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هاي مختلف گوگرد در  در غلظت (SOD)مطالعه تغييرات بيان ژن سوپراكسايد ديسموتاز 
  و آناليز شبكه ژني مرتبط RT-Real time PCRبه روش    .Allium sativum  Lسير 
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  چكيده
گوگرد در مسير بيوسنتزي اسيدآمينه سيستئين نقش كليدي داشته و در توليد تركيباتي كه نقش دفـاعي در گيـاه دارنـد    

عنوان آنزيم مهمي در تقليل سميت واسطه هاي راديكالهاي اكسيژن كه ه بسوپراكسايد ديسموتاز .  بسيار حائز اهميت مي باشد
توده سـير از اسـتانهاي مهـم سـيركاري شـامل       20در اين تحقيق . در شرايط تنش ايجاد ميگردد، شناخته و معرفي شده است

تكرار در شرايط گلداني در  3هاي كامل تصادفي با زنجان، همدان، گيلان، مازندران و مشهد  جمع آوري و در قالب طرح بلوك 
بر اسـاس سـنجش   . گرم به ازاي هر واحد آزمايشي كشت گرديد 0،6،12،18،24،60غلظت هاي مختلف گوگرد عنصري شامل 

اسپكتروفتومتري تندي در سيرهاي برداشت شده، سه كلون تند بو، ملايم و كم بو غربال گرديده و بيان ژن كـد كننـده آنـزيم    
تغييرات . كلون بررسي گرديد 3در اين  RT-Real time PCR)( آر كمي . سي. به روش پي (SOD)سوپراكسايد ديسموتاز 

بـا  . بود كه ناشي از نقش اين ژن  در متابوليسم ثانويه مي باشد) شاهد(نشانگر بيان اندك آن در شرايط طبيعي SODبيان ژن 
شته را به همراه دا SODشوك محيطي به گياه وارد شده و بيشترين بيان ژن  بيشترين گرم، 6افزايش غلظت گوگرد به ميزان 

كـد   بيـانگير افـزايش بيـان ژن   نتايج تحقيـق   .ادامه داردگرم  60و  24،  18غلظتهاي جزئي در  تغييراتهمين آهنگ با  .است
بـا   SODآناليز شبكه نشـان داد كـه ژن    .در تيمارهاي داراي گوگرد بالا مي باشد به ميزان حدود دو برابر شاهد SOD كننده

miR395 ،miR398   وmiR399  داراي ارتباط متقابل)Crosstalk(  هـاي  در نتيجـه ايـن ژن بـا شـبكه    . مي باشـد
. هـاي پاسـخ دهنـده بـه تـنش، داراي همپوشـاني اسـت       ها به عنوان هسته مركزي شـبكه  miRNAسيگنالينگ، بواسطه اين 

و نيـز تحقيقـات بعـدي در خصـوص       براي مطالعات جامع مهندسي متابوليك مواد مـوثره سـير   تواند اين تحقيق مي هاي يافته
  .زيستي در سير به كار گرفته شود فعاليت ژن هاي مرتبط با تنش هاي غير

  
  .miRNAشبكه ژني، ، ,RT-Real time PCR SODتركيبات گوگردي سير،   :واژگان كليدي
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  دانشكده علوم زراعي دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي ساري ٢
  دانشكده علوم زراعي دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي ساري ٣
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  وژي كشاورزي، دانشگاه شهركرددانش آموخته كارشناسي ارشد بيوتكنول ٥
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  مقدمه
يكـــي از   (.Allium sativum L) ســير گيــاه  

تـرين محصـولات باغبـاني بـا قـدمتي بـيش از        قديمي
 Allium)اين گيـاه بعـد از پيـاز    . باشد مي سال 5000

cepa L.) ترين گيـاه از جـنس    پرمصرفAllium    بـا
ميليون تن در سال بـوده كـه    22توليد جهاني بيش از 

ميزان توليد و مصرف آن از روندي افزايشـي برخـوردار   
ميـزان  اگرچه بيشـترين  ). Chen et al., 2014( است

توليد سير دنيا به كشورهاي چين، هند، كـره جنـوبي،   
 ــ ــيه تعل ــر و روس  Robledo-Paz and)ق دارد مص

Tovar-Soto  2012 ) .ت و توليـد آن در تمـام   اما كش
ايـران  . دنيا از آسيا تا آمريكـاي جنـوبي گسـترش دارد   

هـاي   رتبه پانزدهم توليد سير دنيـا را داشـته و اسـتان   
زنجان و همدان به طور مشترك رتبه اول توليـد سـير   

 ,FAOSTAT( انـد  اختصـاص داده  ايـران را بـه خـود   

مركز تنوع اوليه آن آسياي مركزي بوده و در   ). 2014
اي به عنـوان دومـين مركـز     حال حاضر نواحي مديترانه

