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در  TRR14برخي ويژگيهاي فيزيولوژيكي و مولكولي گياهان تراريخت شده با ژن  بررسي
  تيمار شوري

  و نوشين مقدم *مهناز اقدسي
  دانشكده علوم، گروه زيست شناسيدانشگاه گلستان، گرگان، 

  3/9/94 :تاريخ پذيرش  17/10/93: تاريخ دريافت
  چكيده

TRR14هاي آرابيدوپسيس پروتئين نخستين بار در غربالگري گياهچه اين. ، پروتئين كوچكي است كه در كلروپلاست جاي دارد
فيزيولوژيكي و مولكولي گياهان بررسي هدف از اين تحقيق، . شناخته شده است )esistant)Rehalose Trمقاوم به ترهالوز 

هاي گياه بذر منظور، يندب. هاي وحشي آرابيدوپسيس در تنش شوري استدر مقايسه با گياهچه TRR14 ژنشده با تراريخت
 150و  100، 75، 0(حاوي غلظتهاي مختلف نمك  MSدر محيط كشت  TRR14وحشي آرابيدوپسيس و تراريخت شده با ژن 

 هايگياهچه زني و فعاليت آنزيم ترهالاز درنتايج نشان داد كه در تيمار شوري درصد جوانه. شدند داده كشت) ميلي مولار 
گياهچه همچنين اين نتايج نشان داد كه با افزايش غلظت نمك ميزان آنتوسيانين در . است گياهچه وحشيبالاتر از  تراريخت

مولار نمك، ميلي 75نتايج حاضر نشان داد كه در تيمار  .يافتافزايش  وحشي به طور قابل توجهي در مقايسه با گياهچه تراريخت
گياهچه سنجش پتاسيم نيز نشان داد كه ميزان آن در . يابداي افزايش ميطور قابل ملاحظهبه گياهچه وحشيغلظت سديم در 

مولار نمك، سبب كاهش ميزان ميلي 75اما تيمار . است گياهچه تراريختسه برابر  تقريباً،  MSيافته بر روي محيط  رشدوحشي 
همچنين با افزايش ميزان نمك شكل و اندازه سلولهاي اپيدرمي تغيير يافته و  تعداد روزنه  .شدها پتاسيم در هر دو نوع گياهچه

بررسي . تغييري نشان نداد گياهچه تراريختاين فاكتور در  حالي كهدر  ،يافت افزايش وحشي هايدر گياهچه در واحد سطح
  . شد TRR14ترهالاز و الگوي بيان ژن نيز نشان داد كه تيمار شوري، سبب افزايش بيان ژنهاي 

  ترهالاز، بيان ژن، ، جوانه زني شوري تنش ،،TRR14 :كليدي ه هايواژ

 m.aghdasi@gu.ac.ir: ، پست الكترونيكي 09101062204: نويسنده مسئول، تلفن *

  مقدمه
شوري يكي از عوامل مهم محدودكننده در توليد 

 800نزديك به . كشاورزي و زراعي استمحصولات 
ميليون هكتار از خشكيهاي سطح كره زمين در شرايط 

تنش شوري روي گياهان اثرات . )22( شوري قرار دارند
با شروع و توسعه تنش . گذاردباري را بر جاي مي زيان

هاي اصلي همانند فتوسنتز، شوري در گياه، همه فرآيند
چربيها و توليد انرژي آسيب ساخت پروتئينها، متابوليسم 

گياهان در طي تكامل مكانيسمهاي محافظتي . )9(بينند مي
 به كار خواسته محيطيمختلفي براي غلبه بر شرايط نا

هاي جنبهبسياري از  در پاسخ به تنشهاي محيطي  .اندگرفته
و يك شبكه  گياه در گير شدهفيزيولوژيك و متابوليسم 

گاري گياهان با اين شرايط سيگنالينگ پيچيده براي ساز
در پاسخ به شوري، ژنهاي زيادي تنظيم . )35(يد آپديد مي

شوند كه محصول آنها به طور مستقيم يا غيرمستقيم در مي
ها، در سنتز اسموليت اين ژنها. اين پديده دخالت دارند
ها، سيگنالينگ كلسيم و ساير كانالهاي يوني، گيرنده

بيشتر گياهان  .)17(د نقش دارنسيگنالهاي تنظيمي 
هايي را در پاسخ به تنش خشكي و شوري سنتز و اسموليت
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 نظيرهايي اسموليت توليدبرخي گياهان با  .كنندانباشته مي
 بسياري ازمانيتول، اونونيتول، ترهالوز، بتائين يا فروكتان 

  ).33(كنند تنشهاي محيطي را تحمل مي

مولكول گلوكز با ساكاريدي است كه از دو ترهالوز دي
اين قند در طيف . ساخته شده است 1و  1پيوند آلفا 

وسيعي از موجودات زنده اعم از باكتريها، قارچها، 
پوستان و گياهان وجود دارد و نماتودها، حشرات، سخت

تواند به عنوان منبع كربن و انرژي، مورد استفاده مي
- 6-زپيش ماده اين قند ترهالو. موجودات زنده قرار گيرد

