
 

 

 

 ژنتيک نوين

 9314 زمستان ،4، شماره همد دوره

 765-754صفحه 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 
 

 آلیناز

 ترکیبات ارگانوسولفور

 تندی

 سیر
cDNA 

 چکیده

 

 

 

 

 

 

 

 

 Allium)های مختلف گوگرد بر بیان ژن کدکننده آلیناز در سیر بررسی اثر غلظت

sativum L.) به روش پی سی آر کمی 

Study of different sulfur concentrations on Alliinase gene expression profile in 

some garlic (Allium sativum L.) clones with QPCR  

 2زرینی، حمید نجفی2تبار، کمال کاظمی1*علی عمارلو

 های نوین زیستی دانشگاه زنجانپژوهشکده فناوری استادیار، -1

 منابع طبیعی ساری دانشگاه علوم کشاورزی و ،دانشیار و استادیاربه ترتیب  -2

Ammarellou A
*1

, Kazemitabar K
2
, Najafi Zarreini H

2
 

1. Assistant Professor, Institute of Modern Biological Techniques, University of Zanjan 

2. Associate Professor, Assistant Professor, Sari University of Agricultural Sciences and Natural 

Resources 

 

 Ammarellou@yahoo.com :نویسنده مسئول مکاتبات، پست الکترونیکی *

 (14/11/49 :تاریخ پذیرش - 22/1/49 :تاریخ دریافت)

 

گرم گوگرد عنصری به ازای  66و 14، 91، 91، 6های صفر، در غلظت (All)در اين تحقيق بيان ژن کد کننده آليناز 

. بررسی شد تکرار سهدر در سه کلون سير در قالب طرح بلوک کامل تصادفی هر واحد آزمايشی در شرايط گلدانی، 

-گرم، از ميزان بيان ژن با شيب ملايمی کاسته 91نتايج آناليز بيان ژن نشان داد که با افزايش غلظت گوگرد از صفر تا 

( گرم 66)ی بسيار بالا هادر غلظت. افزايش شديدی در فعاليت ژن مشاهده شد 14تا  91شده و سپس در فاصله تيمار 

، ضرورت (تيمار شاهد)بالا بودن بيان ژن در شرايط گوگرد کم . خود رسيد يزانسطح بيان ژن ياد شده به حداقل م

و نيز دخالت در تشديد  ACSOs)(و حضور پررنگ آليناز را در بازچرخش آليل سيستئين سولفوکسيد  مشارکت

در جذب و تبديل سولفور به ترکيبات ارگانيک مشارکت دارند را که  (STP)های حامل سولفات فعاليت پروتئين

گرم از ضرورت درگيری اين ژن برای جبران کمبود  91تا  6با تامين سطوح گوگردی در مقياس . دکنتوجيه می

های سلولی به حداکثر گرم، تجميع ترکيبات گوگردی در واکوئل 14با افزايش سطوح گوگردی تا . شودکاسته می

-افزايش بيش از حد گوگرد می. خود می رسد که اين خود ارتباط مستقيمی با بيان ژن آليناز خواهد داشت مقدار

تواند به سطوح سميت سلولی نزديک شده و متابوليسم کلی گياه را که متابوليسم گوگرد بخشی از آن است تحت 

-تواند در برنامهير، مهندسی ژن مسئول آن میبا توجه به نقش کليدی آنزيم آليناز در ميزان تندی س .تاثير قرار دهد

