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هاي نخود کابلی و دسی پس از دوره کوتاه مدت ژنوتیپهاي القا شده در این تحقیق پاسخ
 ارزیابیبیوشیمیایی و مولکولی  ،هاي فیزیولوژیکیشاخصبه تنش سرما از طریق ) C10˚(سازگاري 

در مقایسه با  ژنوتیپ کابلیدر مقابله با تنش سرما در  ي راتر آمادگی بیش ،سازگاري به سرما. شد
ترین میزان فعالیت سیستم  بیش وترین میزان خسارت  طوري که کم ایجاد کرد به دسی ژنوتیپ

 دان کهاکسیهاي آنتیزمان الگوي فعالیت آنزیم تغییر هم. دست آمد هدفاعی سلول در این شرایط ب
مرتبط  )H2O2(میزان پراکسید هیدروژن  و) ELI( نشت الکترولیتی غشا هاي خسارتشاخصتغییر  اب

هاي دفاع سلولی، مکانیسمدر همراهی با سایر  احتمالاها این آنزیمفعالیت  گویاي آن است که بود،
ي بیان دو ژن حاکی از وجود تفاوت در الگو نتایج. داد افزایشرا در نخود  تحمل به تنش سرما

افزایش . بود تحت تیمارهاي دمایی هادر ژنوتیپ) APX(و آسکوربات پراکسیداز ) CAT(کاتالاز 
هاي بیان هر دو ژن در ژنوتیپ کابلی در مقایسه با ژنوتیپ دسی الگوي کلی پاسخ دارمعنی
اخص خسارت ها نشان داد که با شریزي شده سلول را به موازات افزایش در فعالیت آنزیم برنامه

سبب افزایش  هاي سازگاري کوتاه مدتبنابراین دوره .کمتر غشاء در ژنوتیپ کابلی همراه بود
طوري که درجه تحمل در ژنوتیپ  هاي نخود شده بهظرفیت ژنتیکی تحمل به سرما در ژنوتیپ

 دنخوهاي هایی ممکن است در ارزیابی ژنوتیپنین شاخصچ. دسی بود تر از ژنوتیپ کابلی بیش
ویی در زمان و هزینه پژوهش جبه تنش سرما به همراه تیمارهاي تنش کوتاه مدت که موجب صرفه

 .دنثر باششده، مؤ

 هاي کلیدي واژه
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پس از لوبیا و  Cicer arietinum L.نخود زراعی با نام علمی 
زایاي مو با توجه به  ترین لگوم فصل سرد استفرنگی مهم نخود
ویژه در هکشور جهان ب 52امروزه در  سازي خاكاي و غنیتغذیه

 .Varshney et al( شودنواحی خشک و نیمه خشک کشت می

ر نواحی خشک و نیمه خشک باعث شده کشت بهاره د ).2014
تا محصول در معرض تنش خشکی و گرماي انتهاي فصل قرار 

از طرفی درکشت . گرفته و با کاهش بازده تولیدي همراه باشد
تر به آب، دوره زایشی دسترسی مطلوب پاییزه و زمستانه گیاه، با

هاي رویشی و  ها از بخش تر و انتقال بهتر اسیمیلات طولانی
نین بهبود میزان ازت مغذي، بازده محصول تا بیش از دو چ هم

در نتیجه استراتژي تغییر تاریخ کشت نه تنها . یابدبرابر افزایش می
هاي خشکی و گرماي انتهاي فصل حمایت گیاه را در برابر تنش

بازده را تا تواند  میتر کند بلکه با استفاده از فصل رشد طولانی
 ،با این وجود). Yadav et al. 2006( چند برابر افزایش دهد

ترین چالش در عنوان مهم حساسیت گیاه نخود به تنش سرما به
لزوم بنابراین . است هاي پاییزه و زمستانه مطرح شدهکشت

هاي آن و  درك مکانیسمهاي متحمل به سرما و شناسایی ژنوتیپ
کار اقتصادي و به لحاظ راههاي تحمل به تنش سرما اجراي برنامه

 استیست محیطی قابل قبول در افزایش عملکرد نخود ز
)Heidarvand et al. 2011( .هاي زنده تنش سرما مانند سایر تنش

شود می ROS(1(هاي فعال اکسیژن و غیرزنده، باعث تجمع گونه
ظرفیت بالاي  علت بهکه بر روي عملکرد اثر گذاشته و 

ها شدن پروتئینساکاریدها، دناتوره اکسیداسیونی باعث تجزیه پلی
در طبیعت  .)Gill and Tuteja 2010( شوندمی DNAو آسیب به 

اما  با استقرار تدریجی گیاه در دماهاي پایینتحمل به سرما القاي 
شود، فرآیندي که سرما ایجاد می گرادبالاي صفر درجه سانتی

ي سازگار سرما). Thomashow 2001(شود ، نامیده می2سازگاري
رات متعدد در بیان ژن، کاهش یا توقف رشد، تغییر تغیی از طریق

هاي سازگار و در ترکیب لیپیدي غشا، تغییر در ترکیب محلول
 .Nayyar et al(شود انجام می هاي سلولیاکسیدانافزایش آنتی

بوده در تحمل به تنش درگیر مستقیم طور  ، بهتغییراتاین . )2005

1 Reactive Oxygen Species 
2 Cold acclimation 

هاي محیطی ل به تنشعنوان عناصر فعال در تحم بنابراین بهو 
بنابراین در بسیاري از . شوندخصوص تنش سرما محسوب می به

موارد ارتباط منطقی بین تغییرات در سطح مولکولی این گروه با 
تحت تنش سرما . تغییرات فیزیولوژي و مورفولوژي وجود دارد

علت کنند یا اینکه بهها یا خود را با شرایط جدید سازگار می سلول
هاي فیزیولوژیکی از روش. روندمناسب از بین می عدم پاسخ

