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  ينخود زراع هاي پيدر ژنوت SOD ميآنز تيو فعال Cu/znSODژن   انيب ةمطالع
)Cicer arietinum L. (يتحت تنش خشك  
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   چكيده
 يعامـل اصـل   ،يو تـنش خشـك   شـود  يخشـك كشـت م ـ   مـه يمناطق خشك و ن يكشاورز هاي در نظام خود عمدتاًن

ــا هــدف بررســ قيــتحق. شــود يمحســوب مــ اهيــگ نيــعملكــرد ا ةمحدودكننــد    يبــر رو ياثــر تــنش خشــك يحاضــر ب
ــب ــتفاده از تكن  Cu/znSODژن  اني ــا اس ــب ــد  Real time PCR كي ــرا ش ــال . اج ــراي نرم ــازي داده ب ــا ا س ژن  زه

رابطـه   افتني ـ يبرا. ها مورد ارزيابي قرار گرفت گيري نسبي، داده استفاده شد و با روش اندازه Elongation factorخانگي
   تي ـفعال زاني ـم نيو همچن ـ يكـل محلـول برگ ـ   نيپروتئ زانيم ها، مارياثرات ت كيولوژيزيو ف يسطح مولكول نيمحتمل ب

و  ديعمال گردا يگلده ةدر مرحل يزراع تيظرف درصد30با  يتنش رطوبت. شد يرگي اندازه )SOD )EC: 1.15.1.1 ميآنز
 ني ـا. صورت گرفت ،اهيگ يابيباز ةساعت بعد از آغاز دور24ساعت بعد از تنش و 48در سه زمان قبل از تنش،  يبردار نمونه
   هـاي  داده زيآنـال  جينتـا . بـا سـه تكـرار اجـرا شـد      يكامـل تصـادف   هـاي  در قالب طـرح بلـوك   ليفاكتور شيبا آزما قيتحق

Real time PCR ژن  انياز آن بود كه ب يحاكCu/znSOD ياللمل ـ نيمتحمل ب پيدر ژنوت )MCC877(   نسـبت بـه دو ،
مطـابق  ). P< 0.05(بود  شتريكنترل، ب طيدر شرا) MCC759(حساس  پيو ژنوت) MCC696(متحمل  يدايكاند پيژنوت

كـاهش   ينسبت به شـاهد، در زمـان بعـد از تـنش خشـك      Cu/znSODژن  انيب زانيم ،مطالعات گذشته جياز نتا يبا برخ
و  يل محلـول برگ ـ كُ هاي نيپروتئ زانيم يرگي اندازه. كرد دايپ يشينسبت به شاهد، روند افزا اهيگ يابيباز ةداشت و در دور

  .دادندشان نرا ن يدار يتفاوت معن ،كنترل طينسبت به شرا SAو  يخشك يهاماريتحت ت SOD ميآنز تيفعال نيهمچن
  

  Cu/znSOD، SOD ،ينخود زراع ،يتنش خشك: هاي كليدي واژه
  
   1 مقدمه

 يگيـــاه) .Cicer arietinum L( ينخـــود زراعــ ـ
ژنـوم   يو دارا) x2=n2=16( پلوئيديساله، د افشان، يك خودگرده
). Roorkiwal & Sharma, 2012(اسـت  ) Mb 740(كوچك 

حبوبات مهـم   نيسومن، تُ ونيليم8معادل  يجهان دينخود با تول
و منـاطق   اينخست آس ـ گاهيجا نيهمچن اهيگ نيا. باشد يم ايدن

). Malhorta & Saxena, 2002( باشد يرا دارا م قايآفر الشم
در منـاطق   توانـد  يكـه م ـ  اسـت دوسـت  لگـوم سرما  كي ،نخود
محصـول در   ني ـانتشار ا. كار شودو خشك كشت مهين يريگرمس

 ،در شرق ايماليدر غرب تا همراكش  نيب ،كهن ةترانيمنطقه مد
 ـ  ،حاضـر  حـال در. گزارش شده است كشـور  40از  شينخـود در ب

  ).Parsa & Bagheri, 2007( شود يكار مو جهان كشت
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  درصــد پــروتئين، 30 تــا 20داشــتن  ليــدل نخــود بــه بــذر
از گياهان مهـم در    درصد روغن،6 تا 3درصد كربوهيدرات و 40

ر منـاطق خشـك و   ، اغلـب د نخـود . شود كشاورزي محسوب مي
؛ بنـابراين  شـود  خشك جهان تحت شرايط ديم كشـت مـي   نيمه

