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در گره ریشه ها آمینهای مسیر بیوسنتز پلیارزیابی بیان نسبی ژن

 تحت تنش سرما  Mesorhizobium ciceriنخود تلقیح شده با باکتری
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تحت تاثير تنش سرما ( .Cicer arietinum L)در کشت پاييزه يا بهاره، رشد و عملکرد نخود زراعی 

های دو ژنوتيپ متحمل به گرههای بيوشيميايی و مولکولی  در اين آزمايش پاسخ. يابد کاهش می

 Mesorhizobium یشده با باکتر ماريتنخود ( ILC533)و حساس به سرما  (Sel96th11439)سرما 

ciceri  تحت تنش سرما(˚C4 )بررسی صورت فاکتوريل در قالب طرح کاملا تصادفی با سه تکرار  به

گره  در( H2O2)هيدروژن  پراکسيد خسارت سلولی از جمله  تحت تنش سرما ميزان شاخص. شد

 33تا )داری و در ژنوتيپ حساس افزايش معنی( درصد 33تا )دار ژنوتيپ متحمل کاهش معنی

تحت تنش سرما در گره ژنوتيپ . در روز ششم تنش سرما در مقايسه با شاهد نشان داد( درصد

سبب القاء مسير CaSAMDC و ,CaADC ،CaODC ،CaSPDSهای  متحمل، افزايش بيان ژن

ثرتری در فعاليت اين مسير ؤنقش م CaADCنتايج نشان داد که . شد PAsتجمع  بيوسنتزی و

های مطالعه شده در روز بيشترين افزايش بيان نسبی ژن. داشت CaODCبيوشيميايی در مقايسه با 

و بهبود درجه تحمل به ( H2O2)ششم تنش سرما مشاهده شد که با کاهش شاخص خسارت سلولی 

-نخود سازوکارهای فيزيولوژيکیداد که در گره  اين نتايج نشان . بقت داشتتنش سرما مطا

 وميهای ريزوبسويه کارگيریهبکلی رطوهب. کند مولکولی درجه تحمل به تنش سرما را تعيين می

همزيستی  سرما در اثر  نژادی با هدف بهبود تحمل به تنش در توسعه رويکردهای به تواندیکارآمد م

 .مفيد واقع شود وميريزوب-نخود
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دومین لگوم از نظر  .Cicer arietinum Lنخود زراعی با نام علمی 

این گیاه پس از لوبیا و نخود . باشد سطح زیر کشت در جهان می

 .Karami-Moalem et al) ترین لگوم فصل سرد است فرنگی مهم

 فیبر، 0/1-9پروتئین،  4/10-5/11اه دارای بذر این گی (.2018

 باشد چربی میدرصد  2/1-3/0و ربوهیدرات ک 1/31-1/13

(Derya and Anlarsal 2010).  ،مابین کشورهای تولید کننده نخود

کیلوگرم  211)ترین میزان تولید در واحد سطح ایران حائز پایین

نخود در پایین بودن عملکرد (. FAO 2019)باشد می( در هکتار

دلیل کشت ارقام کم محصول و حساسیت آن به  ایران، غالباً به

رغم وسعت کشت بالای  علی. باشد های محیطی مختلف می تنش

این گیاه، تولید کل در اکثر کشورهای تولید کننده نخود بسیار کم 

و ( تن در هکتار 2)است و یک شکاف عمیق بین پتانسیل تولید 

نخود زراعی با . وجود دارد( کتارتن در ه 9/1)تولید واقعی 

 2/11میلیون هکتار و تولید سالانه بیش از  20/14سطحی بیش از 

میزان تولید (. Merga and Haji 2019)شود میلیون تن کشت می

بوده  میلیون تن 1/1دنیا قرار دارد نخود در ایران که در مقام هفتم 

باشد درصد می 1/5و سهم آن در بین کشورهای تولید کننده 

(FAO 2019) . 

