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Aeluropusهالوفیت پاسخ فیزیولوژیکی و ژنتیکی littoralisبه شوري

5سارا کبیرنتاجو4حسین عسکري، 3ی، سیدحمیدرضا هاشم2زاده، قربانعلی نعمت1کلیبربهزاد شاهین

چکیده
در این . شودمیایجاد تنش یونی و اسمزي موجب کاهش تولید محصولات زراعی و باغیباشوري 

اي لپهترین گیاهان تککی از متحملیکه Aeluropus littoralisتحقیق مکانیسم تحمل شوري در هالوفیت
مورد cDNA-AFLPمولار از طریق تکنیک میلی600و 450، 250، 120به شوري است در چهار سطح نمکی 

شاخساره به از لحاظ فنولوژیکی تنش شوري موجب کاهش رشد شاخساره، نسبت . بررسی قرار گرفت
250بیشترین تظاهر ژنها به همراه بیشترین واریانس کیفی در تیمار نمکی . گردیدو کلروفیل ریشه
در این سطح گیاه داراي بیشترین رشد حتی نسبت به سطح شاهد بود و با افزایش .مولار مشاهده شدمیلی

میلی مولار این هالوفیت 250وري نتایج نشان داد که در سطح ش. میزان شوري خاموشی ژنها افزایش یافت
هاي تحمل شوري در این هالوفیت تیمار جهت درك مکانیسمترینو مناسبداردرا به شوري بهترین پاسخ

در سطح شاهد  همراه خاموش تعدادي از ژنهايو بیان به نظر خاموشی ژنهاي فعال در سطح شاهد . است
ش و کاهش نسبت شاخساره به ریشه مکانیسم تنظیمی هاي بیان شده در اثر اعمال تنTDFکل با کاهش

تحمل موجب ءکه تظاهر این ژنهاي خاموش علاوه بر القاطوريهگیاه جهت تحمل تنش شوري باشد ب
.شده استدر این گیاه افزایش رشد نسبت به سطح شاهد 

Aeluropus littoralis ،cDNA-AFLP،هالوفیت،استرس شوريآنالیز بیان ژن،:کلیديهايواژه

مقدمه
مساله شوري خاك در اثر آبیاري، زهکشی 
نامناسب، پیشروي دریا در مناطق ساحلی و 
تجمع نمک در نواحی بیابانی و نیمه بیابانی در 

درصد از سطح 50حدوداً.حال افزایش است

به زیر کشت محصولات کشاورزي در ایران 
ه آب و هوایی خشک دلیل قرار داشتن در منطق

بودن وري و قلیاییمشکل شبا ه خشکو نیم
از طریق شوري خاك ). 23(استرو روبهخاك

به اکسیداتیو،یونی، اسمزيهايتنشایجاد 

،پژوهشکده ژنتیک و زیست فناوري کشاورزي طبرستان،ارشدیکارشناسدانش آموخته -1
)Shahin.bio65@gmail.com: نویسنده مسوول(

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري،استاد-2
پژوهشکده ژنتیک و زیست فناوري کشاورزي طبرستان،اسی ارشددانش آموخته کارشنوارشدکارشناس-5و 3

دانشگاه شهید بهشتی،استادیار-4
23/7/91: تاریخ پذیرش15/11/90: تاریخ دریافت

نابع طبیعی ساريدانشگاه علوم کشاورزي و م
پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی
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در این مناطقايهمراه اختلالات تغذیه
محدود کننده رشد محصولات زراعی و باغی 

مانع از تظاهر کامل پتانسل یت در نهاکه است 
).30،34،39، 25، 21(شودژنتیکی گیاه می

به عنوانارائه شدهبراي شوري تعاریف مختلفی 
را حضور میزان بالاي شوري )32(تانجیمثال
در آب و خاك تعریف و عناصر اصلی این املاح

Na+ ،Ca2+ ،Mgهاياملاح را کاتیون 2+،K+

No3هاي آنیونو 
-2،Hco3

-،Cl- معرفی نموده
.است

متفاوتیهاي مکانیسمازسازگارگیاهان
از آن کهکننداستفاده میجهت تحمل شوري

تغییر در الگوي بیان ژن، توان بهمله میج
مواد محلول سازگار تجمعحفظ پایداري یونی، 

ب در حفظ آ،و گلایسین بتائیننظیر پرولین
هاي حاصلترمیم و کنترل آسیب،داخل سلول

،ادیکالهاي آزاد اکسیژنحذف رماننداز تنش
اتتنظیم،هاي آسیب دیدهپروتئینب تخری

شه به شاخساره و مانند افزایش نسبت ریيشدر
،9،13،18(اشاره نمودیا کاهش سطح برگ

22 ،24،35(.
امکانهارونوشتمطالعهکلیه طورب

ژنها یالگوي بیانفعالیت وتغییرات درشناسایی 
اي به نحو گستردهکهنموده استرا فراهم 

هاي تحمل شوري در یسمجهت درك مکان
، ارزن ایتالیایی و سیب زمینیمانندگیاهانی

Spartina alternifloraهالوفیت  Loisel

در حال ). 17، 14، 5، 2(استفاده شده است
آر افتراقی، .سی.پی-تی.آرهاي روشحاضر 

گیري دورگتجزیه ترتیبی تظاهر ژن، روش
مورد بررسی بیان ژنجهت ریزآرایه و کاهنده

تکنیکبا این وجود .)4(گیرندتفاده قرار میاس

cDNA-AFLP با تکرارپذیري و حساسیت
صحت بالاي نتایج داشتن ،)1(بالابسیار

بخش بالایی از بهتوانایی پوشش دادنحاصله،
از پیش تعیین هايعدم نیاز به توالیو ژنوم
وضعیت مناسبی را در زمینه آنالیز شده

