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 چکیده

 

در  RD29Aساله، از پیشبر انگیزشی چندچاوی  Numanو   Grasslandهایبرای افزایش تحمل به خشکی در رقم

هدف از انجام استفاده شد.   زاهای درونو در نتیجه افزایش میزان سایتوکینین IPTبیان ژن  افزایش شرایط تنش خشکی برای

 ناتراریخت و برخی نمونه های محلی ،RD29A-IPTگیاهان تراریخت میان  خشکی درمتحمل به گیاهان  تعیین ،پژوهشاین 

 و  HPLCنتایج بر اساس  بازیابیهفته پس از  2و  روز( 10) ساله در شرایط تنشچند چاوی

 RT-PCR نتایج . باشدمیHPLC در گیاهان تراریخت شامل های برگ و ریشهمیزان سایتوکینین ،نشان داد NC4 ،GM24 ،

GM12 ،GM21 یج نشان داد، اهمچنین نت باشد.های محلی مینمونه و ناتراریختلاتر از گیاهان باiPA  نوع غالب سایتوکینین

-واکاویو  HPLC، نتایج IPTبیان ژن  واکاوی افزون بر این،باشد. ساله در شرایط تنش خشکی میدر برگ و ریشه چاوی چند

 گیاهان تراریخت را بیشتر تایید نمود.  مورفوفیزیولوژیک و مولکولی های

 

  .سایتوکینینساله، چاوی چند، بیان ژنایزوپنتنیل آدنین، ایزوپنتنیل ترانسفراز،  :کلیدی کلمات

 مقدمه

. نیاز آبی بالا یکی از مشکلات جدی در رو هستند به های اخیر بیشتر کشورها به ویژه ایران با مسئله کم آبی روسالدر 

-طور عمده به دلیل نبود ژرم پلاسمهای به نژادی سنتی به برنامه باشد.ها میبرخی از گیاهان زینتی وارداتی به ویژه سبزفرش

برای  فیزیولوژیکمولکولی و های ها و همچنین به دلیل درک ضعیف مکانیسمها در باریک برگمتحمل به تنشبرتر و های 

های ترین گونهاز مهم 1سالهچاوی چند . (Bonos and Huang, 2006) محدود شده است سبزفرشهای تحمل به تنش در گونه

های خوب این سبزفرش مانند با وجود ویژگی باشد.گلف و فضای سبز در نواحی معتدل میهای ورزشی، برای زمینسبز فرش 

ساله باشد. افزون بر این چاوی چندبافت لطیف و رنگ بسیار زیبا، تحمل به خشکی آن به نسبت ضعیف می ،استقرار سریع

مشکل سنتی نژادی ساله با به. از این رو بهبود ژنتیکی چاوی چندباشدگرده افشان و به شدت خود ناسازگار میگیاهی دگر

، کد کننده آنزیم ایزوپنتنیل ترانسفراز که آنزیم کلیدی در سنتز سایتوکینین IPTژن  .(Thorogood et al. 2002)باشد می

شوند و می تولیدهای در حال رشد فعال های گیاهی هستند که در انتهای ریشهها گروهی از هورمونسایتوکینین باشد.می

تعیین نوع و  IPTهدف این پژوهش، بررسی بیان ژن دارند.  2غیرزیستی هاینقش مهمی در تنظیم رشد و پاسخ گیاه به تنش

 باشد.زا در پاسخ به تنش خشکی میهای درونسایتوکینینو افزایش میزان 

                                                           
1. Lolium perenne L. 
2.Abiotic stresses 
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 هاروش و مواد

پیشین  پژوهشدر  RD29Aانگیزشی  3پیشبرتحت   IPTانتقال ژن با  Numanو  Grasslandگیاهان تراریخت دو رقم 

های محلی نمونه د. افزون بر این برخینشدد مریستم و بذر تولیریز نمونه پینه،  3( از 2019و همکاران ) Esmaeiliتوسط 

دارای  7های با اندازه ناتراریخت در گلدانجمع آوری شده نیز همزمان با گیاهان تراریخت و  استان فارساز ساله چاوی چند

پس از یک ماه استقرار در گلخانه پژوهشی کود دامی پوسیده و خاک دانشکده کشاورزی کشت شدند.  2به  1مخلوط خاکی 

بخش علوم باغبانی، دانشکده کشاورزی دانشگاه شیراز برای بررسی تحمل به خشکی ارزیابی شدند. پس از اعمال تیمار خشکی 

تعیین میزان هورمون های برگ و ریشه برای نمونهو  RNAهای برگ گیاهان برای استخراج نمونه ،روز 10مدت  به

میزان ها استفاده شدند. تعیین اندازه گیریبرای  بازیابی تمام شدن مرحلهس از پ ریشههای نمونه .سایتوکینین استفاده شد

اندازه  HPLCبا استفاده از های محلی چاوی چند ساله ناتراریخت و برخی از نمونهریشه گیاهان تراریخت، برگ و سایتوکینین 

روز تنش  10پس از . (Doumas and Zaerr, 1988; Merewitz et al., 2011a; Merewitz et al., 2010b) گیری شدند.