فسفات و - 6-است كه از اتصال گلوكز (T6P)فسفات 
UDP - فسفات سينتاز - 6-گلوكز و با دخالت ترهالوز

(TPS) سپس . مي شود ساختهT6P توسط آنزيم ترهالوز-
 دفسفريله شده و ترهالوز توليد (TPP)فسفات فسفاتاز - 6

در مسير متابوليسم ترهالوز در گياهان، اين قند . مي شود
رهالاز شكسته شده و به دو مولكول گلوكز توسط آنزيم ت

در موجودات زنده ترهالوز ميزان قند ). 11( مي شود تجزيه
بسيار اندك است و تا مدتها تصور بر آن بود كه بسياري از 

ترهالوز در زندگي ). 20(گياهان فاقد اين قند هستند 
كند؛ كه از آن جمله نقشهاي متعدد مهمي را ايفا مي گياهان

تأثير آن بر گلدهي، رشد گياه، مصرف كربن،  توانمي
، 29، 28 ،25 ،24 (مقاومت به تنش و فتوسنتز را نام برد 

مشخص شده است كه قند ترهالوز نقش  اخيراً ).32و  31
تراريخت شدن . مهمي در مقاومت به تنش در گياهان دارد

فسفات سنتاز مخمر  - 6ژن ترهالوز گياه تنباكو با 
(ScTPS1) يا  ر روبيسكووتحت پروموتCaMV 35S 

promotor  سبب افزايش مقاومت آن به تنش خشكي شده
همچنين ثابت شده است كه برگهاي گياهان  .است 

برخوردار  با اين ژن از توازن آبي بهتري شده تراريخت
ديگر تراريخت شدن گياهان با از طرفي . )14و  13( هستند

توليد گياهان مقاوم به سبب سنتاز فسفات  - 6ترهالوز ژن 
ايها و در لپهانواع تنشها مثل خشكي، سرما و شوري در تك

 .)20و  13( ايها شده استدو لپه

TRR14 اسيد آمينه است  139، پروتئين كوچكي به طول
اين پروتئين  .مي شود كد At4g10300كه توسط ژن 

مقاوم  Arabidopsisهاي نخستين بار در غربالگري گياهچه
شد و  شناسايي)  esistanceRehalose Tr(ترهالوز  به قند

 TRR14نقش پروتئين . ناميده شد TRR14 به همين جهت
اما . شناخته نشده است به درستيدر گياه آرابيدوپسيس 

آناليز ژنتيكي و بيان ژن نشان داد كه بيان نتايج حاصل از 
اين سبب مقاومت  Arabidopsisدر گياه  TRR14  ژن بالاي
 اين نتايج نشان داد كه. مي شود قند ترهالوزغلظت به گياه 

در سيگنالينگ قند ترهالوز در گياهان  TRR14 پروتئين
شدن بررسيهاي اوليه نشان داده كه تراريخت. )5( نقش دارد

افزايش مقاومت  بسب TRR14با ژن  Arabidopsis گياه
در اين . اين گياهان به تنشهاي شوري و خشكي شده است

يافته در  رشدتحقيق نشان داده شده كه گياهان تراريخت 
نمك، ميزان كلروفيل مولار ميلي 100حاوي كشت محيط 

a كلروفيل ،b كلروفيل كل، فعاليت آنزيم كاتالاز و ،
حالي در  .)6( پراكسيداز بالاتر از گياهچه هاي وحشي بود

بودند  TRR14هاي جهش يافته كه فاقد بيان ژن گياهچه كه
اين  به علاوه .نداهتر بوددر تنش شوري و خشكي حساس

مي تواند  TRR14دهد كه پروتئين نتايج به وضوح نشان مي
با اثر بر مكانيسمهاي فيزيولوژيكي مهم گياه نظير توليد 

موادغذايي و اي گسترده براي جذب آب و  سيستم ريشه
و بقاء  ميزان كلروفيل مناسب براي حفظ فتوسنتز در

. افزايش ماندگاري گياه در شرايط تنش نقش داشته باشد
 اهانيگدر ترهالوز بالا رفتن ميزان قند  به آنكهبا توجه . )7(

از طرفي و  )13(مي شود  تنشبه سبب افزايش مقاومت 
نقش قند ترهالوز در سيگنالينگ  TRR14 نيپروتئچون 
 ندر مقاوم نمود يبه نوع TRR14رسد كه يبه نظر م دارد
، از تحقيق حاضرهدف  .نقش داشته باشد تنشبه  اهانيگ

گياه  مولكوليو  ييولوژيكزهاي فيويژگيمقايسه برخي 
در مقايسه با گياه وحشي  TRR14تراريخت آرابيدوپسيس 

       .در تنش شوري است
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 مواد و روشها

  در اين آزمايش از بذر گياه: گياه رشد و كشتشرايط 
Arabidopsis thaliana  رقم كلمبيا صفر(Col-0)   و گياه

بذرها ). 6( استفاده شدTRR14   (T17)شده با ژنتراريخت 
اتانل و  درصد 70دقيقه در محلول  10ابتدا به مدت 

