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A B S T R A C T   
Pod distortion syndrome (PDS) is a particular type of growth in which soybean 
plants remain green long after pod maturation. Green stems even sometimes leaves 
and green petiole impose different problems at harvesting and lead to yield 
reduction. Protein expression profile of PDS soybean cultivar Katul compared with 
non-PDS soybean to investigate the molecular mechanisms of this syndrome. 
Therefore, soybean leaf samples were collected at R6 vegetative stage from the 
field through surway sampling and protein extracted by phosphate buffer method. 
A total of 124 reproducible protein spots were distinguished by 2-dimentional 
electrophoresis through isi-electric focusing in the first and sds-PAGE in the 
second dimentions. Thirty-four spots indicated by induction factor in which 11 
protein spots indicated significant expression changes, statistically. Proteins 
interfering in PDS were classified into metabolism and energy production, protein 
destination and storage, signal transduction, ROS scavenging and detoxification 
categories. Glutamate dehydrogenase, malate dehydrogenase, methionine 
syntetase, stem 31 kDa glycoprotein, 14-3-3-like protein, germin like proteins, 
thiroredoxin and ond one protein with unknown function were identified through 
mass spectrometry in which all the proteins were shown decrease in expression 
change. The finding suggests that the key regulators of PDS in soybean plants are 
14-3-3 and jermin like protein. 
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  چكيده

ها پس از اي از رشد است كه گياهان مدتسويا نوع ويژهبندي عارضه ناهنجاري يا سندروم غلاف
هاي ها و دمبرگبرخي اوقات برگهاي سبز و حتي مانند. ساقهسبز باقي ميهمچنان ها، غلافرسيدگي 
متعددي در زمان برداشت ايجاد كنند و منجر به كاهش عملكرد شوند. به منظور  شكلاتتواند مسبز مي
هاي پروفايل بيان پروتئينمقايسه  ،سويا در رقم كتولبندي سندروم غلاف سازوكار مولكوليبررسي 

به روش  R6 در مرحله رويشي سوياهاي برگ نمونهگرفت. براي اين منظور  انجام لاگياهان سالم و مبت
. الكتروفورز دو نداستخراج شدبافر فسفات  آنها به روش بافت ريشه و پروتئين از مزارع برداشتپيمايشي 

 SDS-PAGEدر بعد اول به روش متمركزسازي بر اساس نقطه ايزوالتريك و در بعد دوم به روش  بعدي
لكه پروتئيني  34پذير شد. فاكتور القا منجر به تشخيص تعداد  پروتئيني تكرارلكه  124منجر به مشاهده 

لكه پروتئيني از نظر آماري تغيير بيان  11، تعداد tبا تغييرات بيان قابل ملاحظه گرديد و با انجام آزمون 
لق به گروه پروتئين هاي دخيل در ناهنجاري غلاف بندي از نظر كاركرد بيولوژيكي متعمعني دار داشتند. 

، مهار انتقال سيگنال ،سازي پروتئينتوليد انرژي، تقسيط و ذخيرهو در متابوليسم  ي دخيلهاپروتئين
در پاسخ به سندروم غلاف بندي، پروتئين هاي گلوتامات  .بودند گونه هاي فعال اكسيژن وسم زدايي

 like-3-3-14اي،ساقه يلو دالتونيك 31گليكوپروتئين متيونين سنتتاز، ت دهيدروژناز، مالا دهيدروژناز،

protein پروتئين شبه جرمين، تيوردوكسين و يك پروتئين ناشناخته  به روش طيف سنجي جرمي ،
بيان  كاهشدهد كه نتايج نشان ميشناسايي و همه آنها كاهش تغييرات بيان نشان دادند. 

يدي به شمار مي هاي كل كننده يماز تنظپروتئين شبه جرمين كه و   like protein-3-3-14هاي پروتئين
   بندي سويا دارند.سندروم غلافدر تظاهر  اساسي رانقش مبتلا  گياهان ريشهدر  روند
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   مقدمه
مـيلادي بـه حـدود هشـت      2025جمعيت جهان تا سـال  

از مرز نه ميليـارد نفـر خواهـد     2050ميليارد نفر و در سال 
اي از ايـن افـزايش جمعيـت در    گذشت كه بخـش عمـده  

بينـي  پيش افتد.كشورهاي فقير و در حال توسعه اتفاق مي
شود سطوح قابل كشـت بـراي محصـولات كشـاورزي     مي

بـه مسـاحت    1960هكتـار در سـال    45/0دنيا از متوسط 
 ـ  2050هكتار براي هر نفر در سال  18/0  دكاهش پيـدا كن

)Alexandratos and Brainsma, 2012( ،ــران . در اي
هاي گياهي با توجه به افزايش جمعيت و نيز مصرف روغن
غذايي مردم در حال افزايش است. همچنـين،  تغيير الگوي 

هـاي حيـواني انتظـار    دليل پرهزينه بودن توليد پـروتئين به
هـاي گيـاهي   رود كمبودها از طريق استفاده از پروتئينمي

تامين شود و با توجه به جايگـاه ارزشـمند سـويا، اهميـت     
تحقيقات روي عوامل موثر بر افزايش توليد سويا در سطح 

  ). 1378مي دهد (احمدي،  كشور را نشان
از  يـك سـاله   دولپه، گياهي ).Glycine max Lسويا (

باشد. جايگاه  روغني مي هاي جزو دانه آسانان پروانه خانواده
ارزشمند اين محصول به دليل روغن زياد و پروتئين فراوان 

درصـد از وزن دانـه را    40و  20ترتيب دانه آن است كه به
غـلاف  د از جملـه سـندروم   گردد. عوامـل متعـد  شامل مي

گردنـد. ايـن   منجر به كـاهش عملكـرد سـويا مـي     1بندي
سندروم با ظهور حـالات مختلفـي از جملـه رشـد علفـي،      

ها، تشكيل و تجمـع  ها و غلافكوتولگي، ريزش شديد گل
هـاي غيـر طبيعـي، كوتـاه شـدن فاصـله       ها و غـلاف گل

ه ها، عدم تشكيل دانه در غلاف و نظـاير آن همـرا  ميانگره
هـاي متفـاوتي از جملـه    فرضيه ).Messina, 2010است (
)؛ Leonard et al., 2011(هــاي آگرونــوميكي فرضــيه
)؛ زيسـتي ماننـد آفـات و    Richard et al., 2004اقليمي (
ــاري ــا (بيم ــوژيكي Giesler et al., 2002ه )؛ فيزيول

)Morrison and Bartlet, 2009; Holshouser, 

) در رابطـه بـا   Leonard et al., 2011) و ژنتيكي (2009
سندروم تظاهر اين سندرم پيشنهاد شده است. به هر حال، 

سوياي سبز در واكنش گياه نسـبت بـه عوامـل مختلـف و     

                                                                             
1. Green Soybean Syndrome 

يابـد.  هاي متفاوت در گياه تظاهر ميتغييرات بيان پروتئين
بنابراين، تحليل پروتئوميكس از راهكارهـاي تعيـين علـل    

تواند باشد. پروتئـوميكس  موثر در پيدايش اين سندروم مي
هـاي  ابزار قدرتمندي براي مطالعه تغييرات بيـان پـروتئين  

هـاي زيسـتي و غيـر زيسـتي و     مختلف در پاسخ به تـنش 
 Xingهاي فيزيولوژيكي و متابوليكي است (تعريف فرايند

et al., 2002  در اين راستا، هدف از انجام اين پـژوهش .(
ها در بافت ن پروتئينتحليل تغييرات مولكولي در سطح بيا

تـا   باشـد ي سوياي داراي ناهنجاري غلاف بندي ميريشه
به امكان سنجي تعيين پروتئين هاي كانديـداي دخيـل در   

ــا شناســايي  شــكل گيــري ايــن عارضــه پرداختــه شــود. ب
هاي پاسخ دهنده و داراي تغييرات بيـان در نتيجـه    پروتئين

پاسخ با اين  اين عارضه، نقش مولكولي  اين پروتئين ها در
  عارضه ژنتيكي مورد بحث قرار مي گيرد.

  
  ها پژوهش بر مروري

پروژه جامعي به مـدت سـه سـال     1366در ايران در سال 
) به منظور بررسي علل ايجـاد ايـن   1368تا  1366زراعي (

سندروم اجرا شد. بر اساس نتايج، تيمارهاي به كار رفته در 
هاي سـويا  در بوتهپروژه نتوانست شرايط مشابه سندروم را 

ها، از به وجود آورد و فقط در نتايج مربوط به بخش بيماري
هاي آلوده سه ويروس اسـتخراج گرديـد كـه احتمـال     بوته
هاي سويا به اين سندروم باشند رفت عامل آلودگي بوتهمي

). تحقيقات در ساير كشور ها نشـان داده  1367(چراغعلي، 
به بيمـاري مرمـوزي   است كه گياهان مبتلا به اين عرضه 

 Morrison andانـد ( بـا دلايــل ناشــناخته مبــتلا شــده 

Bartlet, 2009  .(  
مطالعات نشان داده است كه واريته هاي مختلف سويا در 
تظاهر سندروم سوياي سبز از همـديگر متفـاوت هسـتند و از    

 Jadhav et دلايل تظاهر اين عارضه منشاء ژنتيكـي اسـت   

al., 2013)؛ Leonard et al., 2011   اصـلاح ژنتيكـي .(
سويا و توليد سوياي مقاوم به اين عارضه يكي از محورهـاي  

نژادي و مهندسي ژنتيـك ايـن گيـاه مـي      اصلي تحقيقات به
باشد. دلايل ايجاد اين سندروم به طور دقيق مشخص نشـده  

بايستي دلايـل ايـن ناهنجـاري را مـورد     است و محققان مي
ــد (  ــرار دهن  ;Jadhav et al., 2013توجــه و بررســي ق
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Maurício et al., 2017; Ghayeb Zamharir et al.,. 
). آنچه كه مسلم است سندروم سوياي سبز، از واكنش  2022

گردد و بـه  گياه نسبت به عوامل ژنتيكي و محيطي ناشي مي
هـاي  رسد كه صرفنظر از دلايـل مختلـف، پـروتئين   نظر مي

بررسـي تجزيـه و   يابنـد. بنـابراين،   مختلف در گياه تغيير مـي 
تحليــل پروتئــوم گيــاه بــا ابــزار هــاي پروتئوميــك يكــي از 

هاي درگير در اين سـندروم در  راهكارهاي تشخيص پروتئين
دهد كه تا كنـون  ها نشان مي باشد. بررسيسطح مولكولي مي

در زمينه سندروم سوياي سبز مطالعـات مچنـداني از طريـق    
رهيافـت بـا    تكنولوژي پروتئوميك صورت نگرفته است. ايـن 

هاي درگير در تظاهر سندروم سوياي سبز شناسايي پروتئين
كند تا ساز و كار تحمل به سندروم سوياي سـبز  كمك مي

در سطح مولكولي مورد بررسي قرار گيرد و درك بهتري از 
پاسخ گياه بـه ايـن سـندروم حاصـل شـود. در پاسـخ بـه        

هـا افـزايش يـا كـاهش     هاي مختلف، بيان برخي ژن تنش
هـاي  ها در گياهان به وسـيله تـنش  يابد. تغيير بيان ژنمي

هاي خاص ساختاري، آنزيمـي  مختلف، باعث تغيير پروتئين
و يا ميزان فعاليـت آنهـا در مسـيرهاي متـابوليكي خـاص      

  ).Seki et al., 2003گردد ( مي
) Toorchi et al., 2009تــورچي و همكــاران ( 

با پلي اتـيلن   مكانيسم پاسخ سويا به تنش اسمزي در تيمار
هــاي گليكـول را مـورد بررسـي قـرار دادنـد. تجزيـه لكـه       

 37پروتئينــي ريشــه بــا الكتروفــورز دو بعــدي نشــان داد، 
پروتئين شناسايي شده كه بـا روش تـوالي    415پروتئين از 

يابند، اي پپتيدي تغيير مييابي ادمن و انگشت نگاري توده
ي/دفـاع بودنـد.   هاي مرتبط با بيمارمتعلق به گروه پروتئين

بر اساس نتايج آنها در شرايط تنش اسمزي در مراحل اوليه 
متيل ترانسفراز كه در چـوبي  -او-كوا-رشد ميزان كافنوئيل

شدن نقش دارد به عنوان يك پاسخ سازگاري كاهش ولي 
اس كه در كـاهش   20از آلفا پروتئازوم  Aميزان زير واحد 

افـزايش   هاي ناشي از تـنش اكسايشـي نقـش دارد،   آسيب
 ,.Mohammadi et alيابـد. محمـدي و همكـاران (   مي

هاي سه روزه سويا را تحـت تيمـار تـنش    ) گياهچه2012
درصـد و تركيبـي از آن دو    10خشكي، پلي اتيلن گليكول 

هاي بافـت برگـي،   قرار دادند. پس از اعمال تيمار، پروتئين
هـاي دو  هيپوكوتيل و ريشه استخراج شـد و سـپس در ژل  

لكتروفورز شدند. آنهـا گـزارش كردنـد كـه ريشـه      بعدي، ا
ترين اندام در پاسخ به تنش خشكي است به طوري حساس

درصـد و   10كه در تيمار تنش خشكي، پلي اتيلن گليكول 
نوع پـروتئين بـه    12و  13، 32تركيبي از آن دو به ترتيب 

ــنتز      ــايش س ــن آزم ــدند. در اي ــان ش ــايزي بي ــور متم ط
بوليسـم گيـاه افـزايش يافـت و     هاي مرتبط بـا متا  پروتئين
هـاي  هاي مرتبط با توليـد انـرژي و نيـز پـروتئين    پروتئين

 ,.Alam et alسنتزي كـاهش يافـت. آلـم و همكـاران (    

) تغييرات پروتئوم ريشه سويا كه تحت تنش خشكي 2010
كوتاه مدت قرار داشت را با استفاده از رهيافت پروتئوميـك  

 45دنـد كـه تعـداد    مورد بررسي قرار دادنـد و گـزارش كر  
داري تغيير بيان داشتند. از بـين ايـن   پروتئين به طور معني

پـروتئين بـا اسـتفاده از طيـف      28هـا مشخصـات   پروتئين
 28سنجي جرمي تعيين گرديد به طوري كـه از بـين ايـن    

لكـه   21لكـه پروتئينـي افـزايش و بيـان      5پروتئين، بيان 
ان لكـه  لكـه پروتئينـي نيـز بـه عنـو      2پروتئيني كاهش و 

ــاران    ــدند. كوماتســو و همك ــناخته ش ــد ش ــي جدي پروتئين
)Komatsu et al., 2013  اثر آبسيزيك اسيد در سـوياي (

تحت تنش غرقابي را با رهيافت پروتئوميك مورد تجزيه و 
تحليل قرار دادند. هنگـامي كـه گياهـان سـوياي دو روزه     
غرقاب شدند، محتوي آبسـيزيك اسـيد در ريشـه گياهـان     

يافت. هنگامي كه آبسيزيك اسـيد در مـدت    شاهد كاهش
تيمار غرقاب به گياه اضافه شد نسبت بقـاء در مقايسـه بـا    
سوياهاي غرقاب شده بدون تيمار آبسـيزيك اسـيد بهبـود    

اي از پروتئين هسـته  34يافت. نتايج نشان داد كه فراواني 
اي قبيــل هيســتون داســتيلاز و ريبونوكلئــوپروتئين هســته

غرقابي همـراه بـا كـاربرد آبسـيزيك      در تيمار U2كوچك 
اي پروتئين هسته 35اسيد افزايش يافت. همچنين فراواني 

از جمله ايمپـورتين آلفـا، فـاكتور تغييـر حالـت كرومـاتين،       
ــروتئين ــروتئين  5هــاي انگشــت روي، ترانســداكتين و پ پ

  تقسيم سلولي كاهش يافت.
) تغييـرات  Salavati et al., 2012صلواتي و همكاران (

هاي سوياي بازيابي شده پس از پروتئوميك در ريشه گياهچه
تنش غرقابي را مـورد تجزيـه و تحليـل قـرار دادنـد. تجزيـه       

هاي الكتروفورز دو بعدي تيمار شـاهد و ريشـه   اي ژلمقايسه
هاي سوياي بازيابي شـده پـس از سـه روز غرقـابي،     گياهچه
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پـروتئين   80لكه پروتئيني با بيان متفاوت را از كـل   70تعداد 
هاي بازيـابي  شناسايي شده نشان داد. تعدادي از اين پروتئين

هـا  شده در فرآيندهاي متـابوليكي و ذخيره/تقسـيط پـروتئين   
پروتئين با  70درگير هستند. تجزيه كلاستر مبتني بر پروفايل 

بيان متمايز نشان داد كه سه روز غرقاب و حتي در مدت سـه  
هـا  داري در بيـان پـروتئين   روز پس از غرقابي تغييرات معني

هـاي دو روزه سـويا   دارد. از طرفي، سه روز غرقـاب گياهچـه  
هاي مرتبط با انتقال يون منجر به تنظيم پايين دست پروتئين

هاي درگير در سـازماندهي مجـدد   و تنظيم بالادست پروتئين
ريزي شده سلولي اسكلت سلولي، توسعه سلولي و مرگ برنامه

لكه پروتئيني درگير در تغييـر   7اين، تعداد گردد. علاوه بر مي
ــنتز    ــلولي و س ــواره س ــه   - Sدي ــونين در ريش ــوزين متي آدن

هاي سـوياي بازيـابي شـده پـس از مـدت يـك روز        گياهچه
  غرقاب رديابي شد.

) با استفاده از Nanjo et al., 2013نانجو و همكاران (
هاي مرتبط با تحمل بـه تـنش   روش پروتئوميك، پروتئين

هاي سويا را مطالعه كردند. بـراي ايـن   در گياهچهغرقابي 
هاي سويا طي سه روز تحت تيمار غرقـابي  منظور، گياهچه

قرار گرفتند و سپس از گياهان نمونـه بـرداري و اسـتخراج    
هـاي  ها به گروهپروتئين انجام شد. در اين مطالعه پروتئين

هـاي شـبه   درگير در تغيير ديـواره سـلولي ماننـد پـروتئين    
بسط ديـواره   B1رنده پلي گالاكتوروناز و پروتئين شبه بازدا

سلولي طبقه بندي شدند كه احتمالا در سيستم دفاعي گياه 
هـا نيـز   درگير باشند. همچنين تغييرات پروتئيني در ريشـه 

هاي شـبه زيـر واحـد    مشاهده شد كه از جمله آن پروتئين
2A هاي پروتئين فسفاتاز بودند كه احتمالا در مرگ سلول
وك ريشــه درگيــر هســتند. از طرفــي تجزيــه و تحليــل نــ

هـاي درگيـر در   ها نشان داد كه فراوانـي پـروتئين  پروتئين
سنتز ديواره سلولي از جمله سيناميل الكـل دهيـدروژناز در   

  طي سه روز بعد از غرقاب كاهش يافته است.
  

  مواد و روش ها
  نمونه برداري

اسـتان گلسـتان   گيري مزارع تحت كشت سويا در براي نمونه
مورد بازديد قرار گرفت و از ريشه گياهان سالم و بوتـه هـاي   

بنـدي سـوياي سـبز رقـم كتـول      مبتلا به ناهنجاري غـلاف 

ها سعي بصورت تصادفي نمونه گيري گرديد. در انتخاب نمونه
هاي مـوردنظر تـا حـد امكـان از فاصـله دور از      شد كه نمونه

ونه هـاي متعـددي از   يكديگر قرار نگرفته باشند. همچنين نم
مزارع انتخاب شدند كه براي انجام الكتروفورز دو بعدي نمونه 
تصادفي كافي جهت تكرار دار بـودن آزمـايش وجـود داشـته     

هـاي ريشـه در فلاسـك حـاوي ازت مـايع بـه       باشد. نمونـه 
درجه سـانتيگراد تـا زمـان     - 80آزمايشگاه منتقل و در فريزر 

  استخراج پروتئين نگهداري شدند.
  

  استخراج و تعيين غلظت پروتئين
 بـافر فسـفات   بافت ريشـه از روش  از استخراج پروتئين براي

به اين ترتيـب كـه    ).Komatsu et al., 2007استفاده شد (
ليتر بافر فسفات خنك گرم از بافت ريشه همراه با دو ميلييك

 2هـاي  در هاون خرد گرديد و پس از انتقال نمونه بـه تيـوب  
 4در  دور در دقيقـه 15000دقيقـه بـا    10ليتري به مدت ميلي

جديد منتقل  گراد سانتريفوژ شد. روشناور به تيوبدرجه سانتي
و دوباره عمل سانتريفوژ بـا همـان تنظيمـات قبلـي تكـرار و      

درصـد   10روشناور به تيوب جديد انتقال يافت. در اين مرحله 
يقـه در  دق 30خالص اضـافه گرديـد و    تري كلرواستيك اسيد

يخچال قرار داده شد. پس از آن ورتكس انجام و با تنظيمات 
قبلي سانتريفوژ انجام شد. اين بار روشناور دور ريخته شـده و  

شـو  ميكروليتر الكل اتانول خنك شست 200رسوب حاصله با 
دور در دقيقـه در   15000دقيقـه بـا   2داده و سپس به مـدت  

رسوب پروتئينـي در  گراد سانتريفوژ شد. درجه سانتي 4دماي 
ميكروليتـر  230گرم از نمونه بـا   012/0هاون چيني خشك و 

% 2مـولار اوره،   7بـافر ليـز شـامل    بافر ليز محلـول گرديـد.   
CHAPS  ميلي مولار  60وDDT  3- 10% آمفوليت با 1و 

pH:  .ها از روش برادفورد  گيري غلظت پروتئين براي اندازهبود
  .)Bradford, 1976(استفاده شد 

  
  الكتروفورز دو بعدي

درصـد،   30 براي تهيه ژل بعد اول از اوره، پلي آكريلاميـد 
APS، با هاي آمفولين  pH و 8-5و  10-3 هايNP-40   

سه  طيمقادير مشخص استفاده شد. الكتروفورز بعد اول  اب
 400ولت به مـدت نـيم سـاعت،     200 با ولتاژهاي مرحله

ولت به مدت يك سـاعت   600ساعت و  16ولت به مدت 
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با  SDS-PAGEبه روش الكتروفورز بعد دوم  .اجرا گرديد
و  )%15( استفاده از يك ژل دوقسمتي شامل ژل جداكننده

 قبـل از اجـراي بعـد دوم   ) انجام شد. %5تعيين مسير (ژل 
بـه  هاي بعد اول طي دو مرحله و هر بـار   ، ژل الكتروفورز

و سپس  شدند متعادل سازي  SDS بافر دقيقه در 15مدت 
. به ازاي هـر ژل،  گرفتندقرار  بعد دوم آميد روي ژل آكريل

 افزوده رانش ميكروليتر نشانگر آبي بروموفنول به بافر 200
آمپـر   ميلـي  35. سپس عمليات رانش با جريـان ثابـت   شد

سـاعت تـا رسـيدن     3 حـدود  براي هر ژل و مـدت زمـان  
پـس از   .نشانگر آبي به انتهاي ژل جداكننده برقرار گرديـد 

هــا توســط محلــول اتمــام الكتروفــورز رنــگ آميــزي ژل
رنـگ بـري طـي دو    آميزي آبي كوماسي انجام شـد.   رنگ

ول شـب و در مرحلـه دوم بـه    مرحله در مرحله اول در ط ـ
مدت حداكثر نيم ساعت انجام گرديد تا لكه هاي پروتئيني 

 آشكار شده و براي تصويربرداري آماده شوند. 

  
  ها  شناسايي پروتئين

سـاخت   GS800 دانسـيومتر تصويربرداري از ژل هـا توسـط   
آميـزي آبـي   شركت بيوراد و با انتخاب نوع ژل و روش رنـگ 

افزار انجام شد. توسط نرم Quantity oneافزار كوماسي و نرم
PDQuest همـراه تكرارهـاي آنهـا     هـا بـه  كليه تصاوير ژل

هاي مشترك بين تكرارها برچسب زده فراخوانده شدند و لكه
يابي درصد حجمي نقاط براي تكرارهاي شد. پس از پايان لكه

براي درصد حجمي هر لكـه   tمختلف به دست آمد و آزمون 
هـاي  تيمارها انجام شد. بدين ترتيـب كـه لكـه    پروتئيني بين

دار مشخص شدند و رونـد  پروتئيني داراي تغييرات بيان معني
افزايشي و كاهشي بيان آنها  در اثر سندرم غـلاف بنـدي بـر    

 IF) مشخص شدند. نقاطي كه داراي IF1اساس فاكتور القاء (
طي هاي پروتئيني با افزايش بيـان و نقـا   بودند لكه 2بالاتر از 

هـاي پروتئينـي بـا    داشتند به عنوان لكـه  5/0كمتر از  IFكه 
 .)Hajheidari et al., 2005(كـاهش بيـان معرفـي شـدند     

ــايي  ــروتئين شناس ــا پ ــه روش ه ــان ب ــرات بي  ي داراي تغيي
انسـتيتو  در  MALDI-TOF  ينگـاري جـرم پپتيـد    انگشت

 .صورت گرفت تحقيقات علوم گياهان زراعي ژاپن

                                                                             
1. Induction Factor 

 نتايج و بحث

اي در بعـد اول و رنـگ   اي لولـه ه ـالكتروفورز دوبعدي با ژل
لكـه   124آميزي به روش آبـي كوماسـي منجـر بـه ظهـور      

پروتئيني تكرارپذير شد. تجزيه و تحليل نتايج نشان داد كه از 
داراي  IF لكه بر اساس شاخص 34اين  لكه تكرارپذير، 124

، tباشد كه با انجام آزمـون  تغييرات بيان قابل ملاحظه اي مي
تمـامي   از نظـر آمـاري معنـي دار گرديـد.    لكه پروتئينـي   11
هاي پروتئيني معني دار، كاهش بيان نشان دادند كه ايـن   لكه

هــاي و اطلاعــات لكــه 1كــاهش تغييــرات بيــان در شــكل 
  ارائه شده است. 1پروتئيني مورد شناسايي در جدول 

  

  
هاي پروتئيني داراي نسبي و برچسب لكه موقعيت. 1شكل 

از  DE-2شناسايي شده با استفاده از ر تغييرات بيان معني دا
  : شاهدB: بيمار و Aريشه سويا در شرايط 

Figure 1. The relative positions and tags of 
proteins spots with significant expression changes 
identified using two-dimensional electrophoresis 

from soybean root under A: infected and B: control 

  
لكه پروتئيني داراي تغييـرات بيـان معنـي دار،     11از بين 

در متابوليسم و توليـد   3401و  4801، 8501هاي شماره لكه
در تقسـيط و ذخيـره    6402و  9301هاي شـماره  انرژي، لكه

در انتقــال ســيگنال،   2301ســازي پروتئينــي، لكــه شــماره 
ــه ــماره  لكـ ــاي شـ ــزء  1201و  2203، 3101، 5101هـ جـ
و سم زدايي طبقه بندي شده و  ROSكننده هاي مهار پروتئين

هــاي ناشــناخته جــزء پــروتئين 8302بــالاخره لكــه شــماره 
  محسوب مي شود.
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هاي بندي سويا در تطبيق با پروتئين سندرم غلافپروتئيني داراي تغييرات بيان معني دار در پاسخ به  هاي مشخصات لكه. 1جدول 
  NCBIاي پايگاه داده

Table 1. The charachteristics of proteins spots with significant expression changes in response to pod 
distortion syndrome matching with NCBI protein databank 

 پروتئين همولوگ شماره دسترسي جرم مولكولي (تئوري) - pI جرم مولكولي (آزمايشي) - pI  شماره لكه

8501  6.91 - 43.93  6.47-44.5  Q5F2M9  glutamate dehydrogenase  
8302 6.96 - 30.74 6.8 - 36.1 I1MQN7 uncharacterized protein 
6402 6.48 - 32.53 6.7 - 29.3 p10743 steam 31 KDa glycoprotein 
9301  7.11 - 29.35  6.7 - 29.3  p10743  steam 31 KDa glycoprotein  
3101 5.75 - 21.01 6.01 - 22 BAA74702 germing- Like protein 
1201  5.42-22.69  6.01 - 22  BAA74702  germing- Like protein  
3401 5.79 - 35.28 6.4 - 35.5 O48905 malate dehydrogenase 
2301 5.65 - 30.21 4.75 - 29.1 A0A0B2QJ68 14- 3- 3- Like protein 
4801 6 - 84.92 5.9 - 84.4 AAQ08403 methionine synthase 
5101 6.17-18.72 6.1-17.4 AF442385 thioredoxin 
2201  5.68 - 26.27  6.01 - 22  BAA74702  germing- Like protein  

  
هاي دخيل در متابوليسم و توليد انرژي، لكه از پروتئين

ــزيم  8501شــماره  ــه آن ــوط ب ــدروژناز مرب ــات دهي گلوتام
-اكسـوگلوتارات و ال  2باشد. اين آنزيم واكنش تبديل  مي

كند و بـه عنـوان گيرنـده و دهنـده     گلوتامات را كاتاليز مي
در  ينقـش مهم ـ  يمآنـز  يـن اكند. نيتروژن ايفاي نقش مي

 يزيولوژيكيف يداشته و عملكردها دهي يگنالس يندهايفرآ
 Fontaine etدارد ( يتروژنكربن و ن يسمدر متابول يمهم

al., 2012.(  اين آنزيم تقريبا در تمام موجودات زنده وجود
) زيــرا در ســنتز اوره و  Dubois et al., 2003دارد (

هـا  اي اسـيدهاي آمينـه و كربوهيـدرات   متابوليسم واسـطه 
 Liu et al., 2008; Forde andكنـد (  ايفاي نقـش مـي  

Lea, 2007    كـاهش  ). كاهش بيان اين آنـزيم منجـر بـه
گردد و از اين طريق منجر بـه  تركيبات اسمزي در گياه مي

نقـش  ). Xu and Zhou, 2006گـردد ( حـس تـنش مـي   
سـوگلوتارات  كا -2 يندر تام اين آنزيم ياصل يزيولوژيكيف
 يمآنـز  ينا يانكاهش ب ين،چرخه كربس است. بنابرا يبرا

منجـر بـه    ياسـو  بنـدي غلاف سـندرم مبتلا بـه   ياهاندر گ
و چرخـه كـربس    يسوگلوتارات براكا -2 كاهش محصول

لكه  ).Robinson et al. 1992خواهد شد (كاهش انرژي 
مبـتلا بـه    ياهـان آن در گ يـان كه ب 4801پروتئيني شماره 

 يافـت كـاهش   دار يبه طور معن ـ ياسو بندي غلاف سندرم
مربوط بـه متيـونين سـنتتاز اسـت كـه در سـوخت و سـاز        

نقش دارد و بـراي رشـد و سـلامتي گيـاه      اسيدهاي آمينه
 معمـولا  هـا  پاتوژن). Zhang et al. 2011ضروري است (

ــدهاي ــوژيكيف فرآين ــاث يزيول ــرار  يرمختلــف را تحــت ت ق
 باشـد  يم ـ يسـم متابول فرآينـد  هـا آن ينكه مهمتـر  دهند يم
)Zhang et al., 2011يونينمت ينكاهش پروتئ ين). بنابرا 

ــه  ياهــانســنتتاز در گ  يغــلاف بنــد يناهنجــارمبــتلا ب
ن ياهــاگ يــنا يســماخــتلال در متابول ايجــاد دهنــده نشــان

در پاسـخ بـه    ينپـروتئ  يـن گندم كاهش ا ياه. در گباشد يم
 .)Huang et al., 2006(گزارش شده است  يتنش غرقاب

كه به عنـوان آنـزيم مـالات     3401ميزان بيان لكه شماره 
دهيدروژناز شناسايي شد در گياهان داراي سـندرم غـلاف   

هـاي  بندي سويا كاهش يافت. ايـن آنـزيم يكـي از آنـزيم    
هـاي  باشـد و مـالات يكـي از فـراورده    چرخه كـربس مـي  

گليكوليز است. در گليگوليز، آگزوالوسـتات توسـط مـالات    
از  ينـد فرآ يـن كـه در ا شـود  مالات احيا مي دهيدروژناز به

NADH  و بـه   شـود  يبه عنوان منبع الكترون اسـتفاده م ـ
	NADାتواند در واكوئل مالات حاصل مي .گردد يم يلتبد

ذخيره شود و يا وارد چرخه كربس در ميتوكندري شود و به 
 Wang etوسيله مالات دهيدروژناز به آگزوالواستات شود (

al., 2012 .(واكنش  ينر اكه دNADH گـردد  يم ـ يدتول 
 گيـرد  يمـورد اسـتفاده قـرار م ـ    يتـرات ن يـاي اح يكه بـرا 

)Scheibe, 2004يحاك يدروژنازمالات ده يان). كاهش ب 
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مالات به اگزالواسـتات و بـالعكس اسـت.     يلاز كاهش تبد
ــابرا ــاد ين،بن ــاهاگســوگلوتارات در گ -2 يرمق ــه  ي ــتلا ب مب
 ير. مقـاد يافـت خواهـد   هشكا ياسو بندي غلاف يناهنجار

چرخـه   يـان جر يـزان اگسوگلوتارات و مـالات م  -2  يينپا
عـدم   يـل بـه دل  يجـه، كربس را محدود خواهد كرد و در نت

چرخـه كـربن    يـان بـه اگزوالواسـتات، جر   يكـاف  يدسترس
 يـر موضوع نشان دهنـده عملكـرد غ   ينو ا يابد يكاهش م

كـه  بطـوري   كتول استسوياي چرخه در رقم  ينا يعيطب
 يـاي اح يبـرا  و گـردد  يم ـ يدتول NADHواكنش  ينا در
). Scheibe, 2004( گيـرد  يمورد اسـتفاده قـرار م ـ   يتراتن

 يلاز كـاهش تبـد   يحـاك  يـدروژناز مالات ده يانكاهش ب
 -2 يرمقاد ين،مالات به اگزالواستات و بالعكس است. بنابرا

 ياسو بندي غلاف يمبتلا به ناهنجار ياهسوگلوتارات در گكا
سـوگلوتارات و  كا -2  يينپـا  ير. مقـاد يافتخواهد  هشكا

و در  مي كنـد چرخه كربس را محدود  يانجر يزانمالات م
بـه اگزوالواسـتات،    يكـاف  يعـدم دسترس ـ  يلبه دل يجه،نت
موضـوع نشـان    يـن و ا يابد يچرخه كربن كاهش م يانجر

 سـويا  چرخه در رقم كتـول  ينا يعيطب يردهنده عملكرد غ
 هاي دامنه ير) تاثYin et al., 2009و همكاران ( ين است.
) را بر رشـد  گراد يسانت درجه 22و  10، 4مختلف ( يحرارت
قـرار دادنـد و    يمورد بررس ـ يكپروتئوم يافترا با ره ياسو

 هـاي  ينپـروتئ  ييسرما يمارتتاثير گزارش كردند كه تحت 
از جملــه مــالات  يتوكنــدرياييم هــاي يــتدر متابول يــردرگ
  داشتند. نياب كاهش يدروژنازده

هاي دخيل در تقسيط و ذخيره سازي پروتئيني پروتئين
باشـند كـه مربـوط بـه     مي 6402و  9301هاي شماره لكه

ــوپروتئين  ــاقه   31گليگ ــوني س ــو دالت ــياي كيل ــد.  م باش
هـا كـه   اي رويشـي يـا گليگـوپروتئين   هاي ذخيـره  پروتئين

ــو دالتــوني ســاقه 31گليگــوپروتئين  اي يكــي از ايــن كيل
اي هاي ذخيرهها است، اولين بار به عنوان پروتئينپروتئين

زدايي شده مشـاهده شـد و   برگي در گياهان سوياي غلاف
 .Mason et alباشـد ( داراي دو زير واحد آلفـا و بتـا مـي   

اي، هـاي ذخيـره  ). بر اساس الگوي تجمع پـروتئين 1988
هـاي غـلاف   هـا واكوئـل سـلول   مكان تجمع اين پروتئين

هـاي  ها در پاسخ بـه حـذف انـدام   جمع آنآوندي بوده و ت
هاي ها از طريق آوندزايشي ناشي از بلوكه شدن انتقال آن

) Sӧzen, 2004باشد. يافته ها نشان مـي دهـد (  برگ مي
سـازي  ها نه تنها به عنوان مخـزن ذخيـره  كه اين پروتئين

كننـد بلكـه نقـش    موقت كربن و نيتروژن ايفاي نقش مـي 
هـا در مـدت رشـد و    ري به تـنش مهمي در تغذيه و سازگا

توانـد در تـرميم غشـاء    مـي  توسعه گياه دارند. اين پروتئين
هاي مختلف نقش داشته باشد و در ديده در اثر تنشآسيب

توانند بـه طـور مناسـب    نتيجه اين گونه از ارقام سويا نمي
هـاي مختلـف نشـان دهنـد     پاسخ مناسبي در برابـر تـنش  

)Aghaei et al., 2009ز و همكـاران (  ). افروAfroz et 

al., 2010   هـاي  )، وجود اين نـوع گليكـوپروتئين در انـدام
روزه سـويا را   7هـاي  ريشه، هيپوكوتيـل و بـرگ گياهچـه   

گــزارش كردنــد و بيــان كردنــد كــه وجــود و تجمــع ايــن 
ها اي، نشان دهنده مصرف اين پروتئينهاي ذخيرهپروتئين

براي رشد و نمو است. به عنوان منبع غذايي و توليد انرژي 
اي در كيلـو دالتـوني سـاقه    31كاهش بيان گليگـوپروتئين  

 ,.Yin et alهـاي مختلـف در اثـر تـنش شـوري (     بافـت 

) توسط Komatsu et al., 2010) و تنش غرقاب (2014
  محققين گزارش شده است.
 -3 -3 -14مربـوط بـه    2301لكه پروتئينـي شـماره   

Like protein باشـد.  گنال دخيل مياست و در انتقال سي
هاي فيزيولوژيكي و تنظيمي متعدد اين پروتئين در واكنش

 .Hajduch et alو در پر شدن دانه ايفاي نقش مي كنند (

 H-ATPase) و نقش تنظيمـي مهمـي در فعاليـت    2005
). به طوري Shanko et al., 2003غشاء پلاسمايي دارند (

ر سرتاسـر  كه اين آنزيم در ايجاد شيب غلظـت پـروتئين د  
غشاء نقش دارد و به اين وسـيله انـرژي مـورد نيـاز بـراي      

درون سلولي  pHانتقال ثانويه، تنظيم تورژسانس سلولي و 
در مطالعه نـوري و   )Santos et al., 2016( را تامين كند

 -14) پروتئين Nouri and Komatsu, 2010كوماتسو (

3- 3- Like protein    تحت تنش اسمزي ايجاد شـده بـه
درصد كاهش بيـان داشـته    10سيله پلي اتيلن گليكول تا و

 Like -3 -3 -14است. در گيـاه ذرت نيـز كـاهش بيـان     

protein   در گياهان تحت تنش شوري گزارش شده اسـت
)Zӧrb et al., 2010   از آنجايي كه اين پـروتئين نقـش .(

ها در مدت پـر شـدن دانـه    تنظيمي مهمي دارد و وجود آن
)، احتمال دارد Hajduch et al., 2005باشد (ضروري مي



  9            1404بهار ، 49، پياپي 3، شماره چهاردهمي، سال زراع اهانيگ يفناور ستيزنشريه علمي 

 

اي منجر به عدم كاهش بيان اين پروتئين به طرز ناشناخته
بندي سويا توسعه دانه در گياهان مبتلا به ناهنجاري غلاف

 -3 -3 -14گردد. به طور كلي در اين مطالعه، تغيير بيـان  

Like protein    ممكن است به طرق مختلـف و ناشـناخته
هـــاي ء پلاســـمايي، محـــركغشـــا ATPaseفعاليـــت 
دهي، رشد سلول و غيره را تحت تاثير قرار دهـد و   سيگنال

از اين طريق منجر به ايجاد عارضه ناهنجاري غلاف بندي 
  سويا گردد.  