.)29، 4(اده استرونوشت به خود اختصاص د
جهت درك که به سادگی طوريه ب

مدل و در گیاهان غیرهاي مولکولی مکانیسم
یابی شده توالیcDNAگیاهانی که مجموعه 

. بکار رفته استزیادي از آنها در دسترس نیست 
نشان در این زمینهه شدهاطلاعات ارائ

ژنهاي و شناسایی ها رونوشتآنالیز کهدهدمی
ده اکسین در گیاهتنظیم کنن

Arabidopsis thaliana 15(هوانگ توسط( ،
و ) RH8706-49(مقاوم هايلاینآنالیز بیان ژن 

به شوري گندم در پاسخ ) H8706-34(حساس 
ژنهاي ینالیز الگوي بیانآ،)6(چن توسط 

جذب آب ی فرآینددر طسرماتنشمرتبط با 
و)19(لی بائو و همکارانتوسط سویابذر در

هاي دخیل در لهیدگی انبه در اثر شناسایی ژن
بر پایه ) 11(فابی و همکارانتوسطتولید اتیلن

. قابلیتهاي این روش امکان پذیر شده است
هاي زیادي براي درك تلاشکنون تا
با هاي تحمل شوري صورت گرفته استزممکانی

هاي اصلاحی با هدف موفقیت برنامهاین وجود 
فقدان بدلیلد محصول، نهایی بهبود عملکر

ي چندان درك روشنی از اساس ملکولی شور
عدم وجود گیاهان مدل .تچشمگیر نبوده اس

هاي ترین چالشمتحمل به شوري یکی از مهم
پیشرو براي توضیح علت عدم موفقیت در 
ارزیابی جامع واکنش گیاهان به شوري و تعیین 

بر اساس گزارش . بوده استآنمبانی مولکولی 
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Thellungiella، گیاه)16(ان و همکاراناین

halophile هالوفیت قابلیت بزرگی به عنوان
این در .ه کرده استدولپه مقاوم به شوري ارائ

ست که اطلاعات موجود امکان معرفی احالی
لپه براي تحمل به یک گیاه مدل ژنتیک تک

Aeluropusگیاه. وري را ممکن نکرده استش

littoralisژنوم داراي تک لپه یک هالوفیت
از 2x=2n=14وضعیت کروموزومی کوچک با

C4با متابولیسم خویشاوندان وحشی گندم

به عنوان یک منبع ژنتیکی متحمل به است که
شوري و خشکی جهت رسیدن به هايتنش

امنیت غذایی از طریق ارتقاء ژنتیک گیاهان 
زراعی در برابر شوري و خشکی به حساب 

هایی که با انتقال ژنيطورهب.)40(آیدمی
از این هالوفیت به AlNHXو AlSAPمانند 

ري در این توتون و گندم افزایش تحمل به شو
با . )36،37، 33، 3(گیاهان مشاهده شده است

توجه به قابلیت جذب، انتقال و دفع نمک از 
تحملقابلیت غدد نمکی، این هالوفیت طریق 
با م از کلریدسدیمیلی مولار 600غلظت

که قابلیت کمترین آثار سمیت را دارد در حالی
را نیز میلی مولار1100تا سطوح بالاتر از ءبقا

چنین این گیاه توانایی تحمل هم.باشدمیدارا
هاي شور در محیط+K+Na /نسبتهاي بالاي

هیچگونه علائم و حفظ حالت عادي رشد بدون 
ه ئت ارابر پایه اطلاعا.)24، 8(سمی را دارد

این گیاه ) 40(شده توسط زواري و همکاران
یک مدل ژنتیک تک لپه پتانسیل معرفی 

هدف از این .باشدمیدارامتحمل به شوري را 
در آنکهاستشناسایی سطح شوريتحقیق

زیولوژیکی و تغییرات بیان ژناز لحاظ فیگیاه
استفاده از ودهدبهترین پاسخ را به تنش می

هاي رایج پاسخ سی مکانیسمبرربراي این سطح
وهالوفیت در ایندر سطح رونوشتبه تنش
برايترکیبات پرایمريبهترینشناسایی

پاسخ به تنش درکهالگوهاي بیانیازریابی
شان تظاهر پیدا کرده یا میزان بیانشوري 
.استیابدمیافزایش 

هامواد و روش
و اعمال تنشتهیه مواد گیاهی

بذور از منطقه رودشت استان در این تحقیق 
و در گلخانه تحقیقاتی آوريجمعاصفهان 

پژوهشکده ژنتیک و زیست فناوري کشاورزي 
بعد از . شدکشت طبرستان در داخل ماسه

به مرحله دو برگی آبیاري باها گیاهچهرسیدن
.انجام شدروز15به مدت 2/1محلول هوگلند 

جهت اعمال تنش به محیط کشت هیدروپونیک
با در نظر گرفتن سه تکرار براي هر تیمار در 

اي با درجه حرارت گلخانهشرایط کنترل شده
رطوبت نسبیو گراددرجه سانتی27-25
ساعت 16شب با-ترتیب روزه درصد ب75-60

