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 H+- آنزیم c همسانه سازي و تعيين خصوصيات ژن زیر واحد
 Aeluropus littoralis واکوئلي در گیاه هالوفيت ATPase

نجمه نصيري1، احسان شکری1، قربانعلی نعمت زاده2*
1 کارشناس ارشد اصلاح نباتات، دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی ساری، پژوهشکده ژنتیک و زیست فناوری کشاورزی طبرستان، ایران

2  استاد و محقق ارشد ژنتيک مولکولي، پژوهشکده ژنتیک و زیست فناوری کشاورزی طبرستان، دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبيعي ساري،ایران

چيکده 
سابقه و هدف: مديريت جذب، انتقال، تبادل و کده بندي کردن يون ها و تنظيم دقيق نسبت هاي يوني در گياهان به واسطه 
فعاليت مجموعه اي از ناقل ها، حامل ها و کانال هاي يوني صورت مي پذيرد. پمپ يوني H+-ATPase واکوئلي، نقش مهّمي در ايجاد و 

حفظ شيب الکتروشيميايي دارد و انتقال يون ها به داخل واکوئل سلول هاي گياهي را تحت تأثير قرار مي دهد. فعاليت اين پمپ باعث 

ايجاد نيروي محرکه پروتوني اوليه براي راه اندازي و تنظيم ساير ترانسپورترها، سيمپورترها و کانال هاي وابسته به +H مستقر در غشاي 

واکوئل مي شود. در اين تحقيق بدليل اهميت آشکاري که اين پمپ در زمينه بهبود مقاومت به شوري دارد، از گياه تک لپه و شورزي 

Aeluropus littoralis به عنوان منبع ژن استفاده شد.

 )AlVHA-c( که حاوي اطلاعات لازم براي کد کردن زير واحد ،)498 bp ( با طول کامل cDNA مواد و روش ها: يک کلون
 V- H+ ATPase c مي باشد از Aeluropus littoralis جداسازي و در باکتري E. coli همسانه سازي شد. 

یافته ها: توالي نوکلئوتيدي اين ژن )AlVHA-c(، همولوژي بسيار معني داري با همتاي خود در گونه هاي ارزن، برنج، گندم و ذرت 
نشان داد. همچنين آناليزهاي مختلف بيوانفورماتيکي به منظور آشکارسازي روابط خويشاوندي و تکاملي و بررسي تفاوت هاي احتمالي 

با استفاده از توالي آمينواسيدي و نوکلئوتيدي اين ژن انجام شد. در نهايت توالي کامل ناحيه کد کننده در Genbank با شماره دسترسي 

)JF504672( ثبت شد.

نتیجه گیری: زیر واحد c، پمپ H+-ATPase واکوئلي گیاه آلوروپوس نقش مهمی در فیزیولوژی پاسخ به تنش دارد.
کلمات کليدي: پمپ پروتوني، زیر واحد H+- ATPase c واکوئلي

مقدمه
حال  در  كه  امروز  کشاورزي  گسترش  به  رو  مشكلات  از  يکي 
شوري  دهد  مي  كاهش  بشدت  را  زراعي  گياهان  توليد  حاضر 
سديم  يون   .)Chen et al., 2002( است  آب  و  خاک  منابع 
اغلب  و  باشد  می  شور  هاي  خاک  در  سمّي  يون  ترين  عمده 
تنش هاي شوري در طبيعت به دليل وجود يون سديم، به ويژه 