مربوط  1201و  2202، 3101هاي پروتئيني شماره لكه
هـاي  باشند كه جزو پـروتئين  ميبه پروتئين مشابه جرمين 

ايي طبقه بندي مي شـوند. ايـن   و سم زد ROSمهاركننده 
هاي جوان گندم زني دانه در گياهچهپروتئين در طي جوانه
هاي بالغ در واكنش بـه حملـه پـاتوژن    و همچنين در برگ

هـاي شـبه جـرمين بـه عنـوان      شـوند. پـروتئين  بيان مـي 
اند. برخي هاي مرتبط با ديواره سلولي توصيف شدهپروتئين

عاليـت شـبيه اگسـالات    از اعضاي خانواده شـبه جـرمين ف  
ــي    ــان م ــموتاز نش ــيد ديس ــوپر اكس ــيداز و س ــد اكس دهن

)Gucciardo et al., 2007توليــد .( HଶOଶ  در نتيجــه
ــن    ــاكي از نقــش اي ــموتازي ح ــيد ديس ــت سوپراكس فعالي

ها در استحكام ديواره سـلولي و مقاومـت در برابـر    پروتئين
 ,Lane( هـاي غيـر زيسـتي اسـت    ها و تنشحمله پاتوژن

ــماره  .)1994 ــه ش ــروتئين   5101لك ــه پ ــالامربوط ب احتم
Thioredoxin ــي ــد. م ــي Thioredoxinباش ــزيم آنت ، آن
باشد كه در بهبـود فرآينـدهاي سـلولي نقـش     اكسيدان مي

باشـد. در فرآينـدهاي   دارد و در گياهان حـائز اهميـت مـي   
متعــدد از جملــه متابوليســم چربــي، حمــل و نقــل غشــاء، 

 Colletنقـش دارد (  ATPها و سـنتز  متابوليسم هورمون

and Messens, 2010    اين آنزيم يـك آنتـي اكسـيدان .(

باشد و در گياهان سوياي مي ROSمهم براي از بين بردن 
تحت تنش اسمزي، افزايش بيان اين پـروتئين بـا تحمـل    

  ).Toorchi et al. 2009بالاي سويا به تنش همراه بود (
متعلق به يك پروتئين ناشناخته بـود   8302لكه شماره 

 Methylecgonone reductaseكه تحت عنوان پروتئين 
شناسايي شد كه تحت شرايط ابتلا به عارضـه ناهنجـاري   

بندي سويا در مطالعات فبلـي كـاهش بيـان داشـته     غلاف
  ).Payghamzadeh at al., 2017است (

وي بافـت  بطور خلاصه تجزيه و تحليـل پروتئـوم ر  
لكـه   124ريشه سوياي رقم كتول منجـر بـه شناسـايي    

پروتئيني تكرارپذير با تكنولوژي الكتروفـورز دوبعـدي و   
رنگ آميزي بـا آبـي كوماسـي شـد. از بـين لكـه هـاي        

آميـد   هـاي پلـي آكريـل    پروتئيني مشاهده شده روي ژل
داري از نظر آماري تغيير پروتئين به طور معني 11تعداد 

ــان داشــتند ــروتئينبي ــن پ ــر اســاس عملكــرد  . اي ــا ب ه
هـاي مـرتبط بـا توليـد     بيولوژيك، در پنج گروه پروتئين

سـازي،  هاي مرتبط بـا تقسـيط و ذخيـره   انرژي، پروتئين
هـاي  هاي مرتبط بـا انتقـال سـيگنال، پـروتئين    پروتئين

و پروتئين ناشـناخته طبقـه بنـدي     ROSمرتبط با مهار 
هــا در ســوياي مبــتلا بــه شــدند. تمــامي ايــن پــروتئين

بـه  ناهنجاري غلاف بندي كاهش بيان را نشان دادنـد.  
 like-3-3-14هايبيان پروتئين كاهشكه  نظر مي رسد

protein  هـاي   كننده يماز تنظپروتئين شبه جرمين كه و
نقـش  مبـتلا   گياهـان  ريشهدر  يدي به شمار مي روندكل

    د.بندي سويا دارنسندروم غلافدر تظاهر  اساسي را
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A B S T R A C T   
The induction of androgenesis in cucumber plays a significant role in accelerating breeding 
programs and improving desirable traits by producing doubled haploid plants. In the 
present study, the effects of different genotypes, different heat pretreatments, different 
levels of electric shock, different centrifugation speeds and different magnetic treatments 
on the androgenesis induction in cucumber anther cultures were investigated in 5 separate 
experiments based on completely randomized design with three replications. The results 
showed that the highest percentage of androgenesis induction and embryogenesis was 
related to the beta-alpha genotype. The effect of applying heat pretreatment in liquid 
culture medium on embryogenesis and plant regeneration was significant, so that the 
control treatment in liquid culture medium with an average of 4.36 plants per anther and 
then the 30°C treatment in liquid culture medium with an average of 1.4 plants per anther 
were the best treatments. The liquid medium was also very effective for embryogenesis, 
and a large number of plants were regenerated in this method. 100 V electric shock 
treatment showed the highest percentage of callus formation with 90% and the highest 
average number of embryos per anther with 0.16 embryos. Centrifuge treatment (150 g) 
produced the highest percentage of callus formation (73.33%) and the highest average 
number of embryos per anther (0.2). Magnetic water passage treatment with an average of 
0.2 embryo per anther was more suitable than other magnetic treatments. The results of this 
research can be used in the production of pure cucumber lines in order to produce hybrid 
seeds. 
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 ـيالكتر شوك يمارهايت اعمال با بساك كشت قيطر از اريخ در آندروژنز يساز نهيبه  ،يك
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  چكيده

آندروژنزدر گياه خيار به منظور توليد گياهان هاپلوئيد مضاعف، نقش مهمي در تسريع برنامه هاي بهنـژادي و  ي القا
 ژنوتيپهاي مختلف، پيشتيمارهاي گرمايي مختلف، سطوح مختلـف  اثر حاضر پژوهش در بهبود صفات مطلوب دارد.

آزمايش مجزا در قالب  5به صورت  هاي مختلف مغناطيسي تيمار دور هاي مختلف سانتريفيوژ  و الكتريكي، شوك
 كـه  داد نشـان  نتـايج . گرديدنـد  بررسـي  رخيـا  بسـاك  كشت طرح كاملاً تصادفي با سه تكرار، بر القاء آندروژنز در

در محـيط   گرمـايي  اعمال پيشتيمار اثر. باشد مي آلفا بتا ژنوتيپ به مربوط زايي رويان و آندروژنز القا درصد بيشترين
 ميـانگين  با مايع كشت محيط در شاهد تيمار  كه طوري به گرديد دار معني گياه باززايي و زايي رويان بر كشت مايع

 بـه  گيـاه  4/1ميانگين با مايع كشت محيط در گراد سانتي درجه 30 تيمار آن از پس و بساك هر ازاي به گياه 36/4
 تعـداد  نتيجه در و بود موثر نيز بسيار زايي رويان براي مايع محيط كشت. بودند تيمارها ترين مطلوب بساك هر ازاي

 90 ميـزان  بـا  را زايي كالوس درصد بيشترين الكتريكي شوك ولت 100 تيمار. شد باززايي طريق اين از گياه زيادي
سـانتريفيوژ   g150 دور. داد نشـان  رويـان  16/0 ميـزان  بـا  را بسـاك  هـر  ازاي به رويان ميانگين بالاترين و درصد

ايجـاد    را) 2/0( بسـاك  هـر  ازاي بـه  رويان تعداد ميانگين بالاترين و) درصد 33/73( زايي كالوس درصد بيشترين
 مغناطيسـي  تيمارهـاي  سـاير  بـه  نسبت بساك هر در زايي رويان 2/0 ميانگين با مغناطيسي آب از عبور تيمار. كرد

هاي خالص خيار به منظور توليد بذور هيبريد مورد اسـتفاده   نتايج اين تحقيق مي تواند در توليد لاين .بود تر مناسب
  قرار گيرد.

گروه اصلاح نباتات،  آموخته كارشناسي ارشد دانش .1
هي، دانشكده كشاورزي، دانشگاه مهندسي توليد و ژنتيك گيا

  علي سينا، همدان، ايران. بو
. استاد، گروه مهندسي توليد و ژنتيك گياهي، دانشكده 2

  كشاورزي، دانشگاه بوعلي سينا، همدان، ايران
. دانشيار، گروه مهندسي توليد و ژنتيك گياهي، دانشكده 3

  ينا، همدان، ايران.كشاورزي، دانشگاه بو علي س
گروه علوم باغباني، دانشكده كشاورزي، دانشگاه  ،استاد .4

  بوعلي سينا، همدان، ايران.
  

  نويسنده مسئول:
  محمدرضا عبداللهي

   m.abdollahi@basu.ac.ir :رايانامه

  
 24/07/1403: دريافتريخ تا

  16/01/1404: پذيرش تاريخ
  
  

 استناد به اين مقاله:

شفايي، زهرا؛ عبداللهي، محمدرضا؛ موسوي، سيدسعيد و 
 اريخ در آندروژنز يساز نهيبه ). 1404( ساريخاني، حسن

 شوك يمارهايت اعمال با بساك كشت قيطر از
 يرو يسيمغناط دانيم و وژيفيسانتر  دور  ،يكيالكتر
 يفصلنامه علم ،حاصل يها كالوس و ها بساك
  .13- 30)، 3( 14، فناوري گياهان زراعي زيست
 )10.30473/cb.2025.72510.1984DOI: (  

  

  
  
  

  هاي كليدي واژه
    .الكتريكي شوك سانتريفيوژ، ،خيار ،حرارتي آندروژنز، تيمار



  15            1404بهار ، 49، پياپي 3، شماره هاردهمچي، سال زراع اهانيگ يفناور ستيزنشريه علمي 

 

   مقدمه
ــام  ــا ن  ) گيــاهي.Cucumis sativus L( علمــيخيــار ب

خــانواده  و از دولپــه ،يكســاله، )2x=2n=14(د ديپلوئيــ
سـاقه خزنـده و    يـن گيـاه، علفـي و داراي   ا. است كدوئيان

 خيـار گيـاهي   .پوشيده از خارهـاي نـازك و خشـن اسـت    
 مي باشـد  گلبرگ دگرگشن و گلهاي آن داراي كاسبرگ و

 تـك  از نظر جنسيت بـه صـورت  و با توجه به نوع ژنوتيپ 
ــه، دو ــنس    جنس ــد. ج ــه متفاوتن ــه و دوپاي ــه، تكپاي جنس
Cucumis  مهمتـرين گونـه    گونه داردكـه خيـار   30حدود

خيار با توجـه بـه دارا بـودن    . )2006(حسن دخت،  ميباشد
ت لالارويي از قبيل تنظيم قنـد خـون، رفـع اخـت    خواص دا

، در ...ي عملكرد دستگاه گوارش و دهندهرماتيسمي، بهبود
 اسـت  اي برخوردار ها از جايگاه ويژهه ميو و ها ميان سبزي

 برنامـه  اهداف ترين مهم از يكي ).1991(تونسر و بازتوك، 
 بـراي . اسـت  گياه اين در هيبريد بذور توليد خيار، اصلاحي
 هاپلوييـدي  روش از اسـت  لازم هيبريـد  بذور توليد تسريع
 هزينـه  و وقـت  در جـويي  صـرفه  بر علاوه شود تا استفاده
 عـدم  نيـز  و كشـور  خودكفـايي  باعـث  خالص، لاين توليد

 همكـاران،  و  گردد (سيدهو خارجي كشورهاي به وابستگي
 بـذر  بـه  نسـبت  هيبريـد  بـذر  توليد هزينه چند هر ).2005
 قـدرت  خـاطر  بـه  هيبريد بذور ولي است بيشتر هيبريد غير

 برخـي  برابـر  در مقاومـت  بالاتر، يكنواختي بيشتر، رويشي
 و اهميـت  از مطلوب صفات داشتن نيز و ها بيماري و آفات

 دو تلاقـي  از هيبريد بذور. هستند برخوردار بيشتري كيفيت
 بـه  هيبريـد  گياهـان  ايـن  و آيند مي دست به خالص لاين
 شوند مي توليد رگه دو قدرت يا هتروزيس از استفاده منظور

 يكي خالص لاين به دستيابي ).1998 همكاران، و پرساث(
 جهـت . اسـت  هيبريـد  بـذر  توليد در مراحل ترين اساسي از

 كشت و  بساك كشت روش از توان مي خالص، لاين توليد
 اصـلاح  كلاسـيك  هاي روش در .كرد استفاده  ميكروسپور

 و آميـزي  خويش طريق از خالص لاين به دستيابي نباتات،
 نسـل  هشـت  تـا  شش حدود در متعدد برگشتي هاي تلاقي
 توان مي هاپلوييدي از استفاده با حاليكه در است پذير امكان
.  داد كـاهش  سال يك حداكثر تا ماه شش به را مدت اين

 وجـود  هاپلوييـد  گياهـان  بـه  دستيابي جهت روش چندين
 هـا  روش سـاير  بـه  نسـبت   آنـدروژنز  از استفاده ولي دارد،

 در كـه  هستند قادر ميكروسپورها. است تر عمومي و موثرتر
 بـه  گامتوفيتيـك  مسـير  از اي شيشـه  درون مناسب شرايط
 يـا  رويـان  و داده مسـير  تغييـر  اسـپوروفيتيك  مسير سمت
 گوينـد  مـي  آنـدروژنز  پديـده  اين به كه كنند توليد كالوس

 باززايي و القا فرآيند به حقيقت در ).1998 ، كابوچ و چوپو(
 آنـدروژنز  نـر،  گامتي هاي سلول از استفاده با هاپلوييد گياه
 گياهـان  زيـاد  بسـيار  اهميـت  بـه  توجـه  بـا . شود مي گفته

ــد ــا آن از اســتفاده و  مضــاعف هاپلويي ــه در ه  هــاي برنام
ــلاحي، ــام اص ــه انج ــات از اي مجموع ــتاي در تحقيق  راس
 يكي. است ضروري خيار گياه در هاپلوييد گياه به دستيابي

 گياهـان  و رويـان  تعـداد  مسير، اين در موجود مشكلات از
 در تحقيقـاتي  اسـت  ضروري كه است ناكافي شده باززايي
 در حاضـر  پـژوهش  لذا شود انجام ها آن سازي بهينه زمينه
 اعمـال  بـا  خيـار  گيـاه  بسـاك  كشـت  سـازي  بهينه زمينه

  .شود مي انجام فيزيكي تيمارهاي
  

  پيشينه پژوهش
 بـر  مـوثر  عامـل  تـرين  كليـدي  شـايد  هاپلوييدي، القاي در

ــدروژنز، ــتفاده آن ــه از اس ــب مرحل ــد مناس ــوي و رش  نم
 مرحلـه  ويـژه  ژني محصولات از بسياري. است ميكروسپور
 و شـوند  مـي  حذف سيتوپلاسم از ميوز از قبل اسپوروفيتي،

 تـك  مرحلـه  در سـلول  كـه  شـود  مـي  باعـث  موضوع اين
 كـه  حـالي  در. كنـد  عمـل  آزادانه تمايز لحاظ از اي، هسته
 دانـه  ميتـوز  از بعد معمولا گامتوفيتي، مرحله ويژه هاي ژن

 سيتوپلاسـم  ميتـوز،  تقسيم از بعد. شوند مي رونويسي گرده
 نـر  گامتوفيت نهايت در تا شده، گامتوفيتي اطلاعات داراي

 مرحلـه  ايـن  شـده،  انجام مطالعات اساس بر. شود تشكيل
 وجـود . افتد مي اتفاق گرده دانه ميتوز از بعد ساعت 24 طي

 مراحـل  ايـن  در هـا  تنش از بعضي جمله از عوامل از برخي
 تظـاهر  سـبب  و كرده متوقف را گامتوفيتي برنامه توانند مي
 مسـير  تغييـر  آن نتيجه كه شوند اسپوروفيتي ويژه هاي ژن

 و بوجــواني( اســت اســپوروفيتي بــه گــامتوفيتي از ســلول
 سـلول  مسـير  تغييـر  بـراي  كلي، طور ). به2003 همكاران،

 مــوثر محـرك  يـك  بــه اسـپوروفيتيك  بـه  ازگامتوفيتيـك 
 تـوان  مي ها محرك اين جمله از. است نياز ضروري خارجي

 سـرمايي،  يا گرمايي شوك مانند مختلف تيمارهاي پيش به
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 تـنش  نيتـروژن،  و ساكارز گرسنگي سانتريفيوژ، گاما، اشعه
 تيمار بين، اين در. كرد اشاره كشت محيط بالاي pH يا آب

 القـاء  در را تـاثير  تـرين  بـيش  عالي، گياهان اكثر در دمايي
  ).2014 ، گوسوامي و ميشرا( است داشته زايي رويان

 كشـت  در معمـولا  هاپلوييـد  گياهان توليد هاي سيستم
 شـوند،  مـي  كنتـرل  ژنتيكي عوامل وسيله به گرده و بساك
 موضوع اين بنابراين و دارد قرار والدين ژنوتيپ تاثير تحت
 از كمــي تعــداد و شــده سيســتم محــدوديت ســبب اغلــب
 و برقـت ( نمـود  اصـلاح  طريق اين از توان مي را ها ژنوتيپ
ــداللهي و همكــاران   ).2012 جــونز، ــن خصــوص عب در اي

ژنوتيپ مختلف خيار از كشـورهاي   7)، در آزمايشي 1403(
مختلف را از نظر پاسخ به آندروژنز در كشت بساك با هـم  

ي از دار معنيمقايسه كردند و گزارش نمودند كه تفاوتهاي 
نظر پاسخ به آندروژنز و بيان ژنهاي مخصوص رويان زايي 

ود داشت.  در تحقيق ديگري، اسدي و بين اين ژنوتيپها وج
)، پروتكل هاي مختلف كشـت بسـاك در   2018همكاران (

خيار را در دو ژنوتيپ خيار اصفهاني و بتا آلفا مورد بررسـي  
قرار دادند و گـزارش كردنـد كـه انـدام زايـي فقـط بـراي        

بتا آلفا، با تركيبي از قرار دادن كالوسهاي حاصل از  ژنوتيپ
مايع و تاريكي، و سپس انتقال آنها كشت بساك در محيط 

در تحقيق ديگـري اثـر    به محيط جامد  و نور القاء گرديد.
 و روز 0-10بـراي  گـراد  سانتي درجه 4( دمايي تيمار پيش

  ،IAA(هـا  هورمـون  و)  روز 1 بـراي  گـراد  سانتي درجه 30
IBA،-D2،4 ، NAA، BAP،  KN و TDZ 20 هاي غلظت با، 
 D--ميكرومولار2تركيب و ميكرومولار 5/0 و 1 ،2 ،5 ،10

 محـيط  در ) ميكرومولار 2 و BAP/KN/TDZ 5/0، 1 با 2،4
زايي و باززايي كشـت بسـاك دو رقـم     بر رويان  B5 كشت

-ميكرومـولار  2 تركيـب  و گرفـت  قـرار  بررسي خيار مورد

D2،4 ميكرومولار 1 و BAP  تركيـب  بهتـرين  عنـوان  بـه 
 روز 2 مـدت  به گراد سانتي درجه 4 تيمار پيش هورموني و

معرفـي گرديـد (كومـار و همكـاران،      تيمـار  پـيش  بهترين
ــداللهي  در .)2003 ــي عبـ ــاران و پژوهشـ ) 2016( همكـ
 و)ليتر در گرم 14 و 7 ،5 ،3 صفر،(آگار مختلف هاي غلظت
 كشــت بــر را) برابــر 2 و 5/1 ،1 ،5/0( پرمصــرف عناصــر
 بتاآلفـا، (خيـار  رقم 4 گامتي رويان و كالوس القاي و بساك

 نتـايج . دادند قرار بررسي مورد) كركي و اصفهاني باسمنج،

 هـاي  غلظـت  بـين  داري معني آماري اختلاف كه داد نشان
ــف ــار مختل ــز و آگ ــر ني ــر از پرمصــرف عناص ــزان نظ  مي
 رقـم  4 بسـاك  كشـت  در گامتي زايي رويان و زايي كالوس
 در محـيط  پرمصرف عناصر كردن برابر دو. دارد وجود خيار

 در زا رويان هاي كالوس درصدي 100 افزايش باعث كشت
 يـك  مقـدار  در ارقـام  ساير كه حالي در. شد اصفهاني رقم
. دادنـد  نشـان  را زا رويان هاي كالوس درصد بيشترين برابر،
 آگار حاوي محيط در زا رويان هاي كالوس درصد ترين بيش

 مـورذي  و كومـار  اشـوك  .آمد دست به ليتر بر گرم ميلي 7
 بـا  فروكتـوز  و گلـوكز  مالتوز، ساكارز،( قندهاي اثر) 2004(

ــت ــاي غلظ  ،35/0 ،3/0 ،25/0 ،2/0 ،15/0 ،1/0 ،05/0 ه
 هاي آمينه  اسيد و) جداگانه طور به مولار 5/0 و 45/0 ،4/0
 بـا  سيسـتئين  و اسـپاراژين  آرژنـين،  گلايسين، گلوتامين،(

 نيز و جداگانه طور به مولار ميلي 5 و2 ،1 ،5/0 هاي غلظت
-Dميكرومـولار 2و BAP ميكرومـولار 1 هورموني تركيب با

 از قنـد  بهترين ها نشان داد كه ارزيابي و كردند بررسي 4,2
 و مـولار 25/0  غلظـت  با ساكارز  شده مطالعه قندهاي بين
 بــا اســتفاده مــورد آمينــه اســيدهاي همــه از تركيبــي نيــز

 بهتـرين  رويـان  القاي براي كدام هر از مولار ميلي1غلظت
 عوامـل  هاپلوييدي، القاي فرآيند در .كنند  مي ايجاد را پاسخ

 ژنوتيپ و دهنده گياه فيزيولوژيك شرايط جمله از مختلفي
 تيمارهـاي  پـيش  اعمـال  ميكروسـپور،  مناسـب  مرحله آن،

 فيزيكي عوامل و كشت محيط در موجود تركيبات مختلف،
 است تاثيرگذار بسيار) نور و دما( بافت كشت مدت طول در
 ).2011 كاسول، و فري(

 
  روش شناسي پژوهش

  مواد گياهي
 بـذور  رقـم  چهار شامل پژوهش اين در استفاده مورد ارقام

 و سوپرسـهيل  ارشـيا،  آلفـا،  بتا هاي نام به خيار) F1( هيبريد
 15*15 قطــر بــا هــايي باشــند كــه در گلــدان مــي ماجــد
 1قسمت خـاك زراعـي،    1متر حاوي خاك مناسب ( سانتي

 قسمت كود دامي پوسيده) كشت شدند و 1قسمت ماسه و 
لـوكس (تـأمين    10000رشدي با شدت نور حدود  اتاق در

 شـرايط  بـا  شده توسط پرژكتورهاي مخصوص رشد گيـاه) 
 نـوري  دوره و سلسـيوس  درجه  16 شب و  22 روز دمايي
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دهـي،   هاي زراعـي شـامل آبيـاري، كـود     مراقبت. قرار گرفتند16:8
 هـاي  اين پژوهش درسال رفت.پاشي با روش مناسب انجام گ سم

 سـينا  بوعلي دانشگاه كشاورزي دانشكده در 1399 و1398
  .شد انجام

  
  كشت بساك

 )، بهترين2016در تحقيقات پيشين (عبداللهي و همكاران، 
 تـك  اواخـر  را بسـاك  كشـت  بـراي  مرحله رشـد و نمـو   

 گـل  غنچـه  كه كردند اعلام اي هسته دو اوايل تا اي هسته
 دارد متـر  ميلـي  3-5 حـدود  اي انـدازه  مرحلـه  اين در خيار

ــوپرونوا( ــميكوا و س ــه). 2008 ، ش ــاي غنچ ــن داراي ه  اي
 1شــكل  شــدند. برداشــت مــادري گياهــان از مشخصــات

گلهاي نر با ابعاد مختلف را نشان مي دهد كـه از گياهـان   
مادري خياربرداشت شده انـد. گلهـاي نـر مناسـب كشـت      

ميليمتـر دارنـد    5حـدود   بساك هنوز باز نشده اند و ابعادي
  .)1(شكل 

 دقيقه 5 مدت به ابتدا مناسب برداشت شده هاي غنچه
 يكبـار  آن از پس و شسته) استريل غير( شهري آب توسط

درون يـك   ها غنچه سپس شدند، داده شستشو مقطر آب با
 دمـاي  در روز دو مـدت  به ظرف اين ظرف قرار گرفتند و 

 در سـرمايي  تيمار پيش اعمال منظور به گراد سانتي درجه4
 انجـام  جهـت  روز دو گذشت از پس. نگهداري شد يخچال
 و شـدند  داده قـرار  هودلامينار زير ها غنچه استريل، مراحل

 يك درصد، 70 اتانول حاوي ظرف داخل دقيقه 1 مدت به
 حـاوي  ظـرف  درون دقيقـه  10 مقطراستريل، آب در دقيقه

 سـه   هـا  غنچـه  آن از پـس  و درصـد  5سديم  هيپوكلريت
 اسـتريل  مقطـر  آب بـا  دقيقـه  5 مـدت  بـه  بار هر و مرتبه

 جداسـازي  جهـت  مراحـل  ايـن  از بعد. شدند داده شستشو
 برداشـته  اسـتريل  مقطـر  آب داخـل  از هـا  غنچه ها، بساك

 بافــت بــه كــه نحـوي  هــا بــه بســاك. ) A. 2شدند(شـكل  
 پــرچم ميلــه از نرســد آســيبي بســاك ديــواره ســوماتيكي

 قرار MSكشت  محيط در آرامي به و )B. 2جداسازي(شكل
  ).C. 2شكل(گرفتند و هر سه هفته يك بار واكشت شدند 

  

  
  مختلف هاي اندازه با خيار نر هاي گل .1شكل 

Figure 1. Male cucumber flowers of various sizes 
  

  
A                                                            B                                                           C 

 در شده كشت هاي بساك :Cو  غنچه از شده جدا بساك :Bخيار،  بساك كشت جهت مناسب نر غنچه :A. خيار بساك كشت .2 شكل
  زايي كالوس كشت محيط

Figure 2. Cucumber anther culture. A: Male bud suitable for cucumber anther culture, B: Anther separated from the bud, 
and C: Anthers cultivated in callogenesis culture medium. 
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 اوليـه  آزمايشـات  خيـار  گيـاه  در اينكـه  دليل به نكته:
 و نـوع  مناسب، كشت محيط ها، غنچه مناسب اندازه شامل
 رويـان  و زايـي  كـالوس  جهت مناسب هاي هورمون ميزان
 توسـط  قبـل  از ها، غنچه مناسب دمايي تيمار پيش و زايي

) 1394( عبـداللهي  حميدونـدو  ،)2018( همكاران و اسدي
 پـژوهش  در. اسـت  شـده  گـزارش  ها آن ونتايج شده انجام
 از آزمايشـات  تمـامي  در و بـرده  بهـره  نتـايج  اين از حاضر
 ايـن  بـه . گرديـد  اسـتفاده  شده، گزارش تيمارهاي بهترين
. شـدند  انتخـاب  متـري  ميلـي  3-5 هاي غنچه كه صورت
 تمـامي  در و بـود  MS محـيط  اسـتفاده  مورد كشت محيط

 25/0و BAP هورمـون   ليتـر  بر گرم ميلي 91/0 آزمايشات
 زايـي  كـالوس  جهـت  D2،4-هورمـون   ليتـر  بر گرم ميلي

 جهـت  اسـتفاده  مـورد  محـيط  و )1گرديد (جدول  استفاده
 بـر  گرم ميلي 4 حاوي مايع MS محيط شامل زايي، رويان
). 1بـود (جـدول     BAP ليتر بر گرم ميلي 1/0 و D 2،4-ليتر

 MS محـيط  در ها بساك ابتدا آزمايشات تمامي در همچنين
 25/0 و BAP ليتـر  بـر  گرم ميلي 91/0 حاوي زايي كالوس
 5-6 گذشـت  از پس. شدند كشت D-2،4 ليتر بر گرم ميلي
 مناسـب  هاي اندازه با هايي كالوس ها، بساك كشت از هفته
 القـاي  جهـت  سـپس . آمدنـد  وجود به تيمارها اعمال جهت
 بـر  گـرم  ميلي 4 ميزان با مايع محيط در ها كالوس رويان،

 BAP هورمون ليتر بر گرم ميلي 1/0 و D-2،4 ليترهورمون
 در و) دقيقه در دور 100( شيكر روي بر  هفته سه مدت به

 بـاززايي  جهـت  نهايـت  در .گرفتنـد  قـرار  تـاريكي  شـرايط 
 بـه  زا رويـان  هاي كالوس قبل، مرحله از حاصل هاي رويان
شـدند   منتقـل  BAP  ليتر بر گرم ميلي 3 حاوي MS محيط

گرم در ليتر  30). در تمامي محيط هاي كشت از 1(جدول 
 8ساكاروز استفاده گرديد. براي محيط هاي كشـت جامـد   

گرم در ليتر آگار استفاده شد و اسـيديته همـه محيطهـاي    
 كـه  اسـت  ذكـر  بـه  تنظـيم گرديـد. لازم   8/5كشت روي 

 بـا  رشـد  اتـاق  در ريزنمونـه  حاوي هاي ديش پتري ي همه
  .شدند نگهداري مناسب رطوبت و دما نور، شرايط
  

 و مـادري  ديپلوييـد  گياهـان  سـيتولوژيكي  آناليز
 شـــمارش روش طريـــق از هاپلوييـــد، گياهـــان

  كروموزومي
كروموزوم ها از روش سهرابي و همكاران  ي مشاهده جهت

) با برخي تغييرات استفاده گرديـد. بـدين منظـور از    2021(
متـري   سـانتي  2 تـا  5/1 ( ديپلوييـد  ريشه هـاي گياهـان  

 هـاي  رويـان  از همچنـين  و خيار) زده جوانه بذور حاصل از
 سـاقه  انتهـايي  مريسـتم  از هـا يـا   كـالوس  روي شده القاء

 درون ها نمونه. شد استفاده هاپلوييدي گياهان باززايي شده
 و گرفتنـد  قـرار  يخچـال  درون يـخ  و آب حاوي اي شيشه
 96 اتـانول  حـاوي   Iكارنوي محلول در  ساعت 24 از پس

 بـه  (v/v) 1 بـه  3 نسبت با اسيدگلايسيال استيك درصد و
  .شدند نگهداري  يخچال در روز يك مدت

 يـك  HCl محلـول  در هـا  نمونـه  هيـدروليز  انجام براي
ــولار ــدت در م ــان م ــه 15 زم ــاي در دقيق ــه 60 دم  درج
 توقـف  بـراي . گرفتنـد  قـرار  گـرم  آب حمام در گراد سانتي

 آب با مرتبه سه و خارج گرم آب حمام از ها نمونه هيدروليز
  پـس . شدند داده شستشو) گراد سانتي درجه صفر آب( سرد
 آميزي رنگ جهت صافي، كاغذ با ها نمونه كردن خشك از

 از بعـد  و گرفتنـد  قـرار  درصـد  1 استوكارمن محلول درون
 هـا  كروموزوم مشاهده براي ها نمونه اين هفته، يك گذشت
 بـا  نوري ميكروسكوپ زير در ها كروموزوم و شدند استفاده

  .شدند رويت قابل 100 و 40 بزرگنمايي
  

  هاي كشت حاوي تركيبات هورموني مناسب جهت القاء كالوس و رويان و باززايي گياه در كشت بساك خيار محيط. 1جدول 
Table 1. Culture media containing suitable hormonal compounds for callus and embryo induction and plant regeneration 

in cucumber anther culture 
  هدف كشت بافت

Purpose of tissue culture 
نوع محيط كشت

Culture medium type  
2,4-D  
(mgl-1)  

BAP  
(mgl-1)  

  القاء كالوس
Callus induction

MS Solid  0.25  0.91  

 القاء رويان
Embryo induction  MS Liquid  4  0.1  

 باززايي گياه
Plant regeneration  MS Solid  -  3  
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 بـاززايي  و زايـي  ، رويان كالوس القاي در ژنوتيپ اثر
  خيار بساك كشت در گياه
 بتاآلفـا،  خيـار ) ژنوتيـپ (رقم چهار هاي بساك آزمايش اين در

 تركيب حاوي  MS كشت محيط در سوپرسهيل و ارشيا ماجد،
 هـا  آن هاي بساك سپس .گرديدند كشت شده ذكر  هورموني

 زايي كه در بالا شـرح داده شـد،   كالوس MSكشت  محيط در
 از پـس  روز 4- 5. شـدند  نگهداري رشد اتاق در و گرفتند قرار

 به ها كالوس هفته 5- 6 از پس و شدند متورم ها بساك كشت
 مايع محيط در رويان القاي منظور به و رسيدند مناسبي اندازه

 هفته سه مدت به ،BAP و D2،4-هاي هورمون با شده تكميل
 قـرار  تـاريكي  شـرايط  در و) دقيقـه  در دور 100( شيكر روي

 هـاي  رويان باززايي جهت به هفته سه گذشت از پس. گرفتند
 MS محيط در هفته سه مدت به زا رويان هاي كالوس شده، القا

 باززا هاي رويان نهايت در و. شدند داده قرار سيتوكينن حاوي
 قرار هورمون فاقد MS كشت  محيط در نمو و رشد براي شده

   .گرفتند
  

 روي شـده  اعمال گرمايي پيشتيمارهاي اثر بررسي
گيـاه در   بـاززايي  و زايـي  رويـان  روند بر ها، كالوس

  خيار كشت بساك
 30: شـامل  گرمـايي  مختلـف  تيمارهاي آزمايش اين در

 سلسـيوس  درجـه  35 روز، يك مدت به سلسيوس درجه
 يـك  مـدت  بـه  سلسـيوس  درجه 38 ساعت، 8 مدت به

 كشـت  محـيط  در) شـاهد ( حرارتـي  تيمار بدون ساعت،
 جامد كشت محيط در )شاهد( حرارتي تيمار و بدون مايع
 .گرديدنـد  اعمـال  خيـار  بتاآلفـا  رقم هاي كالوس روي بر

 MS كشـت  محـيط  درون را بتاآلفـا  رقم هاي بساك ابتدا
 زايـي،  كـالوس  جهـت  مناسب هورموني تركيبات با جامد
ها بـه   هفته  كالوس 5- 6پس از گذشت . شدند داده قرار

اندازه مناسب رسيدند و جهت اعمال تيمار حرارتي درون 
انكوباتور قرار گرفتنـد. سـپس بـه محـيط كشـت مـايع       
 منتقل شـدند و روي شـيكر و بـا شـرايط تـاريكي قـرار      

 بـه  زا رويان هاي كالوس هفته سه ازگذشت گرفتند. پس
  يافتند. انتقال باززايي جامد محيط

 بـر  الكتريكـي  شـوك  مختلف تيمارهاي اثر بررسي
  زايي در كشت بساك خيار رويان و زايي كالوس

اـمل  الكتريكـي  شوك مختلف تيمارهاي آزمايش اين در  ،50: ش
اـك  روي بـر  هم شاهد همراه به ولت200 و 150 ،100 اـ  بس  و ه
اـي  كالوس روي بر هم اـك  كشـت  از حاصـل  ه اـ  رقـم  بس  بتاآلف
اـل  مجزا آزمايش دو قالب در پالس صورت به جهـت   .شـدند  اعم

اـي  بسـاك  ها ابتدا بررسي اين تيمار روي بساك اـ  رقـم  ه  از بتاآلف
اـي  ميكروتيوب درون سپس و شدند جدا خيار گل غنچه درون  ه
 ماني زنده براي( ليتر بر گرم 100 ساكارز با مايع MS محيط حاوي

 الكتروپوريشــن دســتگاه توســط و شــدند داده قــرار) هـاـ بســاك
 هـر  و ولـت  200 و 150 ،100 ،50: شامل الكتريكي هاي شوك
اـل  از پس. شد انجام پالس سه صورت به كدام اـي  شـوك  اعم  ه

 خشـك  جهت و خارج ها ميكروتيوب درون از ها بساك الكتريكي،
اـ  بسـاك . شـدند  داده قـرار  استريل صافي كاغذ روي شدن  بـه  ه
نـس  از اسـتفاده  با آرامي اـفي  روي از پ  و شـدند  برداشـته  كاغذص
 جهت و گرفتند قرار جامد MSمحيط حاوي هاي ديش پتري درون

يـط  ايـن  در هفتـه  5- 6. شـدند  منتقل رشد اتاق به نگهداري  مح
 سپس شدند، تبديل بزرگ هايي كالوس به ها بساك و ماندند باقي

 روي و گرفتنـد  قرار مايع MS محيط حاوي ارلن درون ها كالوس
 شـدند  نگهداري هفته سه مدت به 100 دور با و تاريكي در شيكر

 بـه  شـده،  ذكر هورمون ميزان با جامد MS محيط به آن از پس و
اـ    بر روي كالوس اين تيمار. يافتند انتقال ها رويان باززايي منظور ه

اـوت كـه بـه      به همين صورت مورد بررسي قرار گرفت با ايـن تف
  زا استفاده شد. هاي رويان جاي بساك از كالوس

  
 زايـي و  بركـالوس  دور سانتريفيوژ تيمار اثر بررسي
  خيار بساك دركشت زايي رويان
 ،100: شـامل  سـانتريفيوژ  مختلف دورهاي آزمايش در اين

 درجـه  4 دمـاي  با و دقيقه 3 مدت به  600g و 300 ،150
 بـر  تيمارهـا  اعمـال  منظور به. شد گرفته نظر در سلسيوس

 MS محـيط  حـاوي  كـه  هايي ميكروتيوب از ها بساك روي
 در گـرم  ميلـي  100 ساكارز ميزان با و هورمون بدون مايع
 محـيط  اين داخل در ها بساك ابتدا. شد استفاده بودند، ليتر
 دور سـانتريفيوژ،  تيمـار  اعمـال  از پـس  و شـدند  داده قرار

 اتاق در وسپس منتقل زايي كالوس جامد محيط به ها بساك
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 درون بـه  شـده  تشـكيل  هاي كالوس. شدند نگهداري رشد
 سـه  مـدت  بـه  و شدند منتقل مايع MS محيط حاوي ارلن
 در دور 100 شـدت  و تاريكي شرايط با شيكر روي بر هفته
 هـاي  كـالوس  هفتـه  سه گذشت از پس. گرفتند قرار دقيقه
 شـده  تكميل جامد MS محيط به باززايي منظور به زا رويان

  .شدند داده قرار BAP هورمون ليتر بر گرم ميلي 3 ميزان با
  

 و زايـي  كـالوس  بـر  مغناطيسـي  ميدان اثر بررسي
  خيار بساك در كشت  رويان زايي

 هايي كه در محيط كشت مناسب كشت شدند و پتـري  بساك
 ميـدان  معـرض  در و رشد اتاق در ها بساكحاوي  هاي ديش

 استفاده با ديگر تيمارهاي .گرفتند قرار بالا شدت با مغناطيسي
 بـراي  و گرديـد  اعمـال   مغناطيسي مخصوص آب دستگاه از

 قـرار  استفاده  مورد آب اين  MS كشت محيط نمودن درست
 مـدت  به مغناطيسي آب تيمارهاي اعمال منظور بدين. گرفت

 صـورت ) دستگاه از عبور( ساعت صفر و ساعت1 ساعت، 24
 خـارج  هـا  غنچـه  از لامينـار  هـود  زيـر  در ها پذيرفت. بساك

 كشـت  مغناطيسي آب حاوي MS كشت محيط در و گرديدند
 و نوري شرايط با رشد اتاق به ها ديش پتري نهايت در. شدند
 هـاي  كالوس ، هفته 5- 6 از پس. يافتند انتقال مناسب دمايي
 روي و شـدند  منتقـل  مايع MS كشت محيط به شده تشكيل
 جامـد  MS محـيط  به هفته سه گذشت از پس. گرفتند شيكر

  جهت باززايي منتقل شدند.
 

