator sequences. The recombinant vector was then
introduced to LBA4404 agrobacterium cells, which were used for tobacco transformation via leaf
disc method PCR analysis of the putative transgenic plants, indicated successful gene insertion
into plant cells and gene transcription was confirmed by RT-PCR. Comparing which MDHAR
sequences form other plants in NCBI, A. littoralis gene exhibited a high similarity with genes
isolated from gramineae family. The highest similarity (89%) was observed for MDHARs from
sorghum (Sorghum bicolor). Protein also analysis has proven that this gene is outside cell, pyr-
redoxin and NAD-binding motif area. Secondary structure showed 78.3% alpha helix, 41.1% beta
sheet and structure 13.6% B-turn structure or reverse turn.

Keywords: Aeluropus littolaris, Mono Dehydro Ascorbate Reductase (MDHAR), Pgreen Vector,
Reactive Oxygen Spices (ROS), Tobacco, Transgenic
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