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 (11/9/29 :تاریخ پذیرش - 92/9/29 :تاریخ دریافت) 

°)تنش سرما پاسخ به در ( PAs)ها  آمين نقش پلیدر بررسی 
C 4 ) در ژنوتيپ متحمل(Sel96th 

 اسپرميدين ،(Put)پوتريسين ، محتوی (.Cicer arietinum L) نخود (ILC533)و حساس ( 11439

(Spd)، اسپرمين (Spm) پراکسيد هيدروژن ،(H2O2 )های مسير بيوسنتز  و بيان نسبی ژنPut،  آرژنين

 H2O2در ژنوتيپ متحمل محتوی  .مطالعه شد( ODC)و ارنيتين دکربوکسيلاز ( ADC)دکربوکسيلاز 

، (درصد 7/4بيش از )ه در روز اول، در روز ششم تنش کاهش يافت دار معنیپس از افزايش 

که تجمع آن در ژنوتيپ  کمتر شد، در حالی که تجمع آن در مقايسه با شرايط شاهد طوری  به

تنش سرما به موازات کاهش  تحت .(درصد 25تا)ه با شرايط شاهد افزايش يافت حساس در مقايس

ايسه با شرايط در مق تحت تنش سرما Putويژه  به PAs نوع هر سه محتوی( H2O2)خسارت سلولی 

در روز ششم تنش ژنوتيپ حساس  که در یحال در، (درصد 991حداکثر تا )شاهد افزايش يافت 

رسد  نظر می ، بهبنابراين(. درصد 94تا )تر بود  در مقايسه با ژنوتيپ متحمل کم Putمحتوی افزايش 

 .يابد عنوان محافظت کننده در پاسخ به تنش سرما در اثر خسارت القايی تنش تجمع می به Putکه 

نيز در مقايسه با شرايط شاهد  Spmو  Spd، محتوی Putتحت تنش سرما به موازات افزايش ميزان 

ها در ژنوتيپ متحمل  که افزايش آن طوری به( درصد 11و  11به ترتيب حداکثر تا )افزايش يافت 

در مقايسه با شاهد در هر دو  ADCتحت تنش سرما ميزان بيان ژن  .تر از ژنوتيپ حساس بود بيش

در هر دو  ODCکه ميزان بيان ژن  حالیدر ( برابر 21حداکثر تا بيش از ) ژنوتيپ افزايش يافت

داد که تحت تيمارهای  نتايج نشان (. برابر 2بيش از  تا)ژنوتيپ در مقايسه با شاهد کاهش يافت 

در نخود  ODCمسيری غالب در مقايسه با مسير  ADC  بيان ژن وابسته به Putبيوسنتز افزايش  آزمايش

. شود باعث افزايش تحمل به تنش سرما می Putيد با تول ADCاحتمالا افزايش بيان نسبی ژن  .است

سنتز  ADCافزايش بيان ژن  با، که احتمالا Putويژه  به( PAs)ها  آمين ميزان پلی افزايشبنابراين 

 . کند شود، در بهبود تحمل به تنش سرما نخود زراعی نقش مهمی ايفا می می

 
 

 های کلیدیواژه
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های محیطی است که در تحقیقات  دمای پایین یکی از تنش

در حوزه رشد، نمو و کیفیت محصولات از زراعی گیاهان نژادی  به

شود  مطالعه می (.Cicer arietinum L) نخود زراعیجمله در 

(Heidarvand et al. 2011; Amini et al. 2017). گیاه بهاره کشت 

 فصل آخر رطوبت کمبود و خشکی جملهاز با مخاطراتی نخود 

 یلوگرمک 044-044تا میزان  تولید کاهش به که منجر همراه است

 به توجه با محصول این پاییزه کشت کهدر حالی شود می هکتار در

. رسد نظر می به منطقی زمستان و پاییز در رطوبت وجود و بارندگی

خود ن پاییزه کشت توسعه در کننده محدود عامل سرما لیکن

 فرایند (.et al Kazemi Shahandashti. 2013)شود  می محسوب

سازی  ها در اثر فعال سازگاری به تنش وابسته به تغییر متابولیت

 های متعدد ژنی انتقال سیگنال سرما و به دنبال تنظیم تظاهر گروه

( PAs )ها  آمین پلی .(Heidarvand et al. 2013) یابد توسعه می

در که  هستند کم مولکولی وزن باکاتیونیک  پلی هایی تاسمولی

چنین ایجاد تنوع در فرایندهای رشد و  تقسیم، تکثیر سلول و هم

سنتز پروتئین، استحکام ساختاری کروماتین،  نمو مانند عملکرد

 Handa and) اسیدهای نوکلئیک و پویایی غشا سلولی موثرند

Mattoo 2010; Handa et al. 2018).  در گیاهانPAs  املش 

Spd)اسپرمیدین  ،(9Put)پوتریسین 
Spm)و اسپرمین ( 0

از  (0

در یک مسیر آنزیمی بیوسنتزی   سیترولین یا 1ماده ارنیتین پیش

 .Madhulata et al) شوند تخریب مییا  و پشت سر هم تولید 

2014.) 