هیدروژن ، پراکسیدELI(3(مانند شاخص نشت الکترولیتی 
)H2O2 (هاي گیري آنزیم هاي بیوشیمیایی مانند اندازهو روش

سیستم دفاعی براي ارزیابی پاسخ نخود به تنش سرما استفاده 
 .Nazari et al. 2012; Kazemi Shahandashti et al(است  شده

گیاهان براي دستیابی به پاسخ مناسب به تغییرات محیطی ). 2013
دلیل پیچیدگی، به اما .دهند ها را تغییر می بیان بسیاري از ژن

مسیر پاسخ ژنتیکی و نقش ژنوم در این دقیق و کاملی از  شناخت
ها تحت تنش بررسی بیان ژن. )Amini et al. 2017(وجود ندارد 

متابولیکی تغییرات  طرز سودمندي توجیه کنندهتواند به سرما می
در روشن سازگاري به سرما باشد و محققان را  گیاه در جریان

لاش براي اصلاح ت. هاي مختلف گیاهان هدایت کندپاسخ شدن
 محققینهاست مورد توجه  سرما سالهاي نخود متحمل به ژنوتیپ

ه سرما هاي متحمل بکه در برخی نواحی، ژنوتیپطوريبه بوده
 ;Singh et al. 1995(اند  شناسایی شده پاییزهجهت کشت 

Srinivasan et al. 1998(. رغم وجود  در کشور ایران علی
در زمینه تنوع  محدودياطلاعات  ،غنی نخود هاي پلاسم ژرم

به موازات کشت نخود کابلی که اکثریت  .وجود داردها  ژنوتیپ
 نخود سیاهده، سطح کشت نخود کشور را به خود اختصاص دا

تري  اي از درصد فیبر بیشبا صفات مناسب تغذیه )دسینخود (
در  تري و تحمل ژنتیکی بیش) .Rossi et al 1984( بودهبرخوردار 

یا آفات مانند خشکی هاي محیطی  به تنش مقایسه با نخود کابلی
تاکنون تحقیقات فراوانی در  ).Yadav et al. 2006( دهدمینشان 

-به آفات در نخودتحمل هاي خشکی و  تنش خصوص تحمل به

، لیکن در زمینه )Toker 2005( زراعی و وحشی انجام گرفته هاي
هاي کمی تحمل به تنش سرما در خصوص نخود سیاه گزارش

هدف از این تحقیق، مطالعه  .)Nazari et al. 2012(وجود دارد 
ه نظر ب. هاي کابلی و دسی بودمیزان تحمل تنش سرما در ژنوتیپ

3 Electrolyte Leakage Index 

  مقدمه
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هاي پاییزه در کشور اغلب در آبان ماه با روند کاهش  اینکه کشت

باشد و پس از آن دما کاهش نسبتا شدیدي  تدریجی دما همراه می
هاي کوتاه یابد، لذا در این آزمایش دورهزدگی میتا سطح یخ

زدگی با توجه الگوي همراه دماي یخ مدت سرما سازگاري به
ابی تحمل به تنش سرما استفاده تغییرات دمایی طبیعت در ارزی

هاي دلیل پیچیدگی فرایند سازگاري در سلولبنابراین به. است شده
مدت و شدت (ها که بسته به طبیعت تنش گیاهی و تنوع پاسخ

و  بیوشیمیاییهاي کند، بررسی دینامیکی پاسختغییر می) تنش
 .رسدنظر می ضروري به تنش سرمامولکولی سلول تحت 

 

، ژنوتیپ 4322 با شماره کلکسیون  در این پژوهش ژنوتیپ دسی
از (جم  کابلی و ژنوتیپ) اردبیل(انتخابی ناحیه سرد کشور 

ترتیب از ، به)محلی رایج در کشورو هاي زراعی ژنوتیپ
کلکسیون بذر حبوبات بانک ژن گروه زراعت و اصلاح نباتات 

. ي دیم مراغه تهیه شددانشگاه تهران و موسسه تحقیقات کشاورز
خصوص گذشته در  هايارزیابیاساس  ها برانتخاب ژنوتیپ

گرفت هاي دسی و کابلی انجام ژنوتیپتحمل به تنش سرما در 
در مقایسه با دیگر  بیشترياین دو ژنوتیپ تحمل طوري که به

 Nazari et( هاي کابلی و دسی به تنش سرما نشان دادندژنوتیپ

al. 2012; Kazemi Shahandashti et al. 2013( .وجود این با 
تحت  سرماتنش تري به  ها تحمل بیشکدام یک از این ژنوتیپ

. دارند موضوع این تحقیق قرارگرفتهاي کوتاه مدت سازگاري
مدت پنج دقیقه ضد  بذور با هیپوکلریت سدیم تجاري ده درصد به

ر مقطر بر روي کاغذ صافی د عفونی شده و پس از شستشو با آب
ها در شرایط بدون پتري. ظروف پتري با رطوبت لازم قرار گرفتند

ها به  زنی، گیاهچه قرار گرفته و پس از جوانه C23˚ نور و دماي
میکرومول  200رشد با نور   ها در اتاقک گلدان. گلدان منتقل شدند
ساعت  8ساعت روشنایی و  16و شرایط نوري  بر مترمربع بر ثانیه

. درصد قرار داده شدند 65و رطوبت نسبی  C23˚ تاریکی و دماي
ها  هاي هر ژنوتیپ به دو قسمت تقسیم شده نیمی از آن گیاهچه

گراد و شرایط ذکر شده نگهداري شده و درجه سانتی 23در دماي 
عنوان دماي سازگاري نخود بر اساس  به C10˚ نیمی دیگر به دماي

