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فعاليت آنزيم فتوسنتزی  و( H2O2) ميزان شاخص خسارت سلولی اثر تنش سرما بر در اين پژوهش،

بزرگ روبيسکو و و  زيرواحد کوچک های ژننسبی و بيان ( PEPC)کربوکسيلاز  فسفوانول پيروات

به سرما  ILC533و حساس  Sel96th439متحمل در دو ژنوتيپ  a/bاتصالی به کلروفيل  پروتئين

تحت تنش سرما ميزان . بررسی شد( C 0˚)تنش سرما  تحت( .Cicer arietimun L) زراعی نخود

H2O2 نتايج (.8/01%تا )داری کمتر بود  طور معنی در ژنوتيپ متحمل در مقايسه با ژنوتيپ حساس به 

خصوص در  در هر دو ژنوتيپ و به( PEPC) کربوکسيلاز فسفوانول پيرواتنشان داد که فعاليت 

 PEPCافزايش يافت با اين وجود در روز ششم پس از تنش سرما فعاليت ( 99%تا )ژنوتيپ متحمل 

های  در ژنوتيپ متحمل ميزان بيان ژن. ژنوتيپ متحمل بيشتر از حساس بود درصد در 9/09

طور  زيرواحد کوچک و بزرگ روبيسکو در روز اول تنش سرما نسبت به شرايط کنترل به

اين که در روز ششم تنش ميزان بيان  يافت در حالی( 9/01%و  3/81% ترتيب به)افزايش داری  معنی

ها در مقايسه با در ژنوتيپ حساس، ميزان بيان ژن. کاهش يافت (1/38%و  5/93%ترتيب  به)ها ژن

ميزان بيان نسبی ژن پروتئين اتصالی به کلروفيل . داری داشت شرايط کنترل کاهش مداوم و معنی

a/b  روند تغييرات تقريبا مشابهی در مقايسه با ژن زيرواحد کوچک و بزرگ روبيسکو نشان داد، با

. اين تفاوت که در روز ششم تنش سرما ميزان بيان اين ژن در ژنوتيپ متحمل هم سطح کنترل شد

زی های متابوليکی و فتوسنت به استقرار مجدد هموستازی سلولی از طريق فعاليت اين نتايج احتمالاً

در ( H2O2)کاهش شاخص خسارت سلولی . در جهت سازگاری گياه به تنش سرما اشاره دارد

متحمل در روز ششم تنش سرما در مقايسه با ژنوتيپ حساس تاييد کننده اين موضوع  ژنوتيپ

تواند شاخصی در ارزيابی درجه  بنابراين تغيير متابوليسم مشارکت کننده در فتوسنتز می. باشد می

 . ود زراعی به سرما باشدتحمل نخ

 

 های کلیدی واژه
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طور دائم تحت اثر عوامل  رشد و پراکنش گیاهان در طبیعت به

های سریع، و پاسخ 1منظور سازگاریبه. زای محیطی است  تنش

توانند موقعیت  نمی( عنوان موجودات غیر متحرک به)گیاهان 

تغییر دهند اما فرآیند  مکانی خود را مانند دیگر موجودات زنده

 ، بقاءها در حفظ هایی تعبیه کرده که به آنها مکانیسمتکامل در آن

 Heidarvand and Maali) کند میو پایداری عملکرد کمک 

Amiri 2010 .)ر دائم در حال تغییر بوده و طو یعنی محیط به

امروزه سازگاری . کنند گیاهان نیز خود را با این تغییرات تنظیم می

عوامل محیطی تمرکز مهم تحقیقات بیولوژیکی بوده زیرا  یاهان بهگ

های دخیل در سازگاری و ادامه حیات  تحت شرایط حاد، مکانیسم

های اصلاحی در مقابله گیاه اطلاعات مهمی در جهت بهبود برنامه

ای  پیچیدهسازگاری به سرما فرآیند بسیار  .کندبا تنش عرضه می

باشد و  فیزیولوژیکی و بیوشیمیایی متعدد میبوده و شامل تغییرات 

ها در این فرآیند مشارکت دارند  رود که انواع ژن گمان می

(Kazemi-Shahandashti and Maali-Amiri 2018.)  

