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 كيدهچ

جزيگلوتات سمخانواده آنزيمءون ترانسفراز  چندمنظوره است كه اساساًيزدا هاي

طبيو تركباشدمييتوپلاسميس طريسميو خارجيعيبات تريرا از  گلوتاتيون پپتيديق

و اساساًيلا آپوپلاست انتقايهاد به واكوئلتوانميت گلوتاتيوني اتصالا. كنديمييزداسم ابد

بسيسم يون ترانسفرازها در بسياريژن گلوتات.ه داشته باشديبات اولي نسبت به تركيار كمتريت

ا.اند شدهيو جداسازي مختلف گياهان شناسائيها از موجودات زنده از جمله گونه نيدر

تعيمطالعه جداساز نايات ژن گلوتاتين خصوصييو ن ايران ون ترانسفراز در يازده رقم گندم

شديبرا  الكتروفورز،،PCR،ي اختصاصيمرهاي پرايطراح، DNA استخراج. اولين بار انجام

بوين توالييتع، ستونتوسط نمونهيساز خالص و تحليل بهكيوانفورماتيتجزيه منجر

ژنيديجديهاي توالييشناسا ژنيدر بانك جهانهاين تواليا.شدون ترانسفرازي گلوتات از

، FI131235 ،FI131236 ،FI131237 ،FI131238 ،FI131239ي دسترسيهارهبا شما

FI131242 ،FI131243 ،FI131244 ،FI131246 ،FI131247 وFI131248يب براي به ترت

بيگلوتات امي، ماهوت1ا، چمران، دارابيات، بزوستايون ترانسفراز گندم نان الوند، د، روشن،ي،

زري، شاهيسردار رسيو بهي زمينه انتقال ژن گلوتاتها توالياين.دين به ثبت ون ترانسفراز را

سميها تنشگياهان حساس به  و مواد مي اكسيداتيو . سازدي فراهم

.ييزداسمون،ي، گلوتاتگندم نانگلوتاتيون ترانسفراز،،ژني جداساز:ي كليديواژه ها

 مقدمه
آنزيم گلوتاتيون ترانسفراز نقش كليدي را در واكنش

مي در درون سلولييي آنزيمزدا سم در. نمايند ها ايفا
هاي فعال مستلزم مديريت گونهها سلولگياهان حيات

و پاتوژنيداتي اكسيها اكسيژن انواع مختلف تنش يهاو
كهمييهائ زا يا گزنوبيوتيكو سموم برونياهيگ شوند

در اين ميان. اند توسط انسان وارد طبيعت شده
دي متشكل از سه اسيد آمينهيپپتيگلوتاتيون كه تر

و گليسين است نقش  گلوتاميك اسيد، سيستئين
 & Noctor)دار است مركزي را در اين فرآيندها عهده

Foyer, 1998; Edward & Dixon, 2005) . آنزيم
هاي ذرت مجموعاً يك درصد گلوتاتيون ترانسفراز برگ

ميپروتئين  ,Marrs) دهد هاي محلول آنرا تشكيل

گلوتاتيون ترانسفرازها موجب كاتاليز واكنش.(1996
اتصال فرم احيا گلوتاتيون به انواع گوناگون سوبستراهاي 

و  الكتروفيليك كه اغلب موادي سمي هيدروفوبيك
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پس از انجام واكنش اتصال، محصول.ندگردميهستند
فرآيند يا به داخل واكوئل انتقال يافته تا در آنجا از 

و يا به محيط بيرون سلولي دسترس سلول به  دور باشد
 ,Dixon et al., 1998; Cho & Kong)گردد ترشح مي

2007).
گلوتاتيون ترانسفراز در بسياري از انواع موجودات

 ها، مخمرها،ها، انگلها، قارچزنده از جمله باكتري
و گياهان عالي ديده مي شود حشرات، پستانداران

)Droog, 1997(.در تمامي مراحل نسفرازگلوتاتيون ترا
و در همه  ي گياهيها بافتتكويني گياهان ديده شده