اساس  بر  RNAاستخراج د. برداری شنمونه  RNAبرای استخراج های برگ گیاهان تراریخت و ناتراریخت از نمونه ،خشکی

و  انجامبا استفاده از نانودراپ   RNAانجام شد. کمیت و کیفیت گیاهی )توپاز ژن، کرج، ایران(  RNAدستور کیت استخراج 

 RevertAid First)با استفاده از کیت سنتز  cDNAدرصد الکتروفورز شد. سنتز  1روی ژل آگارز  RNAمقایسه ظاهری برای 

Strand cDNA Synthesis Kit ) cDNA های واکنشبرنامهانجام شد.  آن  سازندهکارخانه  بر اساس دستورRT-PCR   برای ژن

 (R)و  GGCTGATTGTGCTGTGCTTA (F) هایآغازگر اختصاصی هایبا توالی (Eef-1 α) داخلی

CTCACTCCAAGGGTGAAAGC  ژن هدفو برای (IPTبا توالی )های های اختصاصی آغازگر(F) 

GCCTCTACCTGGACGACA  و(R) GCTTGTGGCGGATGATGTG  در دمای اولیه واسرشت o
C 94 (4 دقیقه ،) مرحله

o واسرشت دمای
C 94 (1 دقیقه )و مرحله اتصال دمای o

C 65 (1  مرحله طویل شدن دمای ،)دقیقهo
C 72 (25 )و  ثانیه

o دمای نهاییمرحله طویل شدن 
C 72 (5  )انجام شد.دقیقه 

 بحث و جینتا

در باریک برگ ها ایزوپنتنیل آدنین  هادر گیاهان وجود دارند، نوع غالب سایتوکینینها انواع مختلفی از سایتوکینین

(iPA( و زاتین رایبوزاید )ZRهستند که در پاسخ به تنش های گیاهی نقش دارند ) 

 (Xu et al., 2009). در گیاهان ناتراریخت در مقایسه با  در پاسخ به تنش خشکیهای برگ و ریشه کل سایتوکینین میزان

ی گیاهان تراریخت میزان سایتوکینین کل بالاتری نسبت به گیاهان گیاهان تراریخت کاهش یافت. به طور کلی، ریشه ها

باشد. در شرایط می iPAافزایش تجمع سایتوکینین کل بیشتر به دلیل افزایش میزان . (2و  1)جدول  ناتراریخت نشان دادند

در  .(Shashidhar et al., 1996)ها به شاخساره کاهش می دهد ها به طور معمول از ریشهخشکی انتقال سایتوکینینتنش 

های گیاهی هبه طور قابل توجهی در شرایط تنش خشکی در برخی گون ZRو  iPAهای پیشین ثابت شده است که بررسی

های . افزون بر این، بررسی(Bano et al., 1993; DaCosta & Huang, 2007b)شامل برنج، اروای خزنده کاهش می باید 

ها در شرایط تنش ها و ریشهدر برگ  IPTبیان قوی ژن  SAG12-IPTپیشین بر گیاه تراریخت اروای خزنده با افزایش بیان 

 ,Merewitz, 2010)زا در برگ ها و ریشه مرتبط باشد درون ZRو  iPAهای تواند با افزایش در میزانخشکی شد که می

2011a, Xu et al., 2016.)  به طور مشابهی تمام گیاهان تراریخت میزانiPA  10بالاتری نسبت به گیاهان ناتراریخت پس از 

بالاترین میزان سایتوکینین کل در مقایسه با دیگر  GC4میان گیاهان تراریخت، لاین  روز از تنش خشکی نشان دادند. در

در برگ و ریشه  ZRبالاتر از دیگر گیاهان بود. بیشترین میزان  GM21برگ در لاین  iPAگیاهان نشان داد. گرچه میزان 

GM24  ها با نتایج به دست آمده توسط یافت شد. این یافتهXu  ( همسویی دارد. آن2016و همکاران )ها نشان دادند ریشه-

                                                           
3. Promoter 
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4( اروای خزندهS41) SAG12-IPTهای لاین تراریخت
های گیاهان بالاتری نسبت به ریشه زایمیزان سایتوکینین درون 

 باشد. ناتراریخت در شرایط تنش خشکی دارا می

درتمام گیاهان  IPTدر تمام گیاهان تراریخت و ناتراریخت بیان شد. بیان ژن  eEF-1α، ژن داخلی RT- PCRبر اساس نتایج 

