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  تحت تنش سرما در گیاه نخودبرخی صفات فیزیولوژیک   وروبیسکوارزیابی الگوي بیان ژن 
  

سید عباس ، 4محسن مهدیه، 3ساناز رمضانپور سیده،2، حسن زینالی2، رضا معالی امیري1سیده صنم کاظمی شاهاندشتی
  5طباطبایی فر

  

  ع طبیعی دانشگاه تهران پردیس کشاورزي و منابدانشیاران ، دانشجوي کارشناسی ارشد2 و 1
   گروه اصلاح نباتات و بیوتکنولوژي دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی گرگاندانشیار 3
   محقق موسسه تحقیقات دیم مراغه4
   آموزشکده کشاورزي رضوان کرمان5

  
 05/07/1391: ، تاریخ پذیرش24/03/1391: تاریخ دریافت

  
  چکیده

 .دهنـد  میپاسخها و متابولیسم سلولی به دماهاي پایین ژنبیان  تنظیم یند سازگاري به کمکآ در فرگیاهان

 ، میـزان  تولیـد انـرژي   وخیـل در فتوسـنتز   به عنـوان آنـزیم مهـم د   روبیسکو ژن  رونوشتدر این پژوهش، میزان  
هـاي  سـازوکار   یکـی از  و میزان پرولین به عنـوان به عنوان شاخص خسارت سلولیپراکسیداسیون چربیهاي غشا   

، تـنش   ) درجه سانتی گـراد    10 (، سرماسازگاري ) درجه سانتی گراد   23 (شرایط دمایی معمولی   در   اظت سلولی حف
نتایج حـاکی   .شدارزیابی  جم در نخود کابلی ) درجه سانتی گراد23 ( و دوره بهبودي) درجه سانتی گراد4 (سرما

که با خـسارت کمتـر   روبیسکو  بیان ژن افزایش. تیمارهاي آزمایش بود صفات مطالعه شده دراز تفاوت معنی دار     
پاسـخ سـلولی    فرآیندهاي موثر در را به عنوان یکی از ژنروبیسکو غشاء همراه بود اهمیت و میزان پرولین بیشتر   

 که حـاکی از  ه و میزان خسارت غشایی کاهش یافتنشان داد داردر دوره بهبودي بیان ژن افزایش معنی. نشان داد 
 ایـن   نتـایج بـه طـور کلـی   .  اسـت نخـود  در   جدیـد سازگارياستقرار نوعی حت سرما و هاي گیاه تنجات سلول 

 ه و بـود در ارتبـاط   غشاییخسارت و   هاي سلولی حفاظت کننده  روبیسکو با    بیان ژن پایداري  که   مطالعه نشان داد  
  .هاي دخیل در ساز و کارهاي تحمل محسوب شودفرآیندبه عنوان یکی از تواند می

   .وروبیسکتنش سرما، سازگاري، ها، بیان ژن، پراکسیداسیون چربی :کلمات کلیدي
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  مقدمه
- تنشمهمترین یکی از به عنوان تنش سرما 

 کاهش عملکرد گیاهان و حتی سببهاي محیطی 
غشاي  .(Jun-jie et al., 2009) شودها میمرگ آن

تنش   به سلول کهبخشاولین پلاسمایی به عنوان 
که از بوده ري دینامیک ساختا، دهدسرما پاسخ می

بیوشیمیایی و بیوفیزیکی  هايبسیاري از واکنش
یکی از اثرات عمده تنش سرما بر . کند حمایت می

 است که در هاي غشاییچربی پراکسیداسیون ،غشا
 به عنوان )MDA(1آلدهیدمالون دي اثر ایجاد 

محصول نهایی پراکسیداسیون اسیدهاي چرب 
 .)Campos et al., 2003( آیدغیراشباع به وجود می

ها تغییر در ساختار غشاء و پروتئینبدین ترتیب با 
-  و انعطافنفوذپذیري، و افزایش مواد محلول سمی

ها از غشا و خروج یونغشا افزایش یافته و پذیري 
شود  تسریع میدر نتیجه ایجاد خسارت به گیاهان

)Bowers 1994( .هاي  شاخص اندازه گیريبنابراین
یکی از معیارهاي مطالعه پاسخ  به غشاخسارت 

