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 مقاله پژوهشي

تحت تنش شوري در گياه  DEVILبرخي از اعضاي خانواده ژني  RT-qPCRآناليز 
  ).Aeluropus littoralis (Gouan) Parl( سيتوراليآلوروپوس ل

  2، حميدرضا قرباني*1پطروديهاشمي يدرضاحم يدس
  فناوري كشاورزي طبرستان، دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي سارياستاديار گروه مهندسي ژنتيك و بيولوژي، پژوهشكده ژنتيك و زيست .1

 جيآموزش و ترو قات،ياستان مازندران، سازمان تحق يعيو منابع طب يو آموزش كشاورز قاتيمركز تحق ،يو باغ يعلوم زراع قاتيبخش تحق ارياستاد .2
  ، ايرانيسار ،يكشاورز

  06/04/98: ؛ تاريخ پذيرش14/12/97: افتيدر خيتار

  چكيده
DEVILهاي گياه نسبت به تغييرات ها پپتيدهاي كوچكي هستند كه نقش مهمي در رشد و نمو گياهان داشته و در كنترل پاسخ

و  AlDVL1 ،AlDVL2 ، AlDVL3باشند. در اين تحقيق به بررسي تغييرات بيان چهار ژن ها مؤثر ميمحيطي حاصل از تنش
AlDVL6 هاي مرجع اختصاصي بافت برگ شامل به همراه ژنAlGTF  وAlU2SnRNP هاي مرجع اختصاصي براي بافت ريشه و ژن

 يمسد يدكلرمولار ميلي 600در گياه شورزي آلوروپوس ليتوراليس پرداخته شد. گياهان تحت تنش شوري  AlEF1aو  AlPRS3شامل 
 AlDVLهاي ت و يك هفته قرار گرفتند. نتايج تحقيق نشان داد كه الگوي بياني ژنساع 48، 6، 3و در پنج دوره زماني صفر (كنترل)، 
، AlDVL6ژن  جزبهها كه اين افزايش بيان در تمامي ژن قرارگرفتهتأثير تنش شوري داري تحتدر اندام ريشه و برگ به شكل معني

 48در بافت برگ در زمان  AlDVL2شترين افزايش بيان براي ژن ، بيموردمطالعههاي در اندام ريشه بيشتر از برگ گياه بود. در بين ژن
هاي ريشه و برگ در ها در بافت) مشاهده شد. همچنين، الگوي رفتاري ژن83/14) و در اندام ريشه در زمان يك هفته (12/12ساعت (

غييرات الگوي ها بيانگر تمبستگي بيان ژنحالت افزايش و يا كاهش بيان نسبت به يكديگر تفاوت داشته و وابسته به بافت بود. بررسي ه
صورت منفي در بافت برگ و ريشه به AlDVL3و  AlDVL6كه همبستگي بيان ژن طوريهاي مختلف بود بهها در بافترفتاري بيان ژن

اهان شورزي در تحمل دهنده ارتباط معكوس بيان ژن در اين دو بافت بوده است. با توجه به ماهيت گي) بود كه نشان-6/0دار (و معني
ها در افزايش قدرت توان به نقش احتمالي اين ژنپس از اعمال تنش شوري، مي موردمطالعههاي شوري محيط و نيز تغيير بيان ژن

  .تحمل گياه اشاره نمود

  .DVL ،ياهيهورمون گ ت،يكوچك، هالوف يدهايپپتيژن، پل انيب س،يتوراليآلوروپوس ل كليدي: هايواژه

  مقدمه
 هالوفيت يك )Aeluropus littoralis( ليتوراليس آلوروپوس

 ستا قادر كه بوده گندميان تيره از دارريزوم چندساله لپهتك
 Zouari et( مولارميلي 600 تا را كلريد سديم نمك غلظت

al., 2007 (مولارميلي 1100 الي )Barhoumi et al., 

 رد طبيعي علوفه يك عنوانبه گياه اين. نمايد تحمل) 2007
 بارندگي مترميلي 200 از كمتر( خشك و شور بسيار مناطق

 Faraji et( شوري به تحمل برعلاوه و كرده رشد) سال در

al., 2017(، و گرما خشكي، برابر در مقاوم گياه يك عنوانبه 
 ).Jam et al., 2014( است شده معرفي زنده هايتنش

 عنوانهب بالا شوري به تحمل به توجه با ليتوراليس آلوروپوس
 يمولكول هايمكانيسم درك براي ارزشمندي ژنتيكي منبع
 ,.Saad et al( شودمي استفاده هاايلپهتك در تنش به پاسخ

2018.(  
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 در درگير گياهي هايهورمون از اندكي تعداد تاكنون
 است شده شناسايي گياهان، توسعه و رشد مسير

)Vanstraelen et al., 2012 .(پستانداران، سيستم همانند 
 مديريت در كوچك رسانپيام پپتيدهاي از نيز گياهان

 يپپتيدها اين. كنندمي استفاده خود، نمو و رشد فرآيندهاي
 مانند ديگر رسانپيام هايگيرنده با كوچك رسانپيام

 هالسلو در قرارگيري ضمن بوده، مرتبط كينازي هايگيرنده
 بيولوژيكي و فيزيولوژيكي هايپاسخ در خاص، هايبافت و

 و زيستي از اعم محيطي مختلف هايتنش به نسبت گياه
). Czyzewicz et al., 2013( كنندمي ايفا نقش غيرزيستي
DEVILها )DVL (هك هستند كوتاهي بسيار پپتيدهايپلي 

) Wen et al., 2004( همكاران و ون توسط بار اولين
 وچكك پپتيدهايپلي از دسته اين تاكنون و شدهييشناسا
 ايمبن بر همولوژي آناليز. اندشدهگزارش نهاندانگان در فقط
 عضو 22 شناسايي به منجر آرابيدوپسيس، گياه در توالي تشابه

