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مقدمه
بسيارى  عملكرد  و  نمو  رشد،  در  تغيير  عوامل  از  يكى  سرما  تنش 
به   (.Cicer arietinum L) نخود  جمله  از  زراعى  گياهان  از 
عنوان يكى از لگوم هاى اصلى خوراكى است. گياهان با راهكارهاى 

مختلفى به تنش و سازگارى پاسخ مى دهند و با قرارگيرى در معرض 
پايين  دماهاى  به  تدريجى  تحمل  درجه،  صفر  بالاى  پايين  دماهاى 
تر پيدا مى كنند كه به آن سازگارى به سرما گفته مى شود (1) و به 
طور كلى حاصل تغيير در بيان القا شده ژن ها است (2). تنش سرما 
اعمال غشاء هاي سلولي را بعنوان اولين جايگاه خسارت تحت تأثير 
قرار مى دهد. معالى اميرى1 و همكاران (3) تغيير خصوصيات غشاي 
پلاسمايي سلول را عامل مهم تحمل به سرما در گياهان بيان كردند. 

بررسى پاسخ آنزيمى و بيان نسبى ژن هاى كاتالاز و پراكسيداز به تنش سرما در
 ژنوتيپ هاى ايرانى نخود 

محمد رضا نظرى1، رضا معالى اميرى*2، سيده ساناز رمضانپور3
1- دانشجوى كارشناسى ارشد پرديس كشاورزى و منابع طبيعى دانشگاه تهران

2- استاديار پرديس كشاورزى و منابع طبيعى دانشگاه تهران
3- استاديار گروه اصلاح نباتات و بيوتكنولوژى دانشگاه علوم كشاورزى و منابع طبيعى گرگان

چكيده

آنزيم هاى آنتى اكسيدان از جمله مهمترين راهكارهاى دفاعى گياهان در مهار گونه هاى اكسيژن فعال مى باشند. در اين مطالعه، به جهت 
يافتن دماى مناسب سازگارى به سرما در ژنوتيپ نخود دسى، دو دماى چهار و 10 درجه سانتى گراد بررسى گرديد. نتايج نشان دهنده 
پاسخ بهتر گياهچه ها پس از سازگارى در دماى 10 درجه سانتى گراد بود. پس از آن پاسخ آنزيمى، بيان نسبى ژن هاى كاتالاز و پراكسيداز 
 H2O2 و برخى از شاخص هاى فيزيولوژيكى در دو ژنوتيپ نخود دسى و كابلى سنجيده شد. پايدارى بيشتر غشاء، عدم افزايش معنى دار
كه  داد  نشان  جم  ژنوتيپ  در  مزبور  ژن هاى  بيشتر  و  پايدارتر  بيان  كنار  در  اكسيدان  آنتى  آنزيم هاى  فعاليت  بيشتر  افزايش  تنش،  تحت 
ژنوتيپ جم بهتر توانست اثرات دماى پايين را تحمل نمايد. افزايش ميزان بيان ژن آسكوربات پراكسيداز در هر دو ژنوتيپ نشان داد كه 
اين آنزيم مى تواند در برابر تنش سرما پاسخ نشان داده و كمبود كاتالاز را جبران نمايد. به نظر ميرسد كه پاسخ به دماى سازگارى و تنش 
سرما مى تواند در زمان  كوتاهى پس از قرارگيرى در شرايط تنش آغاز شده و اين زمان كوتاه سازگارى مى تواند برخى از گياهان نخود را 

جهت تحمل به تنش هاى شديدتر آماده سازد.
واژگان كليدى: آنزيم هاى آنتى اكسيدان؛ بيان ژن؛ تنش سرما؛ سازگارى به سرما؛  نشت الكتروليتى
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مى تواند  سايرين،  به  نسبت  گياهان  برخى  در  غشايى  كمتر  آسيب 
مربوط به فعاليت مكانيسم هاي تحمل به سرما باشد كه با فعاليت هاي 
اكسيداسيوني و خصوصيات و تركيب غشاءهاي سلولي در ارتباط است 
(4). بنا بر اين تحمل بيشتر در بعضي ژنوتيپ ها ممكن است در اثر 
پايداري خصوصيات فيزيكي و شيميايي غشاء باشد. گزارش شده كه 
اندازه گيرى شاخص نشت الكتروليتى (ELI) مى تواند حتى در مراحل 
ابتدايى تنش الگوى مناسبى از ميزان تحمل به سرما نشان دهد (4). 
هرچند به علت وجود برهمكنش هاى فراوان در مسير پاسخ به تنش و 
سازگارى، شناخت عوامل تحمل امرى دشوار است اما با اين حال اين 
گونه آزمايشات كمك بسزايى به درك راهكارهاى تحمل مى نمايد. 
بررسى عوامل دخيل در خسارت سلولى نشان داده كه يكى از عوامل 
اصلى مسبب خسارت، ايجاد گونه هاى اكسيژن فعال (ROS)2 است 
كه منجر به تغيير عوامل دخيل در حفظ تركيبات غشايى، تركيبات 
 .(5) مى شود  ديگر  متعدد  فرايندهاى  و  اكسيدانها  آنتى  انجماد،  ضد 
كاتالاز و پراكسيداز دو آنزيم مهم در مقابله با H2O2 به عنوان يكى 
از  پس  پراكسيداز  كه  شده  گزارش  مى باشند.  اصلى  هاى   ROS از 
كاتالاز در درجه دوم اهميت در حذف H2O2 نقش ايفا مى كند (6). 
تاكنون تحقيقات متعددى در خصوص تغيير فعاليت و بيان اين دو ژن 
تحت تنش سرما مشاهده شده (7و 8) اما اطلاعات در خصوص پاسخ 
اين آنزيم ها تحت سازگارى كوتاه مدت محدود است. سازگارى كوتاه 
مدت3 پديده اى است كه گياهان در طى رشد و نمو، قبل از رسيدن 
هرچند  مى كنند.  برخورد  آن  با  معمول  طور  به  پايين  سطوح  به  دما 
سازگارى بلند مدت پاسخ هاى وسيعى را در راستاى تحمل راه اندازى 
زمانى  از موارد تغييرات دمايى در دوره هاى  بسيارى  اما در  مى كند 
بتواند  كه  است  حيات  ادامه  به  قادر  گياهى  و  مى گيرد  انجام  كوتاه 
در اين شرايط فرايندهاى سازگارى را ايجاد كند (9و10). بنا بر اين 
مطالعه پاسخ اين آنزيم ها به سازگارى كوتاه مدت در نخود دسى كه 
به صورت بالقوه مى تواند به عنوان منابع غنى ژنتيكى در پژوهش هاى 
كنار  در  12و13)،  (11و  گيرد  قرار  استفاده  مورد  زراعت  و  اصلاحى 
مى شوند،  كشت  ما  كشور  در  وسيع  سطوح  در  كه  كابلى  نخودهاى 
مى تواند به پيشبرد اهداف اصلاحى و افزايش عملكرد اين گياه كمك 
نمايد. بنا بر اين در اين پژوهش، ابتدا اثر دو دماى مختلف سازگارى 
بر روى پاسخ به تنش سرماى ژنوتيپى از انواع نخود دسى (ژنوتيپ 
فعاليت  ميزان  مناسب،  دماى  انتخاب  از  پس  گرديد.  بررسى   (4322