های  های گیاهی به تنش های متعددی به مطالعه پاسخ گونه پژوهش

های  در حذف گونهو نقش آنها   PAsیزانتنظیم م از طریقمحیطی 

ROS)فعال اکسیژن 
اند  پرداختهاحیا -اکسایش و سیگنالینگ ( 

(Kusano et al. 2008; Chen et al. 2018) ارتقا که طوری به 

در سازگاری به تنش در گیاهان تراریخت که در آن   PAsمیزان

 فرضیه تایید کننده ،افزایش بیان یافته PAsهای بیوسنتزکننده  ژن

                                                           
1
 Polyamines (PAs) 

2
 Putrescine 

3
 Spermidine 

4
 Spermine 

5
 Ornithine 

6
 Citroline 

7
 Reactive oxygen species 

 Gupta et al. 2013) استها در پاسخ به تنش  آن مشارکت

Knight andKnight 2012; .) شدت و وجود بر اساس نوعبا این ،

های گیاهی میزان تجمع  ها و ژنوتیپ مدت زمان تنش در گونه

PAs که میزان  طوری متفاوت بوده بهPAs تواند در بهبود درجه  می

 پراکسید (.Hussain et al. 2011) تحمل تنش ایفای نقش کند

سیگنال مولکولی حیاتی با قابلیت مشارکت در  (H2O2)هیدروژن 

سازگاری به   های فیزیولوژیک گیاهی مانند پاسخ فرایند

وابسته به  PAs. (Dickinson and Chang 2011) هاست تنش

و بر اساس ظرفیت ژنتیکی سلول و نوع   غلظت درون سلولی

یا حذف  ROSتولید  تحریک کنندهممکن است پاسخ به تنش 

در بسیاری از موارد تولید (. Saha et al. 2015) ندکننده آن باش

H2O2  از طریق تجزیهPAs ن یک مسیر حفاظتی در نظر عنوا به

 سازوکارهای که از آنجا (.Cona et al. 2006) است هدش گرفته 

ه خوبی شناخت     هبنخود زراعی در  تنش سرما تحمل به در موثر

به تنش  تحملایجاد  برای هایی شیوهمنظور یافتن  بهبنابراین   نشده

تنش بایستی مورد مطالعه مسیرهای القایی این  ،سرما در نخود

عنوان  به PAsمسیر متابولیسمی مطالعه  در این رابطه .دقرار گیر

بقا و حفاظت از گیاه در برابر تنش  ترکیبات ضروری موثر در

 .اشدتواند بسیار مهم ب می

توان  می ها های نوین، با مطالعه بیان ژن امروزه با استفاده از فناوری

های سلول به عوامل محیطی را در سطح  بخشی از پاسخ

گیاهان برای سازگاری و دستیابی به  .ترانسکریپتوم شناسایی کرد

ریزی مجدد ژنوم  پاسخ مناسب در برابر تغییرات محیطی با برنامه

یعنی  Putهای مسیر بیوسنتز  ا از جمله ژنه بیان بسیاری از ژن

را ( ODC)و ارنیتین دکربوکسیلاز ( ADC)آرژنین دکربوکسیلاز 

که نهایتا منجر به تغییرات ( Palma et al. 2015)داده  تغییر 

ها تحت تنش سرما  آمین و میزان پلی Putمتابولیسم مسیر بیوسنتز 

تنش سرما بر  رثیاتپژوهش مطالعه  ینهدف ابنابراین  .شوند می

( Sel96th 11439)و متحمل ( ILC533)های حساس  ژنوتیپ

، H2O2مانند  یداتیوخسارت اکس  شاخصبر اساس کابلی نخود 

های مسیر  و بیان نسبی ژن( Spmو  Put ،Spd) PAsمحتوی 

بررسی ارتباط احتمالی  .است ODCو  ADCیعنی  Putبیوسنتز 

به دفاعی سلول  ختلفتنش و عوامل م  بین منابع ایجاد خسارت

  مقدمه
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تر نحوه ایجاد تحمل به تنش سرما در نخود زراعی  شناخت بیش

 .منجر خواهد شد

 

 Sel96th11439در این پژوهش از دو ژنوتیپ نخود کابلی 

که از موسسه ( حساس به سرما) ILC533و ( متحمل به سرما)