 .Kazemi Shahandashti et al(هاي پیشین منتقل شدند پژوهش

 در روز ها یکگیاهچه منظور سرماسازگاري کوتاه مدت، به). 2013

 دقیقه 15مدت  به -C 10˚دماي سپس به. شدند دما نگهداري این

، تیمار C23˚تیمارهاي آزمایش شامل تیمار کنترل . یافتند انتقال
براي گیاهان سازگار شده  -C 10˚و تیمار سرما  C10˚سازگاري 

هاي نمونه. هاي میانی گیاهان انجام شداز برگگیري نمونه. بود
تا زمان  -C80˚گیري در فریزر گیاه بلافاصله پس از نمونه

 .آزمایش نگهداري شد
هاي بخش میانی  گیري میزان نشت الکترولیتی از برگ اندازه در

از نظر اندازه و سبزینه یکنواختی هاي این قسمت  برگ(ساقه 
پس از برش   گرم برگ شتاد میلیه. استفاده شد )بیشتري دارند

. مقطر انتقال یافت لیتر آبافقی، به لوله آزمایش حاوي ده میلی
جهت جذب بهتر آب با استفاده از پمپ خلا هواي درون محیط 

هاي آزمایش به مدت سی دقیقه در دستگاه  خارج شده و لوله
با ) EC1(ها  سپس میزان نشت الکترولیتی نمونه. شیکر قرار گرفت

سپس . قرائت شد) ، آلمانInolab(متر  ECتفاده از دستگاه اس
دقیقه قرار  10پس از  )EC2( ها میزان نشت الکترولیتی نمونه
دقیقه قرارگیري در  30و ) C95˚(گرفتن در حمام آب جوش 

دستگاه شیکر تعیین شد و در نهایت میزان شاخص خسارت 
  ).Popov et al. 2005( زیر محاسبه شد براساس فرمول

I= EC1/EC2*100 
 و سنجش آن در این آزمایش بر اساس روش H2O2استخراج 

)2001( Loreto and Velikova کلیه مراحل کار . صورت گرفت
براي استخراج، . شود انجامباید در محیط تاریک و اتاق سرد 

هاون خرد   هاي گیاهی تازه با نیتروژن مایع در گرم نمونه 35/0
 15هاي لولهشده به   پودر تهیه. یندصورت پودر درآ شده تا به

تري   لیتر محلول اسید میلی پنجلیتري منتقل شده و مقدار  میلی
به ) محلول در حمام یخ قرار داده شود(کلرواستیک یک درصد 

 C4˚ ویال حاوي نمونه یکنواخت شده در دماي. ویال اضافه شد
سپس . سانتریفوژ شد g 12000 ×دقیقه با سرعت  15به مدت 

 5/0لیتر از مایع رویی به یک ویال جدید حاوي  میلی 5/0
لیتر محلول یک  مولار و یک میلیمیلی 10لیتر بافر فسفات  میلی

مولار یدید پتاسیم اضافه شد و درپوش ویال را بسته و با چندین 
). در تاریکی(مرتبه سر و ته کردن، محتواي ویال یکنواخت شد 

  ها شمواد و رو
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نانومتر قرائت  390موج  لپس مقدار جذب هر نمونه را در طوس

 . شد
بر  ها جهت بررسی فعالیت آنزیم هاکلیه مراحل استخراج نمونه

به کمک ازت مایع ، ها در هاون چینینمونه. انجام شدروي یخ 
گرم  25/0لیتر بافر استخراج را به میلی 5/2. ساییده و پودر شدند

دقیقه  15ها به مدت نمونه. از پودر اضافه کرده و ورتکس شدند
سپس، . سانتریفیوژ شدند C4˚و در دماي  g ×13000  با سرعت

استفاده  هامایع رویی، عصاره آنزیمی، براي سنجش کمی آنزیم
 Bradford )1976( ها بر اساس روشغلظت پروتئینی نمونه. شد

با استفاده از  C25˚فعالیت آنزیم کاتالاز در دماي  .تعیین شد
 ,Shimadzu, UV-160, Kyoto(دستگاه  اسپکتروفتومتر

Japan (به روشScebba  )1998 (et al. مواد . گیري شد اندازه
) pH=7(میکرولیتر بافر فسفات پتاسیم  3000استفاده شده شامل 

مولار و  41/3هیدروژن  میکرولیتر پراکسید پنجمولار، میلی 50
میکرولیتر عصاره آنزیم بوده و فعالیت آنزیم بر اساس  100

گرم هیدروژن تجزیه شده در دقیقه در میلی راکسیدمیکرومول پ
فعالیت آنزیم آسکوربات پراکسیداز در دماي  .پروتئین محاسبه شد

˚C25 2003( روش به با استفاده از اسپکتروفتومتر(Ranieri et al. 

مخلوط واکنش حاوي بافر فسفات پتاسیم . گیري شداندازه 
)8/7pH= (50 مولار، پراکسید لیمی 5مولار، آسکوربات  میلی

میکرولیتر 10و عصاره پروتئینی به میزان  مولار هیدروژن یک میلی
میکرومول آسکوربات اکسید میزان فعالیت آنزیم بر اساس . بود

محاسبه  nm 290در طول موج گرم پروتئین شده در دقیقه در میلی
 .شد

فرژن پویش، ( بایوزولکل سلولی توسط روش   RNAاستخراج
شده به  هاي بافت برگی خرد گرم نمونه میلی 80از ) انتهران، ایر

کیفیت . مایع در هاون چینی استریل انجام گرفتنیتروژن کمک 
RNA  استخراج شده توسط الکتروفورز بر روي ژل یک درصد

بر روي  28Sو   18Sریبوزومی RNAتشکیل دو باند . تعیین شد
بررسی  براي. تخلیص شده را تایید کرد RNAژل کیفیت بالاي 

