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 بررسی اثر تیمارهای سرما و روز کوتاه بر بیان ژن دهیدرین

 (.Pistacia vera L)ها و شاخسارهای باززایی شده پسته      ر ست دانهدر 

 
 ساسان حسینعلیو  *آبادی، فرخنده رضانژاد  الهه زمانی بهرام

 ، کرمان، ایراندانشگاه شهید باهنردانشكده علوم، شناسی،  گروه زیست

 
 چکیده

توانند  بسیاری از گیاهان می. کند یك عامل محیطی اصلی است که تولید محصولات زراعی را محدود می تنش سرما

از طریق فرآیند عادت به سرما که در نتیجه قرارگیری در معرض طول روزهاای کوتااه و دماهاای سارد باالای صافر       

، در زماان عاادت باه                 های دهیادرین     ین     پروتئ  .شود، تحمل به سرما و انجماد را در خود افزایش دهند درجه حاصل می

هاا   شاود، در سالول تجمار کارده، از سااختار  شااها و مااکرومولكول        های گیاهی مای  سرما که باعث آبگیری سلول

ای درختی، شاخص مناطق کاویری اسات کاه در معارض دماهاای       گونه (.Pistacia vera L)پسته . کنند حفاظت می

اثار تیماار سارما و طاول روز کوتااه، بار بیاان رن دهیادرین، در          پاژوهش، در ایان  . گیارد  گرم و سرد شدید قرار مای 

تیمار سرما بیان رن را به طور نتایج نشان داد که  .پسته رقم بادامی بررسی شد  و شاخسارهای باززایی شده ها     ر ست دانه

تاه اثری بار بیاان   هیچ یك از تیمارهای طول روز کو. دهد درصد، نسبت به شاهد افزایش می 13داری در سطح  معنی

 ،شاده ( یریا تكث كار یپ)جا که گیاهان باززایی شده ممكن است دچار تناو  ساوماکلونال    از آن. رن دهیدرین نداشت

ای بین گیاهان رشاد کارده در شارایر در زیاوه و در شیشاه، از ن ار        ها نشان دهند، مقایسه های متفاوتی به تنش پاسخ

نشان داد که میزان بیاان رن در حالات طبیعای و      این مقایسه. رمایی، انجام شدمیزان بیان این رن در اثر تیمار یكسان س

 . ها کمتر بود     ر ست دانههمچنین پس از تیمار سرما، در گیاهان باززایی شده نسبت به 

 پسته، دهیدرین، طول روز کوتاه، عادت به سرما، کشت در شیشه :های کلیدی واژه

 
 مقدمه

ی اسات کاه تولیاد    تنش سرما یك عامل محیطی اصل

کند و اثر شدیدی بر بقاا   محصولات زراعی را محدود می

گیاهاان از ن ار تحمال    . و توزیر جغرافیاایی گیاهاان دارد  

و انجماااد ( درجااه سااانتیگراد 93صاافر تااا )دماهااای ساارد 

بیشاتر  . بسایار متفاوتناد  ( کمتر از صافر درجاه ساانتیگراد   )

نهاا  گیاهان متحمل باه سارما هساتندر گرچاه بسایاری از آ     

توانناد از طریاق    می ،متحمل به انجماد نیستند، با وجود این
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که در نتیجاه   (cold acclimation)فرآیند عادت به سرما 

