
Arc
hive

 of
 S

ID

  

  

  ارزيابي كمي الگوي بيان ژن سوكروز سينتاز تحت تنش سرما 

  در گياه نخود
  3ساناز رمضانپور، سيده2اميري، رضا معالي1*محمدرضا نظري

  

 يعيو منابع طب يس كشاورزيار پرديارشد و استاد يكارشناس يترتيب دانشجوبه -2و1
  دانشگاه تهران

 يعيو منابع طب يدانشگاه علوم كشاورز يژوتكنولويار گروه اصلاح نباتات و بياستاد - 3
 گرگان

 mrnazari@ut.ac.ir :نويسنده مسئول مكاتبات، پست الكترونيكي *

  )1/3/90 :تاريخ پذيرش -  17/6/89 :تاريخ دريافت(

  

ند يدر فرا اهانيگ .است موجوداترشد و پراكنش  ياز عوامل محدود كننده يكين ييپا يدما
شود، نسبت يها حاصل مان ژنير بييجه تغيكه در نت يسم سلوليمتابول راتييبه كمك تغ يسازگار

به عنوان  نتازيژن سوكروز س رونوشت يكم زانين پژوهش، ميدر ا .دهنديبه سرما پاسخ م
 يتينشت الكترول زانيم ر زنده و سوخت وساز سلول، در كناريغ يهام مهم در پاسخ به تنشيآنز

- گراد و زمانيدرجه سانت -10و  23، 10 ي، در سه دمايلسلو يبه عنوان شاخص خسارت غشا
دار ياز تفاوت معن يج حاكينتا .ديگرد يابيارز يو دس يمختلف، در دو نوع نخود كابل يها
ن انتقال يهمچن .گراد بوديدرجه سانت 10 ها درنمونه يريقرارگ يهان ژن در زمانيان ايب
، تفاوت در پاسخ ژن و يساعت سازگار 24گراد، پس از يدرجه سانت -10 يها به دمااهچهيگ
ان ژن سوكروز يش بيافزا يبه طور كل .پ را نشان داديدر دو نوع ژنوت ييزان خسارت غشايم
ان آن يشتر موارد با خسارت كمتر غشاء همراه بود و كاهش بيكه در ب يسازگار ينتاز در دمايس

 يند سازگاريموثر در فرا يهااز ژن يكيعنوان  نتاز را بهيت سوكروز سيانجماد، اهم يدر دما
با خسارت  مذكورشتر ژن يان بيبوجود ارتباط  نخود،پ يدو ژنوت ن دريبنابرا. سازديان مينما

جم و  يهاپيش، علاوه بر آشكار نمودن تفاوت در پاسخ ژنوتين آزمايا .محتمل استكمتر غشاء 
اهان ين گيدر پاسخ ا يدينوان عامل كلرا به ع يط تنش، مدت زمان سازگاريدر شرا 4322

نسبت به  پ جميدر ژنوتدارتر و خسارت كمتر يپاسخ پان تحت تنش سرما يهمچن .مشخص كرد
  .مشاهده شد يادر سطح گلخانه 4322پ يژنوت
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  شاخص نشت الكتروليتي
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اهان يرشد و پراكنش گ ياز عوامل محدود كننده يكين ييپا يدما

دهد ير قرار مياهان را تحت تاثيد گيت توليت و كميفيبوده و ك
گراد در  درجه سانتي 12ن صفر تا ييپا يبا دماها ييارويرو. )36(

-يم يطين شرايو چناهان معمول است يگ يطول فصل رشد برا
. )37( بگذارد رياهان تاثيگ عملكرد برجاد تنش نموده و يتواند ا

ش يها و افزانير در ساختار غشاء و پروتئييتغ سببتنش سرما 
 يمتعدد ياهان با سازوكارهايگ. )21(شود يم يمواد محلول سم

از تحمل را  يمتفاوت يهان درجهيداده و بنابرا پاسخها تنش به
هان در اين گين اختلاف فراوان در بيا ).12 ،36( دهندينشان م

ع در سطوح يمختلف از پاسخ وس يتحمل به دماها ينهيزم
ها، درشت ز ملكوليها، ر، اندامكيسلول ي، غشايسلول يوارهيد

رد يگيمرتبط منشاء م يهاان متفاوت ژنيت بيها و در نهاملكول
دن به سطح يرس رها در جهتين مسيا يمطالعه به منظور. )11(

ر يت بالا و سايفيصول، كد محيمطلوب تحمل به تنش، تول
. رسديبه نظر م يضرور ياهيگ يهاپاسخ يات، بررسيخصوص
و ) 38(ن يسوم يجهان يدر رتبه بند ).Cicer Arietinum L(نخود 

اه حساس به سرما ين گيا .است ين لگوم خوراكيدر كشور ما دوم
-پاسخ يمطالعه. شوديد آن محدود ميو تحت تنش سرما تول بوده

تواند به يط كنترل شده ميتحت شرا اه نخوديگ يكيژنت يها
تحت  يهااز سازوكار ين درك بعضياهان و همچنيبهتر گ يابيارز

بالا  يكيتنوع مورفولوژ ياه نخود دارايگ. ر تنش كمك كنديتاث
اه ين گيل اصلاح اين دليبه هم ،باشديف ميضع يكيتنوع ژنت يول