 Heidarvand et)باشد هاي گیاه به تنش سرما می

al., 2011). با تحمل به سرما قاي در طبیعت ال
دماهاي پایین غیریخبندان در تدریجی گیاه استقرار 

 نامیده ،2سرماسازگاري فرآیندي که ،شودایجاد می
ز  ايسازگارسرما. )Thomashow., 1999( شودمی

 تغییرات متعدد در بیان ژن، کاهش یا توقف طریق
رشد، تغییر در ترکیب لیپیدي غشا، تغییر در ترکیب 

                                     
1 Malondialdehyde (MDA) 
2 Cold acclimation 

اکسیدان هاي هاي سازگار و افزایش آنتیمحلول
   . )Nayyar et al., 2005(شود  انجام میسلولی

 به عنوان ).Cicer Arietinum L(گیاه نخود 
داراي تنوع دومین لگوم خوراکی کشور، 

 حساس ، تنوع ژنتیکی ضعیفاما ،ورفولوژیکی بالام
 و تحت تنش سرما تولید آن محدود بودهبه سرما 

سنجش میزان اثر عوامل مختلف در تحمل  .شودمی
  جملههاي متعددي ازهاي غیر زنده از روشبه تنش

هاي  و روشها گیري سطوح رونویسی ژناندازه
 فتن رابطهبنابر این یا.  گیردانجام میفیزیولوژیکی 

 هاي مختلف گیاه در سطوح ژنتیکی وبین پاسخ
 به ارزیابی بهتر بوده و حائز اهمیت فیزیولوژیکی

هاي تحت وکار گیاه و همچنین درك بعضی از ساز
   .کندمیکمک متابولیکی گیاه تغییرات   وتاثیر تنش

فعالیت فتوسنتزي هاي مهم در یکی از آنزیم
 درصد 50د که در حدوگیاه، روبیسکو است 

این پروتئین از  .شودپروتئین هاي برگی را شامل می
به زیر واحدهاي بزرگ و کوچک تشکیل شده که 

-  ژنوم کلروپلاست و هسته سنتز میبوسیلهترتیب 

مطالعات در گیاهان دیگر نشان داده که  .شوند
هاي محیطی اثرات سوء بر فعالیت آنزیم تنش
یا ز سنت کاهش داشته که به صورت سکویروب

در نهایت  و هاآنتخریب فعالیت زیر واحدها، 
 ,.Moreno et al)یابدکاهش فتوسنتز تظاهر می

2008). et al   (1999) Leport   گزارش نمودند
 درصد کاهش در عملکرد در اثر 50- 80که 

تنش سرما با  .محدودیت در فتوسنتز است
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تواند  هاي کلروپلاستی می آسیب به غشاء
ا به فتوسنتز و راندمان بیشترین خسارت ر

 Kingston-Smith et)تولید گیاه وارد سازد 

al., 1997). بنابراین بررسی روند تغییرات 
تحت تیمارهاي کنترل، بیان ژن روبیسکو 

احتمالا بیانگر سرما سازگاري و تنش سرما 
 .تواند باشدمی بخشی از پاسخ هاي سلولی

 عنوان نیز به، هاي سازگار محلول از جمله1پرولین
 سلول دریکی از مکانیسم هاي حفاظت عمومی 

جمع پرولین منجر به ت. هاي گیاهی عمل می کند
افزایش اسملیته سلول شده و فشار لازم براي 

در نتیجه . آورد را فراهم می2 سلولی بافتتوسعه
 تجریهیکپارچگی غشا براي جلوگیري از 

ها، تحت تنش اسمزي یا دهیدراسیون که به پروتئین
شوري، گرما و سرما به تنش ور غیر مستقیم از ط

پرولین همچنین از . شودآیند، حفظ میوجود می
هاي پروتئینی محافظت کرده و ساختار و فعالیت

 .نقش کلیدي در حفاظت از فعالیت فتوسنتزي دارد

اي و ایران به  به طور سنتی نخود در مناطق مدیترانه
لب با  کشت بهاره اغ.شود صورت بهاره کشت می

 هشد هاي خشکی و گرمایی آخر فصل مواجه  تنش
 ,.Deokar et al (کند که تولید را کم و بی ثبات می

 درصد 14- 15 هر ساله حدودبه طوري که ،  )2011
 دلیل افزایش دماي آخر فصل  بهخسارت محصول

ها در  کاهش رطوبت خاك و نیز کاهش بارش و
 ,.Berger et al( دهد رخ می اي مناطق مدیترانه