گیاهی زراعی از خانواده  .Cicer arietinum Lنخود با نام علمی 

و یکی از منابع تامین پروتئین و ( Leguminosae)لگومینوز 

نخود . رودوهیدرات برای تغذیه انسان و دام به شمار میکرب

زراعی پس از لوبیا و نخودفرنگی، سومین لگوم فصل سرد است 

میلیون هکتار و تولید سالانه بیش از  61/10که با سطحی بیش از 

میزان . (Merga and Haji 2019) شودمیلیون تن کشت می 6/11

 2/1دنیا قرار دارد در سال هفتم تولید نخود در ایران که در مقام 

 2/3بوده و سهم آن در بین کشورهای تولید کننده تن میلیون 

مشکلات  به توجه با حاضر حال در. (FAO 2019) باشددرصد می

فصل،  آخر رطوبت کمبود و خشکی جمله از نخود بهاره کشت

در  رطوبت وجود و بارندگی به توجه با محصول این پاییزه کشت

در کشت زود هنگام پاییزه و . رسد می نظر به منطقی زمستان و پاییز

تواند با دسترسی به رطوبت کافی، دوره خوبی می زمستانه گیاه به

ها از  تر و انتقال بهتر آسیمیلات رویشی و زایشی طولانی

های رویشی و بهبود میزان نیتروژن مغذی، بازده محصول را  بخش

در نتیجه استراتژی تغییر تاریخ . تا بیش از دو برابر افزایش دهد

های انتهای فصل مفید بوده بلکه کشت نه تنها در مواجهه با تنش

                                                           
1
 Acclimation 

یابد  تر بازده تولید افزایش میبا استفاده از فصل رشد طولانی

(Habibpour et al. 2012 .)حساسیت بسیاری از  ،اما مشکل عمده

ما که تنش سر طوری نخود زراعی به تنش سرما است، به ارقام

عملکرد نخود را در بسیاری از نواحی ایران در نهایت ، نمو و رشد

-Heidarvand and Maali-Amiri 2013: Kazemi) دهد کاهش می

Shahandashti et al. 2014.)  

  تحت تنش که گیاهان در بیوشیمیایی تغییرات ترین مهم از یکی

و القاء  (ROS)3 فعال اکسیژن های گونه تولید شود می ایجاد سرما

 های شکل ROS. باشد های گیاهی می تنش اکسیداتیو در سلول

 تولید تنفس و فتوسنتز مانند حیاتی مراحل در که بوده فعال اکسیژن

جمله ی ازطور غیراختصاصی با اجزای سلول ها به ROS. شوند می

های پراکسیداسیون غشایی را ، برهمکنش داشته و واکنشهاغشاء

داری به  های معنی آسیب ها ROSتجمع  .کننداندازی میراه

های فتوسنتزی، ها و آنزیمهای ضروری مانند رنگیزهماکرومولکول

 Mitler et)کنند  میلیپیدها وارد  و دهای نوکلئیکیها، اسپروتئین

al. 2004.)  

عنوان یک اسمولیت عمل کرده و در  تنش سرما، مالات به تحت

زیم فسفوانول پیروات های نگهبان روزنه از طریق آنسلول

مالات تحت تنش سرما، . شود تولید می( PEPC)2 کربوکسیلاز

شود  عنوان یک مخزن اضافی برای تثبیت کربن محسوب می به

(Kramer et al. 2011 .)PEPC کلیدی در اتصال  نقشCO2 ( به

برای تشکیل اگزالواستات در بافت  PEPبه ( کربناتفرم بی

در  CO2این اگزالواستات سپس برای انتشار  .کندمزوفیل ایفا می

منظور تثبیت کربن توسط  تر غلاف آوندی بههای عمیقلایه

تبدیل ( از طریق مالات)روبیسکو و در چرخه کالوین به پیروات 

مجدد  چرخهتبدیل و  PEPپیروات در سلول مزوفیل به  .شودمی

منجر به  شده وپمپاژ  فعالطور  به CO2در نتیجه  .شودمیآغاز 

ترکیبات حافظتی در  بیوسنتزجهت  (ATP)افزایش تولید انرژی 

 Xuming et al. 2008; Hasanpour et)شود میبرابر تنش سرما 

al. 2015.) 

                                                           
2
 Reactive oxygen species 

3
 Phosphoenolpyruvate (PEP) carboxylase 

  مقدمه
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تولید و مقایسه تصاویر  1اهداف بنیادین ترنسکریپتومیکس