 يهان پاسخيب يطهافتن رابين يبنابر ا ).33 ،22( باشديمشكل م
. ت استيحائز اهم يكيولوژيزيف و يكياه در سطوح ژنتيمختلف گ
ر زنده يغ يهازان اثر عوامل مختلف در تحمل به تنشيسنجش م
 ها ژن يسيسطوح رونو يريگاندازه جمله از يمتعدد يهااز روش

-يانجام م) 39(اه يگ يكيولوژيزيدر سطح ف ييهاو روش) 22(

  .رديپذ
د با يشد ياهان قادرند تحملشان را نسبت به سرمايگ از ياريبس

ن يارتقا دهند، به ا صفر يبالا نييپا يدر معرض دماها يريقرارگ
يروند سازگار

كه به سرما سازگار  ياهانيگ ).5( نديبه سرما گو 1
                                                            
1 Acclimation 

-يجاد ميا يسلول يهاكه در سازوكار يراتيياند با كمك تغشده

ن يدهند، همچنير قرار مياثرا تحت ت يمتعدد يهاان ژنيكنند، ب
ها و دانياكس يو تجمع آنت ييبات غشاير تركييموجب تغ

). 35 ،13(شود يم تنش يلهيالقا شده به وس يهاماكروملكول
 10نخود حدود  يسازگار ين، دمايشيپ يهااگرچه در پژوهش

 ين دماياما بهتر ،)23(گراد گزارش شده است يدرجه سانت
ك يدرون  يگر و حتيد يبه گونه ياگونه از اهانيدر گ يسازگار
متفاوت  هاپيژنوت يكيو مورفولوژ يكيبسته به تنوع ژنت گونه

، به تنش سرما پاسخ متعدد يهاان ژنير بيياهان با تغيگ. )4(است 
و نقش ژنوم  يكيپاسخ ژنتاز  يق و كامليدق شناخت اما. دهنديم

ا تحت تنش سرما هان ژنيب يبررس. )8(ر وجود ندارد يمسن يدر ا
اه يگ يكيمتابولرات ييتغ يه كنندهيتوج يتواند به طرز سودمنديم

 در روشن شدنبه سرما باشد و محققان را  يسازگار انيدر جر
مهم  يهامياز آنز يكي. )8( ت كندياهان هدايمختلف گ يهاپاسخ
نتازيم سوخت و ساز سلول، سوكروز سيدر تنظ

است كه ميزان  2

. )17 ،15 ،3( كندين مييتع يه نشاسته را تا حدودل ساكارز بيتبد
فسفات گلوكز يد نيديوريل ساكارز به يم تبدين آنزيا

و  3
فروكتوز

به طور ل ساكارز به نشاسته يتبد ).10(را بر عهده دارد  4
مطالعات . دهدير فتوسنتز كننده رخ ميغ يهادر بافت معمول

ر در ييز موجب تغنتايان سوكروز سيش بينشان داده است كه افزا
مانند سوخت و ساز  يمتعدد يندهايل در فرايدخ يهاان ژنيب

د يها، تولوارهيوسنتز ديدها، بيپيل، دهاينواسيها، آمدراتيكربوه
ها و نيپروتئ حفاظته، ساخت و يثانو يهاتيد متابولي، توليانرژ

مشاهده شده است  يبه طور كل. )10( شوديها مپاسخ به تنش
اهان تحت يان آن در گياست كه ب ييهااز ژن يكيتاز نيسوكروز س

ان ژن يب يكم زانين پژوهش، ميدر ا. )7(كند ير مييتنش سرما تغ
ن مقدار خسارت وارده يو همچن RNAنتاز در سطح يسوكروز س

يتيبا كمك شاخص نشت الكترول يسلول يبه غشا
فواصل در  5

 يابيارز يكابلو  يدر دو نوع نخود دس ييمار سرماياعمال ت يزمان
  .ديگرد

                                                            
2 Sucrose Synthase 
3 UDP-Glucose 
4 Fructose 
5 Electrolyte Leakage Index 

 مقدمه
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  شرايط رشد گياهان و اعمال تنش

از ( 4322 يو كابل ينخود دس پيژنوت در اين پژوهش دو نوع
از ( و جم )لير كشور از اردبياز مناطق سردس يانتخاب يهاپيژنوت
از  بيترته، ب))1(ج در كشور يرا يمحل يزراع يهاپيژنوت

و اصلاح نباتات  كلكسيون بذر حبوبات بانك ژن گروه زراعت
. م مراغه تهيه شديد يقات كشاورزيدانشگاه تهران و موسسه تحق

ده درصد به مدت پنج دقيقه ضد عفوني  ميت سديپوكلريهبذور با 
 ظروف شده و پس از شستشو با آب مقطر بر روي كاغذ صافي در

پتري در شرايط بدون  ظروف .پتري با رطوبت لازم قرار گرفت
گراد قرار گرفته و پس از جوانه زني، يسانت درجه 23نور و دماي 

اه به خاك يم گير مستقيانتقال غ. ندها به گلدان منتقل شد گياهچه
مار يهمزمان ت يكنواخت سبز شدن آنها و اجرايت يل اهميبه دل