شـمار   ة عملكـرد، بـه  كننـد ترين عامل محدود تنش خشكي مهم
  ).Millan et al., 2006( ودر مي

كـه   شـود  يكشـت م ـ  يدر منـاطق  نخود معمولاً ران،يا در
 دي ـتول ةمحدودكنند ،اهيگ دنيفصل رس يرطوبت خاك در انتها

 نيدر چن ـ. شـود يفصل مواجه م ـ يانتها يخشك با اهياست و گ
در  ييو انـدام هـوا   شهيكارآمد مرتبط با ر يسازوكارها يمناطق

اصلاح  يها در برنامه يكلطور به. ثبات عملكرد موثر خواهند بود
. دو روش مـورد توجـه اسـت    يمقاومت به خشك يبرا كيكلاس

بر اساس صـفات   نشياست كه گز يليروش تحل كي ،روش اول
است كـه   يروش تجرب ،و دوم شوديانجام م يمت به خشكمقاو
. شـود يبر اسـاس عملكـرد دانـه انجـام م ـ     نشيروش گز نيدر ا

 يهـا  پي ـژنوتارقام و  نشيگز يدو روش برا نيم از اأاستفاده تو
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خواهـد شـد    يثرترؤم جيمنجر به حصول نتا يمتحمل به خشك
)Parsa & Bagheri, 2007 .( ـ يتنش خشـك   ريي ـتغ ةليس ـو هب
آب  تيو وضـع  اهي ـدر نـرخ فتوسـنتز گ   رييتغ و هاميآنز تيعالف

اندام  نتري ها حساسبرگ. شوديم اهيكاهش رشد گ باعث ،برگ
كـاهش  . باشـند يم ها در تنش خشكياندام رينسبت به سا اهيگ

ــرگ و در نت ــرق،  جــهيرشــد ب ــاهش تع ــيك ــر از مهــم يك  نيت
ــميمكان ــاي سـ ــ هـ ــانيگ ةمواجهـ ــك  اهـ ــا خشـ ــت يبـ   اسـ

)Jaleel et al., 2007(.  
در مسـير   ياز طريـق ايجـاد تغييرات ـ   يستيزغير يها تنش

ها بـر افـزايش يـا كـاهش سـطح بيـان        كربوهيدرات سميمتابول
) Gupta & Kaur, 2005( باشـند  اثرگذار مـي  ،مربوطه ي   ها ژن

 يخاص ـ ي   هـا  ژنبيان و يا ممانعت از بيـان   يبنابراين باعث القا
 ي   هـا  ژنلـذا شناسـايي    ،)Kasuga et al., 1999( شـوند  يم ـ

هـاي متحمـل و حسـاس بـه كمـك      كانديداي مربوطه درلايـن 
عمـال تـنش نسـبت بـه     در حالـت ا     ها ژنارزيابي تغييرات بيان 

هاي افزايش مقاومت گيـاه  دون تنش، براي اجراي برنامهحالت ب
ة آغـاز بسيارمناسـبي   تواند نقطنخود زراعي به تنش خشكي مي

مورد بررسي بـه   هاييپدر ژنوت    ها ژناين  نشمطالعة واك. باشد
هاي متحمـل  عمال تنش خشكي، با هدف انتخاب براي ژنوتيپا

در مقاومت بـه  ثر ؤي م   ها ژنگيرد و همچنين معرفي صورت مي
شـروعي بـراي توليـد گياهـان      ةتوانـد نقط ـ تنش خشـكي، مـي  

  .تراريخته باشد
 ةكننـد د، كCu/znSODُژن  انيحاضر به تفاوت ب قيتحق

 ـ  سموتاز،يد دياكس سوپر ميآنز در برابـر   يدفـاع  سـد  نيكـه اول
بـا   قي ـتحق ني ـدر ا. پـردازد ياسـت، م ـ  ژنيفعال اكس هاي گونه

ژن تحـت   اني ـب زاني ـم Real time PCR كي ـاسـتفاده از تكن 
منتخـب   پي ـدر سـه ژنوت  يو بدون خشـك  يتنش خشك طيشرا
در  ييايميوشيب ةمطالع. شده است يرگياندازه يزراع ودنخ اهيگ

صـورت   زين ييايميوشيو ب يمولكول جينتا يجهت ارتباط احتمال
 ني ـژن مـورد مطالعـه در ا   ييكه محصول نهـا  يياز آنجا. گرفت
 ييلذا جهت شناسـا  ،است سموتازيد ديسوپر اكس ميآنز ق،يتحق

