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نژادگران را در توليد ارقام متحمل تواند بهمطالعه فرآيندهاي فيزيولوژيكي و بيوشيميايي مرتبط با تحمل به سرما مي
-هاي آنتي، كلروفيل، كاروتنوئيد و فعاليت آنزيم H2O2در اين مطالعه محتوي . هاي محيطي ياري كندبه تنش

يمي در آزمايشي به صورت فاكتوريل دو عاملي در و برخي الگوهاي آيزوزا SODو  CAT،APX  ،GPXاكسيدان 
تحت  4322و دسي  Sel96Th11439كابلي  (.Cicer arietinum L)قالب طرح كاملا تصادفي با دو ژنوتيپ نخود 

گراد براي گياهان درجه سانتي 4، دماي گراددرجه سانتي 10سازگاري فاز  ،)گراددرجه سانتي 23( كنترلتيمار 
گراد براي گياهان سازگار نشده بعد از دو روز و چهار درجه سانتي 4ز دو روز و چهار روز و دماي سازگار شده بعد ا
داري داشته ها و سطوح تنش تفاوت معنينتايج تجزيه واريانس نشان داد كه در اكثر صفات، ژنوتيپ. روز بررسي شد
درجه  4رود گياهان سازگار شده به دماي با و. داري وجود داشتها و سطوح تنش اثر متقابل معنيو بين ژنوتيپ

و سوپر ) CAT(كاتالاز  ،)GPX(، گاياكول پراكسيداز )APX(هاي آسكوربات پراكسيداز گراد، فعاليت آنزيمسانتي
ها كاهش يافت كه در گياهان سازگار نشده ميزان فعاليت اين آنزيميافت در حاليافزايش  )SOD(اكسيد ديسموتاز 

ميزان  ،ي حاصلآيزوزايمتعداد باندهاي  كهتاييد شد بطوري هاالعه آيزوزايمي اين آنزيمكه توسط نتايج مط
درجه  4تنش . ه شودبه عنوان شاخصي از تغييرات مولكولي در نظر گرفت دتوانميو شدت يا پهناي باندها جابجايي 

گياهان سازگار شده و همچنين در  H2O2گراد باعث افزايش محتواي كلروفيل و كاروتنوئيد و كاهش محتوي سانتي
بنابراين سطوح كاهش . در گياهان سازگار نشده شد H2O2كاهش محتواي كلروفيل و كاروتنوئيد و افزايش ميزان 

تواند عامل اصلي تحمل بيشتر به سرما در هاي دفاع سلولي مييافته خسارت سلولي و ظرفيت افزايش يافته سيستم
  .باشدژنوتيپ كابلي در مقايسه با دسي 
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   مقدمه
تحرك هستند از آنجا كه گياهان در محل استقرار خود ثابت و بي

هاي هاي انطباقي براي زنده ماندن تحت تنشنيازمند مكانيسم
هاي گياهان نيز از نظر ميزان حساسيت به تنش. محيطي هستند

محيطي و بالاخص در مورد سرما درجات مختلفي از تحمل را 
هاي غير زنده سرما به عنوان يكي از تنشتنش . دهندنشان مي

گياهان و در مواردي  رشد، نمو و عملكرد كاهش محيطي سبب
به ارتقا  هاي گياهي قادر بسياري از گونه. شودمرگ گياهان مي

-طوريهستند به 1يسازگار فرآيندطي  درجه تحمل به سرما خود

وم منجر كه امروزه فرآيند سازگاري با تغيير برنامه ريزي مجدد ژن
هاي فيزيولوژيكي شده و هاي گياهي و پاسخبه تغيير متابوليت

 هاي محيطي ازمنجر به افزايش ظرفيت ژنتيكي گياهان تحت تنش

 ;Thomashow 2001; Nazari et al. 2011شود جمله سرما مي

Rakei et al. 2015)(.  تواند در اثر  مي نيزبه سرما  تحملگسترش
ل دهيدراسيون، شوري و تيمار شام زيهاي اسم ديگر تنش

آمده طي  دست به تحملدرجه . رخ دهد ABAهاي گياهي با  سلول
طور فصلي تغيير  تواند به فرآيند سرما سازگاري ثابت نيست و مي

زودي از دست  به 2كند و با قرار گرفتن در معرض دماهاي بالاتر
د سازگاري به سرما يك فرآيند پويا بوده و نيازمنهمچنين  .رود 

رمز موفقيت اين فرآيند تطابق مجموعه  بنابراين. باشد فتوسنتز مي
كه بوده طوري دستگاه فتوسنتزي براي كاركرد در دماهاي پايين

گياه قادر به توليد انرژي و بكارگيري آن در سنتز تركيبات دفاعي 
 Gill and(هاي اوليه و ثانويه فعال در تحمل باشد و متابوليت

Tuteja 2010.(  

در معرض  كه گياهاني در بيوشيميايي تغييرات مهمترين از يكي
اي است كه هاي اكسيد كننده توليد مولكول هستند سرما تنش

به اين تركيبات كه باشند مسبب اصلي خسارت در درون سلول مي
اين تركيبات باعث . گويندمي) ROS(3اكسيژن  فعال هايگونه

 شوند لولي ميهاي سها و اندامكخسارت به ماكرومولكول
-هاي تنفسي در ميتوكندري و توانايي تثبيت ديكه فعاليتطوري

ها از سلول كربن در كلروپلاست كاهش و نشت الكتروليتاكسيد

                                                            
1 Acclimation 
2 Deacclimation 
3 Reactive oxygen species 

ها همچنين با اكسيداسيون آمينواسيدها در ROS. يابدافزايش مي
ها موجب غيرفعال  ها و اكسيداسيون كوفاكتور متصل به آن پروتئين

شوند؛ به قندها و بازهاي هاي خاص مي آنزيمشدن بعضي از 
خسارت وارد كرده و باعث حذف شدن  DNAسازنده مولكول 

شوند و نهايتا با  بازها، ايجاد موتاسيون و اثرات مختلف ژنتيكي مي
هاي حياتي گياه و  ها و ديگر ماكرو مولكولدانه تخريب رنگ

كاهش همچنين خسارت در سيستم فتوسنتزي و تنفس گياه باعث 
).  Gill and Tuteja 2010; Huang et al. 2012( شوند عملكرد مي

ها گياهان براي ROSجهت حفظ تعادل سلولي و كنترل ميزان 
اكسيدان آنزيمي و  ها داراي سازوكار دفاعي آنتيمقابله با اين گونه

 يروشن بهشواهد فيزيولوژيكي و ژنتيكي . غير آنزيمي هستند

اكسيدان گياه يك جزء مهم از  آنتي كه سيستم اند كردهمشخص 
 ;Sairame 2001(هاي حفاظتي در برابر تنش است  مكانيسم

Kazemi Shahandashti et al. 2014 .(اكسيداني گياه  سيستم آنتي
سوپراكسيد ديسموتاز، پراكسيدازها (اكسيدان  هاي آنتي شامل آنزيم
اسيد (اكسيدان  هاي غير آنزيمي آنتيو متابوليت) و كاتالاز

باعث غيرفعال  )هاآسكوربيك، تركيبات فنوليك و كاروتنوئيد
 Foyere 1994; Xin 2000; Kazemi( شوند مي ROSشدن 

Shahandashti et al. 2014 .(هاي چندگانه يك ها شكل يزوزيمآ
و ميزان  اسيدهاي آمينه ترتيبدر كه  آنزيم مشخص هستند

 اكنش شيميايياما و داشتهتفاوت  سرعت فعاليت در يك واكنش
تحقيقات نشان داده كه به موازات . كنند را تسريع مي يكساني