 Wen et( است شده گياه اين ژنوم در DVL ژني خانواده از

al., 2006 .(همانند گياهان رشد فرآيند در پپتيدها اين 
 هايهورمون عنوانبه و كرده عمل گياهي هايهورمون
 ;Matsubayashi, 2014( اندشده گذارينام پپتيدي

Andrews et al., 2014 .(گياهي هايهورمون اين ازجمله 
 رشد فاكتور عنوانبه ،)PSK( فيتوسولفوكين به توانمي

 رشد كنندهتنظيم عنوانبه ،RALF سلولي؛ تكثير با مرتبط
 ها،LURE بنيادي؛ هايسلول تمايز با مرتبط ،CLV3 ريشه؛
 و ؛هاروزنه نمو با مرتبط استوماگن گرده؛ لوله رشد در دخيل

 نمود اشاره كاسپاري نوار يكپارچگي عامل ،CIF به درنهايت
)Nakaminami et al., 2018.(  

 كوچك، پپتيدهايپلي كه داشته اين بر دلالت شواهد
 يفاا نقش گياهان، در سلولي ارتباطات حياتي عناصر عنوانبه
، رنگيفگوجه سيستمين خصوصيات تعيين از پس. نمايندمي

 Pearce et( شدهييشناسا گياهي پپتيديپلي هورمون اولين

al., 1991 (رسانپيام پپتيدهايپلي از ديگر گروه هفت 
 صورت مطالعات اندك در. اندشدهكشف گياهان در كوچك
 ردكارك ها،پروتئين اين عملكردي بررسي خصوص در گرفته

 هگرفت قرار موردبررسي نيز نمو و رشد مختلف مراحل در هاآن
 RTFL ژن شش يانب يشب به توانمي ،مثالعنوانبه. است
 دنش گرد فنوتيپي بروز با كه كرد اشاره آرابيدوپسيس در

 ,.Guo et al( است بوده همراه تركوتاه اوليه هايريشه و برگ

 51 پپتيدپلي DVL1( مولكولي سازيهمسانه). 2015
 گياه هوايي هاياندام در آن بيانيبيش و) آمينواسيدي

 هاينآذيگل گرد، هايبرگ فنوتيپ بروز سبب آرابيدوپسيس
 شده رشد دوره طي در برآمده انتهاي با هاييميوه و ايخوشه
 نيژ خانواده اين اعضاي عملكرد گستردگي از حاكي كه است
 توسط كه ديگري مطالعه در ).Wen et al., 2004( است
 تعيين خصوص در) Narita et al., 2004( همكاران و ناريتا

 گياه در RTFL/DVL ژني خانواده اعضاي ژني خصوصيات
 DVL1 ژن با مشابه عملكردي شد، انجام آرابيدوپسيس

 ROTUNDIFOLIA4 (ROT4) عنوان با كه شد مشاهده
 شده شناسايي همولوگ 22 حاضر حال در. گرديد گذارينام
 قالب در آرابيدوپسيس، ژنوم در ROT4 و DVL1 هايژن از

 گذارينام RTFL/DVL عنوان با و تجميع خانواده يك
پپتيدهاي ). Valdivia et al., 2013( اندشده

RTFL/DVL، 30 رايج شدهحفاظت ناحيه يك داراي 
 RTF( كربوكسيلي انتهاي نزديك ناحيه در آمينواسيدي

domain (باشندمي )Narita et al., 2004 .(پپتيدهاي 
 باشند،مي آمينواسيد 75 تا 5 اندازه، در كه رسانپيام كوچك

) CRP( سيستئين اسيدآمينه از سرشار پپتيدهاي: گروه دو به
) PTM( پروتئين ترجمه از پس ييريافتهتغ پپتيدهاي و

 در ).De Coninck et al., 2016( شوندمي بنديتقسيم
 زا اول گروه رسان،پيام كوچك پپتيديپلي هايگروه ميان

 هايژن از درصد 2 تقريباً و بوده برخوردار فراواني بيشترين
 ,.Silverstein et al( شودمي شامل را موجود شدهيانب

 از غني پپتيدهاي ينواسيديآم تركيب اگرچه). 2007
 هايگونه و هاجمعيت ميان در گسترده طوربه سيستئين

 سه رد سيستئين از غني پپتيدهاي ولي است، متفاوت گياهي
 وجود ،)آمينواسيد 160 از كمتر( كوچك اندازه خصوصيت

 و آمين انتهاي ناحيه در شدهمحافظت رسانپيام پپتيد يك
 اسيدآمينه 16-4 داراي( سيستئين از غني ناحيه يك وجود

 تندهس مشترك كربوكسيلي، انتهاي ناحيه در) سيستئين
)Marshall et al., 2011 .(پپتيدهاي PTM ًداراي عمدتا 

 رجمهت از پس مختلف تغييرات كه بوده يدآمينهاس 20 حداكثر
 دنش سولفاته پرولين، هيدروكسي شدن گليكوزيله مانند

 دشونمي متحمل را پرولين شدن هيدروكسيلي و تيروزين
)De Coninck et al., 2016.(  

 اياعض كاركرد و نقش خصوص در كمي تحقيقات تاكنون
 صورت غيرزيستي و زيستي هايتنش در DVL ژني خانواده
 هايخانواده ديگر به معطوف عمدتاً كه است گرفته
 نژ به توانمي مثالعنوانبه. شودمي كوچك پپتيدهايپلي

