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. باشد ديپلوئيد و چند ساله می يک گياه علفی( Cynara cardunculus L)گياه کنگرفرنگی خاردار 

ها  که کمترين اثر بر قند خون را دارد و از اين نظر برای ديابتیباشد  قند کنگر فرنگی فروکتان می

يان نسبی ژن فروکتان جدا سازی، شناسايی و ارزيابی ب هدف از تحقيق حاضر .باشد بسيار مفيد می

در راستای شناسايی و ارزيابی روند تکامل . در گياه کنگر فرنگی بود( FEH1)اگزوهيدرولاز -9

استخراج و پس از تکثير  DNA های برگی گياه کنگر فرنگی خاردار از نمونه FEH1مولکولی ژن 

نقره سنتز سبز و  همچنين جهت بررسی اثرات شوری، نانو ذرات.د شيابی  توالیPCR توسط تکنيک 

صورت فاکتوريل در قالب طرح کاملا  ، آزمايشی بهFEH1سالسيليک اسيد بر تغيير بيان نسبی ژن 

 .سنجيده شد Real Time PCRالگوی بيان نسبی اين ژن به روش . تصادفی در گلخانه اجرا شد

نشان داد که بيشترين فراوانی متعلق به باز  FEH1 ی نوکلئوتيدی ژن ها تحليل توالی و  نتايج تجزيه

 تستهمچنين نتايج  .باشد می( 4/92) تيمينو کمترين فراوانی مربوط به باز ( 65/39)گوانين 

Neutrality بررسی فيلوژنتيکی . انتخاب جهت دار بر روی اين ژن را در طول تکامل نشان داد

ابه در گياهان مختلف، ثابت کرد که ميزان های مش و مقايسه آن با ساير توالی FEH-1توالی ژن 

و گياهان از نظر فاصله ژنتيکی با ( بالای نود درصد) های مورد مطالعه بالاست شباهت در ميان توالی

های اسيد نتايج حاصل از مقايسه ميانگين اثر متقابل غلظت .همديگر اختلاف ناچيزی دارند

 زيمنس بر متر شوری به تنهايی باعث افزايش دسی 92سالسيليک و شوری نشان داد که کاربرد تيمار 

کاربرد اسيد سالسيليک تواما با . در سطح احتمال يک درصد شده است FEH1دار بيان ژن  معنی

همچنين نتايج حاصل از . شد FEH1شوری باعث تعديل اثرات شوری و همچنين کاهش بيان ژن 

 422و  222و نانو نقره نشان داد که در تيمار  های اسيد سالسيليک مقايسه ميانگين اثر متقابل غلظت

در  FEH1درصد بيان ژن  9مولار نانو نقره در سطح احتمال  ميلی 42مولار اسيد سالسيليک با  ميلی

مشخصاً در اين گياه معلوم شد که هم از نظر . داری داشته است گياه کنگر فرنگی افزايش معنی

استعداد بالايی جهت تمرکز روی آن جهت افزايش  FEH1ميزان بيان و هم از نظر شدت بيان ژن 

 .افزايش تحمل گياه به تنش شوری وجود دارد قندهای محلول و نهايتاً
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یک گیاه ( Cynara cardunculus L)گیاه کنگرفرنگی خاردار 

متعلق به  Cardoonو با نام انگلیسی ( 2N=2X=34)دیپلویید 

باشد و در زبان فارسی به می( Composite)خانواده کاسنی 

کنگر فرنگی، گیاه علفی چند ساله . آرتشیو خاردار معروف است

شود  ای کشت می صورت وسیع در نواحی مدیترانه باشد که به می

(Cravero et al. 2010 .)های کنگر فرنگی محتوی ترکیبات  برگ

اسید کافئیک، کلروژنیک، . باشند ونوئیدی میفنولی، اسیدی و فلا

سینارین، سیناروپکتین، اینولین، قندها، استرهای اسید کینیک و 

از . شوند نئوکلروژنیک اسید ترکیبات عمده این گیاه محسوب می

توان به آزاد شدن انرژی  ترین اثرات درمانی این گیاه می مهم

د و گسترش ذخیره شده، جلوگیری از افزایش کلسترول، بهبو

کارایی دستگاه گردش خون، خاصیت ضد قارچی و ضد 

های  از دیگر مصارف آن در درمان ناراحتی. باکتریایی اشاره کرد

عنوان محافظت  که مردم اروپا این گیاه را به کبدی است به طوری

همچنین  .شناختند کننده کبد، کاهنده کلسترول و ادرارآور می

یت آنزیم آلفا گلوکوزیداز شده مصرف آرتیشو موجب افزایش فعال

قند کنگر فرنگی فروکتان . شود باعث کاهش قند خون بالا می و

که کمترین اثر بر قند خون را دارد و از این نظر برای باشد  می

 Gatto et al. 2013; Zhu and) باشد ها بسیار مفید می دیابتی

Zhang 2004; Li et al. 2004; Lupattelli et al. 2004; Koubaa 

et al.1999  Wittemer et al. 2005; Schutz et al. 2004;.) 