شده   تهیه( شرقی آذربایجان مراغه،)تحقیقات کشاورزی دیم ایران 

درصد به  41/4بذور با هیپوکلریت سدیم . بودند، استفاده شد

مقطر بر  مدت ده دقیقه ضدعفونی شده و پس از شستشو با آب

. دیش با رطوبت لازم قرار گرفت روی کاغذ صافی در پتری

 99به مدت  C˚90ها در شرایط بدون نور و دمای  دیش پتری

ها  ها به گلدان ی، گیاهچهزن ساعت قرار گرفتند و پس از جوانه

رشد آزمایشگاه گروه زراعت و   ها در اتاقک گلدان .انتقال یافت

میکرومول بر مترمربع بر  944اصلاح نباتات دانشگاه تهران با نور 

ساعت شب و دمای  8ساعت روز و   1ثانیه و شرایط نوری 

C˚90  جهت بررسی . قرار داده شد درصد 91و رطوبت نسبی

ها  اهی به تنش سرما، در روز بیست و یکم گیاهچههای گی پاسخ

منتقل ( آروین تجهیز، اصفهان، ایران) C˚0به اتاقک رشد با دمای 

پس از شروع تنش ( ساعت 90)گیری در روز اول  شدند و نمونه

و روز ششم پس ( های زودهنگام گیاه جهت بررسی پاسخ)سرما 

. انجام شد( ههای دیرهنگام گیا جهت بررسی پاسخ)از شروع تنش 

نیز انجام  C˚90ها در اتاقک رشد با دمای  گیری از گیاهچه نمونه

بنابراین در این پژوهش اثر سه نوع تیمار دمایی و در دو . گرفت

نمونه با سه تکرار   ژنوتیپ متحمل و حساس و در مجموع 

 .بررسی شد

گرم نمونه تازه گیاهی با نیتروژن مایع در هاون چینی  01/4 میزان

لیتری انتقال  میلی 11پودر تهیه شده به فالکون . پودر تبدیل شد به

کلرواستیک اسید یک  لیتر محلول تری میلی پنجیافت و سپس 

ها تا    به تیوب اضافه شد و تیوب( محلول در حمام یخ)درصد 

تیوب حاوی . شد ها در حمام یخ قرار داده  شدن نمونه یکنواخت

با سرعت  C˚0قیقه و در دمای د 11نمونه یکنواخت شده به مدت 

×g 19444 لیتر از مایع رویی به  میلی 1/4سپس . سانتریفوژ شد

لیتر محلول یک مولار یدید  یک تیوب جدید حاوی یک میلی

مولار افزوده شد و  میلی 14لیتر بافر فسفات  میلی 1/4و   پتاسیم

ر وارونه کردن تیوب در محیط تاریک برای پس از چندبا

دن محتوی آن، مقدار جذب هر نمونه در طول یکنواخت نمو

. (Loreto and Velikova. 2001) گیری شد اندازه nm  024موج

 نجاما  Hugo and Jan(1987) روش به ها آمین پلی کمی سنجش

 پرکلریک محلول لیتر میلی 9 در گیاهی بافت از گرم میلی 914 .شد

 نآمینوهپتا دی 9 و 1 حاوی درصد چهار (PCA ) اسید
 پنج)9

 از پس .شد هموژنیزه (نرمال 9 اسیدکلریدریک از لیتر در گرم میلی

 درصد 01 (پالایشگر) از فیلتر ،C ˚0در قرارگیری ساعت یک

 محلول، این از لیتر  میلی دو دهم رویبر  .شد داده عبور میکرونی

 محلول لیتر میلییک  و =pH 2 با کربنات بافر لیتر میلی یک

 و ضافها (نواست لیتر میلی یک در گرم  لیمی 14)  دیاکلر نسیلاد

میکرولیتر محلول پرولین  14دن از اضافه کر پس .شدمخلوط 

د و سپس دانسیل کلراید اضافی حذف ش( لیترگرم در  میلی 144)

