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 روپوسآلو گياه در رسانيپيام هايشبكه در درگير هايژن از برخي بيان وتحليلتجزيه
  شوري تنش تحت) .Aeluropus littoralis (Gouan) Parl( ليتوراليس

  3*پاريزي پاكدين علي ،2زادهنعمت قربانعلي ،1ملردي يونسي الهام
  اريس طبيعي منابع و كشاورزي علوم دانشگاه طبرستان، كشاورزي فناوريزيست و ژنتيك پژوهشكده گياهي، بيوتكنولوژي دكتري دانشجوي. 1

  ساري طبيعي منابع و كشاورزي علوم دانشگاه ژنتيك، دكتراي نباتات، اصلاح و زراعت گروه استاد. 2
 اورزيكش فناوريزيست و ژنتيك پژوهشكده كشاورزي، بيوتكنولوژي دكتراي طبرستان، كشاورزي فناوريزيست و ژنتيك پژوهشكده استاديار. 3

  ساري طبيعي منابع و كشاورزي علوم دانشگاه ،طبرستان

  18/04/98؛ تاريخ پذيرش: 15/02/98: افتيدر خيتار

  چكيده
 شامل وريش تنش به دهندهپاسخ تنظيمي و رسانپيام شبكه با مرتبط هايژن بيان تغييرات و اكسيدانيآنتي فعاليت مطالعه، اين در

G-types-LecRLK، CIPK20، HSFA1a و C3H-ZF هالوفيت گياه هايبرگ در Aeluropus littoralis شوري تنش تحت 
 ونبد هوگلند محلول( كنترل تيمارهاي تحت ماه يك از پس و كشت هيدروپونيك شرايط در گياهي هايقلمه. گرفت قرار بررسي مورد

- جمع هاگلدان از برگي هاينمونه تيمار، ساعت 72 از پس. گرفتند قرار كلريدسديم نمك مولارميلي 400 و 200 ،)كلريدسديم افزودن

 از فادهاست با ذكرشده هايژن بيان تغييرات و گيرياندازه پراكسيدازآسكوربات آنزيم فعاليت و پراكسيدهيدروژن محتواي و شد آوري
 طوربه مولارميلي 400 و 200 غلظت دو هر در پراكسيدازآسكوربات آنزيم فعاليت كه داد نشان نتايج. شد ارزيابي qRT-PCR روش
 ترتيب به CIPK20 ژن بيان و نداد نشان شاهد به نسبت را چنداني تغيير LecRLK ژن بيان ).> P 05/0( يافت افزايش داريمعني

 رابطه نمك مقدار با HSFA1a ژن بيان. يافت كاهش كلريدسديم مولارميلي 400 و 200 تيمار دو هر در شاهد به نسبت برابر 16 و 7
 تيمار دو هر در داريمعني طوربه C3H-ZF ژن بيان. داد نشان چشمگيري افزايش نمك غلظت افزايش با و  ) > 05/0P( داشت مثبت

 تنش شرايط تحت مطالعه مورد هايژن بيان الگوي كه داد نشان نتايج )>P 05/0( يافت كاهش شاهد به نسبت مولارميلي 400 و 200
  .باشد مربوط تنش زمانمدت و نمك غلظت ژن، هر نقش به تواندمي شوري

  .شوري تحمل هالوفيت، ژن، بيان غيرزيستي، هايتنش ليتوراليس، آلوروپوس كليدي: هايواژه

  مقدمه
 كه است زيستي هايتنش ترينمهم از يكي شوري تنش

 داده قرار تأثير تحت جهان در را كشاورزي اقتصاد شدتبه
 توانايي بهبود و شوري تنش تحمل مكانيسم درك. است

 در مهم موضوعات ازجمله كشاورزي محصولات در تحمل
 طريق از گياهان. شودمي محسوب كشاورزي مطالعات حوزه

 بمخر اثرات به مولكولي و فيزيولوژيك سطح در تغييرات
 شرايط. دهندمي پاسخ شوري قبيل از مختلف هايتنش

                                                                                                                                                             
1Reactive oxygen species 

 انباشت و ازحدبيش توليد طريق از نامطلوب، محيطي
 واكنش تحريك به منجر )1ROS( فعال اكسيژن هايگونه
 داتيواكسي تنش كليطوربه كه شودمي گياه اكسيدانيآنتي

 اجزاي از بسياري هب فعال اكسيژن هايگونه. شودمي ناميده
 هانگيا. شودمي محصول كاهش سبب و رسانده آسيب سلولي

 يواكسيدات هايتنش با كارآمدي هايسيستم كارگيريبه با
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-آنتي هايآنزيم). Jithesh et al., 2006( كنندمي مقابله

 ديكلي عناصر هاسيستم اين از بخشي عنوانبه اكسيداني
-نزيمآ فعاليت. هستند تنش به مقاومت و دفاعي هايمكانيسم

 تغيير شوري، تنش تحت گياهان در اكسيدانيآنتي هاي
 تأثير تحت شوري به تحمل ميزان و كندمي چشمگيري

 طيمحي هايتنش تحمل بنابراين؛ است سيستم اين ظرفيت
 يطمح در اكسيدانيآنتي هايآنزيم سطح افزايش با تواندمي

   .)Khaliq et al., 2015( يابد بهبود گياه تنيدرون
 ار شوري تنش گياهي هايسلول ابتدا مولكولي، سطح در

 و دريافت كرده سلول غشاي سطح در هاييگيرنده وسيلهبه
-ولمولك شامل متناوب و پيچيده رسانپيام هايشبكه سپس

