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 .دارد یزراع اهانيرشد و عملکرد گ ،ر بقاد یبه تنش سرما نقش مهم اهانيگ یکيمتابول یسازگار

 مشارکت سرما شده توسط القا ويداتيمقابله با تنش اکس جهت در احتمالاً تيعنوان اسمول بهپرولين 

 ميآنز تيفعال ،(Put) نيسيپوتر ،پرولين ،(H2O2) دروژنيدهيپراکس زانيم پژوهش نيدر ا .دارد

 متحمل پيژنوت دو در( DAO) دازياکس نيآم ید ژنی نسب انيب و (DAO) دازياکس نيآمید

(Sel96th11439 )حساس و (ILC533) ی زراع نخود(Cicer arietinum L. )یسرما تنش تحت 

قالب طرح  در ليفاکتور شيآزمات صور بهسرما  گراد در روز اول و ششم تنش سانتیچهار درجه 

 در روز اول دار یمعن شيزاپس از افH2O2  زانيم متحمل پيدر ژنوت. شد مطالعهی تصادف کاملاً

 که یدرحال( رصدد 7/0 از شيب) نشان داد شاهد با سهيدر روز ششم در مقا یدار یمعن تنش، کاهش

به سرما  ینسبی سازگار انگريکه ب یجينتا ،(رصدد 54تا) مشاهده شد حساس پيتجمع آن در ژنوت

 متحمل پيدر ژنوت Put و ی پرولينها تيمتابول زانيم تحت تنش سرما .متحمل بود پيدر ژنوت

 تنش تحت پرولين زانيم شيافزات موازا به .بود حساس پيژنوت از شتريب برابر 4/3 و 07/1 بيترت به

 وسنتزيب یرهايعنوان مس به DAO ژنی نسب انيبو  DAO ميآنز تيفعال متحمل پيدر ژنوت سرما،

 ريمس نيا تيفعال حداکثر .(ابربر 74/1 و 77/1 تا بيترت به) افتي یدار یمعن شيافزا تيمتابول نيا

ر د پرولين تحت تنش سرما تجمع .شد مشاهده سرما تنش از پس ششم روز در متحمل پيژنوت در

 نخود به سرما تحمل درجه و بهبود H2O2)يج نتا)ی سلول بيآس کاهش منجر به متحمل پيژنوت

ی ريکارگ هب وده وب رثؤم سرما تنش تحت نخودی ها پيژنوتی ابيارز دريی ها شاخص نيچن .شد

 .خواهد بود ديمفی نژاد بهی ها برنامه در ها آن

 

 های کلیدی واژه
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با مخاطراتی  (.Cicer arietinum L) زراعینخود  بهاره کشت

 به که منجر فصل همراه است آخر رطوبت کمبود و خشکی مانند

 هکتار در کيلوگرم 322-022تا ميزان  توليدوری و  بهره کاهش

 و بارندگی به توجه با گياه این پایيزه یا زمستانه های کشت .شود می

 در کننده  محدود عامل سرما ليکن امکان پذیر بوده، رطوبت وجود

 et al. Kazemi 2013) شود می نخود محسوب پایيزه کشت توسعه

Shahandashti .)بنابراین بهبود تحمل به تنش سرما یکی از 

نژادی در سازگاری، بهبود توليد و عملکرد  های اساسی به برنامه

های  در طی تنش. (Heidarvand et al. 2011)نخود زراعی است 

های اکسيژن  از حد گونه غير زیستی از جمله سرما تجمع بيش 

ROS) فعال
های سلولی  های شدید به ماکرومولکول سبب آسيب (1

های  ، و شکستن مولکولها ها و آنزیم از جمله تخریب پروتئين

(. Amini et al. 2017)شود  میهای گياهی  اسيد نوکلئيک در سلول

ها،  ها و تنش اکسيداتيو القا شده توسط آنROSا در جهت مقابله ب

های سلولی از  سازگاری به تنش با تغيير ميزان متابوليتفرایند 

کند  ها تغيير می ها و فعاليت آنزیم طریق تنظيم تظاهر ژن

(Heidarvand et al. 2013 .)های محيطی  بنابراین تحت تنش

تواند  ها می ان ژنها با تغيير الگوی بي ریزی مجدد بيان ژن برنامه

  .سبب تغيير متابوليسم سلولی و هموستازی جدید شود

H2O2 یها ندیمشارکت در فرا تيبا قابل یاتيح رسان اميمولکول پ 

هاست  به تنش یسازگار  مانند پاسخ یاهيگ کیولوژیزيف

(Dickinson and Forman 2002.)  پوتریسين(2Put)ترین  ، سبک

کاتيونی  پلی تیاسمولي  در واقع( 3PAs)ها  آمين پلیعضو خانواده 

های محيطی  در پویایی فرایندهای سلولی و پاسخ به تنشاست که 

ماده  از پيش این متابوليت. Handa et al. 2010))مشارکت دارد 

و در ادامه  در یک مسير بيوسنتزی توليد   یا سيترولين 0ارنيتين

Spd)به اسپرميدین ( 0SPDS)سينتاز  توسط اسپرميدین
تبدیل (  

                                                           
1 Reactive oxygen species 
2
 Putrescine 

3
 Polyamines 

4
 Ornithine 

5
 Citroline 

6
 Spermidine Synthase 

7
 Spermidine 

DAO)اکسيداز آمينشده یا توسط دی
 ( )EC 1.4.3.6 ) به گاما

GABA)آمينوبوتریک اسيد 
شود  پرولين تجزیه می و نهایتاً( 2

(Madhulata et al. 2014).  آنزیمDAO  گروهی از

است ( CuAOs)گياهی حاوی مس  AOs))اکسيدازهای  آمين

(Cona et al. 2006 ) که با تنظيم ميزانPAs ،GABA  و پرولين

های دیگر از جمله  و متابوليت Putسلولی از طریق اکسيداسيون 

Cad)کاداوارین 
نقش مهمی در تنظيم فرایندهای فيزیولوژیک ( 12

های زیستی و  و پاسخ به تنش یريپ ،یگلدهاز جمله رشد، نمو، 

 Angelini et al. 2010; Wimalasekera)کنند  غيرزیستی ایفا می

et al. 2011a,b) رسان  فرایندی که مولکول پيام؛H2O2  را نيز از

 .Minocha et al)کند  توليد می PAs 11طریق کاتابوليسم انتهایی

2014; Tiburcio et al. 2014 .) 

ایفای علاوه بر ترین آمينو اسيد آزاد سلولی،  عنوان سبک به نيپرول

از جمله تعادل  یهموستاز مينقش اسموپروتکتنت در تنظ

 نيهمچن. موثر است زيسلول ن اياح/ شیاکسا و یانرژ تيوضع

عملکرد  ميدر تنظ گناليعنوان مولکول س به تواند یم نيپرول

 انيب کیمرگ سلول و تحر ای یسلول ريتکث ميتنظ ،یتوکندريم

-Turchetto)کند  فاینقش ا زين رندثؤتنش م یابیکه در باز ییها ژن

Zolet et al. 2009 .) تيفعال یالقا قیاز طر نيپرولمحتوی 

و ( P5CS)سنتتاز  لاتيکربوکس   نيپرول -1 -دلتا یها آنزیم

 زيسنتز و ن مسيردر ( P5CR)ردوکتاز  لاتيکربوکس -  نيپرول

 نيپرول دمانن نيپرول دکنندهياکس یها آنزیم تيممانعت از فعال

ز دروژنايده لاتيکربوکس   نيو پرول( Pro DH) دروژنازيده

(P5CDH) (Tavakoli et al. 2016 )از  در مسير تجزیه و همچنين

 رير مسد DAO میآنز تيفعال یتوسط القا PAs هیتجز ريمس قیطر

 Su and Bai 2008) ابدی یدر سلول تجمع م زين GABAسنتز 

Santa-Cruz et al. 1999;) نيپرول جیرا ساز شيپ دياس کيگلوتام 

سنتز  یبرا مورد نيازالکترون . (Tonon et al. 2004) است PAsو 

به  دياس  کيتا گلوتام ،شده نيمأت NADHو   NADPHاز نيپرول

به  ادهآید و سپس این م در لازيکربوکس   دياس نيپرول یشکل د

گلوتامات و  رياز دو مس نيدر واقع سنتز پرول. شود تبدیل  نيپرول

                                                           
8
 Diamine oxidase 

9
 γ-Aminobutyric acid 

10
 Cadavarine 

11
 Terminal catabolism 

  مقدمه
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 ماًيمستق تواند یم دياس  کيگلوتام نيهمچن. شود یانجام م نيتيارن ای

