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مناطق  زراعي را در ترين تنش غيرزيستي است كه توليد محصولاتي مهمآبكم

انجام مقايسات  منظوربهكند. ايران محدود ميدنيا و  خشكمهينخشك و 

و  MCC508خ فيزيولوژيك دو ژنوتيپ متمايز ابتدا پاس شدهكنترل

MCC521  ي بررسي و سپس بيان دو ژن مؤثر در همان آبكمنخود به تنش

 ٢٤پس از  ژهيوبه MCC508ي شد. رطوبت نسبي برگ ريگاندازهشرايط 

). در p≥ ٠٥/٠بود ( MCC521ي كمتر از داريمعنساعت در حد 

MCC508  نشت الكتروليت و  كهيورطبهپايداري غشا ثبات بيشتري داشت

اما چهار روز تنش،  .) تقريباً ثابت بودMDAآلدئيد (ديميزان تجمع مالون

برابري نسبت به شاهد شد. ميزان تجمع پرولين چهار روز  ٢/١باعث افزايش 

 مول كرويم ٤/٩و  ٨/١٦به ترتيب  MCC521و  MCC508پس از تنش در 

برابر افزايش داشت. بيان  ٨/٣و  ١/٥د بر گرم بافت تر برگ بود كه نسبت به شاه

در ژنوتيپ متحمل  CapLEA-1و  Dehydrin1 نيمه كمي دو ژن

MCC508  ي نشان داريمعنبرابر نسبت به شاهد، افزايش  ١/٢و  ٤به ترتيب با

روند تنش اين افزايش ادامه داشت. بيان ژن  با ادامه) و p≥ ٠٥/٠داد (

CapLEA-1  ي نشان نداد، اما بيان ژن داريعنمدر ژنوتيپ حساس تغييرات

Dehydrin1  برابر افزايش و سپس با ادامه تنش  ٤/١در ابتدا نسبت به شاهد

-CapLEAو Dehydrin1يهاژن). با توجه به نقش p≥ ٠٥/٠كاهش يافت (

و غشاي سلولي، پايداري تاخوردگي صحيح  دهايپيلدر حفظ ساختار   1

 اين ژنها  ترمنظمسطح بيان بالاتر و  رسديم به نظريي زداسمو  هانيپروتئ

نسبت به  MCC508دلايل احتمالي تحمل بيشتر ژنوتيپ  يكي از توانديم

MCC521  ي باشد.آبكمدر برابر تنش  

  

  .Dehydrin 1و CapLEA-1ي، نخود، آبكمتنش  :ي كليديهاواژه

  
 

Water deficit is the most important abiotic stress limiting 
crop productivity in most arid and semi-arid areas of the 
world and Iran. In order to achieve precise experimental 
comparisons, the response of chickpea genotypes 
MCC508 and MCC 521 to water deficit was evaluated and 
then expression of the genes assessed under the same stress 
situation. Decreasing trend of Relative Water Content 
(RWC) was significantly less in MCC508 compared with 
MCC521, especially after 24 hours (p≤0.05). Membrane 
Stability Index (MSI) was also higher in MCC508 whereas 
electrolyte leakage and Malondialdehyde (MDA) 
accumulation were almost stable but increased 1.2-fold 
relative to control after four days stress. Proline was 
accumulated up to 16.8 and 9.4 µ mol g-1FW in MCC508 
and MCC521 after 4 days, which indicated an increase of 
5.1 and 3.8 fold related to the control, respectively. Semi-
quantification gene expression analysis for Dehydrin1and 
CapLEA-1 showed different response to water deficit for 
each genotype. Both of these genes up-regulated in tolerant 
genotype MCC508 with the amount of 4 and 2.1 fold 
compared to their respective control (p≤0.05) so that the 
up-regulation trend steadily continued under the stress 
situation. However, CapLEA-1 expression was not 
significantly regulated in the sensetive genotype; instead, 
Dehydrin1regulation was significantly evident as much as 
1.4 fold increase and then decreased (p≤0.05). It, therefore, 
seems that stable, high up-regulation of Dehydrin1and 
CapLEA-1 genes and their function (stability of lipids and 
cell memebrane, correct protein folding and detoxificaton) 
might be a possible reason for high tolerancy response to 
water deficit in MCC508 compared to MCC521.  

 
Keywords:  chickpea, CapLEA-1, Dehydrin 1, water 
deficit stress. 

در  Dehydrin 1 و CapLEA-1ي هاژنكمي رامترهاي فيزيولوژيك و بيان نيمهروند تغيير پا
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  مقدمه
) گياهي است .Cicer arietinum Lنخود زراعي (

) 2n=2x=16و ديپلوئيد ( افشانخودگرده، سالهكي
حبوبات مهم  ينسوم تن، يليونم ٨ يجهان يدبا تولكه 

اين ). Malhotra & Saxena, 2002( باشديم يادن
گياه به دليل تثبيت نيتروژن اتمسفر در كاهش 

و نيز تأمين پروتئين در جيره   مصرف كود نيتروژن
 Mantri( نقش بسزايي بر عهده دارد غذايي انسان

et al., 2007( .شرايط مختلف آب و  سازگاري به
 لا در اين گياه حكايت دارد. باهوايي از پتانسيل با