خانواده  ای متعلـق بـه هـا عـلاوه بـر گیاهـان دولپـه فروکتان

هـای گیـاهی چـون پوآسه  در خـانواده( Asteraceae)آستراسـه 

(Poaceae) لیلیاسه  و(Liliaceae)  نیز وجـود دارنـد، ولـی منبع

پـنج گـروه . همان خانواده آستراسه استها  اصلی استخراج آن

ها در طبیعت وجود دارند که شامل اینولین، لوان،  عمده از فروکتان

عنوان  اینولین به .گرامینان، اینولین نئوسری و لوان نئو سری هستند

ای در ریشه و غده گیاهانی چون کاسنی،  پلی ساکارید ذخیره

 های کنگرفرنگی تولقاعده نهنج کاپی ترشی، قاصدک و زمینی سیب

شود و نقش محافظت از گیاه در مقابل کمبود آب و  ذخیره می

. ( Smits et al. 1995–Pilon) تحمل به سرما را بر عهده دارد

دلیل خصوصیات طبیعی و  امروزه کاربرد اینولین و مشتقات آن به

های صنایع غذایی و دارویی  عملگرای آن در بسیاری از فرآورده

اکسیدان قوی است که در  اینولین یک آنتی. استرو به گسترش 

. های آزاد و جلوگیری از اثرات مضر آن نقش دارد مهار رادیکال

بیوتیک اینولین فیزیولوژی روده بزرگ را بهبود  ترکیب پری

. دهد بخشیده و فعالیت اکوسیستم میکروبی آن را افزایش می

ان یک عنو همچنین باعث افزایش جذب کلسیم و آهن شده و به

 .van Arkel et al)ضد سرطان و ضد دیابت هم مطرح است 

بیان ژن و تولید  تغییر تواند در یکی از اقداماتی که می(. 2013

ثر باشد افزودن الیسیتورهای غیرزنده و ؤهای ثانویه م متابولیت

ها در کل گیاه و در  شرایط، طیفی از پاسخاین تحت . باشد زنده می

شود و الگوی بیان بسیاری  مشاهده می سطوح سلولی و مولکولی

های درگیر در  های مربوط به پروتئین ها از جمله ژن از ژن

های عملکردی در پاسخ به تنش  مسیرهای سیگنالی و پروتئین

 Salekdeh et al. 2002; Hasegawa 2000; Zhao et) کند تغییر می

al. 2016.) 

از سازوکارهای دلیل تنش اسمزی و یونی ناشی از شوری، گیاه  به

بندی سدیم و کلر در واکوئل  مختلفی نظیر تنظیم اسمزی و کده

کند  برای تداوم جذب آب و حفظ کارایی فتوسنتز استفاده می

(Jenks 2007 .) تنظیم اسمزی تحت تاثیر عوامل محیطی بوده و

های محلول  ها مانند کربوهیدرات باعث افزایش انواع اسمولیت

. دشو رز، گلوکز و فروکتوز طی شوری میها، ساکا شامل فروکتان

های مربوط  ها مستلزم افزایش بیان ژن تجمع هر یک از اسمولیت

. باشد های درگیر در مسیرهای متابولیکی این ترکیبات می به آنزیم

های غیر زیستی طی  تولید فروکتان با هدف افزایش تحمل تنش

ه در مسیر هایی ک ژن. دو دهه اخیر مورد توجه محققین بوده است

  SST-1بیوسنتز فروکتان دخالت دارند شامل ژن

(SST; fructan -fructosyltransferase 1-sucrose:sucrose 1

synthesis ) 6فروکتوزیل ترانسفراز، ژن- 1مربوط به آنزیم -SFT 
(6-SFT)Sucrose:fructan 6-fructosyltransferase  مربوط به

FFT (-1-fructan:fructan-1 فروکتوزیل ترانسفراز و ژن 3-آنزیم 

; fructan synthesis and FFT-1fructosyltransferase 

degradation)  فروکتوزیل -1بتافروکتان - 2 و 1مربوط به آنزیم

باشند فروکتان نوع اینولین خود به دو دسته  ترانسفراز افزایش می

که دارای گلوکز  GFn نـوع اینـولین منظم یا :شود تقسیم می

که فاقد  Fn فروکتوز است و نوع اینولونوز یا n همراه بهانتهایی 

  مقدمه
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 Kawakami and Yoshida, 2005 Xue et)گلوکز انتهایی اسـت 