ها كه هاي آنتي اكسيداني، الگوهاي باندي آنزيمميزان فعاليت آنزيم
مرتبط با ميزان فعاليت و جايگاه فعاليت سلولي آنزيم شده فعال 

هاي تواند در افزايش درجه تحمل به تنششده و بدين ترتيب مي
هاي آنزيمي فعاليت هر كدام از اين شكل. يفاي نقش كندمحيطي ا

ان بيان و هم از نظر تعداد قابل زدر سلول تحت تنش هم از نظر مي
  . تغيير است

شناخت فيزيولوژي و ژنتيك پاسخ گياهان به تنش كمك شاياني 
به منظور يافتن ارقامي با . كندبه اصلاح و ايجاد ارقام متحمل مي

-بايست آزمايشعين حال با عملكرد بالا مي تحمل به سرما و در

- همچنين به منظور اجراي برنامه به. هاي غربالگري انجام شود

هاي دخيل در تحمل به سرما از اهميت نژادي، درك مكانيسم
-ها و آنزيمبا توجه به نقش ويژه پروتئين. بالايي برخوردار است
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ير فعاليت هاي دفاعي در پاسخ و تحمل به تنش سرما، بررسي تغي
تري از مجموعه پيچيده فرآيند پاسخ تواند ديدگاه عميقها مي آن

  ).Khazaei et al. 2011(به تنش سرما ايجاد كند 
گياهي زراعي از خانواده  .Cicer arietinum Lنخود با نام علمي 

و يكي از منابع تامين پروتئين و ) Leguminoase(لگومينوز 
 حال در .رودو دام به شمار ميكربوهيدرات براي تغذيه انسان 

 و خشكي جمله از نخود بهاره مشكلات كشت به توجه با حاضر
 به توجه با محصول اين پاييزه فصل، كشت آخر رطوبت كمبود

. رسدمي نظر به منطقي زمستان و در پاييز رطوبت وجود و بارندگي
-از طرفي در كشت زود هنگام پاييزه و زمستانه گياه به خوبي مي

تر و انتقال بهتر  زايشي طولاني ند با دسترسي به آب بهتر، دورهتوا
هاي رويشي و بهبود ميزان نيتروژن مغذي  ها از بخش آسيميلات

در نتيجه استراتژي . بازده محصول تا بيش از دو برابر افزايش يابد
هاي انتهاي فصل تواند نه تنها در برابر تنشتغيير تاريخ كشت مي

ا استفاده از فصل رشد طولاني تر بازده توليد را مفيد باشد بلكه ب
اما مشكل ). Habibpour et al. 2012(تا چند برابر افزايش دهد 

هاي نخود زراعي به عمده در اين ميان حساسيت بسياري از گونه
  ).Heidarvand et al. 2013(تنش سرما است 

هاي بيوشيميايي و هدف اين پژوهش شناسايي برخي مكانيسم
 .ولي تحمل به سرما در دو ژنوتيپ نخود كابلي و دسي استمولك

  
   هامواد و روش

و دسي  Sel96Th11439نخود كابلي  ازدو ژنوتيپ پژوهش اين در 
 زراعت گروه ژن بانك حبوبات بذر از كلكسيون فراهم شده 4322

 ديم كشاورزى تحقيقات موسسه و دانشگاه تهران نباتات اصلاح و
اساس مطالعات گذشته  ها برانتخاب ژنوتيپ .شد استفاده مراغه

Nazari et al. (2012)  در ژنوتيپ هاي دسي و در تحقيقي ديگر
Heidarvand et al. (2011) هاي كابلي انجام شد كه در ژنوتيپ

تري در مقايسه با نشان دادند كه اين دو ژنوتيپ تحمل مطلوب
با اين . ندهاي كابلي و دسي به تنش سرما نشان دادديگر ژنوتيپ

ها تحمل بهتري نسبت به سرما حال كدام يك از اين ژنوتيپ
 ده هيپوكلريت سديم با بذور .دارند موضوع اين تحقيق قرارگرفت

 آب با شستشو از پس و شده عفوني ضد دقيقه ده مدت به درصد
 قرار لازم رطوبت با ديش پتري در صافي كاغذ روي بر مقطر

-سانتي درجه 23 دماي نور بدون طشراي در هاديش پتري .ندگرفت

 انتقال هاگلدان به هاگياهچه زني، جوانه از پس و گرفتند قرار گراد
 و انيشتن بر ميكرومول 200 نور با رشد اتاقك در هاگلدان .يافتند
 درجه 23 دماي و شب ساعت 8 و روز ساعت 16 نوري شرايط
 از گيري نهنمو. شد داده قرار درصد 75 نسبي رطوبت و گرادسانتي
 به ايهفته سه هايگياهچه. شد انجام ايهفته سه هايگياهچه برگ
- سانتي درجه 23 دماي در آنها از بخشي .شدند تقسيم قسمت دو

 10 دماي به ديگر بخشي و شده نگهداري الذكر فوق شرايط و گراد
منظور  به .يافتند انتقال سازگاري سرما جهت گرادسانتي درجه

سپس . شدند دما نگهداري اين در روز ده هاياهچهگ سرماسازگاري،
. يافتند انتقال روز چهار مدت به گرادسانتي چهار درجه دماي به

فاز  ،)گراددرجه سانتي 23( كنترلتيمارهاي آزمايش شامل تيمار 
 .Kazemi Shahandashti et al( گراددرجه سانتي 10سازگاري 

ه بعد از دو روز و چهار ، فاز سرما براي گياهان سازگار شد)2013
روز و فاز سرما براي گياهان سازگار نشده بعد از دو روز و چهار 

  .روز بودند
 H2O2گيري و اندازهاستخراج 

 و سنجش آن در اين آزمايش بر اساس روش H2O2استخراج 
(2001) Loreto and Velikova كليه مراحل كار . صورت گرفت

 ،براي استخراج. شود امانجبايد در محيط تاريك و اتاق سرد 
هاون خرد   هاي گياهي تازه با نيتروژن مايع در گرم نمونه 35/0

 15 فالكونبه  شده يهپودر ته. صورت پودر درآيند شده تا به
تري   محلول اسيد ليتر ميلي 5ليتري منتقل شده و مقدار  ميلي

به ) محلول در حمام يخ قرار داده شود( درصد  يككلرواستيك 
 4شده در دماي  يكنواختحاوي نمونه  ويال .فه شداضا ويال

 g 12000 ×دقيقه با سرعت  15گراد به مدت  درجه سانتي
 ويالبه يك  مايع روييليتر از  ميلي 5/0سپس . شدسانتريفوژ 

يك مولار و ميلي 10ليتر بافر فسفات  ميلي 5/0جديد حاوي 
ويال وش پليتر محلول يك مولار يديد پتاسيم اضافه شد و در ميلي
 يكنواختمحتواي ويال  ،و با چندين مرتبه سر و ته كردن ستهرا ب
موج  سپس مقدار جذب هر نمونه را در طول). در تاريكي( شد

  . شدنانومتر قرائت  390
 اكسيدانهاي آنتياستخراج پروتئين كل و سنجش فعاليت آنزيم

ها نمونه. انجام شدروي يخ ها بر كليه مراحل استخراج در نمونه
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 5/2. به كمك ازت مايع ساييده و پودر شدند، در هاون چيني
گرم از پودر اضافه كرده و  25/0را به  1ميلي ليتر بافر استخراج

 g× 13000  دقيقه با سرعت 15ها به مدت نمونه. ورتكس شدند
سپس، مايع . سانتريفيوژ شدنددرجه سانتي گراد  4و در دماي 

