
 

 

 مقدمه

 

 

 يونجه  1-1

ن ي در ايران و بسياري از نقاط جهامهمترين گياه علوفه ا sativa L.  Medicagoبا نام علمی( AlfaAlfa)گياه يونجه 

 .است شهورعلوفه اي م باتاتملکه نعنوان در اقليمهاي مختلف به  تبودن ارزش غذايی و امکان کاش . اين گياه به دليل بالاستا

اين  ،دل از ميلابق سال 500ود دوم بوده و حسدر ايران مر (دل از ميلابق 2000تا  1000لهاي سابين )يونجه از گذشته دور  اشتک

 Fabaceaeاين جنس از خانواده لگومينه يا است. اير نقاط اروپا و جهان راه يافته سپس به سه و دگياه از ايران به يونان برده ش

 گياهان مهم ترين نجه يکی ازيوگونه از اين جنس در منطقه فلات ايران نام برده شده است.  14عداد در فلورا ايرانيکا ت بوده و

 بالاست پذيري هضم قابليت و انرژي مختلف، هاي ويتامين پروتئين، زيادي مقدار داراي زيرا است اهلی حيوانات براي اي علوفه

اصلاح ظرفيت نگهداري آب و خاک به صورت مالچ و استخراج مواد ، خاک حاصلخيزي براي يونجه علوفه مخلوط در همچنين. 

  (1375)کريمی  .معدنی و نيتروژن در لايه پايينی استفاده می شود

ترکيب صفات زير به همراه سازگاري گسترده به محيط هاي متنوع يونجه را به عنوان يک محصول منحصر به فرد معرفی نموده 

کيفيت ، مقاومت به سرما و گرما، توانايی تثبيت بيو لوژيکی نيتروژن ،ظرفيت رشد مجدد سريع اين صفات عبارتند از: .است

، قابليت استفاده به صورت چراي مستقيم، کود سبز، قابليت ذخيره و انبار کردن، مغذي بودن، هضم پذيري بالا، مناسب علوفه

 .پايا و چند ساله بودن و ،ن، استولوتکثير به وسيله بذر، ريزوم، قدرت رقابت با علف هاي هرز
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وه بر علا ونجهي اهيمعروف است. گ ونجهي هياي مستقيم است که به رشد اولراست با ريشه يرشد ييونجه گياهی چندساله دارا

 تيموفق. علت رديگ یمنشا م یاصل شهير يمرکز ياستوانه ا يباشد که از سلولها یم زين یجانب يها شهير ي، دارایاصل ي شهير

 يا شهير ستميس نيخاک وجود هم نيريو رطوبت ز يی، استفاده از مواد غذایطينامساعد مح واملع هيدر مقابله با کل اهيگ نيا

يونجه و نژاد کند. يک رابطه همزيستی بين ريشه گياه  نيرا تضم اهيگ یادامه زندگ یخشک یطولان طيشرا در تواند یاست  که م

به ازت خاک چند هفته از رشد و نمو، اين گياه ديگر نيازي  گذشتکننده ازت هوا وجود دارد که بعد از باکتري ريزوبيوم تثبيت

و بيشتر استفاده متر  5عمق  سازد تا از رطوبت قابل جذب اعماق زمين تانخواهد داشت. ريشه عميق و راست اين گياه را قادر می

 (.1369نمايد )کريمی، می دگیکند که امتياز با ارزشی در موارد طولانی بودن خشکی است و گياه را قادر به ادامه زن

يونجه علاوه بر ريشه اصلی که راست ومستقيم است ريشه هاي جانبی نيز دارد که سيستم ريشه اي قوي براي يونجه ريشه:  (فال

جذب مواد غذايی از لايه هاي پايينی خاک به  نيز کرده و خود عامل مهمی براي مقاومت گياه در برابر عوامل نامساعد وايجاد 

متر يا بيشتر( که باعث مقاومت گياه  5عمق حدود  تاجذب آب از اعماق زمين را داده ) رود. همچنين ريشه گياه اجازه شمار می

 در Rhizobiumدر برابر خشکی هاي طولانی مدت می شود. علاوه بر اين به علت همزيستی ريشه يونجه با نژادهاي باکتري 

ژن در مزارع ترواست، به طوري که بعد از مدتی نيازي به کاربرد ني موثر در حاصلخيزي خاک نيز بسيار تثبيت کننده نيتروژن هگر

ساقه هاي خزنده زير  ( و نيزوي زمين )استولون. در مزارع يونجه با گذشت زمان بتدريج ساقه هاي خزنده ريونجه نخواهد بود

 .(1)شکل ( بوجود می آيد زمين )ريزوم

است . ساقه اصلی  پر و از سلول پارانشيمی نسبتاً بلند و فشرده اي پرشده و تقريباً چهار گوشساقه اصلی يونجه توب( ساقه: 

، انشعابات زيادي توليد می کند که به مرور زمان خاک. ساقه يونجه در نزديک سطح شعابات زياد و نسبتاً ظريفی دارديونجه ان

که  تاه و منشعب و ضخيم بوجود می آيدگذشت زمان از طوقه ساقه هاي کو . بادبی شده و طوقه را به وجود می آورضخيم وچو

از محل طوقه خارج  . بعد از چيدن يا رسيدن يونجه ساقه ديگري از ساقه قبلیبلند يونجه را بوجود می آوردی و ساقه هاي اصل

، مناطق ام مختلف در هر يک از اين چين ها. ارتفاع ساقه يونجه در ارقعدد متغير است 40تا 5ي يونجه از . تعداد ساقه هامی شود



، نرم و يی که دائماً توليد می شوند راست. ساقه هاسانتی متر متغير است 100-60و از گوناگون و خاک هاي مختلف متفاوت بوده 

 .(1)شکل کرک دار بوده و در محل خروج برگ ها انشعابات کوتاهی پيدا می کند 

يک سوم در  ، طويل ونشعابات ظريف ساقه بوجود می آيند. برگچه ها کشيدهدرمحل ا گ يونجه مرکب بوده وبرها: برگ (ج 

شود و از اين رگبرگ اصلی  . برگچه ها داراي يک رگبرگ اصلی هستند که تا انتهاي برگچه کشيده میيی دندانه دار هستندانتها

درمحل اتصال  برگ مرکب به وسيله دمبرگ به ساقه وصل شده و. ( رگبرگچه هاي فرعی منشعب می شوندبرگچه )رگبرگچه

