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 چکيده
می آمینه اسیدهای و پروتئین تأمین جهت مناسبی منبع که شودمی محسوب باارزشی حبوبات جمله از عدس گیاه
 عددس   جملده  از زراعدی  محصدوتت  تولیدد  در محدودکننده عامل يک عنوانبه آن تأثیر و آبیکم بحران به توجه با باشد.

 دهندده علامدت  سیسدتم  خشدکی   تنش شرايط در رسد.می نظربه ضروری مناسب عملکرد بازده با متحمل ارقام شناسايی
 احیاکنندده  هایآنزيم سری از کاتاتز شود.می محیطی هایتنش و آورزيان اثرات مقابل در مشخصی هایژن القای موجب
 تدنش  اثر بررسی هدف با حاضر تحقیق روناي از کند.می حمايت هیدروژن پراکسید سمی اثرات برابر در سلول از که است
 مرحله دو در ( L7 و گچساران )کیمیا  عدس رقم سه در CAT ژن بیان الگوی و کاتاتز آنزيم فعالیت تغییرات بر خشکی
 تیمدار  شدامل  خشدکی  تدنش  سطوح شد. انجام تصادفی کاملاً طرح قالب در تکرار سه با گلدانی صورتبه زايشی و رويشی
 فعالیدت  بدر  خشدکی  تدنش  تأثیر بود. زايشی ةمرحل در تنش و رويشی ةمرحل در تنش خشکی(  تنش اعمال )بدون شاهد
 بیشدتر  L7رقم در کاتاتز آنزيم فعالیت رشد  مرحله دو هر در بود. دارمعنی زايشی و رويشی ةمرحل دو هر در کاتاتز آنزيم
 که داد نشان هاداده تحلیل و تجزيه شد. انجام Real time PCRروش به CATژن بیان الگوی بررسی بود. ارقام ساير از

 بیدان  بدود.  متفداوت  مختلد   ارقدام  در بیدان  افدزايش   حالاين با شد؛ مطالعه مورد ژن بیان افزايش به منجر تنش شرايط
 بیشتری افزايش ديگر رقم دو به نسبت زايشی و رويشی رشد مرحله دو هر در L7رقم در خشکی تنش اثر تحت CATژن
  داد. شانن

 
 qRT-PCR  آنزيمی اکسنده ضد  آبیکم تنش کليدی: هایهواژ

 

   1 مقدمه
  Lens جدن   از (n2=14) ديپلوئید گیاهی زراعی  عدس

 Sharma) باشدمی لگومینوزه تیره به متعلق و culinaris گونه

& ,Chahota, 2004). بشدر  غذايی منابع ترينقديمی از عدس 
 بدوده  نزديک خاور حاصلخیز هایخاک نآ منشأ رود.می شماربه
 نیاز درصد25 حدود گردد.بازمی کشاورزی شروع به آن قدمت و

 حبوبات از جهان توسعهدرحال کشورهای مردم روزانه پروتئینی
قابدل درصدد   دارای عددس  کده ايدن  به توجه با و شودمی تأمین
اسدیدهای  از غندی  و (درصدد 23 حددود ) بدوده  پروتئین توجهی
 و آرژندین  هیدروکسدی  آلفدا   اورنیتدین  هیدروکسدی  آلفدا  آمینه

 عندوان بده  باشد می معمولی آمینهاسیدهای بر علاوه هموآرژنین
 ,Sulser & Sager) گرددمی محسوب خوبی پروتئینی مکمل

  زراعددددی سددددال در عدددددس زيرکشددددت سددددط  (.1976

                                                           
 m.koohi@gmail.com نویسنده مسئول:*

 بوده تن82642 آن تولید و هکتار131454 ايران در 95-1394
 باشد.می دوم رتبه دارای نخود از پ   حبوبات ینب در کهاست 
 تدرين مهدم  فدارس  و زنجدان  لرسدتان   شرقی آذربايجان اردبیل 
 Ministry of) باشددندمددی ايددران در عدددس تولیددد مراکددز

Agricultural Jahad, 2016.)  
 محصوتت آمیزموفقیت تولید برای جدی خطری خشکی 

مهدم  از يکدی  خشدکی  تنش و باشدمی جهان سرتاسر در زراعی
 سدبب  میدانگین  طدور بده  کده  اسدت  غیرزيستی هایتنش ترين
 شودمی جهان در زراعی گیاهان دانه عملکرد یدرصد50کاهش
(Heidari & Karami, 2014.)  بده  توجده  بدا  نیدز  مدا  کشدور 

 مسداحت  از نیمدی  از بدیش  قرارداشتن و وهوايیآب خصوصیات
 منداطق  در آب کمبود با  خشکنیمه و خشک مناطق در کشور
انجام تحقیقات (.Sabaghpour, 2006) باشدمی مواجه زيادی
 مرحلده  در گیداه  ايدن  کده  اسدت  داده نشان عدس روی بر شده
 بده  کمتدری  نسبتاً حساسیت بعدی  مراحل به نسبت زنیجوانه
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 رشد پیشرفته مراحل در عدس اين  وجود با دارد. خشکی تنش
 کده  اسدت  ترحساس خشکی برابر در ترابتدايی مراحل به نسبت
 رشد دوره طول در خشکی تنش اثرات که است اين دهندهنشان
 نیدز  گلددهی   دوره .(De & Kar, 1995) شدود می تشديد گیاه

 خشدکی  تدنش  بده  نسدبت  عددس  فنولوژی مرحله ترينحساس
 انتهای خشکی با دوره اين انطباق که رسدمی نظر به پ  است؛
 & Ganjali) باشدد یمد  آن عملکدرد  کداهش  اصلی علت فصل

