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Abstract 

 

Objective 

Metabolic adaptation to cold stress plays an important role in the growth, survival and 

yield of crops. Gamma aminobutyric acid (GABA) as an osmolyte may take part in 

counteracting the oxidative stress induced by cold stress in chickpea. 

 

Material and methods  

In this experiment, content of Putrescine (Put), GABA, Hydrogen Peroxide (H2O2), 

activity of Diamine Oxidase (DAO) and relative expression of Glutamate 

Gecarboxylase1 (GAD1) gene in cold-tolerant (Sel96th11439) and cold-sensitive 

(ILC533) chickpea (Cicer arietinum L.) genotypes under cold stress (4°C) as a factorial 

experiment in a Completely Randomized Design were studied.  

 

Results 

In tolerant genotype H2O2 content after a significant increase on the first day of cold 

stress decreased significantly on the sixth day of cold stress compared to control 

conditions (up to 4.7%) while its accumulation was observed in sensitive genotype (up 

to 50%). These results indicated a relative acclimation to cold stress in tolerant 

genotype. Under cold stress, GABA and Put contents in tolerant genotype was higher 

compared to sensitive genotype (up to 14% and 35%, respectively). Under cold stress, 
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in tolerant genotype increasing GABA content was accompanied with an increase in 

DAO activity and relative expression of GAD1 gene as biosynthetic pathways of this 

metabolite (up to 3- and 17-fold, respectively). The maximum activity of these two 

pathways was observed in tolerant genotype on the sixth day of cold stress.  

 

            Conclusions 

Under cold stress, the accumulation of GABA in tolerant genotype led to reduced cell 

damage (H2O2 results) and improved cold tolerance. These indices were useful in 

assessment of chickpea genotypes under cold stress and breeding programs. 

Key words: Diamine Oxidase (DAO), Gene expression, Hydrogen peroxide, Cold tolerance, 

Glutamate Decarboxylase1. 
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 Cicer)در نخود زراعی ( GABA) گاما آمینو بوتریک اسیدسنتز بیوارزیابی مسیرهای 

arietinum L.) تحت تنش سرما 
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 چکیده

 دیاسا کیاترنوبویآم امااگ گیاهان به تنش سرما نقش مهمی در رشد، بقا و عملکرد گیاهان زراعی دارد.گاری متابولیکی سازهدف: 

(GABA) د.دارمشارکت  سرما القا شده توسط ویداتیجهت مقابله با تنش اکسدر احتمالا عنوان اسمولیت  هب 

( و DAO) دازیاکسانیآمید میآناز تیفعال(، 2O2H) دروژنیدهیپراکس(، Put) نیسیپوتر ،GABA زانیمدر این پژوهش  :روش

 و( Sel96th11439) متحمال پیاژنوت دو در( GABA وسانتزی)ماورر در ب (GAD1) لازیدکربوکسا گلوتاماا  ژن ینسب انیب

توریال فاک شیآزمااصور   به لسیوسچهار درجه س سرما تنش تحت( .Cicer arietinum L) یزراع نخود( ILC533) حساس

 مطالعه شد.در قالب طرح کاملا تصادفی 

داری در مقایساه باا معنای ، در روز ششم کاهشتنش دار در روز اولپس از افزایش معنی 2O2H میزاندر ژنوتیپ متحمل  :نتایج

ی که بیانگر سازگاری نتایج ،(درصد 50)تا مشاهده شدکه تجمع آن در ژنوتیپ حساس حالیدر  درصد 7/4)بیش از  شاهد نشان داد

و  14تا ه ترتیب ب متحملدر ژنوتیپ Put و  GABA هایمتابولیت میزانتحت تنش سرما نسبی به سرما در ژنوتیپ متحمل بود. 

عالیات آنازیم فدر ژنوتیاپ متحمال  ،سارما تنش تحت GABAافزایش میزان  موازا  به. بود حساسژنوتیپ صد بیشتر از در 35

DAO ژن  نسبی و بیانGAD1 برابار( 17و  3ا تا)به ترتیاب  یافت داریمعنیافزایش  عنوان مسیرهای بیوسنتز این متابولیتبه .

  .شد مشاهده سرما تنش از ششم پس روز در متحمل ژنوتیپفعالیت این دو مسیر در  حداکثر
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درجاه د و بهباو( 2O2H)نتاای  سلولی  آسیبکاهش  منجر بهدر ژنوتیپ متحمل  GABAتحت تنش سرما تجمع  :یریگجهینت

 در آنهاا رگیریبکااو  ماورر باوده  سارما تانش تحات نخود هایژنوتیپ ارزیابی در هاییشاخص چنین .شدتحمل نخود به سرما 

 .است مفید نژادیبه هایبرنامه

 لازیکربوکسدگلوتاما   سرما،تحمل  ،دروژنیدهیپراکس ،ژن انیب ،(DAO) دازیاکسنیآمید میآنز :یدیکل هایواژه

 

 مقدمه

که  فصل همراه است آخر رطوبت کمبود و خشکی مانندبا مخاطراتی  (.Cicer arietinum L)زراعی نخود  بهاره کشت

  به توجه با گیاه این یا زمستانه پاییزه هایکشت .شودمی هکتار در کیلوگرم 300-400تا میزان  تولیدوری و بهره کاهش به منجر

 et 2014) شودمی نخود محسوب پاییزه کشت توسعه در کننده محدود عامل سرما لیکن ،امکان پذیر بوده رطوبت وجود و بارندگی

al. Kazemi Shahandashti.)  بهبود تولید  در سازگاری،نژادی بههای اساسی برنامه تحمل به تنش سرما یکی از بهبودبنابراین

 انواعاز حد  رما تجمع بیشاز جمله سهای غیر زیستی تنشدر طی (. Heidarvand et al. 2011و عملکرد نخود زراعی است )