 ای Glutamate-Δ1-pyrroline-5-carboxylate ريتوسط مس

 لیتبد Putبه  نيو آرژن نيتيارن ونيلاسياست قیاز طر ميرمستقيغ

 نيپرول وسنتزيب ريمس 1در شکل (. Alcazar et al. 2010b)شود 

 تغيير و پرولين تجمع. داده شده است شینما کيطورشمات به

 غيرزیستی های تنش به گياه  پاسخ در مهمی نقش PAs محتوی

های  تجمع پرولين در گونه(. Su and Bai 2008) کند می فاای

طور  و به (Alcazar et al. 2010a)مختلف گياهی متفاوت بوده 

یابد  های محيطی افزایش می معمول محتوی آن تحت تنش

(Verbruggen and Hermans 2008 .)مطالعات به وجود  یبرخ

 نيب وجود رابطه ليبدل PAsو  نيپرول یمحتو نيب یهمبستگ

از جمله سرما  یستیرزيغ یها تحت تنش نيو پرول PAs سميمتابول

 .(Cao et al. 2012; Song et al. 2015)اند  اشاره کرده یو شور

(1999 )Santa-Cruz et al. فرنگی گوجه در که کردند گزارش 

 222 از بيش تا نمک غلظت افزایش با شوری به متحمل

. یابد می کاهش پرولين معتج موازات به Put محتوی مولار، ميلی

(2004)Tanon et al.  با شوری تنش تحت که کردند گزارش 

 تغيير Put محتوی موازات به پرولين محتوی نمک، کم غلظت

 متفاوتی در تغييرات نمک، بالای غلظت در که حالی در کرده

 (2005) .شود می  ایجاد شوری تنش تحت Put و پرولين غلظت

Sanchez et al. در که ردندک گزارشL.  Lotus glaber تحت 

 تجمع موازات به دائما PAs محتوی مدت، بلند شوری تنش

 فرنگی گوجه و سویا مانند ها گونه برخی در. کند نمی تغيير پرولين

 ،PAs تجزیه با افزایش شوری جمله از غيرزیستی های تنش تحت

مثبت  نقش (.Sotiropoulos 2007) یابدمی افزایش پرولين محتوی

آرابيدوپسيس  ذرت، یونجه و در اسمزی فشار تعدیل در پرولين

 Rayapati and Stewart 1991; Kiyosue et)شده است  گزارش

al. 1996; Ginzberg et al. 1998).  افزایش محتوی پرولين

های محيطی  عنوان اسموپروتکتنت در پاسخ به بسياری از تنش به

 .Sairam et al)وری ، ش(Alexieva et al. 2001)از جمله خشکی 

باعث محافظت از ساختار ( Javadian et al. 2010)و سرما ( 2002

 .شود ها و جلوگيری از پراکسيداسيون ليپيدها می پروتئين

 

 
 اهانيدر گ نيپرول وسنتزيب ريمس کيشمات شینما -1شکل 

PAO 

P5CSS  ُ S 

P5CR 

Glu 

P5C 

Pro 

PDH 

P5CDH 

ODC 

ADC 
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Put 
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SPDS 

DAO 

SPMS 
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با محافظت از کننده اسمزی  عنوان تعدیل این متابوليت به

های محيطی نقش مهمی در  ساختارهای درون سلولی در طی تنش

 .Janmohammadi et al)بهبود تحمل به تنش در گياهان دارد 

عنوان یک نشانگر بيوشيميایی برای تحمل به  از پرولين به(. 2012

 Janmohammadi)دمای پایين و سازگاری به سرما استفاده شده 

et al. 2012 )دار آن با تحمل سرما گزارش  مثبت و معنی و ارتباط

ها نشان داده که  گزارش(. Javadian et al. 2010)شده است 

خير وارد مرحله زایشی شدند، محتوی أهای گندمی که با ت ژنوتيپ

ها داشتند و با عبور  پرولين بالاتری در مقایسه با سایر ژنوتيپ

های  هده حلقههای گندم از مرحله رویشی به زایشی و مشا ژنوتيپ

داری در محتوی پرولين مشاهده شد   مضاعف کاهش معنی

(Janmohammadi et al. 2012.) 

 بيان ژن فرایند مولکولی مهمی است که بين تنوع ژنتيکی و رخ

کند و تنظيم آن نقش مهمی در  جانداران ارتباط برقرار می  نمود

(. Wang et al. 2018)کند  ها ایفا می تنوع صفات و تکامل گونه

نمود بسياری از  ریزی تنوع رخ ها در پایه همچنين تغييرات بيان ژن

 .Konishi et al. 2006, Hung et al)کند  موجودات ایفای نقش می

بنابراین مقایسه محتوی رونوشت در بافت، زمان و یا (. 2012

خاص، الگوهای اختصاصی بيان ژن در آن مرحله را  شرایط

ها را تسهيل  ف فيزیولوژیک ژنکند و تعيين وظای مشخص می

ترنسکریپتوميکس یا  .(Weiberg and Karlovsky 2009) کند می

در یک بافت، زمان و یا  RNAای بيان ژن در سطح  تجزیه مقایسه

عنصری کليدی در ژنوميکس کارکردی  شرایط خاص،

(Functional genomics )ها  است که درک ما را از نحوه عمل ژن

بنابراین . ((Weiberg and Karlovsky 2009دهد  افزایش می

ها و سازوکارهای  ها، شناخت کارکرد آن مطالعه تنظيم بيان ژن

  .کند های زیستی را تسهيل میمولکولی تنظيمی سامانه

QPCR
2

ثر ؤبرای بررسی خصوصيات متنوع اختصاصی ژنتيکی م 

ها در اکثر جانداران مورد استفاده قرار گرفته  در تنظيم بيان ژن

این مطالعات دیدگاه منطقی و عميقی  .(Amini et al. 2017)ست ا

ایجاد کرده  mRNAدر زمينه اساس ژنتيکی تنوع طبيعی در سطح 

نمود را مورد بررسی قرار  ها در ایجاد تنوع رخ و نقش بيان ژن

                                                           
1
 Phenotype  

2
 Quantitative PCR 

واسط در  های حد های اوليه، متابوليت برخلاف متابوليت. اند داده

در پاسخ به تغييرات محيطی  (عملکردی)سازگاری کارکردی 

 .Kliebenstein and Osbourn 2012, Moore et al) ثرندؤم

هایی هستند  رسد پرولين و پوتریسين، متابوليت نظر می به (.2014

 Alcazar and)یابد  ها افزایش می که در پاسخ به تنش محتوی آن

Tiburcio 2018 .)ها نقش کليدی در سنتز  تنظيم بيان ژن

ها داشته و در بقای موجودات در شرایط نامساعد  متابوليت

این ارتباط بدون ایجاد . کندثری ایفا میؤمحيطی نقش م

های  هایی که در سنتز متابوليت ناهماهنگی در تنظيم بيان ژن

اختصاصی نقش دارند، انعطاف مناسبی در گياهان برای سازگاری 

بيان وص خصمطالعات اخير در . کند به تغييرات محيطی ایجاد می

ها را در بهبود تحمل سرما و ایجاد تنوع  ها نقش تنظيم بيان ژن ژن

های حساس و متحمل از طریق ایجاد تنوع در  بين ژنوتيپ

 Karami moalem et)اند  ساختههای اختصاصی را نمایان  متابوليت

al. 2018.) 

 یو مولکول متابوليکی های‌پاسخ یپژوهش بررس نیهدف ا

و ( ILC533)حساس   پيما در دو ژنوتبه تنش سر یسازگار

. است یکابل( .C.arietinum L)نخود ( Sel96th11439)متحمل 

پاسخ به  یسميمتابول یرهايمسبرخی  ییالقا مينحوه تنظ ییشناسا

عنوان  هب ها را ممکن است ارزیابی آن Putتنش از جمله پرولين و 

نخود های اصلاحی  در برنامه یکيمتابول بخش‌یآگاه ینشانگرها

 جادیامنابع  نيب یارتباط احتمال یبررس نيهمچن. معرفی نماید

سلول به درک بهتر نحوه بهبود تحمل  یتنش و عوامل دفاع بيآس

 .منجر خواهد شد یبه تنش سرما در نخود زراع

 

 یکابل (.C. arietinum L) نخود پياین پژوهش از دو ژنوت در

(Sel96th11439( )Saeed et al. 2011 )ءمتحمل به سرما با منشا 

 و (ILC482×ILWC182) یها پيژنوت یو حاصل از تلاق کاردایا

ILC533 گرفته از مصر که اجداد آن هنوز  ءحساس به سرما منشا

( Heidarvand et al. 2011; Saeed et al. 2011) اند‌نشده یابیرد

 انجیمراغه، آذربا) رانیا مید یکشاورز قاتيسسه تحقؤکه از م

 12 میسد تیپوکلريبذور با ه. شدند، استفاده شد  هيته( یشرق

  ها مواد و روش
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شده و پس از شستشو با  یدقيقه ضدعفون 12درصد به مدت 

دیش با رطوبت لازم قرار  مقطر بر روی کاغذ صافی در پتری آب

و سه  ستيدر شرایط بدون نور و دمای ب ها شید یپتر. گرفت

ار گرفتند و پس از روز قر  شبانه 3به مدت  گراد یدرجه سانت

با قطر دهانه دوازده ) 12 زیسا یها ها به گلدان گياهچه ،یزن جوانه

به  یرس، ماسه و کود دام یحاو متر‌یو ارتفاع ده سانت متر یسانت

ها در  گلدان. افتی تقالان( یحجم 2/ 2به  کینسبت سه به 

گروه زراعت و اصلاح نباتات دانشگاه  شگاهیرشد آزما  اتاقک

 ینور طیو شرا هيميکرومول بر مترمربع بر ثان ستیا نور دوتهران ب

و سه درجه  ستيساعت شب و دمای ب  ساعت روز و  10

 یجهت بررس. قرار داده شد %  و رطوبت نسبی  گراد یسانت

 ها اهچهيگ کمیو  ستيبه تنش سرما، در روز ب یاهيگ یها سخپا

شاخه به  حداقل پنج یو دارا متر یسانت ستيبا ارتفاع حدود ب)