Nezami, 2008.) 
 کثیری عده جهان مختل  کشورهای از بسیاری و ايران در

 نظیدر  حبوبدات  از خدود  نیداز  مورد پروتئین تأمین برای مردم از
 ةعمدد  بخدش  کده آنجااز و کنندد می استفاده لوبیا و عدس نخود 
دسدت بده   اسدت  خشدک نیمه و خشک اقلیم دارای ايران کشور
 مسدائل  از آبیکم شرايط در عملکرد حداکثر با يیهاتين آوردن
 بده  دستیابی بنابراين آيد.می شماربه ايران در تحقیق برای مهم

 بده  تواندد مدی   هسدتند  خشدکی  تحمل به قادر که هايیژنوتیپ
 اصلاح راستا اين در بکاهد. محصول کاهش از توجهیقابل میزان
 از هاسددتفاد بددا خشددکی بدده متحمددل عدددس ارقددام انتخدداب و

 متحمدل  هدای ژنوتیپ شناسايی به قادر که مناسبی هایشاخص
 است بوده کنندگاناصلاح موردتوجه همواره  هستند خشکی به
(Mostafaei, 2005.) 

 هددایتددنش تددأثیر از ناشددی مهددم رخدددادهای جملدده از
 هایگونه تجمع افزايش خشکی  تنش جمله آن از و غیرزيستی
 مولکدولی  اکسیژن شامل هک است (ROS) 1اکسیژنی گرواکنش

(2O)   هیددروژن  پراکسید سوپراکسیدازها (2O2H) راديکدال  و
 در اکسیداتیو هایواکنش به منجر که هستند هیدروکسیل های
 لیپیددها   بدا  اکسدیژن  آزاد هدای راديکدال  شود.می سلولی سط 

 شدددنواسرشددت سددبب و داده اکددنشو DNA و هدداپددروتئین
 شدوند می لیپیدها راکسیداسیونپ و DNA به آسیب ها پروتئین

(Torres-Franklin et al., 2008; De Carvalho et al., 

2008). 
راديکدال  از ناشدی  اکسداينده  تنش با مقابله جهت گیاهان

 و آنزيمدی  ضداکسدنده  هدای مکانیسم دارای اکسیژن فعال های
 شددامل غیرآنزيمددی هددایضداکسددنده د.باشددنمددی غیرآنزيمددی
  آنزيمدی  هدای ضداکسدنده  و آسدکوربیک  اسیدهای و گلوتاتیون
 گلوتاتیون پراکسیداز  آسکوربیت کاتاتز  دسموتاز  اکسید سوپر

 & Perl-Treves) شدوند مدی  شدامل  را پراکسدیداز  و ردوکتداز 

Perl, 2002). خشدکی  تدنش  شرايط در که است شده مشاهده 
 از بدیش  متحمدل  گیاهدان  در اکسدیدان آنتدی  هایآنزيم فعالیت
 هدای آندزيم  رسدد مدی  نظدر  بده  رو اين از  است حساس گیاهان

                                                           
1. Reactive Oxygen Species 

 دارای خشدکی  تنش به گیاهان تحمل افزايش در اکسیدانآنتی
 Heing et al., 2004; Guo et) باشدند مدی  مهمدی  نقدش 

al.,2006) محسوب دارآهن هایپروتئین دسته از کاتاتز آنزيم 
 وارد جدانوری  و گیداهی  هدای سلول در وقتی آنزيم اين .شودمی
 محدیط  در (2O2H) هیددروژن  پراکسید مقدار که شودمی عمل
 تبدديل  که است احیاکننده هایآنزيم سری از کاتاتز .باشد زياد

 سلول از و کاتالیز را اکسیژن مولکول و آب به پراکسیدهیدروژن
 کندددمددی حمايددت هیدددروژن پراکسددید سددمی اثددرات برابددر در
(2004 .,al et Habibi.) )2001( Srivastava & Sairam 

 آب کمبدود  تدنش  شرايط در را کاتاتز فعالیت میزان در افزايش
 گنددم  خشدکی  بده  مقاوم و حساس هایژنوتیپ گروه دو هر در

 کنندده پداک  هدای آنزيم نقش نمودند خاطرنشان و کرده گزارش
 افزايش در ريداکتاز گلوتاتیون و کاتاتز مانند هیدروژن پراکسید
 دسدموتاز  اکسدید  سدوپر  يمآنز از بیشتر خشکی تنش به تحمل
 در سدويا  گیداه  بدر  خشدکی  تدنش  اعمدال  بدا  آزمايشی در .است
 .يافت افزايش کاتاتز ژن بیان میزان شد گزارش گلدهی  مرحله

 کاتدداتز ژن بیددان میددزان بددا بددر  کلروفیددل میددزان همچنددین
 اسددددت داده نشددددان داریمعنددددی و منفددددی همبسددددتگی

(Mazandarani et al., 2012.) سددطوح اثددر تحقیقددی در 
 اکسدیدانت  آنتدی  هدای آندزيم  فعالیدت  بدر  خشکی تنش مختل 

 قدرار  بررسدی  مورد عدس مختل  ارقام در پراکسیداز( و کاتاتز)
 فعالیت زايشی و رويشی ةمرحل دو هر در داد نشان نتايج گرفت.
 بداتترين  و بدود  ارقدام  ساير از بیشتر محلی رقم در کاتاتز آنزيم

 داد نشددان خددود از تددنش طشددراي بدده نسددبت را مقاومددت
(Allahmoradi et al., 2011).  

