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غشاي پلاسمايي در گراس  H+- ATPase سازي مولكولي ترادف رمزكننده ژنهمسانه
  Aeluropus littoralisشورزي 
  زادهقربانعلي نعمت و نجمه نصيري، *احسان شكري

  فناوري كشاورزي طبرستانطبيعي ساري، پژوهشكده ژنتيك و زيستكشاورزي و منابعساري، دانشگاه علوم

  16/9/91 :پذيرشتاريخ   24/12/90 :تاريخ دريافت
 چكيده

مي در فيزيولوژي باشد كه نقش مهمي يكي از پروتئينهاي مهم موجود در غشاي پلاسمايي گياهان H+-ATPaseپمپ پروتوني 
واسطه مقاومت به برخي از استرسهاي محيطي مثل تنش ه ب Aeluropus littoralisگراس . كندمولكولي پاسخ به تنش ايفاء مي
نقطه آغاز، ترادف  به عنواندر اين مطالعه . باشدبي براي مطالعه ساختار و عملكرد اين پمپ ميشوري و عناصر سنگين مدل خو

 آمده به دستاطلاعات اوليه . سازي شدشناسايي و همسانه Aeluropus littoralisكامل ناحيه كدكننده اين ژن در هالوفيت 
باشد مي bp 2856طول ه كامل ب ORFسمايي يك ناحيه غشاي پلا H+-ATPaseپمپ پروتوني ترادف نوكلئوتيدي دهد نشان مي

همچنين ترادف آمينواسيدي اين . دارد Zea maysو  Sorghum bicolor  ،Oryza sativaهاي با گونهداري همولوژي معنيكه 
دامين، بيشترين  كند كه از نظر نوع و ساختاراسيدآمينه را رمز مي 951دالتون متشكل از  104567 ژن، پپتيدي با وزن مولكولي

 ATPaseاز خانواده بزرگ پمپهاي ) type III(غشاي پلاسمايي گياهي و قارچي نوع سوم  H+-ATPaseتطابق را با پروتئينهاي 
p-type اي ترادف آمينواسيدي ژن رديفي مقايسه هم. داردH+-ATPase  غشاي پلاسمايي گياهAeluropus littoralis )Alha (

جايگزينيهاي نوكلئوتيدي نقاط حساس و عملكردي پروتئين را هدف قرار نداده و اين مناطق در دهد كه ها نشان ميبرخي گونه
 NCBIدر پايگاه داده  GI:346230720اين ترادف با شماره دسترسي در نهايت. اندشده باقي ماندهتوالي مورد بررسي، حفاظت

  .ثبت گرديد

  فيزيولوژي مولكولي،  Alha  ،Aeluropus littoralisغشاي پلاسمايي،  H+-ATPase :كليدي واژه هاي

  : e.shokri62@gmail.com الكترونيكي پست ، 09305332193 :تلفن مسئول، نويسنده ٭

  مقدمه
پلاسمايي كه محيط سيتوپلاسم و هسته را در بردارد  غشاي

اي سيال است كه از لحاظ بيولوژيكي يك غشاء دولايه
غشاء كه در اي موجود در اين پروتئينه. باشدبسيار فعال مي

توانند نقشهاي مختلف سطح يا عمق آن مستقر هستند مي
ترين  از مهم. داشته باشند غيرهآنزيمي، ناقلي، ساختماني و 

پلاسمايي خاصيت نفوذپذيري  ياعمال بيولوژيكي غشا
 تردديونها، مولكولهاي آلي و كنترل انتخابي نسبت به 

همچنين اين غشاء . استتركيبات به داخل و خارج سلول 
دايجا مي در پاسخ به محركهاي بيروني ونقش مه 

تنشهاي زنده و غيرزنده همچون  سازگاري در مواجه با
يكي از  .كندايفاء مي غيرهسرما، گرما، خشكي، شوري و 

پروتئينهاي تراغشايي مهم موجود در غشاي پلاسمايي 
غشاي   H+-ATPase.باشدمي  H+-ATPaseگياهان
مي در ايجاد و كنترل انتقالات از عرض مايي نقش مهپلاس

اين آنزيم با استفاده از انرژي هيدروليز . كندغشاء ايفاء مي
ATP  يونH+  هدايت  فضاي آپوپلاستيرا فعالانه به
پروتون به خارج، باعث ايجاد  كردنعمل پمپ. كند مي

الكتروشيميايي در عرض غشاء گرديده و اين اختلاف شيب
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ون زمينه لازم را براي فعاليت ساير ناقلين غشايي غلظت ي
و انتقال تبادلي  (Symport)عمل هم انتقالي  .آوردفراهم مي

(Transport) مواد ضروري، دفع  ناقلين غشاء باعث جذب
 .)7( شودها و تركيبات سمي از سلول مييون، آلاينده

غشاي پلاسمايي طيف وسيعي  H+-ATPaseبنابراين پمپ 
ندهاي فيزيولوژيك و اساسي گياه همچون جذب، از فرآي

ها، رشدونمو دفع، بارگيري آوندها، باز و بسته شدن روزنه
طريق ايجاد فشار را از غيره و طويل شدن سلولها و 

از . دهدثير قرار ميأسلول تحت ت pHپروتون و تنظيم 
ك پمپ بيولوژيك يH+-ATPase لحاظ ساختاري 

پپتيدي پلي زنجيره شود كه تنها از يكمحسوب مي
 .تشكيل شده است kDa100  مولكوليعملكردي با جرم

تواند از طريق اليگومريزاسيون اين پروتئين مي
(Oligomerize)  دايمري ايجاد كمپلكسهاي هگزامري و

اين   (N)و آميني (C)هاي كربوكسيلي پايانه ).8( كند
در ). 5(ن در فضاي سيتوپلاسم رها شده است پروتئي
، A ،Mنامهاي ه دامين ب 5پلاسمايي  H+-ATPase تارساخ

P،N  وR دامين . وجود داردA )كنندهلفعا- Actuator (
دامين . باشدو يك لوپ كوچك مي  (N)شامل انتهاي آميني

M )ناحيه  10با غشايي يك دامين ترا) دامين غشايي
جايگاه ( Pدامين . باشدمي M10تا  M1نامهاي ه هليكس ب

 Nدر لوپ بزرگ قرار دارد و دامين ) نفسفوريلاسيو
)Nucleotide binding( دهنده دربين دو ناحيه توالي تشكيل

نيز پايانه ) كنندهتنظيم( Rدامين . قرار گرفته است Pدامين 
 شود كه نقش خودبازداريكربوكسيلي پروتئين را شامل مي

