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  دهیچک
صرورت ررر     کربوکسیلات ردوکتاز در زعفرران  بره   -5های فسفره بر بیان ژن پرولین این آزمایش به منظور بررسی اثر کود

تکرار در دانشکده کشاورزی دانشگاه بیرجند اجرا شد. تیمارهرای کرودی شرامل شراهد  شریمیایی        3بلوک کامل تصادفی با 
کربوکسیلات ردوکتاز در زعفران شناسایی و سرس  بیران رونوشرن آن     -5زیستی و شیمیایی + زیستی بود. توالی ژن پرولین

غازگرهایی اختصاصی از گیاه گندم رراحی و آتحن تیمارهای کودی فسفره مورد بررسی قرار گرفن. برای جداسازی این ژن 
ی گیاه نیرز در  بررسی شد. همچنین فسفر قابل جذب خاک و فسفر معدن RT-PCRسنتز شد. بیان ژن با استفاده از واکنش 

جفن باز رول بود. فسفر خاک در سطح  280گیری شد. توالی جدا شده توسط این آغازگرها دارای  برگ و کورم زعفران اندازه
درصد فسرفر معردنی بررگ بیشرترین      1درصد در تیمار شیمیایی+زیستی بیشترین مقدار را به خود اختصاص داد. در سطح  5

 -5تی داشن و در کورم تیمارهای کودی تاثیری بر فسفر معردنی نداشرتند. بیران ژن پررولین    مقدار را در تیمار شیمیایی+ زیس
درصد بیشترین مقدار را به خود اختصاص داد و در کورم  1کربوکسیلات ردوکتاز در برگ در تیمار کو زیستی در سطح احتمال 

 .تیمارهای کودی بر بیان ژن بی اثر بود
 ای پلیمرازی ،واکنش زنجیره2فسفات آمونیوم، کود زیستی باروربیان ژن، کود  کلیدی: کلمات

 
 

 و هدف مقدمه .1

متعلق به خانواده زنبق یک گیاه زراعی با ارزش اسن که اغلب در منارقی که  .Crocus sativus Lزعفران با نام علمی 
ارزش ترین گونه های گیاهان زراعی ( و از با 10(. این محصول  ادویه ای گران قیمن )4اقلیم خشک دارند  کشن می شود)

 (. 12در دنیاسن )

فسفر یکی از عناصر معدنی کلیدی و ضروری برای رشد و نمو گیاه اسن. همچنین جزء ساختاری اسیدهای نوکلوئیک و 
ه صورت فسفر اغلب ب(. 14فسفولیسید ها بوده و نقش مهمی در انتقال انرژی  انتقال سیگنالی  فتوسنتز و تنف  ایفا می کند )

برای گیاهان قابل  فسفات های معدنی کم محلول و یا نامحلول و یا به صورت فسفر آلی در خاک وجود دارد که به سهولن
کمبود غلظن فسفات های قابل جذب خاک های زراعی در کشور باعث شده اسن که از سال ها پیش تا استفاده نیسن. 

(. 13ین عنصر را به صورت کودهای شیمیایی فسفر دار به خاک اضافه کنند )کنون برای رفع کمبود فسفر مورد نیاز گیاهان  ا
های شیمیایی در اراضی کشاورزی موجب معضلات زیسن محیطی زیادی از جمله آلودگی  در چند دهه اخیر مصرف نهاده
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به بر این (. برای غل16ها گردیده اسن ) منابع آب  افن کیفین محصولات کشاورزی و کاهش میزان حاصلخیزی خاک
توان به استفاده از  های اساسی اسن که باید مورد توجه قرار گیرد. در این بین می مشکلات  راهکار بیولوژیکی از استراتژی

 کودهای زیستی اشاره کرد.
ها و  عنوان یک اسمولین سازگار کننده نقش مهمی در تنظیم اسمزی درون سلول  پایدار کردن ساختار پروتئین پرولین به
های اکسیداسیون و احیا  ایفا  سلولی و واکنش pH(  تنظیم ROSهای اکسیژن رادیکال ) اء سلولی  جاروب کردن گونهغش
کربوکسیلات سنتتاز  -5(. در گیاهان پرولین عمدتا از گلوتامات ساخته می شود  که توسط آنزیم پرولین18 9کند ) می
(P5CSبه گلوتامات سمی آلدئید تجزیه شده و خود به ) 5خود به پرولین-( کربوکسیلاتP5Cتبدیل می )  شود. آنزیم