رشد با نور   ها در اتاقك گلدان. است يها ضرورسرما در نمونه
و  ييروشناساعت  16 يط نوريشتن و شرايميكرومول بر ان 200

گراد و رطوبت نسبي يدرجه سانت 23و دماي  يكيتارساعت  8
هاي دو تا  گيري از برگ گياهچهنمونه. نددرصد قرار داده شد 75

هاي هر ژنوتيپ به دو قسمت  گياهچه. اي انجام گرفت سه هفته
گراد و شرايط يدرجه سانت 23تقسيم شده نيمي از آنها در دماي 

 يدرجه سانت 10شده و نيمي ديگر به دماي نگهداري  شده ذكر
 48و  36، 24، 12، 9، 6، 3  زماني يهافاصله در. منتقل شدندگراد 

حاصل از  ياز خطا يريل جلوگيبه دلساعت پس از شروع تنش 
 از ينيير پايپ يهاو برگ ييار جوان بالايبس يهاوجود برگ

بعد  .دبرگ مركب انجام ش يريگاهان نمونهيگ يانيم يهاقسمت
 يدرجه به دما 10 يپ از دمايك گلدان از هر ژنوتيساعت  24از 
ها در براي جلوگيري از يخ زدگي سلول. درجه منتقل شد - 10

تيمار دمايي زير صفر، دماي اتاقك رشد به تدريج كاهش يافت و 
دقيقه در معرض اين دما قرار گرفتند و سپس  15گياهان به مدت 

تركيب دما و دوره ( م سرماي مورد نظر رژي. انجام شد يريگنمونه

كنترل از هر  يهانمونه. در آزمايشات اوليه تعيين گرديد) زمان
اهان ياز گ يريگنمونه يدر همان لحظه ماريهر ت يو برا اهيگ

. انجام شد گراديدرجه سانت 23 ياهان در دمايتحت تنش، از گ
 منتقل - 80 دماي به نگهداري جهت و منجمد مايع ازت در هانمونه

 و تيمار هر براي شده منجمد هاياستخراج، گياهچه از قبل .شدند

 تا شد كوبيده كاملاً ازت مايع، با همراه چيني هاون داخل در رقم،

  .شدند تبديل رنگي سبز پودر به
  RNAاستخراج 

وزوليكل با روش با RNAبه منظور استخراج 
پويش،  فرژن( 6

كه با كمك هاون  مورد نظر افتب از ميلي گرم 80، )ايران، تهران
ك يبود در  شده كوبيده مايع نيتروژن در خوبي به لياستر ينيچ
ه ورتكس، به مدت يتر بافر قرار داده شد و پس از چند ثانيليليم

تر يكروليم 200سپس . شد ياتاق نگهدار يقه در دمايدق 15
كلروفرم به آن افزوده شد و پس از چند بار تكان دادن با كمك 

 هايتيوب. خ قرار داده شدي يقه بر رويدق 15ت، به مدت دس

سرعت  با گرادسانتي درجه 4 دماي در دقيقه 15نمونه  حاوي

-تيوب بالايي به فاز سپس گرديد، سانتريفيوژ دقيقه در دور 12000

. زوپروپانول سرد اضافه شديشد و هم حجم آن ا منتقل جديد هاي
 يقه در دمايدق 30به مدت ها وبيپس از چند بار تكان دادن، ت

 در دقيقه 10ها پس از آن تيوب. گراد قرار گرفت درجه سانتي - 20

 دقيقه در دور 12000سرعت  با گرادسانتي درجه 4 دماي

 70تر اتانول يل يليك ميحذف و  ييع رويشدند و ما سانتريفيوژ
قه در يدق 5ها تكان داده شدند و به مدت نمونه. اضافه شد درصد

مجددا . ديدور سانتريفيوژ گرد 12000درجه و سرعت  4 يدما
 RNA رسوبحذف شد و پس از خشك شدن الكل،  ييع رويما

هر  يRNAغلظت . حل شد DEPC7 تر آبيكروليم 50در 
ن ييجهت تع. دين گرديياستخراج به كمك اسپكتروفوتومتر تع

 با و هشد قيرق 1:100 به نسبت RNAاز  يبخش، RNAت يكم

 طول در نور جذب مقدار گرديد، روفتومتر ارزيابياسپكت دستگاه

 و شد دستگاه خوانده روي از نانومتر 320 و 280، 260هاي موج

از  .شد ميكروليتر محاسبه در ميكروگرم حسب بر RNAكل  مقدار
هاي احتمالي را  ميزان جذب زمينه و آلودگي OD320آنجايي كه 
شد تا نتايج  كسر  OD280و  OD260كند بنابراين از  مشخص مي

  .تر به واقعيت باشند نزديك
RNA (ng/µl)=(OD260- OD320) × dilution factor × 4 
Yield = OD(260-320) /OD(280-320) 
                                                            
6 Biozol 
7 Diethylpyrocarbonate 

  ها مواد و روش
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 هر از ميكروگرم 5 مقدار نيز RNAكيفيت  تعيين جهت همچنين