(Autoinhibitory) فعاليت. )11و  5( دارد  H+-ATPase 
مايي گياهان با مداخله اين بخش پايين نگه غشاي پلاس
رسد خاصيت بازدارندگي اين نظر ميه ب. شودداشته مي
با  R IIو  R Iنواحي ) تداخل(به واكنش  طدامين مربو

-+Hسيكل كاتاليكي . )12و  6( باشد دامينهاي سيتوپلاسمي

ATPase  غشايي با دو وضعيت فضاييE1   وE2  تعريف
جايگاههاي اتصال  E1در وضعيت بر اين اساس . شودمي

 مولكولكشش بالايي براي پروتون و غشايي ناحيه ترا

ATP كه در وضعيت  حالي دارند درE2  تمايل كمي براي
در طول  E2و   E1وضعيتهاي . اين ليگاندها وجود دارد

دامينهاي ). 3( كنندصورت متناوب عمل ميه انتقال ب
. هستند ATPمسئول هيدروليز  Pو  A ،Nسيتوپلاسمي 

تغييرات فضايي در اين دامينها هنگام فرآيند كاتاليز منجر به 
رديده و گ تحركات همزمان در بخشهاي فرورفته در غشاء

دهنده پروتون واحد انتقال. كندانتقال پروتون را هدايت مي
دهنده پروتون را در مركز ناحيه  / يك سيستم گيرنده

هاي اسيددهد كه شامل آمينوتشكيل ميغشايي ترا
، (Asn106) ، آسپارژين اسيد(Asp684) آسپارتيك اسيد

و يك حفره مركزي بزرگ كه احتمالاً  (Arg655) آرژنين
آسپارتيك اسيد در تماس  ).3( باشدشود، ميبا آب پر مي

پروتونه  E1در وضعيت . باشدمي نزديك با آسپارژين اسيد
دو  شود بين اينباعث مي  (Asp684)شدن آسپارتيك اسيد

كه  در حالي. اسيدآمينه پيوند هيدروژني تشكيل شود
و آزاد شدن  E2فسفوريلاسيون باعث ايجاد وضعيت 

پيشنهاد . گرددمي (Asp684) پروتون از آسپارتيك اسيد
مي در رهاسازي و آسپارتيك اسيد نقش مهشده است 

بار مثبت . غشايي بالا داردهاي پتانسيل دركردن پروتون پمپ
  (Asp684) اسيددر نزديكي آسپارتيك (Arg655) آرژنين

-مي (Asp684) اسيدپروتون از آسپارتيك باعث آزادسازي

 (Asp684)شود و مانع پروتونه شدن مجدد آسپارتيك اسيد
، يك ATPرسد به ازاء هر واحد نظر ميه ب). 3( گرددمي

غشايي H+-ATPase پمپ . )11( واحد پروتون انتقال يابد
 يون پتاسيم .)11( شودتحريك مي )+K( پتاسيم توسط يون

شود و در سيتوپلاسم متصل مي Pبه دامين فسفوريلاسيون 
  E1باعث دفسفوريلاسيون وضعيت فسفوريله شده 

غشاي H+-ATPase همچنين پمپ  .)13( گردد مي
 +Mg2پلاسمايي گياهان براي فعاليت خود نياز مبرم به 

استفاده  ATPروليز تنها قادر است كه از انرژي هيد داشته و
-+Hروشني اهميت پمپ ه امروزه تحقيقات ب .نمايد

ATPase تنوع فراوان واسطه ه غشاي پلاسمايي گياهان را ب
اعمال حياتي و نقش ضروري آن در سازگاري با تغييرات 
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نقش اين پمپ تا كنون . )10( به اثبات رسانيده است محيط
آلي در در بارگذاري سوكروز و انتقال ساير تركيبات 
ها، رشد آوندهاي آبكش، جذب عناصرمعدني در ريشه

ها، هاي مويي و لوله گرده، باز و بسته شدن روزنهريشه
يابي در گياه، حفظ فشار تورگر، تنظيم حركات و جهت

سيتوپلاسم و بسياري  PHدهي ترانسپورترها و تنظيم انرژي
براي اين پمپ ) 14و 9، 4(از اعمال فيزيولوژيك ديگر 

 Aeluropusدر اين مطالعه گياه  .ارش شده استگز

littoralis  به عنوان يكي از هالوفيتهاي بومي ايران كه در
اراضي شور نواحي خشك و نيمه خشك كشور متكامل 

 منظور جداسازي ترادفه شده است به عنوان منبع ژن، ب
غشاي پلاسمايي مورد استفاده  H+-ATPaseكننده ژن كد

رود بخشي از مقاومت كه انتظار مي يياز آنجا. قرار گرفت
يك گياه شورزي در  به عنوان Aeluropus littoralisگياه 

مواجه با برخي تنشهاي محيطي مثل شوري و عناصر 
-+Hسنگين مربوط به چگونگي ساختار و عملكرد پمپ 

ATPase  به دستغشاي پلاسمايي آن باشد، اطلاعات 
مطالعات فيزيولوژي در آتيه تواند آمده در اين تحقيق مي

  .تنش و ايجاد گياهان تراريخته مقاوم سودمند واقع شود

  مواد و روشها
منظور تهيه مواد اوليه گياهي مورد نياز ه ب: تهيه مواد گياهي

، پس از انجام  A.littoralisدر اين تحقيق، بذرهاي گياه
شناسي و تأييد گونه، از رويشگاههاي طبيعي بررسيهاي گياه

آوري و جمع) استان مازندران(ق شمالي كشور آن در مناط
فناوري كشاورزي به گلخانه پژوهشكده ژنتيك و زيست

پس از انجام ضدعفوني سطحي . طبرستان، منتقل گرديد
پس از كشت  يك ماه. در ماسه شسته كشت گرديدند بذرها

دهنده به شوري به منظور افزايش سطح ترانسكريپتوم پاسخ
مولار ميلي 250، تيمار شوري ازيو سهولت جداس در گياه

روز اعمال شد و سپس 14مدت ه نمك كلريدسديم ب
  . برداشت گرديد RNAبرگهاي گياه جهت استخراج 

طراحي آغازگرهاي دجنره با استفاده از  :طراحي آغازگرها
آمده  به دستو با استفاده از اطلاعات  OLIGO 5نرم افزار 

هاي در گونه از همرديفي چندگانه براي ژن موردنظر
,Oryza sativa Triticum aestivum , Hordeum vulgare 
توالي اليگونوكلئوتيدهاي مورد . انجام گرديدها و ساير گونه

