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  چكيده

به دليل . باشدمي) Asteraceae( تابگردانآفخانواده  از) .Carthamus tinctorius L(گلرنگ گياه 

عنوان گياه مدل جهت مطالعه اساس  توان از آن بهميمحيطي،  هايتنشمقاومت بالاي گلرنگ در مقابل 

Naدر گياهان يك مكانيزم عمده در ترابري . نمودها استفاده مولكولي تحمل به تنش
سيتوسولي و كاهش  +

هايي با ها يا بافتهاي سديم در واكوئليگذاري مقادير اضافي يوناج وجود دارد كه باعث اثرات سمي آن

در اين . گيردصورت مي) NHX(د كه اين كار توسط آنتي پورتر غشاي واكوئلي شوحساسيت كمتر مي

نيمه كمي  RT-PCRدر گياه گلرنگ تحت تنش شوري با استفاده از روش  NHXتحقيق الگوي  بيان ژن 

هاي گلرنگ با غلظت PBR-321روزه رقم نيمه مقاوم  14هاي بدين منظور گياهچه. مورد بررسي قرار گرفت

نمونه برداري از گياهان شاهد و . مولار كلريدسديم مورد تيمار قرار گرفتندميلي 200و  150، 100، 50، 0

ان نش حاصل از آناليز مولكولي نتايج. ساعت پس از اعمال تنش صورت گرفت 48و  24، 12، 6تيمار شده 

گيري در گياهان تحت هاي بررسي شده در ساعات مختلف نمونهدر تمام غلظت NHXكه ميزان بيان ژن  داد

حداكثر ميزان بيان ژن در ساعات مختلف در . تنش نسبت به گياه شاهد افزايش قابل توجهي نشان داد

پورتر غشاء دكننده آنتينتاج كلي نشان دهنده نقش ژن ك. مولار كلريدسديم مشاهده گرديدميلي 150غلظت 

 .باشدبه تنش شوري مي نسبت واكوئلي در پاسخ گياه گلرنگ

  .كمينيمه RT-PCR، سديمكلريد پورتر واكوئلي،آنتي، گلرنگ: كلمات كليدي
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  مقدمه

هاي ترين تنششوري خاك يكي از عمده

دهنده توليدات كشاورزي در زيستي كاهش غير

هاي نسوم از زميحدود يك. جهان است

اي شور هظكشاورزي جهان بطور قابل ملاح

ميليون  2سالانه حدود  ،علاوه بر اين. هستند

%) 1حدود (هاي كشاورزي جهان هكتار از زمين

شوند كه يا فاقد كارايي ي مييهاتبديل به زمين

براي توليد محصول هستند يا توليد محصول در 

 ,Manchanda & Grag(يابد آنها كاهش مي

-اثرات شوري روي گياهان  پيچيده مي). 2008

نمك زياد در خاك باعث كاهش پتانسيل  .باشد

در نتيجه جذب آب و مواد غذايي  وشود آب مي

خوردن برهم همچنين. شودبراي گياه مشكل مي

هاي توازن يوني ناشي از كاهش جذب يون

 يونيضرورري و انباشتگي يونهاي مضر و سميت 

 شودميياه گ در نهايت باعث كاهش رشد

)Mahajan & Tureja, 2005; Moons et al., 

هاي مولكولي دخيل در  مكانيسم .)1995

ابر هاي دفاعي گياه در بر سازي پاسخ فعال

به علت مقاومت  .هاي مختلف پيچيده هستند تنش

محيطي، زاي  بالاي گلرنگ به شرايط تنش

به عنوان يك گياه مدل جهت آن  دانشمندان از

و شناسايي هاي دفاعي  كانيسمبررسي و درك م

-هاي كليدي دخيل در پاسخ به تنشها و مسيرآن

از اين رو جداسازي . كنندهاي محيطي استفاده مي

هاي دخيل در ايجاد تحمل به تنش و شناسايي ژن

در كنار مطالعات ها  و بررسي الگوي بيان آن

بهتر  پروتئوميكسي و فيزيولوژيكي امكان شناسايي

-پاسخ دهنده گياهان به تنشپيچيده هاي مكانيسم

 ,Salekdeh & Komatsu( كنندميها رافراهم 

2007(.  

