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  چكيده

در فرايند سازگاري به كمك تغييرات متابوليسـم   گياهان .است موجوداتي رشد و پراكنش دماي پايين يكي از عوامل محدود كننده
ژن  كمـي رونوشـت   در ايـن پـژوهش، ميـزان    .دهنـد شود، نسبت به سرما پاسخ ميها حاصل مييجه تغيير بيان ژنسلولي كه در نت
بـه   هـدايت الكتروليتـي   ميـزان  هاي غير زنده و سوخت وساز سلول، در كنـار به عنوان آنزيم مهم در پاسخ به تنش سوكروز سينتاز

سـاعت   48و  36، 24، 12، 9، 6، 3گراد و در زمان هـاي  رجه سانتيد 23و 10عنوان شاخص خسارت غشاي سلولي، در دو دماي 
هـاي  نتايج حاكي از تفاوت معني دار بيـان ايـن ژن در زمـان   . قرارگيري تحت سرما، در دو نوع نخود دسي و كابلي ارزيابي گرديد

ز در دماي سازگاري كه در بيشتر موارد به طور كلي افزايش بيان ژن سوكروز سينتا .گراد بوددرجه سانتي 10 قرارگيري نمونه ها در
و همچنـين امكـان اسـتفاده از     اهميت سوكروز سينتاز را به عنوان ژن كانديد در فرايند سـازگاري  با خسارت كمتر غشا همراه بود

ژنوتيـپ   دو بنـابراين در . نمايدهاي خاص به عنوان نشانگر در جهت گزينش و شناسايي گياهان مطلوب را تاييد ميسنجش بيان ژن
  . محتمل استبا خسارت كمتر غشا  مذكوربيان بيشتر ژن ارتباط  نخود،

 تنش سرما، سازگاري، بيان كمي ژن، سوكروز سينتاز، شاخص هدايت الكتروليتي :كليدي واژگان

  مقدمه

بسـياري از   .دهنـد را نشان مـي  تحملهاي متفاوتي از داده و بنابراين درجه پاسخ سرما تنش بهگياهان با سازوكارهاي متعددي 
گياهان قادرند تحملشان را نسبت به سرماي شديد با قرارگيري در معرض دماهاي پايين بالاي صفر ارتقا دهند، به ايـن رونـد   

هـا و  هاي سلولي، بيان ژن، تركيبات غشـايي و تجمـع آنتـي اكسـيدان    ، كه با تغييراتي كه در سازوكاربه سرما گويند 1سازگاري
و تحـت تـنش سـرما     بـوده حساس به سـرما   يك گياه مهم ).Cicer Arietinum L(نخود  .)1(راه است ها همماكروملكول

، تسـريع در  تواند به ارزيابي بهتـر رل شده ميتحت شرايط كنت هاي ژنتيكي گياه نخودي پاسخمطالعه. شودتوليد آن محدود مي
هاي مهم در تنظـيم سـوخت و   يكي از آنزيم .كمك كند هاي تحت تاثير تنشسازوكارو همچنين درك بعضي از  بهنژادي گياه

 متعـددي هـاي دخيـل در فراينـدهاي    افزايش بيان سوكروز سينتاز موجب تغيير در بيان ژن. است 2ساز سلول، سوكروز سينتاز

                                                            
1-Acclimation 
2- Sucrose Synthase 
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در اين  .)2( شودها ميها و پاسخ به تنشپروتئين حفاظتساخت و  ليپيدها، توليد انرژي،ها، ساز كربوهيدرات مانند سوخت و
و مقدار خسارت وارده بـه غشـاي سـلولي بـا كمـك شـاخص        RNAبيان ژن سوكروز سينتاز در سطح  كمي ، ميزانپژوهش

  .در دو نوع نخود دسي و كابلي ارزيابي گرديد در فواصل زماني اعمال تيمار سرمايي 1يتهدايت الكترولي

  هامواد و روش

از كلكسيون بذر حبوبات بانك ژن گروه زراعـت   ، بترتيبنخود دسي و كابلي و جم از انواع 4322ژنوتيپ در اين پژوهش دو
بـه گلـدان منتقـل     پس از جوانه زنـي،  بذور. قيقات كشاورزي ديم مراغه تهيه شدو اصلاح نباتات دانشگاه تهران و موسسه تح

 23سـاعت شـب و دمـاي     8ز و سـاعت رو  16ميكرومول بر انيشتن و شرايط نوري  200رشد با نور   ها در اتاقك گلدان. شد
 23هر ژنوتيپ به دو قسمت تقسيم شده نيمي از آنها در دمـاي   اي دو تا سه هفته هاي گياهچه. درجه سانتي گراد قرار داده شد