باشد که در ایران و گیاهی حساس به تنش سرما می زراعی نخود

توجه به مشکلات با. شودصورت بهاره کشت میمناطق مدیترانه به

کشت بهاره نخود ازجمله خشکی و کمبود رطوبت آخر فصل، 

کشت پاییزه این محصول باتوجه به بارندگی و وجود رطوبت در 

از طرفی در کشت پاییزه و . رسد نظر میطقی بهپاییز و زمستان من

، گیاه به خوبی (که به کشت انتظاری نیز معروف است)زمستانه 

تر  تواند با دسترسی به آب بهتر، دوره رویشی و زایشی طولانیمی

های رویشی و بهبود میزان  ها از بخش و انتقال بهتر آسیمیلات

ابر افزایش یابد نیتروژن مغذی بازده محصول تا بیش از دو بر

(Berger 2007 .)تواند نه در نتیجه استراتژی تغییر تاریخ کشت می

های انتهای فصل مفید باشد بلکه با استفاده از تنها در برابر تنش

اما . تر بازده تولید را تا چند برابر افزایش دهدفصل رشد طولانی

های نخود زراعی به مشکل عمده در این میان حساسیت ژنوتیپ

که تنش سرما رشد، نمو و عملکرد طوریتنش سرما است، به

با این وجود . دهد نخود را در بسیاری از نواحی ایران کاهش می

های نخود، شناسایی دلیل تنوع ژنتیکی وسیع در ژنوتیپبه

پذیر های متحمل در این گیاه بر اساس مطالعات امکانژنوتیپ

 (.Heidarvand et al. 2011)است 

ثری در ؤهای محیطی است که نقش م یی از جمله تنشتنش دما

های  خشکی 1/5در حدود . پراکنش گیاهان در مناطق مختلف دارد

قرار  -C 51˚تر از سطح زمین سالانه تحت شرایط دمایی پایین

گیرند که اهمیت مطالعه جامع آثار تنش سرما بر روی گیاهان  می

ریزی استراتژی  ایهپ در (.Larcher et al. 2001) دهد را نشان می

مناسب برای افزایش تحمل سرما، درک سازوکارهایی که فرآیند 

کنند،  سرما را هدایت می/ زدگیسازگاری به سرما و تحمل به یخ

تنش سرما القاکننده فرایندهای اکسیداتیو در  .ضروری است

1)های فعال اکسیژن  های گیاهی بوده و توسط گونه سلول
ROS )

-تعداد زیادی از اجزای سلول از جمله ماکروشود و با  آغاز می

ها،  های فتوسنتزی، پروتئین های ضروری مانند رنگیزه مولکول

اسیدهای نوکلئیک، لیپیدها و به ویژه غشاها به عنوان اولین جایگاه 

های مختلفی  شاخص(. Mittler 2002)خسارت برهمکنش دارند 

وجود دارد که گیری میزان خسارت سلولی تنش سرما  جهت اندازه

5)ها پراکسید هیدروژن  ترین آن مهم
H2O2 ) است که در

های دفاعی و در رسانی و القاء پاسخهای کم نقش پیام غلظت

های مختلف سلولی های بالا سبب خسارت به بخشغلظت

 (. Gupta et al. 2013)شود  می

های حدواسط در سازگاری های اولیه، متابولیتموازات متابولیتبه

ثرند ؤهای محیطی مدر پاسخ به تنش( عملکردی)رکردی کا

(Moore et al. 2014 .)ها آمین رسد پلینظر میبه  (PAs )

ها های حدواسطی هستند که در پاسخ به تنش محتوی آنمتابولیت

ترکیباتی  PAs(. Alcázar and Tiburcio 2018)یابد افزایش می

اه در برابر تنش ضروری برای بقا سلول هستند و در محافظت گی

داده که در پاسخ به دمای   مطالعات نشان. نقش کلیدی دارند

بالاتری در مقایسه با ارقام  PAsپایین، ارقام متحمل سرما میزان 

در فرم  PAs. (Alcázar et al. 2010a)کنند  حساس تولید می

و  DNA ،RNAکاتیون توسط برهمکنش با قطعات با بار منفی  پلی

                                                           
1
 Reactive oxygen species 

2
 Hydrogen peroxide 

3
 Polyamines 
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 Alcázar) ثرندؤها به تنش م رشد، نمو و پاسخ سلولپروتئین در 

et al. 2010b .)PAs  بر اساس فراوانی به دو گروه رایج و

 Spmو  Put ،Spdرایج شامل  PAs. شوند بندی می طبقه  یررایجغ

 غیر رایج شامل هومواسپرمیدین، آمینوپروپیل PAs. هستند

، نور اسپرمین (کالدین)کاداوارین، ترمو اسپرمین، نور اسپرمیدین  

، کالدوپنتامین، هوموکالدوپنتامین، کالدوهگزامین و (ترمین)