ژن گلوتاتيون.)McGonigle et al., 2000(وجود دارد
شان در فرآيند ترانسفراز گياهي در رابطه با نقش

در. اند ها نيز مورد مطالعه قرار گرفتهكش يي علفزدا سم
 همراه با ها اين آنزيمكش يي علفزداسمهاي واكنش

يي را زداسميهاي اصل گلايكوزيل ترانسفرازها آنزيم
از آنجا كه گلوتاتيون ترانسفرازها. دهند تشكيل مي

قابليت شناسايي سوبستراهاي گوناگوني را دارند، گياهان 
ها مقاومت نشانكش نسبت به دامنه وسيعي از علف

ا علاوه بر اين بسياري از گلوتاتيون ترانسفرازه. دهند مي
و نيز و سيتوكينين، به هورمونهاي گياهي نظير اكسين

مي پاتوژنيها به آلودگي علاوه براين. دهند ها پاسخ
هاي گلوتاتيون ترانسفراز قابليت اتصال برخي از ايزوفرم

و در نتيجه انتقال داخل سلولي برخي  به برخي ليگاندها
.)Listowski et al., 1988(تركيبات را دارا هستند 

ها ويژه به آنتوسيانينيضي از گلوتاتيون ترانسفرازهابع
و موجب حبس اين مواد در داخل واكوئل ها متصل شده

ها سوبستراهاي غيرآنزيمي اين آنتوسيانين. گردند مي
و با گلوتاتيون اتصالي برقرار  گلوتاتيون ترانسفراز بوده

به چنين گلوتاتيون ترانسفرازهايي اصطلاحاً. كنند نمي
و به سوبستراهاي آنها ليگا ليگاندهاي«ندين

مي» غيرسوبسترايي .)Mueller et al., 2000(شود اطلاق
ده گياهيها اكثر گونه ها ژن گلوتاتيون ترانسفرازي
با توجه به شباهت توالي. هاي مختلف دارند در كلاس

آمينو اسيدها، سازماندهي ژني، زير واحدهاي فعال در 
خ و و جايگاه فعال آنزيم صوصيات بيوشيميايي

در8ايمونولوژيكي تاكنون   كلاس گلوتاتيون ترانسفراز
از پستانداران شناسايي شده ، Alpha: اند كه عبارتند

Mu ،Pi،Theta ،Sigma ،Zeta ،Omega و نوع

گلوتاتيون ترانسفرازها در گياهان . Kappaميتوكندريايي
و مشاهده اين آنزيم  يافت ها در پستاندارانپس از كشف

در وجود چنين خانواده پروتئيني از آنزيم. شدند ها
 قطعي شد يعني 1970گياهان نخستين بار در سال 

زماني كه مشاهده شد گلوتاتيون ترانسفراز موجود در
به-اس-ذرت موجب اتصال كلرو  تريازين آترازين

شوند كه اين خود عاملي براي محافظت گلوتاتيون مي
 بودكش اي ناشي از اين علفه گياه در برابر آسيب

(Frear & Swanson, 1970; Board et al., 1997).آن از
زمان تا كنون عملكردهاي متعددي براي اين دسته از 

گ آنزيم مطالعات. اهان معرفي شده استيها در
ياند كه گلوتاتيون ترانسفرازها فيلوژنتيكي نشان داده
اند، با اين ساز اوليه منشأ گرفته محلول از يك ژن پيش

هاي وجود شباهت بين توالي آمينو اسيدهاي كلاس
 ,.Dixon et al) درصد است25مختلف معمولاً كمتر از 

هايي محلول گلوتاتيون ترانسفرازها پروتئين.(2002
كه50عموماً با وزن ملكولي تقريبي   كيلو دالتون هستند

نيا. اند كيلو دالتوني تشكيل شده25-27از دو زيرواحد
هميآنز مودايمر يا هترودايمر ها ممكن است به صورت