 ,Quave(تنوع و پراكنش سـير شـناخته مـي شـوند     

بخشي از اثرات دارويي و خواص سلامت بخش  ).2013
ــه تركيبــات گــوگردي آن منتســب مــي ســي  گــردد ر ب

(Fleischauer et al., 2000; Komarnisky et 
al.,2003; Chen et al., 2013)   كه شناسايي و فهـم

متـابوليكي گـوگرد در    عملكرد ژنهاي مرتبط بـا مسـير  
تواند راه مداخلات اصـلاحي را در تشـديد    گياه سير مي

 Ammarellou)يا تقليل فعاليت اين ژنها هموار نمايد

et al., 2014).   ــاك ــولفات خ  Extracellular)س

sulfate) شــكل كــه بــهSO4-2   حضــور دارد توســط
  وارد فضـاي داخـل سـلولي    (.Sultr)ناقلهاي سـولفات  

(Intracellular sulfate) آدنيلـه شـدن    شده و در اثر
تبديل   (APS)به آدنوزين فسفوسولفات   ATPتوسط 

 تركيـب توسـط آدنـوزين فسـفوردوكتاز     ايـن . گردد مي
(APR)  گـردد  مـي  به سولفيت احيـاء  (Borjihan et 

al., 2010).   اين ماده متعاقبا توسط سولفيت ردوكتـاز
(SiR)  ا گرديـده كـه در ادامـه    مجددا به سـولفيد احي ـ

بـه   ) (OASTLا استيل سرين تيول ليز   توسط آنزيم

ئين اولين آمينواسيد سيست. سيستئين  تبديل مي شود
در توليـد متابوليتهـاي اوليـه    تركيب ارگانيك است كه 

ــا،  ( ــا، گلوتاتيونه ــروتئين ه ــدي دارد... ) پ ــش كلي . نق
گلوتاتيون ها براي فعاليت مكانيسم هاي دفاعي سـلول  
و مقابله با استرسهاي زنده و غير زنده  بسـيار ضـروري   

ايــن تركيبــات بــا بيــان ژن سوپراكســايد . مــي باشــند
ــموتاز  ــرتبط  )  SOD( ديســـــ ــاه مـــــ   در گيـــــ

ماننــد فلــزات زاي محيطــي  عوامــل تــنش. مــي باشــند
هـا، شـوري، خشـكي و پـاتوژن هـا       كـش  سنگين، علف

  باشـند  ميفاكتورهاي مهمي در متابوليسم گياه و توليد 
(Mittler and Blumwald, 2010; Filiz and 

Tombuloglu, 2015; Kebeish et al., 2015)  
 Reactive) واكنشــگر گونــه هــايي از اكســيژن  

oxygen species (ROS)   مانند سوپراكسـايد(O2
-)،  

ــيل  ــال پرهيدروكســـ HO2)راديكـــ
ــدروژن (- ، هيـــ

ــايد ــيل (H2O2)پروكسـ ــل هيدروكسـ  ،(OH)، راديكـ
، (ROO)، راديكـال پروكسـي   (RO)راديكال آلكوكسي
 و ارگانيـك هيدروپروكسـايد     (O2)ملكول اكسـيژن   

(ROOH)،   برخي از پاسخ هاي عمومي در تنش هـاي
  زنده و غير زنده مي باشند

   (Filiz and Tombuloglu, 2015).  اين عاملها
ت، دركلروپلاست، ميتوكندري، غشا پلاسمايي، آپوپلاس

شبكه آندوپلاسمي، پروكسيزوم و ديواره سـلولي توليـد   
،  SODهاي  آنزيم.  (Sharma et al., 2012)شوند مي

ــيداز ــكوربيك پروكسـ ــالاز (APX)آسـ ، (CAT)، كاتـ
  و پروكسـي ردوكسـين    (GPX)گلوتاتيون پروكسـيداز  

(PrxR)  كننده ايـن عوامـل   هاي ش ـ از بزرگترين آنزيم
 آنـــــزيم  .باشـــــند مخـــــرب در گيـــــاه مـــــي  

SOD (EC 1.15.1.1)  ــيد O2) سوپراكسـ
را بـــه  (-

ــيژن  ــول اكس ــي  H2O2و   (O2) ملك ــاليز م ــد كات   نماي
  →  O2 + H2O2 ) 2H+ (2O2

- +  (Qu et al., 
منجـر   DNAخسارت اكسيداتيو به رشته هاي . (2010

به جهش و تغيير بيان ژنها ميگردد و به عبارتي سـلول  
در اين خصـوص  . گيرد در مسير سرطاني شدن قرار مي

ــاظتي  ــش حف ــوزه SODنق ــكي و در  در ح ــاي پزش ه
ها گزارش گرديده  ها و سرطان پيشگيري از انواع التهاب
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 هـر  در سوپراكسـايد  ). Abreu et al., 2001(اسـت  