 و مدنظم  هدای سیسدتم  است داده نشان سازوکارها مطالعة
 هسدتند.  درگیدر  گیاهان در خشکی تنش به پاسخ در ایپیچیده
 هدای تدنش  تحت هاآن در درگیر هایمکانیسم و هاژن شناسايی
 هکدرد  فدراهم  شناسدان زيست برای جديدی راهکارهای محیطی
تدنش  بده  حسداس  گیاهان به هاژن اين انتقال با محققان .است
 ادامده  بدا  .نمايند تولید متحمل گیاهان اندتوانسته محیطی های
 هایتين تولید طوتنی هایفرايند رودمی احتمال اين روند اين
 پتانسدیل  بدا  هدا تيدن  و ارقام به دستیابی و يافته کاهش مقاوم 
  شدد  ذکدر  که مطالبی به توجه با .شود تسهیل مطلوب عملکرد
 تغییدرات  بدر  خشدکی  تدنش  تدأثیر  بررسی هدف با پژوهش اين

 تنش با مرتبط ژن عنوانبه CATژن بیان و کاتاتز آنزيم فعالیت
 تحدت  (L7 و گچسداران  کیمیدا  ) عدس ژنوتیپ سه در خشکی
 و طراحدی  گیاه زايشی و رويشی مراحل در خشکی تنش شرايط
  شد. اجرا
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 هاروش و مواد
 کدداملاً پايدده طددرح قالددب در فاکتوريددل صددورتبدده آزمددايش

 دانشدگاه  تحقیقداتی  گلخانه در 1396سال در تکرار سه با تصادفی
 بده  عدس رقم سه رقم  شامل فاکتورها شد. انجام اصفهان نورپیام
 تحقیقدات  ايسدتگاه  از کده  بودندد  L7 و کیمیدا  گچساران  هاینام

 تنش دوم فاکتور (.1جدول) ديدگر تهیه گچساران ديم کشاورزی
 برگدی 5تا  4 ةمرحل در خشکی تنش شاهد  سط  سه در خشکی

 بدا  بدود.  زايشدی( ) گلددهی  ةدور آغاز در خشکی تنش و رويشی()
 شدد.  تهیده  گلدان27 مجموع در تکرارها و تیمارها تعداد به توجه
 مخلدوطی  آزمايش انجام و هاگلدان پرکردن جهت موردنیاز خاک
 نسدبت  بده  ترتیب به پوسیده حیوانی کود و ماسه ه مزرع خاک از
 رند   بدا  پلاسدتیکی  هدای گلدان از آزمايش اين در بود. 1 و 2  4
 اسدتفاده  متدر سانتی22 ارتفاع و 20 قطر با مناسب زهکش و تیره
 شد. رپُ شده  تهیه خاک کیلوگرم5 با گلدان هر سپ  گرديد
 

 مطالعه مورد عدس ارقام ليست -1 جدول
Table 1. List of studied genotypes 

 

 رقم
Cultivar 

 ژنوتيپ
Genotype 

نامه شجره  
Pedigree 

 مبدأ
Origin 

 FLIP 92-12L ILL 5582 × ILL 707 ICARDA (Kimia) کیمیا

 گچساران 

(Gachsaran) 
ILL 6212 ILL 4349 × ILL 4605 ICARDA 

 FLIP 2005-53L ILL 7716 × ILL590 ICARDA (L7) 7ال
 

 ضددعفونی  1ام توپسدین  کدش  قدار   بدا  کاشت از بلق بذور
 حدددود عمددق در و گلدددان هددر در بددذر15 سددپ  .گرديدنددد

 مرحلده  دو طدی  سبزشدن از پ  هابوته شد. کشت متریسانتی1
 شدد.  تنظیم گلدان هر در بوته5 معادل نهايی تراکم و شدند تنک
 کامدل  تدأمین  حدد  تدا  خشکی تنش تیمار اعمال زمان تا هاگلدان
 بدا  متناسدب  آن از پد   شدند. آبیاری مرتب طوربه گیاه  آبی نیاز
 اعمدال  شدد.  اعمدال  خشکی تنش تیمارهای نظر  مورد تیمار نوع
 ینچهدارم  ظهدور  از  رويشی مرحله در تنش تیمارهای برای تنش
 آبیداری  نوبدت  سده  از پد   بردارینمونه و آغاز ایبرگچهسه بر 
 مرحلده  در تدنش  الاعمد  شدد.  انجدام  تدنش(  اعمال از بعد روز9)

 در تنش همانند و آغاز گل هایجوانه تشکیل مرحله از نیز زايشی
 از بعدد  روز9) آبیاری نوبت سه از پ  بردارینمونه رويشی مرحله
 گرفت. صورت تنش( اعمال
 حجدم  ابتددا  تدنش   تیمارهدای  آب میزان محاسبه منظوربه
 توجده  با استفادهقابل رطوبت میزان و شد محاسبه هاگلدان خاک
 خداک  آزمون نتايج از که دائم پژمردگی نقطه و زراعی ظرفیت به

 5/0 عددس  بدرای  مجداز  تخلیده  حدد  شد. محاسبه گرديد  تعیین

                                                           
1. Topsin M 

 درنظرگدرفتن  با سپ  (.Farshi et al., 2003) شد درنظرگرفته
 از الوصدل سدهل  رطوبدت  پدايینی  حدد   درصد50 مجاز تخلیه حد
 :شد مشخص (Farshi et al., 2003) 1رابطه
PWPϴ -FCϴ( –FCϴ =MADϴ.(               :          1رابطدده

MAD 
 مزرعده  زراعدی  ظرفیدت  در حجمی رطوبت FCϴ آن در که

 و درصد() دائم پژمردگی نقطه در حجمی رطوبت PWPϴ درصد( )
MAD آبیاری عمق تعیین برای سپ  باشد.می مجاز تخلیه حد 

