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  چكيده
كند كه در طي واكنش گلوكونئوژنز نقش اساسي  د ميرا كُ كيناز  كربوكسي  پيروات  انول پروتئين فسفو، pepckژن 

 كه يكي با توجه به اين. باشد يم علاوه بر تأمين گلوكز، داراي وظايف ديگري نيز مياخيراً معلوم شده است كه اين آنز .دارد
 لذا توجه محققان به بررسي نقش ،باشد ميها  آندانه  درصد پروتئين موجود در  بقولات، مهم در ارزش غذايي عوامل از  

ه معطوف شداين گياهان ي پروتئين در دانه ها به فرممتابوليسم نيتروژن و تركيبات نيتروژنه در   PEPCKآنزيماحتمالي 
مورد پروتئين دانه  رشدن و افزايش ميزانتأثير آن در پ و نخودگياه و نمو  در رشد  pepckبيان ژندر اين تحقيق،  .است

، ابتدا پس از گياه نخود پروتئين دانهافزايش ميزان در   pepckژنبيان به منظور مطالعه . بررسي قرار گرفته است
 داراي حداقل هاي سالم و يكنواخت از ژنوتيپ ، تعدادي بذرژنوتيپ از نخود زراعي 20گيري درصد پروتئين دانه در  ازهاند

)MCC291 و MCC373 (و حداكثر ) MCC053 وMCC458( بيان ژنو ميزان انتخاب  ،مقدار پروتئينpepck   در
هاي حداكثر  در ژنوتيپجفت بازي، تنها  500و  400 با توجه به تكثير باندهاي. مشخص شد RT-PCRها با روش  آن

شوند  هاي با پروتئين بالا بيان مي اين آنزيم داراي دو ايزوفرم باشد كه هردو فرم آن، در ژنوتيپرود  پروتئين، احتمال مي
ه اين نتايج ممكن بنابراين با توجه ب. شوند كدام از اين دو فرم بيان نمي هاي با حداقل پروتئين، هيچ كه در ژنوتيپ در حالي

    .رشدن و افزايش ظرفيت دانه نسبت دادنقش احتمالي اين آنزيم در پ است بتوان تفاوت در بيان را به

  PEPCK ، فسفو انول پيروات كربوكسي كيناز، متابوليسم نيتروژن :هاي كليدي واژه
  

  1مقدمه
ترين بقولات  يكي از مهم) Cicer arietinume L(.نخود 

رب آسيا، شمال آفريقا، جنوب اروپا، آمريكاي اي در غ دانه
اين گياه در بين حبوبات از . باشد مركزي و جنوب استراليا مي

جهان به خود اختصاص در لحاظ سطح زيركشت، مقام سوم را 
منبع خوبي از نظر كربوهيدرات  ،هاي اين گياه دانه .داده است

، نشاسته )درصد4/12- 5/31(، پروتئين )درصد2/48- 6/67(
 Bهاي گروه ، ويتامين)درصد6(، اسيدهاي چرب )درصد41- 50(

با توجه به  همچنين .)Icriast, 2005(باشد  و مواد مغذي مي
ويژه اسيدآمينه  هغني بودن آن از نظر برخي از اسيدهاي آمينه، ب

  . توصيه شده است لات، به عنوان مكمل غذايي با غ نيزيل

                                                 
 يوتكنولوژيب گروهي، دانشكده كشاورز ،مشهد يدانشگاه فردوس :نويسنده مسئول *

  maria_beihaghi@yahoo.com :پست الكترونيك، ياهيگ ينژاد هو بِ

و افزايش  رشدنهايي كه به نحوي در پ بررسي ژن با
 يتوان گياه تراريخت نخود نقش دارند، مي ي ميزان پروتئين دانه

ها در آن  افزايش  را توليد كرد كه به نحوي ميزان بيان اين ژن
هاي مورد  از جمله ژن. ابديو ارزش غذايي دانه بهبود  افتهي

