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 چکيده
. در اين پژوهش، شودميو متابوليسم سلولي انجام  هاژنزدگي از طريق تنظيم فعاليت سازگاري گياهان به تنش يخ 

درجره  10(، خوسررمايي ) گرادسانتيدرجه 23در شرايط دمايي معمولي ) CBF(DREB1) و P5CSي هاژنتغييرات بيان 
( بره  MCC505( و حساس )MCC426( در دو ژنوتيپ نخود زراعي مقاوم )گرادسانتيدرجه -10) زدگييخ( و گرادسانتي

در ژنوتيرپ مقراوم در مقايسره برا ژنوتيرپ       هرا ژنها نشان داد که بيان اين سرما مورد ارزيابي قرار گرفت. نتايج آناليز داده
گيري در شرايط کنترر  فقرط   نوتيپ و اندام نمونهاثر متقابل ژ همچنين. (P <0.05)داري بيشتر بود معني طوربهحساس 

مشاهده شد که اثر متقابل ژنوتيپ و تيمار خوسرمايي  اين ربَعلاوه را نشان داد. داريمعنيتفاوت  P5CSدر ميزان بيان ژن
ن اير  MCC426فقط در ژنوتيپ  P5CSولي در مورد ژن  ،داشت داريمعنيدر هر دو ژنوتيپ اختلاف  CBFدر مورد ژن 

يکري از سرازوکارهاي حفا رت سرلولي در مرحلره       عنوانبهروند مشاهده شد. از طرفي بررسي تغييرات ميزان پرولين آزاد 
در پاسخ به تيمار خوسرمايي نسبت به ژنوتيرپ ديررر افرزايش     MCC426خوسرمايي نشان داد که ميزان پرولين ژنوتيپ 

طي مراحل اوليه خوسرمايي رخ داده و برا گذشرت    MCC505پ که اين افزايش در ژنوتيدر صورتي ؛بيشتري داشته است
توان بيان کرد که يکي از دلايرل اصرلي مقاومرت    مي هاي اين تحقيقزمان، ميزان پرولين کاهش يافته است. براساس يافته

براي القاي  هاآنتوان از ي مذکور در شرايط تنش سرمايي بوده و ميهاژنبه دماهاي پايين، بيان زياد  MCC426ژنوتيپ 
 مقاومت در گياهان حساس به سرما استفاده کرد.

 

 نخود زراعيپرولين، زدگي، بيان ژن، تنش يخ هاي کليدي:واژه
 

   1مقدمه
هراي  تررين ترنش  از جملره ممرم   زدگري يرخ تنش سرما و 

قررار   ترثثير که رشد و عملکرد گياهان را تحت  باشدميمحيطي 
هراي  فتن بسياري از پرروتيين ربينباعث از هاتنشدهد. اين مي

ساز سلو  و تغييرات در وسلولي و به تبع آن اختلا  در سوخت
کره اثرر آن در درجره او  در     ء شرده پذيري غشاپايداري و نفوذ

(. عرلاوه Harding et al., 1999) شودميسلو  مشاهده  ءغشا
هراي فعرا  اکسريژن ماننرد     راين، تنش سرما باعث توليد گونهبَ

-د )سررروپر اکسررري 
2O (و راديکرررا  هيدروکسررريل )-OH در )

راکسيداسرريون ليديررد، کلروپلاسررت و ميتوکنرردري شررده کرره پِ
شروند کره   را سبب مي DNAشدن پروتيين و جمش در دناتوره

شدن متابوليسم طبيعي گياه و در نمايت مرگ اين امر به مختل
گياهان با (. Esfandiari et al., 2007) شودميها منجر سلو 
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، از طريررق فراينرردهاي فيزيولرروژيکي و کارهرراي متعرردد وسرراز
پاسخ  زدگييخ سلولي مولکولي به تنش همچنينميايي و يبيوش

کرده و بنابراين مقادير داده و خود را با شرايط محيطي منطبق 
دهند. اين اختلاف در بين گياهان مختلفي از تحمل را نشان مي

هرا،  انردام   از پاسخ وسيع در سطوح ديواره و غشراي سرلولي،  
گيررد و در نمايرت   مري  ثها منشر ها و درشت مولکو ريزمولکو 

 Filippiهمراه خواهد داشت )ي مرتبط را بههاژنبيان متفاوت 

et al., 2007هاي ممم در مقاومت گياهران بره   (. يکي از فرايند
. در اين فرايند، شودميشناخته  2خوگرفتن عنوانبهتنش سرما 

يرراه سرربب افررزايش مقاومررت برره تررنش سررازوکارهاي درونرري گ
 شرود مري گيري در دماهراي نزدير  صرفر    پس از قرار زدگييخ
(Gusta et al., 2007هر .) کننرده و تنظيم هاژنچند برخي از

هاي دخيل در فرايند سازگاري توسط محققران شرناخته شرده    
داده و مقاومرت  است، اما هنوز ارتباط اساسي برين تغييررات رخ  
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خرروبي شررناخته نشررده اسررت    گياهرران برره شررده در القرراء
(Thomashow,1999 تنش دماهاي پايين .) باعث القاي بيان و

ي هاژن، لذا شناسايي شودهاي خاصي مييا ممانعت از بيان ژن
هاي متحمل و حساس به کم  ارزيرابي تغييررات   ممم در لاين

در شرايط اعما  تنش نسبت به حالت بردون ترنش،    هاآنبيان 
هراي افرزايش مقاومرت گياهران بره ترنش       برنامره  براي اجرراي 