al. 2008; .)اینولین نیازمند دو آنـزیم متفـاوت اسـت کـه در  سنتز

کتوز و یک گلـوکز آزاد از دو -1تری ساکارید  ابتـدا یـک

 1-توسط آنزیم ساکاروز یعنی ساکاروز  مولکـول سـاکاروز

. آیــد وجــود مــی هبSST, EC(2.4.1.99 )-1  فروکتوترانسفراز

فروکتوســیل 1-ســپس آنــزیم فروکتــان یعنی فروکتــان

واکـنش برگشـت  در یــک (FFT, EC 2.4.1.100-1) ترانســفراز

واحدهای  پـذیر طویـل شـدن زنجیـره را بوسـیله انتقـال

ینولین ایـا یـک )کتـوز 1-بـه ( رادیکال فروکتوز)وکتوسیل فر

  .آورد از یـک ملکـول اینـولین دیگـر فـرآهم مـی( بزرگتر

FEH-1( )FEH1/2a/2b; -exohydrolases 1-fructan 1)ژن 

fructan degradation) ) در بیوسنتز آنزیم فروکتان اگزوهیدرولاز

به ساکاروز و  روکتانف  تجزیه پذیری بالای قند. دخالت دارد

فروکتوز طی هیدرولیز توسط آنزیم هیدرولیز کننده فروکتان اگزو 

در شرایط تنش و محدودیت برای داشتن عملکرد بالا  هیدرولاز

این هیـدرولیز کننده در گیاهان فقط هیدرولیز . گیرد صورت می

دهد کـه واحـدهای  را انجام می (FEH)نوع بیرونی فروکتـان 

افزایش بیان ژن . کنند فروکتـوز را از انتهـای زنجیـره آزاد می

FEH1 های زیستی و غیر زیستی موجب تجزیه  آن طی تنش

در  های ساکاروز و فروکتوز فروکتان و افزایش ذخایر کربوهیدرات

شـباهت زیـادی در سـطوح ملکـولی و بیوشـیمیایی  .دشو میگیاه 

هـای تخریـب  آنـزیمو هـای بیوسـنتز کننـده فروکتـان ین آنزیمبـ

واحد فروکتوسیل را از یک  FFTآنزیم. کننـده فروکتان وجود دارد

فروکتان دهنده بـه انتهـای یک گیرنده منتقل کرده که منجـر بـه 

 های ویژگی. شود ها می هـا و تخریب دهنده طویـل شـدن پذیرنـده

FFT پیوند گلیکوزیدی و الگوی ساختاری  تعیین کننده نوع

ها و  در گیاهـان منجر به تخریب فروکتانFEH . فروکتان اسـت

بنابراین . شود آزادسـازی فروکتـوز آزاد از انتهـای زنجیره می

بر تغییـرات طول فروکتان یا درجـه  FEH-1 و FFT-1 تعادل بین

 Narai-kanayama et)هـا اثرگـذار اسـت  آن( DP)پلیمریزاسـیون 

al. 2007 .)دلیل وقوع سرما کیفیت  در انتهای فصل رشد گیاه به

های  کند که علت اصلی آن فعالیت زیاد آنزیم اینولین افت می

FFT-1 و FEH-1 است(van Arkel et al. 2013 .) 

 های به تنش را گیاهان مقاومت که ترکیباتی از استفاده امروزه،

 گیاه متابولیکی های فعالیت بهبود موجب داده و افزایش محیطی

 ترکیبات نانو ذرات نقره از این یکی. دشو می توصیه شوند، می

 به بیشتر تحقیقات با توان نانوذرات، می مزایای به توجه با. است

 مقرون راهکارهای با دارویی گیاهان در ثانویه های متابولیت افزایش

طرفی نانوذرات از . نانوذرات امیدوار بود از استفاده نظیر صرفه به

نقره سبز تولید شده توسط گیاهان دارویی با ریسک کمتری 

تواند در موارد متعددی از جمله محلول پاشی بر روی گیاهان  می

دلیل ارزان و سهل الوصول بودن  کاربرد داشته باشد و همچنین به

ها از  های زیستی مخصوصا گیاهی نسبت به سایر روش روش

Mousavi)ند حائز اهمیت باشد توا منظر اقتصادی نیز می
 
et al. 

2017 ). 

 

 

 

 

 

 

 مسیر سنتز و تجزیه یک نوع از انواع قند فروکتان به نام اینولین _1شکل 
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 از استفادهسنتز شده با  نانو نقره سبزبدین منظور برای اولین بار 

 شیمی اصول طبق و ظهور نو روش یک که رزماریگیاهی  بستر

ترکیب . است، در این آزمایش مورد استفاده قرار گرفت سبز

 د،شو ها می دیگری که باعث افزایش مقاومت گیاه به تنش

 هایی پروتئین شوری، به پاسخ در گیاهان .است اسیدسالیسیلیک

 ی وسیله های به بسیاری از این پروتئین کنند که سنتز می تولید

همچنین  اسید سالیسیلیک. شود می تحریک اسید سالیسیلیک

 های گونه کاهش موجب غیرآنزیمی اکسیدان آنتی یک عنوان به

 (.Pirasteh-Anosheh et al. 2012)د شو اکسیژن می فعال

بنابراین با توجه با اهمیت گیاه کنگر فرنگی و همچنین نقش ژن 

FEH1 تغییرات قند فروکتان، عنوان ژن کلیدی در روند  به

و بررسی روابط فیلوژنتیکی آن و   جداسازی، شناسایی این ژن

همچنین بررسی میزان تغییر بیان نسبی آن تحت الیسیتورهای 

 .رسد شوری، نانو نقره و اسید سالسیلیک مهم به نظر می
 

اثرات شوری، نانو ذرات نقره و سالسیلیک در راستای بررسی 

، آزمایشی در کنگر فرنگی FEH1اسید بر تغییر بیان نسبی ژن 

درسال  تصادفی فاکتوریل در قالب طرح کاملاًصورت آزمایش  به

در این . اجرا شدی پژوهشکده دانشگاه زابل  گلخانهدر  1981

، تنش در آستانه (شاهد) 1بررسی تنش شوری در سه سطح 

تنش  12و ( دسی زیمنس بر متر 0) ل گیاه کنگر فرنگیتحم

نانو ذرات نقره پاشی با  و محلول( دسی زیمنس بر متر 12)شدید 

در سه تهیه شده در آزمایشگاه بیوسنتر دانشگاه زابل سنتز سبز 

و  211، 1)اسید سالیسیلیک مولار و  میلی 01و  01، سطح شاهد

مورد آزمایش در نظر گرفته عنوان تیمارهای  به (مولار میلی 011

پاشی با نانو ذرات نقره واسید سالسیلیک ساخته شده محلول. شد

ای  توسط شرکت داروسازی فاران شیمی در مرحله گیاهچه

برای تیمار . روی گیاه کنگر فرنگی انجام شد( برگی 0-0مرحله )

برگی اعمال  0-0در مرحله . مقطر استفاده شد صفر یا شاهد از آب

( به مدت دو ماه)گیری  ی شروع شد وتا زمان نمونهتنش شور

آزمایشـگاهی سـاخت  NaCl منبـع شـوری نمـک .ادامه داشت

 111ها یک روز در میان با  گلدان. بود( آلمان)شرکت مرک 

همچنین . لیتـر محلول هوگلند حاوی تیمار شوری آبیاری شد میلی

طور کامل  ههر ده روز یکبار محیط ریشه گیاهان با آب معمولی ب

و هدایت الکتریکی ناشی از  pHشد تا تغییرات  شستشو داده می

شویی به  ها در بستر کاشت در اثر انجام عمل آب تجمع نمک

با  و نانومتر 19 قطر میانگین با کروی نقره ذرات نانو. حداقل برسد

در آزمایشگاه دانشگاه زابل به روش سبز و در  ppm 500 غلظت

 Serial)سری رقت  روش با سپس. سنتز شدبستر گیاهی رزماری 

dilution )های مورد نظر تهیه گشت ، رقتهای مادر محلول از. 