 توليد باشد داشته وجود ترونالك انتقال چرخه كه جايي

 هـر  در توانـد  مي اكسيژن برانگيختگي بنابراين شود، مي

 كلروپلاسـت،  ميتوكنـدري،  جملـه  از سـلول  از بخشـي 

 و آپوپلاسـت  پراكسـيزوم،  گلياكسـيزوم،  ميكـروزوم، 

 نتيجـه  در(Kruse et al., 2007 )  دهد رخ سيتوسل

 ايـن  تمـام  در ديسـموتاز  سوپراكسـايد  وجـود  از نبايـد 

 بـر . )Aydın et al., 2014(شد  زده شگفت ها اندامك
) 1987( تاكاهاشـي   و آسـادا  مطالعـات  نتـايج  اسـاس 

 را -O2 مولكولهاي تراوش توانايي فسفوليپيدي غشاهاي

 محلـي  در ديسموتاز سوپراكسايد وجود بنابراين ندارند،

 .اسـت  حياتي بسيار شوند مي توليد -O2 مولكولهاي كه
 در ديسـموتاز  سوپراكسـايد  آنزيم مقادير بيشتر افزايش

 در ...و فرنگـي  گوجـه  پنبه، نخود، متحمل واريته هاي

 نقش براي دليلي تواند مي حساس، هاي واريته با مقايسه

  باشـد  شـوري  تـنش  بـا  مقابلـه  بـراي  آنـزيم  ايـن  مهـم 
Li and  Huilan, 2012)  (. مسئله، اين توجيه براي 

 ارقـام  در SOD فعاليـت  بودن بالاتر كه رسد مي نظر به

 آزاد راديكالهـاي  صـدمات  كـاهش  موجـب  متحمـل 

 نتيجـه  در و چربـي  پراكسيداسـيون  كـاهش  اكسـيژن، 

گـردد   مـي  ارقـام  ايـن  در غشاء پايداري شاخص افزايش
)Aydın et al., 2014(.     بــا همــه معلومــات و

هاي ما از مكانيسمهاي تنظيمي گياه كه مسئول  دانسته
ــه گــوگرد  اســخ گيــاه جهــتواكــنش و پ دسترســي ب

باشند و نيز وجود پيشـرفتهاي قابـل توجـه در ايـن      مي
ــاربرد روش   ــاطر ك ــه خ ــوزه ب ــه   ح ــوين مطالع ــاي ن ه

هاي  هاي مطالعه سيستم ها و همچنين روش متابوليسم
بيولوژيكي، فهم كامل پروسـه هـا و فراينـدهاي دقيـق     

پاسـخهاي   ي اين عنصر، نيازمنـد كشـف و ارائـه   تنظيم
ت متعدد زيادي است كه در اين حـوزه  كليدي به سوالا

  (Wawrzyńska and Sirko,  2014).وجـود دارد  
اي مختلف گوگرد بـر بيـان   در اين تحقيق اثر غلظت ه

مطالعه گرديـده و شـبكه بيـان ژنـي      SOD ژن دفاعي
   .گرفتمرتبط با آن مورد تجزيه و تحليل قرار 

  مواد و روشها
  مواد گياهي
ــداد  ــيرهاي  20تع ــوده از س ــور از ت ــتان 5كش   اس

جمـع  ) زنجان، همدان، گـيلان، مازنـدران و مشـهد    (  
و رطوبـت   oC4و پس از ورناليزاسيون در دمـاي   آوري

شرايط گلداني در قالب طرح روز، در  30به مدت %  80
خـاك   .تكـرار كشـت گرديـد    3بلوك كامل تصادفي با 

و كود دامـي پوسـيده    گلدان حاوي خاك مزرعه، ماسه
بوده و تمامي عمليات زراعي   1:1:2نسبت  به ترتيب به

مطابق با نيازهاي اكولوژيكي سير بطـور يكسـان بـراي    
  .ها اجرا گرديد همه گلدان

  گيري تندي اندازه
هاي برداشت شده در اواخر فصل، سرزني شـده   بوته

و جهت بررسـي ميـزان تنـدي بـه آزمايشـگاه منتقـل       
 3تـا   2وزن هر كدام بـه  (عدد سيرچه  3تعداد  .گرديد
به تصادف از هر پياز سير انتخاب كرده و بعـد از    )گرم

. حذف پوسته ، توسط وسيله مناسب كاملا خرد گرديد
 20گرم از توده له شده توزين و بعد از اضافه كـردن   1

دقيقـه ، كـاملا    2در طـي مـدت   ميلي ليترآب مقطـر،  
سپس با آب مقطر به حجـم  . يكنواخت و همگن گرديد