. استفاده شد هاكمي آنزيم رويي، عصاره آنزيمي، براي سنجش
تعيين  Bradford (1976)ها بر اساس روش غلظت پروتئيني نمونه

  .شد
 (SOD) گيري فعاليت آنزيم سوپراكسيدديسموتازاندازه

 Beyer andگيري فعاليت سوپر اكسيد ديسموتاز طبق روش اندازه

Fridovich (1987) فعاليت اين آنزيم به صورت . انجام شد
 بافر اصلي واكنش شامل بافر فسفات. شدرسي فتومتريك بر

)8/7pH=( 100 نيتروبلو مولارميلي 12 ، متيونينمولارميلي ،
و ترايتون  ميكرومولار EDTA 100،  ميكرومولار 75تترازوليوم 

از بافر اصلي به هر چاهك به . بود )درصد 025/0( 100 - ايكس
 دو لاوينسپس از بافر ريبوف. اضافه شد ميكروليتر 290 ميزان
به مخلوط واكنش اضافه شد و  ليترميكرو 5به ميزان  مولارميكرو

براي سنجش هر . كاليبره شد nm 560دستگاه روي طول موج 
اين واكنش . از عصاره پروتئيني استفاده شد ميكروليتر 10نمونه 

بر اساس ميزان احياي نوري نيتروبلو تترازوليوم و توانايي آنزيم 
 .شداز در ممانعت از اين واكنش بررسي سوپراكسيد ديسموت

در دقيقه در ميلي گرم واحد آنزيم  ميزان فعاليت آنزيم بر اساس 
    .پروتئين محاسبه شد

  )(CAT گيري فعاليت آنزيم كاتالازاندازه
 با استفاده از  گرادانتيدرجه س 25فعاليت آنزيم كاتالاز در دماي 

 Scebbaه روشب  (Shimadzoon160)دستگاه اسپكتروفتومتر

et al. (1998)  3000مواد استفاده شده شامل . گيري شداندازه 
 5مولار، ميلي pH (50=7(ميكروليتر بافر فسفات پتاسيم 

ميكروليتر عصاره  100مولار و  41/3هيدروژن ميكروليتر پراكسيد
هيدروژن آنزيم بوده و فعاليت آنزيم بر اساس ميكرومول پراكسيد

  .گرم پروتئين محاسبه شدقه در ميليتجزيه شده در دقي
  )(APX بات پراكسيدازرآسكو گيري فعاليت آنزيماندازه

 گرادانتيدرجه س 25فعاليت آنزيم آسكوربات پراكسيداز در دماي 
 Ranieri et al. (2003)روش  به اسپكتروفتومتر با استفاده از

                                                            
1 Extraction buffer 

مخلوط واكنش حاوي بافر فسفات پتاسيم . گيري شداندازه
)8/7pH= (50 پراكسيد مولارميلي 5، آسكوربات مولارميلي ،

 10و عصاره پروتئيني به ميزان  مولاريك ميليهيدروژن 
از آنجا كه حداكثر جذب آسكوربات در طول موج . بود ميكروليتر

nm 290 گيرد، دستگاه روي اين طول موج تنظيم شدصورت مي .
ت اكسيد شده ميكرومول آسكوربا ميزان فعاليت آنزيم بر اساس 

  .در دقيقه در ميلي گرم پروتئين محاسبه شد
 (GPX) گاياكول پراكسيداز گيري فعاليت آنزيماندازه

 25مشابه آنزيم كاتالاز، در دماي  گاياكول پراكسيداز فعاليت آنزيم
-Dionisioروش  به اسپكتروفتومتر با استفاده از گرادانتيدرجه س

Sese and Tobita (1998) مخلوط واكنش شامل . ري شدگياندازه
، مولارميلي 10، گاياكول 50 مولارميلي) =7pH(بافر فسفات 

عصاره پروتئيني ميكروليتر  50 و  مولارميلي 15 پراكسيد هيدروژن
 nm470 پس از افرودن عصاره، بلافاصله جذب در طول موج. بود

ميكرومول گاياكول در ميزان فعاليت آنزيم بر اساس  .قرائت شد
 .گرم پروتئين محاسبه شدقه در ميليدقي

  گيري اسيد آسكوربيك اندازه
 گرم 5/0 .انجام شد Smirnoff (1996)آزمايش براساس روش 

گرم  5/0كننده به ازاي از محلول استخراج ليتر ميلي10( برگ نمونه
 هاون در متافسفريك اسيد درصد 5 محلول توسط   )از نمونه برگ

 g × 8000سرعت  با را حاصله مونهن. شد خرد كامل طوربه چيني
 و سانتريفيوژ  گراددرجه سانتي 4  دماي در دقيقه 20 مدت به  

 برده كار به آسكوربات گيري اندازه جهت بالايي شفاف محلول
از  ليتر ميلي 4 به ،آسكوربات كل ميزانگيري  براي اندازه. شد

-ليسه ميDCIP 2  از ليتر ميلي 5/0محلول بالايي سانتريفوژ شده 

تا اسيد آسكوربيك را به اسيد دهيدروآسكوربيك  شدمولار اضافه 
اسيد  ليتر يك ميلي از استفاده با شاهد محلول. اكسيد كند

مولار  ميلي DCIP 3  ،ليتر ميلي 5/0و افزودن  درصد 5متافسفريك 
ها نمونه كرده،اضافه  يك درصدتيو اوره  ليتر يك ميلي. شدآماده 

 20اسيد سولفوريك  ليتر يك ميلي. دماندن دقيقه ساكن 20به مدت 
يك ها اما به بقيه نمونه. فقط به محلول شاهد اضافه شد درصد
 4و2اضافه شد تا مشتق  DNPH3 مولار ميلي 10محلول  ليتر ميلي

                                                            
2 Dichloroindophenol 
3 Dinitrophenylhydrazine 
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. دي نيترو فنيل هيدرازين از اسيد دهيدروآسكوربيك تشكيل شود
گراد  تيدرجه سان 50به مدت يك ساعت در حمام آب  هانمونه

به . قرار گرفتنددقيقه در حمام يخ  20گذاشته شد، سپس به مدت 
ها در به نمونه درصد 85اسيد سولفوريك ليتر  ميلي 5/2تدريج 
ها در مجددا همه لوله. اضافه شد شتندكه در حمام يخ قرار داحالي

اسيد  ليتر يك ميلي. دقيقه قرار گرفتند 30حمام يخ به مدت 
يك شاهد  ها اضافه شد، ولي به لولهبه لوله درصد 20سولفوريك 

 ميزان .شد  هاضافDNPH  مولار ميلي 10از محلول  ليتر ميلي
با  نانومتر 520 موج طول در شده آماده شاهد با مقايسه در  جذب

  .شد گيري اندازه  استفاده از دستگاه اسپكتروفتومتر
 ها به روش ژل بوميبررسي كيفي آنزيم

بر  )هاآيزوزايم(ها براي بررسي كيفي آنزيم هااستخراج پروتئين
غلظت پروتئين . اساس روش استخراج پروتئين كل انجام شد

بررسي  در .انجام شد Bradford (1976)ها بر اساس روش نمونه
هاي كاتالاز، آسكوربات پراكسيداز و هاي آنزيميزوزايمآبيان 

شده بجز استفاده Laemmli (1970) پراكسيداز از روش  اياكولگ
اينكه از ماده سديم دو دسيل سولفات استفاده نشد بنابراين در اين 

براي انجام آزمايش  .استفاده شد 1ژل بومي الكتروفورزروش از 
 100گرم از نمونه برگي ميزان  يكپس از تهيه بافر استخراج، به 

و مخلوط حاصل به  شدپلي پيروليدون اضافه پلي وينيل  گرم ميلي
سپس به پودر سبز رنگ . يكنواخت شدوژن مايع خوبي با نيتر

