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چکیده
سابقه و هدف: اثر سمی کادمیوم بر پارامترهای رشدی و تقسیم سلولی در مناطق مریستمی گیاهان مختلف به اثبات رسیده است. 
اما با وجود این شواهد، مکانیزم های مولکولی دقیق این فرآیند به خوبی شناخته نشده است. هدف از این تحقیق بررسی اثر کادمیوم بر 
بیان ژن های cyclin B1 و CDK-A در نوک ریشه گیاهچه های گندم، برای شناخت مکانیزم های مولکولی تاثیر کاهشی کادمیوم بر 

رشد است.
مواد و روش ها: نوک ریشه گیاهچه های گندم رشد کرده در محیط های کشت حاوی غلظت های 0، 5، 10، 15، 20، 30، 60، 
90 و 120 میلی گرم بر لیتر کلرید کادمیوم برای استخراج RNA و انجام RT-PCR با استفاده از پرایمرهای اختصاصی این ژن ها مورد 

استفاده قرار گرفت.
یافته ها: یافته ها نشان داد که  بیان ژن cyclin B1 در غلظت های 5، 10 و 15 میلی گرم بر لیتر کلراید کادمیوم تغییری نداشته است، 
اما در غلظت های بالاتر از 15 میلی گرم بر لیتر اثر کاهشی آن بر روی بیان ژن کاملا مشهود است. همچنین بیان ژن CDK-A در غلظت 

های 60، 90 و 120 میلی گرم بر لیتر کادمیوم تحت تاثیر کاهشی کادمیوم قرار گرفت.
 cyclin B1 نتیجه گیری: کاهش رشد ریشه و کلوپتیل گیاهچه های گندم تیمار شده با غلظت های مختلف کادمیوم، به بیان دو ژن

وCDK-A و به عوامل ناشناخته دیگری غیر از بیان این دو ژن بستگی دارد.
RT-PCR ،CDK-A ،cyclin B1 ،کلمات کلیدی: بیان ژن، کادمیوم

مجله تازه هاي بیوتکنولوژی سلولي- مولكولي
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مقدمه
موضوع  سنگین  فلزات  ترین  سمی  از  یکی  عنوان  به  کادمیوم 
مطالعات زیادی در طی سال های اخیر بوده است )1،2،4،20( 
این فلز به عنوان یکی از مهم ترین آلاینده های محیط زیست 
به شمار می رود که روز به روز به وسعت و میزان آلودگی آن 
بر اثر فعالیت های صنعتی در طبیعت افزوده می شود )5،20(. 

کادمیوم اثر چند گانه بر روی موجودات زنده در سطوح مولکولی، 
از  نیز  گیاهان  بر رشد  کادمیوم  تاثیر   .)7( دارد  بافت  و  سلولی 
کادمیوم  است که  ثابت شده  و  بوده  مطالعه  مورد  موارد   جمله 
تنفسی،  فتوسنتزی،  فرآیندهای  روی  بر  سمی  اثر  تواند  می 
سیستم انتقال الکترون و ساختار کلروفیل داشته باشد )1،2،3(. 
تقسیم سلولی در نقاط مریستمی یکی دیگر از مواردی است که 
تحت تاثیر تیمار کادمیوم قرار می گیرد )4(. گزارشات موجود 
در  را  سلولی  تقسیم  تواند  می  کادمیوم  که  است  آن  از  حاکی 
ناحیه مریستمی تحت تاثیر قرار دهد، به طوری که گزارش شده 
است که کادمیوم در غلظت های کم )4-1 میکرومول( موجب 
افزایش رشد در گیاهان  به دنبال آن  و   افزایش تقسیم سلولی 
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می شود و در سطوح بالاتر از این غلظت ها موجب کاهش تقسیم 
و به دنبال آن موجب کاهش رشد می گردد )20(. اثر ژنوتوکسی 
کادمیوم نیز از جمله موارد مورد مطالعه بوده است و تاثیر آن 
بیان ژن ها مورد مطالعه قرار گرفته است  DNA و  بر ساختار 
)20،25(. چرخه و تقسیمات سلولی و بیان ژن های سلولی نیز 
می تواند تحت تاثیر کادمیوم قرار گیرد. طبق گزارش روبرت و 
جوانا )25( کادمیوم بیان ژن cyclin B1 دخیل در چرخه سلولی 
را تحت تاثیر قرار داده و در غلظت های بالا )11-6 میکرومول( 
ژن بیان  بر  تاثیری  اما  شود  می  ژن  این  بیان  کاهش  موجب 