، زائده باريک و بلند دارد که به دمبرگ متصلند. هر کدام از گوشوارک هايک وجود ( بارstipuleدمبرگ به ساقه دو گوشوارک )

کرک هاي  برگچه هاي يونجه تخم مرغی شکل بوده و در سطح زيري از. در انتها و دندانه هاي ظريف و کوچک در قاعده دارند

. برگچه ميانی داراي دمبرگ هستند سطح رويی برگ کمتر است. برگچه ها سبز تيره . تراکم کرک ها درفراوانی پوشيده شده است

 .(1)شکل می شوند  کوتاهی است در حالی که برگچه هاي کناري فاقد دمبرگچه بوده و مستقيماً به دمبرگ وصل

از  بهار رويشی به زايشی با توليد گل هاي يونجه آغاز می شود. توليد شاخه هاي گل در نمو رشد و حالت گياه از تغييرد( گل: 

بعضی از يونجه هايی که . چهاردهمين گره از طوقه يونجه و در فصل تابستان از ششمين تا دهمين گره صورت می گيرددهمين تا 

در بهار به گل می نشينند ارتفاع ساقه بيشتري دارند و بر عکس در تابستان ارتفاع ساقه کوتاه تري دارا هستند . هنگام تشکيل گل، 

برآمدگی يک گل آذين بوجود می آيد. هر گل يونجه، داراي يک وجود می آيد و از هر برگ ب محور برآمدگی بافت مريستم در

با پنج گلبرگ به نام هاي درفش يک عدد و بال و ناو هر کدام دو عدد(، ده پرچم و نج کاسبرگ هم اندازه( و يک جام )با پکاسه )

، سفيد، زرد، و يا رنگارنگ باشد. گل بنفش است ممکن Medicagoيک مادگی است. رنگ گل ارقام مختلف و گونه هاي جنس 

يونجه داراي خصوصيات خاصی است از اين رو تعداد محدودي از حشرات در گرده افشانی يونجه مؤثر هستند به خاطر اين 

 .(1)شکل ويژگی و نيز پلی پلوئيدي بودن يونجه عوامل موثر در گرده افشانی يونجه کمتر اثر دارند 

اين  . باگيرند می ، کيسه بساک ترکيده و دانه هاي گرده بفراوانی در روي کلاله مادگی قراردام هاي جنسیر هنگام آزاد شدن اند

حال مشکل عمده در گرده افشانی يونجه غشاء کوتيکولی موجود در روي کلاله است که مانع از ترشح مواد توسط کلاله می شود. 

اين طريق امکان باروري ناشی ازگرده افشانی فراهم می گردد.  از رود و میاين غشاء بعد از آزاد شدن اندام هاي جنسی از بين 



عمل آزاد شدن اندامهاي جنسی از درون ناو را می توان به عواملی مانند فشار وارده از طرف سلولهاي مربوط به اندامهاي جنسی، 

  حرارت مربوط دانست .درجه  فشار مکانيکی وارده توسط حشرات و عوامل محيطی مانند باران، باد و

در گرده افشانی غير مستقيم يونجه، تعداد گل هاي تشکيل شده زيادتر و تعداد بذر در هر نيام بيشتر است علت اين پديده به 

 و جنين داراي که شده بارور هاي تخمک حيات ادامه اختلاف( 2  زگاري نسبی بيشتر بوته هاي يونجهناسا خود( 1  عواملی مانند

و هيبريد شده هستند مربوط می شود. گل آذين يونجه بصورت خوشه مرکب است که از محل محور  شده گشن خود آندوسپرم

. ميوه يونجه نيامی باشکل خاص ب يا طويل تر از آن دارا می باشدبرگ خارج می گردد که دمگلی به اندازه دمبرگ برگ مرک

بيش قلوه  . بذور شکل کم واست . نيام داراي چند بذردتوليد می گرداست. در اثر رشد سريع طرف داخلی نيام، پيچشی در نيام 

 .(1)شکل مانند داشته و برنگ زرد يا قهوه اي روشن ديده می شوند 

 گردد. در پيچش است تشکيل می 4تا  2بذر يونجه درون غلاف، نيام يا پيله که مارپيچی يا حلزونی شکل است و داراي ميوه:  (ه

رسند. طول و  يونجه، بذور داخل آن به هم نزديک شده و به علت رشد خارجی سه گوش به نظر میطول مدت رسيدن نيام 

ميلی متر و ضخامتشان حدودا يک ميلی متر است. نيام در گونه هاي مختلف يونجه به  5/1و  5/2عرض بذور رسيده، به ترتيب 

قهوه اي است. به طور کلی بذر يونجه کوچک و ريز است  رسيده يونجه زرد روشن يا سبز زيتونی تا بذر. اشکال مختلف می باشد

بذر يونجه داراي دو لپه  .بذر وجود دارد 400تا  300يونجه  . در هر گرم وزنگرم متغير است 5/3تا  5/2آن از  و وزن هزار دانه

(Cotylidonيک ريشه چه، يک اپی کوتيل، آندوسپرم و پوسته رنگی يا تستا و ناف است. در انتخاب ،)  بذرمرغوب و مناسب

رود. هر چه قدر پوسته بذر سفت، سخت و سالم باشد  جهت کشت، سنگينی و خوش فرمی آن از فاکتورهاي مهم به شمار می

سال است. به  2-1قدرت انباري بيشتري خواهد داشت. مدت زمان انبارداري به طوري که خصوصيات بذر براي کشت حفظ شود 

می يابد. آزمايش ها نشان  مدت نگهداري در انبار زياد باشد درصد جوانه زنی بذور يونجه کاهشطور کلی هر چه بذر نامناسب و 

درصد کاهش يافته  10شده اند بعد از چهارسال در صد جوانه زنی شان  مرغوبی که در شرايط مناسب انبار داده که بذور سالم و

ن از طول عمر بذر و شرايط انبار داري بايستی تست جوانه است. لذا هنگام کاشت بذور يونجه مخصوصاً در صورت عدم اطمينا

 .(1)شکل  زنی انجام گيرد



. دچه بوجود می آي ازريشه انشعاب وبدون مستقيم و راست ريشه رطوبت وجذب خاک در بذريونجه گرفتن قرار با  ه:گياهچ ي(

باعث خارج شدن ازخاک می شود. در اين زمان گياه به به موازات پيدايش ريشه اوليه ، محور زير لپه )هيپوکوتيل ( طويل شده و 