از دستگاه نانودراپ در طول موج  RNAکمی میزان غلظت 
nm260 در مرحله بعد . استفاده شدRNA  استخراج شده با آنزیم

DNaseІ دو  .شد براساس روش پیشنهادي شرکت فرمنتاز تیمار
آنزیم ) u(، یک میکرولیتر بافر، یک واحد RNAمیکروگرم 

DNaseІ  واحد 10و )u( آنزیم  RNase inhibitor مخلوط و با ،
میکرولیتر رسانده شد و  10حجم محلول به   DEPCافزودن آب
سپس یک . قرار گرفتند C 37˚دقیقه در دماي 30به مدت 
دقیقه در  10شد و به مدت  ها اضافه  به تیوب  EDTAمیکرولیتر

داري  نگه -C 80˚ دماي ها در تیوب. شدند داده  قرار C 65˚دماي
با کمک آغازگر  DNaseتیمار شده با  RNAلیتر  میکرو پنج. شدند

مخلوط شد و ) نوکلئوتید 18-20) (پیکومول یک(تی  الیگو دي
میکرولیتر رسانده  11به  DEPCحجم محلول با استفاده از آب 

قرار گرفت و  C 70˚دقیقه در دماي پنجاین مخلوط به مدت . شد
 میکرولیتر بافر واکنش و چهارسپس . پس از آن روي یخ سرد شد

میکرومول  10اکسی نوکلئوتري فسفات با غلظت  میکرولیتر دي دو
به هر تیوب اضافه شد و  RNase inhibitorواحد آنزیم  20و 

میکرولیتر رسانده شد و به  19به  DEPCحجم محلول با آب 
 200بعد از آن . قرار داده شد C37˚دقیقه در دماي  پنجمدت 
به  Revert Aid M-Mulv بردار معکوسرونوشت آنزیم) u(واحد 

این محلول افزوده شده و پس از مخلوط کردن به مدت یک 
سپس براي غیرفعال کردن . شد قرار داده  C 42˚ساعت در دماي

. قرار گرفتند C70˚دقیقه در دماي  10ها به مدت  واکنش، تیوب
 )Actin1( دار از روش تکثیر ژن خانه cDNAمنظور تایید سنتز  به

ساخته شده  cDNA بر روي EU529707.1به شماره دسترسی 
 200سنتز شده به  cDNAسازي و رساندن غلظت  پس از رقیق(

و الکتروفورز آن بر روي ژل   PCRتوسط) نانوگرم بر میکرولیتر
 RNAنانوگرم بر میکرولیتر  1245. یک درصد آگارز استفاده شد

هاي  طراحی آغازگر براي ژن. استفاده شد cDNAبراي سنتز 
با  Actin1دار  چنین ژن خانه و آسکوربات پراکسیداز و هم اتالازک

توالی  1 در جدول. انجام گرفت Primer3افزار  استفاده از نرم
 20. است  دار ارائه شده هاي اختصاصی و ژن خانه آغازگر ژن

میکرولیتر کیت حاوي رنگ  10میکرولیتر مخلوط واکنش شامل 
ر استریل، یک مقط میکرولیتر آب سه، Evagreenفلورسنت 

میکرولیتر از هر یک از آغازگرهاي اختصاصی پیشرو و پسرو با 
سنتز شده با  cDNAمیکرولیتر نمونه  پنج میکرومول و 10غلظت 
براي هر واکنش دو . نانوگرم بر میکرو لیتر بررسی شد 250غلظت 

پس از آماده . تکرار بیولوژیک و سه تکرار تکنیکی استفاده شد
منتقل شد و  iQ5، پلیت موردنظر به دستگاه کردن مخلوط واکنش
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دقیقه در  دو: اي پلیمراز به این صورت انجام گرفت واکنش زنجیره
 C 95 ،10˚ثانیه در دماي 10هاي  تکرار با چرخه 35و  C94˚دماي 

ثانیه در دماي  10 و) آغازگر Tm دماي ( C60˚ثانیه در دماي 
˚C72 ها با روش بیان نسبی ژن–ΔΔCT 2 جهت تجزیه  .شد محاسبه

 ).Pfaffl et al. 2001(استفاده شد  1RESTافزار  ها از نرم داده
 

نتایج این تحقیق نشان داد که میزان خسارت غشایی بر اساس 
داري ادر تیمارهاي دمایی مورد آزمایش، تفاوت معنELI شاخص 

میزان شاخص نشت الکترولیتی در هر دو ژنوتیپ تحت . داشتند
 ایط سازگاري در مقایسه با گیاهان شاهد افزایش معناداريشر

طوري که این افزایش در ژنوتیپ دسی به )بیش از دو برابر(یافت 
توان آن را در اثر اختلالات طور معناداري بیشتر بود که میبه

 ROSاز جمله افزایش میزان کاهش دما  غشاي سلولی در اثر
یش بیانگر آن است که گیاه این افزا). الف -1شکل (قلمداد کرد 

هاي متعدد در سطوح تنش دماي پایین را درك کرده و پاسخ
این وجود  اما با. مولکولی و فیزیولوژیکی را آغاز کرده است

به معناي خسارت تلقی  شرایط سازگاريدر  ELIافزایش میزان 
درصد بافت  50شود زیرا میزان شاخص خسارت بیش از نمی

. شودگیاه در اثر عامل تنش محسوب میعنوان مرگ  گیاهی به
دماهاي سازگاري معمولاً بیشتر از دماي حداقل رشد گیاه بوده و 
در محدوده فیزیولوژیکی قرار دارد یعنی در این شرایط دمایی گیاه 

هاي دفاعی با شرایط تواند به دلیل فعال کردن مکانیسمهنوز می
) ی با تاخیر زمانیحت(نامساعد محیطی مقابله کرده و به رشد خود 

تحت تنش ). Kazemi Shahandashti et al. 2014(ادامه دهد 

1 Relative Expression Software Tool 

 75/3( به ژنوتیپ دسی متعلق بود ELIترین میزان  سرما، بیش
که میزان این شاخص در در حالی )برابر در مقایسه یا شاهد

ژنوتیپ کابلی تغییر معناداري در مقایسه با شرایط سازگاري 
. ه با شاهد افزایش معناداري نشان دادنداشت، اگرچه در مقایس

تحت تنش سرما ممکن است مربوط به  ELIعدم افزایش میزان 
اکسیدانتی هاي تحمل گیاه باشد که با فعالیت آنتیفعالیت مکانیسم

 و خصوصیات و ترکیب شیمیایی غشاهاي سلولی در ارتباط باشد
)Kazemi Shahandashti et al. 2013; Heidarvand et al. 

