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برای بررسی مکانيسم فتوسنتزی گياه آلوروپوس ليتوراليس تحت تنش شوری، در پژوهش حاضر 

ده سپس شروز اعمال  96به مدت  NaClمولار نمک  ميلی 666و ( شاهد)دوسطح بدون نمک 

به اين منظور توالی . های گياه در سطوح فيزيولوژيک و مولکولی مورد ارزيابی قرار گرفت پاسخ

های  از گياه آلوروپوس ليتوراليس جداسازی و بررسیکدينگ اين ژن برای اولين بار 

نتايج نشان داد که ميزان کلروفيل، محتوای نشاسته و ميزان . بيوانفورماتيک روی آن انجام شد

 > P)داری  مولار نمک نسبت به شاهد اختلاف معنی ميلی 666سديم خارج شده از برگ در غلظت 

س از استخراج در پايگاه داده با شماره دسترسی پ  nadp-meتوالی کدکننده ژن. داشتند( 0.05

KP122942.1  که توالی جداسازی شده با  نتايج بلاست نوکلئوتيدی و پروتئينی نشان داد .دشثبت

توالی  تجزيهچنين  هم. ترين همسانی دارد بيش Megathyrsus maximus توالی گونه شورزی

 آمينواسيد بخشی از دامين متصل شونده به 76طول  پروتئينی نيز تاييد کرد که قطعه جداشده با

NAD(P) بيان نسبی نشان داد که بيان ژن تجزيهنتايج . باشد می nadp-me  مولار  ميلی 666در غلظت

دست آمده در پژوهش  با توجه به نتايج به. تر از شاهد بوده است برابر بيش 91/2ميزان  نمک به

تواند نقش موثری در ايجاد تحمل  می nadp-meن توان اظهار داشت که افزايش بيان ژ حاضر، می

 .در برابر تنش شوری در گياه آلوروپوس ليتوراليس داشته باشد
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نمو و عملکرد  عنوان یک تنش غیر زیستی رشد و شوری به