تجزیه رونویسی روشی . است mRNAهای ای از جمعیت لحظه

ها است زیرا تنظیم فعالیت ژن در  ژن معمول در کشف تفاوت بیان

های بیولوژیک و ابتدا در سطح رونویسی رخ داده و پاسخ

ها کنترل وسیله تنظیم دقیق بیان ژن ریزی نموی موجود به برنامه

در نتیجه مقایسه میزان رونویسی در مراحل فیزیولوژیک . شودمی

خاص، الگوهای اختصاصی بیان ژن در آن مرحله را مشخص 

. شودها تسهیل میکند و تعیین اعمال فیزیولوژیک ژن می

در  RNAزمان بیان ژن در سطح  ترنسکریپتومیکس یا تجزیه هم

است  3یک بافت خاص، عنصری کلیدی در ژنومیکس عملکردی

 Weiberg and)دهد و درک ما را از کارکرد ژن افزایش می

Karlovsky 2009 .) به سنجش میزان اثر عوامل مختلف در تحمل

گیری جمله اندازه های متعددی ازهای غیر زنده از روشتنش

 Kazemi-Shahandashti et)شود ها انجام میسطوح رونویسی ژن

al. 2013 .)های داده که تفاوت در میزان بیان ژن مطالعات نشان

در اثر زمان و شدت فعالیت رونویسی  دخیل در تحمل، احتمالاً

های با بیان متمایز  نالیز عملکرد ژنکه آ طوری ها بوده، بهاین ژن

جهت درک مکانیسم مولکولی تحمل و پاسخ به تنش اهمیت دارد 

(Kiedrowski et al. 1992 .)های  های دخیل در تنش ژن

های کد ژن: بندی کردتوان به سه گروه طبقهغیرزیستی را می

کننده عوامل رونویسی و  های کد کننده اجزای مسیر انتقال پیام، ژن

های  در این بین پروتئین. های کارکردی کننده پروتئین های کد ژن

ها را در  کارکردی بر اساس تغییر میزان رونوشت و ترجمه، سلول

های دخیل در تحمل به  از جمله ژن. کنند برابر تنش حفاظت می

های های فتوسنتزی مانند ژن توان به ژن سرما در گیاهان می

و پروتئین  (RLS)0 و بزرگ روبیسکو (RSS)2 کوچکزیرواحد 

 .اشاره کرد a/bاتصالی به کلروفیل 

فسفوانول پیروات کربوکسیلاز فعالیت آنزیم ر پژوهش حاضر، د

(PEPC)  تحمل به تنش سرما در های دخیل در بیان برخی ژنو

و ( متحمل به سرما) Sel96th11439در دو ژنوتیپ نخود زراعی 

                                                           
1
 Transcriptomics 

2
 Functional genomics 

3
 Rubisco small subunit  

4
 Rubisco large subunit 

ILC533 (حساس به سرما) تواند به شناسایی ی شد که میبررس

 .ثر در تحمل سرما در این گیاه کمک کندؤبرخی ساز و کارهای م

 

 ،(یکابل)زراعی نخود  یپدر این پژوهش از دو ژنوت

Sel96th11439 (متحمل به سرما ) وILC533 (حساس به سرما )

دقیقه به مدت ده  ده درصد هیپوکلریت سدیم بذور با. استفاده شد

مقطر بر روی کاغذ صافی  شده و پس از شستشو با آب یضدعفون

در  ها یشد یپتر. در پتری دیش با رطوبت لازم قرار گرفت

، یزن قرار گرفتند و پس از جوانه C˚32 شرایط بدون نور و دمای

 خاک به گیاهان غیرمستقیم انتقال. یافتانتقال   ها به گلدان گیاهچه

 تیمارهای دقیق اجرای و هاآن یکنواخت شدن سبز اهمیت دلیل به

گروه زراعت و  یشگاهرشد آزما  اتاقکدر ها  گلدان .بود آزمایش

مترمربع بر میکرومول بر  331با نور  اصلاح نباتات دانشگاه تهران

ساعت شب و دمای  8ساعت روز و  11 ینور یطو شرا ثانیه

C˚32  قرار داده شد % 56و رطوبت نسبی (Heidarvand et al. 

 یها یاهچهبه تنش سرما، گ یاهیگ یها پاسخ یجهت بررس. (2011

منتقل شدند و  C˚0 مایبه اتاقک رشد با ده روزیک و  یستب

پس از شروع تنش سرما  (ساعت 30) در روز اول یریگ نمونه

و روز ششم پس از ( یاهزودهنگام گ یها پاسخ یجهت بررس)

. انجام شد( یاهگ یرهنگامد یها پاسخ یجهت بررس)شروع تنش 

در اتاقک رشد با ( شاهد)عنوان کنترل  ها به یاهچهاز گ تعدادی

 یزن یاهانگ یناز ا یری برگیگ شدند و نمونه ینگهدار C˚32 یدما

در  یع،شدن در ازت ما فریزپس از  یبرگ یها نمونه .انجام گرفت

 .Rakei et al) شد ینگهدار یشتا زمان آزما -C˚81 یزرفر

2016). 