CEP3 هب پاسخ در رشد كاهنده يك عنوانبه كه نمود اشاره 



 1247  ليتوراليس  آلوروپوس گياه در شوري تنش تحت DEVIL ژني خانواده اعضاي از برخي RT-qPCR آناليز قرباني: پطرودي وهاشمي

 

 
 

 در). Delay et al., 2013( نمايدمي عمل محيطي هايتنش
 در CEP3 ژن خاموشي از حاصل يافتهجهش ديگر، تحقيقي
 شرايط در ،)WT( آرابيدوپسيس گياه وحشي تيپ با مقايسه
 اقهس و ريشه رشد در يتوجهقابل افزايش باعث محيطي نرمال
 در آرابيدوپسيس گياه در .(Delay et al., 2013( گرديد
 با AtCAPE1 سيستئين از غني پپتيد شوري، تنش شرايط
 ايفاي) منفي تنظيم( شوري به متحمل هايژن بيان كاهش
 به توانمي ،درنهايت). Chien et al., 2015( نمود نقش

 شارها خشكي به تحمل القاء كننده كوچك پپتيد شناسايي
 عنوانبه پپتيد اين. شودمي كد OsDT11 ژن توسط كه نمود
 وابسته خشكي تنش به تحمل در و شدهشناخته CRP يك
  ).Li et al., 2017( نمايدمي ايفا نقش برنج، گياه در ABA به

 احلمر ريزيبرنامه مانند بيولوژيكي فرآيندهاي بيشتر
 متنظي ژن بيان دقيق كنترل واسطهبه نمو، و رشد مختلف

 بيان وتحليليهتجز). Agarwal et al., 2008( شوندمي
mRNA هاژن بياني سطوح كه دهدمي نشان ژنوم گستره در 

 يرتغي غيرزيستي و زيستي مختلف هايتنش به پاسخ در
 نمايدمي بروز بيان كاهش يا و افزايش صورتبه نموده،

)Rabbani et al., 2003 .(تغييرات نيز موارد برخي در 
 به منجر تواندمي خاص مسيرهاي يا و هاژن بيان در دادهرخ

 هايتنش به نسبت مختلف زراعي هايژنوتيپ سازگاري
 بهتر درك براي). Aglawe et al., 2012( شود غيرزيستي

. تاس ضروري بسيار ژن، بيان الگوهاي مطالعه فرآيندها، اين
 ژنوميكس مطالعات جدانشدني جزء ژن، بيان وتحليليهتجز

 كهطوريبه. رودمي به شمار زنده موجودات همه در عملكردي
 سبب ،)RT-qPCR( كمي PCR تكنيك معرفي و اختراع
 يانب مطالعات خصوصاً مولكولي، بيولوژي هايروش در انقلابي

 هب توانمي تكنيك اين هايمزيت ترينمهم از. است شده ژن
 رديگ با قياس در آن، دقيق سنجيكميت و بالا حساسيت

 يمحافظت سنجش بلات، نورترن مانند بيان بررسي هايروش
RNase كمي نيمه معكوس رونوشت آناليز و )RT-PCR (

 خصوص در منابع بررسي). Jain et al., 2006( نمود اشاره
 هايتنش در RTFL/DVLخانواده  هايژن بيان بررسي
 و كافي تحقيقات وجود عدم از حاكي غيرزيستي، و زيستي
 ياهگ در تحقيقات بررسي. است بوده زمينه اين در گسترده

 اين از مختلفي هايجنبه تاكنون دهدمي نشان آلوروپوس
 آناتومي ،)Barhoumi, 2019( فيزيولوژيكي ازجمله گياه

)Barzegargolchini et al., 2017(، و مورفولوژيكي 
 Azri( پروتئوم ،(Gulzar et al., 2003( رشدي پارامترهاي

et al., 2016(، ژنتيكياپي )Hashemipetroudi et al., 

 بررسي ،)Modarresi et al., 2012( بيوشيميايي ،)2014
 EST جداسازي ،)Hashemipetroudi et al., 2016a( بيان

)Fatemi et al., 2019 (از هدف. اندگرفته قرار موردبررسي 
 ژني گروه رونوشت بيان سطح بررسي تحقيق اين اجراي
DVL هالوفيت گياه در A. littoralis بيان الگوي مقايسه و 

. است RT-qPCR روش به كنترل و شوري تنش تحت هاآن
 هب نسبت ژني خانواده اين اعضاي بالاي همولوژي به توجه با

 لكرديعم تشابه و اختصاصيت ميزان برآورد منظوربه يكديگر،
 يبررس نيز، خاص بافت در) رونوشت بيان لحاظ به( هاژن اين

 ريشه و برگ بافت دو در جداگانه طوربه هاژن اين بيـان
  .است مدنظر

  
  هامواد و روش

  شوري تنش اعمال
 Hashemipetroudi( قبلي شدهانجام مطالعات به توجه با

et al., 2012(، ادهاستف ليتوراليس آلوروپوس كلون هاينمونه 
 دوره و 25±3 دماي شرايط در كلن هاينمونه كشت. گرديد
نوري  شدت و) روشنايي ساعت 16/  تاريكي ساعت 8( نوري
100 µmol m-2 S-l هاينمونه سپس. گرفت صورت 
 تنش ماه، دو از پس و منتقل هوگلند محلول به شدهكلون
 100 نمودن اضافه( تدريجي صورتبه) سديم كلريد( شوري
 600 نهايي غلظت تا) روز 3 هر ازاي به نمك مولار ميلي
 در كهييازآنجا. گرديد اعمال كامل گياه براي مولارميلي

 در اطلاعاتي هاژن اين بودن پاسخگو دير/زود خصوص
-انزم در ريشه، و برگ بافت از بردارينمونه. يستن دسترس