 بدا  شداهد  تیمارهدای  در خداک  رطوبدت  خشدکی   تدنش  اعمال و
 گیریاندازه روزانه صورتبه لترون سنجرطوبت دستگاه از استفاده
 الوصدول سدهل  رطوبت پايینی حد به خاک رطوبت که زمانی شد.
 خداک  رطوبدت  کمبود اساس بر آبیاری آب عمق رسید  ()

 شدد.  اعمدال  و محاسبه (Farshi et al., 2003) 2رابطه با مطابق
 میزان به توجه با نیز تنشتحت تیمارهای برای موردنیاز آب میزان
درصدد  50 تدنش  تیمارهدای  يعندی  گرديد  اعمال شاهد تیمار آب
 d زير  رابطه در کردند. دريافت آب شاهد تیمار مصرفی آب میزان
 باشد.می متر() گیاه ريشه ثرؤم عمق D و متر() موردنیاز آب عمق
 =D .)soilϴ - FCϴ( d                     :2رابطه
 

  RNAاستخراج و بردارینمونه
 شدد.  استفاده برگی جوان هایبافت از برداری نمونه جهت

 و يافتده  انتقدال  ريبونوکلئاز از عاری هایمیکروتیوب به هانمونه
 شددند.  نگهدداری  -C°80 دمدای  در کدل  RNAاستخراج برای
 Total RNA isolation kit کیت وسدیله بده  استخراج مراحل
 شرکت توسط شدهارائه روش طبق  دنازيست شرکت ساخت
 ژنومی DNAآلودگی احتمالی حذف منظوربه شد. انجام سازنده
 از اسددتفاده بددا هددانموندده  RNAاسددتخراجی هدداینموندده از

 شدرکت  دستورالعمل طبق  Fermentas شرکت DNaseІآنزيم
  .ندفتگر قرار تیمار مورد سازنده

طیدد  روش بدده دهشاستخراج RNA کیفیت و کمیت تعیین
 BECKMAN اسپکتروفوتومتر دستگاه از استفاده با 2نوری سنجی
 کمیددت و کیفیددت تأيیددد منظددوربدده شددد. انجددام DU 530 مدل
 درصدد يدک  آگارز ژل الکتروفورز از شده استخراج RNA هاینمونه
 UV-transluminator دسدتگاه  بدا  ژل برداریعک  د.ش استفاده

Gel document مدددلUniversal Hood II (شددرکت سدداخت 
BIO-RAD) موج طول با بنفشفرا پرتو زير در nm312 توسدط  و 

 هایRNA مشاهده شددد. انجددام Image Lab 4.0.1 افددزارنددرم
 هدداینموندده بددرای kb 2-1 محدددوده در (28S و 18S) ريبوزومی

RNA برای معیاری عنوانبه  ژل روی اسمیر حالت مشاهده عدم و 
 گرديد. تلقی بات کیفیت با نوکلئیک دهایسیا تعیین

                                                           
2. Spectrophotometry 
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 cDNA سنتز
  DNA سدنتز  کیدت  از اسدتفاده  بدا  cDNA اول رشته سنتز

RB MMLV Reverse transcriptase زيسدت  شدرکت  ساخت
  .شد انجام سازنده شرکت توسط شدهارائه روش طبق و رنا آورانفن

 

 Real Time PCR واکنش آغازگر طراحی
 داده باندک  در عددس  گیداه  ژندوم  اطلاعدات که اين به توجه با
 کده  گیاهدانی  ابتددا   آغدازگر  طراحدی  منظدور به  نبود موجود ژنومی
 و گرديدد  مشدخص   بودند شده شناسايی هاآن در موردنظر هایژن

  داشدتند  عددس  گیاه به بیشتری تاکسونومیکی نزديکی که گیاهانی
 از انتخدابی   گیاهان به مربوط موردنظر هایژن توالی شدند. انتخاب
ندددرم از اسدددتفاده بدددا و شدددد اسدددتخراج 1(NCBI) داده اهپايگددد
 ايدن  شدده حفاظت مناطق سپ  و شدند 2ردي هم MEGA4افزار
نددرم کمدک  بده  و شددند  انتخداب  آغددازگر طراحدی  بدرای  هدا تدوالی 
 مدوردنظر  هدای ژن بدرای  4برگشدت  و3رفت هایآغازگر Oligo7افزار

 و تخداب ان داخلی کنترل ژن عنوانبه Actinخانگی ژن شد. طراحی
 ACT (Actin) و CAT (Catalase) اختصاصدی  آغدازگر  جفت دو
 شدند. ارسال جنوبی کره ماکروژن شرکت به سنتز جهت (2جدول)

 

 Real هایداده از استفاده با CATژن بيان الگوی تحليل و تجزیه

time PCR  
cDNA در عددس  گیداه  رقدم  سده  بر  بافت به مربوط های 

 تکدرار  سده  بدا  زايشدی   و رويشی لهمرح دو در تنش و شاهد شرايط
 جفت يدک  بدا  جداگانه هایواکنش در تکنیکی تکرار دو و آزمايشی
 داخلددی کنتددرل آغددازگر جفددت يددک و (CAT) اختصاصددی آغازگر
(ACT ) قرارگرفتندد.  آزمدايش  مدورد  3جددول  حرارتی برنامه طبق 

 میکرولیتدر  10 سدايبرگرين  مدیک   مستر صورتبه واکنش اجزای
 cDNA نموندده و میکرولیتددر1 کدددام هددر برگشددت و رفددت آغدازگر 
 5هایاستريپ در و شد آماده میکرولیتر20 کل حجم در میکرولیتر1

 Applied Biosystem شدرکت  ساخت qPCR واکنش مخصوص
  کیدددددددت از واکدددددددنش ايدددددددن در شدددددددد. افدددددددزوده

RB SYBR qPCR  حداوی SYBR® Green I Dye  سداخت 
 دستگاه از استفاده با واکنش شد. استفاده رنا آورانفنزيست شرکت