 ز،يتجه نیآرو)به اتاقک رشد ( متر‌یطول پنج تا هشت سانت

 یعنوان دما هب C 0˚یبا دما( رانی، ااسپادانا
 
LT50 نخود (Nayyar 

et al. 2005; Kazemi-Shahandashti et al. 2013 ) منتقل شدند و

فعال  یها عنوان برگ هب اهچهيهر گ یانيم های‌ از برگ یريگ نمونه

 20)در روز اول پس از شروع تنش سرما  یکیولوژیزيف دگاهیاز د

 یها پاسخ یجهت بررسساعت پس از آغاز تنش سرما، 

 یجهت بررس)و روز ششم پس از شروع تنش  (زودهنگام

(. Rakei et al. 2016) انجام شد( اهيگ رهنگامید یها پاسخ

و سه  ستيب یدر اتاقک رشد با دما ها اهچهياز گ یريگ نمونه

سن )شاهد انجام گرفت  اهانيگ نوانع هب زين گراد یدرجه سانت

 Hurry and) درنظر گرفته شد گسانی اهانيتمام گ کیولوژیزيف

Huner 1991; Kazemi-Shahandashti et al. 2014)) .در  نیبنابرا

 یدر دما ها اهچهيشامل گ) ییدما ماريپژوهش اثر سه نوع ت نیا

 از پس روز شش و روز کی ها اهچهيگ گراد،‌یدرجه سانت 23

 .شد یمتحمل و حساس بررس پژنوتي دو در (سرما تنش شروع

در هاون  عیما تروژنيبا ن ینمونه تازه برگ گرم یليم 2 3 مقدار

 یتريل یليم  1شده به فالکون  هيپودر ته. شد لیبه پودر تبد ینيچ

 کی دياس کيکلرواست یمحلول تر تريل یليم  و سپس  افتیانتقال 

تا  ها   وبياضافه شد و ت وبيبه ت( خیمحلول در حمام )درصد 

 یحاو وبيت. شد قرار داده  خیحمام  درها  نمونه شدن کنواختی

                                                           
1
 Lethal temprature 50 

 با سرعت C 0˚یو در دما قهيدق 1شده به مدت  کنواختینمونه 

× g12222 به  ییرو عیاز ما تريل کرويم 22 سپس. شد وژيفیسانتر

 دیدیمولار  کیمحلول  تريل یليم کی یحاو دیجد وبيت کی

شد و  زودهاف مولار یليم 12بافر فسفات  تريل یليم 2/ و   ميپتاس

 یبرا کیتار طيدر مح وبيپس از چندبار وارونه کردن ت

آن، مقدار جذب هر نمونه در طول  ینمودن محتو کنواختی

-Shimadzu UV) توسط دستگاه اسپکتروفوتومتر nm 322جمو

160, Kyoto, Japan )شد یريگ اندازه (Loreto and Velikova. 

 انيب اهيدر هر گرم وزن تر گ کروموليصورت م‌هب جینتا(. 2001

 .شد

 .شد انجامWalter and Geun  (1987) روش به Put کمی سنجش

 پرکلریک محلول ليتر ميلی دو در گياهی از بافت گرم ميلی 2 2

 نآمينوهپتا ید   و 1حاوی  درصد چهار (PCA )اسيد 
 (  

از  پس .شد هموژنيزه( نرمال 2اسيدکلریدریک  از در ليتر گرم ميلی

 درصد  0 (پالایشگر) از فيلتر ،C ˚0در قرارگيری ساعت یک

 محلول، این از ليتر ميلی بر روی دو دهم .شد داده عبور ميکرونی

 محلول ليتر یک ميلی وpH = 2 کربنات با بافر ليتر ميلی یک

 و ضافها( استون ليتر ميلی یک در گرم  ميلی12)  ایدکلر دانسيل

ميکروليتر محلول پرولين  2 پس از اضافه کردن  .مخلوط شد

کلراید اضافی حذف شد و سپس دانسيل( گرم در ليتر ميلی 122)

ثانيه ورتکس  32ميکروليتر تولوئن به آن اضافه و به مدت  022

ه فاز آلی برداشته به مدت دو دقيق g 22×شد و پس از سانتریفوژ 

 به .شد استفاده  HPLCتوسط   Putو این محلول برای ارزیابی 

 ستون به پایانی محلول از ميکروليتر Put 12 کمی ارزیابی منظور

Chrompack-Nederland  دستگاه در HPLC مدلUnickam-

crystal 200  نوع از دستگاه این دتکتور .شد تزریق UV است که 

های استاندارد برای  از نمونه .شد تنظيم ومترنان  33 موج طول در

 .شد سنجی آن استفاده  و غلظت Putتعيين وجود 

، پس از پودر کردن .López-Gómez et al (2014)بر اساس روش 

بافر سدیم )ليتر بافر استخراج  ميلی 2/1گرم بافت برگی در  0/2

 C˚0،min)ها سانتریفوژ  نمونه( pH=0/ مولار با  ميلی 122فسفات 

 22،× g  12222)  واکنش سنجش . شدو مایع رویی برداشته

                                                           
2
 Perchloric acid (CLO4H) 

3
 1,7-diaminoheptane 

4
 Dansyl chloride 
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فسفات  میبافر سدميکروليتر  032حاوی  DAO  فعاليت آنزیم

 0/ 2) ميکروليتر محلول واکنش pH ، 2=0/ با  مولار یليم 122

،  پرین آمينوآنتی-0گرم  ميلی 2/ ،  آنيلن متيل دی -ان ميکروليتر ان

 pH) ،122=0/ با  مولار یليم 122ات فسف میسدليتر بافر  ميلی  2

 میسدليتر بافر  گرم در هر ميلی ميلی 02/1)ميکروليتر پراکسيداز 

ميکروليتر نمونه برگی  pH) ،122=0/ با  مولار یليم 122فسفات 

 میسدليتر بافر  گرم در هر ميلی ميلی Put (2/3ميکروليتر  122و 

  فعاليت این آنزیمميزان  .بود (pH=0/ با  مولار یليم 122فسفات 

 دستگاه اسپکتروفتومترنانومتر توسط  2    در طول موج

 . گيری شد اندازه

ليتر محلول  گرم بافت برگی در چهار ميلی 2/2پس از پودر کردن 

ECA ( حاوی اتانول، کلروفرم و هيدروکلریک اسيد(HCl 1/2 

از فيلتر ( حجمی/ حجمی/ حجمی) 1: :12به نسبت ( مولار

پس از . بور داده شد و به داخل فالکون منتقل شدای ع پارچه

، مایع رویی به )C˚ 0،min  12 ،× g 12222)ها  سانتریفوژ نمونه

ليتر  ميلی 3/2ليتر آب و  ميلی 1/ های جدید منتقل و با  فالکون

 ×،C˚ 0،min  12)ها مجددا سانتریفوژ  نمونه. کلروفرم مخلوط شد

g  1222) 222. ایع رویی برداشته شدليتر از م شدند و دو ميلی 

ميکروليتر از هر نمونه به داخل تيوپ منتقل شد و به نسبت 

 222به هر تيوپ  (.Palma et al. 2015)رقيق شد  1:1222

 022و سپس ( Na2CO3)ميکروليتر محلول سدیم کربنات 

ليتر  گرم در یک ميلی ميلی 12)کلراید  ميکروليتر محلول دنسيل

ها به  برای انجام کامل واکنش، نمونه سپس. افزوده شد( استون

 Spdميکروليتر  122. ساعت در اتاق تاریک قرار گرفتند 22مدت 

برای انجام واکنش ( ليتر آب در یک ميلی Spdگرم  ميلی 122)