آنزيمى و بيان نسبى ژن هاى كاتالاز و آسكوربات پراكسيداز در كنار 
شاخص نشت الكتروليتى، در دوره زمانى اوليه پاسخ به سازگارى در 
ژنوتيپ نخود دسى 4322  و يك ژنوتيپ نخود كابلى (ژنوتيپ جم) 

مورد بررسى قرار گرفت.

مواد و روش ها
شرايط رشد گياهان و اعمال تنش جهت 

مقايسه دماهاى مختلف سازگارى
در اين بخش از پژوهش ژنوتيپ دسى 4322، ژنوتيپ  انتخابى ناحيه 
مولفين،  توسط  اى  مزرعه  آزمايشات  در  كه  (اردبيل)  كشور  سرد 
بيشترين عملكرد را در كشت پاييزه در بين 29 ژنوتيپ از خود نشان 
داده بود (انتشار نيافته)، به جهت بررسى دماى مناسب سازگارى كوتاه 
مدت انتخاب گرديد. بذور با هيپوكلريت سديم تجارى ده درصد به 
مدت پنج دقيقه ضد عفوني شده و پس از شستشو با آب مقطر بر روي 
كاغذ صافي در ظروف پتري با رطوبت لازم قرار گرفتند. پتري ها در 
شرايط بدون نور و دماي 23 درجه سانتى گراد قرار گرفته و پس از 
جوانه زني، گياهچه ها به گلدان منتقل شدند. گلدان ها در اتاقك  رشد 
با نور 200 ميكرومول بر انيشتن و شرايط نورى 16 ساعت روشنايى 
نسبي  رطوبت  و  سانتى گراد  درجه   23 دماي  و  تاريكى  ساعت   8 و 
65 درصد قرار داده شدند. پس از سه هفته گياهچه ها به دو قسمت 
تقسيم شدند، بخشى به دماى 10 درجه و بخش ديگر به دماى 4 
درجه سانتى گراد منتقل و به مدت 24 ساعت نگه دارى شدند. پس 
از آن گياهچه ها به دماى 10- درجه منتقل و پس از 15دقيقه نمونه 

گيرى انجام شد.

مقايسه دو ژنوتيپ دسى و كابلى
(از  جم  ژنوتيپ   و   ،4322 دسى  ژنوتيپ  پژوهش  از  بخش  اين  در 
از  بترتيب  كه   ،((14) كشور  در  رايج  محلى  زراعى  ژنوتيپ هاى 
كلكسيون بذر حبوبات بانك ژن گروه زراعت و اصلاح نباتات دانشگاه 
تحت  شدند  تهيه  مراغه  ديم  كشاورزى  تحقيقات  موسسه  و  تهران 
سه  گياهچه هاي  شدند.  دارى  نگه  قبل  بخش  در  شده  ذكر  شرايط 
شدند.  منتقل  سانتى گراد  درجه   10 دماي  به  ژنوتيپ  هر  اى  هفته 
و  فيزيولوژيكى  خصوصيات  و  ژن  بيان  سنجش  براى  گيرى  نمونه 

2. Reactive oxygen species
3. Short cold acclimation
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بيوشيميايى، در فاصله هاى زماني  12، 24 و 48 ساعت پس از شروع 
تنش از برگ هاى ميانى گياهان انجام شد. نمونه هاى كنترل از هر 
همان  در  ژن،  بيان  بررسى  جهت  به  زمانى  تيمار  هر  براى  و  گياه 
لحظه ى نمونه گيرى گياهان تحت تنش، از گياهان در دماى 23 درجه 

سانتى گراد انجام شد.