تغییرات فیزیکی هاي پیشین نشان داده که پژوهش). 2011
شیمیایی غشاي پلاسمایی سلول، شاخص مهم برآورد تحمل به 

 ;Maali-Amiri et al. 2007(شود سرما در گیاهان محسوب می

Heidarvand and Maali-Amiri 2013 .( ،متعاقب کاهش دما
نفوذپذیري  ساختار غشاي سلولی موقتاً تغییر کرده که بر قابلیت

بنابراین . گذاردتاثیر می)  نشت الکترولیتی شاخص(غشاء 
تري به شرایط تنش نشان  کمتر، تحمل بیش ELIهاي با ژنوتیپ

تحت تنش سرما در ژنوتیپ دسی در اثر  ELIافزایش  .دهندمی
هاي دفاعی گیاه در اثر شدت تنش و در کاهش فعالیت مکانیسم

این وضعیت از . باشدسلول مینتیجه افزایش میزان خسارت به 
هاي گیاهان حساس به تنش سرما بوده که معمولاً سبب ویژگی

 .شودمرگ گیاه می
هاي دهند که تحت تنش سرما، گونهتحقیقات در گیاهان نشان می

ها با ROSتجمع . یابندتجمع می )ROS( فعال اکسیژن
اء هاي غشاکسیداسیون ترکیبات سلولی از جمله پروتئین و چربی
شود ها می سبب افزایش نشت الکترولیتی غشا و خسارت به آن

)Popov et al. 2006 .( 

 
 

 تحت تنش سرما RNAنسبی سطوح  در کمیت سنجی هاي استفاده شدهآغازگر -1جدول 
 

 
 
 
 

  نتایج و بحث

 شماره دسترسی نام ژن )باز جفت (طول محصول  )گراددرجه سانتی(دماي اتصال  )5ʹ-3ʹ(توالی                                
CCTTTCCACCCCGGTAGAGAGGACAAGC 59.58 148 Ascorbate peroxidase AJ276265.1 

GACCACCGGACAAAGCAACAATATCTTGATCG 60.48    
CTACGAATTGCCTGATGGAC 58.17 189 Actin EU529707.1 
CCTCCTGAAAGGACGATGTT 59.14    

TGCCCGCAGATGGATAGA 61.33 161 Catalase AJ131046.1 
GGTTGGCGAGGACCTTAACT 60.5    
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پراکسید  و) الف) (ELI(شاخص نشت الکترولیتی تغییر میزان  -1شکل 

در  تحت شرایط کنترل، سازگاري و تنش سرما) ب() H2O2(هیدروژن 
حروف  ).ستون خاکستري(و ژنوتیپ دسی ) ستون سیاه(ژنوتیپ نخود کابلی 

 .دهدمختلف اختلاف معنادار را نشان می
 

هاي تحمل به  در درك مکانیسم  H2O2بنابراین مطالعه تغییر میزان
ها آزمون مقایسه میانگین داده. تنش سرما بسیار ارزشمند است

داد که بیانگر تنوع بالقوه  داري بین تیمارها نشانااختلاف معن
 .)ب-1شکل ( هاي دمایی بودهاي گیاه تحت تنشپاسخ

ها تفاوت معناداري تحت شرایط شاهد مابین ژنوتیپ H2O2میزان 
 H2O2تیمار سرما سازگاري سبب افزایش معنادار میزان . نشان نداد

طوري که این  به هر دو ژنوتیپ در مقایسه با تیمار شاهد داشت در
 26ترتیب به( ش در ژنوتیپ دسی بیشتر از ژنوتیپ کابلی بودافزای
مطالعات نشان داده . )هاي کابلی و دسیدرصد در ژنوتیپ 54و 

عنوان  هاي محیطی، به ها تحت تنشROSکه تغییر میزان 
هاي سیگنال سلولی، فعالیت مسیرهاي بیوشیمیایی درگیر  مولکول

با توجه به ). Sewelam et al. 2016(در دفاع سلول را ایجاد کند 

تحت تیمار سازگاري، چنین افزایشی در میزان  ELIنتایج آزمایش 
H2O2  گویاي نقش سیگنالیگ این مولکول در مقایسه با نقش

این نتایج احتمالا با مقایسه تغییر میزان . خسارت سلولی آن است
H2O2 هاي دسی و کابلی در مقایسه  تحت تنش سرما در ژنوتیپ

در  H2O2ترین میزان  بیش. شودهد و سازگاري تایید میبا تیمار شا
 ژنوتیپ دسی تحت تنش سرما در مقایسه با تیمارهاي دیگر

سازي موثرتر ساز و تواند بیانگر فعالاین نتایج می .مشاهده شد
نتایج سطوح . در ژنوتیپ کابلی باشد هاROSکارهاي مقابله با 

نشان ) ELI( یدر کنار میزان شاخص آسیب غشای H2O2مختلف 
طور موثرتري از ژنوتیپ دسی توانسته داد که ژنوتیپ کابلی به