ژل  روي) شدند نتايج اسپكتروفتومتري محاسبه براساس(نمونه 
آن  يت بالايفيبه ك نسبت تا شد الكتروفورز آگارز، درصد 5/1

و مشاهده  RNAت يفينان از كيپس از اطم .شود حاصل اطمينان
مار يت) 1شكل ( s28و  s18ريبوزومي  RNAباندهاي مربوط به 

DNase شركت پيشنهادي روش اساس بر هانمونه تمامي براي 

ك ي ،RNAميكروگرم  دوبراي اين منظور . فرمنتاز اعمال شد
 )u(واحد  10و  DNaseIآنزيم  )u(واحد ك ير، باف ميكروليتر

 در دقيقه 30 مدت به و شدند مخلوط RNase inhibitorآنزيم 

تر يكروليك ميسپس . قرار گرفتند گرادسانتي درجه 37 دماي
EDTA 65 دماي در دقيقه 10 مدت به و گرديد اضافه هاتيوب به 

 در ري،نگهدا جهت هاتيوب .ندشد داده گراد قرارسانتي درجه

  .شدند داده قرار گرادسانتي درجه - 80 دماي
  cDNAساخت 

 فرمنتاز براي شركت پيشنهادي ، از روشcDNAجهت ساخت 

با كمك آغازگر  cDNA ين رشتهياول. استفاده شد هانمونه تمامي
از  ميكرو ليتر 5 مقدار. ساخته شد) دينوكلئوت 18 ،20( يتيگو ديال

RNAكه با  ياDNase ميكروگرم 5/0 با همراه بود، ديدهگر ماريت 

 حجم و شد مخلوط) دينوكلئوت 18 ،20(تي  آغازگر اليگودي

شد  رسانده ميكروليتر 11 به DEPCاستفاده از آب  با محلول
 قرار گراددرجه سانتي 70 دماي در دقيقه 5 مدت به حاصل مخلوط

 4سپس  .گرديد سرد يخ روي سرعت به آن از پس و شد داده
 فسفات بانوكلئوترياكسيدي ميكروليتر 2 و بافر واكنش ميكروليتر

 هر به u (RNase inhibitor(واحد  20و   ميكرومول 10 غلظت

 19 بهDEPC آب  حجم محلول با و گرديد افزوده تيوب

-سانتي درجه 37 دماي در دقيقه 5 مدت به و شد رسانده ميكروليتر

 Revert Aid آنزيم  )u(واحد  200بعد از آن  .شدند داده قرار گراد

M-Mulv به نمودن مخلوط از پس و شد فوق اضافه محلول به 

 .داده شد قرار گرادسانتي درجه 42 دماي در ساعت كي مدت
 دقيقه 10 مدت به هاتيوب واكنش، نمودن فعال غير منظور به سپس

  .گرفتند گراد قرارسانتي درجه 70 دماي در
مرازيپل يارهيكنش زنجبا وا يت سنجيكم براي آغازگر طراحي

8  
با  9و ژن خانه دار اَكتين نتازيسوكروز سبراي ژن  آغازگرها طراحي

توالي، شماره دسترسي . انجام شد 3مريپرا افزار استفاده از نرم
و خصوصيات آغازگر ژن  NCBIمورد استفاده در سايت 

  .ارائه شده است )1( دار در جدولاختصاصي و ژن خانه
                                                            
8 Real-time PCR 
9 Actin 

  

  
  s28و  s18ريبوزومي  RNAو مشاهده باندهاي مربوط به  RNAن از كيفيت اطمينا - 1شكل 
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  توالي و خصوصيات آغازگر سوكروز سينتاز و اَكتين -1جدول 
 شماره دسترسي )bp(طول محصول  دماي اتصال  توالي  نام ژن

  GATCCATCTCACTGGGACAA-3' 43/58-'5  سوكروز سينتاز
160  DY475105.1  

5'-GATAACGGCGACTCTCAAGG-3' 84/59  

  CTACGAATTGCCTGATGGAC-3' 17/58-'5  اَكتين
189  EU529707.1 

  5'-CCTCCTGAAAGGACGATGTT-3' 14/59  
  

  10QRT-PCR روش  انجام
 يت حاويك وBioRAD شركت iQ5 دستگاه  از تحقيق اين در

 منابع و كشاورزي علوم دانشگاه( SYBR BioPars فلورسنس رنگ

ميكروليتر  20. گرديد استفاده كمي زيابيار براي) گرگان طبيعي
ك ي ،SYBR BioParsمخلوط  ميكروليتر 10شامل  واكنش مخلوط

 شرو و پسرو باياختصاصي پ يهاآغازگر ك ازياز هر ميكروليتر

 5 و استريل مقطر آب ميكروليتر 3 ميكرومول، 10 غلظت

 3براي هر واكنش  .بود بررسي مورد cDNAنمونه  ميكروليتر

 پليت واكنش مخلوط نمودن آماده از پس .شد گرفته نظر در تكرار

 ر واكنشيشرايط ز با و گرديد منتقل iQ5 دستگاه به نظر مورد

درجه  94 يقه در دمايدق 2: شد انجام مراز پلي ايزنجيره
درجه  95 يه در دمايثان 10هاي  تكرار با چرخه 35گراد و  سانتي
 Tmدماي (گراد  انتيدرجه س 60ثانيه در دماي  10گراد،  سانتي
در ارزيابي . گراددرجه سانتي 72ثانيه در دماي  10و ) آغازگر

