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و Cu/Zn)1AlSODسوپراکساید دیسموتازهاي شناسایی و همسانه سازي ژن 
2AlSOD ( از گیاه هالوفیتAeluropus lagopoides

3مرادیان.و ف2نعمت زاده.ع. ، ق1مدرسی.م

چکیده 
اکساید سوپرآنزیم هاي . ژن مهمترین عامل تنش گیاهان به شمار می روندرادیکال هاي آزاد اکسی

در مقابل سمیت اکسیژن، رادیکال هاي سوپراکساید را تجزیه گیاهاندیسموتاز به عنوان اولین سد دفاعی
یند مقاومت در برابر تنش ها و طول عمر آو در فربودهاین آنزیم ها براي حیات هوازي ضروري . نمایندمی 

له گیاهان هالوفیتی است که بدلیل تحمل گیاه آلروپوس لگوپوئیدس از جم. موثري ایفا می نمایندنقش گیاه 
با طراحی . بالا به شوري خاك، داراي فعالیت مناسبی از آنزیم هاي سوپراکساید دیسموتاز می باشد

از گیاه هالوفیت هاییاقدام به جداسازي ژنسایر گیاهان خانواده گندمیان، SODپرایمرهایی از ژن هاي 
2AlSODو 1AlSODبه نام هاي پیشنهادي دو ژن جدید،این تحقیقیند آدر فر. گردیدآلروپوس لگوپوئیدس 

، تعیین توالی کولی،اياییباکتریpTZ57R/Tاز همسانه سازي در ناقل و پس هالوفیت جدااز این گیاه 
امینو اسید را کد 152هر کدام از این ژن ها با تعیین توالی این ژن ها مشخص گردید که . گردیدند

خانواده گندمیان از با ژن سوپراکساید دیسموتاز سایر گیاهان زیاديشباهت نظر توالی نیز ازو نمایندمی 
.دارند%)87(و برنج%)88(، ارزن%)89(، ذرت%)92(آلروپوس لیتورالیسجمله

2AlSODو 1AlSODژن هاي،همسانه سازي،آلروپوس لگوپوئیدس:کلیديواژ هاي 

مقدمه
،داتیو در سطح سلولیاکسیهاياسترس

گیاهان در شرایط عملکردعامل اصلی کاهش 
).24و 1(تنش هاي زنده و غیرزنده، می باشد

هرچند در شرایط عادي رشد و نمو،
رادیکال هاي آزاد اکسیژن تولید می شوند،  اما 

ها در سیستم تجمع ردوکتانتبه هنگام تنش 
سبب تولید ،چرخه انتقال الکترون فتوسنتز

آزاد اکسیژن هايرادیکالاززیاديادیر مق
پراکسید ، سوپراکساید،آزادمانند اکسیژن 

رادیکال هاي هیدروکسیل سایر هیدروژن و 
اجزاء و ترکیبات این رادیکال ها با ،دمی گرد

mstmodarresi@gmail.com: نویسنده مسوول،دانشجوي دکتري دانشگاه تربیت مدرس-1

استاد و استادیار دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري- 3و 2
4/4/91: تاریخ پذیرش10/2/90: تاریخ دریافت

نابع طبیعی ساريدانشگاه علوم کشاورزي و م
پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی
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پروتئین ها و اسیدهاي لیپیدها،سلولی چون 
منجر به داده و نشان واکنش نوکلئیک 

ب پروتئین ها و پراکسیداسیون غشاء، تخری
21(می گردندDNAمولکول هايجهش در

ارگانیسم هاي هوازي بدون آنتی ). 29و 
در مقابل ،اکسیدانت هایی که آنها را

قادر به رادیکال هاي آزاد اکسیژن حفظ کند
. )11و 9(نمی باشندبقاي خود ادامه

سوپراکساید دیسموتاز، کاتالاز و آسکوربات 
اصلی براي سمیت زدایی آنزیم هايپراکسیداز 

6(رادیکال هاي اکسیژن در گیاهان می باشند
) EC 1.15.1.1(راکساید دیسموتازپسو). 8و 

آنزیم کلیدي است که به عنوان اولین خط 
اکسیژن مسمومیتدر برابردفاعی گیاهان 

آنیون هاي تجزیه آن به شمار می رود و وظیفه 
ید سوپراکساید به مولکول اکسیژن و پراکس