دهد که  تحقیقات گذشته نشان می. اثرات تنش سرما را تحمل کند
اکسیدان  هاي آنتی موثرتر از سایر آنزیم APXو  CATهاي آنزیم

 .Cook et al(را تحت تاثیر قرار دهند  H2O2توانند سطوح  می

هاي فعال در ساز و  که شناخته شده ملکول همانطور). 2004
تر  ها بیش ها هستند و جنبه عملکردي آن کارهاي سلولی، پروتئین

هاي آنزیمی وابسته است تا به حضور به فعالیت پروتئین
، بنابراین در این مطالعه میزان )Pandy et al. 2007(ها   پروتئین

 .سنجیده شدهاي کاتالاز و آسکوربات پراکسیداز  فعالیت آنزیم
نتایج نشان داد که دو ژنوتیپ پاسخ متفاوت نسبت به سرما نشان 

در تمامی حالات در ژنوتیپ کابلی  CATسطوح فعالیت . دادند
تحت تیمار سازگاري، ). الف -2شکل (بیش از دسی بود 

در ژنوتیپ کابلی  CATبرخلاف ژنوتیپ دسی، میزان فعالیت 
لا بیانگر ظرفیت ژنتیکی این که احتما) درصد 28تا (افزایش یافت 

ها در مقابله با اکسیدانتژنوتیپ در جبران کمبود سطح اولیه آنتی
تحت تنش سرما میزان فعالیت این آنزیم در . تنش سرما بود

ژنوتیپ کابلی تغییر معناداري با شرایط سازگاري نداشت در 
که میزان فعالیت آنزیم در ژنوتیپ دسی به کمترین میزان آن حالی

دنبال افزایش  تحت تیمارهاي آزمایشی رسید، کاهش فعالیتی که به
رسد  نظر می بنابراین به. گیردها در سلول انجام می ROSمیزان 

. با هم در تقابل هستند ELIو H2O2و نتایج  CATفعالیت آنزیمی 
هاي خسارت در ژنوتیپ کابلی عدم افزایش معنادار میزان شاخص

 CATل پایداري میزان فعالیت آنزیم دلی تحت تنش سرما بخشی به
می باشد که در دوره سازگاري در مقایسه با شرایط شاهد افزایش 

بنابراین افزایش فعالیت این آنزیم در ژنوتیپ کابلی . یافته بود

 الف

 ب
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تواند در وضعیت توازن جدید سلولی گیاهان سازگار شده  می

ا در هROSتحت تنش سرما موثر بوده که به دنبال افزایش میزان 
رسد در ژنوتیپ دسی، افزایش  نظر می به. گیرد سلول انجام می
هاي تخریب پروتئینی از یک طرف و کاهش  فعالیت مکانیسم
هاي سنتز پروتئینی از طرف دیگر، سبب روند رو فعالیت مکانیسم

با این وجود تحت تیمار . است شده CATبه کاهش فعالیت آنزیم 
بی و موقتی اختلافات معنادار سازگاري، به علت ایجاد تطابق نس

نبوده اما در عوض تحت تیمار سرما، تغییرات فعالیت آنزیمی در 
دست  با دیگر نتایج بهنتایج این آزمایش . دو ژنوتیپ شدید بود

قادر به کاهش خسارت سلولی پس   CATدر خصوص اینکهآمده 
 .Nejadsadeghi et al( مطابقت داشتها است ROSاز تجمع 

. بود CATمشابه  APXروند کلی تغییر در فعالیت آنزیم ). 2014
تحت تیمار سازگاري پس از یک افزایش معنادار در میزان فعالیت 
این آنزیم در هر دو ژنوتیپ، فعالیت آنزیم تحت تنش سرما در 

طوري که به سطح فعالیت ژنوتیپ دسی کاهش معناداري داشت به
در ژنوتیپ کابلی میزان  حالی که ردر شرایط کنترل نزدیک شد د

تحت تنش سرما تغییر معناداري در مقایسه با تیمار  APXفعالیت 
هاي افزایش فعالیت آنزیم. )ب -2شکل ( سازگاري نداشت

ها در به آن سلول نیاز تواند بیانگر                                                                                       در طی تنش می تاکسیدان آنتی
ها افزایش فعالیت این آنزیم. باشد H2O2ها از جمله ROSحذف 

)CAT  وAPX ( ،در ژنوتیپ کابلی در مقایسه با ژنوتیپ دسی
احتمالا نشان دهنده آمادگی بیشتر آن در رویارویی با تنش سرما 

هاي  زمان آنزیم ها نشان داده که فعالیت هم پژوهش. باشدمی
شده و نوعی تعادل در  ROSدانتی سبب کاهش میزان اکسی آنتی

وجود بیوشیمیایی سلول گیاهی به و وضعیت فیزیولوژیکی
هاي جبرانی از  تغییر در چنین تعادلی سبب القاء مکانیسم. آورد می

هاي  هاي آنتی اکسیدانتی تحت تنشجمله تغییر در فعالیت آنزیم
رسد  نظر می ین بهبنابرا). Apel and Hirt 2004(شود محیطی می

با همکاري  APXو  CATهاي تحت تنش سرما در نخود آنزیم
شوند،  هاي سلولی مییکدیگر سبب کاهش میزان خسارت

چنین نتایجی . شود تایید می H2O2و  ELIاي که با نتایج  فرضیه
هاي محدود در بهبود تحمل به سرما از طریق  بیانگر موفقیت

نتایج این . باشد ه تنش سرما میانتقال تک ژن به گیاهان حساس ب
مطالعه نشان داد که پاسخ سریع به تنش سرما و در نتیجه آن 

تواند در مدت زمان کوتاهی پس  کاهش خسارت در گیاه نخود می
تواند  از شروع سازگاري به سرما آغاز شود که این مدت کوتاه می

