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Aeluropus. تنش شوري به عنوان یک خطر جدي براي رشد و نمو گیاهان محسوب می شود

littoralisژنتیکی جهت تجزیه و شود، به عنوان یک مدل که یک هالوفیت تک لپه محسوب می
تولید اتیلن را ،تنش شوري. تحلیل رفتار فیزیولوژیک و مولکولی تحمل به شوري به کار می رود

افزایش نیزسیانید هیدروژن،این افزایش غلظتدر بافتهاي گیاهی افزایش خواهد داد و در نتیجه
-βوCyanase ،Rhodaneseهمچنین مکانیسم پالایش سیانید از طریق سه آنزیم . خواهد یافت

cyanoalanine synthaseمطالعه حاضر به منظور درك پاسخ رشد و نمو سلولهاي . اجرا می شود
گیاهی در شرایط تنش و همچنین بررسی الگوي بیان افتراقی ژن هاي در گیر در بیوسنتز و پالایش 

ختلف شوري و سیانید در پاسخ به غلظت هاي م،سیانید هیدروژن در سوسپانسیون سلولی گیاه فوق
، 60.0، 4/0.0، 2/0.0، 0.0در این مطالعه از آزمایش فاکتوریل با غلظت هاي . پتاسیم انجام گرفت

نتایج حاصل از . استفاده شدNaCl, KCNمیلی مولار 4/120.0و 2/120.0، 120.0، 4/60.0، 2/60.0
وسنتز و پالایش سیانید ژن هاي درگیر در بیqRT-PCRآنالیز وزن خشک سلولی و نیز آنالیز 

هیدروژن نشان داد که اعمال تیمار سیانید پتاسیم در غلظت خاصی از شوري، احتمالا می تواند 
.امکان مدیریت رشد گیاه را در شرایط شوري فراهم کند

هاي کلیديواژه
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مقدمه

تنش هاي محیطی زنده و غیر زنده به طور مؤثري 
Breusegem)تولیدات زراعی را با بحران مواجه می کند et

al. شوري خاك، پیش از به وجود آمدن انسان .(2001
وجود داشته و شاید یکی از دلایل از بین رفتن تمدن 

Jacobson(سومریان باستان باشد and Adams,

روزه نیز شوري خاك به عنوان یکی از مهمترین ام.)1958
عوامل نامساعد و تنش زاي غیر زنده، مطرح است و بر 
تولید و کیفیت محصولات کشاورزي تاثیر نامطلوب دارد

)Boyer, گزارشات اخیر حاکی است که در حدود ).1982
از اراضی کشاورزي جهان به عنوان خاك شور نامیده % 20

,Flowers and Yeo)د شونمی  تنش شوري در . (1995
جدي، اثرات خاصی روي تنشخاك یا آب به عنوان یک 

گیاه در مناطق خشک و نیمه خشک اعمال  رشد و عملکرد
سال 25پتانسیل عملکرد تا با افزایش شدت آنمی کند و

کاهش خواهد % 50تا 2050و در سال % 30آینده بیش از 
ر انتخاب صفات هاي اصلاحی به منظودر برنامه.یافت

هاي مختلف ژنتیک نیاز به درك مطلوب در زمینه
عوامل محیطی .هاي فیزیولوژیک و ژنتیک استمکانیسم

اي، پاسخ به شوري را درگیاهان موجود در شرایط مزرعه
دهند و از انتخاب مستقیم ژنوتیپ هاي تحت تأثیر قرار می

قات در نتیجه اجراي تحقی. کندمتحمل به شوري ممانعت می
اییبیوشیمیهايدرك مکانیزم. مولکولی اجتناب ناپذیر است

یک سیستم با استفاده ازتحمل به شوري کو فیزیولوژی
. می تواند اطلاعات مفیدي در اختیار بگذاردمدل هالوفیتی 

دارا گیاه آلوروپوس به عنوان یک گیاه تک لپه هالوفیت با
به منظورج، با برنیدرصد هومولوژي ژنوم95بیش از بودن

هنوز در متأسفانه. انتقال مقاومت به برنج مورد توجه است
شوري به بهره برداري از پتانسیل مطلوب این گیاه در تحمل 