 به رسيدن از پس هفته يك و ساعت 48 ،6 ،3 صفر، يها
 بعدي مراحل براي هانمونه. شد انجام مولارميلي 600غلظت 

  .شدند نگهداري -80 فريزر در
  

  cDNA سنتز و RNA استخراج
 تكرار 3( ريشه و برگي بافت از كل RNA استخراج

 ,Threezol( تريزول كيت از استفاده با) بيولوژيكي

Riragene (هاي نمونه كيفيت و كميت. شد انجامRNA 
 5/1 ارزآگ ژل الكتروفورز و اسپكتوفتومتري روش با ترتيببه

 تيمار از ژنومي DNA حذف جهت. گرفت صورت درصد
DNase I )DNase I RNase-free, Thermo 

Scientific (نمودن تركيب از پس. شد استفاده RNA 
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 شركت كيت وسيلهبه cDNA سنتز بيولوژيك، تكرارهاي
 شركت، دستورالعمل طبق) QuantiTect, Qiagene( كياژن
  .گرديد رقيق برابر 5 نسبت به و انجام

  
   RT-qPCR آناليز

 شد انجام AlleleID افزارنرم از استفاده با پرايمر طراحي 
 دستگاه در هدف هايژن بيان سطوح گيرياندازه). 1 جدول(

Bio-Rad, CFX96 كيت از استفاده با و )Thermo 

Scientific(The Maxima SYBR Green/ROX 

qPCR Master Mix گرفت صورت تكنيكال تكرار سه در. 
 15 گرادسانتي درجه 95 صورت،به مورداستفاده دمايي چرخه
 گرادسانتي درجه 60 ثانيه، 15 گرادسانتي درجه 95 دقيقه،

 منفي كنترل يك حداقل و بوده چرخه 40 در ثانيه 60
)NTC (وبذ منحني آناليز. شد گرفته نظر در پرايمر هر براي 

) CFX )Bio-Rad افزارنرم با آستانه سيكل و هانمونه
 ميانگين روش به هاژن بيان سازينرمال. گرديد محاسبه
 بافت هر اختصاصي مرجع هايژن از استفاده با هندسي
 مطالعات در مناسب، داخلي كنترل ژن انتخاب. گرفت صورت

 ايدب هاژن اين انتخاب و بوده ضروري بسيار ژن بيان تعيين
 رد را ژن بيان تغييرات ميزان كمترين كه باشد ياگونهبه

 هندد نشان) مختلف هايزمان يا هابافت( تنش مختلف شرايط
)Qi et al., 2010 .(تحقيقات به توجه با مطالعه اين در 

 ايهژن. گرديد استفاده بافت هر براي مرجع ژن دو از پيشين،
 U2SnRNP و GTF شامل برگ بافت براي اختصاصي مرجع

و  PRS3 شامل ريشه بافت براي اختصاصي مرجع هايژن و
EF1a بودند )Hashemipetroudi et al., 2016b .(آناليز 
 اب موردمطالعه ژن نسبي بيان ميزان به مربوط هايداده كمي

 واريانس تجزيه. گرفت انجام ᇞᇞCT−2 روش از استفاده
 رحط قالب در و فاكتوريل روش از استفاده با هاژن بيان مقادير
 محاسبه نيز و LSD روش به ميانگين مقايسه تصادفي، كاملاً

 انجام SAS 9.0 افزارنرم از استفاده با هاآن ميان همبستگي
 ،موردمطالعه آغازگرهاي ذوب منحني آناليز نتايج. گرفت
 بوده مشخص ذوب دماي با پيك يك تنها وجود دهندهنشان
 تاس مورداستفاده آغازگرهاي بودن اختصاصي بر تأييدي كه

  ).2 شكل(

 
  تحقيق در مطالعه مورد پرايمرهاي توالي. 1 جدول

Table 1. Primers sequence 
  نام ژن

Gene name 

  توالي آغازگر  يكد دسترس
Primers sequence  

  )bpقطعه تكثيري (
Amplicon size  

 طول آغازگر

Primer length Accession No. 

AlDVL1  Alg2587 
AGCCATCACACCACAAGT 

190  18  
GCGGAGCAACATGACAAC 18  

AlDVL2  Alg12043  ATGAAGGTTGGGAGCCAG 
95  18  

GGCGGATGATGTAGAGCTTG 20  
AlDVL3  Alg9890  AGAGCGGGTTCAGCAAG 

90  17  
CAGGAGCATGACGACGC 17  

AlDVL6  Alg2586  ATGAGGACTATGAGCCAGAG 
105  20  

GCAGAGGAGCATGACAATG 19  

PRS3  JZ191044 
ATTCACTGGCTGACCGGATG 

107  20  
GTGCCAAGGGTTGTGAGGTC 20  

EF1a  EE594715  TGCTGTCGGTGTCATCAA 
97  18  

CTTCCATCAAACGCCTCATT 20  
GTF  JZ191082  TTCCAAGTGGCCATCAGGTT 

108  20  
AAAGGGCTTCCTGCCTCTTG 20  

U2SnRNP  EE594692  CGTGGATGAGATTGAGAGGAA 
199  21  

TGGAGGACTACGGCTTCTA 19  
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 درصد. 3هاي هدف و مرجع بر روي ژل آگارز ژن PCR. شماي الكتروفورز محصولات 1شكل 

Fig. 1. Electrophoresis profile of target and reference gene amplicons on 3% agarose gel 
 

  
  نتايج و بحث

 روي بر شدهاستخراج RNA هاينمونه بررسي از حاصل نتايج
 شدهاستخراج هايRNA كه داد نشان درصد، 5/1 آگارز ژل