                                     
1 Proline 
2 Expansion 

می ،  نخودزمستانهکشت رسد به نظر می ).2007
 نیاز  امانموده  حلرامشکلات تواند بخشی از این 

احساس  سرما در این گیاه  تنش به تحمل بهبودهب
 روبیسکوبیان ژن  در این پژوهش، میزان. شودمی

برخی پاسخ هاي  و همچنین RNAدر سطح 
ت مقدار خسارفیزیولوژیکی گیاه نخود از جمله 

زمانی فواصل در  و میزان پرولین وارده به غشا
  .اعمال تیمار سرمایی در نخود جم ارزیابی شد

  
  هامواد و روش

 م استفادهدر این پژوهش از نخود کابلی ج
بذور با وایتکس ده درصد به مدت ده دقیقه . شد

ضد عفونی شده و پس از شستشو با آب مقطر بر 
بت لازم روي کاغذ صافی در پتري دیش با رطو

ها در شرایط بدون نور و  دیش پتري. قرار گرفت
 Kaur et(ند گراد قرار گرفت درجه سانتی23دماي  

al., 2008(ها به   و پس از جوانه زنی، گیاهچه
 رشد با  ها در اتاقک گلدان.  یافتلانتقاگلدان ها 

 16 میکرومول بر انیشتن و شرایط نوري 200نور 
 درجه 23اي  ساعت شب و دم8ساعت روز و 

.  درصد قرار داده شد75گراد و رطوبت نسبی سانتی
 اي انجام هاي سه هفته نمونه گیري از برگ گیاهچه

اي به دو قسمت  هاي دو تا سه هفته گیاهچه. شد
 درجه 23 بخشی از آنها در دماي ندتقسیم شد

گراد و شرایط فوق الذکر نگهداري شده و سانتی
  جهتگرادانتی درجه س10بخشی دیگر به دماي 

به منظور .  انتقال یافتيسرما سازگار
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روز در این دما پنج ها  ، گیاهچهيسرماسازگار
 چهارها به دماي  سپس، گیاهچه. نگهداري شدند

بعد . ند روز انتقال یافتسهگراد به مدت درجه سانتی
، 1 بهبود فرآیند از اتمام دوره تنش و جهت بررسی

گراد انتقال نتی درجه سا23ها به دماي  گیاهچه
 در روزهاي اول و ها گیاهچهگیري از نمونه. ندیافت

 و روز دوم تنشي، روز دوم  سرماسازگارپنجم
- میزان اکسیداسیون گیاهچه .ي انجام شدبهبوددوره 

ها براساس تجمع مالون دي آلدهید برگ با استفاده 
 Heath and( بیتوریک اسید تعیین شداز تیوبار

Packer., 1968.( 250 میلی گرم نمونه برگی از 
 میلی لیتر بافر استخراج دوبخش میانی ساقه در 

)TCA هموژنه شده و به مدت پانزده ) یک درصد
 قرار داده g13000   با سرعتدقیقه در سانتریفیوژ

 به دست آمده محلول فوقانیمیلی لیتر از یک . شد
میلی لیتر محلول تیوبار بیتوریک اسید حاوي دو با 

 TCA وپنج درصدTBA (ي کلرواستیک اسید تر

 95(مخلوط و در حمام آب جوش ) بیست درصد
.  دقیقه قرار داده شد30به مدت ) درجه سانتی گراد

 ده به مدت g10000 پس از سانتریفوژ با سرعت 
 نانومتر در 532 نمونه در طول موج 2دقیقه، چگالی

 تعیین (Shimadzoon160)دستگاه اسپکتروفتومتر 
مالون دي آلدهید براساس فرمول غلظت . شد

E
DC 

 E چگالی و همان Dمحاسبه شد که 
 )56/1×105متر  سانتی/مول(ضریب تمایز مولار 

                                     
1 Recovery 
2 Optical density 

 Zhirov et al., 1982; Maali-Amiri et( باشدمی

al., 2007 .( 

 نیز به روش  مقدار پرولینسنجش
ز  با استفاده اºC1± 25 اسپکتروفتومتري و در دماي 

 گرم 5/0به  .اندازه گیري شد) 1973(روش بیتس 
 میلی لیتر اسید 10نمونه گیاهی تازه 

 به طور  اضافه شد و درصد3سولفوسالیسیلیک 
لیتري  میلی15 شد و به تیوب یکنواخت کوبیده