مواد . انتقال یافتندساعت تاریکی 8و روشنایی
محیط pHسه روز یکبار تعویض و غذایی هر

طور ه ب5/5-7/5دودهدر محهیدروپونیک
سازگار شدن ازپس.شدتنظیم روزانه

شوريتنشها با شرایط هیدروپونیک گیاهچه
مولارمیلی50تدریج با افزودن روزانههب

، 120کلریدسدیم تا رسیدن به سطوح شوري
. شداعمالمیلی مولار 600و 450، 250

روز بدست آمد12بالاترین سطح شوري پس از 
روز تحت 20مدت هبپس از آن ها و گیاهچه

ها در انتهاي آزمایش گیاهچه.تنش قرار گرفتند
در دو بخش ریشه و شاخساره برداشت و 
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بلافاصله داخل ازت مایع قرار داده شدند و تا 
درجه-80در دماياستفادهمورد زمان 
گیاه از هر 10تعداد . شدندنگهداري گرادسانتی

و طول ریشهکلروفیل،تکرار براي اندازه گیري 
.شاخساره استفاده شد

RNAاستخراج

RNA کل با استفاده از کیتRNAeasy

دستورالعمل ذکر بامطابق) یناژنکشرکت (
RNA.شداستخراج توسط شرکت سازندهشده 

استخراج شده از تکرارهاي مختلف مربوط به هر 
با،سطح شوري جهت کاهش تنوع بین تیمارها

براي تعیین کمیت و . دندمخلوط شیکدیگر 
رز روش ژل آگاازاستخراج شدهRNAکیفیت

استخراج . وفتومتري استفاده شدرو اسپکت
mRNAگرفتصورتالیگوتکسبا استفاده از.
cDNA-AFLPآنالیز

آنزیم ازايدو رشتهcDNAجهت ساخت 
II RTساز معکوسرونوشت (invitrogene)

superscriptTMو پرایمر(V=A, G, C)

oligo dT18Vنانوگرم 200به همراهmRNA

تهیه dscDNAنانوگرم از400. شداستفاده 
ده واحد از توسطرهاي مختلفتیماشده از

هضم دوتایی موردEcoRІو MseІهاي آنزیم
90مخلوط واکنش به مدت ابتدا .قرار گرفت

کهگرادیتساندرجه37دقیقه در دماي 
برشی فعالیت آنزیم ترین دما جهتمناسب
EcoRIدر این دما آنزیم برشی است قرار گرفت
MseI ه سپس ب.درصد فعالیت دارد10حدود

گراد سانتیدرجه 65مدت یک ساعت در دماي 
فعالیت آنزیم برشی بهینه جهتکه دماي

MseIدر اتصال آداپتورها .قرار داده شد،است
پیکومول از 5با گراددرجه سانتی16دماي 
MseIمول از آداپتورپیکوEcoRI،50آداپتور

T4واحد از آنزیمسه، )1جدول( DNA

ligase ،T4 buffer1X میلی مولار از3/0و
ATP و انجاملیترمیکرو35در حجم نهایی

از دماي T4 ligaseفعال نمودن آنزیم جهت غیر
دقیقه استفاده 5مدت ه بگرادسانتیدرجه70

.گردید

تورها و توالی پرایمرهاي استفاده شده در مرحله پیش تکثیرساختار آداپ- 1جدول 
EcoR IMse I

ساختار آداپتورها

پیشپرایمرهاي مرحله
-EcoRI +N  (5-ACTGCGTACCAATTNتکثیر

3)

N = (A, T, G, C)

برابرپنجحاصل از اتصال آداپتورها محصول
مرحله پیش تکثیر با و جهت انجامشدهرقیق

EcoRIترکیب پرایمري +NوMse I + N

94ثانیه30پی سی آر برنامهبا) 1جدول (

درجه 72دقیقه 1درجه و 55ثانیه 30، درجه
محصول حاصل از .شداستفاده چرخه25براي 

و شده رقیق 40به 1این مرحله به نسبت 
با افزودن سه نوکلئوتید یتکثیر انتخابجهت
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برنامه پی سی باپرایمرها 3'به انتهايانتخابی
درجه و 65ثانیه 30، درجه94ثانیه 30آر

چرخه 12براي درجه72یک دقیقه
درجه کاهش دما7/0که هر چرخه طوريهب

رت وبصچرخه 23و در ادامه تکثیر شد داشت
1، درجه56ثانیه30، درجه94ثانیه 30

7تکثیر نهایی به مدت ودرجه72دقیقه 
صورتگرادسانتیدرجه72دماي دردقیقه
DNAهايجهت واسرشته سازي رشته. گرفت

دقیقه 6مدت ه بگرادسانتیدرجه95از دماي 
بلافاصله بعد از پایان .شدو فرمامید استفاد 

اي ماندن جهت تک رشتهسازيزمان واسرشته
ر داخل یخ قرار داده دسریعاقطعات تکثیري

به منظور مشاهده الگوي نواري محصولات شد و
Sequi-Gen GT Cellدستگاهیري از ـتکث

(Bio-Rad) سازواسرشتهآمیداکریلژل پلیو
ها تحت الکتروفورز نمونه.گردیداستفاده 6%

TBEوات در بافر 65ولتاژ ثابت  0. 5X به
ش آمیزي به رورنگ.ساعت انجام شددومدت 

باندي بدست آمده و از الگوي انجامنیترات نقره
,GS-800)با استفاده از دستگاه دنسیتومتر

BioRad, USA)آنالیز .شدبرداري تصویر
TDF1افزارهاي با استفاده از نرمهاQuantity

one وTotal Lab TL120در .گرفتصورت
بوده فعال این بین ژنهایی که در گیاهان شاهد

اند هان تحت تیمار خاموش شدهو در گیا
و یا عکس این حالت را نشان ) خاموشی ژن(

در زمره واریانس کیفی و ) تظاهر ژن(اند داده
ژنهایی که نسبت به سطح شاهد حالت افزایش 
یا کاهش بیان را نشان دادند در زمره واریانس 