 (.Alcázar and Tiburcio 2018) هوموکالدوهگزامین هستند

تواند یا  رسد که سازگاری به سرما در گیاهان مینظر می بنابراین به

ها و یا با تنظیم بیان  های بیوسنتزکننده آن و ژن PAsبا تنظیم میزان 

 .Cuevas et al) ایجاد شود PAsدهنده به تغییر میزان  های پاسخ ژن

و تعیین  های متابولیکی نحوه عملکرد شبکهشناسایی  (.2008

سبب   در پاسخ به تنشثر در این مسیرها ؤهای م ژنالگوی بیان 

 و هشد  گیاهان به تنش شدندر سازگار  سلولدرک بهتر عملکرد 

گیاهان جهت بهبود تحمل تنش  نژادی بهدر  ترثرؤی مرراهکا

 (.Kazemi-Shahandashti et al. 2014) باشد می

 (Spm) اسپرمین، (Spd) اسپرمیدین ،(Put) ، پوتریسین PAsمابین

که در یک مسیر بیوسنتزی پشت سر  (T-Spm) و ترمو اسپرمین

میزان . شوند، در گیاهان به فراوانی وجود دارند هم سنتز می

موثر  PAs  یدی در تنظیم مسیرهای متابولیکیهای کل فعالیت آنزیم

و یا ارنیتین ( Arg)از منشا آرژنین  Put(. Gupta 2012) است

(Orn )دکربوکسیلاز  ترتیب توسط آنزیم آرژنین به(ADC ) و آنزیم

سپس به کمک  Put. شود سنتز می( ODC)دکربوکسیلاز  ارنیتین

( SPMS)سینتاز   اسپرمینو  (SPDS) سینتاز  های اسپرمیدین آنزیم

. شود تبدیل می Spmو تترا آمین  Spdآمین  ترتیب به تری به

SPDS ،Spd  را ازPut آدنوزیل متیونین دکربوکسیله شده  و یا اس

(dcSAM )همچنین . سازد میSPMS ،Spm  را ازSpd  وdcSAM 

آدنوزیل متیونین  اسکه توسط  SAM از  dcSAMتشکیل. سازد می

شود، مرحله محدود کننده  انجام می( SAMDC)دکربوکسیلاز 

و  Spdاز آنجا که مسیر بیوسنتز . است PAs سرعت در مسیر سنتز

Spm یمتنظ یقکنترل دقکند،  با مسیر تولید گاز اتیلن رقابت می 

PAs ی و افزایش ظرفیت سلول یسممتابولتثبیت در ثری ؤم نقش

ارد های زیستی و غیرزیستی د دفاعی سلول در برابر تنش

(Moschou et al. 2012). 

                                                           
1
 Uncommon PAs 

به فرم قابل  N2تثبیت زیستی نیتروژن، فرآیندی است که در آن 

این فرآیند در طبیعت تنها توسط . یابدتغییر می  NH3استفاده

ها و در لگوم(. Tejera et al. 2004)پذیر است ها انجامباکتری

 های کوچکی بر رویها در بافتبرخی دیگر از گیاهان، باکتری

زایی در فرآیند تثبیت و گره. کنندزندگی می 5نام گره ریشه، به

بین باکتری و گیاه است که به رایزوبیا  1ها حاصل همزیستیلگوم

ها پس از ورود باکتری. شودمعروف است و باعث تشکیل گره می

به گره ریشه فعالیت آنزیم دی نیتروژناز منجر به تثبیت نیتروژن 

. دشوتولید شده توسط گیاه جذب می  NH3توسط باکتری شده و

 ،Rhizobium، Bradyrhizobiumزا عضو جنس  های گره  باکتری

Mesorhizobium، Sinorhizobium و Azorhizobium  هستند که

ها را تشکیل دهند  ها، گره کنش با ریشه لگومتوانند در اثر برهم می

 .Relic et al)که جایگاه تثبیت زیستی نیتروژن اتمسفری است 

های همزیست به واسطه نوع تنوع در عملکرد سیستم (.1994

و همچنین رقم لگوم در چندین  شده سویه ریزوبیوم استفاده

این ترتیب با ، به(Tejera et al. 2004) مطالعه تایید شده است

های و سویه تحت شرایط سرما مناسب لگوم ارقامانتخاب 

تثبیت نیتروژن، تولید  توان از طریق افزایشمطلوب ریزوبیوم می

با این وجود . دای افزایش داملاحظهمیزان قابل محصول را بــه

هنوز تحقیقی در مورد تاثیر سویه ریزوبیوم در همزیستی با نخود 

تامین عناصر  .برای افزایش تحمل به تنش سرما انجام نشده است

های ویژه نیتروژن از عوامل دخیل در ساخت متابولیت غذایی به

 سرما جمله از محیطی هایدخیل در رشد و پاسخ به تنش

از  یغن یباتعنوان ترک هب) PAs بیوسنتز مسیر. شودمی محسوب

سلول در جهت بهبود  یدفاع هایراهبرداز  یکی( یتروژنن

 هایباکتری مطلوب فعالیت. است شده معرفی دفاعی یها پاسخ

از عوامل مهم  یکی یتروژنن یتبا نخود و متعاقب آن تثب یستز هم

ر این تحقیق د لذا. است یهدف اصلاح ینبه ا یابی در دست

 های ژنوتیپدر  ریشه های گره یو مولکول یوشیمیاییب های پاسخ

 یزراع نخودگیاه ( Sel96th11439)متحمل  و( ILC533)حساس 

.(C. arietinum L ) یبا باکتر شدهنیغ های خاککشت شده در 
Mesorhizobium ciceri )ییالقا یمنحوه تنظ ییشناسا. مطالعه شد 

                                                           
2 Nod 
3 Symbiosis 
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عنوان نشانگر  هب یشهگره ر در PAs یوسنتزب یسمیمتابول یرهایمس

 گیاه نمو و رشد در دخیل های مکانیسم ییشناسا در بخشیآگاه

 مالمنجر به استع که طوری به شده معرفیخود ن سرمای تنش تحت

 .شد خواهد گیاه رشد محیط در یشهر یستهمز هاییباکتر

 

 Sel96th11439زراعینخود  یپدر این پژوهش از دو ژنوت

در مطالعات که ( حساس به سرما) ILC533و ( متحمل به سرما)