و  يآبشرايط نامساعد محيطي نظير كم ،حالنيا
درجه حرارت بالا در طول دوره رشد به مقدار 

 ,Kuperكاهد (از عملكرد آن مي ياملاحظهقابل

1998.(  

عامل غيرزيستي كاهش  نيترمهمي آبكمتنش      
توليد محصولات كشاورزي در دنيا است  كه باعث 

ش رشد گياه از طريق تغيير فرايندهاي مولكولي، كاه
و  هاژنتغيير بيان  ازجملهبيوشيميايي و فيزيولوژيكي 

ها، نفوذپذيري غشاء سلول و وضعيت فعاليت آنزيم
 ,.Hussain, 2006; Jaleel et alشود (آب برگ مي

). راهكارهاي تحمل به خشكي در گياهان 2009
ورفولوژيكي و مسيرهاي فنولوژيكي، م رندهيدربرگ

مولكولي مختلف است كه در مواجهه با خشكي 
فرار، اجتناب و تحمل در گياهان بروز پيدا  صورتبه
). شناسايي Cattivelli et al., 2008( كنديم

ي كليدي كه باعث هاژنراهكارهاي مولكولي و 
 توانديم شوديمبهبود تحمل نخود به شرايط تنش 

تنش خشكي و افزايش در راستاي اصلاح اين گياه به 
  باشد. مؤثرعملكرد بسيار 

ژنوتيپ نخود  ١٥٠كه روي  يادر مطالعه مزرعه
زيابي عملكرد در دو شرايط ردر قالب آزمون مقدماتي ا

تنش خشكي (ديم) و بدون تنش (فارياب) انجام شد، 
موردمطالعه ي هاپيژنوت مياني توجهقابل تنوع

 ازنظر برتري هاپيژنوتشد. در بررسي مشاهده 
شد  مشخصخشكي،  به پاسخ وي تحمل هاشاخص

ي هاپيژنوت جزء MCC521و  MCC508كه 
 برتري دلايل احتمالي . يكي ازرنديگيمقرار  متمايز

در شرايط  به خشكيتحمل  براي كانديداي هاپيژنوت
 خشكي از فرار قابليت از برخورداري ،يامزرعه

 انيانتهايي ب خشكي تنش از (زودرسي) و اجتناب
  ).Ganjeali et al., 2010( است شده

) Arefian et al. )2014در بررسي اوليه توسط 
و  ژنوتيپ كانديد متحمل و حساس به خشكي پنج

فيزيولوژيك و  ينشانگرها به كمك، شوري
اي مورد ارزيابي گياهچهمرحله بيوشيميايي در 

. نتايج نشان داد كه برخي از اين اندقرارگرفته
 ديآلدئيدمالون، ميزان پرولين مانندنشانگرها ه

)MDA محتواي رطوبت نسبي و نشت الكتروليت ،(
ميزان تحمل به تنش  شناساييدر  صفات نياز مؤثرتر

ي محسوب ااهچهيگدر اين گياه و در مرحله 
 توانيمي تحمل به شوري را هاسميمكان. شونديم

در سه سطح كل گياه، سلولي و در سطح  مولكولي 
). Munns & Tester, 2008(رسي قرار داد موردبر

ي شوك هانيپروتئي مؤثر در تنش، هاژنبرخي 
. از ديگر محصولات كننديمرا كد  ١)HSPs(حرارتي 

ي شوري، خشكي و دماي هاتنشدر  شدهانيبي هاژن
و همچنين  LEA٢ي هانيپروتئبه  توانيمپايين 

ي مرتبط با عوامل رونويسي اشاره كرد هاميآنز
)Groover et al., 2001.(  

 هايدر دامنه وسيعي از گونه LEAهاي پروتئين
 سرما و ي، شوري،آبكمهاي تنش گياهي در پاسخ به

اين شوند. مي بيان اسمزي هايتنشهمچنين 
هاي به مولكول اتصال باها، تركيبات همانند چاپرون

، غشاء هاماكرومولكول ها باعث پايداريآب و پروتئين
ها بر اساس پروتئين. اين شونديمهاي ناقل نو يو
 . اكثررنديگيدر چند خانواده قرار مكاركرد و  مانساخت

در  Dehydrinهاي و پروتئين  LEAهايپروتئين

                                                                  
1. Heat Shock Proteins (HSPs) 
2. Late Embryogensis Abundant Proteins (LEA proteins) 



 ٥٩  ... يكم مهين انيو ب كيولوژيزيف يپارامترها رييروند تغ و همكاران: صداقتي  

 

 صورت ساختارهاياكثراً بهخود  فرم طبيعي
بارز  اتياند. از خصوصقرارگرفته تاخوردهريغ

 دوستي وآب Dehydrinو  LEA هايپروتئين
 كهشود چنين تصور مي. استپايداري در برابر حرارت 

متصل  هايعنوان مولكولبه LEA هايپروتئين
پايداري ها و در شونده به آب، در ترشح يون

فعاليت، شبيه  ازنظر ها و غشاهاماكرومولكول
 ;Goyal et al., 2005( كنندها عمل ميپروناچ

Campbell & Close, 1997.(  هدف از مطالعه
اضر بررسي دقيق دو ژنوتيپ كانديد متحمل و ح

 كاملاًحساس نخود زراعي به تنش خشكي در شرايط 
در سطح فيزيولوژيكي و بيوشيميايي بود  شدهكنترل

ي نسبت به تنش امزرعهكه بر اساس مطالعات قبلي 
بودند. علاوه بر اين، روند بيان  شدهيابيارزي آبكم

 و CapLEA-1ي ديژن كلكمي دو نيمه
Dehydrin1  روندهشيپي آبكمطي چهار روز تنش 

   در اين دو ژنوتيپ ارزيابي شد.
  