قابل ذکر است که در .بندي شدندکمی دسته

افتراقیپژوهش حاضر تمامی آنالیزهاي
صورت گرفته براي سطوح مختلف شوري، در 

.باشدمقایسه با سطح شاهد می

نتایج و بحث
تجزیه و تحلیل فیزیولوژي

ها نشان نتایج حاصل از تجزیه واریانس داده
داد که تاثیر شوري بر میزان کلروفیل برگ گیاه 

A. littoralis دار استمعنی% 1در سطح
LSDاي انگین چند دامنهمقایسه می. )1شکل(

نشان داد که افزایش شوري موجب کاهش 
a+bکلروفیل و b، کلروفیل aکلروفیل 

بیشتر bکه این کاهش براي کلروفیل شودمی
و aکمترین میزان کلروفیل . بودaاز کلروفیل 

مولار میلی600در سطح شوري bکلروفیل 
400مشاهده شد ولی  از لحاظ آماري با سطح 

.داري نشان ندادولار تفاوت معنیمیمیل
در bو کلروفیل aبیشترین مقدار کلروفیل 

aولی از لحاظ آماري کلروفیل سطح شاهد بود

میلی مولار تفاوت 200در سطح شاهد با سطح 
رسد نظر میهب. )1شکل (نشان ندادداري معنی

علت کاهش کلروفیل در اثر شوري بدلیل 
تجمع ودیمسمیت یونی حاصل از یون س

در اثر رادیکالهاي آزاد اکسیژن ایجاد شده
رنژو و آزمایشنتایج مشابه در. شوري باشد

هش که شوري سبب کامشاهده شد) 38(
. میزان کلروفیل برگ گیاه یولاف شده است

این امر مربوط به بر اساس نظر این محققین، 
ممانعت شوري از سنتز کلروفیل و افزایش 

.برگ استتجزیه کلرفیل در

1- Transcript-derived fragments
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حاصل از تاثیر اعمال تنش نتایج 
600و 450، 250، 120کلریدسدیم در سطوح 

.Aهاي مولار روي رشد گیاهچهمیلی littoralis

نشان داد که بیشترین میزان رشد ریشه با طول 
متر و بیشترین رشد گیاه با ارتفاع سانتی54/24
250متر در تیمار نمکی سانتی83/34

که از کلرید سدیم است در حالیمولار میلی
بیشترین میزان رشد ساقه در سطح کنترل با 

)2شکل (متر مشاهده شدسانتی91/15طول 
و با افزایش شوري نسبت ریشه به شاخساره 

رسد کاهش نظر میبه). 3شکل (افزایش یافت 
رشد شاخساره در اثر افزایش شوري به دلیل 

هورمونی هاينالکاهش فتوسنتز و سیگ
از .باشدایجادشده توسط ریشه در شرایط تنش

ریشه به طرف دیگر افزایش شوري نسبت
شاخساره را افزایش داده که مزیتی براي 

آیدبشمار میدر شریط تنشگیاهان هالوفیت
هاي جذب زیرا موجب افزایش نسبت بخش

و در هاي تنفس کننده گیاه کننده آب به بخش
زیرا شودراندمان آبی گیاه مینهایت افزایش 

شوري از طریق ایجاد تنش اسمزي جذب آب 
هاي یافته.کندتوسط گیاه را با مشکل روبرو می

و در گیاهان زراعی ) 10(امام و نیک نژاد
در دو گونه ) 28(لمانییسزهتابپوستینی و

گندم، کاهش رشد شاخساره در اثر شوري را 
پنولاس و تایید نموده و همچنین تحقیقات

کلی و همکارانجو و پسردر) 26(همکاران
روي جو و گندم بیانگر کاهش طول ساقه ) 27(

و شاخساره در اثر شوري است که نتایج حاصل 
از مطالعات مذکور با پژوهش حاضر مطابقت 

.دارد

A. littoralisگیاه در a+bو a ،bتاثیر شوري بر میزان کلروفیل - 1شکل 

(mM)
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cDNA-AFLPنتایج آزمایشات 

بادر مقایسهcDNA-AFLPمزیت تکنیک
پیشازهايتوالیبهنیازعدمزآرایهریتکنیک
بالاشباهتباژنهاتفکیکتواناییوشدهتعیین

استفادهقابلیتکهاستژنیهايخانوادهاز
).7(فراهم کرده استرامدلغیرگیاهانبراي

تعدادتوسطشوريبهمقاومتکهآنجااز
رونوشتکلیآنالیزشودمیکنترلژنزیادي
خواهد دادافزایشمکانیسمیناازرامادرك

در این پژوهش به منظور پوشش کل . )31(

ژنوم و تولید قطعاتی با قابلیت تفکیک روي ژل 
از این موجودهاي توالیپلی اکریل آمید% 6

با در نظر گرفتن )NCBI(گیاه در بانک ژن
هاي برشی هاي آنزیمجایگاههمچونمعیارهایی 

هایت ترکیب گرفت و در نمورد بررسی قرار
Mseهاي برشیآنزیم I /EcoR I جهت هضم

cDNA افتراقیآنالیزآغازازپیش.شدانتخاب
جهتمناسبپرایمريهايترکیبانتخاب
ازوگرفتصورتهیدباندالگويسازيبهینه