مرحله  پایان  در   cyclin  B1 ژن  بیان   .)25( ندارد   CDK-A 
G2 تقسیم سلولی اتفاق می افتد )11،26(. اما ژن CDK-A در 

طول کل چرخه سلولی در گیاهان بیان می شود )23(. در همه 
موجودات یوکاریوتی تقسیم سلولی توسط کمپلکس پروتئینی 
شده  CDK-A تشکیل  و   cyclin  B1 از که  شود  می  تنظیم 
 است )16،22(. هدف از این مطالعه بررسی اثر کادمیوم بر بیان 
ژن های cyclin B1 و CDK-A در نوک ریشه های گیاهچه ای 
گندم برای شناخت مکانیزم های مولکولی )در سطح بیان ژن( 

این اثر بر روی رشد می باشد. 
مواد و روش ها

مواد گیاهی
به منظور انجام آزمایش ابتدا بذور رقم کاسگوژن گندم از موسسه 
اصلاح بذر و نهال خراسان تهیه و با استفاده از هیپوکلرید سدیم 
5 % ضد عفونی و بعد از سه بار شستشو با آب مقطر به محیط 
جوانه زنی انتقال داده شدند. تعداد زیادی از بذور )250 عدد( 
برای جوانه زنی در هر تیمار استفاده شدند. محیط جوانه زنی 
ظروف پلاستیکی 25×20 سانتی متری بودند که با استفاده از 
انتقال  از  کاغذ صافی واتمن کف آن ها پوشانده شده بود. بعد 
بذور به این محیط، نمونه ها تحت تیمار غلظت های 0، 5، 10، 
15، 20، 30، 60، 90 و 120 میلی گرم بر لیتر کلرید کادمیوم 
قرار گرفتند. ظروف حاوی بذور به اتاقک کشت با دمای 20±2 
درجه سانتی گراد منتقل و هر 24 ساعت یک بار محیط جوانه 
زنی آن ها کنترل گردید. پس از 4 روز، اندازه گیری طول ریشه 
انتهای 4- 3  و  انجام شد  از خط کش  استفاده  با  کلئوپتیل  و 
میلی متری ریشه ها جهت استخراج RNA جدا شده و در داخل 
های  نمونه  شد.  داده  قرار  لیتری  میلی  نیم  های  میکروتیوب 

مذکور پس از انجماد با نیتروژن مایع تا زمان استفاده به فریزر 
80- درجه سانتی گراد انتقال داده شدند. این آزمایشات با سه 
بار تکرار و در قالب طرح کاملا تصادفی انجام گرفت و مقایسه 
میانگین ها با استفاده از نرم افزار SPSS و آزمون LSD انجام 

گردید.
RT-PCR و شرایط آزمایش RNA استخراج 

 استخراج RNA کل از انتهای 4-3 میلی متری ریشه های فریز 
 )Takara- Japan( تاکارا RNA شده با استفاده از کیت استخراج
طبق پروتوکل شرکت سازنده انجام گرفت. در این روش 100 
میلی گرم از انتهای ریشه های فریز شده، با استفاده از نیتروژن 
مایع در داخل هاون چینی پودر گردید و به محلول استخراج 
RNA که در میکروتیوب های مخصوص شرکت سازنده ریخته 