گزارشات ). 20و 13، 4(می باشدهیدروژن 
ید آن است که فرایند تجزیه ؤمختلف م

متوقف نشده ،رادیکال هاي آزاد در این سطح
کاتالاز و سایر آنزیم ها از جملهتوسطبلکه 

تا ،آسکوربات پراکسیداز ادامه می یابد
پراکسید هیدروژن به آب و اکسیژن تبدیل 

کر است که در لازم بذ). 28و 4،5(گردد
براساس نوع کوفاکتورهاي فلزي گیاهان عالی 

سه نوع سوپراکساید دیسموتاز شناخته 
،لاستید هاـــپدرFeSODد، یعنیـــانده ـش

MnSOD در ماتریس میتوکندري وCu/Zn

SOD22و 3(ر سیتوسول و کلروپلاست د .(
فعالیت گزارشات مختلف حاکی از آن است که 

ت شرایط تنش در سوپراکساید دیسموتاز تح
).14و12، 7(گیاهان افزایش می یابد

یک Aeluropus lagopoidesگیاه 
از خانواده گرامینهچند سالهعلفیوفیتلها

آن از شمال توزیع اکولوژیکیمی باشد که 
این گیاه . امتداد داردفریقا تا هندوستان آ

مناطق ،توانایی تحمل اراضی بسیار شور
، 15(با حرارت زیاد را داردبان هاو بیاساحلی

پیش از این بررسی میزان فعالیت ). 17و 16
آنزیم سوپراکساید دیسموتاز در دیگر گونه این 

بیانگر افزایش ) Aeluropus littoralis(خانواده 
600به هنگام تنش فعالیت برابري 5بیش از 

این لذا،)20(است بوده NaClمیلی مولار 
ی تواند به عنوان یک منبع مخانواده گیاهی 

براي شناسایی ژن هاي جدید مناسبژنتیکی 
مورد ،تحمل به خشکی، شوري و حرارت بالام

با توجه به اینکه تاکنون در . استفاده قرار گیرد
گزارشی نسبت به جداسازي )NCBI(بانک ژن

ژن هاي سوپراکسید دیسموتاز گیاه هالوفیت 
هدف از ت، آلروپوس لگوپوئیدس ارائه نشده اس

و جداسازيشناسایی، این تحقیق
راکساید دیسموتاز پسوهايژنهمسانه سازي

یدس ئاز گیاه هالوفیت آلروپوس لگوپو
.می باشد

مواد و روشها
مواد گیاهی

کلون هاي آلروپوس از زیستگاه هاي 
جمع )میانکاله در استان مازندران(طبیعی

و زیست ژنتیکپژوهشکده آوري و در گلخانه
دانشگاه علوم فناوري کشاورزي طبرستان

. ندکشت شدکشاورزي و منابع طبیعی ساري 
،برگ هاي توسعه یافته1389در بهار 
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به نیتروژن مایع منتقل بلافاصلهوجمع آوري 
درجه -80دمايدر RNAاستخراج و تا زمان 

.گردیدندسانتیگراد نگهداري 
cDNAو ساختRNAاستخراج 

از معرف ترایزول ،کلRNAبراي استخراج 
طبق پروتکل شرکت ) اینویتروژن، امریکا(

با استفاده از سپس. استفاده گردیدسازنده
(M-MULV)معکوسيبردارنسخهآنزیم 

-'SODR1[5با توالیآغازگر برگشتیدوو
TCTAACCCTGGAGTCCGATGAT(A/

T)CCGCAAG-3'] وSODR2[5'-
(C/T)(C/T)A(A/G)CC(A/T)CC(A/G)AT

GIC-3'] حافظت شده ژن مناطقکه از
سوپراکساید دیسموتاز سایر گیاهان خانواده 

طراحی شده )گندم و برنجذرت،(گرامینه 
.گردیدcDNAاقدام به ساخت بودند، 

سوپراکساید دیسموتازهايتکثیر ژن
cDNA حاصل براي انجامPCR مورد

و PCRام براي انج. استفاده قرار گرفت
از دو جفت پرایمر نیز تکثیر ژن 
-'AlSODF1 [5با توالیطراحی شده