  هاروشمواد و 
 ,.Ganjeal et al(شده انجام بر اساس نتايج مطالعات

كانديد كاملاً متمايز نسبت  ژنوتيپ) دو 2010 ,2006
  MCC521و MCC508ي هانامي به آبكمبه تنش 
بذر حبوبات پژوهشكده  بانكها از و بذور آن انتخاب

. ابتدا بذور گرديددانشگاه فردوسي تهيه  علوم گياهي
ي، يكنواختي، عدم وجود صدمات شكلهم لحاظ از

سطحي بررسي گرديد. بذور انتخابي با الكل و سپس 
با محلول هيپوكلريدسديم ضدعفوني و قبل از كاشت 

ساعت در  ٤٨در ظروف پتري به مدت حداكثر 
 كاملاًشدند. بذور  دارجوانه ٢٤±١تاريكي و دماي 

ي و برخوردار از بنيه مناسب زنجوانه ازلحاظيكنواخت 
يي با ظرفيت يك ليتر حاوي تركيب هاگلداندرون 
خاك زراعي و ماسه كشت و در دماي  ٢:١خاكي 

 ٨ساعت روشنايي و  ١٦و با دوره نوري  ٢٥±٢
در  هر گلدانساعت تاريكي با تراكم دو بوته در 

شد نگهداري شدند. قبل از كشت بذور، اتاقك ر

ظرفيت نگهداري آب خاك تعيين و رطوبت هر يك 
آبياري روزانه  تريليليم ٣٠با مقدار تقريبي  هاگلداناز 

ظرفيت زراعي نگهداري و سه هفته  %٨٠در حدود 
ي آبكمپس از سبز شدن، با قطع آبياري، شرايط تنش 

اي انجام ها ايجاد شد. بربراي گياهچه روندهشيپ
از بافت برگ  هايريگنمونهآزمايش فيزيولوژيك، 

ساعت از  ٩٦و  ٤٨، ٢٤گياهي در فواصل زماني صفر، 
ي انجام شد. بر اساس آبكمزمان شروع تنش 

ي حاصل از آزمايش نخست، شرايط كاشت و هاداده
همانند آزمايش نخست بوده و  هااهچهيگرشدي 

ت بيان ژن در ي آزمايش براي مطالعاهايريگنمونه
ساعت پس از تنش  ٩٦و  ٤٨مقاطع زماني صفر، 

آب نسبي برگ محتواي درصد ي انجام گرفت. آبكم
)RWC طبق معادله زير به دست آمد كه در آن (%

FW  ،وزن تر برگDW ٤٨( گوزن خشك بر 
 وزن TWدرجه سلسيوس) و  ٨٠ساعت در آون 

 deاست (ساعت شناور در آب مقطر)  ٢٤برگ ( آماس

Silva et al., 1996.(  
RWC(%) = (FW-DW/TW-DW) × 100 

  
 ١/٠ ابتدا، ٣جهت سنجش ضريب پايداري غشاء

و  ٤٠°C دقيقه در بن ماري ٣٠گرم برگ به مدت 
دقيقه در بن ماري  ١٠گرم برگ نيز به مدت  ١/٠
C°دو حاوي  (هر ١٠٠mlآب ديونيزه) قرارگرفته  ١٠

متر  ECها با دستگاه و ميزان نشت الكتروليت آن
ها سنجيده آن MSIميزان زير و طبق معادله  تعيين

  ):Premachandra et al., 1990( شد

100

401
EC

EC
MSI 

 
گرم از  ٢/٠ ،براي استخراج و سنجش پرولين

اسيد سولفوساليسيليك آبدار  تريليليم ٤بافت برگ در 
)W/V (كاملاً سائيده شده تا همگن شود و پس  %٣

از  ml٢از محلول بالايي با  ml٢ ،يوژفيسانترانجام از 

                                                                  
3. Membrane Stability Index (MSI) 
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استيك گلاسيال اسيد ml٢هيدرين و معرف نين
 ١٠٠ °Cمخلوط و به مدت يك ساعت در حمام آب 

تولوئن  ml٤مخلوط واكنش به كمك  .قرار گرفتند
 nm٥٢٠ طول موج در ميزان جذب نور جدا شده و

مقدار  ،شد. نهايتاً با استفاده از منحني استاندارد تعيين
 Bates et( رولين به كمك فرمول زير محاسبه شدپ

al., 1973(:  

 
از  ادهغشاء با استف يدهايپيل ونيداسيپراكس زانيم

شد.  يريگاندازه) Heath & Parker  )1968روش 
يتر ml٥ گرم بافت تر برگ با ٢/٠كه  بيترتنيابه

ر د دور ١٠٠٠٠ در و دهييسا %١/٠ دياس كيكلرواست
لول با محكردن شد. پس از مخلوط  وژيفيسانتر قهيدق
 ديسا كيتوريوباربيت يحاو %٢٠ دياس كيكلرواستيتر
قرار  ٩٠°C در حمام آبگرم قهيدق ٣٠)، ٤به  ١( %٥/٠

ي هاموج طولپس از تعيين جذب نوري در  گرفته و
اسپكتروفتومتر نانومتر توسط  ٦٠٠و  ٥٣٢

OPTIMA  مدلsp-3000 plus ،ا استفاده از ب
  :شد محاسبه ديآلدئيدمالون لظتغ ريرابطه ز

MDA (µmol/gFW) = . 
A532-600/ 1.55 × 10-5 Mcm-1 × b. 