 با  دقیقه20نمونه   حاوي هايتیوب. منتقل شد

 2 سپس د،ش سانتریفیوژ دقیقه در  دور4000سرعت 
 2 منتقل و جدید هاي تیوب بهاز عصاره تر میلی لی

اسید ناین براي تهیه ( اسید ناین هیدرینمیلی لیتر
 30 گرم پودر اسید ناین هیدرین در 25/1 3هیدرین

 20لیتر اسید استیک گلایسل حل شد و سپس میلی
 مولار آماده شده، به آن 6لیتر اسید فسفریک میلی

 گلایسال به  اسید استیکمیلی لیتر 2  و).اضافه شد
 2زمان مقدار هم.  ورتکس شد و محلول اضافهآن

  20، 16، 12، 8، 4 و 0 از استانداردهاي میلی لیتر
 جدید تیوبهايلیتر پرولین را درون گرم در میلی

میلی  2  اسید ناین هیدرین ومیلی لیتر 2  وریخته
  و محلول اضافه اسید استیک گلایسال به آنلیتر

 به 4ها در حمام آب گرمونهنمتمام . ورتکس شد
 ها ساعت حرارت داده شد و سپس نمونهیکمدت 

 میلی 4.  شودسرد تا کاملا بر روي یخ قرار داده شد
  20 به مدت  نموده واضافه  محلول تولوئن بهلیتر
میزان پرولین به  . شد به هم زده ورتکس باثانیه

                                     
3 Nine hydrine  
4 Ben marry  
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 520 در طول موج  ودستگاه اسپکتروفتومترکمک 
داده هاي آزمایش با استفاده از  .قرائت شدنانومتر 

مورد  t بر اساس آزمون SPSS 19.0نرم افزار 
قرار گرفته و میانگین ها با تجزیه و تحلیل آماري 

 .استفاده از آزمون دانکن مقایسه شدند

  
  cDNAساخت  و RNAاستخراج 
 )برگ گیاه (مورد نظر بافت از میلی گرم 80

 نیتروژن در خوبی به که با کمک هاون چینی استریل

 ه کل بRNA استخراج براي ه بودندشد کوبیده مایع
  پس ازRNAغلظت .  شداستفاده 1روش بایوزول

 درو   نانودراپدستگاه  استفاده ازبا ،هر استخراج

 کل مقدار. تعیین گردید نانومتر 260موج  طول

RNAمیکرولیتر محاسبه در میکروگرم حسب  بر 

 5 مقدار  نیزRNAیفیت ک تعیین جهت همچنین .شد
  آگارز،یک درصد ژل روي نمونه هر از میکروگرم

 به کیفیت بالاي آن اطمینان نسبت تا شد الکتروفورز

 و RNA پس از اطمینان از کیفیت .شود حاصل
 و s18 ریبوزومی RNAمشاهده باندهاي مربوط به 

s 28آنزیمی تیمار  DNase روش اساس بر 

اعمال  هانمونه تمامی براي2فرمنتاز شرکت پیشنهادي
بافر، یک  یک میکرولیتر ،RNA  میکروگرم  دو.شد

 آنزیم واحد 10 و DNaseI آنزیم )u(واحد 
)u(RNase inhibitor 30 مدت به و شدند مخلوط 

. قرار گرفتند گرادسانتی  درجه37 دماي در دقیقه

                                     
1 Biozol  
2 Fermentase  

 دش اضافه هاتیوب  بهEDTAسپس یک میکرولیتر 
گراد  سانتی درجه 65 ايدم در دقیقه 10مدت به و

 در نگهداري، جهت ها تیوب.ندشد داده قرار

براي  .شدند داده قرار گراد سانتی  درجه-80دماي
فرمنتاز  شرکت پیشنهادي ، از روشcDNAساخت 

ي اولین رشته. استفاده شد هانمونه تمامی براي
cDNA20-18 (3تی با کمک آغازگر الیگو دي 

 RNAاز  لیتر میکرو5 رمقدا. ساخته شد) نوکلئوتید
 5/0 با همراه ،شده بود  تیمارDNaseاي که با 
)  نوکلئوتید20-18(تی  آغازگر الیگودي میکروگرم