 (Step One 48 well مدل Applied Biosystem) ترموسايکلر
 .گرفت انجام Comparative Ct (ΔΔCt) روش به

 دستگاه توسط نمونهها از يک هر برای (Ct) آستانه چرخه
 3رابطده  توسدط  نسدبی  سدنجی کمیت روش به هاداده و شد تعیین

                                                           
1. National Center for Biotechnology Information  

2. Sequence Alignment  

3. Forward primer 

4. Reverse primer 

5. Real time strips 

 ,.Pfaffl et al., 2002; Tichopad et al) شددند  سدازی نرمدال 

2004):  

 رابطه3:        

 واحدد  فاقدد  کده  باشدمی ژن کمی بیان Ratio  رابطه اين در
 ندور  تشدخیص  آسدتانه  چرخده  شدماره  CT تکثیر  کارايی E است.

 کنتددرل ژن Ref هدددف  ژن Target دسددتگاه  توسددط فلورسددنت
 بدین  ژن بیدان  اخدتلاف  : داخلی 

 بیدان  اخدتلاف :  و تیمار و شاهد نمونه

 است. تیمار و شاهد نمونه بین منبع ژن
 

 کاتالاز آنزیم فعاليت سنجش
 شدد  گیریاندازه Aebi (1984) روش به کاتاتز آنزيم فعالیت

 بدود.  کاتداتز  آندزيم  توسدط  هیددروژن  پراکسدید  تجزيه براساس که
 مدتبه و نانومتر240 موج طول در هیدروژن پراکسید جذب کاهش
 بدنفش  مداورای  سدنج طی ) اسپکتروفتومتر دستگاه توسط دقیقه1

 6سددینتیک روش بدده و Shimadzu 2550-UV مدددل مرئددی(
 استفاده 4رابطه از فعالیت حجم ارمقد تعیین جهت شد. گیریاندازه
 پراکسید میکرومول1 که است آنزيمی مقدار واحد  يک تعري  شد.

 گدراد سدانتی  درجه25 دمای و pH=7 در دقیقه هر در را هیدروژن
 کند.می تجزيه
 (:Zivanovic&  Maksimovic 2012 ,) 4رابطه

 

 توسط شدهقرائت نوری جذب میزان تفاوت رابطه اين در

 حجدم  Vs کووت  در واکنش مخلوط حجم  دقیقه 1 در دستگاه

 در هیدروژن پراکسید خاموشی ضريب 0.0436 شده استفاده نمونه
 باشد.می مربع/میکرومول( مترسانتی) نانومتر240 موجطول

 

 آماری  تحليلتجزیه و 

بددا  Real time PCRهددای واکددنش تجزيدده و تحلیددل داده
انجدام   LinRegPCRو  2007نسدخه   Excelاستفاده از نرم افدزار  
های سنجش مولکولی و منظور تجزيه واريان  دادهشد. همچنین به

 SASفیزيولددوژيکی تحددت شددرايط تددنش و شدداهد  از نددرم افددزار   
دهی به صورت برشها بهاستفاده گرديد. مقايسه میانگین 0/8نسخه

درصدد  5( در سدط  احتمدال   LSD)دار روش حداقل تفاوت معندی 
 .(Soltani, 2006)انجام شد 
 
 

                                                           
6. Kinetics 
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 استفاده مورد آغازگرهای ليست -2 لجدو

Table 2. List of used primers  
 

 آغازگر
Primer 

 توالی آغازگر
Primer sequence 

(5'→3') 

 نوکلئوتيد طول قطعه
Product size 

 (bp) 

 دمای اتصال

 گراد()درجه سانتی 
Annealing temperature 

(˚C) 

ACT-F TGGCCGTACAACTGGTATTG 
182 54 

ACT-R GCTCTGCAGATGTGGTGAA 

CAT-F CCAACCACAGCCATGCCACT 
187 56 

CAT-R AGGACCAAGCGACCAACAGG 

 
 Real time PCR واکنش شرایط -3 جدول

Table 3. Real time PCR condition 

  ثانيه() زمان
Time (sec) 

 حرارتدرجه

 گراد(انتیس درجه)
Temperature (˚C) 

چرخه تعداد  
Cycle 

واکنش مرحله  
Step 

180 95 1 
اولیه واسرشت  

Initialization 

20  95 
 

40 

 واسرشت
Denaturation 

 اتصال  55  30
Annealing 

 گسترش  72  30
Extension 

15  95 1 

ذوب نمودار  
Melt curve 

60  60  

- 0.3 +  
15  95  

 

 بحث و نتایج
  عدس ارقام در کاتالاز آنزیم فعاليت ميزان بر خشکی تنش تأثير

 تیمدار  در موردمطالعده  عددس  ارقدام  بدین  تحقیدق  اين در
 اخدتلاف  کاتاتز آنزيم فعالیت نظر از خشکی( تنش بدون) شاهد
 فعالیدت  میدزان  خشکی تنش اعمال با نشد. مشاهده داریمعنی
 کده طدوری بده   داد ننشدا  افدزايش  رقدم  سه هر در کاتاتز آنزيم

 میددزان  بدده  L7رقددم در کاتدداتز  آنددزيم فعالیددت  بیشددترين
 شد. مشاهده شاهد( شرايط در آن میزان برابر دو) واحد56/135

 و 27/85 فعالیددت بددا ترتیددب بدده گچسدداران و کیمیددا ارقددام
 نشدان  L7رقدم  بدا  دارمعنی اختلاف کاتاتز آنزيم واحدی15/84
 (.1شکل) دادند