پرایمري استفاده شده در این ترکیب56

شوريمختلف سطوحدر A. littoralisطول ریشه، ساقه و ارتفاع گیاه - 2شکل 

شوريسطوح مختلفدر A. littoralisنسبت ریشه به شاخساره در- 3کلش
نمکی
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ایجاد واضحیباندهايترکیب32تحقیق،
انتخاب شدند ترانسکریپتومیزآنالبرايکردند و

پذیري با قابلیت تکرارTDF1700که تولید
جفت باز80-1000و اندازه باندي بین بالا

يهااندامسهم درصد53که از این بین کردند
در پاسخ .بودریشه سهم درصد47هوایی و

به تنش شوري الگوهاي A. littoralisهالوفیت 
د که می توان آنها متفاوتی مشاهده گردیبیانی 

هایی که در TDFرا به شش گروه مجزا شامل
،یافتشوري تظاهرشان افزایش اثر افزایش

TDF هایی که در اثر افزایش شوري تظاهر آنها
نش هایی که در اثر اعمال تTDF،یافتکاهش 

،شدتظاهرشان متوقف شده و خاموش 
TDFو دهخاموش بودشاهگیاههایی که در

هایی که TDF،یافتندمال تنش تظاهر دراثر اع
تظاهر آنها هم در شرایط عادي رشد گیاه و هم 

وندهیچ تغییري نکرده و ثابت بودتحت تنش 
TDF 4شکل (یدار اناپتظاهر باهایی(

.تقسیم بندي نمود

.

ژنهایی که حالت توقف 4با توجه به شکل 
بودند که در هاییTDFبیان نشان دادند، 

هاي مختلف نمکی گیاهان تیمار شده با غلظت
وجود نداشته و فقط در گیاهان شاهد قابل 
شناسایی بودند و در مقابل ژنهاي فعال شده 
تنها در گیاهان تحت استرس قابل شناسایی 
.بوده و در گیاهان شاهد بیان نشدند

TDF هایی که حالت افزایش یا کاهش بیان را
هایی بودند که هم در نوشتنشان دادند رو

گیاهان شاهد و هم تحت تنش حضور داشته 
که نسبت به گیاهان شاهد مقایسه ولی زمانی

شدند حالت افزایش یا کاهش بیان را نشان 
و ژوهاي صورت گرفته توسطدر پژوهش. دادند

یت ــــوفـالــاسخ هـپدر ) 12(ارانــمکـه

0 mM120 mM250 mM450 mM600 mM

تنش شوري که از بالا به پایین به ترتیب بهA. littoralisالگوهاي بیانی متفاوت ایجاد شده در پاسخ گیاه - 4شکل 
.باشندهاي افزایش بیان، کاهش بیان، خاموش شدن، روشن شدن، ثبات بیان و حالت ناپایدار بیان میحالت
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Kosteletzkya virginica به تنش شوري
شدت بیان.ی مشاهده شدچنین الگوهاي بیان

ها در ابتدا با افزایش غلظتTDFاز آخرگروه
و با داشتهافزایشی-کاهشیالگویینمک

صورتهالگو بشدن غلظت نمک بیشتر
هاي حالتکاهشی تغییر کرد و یا - افزایشی

.روشن و خاموش شدن بروز کردمختلفی از 
در دسته 2و 1هاي گروهلازم بذکر است 

در دسته واریانس 4و3گروه کمی وواریانس 
.شدندبندي کیفی دسته

تجزیه و تحلیل رونوشت ها
هاي بیانی گیاهچههاي پروفایلبررسی

و 450، 250، 0،120تیمار شده با سطوح 
به ترتیب کلرید سدیمازمیلی مولار600

درصد6/18و 26/20، 99/20، 4/19،75/20
از رونوشتهاي تظاهر یافته را نشان داد که 

بیان شده مربوط به سطح TDFبیشترین تعداد 
میلی مولار و کمترین تعداد مربوط 250شوري 

میلی مولار از کلرید سدیم بود600به سطح 
.)5شکل (

درژنهابیانمیزانداد کهنشانتایجن
استنمکی متفاوتمختلفتیمارهاي

مولارمیلی250شوريسطحکهطوريهب
داداختصاصبخودبیان ژن رامیزانبیشترین

با افزایش رشد گیاه مطابقت که این افزایش 
در سطح هاي بیان شده TDFتعداد.دارد

250و120شاهد و تیمارهاي نمکی 
روند صعودي افزایش میزان شوري با مولار میلی

600و 450در سطوح کهحالیداشتند در 
نظر ه ب. حالت نزولی مشاهده شدمولار میلی

مولار، میلی600و 450رسد در سطوح می

ها در مقایسه با سطح TDFبیان برخی از 
اموشی شاهد متوقف شده که روند صعودي خ

آنرا تایید ) 7شکل (ژنها با افزایش میزان شوري
. کندمی

هاي TDFروي تهآنالیزهاي صورت گرف
متفاوتی از مقادیر(واریانس کمی بیان شده، 

و ) تیمارهاي مختلف نمکی نسبتدر بیان ژن 
را براي )ژنبیان یا عدم بیان(کیفیواریانس 

درصد و براي19/19و 82/14ترتیبهریشه ب
42/24و 21/12ترتیبه هاي هوایی باندام

.درصد نشان داد

هاي بیان شده در سطوح مختلف شوريTDFتعداد - 5شکل 
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هر دو واریانس هاي هوایی شه و اندامدر ری
هایی TDFبین و ندکمی و کیفی، مشاهده شد

8/21واریانس کیفی با دنواریانس نشان دادکه
خود اختصاص داد و هدرصد بیشترین مقدار را ب