سانده و به  مخلوط حاصل اجازه داده ميلي ليتر ر 200
پس از اين مـدت  . دقيقه در دماي اتاق بماند 15شد تا 

 Aشـكل ( صـاف گرديـد   4با كاغذ صافي واتمن شماره 
ميلي ليتـر از   1ميلي ليتراز محلول صاف شده با  2 ).1

معرف دي نيتروفنيل هيـدرازين مخلـوط و سـپس بـه     
گراد  درجه سانتي 37دقيقه در حمام آب گرم  15مدت 

ــت   ــرار گرف ــكل(ق ــپس ). B 1ش ــي 7س ــر از  ميل ليت
ميلي ليتر از  2هيدروكسيد سديم بدان افزوده و مقدار 

محلـــول حاصـــل را در كـــووت شيشـــه اي دســـتگاه 
 420اســپكتروفتومتر ريختــه و جــذب در طــول مــوج 

هـاي اسـتاندارد بـا     سري محلول.  نانومتر قرائت گرديد
گـرم از   1/1و با حـل كـردن   استفاده از سديم پيروات 

. سـديم پيـروات در يـك ليتـر آب مقطـر بدسـت آمــد      
ميكرومـول بـر    10محلول حاصل سـپس در محـدوده   
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ليتر رقيـق شـده و    ميكرومول بر ميلي 1/0ليتر تا  ميلي
گيري شـده   هزنانومتر اندا 420جذب آنها در طول موج 

بـا لحـاظ   . و منحني استاندارد مربوطه ترسـيم گرديـد  
مونـه مجهـول در محـور طـولي، ميـزان      ذب نميزان ج

ليتر  اساس ميكرومول پيروات در هر ميليغلظت آن بر 
عدد حاصله با توجه به رقيق سـازي  . عصاره بدست آمد
ضــرب  200ليتــرآب، در  ميلــي 200عصــاره اوليــه در 

توليـدي در   با توجه به اينكه هر مـول پيـروات   .گرديد

تيوسـولفينات  مـول   5/0واكنش آنزيمي آليناز، معادل 
بـدين ترتيـب مقـادير    . )et al., 1995 ) Lin  اسـت 

 Olech  and) گرديـد ها محاسـبه   تيوسولفينات نمونه

Zaborska,2012)                   ــتفاده از روش ــا اس ب
توده مورد مطالعه   20اسپكتروفتومتري سنجش تندي، 
حاصـل ايـن غربـال،    .  مورد آناليز تندي قـرار گرفتنـد  

دسته خيلي تند، متوسط و  3توده در  20دسته بندي 
  .بود) كم بو(ملايم 

  
  (B)جهت سنجش ميزان تندي اسيونو انكوب (A)مراحل عصاره گيري  - 1شكل 

 

  هاي مختلف تيمار گوگرد در غلظت
با توجه به عدم حلاليـت گـوگرد عنصـري در آب و    

گـرم از گـوگرد    60و  24، 18، 12، 6، 0مقـادير خاك، 
ــوزين  ــري ت ــكل ( عنص ــاكتري  ) A2ش ــا ب ــراه ب و هم

كيلـو خـاك    10هايي كه حـاوي   تيوباسيلوس به گلدان
ماسه و كود دامي بـه ترتيـب بـه نسـبت     : خاك زراعي(

ــوط   )  1:1:2 ــاملا مخل ــده و ك ــافه ش ــود اض ــدب   گردي
ــا فراينــد  ).  B2شــكل (  ــاه اجــازه داده شــد ت يــك م

در طول يـك  . اكسيداسيون ميكروبي خاك كامل گردد

ها در رطوبـت   ماه هر هفته ضمن آبياري ، خاك گلدان
مناسب زير و رو شده  تا حداكثر شـرايط بهينـه بـراي    

اكتريهـاي تيوباسـيلوس   اكسيداسيون گـوگرد توسـط ب  
كلـون تنـد بـو ،     3سـپس سـيرچه هـاي     .فراهم گردد

اسـاس سـنجش    كه بـر   (T1,T2,T3)متوسط و كم بو 
انتخـــاب شـــده بـــود، در  اســـپكتروفتومتري تنـــدي،

هاي حاوي تيمارهاي مختلف گوگرد عنصري  در  گلدان
كشـت    گلدان 54در تكرار  3سانتيمتري  در   5عمق 
  . )C2شكل ( گرديد

  
  (C)و رشدگياهان تحت تيمار گوگرد (B)، گلدانهاي تحت تيمار گوگرد (A) تيمارهاي مختلف گوگرد عنصري -2شكل  
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  طراحي پرايمر
توالي ژن  NCBIبراي طراحي پرايمر ابتدا از سايت 

جســتجو ) سوپراكســايد ديســموتاز(مــورد نظــر  مــورد
 CLC Main)  نرم افزارگرديده و سپس با استفاده از 