رطوبت، شوري خاک وسله بستن خيلی حساس است. زمانی که هيپوکوتيل از خاک خارج می شود فقط داراي دو  زيادي وکمبود

رج می شود. لپه بصورت برگ هاي متورم است. بعد از مدتی اين لپه ها از بين رفته و از مرکز آن اولين برگ با دمبرگ بلند خا

گذشت زمان نخستين برگ مرکب يونجه با سه  برگ اوليه ساده و قلبی شکل بوده و شباهتی به برگچه هاي اصلی يونجه ندارد. با

 (.1375)کريمی،  نمو به تدريج ساير برگ هاي مرکب ظاهر می شوند برگچه به وجود آمده و با ادامه رشد و

 يونجه رقاما  1-1-2

ارقام مختلف يونجه خارجی  . برخی ازر بازارهاي دنيا را بر حسب منطقه جغرافيايی آنها نامگذاري می کنندارقام يونجه موجود د

 ،، يونجه تالنت، يونجه ترکستان، يونجه بوفالو، يونجه ويليامس بورگ، يونجه پرواسنتين، جنوب افريقابه نام هاي يونجه آرژا

نجه هاردي، يونجه ، يو، يونجه رولاک، يونجه بالتيکیيونجه کاناداي، يونجه کوزاک، گريم يونجه اورستان، يونجه هارايسان، يونجه

اند از: همدانی، بمی، يزدي، قره يونجه، بغدادي، مهاجرانی، قره هاي ايرانی عبارتيونجه .ه ناراگامنتيونج و، يونجه آتلانتيک رنجر

 شود می  در ايران بر اساس نام ناحيه اي که در آنجا کشترقم هاي يونجه موجود  .يونجه خورونده، هراتی، افغانی، فامنين

  که به برخی از آنها در زير اشاره شده است. اند شده نامگذاري

. يونجه همدانی نسبت به سرماي زمستان است مشخصه بارز اين رقم رشد و نمو در مناطق سرد و مقاومت زياد: ( يونجه همدانی1

. يونجه همدانی رشد نسبی داشته و ر توصيه می شد مزاياي زيادي داردکشت در مناطق سرد سيبه يونجه رنجر که در گذشته براي 

.يونجه همدانی داراي ساقه هاي بلند خشبی با شاخ و برگ نسبتاً کم و ارتفاع بوته چين بيشتر توليد نمی نمايد 4-5ز ساليانه بيش ا

. حداکثر عملکرد روز بايستی آبياري شود 8-10ز فراوانی دارد. هر همدانی به آب نيا سانتی متر يونجه 85ها به طور متوسط تا 

  اين رقم در زمان ظاهر شدن حدود گل ها است .



. اين رقم خاص مناطق معتدله است که البته می توان در ونجه يزدي کيفيت و عملکرد بالاستمشخصه بارز ي: يونجه يزدي -2

 بزرگتر هاي برگبرگ نسبتاً زياد و  سانتی متر ولی داراي شاخ و 50-60بوته  . ارتفاعق نسبتاً گرم و خشک نيز کشت نمودمناط

 .ه يونجه هفت چينی نيز معروف استمايد به همين خاطر ب يونجه يزدي ساليانه تا هفت جين توليد مين. است

استان خوزستان  يران وگرمسيري است به همين خاطر در نواحی جنوبی ا مناطق مخصوص بغدادي يونجه :يونجه بغدادي -3

ن رکود در . از مشخصات بارز مقاومت به گرماست بطوريکه در شرايطی مانند استان خوزستان با گرماي سوزان بدوکشت می شود

چين توليد  10متر نيز می رسد بطور متوسط ساليانه  1. يونجه بغدادي ارتفاع بلندي داشته که بيش از سرتاسر سال رشد می کند

 می نمايند .

اشته وبرگ د cm 60-65 متوسطی ارتفاع. است گرم يا اي حاره : يونجه بمی مانند يونجه بغدادي مخصوص مناطقنجه بمیيو -4

. اين رقم نيز مانند رقم يزدي به يونجه هفت دچين توليد نماي 10. اين رقم نيز ساليانه می تواند تا بيش از هاي نسبتاً بزرگی دارد

 چين معروف است .

 يونجه داروئيخواص  1-1-3

خوانبندي محکمی ندارند تاس که در حال رشد هستند و هايیبچه شيره آن برايو  باشديونجه داراي بسياري از مواد معدنی می .1

 هاي شير خوار مصرف کرد. بچه توان براي آنرا می فروشند کهها می داروخانه را در است امروزه پودر اين گياه بسيار مفيد

 .توان خوردمی سالاد بصورت تازه و يا جوانه آنها رابا يونجه را2. 

 .يونجه ملين است 3. 

 .به کم خونی مبتلا هستند مفيد است که ساز است و براي کسانی دارد بنابراين خون آهن اسفناج يونجه دو برابر4. 

 .رودمی با خوردن يونجه از بين« ث»وارض کمبود ويتامين . ع5



 .آنها راشفا می دهد ضماد پخته يونجه را اگر روزي چند بار روي اعضايی که رعشه دارند بگذاريد .6

 .دم کرده يونجه درمان اسهال است .7

 (.1371زرگري ) شودمصرف میفنجان دم کرده تخم يونجه  3-2براي نرم کردن سينه و تسکين سرفه روزي . 8
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 يتنش خشک 1-2

باشد. عواملی نظير دما، رطوبت، تشعشع، مواد رشد و نمو گياهان تحت تاثير خصوصيات ژنتيکی و شرايط محيط می

توانند رشد و نمو گياهان را تحت تاثير قرار داده و باعث کاهش و يا افزايش عملکرد آنان شوند. يکی از  غذايی و غيره می

زا خشکی دومين عامل اصلی کاهش عملکرد بعد از  محيطی تنش خشکی است و از بين عوامل محيطی تنشهاي  مهمترين تنش

خشکی مهمترين عامل محدود کننده توليد موفقيت آميز محصولات گياهی در سراسر جهان به حساب  باشد. زا میعوامل بيماري

يکی و محيطی باعث تنش در گياه شده و در نتيجه توليد را شود که ترکيبی از عوامل فيزآيد و اين عامل هنگامی ايجاد میمی

دهند. اين کاهش در نتيجه تاخير يا عدم استقرار گياه ، تضعيف يا از بين رفتن گياهان استقرار يافته و تغييرات کاهش می

 McCu and Honson, 1990; Erdi and)آيد فيزيولوژيکی و بيوشيميايی در سوخت و ساز گياهان به وجود می

Matsomato, 1990).  