گیاه مورد نظر در حوزه چرا که،اقدامی صورت نگرفته است
مطالعات در زمینه . کشاورزي چندان شناخته شده نیست
خ به شرایط تنش از تولید اتیلن و نقش آن در گیاه در پاس

به . دیر باز مورد توجه دانشمندان و محققان بوده است
Abeles(طوري که به آن، هورمون تنش اطلاق می شود et

al. 1992; Hall and Smith سیانیددر گیاهان).1995,
به عنوان یک ماده همراه در مسیر بیوسنتز اتیلن هیدروژن

ترکیب ACC Oxidaseدر این واکنش آنزیم . تولید می شود
1-Aminocyclopropane-1-carboxylicacid را به اتیلن و

HCNبر خلاف اتیلن که تقریبا اکثر ).1شکل(تبدیل می کند
مطالعات انجام گرفته بر روي تنش، به نقش این هورمون در 
مقابله با استرس پرداخته است، نقش سیانید هیدروژن به 

تولید اتیلن در گیاه، در عنوان یک محصول جانبی در مسیر 
تنظیمات درون سلولی در واکنش به تنش هاي محیطی، 

این در حالی است که . بندرت مورد توجه قرار گرفته است
پاسخ به سیانید هیدروژن همگام با اتیلن به میزان برابر و در 
). 1شکل(تنشهاي زنده و غیر زنده در گیاه تولید می شود 

وه بر القاي مسیرهاي تنفسیسیانید هیدروژن در گیاه علا
Bogatek)مقاوم به سیانید و پنتوز فسفات در گیاه and

Lewak,1991; Bogatek et al. ، پیش ساز آمینواسید(1999
آسپاراژین و محرك تولید اتیلن در گیاه، در غلظت هاي غیر 

Oracz)می باشدسمی et al. یکدرسیانیدهمچنین .(2008
ACCکنندهکدژنلیتافعفزایشاباعثخوري،پساثر

Synthase-نتیجهدروشده-اتیلنبیوسنتزمسیرکلیديژن
شودمیآرابیدوپسیسگیاهدراتایلنتولیدافزایشباعث

(Pirrung and Brauman,1987; Smith and Arteca, 2000)

این عنصر به ظاهر سمی و خطرناك، در بنابراین تولید. 
دفاعی عاملرد نبوده و به عنوان یک پاسخ به استرس بی مو

همچنین بررسی . در برابر تنش در گیاه نقش ایفا می کند
تغییرات بیان ژن هاي عامل بیوسنتز و پالایش سیانید 
هیدروژن در واکنش به اثرات متقابل استرس شوري و 
سیانید در گیاه، به عنوان یک خلاء بزرگ در مطلالعات 

در این . شاهده می شودپیشین روي سیانید هیدروژن م
مطالعه به بررسی الگوي رشد سلولی گیاه هالوفیت 

Aeluropus littoralis ،در واکنش به تنش هاي شوري
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سیانید پتاسیم و اثرات متقابل این دو تنش پرداخته و به نقش 
سیانید هیدروژن به عنوان پاسخ گیاه در واکنش به تنش 

تغییرات بیان شوري پرداخته می شود، همچنین به بررسی
، ACC Oxidaseو AdoMet Synthaseژن هاي کد کننده 

آنزیم هاي کلیدي درگیر در تولید سیانید هیدروژن و نیز ژن 
و Cyanase ،β-cyanoalanine Synthaseهاي کد کننده 

Rhodanese ، آنزیم هاي درگیر در پالایش و سم زدایی
با Aeluropus littoralisسیانید هیدروژن در گیاه هالوفیت 

.می پردازیمqRT-PCRاستفاده از 

اتیلن و : چرخه یانگ و آنزیم هاي درگیر در این مسیر-1شکل
سیانید هیدروژن به عنوان فراورده هاي جانبی این چرخه 

.سنتز می شوندACC Synthaseتوسط آنزیم 
Figure 1. Yang cycle and Ethylene Biosynthesis
pathway in plants

هاروشومواد
تهیه ماده گیاهی

در این آزمایش از سوسپانسیون سلولی گیاه هالوفیت
Aeluropus littoralisبه . به عنوان ماده گیاهی استفاده شد

. از بانک ژن کرج  تهیه گردیدA. littoralisاین منظور بذور 
درصد ، جهت 5/2هیپوکلرید سدیم بذور پس از استریل با