شده بود انتقال داده شد. پس از استخراج لازم بود که آنالیزهای 
کمی و کیفی RNA استخراج شده صورت گیرد برای آنالیز کیفی 
 (Thermo Scientific Nanodrop 2000 نانودراپ  دستگاه  از 
(Spectrophotometry., U.S.A و ژل آگارز استفاده شد. برای 

 RNA ژنومی، مقدار 2 میکروگرم DNA از RNA حذف آلودگی
به    DNAse I (Fermentas-Germany)آنزیم با  استخراج شده 
مدت 30 دقیقه در 37 درجه سانتی گراد تیمار شد و ماحصل 
آن برای سنتز  cDNA مورد استفاده قرار گرفت. بدین منظور از 
کیت سنتز cDNA (Fermentas) و الیگومرهای 15 نوکلئوتیدی 
dT (Fermentas) به عنوان پرایمر استفاده شد. سپس به منظور 

آنالیز کمی RNA استخراج شده از پرایمرهای ژن یوبیکوئیتین 
که همیشه در سلول بیان می شود )Housekeeping( استفاده 
گردید. پس از آن واکنش PCR با دو میکرولیتر از cDNA سنتز 
شده، 5 پیکومول از پرایمر های اختصاصی مربوط به ژن های  
 cyclin  B1 و CDK-A )جدول 1( و 1/5 واحد آنزیمی آنزیم 

Pfu (Fermentas) انجام شد. شرایط واکنش شامل واسرشتگی 

اولیه 4 دقیقه در 94 درجه سانتی گراد، سپس 35 سیکل به 
ترتیب 94 درجه سانتی گراد به مدت 1 دقیقه، 55 درجه سانتی 
یک  مدت  به  گراد  سانتی  درجه   72 دقیقه،   1 مدت  به  گراد 
دقیقه و در نهایت مرحله پایانی 72 درجه سانتی گراد به مدت 
کنترل  برای   .)Thermocycler-Biometra( شد  انجام  دقیقه   8
برای  و  شد  استفاده  ژنومی   DNA های  نمونه  تکثیر  از  مثبت 
کنترل منفی واکنش بدون RNA انجام گردید. شدت باندهای 

تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره دوم، شماره هشتم، پاییز 1391 بررسی تاثیر کادمیوم....
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 Total lab تکثیر شده با استفاده از نرم افزار DNA نمونه های
اندازه گیری شد.

 بررسی میزان بیان ژن های  cyclin B1 و CDK-A با 
)RT-PCR(رونوشت برداری معکوس

CDK-A در  و   cyclin B1 های  ژن  بیان  سطوح  آنالیز  برای 
این  اختصاصی  پرایمرهای  از  کادمیوم  مختلف  های   غلظت 
ژن ها استفاده شد. پرایمرهای ژن CDK-A از مقاله روبرت و 
  cyclin B1جوانا )25( اقتباس گردید و پرایمرهای مربوط به ژن
 T054983.1 از توالی نوکلئوتیدی این ژن در ذرت که با شماره
در بانک ژن )NCBI( قابل دسترس بود با استفاده از نرم افزار 
پرایمر پریم  )Primer prime 3( طراحی و توسط شرکت بایونیر 
)Bioneer( سنتز گردید. توالی پرایمرهای مورد استفاده به شرح 

زیر است:

cyclin B1: 5’-CATAGCATAGGGTGAGATAG-3'
5’-ATCTTGCTGTGATCATCTAACACC-3'

CDK-A: 5’-GTTAGGCGAGCGAAGATAGG-3'
5’-GTGAGAAAAGTCGCCAATGG-3'

یافته ها
تاثیر غلظت های مختلف کادمیوم بر رشد ریشه گیاهچه 

های گندم

4 روز پس از تیمار بذور گندم با غلظت های 0، 5، 10، 15،20، 
ریشه  طول  کادمیوم،  لیتر  بر  گرم  میلی   120 و   90  ،60  ،30
بجز  ها  غلظت  همه  در  شد.  گیری  اندازه  گندم  های  گیاهچه 
محدود  و  کاهشی  تاثیر  کادمیوم  لیتر  بر  گرم  میلی   5 غلظت 
کنندگی بر روی رشد ریشه ها داشت و این اثر محدود کنندگی 