های اسید ها و مولکولآنزیم ،هااز جمله پروتئینهای سلولی به ماکرومولکولهای شدید آسیب سبب( 1ROS(اکسیژن فعال 

آنها، ها و تنش اکسیداتیو القا شده توسط ROSدر جهت مقابله با (. Amini et al. 2017شود )های گیاهی مینوکلئیک در سلول

 Heidarvand et) شودایجاد میها ها و فعالیت آنزیمتنظیم تظاهر ژن از طریقها تغییر میزان متابولیت بافرایند سازگاری به تنش 

al. 2013.) تواند سبب تغییر متابولیسم ها میبا تغییر الگوی بیان ژن ژنومریزی مجدد های محیطی برنامهبنابراین تحت تنش

 کاتیونیپلی تیاسمولی ( در واقع3PAsها )آمینپلیترین عضو خانواده (، سبک2Putپوتریسین ) سلولی و هموستازی جدید شود.

. این Handa and Mattoo, 2010)مشارکت دارد )های محیطی و پاسخ به تنشدر پویایی فرایندهای سلولی است که 

 به( 6SPDSسینتاز )توسط اسپرمیدینو در ادامه در یک مسیر بیوسنتزی تولید  5یا سیترولین 4ماده ارنیتیناز پیش متابولیت

شوند می ( تجزیه9GABA) گاما آمینوبوتریک اسید( به 8DAOاکسیداز )آمینتوسط دی یا شده ( تبدیل7Spdاسپرمیدین )

(Madhulata et al. 2014).  یحفاظت نقش بهمطالعا  انجام شده Put دارد اشاره یطیمح یهادر پاسخ به تنش (Knight 

and Knight, 2012; Barrero-Gil and Salinas, 2013ونجهیو  ایاز جمله گندم، برن ، لوب اهانیگ یدر برخ کهیطوره( ب 

 Guye et al. 1987; Nadeau et al. 1987; Lee) کندمی فایانقش سرما به در بهبود تحمل  Putخصوص به PAsتجمع 

                                                           

1- Reactive oxygen species; ROS 

2- Putrescine; Put  

3- Polyamines; PAs 

4- Ornithine 

5- Citroline 

6- Spermidine synthase 

7- Spermidine 

8- Diamine oxidase 

9- Gama-aminobutyric acid 
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et al. 1997 .) تجمعPut میبا حذف مستقROS  در جهت حذف  دانیاکسیآنت یهامیآنز تیفعال کیبا اتصال و تحر ایها و

ROSوسنتزیب شیافزا نیها و همچن GABA اهانیسرما در گبه بهبود تحمل  با ( در ارتباط استDuan et al. 2008 در .)ارقام 

 شیافزا Put یدر رقم حساس محتو کهیدر حال افتهی شیافزا شهیتنش سرما در ساقه و ر یط Put یبرن  متحمل به سرما محتو

 تواندیم اهانیدر گ Put یمحتو شیافزا رسدبه نظر می. (Lee et al. 1997)داشته است  شهیدر ساقه و کاهش در بافت ر یجزئ

 (.Alcázar and Tiburcio 2018استفاده شود ) نییپا یتحمل به دما یابیدر ارز یکیبه عنوان نشانگر متابول

 و برابر یبار مثبت و بار منف یهاگروهبا تعداد  یمولکول ،دارچهار کربنه نیتروژن 1آزاد ینواسیدآمیک  دیاس کیبوتر نویآم گاما

و در  یستیزیرغ یهادر پاسخ به تنش یمیرآنزیغ اسموپروتکتنت عنوانهبکه  ستا اآنه حذفو  ROSاتصال به  تیخاص یدارا

محافظت در برابر  و یسلول رسانیپیام، )3TCA(کربوکسیلیک اسید تری چرخه تنظیم اسمزی و سیتوپلاسمی، ،2شارکربن

و  یباقلا، چا فلفل، جمله از اهانیگ یبرخ در .(Yang et al. 2011; Li et al. 2017کند )ایفای نقش می ویداتیاکس یهاتنش

 یسلول یهابیبا کاهش آس GABA یامحتو شیافزا ،یو شور ژنیاکس بودشینور، کمبود  و ب کمبودتحت تنش  ایسو شهیر

 یهاتحت تنش سیدوپسیگزارش شده که در آراب (.Xiang et al. 2007; Yang et al. 2011; Li et al. 2017) همراه بود

-بوتهبر روی  GABAاستعمال (. Planas-Portell et al. 2013) ه استشد GABAباعث تجمع  PAs هیتجز یستیرزیغ

 ژنیکمبود اکس طیتحت شرابه ترتیب  یسلول یبه غشا ویداتیدر کاهش خسار  اکس ییبالا ییکارا یفرنگگوجهو  خربزه های

(Wang et al. 2014و تنش )داشته استاز جمله سرما  یطیمح یها (Malekzadeh et al. 2014 .)ینتا اساس بر  

 شیهلو تحت تنش سرما و افزا وهیدر م دانیاکسیآنت یهامیآنز تیفعال شیباعث افزا GABA استعمال نیشیپ یهاپژوهش

 میزان، یگیاههای سلولبر اساس مطالعا  انجام شده در (. Yang et al. 2011شده است ) یدوره انباردار یتحمل سرما در ط

GABA شود:  الف( مسیر مسیر مختلف آنزیمی سنتز می توسط دوGABA-Shunt  مسیر اصلی تولید(GABA  در بسیاری از

های هیدروژن و کلسیم یونتجمع اسیدی فعالیت کرده و با  pH( که در 4GADآنزیم گلوتاما  دکربوکسیلاز ) با وساطتگیاهان( 