 .کند را به پرولین تجزیه می P5C(  P5CRکربوکسیلات ردوکتاز ) -5پرولین
های بیوسنتزی این اسید  کربوکسیلات ردوکتاز  که یکی از آنزیم -5اثر کودهای فسفره بر بیان ژن پرولیندر تحقیق حاضر 

 .ار گرفنباشد مورد بررسی قر آمینه می
 

 تحقیق پیشینه تئوری و  .2
( که بر روی تاثیر کود فسفره و محلول پاشی کلات آهن در میزان جذب عناصر 2با توجه به نتایج تحقیق اکبری و همکاران )

های اجدادی گندم در شرایط دیرم انجرام    های محلول در گندم نان و تعدادی از گونه مصرف  میزان پرولین و کربوهیدارت کم
 94دار گردید. همچنین علومی و همکاران در سرال   م بسیار معنیهای هوایی گند شد  اثر کود فسفره بر میزان پرولین در اندام

در تحقیقی که بر روی تاثیر خاک فسفات بر گیاه آفتابگردان داشتند بیان کردند که غلظن پرولین در ساقه ایرن گیراه تحرن    
 .(7) دهد داری نشان می زایش معنیتاثیر این نوع فسفر نسبن به ریشه اف

 

  ها مواد و روش .3
این تحقیق در دو فاز مزرعه ای و آزمایشگاهی در دانشکده کشاورزی دانشگاه بیرجند انجام شد. رر  آزمایشی در قالب بلوک 

)کود شیمیایی  p2)شاهد یا عدم مصرف کود فسفره شیمیایی و زیستی(    p1کامل تصادفی و تیمارهای کودی شامل: 
)ترکیب   p4گرم در هکتار( و  100به میزان  2)کود زیستی فسفره بارور p3کیلوگرم در هکتار(   150آمونیوم به میزان  فسفات
کشن در گرم در هکتار( بود.  50به مقدار  2 کیلوگرم در هکتار و کود زیستی  بارور 75آمونیوم به مقدار  شیمیایی فسفات کود 

آوری  و برگ و کورم از هر کرت جمع ای زعفران انجام رشد سبزینه ماه در اواخر برداری اسفند نمونهگرفن و شهریورماه صورت 
 صورت فریز شده در ازت مایع به آزمایشگاه منتقل گردید. و به

ن (. پ  از آ1فاز آزمایشگاهی این تحقیق با آزمایشات خاکشناسی و تجزیه های فیزیکی و شیمیایی آن شروع شد)جدول
فسفر قابل جذب خاک به روش اولسن برای هر کرت آزمایشی و فسفر غیر آلی )معدنی( کورم و برگ زعفران نیز اندازه 

 .گیری شد
 

 

 خصوصیات فیزیکی و شیمیایی خاک  -1جدول 

 

اسیدیته 
(pH) 

شوری 
(ds/m) 

 کربن آلی )%(
فسفر قابل 
جذب 

(ppm) 

   
 بافن خاک

 سیلن شن رس

 لوم رسی 40.7 33.3 26 33 0.04 2.85 8.3
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  P5CRطراحی و سنتز آغازگر برای ژن 

در زعفران هنوز شناسایی نشده بود  با استفاده از گیاه گندم اقدام به رراحی آغازگر برای ژن  P5CRکه توالی ژن  جایی از آن
باز از بانک ژن استخراج گردید و با  گندم با شماره دسترسی به رول  جفن P5CRمورد نظر صورت گرفن توالی ژن 

BLAST  آن در پایگاهnr/nt  تارنمایNCBIهای همولوگ از گیاهان دیگر که دارای قرابن با زعفران بودند     توالی
ردیف  هم DNASTAR افزار نرم MegAlignهای به دسن آمده با برنامه  آوری گردید. در ابتدا توالی شناسایی و جمع
آغازگر  Oligo 7افزار  شده با نرم شده این ژن مشخص گردید. در منارق حفاظن ردیفی منارق حفاظن شدند. در این هم
 TGT-´5و آغازگر برگشتی  دارای توالی  ´CTG GCT TGA GTG GTA GTG G-3 -´5مستقیم با توالی 