  

و كميت  تيفيك با RNAدستيابي به  منظوربه
ي مختلف استخراج استفاده شد كه هاروشمناسب، از 

 Total RNA Extraction Kitكيت ستوني  تيدرنها
بق ، تهران) بهترين نتيجه را داشت. طستيتكاپو ز(

از بافت  گرميليم ٥٠دستورالعمل شركت سازنده، ابتدا 
برگ تازه نخود، توسط هاون اتوكلاو شده و عاري از 

RNase  ي ساييده شد. پودر خوببهدر نيتروژن مايع
ي انتقال يافت تريليليم ٥/١ي هاوبيتحاصل سريعاً به 

به آن افزوده  كنندهزيلاز نخستين بافر  تريل كرويم ٣٠٠و 
ميكروليتر كلروفرم به  ٥٠٠س از مخلوط كردن، شد. پ

 g١٠٠٠٠دقيقه در  ١٠محلول اضافه و به مدت 
 تريل كرويم ٣٠٠سانتريفيوژ گرديد. پس از افزودن 

 باايزوپروپانول به محلول بالايي، به ستون ويژه كيت 
منتقل و سانتريفيوژ شد. در مرحله  spin column نام

ليه و ثانويه و سپس بعد، پس از شستشو با بافرهاي او
درجه  - ٧٠در دماي  شدهاستخراج RNA، %٧٠اتانول 

با  شدهاستخراج RNAنگهداري شد. كيفيت  گراديسانت
شده و غلظت و كيفيت آن  ديتائ %١استفاده از ژل آگارز 

 Thermo NanoDrop 2000نيز توسط نانودراپ (

uv-vis (ي شد.ريگاندازه  

  

   Actinو CapLEA-1 ،Dehydrin1ي هاژنتكثير  منظوربه داستفادهمورتوالي آغازگرهاي  .١جدول 
  دماي اتصال  اندازه محصول توالي آغازگر آغازگر

CapLEA-1-F ACAGACAACCGAAGCAAC 
bp٥٤ ١٦٤ 

CapLEA-1-R GGGCCATACCCTTAACCT 
Dehydrin1-F TGGTGGCACTGGAGATG 

bp ٥/٥٤ ١٥٨ 
Dehydrin1-R AACTACCTGGGTTGTGGG 

Actin-F TGTCTTGAGTGGTGGTTCTAC 
bp ٧/٥٢ ٢٠٢ 

Actin-R TTCATCATATTCTGCCTTTG 

  
در همه  RNAي غلظت سازهمسانپس از 

 تريل كرويم ٥) براي cDNA، رشته مكمل (هانمونه
RNA  در هر نمونه، با استفاده از آنزيمM-Mulv  و
(سيناكلون، تهران)   RT-PCRيادومرحلهكيت 

كت سازنده سنتز شد. مشخصات طبق دستورالعمل شر
و ) Gao et al., 2008( مورداستفادهآغازگرهاي 

مراز به ترتيب در ي پليارهيزنجشرايط انجام واكنش 
آورده شده است. اندازه باندهاي  ٢و  ١ هايجدول

براي  درصد ١ژل آگارز  يرو هاآنحاصل و وضوح 
ها، اطمينان از اطمينان از درست بودن طراحي آغازگر

ها، اطمينان از cDNAرست بودن مراحل سنتز د
و نيز عدم مشاهده باند  PCRمناسب بودن برنامه 
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، و )RNA )False negativeهاي براي نمونه
نظر  هاي سنتزشده ازcDNAهمچنين خلوص 

كيفيت و وضوح باندها روي ژل آگارز يك درصد 
در  موردمطالعهي هاژنبررسي شد. همچنين بيان 

و در هر دو ژنوتيپ، با استفاده از  هايريگنمونهتمام 
ي شد. با سازنرمال دارخانهژن  عنوانبه Actinژن 

توجه به نيمه كمي بودن اين مطالعه، مقايسه بيان 
براي  PCRدر محدوده فاز نمايي مرحله تكثير  هاژن

هر ژن انجام گرفت. براي اين منظور تكثير هر ژن 
، ٣٠، ٢٨، ٢٥ ،٢٠ي هاكليسجداگانه در  صورتبه

مورد ارزيابي قرار گرفت و با مقايسه  ٣٥و  ٣٢
باندهاي حاصل، با توجه به فاز نمايي و تكثير 

 نيترمناسباختصاصي (عدم حضور باندهاي اضافي)، 
تعداد سيكل انتخاب شد. در اين راستا، تعداد سيكل 