باشند كه نوع هترودايمر آنها محدود به زير واحدهاي 
.(Armstrong, 1997)شود متعلق به يك كلاس مي

و در PhiوTau هاي كلاس  اختصاصي گياهان بوده
ب نيشتريمقايسه با ساير كلاسهاي گلوتاتيون ترانسفراز از

ازيا. اهان برخوردارنديگ در ژنوميفراوان ن دو كلاس
طيگلوتات ايون ترانسفرازها موجب اتصال ازيف گسترده

ايبه تري پپتيد گلوتات1كيوتيمواد گزنوب و از نيون شده
و نوع اثر مواد گزنوبيوتيك بر رو تاثير به سزايي در ميزان

گ ميو مرتعياهان زراعيانواع مختلف .ندينماي اعمال
و همكا  موفق شدند يك ٢٠٠٣ رانش در سالكومينز

 گندم را كه در Phiدسته از گلوتاتيون ترانسفراز كلاس
و علف پاسخ به تركيب علف كننده بيان ايمن-كش كش

و كلون نمايند مي  ,.Cummins et al)شدند جدا نموده

دريهمچن. (2003 و ريچرز  با 2004 سالن ژانگ
يي شناساهاي پروتئوميك جهت استفاده از روش

در هاي القا شده توسط علف پروتئين كش فلوكسوفينم
 موفق به شناسايي Triticum tauschiiكلئوپتيل گياه 

1. Xenobiotic 
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 پروتئين گلوتاتيون ترانسفراز شدند كه متعلق به سه 15
) عدد1(Lambdaو) عدد6(Phi،) عددTau)8كلاس
.)Zhang & Riechers, 2004(بودند

Roxas et al. (1997)هاي نشان دادند كه گياهچه
 با بيان Tau تنباكويي كه گلوتاتيون ترانسفراز كلاس

هاي وحشي، در برابر مضاعف دارند در مقايسه با گياهچه
و اكسيداتيو مقاومت بيشتري از خود تنش هاي سرما

 در گياه Tauپنج گلوتاتيون ترانسفراز كلاس. دادند نشان 
اند كه در صورت بيان شدن گي شناسايي شدهفرن گوجه

يها تنشدر مخمر موجب مقاومت مخمر در برابر 
در.)Kampranis et al., 2000(گردند اكسيداتيو مي
و همكارانش در سال پژوهشي ديگر كه توسط مونز

 نشان داده شد كه دو گلوتاتيون صورت گرفت2003
برابر در پاسخ گياه برنج در Tauترانسفراز كلاس

در.)Moons, 2003(ي اكسيداتيو دخالت دارندها تنش
ايراني يا كشت شونده در يازده رقم گندمازاين پژوهش

 گلوتاتيونژن اولين باريمناطق مختلف ايران برا
و بررسي فيلوژنتيكيجداساز Tauترانسفراز كلاس

.گرديد

و روش هامواد
بيها گندم چيات، بزوستاي نان الوند، ،1مران، دارابا،
اميماهوت زري، شاهيد، روشن، سرداري، ن به منظوريو
گيابيدست رانياياهي به ژرم پلاسم خالص از بانك ژن

شديواقع در كرج ته پس از قرار دادن بذرها در محلول.ه
سديپوكلريه5% ضد دقيقه10به مدتميد جهت

 مجزا كشت دادهيها، هر نمونه گندم در گلدانيعفون
16ها در اتاقك كشت با شرايط طول روز نمونه.شد

 درجه22 ساعت، دماي روز8ساعت، طول شب
60 درجه سانتيگراد، رطوبت15سانتيگراد، دماي شب

 روزه توسط ازت14يها اهچهيگ. قرار داده شدند درصد
فريما و در دمايع ي درجه سانتيگراد نگهدار-20يز

رم نمونه با روشگميلي 200 از DNAاستخراج.شدند
CTABشديريي تغ يبه منظور طراح).22(افته انجام