تنش  بر  علاوه  شوري  شود.  مي  ايجاد  کلريدسديم  نمک 
نتيجه  در  يوني،  سميت  ويژه  مشكل  ايجاد  به  منجر  اسمزي، 
كلرايد  و  يون هاي مخرب سديم  درون سلولي  غلظت  افزايش 
ها  آنزيم  از  بسياري  فعاليت  نمك  بالاي  هاي  غلظت  مي شود. 
ایجاد  سبب  هایی  غلظت  چنین  در  چراكه  كنند.  مي  مهار  را 
پایدار  نیروهای  بین  الکترواستاتیک  هیدروفوبیک-  تعادل  عدم 
 .)Birman et al., 1990( گردند.  می  پروتئین  ساختار  کننده 
بنابراين براي تأمين تحمل به شوري سه جنبه به هم پيوسته از 
فعاليت گياه شامل ممانعت از خسارت )سميت زدايي(، استقرار 
مجدد شرايط هموستازي و از سر گیری رشد )كنترل رشد( حائز
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مشخص  حاضر  حال  در   .)Massayoshi, 2000( است  اهميت 
شده است كه تنظيم دقيق نرخ خالص جذب يون هاي سديم، 
كلر، پتاسيم و توزيع آن ها در درون گياه از ويژگي هاي اساسي 
گياهان  در  پدپده  اين  که  طوري  به  است.  شورزي  گياهان 
 Kasuga et al.,( ندارد  وجود  اصلًا  يا  و  بوده  ناكافي  گلكيوفيت 
2000(. مديريت جذب، انتقال، تبادل و کد بندي کردن يون ها و 

تنظيم نسبت هاي يوني مختلف بويژه نسبت +K+/Na در گياهان 
هالوفيت به واسطه فعاليت مجموعه اي از ناقل ها، حامل ها و 
کانال هاي يوني صورت مي پذيرد. در بين ناقل هاي مختلف يوني، 
پمپ هاي پروتوني از جايگاه ويژه اي برخوردار هستند، زيرا 
اوليه  پروتوني  نيروي محرکه  ايجاد  باعث  ها  پمپ  اين  فعاليت 
سيمپورترها  ترانسپورترها،  ساير  تنظيم  و  اندازي  راه  براي 
با  پروتوني  هاي  پمپ  شود.  مي   H+ به  وابسته  هاي  کانال  و 
اسيدي شدن  موجب  پروتون،  نمودن  پمپ  و   ATP هيدروليز 
ارگانل هاي سلولي و ايجاد شيب پتانسيل الکتروشيميايي لازم 
 Forgac et( براي فعاليت سيستم هاي انتقال فعال ثانويه مي شوند
al., 2007(. پمپ H+-ATPase واکوئلي از لحاظ تعداد و ترکيب 

زير واحد هاي سازنده پيچيده ترين پمپ پروتوني محسوب مي 
شود. اين پمپ يک کمپلکس چند زير واحدي است که بخشي 
از آن در داخل غشاء و بخش ديگر سيتوپلاسمي مي باشد. ناحیه 
و  زیر واحد تشکیل شده است  از هشت  سيتوپلاسمي، حداقل 
در هیدرولیز ATP نقش دارد و ناحیه غشايي در انتقال پروتون 
  c, cَ, cً, a( و   )A–H( زيرواحدهاي  دارد.  نقش  غشاء  از خلال 
and d( به ترتيب اجزاء سيتوپلاسمي و غشايي  اين پمپ را تشکيل 

پمپ،  اين  غشايي  جزء  در  واحد  زير  ترين  مي دهند. عمده 
مولکولي 16 کيلو دالتون است که تحت  وزن  با  پپتيدي  پلي 
 Tester and Davenport et al.,( معرفی شده است c عنوان زیر واحد
2003(. ژن کد کننده اين پلي پپتيد تا کنون از برخي گياهان، 

است  شده  کلون  غيره  و  ران  دا قارچ ها، پستانداران، مهره 
 Tsiantis et al., 1996; Wei et al., 2001; Zhang et al., 1994; Zhu(

et al., 2001(. اين پروتئين غشايي در موجودات به شدت حفاظت 

شده، به طوري که همولوژي بيش از 65 درصد بين تمام گونه 
 ،c ها مشاهده مي شود. از خصوصيات عمومي پروتئين زير واحد
وجود چهار منطقه ترانس ممبران و حضور گلوتاميک اسيد حفظ 