این واریانس کیفی با افزایش شوري غالبیت 
نیز در ) 2(بایساخ و همکاران. بیشتري پیدا کرد

Spartina alternifloraالوفیت بررسی پاسخ ه

با شوري افزایش غالبیت واریانس کیفی به تنش 
اکثر ژنهاي .مشاهده کردندراافزایش شوري

بیان ثابتی بین گیاهان ساقهوریشه شدهبیان
ه ، ب)6شکل (شاهد و تحت تنش نشان دادند

دار در خانهژنهاي ضروري براي بقا یا ژنهاي نظر 
رند لازم بذکر است که ر دابیانی قرااین گروه

به لحاظ تئوریک از بیان نسبتا دارژنهاي خانه
هاي مختلف ها و بافتتنشدر ثابتی

این نتایح با نتایج آنالیز بیان ژن . برخوردارند
در گیاه سیب زمینی )20(لوئیزا و همکاران

.مطابقت دارد
هدادواریانس نشانکهییهاTDFبین 

بودندخاموش در سطح شاهدی کهژنهایتظاهر

تظاهر یافتههايTDFدرصد از کل 13با 
این داد کهاختصاص خوده برا مقداربیشترین 

مولار در میلی250در تیمار نمکی تظاهر
نتایج حاصل از .بودحداکثر مقدار خود 

مطالعات فیزیولوژیکی نیز بیشترین میزان رشد 
چنین هم.گیاه را در این تیمار نمکی نشان داد

333TDFبا دارا بودن ین تیمار نمکیا

بیشترین واریانس کیفی نسبت به شاهد را در 
که به بدلیل نشان دادمقایسه با سایر تیمارها

مولار است میلی250تظاهر ژنهایی در سطح 
تر شوري و سطح کنترل که در سطوح پایین

افزایش رشد موجباند که احتمالا خاموش بوده
شکل (شده استدر این تیمار نمکی این گیاه 

با مولار میلی600سطح شوري و) 2
160TDF بیشترین میزان خاموشی ژن را

که بیانگر کاهش تعداد )7شکل (نشان داد
ژنهاي بیان شده در شرایط تنش شوري در 

به A. littoralisدر پاسخسطوح بالاتر شوري 
.شوري است

هاي هوایی نسبت به شاهدمقادیر الگوهاي بیانی مشاهده شده در ریشه و اندام-6لشک
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از هر ترکیب پرایمري استفاده شده در 
الگوهاي باند با 52این تحقیق بطور متوسط 

در ریشه. نمایان شدبیانی متفاوت
EcoRI+ACC–MseI+CATترکیب پرایمري

37طوریکه ه بیشترین واریانس را نشان داد ب
درصد از باندها بیان افتراقی با سطح شاهد 

24صورت کمی و ه درصد ب13که داشتند 

صورت کیفی بود و ترکیب پرایمريه درصد ب
EcoRI+AAG–MseI+CTGهاي اندامدر

که هوایی بیشترین الگوهاي بیانی را نشان داد
صورت افتراقی بیان ه درصد از باندها ب60

کمی و کیفی به ترتیب هايشدند که واریانس
یب که تاثیر این ترکنددرصد بود31و 29
.نشان داده شده است2مري در جدول پرای

در پاسخریشههاي هوایی ودر اندامبیان ژنهايالگوبرتاثیر ترکیبات پرایمري بکار رفته - 2جدول 
شوريبه

نسبت به شاهدنمکیتیمارهاي مقایسه الگوي کیفی بیان ژن در - 7شکل 
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با توجه به نتایج کلی بدست آمده به نظر 
رسد خاموشی ژنهاي فعال در سطح شاهدمی

که هاییTDFبه همراه فعال شدن تعدادي از 
اند همراه با در سطح شاهد خاموش بوده

هاي بیان شده در این دو سطح و TDFکاهش 
متعاقبا کاهش رشد گیاه نسبت به سطح 

سم ـانیـولار مکـمیــمیل250وري ـش
مل ـحـــت در تـــیــالوفـن هـی ایــظیمـتن

هاي یبـترکهمچنین وري باشد،ـتنش ش

E-ACC,M-CAT(،)E-ACT(رایمريــپ

M-CAC (و)E-AGG,M-CAC( ریشه وبراي
)E-AAG,M-CTG(شاخساره براي

ترین ترکیبات پرایمري جهت بررسی مناسب
وري است زیرا هاي بیانی در سطوح شالگوي

هایی را که در اثر TDFبیشترین تعداد 
افزایش شوري میزان بیانشان افزایش یافته و یا 
در اثر اعمال تنش فعال شدند توسط این 

.ترکیبات پرایمري قابل شناسایی بودند

منابع
1.  Bachem, C.W., V. Hoeven, D. Bruijn, D. Vreugdenhil, M. Zabeau and G. Visser.

1996. Visualization of differential gene expression using a novel method of RNA
fingerprinting based on AFLP: Analysis of gene expression during potato tuber
development. The Plant Journal, 9(1): 745-753.

2. Baisakh, N., K. Subudhi and N. Parami. 2006. cDNA-AFLP analysis reveals
differential gene expression in response to salt stress in a halophyte Spartina
alterniflora Loisel. Plant Science, 170: 1141-1149.

3. Ben sad, R., N. Zouari, W. Ben Ramdham, J. Azaza, D. meynard, E. Guiderdoni and
A. hassairi. 2010. Improved drought and salt stress tolerance in transgenic tobacco
overexpressing a novel A20/AN1 zinc-finger ‘‘AlSAP’’ gene isolated from the
halophyte grass. Plant Molecular Biology, 48: 171-190 pp.