ها از دو روش ارزيابي مطلق و ارزيابي نسبي  الگوي بيان ژن
در ارزيابي مطلق، تعداد دقيق رونوشت هر . توان استفاده نمود مي

ولي . شود ژن در تمامي تيمارها حتي تيمار كنترل نيز مشخص مي
ابي نسبي، ميزان افزايش يا كاهش بيان ژن در هر تيمار در ارزي

شود كه در اين  نسبت به تيمار كنترل به صورت نسبت بيان مي
گيري ميزان بيان ژن در تيمار كنترل وجود  حالت امكان اندازه
ش دقت يبه منظور افزا. شود در نظر گرفته مي 1ندارد و به عبارتي 

اهان ياز گ يريگ، نمونهيمار زمانيدر هر ت يان نسبيسنجش ب
ان يرات بييزان تغيز صورت گرفت و ميط كنترل نيموجود در شرا

 نيبنابرا. ده شديژن در هر زمان نسبت به كنترل همان لحظه سنج
ن يبه ا) 25(د يمحاسبه گرد ΔΔCT2–ها با روش ژن يان نسبيب

                                                            
10 Quantitative Reverse Transcript PCR 

سه ياهان كنترل مربوط به زمان خود مقايمار با گيصورت كه هر ت
ر يان و اعداد زيش بيافزا يصفر به معن يو اعداد بالاد يگرد

 يهيجهت تجز .ديگرد يتلق يان نسبيكاهش ب ينمودار به معن
  .استفاده شد )11REST )26ها از نرم افزار داده

گيري تحمل به سرما براساس قابليت نفوذپذيري غشاء  اندازه
  گياه يسلول

هاي بافتتي يتحمل به سرما بر اساس شاخص نشت الكترول
. )14(گيري شد  خسارت ديده نخود بعد از تيمار سرما اندازه

ش ين آزمايا .ح داده شديدر بالا توض يريگو نمونه ط رشديشرا
پس از برش افقي، به   گرم برگهشتاد ميلي .با سه تكرار انجام شد

جهت . سي آب مقطر انتقال يافت لوله آزمايش حاوي ده سي

از پمپ خلاء هواي درون محيط خارج جذب بهتر آب با استفاده 
هاي آزمايش به مدت سي دقيقه در دستگاه شيكر قرار  شده و لوله

با استفاده از (EC1) ها  الكتروليتي نمونه نشتگرفتند سپس ميزان 
محتوي لوله . شد يريگاندازه) ,Inolabآلمان (متر  ECدستگاه 

درجه  95 يبا دما آزمايش پس از قرار گرفتن در حمام آب گرم
زان هدايت ي، در دستگاه شيكر قرار گرفته و بلافاصله مگراديسانت

ن شد و در نهايت مقدار شاخص خسارت ييتع (EC2)الكتروليتي 

100براساس فرمول 
2

1 ×=
Ec

Ec
I  27 ،20(محاسبه گرديد(.  

  

  
تحت تنش   يارشد گياهچه يلهو جم در مرح 4322پ يدو ژنوت

درجه  10 يدما. قرار گرفتند گراديسانت يدرجه 10 كوتاه مدت
- اهچهيپاسخ گ يمطالعه يبرا يگراد مطابق با مطالعات قبليسانت

                                                            
11 Relative Expression Software Tool 

  نتايج و بحث
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 .)24 ،23( انتخاب شد يسازگار ينخود در برابر دما يها
و تنش  يسرما، خشك دهدينشان م يهمانطور كه گزارشات قبل

 ون و تنشيدراسيهستند كه منجر به ده ييهااز جمله تنش يشور
). 9(كنند يك مينتاز را تحريم سوكروز سيان آنزيشده و ب ياسمز

تنش انجماد، اختلالات  يهااز خسارت يكين كه يبا توجه به ا

و ژن سوكروز ) 21(است  يون و تنش اسمزيدراسيدهمربوط به 
ن يكند، ايفا مين نوع از تنش ايدر پاسخ به ا يينتاز نقش بسزايس

در مطالعه حاضر . قرار گرفت ين پژوهش مورد بررسيژن در ا
نتاز در يان ژن سوكروز سير بييسبب تغ ييمار دماين تياعمال ا

 .ديمختلف گرد يفواصل زمان

ان ژن يب كه نشان داد RESTها با كمك نرم افزار داده يهيتجز
 يدرجه 10در  يريپس از قرارگ يفواصل زماننتاز در يسوكروز س

يمار كنترل در شرايط بدون با ت يداريگراد اختلاف معن سانتي
ن ي، همچن)2شكل (نشان داده است ) گراديدرجه سانت 23(تنش 

در معرض سرما،  يريقرارگ يان ژن در فواصل زمانيب ير كمييتغ
مدت زمان تنش را به عنوان عنصر كليدي در مطالعه تحمل به 