 DEPCاستفاده از آب  با محلول حجم و شد مخلوط
 مدت به حاصل مخلوط .شد رسانده  میکرولیتر11 به

 شد داده قرار گراددرجه سانتی 70 دماي در دقیقه 5

 سپس .گردید سرد ،یخ روي سرعت به نآ از پس و
- اکسیدي میکرولیتر 2 و بافر واکنش  میکرولیتر4

 20و  میکرومول 10 غلظت  با4فسفاتنوکلئوتري
 افزوده تیوب هر  بهRNase inhibitor  آنزیمواحد

 میکرولیتر 19 به DEPC آب  حجم محلول با و دش

 درجه 37 دماي در دقیقه 5 مدت به و شد رسانده

) u( واحد 200 بعد از آن .شد داده قرار گراد سانتی
فوق  محلول  بهRevert Aid M-Mulv آنزیم 
 یک مدت به نمودن مخلوط از پس و هشد اضافه

 .داده شد قرار گراد سانتی درجه 42 دماي در ساعت
 به ها تیوب واکنش، نمودن فعال غیر منظور به سپس

 رگراد قراسانتی درجه 70 دماي در دقیقه 10 مدت
 RT-PCRاز روش cDNA  براي تایید سنتز .گرفتند

                                     
3 Oligo dt  
4 Deoxynucleothriphosphate  
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  استفاده آگارز در درصدروي ژل  الکتروفورز و

  .شد

  
 کمیت سنجی با واکنش براي آغازگر طراحی
  1اي پلیمراززنجیره

 و ژن 2 روبیسکوبراي ژن آغازگر طراحی
 3پرایمر افزار نرم   با استفاده از 3خانه دار اَکتین

زگر ژن اختصاصی و ژن خانه آغا توالی. انجام شد
  . ارائه شده است1 دار در جدول

  
  4QRT-PCRروش انجام

 شرکتiQ5 دستگاه  از پژوهش این در
 SYBR تفلورسن رنگ  کیت حاويو 5بایورد

BioPars )طبیعی منابع و کشاورزي علوم دانشگاه 

 20. گردید استفاده کمی ارزیابی براي) گرگان

  میکرولیتر10شامل  واکنش میکرولیتر مخلوط

 از هریک یک میکرولیتر ،SYBR BioParsمخلوط 
 غلظت اختصاصی پیشرو و پسرو با هايآغازگر از

 5 و استریل مقطر آب میکرولیتر 3 میکرومول، 10
براي هر  .بود بررسی  موردcDNAنمونه  میکرولیتر

  دربیولوژیکی  تکنیکی و دو تکرارتکرار  سهواکنش

 ،واکنش مخلوط مودنن آماده از پس .شد گرفته نظر
 با و گردید منتقل iQ5 دستگاه به نظر مورد پلیت

 2: شد انجام پلیمراز ايزنجیره شرایط زیر واکنش

                                     
1 Real-time PCR   
2 Rubisco  
3 Actin  
4 Quantitative Reverse Transcript PCR 
5 BioRAD  

 تکرار با 35گراد و   درجه سانتی94دقیقه در دماي 
گراد،   درجه سانتی95 ثانیه در دماي 10هاي  چرخه

 Tmدماي (گراد   درجه سانتی58 ثانیه در دماي 10
.  درجه سانتی گراد72 ثانیه در دماي 10 و) آغازگر

به . دش محاسبه ΔΔCT2–ها با روش بیان نسبی ژن
این صورت که هر تیمار با گیاهان کنترل مربوط به 

ها از ي داده جهت تجزیه.زمان خود مقایسه گردید
  . استفاده شد 6RESTنرم افزار 

  
  نتایج و بحث

 تحت  اي گیاهچهيلهژنوتیپ جم در مرح
 10دماي .  قرار گرفتگراد سانتی درجه10 دماي

تحقیق گذشته گراد مطابق با درجه سانتی
(Habibpour et al., 2012) پاسخ گیاهچه مطالعهدر  -

 نتایج . دماي سازگاري انتخاب شدبههاي نخود 
آزمایش نشان داد که مقایسه پاسخ هاي 
فیزیولوژیکی و مولکولی گیاه نخود روش کارآمدي 

هاي دفاعی تحت تنش رخی سازوکاردر بررسی ب
آزمون مقایسه میانگین . شودسرما محسوب می

 اختلاف ،)MDA(ي پراکسیداسیون غشا هاداده
داري بین تیمارهاي دمایی نشان داد که بیانگر معنی

این شرایط بود هاي گیاه تحت تنوع بالقوه پاسخ
  .)1شکل (

                                     
6  Relative Expression Software Tool 
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 . اکَتینو ژن روبیسکو  توالی و خصوصیات آغازگر - 1جدول 
Table 1-the characteristics and sequences of rubisco and actin genes.  