قرارگیری در معرض طول روزهای کوتاه و دماهای سارد  

شاود، تحمال باه سارما و      بالای صافر درجاه حاصال مای    

فرآیناد عاادت باه سارما       .انجماد را در خود افزایش دهند

شاایمیایی و عملكااردی  -تغییاارات باازرس زیسات  مساتلزم 

فعالیات گیاهاان    ،در زمساتان   .(Jan et al., 2009)اسات  

چندساله که توانایی عادت باه سارما را دارناد، در مرحلاه     

گیاهاان وارد مرحلاه    ،در واقار . شاود  رویشی متوقا  مای  

شااوند و تحمال باه انجماااد در آنهاا افاازایش     خفتگای مای  

 ساه سخ گیاه باه تانش سارما باه     پا ،به طور معمول. یابد می

نخستین مرحلاه عاادت باه    . شود مرحله مشخص تقسیم می

= پاایش از سااخت شاادن  ) (cold acclimation)ساارما 

prehardiness )     است که در دماهاای سارد باالای دماای

سااااخت )مرحلااااه دوم . دهااااد انجماااااد آ  ر  ماااای

باه یااك دوره قرارگیاری در معاارض   ( hardiness=شادن 

ز دارد و پااس از آن میاازان کاماال دماهااای زیاار صاافر نیااا

زدایی  عادت ،پایانیسوم و  مرحله. آید تحمل به دست می

(deacclimation)    و بازگشت گیاه به حالت عاادی پاس

باه  ( باه ویاژه درختاان   )برخی از گیاهاان  . از زمستان است

ترکیبی از طول روز کوتاه و سرما نیاز دارند تاا تحمال باه    

یجااد شاود و پاس از گارم     هاا ا  سرما به طور کامال در آن 

شدن هوا و طولانی شدن طول روز، تحمل باه انجمااد در   

فرآیناد  . (Janska et al., 2010)رود  آنهاا از دسات مای   

( نخست پاسخ گیاه باه تانش سارما     مرحله)عادت به سرما 

در ابتدا کاهش طاول روز  . مرحله مشخص است دوشامل 

 شاود و افازایش   باعث توق  رشاد و ایجااد خفتگای مای    

در  ،ساسس . شاود  حدواسطی در تحمل به انجماد دیده مای 

مرحله دوم با قرارگیری گیاه در معارض دماهاای سارد و    

بیشینه تحمل به انجمااد در گیاهاان    ،سسس دماهای انجماد

های ماندگار در زمستان قاادر باه    آید و بخش به دست می

 ,.Puhakainen et al)شاوند   بقا در دماهاای انجمااد مای   

هااای  از گوناه  (Pistacia Vera)ه خاوراکی  پسات . (2004

این جانس متعلاق باه تیاره      .است .Pistacia Lمهم جنس 

Anacardiaceae و راسااته  Sapindales اساات .P. vera 

 .Pistacia L جانس مهام از ن ار اقتصاادی در      تنها گوناه 

ه انااااسااات و در منااااطق گرمسااایری دنیاااا باااه خااااطر د 

درختاای، ای  پسااته گونااه. شااود اش کشاات ماای خااوراکی

شاخص مناطق کم آ  اسات کاه در معارض خشاكی و     

 Tilkat and) گیارد  دماهای گرم و سرد شادید قارار مای   

Onay, 2008) .هااای دهیاادرین یعناای گااروه    پااروتئین 

(D-11) هاای   از پروتئینLEA (Late Embryogenesis 

Ebundant)   گیاهاان مانناد    قلمارو در اعضای مختلفای از

وندی بادون داناه و باه طاور     آوندی، گیاهان آ گیاهان  یر

اناد،   داری که بررسای شاده   تر در همه گیاهان دانه عمومی

مطالعاات نشاان داده اسات کاه ایان      . شناسایی شده اسات 

ن ام   دار، بدون ساختار و بای  ها به شكل بسیار آ  پروتئین

هایی که باعاث   در محلول آبی قرار دارند و در زمان تنش

ا، خشكی، شاوری و  مانند سرم)شوند  گیری سلول می آ 

کنند  های سلول حفاظت می از  شاها و ماکرومولكول...( 

(Battaglia et al., 2008) .  رن   کاد کنناده    تاوالی ناحیاه

و همكااران   Yakubovتوسار   (PV-dhn)دهیدرین پسته 

باا  ای  cDNAرن دهیادرین پساته   . شناسایی شاد ( 0773)

bp 408   و یااكجفاات باااز ORF (Open Reading 

Frame) اب bp 317 اساید آمیناه        037              پروتئینی باا    دارد که               

                    ای در رناوم پساته                 ً            کند و احتمالاً رنی تك نسخه          را کد می

 1/03                                              پاااروتئین دهیااادرین پساااته وزنااای حااادود   .       اسااات

اسااات  K5ناااو   ازدهیااادرین پساااته . داردکیلودالتاااون 

(Yakubov et al., 2005) .    با توجه به اثار درخاور توجاه
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مخار  ایان تانش     آثاار ین، تنش سرما بر گیاهان و همچن

بر گیاه پسته که از صادرات مهام  یار نفتای ایاران اسات،      

بررسی سازوکارهای درگیر در فرآیند عاادت باه سارما و    

 پاژوهش، هدف این . تواند مهم باشد پاسخ به این تنش می

تیمارهای سارما و طاول روز کوتااه بار      تأثیراین است که 

ی پساته بررسای   هاا        ر سات  دانهبیان رن دهیدرین، در برس 

شود و مشخص شاود کاه آیاا رن دهیادرین پساته در اثار       

 ،شاود  سرما، طول روز یا هر دوی آنها در زمستان بیان مای 

هاای   همچنین، مشخص شود که آیا این رن علاوه بر اندام

ماندگار در زمستان، در اندام  یر ماندگار مانند بارس نیاز   

ززایی جاا کاه گیاهاان باا      از آن. خیار عملكردی هست یا 

هاا ارایاه    هاای متفااوتی باه تانش     شده ممكن اسات پاساخ  

ای باین گیاهاان رشاد کارده در شارایر در       دهند، مقایساه 

، از ن ر میازان بیاان   (in vitro) و در شیشه (in vivo)زیوه 

 .این رن در اثر تیمارهای یكسان انجام شود

 

 ها مواد و روش
 کشت گیاهان در گلخانه

مؤسساه تحقیقاات پساته     بذرهای پسته رقام باادامی از  

دقیقاه در   9بذرها به مدت . کشور در رفسنجان تهیه شدند

WV)محلول 
-1
کاش بنومیال ضادعفونی     قاار   9777/9 (

در  ،سااعت در آ  خیساانده   08شدند، ساسس باه مادت    

از خاا  و ماساه کاشاته     9:9های حااوی مخلاو     گلدان

ها در شرایر گلخانه با حارارت روز و شا     گلدان. شدند

لااوکس بااا  0777درجااه سااانتیگراد و تحاات نااور  03-03

ساعت تااریكی قارار    4شنایی و ساعت رو 93دوره نوری 

 .ر میان آبیاری شدندیك روز د گرفته،

 کشت گیاهان در شیشه

 MSکشات پایاه    کشت مورد اساتفاده، محایر   محیر

(Murashige and Skoog, 1962)  گرم در  37همراه با

 ار، مقاااادارگاااارم در لیتاااار آگاااا 4، سااااوکروزلیتاااار 

mgl
-1

 2,4-D 03/7mgl
-1

 BAP+ 3  هاا باود   و ویتاامین .