) pepck( نازبررسي، ژن فسفو انول پيروات كربوكسي كي
كند كه در مسير  د ميني را كُپروتئي ،ژن نيا. باشد مي

اين پروتئين در واكنش تبديل . گلوكونئوژنز نقش اساسي دارد
شدن اگزالواستات به فسفوانول پيروات به عنوان كاتاليزور عمل 

هايي مجدداً به قند  توليد شده در طي واكنش PEPكند و  مي
 ,Ruffner, 1975; 1982 & Leegood(شود  تبديل مي

ميزان اسيدهاي  PEPCKبا افزايش فعاليت بنابراين ). 1999
). Malone, 2007(يابد  كاهش و قند گياه افزايش مي  آلي،

، در متابوليسم نيتروژن و PEPCKاخيراً نقش احتمالي آنزيم 
هاي پروتئيني در  ها به فرم دار و تبديل آن تركيبات نيتروژن
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 .Aivalakis, et al( شده است ارشبرخي بقولات گز  دانه
 Pisum(هاي نخود فرنگي  اين ژن در رشد دانه. )2003

sativum(رشدن دانه و افزايش ميزان ، ذخيره نيتروژن، پ
در بذر بقولات، . اسيدهاي آمينه از جمله آسپاراژين نقش دارد

دانه به عنوان بافتي است كه حاوي مقادير فراواني  ي پوسته
اين . باشد نيتروژن و اينورتاز مي ي دهنده قالهاي انت آنزيم
هاي كربن نقش  ها در متابوليسم اسيدهاي آمينه و هيدرات آنزيم
و متابوليسم اسيدهاي آمينه و  PEPCKارتباط ميان . دارند

در پوسته بذر و كوتيلدون  PEPCKدهد كه  آميدها نشان مي
حساس  رها به حضور تركيبات نيتروژنه بسيا نسبت به ساير آنزيم

تحت تأثير  ،يسته بذر نخودفرنگباشد و ميزان آن در پو مي
نيترات، آمونيوم و آسپاراژين و در كوتيلدون، تنها تحت تأثير 

افزايش مقدار اين ). Icrisat, 2005(گيرد  آسپاراژين قرار مي
هاي درگير در متابوليسم اسيدهاي  آنزيم، با افزايش ميزان آنزيم

يي، آلانين آمينو ترانسفراز ميتوكندريا  ژينآمينه از جمله، آسپارا
آ كربوكسيلاز، همراه  آمينو ترانسفراز سيتوزولي و استيل كوانزيم 

است كه به اين نحو در متابوليسم، جذب و انتقال تركيبات 
  ). Walker, et al. 2003(سزايي دارد   نيتروژنه سهم به

در مورد بيان اين ژن و نقش آن در نخود، گزارشي  تاكنون
ور در تحقيق حاضر، ابتدا درصد به اين منظ. نشده استارائه 

هاي نخود زراعي مورد بررسي قرار  پروتئين در برخي از ژنوتيپ
در مراحل مختلف  pepckسپس ميزان بيان ژن  و گرفت

شد سهقايمها تعيين و با يكديگر  رشدن دانه، در بعضي از آنپ .
اين بررسي بتوان با استفاده از نتايج اين  ي اميد است در ادامه

ه به نقش اين ژن در افزايش ميزان اسيدهاي آمينه در مطالع
بلندمدت با انجام آزمايشات تكميلي بر روي  رد و درب  نخود پي
براي بهبود كيفيت  ها از دستورزي در ژنوتيپ ،هاي بيشتر ژنوتيپ

  .اقدام نمود اهيگ نيپروتئين ا
  

  ها مواد و روش
  گيري درصد پروتئين خام مواد گياهي و اندازه

بود كه از بانك  ژنوتيپ نخود زراعي  20هاي گياهي،  نهنمو
بذر پژوهشكده علوم گياهي دانشگاه فردوسي مشهد تهيه 

و سپس ارزيابي تخمين ميزان پروتئين ) 2جدول(گرديد 
ها با استفاده از روش كجلدال  ي اين ژنوتيپ موجود در دانه
  .صورت گرفت

