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   چكيده

كه اين روش  هاييمحدوديتو به دليل مشكلات  باشدمياستفاده از پاجوش خرما نخل روش متداول تكثير 
ه كعلاوه بر مزاياي زيادي  طوركليبهاخير تكثير اين گياه از طريق كشت بافت رواج پيدا كرد.  هايسالدارد در 

لات با يكسري مشك در برخي مواردطريق اين از  نخل خرما ازجملهو  تكثير گياهانروش كشت بافت دارد اما 
و  )PABP( گپلي آدنيلات بايندين هايژندر اين تحقيق بيان  .شوندميمواجه نوع سوماكلونال ت ريختي يا

اجوش و روش نشده نخل خرماي رقم برحي تكثير شده به روش پ افشانيگرده هايگل )PFK( فسفوفروكتوكيناز
 ار گرفت.مورد ارزيابي قر هاينمونهبين  كمي، PCR ستفاده از تكنيكبا اكشت بافت در سه دوره رشدي اسپات 

 اين رقم اجوشيپكشت بافتي و درختان بين  هاژناين جزئي در ميزان بيان  هاييتفاوتنتايج حاصل بيانگر وجود 
 . بودمختلف رشد گل  هايزماندر 

  qRT -PCR ،ژن، تنوع سوماكلونال، كشت بافت، بيان خرما كلمات كليدي:
  

 مقدمه

هاني در گياگاهي اما  شودميتجاري و گسترده براي تكثير گياهان مختلف استفاده  صورتبهدر حال حاضر كشت بافت 
رات در اين تغيي. يفتدب) اتفاق ممكن است تغييراتي نامطلوب (تنوع سوماكلونال شوندميكشت بافت توليد  يوسيلهبهكه 

و كم ، ناتواني در توليد ، سرعت رشد و نمهاي پهنهايي با برگچهها شامل برگانواع فنوتيپ صورتبه خرماهاي كشت بافتي
و برخي عوارض ديگر ممكن اهي هاي كوچك، پاكوتو تلقيح، ميوه افشانيگردهاي، اختلال در هاي چند برچهو گل آذينگل

عدم ثبات  واين تغييرات  ).McCubbin et al.,2000( شودميگياه شود كه باعث اختلال در رشد و باردهي اين  است ديده
تكثير شده از طريق  هايشد كه با اعتماد كامل اين گياهچهكشت بافتي موجب ضرر و زيان به كشاورزاني خواهد  هاينهال

 گونهيناراهكار مناسب براي رفع  تواندميتشخيص علت اين تغييرات  ،نمايندميكشت بافت را خريداري نموده و استفاده 
ان بيشتري د كه با اطمينشده و باعث گرد نخل كارانسبب جلب اعتماد  تواندميو در صورت اثبات موقتي بودن  باشد معايب

 نمايند. برداريبهرهحاصل از كشت بافت  هاينخلاز 

بيان  هايژنهدف از انجام اين تحقيق مقايسه نخل خرماي رقم برحي حاصل از كشت بافت با پايه مادري از طريق برخي 
يك ژن  و تلقيح خرماست. افشانيگردهدر  هاژنمكانيسم احتمالي مولكولي بيان اين  آن، و همچنين بررسي هايگلشده در 

بيان ژن فرآيندي است كه طي آن . است، كه حاوي اطلاعات لازم براي ساخت يك پروتئين ويژه است DNAناحيه خاصي از 
ت بايندينگ و فسفو پلي آدنيلا . دو ژن بررسي شده در اين تحقيقشوندميبه پروتئين تبديل  DNAاطلاعات موجود در 

. در ژن پلي آدنيلات كنندميدر فرآيند بيان ژن و گلدهي گياه نقش مهمي ايفا  نوعيبهكه هر يك  باشندفروكتوكيناز مي
نزيم ريبونوكلئاز حفاظت پيامبر را از اثر تجزيه و هضم توسط آ RNAدم پلي آدنيلات است كه  ايگونهبهبايندينگ نقش آن 

 mRNAمتصل شده و هم در حفاظت و هم در اتصال  mRNAاين پروتئين به دم پلي آدنيلي  ).Safari et al.,2003 ( نمايدمي
 حداقل به مقدار كمي گلوكز نيازمندند. هابافتاغلب  )Kahvejian et al., 2005( به ريبوزوم و تنظيم ميزان ترجمه نقش دارد