تن یم و محلول حاصال   1/3-4/3محلول در حد اسیدیته 

و فشاار   درجه سانتیگراد 909دقیقه در دمای  07به مدت 

حادود  گره به اندازه  قطعات تك. اتمسفر اتوکلاو شد 0

باه دسات     ای یاك ماهاه   متر از گیاهاان گلخاناه   سانتی 9

 83ها به مدت  ، جداکشتکردن ضدعفونیبرای . آمدند

ور شدند و پس از شستشو  درصد  وطه 07ثانیه در الكل 

دقیقااه در محلااول  03بااا آ  مقطاار اسااتریل بااه ماادت   

قرار  07قطره تویین  8درصد همراه با 3هیسوکلرید سدیم 

باار باا آ  مقطار اساتریل      8تاا   3هاا   جداکشت. گرفتند

ها در اتاا     نمونه. گرفتندکشت قرار  محیرشسته و روی 

نااور درجااه سااانتیگراد و تحاات  03-03رشااد در دمااای 

 4ساااعت روشاانایی و  93نااوری   لااوکس و دوره 0777

بااار  هفتااه یااك 0ساااعت تاااریكی قاارار گرفتنااد و هاار  

 .واکشت شدند

 تیمارها

هاااا و         ر سااات دانااه بااه من اااور انجااام تیماااار سااارما،   

 0، 3، 9هاای   یك ماهه به مدت  ةهای باززایی شد شاخسار

 93درجاه ساانتیگراد و دوره ناوری     8روز در دمای  98و 

باه  . ساعت تااریكی قارار داده شادند    4ساعت روشنایی و 

هااا و        ر ساات دانااهمن ااور انجااام تیمااار طااول روز کوتاااه،  

 0، 3، 9هاای   یك ماهه به مدت  ةشاخسارهای باززایی شد

سااعت   4ساعت روشنایی و  93روز در دوره نوری  98و 

 .درجه سانتیگراد قرار داده شدند 03ریكی و دمای تا

 طراحی آغازگر

های دهیدرین پسته به عنوان  توالی ناحیه کد کننده رن

 NADHو رن  (accession no: Y07600) پاساخگو رن 

dehydrogenase،(accession no: HM991263)   پساته

 NCBIاز ساایت   (reference gene)به عنوان رن مرجار  
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افازار   احای آ ازگرهاا باا اساتفاده از نارم     گرفتاه شاد و طر  

Primer3        انجام شاد و ساسس مناسا  باودن آنهاا توسار

. بررساای شااد  GeneRunnerو  BLASTافزارهااای  ناارم

گرهای طراحای شاده باه صاورت زیار اسات،       توالی آ از

پس از آن، سنتز آ ازگرهای طراحی شده توسر شرکت 

 .سینارن انجام شد
 

Dehydrin Forward 2: 
5’ ATGGATATGGCGTAGAGAAG 3’ TM: 52 

Dehydrin Reverse 2: 
5’ TACTTGGGATCTCATTCACC 3’ TM: 52 

Product size: 156 bp 

 

NADH dehydrogenase Forward: 
5’ GGAGACTCAAATGGTGGATA 3’ TM: 55 

NADH dehydrogenase Reverse: 
5’ ACCTGCTAGTGGAGGAAGAC 3’ TM: 55 

Product size: 216 bp 

 

 بیان ژن مطالعات

RNA   کل از برس گیاهان شاهد و تیمار با اساتفاده از

 RNA،(Qiagene, RNeasy Plantکیاات اسااتخرا   

Mini Kit, Germany)  در کیاات  مناادر طبااق روش

ارزیاابی خلاوو و    ،بارای بررسای حضاور   . استخرا  شد

هااای اسااسكتروفتومتری بااا   از روش RNAتعیااین  ل اات 

 Eppendorf) 3939مادل  ی سانج ناور   سات یزاستفاده از 

AG Biophotometer, Germany)    و الكتروفاورز افقای

 باارای انجااام . درصااد اسااتفاده شااد  9ز وروی رل آگااار

RT-PCR از ،RNA   استخرا  شده از همه گیاهان شااهد

برداشاته شاد و   ( ناانوگرم  377)و تیمار به مقادار مسااوی   

لولاه در ن ار گرفتاه     دو( شااهد و تیمارهاا  )برای هر نمونه 

در یكای از آنهاا آ ازگرهاای رن دهیادرین و در     شد که 

، (internal control)داخلای   شااهد لوله دیگر، به عناوان  

. ریختاه شاد   NADH dehydrogenaseآ ازگرهاای رن  

 ،ای یك مرحلاه  RT-PCRاز کیت  RT-PCRبرای انجام 

(BIONEER, AccuPower
R
 RT/PCR PreMix, 

Korea)  مادل  در کیت و ترموساایكلر   مندر طبق روش

PTC،(MJ Mini Personal Termal Cycler BioRad, 

USA 1148)های لیاوفیلیزه موجاود در    لوله. ، استفاده شد

و انجاام   cDNAکیت دارای تمامی مواد لازم برای سانتز  

PCR برنامااه اسااتفاده شااده باارای انجااام واکاانش   .هسااتند                                                

PCR   آورده شده است 9در جدول:  
 

بااه وساایله آ ازگرهااای   PCRبرنامااه اجاارا شااده در   -9جاادول 

 093  جفاات بااازی از رن دهیاادرین و قطعااه 933  قطعااه  ساانتزکننده

دمااای اتصااال آ ازگرهااا باارای رن   . جفاات بااازی از رن مرجاار 

 .است 33و برای رن مرجر  30دهیدرین 
 زمان

 (دقیقه)
 تحرار

(°C) 
 تعداد سیكل مرحله

 9 سازی اولیه واسرشت 18 3

 37 سازی واسرشت 18 9

 اتصال آ ازگرها 33و  30 9

 DNAطویل شدن زنجیره  00 9

 9 طویل شدن نهایی 00 0
 

 ها داده تحلیل

با اساتفاده از   PCRشدت باند تكثیر شده در واکنش 

های مرباو    سسس داده. به دست آمد Totallabافزار  نرم

های  به شدت باندها برای مقایسه میزان بیان رن بین نمونه

ای دانكان   ه از آزمون چند دامناه شاهد و تیمار، با استفاد

و با ضاری  اطمیناان    3/99نسخه  SPSSافزار  توسر نرم

افاازار  درصااد مقایسااه و نمودارهااا بااا اسااتفاده از ناارم 13

Excel  هااا در آزمااایش. م شاادندیرساات 0770نسااخه، 

RT-PCR تكرار در ن ر گرفته شد سه. 