اثر منفی کادمیوم بر رشد کلئوپتیل گیاهچه های گندم با افزایش 
غلظت شدید تر شد. اما در غلظت 5 میلی گرم بر لیتر مشابه با 
ریشه ها اثر افزایشی در کلئوپتیل ها مشاهده گردید )شکل1(. با 
احتمال 0/05 درصد  (P < 0.05) معنی دار بود. اما در غلظت 5 
میلی گرم بر لیتر کادمیوم اثری افزایشی بر رشد ریشه گیاهچه 
های گندم نشان داد. همچنین در غلظت های بالای 30 میلی 
گرم بر لیتر، اثر سمیت علاوه بر کاهش رشد ریشه ها به شکل 

قهوه ای شدن بافت های انتهای ریشه ها مشاهده گردید.

و ریشه چه گیاهچه  میانگین طول کلئوپتیل  مقایسه  نمودارهای  شکل 1- 
های گندم در غلظت های مختلف کادمیوم با نمونه شاهد. مقایسه میانگین 
ها با آزمون LSD انجام شد. ستون های دارای حرف مشترک اختلاف معنی 

 .(P < 0.05) داری ندارند

شکل2- بیان ژن های cyclin B1 و CDK-A در انتهای 4-3 میلی متری ریشه های گیاهچه ای گندم. شکل الف- باندهای حاصل از )RT-PCR( ژن cyclin B1 ، شکل 
ب- باندهای حاصل از )RT-PCR( ژن CDK-A را نشان می دهند. شدت باندها با استفاده از نرم افزار Total lab اندازه گیری و در نمودار ج- نمایش داده شده اند.

، اکبر عظیمی و همکاران تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره دوم، شماره هشتم 
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 CDK-Aو cyclin B1  ژن های mRNA سطوح بیان
تاثیر کادمیوم بر میزان بیان ژن های cyclin B1 و CDK-A با 
استفاده از رونوشت برداری معکوس )RT-PCR( از RNA  حاصل 
از ریشه ها که 4 روز پس از تیمار تحت غلظت های 0، 5، 10، 
15 ،20، 30، 60، 90 و 120 میلی گرم بر لیتر کلرید کادمیوم 
مورد  بود  شده  استخراج  ها  ریشه  متری  میلی  سه  انتهای  از 
  RNAاز )RT-PCR( آزمون قرار گرفت. رونوشت برداری معکوس
رشد  مریستمی(  )نقاط  های  چه  ریشه  نوک  از  شده  استخراج 
کرده در غلظت های مختلف کادمیوم با استفاده از پرایمرهای 
ژن های مربوطه با استفاده از تکثیر PCR و در مقایسه با نمونه 
 B1 مربوط به ژن mRNA های شاهد انجام گرفت. سطح بیان
cyclin در غلظت 5، 10 و 15 میلی گرم بر لیتر نسبت به نمونه 

غلظت  در  آن  بیان  میزان  اما  )شکل2(.  نداشت  تغییری  شاهد 
های 20، 30 و 60 میلی گرم بر لیتر کاهش یافت و این کاهش 
با افزایش غلظت کادمیوم روند شدید تری پیدا نمود. در غلظت 
آوردن  بدست  وجود  با  کادمیوم  لیتر  بر  گرم  میلی  و120   90
RNA باندی از رونوشت برداری معکوس )RT-PCR( آن حاصل 

نشد. باند های حاصل از RT-PCR ژن CDK-A  نشان می دهد 
که مقدار بیان این ژن در هیچ یک از تیمارهای 5، 10، 15، 20 
و 30 میلی گرم بر لیتر در مقایسه با نمونه شاهد تغییری نیافت، 
اما در غلظت های 60 و 90 میلی گرم بر لیتر کاهش یافت و در 
غلظت 120 میلی گرم بر لیتر از کادمیوم با وجود بدست آوردن 
RNA باندی از رونوشت برداری معکوس )RT-PCR( آن بدست 

