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شده با کاربرد خارجی هورمون  های تيماردر نمونه( FLS)در اين مطالعه، بيان ژن فلاونول سنتاز 

اسپری در  ماه از رشد گياه 1در مرحله رويشی و پس از گذشت  ppm 333ظت اسيد آبسزيک با غل

، Real Time PCRبا استفاده از روش  BAPو  ppm 533 ABAو غلظت روز 8زمان به فاصله دو 

آبسزيک در دو زمان، بررسی اثر غلظت و مدت زمان هدف از بررسی اثر هورمون اسيد .بررسی شد

ها تجزيه داده .بود FLSبر روی بيان ژن  علف مورچه ک در گياهماندگاری هورمون اسيد آبسزي

و از طريق آزمون  SASها با استفاده از نرم افزار ارزيابی داده .انجام شد« RESTپافل و »با روش 

- 1/2 در مقايسه با شاهدکه ميانگين تغييرات بيان ژن فلاونول سنتاز برای تيمارها  نشان داددانکن 

 ppm 333آبسزيک با غلظت کارگيری مرحله دوم هورمون اسيديمار دوم که بهت. برابر شد 1/1

 شددار معنی  يک درصدترين تاثير را در بيان ژن فلاونول سنتاز داشت و در سطح است، بيش

(31/3p< .) آبسزيک در بيان ژن فلاونول سنتاز نيز تاثير داشت هورمون اسيد کارگيریهبمرحله اول

هر که  نشان داد در دو زمان FLSو مقايسه ميزان بيان ژن تحليل نتايج  .ناچيز بود ژن اما ميزان بيان

گياه بيشتر باقی بماند ميزان بيان ژن فلاونول سنتاز بيشتر خواهد  چه هورمون اسيد آبسزيک در

طی مقايسه دو . يابدمیهورمون سيتوکينين افزايش  ppm 533طی به کارگيری  FLSبيان ژن . بود

 . شودمیها پيشنهاد منظور تجزيه داده، روش پافل بهRESTافل و نرم افزار روش پ

 های کليدی‬واژه
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، گياهي از خانواده پيچک با (Cressa cretica)علف مورچه 

چرخه زندگي دائمي و هميشگي است و در فرهنگ عربي به نام 

 و در گويش محلي زابل بهNevada" (Tackholm 1974 )نوادا "

علف مورچه گياه  .شودشناخته مي "Svajg سْوجَگْْ"عنوان 

ترين شرايط ر سختکه دمتحمل به شوری قابل توجهي است 

های بالای نمک به زندگي خود های شور با غلظتتابستان و خاک

دهد دهد و شرايط طبيعي رشد و نمو را انجام ميادامه مي

(Satakopan and Karandiker 1961).  تحقيقات انجام شده بر

ي آن دارای تعدادی يهای هواکه بخش دهدنشان مي روی اين گياه

که از آن  (Abdelaaty et al. 2005)باشد ميترکيب فلاونوئيدی 

، کائمپفرول و (Tackholm 1974)توان به کوئرستين جمله مي

. اشاره کرد (Purushothaman and Kalyani 1974)روتين 

به رده بزرگ ترکيبات ( پنتا هيدروکسي فلاون)کورستين 

های طبيعي فلاونوئيدی پلي فنل تعلق دارد و يکي از آنتي اکسيدان

 Inهایآزمايشويژگي ضد سرطان بودن آن، از طريق . مهم است

vitro وIn vivo  است شده ثابت(Baghel et al. 2012).  ترکيب

هيدروکسي کوئرستين کورستين طي يک مسير بيوسنتزی، از دی

 (.Abdelaaty 2005)آيد توسط آنزيم فلاونول سنتاز به دست مي

دی هيدروفلاونول را به آنزيم فلاونول سنتاز که واکنش تشکيل 

های موثر در ترين آنزيمکند، يکي از کليدیفلاونول کاتاليز مي

 -1فلاونول سنتاز به خانواده . باشدبيوسنتز فلاونوئيدها مي

ژن کدکننده اين آنزيم،  .اگزوگلوتارات دی اکسيژناز تعلق دارد

 (2004)(. Forkmann 1991)باشد مي( FLS)فلاونول سنتاز 

Shahat et al. ،های هوايي گياه پنج نوع فلاونوئيد از قسمت

C.cretica باشدها کوئرستين ميشناسايي کردند که يکي از آن .