آب ژاول ضد عفوني   درصد 20دقيقه در محلول  10سپس
با آب مقطر استريل شستشو  بار 5مرحله در آخرين شده و 

 (موراشيگ و اسكوگ ها در محيطسپس بذر. داده شدند
(MS  مولار ميلي 150، 100، 75، 0حاوي غلظتهاي مختلف

بذر و  50-40در هر پتري . )23(كلرور سديم كشت شدند
به منظور استريفيكاسيون،  .تكرار انجام شد 5هر تيمار با 

درجه سانتي گراد  4روز در دماي  3- 2بذرها به مدت 
درجه  24± 2ي دمانگهداري شده و بعد به اتاق كشت با 

 8/ ساعت روشنايي 16(تحت شرايط روز بلند  سانتي گراد
ميكرومول فوتون بر  150نور  شدتو ) ساعت تاريكي

، روز از كشت 16 بعد از .داده شدند انتقالمترمربع بر ثانيه 
  . سرعت جوانه زني بذرها مورد بررسي قرار گرفت

جهت تعيين شاخص  :ايگيري شاخص روزنهاندازه
يك (برگ اي، تعداد روزنه ها در واحد سطح روزنه

نوري معمولي و  در زير ميكروسكوپ) سانتيمتر مربع
سپس تعداد . شمارش شد (Jena, Germany)نورمارسكي 

ها در واحد سطح روزنه و تعداد كرككل سلول اپيدرم، 
  :شمارش شده و با استفاده از فرمول زير محاسبه شد

  
گيري آنتوسيانين به اندازه :اندازه گيري ميزان آنتوسيانين

 02/0مقدار . )19(انجام شد) 1997(روش ميتا  و همكاران 
ميلي  4گرم بافت تازه گياه در ازت مايع خرد شده و سپس 

اسيد كلريدريك در متانول به آن  درصد 1ليتر محلول 
. ساعت در يخچال قرار داده شد 24افزوده و به مدت 

دور  13000دقيقه در  10محلول حاصل به مدت 

جذب نور در فاز رويي با استفاده از روش . سانتريفيوژ شد
نانومتر  757و  530ي موجهااسپكتروفتومتري در طول 

ير ميزان نسبي خوانده شد و با استفاده از فرمول ز
  :آنتوسيانين تعيين شد

A= A550- (0.25 A657)  
A =ميزان نسبي آنتوسيانين  

A530 وA657  ي موجهابه ترتيب جذب نور نمونه در طول
  .نانومتر است 657و  530

بر مبناي ميزان گلوكز  : ترهالاز گيري فعاليت آنزيماندازه
آزاد شده در واحد زمان با استفاده از روش 

بر اساس تلفيقي از دو روش پرادو و  اسپكتروفتومتري 
 انجام شد) 2001(و مولر و همكاران ) 1998(همكاران 

  ياهيگ تازه بافت از گرم 05/0 به اين منظور . )26و 21(
 مولار  ميلي 50 محلولشامل ( استخراج بافر تريل يليم 5 با

محلول  ،pH:6.8با ) MES(مورفولين اتان سولفونيك اسيد 
 1محلول مولار فنيل متيل سولفونيل فلورايد ،  ميلي 1

پلي ونيل  درصد 1محلول  و  X100 تريتون درصد
 2پس از . شد هموژن سرد ينيچ هاون  در) پيروليدون
 ،گراد در دماي صفر درجه سانتيقرارگرفتن ساعت 

 سنجش منظورهب .شد انجامدقيقه  15مدت  بهسانتريفيوژ 
 50بافراز   تريكروليم 700 ابتدا ، ترهالاز ميآنز تيفعال
 100از محلول  تريكروليم 100 همراه هب MESمولار ميلي

 200 آن به و ختهير شيآزما لوله درون ترهالوز مولار يليم
 نييتع جهت سپس. شد اضافه ياهيگ عصاره تريكروليم

 اثر در شده آزاد گلوكز زانيم  سنجش يبرا زمان نيبهتر
 35 ،15 ،0 يزمان بازه 4 درنمونه ها  ترهالاز ميآنز تيفعال
 در .گرفتند قراردرجه سانتي گراد  35 يدما در قهيدق 45 و
 منظور به. شد انتخاب قهيدق 45 و 0 يزمان بازه تينها

 در قهيدق 5 مدت به ها نمونه ترهالاز ميآنز تيفعال توقف
 در. قرار داده شددرجه سانتي گراد  100 با دماي  يمار بن
 كروگرميم اساس بر ترهالاز ميآنز تيفعال زانيم تينها
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 محاسبه قهيدق در اهيگ تر وزن گرم بر شده آزاد گلوكز
  . ديردگ

گرم از ميلي 50مقدار : اندازه گيري ميزان سديم و پتاسيم
ساعت در  5/0هاي خشك آسياب شده به مدت نمونه

 ساعت در دماي 4و سپس  درجه سانتي گراد 300دماي 
پس از سرد . در كوره الكتريكي قرار گرفتنددرجه  550

- ميلي 1شدن به هر كدام از ظروف حاوي خاكستر گياهي، 

سپس حجم . نرمال اضافه شد 6ليتر اسيد كلريدريك 
براي . ليتر رسانده شدميلي 50محلول با آب مقطر به 