GAGAACACATAGACAATGGTGAA
GGCAGTTG-3'] ،AlSODR1 [5'-

TCTAACCCTGGAGTCCGATGAT(A/
T)CCGCAAG-3'] ،AlSODF2 [5'-

CAATGGTGAAGGC(A/T)GTTG(A/T)
TGT-3'] وAlSODR2 [5'-

(C/T)(C/T)A(A/G)CC(A/T)CC(A/G)AT
GIC-3'] از روي مناطق حفاظت شده این

.در سایرگیاهان استفاده گردیدهاژن
cDNAمیکرولیتر از PCR ،1جهت انجام 

پیکومــول از 10ســاخته شــده بــه همــراه    
میلـی مـولار   2بـا آغازگرهاي رفت و برگشـت  

MgCl2،µM250ازdNTPs میکرولیتر 5/2و
ــافر  ــزیم 5/2و PCRاز بـــ ــد از آنـــ واحـــ

Taq polymerase مخلـوط  . مخلوط گردیدنـد
94واکنش بـا در نظـر گـرفتن برنامـه دمـایی      

بـراي طبـع   دقیقه5درجه سلسیوس به مدت 
دقیقـه،  1درجه به مـدت  94برگشتی اولیه و

درجـه بـه   72دقیقـه و  1درجه به مـدت  60
درجـه  72چرخـه و  35دقیقـه بـراي   1مدت 
زي جداسابراي . نددقیقه تکثیر گردید10براي 

ــده،   و  ــر ش ــولات تکثی ــاهده محص ــاممش انج
درصد با ولتاژ ثابـت  1الکتروفورز در ژل آگارز 

ولت و رنـگ آمیـزي بـا اتیـدیوم برومایـد      65
با استفاده از دستگاه ژل سپس و صورت گرفته
قطعــات تکثیــر . نــدگردیدمطالعــهداکیومنــت 

ازيـانه ســـهمسور ــــوکتاـبPCRشده در 
pTZ57R/Tبه باکتري پس سو ادغامE. coli

باکتري هاي .انتقال داده شدندJM2163سویه 
هـاي رنـگ نوترکیب از طریق حامل پلاسمید 

حـاوي آمپـی  LB Agarدر محیط سفید /آبی
ــن ــپس  IPTGو Xgal، سیلسـ ــال و سـ غربـ

و قطعــات فــتگراســتخراج پلاســمید انجــام 
.گردیدندتعیین توالی همسانه سازي شده

ژن هاآنالیز توالی 
تــــوالیانطبــــاق و تعیــــین مشــــابهت

از طریـــق برنامـــه بدســـت آمـــدهژن هـــاي
BLASTــک ژن ــه آدرسبانـــــــ بـــــــ

p://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast از طریق ،
هـم تـرازي   . صورت گرفـت NCBIجستجوگر

ــوالی ــه تــ ــاچندگانــ ــزهــ ــقنیــ از طریــ
ــزار   ــرم اف ــایتCLUSTALXن ــتیتو س انس

بیوانفورماتیــــــک اروپــــــا بــــــه آدرس   
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http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/in
dex.htmlــرم افــزارو انجــام MEGA 4.0ن

.پذیرفت

نتایج و بحث
بدست کاملهاي cDNAاريذنتیجه بارگ
،%1روي ژل آگارز RT-PCRآمده از طریق

دادندرا نشان bp450، در حدود اتیقطع

توالی این قطعات نشان همچنین ).1شکل (
1یک قطعه با چارچوب باز خواندنداد که،

)ORF (456 باز 9جفت، به همراه
ترجمه . می باشد5׳غیرکدکننده در انتهاي 

این قطعه آن است کهتوالی بدست آمده مؤید
اب،آمینواسید152ی باتوانایی سنتز پروتئین

و نقطه کیلو دالتون097/15وزن مولکولی
).2شکل (می باشدرا دارا 65/5ایزوالکتریک 

GeneRulerTMنشانگر وزنی 1لاین . روي ژل آگارزRT-PCRمحصول- 1شکل  SMO333 3و 2، لاین هاي
.2AlSODو 1AlSODمحصولات تکثیر شده ژن هاي 