صورت زير ه اي پليمراز باستفاده در واكنش زنجيره
  :باشد مي

Forward : 
           5-ATGGG(T,C)(A,G)GGCTCG(A,G)GATC -3 

Reverse :  5- TCACACGGTGTAGTTCTGGTTG-3  
 :Alha  و تكثير ژن cDNA، ساخت RNAاستخراج 
به روش ترايزول با اندكي تغييرات انجام  RNAاستخراج 

گرم بافت برگي تازه در ازت ميلي 200بدين منظور . شد
ليتر ماده ميلي 1آمده در  به دستيده شد و پودر ئمايع سا

ورم سپس با افزودن كلروف. تجاري ترايزول همگن گرديد
باشد از فاز آلي جداسازي كل مي RNAفاز آبي كه حاوي 

ارزيابي غلظت و  .و با استفاده از اتانول رسوب داده شد
آمده با استفاده از روش  به دست RNAكيفيت 

سپس جهت . اسپكتروفتومتري و ژل آگاروز انجام شد
برداري معكوس با استفاده از ، واكنش نسخهcDNAساخت 

شركت ( M-Mulv Reverse transcriptasآنزيم 
Fermentas (و آغازگر برگشت انجام گرديد . cDNA 
اي پليمراز، زنجيره الگو در واكنش به عنوانسنتز شده، 
اي و تكثير ژن با استفاده از دو رشته DNAجهت سنتز 
 Pfu polymeraseو آنزيم  رفت و برگشتآغازگرهاي 

: ر شاملشرايط اين تكثي. استفاده شد) تاكاراي ژاپن(
 به صورتچرخه  35دقيقه، سپس  4واسرشت اوليه 
 45درجه، اتصال  94دقيقه در دماي  1واسرشت سازي 

درجه  72ثانيه در دماي  90درجه و بسط  59ثانيه در دماي 
مدت ه گراد بدرجه سانتي 72و نهايتاً بسط نهايي در دماي 

آمده  به دست bp3000نوار . دقيقه در نظر گرفته شد 10
از روي ژل شركت  DNAاستفاده از كيت استخراج با 

Roche جداسازي و در وكتور ، pTZ57R/T  طبق
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 InsTAclone™ PCR Cloning Kitدستورالعمل كيت 

(Fermentas)   در باكتريE. coli 30سپس  .كلون شد 
، IPTGميكروليتر از باكتري بر روي محيط گزينش حاوي 

X-gal ساعت در  18دت مه سيلين ببيوتيك آمپيو آنتي
پس از ظهور كلونيها، استخراج . كشت گرديد 37دماي 

پرپ از كلونيهاي سفيد پلاسميد با استفاده از روش ميني
  EDTAگلوكز،(در اين روش با استفاده از بافر . انجام شد

 به صورتديواره سلولي باكتري ) PH=8با   Tris-Hclو
حاوي (نده كندناتوره   سپس محلول . شودقليايي ليز مي

NaOH  وSDS  (گردد و در نهايت با استفاده اضافه مي
ايزوآميل الكل، فاز آبي حاوي  /كلروفورم/محلول فنل

. با استفاده از اتانول رسوب داده شد پلاسميد جداسازي و
تعيين توالي به روش تمام اتوماتيك فلورسانس و توسط 

  .كره جنوبي انجام گرديد Bioneerشركت 

درخت فيلوژنتيكي به روش  :يوانفورماتيكييزهاي بلآنا
Neighbour joining افزار و توسط نرمMEGA 4  و آناليز

 Kyteبه روش و پيش بيني مناطق تراغشايي ساختار ثانويه 

and Doolittle  آنلاين توسط برنامه  به صورتو
Mac-Genetyx  سرورwww.expasy.org پذيرفت صورت .

و  Chromasيابي شده با نرم افزار بازبيني قطعه توالي
 DNA، همرديفيهاي چندگانه و آناليز توالي ORFشناسايي 

و    DNASISMAX افزارو پروتئين با استفاده از نرم
BioEdit منظور تعيين جايگاههاي ه همچنين ب .انجام شد

 و TMRPres2Dاز نرم افزار  )3شكل (مهم آمينواسيدي 
 )Palmgren )2011()11 مقالهو   AHA2 توالي پپتيدي ژن

ه ب آزمون درجه همساني و تعيين دامينها . استفاده شد
  .انجام گرديد BLASTو برنامه  NCBIپايگاه ژن وسيله 

  نتايج
اي پليمراز با استفاده از پرايمرهاي دجنره و واكنش زنجيره

اي طعهالگو منجر به تكثير ق به عنوانبرگ  cDNAنمونه 
به  DNAقطعه .  جفت باز گرديد 3000اندازه تقريبي  با

. آمده پس از بازيابي از روي ژل تعيين ترادف شد دست

به نوكلئوتيدي آشكار شده نشان داد، ترادف  آناليز توالي
 bp 2856طول ه كامل ب ORFآمده يك ناحيه  دست
. رسدبه پايان مي TGAباشد كه با كدون خاتمه  مي

پپتيدي با وزن  ،شخص گرديد اين ترادفهمچنين م
اسيدآمينه را رمز  951دالتون متشكل از  104567 مولكولي

منظور دستيابي به اطلاعات بيشتر در خصوص ه ب .كندمي
 Geneقطعه تكثير شده آزمون ميزان درجه همساني در 

Bank  با استفاده از توالي نوكلئوتيدي و پروتئيني انجام
 BLASTرديفي با استفاده از برنامه  هم نتايج آناليز. گرديد

 داريو معني نشان داد كه ژن مورد بررسي همولوژي بالا
در  ATPase p-type هايو اسيدآمينه با ژن DNAدر سطح 

بر اين . هاي مختلف گياهي، قارچها و جلبكها داردگونه
-گونه درصد تشابه با 95 تا 92 اساس در سطح پروتئيني

 Sorghum bicolor  ،Oryza sativa ،Brachypodiumهاي 

distachyon  Triticum aestivum  وZea mays  به دست 
درصد  90همچنين در سطح نوكلئوتيدي  .)1جدول( آمد

و  Sorghum bicolor، Oryza sativaهاي گونه همساني با
Zea mays   2جدول(مشاهده گرديد.(  

 سي بهتر و انتساب ترادف مورد بررمنظور شناسايي دقيقه ب
صحيحي از پروتئينها، توالي  )subfamily( خانواده زير

پپتيدي براي كشف وجود دامينهاي احتمالي با استفاده از 
مورد  NCBIدر سايت  CDDامكانات سرور جستجوي 

-cationبر اين اساس دامينهاي . آزمون قرار گرفت

ATPase-N ، ATPase-IIIA-H  ،HHE1-E2-ATPase  و
HAD: halocid dehalogenase  در ترادف مورد بررسي 