گيري ميزان سديم و پتاسيم از دستگاه فليم فلومتر اندازه
هاي در نمونه غلظت يونهاي سديم و پتاسيم. استفاده شد

گرم گياهي با استفاده از منحني استاندارد و بر حسب ميلي
  .در گرم وزن خشك بافت محاسبه شد

- از گياهچه RNAاستخراج : RT-PCRو  RNAاستخراج 

 Russellو  Sambrokطبق روش آرابيدوپسيساي ه
   .)27( صورت گرفت) 2001(

 Prime Script Oneبا استفاده ازكيت  RT-PCRواكنش 

Step RT-PCR (TAKARA BIO  INC Japanese)  انجام
 2ليتر با محتوي ميكرو 25اين واكنش در حجم كلي. شد

 Prime Script ،5/12واحد آنزيم  RNA ،1ميكروگرم 
ميكروليتر از هر  Prime Script ،5/0ميكروليتر بافر آنزيم 
با  PCRدر دستگاه  رفت و برگشتيك از پرايمرهاي 

به مدت درجه  94 برنامه حرارتي واسرشته شدن در دماي
دقيقه براي چرخه اول و براي چرخه دوم به بعد به مدت  2

 30درجه به مدت  60ثانيه، اتصال آغازگرها در دماي  30
دقيقه درجه  1درجه به مدت  72ثانيه و بسط در دماي 

با استفاده از دستگاه الكتروفورز  PCRمحصول . انجام شد
به در پايان ژلهاي . جداسازي شد درصد 2روي ژل آگارز 

  .آمده با اتيديوم برومايد رنگ آميزي شدند دست

رفت و برگشت ژنهاي مورد  هايپرايمر: پرايمر طراحي
 , TRE: gctgcaccacgaaccagtaga)بررسي 

ttcttcgttctccacgttgga)، (TRR14: attgtgagcaactgggatg 

and tagatggggacggtggag)  و (Actin: 

gtagatggggacggtggag and aacttgatcgggatatggagtg) به ّ
و از شركت امينسان تهيه طراحي  Primer 3كمك نرم افزار 

  .گرديدند

تكرار در قالب طرح  4كليه آزمايشات با : آناليز آماري
گيريها آزمايشي كاملاً تصادفي انجام شد و در تمام اندازه

با نرم افزار  هادادهو آناليز  Excelرسم نمودار با نرم افزار 
SAS  محاسبه شدو آزمون دانكن. 

  نتايج
زني صد جوانهبررسي در : زنياثر تيمار شوري بر جوانه

در  (T17)و گياهان تراريخت ) WT(بذر گياه وحشي 
-جوانه نشان داد كه  محيط حاوي غلظتهاي مختلف نمك

و  هاز روز دوم  شروع شدبذور گياهچه هاي وحشي زني 
اما در  .بذرها جوانه زدند درصد 92 تقريباًتا روز هشتم 
مولار نمك جوانه زني از روز دوم ميلي 75محيط حاوي 

رصد از بذرها جوانه د 60شروع شده و تا روز دهم تنها 
 20مولار نمك تنها ميلي 100 غلظتدر  حالي كهدر . زدند

مولار ميلي 150غلظتو در  زدهدرصد از بذرها جوانه 
). الف -شكل ا(زني نبودند بذرها قادر به جوانه اصلاًنمك 

يز نشان ن  گياهان تراريختزني بذور صد جوانهبررسي در
زني از روز دوم شروع شده و تا روز چهارم داد كه جوانه

زني ازطرفي بررسي جوانه. بذرها جوانه زدنددرصد  98
- ميلي 75در محيط كشت حاوي  گياهان تراريختبذرهاي 

زني از روز دوم شروع شده مولار نمك، نشان داد كه جوانه
اما جوانه  .درصد از بذرها جوانه زدند 90و تا روز چهارم 
مولار نمك از ميلي 100ر محيط حاوي د زني اين بذور

درصد بذرها  78روز دوم شروع شده و تا روز دهم تنها 
نيز ميلي مولار 150با افزايش غلظت نمك تا . زدندجوانه 

درصد بذرها قابليت جوانه زني از خود نشان دادند  15تنها 
هاي همچنين اين نتايج نشان داد كه گياهچه). ب- 1شكل (

ميلي مولار نمك ابتدا به رنگ سفيد  100 تنشوحشي در 
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  .در همين محيط قادر به ادامه حيات بودندتراريخت هاي گياهچه امادرآمده و پس از مدتي از بين رفتند؛ 
  

  
حاوي  MSبر روي محيط كشت  TRR14(T17)گياهان تراريخت شده با ژن  )و ب (WT)هاي وحشيگياهچه)زني الفدرصد جوانه -1شكل 

  .روزه 16در طي يك دوره  NaClغلظتهاي مختلف 
  

هاي وحشي و در گياهچه :ميزان آنتوسيانينانداره گيري 
تراريخت در غلظتهاي مختلف نمك، نشان داد كه در 
محيط فاقد نمك بين اين دو نوع گياه تفاوتي از نظر ميزان 