و  DAOتوسط فعالیت آنزیم  Putتجزیه ب(  و (Hyun et al. 2013) شودفعال می یستیرزیغ یهاتنشلی تحت وسیتوس

تواند در نیز می GABAمسیر تخریب  .)6201 et al. Wang(( 5PAOاکسیداز )آمینپلی توسط فعالیت آنزیم Spdتجزیه 

صور  ( به 6T-GABA) آمینازترنس GABA توسط آنزیم GABAدر سلول ایفای نقش کند. تخریب  GABAتنظیم میزان 

 آلدئید دهیدروژنازسمیسوکسینیکشده که توسط ( 7SSA) آلدئیدپذیر منجر به سنتز سوکسینیک سمیبرگشتواکنش 

                                                           

1- Free amino acid 

2- C flux 

3- Tricarboxylic acid 

4- Glutamate decarboxylase 

5- Polyamine oxidase 

6- GABA transaminase 

7- Succinic semialdehyde 
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(1SSADH سوکسینیک )اسید را سنتز می( 2012کند et al.Shelp  سوکسینیک .)نیتروژن -اسید نیز برای حفظ چرخه کربن

 Gill) سرما مرتبط استبه تحمل  یجادا برای GABAمانند  یگرد یبا کاملا با ترک PAs یسممتابول شود.می TCAوارد چرخه 

and Tuteja, 2010) سازی مسیر تجزیه با فعال کهبه طوریPut ،GABA شودسنتز می Yang et al. 2011).)  آنزیم

DAO (1.4.3.6EC گروهی از آمین ) اکسیدازهای(AOs( ( گیاهی حاوی مسsCuAO )است (2006 et al.Cona  ) که با

نقش مهمی در ( 2Cadکاداوارین )های دیگر از جمله متابولیتو  Putاکسیداسیون سلولی از طریق  GABAو  PAsتنظیم میزان 

 Angeliniکنند )های زیستی و غیرزیستی ایفا میو پاسخ به تنش یریپ ،یگلده ،تنظیم فرایندهای فیزیولوژیک از جمله رشد، نمو

b a,2011 et al.; Wimalasekera 2010 et al.)2رسان فرایندی که مولکول پیام ؛O2H 3را نیز از طریق کاتابولیسم انتهایی 

PAs تولید می( کندMinocha et al. 2014; Tiburcio et al. 2014 .)با  میآنز نیا تیفعال زانیمطالعا  انجام شده ارتباط م

سازگار شده  اهچهیدر گ که یطورهرا نشان داده است ب یطیمح یهابه تنش یمنظور سازگاره ب Putو  GABA یمحتو میتنظ

 .Song et al) افتی شیحساس افزارقم با  سهیدر مقا یریدر رقم متحمل به طور چشمگ DAO تیفعال یفرنگبه سرما گوجه

رقم و در  شیرقم متحمل افزادر  DAO تیفعال ،با شاهد سهیانبار شده تحت تنش سرما در مقا zucchini وهی(. در م2015

تحت تنش  اریخ اهچهیگ در میآنز نیا تیبا فعال نیآمیپل یامحتو ارتباطبا توجه به (. Palma et al. 2014) افتیحساس کاهش 

 تیفعال داریمعن شیافزا(.  (Duan et al. 2008تافی شیافزانیز  DAO میآنز تیفعال Put یمحتو شیهمزمان با افزا ،یشور

از جمله  یستیرزیغ یهابه تنش اهیدر بهبود تحمل گ تواندیپاسخ به سرما م یکیمتابول یرهایکاراتر کردن مس قیاز طر میآنز نیا

 رود بکارنخود تحت تنش سرما  یهاپینوتژ ییشناساتحمل در  یکیمتابول یهااز شاخص یکیعنوان  هب وسرما نقش داشته 

(Shelp et al. 2012 .) 

 ،هماهنگ اییوهبه ش مشخص رسانپیام یک که، به طوریمشخصی هستند هایسوبسترادارای   GABAو هاآمینپلی

 ( و درYamamoto et al. 2012) کرده القا های محیطیدر پاسخ به تنشها ROSحذف  ایربرا  یوسنتزیب یرهایمس ینا

های و پاسخ GABAکاهش میزان . (Zarei et al. 2016)سازگاری به تنش مورر است پاسخ ها در میزان این متابولیت تجمع

تایید کننده فرضیه  انددر آن از دست رفته GADهای بیوسنتزکننده آرابیدوپسیس که ژنیافته جهشگیاهچه دفاعی سلول در 

 .Mekonnen et al. 2016; Zarei et al) است یشور و یخشک از جمله یطیمح یهاتنشپاسخ به  درآنها  مشارکت

گیاهی متفاو   هاییا گونه هاژنوتیپبر اساس نوع، شد  و مد  زمان تنش در ها مع اسمولیتتج زانیموجود  نیبا ا .(2017

 یهاپاسخ یبرخ یبررسپژوهش  نیهدف ا .Hussain et al. 2011)تنش است ) گیاه به بیانگر درجه تحمل کهبه طوریبوده 

( Sel96th11439) متحمل و( ILC533حساس ) پیژنوت دوبه تنش سرما در  یسازگار یو مولکول ییایمیوشیب-یکیولوژیزیف

درک  بهسلول  یو عوامل دفاع تنش بیآس جادیا منابع نیب یاحتمال ارتباط یبررس. است یکابل (.C. arietinum L) نخود

                                                           

1- SSA dehydrogenase 

2- Cadavarine 

3- Terminal catabolism 
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 یریبکارگدر جهت  سرما تنش تحت اهیگ نیا تحملبهبود  ایبقا و  شیافزا منظوره بتحمل به تنش سرما در نخود  یهاسازوکار

 .شد خواهدمنجر  ینژادبه یهابرنامه در هاآن

 Sel96th11439  (.C.arietinum L) زراعای در این پژوهش از دو ژنوتیاپ نخاود: مواد گیاهی و شرایط رشد