 يمقاومت به خشک کارهای⁪راه 1-2-1

يابند. سازگاري به تغيرات پاسخ گياهان به تنش خشکی متفاوت است و گاهی گياهان با خشکی سازگاري و تطابق می

کمبود آب  دهد. عملکرد گياهان در شرايطگردد که بقاي گياه را در محيط افزايش میمورفولوژيکی يا متابوليسمی اطلاق می

بستگی به کل آب قابل دسترس و راندمان مصرف آب گياه دارد. گياهی که توانايی کسب آب بيشتر يا راندمان مصرف آب 

بيشتري دارد به تنش خشکی مقاومتر خواهد بود. خصوصيات مورفولوژيک و فيزيولوژيک زيادي در مقاومت به خشکی مؤثر 

زايش کارآئی فتوسنتز، کاهش تعرق کوتيکولی، ايجاد کرک روي سطح برگ، توسعه ها، کاهش سطح برگ، اف هستند. بستن روزنه

اي از  باشند. تحمل به خشکی يک واژه عمومی است که دربرگيرنده دامنه سيستم ريشه و تنظيم پتانسيل اسمزي از اين جمله می

 ;McCu and Honson, 1990) کنند توانند شرايط خشکی را تحمل هاي مختلف است و به وسيله آنها، گياهان می مکانيزم

Bates et al., 1973) توان به موارد زير اشاره نمود:که می 



 

 ميزان رشدکاهش  1-2-2

شود. پذيري ديواره سلولهاي در حال رشد برگ و ساقه و در نتيجه کاهش رشد اندام میخشکی موجب کاهش انعطاف 

وه بر اينکه سطح برگ در رابطه با فتوسنتز اهميت دارد، بر آب قابل يکی از اثرات تنش خشکی کاهش ميزان سطح برگ است. علا

گذارد. کاهش سطح برگ يک واکنش ابتدايی به کمبود آب است که موجب کاهش شدت تعرق و در نتيجه دسترس گياه اثر می

 .(Anjum et al., 2011)يابد  و با کاهش سطح برگ ميزان وزن گياه کاهش می شودحفظ آب گياه می

 یتنظيم اسمز 1-2-3

يکی از خصوصيات سازگاري که امروزه مورد توجه قرار گرفته است تنظيم اسمزي است که با کاهش مقدار آب نسبی  

هاي محيطی از قبيل خشکی، شوري، دما و غيره با ذخيره مواد تنظيم کننده اسمزي با اين  دهد. گياهان در تنشها روي می بافت

ها  ها و پروتئين هاي معدنی، هورمون واد تنظيم کننده اسمزي بيشتر شامل اسيدهاي آمينه، قندها برخی يونکنند. م ها مقابله می تنش

هاي  آنها را متابوليت با توجه به اينکه اين مواد با متابوليسم سلولی طبيعی در گياه تداخل ندارند .(Qiang et al., 2000) هستند

 از شرايط، اين در که آورد می فراهم در سلول را اسمزي فشار تعديل امکان سيتوزول در ها ناميدند. تجمع اسموليتسازگار می

 آبی تنش در ها آنزيم پايداري همچنين باعث ها اسموليت د.آي می عمل به جلوگيري سيتوزول سديم در مثل ها يونبرخی از  تجمع

تطابق اسمزي با عبارتند از: هاي حفاظتی  کنند. مکانيزم هاي محيطی محافظت می هاي آلی گياهان را از تنش اين محلول .شوند می

. ها حفاظت از ساختمان چهارم پروتئينو  1(ROS) هاي فعال اکسيژن سم زدايی و تصفيه گونه، کمک حفظ فشار تورگر در گياه

 Chinnusamy et) شود به تنش اسمزي می تحمل افزايش منجر بهپرولين در شرايط تنش تجمع مقادير بالاي  به عنوان مثال

al., 2005). 

                                                 
1 Reactive oxygene species 



 ROS یپاکساز یها⁪مکانيسم و یاسمز تنش 1-2-4

گياهان در شرايط محيطی نامساعد از قبيل افزايش دما، شدت بالاي نور، تنش شوري و خشکی و آلودگی هوا، توليد 

ROS 2يکتايی از قبيل اکسيژن (O˚،) 2˚- ( سوپراکسيد(Oهيدروژن پراکسيد ، )2O2(H هيدروکسيل هاي و راديکال(OH˚)  را

 2Oبا احياء يونی والنت  ROSهاي غيرزيستی کاملاً مشخص نيست. تشکيل در اثر تنش ROSمکانيسم توليد  دهند.افزايش می

شود. می ˚OHو  2O ،2O2H˚- هايترتيب منجر به توليد راديکالها )يک، دو يا سه الکترون( بهشود. انتقال الکترون آغاز می

، احياء زياد 2COيابی محدود به ها، دستدر برگ ABAها توسط طور خلاصه خشکی سبب کاهش آب و بسته شدن روزنهبه

هاي گياه به ساير شود که در پاسخشود. اين شرايط تنش فتواکسيداتيو ناميده میمی ROSزنجيره انتقال الکترون و در نهايت توليد 

 شود. ش خشکی، دما و تنش نوري نيز مشاهده میها مانند پاسخ به تنتنش

هاي ثانويه در گياهان شود. مطالعات نشان داده است که  تنش اسمزي ناشی از خشکی زياد ممکن است سبب ايجاد تنش

در گياهان  .شوندتنش اکسيداتيو می و ROSتوليد  ، گرما، سرما، شوري، خشکی و غيره منجر بهUV3هاي محيطی از قبيلتنش

در طی فرايندهاي متابوليکی وابسته به انتقال الکترون نظير تنفس،  ميکروباديها دامکهايی از جمله کلروپلاست، ميتوکندري وان

هاي حاوي اکسيژن هستند که به عنوان مثال  مولکول ROS هستند. ROSتوليد  منابع عمده اي ازفتوسنتز و تثبيت نيتروژن 

هاي تک را نام برد. آنها به دليل وجود الکترون O2)- (˚، پراکسيد و آنيون سوپراکسيد˚OH)(هاي هيدروکسيل توان راديکالمی