ثانیه ورتکس  04ضافه و به مدت میکرولیتر تولوئن به آن ا 044

 دقیقه فاز آلی 9به مدت  g 144 × سانتریفوژو پس از  دش

استفاده  HPLCتوسط  PAsبرای ارزیابی این محلول برداشته و 

 .شد 

 به پایانی محلول از میکرولیتر 14 ها آمین پلی کمی ارزیابی منظور به

 .CC.Pمعکوس فاز نوع از  Chrompack-Nederlandستون

microsphere متصل متر میلی 0 داخلی قطر و متر سانتی 14 طول به 

 انگلستان ساخت  Unickam-crystal 200 مدل HPLC دستگاه به

 با استونیتریل مخلوط شامل (متحرک) شستشو فاز .شد تزریق

 حجم 98 به 99 نسبت به ترتیب به دیونیزه آب و بالا بسیار خلوص

سامانه  با آن حرکت دقیقه بر لیتر میلی 9 سرعت با که بود حجم به

 طول رد و UV نوع از دستگاه این دتکتور .شد انجام ایزوکراتیک

های استاندارد برای تعیین  از نمونه .شد تنظیم نانومتر 009 موج

 .دشو ها استفاده می و تعیین غلظت آن PAsوجود هر یک از 

گرم  میلی 84از ترایزول روش توسط  کل سلول  RNAاستخراج

های بافت برگی خردشده به کمک ازت مایع در هاون چینی  نمونه

استخراج شده توسط  RNAکیفیت . استریل انجام گرفت

                                                           
1
 Perchloric acid (CLO4H) 

2
 1,7-diaminoheptane 

3
 Dansyl chloride 

  ها مواد و روش
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تشکیل دو . یک درصد تعیین شدآگارز الکتروفورز بر روی ژل 

 RNAبر روی ژل کیفیت بالای  28Sو   18Sریبوزومی RNAباند 

 RNAبرای بررسی کمی میزان غلظت . تخلیص شده را تایید کرد

 .استفاده شد nm9 4از دستگاه نانودراپ در طول موج 

براساس روش  DNaseІاستخراج شده با آنزیم  RNA سپس

، یک RNAدو میکروگرم  .شد پیشنهادی شرکت فرمنتاز تیمار

 (u)واحد  14و  DNaseІآنزیم ( u)میکرولیتر بافر، یک واحد 

حجم   DEPC، مخلوط و با افزودن آبRNase inhibitorآنزیم 

دقیقه در  04میکرولیتر رسانده شد و به مدت  14محلول به 

ها  به تیوب  EDTAس یک میکرولیترسپ. قرار گرفتند C 09˚دمای

. شدند داده  قرار C  1˚دقیقه در دمای 14شد و به مدت  اضافه 

تیمار  RNAلیتر  میکرو پنج. داری شدند نگه -C84˚ها در  تیوب

-94( )پیکومول یک)تی  با کمک آغازگر الیگودی DNaseشده با 

مخلوط شد و حجم محلول با استفاده از آب ( نوکلئوتید 18

DEPC  دقیقه  1این مخلوط به مدت . میکرولیتر رسانده شد 11به

سپس . قرار گرفت و پس از آن روی یخ سرد شد C 94˚در دمای

اکسی نوکلئوتری  میکرولیتر دی 9میکرولیتر بافر واکنش و  0

 RNaseواحد آنزیم  94میکرومول و  14فسفات با غلظت 

inhibitor ب به هر تیوب اضافه شد و حجم محلول با آDEPC  به

قرار  C09˚دقیقه در دمای  1میکرولیتر رسانده شد و به مدت  12

 Revert Aid M-Mulvآنزیم ( u)واحد  944بعد از آن . داده شد

به این محلول افزوده شده و پس از مخلوط کردن به مدت یک 

سپس برای غیرفعال کردن . شد  قرار داده C 09˚ساعت در دمای

 .قرار گرفتند C94˚دقیقه در دمای  14ها به مدت  واکنش، تیوب

بر Actin1 دار  از روش تکثیر ژن خانه cDNAمنظور تایید سنتز  به

سازی و رساندن غلظت  پس از رقیق)ساخته شده  cDNA روی

cDNA  توسط( نانوگرم بر میکرولیتر 944سنتز شده بهPCR   و

الکتروفورز آن بر روی ژل یک درصد آگارز استفاده شد، که 

 bp)دار مطابقت داشت  باند مشاهده شده با اندازه ژن خانه اندازه

 cDNAبرای سنتز  RNAنانوگرم بر میکرولیتر  1101 میزان (.182

و  ODC و ADCهای  طراحی آغازگر برای ژن. استفاده شد

انجام  Primer3افزار  با استفاده از نرم Actin1دار  همچنین ژن خانه

های اختصاصی و ژن  توالی آغازگر ژن 1 در جدول. گرفت

 14میکرولیتر مخلوط واکنش شامل  94. است  دار ارائه شده خانه

میکرولیتر  Evagreen ،0میکرولیتر کیت حاوی رنگ فلورسنت 

مقطر استریل، یک میکرولیتر از هر یک از آغازگرهای  آب

میکرولیتر  1 میکرومول و 14اختصاصی پیشرو و پسرو با غلظت 

نانوگرم بر میکرولیتر  914ا غلظت سنتز شده ب cDNAنمونه 

برای هر واکنش دو تکرار بیولوژیک و سه تکرار . بررسی شد

پس از آماده کردن مخلوط واکنش، پلیت . تکنیکی استفاده شد

ای پلیمراز به  منتقل شد و واکنش زنجیره iQ5موردنظر به دستگاه 

تکرار با  01و  C20˚دقیقه در دمای  9: این صورت انجام گرفت

 C 4˚ثانیه در دمای  C 21 ،14˚ثانیه در دمای 14های  رخهچ

ها  بیان نسبی ژن C99˚ثانیه در دمای  14 و( آغازگر Tm دمای )

افزار  ها از نرم جهت تجزیه داده .محاسبه شد ΔΔCT 9–با روش
 

REST  استفاده شد(Pfaffl et al. 2001.) 

