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.Aeluropus littoralis Parlدر گیاه هالوفیت AlSOS1ژنجداسازي و بررسی بیان 
تحت تنش شوري ناشی از کلرید سدیم

5بابائیان جلودارنادعلیو4میرشمسیامین،3نعمت زادهقربانعلی ، 2باقريعبدالرضا ، 1قاسمی عمرانولی اله 

چکیده
CDNA.از گیاه آلوروپوس تحت تنش شوري ناشی از کلرید سدیم جداسازي شدSOS1پروتون /ژن آنتی پورترسدیم

توالی آمینواسیدي.باشدجفت بازي می3438فرضیجفت باز بوده و حاوي چارچوب قرائت آزاد 3981طول شده با جداسازي
SOS1بالایی با ترانسپورترهاي گیاهی مشابهتSOS1شودبینی میپیش. دهدنشان میAlSOS1ناحیه فراغشایی12داراي

در این مطالعه، الگوي بیان این ژن در پاسخ به . در انتهاي اسیدي باشدسیتوپلاسمیآبگریز دم طویل فرضی در انتهاي آمینی و
در بافت AlSOS1بیان ژن . روز پس از اعمال تنش مورد بررسی قرار گرفت17و 8، 3، 1ساعت،6مولار میلی250تیمار شوري 
ساعت پس از اعمال تنش به AlSOS1 ،24برداري ژن سطوح نسخهدر بافت گره و میانگرهساعت افزایش یافت 6برگ پس از 

روز پس از تنش به حالت 17ایت تدریج کاهش یافت تا در نهروز بعد از اعمال تنش به8و 3حداکثر خود رسید و سپس در 
3هاي ریشه به آهستگی بعد از اعمال تنش افزایش یافت و پس از میزان بیان این ژن در بافت. پایدار شاهد بدون تنش بازگشت

.بودروز همچنان بیان دو برابر شاهد 17روز پس از تنش ادامه یافت و پس از 8روز به میزان حداکثر رسید و این میزان بیان تا 

، بیان ژنAeluropus littoralis ،AlSOS1تنش شوري،: هاي کلیديواژه

مقدمه
ان را ـطور عمده کلرید سدیم، رشد گیاهشوري و به

محدود نموده و سبب کاهش تولیدات کشاورزي 
در بسیاري از گیاهان بویژه غلات، یون سدیم . گرددمی

). 27(شوداصلی آسیب ویژه یونی محسوب میعلت 
هاي شور ترین کاتیون در خاكبدلیل اینکه سدیم فراوان

رود و از لحاظ شیمیایی شباهت بسیار زیادي بشمار می
سمیت سدیم سیتوزولی اغلب با ،به یون پتاسیم دارد

هاي بسیاري از آنزیم. )20(کمبود پتاسیم همراه است
شوند و توسط یون پتاسیم فعال میسیتوزولی با یون 

به ،هاي بالاسدیم در غلظت). 6(گردند سدیم مهار می
مواد معدنی و آب، دلیل اثرات مضر روي جذب

فتوسنتز و سوخت و ساز براي گیاه هاي آنزیمی،فعالیت
هايحساسیت به شوري آنزیم).18(سمی است

سیتوزولی هم در گیاهان حساس به شوري و هم در 
بیانگر این نکته است واهان شور پسند مشابه است گی

که نگهداري نسبت پتاسیم به سدیم در سطح غلظتی 
عنوان پیش نیاز کلیدي رشد گیاه در شرایط به،بالا

گیاهان از راهکارهاي ). 9(رود میشمارشوري بالا به
متفاوتی با هدف جلوگیري از تجمع سدیم اضافی 

نمایند که شامل بهبود جذب یون توسط استفاده می
ریشه، بارگیري در آوند چوبی جهت توزیع در فواصل 

در HKTهاي پروتئیندور، بازجذب یون توسط 
ولی در محور ئبندي واکوهاي گیاهی ویژه و حجرهبافت

در ).18،20،38(باشدمیتر هاي مسنگیاه و در برگ
سیتوزولی هاي سدیم هی غلظتهاي گیادرون سلول

بندي یا دفع سدیم در سطح غیر رهعموما توسط حج
هاي شور، در محیط.)3(شودمی نگه داشته میس

هایی که بطور بالقوه براي سوخت و ساز بندي یونحجره
کلرید و هايیونبطور مثال(رسان هستند سلولی آسیب

زدایی یونی فراهم راهکار موثري جهت سمیت) سدیم
عین حال نسبت بالاي پتاسیم به سدیم را آورد و در می

ها در یونبعلاوه، انباشتگی. کنددر سیتوزول حفظ می
فشار اسمزي در جهت بهبود جذب آب را واکوئلداخل 

وئلیـاي واکـپورترهآنتی).20(ایدـنممیمـراهـف
هاي غشایی هستند که تبادل پروتون پروتئین/سدیم

غشاهاي تونوپلاستی تحت سدیم را در مقابل پروتون در 
گرادیانت الکتروشیمیایی پروتون تولید شده توسط

H-ATPase وH-PPiase2،3،34(کنند کاتالیز می( .
پروتون گیاه /سدیمبیش بیان ژن آنتی پورتر واکوئلی

اومت به منجر به افزایش مق) AtNHX1(آرابیدوپسیس
) 35(فرنگی ، گوجه)34(شوري در گیاهان تراریخته کلزا

مسیر وابسته به کلسیم از طرف دیگر، .شد) 32(و گندم 
SOSکننده تعادل یونی سدیم و پتاسیم و که تنظیم

) ghasemiomran@yahoo.com: نویسنده مسوول(، دانشگاه فردوسی مشهد، دانشجوي دکتري-1
استاد و استادیار، دانشگاه فردوسی مشهد-4و 2

کشاورزي و منابع طبیعی ساريعلوم دانشگاه استاد،-5و 3
21/12/91: تاریخ پذیرش27/8/91: تاریخ دریافت

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی
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) 35(فرنگی ، گوجه)34(شوري در گیاهان تراریخته کلزا

