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 در دو ژنوتيپ متحمل C 4˚مولکولی به تنش سرما -های فيزيولوژيکی ی پاسخبرخ ،اين آزمايش در

(Sel96Th11439) و حساس (ILC533 )نخود زراعی (Cicer arietinum L. )پنج  تحت تيمار

 سرمانتايج نشان داد تحت تنش . بررسی شد( TiO2)اکسيد  نانوذره تيتانيوم دی گرم بر ليترميلی

-طور معنیگياهان حساس در مقايسه با گياهان متحمل به در( H2O2) محتوای پراکسيد هيدروژن

شده به  H2O2 داری در محتوای باعث کاهش معنی  TiO2نانوذرات .داری افزايش يافت

های حساس نشان  تری در مقايسه با ژنوتيپ پايين  H2O2های متحمل محتوای که ژنوتيپ طوری

منظور محافظت از تنش سرما در بات پراکسيداز بهاين کاهش اغلب با افزايش آنزيم آسکور. دادند

در   TiO2ژنوتيپ متحمل در مقايسه با ژنوتيپ حساس و همچنين در گياهان تيمارشده با نانوذرات

مقايسه با گياهان شاهد همراه بود که بيانگر افزايش درجه تحمل به سرما در اثر حفاظت از سلول 

بيان نسبی  ميزان TiO2 نانوذرات تيمار شده باگياهان در .های اکسيژن فعال بود در برابر گونه

نيز  66-چاپرونين کمپلکس بازآرايی کروماتين و ATPaseهای آسکوربات پراکسيداز، زنجيره  ژن

در مقايسه با گياهان شاهد افزايش نشان داد و اين افزايش در ژنوتيپ متحمل در مقايسه با ژنوتيپ 

،  TiO2تحمل نخود به تنش سرما پس از استفاده از نانوذرات  بنابراين پاسخ .بود ترمحسوسحساس 

های  های فعال در حذف گونه کننده سطح رونويسی و حفاظتی و ژن های تنظيم با افزايش بيان ژن

اکسيژن فعال همراه بوده و به توانايی گياه نخود برای بقا و يا بهبود خسارت سلولی آن طی تنش 

 .خواهد شدمنجر به پايداری عملکرد تحت شرايط مزرعه  کند و احتمالاً سرما کمک می
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 Cicer) وری گیاهان، از جمله گیاه نخودو بهره ، نمورشد