 منشاا )حساس به سارما ILC533( و ILC 482×ILWC 182 یهاپیژنوت یتلاق از حاصل و کاردایا منشا با سرما به متحمل)

شارقی(  آذربایجاان از موسسه تحقیقا  کشاورزی دیم ایران )مراغاه،راهم شده ف )اندنشده یابیرد هنوزاجداد آن  هک مصرگرفته از 

 دقیقاه 10باه ماد   درصاد 10 م. بذور با هیپوکلریت سادیHeidarvand et al. 2011; Saeed et al. 2011)) استفاده شد

ها در شرایط دیشدیش با رطوبت لازم قرار گرفت. پتریضدعفونی شده و پس از شستشو با آب مقطر بر روی کاغذ صافی در پتری

قطر دهاناه با  یهاها به گلدانهچهزنی، گیاقرار گرفتند و پس از جوانه روزشبانه سه مد  به لسیوسس درجه 23 دمایبدون نور و 

ها گلادان انتقال یافت. (یحجم 25/0 به کیبه  سه نسبت به یکود دام وماسه  ،رس یحاو متریسانت دهو ارتفاع  متریسانت دوازده

 16میکرومول بر مترمربع بر رانیه و شرایط ناوری 200رشد آزمایشگاه گروه زراعت و اصلاح نباتا  دانشگاه تهران با نور  در اتاقک

های گیاهی به قرار داده شد. جهت بررسی پاسخ درصد 75و رطوبت نسبی  لسیوسس درجه 23 ساعت شب و دمای 8ساعت روز و 

)آروین تجهیاز، به اتاقک رشد  (شاخهپن   حداقل یو دارا متریسانت 20ارتفاع حدود  با)ها تنش سرما، در روز بیست و یکم گیاهچه

 Kazemi2005 et al.Nayyar ;-)ند منتقل شاد( نخود 05LT یدما عنوان هب) لسیوسسچهار درجه با دمای اصفهان، ایران( 

Shahandashti et al. 2014). در ی کیولاوژیزیف گاهدیاد از فعال یهابرگ عنوان هب اهچهیگ هر یانیم یهابرگاز گیری نمونه

های پاسخو روز ششم پس از شروع تنش )جهت بررسی  (های زودهنگام گیاهروز اول پس از شروع تنش سرما )جهت بررسی پاسخ

ها در اتاقک رشد گیری از گیاهچه. نمونه(Amini et al. 2017; Karami-moalem et al. 2018) انجام شد دیرهنگام گیاه(

 شاد گرفتاه درنظار ساانکی اهاانیگ تماام کیولوژیزیف)سن  انجام گرفتگیاهان شاهد  عنوانه بنیز  سلسیوس درجه 23با دمای 

(Hurry and Huner, 1991; Kazemi-Shahandashti et al. 2014). هاای سالولی در پاساخ بنابراین در ایان پاژوهش

در دو  ی چهاار درجاه سلسایوساز شروع تنش سرما پسروز  شش و روز کی ،سلسیوس درجه 23 تحت شرایط دمایی هااهچهیگ

 رسی شد.ژنوتیپ متحمل و حساس بر

با نیتروژن مایع در هاون چینای  یبرگگرم نمونه تازه یلیم 350مقدار : (2O2Hسنجش میزان پراکسید هیدروژن )

کلرواساتیک اساید یاک لیتر محلاول تریمیلی 5لیتری انتقال یافت و سپس میلی 15به پودر تبدیل شد. پودر تهیه شده به فالکون 

شد. تیوب حاوی نموناه ار داده ها در حمام یخ قرشدن نمونهها تا یکنواختدرصد )محلول در حمام یخ( به تیوب اضافه شد و  تیوب

لیتر از میکرو  500سانتریفیوژ شد. سپس  g 12000 ×با سرعت  سلسیوسچهار درجه دقیقه و در دمای  15یکنواخت شده به مد   

ماولار میلی 10لیتار باافر فسافا  میلی 5/0و   لیتر محلول یک مولار یدید پتاسایممایع رویی به یک تیوب جدید حاوی یک میلی

بار وارونه کردن تیوب در محیط تاریک برای یکنواخت نمودن محتوی آن، مقدار جذب هر نمونه در طاول  افزوده شد و پس از چند
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 Loreto and) گیری شادانادازه( Shimadzu UV-160, Kyoto, Japan) اساپکتروفتومتردساتگاه  توساط nm  390موج

Velikova 2001) .شد. انیب تر گیاهمول در هر گرم وزن میکروصور  ب  ینتا 

 از بافت گرممیلی 250 شد. نجاماWalter and Geun   (1987)روش به Put کمی سنجش: Putمیزان   سنجش

 از در لیتار گارممیلای 5 (2نآمینوهپتاادی 7 و1حااوی  درصاد چهاار (1PCAاساید ) پرکلریاک محلاول لیتارمیلی دو در یبرگا

 درصاد 45 )پالایشاگر (از فیلتار ،لسایوسچهار درجاه س در قرارگیری ساعت از یک پس شد. هموژنیزه )نرمال 2اسیدکلریدریک 

 محلاول لیتاریاک میلی و ,pH 9 کربنا  باا بافر لیترمیلی یک محلول، این از لیتر میلی بر روی دو دهم .شد داده عبور میکرونی

 100میکرولیتر محلول پارولین ) 50پس از اضافه کردن  مخلوط شد. و ضافها )استون لیترمیلی یک در گرممیلی10 (3کلرایددانسیل

رانیاه ورتکاس شاد و  30میکرولیتر تولوئن به آن اضافه و به مد   400کلراید اضافی حذف شد و سپس گرم در لیتر( دانسیلمیلی