 يترادفها برخي ازجايگاه نسبي آن با و شد  شناسايي
نتايج ). 1شكل(گرديد  مقايسههاي گياهي و قارچي گونه

اي دامينهاي حفاظت شده همرديفي مقايسه آمده از به دست
از نظر نوع و ساختار دامين،  نشان داد توالي مورد بررسي

غشاي  H+-ATPaseتئينهاي پروبا  بيشترين تطابق را
از خانواده ) type III(سوم  نوعپلاسمايي گياهي و قارچي 

بررسي ساختار با  .دارد، ATPase p-typeبزرگ پمپهاي 
پپتيد ثانويه در توالي آمينواسيدي مشخص شد كه در پلي
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  M10تا M( M1دامين ( منطقه تراغشايي 10مورد بررسي، 
 10وفوبيسيتي نيز وجود پيش بيني الگوي هيدر .وجود دارد

كند يد ميأيتوالي مورد بررسي تدر ناحيه تراغشايي را 
  ). 2شكل(

  هاغشاي پلاسمايي  با ساير گونه H+-ATPaseنتيجه بلاست توالي پروتئيني ژن  -1جدول
  درصد همساني Eارزش  ميزان پوشش نام ژن  نام گونه

Sorghum bicolor hypotical  protein similar to ha 1 %100  0  %95  
Oryza sativa ha  %100  0  %94  

Brachypodium 
distachyon 

ha 1 %100  0  %93  

Zea mays  ha 2 %100  0  %93  
Triticum aestivum ha 1 %100  0  %92  

Glycine max ha 4 %100  0  %89  
Arabidopsis thaliana  ha 2 %98  0  %86  
  هاغشاي پلاسمايي  با ساير گونه H+-ATPaseنتيجه بلاست توالي نوكلئوتيدي ژن  - 2جدول

  درصد همساني Eارزش   ميزان پوشش نام ژن  نام گونه
Sorghum bicolor hypotical  protein similar to ha 1 %100  0   %90  

Oryza sativa ha1 %100  0   %89  
Zea mays ha2 %100  0   %88  

Triticum aestivum ha1 %100  0   %87  
Brachypodium distachyon ha1 %100  0   %87  

Hordeum vulgare ha1 %99  0   %86  
Arabidopsis thaliana ha2 %99  0   %78  

Zostera marina ha1 %99  0   %76  
  

  

  

  

  

  

  

  

غشاي  H+-ATPaseبا ساير ژنهاي خانواده   Aeluropus littoralisغشاي پلاسمايي  H+-ATPaseشده ژن اي دامينهاي حفاظتهمرديفي مقايسه -1شكل
-+Hبر اين اساس توالي مورد بررسي از نظر نوع و ساختار دامين، بيشترين تطابق را با پروتئينهاي . هاي مختلف گياهي و قارچيپلاسمايي در گونه

ATPase  غشاي پلاسمايي گياهي و قارچي نوع سوم)type III (دارد.  
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با  (Kyte & Doolittle)به روش Aeluropus littoralis غشاي پلاسمايي در گياه   H+-ATPase نمودار هيدروفوبوسيتي توالي آمينواسيدي ژن -2شكل 

  .در شكل نمايش داده شده است) 10تا  1(محل قرارگيري مناطق ترانس ممبران .  Genetyx-Macاستفاده از برنامه 
  

  

  
جايگاههاي آمينواسيدي مهم از نرم افزار براي تعيين . Aeluropus littoralis غشاي پلاسمايي  H+-ATPaseترادف اسيدهاي آمينه در پروتئين   -3شكل 

TMRPres2D  و توالي پپتيدي ژنAHA2  و مقاله Palmgren )2011( مناطق تراغشايي  .استفاده شدM1  تاM10  در مستطيلهاي افقي كادربندي شده
و اسيد آمينه ترئونين  M6و  M1 ،M5، به ترتيب در مناطق تراغشايي )699(و آسپارتيك ) 670(، آسپارژين )113(محل دقيق اسيدهاي آمينه آرژنين . است

به ) 607(و )  603(و آسپارتيك  داخل كروشه  ATPمحل اتصال مولكول) 438(اسيدهاي آمينه ليزين . در كادرهاي عمودي مشخص شده است) 950(
با خط زير نشان  R (RI & RII)اسيدآمينه مهم دامين تنظيمي  26. ده استجايگاه اتصال يون منيزيوم در كادرهاي دايره اي شكل نمايش داده ش عنوان

سازد، در مركز پپتيد با رنگ مات مشخص گرديده هم مربوط ميه را ب Pكه دو بخش دامين  Nاسيدهاي آمينه تشكيل دهنده دامين . داده شده است
  .است
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10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

A.littoralis -------MGGLEEIKNEAVDLENIPMEEVFEQLKCTREGLSSEEGTQRLQVFGPNKLEEKKESKVLKFLGFMWNPLSWVMEMAAIMAIALANGGGKPPDWQDFVGIIVLLVINSTISFIEENNAGNAAAA
T.aestivum-ha1 -------.......R..........I...........Q..T.D..A..VEI..L............................................................................
H.vulgare --MADKEA.N..AVLK.V.......L...LDN.R.S....TA.QAQ....IL........E...F..................................................V..............
Z.mays-ha2 -------..................I................S..Q...EI....R....................................S.....................................
S.bicolor -------..................I................S..Q...EI.............I...................................E.............................
Z.marina-ha1 -----MAGK..DD....T....K..I...........Q...TT..ES..AI..A........N.I................A..L...V....D.N.......L..V.......................
A.thaliana-ha2 -------.SS..D....T....K..I....Q....S....TTQ..ED.I.I.............L............................D.R...........C......................
A.thaliana-ha1 -------.S...D....T....K..I....Q.........TTQ..ED.IVI.............I................A..L........DNR...........C......................
O.sativa-ha1 ------MSVS..DL.K.N....S..IQ...AV..SSPQ..T.AD.NG..EI..R..........L................A.............R..........VT..F...................
O.sativa-ha2 ---MAEKGDN..AVL..S.......L.....H.R.N....T.ANAE...NL....R........F................A.........................T..I...................
Z.mays-ha1 MGTTEDKASN.DAVLK........AIQ....S.R.SPQ...T.QAE...AI.........Q...F................A............N............T..I...................