های برگی گیاه کنگر فرنگی خاردار به  از نمونه DNAاستخراج 

صورت دستی با کمی تغییر صورت گرفت  روش دلاپورتا و به

(Dellaporta et al. 1993) .طراحی و سنتز پرایمرمورد نیاز بر 

اگزوهیدرولاز در -1شده از فروکتان   های شناخته اساس توالی

طور خاص، از گیاهان نزدیک به لحاظ   گیاهان مختلف و به

خانواده به گیاه کنگر فرنگی، با استفاده از  ساختار ژنتیکی و هم

 -primer3) 9افزار پرایمر  های ژن و با کمک نرم اطلاعات بانک

ver 0.4.0 ) طراحی(Forward: 5- 

TGCCGTATCATACGACCTGG -3 وReverse: 5- 

GCATCCTTCATACTCCAAGCAC -3) جهت . شدند

-1مرتبط با فروکتان  DNAاطمینان از اینکه آیا رشته 

شود یا خیر، تکنیک معادل  اگزوهیدرولاز در طی واکنش تکثیر می

PCR انجام شد . 

 DNAنانوگرم  21میکرولیتر، شامل  21با حجم  PCRواکنش 

 dNTP 1x ،2/1میکرو مول  MgCL2،211مولار  میلی 2ژنومی، 

 Taqوبرگشت، یک واحد آنزیم میکرومول از هر آغازگر رفت

DNA  و حجم  (همه مواد ساخت شرکت سیناژن، ایران)پلیمراز

پس از انجام . میکرولیتر رسید 21واکنش با آب استریل دیونیزه به 

نظر و  ه موردمنظور اطمینان از تکثیر صحیح قطع ، بهPCRواکنش 

میکرولیتر از هر محصول روی  PCR ،5تعیین اندازه باند محصول 

 01به مدت  01با ولتاژ   0.5x TBEدر بافر  یک درصدژل آگارز 

برداری از ژل با دستگاه ژل داک  عکس. دقیقه الکتروفورز شد

نظر از  آمده با طول مورد دست در مرحله بعد قطعات به. انجام شد

سازی جداسازی شد و  وسیله کیت خالص هروی ژل آگارز ب

کره  Bionnerیابی به شرکت  محصولات تکثیری جهت توالی

  ها مواد و روش
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یابی بر اساس هر دو قطعه تکثیری  توالی .ارسال شد

های  استخراج توالی از کروماتوگرام. وبرگشت انجام گرفت رفت

صورت  Chromas ver. 2افزار  دریافتی از شرکت با استفاده از نرم

در  Blastافزار  کارگیری نرم ها، با به از دریافت توالی پس. گرفت

بانک ژنی، اختصاصی بودن قطعه موردنظر به گونه کنگر فرنگی 

در پایگاه  FEH1های ژن  های دریافتی با توالی توالی. تائید شد

 Clustal Wمقایسه و با استفاده از برنامه  NCBIاطلاعاتی 

با استفاده از  سپس. شدند (Alignment)ردیف سازی  هم

بررسی قرار  های ژنتیکی مورد شاخص MEGA 5 افزارهای نرم

  .گرفتند

 

 
 DNAعکس ژل الکتروفورز مربوط به استخراج  -2شکل

 

RNA محلول  با استفاده از( در تیمارهای مختلف)ها  کل برگ

RNX-PLUS (سیناکلون )سپس برای اطمینان از . استخراج شد

 DNase l با آنزیم RNAهای  ژنومی، نمونه DNAحذف کامل 

(RQl RNase- free DNase, Promega )همچنین . تیمار شد

استخراجی با استفاده از نانودراپ و  RNAکمیت و کیفیت 

عنوان الگوی  و بهدرصد سنجیده شد و  5/1الکتروفورز ژل آگارز 

های RNAسازی غلظت  پس از همسان. قرار گرفت PCRواکنش 

 (Geneall) با استفاده از کیت cDNAاکنش سنتز مختلف، و

iScript cDNA synthesis kit   و ارزیابی شدانجامcDNA   روی

. درصد برای اطمینان از ساخت آن صورت گرفت 5/1ژل آگارز 

-Real time(Eva Green Master) با استفاده از  الگوی بیان ژن

PCR  میزان بیان ژن با روش. بررسی شدEfficiency adjusted 

∆∆CT  د شمحاسبه(Yuan et al. 2006 .) در این روش، میزان

با بیان ثابت نرمال ( دار ژن خانه) 18Sبراساس ژن  FEH1بیان ژن 

شده، سپس میزان تغییرات بیان ژن در همه تیمارها نسبت به 

 .شاهد سنجیده شد

 

 

 

 

 

 

 
 FEH-1 مربوط به پنج تکرار ژن PCRا لکتروفورز محصول واکنش  -9شکل 

 گراد درجه سانتی 50در دمای  200bpبه طول 

 