، 3هاي در زمان. درجه سانتي گراد انتقال يافت 10درجه سانتي گراد و شرايط فوق الذكر نگهداري شده و نيمي ديگر به دماي 
هاي كنترل از هـر گيـاه در همـان    نمونه. گيري برگ مركب انجام شدساعت پس از شروع تنش نمونه 48و  36، 24، 12، 9، 6

 ازكل  RNAبه منظور استخراج  .گراد انجام شددرجه سانتي 23ماي گيري از گياهان تحت تنش، از گياهان در دي نمونهلحظه
 و كمك اسپكتروفوتومتر تعيين گرديد ي هر استخراج بهRNAغلظت  .ده شداستفا )پويش، ايران، تهران فرژن( 2روش بايوزول

 نيز RNAكيفيت  تعيين جهت همچنين .شد آن محاسبه ميزان خلوص ميكروليتر و در ميكروگرم حسب بر RNA كل  مقدار

 اساس بر cDNA ساخت و DNaseتيمار  آنپس از  .شد الكتروفورز آگارز،% 5/1ژل  نمونه روي هر از ميكروگرم 5 مقدار

 افـزار  نرم با استفاده از 3براي ژن اختصاصي و ژن خانه دار اَكتين آغازگرها طراحي. شد انجامفرمنتاز  شركت پيشنهادي روش

 و BioRAD شـركت iQ5 دسـتگاه   از تحقيق اين در .ارائه شده است )1(در جدولها آغازگر مشخصات. انجام شد 3پرايمر
بـراي  . گرديد استفاده كمي ارزيابي براي) گرگان طبيعي منابع و كشاورزي علوم نشگاهدا( SYBR BioPars فلورسنس رنگ

درجـه   94دقيقـه در دمـاي    2: شـد  انجـام  مـراز  پلي اي زنجيره شرايط زير واكنش با و شد گرفته نظر در تكرار 3هر واكنش 
دمـاي  (گـراد   درجـه سـانتي   60ثانيه در دماي  10گراد،  درجه سانتي 95ثانيه در دماي  10هاي  تكرار با چرخه 35گراد و  سانتي
Tm نرم افزار  باها ي دادهتجزيه. درجه سانتي گراد 72ثانيه در دماي  10و ) آغازگرREST4 تحمـل بـه    سنجش .استفاده شد

  .انجام شد) 3) (2007(از طريق شاخص نشت الكتروليتي با روش معالي اميري و همكاران سرما 

  نتايج و بحث

 ـيم سوكروز سـينتاز را تحريـك مـي   كه منجر به دهيدراسيون و تنش اسمزي شده و بيان آنز است هاييله تنشسرما از جم د كن
گراد اخـتلاف   ي سانتيدرجه 10پس از قرار گيري در  فواصل زمانيها نشان داد بيان ژن سوكروز سينتاز در ي دادهتجزيه ).4(

تغيير كمي بيان ژن ، همچنين )1شكل (نشان داده است ) گراددرجه سانتي 23(معني داري با تيمار كنترل در شرايط بدون تنش 
 .قرارگيري در معرض سرما، مدت زمان تنش را به عنوان عنصر كليدي در مطالعه تحمل به تنش تعيين نمـود  در فواصل زماني

                                                            
1- Electrolyte Leakage Index 
2-Biozol 
3-Actin  
4-Relative Expression Software Tool 
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، بنـابراين  )2(دهـد  تحت تاثير قرار مـي هاي پاسخ دهنده به تنش را نيز باتوجه به اين كه بيان ژن سوكروز سينتاز بيان ساير ژن
هاي ي پاسختواند توجيه كنندهبو  هاي ديگر دخيل در سازگاري كمك كندالگوي موجود ممكن است به تخمين روند بيان  ژن

 پـس از اختلاف بـين بيـان در سـاعات مختلـف      .متمايز گياه به تنش و احتمالا تنوع در ميزان فعاليت ساير ژنهاي مرتبط باشد
بالا بوده است، در حالي كه جم پايداري بيشتري در بيان اين ژن، هم در پاسخ سريع و هم در پاسخ دير هنگام  4322نش، در ت

در مسيرهاي مختلف بيوسنتزي در سلول دخيل است بنابراين عملكـرد   سوكروز سينتاز با توجه به اين كه ژن. نشان داده است
، به منظور ارزيابي ميزان خسـارت وارده بـه گياهـان    .پاسخ گياه به تنش ايفاي نقش كند هاي درگير درتواند بر ساير ژنآن، مي

شـكل  ( نتـايج . غشاي سلول، به عنوان شاخص خسارت وارده به گياه تحت اين شرايط مطالعه شد الكتروليتيهدايت شاخص 
تنش ميزان خسارت وارده بر غشا را در سطوح پايين و در  شروع ساعت پس از 12تا  توانست 4322د  كه ژنوتيپ نشان دا )2