میلی گرم 4غلظت . لوس زایی مورد استفاده قرار گرفتندکا
به عنوان ترکیب BAPمیلی گرم بر لیتر 2وD-2,4بر لیتر 

هورمونی جهت کالوس زایی در محیط کشت جامد مورد 
کالوسهاي ترد و شکننده به محیط سپس . استفاده قرار گرفت

کشت مایع انتقال داده شد و پس از چند بار واکشت و 
وردن سوسپانسیون حاوي سلولهاي منفرد و جدا از بدست آ

4غلظت . هم، تیماردهی در تکرارهاي معین انجام گرفت
به kinetinمیلی گرم بر لیتر 2/0و D-2,4میلی گرم بر لیتر 

عنوان ترکیب بهینه هورمونی در سوسپانسیون سلولی مورد 
سوسپانسیون سلولی در شیکر انکوباتور . استفاده قرار گرفت

.درجه نگهداري شدند25ر دماي د

و سیانیدNaClتیمار 

، 120، 90، 60، 30، 0تیمار شوري با غلظت هاي 
حاوي سلول ml100میلی مولار در ارلن هاي 180و 150

تکرار اعمال شد و با اندازه گیري وزن 3هاي یکنواخت با 
خشک سلولی، منحنی رشد سلولی در شرایط شوري بدست 

معرضدرهاسلولکهزمانیمدته بدین صورت ک. آمد
تاثیرارزیابیمنظوربهوبودروز20گرفتندقرارشوريتیمار

ازیکبارروز2هرهاسلولرشدبرشوريمختلفتیمارهاي
وشدبردارينمونهلیترمیلی5/1میزانبههاارلنازیکهر
سلولیرشدمنحنیها،سلولخشکوزنگیرياندازهبا

قراراستفادهموردآماريآنالیزدروشدرسمتیماررهبراي
محركهايغلظترشد،منحنیاینازاستفادهبا.گرفت

شاهدينمونهبامقایسهدرسلولیرشديکنندهمهارورشد
، 0همچنین تیمار سیانید پتاسیم در غلظت هاي .آمدبدست
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هاي میلی مولار در ارلن 6/1و 8/0، 4/0، 2/0، 1/0، 05/0
تکرار اعمال شد و با اندازه 3حاوي سلول هاي یکنواخت با 

گیري وزن خشک سلولی به شیوه اي که در رابطه با شوري 
بیان شد، منحنی رشد سلولی در این حالت نیز بدست آمد و 

درسلولیرشديکنندهمهارورشدمحركهايغلظت
.آمدبدستشاهدينمونهبامقایسه

ي بدست آمده از رشد سلول هاي تحت با بررسی منحنی ها
-و 60، 0تیمار شوري و سیانید پتاسیم، غلظت هاي مناسب 

میلی مولار سیانید 4/0و 2/0، 0میلی مولار شوري و 120
، 0.0مختلفغلظت9پتاسیم انتخاب و تیمار ترکیبی در 

و 2/120.0، 120.0، 4/60.0، 2/60.0، 60.0، 4/0.0، 2/0.0
روز 10پس از . اعمال شدNaCl,KCNر میلی مولا4/120.0

از اعمال تیمار، برداشت نمونه ها صورت گرفت و ماده 
. گیاهی لازم جهت انجام آزمایشات ملکولی فراهم آمد

) روز10پس از (همچنین وزن تر توده سلولی برداشت شده 
.اندازه گیري و ثبت گردید

qRT-PCRر براي واکنش طراحی آغازگ

توالی ژن هاي مورد مطالعه در گیاه بدلیل عدم وجود 
Aeluropus littoralisابتدا آغازگرهاي در بانک ژن ،

، بر اساس PCRاولیگونوکلئوتیدي جهت انجام واکنش 
ي توالی ژنهاي مورد نظر در سایر نواحی حفاظت شده

NCBI BLASTو ClustalWگیاهان مشابه با استفاده از 

با PCRواکنش سپس قطعات ژنی حاصل از . طراحی شد
منتقل و DH5αE.Coliبه باکتري TAاستفاده از وکتور 

پلاسمیدهاي . همسانه سازي قطعات ژنی صورت گرفت
پس از توالی یابی . نوترکیب جهت توالی یابی فرستاده شدند

آغازگرهاي مناسب جهت واکنشقطعات ژنی مورد نظر، 
qRT-PCR نرم افزار با استفاده ازPrimer Express V3.0 و

Primer3 ،صحت آغازگرهاي ). 1جدول(طراحی شد
و نرم افزار آنلاینPrimer Blastطراحی شده با استفاده از 

(Integrated DNA Technologies)IDTتایید شد.