 GM12  (20 ،)GM24 (21 ،)GC80(8 ،)GC6به شدت در  IPT(. ژن 22) NS22( و 3)  GC9تراریخت تایید شد به جز 

(12 ،)NC12 (10 ،)NC14 (14 و )GC3 (16 پس از )بیان شد. در واقع نتایج  روز تنش خشکی 10RT- PCR بیان ژن IPT 
 ،( را نیز تایید نمود. افزون بر اینGM12و  GC8بلات ثابت شده بود ) DNAکه از پیش در آزمایش  تراریخت هایلایندر 

ها نشان ها و ریشهزا در برگتراریخت تحمل به خشکی بالاتری در نتیجه افزایش میزان بیشتر سایتوکینین درونهای لاین

 دادند.
 

برگ گیاهان تراریخت، ناتراریخت و برخی از  و سایتوکینین کل در ZR ،DHZR ،iPAبرای میزان  HPLCواکاوی . 1 لجدو

 های محلی در شرایط تنش خشکی.نمونه

تیمار شده گیاهان   
میزان سایتوکینین برگ   (pmol g

-1
) 

ZR DHZR iPA Total CK 

GW 94/2 ± 02/0  20/4 ± 01/0  63/3 ± 04/0  76/10 ± 05/0  

NW 45/1 ± 02/0  18/3 ± 01/0  26/3 ± 01/0  89/7 ± 02/0  

NC1 25/2 ± 03/0  13/4 ± 01/0  72/6 ± 01/0  11/13 ± 03/0  

NC4 44/3 ± 07/0  72/3 ± 07/0  29/5 ± 09/0  45/12 ± 04/0  

NC12 12/2 ± 19/0  75/5 ± 20/0  48/7 ± 37/0  35/15 ± 53/0  

NC13 15/3 ± 04/0  65/5 ± 03/0  13/8 ± 03/0  94/16 ± 05/0  

NC14 71/2 ± 09/0  50/4 ± 05/0  53/6 ± 04/0  75/13 ± 13/0  

GC3 99/1 ± 29/0  92/3 ± 09/0  90/4 ± 05/0  81/10 ± 30/0  

GC4 30/4 ± 03/0  77/9 ± 12/0  47/7 ± 02/0  55/21 ± 14/0  

GC5 08/2 ± 04/0  24/6 ± 13/0  10/4 ± 06/0  42/12 ± 16/0  

GC6 94/2 ± 03/0  62/5 ± 09/0  90/6 ± 36/0  46/15 ± 42/0  

GC8 15/4 ± 03/0  17/6 ± 23/0  86/5 ± 22/0  18/16 ± 29/0  

GC9 13/1 ± 04/0  80/4 ± 02/0  10/6 ± 04/0  03/12 ± 08/0  

GC16 01/2 ± 03/0  80/6 ± 12/0  96/5 ± 09/0  78/14 ± 20/0  

NS14 66/2 ± 18/0  58/4 ± 24/0  64/6 ± 19/0  88/13 ± 61/0  

NS22 71/1 ± 18/0  30/2 ± 03/0  98/3 ± 04/0  99/7 ± 22/0  

GM12 78/2 ± 14/0  95/5 ± 05/0  11/8 ± 18/0  84/16 ± 30/0  

GM21 97/3 ± 07/0  15/6 ± 09/0  44/8 ± 04/0  56/18 ± 17/0  

GM24 31/4 ± 45/0  72/6 ± 16/0  16/9 ± 03/0  18/20 ± 34/0  

Cham sohrabkhani 10/2 ± 06/0  71/3 ± 18/0  80/4 ± 12/0  60/10 ± 24/0  

Delkhan 60/1 ± 02/0  70/3 ± 23/0  39/3 ± 28/0  69/8 ± 52/0  

Komehr1 05/2 ± 11/0  98/4 ± 08/0  12/6 ± 08/0  14/13 ± 27/0  

Margon 63/2 ± 21/0  17/6 ± 01/0  40/5 ± 05/0  20/14 ± 30/0  

Tange Ardakan 05/2 ± 03/0  98/3 ± 04/0  44/4 ± 08/0  47/10 ± 08/0  

 .Numan: رقم Grassland ،N: رقم Gخطای استاندارد نشان داده شده است. ±داده ها به صورت میانگین 

 C ،گیاهان تولید شده از پینه :M ،گیاهان تولید شده از مریستم :S.گیاهان تولید شده از بذر : 

 

 

                                                           
4  . Agrostis stolonifera L. ‘Penncross’ 
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و سایتوکینین کل در ریشه گیاهان تراریخت، ناتراریخت و برخی از  ZR ،DHZR ،iPAبرای میزان  HPLCواکاوی  .2جدول 

 خشکی.های محلی در شرایط تنش نمونه

 