هـدايت  سـاعت، خسـارت كـاملا رونـد افزايشـي داشـته و شـاخص         24اما پس از . حفظ نمايد 30تا  20حدود شاخص بين 
 رسد، اين در حالي است كه ژنوتيپ جم در روز دوم تـنش نيـز  مي 64ساعت به نزديكي  48و بعد از  42به حدود  الكتروليتي

مشـاهده  ، در تحقيقي بر روي چند واريتـه بـرنج  . نگه داشته است 40تا  30پايداري را حفظ كرده و خسارت را در حد فاصل 
 داشته انـد عملكرد بالاتر  و هاهاي با ميزان فعاليت بيشتر آنزيم سوكروز سينتاز تحمل بيشتري به تنشگرديده است كه گياهچه

، همچنين با توجه به عدم توانايي زنده نقش دارد هاي غيربه تنش تحملوز سينتاز در ايجاد با توجه به اين كه آنزيم سوكر. )5(
توان به اهميـت قابليـت سـازگاري گياهـان بـه سـرما قبـل از        گياه بر رونويسي اين ژن و توليد اين آنزيم در دماي انجماد، مي

رابطـه ديـده   يان بيشتر ژن مورد نظر با خسارت كمتر غشا ب مطالعه شده، بيندو ژنوتيپ  در .با سرماي شديد پي برد رويارويي
  ).7،  6( خواني داردهم نيز هاي پيشينو اين نتايج با نتايج پژوهش شد

  نتيجه گيري كلي

در سـطح   ژن اما اين مطالعـه نشـان داد ارتبـاط خاصـي بـين بيـان       ،هاي بسياري در ايجاد پاسخ به تنش نقش دارنداگرچه ژن
تواند هم به كامل شدن و هم به هدايت دقيق تر برنامه وجود دارد كه مي گياه تنش در سطح فيزيولوژيكي رونوشت و پاسخ به

توان بـه انتخـاب گياهـان بـا كمـك      ، همچنين ميهاي اصلاح نباتات و مهندسي ژنتيك در زمينه تنش هاي محيطي منجر شود
هـاي ملكـولي و   تـر بـين سـازوكار   ر و بررسي ارتباط قويتبنابراين به جهت مطالعات دقيق .هاي ملكولي سرعت بخشيدروش

هاي متعدد درگير در مسيرهاي مختلف بيوسنتزي متابوليت ها در ارقام حسـاس و مقـاوم و   ژن يفيزيولوژيكي گياهان، مطالعه
 .شوداي پيشنهاد ميهمچنين آزمايشات مزرعه

 توالي و خصوصيات آغازگر سوكروز سينتاز و اَكتين -1جدول 

  شماره دسترسي  )bp(طول محصول   دماي اتصال توالي  م ژننا

  سوكروز سينتاز
5'-GATCCATCTCACTGGGACAA-3'  43/58 

160  DY475105.1  
5'-GATAACGGCGACTCTCAAGG-3'  84/59 
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  اَكتين
5'-CTACGAATTGCCTGATGGAC-3' 17/58 

189  
EU529707.1 

  5'-CCTCCTGAAAGGACGATGTT-3' 14/59 

 

  

     

  گراددرجه سانتي 10 دماي درميزان هدايت الكتروليتي  -2شكل       در مقايسه با كنترل سوكروز سينتاز ژن سطوح رونوشت -1لشك
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Abstract 

Low temperature is one of the factors that limits the growth and geographical distribution of 

crops. Plants response to low temperature by changing cell metabolisms which in turn are 

resulted from changes in gene expression pattern during the acclimation process. In this study 

quantification of Sucrose Synthase (Su Sy) gene expression, as an important enzyme in 

response to abiotic stresses and cell metabolisms, along with Electrolyte Leakage Index (ELI) 

as a membrane damage index were examined in two types of chickpea plants in two 

temperature conditions 10°C and 23°C also 3, 6, 9, 12, 24, 36 and 48 hours exposure under 

cold temperatures. Results indicated that there were significant differences in Su Sy 

expression between time treatments under 10°C condition. Increase in Su Sy expression under 

acclimation which most of the times was parallel with decrease in ELI, and also decrease in 

expression of foregoing gene under freezing temperature indicate the importance of Su Sy as 

a candidate gene for cold acclimation. So, it can be extrapolated that there is a negative 

correlation between Su Sy transcription level and ELI, and some gene can be good candidate 

as marker in selection for resistance to cold stress.    

Key words: Cold stress, Acclimation, Quantitative gene expression, Sucrose Synthase, 

Electrolyte Leakage Index 

 