دانسيلاسيون به هر نمونه افزوده شد و برای انجام کامل واکنش 

 22 سپس . دقيقه در اتاق تاریک قرار گرفتند 32ها به مدت  نمونه

. ميکروليتر تولوئن به منظور استخراج مشتقات دانسيل افزوده شد

انجام و فاز بالایی  )C˚ 0،min   ،× g    22)سپس سانتریفوژ 

محتوی تيوپ در دستگاه . به تيوپ جدید انتقال یافت برداشته و

Speed back ميکروليتر استونيتریل به هر تيوپ  2  .خشک شد

 32. شد( C˚ 0،min  12،× g  12222)اضافه و سانتریفوژ 

                                                           
1
 NN-dimethylaniline 

2
 4-aminoantiprine 

ریخته شد و  HPLCشيشه مخصوص  محلول درميکروليتر از این 

سپس محتوی پرولين به مدت شش دقيقه برای هر نمونه در 

 .(Palma et al. 2015) قرائت شد HPLCدستگاه 

 گرم یليم 2 با  زولیکل سلول به روش ترا  RNAاستخراج

 ینيدر هاون چ عیکمک ازت ما خردشده به یبافت برگ یها نمونه

ستخراج شده توسط ا RNA تيفيک. انجام گرفت لیاستر

(. 1شکل )شد  نييدرصد تع کیژل آگارز  یالکتروفورز بر رو

 تيفيژل ک یبر رو  S2و   S1ی بوزومیر RNA دو باند ليتشک

 زانيم یکم یبررس یبرا. کرد دیيشده را تا صيتخل RNA یبالا

 Thermo Scientific model) ودراپاز دستگاه نان RNA غلظت

 RNA در مرحله بعد. استفاده شد nm 202 ر طول موجد (1000

 ماريتDNaseІ (Ambion, Texas, USA ) میاستخراج شده با آنز

 میآنز (u) واحد کیبافر،  تريکروليم کی، RNA کروگرميدو م. شد

DNaseІ   واحد 12و (u) میآنزRNase inhibitor  مخلوط و با ،

رسانده شد و  تريکروليم 12جم محلول به ح  DEPCودن آبافز

 کیسپس . قرار گرفتند  C 3˚یدر دما قهيدق 32به مدت 

در  قهيدق 12شد و به مدت  اضافه  ها وبيبه ت EDTA تريکروليم

. شدند یدار نگه -C  2˚در ها وبيت. شدند قرار داده   C 0˚یدما

 شده با ارميت RNA تريکرولي، پنج مcDNA منظور ساخت به

DNase 1-22( )کوموليپ کی) یت ید گويبا کمک آغازگر ال  

به  DEPC مخلوط شد و حجم محلول با استفاده از آب( دينوکلئوت

در  قهيقمخلوط به مدت پنج د نیا. رسانده شد تريکروليم 11

سپس . سرد شد خی یقرار گرفت و پس از آن رو C  2˚یدما

 ینوکلئوتر یاکس ید تريکروليبافر واکنش و دو م تريکروليچهار م

 میواحد آنز 22و  کروموليم 12با غلظت ( dNTPs) فسفات

RNase inhibitor  اضافه شد و حجم محلول با آب وبيبه هر ت 

DEPC  یدر دما قهيرسانده شد و به مدت پنج دق تريکروليم 12به 

˚C3  واحد 222بعد از آن . قرار داده شد (u) میآنز Revert Aid 

M-Mulv  (Bio-RAD California, USA )محلول افزوده  نیبه ا

 C 02˚یساعت در دما کیشده و پس از مخلوط کردن به مدت 

به مدت  ها وبيکردن واکنش، ت رفعاليغ یسپس برا. شد  قرار داده

 cDNAسنتز دیيتا منظور به. قرار گرفتند C  2˚یدر دما قهيدق 12

Actin1(Peng et al. 2010)، (Actin1 ) دار  ژن خانه رياز روش تکث

و  یساز قيپس از رقه، شدسنتز  cDNA یژنوم نخود بر رو
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 PCR توسط) تريکرولينانوگرم در م 222به  cDNA رساندن غلظت

 جینتا. استفاده شد (درصد کیژل آگارز  یو الکتروفورز آن بر رو

 دار از مطابقت اندازه باند مشاهده شده با اندازه ژن خانه یحاک

 سنتز یبرا  RNAتريل‌کروينانوگرم در م  110. بود (بازجفت2 1)

cDNA  مخلوط واکنش شامل  تريکروليم 22مقدار . استفاده شد

 Evagreen رنگ فلورسنت یحاو تيک تريکروليم 12

(Invitrogen) ،از  تريکروليم کی ل،یمقطر استر آب تريکروليم سه

 12و معکوس با غلظت  ميمستق یاختصاص یاز آغازگرها کیهر 

 2 2سنتز شده با غلظت  cDNA نمونه تريکروليم  و  کروموليم

. شد یبررس( 1:22شده با نسبت  قيرق) تريل کروينانوگرم در م

استفاده  یکيو سه تکرار تکن یستیهر واکنش دو تکرار ز یبرا

 موردنظر به دستگاه تيواکنش، پل خلوطپس از آماده کردن م. شد

iQ5  (Bio-RAD )نیبه ا مرازيپل یا رهينجمنتقل شد و واکنش ز 

تکرار با   3و  C20˚ی در دما قهيدق 2: صورت انجام گرفت

 C    Tm˚یدر دما هيثان C 2  ،12˚یدر دما هيثان 12 یها چرخه

بودن قطعات  یاختصاص دیيتا .C 2˚ی در دما هيثان 12و  آغازگر

. ذوب انجام شد یمنحن ليو تحل هیبا استفاده از تجز شده ريتکث

با  گراد یدرجه سانت    یب با خنک شدن تا دماذو یمنحن

    یثبت شد، سپس در دما هيدر ثان گراد یدرجه سانت 22سرعت 

 شیثابت ماند و سپس با گرما هيثان 32به مدت  گراد یدرجه سانت

درجه   2 یه تا دمايدر ثان گراد یدرجه سانت 2/ آهسته با سرعت 

مداوم در طول دوره طور  فلورسانس به. افتی شیافزا گراد یسانت

 Evagreenرنگ کينظارت بر تفک یآهسته دما برا شیافزا

طور خودکار در  فلورسانس به های‌گناليس ميترس. شد یرگي‌اندازه

ذوب انجام  های‌یمنحن جادیا یو در مقابل دما برا یزمان واقع

استاندارد رسم شده حاصل از پنج  هایینحنبر اساس م .گرفت

در  PCR ییکارا( 1:122و  2 :1، 1:22 ،1:12، 1)رقت  الیسر

 نيب ونيخط رگرس بيبود و ش 2تا  2/1تمام آغازگرها در حدود 

 ینسب انينسبت ب. (Pfaffl 2001) (Actin1) بود -02/3و  -23/3 و

 ییکارآ نيانگيمحاسبه شده که م Cq با توجه به شاخص یهر توال

PCR در نظر مورد دارخانه هایژن Plate با . ردگيیرا در بر م

 توانیم REST افزار‌استاندارد، از نرم هاییمنحن جیتوجه به نتا

( Actin1) دار ژن هدف و ژن خانه زانيم نيمحاسبه نسبت ب یبرا

آن ژن  ینسب انينوان بع بهΔΔCT 2-در هر نمونه مشخص با روش

 انيروش ب نیدر ا(. Livak and Schmittgen 2001) استفاده کرد

شده است  ميدار تنظ ژن خانه کیکه Actin1  انيژن مورد نظر با ب

 دیيتأ  geNorm v3.4افزار‌آن توسط نرم دائم انينرمال شده و ب

 ها‌متفاوت ژن انيب سهیمقا ینرمال شده برا ریسپس از مقاد. شد

ژن  یبرا غازگرآ یطراح. مختلف استفاده شد هاینمونه در

 یتارنما با استفاده ازActin1 دار ژن خانه وDAO ی اختصاص

(IDT)Integrated DNA Technologies, Inc. به آدرس 

(https://www.idtdna.com )یدارا یبه آغازگرها یابيدست یبرا 

 ینام آغازگرها 1در جدول . مناسب انجام گرفت اتيخصوص

ارائه ها  آن یو شماره دسترس توالی دار،‌و خانه یاختصاص یها ژن

 .شده است

 در قالب طرح کاملاً لیفاکتور شیمطالعه بر اساس آزما نیا

 یبرا یستیو سه تکرار ز یتصادف یرگي‌با نمونه یتصادف

و سه تکرار  یستیو دو تکرار ز یولوژیزيبخش ف یها شیآزما

انجام شد و  DAO ژن ینسب انيبخش ب یها شیآزما یبرا یکيتکن

افزار  با نرم و( >21/2p)انکن به روش د نيانگيم سةیآزمون مقا

SAS 9.4 انجام شد. 

 

 

  (QPCR) واقعی زمان در پليمراز ای زنجيره واکنش در شده استفاده آغازگر های توالی -1جدول

Amplicon 
length (bp) 

 Tm 

(˚C) 
Sequence (5′-3′) Protein  

name 
Gene 
name 

Accession number 

101 57 
F: CTGTGCCTACTGCTGAGAAA 

R:TGAACCTTGTGGTTGATGACTA 

 

Diamine oxidase 
DAO AJ009825 

189 57 
F: CTACGAATTGCCTGATGGAC 

R: CCTCCTGAAAGGACGATGTT 
Actin1 

Act1 
EU529707.1 
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، H2O2 زانياز نظر م یشیآزما یمارهايت نيب یدار یتفاوت معن

DAO (21/2p< )  ژن انيب و DAO   میآنز تي، فعالPutپرولين، 

 (. 2جدول )وجود داشت 

 
ژنوتيپ حساس و متحمل صفات مطالعه شده در دو  واریانس تجزیه -2جدول 

 در سطوح مختلف تنش سرمازراعی نخود 

 منابع تغيير
درجه 

 آزادی

 ميانگين مربعات 

H2O2 Put Proline DAO DAO 

1/ 0** 2/1 ** 13/  ** 22/3100**  00/332** 1 ژنوتيپ  

0/0 ** 3/ 2** 2/31 **  0 /1 **  0 / 2** 2 دما  

 ×ژنوتيپ 

 دما

2 **  /000 ** 0/232 **22/1 ** 0/2 ** 0/2  

212/2 20/2 210/2  /3  1 12 خطا  

 ضریب

 )%( تغييرات

 1/1 12/2 00/2  2/1  21/  

 .داری در سطح یک درصد است بيانگر معنی** 

 