نیامد )شکل 2(. 
بحث 

است  زمین  پوسته  در  موجود  عناصر سنگین  از  یکی  کادمیوم 
برای  تنها  نه  و  آید  نمی  حساب  به  ضروری  عناصر  جزء  که 
مقادیر  در  حتی  نیست  ضروری  گیاه  فیزیولوژیکی  فرایندهای 
بسیار کم نیز برای گیاهان و جانوران سمی شناخته شده است 
میلی   5 غلظت  در  کادمیوم  که  داد  نشان  مطالعه  این   .)30(
های  کلئوپتیل  و  چه  ریشه  رشد  بر  افزایشی  اثر  لیتر  بر  گرم 
نیز  همکاران  و  چی  ژلین  توسط  افزایشی  اثر  این  دارد،  گندم 
گزارش شده بود )30( کاهش رشد یکی از اولین اثرات کادمیوم 
مانند  دلایلی  به  تواند  می  رشد  در  اختلال  است،  گیاهان  بر 
در  اختلال   ،)9( یاخته  دیواره  کشسانی  و  یاخته  آب  کاهش 

تعادل آبی گیاه به دلیل کاهش اندازه و تعداد آوند های چوبی، 
و   Fe+2  ،Mg+2،Ca+2 مانند  غذایی ضروری  عناصر   کاهش جذب 
+K  )13( ایجاد شود. همچنین کاهش تولید بیومس می تواند 

متابولیسم  و  تنفس  فتوسنتز،  فرآیندهای  در  اختلال  دلیل  به 
اثر غلظت های سمی کادمیوم رخ داده  نیتروژن )6،8،14( در 
کادمیوم  لیتر  بر  گرم  میلی   5 غلظت  رسد  می  نظر  به  باشد. 
دارد.  و کلئوپتیل گندم  ریشه  بر روی رشد   اثر تحریک کننده 
دخیل  های  ژن  عنوان  و CDK-A به   cyclin B1 های ژن 
نقاط  در  رشد  موجب  که  اند  شده  شناخته  سلولی  چرخه  در 
این  بیان  در  افزایش  یا  رو کاهش  این  از   مریستمی می شوند. 
بنابراین  تغییر در میزان رشد گردد.  به  تواند منجر  ژن ها می 
تاثیر یک عامل غیر زیستی در کاهش رشد می تواند نتیجه اثر 
سایر  یا  و   CDK-A و  cyclin B1  های ژن  بیان  بر  عامل   آن 
روشن  خوبی  به  امروزه   .)25( باشد  رشد  در  دخیل  های  ژن 
شده است که کادمیوم می تواند از نظر کارکردی جایگزین روی 
است که شرایط  )Zn+2( یک عنصر ضروری  روی   .)28( گردد 
تنظیمی ژن های  نقاط  بر روی  را  رونویسی  فاکتورهای  اتصال 
مختلف فراهم می آورد )27(. این یون جزئی از ساختار آنزیم 
کنند  می  شرکت  ترجمه  و  سازی  همانند  در  که  است  هایی 
های  غلظت  در  رشد  بر  کادمیوم  کنندگی  تحریک  اثر   .)21(
روی  بین  رقابت  به  است  ممکن  لیتر(  بر  گرم  میلی   5( پایین 
مشابهی  سلولی  های  سایت  به  اتصال  برای  کادمیوم  و   )Zn+2(

مرتبط باشد که با کادمیوم میل اتصال بالاتری دارند )15(. در 
بررسی کشت سوسپانسیونی توتون غلظت هایی از کادمیوم که 
مقدار  افزایش  به  منجر  داشتند،  رشد  بر  کنندگی  تحریک  اثر 
RNA و سنتز پروتئین شده است و این در حالی بود که میزان 