RNA استخراج
به منظور استخراج RNA كل با روش بايوزول4 (فرژن پويش، ايران، 
چينى  هاون  كمك  با  كه  نظر  مورد  بافت  از  گرم  ميلي  تهران)، 80 
استريل به خوبي در نيتروژن مايع كوبيده شده بود در يك ميلى ليتر 
بافر قرار داده شد و پس از چند ثانيه ورتكس، به مدت 15 دقيقه در 
دماى اتاق نگهدارى شد. سپس 200 ميكروليتر كلروفرم به آن افزوده 
شد و پس از چند ورتكس كوتاه ، به مدت 15 دقيقه بر روى يخ قرار 
داده شد. تيوب هاي حاوي نمونه 15 دقيقه در دماي 4 درجه سانتيگراد 
با سرعت 12000 دور در دقيقه سانتريفيوژ گرديد، سپس فاز بالايي به 
تيوبهاي جديد منتقل شد و هم حجم آن ايزوپروپانول سرد اضافه شد. 
پس از چند بار تكان دادن، تيوب ها به مدت 30 دقيقه در دماى 20- 
درجه سانتي گراد قرار گرفتند. پس از آن تيوب ها 10 دقيقه در دماي 
4 درجه سانتيگراد با سرعت 12000 دور در دقيقه سانتريفيوژ شدند 
و مايع رويى حذف و يك ميلى ليتر اتانول 70٪ اضافه شد. نمونه ها 
تكان داده شدند و به مدت 5 دقيقه در دماى 4 درجه و سرعت 12000 
دور سانتريفيوژ گرديد. مجددا مايع رويى حذف شد و پس از خشك 
شدن الكل، رسوب RNA در 50 ميكروليتر آب DEPC5 حل شد. 
غلظت RNA ى هر استخراج به كمك اسپكتروفتومتر تعيين گرديد. 
جهت تعيين كميت RNA، بخشى از RNA به نسبت 1:100 رقيق 
شده و با دستگاه اسپكتروفتومتر ارزيابي گرديد، مقدار جذب نور در 
طول موجهاي 260، 280 و 320 نانومتر از روي دستگاه خوانده شد 
و مقدار كل  RNA بر حسب ميكروگرم در ميكروليتر محاسبه شد. 
از آنجايي كه OD320 ميزان جذب زمينه و آلودگي هاي احتمالي را 
مشخص مي كند بنا بر اين از OD260 و OD280  كسر شد تا نتايج 

نزديك تر به واقعيت باشند.
RNA (ng/μl)=(OD260- OD320) × dilution factor × 4

Yield = OD(260-320) /OD(280-320)

همچنين جهت تعيين كيفيت RNA نيز مقدار 5 ميكروگرم از هر 

نمونه (براساس نتايج اسپكتروفتومتري محاسبه شدند) روي ژل ٪1/5 
آگارز، الكتروفورز شد تا نسبت به كيفيت بالاى آن اطمينان حاصل 
شود. پس از اطمينان از كيفيت RNA و مشاهده باندهاي مربوط به 
RNA ريبوزومي s18 و s28، تيمار DNase براي تمامي نمونه ها 
منظور  بدين  شد.  اعمال  فرمنتاز  شركت  پيشنهادي  روش  اساس  بر 
آنزيم   (u) واحد  يك  بافر،  ميكروليتر  RNA،يك  ميكروگرم   دو 
مخلوط   RNase inhibitor آنزيم   (u) واحد  و 10   DNaseI
شدند و به مدت 30 دقيقه در دماي 37 درجه سانتيگراد قرار گرفتند. 
سپس يك ميكروليتر EDTA به تيوب ها اضافه گرديد و به مدت 
10 دقيقه در دماي 65 درجه سانتيگراد قرار داده شدند. تيوبها جهت 

نگهداري، در دماي80- درجه سانتيگراد قرار داده شدند.

cDNA ساخت
براي  فرمنتاز  شركت  پيشنهادي  روش  از   ،cDNA ساخت  جهت 
كمك  با   cDNA رشته ى  اولين  شد.  استفاده  نمونه ها  تمامي 
اى    RNA از  ميكروليتر   5 مقدار  شد.  ساخته  دى تى  اليگو  آغازگر 
آغازگر  ميكروگرم  با 0/5  همراه  بود،  گرديده  تيمار   DNase با  كه 
 DEPC اليگودي تي مخلوط شد و حجم محلول با استفاده از آب
در  دقيقه   5 مدت  به  حاصل  مخلوط  شد.  رسانده  ميكروليتر   11 به 
سرعت  به  آن  از  پس  و  شد  داده  قرار  گراد  سانتي  درجه   70 دماي 
روي يخ سرد گرديد. سپس 4 ميكروليتر بافر واكنش و 2 ميكروليتر 
واحد   20 و  ميكرومول   10 غلظت  با  دي اكسي نوكلئوتري فسفات 
RNase inhibitor (u) به هر تيوب افزوده گرديد و حجم محلول 
با آب  DEPCبه 19 ميكروليتر رسانده شد و به مدت 5 دقيقه در 
 (u) دماي 37 درجه سانتي گراد قرار داده شدند. بعد از آن 200 واحد
آنزيم Revert Aid M-Mulv به محلول فوق اضافه شد و پس 
از مخلوط نمودن به مدت يك ساعت در دماي 42 درجه سانتي گراد 
قرار داده شد. سپس به منظور غير فعال نمودن واكنش، تيوب ها به 

مدت 10 دقيقه در دماي 70 درجه سانتي گراد قرار گرفتند.

طراحي آغازگر براي كميت سنجى با واكنش زنجيره اى پليمراز6
ژن  و  پراكسيداز  آسكوربات  كاتالاز،  ژن هاى  براي  آغازگرها  طراحي 

4. Biozol
5. Diethylpyrocarbonate
6. Real-time PCR
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ID ،توالي شد.  انجام  پرايمر3  افزار  نرم  از   استفاده  با  اكَتين7  دار  خانه 

شماره دسترسي مورد استفاده در سايت NCBI  و طول محصول 
آغازگر ژن اختصاصي و ژن خانه دار در جدول (1) ارائه شده است.