 هاي مناسب باشد.تواند يکي از راهمي زدگييخ
هايي که در هنرام مواجه گياه با سرما به از جمله پروتيين

پرردازد،  ايفاي نقش در سرازگاري و تحمرل سررما در گيراه مري     
مري  CBF(2DREB(3و فاکتور رونويسي  1P5CSهايپروتيين

هايي که گياهان در مواجمه با ايرن گونره   کنشباشند. يکي از وا
هراي مترابوليکي اسرت و    ، واکنشدهدمياز خود نشان  هاتنش

. از جمله باشدميهاي آلي تجمع اسموليت هاآنيکي از بمترين 
پرولين را نام برد. پرولين، غشراء  توانميهاي آلي اين اسموليت

هراي برالاي يرون   را در برابر آثار مختلف غلظت هاپروتيينها و 
 عنروان بهکند و هاي معدني و دماهاي بالا و پايين محافظت مي

نمايرد  هراي هيدروکسريل عمرل مري    کننرده راديکرا   ي  پرا  
(Rayapati & Stewart, 1991 تررنش اسررمزي بيوسررنتز .)

کرردن  واسطه تحري و اين افزايش به دهدميپرولين را افزايش 
هايي اسرت کره در مسرير بيوسرنتز پررولين      ردن آنزيمکيا فعا 

دخالت دارند. در يکي از اين دو مسير که اغلب در شرايط تنش 
گلوتامير  اسريد بره    -Lافترد،  ويرژه ترنش سررما اتفرا  مري     به

-1-سمي آلدوئيد تبديل شده و پس از توليد دلتا -γگلوتامي  
 شودميديل پرولين تب-Lکربوکسيلات، در نمايت به -5-پرولين

(Delauney et al., 1993  اولررين آنزيمرري کرره در مسررير .)
که در  باشدمي P5CSبيوسنتز پرولين نقش کليدي دارد، آنزيم 

هنرام تنش سرما و يخبندان در گياهان، توليد آن افزايش مري 
يکري از   DREB(. پرروتيين  Delauney et al., 1993يابرد ) 

در بسرياري از گياهران   برداري در گياهان است که عوامل نسخه
زيسرتي از جملره   ي غيرر هرا ترنش نقش کليدي را در تحمل به 

شده اين پروتيين با داشتن توالي حفا ت. کندايفاء مي زدگييخ
دهنرده بره   ي پاسرخ هاژندر بالادست  DNAبه توالي خاصي از 

 Agarwal etشرود ) مري  هرا آنتنش سرما متصل و باعث بيان 

al., 2006.) 
ن براي افزايش مقاومرت بره سررما در گياهران     از اين دو ژ

برا   P5CSدر پژوهشي با انتقا  ژن  حساس استفاده شده است.
 Eucalyptus برره Agrobacterium tumefaciensکمرر  

                                                            
1 Δ1-pyrroline-5-carboxylatesynthetase 

2 Dehydration responsive element binding 

3 C-repeat binding factor 

saligna برابرر   چمرار ويترو، ميزان توليد پررولين  در شرايط اين
(. در Dibax et al., 2010هراي شراهد شرد )   بيشرتر از نمونره  

، P5CSبيران ژن  ديرر در تنباکوي تراريخته، با بريش اي مطالعه
برابر پرولين بيشتري توليد شد و اين گياهان تراريخته 18تا  10

بررررالايي را از خررررود نشرررران  زدگررررييررررختحمررررل برررره 
نيز  CBF(. در مورد ژن Konstantinova et al., 2002دادند)

آرابيدوپسيس  CBFي هاژن بيانبيشگونه است. شرايط به اين
را افرزايش   CBFي هردف  هرا ژنتراريخته، بيان  B. napus در

يافته و هرم  را هم در گياهان سازش زدگييخداده و مقاومت به 
(. Jaglo et al., 2001بره سررما افرزايش داد )    نيافتره سرازش 
فرنري تحمل آرابيدوپسيس در گوجه CBF1بيان ژن  همچنين

(. در Hsieh et al., 2002بالايي را به سرما نشران داده اسرت )  
ي ارتولروگ  هاژنتوان عنوان کرد که مي CBFکل در مورد ژن 
DREB1/CBF گياهان زراعي مثل کلم بروکلي،  در بسياري از

گوجرره فرنررري، يونجرره، ذرت، برررنج، جررو، آتررريدلکس، کلررزا،   
دهنرده  اوکاليدتوس ، فستوکا و گندم شناسايي شده کره نشران  

قلمرروي   در DREB1/CBFحضور گسترده سيسرتم تنظيمري   
با کنتر  بيران   DREBرود که فناوري گياهي بوده و انتظار مي

مخصوصرا  شررايط    هرا ترنش اين سيستم تنظيمي تحمل عليره  
 را در گياهان زراعي بمبود بخشد. زدگييخ

 زدگري يرخ تحت تنش  هاژنکه بررسي بيان اينبا توجه به
يکي ي تغييررات مترابول  کننرده سودمندي توجيه طوربهد توانمي

گياه در جريان سازگاري به دماهاي پايين باشد و محققان را در 
هاي مختلف گياهان هدايت کند، لرذا در ايرن   شدن پاسخروشن

کره در   CBF(DREB1)و  P5CSي هرا ژنتحقيق ميزان بيران  
نقش مممي  زدگييخمواجمه بسياري از گياهان با تنش سرما و 

يپ مقاوم و حساس به کنند، در نخود زراعي در دو ژنوتبازي مي
 Real time PCRسرما مورد بررسي قرار گرفتند و از تکنير   

ي فو  تحت شرايط تنش و بدون هاژنبراي بررسي ميزان بيان 
 تنش استفاده شد.