سوپراکساید دیسموتاز گیاه آلروپوس لگوپوئیدس، ) 2AlSODو 1AlSOD(همترازي اسیدهاي آمینه دو ژن -2شکل 
جایگاه هاي فعال آرژنین با مستطیل هاي قرمز . آمینه آغازین با مستطیل قهوه اي مشخص شده استاسید

مس هستند با / آمینواسیدهاي هیستیدین و آسپارژین که نشان دهنده نقاط اتصال روي. مشخص شده اند
مشخص مستطیل هاي سیاه و آبی متمایز شده اند و دو اسید آمینه سیستئین که محل دایمرها را 

.می کنند با مستطیل هاي سبز رنگ جدا شده اند

1- Open reading frame
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نتایج تعیین توالی قطعه دوم نشان داد که 
، داراي چارچوب bp466این قطعه نیز با طول 

جفت باز می باشد که پس از 456بازخوان 
داسی152ترجمه قادر است پروتئینی را با 

نکته حائز اهمیت این است که . آمینه کد کند
و با KDa38/15روتئین با وزن مولکولی این پ

با پروتئین اول 15/5نقطه ایزوالکتریک 
همچنین توالی ).2شکل (متفاوت می باشد

بدست آمده نشان می دهد که در هر دو ژن 
در Kozakتوالی مورد توافقداراي مورد نظر 

این توالی. می باشند5׳غیرکدکنندهانتهاي
کوچک ریبوزوم واحدرا به زیرmRNAاتصال

نتایج علاوه بر این.)20(تسهیل می نماید
هر دو توالی کهدهدبدست آمده نشان می 

و )ATG(داراي کدون هاي آغازبدست آمده

لذا این موضوع مؤید می باشند )TGA(پایان
کامل بوده و ژن ها آن است که توالی این

از . می توان براي بررسی بیان آنها اقدام نمود
توالی هاي پپتیدي ي دیگر عدم وجود سو

آن است نشان دهندهژن ها، ترشحی در این 
می توانند جایگاهپروتئین هاي سنتز شده که

مقایسه میان اگرچه . داشته باشندسیتوسولی 
ژن هاي وزن مولکولی و نقطه ایزوالکتریک

بدست آمده با ژن هاي همولوگ آنها در سایر 
ن می دهد که نشاگیاهان خانواده گندمیان

میان این ،از نظر وزن مولکولیتفاوت چندانی
و ژن هاي )2AlSODو 1AlSOD(ژن ها

سوپراکساید دیسموتاز سایر گیاهان وجود 
نقطه ایزوالکتریک آنها میان اماندارد، 

).1جدول (تفاوت هایی مشاهده می گردد

لروپوسآدیسموتازهاي گیاه سیدهاي آمینه سوپراکسیدمقاسیه تطبیقی میان خواص بیوشیمیایی و شباهت ا-1جدول 
.بیانگر نقطه ایزوالکتریک می باشدpIوزن مولکولی و : Mمشابهت، : Sیکسانی، : I.لگوپوئیدس با برخی از گیاهان