مولار نمك، ميلي 75اما در غلظت . وجود ندارد آنتوسيانين
هاي وحشي بيش از پنج برابر ميزان آنتوسيانين در گياهچه

نيز با تيمار شوري  تراريختهاي گياهچه. افزايش نشان داد
. افزايش دو برابري در ميزان آنتوسيانين خود نشان دادند

 تراريختوحشي و  هاي ميزان آنتوسيانين در گياهچه
ميلي مولار نمك تفاوت  100افته در محيط حاوي يرشد
كشت هاي رشد يافته در محيط داري را با گياهچهمعني

  ).2- شكل(ميلي مولار نمك نشان نداد  75حاوي 

 
بر ميزان آنتوسيانين در  NaClاثر تيمار غلظتهاي مختلف  -2شكل 

و تراريخت شده با ژن   (WT)هاي وحشي گياهچه
TRR17(T17) داده ها، حاصل ميانگين چهار تكرار .  روز 16پس از

  .است

: سديم اندازه گيري سديم، پتاسيم و نسبت پتاسيم به 
فاقد نمك، ميزان سديم  نتايج حاصل نشان داد كه در محيط

  .هاي وحشي و تراريخت با يكديگر برابر استدر گياهچه
هاي وحشي به طور با تيمار شوري ميزان سديم در گياهچه

هاي ؛ اما ميزان سديم در گياهچهيافتافزايش  معني داري
هاي وحشي داري كمتر از گياهچهتراريخت به طور معني

ميزان سديم در گياهچه هاي وحشي و تراريخت . است
ميلي مولار نمك تفاوت  100رشد يافته در محيط حاوي 

  )الف- 3شكل (داري را با يكديگر نشان ندادند معني

نيز نشان داد كه در محيط فاقد  گيري ميزان پتاسيماندازه
هاي وحشي سه برابر بيشتر نمك، ميزان پتاسيم در گياهچه

. محيط است همينهاي تراريخت رشد يافته در از گياهچه
هاي وحشي و با تيمار شوري ميزان پتاسيم در گياهچه

از طرفي ديگر ميزان پتاسيم در . تراريخت كاهش يافت
ميلي  100محيط حاوي  هاي وحشي رشد يافته درگياهچه

در  حالي كهمولار كاهش چشمگيري را نشان داده در 
هاي تراريخت افزايش همين محيط ميزان پتاسيم در گياهچه

  ).ب- 3 شكل(برابري را نشان داد  12

بررسي نسبت پتاسيم به سديم نيز نشان داد كه در محيط 
مولار نمك، اين نسبت ميلي 75فاقد نمك و محيط حاوي 

هاي تراريخت هاي وحشي بالاتر از گياهچههچهدر گيا
ميلي مولار، اين  100است؛  اما با افزايش ميزان نمك تا 
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  ).ج-3شكل (وحشي بوده است هاي هاي تراريخت بالاتر از گياهچهنسبت در گياهچه

 

  
  (WT)هاي وحشي در گياهچه (K/Na)نسبت پتاسيم به سديم ) پتاسيم و  ج) سديم، ب) بر ميزان الف NaClاثر تيمار غلظتهاي مختلف  -3شكل 

  .داده ها، حاصل ميانگين چهار تكرار مي باشد.  روز 16پس از TRR14(T17)و تراريخت شده با ژن 
 

بررسي : هاي سطح برگاثر تيمار شوري بر تعداد روزنه
هاي وحشي و وضعيت سلولهاي اپيدرم برگ گياهچه

اند، نشان رشد يافته فاقد نمكشده كه در محيط تراريخت 
سلولهاي اپيدرمي در . داد شكل سلولها مشابه يكديگر است

گياه وحشي و تراريخت شكل مشخصي نداشته و حاشيه  
بررسيهاي انجام شده نشان ). الف -4شكل (سينوسي دارند 

- مولار نمك، تفاوت معنيميلي 75تيمار صفر و داد كه بين 

داري در شكل و وضعيت سلولهاي اپيدرم و روزنه گياهچه 
هاي وحشي و تراريخت وجود ندارد؛ اما در گياهچه

مولار نمك، ميلي 100وحشي رشد يافته در محيط حاوي 
شكل سلولهاي اپيدرم تغيير يافته و حاشيه سلولها صاف 

در اين شرايط اندازه سلولها نيز  از طرفي ديگر. اندشده
ها نيز از نظر اندازه همچنين روزنه. كوچك شده است

ها در واحد سطح افزايش تر شده اما تعداد روزنهكوچك
ها در واحد سطح تعداد روزنه ).ب-4شكل (يافته است 

، MSيافته بر روي محيط هاي وحشي رشداپيدرم گياهچه
مولار ميلي 100در تيمار  هحالي كاست؛ در  9±3/1رابر با ب

در . افزايش يافته است 20 ±1/2نمك تعداد روزنه به 
فاقد يافته در محيط هاي تراريخت رشدمقابل در گياهچه

باشد كه مي 11±3/1تعداد روزنه در واحد سطح نمك 
ها در واحد سطح داري را با تعدادروزنهتفاوت معني