 

 هامواد و روش
بر بيان  زدگييخآزمايش اول: بررسي اثرات خوسرمايي و تنش 

 CBFو  P5CSي هاژن
لرف نخرود زراعري شرامل     در اين پژوهش دو ژنوتيرپ مخت 

MCC426  ( متحمل به سررماNezami & Bagheri, 2001 )
( انتخرا   Singh et al., 1995حساس به سرما ) MCC505و 

از بانرر  بررذر پژوهشررکده علرروم گيرراهي دانشررراه  هرراآنو بررذر 
فردوسي مشمد دريافت شد. در ابتدا بذرها با هيدوکلريت سديم 

عفوني شرده و پرس از   دقيقه ضرد  پنجمدت درصد به10تجاري 
مقطر، بر روي کاغرذ صرافي در  رروف پترري برا      شستشو با آ 
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 روف پتري در شرايط بدون نور و  .رطوبت لازم قرار داده شدند
بره   زنري قرار گرفته و پرس از جوانره   گرادسانتيدرجه 23دماي 

اتاق  رشد و با شررايط نروري    در هاآنگلد .گلدان منتقل شدند
درجره  23سراعت تراريکي و دمراي    شرت ه ساعت روشنايي و16

بعد از دو هفته که رشرد در شررايط   . قرار داده شدند گرادسانتي
23ها به دو قسمت تقسيم شده و نيمي در دمايگياهچه ،نرما 
و نيمي ديررر بره    دارينرمو شرايط ذکر شده  گرادسانتيدرجه 
جمت اعما  تيمار خوسرمايي منتقل  گرادسانتيدرجه 10دماي 
 گرراد سرانتي درجره  10دماي، شدهبر طبق مطالعات انجام. دشدن

اندازي بمتر مسيرهاي سازگاري و آمادگي براي مقابله با براي راه
و ايرن مطلرب در مرورد برخري از      باشرد ميتنش سرما مناسب 

(. Nayyar et al., 2005) هاي نخود گزارش شده استژنوتيپ
و  گرراد سرانتي درجه 10ها از تيمار دماييگياهچه، روز10بعد از 

برره فريررزر  گرررادسررانتيدرجرره 23 از شرررايط نرمررا  همچنررين
، ناگمراني  زدگييخبراي جلوگيري از . ترموگراديان منتقل شدند

درجرره 2بررا سرررعت  گرررادسررانتيدرجرره -10دمرراي فريزرتررا 
 مردت بره و گياهران   تدريج کاهش يافتدر ساعت به گرادسانتي
ر شرايط تراريکي قرارگرفتنرد و   دقيقه در معرض اين دما و د15

گيري بررگ مرکرب و   هاي مياني گياهان، نمونهسدس از قسمت
کاهش تدريجي دما شرايط را براي توزيع مجدد . ساقه انجام شد
هاي گيراهي و جلروگيري از تشرکيل يرخ در داخرل      آ  به بافت

کنرد  افتد، فرراهم مري  ندرت اتفا  ميهها که در طبيعت بسلو 
(Murry et al., 1988نمونه .)   گيري از گياهان شراهد و برراي

در همران   گرراد سرانتي درجره  23هر تيمار از گياهران در دمراي  
هرا در  نمونه .انجام شد، گيري از گياهان تحت تنشلحظه نمونه

درجرره -80برره دمرراي دارينرررهازت مررايع منجمررد و جمررت  
 منتقل شدند. گرادسانتي

 
 

 
 cDNAو سنتز  RNAاستخراج 

برا اسرتفاده از کيرت     RNAشرده، کرل   اي فريزهر از نمونه
زيست، اسرتخراج شرده و در   ستوني شرکت دنا RNAاستخراج 
شدند. جمت تعيين غلظت  دارينره گرادسانتيدرجه -80فريزر 

ها برا نسربت  هاي استخراج شده، نانودراپ نمونهو کيفيت نمونه
برر   RNAانجام شده و مقدار کرل   280/260و  230/260هاي 

شده يکروگرم در ميکروليتر محاسبه گرديد. غلظت دادهحسب م
مورد استفاده قرار گرفرت.   cDNAتوسط دستراه، براي ساخت 

ميکروگررم   پنجنيز مقدار  RNAجمت تعيين کيفيت  همچنين
از هر نمونه )براساس نتايج نرانودراپ محاسربه شردند( روي ژ     

الاي آن درصد آگارز ، الکتروفورز شد تا نسبت به کيفيرت بر  5/1
و  RNAاطمينرران حاصررل شررود. پررس از اطمينرران از کيفيررت 

، s28و  s18ريبرروزومي RNAمشرراهده بانرردهاي مربرروط برره  
شرده برا   هاي استخراجRNAي خالص، RNAحصو   منظوربه

 Fermentas (USAشرررکت  DNase Iاسررتفاده از آنررزيم 

طبق دسرتورالعمل شررکت سرازنده مرورد تيمرار قررار        (2001
، RNAهرراي مختلررف سررازي غلظررتاز همسرران گرفتنررد. بعررد

از کيت شرکت ويوانتيس و طبق دستور cDNAسنتز  منظوربه
 بمره گرفته شد. العمل شرکت مذکور

 
 طراحي آغازگر

ي هاژنهاي mRNAبراي طراحي آغازگر مناسب از توالي 
P5CS  وCBF      مربوط بره نخرود کره در پايرراهNCBI   وجرود