ها به  فیزیولوژیک، بیوشیمیایی و مولکولی آن  هایپیشین، پاسخ

بذور . (Heidarvand et al. 2011)شد استفاده سرما مطالعه شده، 

و پس  یده درصد به مدت ده دقیقه ضدعفونهیپوکلریت سدیم  با

دیش با  از شستشو با آب مقطر بر روی کاغذ صافی در پتری

در شرایط بدون نور و  ها یشد یپتر. گرفتقرار  رطوبت لازم

، یزن و پس از جوانه گرفتندقرار ساعت  35به مدت  C 51˚ دمای

( 1:1)پرلیت :کولیتی پر شده با ورمیها گلدان درها  گیاهچه

فاقد نیتروژن آبیاری  ییها، روزانه با محلول غذاگلدانکشت و

 شهیاز گره ر Mesorhizobium ciceriباکتری گرم منفی  .شدند

منظور تکثیر  بــهموجود در مزارع نخود جداسازی شده که نخود 

 یحاو) TYکشت  طیمحی حاو ونیاز سوسپانس هیسو ینگهدارو 

 دیکلر میکلس نمکگرم  1/1مخمر،  عصارهگرم  1 پتون،یترگرم  2

CaCl2.6H2O شدستفاده ا (در یک لیتر آب مقطر(Beringer 

 غلظت) ونیسوسپانس لیتر یک میلیبا  کشت از شیپ بذور. (1974

10
9
  cell/ml هفته اول پس از  در نیشد و همچن ماریت( یباکتر از

 تریل یلیم کی زانیبه م بار هرانتقال به گلدان سه مرتبه و 

ها در  گلدان .شدهر گیاهچه اضافه  کشت طیمحسوسپانسیون به 

گروه زراعت و اصلاح نباتات دانشگاه  یشگاهرشد آزما  اتاقک

به تنش سرما، در  هاگره پاسخ یجهت بررس. شدندقرار داده  تهران

آروین تجهیز، ) ها به اتاقک رشد یاهچهگ یکمو  یستروز ب

گراد منتقل و  یهار درجه سانتچ مایبا د( اصفهان، ایران

پس از شروع تنش سرما  (ساعت 54) در روز اول یریگ نمونه

 سوم و و روز( گره ریشهزودهنگام  یها پاسخ یجهت بررس)

گره  یرهنگامد یها پاسخ یجهت بررس)ششم پس از شروع تنش 

 . گرفت انجام (ریشه

گرم از بافت گره در ازت  H2O2 ،2/1محتوی جهت اندازه گیری 

لیتر از میلی پنجمایع به کمک هاون چینی کوبیده و سپس درون 

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

دقیقه  12مدت  و به g × 15111 آن مخلوط هموژن شده با سرعت

افر لیتر از ب میلی 32/1لیتر از مایع رویی به  میلی 32/1سانتریفیوژ و 

لیتر از یدید پتاسیم یک  میلی 2/1مولار و  میلی 11فسفات پتاسیم 

 191مولار، درون یک کووت اضافه و جذب آن در طول موج 

با استفاده از منحنی استاندارد رسم  H2O2نانومتر قرائت و محتوای 

منظور یافتن فرمول رگرسیونی رابطه میزان به. گیری شد شده اندازه

به  H2O2های متفاوت از موج جذبی، غلظتو طول H2O2 غلظت 

پس از آن . های متعدد داده و جذب نوری قرائت شددرون فالکون

توسط دستگاه فرمول رگرسیون محاسبه و با کمک آن غلظت 

H2O2  د شاستخراج شده از نمونه محاسبه(Loreto and 

Velikova 2001 .) 

 1ولکل سلولی از بافت گره توسط روش بایاز  RNAاستخراج

گرم نمونه خرده شده  میلی 31از ( فرژن پویش، تهران، ایران)

 RNAکمک ازت مایع در هاون چینی استریل انجام و کیفیت  به

. استخراج شده توسط الکتروفورز روی ژل یک درصد تعیین شد

بر روی ژل کیفیت  28Sو   18Sریبوزومی RNAتشکیل دو باند 

ای بررسی کمی میزان بر. تخلیص شده را تایید کرد RNAبالای 

استفاده  nm 501از دستگاه نانودراپ در طول موج  RNAغلظت 

 DNaseІاستخراج شده با آنزیم  RNAدر مرحله بعد . شودمی

میکروگرم  5. براساس روش پیشنهادی شرکت فرمنتاز تیمار شد

RNA ،1  ،واحد  1میکرولیتر بافر(u ) آنزیمDNaseІ  واحد  11و

(u)  آنزیمRNase inhibitorمخلوط و با افزودن آب ،DEPC  

دقیقه دردمای  11مدت  میکرولیتر رسانده و به 11حجم محلول به 

˚C 13 سپس یک میکرولیتر. قرار گرفتندEDTA  ها  به تیوب

ها در  قرارداده و تیوب C 02˚دقیقه در دمای  11مدت  اضافه و به

ار شده با تیم RNAلیتر  میکرو پنج. داری شدند نگه -C 31˚دمای 

DNase 13-51( )پیکومول 1) 5تی دیبا کمک آغازگر الیگو 

 11به  DEPCمخلوط و حجم محلول با استفاده از آب ( نوکلئوتید

 C31˚ دقیقه در دمای 2مدت  این مخلوط به. میکرولیتر رسانده شد

                                                           
1 Biozol 
2 Oligo dt 

  ها مواد و روش
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 چهارسپس . گیرد و پس از آن روی یخ سرد گذاشته شدقرار می