گلوتاميک  باشد.  مي  ممبراني  ترانس  ناحيه  در چهارمين  شده 
اسيد جايگاه اتصال به پروتون هايي است که بايستي منتقل شوند 
اخير  تحقيقات   .)Santoni et al., 1999; Ratajczak et al., 2000(

نشان داده اند که تنش شوري باعث تغيير در سطح رو نوشت زير 
واحدهاي مختلف اين پمپ می شود. به عنوان مثال افزايش در 
افزايش در سطح  و  قند  B در چغندر  و   A زير واحدهاي  بيان 
 M. Crystallinum (Munns,( در هالوفيت c رونوشت زير واحد
 ،Tortula ruralis (Morsomme and Boutry, 2000( 2002 و گياه

همچنان  حال  اين  با  است.  شده  گزارش  شوري  تنش  تحت 
واحدهاي  زير  تغييرات  و  نحوه عمل  اندکي در خصوص  دانش 
ارتباط  و  محيطي  مختلف  هاي  تنش  اثر  در  پمپ  اين  سازنده 
شرايط  در  بويژه  گياهان  در  پيام  انتقال  پيچيده  شبکه  با  آن 
تنش شوري وجود دارد. بديهي است که كاربرد بيوتكنولوژي در 
اصلاح گياهان زراعي نياز به منابع پايه ژنتكيي براي تحمل به 
شوري و پايداري عملكرد دارد )Chen et al., 2002(. لذا اجراي 
راهبردهاي مبتني بر بيوتكنولوژي در تأمين اين هدف نيازمند 
تحمل  در  مؤثر  عوامل  شناسايي  در  گسترده  تحقيقات  انجام 
مي  تنش  دوره  طي  در  آن  كننده  تنظيم  عوامل  و  شوري  به 
باشد. با توجه به اين که تحمل گياهان شورزي نسبت به تنش 
شوري از گليکوفيت ها و گياهان خويشاوند زراعي بيشتر است، 
اين گياهان مي توانند به عنوان مدل هاي طبيعي الهام بخش 
از  يکي  باشند.  استراتژيک  گياهان  ساير  در  مولکولي  بهنژداي 
هالوفيت هاي مورد توجه، گياه تک لپه Aeluropus littoralis است. 
اين گياه به عنوان كيي از هالوفيت هاي بومي ايران كه در اراضي 
است،  شده  متكامل  كشور  خشك  نيمه  و  خشك  نواحي  شور 
داراي جنبه هاي بيولوژكي بسيار ارزشمندي است و می تواند به 
عنوان يک مخزن ژني در اصلاح گياهان تک لپه همچون برنج 
اين تحقيق مي  لذا دستاورد  قرار گيرد،  استفاده  و گندم مورد 
تواند به پيشرفت برنامه به نژداي شوري در گياهان استراتژيک 

و زراعي کمک کند.
مواد و روش ها

تهيه مواد گياهي: به منظور تهيه مواد اوليه گياهي مورد نياز
در اين تحقيق، بذرهاي گياه A.littoralis، پس از انجام بررسي هاي    

زمستان 1390، همسانه سازي و تعيين.... مولکولی دوره دوم، شماره پنجم,   - تازه های بیو تکنولوژی سلولی 
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گياه شناسي و تأييد گونه، از رويش گاه هاي طبيعي آن در 
مناطق شمالي کشور )استان مازندران( جمع آوري و به گلخانه 
پژوهشکده ژنتیک و زیست فناوری کشاورزی طبرستان، منتقل 
گرديد. پس از انجام ضد عفوني سطحي بذرها در ماسه شسته 
کشت گرديدند. 45 روز پس از کشت به منظور افزايش سطح 
ترانسکريپتوم پاسخ دهنده به شوري در گياه، تيمار شوري 400 
و  شد  اعمال  روز   14 مدت  به  کلريدسديم  نمک  مولار  ميلي 