 Zhu ) دهد بسیاری از محصولات کشاورزی را تحت تاثیر قرار می

2002; Flowers and Colmer 2008; Wang et al. 2015)  اغلب

 .Rohini et al) اند محصولات مهم کشاورزی به شوری حساس

چند ژنی است که به دامنه  مقاومت به شوری صفتی (2013

گیاهان شورزی . باشد های فیزیولوژیک مرتبط می وسیعی از فرایند

مولار را تحمل کنند،  میلی 211 - 1911که قادرند شوری بین 

ی مقاومت  ی مکانیسم های پیچیده آل برای مطالعه های ایده زینهگ

 Flowers and Colmer 2008; Tada)روند  شمار می به شوری به

et al. 2014; Bose et al. 2014 .)ها گیاه شورزی  از جمله آن

که با توجه به محتوای ژنومی کوچک  است 1آلوروپوس لیتورالیس

(2n=2X=14()Kaya et al. 2002 )عنوان یکی از  تواند به می

. ترین کاندیداهای مدل ژنتیکی گیاهان شورزی معرفی شود مهم

با  ه و از تیره گندمیانچندسال علفیگیاهی  آلوروپوس لیتورالیس

را تا ( NaCl)تواند شوری  که می باشد می، C4سیستم فتوسنتزی 

 ;Gulzar et al. 2003) مولار تحمل کند میلی 911سطح بالاتر از 

Li et al. 1994) ن تری ترین و پیچیده فتوسنتز یکی از مهم

که با عملکرد رابطه  است های فیزیولوژیکی در گیاهان سبز فرایند

های  شدت تحت تاثیر تنش بهو ( Jeffrey 2007)قیم دارد مست

در اغلب گونه  (.Ashraf and haris 2013) گیرد محیطی قرار می

 های گیاهی تنش اسمزی ناشی از شوری باعث بسته شدن روزنه،

 شود بین سلولی و کاهش نرخ فتوسنتز می CO2کاهش غلظت 

(Nardini et al. 2001) ،یزان از طرف دیگر شوری بر م

تنش  .گذارد اثر می bو  aهای فتوسنتزی مانند کلروفیل  رنگدانه

شوری علاوه بر تنش اسمزی، از طریق ایجاد سمیت یونی به گیاه 

Naغلظت بالای یون که به طوری زند، آسیب می
+
در سیتوپلاسم   

Kهای گیاهی مانع جذب  سلول
ضروری برای  عنصرعنوان  به +

بنابراین گیاهان (. James et al. 2011)رشد و نمو گیاه می شود 

های  های فیزیولوژیک ازجمله تولید اسمولیت با تغییر پارامتر

نشاسته  زساده و پیچیده که از هیدرولی یها سازگار مانند قند

شوند، با این  ای فتوسنتز حاصل می عنوان محصول ذخیره به

 . (Bartels et al. 2005) کنند تغییرات مقابله می

                                                           
1
 Aeluropus littoralis 

. شوری بسیار محدود است اساس مولکولی مقاومت به درک ما از 

های مولکولی  های مناسب برای درک مکانسیم یکی از استراتژی

های درگیر در  شوری، بررسی تغییر بیان رونوشت ژن مقاومت به

 .از جمله فتوسنتز، در گیاهان شورزی است فرآیندهای مهم زیستی

  CAMوC3 ، C4گیاهان براساس مسیر فتوسنتزی به سه گروه 

بخش کوچکی از پوشش گیاهی  C4گیاهان . شوند بندی می تقسیم

گیاهان  دهند و اکثر گیاهان جهان و عمده زمین را تشکیل می

مکانیسم مطالعه . شوند محسوب می C3زراعی جز گیاهان 

های  ورود یک سری از ویژگی علت که به C4فتوسنتزی 

رآیی فتوسنتزی در آناتونومیک و شیمیایی در راستای افزایش کا

تکامل یافته است، ( شوری، خشکی و دمای بالا)شرایط نامساعد 

 . باشد دارای اهمیت می

این سیستم فتوسنتزی با کمک دو گروه مجزای سلولی یعنی 

را با غلظت بالا در CO2 سلول های مزوفیل و غلاف آوندی، 

2اختیار روبیسکو
 Edwards et al. 2004 Maier et) دهد می قرار 

al. 2011;.)  بدین ترتیب که ابتداCO2 های مزوفیل برگ  در سلول

تثبیت  3صورت ترکیب چهار کربنه اگزالو استات به به دام افتاده و

تبدیل شده و مالات به   شود، سپس اگزالو استات به مالات می

  CO2،9های غلاف آوندی منتقل و با تبدیل شدن به پیروات سلول

واکنش تبدیل مالات به . دهد رار میرا در اختیار روبیسکو ق

های غلاف  در کلروپلاست سلول  CO2پیروات و آزاد سازی

NADP-MEآوندی توسط آنزیم 
9 (1.1.1.40 EC )شود کاتالیز می 

(Edwards et al. 2004.)  البته مسیری که با حضور این آنزیم

در   CO2شود، یکی از سه مسیر موجود در تغلیظ انجام می

ها  های که در این مسیر سایر آنزیم. است C4و   CAMگیاهان

 نقش دارند عبارتند از  CO2درگیرند و در تغلیظ 
NAD-ME و 

 
PEPCK  ترتیب دکربوکسیلاسیون مالات را به پیروات در  که به

میتوکندری و دکربوکسیلاسیون اگزالواستات را به فسفوانول 

                                                           
2
 Ribulose-1,5-bisphosphate 

carboxylase/oxygenase)Rubisco( 
3
 Oxaloacetate 

4
 Malate 
5 Pyruvate

 

6 
NADP-dependent malic enzyme 

7 
NAD-dependent malic enzyme 

8 
Phosphoenolpyruvate carboxykinase 

  مقدمه
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آنزیم  (Detarsio et al.2003 ) کنند پیروات در سیتوزول کاتالیز می

NADP-ME  این واکنش شیمیایی را در حضور یک فلز دو

عنوان سوبسترا  به 1NADPو malate-(S)ظرفیتی و با استفاده از 

تولید  NADPH، پیروات و CO2کند و در نهایت  کاتالیز می

در مقیاس کوتاه مدت فعالیت این آنزیم از طریق . شود می

کنترل ( مالات)مکانیسم آلوستریک و توسط سوبسترای خود 

وسیله تنظیم بیان  به NADP-MEدر بلند مدت فعالیت . شود می

طور  بهnadp-me بیان ژن  (.Saigo et al. 2013) شود ژن کنترل می

 های پژوهش. شود های محیطی تنظیم می تنش ای توسط گسترده

 را تحریک nadp-me ژن بیان شوری سینگال که دادند نشان قبلی

 گزارش کردند .Sun et al( 2007) و  .Liao et al(2007) کند، می

 Aloeهای آن در دو گونه و تجمع پروتیئن nadp-me ژن بیان که

vera L،Aloe saponarea Haw  شود می تحریک شوری وسیله هب 

شدت آن به میزان مقاومت دو گونه در برابر تنش شوری  و

نیزگزارش کردند در   .Fu et al(2009 ) چنین هم .بستگی دارد

ساعت تحت  9بعد از   nadp-meگندم هگزاپلویید فعالیت ژن

رسد که دو  مولار به یک مقدار حداکثر می میلی 211تیمار نمک 

و   nadp-meتوان گفت بیان ژن  بنابراین می .برابر حد نرمال است

فعالیت آنزیمی آن نقش مهمی در ایجاد مقاومت به شوری ایفا 

 .کند می

گیاهان شورزی مانند آلوروپوس لیتورالیس از یک مکانیسم 

برای مقاومت در برابر تنش شوری استفاده  و ذاتی خودکار

تواند  کنند بنابراین بررسی این مکانیسم در سطح مولکولی می می

تری برای طراحی و مهندسی  تر و دقیق اطلاعات کاربردی

. های زراعی مقاوم به شوری در اختیار پژوهشگران قرار دهد گونه

های  هدف از پژوهش حاضر سنجش برخی از پارامتر

ژن  شونده ایزوفرم فتوسنتزی وژیک، جداسازی توالی کدفیزیول

nadp-me مطالعات بیو انفورماتیکی و بررسی تغییرات کمی بیان ،

در گیاه آلوروپوس  های این ژن تحت تنش شوری رونوشت

 .بوده است  Real-time PCRلیتورالیس با استفاده از روش 

 

 

 

                                                           
1 Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 

پوس لیتورالیس در ماسه کشت گیاه آلورو در پژوهش حاضر بذور

درصد که حاوی عناصر  111شده و با محلول مغذی هوگلند 

پس از گذشت دو ماه از . باشد، آبیاری شد ماکرو و میکرو می

منظور جلوگیری از وارد آمدن شوک اسمزی  رشد رویشی، به

روز و در سه نوبت  9ها به مدت  ناگهانی به گیاهان، ابتدا گلدان

 همراه محلول هوگلند آبیاری شدند لار نمک بهمو میلی 191با 

(Amira and Abdul 2011 .) برای )سپس تیمار کلرید سدیم

مولار  میلی 911 و( شاهد)در دو سطح بدون نمک ( اعمال تنش

بعد از اعمال . به مدت ده روز در سه تکرار بیولوژیک اعمال شد

 های فیزیولوژیک و مطالعات مولکولی منظور بررسی تنش به

. های بالغ و میانی گیاهان صورت گرفت گیری از برگ نمونه

تواند غلظت  های پیشین نشان دادند که آلوروپوس می پژوهش

 Gulzar et al. 2003; Li et)مولار را تحمل کند  میلی 911نمک تا 

al. 1994.) 