 دياكس ـ وپرس ـ ميآنـز  تي ـژن با فعال انيسطح ب يارتباط احتمال
 زيآنـال  يبرا. شد يرگياندازه زين مذكور ميآنز تيفعال سموتاز،يد

كـه   سـموتاز يد ديسـوپر اكس ـ  ميآنـز  تيحاصل از فعال هايداده
 نيپروتئ زانيشد، م يرگياندازه يتوسط دستگاه اسپكتوفتومتر

  .شد يتوسط دستگاه مذكور بررس زين يمحلول برگ لّكُ
  

   ها مواد و روش
  مواد گياهي و طرح آزمايشي 

 طيتحـت شـرا   Cu/znSODژن  انيب زانيم يجهت بررس
 زاني ـژن بـا م  ني ـا اني ـب زانيم يو ارتباط احتمال يتنش خشك

مختلـف   پي ـمذكور، سه ژنوت طيتحت شرا SOD ميآنز تيفعال
ــشــامل ژنوت ــ پي ــ نيمتحمــل ب ــ، ژنوت)MCC877( ياللمل  پي

ــكاند ــل  يدايــ ــو ژنوت) MCC696(متحمــ ــاس  پيــ حســ
)MCC759 (لـوم  ع ةاز بانك بذر پژوهشـكد  اانتخاب و بذور آنه
ــگ ــلا. شــد افــتيدر ياهي ــ MCC877 ني ــام ب ــا ن ــ نيب  يالملل

ICC4958نخـود بـه تـنش     پي ـژنوت نتـري    عنـوان متحمـل   ، به
، پيژنوت نيا). Millan et al., 2006( شود   يشناخته م يخشك
 يكـابل  پي ـت ،يانتخاب هاي   پيژنوت ريبوده و سا يدس پيت داراي

ــتند ــدو لا. داشـ ــهMCC759و  MCC696 نيـ ــترت ، بـ  بيـ
شده بودند  يمتحمل و حساس معرف يبوم يدايكاند هاي   پيژنوت

)Ganjeali et al., 2011 .(ــا ــذكور هـــاي   شيدر آزمـ  ،مـ
محاسبه  يمقاومت و حساسيت به تنش خشك يكم هاي   شاخص

 قيتحق يمناسب برا هاي   پيآنها در انتخاب ژنوت جيشده و از نتا
ــار ــد  يج ــه ش ــره گرفت ــوتژن. به ــه از  MCC696 پي ــر ك نظ

بـود،  برتـر   نيرياز سـا  يمقاومت و پاسخ به خشـك  هاي   شاخص
بـا   MCC759 پي ـو ژنوت يمقاومت به خشك يدايعنوان كاند به

 ـ هـاي    هـا از قبيـل شـاخص      شـاخص  نيتر فيبودن ضعدارا يكم 
 يداي ـعنـوان كاند  بـه  ،يمقاومت و حساسـيت بـه تـنش خشـك    

ــ ــك  تيحساسـ ــنش خشـ ــه تـ ــبت بـ ــ ينسـ ــدند  يمعرفـ   شـ
)Ganjeali et al., 2011.(  

از  يبـا نسـبت مسـاو    ،كشـت  يمـورد اسـتفاده بـرا    خاك
 هي ـشده و خـاك باغچـه ته  سرند يباد ةبرگ، ماس مخلوط خاك

و  يخشـك  يهـا  گناليپاسـخ س ـ  يرهايكه مس ـ نيا ليدل هب. شد
از خـاك   اي   دارند، نمونـه  ياز موارد همپوشان ياريدر بس يشور
ــرا  ياكشناســدر گــروه خ )EC( يكــيالكتر تيهــدا نيــيتع يب

كـه   يياز آن جـا . قرار گرفـت  شيمورد آزما يزدانشكده كشاور
EC و  شـود    يشـور محسـوب م ـ   ،مـنس يز يل ـيم4000از  شيب
خـاك   نيشد، بنـابرا  نييتع نسيزم يليم4700 شيآزما ةجينت

مـورد   بارچنـد  ،از كاشـت  شهـا و پـي     در گلـدان  عي ـپس از توز
. برسـد  حـد متعـادل   آن بـه  ECقرار گرفت تا  نيسنگ ييآبشو

مشابه استفاده شـد كـه مجمـوع وزن     گلدان90جهت كاشت از 
بـذر   پـنج  ،در هـر گلـدان  . بـود  لـوگرم يك ، سههر گلدان با خاك

 ـ شيآزما. ها كشت شدماريت يدر تمام كسانيطور  به صـورت   هب
با سه تكـرار   يكامل تصادف هاي   و در قالب طرح بلوك ليفاكتور