 .های سير حائز اهميت باشدهای اصلاحی متابوليت

 های کلیدی‬واژه
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  مقدمه

 از خانواده آلیاسه و بعد از پیاز  .Allium sativum Lسیر

 22با تولید جهانی بیش از  Alliumترین گیاه از جنس پرمصرف

میلیون تن در سال بوده که میزان تولید و مصرف آن از روندی 

های گونه در میان  (.Chen et al. 2014)افزایشی برخوردار است 

های بسیار معروف با  جنس، سیر و پیاز از گونه شناخته شده این

 Tocmo et) ندباش خواص سلامت بخشی بالا و اثرات دارویی می

)al. 2015 )اکسیدانت بودهدارای اثرات ضد میکروبی و آنتی رسی 

 (.Ovesna et al. 2015) باشدکلسترول خون می کاهنده و

ن، هند، مهمترین کشورهای تولیدکننده سیر دنیا، کشورهای چی

 and Tovar-Soto 2012) دباشکره جنوبی، مصر و روسیه می

Robledo-Paz. .) ایران رتبه پانزدهم تولید سیر دنیا را داشته و

های زنجان و همدان به طور مشترک رتبه اول تولید سیر  استان

اثرات  (.(FAOSTAT 2014 اند ایران را به خود اختصاص داده

ترکیبات ارگانوسولفور نسبت داده  های بیولوژیکی سیر به ویژگی

 33سیر دارای حدود  .(Agarwal 1996; Block 1992) شودمی

توان به  از جمله این ترکیبات می. نوع ترکیب گوگردی است

آلین، آلیسین، آجوئن، آلیل پروپیل سولفید، دی آلیل تری سولفید، 

 ...آلیل مرکاپتوسیستئین و - Sسالیل سیستئین، وینیل دی تئین،

All) چندین آنزیم از جمله آلیناز. اشاره کرد
، پرکسیداز و ( 

نوع آمینواسید از  11حضور . میروزیناز در سیر حضور دارند

جمله آرژنین و نیز مواد معدنی شامل سلنیوم، جرمانیوم و 

 .Newall et al) دهدهای خاصی به سیر می تلوریوم ویژگی

 هب 1499بار در سال  اولین( دی آلیل تیوسولفات)آلیسین  .(1996

 Cavallito and Bailey) عنوان مسئول تندی در سیر شناخته شد

ده شآلیسین تا زمانی که بافت سیر دچار صدمه و برش ن. (1944

باشد در سیر وجود ندارد اما به محض آسیب و خراش در سیر، 

آلین را به آلیسین  آنزیم آلیناز فعال شده و در اثر سوخت و ساز،

آلیسین متعاقبا به دی آلیل سولفید، دی (. 1 شکل)کند  تبدیل می

آلیل متیل تری سولفید،  آلیل دی سولفید، دی آلیل تری سولفید،

این تجزیه در دمای . دشو ها و آجوئن تبدیل و تجزیه می دی تئین

اتاق در طی چند ساعت و در حین پخت و پز در عرض چند 

                                                           
1
 Alliinase 

 .(Blania and Spangenberg 1991) گیرد دقیقه انجام می

در   گونه که گفته شد پیش ماده عمده و اصلی برای تندی همان

 .باشدمی سیر آلین

ها نیازمند مقادیر قابل توجهی از بیوسنتز ترکیبات معطر در آلیوم

دهد که تندی و رایحه در  تحقیقات نشان می. گوگرد است

. ها با میزان سولفور و نیز نیتروژن خاک ارتباط دارد آلیوم

بولیسم گوگرد رابطه بسیار نزدیکی با متابولیسم نیتروژن از متا

مشاهده شده که تغییرات .  طریق تولید سیستئین آمینو اسید دارد

میزان رونویسی چندین ژن در ریشه پیاز با مقادیر سولفات خاک 

ها  های موجود در ژن تفاوت (.Jones et al. 2004) متناسب است

های مختلف  را در قالب فنوتیپ های هر ژنوم تاثیر خود و الل

ولی اغلب . گذارند موجودات تک سلولی و پرسلولی بر جای می