arietinum L.)  درکشت پاییزه یا زمستانه تحت تاثیر تنش سرما

 بنابراین اصلاح برای تحمل به تنش سرما یکی از .شود محدود می

های مهم در سازگاری، بهبود تولید و عملکرد گیاه نخود  گزینه

های  تنش سرما مانند دیگر تنش(. Heidarvand et al. 2011)است 

 1های اکسیژن فعال از حد گونه زنده و غیر زنده با تولید بیش

ROS) ) ها،  از جمله تخریب پروتئین های شدید آسیبباعث

 های اسید نوکلئیک ها و شکستن مولکول شدن آنزیم دناتوره

(DNA  وRNA )یکی از . شود های گیاهی می در سلول

 های پاسخ بهبود برای تحمل به سرما اصلاح دهای مهم دررویکر

به تنش سرما، بدون ایجاد تغییرات  گیاه فیزیولوژیک و بیوشیمیایی

با توجه به خواص منحصر به فرد نانوذرات تیتانیوم  .ژنتیکی است

 در کاربردترین دارای بیشاین نانوذره  ،(TiO2)اکسید  دی

، محصولات د آفتابهای ض کرممحصولات مختلف از جمله 

های معینی از کشاورزی می باشند  غذایی، دارویی و در بخش

(Castiglione et al. 2014 .)های پیشین نشان داده که  پژوهش

های پایین در گیاه نخود طی  در غلظت TiO2استفاده از نانوذرات 

خاصی بوده  رسانیپیاممسیرهای  کننده تحریکتنش سرما، احتمالا 

ه تنظیم تغییرات متابولیک در برابر تنش اکسیداتیو که تا حدوی ب

-هم (.Hasanpour et al. 2015) استناشی از سرما منجر شده

سبب تغییر  TiO2 چنین تحقیقات گذشته نشان داده که نانوذرات

متابولیسمی های  کلروفیل و برخی از ویژگی در وزن خشک، سنتز

القای  با رات غالباًاین تغیی. استشده موجودات فتوسنتز کنندهدر 

 خسارتهای  های دفاعی و کاهش قابل توجه در شاخص سامانه

بر (. Feizi et al. 2012; Singh etal. 2012)همراه بوده است 

ها پتانسیل بالایی برای توسعه دامنه استفاده از  اساس این یافته

های فیزیولوژیک و بیوشیمیایی  در بهبود ویژگی TiO2نانوذرات 

 (NPS) ذرات با این وجود استفاده از نانو. جود داردمحصولات و

مربوط به  تکنولوژیک تئوریک وهای  راهنمایی نیازمنددر گیاهان 

مربوط به های فیزیولوژیک و مولکولی  خواص نانوذرات و پاسخ

توانند اثرات منفی  زیرا نانوذرات می .در هر گیاه است هااعمال آن

باشند   یک داشتهمتنوعی نیز بر فرایندهای متابول

                                                           
1
 Reactive oxygen species 

(Khodakovskaya et al. 2012 .)از یک سو کاربرد نانوذرات  

TiO2 های دفاعی را در بعضی از موجودات بهبود  فعالیت مکانیسم

ها را ROSبخشد و از سوی دیگر اثراتی منفی مانند تجمع  می

بنابراین این (. Hu et al. 2005; Li et al. 2012)کند  ایجاد می

ت باعث محدودیت کاربرد گسترده اثرات ممکن اس

تحت تنش سرما میزان  .در بخش کشاورزی شود  TiO2نانوذرات

. یابد افزایش می( هاROSدر اثر افزایش )های سلولی  خسارت

ها ، باید نقش آن TiO2نانوذرات برای پشتیبانی از کاربردبنابراین، 

در مطالعات . در طی تنش سرما بیشتر مورد مطالعه قرار بگیرد

آسیب   بر محتوای شاخص  TiO2قبلی برای اولین بار اثر نانوذرات

در طی ( ELI)  و شاخص هدایت الکترولیت (MDA)2 دیدگی

 Mohammadi et)های نخود ارزیابی شد  تنش سرما در ژنوتیپ

al. 2013 .)گرم بر لیترمیلی جپن نتایج نشان داد که غلظت پایین 

اثرات  های نخود وتیپژن در تنش سرمادر طی  TiO2نانوذرات 

و  MDAباعث کاهش محتوای  مضر و نامناسبی نداشته و حتی

ELI شد حضور نانوذرات  تصور می. شود میTiO2 ها در  در سلول

سیگنالی شود انتقال  مسیرهایباعث القای  احتمالاً تنش سرماطی 

تغییرات متابولیک در برابر تنش اکسیداتیو  تنظیمتا حدودی در  که

 های ژنوتیپ دربا این حال، . دننقش دار سرمانش ناشی از ت

گیاه دفاع از که در رشد و  هایی چنین پاسخمطالعه شده در مورد 

 .ر دسترس نیستداطلاعاتی موثرند 

گیاهان برای دستیابی به پاسخ مناسب به تغییرات محیطی بیان 

دهند، فرایندی که توسط زنجیره  ها را تغییر می بسیاری از ژن

ATPase شود گری میمیانجی  مپلکس بازآریی کروماتینک 

(Arnholdt-Schmitt. 2004). ها  شود این آنزیم تصور می

حالت فعال )کننده پیکربندی کروماتین به حالت باز  تنظیم

 بوده( کننده از رونویسی ممانعت)و یا بسته ( رونویسی

(Harikrishnan et al. 2005)  و با استفاده از تجزیهATP  باعث

 .Tsukiyama) شوندمی در موقعیتی خاص DNAییر توپولوژی تغ

های  ها نقش مهمی در تنظیم بیان ژن بنابراین این ژن .(2002

                                                           
2 
Malondialdehyde (MDA) 

3
 Electrolyte leakage index 

4
 Chromatin remodeling complex ATPase chain 
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 Vignali)کنند  های محیطی ایفا می یوکاریوتی خصوصا تحت تنش

et al. 2000.)  

ها نقش  ها با حفاظت از ساختار پروتئین چاپرونین ،در گیاهان

های محیطی  ظ سلامت سلول تحت تنشای در حف کننده تعیین

کلروپلاست اندامکی است که (. Alves et al. 2011) دارند

و در نتیجه بیشترین آسیب پروتئینی در  ROSبیشترین میزان تولید 

(. Hunner et al. 1993)است آن مشاهده شده طی تنش سرما در

تحت تنش سرما جهت کارایی  611بنابراین بیان ژن چاپرونین 

ب آنزیم روبیسکو که نقش مهمی در انجام فتوسنتز و تولید مناس

های  های اولیه و ثانویه در پاسخ به تنش انرژی برای سنتز متابولیت

 .باشد محیطی دارد ضروری می

 فعال اکسیژن هاى گونه های محیطی تولید فراوان تحت تنش

(ROS) عوامل مهم موثر در خسارت گیاهان بوده از یکى (Gill 

and Tuteja 2010) غشایى، ترکیبات وضعیت تغییر که سلول با 

های دیگر به آن  متابولیت بسیاری ازو  ها اکسیدان آنتی ،ها پروتئین

-Cao et al. 2010; Heidarvand and Maali) دهد پاسخ می

Amiri. 2013.) ت پراکسیداز آسکوربا(APX)2 مهم در  آنزیمی

است  مخرب سلولی هاى ROSاز یکى عنوان به H2O2 با مقابله

(Kazemi-Shahandashti et al. 2013; Kang and Saltveit. 