گرم از نمونه در ازت مایع  H2O2 ،6/1محتوی گیری  جهت اندازه

لیتر از تری  میلی 6به کمک هاون چینی کوبیده و سپس درون 

پس از آن . مخلوط شدند( TCA)درصد  1/1کلرواستیک اسید 

دقیقه  16و به مدت  g × 13111 مخلوط هموژن شده با سرعت

لیتر از بافر  میلی 56/1ه لیتر از مایع رویی ب میلی 56/1سانتریفیوژ و 

لیتر از یدید پتاسیم یک  میلی 6/1مولار و  میلی 11فسفات پتاسیم 

نانومتر  291کووت اضافه و جذب آن در طول موج  بهمولار، 

  ها مواد و روش
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با استفاده از منحنی استاندارد رسم شده  H2O2قرائت و محتوی 

منظور یافتن فرمول رگرسیونی رابطه میزان به. گیری شد اندازه

 در H2O2های متفاوت از  و طول موج جذبی، غلظتH2O2 ظت غل

 سپس. قرائت شدها آنو جذب نوری  آمادههای متعدد فالکون

استخراج  H2O2کمک آن غلظت  بهفرمول رگرسیون محاسبه و 

 (.Loreto and Velikova 2001) شدشده از نمونه محاسبه 

بر  (PEPC)فسفوانول پیروات کربوکسیلاز سنجش فعالیت آنزیم 

گرم  6/1 بدین صورت انجام شد که  .Sayer et al(1979) اساس

 111وسیله بافر استخراج شامل  برگ فریز شده در هاون سرد به

مول کلرور  لییم 8/5pH=  ،11با  Bicine-NaOHمولار  میلی

پیرولیدین وینیل پلیمرکاپتواتانول و پلی -مولار بتا میلی 11منیزیم، 

 × gسپس عصاره با سرعت . دو درصد وزنی حجمی ساییده شد

سپس . دقیقه سانتریفیوژ شد 11مدت به C˚0و در دمای  3181

لیتر محلول واکنش به یک میلی سوپرناتانتمیکرولیتر از  111

مول میلی pH=  ،11 8/5با  Tris-HCLمول در لیتر میلی 61شامل 

 6و  EDTAمول در لیتر  میلی 36/1در لیتر کلرور منیزیم، 

 1/1واحد مالات دهیدروژناز،  NAHCO3 ،0مول در لیتر  میلی

مول فسفواینول پیروات اضافه میلی 3و  NADHمول در لیتر میلی

در طول موج  CD60سپس فعالیت آنزیم با دنسیتومتر مدل . شد

 .گیری شدنانومتر اندازه 201

فرژن پویش، ) 1ولکل سلولی توسط روش بایاز  RNAاستخراج

گرم نمونه خرده شده به کمک ازت مایع  میلی 81از ( تهران، ایران

استخراج شده توسط  RNAدر هاون چینی استریل انجام و کیفیت 

 RNAتشکیل دو باند . الکتروفورز روی ژل یک درصد تعیین شد

تخلیص  RNAبر روی ژل کیفیت بالای  28Sو   18Sریبوزومی

از  RNAبرای بررسی کمی میزان غلظت . شده را تایید کرد

 RNA. شوداستفاده می nm 311دستگاه نانودراپ در طول موج 

براساس روش پیشنهادی شرکت  DNaseІاستخراج شده با آنزیم 

واحد  1میکرولیتر بافر،  RNA ،1میکروگرم  3. فرمنتاز تیمار شد

(u ) آنزیمDNaseІ  واحد  11و(u) نزیمآ RNase inhibitor ،

میکرولیتر  11حجم محلول به   DEPCمخلوط و با افزودن آب

سپس . قرار گرفتند  C25˚ دقیقه دردمای 21رسانده و به مدت 

دقیقه در  11ها اضافه و به مدت  به تیوب  EDTAیک میکرولیتر

                                                           
1
 Biozol 

. داری شدند نگه -C81˚ ها در دمای قرارداده و تیوب C16˚ دمای

با کمک آغازگر  DNaseتیمار شده با  RNAلیتر میکرو 6

مخلوط و حجم ( نوکلئوتید 18-31( )پیکومول 1) 3تی دی الیگو

این . میکرولیتر رسانده شد 11به  DEPCمحلول با استفاده از آب 

و پس از آن  گرفتهقرار  C51˚ دقیقه در دمای 6مخلوط به مدت 

 3میکرولیتر بافر واکنش و  0سپس . شد قرار دادهروی یخ بر 

میکرومول و  11با غلظت  2اکسی نوکلئوتری فسفات میکرولیتر دی

و حجم به هر تیوب اضافه  RNase inhibitorواحد آنزیم  31

دقیقه  6مدت میکرولیتر رسانده و به  19به  DEPCمحلول با آب 

م آنزی( u)واحد  311از آن  پس. قرار داده شد C25˚در دمای 

Revert Aid M-Mulv  به این محلول افزوده و پس از مخلوط

 جهت. قرار داده شد C03˚کردن به مدت یک ساعت در دمای 

 C51˚دقیقه در دمای  11ها به مدت  غیرفعال کردن واکنش، تیوب

از روش تکثیر ژن  cDNAمنظور تایید سنتز  به. قرار گرفتند

سازی  پس از رقیق)ساخته شده  cDNA بر روی (Actin1) دار خانه