 ٢٥و براي دو ژن ديگر  ٢٨بهينه براي ژن اكتين 
 روي PCRك محصولات سيكل، انتخاب شد. تفكي

 ٢نمونه،  تريلكرويم ٤ با استفاده از درصد ١ژل آگارز 
در  بافر بارگذاري تريلكرويم١و  يووروينگر تريلكرويم

يقه انجام دق ٤٥به مدت ولت  ٩٥ژ لتابا و هر چاهك
  .شد

آناليز آماري و رسم نمودارها در اين مطالعه با 
 Excel 2013و  SPSS 19ي افزارهانرماستفاده از 

با سه تكرار  شدهكيتفكي باندهاانجام شد. آناليز 
 افزارنرمهاي آگارز جداگانه با استفاده از بيولوژيك در ژل

TotalLab  صورت گرفت. در اين مرحله پس از
دستي هر  صورتبه، هاستونو  باندهاانتخاب خودكار 

باند انتخاب و محدوده آن مشخص شد. پس از حذف 
ي هادادهاند تعيين گرديد. تبديل ، كميت هر بنهيزمپس

انجام شد و پس از  نوسيسآركدرصدي با روش 
به  هانيانگيمبودن آناليز واريانس،  داريمعنبررسي 

رفته در  كارهبي داريمعنروش دانكن مقايسه و سطح 
  در نظر گرفته شد. %٥ هاليتحلكليه تجزيه 

  
  در مراحل مختلف تكثير PCRاكنش هاي وشرايط دمايي، زمان و تعداد چرخه. ٢جدول 

  مرحله دما زمان تعداد چرخه
 سازي اوليهواسرشت C٩٥° دقيقه ٥ ١

  ٢٨و  ٢٥

 سازي ثانويهواسرشت C٩٤°  ثانيه ٢٥

-Tm ثانيه ٣٠ ٥/١  °C  اتصال 

 بسط C٧٢° دقيقه ١

 بسط نهايي C٧٢° دقيقه ٧ ١

  
  نتايج و بحث

  مقايسات فيزيولوژيك
برگ در هر دو ژنوتيپ با افزايش  محتواي آب نسبي

 صورتبهي در طول چهار روز، آبكمتنش  زمانمدت
كاهش در  ). اينp≥ ٠٥/٠يافت (ي كاهش داريمعن

هر دو ژنوتيپ حساس و متحمل در چهار روز پس از 
ي ديگر بود. در اين ريگنمونهي هازمانتنش بيشتر از 

 %٥٥با  MCC521نسبي در ژنوتيپ  رطوبتميان، 
هش، نسبت به ژنوتيپ ديگر افت بيشتري داشت. كا

از ابتدا  MCC508رطوبت نسبي برگ در ژنوتيپ 

ي اين اختلاف آبكمبيشتر بوده و با ادامه روند تنش 
شد. چهار روز تنش  داريمعنبيشتر و پس از يك روز 

درصدي آب نسبي برگ در ٤٦ي باعث كاهش آبكم
نسبي محتواي آب الف).  - ١اين ژنوتيپ شد (شكل 

جهت تعيين ميزان تحمل  ياعنوان دادهبرگ به
 يآبگياهي نسبت به تنش شوري و كم يهاپيژنوت
). Terzi & Kadioglu, 2006( است شدهيمعرف

قدرت حفظ آب موجود در برگ در شرايط تنش 
ي آبكمي حساس به تنش هاپيژنوتي، در آبكم

 ، بنابر اين آب موجود در برگ از طريقابدييمكاهش 
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گياه  جهيدرنتو  افتهيكاهشتبخير سطحي و يا تعرق، 
). كاهش Beck et al., 2007( شوديمي آبكمدچار 

ي حساس نخود هاپيژنوتدر  ژهيوبهرطوبت نسبي برگ 
است  شده گزارشي در مطالعات ديگر نيز آبكمبه تنش 

)Bhushan et al., 2011 .(ي حاصل از هاداده
نده متحمل بودن ژنوتيپ كن ديتائسنجش اين پارامتر 

MCC508  و حساسيت بيشتر ژنوتيپMCC521 
  الف). - ١(شكل  باشديمي آبكمنسبت به تنش 

در گياهان ذرت، سويا و گندم، محتواي نسبي آب 
ي هاپيژنوتكميتي جهت شناسايي  عنوانبهبرگ 

است  شدهيمعرفي آبكممتحمل به تنش 
)Figueiredo et al., 2001; Galle et al., 

2002; Helal & Samir, 2008 ،در اين گياهان .(
همبستگي مثبتي ميان محتواي نسبي آب برگ و 

ها وجود دارد. بالاتر ميزان مواد محلول و متابوليت
  بودن محتواي نسبي آب برگ در شرايط تنش

ي، به همراه بيشتر بودن مواد محلول و آبكم
سبب افزايش مقاومت اين گياهان به  هاتيمتابول

در ). Guerfel et al., 2008( شوديمي آبكمتنش 
ي نشت ريگنمونهدر بيشتر مراحل اين آزمايش 

نسبت به ژنوتيپ  MCC521الكتروليت ژنوتيپ 
MCC508 ٠٥/٠ي بيشتر بود (داريمعن صورتبه ≤p (
اين ) كمتر در MSIي (ضريب پايداري غشاكه بيانگر 