 

 RNAت و بررسي كيفي RNAكشت مواد گياهي، استخراج 
 استخراج شده

كه داراي   تعدادي بذر سالم و يكنواخت از چهار ژنوتيپ
و  MCC373هاي  ژنوتيپ(حداقل و حداكثر پروتئين بودند 

MCC291 هاي  به عنوان حداقل و ژنوتيپMCC458 و 
MCC053 ثانيه در  30انتخاب و به مدت ) به عنوان حداكثر

ها بين  ر دادن آنسپس با قرا. درصد قرار داده شدند 75اتانول 
ي مرطوب، تحت شرايط  دو لايه پارچه ضدعفوني شده

دار شده  جوانه در مرحله بعد، بذرهاي. دار شدند آزمايشگاه جوانه
متر و حاوي مقادير  سانتي 12×12×12هايي به ابعاد  در گلدان

متري خاك  سانتي 3- 4برگ و شن، در عمق  مساوي رس، خاك
تا مرحله تكوين دانه در شرايط  گياهان. در گلخانه كشت شدند

  .فوق نگهداري شدند
در pepck به منظور بررسي و مطالعه اهميت حضور ژن 

 .استفاده شد RT-PCRافزايش ميزان پروتئين دانه از روش 
هاي در حال  كل حاصل از دانه RNAبه اين منظور ابتدا 

پروتئين ) H(و حداكثر ) L(هاي داراي حداقل  رسيدن نمونه
تفاده از روش گوانيدين تيوسيانات استخراج گرديد با اس

(Carnel, et al. 2003) . سپس به منظور اطمينان از كيفيت
: استخراج شده از دو روش استفاده گرديد RNAو كميت 
ها روي ژل آگارز و  نمونه الكتروفورزبررسي از طريق  روش اول،
 و 260هاي  در طول موجبررسي نسبت جذب نوري  روش دوم،

پس از  .صورت گرفت از طريق اسپكتروفتومتري نانومتر 280
ميزان لازم براي انجام  ،RNAاطمينان از غلظت مناسب 

  .تعيين گرديد RT-PCRواكنش 
 

  RT-PCRبا استفاده از روش  mRNAبررسي بيان ژن در سطح 
ز اهاي نخود  در نمونهpepck بررسي بيان ژن جهت 

 1Primer premierرشده توسط نرم افزا آغازگرهاي طراحي
مبتني بر براي اين منظور يك جفت آغازگر . استفاده شد 0.5

ي  كنندهدژن كُ هايترادف نوكلئوتيدشده  نواحي محافظت
 Medicago( 2در گياهان يونجه PEPCKپروتئين 

truncatula(، 3گوجه فرنگي )Solanum lycopersicum( و 
جفت  طراحي گرديد و ،)Flaveria trinervia( 4فلاوريا

فرنگي و يونجه با تأكيد  اساس توالي گوجه آغازگر ديگر نيز بر
بر توالي يونجه به دليل قرابت بيشتر با گياه نخود طراحي 

و جفت آغازگر  2 و 1گرديد كه جفت آغازگر اول با شماره 
نمايش داده شده  1در جدول شماره  4 و 3دوم با شماره 

پيكومول  10( رد نظركليه آغازگرها با توجه به غلظت مو. است
  . با آب مقطر استريل رقيق شدند) در ميكروليتر

  

                                                 
1 http://www.tucows.com/preview/205452 
2 [NCBI; http://.www.ncbi.nih.gov]; NCBI  code AF212109.1 
3 NCBI code AF327432.1 
4 NCBI code AB050473.1 
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 pepckآغازگرهاي اختصاصي مربوط به توالي  -1 جدول
Table 1. The sequence of pepck specific primers 

 

  
  
  

  
  
  

 Fermentas طبق دستورالعمل شركت   cDNAساخت
ميكروليتر  1الگو با  RNA ميكروگرم 4/0 ابتدا . صورت گرفت