سپس برگ های گياه جهت استخراج RNA برداشت گرديد. 
طراحي آغازگرها

پرایمر              افزار  نرم  از  استفاده  با  دجنره  آغازگرهاي  طراحي 
همرديفي  از  آمده  بدست  اطلاعات  از  استفاده  با  و   Primeir 5

  Oryza sativa هاي  گونه  در  نظر  مورد  ژن  براي  گانه  چند 
توالي  گرديد.  انجام   Pennisetum glaucum و   Avena sativa

اليگونوکلئوتيدهاي مورد استفاده در واکنش زنجيره اي پليمراز 
به صورت زير مي باشد:

Fvhac: 5-ATGTCGTCGGTGTTCAGC -3             

  Rvhac: 5- CTAATC(T/G)GCACG(A/G)GATTG-3

AlVHA-c ژن  تکثير  و   cDNA ساخت   ،RNA استخراج 
انجام شد.  اندکي تغييرات  با  ترایزول  RNA به روش  استخراج 
مایع  ازت  در  تازه  برگی  بافت  گرم  میلی   200 منظور  بدین 
تجاری  ماده  لیتر  میلی   1 در  آمده  بدست  پودر  و  ساییده شد 
که  آبی  فاز  کلروفورم  افزودن  با  گردید. سپس  همگن  ترایزول 
حاوی RNA کل می باشد از فاز آلی جداسازی شد و با استفاده 
از اتانول رسوب داده شد. ارزیابی غلظت و کیفیت RNA بدست 
آمده با استفاده از روش اسپکتروفتومتری و ژل آگاروز انجام شد. 
معکوس  برداري  نسخه  واکنش   ،cDNA ساخت  جهت  سپس 
)شرکت   M-Mulv Reverse transcriptas آنزيم  از  استفاده  با 
Fermentas( و آغازگر برگشت انجام گرديد. cDNA سنتز شده، 

 DNA به عنوان الگو در واکنش زنجيره اي پليمراز، جهت سنتز
و  Rvhac( آغازگرهاي  از  استفاده  با  ژن  تکثير  و  اي  رشته  دو 

Fvhac( و آنزيم Pfu polymerase )تاکاراي ژاپن( استفاده شد. 

 35 سپس  دقيقه،   4 اوليه  واسرشت  شامل:  تکثير  اين  شرايط 
درجه،   94 دماي  در  دقيقه   1 سازي  واسرشت  بصورت  چرخه 
اتصال 45 ثانيه در دماي 55/3 درجه و بسط 45 ثانيه در دماي 

72 درجه و نهايتاً بسط نهايي در دماي 72 درجه سانتی گراد 
به مدت 10 دقيقه در نظر گرفته شد. نوار 500bp بدست آمده 
 ،Roche از روي ژل شرکت DNA با استفاده از کيت استخراج
کيت دستورالعمل  طبق   pTZ57R/T وکتور  در  و  جداسازي 

در   InsTAclone™ PCR Cloning Kit (Fermentas(
باکتری  از  میکرولیتر   30 سپس  شد.  کلون   E. coli باکتری  
بیوتیک  آنتی  و   IPTG ،X-gal حاوی  گزینش  محیط  روی  بر 
آمپی-سیلین به مدت 18 ساعت در دمای 37 کشت گردید. پس 
مینی  روش  از  استفاده  با  پلاسمید  استخراج  از ظهور کلنی ها، 
استفاده  با  روش  این  در  شد.  انجام  سفید  های  کلنی  از  پرپ 
سلولی  دیواره   )pH=8 با   Tris-Hclو   EDTA )گلوکز،  بافر  از 
باکتری به صورت قلیایی لیز شد. سپس محلول دناتوره کننده 
استفاده  با  نهایت  در  و  گردید  اضافه   )SDS و   NaOH )حاوی 
فاز آبی حاوی پلاسمید  الکل،  ایزوآمیل  محلول فنل/کلروفورم/ 
جداسازی و با استفاده از اتانول رسوب داده شد. تعیین توالی به 
روش تمام اتوماتیک فلورسانس و توسط شرکت Bioneer کره 
جنوبی انجام گردید. آناليزهاي بيوانفورماتيکي درخت فيلوژنتيکي 
و   MEGA  4 افزار  نرم  توسط   ،Neighbour joining روش  به 
آناليز ساختار ثانويه به روش Kyte and Doolittle و به صورت 
 www.expasy.org سرور Genetyx-Mac آنلاين توسط برنامه
افزار  نرم  با  شده  يابي  توالي  قطعه  بازبيني  پذيرفت.  صورت 
آناليز  Chromas و شناسايي ORF، همرديفي هاي چندگانه و 