 بده  واکدنش  در اکسیدانآنتی هایآنزيم از بسیاری فعالیت
 (.al et Manivannan., 2007) يابدد می افزايش خشکی تنش
 بده  مقداوم  و حسداس  رقدم  چنددين  مورد در آمدهدستبه نتايج
 از يکی تواندمی خشکی احتماتً که دهدمی نشان گندم خشکی
 باشدد.  اکسدیدان آنتدی  هایآنزيم فعالیت افزايش در مؤثر عوامل
 سدوپر  و کاتاتز) هایآنزيم فعالیت است شده مشخص همچنین
 مقداوم  ارقدام  در آب کمبود تنش شرايط تحت دسموتاز( اکسید

 را بیشدتری  افزايش حساس ارقام با مقايسه در گندم خشکی به
 نظربه تحقیق اين در (.Lascano et al., 2005) دهدمی نشان
 تفعالید  میدزان  افدزايش  موجدب  خشدکی  تنش هرچند رسدمی
 اخدتلاف  امدا   گرديدد  بررسدی  مورد رقم سه هر در کاتاتز آنزيم
 تدنش  شدرايط  در کاتاتز فعالیت افزايش درصد نظر از ارقام بین
 از بررسدی  مورد ارقام تفاوت نمايانگر شاهد  شرايط با مقايسه در

 البتده  است. اکسیداتیو صدمات با مقابله جهت آنها توانايی لحاظ
 بدر  مختل  هایتنش تأثیر مورد در هاگزارش که است ذکر قابل
 کداهش  افدزايش   است. متفاوت کاتاتز آنزيم فعالیت میزان روی
 نیز خشکی تنش شرايط تحت کاتاتز فعالیت در تغییر عدم يا و

 (.Liu & Huang, 2000) است شده مشاهده
Sairam & Srivastava (2001) میددزان در افددزايش 

 گدروه  دو هدر  در آب کمبدود  تدنش  شرايط در را کاتاتز فعالیت
 و کدرده  گدزارش  گندم خشکی به مقاوم و حساس های ژنوتیپ

 پراکسدید  کنندده پداک  هدای آندزيم  نقدش  که نمودند خاطرنشان
 به تحمل افزايش در کاتاتز و رداکتاز گلوتاتیون مانند هیدروژن
  .است دسموتاز اکسید سوپر آنزيم از بیشتر خشکی تنش
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  عدس مختلف ارقام در کاتالاز آنزیم فعاليت بر کیخش تنش تاثير -1شکل

 (P< 0.05) دارند داریمعنی فلااخت آماری لحاظ از متفاوت حروف دارای هایستون

Fig. 1. Effect of drought stress on catalase activity in different lentil cultivars  
Columns with different letters show statistically significant difference (P< 0.05). 

 

 پاسخ در عدس هایژنوتيپ در (CAT) کاتالاز ژن بيان بررسی
 زایشی و رویشی مرحله دو در خشکی تنش به

 موردمطالعده  هدای نمونده  بدر   در CATژن بیان بررسی
 بدر  خشدکی  تنش و رشد مرحله رقم  دارمعنی اثر دهندهنشان
 و رشد مرحله در رقم متقابل اثر همچنین بود. ژن بیان میزان
 (.4 جدول) شد دارمعنی CATژن بیان میزان بر تنش در رقم
 اخدتلاف  CATژن بیدان  میدزان  ازنظدر  مطالعه مورد ارقام بین
 بیشدترين  7/1 بدا  L7رقم کهیطوربه  داشت وجود داریمعنی
 و 95/0 بدا  ترتیب به گچساران و کیمیا ارقام و ژن بیان میزان
 دادندد  اختصداص  خدود  بده  را ژن بیدان  انمیدز  کمترين 94/0
  (.a-2شکل)

 تدنش  اعمدال  از پ  ژن بیان میزان b-2شکل به توجه با
 نمونده  بده  نسدبت  برابر6/1 حدود در داریمعنی افزايش خشکی
 در CATژن بیدان  بررسدی  داشدت.  خشدکی(  تنش بدون) شاهد
 ةمرحلد  در ژن ايدن  بیدان  داد نشدان  مطالعده  مورد گیاهان بر 
 يافتده  افدزايش  39/0 میدزان  به رويشی ةمرحل به نسبت زايشی
 میدزان  افدزايش  هرچندد  e2شدکل  به توجه با (.c-2شکل) است
 نسبت تنش شرايط در زايشی و رويشی مرحله دو هر در کاتاتز
 مرحلده  در افدزايش  ايدن  میدزان  امدا   شودمی مشاهده شاهد به

 گیداه  بیشدتر  حساسیت باشد.می رويشی مرحله از بیشتر زايشی
 خشدکی  تدنش  به نسبت دانه رشدنپُ و گلدهی مرحله در عدس
 ,Mishra et al, ( 2016)  Mishra et al تحقیقدات  نتايج در

 اسددت. شددده گدزارش  Shrestha et al, (2006a) و (2014)
  CATژن بیدان  میدزان  نظر از مطالعه  مورد عدس ارقام مقايسه
 حلده مر دو هدر  در کده  داد نشدان  زايشی و رويشی ةمرحل دو در

 02/2 و 39/1 بددا ترتیددب بدده L7رقددم  زايشددی و رويشددی رشددد
 گچسداران  ارقام داشت. ارقام بین در را ژن بیان میزان بیشترين

 قرار بعدی ةرتب در دارمعنی اختلاف با مرحله دو هر در کیمیا و
 (.d -2شکل) گرفتند
 کده  شدد  مشاهده رقم با خشکی تنش متقابل اثر بررسی با
 بیشدترين  خشدکی  تدنش  اعمدال  بدا  مطالعده  مورد ارقام بین در