محلول به خوبي . شداز بافر استخراج اضافه  ليتر ميلي 3حاصل 
سپس به فالكون انتقال ، شود يكنواختتوسط بافر هم زده شد تا 

 25به مدت  g 18000 ×سرعت  وژ بايو عمل سانتريف شد داده
ژ به يفيوپس از اتمام سانتر. شد دقيقه و در دماي محيط انجام

و پس از  شد ميكروليتر از مايع را رويي برداشته 1050ميزان 
براي . شدفالكون ورتكس ، ميكروليتر گليسرول 350اضافه كردن 
 40هاي آنزيمي ميزان پروتئين استفاده شده حدود همه نمونه

درجه  4دماي الكتروفورز در . بوددر هر چاهك  وگرمميكر
ميلي آمپر  20وات و آمپر ثابت  يكگراد و با تنظيمات ثابت سانتي

ساعت از خروج خط آبي از  2انجام شد و دستگاه پس از گذشت 
آميزي ژل و ظهور باندها به مراحل رنگ .انتهاي ژل خاموش شد

دليل اختصاصي بودن روش و مواد مورد نياز، كاملا متفاوت از هم 
                                                            
1 Native PAGE 

 Robertson آميزي آنزيم كاتالاز بر اساس روش رنگ .انجام شد

آميزي آنزيم آسكوربات پراكسيداز بر اساس روش رنگ و (1987)
 Rao (1996)آميزي آنزيم گاياكول پراكسيداز بر اساس رنگ و

آميزي از باندهاي در پايان رنگ. انجام شد Hart (1971)روش 
فاده از صفحه نوراني كه در زير ژل استظاهر شده بر روي ژل با 

 .شدشد، عكس تهيه قرار داده مي

  
    نتايج و بحث

نشان داد كه تيمارهاي دمايي و ) 1جدول(نتايج تجزيه واريانس 
در سطح يك درصد  H2O2هاي مورد بررسي بر ميزان ژنوتيپ

به غشا  H2O2زايي با توجه به نقش خسارت. دار داشتندتاثير معني
 ;Sairam et al. 2005)  (سلولي از طريق خسارت به ليپيدها

Kazemi Shahandashti et al. 2014   در اين تحقيق ميزانH2O2 

نتايج تجزيه . گيري شدبه عنوان شاخص خسارت سلولي اندازه
واريانس نشان داد كه با انتقال گياهان سازگار نشده به فاز سرما 

) درصد 36تا (داري افزايش يافت به طور معني H2O2ميزان 
سرما ميزان سازگار شده با انتقال به فاز  درحالي كه در گياهان

H2O2 به اين ترتيب اثر . داري با تيمار كنترل نداشتتفاوت معني
توليد  H2O2سازگاري با ممانعت از افزايش بيش از اندازه سطوح 

هاي آسيب غشايي شده براثر تنش سرما و احتمالا كاهش شاخص
ژنوتيپ دسي در تمام سطوح تيماري ). الف -1شكل(همراه بود 

به نظر بنابراين ). ب -1شكل(بود  H2O2 داراي بيشترين ميزان
-ژنوتيپ دسي نسبت به ژنوتيپ كابلي داراي مكانيسمرسد كه مي

  . باشدتحت تنش سرما مي H2O2تري در مهار تجمع هاي ضعيف
داري تحت تاثير سـطوح  به صورت معني bو  aمحتواي كلروفيل 

 bو  aمحتواي كلروفيل ). 1جدول(تيماري و ژنوتيپ قرار گرفت 
 Hossain(به عنوان شاخص تعيين كننده ظرفيت فتوسنتزي بـرگ  

et al. 2003 (     تحت تنش سرما در گياهـان سـازگار شـده افـزايش
بـه   aداري يافت اما در گياهان سازگار نشده ميزان كلروفيـل  معني

بـا   ).الـف  -2شكل ) (درصد 30تا (داري كاهش يافت طور معني
 مشاهدهدسي و كابلي  پژنوتيمقايسه نتايج ميزان كلروفيل در دو 

در ژنوتيپ كابلي نسبت به ژنوتيپ دسـي   aشد كه ميزان كلروفيل 
تحـت   bدر حاليكـه محتـواي كلروفيـل     )ب -2شكل (بيشتر بود 

  هر دو ژنوتيپ  دو روز در پس از  پس از سازگاري  سرما  تنش 
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  كابلي و دسي ژنوتيپ نخود دو در دمايي تيمار لفمخت سطوح از متأثر آزمون مورد صفات واريانس تجزيهنتايج  -1جدول

 منابع تغيير

  ميانگين مربعات    درجه آزادي

  H2O2 كلروفيلa  كلروفيلb   كلروفيل
  كل

پروتئين   CAT  GPX  APX  SOD  كاروتنوئيد
  كل

آسكوربيك 
  اسيد

  ns20/1  **71/1  ns29/3  **27/5  **00044/0  **0111/0  **45/0  **37/65  **9/199339  24/9*  74/439**  1  ژنوتيپ
  1/77294**  85/65**  42/0**  0115/0**  00062/0**  00/4**  51/6**  56/4**  14/6**  94/1**  71/285**  5  تيمار
  ns 04/3  ns39/3  *05/7  ns48/4  ns99/1  *62/3  ns161/8  ns0007/0  **02/0  *38/1  **1/7231  5  تيمار× ژنوتيپ

  9/757  36/0  002/0  0008/0  013/1  04/1  96/7  14/2  65/2  30/1  66/18  24  خطا
  CV(    33/10  58/3  15/12  23/3  85/8  82/13  31/11  05/20  75/0  46/4  88/4(ضريب تغييرات 

ns،  * دار در سطوح پنج و يك درصددار و اختلاف معنيبه ترتيب عدم اختلاف معني** و  
  

                                                
  )ب                )الف
، گياهان سازگار شده تحت تنش سرما بـه  )II) (ºC10(، گياهان سازگار شده )I) (ºC23(در گياهان شاهد  H2O2بر روي ميزان ) الف و ب(اثر تيمارهاي دمايي  -1شكل

هـاي كـابلي   ژنوتيـپ در ) VI(بـه مـدت چهـار روز     و )V(و گياهان سازگار نشـده تحـت تـنش سـرما بـه مـدت دو روز      ) IV(، به مدت چهار روز )III(مدت دو روز 
)Sel96Th11439 ( و دسي)4322.(  
 

  )ب                             )الف
  
  
  
  
  
  

) ºC10(، گياهان سازگار شده )ºC23) (I(در گياهان شاهد ) د و ه(و كلروفيل كل ) ج(  bكلروفيل ،  )الف و ب( a اثر تيمارهاي دمايي بر روي ميزان كلروفيل  - 2 شكل
)II(ان سازگار شده تحت تنش سرما به مدت دو روز ، گياه)III( به مدت چهار روز ،)IV (و گياهان سازگار نشده تحت تنش سرما به مدت دو روز )V( به مدت  و

  ).4322(و دسي ) Sel96Th11439(هاي كابلي در ژنوتيپ) VI(چهار روز 

  )ه )د )ج
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داري يافـت امـا در روز چهـارم در ژنوتيـپ كـابلي      افزايش معني

افزايش و در ژنوتيپ دسـي نسـبت بـه روز دوم كـاهش      همچنان
امـا در گياهـان سـازگار نشـده، تحـت تـنش سـرما ميـزان         . يافت

هم در روز دوم و هم در روز چهـارم كاسـته شـد كـه      bكلروفيل 
ميزان كاهش آن در ژنوتيپ كابلي بسيار بيشـتر از ژنوتيـپ دسـي    