Workbench)   ميزان الاين توالي ها بررسي و منطقـه
در . اي كه بيشترين تطـابق را داشـت انتخـاب گرديـد    

توالي هاي  ،Primer3مرحله بعد با استفاده از نرم افزار 
. پيشنهادي براي فوروارد و ريورس پرايمر بدسـت آمـد  

پيشنهادي بـه  رايمر در خروجي اين نرم افزار، چندين پ
در گام بعدي با استفاده . گردد ارائه مي ترتيب مطلوبيت

، سـاختار فضـايي پرايمـر بررسـي      Mfoldاز نرم افزار 
پرايمرها كه نبايـد از قـدر    G∆شده  و همچنين ميزان 

درمرحله بعدي بـا  . گرديدبيشتر باشد مقايسه  2مطلق 
كيفيــت پرايمرهــا  Fast PCRاســتفاده از نــرم افــزار 

 NCBIدر گام آخر بـا ورود بـه سـايت    . ي گرديدبررس
نسبت به بلاست كـردن تـوالي پيشـنهادي و مشـخص     

بعـد از بررسـي    .ردن گونه هاي مرتبط اقـدام گرديـد  ك
هــاي دقيــق فــوق، تــوالي پرايمرهــا از طريــق شــركت  

در جـدول زيـر   . سيناكلون براي ساخت سفارش گرديد
د مشخصات پرايمرهاي طراحي شده بـراي سوپراكسـاي  

لازم به ذكر است كه بـراي  . ديسموتاز آورده شده است
پرايمر سـفارش داده شـد    2افزايش اطمينان از هر ژن 

تا در صورت ناكارايي هركدام ،جايگزين دومـي هـم در   
همچنين جهت نرمال كردن داده هـاي  . دسترس باشد

 1بيان ژن از ژن آكتـين بـا تـوالي منـدرج در جـدول      
  .استفاده شد

  

  
 SOD بيان ژن همشخصات پرايمرهاي  طراحي شده براي مطالع -1جدول

  توالي پرايمر برگشت
5´ 3´  

  توالي پرايمر رفت
5´ 3´ 

  نام پرايمر

CCTTGGAGACCAATGATACC  GTGAAGGCTGTTGCTGTT  SOD1 

ATACCGCATGCAATTCTTCC  GGCGACCTAGGAAATGTGAC  SOD2  
GGAAAAGCACTTCTGGGCACC TCCTAACCGAGCGAGGCTTCAT Actin 

 

  :مطالعه شبكه ژني
به منظور درك نحوه ارتباطات ژن انتخابي با سـاير  

ها در مسير بيولوژيكي پاسخ به گوگرد، از ديتـابيس  ژن
)Database( گيـــــاهيRESNET افـــــزار نـــــرم

PathwayStudio اين . استفاده شد  11 نسخه شماره
هاي گياهان مـدل و گياهـان ديگـر    ديتابيس شامل ژن

ايـن  . زميني اسـت فرنگي و سيبنظير جو، ذرت، گوجه
كـاوي مـتن بـه نـام     افزار دادهافزار با كمك يك نرمنرم

MedScan ها را به فرم اطلاعات مربوط به عملكرد ژن
افـزار  با اسـتفاده از ايـن نـرم   . كندقابل درك تبديل مي

ها،   miRNAها،توان ارتباطات عملكردي مابين ژنمي
هـا را  هاي سلولي و تنشهاي رونويسي، مكانيسمفاكتور

  .مشاهده كرد
 )Nikitin, 2003 ; et al., 2012  Hosseinpour.(  

 mRNAاستخراج 

ــا اســتفاده از كيــت   mRNAمراحــل اســتخراج   ب
Ribo Spin Plant  از شـركت سـيناكلون    به واسطهكه

  .دشتهيه گرديد انجام ماكروژن كره جنوبي 

  cDNAتوليد 
كه استخراج گرديـده و فريـز    RNAنمونه هاي  -1

  .شده بود بر روي يخ ذوب شدند
2-  lµ 2  ازRNA  نـانوگرم   5تا  1/0كل با غلظت

مخلوط شده و توسط    Oligo (dt) primerاز   lµ 1با 
جهت اتصـال  .  رسيد  lµ 12آب فاقد نوكلئاز به حجم 

Oligo (dt)      دقيقـه در   5به الگو، نمونـه هـا بـه مـدت
  . قرار داده شدند PCRدر دستگاه  Cº 65 دماي
ــزان  -3 ــه مي ــافر  lµ 4ب از   Reaction  ،lµ 1از ب

Inhibitor Ribolock RNase ،lµ 2   از dntp mix 
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به هر يك از   Revert Aidm-RTاز آنزيم    lµ 1، و 
  . نمونه ها ميكس و ميكروفيوژ شدند. ها اضافه شد نمونه
  Cº 42 دقيقـه  در دمـاي   60ها به مـدت   نمونه -4