سايپرا و ثبت شده در بانكيهاير تواليمر  بدست آمده
 مشترك توسطيهاي توالبر اساسو گرديد آرائيهمژن
:گرديدير طراحيز آغازگرهاياوليگو، افزار نرم

5´-AAGGGCCTGAGCTACGAG-3´ عنوانبه 

 ´TGCTGGCGGCTCACTTG -3-´5و پيشرو آغازگر
 برگشتيبه عنوان آغازگر
م 10X PCR، بافرµl20 PCRدر هر واكنش زاني به

µl 2MgCl2مولار، ميلي5/1 به مقدارdNTP م زاني به
 هر كدام برگشتيو پيشرومولار، آغازگر ميلي200

µl6/0م دµl6/14 زاني، آب دو بار تقطيربه آاني، آنزيم
و الگو1ز به مقدار مرايپل  به  DNAي واحد آنزيمي
از. نانوگرم مورد استفاده قرار گرفت50زانيم اين مواد

ك مرحلهي با PCR واكنش.گرديدشركت سينا ژن تهيه 
قهيدق5و مدت سانتيگراد94ين واسرشت در دمايآغاز

آن. شروع شد تكث35پس از سهيري چرخه  شامل
دقيبه مدت گراد سانتي درجه94يمرحله متوال قه،يك

دقيبه مدت سانتيگراد درجه 52 ويك  درجه72قه
دقي به مدت سانتيگراد شديك در مرحله آخر. قه انجام

وي درجه برا72يقه در دمايدق10ك مرحلهي  امتداد
در تمام رشتههمانندسازياتمام شدها در. نظر گرفته
ژلي بر روPCR صحت كار، محصولي بررسيان برايپا

شد1آگارز ا. درصد الكتروفورز ني قابل ذكر است كه در
 استخراجياز منبع ژنومگلوتاتيون ترانسفراز پژوهش ژن

سازي توسط ستون پس از خالصPCRمحصول.شد
 MWG توسط شركت PCR محصوليساز كيت خالص

.شدين توالييتع پيشروآلمان در جهت
و آناليز خصوصيات يك ژن، امروزه  از طريق جستجو

مييتوال افزارهاي نرم. شود در دسترس آن انجام
ژن مختلفي براي آناليز ويژگي و هاي متعددي از ها

در پروتئين . قابل استفاده هستندي اطلاعاتيها پايگاهها
از در اين پژوهش توالي  توسط DNAهاي بدست آمده

، ProDom ،PROSITE ،SMART ،CDD نرم افزارهاي

CDART ،BLOCKS،PfamوBLAST از.ديآناليز گرد
 افزار از نرمي مورد نظرها تواليبراي ترجمه سوي ديگر،

Transeq شداس  CLC Sequenceافزار به كمك نرم.تفاده

viewer به روش هايي نيز شجره نامهNeighbor Joining 
)Saitou & Nei, 1987(و اساس شباهتبرو ها

و پروتئيني موجود در توالي نوكلئوتهاي تفاوت يدي
و توالي ژن  هاي مختلف گياهي گونههاي هاي يافت شده

براي همچنين.تهيه گرديدژنيموجود در بانك جهان
 ClustalW،(Thompson etاز الگوريتمها توالييآرائ هم

al., 1994)افزار موجود در نرمBioEdit )Hall, 1999(
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. استفاده شد

و بحث  نتايج
 باندهايي در حدودPCRنش پس از انجام واك

bp600 بادر گندميها نمونهيبرا آگارز ژل الكتروفورز

.دگردمي مشاهده1شكلدركهبه دست آمد درصد1
 در بانكيتعيين توالپس از PCR هاي محصول نمونه
به مشخصي دسترسيها با شمارهNCBIژنيجهان