اين نتايج همچنين . دهدهاي وحشي نشان نميگياهچه
رشد يافته در محيط   T17هاي نشان داد كه در گياهچه

مولار نمك، اندازه سلولها ثابت باقي مانده ميلي 100حاوي 
اند هاي سلولي اندكي تغيير يافته و صاف شدهاما جداره

ها  با تيمار نمك، تعداد در اين گياهچه). ج –4شكل (
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). 8±2/1( ها در واحد سطح اندكي كاهش نشان دادروزنه
دهد كه شاخص نشان مي 1هاي جدول نگاهي به داده

يافته بر اي در دو گياهچه وحشي و تراريخت رشد روزنه
اما با تيمار نمك، اين فاكتور . مشابه است تقريباً MSمحيط 

حالي  هاي وحشي افزايش چشمگيري يافته دردر گياهچه
كاهش اي اندكي هاي ترايخت شاخص روزنهدر گياهچه كه

  ).1جدول (يافته است 

و   (WT)هاي وحشي اي در گياهچهشاخص روزنه -1جدول 
روز رشد بر روي  16پس از   TRR17(T17)تراريخت شده با ژن 

داده ها، .  ميلي مولار نمك 100حاوي  MSو يا محيط  MSمحيط 
  .تكرار است 4حاصل ميانگين 

MS+NaCl  MS  Plant 
31/0  23/0  WT 

19/0  22/0  T17  

  
تصوير ميكروسكوپ نوري معمولي ) الفTRR14(T17)شده با ژن وتراريخت (WT)هاي وحشي آرابيدوپسيس اپيدرم و روزنه برگياهچه -4شكل 

هاي وحشي بر روي تصوير ميكروسكوپ نورمارسكي  از اپيدرم  گياهچه)، ب40با بزرگنمايي  MSهاي وحشي بر روي محيط از اپيدرم گياهچه
بر روي محيط  T17هاي از اپيدرم گياهچه تصوير ميكروسكوپ نورمارسكي) و ج 10مولار نمك با بزرگنمايي ميلي 100حاوي غلظت  MSمحيط 

MS  10مولار نمك با بزرگنمايي ميلي 100حاوي غلظت.  
بررسي ميزان فعاليت آنزيم  :بررسي فعاليت آنزيم ترهالاز

هاي وحشي و تراريخت، نشان داد كه ترهالاز در گياهچه
هاي در محيط فاقد نمك، فعاليت اين آنزيم در گياهچه

هاي وحشي داري بالاتر از گياهچهتراريخت به طور معني
با افزايش غلظت نمك در محيط نتايج نشان داد كه . است

هاي وحشي به طور كشت فعاليت اين آنزيم در گياهچه
اما فعاليت آنزيم ترهالاز در  .يابدميداري افزايش معني

داري را هاي تراريخت با تيمار شوري تغيير معنيگياهچه
 ).5 -شكل( نشان نداد 

بررسي وضعيت الگوي : بررسي الگوي بيان ژن ترهالاز
، نشان داد كه MSيافته در محيط هاي رشدگياهچهبيان ژن 

هاي تراريخت بالاتر از در گياهچه (TRE)بيان ژن ترهالاز 
هاي وحشي است؛ اما با تيمار نمك بيان اين ژن در گياهچه
. هاي وحشي به طور چشمگيري افزايش مي يابدگياهچه

 اندكيتغيير نيز تراريخت  هايگياهچه همچنين در
 -6شكل ( مي شود درالگوي بيان ژن ترهالاز مشاهده

  ).الف

  
 

بر فعاليت آنزيم ترهالاز در  NaClاثر تيمارغلظتهاي مختلف  -5شكل 
  TRR14(T17)و تراريخت شده با ژن   (WT)هاي وحشيگياهچه

  .تكرار مي باشد 4داده ها، حاصل ميانگين .  روز 16پس از 
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) بر الگوي بيان ژن الف NaClاثر تيمارغلظتهاي مختلف  -6شكل 

و تراريخت   (WT)هاي وحشي در گياهچه TRR14) ترهالاز و ب
  .روز 16پس از   TRR14(T17)شده با ژن 

نتايج حاصل از بررسي : TRR14: بررسي الگوي بيان ژن 
هاي وحشي و تراريخت شده در دو گروه گياهچه بيان ژن 

هاي تراريخت ميزان نشان داد كه در گياهچهبا همين ژن، 
هاي وحشي است؛ كه  اين امر بيان اين ژن بالاتر از گياهچه

بررسي الگوي .  گياه استاين  شدني بر تراريخت تأييد
هاي ، نشان داد كه بيان اين ژن در گياهچهTRR14بيان ژن 

وحشي تيمار شده با غلظتهاي مختلف نمك نسبت به 
رشد يافته در محيط فاقد نمك افزايش  هاي وحشيگياهچه

دهد؛ اما در گياهچه هاي رشد يافته در اندكي نشان مي
ميلي مولار نمك ميزان بيان اين ژن  100محيط حاوي 

هاي رشد يافته در محيط كشت فاقد نسبت به گياهچه
هاي در گياهچه. دهدنمك، افزايش بيشتري نشان مي