 مول در ميكروليترپيكو 10آغازگر اختصاصي برگشت با غلظت 
به منظور . ميكروليتر آب مقطر استريل مخلوط شد 8و 

 5به مدت  گراد درجه سانتي 70 سازي در دماي واسرشت
 ،قرار داده شد و بلافاصله بر روي يخ PCRدقيقه در دستگاه 

، )X) RT-PCR 5بافرميكروليتر  4سپس به آن . سرد گرديد
بازدارنده و  )رمولا ميلي dNTPs )10ميكروليتر مخلوط  2

RNase )20 دقيقه در  5سپس به مدت  .گرديد اضافه )واحد
در  .قرار داده شد گراد درجه سانتي 37انكوباتور در دماي 

 M-MLVآنزيم) ميكروليتر1(واحد  200نهايت به آن 
Reverse transcriptase  ،افزوده شد.  

با  (Biometra)ها در دستگاه ترموسايكلر  ميكروتيوب
 70دقيقه و  60به مدت  گراد درجه سانتي 42 رارتيبرنامه ح

به  گراد درجه سانتي 4 دقيقه و 10به مدت  گراد درجه سانتي
 -20حاصل در  cDNA .ندمنظور خنك شدن قرار داده شد

  .گراد نگهداري و ذخيره شد درجه سانتي
تنظيم  ميكروليتر 25حجم در  RT-PCRواكنش 

ميكروليتر  2از تركيب  به اين ترتيب، در هر واكنش،. گرديد
 PCRميكروليتر بافر  cDNA ،5/2محصول رشته اول 

)X10( ،25/1  ميكروليترMgCl2 )50 مولار ميلي(، 
ميكروليتر  1، )مولار ميلي dNTPs )10ميكروليتر مخلوط 5/0

 5/15، و Taqپليمراز  DNAواحد آنزيم  25/1از هر آغازگر، 
واكنش همچنين  .ميكروليتر آب مقطر ديونيزه استفاده شد

PCR  ميكروليتر  1با تركيب فوق و با   ميكروليتر 25حجم در
DNA برنامه حرارتي نيز به صورت . الگو انجام گرفت

دقيقه  3گراد بمدت  درجه سانتي 94دناتوراسيون در دماي 
دقيقه،  1هاي دوم به بعد بمدت   براي چرخه اول و در چرخه

دقيقه،  1گراد بمدت  درجه سانتي 52اتصال آغازگر در دماي 
دقيقه و در  1گراد بمدت  درجه سانتي 72بسط در دماي 

 PCRمحصولات . دقيقه تنظيم گرديد 6چرخه آخر بمدت 
و % 2/1موردنظر در ژل آگارز  DNAتكثير اختصاصي قطعات 

ساعت  1مدت  ولت به  80، با ولتاژ X5/0 TBE بافر
آگارز  ي تفكيك شده در ژلDNAقطعات . الكتروفورز شدند

آميزي شده و  مولار رنگ ميلي 50در محلول اتيديوم برومايد 
مورد بررسي قرار  UV Transilluminatorدر دستگاه 

اندازه باندهاي تكثير شده، بر اساس نشانگر اندازه . گرفتند
 .جفت بازي  تخمين زده شد 100

  
  نتايج و بحث

  گيري پروتئين  اندازه
ئين موجود در ج آماري مربوط به درصد پروتينتا
. نشان داده شده است 2هاي  مورد بررسي در جدول  ژنوتيپ
ها از نظر درصد  شود بين ژنوتيپ طور كه مشاهده مي همان

هاي  ژنوتيپ. شتاي وجود دا تنوع قابل ملاحظه، پروتئين
MCC458  وMCC053  درصد  5/30با ميانگين حدود

 MCC291هاي  پروتئين از بيشترين مقدار پروتئين و ژنوتيپ
درصد از كمترين مقدار  1/21با ميانگين حدود  MCC373و

به عنوان آنها را توان  و لذا مي بودندپروتئين برخوردار 
  .هاي حداكثر و حداقل براي ادامه بررسي انتخاب نمود ژنوتيپ
  