مسیر وابسته به کلسیم از طرف دیگر، .شد) 32(و گندم 
SOSکننده تعادل یونی سدیم و پتاسیم و که تنظیم

) ghasemiomran@yahoo.com: نویسنده مسوول(، دانشگاه فردوسی مشهد، دانشجوي دکتري-1
استاد و استادیار، دانشگاه فردوسی مشهد-4و 2

کشاورزي و منابع طبیعی ساريعلوم دانشگاه استاد،-5و 3
21/12/91: تاریخ پذیرش27/8/91: تاریخ دریافت

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی
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در گیاه آرابیدوپسیس ،باشدانتقال دور برد سدیم می
شونده متصلپروتئینSOSدر مسیر. گزارش شده است

را دریافت و سیگنال تنش شوريSOS3به کلسیم یا 
را فعال نموده و SOS2پروتئین SOS3. نمایدمنتقل می

نماید تا به سمت غشاي پلاسمایی هدایت می
توسطSOS1ی پروتون/فسفریلاسیون ترانسپورتر سدیم

پروتئین . )22،39(فراهم شودSOS2-SOS3کمپلکس
غشاي پروتئین، SOS1پروتون /سدیمپورترآنتی

دومین فراغشایی 12کیلو دالتونی با 127پلاسمایی 
و دنباله بلند سیتوپلاسمی آمینیفرضی در انتهاي 

یکی از . )23(باشدمیاسیديآبدوست در انتهاي
در غشاي پروتون/کردهاي آنتی پورتر سدیمرکا

).3(هاست پلاسمایی دفع سدیم از سلول
از گیاهان حساس به شوري SOS1هاي ژن

گندم،)OsSOS1()14،37وOsNHA1(نظیر برنج
TaSOS1) (33(Phragmites australis(نانوایی

)PhaNHA1-u) (26 ( و همچنین گیاهان مقاوم به
) Thellungiella halophila)ThSOS1شوري نظیر

)19( ،Cymodocea nodosa)CnSOS1Aو
CnSOS1B()8(،Chenopodium quinoa)cqSOS1A

Phragmites australisو )cqSOS1B()15و 
)PhaNHA1-n ()26(که از آنجایی. شناسایی شده است

گیاهان هالوفیت تک لپه قادر به رشد و تحمل شرایط 
عنوان بهترین ابزار جهت توانند بهمی،شوري بالا هستند

شمار آمده و نقش درك اساس مولکولی آنتی پورترها به
. احتمالی آنها را در مقاومت به شوري آشکار سازند

که بسیاري از گیاهان مهم از لحاظ علاوه از آنجاییبه
مطالعه ،کشاورزي گیاهان تک لپه گلیکوفیت هستند

تواند هاي ویژه از گیاهان خویشاوند نزدیک میژن
عنوان روش موثري جهت بهبود مقاومت به شوري این به

هاي ژنتیک نوین گونه محصولات با استفاده از فناوري
Aeluropus. باشد littoras Parl. گیاه هالوفیت تک لپه و
تواند کلرید باشد که بومی ایران بوده و میساله میچند

این . مولار را تحمل نمایدمیلی600سدیم تا میزان 
محسوب شده و در C4از لحاظ فتوسنتزي گیاهیگیاه

200هاي شور ساحلی و بیابانی با بارندگی کمتر از خاك
گیاهاین. )10،13،29(یابدمتر در سال رشد میمیلی

342کوچک در حدود تاًدیپلویید بوده و داراي ژنوم نسب
،علاوه بر مقاومت به شوري. باشدمیمگا جفت باز
عنوان گیاهی مقاوم به خشکی و گرما نیز آلوروپوس به
با وجود این شرایط آلوروپوس ).40(شود محسوب می

یکی غنی جهت درك عنوان منبع ژنتتواند بهمی
ط با مقاومت به شوري، خشکی و گرما بهاي مرتمکانیزم

زیستی در هاي غیردر جهت بهبود مقاومت به تنش
گیاهان زراعی مهم به لحاظ اقتصادي مورد استفاده قرار 

هایی در جهت درك اساس در همین راستا تلاش. بگیرد

واکوئلی این گیاه +H+Na/مولکولی آنتی پورترهاي 
این . صورت گرفته است) 36(توسط ژانگ و همکاران 

را AlNHXواکوئلی +H+Na/ژن آنتی پورتر محققان
جداسازي نموده و با بیان بیش از حد آن در گیاه توتون 

ته موفق به افزایش مقاومت به شوري در گیاهان تراریخ
در مورد بررسی نقش احتمالی آنتی پورترهاي . شدند

/H+Na+ غشاي پلاسمایی این گیاه در ایجاد مقاومت به
این لذا .شوري تاکنون تحقیقی صورت نگرفته است

بیان ژن جداسازي، شناسایی و بررسیتحقیق با هدف 
تحت تنش شوري صورت پذیرفته آنتی پورتر غشایی 

. است

ها مواد و روش
مواد گیاهی و شرایط رشد

هاي طبیعی بذرهاي گیاه آلوروپوس از رویشگاه
آوري شده و درون ماسه شسته شده تحت شرایط جمع

درجه 28/25شب/تاریکی، دماي روز/روشنایی16/8
در گلخانه درصد80تا 60گراد و رطوبت نسبی سانتی

پژوهشکده ژنتیک و زیست فناوري کشاورزي طبرستان
ها هر سه روز یک بار با محلول گیاهچه. کشت شدند

ها به پس از یک ماه، گیاهچه. گلند آبیاري شدندهو2/1
که بخوبی هوگلند 2/1لیتري حاوي 20هاي گلدان

هفته بعد 3حدود . انتقال یافتند،شدندهوادهی می
مولار قرار میلی250ها تحت تیمار شوري گیاهچه
.گرفتند

و تحلیل توالیتجزیهو AlSOS1جداسازي ژن 
هوگلند حاوي 2/1هاي دو ماهه با محلول گیاهچه

روز مورد تیمار 3مولار کلرید سدیم به مدتمیلی300
RNeasyکل با استفاده از کیتRNA.قرار گرفتند
Plant Mini شرکتQiagenدر مراحل . استخراج شد