های شکلی و فنوتیپی مختلفی را  های یک موجود تفاوتسلول

این امر به دلیل تغییر در توالی  .دهند در یک موجود نشان می

DNA های خاص در  ژنوم نبوده بلکه ناشی از بیان متفاوت ژن

های  در ابتدا روش. ها استلف رشد و نمو سلولمراحل مخت

 ، ها، لکه گذاری نورتون بلات مرسوم برای مطالعه بیان ژن

. بود RNase  و سنجش محافظت در برابر هیبریداسیون در جا

گیرند اما  ها مورد استفاده قرار میاگرچه هنوز این روش

 حساسیت پایین آنها و زمان طولانی از عواملی است که باعث

محدودیت کاربرد آنها و رویکرد وسیع محققین زیستی به روش 

. استشده (Real-time PCR) ها در زمان واقعی بیان ژن

در سیر  های مختلف گوگرد به عنوان یک تنش غیرزنده غلظت

. کندهای مرتبط ایجاد  تواند تغییرات مختلفی را در بیان ژن می

لذا یکی از . آلیناز استم خاستگاه بو و رایحه در پیاز و سیر، آنزی

، ژن کنترل کننده های کاندید برای مطالعه تغییرات بیان آن این ژن

معرفی  1491ماهیت آلیناز اولین بار در سال . باشد بیان آلیناز می

های کد کننده آلیناز در  های ژن و اولین بار توالی شدهو تشریح 

ی وزن مولکول. (Druga et al. 2011) شدگزارش  1442سال 

  .Van Damme et al) باشد دالتون می 11911آنزیم آلیناز در سیر 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                           
2
 Pungency 

3
 Northern blot 

4
 In situ hybridization 

5
 RNase protection assay 
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 تولید آلیسین، اسید پیرویک و آمونیوم در اثر واکنش آنزیمی آلیناز با آلین -1شکل

 

وحشی  هایاخیرا دو ژن جدید از این آنزیم در سیر (.1992

ن داده که این آنزیم ارزیابی بیان ژن آلیناز نشا. است شده معرفی

 نسبت به برگ (bulb) ایدر مقادیر بسیار بیشتری در پیاز ذخیره

برابر  1های آلیوم حتی این رقم  گونهبرخی از  در. شود بیان می

در ایران تحقیقات متعددی روی  (.Druga et al. 2011) است

 .استشدهاثرات دارویی و ترکیبات بیوشیمیایی سیر انجام 

داده که تنوع قابل توجهی از   ن در ایران نشانتحقیقات پیشی

ژیکی و نیز محتوی آلیسین در های زراعی و مورفولو ویژگی

ایران وجود دارد و هیچ ارتباط مشخصی بین مناطق  سیرهای  توده

 .Baggalian et al) وجود ندارد آنهاو تنوع ژنتیکی   جغرافیایی

امروز در  متعدد، تا های با همه این گزارش (.2006 ,2005

های سیر  های مرتبط با گوگرد در توده خصوص مطالعه بیان ژن

هرچند در خصوص اثر . ایران، گزارش مستندی وجود ندارد

های مختلف  ترکیبات مختلف سیر در خاموش یا روشن شدن ژن

مرتبط با بیماری، تحقیقات بسیاری در سطح جهان انجام شده اما 

بیان ژن، در خصوص بیان  با توجه به نوپا بودن روش آنالیز

های بسیار  های زیستی و غیرزیستی گزارش های مرتبط با تنش ژن

توان به  ترین کارهای انجام شده می از عمده. اندکی وجود دارد

 Son) های مرتبط با سرما در ارقام سیر اشاره کرد مطالعه بیان ژن

et al. 2012).  

از بیان ژن آلیناز  تریتحقیقات جامعی لازم است تا الگوهای دقیق

این گزارش اولین مطالعه روی  (.Druga et al. 2011) شود درک

های مختلف گوگرد در  تغییرات بیان ژن آلیناز در مواجهه با غلظت

 .باشد می  RT-Real time PCRسطح بیان ژن با استفاده از 

 