  DNAو استخراج  RNAاستخراج 
نمونه گياهي  5ي كل RNAنتايج استخراج بر اساس 

 1كه در ژل آگارز ) يونجه  نظر و يك نمونهچهار ژنوتيپ مورد (
ي ريبوزومي RNAحضور دو باند قوي  ،درصد الكتروفورز شد

S 18  وS 28  يوكاريوتي مبين استخراج موفقRNA  از
همچنين از  .)1شكل ( باشد هاي گياهي مورد آزمايش مي نمونه

هم صورت گرفت كه  DNAاستخراج  ،چهار ژنوتيپ مورد نظر
  .نشان داده شده است 2 كلشنتايج آن در 

 توالي
sequence  

 جهت
Point  

 آغازگر
primer  

ََََ 5 GAAATCGGCACCTTCTAC 3َ forward 1  رفت 
َ5 CCTCATCCCTAACAACACG 3َ reverse 2  برگشت 
َ 5 GAAATCGGCACCCACTAC 3َ forward 3 رفت  
َ 5 CCTTATCCTTAACCACACG 3َ reverse 4  برگشت 
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 هاي نخود مورد مطالعه به همراه ميانگين پروتئين دانه مشخصات ژنوتيپ -2 جدول
Table 2. The protein content of different chickpea cultivars 

 

  ژنوتيب
Genotype  

  درصد پروتئين دانه
Seed Protein (%)1 

  )گرم( دانه100وزن 
100-seed weight (gr) 

  نوع
Type  

MCC 067 23.50±0.18 33.2 Kabuli كابلي 

MCC 099 25.85±0.18 9.8 Desi دسي 

MCC 165 25.24±0.18 16. 8 Kabuli كابلي 

MCC 291 21.13±0.18 19.0 Dsei دسي 

MCC327 25.66±0.18 21.4 Kabuli كابلي 

MCC 333 24.72±0.18 30.8 Kabuli كابلي 

MCC 476 23.12±0.18 28.2 Kabuli كابلي 

MCC 495 26.12±0.18 27. 2 Kabuli كابلي 

MCC 510 24.68±0.18 32.0 Kabuli كابلي 

MCC 053 30.41±0.52 33. 2 Kabuli كابلي 

MCC 202 23.60 ±0.52 15.8 Kabuli كابلي 

MCC 258 25.90±0.52 31.4 Kabuli كابلي 

MCC 332 28.46±0.52 15.0 Desi دسي 

MCC 426 28.3122±0.52 33.2 Kabuli كابلي 

MCC 458 30.5795±0.52 25. 4 Kabuli كابلي 

MCC 477 25.4216±0.52 27.4 Kabuli كابلي 

MCC 496 24.80 ±0.52 25.6 Kabuli كابلي 

MCC 498 26.30 ±0.52 23.6 Kabuli كابلي  
MCC 207 27.40±0.52 17.6 Desi دسي 

MCC 373 20.92±0.52 17. 4 Desi دسي 
1 means of two replications ± standard error     1انحراف معيار ±ميانگين دو نمونه  

  
  

 

  

   نمونه گياهي پنجي كل از RNAاستخراج  -1شكل
  )باشند و يونجه مي MCC053 ،MCC485 ،MCC291 ،MCC373هاي  مربوط به ژنوتيپ RNAهاي  ترتيب نمونه ، به5و  4، 3، 2، 1هاي  چاهك(

Fig. 1. RNA extraction of 5 plant samples 
(Lanes 1-5 are loaded correspond to MCC053, MCC485, MCC291, MCC373 and alfalfa , respectively) 

 

 

 

 

 

 

  استخراج شدهDNA كيفيت  - 2شكل
  )باشند ونجه ميو ي MCC053 ،MCC485 ،MCC291 ،MCC373هاي  ژنوتيپمربوط به  DNA هاي ترتيب نمونه ، به5و  4، 3، 2، 1هاي  چاهك(