 برخوردار cDNA ساخت جهت مناسب كيفيت و كميت از
 3 آگارز ژل روي بر RT-qPCR محصول الكتروفورز. هستند
 يچه و بوده اختصاصي موردنظر ژن تكثير كه داد نشان درصد
  ).1 شكل( نشد ديده اضافي باند

  

  
 برگ هايبافت در مورداستفاده مرجع و هدف هايژن ذوب منحني. 2 شكل

Fig. 2. Melting curve of the studied target and reference genes in the leave tissues 

AlDVL1 

AlDVL6 

AlDVL2 

AlDVL3 

AlDGTF AlDEF1 

AlDU2SnRNP AlDPRS3 
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 AlDVL1 هايژن بياني الگوي كه داد نشان تحقيق نتايج
 ،ليتوراليس آلوروپوس گياه برگ و ريشه اندام در AlDVL6 و
 ايهژن بيان و گرفته قرار شوري تنش تأثير تحت شدتبه

AlDVL يانب همچنين. بود گياه ريشه از بيشتر برگ، اندام در 
 تغيير تأثير تحت AlDVL6 و AlDVL1، AlDVL2 هايژن

 ژن جزبه موردمطالعه هايژن تمامي بيان و شوري سطوح
AlDVL1 وريش سطوح مقابل در بافت متقابل اثر تأثير تحت 

 اختلاف درصد پنج و درصد يك احتمال سطح در و بوده
  .)2 جدول( شد مشاهده هاآن بين داريمعني

  
  
  

  مقادير بيان ژن (ميانگين مربعات) . تجزيه واريانس2جدول 
Table 2. ANOVA (Mean of Squares) of genes expression 

S.O.V   تغييرمنابع  
 درجه آزادي

Degree of freedom  AlDVL1  AlDVL2  AlDVL3  AlDVL6  

Tissue  0.42** 1 بافت   ns4.72  ns0.038  **15.62  

Salinity  0.077  62.54**  0.79** 4 شوري ns *0.65  

Tissue x Salinity  4 بافت در شوري ns0.08  **122.50  **0.98  **2.24  

Error  0.21 0.12 5.41 0.041 20 خطا 

C.V. (%)  (%) 38.83 35.03 58.69 38.63 - ضريب تغييرات 
ns ،*  داري در سطح پنج و يك درصدداري، معنيترتيب غير معني: به**و 

ns, * and ** represent not significant, significant at 5% and 1% level of probability, respectively. 
 
 

  
 در دو عامل بافت و سطوح شوري. AlDVL1. الگوي بيان رونوشت ژن 3شكل 

Fig. 3. AlDVL1 expression pattern in two factors (tissue and salinity) 
 

  
 در شاهد تيمار به نسبت AlDVL1 ژن بيان سطح

 بيان سطح. داد نشان چشمگيري كاهش مختلف، هاياندام
 يك و ساعت 48 ،6 ،3 هايزمان در برگ بافت در ژن اين

 سديم، كلريد مولارميلي 600 تنش اعمال از بعد هفته
 به نسبت كمتر برابر 81/0 و 75/0 ،28/0 ،26/0 ترتيببه

 و 11/0 ،11/0 ،20/0 ترتيببه ريشه بافت در و شاهد تيمار
 اين در). 3 شكل( بود شاهد تيمار به نسبت كمتر برابر 60/0
 و ساعت 48 زمان در ولي يافت كاهش ژن بيان اگرچه ژن

 روند موردمطالعه هايبافت در تنش، اعمال از پس هفته يك
 نژ بيان الگوي در تشابه اين. شد مشاهده ژن بيان افزايشي

 تأييد زني همبستگي نتايج توسط ريشه و برگ بافت دو بين
 داراي بافت دو اين در ژن اين بيان كهطوريبه. گرديد

 درصد پنج احتمال سطح در دارمعني و مثبت همبستگي
  ).3 جدول( بود) 58/0(

 در AlDVL1 ژن به نسبت متفاوتي الگوي AlDVL2 ژن
 در ژن اين رونوشتي سطح). 4 شكل( داشت مختلف هايبافت
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 دارمعني اختلاف بدون و ثابت ساعت 6 تا اوليه ساعات در برگ
 پس ساعت 48 زمان در چشمگير و ناگهاني طوربه ولي بود،
 حدود در ژن هايرونوشت ميزان شوري، تنش اعمال از

 حاظازل اختلاف اين كه يافت افزايش شاهد تيمار برابر 83/14
 كاهش ،توجهقابل نكته). 2 جدول( بود دارمعني آماري
 هفته يك زمان در ژن اين هايرونوشت دارمعني و بارهيك
 برابر 0017/0 ميزان به كهطوريبه ،است شوري تنش از بعد

 طحس تغييرات ريشه بافت در. يافت كاهش شاهد به نسبت
 بافت به نسبت مختلف ساعات در AlDVL2 ژن رونوشتي

 ميزان ابتدا بافت، اين در. بود متفاوت بسيار برگ،

 يافت افزايش تنش از پس ساعت 3 زمان در ژن هايرونوشت
 6 زمان در كاهش كمي با سپس و) شاهد تيمار برابر 38/5(

 در ژن بيان افزايش روند مجدداً ،)شاهد برابر 26/1( ساعت
 ،درنهايت). شاهد برابر 05/2( يافت ادامه ساعت 48 زمان
 برابر 12/12( مقدار حداكثر به هفته يك زمان در بيان ميزان
 آماري ازلحاظ داريمعني اختلاف كه رسيد خود) شاهد تيمار

 حداقل كه بود در حالي اين). 2 جدول( داشت هازمان ديگر با
 از پس هفته يك زمان در برگ بافت در رونوشتي سطح مقدار
  .بود شده مشاهده تنش، اعمال