 نمكظتهاي مختلف غلدر،  TRR14تراريخت نيز بيان ژن 
  ).ب -6 شكل(افزايش يافته است 

  بحث
TRR14  اسيدآمينه  139پروتئين ناشناخته كوچكي به طول

يك عضو  TRR14آناليز فيلوژني آشكار كرد كه . است
.  ژني درآرابيدوپسيس است كوچك و منشعب از خانواده

و در تمام  جاي داشتهدر كلروپلاست  TRR14پروتئين 
همولوگ در  6اين پروتئين داراي  .)6( مي شود بافتها  بيان

گياه آرابيدوبسيس است و پارالوگهاي اين پروتئين در برنج 
اين پروتيين ). 18 و 15(و يونجه نيز شناسايي شده است 

 )10( داراي دومين كيوپين منفرد با ساختار سوم است
گزارشها نشان داده كه پروتئينهاي با ساختار كيوپين مانند 
ژرمين و پروتئين هاي مشابه ژرمين در پاسخ به تنشها نقش 

   ).10و  8(دارند 

شدن گياه نتايج تحقيقات حاضر نشان داد كه تراريخت 
Arabidopsis thaliana  با ژنTRR14 سبب افزايش ،

ها در تنش گياهچهزني و ميزان ماندگاري درصد جوانه
گونه كه پيش از اين نيز نشان داده همان. مي شود شوري

زني و ميزان ماندگاري شد؛ تنش شوري سبب كاهش جوانه
زني تعدادي اثر شوري بر جوانه ).16( مي شود گياهاين در 

از گياهان زراعي نظير گندم و بادام زميني مورد بررسي قرار 
دهد كه با افزايش شوري اين نتايج نشان مي. گرفته است

پيش از اين نيز  ).4و  1(يابد درصد جوانه زني كاهش مي
 TRR14ي انجام شده بر روي گياهان فاقد ژن بررسيها

نشان داده كه اين گياهان قادر به جوانه زني در محيط 
كشت حاوي نمك نبوده و در مقايسه با گياهان وحشي 

اضر نشان نتايج ح). 6(حساسيت بيشتري به نمك دارند 
مي تواند   TRR14داده كه تراريخت شدن گياهان با ژن 

  .سبب افزايش ميزان جوانه زني در محيط حاوي نمك شود

مي  تنش شوري سبب افزايش جذب سديم توسط گياه
كه نتيجه آن افزايش ميزان سديم در دو بخش ) 12( شود

از طرفي شوري سبب كاهش . هوايي و ريشه گياه است
نتايج ).  3( مي شود بخش هوايي و ريشهميزان پتاسيم 

حاضر نيز نشان داده كه تنش شوري سبب افزايش ميزان 
هاي وحشي و تراريخت شده است؛ اما سديم در گياهچه

هاي وحشي به مراتب بالاتر ميزان جذب سديم در گياهچه
نكته مهم و قابل توجه در . از گياهچه تراريخت بوده است

راريخت آن است كه ميزان پتاسيم هاي تارتباط با گياهچه
برابر  3در شريط عاري از تنش،  هاداخلي اين گياهچه

مولار ميلي 75اما با تيمار . كمتر از گياهچه وحشي است
نمك، ميزان پتاسيم در هر دو نوع گياهچه كاهش يافته 

 100هاي تراريخت در تيمار علاوه بر اين، گياهچه. است
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د نسبت پتاسيم به سديم را در انمولار نمك توانستهميلي
نيز نشان داده كه چنانچه گياه  بررسيها. دارندخود بالا نگه 

بتواند در تنش شوري توانايي جذب پتاسيم را نسبت به 
ه مقاومت به تنش بالا نگه دارد قادر ب ) +K+/Na (سديم

  .)34(شوري خواهد بود 

آنتوسيانين هاي تنش بر روي گياهان تجمع يكي از نشانه
نتايج حاضر نيز نشان داد كه گياهچه هاي ).  30(باشد مي

هاي وحشي در تنش شوري تراريخت نسبت به گياهچه
ي بر تأييداند كه ميزان آنتوسيانين كمتري انباشته كرده

مقاومت نسبي گياهان تراريخت نسبت به تنش شوري 
گزارشهاي پيشين نيز نشان داد كه در تيمار شوري  .است

يزان فعاليت آنزيمهاي آنتي اكسيدان در گياهان تراريخت م
هاي وحشي بوده كه نشان دهنده فعال بالاتر از گياهچه

ي آنتي اكسيدان جهت مقابله با تنش شوري سيستمهاشدن 
  ).   7(بوده است 

و اندازه  از جمله اثرات تنش بر گياهان، تغيير تعداد
، نتايج حاضردر . )2(سلولهاي اپيدرمي و روزنه است 

هاي تراريخت استراتژي كاهش تعداد روزنه در گياهچه
اند تا در اين شرايط از به هدر واحد سطح را به كار بسته
وان هوت و همكارن در سال . رفتن آب جلوگيري كنند

 آرابيدوپسيس تراريختدر گياهان ه كاند نشان داده 2013
سطح واحد برگ در  هاي روزنه مقاوم به خشكي، تعداد