بـه منظـور غيـر فعـال     . انكوبه شدند PCR در دستگاه
اين  Cº 70دقيقه در دماي  5به مدت  RTسازي آنزيم 

  . عمل انجام گرديد

  Real-time PCR انجام
بـه  سـتورالعمل كيـت   دمطـابق   PCRواكنش هاي 

شامل  مرحله واسرشته سازي اوليه: ام شداين شرح انج
Cº 95  چرخه واسرشـته   40دقيقه و بدنبال آن  5براي

براي اتصال  Cº 55ثانيه،  30به مدت  Cº 95سازي در 
ثانيـه   30بـه مـدت    Cº 72ثانيه و  30پرايمر به مدت 

انجـام    دقيقـه  10بـراي   Cº 72براي بسط و در پايـان  
به منظور بررسي صحت تكثير از آناليز منحنـي  . گرديد

تكثير با استفاده از كيت سايبرگرين  .ذوب استفاده شد
  . صورت گرفت  Bioradو دستگاه  Thermoشركت 

  

  آناليز آماري بيان ژن
بعـد از  ، Real time PCRپـس از اتمـام آزمـايش    

ــادير  ــري شــولد، مق  Ct      (Cycle رســم خــط ت

threshold)  هاي تكثيــر از نــرم افــزار شــكلحاصــل از
Rotor gene  به محيطExcel   انتقال داده شد و پـس

، داده ها بر اسـاس   .Gen Exاز مرتب سازي در محيط 
آكتـين  ) كنتـرل داخلـي  (ن خانـه دار  تغييرات بيـان ژ 

نرمـال    2 (ΔCT Target- ΔCT Actin)-مطـابق فرمـول     
مورد  SPSSم افزار آماري شده و سپس با استفاده از نر

ــم   ــاري و رسـ ــات آمـ ــكلمقايسـ ــرار  شـ ــتقـ   گرفـ
( Pfaffl et al., 2002)  .  

  نتايج و بحث
ــر ژن  ــز  SODمنحنــي تكثي منحنــي ســيكل و ني

همــراه بــا ژن كنتــرل داخلــي  3در شــكل  آســتانه ژن
تغييـرات بيـان ژن بـر    . تآكتين نشـان داده شـده اس ـ  

. ارائه شده است 4هاي نرمال شده در شكل  اساس داده
در شـرايط    SODبيان اندك مشاهده شده براي تيمار 

ــي  ــاهد (طبيع ــار ش ــن ژن در   ،)تيم ــش اي ــانگر نق بي
زيـرا در شـرايط طبيعـي و    . متابوليسم ثانويه مي باشـد 

عدم وجود استرس، نيازي به مقادير بالاي بيان ژنهـاي  
بـا افـزايش    .)Nims et al., 2006( دفاعي نمي باشـد 

بيشترين شوك محيطـي بـه    6غلظت گوگرد به ميزان 
را بـه همـراه    SODگياه وارد شده و بيشترين بيان ژن 

ــد همــين.  داشــته اســت ــا  رون ــراتب ــي در  تغيي جزئ
جه بـه اينكـه   با تو. ادامه دارد 60و  24،  18غلظتهاي 

توان انتظار داشت كه همه گوگرد  با افزايش گوگرد نمي
هـاي تيوباسـيلوس    شده توسط بـاكتري عنصري اضافه 

آب و قابـل  خاك،  اكسيد شـده و بـه فـرم محلـول در     
، لذا اين تفاوتهاي موجود ناشي جذب براي گياه  در آيد

گوگرد اضافه شده به خاك  از عدم دسترسي كامل همه
آيد بيـانگير   مي بر ياد شده شكل ازآنچه كه . ي باشدم

و برابر شـاهد   به ميزان حدود د SODافزايش بيان ژن 
  . در تيمارهاي داراي گوگرد بالا مي باشد
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  :(B) و  SODژن  )قرمز( آكتين  و خط ممتد -كنترل داخلي)آبي(خط منقطع :  SOD (A)منحني تكثير  ژن    - 3شكل 

  .همراه با آكتين  SODبراي تكثير ژن )   Threeshold(منحني سيكل آستانه 
  

با توجه به اينكه گزارشـاتي از مطالعـات مـرتبط بـا     
ــا روش  SODبيــان ژن   RT Real-timeدر ســير ب

PCR      تاكنون منتشر نگرديده است لذا ايـن نتـايج بـر
اساس اطلاعـات موجـود بـراي نخسـتين بـار گـزارش       

كميـت سـنجي آنزيمـي    ها با نتايج  اين يافته. گردد مي
 A. cepa ،  (Chandraتركيبات اكسيداتيو در پيـاز   

and Pandey, 2014).،    كه به تازگي منتشر گرديـده

همچنين تاثير تغييرات اسـيديته خـاك    .مطابقت دارد
بر بيان مجموعه اي از ژن هـا كـه اخيـرا مـورد توجـه      