ونـروي ستDNaseاز هضمRNAراجـاستخ
)On-Column DNase Digestion(جهت . استفاده شد
ه اولــز رشتـیت سنتـاز کcDNAه اولـاخت رشتـس

cDNA شرکتFermentazاستفاده شد.PCR
برداري معکوس با استفاده از پرایمرهاي دجنره زیر نسخه
:پذیرفتانجام

رفتپرایمر
(5'-GCTGCRTTTCTYCGYGCWCATA-3')

برگشتپرایمرو
(5'-CCAGTTGGCYTTGARCCYTC-3')

غشایی بر اساس نواحی حفاظت شده آنتی پورتر که
سپس. از گیاهان دیگر طراحی شده بودپروتون/سدیم

با استفاده از PCRدو پرایمر دجنره جهت تکثیراین
: اضافه شدندPCRبه واکنش شرایط چرخه دمایی زیر

گراددرجه سانتی95در ايدقیقه5سازي اولیه واسرشته
درجه 95سازي در واسرشتهچرخه35دنبال آن به و
درجه 55در اتصالوثانیه45گراد به مدت انتیس
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درجه 72در ط ثانیه و بس45گراد به مدت انتیس
محصول .صورت پذیرفتثانیه45به مدت گرادسانتی

با استفاده از تکثیر شده از روي ژل آگارز تلخیص شده و
مطابق InsTAclone™ PCR Cloningکیت

به درون ) Fermentaz(دستورالعمل شرکت سازنده 
و متصل شدهFermentazشرکت pTZ57R/Tوکتور 

،جفت بازي450توالی نبر اساس ای. یابی گردیدتوالی
با طول کامل cDNAدیگر طراحی شد تاچهار پرایمر

Smarterبا استفاده از کیت RACE cDNA
AmplificationشرکتClontechثیر شودکت:

پرایمرهاي رفت شامل
GSP2
(5'-GATGTTCGAGTTACATTCCCACAGGTGC-3')

NGSP2
(5'-CGGCAAGTAACATACTCGGTATTGACGC-3')

و پرایمرهاي برگشت شامل
GSP1
(5'- CGGTGGTGGTTTCGTCTTCAACTTCTTC -3')

NGSP1و
(5'-CTGTTTCAGGCAGCGCCCCAAC –3')

با استفاده از یک cDNAساخت رشته اول.بودند
کل و پرایمرهاي فراهم شده توسط RNAمیکروگرم

کیت بر اساس دستورالعمل شرکت سازنده 
میکرولیتر ازRACE،5’3براي . صورت پذیرفت

3' RACE-Ready cDNAعنوان الگو به همراه پرایمر به
GSP2پرایمر وUPMقرار کیت مورد استفاده موجود
کیلو جفت بازي بدست آمده به PCR2قطعه .گرفت
سازي همسانهFermentazشرکت pTZ57R/Tدرون

RACE ،5'5براي .یابی گردیدطور کامل توالیشده و به
عنوان الگو به بهRACE-Ready cDNA '5میکرولیتر از

کیت مورد موجودUPMپرایمر وGSP1همراه پرایمر 
یابی تلخیص و توالیPCRمحصول .استفاده قرار گرفت

RACE '3و RACE '5هاي بدست آمده از توالی.شد
AlSOS1شد تا طول کامل ژن کنار هم قرار داده

تحت NCBIهاي این توالی در کتابخانه داده(بدست آید
. )ثبت گردیدHQ329792شماره دستیابی

بررسی بیان
افته ژن ـییر یـوي تغـگـی الـابـهت ارزیـج

AlSOS1 پس از در معرض تنش شوري قرار گرفتن
صورت Real Time PCRگیاه آلوروپوس، آزمایش 

هاي یک ماهه به بدین منظور گیاهچه. پذیرفت
هوگلند که به خوبی 2/1هاي ویژه حاوي محلول گلدان

هفته تحت 3شدند منتقل شده و پس از هوادهی می
جهت .ر گرفتندقرامولار کلرید سدیم میلی250تنش 

به این . اعمال تنش از روش پاساژدهی استفاده شد
مولار قرار میلی100گیاهان تحت تنش ترتیب که ابتدا 
مولار دیگر به میلی150ساعت بعد 24گرفتند و سپس 

تنش ننمونه برداري از گیاها.غلظت اولیه اضافه شد
ش روز پس از اعمال تن17و 8، 3، 1ساعت، 6، 0یافته 

هاي فریز شده برگ، ز نمونهکل اRNA. صورت پذیرفت
و گره و میانگره گیاهان شاهد و گیاهان تحت ریشه

)Invitrogenشرکت (Trizolکیتتنش با استفاده از
یکپارچگی . مطابق با دستورالعمل شرکت صورت پذیرفت

استخراج شده با استفاده از الکتروفورز RNAو صحت
برداري معکوس قبل از نسخه. روي ژل آگارز ارزیابی شد

ي ژنومیDNAجهت حذف باقیمانده احتمالی 
تیمار شدندDNase Iبا آنزیم RNAهاي نمونه

. )3شکل (
از کیت سنتز رشته cDNAجهت ساخت رشته اول

برداري معکوس با نسخهFermentazشرکت cDNAاول
20در حجم نهایی واکنش RNAمیکروگرم 2

.اده شدـرکت استفـل شـعمـورالـمیکرولیتر مطابق دست
تا cDNAشامل یک میکرولیتر از PCRرکیب واکنش ـت

QuantiFast SYBRمیکرولیتر 5رقیق شده، برابر8
Green PCR Master Mix)شرکتQiagen ( یک

میکرولیتر 10صاصی ژن در میکرومولار از هر پرایمر اخت
براي هر جفت پرایمر واکنش . حجم نهایی واکنش بود

PCRپرایمرهاي .با شاهد بدون الگو نیز انجام شد
که بر اساس توالی جداسازي شده AlSOS1اختصاصی

