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 چکیده

از عوامل  یکی یتنش خشک .ددر سطح جهان هستن یدهنده عملکرد محصولات کشاورزعامل کاهش ینترمهم یطیمح یهاتنش

و صفات  هاژنهایی که دارای های محیطی، یافتن ژنوتیپبرای کاهش اثر تنش است. در سراسر جهان یزراع یاهانگ یدمحدودکننده تول

مولکولی مرتبط با مقاومت به  هاییسممکانترین اهداف تحقیقاتی، درک . بدین منظور یکی از مهم، مهم استمطلوبی در این زمینه باشند

و  شده ییشناسا، شوندیماخیر در زمینه ژنتیک مولکولی، صدها ژن که بوسیله تنش القاء  هاییشرفتپ. با باشدیمخشکی در گیاهان 

رشد  خشکیمهن. زعفران گیاهی است که در مناطق خشک و اندقرارگرفته مورداستفادهکاندید برای مهندسی ژنتیک  یهاژن عنوانبه

برای مقابله با  شمارییب یهاژن. حضور است بودهدارای رژیم حرارتی متفاوتی ، قهرمان خشکی و بسیاری از گیاهان خلافبرو  کندیم

ی درگیر، در ایجاد مقاومت به تنش خشکی و انتخاب ارقام بومی هاژناست. با شناخت  یبررس قابلمحدودیت تنش خشکی در این گیاه 

 توان از زعفران در اکثر مناطق با شرایط آب و هوایی متفاوت، میزان محصول نسبتاً مشابهی تولید نمود. در این مطالعه حضورمیمناسب، 

متفاوت گیاه  یهااندامدر  Real Time-PCRبا استفاده از تکنیک  بار اولین در گیاه زعفران برای MPKو  AREB ،DREB یهاژن

گردید. این افزایش بیان در  فوق یهاژناز  یدارسبب افزایش بیان معنی خشکی یهاتنشقرار گرفت.  یبررس مورداثبات و زعفران 

. گرددیمو مقاومت این اندام در برابر خشکی  هاژنباعث افزایش فرآورده نهایی این  احتمالاً کهبود  رویشی و زایشی متفاوت یهااندام

 0۱۳و  ۱99، 099به ترتیب دارای  هاژن. ساختار پروتئینی این استدارای همبستگی و اثری متقابل نسبت به یکدیگر  هاآنهمچنین بیان 

بودن این سه ژن را  خانوادههم، نشان از هاآنمشترک در  هاییدآمینهاساز  یامنطقهاسیدآمینه، که با بررسی این ساختار، حضور 

  .رساندیم

 AREB ،DREB، MPK ، Real Time-PCR ،ژنبیان  :های کلیدیواژه
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 مقدمه

از خانواده  یگیاه .Crocus sativus Lزعفران با نام علمی 

Iridaceae  است که ارزش اقتصادی و جهانی آن به خاطر

است. کلاله یکی از اجزای اصلی گل در  قرمز رنگهای کلاله

 از گیاه این .قسمتی از اندام تولید مثلی استگیاهان گلدار و 

 تریپلوئید و زنبقیان خانواده از گیاهشناسی بندیرده نظر

  (.Dhar et al., 1998) باشدمی عقیم

-مناطق خشک و نیمهکه در  است پاییزهزعفران گیاهی 

 از یکی حرارت درجه تردید بدون. کندیخشک رشد م

 فرایندهای از بسیاری کنندهکنترل محیطی عوامل ترینمهم

 دهیگل آن مرحله تریناصلی که گیاهان یکیژفیزیولو

شود. به یم یمتنظ یطتوسط درجه حرارت مح یزن باشدمی

را بشدت  یدهگل یدرجه حرارت الگوها یشافزا یبترت ینا

ترین عامل مهم .(Menzel, 2000) دهدیقرار م یرتحت تأث

در  ،می باشد زعفران هایبنه اندازه ،هاگل رشددر تنظیم 

باشد تا  یحرارت مطلوب یدارا یدها باخاک اطراف بنه نتیجه،

 یاختصاص یستممر ینیها بتوانند با رشد و نمو بافت جنگل

 تکوین ،دارد وجود مادری هایبنه روی بر هاجوانه یکه رو

-یینو تع ی(، دما عامل اصلet al., 2014 Rohi) یابند

و ظهور گل در  ییهوا یهااندام یلدر سرعت تشک یاکننده

 (.Molina et al., 2003) باشدیزعفران م

مصرفی بوده و مصرف آب، گیاه کم این گیاه به لحاظ

های خشکی را تحمل تنشبه بهترین نحو تواند می معمولاَ

کند، گرچه زعفران در شرایط گرم و خشک رشد می نماید.

 ولی اعمال تنش آبی به این گیاه سبب کاهش عملکرد آن

(Khashei Siuki et al., 2015 خواهد )شد (Pazoki et 

al., 2013) . در ایجاد مقاومت به  ،درگیر یهاژنبا شناخت

توان از می ،مناسب بومیخشکی و انتخاب ارقام تنش 

ان میز ،با شرایط آب و هوایی متفاوت در اکثر مناطق زعفران

 هایویژگی دیگر از. محصول نسبتاً مشابهی تولید نمود

است که  ینا خشکی هایتنش ه بادر مقابل گیاه این مثبت

 وارد آسیبیها گل ییدر رشد و شکوفا بالا هایحرارت

 تغییرات حاصل گرما به گیاه پذیریسازش نماید،نمی

 تغییر از اساساً که است متنوعی یفیزیولوژیک و بیوشیمیایی

 تنش به پذیریتحمل در مسئول یهاژن از تعدادی بیان در

 گیاهان .(Thomashow, 1999) شودمی ناشی خشکی

به  نسبت واکنش و تعرق آب، جذب نظر ظرفیت از زراعی

 یندهایآدارند. فر متفاوتی العملعکس خشکی تنش

 هستند گیاه در آب تابع وضع عمدتاً گیاهان در فیزیولوژیکی

هوا  و خاک در آب تنش تأثیر تحت غیرمستقیم طوربه تنها و

 .(Bayoumil et al., 2008)گیرند می قرار

 روی از تنهایی به گیاه، در آب وضع بینیپیش معمولاً

بلکه با توجه به  نیست، پذیرامکان هوا یا خاک شرایط

 گیاه یک است ممکن ی،مقاومت به خشک در یردرگ یهاژن

 وجود با یا و شود پژمرده خاک در زیاد رطوبت وجود با

بر این . (Bery, 2007) بماند شاداب خاک نسبی خشکی

به پتانسیل ژنتیکی ارقام و تلاش در جهت بهبود  ءاساس اتکا

ها نقش اساسی در القای تحمل به و اصلاح ژنتیکی آن

 برنامه به هر بنیادی اصول که ا آن . ازنمایدخشکی ایجاد می

 شود،می ژنتیکی تعیین پارامترهای مطالعه طریق از نژادی

 هایبرنامه موفقیت در حصول هاژن اثر و نحوه از آگاهی لذا

 شناسایی .(Navabpor, 2013) باشدمی ضروری نژادیبه

های تنش به پذیری گیاهاندر تحمل مولکولی سازوکارهای

. باشدمی اقتصادی اهمیت دارای گیاهان زراعی برای خشکی

 در اختلال فتوسنتز، کاهش زیاد باعث خشکی تنش

 مرگ گیاه و شدن خشک سرانجام و یندهای فیزیولوژیکیآفر

 ,.Shao et al., 2005; Amiri Oghan et al)شود می

2002.)  