اکسی نوکلئوتری  میکرولیتر دی دومیکرولیتر بافر واکنش و 

 RNaseواحد آنزیم  51میکرومول و  11با غلظت  1فسفات

inhibitor  به هر تیوب اضافه و حجم محلول با آبDEPC  19به 

قرار داده  C 13˚دقیقه در دمای  پنجمدت  میکرولیتر رسانده و به

به این  Revert Aid M-Mulvآنزیم ( u)واحد  511بعد از آن . شد

مدت یک ساعت در  محلول افزوده و پس از مخلوط کردن به

سپس برای غیرفعال کردن واکنش، . قرار داده شد C 45˚دمای 

منظور  به. قرار گرفتند C 31˚دقیقه در دمای  11ها به مدت  تیوب

 بر روی (Actin1)دار  از روش تکثیر ژن خانه cDNAتایید سنتز 

cDNA  سازی و رساندن غلظت  پس از رقیق)ساخته شدهcDNA 

و   PCRتوسط( نانوگرم بر میکرولیتر 511سنتز شده به 

طراحی . الکتروفورز آن برروی ژل یک درصد آگارز استفاده شد

و  PAs (ADC ،ODC ،SPDS ،SAMDC)آغازگر مسیر بیوسنتز 

ها از پایگاه اطلاعاتی  که توالی آن Actin1دار  همچنین ژن خانه

NCBI افزار  با استفاده از نرم( 1جدول )دست آمده  هبPrimer3 

 تیک تریکرولیم 11مخلوط واکنش شامل  تریکرولیم 51. شدانجام 

آب مقطر  تریکرولیم سه ،Evagreenرنگ فلورسنت  یحاو

 شرویپ یاختصاص یاز آغازگرها کیاز هر  تریکرولیم یک ل،یاستر

 cDNAنمونه  تریکرولیم پنج                                 و کرومولیم 11و پسرو با غلظت 

هر واکنش دو تکرار  یبرا. قرار گرفت یساخته شده مورد بررس

پس از آماده کردن . تکنیکی استفاده شد و سه تکرار کیولوژیب

                                                           
1 Deoxynucleothriphosphate 

منتقل و واکنش  iQ5نظر به دستگاه  مخلوط واکنش، پلیت مورد

تکرار  12و  C 94˚ه در دمای دقیق دوصورت  ای پلیمراز به زنجیره

 C 01˚ثانیه در دمای  C 92 ،11˚ثانیه در دمای  11های  با چرخه

بیان . انجام شد C 35˚ثانیه در دمای  11و ( آغازگر Tmدمای )

های مولکولی  پاسخ .دشمحاسبه  ΔΔCT5–ها با روش نسبی ژن

یک، سه و )های نخود تحت تیمارهای تنش سرما  های گیاهچه گره

های گیاهان تحت شرایط با گره( روز پس از تنش سرماشش 

افزار  ها از نرم جهت تجزیه داده. مقایسه شد( C 51˚دمای )شاهد 

REST
تجزیه واریانس و  (.Pfaffl et al. 2001) استفاده شد  

. انجام شد SAS 9.4افزار ها با استفاده از نرممقایسه میانگین

آزمون دانکن در سطح احتمال  مقایسه میانگین صفات با استفاده از

 .یک درصد انجام شد

 

داری  نتایج حاصل از تجزیه واریانس نشان داد که تفاوت معنی

وجود  H2O2بین اثرات متقابل تیمارهای آزمایشی از نظر میزان 

 ROS، که بیانگر تمایز در تجمع (5جدول ( )>11/1P)داشت 

نتایج مقایسه . باشد تحت تنش سرما در گره ریشه نخود می

ها نشان داد که تحت تنش سرما میزان در گره H2O2میانگین 

H2O2  9/5در ژنوتیپ حساس در مقایسه با ژنوتیپ متحمل تا 

 . برابر بیشتر بود

                                                           
2
 Relative expression software tool 

 

 
 .تحت تنش سرما RNAسنجی سطوح         نخود در کمیت PAsهای مسیر بیوشیمیایی ویژگی آغازگر ژن -1جدول 

Amplicon 

length (bp) 
Tm (˚C) 

Sequence (5ʹ-3ʹ) 

 

Primer 

length (bp) 
Gene Accession N. 

115 58 
F:GTAGGGCCATTGTGTCTCAT 

R:GAGAGCCCTTCTCCCAAATAC 
20 
21 

CaADC XM_004507452 

130 58 
F:CACTCATTGGTACACTAGCTTCA 

R:GACTCGGATTTACACGGGTTAG 

23 

22 
CaODC XM_004500845 

93 58 
F: GATGAGTGTGCCTACCAAGAG 

R: CCCATCTCCTCCACCAATAAC 

21 

21 
CaSPDS XM_004489799 

116 58 
F:CGACGATGTTGACTCCTATGTT 

R:TCAGTATGGGTGGGATTGAAAG 

22 

22 
CaSAMDC EU924157 

189 57 
F:CTACGAATTGCCTGATGGAC 

R:CCTCCTGAAAGGACGATGTT 

20 

20 
CaActin1 EU529707 
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در روز اول تغییر چندانی  H2O2ژنوتیپ متحمل محتوی  در گره