 
 نتایج
RNA کل 

اسااتخرا   RNAنتااایج حاصاال از خواناادن جااذ  

 037هاا در طاول ماو      RNAه نشان داد که جذ  شد
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باند  سهحضور . بود 70/7-73/7نانومتر به طور متوسر 

  دهناده  های ریباوزومی کاه نشاان   RNAرنگ که به  ر  پ 

-RTاستخرا  شده برای انجاام   RNAکیفیت مطلو  

PCR  شااد  مشاااهده آگاااروزمربااو  اساات، روی رل

 (.9 شكل)
 

 
روز تیماار   0)هاای   ی از نموناه ر  الكتروفاورزی یكا   نیم -9شكل 

 9کل استخرا  شده از برس پسته روی رل آگااروز   RNA( سرما

 .(1kb DNA ladder, Fermentase)نشانگر مولكولی : M. درصد

 های پسته ست  ر  بیان ژن دهیدرین در دانه

جفات   933، تكثیار قطعاه   RT-PCRنتایج حاصل از 

زی را جفات باا   093بازی را برای رن دهیدرین و قطعاه  

هاای   داده(. 3و  0هاای   شاكل )برای رن مرجر نشاان داد  

نساخه  ) Totallabافازار   مربو  به شدت باندها که از نرم

Phoretix 1D)       به دست آماده بودناد، نشاان دادناد کاه

میاازان بیااان رن مرجاار در همااه گیاهااان شاااهد و تیمااار  

همچنین، نشان داده شد کاه میازان بیاان رن    . یكسان بود

 98و  0، 3، 9)تیمارهاای سارمایی     ت هماه دهیدرین تحا 

داری داشات، باا    نسبت به گیاه شاهد افرایش معنای ( روز

ایاان حااال، تفاااوتی در میاازان بیااان رن تحاات تیمارهااای 

هیچ یك از تیمارهاای طاول   . مختل  سرمایی دیده نشد

 98و  0، 3، 9)روز کوتااه اساتفاده شاده در ایان تحقیاق      

 3 ،0های  شكل)نداشتند اثری بر بیان رن دهیدرین ( روز

 (.8و 

 
 

نشاانگر  : M. جفت باازی، باا اساتفاده از آ ازگرهاای رن مرجار      093قطعه  RT-PCRر  الكتروفورزی باندهای حاصل از واکنش  نیم -0شكل 

روز  LT3 :3اهر روز طاول روز کوتا   SD3 :3روز سرمار  LT1 :9روز طول روز کوتاهر  SD1 :9شاهدر : Cر (Vivantice DNA ladder)مولكولی 

 SD: Short Day, LT: Low)روز سارمار   LT14 :98روز طول روز کوتااهر   SD14 :98روز سرمار  LT7 :0روز طول روز کوتاهر  SD7 :0سرمار 

Temperature). 
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نشاانگر مولكاولی   : M. درینجفت بازی، با استفاده از آ ازگرهای رن دهی 933قطعه  RT-PCRر  الكتروفورزی باندهای حاصل از واکنش  نیم -3شكل 

(Vivantice DNA ladder) رC : شاهدرSD1 :9  روز طول روز کوتاهرLT1 :9  روز سرمارSD3 :3   روز طول روز کوتااهرLT3 :3   روز سارمارSD7 :0  روز

 .(SD: Short Day, LT: Low Temperature)روز سرمار  LT14 :98روز طول روز کوتاهر  SD14 :98روز سرمار  LT7 :0طول روز کوتاهر 
 

 
میزان بیان رن در اثر تیمارهاای سارمایی افازایش    . روز سرما 98و  0، 3، 9های شاهد و تیمارهای      ر ست دانهمیزان بیان رن دهیدرین در  -:8شكل 

روز طول روز کوتاهر  SD1 :9شاهدر : C. دهد داری نسبت به شاهد دارد و در اثر تیمارهای طول روز کوتاه نسبت به شاهد تفاوتی نشان نمی معنی

LT1 :9  روز سرمارSD3 :3  روز طول روز کوتاهرLT3 :3   روز سارمارSD7 :0    روز طاول روز کوتااهرLT7 :0   روز سارمارSD14 :98   روز طاول

هاا بار    یندار بین میانگ حروف یكسان بیانگر عدم اختلاف معنی. (SD: Short Day, LT: Low Temperature)روز سرمار  LT14 :98روز کوتاهر 

 .است P<0.05ای دانكن در سطح  اساس آزمون چند دامنه
 

  بیان ژن دهیدرین در شاخسارهای بااززایی شاده  

 پسته

بااااه من ااااور بررساااای بیااااان رن دهیاااادرین در  

شاخسااارهای باااززایی شااده، از باارس شاخسااارهای   

روز  0روز سارما و   0شاهد و تیمارهاای    باززایی شده

 RT-PCRا  و کاال اسااتخر RNAطااول روز کوتاااه، 

نتایج نشان داد که میزان بیان رن مرجار در  . انجام شد

گیاهان شاهد و تیمار یكسان بود و میزان بیان رن   همه

دهیدرین تحت تیمار سارمایی نسابت باه گیااه شااهد      

جاا نیاز طاول روز     داری داشت و در این افزایش معنی

هاای   شاكل )کوتاه اثری بر بیان رن دهیدرین نداشات  

 .(0و  3، 3
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و شاخساارهای   هاا        ر سات  مقایسه اثر سرما بار داناه  