ش تن یها شاخص نیتر از مهمیکی که  H2O2تجمع  زانيم

 Kazemi Shahandashti and Maali) باشد یدر سلول م ويداتياکس

Amiri 2018)با  سهیحساس در مقا پي، تحت تنش سرما در ژنوت

در روز ششم  % 02از  شيحداکثر ب)بود  شتريمتحمل ب پيژنوت

در  دار یمعن شیپس از افزا H2O2 زانيمتحمل م پيدر ژنوت(. تنش

تجمع آن در  که یطور هب فته،ایروز اول تنش، در روز ششم کاهش 

ز ا شيب)کمتر شد  داری‌یطور معن شاهد به طیبا شرا سهیمقا

با  سهیحساس در مقا پيتجمع آن در ژنوت که ی، در حال%(0/ 

(. 2شکل %( )2  تا) افتی شیافزا وستهيطور پ شاهد به طیشرا

 گریکدینخود با  پيدرجه تحمل به تنش سرما در دو ژنوت نیبنابرا

 ريثأت یارتباط احتمال انگريب جینتا نیکه ا یطور بوده بهمتفاوت 

 .باشد ینخود م یها پيژنوت یدفاع یها پاسخ

به تنش در اثر تنظيم ميزان پرولين   در گياهان بخشی از سازگاری

از طریق مسيرهای بيوسنتزی آن و یا فعاليت مسير تخریب 

نتایج (. Su and Bai 2008)شود  ایجاد می Putها مانند  آمين پلی

  ها و فعاليت آنزیم نشان داد که در شرایط شاهد ميزان متابوليت

گيری شده در ژنوتيپ متحمل بيشتر از ژنوتيپ حساس بود  اندازه

، Putتحت تنش سرما ميزان پرولين، (. الف، ب، ج 3شکل )

در هر دو ژنوتيپ افزایش  DAO  و بيان ژن DAO  فعاليت آنزیم

در مقایسه با  ژنوتيپ متحمل ایش درکه این افز طوری یافت به

های  دار بود، چنين نتایجی بيانگر پاسخ ژنوتيپ حساس معنی

 GABAژنتيکی مطلوب ژنوتيپ متحمل در جهت حفظ محتوی 

 (.3شکل )سلولی است  ROSبرای مقابله با آثار مخرب 

 

 

 

 

 

 
 

 
 

 
 

ن ستو) Sel96th11439های متحمل  در ژنوتيپ H2O2تغيير ميزان  -2شکل 

نخود تحت تيمارهای دمایی ( ستون خاکستری) ILC533و حساس ( سياه

حروف (. C0° )، روز اول و روز ششم تنش سرما (C° 23)شامل دمای طبيعی 

ها براساس مقایسه ميانگين دار بين ميانگيندهنده اختلاف معنی‌متفاوت نشان

 .دانکن

 

اول در مقایسه با شاهد در روز  Putدر ژنوتيپ متحمل ميزان 

 %110دار و در روز ششم تنش افزایش  معنی افزایش نسبی غير

که در ژنوتيپ حساس در روز ششم تنش افزایش  داشت در حالی

تا )ميزان این متابوليت در مقایسه با ژنوتيپ متحمل کمتر بود 

های آزمایش در گياهان  این نتایج با یافته(. الف -3شکل ( )10%

آزاد افزایش یافته،  Putما ميزان ها تحت تنش سر زراعی که در آن

رسد در  نظر می بنابراین به(. Zhang et al. 2013)هماهنگ است 

از جمله )داری بين ميزان آسيب سرما  معنینخود زراعی ارتباط 

که این  طوری وجود داشته، به Putو افزایش ميزان (  H2O2نتایج

 Putپاشی  در مورد اثر اسپری .Kim et al (2002) نتایج با گزارش

فرنگی تحت تنش سرما  بر تسریع افزایش پایداری غشای گوجه

در مسير تجزیه ( AOs)آکسيدازها  آمين. خوانی داشت هم

های آزاد سوپراکسيد و  ها، با اتصال به رادیکال آمين پلی

 Groppa and)کنند  توليد می نيز H2O2ها،  سازی آن خنثی

Benavides 2008 .)ی سلول و بهبود این فرایند در هموستاز

  نتایج و بحث
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در  H2O2افزایش نسبی ميزان . تحمل سرما نقش حياتی دارد

دار آن در روز ششم تنش  های زودهنگام و کاهش معنی پاسخ

 H2O2رسانی  بيانگر نقش پيام( 1شکل )سرما در ژنوتيپ متحمل 

باشد که با افزایش  های گياهی می های دفاعی سلول در القا پاسخ

 .مطابقت داشت Putميزان 

پرولين یکی از ترکيبات سازگارساز سلولی است که در حفاظت 

های اکسيداتيو ناشی از تنش ایفای  از اجزای سلول در برابر آسيب

پرولين  يوسنتزب يرمس اگرچه(. Kamiab et al. 2014)کند  نقش می

این  محتوی يمدر تنظ ینقش مهم اسيد ماده گلوتاميک  از پيش

بخشی از مسير  يزن PAs تجزیه يرمس با این وجود دارد،  متابوليت

نتایج (. Su and Bai 2008)تنظيم محتوی پرولين در سلول است 

 یسهمتحمل در مقا يپدر ژنوت پرولين یتنش محتو نشان داد تحت

آن  بيشترین محتوی که یافت به طوری یدار یمعن یشبا شاهد افزا

 . (ب 3شکل ( )برابر 2تا بيش از )مشاهده شد در روز ششم تنش 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
های متحمل  در ژنوتيپ( د( )DAO)اکسيداز  آمين و بيان ژن دی( ج( )DAO)اکسيداز  آمين ، فعاليت آنزیم دی(ب)و پرولين ( الف) (Put)تغيير ميزان پوتریسين  -3شکل 

Sel96th11439 (ستون سياه ) و حساسILC533 (ستون خاکستری ) دمای طبيعی نخود تحت تيمارهای دمایی شامل(23 °C) روز اول و روز ششم تنش سرما ،( °C0 .)

 .ها براساس مقایسه ميانگين دانکندار بين ميانگينحروف متفاوت نشان دهنده اختلاف معنی

 

در در روز ششم تنش  پرولين یحساس هم محتو يپدر ژنوت

 ،(برابر 3/1از  تا بيش)یافت  یدار یمعن یششاهد افزامقایسه با 

هم و  شاهد یطهم در شراآن در ژنوتيپ متحمل  تجمعاگرچه 

افزایش (. ب 3شکل ) بود يشترب یدار یطور معن تحت تنش به

منظور  به  محتوی پرولين در ژنوتيپ حساس بيانگر تلاش سلول

حذف آثار نامطلوب خسارت اکسيداتيو و بازگشت به حالت 

هان های پيشين در گيا نتایج این پژوهش با یافته .طبيعی است

های غيرزیستی از  ها تحت تنش که در آن  زراعی و درختان ميوه

یافته، مطابقت دارد  افزایش  پرولينجمله سرما و شوری محتوی 

(Aziz et al. 1998; Su and Bai. 2008; Shang et al. 2011; 
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Cao et al. 2012; Palma et al. 2016; Song et al. 2015). 

دار خسارت  ين و کاهش معنیهمخوانی بين الگوی تجمع پرول

خصوص در ژنوتيپ متحمل بيانگر  سلولی در روز ششم تنش به

(. ب 3و  2های  شکل)ها است ROSنقش پرولين در حذف 

عنوان اسموپروتکتنت غيرآنزیمی با حذف  بهپرولين بنابراین 

ROSکند ایفای نقش میتنش  ها در پاسخ به (Kamiab et al. 

دار پرولين در پاسخ  افزایش معنی رسد عدم نظر می به (.2014

دليل فعاليت  زودهنگام ژنوتيپ متحمل در مقایسه با شاهد، به

های دفاعی برای بهبود تحمل به سرما باشد  بيشتر سایر سامانه

ها با گزارشات پيشين در خصوص اینکه  این یافته(. 2شکل )

های محيطی تجمع  اه به تنشهای دیرهنگام گي پرولين در پاسخ

یافته و در شرایط بازیابی پس از تنش، محتوی افزایش یافته آن 

ثر است، ؤنيتروژن و بهبود دهنده علایم تنش معنوان منبع  به

تغيير با توجه به هماهنگی (. Aziz et al. 1998)همخوانی دارد 

ا ها و اجزا دفاعی سلول همزمان ب الگوی پرولين با سایر متابوليت

رسد که  نظر می های سلولی در این آزمایش، به کاهش خسارت

منظور بهبود  های دفاعی به ای از پاسخ تحت تنش سرما شبکه

 متحمل ژنوتيپ در. تحمل به تنش سرما در نخود فعال شده است

سرما،  تنش تحت H2O2 ميزان دار معنی کاهش به توجه نخود با

 خسارت کاهش ها در تهمکاری پرولين با سایر متابولي احتمالا

 مسير يزیولوژیک،فاز دیدگاه  .بوده است موثر اکسيداتيو

عنوان  به Putدليل ایفای نقش  هياهان بدر گ PAs يسمکاتابول

یافته تحت تنش، در همکاری با  ساز بخشی از پرولين تجمع پيش

اسيد در بهبود  ساز گلوتاميک  مسير عمده بيوسنتز پرولين با پيش

بنابراین افزایش محتوی . تنش سرما نقش داردپاسخ نخود به 

پرولين تحت تنش و همچنين در ژنوتيپ متحمل در مقایسه با 

 PAsبيانگر وجود ارتباط مسير متابوليسمی ( ب 3شکل)حساس 

 .Su and Bai)باشد  می NADHو ATP و پرولين از طریق سنتز 

 ازبخشی ، تنش شوری تحت گزارش شده که در سویا. (2008

 شده است  سنتز PAsجزیه ت يرمس یقاز طرن تجمع یافته پرولي

(Su and Bai 2008) . همبستگی بين پرولين و وجودPAs  در

فرنگی تحت تنش  های گوجه های دیگر از جمله گياهچه گونه

، کلزا (Su and Bai, 2008)، سویا (Song et al. 2015)سرما 

(Aziz and Larher, 1995)فرنگی  ، گوجه(Aziz et al. 1998; 