داراي اثرات تخريبی بر روي  ROSد منجر به تنش اکسيداتيو و مرگ سلول شوند. نتوان ظرفيتی بسيار فعال و سمی هستند و می

باشد. سم زدايی اين ترکيبات سبب تحمل به تنش  می DNAها و  ها از قبيل ليپيدها، آنزيم ساختارهاي سلولی و ماکرومولکول

 شود. ها می خشکی و يا ساير تنش

براي تنظيم  ROSدر موجودات زنده وجود دارد که به عنوان مثال استفاده از  ROS هاي مختلفی براي کنترلراه

( و يا تبديل آنها به اشکال غير Neill et al., 2002ها )دهی هورمونفرآيندهاي بيولوژيکی مانند رشد، چرخه سلولی و سيگنال

، ديسموتاز، کاتالاز هاي سوپراکسيد ها شامل آنزيم توان نام برد. اين سيستمرا میی و غير آنزيمی آنزيمهاي  سيستمراديکالی توسط 

                                                 
2 Singlet 
3 Ultraviolent  



از، آسکوربات است که شامل آسکوربات پراکسيداز، دهيدروآسکوربات ردوکت-ي مسير گلوتاتيونها آنزيم وپراکسيدازها 

 ;Dalton, et al., 1986, 1992; Noctor and Foyer, 1998)مونودهيدروآسکوربات ردوکتاز و گلوتاتيون ردوکتاز است

Becana, et al., 2000 .) آسکوربات و گلوتاتيون به علاوه فلاونوئيدها، از قبيلبافرهاي ردوکس سلولی در سيستم غير آنزيمی 

 هاي عمده سلولی هستند. اکسيدانت وئيدها آنتیو کاروتن ها ، آنتوسيانينآلکالوئيدها

 يکاهش اثرات تنش خشک یرشد برا یهااستفاده از تنظيم کننده 1-2-5

ايران در کمربند بيابانی جهان قرار دارد و  شود. تنش خشکی سبب کاهش محتوي آب نسبی گياه و کاهش عملکرد گياه می

متر است که اين ميزان يک سوم بارندگی در  ميلی 250شود. متوسط بارندگی در کشور حدود به عنوان منطقه اي خشک منظور می

يرقابل تغيير راه هاي بارز جغرافيايی کشور ايران است و از اين پديده طبيعی و غ باشد. با توجه به اينکه خشکی از ويژگیجهان می

يابد، لذا بايستی به چاره فراري نيست و از طرفی مصرف منابع انرژي، آب و مواد غذايی به طور روز افزونی در جامعه افزايش می

 انديشی بپردازيم. 

 هاي کنونی وبا توجه به اينکه مهندسی ژنتيک يک فرآيند طولانی مدت است لذا جهت پر کردن فاصله زمانی بين يافته

هاي رشد جهت رفع مشکل شود. مطالعات کمی بر روي تنظيم کنندهحل جديد احساس میهاي آينده نياز به يک راهپيشرفت

تري دارند، بنابراين به نظر هاي محيطی صورت گرفته است. معمولاً گياهان مقاوم نسبت به گياهان حساس رشد آهستهتنش

شوند که گياهان حساس بتوانند الگوهاي رفتاري گياهان مقاوم را جهت هايی يسمهاي رشد سبب القاي مکانرسد تنظيم کنندهمی

 هاي سنتز هورمون جيبرلين به طور وسيعی کاربرد دارند که عبارتند از:هاي محيطی در پيش گيرند. امروزه بازدارندهرفع تنش

اين تحقيق اثر  . در(Abou et al., 1997) 8نازولو دامي 7کلرايد ، کلورمکوات6ميدول، آنسی5کونازول ، يونی4پاکلوبوترازول

 .پاکلوبوترازول بر روي تنش خشکی در گياه استويا را بررسی نموديم

                                                 
4 Paclobutrazol 
5 Uniconazol 
6 Ancymidol 
7 Clormequatt chloride 
8 Daminosol  



 پاکلوبوترازول 1-3

گروه  ءهاي سنتز هورمون جيبرلين و جزکشف شد و از بازدارنده 1976ماده تنظيم کننده رشد پاکلوبوترازول در سال 

درجه سانتيگراد( و به دو  25گرم در ليتر در دماي ميلی 35باشد. حلاليت پاکلوبوترازول در آب پايين است )حدود ها میتريازول

روز  200فرم کريستال سفيد و محلول در بازار وجود دارد. نيمه عمر پاکلوبوترازول با توجه به نوع خاک و شرايط محيطی حدود 

 Fletcher and) گرم به ازاي هر کيلوگرم وزن بدن استميلی 50LD9=1330و سميت آن براي انسان  تا يک سال مشخص شده

Gilley, 2000). 

هاي تجاري متعددي در ها است. امروزه پاکلوبوترازول استفاده پاکلوبوترازول يک نمونه بسيار فعال و پرکاربرد از تريازول

انگيزي يکی از مهمترين تيمارهاي گل ن به عنوان يک کند کننده رشد گياهی به عنوانسطح دنيا دارد. اين ماده علاوه بر مطرح بود

(. اين ماده به عنوان مقاوم کننده گياه در برابر Gonzalez et al., 2004)و افزايش درصد تبديل گل به ميوه مطرح است

ه بر اثري که در جلوگيري از رشد شاخه (. پاکلوبوترازول علاوAbou et al., 1997)هاي محيطی نيز شناخته شده استتنش

ها را نيز کاهش دهد و در مقابل رشد ميوه را تحريک کند تواند رشد رويشی از قبيل رشد ريشه و گسترش برگدارد، می

(Steffen and Waog, 1984.) 

 مکانيسم عمل پاکلوبوترازول 1-3-1

دخالت در مسير بيوسنتز اسيد جيبرليک در مرحله اکسيداسيون در گياهان ترکيبات تريازولی از جمله پاکلوبوترازول، با 

ها ناشی از به هم کنند. در نتيجه اثر نهايی تريازولاز توليد اين هورمون گياهی ممانعت می کائورونيک اسيد-کائورن به انت -انت

-ها با مهار انتد دارد. تريازولهاي گياهی در مراحل مختلف رشد و نمو گياهی وجوخوردن تعادل پويايی است که بين هورمون

-نتاو نهايتا  11کائورنال-، انت10کائورنول-کائورن از تشکيل انت ـ کائورن اکسيداز در سه مرحله از مسير اکسيداسيون اِنت

                                                 
9 Lethal dose 
10 Ent-kaurenol 
11 Ent-kaurenal 



 Fletcher andماند )کنند، در صورتی که بقيه مسير بيوسنتز جيبريک اسيد، دست نخورده باقی میکائورونيک اسيد جلوگيري می

Hofstra, 1988)  (2-1)شکل . 