تیمار شده گیاهان  
pmol g) میزان سایتوکینین ریشه

-1
) 

ZR DHZR iPA Total CK 

GW 15/2 ± 13/0  19/4 ± 18/0  02/3 ± 07/0  36/9 ± 31/0  

NW 64/1 ± 13/0  09/3 ± 10/0  99/2 ± 21/0  73/7 ± 08/0  

NC1 93/2 ± 18/0  37/9 ± 08/0  25/8 ± 26/0  55/20 ± 31/0  

NC4 05/4 ± 05/0  15/7 ± 05/0  36/6 ± 04/0  56/17 ± 06/0  

NC12 31/3 ± 25/0  90/7 ± 06/0  20/9 ± 51/0  41/20 ± 70/0  

NC13 27/5 ± 13/0  69/11 ± 21/0  63/10 ± 36/0  59/27 ± 28/0  

NC14 07/6 ± 09/0  31/12 ± 09/0  51/9 ± 09/0  90/27 ± 10/0  

GC3 88/3 ± 19/0  27/7 ± 07/0  75/6 ± 15/0  90/17 ± 40/0  

GC4 13/5 ± 04/0  18/10 ± 06/0  69/12 ± 19/0  99/27 ± 12/0  

GC5 25/4 ± 05/0  59/8 ± 25/0  19/7 ± 09/0  03/20 ± 16/0  

GC6 12/3 ± 07/0  55/7 ± 03/0  99/8 ± 09/0  66/19 ± 05/0  

GC8 87/4 ± 08/0  78/9 ± 13/0  00/9 ± 09/0  65/23 ± 27/0  

GC9 12/4 ± 08/0  11/8 ± 09/0  18/9 ± 39/0  41/21 ± 38/0  

GC16 16/5 ± 05/0  14/10 ± 09/0  11/9 ± 04/0  41/24 ± 18/0  

NS14 42/7 ± 10/0  87/12 ± 07/0  26/12 ± 05/0  54/32 ± 22/0  

NS22 44/4 ± 27/0  34/8 ± 06/0  59/7 ± 21/0  37/20 ± 11/0  

GM12 47/6 ± 28/0  97/11 ± 09/0  32/12 ± 07/0  77/30 ± 40/0  

GM21 21/6 ± 01/0  66/11 ± 14/0  29/13 ± 03/0  16/31 ± 17/0  

GM24 21/7 ± 02/0  17/13 ± 02/0  91/16 ± 13/0  29/37 ± 16/0  

Cham sohrabkhani 00/3 ± 03/0  81/5 ± 09/0  02/7 ± 09/0  84/15 ± 16/0  

Delkhan 78/2 ± 14/0  70/5 ± 26/0  83/4 ± 13/0  30/13 ± 52/0  

Komehr1 86/4 ± 13/0  92/6 ± 07/0  17/9 ± 08/0  95/20 ± 13/0  

Margon 14/4 ± 17/0  16/8 ± 04/0  81/7 ± 15/0  11/20 ± 24/0  

Tange Ardakan 92/3 ± 15/0  58/5 ± 23/0  93/6 ± 16/0  43/16 ± 53/0  

 .Numan: رقم Grassland ،N: رقم Gخطای استاندارد نشان داده شده است. ±داده ها به صورت میانگین 

 C ،گیاهان تولید شده از پینه :M ،گیاهان تولید شده از مریستم :S.گیاهان تولید شده از بذر : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 IPTو ژن هدف )بالا(  eEF-1αژن داخلی با آغازگرهای اختصاصی  و ناتراریختاز گیاهان تراریخت  RT- PCRواکاوی . 1شکل

C:، (kb10) وزن مولکولی مارکر، M:در شرایط تنش خشکی.
C: گیاهان ناتراریخت، WTکنترل مثبت )پلازمید(،  +

 )پایین(. : آب-
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Abstract 
To improve drought tolerance in ‘Grassland’ and ‘Numan’ cultivars of perennial ryegrass, an inducible 

drought stresses a promoter (RD29A) was used to drive IPT gene under drought stress to increase endogenous 

cytokinins. The objective of this study was to determine drought tolerant plants among RD29A-IPT, WT and 

some local accessions perennial ryegrass under drought stress (10 days) and 2 weeks after recovery based on 

HPLC and RT-PCR analyzes. HPLC results showed that leaf and root cytokinins in transgenic plants include 

NC4, GM24, GM12, GM21 was higher than non-transgenic plants and local accessions. It was also found, iPA 

is the dominant type of cytokinin in perennial ryegrass under drought stress in both leaves and roots that 

enhanced drought tolerance of plants. In addition, the analysis of IPT gene expression confirmed the results of 

HPLC and morpho-physiological and molecular analyzes of transgenic plants. 
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