پ به يدهد كه در پاسخ دو ژنوتيج نشان مينتا .ن نمودييتنش تع
ان ژن سوكروز ين كه بيباتوجه به ا. ن تنوع وجود داردييپا يدما
ر يز تحت تاثيپاسخ دهنده به تنش را ن يهار ژنيان ساينتاز بيس

ن يموجود ممكن است به تخم ين الگوي، بنابرا)10(دهد يقرار م
تواند بكمك كند و  يل در سازگاريگر دخيد يهاان ژنيروند ب
به تنش و احتمالا تنوع در  اهيز گيمتما يهاپاسخ يه كنندهيتوج

  .مرتبط باشد يهار ژنيت سايزان فعاليم
 يهارندهيشود ابتدا توسط گيوارد م ياهيكه تنش به گ يهنگام
ن دست ييگنال به سمت پايشود، سپس سيافت ميدر ييغشا

- امين پيا. شوديه ميبر ثانواميد پيشود و منجر به توليانتقال داده م

-يم يم را راه اندازيوابسته به كلس ينيتئكنش پروك برهميبرها 
مختلف منجر به هدف قرار  يهالاسون ملكوليد كه با فسفرينما

كنترل  يسيا عوامل رونويپاسخ دهنده به تنش  يهادادن ژن
ها از ژن ين برخين بيدر ا. )13 ،21(شود يها من ژنيا يكننده
 مثلا. هندديرتر نسبت به تنش وارده پاسخ ميد يتر و برخعيسر
پاسخ  مربوط بهساعت پس از درك تنش را  12ها تا ان ژنيب

رهنگام يد يهاپاسخ يدر مجموعه ،ساعت 48و  24اه و يع گيسر

ان ياه در بين مطالعه پاسخ زود هنگام گيدر ا. )33( باشديماه يگ
 كه ، از ساعت سوم پس از تنش مشاهده شدنتازيسوكروز س ژن

 3برابر و در جم حدود  13ان حدود يزان بيم 4322پ يدر ژنوت
ان ژن در ين نوع بيش داشته است كه ايبرابر نسبت به كنترل افزا

- يج، آشكار مينتا. )33(رد يگياه قرار ميع گيمحدوده پاسخ سر

تنش، در  پس ازان در ساعات مختلف ين بيسازد كه اختلاف ب

ن ايدر ب يشتريب يداريكه جم پا يبالا بوده است، در حال 4322
ر هنگام نشان داده يع و هم در پاسخ دين ژن، هم در پاسخ سريا

 24پ، بعد از ينتاز در هر دو ژنوتيان ژن سوكروز سيب. است
دهد، هرچند كاهش يساعت كاهش نشان م 12ساعت، نسبت به 
همانگونه كه در . ار كمتر بوده استيبس 4322در جم نسبت به 

، در 4322ان در يبن يشتريشود بيمشاهده م) 2شكل (نمودار 
ان، در ساعت چهل و هشتم يزان بين ميساعت دوازدهم و كمتر

در همان  زين انين بيشتريكه در جم ب يدر حال. مشاهده شده است
در  يريساعت قرارگ 24ان، بعد از ين بيساعت دوازدهم، اما كمتر
 گذشته، يهاپژوهش از يبعض در. شدمعرض تنش مشاهده 

نتاز در اثر تنش سرما گزارش شده يس ان ژن سوكروزيكاهش در ب
فواصل  در يسياد در سطوح رونويرات زييتغ. )16 ،28( است
و ) 29( گزارش شده است مختلف يهاژن اعمال تنش در يزمان

با . زا استاهان به عامل تنشيگ ل در تحمليدخرات يين نوع تغيا
مختلف  يرهايدر مس نتازيسوكروز س ن كه ژنيتوجه به ا

تواند بر ين عملكرد آن، ميل است بنابرايدر سلول دخ يوسنتزيب
به . نقش كند يفاياه به تنش اير در پاسخ گيدرگ يهار ژنيسا

شاخص نشت اهان، يزان خسارت وارده به گيم يابيمنظور ارز

اه يسلول، به عنوان شاخص خسارت وارده به گ يغشا يتيالكترول
تغيير ) 20(و همكاران  يريام يمعال. ط مطالعه شدين شرايتحت ا

خصوصيات غشاي پلاسمايي سلول را عامل مهم تحمل به سرما 

 يبعد از كاهش دما، ساختار غشاي سلول. در گياهان بيان كردند
- موقتاً تغيير وضعيت داده كه بر قابليت نفوذپذيري غشاء تأثير مي

ت غشاء منجر به افزايش بيان يتغيير موقت وضع. )18 ،30(گذارد 
هاي تنظيم كننده در غشاءهاي سلولي از جمله ژن هايژن

شود كه نسبت اسيدهاي چرب غير اشباع را به اشباع  دساتوراز مي
افزايش داده و منجر به برگشت سياليت غشاء به حالت مايع 
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ها ممكن  بنابر اين تحمل بيشتر در بعضي ژنوتيپ. )19(شود  مي
غشاء باشد  است در اثر پايداري خصوصيات فيزيكي و شيميايي

 يريگج حاصل از اندازهينتا. كه بايد در جزئيات بيشتر مطالعه شود
 4322پ يكه ژنوت) 3شكل (نشان داد  يتيشاخص نشت الكترول