  ها تجزيه و تحليل داده
تكـرار   3تمامي آزمايشات در قالب طرح كاملاً تصادفي بـا  

انجام شدند. هر تكرار شامل يك پتري ديش بود كه در آن 
بساك خيار كشت گرديد. آزمون نرماليته با اسـتفاده از   10

ها با استفاده از  و تجزيه و تحليل داده MINITABنرم افزار 
  انجام شد.  SPSS نرم افزار 

 
  هاي پژوهش يافته

 شـده  القاء هاي رويان و ها كالوس بررسي و مشاهده
  خيار بساك كشت در
گياهان مادري خيـار   گرفته صورت هاي آزمايش تمامي در

) شروع به غنچه دهي كردند و غنچه هاي نـر  A. 3(شكل
 حـاوي  هـاي  ) كه داراي بساكB .3با اندازه مناسب (شكل

 و ميـاني  اي هسـته  تـك  مرحلـه  در كـه  هايي ميكروسپور
شـد. بسـاكهاي    اسـتفاده  نمونه ريز عنوان به بودند انتهايي

 القـاء  جهت MS كشت محيط در جدا شده از اين غنچه ها
 از پـس  روز 5الـي   C .(4 .3شـكل ( شـدند  كالوس كشـت 

ــا بســاك كشــت، ــروع ه ــه ش ــورم ب ــد شــدن مت  و نمودن
 از پـس  هفتـه  5-6 و  افتـاد  اتفـاق  هـا  آن در زايي كالوس
 جهـت  مناسـب  انـدازه  بـا  هايي كالوس به ها بساك كشت،
 روي بـر  تيمارها). D .3شكل( گشتند تبديل تيمارها اعمال

ــالوس ــا ك ــال ه ــدند اعم  جهــت مناســب محــيط در و ش
 روي بـر  هـا  رويـان  تـدريج  بـه . گرفتنـد  قـرار  زايـي  رويان
شدند و تشكيل رويانهاي كروي،  القاء زا رويان هاي كالوس

و همچنين رويانهاي بالغ  )E .3شكل(قلبي و اژدري شكل 
كالوسـهاي   نهايـت  در ) را دادند.F. 3لپه اي شكل (شكل 

 بـاززايي  كشـت  محـيط  بـه  ساختارهاي روياني حاوي اين
مراحل اوليه باززايي در آنهـا مشـاهده شـد     و يافتند انتقال

 هـا  آن از هاپلوييد گياهچه كه طوري ) بهHو  G. 3(شكل 
  ).I. 3شكل( آمد دست به

  
 گيـاه  ريشـه  هـاي  كرومـوزوم  شـمارش  و مشاهده
  خيار در شده القاء هاي رويان و) مادري( ديپلوييد

 از شـده  القـاء  هـاي  رويـان  پلوئيدي سطح تعيين منظور به
 اسكواش روش با سيتولوژيكي مطالعات خيار، بساك كشت
ــر ــوك روي ب ــده گياهــان هــاي ريشــه ن ــادري( دهن  و) م

 كـه  داد نشـان  نتـايج  و شـد  انجـام  شـده  القاء هاي رويان
 كرومـوزوم  2n=2x=14 داراي و ديپلوييـد  مادري گياهان
 شـده  القـاء  هـاي  رويـان  كه، حالي در). A .4شكل( هستند
 كرومــوزوم n=x=7 حــاوي و داشــته هاپلوييــدي ماهيــت

  ).B. 4شكل( باشند مي
  
 كشـت  در زايـي  رويان زايي و كالوس بر ژنوتيپ اثر

  خيار بساك
 مطالعه مختلف صفات بر ژنوتيپ اثر واريانس تجزيه نتايج
 بــين داد نشــان) 2جــدول( خيــار بســاك كشــت در شــده
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 آمـاري  تفـاوت  زايي، كالوس درصد صفت نظر از ها ژنوتيپ
 نظر از ها ژنوتيپ بين. داشت وجود 05/0 سطح در دار معني

 آمـاري  تفـاوت  بسـاك  هـر  ازاي بـه  رويـان  تعـداد  صفت
  .داشت وجود 01/0 سطح در دار معني

  

  
بساك  كشت جهت مناسب هاي غنچه :B ،)ديپلوييد(مادري گياه :Aمراحل باززايي گياه از طريق كشت بساك در خيار .  .3 شكل

كالوس : رويانهاي تشكيل شده روي Eبساك،  روي شده القا كالوس :D القاء كالوس، كشت محيط در شده كشت هاي بساك :C خيار،
مراحل اوليه باززايي  :Hو  Gرويانهاي بالغ شده در مرحله لپه اي،  :F  در مراحل مختلف كروي شكل، قلبي شكل و اژدري شكل،

  : گياهچه هاي باززايي شده در داخل شيشه مربايي.Iرويانها، 
Figure 3. Stages of plant regeneration through anther culture in cucumber. A: Mother plant (diploid), B: Buds 

suitable for cucumber anther culture, C: Anthers cultured in callus induction medium, D: Callus induced on anthers, E: 
Embryos formed on callus at different stages of globular, heart-shaped and torpedo-shaped, F: Mature embryos at the 

cotyledon stage, G and H: Early stages of embryo regeneration, I: Regenerated plantlets inside a jar. 

  

  
A                                                                                     B 

 با مادري گياه ريشه نوك سيتولوژيكي آزمون از آمده دست به ديپلوييد سلول :Aخيار.  در هاپلوييد و ديپلوييد هاي سلول  .4 شكل
 كروموزوم 7 با شده باززا گياه ريشه نوك سيتولوژيكي آزمون از آمده دست به هاپلوييد هاي سلول :Bكروموزوم. 14

Figure 4. Diploid and haploid cells in cucumber. A: Diploid cell obtained from cytological examination of the root tip of 
the mother plant with 14 chromosomes. B: Haploid cells obtained from cytological examination of the root tip of the 

regenerated plant with 7 chromosomes. 
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 بساك خيار تجزيه واريانس اثر ژنوتيپ بر صفات مورد مطالعه در كشت .2 جدول
Table 2. Analysis of variance of genotype effect on studied traits in cucumber anther culture 

 منابع تغيير
Source of variation  

 درجه آزادي
Degree of 
freedom 

  )Mean squares( ميانگين مربعات       

 زايي درصد كالوس
Callogenesis percentage  

 تعداد رويان به ازاي هر بساكميانگين 
Mean number of embryos per anther  

  **Genotype( 3 7.22* 0.02496( ژنوتيپ
  Experimental error( 8 1.11 0.00257( خطاي آزمايشي

  C.V.( )Coefficient of variation(   14.21% 5.95%ضريب تغييرات (
 .and ** indicate significant differences at the 0.05 and 0.01 levels, respectively *                     را نشان مي دهند. 01/0و  05/0در سطح  دار معني* و ** به ترتيب تفاوت 

 
 زايـي  كـالوس  درصـد  بـر  ژنوتيـپ  اثر ميانگين مقايسه

 در زايـي  لوسكـا  درصـد  بـالاترين  كه داد نشان) 5 شكل(
 كمترين. افتاد اتفاق بتاآلفا و ارشيا سوپرسهيل، هاي ژنوتيپ
 66/26 ميزان با ماجد ژنوتيپ به مربوط زايي كالوس درصد
 بتاآلفا ژنوتيپ زايي، رويان جهت ژنوتيپ بهترين .بود درصد

 ژنـوتيپي  و بود) بساك هر ازاي به رويان36/0 ميانگين با(
 بـا  ماجـد  ژنوتيـپ  داشت، را زايي رويان ميزان كمترين كه

  ).6شكل( بود بساك هر ازاي به رويان 03/0ميانگين
 يك را ژنوتيپ محققين صورت گرفته، مطالعات براساس

 انـد  كـرده  معرفـي  خيـار  آنـدروژنز  بـه  پاسـخ  مـوثر در  عامل
 گرفته صورت آزمايشات نتايج ).2016 همكاران، و عبداللهي(

 تاثيرگـذار  آنـدروژنز  به پاسخ بر مادري گياه ژنوتيپ داد نشان
 پاسـخ  نظـر  از ها ژنوتيپ كه شد مشخص آماري نظر از. است
. اند داشته داري معني آماري تفاوت زايي رويان و زايي كالوس به

 پـس  و سوپرسهيل زايي كالوس درصد نظر از ژنوتيپ بهترين
 در اينكه به توجه با البته. بود ارشيا و بتاآلفا هاي ژنوتيپ آن از

 در  اسـت،  برخـوردار  بيشـتري  اهميت از زايي رويان آندروژنز،
 زايـي  رويـان  هـم  و زايـي  كـالوس  نظر از هم كه بتاآلفا نتيجه
 انجـام  بـراي  ژنوتيـپ  بهترين عنوان به بود، مطلوبي ژنوتيپ

 محققين، مشاهدات بر اساس .گرديد انتخاب بعدي آزمايشات
 تشـكيل  درصـد  ، دهنـده  پاسخ هاي بساك درصد بر ژنوتيپ
تـاثير    خيـار  آنـدروژنز  در بساك هر در رويان تعداد و كالوس

 همكـاران،  و كومار ؛2016 همكاران، و عبداللهي( داشته است
 نتـايج  بـا  نتـايج  ايـن  كـه )2007 همكـاران،  و سانگ ؛2003

  .دارد همخواني حاضر آزمايش
  
 بر ها كالوس روي شده اعمال گرمايي پيشتيمارهاي اثر

  خيار گياه در كشت بساك باززايي و زايي رويان روند
 كشـت  نـوع  و حرارتـي  تيمـار  اثـر  واريـانس  تجزيـه  نتايج

 خيــار بســاك كشــت در شــده مطالعــه مختلــف برصــفات
 بـا  كشـت  نوع و حرارتي تيمار بين كه داد نشان) 3جدول(

 تعـداد  ميـانگين  و بسـاك  هر ازاي به رويان تعداد ميانگين
 سـطح  در آمـاري  دار معنـي  تفـاوت  هربساك ازاي به گياه
  .دارد وجود 001/0

 هـر  ازاي بـه  رويان تعداد بيشترين كه داد نشان نتايج
 بـا  مـايع  كشـت  محـيط  در شـاهد  تيمـار  به مربوط بساك

 بـا  رويـان  تعداد ميزان كمترين و بود رويان 46/6 ميانگين
 جامـد  كشـت  محـيط  در و شاهد تيمار در 233/0 ميانگين
  ).7شكل( شد مشاهده
 هـر  ازاي بـه  گيـاه  تعـداد  بيشترين 8 شكل به توجه با
 بـا  مـايع  كشـت  محـيط  در شـاهد  تيمـار  به مربوط بساك

 گـراد  سانتي درجه 30 تيمار در آن از پس و 36/4 ميانگين
 4/1 ميـانگين  با مايع كشت محيط ودر ساعت 24 مدت به

  .گرديد مشاهده بساك هر ازاي به گياه
 هستند هايي تنش جمله از سرمايي و گرمايي هاي تنش

ــه ــدتا ك ــه عم ــور ب ــاي منظ ــير الق ــپوروفيتي مس  در اس
 همكاران، و پناهي شريعت( شوند مي استفاده ميكروسپورها

 سـلولي  اسـكلت  بازآرايي بر نيز گرمايي تيمار تاثير). 2006
ــپورها ــزارش ميكروس ــده گ ــت ش ـــه از. اس ـــيش جمل  پ
ـــاي ــداول تيماره ــؤثر و مت ــر م ــدار ب ــالوس مق ــي ك  و زاي

 باشــد  مــي  گرمــايي  و سـرمايي  تيمـار  پيش زايي، رويان
ــو( ــاران، و  تووراي ـــنش). 2001 همك ـــايي ت ــراي گرم  ب

ــزش ــان انگي ــي روي  در بســاك درون ميكروســپورهاي زاي
 شـده  اســتفاده  كدوييان تيـره جملـه از گياهان از بسياري
 اثـر  حاضـر  آزمـايش  در). 2011 همكـاران،  و ژانـگ (است

 بـه  گراد سانتي درجه 30: شامل گرمايي مختلف تيمارهاي
 و سـاعت  8 مـدت  به گراد سانتي درجه 35 روز، يك مدت

 شـاهد  بـا  همراه ساعت يك مدت به گراد سانتي درجه 38
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 در شـاهد ( و مـايع  كشـت  محيط در) حرارتي تيمار بدون(
 خيـار  بتاآلفـا  رقم هاي كالوس روي بر) جامد كشت محيط
 محـيط  در شـاهد  تيمـار  كـه  داد نشـان  نتايج. شد بررسي

 هـر  ازاي بـه  رويـان  تعـداد  ميـانگين  بالاترين مايع كشت
 هر ازاي به گياه تعداد ميانگين بيشترين همچنين و بساك
  .كرد ايجاد را بساك

  

  
 خيار بساك كشت در زايي كالوس درصد بر ژنوتيپ اثر ميانگين مقايسه  .5 شكل

Figure 5. Mean comparison of the effect of genotype on the percentage of callogenesis in cucumber anther culture 
  

  
 خيار بساك كشت در بساك هر ازاي به رويان تعداد ميانگين بر ژنوتيپ اثر ميانگين مقايسه .6شكل 

Figure 6. Mean comparison of the effect of genotype on the mean number of embryos per anther in cucumber anther culture 
  

 تجزيه واريانس اثر تيمار حرارتي و نوع كشت بر صفات مورد مطالعه در كشت بساك خيار .3جدول 
Table 3. Analysis of variance of the effect of heat treatment and culture type on the studied traits in cucumber anther 
culture 

 منابع تغيير
Source of variation  

درجه آزادي
Degree  

of freedom  

  )Mean squares( ميانگين مربعات
 ازاي هر بساك ميانگين تعداد رويان به

Mean number of embryos per anther 
 شده به ازاي هر بساك باززايي ميانگين تعداد گياه

Mean number of regenerated plants per anther  
 تيمار گرمايي

Heat treatment  
4  18.472***  1.3006***  

 خطاي آزمايشي
Experimental error  

10  0.123  0.0161  

 ).C.Vضريب تغييرات (
Coefficient of variation  

  16.24%  11.15%  

  indicates a significant difference at the 0.001 level ***                                                                            را نشان مي دهد. 001/0در سطح  دار معني*** تفاوت 
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 خيار بساك كشت در بساك هر ازاي به رويان تعداد ميانگين بر كشت نوع و حرارتي تيمار اثر ميانگين مقايسه .7 شكل

Figure 7. Mean comparison of the effect of heat treatment and culture type on the mean number of embryos per anther in 
cucumber anther culture 

  

  
  خيار بساك كشت در بساك هر ازاي به گياه باززايي شده تعداد ميانگين بر كشت نوع و حرارتي تيمار اثر ميانگين مقايسه .8شكل 

Figure 8. Mean ccomparison of the effect of heat treatment and culture type on the mean number of regenerated plants 
per anther in cucumber anther culture 

  
 تعـداد  ميانگين بيشترين شد مشخص اين پژوهش  در
 به گياه تعداد ميانگين بيشترين  و بساك هر ازاي به رويان
 مايع كشت درمحيط شاهد تيمار به مربوط بساك هر ازاي
 در سـاعت  24 مـدت  بـه  گراد سانتي درجه 30 تيمار و بود

 تعـداد  ميانگين نظر از مطلوبي تيمار نيز مايع كشت محيط
 هـر  ازاي به گياه تعداد ميانگين و بساك هر ازاي به رويان
 گراد سانتي درجه 38 دمايي تيمارهاي ساير در. بود بساك

 8 مـدت  بـه  گـراد  سـانتي  درجـه  35 ساعت، يك مدت به
 در. نشـد  القـا  روياني جامد كشت محيط در شاهد و ساعت

 كشـت  محـيط  اولا گردد، مي مطرح بحث دو آزمايش اين
 اعمـال  جهـت  شـده  انتخـاب  دمـاي  ثانيـا  و استفاده مورد

  .گذارند مي زايي رويان بر كه تاثيري و تيمارها
 تاثير مايع كشت محيط آزمايش اين در رسد مي نظر به
 بـا  نتيجـه  ايـن  كـه  اسـت  داشـته  رويان القاي در بسزايي
 كشـت  و شـاهد  تيمار همان تيماركه بهترين شدن انتخاب

 گرديـده  مشـخص  وضـوح  بـه  است مايع كشت محيط در
 درجـه  30( پـايين  دمـاي  بـا  دمايي تيمار همچنين و است
 38 و 35( بـالا  دماي با دمايي تيمار به نسبت) گراد سانتي



  25            1404بهار ، 49، پياپي 3، شماره هاردهمچي، سال زراع اهانيگ يفناور ستيزنشريه علمي 

 

 بـاززايي  نهايـت  در و زايـي  رويـان  براي) گراد سانتي درجه
  .است بوده تر مطلوب گياه

 محـيط  از ها كالوس شدن خارج از پس آزمايش اين در
 القاي جهت جامد محيط در ها آن گرفتن قرار و مايع كشت
 تشكيل قبلي هاي كالوس روي جديدي هاي كالوس رويان،

 مايع كشت محيط در كشت شاهد تيمار دو در سپس و شد
 جديـد  هـاي  كـالوس  روي گـراد  سـانتي  درجه 30 تيمار و

 35 و 38 دمـايي  تيمارهـاي  در همچنـين . شـد  القـا  رويان
 جديد هاي كالوس قبلي، هاي كالوس روي گراد سانتي درجه
 هـا  آن روي ماننـد  رويـان  ساختارهاي حتي و گرفت شكل

 رويـان  ساختارهاي هفته دو گذشت از پس اما شد تشكيل
. نشدند تبديل رويان به و ماندند باقي حالت همان در مانند

 آسـيب  كالوس به بالا بسيار دماي كه شود مي داده احتمال
  .است شده ها آن زايي رويان از مانع و كرده وارد

ــر ــاي اث ــف تيماره ــوك مختل ــي ش ــر الكتريك  ب
  زايي در كشت بساك خيار رويان و زايي كالوس

 الكتريكـي  شـوك  مختلـف  تيمارهـاي  4جدول به توجه با
 بـراي  و 01/0 سـطح  در زايـي  كـالوس  درصد صفت براي
 سـطح  در بسـاك  هـر  ازاي به رويان تعداد ميانگين صفت

  .دادند نشان را آماري دار معني اختلاف 05/0
 درصـد  بـر  الكتريكـي  شـوك  اثـرات  ميانگين مقايسه

 الكتريكـي  شوك ولت 100 تيمار كه داد نشان زايي كالوس
 اختصاص خود به را) درصد 90( زايي كالوس تعداد بيشترين

 بـا  شـاهد  تيمـار  به مربوط زايي كالوس درصد كمترين. داد
  ).9شكل( بود درصد 66/46 ميزان
 رويـان  تعـداد  ميـانگين  بيشترين ،10 شكل به توجه با

 ولـت  100 تيمـار  به متعلق رويان، 16/0 بساك هر ازاي به
  .بود الكتريكي شوك

  
 تجزيه واريانس اثر شوك الكتريكي بر صفات مورد مطالعه در كشت بساك خيار .4جدول 

Table 4. Analysis of variance of the effect of electric shock on the studied traits in cucumber anther culture 
 منابع تغيير

Source of variation  

 درجه آزادي
Degree 

of freedom  

  )Mean squares( ميانگين مربعات

 درصد كالوس زايي
Callogenesis percentage

 ميانگين تعداد رويان به ازاي هر بساك
Mean number of embryos per anther 

  *Electric shock(  4  926.7**  0.00420( شوك الكتريكي
  Experimental error(  10  86.7  0.00147( خطاي آزمايشي

  C.V.( )Coefficient of variation(    14.25%  5.1%ضريب تغييرات (
 .and ** indicate significant differences at the 0.05 and 0.01 levels, respectively *   را نشان مي دهند. 01/0و  05/0در سطح  دار معني* و ** به ترتيب تفاوت 

  

  
 خيار بساك كشت در زايي كالوس درصد بر الكتريكي شوك اثر ميانگين مقايسه .9شكل 

Figure 9. Mean comparison of the effect of electric shock on the callogenesis percentage in cucumber 
anther culture  
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 خيار بساك كشت در بساك هر ازاي به رويان تعداد ميانگين بر الكتريكي شوك اثر ميانگين مقايسه. 10شكل 

Figure 10. Mean comparison of the effect of electric shock on the mean number of embryos per anther in cucumber 
anther culture 

  
 سـلول  غشـاي  در منافذي ايجاد موجب الكتريكي شوك

 كند مي تسهيل را سلول رشد جهت نياز مورد مواد ورود و شده
 الكتريكي شوك اثر آزمايش اين در). 1987 همكاران، و ريچ(
. شد بررسي خيار بساك كشت در زايي رويان و زايي كالوس بر

 100 كه داد نشان الكتريكي شوك مختلف ولتاژهاي مقايسه
 تعـداد  ميـانگين  بيشترين و زايي كالوس درصد بيشترين ولت
  . كند مي ايجاد را بساك هر ازاي به رويان
 شد مشخص آزمايش اين در گرفته صورت هاي بررسي با
 ازاي به رويان تعداد ميانگين نظر از ولت 200 و 50 تيمار كه
 رد) الكتريكـي  شـوك  اعمال بدون(  شاهد تيمار با بساك هر
 چنـداني  تاثير ولت 50 كه رسد مي نظر به .هستند سطح يك
 ايـن  و نداشـت  بساك هر ازاي به رويان تعداد ميانگين روي
 الكتريكي هاي جريان. باشد ولتاژ بودن پايين علت به تواند مي

 عـدم  يا كاهش و ها بساك شدن زخمي به منجر چون بالاتر،
 ايـن  در ولـت  200 تيمار و هستند مضر شوند مي رويان توليد

 در الكتريكـي  شـوك . داد نشان را پاييني زايي رويان آزمايش
 همچنـين  دارد، نقش سلول داخل به كشت محيط مواد تبادل
 توانـايي  و شـده  پرتوپلاسـت  رشـد  موجـب  الكتريكي شوك
  ).1987 همكاران، و ريچ( ميدهد افزايش را گياه باززايي
 الكتريكـي  تيمارهاي اعمال آزمايش، اين ديگر بخش در

 امـا  گرديد، انجام بساك كشت از حاصل هاي كالوس روي بر
 و ندادنـد  پاسـخي نشـان   آنـدروژنز  القـاي  بـه  ها كالوس اين

 بـه  داشـتند  اسـفنجي  بـافتي  كـه  عـادي  حالـت  از ها كالوس

 آزمـايش  ايـن  در  نهايت در و شدند تبديل آبكي هاي كالوس
 و شـدند  متوقـف  مرحله همين در ها كالوس و نشد القا روياني

 .نيامد بدست آزمايش اين از قبولي قابل نتايج دليل، همين به

  
 زايي رويان زايي و بركالوس دور سانتريفيوژ تيمار اثر

  خيار بساك دركشت
 شـده  اعمال دور از حاصل) 5جدول( واريانس تجزيه نتايج
 خيار بساك كشت در مختلف دورهاي با سانتريفيوژ توسط
 درصـد  صـفت  بـراي  مختلـف  تيمارهاي بين كه داد نشان

 هـر  ازاي بـه  رويـان  تعـداد  ميـانگين  صفت و زايي كالوس
  .دارد وجود 05/0 سطح در  دار معني آماري تفاوت بساك
 بيشترين ،)11 شكل( ها ميانگين مقايسه نمودار به توجه با
 g150 دور بـه  مربـوط ) درصـد  33/73( زايـي  كـالوس  درصد

 درصـد  66/46 ميزان با سانتريفيوژ g600دور . بود سانتريفيوژ
  .داد اختصاص خود به را زايي كالوس درصد كمترين
 ازاي به رويان تعداد ميانگين بيشترين ،12 شكل طبق

  بود. سانتريفيوژ g150 دور به متعلق) رويان 2/0( بساك هر
 ماننــد دور  فيزيكــي  تيمارهــاي  پــيش  اســتفاده از 

 كشـت  در را آنـدروژنز  القـاي  الكتروپوريشـن  و سانتريفيوژ
نخـود، گـل گاوزبـان،     قبيـل  از مختلـف  هـاي  گونه بساك
رشيدي و ( است داده افزايش نخودفرنگي و توتون، تاتوره،

 ، گريـوال 2017؛ سنايي هويدا و همكاران 1398همكاران، 
  ).1977 سانگوان، ؛2009 همكاران، و
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 تجزيه واريانس اثر دور سانتريفيوژ بر صفات مورد مطالعه در كشت بساك خيار .5ول جد
Table 5. Analysis of variance of the effect of centrifuge speed on the studied traits in cucumber anther culture 

 منابع تغيير
Source of variation  

 درجه آزادي
Degree  

of freedom  

  )Mean squares( ميانگين مربعات       
 درصد كالوس زايي

Callogenesis percentage  
 ميانگين تعداد رويان به ازاي هر بساك
Mean number of embryos per anther  

  *Centrifuge speed(  4 316.7* 0.00745( دور سانتريفيوژ
  Experimental error(  10 66.7 0.00163( خطاي آزمايشي

  C.V.( )Coefficient of variation(   14.41% 5.38%ضريب تغييرات (
 .Indicates a significant difference at the 0.05 level *                                                                                           را نشان مي دهد. 05/0در سطح  دار معني* تفاوت 

  

  
 خيار بساك كشت در زايي كالوس درصد بر دور سانتريفيوژ اثر ميانگين مقايسه .11شكل 

Figure 11. Mean comparison of the effect of centrifugation speed on the callogenesis percentage in cucumber anther culture 
  

  
  خيار بساك كشت در بساك هر ازاي به رويان تعداد ميانگين بر دور سانتريفيوژ  اثر ميانگين مقايسه .12شكل 

Figure 12. Mean comparison of the effect of centrifugation speed on the mean number of embryos per anther in 
cucumber anther culture 

  
 سـانتريفيوژ  مختلـف  دورهـاي  مقايسـه  حاضر آزمايش در
 درصـد  بيشـترين  دقيقـه  سـه  مـدت  به g150دور  كه داد نشان

 همراه به را بساك هر ازاي به رويان تعداد ميانگين و زايي كالوس
 مـوثر  خيـار  گياه در رويان يالقا بر سانتريفيوژ دور تيمار. داشت
ماننـد   متوسـط  دور بـا  تيمارهـايي  كـه  رسد مي نظر به اما است

g150  ظـاهري  نظـر  از. كنـد  مـي  ايجـاد  را تري مطلوب نتيجه 
 كشـت  محـيط  در گيـري  قرار از قبل آزمايش اين هاي كالوس
  . كردند ايجاد خود روي بر مانندي ريشه هاي زائده زايي رويان

ــيدي ــاران و رش ــر) 1398( همك ــف  اث ــاي مختل  دوره

 كشـت  در آندروژنز كارآيي بر را الكتريكي شوك و سانتريفيوژ
 درصـد  بيشـترين  داد نشان نتايج. كردند بررسي نخود بساك
 دور بـا  نخـود  شـده  تيمـار  هـاي  بسـاك  از گامتي زايي رويان

 نتـايج  بـا  كه آمد دست به دقيقه 6 مدت به g150  سانتريفيوژ
  .دارد همخواني پژوهش اين

  
زايـي در   رويان و زايي كالوس بر مغناطيسي ميدان اثر

  خيار بساك كشت
 تيمـار  از حاصـل ) 6 جـدول ( واريـانس  تجزيه جدول نتايج
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 مـورد  مختلف برصفات مغناطيسي آب و مغناطيسي ميدان
 تيمارهـاي  بـين  كه داد نشان خيار بساك كشت در مطالعه
 تعـداد  ميـانگين  و زايـي  كالوس درصد صفات براي مختلف
 سـطح  در دار معنـي  آماري تفاوت بساك هر ازاي به رويان

  . دارد وجود 01/0
 عبـور  تيمار به) درصد 60( زايي كالوس درصد بالاترين

 درصــد كمتـرين . گرفـت  تعلــق مغنـاطيس  دسـتگاه  از آب
 گـرفتن  قـرار  تيمـار  به مربوط) درصد 33/23( زايي كالوس
 شـدت  بـا  مغناطيسي ميدان در هفته سه مدت به ها بساك
  ).13شكل( بود بالا

 رويـان  تعداد ميانگين بيشترين ،14شكل به توجه با
 عبور تيمار به مربوط) زايي رويان 2/0( بساك هر ازاي به
 مغنـاطيس  آب تيمار از ولي بود مغناطيس دستگاه از آب
 معـرض  در هفتـه  سـه  تيمـار  و ساعت 24 مدت به شده

 حاصـل  رويـاني  هـيچ  بـالا  شـدت  بـا  مغناطيسي ميدان
  .نگشت
 و مغناطيسـي  ميدان اثر بررسي منظور به آزمايش اين

 بـه  رويـان  تعـداد  ميـانگين  و زايي بركالوس مغناطيسي آب
 تيمـار  كـه  داد نشان نتايج. پذيرفت صورت بساك هر ازاي
 تيمارهـا  سـاير  بـه  نسـبت  مغنـاطيس  دسـتگاه  از آب عبور

 تعـداد  ميـانگين  بيشـترين  و زايـي  كـالوس  درصد بالاترين
 روي مغناطيسـي  ميدان. داشت را بساك هر ازاي به رويان
 تغييـر  باعـث  و گذارد مي تاثير پروتئيني تركيبات و ها آنزيم
 ). 2010 ناگاراجـان،  و واشـيت ( شـود  مـي  ها پروتئين شكل

) نشان دادند 2017همچنين در آزمايشي آيرو و همكاران (
كه استفاده از تيمارهاي مغناطيسـي ضـعيف باعـث بهبـود     
تكثيــر درون شيشــه اي و ريشــه زايــي در گونــه گيــاهي  

Genista aetnensis (Raf. Ex Biv.) Dc  گردد.مي 
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Table 6. Analysis of variance of the effect of magnetic field and magnetized water on the studied traits in cucumber 
anther culture 

 منابع تغيير
Source of variation  

 درجه آزادي
Degree  

of freedom  

  )Mean squares( ميانگين مربعات       

 درصد كالوس زايي
Callogenesis percentage  

 ميانگين تعداد رويان به ازاي هر بساك
Mean number of embryos per anther  

  **Magnetic treatment(  4  573.3**  0.00858( تيمار مغناطيسي
  Experimental error(  10  60  0.00133( خطاي آزمايشي

  C.V.( )Coefficient of variation(    19.04%  4.92%ضريب تغييرات (
 .indicates a significant difference at the 0.01 level **                                                                                   را نشان مي دهد. 01/0در سطح  دار معني** به تفاوت 

  

  
 خيار بساك كشت در زايي كالوس درصد بر مغناطيسي تيمار اثر ميانگين مقايسه. 13شكل 

Figure 13. Mean comparison of the effect of magnetic treatment on the callogenesis percentage in cucumber anther culture 
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 خيار بساك كشت در بساك هر ازاي به رويان تعداد ميانگين بر مغناطيسي تيمار اثر ميانگين مقايسه .14شكل 

Figure 14. Mean comparison of the effect of magnetic treatment on the mean number of embryos per anther in cucumber 
anther culture 

  
  گيري نتيجه

 خيار گياه در كه داد نشان پژوهش اين از آمده بدست نتايج
 كشـت  طريـق  از رويـان  و كـالوس  القـاي  ميزان بالاترين
 ترتيـب  بـه   همچنـين . بود بتاآلفا ژنوتيپ به مربوط بساك
 محـيط  در) حرارتي تيمار از استفاده عدم( شاهد تيمار ابتدا

 24 مـدت  بـه  گـراد  سـانتي  درجه 30 سپس و مايع كشت
 رويان تعداد ميانگين بالاترين مايع كشت محيط در ساعت

 ازاي بـه  گيـاه  تعداد ميانگين بيشترين و بساك هر ازاي به
 آزمايشـات  ومطـابق  دادنـد  اختصاص خود به را بساك هر

 كشت محيط با مقايسه در را بهتري اثر مايع كشت محيط
 شـوك  مختلـف  ولتاژهـاي  مقايسـه . داشت همراه به جامد

 درصـد  بيشـترين  ولـت  100 تيمار كه داد نشان الكتريكي

 هـر  ازاي بـه  رويـان  تعداد ميانگين بالاترين و زايي كالوس
 مـورد اسـتفاده   الكتريكي هاي شوك اعمال. دارد را بساك
 بـا . ندادنـد  نشـان  تـأثيري  رويان القاي بر ها، كالوس روي

 دور شـد،  مشـخص  سـانتريفيوژ  مختلـف  دورهـاي  بررسي
g150 بـه  پاسـخ  بر را داري معني اثرات دقيقه سه مدت به 

 همچنين. آورد وجود به گياه خيار بساك كشت در آندروژنز
 ســاير بــه نســبت مغناطيســي دســتگاه از آب عبــور تيمــار

 را مـذكور  صـفات  ميـزان  بيشـترين  مغناطيسـي  تيمارهاي
  .كرد حاصل
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A B S T R A C T  
Oil crops are the second largest food reserves in the world after cereals. One of the 
most important sources of edible oil in the world is rapeseed. Drought stress 
induces a wide range of molecular disturbances in the physiological processes of 
plants through the production of reactive oxygen species (ROS). The enzymes 
antioxidants detoxify stress-induced ROS and modulate signaling responses, 
playing a crucial role in the tolerance of plants to abiotic stresses. To this end, the 
expression of glutathione reductase (GR), thioredoxin (TRX), and glutaredoxin 
(GRX), was assessed in two genotypes of Rapeseed: the sensitive variety (Hyola 
308) and the tolerant variety (SLM046) under drought stress (withholding 
irrigation for 72 hours), a 20% (v/v) methanol spraying treatment, and control 
conditions (continuous irrigation). This was conducted using the Real-Time PCR 
technique. Sampling was performed at the 4-6 leaf stage at 0, 8, and 24 hours after 
the stress was applied. Morphological observations showed that the rapeseed 
tolerant and sensitive genotypes regained their freshness after spraying methanol 
under drought stress (interruption of irrigation). The results indicate that the 
highest increase in glutathione reductase gene expression in the Hyola 308 variety 
occurred eight hours after the application of stress without methanol treatment. In 
contrast, the SLM 046 variety exhibited initially low expression levels during the 
early hours of stress, which increased significantly with methanol treatment, 
registering almost a fourfold increase. The expression level of the thioredoxin 
gene in the Hyola 308 variety peaked 8 hours after the drought stress with 
methanol treatment, indicating that methanol application enhanced gene 
expression and plant resistance. In the SLM 046 variety, thioredoxin gene 
expression gradually increased after the application of stress, persisting up to 24 
hours post-stress. However, the gene expression initially decreased with methanol 
treatment but eventually reached its maximum after 24 hours. For glutaredoxin 
gene expression, the Hyola 308 variety showed lower levels 8 hours after the 
drought stress without methanol treatment compared to the baseline (0 hours). 
However, after 24 hours, this expression increased significantly and reached its 
maximum following methanol treatment at both 8 and 24 hours. Stress-induced 
ROS production acts as a warning signal that causes the plant to defend and adapt 
to the stress as the cell attempts to avoid oxidative stress and ROS accumulation. 
The SLM046 variety, gene expression showed a gradual increase from 0 hours of 
stress to 24 hours later. The application of methanol initially caused a reduction in 
glutaredoxin expression, followed by an increase. Methanol produces CO2, which 
can partially compensate for the lack of CO2 resulting from stress in plants and 
can be used as a carbon source. In general, methanol foliar application increased 
the gene expression levels in these two genotypes.  Therefore, the expression of 
the desired gene can be affected by investigating and manipulating these main 
groups, which can undergo further investigations in experimental tests. 
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  چكيده

هاي اكسيژن فعال موجب طيـف وسـيعي از اخـتلالات مولكـولي در فراينـدهاي       تنش خشكي از طريق توليد گونه
هاي  كنند و پاسخ هاي ناشي از تنش را سم زدايي ميROS آنتي اكسيدانهاي آنزيم .شود ميفيزيولوژيكي گياهان 

بدين منظـور بيـان   . گياهان دارند هاي غيرزيستي در كنند و نقشي مهم در تحمل به تنش سيگنالينگ را تعديل مي
كلروپلاسـتي در دو ژنوتيـپ گيـاه كلـزا      GRX، گلوتاردوكسين TRX، تيوردوكسين GRهاي گلوتاتيون ردوكتاز  ژن

ســاعت)،  72در شــرايط تــنش خشــكي (قطــع آبيــاري بــه مــدت  )SLM046(و متحمــل  )Hyola308( حســاس
 Real Timeدرصد حجمي و شرايط بدون تنش (آبياري منظم)، با اسـتفاده از تكنيـك    20پاشي با متانول  محلول

PCR ساعت پس از اعمال تنش انجام شـد. بررسـي    24و  8، 0برگي در 6تا  4برداري در مرحله  ارزيابي شد. نمونه
پـس از تـنش   صفر ، ساعت Hyola308نتايج نشان دادكه بيشترين افزايش بيان ژن گلوتاتيون ردوكتاز در ژنوتيپ 

در ساعات اوليه اعمال تنش ميزان بيان كم بـوده امـا بـا     SLM046بدون تيمار متانول بوده است ولي در ژنوتيپ 
سـاعت پـس از    8در  Hyola 308تيمار متانول ميزان بيان افزايش داشت. ميزان بيان ژن تيوردوكسـين در  اعمال 

پاشي سبب افـزايش بيـان و    رسد متانول اعمال تنش خشكي با تيمار متانول بيشترين مقدار بوده است و به نظر مي
تنش به تدريج افزايش داشته و اين  نيز ميزان بيان ژن پس از اعمال SLM046تحمل گياه شده است. در ژنوتيپ 

ادامه داشت. با اعمال تيمار متانول ميزان بيان ابتدا كاهش داشته ولي بـا   ساعت پس از اعمال تنش 24افزايش تا 
 8در  Hyola308ساعت به حداكثر ميزان خود رسيده است، ميزان بيان ژن گلوتاردوكسين در ژنوتيـپ   24گذشت 

 24تيمار متانول نسبت به ساعت صفر تنش كم بوده اسـت. امـا پـس از گذشـت      ساعت پس از اعمال تنش بدون
بـه حـداكثر ميـزان خـود رسـيده       24و  8ساعت اين ميزان بيان افزايش داشته و با اعمال تيمار متانول در ساعات 

رابـر  كند كه باعث دفاع و سازگاري گياه در ب تحت تنش به عنوان يك سيگنال هشدار عمل مي ROSتوليد  است.
جلـوگيري   ROSكند از طريق مسيرهاي مختلف از استرس اكسـيداتيو و تجمـع    شود كه سلول سعي مي تنش مي
ساعت به تدريج روند افزايشي داشته است، اعمال تيمـار   24ميزان بيان از ساعت صفر تنش تا  SLM046كند. در 

پاشـي بـا    است. به طـور كلـي محلـول    متانول نيز ابتدا سبب كاهش و سپس افزايش بيان ژن گلوتاردوكسين شده
  متانول سبب افزايش ميزان بيان ژنهاي در اين ژنوتيپ شد.
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   مقدمه
گيـاهي يكسـاله،    .Brassica napus L كلزا با نام علمـي 

تـرين  ) و مهـم n2=38جفت كرومـوزوم ( 19آلوتتراپلوئيد با 
گونه زراعي خانواده براسيكاسه است كـه تلاقـي دو گونـه    

و دو Brassica oleracea و  Brassica rapaديپلوئيـد  
 .ها به وجود آمده استهاي هيبريد آن برابر شدن كروموزوم

آيد كه اين گياه سومين گياه روغني در جهان به حساب مي
شـود. روغـن كلـزا در    براي مصارف خـوراكي كشـت مـي   

هاي خوراكي به دليل وجود اسيدهاي مقايسه با ساير روغن
كيفيـت بـالايي    چرب اشباع نشـده و فقـدان كلسـترول از   

. كنجاله كلزا نيـز كـه   )Tan et al., 2017( برخوردار است
محصول جانبي استخراج روغن است، بـه دليـل محتـواي    

شـود   درصد) براي خوراك دام استفاده مي 50پروتئين بالا (
 و در توليد جهاني بعد از كنجاله سويا در رتبه دوم قرار دارد

)Elferjani and Soolanayakanahally, 2018(  قـرار .
هاي گياهي  گرفتن در معرض يك تنش خاص توسط گونه

تنش منجر به ايجاد مقاومت با گذشت زمان در متحمل به 
. )Fahad et al., 2017( شـود  برابر يك تنش خـاص مـي  

تنش غير زيستي يك عامل محيطي اسـت كـه در نتيجـه    
شـود   تغييرات تنش فيزيكي يا شيميايي بر گياهان وارد مي

)Fich et al., 2016(زا، . بنابراين براي بقا در شرايط تنش
اسـت تـا    اي در گياهان تكامل يافتـه  هاي پيچيده مكانيسم
سـيرهاي  هاي محيطي را درك كرده و از طريـق م  محرك

هـاي گونـاگون    ها را مخابره و به تنش انتقال سيگنال، پيام
هـاي  پاسخ دهد كه در هر يـك از ايـن مسـيرها پـروتئين    

 ,Sami and Alemzadeh(باشـند  متعـددي درگيـر مـي   

 هاي غيرزيستي متعدد حساس اسـت  . كلزا به تنش)2016
)Elferjani and Soolanayakanahally, 2018( .