( نانوگرم بر میکرولیتر 311سنتز شده به  cDNAو رساندن غلظت 

و الکتروفورز آن برروی ژل یک درصد آگارز استفاده   PCRتوسط

 Chl a/b- binding) نظر های مورد طراحی آغازگر برای ژن. شد

Protein ،SRubisco  ،LRubisco )دار  و همچنین ژن خانهActin-1 

میکرولیتر مخلوط  31. انجام گرفت Primer3افزار  ا استفاده از نرمب

میکرولیتر کیت حاوی رنگ فلورسنت  11واکنش شامل 

Evagreen ،2 میکرولیتر از هر یک  1مقطر استریل،  میکرولیتر آب

میکرومول  11از آغازگرهای اختصاصی پیشرو و پسرو با غلظت 

. رد بررسی قرار گرفتساخته شده مو cDNAمیکرولیتر نمونه  6و

برای هر واکنش دو تکرار بیولوژیک و سه تکرار تکنیکی استفاده 

پس از آماده کردن مخلوط واکنش، پلیت موردنظر به دستگاه . شد

iQ5 دقیقه در دمای  3صورت  ای پلیمراز به منتقل و واکنش زنجیره

˚C90  ثانیه در دمای  11های  تکرار با چرخه 26و˚C96 ،11  ثانیه

 C53˚ثانیه در دمای  11و ( آغازگر Tmدمای ) C11˚در دمای 

کلیه  .دش محاسبه ΔΔCT3–ها با روش  بیان نسبی ژن. انجام شد

جهت تجزیه . تیمارها با گیاهان کنترل زمان خودش مقایسه شدند

RESTافزار  ها از نرم داده
  (.Pfaffl et al. 2001) استفاده شد 0

                                                           
2
 Oligo dt 

3
 Deoxynucleothriphosphate 

4
 Relative expression software tool 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

00
84

43
9.

14
00

.1
6.

3.
9.

1 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

g.
ge

ne
tic

s.
ir

 o
n 

20
25

-0
5-

17
 ]

 

                             4 / 10

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.20084439.1400.16.3.9.1
http://mg.genetics.ir/article-1-1696-en.html


 رضا معالی امیری و همکاران  ...های دخيل در تحمل ارزيابی بيان نسبی برخی از ژن

 

 0011پاییز/ 3شماره / شانزدهمدوره / ژنتیک نوین 081

 

 

 در این تحقیق نخود مطالعه شده های ویژگی آغازگر ژن -1جدول 
Sequence (5´-3´) 

 
Gene Accession N. 

F: AGTCCACCCTCACTAAAGATTTG 

R: TGGGAGCATTGGGATGTG 
Chl a/b- binding Protein AJ131044.1 

F: CAACACTTGAACAGCCTCAG 
R: GGGATGGGTTCCTTGCT 

RSS AJ131050.1 

F: TAGGACACCCTTGGGGAAAT 

R: ATCCATTGCTGGGAATTCAA 
RLS AF308707.1 

F: CTACGAATTGCCTGATGGAC 
R: CCTCCTGAAAGGACGATGTT 

Actin1 EU529707.1 

 

و طول  NCBIتوالی و شماره دسترسی مورد استفاده در سایت 

 1دار در جدول  های اختصاصی و ژن خانه محصول آغازگر ژن

این مطالعه بر اساس آزمایش فاکتوریل در قالب  .ارائه شده است

و  تجزیه واریانس. تصادفی با سه تکرار انجام شد طرح کاملاً

مقایسه  و SAS 9.4افزار  استفاده از نرم ها با مقایسه میانگین

میانگین صفات با استفاده از آزمون دانکن در سطح احتمال یک 

 .درصد انجام شد

 

داری بین اثرات متقابل تیمارهای  معنی اختلافنتایج نشان داد که 

وجود داشت که بیانگر تمایز در  H2O2آزمایشی از نظر میزان 

یپ در ژنوت. باشد تحت تنش سرما در نخود می ROSتجمع 

 درداری داشته  معنی در روز اول افزایش H2O2متحمل محتوی 

حداقل  نشان داد ودار در روز ششم تنش کاهش معنیکه  حالی

تحت تنش سرما، میزان . شد میزان آن در روز ششم تنش مشاهده

H2O2  در ژنوتیپ حساس در مقایسه با شرایط شاهد افزایش

تا )یافت و بیشترین مقدار آن در روز ششم تنش مشاهده شد 

نشان داد که تحت  H2O2نتایج مقایسه میانگین  .(1شکل )( %2/23

در ژنوتیپ حساس در مقایسه با ژنوتیپ  H2O2تنش سرما میزان 

در این مطالعه الگوی بنابراین . افزایش یافت 3/69%متحمل تا 

در دو ژنوتیپ حساس و متحمل تحت  ROSمتمایزی در تجمع 

خسارت   مقایسه شاخصکه  طوری تنش سرما مشاهده شد، به

ها بود  تاییدکننده درجه متفاوت تحمل سرما در این ژنوتیپ

(Hasanpour et al. 2015.) 