های نمکی از برگ  گیری یون سدیم که از طریق غده برای اندازه

های گیاه به آرامی بریده  مع یافتند، برگخارج و در سطح برگ تج

مقطر، جذب یون با  لیتر آب میلی 31شده و پس از شستشو در 

قرائت  CORNING.EELای مدل  استفاده از دستگاه نشر شعله

های مختلف  بدین منظور منحنی استاندارد با استفاده از غلظت. شد

 .Ding et al. 2010; Suarez et al ) محلول سدیم تعیین شد

2008; Warwick et al. 1992). 

 Hiscox and Israelstaها با کمک روش  میزان کلروفیل برگ

گرم  11/1به ازای هر  (.Ayeni et al. 2012) تعیین شد( 1979)

اضافه شد،  DMSOلیتر محلول  میلی 9/1بافت گیاهی پودر شده 

گراد قرار  درجه سانتی 1 ها به مدت یک ساعت در دمای  نمونه

کلروفیل ) 993های  موج لطوسپس میزان جذب در . شدند داده

a) ،9 9 (کلروفیلb  ) با کمک دستگاه اسپکتروفتومتر نانومتر

( Arnon 1949) (1)شماره  فرمولقرائت شد با قرار دادن در 

 لیتر محاسبه شدند گرم بر میلی برحسب میلی ها میزان کلروفیل

(Ayeni et al. 2012.) 

 (1فرمول )

(12.25*A663 - 2.79*A647)*D : (mg.l
-1

  aکلروفیل  (

(21.5*A647 – 5.1*A663 )*D : (mg.l
-1

 bکلروفیل  (

  هامواد و روش
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(7.15*A663 + 18.71*A 647)*D : (mg.l
-1

 a+bکلروفیل  (

 D،   9، 993های  جذب نور در طول موج Aکه در این معادلات 

 .باشد می (cm)قطر خارجی کووت اسپکترو فتومتر 

گیری شد  های گیاهی طی مراحل زیر اندازه میزان نشاسته نمونه

(Scott and Melvin 1953). ازت مایع با استفاده از  گیاهی ماده

از آن  گرم 11/1درصد به  1 لیتر از اتانول  میلی 9/1پودر شده و 

ها  سپس نمونه .ثانیه با یکدیگر مخلوط شدند 19اضافه و به مدت 

فوژ شدند و پس از سانتری g9111 × دقیقه و با دور  9به مدت 

این مرحله دوبار )لیتری  میلی 19به لوله آزمایش  ییانتقال مایع رو

گراد قرار داده شد تا اتانول  درجه سانتی 9 ، در آون (تکرار شد

میکرولیتر اسید پرکلریک  991سپس . کاملاً از ظرف خارج شود

مانده  میکرولیتر آب اتوکلاو شده به رسوب باقی 911درصد و 92

 دقیقه با دور 9اضافه و پس از سانتریفوژ به مدت رحله قبل از م

×g 9111 این مرحله دوبار )منتقل 19لوله آزمایش ، مایع رویی به

. لیتر رسانده شد میلی 11با افزودن آب به حجم و ( دشتکرار 

لیتر انتقال  میلی 2میکرولیتر از مایع اخیر به یک تیوپ  311سپس 

در مرحله . لیتر رسانده شد م یک میلیداده و با افزودن آب به حج

گرم  12/1محلول )میکرولیتر از محلول آنترون تهیه شده  11 بعد 

ها اضافه  به نمونه( لیتر اسید سولفوریک خنک میلی 11آنترون در 

گراد قرار  درجه سانتی 111دقیقه در دمای   شده و به مدت 

در پایان با . ها بلافاصله روی یخ قرار گرفتند سپس نمونه. گرفتند

نانومتر  931استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر و قرائت طول موج 

 :و با استفاده از فرمول زیر مقدار عددی نشاسته محاسبه شد

 (2فرمول )

Cun = Aun/Ast*Cst 

طول موج  Aun نمونه مورد نظر، غلظت Cunکه در این رابطه  

اندارد طول موج جذب نمونه است Astجذب نمونه مورد نظر، 

غلظت نمونه استاندارد  Cstو ( گلوگزستاندارد های ا محلول)

 .باشند می

برای گونه  nadp-meژن ( CDS)کننده  جا که توالی رمز از آن

آلوروپوس لیتورالیس در بانک ژن موجود نبود، با استفاده از 

 ،HQ697600،  AY274836.1  های دسترسی  شماره

XM_003568737. ،D16499.1 ،EU977179، FN397881.1  و

برای  ای، آغازگرهای مناسب براساس نواحی حفظ شده بین گونه

 Oligo5افزار  باز با استفاده از نرم جفت 911ای با طول  تکثیر قطعه

-nadp-me (Realبرای بررسی بیان ژن  (.1جدول)طراحی شدند 

time PCR ) براساس توالی جداسازی شده و بعد از تایید صحت

. طراحی شدند های داخلی با طول و شرایط مناسبتوالی، آغازگر

در پژوهش . جفت باز در نظر گرفته شد 21طول قطعه تکثیر 

عنوان کنترل  ژن بتا اکتین بهبا   nadp-meحاضر بیان نسبی ژن

ای با طول  های مناسب برای تکثیر قطعه داخلی مقایسه شد آغازگر

 (1ول جد)باز برای ژن بتا اکتین نیز طراحی شد  جفت 21

 

 در گیاه آلوروپوس لیتورالیس  nadp-me توالی آغازگرهای استفاده شده برای تکثیر، جداسازی و بررسی بیان ژن -1جدول  
 نوع آغازگر ژن (9ʹ→3ʹ)توالی  (bp)طول قطعه  (0C) دمای اتصال

99 911 F-ACACTGCTCTTGGAGGAGTTG 

R-CAACTCCAGATGTCCCAATCAG 

 

nadp-me جداسازی (ISO) 