(2011) Amandeep et al.اثر کاربرد خارجي هورمون اسيد ،-

 29آبسزيک را از طريق دو بار اعمال در اولين مرحله رسيدگي و 

فيت توليد محتويات روز پس از مرحله اول، بر روی ميزان و ظر

بررسي  Muscadonia grapeای از انگور به نام فنولي در گونه

طبق اين آزمايش مشخص شد که محتويات فنولي و . کردند

ظرفيت توليد ترکيبات آنتي اکسيداني گونه مورد نظر در اثر به کار 

شود که يادآوری مي)بردن هورمون اسيد آبسزيک افزايش يافت 

همچنين مشخص شد که (. کيب فنولي استکوئرستين نوعي تر

تنها در مرحله ( Myricetin)ميزان ماده کوئرستين و مايريستين 

 .اول به کارگيری هورمون افزايش يافت

دانشگاه زابل ( بيوسنتر)اين تحقيق در پژوهشکده زيست فناوری 

از طريق ( Cressa cretica)گياه علف مورچه بذور . انجام شد

و در تعدادی گلدان کشت داده  طبيعي آمادهآوری از محيط جمع

تصادفي با چهار  کاملبه صورت يک طرح  پژوهش حاضر. شد

تيمارها شامل اسپری هورمون . تيمار و سه تکرار انجام گرفت

 روز با غلظت 8با فاصله  زمانو هر  زماناسيد آبسزيک در دو 

ppm 933 (Amandeep et al. 2011 )و همچنين غلظت ppm 

به صورت تک هورمون اسيد آبسزيک و سيتوکينين از  533

 RNAاستخراج  .(Waterland et al. 2010) ای انجام شدمرحله

 9تازه و فعال در مرحله رويشي و پس از گذشت های کل از برگ

تکرار برای هريک  9اين عمل به تعداد . انجام شد ماه از رشد گياه

 Cinna کيتمل بر اساس دستورالعهای شاهد و تيمار از نمونه

Pure RNA Kit (سيناژن )درصد خلوص و ميزان . صورت گرفت

RNA  تعيين و نسبت جذب  بيوفتومتراستخراجي از طريق دستگاه

هايي نمونه. شدنانومتر تعيين  183و  163های نوری در طول موج

جهت   بودند، 2/1تا  7/2در محدوده  OD 183/163 که دارای

به منظور اثبات عدم آلودگي . به کار گرفته شد cDNAسنتز 

به . کنترل منفي استفاده شدنمونه ژنومي، از  DNAها به نمونه

 Total، از (cDNAسنتز )واکنش رونويسي معکوس  منظور انجام

RNA و غلظت µg 23  بر اساس دستورالعمل کيت سنتزcDNA 

 Step -2ای اين عمل با استفاده از کيت دو مرحله. استفاده شد

RT-PCR kit (Vivantis)  آغازگرو Random Hexamer  انجام

 MuLV Reverseواکنش رونويسي معکوس در حضور  .گرفت

transcriptase  در دمایCº91  دقيقه انجام شد 63به مدت .

برای تکثير اختصاصي ژن فلاونول سنتاز از طريق  آغازگرطراحي 

PCR،  از مناطق حفاظت شده(Conserved region annotated )

ژن فلاونول  آغازگرتوالي . های بانک ژن صورت گرفتپايگاه در

منظور به. استنشان داده شده 2سنتاز و کنترل داخلي در جدول 

بررسي سطح رونويسي ژن فلاونول سنتاز در گياه علف مورچه، 

 95به تعداد و ژن فلاونول سنتاز برای ژن کنترل  PCRواکنش 

 درجه 56 ،ثانيه 93 مدتبه گراددرجه سانتي 39به صورت  چرخه

 ثانيه 93 مدتگراد بهسانتي درجه 71 ،ثانيه  95 مدتبه گرادسانتي
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با غلظت  cDNAميکروليتر نمونه  دوميکروليتر و  15با حجم  و

µg 2 انجام شددستورالعمل  بر اساس . 