شیمیاییهاي بیوویژگیگونه هاي گیاهی
M pI

اسیدهاي آمینه
I S

Aeluropus lagopoides AlSOD165/5097/15--

Aeluropus lagopoides AlSOD215/5387/1539/9596
Aeluropus littoralis

AlSOD
65/5066/1571/9692

Zea mays SOD4
ZmSOD465/5114/149789

Oryza sativa
OsSOD

71/5250/159491
Bambusa oldhamii

Bhsod
65/5094/159592

Pennisetum glaucum
PgSOD

76/5158/159692

توالی قادر به نمایش ایزوله شده هر دو ژن
که براي می باشندمینواسیدآ152یپروتئین

یعنی ،استضروريآنزیمیساختار و فعالیت
و یکHis(H)ت اسیدآمینههفآن هاتوالی در 

محل مهاربعبارتیو یا Asp(D)اسید آمینه
همچنین. وجود دارندیون هاي روي و مس 

ساخت دخیل درCys(S)دو سیستئین داراي 
حل منیزپنج آرژنین و بودهپل دي سولفید 
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. دارا می باشندفعالیت کاتالیتیک آنزیم را 
بنیستر و ،)26(تینر و همکاران همانگونه که 

گزارش ) 29(ران و همکازوو ) 3(همکاران 
کردند، اسیدهاي آمینه این ژن ها نیز داراي 

/حافظت شده براي مهار مستوالی
,His45, His47, His62, His70, His79)روي

His119,  Asp82)142آرژنین و(Arg142)

. که بیانگر سایت فعال آنزیمی است، می باشند
و  )Cys56 and Cys145(دو سیستئین

,Gly36, Leu37, Gly40)مرـات دایـــبترکی

His42, Arg78, Gly84, Ile112) نیز در این
و 25، 10(پروتئین ها گزارش گردید گونه 

30 .(
در بانک هاي BLASTجستجوينتیجه 

می دهد که تشابه بالایی میان توالی نشان ژن
دو ژن سوپراکساید دیسموتاز گیاه آلروپوس 

گرامینه لگوپوئیدس و سایر گیاهان خانواده
همانگونه که ). 3و شکل 1جدول(وجود دارد 

قبلاً اشاره گردید مقایسه تطبیقی اسیدهاي 
آمینه این دو ژن نیز با ژن هاي مشابه در سایر 
گیاهان صورت گرفت و درخت فیلوژنتیکی آن 

نتایج درخت ). 4شکل (رسم گردید
فیلوژنتیکی نشان می دهد که نزدیکترین ژن 

گیاه Cu/Zn SODژن به ژن هاي جدید، 
آلروپوس (هالوفیت آلروپوس لیتورالیس 

دو از لیتورالیس و آلروپوس لگوپوئیدس هر
یک جنس و متعلق به خانواده گرامینه 

می باشد و در مرحله بعد با ) می باشند
ژن هاي متناظر گیاهان خانواده گندمیان از 

و ذرت %) 88(، ارزن %)87(جمله با برنج
که همگی از گیاهان تک لپه اي %) 89(

می باشند، تشابه دارند و پس از آنها با شاخه 
%) 80(فرنگی گیاهان دو لپه اي مانند گوجه

بیشترین قرابت را نشان %) 80(و فلفل 
همچنین این گروه از ژن ها در . می دهند

MnSODو FeSODشاخه اي جدا از ژن هاي 

گیاهان قرار گرفته اند که با نتایج قبلی سایر
پیش از این نیز وجود . مطابقت دارد

آیزوزایم هاي مختلف سوپراکساید دیسموتاز 
، 18(در گیاهان گوناگون گزارش شده است 

).27و 23، 19
ذرت اولین گیاهی است که آیزوزایم هاي 

و ) 7(در آن کشف شد SODمختلف آنزیم 
مختلف در این گیاه معرفی آیزوزایم9تاکنون 

آیزوزایم 3در آرابیدوپسیس نیز . گردیده اند
آیزوزایم آهن و یک آیزوزایم 3روي، / مس

وجود فرم هاي ). 2(منگنز شناسایی شده اند 
مختلف این آنزیم در سلول ها، بافت ها و 
اندام هاي مختلف و در شرایط متنوع محیطی 
و تحت تنش هاي گوناگون، نشان دهنده

با . نقش هاي جداگانه این ایزوفرم ها می باشد
توجه به نتایج بدست آمده در سایر گیاهان و 
مطالعه و جداسازي دو ژن نزدیک به هم