140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

A.littoralis LMANLAPKTKV------LRDGRWGEQEAAILVPGDIISIKLGDIVPADARLLEGDPLKVDQSALTGESLPVTKGPGDEVFSGSTCKQGEIEAVVIATGVHTFFGKAAHLVDSTNQVGHFQQVLTAIGNFC
T.aestivum-ha1 ...........------...........S.......V.....................I...G..........N........................................................
H.vulgare ...........------...........S.....TLSASS.VTSSLLMLVC.....FEDSSVWAYRRVS.SDQE.WG.....................................................
Z.mays-ha2 ...........------...........................I.....................................................................................
S.bicolor ...........------.......................................................R.........................................................
Z.marina-ha1 ...G.......------....S.S....S.......V.....................I.............RN..S.............D.......................N.....K.........
A.thaliana-ha2 ...G.......------....K.S............V.......I............................H..Q...........................................K.........
A.thaliana-ha1 ...G.......------....K.S............V.......I............................H..Q...........................................K...S.....
O.sativa-ha1 ...S...Q..ARRACAL....K.S..D.................I......M......I............N.M...SIY..................................N.....K.........
O.sativa-ha2 ...R....A..------..N...S.E............V.....I.............I..................G.Y........................................K.........
Z.mays-ha1 ...R....A..------..N...A.E.S..........V.....I.............I..................G.Y........................................K.........

270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

A.littoralis ICSIAVGIVIEIIVMFPIQHRKYRSGIENLLVLLIGGIPIAMPTVLSVTMAIGSHKLSQQGAITKRMTAIEEMAGMDVLCSDKTGTLTLNKLSVDKNLVEV-FAKGVDKDHVLLLAARASRTENQDAIDA
T.aestivum-ha1 .V.................R....A...............................................L............................-.......E...........V........
H.vulgare .I.................R....A...............................................L............................-.......E...........V........
Z.mays-ha2 ....G...LV...........R............................P..................................................-.C....................L.....
S.bicolor ........IV...........................................................................................-.C..........................
Z.marina-ha1 .V...I.........W...R....D..D.............................AE.............L.........................I..-..R.A..EL.V.....S..........T
A.thaliana-ha2 .....I.M.......Y...R....D..D...........................R.............................................-.C...E..Q...F..M...V........
A.thaliana-ha1 .....I..A...V..Y........D..D...........................R.............................................-.C...E..Q...F..M...V........
O.sativa-ha1 .....A.ML......Y.....Q..D..D...........................R....................................T....MI.DP.V.DL...AIV.Y..K............
O.sativa-ha2 .....I.M.V.....Y.....D..P..D...........................R.A..................................T...S.I..-.QR...Q.T.I.M...............
Z.mays-ha1 .......MLV.....Y.....A.....D.........................A.R.A...................I............Q.T...S....-.QR...Q.T.I.M...............

400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

A.littoralis AMVGMLADPKEARAGIREVHFLPFNPVDKRTALTYIDS-DGNWHRASKGAPEQIITLCNCREDMKRKVHSIIDKYAERGLRSLAVARQEVPEKTKESPGGPWQFVGLLPLFDPPRHDSAETIRKALHLGV
T.aestivum-ha1 C.........................T..........A-E....................K..V......V.E....................S.D........I.....................V...
H.vulgare C.........................T..........A-E....................K..V......V.E....................S.D.A......I.....................V...
Z.mays-ha2 ..................I..................A-......V........LD..H.K..LR............................N..............RV................V...
S.bicolor .....................................G-......V........LD..H.K..LR....G.......................N................................V...
Z.marina-ha1 ..............N.Q....................E-K.....C........M.....KP...A.I..V............G.GQ......N............V................R..D...
A.thaliana-ha2 .....................................G-S.....V........LE.AKASN.LSK..L...................V..........A..E....................R..N...
A.thaliana-ha1 ......................................-......V........LD.A.A.P.LRK..L.C.................V.............E....................R..N...
O.sativa-ha1 SI.......S......Q....M..........I....TK..S...I.........E..RL.D.VS.R..A....F.D...........K...GS.DA..T....LAV...........S....R..N...
O.sativa-ha2 TI..............Q.........T..........G-E.KM..V........LN.AHNKTEIE.R.RAV...F........G..Y.Q..DGR.............................R..N...
Z.mays-ha1 TI.......T.....VQ.I.......T........L.G-E.RM..V........LH.AHNKK.IETR.RAV..NF......A.G..Y....DGR........E.M..........K...D..S...D...

530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

A.littoralis NVKMITGDQLAIGKETGRRLGMGTNMYPSSALLGQNKDSTLEALPVDELIEKADGFAGVFPEHKYEIVKKLQEKKHIVGMTGDGVNDAPALKKADIGIAVADATDAARSASDIVLTEPGLSVIISAVLTS
T.aestivum-ha1 ...................................S..GS..S..........................R..............................D.............................
H.vulgare ...................................S..GS..S..........................R..............................D.............................
Z.mays-ha2 ......................................R..S...........................R............................................................
S.bicolor .....................................................................R............................................................
Z.marina-ha1 ..............................S...DH..PAVGTIGI.......................R..D....C..............................G...................S.
A.thaliana-ha2 ..................................TH..AN.ASI..E..........................R..................................G.....................
A.thaliana-ha1 .............................A....TD...NIASI..E..........................R..................................G.....................
O.sativa-ha1 ..............................S..---..GDTGG.........................RR...R...C..............................G.....................
O.sativa-ha2 ................A..................D..ESIV...........................R..AR...C......................D.S...........................
Z.mays-ha1 ................A................E....ESIAS..I.....T.................R..AR...S........................S..............V............

660 670 680 690 700 710 720 730 740 750 760 770 780
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

A.littoralis RCIFQRMKNYTIYAVSITIRIVLGFLLIALIWKFDFAPFMVLIIAILNDGTIMTISKDRVKPSPLPDSWKLNEIFATGIVLGTYLAIMTVVFFWAIHKTDFFTEKFGVRSIRD----SEHEMMAALYLQV
T.aestivum-ha1 .........................M....................................................V.......LV......L........N....E...N----T.FKE.S......
H.vulgare ..............................................................................V.......L.......I..R.....N........E----N.T.K.S......
Z.mays-ha2 .A.......................M......QY..S..................................K..........G...L...I....M......SD.........----......S......
S.bicolor .........................M.......Y..S..................................K..........S.......I....M......SD.........----......S......
Z.marina-ha1 .........................M..........S..................................K......V...S.M.V.......IMKD.S..SD.......SN----..D...G......
A.thaliana-ha2 .A....................F..M......E...SA..........................T......K......V...G.Q.....I....A......SDT........----NN..L.G.V....
A.thaliana-ha1 .A....................F..M......E...SA..........................T......K..........G.Q...S.I....A......SD.........----NND.L.G.V....
O.sativa-ha1 .A..................V......L....R..................................A.R.Q..............LA..L....VRD.....RT...HP.GG----.TE.L...V....
O.sativa-ha2 .A.......................M.L........P...........................Q......S......V...S...M...I...VAY.....PRV.H.E.LEKTAQDDFQKLAS.V....
Z.mays-ha1 .A.......................M.L........P...........................Q......A......V.......M...I....AY.....PRL.H.E.LAH---DDFQMLAS.V....