  شددودمددی مربددوط L7رقددم بدده CATژن بیددان میددزان افددزايش
 میزان تنش( بدون) شاهد به نسبت تنش شرايط در کهیطوربه
 بده  توجده  بدا  (.f -2شدکل ) داشدت  افدزايش  برابدر 7/1  ژن بیان
 میزان ازنظر تنش و شاهد شرايط در شودمی مشاهده f-2شکل
 وجدود  داریمعنی اختلاف کیمیا و گچساران امارق بین ژن  بیان
 بدا  L7رقدم  تدنش   و شداهد  شدرايط  دو هر در کهدرحالی ندارد 
  دارد. قرار نخستة رتب در دارمعنی اختلاف
 در کاتداتز  ژن بیان الگوی بررسیمنظور به که تحقیقی در
 شدامل  سدط   چهار در خشکی تنش به پاسخ در گندم  رقم سه
 زاگددرس مقددر سدده و شددد انجددام بددار -12 و -8  -9/0  -3/0
 بررسدی  مورد حساس() تجن و متحمل( نیمه) مغان متحمل( )
 آن از پد   و افدزايش  بار-8 تیمار تا کاتاتز ژن بیان  گرفت قرار
 رقدم  ويدژه بده  ارقدام  تمام در یدارمعنی کاهش بار-12 تیمار در
 در و خشدکی  بدار -9/0 تیمدار  در بیان بیشترين داد. نشان تجن
 حدداکثر  مغدان  رقدم  در کده درحدالی   شدد  ملاحظه زاگرس رقم
 کلیطور به گرديد. حاصل بار-8 تیمار در برداریرونوشت سط 
 نشان چشمگیری افت  تنش شدت افزايش با کاتاتز ژن فعالیت
 ژن فعالیدت  تحريدک  سدبب  تنش میانی سطوح حال اين با  داد

 لگدوی ا بررسدی  (.Moloudi et al., 2013) گرديد موردمطالعه
 بدا  نیز سويا خشکی به متحمل و حساس ارقام در CATژن بیان

 رد CATژن بیدان  داد نشدان   واقعدی  زمان در PCR از استفاده
 بدود  حسداس  رقدم  برابر دو حدود متحمل رقم در خشکی تنش
(Ahmadi & Soleimani, 2015) حاضدر  تحقیدق  نتايج با که 

 .دارد مشابهت
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 ،زایشی و رویشی مرحله دو :c ،خشکی تنش عدم و تنش سطح دو :b عدس، رقم سه :a در CATژن بيان ميزان مقایسه -2 شکل

d: رشد مرحله×ژنوتيپ متقابل اثر ،e: تنش و ×رشد مرحله متقابل اثرf: تنش×ژنوتيپ متقابل اثر 
 .(P< 0.05) دارند داریمعنی فلااخت  ریآما لحاظ از متفاوت حروف دارای هاینستو

Fig. 2. The comparison of CAT gene expression in a: three cultivars of lentil, b: stress and non-drought stress,  

c: vegetative and reproductive, d: genotype×growth stage, e: growth stage×stress, and f: genotype×stress 
Columns with different letters show statistically significant difference (P< 0.05). 
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عدس ارقام در کاتالاز ژن بيان واریانس تجزیه -4جدول  
Table 4. Analysis of variance of CAT gene expression in lentil cultivars 

 

 منابع تغيير
Source of variation 

 درجه آزادی
df 

 ميانگين مربعات
Means of squares 

 رقم
Cultivar 

2 **2.278 

 تنش
Stress 

1 **2.896 

ی رشدمرحله  
Growth stage 

1 **1.373 

تنش× رقم   
Genotype × Stress 

2 **0.283 

ی رشدمرحله× رقم   
Genotype × Growth stag 

2 
*0.163 

رشدی مرحله× تنش   
Stress× Growth stage 

1 s.n. 0.002 

ی رشدمرحله× تنش × رقم   
Genotype× Stress× Growth stage 

2 n.s. 0.016 

 خطا
Error 

24 0.041 

 ضريب تغییرات

CV ( %)  
- 16.92 

 دارغیرمعنی اختلاف ودرصد 5درصد و 1 سط  در دارمعنی اختلاف ترتیببه :ns و *  **                    
**, *: Significantly different at a=0.05 and a=0.01 probability levels, respectively; ns: non-significant 

 

 گيرینتيجه
 سده  هر در حاضر  مطالعه در آمدهدستبه نتايج اساس بر
 بدا  بداتيی  همبستگی  مطالعه مورد ژن بیان میزان  عدس رقم
نتیجده  تدوان مدی  اسداس  ايدن  بر داد. نشان فیزيولوژيکی نتايج
 مدورد  عددس  ارقام در کاتاتز آنزيم فعالیت بینکه  نمود گیری
 CATژن بیدان  میدزان  و تنش تحت و شاهد شرايط در مطالعه
 در ژن ايدن  بیان کهآن به توجه با است. داشته وجود هماهنگی
اسدت    گرديدده  خشکی به مقاومت سبب ديگر زراعی هایگونه
 تدنش  طدی  در بیشدتر  بیدان  افدزايش  با ارقام در رودمی انتظار
 تدنش  اثدر  بررسدی  گدردد.  مشداهده  بیشتری مقاومت خشکی 
 و رويشدی ة مرحلد  در کاتداتز  آندزيم  فعالیدت  میزان بر خشکی
 دو هدر  درکده   داد نشدان  نیدز  مطالعه مورد عدس ارقام زايشی
 باعد   خشدکی  تنش  مطالعه مورد عدس ارقام در رشد مرحله
 طشدراي  تحدت  شدود. مدی  کاتداتز  آندزيم  فعالیت میزان افزايش
 دو بده  نسدبت  زايشی و رويشیة مرحل دو هر در L7رقم تنش 