هاي اي از ايزوفرمشود. مجموعهمحسوب می 450Pکائورن اکسيداز يک آنزيم هيدروکسيلاز وابسته به سيتوکروم -انت

در گياه پايين  GAها سطح کند. پس از استفاده از تريازولجلوگيري می ABA13و تجزيه  GA12مختلف اين آنزيم از بيوسنتز 

 (. Fletcher and Hofstra, 1988) آيدمی

 

-entبه  ent-kaurene: اثر ممانعت کنندگي پاکلوبوترازول بر مسير بيوسنتز جيبرلين در مرحله تبديل 2-1شکل 

kaurenoic acid. 

CDP :copalyl pyrophosphate synthase ،GA :gibberellic acid ،GGDP :geranylgeranyl diphosphate. 

                                                 
12 Gibberellic acid 
13 Abscisic acid 



 

شود بسيار ها ايجاد میهايی که به وسيله ريشه، علامتخشکیها نسبت به تنش اعتقاد بر اين است که در اولين پاسخ

هاي هوايی توانند به عنوان يک رابط بين ريشه و انداممی خشکیها هم در زمان تنش آبسيزيک اسيد، سيتوکينين علاوه بر .مؤثرند

کند که . مطالعات گذشته مشخص می(Bano et al., 1993)شوند ها بسته میوکينين روزنهعمل کنند، به طوري که با کاهش سيت

شوند. در نتيجه ها يا ساير موادي که فعاليت سيتوکينينی دارند، باعث افزايش سنتز کلروفيل و تأخير در وقوع پيري میسيتوکينين

سيتوکينين سنتز شود ناشی از ميزان ها در گياه ايجاد میسيله تريازولاين اثرات و ساير اثرات مشابهی که به و بيان نمود کهتوان می

(. تيمار پاکلوبوترازول توام با تنش خشکی در Fletcher and Hofstra, 1988باشد )ها يا تجزيه آن پس از تيمار تريازول

ها را افزايش داد که اين امر ممکن است به مقايسه با زمانی که تيمار پاکلوبوترازول به تنهايی اعمال شده است، غلظت سيتوکينين

طور که گفته شد، پاکلوبوترازول باعث خاطر کاهش اکسيداسيون سيتوکينين در نتيجه استفاده از پاکلوبوترازول باشد، زيرا همان

 (.Zhu et al., 2004شود )اکسيدانی در گياه میافزايش فعاليت آنتی

 وند عبارتند از:شاهدافي که در اين تحقيق دنبال مي 1-4

شود و افزايش مقاومت يونجه يونجه يک گونه زراعی است که به عنوان يک زراعت اصلی براي توليد علوفه کشت و کار می

اي که توسط محققين کند. عليرغم مطالعات نسبتا گستردهی امکان رشد اين محصول را در اين مناطق فراهم میخشکبه تنش 

هاي رشد جهت مقاومت به خشکی گياهان صورت گرفته است. مطالعات کمی بر روي تنظيم کنندهمختلف در زمينه افزايش 

رفع مشکل تنش خشکی صورت گرفته است. در اين مطالعه سعی بر آن است که اثر پاکلوبوترازول به عنوان ترکيبی که داراي 

 ررسی گردد.باشدبر روي تحمل به شوري گياه يونجه بخصوصيات تنظيم کننده رشد نيز می

با توجه به اينکه گياهان از نظر درجه مقاومت به شوري بسيار متفاوتند و تحمل به شوري به نوع گونه گياهی، مرحله       

 .رشدي، غلظت مورد استفاده و مدت زمان تيمار بستگی دارد

 بنابراين اهدافی که در اين مطالعه مد نظر می باشد عبارتند از:



 بررسی دامنه تحمل به خشکی گياه يونجه  -1

 در گياه يونجه  و بيوشيميايی پاکلوبوترازول بر برخی از پارامترهاي فيزيولوژي بررسی اثر  -2

 پاکلوبوترازولدرک بهتر مکانيسم مقاومت به خشکی در گياه يونجه در حضور تنظيم کننده رشد  -3
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 تهيه نمونه 1ـ2

، ارقام همدانی، يزدي، اصفهانی، بمی، بغدادي و قره يونجه از شرکت پاکان  (Medicago sativa)يونجهبذر گونه زراعی 

 بذر اصفهان تهيه گرديد.

 ديش کشت در ظروف پتری 1ـ1ـ2

جهت کشت بذر و همچنين کلية . شدنديا بيماري جدا  هاي تقريباً يکسان و عاري از آسيبابتدا بذرهاي سالم، با اندازه

، از دستگاه لامينار ن محيط کشت و عاري بودن از آلودگیگياهی، و به منظور استريل بود عمليات انجام شده در مورد انتقال نمونه

تميز و پس از انتقال وسايل مورد نياز از جمله  %70افقی استفاده گرديد. قبل از شروع کار سطح دستگاه توسط الکل  14ايرفلو

دقيقه براي  20-30به مدت  UVپنس، اسکالپل و غيره به دستگاه، درب ايروفلو را بسته و لامپ  ظروف و همچنين وسايلی چون

اطمينان از ضدعفونی شدن فضاي داخل دستگاه و محيط کار روشن گرديد. به هنگام کار براي استريل کردن پنس و ديگر وسايل 

 و حرارت شعله استفاده گرديد. %96از اتانول 

                                                 
14Laminar flow cabinet 



 30منتقل گرديد و حدود  % 70بار با آب معمولی شسته تا مواد زايد آن جدا شود. سپس بذرها به محلول الکل  ابتدا بذرها را چند

حجمی وايتکس )هيپوکلريت سديم( منتقل شده و به مدت  %20ثانيه در آن محلول باقی ماند. پس از آن بذرها از الکل به محلول 

بار با آب مقطر استريل شستشو داده شدند. پس از  3ر زير دستگاه لامينا راير فلو دقيقه در آن محلول قرار گرفتند بعد از آن د 15

لیيم 10 هابه پتريعدد بذر در هر ظرف پتري داراي کاغذ صافی قرار داده شد.  25ضدعفونی کردن بذرها و شستشو با آب مقطر 