 رونويسي فاكتورهاي و كينازهاپروتئين رسان،پيام هاي
 تيدسپايين هايژن از بسياري بيان يتدرنها و شده يلتشك
 ,.Golldack et al( كندمي تغيير تنش به دهندهپاسخ

-سلول غشاي سطح در هاگيرنده از خانواده چندين). 2014

 يكي هاRLK خانواده ميان اين در كه دارند وجود گياهي هاي
 محسوب سلولي سطح هايگيرنده هايخانواده ترينبزرگ از

 شانسلولي خارج هايقلمرو بر اساس خانواده اين. شوندمي
 هايدامين و لوسين از غني تكرارهاي ،S هايدامين شامل
 در. ودشمي تقسيم زيرخانواده چند به ،لكتين به شوندهمتصل
 سلولي پاسخ در هاLecRLK يزيرخانواده نقش ،هاآن ميان

 ,.Deng et al( است شده گزارش و تائيد شوري تنش به

 در G-type-LecRLK زيرگروه نقش ،حالبااين). 2009
 هگرفت قرار مطالعه مورد كمتر محيطي هايتنش با سازگاري

 هايمولكول غلظت تغيير تنش، پيام دريافت از پس. است
 آبسيزيكاسيد  و كلسيم مانند سلول فضاي درون كوچك
 شودمي مختلف آبشاري رسانپيام مسيرهاي ايجاد موجب

)Golldack et al., 2014; Chen et al., 2013 .(در تغيير 
 نكالمودولي مانند كلسيم حسگر چندين با كلسيم غلظت

)CaM(، با مرتبط پروتئين CaM، CDPKو ها CBLها 
 گياهي CBL نوع كلسيم حسگرهاي. شودمي داده تشخيص

-CBL مجموعه و دارند تعامل هاCIPK با خاص طوربه

CIPK دهندمي تشكيل را .SOS ينترشدهشناخته و اولين 
 از پيچيده مجموعه اين. است CBL-CIPK مجموعه عضو

 ايفاكتوره مانند دستيپايين اجزاي كردن فسفريله طريق
 كندمي فراهم را پيام انتقال مسير تداوم امكان رونويسي

)Chen et al., 2013 .(مختلف هايخانواده ،ازآنپس 
 انامك و شانايواسطه نقش به توجه با رونويسي فاكتورهاي

 تنش درك هايپيام DNA هايمولكول سطح به هاآن اتصال

 يلتبد تنش به دهندهواكنش هايژن بيان تغيير پيام به را
 يجادا به كه رونويسي فاكتورهاي هايخانواده از يكي. كنندمي

 ند،كمي كمك محيطيزيست هايتنش برابر در مناسب پاسخ
HSFهستند ها )Pandey et al., 2015 .(هايپروتئين 
HSF دسته سه به )A، B و C (و شوندمي بنديطبقه 

 رونويسي فاكتورهاي از خانواده اين هدف هايژن پرموتورهاي
 ;Pandey et al., 2015( شوندمي شامل را HSE توالي

Guo et al., 2016 .(كلاس در 1 گروه A از HSFها 
)HSFA1( به پاسخ در رونويسي كنندهفعال اصلي عامل 

 اين كه است شده گزارش همچنين و هستند حرارتي شوك
 هايتنش طول در را رونويسي واكنش تواندمي زيرگروه

 و شوري اكسيداتيو، هايتنش قبيل از ديگر غيرزيستي
 ديگر گروه). Liu et al., 2013( كند گريميانجي نيز خشكي

 يزيست هايتنش به پاسخ در درگير رونويسي فاكتورهاي از
 ترتيب و تعداد اساس بر ZF خانواده. هستند هاZF خانواده

 ارساخت در هيستون و سيستئين آمينواسيدهاي قرارگيري
 Ganie et( شوندمي بنديتقسيم اصلي گروه 9 به شانثانويه

al., 2020 .(گروه C3H خانواده از ZF در مهمي نقش 
 كنندمي بازي محيطيزيست هايتنش به تحمل افزايش

)Jiang et al., 2017 .(بيان افزايش كه است شده گزارش 
 سطح تنظيم طريق ز) اC3H-ZF خانواده از( BoC3H ژن

 مالون اد،آز پرولين نسبي، الكتريكي هدايت پراكسيدهيدروژن،
 ياهگ در را نمك به تحمل اكسيدانآنتي هايآنزيم و آلدئيددي

Brassica oleracea دهدمي افزايش )Jiang et al., 

 نشت پاسخ به منجر كه پيام انتقال عمومي مسير يك. )2017
  .است شده داده نشان 1 شكل در شود،مي گياهان در

 Aeluropus littoralis( ليتوراليس آلوروپوس گياه

(Gouan) Parl.(، به متعلق و هالوفيت ،چندساله چمني 
 اين. كندمي رشد شور هايخاك در كه است گرامينه خانواده

 روي بر نمكي هايغده طريق از را سديم يون تواندمي گياه
 ورش هايخاك در است قادر بنابراين كند، تخليه برگ سطح
 آلوروپوس اين، بر علاوه. كند زندگي سميت علائم بدون

 نسبتاً ژنوم با) 2n = 2X = 14( ديپلوئيد گياهي ليتوراليس
 هب را آن مولكولي ويژگي اين كه است) مگاباز 349( كوچك

 اسخپ مولكولي مبناي درك براي ارزشمند ژنتيكي منبع يك
 اهگي اين خانوادههم گياهان در تحمل بهبود و شوري تنش به

). Zouari et al., 2007( است كرده تبديل برنج و گندم مانند
-پيام هايشبكه تغييرات بررسي هدف با حاضر پژوهش در