Santa-Cruz et al. 1999) کالوس ،Fraxinus angustifolia 

(Tonon et al. 2004)  وLoutus glaber (Sanchez et al. 2005 )

اثر مثبت  .ید نتایج این آزمایش استؤتحت تنش شوری نيز م

مهارکننده )و اثر منفی تيمار آمينوگوانيدین  Putپاشی  اسپری

DAO )های محيطی  ان زراعی تحت تنشبر تجمع پرولين در گياه

(Aziz et al. 1998; Su and Bai 2008; Li et al. 2014 ) که بر

تنظيم اسمزی و فشار تورگر، تعویق فرایندهای سلولی از جمله 

گذارد بيانگر نقش مسير  سلولی تاثير می ءپایداری غشا ،پيری

 .است( پرولين)در سنتز این اسموپروتکتنت  Putتجزیه 

 تحت تنش سرما، فعاليت پرولين و Putلگوی تغيير مطابق با ا

در ژنوتيپ متحمل و حساس در مقایسه با شاهد  DAO آنزیم

و در ( حداکثر تا بيش از سه برابر)طور تدریجی افزایش یافت  به

روز ششم تنش سرما در ژنوتيپ متحمل به بالاترین ميزان رسيد 

 نش سرماحت تدر بذر برنج ت DAOفعاليت آنزیم . (ج-3شکل )

 .Sheteiwy et alمانند نتایج این آزمایش روند افزایشی بود 

اگرچه تحت تنش سرما در مقایسه با شاهد فعاليت . (2017)

DAO  حداکثر تا )در ژنوتيپ حساس نيز روند افزایشی داشت

، اما این روند صعودی در ژنوتيپ حساس در مقایسه با (برابر 2/ 

نرخ کند افزایش فعاليت . (ج-3شکل )ژنوتيپ متحمل کندتر بود 

این آنزیم در ژنوتيپ حساس در مقایسه با ژنوتيپ متحمل 

های دفاعی ژنوتيپ حساس در بهبود  دليل ضعف سامانه هاحتمالا ب

تحمل سرما در مقایسه با ژنوتيپ متحمل بود، نتایجی که با روند 

 .تحت تنش سرما مطابقت داشت Putتغيير 

متحمل در شرایط شاهد و تحت   پدر ژنوتي H2O2الگوی تغيير 

دليل کارایی  به بود که احتمالاً DAOتنش سرما برخلاف فعاليت 

مطلوب ژنوتيپ متحمل در مقایسه با ژنوتيپ حساس در حذف 

H2O2 اکسيدانی است توسط فعاليت سامانه آنتی (Heidarvand 

and Maali-Amiri 2013.) های  این نتایج با یافتهDuan et al. 

که گزارش کردند، تحت تنش شوری همزمان با افزایش  (2008)

آمين  یافته و ميزان این پلی افزایش DAO  آنزیمفعاليت  Putميزان 

بنابراین . داشتدر ارتباط است، همخوانی  DAO  آنزیمبا فعاليت 

تحت تنش سرما وابسته به غلظت  DAO  فعاليت رسد که نظر می به

Put منظور پاسخ به  ا بهدر هر دو ژنوتيپ تحت تنش سرم

اگرچه در ژنوتيپ متحمل   بوده،( H2O2نتایج )های سلولی  آسيب
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با کاهش  Putدليل تجمع بيشتر  هب  با فعاليت شدیدتر این آنزیم

ها نشان داده که در  پژوهش. همراه بود H2O2شدیدتر 

در رقم متحمل  DAOفرنگی سازگار شده به سرما فعاليت  گوجه

 Song et)قایسه با حساس افزایش یافت طور چشمگيری در م به

al. 2015 .)کننده   تجزیه  دار فعاليت آنزیم افزایش معنی بنابراینPut 

تواند  از طریق کاراتر کردن مسيرهای متابوليکی پاسخ به سرما می

های غيرزیستی از جمله سرما نقش  در بهبود تحمل گياه به تنش

ی طيمح یها نشتحت ت. (Shelp et al. 2012a)باشد داشته 

ر د یدفاع های علاوه بر ایفای نقش در سازوکار Put يسمکاتابول

استحکام  ی،زن از جمله جوانه) رشد و نموی یندهایاز فرا ياریبس

 چرخه، شار کربن، (يریو پ يوهم يدنرس یشه،نمو ر ی،سلول یوارهد

TCA دارد مشارکت یسلول رسانی و پيام (Tavladoraki et al. 

 يمدر تنظ ینقش مهم PAs يوسنتزب يرمس ن اگرچههمچني (.2012

دليل  از یک سو به يزنها  آن تجزیه يرمس دارد، ها این متابوليت ميزان

 یگرد یسو زو اينواسيدها آم متعدد يسمیمتابولمسيرهای ارتباط با 

ها  آن یدر هموستازH2O2 و  پرولين رسان پيام یها مولکول يدتول

نتایج این پژوهش، بنابراین  (.Moschou et al. 2012) ثر استؤم

های حساس و  در ژنوتيپ DAO  فعاليت آنزیم الگوی متمایز

های زودهنگام و دیرهنگام به سرما در  متحمل و همچنين پاسخ

  که مطالعه فعاليت این آنزیم  طوری نخود زراعی را نشان داده، به

در و پرولين Put ثر در یکی از دو مسير توليد ؤعنوان عامل م به

 ها شرایط آزمایش تایيدکننده اختلافات در تجمع این متابوليت

های سلولی  های تحمل در برابر عوامل آسيب عنوان شاخص به

 .های نخود تحت تنش سرما است در ژنوتيپ  (H2O2نتایج )

یکی از اجزای این  DAOرمز کننده آنزیم  DAO (CuAO)ژن 

های محيطی  شمسير بيوسنتزی در شبکه متابوليک پاسخ به تن

منظور دستيابی به اساس  به .(Wimalasekera et al. 2011b)است 

پرولين در پاسخ به تنش سرما،  مولکولی چگونگی تغيير متابوليت

ميزان بيان  نتایج نشان داد که. بررسی شد DAO  بيان نسبی ژن

در هر دو ژنوتيپ حساس و  DAOنسبی توالی رمزکننده آنزیم 

طور پيوسته افزایش  در مقایسه با شاهد به متحمل تحت تنش سرما

که حاکی ( د 3شکل ( )برابر 3/3تقریبا حداکثر تا بيش از )یافت 

ثرتر بودن این مسير در ژنوتيپ متحمل در مقایسه با ژنوتيپ ؤاز م

روز اول و همچنين در  .حساس در جهت القا تحمل به سرما بود

طور  يپ متحمل بهروز ششم تنش سرما ميزان بيان این ژن در ژنوت

 1/ حداکثر تا بيش از )داری بيشتر از ژنوتيپ حساس بود  معنی

بيان این ژن (. د 3شکل ( )برابر در روز ششم پس از تنش سرما

در ژنوتيپ حساس در روز اول و ششم تنش سرما در مقایسه با 

(. د 3شکل )برابر افزایش یافت  3/ و  2/2ترتيب بيش از  شاهد به

 یسیدر سطح رونو ژنوميت فعالثرتر ؤم ءالقا نگرايباین نتایج 

تر به  نیيبا دماهاى پا ىیارویبراى رو اهيسازى گ آمادهمنظور  به

همچنين بيان این ژن با  .باشد یخسارت م نیکمتر موازات بروز

دهد  نتایج ميزان پرولين تحت تنش مطابقت داشت، که نشان می

در سطح رونویسی  با تنظيم ميزان این متابوليت  بيان این ژن

مسئول پاسخ به سرما در نخود بوده، مشاهداتی که توسط نتایج 

 ها با نتایج یافته این. آسيب سلولی نيز تایيد شد  شاخص

(2014)Tanou et al.  شوری تنش تحت که کردند گزارش که 

در نارنج ( PAOو DAO) PAsمسير تجزیه  های ژنبيان نسبی 

(Citrus aurantium L. )همچنين  .هماهنگ است یافته، افزایش

سبب حساسيت آرابيدوپسيس به تنش  CuAoموتاسيون در ژن 

بنابراین با توجه به  (.Wimalasekera et al. 2011b)اسمزی شد 

در اثر دست آمده، القای بيان این ژن در گياهان متحمل  هنتایج ب

ثری ؤنقش م یسلول یها و هوموستاز ژن انيمجدد ب یزیر برنامه

 .کند می ءهای سازگاری به تنش سرما ایفا جاد الگوی پاسخدر ای

 