كـابلي  همچنين ميزان كلروفيل كل در ژنوتيـپ  ). ج -2شكل(بود 
نتايج نشان داد كه فرآيند ).  ه -2شكل(بيشتر از ژنوتيپ دسي بود 

درجه  4سازگاري سبب القا سنتز كلروفيل كل تحت تنش سرماي 
گراد شده به طوري كه تحت تنش سرما ميزان كلروفيل كـل  سانتي

در گياهان سازگار شده به سرما بيشتر از گياهان سازگار نشده بود 
شـوند كـه   كاهش سرعت فتوسنتز مـي  باعثها تنش). د -2شكل(

تواننـد غلظـت   باشد كه مياين امر با ميزان كلروفيل در ارتباط مي
كلروفيل را از طريق جلوگيري از سـاخت كلروفيـل و يـا تسـريع     
تجزيــه آن توســط آنــزيم كلــروفيلاز و فتواكسيداســيون كلروفيــل 

 Reddy and Vora(هاي فعال اكسيژن كـاهش دهنـد   توسط گونه

هاي متحمل هاي دفاعي در ژنوتيپفعاليت بيشتر مكانيسم). 1986
ها شده لـذا ايـن    ROSمنجر به كاهش توليد و حذف اثرات منفي 

گياهان با داشتن فتوسنتز و انرژي بيشـتر، تحمـل بيشـتري تحـت     
 .دهندتنش سرما نشان مي

ترپنوئيد هستند كه در هاي آلي تترا دانه ها رنگكاروتنوئيد
و كروموپلاست گياهان و ديگر موجودات فتوسنتز  كلروپلاست

هاي اكسيژن توليد شده، نقش آنتي كننده و با حذف راديكال
محتواي ). Oncel et al. 2000(دهند اكسيداني خود را بروز مي

كاروتنوئيد تحت تنش سرما در گياهان سازگار شده در مقايسه با 
نشده تنها در  كه در گياهان سازگارشاهد افزايش يافت درحالي

دار در ميزان كاروتنوئيد در مقايسه با شاهد روز دوم افزايش معني
- ميزان كاروتنوئيد تحت تنش مي افزايش). 3شكل(مشاهده شد 

-كاروتنوئيدها هم. ها باشدتواند ناشي از نقش حفاظتي اين رنگيزه

ها منتقل كرده و باعث افزايش چنين نور جذب شده را به كلروفيل
 ).Cazzonelli 2011( شوندها ميكلروفيلكارايي 

و يا  تخريب اثرگياه در  كلهاي  تغيير در ميزان غلظت پروتئين
- و متابوليسممخصوص مقابله با تنش ي ها سنتز برخي از پروتئين

 Heidarvand and Maali-Amiri(شود هاي ديگر انجام مي

 وتئيندر گياهان سازگار شده ميزان پر  سرما  تنش  تحت  ).2013

  
اثر تيمارهاي دمايي بر روي ميزان كاروتنوئيد در گياهان شاهد  -3شكل

)ºC23) (I( گياهان سازگار شده ،)ºC10) (II( گياهان سازگار شده تحت ،
و گياهان سازگار ) IV(، به مدت چهار روز )III(تنش سرما به مدت دو روز 

  ).VI( به مدت چهار روز و )V(نشده تحت تنش سرما به مدت دو روز
  

افزايش كه به طوري) 4شكل(كل گياه روند افزايشي داشت 
دهنده فعال شدن  نشانممكن است هاي برگ  غلظت پروتئين

افزايش غلظت  .)Kim et al. 2005( باشد هاي تحمل  مكانيسم
هاي  تغيير در ساختار بافتو ها  تغييرات بيان ژنكل، هاي  پروتئين

كه در در حالي .)Lascano et al. 2001(دهد نشان ميگياهي را 
گياهان سازگار نشده ميزان پروتئين كل گياه كاهش يافت 

عنوان يكي از عوامل  هاي محلول برگ به پروتئين كاهش). 4شكل(
كه در اين صورت تنش  شدهمحدودكننده فتوسنتز گياه محسوب 

و به نظر  بر گياه اثرگذار بوده و موجب ايجاد خسارت شده است
تر شدن دوره تنش، افزايش شدت خسارت ولانيرسد با ط مي

ها شده است  سبب كاهش سنتز يا افزايش تخريب در پروتئين
)Laino et al. 2010 ( زيرا ميزان پروتئين كل در هر دو ژنوتيپ

درجه هم در گياهان سازگار شده و هم  4تحت تنش سرما 
سازگار نشده در روز چهارم نسبت به روز دوم با كاهش بيشتري 

 فعاليت اكسيداتيو، تنش با مقابله براي گياهان .مراه بوده استه

 يك عنوانه ب را آنزيمي خود غير و آنزيمي اكسيدانهاي آنتي

 بدين و دهندمي افزايش هاROS دفاعي جهت تجزيه  سيستم

 دليل احتمالا بنابراين .كنندمي خسارت جلوگيري و تجمع از طريق

 جمله از دفاعي هايسيستم نيناتوا اكسيداتيو، خسارت تنش اصلي

اثر . )M-Cheeseman 2007( باشدمي اكسيدانهاي آنتيآنزيم
سطوح تيماري براي آنزيم كاتالاز در سطح پنج متقابل ژنوتيپ در 

 سازگاريها به دماي انتقال گياهچه). 1جدول(دار شد درصد معني
كاتالاز در جهت تطابق ميزان فعاليت آنزيم نسبي  افزايشسبب 

 شد نسبي سلول با شرايط دمايي در مقايسه با شرايط كنترل
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-سانتي درجه 4با ورود گياهان سازگار شده به دماي  ).5شكل(

، ميزان فعاليت آنزيم سير صعودي گرفت كه گراد بعد از دو روز
جمله  اكسيدان از هاي آنتيرسد بيانگر سنتز بيشتر آنزيمبه نظر مي

سلولي گياهان سازگار شده است كاتالاز در وضعيت توازن جديد 
با اين . گيردها در سلول انجام مي ROS كه به دنبال افزايش ميزان

، فعاليت روز چهارم تنش سرما در گياهان سازگار شدهدر  وجود
آنجا كه افزيش از. كاهش يافتنسبت به روز دوم آنزيم كاتالاز 

ده و در ارتباط بو H2O2ميزان آنزيم كاتالاز با كاهش ميزان 
تواند از صدمه به در يك سطح خاص مي H2O2نگهداري ميزان 

سلول و گياه جلوگيري كند، لذا هرچه ميزان اين آنزيم تحت تنش 
 تر استسرما ديرتر كاهش يابد از ديدگاه اصلاح نباتات با اهميت

)Kazemi Shahandashti et al. 2012 .( در گياهان سازگار نشده
در روزهاي دوم و چهارم تحت تنش  لازميزان فعاليت آنزيم كاتا

-اين نتايج نشان مي .)5شكل( به كمترين ميزان خود رسيدسرما 

 هاي تخريبافزايش فعاليت مكانيسم پايين دهد كه در دماهاي
هاي سنتز پروتئيني از يك طرف و كاهش فعاليت مكانيسم

پروتئيني از طرف ديگر، سبب روند رو به كاهش فعاليت آنزيم 
تحت تنش سرما ميزان توليد راديكال سوپر . ز شده استكاتالا

يابد و آنزيم كاتالاز يك آنزيم حساس نسبت به اكسيد افزايش مي
تواند باعث غيرفعال آنيون سوپر اكسيد است، لذا اين راديكال مي