تروليت ب). ميزان نشت الك - ١(شكل  باشديمژنوتيپ 
ي تفاوت آبكمدر طول تنش  MCC521ژنوتيپ 

ثبات و  دهندهنشان توانديمي نداشت كه داريمعن
ي باشد. بيشترين آبكمپايداري غشا در شرايط تنش 

ميان دو ژنوتيپ در اين پارامتر، چهار  داريمعناختلاف 
به  هاآني ايجاد شد كه تفاوت آبكمروز پس از تنش 

  ب). - ٢(شكل  سدريمدرصد  ٢٠بيش از 

           
ي هاپيژنوتبرگ و (ب) نشت الكتروليت، در  تغييرات مقدار آب نسبيي بر (الف) درصد آبكمچهار روز تنش  ريتأث. ١شكل 

  ).p≥ ٠٥/٠( نخود

  
ي از طريق افزايش توليد مواد آبكمتنش 

پراكسيد هيدروژن، سبب  ازجملهغشاء  كنندهبيتخر
ته و در نتيجه ضريب پايداري تخريب غشاء سلولي گش
. گياهان ابدييمي كاهش آبكمغشاء در شرايط تنش 

يي براي مقابله با هاسميمكاني آبكممتحمل به تنش 
تجزيه  هاسميمكانتخريب غشاء دارند كه يكي از اين 

ي كاتالاز و پراكسيداز هاميآنزپراكسيد هيدروژن توسط 
رود انتظار مي ). بنابراينGroover et al., 2001است (

ي در آبكمميزان تخريب غشاء در شرايط تنش 
ي كمتر از آبكمي متحمل به تنش هاپيژنوت
، يآبكمادامه روند تنش با . باشدي حساس هاپيژنوت

نسبت به شاهد  ژنوتيپ دومقدار توليد پرولين در 
)، p≥ ٠٥/٠( دار افزايش يافتمعني صورتبه
ي باعث تجمع بالاترين بآكمچهار روز تنش  كهيطوربه

ميزان پرولين در هر دو ژنوتيپ شد. اين ميزان تجمع 
به ترتيب  MCC521و  MCC508پرولين در ژنوتيپ 
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پرولين در يك گرم بافت تر  مولكرويم ٤/٩و  ٨/١٦
 ٨/٣و  ١/٥برگ بود كه در مقايسه با شاهد به ترتيب 

ي نيز باعث آبكميافته است. دو روز تنش برابر افزايش
تجمع اين اسيدآمينه در هر دو ژنوتيپ  داريمعناختلاف 

  الف). - ٢نسبت به هم شده است (شكل 
آنجاكه پرولين در تنظيم اسمزي، ذخيره كردن  از

و ) Bates et al.,1973دارد (انرژي و نيتروژن نقش 
هاي شوري و از عوامل مؤثر در تحمل به تنش

 & Aminiباشد (ميآبي در گياهان كم

Ehsanpour, 2005 و بيشتر پرولين  ترعيسر). تجمع
بيانگر تحمل بيشتر  توانديم MCC508در ژنوتيپ 

 - ٢آبي باشد (شكل اين ژنوتيپ در شرايط تنش كم
 الف). نتايج تحقيق حاضر مطابق با مطالعات ديگران

)Arefian et al., 2014; Najaphy et al., 

اسيدآمينه  شتر اينكننده تجمع بيديتائ)  بود كه 2010
ي غير هاتنشي متحمل نخود به هاپيژنوتدر 

  . در تحقيق حاضر، تنها چهار روز پسباشديمزيستي 

  
 ديآلدئيدمالونآبي، ميزان تجمع از تنش كم

(MDA) ي در هر دو ژنوتيپ داريمعن صورتبه
اسيدهاي  ونيداسيپر اكس). p≥ ٠٥/٠افزايش يافت (

اي به جاد محصول ثانويهمنجر به اي راشباعيچرب غ
عنوان كه از آن به گردديم ديآلدئيدنام مالون

ليپيدها و  ونيداسيشاخصي جهت تعيين ميزان پر اكس
 Eraslan et( شودميزان نفوذپذيري غشاء استفاده مي

al., 2007 .(ب مشخص  -٢كه در شكل  طورانهم
درصدي  ٥٥با افزايش  MCC521است، ژنوتيپ 

را نشان داد  MDAنسبت به شاهد، بيشترين افزايش 
نسبت به  غشاء بيشتر ميزان نفوذپذيريكه بيانگر 

در  MDAژنوتيپ ديگر است. از سوي ديگر افزايش 
درصد بود كه  ١٧، به ميزان MCC508ژنوتيپ 

ت بيشتر اين ژنوتيپ در شرايط بيانگر ثبا توانديم
  آبي باشد.تنش كم

       
 برحسب( ديآلدئيدمالونميكرو مول بر گرم وزن تر بافت برگ) (الف) و مقدار  برحسب. تغييرات مقدار پرولين (٢شكل 

  ).p≥ ٠٥/٠آبي (ميكرومولار بر گرم وزن تر بافت برگ) (ب) در دو ژنوتيپ نخود زراعي تحت تنش كم
  