 یکل یرگی‌جهینت

 یها تيمتابول زانيو م( H2O2)سلولی  بيارتباط شاخص آس

همسو بود، نادر این آزمایش ( پرولينو  Put)شده  یريگ اندازه

در ژنوتيپ متحمل به موازات  ها تيمتابول نای تجمع که طوری به

سلولی  بيبا کاهش آس ،CaDAOژن  انيو ب DAO  میآنز تيفعال

 یغالباً همراه با القا ندهایفرا نیا رسد ینظر م به. در ارتباط بود

دهنگام و وز زیمتما یها پاسخ. خواهد بود یدفاع های سامانه

 یراهبرد چندگانه دفاع انگريبه تنش سرما ب ها پيژنوت رهنگامید

نخود تجمع در نتایج نشان داد که . استسلول نخود به تنش سرما 

 زانيبا کاهش م یعنوان اسموپروتکتنت سلول به پرولين شتريب

این و همراه بود تنش سرما  به یشتريتحمل ب ی وسلول یها بيآس

 .های اصلاحی مد نظر قرار گيرد تواند در برنامه می موضوع احتمالاً

 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

g.
ge

ne
tic

s.
ir

 o
n 

20
25

-1
0-

22
 ]

 

                            11 / 14

https://mg.genetics.ir/article-1-1770-fa.html


 رضا معالی امیری و همکاران  ...پرولين نخود زراعی از بيوسنتزی ارزيابی مسير

 

 222 1041پاییز / 3شماره / هفدهمدوره / ژنتیک نوین

 

Alcázar R, Altabella T, Marco F, Bortolotti C, Reymond 

M, Koncz C, Tiburcio AF (2010a). Polyamines: molecules 

with regulatory functions in plant abiotic stress tolerance. 

Planta 231: 1237-1249. 

Alcázar R, Planas J, Saxena T, Zarza X, Bortolotti C, 

Cuevas J, Altabella T (2010b). Putrescine accumulation 

confers drought tolerance in transgenic Arabidopsis plants 

over-expressing the homologous Arginine decarboxylase 2 

gene. Plant Physiology Biochemistry 48:547-552. 

Alcázar R, Tiburcio AF (Eds.). (2018) Polyamines: 

Methods and Protocols. Humana Press. 

Alexieva V, Sergiev I, Mapelli S, Karanov E (2001) The 

effect of drought and ultraviolet radiation on growth and 

stress markers in pea and wheat. Plant, Cell & 

Environment 24:1337-1344. 

Amini S, Maali-Amiri R, Mohammadi R, Kazemi-

Shahandashti SS (2017) cDNA-AFLP analysis of 

transcripts induced in chickpea plants by TiO2 

nanoparticles during cold stress. Plant Physiology 

Biochemistry 111:39-49. 

Angelini R, Cona A, Federico R, Fincato P, Tavladoraki P, 

Tisi A (2010) Plant amine oxidases “on the move”: an 

update. Plant Physiology Biochemistry 48:560-564. 

Aziz A, Larher F (1995) Changes in polyamine titers 

associated with the proline response and osmotic 

adjustment of rape leaf discs submitted to osmotic stresses. 

Plant Science 112:175-186. 

Aziz A, Martin‐Tanguy J, Larher F (1998) Stress‐induced 

changes in polyamine and tyramine levels can regulate 

proline accumulation in tomato leaf discs treated with 

sodium chloride. Physiologia Plantarum 104:195-202. 

Cao S, Cai Y, Yang Z, Zheng Y (2012) MeJA induces 

chilling tolerance in loquat fruit by regulating proline and 

gamma-aminobutyric acid contents. Food Chemistry 

133:1466-1470. 

Cona A, Rea G, Angelini R, Federico R, Tavladoraki P 

(2006) Functions of amine oxidases in plant development 

and defence. Trends in Plant Science 11:80-88. 

Dickinson DA, Forman HJ (2002) Cellular glutathione and 

thiols metabolism. Biochem. Pharmacol 64:1019-1026. 

Duan J, Li J, Guo S, Kang Y (2008) Exogenous 

spermidine affects polyamine metabolism in salinity-

stressed Cucumis sativus roots and enhances short-term 

salinity tolerance. Journal of Plant Physiology 165:1620-

1635. 

Ginzberg I, Stein H, Kapulnik Y, Szabados L, Strizhov N, 

Schell J, Zilberstein A (1998) Isolation and 

characterization of two different cDNAs of Δ1-pyrroline-

5-carboxylate synthase in alfalfa, transcriptionally induced 

upon salt stress. Plant Molcular Biology 38:755-764. 

Groppa MD, Benavides MP (2008) Polyamines and 

abiotic stress: recent advances. Amino Acids 34:35-45. 

Handa AK, Nambeesan S, Mengiste T, Laluk K, 

AbuQamar S, Mattoo AK (2010, July). Polyamine 

spermidine is an upstream negator of ethylene-regulated 

pathogenesis of Botrytis cinerea in tomato leaf. In III 

International Symposium on Tomato Diseases 914:109-

112. 

Heidarvand L, Amiri RM, Naghavi MR, Farayedi Y, 

Sadeghzadeh B, Alizadeh KH (2011) Physiological and 

morphological characteristics of chickpea accessions under 

low temperature stress. Russian Journal of Plant 

Physiology 58:157-163. 

Heidarvand L, Maali-Amiri R (2013) Physio-biochemical 

and proteome analysis of chickpea in early phases of cold 

stress. Journal of Plant Physiology 170:459-469. 

Hung HY, Shannon LM, Tian F, Bradbury PJ, Chen C, 

Flint-Garcia SA, Holland JB (2012) ZmCCT and the 

genetic basis of day-length adaptation underlying the post 

domestication spread of maize. Proceedings of the 

National Academy of Sciences 109:E1913-E1921. 

Hurry VM, Huner NPA (1991) Low growth temperature 

effects a differential inhibition of photosynthesis in spring 

and winter wheat. Plant Physiolgy 96:491–497. 

Janmohammadi M, Abbasi A, Sabaghnia N (2012) 

Influence of NaCl treatments on growth and biochemical 

parameters of castor bean (Ricinus communis L.). Acta 

Agriculture Slovenica 99:31. 

Javadian N, Karimzadeh G, Mahfoozi S, Ghanati F (2010) 

Cold-induced changes of enzymes, proline, carbohydrates, 

and chlorophyll in wheat. Russ. Journal of Plant 

Physiology 57:540-547. 

Kamiab F, Talaie A, Khezri M, Javanshah A (2014) 

Exogenous applications of free polyamines enhance salt 

tolerance of pistachio (Pistacia vera L.) seedlings. Plant 

Growth Regul 72:257-268. 

Karami-Moalem S, Maali-Amiri R, Kazemi-Shahandashti 

SS (2018) Effect of cold stress on oxidative damage and 

mitochondrial respiratory properties in chickpea. Plant 

Physiology and Biochemistry 122:31-39. 

Kazemi Shahandashti SS, Maali Amiri R, Zeinali H, 

Ramezanpour SS (2013) Change in membrane fatty acid 

compositions and cold-induced responses in chickpea. 

Molecular Biology Reporter 40:893-903. 

Kazemi-Shahandashti SS, Maali-Amiri R (2018) Global 

insights of protein responses to cold stress in plants: 

Signaling, defence, and degradation. Journal of Plant 

Physiology 226:123-135. 

Kazemi-Shahandashti SS, Maali-Amiri R, Zeinali H, 

Khazaei M, Talei A, Ramezanpour SS (2014) Effect of 

short-term cold stress on oxidative damage and transcript 

accumulation of defense-related genes in chickpea 

seedlings. Journal Plant of Physiology 171:1106-1116. 

Kim TE, Kim SK, Han TJ, Lee JS, Chang SC (2002) ABA 

and polyamines act independently in primary leaves of 

cold-stressed tomato (Lycopersicon esculentum L.). 

Physiologia Plantarum 115:370-376. 

Kiyosue T, Yoshiba Y, Yamaguchi-Shinozaki K, 

Shinozaki K (1996) A nuclear gene encoding 

mitochondrial proline dehydrogenase, an enzyme involved 

in proline metabolism, is upregulated by proline but 

downregulated by dehydration in Arabidopsis. Plant Cell 

8:1323-1335. 

Kliebenstein DJ, and Osbourn A (2012) Making new 

molecules evolution of pathways for novel metabolites in 

plants. Current opinion in plant biology 15:415-423. 

  منابع

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

g.
ge

ne
tic

s.
ir

 o
n 

20
25

-1
0-

22
 ]

 

                            12 / 14

https://mg.genetics.ir/article-1-1770-fa.html


 رضا معالی امیری و همکاران  ...پرولين نخود زراعی از بيوسنتزیارزيابی مسير 

 

 1041پاییز / 3شماره / هفدهمدوره / نژنتیک نوی 223

 

Konishi S, Izawa T, Lin SY, Ebana K, Fukuta Y, Sasaki T, 

and Yano M (2006) An SNP caused loss of seed shattering 

during rice domestication. Science 312:1392–1396. 

Li Z, Peng Y, Zhang XQ, Ma X, Huang LK, Yan YH 

(2014) Exogenous spermidine improves seed germination 

of white clover under water stress via involvement in 

starch metabolism, antioxidant defenses and relevant gene 

expression. Molecules 19:18003-18024. 

Livak KJ, Schmittgen TD (2001) Analysis of relative gene 

expression data using real-time quantitative PCR and the 

2−ΔΔCT method. Methods 25:402-408. 