ІDNaseتیمارو RNAاستخراج 

نمونه هاي برداشت شده با استفاده از هاون چینی دو 
ر گردید و در دماي بار اتوکلاو و ازت مایع به خوبی پود

طبق پروتوکل RNAاستخراج سپس . نگهداري شد-80
RNX-Plusنمونه هاي ). 2شکل(انجام گرفتRNA پس از

سنجی شد و مقدار غلظتNanoDropاستخراج، توسط 
2µgتیمار با جهتاز آنІDNase شرکتCinnagen ، مورد

RNAروي DNaseدر انتها صحت اثر. استفاده قرار گرفت

و با بکارگیري آغازگرهاي PCRتخراجی، با استفاده از اس
α.tubulinوجود باند در نمونه. بررسی شدRNA تیمار نشده

.بیانگر آلودگی ژنومی می باشدDNaseبا 

RT-PCRواکنش 

RevertAidTMبا استفاده از کیتcDNAتهیۀ  M-

MuLV شرکتVivantisمقدار غلظت .صورت گرفت
RNA 2مورد استفادهµgبود .

با استفاده از کیت نمونه27استخراج شده از RNA-2شکل
RNX-Plusدرصد1روي ژل آگارز

Figure 2. The Extracted RNAs on Agarose Gel (27
plant samples by RNX-Plus extraction kit)
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Real Timeاطلاعات مربوط به آغازگرهاي هر ژن جهت واکنش -1جدول PCR

Table 1. Used primers in real time PCR

Real Time PCRواکنش 

جهت مقایسه میزان تظاهر ژن هاي درگیر در مسیر بیوسنتز 
براي Real Time PCRو متابولیسم سیانید هیدروژن، آزمون 

انجام ) تکرار3نمونه تیمار شده و از هر کدام 9(نمونه 27
به صورت در این آزمون، کمیت سنجی بیان ژن .گرفت

استفاده از با Real Time PCRآزمون.نسبی انجام گرفت
Bioneerشرکت ) SYBR GREEN(معرف سایبر گرین

دستگاه مورد استفاده، دستگاه ترمال سایکلر .انجام گرفت
Applied Biosystemsساخت شرکت ABI StepOneمدل 

چاهکی 48پلیت میکرودر Real Time PCRو  واکنشبود 
مواد استفاده شده . میکرولیتر انجام شد12و در حجم نهایی 

چرخه هاي دمایی نیز، . می باشد2طبق جدولواکنش،در 
به c95˚واسرشت سازي اولیه در :به شرح زیر انتخاب شدند

چرخه دمایی شامل واسرشت سازي در 45ودقیقه10مدت 
˚c95 دمايدرو تکثیر اتصال پرایمر و ثانیه، 15به مدت
˚c60 انجام گرفتثانیه45به مدت.

.Real time PCRجهت انجام لازممواد-2جدول
Table 2. Composition of Real time PCR reactions

QuantitiesمقدارMaterials مواد
6 µlSYBR GREEN Master Mix(2X)
0.24 µlROX Reference Dye(50x)
1 µlcDNA Tamplate(100 ng/ µl)
0.6 + 0.6 µlPrimers (5 µM each) F/R
3.56 µlDistillated Water
12 µlTotal volume

سیکل به منظور آزمون اختصاصی بودن تکثیر، از 45بعد از 
برنامه آن به شرح زیر می که شدمنحنی دماي ذوب استفاده 

دقیقه و 1به مدت c60˚ثانیه، 15به مدت c95˚ابتدا : باشد
تا دماي c60˚در دقیقه از دماي c3/0˚افزایش دما با سرعت 

˚c95 و توقف در دماي˚c95 ثانیه صورت 15به مدت
Oraczمنتشر شده توسط مطابق مقالات.گرفت و 2008

Caldana و α.tubulin ،actin1ار خانه دژن هاي 2007
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actin2 با استفاده از واکنش به عنوان کنترل درونی انتخاب و
q-RT-PCR مورد ) تکرار3تیمار به همراه 9(نمونه 27در