8QRT-PCR  انجام روش
در اين تحقيق از دستگاه iQ5 شركت  BioRADو كيت حاوى 
و  كشاورزي  علوم  (دانشگاه   SYBR BioPars فلورسنس  رنگ 
منابع طبيعي گرگان) براي ارزيابي كمي استفاده گرديد. 20 ميكروليتر 
 ،SYBR BioPars مخلوط  ميكروليتر  شامل 10  واكنش  مخلوط 
يك ميكروليتر از هر يك از آغازگرهاى اختصاصي پيشرو و پسرو با 
غلظت 10 ميكرومول، 3 ميكروليتر آب مقطر استريل و 5 ميكروليتر 
نمونه cDNA مورد بررسي بود. براي هر واكنش 3 تكرار در نظر 
به  نظر  مورد  پليت  واكنش  مخلوط  نمودن  آماده  از  پس  شد.  گرفته 
دستگاه iQ5 منتقل گرديد و با شرايط زير واكنش زنجيره اي پلي 
مراز انجام شد: 2 دقيقه در دماى 94 درجه سانتي گراد و 35 تكرار با 
چرخه هاي 10 ثانيه در دماى 95 درجه سانتي گراد، 10 ثانيه در دماي 
60 درجه سانتي گراد (دماي Tm آغازگر) و 10 ثانيه در دماي 72 
درجه سانتي گراد. در ارزيابي الگوي بيان ژن ها از دو روش ارزيابي 
مطلق،  ارزيابي  در  نمود.  استفاده  مي توان  نسبي  ارزيابي  و  مطلق 
تعداد دقيق رونوشت هر ژن در تمامي تيمارها حتي تيمار كنترل نيز 
مشخص مي شود. ولي در ارزيابي نسبي، ميزان افزايش يا كاهش بيان 
ژن در هر تيمار نسبت به تيمار كنترل به صورت نسبت بيان مي شود 
كه در اين حالت امكان اندازه گيري ميزان بيان ژن در تيمار كنترل 

وجود ندارد و به عبارتي يك در نظر گرفته مي شود. بنا بر اين بيان 
نسبى ژن ها با روش ΔΔCT2– محاسبه گرديد (15) به اين صورت 
گرديد.  مقايسه  خود  زمان  به  مربوط  كنترل  گياهان  با  تيمار  هر  كه 

جهت تجزيه ى داده ها از نرم افزار 9REST (16) استفاده شد.

اندازه گيري تحمل به سرما براساس قابليت نفوذپذيري غشاء 
سلولى گياه

تحمل به سرما بر اساس شاخص نشت الكتروليتي10 بافتهاي خسارت 
بالا  در  رشد  شرايط  شد.  اندازه گيري  سرما  تيمار  از  بعد  نخود  ديده 
دو  در  شده  سازگار  گياهان  از  گيرى  نمونه  ابتدا  شد.  داده  توضيح 
درجه  دماى 10-  به  كه  سانتيگراد  درجه  چهار  و  متفاوت 10  دماى 
سانتى گراد منتقل شدند انجام شد و سپس نمونه گيرى از برگ ها به 
ترتيب بعد از 12، 24 و 48 ساعت سازگارى و پس از اعمال تنش 
انجماد در گياهان سازگار شده انجام شد. نمونه هاى كنترل از نيز از 
گياهان موجود در دماى 23 درجه سانتى گراد صورت گرفت. هشتاد 
ميلي گرم برگ  پس از برش افقي، به لوله آزمايش حاوي ده سي سي 
آب مقطر انتقال يافت. جهت جذب بهتر آب با استفاده از پمپ خلاء 
هواي درون محيط خارج شده و لوله هاي آزمايش به مدت سي دقيقه 
در دستگاه شيكر قرار گرفتند. سپس ميزان نشت الكتروليتي نمونه ها 
(EC1) با استفاده از دستگاه EC متر (آلمان ,Inolab) اندازه گيرى 
با  گرم  آب  حمام  در  گرفتن  قرار  از  پس  آزمايش  لوله  محتوي  شد. 

 RNA در كميت سنجى نسبى سطوح (act) و ژن خانه دار اكتين  (apx)ژن اسكوربات پراكسيداز ،(cat)جدول شماره 1: ويژگى آغازگر ژن هاى كاتالاز
تحت تنش سرما

شماره دسترسى نام ژن توالى طول محصول (جفت باز)

AJ131046.1 cat 5’-TGCCCGCAGATGGATAGA-3’
5’-GGTTGGCGAGGACCTTAACT-3’ 161

AB024991 apx 5’-CCTTTCCACCCCGGTAGAGAGGACAAGC-3’
5’-GACCACCGGACAAAGCAACAATATCTTGATCG-3’ 148

EU529707.1 act 5’-CTACGAATTGCCTGATGGAC-3’
5’-CCTCCTGAAAGGACGATGTT-3’ 189

7. Actin
8. Quantitative reverse transcript PCR
9. Relative Expression Software Tool
10. Electrolyte leakage
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دماى 95 درجه سانتى گراد، در دستگاه شيكر قرار گرفته و بلافاصله 
ميزان هدايت الكتروليتي (EC2) تعيين شد و در نهايت مقدار شاخص 
خسارت براساس فرمول I=(EC1/EC2)×100 محاسبه گرديد (17).

استخراج عصاره آنزيمى
 (7/8 pH) Tris-Hcl استخراج آنزيم محلول هر نمونه با كمك
از  گرم  از 0/5  استخراج،  بافر  عنوان  به  گليسرول،  درصد  حاوى 10 
اندازه گيرى  شد.  انجام  آزمايش  تحت  گياهچه هاى  برگى  نمونه هاى 
و  استاندارد  منحنى  كمك  با  شده  استخراج  محلول  پروتئين  ميزان 
اعلام غلظت هاى معين و سپس دريافت فرمول رگرسيونى و انطباق 

با ميزان جذب از طريق روش بردفورد11 (18) انجام گرفت.

فعاليت سنجى كاتالاز
ميزان فعاليت آنزيم كاتالاز با روش جاندا12و همكاران (19) با اندكى 
تغييرات سنجيده شد به طورى كه ميزان كاهشH2O2 ، در طول موج 
240 نانومتر نشان داده شد. محيط واكنش حاوى 3 ميلى ليتر بافر 
فسفات (pH 7,0)، 5 ميكروليتر H2O2 30 درصد و 50 ميكروليتر 
از عصاره آنزيمى بود. داده ها به صورت ميكرومول پراكسيد هيدروژن 

تجزيه شده در دقيقه در ميلى گرم پروتئين13 گزارش شد.