 يو سـطح تـنش خشـك   نخـود در د  پي ـسـه ژنوت . اجرا درآمد به
و  ) شـاهد بـدون تـنش   ( يزراع تيظرف درصد80شامل بيترت هب

از  يبردار و زمان نمونه ،)يتنش خشك( يزراع تيظرف درصد30
عمـال  ساعت بعد از ا48 قبل از تنش،شامل سطح  سهها در  برگ

قـرار   يابي ـمـورد ارز ، يابي ـباز ةساعت بعد از آغاز دور24تنش و 
 لهـا در اواي ـ       در هر گلدان، بوته ناهايشدن گپس از سبز. گرفت
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بوته در  كينك شده و به تُ ،دهي   و قبل از گل عيرشد سر ةمرحل
  .انجام شد 1390اين آزمايش در سال. افتيهر گلدان كاهش 

 تي ـبر اسـاس ظرف  يعمال تنش خشكا ،يجار قيتحق در
صـورت   بـه  يزراع تياز كاشت، ظرف شيصورت گرفت، پ يزراع
بـا   زيگلدان كه آنها ن پنجكار از  نيا يبرا. شد يرگي   اندازه قيدق

هيته خاك آنها به  قير شده بودند و وزن دقشده جهت كاشت، پ
 هـا    گلـدان  ني ـا. بـود، اسـتفاده شـد    دهيرس ـ) W1( لوگرميك سه
سطح  يرو ،كه آب يصورت به ند،شد يارياشباع، آب صورت كاملاً به

 يان خـارج شـد و بـرا   كـف گلـد   هاي   و از سوراخ هستاديخاك ا
 قـرار  هيسـا  طيدر مح ـ ده،يپوش ـصـورت سر  به ريممانعت از تبخ

. شـد  نيـي تع مجدداً ،ساعت24وزن آنها پس از گذشت . گرفتند
و  48ن در سـاعات  يگلخانه، تـوز  يبودن رطوبت نسبعلت بالا به

خـارج و   كاملاً يكه آب ثقل يصورت گرفت، تا زمان زيساعت ن72
رطوبـت   زاني ـتفاضل دو عـدد م . بت شدثا) W2(ها    وزن گلدان

 ـ ن بهگلدا پنج. باشد   يم يزراع تيگلدان، درصد ظرف  پـنج  ةمنزل
كاهش خطا  يكه برا باشند   يم يزراع تيظرف نييتع يتكرار برا

اعــداد حاصــل از آنهــا  نيانگيــماز  ،يزراعــ تيــظرف نيــيدر تع
 ،عمـال شـد  ا شيآزمـا  ني ـكـه در ا  يتنش خشـك . استفاده شد

اعمـال تـنش   . در نظر گرفته شد يزراع تيظرف رصدد30معادل
از  شيپ ـ. رفتيصورت پـذ  يگلده ةدر مرحل اهان،يبه گ يخشك

صـورت   شده و وزن آنها بـه  نيها توز گلدان ،يعمال تنش خشكا
  .نگه داشته شد يزراع تيظرفدرصد 80ثابت در حالت

  

 ـدر ژنوت Cu/znSODژن  يپتـوم يكر تـرانس  يبررس  هـاي    پي
   يتنش خشك طيخود تحت شران اهيمختلف گ

 شيمختلف شامل پ ةدر سه مرحل اهان،ياز گ يبردار نمونه
سـاعت بعـد از   48 پ،ي ـها در هر ژنوت عمال تنش با ظهور گلاز ا
صـورت   ،اهي ـگ يابي ـباز ةساعت بعد از آغاز دور24عمال تنش و ا

جـدا   اهياز گ يچيق ةليوس هدو برگ مركب ما قبل آخر، ب. گرفت

هـا بـه      نمونه سپس،. قرار گرفت عيما تروژنيدر ن شد و بلافاصله
  .گراد منتقل شدند يسانت ةدرج-80زرفري

  

   RNAاستخراج 
 RNA م،يسـد  تراتيشـده بـا روش س ـ  زيفر هـاي    از نمونه
  .)Sanchez & Carbajosa, 2008(استخراج شد 

  

  DNase ماريبا ت DNAحذف 
   يهــــاRNAخــــالص،  RNAمنظــــور حصــــول  بــــه
  شــركت DNase 1 ميســتفاده از آنــز شــده بــا ا  اســتخراج

Fermentas (USA, 2001)  ــركت ــتورالعمل ش ــق دس ، طب
  .قرار گرفتند ماريسازنده مورد ت