 (Lager et al., 2010)محققـين قـرار گرفتـه اسـت     

اثرات مهم اين عامل بر بيان ژن هاي مربوطـه   حاكي از
بديهي است كه گـوگرد از عوامـل مهـم     .بسياري است

  .كاهش اسيديته خاك مي باشد

 

  
  T1,T2,T3رقم  3در غلظتهاي مختلف گوگرد در  SODتغييرات بيان ژن   - 4شكل 

  
بــين  ،هــا ســولفيدي كــه در پــروتئينبانــدهاي دي 

ــروه ــه  گ ــول دنبال ــاي تي ــاي ه ــتئين  ه ــكيل سيس   تش
مي شوند، نقش مهمي را در تشـكيل و حفـظ سـاختار    

برخـي از متابوليتهـاي   . كننـد  بازي مي ها سوم پروتئين
،  (GSH)محتـــوي سيســـتئين، شـــامل گلوتـــاتيون 

يفـه  و تيونينهـا، وظ  ،(Phytochelatins)فيتوكلاتينها 
هاي محيطي را بر  هاي ناشي از استرس مقابله با واكنش

در دهه هاي گذشته معلوم شده است كـه  . ندعهده دار
دسترسي به گوگرد براي بخشهاي مختلـف  كشـاورزي    

در تعـارض بـا ايـن، بـه عنـوان      . دنيا محدود شده است
نتيجه يك پديده مثبت، كـاهش شـديدي در آلـودگي    

.  گـردد  يافته مشـاهده مـي  ر كشورهاي توسعه اتمسفر د
تغذيه ناكافي از جهـت گـوگرد، باعـث كـاهش رشـد و      

هاي زنده و غير  قدرت گياه و تقليل مقاومت به استرس



  63/   … هاي مختلف گوگرد در غلظت (SOD)بيان ژن سوپراكسايد ديسموتاز تغييرات  مطالعه
 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

 ,.Scherer, 2001; Knop et al(گـردد   زنـده مـي  

گوگرد نه تنهـا عملكـرد بلكـه كيفيـت     كمبود  ).2007
. دهـد  محصولات غـذايي را نيـز تحـت تـاثير قـرار مـي      

كه گفته شد، فقر گوگرد با كاهش در ميـزان  همانگونه 
تركيبات دفاعي محتوي گوگرد موجب كاهش مقاومت 

در حاليكه كودهاي داراي گوگرد باعـث   ،گردد گياه مي
.  گردند ها مي افزايش مقاومت گياه به پاتوژنها و استرس

  .گردد به اين فرايند مقاومت القايي گوگرد اطلاق مي
توليد مقادير بـالايي   هاي محيطي موجب تنش      

 Reactiveگونــه هــايي از اكســيژن واكنشــگر    از 

Oxygen Species (ROS)  در موجـــودات زنـــده
گرديده كه اين پديده مي توانـد منجـر بـه اخـتلال در      
جريان عادي زندگي موجود زنده شده و حتي منجر به 

  برخي از موارد پاتولوژيك در گياه گردد
Hadji Sfaxi et al., 2012).(  بــراي مقابلــه و

هـاي پيچيـده آنتـي     ترميم اين عارضه، سلولها سيستم
 ,Foyer  and Noctor( نـد ا يو را توسـعه داده اكسيدات

سوپراكسـايد  هـا  ،   در ميان آنتـي اكسـيدانت   ).(2003
 Superoxide dismutase (SOD,ECديســموتاز 

 ،از خـــــانواده متالوآنزيمهاســـــت كـــــه (1.15.1.1
ــال ــون  راديك ــاي آني ــدروژن  ه ــه هي ــايد را ب سوپراكس
جزيه ت كه بعدا توسط كاتالازها كند تبديل مي پراكسايد

 و و توليد آب و اكسـيژن مولكـولي مـي نمايـد     شود مي
 هــاي هــا را از خطــرات و آســيب وللســ بــدين ترتيــب

 ,.Hadji Sfaxi et al كنـد  اكسـيداتيو حفاظـت مـي   

2012 ) (.  
بصـورت   DNAهـاي   خسارت اكسيداتيو در رشته 

. كنـد  يير در بيـان ژنهـا بـروز و ظهـور مـي     جهش و تغ
بعنوان آنـزيم مهمـي در تقليـل    سوپراكسايد ديسموتاز 

هـاي اكسـيژن شـناخته و     سميت واسطه هاي راديكال
بـر اسـاس   هـا   SODچهـار نـوع از   . معرفي شده است

طبيعت كوفاكتور فلـزي موجـود در مكـان كاتاليتيـك     
، Fe-SODنــوع شــامل   4ايــن. شناســايي شــده انــد