 DNASISMAX و پروتئين با استفاده از نرم افزار DNA توالي
گرديد. انجام   NCBI ژن  پايگاه   BLAST برنامه  همچنين  و 

یافته ها
و  دجنره  پرایمرهاي  از  استفاده  با  پليمراز  اي  زنجيره  واکنش 
نمونه cDNA برگ بعنوان الگو منجر به تکثير قطعه ای با اندازه 
بدست   DNA قطعه  )شکل1(.  گرديد   )500  bp( انتظار  مورد 
آمده پس از همسانه سازي تعيين توالي شد. پس از آناليز نتايج 
با کدون   498  bp ORF به طول  ناحيه  يابي، وجود يک  توالي 
خاتمه TAG در قطعه توالي يابي شده تأييد گرديد. هم چنين 
اسيد  داراي 165  اين ژن  پروتئيني در  توالي  مشخص شد که 

آمينه با وزن مولکولي 1665 دالتون مي باشد.  

و همکاران... پنجم، نجمه نصیری  دوم، شماره  دوره  -مولکولی  بیوتکنولوژی سلولی  تازه های 
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انتظار 500bp ، مربوط  با طول مورد   DNA شکل 1- تکثير
با  واکوئلي   H-ATPase ژن   c زيرواحد  کننده  کد  ناحيه  به 
 Aeluropus استفاده از پرايمرهاي ويژه و نمونه برگ در گياه
 GeneRuler DNA نشانگر مولکولی مورد استفاده ،littoralis

 )SM0333( تجاری  شماره  با  فرمنتاز  شرکت   Ladder Mix

می باشد.

 BLAST برنامه  امکانات  از  استفاده  با  رديفي  هم  آناليز  نتايج 
نوکلئوتيدي و پروتئيني نشان داد  پايگاه ژن NCBI در سطح 
که ژن مورد بررسي، همولوژي بالايي در سطح DNA و اسيد 
آمينه با ساير ژن هاي همتاي خود در گونه هاي گياهي ديگر 
دارد. بر اين اساس در سطح نوکلئوتيدی 91 درصد همساني با 
 Porteresia و   Pennisetum glaucum،Oryza sativa هاي  گونه 
پروتئيني 99  1(. در سطح  )جدول  گردید  مشاهده   coarctata

درصد تشابه با Avena sativa و 98 درصد تشابه با گونه های
O. sativa، Brachypodium distachyon )جدول 2(. 

                           جدول1- نتیجه بلاست توالی نوکلئوتیدی ژن AlVHA-c  با سایر گونه ها  

نام گونه نام ژن میزان پوشش Eارزش   درصد همسانی

Pennisetum glaucum vha-c %100 0 91 %

Oryza sativa vha-c %100 0 91 %
Brachypodium distachyon vha-c %100 3 e-176 89 %

Triticum aestivum vha-c %100 1 e-176 89 %
Avena sativa vha-c %100 1 e-174 89 %

Lymus chinensis vha-c %100 3 e-171 89 %
Zea mays vha-c %100 1 e-169 89 %

Porteresia coarctata vha-c %99 0 91 %

زمستان 1390، همسانه سازي و تعيين.... مولکولی دوره دوم، شماره پنجم,   - تازه های بیو تکنولوژی سلولی 
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جدول2 - نتیجه بلاست توالی آمینواسیدی ژن AlVHA-c با سایر گونه ها