  

  با نانودراپ  RNA تيفيغلظت و ك نييتع
، نـانودراپ   RNA يها نمونه تيفيغلظت و ك نييجهت تع

)Nanodrop 2000 spectrophotometer( ــه ــا     نمون ــا ب ه
شـده   غلظـت داده . انجام شد 280/260و  230/260 هاي نسبت

  .مورد استفاده قرار گرفت cDNAساخت  يتوسط دستگاه، برا
  

  cDNAسنتز رشته مكمل 
 ,Fermentas (USA تي ـاز ك cDNAمنظـور سـنتز    به

  .العمل شركت سازنده استفاده شدطبق دستور (2000
  

  آغازگر يطراح
ژن  ي mRNA يآغــازگر مناســب از تــوال يطراحــ يبــرا

SOD ط بهمربوCicer arietinum  (AJ012739)  با استفاده
 يژن خــانگ. اســتفاده شــد Primer Premier 5افــزار  از نــرم

Elongation factor (AJ004960.1) عنــوان ژن كنتــرل  بــه
  .)1جدول( ژن مورد استفاده قرار گرفت انيدر سنجش ب يداخل

  
  پرايمرهاي مورد استفاده - 1جدول

Table 1. Primers used in this study 
 

 آغازگر
Primer 

 توالي آغازگر
Primer sequence 

  اندازه محصول
Product size  

 دماي اتصال
Annealing 

temperature 

Cu/zn SOD-F
 

5َTAACTTCAGTCAGGAGGGAG3 َ 277bp 47 

Cu/zn SOD-RَGGAGTTTGGTCCAGTGAGA3 َََ5  

Elongation  factor-F  5َCTCCAAGGATGACCCTGCTAA3 َ 101bp 47 

Elongation  factor-RَCGAGGACTGGGGCATAACC3 ََََ5  
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  بــا اســتفاده از Cu/znSODتجزيــه و تحليــل الگــوي بيــان ژن 
Real time PCR  

هـا، از ژن خـانگي      كـردن داده  منظور نرمال در اين آزمايش به
Elongation factor بـراي  . صورت كنترل دروني استفاده شـد  هب

بـراي   1گرهاي اختصاصي جـدول از آغاز  Real time PCRانجام 
حرارتـي مطـابق    ةبرنام. دار استفاده شد تكثير ژن هدف و ژن خانه

ميكس صورت مستر هاجزاي واكنش ب. به دستگاه داده شد 2جدول
وبرگشــت هــر كــدام  ميكروليتــر، آغــازگر رفــت 5/12ســايبرگرين 

ميكروليتــر، آب دوبــار تقطيــر cDNA 5/2 ميكروليتــر، نمونــه5/0
  .ميكروليتر آماده شد25يكروليتر و در حجم كل م9

  
  Real time PCRچرخه دمايي واكنش  - 2جدول

Table 2. Reaction temperature cycle in Real time PCR 
  

  

  

  

  

 
صـد  در بر روي ژل آگـارز يـك   PCRمحصولات  ،در نهايت

مشاهده شدند تـا از تكثيـر اختصاصـي ژن بـا انـدازه مـوردنظر       
از آنجايي كه ژن موردنظر داراي اينترون . ان حاصل گردداطمين

 DNAو  cDNAمحصـول   ةباشد، با توجه بـه تفـاوت انـداز      مي
بـه   cDNA، عدم آلودگي PCRردن محصولات ب ژل پس از روي

DNA واكنش. ييد شدأژنومي تReal time PCR چرخه 40در
 ABI PRISM 7300 ميكروليتر در دسـتگاه 20و حجم نهايي

Real time Amplification Thermal Cycling System 
تغييرات بيـان ژن   ∆∆  CTبا استفاده از فرمول . صورت گرفت

   .هاي شاهد محاسبه گرديد نسبت به نمونه
 يك ـيسه تكرار تكن ،مربوط به هر آزمايش ي      cDNAبراي 

د استفاده قـرار  مور يتكرارها در آزمون آمار نيگذاشته شد كه ا
در  JMP4افـزار  در نـرم  يها بـا آزمـون تـوك    داده سپس. گرفتند

  .درصد، مقايسه ميانگين شد5داري  سطح معني
  

  ي اهيمحلول در بافت گ يها نيروش استخراج و سنجش پروتئ
با كمك بافر فسـفات  ) يتوپلاسميس(محلول  يها نيپروتئ

