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و جداسازي دومين ايزوفرم رمز كننده پمپ پروتوني غشاي پلاسمايي از جنس  شناسايي
Aeluropus 

 عطيه خسرويو زاده عباس عالم

و دانش  رشته اصلاح نباتات، دانشكده كشاورزي، دانشگاه شيرازآموخته كارشناسي ارشد به ترتيب استاديار

همدقم
و آب آبياري از عمده ترين عوامل محدود كننده رشد گياهان در اكثر نقاط دنيا خصوصاً شوري خاك

و نيمه مي مناطق خشك و حدود درصد از زمين20امروزه. باشد خشك از50هاي كشت شده درصد
از.(Zhu, 2001)اند بار شوري قرارگرفتهي دنيا تحت تأثير اثرات زيان هاي آبياري شده زمين  800بيش

مي ميليون هكتار از زمين هاي باشند كه اين مقدار بيش از شش درصد كل زمين هاي جهان تحت تأثير شوري
. (Munns and Tester, 2008)ان استزراعي جه

هاي مختلف گياهي، ميزان تحمل شوري در گياهان مختلف متفاوت است، اين تفاوت در ميان اعضا تيره
و همچنين رقم اعضا يك جنس، حتي در بين افراد گونه هاي يك واريته نيز ديده هاي كاملاً نزديك به هم

كا.شود مي و رشد در حضور غلظتتحمل شوري به توانايي گياه در هاي بالاي نمك مل كردن چرخه زندگي
. شوند تقسيم مي2و گليكوفيت1گردد بر اساس پاسخ گياهان به شوري، گياهان به دو دسته هالوفيت اطلاق مي
مي هالوفيت به گياهاني كه.هاي بالاي نمك به حيات ادامه دهند شود كه بتوانند در غلظت ها به گياهاني گفته

مي قادر نيستند در خاك .(Parida and Das, 2005)گويند هاي شور زندگي كنند گليكوفيت
با.هاي مقابله با اين تنش مطرح باشدحل به عنوان يكي از راه تواند دستيابي به ارقام متحمل به شوري مي

هاي به دست آمده ام شده است موفقيتهاي بسياري كه براي بهبود تحمل گياهان به شوري انج وجود تلاش
مي يكي از راه. گير نبوده است در اين زمينه چشم گيرد، ايجاد گياهان كارهايي كه در اين زمينه صورت

ژن از اين. تراريخته متحمل به شوري است و بررسي الگوي بيان اين رو شناسايي هاي مؤثر در اين سازگاري
مي Aeluropusگياهان جنس. ها، مهم است ژن غشاي پروتوني پمپرود گياهاني هالوفيت هستند كه انتظار

آن پلاسمايي هاي طبق پژوهش. (Barhoumi et al., 2007)باشد ها در تحمل تنش شوري نقش داشته در
هاي رمز كننده اينژن.ايزوفرم براي اين ژن در اين گياه وجود دارد10صورت گرفته مشخص شده كه حدود 

ميپروت به ئين تواند يك نامزد مناسب براي انتقال به گياهان زراعي به منظور افزايش تحمل اين گياهان
اي براي جداسازي دومين ايزوفرم رمز كننده اين پروتئين در گياه به همين دليل پروژه.شوري باشد

Aeluropus littoralis پ و با حمايت مالي به مرحله اجرا ژوهشكده ملي مطالعات خشكساليطراحي شد
. درآمد

1. Halophyte 

2. Glycophyte 
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 هاي گياه هالوفيت انتخابي ويژگي
اند؛ در نتيجه گياهان بياباني ايران با شرايط زيستي دشوار اين مناطق، طي ساليان دراز سازگاري يافته

و خشكي هستند هاي غير اي براي تحمل تنش داراي پتانسيل ژنتيكي گسترده از. زيستي از جمله شوري
گياهان.ن نزديك گندم استنام برد كه از خويشاوندا Aeluropusتوان از جنس جمله گياهان اين منطقه مي

و زير اين جنس به رده نهان تك دانگان و اين جنس.دنها تعلق داراي لپه رده از اعضاي خانواده گندميان است
به خاكهاي. گياهاني چندساله، داراي ساختار ريزومي يا استولوني هستند. تعلق دارد3خانواده كلروئيده به زير

و و دهانه در نزديكي درياچه شور مناطق بياباني سازگاري دارند و نهري رودخانه هاي نمك، سواحل هاي ها
و مرداب مي شور در اين جنس گونه.رويند ها  A. littoralisي علفي گيرد كه به دو گونهميبر هاي متعددي را