علاوه بر تغییرات مورفولوژیکی و فیزیولوژیکی، تغییرات 

 بیوشیمیایی نیز از جمله القای بیوسنتز مواد محلول سازگار

ر شرایط باشد. دروشی برای بیان وقوع تنش خشکی می

با کنند محتوای آب خود را تنش خشکی، گیاهان سعی می

للی انباشته کردن مواد محلول متعدد که غیرسمی بوده و خ

حفظ نمایند. به این  ،کنندیندهای گیاه ایجاد نمیآدر فر

نامند. بعضی از آنها خاطر این مواد را مواد محلول سازگار می

ها، گلایسین بتایین، عبارتند از فروکتان، ترهالوز، پلیول

های مختلفی که مسئول آنزیم یهاژنها. آمینپرولین و پلی

شناسایی شده و  ،دخیل در بیوسنتز این مواد محلول هستند

ها، از موجودات مختلف از جمله باکتریطبق گزارشات، 

 . از طرفی تنظیماندسازی شدهمخمر، انسان و گیاه همسانه

به  تحمل هایمکانیسم از مهم جزیی عنوان به اسمزی

. (Pagter et al., 2005)است  مطرح گیاهان در خشکی

 سازگار محلول مواد محیطی، متفاوت در شرایط گیاه زعفران

 .نمایدمی سنتز را هایون و قندها آمینه،اسیدهای قبیل از

 هایدر اندام آب کاهش پتانسیل سبب مواد این تجمع
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سازد می پذیررا امکان گیاه توسط آب جذب و شده گیاهی

(Pagter et al., 2005)تنظیم توسط تورژسانس . حفظ 

 تنش شرایط در انیمو زنده عملکرد بهبود موجب اسمزی

 فرایندهای در تغییر طریق از شود. گیاهانمی خشکی

 خشکی به تنش متابولیسمی وی فیزیولوژیک مورفولوژیکی،

 در آب فقدان به پاسخ در گوناگونی یهاژن .دهندمی پاسخ

 ;Bray 1997)استشده  گزارش های گیاهیگونه از بسیاری

Campalans et al., 1999) . 

1MPK , یهاژن یممستق یانب باعث( JA) ۱جاسمونیک

2MPK  7وMPK خانواده  یراز زMAPK ینشود. ایم 

و  یستیزیرغ یهابه تنش یاهگ یمباعث پاسخ مستق هاژن

با توجه به (. Takahashi et al., 2009) شوندیدفاع م

نیز  1MPKژن  پژوهش حضوراین  مذکور، در یهاژنحضور 

 تنش به پاسخ در ثرؤاسمزی و م کنندهتنظیم ژن نوانعبه

 و شوری اسید، خشکی، جاسمونیک اتیلن، توسط که خشکی

 Crocusشوند از گیاه مورد نظر،می ءالقا اسید آبسزیک

sativus هورمون  .و مورد بررسی قرار گرفت جداسازی

های از فعالیتای بر طیف گستردهاسید ی آبسیزیک گیاه

مهم در رشد و توسعه گیاه از قبیل خواب بذر، رشد و توسعه 

 Deباشد )ریشه و ساقه، تعرق و تحمل به تنش موثر می

Smet et al., 2003 .)ورد و محصول بیان شدن این ادست

(، MPK) پژوهش این مورد مطالعه در مؤثر یهاژن از دسته

 هاییکیناز آنزیمهای باشد. پروتئینمی کیناز پروتئین

 جمله از مختلف سلولی فرآیندهای کنندهکنترل که هستند

 که کارهاییراه در. است محیطی بوده هایمحرک به پاسخ

  یهاژن کنندمی استفاده تنش با مقابله برای گیاهان

 به پروتئینی هایفرآورده اساس بر که دارند دخالت تعددیم

 که کارکرد، یهاژن (۱ شوندمی تقسیم اصلی دسته دو

 در تنش به مقاومت ،مستقیم طوربه هاژناین  هایفرآورده

شدن  جهت بیان ییهاژن شامل و را بر عهده دارند گیاه

 اسمزی، فشار کنندهتنظیم هایپروتئین ،LEA هایپروتئین

 غیره و سلولی زداییسم در ثرؤم هایآنزیم و پرولین بتائین،

 دیگر گروه (2 (.Wilkinson & Davies, 2002) باشندمی

 در مهمی نقش هاآن دهرفرآو که هستند تنظیمی یهاژن

 بیان تنظیم و تنش هایعلامت انتقال تنش، علامت دریافت

 از. دارند عهده بر کارکردی یهاژن بیان کنترل نظیر، هاژن

 کینازها پروتئینیی که جهت بیان هاژن به توانمی گروه این

                                                      
1- Jasmonic Acid 

 ,.Shao et al)نمود  اشاره رونویسی عوامل همچنینو

2005.) 

ی تنظیمی هاژنبه وسیله در گیاه زعفران خشکی  تنش

ونویسی اولین مرحله تظاهر یک ر شوند.متعددی کنترل می

های گر به تنشی پاسخهاژنتعداد زیادی از  .ژن است

در شرایط  هاژناند. این زیستی در گیاهان گزارش شدهغیر

ها در برابر تنش القاء شده و نه تنها در حفاظت از سلول

های متابولیکی نقش دارند، تولید پروتئین وسیله تنش به

در واکنش به  ،برای ترارسانی علامتی هاژنبلکه در تنظیم 

هایی را که در و پروتئین هاژنهستند.  ثرؤها نیز متنش

مقاومت به خشکی در گیاهان دخیل هستند، به چهار دسته 

، ترکیبات فعال اسمزی، عوامل کارکردیهای پروتئین

شوند. عوامل رونویسی و عوامل سیگنالی تقسیم می

را کنترل کرده و موجب  هاژنتنظیم بیان اکثر  2رونویسی

شوند. در نتیجه بیان هدف می یهاژنافزایش یا کاهش بیان 

هدف را در پاسخ  یهاژنتواند بیان فاکتورهای رونویسی، می

 به تنش خشکی تنظیم کند.

های های دمینفاکتورهای رونویسی بر اساس ویژگی

 های اثر متقابل با عناصرو مکانیسم DNA متصل شونده به

های ی هدف، به خانوادههاژنتنظیمی سیس در پروموتور 

 WRKY،AREB/ABF/bZIP ،MYB/Cهمچون لف مخت

،ERF ،ZFP ،NAC ، 2AP و /CBF DREB بندی دسته

ی چندگانه هاژنفاکتورهای رونویسی بیان  این .اندشده

 نمودههدف در ناحیه پایین دست را در شرایط تنش تنظیم 

تنظیمی از طریق عناصر سیس خاص  های. این سیستماست

 که معمولاَ کنندهدف، فعالیت میی هاژندر ناحیه پروموتور 

های واکنش به تنش های درگیر درتعدادی از رگیولون

 با رونویسی نمایند. این عواملرا فعال می گیاهدر را محیطی 

 در که ییهاژن پیشبر ناحیه در موجود سیس تنظیمی توالی

 به منجر و داده نشان کنشبرهم ثرند،ؤم هاتنش به پاسخ

 مسیرهای طریق از و در نهایت گرددمی هاآن بیان تنظیم

 شوندمی هاتنش به تحمل نسبت به منجر پیام انتقال

(Shao et al., 2005.) 

 تنظیم در کلیدی نقش ،هاژن بالادست نواحی در برپیش

 و دارند محیط به اسخو پ رشدی مختلف مراحل در ژن بیان

 این اتصال هایمکان به که رونویسی عوامل توسط اعمال این

 تنظیم شوند،می متصل s سیس تنظیم توالی همان یا عوامل

                                                      
2- Transcription factors 
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 شدن اختصاصی سبب تنظیمی هایموتیف این. شودمی

-هم خاص بیانی الگوهای برای و بوده ژن بیان مکان و زمان

 .باشندمی ضروری گیاهان در هاتنش به پاسخ چون

 اسید به وابسته تنظیمی مسیر دو لکولیوم هایررسیب

 شبکه در نیزرا  آبسیزیک اسید از مستقل و آبسیزیک

حالت  (Gray, 2004) دهدمی نشان رونویسی تنظیمی

عنوان یک واکنش حفاظتی  به زعفران دهیدراسیون در گیاه

ها های وارده به سلولجهت جلوگیری یا جبران خسارت

و  اسید آبسیزیکدهی . بررسی مسیر سیگنالنمایدعمل می

سهم بسزایی در شناخت  گیاهاین شونده در ءمسیرهای القا

مولکولی واکنش گیاهان در مقابل دهیدراسیون داشته است. 