طراحري   Primer Premier 5افرزار  داشت، استفاده شد و با نرم
ژن  عنروان بره  Elongation factorانجرام گرفرت. ژن خرانري    
مورد استفاده  سازي سنجش بيان ژنکنتر  داخلي جمت نرما 

ي هرا ژنهراي  توالي آغازگر. (Dinari et al., 2013) قرار گرفت
 آمده است. 1دار در جدو  توالي ژن خانه همچنيننظر و مورد

 

 مورد استفادههاي پرايمر-1جدول 
Table 1. Primers used in this study 

 آغازگر 
Primer  

 توالي آغازگر
Primer sequence 

 اندازه محصول
Product size 

P5CS-F TATCAGCCTTGTTGGCGTTG 
168bp 

P5CS-R CCACCCTACACTTGTCTCCGA 
CBF-F AATGACGCTCGTGTAGATGC 

131 bp 
CBF-R CAAGACAATGAAGGCTGGG 

Elongation factor-F CTCCAAGGATGACCCTGCTAA 
101bp  

Elongation factor-R CGAGGACTGGGGCATAACC 

 
 هابراي تکثير قطعه و آزمون آغازگر PCRشرايط 

، RNAهراي  شرده از نمونره  هراي سنتز cDNAز در ابتدا ا
برودن  از درسرت  و استفاده شرد  PCRسازي واکنش براي بمينه

ها و از مناسبcDNAها، مراحل سنتز و خلوص طراحي آغازگر
 Realسدس براي انجام . اطمينان حاصل شد PCRبودن برنامه 

time PCR براساس شرايط بمينه شده، حجم واکنش زنجيرره ،
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نظر گرفته شد که اين حجم حراوي  ميکروليتر در25اي پليمراز 
dNTP  ،4/0 مررررولارميلرررريcDNA ،2/0دو ميکروليتررررر از 

منيرزيم، غلظرت   کلريرد  مولارميلي5/2ميکرومولار از هر آغازگر، 
مرراز  پلي DNA- Taqو ي  واحد  PCRنمايي ي  برابر از بافر 

25مقطرر اسرتريل بره    بود. سدس حجم نمايي با استفاده از آ 
چرخره  40در  Real time PCRواکنش ميکروليتر رسانده شد. 

 ميکروليتررر بررا شرررايط زيررر در دسررتراه   20و حجررم نمررايي  
BioRAD  :درجرره 95دقيقرره در دمرراي   10صررورت گرفررت

ثانيه در 15هاي تکرار با چرخه40)واسرشت اوليه( و  گرادسانتي
ثانيه در دمراي  30)واسرشت ثانويه(،  گرادسانتيدرجه 95دماي 
ثانيره در دمراي   30آغرازگر( و   Tm)دماي  گرادسانتيدرجه 63
 برا روش  هرا ژنميزان بيان )مرحله بسط(.  گرادسانتيجه در72

Efficiency adjusted ΔΔCt (Pfaffl, 2001) محاسرربه 
 Elongationخرانري   ها برا ژن در اين روش همه داده .گرديد

factor شرده و سردس ميرزان     نرمرا   داخلري کنترر    عنوانبه
 .شد نسبت به شاهد سنجيده هاژنتغييرات بيان 

 
 ن بازدهي آغازگرهامحاسبه ميزا

برابرر از  10هاي گيري بازدهي هر آغازگر، رقتجمت اندازه
cDNA آمردن  دسرت تميه گرديد. پس از بهCt    در هرر رقرت و

نظرر شريب خرط    بر مبناي لراريتم رقرت مرورد   Ctرسم نمودار 
( ميرزان  10(-1)شريب/  -1مشخص شده و برا اسرتفاده از فرمرو  )   

 ,.Gentle et alبه گرديرد ) بازدهي مربوط به هر آغازگر محاس

2001.) 
فاکتوريرل در قالرب طررح کراملا       صرورت بره اين آزمايش 

تصادفي با سه تکرار به اجرا درآمد. فاکتورهاي آزمايشي عبرارت  
سررطش شررامل خوسرررمايي و عرردم دو در بودنررد از خوسرررمايي )

( و MCC505و  MCC426خوسرمايي( و دو ژنوتيرپ نخرود )  
جداگانره برراي    طوربهها ها و ساقهرگگيري از بنمونه همچنين

ي مذکور در اين دو اندام و در دو زمان هاژنمقايسه ميزان بيان 
 )قبل و بعد از تنش( انجام شد.

 
پررولين آزاد در مرحلره    آزمايش دوم: بررسي تغييرات ميزان

 خوسرمايي
هرا بره شررايط    در آزمايشي جداگانه بعد از انتقا  گياهچه

، 72، 48، 24، 12،  6با گذشت  هاآنپرولين ميزان ، خوسرمايي
ساعت از زمان قرارگيري در شرايط خوسرمايي همراه 120و  96

بررگ درون هراون برا     گررم ميلري 100. گيري شدبا شاهد اندازه
5/1استفاده از ازت مرايع پرودر شرده و در داخرل ميکروتيرو       

سره   ميکروليتر اسريد سولفوساليسريلي   400 ريخته، ليترميلي
 3000 دقيقره در دور  پرنج  ها اضافه شد، سردس درصد به نمونه

ميکروليتر از محلو  شرفاف برالايي بره    200. سانتريفيوژ گرديد
ميکروليترر معررف نراين   200 ميکروتيو  جديد انتقا  يافرت و 

ميکروليتر اسيداستي  گلايسيا  اضرافه شرد و   200 هيدرين و
. قرار گرفت گرادانتيسدرجه 100 مارينساعت در بِنيم مدتبه