ها و مقایسه میـانگین صـفات    تجزیه واریانس داده در نهایت آنالیز

با آزمون تـوکی   Real time-PCRدست آمده از  مختلف و نتایج به

انجـام   SASافـزار   با استفاده از نـرم  11/1و  15/1در سطح خطای 

 .شد

 

وجـود تنهـا یـک بانـد در نـیم رخ الکتروفورزی، دلیلی بر 

الکتروفورز  .اسـتخراج شـده است DNAکیفیـت مطلـوب 

به طول  FEH1نشان داد که قطعات اختصاصی ژن  PCRمحصول 

. شده است خوبی تکثیر باز کنگر فرنگی به جفت 1001تقریبی بین 

گرها و دهنده طراحی و عملکرد صحیح آغاز این مطلب نشان

در مرحله . باشد می( خصوص دمای اتصال به)مناسب  PCRبرنامه 

دهنده میزان  ها نشان کیفیت گراف. یابی شدند توالی PCRبعد نتایج 

 Chromasافزار  با استفاده از نرم .باشد دقت در تعیین توالی می

 Lopez)دست آمده مورد بازنگری قرار گرفت  های به کیفیت توالی

and Bonasora 2017 .)جهت آنالیزهای بیوانفورماتیکی از  سپس

های ژنتیکی  شاخص. ها استفاده شد نتایج حاصل از توالی نمونه

مورد بررسی  BLAST  MEGA, DNA SPافزارهای توسط نرم

 های نوکلئوتیدی ژن وتحلیل توالی نتایج تجزیه .قرار گرفتند

  نتایج و بحث
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FEH1 ( 50/91) نشان داد که بیشترین فراوانی متعلق به باز گوانین

جدول ) باشد می( 0/12) تیمینو کمترین فراوانی مربوط به باز 

در برآورد جایگزینی نوکلئوتیدی در گیاه کنگر فرنگی، مقادیر  (.1

که این مقدار برای تبدیل  طوری  بالای جایگزینی پیریمیدینی بود به

درصد و برای تبدیل سیتوزین به تیمین  15/19تیمین به سیتوزین

این مقادیر برای بازهای پورینی . آمده است دست درصد 10/15

ترتیب برای تبدیل آدنین به گوانین و گوانین به آدنین  کمتر و به

نتایج این بررسی (. 2جدول )درصد بود  10/12درصد و  09/11

با نتایج سایر محققین که بیشتر جانشینی را جانشینی پیریمیدینی 

توان  علت این تغییرات احتمالاً می. اند، مطابقت دارد گزارش کرده

 (.Picoult et al. 1999)به متیله شدن سیتوزین نسبت داد 

 
در  FEH1فراوانی نوکلئوتیدهای حاصل از توالی نوکلئوتیدی ژن  -1جدول 

 گیاه کنگر فرنگی

 
در گیاه  FEH1ماتریس برآورد الگوی جایگزینی نوکلئوتیدی ژن  -2جدول 

 کنگر فرنگی
G C T A From/To 

02/11 02/5 82/5 - A 

18/0 15/19 - 99/0 T 

18/0 - 10/15 99/0 C 

- 02/5 82/5 10/12 G 

 

به پایه دیگر ( ردیف)پایه  از یکاحتمال جایگزینی هر ورودی 

جایگزینی )های انتقالی  در این جدول درصد جهش. است( ستون)

( پورین به پورین دیگر و یا پیریمیدین به پیریمیدین دیگر

جایگزینی پورین به )صورت ضخیم و جهش تقاطعی  به

جهت . اند شده  صورت ساده نشان داده به( پیریمیدین و برعکس

انحراف از فرضیه صفر تکامل خنثی و شناسایی  شناسایی هر گونه

در گیاه مورد Neutrality اثرات انتخاب طبیعی بر این ژن تست 

هایی که  جمعیت(. 9جدول ) شدمطالعه کنگر فرنگی محاسبه 

دار در اندازه جمعیت شده باشند و یا انتخاب  دچار افزایش معنی

دار و منفی  عنیم Dها عمل کرده باشد، مقادیر  دار بر روی آن جهت

دهنده  ، نشانDدار  که مقادیر مثبت و معنی کنند در حالی تولید می

اثرات مربوط به رانش ژنتیکی، تنگناهای ژنتیکی و یا اثر متعادل 

نتایج این مطالعه نشان . کننده در طول تاریخ تکاملی جمعیت است

 دهنده تفاوت پایین میان فراوانی داد که مقدار مثبت بود که نشان

دار بر روی  نتایج این مطالعه اثر انتخاب جهت. ها است چندشکلی

 . دهد این ژن در طول تکامل را نشان می

 
 Neutralityبررسی تست  -9جدول 

M : ،تعداد توالیS : ،تعداد نواحی جداشدهPs :S/m ،θ :Ps/a1 ،π : تنوع

 .Tajimaبا استفاده از روش  Neutralityتست : Dنوکلئوتیدی، 

 