سرما  تنش ژن تحت بیان نسبی این و فعالیت تغییر در. (2002

های دفاعی گیاه در  نه القا سامانهتواند اطلاعات مفیدی در زمی می

 .سطح رونویسی و ترجمه ارائه کند

های خسارت سلولی مانند  هدف از این پژوهش، مطالعه شاخص

بیان و  APX، فعالیت و بیان نسبی ژن (H2O2)پراکسید هیدروژن 

و  Chromatin Remodeling Complex-ATPaseهای   نسبی ژن

Chapronin-60  ژنوتیپ )ژنوتیپ نخود تحت تنش سرما در دو

تیمار شده ( ILC533و ژنوتیپ حساس  Sel94Th11439متحمل 

  .است TiO2ذرات  نانوبا 

 Sel96Th11439 ینخود کابل یپاز دو ژنوت ،در این پژوهش

سسه موکه از ( حساس به سرما) ILC533و ( متحمل به سرما)

                                                           
1
 Chaperonin-60 

2
 Ascorbate peroxidase 

شده  یه ته( شرقی نآذربایجا مراغه،)کشاورزی دیم ایران  یقاتتحق

ده درصد به مدت با هیپوکلریت سدیم  بذور. ، استفاده شدبودند

مقطر بر روی شده و پس از شستشو با آب یده دقیقه ضدعفون

لیتر  میلی 11که با دیش با رطوبت لازم  کاغذ صافی در پتری

تیمار شده  گرم بر لیترپنج میلی غلظتبا  TiO2  نانوذرات محلول

 C˚در شرایط بدون نور و دمای ها یشد یپتر. رفتقرار گ بودند،

ها  ، گیاهچهیزن قرار گرفتند و پس از جوانهساعت  22به مدت   2

 دلیل به خاك به گیاهان غیرمستقیم انتقال. یافتها انتقال  به گلدان

 آزمایش تیمارهای دقیق اجرای و ها آن یکنواخت شدن سبز اهمیت

گروه زراعت و  یشگاهرشد آزما  قکها در اتا گلدان .بود هانمونه در

مترمربع بر میکرومول بر  211با نور  اصلاح نباتات دانشگاه تهران

 ساعت شب و دمای 1ساعت روز و  16 ینور یطو شرا ثانیه

˚C2   نانو یپاش محلول. درصد قرار داده شد 25و رطوبت نسبی-

 ینو شانزدهم یندر دوازدهم یصورت اسپر ها به یاهچهگذره به 

. اتاقک رشد انجام شد یطدر شرا( شاخه پنجگیاهچه دارای )ز رو

. پاشی شدند مقطر محلولهمچنین گیاهان شاهد هر تیمار با آب

از  شده یهته)از شرکت پاك فن گستر تهران  TiO2نانوذره پودر 

با استفاده از  ها یبررس. شد یهته( سنگاپور Nanoyoگروه 

 نشان دادSEM (Scanning electron microscope )سکوپ یکروم

 یاتخصوص یبررس ینچنهم. بود نانومتر 2-1 که اندازه نانوذره 

XRD (X-ray diffraction )با استفاده از  TiO2نانوذره  یستالیکر

شت ها وجود دا در آن( Anatase)نشان داد که تنها فرم آناتاز 

(Mohammadi et al. 2013) . درصد 99خلوص این پودر بیش از 

در آب دوبار  TiO2نانوذره  گرم بر لیترپنج میلی پانسیونسوس. بود

  kHz  1،W)دقیقه اولتراسونیکیشن  21-1 تقطیر شده از طریق 

به تنش سرما، در  یاهیگ یها پاسخ یجهت بررس. تهیه شد( 121

که  پاشی شده و شاهد ی محلولها یاهچهگ یکمو  یستروز ب

 5-1با طول شاخه  پنجمتر طول و حداقل  سانتی 21دارای 

آروین تجهیز، )  C˚ مایبه اتاقک رشد با دمتر بودند،  سانتی

  2) در روز اول یریگ منتقل شدند و نمونه( اصفهان، ایران

 یها پاسخ یجهت بررس)پس از شروع تنش سرما  (ساعت

 یجهت بررس)و روز ششم پس از شروع تنش ( یاهزودهنگام گ

 .انجام شد گیاهاز هر دو گروه  (یاهگ یرهنگامد یها پاسخ

انجام نیز   C 2˚یها در اتاقک رشد با دما یاهچهگگیری از  نمونه

  هامواد و روش
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 یماردر سه نوع ت TiO2پژوهش اثر نانوذره  یندر ا ینبنابرا .گرفت