زان خسارت وارده بر يتنش م شروع ساعت پس از 12توانست تا 
حفظ  30تا  20ن ين و در حدود شاخص بييغشاء را در سطوح پا

 12شتر و بعد از يب يساعت اندك 3از خسارت وارده بعد . نمايد
ساعت،  24كمتر از جم بوده است، اما پس از  يساعت اندك

به  يتيداشته و شاخص نشت الكترول يشيخسارت كاملا روند افزا
ن در يرسد، ايم 64 يكيساعت به نزد 48و بعد از  42حدود 

را حفظ  يداريز پايپ جم در روز دوم تنش نيكه ژنوت .است يحال
  .نگه داشته است 40تا  30و خسارت را در حد فاصل كرده 

  

  
  4322دو ژنوتيپ جم و  در درجه 10تحت دماي  رونوشت ژن سوكروز سينتاز در مقايسه با كنترل نسبي سطوح - 2شكل

  

  
  گراددرجه سانتي 10تحت دماي  4322ميزان نشت الكتروليتي دو ژنوتيپ جم و  - 3شكل

  

www.SID.ir

www.SID.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

 ساناز رمضانپوراميري، سيدهمحمدرضا نظري، رضا معالي                نخودارزيابي كمي الگوي بيان ژن سوكروز سينتاز تحت تنش سرما در گياه   

  

1390 تابستان/2شماره/ششمدوره /ژنتيك نوين  66  

 

د يزان تولين ميك بيم و نزديتقشه ارتباط مسيواضح است كه هم
ن رفتن ياز مطالعات از ب يست و در بعضيم نيرونوشت و آنز
ن يبنابرا). 37(ده است يم تحت تنش گزارش گرديرونوشت و آنز

تواند شاخص تحمل يك ژن خاص ميتوان گفت كه يم يبه سخت
از  يكين و ين كه غشاء اولياما با توجه به ا. اه باشديك گي

اهان يباشد، گير در پاسخ به تنش ميدرگ يهان بخشيمهمتر
ز يرا ن ييمقاومتر نسبت به تنش سرما شاخص خسارت كمتر غشا

به عنوان  يتيشاخص نشت الكترول زانيم). 4(دهند يبروز م
متعدد  يهاتيها و متابولني، تحت اثر پروتئييب غشايشاخص آس

-ينشأ مها مان متفاوت ژنير در سوخت و ساز سلول كه از بيدرگ

نتاز در پاسخ يبا توجه به نقش مهم ژن سوكروز س. رد قرار دارديگ
 يد بتوان الگويها، شار ژني، در كنار سا)2( يطيمح يهابه تنش

ل در پاسخ يدخ يهاان ژنينتاز را نشان دهنده بيان سوكروز سيب
رهنگام ياه از پاسخ ديع گين مطالعه پاسخ سريدر ا. تحمل دانست

گونه كه در نمودار نشان داده همان. شده است زيمتما يبه خوب
 12بعد از  4322ان در ين مقدار بيشتري، ب)2شكل (شده است 
ن ين زمان كمتريبا سرما رخ داده است، در هم ييارويساعت رو

در . شدن رقم مشاهده يز در اين يتيزان شاخص نشت الكتروليم
سه با يقادر م يحت 4322نتاز در يان سوكروز سيتنش، ب يادامه

زان شاخص ين ميشترين با بيز كاهش نشان داده است و ايكنترل ن
در جم روند . مقارن است 4322پ يدر ژنوت يتينشت الكترول

ان ژن يبه موازات ب يتيحفظ شده و شاخص نشت الكترول يداريپا
، ته برنجيچند وار يبر رو يقيدر تحق. مورد نظر ثابت مانده است

م يشتر آنزيت بيزان فعاليبا م يهااهچهيده است كه گيمشاهده گرد
ن در يهمچن ،اندها داشتهبه تنش يشترينتاز تحمل بيسوكروز س

نتاز بالاتر يم سوكروز سيت آنزيزان فعاليارقام با عملكرد بالاتر، م
 يزان عملكرد موثرند وليدر م ياريبوده است، هرچند عوامل بس

ن پژوهش يدر ا .)6( م به عنوان نشانگر شناخته شده استين آنزيا
ن ژن با خسارت كمتر غشاء يشتر ايدارتر و بيان پايب يز تا حدودين

از عوامل در پاسخ به  ياريل برهمكنش بسيموازات دارد، اما به دل
  .رسديبه نظر م يشتر ضروريعوامل ب يتنش، بررس

، )گراديدرجه سانت 10(اعمال شده  يهمانگونه كه ذكر شد، دما
رود ينخود به سرماست و انتظار م يهاچهاهيگ يسازگار يدما
در  يشتريب يآمادگط، ين شرايدر ا يرياهان پس از قرارگيگ
ان ژن يب يبه منظور بررس. تر نشان دهندنييپا يبا دما ييارويرو

با قرار دادن  يليتر، مطالعات تكمنييپا يدما مورد نظر در
ز انجام ينگراد يدرجه سانت -10 يدر دما سازگار شده يهااهچهيگ