  

  
ساعت  6H ،(48( ساعت 6)، 3H( ساعت 3در دو بافت ريشه و برگ. تيمارها شامل: شاهد،  AlDVL2. الگوي بيان رونوشت ژن 4شكل 

)48H) 1) و يك هفتهWeekبعد از تنش شوري ( 

Fig. 4. AlDVL2 expression pattern in roots and leaves. The treatments included: control, 3 hours (3H), 6 hours (6H), 48 
hours (48H) and one week after salinity stress 

  
  

 برگ بافت در AlDVL3 ژن رونوشتي سطح اتتغيير
 بافت، اين در). 5 شكل( بود AlDVL2 ژن با مشابه تقريباً
 كاهش شاهد تيمار به نسبت AlDVL3 ژن بيان ميزان ابتدا
 روند تنش، بعدي ساعات در كهدرحالي ،)برابر 36/0( يافت

 از بعد ساعت 48 زمان در. شد مشاهده ژن بيان افزايشي
 برابر 60/1( مقدار حداكثر به ژن اين بيان شوري، تنش اعمال
 آن بيان هفته، يك زمان تا سپس و رسيد خود) شاهد تيمار

 شوري تنش تحت AlDVL3 ژن بيان. يافت كاهش تدريجبه
 3 زمان در ابتدا. بود خود خاص الگوي داراي ريشه بافت در

 رطوبه شاهد، تيمار به نسبت ژن بيان تنش، از پس ساعت

 رسيد خود مقدار حداكثر به و يافت افزايش داريمعني
 ژن بيان ميزان ساعت، 6 زمان در بارهيكبه سپس). 64/1(

 در نيز بعدي ساعات در و) شاهد برابر 72/0( يافت كاهش
 در ژن بيان ميزان ميان اختلاف اين. ماند ثابت مقدار همين
 بود دارمعني آماري ازلحاظ ريشه بافت در مختلف ساعات

 يهمبستگ ميزان حاضر، تحقيق نتايج به توجه با). 3 جدول(
 سطح در ريشه و برگ بافت در AlDVL3 ژن بيان مقادير
 احتمالاً كه بود) -6/0( دارمعني و منفي درصد، پنج احتمال
 بافت دو اين در ژن بيان دارمعني و معكوس ارتباط بيانگر
  ).3 جدول( است
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ساعت و يك هفته بعد  48ساعت،  6ساعت،  3در دو بافت ريشه و برگ. تيمارها شامل: شاهد،  AlDVL3. الگوي بيان رونوشت ژن 5شكل 

 از تنش شوري
Fig. 5. AlDVL3 expression pattern in roots and leaves. The treatments included: control, 3 hours, 6 hours, 48 hours and 
one week after salinity stress 

  
  

 برگ و ريشه بافت دو در نيز AlDVL6 ژن بيان تغييرات
 تباف در. بود معكوس و متفاوت صورتبه شوري، تنش تحت
 بوديم، شاهد تيمار به نسبت ژن بيان كاهش شاهد برگي،

 ژن بيان تنش، اعمال از پس ساعت 3 زمان در كهطوريبه
 48 زمان تا تدريجبه ولي). برابر 05/0( يافت كاهش شدتبه

 ميزان سپس و داشت آرامي) برابر 62/0( افزايشي روند ساعت،
 بافت در. يافت كاهش مجدداً تنش از بعد هفته يك در بيان
 ميزان شوري، تنش از پس ساعت 6 و 3 زمان در گياه، ريشه

 و 44/2 ترتيببه( يافت افزايش تدريجبه AlDVL6 ژن بيان
 گيرچشم كاهش تنش، از پس ساعت 48 زمان در). برابر 58/2
 جدول( شد مشاهده ژن هايرونوشت سطح در داريمعني و
 برابر 67/2( خود مقدار حداكثر به هفته يك زمان در و) 2

 در دارمعني و منفي همبستگي مقدار. رسيد) شاهد تيمار
 دو در ژن بيان ميزان بين) -6/0( درصد پنج احتمال سطح
 انبي تغيير الگوي دهندهنشان احتمالاً برگ، و ريشه بافت

  ).3 جدول( بود يكديگر به نسبت بافت دو متفاوت
  
  

  
ساعت  6H ،(48ساعت 3H ،(6 )ساعت ( 3در دو بافت ريشه و برگ. تيمارها شامل: شاهد،  AlDVL6. الگوي بيان رونوشت ژن 6شكل 

)48H) 1) و يك هفتهWeekبعد از تنش شوري ( 

Fig. 6. AlDVL6 expression pattern in roots and leaves. The treatments included: control, 3 hours (3H), 6 hours (6H), 
48 hours (48H) and one week after salinity stress 
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 رب رسانپيام كوچك پپتيدهاي به مربوط مطالعات اكثر
 از اندكي تعداد كهيدرحال ،متمركزشده گياهان نمو و رشد
 هايتنش به پاسخ در كوچك پپتيدهاي نقش به مطالعات اين

 پپتيد). Cui et al., 2018( اندپرداخته غيرزيستي و زيستي
 اب مرتبط پپتيد اولين عنوانبه ،AtPep1 نامبه گياهي محرك
. شد شناسايي آرابيدوپسيس مدل گياه در گياه دفاعي فرآيند

 مانند دفاعي هايژن بيان افزايش واسطهبه پپتيد اين
PDF1.2 1 پاتوژن با مرتبط پروتئين و)PR1(، پاسخ در 