Fig. 1. DNA extraction of chickpea and alfalfa plants 
(Lanes 1-5 are loaded correspond to MCC053, MCC485, MCC291, MCC373 and alfalfa , respectively) 
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  RT-PCRانجام واكنش 
-RTنمونه مورد نظر از واكنش  RNAپس از استخراج 

PCR استفاده از آغازگرهاي مورد نظر  لذا با. استفاده گرديد
هاي داراي  در ژنوتيپ pepckتفاوت در مقايسه بيان ژن 

كه در  طوري هب. حداكثر و حداقل پروتئين مشاهده شد
 500و  400ن دو باند در توالي يهاي حداكثر پروتئ ژنوتيپ

هاي حداقل  كه در ژنوتيپ جفت باز مشاهده گرديد در حالي
هاي انجام شده بر روي  ج آزمايشنتاي. باندي مشاهده نشد

دهد كه اين ژن  هاي رسيده نخودفرنگي و يونجه، نشان مي دانه
رشدن دانه و افزايش ميزان اسيدهاي در ذخيره نيتروژن، پ

 ي اي در دانه هاي ذخيره آمينه و در نتيجه ساخت پروتئين
 Aivalakis et al., 2004 & Delgado( رسيده نقش دارد

et al., 2007(.  لذا با توجه به ظهور باند مورد نظر در
رود بيان ژن  هاي داراي حداكثر پروتئين، انتظار مي ژنوتيپ
pepck هاي رسيده نخود نيز با متابوليسم تركيبات  در دانه

همچنين . نيتروژنه و افزايش ميزان پروتئين دانه مرتبط باشد
هاي صورت گرفته در آرابيدوپسيس ثابت شده است  در بررسي

بوده كه ميزان  pck2و  pck1ژنوم اين گياه حاوي دو ژن  كه
لذا با توجه به نتايج . باشد مي pck2 بيشتر از  pck1 بيان ژن 

جفت  500و  400رود ظهور دو باند  دست آمده احتمال مي هب
 pck2  و pck1 بازي در اين آزمايش مربوط به بيان دو ژن

جفت  500باند كه  باشد كه در اين آزمايش با توجه به اين
رود كه  باشد، احتمال مي جفت بازي مي 400تر از  بازي ضعيف

غالب بوده و بسيار  pck2نسبت به ژن   pck1در نخود نيز ژن
  . شود بيشتر بيان مي

هاي RNAهمچنين به منظور اطمينان از عدم آلودگي
 RT-PCRژنومي در هر واكنش  DNAشده به   استخراج

كل نيز به عنوان كنترل  RNAاز  ،cDNAعلاوه بر استفاده از 

 DNAهمچنين بر روي ). 3شكل (منفي استفاده شد 
انجام گرفت كه در نتيجه آن باند  PCRاستخراج شده، واكنش 

لذا با عدم مشاهده اين باند در . جفت بازي تكثير شد 700
 RNAو اطمينان از عدم آلودگي RT-PCR هاي  نمونه

مود ان اين طور فرض نتو ژنومي، مي DNAشده به  استخراج
در حين ) ها اينترون(دكننده كُكه با توجه به حذف مناطق غير

ساخته شده از روي ژن مورد نظر فاقد  cDNAبيان ژن، 
جفت بازي باند داده است، در  400اينترون بوده، لذا در ناحيه 

 DNAجفت بازي تكثيرشده مربوط به  700كه قطعه  حالي
گرفته، در نتيجه ر آن صورت نباشد كه بيان ژن د ژنومي مي

همچنين . باشد دكننده ميدكننده و كُكُداراي مناطق غير
هاي انجام شده و صحت آغازگرهاي  ئيد نتايج آزمايشأجهت ت

شده گياهان مذكور، از  ساخته شده بر اساس توالي محافظت
گياه يونجه به عنوان كنترل مثبت استفاده گرديد و ناحيه 

جفت  1200و توالي  RT-PCRش جفت بازي در واكن 400
  PCRژنومي در طي واكنش  DNA بازي حاصل از تكثير