گراد بـا   يسانت ةدرج0-4 يدر دما) pH=4/7(مولار 1/0 ميپتاس
در طـول   نيمقـدار پـروتئ  . استخراج شدند) w/v )1:20 نسبت
ــوج ــا660مـ ــه نـ ــپكتروفتومتر و بـ ــك اسـ ــا كمـ   روش  نومتر بـ

)Lowry, 1951( ــدازه اصــلاح ــگ شــده، ان ــ. شــد يري  يمنحن
 تي ـو در نها ديرسم گرد يسرم گاو نياستاندارد با كمك آلبوم

 ياهي ـگ ةگرم وزن تر نمون100بر حسب گرم در نيغلظت پروتئ
  .محاسبه شد

  سموتازيد ديسوپر اكس ميآنز تيفعال يريگ اندازه
ــرا ــدازه يبـ ــگ انـ ــفعال يريـ ــا تيـ ــز نيـ از روش  ميآنـ

)Beauchamp & Fridovich, 1971( سـنجش  . استفاده شد
با استفاده از سنجش مهـار   سموتازيد ديسوپراكس ميآنز تيفعال
در طـــول مـــوج ) NBT( وميـــتروبلوتترازولين ينـــوري ايـــاح

  .نانومتر انجام گرفت560
  

  ي آمار ليو تحل هيتجز
 هـاي    شيحاصـل از آزمـا   يهـا  داده لي ـو تحل هيتجز يبرا

ــيب ــرم ،ييايميوش ــا از ن ــتفاده شــد JMPو  Excel يافزاره . اس
   يدار يدر سطح معن ها توسط آزمون توكي   داده نيانگيم سهيمقا

P< 0.05 صورت گرفت.  
  

   نتايج و بحث
   Cu/znSODژن  انيب زانيدر م پياثر ژنوت يبررس

ــاوت معنـــي در  ــر تفـ ــان ژن  تحقيـــق حاضـ داري در بيـ
Cu/znSOD    المللـي و دو ژنوتيـپ    بين ژنوتيـپ متحمـل بـين

در شـرايط  . حساس به خشكي و كانديداي متحمـل ديـده شـد   
المللي نسبت به  بيان ژن مذكور در ژنوتيپ متحمل بين ،كنترل

ــود   ــر بيشــتر ب ــپ ديگ ــايي). 1شــكل (دو ژنوتي ــه ژن از آنج ك
Cu/znSOD  يــك ژناهميــت در تــنش خشــكي محســوب  رپ

المللي كـه   بيان اين ژن در ژنوتيپ متحمل بينشود، افزايش  مي
 احتمـالاً . دور از انتظار نبـود  ،يك ژنوتيپ مقاوم به خشكي است

 چرخه
Cycle 

 زمان
Time 

 دما
Temperature 

(°C)

  مرحله
Stage  

1
10 min 95                     واسرشت اوليه

(Primary denature) 

40 
15 s   95 واسرشت ثانويه  

(Secondary denature)
30 s 47 اتصال (Annealing)  
30 s 72  بسط(Extension) 

1 7 min 72  بسط نهايي(Final extension) 
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المللي،  يد اين مطلب است كه ژنوتيپ متحمل بينؤاين نتيجه م
را براي مقابله بـا   Cu/znSODسطح بيان ژن  ،در شرايط نرمال

  . داردمي، بالا نگه خشكي تنش
  

  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  كنترل طيدر شرا پيدر سه ژنوت Cu/znSODژن  ينسب انيب -1شكل
Fig. 1. Relative gene expression of Cu/znSOD in three genotypes in control condition 

 
 

  

 ـدر ب يبـردار  و زمـان نمونـه   ياثر تنش خشك يبررس ژن  اني
Cu/znSOD 
غلظـت   شها متعاقب افـزاي    روزنه ،يش خشكتن طيدر شرا

ABA دنبـال   و بـه  شـوند    يبرگ، بسته م ليمزوف هاي   در سلول
 نيــدر ا .ابــدي   يكــاهش مــ ليــدر بافــت مزوف CO2غلظــت  ،آن
فتوسنتز متوقف شده و محصـولات   يكيتار هاي   واكنش ،طيشرا

مصـرف   ،)NADPHو  ATP( ييروشـنا  هـاي    حاصل از واكنش
مولكول  ونيداسيعدم اكس ليدل به يطيشرا نيندر چ. دشون   ينم

NADPH،  مصرفNADP + الكتـرون كـاهش    افـت يجهـت در
انتقـال  ة ري ـزنج ريدر مس ـ ژنيمولكـول اكس ـ  نيبنـابرا . ابـد ي   يم