نام گونه نام ژن میزان پوشش Eارزش  درصد همسانی
Avena sativa vha-c %100 4e-109 %99
Oryza sativa hypotical  protein similar to vha-c %100 5e-109 %98

Brachypodium distachyon vha-c %100 1e-108 %98
Plant major vha-c %100 3e-108 %98

Kalanchoe daigremon-
tiana

vha-c %100 1e-107 %98

Citrus unshiu vha-c %100 1e-107 %98

 Mesembryanthemum

crystallinum
vha-c %100 2e-107 %97

Avicennia marina vha-c %100 1e-106 %97
Arabidopsis thaliana vha-c %99 2e-105 %97

Suaeda salsa vha-c %98 1e-105 %97

همچنین به منظور آشکارسازي و کشف روابط خويشاوندي 
و  )شکل2(  آمينواسيدي  توالي  کلاستر  آناليز  تکاملي،  و 
اين  بر  شد.  انجام  ها  گونه  ساير  با  )شکل3(  نوکلئوتیدی 
اساس مشخص شد، ژن مورد بررسي ارتباط نزديکي با ژن 
هاي همتاي خود در گونه هاي تک لپه دارد و از گونه هاي 
شود.  مي  مجزا  لپه  دو  هاي  هالوفيت  و  شوري  به  حساس 
مقايسه توالي پروتئيني با ساير توالي ها همچنين نشان داد، 
اسيد  موقعيت  در  گلوتاميک  با  آسپارتيک  اسيد  جايگزيني 
آمينه هشتم، در هالوفيت Aeluropus littorali يک جايگزيني 
نمي شود.  فرد است که در ساير گونه ها ديده  به  منحصر 
 KAKP جايگاه فسفریله شدن که در گياهان تک لپه بصورت
مي باشد شناسايي شد )شکل4(. در نهايت با بررسي ساختار 
ثانويه در توالي آمينواسيدي مشخص شد که در پلي پپتيد 
مورد بررسي، 4 ناحيه ترانس ممبران مورد انتظار وجود دارد 
چهارمين  در  و   142 موقعيت  در  گلوتاميک  آمينه  اسيد  و 

ناحيه ترانس ممبراني واقع شده است )شکل5(. 

 

شکل2- درخت فيلوژنتيکي توالي پروتئيني زيرواحد c ژن H+-ATPase واکوئلي 
هالوفیت آلوروپوس لیتورالیس با گونه هاي گياهي مختلف با استفاده از نرم افزار 
MEGA 4 به روش Neighbour joining. پارامتر تکرار در ترسیم درخت معادل 

1000 در نظر گرفته شد.

و همکاران... پنجم، نجمه نصیری  دوم، شماره  دوره  -مولکولی  بیوتکنولوژی سلولی  تازه های 

19
www.SID.ir

www.


Arc
hive

 of
 S

ID
شکل3- درخت فيلوژنتيکي توالي نوکلئوتیدی زيرواحد c ژن H+-ATPase واکوئلي هالوفیت آلوروپوس لیتورالیس با گونه هاي گياهي مختلف 

با استفاده از نرم افزار MEGA4 به روش Neighbour joining. پارامتر تکرار در ترسیم درخت معادل 1000 در نظر گرفته شد.