 Wang et( نمايدمي نقش ايفاي هاپاتوژن عليه گياه دفاعي

al., 2016). خانواده اعضاي كه داد نشان بلات نورترن نتايج 
 Wen( شوندمي بيان گياهي مختلف هايبافت در DVL ژني

et al., 2004 .(عنوان با جديدي ژن تازگيبه OsDSSR1 در 
 بوده جديدي كوچك پپتيد كد كننده كه شد شناسايي برنج

 بيان خوشه و برگ گره، ساقه، ريشه، هايبافت در عمدتاً و
 تأثير تحت ژن اين بيان كه داد نشان هابررسي. شودمي

 افزايش شدتبه H2O2 و ABA شوري، خشكي، هايتنش
  ).Cui et al., 2018( يافت
 داشت بيان توانمي RT-qPCR آناليز نتايج به توجه با

 عمل اختصاصي صورتبه بافتي هر در موردمطالعه هايژن كه
 بسيار بيان ريشه بافت در AlDVL6 ژن مثال، براي. كنندمي

 ژن در همچنين. داد نشان برگي بافت به نسبت بالاتري
AlDVL3 ژن بيان تغييرات الگوي مختلف، بافت دو در 

 ژن انبي افزايش با كهطوريبه بود، متقابل و معكوس صورتبه
AlDVL3 بيان ميزان اوليه، ساعت 3 زمان در ريشه بافت در 

 با ادامه، در و داد نشان محسوسي كاهش برگ، بافت در
 يشهر بافت در بيان ميزان برگي، بافت در بيان ميزان افزايش
 گيهمبست بررسي نتايج در رفتاري الگوي اين. يافت كاهش
 نتايج). 3 جدول( شد داده نشان وضوحبه نيز هاژن بيان ميان

 RNA-seq آناليز از استفاده با آلوروپوس گياه روي تحقيق
 اًتقريب الگوي بيانگر AlDVL6 ژن خصوص در شوري تنش در

 كاهش اين. بود هاتنش و هابافت در بيان كاهش از مشابهي
 خاموش به درواقع تنشي، و بافتي مختلف سطوح در بيان
 ترلكن شرايط در آن فعاليت و شوري تنش تحت ژن اين بودن

). Hashemipetroudi et al., 2019( داشت دلالت) بازيابي(
 رغمعلي كه داشتند بيان AlDVL2 ژن خصوص در همچنين
 ريشو تنش با مواجهه در ريشه بافت در بيان افزايش مشاهده

 ديدهپ اين. نشد مشاهده برگي بافت در بياني هيچ بازيابي، و
 هريش بافت در آن اختصاصي بيان از حاكي تواندمي احتمالاً
 ژن بيان افزايش دهندهنشان حاضر، تحقيق نتايج. باشد

AlDVL2 همچنين و ريشه بافت در شوري تنش تحت 
 Wen et( همكاران و ون. بود برگي بافت در بيان تغييرات

al., 2004 (و نورترن آناليزهاي انجام با نيز PCR زمان در 
 تحت آرابيدوپسيس گياه در ساقه DVL2 ژن بيان به واقعي،
  .نمودند اشاره شوري تنش

 ريباًتق الگوي از خاص بافت هر كه داد نشان تحقيق نتايج
 رد مثال، براي. كندمي تبعيت مختلف، هايزمان در مشابهي

 كاهش شاهد ابتدا ،موردبررسي هايژن تمام در برگي بافت
) شوري تنش از پس ساعت 3( اوليه زمان در هاژن بيان مقدار
 تنش از پس ساعت 48 زمان تا بيان ميزان سپس و بوده

 يالگو اين. يافت كاهش هفته يك زمان در درنهايت و افزايش
 افتب در يجزئ اختلاف كمي با مختلف، هايژن ميان در تغيير
 هاژن بيان الگوي تغييرات ريشه بافت در. شد مشاهده برگ

 از كه صورتبدين. بود يكديگر مشابه ،AlDVL3 ژن جزبه
 ژن بيان ميزان تنش، از پس ساعت 48 زمان تا اوليه ساعات
 درنهايت. گرفت قرار مقدار حداقل در و داشت كاهشي روند
. رسيد مقدار حداكثر به تنش، از پس هفته يك زمان در

 اندام در ،AlDVL6 ژن جزبه هاژن تمامي در بيان افزايش
 ،موردمطالعه هايژن بين در. بود گياه برگ از بيشتر ريشه

 در برگ بافت در AlDVL2 ژن براي بيان افزايش بيشترين
 هفته يك زمان در ريشه اندام در و) 12/12( ساعت 48 زمان

 هايبافت در هاژن بيان اختصاصيت. شد مشاهده) 83/14(
است  شده گزارش نيز محققين ساير توسط مختلف،

)Ghorbani et al., 2017 .(اعضاي از برخي كه ترتيب بدين 
 برخي و شدهيانب گياهي، هايبافت تمام در ARID خانواده
 هايبافت در بيان به نسبت بالايي اختصاصيت نيز ديگر

 ژن بيان افزايش باعث شوري تنش. داشتند مختلف،
AlDVL3 سپس و شد ريشه بافت در تنش اوليه ساعات در 

 در انبي بررسي نتايج كهيدرحال. يافت كاهش آن بيان ميزان
 آرابيدوپسيس، گياه در RT-qPCR و بلات نورترن روش
 نيز و هاگل و ساقه در AlDVL3 ژن بالاتر بيان دهندهنشان
). Wen et al., 2004( بود ريشه بافت در آن بيان عدم

 ترانسكريپتوم بررسي در نيز) 2019( همكاران و هاشمي
 AlDVL3 ژن بيان افزايش به ،RNA-seq روش به آلوروپوس

 زني و ريكاوري و شوري تنش تيمار دو هر در برگي بافت در
 قيق،تح اين در. داشتند اشاره ريشه بافت در ريكاوري تيمار در
 هريش بافت به نسبت بالاتري بيان هابرگ در AlDVL1 ژن