داری در روز سوم و ششم تنش  پس از آن کاهش معنینداشت و 

که حداقل میزان آن در روز ششم تنش مشاهده و  طوری  یافته، به

که تجمع  تجمع آن در مقایسه با شرایط شاهد کمتر شد در حالی

آن در گره ژنوتیپ حساس در مقایسه با شرایط شاهد افزایش 

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

 ROSدر این مطالعه الگوی متمایزی در تجمع . (1شکل )%( 21

در گره دو ژنوتیپ حساس و متحمل تحت تنش سرما مشاهده 

خسارت تاییدکننده درجه   مقایسه شاخصکه  طوری شد، به

عدم تغییر . ها بود متفاوت تحمل سرما در گره این ژنوتیپ

دار در روز اول تنش سرما در گره ژنوتیپ متحمل، بیانگر  معنی

های گیاهان های دفاعی سلولدر القا پاسخ H2O2رسانی امنقش پی

 (.Gómez et al. 2017-López2008; al.  et Moschou)باشد می

 
ژنوتیپ در گره دو ( H2O2)شاخص خسارت تجزیه واریانس  -5جدول

 حساس و متحمل نخود تحت تنش سرما

 .داری در سطح یک درصد است بیانگر معنی** 

تحت  CaADC  ها نشان داد که بیان نسبی ژننتایج مقایسه میانگین

تنش سرما در مقایسه با شاهد در گـره هـردو ژنوتیـپ متحمـل و     

که میزان بیان نسـبی   طوری افزایش یافت، بهطور پیوسته  حساس به

این ژن در گره ژنوتیـپ متحمـل و حسـاس در روز ششـم تـنش      

و شش برابر در مقایسه با شاهد افزایش  12ترتیب بیش از سرما به

بیـان ایـن ژن در گـره ژنوتیـپ متحمـل، در روز      (. 5شکل )یافت 

 21ششم تنش سرما در مقایسـه بـا ژنوتیـپ حسـاس تـا بـیش از       

بنابراین روند افزایشی در گره ژنوتیـپ حسـاس   . بیشتر بودصد در

کندتر از گره ژنوتیپ متحمل بود که حـاکی از پاسـخ بـا تـاخیر و     

البته ظرفیت محدود ژنتیکی گره ژنوتیپ حساس در جهت ایجـاد  

با نتایج مطالعات  CaADCنتایج بیان نسبی ژن . تحمل به سرما بود

قبلی بیان این ژن که تحت تنش شـوری بررسـی شـده، مطابقـت     

و تنظـیم   Putدر بیوسـنتز    داشت و بیانگر نقش احتمـالی ایـن ژن  

 .Bouchereau et al)در سطح رونویسی بود  PAsمسیر متابولیتی 

 CaODCنتایج بررسـی مقایسـه میـانگین بیـان نسـبی ژن       (.1999

ژن تحـت تـنش سـرما در هـر دو ژنوتیـپ       نشان داد که بیان ایـن 

درصـد   50و  33ترتیـب،   طور پیوسته تا روز سوم تنش سرما بـه  به

که در روز ششم تـنش سـرما در    ، در حالی(1شکل )کاهش یافت 

ترتیب  به)داری گره هر دو ژنوتیپ متحمل و حساس افزایش معنی

 .در مقایسه با شاهد یافت( شش و سه برابر
 

 

 
نخود تحت ( ستون سفید) ILC533و حساس( ستون سیاه) Sel96th11439های متحمل گره ریشه در ژنوتیپ( H2O2) میزان پراکسیدهیدروژن الگوی تغییر -1شکل 

 .C˚4شرایط شاهد، روز اول، سوم و ششم تنش سرما 
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درجه  منابع تغییر

 آزادی

 میانگین مربعات
H2O2 

 3415/5** 1 ژنوتیپ

 1193/1** 1 دما

 2323/1** 1 دما ×ژنوتیپ 

 1 10 خطا
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نخود تحت شرایط ( ستون سفید) ILC533و حساس( ستون سیاه) Sel96th11439های متحمل گره ریشه در ژنوتیپ CaADC ژن ینسب انیب رییتغ یالگو -5شکل 

 .C˚4شاهد، روز اول، سوم و ششم تنش سرما 

 

 
نخود تحت شرایط ( ستون سفید) ILC533و حساس( ستون سیاه) Sel96th11439های متحمل گره ریشه در ژنوتیپ  CaODCژن ینسب انیب رییتغ یالگو -1 شکل

 .C˚4شاهد، روز اول، سوم و ششم تنش سرما 

 