 باه شاد.اساتفاده  HPLCتوسط   Putبی به مد  دو دقیقه فاز آلی برداشته و این محلول برای ارزیا g 500 × فوژیسانترپس از 

 10 طول به معکوس فاز نوع از Chrompack-Nederland ستون به پایانی محلول از میکرولیتر Put ، 10 کمی ارزیابی منظور

 Unickam-crystal 200  (Cambridgeshire, UK)مادل HPLC دساتگاه به متصل متریلیم سه یداخلو قطر  متریسانت

 و یحجما/یحجم 28 به 72 نسبت به بیترتبه زهیونید آب و بالا اریبسبا خلوص  لیتریمتحرک شامل مخلوط استون فاز شد. تزریق

 ماوج طول در است که UV نوع از دستگاه این دتکتور انجام شد. کیزوکراتیا سامانه در آنحرکت  قهیبر دق متریلیم دو سرعت با

 ریمقااد و یداخلا اساتاندارد عناوانه ب( HTD) نوپنتانیآمید 7،1 از استفاده با ینسب ونیبراسیروش کال از .شد تنظیم نانومتر 337

مورد  یهانمونه در آن یسنجغلظت و Putوجود  نییتع یبرا گمایس شرکت ازشده  یداریخرنانومول  5/1تا  3/0از  Putاستاندارد 

 شد. انیب اهیگ ترصور  نانومول در هر گرم وزن به   ینتا .(López-Gómez et al. 2016) شد استفاده شیآزما

 درصاد 70)حاوی اتانول  ECAمیکرولیتر محلول  800ی در برگ بافتگرم میلی 250مقدار : GABAسنجش میزان 

)حجمی/ حجمی/ حجمی( هموژنیزه و در  12:5:1به نسبت   ( یک دهم مولار(HClی، کلروفرم و هیدروکلریک اسید )حجم/یحجم

 ×با سرعت سلسیوسچهار درجه دقیقه و در دمای  10به مد   و پس از آن ههاون پودر شد. سپس به مد  یک دقیقه ورتکس شد

g  12000 روشاناورها بااهم مخلاوط ب جدید انتقال یافت. فرایند استخراج مجددا دو مرتبه تکرار و ویتشد. روشناور به  وژیفیسانتر

قرار گرفت. سپس فاز مایع در مد  یاک سااعت در دساتگاه  سلسیوسچهار درجه  روز در دمایشدند. روشناور به مد  یک شبانه

لیتار اساتونیتریل افازوده میلی 2/1میکرولیتر متانول و  300مانده در هر تیوپ باقی تیپلخشک شد. به  Speed Backکن خشک

 GABA ،15 کمای ارزیاابی منظاور باه (.Palma et al. 2015میکرومتری عبور داده شاد ) 22/0ق از فیلتر شد و پیش از تزری

 دساتگاهمتصال باه  متاریلیم 6/4 یداخل قطر و متریلیم 250 طول به Hewlett-Packard سیستم به این محلول از میکرولیتر

HPLC کیادرصاد فرم 01/0 یمحلول آب مقطر حااوبر دقیقه شامل  ترلییلیم 4/0 سرعت با)شستشو(  متحرک فاز. شد قیتزر 
                                                           

1- Perchloric acid (CLO4H) 

2- 1,7-diaminoheptane 

3- Dansyl chloride 
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 نموناه از. شاد تنظایم ناانومتر 330 ماوج طول در و فلورومتریک نوع از دستگاه این دتکتور(. Oh and Choi, 2001) بود دیاس

 .شاد اساتفاده آن غلظات تعیین و GABA وجود تعیین برای (Cat≠A2129، گمایس شرکتخالص  GABA محلول) استاندارد

 .شد انیب نیپروتئ گرمیلیم بر کرومولیصور  مه ب  ینتا

لیتر باافر میلی 2/1ی در برگ بافت گرممیلی 400پس از پودر کردن : DAO (EC 1.4.3.6) سنجش فعالیت آنزیم

باا  سلسایوسچهاار درجاه دقیقاه و در دماای  20باه ماد  ها ( نمونه = 5/6pHمولار با میلی 100استخراج )بافر سدیم فسفا  

 (. واکنش سنجش فعالیت آنازیمLópez-Gómez et al. 2014شد )و مایع رویی برداشته  شده وژیفیسانتر g  10000 ×سرعت

DAO  5/6با  مولاریلیم 100فسفا   میبافر سدمیکرولیتر  630حاویpH =  ،70 میکرولیتار  25/6 (میکرولیتر محلاول واکانش

 pH ،)100 = 5/6باا  ماولاریلیم 100فسافا   میسادلیتر باافر میلی 25، 2پرینآمینوآنتی-4گرم میلی 5/2، 1آنیلنمتیلدی -انان

میکرولیتر نمونه برگای و  100(،  = 5/6pHبا  مولاریلیم 100فسفا   میسدلیتر بافر گرم در میلیمیلی 42/1میکرولیتر پراکسیداز )

در  میزان فعالیت این آنزیم ( بود. = 5/6pHبا  مولاریلیم 100فسفا   میسدافر لیتر بگرم هر میلیمیلی 2/3) Putمیکرولیتر  100

 ,Shimadzu UV-1603 cell positioner CPS 240A, Kyoto)نانومتر توسط دساتگاه اساپکتروفتومتر  550 طول موج

Japan) شد. نایب قهیدق در نیپروتئ گرمیلیم بر کرومولیم صور ه ب  ینتاگیری شد. اندازه 

به  کل سلول  RNAاستخراج:  Quantitative real-time PCRو واکنش cDNA، سنتز RNAاستخراج 

های بافت برگی خردشده به کمک از  مایع در هااون چینای اساتریل انجاام گرفات. کیفیات گرم نمونهمیلی 80ترایزول با روش 