 
                Sequence      Primer name 
CTACGAATTGCCTGATGGAC Actin chickpea 841 F 
CCTCCTGAAAGGACGATGTT Actin chickpea 1029 R 
CAACACTTGAACAGCCTCAG Rubisco small subunit-For 
GGGATGGGTTCCTTGCT Rubisco small subunit-Rev 

 
 نخود تحت تیمارهاي کنترل هايگیاهچهدر (MDA)  پراکسیداسیون چربیهاي غشایی شاخص-1شکل 

)CP( گراد  درجه سانتی10، اولین روز سرماسازگاري)FDAP( پنجمین روز سرماسازگاري ، )LDAP(  ،
  .)RP( فاز بهبودي و) CSP(گراد  درجه سانتی4تنش سرماي 

Figure 1- membrane lipid peroxidation index of chickpea seedlings in different thermal 
treatments, first day of acclimation phase 10˚C (FDAP), fifth day of acclimation phase 
(LDAP), cold stress phase (CSP) and recovery phase (RP). 

  
 درجه سانتی 23ها از دماي ل گیاهچهانتقا

 گراد در روز اول سانتی درجه10گراد به دماي 
 ،ایجاد نکرد MDA میزان تغییر قابل توجهی را در

به طور کلی  . نشان داداما در روز پنجم افزایش
میزان کم پراکسیداسیون غشاء در سلولهاي برگ 

 سرما مهم تحمل گیاه به تنشیکی از عوامل 
 ;Maali-Amiri et al., 2007 (شودمحسوب می

Deryabin et al., 2005( . درجه 4تیمار دمایی 
 میزان  کاهشدر گیاه سازگار شده سببگراد سانتی

MDA در گیاه را ي که اهمیت سرما سازگارشد 



 1392 همکاران،  وکاظمی شاهاندشتی

 ١٥٢

 از کاهش حاکی در فاز بهبودي نیز نتایج .کردتایید 
 که بیانگر بهبود بود در سطح سلول MDAمیزان 
هاي گیاه در جهت مقابله با تنش سرمایی پاسخ
نتایج بررسی تغییرات پرولین نیز حاکی از آن  .است

 مقابله با در که گیاه نخود سیستم دفاعی خود را بود
 بررسی تغییرات .کرده استتنش سرما فعال 

 MDAپرولین رابطه جالبی با نتایج  مشاهده شده در
ي ار سرماسازگنشان داد به طوري که در روز اول

 وقتی که میزان  یافتکاهشمیزان پرولین 
به نظر . نداشتپراکسیداسیون غشا تغییر معنی داري 

اگرچه  گونه هاي اکسیژن فعال رسد عدم حضورمی
تر از شرایط نرمال رسیده دماي محیط رشد به پایین

هاي سلولی در جهت  سبب تغییر متابولیتاست،
نتایج . کنددفاعی عمل میحفاظتی و کاهش فعالیت 

- بیان ژن روبیسکو در ادامه این نتیجه را تایید می

میزان  MDA افزایشدر روز پنجم سازگاري با . کند
بنابراین با افزایش میزان . یابدپرولین نیز افزایش می

 MDA   که به افزایش میزانگونه هاي اکسیژن فعال
 مسیرهاي متعدد دفاعی شود سلولمنجر می

رسد کند که به نظر میحفاظتی خود را فعال می
چنین روند . )2شکل  (یکی از آن ها پرولین باشد

. کردمعقولی در تیمارهاي دیگر دمایی نیز ادامه پیدا 
در گیاهان سازگار گراد سانتی درجه 4تیمار دمایی 

  میزان پرولینکاهش و  MDA کاهششده سبب
 کننده نتایج به دست آمده در تاییداین موضوع . شد

 دادبوده و نشان  )et al.  Kaur )2011تحقیقات
هاي دفاعی نخود به عنوان یکی از مکانیسم پرولین