López-Gómez M, Hidalgo-Castellanos J, Iribarne C, Lluch 

C (2014) Proline accumulation has prevalence over 

polyamines in nodules of Medicago sativa in symbiosis 

with Sinorhizobium meliloti during the initial response to 

salinity. Plant Soil 374:149-159. 

Loreto F, Velikova V (2001) Isoprene produced by leaves 

protects the photosynthetic apparatus against ozone 

damage, quenches ozone products, and reduces lipid 

peroxidation of cellular membranes. Plant Physiology 

127:1781-1787. 

Madhulatha P, Gupta A, Gupta S, Kumar A, Pal RK, 

Rajam MV (2014) Fruit-specific over-expression of 

human S-adenosylmethionine decarboxylase gene results 

in polyamine accumulation and affects diverse aspects of 

tomato fruit development and quality. Journal of plant 

biochemistry and biotechnology 23:151-160. 

Minocha R, Majumdar R, Minocha SC (2014) Polyamines 

and abiotic stress in plants: a complex relationship1. 

Frontiers in plant science 5:175. 

Moore BD, Andrew RL, K€ulheim C, and Foley WJ 

(2014) Explaining intraspecific diversity in plant 

secondary metabolites in an ecological context. New 

Phytologist 201:733–750. 

Moschou PN, Wu J, Cona A, Tavladoraki P, Angelini R, 

Roubelakis-Angelakis KA (2012) The polyamines and 

their catabolic products are significant players in the 

turnover of nitrogenous molecules in plants. Journal of 

experimental botany 63:5003–5015. 

Nayyar H, Satwinder K, Kumar S, Singh KJ, Dhir KK 

(2005) Involvement of polyamines in the contrasting 

sensitivity of chickpea (Cicer arietinum L.) and soybean 

(Glycine max (L.) Merrill.) to water deficit stress. 

Botanical Bulletin of Academia Sinica 46. 

Palma F, Carvajal F, Ramos JM (2015) Effect of 

putrescine application on maintenance of zucchini fruit 

quality during cold storage: Contribution of GABA shunt 

and other related nitrogen metabolites. Postharvest 

Biology and Technology 99:131-140. 

Palma F, Carvajal F, Jamilena M, Garrido D (2016) 

Putrescine treatment increases the antioxidant response 

and carbohydrate content in zucchini fruit stored at low 

temperature. Postharvest Biology and Technology 118:68-

70. 

Pfaffl MW, Horgan GW, Dempfle L (2002) Relative 

expression software tool (REST) for group-wise 

comparison and statistical analysis of relative expression 

results in real-time PCR. Nucleic Acids Research 30:e36. 

Rakei A, Maali-Amiri R, Zeinali H, Ranjbar M (2016) 

DNA methylation and physio-biochemical analysis of 

chickpea in response to cold stress. Protoplasma 253:61-

76. 

Rayapati PJ, Stewart CR (1991) Solubilization of a proline 

dehydrogenase from maize (Zea mays L.) mitochondria. 

Plant Physiology 95:787-791. 

Saeed A, Hovsepyan H, Darvishzadeh R, Imtiaz M, 

Panguluri SK, Nazaryan R (2011) Genetic diversity of 

Iranian accessions, improved lines of chickpea (Cicer 

arietinum L.) and their wild relatives by using simple 

sequence repeats. Plant Molecular Biology Reporter 

29:848-858. 

Sairam RK, Rao KV, Srivastava GC (2002) Differential 

response of wheat genotypes to long term salinity stress in 

relation to oxidative stress, antioxidant activity and 

osmolyte concentration. Plant Science 163:1037-1046. 

Sanchez DH, Cuevas JC Chiesa MA, Ruiz OA (2005) Free 

spermidine and spermine content in Lotus glaber under 

long-term salt stress. Plant Science 168:541-546. 

Sanchez DH, Cuevas JC, Chiesa MA, Ruiz OA (2005) 

Free spermidine and spermine content in Lotus glaber 

under long-term salt stress. Plant Science 168:541-546. 

Santa-Cruz A, Acosta M, Rus A, Bolarin MC (1999) 

Short-term salt tolerance mechanisms in differentially salt 

tolerant tomato species. Plant Physiology and 

Biochemistry 37:65-71. 

Shang H, Cao S, Yang Z, Cai Y, Zheng Y (2011) Effect of 

exogenous γ-aminobutyric acid treatment on proline 

accumulation and chilling injury in peach fruit after long-

term cold storage. Journal of Agricultural Food Chemistry 

59:1264-1268. 

Shelp BJ, Bozzo GG, Trobacher CP, Zarei A, Deyman 

KL, Brikis CJ (2012a) Hypothesis/review: contribution of 

putrescine to 4-aminobutyrate (GABA) production in 

response to abiotic stress. Plant Science 193:130-135. 

Sheteiwy M, Shen H, Xu J, Guan Y, Song W, Hu J 

(2017)Seed polyamines metabolism induced by seed 

priming with spermidine and 5-aminolevulinic acid for 

chilling tolerance improvement in rice (Oryza sativa L.) 

seedlings. Environmental and Experimental Botany 

137:58-72. 

Song Y, Diao Q, Qi H (2015) Polyamine metabolism and 

biosynthetic genes expression in tomato (Lycopersicon 

esculentum Mill.) seedlings during cold acclimation. Plant 

Growth Regulation 75:21-32. 

Sotiropoulos TE (2007) Effect of NaCl and CaCl2 on 

growth and contents of minerals, chlorophyll, proline and 

sugars in the apple rootstock M4 cultured in vitro. 

Biologia plantarum 51:177-180. 

Su GX, Bai X (2008) Contribution of putrescine 

degradation to proline accumulation in soybean leaves 

under salinity. Plant Cell Environment 52:796. 

Tanou G, Ziogas V, Belghazi M, Christou A, Filippou P, 

Job D, Molassiotis A (2014) Polyamines reprogram 

oxidative and nitrosative status and the proteome of citrus 

plants exposed to salinity stress. Plant Cell Environ 

37:864-885. 

Tavakoli M, Poustini K, Alizadeh H (2016) Proline 

accumulation and related genes in wheat leaves under 

salinity stress. Journal of Agricultural Science 18:707-716. 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

g.
ge

ne
tic

s.
ir

 o
n 

20
25

-1
0-

22
 ]

 

                            13 / 14

https://mg.genetics.ir/article-1-1770-fa.html


 رضا معالی امیری و همکاران  ...پرولين نخود زراعی از بيوسنتزی ارزيابی مسير

 

 220 1041پاییز / 3شماره / هفدهمدوره / ژنتیک نوین

 

Tavladoraki P. Cona A, Federico R, Tempera G, 

Viceconte N, Saccoccio S, Agostinelli E (2012) Polyamine 

catabolism: target for antiproliferative therapies in animals 

and stress tolerance strategies in plants. Amino acids 

42:411-426. 

Tiburcio AF, Altabella T, Bitrián M, Alcázar R (2014) The 

roles of polyamines during the lifespan of plants: from 

development to stress. Planta 240:1-18. 

Tonon G, Kevers C, Faivre-Rampant O, Graziani M, 

Gaspar T (2004) Effect of NaCl and mannitol iso-osmotic 

stresses on proline and free polyamine levels in 

embryogenic Fraxinus angustifolia callus. Journal of Plant 

Physiology 161:701-708. 

Turchetto-Zolet AC, Margis-Pinheiro M, Margis R (2009). 

The evolution of pyrroline-5-carboxylate synthase in 

plants: a key enzyme in proline synthesis. Molecular 

Genetics and Genomics 281:87-97. 

Verbruggen N, Hermans C (2008) Proline accumulation in 

plants: a review. Amino acids 35:753-759. 

Walter HJP, Geuns JM (1987) High speed HPLC analysis 

of polyamines in plant tissues. Plant Physiology 83:232-

234. 

Wang X, Chen Q, Wu Y, Lemmon ZH, Xu G, Huang C, 

Tian F (2018) Genome-wide analysis of transcriptional 

variability in a large maize-teosinte population. Molecular 

plant 11:443-459. 

Weiberg A, Karlovsky P (2009) Components of variance 

in transcriptomics based on electrophoretic separation of 

cDNA fragments (cDNA‐AFLP). Electrophoresis 

30:2549-2557. 

Wimalasekera R, Villar C, Begum T, Scherer GFE 

(2011b) COPPER AMINE OXIDASE1 (CuAO1) of 

Arabidopsis thaliana contributes to abscisic acid- and 

polyamine-induced nitric oxide biosynthesis and abscisic 

acid signal transduction. Molecular Plant 4:663–678. 

Wimalasekera R, Tebartz F, Scherer GF (2011a) 

Polyamines, polyamine oxidases and nitric oxide in 

development, abiotic and biotic stresses. Plant Science 

181:593–603. 

Zhang X, Shen L, Li F, Meng D, Sheng J (2013) Hot air 

treatment‐induced arginine catabolism is associated with 

elevated polyamines and proline levels and alleviates 

chilling injury in postharvest tomato fruit. Journal of 

Science Food Agriculture 93:3245-3251. 

 

 

 

  

 

 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

g.
ge

ne
tic

s.
ir

 o
n 

20
25

-1
0-

22
 ]

 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                            14 / 14

https://mg.genetics.ir/article-1-1770-fa.html
http://www.tcpdf.org