نرانومتر  520 پس از سررد شردن در طرو  مروج     هانمونهسدس 
 هيردرين، محلو  نراين  ليترميلي30 براي ساخت. اسدکت شدند

گرم اسيد فسرفري  جامدکره   56/7هيدرين، ناين گرمميلي750
 ليترر ميلري 18 رسانده شرده و  ليترميلي12 مقطر به حجمبا آ 

 .(Bates,1973با هم مخلوط شدند )اسيد استي  گلايسيا  

 
 ميزان تجمع پرولين محاسبه منظوربهتهيه منحني استاندارد 

ي اسرتاندارد برا ميرزان    هرا نمونه، يکسري هانمونهدر کنار 
مشخص پرولين آمراده شرده و دقيقرا  تمرام مراحرل برالا برراي        

25 ي اسرتاندارد ابتردا  هانمونهبراي ساخت . اعما  شد هانمونه
حل شرد و سردس    مقطرآ  ليترميلي250 پرولين در رمگميلي

ميکروليترر   1000 و 800 ،400 ،200 ،100 ، 50 ، مقادير صفر
ليترر  ميکرو1000 از محلو  آماده شده برداشته شده و به حجم

هماننررد ) (. در ادامرره سرراير مراحررل2جرردو  رسررانده شرردند )
ميرزان   اعمرا  شرد.   هاآنبر روي ( هاي گياهيي عصارههانمونه

جذ  نور با استفاده از دستراه اسدکتروفتومتر خوانده شده و برا  
هراي اسرتاندارد و   استفاده از غلظت معلروم پررولين در محلرو    

)شرکل   دست آمده نمايي، خط رگرسيون ترسيم گشرت هاعداد ب
برا اسرتفاده از ايرن    شدن معادله نمايي خط، بعد از مشخص(. 1

غلظرت پررولين در    ي مواد،سازمنحني استاندارد و نسبت رقيق
برداري برراي  هاي مختلف نمونهدست آمده از زمانهي بهانمونه

 هر دو ژنوتيپ مورد آزمايش تعيين شد.

 

 نتايج و بحث
در دو  CBFو  P5CSي هاژنآزمايش اول: بررسي الگوي بيان 
 زدگييخژنوتيپ نخود زراعي تحت تنش 

شده تخراجاس RNAهاي حاصل از الکتروفورز باند 2شکل 
ي ريبروزومي  RNA. در ايرن تصروير، بانردهاي    دهدميرا نشان 

s28  وs18 تشخيص اسرت کره نشران از کيفيرت     وضوح قابلبه
 شده دارد.ي استخراجRNAخو  
 

 P5CSو  CBFيهاژنبررسي اثر ژنوتيپ در ميزان بيان 
برين ميرزان    ،شرود مري ملاحظه  3گونه که در شکل همان

ي مررورد هرراژنوتيررپدر  CBFو  P5CS يهرراژنبيرران نسرربي 
کره در مرورد   يطوربه، وجود داشت داريمعنيآزمايش اختلاف 

 MCC426در ژنوتيررپ  هرراآنهررر دو ژن، ميررزان نسرربي بيرران 
بود و از آنجرايي  MCC505بيشتر از ژنوتيپ  داريمعني طوربه
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28s 

18s 

 هرا ترنش ترين عوامل مقاومت گياهان بره  که اين دو ژن از ممم
آيند، اين نتيجه به حسا  مي زدگييخو  تنش سرما خصوصبه
 MCC426ژنوتيرپ د دليلي برر ايرن موضروا باشرد کره      توانمي

حسرراس برره سرررما  MCC505متحمررل برره سرررما و ژنوتيررپ  
 .باشدمي

 

 هاي پرولين استاندارد براي آناليز اسپکتروفتومتريتهيه محلول -2جدول 
Table 2. Preparation of proline standard solutions for a spectrophotometric analysis 

  محلول استاندارد نهايي

 (ليترميلي)ميکروگرم در 

The final standard solution(µg/ml) 

 ميکروليتر1000شده تا حجم اضافه

Volume added to 1000 µl 

 شده از محلول ذخيرهحجم برداشته

 )ميکروليتر(

Volume removed from the solution(µl) 

 ره لوله آزمايششما

Number of test tubes 

0 1000 0 1 
5 950 50 2 
10 900 100 3 
20 800 200 4 
40 600 400 5 
80 200 800 6 
100 0 1000 7 

 

  
 منحني استاندارد پرولين -1شکل 

 Fig. 1. Proline standard curve  

 

 

 

 

 

 

 

 

 شدهجي استخراRNAي ريبوزومي در RNAهاي باند -2شکل 
 Fig. 2. Bands of ribosomal RNA in the extracted RNA  
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 عنرروانبرره MCC505هرراي گذشررته ژنوتيررپ در پررژوهش

اي توسرط ايکراردا   ژنوتيپ حساس به سرما در نرواحي مديترانره  
( و ژنوتيررپ Singh et al., 1995معرفرري شررده اسررت )  

MCC426 که برا  باشدميگزيني از توده بومي قزوين حاصل به 

شده در شرايط مزرعه جزو ارقام بسيار متحمرل  آزمايشات انجام
 ,Nezami & Bagheriبنردي شرده اسرت )   بره سررما درجره   

2002.) 