 حتت ليتوراليس آلوروپوس هالوفيت گياه تنظيمي و رساني
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 املش مسير اين در دخيل هايژن بيان تغييرات شوري، تنش
G-type-LecRLK،CIPK20، HSFA1a و C3H-

typeZF و هيدروژن پراكسيد محتواي علاوه،به. شد ارزيابي 

 وردم اكسيدديسموتاز سوپر اكسيدانيآنتي آنزيم فعاليت
  گرفت. قرار بررسي

  

  
در هر مرحله هايي از اجزاي درگير . مثال(Xiong et al., 2002)هاي تنش زيستي در گياهان . مسير عمومي براي انتقال سيگنال1شكل 

-lecRLK :lectin- Receptor Like Kinase ،CIPK :CBL شود:اختصارات مربوط به اجزاء شامل موارد ذيل مي نشان داده شده است.

interacting protein kinases ،CDPK:Calcium Dependent Protein Kinase ،MAPK :Mitogen-Activated Protein Kinase ،
HSFs :Heat Shock Factor،Zn fingers: Zinc finger transcription factors.  

Fig. 1. A generic pathway for the transduction of abiotic stress signals in plants (adopted from Xiong et al, 2002). 
Examples of involved components in each step are indicated. The abbreviations of the components include the following: 
lecRLK: lectin- Receptor like Kinase, CIPK: CBL-interacting protein kinases, CDPK: Calcium Dependent Protein 
Kinase, MAPK: Mitogen-Activated Protein Kinase, HSFs: Heat Shock Factors, Zn fingers: Zinc finger transcription 
factors 

  
  هامواد و روش

  گياهي مواد سازيآماده
 بذر پاكان شركت از ليتوراليس آلوروپوس گياه بذرهاي
 سديم هيپوكلريت از استفاده با بذرها. شد تهيه اصفهان

 هايگلدان در سپس و استريل دقيقه يك مدت به) 85/0%(
/ روز( گرادسانتي درجه 30/20 دماي در ماسه و شن حاوي
 روز 60 از بعد. شدند كشت ساعت 16/8 نوري دوره و) شب

 5/3 پلاستيكي هايگلدان در و شد تهيه قلمه گياهان از
 ,Hoagland and Arnon( هوگلند 2/1 محلول حاوي ليتري

 شرايط تحت و شدهكشت هيدروپونيك صورتبه) 1950
. شدند داده قرار درصد 45-65 نسبي رطوبت با گلخانه
 هر هوگلند محلول و انجام هوا هايپمپ از استفاده با هوادهي

  .شد جايگزين جديد محلول با هفته دو
  

  بردارينمونه و تيماردهي
 تيمار سطح سه گرفتن نظر در با شوري تنش اعمال مرحله
كلريد  نمك افزودن بدون هوگلند محلول( كنترل شامل
 سه و كلريد سديم مولارميلي 400 و 200 تيمار دو و) سديم
 شوك از جلوگيري منظوربه. شد اجرا يك هر براي تكرار

 با )روز شش( مرحله سه طي و تدريجبه نمك غلظت ناگهاني،

 رتيما براي( كلريدسديم مولارميلي 75 داراي هوگلند محلول
 تيمار براي( كلريدسديم مولارميلي 120 و) مولارميلي 200
 هاينمونه سپس. رسيد نهايي غلظت به) مولارميلي 400
 نهايي هايغلظت با تنش اعمال ساعت 72 از پس برگي

 در بلافاصله و برداشت) مولارميلي 400 و 200 تيمارهاي(
  .شدند منجمد مايع ازت

  
  پراكسيدهيدروژن گيرياندازه
 نمونه گرمميلي 200 هيدروژنپراكسيد سطح تعيين براي
) w/v( ٪1 اسيدكلرواستيكتري ليتر ميكرو 1800 در برگي
دور  20000 با دقيقه 15 مدت به هانمونه سپس. شد همگن

 رويي، محلول ميكروليتر 500 به و شدند سانتريفوژ در دقيقه
 1000 و) مولارميلي 10( فسفات بافر ليترميكرو 500

 ميزان. گرديد اضافه) مولارميلي1( يمپتاس يديد ميكروليتر
 اسپكتروفتومتر از استفاده با نانومتر 390 موجطول در جذب

)Shimadzu,UV-1800UV (محتواي. شد گيرياندازه 
 استاندارد منحني بر اساس هانمونه پراكسيدهيدروژن

 پراكسيدهيدروژن شدهشناخته غلظت از استفاده با شدهيهته
 دش بيان تر وزن برگرم نانومول صورتبه نتايج و محاسبه

)Loreto and Velikova, 2001.(  
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  برگي هاينمونه از عصاره تهيه
 مايع ازت حضور در برگي هاينمونه عصاره، استخراج براي

 هاينمونه گرمميلي 200 سپس و شدند پودر كامل طوربه
 50 پتاسيمفسفات بافر ميكروليتر 1800 با پودر شده

 دقيقه 18 مدت به هانمونه. شدند همگن) pH= 7( مولارميلي
 گرادسانتي درجه 4 دماي دردور در دقيقه  20000 با

 عديب مراحل در گياهي عصاره عنوانبه رويي مايع و سانتريفوژ
  .شد استفاده آنزيمي فعاليت بررسي براي

  
  پراكسيداز آسكوربات آنزيم فعاليت
 و Dazy روش اساس بر پراكسيداز آسكوربات آنزيم فعاليت

 بافر شامل واكنش مخلوط. شد گيرياندازه) 2008( همكاران
 5/0 آسكوربيك اسيد ،)pH= 7( مولار ميلي 250 فسفات
 عصاره ميكروليتر 50 و) مولار ميلي EDTA )1/0 مولار، ميلي