92 21 F- CGCAGAACTCATTGCTCTTG 

R- TCGGGAGTCAACAATCAGAC 
 

nadp-me  بیان ژن(GE) 

92 21 F- GTCCGAGTACCCGACCATG 
R- GTGGTGCCGCTGTTCGAGA 

β actin  رفرنس(RE) 

 
 ها با سایر گونه nadp-meی ژنی  نتایج بلاست توالی پروتئینی قطعه -2جدول 

 درصدهمسانی Eارزش  (%) میزان پوشش نام گونه شماره دسترسی

CAZ48717.1 Megathyrsus maximus 111 1E-41 29 

CAZ48489.1 Aristida rhiniochloa 111 2E-41 23 

CAZ485514.1 Panicum miliaceum 111 4E-41 29 

BAS70802.1 Oryza sativa 111 8E-39  9 

AFL65183.1 Sorghum bicolor 111 2E-38  2 

XP008648302.1 Zea mays 111 5E-38  9 
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 nadp-me کننده ژن منظور جداسازی بخشی از ناحیه کد به
پس از حذف  .نجام شدبا کمک معرف ترایزول ا RNAاستخراج 

استخراج شده با استفاده از  RNAاز  DNAآلودگی احتمالی 

 RNAشرکت فرمنتاز، DNAase I دستوالعمل تیمار با آنزیم

 cDNAبه   Reverse transcriptaseاستخراج شده با کمک آنزیم

سنتز شده  cDNAمنظور تکثیر توالی ژن مورد نظر، از به .تبدیل شد

استفاده  PCRدر واکنش  (ISO) رگشتو آغازگرهای رفت و ب

 سازی آغازین صورت واسرشته به PCRهای حرارتی  چرخه. شد

  2چرخه شامل  39، (دقیقه 3)گراد  درجه سانتی 29 در دمای

 2 ، (ثانیه 9 )، دمای اتصال آغازگر (ثانیه 9 )گراد  درجه سانتی

اد گر درجه سانتی 2 و بسط نهایی در ( دقیقه 1)گراد  درجه سانتی

پس از حصول اطمینان از تکثیر قطعه مورد . اعمال شد( دقیقه  )

 9/2روی ژل آگارز  PCRمیکرولیتر از محصول  121نظر، حدود 

الکترفورز شد قطعه مورد نظر از روی ژل   TAEدرصد و با بافر

یابی دو طرفه با  سازی، برای توالی بریده و پس از خالص

کره جنوبی ارسال   Bioneerبه شرکتزگرهای رفت و برگشت آغا

 .شد

یابی، فایل حاوی توالی خام توسط  بعد از دریافت نتایج توالی

. مورد بررسی قرار گرفت BioEditeو  Chromasهای  افزار نرم

بلاست نوکلئوتیدی و  تجزیه ORFپس از تعیین و جستجوی 

ها  پروتئینی برای تایید توالی و مقایسه همولوژی در بانک داده

های  چنین با رسم درخت فیلوژنتیک توالی هم. انجام شد

و روش  MEGA4افزار  نوکلئوتیدی و پروتئینی با استفاده از نرم

 nadp-meکننده  رابطه خویشاوندی توالی رمز ،1اتصال مجاور
مورد  CAMو  C4 ،C3آلوروپوس لیتورالیس با تعدادی از گیاهان 

 CAIcalculaterچنین با استفاده از ابزار  هم. ارزیابی قرار گرفت

(Puigbo et al., 2008 )متغیرهای درصدGC  چنین شاخص  و هم

CAI)تمایل کدونی 
تجزیه . برای توالی مورد نظر محاسبه شد(  

در پژوهش حاضر با استفاده از  NADP-MEتوالی پروتئینی 

 .انجام شد  Interproافزار نرم

                                                           
1 Neighbor joining 
2
 Codon Adaptation Index 

وجی، تاثیر تیمارهای مختلف بر میزان کلروفیل، میزان سدیم خر

 میزان نشاسته، با فرایند 
GLM افزار آماری  نرمSAS  1/2ویرایش 

 :و با استفاده از مدل آماری زیر مورد بررسی قرار گرفت
Yij = µ + Ti + eij 

میانگین صفت مورد  µ، مقدار صفت مورد نظر Yijکه در این مدل 

های صفر و  غلظت)اثر تیمارهای اعمال شده  Tiنظر در جامعه، 

میانگین . باشند اثر خطای تصادفی می eij و (مولار نمک یمیل 911

ای دانکن مورد  تیمارهای مورد نظر با استفاده از آزمون چند دامنه

 . مقایسه قرار گرفتند

 RNAکمی بیان ژن مورد نظر، غلظت یکسانی از  تجزیهمنظور  به

در هر تکرار مورد استفاده قرار  cDNAبرای سنتز ( میکروگرم دو)

ای با کمک دستورالعمل شرکت فرمنتاز  تک رشته cDNA .گرفت

 cDNAبعد از سنتز . سنتز شد  Revarse transcriptaseو آنزیم

برای حصول اطمینان از صحت توالی و دمای اتصال آغازگرهای 

ای  طراحی شده و تعیین دقیق شرایط تکثیر بهینه، واکنش زنجیره

برای انجام . انجام شد ترموسایکلرپلیمراز با استفاده از دستگاه 

 Real time) ای پلیمراز در زمان واقعی مراحل واکنش زنجیره

PCR) از مخلوط واکنشSyber Green1   شرکت فرمنتاز در حجم

عنوان کنترل داخلی  به β-actinمیکرولیتر و درحضور ژن  19

چنین برای افزایش دقت آزمایش سه تکرار  هم. استفاده شد

کنیکی برای هر تیمار آزمایشی مد نظر بیولوژیک و دو تکرار ت

هایی به  های اصلی چاهک در کنار تکثیر نمونه. قرار گرفت

. و کنترل مثبت اختصاص داده شد( NTC)های کنترل منفی  نمونه

صورت واسرشته سازی آغازین در  به PCRهای حرارتی  چرخه

درجه  29چرخه شامل  1 ، (دقیقه 19)گراد  درجه سانتی 29

گراد  درجه سانتی 92 ، دمای اتصال آغازگر(ثانیه 19)د گرا سانتی

 91و بسط نهایی در ( ثانیه 31)گراد  درجه سانتی 2 ، (ثانیه 31)