بعضي از گياهان اين جنس نمك را به وسيله غدد نمكي به بيرون. توان اشاره كرد مي .lagopoides Aو
و بدين ترتيب شوري تراوش مي مي كنند فتوسنتز در اين . (Waisel, 1972)كنند هاي زياد را به خوبي تحمل

ب ها انعطاف است كه به آنC4گياهان از نوع  مي يشتري در برابر تنشپذيري و شوري گياهان. دهد هاي خشكي
و ملكولي ويژه اين جنس به علت مكانيسم مي اي كه در پاسخ به تنش هاي فيزيولوژيكي دهند ها از خود نشان

و ريزوم رونده، گياهي پايا، داراي ريشه A. littoralisي گونه.در اين پژوهش استفاده خواهند شد يي فيبري
از مرحله. متر است سانتي30دار به طولي ايستاده، خوابيده يا رونده، استولون ساقهافقي، ي رشد رويشي

و مرحله اوايل اسفند پراكنش. ماه ادامه داردي بذردهي از اواسط تير ماه تا اوايل مرداد ماه تا اوايل خرداد ماه
و اين گونه از تهران، شاهرود، آذربايجان، همدان، اصفهان، خو زستان، فارس، هرمزگان، كرمان، سيستان

و گنبد گزارش شده است  يك گياه هالوفيت، با A. littoralisگياه ). 1375اورسجي،(بلوچستان، گرگان
تواند در غلظت يك مولار كلريد سديم به خوبي جوانه بزند مقاومت بالا نسبت به تنش شوري است كه مي

(Waisel, 1972) . 

اه روشوداوم
و سپس تحت شرايط هيدروپونيك كشت شدند A. littoralisيه شده گياه بذور ته . ابتدا ضدعفوني شده

و در همراه با ازت مايع سائيده شدند تا به صورت پودر پس از اعمال شوري برگهاي گياهان برداشت شد
از سوي ديگر با استفاده از كيت،.شد ها استخراجي سلولااندي CTABبا استفاده از روش سپس. درآمدند
و از روي آنها آران شد cDNAsاي برگها نيز استخراج شده .تهيه

ژن با همرديف كردن حهاي رمز كننده اين پروتئين در گياهان مختلف توالي فاظت شده مشخص، نواحي
شدو براي آنها آغازگر هاي رمز سپس با استفاده از آغازگرهاي طراحي شده قطعي از يكي از ايزوفرم.طراحي

و براي توالي A. littorali كننده پمپ پروتوني غشاي پلاسمائي از ژنوم گياه  يابي به خارج از كشور تكثير
.فرستاده شد

ب آغازگرهايبا استفاده از توالي مذكور و ا استفاده از آغازگرهاي اختصاصي براي ژن مورد نظر طراحي شد

1. Chlorideae 
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و توالي RACEكيت و پائين دست ژن تكثير و نواحي بالا دست شد دو انتهاي ژن .يابي

و بحث  نتايج
و كيفي دي ، يك مايكروليتر از A. littoralisاي ژنومي استخراج شده از برگ گياهان جهت بررسي كمي

دي.شدالكتروفورز%1اي استخراج شده روي ژل آگارزان دي اي مذكور از كيفيتان نتايج نشان دادند كه
و خرد نشده است  ).1 شكل(خوبي برخوردار بوده

دي.1شكل با استفاده از روش اي استخراج شده از برگاندي)A. littoralis.1هاي گياه اي ژنومي از برگان استخراج
CTAB .2(جفت بازي 100نشانگر مولكولي.

ژن cDNAي به منظور تهيه  .Aهاي گياه از برگ،H+-ATPaseبراي جداسازي ناحيه رمز شونده

littoralis شد%1اي استخراج شده روي ژل آگارز كيفيت آرانوشدا استخراج، آران كيفيت باندهاي. بررسي
مي s18و s28اي مربوط به آران و مناسب بود كه نشان اي استخراجي مناسب داد كيفيت آران كاملاً واضح

).2شكل(است 
پس از توالي يابي مشخص شد كه توالي قطعه تكثير شده با استفاده از آغازگرهاي اوليه مربوط به يك ژن

و آغازگرهاي مناسب تكنيك).3شكل(رمز كننده پمپ پروتوني است  توالي RACE با استفاده از اين توالي
و جداسازي شد  ژن).4شكل(كل ژن شناسايي يك 2256ناحيه رمز شونده اين و داراي جفت باز است

و يك ناحيه 284با طول UTR-’5ناحيه  جفت باز در پائين 401با طول UTR-’3جفت باز در بالا دست آن
.)4شكل( دست آن است
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 A. littoralis اي استخراج شده از برگ گياه آران.2لكش