و روز ششم    C˚شامل گیاهان کنترل، روز اول تنش سرما)دمایی 

و  (Sel96Th11439) متحمل یپو در دو ژنوت(   C˚تنش سرما

نخود ( شده و کنترل    یاسپر یها در نمونه)( ILC533) حساس

آزمایش صورت بهدر سه تکرار نمونه  12مجموع  و درکابلی 

قرار  یبررس موردتصادفی  کاملاً پایه طرح در قالب فاکتوریل

 .گرفت

Tris-Hcl (pH 1/2 )استخراج آنزیم محلول هر نمونه با استفاده از 

گرم از  5/1 از( بافر استخراج)درصد گلیسرول  11حاوی 

. های تحت شرایط آزمایش انجام شد های برگی گیاهچه نمونه

سنجش میزان پروتئین محلول استخراج شده با کمک منحنی 

های معین و سپس دریافت روابط  استاندارد و تعیین غلظت

 شدانجام   رگرسیونی و انطباق با میزان جذب با روش بردفورد

(Bradford.1976 .)زیم آسکوربات پراکسیداز با میزان فعالیت آن

محیط  .سنجش شد C˚25در دمای ( et al. 2003 Ranieri) روش

میکرولیتر  511میکرولیتر عصاره آنزیمی،  111واکنش حاوی

EDTA 1/1  ،5/1میکرولیتر بافر فسفات پتاسیم  1511مولار 

 1 میکرولیتر پراکسید هیدروژن  11  و (pH 1/2)مولار  میلی

عالیت آنزیمی بر اساس میکرومول آسکوربات میزان ف. درصد بود

گرم پروتئین با استفاده از دستگاه  یافته در دقیقه در میلی اکسایش

 . شد گیری اندازه nm291 اسپکتروفوتومتر در طول موج 

 (H2O2)استخراج و سنجش فعالیت پراکسید هیدروژن منظور به

چینی به گرم نمونه تازه گیاهی با نیتروژن مایع در هاون  5/1 

لیتری انتقال  میلی 15پودر تهیه شده به فالکون . پودر تبدیل شد

کلرواستیک اسید یک درصد  لیتر محلول تری میلی 5یافت و سپس 

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

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

با سرعت   ˚Cدقیقه و در دمای  15ت نمونه یکنواخت شده به مد

× g 12111 لیتر از مایع رویی به  میلی 5/1سپس . سانتریفوژ شد

لیتر محلول یک مولار یدید  یک تیوب جدید حاوی یک میلی

مولار افزوده شد و  میلی 11لیتر بافر فسفات  میلی 5/1 و پتاسیم

در محیط تاریک برای  بکردن تیووارونه پس از چندبار 

خت نمودن محتوای آن، مقدار جذب هر نمونه در طول یکنوا

                                                           
1
 Bradford 

. (Loreto and Velikova 2001) گیری شد اندازه nm   91موج

فرژن پویش، ) 2کل سلولی توسط روش بایازول  RNAاستخراج

های بافت برگی خرده شده به  گرم نمونه میلی 11از ( تهران، ایران

کیفیت  .کمک ازت مایع در هاون چینی استریل انجام گرفت

RNA یک  آگارز استخراج شده توسط الکتروفورز روی ژل

بر  28Sو   18Sریبوزومی RNAتشکیل دو باند . درصد تعیین شد

برای . تخلیص شده را تایید کرد RNAکیفیت بالای  ،روی ژل

از دستگاه نانودراپ در طول  RNAبررسی کمی میزان غلظت 

خراج شده با است RNAدر مرحله بعد . استفاده شد nm261موج 

 .شد براساس روش پیشنهادی شرکت فرمنتاز تیمار DNaseІآنزیم 

آنزیم ( u)، یک میکرولیتر بافر، یک واحد RNAدو میکروگرم 

DNaseІ  واحد  11و(u) آنزیم  RNase inhibitor مخلوط و با ،

میکرولیتر رسانده شد و  11حجم محلول به   DEPCافزودن آب

سپس یک . قرار گرفتند C  2˚دقیقه دردمای 1 به مدت 

دقیقه در  11شد و به مدت  ها اضافه  به تیوب  EDTAمیکرولیتر

داری  نگه -C 11˚ها در دمای تیوب. شدند داده  قرار C 65˚دمای

با کمک آغازگر  DNaseتیمار شده با  RNAلیتر میکرو پنج. شدند

مخلوط شد و ( نوکلئوتید 11-21( )پیکومول 1)  تی الیگو دی

میکرولیتر رسانده  11به  DEPCلول با استفاده از آب حجم مح

قرار گرفت و  C 21˚دقیقه در دمای 5این مخلوط به مدت . شد

 2میکرولیتر بافر واکنش و   سپس . پس از آن روی یخ سرد شد

میکرومول و  11با غلظت   اکسی نوکلئوتری فسفات میکرولیتر دی

اضافه و حجم به هر تیوب  RNase inhibitorواحد آنزیم  21

 5میکرولیتر رسانده شد و به مدت  19به  DEPCمحلول با آب 

( u)واحد  211 ،بعد از آن. قرار داده شد C 2˚دقیقه در دمای 

به این محلول افزوده شده و پس از  RevertAid M-Mulvآنزیم 

. شد قرار داده C  2˚مخلوط کردن به مدت یک ساعت در دمای

دقیقه در  11ها به مدت  نش، تیوبسپس برای غیرفعال کردن واک

از روش  cDNAمنظور تایید سنتز  به. قرار گرفتند C21˚دمای 

پس از )ساخته شده  cDNA بر روی (Actin1) دار تکثیر ژن خانه

نانوگرم  211سنتز شده به  cDNAسازی و رساندن غلظت  رقیق

و الکتروفورز آن برروی ژل یک   PCRتوسط ( بر میکرولیتر

                                                           
2
 Biozol 

3
 Oligo dt 

4
 Deoxynucleothriphosphate 
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ز استفاده شد که اندازه باند مشاهده شده با اندازه ژن درصد آگار