 ديتائي نتايج حاصل از آزمايش فيزيولوژيك وركلطبه

در شرايط تنش  MCC508كننده تحمل بيشتر ژنوتيپ 
 MDAآبي بود. پارامترهاي نشت الكتروليت و كم
با يكديگر پايداري بيشتر غشا در اين ژنوتيپ را  راستاهم

نشان دادند. از سوي ديگر روند افزايش پرولين تجمع 
اين ژنوتيپ در  ترمناسبري سازگا دهندهنشانيافته، 

شرايط تنش است. علاوه بر پرولين، تجمع ديگر 
ي پاسخ گياه به هاسميمكانها و همچنين ديگر اسموليت

باعث حفاظت  توانديممواردي است كه  ازجملهتنش 

تحمل بيشتر ژنوتيپ  تاًينهابيشتر رطوبت نسبي برگ و 
MCC508  نسبت بهMCC521  تنش  طيشرادر

  ه باشد. آبي شدكم
  

  آبي هاي مؤثر در تنش كمبررسي بيان ژن
ها در پس از تائيد حساس و متحمل بودن ژنوتيپ

هاي مناسب آزمايشي نخست و تعيين زمان شرايط
گيري، بيان دو ژن كليدي نخود تحت تنش نمونه

هاي آبي مورد بررسي قرار گرفت. سطوح بيان ژنكم
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و حساس گياه هاي متحمل كانديد موردنظر در ژنوتيپ
روز از تنش بررسي  ٤و  ٢نخود پس از گذشت صفر، 

ها و پس از  RNAسازي غلظت شد. پس از همسان
در  Actinمتناظر، در ميزان بيان ژن  cDNAساخت 

هاي مختلف پس از تنش در زمان هايريگنمونه
ي مجدد براي دييتأ توانديمتغييراتي مشاهده نشد كه 
كنترل داخلي براي  انعنوبهمناسب بودن اين ژن 

ي بيان هادادهي سازنرمال منظوربه RT-PCRآزمايش 
). همچنين ٣ژن در مقاطع زماني مختلف باشد (شكل 

نتايج حاصل حاكي از طراحي صحيح آغازگرها و تكثير 
اي ديده اختصاصي ژن موردنظر بود و هيچ باند اضافه

گونه باند ها و كنترل منفي نيز هيچنشد. در نمونه
). ١٨و  ١١هاي ، چاهك٣اي مشاهده نشد (شكل اضافه
مشخص است،  ٤و  ٣ي هاشكلكه در  طورهمان

آبي، ي در هر دو ژنوتيپ با ادامه روند تنش كمطوركلبه
نسبت بيان اين دو ژن در حال افزايش است. دو و چهار 

 ٢١و  ١٩آبي به ترتيب باعث افزايش روز تنش كم
در مقايسه با  CapLEA-1درصدي نسبت بيان ژن 

شد. از سوي ديگر اين  MCC521شاهد در ژنوتيپ 
در  MCC508 روند تغييرات بيان در ژنوتيپ متحمل

همان مقاطع زماني به ترتيب باعث افزايش نسبت 
شد  CapLEA-1درصدي ژن  ٢٢٣و  ٤٣شدت بيان 

). تفاوت بيان ژن در اين دو ژنوتيپ در مورد ٤(شكل 
كه دو و طوريبود، به بسيار بيشتر Dehydrin1ژن 

آبي به ترتيب باعث افزايش نسبت چهار روز تنش كم
برابر نسبت به  ٦/٠و  ٤/١شدت بيان اين ژن به ميزان 

شاهد در ژنوتيپ حساس شد. از سوي ديگر، افزايش 
در همان  MCC508دار بيان اين ژن در ژنوتيپ معني

برابر نسبت به شاهد  ٤و  ٢٤/١مقاطع زماني به ترتيب 
به چهار  MCC508بود. بنابراين پاسخ ژنوتيپ متحمل 

هاي برابري بيان ژن ٤و  ٢آبي، افزايش روز تنش كم
CapLEA-1  وDehydrin1   نتايج ٤بود (شكل .(

 Marjani( هاي قبليحاصل از اين آزمايش با گزارش

et al., 2014; Guo et al., 2009(  منطبق بود كه در
اين دو ژن در پاسخ به تنش نيز بيان هر  هاآنمطالعات 

  يافته بود.آبي در ژنوتيپ متحمل نخود افزايشكم
 زاييهاي فراوان در اواخر دوره جنينپروتئين

(LEA) پايداري ماكرو  در حفاظت و كمك به
- ها شامل كلروفيل و كمپلكس پروتئينمولكول
 به هانينقش دارد و همچنين اين پروتئ كلروفيل

كه در خود دارند از خشك آبي  يهامولكول دليل
 كننديجلوگيري م هانيساير پروتئ شدن غشاء و

)Webb et al., 1996 در ديگر مطالعات نيز بيان .(
هاي سرمايي و تحت تنش LEAهاي خانوادهژن
آبي در گياهان ديگر مانند گندم افزايش نشان داد كم

)Seki et al., 2002 Kume et al., 2005; اين .(
 باشديم دوستآبهاي بسيار پروتئينكدكننده  ،ژن

كند آبي جلوگيري ميهاي غشايي و كمكه از آسيب
)Webb, et al., 1996 ي اين هاداده). بر اساس