های  ردیف سازی چند توالی، به روش مرتب کردن توالی هم

های مشابه  بیولوژیکی، موقعیت دقیق نوکلئوتیدها را در مکان

های مشابه بین دو یا چند توالی  این مکان. کند مشخص می

ملکردی یا تکاملی بین تواند نشانگر ارتباط ساختاری، ع می

در بسیاری از حالات، فرض شده است که مجموعه . ها باشد توالی

های درخواستی یک رابطه تکاملی با هم دارند به  ورودی از توالی

 . ها دارای یک جد مشترک هستند طوریکه همه آن

 FEH1های ژن  در این پژوهش شناسایی و تعیین موقعیت دامین

و  Memeافزار از گیاه کنگر فرنگی با گیاهان مشابه توسط نرم

و به روش  MEGA5 ترسیم درخت فیلوژنتیکی توسط

Neighbour joining ردیفی  نمایی از هم 0شکل . صورت گرفت

های خانواده کاسنی را  همراه با سایر ژن FEH1های ژن  دامین

ستون  های یکسان در هر دهد که نقاط مشابه با رنگ نشان می

 .مشخص شده است

های گیاهی مختلف، ثابت  های آن در گونه شناسائی ژن و همولوگ

این امر . اند ها از اجداد مشترکی منشعب گشته کند که این ژن می

منظور  ها کمک کند و به تواند در درک بهتر سیر تحول گونه می

 های نوین و پیشرفته تری ایجاد ها در آینده، سیستم مطالعه بهتر ژن

های  رسد وجود شباهت و همولوژی زیاد توالی نظر می به. دشو

تواند در ارتباط با عملکرد و ساختار مشابه  مورد مطالعه می

نتایج حاصل از . های تشکیل دهنده ارتباط داشته باشد پروتئین

های  دست آمده از نمونه کنگر فرنگی با سایر ژن هبررسی شباهت ب

 A T/U C G نوکلئوتید

 50/91 00/20 0/12 0/21 فراوانی

D Π Θ Ps S M 

105000/ 108181/1 150251/1 010019/1 515 19 
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ن توالی از درصد شباهت قابل خانواده کاسنی نشان داد که ای

 .قبولی برخوردار است

های گیاهی مختلف، ثابت  های آن در گونه شناسائی ژن و همولوگ

ایـن امـر   . انـد  شدهها از اجداد مشترکی منشعب  کند که این ژن می

منظـور   ها کمـک کنـد و بـه    تواند در درک بهتر سیر تحول گونه می

تری ایجـاد   های نوین و پیشرفته سیستمها در آینده،  مطالعه بهتر ژن

هـای   رسد وجود شباهت و همولـوژی زیـاد تـوالی    نظر می به. دشو

توانـد در ارتبـاط بـا عملکـرد و سـاختار مشـابه        مورد مطالعه مـی 

نتـایج حاصـل از   . های تشکیل دهنده ارتباط داشـته باشـد   پروتئین

های  ندست آمده از نمونه کنگر فرنگی با سایر ژ هبررسی شباهت ب

خانواده کاسنی نشان داد که ایـن تـوالی از درصـد شـباهت قابـل      

 .قبولی برخوردار است

در  FEH1دسـت آمـده از ژن    همنظور بررسی فیلوژنتیکی توالی ب به

توالی دیگر از گیاهان مختلف انتخـاب   0گیاه کنگر فرنگی، تعداد 

و مقایسـه آن بـا سـایر     FEH1بررسی فیلوژنتیکی تـوالی ژن  . دش

های مختلف، ثابت کرد که میزان شباهت  های مشابه در گونه لیتوا

های مورد مطالعه بالاست و گیاهـان از نظـر فاصـله     در میان توالی

هـا و   وجـود شـاخه  . ژنتیکی با همدیگر اخـتلاف نـاچیزی دارنـد   

ای نشان از وجـود شـباهت در    های مختلف در تجزیه خوشه دسته

هـا ثابـت کـرد     رای توالیرسم درخت فیلوژنی ب. هاست میان گونه

 FEH1ارتباط نزدیکی بین توالی نوکلئوتیدی و پروتئینی برای ژن 

هـای مـورد مطالعـه را در     رسم درخت فیلوژنی، توالی. وجود دارد

در گـروه اول و در   FEH1دو گروه اصلی قرار داد کـه تـوالی ژن   

گیـاه کنگـر فرنگـی    ها و همراه بـا   ای منشعب از سایر توالی شاخه

ده شطی مطالعات ثابت (. 5شکل )مشاهده شد  Scolymusته واری

یـابی   است که آنـالیز فیلـوژنتیکی ابـزار قدرتمنـدی بـرای نشـانی      

 Elliott)بسیاری از ابهامات و مسائل مختلف مرحله تکامل اسـت  

et al. 2006 .) نتایج بررسی فیلوژنی نشان داد که گیاه کنگر فرنگی

ه عبارتی کمترین فاصله ژنتیکـی  مورد مطالعه بیشترین شباهت یا ب

و Scolymus (XM0251076.1 )را با گیـاه کنگـر فرنگـی واریتـه     

و بیشترین فاصله ژنتیکی با گیـاه  ( Arctium lappa)گیاه آراقیطون 

بعد ازآراقیطـون، گیـاه کنگـر    . دارد( Cichorium intybus)کاسنی 

ــاه   ــا گی ــباهت را ب ــترین ش ــی بیش ــدک  فرنگ  taraxacum)قاص

brevicomiculatum  )مشـاهده   5 طور کـه در شـکل   همان. داشت

ــه (Helianthus annuus)شــود از گیــاه آفتــابگردان  مــی ــوان  ب عن

Outgroup شده است و در یک شاخه مجزا نسبت به بقیـه    استفاده

بـا  . دار نمـوده اسـت   قرارگرفته است و درخت فیلـوژنی را ریشـه  

در رقـم   FEH-1تـوالی ژن  دست آمده از مقایسه  هتوجه به نتایج ب

و وجـود درصـد شـباهت بسـیار زیـاد آن بـا سـایر          کنگر فرنگـی 

ورزی و انتقـال   رود جهت دست های مورد مطالعه، انتظار می توالی

هـای اسـمزی ماننـد     منظور افزایش تحمل گیاه به تـنش  ژنتیکی به

در گیاهـان تراریخـت اسـتفاده     FEH-1شوری از ژن مورد مطالعه 

 .کرد

 
 های خانواده کاسنی گیاه کنگر فرنگی با سایر ژن FHE1شده ژن  های حفاظت ای دامین ردیفی مقایسه هم -0شکل 
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 NCBIدر  خانواده های هم با سایر گونهکنگر فرنگی در  NJبر اساس روش  FEH1های مربوط به ژن  درخت فیلوژنی توالی -5شکل 