در نهایت، از روش تصحیح . اعمال شد( ثانیه 9)گراد  درجه سانتی

 nadp-meبرای تعیین بیان ژن  3کارآیی طبق فرمول شماره 

 (:Pfaffl 2004) استفاده شد

 (3فرمول )

 :Eکارآیی تکثیر 

  

                                                           
3
 Genereized linear Model 
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 nadp-me : ژن هدف

  β actin:ژن رفرنس 

مولار نمک  میلی 911و کلروفیل کل در تیمار  a ،bمیزان کلروفیل 

دست آمد،  هگرم بر لیتر ب میلی 1139/1، 1111/1، 1/ 112ترتیب  به

نتایج تجزیه و تحلیل آماری نشان داد که این مقادیر نسبت به 

شکل )دهند  را نشان می( P< 0.05)ر آماری دا شاهد کاهش معنی

تحت تاثیر تیمار ( P< 0.05)داری  طور معنی میزان نشاسته به(. 1

طوری که در این تیمار میزان  به. مولار نمک قرار گرفت میلی 911

 2شکل )برابر نسبت به شاهد افزایش نشان داد   /92 نشاسته

مولار  میلی 911 چنین سدیم خارج شده از برگ در تیمار هم(. الف

برابری   /  دست آمد که این مقدار افزایش  هب ppm 1/ 22نمک 

  ppm) نسبت به نمونه شاهد( P< 0.05)دار آماری را  و معنی

 (.ب 2شکل )دهد  نشان می (191/1

، قطعه مورد نظر با استفاده cDNAو سنتز  RNAپس از استخراج 

روفورز محصول الکت. تکثیر شد( ISO)از آغازگرهای اختصاصی 

PCR  باز را مربوط به  جفت 911وجود یک باند با اندازه تقریبی

(. الف  شکل) در آلوروپوس لیتورالیس نشان داد  nadp-meژن 

 ،(2 جدول)پروتئینی  و نوکلئوتیدی بلاست تحلیل و تجزیه نتایج

 نتایج این چنین هم. نمود تایید را شده جداسازی قطعه صحت

 از آمده دست هب توالی نوکلئوتیدی سطح در که داد نشان

 (FN397868.1) های گونه nadp-me با لیتورالیس آلوروپوس

Megathyrsus maximus و (FN397882.1) australis 

Phragmites پروتئینی سطح در و درصد تشابه 21 و 23 ترتیب به 

 و Megathyrsus maximus (CAZ48717.1) های گونه با

(CAZ48489.1) Aristida rhiniochloa درصد  23 و 29 ترتیب به

ی قطعه منظور تعیین روابط خویشاوند چنین به هم .همسانی دارد

سازی شده، درخت فیلوژنیک، براساس توالی پروتئینی و  ژنی جدا

های گیاهی  دست آمده و در مقایسه با برخی گونه هبوتیدی ئنوکل

 بندی گروه نتایج. ها ترسیم شد دیگر موجود در پایگاه داده
 نشان 9ترتیب در شکل  براساس توالی نوکلئوتیدی و پروتئینی به

آلوروپوس لیتورالیس قرابت  nadp-meه کنند داد که توالی رمز

و  Eleusine coracan دو گونه nadp-meنزدیکی با ژن 

Phragmites australis  پروتئینی نیز قرابتدارد و در سطح 

و Eleusine coracan های  نزدیکی با توالی پروتئینی گونه

Panicum miliaceum نشان داد. 
از  nadp-meژن با بررسی تمایل کدونی قطعه جداسازی شده 

در  GCکل توالی، درصد  GCآلوروپوس لیتورالیس میزان درصد 

، درصد 91ترتیب  به CAIچنین میزان  جایگاه نوکلئوتید سوم و هم

 پروتئینی توالی تجزیه و تحلیل. دست آمد هب 999/1، 72%  

NADP-ME افزار  لیتورالیس با استفاده از نرم آلوروپوسInterpro 

که بخشی  اسید بوده آمینو    جدا شده دارای الینشان داد که تو 

NAD(P) (NAD(P)-binding domain ) به شونده متصل دمین از

توالی کامل پروتئینی این ژن (. ج  شکل)دهد  را تشکیل می

امینواسید است که دو دامین  939دارای طول   Zea maysدر

Malic enzyme, N-terminal domain  وNAD(P)- domain  را

 (ب  شکل)شود  امل میش

ها  منظور تعیین شرایط بهینه تکثیر، تایید صحت عملکرد آغازگر به

(GE, RE ) و بررسی کیفیتcDNA از واکنش  ،تهیه شده

دست آمدن تک باند با  به. استفاده شد( PCR) ای پلیمراز هزنجیر

ژن مورد بررسی را تایید کرد  باز، صحت تکثیر جفت 21اندازه 

 (.9شکل )

 

گرم بر لیتر در  ، کل بر حسب میلیa  ،bمقایسه میزان کلروفیل -1 شکل

مولار  میلی 911و ( شاهد)های گیاه آلوروپوس لیتورالیس در غلظت صفر  برگ

 . نمک ده روز بعد از اعمال تنش

 

 

 
 

 

  نتایج
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http://mg.genetics.ir/article-1-1507-fa.html


 و همکاران ملردیالهام یونسی   ...وژيک، جداسازی، بررسی بيو انفورماتيکارزيابی فيزيول

 