سپس بر اساس مقایسه تغییرات بیان هر . ارزیابی قرار گرفتند
نیز ارزیابی پایداري و Ctیک از این ژن ها با مقایسه میزان 

کنترل دام از آنها، بهترین ژن خانه دار به عنوانکبیان هر 
qRT-PCRسپس آزمون . شناخته شدα.tubulinدرونی، 

، براي α.tubulinبراي کلیه ژن هاي مورد مطالعه و نیز ژن 
جهت اطمینان از عدم آلودگی . هر نمونه انجام گرفت

. ترکیبات به کار رفته در واکنش، از کنترل منفی استفاده شد

qRT-PCRز واکنشآنالی

Real Time PCRکمیت سنجی بیان ژن در آزمون 

بازدهمیزانارزیابیاین در . به صورت نسبی انجام گرفت
PCRمیزانپس از اندازه گیري.داراي اهمیت می باشدCt ،
ژن درگیر در مسیر بیوسنتز و 5(مورد مطالعهژن 6براي 

در ) درونیمتابولیسم سیانید هیدروژن و نیز یک ژن کنترل 
و سیانید، NaClغلظت هاي مختلفدرنمونه تیمار شده 27

LinRegPCRاستفاده از نرم افزار باکارایی پی سی آر 

، Excellتعیین و پس از  محاسبات آماري با استفاده از برنامه 
Pfaffl)محاسبه گردید Pfafflطبق فرمول بیانهر ژن میزان

2001).

بحثوجینتا

و سیانید NaClمزمان تیمار ه
با آنالیز و بررسی منحنی هاي بدست آمده از رشد سلول 
هاي تحت تیمار شوري و سیانید پتاسیم، غلظت هاي 

4/0و 2/0، 0میلی مولار شوري و 120و 60، 0مناسب 
میلی مولار سیانید پتاسیم انتخاب و تیمار همزمان اعمال 

سلول ها در اندازه گیري وزن ترنتایج حاصل از . گشت
.آمده است1ي برداشت در نمودار شمارهمرحله

میانگین وزن تر سلول ها در پاسخ به غلظت هاي - 1نمودار
.مختلف شوري و سیانید پتاسیم

Graph 1. The wet weight means of cells in response
to different concentrations of NaCl and KCN

) پایین(و منحنی ذوب) بالا(PCRرسم منحنی تکثیر -3شکل
Realژنهاي مورد مطالعه در چند تیمار متفاوت، با استفاده از 

Time PCR.
Figure 3. The obtained graphs of qPCR

Quantitative RT-PCRواکنش 

درگیر در مسیر بیوسنتز شبکه ژنیجهت مقایسه میزان تظاهر 
براي Real Time PCRدروژن، آزمون و متابولیسم سیانید هی

نتایج به دست آمده از آنالیز منحنی .گرفتانجام نمونه 27

B
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D
C D

A
B A

B
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ذوب در این مطالعه نشان داد که تکثیر تمام ژنها به صورت 
اختصاصی و فاقد محصولات غیر اختصاصی نظیر پرایمر 

منحنی ذوب ژن هاي مورد مطالعه را در 3شکل.دایمر است
.نشان می دهدتعدادي از تیمارها

میانگین بیان و انحراف معیار برخی ژن هاي درگیر در 
Aeluropusمتابولیسم و پالایش سیانید هیدروژن در گیاه

littoralis در غلظت هاي مختلف سیانید پتاسیم و شوري و
. آورده شده است3جدولاثرات متقابل این دو تیمار در

آماري نتایج حاصل ، آنالیزSASسپس با استفاده از نرم افزار 
از میزان بیان ژن هاي مورد مطالعه در تیمارهاي مختلف، 

نتایج حاصل از تجزیه واریانس و 4جدول. انجام گرفت
به 05/0نتایج حاصل از مقایسه میانگین در سطح 5جدول

.را نشان می دهندLSDشیوه آزمون 

میزان بیان شبکه ژنی درگیر در بیوسنتز و پالایش سیانید 
روژن در غلظت هاي مختلف شوري، سیانید پتاسیم و هید

. برهمکنش هاي متفاوت این دو تیمار، بررسی ومطالعه شد
بررسی و مقایسه میزان تظاهر شبکه ژنی درگیر در بیوسنتز و 