عنوان منبعی برای  و تولید اگزالواستات به pHحفظ  PEPCنقش 

های چرخه کربس است که اسکلت کربنی مورد تولید واسطه باز

که  طوری کند بهنیاز برای بیوسنتز و تثبیت نیتروژن را فراهم می

یابد های مختلف محیطی افزایش میطی تنش PEPCمیزان 

(Doubnerova and Ryslava 2011 .)نشان داد که میزان  نتایج

ل و حساس تحت هر دو ژنوتیپ متحمفعالیت این آنزیم در 

روند افزایشی ( روز اول و ششم تنش سرما)تیمارهای تنش سرما 

به حداکثر فعالیت این آنزیم در روز ششم  که طوری داشت به

فعالیت این آنزیم در روز ششم تنش سرما در . مقدار خود رسید

دلیل  (.3شکل )برابر ژنوتیپ حساس بود  3/1 ژنوتیپ متحمل

، نقش این تحت تیمارهای آزمایشیفعالیت این آنزیم  افزایش

است زیرا این ( C3)سه کربنه  آنزیم در افزایش مالات در گیاهان

 .شودتحمل به سرما می تسریعماده سبب 

 

 
های  ژنوتیپ( H2O2) پراکسیدهیدروژن میزان تغییر یالگو -1شکل 

نخود ( ستون سفید) ILC533حساس و( ستون سیاه) Sel96th11439متحمل

پس از تنش ( DAS 6)و روز ششم ( DAS 1)اول  کنترل، روزتحت شرایط 

 .C˚0سرما 
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 (PEPC)فسفوانول پیروات کربوکسیلاز  میزان رییتغ یالگو -3شکل 

ستون ) ILC533حساس و( ستون سیاه) Sel96th11439های متحمل ژنوتیپ

( DAS 6)و روز ششم ( DAS 1)اول  نخود تحت شرایط کنترل، روز( سفید

 .C˚0پس از تنش سرما 

 

بر افزایش  مبنینتایج مشابهی در چاودار تحت تنش سرما  

 (.Crecelius et al. 2003)دیرهنگام این آنزیم گزارش شده است 

 طیها بسته شدن روزنهدر اثر تواند می PEPCافزایش فعالیت 

ای و مزوفیلی برای تنش سرما باشد که سبب کاهش هدایت روزنه

3CO 3و در نتیجه غلظت  شودمیCO  مورد نیاز برای واکنش با

PEP یابد و بدین ترتیب مالات در و تشکیل مالات کاهش می

برای  PEPCدر چنین شرایطی فعالیت . یابدبرگ کاهش می

موجود و تولید مالات بیشتر افزایش  3COاستفاده از حداقل 

عنوان یک اسمولیت  ، زیرا مالات به(Savitch et al. 2000)یابد  می

نش عمل کرده و به حفظ پتانسیل آب گیاه کمک در شرایط ت

عنوان یک مخزن اضافی کربن برای  همچنین مالات به. کند می

 3COشود تا در شرایطی که غلظت  نیز محسوب می 3COتثبیت 

یابد توسط مالیک  ها کاهش میدلیل بسته شدن روزنه محیط به

 تحت تنش فلز(. Chia et al. 2000)تبدیل شود  3COآنزیم به 

های ریشه نخود نیز آلومینیوم در سویا و تنش شوری در گره

در ژنوتیپ متحمل مشاهده شده که نشان  PEPCفعالیت بیشتر 

دهنده غلظت بیشتر مالات در گیاه متحمل و در نتیجه تحمل 

 Ermolayev et al. 2003; Soussi)بیشتر این گیاه به سرما است 

et al. 1999.) های دخیل بنابراین تحت تنش سرما تولید متابولیت

در تحمل به تنش از طریق تسریع یا توازن فتوسنتز و مسیرهای 

ثر برای کاهش خسارت تنش ؤتواند راهکاری م می ATPتولید 

 .سرما و بقا در گیاه نخود باشد

، در ژنوتیپ متحمل میزان بیان ژن زیرواحد 2با توجه به شکل 

روز اول تنش سرما نسبت به شرایط کنترل  کوچک روبیسکو در

که در روز ششم تنش داری افزایش یافت، در حالیطور معنی به

با شروع سرما . داری داشتمیزان بیان این ژن کاهش معنی

 . یابددرون سلولی نیز کاهش می 3COها بسته شده و غلظت  روزنه

 
نخود تحت شرایط ( ستون سفید) ILC533 حساس و( ستون سیاه) Sel96th11439 های متحمل زیرواحد کوچک روبیسکو ژنوتیپ ژن ینسب انیب رییتغ یالگو -2شکل 