  هامواد و روش

ور به توده سیر کش 22که از میان  (T3 و T1، T2) سه کلون سیر

 Ketter and Randle) روش سنجش اسپکتروفتومتری تندی

برای  (Ammarellou et al. 2014) شده بودند غربال، (1998

های مختلف گوگرد انتخاب های حاوی غلظتکشت در گلدان

 ،با توجه به عدم حلالیت گوگرد عنصری در آب و خاک .شدند

توزین و  یگرم گوگرد عنصر 62و 29، 11، 12، 6صفر،  مقادیر

کیلو  12های فوق که حاوی  همراه با باکتری تیوباسیلوس به گلدان

( 1:1:2ماسه و کود دامی به ترتیب به نسبت  :خاک زراعی)خاک 

یک ماه اجازه داده شد تا . شدبود اضافه شده و کاملا مخلوط 

در طول یک ماه هر . دشوفرایند اکسیداسیون میکروبی خاک کامل 

ها در رطوبت مناسب زیر و رو  ک گلدانهفته ضمن آبیاری، خا

شده تا حداکثر شرایط بهینه برای اکسیداسیون گوگرد توسط 

سپس  .(Fallah et al. 2010) دشوهای تیوباسیلوس فراهم  باکتری

در  کلون تند بو ، متوسط و کم بوی مورد مطالعه سههای  سیرچه

 شد،در انتهای فصل ر .شدتکرار کشت  سهدر   متریسانتی 1عمق 

و  mRNAهای آنها جهت استخراج  ها برداشت و سیرچه بوته

 . مطالعات بیان ژن بکار رفت

 mRNAاستخراج 

که  Ribo Spin Plantبا استفاده از کیت  mRNAمراحل استخراج 

 GeneAll Oguem-dong, Songpa-gu, Seoul, Korea از شرکت

ت تر گرم از بافمیلی 122بدین منظور . تهیه شده بود انجام شد

ه و شدتوزین ( های اولیه بخش مریستمی وسط حبه و برگ)سیر 

پودر و  ،سپس در هاون استریل شده، با افزودن نیتروژن مایع

با استفاده از . انتقال یافتلیتری میلی 1/1میکروتیوب  بهسپس 

های مختلف  گیاه در غلظت RNA، دستورالعمل موجود در کیت

ا جهت تست کمیت و کیفیت ه ونهتمامی نم .گوگرد استخراج شد

RNA  درصد الکتروفورز  یکنانودراپ شده و روی ژل آگارز

 . شدند

 cDNAتولید 

 کشور کره Thermoتهیه شده از شرکت  cDNAبا استفاده از کیت 
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 (آکتین)و کنترل داخلی( All)های آغازگر ژن مورد مطالعه آلیناز  مشخصات توالی -1جدول 

 نام ژن ( 1´- 3´)توالی رفت  ( 1´- 3´) توالی برگشت

CATTCACACTTCACCCATGC
 

TGGTGAAAACGCAGAAAGG
 

All 

GGAAAAGCACTTCTGGGCACC
 

CCTAACCGAGCGAGGCTACAT
 

Actin 

 

ه ب. شداقدام  RNAاز نمونه های cDNA جنوبی، نسبت به سنتز

نانوگرم  1تا  1/2کل با غلظت  RNAمیکرولیتر از  دوین منظور، ا

مخلوط شده و توسط آب   Oligo(dt)آغازگر از میکرولیتر یکبا 

 آغازگر جهت اتصال. رسید تریکرولیم 12 فاقد نوکلئاز به حجم

(dt) Oligo دقیقه در دمای 1ها به مدت به الگو، نمونه o
C61  در

میکرولیتر از بافر  چهاربه میزان . قرار داده شدند PCRدستگاه 

Reaction 5x ،میکرولیتر از  یکInhibitor Ribolock RNase، دو 

 Revertمیکرولیتر از آنزیم یک، و dNTP mixمیکرولیتر از 

Aidm-RT ها مخلوط و نمونه. ها اضافه شدبه هر یک از نمونه

o دقیقه در دمای 62ها به مدت نمونه. میکروفیوژ شدند
C 92  در

به  RTسازی آنزیم به منظور غیر فعال. انکوبه شدند PCRدستگاه 

oدر دمای دقیقه  1مدت 
C12  شداین عمل انجام. 

 طراحی آغازگر

توالی ژن مورد  NCBIابتدا از سایت  آغازگربرای طراحی 

 CLC  CLCافزارنرم)و سپس با استفاده از  شدجستجو   (All)نظر

Main Workbench)  ای  ناحیهها بررسی و  توالی ردیفیهممیزان

عد با استفاده در مرحله ب. شدکه بیشترین تطابق را داشت انتخاب 

و  توالی رفتهای پیشنهادی برای  ، توالیPrimer3افزار از نرم

-در گام بعدی با استفاده از نرم. بدست آمد آغازگر توالی برگشت

بررسی شده و همچنین میزان  آغازگر، ساختار فضایی mfoldافزار 

∆G شدبیشتر باشد مقایسه  دوکه نباید از قدر مطلق  آغازگر .