ــادميوم     ــميت ك ــديد و س ــاي ش ــوري، دماه ــكي، ش خش
هاي غيرزيستي هستند كه بر رشـد و نمـو    ترين تنش شايع

B. napus گذارند. شرايط خشكي باعـث توليـد و    تأثير مي
شـود كـه منجـر بـه      هاي  فعال اكسـيژن مـي   تجمع گونه

ن و اختلال غشـاء، اخـتلال عملكـرد آنـزيم و اكسيداسـيو     
 .)Tsugane et al., 1999( شـود  هـا مـي   پروتئين تخريب

نشان داده شده است كه خشكي در كلزا منجر به كـاهش  
فتوسنتز، كاهش زيسـت تـوده گيـاهي، كـاهش محتـواي      

كلروفيــل، آســيب غشــاهاي تيلاكوئيــد، كــاهش روغــن و 
 .)Ahmar et al., 2019(  پروتئين دانه شده است

كننـده   يكـي از عوامـل تنظـيم    )TRX( 1تيوردوكسين
 Daloso(اصلي براي چرخه تري كربوكسيليك اسيد است 

et al., 2015(      كه نقشي اساسـي در تحمـل گياهـان بـه
كند كه گياهان را در مقابله با تنش  تنش اكسيداتيو ايفا مي

كند، براي احيـا خـود از فردوكسـين     تر مي اكسيداتيو موفق
(FTR)  ياNADPH كند و با انتقال الكتـرون   استفاده مي

زدايـي هيدروكسـي    موجب احيـاي ردوكتازهـا جهـت سـم    
شوند  پراكسيدازها چربي و ترميم پروتئين اكسيد شونده مي

)Meyer et al., 2009(2. افـــزايش بيـــان NTR  در
هـاي خشـكي و    افـزايش تحمـل بـه تـنش     آرابيدوپسيس

 NTR بيـان  براين اساس افزايش فتواكسيداتيو را سبب شد
هاي فعـال اكسـيژن تحـت شـرايط      حفظ هموستازي گونه

. مطالعه ژنومي )Kim et al., 2017(كند  مي  تنش كمك
برنج نشان داد كه تحت شرايط تنش زيستي و غيرزيستي، 

وجـــود دارد  TRXداري در بيـــان ژن  تفـــاوت معنـــي 
)Mignolet-Spruyt et al., 2016( هـا  . گلوتاردوكسـين 
)Grxs (    ــتئين و ــي از سيس ــرارت، غن ــر ح ــدار در براب پاي

كيلـو دالتـون)    15-10هايي با جرم كـم (  مولكولي پروتئين
هستند كـه ردوكـس سـلولي و سـيگنالينگ تنظـيم شـده       

ها وابسـته بـه گلوتـاتيون    Grxكنند.  ردوكس را تنظيم مي
ئين را بــا هســتند، كــه ممكــن اســت فعاليــت پــروت     

glutathionylation  برگشت پذير در حضورNADPH  و
 .)Meyer et al., 2012(گلوتاتيون ردوكتاز تعديل كننـد  

ــاتيون ــاز گلوتـ ــه   )GR( رداكتـ ــزيم چرخـ ــرين آنـ ، آخـ
آسكوربات/گلوتاتيون نيز نقش مهمي در سازگاري با تـنش  

هاي گزانتوفيـل، مهلـر و    در چرخه كند. اكسيداتيو بازي مي
و در جمـع آوري پراكسـيد هيـدروژن و حفـظ      آسـكوربات 

GSH كند لذا افـزايش در ميـزان فعاليـت     ايفاي نقش مي
اين ژن در احيا مجدد گلوتاتيون اكسيد شده داراي اهميت 

. حفـظ مخـزن گلوتـاتيون    )Sairam et al., 2002(است 
ترين نقش اين  درون سلولي در حالت كاهش يافته برجسته

تواند با حذف اكسيژن منفرد، سوپراكسيد  آنزيم است كه مي

                                                                             
1. Thioredoxin 
2. NADPH-dependent thioredoxin reductase 
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هاي هيدروكسيل، يا به طور غيرمستقيم به  يا حتي راديكال
عنوان يك عامل احيـا كننـده كـه اسـيد اسـكوربيك را از      
شكل اكسيد شده به شـكل احيـا شـده آن، توسـط آنـزيم      

 Noctor and( دهيدروآسكوربات ردوكتـاز بازيافـت كنـد   

Foyer, 1998(     با توجه به دو آنـزيم اصـلي مسـير مهـار .
در  GR  آسكوربات/گلوتاتيون، نشان داده شـد كـه فعاليـت   

گياهچـه گنـدم، لوبيـا، خـزه      طول تنش خشكي در پنبـه، 
Tortula ruralis،   ــا چشــم بلبلــي ــرنج، يونجــه و لوبي ب

  .)Cruz de Carvalho, 2008(يابد زايش مياف
 اي است كه بـروز آن  مقاومت به خشكي صفت پيچيده

بستگي به برهمكنش ميان صفات مختلف مورفولوژيكي و 
يكي كنتـرل كننـده ايـن    هاي ژنت بيوشيميايي دارد. مكانيزم

صفات چندان شناخته شـده نيسـتند. دسـتيابي بـه دركـي      
درست از نحوه پاسخ گياهان در سطح ژن به تنش خشكي 
براي نگهداري محصول و بهبود توليد از ضروريات اسـت.  
تنش خشكي عامـل مختـل كننـده فرآينـدهاي زيسـتي و      

. اثـر خشـكي   )Ober, 2001(فيزيولوژيك در گيـاه اسـت   
و  را سـبب شـده    II فتوسيسـتم اخـتلال فتوشـيميائي در   

 ,.Lu et al(شود  بازدارندگي در انتقال الكترون را سبب مي

، بعلاوه مضاف بر محدوديت فرآيندهاي نوري ورود )2002
ثـر  ادي اكسيد كربن كاهش يافتـه و انتقـال الكتـرون در    

يابـد و قـدرت تثبيـت كـربن      كاهش مـي  CO2محدوديت 
افزايش در ميـزان   .)Bryk et al., 2000(شود  محدود مي

 Zbieć(كند  دي اكسيد كربن اثر تنش خشكي را خنثي مي

et al., 2003(پاشـي متـانول و تركيبـاتي از ايـن      . محلول
قبيل همراه با كاربرد آمينواسيدهاي گلايسين گلوتامـات و  
اسپارتات از جمله راهكارهايي است كه منجر به افزايش در 

 Nonomura(شـود   ميزان غلظت دي اكسيد كـربن مـي  

and Benson, 1992(  متانول افزايش در ميزان هـدايت .
اي، كاهش دماي بـرگ، كـاهش در ميـزان تعـرق و      روزنه

 Makhdum(شود  افزايش شاخص دوام برگ را سبب مي

et al., 2002(      به اين دليـل كـه متـانول در گيـاه جـذب .
بـه   CO2شود و به دليل اندازه كوچكتر متانول به جاي  مي

 Gout et( شود در بافت گياه متابوليزه مي CO2سرعت به 

al., 2000(  در كلـزا و اثـرات آن روي   . استفاده از متـانول
تغيير ميزان بيان ژن در مطالعات قبلي گزارش شده اسـت  

)Mohammad Mohsenzadeh Golfazani et al., 

2022; Ramezanzadeh Bishegahi et al., 2021; 
Taghvimi et al., 2024(.   با توجه به اثرات اثبات شـده

هاي آنتي اكسـيدان در   پاشي متانول و اهميت آنزيم محلول
جلوگيري از استرس اكسـيداتيو، مطالعـه فـوق بـه منظـور      

ژنهـاي مسـير پيروردوكسـين در گيـاه كلـزا       برخي بررسي
  .شدانجام 
  

 هامواد و روش

كشـاورزي   دانشـكده  بيوتكنولوژي آزمايشگاه در پژوهش اين
دانشگاه گيلان و پژوهشگاه بيوتكنولـوژي شـمال كشـور در     

شد. در پژوهش حاضر از دو ژنوتيـپ كلـزا    انجام 1402سال 
SLM046  وHyola308 هـاي  عنـوان ژنوتيـپ   به ترتيب به 

 ,.Mirzai et al(متحمل و حساس به خشكي استفاده شـد  

2013; Mohammad  Mohsenzadeh Golfazani et 
al., 2016; Pasandideh et al., 2018( پس از تهيه بذور .

اصلاح نهال و بـذر كـرج،    و از موسسه تحقيقات هاي ژنوتيپ
انجام شـد.  درصد  5/2ضد عفوني بذرها با هيپوكلريت سديم 

درجه انجام  23±2وانه زني در اتاقك كشت با دماي پروسه ج
زده در گلـدان كشـت    و بعد از گذشت شش روز، بـذور جوانـه  

) 23± 2شدند و به اتاقك كشت تحت شرايط كنتـرل شـده (  
) 16:8درجه سانتيگراد (نسبت طول دوره روشنايي به تاريكي 

منتقل و مراقبت شدند. حساس و متحمل بودن، تنش خشكي 
و متانول پاشي و زمان به عنوان عوامل آزمايش در نظر گرفته 

يـل بـه صـورت كـاملا     شدند، آزمايش در قالب طـرح فاكتور 
تصادفي و در سه تكرار و سه سطح شاهد (آبياري منظم با آب 
مقطر)، تنش خشكي (قطع آبياري) و محلول پاشي با متـانول  

بـرداري از برگهـاي    درصد حجمي صورت گرفـت. نمونـه   20
تا   4مرحله رويشي (در مرحله  كاملا توسعه يافته گياه كلزا در

ساعت بعد از تيمار متـانول   24 و 8، 0هاي  برگي)، در زمان 6
درصد حجمي) از گياهان شاهد و حساس كـه بـه طـور     20(

مرتب آبياري شده است و گياهاني تحت تيمار تنش خشـكي  
بودند و گياهاني كه ابتدا تحت تنش خشكي بودند و گياهاني 
 كه ابتدا تحت تنش خشكي قرار گرفتـه و سـپس بـا متـانول    

 Mohammad(% محلول پاشي شده بودند صورت گرفت 20

Mohsenzadeh Golfazani et al., 2022( ــپس . س
هاي برگي در فويل آلومينيومي با ضخامت متوسط قرار  نمونه

ن گيـاه،  هـاي متـابوليكي درو   داده شدند، براي قطـع فعاليـت  



  35            1404بهار ، 49، پياپي 3، شماره هاردهمچي، سال زراع اهانيگ يفناور ستيزنشريه علمي 

 

بـه   ها ابتدا در نيتروژن مايع منجمد شده و سپس سريعاَ نمونه
منتقل شدند تا جهت بررسي ميزان بيـان نسـبي    -  80فريزر 
 هاي مورد مطالعه مورد استفاده قرار گيرند. ژن

 RNAاز كيت ستوني استخراج   RNAبراي استخراج 

 شـركت سـازنده  شركت دنا زيست و طبـق دسـتورالعمل    
استخراج شده از  RNAاز  DNAد. براي حذف استفاده ش
DNAse       استفاده شـد. جهـت بررسـي كميـت و خلـوص

RNA   استخراج شده از دستگاه نانودراپ مـدلThermo 

Scientific, Nanodrop, 2000C USA  ســـاخت)
اسـتخراج   RNAامريكا) استفاده شد. براي تعيين كيفيـت  

جايي كـه  درصد استفاده شد. از آن 1شده از ژل الكتروفورز 
هــاي  هــاي اســتخراج شــده هركــدام داراي غلظــت نمونــه

غلظـت همـه    متفاوتي بودنـد، جهـت جلـوگيري از خطـا،    
مطابق cDNA نانوگرم  رسانيده شد. سنتز  50 ها به نمونه

 ™The Thermo Scientificبا دستورالعمل كيت سنتز 

RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit 
 RevertAid Reverse Transcriptaseو به كمك آنزيم

(RT)          انجـام شـد. ارزيـابي صـحت سـنتز بـا اسـتفاده از
.  هـا انجـام شـد    آغازگرهاي ژن اكتين براي تمـامي نمونـه  

ي تكثير  نشان دهنده bp 157ي  تشكيل باندها در محدوده
غازگرهاي ژن اكتين است. جهـت  آتوالي مورد نظر توسط 

-Realبـا   مطالعـه  مورد هاينسبي ژن بررسي ميزان بيان

time PCRهــاي ، تــوالي ژنTRX  ،GR  وGRX  و ژن
ــاه  ــين از پايگ ــرنس اكت ــه شــد و طراحــي  NCBIرف تهي

  Primer 3آغازگرهاي مناسب هر ژن با استفاده از برنامـه  
. توالي آغازگرها و  (http://Primr3.ut.ee/)صورت گرفت

 1قطعه تكثيري حاصل از واكنش هر ژن در جـدول   اندازه
  ايش داده شده است.نم

ــا و    ــرد اختصاصــي آغازگره ــان از عملك ــراي اطمين ب
سـنتز شـده،    cDNAهمچنين بهترين دمـاي اتصـال بـه    

  Bio-Radترموسايكلر با استفاده از دستگاه PCRواكنش 
انجام شـد. بـراي    صورت شيب دماييساخت امريكا) و به(

ــتگاه  qRT-PCRواكـــنش   Real-Time PCRاز دسـ
)BIORAD-IQ5( يتو ك )Real Q Plus 2x Master 

Mix Green without Rox(  ــركت ــاخت شـ  (سـ
Ampliqon(   تكـرار  سـه  ژن، استفاده شد كه بـراي هـر 

تكنيكــي در نظــر گرفتــه شــد.  تكــرار بيولـوژيكي و ســه 
 Real time  واكنش مخصوص هايهمچنين، ميكروتيوب

PCRواكـنش   .شـدند  تهيه شركت سيناكلون از نيزPCR 
Real-time-  ميكروليتر انجام گرديد. مخلوط  15در حجم

 Master Mix ،3/0ميكروليتـــر  5/7واكـــنش شـــامل 
 9/4كدام آغازگرهـاي رفـت و برگشـت و     ميكروليتر از هر

ميكروليتـر از   2سپس با اضافه كـردن   ddH2Oميكروليتر 
cDNA       مورد نظر با هـم مخلـوط شـدند. بـراي واكـنش

به  cDNAبدون همه مواد ذكر شده  )NTC( كنترل منفي
دقيقـه   سـه  مورد اسـتفاده شـامل   حرارتي كار رفت. چرخه

 صورت به چرخه 40 سپس ، C 95°در  اوليه سازي واسرشته

 اتصال ثانيه مرحله C95، 30°  در سازي واسرشته ثانيه 30
 )1 جدول بود، متفاوت آغازگر به بسته Tm( آغازگر در دماي

هـاي  آناليز داده .بود C72°  دماي در بسط مرحله ثانيه  30و 
دست آمده از روش كميت سنجي با استفاده از مدل رياضي  به

-∆∆CT2   هـاي   استفاده شد كه ابتدا چرخه آستانه بـراي نمونـه
سـازي شـد و سـپس    مختلف با استفاده از ژن مرجع، نرمـال 

هاي هدف بـا اسـتفاده روش   تفاوت نسبي در ميزان بيان ژن
و  )Livak and Schmittgen, 2001(ليـواك و همكـاران   

  محاسبه شد. Excell 2016افزار نرم
  

 مطالعه اين در استفاده مورد آغازگرهاي خصوصيات و توالي ليست. 1جدول 
Table 1. The sequence and characteristics of the primers used in this study 

  ژن
Gens 

  توالي آغازگر
Primer sequence 

  دماي اتصال
Annealing temperature (◦C) 

  تكثير اندازه
PCR production length

  شماره دسترسي
NCBI accession number

Actin(F) 
Actin(R) 

TCCCGAGTATTGTTGGTCGT  
TCCATGTCATCCCAGTTGCT 

 
54 

 
157 

 
AF111812 

TRX(F) 
TRX(R) 

CTTGCCGTTTCATTGCACCT 
CGAGCTTCTCTTCGCCTTTC 61 159 U59379 

GR(F) 
GR(R) 

GGTGGTGAACTTGAGGATGC 
CAACTTCACAGCAGCATTCG 

 
61 

 
153 

 
XM_013892271 

GRX(F) 
GRX(R) 

CTGCCCAGTCCACTCAGATA 
TTCCTGTATCCGTCCACCAC 60 160

 
XM_013805747 
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  نتايج و بحث
و  Hyola308نتايج بيان ژن گلوتاتيون ردوكتاز در دو ژنوتيپ 

SLM046  كه تحت تنش خشكي و تحت تيمار متانول قرار
نشان داده شد. ميزان بيان در ساعت اوليـه   1گرفته در شكل 

به شدت كم  SLM046اعمال تنش (صفر تنش) در ژنوتيپ 
سـاعت   8بوده است، اما با گذشت زمـان و پـس از گذشـت    

ميزان بيان نسبت به  اعمال تنش بدون محلول پاشي متانول،
ولي بـه تـدريج   برابر)  105(ش داشته است ساعت صفر افزاي

سـاعت پـس از    24روند نزولي در پيش گرفته و بـا گذشـت   
اعمال تنش بدون متانول پاشي ميزان بيان نسبت به سـاعت  

اما هم چنان نسبت به ساعت صفر  برابر) 56( كاهش يافته 8
متانول پاشـي نيـز باعـث افـزايش بيـان ژن      . باشد بيشتر مي

ز شـده، بطوريكـه پـس از گذشـت هشـت      گلوتاتيون ردوكتا
ميزان بيان نسبت به حالـت   برابر) 95(ساعت از تيمار متانول 

 24در تنش بدون متانول افزايش داشته و بـا گذشـت زمـان    
 برابر) 191(به بيشترين مقدار خود  ساعت پس از تيمار متانول
 تـوان گفـت در ژنوتيـپ متحمـل     رسيده است. بطور كلي مي

)SLM046( ات اوليه ميزان بيان كم بوده اما با اعمال در ساع
رسـد   تيمار متانول ميزان بيان افزايش داشته است. بنظر مـي 

متانول سبب بهبود عملكرد اين ژنوتيپ با افـزايش بيـان ژن   
در ژنوتيپ  GRگلوتاتيون ردوكتاز شده است. ميزان بيان ژن 

در ساعات اوليه اعمال تنش (سـاعت   )Hyola,308( حساس
 8در و با گذشت زمان  برابر) 240( ش) افزايش داشتهصفر تن

اين ميـزان بيـان بـه     ساعت پس از تيمار بدون متانول پاشي
 24و بـا گذشـت    برابـر)  366( بيشترين حد خود رسيده است

در پـيش   برابـر)  248( ساعت پس از اعمال تنش روند نزولي
گرفته است، و اين روند نزولي بـا اعمـال تـنش متـانول نيـز      

توان گفت بيشترين  همچنان ادامه داشته است. بطور كلي مي
ــه ژنوتيــپ    ــوط ب ــاز مرب ــاتيون ردوكت ــان ژن گلوت ــزان بي مي

Hyola308  پس از اعمال تنش بدون تيمار متانول است كه
 70( با گذشت زمان و همچنين اعمال تيمار متـانول كـاهش  

در   يافته است. تغيير ميزان بيان ژن گلوتاتيون ردوكتـاز  برابر)
ــود    Mohammad(پــژوهش قبلــي نيــز گــزارش شــده ب

Mohsenzadeh Golfazani et al., 2022(.  
يستم آنتـي  گلوتاتيون ردوكتاز يكي از آنزيم هاي بالقوه س
را از  GSHاكسيداني آنزيمي است كه وضعيت كاهش يافتـه  

كنـد و نقـش    گلوتـاتيون حفـظ مـي   - طريق مسير آسكوربات
) دارد و بـه عنـوان   SH- حياتي در حفظ گـروه سـولفيدريل (  

 GRترانسـفرازها  - Sكنـد.   بستري براي گلوتاتيون عمل مـي 
هـا بـراي ايجـاد تحمـل      مشخص شده است و در تراريختـه 

در  .ان در برابر استرس اكسـيداتيو اسـتفاده شـده اسـت    گياه
هاي خود را براي حفظ  توانند روزنه شرايط خشكي، گياهان مي

كه در اين حالت كـاهش در ميـزان تثبيـت     تعادل آب ببندند
CO2 دهد كه ناشي از كاهش و كاهش بيش از ميزان  رخ مي

 Hernandez(در زنجيره انتقال الكترون سيكل كالوين است 

et al., 2000(هـاي آزاد اكسـيژن    . لذا بعد از اين امر راديكال
شـود. همچنـين    در كلروپلاست تحت اين شرايط توليـد مـي  

بـه   RuBPرسـاني   مسير نوري تنفسي هنگامي كه اكسـيژن 
افـزايش   CO2رسد به دليل محدوديت در تثبيـت   حداكثر مي

  . )Noctor and Foyer, 1998(يابد  مي
  

  
 Hyola308و  SLM046هاي  تحت تنش خشكي و تيمار متانول در گياهچه time PCR Real با روش GR الگوي بيان ژن .1شكل 

Figure 1. Expression pattern GR gene using real-time qPCR under drought stress and methanol foliar application 
in seedling SLM046 and Hyola308 



  37            1404بهار ، 49، پياپي 3، شماره هاردهمچي، سال زراع اهانيگ يفناور ستيزنشريه علمي 

 

ــكل  ــق ش ــين در   2طب ــان ژن تيوردوكس ــزان بي مي
در ساعات اوليه تنش (صـفر   SLM046ژنوتيپ متحمل 

 8در ، با گذشـت زمـان   برابر) 5( تنش) پايين بوده است
به تدريج ميزان بيان افـزايش   ساعت بدون تيمار متانول

سـاعت   24در و اين افزايش تا سـاعت   برابر) 16( يافته
 17( دامـه داشـته اسـت   بدون تيمـار متـانول همچنـان ا   

ساعت پس از تيمار متانول ميـزان بيـان    8. سپس برابر)
و با گذشـت زمـان    برابر) 14( ابتدا اندكي كاهش داشته

ساعت پس از متانول پاشي به حداكثر ميزان خود  24در 
تـوان گفـت در    كلـي مـي   رسيده است. بطـور  برابر) 33(

ــان ژن     ــزان بي ــنش مي ــداي ت ــل در ابت ــپ متحم ژنوتي
تيوردوكسين كم بوده و به تدريج با تيمار متانول پاشـي  

توان  ميزان بيان به حداكثر ميزان خود رسيده است و مي
گفت متانول سبب افزايش مقاومت اين ژنوتيپ كلـزا در  

 Hyola308 برابر خشكي شده است. در ژنوتيپ حساس
ميزان بيان در ساعات اوليـه اعمـال تـنش (صـفرتنش)     

، با برابر) 32( حمل بيشتر بوده استنسبت به ژنوتيپ مت
ساعت پس از تنش بـدون متـانول ميـزان     8در گذشت 

و  برابر) 15( بيان نسبت به ساعتهاي اوليه كاهش داشته
ساعت پس از تنش با تيمار متانول بـه   8پس از گذشت 

و پـس از   برابـر)  56( بيشترين ميزان خود رسيده اسـت 
ل ميـزان بيـان   ساعت از تنش با تيمار متـانو  24گذشت 

و حتي از ساعت صفر تنش نيـز   برابر) 16(كاهش يافته 
بيشترين ميـزان  ت توان گف كلي مي شود. بطور كمتر مي
 8مربـوط بـه تيمـار     در ژنوتيپ حسـاس  TRXبيان ژن 

ــا متــانول مــي  باشــد و  ســاعت پــس از اعمــال تــنش ب

 در اين ساعت پاشي سبب افزايش بيان و مقاومت متانول
ــ ــان ژن تيوردوكســين در  شــده اســت. تغيي ــزان بي ر مي

 ,.Vahedi et al(پژوهش قبلي نيز گزارش شـده بـود   

. مطالعه ژنومي برنج نشان داد كه تحت شـرايط  )2019
داري در بيـان   تنش زيستي و غيرزيستي، تفـاوت معنـي  

  .)Nuruzzaman et al., 2012(وجود دارد  TRXژن 
تيوردوكسين يكي از عوامل تنظيم كننده اصلي بـراي  

 ,.Daloso et al(چرخه تري كربوكسـيليك اسـيد اسـت    

كه نقشـي اساسـي در تحمـل گياهـان بـه تـنش        )2015
كند كـه گياهـان را در مقابلـه بـا تـنش       اكسيداتيو ايفا مي

حيا خـود از فردوكسـين   كند، براي ا اكسيداتيو موفق تر مي
(FTR)  ياNADPH كند و با انتقال الكتـرون   استفاده مي

موجب احياي ردوكتازهـا جهـت سـم زدايـي هيدروكسـي      
شوند  پراكسيدازها چربي و ترميم پروتئين اكسيد شونده مي

)Meyer et al., 2012( افــزايش بيــان .NTR   در
هـاي خشـكي و    آرابيدوپسيس افـزايش تحمـل بـه تـنش    

را سبب شد در اين مطالعه اين نتيجه حاصـل   فتواكسيداتيو
هـاي   به حفظ هموستازي گونـه  NTR شد كه افزايش بيان

 Kim et(كند  فعال اكسيژن تحت شرايط تنش كمك  مي

al., 2017(.  
ميـزان بيــان ژن گلوتاردوكسـين در ژنوتيــپ متحمــل   

SLM046 ل تنش خشكي كم بـوده  در ساعات اوليه اعما
ساعت از اعمال تـنش   8اما پس از گذشت   برابر) 9( است

خشكي بدون تيمار متانول اين ميزان بيان افزايش داشـته  
 37( نيز به رونـد افزايشـي خـود    24و تا ساعت  برابر) 31(

   ). 3ادامه داده است (شكل  برابر)
  

 
  Hyola308 و SLM046هاي تحت تنش خشكي و تيمار متانول در گياهچه Real Time PCRبا روش  TRXالگوي بيان ژن  .2شكل 

Figure 2. Expression pattern TRX gene using real-time qPCR under drought stress and methanol foliar application 
in seedling SLM046 and Hyola308. 
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 Hyola308 و SLM046تحت تنش خشكي و تيمار متانول در گياهچه هاي  Real Time PCRبا روش  GRXگوي بيان ژن ال .3 شكل

Figure 3. Expression pattern GRX gene using real-time qPCR under drought stress and methanol foliar application 
in seedling SLM046 and Hyola308. 

  
و  برابـر)  16( پاشي با متانول ابتدا سـبب كـاهش   محلول

. برابـر)  44( سپس افزايش بيان ژن گلوتاردوكسين شده است
توان گفت اعمال تنش متانول سـبب افـزايش    بطور كلي مي

بيان ژن گلوتاردوكسين در ژنوتيپ متحمل كلزا شـده اسـت.   
در  Hyola308نوتيـپ حسـاس   در ژ GRXميزان بيـان ژن  

 ساعت صفر تنش نسبت به ژنوتيپ متحمل بيشتر بوده است
ساعت پـس از اعمـال تـنش     8اما پس از گذشت  برابر) 45(

بدون تيمار متانول ميزان بيان كاهش داشته و كمتر از ساعات 
برابر) و پس از تيمار متـانول در همـين    24( صفر تنش است
  . برابر رسيد 87ساعت به ميزان 

هـاي كليـدي تيـول     آنزيم )GRXs( ها گلوتاردوكسين
)thiol( هـاي احياكننـده    هـا بـه عنـوان آنـزيم     هستند. آن

كننـد.   عمـل مـي   ROSهاي جـاروب   متابوليكي و سيستم
ها را بـر   همچنين تغييرات احيا پس از رونويسي در پروتئين

كنند. گلوتاردوكسـين و تيوردوكسـين    پايه تيول تنظيم مي
 Meyer et(هاي اصلي ردوكتازهـاي تيـول هسـتند     گروه

al., 2012(ــا اســتفاده از  . گلوتاردوكســين ، NDPHهــا ب
يابد  احيا مي )GSH(و گلوتاتيون  )GR( گلوتاتيون ردوكتار

)Holmgren and Aslund, 1995(  گلوتاردوكسـين در .
ــرل     ــه كنت ــابوليكي از جمل ــاي مت ــياري از عملكرده بس

هاي علامت دهي  هاي رشد گياهان و نقش مولكول امهبرن
هاي زيسـتي و غيرزيسـتي نقـش     كليدي در پاسخ به تنش

 Rouhier et al., 2004; Nicolas Rouhier(دارنـد  

and Jacquot, 2005(     بررسـي پروفايـل بيـان ژنـي در .
هـاي زيسـتي و غيرزيسـتي     آرابيدوپسيس با اعمـال تـنش  

نقش مهمي را در مقاومت  GRXمختلف نشان داد كه ژن 

. در آزمـايش  )Belin et al., 2015(كنـد   به تنش ايفا مي
به آرابيدوپسـيس سـبب افـزايش     GRXديگري انتقال ژن 
. در پژوهش )Hu et al., 2015(رما شد مقاومت گياه به س
پس از اعمال تنش بدون تيمار متانول  24حاضر در ساعت 

افزايش داشـته   مجدداَ Hyola308در ژنوتيپ ميزان بيان 
و با اعمال تيمار متانول نيز به بيشـترين ميـزان    برابر) 51(

بيشـترين ميـزان بيـان ژن     .برابـر)  101( خود رسيده است
سـاعت پـس از    24گلوتاردوكسين در ژنوتيـپ حسـاس و   

كمترين مقدار بيان مربوط به  اعمال تنش با تيمار متانول و
ساعت صفر تنش در ژنوتيپ متحمـل بـوده اسـت. تغييـر     

در پژوهش قبلي نيز گزارش   ميزان بيان ژن گلوتاردوكسين
  .)Vahedi et al., 2019(شده بود 

  

  نهايينتيجه گيري 
يكي در اين پژوهش نشان داد كـه هـر   مشاهدات مورفولوژ

دو ژنوتيپ متحمل و حساس گياهان كلزا، طراوت خـود را  
پس از محلول پاشي متانول تحت تنش قطـع آبيـاري بـه    

هـاي   اي از پاسخ دست آوردند. تنش خشكي طيف گسترده
گياهي را از سـطوح فيزيولـوژيكي تـا مولكـولي تحريـك      

فعـال اكسـيژن در   هاي  كند و  سبب افزايش توليد گونه مي
ــد كلروپلاســت   بخــش ــلولي مانن ــف س ــاي مختل ــا و  ه ه

عنـوان   تحت تـنش بـه   ROSشود. توليد  ها مي ميتوكندري
كنـد كـه باعـث دفـاع و      يك سيگنال هشـدار عمـل مـي   

شـود كـه سـلول سـعي      سازگاري گياه در برابر تـنش مـي  
جلوگيري كند.  ROSكند از استرس اكسيداتيو و تجمع  مي

بـدون   تنش 8گلوتاتيون ردوكتاز در ساعت   ميزان بيان ژن
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سـاعت   8ژن تيوردوكسـين در  برابـر)،   366( پاشـي  متانول
 گلوتاردوكسين ژن و برابر) 56(پاشي متانول  پس از محلول

در  برابـر)  101پاشي متـانول (  ساعت پس از محلول 24در 
داراي بيشترين ميـزان بيـان بـود. در     Hyola308 ژنوتيپ

ن بيـان هـر سـه ژن گلوتـاتيون     ميـزا  SLM046ژنوتيپ 
ساعت پس از  24ردوكتاز، تيوردوكسين، گلوتاردوكسين در 

پاشي نسبت به ساعات ابتداي افزايش پيدا كرد و به  محلول
پاشي با متانول سبب افزايش ميزان بيـان   طور كلي محلول

دهنده بيان بـالاي   هاي در اين ژنوتيپ شد. نتايج نشان ژن
در  Hyola308 حساس وتيپدر ژن TRXو  GRXهاي  ژن

. اين بيـان  برابر) 32و  45(به ترتيب  ساعت صفر تنش بود
در ابتدا ممكن است به دليل پاسخ سريع به تنش باشد، اما 

ساعت تحـت تـنش بـدون تيمـار متـانول،       8پس از گذشت 
 GRXهاي  ژن( ميزان بيان به طور قابل توجهي كاهش يافت

نمايانگر عـدم توانـايي    ، كهبرابر) 15و  24به ترتيب  TRXو 
مـدت   اين ژنوتيپ در حفظ سطح بيان ژن در شرايط طـولاني 

را  GR بيـان ژن  SLM046 است. در مقابل، ژنوتيپ متحمل
پـس   ، امابرابر) 8( در شرايط مشابه به ميزان پاييني نشان داد

، بيان اين ژن به طور قابل 8پاشي متانول در ساعت  از محلول
 برابـر)  191( 24و در ساعت برابر)  95(توجهي افزايش يافت 

دهد كه ژنوتيپ متحمل قادر  به اوج خود رسيد. اين نشان مي
هـاي دفـاعي مـؤثر در     سازي پاسـخ  به تطبيق با تنش و فعال

با توجه بـه تـأثيرات مثبـت     .مقايسه با ژنوتيپ حساس است
توانـد بـه طـور     تيمار متانول، مشخص شد كه اين تركيب مي

جب افزايش بيان ژن گلوتاردوكسين در هر دو قابل توجهي مو
ژنوتيپ گردد. در ژنوتيپ متحمـل، پاسـخ بـه تـنش و تيمـار      

در  GRX متانول مشـهود بـود، بـه طـوري كـه بيـان ژن      
سـاعت، افـزايش    24ويـژه پـس از    هاي مختلف بـه  ساعت
تواند بهبـود مقاومـت بـه     . اين افزايش ميبرابر) 44( يافت