هاي درون سلولي براي تعادل غلظت

 باشدميهاي زنده فرايند اساسي فيزيولوژي سلول

و تنظيم به موقع جريان يوني براي پايين نگه 

هاي هاي سمي و تراكم يونداشتن غلظت يون

گياهان . ا ضروري استهوري در درون سلولضر

Kهاي بالايي از يون تحت تنش شوري، غلظت
+ 

Naاز  هاي پايينيو غلظت
در سيتوسول حفظ را  +

Kدر واقع حفظ نسبت بالاي  .نمايندمي
+
/Na

از  +

عناصر اصلي تحمل به شوري در گياهان 

مقادير ). Aharon et al., 2003( شودمحسوب مي

مخرب آن بر  هاي سديم به دليل اثراتاضافي يون

براي  ها، فتوسنتز و متابوليسمروي فعاليت آنزيم

در ). Niu et al., 1995( باشدگياهان مضر مي

Naدر ترابري  عمدهگياهان يك مكانيزم 
+ 

وجود دارد  آنسيتوسولي و كاهش اثرات سمي 

هاي سديم مقادير اضافي يون جايگذاري كه باعث

- متر ميهايي با حساسيت كها يا بافتدر واكوئل

-بوسيله فعاليت گروه آنتي و اين كار شود

Naپورترهاي 
+
/H

-IC مربوط به زير خانواده +

NHE/NHX  كه در تونوپلاست قرار دارند، انجام

Naپورترآنتي NHXهاي ژن. شودمي
+
/H

+ 

Naكنند كه ترابري واكوئلي را كد مي
بواسطه  +

H
Naاز عرض غشاي واكوئلي و تجمع  +

در  +

 ).Nass et al., 1997( كنندكاتاليز ميها را واكوئل

Hشيب الكتروشيميايي 
وسيله دو توليد شده ب +

Hپمپ 
+ :H

+
-pyrophosphatase  واكوئلي)V-
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ppase ( وH
+
-ATPase  واكوئلي)V-ATpase(، 

ها و يون زينيجايگنيروي محرك لازم را براي 

نمايد ها فراهم ميرا در واكوئلها ديگر محلول

)Sze et al., 1992 .(زينيجايگNa
در واكوئل  +

آوردن غلظت اين يون در  علاوه بر پايين

در تنظيم اسمزي براي حفظ جذب  سيتوسول،

به دليل . آب از محلول نمك نيز دخالت دارد

-ها ، ژنهاي سديم در واكوئلانباشته كردن يون

در گياهان به طور عمده در تحمل به  NHXهاي 

 ,Apse & Blumwald( شوري دخالت دارند

2002; Tester & Devenport, 2003  .(  

 mRNAها در سطح جهت بررسي الگوي بيان ژن

-هاي مختلي وجود دارد كه به طور كلي ميروش

 PCRهاي مبتني بر توان آنها را به دو دسته روش

ي مبتني هانيمه كمي و تكنيك RT-PCRهمانند 

بلات، درشت آرايه رندسازي همانند نوربر دورگ

 & Lorkowski)آرايه تقسيم بندي نمود  و ريز

Cullen, 2003). هاي اخير با در اختيار در سال

و به منظور درك  هاي فوق،داشتن روش

هاي مختلف در پاسخ به روشنتري از نقش ژن

توجه برخي از محققين به هاي مختلف تنش

متحمل و ها در گياهان مقايسه الگوي بيان ژن

تلف جلب شده مخهاي محيطي حساس به تنش

  .است

 