های داخلی و محیطی رشد و نمو در گیاهان با سیگنال

های رشد یا همان کنندههمراه است که گیاه از طریق تنظیم

ها دهد. از جمله این هورمونها پاسخ میهورمون به آن

 نمود، جیبرلین و اکسین اشاره اسید سیزیکتوان به آبمی

(Wilkinson & Davies, 2002 Gray, 2004;). 

دهیدراسیون در گیاهان، منجر به افزایش میزان 

 مانند هاییتنش اعمال اثر که در، (ABA)اسید آبسیزیک 

و همچنین سبب القای بیان  ،شودمی سنتزبوده،  خشکی

آبی چندگانه، مسئول دفاع، در مقابل اثرات سوء کم یهاژن

تلفات  ،و بنابراینها سبب بسته شدن روزنه ABA گردد.می

دهد. مسیر بیوسنتزی آب در جریان تنفس را کاهش می

ABA  یک شاخه فرعی از مسیر کاروتنوئیدی بوده و

، بر اثر وقوع ABAهای مسیر بیوسنتزی بسیاری از آنزیم

 (.Agarwal et al., 2006)شوند دهیدراسیون تنظیم می

 عوامل سری یک شدن به فعال منجر ABAافزایش 

رونویسی ژن  عوامل هاآن جمله از که گرددمی رونویسی

AREB یهاژن خود نوبه به رونویسی باشند. این عواملمی 

 ایویژه مناطق دارای خود پیشبری ناحیه در که تیدسپایین

 ،را بوده ABA-responsive elements (ABRE)نام  به

رونویسی  عوامل (Agarwal et al., 2006)نمایند می فعال

 UVنور  و خشکی مانند شوری، هاییپیام تنش انتقال در

و همچنین مطالعات ( Uno et al., 2000)دارند  نقش

های مولکولی در گیاه زعفران نشان داده است که تنش

یی را تحریک هاژنمحیطی مانند خشکی، شوری و سرما، 

 کنند که اعمال گوناگونی بر عهده دارند.می

 رونویسی عوامل از خانواده دو ABAبه  وابسته مسیر در

 دارند که با تنش را گیاه تحمل و سازگاری در نقش مهمی

 (ABA-responsive element-binding :بارتند ازع

AREB/ABFو )MYC (myelocytomatosis 

oncogene)/MYBاز  مستقل مسیرمقابل، در  . درABA 

 رونویسی و عوامل DREB/CBFخانواده  رونویسی عوامل

چنانچه . است نقش اصلی را بر عهده داشته MPK خانواده

در شرایط تنش اسمزی مانند خشکی و شوری گفته شد، 

به کمک یکی از دو مسیر فوق ، ABAبالا، هورمون گیاهی 

به کمک عوامل رونویسی و یا هر دو مسیر فوق، و همچنین 

، مسئولیت از بین بردن تنشمرتبط با  یهاژندر بیان 

   ها را بر عهده دارند.تنش

اتصالی به عوامل های پروتئین، AREBدر مورد ژن 

-را فعال می ABA، بیان ژن وابسته به این ژنرونویسی 

که عمدتاً از  (;Kang et al., 2002 Zhu, 2002) نمایند

، این سازگاری شکل bZIPطریق سه عامل رونویسی 

ABF1AREB/2 :گیرد. این سه عامل عبارتند ازمی

 4/ABF2AREB  3وABF  و چنانچه این سه عامل توسط

1SNF،  2مرتبط با کینازs (s2SnRKفعال می ) .شوند 

سیگنال تنش وابسته به آبسیزیک اسید، بوسیله فاکتور 

در ناحیه  ABREکه به عناصر تنظیمی  AREBرونویسی 

پاسخگو  یهاژنشود، باعث القای برخی پروموتری متصل می

در بسیاری از گیاهان، از  (.Tuteja, 2007)شود به تنش می

نیز  CBFو  DREB یهاژنفاکتور رونویسی  زعفرانجمله 

با تنش را  هدف القاء شونده یهاژنتنظیم بیان بسیاری از 

کنترل کرده که موجب افزایش مقاومت به خشکی در این 

گیاه شده است. افزایش مقاومت در گیاه مقاوم به دلیل 

به دلیل  ،و در نهایت AREBحضور عوامل رونویسی ژن 

باشد. با توجه به نقش ها مینگکاهش فعالیت سیگنالی

 ءالقا یهاژندر تنظیم بیان  AREBفاکتورهای رونویسی 

درگیر در  یهاژنشده توسط آبسیزیک اسید و تعدادی از 

ها در تنش خشکی، احتمالاً افزایش بیان این سیگنالینگ

تنش نقش  رقم مقاوم، در مقاومت این رقم، تحت شرایط

فاکتورهای رونویسی جهت سنتز  های عمدهدارد. از نقش

های خشکی، بیان و فعال کردن، ها مقاوم به تنشپروتئین

های لازم برای سنتز مولکول یهاژنهدف مانند  یهاژن

طور معمول، برای بررسی نحوه بیان باشد. بهحفاظتی می

پروموتر  واحیشونده توسط تنش خشکی ن ءالقا یهاژن

کننده یک نوع کد AREBبیان ژن  اهمیت زیادی دارد.

و تنظیم این ژن مرتبط با LEAREB پروتئین با نام 
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تنظیمی دیگر بوده که بدین ترتیب نقش  یهاژنیکسری 

 .کندا در هنگام تنش خشکی بازی میمهمی ر

طور کلی، صفت مقاومت به خشکی صفتی پیچیده به

 و هاژنبوده که علاوه بر صفات مرفولوژیک گیاه، 

و همچنین تنش  .ن نقش داردمتعددی در آهای پروتئین

کند که این پیام ایجاد شده در محیط، پیامی را ایجاد می

های ریشه قرار دارند هایی که عمدتاً در سلولتوسط گیرنده

تاده هوایی فرس هایهای اندامدریافت شده و به سلول

که های رونویسی را فعال کرده ها فاکتورشود. این پیاممی

های کننده پروتئینی کدهاژنونویسی از منجر به ر

شوند و نهایتاً با تولید این فانکشنال و ترکیبات اسمزی می

کند. به دلیل را تحمل می ترکیبات گیاه شرایط کم آبی

توالی کردن تحقیقات آزمایشگاهی، در این مطالعه مندهدف

MPK و AREB، 2MPK یهاژننوکلئوتیدی و میزان بیان 

همچنین با کمک ابزارهای بیوانفورماتیکی،  بررسی گردید و 

علاوه . بهنیز طراحی گردیدها توالی و ساختار پروتئینی آن

های فوق، ابتدا با روش با هدف مطالعه کارآیی پروتئین

ها و سازی شد و در ادامه، تأثیر متیفتشابه، ساختار آن مدل

دی این پروتئین هایی که منجر به افزایش کارآماسیدآمینه

. دستاوردهای پژوهش حاضر گردیدبینی پیشنیز شوند، می

منظور دستورزی ژن این پروتئین و در تواند بهاحتمالاً می

 .واقع شودراستای ارتقا کارآمدی آن، بسیار مفید 

 

 هامواد و روش

 استفاده مورد انگیاه

 های زعفران بومی منطقه تربتابتدا توده بومی از بنه

یندهای سالانه در گلخانه آحیدریه تهیه گردیده و طی فر

 ییهاکرت ، درحیدریهدانشکده کشاورزی دانشگاه تربت

 برای .شدند کشت ماسه و خاک از ۱:۱ مخلوط حاوی

 و برگ گلبرگ، پرچم، کلاله، هایاندام از مولکولی مطالعات

از زعفران  هاانداماین  هایبافت. دش استفاده زعفران گیاهبنه 

استفاده  هاجوانی گل همرحل درگل  یهااندامدوساله و بافت 

 گردید.