 افزودن با ليترميلي 5/1 نهايي حجم با واكنش. بود گياهي
. شد آغاز واكنش مخلوط به مولارميلي 2/1 پراكسيدهيدروژن

 به نانومتر 290 موجطول در آسكوربات اكسيداسيون ميزان
 سنجيآنزيم از حاصل نتايج. شد گيرياندازه دقيقه 2 مدت

  .دش بيان پروتئين كل ميكروگرم بر فعاليت واحد عنوانبه
  

  ژن بيان گيرياندازه
 RNA ،موردمطالعه هايژن بيان تغيير ميزان بررسي منظوربه

 RNeasy )Plant كيت از استفاده با برگ هاينمونه از كل

Mini Qiagen Inc., Germany( و كيفيت. شد استخراج 
 اسپكتروفتومتري و آگارز ژل توسط ترتيب به RNA كميت
 هاينمونه ژنومي، DNA آلودگي حذف منظوربه. شد تعيين
RNA آنزيم تيمار تحت )RNase free DNase I 

(Thermo Fisher Scientific, USA سپس. گرفتند قرار 
 RNA از ميكروگرم يك ايرشتهتك cDNA ساخت براي
 ارك روش اساس بر معكوس رونويسي كيت از استفاده با كل

 مورداستفاده) Fermentas, Germany( توليدكننده شركت
 در شدهاستفاده اختصاصي آغازگرهاي جفت. گرفت قرار

 Hashemipetroudi et( اندشده داده نشان 1 شماره جدول

al., 2104.(  
 شامل ليترميلي 25 نهايي حجم در qRT-PCR واكنش

Maxima SYBR Green / ROX qPCR Master Mix 
(Thermo Fisher Scientific, US)، 200 نانوگرم cDNA 

 2/0برگشت (هركدام  و رفت آغازگرهاي الگو، عنوانبه
 حرارتي هايچرخه. شد تهيه نوكلئاز فاقد آب و) ميكرومول

 15( گرادسانتي درجه 95 در اوليه سازيواسرشته شامل
 درجه 95 در سازيواسرشته شامل چرخه 40 ،)دقيقه
 درجه 59 دماي در آغازگرها اتصال ،)ثانيه 15( گرادسانتي
 گرادسانتي درجه 72 دماي در بسط و) ثانيه 30( گرادسانتي

 بررسي براي ذوب منحني تعيين. شد انجام) ثانيه 30(
 گرادسانتي درجه 95 تا 60 دماي در آغازگرها اختصاصيت

 ΔΔct-2   )Livak روش با هاژن نسبي بيان مقادير. شد انجام

and Schmittgen, 2001 (از استفاده با GAPDH عنوانبه 
  .شد محاسبه داخلي مرجع ژن
  

  آماري وتحليليهتجز
 نظر در بيولوژيك تكرار عنوانبه مجزا گياه سه تيمار هر براي

 افزارنرم از استفاده با آزمايش از حاصل هايداده. شد گرفته
 و گرفته قرار تحليل و تجزيه مورد 1/9 ويرايش SAS آماري
  .شد انجام توكي آزمون با تيمارها ميانگين مقايسه

  
  qRT-PCRشده براي  . آغازگرهاي اختصاصي استفاده1جدول 

Table 1. Specific primers used for qRT-PCR  

  توالي آغازگر
Primer sequence 

شماره 
  دسترسي

Accession 
No. 

  نام ژن
Gene 
name 

caggagatgaggccagcact 
ctgttgctgttgctgcttgg  Z191099 CIPK20

cggccgacaatgggtgaag  
gggcatgccaacctcctgtag 

JK671176  LecRLKs  
gcagtgcccagttgtctt 
ttgggcctggtgtcata  Jk671211HSFA1a  

gctcttgttggctcccctct 
tcaccatttacgccccaatc 

JZ191101ZF  
tgggcaagattaagatcggaat 

ttgatgtcgctgtgcttcca 
JN604531GAPDH  

  
  نتايج و بحث

 ايهسلول در اكسيداتيو تنش بروز اصلي هايشاخص از يكي
 نتايج .است سلولي پراكسيدهيدروژن غلظت در تغيير گياهي

 در پراكسيدهيدروژن محتواي كه داد نشان پژوهش اين
 شافزاي داريمعني طوربه كلريدسديم مولار ميلي 200 غلظت
-يمعن تغيير كلريدسديم مولارميلي 400 غلظت در اما يافت،
  ).2 جدول ؛2 شكل( نشد مشاهده پراكسيدهيدروژن در داري

 ياهانگ بيشتر در پراكسيدهيدروژن غلظت افزايش كل، در
). Sofo et al., 2015( است شده گزارش نمك با شده تيمار

 خپاس در رسانپيام مولكول يك عنوانبه هيدروژن پراكسيد
 نشت به مربوط هايژن بيان بر و كندمي عمل شوري تنش به
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 ,.Guo et al( گذاردمي تأثير اكسيدانيآنتي هايآنزيم مانند

2006; Kumar et al., 2012 .(در پراكسيدهيدروژن انباشت 
 ممكن حاضر پژوهش دركلريدسديم  مولار ميلي 200 تيمار
 سوي از. باشد مرتبط مولكول اين رسانپيام نقش با است
 گياه يبرا پراكسيدهيدروژن بالاي غلظت اينكه علت به ديگر،
 قبيل از آن كنندهتخريب هايآنزيم از گياهان و بوده سمي
 بردن بين از براي پراكسيداز آسكوربات و كاتالاز