يت كنـد. در ژنوتيـپ حسـاس،    تنش را در اين ژنوتيپ تقو
نيز تحت تـأثير تيمـار متـانول قـرار      TRX اگرچه بيان ژن

تـر   گرفت، اما اين ژنوتيپ نتوانست به مدت زمان طـولاني 
هاي موجود در  دهنده ضعف اين بيان را حفظ كند كه نشان

هاي دفاعي ايـن ژنوتيـپ در مقايسـه بـا ژنوتيـپ       سيستم
اين تحقيـق حـاكي از   هاي  به طور كلي، يافته .متحمل بود

عنـوان يـك محـرك     تواند به آن است كه تيمار متانول مي
اكسيداني در گياهان عمل  هاي آنتي مؤثر در بهبود بيان ژن

تواننـد از   هاي متحمل كه مـي  كند، به خصوص در ژنوتيپ
هـاي محيطـي    اين افـزايش بيـان بـراي مقابلـه بـا تـنش      

نمـايي بـراي   توانـد راه  برداري كنند. اين مطالعـه مـي   بهره
هاي به نژادي در زمينه تلاش براي افزايش مقاومت  برنامه

هـاي محيطـي بـا اسـتفاده از تركيبـات       گياهان بـه تـنش  
در نهايت، اين نتـايج بـر اهميـت انتخـاب      .شيميايي باشد

كند تـا در   هاي متحمل در كشت گياهان تأكيد مي ژنوتيپ
شـرايط متغيـر و نــامطلوب محيطـي، عملكـرد و پايــداري     

بـه طـور كلـي بـه نظـر       .توليدات كشاورزي افزايش يابـد 
شود كه تا حدي مـي   مي CO2رسد متانول سبب توليد  مي

حاصل از تنش را در گياهان جبران كند  CO2تواند كمبود 
   و به عنوان منبع كربن استفاده شود.
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A B S T R A C T  
The chalcone synthetase (CHS) gene is a key gene in the flavonoid biosynthesis pathway in 
plants. This gene encodes the enzyme chalcone synthase, which plays a crucial role in the 
early stages of the flavonoid biosynthesis pathway. In addition to its primary role in flavonoid 
biosynthesis, the CHS gene may also be involved in other metabolic pathways, such as the 
production of compounds that are precursors to cannabinoids (like THC and CBD). Due to 
the importance of this gene in Cannabis sativa, it was studied using various bioinformatics 
databases and software tools. A search of the nucleotide sequence of accession 
NM_001397940 from Cannabis sativa in the NCBI database revealed 100 matches. The 
highest Max Score (805) belonged to the alignment with NP_001384869.1 from the Cannabis 
plant itself, with 100% coverage and 100% similarity. The lowest Max Score (746) 
corresponded to the alignment with QRV61377.1 from the species Litchi Chinensis with 99% 
coverage and 92.01% similarity. The E-Value in this section was also used to determine the 
significance of the matches. Protein sequence alignment with accession number 
NP_001384869.1 from Cannabis sativa in the NCBI database also showed 100 matches. 
Phylogenetic analysis of the top 20 species that showed homology with the CHS gene in the 
BLAST n analysis created a dendrogram, classifying the species into six distinct groups. 
Genetic diversity analysis using MEGA 6 software indicated that approximately 31% of the 
CHS gene sequence has undergone substitution mutations and only 8% of these regions 
contain informative polymorphisms. Analysis of the protein's primary structure revealed that 
its isoelectric point (PI) is 6.04, and instability index is 37.13, indicating high stability of the 
protein under cellular conditions. Stable proteins are capable of withstanding environmental 
changes such as temperature, pH, and pressure, allowing them to maintain their function 
under stressful or harsh conditions. The amino acid composition analysis revealed that leucine 
(11%) had the highest abundance, while Pyrrolysine and Selenocystein (0%) were the least 
abundant. The GRAVY index was -0.09, indicating the hydrophilic nature of the protein.  
Secondary structure analysis of the protein, using Phyre2 software, identified six similar 
structures in the NCBI database. Furthermore, GORIV software analysis showed that the 
CHS protein contains approximately 40.8% alpha-helical structures which it helps the 
protein’s stability. The 3D modeling of this protein in Cannabis sativa was performed using 
the PDB database which had a high similarity to the Chalcone Synthase protein from 
Medicago sativa. Studying the protein's structure can help in understanding its function, and 
examining its structural details may be useful in studies related to the active site of the protein 
and docking. 
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   Cannabis sativa  اهيگ در)  CHS (    سنتتاز چالكون ژن  in silico  زيآنال

 
    2، معصومه فلاح زياراني1نرگس نعمتي

 
  چكيده

اين ژن كد كننده آنزيم . يكي از ژن هاي كليدي در مسير بيوسنتز فلاونوييدها در گياهان است) CHS(سنتتازژن چالكون 
علاوه بر نقش اصلي  CHSژن . باشد كه در مرحله ابتدايي مسير بيوسنتز فلاونوييدها نقش مهمي داردچالكون سنتتاز مي

( ليكي ديگري مانند توليد تركيباتي كه پيش ساز كانابينوييدها خود در بيوسنتز فلاونوييدها ممكن است در مسيرهاي متابو
به دليل اهميت اين ژن در گياه شاهدانه اين ژن به كمك . هستند نيز دخالت داشته باشند) CBDو  THCمانند 
شماره د جست و جوي توالي نوكلوتي. هاي مختلف اطلاعاتي و نرم افزارهاي گوناگون بيوانفورماتيك مطالعه گرديد پايگاه

همرديفي . تطابق را نشان دهد 100توانست  NCBIگياه شاهدانه در پايگاه اطلاعاتي  NM_001397940 دسترسي
 100توانست  NCBIدر گياه شاهدانه مقابل پايگاه اطلاعاتي  NP_001384869.1 شماره دسترسيتوالي پروتييني با 

از خود گياه   NP_001384869.1متعلق به همرديفي با  Max Score (805)بيشترين امتياز  .تطابق را نشان دهد
از   QRV61377.1مربوط به همرديفي با  Max Score (746)كمترين  % شباهات بود.100% پوشش و 100شاهدانه با 

در اين بخش نيز براي تشخيص  E-Value% شباهات بود. مقدار 92,01% پوشش و 99با  Litchi chinensisگونه 
 CHS با ژن  BLAST nگونه اول كه در آناليز  20ليز فيلوژنتيكي آنا معناداري تطابق ها مورد استفاده قرار گرفت.

آناليز تنوع . بندي كردگروه مجزا دسته 6هاي مورد مطالعه را در همولوژي نشان داده بود دندرومي ايجاد كرد كه گونه
هاي نوع جايگزيني جهش CHSدرصد از طول توالي ژن  31نشان داد كه در حدود  MEGA 6افزار ژنتيكي توسط نرم 

با بررسي خصوصيات ساختار . درصد از اين نواحي حاوي چند شكلي هاي اگاهي بخش هستند 8و تنها  رخ داده است
كه حاكي از پايداري بالاي  37,13و شاخص ناپايداري  6,04آن  (Pi)نقطه ايزوالكتريك  اوليه پروتيين مشخص شد كه 
. و فشار مقاومت كنند PHهاي پايدار قادرند در برابر تغييرات محيطي مانند دما پروتيين. پروتيين در شرايط سلول است

اي تركيب اسيد آمينه. زا حفظ كننديا تنش اين ويژگي به آن ها امكان مي دهد كه عملكرد خود را در شرايط سخت 
مقدار  GRAVY%) كمترين فراواني را دارند. شاخص 0بيشترين و پيروليزين و سلنوسيستين (%) 11نشان داد لوسين (

بررسي ساختار ثانويه پروتيين با استفاده از نرم افزار را نشان داد كه بيانگر ماهيت هيدروفيليك پروتيين است.  - 0,09
6Phyre2   ساختار مشابه در ديتابيسNCBI همچنين با نرم افزار . اين پروتيين پيدا شد برايGORIV  مشخص شد كه

مدل سازي سه بعدي . كندكه به پايداري آن كمك مي باشدمارپيچ آلفا هليكس مي 40,8٪حاوي حدود  CHS پروتيين 
از  Chalcone synthaseكه شباهت بالايي با پروتيين  انجام گرفت PBDاين پروتيين در شاهدانه با استفاده از پايگاه 

Medicago Sativa تواند  به درك عملكرد پروتيين كمك كند و بررسي جزييات مطالعه ساختار پروتيين مي. داشت
  .ساختار آن مي تواند در مطالعات جايگاه فعال پروتيين و داكينگ سودمند باشد

  

 ،يمولكول كينتژ و يوتكنولوژيب ، گروهارشد يكارشناس. 1 
 ،كرج دانشگاه تهران، ،و منابع طبيعينشكدگان كشاورزي دا
   .رانيا
 ،يبهشت ديشه گاهنشدا ،ياهيگ يوتكنولوژيب يدكترا. 2 

    .رانيا تهران،
  
  
  
  
  

  نويسنده مسئول:
  يارانيز فلاح معصومه
  masoumeh_fallah@yahoo.com رايانامه:

  
  
  

 14/10/1403: ريافتد تاريخ

  24/12/1403: پذيرش تاريخ
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 استناد به اين مقاله:

  زيآنال ). 1404( فلاح زياراني، معصومه و نعمتي، نرگس
in silico  سنتتاز چالكون ژن    ) CHS  (شاهدانه اهيگ در ، 

)، 3( 14، فناوري گياهان زراعي زيست يفصلنامه علم
52-43.  

 )10.30473/cb.2025.73286.1997 DOI:(  

  

  هاي كليدي واژه
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   مقدمه
اي از گياهان است كه گونه) Cannabis sativa( شاهدانه
اي غنـي و پيچيـده از اسـتفاده انسـاني, هـم بـه       تاريخچه

صورت تفريحي و هم به صورت دارويي دارد. هزاران سال 
هـاي   خـاطر ويژگـي  ها ايـن گيـاه را بـه     است كه انسان

اند از اليـاف  منحصر به فردش پرورش داده و استفاده كرده
ايـن گيـاه   مقاوم آن گرفته تا تركيبات روان گـردان قـوي   

). در سـال هـاي اخيـر علاقـه     2022، و همكاران دهنوي(
زيادي به درك پايه ژنتيكي بيوشـيمي شـاهدانه بـه ويـژه     

جود آمـده  به و CBDو  THCتوليد كانابينوييدهايي مانند 
اي از خـواص  است. ايـن تركيبـات داراي طيـف گسـترده    

درماني از تسكين درد تا ضد التهاب هستند و توجه زيـادي  
 از سوي جوامع پزشكي و داروسازي به خود جلب كرده اند

  . )2022، و همكاران دهنوي(
اما چگونه گياه شاهدانه اين تركيبات منحصر به فرد را 

  ايي در اين فرايند دخيل هستند؟هتوليد مي كند؟ و چه ژن
هاي كليدي كه در بيوسنتز كانابينوييـدها  يكي از ژن

) اسـت. چـالكون   CHSنقش دارد ژن چـالكون سـنتاز (  
سنتاز يك آنزيم است كه نقش حياتي در مسير بيوسـنتز  

ول ئاين مسـير مس ـ  فلاونوييدها در گياهان ايفا مي كند.
گياهان رنگ توليد طيف وسيعي از تركيبات است كه به 

و  ،كنندآن ها را از نور فرابنفش محافظت مي ،بخشدمي
، و همكـاران  دائـو ( داراي خواص آنتي اكسيداني هستند

 CHSبــر اســاس تحقيقــات گــزارش شــده ژن  ).2011
) در گياهـان  PKSمتعلق به ابر خانواده سنتاز پلي كتيد (

تحـت تـاثير عوامـل     CHSباشد. همچنين، بيان ژن مي
هاي زيسـتي  لف مانند شدت نور، دما، تنشمحيطي مخت

و غير زيستي قرار دارد و در مراحل مختلف رشـد گيـاه،   
هاي مختلف متغير است. تنـوع و چنـد   بيان آن در بافت

ي هـاي مختلـف، نشـان دهنـده    شكلي اين ژن در گونه
تطبيق پذيري آن با شرايط محيطي متنوع است (وانـگ  

  ).2018و يو، 
هـا نقـش دارد،   نتز آنتوسـيانين نه تنها در س CHSژن 

بلكه به عنوان يك تنظيم كننده منفـي درونـي در انتقـال    
هـاي گـل تـاثير    كنـد و بـر رشـد انـدام    اكسين عمل مـي 

 CHSگذارد. علاوه بر اين، بيان اعضاي خـانواده ژنـي    مي

ويژه است و سطح بيان آن ها در مراحـل  -به صورت بافتي
باشـد ( ليـو و همكـاران،    مختلف رشد گيـاه متفـاوت مـي   

را در ژنوم خود  CHS). اكثر گياهان حداقل يك ژن 2025
 Zea( عضو، در ذرت 27 )Oryza sativa( دارند. در برنج

mays( 14   عضــــو و در تــــوت ســــياه )Morus 

atropurpurea Roxb.( 5  عضــو از ايــن ژن شناســايي
  ).2025سو و همكاران، شده است (

ــزيم    ــاهدانه آن ــاه ش ــيد   CHSدر گي ــد اس در تولي
اسـت نقـش    CBDو  THCاوليووتوليك كه پيش سـاز  

ــي   ــنش تركيب ــاليز واك ــا كات و  malonyl-COAدارد. ب
 coumaroyl-COA ــره ــنشزنجي ــه  اي از واك ــا را ب ه

آورد كه در نهايـت منجـر بـه توليـد ايـن      حركت در مي
ــي   ــده م ــناخته ش ــدهاي ش ــودكانابينويي ــين( ش و  حس

درك عملكـرد و تنظـيم   ). با اين حـال  2023، همكاران
ــا     CHSژن  ــيش از تنه ــد ب ــاهدانه نيازمن ــاه ش در گي
هاي موثر تحليـل بـه   يابي ژن است. يكي از روش توالي

ــه (  ــك رايان ــاي   In Silicoكم ــه از ابزاره ــت ك ) اس
هـاي بيوانفورماتيـك بـراي تفسـير      محاسباتي و تكنيك

ــوالي  داده ــه ت ــوژيكي از جمل ــاي بيول ــاي ه و  DNAه
هــاي ســاختاري  ويژگــي كنــد.مــي  پــروتيين اســتفاده

هاي عملكردي و تاريخچه تكـاملي آن را بررسـي    نقش
هاي مختلفي تواند شامل تكنيككند. اين تحليل ميمي

هــا و آنــاليز عملكــردي تــا از جملــه هــم رديفــي تــوالي
سازي سـاختاري پيشـرفته و مطالعـات فيلوژنتيـك      مدل
  باشد.

ــاي      ــك ابزاره ــه كم ــل ب ــه تحلي ــه ب ــن مقال  در اي
در گيـاه شـاهدانه    CHS) ژن In Silicoبيوانفورمـاتيكي ( 

هاي پيشرفته و تكنيك خواهيم پرداخت و به بررسي ابزارها
محاســباتي كــه بــراي كشــف پيچيــدگي هــاي بيوســنتز  

شـوند خـواهيم پرداخـت. مـا بـه      كانابينوييدها استفاده مي
ــوالي ژن  تاريخچــه تكــاملي آن ســاختار  CHSبررســي ت
اش و نحـوه تنظـيم آن خـواهيم    شـده عملكرد پيش بيني 

تـري از نحــوه  پرداخـت. بـا انجـام ايــن كـار درك عميـق     
مشاركت اين ژن كليدي در توليد كانابينويدها در شـاهدانه  

برداري از آن در آينده بـه دسـت خـواهيم    و چگونگي بهره
  آورد.
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 شناسي پژوهشروش

BLAST n و BLAST P  
BLAST n وBLAST p     در جهـت جسـتجوي تـوالي 

) CHSمشابه با توالي ژني و پروتييني ژن چالكون سنتتاز (
  انجام شد. queryگياه شاهدانه به عنوان 

  
  آناليزهاي فيلوژنتيكي

-Tمطالعـه از نـرم افـزار     جهت هم رديفي توالي ژن مورد

Coffee     ــت ــم درخ ــراي رس ــين ب ــد. همچن ــتفاده ش اس
فـلاح  اسـتفاده گرديـد (   MEGA6 فيلوژنتيك از نرم افزار 

،  و همكــاران فــلاح زيــاراني؛ 2017، و همكــاران زيــاراني
  ).2018توحيدفر،  و فلاح زياراني؛ 2013
  

  بررسي خصوصيات ساختار اوليه پروتئين
به منظـور بررسـي خصوصـيات سـاختار اوليـه پـروتئين از       

استفاده شـد. بـراي تعيـين محـل      PROTPARM برنامه
يگـاه داده  استقرار و نقش مولكولي پروتيين در سـلول از پا 

UNIPROT .بهره گرفته شد  
  

  بررسي ساختار دوم پروتئين 
تعيين موقعيت صفحات آلفا و بتـا   ساختار ثانويه پروتيين و

فـلاح  ( شناسايي گرديـد  Phyre2با استفاده از ابزار آنلاين 
، و همكــاران فــلاح زيــاراني؛ 2017، و همكــاران زيــاراني

  ).2022، و همكاران فلاح زياراني؛ 2021
  

  بررسي ساختار سه بعدي پروتئين
بعدي پروتئين بـا اسـتفاده از روش همولـوژي     سازي سه مدل

انجـام شـد. الگـوي     Swiss-Modelمدلينگ و پايگـاه داده  
و بـر   PDBسازي، با دقـت از پايگـاه داده    مناسب براي مدل

اساس بالاترين ميزان شباهت ساختاري انتخـاب گرديـد. بـه    
شده، نمـودار   بعدي مدل ترسيم ر سهمنظور اعتبارسنجي ساختا

هدرال براي  راماچاندران مورد استفاده قرار گرفت و زواياي دي
بررسي صحت استريوشيميايي محاسـبه شـد. تحليـل دقيـق     
ساختار پروتئين به درك عملكرد مولكولي آن كمك شـاياني  

ويـژه   كند. همچنين مطالعه جزئيات ساختاري پروتئين، بـه  مي

ــرت ــد  در تحقيقــات م ــروتئين و فرآين ــال پ ــا جايگــاه فع بط ب
Dockingتواند در طراحي داروها  ، اهميت بالايي داشته و مي

 و مهندسي پروتئين مفيد باشد.

  
  گيريهاي پژوهش و نتيجهيافته

  BLAST nنتايج 
 شــــماره دسترســــيجســــتجوي تــــوالي نوكلوتيــــدي 

NM_001397940    ــاتي ــاه اطلاع ــاهدانه در پايگ ــاه ش گي
NCBI  تطابق را نشان دهد كه بالاترين امتيـاز   100توانست

شـماره  ) مربوط به تطـابق بـا   Max Score )2911شاخص 
از گونـــه ي گيـــاهي   NM_001397940.1 دسترســـي

Cannabis Sativa   شـباهت   100٪پوشش و بـا   100٪با
) Max Score )723 بود در حالي كه كمترين امتياز شـاخص 

 Cicerدر گونه  CP039336.1مربوط به تطابق با اكسشن 

arietinum   شـباهت بـود. راي    79,98٪پوشـش و   62٪با
نيز استفاده شد كـه   E-Valueتعيين بهترين تطابق، از مقدار 

دهنده انطباق با احتمال بالاتر و معناداري  مقدار كمتر آن نشان
دهنـده   نشـان  0,01كمتـر از   E-Valueبيشتر اسـت. مقـدار   

 داري تطابق است. معني

 
  BLAST pنتايج 

ــا    ــي بـ ــوالي پروتئينـ ــي تـ ــماره دستهمرديفـ ــيشـ  رسـ
NP_001384869.1  در گيـــاه شـــاهدانه مقابـــل پايگـــاه

تطـابق را نشـان دهـد كـه      100توانسـت   NCBIاطلاعاتي 
ــه Max score )805بــالاترين امتيــاز شــاخص  ) مربــوط ب

گيـاه   NP_001384869.1 شـماره دسترسـي  همرديفي بـا  
در  ;درصد شباهت بـود  100درصد پوشش و  100شاهدانه با 

) مربـوط بـه   Max score )746حالي كه كمتـرين شـاخص   
گونه گيـاهي    QRV61377.1 شماره دسترسيهمرديفي با 

Litchi chinensis   درصـد   92,01درصـد پوشـش و    99بـا
هـم   E-valueشباهت بود. براي تشخيص انطبـاق از مقـدار   

نشـان دهنـده تعـداد     E-Value. مقـدار  توان استفاده كردمي
ده تصادفي با همـان  هاي مورد انتظار در يك جايگاه داتطابق

كـوچكتر نشـان دهنـده امتيـاز      E-Valueاندازه است. مقدار 
بالاتر و معتبر بودن انطباق با احتمال بالاتر است، در حالي كه 

، نشـان دهنـده   0,01مقادير بسيار كوچك، به ويـژه كمتـر از   
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انطباق هاي معنادار از نظر آماري هستند. به طور كلي هر چه 
E-Value تر باشد، ميزان اطمينان به ارتبـاط  كبه صفر نزدي

  هاي بيشتر خواهد بود.بيولوژيكي بين توالي
  

  آناليزهاي فيلوژنتيكي
بـا ژن   BLAST nگونه اول كه در آناليز 20براي اين منظور 

CHS    همولوژي نشان دادند انتخاب شدند. در گـام اول ايـن
سازي شده و سـپس  همرديف T_Coffeeها با نرم افزار گونه

ــزار     ــرم افـ ــوژنتيكي از نـ ــاي فيلـ ــام آناليزهـ ــراي انجـ بـ
 MEGA6 استفاده شد. آزمون شاخص نابرابري كه با استفاده

 CHSانجام شـد نشـان داد كـه ژن     MEGA6 از نرم افزار

هاي مـورد  بررسـي دارد. آنـاليز    همولوژي بالايي با هم گونه
و انتخـاب مـدل جـايگزيني     UPGMAفيلوژنتيكي با روش 

WAG+G هاي مورد مطالعه گرامي ايجاد كرد كه گونهدندرو
). مـدل  1 بنـدي كـرد (شـكل   گروه كاملا مجزا دسته 6را در 

بدست آمد و با مقايسه   MEGA6جايگزيني توسط نرم افزار 
ها و انتخاب بهتـرين مـدل جـايگزيني بهتـرين     تفاوت توالي

درخت فيلوژنتيكي رسم شد. در ماتريس تشابه در مقايسه بين 
 31/0گونه مورد بررسي كمترين تشابه مربـوط بـه عـدد     20
نشان MEGA6 باشد. آناليز تنوع ژنتيكي توسط نرم افزار مي

ــدود   ــه در ح ــوالي ژن    31داد ك ــول ت ــد از ط  CHSدرص
زيني رخ داده كه در اين ميان تنها حدود هاي نوع جايگ جهش

درصد از طول تـوالي ژن داراي چندشـكلي هـاي آگـاهي      8
د مطالعـه  ربخش مي باشد. تنوع نوكلئوتيدي در جمعيـت مـو  

). آزمـون تاجيمـا   1باشد (جدول درصد مي 9پايين و در حدود 
گونه مورد بررسي) مطالعه در  20نشان داد كه جمعيت مورد (

رند. تست فرضيه خنثـي بـه بررسـي اختلافـات     تعادل قرار دا
هاي تـوالي ژنتيكـي كـه بـا الگـوي      مشاهده شده بين جفت

پردازد. اساس اين تسـت  اند ميجايگزيني مشابه تكامل يافته
هاي جفتـي و  مقايسه فركانس نوكلوتيد يا آمينواسيد در توالي

هـا اسـت. در   هاي مشاهده شده بين ايـن تـوالي  تعداد تفاوت
كند كه اسي مدل جايگزيني فرايندي را توصيف ميشن زيست

طي زمان تحت تاثير فشارهاي  در آن تغييرات يك صفت در
انتخابي يا فرايندهاي تصادفي (مانند جهش يا رانش ژنتيكي) 

دهد. اين مدل در تفسير درخت تكاملي در فيلوژنتيـك   رخ مي
هــا و ســازي تــوالي بــا تســت روشو شــاخه بنــدي و شــبيه

ترين يكي از معروف Dهاي ديگر كاربرد دارد. تاجيما الگوريتم
باشد كه با مقايسه دو نوع تنـوع  هاي فرضيه خنثي ميآزمون

هاي هاي جفتي و تعداد جايگاهژنتيكي در يك جمعيت (تفاوت
اين آزمون براساس مقايسـه تنـوع    .شودچندشكلي) انجام مي

شـكلي   هـاي چنـد  نوكلئوتيدي حاصل از فراواني آللي جايگاه
 Dبه طور كلـي مقـادير مختلـف تاجيمـا      ).2005(فرر،  است
به اين صورت  تواند نشان دهنده فرآيندهاي مختلفي باشد مي

مثبت نشان دهنده تعادل انتخابي است و ممكن  Dكه تاجيما 
است بيانگر انتخاب متعادل يا گزينش در جمعيت باشد. تاجيما 

انتخابي اسـت   منفي نشان دهنده يك گزينش مثبت يا فشار
كه باعث شـده يـك آلـل سـودمند بـه سـرعت در جمعيـت        

نزديك به صفر بيانگر اين است كه  Dگسترش يابد و تاجيما 
تغييرات ژنتيكي در جمعيت به صورت تصـادفي و مطـابق بـا    

اند. آزمون تاجيماي مثبـت در ژن مـورد   فرضيه خنثي رخ داده
آللي آن ها بالا هايي كه تنوع فراواني مطالعه نشان داد كه ژن

مثبت (بزرگتـر از صـفر) دارنـد و بـا انتخـاب       Dاست تاجيما 
  ).1متعادل در جمعيت همراه هستند (جدول 

  
خصوصيات ساختار اوليه  پروتئين و بررسي خواص 

  فيزيكوشيميايي
د بــراي بررســي خــواص فيزيكوشــيميايي پــروتئين مــور

ــه     ــروتئين و از برنامـ ــه پـ ــاختار اوليـ ــي از سـ بررسـ
PROTPARAM ) استفاده شد. نقطه ايزوالكتريكPI (
تعيـين شـد    - 4و بار خـالص آن   6,04پروتئين موردنظر 

ــيد  ــداد اس ــرا تع ــت   مينهآ(زي ــار مثب ــداد  44هــاي ب و تع
باشد). از نظـر تركيـب   مي 49هاي با بار منفي اسيدامينه

درصد) متعلق به لوسين  11اسيدامينه بالاترين فراواني (
درصد) متعلق به دو اسيد امينـه  و كمترين فراواني (صفر 

ــي ــتئين مـ ــزين و سلنوسيسـ ــه پيروليـ ــد. در نقطـ باشـ
ايزوالكتريك، يك اسيد آمينـه يـا پـروتئين بـه دليـل از      
دست دادن بار الكتريكي خـالص خـود، در يـك ميـدان     
الكتريكي با جريان مسـتقيم، قـادر بـه حركـت نيسـت.      

تخاب تواند در ان آگاهي از نقطه ايزوالكتريك پروتئين مي
ســـازي ماننـــد  هـــاي خـــالص ســـازي روش و بهينـــه

كروماتوگرافي تبادل يوني و ايزوالكتروفورز فوكوسـينگ  
  بسيار مفيد باشد.  
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 .NM_001397940هاي توالي با استفاده از داده UPGMAهاي موردمطالعه با روش دندروگرام بدست آمده از گونه .1شكل 

  دهد.ها مقادير بوت استرپ (%) را نشان مي دهند. مقياس افقي فاصله ژنتيكي را نمايش مياعداد روي شاخه
Figure 1.  The dendrogram of the studied species was constructed using the UPGMA method based on the 

NM_001397940 sequence data. The numbers on the branches represent bootstrap values(%). The horizontal 
scale indicates genetic distance. 

  
هايي با تنوع آللي بالا . آزمون تاجيما مثبت نشان داد كه ژندر موجودات مورد بررسي CHSنتيجه تست تاجيما براي ژن  .1جدول 

  مثبت بوده و تحت انتخاب متعادل در جمعيت قرار دارند. Dداراي مقدار 
Table 1. Tajima test result for the CHS gene in the studied organisms. The positive Tajima test indicates that 

genes with high allelic diversity have a positive D value, and are subject to balancing selection in the 
population. 

 Mتعداد نمونه  S متغير تعداد جايگاه هاي تنوع آللي Ɵ Pѕشاخص  Π شاخص   تاجيما Dشاخص 

0.437801 0.098479 0.089140 0.316245 475 20 

  
نقطـه   pHهايي كـه در محـدوده    علاوه بر اين، پروتئين

ايزوالكتريك خود قرار دارند، به دليل تعادل بارهـاي مثبـت و   
منفي، قابليت نگهداري آب را از دست داده و به ناچار رسـوب  

كنند. از طرفي ميانگين آب گريـزي كـل پـروتئين مـورد      مي
ــه ( ــي - GRAVY (09/0مطالع ــد. بررســي شــاخص  م باش

 دهـد كـه ايـن   ) نشـان مـي  Instability indexناپايـداري ( 
 37,13پروتئين عمر بالايي دارد زيـرا شـاخص ناپايـداري آن    

)؛ اين موضـوع حـاكي از آن اسـت كـه ايـن      2است (جدول 
پروتئين در شرايط سلولي پايـدار بـوده و بـه راحتـي تجزيـه      

  شود. نمي
ها بيانگر ميزان پايداري آنها در شاخص ناپايداري پروتئين

ن  به نوع اسيدآمينه باشد؛ و ايلوله آزمايش در برابر حرارت مي
هايي كه شاخص ناپايداري هاي موجود بستگي دارد. پروتئين

مي باشد با ثبات و در غير اين صورت بي  40تر از  كآنها كوچ
هـاي  جـز پـروتئين   CHSثبات خواهند بود. بنابراين پروتئين 

هاي پايدار در شرايط تنش مثل تـنش  باشد. پروتئينپايدار مي
ساختار سوم خود و در نتيجه عملكردشـان را  تواند حرارتي مي

   ).2020، و همكاران كرسيدر شرايط تنش حفظ كنند (
نيـز مشـخص شـد كـه     PROTSCALE بـا برنامـه   

پروتئين مورد مطالعه طبق روش كيت و دوليتل در انتهاي 
N  و همچنين نزديك به انتهايC   خود داراي آب گريـزي

  ). 2در شكل  1 با توجه به خط برشباشد (معني داري مي
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در  CHSنشان دهنده پايداري نسبي پروتيين  37,13، مقدار شاخص ناپايداري CHSبررسي شاخص ناپايداري پروتيين  .2 جدول
  .باشد) بيانگر ماهيت آب دوست بودن اين پروتيين مي- 0,090شرايط سلولي است. مقدار ميانگين كلي آب گريزي منفي (

Table 2. CHS protein instability index review, the instability index of 37.13 indicates the relative stability of 
the CHS protein under cellular conditions. The negative GRAY value (-0.090) suggests the hydrophilic 

nature of this protein 
  بگريزيميانگين كل آ

GRAVY  
  شاخص آليفاتيك
Aliphatic Index

  شاخص ناپايداري
Instability Index  

0,090 -  93.50 37.13 

 

 
. محور افقي موقعيت اسيدهاي آمينه و محور عمودي ميزان PROTSCALEبا برنامه  CHSآناليز آبگريزي پروتيين  .2شكل 

 دهنده نواحي آبگريز هستند. ابگريزي را نشان مي دهد. به طوري كه مقادير مثبت نشان
Figure 2. Hydrophobicity analysis of CHS protein with PROTSCALE program. The X-axis shows amino 

acid positions, and the Y-axis represents the hydrophobicity score, with positive values indicating 
hydrophobic regions 

  
  ساختار دوم پروتئين

، سـاختاردوم  Phyre 2با اسـتفاده از نـرم افـزار آنلايـن     
پيش بيني شد. نتايج حاصل حـاكي از آن   CHSپروتئين 
براي ايـن   NCBIساختار مشابه در ديتابيس  6است كه 

پروتئين پيدا شد، يكي از اين ساختارها مربوط به سـاختار  
اسـت كـه    alfalfa از Chalcone synthaseپـروتئين  

ــروتئين  100داراي شــباهت  ــا پ ــاه شــاهدانه  CHSب گي
 GORIV). همچنـين بـا نـرم افـزار     3(شـكل   باشـد  مي

 40,87٪حـاوي حـدود    CHSمشخص شد كه پـروتئين  
 منظـور  بـه  اطلاعـات  ايـن  و اسـت  هلـيكس  آلفا مارپيچ
). 4 شكل( باشدمي اهميت داراي پروتئين پايداري بررسي

هاي پروتئيني قرار دارد  مارپيچ آلفا معمولاً در سطح هسته
و به عنوان يك رابط براي تعامل با محيط آبـي خـارجي   

كند. قسمت داخلي مارپيچ آلفا تمايل به داشـتن   عمل مي
يرونـي آن تمايـل بـه    گريز و قسـمت ب  آمينواسيدهاي آب

دوست دارد. به همين دليـل، در   داشتن آمينواسيدهاي آب
هـا   طول مارپيچ، از هـر چهـار آمينواسـيد، سـه تـاي آن     

گريز هستند. آمينواسيدهاي موجود در هسته پـروتئين   آب
گريـزي   يا داخل غشاي سلولي نيـز معمـولاً خاصـيت آب   

ح قـرار  هاي آلفايي كه در سـط  طور كلي، مارپيچ دارند. به
گريز دارند. اين ويژگـي   دارند، تعداد كمتري آمينواسيد آب

ها مفيـد باشـد. بـه     بيني ساختار پروتئين تواند در پيش مي
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اي كه حاوي مقادير بالايي از آلانين،  عنوان مثال، نواحي
گلوتاميــك اســيد، لوســين و متيــونين هســتند و مقــادير 

رنـد،  كمتري از پـرولين، گليسـين، تيـروزين و سـرين دا    
تمايل به تشكيل مارپيچ آلفا دارند. از سوي ديگر، ساختار 

دار اســت. يكــي از  صــفحات بتــا بســيار كشــيده و چــين
هاي مهم بين صفحات بتا و مارپيچ آلفا اين اسـت   تفاوت

كه آمينواسيدهايي كه در ساختار اوليه پروتئين با فاصـله  
زيادي از هـم قـرار دارنـد، در تشـكيل صـفحات بتـا در       

گيرنـد. ايـن ويژگـي باعـث      رت يكـديگر قـرار مـي   مجاو

ــي ــته و      م ــتري داش ــختي بيش ــا س ــفحات بت ــود ص ش
پذيري كمتري داشته باشند. پيوندهاي هيـدروژني   انعطاف

يك رشته بتا و گروه  COهاي  اي كه بين گروه بين رشته
NH شوند، پايداري بيشـتري   رشته بتاي مجاور ايجاد مي

هـا   زيگـزاگ بـه آن  بخشند و ظاهري  به صفحات بتا مي
هاي آلفا و بتـا در پـروتئين    دهند. هرچه ميزان مارپيچ مي

پذيري پروتئين كمتـر و پايـداري آن    بيشتر باشد، انعطاف
بيشتر خواهد بود. نتايج نشان داد كـه پايـداري پـروتئين    

CHS .نسبتا زياد است  
  

 
  Phyre2با برنامه  CHSساختار پيشنهادي براي پروتيين  .3شكل 

Figure 3. Proposed structure for the CHS protein with the Phyre2 program 
  

 
 GORIVبا نرم افزار  CHS آناليز ساختار دو بعدي پروتيين  .4شكل 

Figure 4. Analysis of the two-dimensional structure of CHS protein with GORIV software 
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  ساختار سوم پروتئين
بعدي براساس انتخاب يـك الگـوي    سازي ساختار سه مدل

با شباهت بالا به پروتئين هدف، با اسـتفاده از پايگـاه داده   
PDB ــراي 5 انجــام گرفــت (شــكل ). الگــوي منتخــب ب
)، 1JWXدر گيـاه شـاهدانه (   CHSسـازي پـروتئين    مدل

بــا قــدرت  2002آمينواســيد اســت و در ســال  389داراي 
بـا   Medicago sativaآنگسـتروم از گيـاه    1,63تفكيك 

) X-rayاســتفاده از روش كريســتالوگرافي اشــعه ايكــس (
كيلـو   42,787كشف شده است. اين الگـو وزن مولكـولي   

سازي ساختار سه مدل ن دارد و شامل دو جهش است.دالتو
گيـاه شـاهدانه بـا اسـتفاده از سـرور       CHSبعدي پـروتين  

Swiss-Model    پيش بيني شد. ساختار براسـاس نزديـك
 ترين الگو ايجاد و با تحليل هاي مختلف اعتبار سنجي شد

 از ٪97,14). نمـودار راماچانـدران نشـان داد كـه     6 (شكل
 ٪0,39 تنهـا  و دارند قرار مطلوب نواحي در آمينه اسيدهاي

امتيــاز  .شــدند بنــديطبقــه محــدوده از خــارج عنــوان بــه
MolProbity  بود كه كيفيت بالاي مـدل را   0,97برابر با

كند همچنين هيچ پيوند نامناسبي مشـاهده نشـد   تاييد مي
). اين مدل براي مطالعـات بيشـتر روي عملكـرد    7 (شكل

و تجزيــه و تحليــل هــاي اتصــال ليگانــد  CHS پــروتيين 
  مناسب است.

  

 
كه با استفاده  CHSمدل سه بعدي ساختار پروتيين  .5شكل 

از روش همولوژي مدلينگ پيش بيني شده است. در اين مدل، 
نواحي مختلف پروتيين با رنگ هاي متفاوت مشخص شده اند 

  نمايش داده شده است. PBDو ساختار كلي در قالب 
Figure 5. Three-dimensional modeled structure of 

CHS.  predicted using homology modeling. 
Different regions of the protein are highlighted in 

distinct colors, and the overall structure is 
presented in PBD format. 

 
 Swiss پروتيين هدف  با استفاده از مدل سه بعدي  .6شكل 

Model  براساس مدل سازي همولوژي ايجاد شده است. اين مدل
ساختار كلي، عناصر ثانويه و محل هاي احتمالي عملكردي پروتيين 

  دهد.را نشان مي
Figure 6. 3D structural model of the target protein 

was generated using Swiss-Model based on 
homology modeling. This model illustrates the 

overall structure, secondary elements, and 
potential functional sites of the protein. 

  

 
شده در  بيني يشمدل پكيفيت نمودار راماچاندران  .7شكل 

Swiss Model كند و توزيع زواياي دي هيدرال را ارزيابي مي
)Psi  وPhiدهد. حضور بيشتر ) را در ساختار پروتيين نشان مي

دهنده پايداري ساختاري  اسيدهاي آمينه در نواحي مجاز نشان
  مدل است.