سنتز DNA تغییری نداشت )15(. از طرف دیگر در سلول های 
)100پیکومول  سلولی  تقسیم  کننده  تحریک  غلظت  جانوری 
بر لیتر کادمیوم( موجبات افزایش سنتز DNA را فراهم آورده 
بیان  روی  بر  فقط  حاضر  مطالعه  در  اصلی  تمرکز   .)30(  است 
ژن های cyclin B1 و CDK-A بوده است. افزایش در رشد در 
بیان  سطوح  در  تغییری  کادمیوم  لیتر  بر  گرم  میلی   5 غلظت 
هیچیک از دو ژن مورد مطالعه نشان نداد. نتیجه این پژوهش 
این دو  بیان  از  این مطلب است که عوامل دیگری غیر  گویای 
ژن می تواند بر افزایش رشد تاثیر داشته باشد. گزارشات حاکی 
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از آن است که افزایش رشد در تیمار با غلظت های کم عناصر 
سنگین، می تواند به دلیل هایپرپولاریزه کردن غشاهای سلولی 
که منبع انرژی برای جذب کاتیون ها را افزایش می دهد و یا 
به دلیل افزایش فعالیت آنزیم هایی مانند پروتئازهای یاخته ای 
های  غلظت  در  ها  ریشه  رشد  کاهش   .)12،17،18،19( باشد 
مشهود  بیشتر  غلظت  افزایش  با  لیتر  بر  گرم  میلی   5 از  بالاتر 
با  کادمیوم  تداخل  دلیل  به  تواند  می  کاهشی  اثر  این  گردید. 
زینتی  گیاه  ریشه  در   .)2( باشد  سلولی  تقسیم  های  مکانیزم 
میتوزی  های  شاخص  کاهش  به  منجر  سرب  تجمع    lupine

بود  cyclin همراه  با کاهش میزان پروتئین  امر  این  گردید که 
تقسیم   G2 مرحله  پایان  در   cyclin  B1 ژن  بیان   .)10،24(
سلولی اتفاق می افتد )11،26(. اما ژن CDK-A در طول کل 
چرخه سلولی در گیاهان بیان می شود )23(. در تمام موجودات 
تنظیم  پروتئینی  کمپلکس  توسط  سلولی  تقسیم   یوکاریوتی 
می شود که از محصول دو ژن cyclin B1 و CDK-A  تشکیل 
 شده است )22،16(. بنابراین محدود شدن بیان هر کدام از این 
گردد.  رشد  و  سلولی  تقسیم  محدود شدن  موجب  باید  ها  ژن 
 B1 همان طور که در این تحقیق مشاهده گردید میزان بیان ژن
cyclin در غلظت بالاتر از  15میلی گرم بر لیتر که محدودیت 

رشد را به دنبال داشت، کاهش یافت، در حالی که سطح بیان 
بر  گرم  میلی  و 120   90 ،  60 های  غلظت  در  تنها   CDK-A

در  که  این  به  توجه  با  گرفت.  قرار  کادمیوم  تاثیر  تحت  لیتر 
تاثیر  با وجود تحت  با غلظت کم کادمیوم،  از تیمارهای  برخی 
و  cyclin B1 های ژن  بیان  رشدی  های  شاخص  گرفتن  قرار 

 CDK-A تغییری نکرده بود، می توان نتیجه گرفت که پاسخ 

متفاوت شاخص های رشدی )افزایش و کاهش رشد( به غلظت 
های بالا و پایین کادمیوم می تواند به عوامل ناشناخته دیگری 
غیر از سطوح بیان ژن های  cyclin B1 و CDK-A وابسته باشد.

تشکر و قدردانی
از همکاری صمیمانه کارشناس آزمایشگاه بیوتکنولوژی دانشکده 
کشاورزی دانشگاه فردوسی مشهد سرکار خانم بوستانی تشکر و 

قدردانی می شود. 
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