 

 
  زدگييخبعد از تيمار  MCC505و  MCC426ي هاژنوتيپدر  CBFو  P5CS يهاژنبيان نسبي  -3شکل 

 (P <0.05؛ دارند داريمعنيهاي داراي حرف يا حروف متفاوت از لحاظ آماري اختلاف )ستون
Fig. 3. Relative expression of P5CS and CBF genes in MCC426 and MCC505 genotypes after freezing treatments 

(columns with different letter or letters show statistically significant difference; P<0.05) 
 

 

ي هرا ژنبيران   مشخص شده اسرت کره افرزايش    همچنين
P5CS  وCBF      افتنرد.  در بيشتر مواقرع همرراه هرم اتفرا  مري

در  CBF3/DREB1A بيرررانبررريشمشرررخص شرررده کررره   
قابرل  طرور به، زدگييخر افزايش تحمل به بَآرابيدوپسيس علاوه

توجمي تغييرات بيوشيميايي ديرري که وابسته به سازگاري بره  
طش پررولين و  را ايجاد کرده که شامل افزايش سر  باشدميسرما 

قنرردهاي محلررو  شررامل سرراکارز، رافينرروز، گلرروکز و فروکترروز 
را  P5CSسررطش آنررزيم  CBF3بيرران ژن  همچنررين. شررودمرري

شد که بخشي از افزايش  گيرينتيجهکه چنين  دهدميافزايش 
 باشرد مري سطش پرولين در نتيجه افزايش سرطش همرين آنرزيم    

(Gilmour et al., 2000.) 

 
شرده در ميرزان   گيريژنوتيپ و اندام نمونهبررسي اثر متقابل 

 در شرايط کنترل P5CSو  CBFيهاژن بيان
هراي  در هر دو ژنوتيپ و برين انردام   CBFيهاژندر بيان 

ملاحظه  داريمعنيبرگ و ساقه گياه در شرايط کنتر ، اختلاف 
د اين موضوا را ثابت کند کره  توانمي(. اين مطلب 4نشد )شکل

د از القراي ترنش سررما اتفرا  افتراده و در      بيان اين ژن تنما بع
. مطالعرات گذشرته نيرز    باشدميشرايط تنش بيان آن ناچيز غير

نشان داد القاي اين ژن توسط تنش سرما انجام گرفته و ميرزان  
دقيقه بعرد از انتقرا  گياهران بره دماهراي      15 بيان آن درحدود

ن ژن امرا بيرا   (.Gilmour et al., 2001) يابدميپايين افزايش 
P5CS در ژنوتيپ ،MCC426 ژنوتيپ ديررر بيشرتر    نسبت به

اهميرت در  رير  ژن پ   P5CSکره ژن  (. از آنجرايي 3بود )شکل 
شود، افزايش بيران ايرن ژن   محسو  مي زدگييختنش سرما و 

در ژنوتيپ متحمل که ي  ژنوتيپ مقاوم به سررما اسرت دور از   
ب است که ژنوتيپ يد اين مطلؤانتظار نبود. احتمالا  اين نتيجه م

MCC426     در شرايط نرمرا  سرطش بيران ژنP5CS   را برراي
 دارد.بالا نره مي زدگييخمقابله با تنش سرما و 

 
در دو ژنوتيپ مورد  P5CSو  CBFي هاژنمقايسه ميزان بيان 

 نظر در شرايط خوسرمايي و عدم خوسرمايي
ها از گياهاني کره در معررض تيمرار    ميزان نسبي بيان ژن

رمايي و عدم خوسرمايي قرار داشته و سدس تحرت تيمرار   خوس
گيرري و دو ژنوتيرپ برا يکرديرر     قررار گرفتنرد، انردازه    زدگييخ

ميزان  ،شودميملاحظه  5گونه که در شکلمقايسه شدند. همان
در دو حالت خوسرمايي و عدم خوسرمايي  CBFنسبي بيان ژن 
 P5CSژن امرا در مرورد    ،داري با هم نشان دادنداختلاف معني

بين  داريمعنياختلاف  MCC426ملاحظه شد که در ژنوتيپ 
ولرري در ژنوتيررپ  ،نيافترره وجررود دارديافترره و خرروگياهرران خررو

MCC505  نبود. دارمعنياختلاف 
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، توسررط نتررايج CBFنتررايج ايررن آزمررايش در مررورد ژن 
 Fowler & Thomashow .شرود ميتحقيقات پيشين اثبات 

ارگيررري در شرررايط خوسرررمايي نشرران دادنررد کرره قر (2002)
کرردن مسرير   فعرا   منظوربهچندين مسير تنظيمي مختلف را 

کند و ميزان بيان اين ژن بعرد  فعا  مي CBFپاسخ به سرماي 
توجمي پيدا ميبودن افزايش قابلسرماتنشاز چند دقيقه تحت

هراي ديررري مشرخص    براساس نتايج پرژوهش  همچنينکند. 
سرازي اجرزاي چندگانره    عرا  ف DREB1/CBFشده است کره  

 هراي پرروتيين بنرابراين  . کنرد مري پاسخ خوسرمايي را تکميرل  
DREB1/CBF      بدون احتياج به تغييررات بعرد از ترجمره برر

  .(Esfandiari et al., 2007بمبود تحمل به تنش موثرند )
 

 
 

در  گيرري نمونره اثر متقابل ژنوتيپ، تيمار خوسرمايي و اندام 
 ي مورد مطالعهاهژنميزان بيان نسبي 

در بررسي اثر متقابل ژنوتيپ، تيمرار خوسررمايي و انردام    
مشرراهده شررد کرره در  CBFدر ميررزان بيرران ژن  گيرررينمونرره
ي سراقه و  هااندامو تيمار خوسرمايي، بين  MCC426ژنوتيپ 