فعاليت سنجى آسكوربات پراكسيداز 
 (20) همكاران  رانيرى14و  روش  كمك  به  آنزيم  اين  فعاليت  مقدار 
 0/1 EDTA سنجيده شد. محيط واكنش حاوى 600 ميكروليتر از
 400 ،(7,0 pH) مولار و 1500 ميكروليتر بافر فسفات 0/05 مولار
 H2O2 ميكروليتر آسكوربيك اسيد 0/5 ميلى مولار، 400 ميكروليتر
30 درصد و 100 ميكروليتر عصاره آنزيمى  بود. سنجش مقدار فعاليت 
آنزيمى يك دقيقه پس از افزودن عصاره آنزيمى به محيط واكنش 
انجام شد و جذب در طى 2 دقيقه از واكنش، به عنوان فعاليت آنزيم 
آسكوربات پراكسيداز در نظر گرفته شد. داده ها به صورت ميكرومول 

آسكوربات اكسيد شده در دقيقه در ميلى گرم پروتئين گزارش شد.

سنجش محتواى پراكسيد هيدروژن
محتواى H2O2 برگ با كمك 0/35 گرم از بافت برگى انجام شد. 
ابتدا برگ ها در ازت مايع به صورت پودر خرد شد و سپس در حمام 
آب يخ با 5 ميلى ليتر ترى كلرو استيك اسيد15 0/1 ٪ كاملا مخلوط 

سرعت با  سانتى گراد،  درجه   4 دماى  در  شده  هموژن  مخلوط  شد. 
 g 12000، به مدت 15 دقيقه سانتريفيوژ گرديد. سپس 0/5 ميلى 
ليتر از مايع رويى به 0/5 ميلى ليتر بافر فسفات پتاسيم 10 ميلى مولار 
يك  پتاسيم  يديد  از  ليتر  ميلى  يك  سپس  شد،  افزوده   (0,7  PH)
مولار به آن اضافه گرديد و ميزان جذب در طول موج 390 نانومتر 
كه  استانداردى  منحنى  كمك  با   H2O2 محتواى  شد.  گيرى  اندازه 
با مقادير مشخص H2O2 رسم شده بود سنجيده شده و به صورت 

ميكرو مول بر گرم برگ تر16 گزارش گرديد (21).

نتايج و بحث
شاخص نشت الكتروليتى يكى از روش هاى كارآمد در سنجش ميزان 
برگ  خسارت  شاخص  پژوهش  اين  در   .(22) است  غشايى  آسيب 
(ELI) بعنوان يك معيار فيزيولوژيكي در تعيين اختلافات ژنوتيپ ها 
بر حسب ميزان خسارت به غشاء سلولي در تنش كوتاه مدت سرما 
بكار گرفته شد (3). آزمون f بر اساس نتايج ELI كه پس از اعمال 
دماهاى  در  قرارگيرى  از  بعد  سانتى گراد  درجه  دماى 10-  در  تنش 
تيمارهاى  بين  دارى  معنى  اختلاف  شد،  محاسبه  متفاوت  سازگارى 
نتايج   .(.p ≤  0/01) داد  نشان  سانتى گراد  درجه  و 10   4 سازگارى 
تنش  تحت  الكتروليتى  نشت  شاخص  ميزان  كه  داد  نشان  آزمايش 
سرما در هر دو شرايط افزايش يافت كه مى توان آن را در اثر اختلالات 
غشاى سلولى در اثر تنش از جمله افزايش ميزان ROS قلمداد كرد 
زير  دمايى  تنش  تحت  الكتروليتى  نشت  شاخص  ميزان   .(1 (شكل 
صفر در ژنوتيپ 4322، پس از سازگارى در دماى 10 درجه سانتى گراد 
به 43/85 رسيد در حالى كه مقدار شاخص، پس از سازگارى در دماى 
چهار درجه بسيار بيشتر و حدود 54/47 بود. اين نتايج تاييد كننده راه 
اندازى بهتر مسيرهاى سازگارى و آمادگى براى مقابله با تنش سرما 
در دماى 10 درجه سانتى گراد بود. اين دما به عنوان دماى مناسب 
سازگارى در برخى از ژنوتيپ هاى كابلى گزارش گرديده بود (12). بنا 
ژنوتيپ  دو  پاسخ  بررسى  جهت  سانتى گراد  درجه   10 دماى  اين  بر 
نخود دسى و كابلى به سازگارى كوتاه مدت انتخاب گرديد. در مرحله 

11. Bradford 
12. Janda 
13. Micromol of H2O2 decomposed per min mg protein 
14. Ranieri
15. Trichloroacetic acid
16. μmol g-1 fresh weight
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بعدى آزمايش ميزان فعاليت دو آنزيم كاتالاز و آسكوربات پراكسيداز 
در كنار محتواى پراكسيد هيدروژن و شاخص نشت الكتروليتى در هر 
در  شد.  گيرى  اندازه  ساعت  مدت 48  در  كابلى  و  دسى  ژنوتيپ  دو 
شاخص  ميزان  تنش)  شروع  از  بعد  ساعت   12) تنش  اوليه  ساعات 
گذشت  با  اما  داد  نشان  افزايش  ژنوتيپ  دو  هر  در  الكتروليتى  نشت 
زمان تا 24 ساعت بعد از تنش روند افزايش فقط در ژنوتيپ 4322 
ادامه پيدا كرد در حالى كه در ژنوتيپ جم پايدارى غشاء حفظ شده و 
اين شاخص تقريبا ثابت ماند. با طولانى تر شدن مدت زمان تنش، 
تفاوت در شاخص خسارت دو ژنوتيپ بروز بيشترى داشت و افزايش 
نتايج  اين  شد.  مشاهده  جم  در  آن  كاهش  و  در 4322   ELI شديد 
احتمالا بيانگر فعال شدن ساز و كارهاى تحمل در ژنوتيپ جم و به 
 ROS .دنبال آن كاهش عوامل آسيب زا پس از شروع تنش مى باشد
ها يكى از مهمترين عوامل آسيب سلولى در خلال تنش مى باشند كه 
از آن جمله  مى توان به H2O2 اشاره كرد. سطوح H2O2 موجود در 
گياه تحت تنش سرما از اهميت زيادى برخوردار است زيرا علاوه بر 
اثرات سمى و مخرب، مى تواند سبب توليد راديكال هيدروكسيل (يك 
ROS فعالتر و مخرب تر) نيز شود (23). بنا بر اين در اين آزمايش 
ميزان سطوح نسبى H2O2 در زمان هاى مختلف پس از شروع تنش 
اندازه گيرى شد. نتايج نشان داد كه در شرايط دماى اپتيمم سطوح 
اوليه H2O2 ژنوتيپ جم از 4322 بيشتر بود (شكل 2). با توجه به اين 