لا این مطالعه بر اساس آزمایش فاکتوریل در قالب طرح کام

ه بها  پس از تجزیه و تحلیل داده. شدانجام  تصادفی با سه تکرار

 روش به میانگین مقایسة آزمون ،SAS9.2آماری  افزار نرم کمک

 .شد انجام دانکن

                                                           
1
 Relative expression software tool 

 

 
 .تحت تنش سرما (qPCR) واقعی زمان در پلیمراز ای زنجیره واکنش در شده استفاده هایآغازگر  توالی -1جدول 

Sequence (5´-3´) Protein Gene Accession number 

F: GTAGGGCCATTGTGTCTCAT 

R: GAGAGCCCTTCTCCCAAATAC 

Arginine decarboxylase ADC XM_004507452.2 

F: CACTCATTGGTACACTAGCTTCA 
R: GACTCGGATTTACACGGGTTAG 

Ornithine decarboxylase ODC XM_004500845.2 

F: CTACGAATTGCCTGATGGAC 

R: CCTCCTGAAAGGACGATGTT 

Actin 1 

 

Actin 1 EU529707.1 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/828323656?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5J78XNF6014
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 PAsاز نظر محتوی داری بین تیمارهای آزمایشی  معنیتفاوت 

(Put ، Spd وSpm) ،H2O2  های آرژنین دکربوکسیلاز  ژنو بیان

(ADC ) و ارنیتین دکربوکسیلاز(ODC( )41/4p < )جود داشت و

های  در القا پاسخها  تنوع ژنتیکی بین ژنوتیپ بیانگرکه ( 9جدول )