  هامواد و روش

-PBRدر اين مطالعه از بذور گلرنگ رقم  

نژاد، اهدايي توسط دكتر قاسم محمدي، 321

باتات، دانشگاه شهيد بخش زراعت و اصلاح ن

اين رقم طي تحقيقات  .استفاده گرديد باهنر كرمان

باغباني دانشگاه شهيد باهنر در شرايط طبيعي 

با  بذور گلرنگ .ان دادمقاومت خوبي از خود نش

دقيقه و متعاقباً به  2به مدت % 70الكل اتانول 

 5دقيقه در محلول هيپوكلريت سديم  15مدت 

بار با آب مقطر  5درصد ضدعفوني گرديده و 

ساعت  2پس از بذور . استريل شستشو داده شدند

هاي حاوي  ، درون پتري ديشسرمادهي مرطوب

زده  جوانه بذور. كاغذ صافي استريل كشت شدند

متر حاوي شن  سانتي 15به قطر  هاي به گلدان

ها در گلخانه تحت  گلدان. شسته منتقل گرديدند

گراد و دوره درجه سانتي 26±2شرايط دمايي 

با دوره آبياري ) نور/تاريكي(ساعت  8/16نوري 

روز در ميان قرار گرفتند و تغذيه با محلول  2

روزگي  7از سن ) تون طلاييشركت زي(هوگلند 

اعمال تنش شوري روي گياهان در  .گرديدشروع 

در صبح زود )روزگي 14(برگي  4الي  3مرحله 

در نظر گرفته شدند  گروه 5تيمارها در . انجام شد

-ميلي 50محلول  شامل آب مقطر، هاكه اين گروه

مولار ميلي 100محلول  مولار كلريدسديم،

 مولار كلريدسديمليمي 150، محلول كلريدسديم

 .بودند مولار كلريدسديمميلي 200و محلول 

زمان  5ري از گياهان تحت تنش در نمونه بردا

 48و  24، 12، 6، )زمان اعمال تيمار(شامل صفر 

  .صورت گرفت ساعت پس از اعمال تنش

 TAC CGA -'5 طراحي آغازگرهاي رفت

CCG AGA AGT TGC -3'  5و برگشت'- 

CAT AAG ACCAGC CCA CCA -3'  كه

كند، باز را تكثير ميجفت 439اي به اندازه قطعه

در بانك  گياه گلرنگ  NHXبر اساس توالي ژن 
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 Primer افزار نرم از و با استفاده NCBIژن 

Premier v.3.5 انجام شد. RNA كل با استفاده ي

RNXاز كيت 
TM

plus از گياهان  شركت سيناكلون

 .گرديد و گياهان شاهد استخراج تحت تنش

استخراج شده به ترتيب ي RNAكيفيت و كميت 

با استفاده از ژل آگارز يك درصد و دستگاه نانو 

جهت حذف . )1شكل ( تعيين گرديد دراپ

از آنزيم  ،ژنومي DNAبه آلودگي احتمالي 

DNase1  پس از  .استفاده گرديد زفرمنتاشركت

، يك ميكروگرم DNase1با آنزيم  RNAتيمار 

RNA يند ساختن وارد فرآcDNA  گرديد و

مراحل بر اساس دستورالعمل موجود در كيت 
Reverse Aid First Strand cDNA Synthesis 

Kit انجام شد زشركت فرمنتا.  

  

  
 .درصد 1ز واستخراج شده از بافت برگ گياه گلرنگ بر روي ژل آگاري RNAالكتروفورز  -  1شكل 

M:  100نشانگر وزن مولكوليbp (Fermentas).  
Figure 1- Electerophoresis of extracted RNA from safflower leave tissue on 1% agarose 

gel. M: DNA ladder 100bp (Fermentas). 