:بودبه قرار زیرطراحی شدند 
پرایمر رفت

(5'-CAGCTTACTGGGGAATGCTC-3')
و پرایمر برگشت

(5'-ACTTGGGAACTGGACACTGG-3')
.کندجفت باز را تکثیر می148که باندي به اندازه 
جفت پرایمر رفت 

(5'-TTGCTGGCCGAGACCTTAC-3')
و برگشت 

(5'-GGCGAGCTTTTCCTTGATG-3')
جهت تکثیر ژن اکتین آلوروپوس مورد استفاده قرار 

عنوان کنترل داخلی بکار رفت و باندي به گرفت که به
PCRهاي واکنش. کندمیجفت باز را تکثیر113اندازه 

واکنش شامل .مطابق دستورالعمل کیت انجام شد
درجه 95در ايدقیقه5مرحله واسرشته سازي اولیه 

چرخه واسرشته سازي در 40دنبال آن به وگرادسانتی
طاتصال و بسوثانیه10گراد به مدت انتیسدرجه 95

.ثانیه بود30به مدت گراددرجه سانتی60در تلفیقی
جهت اطمینان از صحت تکثیر محصولات اختصاصی 

هاي منحنی ذوب با پارامترهاي زیر در ادامه چرخه
دقیقه،1گراد به مدت درجه سانتی95: صورت پذیرفت

ثانیه با10گرادي به مدت سانتیدرجه55چرخه 80
منحنی. در هر چرخهدما گراد افزایش درجه سانتی5/0

گرین هیچ ساختار سنت سایبروره از فلوذوب با استفاد
PCRگیري لوپ را در واکنش سنجاق سري یا شکل

روي Real time PCRمحصولات تکثیر .شناسایی نکرد
ژل آگارز بارگزاري شد تا وجود باند صحیح و منفرد 

هر آزمایش در نظر گرفته سه تکرار براي . تایید گردد
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هاي فلورسنت در هر مرحله پلیمریزاسیون سیگنال. شد
Bioradشرکت C1000™ Thermal Cyclerدر دستگاه 

افزار توسط نرم)CT(اي مقادیر آستانه. آوري شدجمع
2دستگاه مطابق فرمولداخلی – (∆CT Target - ∆CT actin)

∆CT با مقایسه مقادیرCT ژن اکتین و ژنAlSOS1

.محاسبه شدالگوعنوانبهمشابهcDNAاز حاصل 

بحثو نتایج
هاي انتقالی که خروج یون از سلول را تنظیم فرآیند

بندي واکوئلی از سوي نمایند از یک سو و جحرهمی
کاهش تجمع سدیم در سیتوزول گیاهی نقش ، دردیگر

از سیتوزولسدیمدر گیاهان عالی دفع . دندارحیاتی
هاي موجود در غشاهاي پلاسمایی پورتربواسطه آنتی

بیش بیان آنتی پورتر . )39،16،11،7(شودانجام می
گیاه AtSOS1غشاي پلاسماییپروتون/سدیم

آرابیدوپسیس مقاومت به شوري را در گیاهان تراریخته 
کننده این موضوع منعکس. )25(به دنبال داشته است

در مقاومت به پروتون/پورترهاي سدیمآنتینقش کلیدي 
به همین دلیل این تحقیق با هدف . باشدشوري می

بیان این ژن مهم در گیاه جداسازي، شناسایی و بررسی

العمل شورپسند آلوروپوس صورت گرفته است تا عکس
.این ژن در پاسخ به شوري بررسی و مطالعه گردد

گیاه آلوروپوس با SOS1يcDNAطول کامل 
دستیابیشماره(بدست آمدRACE PCRاستفاده از 

HQ329792.( جفت 3981با طولتوالی نوکلئوتیدي
جفت باز ناحیه ترجمه نشده 231باز متشکل از 

'5)5' UTR ( جفت باز ناحیه ترجمه نشده310و
'3)3' UTR(فرضی ژن چارچوب قرائت آزاد . باشدمی

AlSOS1که نمایدآمینواسید کد می1146با یپروتئین
. باشدکیلودالتون می127تئوریکیی کولداراي جرم مول

82و61،77داراي به ترتیب بینی شده پیشپروتئین
مشابهت در توالی آمینواسیدي با گیاهاندرصد

بوده Phragmites australisبرنج و آرابیدوپسیس،
12هاي عمومی مشترکی از جمله و ویژگی) 1شکل (

ناحیه فراغشایی، دم طویل سیتوپلاسمی، دومین تبادل 
و دومین فرضی اتصال نوکلیوتید حلقوي پروتون/ سدیم

رار دارد، ـقCايـتهـل انـرکز دم طویـه در مـک
)TMHMMزارـافرمـق نـطابـم(د ـاشـبیـم
)\www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/http://.(

از TaSOS1از برنج و Phragmites australis ،OsSOS1از گیاه PhNHA1از گیاه آلوروپوس، AlSOS1آمینههمردیفی توالی اسید-1شکل
هاي آمینهپس زمینه سیاه و خاکستري به ترتیب نمایانگر اسید. انجام شده استMEGAافزار ها با استفاده از نرمهم ردیفی توالی. گندم نانوایی

ود ـموجTMPREDزارـافرمـنباشد که توسطا میـرضی ترانسپورترهـفراغشایی فتوالی داخل کادر مربوط به قطعات. باشدیکسان و مشابه می
.محاسبه شده استhttp://www.ch.embnet.org/software/TMPRED_form.htmlاینترنتیدر آدرس
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هاي فلورسنت در هر مرحله پلیمریزاسیون سیگنال. شد
Bioradشرکت C1000™ Thermal Cyclerدر دستگاه 

افزار توسط نرم)CT(اي مقادیر آستانه. آوري شدجمع
2دستگاه مطابق فرمولداخلی – (∆CT Target - ∆CT actin)

∆CT با مقایسه مقادیرCT ژن اکتین و ژنAlSOS1

.محاسبه شدالگوعنوانبهمشابهcDNAاز حاصل 

بحثو نتایج
هاي انتقالی که خروج یون از سلول را تنظیم فرآیند

بندي واکوئلی از سوي نمایند از یک سو و جحرهمی
کاهش تجمع سدیم در سیتوزول گیاهی نقش ، دردیگر