نانوگرم  5 12سنتز شده  cDNAغلظت . دار مطابقت داشت خانه

های آسکوربات  طراحی آغازگر برای ژن. لیتر بودبر میکرو

و  (Crc) ، کمپلکس بازآرایی کروماتین(APX) پراکسیداز

تحت تیمار ها در گیاه نخود آن ESTکه ( Cpn-60) 61-چاپرونین

گروه زراعت ژنومیکس  یشگاهآزماو تنش سرما در  TiO2نانوذره 

 cDNA-AFLPبه روش  و اصلاح نباتات دانشگاه تهران

دار  چنین ژن خانهو هم( Amini et al. 2017)جداسازی شده 

Actin-1 افزار  با استفاده از نرمPrimer3 1 در جدول. انجام گرفت 

ه شده یدار ارا صی و ژن خانههای اختصا ژن هایتوالی آغازگر

میکرولیتر کیت حاوی رنگ  11مخلوط واکنش شامل . است 

میکرولیتر آب مقطر استریل، یک   ، Evagreenفلورسنت 

میکرولیتر از هر یک از آغازگرهای اختصاصی پیشرو و پسرو با 

ساخته شده  cDNAمیکرولیتر نمونه  5 میکرومول و 11غلظت 

کرار بیولوژیک و سه تکرار تکنیکی برای هر واکنش دو ت. بود

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

 دوای پلیمراز به صورت  منتقل شد و واکنش زنجیره iQ5دستگاه 

ثانیه در  11های  تکرار با چرخه 5 و   C9˚دقیقه در دمای 

 11و( آغازگر اتصال دمای) C61˚ثانیه در دمای  C 95 ،11˚دمای

 ΔΔCT 2–ها با روش بیان نسبی ژن. انجام شد C22˚ثانیه در دمای 

با گیاهان کنترل زمان خودش مقایسه  هاکلیه تیمار .محاسبه شد

 افزار  ها از نرم جهت تجزیه داده. شد
REST استفاده شد (Pfaffl 

et al. 2002.) 

 

-معنی هاینتایج حاصل از تجزیه واریانس نشان داد که تفاوت

از نظر  TiO2داری بین تیمارهای آزمایشی تحت اثر نانوذرات 

صفات مورد بررسی وجود داشت که دلالت بر وجود تنوع 

ها تحت ها و نیز واکنش متفاوت ژنوتیپژنتیکی در بین ژنوتیپ

سازوکار تحمل گیاهان تحت تیمار با . تیمارهای دمایی داشت

با این وجود امروزه تنظیم اکنون ناشناخته مانده ت TiO2نانوذرات 

تواند  می احتمالاً( H2O2در این مطالعه محتوای ) ROSمیزان 

های تحمل به تنش سرما را در گیاه نخود  برخی از مکانیسم

 .مشخص کند

                                                           
1
 Relative expression software tool 

 

 
  (qPCR) واقعی زمان در پلیمراز یرهایجزن واکنش در شده استفاده آغازگر های توالی -1جدول

Amplicon 

length (bp) 

 Tm 

(˚C) 

Sequence (5ʹ→3ʹ) Protein Gene Accession 

number 

156 60 F: ATGGCATGATGCTGGTACTTA 

R:GTCTTTGATTGGCTGGAGAAGT 
Ascorbate peroxidase Ca.APX XM_004502430 

159 61 F:GAATGGTGAATGGGAGGTTG 

R: TCAACCACAATGGCCTGTGTGG  

Chaperonin-60 Ca.cpn-60 XM_004505990 

157 62 F: CCCTCATTCGGCTTGTAGAG 

R: AACTGCTTCCGCTTCTTCAG 
Chromatin remodeling 

complex ATPase 
Ca.CrcATPase XM_004508250 

189 62 F: CTACGAATTGCCTGATGGAC 

R: CCTCCTGAAAGGACGATGTT 
Actin 1 CaActin 1 EU529707.1 

 
و ( گرم در دقیقه پروتئین میکرومول آسکوربات اکسیدشده بر میلی) APXمیزان فعالیت : سیبهای آ ای دانکن برای مقایسه شاخص نتایج آزمون چند دامنه -2جدول 

 (تر میکرومول برگرم وزن( )H2O2)محتوای هیدروژن پراکساید 

 پارامتر
2  ˚C 1 روز پس از تنش سرما روز پس از تنش سرما 6   

 TiO2تیمار با  شاهد TiO2تیمار با  شاهد TiO2تیمار با  شاهد

 Sel11439 

APX 61/ 1  ± 21/1 bcd 62/   ± 12/1 bc  9/2  ±  1/1 e 11/25  ± 2/1 de 66/29  ± 1 /1 cde 69/ 2  ± 21/6 a 

H2O2   /2  ± 29/5 b  5/61  ± 2 / c 21/15  ± 11/2 b 1 /62  ± 25/1 bc 96/21  ±  2/1 bc 91/ 2  ± 9 /6 d 

 ILC533 
APX 56/ 6  ±  1/ b   /25  ± 11/1 de 65/22  ± 12/2 cde 92/22  ± 52/2 cde 26/29 ± 21/1 cde 66/ 2  ± 29/1 bc 

H2O2 11/11  ± 65/6 bc 29/12  ± 92/ bc  5/111  ± 1 /11 a 11/15  ± 51/1 b 21/119  ± 1 /1 a 11/99  ± 25/2 b 

 .ای دانکن است دار بر اساس آزمون چند دامنه دهنده تفاوت معنی حروف مختلف نشان

  نتایج و بحث
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تواند نشان دهنده درجه آسیب ایجاد  می  H2O2همچنین میزان 

 ;Prasad et al. 1994)شده توسط تنش سرما نیز باشد 

Heidarvand and Maali-Amiri. 2011.)  در دمای°
C2  تجمع ،

H2O2 تیمارشده با  تنها در گیاهان متحمل داری به طور معنی

 5/12) در مقایسه با گیاهان شاهد کاهش یافت TiO2نانوذرات 

در روز ششم تنش سرما گیاهان متحمل تیمارشده با . (درصد

با  مقایسهدر  H2O2داری در محتوای  کاهش معنی  TiO2نانوذرات

°دمای 
C2   که در  درحالی( درصد  2تقریب  به)نشان دادند

(. 2جدول )داری نداشت  تغییر معنی H2O2شاهد محتوای  گیاهان

 در گیاهان حساس تیمار شده با H2O2در همین شرایط محتوای 

°، در مقایسه با دمای TiO2نانوذرات 
C2   تغییری نکرده در

یافت ( درصد 1 تقریب  به)در گیاهان شاهد افزایش که  حالی

در  H2O2ای بر محتو TiO2 نانوذرات ترین اثربیش(. 2جدول )

 میزانبه  H2O2طوری که محتوای بهمشاهده شد  ژنوتیپ متحمل

°دمای  شاهد درگیاهان  کمتری نسبت به
C2  (2جدول ) رسید. 