 9316 پاییز/ 3شماره / دوازدهمدوره / ژنتیک نوین 461

 

 

مولار نمک ده روز بعد  میلی 911و ( شاهد)ورالیس در غلظت صفر های گیاه آلوروپوس لیت گرم در برگ مقایسه میزان نشاسته بر حسب میکروگرم بر میلی (الف -2 شکل

مولار نمک ده روز بعد از اعمال  میلی 911و ( شاهد)های گیاه آلوروپوس لیتورالیس در غلظت صفر  از برگ ppmمقایسه میزان سدیم دفعی بر حسب ( از اعمال تنش، ب

 .تنش

 

 
هایی که برای طراحی آغازگر استفاده شد و  عنوان یکی از توالی به (HQ697600: شماره دسترسی)  NADP- ME  Zea maysکل توالی نوکلئوتیدی ( الف -3 شکل

جداسازی شده از گیاه آلوروپوس لیتورالیس ثبت شده در پایگاه داده با شماره  nadp_meتوالی نوکلئوتیدی ( ب. محل آغازگر بر روی توالی با رنگ قرمز مشخص شد

 .با رنگ قرمز مشخص شد Real time PCRمنظور انجام واکنش  محل آغازگر طراحی شده به. نوکلئوتید 222و طول  KP122942.1: دسترسی
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 NADP- ME Zeaتوالی کامل پروتئینی ( ب.M: SM0311) #( شرکت فرمنتاز مولکولی وزن نشانگر با همراه nadp-meژن  شده تکثیر توالی از ای نمونه( الف -  شکل

mays (شماره دسترسی :KP122942.1 ) محل دو دمین پروتیئنی . آمینواسید 939با طولMalic enzyme, N-terminal domain ( 2 3تا  29از نوکلئوتید ) و

NAD(P)-binding domain ( 939تا  391از نوکلئوتید) وتئینیتوالی پر( ج. رنگ آبی در تصویر نشان داده شدترتیب بارنگ قرمز و  که بهNADP- ME   آلوروپوس

 . باشد این پروتئین می NAD(P)-binding domainآمینو اسید که بخشی از دمین    با طول  (.AJR16757: شماره دسترسی)

 

 
ت فیلوژنتیکی با استفاده درخ(. چپ)ها  ، آلوروپوس لیتورالیس با سایر گونهNADP-ME، توالی پروتئینی (راست) nadp-meمقایسه قرابت توالی نوکلئوتیدی  -9شکل 

 .در نظر گرفته شد 1111و فراسنجه تکرار در ترسیم، . ترسیم شد( Neighborjoining) و روش اتصال مجاور MEGA4افزار  از نرم

 

 
وزن مولکولی  نشانگر: M. باز است جفت 21طول قطعه تکثیر شده . REو  GEتایید صحت عملکرد آغازگرهای برای  PCRهایی از محصول  نمونه -9شکل 

SM1153#. 
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 Real-time PCRهای تکثیر  چنین پس از خاتمه چرخه هم

منحنی ذوب تجزیه اختصاصی بودن محصولات تکثیر یافته با 

در دمای  nadp-meپیک اختصاصی محصول برای ژن . بررسی شد

 1 گراد و ژن کنترل داخلی بتا اکتین در دمای  درجه سانتی   /9

است که عدم حضور  نشان داده شده  کل گراد در ش درجه سانتی

  .کند پرایمر دایمر و تکثیر غیراختصاصی را تایید می

تحت تیمار با تنش  nadp-meبررسی میزان تغییر در بیان ژن 

 911غلظت نمک ) روز اعمال تنش 11شوری نشان داد که پس از 

، بیان ژن مورد نظر در آلوروپوس لیتورالیس به میزان (مولار میلی

 (. شکل)های شاهد افزایش یافت  برابر نسبت به نمونه 12/2

 