RNA  تشکیل دو باند  (.1)شکل  یک درصد تعیین شد آگارزاستخراج شده توسط الکتروفورز بر روی ژلRNA 18ریبوزومیS   و

25S کیفیت بالای  ،بر روی ژلRNA  تخلیص شده را تایید کرد. برای بررسی کمی میازان غلظاتRNA  از دساتگاه ناانودراپ

(Thermo Scientific model 1000)  در طول موجnm260  استفاده شاد. در مرحلاه بعادRNA  اساتخراج شاده باا آنازیم

DNaseІ دو میکروگرم  شد. براساس روش پیشنهادی شرکت فرمنتاز تیمارRNA( یاک میکرولیتار باافر، یاک واحاد ،u آنازیم )

DNaseІ  واحد  10و(u) آنزیم  RNase inhibitorمخلوط و با افزودن آب ،DEPC   میکرولیتار رساانده  10حجم محلول به

شد و به ماد  ها اضافه به تیوب  EDTAد. سپس یک میکرولیترقرار گرفتن لسیوسدرجه س 37 دقیقه در دمای 30شد و به مد  

، cDNAبه منظور ساخت داری شدند. نگه سلسیوسدرجه  -80ها در شدند. تیوبداده  قرار سلسیوسدرجه  65 دقیقه در دمای 10

ید( مخلوط شد و حجام نوکلئوت 18-20پیکومول( ) یک) دی تیبا کمک آغازگر الیگو  DNaseتیمار شده با  RNAمیکرولیتر  پن 

قارار  سلسایوسدرجاه  70 دقیقه در دمای پن میکرولیتر رسانده شد. این مخلوط به مد   11به  DEPCمحلول با استفاده از آب 

با ( dNTPs)اکسی نوکلئوتری فسفا  میکرولیتر دی دومیکرولیتر بافر واکنش و  چهارگرفت و پس از آن روی یخ سرد شد. سپس 

 19باه  DEPCبه هار تیاوب اضاافه شاد و حجام محلاول باا آب  RNase inhibitorواحد آنزیم  20و  میکرومول 10غلظت 

                                                           

1- NN-dimethylaniline 

2- 4-aminoantiprine 
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 Revert( آنازیم uواحاد ) 200قرار داده شاد. بعاد از آن سلسیوس درجه  37دقیقه در دمای  پن میکرولیتر رسانده شد و به مد  

Aid M-Mulv شد. قرار دادهسلسیوس درجه  42 ک ساعت در دمایبه این محلول افزوده شده و پس از مخلوط کردن به مد  ی 

 

 DNA bp 100نشانگر ( 1: بیچپ به راست به ترت از .استخراج شده RNA ینگاره باندها .1شکل

( 5و  سرماتنش  اولمتحمل روز  پیژنوت( 4شاهد، حساس  پیژنوت( 3متحمل شاهد،  پیژنوت( 2، فرمنتاز

 اول سرماتنش روز  حساس پیژنوت

Figure 1. Extracted RNA. From left to right: 1) 100 bp DNA marker, Fermentas; 2,3) 

tolerant and sensitive genotypes under control conditions  and 4,5) tolerant and sensitive 

genotypes on the first day of cold stress 

 

منظور تاییاد باه قرار گرفتناد.درجه سلسیوس  70دقیقه در دمای  10ها به مد  سپس برای غیرفعال کردن واکنش، تیوب

سااخته شاده )پاس از  cDNA ( بر روی 2010 et al.Peng) )1ACTIN( 1اکتین 1داراز روش تکثیر ژن خانه cDNAسنتز 

و الکتروفورز آن بار روی ژل آگاارز   PCRر میکرولیتر( توسط دنانوگرم  200سنتز شده به  cDNAسازی و رساندن غلظت رقیق

ر میکارو لیتار دنانوگرم  1145. بود (bp 189دار )ژن خانه باشده  قطعه تکثیرمطابقت اندازه  نتای  حاکی ازیک درصد استفاده شد. 

RNA  برای سنتزcDNA  .میکرولیتار کیات حااوی رناگ فلورسانت  10واکنش شاامل میکرولیتر مخلوط  20مقدار استفاده شد

Evagreen ،3  10با غلظات  معکوسو  مستقیم میکرولیتر آب مقطر استریل، یک میکرولیتر از هر یک از آغازگرهای اختصاصی 

 .بررسای شاد (1:20 نسابت با شده قیر میکرو لیتر )رقدنانوگرم  250سنتز شده با غلظت  cDNAمیکرولیتر نمونه  5 میکرومول و

و سه تکرار تکنیکی استفاده شد. پس از آماده کردن مخلوط واکنش، پلیت ماوردنظر باه دساتگاه  زیستیبرای هر واکنش دو تکرار 

iQ5 تکارار باا  35و درجاه سلسایوس  94دقیقاه در دماای  2ای پلیمراز به این صور  انجام گرفت: منتقل شد و واکنش زنجیره

درجه  72رانیه در دمای  10 آغازگر( و mT)درجه سلسیوس  57 یرانیه در دما 10، درجه سلسیوس 95 رانیه در دمای 10های چرخه

ذوب باا خناک  یانجام شد. منحنا 3ذوب یمنحن لیو تحل هیبا استفاده از تجز 2دهش ریبودن قطعا  تکث یاختصاص دییتاسلسیوس. 