 باززایی شده

به من ور مقایسه اثر سرما بر بیان رن دهیادرین در  

، از بارس   هاا و شاخساارهای بااززایی شاده         ر ست دانه

شااهد و     هاا و شاخساارهای بااززایی شاده           ر سات  داناه 

کال   RNAروز تیمار سرما دیده بودند،  0که  آنهایی

نتاایج نشاان داد کاه    . انجام شد RT-PCRاستخرا  و 

هاا یكساان باود و     میزان بیان رن مرجر در همه نموناه 

هاا، هام        ر ست شاخسارهای باززایی شده نسبت به دانه

هم پس از تیمار سرما، کمتر قاادر  در حالت طبیعی و 

 (.97و  1، 4های  شكل)به بیان رن دهیدرین بودند 

 

قطعاه   RT-PCRحاصل از واکنش  ر  الكتروفورزی باندهای نیم -3شكل 

نشانگر مولكولی : M. جفت بازی، با استفاده از آ ازگرهای رن مرجر 093

(Vivantice DNA ladder) رC : شاااهدرSD7 :0  روز طااول روز کوتاااهر

LT7 :0  روز سرمار(SD: Short Day, LT: Low Temperature). 

 

قطعاه   RT-PCRش ر  الكتروفورزی باندهای حاصل از واکن نیم -3شكل 

نشااانگر : M. جفاات بااازی، بااا اسااتفاده از آ ازگرهااای رن دهیاادرین  933

روز طاول روز   SD7 :0شااهدر  : Cر (Vivantice DNA ladder)مولكاولی  

 .(SD: Short Day, LT: Low Temperature)روز سرمار  LT7 :0کوتاهر 

 

اهد و ی شا  میزان بیان رن دهیدرین در شاخسارهای باززایی شاده  -0شكل 

میازان بیاان رن در اثار تیماار     . روز طول روز کوتاه 0روز سرما و  0تیمارها 

داری نسابت باه شااهد دارد و در اثار تیماار طاول روز        سرما افازایش معنای  

روز طاول   SD7 :0شااهدر  : C. دهاد  کوتاه نسبت به شاهد تفاوتی نشان نمی

 SD: Short Day, LT: Low)روز سااارمار  LT7 :0روز کوتااااهر 

Temperature) .    دار بااین  حااروف یكسااان بیااانگر عاادم اخااتلاف معناای

 .است P<0.05ای دانكن در سطح  ها بر اساس آزمون چند دامنه میانگین
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 RT-PCRر  الكتروفورزی باندهای حاصال از واکانش    نیم -4شكل 

نشانگر : M. جفت بازی، با استفاده از آ ازگرهای رن مرجر 093قطعه 

روز تیمااار ساارما در  SLT :0ر (Vivantice DNA ladder)مولكااولی 

: SCروز تیمار سرما در شاخسارهای باززایی شدهر  TLT :0      ر ستر  دانه

 SLT: Seedling)شاهد شاخسار باززایی شادهر  : TC      ر ستر  شاهد دانه

Low Temperature, TLT: Tissue culture Low Temperature, 

SC: Seedling Control, TC: Tissue culture Control). 

 

 RT-PCRر  الكتروفورزی باندهای حاصال از واکانش    نیم -1شكل 

: M. جفت باازی، باا اساتفاده از آ ازگرهاای رن دهیادرین      933قطعه 

روز تیمار سرما  SLT :0ر (Vivantice DNA ladder)نشانگر مولكولی 

روز تیمار سرما در شاخسارهای بااززایی شادهر    TLT :0      ر ستر  در دانه

SC :ر سااتر  شاااهد دانااه        TC : شاااهد شاخسااار باااززایی شاادهر(SLT: 

Seedling Low Temperature, TLT: Tissue culture Low 

Temperature, SC: Seedling Control, TC: Tissue culture 

Control). 

 

هاا و شاخساارهای    سات   ر  میزان بیاان رن دهیادرین در داناه    -97شكل 

روز تیماار سارما در    SLT :0. روز سارما  0شاهد و تیماار    باززایی شده

: SCروز تیمار سرما در شاخسارهای باززایی شدهر  TLT :0      ر ستر  دانه

حاروف یكساان    .شاهد شاخساار بااززایی شاده   : TC      ر ستر  شاهد دانه

چناد   هاا بار اسااس آزماون     دار باین میاانگین   بیانگر عدم اختلاف معنی

 SLT: Seedling Low) .اساات P<0.05ای دانكاان در سااطح  دامنااه

Temperature, TLT: Tissue culture Low Temperature, SC: 

Seedling Control, TC: Tissue culture Control). 
 

 بحث
 بیان طبیعی ژن دهیدرین در گیاهان

هاای گیاهاان چاوبی     میزان پروتئین دهیدرین در سلول

در گیاهاان چاوبی   . کناد  یرات فصلی تغییر مای همراه با تغی

مانند  ان و هلو نشان داده شده اسات کاه میازان پاروتئین     

کناد و در   دهیدرین با شرو  پاییز، شرو  باه افازایش مای   

اواسر زمستان که گیاه عاادت باه سارما کارده اسات، باه       

زدایاای،  در اواخاار بهااار همااراه بااا عااادت  ،بیشااینه رساایده

و  Yakubov. (Yakubov et al., 2005)یاباد   کاهش می

نشان دادند که پروتئین دهیادرین پساته   ( 0773)همكاران 

آذیان نار چناین تغییارات فصالی را       های گال  نیز در جوانه

اظهاار داشاتند   ( 0778)و همكااران   Rorat. دهاد  نشان می

هاای رویشای،    ها به طور تقریبی در همه بافت که دهیدرین

هااا  داشااته و در ساالول در زمااان رشااد بهینااه، بیااان پااایینی 

نشاان دادناد   ( 0777)و همكاران  Richard. حضور دارند

که در حالت طبیعی، در میزان رونوشت رن دهیدرین باین  
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 ،همچناین . هاایی وجاود   های مختل  گیاهان تفااوت  اندام