.توالي نوكلئوتيدي قطعه تكثير شده با استفاده از آغازگرهاي اوليه.3لكش
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GCTCTANCGACTCACTATAGGGAAAGCTTGCATGCAGGCCTCTGCAGTCGACGGGCCCGGGATCCGATTGGACAC
TGACATGGACTGAAGGAGTAGAAATACGCCCCCCACCATTTCTCCACTTCTCCTCTTCCTCCCCCGCGGCGAAAG
AGGAGAGAACCCAGAGCGTGCTCGCGTGCGGCATATGCTAGTGTTCGGCCTCCGGGTTCGGCTCTAGGTTCTGCT

GGTGGCCTCGAGGATGCCTGTCGGGGTCCGCGCGCTTGTCCGCCCCGTCCGGGGACCAACAGCGCACGCCGCTTG
AGATCAAGAATGAATCCGTCGATCTGGAGAACATCCCCATGGAGGAGGTGTTCGAGCAGCTGAAATGCACACGCG
AGGGGCTGTCCTCCGAAGAGGGGACGCAGCGTCTCCAAGTCTTCGGCCCCAACAAGCTCGAGGAGAAAAAGGAGA
GCAAAGTTCTGAAGTTTTTGGGCTTCATGTGGAACCCACTCTCGTGGGTCATGGAGATGGCTGCCATCATGGCTA
TTGCACTTGCCAACGGAGGTGGCAAGCCCCCGGACTGGCAGGACTTCGTCGGTATCATCGTGCTCCTGGTCATTA
ACTCCACCATTTCCTTCATAGAGGAGAACAATGCTGGCAACGCCGCTGCCGCTCTCATGGCTAACCTTGCCCCCA
AGACCAAGGTGCTGAGGGATGGCCGATGGGGTGAGCAAGAGGCTGCAATATTGGTCCCTGGTGACATCATTAGTA
TTAAGCTTGGTGACATCGTCCCTGCTGATGCTCGTCTCCTCGAGGGTGATCCCCTCAAAGTTGATCAGTCTGCAC
TGACTGGAGAGTCCCTCCCGGTGACCAAGGGCCCTGGTGACGAGGTATTCTCTGGCTCGACATGCAAGCAGGGTG
AGATTGAGGCTGTGGTCATTGCCACCGGAGTGCACACATTTTTCGGCAAGGCTGCTCATCTTGTGGACAGCACCA
ACCAGGTCGGCCTCTTCCAACAGGTCCTCACTGCGATCGGGAACTTCTGTATCTGCTCTATTGCGGTCGGCATCG
TTATCGAGATCATCGTCATGTTCCCAATCCAGCACCGAAGGTACCGCAGTGGAATTGAGAACCTGTTGGTCCTCT
TGATCGGTGGTATCCCAATTGCCATGCCTACCGTGCTGTCAGTCACCATGGCCATTGGCTCTCACAAGCTGTCAC
AGCAGGGCGCCATCACTAAGAGGATGACTGCCATTGAGGAGATGGCTGGCATGGACGTGCTTTGCAGTGATAAGA
CCGGCACACTCACCCTTAACAAGCTCAGTGTCGACAAGAACCTTGTTGAGGTATTCGCAAAAGGTGTCGACAAGG
ACCATGTGCTGTTGTTGGCTGCAAGGGCCTCAAGGACTGAGAACCAGGATGCCATTGATGCTGCCATGGTGGGTA
TGCTTGCTGACCCTAAGGAGGCCAGAGCTGGCATCAGGGAGGTGCACTTCTTGCCCTTCAACCCAGTTGACAAGA
GGACTGCTCTGACGTACATTGATTCCGATGGCAACTGGCACCGTGCCAGCAAGGGTGCTCCTGAGCAGATTATTA
CCCTTTGCAACTGCAGAGAGGATATGAAGAGGAAGGTGCACTCTATTATTGACAAGTACGCTGAGCGTGGGCTTC
GTTCACTTGCTGTTGCTAGACAGGAAGTACCTGAGAAGACCAAGGAGTCTCCTGGCGGACCGTGGCAATTCGTTG
GTTTGTTGCCCCTGTTTGATCCCCCGAGGCATGACAGTGCTGAGACTATCCGCAAGGCTCTGCATCTTGGTGTTA
ACGTCGAGATGATCACTGGTGATCAGCTTGCCATTGGTAAAGAGACAGGAAGGAGGCTTGGCATGGGCACCAACA
TGTATCCTTCCTCTGCACTGCTGGGCCAAAACAAGGATGCTACACTTGAAGCACTTCCTGTAGACGAGCTCATTG
AGAAGGCTGATGGTTTTGCTGGAGTCTTCCCTGAGCATAAGTATGAGATCGTGAAGAAGTTACAAGAGAAGAAGC
ACATTGTTGGTATGACTGGAGATGGTGTCAACGATGCCCCAGCTCTTAAGAAGGCCGACATTGGTATTGCTGTTG
CCGATGCTACTGATGCTGCAAGGGGTGCTTCCGACATTGTCCTCACTGAGCCAGGTCTTAGTGTCATTATCAGTG
CTGTCCTCACCAGCAGATGCATCTTCCAGAGGATGAAGAACTATACCATTTACGCTGTTTCCATCACCATCCGTA
TTGTGCTTGGATTTTTGCTTATTGCTTTGATCTGGAAATTCGATCTCGCACCCTTCATGGTCCTTATCATTGCCA
TTCTCAATGATGGTACTATCATGACAATCTCTAAGGACAGAGTTAAGCCGTCCCCCTTGCCTGACAGCTGGAAGC
TGAAGGAAATCTTTGCTACCGGTATCGTTCTCGGGACATACCTTGCTATTATGACTGTCGTTTTCTTCTGGGCCA
TTCACAAGACCGACTTCTTCACGGAGAAATTCGGTGTCAGATCTATCAGGGACAGCGAGGATGAGATGATGGCTG
CTCTGTACCTCCAAGTCAGTATTGTCAGTCAGGCTCTTATCTTCGTCACCCGTTCCCGTAGCTGGTCCTTTGTTG
AACGCCCCGGTGTGCTCCTGGTCACCGCGTTCCTGCTCGCTCAACTTGTCGCCACACTCATTGCTGTATATGCCG
ACTGGGGCTTCGCCAGGATCAAGGGCATCGGCTGGGGCTGGGCTGGTGTCGTCTGGCTCTACAGCGTGGTTTTCT
ACCTCCCGCTCGACGTGTTCAAGTTCCTAATCCGTTTCGCGCTGAGCGGCAGAGCCTGGGACAATCTCTTGGAGA
ACAAGACCGCGTTCACCACCAAAAAGGATTACGGTAGAGAGGAGAGGGAGGCGCAATGGGCTGCCGCGCAGAGGA
CGCTCCACGGCCTGCAGCCACCGGAGGTGGCCTCCAACACTCTGTTCAACGAGAAGAGCAGCTACCGCGAGCTCT
CGGAGATCGCTGAGCAGGCCAAGAGACGAGCTGAGATCGCGAGGCTGAGGGAGCTCAACACCCTCAAGGGCCACG