آزاد  كـال يو راد كنـد    يالكترون عمل م ةرنديعنوان پذ الكترون به
.  )Sairam & Saxena, 2000( شـود    يم ـ دي ـتول ديسوپر اكس

انتقـال   ريرسان، در مس اميعنوان پ به ژنيفعال اكس يها   ونهگ نيا
 هيدر ساعات اول. كنند   ينقش م يفايا يستيزريغ هاي   تنش اميپ

 ني ـا احتمـالاً  ،بالاست يسيرونو يفاكتورها انيتنش كه سطح ب
كه در  يريخأت يها ژن انيب شيباعث افزا ،يسيرونو يفاكتورها

. شوند   يهستند، م Cu/znSODز جمله ا يارتباط با تنش خشك
 ي   هـا  ژن اني ـب ةج ـيپاسخ بـه تـنش در نت   هاي   نيپروتئ شيافزا

دنبال خواهـد داشـت كـه در     نورد را به مهار پس مرتبط، احتمالاً
 ها،   نيدريمانند ده يسيرونو يفاكتورها ي   ها ژن انيب ،آن ةجينت

 ،يس ـيرونو يافاكتوره ي   ها ژن انيكاهش ب. افتيكاهش خواهد 

را  Cu/znSODاز جملـه    يريخأت ي   ها ژن انيكاهش ب احتمالاً
  .دنبال خواهد داشت به ،تنش يبعد يها در ساعت

 يريخأت ـ ي   هـا  ژن اني ـكـه ب  يسيرونو يفاكتورها احتمالاً
تـنش   ةيدر ساعات اول ،كنند   يرا كنترل م Cu/znSODجمله از

 يدر پ ـ ،يسـاعات بعـد  را در  يدارند و روند كاهش انيب شيافزا
 ـ . خواهند داشـت   Cu/znSODو ژن  هـا    نيدري ـده نيارتبـاط ب

 ;Uno et al., 2000( شـده اسـت   دييأت يقبل قاتيتوسط تحق

Jiang & Zhang, 2002 . (ژن  انيــب زيــن قيــتحق نيــدر ا
Cu/znSOD  نسبت بـه   يساعت بعد از تنش خشك48در زمان

 يش ـيرونـد افزا  هاي ـگ يابي ـباز ةكرد و در دور دايكاهش پ،شاهد
ــان داد  ــكل (نش ــا). 2ش ــتحق جينت ــرگ يرو قي ــا ب ــگ يه  اهي

Kentucky bluegrass ژن  اني ـدر رابطه با بCu/znSOD  در
سـاعت بعـد از تـنش و    48قبل از تـنش،   يبردار نمونه نسه زما

  بــود  قيــتحق نيــا جيمنطبــق بــا نتــا   اهيــگ يابيــباز ةدور
)Bian & Jiang, 2009 .(نيهمچن ـ Nistal et al, (2002)  

 اني ـنخود باعث كـاهش ب  اهيدر گ يخشك مارينشان دادند كه ت
 جيبا نتا طبقمن زين قيتحق نيدر ا. شده است Cu/znSODژن 

ژن  اني ـباعـث كـاهش ب   يتـنش خشـك   ماريت اين پژوهشگران،
Cu/znSOD  3شكل (شد.(    
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  يابيباز ةساعت بعد از دور24و  يساعت بعد از تنش خشك48 يبردار نمونه هاي   در زمان Cu/znSODژن  ينسب انيب - 2شكل
Fig. 2. Relative gene expression of Cu/znSOD in sampling times of 48 hours after drought stress and  

24 hours after recovery period 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

 
 

  نسبت به كنترل) ساعت بعد از تنش48( يتنش خشك طيشرادر  Cu/znSODژن  ينسب انيب -3شكل
Fig. 3. Relative gene expression of Cu/znSOD in drought stress condition (48 hours after stress) than control 

 
 

ــ ــنش خشــك  يبررس ــر ت ــم يرو ياث ــفعال زاني ــز تي    ميآن
  يكل محلول برگ نيو پروتئ سموتازيد ديسوپر اكس

ــك  ــنش خش ــ يت ــ ريثأت ــر فعال يدار يمعن ــب ــز تي    ميآن
 جيمنطبـق بـا نتـا    جـه ينت ني ـا. نداشـت  سموتازيد ديسوپر اكس

Nistal et al, (2002) آنها اعلام كردند كـه تحـت تـنش    . بود
ــ. نكـــرد رييـــتغ SOD ميآنـــز تيـــفعال ،يخشـــك    نيهمچنـ