Wisniewski  اناااد کاااه  نشاااان داده( 9113)و همكااااران

ممكن است چندین ناو  دهیادرین در یاك گیااه وجاود      

مای  خی به طور فصلی و برخی به طور داته باشد که برداش

هاا   شاوند و همچناین، بعضای از دهیادرین     و ثابت بیان می

هااای  گازارش . شاوند  هاا بیااان مای   رخای از انادام  تنهاا در ب 

هاا وجاود    بیان رن دهیادرین در بارس   در موردمحدودی 

نشاان دادناد   ( 0778)و همكااران   Puhakainenدارد، اما 

ل پیامی که باعاث تحمال باه انجمااد در     که مسیرهای انتقا

ی  اان   ها های ماندگار در زمستان مانند ساقه و جوانه بافت

شااوند، در  ماای (Betula pendula cv Roth)ای  نقااره

ایان محققاان اظهاار    . شاوند  یم انیبهای این گیاه نیز  برس

تواند مدل خوبی برای بررسای وقاایر    داشتند که برس می

دهناد،   یند عادت به سرما ر  میمولكولی که در طول فرآ

 مطالعاه در این تحقیق نیز برس به عنوان اندام ماورد  . باشد

نشاان داد کاه رن دهیادرین     RT-PCRنتایج . انتخا  شد

ای با طول روز  پسته در شرایر طبیعی یعنی شرایر گلخانه

بلنااد و دمااای اتااا ، میاازان پااایینی از بیااان را در باارس     

 .ها داشت     ر ست دانه

هاای غیار زیساتی     ن دهیدرین در اثر تاش  بیان ژ

 مانشد سرما

گیاهااان در طااول زناادگی در معاارض انااواعی از     

گیری سلول، وجاه   آ . گیرند های محیطی قرار می تنش

هاای  یار زیساتی مانناد سارما، خشاكی و        مشتر  تنش

هاای پاساخگو باه سارما،      شوری اسات و بسایاری از رن  

 Puhakainen et)شاوند   ها نیاز القاا مای    توسر این تنش

al., 2004) . گیاری قارار    در گیاهانی که در معرض آ

هاای اکسایژن                                      اند سمی ت فلزی همراه با تولید گونه گرفته

توانناد باه    هاا مای   عماومی اسات و دهیادرین   امری آزاد 

هاای آزاد حاصال از تانش     های رادیكال عنوان ن افتچی

هاای   اتصال به فلاز کاه از ویژگای   . اکسیداتیو عمل کنند

های دهیدرین اسات، ممكان اسات باا عملكارد       ینپروتئ

 زدایی ماورد نیااز تحات شارایر تانش مارتبر باشاد           سم 

(Battaglia et al., 2008) .    همچناین، شاواهدی وجاود

ها که در اثار   شدن آنزیم  ها از  یرفعال دارد که دهیدرین

ایان   کاه  کنناد  جلاوگیری مای   افتاد،  اتفا  میگیری  آ 

گریاز   هاا باا ساطوب آ     ینپاروتئ   کنش این عمل به برهم

یاای کااه در حااال واسرشاات شاادن هااا  شاااها و پااروتئین

باه عالاوه،   . (Hara et al., 2001)هستند، وابساته اسات   

                هاا در فاراهم                    ن ام دهیادرین                 و ساختار بای    α    های  مارپیچ

                       های ریز سلولی برای حفظ                         کردن یا حفظ آ  در محیر

                  ها و سااختارهای                                    عملكرد و تثبیت ساختار ماکرومولكول

                                                         سااالولی در زماااان کمباااود آ  نقاااش مهمااای دارناااد 

(Battaglia et al., 2008).   هورمااااونABA  در

های پاسخگو به تانش   مسیرهای انتقال پیام بسیاری از رن

 ABAهااا در اثاار  دخیاال اساات و در نتیجااه بیااان ایاان رن

 .(Puhakainen et al., 2004)شود  خارجی نیز القا می

کااه رن  حاااکی از آن اساات هااای بساایاری پااژوهش

دهیدرین گیاهان در پاسخ به شرایر محیطای کاه باعاث    

مطالعات زیاادی روی  . شود شوند، بیان می گیری می آ 

دهیادرین را   های مختل  گیاهان چوبی، افزایش بیان رن

 ABAتحاات تاانش ساارما، خشااكی ، شااوری، تیمااار بااا  

گلیكاااول، جاسااامونات و متیااال  اتااایلن خاااارجی، پلااای

خم باه طاور قطعای بیاان     جاسمونات و همچنین پس از ز

نیاز بیاان    پاژوهش در این . (Yakubov, 2005)اند  کرده

، افازایش پیادا   هاای سارمایی   رن دهیدرین پاس از تانش  

ی کاه روی ساایر گیاهاان انجاام     یهاا  کرد که با گازارش 

 9سارما از    با افزایش طول دوره. اند، همخوانی دارد شده
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گرچاه   روز افزایش بیشتری در بیان رن دیده نشد، 98تا 

سارما بیاان انادکی      ممكن اسات باا افازایش طاول دوره    

ممكان اسات    ،افزایش پیدا کارده باشاد، باا وجاود ایان     

کاه در آزماایش نشاان داده     آنقدر اند  باشاد افزایش 

                                               ممكن اسات باا افازایش بیشاتر طاول دوره     نشده است و  

     هاا                         گیری بیشتری از سالول                            تیمار که به تدریج باعث آ 