Figure 7. The Ramachandran plot evaluates the 
quality of the predicted model and illustrates of the 
distribution of dihedral angles (Psi and Phi) in the 
protein structure. A higher concentration of amino 

acids in the allowed regions indicates structural 
stability of the model. 
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A B S T R A C T   
To investigate the effect of water stress on some essential traits of potato, an experiment 

was conducted in 2019 in Karaj using a factorial design within a completely randomized 

block design with three replications. The first factor included two irrigation treatments 

(water stress and control), and the second factor consisted of 11 potato genotypes (Agria, 

Caesar, Savalan, Santé, Marfona, Milva, Picasso, Hermes, Jelly, 397081-1 (1-81), 397069-

2 (2-69)). Drip irrigation was applied under normal conditions, while irrigation was 

stopped for 25 days during the tuberization stage to create water stress, with the stress level 

being 50% of the field's soil water holding capacity during this period. Irrigation treatments 

and genotypes showed significant differences (p < 0.01) for biological yield, total tuber 

yield, specific gravity, dry matter, biological yield, tuber number, tuber yield, and number 

of tubers smaller than 35 mm, number of tubers larger than 55 mm, and tubers between 35 

to 55 mm in size. The number of tubers larger than 55 mm was higher under both water 

stress and normal conditions, indicating the market preference for the Hermes variety and 

clone 397069-2 (2-69). Based on the results, the Hermes variety and clone 397069-2 were 

identified as the most drought-tolerant varieties, showing higher total and biological yields 

under water stress conditions. The findings of this study can recommend suitable varieties 

for economic potato production and contribute to improving income and food security in 

Iran. 
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 ينيزم بيس هاي پيژنوت يبرخ عملكرد ياجزا و عملكرد بر يخشك ريتاث

 
    2برات يحاج زهرا ،4پناه حسن داود  ،3يسماع مرجان ،2يديسع عباس ،1يگرج پور يموس حمدا

 
  چكيده

در قالب طرح  ليصورت فاكتوربه يشيآزما ،ينيزمبيس يضرور هايويژگي يبر برخ ياثر تنش آب بررسيمنظور به
در دو سـطح   ياري ـآب ماريدر كرج اجرا شد. عامل اول شامل ت 1399با سه تكرار در سال  يكامل تصادف يهابلوك

 كاسـو، يپ لـوا، يساوالان، سانته، مارفونا، م ـ ر،سزا ا،ي(آگر ينيزمبيس پيژنوت 11عامل دوم شامل و  (تنش و شاهد)
بـراي شـرايط    يا قطـره  ياري ـ) در نظر گرفتـه شـدند. آب  )69-2( 2-397069،  )81-1( 1-397081 ،يهرمس، جل

 ـ  جـاد يا يبـرا  ييزا در مرحله غدهبراي تيمار خشكي و شد  طور معمول انجام بهنرمال  روز  25مـدت  بـه  يتـنش آب
هـا  پي ـژنوت ي واري ـمراحـل آب  بـود. درصد ظرفيت زراعي مزرعه در اين مدت  50. تنش خشكي معادل متوقف شد
غـده، وزن مخصـوص، مـاده    عملكـرد كـل   و  يكيولـوژ يبر عملكرد ب )>01/0p(داري در سطح احتمال تفاوت معني

 55 از تـر  ، اندازه غده بزرگمترميلي 35از تر  ، تعداد غده، عملكرد غده، اندازه غده كوچكعملكرد بيولوژيكخشك، 
داري بـين عملكـرد   نتايج نشان داد كه همبستگي بالا و معنيداشتند. متر ميلي 55تا  35 نيو اندازه غده بمتر ميلي

تعـداد  متـر وجـود دارد.   ميلي 55تا  35كل غده و عملكرد كل با عملكرد بذري و اندازه غده بين  دبيولوژيكي و تعدا
دهنـده   بيشتر بود، كه نشـان  نرمالمتر بودند نيز در شرايط تنش خشكي و شرايط  ميلي 55تر از  هايي كه بزرگ غده
 2-397069هـرمس و كلـون   مطالعـه حاضـر رقـم     جينتـا  براسـاس . است 69-2هرمس و كلون  رقمپسندي بازار

نتـايج مطالعـه    .داشـتند  يبالاتر يكيولوژيب و كل عملكرد يخشك تنش تحت كه شدند ييشناسا رقم نيترمتحمل
  كرد. هيتوصايران در  ييغذا تيو بهبود درآمد و امن ينيزم بيس ياقتصاد ديتولتواند ارقام مطلوب براي حاضر مي

 سازمان ،) SPII( بذر نهال هيوته اصلاح مؤسسه. 1 
 گروه ،) AREEO( يكشاورز جيترو و آموزش قات،يتحق
  .رانيا كرج، ،يفيص و يسبز

 علوم دانشكده ، يمولكول يسلول يشناس ستيز گروه. 2 
  رانيا تهران، ،يبهشت ديشه دانشگاه ،يستيز يفناور و
    .رانيا تهران، ،ييروستا تعاون سازمان. 3 
 قاتيتحق مركز ،يباغ محصولات قاتيتحق گروه. 4 
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   مقدمه
از نظر عملكـرد  ) .Solanum tuberosum L( زمينيسيب

و پروتئين با كيفيت در واحد سطح و واحـد زمـان يكـي از    
ترين محصولات غذايي است. اين محصول بـه پرمحصول

سـزايي در   توليد عملكرد بالا و با كيفيـت نقـش بـه    دليل
توليد . )Devaux et al., 2021( كندامنيت غذايي ايفا مي

باشـد  ميليون تن مي 360زميني سالانه حدود  جهاني سيب
 شـود توليـد مـي   زراعـي  ميليون هكتار زمـين  16,5كه در 

)FAOSTAT, 2020( .زمينـي  مقادير بالاي سيب رغم به
دليـل  هاي عملكردي بهسراسر جهان، شكاف توليد شده در

هاي غير زيستي، آفات، تغييـرات  هايي از جمله تنشچالش
 Eid et(هاي توليد ضعيف وجود دارد و شيوهآب و هوايي 

al., 2020(.     زمينـي در  مجموع سـطح زيـر كشـت سـيب
تـا   150 در ايـران  هاي سردسير، گرمسـير و معتـدل   استان
سـال اخيـر    6تـا   5براساس آمار طي . هزارهكتار بود 160

اسـت. سـال   زمينـي توليـد شـده   ميليون تن سيب 5بالاي 
تن محصول  هزار 300پنج ميليون و  1401-1402زراعي 
ت تغييرا). https://amarfact.com/statisticsشد (توليد 

شكل گرماي شديد و خشكسالي بـا  آب و هوايي جهاني به
عملكـرد محصـول، چـالش    تأثير منفي بر عملكرد گيـاه و  

بزرگي را براي توليد پايـدار محصـولات كشـاورزي ايجـاد     
 ,Tang et al., 2018, Saidi and Hajibarat( كنـد  مي

. چنين تأثير منفي بر عملكرد محصول احتمـالاً در  )2020
اي  آينده تشديد خواهد شد زيرا ادامه انتشار گازهاي گلخانه

نجـر بـه افـزايش    شـود كـه م  باعث افزايش بيشتر دما مي
 et Zarzynska( شودتعرق و شدت خشكسالي مي -تبخير

2017 al.,(     اين امر چـالش بزرگـي را بـراي دانشـمندان .
گياهي در تأمين تقاضاي جهاني غذا ايجاد كرده است كـه  
نياز فوري به افزايش دو برابر عملكـرد فعلـي محصـولات    

ري غذايي عمده براي تغذيه جمعيت رو به افزايش را ضـرو 
عنوان چهارمين محصول عمده غذايي، افـزايش  كند. بهمي
زميني براي امنيت غذايي جمعيت در حـال  وري سيببهره

دليل سيستم ريشـه كـم  زميني بهافزايش مهم است. سيب
تـرين گونـه زراعـي بـه خشـكي      عمق كـه دارد، حسـاس  

شود. تنش خشكي بر فرآيندهاي فيزيولوژيكي ميمحسوب

 گــذاردرشــد غــده تــأثير منفــي مــي درگيــر در تشــكيل و
)Minhas, 2012(. 

 
  پيشينه پژوهش

بـه بارنـدگي    زميني و عملكرد غده تا حد زياديرشد سيب
بستگي دارد، در نتيجه، حتي يـك دوره كوتـاه كمبـود آب    

تواند باعث از دست دادن قابـل توجـه عملكـرد غـده و     مي
 ,Deblonde and Ledent( كـاهش كيفيـت غـده شـود    

اين حال، ميزان كاهش عملكرد غـده ناشـي از    با). 2001
مدت، شدت و مرحله رشد گيـاه  خشكسالي تا حد زيادي به

دليـل  تنش اوليه بـه  .)Evers et al., 2010( بستگي دارد
كاهش سطح برگ، كاهش نرخ فتوسنتز و كاهش تقسـيم  

هـا، بيشـترين ضـرر را بـراي غـده      مواد جذب شده به غده
 Obidiegwu et( داردد غده سازي، حجيم شدن و عملكر

al., 2015(.   ،اگر خشكسالي در مراحل اوليه رشد رخ دهـد
طور قابل توجهي شروع، حجيم شدن و عملكرد غـده را  به

دهـي باعـث   غـده  زمـان خشكي در تنش . دهدمي كاهش
كاهش تعداد اسـتولون در سـاقه و كـاهش تعـداد غـده و      

جيم شدن زميني در مرحله حشود. اگر سيبعملكرد آن مي
تر توليد خواهند كـرد.  غده دچار خشكي شوند، غده كوچك

اسـت كـه شـروع اسـتولون و     با اين وجود، پيشـنهاد شـده  
تـرين مراحـل بـراي تـنش خشـكي      تشكيل غده بحرانـي 

  هستند. 
ماننـد   يش ـيبـر رشـد رو   ريممكن است با تـأث  يخشك

بـر فتوسـنتز    ريبـا تـأث   ايها ارتفاع بوته، تعداد و اندازه برگ
 ـشاخص سطح بـرگ   ل،يبرگ با كاهش كلروف كـاهش   اي

بگذارد.  ريتأث ينيزمبيبر عملكرد سطول مدت سطح برگ
كـردن  ممكن است با كوتاه يخشك ،يشيعلاوه بر رشد رو

شـده   دي ـهـا تول با كاهش اندازه و تعداد غده ايچرخه رشد 
بگـذارد.   ريتـأث  ينيزمبيس يشيبر مرحله زا اهان،يتوسط گ

 يهـا غده تيفيممكن است بر ك يخشكسال ن،يعلاوه بر ا
 يرو يتـنش خشـك   نيبنـابرا  .بگـذارد  ريتأث زيشده ن ديتول
 يهـا  تبر قسم يدر اثر تنش خشك توان يرا م ينيزم بيس

عـلاوه بـر كـاهش     كرد. يبند و عملكرد دسته نيسطح زم
زميني تحت تنش خشكي، ساير ميزان توليد اقتصادي سيب

گيرنـد.  زميني قرار مـي اين تنش در سيبصفات نيز تحت 
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غده اسـت   تيفيحفظ ك يبرا يوزن مخصوص عامل مهم
مـاده خشـك مـرتبط اسـت.      يبا محتـوا  ميطور مستقو به
 پخت، سرخ كردن يبا وزن مخصوص بالا برا ينيزمبيس
 ;Haase, 2003تـــر اســـت (خـــرد كـــردن مناســـب و

Pedreschi and Moyano, 2005دكننــدگاني). تول 
مخصوص بـالاتر   زنبا و ييهاغده ينيزمبيمحصولات س
تـر  نييبا وزن مخصـوص پـا   ييهاينيزم بيرا نسبت به س

دهنــد يمــ حيتــرج شــتريب پسيــدســت آوردن چ بــه يبــرا
)Haase, 2003 .( ــه ــاس مطالع ــهبراس و  Zhang اي ك

انجام داد، خشكي باعـث كـاهش   2024همكاران در سال 
وزن مخصوص مچنين شود. هزميني ميماده خشك سيب

 ميطور مستقغده است و به تيفيحفظ ك يبرا يعامل مهم
بـا وجـود ارتبـاط     مـاده خشـك مـرتبط اسـت.     يبا محتوا

مســتقيم بــين وزن مخصــوص و محتــواي مــاده خشــك 
تحت تنش خشكي هر دو صفت كاهش پيـدا مـي   متعاقباً
  .)Nasir and Toth, 2022كند (
زميني، لازم است ارقام منظور حفظ توليد پايدار سيببه
طور مناسب براي تغيير زميني مقاوم به تنش را كه بهسيب

اند، توسعه داد. بـا ايـن حـال، فقـدان     شدهمحيط مهندسي
زمينـي   گياه سيب تحملهاي اساسي مسيرها در مورد  داده

بينـي   هاي غير زيستي و زيسـتي و توانـايي پـيش    به تنش
دهـد.   را تشكيل ميپيامدهاي آينده، شكاف دانشي بزرگي 
شـناس اسـت كـه     اين يك چالش براي دانشـمندان گيـاه  

، اكسيدديكربن ابزارهاي بهبود عملكرد غده تحت افزايش
 Dahal et( دماي بالا و تنش خشـكي را مشـخص كننـد   

al., 2014.(  درك فرآيندهاي فيزيولوژيكي، بيوشيميايي و
ي هاي غربـالگر براي توسعه روش تنشمولكولي مرتبط با 

توانند با شرايط تغيير براي انتخاب ارقام زراعي كه بهتر مي
. توضــيح چنــين ترشــد ســازگار شــوند، بســيار مهــم اســ

هـاي جديـدي در شناسـايي    ممكن است بينش سازوكاري
 اصـلاح هاي خاص ارائه دهد كـه ممكـن اسـت در    ويژگي

ارقام جديـد بـا هـدف حفـظ يـا حتـي افـزايش عملكـرد         
و هوايي در حال تغييـر مفيـد    زميني تحت شرايط آب سيب
هدف اين مطالعه بررسي صفات مربوط بـه عملكـرد    باشد.

تحت شرايط نرمـال و خشـكي، بررسـي همبسـتگي بـين      

هاي متحمل با صفات مرتبط با عملكرد و شناسايي ژنوتيپ
  عملكرد پايدار در شرايط تنش خشكي است.

 
  شناسي پژوهشروش

فاكتوريل در قالـب  صورت صورت آزمايش بهاين تحقيق به
 1399هاي كامل تصادفي با سه تكرار در سـال  طرح بلوك

دقيقـه شـرقي،    75درجـه و   50طول جغرافيـايي  (در كرج 
دقيقه شمالي بـا ميـانگين    59درجه و  35طول جغرافيايي 

انجام شد. عامل اول  )مترميلي 243بارندگي طولاني مدت 
عامل دوم  ،)تنش و شاهد(شامل تيمار آبياري در دو سطح 

آگريـا، سـزار، سـاوالان،    (زمينـي  ژنوتيـپ سـيب   11شامل 
-2و  81-1(لوا، پيكاسو، هرمس، جلي، سانته، مارفونا، مي

شامل چهار خط به طول چهار متـر بـود    كرتهر بود.  )69
 25و  75ترتيـب  كه فاصله بين خطوط و روي خطـوط بـه  

صورت غده (گياه) در هر خط) بود. آبياري به 16متر (سانتي
زميني بهو در دوره رشدي سيب شرايط معمولاي در  قطره
روز در شرايط نرمال انجام شـد و بـراي تيمـار     120مدت 

روز  75تـا   50بين زمـان   زايي در مراحل غده تنش آبياري،
براي القاي تنش آبي متوقف شد، در حالي كه بعد از كشت 

 25ب با اين زمان متناس شد. تيمار شاهد معمولاً آبياري مي
است كه قطع آبياري تا اين زمـان  زايي بودهروز بعد از غده

روز بعـد از تـنش    45است و آبيـاري مجـدد تـا    انجام شده
رسـيدن بـه رطوبـت     تنش آبياري، بـا  خشكي ادامه يافت.

هـاي  رديـف آغاز شد. از  درصد 50خاك به ظرفيت زراعي 
هاي خطـوط مركـزي در هـر    مجاور و اولين و آخرين بوته

گيـري رطوبـت   براي اندازهو اي در نظر گرفته كرت حاشيه
 255همچنــين بررســي شــد. خــاك در طــول دوره رشــد، 

 395اوره،  صـورت نيتـروژن خـالص بـه    در هكتار كيلوگرم
 در هكتـار  كيلوگرم 88 و 1اكسيدپتاسيم در هكتار كيلوگرم

 شد.  استفاده2 اكسيدفسفرپتاسيم

  
 هاپيژنوت

 كاسـو ي)، پزودرس متوسـط ( سـزار  ،)ديـرس (متوسط  ايآگر
 )، هرمس (متوسطمتوسط ديررس( جلي ،)ديررس(متوسط 

                                                                             
1. K2O 
2. P2O5 
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ــانته ) زودرس ــط س ــررس(متوس ــط دي ــا (متوس  )، مارفون
 Europlant and) (ديـررس (متوسـط   لـوا يزودرس)، م ـ

PotatoVarieties Database and Canadian Food 
Inspection Agency, 2007 ســـاوالان (متوســـط ،(

 69-2و  81-1 يهـا بـه نـام   شرفتهپي كلون دو و) زودرس
نهـال   و تهيه اصلاح تحقيقات ) از مؤسسهررسدي(متوسط 
  تهيه شدند. رانيو بذر ا
  
 صفات يابيارز

بـا   مـار يو هـر ت  شرايطدر هر  كساني پياز ژنوت اهيشش گ
روز بعد از كشـت و اتمـام    120در  سه تكرار وجود داشت.

 انـد، كه همه اندام هوايي خشك نشـده زماني ،دوره رشدي
وزن . ها انجـام شـد  عملكرد بيولوژيكي و بررسي قطر غده

شـد و تعـداد كـل     يري ـگ انـدازه  شرايطهر  يغده تازه برا
 ـ  خـوراكي  يهاها شمارش شد. غده غده  55از  شي(قطـر ب
متر) شمارش و وزن شدند. ميانگين عملكرد غده همه يليم

هـاي ميـاني هـر كـرت     گياهان در هر متر مربع از رديـف 
 صـورت بـه  متر قطر داشتند) ميلي 30هاي كه بيش از  (غده

تـا   35غده بذري در حدود  كيلوگرم در هكتار گزارش شد.
 باشد. متر ميميلي 55متر و غده خوراكي بالاتر از ميلي 55

هـاي  دهه، از غ ـدماده خشك غ ـد منظور تعيين درصبه
صـورت  بـه ه دغ ـگـرم   300ار ده از هر كرت مقدشبرداشت
انتخاب و با استفاده از كـارد بـه قطعـات مكعـب      تصادفي
متر مكعب بريده شـده و  اندازه تقريبي يك سانتيشكلي به

 75ساعت ر داخل آون تنظيم شـده در دمـاي    48مدت به
 ها خشكانده شـد مجـدداً  درجه سلسيوس تا تثبيت وزن آن

تر توزين گرديد. از طريق تقسيم كردن وزن خشك به وزن
ها، درصد ماده خشك غده محاسـبه گرديـد. عملكـرد    غده

  شود.  ) تعيين مي1بيولوژيكي از رابطه (
 يكيولوژيعملكرد ب=                   )                1رابطه 

  عملكرد كل غده + عملكرد كل شاخساره
  

 5تـا   3گيري وزن مخصوص ابتـدا حـدود   براي اندازه
هاي توري زميني از هر كلون در داخل بستهكيلوگرم سيب

تـوزين كـرده و سـپس همـان بسـته بـا        پلاستيكي دقيقاً
شـود و  استفاده از تراوزي خاص در داخـل آب تـوزين مـي   

  شود:محاسبه مي 2رابطه وزن مخصوص آن از طريق 

  وزن مخصوص =)                                      2رابطه 
  / وزن غده در هوا وزن غده در هوا) -(وزن غده در آب

  
  هاتجزيه و تحليل داده

صفات مورفولـوژيكي هـر دو   و  عملكرد غده، اجزاي عملكرد
بـا اسـتفاده از    رطـوبتي و تحـت تـنش    معمـول تيمار آبياري 

هاي پارامترهاي آناليز شدند. داده Minitab 17افزار آماري  نرم
 ـتنش خشكي و همبسـتگي بـين صـفات مختلـف تجز     و  هي

 R Factoextra يبا استفاده از بسته نرم افـزار  PCA ليتحل
افـزار  با كمك نـرم  رهايمتغ نيرابطه ب يبررس يانجام شد. برا

ggbiplot مقايسه  استفاده شد. رسونيپ يهمبستگ بيراز ض
  بود.  05/0ميانگين براساس دانكن در سطح احتمال 

   
  هاي پژوهشيافته

زمينـي  ژنوتيپ سيب 11نتايج جدول تجزيه واريانس براي 
تغييرات آمـاري  انجام شد. كرج  دردر محيط مورد آزمايش 

 عملكـرد  ،داري در عملكـرد كـل، عملكـرد خـوراكي     معني
 ـ غـده  تعداد ،يبذر  ـيم 55تـا   35 نيب  غـده  تعـداد  متـر، يل

 ـيم 55 از تـر بزرگ غده تعداد متر،يليم 35 از تركوچك يل
تعداد كل غده  خشك، ماده درصد ،يكيولوژيب عملكرد متر،

مطـابق جـدول   ). 1مشاهده شد (جـدول  و وزن مخصوص 
خشكي و اثر متقابل ، تجزيه واريانس، اثرات اصلي ژنوتيپ

تفـاوت   الذكرفوقصفات تمامي خشكي بر روي × ژنوتيپ 
  .نشان داد) >01/0p(داري معني

عملكرد كل، عملكرد ها از نظر ژنوتيپنتايج نشان داد كه 
متـر،  ميلـي  55تا  35، عملكرد بذري، تعداد غده بين خوراكي

 55 تر ازمتر، تعداد غده بزرگميلي 35 تر ازتعداد غده كوچك
متر، عملكرد بيولوژيكي، درصد ماده خشك، تعـداد كـل   ميلي

تفـاوت  در سـطح يـك درصـد    غير از وزن مخصوص غده به
تيمار آبياري بر عملكـرد در سـطح   اصلي . اثر داشتنددار معني
بر صفات مرتبط با عملكرد و عملكرد بيولوژيكي و درصد  يك

خشـك   اما در درصد ماده دار بود.بسيار معنيوزن مخصوص 
همچنين اثر متقابل آبياري و  داري مشاهده نشد.تفاوت معني
د، عملكرد بيولـوژيكي،  عملكرصفات مرتبط با نظر  ژنوتيپ از

در سطح يك درصد جز وزن مخصوص درصد ماده خشك به
  ). 1دار بود (جدول معني
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متر، تعداد غده كوچكميلي 55-35، عملكرد بذري، تعداد غده با عملكرد خوراكي صفات عملكرد كل، جزيه واريانسآناليز ت .1جدول 
تعداد كل غده و وزن مخصوص در سيب متر، عملكرد بيولوژيكي، درصد ماده خشك،ميلي 55تر از  متر، تعداد غده بزرگميلي 35تر از 

 زميني تحت تنش خشكي.
Table 1. Analysis of variance for traits including total yield, edible yield, seed yield, number of tubers 

between 35-55 mm, number of tubers smaller than 35 mm, number of tubers larger than 55 mm, biological 
yield, dry matter percentage, total tuber number, and specific gravity in potato under water stress conditions. 
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G 0.0008 **24.430 **456.20 **135.85 **67041 **0.114 **0.401 **20.26 **160.06 **32272 10 ژنوتيپns

T 108122 1 تيمار
**

 2815.72
**

475.60
**

7.04
**

 2.675
**

 826414
**

 6840.55
**

165.34
**

 6.124ns 0.092
**

 

R 0.0004 2.149 0.47 1.28 857 0.0006 0.046 0.106 18.59 929 2 تكرار 

G×T  خشكي ×ژنوتيپ  10 37783
**

 455.06
**

 41.72
**

 1.137
**

 0.235
**

 140986 
**

190.96
**

 1017.32
**

 16.378
**

 0.0008ns

Error 0.0006 2.127 31.10 1.78 2653 0.003 0.079 0.525 31.63 954 41 خطا 

CV% 2.06 19.91 32.21 18.90 6.42 8.89 27.87 6.08 9.1 10.2  ضريب تغييرات 

ns ، *درصد.  1و  5دار در سطوح دار و معنيترتيب غير معنيو **: به        ns, * and **: respectively, non-significant and significant at the 0.05 and 0.01 levels. 

  
به نتايج حاصل از آزمايش، اثر متقابل ژنوتيـپ   توجه با

 سزارو شرايط نرمال نشان داد كه در شرايط نرمال ژنوتيپ 
، عملكـرد  ترتيب بيشترين عملكرد كل، عملكرد خوراكيبه

متــر، تعــداد غــده ميلــي 55-35بــذري، تعــداد غــده بــين 
ميلـي  55تـر از  متر، تعداد غده بزرگميلي 35تر از  كوچك

 34/54با ( بيترتبيولوژيكي، تعداد كل غده به متر، عملكرد
ــع)، (  ــوگرم در مترمرب ــع) و   67/1كيل ــوگرم در مترمرب كيل

كيلـــوگرم در  26/59( ،كيلـــوگرم در مترمربـــع)  96/2(
كيلوگرم در  33/23كيلوگرم در مترمربع)، ( 583مترمربع)، (

ــع)، ( ــع)، (  5/82مترمربـ ــوگرم در مترمربـ  43/1215كيلـ
بـالاترين   مارفونـا همچنين  .) را داشتكيلوگرم در مترمربع
متر نشـان داد.  سانتي 88/21را با ميزان  درصد ماده خشك

و  ، عملكرد بـذري مترميلي 35-55تعداد غده بين كمترين 
 02/17ترتيـب ( به هرمسمربوط به ژنوتيپ  تعداد كل غده

ــع)، (  ــوگرم در مترمرب ــع) و   85/0كيل ــوگرم در مترمرب كيل
تـر  غده كوچككمترين متر مربع) و كيلوگرم در  62/381(
كيلـوگرم در مترمربـع) مربـوط بـه      01/75( مترميلي 35 از

عملكـرد   ). همچنـين كمتـرين  2بود (جـدول   جلي ژنوتيپ
متر و عملكرد كـل  ميلي 55تر از خوراكي، تعداد غده بزرگ

 15/20و ( گرم)كيلـو  83/6( ،)كيلـوگرم  83/16( ترتيـب به

بود. بـر اسـاس    مارفونابراي ژنوتيپ  كيلوگرم در متر مربع)
كيلوگرم  33/247با ( هرمس، ژنوتيپ يخشكشرايط تنش 
كيلوگرم  3/565( ،كيلوگرم در مترمربع) 7/1( ،در مترمربع)

ــع) ــع)   88/11( ،در مترمرب ــوگرم در مترمرب  82/62( وكيل
 ـ غـده  تعـداد ترتيب بيشـترين  كيلوگرم در مترمربع) به  نيب

تعداد كل غده، عملكرد كـل   ،يذروزن ب متر،يليم 35-55
و بيشترين عملكرد خوراكي  .را داشت كيولوژيو عملكرد ب

مربـوط بـه    بي ـترتبـه متـر  ميلي 55تر از تعداد غده بزرگ
ــپ  ــع)   77/0( 69-2ژنوتي ــوگرم در مترمرب  39/10(و كيل

ميزان تعداد غده، عملكـرد كـل،    .كيلوگرم در مترمربع) بود
وص در شـرايط تـنش بـه    عملكرد بيولوژيك و وزن مخص

درصد كاهش  3و  4درصد،  54درصد،  23ترتيب به ميزان 
داري در ميزان كه تفاوت معنيميزان مشاهده شد. در حالي

  ماده خشك در شرايط نرمال و تنش مشاهده نشد.
، وزن بذري غدهكل تعداد براي  69-2هرمس و ارقام 

تعداد غـده  متر، و ميلي 55تا  35و خوراكي، تعداد غده بين 
 نشـان دادنـد.  ارقام  رينسبت به سا يشتريب 55تر از بزرگ
 يبذر يهادست آمد كه از غدهبه يكوچك زمان اريبسغده 

عنـوان مـواد كاشـت اسـتفاده شـد.      تـر بـه  با اندازه كوچك
عنوان ماده كاشت، عملكـرد   كوچك به يها استفاده از غده
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درصد  38/56و  36/39 بيترتكوچك را به اريبس يها غده
 شافـزاي  بزرگ وبا اندازه متوسط  يربذ يها نسبت به غده

 يهـا كـه غـده   تيواقع ني. ا)Asnake et al., 2023( داد
 ييتعداد چشـم كمتـر و حـداقل مـواد غـذا      يكوچك دارا

و در  كمتري برخوردارند يشيرشد رواز شده هستند.  رهيذخ
 ـكوچـك تول  اريبا اندازه بس ـ ينيزمبيس يهاغده جهينت  دي
كـه از   ياهانينشان داد كه گ نيمشابه همچن جيكند. نتايم

تعـداد   نـد يآ يدسـت م ـ با اندازه كوچك بـه  يبذر يها غده
را كـاهش   يش ـيو رشـد رو  كنند يم ديتول يكم يها چشم

متفـاوت   دي ـتول تي ـاز نظر ظرف ينيزمبيانواع س .دهند يم
 Saidi and(آنها مرتبط است  يكيژنت بيكه با ترك هستند

Hajibarat, 2018, Tessema et al., 2020 .(بـه  يبرا
در  يتحمل به خشـك  يابيدست آوردن اطلاعات كامل، ارز

مطالعـه اثـرات تـنش     نياست. چند يمزرعه ضرور طيشرا
 ,.Hirut et al(نـد  اهرا مسـتند كـرد   يـي زا بر غده يخشك

2017; Hajibarat and Saidi, 2023(.  ــاوت در تف
 يهـا يژگيتواند با ويكوچك م اريبا اندازه بسعملكرد غده 

گزارش مرتبط باشد. با توجه به  ينيزمبيس يهاگونه يذات
Binalfew et al. )2015( ـ ين ـيزمبياندازه غده س ـ   كي

كوچـك معمـولاً ارزش    اريبس يهااست. غده كمي يژگيو
مختلـف   يهـا دارند. استفاده از انـدازه  ينييپا پسندي بازار

بـر   يقابـل تـوجه   ريعنوان ماده كاشـت تـأث  به يغده بذر
با توجه به نتايج  داشت. چككو اريعملكرد غده با اندازه بس

ساير محققان اين احتمال وجود دارد كه افـزايش عملكـرد   

در مقايسه با ساير ارقام ديگر آن است  2-69در هرمس و 
باشـند.  دليل حداكثر شاخص سطح بـرگ را دارا مـي   هبكه 

بر روي حـداكثر شـاخص سـطح بـرگ در      اينتايج مطالعه
نبـا بـه   رقم مانيتو، كاروسو و فالوكا در مقايسه با آگريا و با

. )Zaki and Radwan, 2022داري بيشتر بود (طور معني
 بـا  زايي،غده در تأخير ديررس ارقام دراي، براساس مطالعه

 ر د و بود خواهد بذري همراه هايغده توليد افزايش ميزان
 عملكرد سـايز  بر زاييغده در تسريع با زودرس ارقام گروه

 آزمايشي گروه در .)Parvizi, 2008شود (مي افزوده بذري

 همبسـتگي  زاييغده زمان با زمان پوشش كامل زودرس،

 اين ديررس بين ارقام در اما .است داشته دارمعني و مثبت

 بـدين  اسـت. نداشـته  وجـود  دارمعني همبستگي صفت دو

 دوره زايـي، غـده  در تسـريع  زودرس ارقـام  در كـه  مفهوم

 بـه  رسيدن زمان .كندمي كوتاه را پوشش كامل رسيدن به

 مثبت رابطه ديررس ارقام در عملكرد كل ميزان با زاييغده

 ديـررس  گروه آزمايشي در وصف اين با داشت. دارمعني و

دهد افزايش مي را كل عملكرد پتانسيل زايي،غده در تأخير
)Parvizi, 2008(.  

وزن مخصوص و درصد ماده خشك و تعداد غده كمتر از 
، 81- 1)، 07/1ترتيـب بـه ژنوتيـپ سـانته (    متـر بـه  ميلي 35

در  پيكاسـو ژنوتيـپ  ) متعلق بـود.  66/282) و آگريا (93/28(
وزن ) و 16(درصــد مــاده خشــك شــرايط نرمــال كمتــرين 

تـرين ميـزان   همچنـين پـايين  را داشت.  )066/1مخصوص (
  بود.  1/81بيولوژيك مربوط به ژنوتيپ  عملكرد

  
 زميني در شرايط نرمال.هاي سيبمقايسه ميانگين صفات مورد ارزيابي در بررسي ژنوتيپ .2جدول 

Table 2. Comparison of the mean traits evaluated in the study of potato genotypes under normal conditions. 
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 نرمال
Control 

Milva 176.98ef 38.47cd 8.54e 1.92cd 0.64e 541.43c-e 28.05d 31.08f-i 19.75b-h 1.082 a 
Hermes 167.9eg 17.02hi 10.54 cd 0.85hi 0.79 cd 381.62ij 20.65g 26.49h-k 21.16b-d 1.089 a 
81-1 163.4eg 23.93f-h 10.87cd 1.19f-h 0.815cd 433.20g-i 21.17fg 25.39h-k 20.67 b-f 1.087 a 
Jelly 75.08j 33.24c-e 14.62b 1.66 c-e 1.096b 446.06e-i 37.49 b 30.81f-i 16.64jk 1.067 a 
Agria 257.05c 35.56c-e 10.66 cd 1.77cde 0.80 cd 615.32c 31.46c 37.38e-g 18.45f-j 1.075 a 
Casare 583.0a 59.26 a 22.33 a 2.96 a 1.67 a 1215.43a 54.34 a 82.5 a 18.13g-k 1.073 a 
Santé 240.2cd 30.29c-f 10.42d 1.51c-f 0.78d 555.76c-e 24.96e 32.126f-h 20.399b-g 1.083 a 
Savalan 174.01eg 27.24e-g 11.69c 1.36 e-g 0.87c 475.79e-h 24.56e 29.43g-i 20.94b-e 1.088 a 
69-2 204.58de 27.43e-g 10.59 cd 1.37e-g 0.79 cd 499.28d-g 22.97ef 27.52h-j 21.53bc 1.09 a 
Picasso 413.10b 47.80 b 10.50 cd 2.39 b 0.787 cd 865.00 b 35.39 b 50.58 cd 16.00k 1.066 a 
Marfona 164.3eg 38.98bc 6.83 f 1.94bc 0.51 f 519.40d-f 20.15g 31.62f-h 21.88b 1.096 a 
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در  يطـور قابـل تـوجه   به وزن مخصوص قيتحق نيدر ا
سـانته،   يهـا . رقمافتيكاهش  يابياز ارقام مورد ارز ياريبس

لوا، پيكاسو و مارفونـا درصـد مـاده خشـك     ، مي1- 81جلي، 
 ي،خشـك  تـنش نشان دادنـد و تحـت   بيشتر از شرايط نرمال 

ين مقدار شتريو مارفونا ب 81- 1در هرمس،  كيولوژيب عملكرد
 69- 2هـرمس و   دهد كه ارقـام يمنشان جينتا نيداشتند. ارا 

مزرعه در مقايسـه بـا    شاخص تحمل به تنش بالاتر در داراي
، لحـاظ عملكـرد كـل   هـرمس بـه   شرايط نرمال دارند. كلون

متـر، عملكـرد   ميلـي  55عملكرد بذري، تعداد غـده بـالاتر از   
بيولوژيك در شرايط تنش خشكي برتر از ساير ارقام بودنـد و  

براساس عملكرد كل، عملكرد خـوراكي و تعـداد    69- 2كلون 
تر شناسـايي  نوان ارقام متحملعمتر به ميلي 55غده بالاتر از 

در شـرايط  مارفونـا  ، ژنوتيـپ  وزن مخصوصبر اساس  شدند.
) را بـه خـود اختصـاص داد.    096/1ميـزان ( نرمال بيشـترين  

از  يكي زمينيسيب مختلف ارقام در هاغده خشك ماده ميزان
 صـنايع  در ويـژه بـه  هاغده كيفيت تعيين در مهم فاكتورهاي

 ,Parviziباشـد ( مـي  پـوره  و خـلال  تهيه چيپس، و فرآوري

). مطالعه ديگر نشان داد كه درصد مـاده خشـك بـين    2008

كه در برخـي از  يكسان است در حالي زميني تقريباًارقام سيب
 Fozouni andاسـت (  داري مشاهده شـده ارقام تفاوت معني

Aboutalebian, 2020.(  
  

 همبستگي صفات عملكرد و صفات مورفولوژيكي

مورفولـوژيكي  و  صفات عملكـردي  همبستگي بينآناليز 
توانـد معيـار خـوبي    در شرايط نرمال و تنش خشكي مي

براي غربالگري بهترين ارقـام و صـفات مـورد اسـتفاده     
باشد. همچنين بررسي ضرايب همبسـتگي بـين صـفات    

هاي انتخاب غير شود تا بتوان در مورد شاخصباعث مي
گيـري بهتـري   ثر تصميممؤ مستقيم و حذف صفات غير

توانـد حـاكي از   داشت. همبستگي بالاي بين صفات مي
ــا ژن ــا آثــار چندگانــه وجــود پيوســتگي ژنــي ي هــايي ب

ها اين امكـان را  (پليوتروپي) باشد. وجود اين همبستگي
طور غير مستقيم و با دقت بيشـتري  دهند تا بتوان بهمي

). (Rabiei et al., 2004عمـل انتخـاب را انجـام داد    
ــپ در  همبســتگ ــده و صــفات فنوتي ــين عملكــرد غ ي ب

   .است آورده شده 2و  1 هاي شكل
  

  
  آناليز همبستگي بين صفات رشدي و عملكرد تحت شرايط نرمال. .1شكل 

Figure 1. Correlation analysis between growth and performance traits under normal conditions. 
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  آناليز همبستگي بين صفات رشدي و عملكرد تحت شرايط خشكي. .2شكل 

Figure 2. Correlation analysis between growth and performance traits under drought conditions. 
  