Bian & Jiang (2009)    ميآنـز  تي ـگـزارش كردنـد كـه فعال 
SOD منطبق بـا   زين جهينت نيكه ا ماند رييبدون تغ ها رگدر ب

  . بود قيتحق نيا جينتا
اعلام كردنـد كـه    ،مذكور جيبرخلاف نتا قاتياز تحق يبرخ

 ميآنز تينخود باعث كاهش فعال يگلده ةدر مرحل يتنش خشك
SOD شـود    يم )Rahbarian, 2011 .( گـزارش،   ني ـبـرخلاف ا

Diaz et al, (2005)  وJaleel et al, (2007) تيفعال شيافزا 
  . را گزارش كردند يتحت تنش خشك SOD ميآنز

بـه تـنش    SOD ميكه پاسخ آنز هيفرض نيا ،اوصاف نيبا ا
 گريد يدر برخ هيفرض نيا. شود   يم تياست، تقو ريمتغ يرطوبت
  . گزارش شده است )Nistal et al., 2002( قاتياز تحق
تـنش      مـار يتحـت ت  يل محلول برگكُ هاي   نيپروتئ زانيم

 قـات يتحق جياز نتـا  يبا برخ ـ جينتا نيا. دار نشد يمعن ،يكخش
اعـلام كـرد    Rahbaarian (2011). نشان داد يگذشته همخوان

 طيدر شرا MCC877 پيدر ژنوت يكل محلول برگ نيكه پروتئ
  .نداشته است يدار يمعن رييتغ ،و بدون تنش يتنش خشك
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  گيري نتيجه
 Cu/znSODكـه محصـول ژن    سموتازيد ديسوپر اكس ميزآن
 ژنيفعـال اكس ـ  يها در برابر گونه يخط دفاع نيعنوان اول است، به

 ني ـلـذا در ا . كنـد    ينقـش م ـ  يفايا ،يستيزريغ هاي   از تنش يناش
 يهــا ســتميدر س اهــانيگ يخــط دفــاع نياولــ واكــنش ق،يــتحق
در  Cu/znSODژن  اني ـب. قرار گرفـت  يمورد بررس دانياكس يآنت
 پي ـنسبت به دو ژنوت يالملل نيمل بمتح پيكنترل، در ژنوت طيشرا
 ني ـا كـه  يياز آنجا. بود شتريب ،حساس پيمتحمل و ژنوت يدايكاند
لـذا   ،شـود    يمحسـوب م ـ  يدر تنش خشـك  تياهمرژن پ كيژن، 

 پيژنوت كيكه  يالملل نيمتحمل ب پيژن در ژنوت نيا انيب شيافزا
 بعضـي از  بـر اسـاس  . انتظـار نبـود   زاسـت، دور ا  يمقاوم به خشك

سـاعت  48قبل از تنش،  هاي   ژن در زمان نيا زيگذشته ن قاتيحقت
را نشـان داده   يمتفاوت انيب زانيم ،اهيگ يابيباز ةبعد از تنش و دور

ساعت  بعد از تـنش  48در زمان  زيحاضر ن قاتيتحق جيدر نتا. بود
 رژن نسبت به شـاهد كـاهش داشـت و د    نيا انيب زانيم ،يخشك
  . كرد داينسبت به شاهد پ يشيفزاروند ا ،اهيگ يابيباز ةدور
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Abstract 

Chickpea (Cicer arietinum L.) is mainly cultivated in arid and semi-arid agricultural systems. Drought 
stress is a major factor delimiting maximum yield. This research evaluated the effects of drought stress 
treatments on expression of Cu/znSOD as a gene involving in drought tolerance by Real time PCR technique. 
To find the probable relationship between the molecular and physiological effects of treatments, total soluble 
leaf protein and enzyme activity of SOD (EC: 1.15.1.1) were measured. Drought stress was applied by 30% 
of field capacity in flowering stage. Sampling was arranged on three times; pre stress, 48 hours after stress 
and 24 hours after recovery period. This study conducted as a factorial experiment in randomized complete 
block design with three replications. Real time PCR data analysis indicated that the expression of Cu/znSOD 
between the two genotypes, candidate for tolerance (MCC696) and sensitive genotype (MCC759) was not 
significantly different from control condition. But the gene expression of Cu/znSOD in international 
genotype (MCC877) was more than other two genotypes in control condition. Consistent with some previous 
research results, gene expression levels of Cu/znSOD was reduced in two days after drought time than 
control, and increased in recovery stage compared to control plants. The measurement of total soluble leaf 
proteins and SOD enzyme activity under drought condition treatments revealed no significant difference 
compared to control conditions.     
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