 

 یژنوم DNA استخراج

هایی به علت ویژگی گیاه بافت ازژنومی  DNAاستخراج 

 ها،کربوهیدرات بالا بودن سن گیاه و یا حضور مانند،

 اثر DNAکیفیت  که بر هاپروتئین و فنلیپلی ترکیبات

لذا (، Alaey et al., 2007)مناسب نبوده گذارد می منفی

DNA  و  یتکم چراکه استخراج گردید یاهگتازه  هایبرگاز

قابل  درصد حضور و شده استخراجDNA  یفیتک

احتمال حضور  یشاز ژن مورد مطالعه )افزا یاملاحظه

 هایبخش ترینیمقاومت به تنش، در اصل یرمس یهاژن

 هایبرگ .یابدیم یشافزا (بوده گیاه هایبرگ همان که گیاه

آلومینیومی پیچیده شدند، سپس  هایورقه درون تازه گیاه،

 -۰۸مایع تثبیت و در دمای  نیتروژندرون  سریعاًها نمونه

بر اساس  DNA استخراج نگهداری شدند. گرادسانتیدرجه 

انجام  Qiagene شرکتDNeasy Mini کیت تجاری 

 روش ازDNA  ارزیابی کمی و کیفی برای گرفت.

( و Eppendorf AG, Germanyاسپکتروفتومتری )

ژل  ( رویBIO-RAD powerpac, USAافقی ) الکتروفورز

 ,Sambrook & Russellگردید ) استفاده درصد ۰/۸ آگارز

2001.) 

 

 RNAاستخراج 

شرکت  Vivantisکل با استفاده از کیت  RNAاستخراج 

کلاله، پرچم، گلبرگ، برگ و بنه  هایانداماز  مجدداًسیگما 

 تخراج شده نیزی اس RNAانجام گرفت. کمیت و کیفیت 

 700-400نور مرئی )اسپکتروفتومتری  روش از با استفاده

nm) (Jenway6315UV/Visible) .صورت پذیرفت 

 یریگاندازهکل برای  RNAشناسایی دقیق غلظت 

آلودگی  هرگونهبسیار مهم بوده است و  mRNAتعداد کپی 

DNA میزان  یردقیقغتواند منجر به کمی کردن میRNA 

بسیار مهم  mRNA، هر نوسانی در تعداد کپی ینبنابراشود. 

ناشی از  تواندیمو تفاوت در نتایج میزان بیان ژن  باشدیم

به باشد.  هانمونهمیان  DNAسطوح متفاوت آلودگی با 

آن بر  یرتأثآلودگی و  هرگونهاطمینان از عدم حضور  یلدل

استفاده گردید  DNaseکمی، از آنزیم  RT-PCRنتایج 

(Mohammad Hashem et al., 2011 .) 

 

 (cDNAمعکوس )سنتز  یبردارنسخه واکنش

 cDNA synthetaseبا استفاده از کیت  cDNAسنتز 

به کمک آنزیم  شدهیطراحو آغازگرهای  Sigmaشرکت 

 ترانسکریپتاز معکوس، صورت پذیرفت.

 کل RNA از میکروگرم یک از استفاده با cDNA سنتز

 آنزیم توسط عمومی آغازگر عنوانبه Oligo dT از استفاده با

 M-MuLV Reverse تجاری نام با معکوس ترانسکریپتاز

Transcriptase Rnase H روش انجام برای .گرفت صورت 
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PCR غلظت کمی، نیمه cDNA از حاصل یهانمونه 

 شد تعیین اسپکتروفتومتری با معکوس یبردارنسخه واکنش

 از یک هر از پلیمراز زنجیرهای واکنش انجام جهت سپس و

و  غلظت. شد تهیه μg/μl ۱  غلظت با کاری استوک هانمونه

ی بردارنسخهی حاصل از واکنش هانمونه cDNAکیفیت 

 معکوس با اسپکتروفتومتری تعیین شد.

 

 آغازگر طراحی

، MPKو  AREB ،DREB یهاژنشناسایی و تکثیر  برای

واکنش  در هاآن از استفاده و مناسب طراحی آغازگرهای

PCR  یهاژنلازم بود. اولین مرحله در یافتن توالی ABA-

responsive element-binding، jasmonic acid and 

ethylene responsive factor وprotein kinase  

mitogen-activated،  خانوادههمو یا  جنسهمدر گیاهان 

 در گیاه زعفران نظر مورد ژن توالی که آنجا از، باشدیم

 خانوادههمیا  جنسهم گیاه هیچ در ه و تاکنونبود نامشخص

-بر اساس توالی آغازگرها بود، نشده شناسایی زعفران گیاه

که به لحاظ همولوژی به  گیاهان سایر از موجود ژن های

فوق و  یهاژن .شدند طراحیگیاه زعفران نزدیک بودند، 

با  AREBبرای ژن  GenBank یگاهپادر  شدهثبت یهاژن

 در :AB017160) (A.no دسترسی یهاشماره

Arabidopsis thaliana، )30758no: AY5.A( در 

lycopersicum esculentum Solanum،  no:.A(

)02013223AEKE  درlycopersicum cultivar  Solanum

1706Heinz  ، )805209HE no:.A( در 

Solanum lycopersicum cultivar Ferum GSS، 

)805171.1(A.no: HE درlycopersicum Heinz  Solanum

no: .(A دسترسی با شماره DREB برای ژن ، 1706

)244760.1AY در max Gliycine ،)196209.1(A.no: AY 

 با شماره دسترسی MPKبرای ژن و  Oryza sativa در

(169944.1KF A.no: ) درCapsicum chinense از بانک 

 گرفته NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)ژن 

سازی برای پیدا کردن نقاط یفردهمپس از آن شد و 

 شده صورت پذیرفت.حفاظت

 یهاژن ازهر یک های یتوالبا بلاست کردن و بررسی 

 ،یادلمهو فلفل یفرنگگوجه، آرابیدوپسیسحاضر در گیاهان 

های یتوالاز روی  ،نآپس از  که یافته شد مشابهی توالی

های الیگونوکلئوتیدی پیش برنده و برگرداننده فوق، آغازگر

همچنین بررسی  طراحی گردید. Primer 3 افزارنرمتوسط 

غیراختصاصی و  مناسب بودن آغازگر از لحاظ عدم اتصال

 ،ارزیابی گردید Primer Blast تشکیل دایمر با ابزاری مثل

 زیر هستند: صورتبه که

 

 بررسی آغازگر از لحاظ عدم اتصال غیراختصاصی و تشکیل دایمر. ۱جدول 
Table 1. Investigation of the primer in the absence of non-specific connection and PCR condition (the 

Annealing temperature of primer) 

 

استفاده  با MPKو  AREB ،DREB یهاژن شناسایی

 PCRاز 

به  شده استخراج cDNAو ژنومی  DNAاز  ،منظور این به

شدند.  استفاده PCRهمراه آغازگرهای طراحی شده در 

 از میکرولیتر یک و DNAاز  نانوگرم 2۸۸مقدار  PCRبرای 

 غلظت با هاژنهر یک از  برگرداننده و برندهپیش آغازگرهای

 با و ریخته PCR استریل درون لوله میکرومولار، 5/۸نهایی  

 Master Mixاز  استریل و با استفاده دوبار تقطیر آب

PCR، کردن، پیپت با و رسانده میکرولیتر 2۸حجم  به 

 .شودمی مخلوط کامل طوربه

 Bioradمدل  ترموسایکلر توسط PCRانجام 
(Personal Termal Cycler BioRad 1148MJ USA 

Mini ) در دقیقه پنج به مدت اولیه مرحله واسرشتگی با و 

دمای  سازیینهبهگردید.  گراد آغازسانتی درجه ۴۹ دمای

 اتصال جهت تکثیر اختصاصی و تک باند شدن محصول

PCR   گراد با استفاده ازدرجه سانتی 0۸در دمای (PCR 

 ºC  درجه حرارت

Temperature ºC 

 آغازگر برگشتی

Reverse primer 

 آغازگرهای رفتی

Forward primer 

 ژن 

Gene 

59˚ TCACCAAGGTCCCGACTCT TGGATGGTAGTATGAATTTGGGG AREB gene 

58˚ TGAGGAAGAAGGAGGGGATG CCAAGGCCCATAACAAAGGG DREB gene 

59˚ TGTTGTTTATGGTAGCAGCTTCT CGACTCCTGTTGATCCACCT MPK gene 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AB017160.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AB017160.1
https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjw4fizydHSAhXFfhoKHa6DDuoQFggoMAE&url=https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FTemperature&usg=AFQjCNF3QieDKbCScXI0eNvtm3TY8hb-Hw&bvm=bv.149397726,d.d2s
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Master Mix  دمای لازم  .پذیرفتسیناژن، ایران( صورت