790 800 810 820 830 840 850 860 870 880 890 900 910
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

A.littoralis SIVSQALIFVTRSRSWSFVERPGVLLVTAFLLAQLVATLIAVYANWGFARIKGIGWGWAGVVWLYSVVLYFPLDVFKFLIRFALSGRAWDNLLENKTAFTTKKDYGREEREAQWAAAQRTLHGLQPPEVA
T.aestivum-ha1 .......................F......................D..............I..F.I.F.....I...F...V..........Q........EN..KG.......T.........A..P.
H.vulgare .......................F...I.......................S.........I..F.I.F.....I...F...V..........Q........EN..KG.......T.........A..P.
Z.mays-ha2 .......................L......-V..............R...................I.F.....LL..F...V..........DTRI...R...LRKG.......T............--
S.bicolor .......................L..............FL..........................I.F.....LI..F...V................................T............A.
Z.marina-ha1 ..I...............M....L......FI..MC..F.....D.....V..V....G.II....M.TF....IL..IT.YV....G.E.IT.......S..............T.........TA.S-
A.thaliana-ha2 ..I....................A..MI...I...I..........E..K.R.........I....I.T.........A..YI...K..L..F.......M.....K........L..........K.--
A.thaliana-ha1 ..I....................A..MI..VI............D.T..KV..........I.I..I.T...Q.IL..A..YI...K..AS.FD.R..........IG.......Q..........K.--
O.sativa-ha1 ..I.........A...F......L...G...I...M..........P..KM.....S.GM.I..F.I.TF....I...A..YF...K..N.AFD.....ANEL...KSK......I...S.....QA.T-
O.sativa-ha2 .TI....................F...F..FV...I.............S...........I...NI.F.L...II.....Y........LV..QRI...R...F.TQ.NQLK..T....I..--LQPA.
Z.mays-ha1 .TI....................F...S...V...I..........A..A...........I...NI.C.L...II.....Y.......NLV..QRI...S..NF.A....RR..H...S....ELQPPE

920 930 940 950 960 970
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

A.littoralis SNTLFNEKSSYRELSEIAEQAKRRAEIARLRELNTLKGHVESVVKLKGLDIDTIQQNYTV
T.aestivum-ha1 .H....D...............................................N.....
H.vulgare .H....D...............................................N.....
Z.mays-ha2 ......D....................................A................
S.bicolor T.....D.....................................................
Z.marina-ha1 TTNI.PD.GG................V........................E........
A.thaliana-ha2 AVNI.P..G........................H.................E.P-SH...
A.thaliana-ha1 DVNI.P..G........................H.........A.........AGHH...
O.sativa-ha1 .TA..DDNKD.L.....................H.....................NH...
O.sativa-ha2 TAAV.RDMT..ND.NQL..E.R...........T....RM.....Q....LE....S...
Z.mays-ha1 AASM.EN.T.FS.VNQL..E.R....M..S------DCCLS.ISTER.D--Q.LHCPV--  

  
توسط نرم افزار  Clustal wاز الگوريتم   با استفاده A. littoralis غشاي پلاسمايي گياه  H+-ATPase اي توالي آمينواسيدي ژنهمرديفي مقايسه -4شكل

BioEdit .توالي آمينو اسيدي گونه هاي مورد مقايسه شامل :Triticum aestivum, Hordeum vulgare, Zea mays, Sorghum bicolor,  Zostaria marina, 

Arabidopsis thaliana ha1 & ha 2, Oryza sativa ha1 & ha 2 
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 gb|EF397610.1|Lilium longiflorum-ha2

 gb|AY029190.1|Lilium longiflorum-ha1

 gi|20302434|Oryza sativa-ha3

gi|357158576|Brachpodium distachyon-ha1

 gi|20302432|Oryza sativa-ha2

 gi|162461763|Zea mays-ha1

 gb|M80490.1|Nicotiana plumbaginifolia...

 gi|5901756|Lycopersicon esculentum-ha2

 gi|170288|Nicotiana plumbaginifolia-ha1

 gi|6759598|Prunus persica-ha1

 gi|356504578|Glycine max plasma-ha1

 gi|46430476|Daucus carota-ha2

 gi|46430474|Daucus carota-ha1

 gb|AY989893.1|Lupinus albus-ha1

 gb|AY989895.1|Lupinus albus-ha2

 gi|31580850|Sesbania rostrata-ha1

 gi|758249|P.vulgaris-ha1

 gi|334188459|Arabidopsis thaliana-ha3

 gi|334187023|Arabidopsis thaliana-ha2

 gi|186501447|Arabidopsis thaliana-ha1

 gi|633135|Zostera marina-ha1

 gb|AY136627.1|Hordeum vulgare-ha1

 gi|45268532|Triticum aestivum-ha1

 gi|242074625|Sorghum bicolor hypothet...

 gi|758354|Z.mays-ha2

 gi|346230720|Aeluropus littoralis

 gb|U54690.1|Dunaliella acidophila-ha1

gi|159490821|Chlamydomonas reinhardti..

 gb|AY040609.1|Aspergillus fumigatus-ha1

 gb|HQ202157.1|Saccharomyces cerevisia...

 gb|J03498.1|S.pombe

 gi|15384818|Ustilago maydis
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قارچي و جلبك با ، هاي مختلف گياهيبا گونه  A. littoralisغشاي پلاسمايي هالوفيت   H+-ATPase درخت فيلوژنتيكي توالي پروتئيني ژن -5شكل

 .در نظر گرفته شد 1000پارامتر تكرار در ترسيم درخت معادل . Neighbour joiningبه روش  MEGA4استفاده از نرم افزار 

دامين  بيني مناطق تراغشايي در ادامه محلپس از پيش
دو  به صورتآمينواسيد  161به طول  Aسيتوپلاسمي 

و در فاصله  M1قسمت مجزا قبل از اولين منطقه تراغشايي 
بخشي از دامين . شناسايي شد M3و  M2نواحي تراغشايي 

A  كه در فاصله نواحي تراغشاييM2  وM3 شودواقع مي 
 Nو P دامينهاي. دهدميتشكيل لوپ  يتوپلاسمدر داخل س

. اندقرار گرفته  M5و  M4 نيز در فاصله مناطق تراغشايي 
طول كلي ه ب و دو قسمتي به صورت pدامين  بر اين اساس