)؛ Kumar et al., 2012( كنندمي استفاده پراكسيدهيدروژن
 تحت گياهان در پراكسيدهيدروژن ميزان كاهش بنابراين،
 بالاي توان با تواندمي مولار ميلي 400 نمك غلظت با شوري

 رد نامساعد شرايط در تركيب اين تخريب براي آلوروپوس
 .باشد ارتباط

 تحت پراكسيدهيدروژن سطح كاهش از مشابهي نتايج
 شده گزارش Suaeda salsa هالوفيت گياه در شوري تنش
 اكسيدانييآنت آنزيم). Cai-Hong et al., 2005( است

 حذف براي زيادي تمايل پراكسيدازآسكوربات
 مقادير تنظيم و سلولي محيط از پراكسيدهيدروژن
+  آب( دارد تنش طي در سلولي داخل پراكسيدهيدروژن
) آسكوربات+  پراكسيدهيدروژن → دهيدروآسكوربات

)Jithesh et al., 2006; Meloni et al., 2003 .(فعاليت 
 وپوسآلور گياه برگي هاينمونه در پراكسيدازآسكوربات آنزيم

-معني طوربه ساعت 72 از پس نمك با تيمار تحت ليتوراليس

 كهيطور). به>P 05/0( يافت افزايش شاهد به نسبت داري
 آنزيم فعاليت نمك، مولار ميلي 400 و 200 تيمار دو هر در

 افزايش شاهد تيمار برابر 7 و 8 ميزان به پراكسيدازآسكوربات
 ).2 جدول ؛3 شكل( يافت

 آماري دارمعني تفاوت نمك تيمار دو بين وجودينا با
 ينب مثبت همبستگي پيشين، هايپژوهش در. نشد مشاهده
 ياهگ در پراكسيداز آسكوربات فعاليت وكلريدسديم  غلظت
 نمك به حساس و گياه Plantago maritime نمك به مقاوم

Plantago media  )HediyeSekmen et al., 2007،( 
 و) Avicennia marina )Jithesh et al., 2006 گياهان

Thinopyrum ponticum )Wang et al., 2008 (گزارش 
 فرآيندهاي در تغيير علت به شوري تنش طول در. است شده

 و ديابمي افزايش فعال اكسيژن يهاگونه يدتول متابوليك،
 هايممكانيس به مربوط پروتئين فعاليت و ميزان در يجهدرنت

 نيز اكسيدانآنتي هايآنزيم مانند فعال اكسيژن كاهش
 ;Cai-Hong et al., 2005( شودمي مشاهده افزايش

HediyeSekmen et al., 2007; Wang et al., 2008; 

Modaresi et al., 2014 آنزيم فعاليت افزايش بنابراين،)؛ -

 به خپاس در پراكسيدازآسكوربات ازجمله اكسيدانيآنتي هاي
 زا يكي اكسيداتيو، تنش تنظيم كه دهديم نشان تنش،
 آلوروپوس گياه در شوري تنش تحمل مهم يهامؤلفه

 .است ليتوراليس

  

  
 400و  200، 0( كلريدسديمهاي مختلف . اثر غلظت2شكل 
 هاي برگي گياهمولار) بر محتواي پراكسيدهيدروژن در نمونهميلي

ساعت اعمال تنش شوري. حروف  72ليتوراليس پس از  آلوروپوس
 دهد.) را نشان مي> P 05/0بين تيمارها ( دارمعنيمتفاوت اختلاف 

Fig. 2. Effect of different concentrations of NaCl (0, 200 
and 400 mM) on leaf H2O2 content of A. littoralis after 
72 h of salt stress. Different letters above bars indicate 
significant differences (P < 0.05) among treatments. 
 

واريانس و مقايسه ميانگين صفات . نتايج آناليز 2جدول 
  فيزيولوژيك در پژوهش حاضر

Table 2. Results of analysis of variance and comparison 
of means of physiological traits in present study 

  ميانگين صفات
Trait means 

  تيمارها
Treatments 

APX 2O2H   
  

b0.018 b*0.36 شاهد  
Control 

a0.086 a0.41 200  ميلي مولار
 كلريدسديم

200 mMNaCl 
a0.073 b0.32 400 مولار ميلي

 كلريدسديم
400 mMNaCl 

0.05 0.0002 P-value 
0.01 0.01  **SEM  

 آماري دارمعنيبا حروف مشترك در هر ستون فاقد تفاوت  هاييانگينم*
  هستند.

*Means with sameletter in each column have no statistical 
difference. **Standard error of means 

b
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 دو شامل ژن چهار بيان الگوي در تغيير حاضر پژوهش در
 دو و CIPK20( و LecRLK( كينازها خانواده به متعلق ژن
 در) ZF و HSFA1a( رونويسي فاكتورهاي با مرتبط ژن

 ساعت 72 به پاسخ درليتوراليس  آلوروپوس گياه هايبرگ
 رايطش تعيين منظوربه. گرفت قرار ارزيابي مورد شوري تنش
 يبررس و شدهيطراح آغازگرهاي صحت تائيد تكثير، بهينه

 اندازه با باند تك. شد انجام PCR واكنش ،cDNA كيفيت
 عملكرد صحت موردبررسي، هايژن تمام براينظر  مورد

 ).4 شكل( نمود تائيد را شدهيطراح آغازگرهاي

 

  
 400 و 200(صفر،  كلريدسديم مختلف هايغلظت اثر. 3 شكل
 هاينمونه در پراكسيداز آسكوربات آنزيم فعاليت بر) مولارميلي
 تنش اعمال ساعت 72 از پس سليتوراليس آلوروپو گياه برگي
 را) >P 05/0( تيمارها بين دارمعني اختلاف متفاوت حروف. شوري
 .دهدمي نشان

Fig. 3. Effect of different concentrations of NaCl (0, 200 
and 400 mM) on the activity and APX enzyme in leaves 
of A. littoralis after 72 h of salt stress. Different letters 
above bars indicate significant differences (P < 005) 
among treatments. 
 