دهد که محتوای کلروفیل در غلظت  نتایج این پژوهش نشان می

دار کاهش  طور معنی نسبت به شاهد به NaClنمک  مولار میلی 911

ی  دو عامل مهم یعنی نرخ سنتز از پیش ماده(. 1شکل )یافته است 

ط آنزیم کلروفیلاز محتوای گلوتامات و میزان تخریب توس

توان  بنابراین می. دهند کلروفیل برگ را تحت تاثیر قرار می

بینی کرد که با توجه به آنکه گلوتامات علاوه بر کلروفیل  پیش

باشد،  عنوان یک اسمولیت سازگارکننده نیز می پیش ماده پرولین به

ز در نتیجه احتمالاً در تنش شوری با رقابت ایجاد شده بین سنت

کلروفیل و پرولین، سهم سنتز کلروفیل و محتوای آن در برگ 

از دلایل احتمالی دیگر . (Le Dily et al. 1993) یابد کاهش می

توان به افزایش فعالیت آنزیم  برای کاهش محتوای کلروفیل می

در اثر افزایش موادی نظیر ( کلروفیلاز)ی کلروفیل  تخریب کننده

 Bertrand and)شاره کرد آبسیزیک اسید تحت تنش شوری ا

Schoefs 1999 .) در پژوهش حاضر میزان نشاسته برگ نسبت به

نشاسته (. الف 2شکل)داری را نشان داد  شاهد افزایش بسیار معنی

طور مستقیم در  ای فتوسنتز بوده که اگرچه به محصول ذخیره

های  مکانیسم تحمل تنش شوری دخالت ندارد ولی تبدیل قند

به نشاسته از مهار ( ن محصول اولیه فتوسنتزعنوا به)محلول 

فتوسنتز از طریق فیدبک منفی قندهای محلول جلوگیری کرده و 

  (.Roitsch 1999) شود لذا باعث تداوم چرخه فتوسنتزی می

k  در تنش شوری حفظ تعادل
Na و +

 بسیار حیاتی است+

(Anschütz et al. 2014) . گونه آلوروپوس لیتورالیس در گروه

که قادر به ترشح نمک از  (Recretohalophytes) ها رکرتوهالوفیت

بندی  ز برگ هستند دستههای نمکی به خارج ا ها و پرز طریق غده

دفع مقادیر زیادی سدیم در  (.Flowers et al. 2015) شود می

کارآمدی این گیاه را در دفع سدیم   NaClمولار میلی 911غلظت 

ا توجه به ، ب(ب 2شکل )دهد  های نمکی نشان می از طریق غده

دهد که فرایند ترشح  های فیزیولوژیکی مختلف نشان می آنکه داده

، (Yuan et al. 2015)نمک به مقدار زیادی انرژ ی نیاز دارد 

های  بینی کرد که یکی از دلایل ضعف گیاه در غلظت توان پیش می

 . ی حذف نمک است بالای نمک مصرف انرژی زیاد طی پروسه

پاسخ سازگاری یا مقاومت به تنش شوری در گیاه شامل کمپلکس 

های متابولیکی،  های فیزیولوژیک، مسیر ای از ویژگی پیچیده

منظور بررسی پاسخ  در نتیجه به. های ژنی یا مولکولی است شبکه

در سطح مولکولی توالی فتوسنتزی گیاه آلوروپوس لیتورالیس 

د و بعد شصورت ناقص جداسازی  به nadp-meنوکلئوتیدی ژن 

های بیو انفورماتیک و تایید توالی در پایگاه داده با  از بررسی

ثبت و سپس تغییرات بیان آن در   KP122942.1شماره دسترسی 

 .مولار نمک مورد بررسی قرار گرفت میلی 911غلظت 

 و 23 ترتیب به لیتورالیس آلوروپوسnadp-me  توالی نوکلئوتیدی

 Megathyrsus maximus های گونه nadp-meبا  درصد 21

(FN397868.1 )وPhragmites  australis (FN397882.1 )در و 

 های گونه درصد با 23 و 29 ترتیب به پروتئینی سطح

Megathyrsus maximus (CAZ48717.1 )و Aristida 

rhiniochloa (CAZ48489.1 )(2جدول )داشت  همسانی. 

های فیلوژنتیک تخمینی از چگونگی اشتقاق اعضای یک  تجزیه

وسیله مطالعه  این روابط به. ی تکامل هستندخانواده در ط

های جایگزینی، حذف، ازدیاد و جهش با آرایش مجدد که  جهش

 Golovnina) شوند  باشد تعیین می در معرض انتخاب طبیعی می

et al. 2007 .) در پژوهش حاضر با ترسیم درخت فیلوژنتیک

نسبی طور  در سطح پروتئینی و نوکلئوتیدی به های مورد نظر نمونه

 (.9شکل )به دو گروه عمده تقسیم شدند 

 

 

  بحث
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   /9ترتیب  و بتا اکتین به nadp-meهای  دمای ذوب محصولات واکنش ژن(. چپ)و بتا اکتین در پژوهش حاضر ( راست) nadp-meهای  آنالیزمنحنی ذوب ژن - شکل 

 .گراد بود درجه سانتی 1 و 

 

 
: تیمارهای اعمال شده، محور عرضی: محور طولی. است عنوان شاهد در نظر گرفته شده به( صفر)سطح پایه . ای مختلفدر تیماره nadp-meمقایسه بیان ژن  - شکل 

 12/2 مولار نمک میلی 911در تیمار  nadp-meبیان ژن : a. اکتین انجام شد-ها با استفاده از ژن بتا نرمال سازی داده. دهد میزان تغییر بیان تیمارها نسبت به شاهد نشان می

 .برابر تیمار شاهد بود

 

طور کامل انجام نشد  بندی به بنابراین با توجه به آنکه این تقسیم

طورکامل  توان احتمال داد که این پروتئین در سطح تکامل به می

نتایج نشان دادند که توالی . حاصل نکرده استتفرق  ها بین گونه

موردنظر در آلوروپوس در سطح نوکلئوتیدی و پروتئینی با گونه 

C4  و گیاه شورزی Eleusine coracan ترین نزدیکی را  بیش

توان نتیجه گرفت که احتمالاً تغییر در توالی  بنابراین می داشت،

برای زندگی در  ها را نوکلئوتیدی و پروتئینی کارآیی این گونه

 .محیط شور افزایش داده است

های بیوانفورماتیک، شاخص  در این پژوهش در راستای بررسی

-nadpسازی شده از  قطعه ژنی جدا GCتمایل کدونی و درصد 

me  آلوروپوس لیتورالیس با استفاده از ابزارCAIcalculator 

نوکلئوتید سوم و GC کل توالی، درصد   GCدرصد. دشمحاسبه 

و    /2، 91اخص تمایل کدونی قطعه ژنی جداسازی شده برابر ش

توانند نشان دهنده سطح بالای  این مقادیر می. برآورد شد 99/1

نشان . در آن باشد بهینه های  استفاده از کدون به بیان این ژن و نیاز

 با سطح بیان بالا های ژن است که تمایل کدونی در داده شده
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 های کدون به نسبت ها کدون برخی هاشدیدتر است و در این ژن 