طول ه ب Nدامين  ودر مركز ترادف پپتيدي  ،آمينو اسيد 165
واقع شده است و  pدامين  دو بخش ، مابين هاسيدآمين 149

 Rدر نهايت دامين  .سازدهم مربوط ميه آن را بمت دو قس
 117طول تقريبي ه ب M10پس از آخرين ناحيه تراغشايي 

و  R1دو ناحيه همچنين جايگاه . اسيدآمينه شناسايي گرديد
R2  در داخل دامين كه اثر تنظيمي بر فعاليت آنزيم دارندR 

  .)3شكل( تعيين گرديد

، ) 699(ينه آسپارتيك محل دقيق اسيدهاي آمعلاوه بر اين 
دهنده كه واحد انتقال )113( و آرژنين )  670(آسپارژين 

H+  دهنده پروتون در / يك سيستم گيرنده به صورترا
ترتيب در ه بدهند، تشكيل مي) M(مركز دامين تراغشايي 

 همچنين. مشخص گرديد M1و  M6  ،M5مناطق تراغشايي 
كه ) 950(نين اسيدهاي آمينه ترئووجود  در اين بررسي،

 با فسفريلاسيون آن باعث فعال 14- 3-3فاكتور رونويسي 
محل ) 438(آمينه ليزين شود و اسيدهايشدن پمپ مي
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به ) 607(و )  603(و آسپارتيك ATP  اتصال مولكول
  Alhaجايگاه اتصال يون منيزيوم همگي در ترادف  عنوان

   ).3شكل(ييد شد أت

 gi|20302437|Oryza sativa-ha1
 gi|13641333|Lilium longiflorum-ha1
 gi|126508574|Lilium longiflorum-ha2
 gi|45268533|Triticum aestivum-ha1
 gi|23306666|Hordeum vulgare-ha1
 gi|758355|Zea mays-ha2
 gi|242074626|Sorghum bicolor hypothet...

 gi|346230721|Aeluropus littoralis
 gi|1304270|Zostera marina-ha1
 gi|46430477|Daucus carota-ha2
 gi|46430475|Daucus carota-ha1
 gi|66132280|Lupinus albus-ha1
 gi|66132317|Lupinus albus-ha2
 gi|31580851|Sesbania rostrata-ha1
 gi|758250|Phaseolus vulgaris-ha1
 gi|6759597|Prunus persica-ha2
 gi|15234666|Arabidopsis thaliana-ha2
 gi|330251738|Arabidopsis thaliana-ha1
 gi|20302433|Oryza sativa-ha2
 gi|162461764|Zea mays-ha1
gi|357158580|Brachypodium distachyon-ha1
 gi|170289|Nicotiana plumbaginifolia-ha1
 gi|356504579|Glycine max-ha1
 gi|1305501|Dunaliella acidophila
 gi|159490822|Chlamydomonas reinhardtii
 gi|173429|Schizosaccharomyces pombe
 gi|315024152|Saccharomyces cerevisiae
 gi|15375066|Aspergillus fumigatus
 gi|15384819|Ustilago maydis
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هاي گياهي، قارچي و جلبكي مختلف با گونه  A. littoralisغشاي پلاسمايي هالوفيت   H+-ATPase لي نوكلئوتيدي ژن درخت فيلوژنتيكي توا -6شكل 
  .در نظر گرفته شد 1000پارامتر تكرار در ترسيم درخت معادل . Neighbour joiningبه روش  MEGA4با استفاده از نرم افزار 

و اسيدآمينه،  DNAمنظور آشكارسازي تفاوتها در سطح ه ب
با ساير   ژن مورد بررسي توالي نوكلئوتيدي و پروتئيني

هاي سورگوم، ذرت، برنج، گندم، تواليهاي مربوطه در گونه
نتيجه اين . جو، آرابيدوپسيس و زوستاريا همرديف شد

بررسي نشان داد كه اگر چه تفاوتها در سطح نوكلئوتيدي 
لحاظ تغييرات  اما از) نتايج نشان داده نشده است(بالاست 

معني است، بدين مفهوم اسيدآمينه بسياري از اين تفاوتها بي
كه در اكثر نقاط محل اختلاف، تغيير نوكلئوتيد منجر به 
تغيير اسيدآمينه نگرديده است و تنها يك اسم رمز 

با اين . اسيدآمينه جايگزين اسم رمز ديگر آن شده است
ادفهاي مورد دهد كه در مجموعه تروجود نتايج نشان مي

بررسي، جايگزينيهاي نوكلئوتيدي كه در نواحي واقع در 
نزديكي پايانه آميني و كربوكسيلي و همچنين يك منطقه 

واقع  460تا  440هاي شماره آمينهواقع در فاصله اسيد
شوند و شوند عمدتاً باعث تغيير نوع اسيدآمينه مي مي

ساير مناطق يادشده از حفاظت شوندگي كمتري نسبت به 
همرديفي ترادف آمينواسيدي ژن . نقاط برخوردار هستند

H+-ATPase  گياه غشاي پلاسمايي Aeluropus littoralis 
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)Alha( آمينه شماره دهد كه در محل اسيدهاينشان مي
اسيد  896و  849،  847، 804، 754، 517، 51، 26،46
هاي مورد هاي جايگزين شده متفاوت با ساير گونهآمينه
، با اين وجود )4شكل(باشد رديفي مي ي در اين همبررس

دليل اينكه تغييرات ايجاد شده جايگاههاي حساس و ه ب
عملكردي پروتئين را هدف قرار نداده و همچنين تمام 

هاي جايگزين شده از يك گروه بيوشيميايي و يا اسيدآمينه
از گروههاي بيوشيميايي نزديك همند، اختلافات مشاهده 

تواند مهم و عامل تغييرات اساسي در نميشده چندان 
همچنين نتيجه . تلقي شوند Alhaساختار يا عملكرد پمپ 
اسيد آمينه  26گونه تغييري، در  همرديفي نشان داد هيچ

- كه تا كنون از طريق جهش Rدامين تنظيمي ) 3شكل(مهم 

مشخص ) 14(اي در گياه مدل آرابيدوپسيس زايي نقطه
باعث افزايش فعاليت  پمپ شده، تغييرات در آنها 

شود ، رخ نداده و اين مناطق در توالي مورد پلاسمايي مي
). 4شكل(اند بررسي، بدون تغيير و حفاظت شده باقي مانده

بنابراين با توجه به طبيعت بسيار حفاظت شده پمپ  
H+ATPase رسد اختلافات نظر ميه غشاي پلاسمايي ب