Cu&Zn-SOD،SOD Mn- وSOD Ni-  مـــــــي
براسـاس نتـايج ايـن      ).(Pagani et al.,1995 باشـند 

تحقيق غلظت هاي مختلف گوگرد بر بيان ژن دفاعي و 
تاثير قابل توجهي داشـته   SODمرتبط با شرايط تنش 

و روند تغييرات در هر سه كلون تندبو، ملايم و كـم بـو   
  . مشابه بوده و با هم مطابقت دارد
ژن  شـبكه ژنـي بـراي   جهت مطالعـه روابـط ژنـي،    

CSD1 )Copper/zinc Superoxide 

Dismutase1(  ايـن ژن توسـط   .رسم گرديدو گوگرد 
د گـرد و فـاكتور رونويسـي كنتـرل مـي     miRNA چند

را   CSD1بيـان ژن  LSD1فاكتور رونويسي. )5شكل (
اين فاكتور رونويسي با ساختار  .دهدتحت تاثير قرار مي

Zinc finger )ــا تنظــيم شــبكه) حلقــه -روي هــاي ب
-مختلف سيگنالينگ نظير اتيلن، در بسياري از فرآينـد 

بـه  miR399  و miR398  .هاي مقـاومتي نقـش دارد  
كننـد؛ بنـابراين   را كنترل مـي  CSD1طور مستقيم ژن

. هــا جــز miRNAتــوان اظهــار داشــت كــه ايــن مــي
miRNA   هاي پاسخ دهنده به تنش گوگرد هسـتند و

به منظور كاهش اثرات تنش اكسيداتيو، با كنترل بيان 
اكسـيدان  هاي سوپراكسيد ديسموتاز، سيستم آنتـي ژن

  كننـد خنثي ميرا  ROSگياهي را فعال و اثرات سمي 
 )Zhu et al., 2011(.  هـاي  نكته قابل تامل، تـاثير ژن

AGO1  وDCL1  ــان ژن ــر بي ــت CSD1ب ــن . اس اي
 ـ    دليـل كنتـرل   ه ارتباط مشاهده شـده ممكـن اسـت ب

ــر  ــتقيم و غي ــدين   مس ــط چن ــن ژن توس ــتقيم اي مس
miRNA منـد  و فاكتور رونويسي باشد كه اين امر نياز
  .است بعديتحقيقات 

  ويسيو فاكتور رون miRNAتاثير متقابل 
نكته بسيار جالب توجه در اين شـبكه اثـر متقابـل    

)Interaction(  ــابين ــاكتور رونويســي  miR395م و ف
EIL3 )Sulfur limitation1( ــت ــاكتور  . اس ــن ف اي

رونويسي يك عامل كليدي در متابوليسم سولفور اسـت  
)Kawashima et al., 2005 & 2009(    كـه بيـان

miR395 كند و اين را كنترل ميmiRNA    بـا هـدف
هاي هدف خـود در بافـت بـرگ و ريشـه     قرار دادن ژن

 Mica et(كند متابولسيم سولفور در گياه را تنظيم مي

al., 2009.(  ــن ــ CSD1بيــان ژن   miRNAاي ه را ب
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مسـتقيم  به صورت غيـر ) جاسمونيك اسيد( JAواسطه 
ايـن امـر حـاكي از    ) 5شـكل  (دهد تحت تاثير قرار مي

  .نده اين ژن استپيچيدگي عوامل تنظيم كن

  
  و گوگرد CSD1ژن شبكه ترسيمي  - 5شكل 

  
 miRNA كـه  نشـان داد  CSD1بررسي شبكه ژن 

بيان ايـن ژن   ،هاي رونويسي مهم و كليديها و فاكتور
مهم درگير در مسير متابوليكي گـوگرد را تحـت تـاثير    

بيان متفاوت مشـاهده شـده ايـن ژن در     .دهندقرار مي
توانـد بـدليل تغييـرات    هاي متفاوت گوگرد، مـي غلظت

بياني سريع عوامل تنظيم كننده آن باشد كه با تنظـيم  
هـاي سـيگنالينگ را در   هاي هدف خود، شبكهبيان ژن

با توجه به ايـن امـر   . كنندمختلف كنترل مي هايبافت

كــه بخشــي از اثــرات دارويــي ســير بــدليل تركيبــات  
گوگردي آن است، بررسي اين عوامل كليدي در آينـده  

        هــاي ايــن تحقيــق يافتــه .بســيار حــائز اهميــت اســت
مي تواند براي مطالعات جامع مهندسي متابوليك مـواد  

ر خصـوص فعاليـت   تحقيقات بعـدي د  موثره سير و نيز
زيستي در سير به كـار   هاي غير مرتبط با تنش هاي ژن

  .گرفته شود
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