GACCGCCGGGTGATCGAGTCAGTGGTGAAGCTCAAGGGGCTGGACATCGACACCATCCAGCAAAACTACACGGTG
ATGTCGACGAAACATCTCCTGCCCGATTGGGACCGGATCTCTGAATCTGATTCAAGAAATTTTTCGGTGAAATCA
ATCAAACGTGTGGCTGATCTGACTGAACAGCCCCTAGTTGTAAAGTCCTATACCACCAGATACTGCTATATGATG

AATTTTTCACTTTACCGTTTTACTAGCGGAGTGCGCGTCTTGTAATCGTATGGTTGGGTGCCCATCCTTCTAGGG
GTTTTGCGTTTTGTTTCTAACTACCCGATGATCTTGTGGAAGCAAGATGGAGAAATAATGCAAAAATTTTCTGCC
AAATGAACATGCACATTTCATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAACACTGTCATGCCGTTACGTAGCGAATCTAGA

TGCATCGCAGGCAGCG
. پلاسمائي توالي كل ژن رمز كننده پمپ پروتوني غشاي.4لكش
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و با استفاده از پايگاه اينترنتي و دوليت بر اساس شاخص كيت
http://gcat.davidson.edu/rakarnik/kyte-doolittle.htm هاي درون غشائي پروتئين رمز تعداد دامنه

شد10شونده توسط اين ژن  ).5شكل(عدد مشخص

.رمز شده توسط ژن جداسازي شده پروتونيپمپ هاي درون غشائي توالي دامنه.5لكش

با توجه به اينكه قبلا مشخص شده است كه فعاليت پمپ پروتوني غشاي پلاسمائي در گياهان هالوفيت يكي
و پيشنهاد شده است كه تفاوت ساختاري اين پمپ بين  از دلايل اصلي تحمل اين گياهان به شوري است

و گياهان معمولي باعث تح ميهالوفيتها مي مل هالوفيتها به تنش هاي رود كه بتوان طي پروژه شود انتظار
.آينده با انتقال اين ژن به يك گياه زراعي مهم تحمل به شوري را در آن گياه افزايش داد

پ:يديلكتاملك ژنپمپ  روتوني غشاي پلاسمائي، آلرپوس ليتوراليس، جداسازي