فسفات  6گلوكز  .شودميفسفات تبديل  6به گلوكز  ADPو تبديل آن به  ATPكيناز و با مصرف گلوكز توسط آنزيم هگزو
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)و با PFKفسفات توسط آنزيم فسفوفركتوكيناز ( 6 . فركتوزشودميفسفات تبديل  6مراز به فركتوز وتوسط آنزيم فسفوگلكوايز
قش خيلي نقندها  ).Safari et al ., 2009( گرددميدي فسفات تبديل  6و 1به فركتوز  ADPو تبديل آن به  ATPمصرف 

. در گياهان، در چندين كنندميجنسي در گياه ايفا  توليدمثلمهمي را به خاطر دارا بودن منبع انرژي در تشكيل و توسعه 
در روابط متقابل  كنندهتنظيم عنوانبهجنسي از زمان شروع گلدهي تا بوجود آمدن ميوه  هايارگانمرحله كليدي در تشكيل 

تظاهر صفات ژن  درنهايتمراكز مصرف و توليد در كل گياه در شرايط استاندارد يا در شرايط تنش و همچنين رشد و توسعه و 
در بروز صفات ژنتيكي بازي  هاكنندهتنظيم عنوانبه. بدون در نظر گرفتن انرژي حاصل، قندها نقش بسزايي را كنندميعمل 
مرتبط با فرآيند گلدهي و تنظيم مراكز  هايژنمختلفي نقش دارند كه شامل  هايژن. در گياهان قندها در تنظيم كنندمي

و  كندميقندهايي است كه در گلدهي گياهان نقش مهمي ايفا  ازجملهفروكتوز  .شودميمصرف و توليد مرتبط با تنش نيز 
  . )Lebon et al., 2010( كندميد را تغذيه در حال رش هايآذينگلقندهاي اصلي است كه  ازجمله

  
  هاروشمواد و 

تهيه ز شهرستان اهوا كشور واقع درگرمسيري  هايميوههاي گياهي از خرماي رقم برحي از مركز تحقيقات خرما و نمونه
نخل  3ر رقم خرما سال باردهي بودند. از ه 2برداري صورت گرفت همگي در سن حداقل ها نمونههايي كه از آن. نخلندشد
ه رشدي مختلف بود يدورهك ها در ياسپات تهيه شد كه هر يك از اسپاتعدد  3تكرار در نظر گرفته شد. از هر نخل  عنوانبه

ها را در فويل اصله آنفها بلاجداسازي گل از اسپاتودند. پس از هاي كوچك، متوسط، و بزرگ بو از لحاظ ظاهري نيز در اندازه
نگهداري  RNAمنتقل و تا زمان استخراج  گرادسانتيرجه د -80آلومينيومي پيچيده و پس از قرار دادن در ازت مايع به فريزر 

 شدند.

بوطه ل مرجنوبي طبق پروتوك يكره Gene Allساخت شركت  PLANTTMRibospinكيت  يوسيلهبه RNAاستخراج 
با استفاده  cDNAنتز س استفاده شد. آگارز ژل با افقي الكتروفورز و دراپ نانو از RNA كيفيت و كميت بررسي انجام شد. براي

 ساخت شركت زيست فناوران رنا طبق پروتكل مربوطه انجام شد. غلظت RB MMLV Reverse Transcriptaseاز كيت 
cDNA در موردنظر هايژن حضور اثبات براي شد. گيرياندازهتوسط دستگاه نانودراپ  ساخته شده cDNA واكنش حاصل 

 )bp100( موردنظررايمرهاي جام شد. توالي پشدند ان طراحي موردنظر هايژن از كه پرايمرهايي از استفاده با پليمراز اي زنجير
  ) نشان داده شده است.1در جدول شماره (

  در آزمايش ) توالي پرايمرهاي مورد استفاده1جدول (
  برگشت آغازگر  آغازگر رفت  

پلي آدنيلات بايندينگ 
)PABP(  GAGGCCCTGCAGATGTTAAATG TCCTGCTGTGGCTGTTTATTTG  

 PFK(  GTGATGCGTTATAGCTGAGTGC  GTGGCCCTACGAAGAACAATTCفسفوفروكتوكيناز (
  

-Step One plus Realواكنش پي سي آر در زمان واقعي با استفاده از دستگاه  ،مقدار رونويسي از هر ژن گيرياندازهبراي 

tim PCR شركت ABI  انجام شد. )2در جدول ( ذكرشدهو با اجزاي  
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  Real time PCRمخلوط واكنش )2جدول (

  مقدار ماده برحسب ميكروليتر  ماده شيميايي
  5/8  تقطير دو بارآب 

  1  آغازگر رفت
  1  آغازگر برگشت
  5/12  سايبرگرين

cDNA template 2  
  25  حجم نهايي مخلوط واكنش

  
  شد. استفاده كنترل عنوانبه 18SrRNA ژن آزمايش ازاين  در
  

 نتايج و بحث

ميزان  يمحاسبهبراي  شودمي(اختلاف در تغييرات چرخه آستانه) ناميده ΔΔCT روش  اختصاربهاز روش ليواك كه 
تجزيه واريانس شد و  SAS9.1 افزارنرم توسط ژن بيان آناليز محاسبات و پس از آمدهدستبه  نتايجرونويسي استفاده گرديد. 