 در فاز بهبودي .کند عمل می سرماهايتنشتحت 
 سطح پرولین نیز به سطح MDAبا کاهش میزان نیز 

نکته جالب این تحقیق آن . کنترل نزدیک می شود
است که میزان پرولین در سراسر آزمایش، از سطح 

بنابراین به نظر . در تیمار شاهد افزایش نیافتآن 
رسد که تغییر میزان پرولین بیشتر در درجه می

تحمل به تنش سرما دخالت دارد و به عنوان یکی از 
 پژوهش ها .کندهاي تحمل ایفاي نقش میمکانیسم

سرما، خشکی و  هايتنشتحت  نشان داده که
کاهش  روبیسکو در گیاهان آنزیمفعالیت شوري 

در ). Hashimoto and Komatsu, 2007( یابدمی
 دمایی سبب تغییر بیان هاي تیمار، القامطالعه حاضر

ها با کمک نرم افزار ي دادهتجزیه. ژن روبیسکو شد
RESTفواصل در  روبیسکو بیان ژن  که نشان داد
ي  درجه10  دماي پس از قرار گیري درزمانی
 کنترل در گراد اختلاف معنی داري با تیمار سانتی

نشان داده ) گراد درجه سانتی23(شرایط بدون تنش 
 9به طوري که میزان نسبی بیان ژن تا حدود است 
رسد با  به نظر می.)3شکل ( افزایش یافتبرابر 

 گیاه در جهت مقابله با ،شروع دوره سرما سازگاري
دماي پایین سعی در تولید انرژي بیشتر و افزایش 

 .رات سوء دماي پایین است در جهت مهار اثفعالیت
-  گیاه تنش دماي پایین را درك کرده و پاسخیعنی

هاي متعدد در سطوح مولکولی و فیزیولوژیکی را 
 ,.Sukumaran and Weiser( آغاز کرده است

1972; Nazari et al., 2011(.   
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ولین روز ، ا)CP(تغییرات میزان پرولین آزاد سلول گیاهی نخود تحت تیمارهاي کنترل  -2شکل 

 4، تنش سرماي  )LDAP( ، پنجمین روز سرماسازگاري )FDAP(گراد  درجه سانتی10سرماسازگاري 
  .)RP(و فاز بهبودي ) CSP(گراد درجه سانتی

Figure 2- changes of chickpea cells free proline content in different thermal treatments, 
first day of acclimation phase 10˚C (FDAP), fifth day of acclimation phase (LDAP), cold 
stress phase (CSP) and recovery phase (RP). 

 
 تیمارهاي بررسی تغییرات مشاهده شده در

 بیان ژن روبیسکو  این تحقیق رابطه جالبی بیندمایی

عدم تغییر معنی دار در میزان .  نشان دادMDAو 
سرما ز نخست در روپراکسیداسیون لیپیدي 

یعنی د شخسارت تلقی عدم معناي  بهسازگاري 
القاء دماي پایین از یک طرف و عدم افزایش میزان 
پراکسیداسیون لیپیدي از طرف دیگر سبب افزایش 

اما با طولانی شدن دوره  .فعالیت فتوسنتزي گیاه شد
در سلول افزایش یافت  MDA سرماسازگاري میزان

هاي هش فعالیت ژنکه این افزایش منجر به کا

هاي تغییر کمی پاسخهمچنین . فتوسنتزي شد
استقرار  فیزیولوژیکی و مولکولی در فواصل زمانی

، مدت زمان تنش را به عنوان تیمارهاي آزمایشدر 
 .کردعنصر کلیدي در مطالعه تحمل به تنش تعیین 

دهد که افزایش گونه هاي مطالعات گذشته نشان می
اثرات سوء مستقیم و غیر اکسیژن فعال سبب القا 

مستقیم بر زیر واحدهاي روبیسکو می شود 
)Marin-Navarro and Moreno 2006; Yan 

2006(.    
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، اولین روز )CP(نخود تحت تیمارهاي کنترل هاي در گیاهچهروبیسکو  رونوشت ژن  نسبیحو سط-3شکل 

 4، تنش سرماي  )LDAP( سرماسازگاري ، پنجمین روز )FDAP(گراد  درجه سانتی10سرماسازگاري در دماي 
  .)RP(و فاز بهبودي ) CSP(گراد درجه سانتی

Figure 3- Quantitative levels of rubisco gene expression in chickpea seedlings in different 
thermal treatments, first day of acclimation phase 10˚C (FDAP), fifth day of acclimation phase 
(LDAP), cold stress phase (CSP) and recovery phase (RP). 