 .وشیمیایی و مولکولی بودفیزیولوژیکی بی

تجمع میزان  ،تعیین خسارت سلولیدر مهم  های یکی از شاخص

H2O2  است(Sun et al. 2018)که تحت تنش سرما در  طوری  ه، ب

بیش از )ژنوتیپ حساس کمتر بود ژنوتیپ متحمل در مقایسه با 

پس از افزایش  H2O2در ژنوتیپ متحمل محتوی  .(درصد 12

بیش از )ه ل، در روز ششم تنش کاهش یافتدار در روز او یمعن

که تجمع آن در مقایسه با شرایط شاهد  طوری  به، (درصد 9/0

که تجمع آن در ژنوتیپ حساس در مقایسه با  کمتر شد، در حالی

  .(1شکل ) (درصد 14تا )شرایط شاهد افزایش یافت 

 و( ستون روشن) ILC533های حساس  در ژنوتیپ H2O2تغییر میزان  -1شکل

نخود تحت تیمارهای دمایی شامل (  ستون تیره) Sel96th11439متحمل 

حروف (. C0°)، روز اول و روز ششم تنش سرما (C°23)شرایط شاهد 

ها براساس مقایسه میانگین دار بین میانگینمتفاوت نشان دهنده اختلاف معنی

 .دانکن

و از  ههای دفاعی را نشان داد از یک سو آثار مثبت پاسخاین نتایج 

به تنش سرما درجه تحمل در نخود که  نمودسوی دیگر مشخص 

به   بخشی از سازگاری .یک صفت مبتنی بر ژنوتیپ استاحتمالا 

 PAsسلولی در اثر افزایش میزان  ROS میزان به دنبال کاهش تنش

ای  منظور بررسی چنین فرضیه به(. Li et al. 2017)شود  ایجاد می

های انتخابی  ایی در ژنوتیپتحت تیمارهای دم PAsمیزان 

 ،تحت تنش و شرایط شاهددر که  نتایج نشان داد .گیری شد اندازه

. در ژنوتیپ متحمل بیشتر از ژنوتیپ حساس بود PAsمحتوی 

این در هر دو ژنوتیپ افزایش یافت اما تحت تنش  Put میزان

دار  یدر مقایسه با ژنوتیپ حساس معن ژنوتیپ متحمل درافزایش 

در مقایسه با شاهد با یک  Putژنوتیپ متحمل محتوی در . بود

در روز ششم  درصد  11افزایش نسبی در روز اول و افزایش 

در روز ششم که در ژنوتیپ حساس  یحال درتنش مواجه شد 

در مقایسه با ژنوتیپ متحمل بسیار کمتر  Putمحتوی افزایش تنش 

 ،ایج آزمایشها با نت این یافته(. الف -9شکل ( )درصد 10تا )بود 

آزاد  Putها تحت تنش سرما محتوی  گیاهان زراعی که در آندر 

بنابراین به نظر . (Zhang et al. 2013) بودافزایش یافته، هماهنگ 

خسارت ی بین میزان دار معنیارتباط  رسد در نخود زراعی می

 ، که با نتایجداشتهوجود  Put میزانو افزایش (  H2O2نتایج )سرما 

(2002)Kim et al.  پاشی  در مورد اسپریPut های  بر برگ

تحت تنش سرما شده،  افزایش پایداری غشافرنگی که سبب   گوجه

ها را خنثی  آن ،های آزاد با اتصال به رادیکال PAs. همخوانی دارد

از طریق  را H2O2آکسیدازها،  توسط آمین  و یا طی تجزیهکرده 

 کند می تولید PAsحذف سوپراکسیدها در مسیر تخریب 

(Groppa and Benavides 2008 )در ایجاد تحمل  که به طوری

 . دکن ستازی سلول نقش حیاتی ایفا میهوموحفظ سرما و 

 
 در سطوح مختلف تنش سرمازراعی نخود ( Sel96th11439)و متحمل ( ILC533)ژنوتیپ حساس در دو  بررسی شده صفات واریانس تجزیه  -9جدول 

 منابع تغییر
 یدرجه آزاد

 میانگین مربعات

 Put Spd Spm H2O2 ADC gene ODC gene 

 91/4 98/018** 0/0099 ** 02/099** 10/09**   99/01** 1 ژنوتیپ

 90/10** 021/ 4** 28/908** 0 99/9** 89/90** 8 11/9** 9 دما

 10/4 02/199** 0  /88** 98/08** 2/11 ** 10/904** 9 دما ×ژنوتیپ 

 9/4 4 90/9 1 0/1  08/4 10/1 19 خطا

  01/1 42/12 1/1 01/1 01/8 1/2  )%(تغییرات  ضریب
 

 

  نتایج و بحث
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دار  معنی و کاهش Put زمانی افزایش بنابراین با توجه به هم