پ و ايزوفرمهاي آن مشاهده شده در ميزان فعاليت اين پم
در گونه هاي مختلف مربوط به المانتهاي تنظيمي و نواحي 

  . بالادست اين ژن و يا تغييرات پس از ترجمه باشد

منظور آشكارسازي و كشف روابط ه ب در نهايت
 نوكلئوتيدي و خويشاوندي و تكاملي، آناليز كلاستر توالي

 جلبكهاي گياهي، قارچي و هاگونه برخي ازآمينواسيدي با 
از لحاظ ترادف  بر اين اساس مشخص شد. انجام شد

غشاي  H+ATPaseبا  همراه Alha، پروتئين پپتيدي
  )ha2( ، ذرت)ha1(، جو )ha1( هاي گندمپلاسمايي گونه

و سورگوم از جد ژني مشتركي منتج شده است و لذا اين 
 cladeدر اين . دهندرا مي cladeها با هم تشكيل يك گونه
سورگوم  -جو، و همچنين ذرت - ي گندمهاگونه

 در هيچ Aeluropusكه گونه  در حالي مونوفيليتيك هستند
 گيرد و مستقيماًيك از اين گروههاي مونوفيليتيك قرار نمي

از لحاظ  .)5شكل( وجود آمده استه ب clade اوليه از جد

 قرابت اگرچه ژن مورد بررسيتوالي نوكلئوتيدي نيز 
، ذرت و C4هاي متاي خود در گونهبا ژنهاي ه ترينزديك

 نظر جد ژني با آنها اشتراك ندارد از لي دارد وسورگوم 
  .)6شكل(

  نتيجه گيريبحث و 
اثرات زيان آور غلظتهاي بالاي نمك به صورت كاهش 
رشد يا مرگ گياهان نمايان مي شود كه در ميان گونه هاي 

تنش شوري فرآيندهاي . مختلف گياهي متغيير مي باشد
ه اي از قبيل رشد، فتوسنتز، سنتز پروتئين و متابوليسم عمد

با توجه به اينكه ) 2( دهدثير قرار ميأچربي را تحت ت
هاي زيست يتنشهاي خشكي، شوري خاك ، برخي آلودگ

محيطي و بيماريهاي گياهي موجب كاهش كميت و كيفيت 
محصولات كشاورزي مي شوند، ارائه راهكارهاي لازم 

 ين عوامل تنش زا امري ضروري مي باشدبراي مقابله با ا
در اين مطالعه با استفاده از روشهاي مهندسي ژنتيك، . )1(

غشاي  H+-ATPase  كننده ژنكد ناحيه توالي كامل
شناسايي،  Aeluropus littoralisدر گونه  پلاسمايي

توالي  يدرجه همساني بسيار بالا. جداسازي و كلون گرديد
 -+Hين ژن با ساير ژنهاي نوكلئوتيدي و پروتئيني ا

ATPase گزارش شده در غشاي پلاسماييGeneBank  ،
مينها و موتيفهاي ا، كشف تمامي ددرخت فيلوژنتيكآناليز 

حفاظت شده در توالي پروتئيني و عدم جايگزينيهاي 
اي با معني در نواحي حفاظت شده، به انضمام اسيدآمينه

ي ثانويه و بيني ساختارهااي كه از پيشاطلاعات پايه
دهد كه به احتمال زياد نشان ميشود، عملكرد استنباط مي

ترادف شناسايي شده يك ترادف عملكردي كامل با 
 با اين وجود. محصول پروتئيني شناخته شده مي باشد

بديهي است كه تعيين بيشتر خصوصيات اين ژن مستلزم 
بيان آن در سيستم يوكاريوتي مناسب و بررسي كاركرد آن 

با در مجموع . باشدطوح بيوشيميايي و آنزيمي ميدر س
-+Hآشكار شدن ترادف نوكلئوتيدي و پروتئيني پمپ مهم 

ATPase  غشاي پلاسمايي در گراس شورزي و تك لپه
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Aeluropus littoralis امكان درك بهتر مكانسيم عمل و ،
توپولوژي پمپهاي پروتوني پلاسمايي با منشاء هالوفيتي و 

روند تكامل مولكولي اين پمپها فراهم شده همچنين مطالعه 
اي كه پمپهاي در نهايت با توجه به نقش گسترده .است

پروتوني غشاي پلاسمايي در بهبود و تنظيم ابعاد مختلف 
 فيزويولوژي مولكولي گياه و پاسخ به شرايط محيطي دارند،

نسلي از توان براي ايجاد از مجموع اين اطلاعات مي
 از طيفي هب در پاسخا قابليتهاي ويژه ب گياهان پيشرفته

  .سود جست ،تنشهاي زنده و غير زنده

  تشكر و قدرداني

اين مطالعه با استفاده از امكانات آزمايشگاهي و پشتيباني 
كشاورزي مالي پژوهشكده ژنتيك و زيست فناوري 

نويسندگان بر خود لازم . طبرستان به انجام رسيده است
ويژه رياست ه مختلف، ب دانند از مساعدت بخشهايمي

  .محترم پژوهشكده قدرداني نمايند
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Molecular Cloning of Plasma Membrane H+-ATPase Coding 
Sequence from Aeluropus littoralis Halophyte Grass 
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Plant Breeding Dept., Genetics & Agricultural Biotechnology Institute of Tabarestan (GABIT), University 
of Agriculture Sciences and Natural Resources, Sari, I.R. of Iran 

Abstract 

 H+-ATPase proton pump is one of the major proteins found in plasma membrane of 
plants which plays an important role in molecular physiology of stress response. 
Aeluropus littoralis grass due to resistance to some environmental stresses like salinity 
and heavy metals is a good model for studying the structure and function of the plasma 
H+ATPase pump. In this study as a starting point, the complete coding sequence of the 
gene were identified and cloned from Aeluropus littoralis halophyte. Preliminary data 
showed that nucleotide sequence of A. littoralis plasma membrane proton pump 
contains a 2856 bp full-length ORF region that shared a significant homology with 
Sorghum bicolor, Oryza sativa and Zea mays. Also the predicted peptide of this gene 
consists of 165 amino acid residues with a molecular weight of 104567 Da which is in 
terms of domains type and structure, consistent with most plant and fungal plasma 
membrane H + ATPase protein type III (type III) from a large family pump ATPase p-
type. Comparative alignment of amino acid sequence of A.littoralis plasma membrane 
H+ATPase with some species indicated that nucleotide substitutions did not targeted 
critical and functional positions of protein and these regions remained conserved. At last 
the sequence was submitted to GenBank with accession number of GI: 346230720. 
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