داري بين عملكرد كل و تعداد همبستگي مثبت و معني
، عملكرد بذري و عملكـرد  35-55ه، اندازه بذر بين كل غد

توانند بيولوژيك در شرايط نرمال وجود دارد و پارامترها مي
ها در اين شـرايط داشـته  نقش مشابهي در انتخاب ژنوتيپ

باشــند. در شــرايط تــنش خشــكي، عملكــرد كــل بــا وزن 
خوراكي، وزن بذري، عملكرد بيولوژيك، تعـداد كـل غـده،    

همبسـته بودنـد.    35، اندازه بذر كمتـر از  35-55اندازه بذر 
همچنين درصد ماده خشك و وزن مخصوص همبسـتگي  

تحت شرايط نرمال بين وزن بذري و انـدازه غـده    داشتند.
وجود داشـت و   )1( كامل يهمبستگمتر ميلي 53-55بين 

 55همچنين بين عملكرد خوراكي و انـدازه غـده بـيش از    
  ) وجود داشت.1متر نيز همبستگي كامل (ميلي

تحت تنش خشكي بين عملكـرد بيولـوژيكي و تعـداد    
كل غده و عملكرد كل با عملكرد بذري و اندازه غده بـين  

داري مشـاهده  متر همبستگي مثبت و معنيميلي 35تا  55

متـر نيـز   ميلـي  35شد. بين عملكرد بذري و اندازه كمتر از 
همبستگي وجود داشـت. تحـت تـنش نرمـال همبسـتگي      

يا عدم همبستگي بين وزن مخصوص و درصد مـاده   پايپن
كـه در شـرايط تـنش    خشك در ارقام وجـود دارد درحـالي  

بين درصـد مـاده خشـك و وزن     99/0خشكي همبستگي 
اســت كــه وزن گــزارش شــدهمخصــوص مشــاهده شــد. 

قـرار دارد   يط ـيو مح يكيعوامل ژنت ريتأثمخصوص تحت
)Soboka et al., 2017 ال وزن ). در شرايط تـنش و نرم ـ

مخصوص با ابعاد غده و ميزان غده همبستگي منفي دارد. 
تـأثير  ارتباط ابعاد غده با ساير صفات به ميزان زيادي تحت

نحوي كـه بـه  شرايط زراعي محل انجام آزمايش است. به
عنوان نمونه در شرايطي كه ازت بـيش از انـدازه در توليـد    

بـزرگ   توانـد موجـب   زميني استفاده گردد اين امر ميسيب
نوعي كاهش وزن مخصوص آنها ها و بهشدن و پوكي غده

كه در آن صورت روابط  ) 1985et al., Laurenceگردد (



  ينيزم بيس يها پيژنوت يبرخ عملكرد ياجزا و عملكرد بر يخشك ريتاث :و همكاران پور گرجي موسي            62

 

 زمينـي و مخصوصـاً  بين صفات وابسته به عملكـرد سـيب  
درصـد مـاده    هاي بزرگ نيز تغيير خواهـد كـرد.  اندازه غده

خشك با تمام صفات مرتبط با عملكـرد در شـرايط تـنش    
از اسـت. يكـي   كي همبسـتگي منفـي داشـته   نرمال و خش

زمبني درصد مـاده   عوامل ديگر در تعيين نوع مصرف سيب
اي  زميني اهميت ويـژه  باشد كه در فرآوري سيب خشك مي

تر، زمان دارد، زيرا با افزايش ماده خشك فرآوري با كيفيت
زميني بهتـر و همچنـين روغـن     تر، بافت سيب پخت كوتاه

بـراي چيـپس و فـرنچ فرايـز      كمتري در صـورت اسـتفاده  
ميزان ماده خشك ). Fathi et al., 2010( شود مصرف مي

زميني يكي از فاكتورهاي مهـم   غده در ارقام مختلف سيب
ويژه در صنايع فرآوري، چيپس و  ها به در تعيين كيفيت غده

). اگـر يـك عامـل     2010et al., Fathiفرنج فرايـز دارد ( 
بيشـتر از وزن كـل غـده    معيني مقدار كل ماده خشـك را  

افزايش دهد، درصد ماده خشـك افـزايش خواهـد يافـت.     
كننـد،  عموماً عواملي كه رشد شاخ و برگ را تحريـك مـي  

دهند و عواملي كـه رشـد    درصد ماده خشك را كاهش مي
كنند، درصـد مـاده خشـك را افـزايش      غده را تحريك مي

  ).  Rezaie and Soltani, 2004( دهند مي
اجـزاي   يرو بر گريد مطالعه جينتا با حاضر مطالعه جينتا

-Boguszewska( داشــت مطابقــت ينــيزمبيســعملكــرد 

2Mankowska et al., 202بين صفات عملكرد  ني). همچن
در گنـدم، ذرت و بـرنج   بذري و تعداد كل غده و اندازه غـده  

عنوان پارامتر انتخـابي بـراي   تواند بهكه ميداشت  يهمبستگ
 et 2011; Hassan  et al.,Beiragiگزينش استفاده شود (

2023 et al.,2023; Xu al.,  .(  مبتني بر نتايج آزمايشي بـر
زميني نشان داد كـه افـزايش عملكـرد بـا ميـزان      روي سيب

زميني شـيرين  عملكرد بيولوژيكي همبستگي بالايي در سيب
يمثبـت و معن ـ  يهمبسـتگ ).  et al.,Indriani 2021دارد (
. وجـود داشـت   بيولـوژيكي عملكرد غده و شاخص  نيب يدار

زمينـي انجـام شـد ايـن     اي كه بر روي سيببراساس مطالعه
ــد   ــاهده ش ــر مش ــه حاض ــتگي در مطالع e-Zabihi-( همبس

2011 et al.,Mahmoodabad يها). وزن مخصوص غده 
 ين ـيزمبيس يفرآور يمهم برا تيفيك اريمع كي ينيزمبيس

ماده خشك  ايجامد  ياز محتوا ينيعنوان تخماست. از آن به
باشد،  شتريهر چه مقدار ماده خشك ب .شوديها استفاده مغده

ــوا ــت   يمحتـ ــالاتر اسـ ــوص بـ ــر و وزن مخصـ آب كمتـ
)2019 et al.,Ndungutse .(    در شرايط تـنش خشـكي، در

داري اين پژوهش وزن مخصوص و ماده خشك ارتباط معني
  مشاهده شد.  99/0
  

  )PCA( اصليتجزيه و تحليل مؤلفه 
انتخاب  بيترتصفات مؤثر به نييبه تع يهمبستگ زياگرچه آنال

 گر،يد ياما از سو كند، يبرتر كمك م يها پيژنوت ميرمستقيغ
در  يمناسـب  رهي ـچنـد متغ  كي ـتكن ياصـل  يهـا  مؤلفه هيتجز

طـور  است كه بـه  يمستقل ياصل يها مؤلفه نييو تع ييشناسا
 ـجزت ن،يمـؤثر هسـتند. بنـابرا    ياهي ـجداگانه بر صـفات گ   هي

بهبـود   يكننـدگان بـرا   به اصـلاح  نيهمچن ياصل يها مؤلفه
دارنـد،   يكم ـ يريپـذ  مانند عملكرد كه وراثت يصفات يكيژنت
 يبـرا  ميرمستقيانتخاب غ قياز طر هياول يها در نسل ژهيو به

با توجه به اينكه تجزيه  .كند يصفات مؤثر بر عملكرد كمك م
بسـته هسـتند،    ها مسـتقل و غيـرهم  مولفه هاي اصلي،مولفه

هاي مختلـف صـفات   بنابراين نقش مهمي در شناسايي جنبه
كننـد  هـاي اصـلاح نباتـات ايفـا مـي     گزينش ارقام در برنامه

)Rahimi et al., 2009منظور تعيـين پـراكنش ارقـام و    ). به
همراه صفات مورد مطالعه از تجزيه مولفهانتخاب ارقام برتر به

بـر  هاي اصلي شد. تجزيه و تحليل مولفه هاصلي استفادهاي 
بـراي بررسـي كامـل     عملكردي و مورفولوژيكيروي صفات 

هـاي خشـكي نقـش اساسـي     عوامل مختلفي كه در شاخص
نرخ سهم تجمعي از تغييرات كلي  ميزان .داشته، انجام گرفت

توسط ماتريس همبستگي و  PCA باتوجه به آناليزبود.  71٪
تحليل باي پلات، مشـخص شـد كـه از ايـن     روش تجزيه و
زميني هاي سيبتوان براي ارزيابي پاسخ ژنوتيپپارامترها مي

براسـاس   .كردهاي مختلف استفادهدر محيطتنش خشكي  به
رد بيولوژيـك؛  لك ـ، عملكرد كل بـا عم PCAتجزيه و تحليل 

متر و تعداد كل غده مرتبط هسـتند و  ميلي 55- 35اندازه غده 
متر و كمتر از ميلي 55كي و اندازه غده بيشتر از عملكرد خورا

متر با هم مرتبط هستند. همچنـين براسـاس نتـايج    ميلي 35
هـاي متحمـل   عنوان ژنوتيـپ نيز به 69- 2حاصل، هرمس و 
ــدند  ــايي ش ــكل شناس ــا3(ش ــوژ ي). پارامتره و  يكيمورفول

درصد از تنـوع كـل را در    71شده  ليو تحل هيتجزعملكردي 
درصـد تنهـا بـا     4/55كـه در آن   ،دادند حياول توض مؤلفهدو 
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PC1 آن مشــاركت همــه  ليــكــه دل شــود يمــداده حيتوضــ
جز ماده خشك و است، به يكيعملكرد و مورفولوژ يپارامترها

  وزن مخصوص. 
دهد كه بيشترين تأثير و تغيير مربوط به مينشان 3شكل 

 ـ صفات عملكرد و مورفولوژيكي مي اده ثير م ـأباشد و ميـزان ت
مراتـب كمتـر   خشك و وزن مخصوص در ميزان تغييرات بـه 

بوده است. در نتيجه براي انتخاب ارقام براي برنامه اصلاحي 
اي در مقايسه بـا صـفات   بايد به صفات عملكردي توجه ويژه

كيفي مانند وزن مخصـوص مـاده خشـك شـود. همچنـين      
كه درصد ماده خشك يك ژنوتيپ  محققان گزارش كردند كه

نمايد، بنابراين درصـد   ايط محيطي مختلف تغيير ميتحت شر
ماده خشك براي يك رقم خاص در شرايط اقليمـي متفـاوت   

توان يم جهينت نياز ا). ,Mousapour 2005ند (مان ثابت نمي
 قيشده در تحقمهم در نظر گرفته يرهايگرفت كه متغ جهينت

، عبارتنـد از: عملكـرد غـده    يحاضر با توجه به صـفات زراع ـ 
فوق ممكن  يرهايمتغ ني. اعملكرد بذري، عملكرد بيولوژيكي

 ونيداس ـيبريدر طول برنامه ه نيانتخاب مؤثر والد ياست برا
 جاديا يبرا نيو همچن تيدر جمع يكيژنت هيگسترش پا يبرا

 ـدر نظر گرفته شوند. عـلاوه بـر ا   برتر هايلاين انتخـاب   ن،ي
 ديبا اجزا عملكرد غده و آن زانيم نيشتريب يدارا يها پيژنوت
بهبـود   يبرا ياصلاح يهاياستراتژ نياز بهتر يكيعنوان به
 ـشود. ا هيتوص ينيزمبيعملكرد غده در س يكيژنت  جينتـا  ني

 ,.Sattar et al( اسـت شـده  دياز محققان تأك ياريتوسط بس

2011; Ahmadizadeh and Felenji, 2011; Lohani. 
et al., 2012; Xu et al., 2023(.  

  تجزيه كلاستر  
 Wardروش اي بـه دندروگرام حاصـل از تجزيـه خوشـه   

زمينـي براسـاس صـفات عملكـردي و     براي ارقام سـيب 
است. بر اساس آناليز آورده شده 4مورفولوژيك در شكل 

رقم به چهار گروه تقسيم شدند كـه   11تر تجزيه كلاس
، ســانته و 81- 1،  2- 69گــروه اول شــامل هــرمس،   

شـامل   2در يـك خوشـه قـرار گرفتنـد. گـروه      ساوالان 
لوا بوده و گروه سوم شامل پيكاسو، آگريا و مارفونا و مي

باشد و سزار نيز در گروه جداگانه قرار گرفت كه جلي مي
). نتـايج حاصـل از   4گروه چهارم محسوب شـد (شـكل   

اي نشـان داد كـه   يـه خوشـه  زتجزيه مولفه اصـلي و تج 
خشـكي بـا الگـوي    ارقام متحمـل و حسـاس در تـنش    

مشابهي در يك گروه قرار گرفتند. در گروه اول هرمس، 
كه با ژنوتيپ سانته كه متحمل خشكي اسـت در   2- 69

اي كه بـر  اند. براساس نتايج مطالعهيك گروه قرار گرفته
زميني در ارقام سانته و آگريا بهروي تنش خشكي سيب

ترتيب انجـام  عنوان رقم متحمل و حساس به خشكي به
هـاي افـزايش يافتـه در    شد، مشاهده شد كـه بيـان ژن  

مسيرهاي سيگنالينگ تحمل به خشكي در رقـم سـانته   
 ,.Aksoy et alاست (بيش از رقم حساس در آگريا بوده

ــوتيپي  2024 ــا ژن ). مطالعــه ديگــر نشــان داد كــه آگري
باشد. در عين حال اين رقم داراي حساس به خشكي مي

باشــــد مــــي عملكــــرد بــــالا در شــــرايط نرمــــال
)Hassanpanah, 2010     اين نتـايج بـه انتخـاب غيـر .(

  كند.هاي مختلف كمك مي مستقيم ارقام در محيط
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Figure 3. Principal component analysis for potato genotypes and growth and performance traits. 
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لحـاظ  اي ارقـامي كـه بـه   براساس آناليز تجزيه خوشه
گيرنـد و  قرابت ژنتيكي مشابه هستند در يك گروه قرار مي

گيرنـد  هـاي دورتـر و جداگانـه قـرار مـي     آنهايي در گـروه 
لحاظ ژنتيكي را دارا هستند. در نتيجه از بيشترين تفاوت به

شـود.  گيري نيز استفاده مي رگ ارقام دورتر براي برنامه دو
، سـاوالان و  81-1، 69-2در اين پژوهش ارقام هـرمس و  

سانته در يك گروه قرار گرفتـه كـه سـانته و سـاوالان در     
عنوان ارقام متحمل به خشكي معرفـي  مطالعات مختلف به

يكاسو، جلي و آگريا فاصله ژنتيكـي زيـادي   شدند با ارقام پ
هــاي در برنامــه تلاقــي و دارنــد. در نتيجــه از ايــن گــروه

كرد. همچنـين در بـين صـفات    توان استفادههتروزيس مي
 69-2عملكردي در شرايط تنش خشـكي رقـم هـرمس و    

بالاترين مقدار در ميزان عملكـرد غـده و بـذري بـه خـود      
ترين ميزان تعداد ي پايينكه رقم جلاختصاص دادند درحالي

غده را دارا بود. ايـن نتـايج حـاكي از آن اسـت كـه آنـاليز       
خـوبي توانسـته   هاي اصـلي بـه  فيلوژنتيكي و تجزيه مولفه

 تفاوت بين ارقام را شناسايي كند.

 69-2براساس نتـايج مطالعـه حاضـر رقـم هـرمس و      
ها شناسايي شـدند كـه تحـت تـنش     ترين ژنوتيپمتحمل

ــرد ــكي عملك ــتند.   خش ــالاتري داش ــوژيكي ب ــل و بيول ك
متر بيشتري نيـز  ميلي 55تر از همچنين از تعداد غده بزرگ

برخوردار بودند كه بازار پسندي اين دو رقـم تحـت تـنش    
خشكي نيز بيشتر خواهد بود. از آنجايي كـه كشـت سـيب   
زميني به منـاطق محـدود آب در حـال گسـترش اسـت و      

اي اخير قابل مشاهدههسال لتغييرات آب و هوايي در طو
شود در طول تـنش خشـكي كيفيـت    است. پيش بيني مي

شدت تحت خشكسالي قرار گيرد، بدين دليـل درك  غده به
دقيق تحمل بـه خشـكي در سـطوح مولكـولي،      مسيرهاي

بيوشــيميايي و فيزيولــوژيكي بــراي بهبــود عملكــرد غــده 
است كـه صـفات    يكيتكن PCA .رسدضروري به نظر مي

نقـش را در تنـوع    نيشـتر يكند كه بيم يياسارا شن ياهيگ
هـا داشـته و كـاربرد    پي ـگروه از ژنوت كيمشاهده شده در 

 ـآن در انتخـاب لا  يعمل اهـداف   يبـرا  ينيوالـد  يهـا ني
). Ahmadizadeh and Felenji, 2011دارد ( ياصـلاح 

 وردرصد توسط دو مح 84از  شياز ب شيب يتجمع انسيوار
نشــان داد كــه صــفات  1,0از  شيبــ ژهيــو رياول بــا مقــاد

ارقـام از   پيبر فنوت ياديز ريمحورها تأث نيشده در ا ييشناسا
 ـ يطور مؤثر برابه توان يو م دهند يخود نشان م  نيانتخاب ب
 ليو تحل هي) با تجز2002همكاران (و  Cardi. كردآنها استفاده

 مؤلفـه  10 ،ياصـل  هـاي  مؤلفهبه  ديوئلتتراپ ينيزمبيارقام س
  كردند. ييدرصد شناسا 98,9 يهيرا با مقدار توج ياصل

Tairo ) از  ني) همچنــ2008و همكــارانPCA يبــرا 
استفاده كردند  ايتانزان يبوم يها توده انيمطالعه تنوع در م

 ـرا در م ينييپا يكيو تنوع ژنت و  Lahoni .افتنـد يآنهـا   اني
 25/96مولفه اول  11) مشاهده كردند كه 2012همكاران (

 78/18 راتيي ـدادنـد. حـداكثر تغ   حيرا توض راتييتغدرصد 
درصـد (بـردار    34/16بردار نهفته و سـپس   نيدرصد با اول

  شد. داده حيدرصد (بردار سوم) توض 30/13دوم) و 
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Figure 4. Cluster analysis of potato genotypes under drought stress based on growth and performance traits. 
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 گيري و پيشنهادهانتيجه

هاي خشكسالي، عملكرد كل و قابل فروش تمامي ژنوتيپ
هـرمس بـه   ونكلرا كاهش داد.  آزمايش شدهزميني سيب

 55غده بـالاتر از   د، عملكرد بذري، تعدالحاظ عملكرد كل
متر، عملكرد بيولوژيك در شرايط تنش خشكي برتر از ميلي

براسـاس عملكـرد كـل،     69-2ساير ارقام بودنـد و كلـون   
عنوان متر بهميلي 55عملكرد خوراكي و تعداد غده بالاتر از 

هـاي   كلـون ). 3تر شناسـايي شـدند (جـدول    ارقام متحمل
كاهش عملكرد كمتر و شاخص حساسيت  69-2هرمس و 

به خشكي كمتري را در شرايط خشكي نشـان دادنـد، امـا    
هاي بيشتري بـراي ارزيـابي    براي تأييد اين نتيجه آزمايش
ها به شـرايط مختلـف آب،    پاسخ فيزيولوژيكي اين ژنوتيپ

خاك و اقليمي مورد نياز اسـت. براسـاس مطالعـه حاضـر،     
تحت تنش خشـكي انجـام شـد و     تركلاسو  PCAيز آنال

تـرين براسـاس   عنـوان متحمـل  بـه  69-2ارقام هرمس و 
بالاتر و صفات مورفولوژيكي بهتر در شرايط تنش  عملكرد
هـاي متحمـل بـر    انتخاب شدند. انتخـاب ژنوتيـپ   خشكي

هاي مورفولـوژيكي و عملكـردي   اساس تركيبي از شاخص
اصلاح ژنتيكي انواع ارقـام   تواند معيارهاي مفيدي برايمي

. نتـايج تجزيـه   زميني متحمل به خشكي فراهم كنـد سيب

مشـابه بـوده و    تقريبـاً  PCAتر و تجزيه و تحليـل  كلاس
در يك گروه قرار گرفتند و مـي  69- 2هاي هرمس و ژنوتيپ
هاي متحمل معرفي شوند. نتـايج ايـن   عنوان ژنوتيپتوانند به

همچنين تنوع ژنتيكي مـورد   دو براي تاييد ساختار جمعيت و
 جـه يتوان نت يفوق م ياز بررس ن،يبنابرا گيرد.استفاده قرار مي
 ،ين ـيزمبيدر ارقـام س ـ  ياصل هاي به مؤلفه هيگرفت كه تجز

 يبندصفات مطلوب و ارتباط آنها با عملكرد و طبقه ييشناسا
 يشـتر ينسـبتاً ب  راتييكند. تغيم ليها را تسهپيمطمئن ژنوت

اول قـرار داشـتند مشـهود بـود.     مؤلفـه   يكـه رو  يدر صفات
در  نيانتخـاب مـؤثر والـد    يفوق ممكن است بـرا  يرهايمتغ

 ـدر نظر گرفته شـوند.   ونيداسيبريطول برنامه ه برنامـه   كي
 69- 2رقم هرمس و توان با انتخاب يخوب را م ونيداسيبريه

بـا اسـتفاده از ايـن     كـه  پـلات آغـاز كـرد.    باي يهااز شكل
و ارتبـاط بـا صـفات     ياصـل  يهـا  پيژنوت تواناطلاعات مي

 ياهـداف اصـلاح   يبـرا  يرا با كـاربرد احتمـال   يكيمورفولوژ
 ـ ن،ي. بنـابرا شـود  ييخاص شناسا برنامـه بهبـود شـامل     كي

 كيمتجاوز و هتروت يممكن است جداسازها 69- 2هرمس و 
 ابـل متق يسازگار يانتخاب قبل خيكه تار يطوركند، به جاديا

صـفات مختلـف در    يها بـرا پيانتخاب ژنوت يتوان برايرا م
  .گرفت دهيارقام ناد نيا
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Table 3. Comparison of the mean traits evaluated in the study of potato genotypes under drought conditions. 

Irrigation 
treatment 

Genotype 

T
u

b
er

 w
it

h
 3

5 
 

m
m

 d
ia

m
et

er
 

T
ub

er
 w

it
h

 3
5-

55
  

m
m

 d
ia

m
et

er
 

T
u

b
er

 w
it

h
 5

5 
 

m
m

 d
ia

m
et

er
 

Se
ed

 (
yi

el
d  

k
g 

h
a-1

) 

W
ar

e 
(y

ie
ld

 
k

g 
h

a-1
) 

T
N

 
(U

n
it

) 

T
ot

al
 (

yi
el

d  
k

g 
h

a-1
) 

H
I 

(%
) 

D
ry

 m
at

te
r  

(g
/k

g)
 

SG
 

(g
/c

m
3 ) 

Drought 

Milva 102.2 h-j 13.89 hi 4.82gh 0.69 hi 0.36gh 247.25kl 6.11k 17.58jk 20.13 a-h 0.99 b 

Hermes 247.33cd 34.19c-e 6.83f 1.70c-e 0.51f 565.33cd 11.88h 62.82 b 19.93b-h 1.0002b

81-1 159.0e-h 27.35e-g 6.83 f 1.36e-g 0.51 f 424.00g-i 9.75 hi 52.89c 28.938a 1.0002b

Jelly 106.0ij 29.63d-g 3.89 hi 1.48d-g 0.29 hi 365.83ij 9.47 ij 22.32jk 19.40c-i 1.0004b

Agria 282.66c 15.95hi 8.72e 0.79 hi 0.65e 473.9e-h 9.99 hi 30.37g-i 17.21i-k 1.0008b

Casare 123.66g-j 9.11i 3.42i 0.45i 0.25i 220.83 l 5.43 k 18.46jk 20.47b-g 1.0006b

Santé 123.66gj 9.11i 5.50g 0.45i 0.41g 236.98l 5.41k 18.09 k 20.67b-f 1.070a 

Savalan 132.5fi 20.51gh 4.83gh 1.025gh 0.36gh 328.98jk 7.43jk 33.156e-h 18.88d-j 1.0009b

69-2 159.0e-h 22.79f-h 10.39d 1.13f-h 0.77d 416.24g-i 10.44 hi 39.80ef 17.79h-k 1.0003b

Picasso 123.6gj 27.35e-g 7.78ef 1.36e-g 0.58ef 395.98h-j 9.80hi 41.93de 18.74 e-j 1.0002b

Marfona 159.0e-h 23.93f-h 4.83gh 1.19f-h 0.36gh 381.98ij 8.88ij 32.268e-h 20.163b-h 1.0004b

ns ، *درصد.   1و  5دار در سطوح دار و معنيترتيب غير معنيو **:: به      ns, * and **: respectively, non-significant and significant at the 0.05 and 0.01 levels. 
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A B S T R A C T   
Thymoquinone, the main compound of black cumin(Nigella sativa) oil, has numerous therapeutic 
effects. 1-Deoxy-D-xylulose 5-phosphate reductase (DXR) and geranylgeranyl diphosphate synthase 
(GTS) are two key genes in the biosynthetic pathway of thymoquinone. In this study, the expression 
changes of genes DXR and GTS were investigated in two ecotypes of Iranian black cumin with the 
highest and lowest levels of thymoquinone, including ecotype H (Semirum) and ecotype K (Eqlid), as 
well as the effect of methyl jasmonate treatment on the expression of these genes. Sampling was 
conducted at 12, 24, and 48 hours after the application of methyl jasmonate at a concentration of 100 
µM during the immature seed stage. Gene expression was analyzed using RT-qPCR. The results at a 
5% significance level showed that the expression of both genes in ecotype H is significantly higher 
than in ecotype K. The expression level of the GTS gene in both ecotypes was influenced by methyl 
jasmonate, initially decreasing in the first 12 hours, then gradually increasing and reaching a 
maximum at 48 hours, which was significantly different from the control. However, the expression of 
the DXR gene varied between the two ecotypes: in ecotype H, the expression of this gene 
significantly decreased, reaching its minimum at 48 hours, while in ecotype K, it initially increased at 
12 hours and then decreased to a minimum at 48 hours. Overall, these findings indicate that the gene 
expression of GTS and DXR genes involved in the thymoquinone biosynthetic pathway in N. sativa is 
genotype-dependent, and methyl jasmonate treatment can effectively induce the expression of these 
genes, depending on the genotype and time which consequently can increase the thymoquinone 
content. 
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 »پژوهشيمقاله «

 ـدخ يهـا  ژن يبرخ انيب راتييتغ يبررس  ـمت اثـر  تحـت  نـون يموكيت وسـنتز يب در لي  لي
   )  Nigella sativa ( اهدانهيس در جاسمونات

 
  1رزاقادريي، قادر م)0000-0001-6959-4845(اركيد: 1محمد مجدي ،1كرمي هومانيمعصومه 

 
  چكيده

 ردوكتـاز  فسـفات  -5زايلوز اكسي دي-1 اثرات درماني متعددي دارد.تيموكينون، تركيب اصلي روغن بذر سياهدانه، 
)DXR( ننيگاماترپ و ) سنتازGTS( هسـتند. در ايـن پـژوهش تغييـرات      دو ژن كليدي مسير بيوسنتزي تيموكينون

در دو اكوتيپ سياهدانه ايراني با بيشترين و كمترين ميزان تيموكينون شـامل اكوتيـپ    GTSو  DXR هاي ژن بيان
H  (سميرم) و اكوتيپK (اقليد)  بـرداري در   بررسـي شـد. نمونـه    ها بر بيان اين ژن جاسمونات تيمار متيل ريتأثو نيز

ي بـذر   در مرحلـه  ميكرومـولار و  100جاسمونات با غلظت  ساعت پس از اعمال تيمار متيل 48و  24،12هاي  زمان
درصد نشان داد بيان  5ديد. نتايج در سطح احتمال بررسي گرRT-qPCR ها با استفاده از  بيان ژند. نارس انجام ش

در هـر دو   GTSاست. همچنين ميـزان بيـان ژن    Kداري بالاتر از اكوتيپ  معنابه صورت  Hهر دو ژن در اكوتيپ 
سـاعت بـه    48ساعت اول به تـدريج افـزايش و در    12جاسمونات پس از كاهش بيان در  اكوتيپ تحت تيمار متيل

جاسمونات در دو اكوتيپ  تحت اثر متيل  DXR . ميزان بيان ژنبوددار  معنات به شاهد بسيار نسب كه، رسيدحداكثر 
داري نسبت به شاهد كاهش يافت و حداقل ميزان بيـان آن   معنابه طور  DXR ، بيان ژنHمتفاوت بود. در اكوتيپ 

و  پيـدا كـرد  داري افـزايش   نامعطور  ساعت به 12ابتدا در  DXR ، بيان ژنKساعت مشاهده شد. در اكوتيپ  48در 
  DXRو GTSهـاي   ساعت به حداقل رسيد. اين نتايج نشان داد كـه بيـان ژن   48سپس طي يك روند كاهشي در 

تواند در القاي بيان  جاسمونات مي ژنوتيپ قرار دارد، همچنين متيل ريتأثمسير بيوسنتزي تيموكينون سياهدانه تحت 
  تحت اثر ژنوتيپ و زمان قرار دارد. ريتأثباشد و اين  مؤثرها  اين ژن

، دانشكده كشاورزي، ياهيگ داتيو تول كيگروه ژنت. 1
  . رانيدانشگاه كردستان، سنندج، ا
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   مقدمه
 يهـا  خود از زمان يدرمان يكاربردها ليبه دل گياهان دارويي

در  ياند و امروزه نقش قابل توجه مورد توجه قرار گرفته ميقد
بسـياري از   كـه  طـوري  ، بـه كننـد  يم ـ فايدرمان ا يها ستميس

كشــورهاي جهــان، كــه تقريبــاً دو ســوم جمعيــت را شــامل 
، سازگاري بهتر بـا  رشوند، به دليل مقبوليت فرهنگي بيشت مي

انـد   بدن و عوارض جانبي كمتر به داروهـاي گيـاهي وابسـته   
)Sandberg, 2001; Oladeji., 2016; Mbuni et 

al.,2020.(  
تـرين   ) يكي از مهـم .Nigella sativa Lگياه سياهدانه (

اسـت. سـياهدانه گيـاهي     1آلالـه ي   گياهان دارويي از خانواده
باشد، كـه در خاورميانـه،    ساله، ديپلوئيد و دولپه مي علفي، يك

، تـب،  منظور درمـان سـردرد، آسـم     افريقاي شرقي و هند به
هاي روده و اگزما مورد  زا، دفع كرمبرونشيت، روماتيسم، آنفولا

هاي سـياهدانه حـاوي روغـن،     فته است. دانهاستفاده قرار گر
پروتئين، آلكالوئيد، ساپونين و اسانس هسـتند كـه هـر كـدام     

 ,.Burits et alشـوند (  اثرات زيستي خاصـي را سـبب مـي   

2000; Ali et al., 2003; Yar et al., 2008   تركيـب .(
تشكيل  2ها هاي سياهدانه را مونوترپن اصلي روغن فرار در دانه

- لي ـمت مسـير هـا در گياهـان از طريـق     مونـوترپن  دهند. مي
ــوليارتر ــرار دارد  ) MEP( 3فســفات- ت ــتيدها ق ــه در پلاس ك

 5فسفات- 3گليسرآلدهيد و دي 4شوند. ابتدا پيروات بيوسنتز مي
ــا يكــديگر تركيــب شــده و پــس از انجــام واكــنش  هــاي   ب

توسـط آنـزيم    6فسفات - 5زايلوز  اكسي  بيوشيميايي لازم دي
شود، كه تحـت   توليد مي 7سنتاز فسفات  - 5زايلوز اكسي دي- 1

) بـه  DXR( 8فسفات ردوكتاز - 5اكسي زايلوز دي- 1اثر آنزيم 
گـردد. ايـن مـاده بـه      تبديل مي 9فسفات 4متيل اريترول  سي

 10فسـفات  دي ها، دي متيـل آليـل   ي يك سري واكنش وسيله 
)DMAPP (11و ايزوپنتيل فسفات )IPP(  قابل تبديل بـه  كه

                                                                             
1. Ranunculaceae 
2. Monoterpenes 
3. Methyl erythritol phosphate 
4. Pyruvate 
5. D-glyceraldehyde-3-phosphate 
6. Deoxyxylose-5-phosphate 
7. 1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate synthase (DXS) 
8. 1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate reductoisomerase 
9. 2-C-methylerythritol-4-phosphate 
10. Dimethylallyldiphosphate  
11. Isopentenyldiphosphate  

كند. با اتصال اين دو ماده توسـط   يكديگر هستند را ايجاد مي
ــزيم ژرانيــل دي  13فســفات ، ژرانيــل دي12فســفات ســنتاز آن

شـود، كـه ايـن مـاده      ها سنتز مي ساز عمومي مونوترپن پيش
هاي مختلف  هاي مونوترپن سنتازي، به مونوترپن توسط آنزيم
 ,Burke et al., 1999; Lichtenthalerگـردد (  تبديل مـي 

1999; Mir et al., 2008; Sallaud et al., 2009  از .(
توان  هاي بالغ سياهدانه مي هاي موجود در دانه جمله مونوترپن

، 17، آلفــاتوجن16كينــونو، تيم15، گامــاترپينن14ســيمن بـه پــي 
 Botnick etاشاره كرد ( 19و كارواكرول 18تيموهيدروكوينين

al., 2012; Liu et al., 2013 .(   
ي ارزش دارويي سياهدانه به دليل وجود   بخش عمده

تركيب دارويي تيموكينون است. تيموكينون موجود در 
روغن سياهدانه جزء تركيبات اصلي بذر است و در 

درماني آن از قبيل خاصيت  مطالعات زيادي اثرات
 د)، ضHosseinzadeh et al., 2012اكسيداني ( آنتي

�Galiسرطاني ( )، ضدGazzar et al., 2006التهابي (

Muhtasib et al., 2008باكتري ( ) ضدHalawani, 

) و ضد تشنج Saad et al., 2013)، ضد قارچي (2009
)Hosseinzadeh et al., 2004 گزارش شده است. هر (

ها مانند  چند تيموكينون در گياهان معطر غني از مونوترپن
ي كوهي نيز موجود است، اما اين   آويشن، مرزه و پونه

قدار كمتري در اين ميزان در مقايسه با سياهدانه به م
 Skoula et al., 1999; Crocoll etدارد (گياهان وجود 

al., 2010; Grosso et al., 2010; Botnick et al., 
) از GTS( 20سنتاز ننيگاماترپو  DXRآنزيم  ) 2012
هاي محدود كننده سرعت واكنش در ابتدا و انتهاي  آنزيم

 مختلفيمسير بيوسنتزي تيموكينون هستند و مطالعات 
 MEPرا در مسير بيوسنتزي  GTS و DXR هاي نقش ژن
ها نشان داده است كه با افزايش  اند، اين بررسي تائيد كرده
ها افزايش  ميزان مونوترپن GTSو  DXR هاي بيان ژن

                                                                             
12. Geranyl diphosphate synthase (GPPS) 
13. Geranyl diphosphate (GDP) 
14. P-Cymene 
15. γ-Terpinene 
16. Thymoquinone 
17. α-thujene 
18. Thymohydroquinone 
19. Carvacrol 
20. Gamma terpinene synthase 
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 ,.Estevez et al., 2000; Mahmoud et al( يابد مي

2001; Carretero-Paulet et al., 2002; Crocoll et 
al., 2010; Krause  et al., 2021; Kianersi et al., 

2021 .(    
ي تـأثير    اخير مطالعات مختلفي در زمينـه  يها در سال
ي   هاي زيستي و غيرزيستي از قبيـل اشـعه   كننده  اثرات القا

UV 2جاســمونات ، متيــل 1اســيد ســيناميك  ، تــرانس ،
هـاي   در بيوسـنتز متابوليـت   4و نـانوذرات  3اسيد سالسيليك 

 ;Hatami et al., 2014ثانويـه انجـام گرفتـه اســت (   

Kianersi et al., 2021 ها با تغييـر   ). استفاده از القاكننده
هـاي درگيـر در مسـيرهاي بيوسـنتزي      در الگوهاي بياني ژن

هــاي بيوســنتزي بســيار  مــورد مطالعــه در درك بهتــر مســير
هاي گذشته نقش متيل  يكننده خواهند بود. طبق بررس كمك

ها در  هاي ثانويه از جمله ترپن جاسمونات در تحريك متابوليت
ي گياهي تأييد شده است. در اين گياهـان،    ها بسياري از گونه

ي فيتوهورموني باعث   عنوان يك القاكننده متيل جاسمونات به
شـود كـه    هـاي فيزيولـوژيكي مـي    از واكـنش  جريـاني ايجاد 

تغييــر داده و منجــر بــه توليــد و تجمــع  مورفولـوژي گيــاه را 
 ;De Geyter et al., 2012گـردد (  هاي ثانويه مي متابوليت

Moreira-Rodríguez et al., 2017 (. 