                                                           

1- House-keeping gene 

2- Amplicon 

3- Melting curve 

5        4        3        2       1     
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 30درجه سلسیوس به ماد   55 یدما در سپسربت شد،  هیدرجه سلسیوس در ران 20 سرعت بادرجه سلسیوس  55 یدما تاشدن 

 .افاتی شیافازادرجاه سلسایوس  95 یتاا دماا هیدرجه سلسیوس در ران 5/0 سرعت با آهسته شیگرما باماند و سپس  رابت هیران

اسااس  شاد. بار یریگاندازه Evagreenرنگ  کینظار  بر تفک یبرا ،آهسته دما شیبه طور مداوم در طول دوره افزا فلورسانس

 در آغازگرهاا تماامدر  PCR کاارایی( 1:100 و 1:50، 1:20، 1:10، 1رقات ) الیپن  سر از حاصلشده  رسماستاندارد  یهایمنحن

 یهاایمنحنا  یباا توجاه باه نتاا (.(Pfaffl et al. 2002 باود -42/3 و -23/3  نیب ونیخط رگرس بیبود و ش 2تا  9/1حدود 

نموناه  هاردر  )1ACTIN( دارخاناه ژنهادف و  ژن زانیام نیمحاسابه نسابت با یتوان برایم REST1 افزاراستاندارد، از نرم

 یآغاازگر بارا یطراح  .) 2001Livak and Schmittgen( استفاده کرد ژن آن ینسب انیب عنوانه ب CTΔΔ-2با روش مشخص

 Integrated DNA Technologies, Inc. (IDT) یبا استفاده از تارنما GAD1  (XM_004503044.3)یژن اختصاص

باه آدرس  Primer 3 یباا اساتفاده از تارنماا ACTIN1 رداژن خاناه نیهمچنا و https://www.idtdna.comباه آدرس 

www.embnet.sk/cgi-bin/primer3www.cgi انجاام گرفات مناساب ا یصوصاخ یدارا یبه آغازگرهاا یابیدست یبرا 

 . (1جدول )

  (qPCR) واقعی زمان در پلیمراز ایزنجیره واکنش در شده استفاده آغازگر هایتوالی .1جدول

Table 1. Primer sequences used in qPCR amplification 

 

Length 

(bp) 

Ta 

(°C) 
Sequence (5´-3´) 

Protein 

name 

Gene 

name 
Accession No 

124 58 
F:GTGTTGTCATAAGGGAGGACTT  

R:CTAGTGCTGCTGCTCCTATTT 

Glutamate 

decarboxylase1 
GAD1 XM_004503044.3 

189 57 
F: CTACGAATTGCCTGATGGAC 

R: CCTCCTGAAAGGACGATGTT 
Actin1 Act1 EU529707.1 

 

 هسا و یتصادف یریگنمونهاین مطالعه بر اساس آزمایش فاکتوریل در قالب طرح کاملا تصادفی با آماری:  های بررسی

ژن  ینساب انیبخش ب یهاشیآزما یبرا یکیتکن سه تکرارو  یستیدو تکرار ز و یولوژیزیبخش ف یهاشیآزما یبرا یستیز تکرار

GAD1 دانکن روش به میانگین مقایسة نجام شد و آزمونا (01/0P <) افزار نرم با و SAS 9.4  شد انجام. 

  

                                                           

1- Relative expression software tool 
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 نتایج و بحث

 ژنبیاان  و DAO آنازیم، فعالیات 2O2H، Put ،GABAداری باین تیمارهاای آزمایشای از نظار میازان تفاو  معنای

1GAD (01/0< P تفاو  معنی2( وجود داشت )جدول .) 2دار میزانO2H   تحت شرایط شاهد نشان دهناده اخاتلاف در تنظایم

(، نتایجی که به وسیله دیگر محققین نیاز 2متابولیسم سلولی در ارر ظرفیت ژنتیکی متمایز دو ژنوتیپ متحمل و حساس بود )شکل 

های تانش کاه از مهمتارین شااخص 2O2Hمیزان تجمع  (. et al.; Ansari 2017 et al.Razmi 2018) گزارش شده است

(، تحت تنش سرما در ژنوتیاپ حسااس در Kazemi Shahandashti & Maali Amiri 2018باشد )اکسیداتیو در سلول می

دار در پس از افزایش معنایر ژنوتیپ متحمل . دتنش( ششم روز در درصد 69بیش از  حداکثر)مقایسه با ژنوتیپ متحمل بیشتر بود 

ی کمتار داریمعنا طور بهکه تجمع آن در مقایسه با شرایط شاهد طوری در روز ششم کاهش یافته، به 2O2Hمیزان روز اول تنش، 

 (%50)تاا که تجمع آن در ژنوتیپ حساس در مقایسه با شرایط شاهد به طور پیوساته افازایش یافات (، در حالی%7/4)بیش از  شد

های اکسیژن فعال و در نتیجه آن درجه تحمل به تنش سارما در دو ژنوتیاپ . بنابراین درجه خسار  ناشی از تجمع گونه(2)شکل 

 Kazemiباشاد )هاای نخاود میهای دفاعی ژنوتیپارتباط احتمالی تاریر پاسخاین نتای  بیانگر  باشد.نخود با یکدیگر متفاو  می

Shahandashti and Maali-Amiri 2018.) به تنش در نتیجه کاهش میازان  در گیاهان بخشی از سازگاریROS  سالولی

 Put( و یا تغییار در فعالیات مسایر تجزیاه GADاز طریق تنظیم سنتز آن )مسیر   GABAافتد که بدنبال تنظیم میزاناتفاق می

 پیاشده در ژنوت یریگاندازه میو آنز هاتیمتابول زانیمشاهد  طینشان داد که در شرا  ینتا(. Palma et al. 2014شود )ایجاد می

در هر دو  GAD1 ژن انیبو  DAO میآنز تیفعال و Put، GABA زانیم سرما تنش تحت. بود حساس پیژنوت از شتریبمتحمل 

 یجینتاا نیباود، چنا داریمعنحساس  پیژنوتبا  سهیمقا در اغلب متحمل پیژنوت در شیافزا نیا کهیطوربه افتی شیافزا پیژنوت