 .C˚0پس از تنش سرما ( 6DAS)و روز ششم ( 1DAS)اول  کنترل، روز
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ن عوامل، منظور جبران اثرات منفی ایرسد که گیاه بهنظر می به

های پژوهش. دهدمیزان بیان ژن زیرواحد کوچک را افزایش می

گذشته بر روی نخود تحت تنش سرما نیز بیانگر افزایش بیان ژن 

تنش سرما های کوتاه مدت زیرواحد کوچک روبیسکو در دوره

طولانی شدن  اما با( Kazemi-Shahandashti et al. 2013)است 

 .داری یافتاهش معنیتنش، رونویسی زیرواحد کوچک ک

 تجمعاز اثرات رسد در چنین شرایطی برای اجتناب نظر می به

ROS هش کاگیرد، دلیل آسیب به چرخه انتقال آن انجام میکه به

باتوجه به اینکه روبیسکو بخش . شودفتوسنتز در برگ نمایان می

دهد، کاهش رونوشت بزرگی از پروتئین برگ را تشکیل می

کاهش فتوسنتز احتمالا استراتژی گیاه برای  زیرواحد کوچک و

 Munne-Bosch et)فرار از تنش و تقویت توان دفاعی گیاه باشد 

al. 2004 .) نتایج آنالیز بیان ژن زیرواحد کوچک روبیسکو در

ژنوتیپ حساس نشان داد که تحت تنش میزان بیان ژن زیرواحد 

ش خسارت با ادامه تنش و افزای. کوچک روند نزولی مداوم داشت

تنش اکسیداتیو، کاهش بیان زیرواحد کوچک روبیسکو نیز ادامه 

. شود تایید می H2O2یافت، نتایجی که توسط شاخص خسارت 

نتایج مشابهی در گیاه برنج تحت تنش سرما مشاهده شده است 

(Hahn and Walbot 1989 .)اساس نتایج ارائه شده بنابراین بر

یسکو نشان داد که در ژنوتیپ میزان بیان ژن زیرواحد کوچک روب

متحمل، سرما تاثیر کمتری بر بیان این ژن در مقایسه با ژنوتیپ 

 . حساس داشت

میزان بیان ژن زیرواحد بزرگ روبیسکو در ، 0با توجه به شکل 

ژنوتیپ متحمل در روز اول تنش سرما در مقایسه با شرایط کنترل 

این ژن کاهش داری داشت و در روز ششم تنش بیان  افزایش معنی

نتایج زیرواحد کوچک روبیسکو و مقایسه آن . داری یافتمعنی

دهد که در روز اول با نتایج بیان نسبی زیرواحد بزرگ نشان می

موجود و  3COمنظور استفاده از تنش سرما، ژنوتیپ متحمل به

های  تامین انرژی، فعالیت فتوسنتزی خود را جهت تولید متابولیت

رسد که با ادامه تنش گیاه نظر می اما به. هدددفاعی افزایش می

و همچنین تقویت توان دفاعی خود  ROSمنظور کاهش تولید  به

بنابراین . دهدبیان ژن زیرواحد بزرگ روبیسکو را کاهش می

های بزرگ و کوچک روبیسکو تحت کاهش بیوسنتز زیرواحد

تواند راهکاری در حفظ انرژی موجود و تنش شدید می

های دفاعی باشد زیرا ری آن در تولید بیشتر متابولیتگی کار به

انرژی سلولی تحت تنش محدود بوده و اولویت اصلی سلول در 

کاهش . باشداین مدت دفاع در جهت برقراری هموستازی می

موقت میزان روبیسکو و افزایش توان دفاعی در ژنوتیپ متحمل 

. است (H2O2نتایج )کننده کاهش میزان خسارت سلولی تایید

تواند در فاز بهبودی مجدد فعالیت فتوسنتزی چنین سلولی می

در مقایسه با ژنوتیپ  خود را از سر گیرد، مکانیسمی که تمایز آن

 . حساس محسوس است

 
نخود تحت شرایط ( ستون سفید) ILC533حساس و( ستون سیاه) Sel96th11439 های متحمل روبیسکو ژنوتیپ بزرگزیرواحد  ژن ینسب انیب رییتغ یالگو -0شکل 