هاى  ژنوتيپ  در  و  گياهى  هاى  گونه  در   H2O2 اوليه  سطوح  كه 
مختلف متفاوت است، اين ميزان از H2O2 پايه، به عنوان خسارت 
محسوب نمى شود (24) و داراى نقش اطلاع رسانى در جهت فعال 
سازى برخى از ژن ها و ارگانل ها است (25). تنش سرما موجب تغيير 
افزايش  با  تغييرات  اين  كه  گرديد  ژنوتيپ  دو  هر   H2O2 سطوح در 
H2O2 در 4322 طى 48 ساعت همراه بود، درحالى كه پس از اعمال 

تنش ژنوتيپ جم سطوح H2O2 را تا ساعت 24 بعد از تنش كاهش 
ماند  باقى  برابر  كنترل  با  تقريبا  ساعت   48 از  بعد  ميزان  اين  و  داد 
(شكل 2). اين نتايج مى تواند بيانگر فعال سازى موثر تر ساز و كارهاى 
 H2O2 ها در ژنوتيپ جم باشد. نتايج سطوح مختلف ROS مقابله با
در كنار ميزان شاخص آسيب غشايى (ELI) نشان داد كه ژنوتيپ جم 
بهتر از 4322 توانسته است اثرات تنش سرما را تحمل كند. تحقيقات 
پراكسيداز  آسكوربات  و  كاتالاز  آنزيم هاى  كه  مى دهد  نشان  گذشته 
موثرتر از ساير آنزيم هاى آنتى اكسيدان مى توانند سطوح H2O2 را 
تحت تاثير قرار دهند (6). همانطور كه شناخته شده ملكول هاى فعال 
در ساز و كارهاى سلولى، پروتئين ها هستند و جنبه عملكردى آن ها 
بيشتر به فعاليت پروتئين هاى آنزيمى وابسته است تا به حضور پروتئين 
ها (26)، بنا بر اين در اين مطالعه ميزان فعاليت آنزيم هاى كاتالاز و 
ژنوتيپ  دو  كه  داد  نشان  نتايج  شد.  سنجيده  پراكسيداز  آسكوربات 
پاسخى متفاوت نسبت به سرما نشان دادند. سطوح فعاليت كاتالاز در 

شكل 1: شاخص نشت الكتروليتى در طى 48 ساعت قرارگيرى در دماى 
سازگارى. ستون كنترل (CO) ميزان شاخص در دماى 23 درجه و 

ستون هاى روشن و تيره به ترتيب ژنوتيپ  جم و 4322 را نشان مى دهد.

شكل 2: سطوح پراكسيد هيدروژن در طى 48 ساعت قرارگيرى در دماى 
سازگارى. ستون كنترل (CO) ميزان شاخص در دماى 23 درجه را و 
ستون هاى روشن و تيره به ترتيب ژنوتيپ  جم و 4322 را نشان مى دهد
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از  بعد   .(3 (شكل  بود  از 4322  بيش  جم  ژنوتيپ  در  حالات  تمامى 
كاهش دما ميزان فعاليت كاتالاز در جم تا 12 ساعت پس از شروع 
ميزان  كفايت  دليل  به  است  ممكن  كه  نداد  نشان  تغييرى  تنش 
 H2O2 كم  مقادير  باشد.   ROS با  رويارويى  براى  لازم  آنزيم هاى 
مناسب  سازوكارهاى  وجود  دهنده  نشان  نيز  گياهى  بافت  در  موجود 
تغيير  روند  است.  تنش  با  رويارويى  براى  جم  آمادگى ژنوتيپ  جهت 
ميزان فعاليت كاتالاز تا 48 ساعت بعد از شروع تنش افزايش نشان 
داد در حالى كه در 4322 روند پايدارى ديده نشده و در ساعت 12 بعد 
از تنش كمترين ميزان فعاليت اين آنزيم ديده شد و در ساير ساعات 
ميزان  كمترين   4322 ژنوتيپ  در  نداشت.  دارى  معنى  افزايش  نيز 
فعاليت كاتالاز با بيشترين ميزان تجمع H2O2 هماهنگ بود. نتايج 
نشان داد كه فعاليت آنزيم آسكوربات پراكسيداز نيز در ژنوتيپ جم 
كاتالاز  به  نسبت  افزايش  اين  هرچند  داشت  افزايشى  روندى  تقريبا 
در  مجددا  آنزيم  فعاليت  كمترين  در 4322  اما   .(4 (شكل  بود  كمتر 
ساعت 12 تنش مشاهده شد و در ساير ساعات افزايش چندانى نسبت 
به كنترل مشاهده نشد. افزايش فعاليت آنزيم هاى آنتى اكسيدان در 
طى تنش مى تواند بيانگر نياز به آن ها در حذف ROS ها از جمله 
H2O2 باشد. افزايش بيشتر اين آنزيم ها در ژنوتيپ جم در مقايسه با 