GGC AGC AAC AAC GGC A -3´  شرکن دنازیسن آسیا ارسال شد.رراحی و برای سنتز به 

  P5CRجداسازی و تعیین توالی ژن 

 Semi-quantitative Reverse Transcription polymerase chainاز  P5CRبرای جداسازی ژن 
reaction   استفاده شد. بدین منظور با استفاده از آغازگرهایF588P5CR-TA  وR845P5CR-TA  رراحی شده

 4گراد به مدت  درجه سانتی 94سازی اولیه در دمای  صورت واسرشته برنامه واکنش بهانجام شد.  PCRواکنش  cDNAو 
گراد  درجه سانتی 59.2دقیقه  اتصال آغازگرها در دمای  1گراد به مدت  درجه سانتی 94دقیقه  واسرشته شدن الگوها در دمای 

درجه  72دقیقه و تکثیر نهایی در دمای  1گراد به مدت  درجه سانتی 72چرخه  تکثیر در دمای  35دقیقه برای  1به مدت 
درصد ران و نوارهای حاصل با استفاده از کین  1دقیقه بود. سس  محصول واکنش بر روی ژل آگارز  10گراد به مدت  سانتی

 خالص شده برای تعیین توالی ژن مورد نظر به شرکن DNAسازی گردید.  شرکن یکتا تجهیز آزما از روی ژل خالص
 دنازیسن آسیا ارسال گردید.
برای این ژن با پردازی استفاده گردید. توالی خوانش شده  داده های زیسن توان از روش تکثیر شده می  برای تایید صحن توالی

رو  در بسیاری از گونه های گیاهی دیگر مشابه بود و همچنین واجد دمین پروتئینی این ژن نیز بود. از این P5CRتوالی ژن 
 ثبن گردید. زعفران  P5CRتوالی مورد نظر در بانک ژن به عنوان توالی ژن 

  P5CRبررسی بیان ژن 
به روش  RNAآوری شده از هر کرت رر  آزمایشی  استخراج  از نمونه های جمع P5CRبه منظور بررسی بیان ژن 

انجام شد.  cDNAسس  با استفاده از کین شرکن یکتا تجهیز آزما ساخن انجام گرفن.  CTABدستی با استفاده از 
واکنش   R562ActLSو  F3ActLSهای سنتز شده ابتدا با آغازگرهای   cDNAبرای حصول ارمینان از کیفین 

PCR ند. با توجه رقن شد انجام و نوارهای تشکیل شده بر روی ژل آگارز پ  از الکتروفورز در دو نوبن ابتدا با ژن اکتین هم
 PCRها بر روی ژل آگارز واکنش اول و دوم  اول و دوم برای ژن اکتین و مقدار ران کردن محصولات آن PCRبه واکنش 

های اکتین  مورد استفاده برای هر نمونه همانند واکنش cDNA. مقدار (2 شکل)نیز انجام شد P5CRبرای آغازگرهای 
 بود.
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 %.1پس از هم رقت سازی ران شده بر روی ژل آگارز  P5CRبرای آغازگرهای اکتین و  PCR1الف( نتیجه محصول  -1شکل 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 %.1پس از هم رقت سازی ران شده بر روی ژل آگارز  P5CRبرای آغازگرهای اکتین و  PCR2ب( نتیجه محصول  -1شکل 
 

استفاده شد. بدین صرورت کره    EmageJاز نرم افزار  P5CRبه منظور کمی نمودن نوارهای حاصل از تکثیر رونوشن ژن 
کمی و در نهاین برای بره دسرن آمردن میرزان بیران       P5CRنوارهای حاصل از هر تیمار ابتدا برای ژن اکتین و سس  ژن 

 صل از ژن اکتین تقسیم شدند.  اعداد حاصل از این ژن بر اعداد حاP5CRنسبی رونوشن ژن 
 

 نتایج و بحث. 4

 اندازه گیری فسفر قابل جذب خاک

غلظن فسفر قابل جذب خاک را پ   2شکلدار گردید.  درصد معنی 5های حاصل از سنجش فسفر خاک در سطح  آنالیز داده
کیلوگرم کود فسفات آمونیوم و  75مقدار فسفر قابل جذب در تیمار کودی  شکلدهد. با توجه به  از کاشن زعفران نشان می

کننده فسفات  های حل در هکتار بیشترین مقدار فسفر را به خود اختصاص داده اسن. باکتری 2گرم کود زیستی بارور  50
ه ترکیبات فسفره نامحلول و در با استفاده از سازوکار ترشح اسیدهای آلی و اسید فسفاتاز باعث تجزی 2موجود در کود بارور 