از سیتوزولسدیمدر گیاهان عالی دفع . دندارحیاتی
هاي موجود در غشاهاي پلاسمایی پورتربواسطه آنتی

بیش بیان آنتی پورتر . )39،16،11،7(شودانجام می
گیاه AtSOS1غشاي پلاسماییپروتون/سدیم

آرابیدوپسیس مقاومت به شوري را در گیاهان تراریخته 
کننده این موضوع منعکس. )25(به دنبال داشته است

در مقاومت به پروتون/پورترهاي سدیمآنتینقش کلیدي 
به همین دلیل این تحقیق با هدف . باشدشوري می

بیان این ژن مهم در گیاه جداسازي، شناسایی و بررسی

العمل شورپسند آلوروپوس صورت گرفته است تا عکس
.این ژن در پاسخ به شوري بررسی و مطالعه گردد

گیاه آلوروپوس با SOS1يcDNAطول کامل 
دستیابیشماره(بدست آمدRACE PCRاستفاده از 

HQ329792.( جفت 3981با طولتوالی نوکلئوتیدي
جفت باز ناحیه ترجمه نشده 231باز متشکل از 

'5)5' UTR ( جفت باز ناحیه ترجمه نشده310و
'3)3' UTR(فرضی ژن چارچوب قرائت آزاد . باشدمی

AlSOS1که نمایدآمینواسید کد می1146با یپروتئین
. باشدکیلودالتون می127تئوریکیی کولداراي جرم مول

82و61،77داراي به ترتیب بینی شده پیشپروتئین
مشابهت در توالی آمینواسیدي با گیاهاندرصد

بوده Phragmites australisبرنج و آرابیدوپسیس،
12هاي عمومی مشترکی از جمله و ویژگی) 1شکل (

ناحیه فراغشایی، دم طویل سیتوپلاسمی، دومین تبادل 
و دومین فرضی اتصال نوکلیوتید حلقوي پروتون/ سدیم

رار دارد، ـقCايـتهـل انـرکز دم طویـه در مـک
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پلاسماییغشايپروتون/سدیمهايپورترآنتیدر
دهد که این گیاهی، دم بلند سیتوپلاسمی نشان می
هاي مختلفی ترانسپورتر ممکن است توسط سیگنال

تنظیم شود و حتی این امکان وجود دارد که علاوه بر 
.هاي دیگري نیز داشته باشدفعالیت آنتی پورتري نقش

ی ـلاسمـپوـلند سیتـه دم بـده است کـاد شـپیشنه
کننده مختلفی نظیر هاي تنظیمبا پروتئینSOS1در

RCD1هاي تنش اکسیداتیو کننده پاسخکه تنظیم
دررسد نظر میبه.)12(باشدداشتهبرهم کنش ،است

در کنترل دوربرد انتقال یون SOS1آرابیدوپسیس
ها نقش داشته باشد و احتمالأها به ساقهاز ریشهسدیم

چوب تحت تنش شدید آونددر بازیابی یون سدیم از 
نتایج مطالعه این ژن در گیاه ).24(نمایدشوري عمل

ممکن است در مکانیزم SOS1دهد که نشان مینی
ها ها به ساقهمسدود نمودن انتقال یون سدیم از ریشه

).26(دخیل باشد
درجه بالایی از شباهت cDNAتوالی ترجمه شده 

. گیاهان دیگر نشان دادپروتون/سدیمهايپورترآنتیبا 
پروتئینگیاه آلوروپوس و SOS1مقایسه بین پروتئین 

تدیگر که توالی کامل آنها موجود بود صورهايگونه
باSOS1گرفت تا روابط فیلوژنتیک پروتئین 

هایی گیاهی سایر گونهSOS1همولوگهاي پروتئین
هاي به درستی ردهدرخت فیلوژنتیک . مشخص شود

هاي مناسب جداسازي بسیار نزدیک بهم را در مکان
آلوروپوس را در کنار سایر SOS1نمود و به وضوح توالی 

گیاهان . )2شکل(قرار دادهاي خانواده گندمیان نهگو
Phragmites australisو، گندمبرنجآلوروپوس، 

باشند و خانواده گندمیان میهاي تک لپه متعلق به گونه
پورتر آلوروپوس به لحاظ رود آنتیکه انتظار میهمانطور

Phragmites australisو گندمفیلوژنتیکی به برنج،
و گوجه نزدیکی بیشتري در مقایسه با آرابیدوپسیس

ارتباط بین این کلاسترها با توزیع . دهدنشان میفرنگی
دهد نشان می2شکل . فیلوژنتیکی آنها سازگاري داشت

غشاي پروتون/سدیمبا آنتی پورترهايAlSOS1که 
تا NhaPوSOD2 ،NHA1،NhaAپلاسمایی شامل 

به AlSOS1بیشترین مشابهت. حدودي شباهت دارد
با متعلق به بیماري عامل وNhaPيترانسپورترتوالی 

NHA1و SOD2در این درخت فیلوژنتیکی .بوده است
Saccharomyces pombeبه ترتیب در غشاي پلاسمایی 

فعال بوده و وظیفه دفع یون سدیم از S. cerevisiaeو 
باشنددار میسیتوزول به فضاي فراسلولی را عهده

)5،21.(NhaA وNhaPپروتون/آنتی پورترهاي سدیم
هستند که به ترتیب نقش مهمی در دفع یون سدیم در

Escherichia coli وPseudomonas aeruginosaدارند.
گیاه آلوروپوس به پروتون/آنتی پورتر سدیمبدون شک 

تعلق SOS1گیاهی کلاستر فیلوژنتیکی ترانسپورترهاي
نظیریـواکوئلونـروتـپ/سدیمايـپورترها آنتیـدارد و ب

AtNHX ،NHX1یاNHE6 از جملهAlNHX از گیاه
در تونوپلاست AtNHX. دوشمیبندي نآلوروپوس گروه