در ژنوتیپ متحمل در روز ششم تنش مخصوصا  H2O2خسارت 

ها را ROS ،اکسیدان عنوان آنتی توانند به می PAsاین فرضیه که 

افزایش نسبی  .(Gupta et al. 2013)شود  تایید می ،کنند حذف

دار آن در روز  های زودهنگام و کاهش معنی در پاسخ H2O2میزان 

بیانگر نقش ( 1شکل )ششم تنش سرما در ژنوتیپ متحمل 

های گیاهی  های دفاعی سلول در القا پاسخ H2O2رسانی  پیام

و سایر اجزا سیستم دفاعی در  Putباشد که با افزایش میزان  می

 .ین پژوهش مطابقت داردا

در تحت تنش  Spdمحتوی حساس و متحمل در هر دو ژنوتیپ 

   و  19ترتیب تا  به) داری معنیفزایش گیاهان شاهد امقایسه با 

طی تنش در ژنوتیپ متحمل تفاوت  Spdمحتوی  .داشت( درصد

 درصد   و در روز اول تنش  هداری با ژنوتیپ حساس داشت معنی

در مقایسه با ژنوتیپ حساس  درصد 01و در روز ششم تنش 

 تحت در گیاهان زراعی Spdاثر  مطالعه .(ب-9شکل ) تر بود بیش

 های پاسخژن مرتبط با گروه چندین نقش آن را در القا بیان تنش 

 ها ، انتقال سیگنال و بیوسنتز هورمون اکسیداسیونی احیادفاعی، 

که  داده ها نشان گزارش (.Cheng et al. 2012) دهد  نشان می

 Spdپاشی  اسپریان زراعی با در گیاه شوریآسیب ناشی از تنش 

نظر  به (.Yin et al. 2015)ای کاهش یافت  به میزان قابل ملاحظه

ها و اجزا سیستم  در همکاری با سایر متابولیت Spd رسد که می

                                                           
1
 Oxidation reduction 

تواند در القا درجه تحمل به تنش سرما در نخود فعالیت  دفاعی می

پیش  Putبا  Spdایجی که از هماهنگی تغییر الگوی داشته باشد، نت

 .شود میبینی 

ی بیشتر دار معنیطور  ژنوتیپ متحمل به طی تنش درSpm محتوی 

در ترین افزایش میزان آن  که بیش به طوری ،از ژنوتیپ حساس بود

بنابراین در (. ج-9شکل )بود  درصد 2 و به میزان روز ششم 

نیز احتمالا  Spm، تغییر میزان Spd و Putامتداد با افزایش میزان 

های دفاعی گیاه نخود فعالیت کرده که نتیجه آن  در القا پاسخ

در آرابیدوپسیس . بود خسارت سلولیهای  کاهش شاخص

و  Putمحتوی  تغییربدون  ژن اسپرمین سینتازشده با تراریخت 

Spd ،زانیم Spm که متعاقب آن  سه برابر افزایش یافت تا

های متصل  نیپروتئرونویسی، کینازها، فاکتورهای رونویسی از 

های  های موثر در پاسخ و ژن( RNAو  DNA)شونده به نوکلئوتید 

 .Gonzalez et al) فتیا افزایش در برابر تنش زیستی دفاعی 

در همکاری با سایر  Spmدار میزان  بنابراین افزایش معنی (.2011

تواند در بهبود درجه تحمل گیاه به تنش  ها احتمالا می متابولیت

نکته جالب آن است که تحت تنش سرما . سرما نقش داشته باشد

در ژنوتیپ حساس نیز همانند ژنوتیپ  PAsمیزان هر سه نوع 

 در PAs افزایش محتویرسد  نظر می به. متحمل افزایش نشان داد

یانگر تلاش سلول حتی در این ژنوتیپ برای ژنوتیپ حساس ب

شرایط های خود و بازگشت به  نجات و حفاظت از ساختار

 .است معمول فیزیولوژیکی

 

 

 

 Sel96th11439و متحمل ( ستون روشن) ILC533های حساس  در ژنوتیپ (Spm)، اسپرمین (Spd)، اسپرمیدین (Put)های پوتریسین  آمین تغییر محتوی پلی -9شکل

دار بین حروف متفاوت نشان دهنده اختلاف معنی(. C0°)، روز اول و روز ششم تنش سرما (C°23)و نخود تحت تیمارهای دمایی شامل شرایط شاهد ( ستون تیره)

 .ها براساس مقایسه میانگین دانکنمیانگین
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ن و ارنیتی( الف) (ADC) آرژنین دکربوکسیلاز  الگوی بیان ژن -0شکل

 (ستون روشن) ILC533های حساس  در ژنوتیپ( ب) (ODC) دکربوکسیلاز

نخود تحت تیمارهای دمایی شامل ( ستون تیره)  Sel96th11439و متحمل

 (.C0°)، روز اول و روز ششم تنش سرما (C°23)شرایط شاهد 

 