 تعيين به همراه طول قطعات1د كه در جدوليثبت رس
. شده آورده شده استيتوال

12 1110987654321

 به ترتيب عبارتند از گندمهاي زرين، الوند،12تا1ه ها از شمارنمونه. رقم گندم محصول پي سي آر يازدهالكتروفورزژل-1شكل
و ماركر .bp100 بيات، داراب، شاهي، سرداري، اميد، چمران، روشن، ماهوتي، بزوستايا

ژن-1جدول طولوNCBIشماره دسترسي در بانك جهاني
 Tauگلوتاتيون ترنسفراز كلاس هاي بدست آمده از ژن توالي

 ارقام گندم
 شماره دسترسي در بانك ژن طول قطعه رقم گندم
 FI131235 655 الوند
 FI131243 640 اميد
 FI131236 640 بيات
 FI131237 456 بزوستايا
 FI131238 456 چمران
 FI131244 550 روشن
 FI131248 643 زرين
 FI131239 636 داراب
 FI131246 628 سرداري
 FI131247 592 شاهي
 FI131242 645 ماهوتي

ژن توالي ون ترانسفرازيگلوتاتهاي بدست آمده همان
و برا Tauكلاس  وائتيبود  تحليل يد تجزيه

شدبيوانفورماتيك در مورد آن شكلو2جدول. ها انجام
به ترجمه تواليCي انتهاوNي انتها تأييد نواحي2 ها

ون ترانسفراز گندم الوند را به عنواني گلوتاتپروتئين
نشان هاي اطلاعاتي بانكازي برختوسطنمونه، 

Cي انتهاوNي انتهانواحي اساس بر اين.دنده مي

بهها ترجمه توالي  ون ترانسفرازي گلوتاتپروتئين متعلق
.است

ي بانك اطلاعات توسط GSTنواحي ژنهاي تأييد-2 جدول
ProDom 

E value Score Gene aProDom Domain Position 

4e-07 129 Bronze-2 PDA0K044 19-70 

4e-16 206 GstT1 PD002744 20-60 

3e-08 138 Bronze-2 PD085544 20-60 

1e-12 177 Gst TSI-1 PD599945 61-109 

2e-17 219 Bronze-2 PD337149 137-184 

a-ژنهاي Bronze-2 وGst TSI-1 هر دو GST كلاس Tau و به ترتيب
. مي باشندAegilops tauschiiو Zea maysمتعلق به گياهان
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 PROSITEي توسط بانك اطلاعاتC انتهايوN انتهاي تأييد نواحي-2شكل

بايهايسه توالي مقا  موجوديها توالي به دست آمده
 به دست آمدهيها تواليدر بانك ژن نشان داد كه

ساي درصد90شباهت ير گلوتاتيون ترانسفرازهاي را با
ژ. داردTauكلاس ون ترانسفرازي گلوتاتيهاناز آنجا كه

ايي داراTauكلاس   حفظ كاملاًينترون در نواحيك
م ازي با استفاده از نتاتوانمي باشنديشده ج حاصل
Blastا  قطعاتي مورد نظر را كه براينتروني قسمت

و با حذفيي نوكلئوتيد بود، شناسا99يافت شده  نمود
افتي ژن مربوطه دست cDNAيقسمت مذكور به توال

 به دست آمده با انواعيها تواليسهيمقا).4و3شكل(
گيها كلاس اهان نشاني مختلف گلوتاتيون ترانسفراز در

 از گلوتاتيون ترانسفراز كلاسها توالييدهد كه تماميم
Tauنوع گلوتاتيون8ياه گندم دارايگ. باشنديم 

 به دست آمدهيها توالي است كه Tauترانسفراز كلاس
زشباه با  TaGstU4 مربوط بهcDNA را به تواليياديت

به cDNAو توالي AF004358يشماره دسترس  مربوط

TaGst28E4ي با شماره دسترسAF479764 نشان
نتيم و3 شكل BLASTجه جستجوييدهند كه در

ف شكليلوژنتيدرخت م5كي به علاوه. شودي ديده
تيها توالي يوال يازده رقم گندم شباهت زيادي با