ي  مطالعات گذشته در گياهاني از قبيل آويشـن و پونـه  
كوهي منجر به جداسـازي و تعيـين خصوصـيت برخـي از     

اسـت  ي كليدي مسير بيوسـنتزي تيموكينـون شـده     ها ژن
)Krause et al., 2021.(    علاوه بر اين مطالعـات گذشـته

هـاي   به شناسـايي و معرفـي ژن   جرمن روي گياه سياهدانه
DXR ها (داده   (و  انتشـار نيافتـه GTS)Elyasi et al., 
كنون گزارشي در مورد  ، وليشده است در اين گياه) 2022

هدف از انجام اين نشده است.  ارائهميزان بيان اين دو ژن 
) و DXRهـاي ابتـدا (ژن    بيـان ژن بررسي ميزان  پژوهش،

ــاي (ژن  ــون در دو  GTSانته ــنتزي تيموكين ــير بيوس ) مس
سازي بهتر مسير 	به منظور روشناكوتيپ مختلف سياهدانه 

ي متيـل   لقا كننـده بيوسنتزي تيموكينون و نيز بررسي اثر ا
هــاي دخيــل در بيوســنتز  جاســمونات بــر ميــزان بيــان ژن

                                                                             
1. Trans-cinnamic acid  
2. Methyl jasmonate 
3. Salicylic acid  
4. Nanoparticles 

 توانـد  ، بديهي است نتايج اين بررسي مـي استتيموكينون 
براي درك بهتر مسيرهاي افزايش ميزان تيموكينون را راه 

هـاي   از طريق انتخاب ژنوتيپ مناسب، افـزايش بيـان ژن  
پـي  و نيـز   هاي توليدي كليدي و يا استفاده از ساير سيستم

هـاي   متابوليـت  ها و بردن به ارتباط بين ميزان رونوشت اين ژن
  هموار كند.توليد شده در گياه 

  
   پيشينه پژوهش

ي متابوليكي گياهان نسبت به سـاير موجـودات بسـيار      شبكه
ي   ها در گياهان به دو گـروه عمـده   تر است. متابوليت گسترده
هـاي   شـوند. متابوليـت   ميهاي اوليه و ثانويه تقسيم  متابوليت

اوليه عمدتاً شامل قندها، اسـيدهاي آمينـه، ليپيـدها و منـابع     
ي   هاي اوليه گياهـان دامنـه   انرژي هستند. به غير از متابوليت

كننـد كـه در    هاي ثانويه را توليـد مـي   اي از متابوليت گسترده
حفاظت گياهان در برابر عوامل ميكروبي، قارچي، ويروسـي و  

 ;Dixon, 1999پاتي و سيگنالينگ نقش دارند (حشرات، آللو

Schwab, 2003هـاي اوليـه و    ). ارتباط بين جريان متابوليت
هاي ثانويه بسيار پيچيده است، زيرا نياز به در  انباشت متابوليت

هاي  ي متابوليتي دارد تا منابع متابوليت  ر گرفتن كل شبكهنظ
هاي ثانويـه هـدايت    اوليه را بدون اختلال در گياه به متابوليت

هـاي گيـاه،    ي دانـش در درك متابوليسـم    كند. امروزه توسعه
ي تنظيم   منظور شناسايي ظرفيت متابوليكي گياهان و نحوه به

وري بهتـر از تركيبـات    هها در جهت بهر فعاليت متابوليكي آن
ارزشمند گيـاهي محـور اصـلي در تحقيقـات گيـاهي اسـت       

)Ghisla et al., 2012 .(  
هاي كليدي مسيرهاي بيوسنتزي از عوامل بسيار  آنزيم

هـا هسـتند. مطالعـات     تأثيرگذار بر ميزان توليـد متابوليـت  
ــزيم  ــي نقــش آن ــد   مختلف ــزان تولي ــر مي ــدي ب ــاي كلي ه

در يـك بررسـي روي   هاي هدف را تأييد كردنـد.   متابوليت
) مشـخص شـد   Arabidopsis thalianaآرابيدوبسـيس ( 

كه مسير بيوسنتزي فلاونوييدها مسـتقيماً توسـط چنـدين    
 ;Zhao et al., 2013شـود (  آنـزيم كليـدي تنظـيم مـي    

Afrin et al., 2014  .(اي ديگر بيش بيـان ژن   در مطالعه
هاي كليـدي در مسـير متـابوليكي     سنتاز يكي از آنزيم ترپن

 در گيـاه زنيـان  توليد تيمول، باعث افزايش ميزان اين ماده 
)Trachyspermum ammi ) گرديـد (Nomani et al., 
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). همچنين در گزارشي ديگري كه روي گيـاه پونـه   2019
)Origanum vulgar L. انجام شد نقش مستقيم ميزان (

كليـدي مونـوترپن سـنتاز در كنتـرل تركيـب      بيان آنـزيم  
 ).  Crocoll et al., 2010اسانس اثبات گرديد (

ها حاكي از  مطالعات گذشته روي مسير بيوسنتزي ترپن
بط با بيوسـنتز اسـكلت   هاي مرت آن است كه، شناسايي ژن

منظور افزايش  تواند در دستورزي اين مسيرها به ها مي ترپن
هاي ويژه مؤثر باشد. طبق مطالعاتي كه در گياه نعناع  ترپن

 آرابيدوپســـيس)، Wildung et al., 2005( 1فلفلـــي
) و گوجـه  Carretero-Paulet et al., 2006تراريخـت ( 

) انجام شـده اسـت بـيش    Enfissi et al., 2005فرنگي (
دار توليد و تجمـع تـرپن    باعث افزايش معنا DXRبيان ژن 

در اين گياهان شده است. علي رغم مطالعـاتي كـه انجـام    
گيــاه گرفتــه تــا كنــون مســير بيوســنتزي تيموكينــون در 

صورت كامل مشخص نشده است، اما با توجـه   سياهدانه به
ي  هايي كه در گياهاني از قبيـل آويشـن و پونـه    به بررسي

كوهي صورت گرفته اسـت مسـير بيوسـنتزي تيموكينـون     
  .)1(شكل  گردد بيني مي صورت زير پيش به

به علت نقش  DXRهاي گذشته ژن  بر طبق بررسي
 IPPها به سمت مسير  تعيين كننده در هدايت ميان واسطه

در مسير  يعنوان عامل كنترلي مهم به DMAPP و
MEP ث كند. همچنين گاماترپينين سنتاز كه باع عمل مي

گردد، از  سولفات مي ايجاد گاماترپنين از ژرانيل دي
 هاي كليدي در مسير بيوسنتزي تيموكينون است آنزيم

)Carretero-Paulet et al., 2002; Botnick et al., 

2012; Huang et al., 2021; Azimzadeh et al., 
). طي بررسي كه روي بذر گياه سياهدانه با استفاده  2023
انجام شده است ژن گاماترپنين سنتاز  RNAيابي  از توالي

هاي كليدي در مسير بيوسنتزي  به عنوان يكي از آنزيم
 Elyasi et(ها جداسازي و تعيين خصوصيت شد  مونوترپن

al., 2022.(  علاوه بر اين طي تحقيقي ديگر روي بذر
توالي  ،RNAيابي  گياه سياهدانه با استفاده از توالي

  ). ها انتشار نيافته داده( دشمعرفي  DXRنوكلئوتيدي ژن 
منظور  ي زيستي به عنوان القاكننده نقش متيل جاسمونات به

 ها در ويژه القاي متابوليسم ترپن  هاي ثانويه به بيوسنتز متابوليت
 Elyasi etهاي مختلف گياهي از قبيل سياهدانه ( گونه

al., 2016) آويشن ،(Kianersi et al., 2021 و بابونه (
اثبات شده است. طي  )Majdi et al., 2015( 2كبير

بررسي كه روي ميزان تيمول و كارواكرول روي تعدادي از 
هاي مختلف متيل  هاي آويشن ايراني تحت اثر غلظت گونه

جاسمونات انجام شد، افزايش ميزان اين دو ماده اثبات 
ميكرومولار  100و بالاترين ميزان توليد در غلظت گرديد 

  ). Krause et al., 2021متيل جاسمونات مشاهده شد (

  

  
  مورد مطالعه در اين پژوهش است).هاي  (رنگ قرمز بيانگر ژن مسير پيشنهادي بيوسنتزي تيموكينون در سياهدانه .1شكل 

Figure 1. Proposed biosynthetic pathway of thymoquinone in N. sativa (The red color indicates the genes 
studied in this research). 

  
1. Mentha piperita 
2. Tanacetum parthenium 
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 شناسي پژوهش روش

    متيل جاسمونات كشت گياه و تيمار
كـه    GC-MSهـاي حاصـل از آنـاليز    با اسـتفاده از داده 

انتشـار نيافتـه) روي    هـا  (داده توسط الياسي و همكـاران 
هـاي مختلـف گيـاه     اكوتيـپ  بذرمحتوي تيموكينون در 

(سـميروم) بـا   H دانه انجـام شـده اسـت، اكوتيـپ     سياه
(اقليـد) بـا ميـزان     K ميزان تيموكينون بيشتر و اكوتيپ

هر دو اكوتيپ در شرايط تيموكينون كمتر انتخاب شدند. 
 16گراد و با شـرايط   درجه سانتي 25 يبا دما اي گلخانه

ــاريكي كشــت شــدند.   8ســاعت روشــنايي و  ســاعت ت
تيموكينـون   ميـزان  كه است داده نشان گذشته مطالعات

 و رسد مي حداكثر به دانه رسيدگي با در سياهدانه همراه
يابد  مي كاهش كمي دوباره آن مقدار كامل، بلوغ از پس

)Botnick et al., 2012( بــه همــين دليــل در ايــن ،
در مرحلــه قبــل از بلــوغ كامــل بــذر گياهــان پــژوهش 

آوري و در فريزر  هاي بعدي جمع منظور انجام آزمايش به
. علاوه بر اين به دليل بررسـي اثـر   داري شدند نگه - 80

 ـمتيل جاسمونات، گيا ا اسـتفاده از محلـول متيـل    هان ب
ــولار  100جاســمونات   48و  24،12زمــان  3در ميكروم

هـاي   (نمونـه  پاشـي شـدند   ساعت در سه تكرار محلـول 
و پس از گذشـت   شاهد به وسيله آب محلول پاشي شد)

ــذرها جمــع  ــورد نظــر ب ــان م ــزر  زم  - 80آوري و در فري
  داري شدند. نگه

  
ــه  ــازگر ب ــي آغ ــازي  طراح ــور جداس ــاي  ژنمنظ ه

 موردبررسي

در سياهدانه با شماره دسترسي  DXRژن  توالي نوكلوتيدي
MN561851.1 ،   ژن گاما ترپنين سنتاز از گيـاه سـياهدانه

ژن دي گليسرآلدهيد  ،OM856342.1با شماره دسترسي 
) در سـياهدانه بـا شـماره    GAPDHفسفات دهيدروژناز( 3

) Ubiquitinكـويتين ( يوبيژن و  LC719288.1 دسترسي
ــي    ــماره دسترســ ــا شــ ــيس بــ ــاه آرابيدوبســ در گيــ

NM_116090.3 پايگــاه داده در  ازNCBI  دانلــود شــد و
 oligoanalyzerهاي  با استفاده از برنامه هاطراحي آغازگر

  ).1(جدول  انجام شد Primer3و 

RT-qPCRها با استفاده از  بررسي بيان ژن
1  

 GTSكليدي  هاي ژنالگوي بيان  بررسي تفاوت درمنظور  به

، از روش ريل دو اكوتيپ تيموكينون يبيوسنتزمسير   DXRو
آر استفاده شد. همچنين، تأثير متيل جاسمونات بر  سي تايم پي

ها در ساعات مختلـف پـس از تيمـار نيـز مـورد       بيان اين ژن
بـا   ي جمـع آوري شـده  هـا   از بذر RNA .بررسي قرار گرفت

 ايـران روژه سـاخت كشـور   شـركت   ترايزول كيتاستفاده از 
استخراج شده بـا   يRNA ت استخراج گرديد. كيفيت و كمي

درصـد و دسـتگاه نـانو دراپ تعيـين      يكاستفاده از ژل آگارز 
شـركت سـيناكلون    DNase1گرديد و بـا اسـتفاده از آنـزيم    

 ، حذف گرديد. پس از تيمارژنومي  DNA آلودگي احتمالي به
RNA با آنزيم DNase1،  يك ميكروگرمRNA  منظـور  به
سـنتز  يت بر اساس دستورالعمل موجود در ك و cDNAسنتز 

cDNA شركت Addbio مـورد  كـره جنـوبي   ساخت كشور 

 cDNAصـحت سـنتز    ديي ـتأاستفاده قرار گرفت. به منظـور  

هاي سـنتز شـده بـا     cDNAاي پليمراز روي  واكنش زنجيره
يوبيكــويتين بــا اســتفاده از دســتگاه  آغازگرهــاياســتفاده از 

ميكروليتــر و بــا 25در حجــم نهــايي  BioRadترموســايكلر 
انجام شد. همچنين بـه   Ampliconاستفاده از مستر ميكس 

 RNAاز  ،PCRمنظور بررسي آلودگي احتمـالي در واكـنش   

  استخراجي به عنوان الگو نيز در واكنش استفاده گرديد.
اسـتخراج   هـاي  RNAاز  cDNAسـنتز   دييتأپس از 

آزمايش ريل تايم پي سي آر بـا اسـتفاده از مخلـوط     ،شده
. به منظـور  شدانجام سايبر گرين  واكنش امپليكون حاوي 

صحت انجام واكنش رونويسـي معكـوس و نيـز بـه      دييتأ
هاي هدف در اين بررسـي   ي ميزان بيان ژن منظور مطالعه

بـه عنـوان ژن مرجـع     كويتينو يوبي GAPDH هاي از ژن
  ).Mazrooei et al., 2017( شداستفاده 

از سـه تكـرار    اسـتفاده  بـا  Real time PCR واكـنش 
ــا اســتف  ــوژيكي و دو تكــرار تكنيكــي و ب اه ســتگه از ددابيول

micPCR اين دستگاه با استفاده  شد. انجام چاهكي 48 مدل
را بــراي هــر  آغازگرهــاكــارايي  LinRegPCR افــزار نــرماز 

   كند. چاهك به صورت جداگانه محاسبه مي
  

                                                                             
1. Real Time-quantitive PCR  
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  .ژن بيان بررسي براي استفاده مورد آغازگرهاي به مشخصات مربوط. 1جدول 
Table 1. Specifications related to the primers used for gene expression analysis. 

 باز) طول قطعه تكثير شده (جفت

Amplicon Size (bp)

  )گراد سانتي( دماي اتصال
Annealing Temperature (°C) 

  )5'-3'(توالي 
Sequences (5'-3')  

  ژن
Gene 

156  63  TGCTGCTCATTTGAAGGGTG  GAPDH-F  
    AGTGGAGCAAGGCAGTTTGT  GAPDH-R  
112  63  GATGCAGATCTTCGTGAAAACC  Ubiquitin-F  
    TGGGATTCCTTCCTTGTCTTG  Ubiquitin-R 
125  63  AGTTCCCAAGTCATCAGCAAG  GTS-F 

    AAGGATACAAGCCAACCTTGA  GTS-R  

150  63  AGGCACCATGACTGGAGTTC  DXR-F 
    TCGAGGCTTGGTTTGGTTAC  DXR-R 

 
الگويابي منحني ذوب جهـت تشـخيص   همچنين از 

به علاوه بر اين استفاده گرديد. اختصاصي بودن واكنش 
نظـر بعـد از   هاي مورد  تكثير اختصاصي ژن دييتأمنظور 

آر محصـولات حاصـل    سـي  انجام آزمايش ريل تايم پـي 
و از نظــر  شــدند بارگــذاري درصــد 2/1 روي ژل اگــارز

 مشاهده يك باند اختصاصي با سايز مـورد پـيش بينـي   

يـابي   انجـام تـوالي   همچنـين مورد بررسي قرار گرفتنـد.  
با استفاده از آغازگرهاي اختصاصي  PCRروي محصول 

 بررسي انجام گرفت.هاي مورد  براي ژن

  
  ژن و آناليز آماري   بيان نسبي ميزان محاسبه

هـاي مـورد مطالعـه در ايـن پـژوهش بـا        مقايسه بيان ژن
ــيج   ــتفاده از پكـــــــ  mirzaghaderi/rtpcrاســـــــ

)Mirzaghaderi., 2024 (افـزار   نرمR     انجـام شـد. ايـن
تواند بيـان نسـبي را بـر اسـاس دو يـا تعـداد        پكيج كه مي

بيشتري از ژن رفرنس به همـراه كـارايي تكثيـر محاسـبه     
ــاس روش    ــر اس ــتاندارد را ب ــاي اس ــد، خط و  Taylorكن

ــتفاده از روش   ــا اس ــاري ب ــاي آم ــام  Gangerآناليزه انج
). Ganger et al, 2017; Taylor et al, 2019( دهد مي

فاده از ايـن پكـيج در سـطح    ها با است مقايسه ميانگين داده
  انجام شد. LSDدرصد و با استفاده از روش  5احتمال 

  
  نتايج و بحث

ــس ــتخراج از پ ــت ،RNA اس ــا آن غلظ ــتفاده ب  از اس
 تـا  1000 بـين  ها نمونه غلظت. شد گيري اندازه نانودراپ

 نـوري  جـذب  نسـبت  و بـود  ميكروليتر بر نانوگرم 2000
بـه  . داشـت  قـرار  9/1 تـا  7/1 محدوده در 280 به 260

 استفاده DNase I آنزيم از ،DNA آلودگي حذف منظور
 آگـارز  درصـد  يـك  ژل روي بـر  هـا  نمونـه  سپس و شد

 را شـده  اسـتخراج  RNA كيفيـت  كه گرديدند بارگذاري
  ).  2 شكل( كرد تأييد

  

  
 :1- 7از بذر سياهدانه.چاهك  RNAاج استخر نتايج. 2شكل 

  .kb1ماركر مولكولي RNA، :Lج استخرا
Figure 2. RNA extraction results from N. sativa seeds. 
Well 1-7: RNA extraction, L: molecular marker 1kb. 

  
 دييتأبه منظور  .انجام شد cDNA سنتز بعد، مرحله در

cDNA   ــده ــنتز ش ــايش  ،س ــا PCRآزم ــتفاده ب  از اس
 تكثير منظور به يوبيكويتين هاي ژن اختصاصي آغازگرهاي

سپس  ).3 شكل( شد انجام باز جفت 112 طول به اي قطعه
 مـورد  هـاي  ژن اختصاصـي  تكثيـر  و شناسـايي  تأييد براي

 اختصاصي آغازگرهاي از استفاده با PCR آزمايش بررسي،

L        7        6        5          4         3         2     1    
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 حضـور  دهنده نشان آمده دست به نتايج. گرفت انجام ژن هر
  ).4 شكل( بود نظر مورد اندازه با اختصاصي باند يك

  

  
و  1.، چاهك kb1ماركر مولكولي cDNA . :Lسنتز دييتأ .3شكل 

2 : cDNAكنترل منفي با استفاده از آب ، 3شده، چاهك  سنتز :
  RNA: كنترل منفي با استفاده از 4چاهك 

Figure 3. Confirmation of cDNA synthesis. L: 
molecular marker 1kb, wells 1 and 2: synthesized 

cDNA, well 3: negative control using water, well 4: 
negative control using RNA. 

  

  
هاي مورد نظر با استفاده از  ه تكثير اختصاصي ژننتيج. 4شكل

PCR.  ژن 1چاهك :DXR ژن 2، چاهك:GTS ،چاهك ، :L ماركر
  .PCR: كنترل منفي 3، چاهك kb1مولكولي 

Figure 4. Results of specific amplification of target 
genes using PCR. Well 1: DXR gene, well 2: GTS gene, 
L: molecular marker 1kb, well 3: PCR negative control. 

  
cDNA  براي بررسـي تفـاوت بيـان بـا      دشدهييتأهاي

 از استفاده شد و پس Real time PCR استفاده از واكنش
 بـا  دسـتگاه  توسـط  نمونه هر به مربوط Ct واكنش، انجام
 كمـي  و بررسـي  مـورد  و شـد  تعيين تكثير نمودار به توجه
 منحنـي  واكـنش  بعـد  مرحلـه  در سپس. قرارگرفت سازي
 شد انجام اختصاصي تكثير دييتأ براي Melt Curve ذوب

 محصـولات  يـابي  تـوالي  نتـايج  ايـن،  بـر  علاوه ).5 (شكل
PCR پايگاه در شده شناسايي هاي توالي با NCBI مقايسه 
 بـراي  ترتيـب  بـه  درصد 91 و درصد 100 همولوژي و شد
  .گرديد مشاهده GTS و DXR هاي ژن

  

هــاي مــورد بررســي در  مقايســه ميــزان بيــان ژن
  دواكوتيپ

بـا   Kو  Hمطالعـه در دواكوتيـپ    هاي مورد مقايسه بيان ژن
ــون   ــتفاده از آزم ــيج test-tاس   mirzaghaderi/rtpcr پك

 GTSو  DXR هـاي  نشان داد كه ميزان بيان ژن Rافزار  نرم
 5در سـطح  اختلاف بيان  نيا وباشد  مي بالاتر Hدر اكوتيپ 

ميـزان بيـان   ). تفاوت 6(شكل  دار است معنا به صورتدرصد 
در ژنوتيـپ  دهنـده نقـش    در دو اكوتيپ نشانهاي مذكور  ژن

در باشـد.   هاي مسير بيوسنتزي تيموكينون مي ميزان بيان ژن
 ,.Majdi et alو همكـاران (  اي كه توسـط مجـدي   مطالعه

) روي گياه بابونه كبير انجام گرفت مشخص شـد كـه   2014
ژنوتيپ  ريتأثواند تحت ت هاي ترپنوپيدسنتاز مي ميزان بيان ژن

  متغيير باشد.

  
  .GTSژن  : DXR،G ژن: D،تين ييوبيكو: ژن  GAPDH  ،U: ژن GA منحني ذوب.. 5شكل 

L          1           2             3             4         

100bp 

150bp            125bp 

  1            2             L   
3
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Figure 5. Melting curve. GA: GAPDH, U: Ubiquitin gene, D: DXR gene, G: GTS gene. 
اي ديگــر كــه توســط مــوريرا و  مطالعــههمچنــين در 

ــاران ( ــاه  )Moreira et al., 2019همكـ روي گيـ
Baccharis salicifolia    انجام گرفت مشخص شـد كـه

هـاي   ژنوتيـپ  ريتـأث ميزان مونوترپن در ايـن گيـاه تحـت    
ميـزان بيـان بـالاي ايـن دو ژن در      مختلف متفاوت است.

و نيـز بـالا بـودن ميـزان       Kنسبت به اكوتيپ  Hاكوتيپ 
(ميـزان   Kنسـبت بـه اكوتيـپ     Hتيموكينون در اكوتيـپ  

تيموكينون توسط الياسي و همكاران بررسـي شـده اسـت)    
ها در مسير بيوسـنتزي   ي اهميت بيان اين ژن نشان دهنده

د شـده در بـذر   ميزان تيموكينون تولي احتمالاًتيموكينون و 
  گياه سياهدانه است.

  

  
نسبت  Hاكوتيپ  GTSو  DXRمقايسه تغييرات بيان ژن . 6شكل 

. *:سطح R افزار نرمجفت نشده  tآزمون  با استفاده از  Kبه اكوتيپ 
  .يمعنادار

Figure 6. Comparison of DXR and GTS gene expression 
changes in ecotype H compared to ecotype K using an 

unpaired t-test in R software. *: Significance level. 

  
هــاي مــورد بررســي در  مقايســه ميــزان بيــان ژن

  متيل جاسمونات تحت اثردواكوتيپ 
اكوتيـپ تحـت تيمـار متيـل      دو در DXRآناليز بيـان ژن  

درصد انجام شـد.   5در سطح كرومولار مي 100جاسمونات 
نشان داد كه ميزان بيـان   Hآناليز بيان اين ژن در اكوتيپ 

ساعت بعد از تيمار روند كاهشـي   48و  24 ،12اين ژن در 
 48، و در داري را نسبت به نمونه شاهد طي كرده است معنا

همچنين نتـايج   ساعت بعد از تيمار به حداقل رسيده است.
 100تحــت تيمــار  K ن ژن در اكوتيــپآنــاليز بيــان ايــ

ميكرومولار متيل جاسمونات نشان داد كه ميزان بيـان ژن  
داري نسـبت بـه    ساعت بعد از تيمار به صورت معنـا  12در 

آن ميـزان بيـان رونـد     بعـد از  و تشاهد افزايش داشته اس
تا اينكـه   كند طي مي ساعت 12نسبت به تيمار  كاهشي را

رسـد   ساعت بعد از تيمار ميزان بيان به حـداقل مـي   48در 
 Satureja( مـرزه طي تحقيقي كه روي گيـاه   ).7(شكل 

hortensis انجام شد مشخص شد كه بيان ژن (DXR  در
ساعت بعد از اعمال تيمار متيل جاسمونات به بالاترين  12

رسد و پـس از آن ميـزان بيـان بـه تـدريج       سطح خود مي
ساعت پس از اعمال تيمار به سـطح   48يافته و در  كاهش

). Ghobadi et al., 2016شـود (  گياه شاهد نزديـك مـي  
مطالعه ديگر روي نقش متيل جاسـمونات در ميـزان بيـان    

 ).Trachyspermum ammi Lدر گياه زنيـان(  DXRژن 
 DXRساعت اول اعمال تيمـار بيـان ژن    24نشان داد در 
روند كاهشي را  DXRيابد و بعد از آن بيان ژن  افزايش مي

 ).  Jamshidi et al., 2019كند ( ميطي 

 100اكوتيپ تحـت تيمـار   دو در  GTSآناليز بيان ژن 
درصد انجام شـد.   5در سطح ميكرومولار متيل جاسمونات 

كه ميزان بيـان  نشان داد  Hآناليز بيان اين ژن در اكوتيپ 
داري  ساعت بعد از تيمار روند كاهشي معنـا  12اين ژن در 

. و بعد از آن روند تغيير ميزان بيـان  نسبت به شاهد دارد را
 48به صورت افزايشي است به طوري كه ميـزان بيـان در   

رسد. ايـن افـزايش بيـان     ساعت بعد از تيمار به حداكثر مي
 دار و تيمار غيرمعنا ساعت بعد از 24در نسبت به گياه شاهد 

. آنـاليز   اسـت  بوده دار معنا اريبس ماريتساعت بعد از  48در 
ميكرومولار  100تحت تيمار  Kدر اكوتيپ  GTSبيان ژن 

نسـبت   متيل جاسمونات نشان داد كه ميزان بيان ايـن ژن 
ساعت بعد از تيمار تغيير قابل توجهي  12در  به گياه شاهد
سـاعت بعـد از    48و  24دهد و بعـد از آن در   را نشان نمي

دهد به طوري كه  را نشان مي يمعنادارتيمار روند افزايشي 
). اين 8(شكل رسد ساعت بعد از تيمار به حداكثر مي 48در 

سنتاز در گياه  مشاهدات با نتايج بررسي بيان ژن گاماترپنين
تحت تيمار متيـل   ).Trachyspermum ammi L( زنيان

نتايج اين بررسـي در گيـاه زنيـان    جاسمونات مطابقت دارد. 
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ســـاعت اول اعمـــال تيمـــار بيـــان ژن  24نشـــان داد در 
 ). Jamshidi et al., 2019يابد ( سنتاز افزايش مي گاماترپنين

ها و نيز بـا   چيدگي مسير بيوسنتزي متابوليتيپبا توجه به 
نات بيان در ساعات اتوجه به اثرات چند وجهي اليستورها نوس

باشد، اما آنچـه اهميـت دارد،    مختلف اعمال دور از انتظار نمي
  DXR هـاي  نقش متيل جاسمونات در افزايش بيان ژن دييتأ
دهد كه زمـان اعمـال    است. اين اطلاعات نشان مي GTSو 

هـاي   تيمار و ژنوتيپ نقش مهمي در افزايش ميزان بيـان ژن 
كـه توسـط    اي در مطالعـه  زي تيموكينـون دارد. مسير بيوسنت

) بـر روي  Kianersi et al., 2021( كيان ارثـي و همكـاران  
هاي كليدي مسير بيوسنتزي تيمول و  از ژن  TPS2ژنبيان 

 24كارواكرول در سه ژنوتيـپ آويشـن تحـت اعمـال تيمـار      
نقش متيل جاسـمونات   ،ساعت متيل جاسمونات انجام گرفت
شد، با ايـن   دييتأن ژن به عنوان افزايش دهنده ميزان بيان اي

متيـل جاسـمونات بـر روي     ريتـأث حال اين بررسي نشان داد 
هـاي مختلـف آويشـن     در بين گونـه  TPS2سطوح بيان ژن 

هـاي مختلـف    ژنوتيـپ  ريتأثوابسته به ژنوتيپ است و تحت 
متفاوت است، كه با نتايج اين مطالعه مطابقت دارد. با توجه به 

ها در مسير بيوسـنتزي تيموكينـون، اسـتفاده از     نقش اين ژن
 احتمـالاً هـا   تيمار متيل جاسمونات با افـزايش بيـان ايـن ژن   

تواند منجر به افزايش ميزان تيموكينون در بـذر سـياهدانه    مي
  گردد. 

  

 
: زمان  K، T0: اكوتيپ H، Kكوتيپ : اH .نبست به شاهد در دو اكوتيپ سياهدانه تحت تيمار متيل جاسمونات DXRميزان بيان ژن . 7 شكل

  .درصد 5در سطح  يمعنادار *ساعت بعد از تيمار،  T48 :48 ،ساعت بعد از تيمار T24  :24 ،تيمار بعد از ساعتT12 :12 كنترل،
Figure 7. The expression level of the DXR gene is relative to the control in two ecotypes of N. sativa under methyl 

jasmonate treatment. H: ecotype H, K: ecotype K, T0: control time, T12: 12 hours after treatment, T24: 24 hours after 
treatment, T48: 48 hours after treatment, * significance at the 5% level. 

  

  
: زمان  K، T0: اكوتيپ  H، Kكوتيپ : ا H .به شاهد در دو اكوتيپ سياهدانه تحت تيمار متيل جاسمونات نبست GTSميزان بيان ژن . 8 شكل

  .درصد 5در سطح  يمعنادار *ساعت بعد از تيمار،  T48 :48 ،ساعت بعد از تيمار T24  :24 ،ساعت بعد از تيمارT12  :12 كنترل،
Figure 8. The expression level of the GTS gene is relative to the control in two ecotypes of N. sativa  under methyl 

jasmonate treatment. H: ecotype H, K: ecotype K, T0: control time, T12: 12 hours after treatment, T24: 24 hours after 
treatment, T48: 48 hours after treatment, * significance at the 5% level. 
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در  DXR و GTSژن  بيـان  ميـزان  ميانگين مقايسه
تحـت تيمـار متـل جاسـمونات بـا      دو اكوتيپ سياهدانه 

 48و  24، 12 هـاي،  زمـان در و  ميكرومولار 100غلظت 
 LSDبـا اسـتفاده از آزمـون     ساعت پس از اعمال تيمار

درصـد انجـام شـد .نتـايج ايـن       5در سـطح   Rافزار  نرم
بررسي نشان داد كه در هر دو اكوتيپ بيشـترين ميـزان   

ساعت پس از اعمال تيمـار بـوده    48در  GTSژن بيان 
ميزان بيان نسبت بـه   Hاست، به طوري كه در اكوتيپ 

 67/38ايـن ميـزان    Kبرابر و در اكوتيـپ   39/31شاهد 
ها نشان داد  نسبت به شاهد مشاهده شد. هچنين بررسي

 Hكه اگرچه اعمال تيمار متيل جاسـمونات در اكوتيـپ   
سـاعت   12ساعت پس از اعمال تيمار نسبت بـه   24در 

برابري را داشته اسـت، امـا ميـزان     53/10افزايش بيان 
سـاعت بعـد از    24و  12ر شرايط بيان در اين اكوتيپ د

كه اين  كاهش داشته است، اعمال تيمار نسبت به شاهد
ــان در  ــاهش بي ــا 12ك ســاعت  24در دار و  ســاعت معن

 . اين در حالي است كه در اكوتيـپ دار بوده است غيرمعنا
K  ساعت بعد از اعمال تيمـار   12ميزان بيان اين ژن در

داري را نسبت به شاهد داشـته اسـت و    كاهش غير معنا
برابر با گياه شاهد بوده است و بعـد از   باًيتقرسطح بيان 

آن ميزان بيان رونـد صـعودي را طـي كـرده اسـت، بـه       
ساعت پس از اعمال تيمار نسبت بـه   24صورتي كه در 

ساعت پس اعمال تيمـار   48ر و در براب 69/7ساعت  12

افـزايش بيـان را نشـان     برابر 47/5ساعت  24نسبت به 
 ژن بيـان  ميـزان  ميانگين مقايسه ).2داده است (جدول 

DXR    ــل ــار متي ــياهدانه تحــت تيم ــپ س در دو اكوتي
نشـان داد كـه اعمـال     هاي مختلـف  جاسمونات در زمان

باعث كاهش ميـزان بيـان ايـن ژن     Hتيمار در اكوتيپ 
سـاعت   48گردد و بيشترين ميزان كـاهش بيـان در    مي

هـا   پس از اعمال تيمار بوده است. نتايج مقايسه ميانگين
ــپ  ــل     Kدر اكوتي ــار متي ــال تيم ــه اعم ــان داد ك نش

ساعت پـس از تيمـار باعـث افـزايش      12جاسمونات در 
 شاهدبرابري ميزان بيان در اين اكوتيپ نسبت به  38/3

سـاعت پـس از    24گردد. همچنين اعمـال تيمـار در    مي
برابري نسبت به  65/1تيمار هر چند باعث افزايش بيان 

ساعت كاهش بيـان   12 شود اما نسبت به گياه شاهد مي
داري را نشان داده است. علاوه بر اين نتـايج نشـان    معنا

 48در  DXRداد كه بيشترين كـاهش ميـزان بيـان ژن    
بـه  ). 3افتد (جدول  مال تيمار اتفاق ميساعت پس از اع

كـه اعمـال تيمـار    نتايج اين مطالعه نشان داد طور كلي 
در ژن  هـر دو  تواند بر ميـزان بيـان   متيل جاسمونات مي

وابسـته   ريتـأث اما اين  باشد مؤثرهردو اكوتيپ سياهدانه 
. عـلاوه بـر ايـن    است و ژنوتيپ متفاوت به زمان اعمال

بيـان  ساعت متيل جاسمونات  24رتوان با اعمال تيما مي
ميزان تيموكينون را در بذر گيـاه   احتمالاًاين دو ژن را و 

  سياهدانه افزايش داد.
  

  .مختلف هاي زمان در جاسمونات متيل تيمار تحت سياهدانه اكوتيپ دو در GTSژن  بيان ميزان ميانگين مقايسه. 2 جدول

Table 2. Comparison of the mean expression level of GTS gene in two ecotypes of N. sativa under methyl jasmonate 

treatment at different times. 

  داري معنا
Significance  

p. value 
  استاندارد خظاي

Standard Error 

  تغيير بيان ژن
Fold Change  مقايسه 

Contrast   اكوتيپH  
Ecotype H 

  Kاكوتيپ 
Ecotype K  

  Hاكوتيپ 
Ecotype H 

  Kاكوتيپ 
Ecotype K 

  H اكوتيپ
Ecotype H 

  Kاكوتيپ 
Ecotype K 

  Hاكوتيپ 
Ecotype H 

  Kاكوتيپ 
Ecotype K 

***  ns 0001/0<  6641/0  2702536/0  270016/0  0632/0  91908/0  T12 vs T0  
ns ***  0731/0  0001/0<  2702536/0  270016/0  6661/0  06783/7  T24 vs T0  

***  ***  0001/0<  0001/0<  2702536/0  270016/0  3908/31 67219/38  T48 vs T0  
***  ***  0001/0<  0001/0<  2702536/0  270016/0  5308/10  69012/7  T24 vs T12  
***  ***  0001/0<  0001/0<  2702536/0  270016/0  3009/496  07710/42  T48 vs T12  
***  ***  0001/0<  0001/0<  2702536/0  270016/0  1285/47  47158/5  T48 vs T24 

ns   د.درص 5در سطح احتمال  يمعنادارو  يمعناداربه ترتيب غير  : ***و  
ns and ***: indicate non-significance and significance at the 5% probability level, respectively. 
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  .هاي مختلف در دو اكوتيپ سياهدانه  تحت تيمار متيل جاسمونات در زمان DXR ژن بيان ميزان ميانگين مقايسه. 3جدول 
Table 3. Comparison of the mean expression level of DXR gene in two ecotypes of N. sativa under methyl jasmonate 

treatment at different times. 
  داري معنا

Significance 
p. value خظاي استاندارد  

Standard Error

  تغيير بيان ژن
Fold Change مقايسه 

Contrast   اكوتيپH  
Ecotype H 

  Kاكوتيپ 
Ecotype K

  Hاكوتيپ 
Ecotype H

  Kاكوتيپ 
Ecotype K

  Hاكوتيپ 
Ecotype H

  Kاكوتيپ 
Ecotype K 

  Hاكوتيپ 
Ecotype H 

  Kاكوتيپ 
Ecotype K 

*  ***  0288/0  0003/0  520008/0  295197/0  356662/0  388313/3  T12 vs T0  
*  *  0132/0  0388/0  520008/0  295197/0  285416/0  657169/1  T24 vs T0  

**  ***  0011/0  0006/0  520008/0  295197/0  119426/0  326369/0  T48 vs T0  
ns **  5591/0  0081/0  520008/0  295197/0  800243/0  489084/0  T24 vs T12  
*  ***  0229/0  0001/0<  520008/0  295197/0  334844/0  096322/0  T48 vs T12  
ns ***  0521/0  0001/0<  520008/0  295197/0  418428/0  196944/0  T48 vs T24 

ns  ، * ،**  درصد 5در سطح احتمال  يمعنادارو  يمعناداربه ترتيب غير  :***و.  
ns and ***: indicate non-significance and significance at the 5% probability level, respectively. 

  
  و پيشنهادها گيري نتيجه

عنـوان يـك گيـاه دارويـي      رغم اهميت گياه سياهدانه به علي
تا كنون مطالعات بسيار اندكي در خصوص شناسايي ارزشمند 

سيرهاي متـابوليكي موجـود در آن صـورت گرفتـه     ها و م ژن
هـاي   ژنميـزان بيـان    ررسي تفاوتببه  است. تحقيق حاضر

) مسـير بيوسـنتزي تيموكينـون در دو    GTSو  DXRكليدي (
اكوتيپ گياه سياهدانه با ميزان متفـاوت تيموكينـون پرداختـه    

و  DXRهاي  است. اين بررسي نشان داد كه سطوح بيان ژن
GTS ها در  در دو اكوتيپ متفاوت است و ميزان بيان اين ژن

بـالاتر   يمعنـادار اكوتيپ با ميزان بيشتر تيموكينون به طـور  
رونوشت  زانيطبق مطالعات مختلف م نكهيبا توجه به ااست. 

 بـات يترك دي ـتول زانيبا م يوسنتزيب ريدر مس يديكل يها ژن
و )، Nagegowda et al., 2010دارد ( ميارتباط مستق يترپن

 ريمس ـ در  GTSو DXR يها ژن يديتوجه به نقش كلنيز با 
توانــد  مــي هــا ژن نيــا انيــب شيهــا، افــزا تــرپن يوســنتزيب

 موكنونيت ديتول زانيم شيافزاها در  دهنده نقش اين ژن نشان
هـا نشـان داد كـه     همچنـين بررسـي  . باشـد  اهدانهيدر بذر س

بيان  يمؤثرتواند به طور  تيمار متيل جاسمونات مياستفاده از 
تيموكينون را بسته هاي كليدي دخيل در مسير بيوسنتزي  ژن

به زمان اعمال و نوع ژنوتيپ افـزايش دهـد. بـه طـور كلـي      
تحقيقـات بيشـتري    ساز نهيزمتواند  هاي اين پژوهش مي يافته

در جهت شناسايي بهتر مسـير بيوسـنتزي تيموكينـون و نيـز     
زايش توليد آن در سياهدانه باشد. در همين راسـتا بـه نظـر    اف

مطالعـه بيـان سـاير    پيرامـون  تحقيقات بيشـتري  رسد به  مي
و همچنين  تيموكينون يهاي مهم مرتبط با مسير بيوسنتز ژن

متيل جاسـمونات   تحت تأثيرتيموكينون ها با تجمع  ارتباط آن
  باشد.لازم هاي شيميايي  محركتيمار با ساير  و يا 

  
  تعارض منافع

  گونه تعارض منافع توسط نويسندگان وجود ندارد.  هيچ
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