 

LecRLKs در درگير غشايي هايگيرنده از گروهي 
 سپ حاضر مطالعه در. هستند تنش درك هايسيگنال انتقال

 يهاغلظت در LecRLK ژن بيان شوري، تنش ساعت 72 از
 فاوتت شاهد با مقايسه در كلريدسديم مولار ميلي 400 و 200
 ).a5 شكل ؛3 جدول( نداد نشان داريمعني

 )كلريدسديممولار  ميلي 600( شوري اثر ديگر، مطالعه در
 ههفت يك از پس ليتوراليس آلوروپوس در ژن اين بيان بر
 ارتيم تحت گياهان و شاهد بين تفاوتي هيچ و شدهيابيارز

 مطالعات). Hashemipetroudi et al., 2014( نشد مشاهده

 ايهپاسخ ايجاد در را ژنيخانواده  اين عملكرد و نقش پيشين
 رد شوري يژهوبه يستي،ز يرغ تنش انواع تحمل با مرتبط
-ژن انبي مقادير نسبي افزايش. كردند ارزيابي مختلف گياهان

 ياهدر گ AtLecRLK-b2 و AtLecRLK2 هاي
 دهش گزارش شوري و اسمزي تنش يلهوسبه آرابيدوپسيس

 كه شده داده نشان همچنين). Deng et al., 2009( است
 شوري تنش تحت Glycine soja درG-type LecRLK ژن

 يزن آبسيزيكاسيد و يخشك تأثير تحت آن بيان و تحريك
 هايرونوشت تعداد). Sun et al., 2012( كندمي تغيير

PsLecRLK گياه در Pisum sativum شوري تنش تحت 
 يافت، افزايش ساعت 12 و 6 از پس مولارميلي 300 و 150

 سطح به نسبت ژن بيان سطح ساعت، 24 از بعد وجود،ينباا
 در .)Vaid et al., 2008( يافت كاهش شاهد گروه در بيان

 مولار ميلي 600 تنش تحت LecRLK بيان در كاهش مقابل،
ليتوراليس  آلوروپوس در ساعت 24 و 6 از بعد كلريدسديم

  ).Hashemipetroudi et al., 2014( است شده گزارش
 انتقال مسير در مرحله اولين تنش، هايسيگنال درك
 يسلول سطح هايگيرنده و حسگرها توسط و است سيگنال

 يون سيگنال درك از پس. شودمي انجام RLK خانواده مانند
 از آبشار يك ها،LecRLK سلولي خارج دنباله توسط سديم

 باعث كه شودمي ايجاد فسفريلاسيون هايپروتئين
 واملع سازيفعال دستي،پايين هايپروتئين فسفوريلاسيون

 عالف به منجر يتدرنها و هورموني مسيرهاي تغيير رونويسي،
 ,.Vaid et al( شودمي تنش به دهندهپاسخ هايژن شدن

2008; Li et al., 2014 .(مكانيسم SIT1 )LecRLK در 
 SIT1 كه داد نشان و شدهيبررس شوري شرايط تحت ،)برنج
 توليد در واسطه نقش و شده MPK3/6 شدن فسفريله سبب
 خوده نوببه كه دارد شوري از ناشي اتيلن هايسيگنال و اتيلن
-مي گياه در فعال اكسيژن هايگونه انباشت و توليد به منجر

-پژوهش نتايج مقايسه با ي،طوركل). بهLi et al., 2014( شود

 LecRLK ژن بيان كه كرد پيشنهاد توانمي ذكرشده هاي
 زا پس كوتاهي زمان طي سلولي سطح گيرنده يك عنوانبه

 افزايش اين اثر در و يابدمي افزايش شوري، تنش درك
-مي فعال شوري، تنش تحمل در درگير ديگر هاييسممكان

 و يافتهكاهش شاهد بيان سطح به ژن بيان ازآن،پس. شوند
ت اس ارتباط در دستيپايين هايژن يسازفعال با كاهش اين
  .كند كمك گياه بقاي احتمال افزايش به و
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 اتقطع. طول qRT-PCR كنشدر وا مورداستفادهآغازگرها  ردصحت عملك تائيد يبرا PCR. محصول 4 شكل

 .SM1153#فرمنتاز  ي: نشانگر وزن مولكولMجفت باز است. 100 تقريباً تكثيرشده

Fig. 4. PCR products for confirmation of primers performance used at qRT-PCR. Length of 
amplified fragmens is around 100 bp. M: molecular weight marker #SM0311 (Fermentas). 