  

كمي در حجم نيمه RT-PCRهاي واكنش

از . ميكروليتر و با دو تكرار انجام شد 25

به عنوان  18S rRNAآغازگرهاي اختصاصي 

لوط اجزاي مخ. گرديدكنترل داخلي استفاده 

 .باشدمي 1در جدول  مشروحواكنش شامل مواد 

-SQ-RTسيكل دمايي استفاده شده در واكنش 

PCR  مربوط به ژن كنترل داخلي و ژنNHX 

دقيقه در  5. زير بود دقيقاً مشابه و به صورت
°
C94  ثانيه در  45شامل  چرخه 40و متعاقب آن

°
C94 ،30  ثانيه در°

C46، 1  دقيقه در°
C72  و

°دقيقه در  5تكثير نهايي نيز به مدت 
C72  انجام

وليتر از ميكر 5پس از پايان واكنش . شد

بارگذاري و % 1ز محصولات بر روي ژل آگار

دقيقه  90 ولت به مدت 75ت بثاتحت ولتاژ 

اتمام الكتروفورز، ژل  پس از. الكتروفورز شدند

و  شده با استفاده از اتيديوم برومايد رنگ آميزي

داك  س برداري از آن با استفاده از دستگاه ژلعك

 Totalاوير ژل با استفاده از برنامه تص .انجام شد

Lab v1.10 بدين منظور شدت  .كمي شدند

و شدت ) 18S rRNA(باندهاي ژن كنترل داخلي 

كه  100bpماركر  3000نسبت به باند  NHXژن 

پس . سنجيده شد، نانوگرم در ليتر بود 20معادل 
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بر باند  NHXيم عدد مربوط به باند ژن از تقس

ها نرمال مربوط به ژن كنترل داخلي، تمام نمونه

 NHXنمودارهاي مربوط به شدت بيان ژن . شدند

  .رسم گرديد Excelبا استفاده از برنامه 

  

 .PCRمقدار مواد مورد استفاده در هر  -1جدول 

Table 1- The amount of material used in each PCR reaction. 
  Amount مقدار  Substance نوع ماده

2x PCR Master mix (fermentase)  مسترميكسPCR 10 µl  

DNATemplate )100 ngµl
-1( DNA الگو  µl 1  

Forward primer )10 pmolµl
  µl 1  آغازگررفت )1-

Reverse primer )10pmolµl
  µl 1   برگشت آغازگر )1-

 DEPC water  آب مقطر  µl 7  

Total volume   حجم نهايي  µl 20  

  

  

  نتايج و بحث

كمي نشان نيمه RT-PCRنتايج حاصل از 

ساعت پس از  NHX، 6ميزان بيان ژن داد كه 

ها نسبت به گياهان در تمام غلظت اعمال تنش

و بيشترين ميزان  چشمگيري داشت افزايش شاهد

مولار ميلي 200ت در غلظ) برابر 48/2( بيان

نمودار رسم شده در  .)2كل ش( مشاهده گرديد

Excel هاي بدست آمده از نرمبا استفاده از داده-

دهد كه ميزان بيان با نشان مي Total labافزار 

و اين روند صعودي افزايش غلظت افزايش يافته 

-RTنتايج حاصل از . )2شكل( دهدرا نشان مي

PCR  از  ساعت بعد 12نيمه كمي نشان داد كه

در گياه  NHXن بيان ژن نيز ميزااعمال تنش 

قابل  تحت تنش نسبت به گياه شاهد افزايش

داد و بيشترين ميزان بيان اي را نشان ميهظملاح

 مولار مشاهده گرديدميلي 150نيز در غلظت 

به  150با افزايش ميزان غلظت از  )برابر 1.78(

 مولار ميزان بيان ژن كاهش نشان دادميلي 200

نيز  Excelده در نمودار رسم ش كه) 4شكل (

ساعت  24 .)2شكل ( روند را نشان داد همين

-در تمام غلظت از اعمال تنش ميزان بيان ژن پس

 ها نسبت به گياه شاهد افزايش بيان نشان دادند و

گياهان تحت تنش در  بيشترين ميزان بيان در

 مولار مشاهده گرديدميلي 150 و 100هاي غلظت

سبت به گياه ن برابر 99/1 و 73/1به ترتيب (

مولار ميلي200غلظت در در اينجا نيز . )شاهد

ساعت  12نسبت به زمان  NHXميزان بيان ژن 

  . )3 و 2شكل ( كاهش يافت

 ،اعمال تنشساعت پس از  48همچنين 

نسبت به ها در تمام غلظت NHXميزان بيان ژن 

حداكثر  .ندداشت يگياه شاهد افزايش چشمگير

مولار ميلي 100غلظت  ميزان بيان در اين زمان در
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هاي غلظتدر و  )برابر 48/2( مشاهده گرديد