   .              داری دیده شود   ی               شود، افزایش معن    می

 بیان ژن دهیدرین در اثر تغییر طول روز

مرحلااه مشااخص  دوفرآیناد عااادت باه ساارما شاامل    

کاهش طاول روز باعاث توقا  رشاد و      ،در ابتدا. است

شود و افازایش حدواساطی در تحمال     ایجاد خفتگی می

در مرحلاه دوم باا    ،ساسس . آیاد  به انجماد باه دسات مای   

سرد و سسس دماهاای   قرارگیری گیاه در معرض دماهای

انجماااد بیشااینه تحماال بااه انجماااد در گیاهااان بااه دساات 

های ماندگار در زمستان قاادر باه بقاا در     آید و بخش می

. (Puhakainen et al., 2004)شاوند   دماهای انجماد می

حسگرهای نوری مسؤول در  طاول روز  ، ها فیتوکروم

در  تغییاارات نااوری توساار ایاان  . در گیاهااان هسااتند

هاا فعاال    هاا مسایرهای انتقاال پیاامی را در سالول      گیرنده

هااا شااده،  تغییاار در بیااان برخاای رن سااب کنااد کااه  ماای

شاود   های عملكردی و نموی به میزان نور داده مای  پاسخ

(Welling et al., 2002) .افازایش    هایی درباره گزارش

بیان رن دهیدرین در اثر کوتاه شدن طول روز به تنهاایی  

 ,.Marian et alر (Welling et al., 2002 وجاود دارد 

 ,.Welling et alر Puhakainen et al., 2004ر 2004

طاول روز کوتااه   . Wisniewski et al., 2006)ر 2004

هااا بااه ویااژه   گیااری متوسااطی از ساالول  نیااز باعااث آ 

گیاری ممكان    شاود کاه ایان آ     ها می های جوانه سلول

هاااا و  تجمااار ماااوادی مانناااد پاااروتئین   اسااات نتیجاااه

نتاایج  . (Welling et al., 2002)هاا باشاد    هیدراتکربو

 دواین محققان نشان داد که طول روز کوتاه و سارما، از  

. کننااد مسایر مساتقل افاازایش بیاان دهیادرین را القااا مای     

Puhakainen  اظهااار داشااتند کااه  ( 0778)و همكاااران

بار بیاان رن    اندکیبسیار  تأثیرطول روز کوتاه به تنهایی 

هاا   ای داشت، اما سالول  های  ان نقره دهیدرین در برس

تار کارد و بیاان رن     را برای در  بعادی سارما حسااس   

دهیدرین در گیاهانی که پیش از تیمار سارما، مادتی در   

شاارایر طااول روز کوتاااه قاارار گرفتااه بودنااد نساابت بااه 

. گیاهانی که تنها تیمار سرما دیده بودند، بسیار بالاتر بود

طول روز کوتااه   (synergistic effect)  این اثر همیارانه

 . رساند و سرما، گیاه را به سختی بیشینه در زمستان می

اثاار تیمااار طااول روز کوتاااه روی  پااژوهش،در ایاان 

روز پس از تیمار نیز  98، اما حتی بررسی شدبرس پسته 

ممكان  . افزایشی در میزان بیان رن دهیادرین دیاده نشاد   

انادازه کاافی    باه ( روز 98بیشینه )تیمار   است طول دوره

طاور   همان. زیاد نبوده تا تغییری در میزان بیان ایجاد شود

نشاان دادناد کاه بیاان     ( 0770)و همكاران  Wellingکه 

 × Populus tremula)دهیاادرین در صاانوبر دورگااه 

Populus tremuloides Michx)  روز از  09پااس از

تیمار روز کوتاه انادکی افازایش پیادا کارد، گرچاه در      

حتی یك روز ( 0778)و همكاران  Puhakainen تحقیق

تیمااار روز کوتاااه، بیااان رن دهیاادرین  ااان را اناادکی    

 باه همچنین، ممكن است کاه افازایش بیاان    . افزایش داد

حدی پایین بوده که در آزمایش نشان داده نشده است و 

                          تیماار کاه باه تادریج                                      ممكن است با افزایش طاول دوره 

                شاود، افازایش         مای      هاا                         گیری بیشتری از سالول          باعث آ 

همچنین، ممكن است که ایان رن  .              داری دیده شود      معنی

که تنها رن دهیدرین شاناخته شاده    (PV-dhn)دهیدرین 
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عادت  موج در پسته است، تنها از طریق پاسخ به سرما 