جایی که در آن یون سدیم را در داخل کند فعالیت می
نماید میبندي هاي آرابیدوپسیس حجرهواکوئل سلول

)1(.NHX1بخش بهمهمی در انتقال یون سدیمنقش
انسانی NHE6). 17(کند میپیش واکوئلی مخمر بازي 

ها نشاناین داده). 4(در اندوزوم ترشحی جاي دارد
پورتر یک آنتی احتمالا AlSOS1دهد کهمی

گیاه آلوروپوسپروتون در غشاي پلاسمایی/سدیم
دفع در AlSOS1رود کهبنابراین انتظار می. باشدمی

یون سدیم از سیتوزول به فضاي خارج سلولی و بنابراین 
جلوگیري از تجمع سریع یون سدیم در سیتوپلاسم 

تواند نقش مهمی در میو به نوبه خودنقش داشته باشد
.بازي کندمقاومت به شوري گیاه آلوروپوس 
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هاي و توالی ترجمه شده ژنMEGAافزار این درخت با استفاده از نرم. پروتون/درخت فیلوژنتیکی آنتی پورترهاي سدیم- 2شکل
پروتون مربوطه به /و منشا آنتی پورترهاي سدیم) داخل پرانتز(هاي دستیابی شماره. پروتون ساخته شده است/سدیمآنتی پورتر 

:قرار زیر است
AgNHX1 (AB038492), Atriplex gmelini; AlNHX (AAV80466), AlSOS1 (ADP08982), Aeluropus littoralis;
AtNHX1 (AF510074), AtSOS1 (AF256224), Arabidopsis thaliana; HvNHX1(AB089197), Hordeum vulgare;
LeSOS1(AJ717346), Licopersicum esculentum; PcNHX1(AB211145), PcNHA (BAF41924) Phragmites australis;
NHX1 (NP010744), Saccharomyces cerevisiae; PcNHX1 (AAG38538), Pneumocystis carin; NHE1 (P19634),
NHE2(AAD41635), Homo sapiens; CnSOS1A (CAD20320), CnSOS1B( AM399078), Cymodocea nodosa; OsNHA1
(AY328087), OsSOS1 (AY785147), Oryza sativa; TaSOS1 (AY326952), Triticum aestivurn; PeNhaD1 (AJ561195),
Populus euphratica; NHA1 (NP-013239), Saccharomyces cerevisiae; SOD2 (CAA77796), Schizosaccharomyces
pombe; NhaA (P13738), NhaB (P27377), Escherichia coli.

در گیاه AlSOS1ژنجهت ارزیابی الگوهاي بیان
هايکل از نمونهRNA،آلوروپوس تحت تنش شوري

هاي دو ماهه گیاهچهگره و میانگره و ریشهبافت برگ،
.استخراج شد

هاي در بافتهاژناینکلرید سدیم روي بیاناثرات
شبانه روز17و 8، 3، ساعت24و6پس از مورد نظر

یـزان نسبـمی.رار گرفتـررسی قـورد بـمشوري ار ـتیم

mRNAآلوروپوس اي گیاه مقاوم به شوريـهدر برگ
به مولارمیلی250با افزایش زمان تحت تنش شوري

.افزایش پیدا کردشدت
ساعت به بالاترین 24و 6به این صورت که پس از 

8، 3بیان این ژن در ). برابر4حدود (میزان خود رسید 
روز پس از اعمال تنش به حالت معمول خود یعنی 17و 

).4شکل(مشابه با شاهد بدون تنش برگشت

ستون اول و . درصد در نمونه بافت برگی2/1روي ژل آگارزDNaseي کل به ترتیب قبل و بعد از تیمار RNAالکتروفورز - 3شکل 
.باشدجفت بازي شرکت فرمنتاز می100آخر مربوط به نشانگر استاندارد مولکولی 

تحت AlSOS1در ریشه گیاهان آلوروپوس بیان ژن 
در روز اول پس از تنش مولار میلی250تنش شوري 

5/3ه ـحدودا دو برابر شد و در روز سوم پس از تنش ب
روز پس از تنش این 8ر حالت عادي رسید و تا ـرابـب

تنش مشابه زپس ا17بیان بالا ادامه داشت و در روز 
حالت یک روز پس از تنش در حدود دو برابر بیان شاهد 

.)5شکل(ثابت باقی ماند
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(AY328087), OsSOS1 (AY785147), Oryza sativa; TaSOS1 (AY326952), Triticum aestivurn; PeNhaD1 (AJ561195),
Populus euphratica; NHA1 (NP-013239), Saccharomyces cerevisiae; SOD2 (CAA77796), Schizosaccharomyces
pombe; NhaA (P13738), NhaB (P27377), Escherichia coli.

در گیاه AlSOS1ژنجهت ارزیابی الگوهاي بیان
هايکل از نمونهRNA،آلوروپوس تحت تنش شوري

هاي دو ماهه گیاهچهگره و میانگره و ریشهبافت برگ،
.استخراج شد

هاي در بافتهاژناینکلرید سدیم روي بیاناثرات
شبانه روز17و 8، 3، ساعت24و6پس از مورد نظر

یـزان نسبـمی.رار گرفتـررسی قـورد بـمشوري ار ـتیم

mRNAآلوروپوس اي گیاه مقاوم به شوريـهدر برگ
به مولارمیلی250با افزایش زمان تحت تنش شوري

.افزایش پیدا کردشدت
ساعت به بالاترین 24و 6به این صورت که پس از 

8، 3بیان این ژن در ). برابر4حدود (میزان خود رسید 
روز پس از اعمال تنش به حالت معمول خود یعنی 17و 

).4شکل(مشابه با شاهد بدون تنش برگشت

ستون اول و . درصد در نمونه بافت برگی2/1روي ژل آگارزDNaseي کل به ترتیب قبل و بعد از تیمار RNAالکتروفورز - 3شکل 
.باشدجفت بازي شرکت فرمنتاز می100آخر مربوط به نشانگر استاندارد مولکولی 