در مقایسه با کاهش  CaADCتحت تنش سرما، افزایش بیان ژن 

مسئول پاسخ  CaADCتا روز سوم نشان داد که  CaODCبیان ژن 

، احتمالا در پاسخ به CaODCکه  سرما بوده، در حالی  به تنش

تحت تیمارهای آزمایش تا روز سوم نقشی نداشته  سرما  تنش

بیان نسبی ژن (. Bouchereau et al. 1999; Do et al. 2013)باشد 

CaODC  در روز ششم تنش سرما در ژنوتیپ متحمل حداکثر دو

چنین نتایجی نشان داد که . برابر بیشتر از ژنوتیپ حساس بود

تحمل  سبب Putاز طریق تجمع محتوی  CaADCافزایش بیان 

. سرما در ژنوتیپ متحمل در مقایسه با ژنوتیپ حساس شده است

های  به تشدید بیان ایزوفرمهای پیشین که  توسط گزارشین نتایج ا

ها  و نقش تکمیلی آن ODCو  ADCمختلف هر دو ژن 

(Alcázaret al. 2006; Hummel et al. 2004; Liu and 

Moriguchi 2007 ) ،بنابراین تحت تنش  .شود تایید میاشاره دارد

در  CaODCو  CaADCوابسته به هر دو مسیر  Putسرما بیوسنتز 

 در مقایسه با CaADCباشد ولی احتمالا مسیر غالب  ها میگره

CaODC ای در گره ریشه باشد که با نتایج مطالعهمیPhaseolu 

svulgaris  در اثر همزیستی باRhizobium tropici  تحت تنش

 . (et al. 2014bGómez-López)شوری مطابقت دارد 

ها، میـزان بیـان نسـبی تـوالی رمـز      بر اساس نتایج مقایسه میانگین

در ژنوتیپ متحمل تحت تنش در مقایسـه بـا    CaSPDSکننده ژن 
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( برابـر  دوتقریبا حداکثر تـا بـیش از   )طور پیوسته افزایش  شاهد به

حساس بیـان نسـبی ایـن ژن تـا روز     که در ژنوتیپ  حالی یافت، در

طور پیوسته کاهش و در روز ششم تـا بـیش از    سوم تنش سرما به

میزان بیـان ایـن ژن در ژنوتیـپ متحمـل     . برابر افزایش یافت 2/1

حداکثر تا بیش از )داری بیشتر از ژنوتیپ حساس بود  طور معنی به

بـر اسـاس   (. 4شـکل  ( )برابر در روز ششم پس از تنش سرما 2/1

تحمـل   SPDSهای ژن  زارشات گیاهان تراریخت شده با ایزوفرمگ

 Wen et)اند  های زیستی و غیرزیستی داشته ای به تنش بهبود یافته

al. 2008; Rodríguez-Kessler et al. 2008 .)هـا نشـان داده   یافته

در ژنوتیـپ   تحت تنش سـرما مخصوصـاً   Spdکه افزایش محتوی 

ی مجـدد ژنـوم و افـزایش سـطح     ریـز  متحمل در امتداد بـا برنامـه  

رونویسی آن انجام شده است، فرایندی کـه درجـه تمـایز آن را از    

 (. Poormazaheri et al. 2020)ژنوتیپ حساس نشان داد 

در ژنوتیپ  CaSAMDCمیزان بیان نسبی توالی رمزکننده ژن 

متحمل تحت تنش سرما در روز اول تنش سرما در مقایسه با 

داری کاهش یافته و مجددا در روز سوم و  معنیطور  شاهد به

تقریب  به)داری افزایش یافت  طور معنی ششم تنش سرما به

که در روز ششم تنش سرما  طوری ، به(برابر 14حداکثر تا بیش از 

 . در ژنوتیپ متحمل حداکثر میزان بیان نسبی این ژن مشاهده شد
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از سوی دیگر میزان بیان نسبی این ژن در ژنوتیپ حساس تا روز 

داری کاهش یافته  طور معنی سوم تنش سرما در مقایسه با شاهد به

داری افزایش یافت  طور معنی در روز ششم تنش سرما به و مجدداً

با این وجود میزان بیان (. برابر چهارتقریب حداکثر تا بیش از  به)

این ژن در روز ششم تنش در ژنوتیپ متحمل در مقایسه با 

تقریب حداکثر تا  به)داری بیشتر بود  طور معنی ژنوتیپ حساس به

 (. 2شکل ( )برابر ششبیش از 

کمتر بودن میزان بیان نسبی این ژن در روز ششم تنش سرما در 

ژنوتیپ حساس در مقایسه با ژنوتیپ متحمل بیانگر ظرفیت 

و   ژنتیکی محدود ژنوتیپ حساس بوده که منجر به پاسخ ضعیف

تطابق تغییر بیان . با تاخیر این ژن تحت تنش سرما شده است

احتمالی محصول  نقش Spmو  Spdنسبی این ژن با تغییر محتوی 

 CaSPMSو  CaSPDSهای  این ژن در مشارکت با محصولات ژن

et al.  Gómez-López)کند  ها اثبات می در سنتز این متابولیت را

2016; Poormazaheri et al. 2020.) 

تجمع  ءالقابا  PAsهای مسیر بیوسنتز  ژنافزایش بیان بنابراین 

PAs  سبب تحمل بهتر سرما در ژنوتیپ متحمل در مقایسه با

های پیشین نیز وجود  گزارش. ژنوتیپ حساس نخود شده است

در بهبود  PAsهای مسیر بیوسنتز  ارتباط مابین افزایش بیان ژن

را  P. vulgarisتحمل به تنش شوری در آزمایشات همزیستی با 

Gómez-López8; Lucero et al. 200-Hernandez )اند  تایید کرده

et al. 2016 .) با این وجود در برخی مطالعات، بیان ژنSAMDC 

دلیل سایر تنظیمات در سطح  هتحت تنش افزایش یافته اما ب

افزایش نیافته است  Spmو  Spdفعالیت آنزیمی تجمع 

(Tiburicio et al. 2014 .)های  در گیاهان اغلب القا بیان ایزوفرم

های  های ژن ات افزایش بیان ایزوفرمبه مواز SAMDCمختلف ژن 

ADC  وSPMS های غیرزیستی گزارش شده است  تحت تنش

(Liu et al. 2009; Wang et al. 2011a .) ،در گیاهان تراریخت نیز

طریق تجمع این گروه  از PAsهای مسیر بیوسنتز  تشدید بیان ژن

 Gill and Tuteja)متابولیتی سبب افزایش تحمل تنش شده است 

2010; Wang et al. 2011b). 