  (.Harrison et al. 2011) شوند می داده ترجیح دیگر

 آلوروپوس با استفاده از NADP-ME پروتئینی توالی تجزیه نتایج

 آمینو    جداشده دارای توالی که داد نشان Interpro افزار نرم

 به شونده متصل از دامین بخشی که( ج  شکل)باشد  اسید می

NAD(P) اعضای خانواده  از دمین این .دهد را تشکیل می

/  بتا/  آلفا سه پیچش شامل که بوده  Rossmann type foldبزرگ

 ها این آنزیم مالیک های مختلفی از جمله پروتئین. باشد می آلفا

 های گونه در دمین این توالی با بررسی. باشند می دارا را دمین

 در دامین این کامل ولط شد مشخص و توتون ذرت مانند نزدیک

 .(Li et al. 2009)است  باز جفت1 1آنزیم  این

بتا  ژن در مقایسه با  nadp-meدر پژوهش حاضر بیان نسبی ژن

بتا اکتین یکی از پر  .گیری شد عنوان کنترل داخلی اندازه اکتین به

 Tian et.باشد های مرجع در مطالعات بیان ژن می کاربردترین ژن

(2015) al. ژن رفرنس  2رسی پروفایل بیانی با برGAPDH ،

ACTIN ،eIF-4α ،PP2A ،SAND،TIP41، UBQ ،EF-1α  وTUB 

های مختلف گرمایی، سرمایی، شوری و  در هویج تحت تنش

ها  پایدارترین ژن TUBو  ACTINهای  خشکی نشان دادند که ژن

-nadpنتایج بررسی بیان ژن . های مورد مطالعه بودند در بین ژن

me مولار نمک  میلی 911ش بیان در سطح رونوشت در تیمار افزای

 .( شکل )نشان داد  نسبت به شاهد 

 یا مستقیم طور به که هایی را ژن از بیان بسیاری سطح شوری تنش

 Carillo) دهد تغییر می دارند ارتباط گیاه محافظت با مستقیم غیر

et al. 2003) .مطالعات های پیشین نشان داد که بررسی پژوهش 

 تنش تحت nadp-me ژن بیان تنظیم مکانیسم مورد در زیادی

به مختلفی  تنظیمی های مکانیسم احتمالاً .است نشده انجام شوری

که در این . کنند می همکاری یکدیگر با شوری تنش منظور تحمل

 در مرکزی های کننده تنظیم اسید آبسیزیک هورمون میان فیتو

 .Cutler et al) رود ر میبه شما گیاهان در ها تنش به مقاومت

2010; Kim et al. 2010 )در  موجود های ژن بر بیان خود را و اثر

 Abe et)کند  می اعمال فاکتورهای رونویسی توسط رگولان یک

al. 1997; Busk and Pagés 1998; Saibo et al. 2009) .چنین  هم

محتوای  افزایش با  NADP-MEغلظت که است شده نشان داده

 شوری تنش تحت روزنه محافظ های سلول در اسید آبسیزیک

نتیجه گرفت  توان بنابراین می (.Cushman 1992)یابد  می افزایش

 احتمالاً شوری تنش تحت  nadp-meژن فرادستی تنظیم که

 اسید آبسیزیک به وابسته رونویسی های فاکتور وسیله به

 .شود می گری میانجی

را تحت  NADP-MEند توا ها می ازطرف دیگر بستن شدن روزنه

 با (.Turner et al. 2001; Schroeder et al. 2001)تاثیر قرار دهد 

عملکرد  که از آنجا یابد می کاهش CO2 جذب ها روزنه شدن بسته

 NADP-MEتحویلCO2  آوندی غلاف های سلول روبیسکو به 

 کارایی  NADP-MEمحتوای افزایش با گیاه ،(Zhang 2003)است 

  .کند می حفظ مطلوب سطح را در CO2 تثبیت و تحویل

(2003) Sun et al. که کردند گزارش mRNA آنزیم فعالیت و 

NADP-ME  گیاهان در Aloe vera L. وAloe saponarea Haw 

 .یابد می افزایش شوری تنش تحت مشخص، زمانی های دوره در

 تجمع وnadp-me بیان ژن  افزایش دست آمده چنین نتایج به هم

 توان می نبنابرای. کردند تایید شوری را ی وسیله به نپروتئین آ

 در این پژوهشnadp-me ژن  بیان افزایش که بینی کرد پیش
تجمع پروتئین و در نهایت  احتمالی تواند با هدف افزایش می

با توجه به از سوی دیگر  .رخ داده باشد آنزیم افزایش فعالیت

 Schroeder) پروتئینی آبدوست است NADP-MEکه پروتئین  آن

et al. 2001 Li et al. 2009; )بینی کرد که یکی از  توان پیش می

این است که گیاه با افزایش  mRNAدلایل افزایش بیان در سطح 

های آبدوست فشار اسمزی سلول را افزایش داده و  تولید پروتئین

 .کند اثر نامطلوب کمبود آب را کنترل می

است، که افزایش تجمع آن  NADP-ME آنزیم ی اولیه مالات ماده

Clهای منفی مانند  و دیگر یون
Na ورود یونبا  -

+
سلول در  به 

است  منظور برقراری توازن یونی گزارش شده طول تنش شوری به

(Li et al. 1999; Cushman 1992; Zhang et al. 2009) . اما

از  .نیست روشن در این مرحله کاملاً مالات تولید شده سرنوشت

 افزایش که اند کرده تایید برخی از مطالعات سوی دیگر

 نتیجه در افتد، می اتفاق مرحله همین نیز در  NADP-MEسنتز

 در شده تولید مالات در متابولیسم آنزیم این احتمالاً گفت توان می

 .Wu et al. 2008; Shao et al) دارد نیز مشارکت مرحله این

 افزایش دلایل از یکیکه  کرد بینی توان پیش بنابراین می و( 2009

 . سلول است در مالات تولید افزایش  NADP-MEبیان
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شود که برای بررسی بیشتر اساس مولکولی  بنابراین پیشنهاد می

های تنظیم کننده  تنظیم بیان این ژن تحت تنش شوری، مکانیسم

تا با . بیان ژن درسطح رونوشت و پروتئین مورد بررسی قرار گیرد

های  تری درباره مکانیسم عات جامعدر دسترس داشتن اطلا

و شورزی مثل  C4مولکولی مقاومت در برابر تنش شوری در گیاه 

های مهندسی ژنتیک  آلوروپوس لیتورالیس بتوان رهیافت

های مثبت این گیاه به برخی از  تری را برای انتقال ویژگی صحیح
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