کنش  توان بیان داشن در تیمار تلفیق کود شیمیایی و زیستی  برهم از این رو می(. 8  3گردند ) نتیجه قابل جذب شدن آن می
های  کننده فسفات و کود فسفات آمونیوم موجب افزایش فسفر قابل جذب در خاک گردیده اسن. تیمار های حل اثر باکتری
 مصرف کود فسفره( و کود شیمیایی از لحاظ آماری با هم تفاوت داشته اما این تفاوت چندان زیاد نیسن.شاهد )عدم 
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زمینی را بررسی کرده و بیان کردند  ( تاثیر کودهای زیستی فسفر بر عملکرد و جذب فسفر در سیب5قبادی و همکاران )
کود شیمیایی و بیوفسفات رلایی بود  که مشابه نتایج بیشترین میزان فسفر قابل جذب در خاک مربوط به تیمار ترکیبی 

 باشد. تحقیق حاضر می

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 : میزان فسفر قابل جذب خاک برای تیمارهای کود فسفره پس از کاشت.2شکل 

 

ای داشتند  بیشترین  ( در تحقیقی که بر روی تاثیر کودهای زیستی فسفاته در ذرت دانه1همچنین احتشامی و همکاران )
های سودوموناس و میکوریزا معرفی کردند که  میزان فسفر قابل جذب خاک را تیمار تلفیقی کودهای زیستی مخلوط باکتری

 .باشد مخالف نتایج این تحقیق می

 نتایج اندازه گیری فسفر گیاه

ار و  برای فسفر د % برای فسفر بافن برگ معنی1های مربوط به سنجش فسفر غیر آلی گیاه در سطح  احتمال  آنالیز داده
 دار نشد. کورم معنی

که فسفر قابل  3اسن که با توجه به شکل  بیشترین مقدار فسفر برگ را تیمار کودی شیمیایی + زیستی به خود اختصاص داده
دهد و در این  تیمار بیشترین فسفر قابل جذب را دارد  قابل توجیه اسن.  پ  از  جذب خاک را در ابتدای فصل رشد نشان می

 ن تیمار کود شیمیایی بیشترین مقدار فسفر در برگ را دارا اسن. آ
های منسوب به سودوموناس پوتیدا و پانتوآ آگلومران  همراه با کود  ( گزارش کردند که تلقیح جدایه6مختاری و بشارتی )

با تیمار شاهد داشته اسن. درصد بر مقدار غلظن فسفر در مقایسه  5داری در سطح احتمال  شیمیایی در بذر ذرت  تاثیر معنی
سودوموناس بدون استفاده از کود شیمیایی از لحاظ آماری تفاوتی با تیمار شاهد   های همچنین بیان داشتند که تلقیح جدایه

 باشد. ها مطابق نتایج این تحقیق می نداشته اسن  که نتایج آن
نتهای فصل رشد جذب فسفر متوقف شده و به دلیل توان برداشن کرد که در ا گونه می در مورد غلظن فسفر در کورم این
 یابد. ای قسمن اعظم مواد در برگ تجمع می فعالین گیاه در قسمن سبزینه
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 مقدار فسفر غیر آلی بافت گیاه در تیمارهای فسفره. -3شکل

 P5CRنتایج بیان ژن 

درصد معنی دار  1تحن تیمارهای کود فسفره برای برگ در سطح احتمال  P5CRهای مربوط به بیان نسبی ژن  آنالیز داده
 گردید و تیمارهای کودی بر بیان ژن در کورم تاثیر معنی داری نداشتند.

را داشته اسن و سایر تیمارها از لحاظ آماری تفاوت چندانی باهم  P5CRدر برگ تیمار کود زیستی بیشترین میزان بیان ژن 
تواند به این دلیل باشد که در انتهای فصل رشد  طح بیان ژن در تمام تیمارها تقریبا ثابن بوده اسن که میندارند. در کورم س

 جذب فسفر متوقف شده و ثابن اسن.
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 تحت تیمارهای کود فسفره. P5CRمیزان بیان نسبی ژن  -4شکل 

 پیشنهادات -5

  استفاده از واکنشReal Time-PCR  جای  آنالیز بیان ژن بهبرایRT-PCR نیمه کمی 
 های مختلف دوره رشدی در ریشه و کورم و برگ  آنالیز بیان ژن در زمان 
 سازی ژن  همسانهP5CR برای تعیین دقیق توالی 
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