  
 

  در پژوهش حاضر موردمطالعه هايژن. نتايج آناليز واريانس و مقايسه ميانگين بيان 3جدول 
Table 2. Results of analysis of variance and comparison of means of studied genes 

expression in present study 

  Treatments تيمارها Expression means            ميانگين بيان
ZF HSFA1a LecRLKs CIPK20     
      

a1 c1 a1 a1 شاهد Control 
b2.51- b9.36 a1.28 b7.14- 200 مولارميلي 

 كلريدسديم
200 mMNaCl 

b2.26- a13.09 a1.19 c16.19- 400 مولارميلي 
 كلريدسديم

400 mMNaCl 

0.002 <.0001 0.6 <.0001  P-value 
0.56 1.79 0.15 2.47  SEM** 

 يانب الگوي تغيير تنش، رسانيپيام مسير در بعدي گام
 لهازجم هاپروتئين فسفوريلاسيون در درگير هايژن از برخي

MAPK، CDPK، CIB/CIPK ميانجي با كه است غيره و-

 افتدمي اتفاق 2Ca+ مانند ثانويه رسانپيام هايمولكول گري
)Zhu. 2016; Younesi et al., 2020 .(پژوهش اين نتايج 

 ترتيب به يتوجهقابل طوربه CIPK20ژن  بيان كه داد نشان
 معرض در گرفتن قرار ساعت 72 از پس برابر 16 و 7 ميزان به

 كاهش شاهد به نسبت كلريدسديم مولار ميلي 400 و 200
 مطالعه با توافق در نتايج اين). b5 شكل ؛3 جدول( يابدمي

 گذر با را CIPK21 ژن بيان يكاهش روند كه است پيشين
شده  گزارش G. soja در ساعت 6 در پيك يك از پس زمان

 گياه در ديگر پژوهشي در اما؛ )Pandey et al., 2015( است
 مولار ميلي 600 شوري تنش تحت ليتوراليس آلوروپوس

 بين CIPK20 ژن بيان در داريمعني اختلاف كلريدسديم
 در نتايج اين. نشد مشاهده شاهد و شوري تيمارهاي

 در هم و) نمك تيمار از بعد ساعت 24 و 6( مدتكوتاه
 بود شده مشاهده) نمك تيمار از بعد ساعت 72( درازمدت

)Hashemipetroudi et al., 2014( توانمي بنابراين،؛ 
 رسانيپيام مسير در CIPK20 كهييازآنجا داشت اظهار

 تغييرات ،كنديم عمل تنش اوليه مراحل در و دارد دخالت
 سوي از. است تنش اعمال زمانمدت معلول شدتبه آن بيان
 قشن رونويسي فاكتورهاي ها،تنش رسانيپيام مسير در ديگر



 1399 مستانز، 13، جلد ي محيطي در علوم زراعيهاتنش  1266

 

-يم ايفا تنش به دهندهپاسخ يهاژن بيان كنترل در را مهمي
 مسير انتهايي فاكتورهاي هاHSF گرمايي تنش تحت. كنند
 هايژن سازيفعال طريق از كه هستند سيگنال انتقال
 هايپژوهش. كنندمي فعاليت گرما تنش به دهندهپاسخ

 هايزيرخانواده گرمايي تنش تحت كه دادند نشان پيشين
HSFA-1a/1b بيوسنتز شامل مختلف مسير چندين در 

 جمعت و انتقال متابوليسم، رساني،پيام پردازش، و پروتئين
 اين بر علاوه). Busch et al., 2005( هستند درگير اسموليت
 مسيرهاي بين نسبي همپوشاني كه است شده مشخص

 رديگ غيرزيستي هايتنش و گرمايي تنش به دهندهپاسخ
 ,.Jiang et al( دارد وجود شوري و سرما خشكي، مانند

 با HSFA1a يانب كه داد نشان حاضر پژوهش نتايج). 2005
 در كهيطوربه). >P 05/0( داشت مستقيم رابطه نمك غلظت

 13 و 9 حدود در آن بيان مولار، ميلي 400 و 200 تيمارهاي
 با نتايج اين). c5 شكل ؛3 جدول( بود شاهد از بيشتر برابر

 هايژن بيان افزايش كه دارد مطابقت برنج در قبلي مطالعات
 خشكي هايتنش تحت HSF ژني خانواده اعضاي به متعلق

 هايپژوهش). Busch et al 2005( كردند گزارش شوري و
 هايتنش به پاسخ در HSFA1a ژن مهم نقش نيز ديگري

 شانن. اندهكرد گزارش را گرما تنش بر علاوهديگر  غيرزيستي
 از بيش بيان HSFA1a آرابيدوپسيس، در كه است شده داده
 افزايش هاآن بيان گرما توسط كه را هاييژن از درصد 65
 كه است شده مشخص همچنين و كندمي كنترل را يابدمي
 هايتنش تحت شدهيكتحر HSP هايژن از برخي بيان

 دكنمي تنظيم نيز را مانيتول و هيدروژن پراكسيد شوري،
)Liu et al., 2013.(  

  

 

 ليتوراليس آلوروپوسهاي برگي گياه نمونه در d (ZF(و  HSFA1a) a (G-type-LecRLK ،)b (CIPK20 ،)c(هاي . بيان نسبي ژن5شكل 
حروف متفاوت اختلاف  عنوان كنترل داخلي استفاده شد.به GAPDH. كلريدسديمهاي مختلف نمك ساعت اعمال غلظت 72پس از 
 دهد.را نشان مي )> P 05/0دار بين تيمارها (معني

Fig. 5. Relative expression of (a) G-type-LecRLK gene, (b) CIPK20 gene, (c) HSFA1a gene and, (d) ZF gene, in the 
leaves of A. littoralis after 72 h salt treatment with different concentrations of NaCl (0, 200 and 400 mM) GAPDH was 
used as an internal control. Different letters above bars indicate significant differences (P < 005) among treatments 
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 ژن بيان بيش كه است شده گزارش همچنين
AtHSFA2 افزايش آرابيدوپسيس در را شوري تنش تحمل 

 در شوري تحمل بهبود). Ogawa et al., 2007( داد
 نيز برنج HSFA2e ازحدبيش بيان با تراريخت آرابيدوپسيس