 Realمنظور بررسي کمي بيان ژن، از طريق به کارگيری دستگاه به

Time PCR ( شرکتCorbett research – RG 3000) تمام ،

cDNA های سنتز شده از طريقReal Time PCR  مورد مطالعه

 Hot Taq Eva Green qPCR Mixدر اين آزمايش از . قرار گرفت

(no ROX )(شرکت سيناژن )جهت تجزيه و تحليل، . استفاده شد

در مقايسه با ژن ( FLSژن فلاونول سنتاز )نسبت بيان ژن هدف 

 RESTو  Pfaffleبرای تمام تيمارها از روش  18S rRNAکنترل 

های cDNA، يکي از رسم منحني استانداردبرای  .استفاده شد

های غلظت مناسب، انتخاب شد و متعاقب آن رقت باتيمار 

مورد نظر تهيه  cDNAاز ( fold dilution -10)برابری  23سريالي 

طريق از ( Ct)آستانه  چرخهها، برای هر يک از رقت. شد

به  Real Time PCRها در دستگاه قرارگيری هريک از سريال

دست آمد و در نهايت دستگاه منحني استاندارد را بر اساس 

ميزان بازده . آستانه ترسيم کرد چرخهو  cDNAلگاريتم غلظت 

PCR  برای هر ژن به دليل اينکه از روش پافل(Pfaffle = Ratio= 

Rest method )ا استفاده شد، از فرمول هداده  تجزيه  جهتE= 

10 
(-1/slope) به دست آمد. 

جهت مشخص نمودن ضريب همبستگي و تعيين بازدهي سيستم 

(Efficiency ) ازcDNA  نمونه مناسب، رقت سريالي تهيه و

د عدم وجود آلودگي ييهمچنين جهت بررسي و تا .استفاده شد

. فاده شدنيز است( No RT Control)منفي نمونه کنترل   ژنومي از

 Realطريق  و بررسي ميزان تکثير ازهای سريالي رقت تهيهپس از 

Time PCR ،افزار دستگاهتوسط نرم تجزيه (Corbett) RG-3000 

محاسبه شد و پس از به دست آوردن بازده، ضريب همبستگي، 

افزار اکسل به آستانه و ميزان دقيق غلظت، نتايج توسط نرم چرخه

قرار گرفت و نشان داد که ميزان  تجزيهصورت زير مورد 

نتايج تجزيه واريانس و تاثير . ها ناچيز استپراکندگي بين نمونه

های مختلف بر بيان هورمون اسيد آبسزيک و سيتوکينين در غلظت

فلاونول سنتاز در گياه علف مورچه، مشخص کرد که تفاوت ژن 

ر گرفته بين تيمارهای به کا FLSی از لحاظ ميزان بيان ژن دارمعني

ها از طريق روش پافل با استفاده از داده تجزيه. شده وجود دارد

پس از بررسي تجزيه . مورد محاسبه قرار گرفت SASافزار نرم

که بين تيمارها از نظر آماری اختلاف واريانس و مشاهده اين

ها دار وجود دارد، مقايسه ميانگين برای هر يک از نمونهمعني

که ميانگين تغييرات بيان ژن فلاونول  دمشاهده شانجام شد و 

به   ،9و  9، 1، 2ترتيب برای تيمار سنتاز برای هر يک از تيمارها به

واحد به دست آمد  695/2و  971/2، 937/1، 92/2ميزان 

 (. 2شکل)

 

 

 

 

 

 

 
های رشد گياهي بر بيان ژن فلاونول سنتاز با اثر تنظيم کننده تجزيه -2شکل 

افقي مربوط به تيمارهای مختلف و محور عمودی ميانگين محور . فرمول پافل

نمونه تيمار آبسزيک   (1نمونه شاهد برای زمان اول؛  (2. باشدتغييرات مي

 (9نمونه شاهد برای زمان دوم؛  (9در زمان اول؛  ppm 933اسيد با غلظت 

با غلظت  ABAتيمار  (5نمونه تيمار با هورمون آبسزيک اسيد در زمان دوم؛ 

ppm 533 تيمار سيتوکينين با غلظت  (6؛ppm 533. 

 