تحت AlSOS1در ریشه گیاهان آلوروپوس بیان ژن 
در روز اول پس از تنش مولار میلی250تنش شوري 

5/3ه ـحدودا دو برابر شد و در روز سوم پس از تنش ب
روز پس از تنش این 8ر حالت عادي رسید و تا ـرابـب

تنش مشابه زپس ا17بیان بالا ادامه داشت و در روز 
حالت یک روز پس از تنش در حدود دو برابر بیان شاهد 

.)5شکل(ثابت باقی ماند
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هاي و توالی ترجمه شده ژنMEGAافزار این درخت با استفاده از نرم. پروتون/درخت فیلوژنتیکی آنتی پورترهاي سدیم- 2شکل
پروتون مربوطه به /و منشا آنتی پورترهاي سدیم) داخل پرانتز(هاي دستیابی شماره. پروتون ساخته شده است/سدیمآنتی پورتر 

:قرار زیر است
AgNHX1 (AB038492), Atriplex gmelini; AlNHX (AAV80466), AlSOS1 (ADP08982), Aeluropus littoralis;
AtNHX1 (AF510074), AtSOS1 (AF256224), Arabidopsis thaliana; HvNHX1(AB089197), Hordeum vulgare;
LeSOS1(AJ717346), Licopersicum esculentum; PcNHX1(AB211145), PcNHA (BAF41924) Phragmites australis;
NHX1 (NP010744), Saccharomyces cerevisiae; PcNHX1 (AAG38538), Pneumocystis carin; NHE1 (P19634),
NHE2(AAD41635), Homo sapiens; CnSOS1A (CAD20320), CnSOS1B( AM399078), Cymodocea nodosa; OsNHA1
(AY328087), OsSOS1 (AY785147), Oryza sativa; TaSOS1 (AY326952), Triticum aestivurn; PeNhaD1 (AJ561195),
Populus euphratica; NHA1 (NP-013239), Saccharomyces cerevisiae; SOD2 (CAA77796), Schizosaccharomyces
pombe; NhaA (P13738), NhaB (P27377), Escherichia coli.

در گیاه AlSOS1ژنجهت ارزیابی الگوهاي بیان
هايکل از نمونهRNA،آلوروپوس تحت تنش شوري

هاي دو ماهه گیاهچهگره و میانگره و ریشهبافت برگ،
.استخراج شد

هاي در بافتهاژناینکلرید سدیم روي بیاناثرات
شبانه روز17و 8، 3، ساعت24و6پس از مورد نظر

یـزان نسبـمی.رار گرفتـررسی قـورد بـمشوري ار ـتیم

mRNAآلوروپوس اي گیاه مقاوم به شوريـهدر برگ
به مولارمیلی250با افزایش زمان تحت تنش شوري

.افزایش پیدا کردشدت
ساعت به بالاترین 24و 6به این صورت که پس از 

8، 3بیان این ژن در ). برابر4حدود (میزان خود رسید 
روز پس از اعمال تنش به حالت معمول خود یعنی 17و 

).4شکل(مشابه با شاهد بدون تنش برگشت

ستون اول و . درصد در نمونه بافت برگی2/1روي ژل آگارزDNaseي کل به ترتیب قبل و بعد از تیمار RNAالکتروفورز - 3شکل 
.باشدجفت بازي شرکت فرمنتاز می100آخر مربوط به نشانگر استاندارد مولکولی 

تحت AlSOS1در ریشه گیاهان آلوروپوس بیان ژن 
در روز اول پس از تنش مولار میلی250تنش شوري 

5/3ه ـحدودا دو برابر شد و در روز سوم پس از تنش ب
روز پس از تنش این 8ر حالت عادي رسید و تا ـرابـب

تنش مشابه زپس ا17بیان بالا ادامه داشت و در روز 
حالت یک روز پس از تنش در حدود دو برابر بیان شاهد 

.)5شکل(ثابت باقی ماند
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میزان بیان در ابتداي تیمار در پاسخ به تنش شوريهاي گیاه آلوروپوس در برگAlSOS1ي ژن mRNAفراوانی نسبی - 4شکل
هاي نمونه برداري به عنوان درصدي از میزان سطوح بیان سایر زمان. تنظیم شد1روي عدد ) شاهد بدون اعمال تنش(شوري 

.بیان در ابتداي تیمار شوري بیان شده است

ساعت پس از 6تابیان ژندر بافت گره و میانگره
برابر 5/1تنش تغییر چندانی پیدا نکرد و به حدود 

در روز اول، سوم و هشتم پس از تنش بیان این . رسید
برابر 3و 5/3، 5/4ژن با روندي رو به کاهش به ترتیب 

بیان به حالت عادي مشابه شاهد 17در روز . شاهد بود
هاي مختلف گیاه این افزایش بیان در نمونه.بازگشت

پذیر تکرارهاي بیولوژیکی آزمایشدر تکرارآلوروپوس 
.)6شکل(بوده است

شرایط آزمایشی مشابه هاي گیاه آلوروپوس در پاسخ به تنش شوريدر ریشهAlSOS1ي ژن mRNAفراوانی نسبی - 5شکل
.شرایط ذکر شده در بافت برگی بوده است

در گیاهان مختلف SOS1و یا NHA1افزایش بیان ژن 
در گیاه RNAدر آنالیز ژل بلات .گزارش شده است

بدون اعمال تنش SOS1ژن mRNAآرابیدوپسیس، 

شوري شناسایی شد و با اعمال تنش بیان آن هم در 
.یافتهم در ساقه افزایشریشه و 

شرایط آزمایشی هاي گیاه آلوروپوس در پاسخ به تنش شوريدر گره و میانگرهAlSOS1ي ژن mRNAفراوانی نسبی -6شکل
.مشابه شرایط ذکر شده در بافت برگی بوده است

ABAبا تیمار سرما و با این حال بیان این ژن
Puccinelliaدر گیاه هالوفیت ). 23(تغییري نشان نداد

tenuifloraپروتون /هاي ژن آنتی پورتر سدیمنسخه
150در پاسخ به تنش کلرید سدیم PtNHA1غشایی 