4322، همچنين بى نظمى مشاهده شده در فعاليت هر دو آنزيم در 
ژنوتيپ 4322 مى تواند نشان دهنده آمادگى بيشتر ژنوتيپ جم نسبت 
تجمع  موارد  بسيارى  در  باشد.  سرما  تنش  با  رويارويى  در  به 4322 

آنزيم هاى آنتى اكسيدان در پى تجمع رونوشت ژن رخ مى دهد. به 
و  كاتالاز  ژن هاى  بيان  بررسى  به  موضوع،  اين  مطالعه  منظور 
اندازه  آن ها  فعاليت  ميزان  قبل  بخش  در  كه  پراكسيداز  آسكوربات 
گيرى شد پرداختيم. بيان نسبى ژن كاتالاز در طى 48 ساعت تنش 
در هر دو ژنوتيپ نسبت به كنترل افزايش نشان داد اما اين افزايش 
روند   4322 كه  حالى  در  داشت  صعودى  و  پايدار  روندى  جم  در 
مشخصى نداشت و بيشترين افزايش بيان در ساعت 12 تنش رخ داده 
و با طولانى تر شدن تنش بيان نسبى كاهش يافت (شكل 5). نتايج 
سنجش بيان ژن آسكوربات پراكسيداز نشان داد ميزان بيان اين ژن 
در ژنوتيپ جم در ساعت 12 تنش نسبت به كنترل كاهش داشته اما 
يافت  افزايش  تنش  شروع  از  بعد  ساعت   48 تا  تدريج  به  آن  بيان 
(شكل6). در ژنوتيپ 4322 بيان ژن آسكوربات پراكسيداز نسبت به 
تنش   48 ساعت  در  افزايش  اين  هرچند  داد،  نشان  افزايش  كنترل 
نسبى  سطوح  ميزان  مقايسه  نداشت.   24 ساعت  با  چندانى  تفاوت 
رونوشت دو ژن مورد آزمايش در دماى 23 درجه سانتى گراد (شكل7) 
مشخص نمود كه سطوح رونوشت هر دو ژن در ژنوتيپ جم به مراتب 
 p  0/001 از 4322 بيشتر است (حدود 11 برابر در مورد ژن كاتالاز
≤ و حدود دو برابر براى ژن آسكوربات پراكسيداز p ≥0/05). با توجه 
ميزان  بر  مستقيم  تاثير  سلول  در  موجود  كاتالاز  ميزان  كه  اين  به 
رونويسى ژن هاى كاتالاز و پراكسيداز دارد (27)، به نظر مى رسد كه 
عوامل  از  يكى  تنش  اوليه  ساعات  در  كاتالاز  فعاليت  كافى  ميزان 

شكل 4: ميزان فعاليت آنزيم آسكوربات پراكسيداز در طى 48 ساعت 
قرارگيرى در دماى سازگارى. ستون كنترل (CO) ميزان شاخص در 
دماى 23 درجه را و ستون هاى روشن و تيره به ترتيب ژنوتيپ  جم و 

4322 را نشان مى دهد
شكل 3: ميزان فعاليت آنزيم كاتالاز در طى 48 ساعت قرارگيرى در دماى 

سازگارى. ستون كنترل (CO) ميزان شاخص در دماى 23 درجه را و 
ستون هاى روشن و تيره به ترتيب ژنوتيپ  جم و 4322 را نشان مى دهد
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رونويسى كمتر ژن هاى كاتالاز و پراكسيداز در ژنوتيپ جم بوده است. 
ژن  بيان  روند  مى شود  مشاهده   5 و   3 شكل هاى  در  كه  همانگونه 
كاتالاز در ژنوتيپ جم شباهت زيادى با روند افزايش فعاليت اين آنزيم 
دارد كه نشان دهنده وجود نوعى ارتباط بين رونويسى و فعاليت اين 
آنزيم در ژنوتيپ جم است. اما نتايج، عدم وجود اين ارتباط در 4322 
را نمايان ساخت و بى نظمى در هر دو مورد فعاليت و بيان ژن كاتالاز 
مشاهده شد. ارتباط بين فعاليت و بيان ژن آسكوربات پراكسيداز نيز 
در ژنوتيپ جم بيشتر از 4322 بود به طورى كه مشاهده شد بيشترين 
فعاليت با بيشترين ميزان بيان همخوانى دارد. مقايسه اين داده ها در 
كنار شاخص نشت الكتروليتى و سطوح H2O2 نشان داد كه فعاليت 
بيشتر آنزيم هاى آنتى اكسيدان در كنار ساير عوامل دخيل در پاسخ 
در  جم  ژنوتيپ  بيشتر  تحمل  بروز  موجب  مى تواند  گياهان  تحمل 
مقايسه با 4322 شده باشد. افزايش فعاليت و رونوشت هر دو ژن در 
تحريك  بيانگر  داد،  نشان  سرما  به  بيشترى  تحمل  كه  جم  ژنوتيپ 
توليد متابوليت ها و پروتئين هاى دخيل در ساز و كارهاى تحمل در 
راستاى آماده سازى گياه براى رويارويى با دماهاى پايين تر علاوه بر 
بروز كمترين خسارت در دماى كنونى مى باشد. افزاش بيان آسكوربات 
وجود  دهنده  نشان  مى تواند  تنش  تر  طولانى  ساعات  در  پراكسيداز 
رابطه مكمل بين كاتالاز و آسكوربات پراكسيداز باشد (28) كه با توجه 
به گزارشات مربوط به اهميت آسكوربات پراكسيداز در افزايش تحمل 

راستاى  در  ارتباط  اين  ظرافت  به  مى توان  اكسيداتيو (29)،  تنش  به 
تحمل به سرما پى برد. ويلكنز17 و همكاران (30) گزارش كردند كه 
كاتالاز و آسكوربات پراكسيداز نقش مكمل در مقابله با H2O2 دارند 
پراكسيداز  آسكوربات  توليد  موجب  كاتالاز  كاهش  كه  طورى  به 
در  پراكسيداز  آسكوربات  اوليه  بيان  كاهش  مطالعه  اين  در  مى شود. 
ژنوتيپ جم و ميزان كمتر افزايش بيان در ژنوتيپ 4322 مشاهده شد 

شكل 6: ميزان بيان ژن آسكوربات پراكسيداز در طى 48 ساعت 
قرارگيرى در دماى سازگارى. ستون كنترل (CO) ميزان شاخص در 
دماى 23 درجه را و ستون هاى روشن و تيره به ترتيب ژنوتيپ  جم و 

4322 را نشان مى دهد

شكل 7: مقايسه سطوح رونوشت دو ژن كاتالاز و آسكوربات پراكسيداز 
در دماى معمولى. ستون ها نشان دهنده سطوح رونوشت موجود در ژنوتيپ 

جم نسبت به ژنوتيپ 4322 مى باشد.