 نظربه. داد نشان بیشتری کاتاتز آنزيم فعالیت میزان ديگر رقم
ايجداد   سدبب  بتواندد  کاتاتز آنزيم فعالیت باتبودنکه  رسدمی

 نتدايج  به توجه با بنابراين گردد. ارقام اين در احتمالی مقاومت
 بده  نسدبت  L7رقم رسدمی نظربه  پژوهش اين در آمدهدستبه
 بده  نسدبت  بیشدتری  پدذيری تحمدل  از گچساران و کیمیا ارقام
 بده  موضدوع  ايدن  يیدد أت هرچندد   باشد برخوردار خشکی تنش
 شدرايط  در خشدکی  تدنش  بده  گیداه  ايدن  پذيریتحمل بررسی
 است. نیازمند ایمزرعه
 

 سپاسگزاری
 آمددوزش و تحقیقددات پددردي  همکدداران از وسددیلهبدددين

 در که زادهکريمی دکتر آقای جناب ويژهبه گچساران ورزیکشا
 و تشدکر  اندد  داشدته  همکداری  مورد مطالعده  ارقام بذور تأمین
 .شودمی قدردانی
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Introduction 
Lentil is one of the oldest sources of human food. Since around 25% of the daily protein requirement of 

the developing world's peoples comes from legumes, considering to significant percentage of protein (about 
23%) and high amino acids content of alpha-hydroxy- ornitin, alpha-hydroxy-arginine and hemoarginine in 
addition to ordinary amino acids in lentils, this plant commonly known as good protein supplements. 
Drought stress as one of the most important non-biological stresses causes an average of 50% reduction in 
crop yield in the world. In Iran is also faces a shortage of water in many areas due to climate characteristics 
and more than half of the country's land are in arid and semi-arid areas. Research on lentil has shown that 
this plant is more sensitive to drought during advanced stages of growth than the early stages, and it seems 
that the adaptation of this period to the end of the season is the main cause of its reduced yield. Therefore, 
achieving genotypes that are able to resist drought condition can significantly prevent crop yields. It has been 
observed that, under drought stress conditions, the activity of antioxidant enzymes in tolerant plants is much 
higher compare to sensitive plants. It seems antioxidant enzymes have an important role in tolerance to 
drought stress. Therefore, in this study, the effects of drought stress on catalase enzyme activity and CAT 
gene expression pattern in three lentil cultivars (Kimia, Gachsaran and L7) in both stages of vegetative and 
reproductive were studied. 

 

Materials & Methods 
The experiment was performed in a completely randomized design with three replications for three 

levels of drought stress (without drought stress, stress in the vegetative stage and stress in the reproductive 
stage) and analyzed in factorial experiment. Young leaf tissues were used for RNA extraction, samples were 
transferred to ribonuclease free microtubules and stored at 80°C. The total RNA extraction was performed 
using the Denazist Total RNA isolation kit. To eliminate the possible contamination of the genomic DNA 
from extracted RNA samples, the samples were treated with DNaseI enzyme. An agarose gel electrophoresis 
was used to confirm the quality and quantity of RNA samples. Synthesis of the first strand of cDNA was 
performed using DNA synthesis kits, RB MMLV Reverse Transcriptase, manufactured by RNA 
Biotechnology Company. Two specific primers CAT (Catalase) and ACT (Actin) (internal control gene) 
were used to analyses the gene expression. In this reaction, the RB SYBR qPCR kit containing SYBR® 
Green I Dye was used manufactured by RNA Biotechnology Company. The reaction was carried out using 
Thermocycler Applied Biosystem, Model Step One 48 well by Comparative Ct (ΔΔCt) method and 
according to the methodology presented by the manufacturer. The threshold cycle (Ct) for each sample was 
determined by the device, then the data were analyzed by relative quantitative method by Pfaffl et al. (2002). 
The activity of catalase enzyme was measured by Aebi (1984) method. Analysis of Real Time PCR data was 
performed using Excel and LinRegPCR softwares. The SAS software was used to analyze the variance of the 
data. Comparison of the averages was performed using the least significant difference (LSD) method at the 
5% probability level. 
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Results & Discussion 
Based on the obtained result, there was no significant difference between the cultivars of lentil in control 

treatment (no drought stress) for catalase activity. By applying drought stress, the activity of catalase enzyme 
increased in all three cultivars. The highest activity of catalase was observed in L7 (Twice as much as the 
control) and Kimia and Gachsaran cultivars were significantly different from the L7 cultivar. Significant 
differences were observed between the cultivars in CAT gene expression. The L7 cultivar with 1.7 showed 
the highest gene expression and Kimia and Gachsaran cultivars had the lowest CAT gene expression with 
0.95 and 0.94, respectively. Gene expression level at reproductive stage was increased to 0.39 in compared to 
vegetative stage. Drought stress increased the CAT gene expression significantly (about 1.6 times of control). 
In both vegetative and reproductive stages, L7 cultivar had the highest gene expression with rate of 1.39 and 
2.2, respectively. Investigating the interaction of drought stress with cultivar showed that there was no 
significant difference between Gachsaran and Kimia cultivars in control and stress conditions in terms of 
gene expression level, while in both control and stress conditions, L7 cultivar showed the significant 
difference.  

 

Conclusion 
Based on the results of this study, in all three lentil cultivars, the gene expression pattern showed high 

correlation with physiological results. Due to the fact that expression of CAT gene in other cultivars causes 
drought resistance, it is expected that more resistance will be observed in the cultivars by increasing the 
expression during drought stress. Under stress conditions, L7 cultivar showed higher catalase activity in both 
vegetative and reproduction stages than the other two cultivars. Therefore, it seems that L7 cultivar is more 
tolerant to drought stress than Kimia and Gachsaran cultivars. 
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