ها  حذف آنتوانایی سلول در ها و عدم  افزایش میزان خسارت

به موازات ضعف  PAs سیر متابولیسممتاییدکننده ناکافی بودن 

 های دفاعی موثر در تحمل به تنش سرما در ژنوتیپ دیگر سامانه

 PAsدر روز اول تنش محتوی متحمل گیاهان  .حساس است

که حتی  طوری  تری در مقایسه با ژنوتیپ حساس داشتند به غنی

پاسخ دیرهنگام ژنوتیپ در  PAsمیزان در مقایسه با  میزاناین 

های  نشان دهنده نقش زمان و شدت پاسختر بود که  یشحساس ب

در مقایسه با درجه تحمل بالاتر گیاه متحمل سلولی و تعیین کننده 

 PAsمقایسه با سایر  در Putبا توجه به اینکه . ژنوتیپ حساس بود

ایجاد تحمل به سرما در گیاهان مختلف دارد  ی درتر نقش مهم

(Song et al. 2015) منظور دستیابی به اساس مولکولی  به، بنابراین

ما، میزان بیان نسبی در پاسخ به تنش سر PAsتغییرات چگونگی 

بیان . بررسی شد Putهای موثر در بیوسنتز  کننده آنزیمهای رمز ژن

حساس  تحت تنش سرما در مقایسه با شاهد در ژنوتیپ ADC  ژن

ان یزان بیکه م طوری  به طور پیوسته افزایش یافت، به متحمل و

 بیش از م تنش سرمامتحمل در روز ششنسبی این ژن در ژنوتیپ 

بیان (. الف -0شکل )در مقایسه با شاهد افزایش یافت  برابر  9

این ژن در ژنوتیپ حساس در روز اول و ششم تنش سرما در 

ترتیب بیش از چهار و هشت برابر افزایش  مقایسه با شاهد به

در روز ششم تنش در  ژنچنین میزان بیان نسبی این  هم. یافت

تر از ژنوتیپ حساس بود که حاکی  ژنوتیپ متحمل سه برابر بیش

از ظرفیت ژنتیکی ناکارامد ژنوتیپ حساس در مقایسه با ژنوتیپ 

 چنین بیان این ژن بامه. متحمل در جهت القا تحمل به سرما بود

دهد  که نشان می تحت تنش مطابقت داشت، Putنتایج محتوی 

و مسئول پاسخ به سرما  هدکر را تنظیم  Putبیوسنتز  الااحتم  این ژن

 .در سطح رونویسی است

دهد که بیان این ژن تحت تنش  نشان می ODCبررسی بیان ژن 

برابر  سهطور پیوسته تا بیش از  به های نخود سرما در ژنوتیپ

در مقایسه با  ADCافزایش بیان ژن (. ب-0شکل )کاهش یافت 

 ADCکند که  تنش سرما تایید میتحت  ODCکاهش بیان ژن 

احتمالا در  ODCکه  سرما بوده، در حالی  مسئول پاسخ به تنش

چنین . سرما تحت تیمارهای آزمایش نقشی ندارد  پاسخ به تنش

از طریق تجمع  ADCدهد که افزایش بیان  نتایجی نشان می

سبب تحمل سرما در ژنوتیپ متحمل در مقایسه با  Putمحتوی 

در  گزارشات پیشین توسطین نتایج ا. است شدهژنوتیپ حساس 

 .Cuevas et al) های زیستی و غیرزیستی آرابیدوپسیس تحت تنش

2008; Mitsuya et al. 2009)  شوری و  هایتحت تنشو در برنج

 در چنین همو  (Alcazar et al. 2010; Do et al. 2013) خشکی

 Ustilago maydisتلقیح ذرت با قارچ پاتوژن بایوتروف 

(Rodríguez-Kessler et al. 2008 )در برخی . شود می تایید

تحت تنش افزایش نشان  ODCو  ADCبیان هر دو ژن  ها پژوهش

از (. Zhang et al. 2011, 2013; Song et al. 2015)داده است 

تحت تنش شوری  آرابیدوپسیس ژنوتیپ حساس درطرف دیگر 

که در  لی، در حاشدهجبران  ODC1توسط  ADC2القای کم 

 شوند ژنوتیپ متحمل هر دو مسیر تحت تنش شوری فعال می

(2006 .Rodriguez-Kessler et al) .پژوهش در  بنابراین نتایج

 ADCوابسته به  Put بیوسنتزکه تحت تنش سرما نشان داد نخود 

نقش غالب  بنابراین. دارد ODCتری نسبت به مسیر  پاسخ مطلوب

 PAsو دیگر  Putسنتز  در ODCدر مقایسه با مسیر  ADCمسیر 
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باعث افزایش ها  متابولیت تجمع ایناز طریق  Spm و Spdمانند 

 .است هسرما شد  تحمل به تنش

 یکل گیری نتیجه

، که Putویژه  به( PAs)ها  آمین طور خلاصه تغییر میزان پلی هب

شود، در  سنتز می ADCتر توسط افزایش بیان ژن  احتمالا بیش

مخصوصا در ژنوتیپ متحمل نقش ایفا تحمل به تنش سرما 

حساس و متحمل در روز  یپر هر دو ژنوتد  Spdیمحتو. کند می

  Spdدهد یکه نشان م هیافت یشافزا یکمبه میزان اول و ششم 

خصوصا  Spmو  Putدر مسیر بیوسنتز حدواسط  یتیمتابولاحتمالا 

 این بدان .باشد  به سرمانخود متحمل  یپژنوت یرهنگامدر پاسخ د

 یسممتابول مانخود به تنش سر یرهنگامدر پاسخ د معناست که

نامطلوب تنش را  آثارتا  کند یت میبه شدت فعال یوسنتزچرخه ب

با همراه  H2O2 یزانم ینکمتردر ژنوتیپ متحمل . دف کنذح

در روز ششم تنش  ADCو بیان نسبی ژن  PAs یمحتو ترین یشب

در کاهش  PAsسرما مشاهده شد، که بیانگر نقش احتمالی 

نکته جالب آن است که در . خسارت سلولی در این ژنوتیپ است

تر از  حتی در روز اول تنش نیز بیش PAsژنوتیپ متحمل محتوی 

محتوی آن در ژنوتیپ حساس بود که بیانگر نقش زمان و شدت 

تعیین کننده درجه تحمل این  احتمالاهای متابولیکی بود و  پاسخ

 یشتریمطالعات ببا این وجود . ستدو ژنوتیپ به تنش سرما ا

پاسخ به تنش در  یمولکول -متابولیکی یها شبکهش نق تعیین یبرا

 .ورد نیاز استم PAs یمنحوه تنظ زمینه دردر نخود زراعی سرما 

 ینژاد بهدر  ال یدها فیدهعنوان  به ندتوا یم PAsمسیر بیوشیمیایی 

استفاده  تحمل به تنش سرما و بهبود عملکرد محصولات زراعی

 .شود
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