شکل4-همرديفي مقايسه اي توالي آمينواسيدي زيرواحد c ژن H+-ATPase  واکوئلي گیاه آلوروپوس لیتورالیس با استفاده از برنامه .clustal w توالي آمينو اسيدي گونه 
هاي مورد مقايسه شامل: 

O. sativa (Q40635); A. sativa (P23957); M. crystallinum (Q39437); G.hirsutum (Q43434,  AAA82977), A. thaliana (Q39039,  AAA99934); 
N. tabacum (Q40585, CAA65063); L. esculentum (O24011); Pennisetum glaucum(AF416606); Porteresia coarctata (AF286464); Triti-
cum aestivum (DQ631550); Leymus chinensis (GQ397276); Suaeda salsa (AAP15165); Avicennia marina (AAK01292); Tamarix hispida 
(ACX50967); Plantago major (CAH58637); Zea mays (NP-001149195); Beta vulgaris (AJ002061).

زمستان 1390، همسانه سازي و تعيين.... مولکولی دوره دوم، شماره پنجم,   - تازه های بیو تکنولوژی سلولی 

20
www.SID.ir

www.


Arc
hive

 of
 S

ID
شکل5- نمودار هیدروفوبوسیتی توالي آمينواسيدي زيرواحد c ژن H+-ATPase واکوئلي در گياه  Aeluropus littoralis به روش )Kyte & Doolittle( با استفاده از 

برنامه Genetyx-Mac . محل چهار ناحیه ترانس ممبران )I,II,III,IV( در شکل نمایش داده شده است. 

بحث 
برنامه تکامل در گیاهان هالوفيت، به نحوي پيشرفته است که 
پس از گذشت ساليان متمادي، اين گياهان اکنون از توانمندي 
تنش  شرايط  در  يوني  هاي  نسبت  تنظيم  براي  توجهي  قابل 
يک  عنوان  به   Aeluropus littoralis هستند.  برخوردار  شوري 
گياه شورزي در مواجه با تنش شوري قادر است با حفظ نسبت 
تا  را  سلول  متابوليکي  ماشين  سيتوپلاسم،  در   K+/Na+مطلوب
حد ممکن از اثرات سوء يون هاي سديم و کلر محفاظت کند. 
در  يون  کردن  بندي  کده  و  يون  دفع  يون،  ورود  از  جلوگيري 
واکوئل، توانايي انباشت عناصر ضروري بويژه پتاسيم در حضور 
تعرق،  ميزان  دقيق  تنظيم  و  سديم  يون  بالاي  هاي  غلظت 
تنفس و فتوسنتز مکانيسم هايي هستند که در مديريت نسبت 
مطلوب + K+/Na در سيتوپلاسم سلول هاي اين گياه تأثير گذار 
هستند. در اين ميان کده بندي و انباشت يون سديم در واکوئل 
از اهميت خاصي برخوردار است و به واسطه فعاليت مجموعه اي 
از کانال هاي يوني و ترانسپورترها انجام مي شود. فعاليت پمپ 
هاي پروتوني بويژه پمپ H+-ATPase واکوئلي باعث ايجاد شيب 
الکتروشيميايي لازم براي ورود يون ها به داخل واکوئل مي شود. 

لذا مطالعه عملکرد اين پمپ در گياهان هالوفيت و مقايسه روند 
گليکوفيت  و  شوري  به  حساس  هاي  گونه  با  آن  در  تکاملي 
به  زراعي  گياهان  سازي  مقاوم  تحقيقات  آتيه  در  تواند  مي  ها، 
شوري حائز اهميت باشد. اما اختصاصاً مشکلي که در مورد پمپ 
تعدد  و  پيچيدگي ساختاري  دارد،  وجود  H+-ATPase  واکوئلي 