 

 FEH1سالسیلیک اسید و نانو نقره برروی میزان بیان نسبی ژن  نتایج تجزیه واریانس اثر تیمارهای مختلف تنش شوری، -0جدول 

 

 

 

 

 

 

 

 

**ns, :باشد می دار بودن و عدم معنی دار بودن دهنده در سطح احتمال یک درصد معنی نشان. 

 

 FEH1نتایج بررسی بیان ژن 

در مطالعه حاضر، تیمار تنش شوری و محلول پاشی سالسیلیک 

بررسی . شد FEH1اسید و نانو نقره  سبب تغییر در میزان بیان ژن 

های حاصل از تجزیه واریانس نشان داد که بین سطوح  داده

اسید با شوری و نانو نقره مختلف تیمارها و اثر متقابل سالسیلیک 

 دار وجود دارد سبز در سطح یک درصد از نظر آماری تفاوت معنی

دار بیان ژن  نتایج این آزمایش حکایت از افزایش معنی(. 0جدول )

FEH1  در گیاهان تیمار شده با شوری، سالسیلیک اسید و نانو ذره

درصد بود و بیان ژن وقتی تحت تنش شوری  11/1نقره در سطح 

دار شدن اثر متقابل دوگانه تنش  معنی. ود بیشترین مقدار را داشتب

شوری با سالسیلیک اسید و نانو نقره و نتایج مقایسه میانگین 

های  های گوناگون در محلول پاشی دانکن نشان داد عمل تنش

مختلف یکسان نبوده و بر حسب نوع و یا سطح تنش و الیسیتور 

دراثر افزایش سطوح . داده استمورد نظر تغییرات متنوعی رخ 

 FEH1افزایش بیان ژن  .نیز افزایش یافت FEH 1بیان ژن  شوری
شوری موجب تجزیه فروکتان و افزایش ذخایر   طی تنش

در گیاه و کاهش عملکرد و  های ساکاروز و فروکتوز کربوهیدرات

زمان با  کاربرد سالسیک اسید و نانو نقره هم. دشو میرشد گیاه 

باعث تعدیل اثرات مخرب شوری و کاهش بیان ژن تنش شوری 

 میانگین مربعات

  درجه آزادی منابع تغییرات

00/1 2 سالسیلیک اسید
**

 

18/110 2 نانو نقره سبز
**

 

525/19 2 شوری 
**

 

نانو نقره سبز× سالسیلک اسید  0 51/22
**

 

شوری×سالسیلیک اسید   0 10/0
**

 

شوری× نانو نقره سبز  0 11/9
ns

 

شوری×نانو نقره سبز× سالسیلک اسید   0 10/1
ns

 

111/1 21 اشتباه  

  59 کل 

ضریب تغییرات(  CV%(  02/0  
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FEH1  شد و علاوه بر ایجاد یک مقاومت نسبی به تنش شوری

 .دشباعث بهبود رشد گیاه نیز 

و شدت تنش بر روی  های اسید سالسیلیکغلظتبرهمکنش بین 

نتایج . دار بود بسیار معنی 15/1 و 11/1مقدار بیان ژن در سطح 

های اسید سالسیلیک و اثر متقابل غلظتحاصل از مقایسه میانگین 

دسی زیمنس بر متر شوری در  12شوری نشان داد که  تیمار 

 FEH1سطح صفر سالسیلیک اسید باعث بیشترین افزایش بیان ژن 

بررسی نتایج نشان داد که کاربرد اسید (. 0شکل ) شده است

بیان ژن  دار سالسیلیک در حالت نرمال نیز باعث افزایش معنی

FEH1  شده است، اما کمتر از زمانی بود تیمار شوری به تنهایی

 . کار گرفته شد به

های اسید سالسیلیک و  از نتایج مقایسه میانگین اثر متقابل غلظت

مولار اسید  میلی 011آید که در تیمار  نانو نقره چنین بر می

درصد  یکمولار نانو نقره در سطح احتمال  میلی 01سالسیلیک با 

داری داشته  در گیاه کنگر فرنگی افزایش معنی FEH1بیان ژن 

دهد که میزان بیان ژن  همچنین نتایج نشان می(. 1شکل ) است

 211مولار نانو نقره و  میلی 01تفاوت چندانی در ترکیب 

مولار نانو نقره و  میلی 01مولار سالسیلیک اسید با ترکیب  میلی

 .مولار سالسیلیک اسید ندارد میلی 011

 
 شوری× تحت تاثیر اثر متقابل سطوح مختلف سالسیلیک اسید  FEH-1بیان نسبی ژن  -0شکل 

 

 

 
 نانو نقره× تحت تاثیر اثر متقابل سطوح مختلف سالسیلیک اسید  FEH-1بیان نسبی ژن  -1شکل 
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 شوری× تحت تاثیر اثر متقابل سالسیلیک اسید  FEH-1تغبیرات نسبی بیان ژن 
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 ای قنــدهای محلــول ای ذخیرهه ترین فرم یکی از رایج