  ).Cakmak et al. 2000( شدن آنزيم كاتالاز شود

  
ئين كل در گياهان شاهد اثر تيمارهاي دمايي بر روي ميزان پروت -4شكل

)ºC23) (I( گياهان سازگار شده ،)ºC10) (II( گياهان سازگار شده تحت ،
و گياهان سازگار ) IV(، به مدت چهار روز )III(تنش سرما به مدت دو روز 

در ) VI(به مدت چهار روز  و )V( نشده تحت تنش سرما به مدت دو روز
ستون روشن وتيره  ).4322(و دسي ) Sel96Th11439(هاي كابلي ژنوتيپ

  .باشندهاي كابلي و دسي ميبه ترتيب ژنوتيپ

  
در گياهان  CATاثر تيمارهاي دمايي بر روي ميزان فعاليت آنزيم  -5شكل

، گياهان سازگار شده )II) (ºC10(، گياهان سازگار شده )I) (ºC23(شاهد 
اهان و گي) IV(، به مدت چهار روز )III(تحت تنش سرما به مدت دو روز 

به مدت چهار روز  و )V( سازگار نشده تحت تنش سرما به مدت دو روز
)VI (هاي كابلي در ژنوتيپ)Sel96Th11439 ( و دسي)ستون  ).4322

  .باشندهاي كابلي و دسي ميتيره به ترتيب ژنوتيپ روشن و
  

 هـا و ROSحـذف   پراكسيدازهاي گياهي بـه دليـل نقشـي كـه در    
 نظيـر ليگنينـي شـدن و كاتابوليسـم    ي يندهاي مهم فيزيولوژيكآفر

، )Chaitanya et al. 2002; Gill and Tuteja 2010( اكسين دارنـد 
اسـتفاده   محيطـي هاي  تنش تحتعنوان نشانگرهاي بيوشيميايي  به
 سـبب  گـراد سـانتي  درجـه  10ها به دماي انتقال گياهچه .شوند مي

 درجـه  23نسـبت بـه دمـاي     GPXميزان فعاليـت آنـزيم    افزايش
در ROS تواند در پاسـخ بـه افـزايش توليـد     مي شد كه گرادسانتي
سازگاري، ميـزان فعاليـت آنـزيم     هردو طولاما در . ها باشدسلول
GPX سـلول بـا شـرايط دمـايي      نسـبي  گياهان بعـد از تطـابق   در

افزايش يافت و درنتيجه ميزان خسارت سلولي به كمتـرين مقـدار   
-سـانتي  درجه 4ده به دماي با ورود گياهان سازگار ش. خود رسيد

، ميزان فعاليت آنزيم سير صعودي گرفـت كـه   دو روزگراد بعد از 
در وضـعيت تـوازن    GPX رسد بيانگر سنتز بيشتر آنزيمبه نظر مي

هـا در  ROSدر جهـت مهـار   جديد سلولي گياهان سـازگار شـده   
هـاي  در تنش شديد راديكال .)الف -6شكل( گيردسلول انجام مي

  H2O2بـه  ) SOD( توسط آنزيم سوپراكسيد ديسـموتاز سوپراكسيد 

  H2O2افـزايش فعاليـت ايـن آنـزيم باعـث توليـد       . شودتبديل مي

وسـيله   شود كه براي سلول سمي بوده و سريعا بايد بـه بيشتري مي
 Guo et(اكسيداني به آب و اكسيژن تجزيه شود  سيستم دفاع آنتي

al. 2006 .(ه براي اين منظور گياه براي تجزيH2O2  اضافي از ساير
  توان گفت بر اين اساس مي. كنداكسيدان استفاده مي هاي آنتيآنزيم
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، گياهان سازگار شده تحت )II) (ºC10(، گياهان سازگار شده )I) (ºC23(در گياهان شاهد  GPXبر روي ميزان فعاليت آنزيم ) الف و ب(اثر تيمارهاي دمايي  -6شكل
هاي در ژنوتيپ) VI(به مدت چهار روز و  )V( و گياهان سازگار نشده تحت تنش سرما به مدت دو روز) IV(، به مدت چهار روز )III(مدت دو روز تنش سرما به 

  ).4322(و دسي ) Sel96Th11439(كابلي 

                   
، گياهان سازگار شده تحت تنش سرما به )II) (ºC10(، گياهان سازگار شده )I) (ºC23(در گياهان شاهد  APXاثر تيمارهاي دمايي بر روي ميزان فعاليت آنزيم  -7شكل

هاي كابلي در ژنوتيپ) VI(به مدت چهار روز  و )V( و گياهان سازگار نشده تحت تنش سرما به مدت دو روز) IV(، به مدت چهار روز )III(مدت دو روز 
)Sel96Th11439 ( و دسي)4322.(  

  
هـا تحـت تـنش    در ژنوتيـپ  GPXزايش فعاليـت  يكي از دلايل اف
از انتقال گياهان روز چهارم بعد در . باشدمي SODافزايش فعاليت 

به سـبب كـاهش ميـزان     گراددرجه سانتي 4سازگار شده به دماي 
 -6شـكل ( كـاهش يافـت   GPXخسارت سلولي، فعاليـت آنـزيم   

 يشتواند به دليل افزاها ميدر ژنوتيپ GPXكاهش فعاليت ). الف
از طـرف ديگـر ممكـن اسـت وجـود      . ميزان آسكوربات نيز باشد
دليـل  . اثر بازدارندگي داشته باشد GPXمقادير زياد آسكوربات بر 

ي گايـاكول  جـا  بـه عنوان سوبسترا  اين امر استفاده از آسكوربات به
در گياهـان سـازگار نشـده    ). Mika and Luthje 2003(باشـد  مـي 

 44تـا  (نش سرما كـاهش يافـت   تحت ت GPXميزان فعاليت آنزيم 
به كمترين ميـزان خـود   درجه  4كه در روز چهارم بعد از ) درصد
در  GPXدر كـل ميـزان فعاليـت آنـزيم      .)الـف  -6شـكل ( رسـيد 

 .)ب -6شـكل ( ژنوتيپ كابلي نسبت به ژنوتيپ دسي بيشـتر بـود  
ميزان  افزايشسبب  گرادسانتي درجه 10ها به دماي انتقال گياهچه
شـد   گـراد سانتي درجه 23دماي  اب در مقايسه APXم فعاليت آنزي

امـا  . ها باشددر سلول ROSتواند در پاسخ به افزايش توليد مي كه
گياهان بعد  در APXسازگاري، ميزان فعاليت آنزيم  دوره طولدر 

نتيجـه   سلول با شرايط دمايي افـزايش يافـت و در   نسبي از تطابق

 )ب)الف

)الف )ب
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بـا ورود  . خـود رسـيد  ميزان خسارت سلولي بـه كمتـرين مقـدار    
، گـراد بعـد از دو روز  سانتي درجه 4گياهان سازگار شده به دماي 

رسد بيـانگر  ميزان فعاليت آنزيم سير صعودي گرفت كه به نظر مي
در وضعيت توازن جديـد سـلولي گياهـان     APX سنتز بيشتر آنزيم

هـا در سـلول   ROS شده است كه به دنبال افـزايش ميـزان  سازگار 
باعث تجزيه  APXفعاليت  افزايش .)الف -7شكل( ردگيانجام مي

و تحمـل بيشـتر گيـاه در برابـر صـدمات اكسايشـي         H2O2بيشتر 
از طرف ديگـر محصـول واكـنش    .  باشدوسيله تنش مي القاشده به

 H2O2يعنــي ) SOD(فعاليــت آنــزيم سوپراكســيد ديســموتاز    

توانـد نقـش   مـي  H2O2باشد بنابراين مي APXسوبستراي فعاليت 
روز در  ).Faize et al. 2011(ايفا كند  APXسيگنال را براي القاي 