  ). 4شكل (مشاهده گرديد 
هاي  در ادامه بررسي به منظور اطمينان از صحت توالي

سازي قطعه موردنظر و تعيين توالي  تكثيرشده نياز به همسانه
تر  هاي دقيق همچنين بايستي از روش. باشد باندهاي مذكور مي

و وسترن  Realtime-PCRهاي  بررسي بيان ژن، مانند روش
هاي حداكثر  بلات، براي اطمينان بيشتر بيان ژن در ژنوتيپ

دست  هپروتئين استفاده نمود و در نهايت با توجه به نتايج ب
هاي مهندسي ژنتيك،  ميزان بيان اين  آمده، با استفاده از روش

ن افزايش داده و هاي داراي حداقل پروتئي ژن را در ژنوتيپ
  .گياهان تراريختي با حداكثر پروتئين توليد نمود

  
  

  

  

  

  نخودچهار ژنوتيپ هاي  در دانه pepckبر روي ژل آگارز به منظور مطالعه بيان ژن  RT-PCRباندهاي حاصل از واكنش  - 3شكل
)1 (MCC458 ،)2 (MCC053 ،)3 (MCC373  و)4 (MCC291؛ )6و  5 (ترتيب كنترل منفي  بهRNA  و آب و)سايزماركر) 7 DNA 100bp Plus  

  

Fig. 3. mRNA level of pepck gene in chickpea seeds in four different  genotypes 
Lanes 1-4 correspond to MCC458, MCC053, MCC373, MCC291 RT-PCR results, respectively; Lanes 5 & 6 are negative 

controls of  RNA and water, respectively; Lane 7 is size marker 
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 pepckييد حضور ژن أاي پليمراز براي ت واكنش زنجيره - 4شكل
A1 ( باند تكثيرشده ازDNA  مربوط به آنزيمPEPCK   از گياه يونجه در شرايط واكنشPCR يكسان، A2 ( 100سايزماركرbp Plus DNA Ladder،  
A3(  باند تكثيرشده مربوط بهDNA  ژنوميpepck؛ B1 ( 100سايزماركرbp Plus DNA Ladder، B2 ( باند تكثيرشدهcDNA ي يونجه)كنترل مثبت(،  

B3 ( باند تكثيرشده مربوط بهcDNA ي PEPCK ژنوتيپMCC458  
  

Fig. 4. Polymerase chain reaction with pepck specific primers 
A) Optimization of polymerase chain reaction with pepck specific primers. Lanes 1, 2 and 3 are alfalfa cDNA 

amplified band (as positive control), chickpea cDNA amplified band and DNA 100bp Plus size marker, respectively 
B) Optimization of  polymerase chain reaction with pepck specific primers.  Lanes 1, 2 and 3 are DNA 100bp Plus size 

marker, alfalfa gDNA amplified band, and chickpea gDNA amplified band, respectively 
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Abstract 

Phosphoenolpyruvate Carboxykinase (PEPCK) has been shown to be present in plants and 
animals, playing different metabolic roles in different tissues. The basic role of this enzyme is its 
contribution in the gluconeogenesis pathway. Evidences have shown that PEPCK may play a role in 
metabolism of nitrogenous compounds in developing seeds of legumes. In this research, pepck gene 
expression and the occurrence of PEPCK protein and its activity in different genotypes of chickpea 
(Cicer arietinume L.) were determined. Two low protein genotypes (MCC291 & MCC373) and two 
high protein genotypes (MCC458 & MCC053) out of 20 chickpea genotypes were selected, from 
which the total RNA was extracted through different stages of seed development. The expression of 
chickpea pepck gene was estimated by semi-quantitative RT-PCR. The results of RT-PCR showed that 
two isoforms of this gene were expressed in high protein genotypes, whereas in the low protein 
genotypes were not expressed. The differential expression of pepck gene is perhaps related to the 
possible role of Phosphoenolpyrovate Carboxykinase in protein content of chickpea seeds.   
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