های و سویه تحت شرایط سرما مناسب لگوم ارقامبا انتخاب 

توان از طریق افزایش تثبیت نیتروژن، تولید مطلوب ریزوبیوم می

در  اخیراً. دای افزایش داملاحظهمیزان قابل  محصول را بــه

های ریزوبیوم در چندین کشور نظیر تونس اثرات مثبت سویه

 -در همزیســتی نخود محصولاتبردن تولید  لاباجهــت 

ریزوبیوم مورد بررسی قرار گرفته و اهمیت سویه ریزوبیوم در 

یند تثبیت نیتروژن پیشنهاد آاز طریق فر محصولاتبهبود پتانسیل 

قش سویه ریزوبیوم و نوع گیاه ن(. Vadez et al. 2000) شده است

ها نظیر ایر لگوممیزبان در بهبود عملکرد همزیســتی در مورد س

یز ن( Fesenko et al. 1994; Oliveira et al. 2017) نخود فرنگی

از طریق بهبود تثبیت نیتروژن و  بنابراین. گزارش شده است

وری  ســطح تحمل به شرایط تنش به افزایش بهره بهبوداحتمال 

(. Aydi et al. 2004)توان اقدام کرد میدر بخش کشــاورزی 

و همزیستی در این است که  PAsارتباط بین سطح تجمع 

تر از  میزان پنج تا ده برابر بیش ، به(ریزوبیا)های همزیست باکتری

. کنندذخیره می را در گره ریشه حبوبات PAsهای گیاه سایر اندام

از  یاریدارد و بس بستگی ایزوبیر تروژنازین تیبه فعال PAs زانیم

در گره ریشه  نیدیهموسپرمهایی مانند آمینتجمع پلیمطالعات 

Medicago sativa (et al. 2014a Gómez-López ) وPhaseolus 

vulgaris (et al. 2014b Gómez-López ) آمینوبوتیل  -4یا تجمع

 .Vigna angularis (Fujihara et alدر گره ریشه   کاداورین

را در P. vulgaris (et al. 2014b Gómez-López )و ( 1995

افزایش تحمل به تنش توسط توانایی ریزوبیا در تثبیت نیتروژن 

در گره ریشه ژنوتیپ  PAs زانیماند و بالاتر بودن گزارش کرده

نیتروژناز، منجر به  دلیل افزایش فعالیت آنزیم متحمل احتمالا به

افزایش تحمل تنش سرما ژنوتیپ متحمل در برابر ژنوتیپ 

نتایج این پژوهش از مشارکت و القا متمایز . حساس شده است

، PAs (CaADC ،CaODC ،CaSPDSهای مسیر بیوسنتز  بیان ژن

CaSAMDC ) در بهبود تحمل نخود تحت تنش سرما حمایت

 زین( H2O2نتایج )های خسارت  کند، نتایجی که توسط شاخص می

 رینخود مس چهاهیگهای در گره که افتهی نیا. است دهیرس اثبات به

 یدتریشد تیفعال یعنوان اسموپروتکتنت سلول به PAs کیمتابول

و در  (H2O2 جینتا) یسلول یها بیآس زانیکاهش مسبب دارند، 

تامین عناصر غذایی  .شودیمبه تنش سرما  شتریتحمل ب نتیجه

های دخیل در ویژه نیتروژن از عوامل دخیل در ساخت متابولیت به

                                                           
1 4-aminobutylcadaverine (4-ABcad) 
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های محیطی از جمله سرما محسوب رشد و پاسخ به تنش

عنوان ترکیبات  به) PAs وسنتزیب ریسدر این پژوهش م. شود می

سلول در جهت بهبود  یدفاع هایراهبردیکی از  (غنی از نیتروژن

های فعالیت مطلوب باکتری. دفاعی معرفی شد یها پاسخ

زیست با نخود و متعاقب آن تثبیت نیتروژن احتمالا از عوامل  هم

باشد که نیاز به مهم در دستیابی به این هدف اصلاحی می

 PAs یوسنتزیببه نقش این نتایج . ای داردتحقیقات گسترده

های باکتری ییشناسا در بخشیآگاه یینشانگرها عنوان هب

ها این یافته. کندهمزیست مطلوب تحت تنش سرما اشاره می

 شهیر ستیهمز یها یباکتر استعمال را در یدیکاربرد جد احتمالا

 داریپا یکشاورز یها در برنامه سرما تحمل هبودب جهت نخود

که غالباً با  ندهایفرا نیمطالعه ا رسد ینظر م به. کندمی شنهادیپ

، به درک بهتر نحوه بهبود استهمراه ی دفاع یها سامانه یالقا

با توجه به . منجر خواهد شد یتحمل به تنش سرما در نخود زراع

 ستیهمز یها یآثار استعمال باکتر ،یطیمحستیز یهاچالش

 .ه شودمطالع جامع طور هب دینخود با تیفیبر عملکرد و ک شهیر
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