شده كه نتيجه آن كاهش كمتر آب كمترتنش در شرايط گياه 
تنش خشكي در هاي تراريخت گياه و مقاومت بهتر گياهچه

  .)32( بوده است

بررسي الگوي بيان ژن نيز نشان داده كه بيان ژن ترهالاز در 
هاي تراريخت بالاتر از گياهچه وحشي است؛ كه گياهچه

اين امر بايد در بررسيهاي آتي مورد بحث بيشتري قرار 
و ترهالاز مشخص  TRR14گيرد تا رابطه بين بيش بياني 

در  TRR14پيش از اين نيز نشان داده شده كه  .شود
سيگنالينگ قند ترهالوز نقش دارد و ممكن است افزايش 

تيمار . ان تراريخت همين امر باشدبيان ترهالاز در گياه

ترهالاز در گياهچه وحشي ژن شوري سبب افزايش بيان 
دار در فعاليت شده است كه به موازات آن افزايش معني

در مقابل تغيير اندكي در . آنزيم ترهالاز نيز ديده مي شود
. ميزان بيان ژن ترهالاز در گياه تراريخت ديده شده است

آنزيم ترهالاز نيز نشان داده كه تنش گيري فعاليت اندازه
داري را در فعاليت اين آنزيم در گياهان شوري تغيير معني

نتايج تحقيقات وان هوت و همكاران . تراريخت ايجاد نكرد
شدن گياه نشان داد كه تراريخت 2013در سال 

Arabidopsis thaliana  با ژن ترهالاز سبب افزايش
اگرچه بايد در . مي شودي ها به تنش خشكمقاومت گياهچه

هوت و همكاران  فعاليت نظر داشت كه در گزارش وان
برابر بالاتر از  100آنزيم ترهالاز در گياهچه هاي تراريخت 

در تحقيق  حالي كهدر ). 32(هاي وحشي بود گياهچه
حاضر ميزان افزايش فعاليت اين آنزيم چندان بالا نبوده 

در اين تحقيق علت  رسد كهبنابراين به نظر نمي. است
مقاومت گياهان تراريخت به تنش شوري ناشي از افزايش 

  . فعاليت آنزيم ترهالاز باشد

نيز نشان داده كه شوري سبب  TRR14بررسي الگوي بيان 
دهنده نقش و همين امر نشان مي شود افزايش بيان اين ژن

 .استArabidopsis در گياه اين ژن در مقاومت به شوري 
ي انجام شده بر روي گياهان جهش بررسيهاپيش از اين نيز 

نشان داده كه اين گياهان در مقايسه  TRR14يافته در ژن 
با گياهان وحشي آرابيدوپسيس نسبت به تنش شوري 

اين نتايج نشان مي دهد كه ). 6(حساسيت بيشتري دارند 
مي تواند سبب   TRR14تراريخت شدن گياهان با ژن 

  .ت آنها به تنش شوري شودافزايش مقاوم

 تراريخت  Arabidopsis رسد كه گياهدر مجموع به نظر مي

با كاهش تعداد روزنه در واحد سطح  TRR14شده با ژن  
با توجه به آنكه در گياه . توانسته با شوري مقابله نمايد

تراريخت ميزان پتاسيم سه برابر كمتر از گياه وحشي مي 
ري در اين زمينه به ويژه بر باشد، بنابراين كارهاي بيشت

روي كانالهاي پتاسيم و يا بيان ژنهاي مرتبط لازم است 
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  .تنش روشن شوددر مقاومت به  TRR14 ژن صورت گيرد تا نقش واقعي
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An investigation on some physiological and molecular 
characterization of TRR14 Re-transformed Arabidopsis plant 

under salt stress 
Aghdasi M. and Moghadam N. 

Biology Dept., Faculty of Science, Golestan University, Gorgan, I.R. of Iran 

Abstract 

TRR14 is a small protein which is located in chloroplast. This protein was first 
identified in screening of trehalose resistant (TRR14) Arabidopsis seedlings. The aim of 
present study was physiological and molecular investigation of TRR14 re-transformed 
(T17) seedlings under salt stress, compared to wild type Arabidopsis seedlings (WT). 
For this purpose, WT and T17 seeds were grown on MS medium complemented with 0, 
75, 100 and 150 mM NaCl. The results showed that under salt stress, the germination 
rate and trehalase activity in T17 seedlings were higher than WT. Meanwhile the results 
showed that anthocyanin level in WT seedlings was higher than T17 under salt stress. 
The Na level was highly increased in WT seedlings under 75 mM NaCl treatment, 
compared to T17 seedlings. The K measurements revealed that the K level in T17 
seedling was 3 times more than WT seedling when grown on MS medium. But K level 
was decreased under 75 mM NaCl treatment in both WT and T17 seedlings. On the 
other hand, by adding NaCl to medium culture, the shape and size of epidermal cells 
were changed in both WT and T17 seedlings. While stomata numbers increased in WT 
leaves under NaCl treatment, it remained unchanged in T17 seedlings. The gene 
expression pattern showed that trehalase and TRR14 expression were increased under 
salt stress.  
Key words: TRR14, Salt stress, Germination rate, Gene expression, trehalase 
 