میلی 120و 60، 0پالایش سیانید هیدروژن در غلظت هاي 
میلی مولار سیانید پتاسیم و 4/0و 2/0، 0مولار شوري و 

مچنین افزایش غلظت سیانید پتاسیم در یک غلظت ثابت ه
از شوري و افزایش غلظت شوري در یک غلظت ثابت از 

، میزان بیان ژن 6تا 2نمودارهاي. سیانید پتاسیم انجام گرفت
هاي مورد مطالعه را در غلظت هاي مختلف شوري، سیانید 

. دهدپتاسیم و برهمکنش هاي متفاوت این دو تیمار نشان می
مچنین نمودارهاي مربوط به رشد سوسپانسیون سلولی گیاه ه

آلروپوس لیتورالیس تحت تأثیر تیمارهاي مختلف شوري و 
سیانید پتاسیم و برهمکنش هاي مختلف این دو تیمار، رسم 
و با میزان تظاهر ژن هاي مورد مطالعه تحت این تیمارها 

.مقایسه گشت

انید پتاسیم بر میزان بیان برخی ژنهاي درگیر در متابولیسم و پالایش سیانید هیدروژن در گیاه مقایسه اثرات متقابل شوري و سی-3جدول
Aeluropus littoralis

Table 3. The effect of NaCl and KCN treatments on the expression of some genes in Hydrogen Cyanide
metabolism in Aeluropus littoralis

Abbreviations: AdoMet S.: S-adenosylmethionine synthetase, CAS: β.cyanoalanine synthase,  RHO: Rhodanese, CYN: Cyanase,
ACO: acc oxidase, STDEV: standard deviation
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تجزیه واریانس اثر تیمارهاي مختلف شوري و سیانید، بر روي ژن هاي مورد مطالعه-4جدول
Table 4. Analysis of variance of NaCl and cyanide treatments on the studied Genes

مقایسه میانگین بیان ژن هاي مورد مطالعه در تیمارهاي مختلف شوري و سیانید-5جدول
Table 5. The Expression levels of studied genes in different NaCl and cyanide treatments
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در غلظت هاي AdoMet Synthaseژن کد کنندهمیزان بیان -2نمودار
.مختلف شوري، سیانید پتاسیم و برهمکنش هاي این دو تیمار

Graph 2- The expression level of AdoMet Synthase gene
in different NaCl and KCN treatments

در غلظتهاي ACC Oxidase(ACO)ي میزان بیان ژن کد کننده-3نمودار
.شوري، سیانید پتاسیم و برهمکنش هاي این دو تیمارمختلف

Graph 3- The expression level of ACC Oxidase gene in different
NaCl and KCN treatments

بررسی تاثیر سیانید پتاسیم بر بیان ژن هاي درگیر در پالایش 
سیانید هیدروژن

ال سیانید افزایش غلظت سیانید پتاسیم به تنهایی و بدون اعم
پتاسیم، علاوه بر اینکه تاثیر معنی داري برافزایش بیان ژن هاي 

نمودارهاي (درگیر در حذف سیانید درون سلولی نداشت 
). 1نمودار (، باعث کاهش رشد توده سلولی نیز شد )6و5و4

بر بیان ژن هاي درگیر در پالایش سیانید بررسی تاثیر شوري
هیدروژن

ش غلظت شوري به تنهایی و بدون اعمال نتایج نشان داد افزای
سیانید پتاسیم، تاثیر معنی داري بر  بیان ژن هاي درگیر در پالایش 

) 1نمودار (و همچنین رشد سلولی ) 6و5و4نمودارهاي (سیانید 
این نتایج نشان داد که سلول هاي آلروپوس در طول دوره . ندارد

.رده انداین آزمایش امکان مدیریت شرایط شوري را فراهم ک

بررسی تاثیر برهم کنش سیانید پتاسیم و شوري بر بیان ژن هاي 
درگیر در پالایش سیانید هیدروژن 

غلظت (میلی مولار سیانید پتاسیم 4/0افزایش شوري در غلظت 
,NaClمیلی مولار 4/120.0و 4/60.0و 4/0.0هاي  KCN( تاثیر ،

که تا بیش طوري ). 1نمودار (معنی داري در رشد سلولی داشت 
در این غلظت میزان . امکان افزایش رشد را فراهم نمود% 40از 