تنها مانع از افزایش  TiO2 نانوذرات ،بنابراین تحت تنش سرما

مطالعه نتایج این نتایج با  .در ژنوتیپ حساس شد H2O2محتوای 

 تیمار شدهدر گیاهان نشان داده اسفناج که گیاه  انجام شده بر روی

یابد، مطابقت دارد  کاهش می  ROSمیزان تجمع TiO2 نانوذرات با

(Lei et al. 2008 .) نتایج تجزیه میزانH2O2  داد که درجه  نشان

تواند وابسته به نوع ژنوتیپ در شرایط  می TiO2 نانوذرات پاسخ به

ظرفیت ژنتیکی دمای طبیعی و تنش سرما متفاوت باشد که 

. دهد پلاسم نخود را در پاسخ به شرایط محیطی نشان می ژرم

شاخص خسارت سلولی از یک طرف ممکن بنابراین بررسی 

 نانوذرات بخش در ارزیابی اثرات عنوان نشانگری آگاهیاست به

TiO2 های گیاهی مفید باشد و از طرف دیگر نشان  در سلول

نه تنها سبب القا  (mg/L5 ) های پایین نانوذره دهد که غلظت می

ها، از خسارت ROSتنش اکسیداتیو نشده بلکه با کاهش میزان 

 .کند سلولی جلوگیری می

 تاثیرسلولی تحت  اکسیدان آنتی افزایش فعالیت موارد بسیارى در

 دهدرخ میها در سلول ROSهای محیطی که جهت حذف  تنش

-Kazemi) افتد اتفاق می های آن ژن رونوشت تجمع پى در

Shahandashti et al. 2013). موضوع میزان  این مطالعه منظوربه

 نتایج. بررسی شد (APX) پراکسیداز آسکوربات نسبی ژن بیان

بیان این نشان داد که تحت تنش سرما  APXبررسی بیان نسبی ژن 

ژن در ژنوتیپ حساس، کاهش و در ژنوتیپ متحمل افزایش 

نانوذرات ن تیمار شده با که این افزایش در گیاها طوری ،یافت

TiO2  در پاسخ به تنش اکسیداتیو القا  (.1شکل )چشمگیر بود

اکسیدان شامل  های آنتی کننده آنزیم های رمز شده توسط سرما، ژن

APX ،SOD ،CAT ،GPX  وPPO با حذفROS  ها در

 Kazemi-Shahandashti)کنند  هوموستازی سلول ایفای نقش می

et al. 2013 .)یزان رونوشت ژن افزایش مAPX  نشان دهنده این

تنش سرما ( H2O2نتایج )های سلولی  است که گیاهان از آسیب

نانوذرات جلوگیری کرده و تحت این شرایط گیاهان تیمارشده با 

TiO2نکته جالب . دهند ثرتری چنین فعالیتی را انجام میؤطور م، به

بیان  آن است که در ژنوتیپ متحمل تحت تنش و تیمار نانوذره

و هم در پاسخ دیر ( برابر 1/6 تا)هنگام  هم در پاسخ زود APXژن 

°دمای داری در مقایسه با  افزایش معنی( برابر 5/1تا )هنگام 
C2  

در فعالیت سیستم  TiO2نشان داد که بیانگر نقش القایی نانوذره 

جهت تایید نتایج رونوشت  (.1شکل )باشد  اکسیدانی گیاه می آنتی

نیز تحت تیمارهای آزمایشی  APXلیت آنزیم ، فعاAPXژن 

در ژنوتیپ  APXتحت تنش سرما فعالیت آنزیم . بررسی شد

( درصد 22تقریب  به)  C2°متحمل هم در مقایسه با شرایط دمای 

افزایش ( درصد 1 تقریب  به)و هم در مقایسه با ژنوتیپ حساس 

وذره در داری داشت و این افزایش در گیاهان تیمار شده با نان معنی

 (.1شکل )گیاهان شاهد چشمگیر بود  مقایسه با

شده  در ژنوتیپ متحمل تیمار APXبالاترین میزان فعالیت آنزیم 

با نانوذره شش روز پس از تنش سرما مشاهده شد، همان شرایطی 

. (2جدول ) که میزان خسارت سلولی به کمترین میزان خود رسید

ن نتایجی حتی با مشاهده میزان فعالیت این آنزیم در گیاهان چنی

متحمل تیمارشده با نانوذره در مقایسه با گیاهان شاهد قابل انتظار 

 در ژنوتیپ APX ژن رونوشت و فعالیت بنابراین افزایش. بود

تحریک فعالیت  بیانگر داد، نشان سرما به بیشترى تحمل که متحمل

 از رونویسی در راستاى ژنوم در سطح رونویسی و پس

 موازات بروز تر به پایین دماهاى با رویارویى براى گیاه سازى آماده

 . باشد خسارت می کمترین
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  Sel96Th11439های متحمل ژنوتیپ در Cpn-60 61-چاپرونینو  (Crc) کمپلکس بازآرایی کروماتین، (APX) های آسکوربات پراکسیداز الگوی بیان ژن -1شکل 