4. Breyne, P. and M. Zabeau. 2001. Genome-wide expression analysis of plant cell
cycle modulated genes. Current Opinion in Plant Biology, 4: 136-142.

5. Brinker, M., M. Brosché, B. Vinocur, A. Abo-Ogiala, P. Fayyaz, D. Janz, E.A.
Ottow, A.D. Cullmann, J. Saborowski, J. Kangasjärvi, A. Altman and  A. Polle.
2010. Linking the salt transcriptome with physiological responses of a salt-resistant
populus species as a strategy to identify genes important for stress acclimation. Plant
Physiology, 154: 1697-1709.

6. Chen, G.P. 2003. Isolation and characterization of TaGSK1 involved in wheat salt
tolerance. Plant Science, 165: 1369-1375.

7. Ding, M.Q., P.C. Hou, X. Shen, M.J. Wang, S.R. Deng, J. Sun, F. Xiao, R.G. Wang,
X.Y. Zhou, C.F. Lu, D.Q. Zhang, X.J. Zheng, Z.M. Hu and S.L. Chen. 2010.
Salt-induced expressionof genes related to Na+/K+ and ROS homeostasis in leaves
of salt-resistant and salt-sensitive poplar species. Plant Molecular Biology, 73: 251-
269.

8. Donson, J., Y. Fang, G. Espiritu-Santo, W. Xing, A. Salazar and S. Miyamoto. 2002.
Comprehensive gene expression analysis by transcript profiling. Plant Molecular
Biology, 48: 75-97.

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jc

b.
sa

nr
u.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-1
1-

19
 ]

 

                            12 / 15

http://jcb.sanru.ac.ir/article-1-213-fa.html


27...........................................................................................................1392زمستانو پاییز/ 12شماره / مپنجسال / پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی

9. Durand, M. and D. Lacan. 1994. Sodium partitioning within the shoot of soybean.
Physiology. Plant, 9: 65-71.

10. Emam, Y.W. and M. Niknezhad. 1995. Introduction to the physiology of crop yield.
Publishing Center of Shiraz University. Shiraz, Iran. 2: 41-55. (In Persian)

11. Fabi, J.P., L.R.B.C. Mendes, F.M. Lajolo and J.R.O.D. Nascimento. 2010.
Transcript profiling of papaya fruit reveals differentially expressed gene associated
with fruit ripening. Plant Science, 179: 225-233.

12. Guo, Y.Q., Z. Tian, D.L. Yan, J. Zhang, W.Z. Zhou and P. Qin. 2009. Gene
expression of halophyte Kosteletzkya virginica seedlings under salt stress at early
stage. Genetic, 137: 189-199.

13. Hasegawa, P.M., R.A. Bressan and H.J. Bohnert. 2000. Plant cellular and molecular
responses to high salinity. Annual Review of Plant Physiology. Plant Molecular
Biology, 51: 463-499.

14. Hmida-Sayari, A., A. Costa, A. Leone, S. Jaoua and R. Gargouri-Bouzid. 2005.
Identification of salt stress-induced transcripts in potato leaves by cDNA-AFLP.
Molecular Biotechnology, 30(1): 31-39.

15. Huang, Y.C. 2008. Transcriptome analysis of auxin-regulated genes of Arabidopsis
thaliana Gene, 420: 118-124.

16. Inan, G., Q. Zhang, P. Li and Z. Wang. 2004. Salt cress. A halophyte and cryophyte
Arabidopsis relative model system and its applicability to molecular genetic analyses
of growth and development of extremophiles. Plant Physiology, 135: 1718-1737.

17. Jayaraman, A., S.P. Uranik, N. Rai, S. Vidapu, P. Psahu, C. lata and M. Prasad.
2008. cDNA-AFLP Analysis reveals differential gene expression in response to salt
stress in Foxtail Millet (Setaria italica L.). Molecular Biotechnology, 40(3): 241-251

18. Kreps, J.A., H.S. Chang, T. Zhu, X. Wang and J.F. Harper. 2002. Transcriptome
changes for Arabidopsis in response to salt, osmotic and cold stress. Plant
Physiology, 130: 2129-2141.

19. Li-Bao, Ch., L.S. Yan and G. Yuan. 2009. Isolation and expression profile analysis
of gene relevant to chilling stress during seed imbibition in soybean [ glycine max
(l.) meer.]. Agricultural Sciences in China, 8(5): 521-528.

20. Luisa, M.T., B.M. Horvath, R.V. Berloo and R.G.F. Visser. 2003. Analysis of genes
differentially expressed during potato tuber life cycle and isolation of their promoter
regions. Plant Science, 170: 1141-1149.

21. Maftoun, M. and A.R. Sepaskhan. 1989. Relative salt tolerance of eight wheat
cultivars. Agrochemical, 33(1): 1-31.

22. Matoh, T. 1987. Sodium, potassium, chloride and betaine oncentrations in isolated
vacuoles from salt-grown Atriplex gmelini leaves. Plant Physiologic, 84: 173-177.

23. Mir Mohammadi Meybodi, S. and B. Garayazi. 2001. Salt stress and physiological
aspects of plant breeding. Isfahan University Press. Isfahan, Iran 5: 57-65. (In
Persian)

24. Moons, A., G. Bauw, E. Prinsen and V. Straeten. 1995. Molecular and physiological
responses to abscisic acid and salts in roots of salt-sensitive and salt-tolerant Indica
rice varieties. Plant Physiology, 107: 177-186.