.)4نمودار (به طور معنی داري کاهش یافتCASبیان ژن 

، مسئول مستقیم بیوسنتز سیانید ACOبررسی بیان ژن کلیدي 
درون سلولی

میلی مولار سیانید پتاسیم 2/0افزایش شوري در حضور غلظت 
میلی مولار 2/120.0و 2/60.0و 2/0.0غلظت هاي (

NaCl,KCN( منجر به کاهش معنی دار بیان ژن ،ACO - ژن
همچنین ). 3نمودار(شد-کلیدي بیوسنتز سیانید هیدروژن و اتیلن

سلولی تودهرشدمعنی دارافزایشدر این دامنه غلظت، ما شاهد 
با استناد بر آزمایشات صورت گرفته در این .)1نمودار (بودیم 
Siddikee)و نیز با توجه به اثر مهاري اتیلن بر رشد گیاه تحقیق 

et al., در ACOتوان گفت احتمالا کاهش بیان ژن ، می(2011
میلی مولار سیانید خارجی باعث کاهش تولید 2/0حضور غلظت 
شده افزایش رشد به دنبال آن درون سلولی واتیلن و سیانید

رغم اثرات کاهنده یه علدست آمده نشان می دهد کبه نتایج .است
سیانید بر رشد سلول، تیمار سیانید هیچ نقشی در القاي ژن هاي 

این در حالی . درگیر در سمیت زدایی سیانید هیدروژن  ندارد
در یک غلظت به نظر می رسد اعمال سیانید احتمالا است که 

لکولی ودر حضور شوري می تواند در یک هماهنگی ممعین 
.ولی را فراهم کندامکان ارتقاء رشد سل
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.میزان بیان ژن کد کننده -4نمودار Cyanoalanine Synthase (CAS)β در
.غلظت هاي مختلف شوري، سیانید پتاسیم و برهمکنش هاي این دو تیمار

Graph 4- The expression level of β. Cyanoalanine Synthase
(CAS) gene in different NaCl and KCN treatments.

Rhodaneseي میزان بیان ژن کد کننده-5نمودار (RHO) در غلظت هاي

مختلف شوري، سیانید پتاسیم و برهمکنش هاي این دو تیمار
Graph 5- The expression level of Rhodanese (RHO) gene in
different NaCl and KCN treatments.

Cyanaseي کد کنندهمیزان بیان ژن -6نمودار (CYN) در غلظت هاي
مختلف شوري، سیانید پتاسیم و برهمکنش هاي این دو تیمار

Graph 6- The expression level of Cyanase (CYN) gene in
different NaCl and KCN treatments.
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alt stress is a serious problem for plant growth and development. To analyze salt
stress resistance and physiological behavior of plants, the halophyte Aeluropus
littoralis was studied. Salt stress augments ethylene hormone production in plant
tissue and this leads to increased hydrogen cyanide levels. In the other hand, there

is a cyanide purge mechanism involving three enzymes: Cyanase, Rhodanese and β-
cyanoalanine synthase. To study plant cell growth and development under salt stress
conditions, an analysis of differential expression of genes involved in biosynthesis and
purge of cyanide is needed. In this study, Aeluropus littoralis cell suspensions were
subjected to different concentrations of salt and potassium cyanide in the medium.
Factorial analysis of NaCl and KCN in 0, 0/0.2, 0/0.4, 60/0, 60/0.2, 60/0.4, 120/0,
120/0.2 and 120/0.4 mM concentrations were assessed. Our study demonstrated that
KCN treatment significantly reduced production of dry material. The results showed
that, although cyanide has negative effect on cell growth, the cyanide detoxification gene
network was not activated in these conditions. In addition, the interaction between
cyanide and salinity indicated that salt stress in the presence of 0.4 mM KCN increases
cell growth by 40 percent because expression of the CAS gene was reduced enormously.
An increase of salinity in the presence of 0.2 mM KCN, however, reduced expression of
ACO, a key gene in HCN and ethylene production. As intracellular level of HCN
declined, cell growth rose. Thus external treatment of cyanide increases plant dry
material and plant resistance in salt stress conditions.

Aeluropus littoralis, Ethylene,Salt stress, Hydrogen Cyanide, qRT-PCR
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