 مختلف هايگونه در). Yokotani et al., 2008( شد گزارش
 و انحصاري هاينقش HSF خانواده اعضاي از برخي گياهي،
 عهده بر تنش به دهندهپاسخ هايژن تنظيم در را متفاوتي

 كه ادد نشان يفرنگگوجه تراريخته گياه وتحليلتجزيه. دارند
HSFA1 ديگر سنتز با HSFs مانند HSFA2 و B1 و 
 يك عنوانبه را يفردمنحصربه نقش HSP همچنين

. دارد بر عهده گرما تحمل پاسخ شروع براي اصلي كنندهيمتنظ
 در خانواده اين از اصلي كنندهتنظيم هيچ مقابل، در

-واكنش). Mishra et al., 2001( نشد يافت آرابيدوپسيس

 هايخانواده مختلف اعضاي از ايگسترده و همپوشان هاي
HSPو ها HSFغير هايتنش ديگر و گرما تحمل براي ها 
 مهم عناصر هاآن دهدمي نشان كه است شده گزارش زيستي

 مختلف هايتنش تحمل و پيام انتقال مختلف هايشبكه در
 نوع ZF رونويسي فاكتورهاي). Liu et al., 2013( هستند
C3H به شونده متصل هايپروتئين RNA-binding بيان را 

 Bogamuwa( دارند نقش RNA پردازش در كه كنندمي

and Jang, 2016 .(اين بياني پروفايل اين، بر علاوه 
-تنش تأثير تحت هاآن بيان داد نشان هاZF از ژني زيرخانواده

 دتواننمي روينازا و گيردمي قرار زيستي و غيرزيستي هاي
 Bogamuwa( باشند داشته هاتنش تحمل در يمؤثر نقش

and Jang, 2016 .(ژن بيان حاضر، پژوهش در C3H-

typeZF كلريدسديم مولار ميلي 400 و 200 تيمار دو هر در 
  ).d5 شكل ؛3 جدول( يافت كاهش برابر 2 حدود ميزان به

 اعضاي از AtTZF1 ژن كه است شده داده نشان
 شدر بر تأثير با آرابيدوپسيس گياه در ZF–C3H زيرخانواده

 دهكننيمتنظ و دهدمي افزايش را تنش تحمل گياه، تكامل و
 هايتنش به دهندهپاسخ هايژن بيان كنترل براي مؤثر بسيار

 كهيطوربه ،است قند و اسيدآبسيزيك، اسيدجيبرليك
 و زيكاسيدآبسي تنش براي مثبت كنندهيمتنظ يك عنوانبه

-مي لعم اسيدجيبرليك تنش براي منفي كنندهتنظيم يك

 و سريع بيان تغيير همچنين). Lee et al., 2012( كند
 تحت آرابيدوپسيس AtSZF2nv و AtSZF1ژن  دو ماندگار
 ژن هايرونوشت تجمع. است شده داده نشان شوري تنش

OsTZF1 با تيمار از پس ساعت 2 طي برنج گياه در 
). Jan et al., 2013( است شده گزارش كلريدسديم

 قرار از پس گياهان در هاژن از زيادي تعداد بيان ،يطوركلبه
 و شودمي تحريك مختلف هايتنش معرض در گرفتن

 ايهپاسخ ايجاد باعث مختلف مسيرهاي تغيير با تغييرات
 انتقال در دخيل يهاژن بيان. شودمي گياه در تحمل

 االق استرس پاسخ اوليه مراحل در شوري تنش هايسيگنال
 تنش اعمال شدت و زمان داد كه نشان حاضر پژوهش. شودمي
 ايجنت .است تنظيمي هايپاسخ نوع تعيين در مهم فاكتور دو
 تحمل مولكولي هاييسممكان دركبه  تواندمي آمدهدستبه

 اطلاعات وكرده  كمك ليتوراليس آلوروپوس در شوري تنش
 مهندسي و بعدي هاييشآزما طراحي براي را ارزشمندي

  .كند فراهم گياه اين خانوادههم گياهان در تحمل يسممكان
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Abstract 
Plants respond to the destructive effects of salinity through changes in physiological and molecular 
processes. In the present study, the activity of SOD and APX antioxidant enzymes and changes in the 
expression of G-types-LecRLK, CIPK20, HSFA1a and C3H-ZF genes, involved in signaling and 
regulatory networks of Aeluropus littoralis, under salt stress has been investigated. The plant cuttings 
were cultured hydroponically under controlled conditions. The experimental design was consisted of a 
control (Hoagland’s solution without NaCl addition) and two treatments (200 and 400 mM NaCl). After 
72 h of salt treatment, leaf samples were harvested and H2O2 content, SOD and APX enzymes activity 
and also changes in gene expression were measured by qRT-PCR. The results showed that the activity 
of antioxidant enzymes in both 200 and 400 mM NaCl concentration was significantly increased 
(P<0.05). The lecRLK gene expression was not significantly changed among different treatments. The 
expression of CIPK20 gene were decreased 7 and 16 folds lower than control at 200 and 400 mM of 
NaCl treatments, respectively. The obtained results revealed that expression of HSFA1a gene was 
positively associated with salt concentration (P<0.05). So that, the expression of HSFA1a in 200 and 
400 mM NaCl was 11 and 13 folds more than control, respectively. The expression of ZF30 gene was 
decreased significantly in both 200 and 400 mM NaCl treatments (P<0.05). The results showed that the 
expression pattern of studied genes is different under salt stress conditions that can be related to the role 
of each gene, salt concentration and stress duration. 

Keywords: Aeluropus littoralis, Abiotic stress, Gene expression, Halophyte, Salt tolerance. 
  