 آغازگرهاکیفیت   Fast PCRافزار ی با استفاده از نرمدرمرحله بعد

نسبت به  NCBIدر گام آخر با ورود به سایت  شده وبررسی 

های مرتبط  توالی پیشنهادی و مشخص کردن گونهبلاست کردن 

 .(1جدول )شد اقدام 

 Real-time PCRانجام 

 1/12میکرولیتر حاوی  21کمی با حجم  PCRواکنش تکثیر 

 12غلظت  با ، یک میکرولیتر از هر آغازگرsybrمیکرولیتر 

میکرولیتر  21دوبار تقطیر به حجم نهایی پیکومول بود که با آب 

مطابق دستورالعمل کیت به این  PCRهای  واکنش .رسانده شد

oسازی اولیه شامل مرحله واسرشته: شرح انجام شد
C41  به مدت

oسازی در چرخه واسرشته 92دنبال آن ه و بدقیقه  1
C

 41 ،o
C11 

oثانیه و  32به مدت  آغازگربرای اتصال 
C

ثانیه  32به مدت  12 

oبرای بسط و در پایان 
C 12  به منظور بررسی . دقیقه 12برای

تکثیر با استفاده از . صحت تکثیر از آنالیز منحنی ذوب استفاده شد

 .انجام شد  Bioradو دستگاه Thermoکیت سایبرگرین شرکت 

  Ctیش، بعد از رسم خط تری شولد، مقادیرپس از اتمام آزما

(Cycle threshold) افزار حاصل از نمودارهای تکثیر از نرمRotor 

gene  به محیطExcel سازی در انتقال داده شد و پس از مرتب

کنترل )دار ها بر اساس تغییرات بیان ژن خانه، داده.Gen Exمحیط 

نرمال شده  2 (ΔCT Target- ΔCT Actin)-آکتین مطابق فرمول ( داخلی

مورد مقایسات آماری  SPSSافزار آماری و سپس با استفاده از نرم

 . و رسم نمودار قرار گرفت

 

  نتایج و بحث

رل داخلی نتبه همراه ژن ک (All)آلینازمنحنی تکثیر ژن کد کننده 

نکته جالب توجه . استنشان داده شده 9آکتین در شکل شماره 

 Real-timeکه برخلاف اغلب آزمایشات در این تکثیر آن بود 

PCR دار زودتر از ژن اصلی وارد تکثیر میکه عموما ژن خانه-

د، آلیناز با فاصله قابل توجهی زودتر از آکتین تکثیر یافته که شو

آنالیز منحنی . باشددهنده بیان بالای این ژن در سیر میاین نشان

ناشی از پرایمر  ذوب ژن نشان داد که تکثیر فاقد هرگونه تکثیر

 (.1 شکل) دایمر بوده و کاملا اختصاصی ژن مورد مطالعه است

طراحی شده در ژل  آغازگر محصول حاصل از تکثیر به کمک

 bp الکتروفورزی آگارز تشکیل یک باند اختصاصی در محدوده

که تکثیر اختصاصی برای ژن مورد مطالعه را به اثبات  داد 222

 .(6شکل) رساند
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 سیرهای برداشت شده در تیمارهای مختلف گوگردی -3شکل

 

 
 (.منقطع -قرمز)همراه با ژن کنترل داخلی ( ممتد  -رنگ سیاه)منحنی تکثیر ژن آلیناز  -9شکل

 

بررسی و مقایسه سطح بیان ژن در گیاهان مورد مطالعه که در 

های مختلف گوگرد عنصری در طول یک فصل زراعی  غلظت

نشان داد که با افزایش ( 1 شکل)د یافته بودند رش (1343-1342)