گیاهان گندمی که در در ). 29(مولار افزایش یافت میلی
مولار کلرید سدیم قرار گرفته میلی200معرض تنش 

3در ریشه پس از TaSOS1سطح بیان ژن ،بودند
برابر 5ساعت از تنش به بیشترین مقدار خود یعنی 

ساعت بعد به سطح پایه 9زمان بدون تنش رسید و 
ساعت دوباره به صورت ثابتی بالا 24پس از . بازگشت

برابر دوساعت پس از تنش به حدود 48ه رفت تا اینک
بر عکس در بافت برگی سطح بیان . بدون تنش رسید

0
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ساعت پس از تنش نشان 9بجز افزایش موقتی که در 
این پاسخ در مقایسه با . داده بود تقریبا ثابت باقی ماند

100در برنج تیمار شوري ). 33(خیر داشتأریشه ت
را در ریشه القاء SOS1ي mRNAمولار تجمع میلی

بیان ژن ). 14(نمود اما تاثیري در ساقه و برگ نداشت
PhaNHA1 در ریشه گیاهان نی حساس به شوري، پس

ساعت از تیمار کلرید سدیم به حداکثر مقدار خود 12از 
رسید در حالی که در ریشه گیاهان نی مقاوم به شوري 

نش روز پس از ت10ساعت افزایش یافت و تا 48بعد از 
چنین الگویی از بیان در این تحقیق . باقی ماندثابت

هاي هوایی گیاه سطح در بخش. مشاهده شده است
در گیاهان مقاوم به PhaNHA1نسخه برداري ژن 

گرچه ،شوري نی بالاتر از گیاهان حساس به شوري بود
روز تنش در هر دو 10پس از PhaNHA1بیان ژن 

آنالیز وسترن بلات در گیاه ).26(یکسان بود أتقریب
Populus euphraticaنشان داد که بیانPeSOS1 تحت

اي افزایش پیدا کرد و طور قابل ملاحظهتنش شوري به
پس از ا هبرابر بیشتر از شاهد در برگ10تا 5تا میزان

48و 24مولار کلرید سدیم در میلی200تیمار با 
در تحقیق حاضر .)31(ساعت پس از تنش بیان داشت

در پاسخ به تنش AlSOS1برداري ژن سطوح نسخه
میزان بیان . تها افزایش یافکلرید سدیم در همه بافت

هاي ریشه به آهستگی بعد از اعمال ژن در بافتاین
تنش افزایش یافت و پاسخ به تنش در بافت ریشه روند 

گره هاي برگ و گره و میانکندتري نسبت به بافت
روز پس از 3به این معنی که در بافت ریشه . داشت

اعمال تنش میزان بیان به حداکثر مقدار خود رسید 

24تا 6هاي مورد مطالعه که در سایر بافتحالیدر
.ساعت پس از تنش شوري میزان حداکثر بیان دیده شد

ژن SOS1دهد که فعالیت شواهد ژنتیکی نشان می
براي تحمل به شوري گیاه پروتون/آنتی پورتر سدیم

تحت تنش ). 24،25،30(باشد میآرابیدوسیس حیاتی
هاي بالاي یون پتاسیم و شوري گیاهان غلظت

هاي پایین یون سدیم در سیتوزول را با تنظیم غلظت
بیان و فعالیت ترانسپورترهاي پتاسیم و سدیم و 

هاي یون پروتون را که نیروي محرك پروتونی مورد پمپ
کند حفظ هاي انتقال تولید میفرآیندنیاز براي 

).39(نمایندمی
آنتی AlSOS1دهد کهمطالعه حاضر نشان می

با .کندغشاي پلاسمایی را کد میپروتون/پورتر سدیم
توجه به روند بیان مشاهده شده در گیاه هالوفیت 

د در تحمل به تنش توانمیAlSOS1آلوروپوس ژن 
ثري داشته ؤشوري در این گیاه به طرق مختلف نقش م

هاي بیان با استفاده از روش مذکور حاکی بررسی.باشند
از افزایش بیان این آنتی پورتر در پاسخ به تنش شوري 

اهمیت این آنتی پورتر در مقاومت دهنده بود که نشان
.باشداین گیاه به تنش شوري می

تشکر و قدردانی 
بدینوسیله از معاونت پژوهش و فناوري دانشگاه 
فردوسی مشهد و پژوهشکده ژنتیک و زیست فناوري 
کشاورزي طبرستان دانشگاه کشاورزي و منابع طبیعی 

ایشگاهی به دلیل فراهم سازي اعتبارات و امکانات آزم
.گرددبراي انجام این تحقیق تشکر و قدردانی می
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Isolation and Expression Analysis of Alsos1 Gene Under NaCl Stress in Halophyte
Grass Aeluropus Littoralis Parl.

Vali ollah Ghasemi Omran1, Abdolreza Bagheri2, Ghorbani Ali Nematzadeh3,
Amin Mirshamsi4 and Nad Ali Babaiian Jelodar5

Abstract
We have isolated a Na+/H+ antiporter gene from Aeluropus littoralis under NaCl salt stress.

The isolated cDNA is 3981 bp long and contains a 3438 bp open reading frame. The amino acid
sequences of PtNHA1 show high identities to SOS1 plant transporters. PtNHA1 is predicted to
contain 12 hypothetical transmembrane domains in the N-terminal part and a long hydrophilic
cytoplasmic tail in the C-terminal part. The expression pattern of this gene was investigated
upon 250 mM NaCl treatment after 6 h and 1, 3, 8 and 17 days time courses. Expression of
AlSOS1 greatly increased in leaves after 6 h. In node and internode tissues the transcript levels
of AlSOS1 peaked at 24 h after salt treatment and then gradually decreased within 3 and 8 days
and finally after 17 days reached to a steady-state in which the mRNA content was similar to
that of control plants. The transcript abundance of this gene in roots slightly increased upon salt
treatment and after 3 days reached to its maximum levels and this expression continued until 8
days and then decreased to reach a new steady-state in which the mRNA content was about 2-
fold that of control plants.
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