 (۱) معادله با استفاده از  جهت اتصال آغازگرهای اختصاصی

 .محاسبه شد

 L]/05۸(%GC)-  X ۹۱/۸[  +0۴/3 (۱معادله )

درجه  ۴۹ واسرشتگی دمای با چرخه 3۸ در ادامه، انجام

بسته به  اتصال، دمای یقه،دق یک به مدت گرادسانتی

 ۲2 شدن، طویل دمای و دقیقه یک به مدت آغازگرها متغیر،

در  صورت پذیرفت و دقیقه یکگراد به مدت یسانت درجه

 دمای در دقیقه هشت مدت به شدن مرحله طویل نهایت با

 PCRانجام  از رسید. پس اتمام به گرادسانتی درجه ۲2

بررسی و درون  درصد ۰/۸آگارز  ژل بر روی محصول کیفیت

، پس ۱طبق تصویر شکل  بوده است.ژل داک قابل مشاهده 

از آنکه پرایمرهای لازم از روی بلاست توالی ژن ها ترسیم 

ی هاژنگردید، باندهای روشن متفاوتی، حاکی از حضور 

مذکور را در گیاه فوق نشان داده و همچنین اثباتی در جهت 

طراحی مناسب آغازگرها مذکور بوده. قسمتی از ژل که 

ها را دارد، و توسط کیت ر ژنمورد نظ DNAحاوی قطعه 

جهت توالی یابی، از ژل شرکت دنا زیست،  DNAاستخراج 

  استخراج گردید.جدا و 

 

 

و  ۱۲00و قطعه  DREB، برای ژن ۳00و  9۳0، قطعه AREB، برای ژن ۱۱00و  ۱000، قطعه PCR. ژل الکتروفورز پس از ۱شکل 

 cDNAژنومی و  DNAجفت بازی تکثیر شده به ترتیب از  MPK، برای ژن 6۳0
Fig. 1. Electrophoresis gel of PCR reaction, part of 1300 and 1100 amplified for AREB gene, 650 and 500 

amplified for DREB gene bp of genomic DNA and cDNA 

 

  MPKو  AREB ،DREB یهاژن بیان بررسی

 gDNAبا همان شرایط تکثیر مورد مطالعه  یهاژن بیان

 Real-Timeبوده است. در بررسی بیان این ژن، واکنش 

PCR Thermo Fisher Scientific RT-PCR, well: 

 SYBR Premix Ex Taq IIبا استفاده از کیت ( (96

شرکت تاکارا صورت گرفت. میزان مواد به کار رفته در 

های در اندام هاژناین ای پلیمراز برای بیان یرهزنجواکنش 

مورد آزمایش، یکسان بود. چرخه دمایی استفاده  ذکرشده

 0۸ گرادسانتیدرجه  ۴۹سازی شده شامل دمای واسرشت

در  ثانیه، توسعه 0۸به مدت  متغیرثانیه، اتصال آغازگرها 

ثانیه و توسعه نهایی  3۸ برای، گرادسانتیدرجه  ۲2دمای 

 .گرادسانتیدرجه  ۲2دقیقه در دمای  ۱۸به مدت 

برررای اطمینرران از میررزان بیرران شرردن ژن مررورد نظررر،  

بررر روی  PCRبرره کمررک واکررنش  ایررن بخررش از تحقیررق،

cDNA   .میکرولیترررر  پرررنج مقررردارصرررورت پرررذیرفت

 الکتروفرورز ، درصرد یرک   آگرارز  ژل رویرا  PCR محصرول 

 v 1.42 q Image J افرزار نررم  یلهوسر  بره  سرپس نمروده و  

(www.rsb.info.nih.gov/ij/index.html) شرررررررردت 

ترا   ۸)شردت بانرد از برین     شرد  آنرالیز  ژل روی موجرود  باند

 شردت  اسرت  قرادر  افرزار نررم  ایرن ی شرد(.  بنرد درجره  ۱۸۸

 بره  و کنرد  یرری گانردازه  را ژل روی موجرود  بانرد  نسربی 

 و حاصرل  هرای داده ،نهایرت  در. دهرد  نمرایش  عردد  صرورت 

 SPSS Ver. 15 یافزارهررانرررم بررا نمودارهررا رسررم

(www.spss.com) وExcel  .انجام شد 

http://www.rsb.info.nih.gov/ij/index.html
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 بررسی توالی پروتئینیو ، انطباق ساختارمطالعه 

  MPKو  AREB ،DREB یهاژن

های نوکلئوتیدی بررسی و ترجمه هر یک از توالی پس از

 پایگاه داده مولکولی یلهوسبهکدکننده پروتئین 

(www.expasy.ch) Expassy ، شودیمآنالیز 

(Varjonen et al., 2002 .) در این بخش از پژوهش، جهت

ای یدآمینهاسمطالعه ساختار پروتئین، لازم است که توالی 

با  MPKو  AREB ،DREB یهاژنشده از یانبپروتئین 

ی هابانکهای پروتئینی در یتوالای دیگر یدآمینهاستوالی 

توان به ساختار یمردیف سازی ژنی، بلاست گردد. با این هم

 مطالعاتاحتمالی پروتئین مورد مطالعه دست یافت. 

 Multiple sequence) پروتئینی سازی چندتایی همردیف

alignments)  با استفاده ازBLAST  موجود در پایگاه

و  NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov.blast)اطلاعاتی 

CLUSTAL W موجود در پایگاه اطلاعاتی 
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/Expassy 

 (.Johnson et al., 2008) صورت پذیرفت

، AREB یهاژنی، توالی پروتئین مدلینگمطالعات 

DREB  وMPK  هایو پروتئین حیدریهبومی تربتگونه 

 GeneBeeمشابه با استفاده از پایگاه

(www.genebee.msu.su) ( به اجرا درآمدet al., 2011 
Edstam; Emamzadeh et al., 2006; Goff et al., 

و وزن مولکولی  نقطه ایزوالکتریک تئوری محاسبه (.2002

 پروتئین با استفاده از ابزارهای موجود در پایگاه داده

(Expassy 

http://www.expasy.ch/tools/pi_tool.html ) انجام

موجود بر روی ساختار های و اسیدآمینهها شد. موتیف

مورد بررسی قرار گرفتند  هاژن این یپروتئین

(www.expasy.ch/ motif scan.)  فاده از استهمچنین با

 & Kolaskarکولاسکار و تونگائونکار ) روش

Tongaonkar, 1990) توپاپی ،و بر اساس نتایج تجربی-

 ,.Hartzet al) شناخته شدموجود این پروتئین نیز های 

2010; Kolaskar & Tongaonkar, 1990 Van & 

van, 1999.) 

 

 نتایج و بحث

 از مطلوب کیفیت و کمیت با ژنومی DNAاستخراج 

 بوده است مولکولی هایپژوهش نیازهای بنیادی

(Alimoradi et al., 2015) رخ نیم در باند شش حضور

شده  استخراج DNAمطلوب  بر کیفیت دلیلی الکتروفورزی،

 شد سنجیده اسپکتروفتومتر دستگاه با آن کمیت .است بوده

به  20۸ مختلف موج طول دو تابش در ۱شاخص خلوص که

 کمیت از ژنومی DNAکه  دهدمی نشان نانومتر 2۰۸

 ژل روی PCR محصول الکتروفورز است. برخوردار مناسبی

 یهاژن برای اختصاصی قطعه که داد نشان درصد یک آگارز

AREB ،DREB  وMPK  تقریبی طول بهبه ترتیب 

 است شده تکثیر یخوببه باز جفت ۱2۸۸و  05۸، ۱3۸۸

 صحیح عملکرد و طراحی دهندهنشان مطلب این. (2)شکل 

 (اتصال دمای مناسب )به خصوص PCR برنامه و آغازگرها

 .(Murry & Thompson, 1980) باشدمی

 