-درجه سـانتي  4چهارم بعد از انتقال گياهان سازگار شده به دماي 

 ).الـف  -7شـكل ( كـاهش يافـت   قدري APXفعاليت آنزيم گراد 
باشـد كـه    ROSتوانـد براثـر كـاهش    كاهش فعاليت آنزيم نيز مي

چنين مشخص شـده   هم. است درنهايت سنتز آنزيم را كاهش داده
 GPXو  SODدر شـرايط تـنش ماننـد     APXكه افزايش فعاليـت  

باشد كه با فعال كـردن مسـيرهاي انتقـال    ها ميROSبراثر افزايش 
اكسيدان و  هاي آنتيهاي كد كننده آنزيمپيام باعث افزايش بيان ژن

در گياهـان   ).Mittler 2002(شـود  هـا مـي  افزايش فعاليـت آنـزيم  
و  CATهمانند دو آنـزيم   APXنشده ميزان فعاليت آنزيم  سازگار

GPX  درجـه   4روزهاي دوم و چهارم پس از انتقال بـه دمـاي   در
بـه  درجـه   4گراد كاهش يافت كـه در روز چهـارم بعـد از    سانتي

 ميـزان فعاليـت آنـزيم    .)الـف  -7شكل( كمترين ميزان خود رسيد
APX  نيز همانند GPX ژنوتيپ دسـي   در ژنوتيپ كابلي نسبت به

  .)ب -7شكل(بيشتر بود 
است كه در چرخه   ديسموتاز اولين آنزيمي اكسيدآنزيم سوپر

شود كه افزايش آن در ارقام متحمل بيشتر  اكسيداني فعال مي آنتي
ميزان فعاليت اين . )Chakraborty and Pradhan 2011( باشد مي

فزايش ي و تنش سرما پس از سازگاري اسازگارآنزيم در روزهاي 
در  شدهنگياهان سازگار در . داري نسبت به شاهد داشتمعني

تنش سرما در ژنوتيپ دسي كاهش معني داري در ميزان فعاليت 
SOD  و در ژنوتيپ كابلي افزايش ناچيزي نسبت به شاهد مشاهده
سطوح نتايج فعاليت آنزيم كاتالاز در پاسخ به ). 8 شكل(شد 
ت اين آنزيم به فعاليت نشان دهنده وابستگي فعالي يتيمار

 هاي لكولوميكي از  .بوده است ديسموتاز سوپراكسيد
به  هاROS حذفكه به عنوان سوبستراي اوليه در  ياكسيدان آنتي

در اثر  هاROSسكوربيك اسيد است، كه اين آرود  كار مي
 Foyer( يابد در سلول افزايش مي سرماهاي محيطي از جمله  تنش

et al. 1994(. سازگار شده تحت تنش سرما ميزان  در گياهان
اسيد در روز دوم بعد از تنش در هر دو ژنوتيپ كابلي  آسكوربيك

اما با ادامه ) درصد 31تا ( و دسي نسبت به شاهد افزايش يافت
داري نشان داد تنش سرما در روز چهارم ميزان آن كاهش معني

در . بيشتر بوداسيد از شرايط شاهد اگرچه ميزان آسكوربيك
اسيد هم در روز دوم و  ياهان سازگار نشده نيز ميزان آسكوربيكگ

احتمالا ). 9 شكل(هم در روز چهارم نسبت به شاهد كاهش يافت 
اسيد در روز چهارم تنش سرما در گياهان  كاهش آسكوربيك

سازگار شده و روز دوم و چهارم گياهان سازگار نشده به علت 
هاي چرخه  يمافزايش تركيبات سمي و كاهش فعاليت آنز

با توجه به . بوده است APXو  CATآسكوربات مثل  - گلوتاتيون
دار بودن ميزان اسيد آسكوربيك بين دو ژنوتيپ كابلي و  معني

دسي شايد بتوان چنين نتيجه گرفت كه در گياه نخود تحت 
تيمارهاي آزمايش، ميزان اسيد آسكوربيك توانسته معيار مناسبي 

به نظر . ر ميزان تحمل به سرما باشددر تفكيك دو ژنوتيپ از نظ
تواند  رسد كه در گياه نخود افزايش اسيد آسكوربيك، مي مي

  .راهكار كارآمدي براي مقابله با تنش سرما باشد

  
در گياهان  SODاثر تيمارهاي دمايي بر روي ميزان فعاليت آنزيم  -8شكل

ازگار شده ، گياهان س)II) (ºC10(، گياهان سازگار شده )I) (ºC23(شاهد 
و گياهان سازگار ) IV(چهار روز و  )III(تحت تنش سرما به مدت دو روز 

هاي در ژنوتيپ) VI(چهار روز و  )V( نشده تحت تنش سرما به مدت دو روز
ستون روشن وتيره به ترتيب  ).4322(و دسي ) Sel96Th11439(كابلي 
  .باشندهاي كابلي و دسي ميژنوتيپ
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مايي بر روي ميزان اسيد آسكوربيك در گياهان شاهد اثر تيمارهاي د -9شكل

)ºC23) (I( گياهان سازگار شده ،)ºC10) (II( گياهان سازگار شده تحت ،
و گياهان سازگار نشده ) IV(چهار روز و  )III(تنش سرما به مدت دو روز 

هاي كابلي در ژنوتيپ) VI(چهار روز و  )V(تحت تنش سرما به مدت دو روز
)Sel96Th11439 ( و دسي)ستون روشن وتيره به ترتيب ژنوتيپ ).4322 -

  .باشندهاي كابلي و دسي مي
  

هاي دفاعي گياه هاي سلولي كه در مطالعه پاسخيكي از شاخص
هاي آنتي اكسيدان است شود فعاليت كيفي آنزيمدر نظر گرفته مي

، CATهاي الگوي آيزوزايمي آنزيم. گيردكه بر روي ژل انجام مي
APX   وGPX هاي نشان دادكه تحت تيمارهاي دمايي در ژنوتيپ

براي تمامي تيمارهاي دمايي تنها يك . كابلي و دسي تغيير كردند
طور كه  همان ).10شكل( باند براي آنزيم كاتالاز مشاهده شد

جايگاه باندها تقريبا براي تمامي تيمارها و در هر  شدهمشخص 
  كابلي تحت   در ژنوتيپ باند  شدت بود اما  يكسان   ژنوتيپ دو 

تنش سرما بعد از دو روز در گياهان سازگار شده نسبت به ديگر 
سطوح تيماري بيشتر بود و در روز چهارم ميزان آن مقداري كمتر 

در دماي . از روز دوم ولي از ساير سطوح تيماري بيشتر بود
درجه  4سازگاري نيز به مراتب شدت باند از تيمار شاهد و دماي 

دسي  در ژنوتيپ. گراد براي گياهان سازگار نشده بيشتر بودسانتي
بر اساس اين . كابلي بود دهي آن مشابه ژنوتيپنيز تقريبا روند باند

 CATتوان قضاوت كرد كه بررسي فعاليت كيفي آنزيم نتايج مي
  .تاييد كننده نتايج بررسي فعاليت كمي اين آنزيم بود

هاي مختلفي است كه در آسكوربات پراكسيداز داراي آيزوزايم
 متصل به تيلاكوئيد، tAPX ،APXحداقل سه نوع (كلروپلاست 

APX  لومني و APXسيتوزول، ميتوكندري و  )استرومايي
تعداد ). Anjum et al. 2011( باشندها فعال ميزومپراكسي

و ژنوتيپ برابر دو در  APXباندهاي حاصل از فعاليت آنزيم 
وجود دو باند متمايز تحت  .بود CATبيشتر از باندهاي آنزيم 