25. Munns, R. 2002. Comparative physiology of salt and water stress. Plant Cell
Environ, 25(1): 239-250.

26. Penuelas, J., R. Isla, I. Filella and J.L. Araus. 1997. Visible and near- infrared
reflectance assessment of salinity effects on barley. Crop Science, 37: 198-202.

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jc

b.
sa

nr
u.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-1
1-

19
 ]

 

                            13 / 15

http://jcb.sanru.ac.ir/article-1-213-fa.html


Aeluropusپاسخ فیزیولوژیکی و ژنتیکی هالوفیت  littoralis28.............................................................................................................................به شوري

27. Pessarakli, M., T.C. Tucker and K. Nakabayashi. 1991. Growth response of barley
and wheat to salt stress. Journal of Plant Nutrition, 14: 331-340.

28. Postini, K. and S. Zehtabe Soleimani. 1998. Effects of salinity on dry matter
production and remobilization in both cultivars of wheat. Plant Physiology, 2: 41-
55.

29. Qin, L., P. Prins, J.T. jones, H. Popeijus, G. Smant, J. Bakker and J. Helder. 2001.
GenEST, a powerful bidirectional link between cDNA sequence data and gene
expression profikes generated by cDNA-AFLP. Nucleic Acid Research, 137: 189-
199.

30. Shinozaki, K. and K. Yamaguchi-Shinozaki. 2000. Molecular responses to
dehydration and low temperature: Differences and cross-talk between two stress
signaling pathways. Current Opinion in Plant Biology, 3: 217-223.

31. Sreenivasulu, N., S.K. Sopory and P.B. Kavi Kishor. 2007. Deciphering the
regulatory mechanisms of abiotic stress tolerance in plants by genomic approaches.
Gene, 388: 1-13.

32. Tanji, K. 1995. Agricultural salinity assessment and Management. Scientific
Publisher Virginia, Americ. 619 pp.

33. Vos, R., R. Hogers, M. Bleeker, M. Reijans, M. Homes, A. Frijters, J. Peleman, M.
Kuiper and M. Zabeau. 1995. AFLP:  A new concept  for DNA Fingerprinting.
Nucleic Acids Research, 23: 4407-4414.

34. Widodo, J., E. Newbigin, M. Tester, A. Bacic and U. Roessner. 2009. Metabolic
responses to salt stress of barley (Hordeum vulgare L.) cultivars, Sahara and
Clipper, which differ in salinity tolerance. Journal of Experimental Botany, 60(1):
4089-4103.

35. Xiong, L. and J.K. Zhu.  2002. Molecular and genetic aspects of plant responses to
osmotic stress. Plant Cell & Environment, 25: 131-139.

36. Yue, W., X. Guangmin and Z. Daying. 2001. Transfer of salt tolerance from
Aeleuropus littorulis sinensis to wheat (Triticum aestium L.) Life Science, 9: 545-
553.

37. Zhang, G., Q. Su, L. Jia An and S. Wu. 2007. Characterization and expression of a
vacuolar Naþ/Hþ antiporter gene from the monocot halophyte Aeluropus littoralis.
Environmental and Biological Science, 9: 745-753.

38. Zhao, G.Q. and C. Z. Ren. 2007. Growth, gas exchange, chlorophyll fluorescence
and ion content of Naked oat in response to salinity. Crop Science, 47: 123-131.

39. Zhu, J.K. 2001. Plant salt tolerance, Trends Plant Science, 6(1): 66-71.
40. Zouari, N., R. Ben Saad, T. Legavreb, J. Azazaa, X. Sabau, M. Jaouaa, K.

Masmoudia and A. Hassairia. 2007. Identification and sequencing of ESTs from the
halophyte grass Aeluropus littoralis. Plant Molecular Genetics, 2: 103-106.

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jc

b.
sa

nr
u.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-1
1-

19
 ]

 

                            14 / 15

http://jcb.sanru.ac.ir/article-1-213-fa.html


Journal of Crop Breeding Vol. 5, No. 12, Autumn and Winter 2013 ……………………………………………………..……….. 29

Physiological and Genetic Responses of Halophyte Aeluropus Littoralis
to Salinity

Behzad Shahin Kaleybar1, Ghorbanali Nematzadeh2, Seyed Hamid Reza hashemi3,
Hossein Askari4 and Sara Kabirnataj5

Abstract
Salinity stress causes ionic and osmotic stress resulting in cell death, inhibition of

growth and ultimate adverse reducing crop productivity. In present study mechanism of
salinity tolerance of Aeluropus littoralis under treatment of sodium chloride in four
levels of salinity (120, 250, 450 and 600 mM) were investigated by cDNA-AFLP
profiling. Salinity reduced the shoot growth, shoot to root ratio and Chlorophyll content
and gene silencing was raised with increasing salinity. In 250 mM of salinity the plants
had the highest physiological growth and the maximum number of expressed TDFs and
also the greatest quality variance than control comparing to other levels of salinity. The
results indicated that plants have the best response to salinity in the 250 mM of salinity
and this level is appropriate to reveal mechanism of salt tolerance in this halophyte.
Seems to silencing of genes that are active in control level, activation of some genes that
are silence in control level, reduction expressed TDFs, reduction in Shoot to root ratio
and a subsequent reduction in plant growth by salinity treatment is the common
mechanism for salinity tolerance in this halophyte so that induction of salinity tolerance
by expression of these silenced genes cause increase of growth in stress condition even
than control.

Keywords: Differential gene expression, Salinity stress, Halophyte, Aeluropus
littoralis, cDNA-AFLP
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