 MPKو  AREB ،DREB هایبررسی بیان ژن

 با استفاده از آغازگرهای اختصاصی طراحی شده برای

، قطعاتی به طول MPKو  AREB ،DREB هایژن

تهیه شده از  cDNAاز جفت باز  ۴5۸و  5۸۸، ۱۱۸۸

RNA های تازه زعفران طی واکنش برگ استخراج شده

 هایدر اندام ژن بیان الگوی ای پلیمراز تکثیر گردید.یرهزنج

 با روش کمی مورد RT-PCRاز  استفاده با زعفران مختلف

گرفت. آنالیز و بررسی مقایسه میانگین بیان  بررسی قرار

ی بنه، برگ، هااندامدر  MPKو  AREB ،DREBهای ژن

 احتمال یکدر سطح گلبرگ، کلاله و پرچم گیاه زعفران 

داری نشان داد. این اختلاف به شکلی یمعناختلاف درصد 

کمترین  MPKبیشترین میزان، ژن  AREBبوده که ژن 

ی هااندامحدفاصلی را از این دو ژن در  DREBمیزان و ژن 

باند  دتش آماری، گیاه زعفران بیان نموده است. آنالیزهای

 چهار در مختلف زعفران، هایاندام های مذکور را دربیان ژن

 در شدت باند کهیطوربه ؛دهدمی قرار متفاوت کاملاً سطح

ی هااندامدر مقایسه با  یرجنسی بنه و برگغ هایاندام

ی گل زعفران بیشتر بوده است، هاگلبرگجنسی و یا حتی 

جدیر و دهقان  مشابه با نتایج به دست آمده از تحقیقات

(. همچنین به Jodeir & Dehghan Nayeri, 2016نیری )

-های مذکور به ترتیب در بافترسد که رونوشت ژننظر می

ی جنسی زعفران، سیر هااندامو  هابرگهای بنه به سمت 

که در میزان بیان شدن، هر  این تفاوت نزولی داشته، البته با

موجود بر روی ژل  سه ژن، رقابت وجود دارد، که شدت باند

 نماید. یمنیز این را اثبات 

                                                      
1- Purity index 
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 AREB ژن بیان. ۲ شکل

Fig. 2. Gene expression of AREB 

 

 A29Rd، مانند هاژنرود که پیشبرهای این یماحتمال 

ین عناصر تنظیمی در سطح رونویسی ترمهمکه یکی از 

با  ۱شونده ءانداز القا، یک راهA29rdباشند چرا که راه انداز یم

 2اندازهای دائمیتنش است که استفاده از آن به جای راه

رساند، اثرات منفی بر روی رشد و نمو گیاه را به حداقل می

های مقاومت به تنش تحت با توجه به اینکه بیان دائمی ژن

انداز دائمی غالباً مانع از رشد طبیعی گیاهان کنترل راه

تواند می A29rd راه انداز القایی ،شود، بنابراینتراریخت می

جایگزین مناسبی برای تراریختی گیاهان متحمل به تنش 

(. در بیان شدن بیشتر یا Shokohi et al., 2015باشد )

د عناصر و همچنین وجو دیر داشته باشنتأث هاژنکمتر این 

در پیشبرها از  ABAفعال سیس حساس به تنش یا تجمع 

رود یمباشد. احتمال یم هاژنی اصلی فعالیت این هانشانه

در تظاهر  AREBبر ژن  DREBژن  برهمکنشکه 

ی رویشی هابافتشوند در یمالقاء  ABAیی که با هاژن

کنند و از بیان شدن یکدیگر  ءتحت تنش خشکی نقش ایفا

 جلوگیری نمایند.

مختلف  یهااندامدر  AREBاختلاف میانگین بیان ژن 

بود. بر  داریمعندرصد  احتمال یکگیاه زعفران در سطح 

 آمدهدستبه AREBاساس آنالیزهای آماری شدت باند ژن 

مختلف گیاه زعفران، در سه سطح متفاوت قرار  یهااندامدر 

شکلی که در اندام بنه، و همچنین در اندام  ، بهگیردیم

جنسی اختلاف  یهااندامگل و  یهااندامنسبت به  هابرگ

که  دهدیمدارد، با وجود این شکل یک نشان  دارییمعن

 آنالیز .شودیمزعفران بیان  یهاانداماین ژن در تمامی 

(Zandkarimi et al., 2015)  نتایج مشابهی را از بیان
                                                      

1- Inducible promoter 

2- Constitutive promoter 

های مختلف گیاه انگور در اندام AREBخانواده  یهاژن

در  AREBبود که ژن  یاگونهبهمشاهده کردند. این نتایج 

نسبت به را  یبالایبسیار انگور میزان بیان  هایبرگریشه و 

حسین و همکاران  چنانچهو  نشان داده هااندامدیگر 

(Hossain et al., 2010 ) همچنین بر روی گیاه برنج و

بر روی گیاه  (Fujita et al., 2005)فوجیتا و همکاران 

 اینکه  نیز نتایج مشابهی را مشاهده نمودند آرابیدوپسیس

 با آن بیان شدت و شودیم بیان فوق یهااندامی تمام در ژن

 است. یافتهکاهشگلدهی  و ساخت اندام مرحله به گیاه ورود

 AREBنیز مانند ژن  DREBمقایسه میانگین بیان ژن 

سطح شرایط طبیعی در در مختلف گیاه زعفران  یهااندام در

، AREBژن  برخلافولی  ،شد داریمعندرصد  یکاحتمال 

 یهااندامدر  ،آنالیزهای آماری بیشترین میزان شدت باند را

سپس این شدت و  نشان دادندگل زعفران گلبرگ برگ و 

و پرچم گیاه کلاله ، تخمدان جنسی یعنی یهااندامدر باند 

 . است هداد نشانرا سیر نزولی 

 یهااندامرا در  DREBژن تفاوت در میزان بیان 2شکل 

گیاه  یهااندام، این ژن در دهدیممختلف گیاه زعفران نشان 

ولی  ،شودیمبیان  رویشی برگ، ریشه و پیاز یهااندامشامل 

گل مثل تخمدان، کلاله و پرچم بیان کمتری از  یهااندام در

 .گرددیماین ژن مشاهده 

مختلف  یهادر اندام MPKاختلاف میانگین بیان ژن 

شد.  داریدرصد معن احتمال یکزعفران در سطح  گیاه

مختلف گیاه زعفران  یهاشدت باند در اندام آنالیزهای آماری

 یهادر اندام MPK. ژن دهدیمتفاوت قرار م سطحدو را در 

شامل تخمدان، کلاله، پرچم و گلبرگ بیان  مختلف گل

گل شامل برگ، پیاز و از غیر  یهااندام ولی در ،شودیم

شود و در صورت فعال شدن به میزان کمی یریشه بیان نم
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در  MPK اختلاف میانگین بیان ژن .(2 شکلشود )یمبیان 

صد در احتمال یکمختلف زعفران در سطح  یهااندام

 شد.  داریمعن

 

     

  DREB ژن بیان .0 شکل

Fig. 3. Gene expression of DREB 

 

 

  

  MPK ژن بیان. 1 شکل

Fig. 4. Gene expression of MPK 
 

های مختلف گل شامل تخمدان، در اندام MPK ژن

در  این ژن بررسی بیان. شودکلاله، پرچم و گلبرگ بیان می

که نشان داد  (یدریهحتربت) زعفران ایرانی، سه انداماین 

بسیاری از  نیز بارز است.گل  یهاحلقه تفاوت بیان در

 یهاژنشوند، و ها در مرحله نمو گل تولید میمتابولیت

گل که در  یهاانداممختلف مرتبط با توسعه گل و تمایزیابی 

با  توانندیمشوند، بندی میدسته Eو  A ،B ،Cهای کلاس

در ارتباط بوده به شکلی که در آغاز گلدهی و  MPKژن 

 Jodeir & ;Dehghanباشند )ها دخیل میتمایز اندام

Nayeri, 2016 Yousefi Javan & Gharari, 2017;). 