 روي مطالعه با) Wen et al., 2004( همكاران و ون. داشت
 آناليز در DVL1 ژن نمودند گزارش نيز آرابيدوپسيس گياه
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RT-qPCR با مشابه بياني DVL4 گياه وحشي تيپ در 
 و ساقه و ريشه به نسبت هابرگ در و داشت آرابيدوپسيس

 بلات نورترن آناليز در. داد نشان يتوجهقابل و بالاتر بيان گل،
 شناسايي موردمطالعه هاياندام از يكيچه در DVL1 ژن نيز،
 شناساييليرقابغ نيز و ژن اين بيان پايين سطح بيانگر كه نشد

 رسيبر نتايج. بود آناليز اين توسط بيان از سطح اين بودن
 ژن بيان افزايش بيانگر RNA-seq روش توسط بيان آناليز

AlDVL1 هب نسبت بازيابي شرايط و ريشه بافت در تنها 
  ).Hashemipetroudi et al., 2019( بود كنترل

  
  هاي مختلفدر بافت موردمطالعههاي همبستگي مقادير بيان ژن -3جدول 

Table 3. Correlation coefficients among genes expression values in different tissues 

 Root       ريشه Leaf        برگ   

   AlDVL1  AlDVL2 AlDVL3  AlDVL6  AlDVL1  AlDVL2 AlDVL3  AlDVL6  

  برگ
Leaf 

AlDVL1 1 0.13  0.39  0.84*  *0.58 0.002  -0.39  -0.49  
AlDVL2    1  0.48  0.28 -0.39  -0.31  -0.24  *0.5-  
AlDVL3      1 0.28  -0.13  -0.23  *0.6-  *0.5-  
AlDVL6       1  **0.68  -0.21  -0.32  *0.6-  

  ريشه
Root 

AlDVL1        1  0.13  0.01  -0.17  
AlDVL2            1  -0.04  *0.56  
AlDVL3              1  0.07  
AlDVL6                1  

  داري در سطح احتمال يك درصد و پنج درصدترتيب معنيبه *و  **
** and * significant in 5% and 1% respectively 
 
 

  
  گيري نهايينتيجه
 و عيدفا هايمكانيسم به مربوط مولكولي مطالعات از بسياري

 اتمطالع. است استوار ژن بيان تنظيمات بر گياهان، در تنش
 به گياه هايپاسخ از بهتري درك ارائه به رونوشت بيان ميزان
 رد كه نمود اشاره توانمي يطوركلبه. نمايدمي كمك تنش،
 هايژن رونوشت فراواني بر شوري تنش تحقيق، اين

 ناي و گذاشته تأثير هاآن بيان ميزان همچنين و موردمطالعه
 رد و مختلف هايزمان بين در شوري تنش از حاصل تغييرات

 الگوي. بود دارمعني آماري ازلحاظ موردمطالعه هايژن
 صورتبه چه و بيان كاهش صورتبه چه هاژن بيان تغييرات
 ينبد. بود فردبه منحصر مختلف، هايبافت در بيان افزايش
 ايهزمان در مشابهي تقريباً الگوي تابع بافت، هر كه معني

 هاراظ توانمي حاصل، نتايج به توجه با طرفي از. بود مختلف

 مختلف، هايزمان در كهاين برعلاوه هاژن اين كه نمود
 هايبافت در دادند، بروز خود از را متفاوتي هايواكنش
 اين. دهند ارائه اختصاصي رفتارهاي توانندمي نيز مختلف

 و هادانسته افزايش باعث توانندمي تنش به گوپاسخ هايژن
 وچكك پپتيدهاي كه شوند هاييمكانيسم به نسبت ما درك

 افزايش گياهان در را هاتنش به تحمل ،هاآن طريق از
  .دهندمي
  

  سپاسگزاري
 و ژنتيك پژوهشكده اعتبارات از استفاده با پژوهش اين

 و كشاورزي علوم دانشگاه طبرستان، كشاورزي فناوريزيست
 مارهش به مصوب تحقيقاتي طرح محل از ساري، طبيعي منابع

T215/96 دگردمي قدرداني وسيلهينبد كه است شده انجام.  
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Abstract 
DEVILS are small peptides that play an important role in plant growth and development and are 
effective in controlling plant responses to environmental changes caused by stress. In this research, 
expression analysis of DVL gene family namely AlDVL1, AlDVL2, AlDVL3 and AlDVL6 were 
investigated under salinity stress in Aeluropus littoralis, a halophyte plant, at five time-points: 0, 3, 6, 
48 hours and one week. RT-qPCR normalization was conducted by two different sets of reference genes 
for leaf tissue (GTF and U2SnRNP) and root tissue (PRS3 and EF1a). The results showed that the 
expression pattern of AlDVL genes was affected by salinity stress and had a significant change in root 
and leaf tissue, and gene expression changes in the root was higher than the leaf except AlDVL6. The 
highest expression of gene in the leaf tissue was observed at 48 hours (12.12) and in the root at one week 
for AlDVL2 gene. Also, the gene expression pattern in root and leaf tissues was different and depended 
on tissue type. Correlation analysis of genes expression revealed dynamic gene expression patterns in 
different tissues, so that AlDVL6 and AlDVL3 expression correlation in both leaf and root tissues had a 
negative and significant relation (-0.6) with inverse effects. Considering the nature of the halophyte 
plants in tolerance to salt stress and the change in the expression of the genes studied after applying salt 
stress, the probable role of these genes in increasing plant tolerance can be mentioned. 
 
Keywords: Aeluropus littoralis, DEVIL, Halophytes, Phytohormone, Small polypeptides  