گلوتاتيون ترانسفراز به دست آمده براي گياه خارشتر
).5شكل(دارد 

همچنان كه در شكل مشخص . NCBI توالي ژن گلوتاتيون ترانسفراز گندم الوند به عنوان نمونه در بانك ژن Blast نتيجه-3شكل
تها توالياست دو توالي نخست مربوط به  و تواليهاي بعدي مربوط به  در Tau ژن گلوتاتيون ترانسفراز كلاس cDNAواليي ژنومي

.گياهان مختلف است
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و خارشتر همرديفي توالي-4شكل .هاي ژن گلوتاتيون ترانسفراز يازده رقم گندم
. نوكلئوتيدي در داخل كادر نشان داده شده است99ناحيه اينتروني

از هاي خارجي در بانك اطلاعاتي با توالي گندمTauاع گلوتاتيون ترانسفراز كلاس درخت فيلوژنتيكي انو-5شكل هاي به دست آمده
و . Neighbor Joiningاند به روش يازده رقم گندم در اين پژوهش كه با علامت مربع مشخص شده شماره دسترسي هر ژن در برابر آن

.هاي يافت شده در اين پژوهش را نشان مي دهد مشابه با تواليپيكان ها توالي گندم هاي. در داخل پرانتز آمده است
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ازيتوالي آمينواسيدهمرديفي  قطعات بدست آمده
cDNAاز گندم نان با نزديك ترين پروتئين حاصل

و تطابق با TaGstU4 يعني توالي BLASTجستجوي 
عناصر ثانويه ساختاري پروتئين مذكور، كه ساختار

كه به دست آمده است، كريستالوگرافي آن نشان داد
و صفحه بتا2حاوي پيدا شده براي گياهان گندميتوال
همچنين ساير. است مارپيچ آلفا در ساختار ثانويه خود8

مي به لوپآنهاي قسمت .دنشو هاي بينابيني مربوط
و جداسازي ژن و شناسائي ها در مهندسي ژنتيك

يهاميژن آنزانتقال. بررسي فيلوژنتيك آنها كاربرد دارد
به دليل Tauگلوتاتيون ترانسفراز به خصوص كلاس

سماينكه  طي، شرايدر كاهش اثرات خطرناك مواد
نينامساعد محيط  ها موثرندز اثر سوء پاتوژنيو
(Kilili, 2004) ،در تحملراياد اثرات چندگانهنتوانمي

غيستيزي مختلفها تنش پيگي برايستيرزيو ياه در
 ساير تكميل براي بيشتري مطالعات لذا.دناشته باشد

 جداسازيبه منجردتوانميها توالي اين هاي قسمت

 كه براي انتقال ژن مفيد گردد مربوطهيها كامل ژن
 فيلوژنتيك آنزيم گلوتاتيون ترانسفرازهاي بررسي.است

ا نشان داده است كه كلاس ز هاي مختلف اين پروتئين
و يا همگرائي در يك جد مشترك  طي فرآيند تفرق

.)Dixon et al., 2002(اند بوجود آمدهها تنشپاسخ به
مضاعف شدن ژن، جابجا شدن نواحي اگزوني، كراسينگ

و اسپليسينگ نواحي انتهاي   از CST پروتئينCآور
اند كه اعضاء مختلف خانواده هائي بوده جمله مكانيسم

 ;Armstrong, 1998) اند پروتئين را بوجود آورده اين

Wongsantichon & Ketterman, 2005) . هنوز سوالاتي
 مطرح است، از جمله گلوتاتيون ترانسفرازآنزيم در مورد

 ترين جزء فراوانPhiو Tauهاي آنكه چرا كلاس
ژنهستند CSTهاي كلاس  هاي اينو اينكه بيان

ازگردميپروتئين چگونه تنظيم و آيا به غير د
هاي ديگري از كلاسي شناخته شده فعليها كلاس

. در گياهان وجود داردگلوتاتيون ترانسفراز
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