  اکثر در سه ژن فوق هر این مطالعه، اساس نتایج بر

که  رسدمی نظر شوند و بهمی بیان زعفرانی رویشی هانداما

اثر این  اثری متقابل نسبت به یکدیگر دارند. دارای هاژناین 

روی یکدیگر نشان داد که در شرایط خشکی، بر سه ژن 

اندام برگ این گیاه نشان  ،ترین تحمل به تنش رابیش

 . دهدیم

مذکور  یهاژن، کاهش بیان دیگر گیاهاندر مطالعات 

این گیاهان در شرایط تنش خشکی مشاهده شده است 

(Ren et al., 2012).  علت این عدم انطباق در بعضی از

گیاه، طول دوره و شدت  اکوتیپگونه و  تواندیم هاگزارش
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مرحله، بافت و شرایط رشدی متفاوت و شیوه متفاوت  تنش،

 .بررسی بیان ژن باشد

و میزان  DREB/CBFو  AREB/ABF یهاژنحضور 

 Zandkarimi) توسط زندکریمی و همکاران هاژنبیان این 

et al., 2015)  بر روی گیاه انگور(Vitis vinifera L. )

 یهاژنکه  شدمورد ارزیابی قرار گرفت که طی آن مشخص 

انگور حضور دارند، زایشی و رویشی های فوق در تمامی اندام

های خود، مستلزم افزایش ولی برای سنتز نمودن پروتئین

تنش خشکی بوده، گویا با افزایش میزان تنش خشکی، 

 شوند.فوق جهت ایجاد مقاومت بیان می یهاژن

 و و تجزیه فوق یهاژنمطالعات ساختار پروتئینی 

بیان  هایینپروتئنشان داد که  ،بیوانفورماتیکی هایتحلیل

 3۱5 و ۱00، 300 دارایبه ترتیب  ،هاژنحاصل این شده، 

باشد. نقطه ایزوالکتریک و وزن مولکولی اسیدآمینه می

برای  Expasy با کمک ابزارهای پایگاه فوق هایینپروتئ

 kDaو  AREB، ۲/۲۲از ژن  شدهیانبپروتئین 

و   DREB، 2۸/۹ژن از  شدهیانبپروتئین برای ، ۴3/3۰3۰3

kDa ۴۹/۱۲332  از ژن  شدهیانببرای پروتئین  یتاًنهاو

MPK ،3۸/۱۱   وkDa 2۱/30۸2۰ ند.محاسبه شد  

 :از عبارت است هاینپروتئاتمی این  فرمول

13S534O493N2643H1653C  برایLEAREB ،

3S257O206N1162H755Cبرای ، DREB و 

23S418O461N2667H1620C برای MPK. 

ه میزان زیادی، از ها بخواص عملکردی پروتئین

شکل فضایی و گیرد ها منشأ میآن چگونگی ساختار

کنندة کاربرد متفاوت هر پروتئین، در واقع تعیین یهابخش

و عملکرد ویژة همان بخش از پروتئین بوده و هر نوع 

 تواند موجب اخلال در عملکرد آندر این ساختار می تغییری

دومین در هر سه ژن اثبات نمود،  2APحضور ناحیه  شود.

 2APناحیه  مذکور دارای نواحی مشترکی بوده. یهاژنکه 

تا و زنجیره از صفحات ب سهدر توالی جداسازی شده حاوی 

و اسیدآمینه والین در  باشدیمیک زنجیره از آلفا هلیکس 

آن قرار  ۱۴و اسیدآمینه گلوتامیک در موقعیت  ۱۹موقعیت 

دارند که نقش مهمی در تشخیص توالی متصل شونده به 

DNA کندمی ءرا ایفا (Karimi Andeani et al., 2011.) 

 یهاژن cDNAمده از آ به دستتوالی آمینواسید 

AREB ،DREB  وMPK  نیز نشان زعفران مورد مطالعه

  2APداد که منطقه مشترک فوق تمامی مشخصات منطقه 

هایی نیز در این ساختار رندوم کویلهمچنین را داشته، 

نام  هاآنهای بینابینی از لوپ عنوانبهکه  مشاهده گردید

ژن  ۱۹5 آرابیدوپسیس. با بررسی در بانک ژنی شودمیبرده 

یافته شد. بر این  2APدارای ناحیه  هایینپروتئکدکننده 

ژن دارای یک  ۱3۱و  2APژن دارای دو ناحیه  ۱۹اساس 

زیر خانواده  هایینپروتئژن از آن،  50بودند که  2APناحیه 

DREB  کنندیمرا کد (Sakuma et al., 2002.) 

 سیانوباکترها یهاژن جانبی انتقال که فرض بر این است

 گیاهان به داخلی همزیستی پدیده طریق از هایروسو و

رونویسی  عوامل بزرگ خانواده تشکیل منشأ و ورت گرفتهص

شده است. سپس در گیاهان از طریق  2APدارای ناحیه 

ها و مختلفی چون حذف یا اضافه شدن اینترون هاییدهپد

مختلف و زیر ها و جابجایی و یا طرق دیگر اعضای اگزون

 اندآمدهگوناگون این خانواده بزرگ به وجود  یهاخانواده

(Magnani et al., 2004) . 

 

 

با استفاده از زعفران  جداسازی شده از گیاه MPKو  AREB ،DREB هایدر توالی اسیدآمینه 2APحضور ناحیه  .۳شکل 

 Expasyافزار نرم
Fig. 5. The presence of AP2 region in the AREB, DREB and MPK amino acids sequence isolated from 

saffron using Expasy software 
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 در توالی اسید 2APبعدی پروتئین از ناحیه ساختار سه

جداسازی شده از گیاه  MPKو AREB ، DREBآمینه 

در  Protein Model Portalافزار با استفاده از نرم زعفران

 نشان داده شده است. 0شکل 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 ، AREBهای مینهمکان اسید آ برای 2AP شده ازپروتئین بیان بخش اعظم بعدی سه ساختار و فضایی شکل .9 شکل

DREB و MPK 
Fig. 6. Spatial shape and three-dimensional structure for the major part of expressed protein of AP2 gene 

for place of AREB, DREB and MPK amino acids 
 

 از که است ارزشمندی و زراعی گیاهانجمله  از زعفران

 ینترمهماز  .است گرفته قرار مطالعه مورد مختلفی یهاجنبه

 ،مل بالای این گیاه به خشکی بودهتحاین گیاه  هاییژگیو

 دهندهکاهشعوامل  ینترمهمخشکی از  یهاتنش ،از طرفی

  است. عملکرد گیاهان

کمی  غیرزیستی صفتی یهاتنشتحمل به  که آنجا از

تعداد زیادی از عوامل ژنتیکی کنترل  یلهوسبهاست و 

منجر به  تواندینم، انتقال تنها یک ژن عملکردی شودمی

ایجاد تمامی تغییرات سلولی لازم جهت ایجاد تحمل به 

تنظیمی به  یهاژنشناسایی و انتقال  کهیدرحالتنش شود. 

 مؤثرمنجر به القای چندین مسیر  تواندیمگیاهان متفاوت، 

شده و تحمل گیاهان به تنش را  هاتنشدر تحمل به 

 . دهدیمافزایش 

 به توانیم ایران در گرفته صورت جمله تحقیقات از

 شرایط در زعفران سالم یهابنه و انبوه سریع تکثیر

 ,.Vatanpour Azghandi et al)اشاره نمود آزمایشگاهی

 و همکاران رضوانی توسط که دیگری تحقیق در .(2010
(Rezvani et al., 2014) هورمون تأثیر صورت گرفت 

 برگ و ریشه خصوصیات ظاهری روی مس عنصر و اکسین

 اثر مطالعه این براساس نتایج .است شده مطالعه زعفران

 وزن و ریشه تعداد افزایش باعث مس و اکسین متقابل

. در تحقیق حاضر نیز بیان شودیم ریشه و برگ خشک

و  هابنهنیز در تشکیل  MPKو  AREB ،DREB یهاژن

در  خصوصبهزعفران و همچنین در تشکیل گل،  هایبرگ

کمی نیمه PCRبا روش  تشکیل کلاله نقش بسزایی دارند.