نخود تحت تیمارهای دمایی آزمایش ( ستون خاکستری) TiO2 و گیاهان تیمارشده با نانوذرات( ستون سیاه)گیاهان کنترل ( ب، د، و) ILC533و حساس ( الف، ج، ه)

 (. C°)، روز اول و روز ششم تنش سرما (C°23)شامل شرایط کنترل 

 

و میزان APX بین آنزیم های هماهنگ  لیتچنین نتایجی بیانگر فعا

در گیاه نخود مخصوصا تحت اثر تیمار  APXرونویسی ژن 

طور متمایزی درجه تواند به باشد و می نیز می TiO2نانوذرات 

های متحمل و حساس نشان  تحمل به تنش سرما را در ژنوتیپ

 .دهد

های ژنی را با  های قبلی نیز سنتز هماهنگ رونوشت گزارش

های محیطی در گیاهان متفاوت نشان  تحت تنش APXیت فعال

 .Cook et al. 2004; Yong et al. 2008; Zheng et al)دهند  می

2008; Kazemi-Shahandashti et al. 2013.) 

رسد که نوسانات در فراوانی رونوشت ژن همراه با  نظر میبه

 در .مرتبط باشد ROSفعالیت آنزیمی آن با تغییرات میزان 
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 الگوی تغییر جدید، محیطی شرایط تحت سلولی ریزی مجدد امهبرن

 وسیله به که بوده گیاهان فرد به منحصر ها ویژگیرونوشت ژن

آرایش مجدد  .شود می القا ژنتیکی های ژنتیکی و اپی کننده تنظیم

تغییری دینامیک در (  ATPوابسته و غیر وابسته به)کروماتین 

 های تنظیمی ماشین ئینمعماری کروماتین است که به پروت

که بیان  طوری ژنومی را داده به DNAرونویسی اجازه دسترسی به 

در روز اول تنش سرما . (Yang et al. 2015)کند  ژن را تنظیم می

در هر دو ژنوتیپ در  بیان ژن کمپلکس بازآرایی کروماتین

در مقایسه با دمای   TiO2راتذنانوتیمارهای شاهد و تیمار شده با 

که این افزایش در  طوری به ،افزایش یافت برابر 2/1تا  یمعمول

این  .(1شکل )تر بود بیش TiO2گیاهان تیمارشده با نانوذرات 

عنوان رویکرد  ها به دهد که تغییر فعالیت ژن افزایش بیان نشان می

اساسی و پایه در مقابله با اثرات نامطلوب تنش مطرح شده و یکی 

شود که در  فاعی گیاه تلقی میهای تقویت قدرت دکاراز راه

های سلولی در روز ششم  نهایت منجر به کاهش میزان خسارت

گیاهان تیمارشده با  تنش سرما در گیاهان متحمل مخصوصاً

در روز ششم تنش سرما چنین  ،با این وجود. شود نانوذره می

که میزان  یطور پاسخی در میزان رونوشت این ژن مشاهده نشد به

نقش این  دلیلبه(. 1شکل )کاهش یافت  برابر 5/6ا ت بیان این ژن

ها از  ها و جدا شدن هیستون ژن در تغییر موقعیت نوکلئوزوم

DNA های ها که با همکاری ژن و یا تسهیل تبادل هیستون

، تغییر بیان آن (Harikrishnan et al. 2005)شود متعددی انجام می

تحت تنش سرما  های اولیه گیاه نخود احتمالا بخشی از  پاسخ

تواند  ها می محسوب شده که بر حسب ظرفیت ژنتیکی ژنوتیپ

متنوع در ( ها تایید شده با میزان خسارت)باعث تغییرات فنوتیپی 

در شرایط تنش، رشد طبیعی تحقیقات نشان داده که . گیاه شود

 AtCHR12ژن  هاگیاهان تراریخته آرابیدوپسیس که در آن

هایی که ژن  ، اما در تراریختهشودمیکاهش دچار  1شده تشدید

AtCHR12 رشد گیاه در شرایط تنش کمتر تحت 2شده حذف ،

چنین تغییراتی سهم  (.et al. 2007 Mlynarova)گیرد  تاثیر قرار می

ها  ریزی مجدد بیان ژن ای در سازگاری به سرما در اثر برنامه عمده

مصرف  جویی در کند زیرا با صرفه و هوموستازی سلولی ایفا می

                                                           
1
 Overexpression 

2
 Knock out 

 .Amini et al)های دفاعی تولید خواهند شد  انرژی، متابولیت

2017.) 