 يان ژن مورد نظر تحت دمايكاهش ب يان كنندهيبج، ينتا. شد
به  است كه ييهااهچهيسه با گيدر مقا قه،يدق 15مدت  يط انجماد
. اندشده ينگهدارگراد يدرجه سانت 10 يدر دما ساعت 24مدت 

  ).4شكل (شتر از جم بود يب 4322پ يان در ژنوتين كاهش بيا

  

  
هاي گراد در مقايسه با گياهچهدرجه سانتي - 10هاي انتقال يافته به دماي ونوشت ژن سوكروز سينتاز در گياهچهر نسبي حوسط - 4شكل 

  ساعت 24درجه به مدت  10حاضر در دماي 
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مختلف  يهاپيتواند از نوع و ژنوتيان ميزان بياختلاف در م 

مختلف  يهاان ژنيگزارش شده است ب. )4(رد يمنشأ بگ ياهيگ

ا اختصاصا در پاسخ يصفر  يبالا ياست در پاسخ به دماهاممكن 
 ييتوانا كاهشبا توجه به  .)34( ر كندييتغر صفر يز يبه دماها

ل در پاسخ به تنش، از يدخ يهاميد آنزيو تول يسياه بر رونويگ
ت يت قابليتوان به اهميانجماد، م يدر دما نتازيجمله سوكروز س

از رونوشت و  يزان كافيم يساز اهان به سرما و آمادهيگ يسازگار
ج شاخص يكه نتا .برد يد پيشد يبا سرما ييارويقبل از رو ،ميآنز

ن يرغم سنتز كمتر ايد خسارت كمتر، عليز موين يتينشت الكترول
ل در تحمل به سرما يگر دخيد يهاالبته نقش ژن. ژن بوده است

ن ياتواند به يم يرد، كه مطالعات بعديد مد نظر قرار گيز باين
، يتيحاصل از شاخص نشت الكترول يهاداده .ه كمك كنديفرض

گراد، يدرجه سانت - 10 يدر معرض دما يرينشان داد در اثر قرارگ
پ جم رخ يژنوت يتيدر شاخص نشت الكترول يش چندانيافزا

به  4322 پيژنوت يبرا يتيكه شاخص نشت الكترول ينداد، در حال
درصد بافت گياهي  50ميزان شاخص خسارت  .ديرس 68 يكينزد

 .)31(شود  بعنوان مرگ گياه در اثر عامل تنش در نظر گرفته مي
-يدرجه سانت - 10 يبه دما شتريب جاد تحملياز ا يج حاكين نتايا

-يدرجه سانت 10 يدر دما يسازگار ليبه دلپ جم، يگراد در ژنوت

ط يدرجه شرا 10 يرسد دمايكه به نظر م يبوده، در حالگراد 
فراهم  يپ دسيتر را در ژنوتنييپا يبه دما يسازگارجهت  يكاف
دهد كه يز نشان مين يش فعليج آزماينتا). 5شكل ( آوردينم

با تنش  ييارويدارتر و خسارت كمتر در رويپ جم پاسخ پايژنوت
  .نشان داده است يادر سطح گلخانه 4322پ يسرما نسبت به ژنوت

ان ژن سوكروز ي، بگراد سانتي يدرجه 10 ييط تنش دمايتحت شرا
. نشان داده است يداريش معنيسه با كنترل افزاينتاز در مقايس

شتر ژن مورد نظر يان بيب نيمطالعه شده، بپ ين دو ژنوتين بيهمچن
ج يج با نتاين نتايو ا ده شديرابطه دبا خسارت كمتر غشاء 

 يهااگرچه ژن ).22 ،19( دارد يخوانهم زين نيشيپ يهاپژوهش
ك يتوان يو نم) 29(جاد پاسخ به تنش نقش دارند يادر  ياريبس

ن مطالعه ياما ا عامل بروز تحمل به تنش دانست، ييژن را به تنها
در سطح رونوشت و پاسخ  ژن انين بيبكه ممكن است نشان داد 

 يشته باشد، به طوروجود دا رابطه يكيولوژيزيبه تنش در سطح ف
با با يمختلف تنش تقر نتاز در ساعاتيان ژن سوكروز سيكه روند ب
د ين شايبنابرا. داشت يهمخوان ييش خسارت غشايروند افزا

 يهاص بهتر پاسخين ژن در انتخاب و تشخيان ايب يبتوان از بررس
كه  اه نخود در برابر تنش سرما، به عنوان نشانگر استفاده كرديگ
 يهاتر برنامهقيت دقيتواند هم به كامل شدن و هم به هدايم

منجر  يطيمح يهانه تنشيك در زميژنت يباتات و مهندساصلاح ن
تر يارتباط قو يتر و بررسقين به جهت مطالعات دقيبنابرا .شود

-ژن ياهان، مطالعهيگ يكيولوژيزيو ف يملكول يهان سازوكاريب

ها در تيمتابول يوسنتزيمختلف ب يرهاير در مسيمتعدد درگ يها
-يشنهاد ميپ ياات مزرعهشين آزمايارقام حساس و مقاوم و همچن

  .شود
  

  
  گراديدرجه سانت - 10 يافته به دمايانتقال  يهااهچهيدر گ 4322پ جم و يدو ژنوت يتيشاخص نشت الكترول - 5شكل 
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