بررسی شد و میزان بیان  یدریهحتربت اکوتیتدر زعفران 

رویشی و زایشی مورد مقایسه  یهااندامدر  هاژناین 

 یهاژن حضور تحقیق این از حاصل نتایجقرارگرفت. 

AREB ،DREB  وMPK اولین برای را را در گیاه زعفران 

درگیر در متابولیسم  AREB بیان ژن نمود. ثابت بار

 زعفران در جوان هایبرگو  هابنهدر ، AREBپروتئین 

 دیگر گیاهانمحققان بر روی  نتایج با مطابقت

(Zandkarimi et al., 2015)، این ژن  مشاهده گردید که

، و در مقایسه با دو گرددیمرویشی بیشتر بیان  یهااندامدر 

 نیز از میزان بیان بالایی برخوردار است. ،دیگر اییسهمقاژن 

ها و از سلول AREB نقش حمایتی و حفاظتی اساسی، ژن

های رویشی گیاه که در تمامی فصول سال در خاک بافت

سبب تحمل و مانند، به کمک پروموتورهای خود باقی می

هر  ،فیطر از شود.میهای محیطی این گیاه مقاومت به تنش

در  که یک از سه ژن فوق معرف بیان در اندامی از گیاه بوده

های رویشی اندام AREBژن هنگام حضور تنش خشکی، 



 229منظور... بهMPK  و AREB، DREB ژن، سه جداسازی و : استخراجقراریو  یوسفی جوان

 

و  DREBنماید و دو ژن گیاه را از تنش شکل محافظت می

MPK نماید.های زایشی گیاه محافظت میاز اندام 

تحت تنش های کیناز اسیدآبسیزیک و پروتئینتجمع 

ایجاد  یآبناشی از تنش کم یفشارها یگرو د یاسمز

های رویشی از دو سطح در اندام تنشوقوع  .گرددمی

-تنش، اگرچه تمامی شودمیبیوشیمیایی و ژنتیکی ناشی 

ناشی از تجمع  بوجود آمده از تنش خشکی در گیاه، های

در شرایط  فوق یهاژنبیان شدن  باشد.اسیدآبسیزیک نمی

 ،زندنرمال و استاندارد گیاه زعفران، این احتمال را رقم می

این  چه در غیاب تنش و چه در حضور تنش هموارهکه 

 غلظت) تنش خشکیمیزان و با افزایش  ندگردمی بیان هاژن

دلیل  هب ،هاژن، میزان بیان شدن این (اتیلن گلیکولپلی

کننده از جمله پیشبرهای دائمی، حضور فاکتورهای تحریک

عنوان یک به ABAهمان گونه که ذکر شد  یابد.افزایش می

سیگنال در گیاهانی که تحت تنش خشکی قرار  علامت یا

نقش اصلی  .(Rahnama et al., 2014) کندمی دارند عمل

ABA  در داخل سلول  یی است کههاژندر تنظیم بیان

باعث  ،در نهایت گیرند وتحت شرایط تنش اسمزی قرار می

های محافظ سلول تنظیم شرایط اسمزی و تعادل آبی در

  (.Choi et al., 2000) شودسلول می

 cis حاوی حداقل دو نوع از عناصر فعال A29Rd پیشبر

 تنش شرایط در که است DREعناصر  این از باشد، یکیمی

به  DREBژن  کند. تظاهرو خشکی عمل می پایین دمای

را به  DREBهای وسیله دمای پایین و تجمع پروتئین

که  ،باشدمی ABRE ،دنبال دارد. و دیگر عنصر سیس فعال

آبی تحت شرایط تنش کم ABAاین عنصر نیز از تجمع 

 AREBباعث فعال شدن ژن  ؛و در نهایت کندمی ءایفا نقش

 .شودمی

ای است که بروز آن به خشکی صفت پیچیده مقاومت

العمل میان صفات مختلف بستگی به عمل و عکس

ای شدن یکی )زودرسی، کاهش سطح برگ، لولهمورفولوژ

دار بودن، ای کارآمد، ریشکبرگ، میزان موم، سیستم ریشه

زنی(، فیزیولوژیکی )کاهش پایداری عملکرد و کاهش پنجه

ها و مصرف آب، بسته شدن روزنه تعرق، افزایش راندمان

آمین، تنظیم اسمزی(، و بیوشیمیایی )تجمع پرولین، پلی

 ترهالوز و غیره، افزایش فعالیت آنزیم نیترات ردوکتاز و

های ها( دارد. مکانیزمسازی کربوهیدراتافزایش ذخیره

کننده این صفات چندان شناخته شده ژنتیکی کنترل

 .نیستند

های مسئول بیوسنتز متابولیت یهاژنو انتقال  شناسایی

ها از موجودات آمیندی همچون پرولین، ترهالوز و پلیمتعد

 طورهمختلف به گیاهان زراعی از طریق مهندسی ژنتیک ب

آمیزی صورت گرفته است. فقدان یک رهیافت موفقیت

های دقیق غربال کردن، دانش کم درباره تلفیقی و روش

کی، همبستگی منفی بین اساس ژنتیکی مقاومت به خش

مناسب برای  یهاژنمقاومت به خشکی و عملکرد و نبود 

اصلاح  تولید گیاهان تراریخت از عوامل اصلی محدودکننده

 باشند. ژنتیکی مقاومت به خشکی می

برای یافتن تنوع ژنتیکی وسیع در صفات  جستجو

زمان انتقال هممانند  نیز مرتبط با مقاومت به خشکی

های اصلاحی متداول یا مهندسی از طریق روشچندین ژن 

-، ارزیابی پلیناهمسو RNA ژنتیک، استفاده از تکنیک

استفاده از  های القاء شده در شرایط تنش خشکی وپپتید

کمک شایانی جهت تسهیل تواند ، مییک رهیافت تلفیقی

 روپی گردد. تر این صفت پلیبررسی دقیق

 

 گیری نتیجه

 را برای گیاهان نژادیزمینه به در پیشرفت ،کلی ورطبه

 فهم روشن به متکی غیرزیستی هایتنش به تحمل

گیاهان  پایدار تراریختی و هابه تنش تحمل القای مسیرهای

 باشد. بامی هاتنش به تحمل در ثرؤم یهاژن از استفاده با

 استراتژیک این گیاه قهرمان خشکی، مهم جایگاه توجه به

خشکی،  کمربند در کشور گرفتن قرار و این محصول بودن

گیاهان  بهبود در ارزنده نقشی به تواندمینتایج این پژوهش 

اگرچه گزارشات دیگری  .مؤثر واقع گردد هاتنش به و تحمل

ولی وجود دارد،  هاژنو سایر در این زمینه برای سایر صفات 

تحقیقات بیشتری لازم است تا کنترل ژنتیکی صفات 

ثر در مقاومت به خشکی ؤفیزیولوژیکی ممورفولوژیکی و 

 .تر شودروشن
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Abstract 
Among environmental stresses, drought stress is one of the main stresses around the world. To mitigate 

the effects of environmental stresses, it is important to find genotypes that have genes and desirable traits. 

To this porpose, one of the most important objectives was to understand the molecular mechanisms 

associated with drought resistance in plants. With recent advances in molecular genetics, hundreds of 

genes that were induced by stress had been identified and used as gene candidates for genetic engineering. 

Saffron is a plant that grows in arid and semi-arid regions, and unlike many plants, it is a heroine with a 

different heat regime. The presence of numerous genes to deal with drought stress limitations in this plant 

could be investigated. By recognizing the genes involved in creating drought resistance and selecting 

suitable native varieties, saffron can produce relatively similar crops in most areas with different climatic 

conditions. In this study, the presence of AREB, DREB and MPK genes in saffron was proved for the first 

time. The patterns of expression of these key genes were investigated using Real Time-PCR technique in 

different tissues of saffron plant. Drought stresses were increased the expression of these genes. This 

increase in expression in plant and reproductive tissues was different, which may increase the final 

product of these genes and its resistance to drought. Their expression also had a correlation and mutual 

influence over each other. The protein structure of these genes had 366, 166, and 315 amino acids, 

respectively, which by examining this structure, the presence of a region of common acid in them, showed 

the coexistence of these three genes. 
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