نتايج نشان داد که تيمار دوم که به کارگيری مرحله دوم هورمون 

ترين تاثير را در بيان است، بيش ppm 933آبسزيک با غلظت اسيد

دار شده معني  ،يک درصدژن فلاونول سنتاز داشته و در سطح 

آبسزيک در اسيد مرحله اول بکارگيری هورمون(.  >32/3p)است 

بيان ژن فلاونول سنتاز نيز تاثير داشته اما ميزان بيان ناچيز است و 

با توجه به مشاهده افزايش بيان ژن فلاونول سنتاز در اثر تيمار با 

در زمان دوم و به  ppm 933هورمون آبسزيک اسيد با غلظت 

آبسزيک شود که هر چه هورمون اسيداستنباط ميروز،  8مدت 

تر تر بماند، بيان ژن فلاونول سنتاز بيشافت گياهي بيشدرون ب

ها با هورمون همچنين با بررسي نتايج برای تيمار نمونه. شودمي

، مشاهده شد که اين تيمار در بيان ژن (9تيمار شماره )سيتوکينين 

معني ،(>35/3p)تاثير داشته و در سطح پنج درصد  فلاونول سنتاز

سرعت تکثير بيان ( Pfaffl = Ratio)ل در روش پاف. استدار شده

کنترل  بازده ژن هدف برای نمونه تيمار و نسبي بر اساس کارايي و

 .شوددر مقايسه با يک ژن استاندارد محاسبه مي
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 توالي آغازگرهای ژن فلاونول سنتاز و کنترل -2جدول 
Reverse (5ʹ-3ʹ) Forward (5ʹ-3ʹ) Gene name 

ATTGGCCCAACTTCATGCTC  GAAATGATGGAGGCAGCAGG FLS 

CTCGTTCGTTATCGGAATTAAC  GGACAGGATTGACAGATTGATAG 18S rRNA 
 

 

 

 

 

 

 

آستانه برای هر يک از  ميزان چرخهابتدا  RESTافزار در نرم

ها بر به برنامه وارد و پردازش داده PCRها و ميزان بازده نمونه

با روش  زيهتج همانند. نمايش داده شد BOX Plotاساس نمودار 

و در  داشتهترين ميزان را بيش 1پافل، در اين روش هم تيمار 

که جهت تعيين اين .(1جدول ) بوددار درصد معني پنجسطح 

ترين تاثير را در بيان ژن فلاونول کدام تيمار در مرحله اول بيش

ها يافته. در کنار هم قرار گرفتند 9و  9، 2سنتاز دارد، تيمارهای 

 دوهورمون سيتوکينين نسبت به  ppm 533غلظت  نشان داد که

هورمون آبسزيک اسيد هستند،  ppm 533و  933تيمار ديگر که 

 .(>35/3p)داشت تاثير چشمگيرتری بر بيان ژن 

به منظور دستيابي  و آماری تجزيهروش  دوپس از بررسي مستقل 

ها به بهترين روش جهت تجزيه آماری، مقايسه همزمان روش

شود هر دو روش الگوی طور که مشاهده ميهمان .صورت گرفت

دهند، هر چند از نظر نمودار مشابهي را برای بيان ژن نشان مي

در هر دو روش در (. 1شکل )بيان ژن دارای تغييراتي هستند 

، آبسزيکهورمون اسيد ppm 933مرحله دوم به کارگيری غلظت 

دهد که با يترين بيان را از خود نشان مژن فلاونول سنتاز بيش

( پروتئين سازنده اين آنزيم)تر ماده کوئرستين توجه به توليد بيش

ي يو تاييد آن از طريق بررسي با روش کروماتوگرافي مايع با کارا

يمار، دور از تحت تاثير اين ت FLSبيان بالای ژن  ، (HPLC)بالا 

، qPCRو  RT-PCRمنظور تاييد نتايج حاصل از به .انتظار نيست

روش . امری ضروری است( Efficiency)ان از بازده واکنش اطمين

، تهيه رقت qPCRموثر جهت اطمينان از انجام واکنش دقيق 

 18S rRNAو  FLSابتدا رقت سريالي برای دو ژن . سريالي است

. شدبازده واکنش تعيين   تهيه و پس از رسم منحني استاندارد،

و  FLSصحت آزمايشات و بازده واکنش برای هر دو ژن  نتايج

18S rRNA،  پس از رسم منحني . در حد استاندارد قرار داشت

استاندارد برای هر يک از دو ژن هدف و استاندارد مشاهده شد که 

در نتيجه . بودمناسب   های سريالي،شيب خط هر يک از رقت

اطلاعات  .تاسدرست صورت گرفته  PCRها توسط تکثير نسخه

که تيمار دوم  نشان دادحاصل از بررسي بيان ژن فلاونول سنتاز 

-پيشرفت. ترين تاثير را بر بيان ژن فلاونول سنتاز داشته استبيش

 Real Timeهای تکنولوژيکي از قبيل توسعه سيستم حساس

PCRگيری کمي سريع و دقيق مقدارهای اندکي از ، اندازهmRNA 

   (.Lu et al. 2011)کند را فراهم مي

 

 
 هاداده تجزيهجهت  RESTاز طريق به کارگيری نرم افزار  FLSمطالعه اثر تيمارهای هورموني بر بيان ژن   -1جدول 