ها پلیمرهـای فروکتوزی هستند که  فروکتان. باشند ها می فروکتان

ای در گیاه، به ایفای نقش  در کنار ایفای نقش کربوهیدرات ذخیره

افــزایش . پردازد در مراحل متابولیک متاثر از تنش نیز می

سایر قندهای هــا معمــولاً بــا کــاهش غلظت  غلظــت فروکتان

. شود گلـوکز، فروکتـوز و سـاکارز میمحلول در آب مانند 

عنـوان سوبسـترای اصـلی بــرای ســنتز  فروکتوز و سـاکارز بـه

ها در شرایط تنش  افزایش فروکتان. کننــد هــا عمــل می فروکتان

واسطه کاهش تقاضای محصولات فتوسنتزی ناشی  ممکن است به

هر چند رابطه بین متابولیسم . یط تنش باشداز رکود گیاه در شرا

ای از ابهام قرار  ها و تنظیم اسمزی سلول هنوز در هاله فروکتان

دارد اما حضور قندهای ساختاری پایه یعنی گلوکز، 

فروکتوزوساکارز در تشکیل دیگر قندها طی فرایند متابولیسم 

فروکتان ممکن است دال بر نقش محوری این قند در فرایند 

تنش بلند مدت منجر . دشوگاری گیاه به شرایط تنش قلمداد ساز

به افزایش غلظت قندهای محلول و کاهش مقادیر نشاسته در گیاه 

کــاهش غلظــت (. Silva and Arrabaka 2004)شود  می

هــای در مرجله تنش شدید همراه با افزایش فعالیـت  فروکتان

تحقیق جاری نیز در  .هـای فروکتان اگزوهیـدرولاز اسـت آنزیم

اثر شد و  FEH1تنش شدید شوری باعث افزایش بیان ژن 

برهمکنش دو فاکتور سالسیلیک اسید و محلول پاشی نانوذرات بر 

دار بودن اثر متقابل  معنی .دار بود معنی FEH1افزایش بیان ژن 

بدین معناست که استفاده یا عدم استفاده از یک فاکتور به سطوح 

های  نتایج مقایسه میانگین ترکیب. داشته استفاکتور دیگر بستگی 

ترتیب از ترکیب  تیماری نشان داد  که بیشترین افزایش بیان ژن به

مولار  میلی 011دسی زیمنس بر متر تنش شوری با  12تیماری 

این مقدار افزایش . دست آمده است هب( 01/1)سالسیلیک اسید 

کار رفته  نهایی بهبیان ژن کمتر از زمانی هست که تیمار شوری به ت

 .است

 کلی گیری نتیجه

گیاه بر اساس نتایج این تحقیق، بررسی روند انتخاب طبیعی در 

. در طی تکامل مثبت نشان داده شد FEH1از ژن کنگر فرنگی 

را  FEH1از توالی ژن  زیادیشده بخش  همچنین، نواحی حفاظت

این ژن و  پاییندهنده چندشکلی  دهد که این امر نشان تشکیل می

دن آن به تغییرهای نوکلئوتیدی و جهش نبوهمچنین مستعد 

نتایج نشان داد بیشترین نوکلئوتید مربوط به باز گوانین . باشد می

است و بیشترین میزان جانشینی بازها مربوط به بازهای 

توالی گیاه . اند های ژن پراکنده پیریمیدینی بود که در تمامی قسمت

درصد شباهت، بیشترین  89به میزان راقیطون گیاه آکنگر فرنگی با 

کمترین میزان . را دارد( کمترین فاصله ژنتیکی)درصد شباهت 

توالی هدف گیاه کنگر فرنگی با ( بیشترین فاصله ژنتیکی)شباهت 

هم از  FEH1مشخصاً در این گیاه ژن . دشمشاهده گیاه کاسنی 

یی جهت نظر میزان بیان و هم از نظر شدت بیان استعداد بالا

تمرکز روی آن جهت افزایش قندهای محلول و نهایتاً افزایش 

د که شدر این پژوهش مشخص  .تحمل گیاه به تنش شوری دارد

زیمنس بر متر تیمار شوری و بعد از آن غلظت  دسی 12غلظت 

مولار  میلی 011مولار نانو نقره سبز و در نهایت غلظت  میلی 01

دارند که این  FEH1یان ژن سالسیلیک اسید یشترین تاثیر در ب

میزان بیان با توجه به استعداد ذاتی و تاثیرگذاری آن در گیاه کنگر 

لیکن به جهت  .فرنگی و الگوهای بررسی شده انطباق دارد

جلوگیری از مضرات ترکیبات نقره شیمیایی در خاک، که استفاده 

نو تواند مشکلاتی را در آینده پدید آورد، استفاده از نا از آن می

 211مولار و سالسیلیک اسید  میلی 01نقره سنتز سبز با غلظت 

مولار برای محققین و زارعین محترم کشور در مناطقی که  میلی

پاشی توصیه  صورت محلول دارای آب و خاک شور هستند به

عنوان القاء کننده  بتوان این الیسیتورها را بهرسد  نظر می به .دشو می

گامی با ارزش و ان دارویی معرفی نمود کارآمد در بسیاری از گیاه

  .در جهت مهندسی متابولیت و تولید داروهای گیاهی باشد

 

 سپاسگزاری

ها  از معاونت محترم پژوهشی دانشگاه زابل برای حمایت مالی آن

تشکر و  -150UOZ-GR-8010در انجام این پروژه با شماره 

 .دشو قدردانی می
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