 در .هاي نخود را براي مقابله با اثرات تنش آماده کند گیاهچه
، در پی تجمع تهاي آنتی اکسیدان بسیاري موارد تجمع آنزیم

 .دهد ها رخ می هاي آن رونوشت مربوط به ژن
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و آسکوربات ) الف) (CAT(هاي کاتالاز تغییر فعالیت آنزیم -2شکل 
تحت شرایط کنترل، سازگاري و تنش سرما در ) ب) (APX(داز پراکسی

حروف  ).ستون خاکستري(و ژنوتیپ دسی ) ستون سیاه(ژنوتیپ نخود کابلی 
 .دهدمختلف اختلاف معنادار را نشان می

 
بررسی  APXو  CATهاي منظور مطالعه این موضوع، بیان ژن به

بیان نسبی در مقایسه با تیمار شاهد، . )و ب الف -3شکل (شد 
ژن کاتالاز تحت تیمار سازگاري در هر دو ژنوتیپ افزایش نشان 

) برابر 11تا (تر بود  داد اما این افزایش در ژنوتیپ کابلی بیش
. ترین میزان آن تحت تیمارهاي آزمایش رسید طوري که به بیش به

تمایل زیادي در  CATشود که با کاهش دما آنزیم تصور می
سلولی در سطح رونوشت دارد که بیانگر استقرار مجدد تعادل 

باشد،  ریزي مجدد ژنوم نخود در پاسخ به تنش سرما میبرنامه
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تحت . شودتایید می CATنتایجی که با افزایش فعالیت آنزیمی 
تنش سرما سطح رونوشت این ژن در مقایسه با تیمار سازگاري 

درصد در  60و  47ترتیب تا  به(در هر دو ژنوتیپ کاهش یافت 
هاي این ژن اگرچه هنوز میزان رونوشت) ژنوتیپ کابلی و دسی

در دوره سازگاري، . دهد در مقایسه با شاهد افزایش نشان می
هاي گیاهی رخ  تغییرات فیزیولوژیکی بیوشیمیایی در سلول

 .شود هاي خاص می دهد که منجر به القا یا مهار بیان ژن می
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و آسکوربات ) الف) (CAT(ژن کاتالاز  نسبی میزان بیانتغییر  -3شکل 

تحت شرایط کنترل، سازگاري و تنش سرما در ژنوتیپ ) ب) (APX(پراکسیداز 
حروف مختلف  ).ستون خاکستري(و ژنوتیپ دسی ) ستون سیاه(نخود کابلی 

 .دهدنادار را نشان میاختلاف مع

 
نتایج نشان داد که ژنوتیپ کابلی یک نوع واکنش تحمل در سطح 
رونوشت ارائه کرده که سبب افزایش تحمل به تنش سرما از 

مطالعات نشان داده که . شد CATطریق افزایش فعالیت آنزیم 
هاي محیطی تنظیم هاي متعددي در دوره سازگاري به تنشژن

هاي درگیر در متابولیسم، حذف به ژنشده که از آن جمله 

ROSشناسایی . ها اشاره کردها، فتوسنتز، سنتز و تخریب پروتئین
هاي  ها  نه تنها به درك تحمل به تنش بلکه به توسعه برنامهاین ژن

کند  اصلاحی در جهت تولید گیاهان متحمل به تنش کمک می
)Kazemi Shahandashti et al. 2014.( 

نشان داد که تحت تیمار سازگاري  APXن ژن نتایج سنجش بیا
میزان بیان این ژن در ژنوتیپ کابلی و دسی در مقایسه با شاهد 

تحت تنش سرما ). برابر 15و  28ترتیب تا  به(افزایش بیان داشته 
ژن آسکوربات پراکسیداز کاهش معناداري در مقایسه با تیمار 

نوتیپ کابلی که در ژ در حالی. )ب -3شکل ( سازگاري نشان داد
و  10و دسی، میزان بیان این ژن در مقایسه با شاهد افزایش بیان 

هاي این ژن تایید کننده نتایج افزایش رونوشت. برابري داشت 3
طوري که این  بود به میزان فعالیت آن تحت تیمارهاي آزمایشی

افزایش به موازات فعالیت آنزیم کاتالاز سبب کاهش میزان 
ر ژنوتیپ کابلی در مقایسه با ژنوتیپ دسی هاي سلولی دخسارت

 APXهاي ژن نکته دیگر افزایش چند برابري میزان رونوشت. شد
خصوص تحت  تحت تیمارهاي آزمایشی به CATدر مقایسه با ژن 

مطالعات گذشته نشان داده که تمایل آنزیم . تیمار سازگاري بود
APX  براي حذفH2O2 تر از آنزیم  بیشCAT بوده لذا تحت 
. کند عنوان اولین سد دفاعی فعالیت می هاي محیطی بهتنش

که کاتالاز و آسکوربات پراکسیداز نقش مطالعات نشان داده 
طوري که کاهش کاتالاز موجب  دارند به H2O2مکمل در مقابله با 

 .Karami-moalem et al( شودتولید آسکوربات پراکسیداز می

ان رونوشت آسکوربات بنابراین افزایش چندبرابري میز .)2018
پراکسیداز در مقایسه با آنزیم کاتالاز احتمالا منطبق بر همین اصل 

میزان فعالیت رسد به نظر میدر این آزمایش بنابراین . باشدمی
موجود در سلول با  کاتالاز و پراکسیداز هاي آنتی اکسیدانتیآنزیم

حمل همچنین تغییر در ت. هاي آن مرتبط باشدرونویسی ژنمیزان 
ها، میزان فعالیت تواند با تغییر در سطوح بیان ژنبه تنش سرما می

اگرچه . ها و سطوح مختلف پراکسید هیدروژن مرتبط باشدآنزیم
هاي نخود هاي کاتالاز و پراکسیداز در ژنوتیپروند بیان نسبی ژن