زير واحدهاي تشکيل دهنده آن است. تحقيقات مختلفي نشان 
داده اند که سطح بيان اين اجزاء در سطح پروتئين و mRNA در اثر 
تنش هاي محيطي و از جمله شوري تغيير مي کند. در اين تحقيق 
گياه Aeluropus littoralis به علت قابليت بالايي که در مديريت 
يون در شرايط شوري دارد به عنوان منبع ژني براي جداسازي 
سپس  گرديد.  انتخاب   c واحد  زير  کننده  کد  ژن  کلونينگ  و 
پروتئین،  )بلاست  مختلف  بيوانفورماتيکي  آناليزهاي  اساس  بر 
بلاست نوکلئوتید، درخت فیلوژنتیکی و همردیفی مقایسه ای( 
مشخص شد، قطعه کلون شده از اين گياه همولوژي بسيار بالايي 
با ساير ژن هاي همتاي خود در سایر گونه ها دارد. در همین 
رابطه بر اساس نتایج بدست آمده از ترسیم درخت فیلوژنتیکی 
و  پروتئینی  توالی  نوکلئوتید مشخص شد  و  پروتئین  در سطح 
لپه به گیاهان تک  از نظر تکاملی   AlVHA-c نوکلئوتیدی ژن 
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مخصوصا گونه های C4، ذرت و ارزن نزدیک تر است و از گونه های 
نتایج حاصل  فاصله دارد. هم چنین  به شوری  دولپه و حساس 
که  داد  نشان  پروتئینی  های  توالی  ای  مقایسه  ردیفی  هم  از 
 c واحد  زير  همولوگ  هاي  پروتئين  عمومي  خصوصيات  تمام 
و  آمينه گلوتاميک 142  اسيد  ترانس ممبران،  نواحي  از جمله 
جايگاه فسفوريلاسيون )KAKP( در AlVHA-c نیز وجود دارد. 
آمينواسيدي  تغيير  گونه  هيچ  پروتئيني،  توالي  در  چنين  هم 
معني داري که ساختمان يا عملکرد پروتئين را مختل کند در 
مقايسه با ساير گونه هاي مطالعه شده، وجود نداشت. نکته تازه 
با  اسيد  گلوتاميک  جايگزيني  آمده،  بدست  توالي  خصوص  در 
آسپارتيک در موقعيت اسيد آمينه هشتم مي باشد که منحصراً 
در گياه Aeluropus littoralis مشاهده مي شود و سابقه آن در 
ساير توالي هاي مورد بررسي ديده نمي شود. اگرچه گلوتاميک 
و آسپارتيک هر دو اسيد هاي آمينه قطبي هستند و از لحاظ 
ساختماني مشابه اند و جايگزيني آن ها با هم اتفاق معمولي است 
اما به دو دليل پيشنهاد مي شود بررسي هاي بيشتري در اين 
مورد صورت پذيرد. اولاً هر تغييري که سابقه قبلي براي آن ديده 
نمي شود، به ويژه در مورد پروتئيني که طبيعت بسيار حفاظت 
و جانوري مختلف  قارچي  گياهي،  ارگانيزم هاي  در  اي  شده 
دارد مي تواند حائز اهميت باشد و ثانياً با توجه به نقشي کليدي 
که اسيد آمينه گلوتاميک 142 در اين پروتئين ها، به عنوان جايگاه 
دارد،  پروتئين  عمل  تنظيم  جايگاه  عنوان  به  و  پروتون  اتصال 
آيا جايگزيني  که  گيرد  قرار  بررسي  مورد  بايستي  احتمال  اين 
در  داري  معني  تأثير  تواند  مي  گلوتاميک  با  اسيد  آسپارتيک 
ميزان فعاليت اين زيرواحد بگذارد و در نهايت، قابليت ويژه اي به 
کل پمپ واکوئلي در گياه شورزي آلوروپوس ليتوراليس ببخشد 
در هر صورت دستاورد تحقيق حاضر، امکان مطالعه بيشتر براي 
 H+-ATPase پاسخ دادن به سوالات موجود و درک بهتر عمل پمپ
واکوئلي را فراهم مي کند و پس از بررسي هاي بيشتر مي تواند 

کانديدي براي انتقال ژن به گياهان حساس باشد.
تشکر و قدردانی

از حمايت هاي مالي پژوهشکده ژنتیک و زیست  فناوری کشاورزی 
طبرستان، در تأمين هزينه هاي اين تحقيق سپاسگزاري مي شود.
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