دهد كه ميزان تنش سرما در گياهان سازگار شده كابلي نشان مي
باشد كه در ژنوتيپ كابلي بيشتر از ژنوتيپ دسي مي APXفعاليت 
سلولي  APXهاي ها در اثر سنتز القا شده برخي آيزوزايماين باند

 4 در سطوح تيماري APXفعاليت آنزيم  .)11شكل(باشد مي
در هر دو ژنوتيپ كابلي و  گراد پس از سازگاريدرجه سانتي

به روش كمي را  APXدسي بيشتر بود كه نتايج فعاليت آنزيم 
  .تاييد كرد

  

 
و  2شاهد؛  )7و  1هاي چاهك ).7- 12هاي چاهك(و دسي ) 1-6هاي چاهك(تحت تيمارهاي آزمايش در ژنوتيپ هاي كابلي  ي آنزيم كاتالازآيزوزايمفعاليت  -10شكل

درجه  4) 11و  5روز؛  4گراد گياهان سازگار شده پس از درجه سانتي 4) 10و  4روز؛  2گراد گياهان سازگار شده پس از درجه سانتي 4) 9و  3گراد؛ درجه سانتي 10) 8
  .روز 4 گراد گياهان سازگار نشده پس ازدرجه سانتي 4) 12و  6روز؛  2گراد گياهان سازگار نشده پس از سانتي

  
كابلي بيشتر از ژنوتيپ براي تحت تيمارهاي دمايي وضوح باندها 

ها مخصوصا در شرايط كه شدت باندطوريود بهبدسي ژنوتيپ 
همچنين . سازگاري در ژنوتيپ كابلي بيشتر از ژنوتيپ دسي بود

تنها براي تيمارهاي دمايي برخي باندها مخصوصا در ميانه ژل 
اين رديف باندها  در ژنوتيپ دسيو  هشدمشاهده  ژنوتيپ كابلي

فعاليت احتمالا بيانگر اين امر  .نبودمشخص سطح تيماري در هيچ 
 ژنوتيپ دسيبه  ژنوتيپ كابلي نسبتدر  GPXآنزيم  بيشتر كيفي
هاي همانند آنزيم GPXبيشترين ميزان فعاليت آنزيم  .باشدمي

CAT  وAPX مربوط به تنش سرما پس از سازگاري بود 

  ).12شكل(
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و  1هاي چاهك ).7- 12هاي چاهك(و دسي ) 1-6هاي چاهك(هاي كابلي آسكوربات پراكسيداز تحت تيمارهاي آزمايش در ژنوتيپي آنزيم آيزوزايمفعاليت  -11شكل

و  5روز؛  4گراد گياهان سازگار شده پس از سانتيدرجه  4) 10و  4روز؛  2گراد گياهان سازگار شده پس از درجه سانتي 4) 9و  3گراد؛ درجه سانتي 10) 8و  2شاهد؛ ) 7
 .روز 4گراد گياهان سازگار نشده پس از درجه سانتي 4) 12و  6روز؛  2گراد گياهان سازگار نشده پس از درجه سانتي 4) 11
  

 
) 7و  1هاي چاهك ).7-12هاي چاهك(و دسي ) 1-6اي هچاهك(هاي كابلي در ژنوتيپتحت تيمارهاي آزمايش  پراكسيداز اياكولآيزوزايمي آنزيم گ فعاليت -12شكل

و  5روز؛  4گراد گياهان سازگار شده پس از درجه سانتي 4) 10و  4روز؛  2گراد گياهان سازگار شده پس از درجه سانتي 4) 9و  3گراد؛ درجه سانتي 10) 8و  2شاهد؛ 
  .روز 4گراد گياهان سازگار نشده پس از درجه سانتي 4) 12و  6روز؛  2گراد گياهان سازگار نشده پس از درجه سانتي 4) 11
  

  گيري نهايينتيجه
هاي بيوشيميايي و مولكولي گياه در اين تحقيق برخي از مكانيسم

 10با انتقال گياهان به دماي . نخود تحت تنش سرما ارزيابي شد
ها به فاز سرما فعاليت  و سپس منتقل كردن آن) سازگاري(درجه 

كه افزايش يافت درحالي SODو  CAT ،APX ،GPXهاي آنزيم
-در گياهان سازگار نشده تحت تنش سرما ميزان فعاليت اين آنزيم

افزايش فعاليت رسد تنش سرما با به نظر مي .ها كاهش يافت
هاي تخريب پروتئيني از يك طرف و كاهش فعاليت مكانيسم
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به هاي سنتز پروتئيني از طرف ديگر، سبب روند رو مكانيسم
بنابراين فرآيند سازگاري با . شده است هاآنزيم اين كاهش فعاليت
ريزي مجدد ژنوم به هاي سلولي حاصل از برنامهتغيير متابوليت

هاي انطباقي مهم در گياهان حساس به عنوان يكي از مكانيسم
 ROSتغيير ميزان . تواند ايفاي نقش كندسرما مانند نخود نيز مي

كه افزايش طوريانتقال سيگنال را داشته به در گياه احتمالا نقش
آن باعث فعال شدن مسيرهاي انتقال پيام و در نهايت افزايش بيان 

 SODو  CAT ،APX ،GPXاكسيدان مانند هاي آنتيهاي آنزيمژن
هاي آنتي اكسيداني ژنوتيپ كابلي با بيشترين فعاليت آنزيم. شد

ه با ژنوتيپ دسي مطالعه شده تحمل بيشتري به سرما در مقايس
. باشدتاييد كننده نتايج فوق مي  H2O2نشان داد كه تغييرات ميزان 

هاي آنتي اكسيداني ضمن مطالعه الگوي آيزوزايمي برخي از آنزيم
هاي تاييد نتايج فوق نشان داد كه گياهان متحمل كابلي با القاي ژن

-سخپا) APX هايدر ايزوزايموجود باندهاي متمايز (دفاعي ويژه 

دهد كه نتيجه تري به تنش سرما نشان ميهاي سازگاري مطلوب
همچنين روند . باشدمي)  ROS )H2O2آن كاهش بيشتر ميزان 

هاي تواند احتمالا به واسطه كاهش فعاليتمي H2O2كاهشي 
 H2O2بيوشيميايي گياهي در دماهاي كم و در نهايت كاهش توليد 

 هاي بيوشيميايي باشدليتعنوان ماده جانبي حاصل از اين فعا به

)M-Cheeseman 2007 .( 10بنابراين سازگاري گياهان به مدت 
اكسيداني، باعث  هاي آنتيروز با افزايش ميزان فعاليت آنزيم

نتيجه توليد شده تحت تنش سرما و در  H2O2كاهش سطوح 
تحت تنش سرما ميزان . هاي آسيب غشايي شدكاهش شاخص

در گياهان سازگار شده اغلب تغييرات كلروفيل و كاروتنوئيدها 
داري نشان نداده در حاليكه در گياهان سازگار نشده كاهش معني

نشان داد كه چنين تغييراتي در ژنوتيپ دسي بيشتر از كابلي بود 
 H2O2(كه با فعاليت كمتر ماشين دفاعي سلول و خسارت بيشتر 

تر مطلوب بنابراين فعاليت. شوددر ژنوتيپ دسي تاييد مي) بيشتر
 ROSمكانيسم دفاعي در ژنوتيپ كابلي از توليد و اثرات منفي 
تواند جلوگيري كرده و با فعاليت فتوسنتزي و توليد انرژي كه مي

هاي دفاعي سلول بكار گرفته شود، باعث افزايش در توليد پاسخ
  .تحمل نسبت به تنش سرما شود

  
  

  سپاسگزاري
ين هزينه طرح از صندوق حمايت از پژوهشگران در تام
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