وجود ندارد. ولي در همين ژنوتيرپ و   داريمعنيبرگ اختلاف 
وجرود   داريمعنري  عدم خوسرمايي، بين ساقه و برگ اخرتلاف 

در تيمار خوسرمايي بين ساقه و  MCC505داشت. در ژنوتيپ 
مشاهده نشد، ولي در عدم خوسرمايي  داريمعنيبرگ اختلاف 
ديرده   داريمعنري در ساقه و برگ اختلاف  CBFبين بيان ژن 

در دو ژنوتيپ و تيمار خوسرمايي  P5CSشد. در مورد بيان ژن 
سراقه و بررگ تفراوت     گيرينهنموو عدم خوسرمايي بين اندام 

 (.3مشاهده نشد )جدو   داريمعني
 

 

 

 
 

 هاي مورد آزمايش در شرايط کنترل ( در ژنوتيپB) P5CS( و A) CBFي هاژنبيان نسبي  -4شکل 

 (P <0.05؛ دارند داريمعنيهاي داراي حرف يا حروف متفاوت از لحاظ آماري اختلاف )ستون
Fig. 4. Relative gene expression of CBF (A) and P5CS (B) in the genotypes tested under control conditions  

(columns with different letter or letters show statistically significant difference; P<0.05) 

 

)B  (  

 

)A( 
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 تيمار خوسرمايي و عدم خوسرمايي طيشرا در شيآزما مورد پيژنوتدو درP5CS (B )( و A) CBFي هاژني نسب انيبمقايسه  -5شکل 

 (> P 0.05؛ دارند داريمعنيهاي داراي حرف يا حروف متفاوت از لحاظ آماري اختلاف ستون)
Fig. 5. Comparison of the relative gene expression of CBF (A) and P5CS (B) in the genotypes tested under acclimation 

and nonacclimation treatments  

(columns with different letter or letters show statistically significant difference; P<0.05) 

 
  P5CSو  CBF ژني نسب انيبدر  گيرينمونهجانبه ژنوتيپ، تيمار خوسرمايي و اندام مقايسه اثر متقابل سه -3جدول

Table 3. Comparison of 3-way interaction between genotype, acclimation and sampling organ in the relative expression 

of CBF and P5CS genes  

 ژنوتيپ

Genotype 
MCC426 

 

MCC505 

 

 تيمار خوسرمايي
Acclimation treatment 

 خوسرمايي
Acclimation 

 عدم خوسرمايي
Nonacclimation 

 خوسرمايي
Acclimation 

 عدم خوسرمايي
Nonacclimation 

 اندام
Organ 

 ساقه
Stem 

 برگ
Leaf 

 ساقه
Stem 

 برگ
Leaf 

 ساقه
Stem 

 برگ
Leaf 

 ساقه
Stem 

 برگ
Leaf 

CBF 4.05 a 4.15 a 2.65 b 2.95 a 1.85 a 1.9 a 1.3 b 1.48 a 

P5CS 5.13 a 5.29 a 2.29 a 2.43 a 1.54 a 1.5 a 1.42 a 1.38 a 

 ( P <0.05؛دهندينشان م داريمعنيي اختلاف آمار ازلحاظمتفاوت  حروف)
(different letters indicating statistically significant difference; P<0.05) 

 

بررسي تغييررات ميرزان پررولين آزاد در     آزمايش دوم: نتايج
 مرحله خوسرمايي

برداري در هاي نمونهو زمان هاژنوتيپدر اين آزمايش بين 
از لحاظ ميزان پررولين   داريمعنيطو  آزمايش اختلاف بسيار 

ها در سرطش احتمرا  ير  درصرد مشراهده شرد.       برگ گياهچه
با توجه به نتايج تجزيه واريانس مربروط بره تغييررات     همچنين

هاي مختلرف  ميزان پرولين در دو ژنوتيپ مورد مطالعه در زمان
زمان نمونره ×ملاحظه گرديدکه اثرات متقابل دو جانبه )ژنوتيپ

ها در مقدار پرولين برگ شودميبود که نتيجه  دارمعنيبرداري( 
برداري متفاوت است هاي مختلف نمونههر دو ژنوتيپ و در زمان

 (.6)شکل

)A( 

)B( 
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 برداري هاي مختلف نمونهدر زمان MCC505و  MCC426هاي حاصل از ژنوتيپ روند تغييرات ميزان پرولين برگ هاي گياهچه - 6شکل 

 در طي خوسرمايي
Fig. 6. Trend of proline content in seedling leaves of MCC426 and MCC505 at different sampling times during 

acclimation process 
 

 
مشراهده شرد کره ميرزان پررولين در ژنوتيرپ        همچنين

MCC426  در پاسخ به تيمار خوسرمايي در مقايسه با ژنوتيپ
MCC505 تيررپ تررر افررزايش يافررت. در مقابررل در ژنو سررريع
MCC505     در طي مراحل اوليه خوسررمايي انردکي افرزايش

پرولين مشاهده شد و با گذشت زمان ميزان پررولين در بررگ  
از خرود نشران داد. نترايج     داريمعنيهاي اين ژنوتيپ کاهش 

در  MCC426مشرخص کررد کره ژنوتيرپ      مقايسه ميرانرين 
تروجمي را در ميرزان پررولين    مرحله خوسرمايي افزايش قابرل 

در  MCC505کره ژنوتيرپ حسراس    ، در حرالي دهدمي نشان
در ميزان پرولين نشران   داريمعنيمرحله خوسرمايي افزايش 

در دو  P5CSنداد که اين نتيجره از بررسري ميرزان بيران ژن     
ژنوتيپ مورد نظر در شرايط خوسرمايي و عدم خوسرمايي که 