ها بود ولیکن میزان شباهت زیادي با روند افزایش فعالیت آنزیم
هاي ژنی بیش از میزان تغییرات در میزان نوشتتغییرات در رو

تحقیقات گذشته بیانگر نقش متعدد تغییرات . ها بودفعالیت آنزیم
ها و  پس از رونویسی، ترجمه و پس از ترجمه در فعالیت پروتئین
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باشد هاي محیطی میخصوص تحت تنش ها بهآنزیم

)Heidarvand and Maali-Amiri 2010 .(ز بنابراین بسیاري ا
هاي تنظیم  دلیل نقص در فعالیت این مکانیسم هاي ژنی بهرونوشت

شود قادر به تولید محصول فعال بیان ژن که در اثر تنش ایجاد می
که همواره میزان تغییرات در سطوح  طوري نخواهند بود به

. باشد رونوشت با میزان تغییرات در میزان فعالیت آنزیم مشابه نمی
فعالیت و بیان ژن آسکوربات پراکسیداز و  بااین وجود ارتباط بین

که مشاهده   طوري کاتالاز در ژنوتیپ کابلی بیشتر از دسی بود به
این . خوانی داشت ترین میزان بیان هم ترین فعالیت با بیش شد بیش

نتایج تایید کننده ظرفیت ژنتیکی مطلوب ژنوتیپ کابلی در مقایسه 
هاي میزان خسارت با دسی بوده که تحت تنش سرما سبب کاهش

ها در کنار شاخص نشت  مقایسه این داده. سلولی در آن شد
هاي تر آنزیم نشان داد که فعالیت بیش H2O2الکترولیتی و سطوح 

اکسیدان در کنار سایر عوامل دخیل در پاسخ تحمل گیاهان  آنتی
تر ژنوتیپ کابلی در مقایسه با  تواند موجب بروز تحمل بیش می

ش فعالیت و رونوشت هر دو ژن در ژنوتیپ افزای. دسی شود
کابلی که تحمل بیشتري به سرما نشان داد، بیانگر تحریک تولید 

هاي دخیل در ساز و کارهاي تحمل در  ها و پروتئین متابولیت
تر علاوه  سازي گیاه براي رویارویی با دماهاي پایینراستاي آماده
نتایج  .باشدترین خسارت در دماي کنونی می بر بروز کم

ها به  هاي خسارت نشان داد که تنوعی در پاسخ ژنوتیپ شاخص
کننده ساز و کارهاي متمایز  سرما وجود دارد و این تنوع منعکس

ها باشد و با توجه  درونی گیاه و احتمالا تنوع در میزان فعالیت ژن
هاي  پاسخ ،H2O2و  ELIها در هاي معنادار ژنوتیپبه پاسخ

رما حتی در زمان کوتاه اعمال تنش سرما متفاوت تحمل به تنش س
تواند در ارزیابی می یتاچنین مطالع. نیز قابلت ارزیابی دارد

هاي آزمایش مفید ها به تنش سرما و کاهش هزینهتر ژنوتیپ سریع
  عنوان تیمار سازگاري کوتاه به C˚10 در این آزمایش دماي. باشد

وتیپ کابلی مدت توانست سازوکارهاي افزایش تحمل را در ژن

به  رسد گیاه نخود پتانسیل سازگارينظر میبنابراین به. ایجاد کند
تنش سرما را داشته و این ظرفیت با افزایش دوره سازگاري ممکن 

این مسئله در بسیاري از نواحی ایران که داراي . است ارتقا یابد
دماي پایین نه خیلی سرد پاییز هستند، شرایط کشت پاییزه نخود 

. آورد را در اثر القاي سازگاري به تنش سرما فراهم میزراعی 
هایی از  هاي مختلف نخود دسی ممکن است پاسخ ژنوتیپ

چنین تغییرات دمایی در مزرعه  هم. حساسیت تا تحمل نشان دهند
. دهند هاي متفاوتی را در گیاهان نشان می و آزمایشگاه پاسخ

هاي  ژنوتیپتر  هرچند گزارشات ارایه شده حاکی از تحمل بیش
نخود دسی نسبت به کابلی بوده اما اغلب این مطالعات به مقایسه 

با توجه به این . این دو نوع نخود در سطح مزرعه پرداخته است
که شرایط مزرعه همانند شرایط کنترل شده آزمایشگاهی نیست و 

هاي محیطی را داراست، لذا مقایسه  حوزه وسیع تغییرات و تنش
تواند پاسخ گیاه به یک تنش خاص را  هی میدر شرایط آزمایشگا

 ;Mittler and Blumwald 2010(صورت مطلوب ارزیابی نماید به

Nagar et al. 2011.(  نتایج این آزمایش نشان داد که پاسخ سریع
تواند در مدت زمان  در گیاه نخود می H2O2به تنش سرما و حذف 

تواند  اه میکوتاهی پس از شروع تنش آغاز شود که این مدت کوت
اما با . برخی از گیاهان را براي مقابله با اثرات تنش آماده کند

هاي متعدد پاسخ سلولی لزوم  توجه به وجود تغییر در مکانیسم
 -هاي گسترده در سطوح پروتئینی و فیزیولوژیکیبررسی

هاي مهم درگیر در بیوشیمیایی در این گیاه به موازات مطالعه ژن
در این آزمایش . شود ش احساس میتنش سرما بیش از پی

زدگی  همراه دماي یخ هاي کوتاه مدت سرما سازگاري به دوره
دلیل کاهش  ممکن است در ارزیابی تحمل به تنش سرماي نخود به

عنوان راهکار  هاي تحقیقاتی به چنین هزینه دوره آزمایش و هم
 مناسب مدنظر محققین قرار گیرد
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