 .ه استشد ه داد نشان )2) و (1( نمودارهاي شماره صورتبه

   
  

له در سه مرح PABP) اثر نوع تكثير بر ميزان بيان ژن 1( نمودار
  رشدي گل

ه در سه مرحل PFK) اثر نوع تكثير بر ميزان بيان ژن 2نمودار (
  رشدي گل

نيلات پلي ادژن  پلي ادنيلات بايندينگ و فسفوفروكتوكيناز نشان داد كه ميزان بيان هايژنبررسي ميزان بيان 
ژن  ما ميزان بيانتفاوتي نداشت امختلف رشد گل نسبت به خرماي پاجوشي  هايدورهخرماي كشت بافتي در  دربايندينگ 

  . دار نبوده استمعنيكاهش يافته است ولي اين كاهش فسفوفروكتوكيناز اندكي 
)Ahmed et al., 2009ها در رقم دگلت نور در تونس با استفاده گياهچه و گياهان مادري آن 180وي ) در آزمايشي بر ر

هاي حاصل از كشت بافت وجود ندارد. فاوتي بين گياهان مادري و گياهچهت گونههيچنشان دادند كه  RAPDجفت پرايمر  9از 
) تنوع ژنتيكي دو Gurevich et al., 2005تنوع سوماكلونال را القا كند. ( تواندميتو، فور، دي ن كه هورمون آن ها نتيجه گرفتند

نمونه مجول پاجوشي و  28نمونه برحي و  29رقم خرماي پاجوشي و كشت بافت را با استفاده از نشانگر اي اف ال پي روي 
باند توسط اين نشانگر ثبت شد. سطح بالايي از  317. در كل تعداد بررسي كردند آغازگر مختلف 5كشت بافت با استفاده از 

برحي چند شكل بودند. درختان مجول تكثير شده  هاينمونهباند درون  50تنوع ژنتيكي بين اين دو رقم تشخيص داده شد. 
 چالكون سنتاز، هايژن) در مقايسه بيان Tavan, 2014( چندشكلي نشان دادندط كشت بافت سطح بالايي از توس

نخل خرما در سه رقم برحي زاهدي و ديري با استفاده از روش  هايبرگيوبي كوئيتين و متالوتيونين در  فسفوفروكتوكيناز،
PCR  بين ارقام و همچنين نوع تكثير وجود دارد و بعضي از اين  هاييتفاوت مدنظر هايژنكمي نشان داد كه در ميزان بيان
وي در تحقيقات  با هم همبستگي داشتند. هاژنبا يكديگر همبستگي دارند. نتايج آزمايش نشان داد كه بعضي از اين  هاژن
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و اينكه اين تغيير در است  تأثيرگذارهر ژن  كه اثر متقابل رقم و نوع كشت بر كاهش يا افزايش ميزان بيان خود نشان داد
   ژنتيكي ريز نمونه بستگي دارد. يزمينهبه  ،راستاي كاهش يا افزايش بيان باشد

مختلف  هايدوره در موردبررسيكه در نمودارها نشان داده شده است ميزان بيان دو ژن  گونههماندر اين تحقيق 
ت كه نتيجه گرف توانميلاف چنداني نداشت. بنابراين رشدي گل و همچنين در دو نوع تكثير (كشت بافت و پاجوش) اخت

  ديگر باشد. هايژنو يا  تأثيرگذارناشي از ساير عوامل  تواندميموجود  هايتفاوت
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Expression of PABP and PFK Gene in Non-Pollinated Flowers of Tissue 
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Abstract 

Date palm Is propagated conventionally through offshoot but this method has several 
limitations. Recently propagation of date palm through tissue culture was developed and become an 
important commercial method.  However, in some cases the tissue culture derived plantlets show a series 
of deformations due to the somaclonal variation. In this study we checked the trueness to typness of date 
palm cv. Barhee derived from tissue culture and evaluation the expression of PABP and PFK genes in no 
pollinated flowers using Quantitative qRT- PCR method and compared with offshoot trees. The results 
indicated that a slightly non-significant deference was observed between tissue derived and offshoot trees. 
Keywords: Date Palm, Gene Expression, Somaclonal Variation, Tissue Culture, qRT -PCR 