، با شیب ملایمی از میزان 11سطح گوگرد از تیمار صفر تا تیمار 

 11بیان ژن کد کننده آلیناز کاسته شده و این کاهش در غلظت 

با ادامه افزایش سطح گوگرد عنصری از . دشگرم گوگرد متوقف 

صعودی افزایش طور ه میزان بیان ژن مورد مطالعه ب 29تا  11

 1/2که حالت بیشینه و حدود گرم گوگرد  62در غلظت . یافت

باشد میزان بیان ژن با کاهش قابل توجهی می 29برابر غلظت 

این الگوی تغییرات در . خود رسید یزانمواجهه شده و به حداقل م

تقریبا  (T3 و T1، T2)بیان ژن کد کننده آلیناز در هر سه کولتیوار 

نشانگر پایداری الگوی بیان ژن در پاسخ به یکسان بوده و 

رایحه و  .(1 شکل)باشد های مختلف گوگرد عنصری می غلظت

تواند بوسیله کولتیوار و شرایط رشدی تغییر  ها میتندی در آلیوم

یک فاکنور محیطی عمده که رایحه را در  (.Bedford 1984) دکن

 Sulfur) ن گوگرددهد، میزان تامیخانواده آلیوم تحت تاثیر قرار می

supply ) است که گوگرد در دسترس بالا عموما موجب تشدید

نتایج بررسی بیان ژن کد . (Randle et al. 1993) دشورایحه می

کننده آلیناز در این مطالعه که در تیمار شاهد فعالیت و حضور 

-نسبتا بالایی دارد و با افزایش تامین گوگرد از بیان آن کاسته می

رشات مرتبط با آزمایشات بیوشیمیایی تغییرات آلیناز با شود با گزا

گزارشات اخیر محققین روی  .تامین گوگرد در پیاز مطابقت دارد

رفتار آلیناز در پاسخ به تیمارهای گوگردی حاکی از پاسخ 

فعالیت  اتبر طبق این گزارش. معکوس آلیناز به تامین گوگرد دارد

برابر بیش از  1/1تا  3/1های حاوی گوگرد کم  آلیناز در محیط

 Lewandowska)استهای رشد دارای گوگرد کافی بوده محیط

and Sirko 2008).  لذا در شرایط کمبود گوگرد، فعالیت

که در جذب و تبدیل سولفور به ترکیبات ارگانیک  فاکتورهایی

یت تا لو با تامین گوگرد این فعا شود دخالت دارند برانگیخته می

 موقت کاهش یافته و به عبارتی دورهطور ه سطح مشخصی ب

 .کلیدی است عوامل این برای موقت استراحت
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 .منحنی ذوب ژن کد کننده آلیناز که فاقد هرگونه شکل پرایمردایمر می باشد -1شکل

 

 
حاصل  PCRمحصول  (B ؛جفت باز 1122تا  122ی در محدوده مولکول نشانگر (A. جفت باز 222ژن آلیناز در ژل به طول   PCRتصویر الکتروفورزی محصول -6شکل

 .نازیژن آل از
 

 
 T3 و T1، T2 کلونهای مختلف گوگرد در سه تغییرات بیان ژن آلیناز در غلظت -1شکل
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گرم، با توجه به  29تا  11با تداوم غلظت گوگرد از مقیاس 

های  های جذب شده در سیستم تاثیرات متعدد این غلظت

یده گیاه و احیانا تجمع سوبستراهای رایحه، میزان بیولوژیکی پیچ

بدیهی  .بیان ژن کد کننده آلیناز بطور ناگهانی و شدید افزایش دارد

تانه گوگرد و فراتر از آسبه های بیش از نیاز است که در غلظت

تشکیل ( الف :دو رخداد امکان وقوع دارد ،جذب و متابولیسم

مکن است موجب های غیرسیال که هم م ها و رسوب کلات

و  کندده و متابولیسم کلی گیاه را کاهش و مختل ششوری خاک 

ایجاد ترکیباتی که امکان ( بد و شوبه عبارتی موجب سمیت 

جذب گوگرد را برای گیاه محدود سازند و یا دسترسی سایر 

عناصر کلیدی مانند نیتروژن و فسفر و نیز  متابولیسم کربوهیدرات 

یند این تداخلات موجب کاهش آکه بر تاثیر قرار دهندرا تحت

 .محسوس بیان ژن کد کننده آلیناز خواهد شد
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