  
رسد القاء دماي پایین  به نظر می،بنابراین

عالیت روبیسکو در سطح  تنظیم منفی فسبب
، فعالیت فتوسنتزيا کاهش ب  و سلولهرونویسی شد

در جهت مهار  دفاعی هاي  افزایش فعالیتبه
کاهش معنی .  استپراکسیداسیون لیپیدي اقدام کرده

هار درجه سانتی چ در دوره دمایی MDAدار میزان 
بنابراین به نظر می رسد  .گراد موید این مسئله بود

 سلولی سازگاري ایجاد نوعی دوره سرماسازگاري
 .کرده استدر جهت مقابله با سرما در این آزمایش 

این وضعیت با توجه به کاهش میزان پراکسیداسیون 
 و افزایش  میزان بیان ژن بوديسلولی در فاز به

 ها نشان دادهپژوهش. روبیسکو قابل بررسی بود

 در نخود محسوب LT50 ، دمايدماي چهار درجه
دوره  .(Nayyar et al., 2005) شودمی

حتی با کاهش موقت میزان فتوسنتز سرماسازگاري 
  گونه هاي اکسیژن فعالمهارو سبب پایداري سلول 

 گیاه از بهبود شرایط و  دركبیانگر است که شده
 شتهمکاري فاکتورهاي مختلف سلولی در بازگ

-  نتایج نشان می.باشدگیاه به شرایط قبل از تنش می

دهد که گیاه نخود با گذراندن دوره سرماسازگاري، 
دهد رخ می همان شرایطی که معمولا در طبیعت

در این (احتمالا قادر به تحمل دماهاي پایین 
بنابراین به . باشدمی )تی گراددرجه سان 4آزمایش،
 رسد که گیاه نخود در مناطقی از کشور کهنظر می
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.  شود هستند، کشتسردخیلی هاي  زمستانفاقد
زمستانه پاییزه یا کشت که نشان داد قبلی مطالعات 

امکان  افزایش دوره رشد رویشی و بااحتمالا  نخود،
سبب استفاده از رطوبت خاك و یا نزولات آسمانی 

 Habibpour) زایش عملکرد حتی تا دو برابر شوداف

et al., 2012) . بایستیدر اثبات این مسئله 
  فیزیولوژیکی، بیوشیمیایی و مولکولیهايسازوکار

بررسی   در نخود در جزئیات بیشتر به سرماتحمل
  .شود

  
  سپاسگزاري

طرح   از محل اعتبارپژوهشن ينه ايهز
 کشور ت از پژوهشگراني صندوق حما۹۱۰۰۰۹۴۲

  .   دارندين کمال تشکر و قدردانين شده که مولفيتام
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Abstract 

Plant responses to low temperatures have been created through cold acclimation process 
using gene expression regulatory mechanisms. In this research, the quantitative gene expression 
ratio of rubisco, as an important enzyme participating in photosynthesis and cell energy 
production, the peroxidation of membrane fatty acids as a damage index, and the changes in 
proline content as one of the cell protecting mechanisms in normal, acclimation, cold stress and 
recovery temperatures have been assessed. Our results have shown meaningful differences 
between thermal treatments in studied characteristics. Increasing Rubisco gene expression 
accompanied by low damage index and high membrane proline has revealed the importance of 
Rubisco as one of the effective genes in cell response processes. At the end of cold stress 
situation and by starting recovery phase, Rubisco gene expression increased which is a sign of 
decreasing membrane damage, surveying plant cells and stabilizing a new homeostasis in 
chickpea. All in all, this study showed that the regulation of Rubisco gene expression related with 
cell protecting agents and membrane damage and can be assumed as one of the important 
processes in tolerant mechanisms. 
 
Keywords: Acclimation, Cell membrane fatty acids peroxidation, Cold stress, Quantitative gene 
expression, Rubisco. 

 
 
  

 
 

 
 
 
 
 

                                     
  Corresponding Author: Maali-Amiri R.     Tel: 09124190124           Email: rmamiri@ut.ac.ir 



  )1392، بهار 1، شماره 5دوره (مجله بیوتکنولوژي کشاورزي 

 
 

١٥٩

 
 
 
 

 