 .C˚0پس از تنش سرما ( DAS 6)و روز ششم ( DAS 1)اول  کنترل، روز
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نخود تحت ( ستون سفید) ILC533 حساس و( ستون سیاه) Sel96th11439 های متحمل ژنوتیپ a/bپروتئین اتصالی به کلروفیل  ژن ینسب انیب رییتغ یالگو -6شکل 

 .C˚0پس از تنش سرما ( DAS 6)و روز ششم ( DAS 1)اول  شرایط کنترل، روز

 

های زیرواحد کوچک در ژنوم هسته و نکته جالب آن است که ژن

شود های زیرواحد بزرگ روبیسکو در کلروپلاست بیان میژن

(Patel and Berry 2008 )ها و شاید شدیدتر بودن کاهش و

ها در زیرواحد بزرگ از نظر مقیاس نسبت به زیرواحد افزایش

های که در بخشهمین علت باشد ولی با وجود آن کوچک به

ها طی تنش توان گفت که بیان آنشوند، اما میمختلفی بیان می

(. Hahn and Walbot 1989)سرما هنوز وابسته به یکدیگر است 

 RNAاز طریق خاموش کردن بیان زیرواحد کوچک روبیسکو 

شود آنتی سنس سبب مهار تجمع زیرواحد بزرگ آن نیز می

(Cohen et al. 2005 .)های مختلف بررسی بیان زیرواحد بنابراین

های سلولی تواند در جهت درک بهتر پاسخپروتئین روبیسکو می

 .به تنش مفید باشد

که در ژنوتیپ متحمل در روز اول  مشاهده شد 6با توجه به شکل 

 a/bتنش سرما میزان بیان ژن پروتئین اتصالی به کلروفیل 

داری نسبت به کنترل افزایش یافت و در روز صورت معنی به

که میزان آن به  طوری ششم میزان بیان این ژن کاهش نشان داد به

در ژنوتیپ حساس میزان بیان ژن . شرایط کنترل نزدیک شد

دار و  تحت تنش کاهش معنی a/bتصالی به کلروفیل پروتئین ا

پروتئینی است  a/bپروتئین اتصالی به کلروفیل . مداوم نشان داد

که به شدت به فتوسنتز و زیرواحد کوچک و بزرگ روبیسکو 

که با مهار فتوسنتز تحت تنش سرما بیان ژن طوریوابسته است به

بنابراین با  (.Strand et al. 1997)شود میاین پروتئین نیز مهار 

دار میزان فتوسنتز و بیان ژن پروتئین اتصالی  توجه به ارتباط معنی

رسد که این مساله سبب تغییر هماهنگ  نظر می ، بهa/bبه کلروفیل 

های روبیسکو میزان بیان این ژن با الگوهای تغییر زیرواحد

 . شود می

 گیری کلی نتیجه

تحمل به سرما در دو  های بررسی برخی شاخصاین پژوهش با 

های متابولیکی  ژنوتیپ متحمل و حساس نشان داد که سازگاری

های دخیل در فتوسنتز ممکن است به سازگاری  سلول در بخش

بررسی شاخص خسارت . به تنش سرما در نخود زراعی بیانجامد

نشان داد که دو ژنوتیپ نخود درجه تحمل به سرمای متفاوتی 

های متابولیکی متفاوت دلیل پاسخ یز بهدارند و بخشی از این تما

تواند غیرمستقیم در تسریع تحمل  در سطح فتوسنتزی است که می

گیری در  کار لازم جهت به ATPبه تنش سرما از طریق تولید 

بنابراین تحت تنش . بیوسنتز ترکیبات دفاعی سلول شرکت کند

کی در های متابولیسرما اولویت سلولی نخود، تنظیم تولید فرآورده

جهت تعدیل خسارت و هموستازی و پس از آن از سرگیری 

های دیگر سلولی در فاز بهبودی است که وابسته به بقاء  فعالیت

در تنش شدید . باشدسلول در چنین رویارویی با تنش سرما می

دلیل کارایی کم انتقال الکترون و جهت جلوگیری از تجمع  به

ROS اما باتوجه به کاهش میزان  یابدمیزان فتوسنتز نیز کاهش می

H2O2 توانند پس از در روز ششم تنش به نظر گیاهان متحمل می
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که  انجام دهند در حالی تررا سریع بازیابیدوره تنش، وضعیت 

از بین  های سلولی احتمالاًدلیل شدت خسارت ژنوتیپ حساس به

های دو زیرواحد کوچک و تاثیر مثبت بیان ژن. خواهند رفت

های درگیر در تحمل به سرما و  سکو و شاخصبزرگ روبی

سبب ( PEPC)فتوسنتز مانند فسفوانول پیروات کربوکسیلاز 

افزایش تحمل به تنش در گیاه شده و به بالا بردن عملکرد و 
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