 ژن نوع بازده واکنش بيان ژن خطای استاندارد P  95% C.I(H1)  نتيجه

 215/3 823/1-382/3 823/1 – 333/2  2 تيمار. فلاونول سنتاز هدف 33/3 353/2 

 2تيمار  18S rRNA استاندارد 38/3 872/3    

 2تيمار . فلاونول سنتاز هدف 33/3 929/9 997/2-658/9 181/2-322/9 313/3 بالا

 2تيمار  18S rRNA استاندارد 38/3 352/3    

 2تيمار . فلاونول سنتاز هدف 33/3 365/1 919/2-992/9 282/2-875/9 321/3 بالا

 2تيمار  18S rRNA اندارداست 38/3 339/2    

 2تيمار . فلاونول سنتاز هدف 33/3 526/1 323/1-251/9 897/2-668/9 321/3 بالا

 2تيمار  18S rRNA استاندارد 38/3 131/2    
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جهت بررسي ميزان بيان ژن  RESTو  Pfafflمقايسه دو روش   -1شکل 

 .Cressa creticaفلاونول سنتاز در گياه 
 

د خارجي هورمون آبسزيک اسيد، نقش مهمي در رشد گياه کاربر

به عنوان مثال آبسزيک اسيد باعث آغاز رسيدن سريع . ايفا مي کند

های رساني و ايجاد پيام به بخششود و سبب پيامبذر و ميوه مي

هايي از قبيل شوری، مختلف گياه در زماني که در معرض تنش

 شودگيرد، ميار ميهای ميکروبي قرخشکي، سرما و آلودگي

(Leung et al. 1998; Deytieux 2007; wheeler et al. 

بيان نسبي ژن بر اساس نسبت تکثير ژن هدف به ژن (. 2009

استاندارد و رسيدگي به تغييرات فيزيولوژيکي در سطوح بيان ژن 

های آماری مطالعه بيان ژن برخي از مدل. استريزی شدهپايه

های منفرد با بررسي کارايي نسبي نمونهجهت محاسبه نسبت بيان 

 soong et al. 2000; Pfaffl)است يا بدون آن گسترش يافته

ها های جزئي در تنظيم بيان برخي ژنثابت شده که تفاوت(. 2001

کارهای تحمل به تنش، سبب ايجاد تنوع در رفتار به از طريق راه

. شده است سازگاری به اين شرايط از تحمل بالا تا کاملا حساس

ها منشا ايجاد هايي در ميزان بيان ژنرو بروز چنين تفاوتاز اين

به (. Huang et al. 2008)شود های متحمل و حساس ميواريته

  .رسدنظر مي

 
 18s rRNAمنحني ذوب ژن فلاونول سنتاز و ژن استاندارد  -9شکل 

 

 
با ژن  Real Time PCRتکثير تيمارها و نمونه شاهد از طريق  -9شکل 

 فلاونول سنتاز

 

 
 ای سريالي برای ژن فلاونول سنتازهتکثير رقت -5شکل
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 های سريالي برای ژن فلاونول سنتازمنحني استاندارد حاصل از رقت -6شکل

 

های دخيل در تحمل در هر دو ژنوتيپ متحمل و حساس بيان ژن

ها شوند ولي از نظر زمان و ميزان بيان اين ژنبه تنش بيان مي

ما در اين تحقيق  (.Rodrigues et al. 2009)تفاوت وجود دارد 

ثابت کرديم که مدت زمان قرارگيری گياه در شرايط تنش با 

 رسدبه نظر مي. ژن شدغلظت معين سبب تغيير و افزايش در بيان 

سطح سبب افزايش آبسزيک در باقي ماندن بيشتر هورمون اسيد

هورمون زمان  متعاقب آن. اشدفعاليت مکانيسم تنظيم بيان ژن ب

کافي را جهت ايجاد و صدور پيام های فيزيولوژيکي در گياه 

-های ايجاد شده باعث تغييرات در ميزان بيان ژنداشته و سيگنال

    .است شدههای مختلف از جمله فلاونول سنتاز 
 

 سپاسگزاری 

وسيله از رئيس محترم پژوهشکده زيست فناوری دانشگاه بدين

کارکنان محترم اين واحد به دليل پشتيباني تجهيزاتي اين  زابل و

تحقيق و همچنين همه دوستاني که در انجام اين پژوهش 

 .شودد، سپاسگزاری ميهمکاری داشتن
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