. شااود و پاسااخگو بااه طااول روز نیساات   بااه ساارما ماای 

نشاان  ( 0773)و همكااران   Wisniewskiطور کاه   همان

 Pronus)هااای دهیاادرین هلااو  از رن دادنااد کااه یكاای

persica) به نام ،Ppdhn1   در اثر سرما و خشاكی، و رن

تنهااا بااا خشااكی بیااان     Ppdhn2دهیاادرین دیگاار آن  

شوند و طول روز کوتاه روی بیان هایچ یاك از آنهاا     می

( 0778)و همكاااران  Marianهمچنااین، . ناادارد تااأثیری

، Rhododendronرن دهیادرین   ساه نشان دادناد کاه از   

سارما و طاول    عامال  تنها یكی از آنها پاسخگو به هار دو 

رن دیگر تنها توسر پاسخ به سرما باعث  دوروز است و 

شوند و طول روز روی بیان آنها اثاری   عادت به سرما می

 . ندارد

تفاوت بیان ژن دهیدرین در اثر سرما بین گیاهاان  

 ای و گیاهان در شیشه گلخانه

هااای ساانتی   وشدر شیشااه بااه ر  هااای کشاات  روش

پاارورش گیاااه باارای تغییاار و پیشاارفت گیاهااان کمااك  

کاه کشات   مشاخص شاد    9187از دهه . اند زیادی کرده

دهی و ایجااد   هایی از طریق عادت رقم بافت باعث تولید

ایان   9107شاود و از اوایال دهاه     مای  ساوماکلونال تنو  

. اساتفاده شاد  های بهتار   روش برای تولید گیاه با ویژگی

های باززایی شده دیده اکلونال در گیاهكاین تنو  سوم

 ،ها وجاود داشاته   شود و ممكن است از قبل در سلول می

این تنو  ممكان اسات   . یا از طریق کشت القا شده باشد

هاای   تغییارات در گیاهاك  . رنتیاك باشاد   رنتیك یا اپای 

برای کمك به کشااورزی و  باززایی شده توانایی زیادی 

نااوز در سااطح وساایر  زراعاات دارد، امااا ایاان توانااایی ه 

در کشات در شیشاه ممكان اسات     . استفاده نشاده اسات  

یافتااه تولیااد شااوند کااه   هااای جهااش  انااواعی از ساالول

های مفیدی مانند مقاومت باه تانش، مقاومات باه      تفاوت

هار   باه  . بیوتیك نشاان دهناد   کش و مقاوت به آنتی عل 

هاای مطلاو  در ماوارد     حال، باززایی گیاهان با ویژگی

در ایان  . (Thorpe, 2007)ش شده است محدودی گزار

  هاا و شاخساارهای بااززایی شاده           ر سات  داناه در  مطالعه،

، میاازان بیااان رن در اثاار تیمااار ساارما افاازایش      پسااته

اماا میازان بیاان رن در    . داری نسبت باه شااهد دارد   معنی

( شااهد )شاخسارهای باززایی شده هم در حالت طبیعای  

هاا       ر ست دانهن رن در و هم پس از تیمار سرما کمتر از بیا

بارس شاخساارهای پساته بااززایی شاده در      است، یعنی 

در حالاات طبیعاای، تااا حاادودی کمتاار از باارس   ،شیشااه

رن دهیاادرین را بیااان   ،گیاهااان رشااد کاارده در زیااوه  

تواناد رطوبات باالای شارایر      کردند که علت آن می می

و یا حتی حذف اثر شاوری روی بیاان ایان رن    در شیشه 

هاای رشاد          ر سات  داناه آل برای  رایر ایدهباشد که این ش

گرچااه  .کاارده در خااا  ممكاان اساات فااراهم نباشااد  

ای، پاس   شاخسارهای در شیشه نیز مانند گیاهان گلخاناه 

از تیمار سرما قادر به افزایش بیان رن دهیدرین بودند اما 

  شیشاه  پس از تیمار نیز میزان بیان رن در شاخسارهای در

کااه تیمااار مشااابهی دیااده ای  نساابت بااه گیاهااان گلخانااه

تر بودن بیان  تواند پایین بودند، کمتر بود که علت آن می

توان  در حالت عادی در شاخسارهای در شیشه باشد، می

احتمال داد کاه باا افازایش طاول دوره یاا پاایین آوردن       

دمااای تیمااار ساارما، میاازان بیااان رن در شاخسااارهای در 

  .ها برسد     ر ست دانهشیشه به سطح 

  ت مااروری در ایاان تحقیااق گزارشاای دربااارهمطالعااا

مقایسه بیان رن دهیدرین بین گیاهان در شیشه و گیاهاان  

باه هار حاال،    . رشد کرده در شارایر عاادی نشاان ناداد    

Palonen  نشااان دادنااد کااه پااس از ( 0777)و همكاااران
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 Rubus)ی تمشاك   تیمار سرما، شاخسارهای در شیشاه 

idaeus L.)  در زیوه، کمتار  نسبت به گیاهان رشد کرده

کاه در زماان   )های محلاول   قادر به افزایش کربوهیدرات

هاا   در سلول( یابد ها افزایش می عادت به سرما، در سلول

دمایی کاه در آن مارس گیاهاان در اثار     ) LT50بودند و 

مشاااهده شااده در گیاهااان در ( درصااد اساات 37 ،تاانش

. گیاهاان رشاد کارده در زیاوه باود      LT50شیشه بالاتر از 

نشااان دادنااد کااه  ( 9140)و همكاااران  Guyین، همچناا

رشاد کارده    (.Spinacia oleracea L)گیاهان اسافنا   

در شیشه مانناد گیاهاان رشاد کارده در خاا ، پاس از       

قرارگیری در معرض تیمار سرما، قادر به عادت به سارما  

بودند و تحمل به انجماد خود را افزایش دادند، اما میزان 

ا تا حدودی کمتر از گیاهان تحمل به دست آمده در آنه

  .رشد کرده در خا  بود
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Abstract 

Cold stress is a major environmental factor that limits the agricultural products. Plants can 

increase their cold and freezing tolerance by being exposed to short days and cold, non 

freezing temperatures, a process known as cold acclimation. In the period of cold acclimation 

that causes dehydration of cells, dehydrin proteins accumulate inside the cells and protect the 

membranes and macromolecules structure. Pistachio (Pistacia vera L.) is a tree species 

characteristic of arid zone, which is exposed to extreme temperatures. In this study, the effects 

of cold and short day treatments on dehydrin gene expression were investigated in seedlings 

and regenerated shoots of pistachio cultivar Badami. The results showed that cold treatment 

increased the gene expression meaningfully compaired to the control. The short day 

treatments had no effect on dehydrin gene expression. Because the regenerated plants may 

encounter somaclonal variations and thus show different responses to stresses, a comparison 

was made between in vivo and in vitro grown plants with respect to the rate of gene 

expression, under similar cold treatment. Comparison of the plants grown in vivo and in vitro 

showed that dehydrin gene expression was lower in regenerated shoots under natural 

condition and after cold treatment. 

Key words: Pistachio, Dehydrin, Short day period, Cold acclimation, in vitro culture 
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