شكل 5: ميزان بيان ژن كاتالاز در طى 48 ساعت قرارگيرى در دماى 
سازگارى. ستون كنترل (CO) ميزان شاخص در دماى 23 درجه را و 
ستون هاى روشن و تيره به ترتيب ژنوتيپ  جم و 4322 را نشان مى دهد

17. Willekens
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كه مى تواند به دليل كفايت ميزان كاتالاز در مقابله با تنش اكسيداتيو 
باشد. هر چند فعاليت آنزيم آسكوربات پراكسيداز در ژنوتيپ جم در 
طى 48 ساعت روند افزايشى داشته است اما در ژنوتيپ 4322 كاهش 
فعاليت آسكوربات پراكسيداز با افزايش فعاليت كاتالاز همراه گرديده 
است. با توجه به اين كه مطالعات قبلى مولفين نيز تاييد كننده ميزان 
تحمل بيشتر ژنوتيپ جم در مقايسه با 4322 در سطوح آزمايشگاهى 
بود، بنا بر اين احتمالا ميزان فعاليت آنزيم هاى آنتى اكسيدان در كنار 
ساير عوامل موثر در تحمل موجب بروز چنين پاسخى شده است، كه 
و  بتاگالاكتوزيداز  سينتاز،  سوكروز  ژن هاى  مورد  در  قبلى  گزارشات 
نتايج  (31و32).  است  تفسير  همين  كننده  تاييد  نيز  بتاگلوكوزيداز 
شاخص نشت الكتروليتى نشان داد كه تنوعى در پاسخ ژنوتيپ ها به 
كارهاى  و  ساز  كننده  منعكس  تنوع  اين  و  دارد  وجود  پايين  دماى 
متمايز درونى گياه و احتمالا تنوع در ميزان فعاليت ژن ها باشد و با 
توجه به پاسخ هاى معنى دار ژنوتيپ ها در ELI، پاسخ هاى متفاوت 
تحمل به تنش سرما حتى در زمان كوتاه اعمال تنش سرما نيز قابل 
نتيجه گيرى است (3). بررسى بيان ژن هاى آنتى اكسيدان در كنار 
فعاليت آنزيمى آن ها، سطوح H2O2 و ميزان نشت الكتروليتى در دو 
ژنوتيپ جم و 4322، پاسخ هاى متفاوت دو گياه نخود دسى و كابلى 
در مدت زمان كوتاه قرارگيرى در معرض دماى پايين را نمايان ساخت 
به گونه اى كه پاسخ ژنوتيپ جم كه تحمل بيشترى در تنش دماى 
پايين نشان داده بود، به دقت از پاسخ ژنوتيپ 4322 متمايز گرديد. 
اين پژوهش نشان داد كه دماى 10 درجه سانتى گراد نيز مى تواند ساز 

و كارهاى افزايش تحمل را در ژنوتيپ كابلى (جم) ايجاد كند، هرچند 
نتايج حاكى از افزايش ميزان خسارت به موازات عدم پاسخ مناسب 
ژنوتيپ دسى (4322) در اين شرايط بود. ژنوتيپ هاى مختلف نخود 
دهند.  نشان  تحمل  تا  حساسيت  از  پاسخ هايى  است  ممكن  دسى 
همچنين تغييرات دمايى در مزرعه و آزمايشگاه پاسخ هاى متفاوتى را 
در گياهان نشان مى دهد. هرچند گزارشات ارايه شده حاكى از تحمل 
اين  اغلب  اما  بوده  كابلى  به  نسبت  دسى  نخود  ژنوتيپ هاى  بيشتر 
مطالعات به مقايسه اين دو نوع نخود در سطح مزرعه پرداخته است 
شده  كنترل  شرايط  همانند  مزرعه  شرايط  كه  اين  به  توجه  با   .(33)
را  محيطى  تنش هاى  و  تغييرات  وسيع  حوزه  و  نيست  آزمايشگاهى 
در  گياهان  پاسخ  مى تواند  آزمايشگاهى  شرايط  در  مقايسه  داراست، 
يك تنش خاص را دقيق تر نشان دهد (34). در اين پژوهش پايدارى 
بيشتر غشاء، عدم افزايش معنى دار H2O2 تحت تنش، افزايش بيشتر 
فعاليت آنزيم هاى آنتى اكسيدان در كنار بيان پايدارتر و بيشتر ژن هاى 
در  جم  ژنوتيپ  بيشتر  تحمل  بيانگر  همگى  جم  ژنوتيپ  در  مزبور 
شرايط و تيمارهاى اجرا شده در اين آزمايش است. اين مطالعه نشان 
نخود  گياه  در   H2O2 حذف  و  سرما  تنش  به  سريع  پاسخ  كه  داد 
مى تواند در مدت زمان كوتاهى پس از شروع تنش آغاز شود كه اين 
تنش  اثرات  با  مقابله  براى  را  گياهان  از  برخى  مى تواند  كوتاه  مدت 
آماده كند. هرچند مطالعات بيشتر فيزيولوژيكى و ژنتيكى در سطوح 
مختلف گلخانه و مزرعه در تكميل اين نتايج ضرورى بنظر مى رسد.
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