دار بيان اين ژن در ژنوتيپ آزمايش، افزايش معني
يكي از دلايل اصلي  توانديم MCC508متحمل 

توانايي اين ژنوتيپ در حفظ رطوبت نسبي برگ، 
ي از تخريب ساختار غشا و ميزان كمتر نشت جلوگير

كاركرد  رسديمبه نظر الكتروليت باشد. بر اين اساس 
در شرايط تنش از دلايل مهم و  هانيپروتئپايدار 

آبي در ژنوتيپ متحمل احتمالي تحمل به كم
MCC508 دار اين ژن باشد كه با افزايش معني

  الف). -٤همراه بوده است (شكل 
هاي دهيدرين بخشي از كلي، پروتئيني بندطبقهدر 

هايي هستند كه تحت عنوان گروه بزرگي از پروتئين
LEA  شونديمشناخته )Rodriguez, 2005 اين .(
كيلو دالتون  ٢٠٠تا  ٩ي مولكولداراي وزن  هانيپروتئ

به پنج گروه  شدهحفظهاي موتيف بر اساسهستند و 
به ) Choi & Close, 2000( شونديمي بندطبقه

نقش چاپروني در  عنوانبهها رسد دهيدريننظر مي
و ساختار غشايي،  هانيپروتئها، پايداري ويزيكول

يي در گياهان تحت تنش زداسمتنظيم اسمزي و 
تاكنون  هاآن، اما عملكرد دقيق كننديمنقش ايفا 

 ,Wise & Tunnacliffeمشخص نشده است (

از  ) يكي2009( .Guo et al). در بررسي 2004
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 ٤٨دلايل احتمالي تحمل ژنوتيپ متحمل نخود به 
آبي، به افزايش بيان اين ژن نسبت ساعت تنش كم

داده شده است. در مطالعه حاضر نيز افزايش بسيار 
 MCC508دار بيان ژن دهيدرين در ژنوتيپ معني

و غشاي  هانيپروتئكه كاركرد آن حفظ ساختار 
است،  يي ناشي از تنشزداسمسلولي و همچنين 

يكي از دلايل احتمالي تحمل بالاتر اين  توانديم
  آبي باشد.ژنوتيپ به تنش كم

  

  
هاي متحمل و حساس نخود در پاسخ به تحت تنش در ژنوتيپ Dehydrin1و  CapLEA-1هاي. روند بيان ژن٣شكل 

(سه چاهك نخست) و  MCC521پيژنوتدر  CapLEA-1ن: بيان ژ٧تا  ٢هاي : سايز ماركر؛ چاهك١آبي. چاهك كم
: بيان ژن ١٠تا  ٨هاي هاي صفر، دو و چهار روز پس از تنش؛ چاهك(سه چاهك دوم) به ترتيب در زمان MCC508ژنوتيپ 

: كنترل منفي براي ژنوتيپ متحمل ١١در سه زمان تنش؛ چاهك  MCC508در ژنوتيپ متحمل  Actin دارخانه
MCC508بيان ژن ١٧تا  ١٢ هاي؛ چاهك :Dehydrin1  پيژنوتدرMCC521  (سه چاهك نخست) و ژنوتيپMCC508 

: كنترل منفي براي ژنوتيپ حساس ١٨هاي صفر، دو و چهار روز پس از تنش؛ چاهك (سه چاهك دوم) به ترتيب در زمان
MCC521دارخانه: بيان ژن ٢١تا  ١٩هاي ؛ چاهك Actin  در ژنوتيپ حساسMCC521  زمان تنش.در سه 

  

   

و حساس  MCC508هاي متحمل در ژنوتيپ Dehydrin1(ب)  و CapLEA-1هاي (الف). تغييرات بيان ژن٤شكل 
MCC521 آبي.نخود زراعي در پاسخ به صفر، دو و چهار روز تنش كم  

  
  
  
  
  
  

 (الف) (ب)

٣    ٤    ٥    ٦     ٧    ٨    ٩    ١٠  ١١   ١٢  ١٣  ١٤  ١٥  ١٦  ١٧   ١٨   ١٩  ٢٠  ٢١     
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 توانيمدو آزمايش با توجه به نتايج حاصل از 
 هايژننتيجه گرفت كه سطح بيان بالاي 

CapLEA-1 وDehydrin 1  در ژنوتيپ متحمل و
روند منظم افزايشي آن احتمالاً در ايجاد تحمل 

نقش  MCC508آبي در ژنوتيپ نسبت به تنش كم
داشته باشد. از سوي ديگر يكي از دلايل حساسيت 

MCC521  يان و ب ترنييپابه سطح  توانيمرا
بيان اين ژن در شرايط تنش  نامنظمهمچنين روند 

، با در نظر گرفتن كاركردهاي درمجموعنسبت داد. 
و غشاي سلولي،  دهايپيلاين دو ژن در حفظ ساختار 
يي، زداسمو  هانيپروتئپايداري تاخوردگي صحيح 

  رسد بتوان اين موارد را نظر مياحتمالاً به
 MDAيشتر، تجمع ب RWCجمله دلايل احتمالي  از

 MCC508كمتر در ژنوتيپ  و نشت الكتروليت
آبي در تحت شرايط تنش كم MCC521نسبت به 
  نظر گرفت.
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