1AlSOD 2وAlSOD بنظر می رسد که این دو
بدیهی است که . ژن نیز آیزوزایم یکدیگر باشند

در مطالعات بعدي و بررسی فعالیت آیزوزایم ها 
. طور قطع به این سوال پاسخ دادمی توان به 
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  دگانه ميان ژن هاي سوپراكسايد ديسموتاز گياه آلروپوس لگوپوئيدس يا برخي گياهان ديگرهمترازي چن - 3شكل 

هم به ترتيب بيانگر شباهت زياد و  در همه گياهان مورد مطالعه SODنشان دهنده يكساني اسيدهاي آمينه ژن هاي  *

  .كم مي باشند

  
       .ميان سوپراكسايد ديسموتازها در گياهان مختلف مي باشددرخت فيلوژنتيكي بيان كننده روابط تكاملي  - 4شكل 
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از آنجایی که ایران در کمربند خشکی جهان 
وسط و بخش هاي بزرگی از کشور تردقرار دا

عوامل نامساعد محیطی چون شوري، سرما، 
گرما و غیره تهدید می شود، شناسایی، 
جداسازي و انتقال ژن هایی که باعث افزایش 

به طیف وسیعی زراعی و باغی تحمل گیاهان 
از تنش ها می شوند از اولویت هاي تحقیقاتی 
دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري 

استفاده از ،میانمحسوب می شود و در این 
گیاهانی که بومی مناطق نامساعد محیطی 

هستند و به طور طبیعی واجد کشور 
به عوامل تنش زا از تحمل مکانیسم هاي 

می باشند، جمله خشکی، شوري، گرما و غیره 
گونه هاي . در اولویت کار تحقیقاتی قرار دارند

از ) لیتورالیس و لگوپوئیدس(آلروپوسگیاهی
گیاهان بومی کشورجمله از میانخانواده گند

800تا (تحمل بسیار بالایی می باشند که 
شوري به ) NaClمیلی مولار غلظت نمک 

دارند و می توانند بعنوان یک گیاه مدل در 
همچنین.دستور کار مطالعاتی قرار گیرند

از فمختلح وبررسی هاي بیشتري در سط
غیره ، متابولوم و پروتئوم،ترنسکریپتوم: جمله

و از نتایج آنها بعنوان منابع صورت گیرد
ژنتیکی اصلاحی در اصلاح ارقام زراعی و باغی 
براي افزایش تحمل به شوري و سایر 
تنش هاي غیرزنده محیطی بکار گرفته شود، 
تحقیقاً بررسی آتی این ژن ها، مطالعه بیان 
آنها در گیاهان مدل و سپس انتقال به گیاهان 

.زراعی خواهد بود

و قدردانیتشکر
ژنتیک وسیله از مدیریت پژوهشکده ینه اب

دانشگاه و زیست فناوري کشاورزي طبرستان
دلیل ه ساري بو منابع طبیعیعلوم کشاورزي
فراهم نمودن امکانات مورد نیاز حمایت ها و 

.سپاسگزاري می گردد
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Isolation and Cloning of Cu/Zn Superoxide Dismutase Genes (AlSOD1

and AlSOD2) From Halophyte Plant Aeluropus lagopoides

M. Modaressi1, G. Nematzadeh2 and F. Moradian3

Abstract
The active oxygen species are the most important plant stress agents. Superoxide

dismutase is a key enzyme which constitutes the first line of defence against oxygen
toxicity. This enzyme is necessary for aerobic life and play an effective role in the
process of tolerance to stress and plant longevity. Aeluropus lagopoides is a halophyte
plant that tolerate high soil salinity and have high activity of superoxide dismutase
enzyme. We used the sequences of SOD genes from another plants in Poaceae family
for primer designing and isolated genes from halophyte plant Aeluropus lagopoides. In
this investigation two novel SOD genes AlSOD1 and AlSOD2 isolated and cloned in
E.coli via pTZ57R/T cloning vector. These two genes encoding 152 amino acids and
also have high homology with Cu/Zn SOD Aelurous littoralis, Zea mays, Phyllostachys
edulis and Oryza sativa with 92, 89, 88 and 87% respectively.

Keywords: Aeluropus lagopoides, Cloning, AlSOD1 and AlSOD2 genes
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