بیان نسبی چاپرون  ،نتایج نشان داد که در ژنوتیپ متحمل

در روز اول تنش سرما در مقایسه  Ca. chaperonin-60 مولکولی

این توالی (. 1شکل )افزایش یافت  برابر 1/11تا  با دمای معمولی

متصل شونده به زیر واحد  61فا چاپرونین رمزکننده زیرواحد آل

این خانواده  محصول. بزرگ روبیسکو در گیاه نخود است

های   ناپذیر پروتئینپروتئینی، در ممانعت از تجمع برگشت

با مصرف و تنش ایفای نقش کرده و  غیرطبیعی در شرایط طبیعی

ATP روبیسکو نقش دارد  های واحد متصل کردن زیر در

(Timperio et al. 2008.) های  مطالعات نشان داده که محصول ژن

به ها نقش دارند  در گیاهان در تنظیم متابولیسم پروتئین چاپرونین

اولین گروه از  عنوان بهکه محصولات این خانواده ژنی  طوری

اند  شده به تغییرات دمایی شناسایی دهنده پاسخهای  پروتئین

((Kotak et al. 2007. ین ژن در روز ششم در کاهش بیان نسبی  ا

تواند در اثر خسارت  می( برابر کاهش  /9تا )ژنوتیپ متحمل 

تنش سرما یا در اثر سازگاری به سرما و عدم نیاز به القای بیان 

  H2O2دار میزان با توجه به کاهش معنی. (1شکل )این ژن باشد 

 نانوذرات گیاهان تیمارشده با در روز ششم تنش سرما مخصوصاً

TiO2  هش کا اکسیدان های آنتی همراه با افزایش بیان آنزیم که

ها با حفاظت از  بنابراین چاپرونین. شود فرضیه دوم تایید می یافته

ای در تحمل به تنش از طریق  ها نقش تعیین کننده ساختار پروتئین

افزایش ظرفیت فتوسنتزی دارند زیرا فعالیت فتوسنتزی با 

های اولیه و ثانویه موثر در  ولیتتواند در تولید متاب می ATPتولید

تنش سرما شرکت کرده و درنهایت به افزایش درجه تحمل 

هایی که در اثر ضعف سیستم فتوسنتزی در گیاه  بیانجامد، مکانیسم

 .(1شکل ) شود حساس مشاهده نمی

نه تنها ممکن  TiO2 نانوذراتدهد که  نتایج این پژوهش نشان می

که گیاهان در  ، بلکه زمانیشوند است توسط گیاه نخود جذب 

  گیرند القا کننده اثرات مثبت بر سلول معرض تنش سرما قرار می

های بین TiO2 ،ROSتحت تنش سرما، نانوذرات . باشند می

باشند، در  های اکسیداتیو می را که مسئول تنش (H2O2) سلولی

جالب است که این . دهند فرایند سلولی وابسته به زمان کاهش می

های حساس و متحمل  ها اغلب به طور متمایز در ژنوتیپسازوکار
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دهنده وجود ظرفیت ژنتیکی گیاه نخود  فعالیت کرده که نشان

های  فعالیت متمایزالقای . باشد جهت افزایش تحمل سرما می

احتمالا   TiO2نانوذرات تیمارشده بااکسیدانی در گیاهان  آنتی

سرما در گیاه  شده و میزان تحمل به  H2O2باعث کاهش محتوای

که  شود تصور می. نخود حساس و متحمل را افزایش داده است

ها خواستار ایجاد هوموستازی جدید در انرژی و متابولیت  سلول

 از افزایشتوان  این را می. برای سازگاری به تنش سرما باشند

های  کمپلکس بازآرایی کروماتین و فعالیتهای  فعالیت ژن

به شکلی هماهنگ در سطوح  ( APXمانند)اکسیدان  های آنتی آنزیم

به منظور اطمینان از  رونویسی و ترجمه مشاهده کرد، که احتمالاً

توانایی گیاهان برای زنده ماندن یا بهبود در طول تنش سرما ایجاد 

( H2O2)ها با کاهش میزان خسارت سلولی  این پاسخ. شود می

عنوان  های متمایزی ممکن است به چنین پاسخ. همراه بودند

تحت تنش سرما  TiO2 نانوذرات آل در مطالعه اثرات شاخص ایده

 . درنظر گرفته شود

های  برخی از پاسخ یبا القا TiO2نانوذرات نتایج نشان داد که 

سلولی در طول دوره تنش سرما باعث کاهش خسارت سلولی و 

ها که گیاه نخود  این یافته. ارتقای سطح تحمل در گیاه نخود شد

های ، در اثر کاهش میزان خسارتTiO2ه با نانوذرات تیمارشد

ممکن است به توانایی  سلولی تحمل بیشتری به تنش سرما دارد،

کاربرد نجامد و اگیاه نخود برای بقا و یا بهبود آن طی تنش سرما بی

، که منجر در کشاورزی پیشنهاد کند TiO2جدیدی برای نانوذرات 

تحقیقات گذشته نیز نشان . به پایداری عملکرد در مزرعه شود

کلروفیل، تغییر در وزن  سبب سنتز TiO2 که نانوذرات نداداده

متابولیسمی موجودات های  خشک، عملکرد و برخی از ویژگی

های  القای سامانه همراه با شده که این تغییرات غالباً فتوسنتز کننده

بوده است  خسارتهای  دفاعی و کاهش قابل توجه در شاخص

(Feizi et al. 2012; Singh et al. 2012; Mohammadi et al. 

های بهداشتی و زیست  با توجه به چالش ،با این وجود(. 2013

، بر عملکرد و کیفیت نخود TiO2نانوذرات محیطی، اثرات کاربرد 
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