ميزان  ساعت 24مولار نسبت به ميلي 150و  100

  .)3و 2 شكل( يافتبيان ژن كاهش 

 Atriplex ،در گياهان آرابيدوپسيس، برنج

gmelini، نيز افزايش بيان ژن  و گوجه باقلا

NHX  گزارش شده اعمال تنش شوري پس از

 ,.Gaxiola et al., 1998; Hamada et al(است 

2001; Zahran et al., 2007(.  در تحقيق حاضر

 24، 12، 6در گياه گلرنگ  NHXميزان بيان ژن 

ساعت پس از اعمال تنش افزايش  48و

 .دادگياه شاهد نشان ه چشمگيري نسبت ب

هاي بررسي شده همچنين در تمام زمان

 

 

  
نشانگر وزن : M. هاي مختلف كلريدسديمدر غلظت NHX نيمه كمي ژن RT-PCRنتايج  -2شكل 

ساعت پس از اعمال  12): ب( .ساعت پس از اعمال تنش 6): الف.  ( 100bp(Fermentas)مولكولي 

  .ساعت پس از اعمال تنش 48): د. (ساعت پس از اعمال تنش 24): ج. (تنش
Figure 2- Semiquantitative RT-PCR results of NHX gene in different concentrations of 

sodium chloride. M: DNA ladder 100bp (Fermentas). (a) 6 hours after stress. (b) 12 

hours after stress. (c) 24 hours after stress. (d) 48 hours after stress. 
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  .سديم هاي مختلف كلريدگلرنگ در غلظت NHXژن  mRNAفراواني نسبي  - 3 شكل

Figure 3- Relative abundance mRNA of Safflower NHX gene in different concentrations 

of sodium chloride. 

 

 mM150حداكثر ميزان بيان ژن در غلظت 

با افزايش ميزان نمك شدت  بعد از اين غلظت،

چند هنوز نسبت به گياه  هر ،بيان كاهش نشان داد

بررسي الگوي  .شدشاهد افزايش بيان ديده مي

روش  گلرنگ با استفاده از گياه در NHXبيان ژن 

-مذكور حاكي از افزايش بيان ژن كدكننده آنتي

 پورتر غشاء واكوئلي درپاسخ به تنش شوري بود

مكانيسم  پورتر دركه نشان دهنده اهميت اين آنتي

  .باشدتحمل به نمك درگياه گلرنگ مي
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Abstract 

Safflower (Carthamustinctorius L.) belongs to the Asteraceae familyand its high 

resistance to environmental stresses, cased it can be used as a model plant for investigatingthe 

molecular basis of stress tolerance. There is a major mechanism in the plants to transfer 

cytosol Na
+
reducing its toxic effects. In this mechanism the excess of Na

+
 was pumped in the 

vacuoles or tissues with less sensitive. This displacement was carried by vacuole antiporter 

(NHX). In this study, the pattern of NHX expression was studied in safflower under salt stress 

by using semiquantitative RT-PCR. In this experiment,14-days-old plants of resistant variety 

of safflower, PBR-321, were subjected to NaCl treatment (with five concentrations of 50, 100, 

150 and 200mM). Sampling of control and treated plants were performed at different time 

points (6, 12, 24 and 48 hours) after all four salt treatments. The results showed that 

expression rate of NHX geneincreased in all concentrations at different times than control 

plant.  Maximum expression levels at different timeswere observed in 150mM of Sodium 

chloride. Totally, NHX antiporterhas important role in response to salt stress is safflower. 

Key words: Safflower, Sodium chloride, Vacuole antiporter,Semiquantitative RT-PCR. 
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