آمرده برود. مقايسره     دسرت بهدر آزمايش او  انجام گرفت نيز 
هراي  يافته در مقايسه با گياهچههاي خون پرولين گياهچهميزا

شاهد که در دو ژنوتيپ مورد مطالعره انجرام شرد همبسرتري     
يافته پررولين  و سطوح افزايش زدگييخبالايي بين مقاومت به 

در دوره خوسرمايي را نشران داد. مطالعرات گذشرته نيرز ايرن      
ش کررد  گرزار  Vanswaaij (1985)کننرد.  ييد ميثنتيجه را ت

را در برابرر   هاآنزميني سيب هايکه افزايش پرولين در سلو 
در گياهاني مثل سيب همچنين. کندميتنش سرما محافظت 

گندم مشخص شده است که ميزان پررولين آزاد  و  جو ،زميني
 يابرردمرريافررزايش  دماهرراي پررايين در گياهرران مقرراوم برره  

(Dorffling et al., 2008 بنابراين با توجه بر .) ه نترايج داده
رسرد کره   نظرر مري  به هاي گذشتههاي اين آزمايش و پژوهش

ي  نشانرر بيوشيميايي برراي تمرايز    عنوانبهبتوان از پرولين 
ارقام حساس و متحمل به سرما اسرتفاده کررد. اگرر چره لازم     

ي متحمرل و حسراس   هرا ژنوتيرپ است کره در ايرن زمينره از    
در اين تحقيق اسرتفاده  آمده دستبهييد نتايج ثديرري براي ت

 کرد. 

 

 سپاسگزاري
وسيله از آقاي دکتر احمد نظامي استاد گروه زراعت بدين

و اصلاح نباتات دانشکده کشاورزي دانشراه فردوسي مشمد به 
خرراطر همکرراري صررميمانه در طررو  اجررراي ايررن تحقيررق    

 گردد.سداسرزاري مي
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Introduction 

Cold and freezing stress is one of the most important environmental stresses that affect the growth and 

yield of crops. One of the important processes in plant resistance to cold stress is known to acclimatize. In 

this process, the internal mechanisms of plants causes higher resistance to freezing stress after exposure to 

temperatures close to zero. Low temperature stress induce or inhibit the expression of certain genes. P5CS 

protein and transcription factor DREB (CBF) play an important role in adaptation and cold tolerance in 

plants. P5CS activates the enzymes in proline synthesis pathway and cause accumulation of this substance in 

plant that protects membranes and proteins against different effects of high concentrations of inorganic ions 

and high and low temperatures. Also DREB proteins with a conserved sequence bind to specific DNA 

sequences upstream of responsible genes in resistance to cold stress and leads to their expression. In this 

study the expression of P5CS and (DREB1)CBF genes that have an important role in the face of many plants 

to freezing and cold stress were examined in chickpea in both resistant and susceptible genotypes and used of 

Real time PCR method to evaluate the expression of these genes under stress and non-stress. 

 

Materials & Methods 

 In the first experiment, the expression pattern of P5CS and CBF (DREB1) genes were evaluated at 

normal (23°C), acclimation (10°C) and freezing (-10°C)temperatures in two resistant (MCC426) and 

susceptible (MCC505) genotypes of chickpea, in two organs (leaf and stem). Briefly pots containing plants 

of both genotypes stored at 23°C for two weeks. After this period, plants are divided into two parts, half 

remained in the normal conditions and the other half were transferred to 10°C for cold acclimation. After 10 

days, seedlings of normal and acclimation conditions transferred to a thermogradient freezer and after 15 

minutes at -10°C, sampling was carried out from the leaves and stems. The simultaneous sampling of the 

control plants (normal conditions) were also done. After RNA extracting from samples and determine the 

concentration and quality by nanodrop and treatment with DNase I enzyme, cDNA synthesis was performed. 

After designing appropriate primers, the PCR process was optimized and Real time PCR was performed 

under optimized process conditions and gene expression levels were calculated. In the Second experiment 

free proline changes of seedlings in the acclimation phase were evaluated. Briefly after transferring of plants 

in the acclimation conditions, amount of proline at them were measured at appropriate intervals after 

exposure in acclimation conditions. 
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Results & Discussion 

 Results of analysis showed that the expression of these genes were significantly higher in resistant 

genotype than the susceptible one. Because of these genes are the important factors in plant resistance to 

stress especially cold and freezing stress, this can confirm that MCC426 genotype is resistant and MCC505 

genotype is sensitive to cold. Also the interaction of genotype and organ sample in the control condition 

showed significant difference only for expression of P5CS gene. Since this gene is an important gene in 

freezing and cold stress, increased expression of this gene in MCC426 genotype that is resistant to cold not 

unexpected. But expression of CBF gene occurred only after cold stress induction and in the absence of 

stress is poor expression. In addition, it was revealed that the interaction of genotype and acclimation 

treatment on CBF genes in both genotypes had significant differences, but in P5CS gene only in MCC426, 

this trend was observed. However, changes of free proline as one of the mechanisms of cell protection in 

acclimation period in both genotypes showed that proline contents of MCC426 in response to acclimation 

treatment was gradually increased, but this increase in MCC505 genotype occurred during the early stages of 

acclimation, and proline has decreased over time. 

 

Conclusion 

 According to the results, it generally seems, one of the main reason for tolerance to chilling is the high 

expression levels of the mentioned genes during chilling and freezing stress and therefore it can be used for 

inducing freezing tolerance into sensitive plants. 
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