پاکلوبوترازول در غلظت  و %9و  %6، %3 صفر )به عنوان شاهد(، هاينظر در غلظت مورد هاي پلی اتيلن گليکول تر از محلوللي

جهت کاشت ديش عدد پتري  4براي هر رقم و هر تيمار اضافه شد.  )نتايج نشان داده نشده است( ميلی گرم بر ليتر 10و  5هاي 

ده در اين مرحله در اتاق هاي بذر آماده شسپس نمونه بذر در نظر گرفته شد. سپس ظروف توسط پارافيلم پوشيده شدند. 100

نگهداري  μ1-s 2-mol m 90 درجه سانتيگراد و نور 25±2ساعت تاريکی، دماي  8ساعت روشنايی و  16کشت با دوره نوري 

 در اتاق کشت به مدت يک هفته ديش پس از کاشت بذرها، ظروف پتريشدند. بذرها در اتاق کشت جوانه زده و رشد نمودند 

و درصد  ، ميزان، متوسط زمانو سرعت زده شمارش شدند تعداد بذرهاي جوانه و هفتم سوم ،دوم، اولقرار داده شدند. روزهاي 

 .گيري شداندازه ، وزن تر و خشکگياهچهطول روزه  7هاي گياهچهدر . هاي زير محاسبه شدجوانه زنی با توجه به فرمول

  (AOSA, 1983)  N2)/ T3) – N1)/ T2) + ((N3 –/ T1) + ((N2 1(N=  ميزان جوانه زنی 

,N1 N2 و N3  به ترتيب  تعداد بذرهاي جوانه زده در روزهاي دومT1)،)  چهارمT2))  و هفتم(T3) است. 

(%) (Cokkizgin and Cokkizgin, 2010) 100× / درصد جوانه زنی  تعداد بذرهاي جوانه زده( )تعداد کل بذرها = 

= Σ(D×N)/ ΣN (Ellis and Roberts, 1981) یمتوسط زمان جوانه زن 

Nکه در روز  يی= تعداد بذرهاD .ام جوانه زدند 

Dگذشته است. یکه از آغاز زمان جوانه زن يی= تعداد روزها 



تعداد بذرهاي جوانه زده در هر روز  Ni محاسبه شد که در آن(  (Maguireسرعت جوانه زنی بذرها با استفاده از روش ماگوئر

 (.1375سووهانی )تعداد روزهاي پس از کاشت به دست آمد  Ti و

 = Ni/Ti (%) سرعت جوانه زنی 

 انتخاب نمونه برای کاشت گلداني 2ـ1ـ2

انتخاب  ميلی گرم بر ليتر پاکلوبوترازول 10پلی اتيلن گليکول و  %5غلظت هاي  اوليهز بررسی نتايج حاصل از آناليز پس ا

 صورت گرفت.غلظت ها ها بر روي اين بررسیکشت ها و شدند و ساير 

 کاشت گلداني 3ـ1ـ2

اندازه، سالم و عاري از آسيب يا  الامکان هم شد. بذرهاي حتی ستفادها پرليتبستر کاشت  از براي کشت گياه در گلدان

به  vitavaxکش  قارچتوسط  بيماري مورد استفاده قرار گرفتند. به منظور جلوگيري از آلودگی قارچی، بذرها قبل از کاشت

 گرم به ازاي هر کيلوگرم بذر ضدعفونی شدند. 2نسبت 

در گلخانه با شرايط کنترل شده )جدول  پرليتسانتيمتر حاوي  30هاي پلاستيکی به قطر دهانه تقريبی کشت بذرها در گلدان

زنی بذرها ياري شدند تا شرايط جوانهمقطر آب ها با آبعدد بذر در هر گلدان کاشت شد. گلدان 20( انجام گرفت. تعداد 1ـ2

آبياري  4به  1( رقيق شده به نسبت 1توسط محلول غذايی هوگلند )بر حسب نياز ها زنی بذرها، گلدانفراهم شود. پس از جوانه

ميلی گرم  10 محلولبا  ها مرحله گلداناين تقريباً يکسان تنک شدند. در  گياه داراي ظاهر 10ها به زنی گلدانشدند. پس از جوانه

روز پس از اولين تيمار  2مرتبه ادامه يافت.  سههفته و هر هفته  يکپاکلوبوترازول اسپري شدند. اين تيمار به مدت  بر ليتر

به  سه هفتهبه مدت  پلی اتيلن گليکوليمار تآبياري شدند.  پلی اتيلن %5و هاي صفر )آب مقطر( پاکلوبوترازول گياهان با غلظت

 مورد بررسی قرار گرفتند. و برداشت شده پس از يک ماه گياهان بدين ترتيب . طول انجاميد



 خشک  و گيری وزن تراندازه 2ـ2

 001/0ترازويی با دقت  توسط هاي موردنظر هر کدام به طور جداگانه بلافاصله پس از برداشتگيري وزن تر اندامبراي اندازه

درجه سانتيگراد خشک شدند و مجدداً توسط ترازو توزين  70ساعت در آون با دماي  48ها به مدت گرم توزين شدند. نمونهميلی

 و سپس وزن خشک بر اساس درصد وزن خشک محاسبه گرديد. شدند

 گياه آب نسبي محتوی 3ـ2

 :محتوي آب گياه با توجه به فرمول زير محاسبه شد

DW)-(FWRWC=  
    DW 

RWC =محتوي آب گياه موردنظر                                                  

Fw =وزن تر کل گياه موردنظر 

Dw =وزن خشک کل گياه موردنظر 

 کاروتنوئيدها(و های فتوسنتزی )کلروفيل سنجش ميزان رنگيزه 2-4

در محيطی تاريک درون هاون چينی  %80استون ميلی ليتر  5وزن گرديد و سپس با استفاده از برگ  از بافت گرمصد ميلی

دست آمد. سپس عصاره حاصل توسط قيف و کاغذ صافی واتمن دست بههموژنايز گرديد تا در نهايت محلولی همگن و يک

دليل فرار رسانده شد، بهميلی ليتر  10به  %80صاف گرديد و حجم محلول به کمک استون ميلی ليتر  10درون بالن ژوژه  1شماره 

دست هاي بهعمل آيد. سپس جذب محلولها را به خوبی بسته تا از کاهش حجم محلول جلوگيري بهبودن استون درب بالن ژوژه

و  a, b, totalميزان کلروفيل  اندازه گيري گرديد.نانومتر 470 و 645،  663هاي آمده به کمک اسپکتروفتومتر در طول موج

 . (Arnon, 1949)محاسبه گرديد  mg/g FW( بر حسب1-2کارتنوئيد طبق فرمول )



Chl a (mg/g) = [12.7 (D663) - 2.69 (D645)] × V/1000 × W 

Chl b (mg/g) = [22.9 (D645) - 4.68 (D663)] × V/1000 × W 

Total Chl a+b (mg/g) = [20.2 (D645) + 8.02 (D663)] × V/1000 × W 

Carotenoid = [1000 (D470) - 1.8 (Chla) - 85.02 (Chlb)] / 198 

Dميزان جذب نوري عصاره = 

V حجم نهايی عصاره = 

Wوزن بافت = 

، کلروفيل کل و کاروتنوئيدها b، کلروفيل aبه ترتيب غلظت کلروفيل  C x+c ,Chl T ,Chl b ,Chl a در اين فرمول 

 (.62) استميلی گرم در گرم وزن تر هاي به دست آمده برحسب باشد. غلظتها( میتن و گزانتوفيلو)شامل کار

 استخراج و سنجش آنتوسيانين 2-5

گرم از بافت برگ وزن گرديد و سپس با ( استفاده گرديد. صد ميلی1979)  Wangerگيري آنتوسيانين از روشبراي اندازه

دست آمد. به متانول اسيدي در درون هاون چينی هموژنايز گرديد تا در نهايت محلولی همگن و يکنواخت ميلی ليتر 10استفاده از 

دقيقه در دور  10درجه سانتيگراد نگهداري گرديد. سپس به مدت  25ساعت در تاريکی در دماي  24آنگاه عصاره حاصل به مدت 

rpm 4000  نانومتر خوانده شد. غلظت آنتوسيانين در هر نمونه با  550سانتريفوژ گرديد و جذب محلول رويی در طول موج

 ( محاسبه گرديد.2-2و فرمول ) Cm 1-M 33000-1استفاده از ضريب خاموشی 

A=ԑbc 

Aميزان جذب خوانده شده = 



ԑضريب خاموشی = 

b( سانتی 1= عرض کووت )متر 

cغلظت برحسب ميلی مول = 

 استخراج و سنجش آلفا توکوفرول 2-6

گرم از ميلی 500استفاده گرديد. در اين روش ابتدا  (1980) و همکاران Backerروش از  آلفا توکوفرولگيري براي اندازه

خوبی ساييده شد تا متانول اسيدي بهميلی ليتر  10 تکرار در هر غلظت وزن گرديد. هر نمونه با  3برگ گياهان به تعداد  بافت

 rpm14000 دقيقه در  10هاي حاصل درون سانتريفوژ تيوب ها منتقل و سپس به مدت رهطورکامل هموژنايز گرديد. عصابه

ي بعدي از در مرحله ميلی ليتر اسيد کلريدريک حاصل گرديد. 1ميلی ليتر متانول و  99متانول اسيدي از ترکيب  سانتريفوژ شدند.

بی ميلی ليتر  2/0منتقل گرديد. سپس ميلی ليتر  10 شیهاي آزمايمحلول روشناور برداشته و داخل لولهميلی ليتر  1هر تيوب 

دقيقه  10ها به مدت محکم بسته و لولهبه هر لوله اضافه شد. درب هر لوله با فويل آلومينيومی %70در اتانول حل شده  %2 پيريديل

هر نمونه سپس جذب  می نماييم.ميلی ليتر آب مقطر به هر لوله می افزاييم و کاملا مخلوط  4 پستاريکی قرار داده شدند. س در

و تمام مراحل کار روي آن شد خالص استفاده  آلفا توکوفرولنانومتر خوانده شد. براي رسم منحنی استاندارد از  520در طول موج 

 يک گرم بافت گياهی بدست با کمک اين نمودار و بر اساس آنرسم و مقدار  آلفا توکوفرولانجام گرديد. سپس منحنی استاندارد 

 آمد.

 استخراج و سنجش ترکيبات فنلی 2-7

گرم  2/0 ميزان .(Singleton and Rossi, 1965) از قطعات برگ گياهان تحت تيمار انجام گرفت ترکيبات فنلی استخراج

کامل  طورميلی ليتر اتانول مطلق ساييده شدند تا به 10تکرار در هر تيمار توزين شد و درون هاون چينی توسط  3از برگ به تعداد 

ساعت در يک مکان تاريک و در دماي آزمايشگاه  24نمونه ها به مدت يکنواخت شدند و سپس نمونه ها ورتکس شدند. 



جهت  سانتريفوژ شدند. از محلول روشناور rpm  13000دقيقه با دور 10مدت هاي حاصل بهعصارهنگهداري شدند. سپس 

ميکروليتر  250ميلی ليتر آب مقطر،  1.5ميلی ليتر اتانول،  0.5ميلی ليتر عصاره با  0.5مقدار  استفاده شد. ميزان فنلگيري اندازه

ساعت در دماي  1ها به مدت مخلوط شد و نمونه ها ورتکس شدند. نمونه  %5ميلی ليتر کربنات سديم  0.5و  %50فولين 

نومتر خوانده نا 725اسپکتروفتومتر در طول موج  اهاه و در تاريکی نگهداري شدند و سپس جذب نمونه ها توسط دستگآزمايشگ

شد. براي رسم منحنی استاندارد از اسيد گاليک خالص استفاده شد و تمام مراحل کار روي آن انجام گرديد. سپس منحنی 

 استاندارد  فنل رسم و مقدار آن با کمک اين نمودار و بر اساس يک گرم بافت گياهی بدست آمد.

 هاد استفاده و آناليز دادهطرح آماری مور 2-8

ها با  تمام آزمايشات طبق طرح کامل تصادفی انجام شد و براي هر تيمار حداقل سه تکرار در نظر گرفته شد. پردازش داده

گيري شده  هاي جمع آوري شده مربوط به صفات اندازه صورت گرفت. داده SPSSو  Excelاي  استفاده از نرم افزارهاي رايانه

( انجام p ≤ 0.05درصد ) 95، با ضريب اطمينان Duncanها توسط آزمون  و تحليل واريانس و مقايسه ميانگين داده براي تجزيه

 شد.

  



 

 

 

 نتايج

  جوانه زنيهای ⁪شاخص 3-1
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