در اسات. یسالول ROSمقابله با آرار مخرب  یبرا GABA یمتحمل در جهت حفظ محتو پیتر ژنوتفعال یکیژنت تیظرف انگریب

 %116دار و در روز ششام تانش افازایش در مقایسه با شاهد در روز اول افزایش نسبی اما غیار معنای Putژنوتیپ متحمل میزان 

کمتر بود )تا  اریمتحمل بس پیبا ژنوت سهیدر مقا تیمتابول نیا زانیم شیحساس در روز ششم تنش افزا پیدر ژنوت کهیحال درداشت 

آزاد افزایش یافتاه،  Putهای آزمایش در گیاهان زراعی که در آنها تحت تنش سرما میزان الف(. این نتای  با یافته -3)شکل  (35%

داری بین میزان آسیب سرما )از جملاه معنیرسد در نخود زراعی ارتباط راین به نظر میبناب(. Zhang et al. 2013هماهنگ بود )

بار تساریع  Putپاشای در ماورد ارار محلول  et al.Kim )2002(وجود داشت، که با نتای   Put( و افزایش میزان 2O2H نتای  

هاا، باا آمین( در مسایر تجزیاه پلیAOsآکسایدازها )فرنگی تحت تنش سرما همخوانی داشت. آمینافزایش پایداری غشای گوجه

(. ایان فرایناد در  ,2008Groppa and Benavidesکنناد )تولید می نیز 2O2Hسازی آنها، های آزاد و خنثیاتصال به رادیکال

دار های زودهنگام و کاهش معنایدر پاسخ 2O2Hبه سرما نقش حیاتی دارد. افزایش نسبی میزان  هموستازی سلول و بهبود تحمل

های گیاهی های دفاعی سلولدر القا پاسخ 2O2Hرسانی ( بیانگر نقش پیام2آن در روز ششم تنش سرما در ژنوتیپ متحمل )شکل 

 مطابقت داشت. Putباشد که با افزایش میزان می
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 زانیم نیشتریب کهیبه طور افتی یداریمعن شیبا شاهد افزا سهیمتحمل در مقا پیتحت تنش در ژنوت GABA میزان

در روز ششم تنش در  GABA میزان نیزحساس  پی(. در ژنوتب-3درصد( )شکل  89آن در روز ششم تنش مشاهده شد )تا 

و هم تحت تنش  درصد( 33) شاهد طیل هم در شرامتحم پیوتاگر چه تجمع آن در ژن افتی یداریمعن شیبا شاهد افزا سهیمقا

 .Shelp et al یهاافتهیبا   ینتا نیا(. ب-3بود )شکل  شتریب حساس پیژنوت با سهیمقا در یداریبه طور معندرصد(  74 -80)

 یزانگزارش شده که م .شتمطابقت دا افته،ی شیافزا اهانیگ در GABA زانیم یستیرزیغ یهاتحت تنش که (2012)

GABA از جمله  یستیو ز یکیمکان یهابیسرما، گرما و آس ژن،یاز جمله کمبود اکس یستیرزیغ یهاتحت تنش اهانیدر گ

 (.Shelp et al. 2012) بدایمیها تجمع با پاتوژن یزخم و آلودگ ،یخواراهیگ

 

 دیاس کینوبوتریگاماآم و( Put) نیسیپوتر ،(2O2H) دروژنیه دیپراکسمیزان  واریانس تجزیه .2جدول 

(GABA)، دازیاکسنیآمید میآنز تیفعال (DAO) لازیدکربوکس گلوتامات ژن ینسب انیب و (GAD1 ) دو  در

 سرما تنش تحت  یزراع( نخود Sel96th11439متحمل ) و( ILC533حساس ) پیژنوت

Table 2. Variance analysis of hydrogen peroxide (H2O2), putrescine (Put) and gama-amino 

butyric acid (GABA) content, diamine oxidase (DAO) activity and relative expression 

glutamate decarboxylase1 (GAD1) gene in tolerant (Sel96th11439) and sensitive (ILC533) 

chickpea genotypes under cold stress 

S .O. V 
df  MS 

2O2H Put DAO GABA GAD1 

 پیژنوت

Genotype 

1 **3327.64 **3166.22 **1.8 **2.52 **218.3 

 تنش یزمان دوره

Stress period 

2 **747.98 **768.51 **3.05 **0.98 **109.1 

 تنش یزمان دوره × پیژنوت

Stress period × Genotype  

2 **664.88 **230.54 **0.56 **0.21 **85.8 

 خطا

Error 

12 1 5.53 0.06 0.007 0.056 

 (%)  راتییتغ بیضر

CV 

 1.1 9.1 17.7 5.72 4.77 
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( و حسااس اهی)ستون س 11439th96Selمتحمل  یهاپیژنوت رد )2O2H( دروژنیدهیپراکس. میزان 2شکل 

ILC533 اول روز(، درجه سلسیوس 23) یعیطب یشامل دما ییدما یمارهای( نخود تحت تی)ستون خاکستر 

 هانیانگیم نیب داریمعن اختلاف دهنده نشان متفاوت حروف(. چهار درجه سلسیوس) سرما تنش ششم روز و

 درصد کی سطح در دانکن نیانگیم سهیمقا براساس

Figure 2. Change in Hydrogen Peroxide (H2O2) content in the leaves of tolerant 

(Sel96th11439) and sensitive (ILC533) chickpea genotypes (black and light gray bars, 

respectively) grown under control (23°C), day 1 and day 6 of cold stress (4°C). Different 

letters indicate a significant difference among the means based on Duncan’s multiple 

range test (P < 0.01) 

نقش  یفایا یستیرزیغ و یستیز یهادر پاسخ به تنش سلولی پروتکتنتعنوان اسموبه GABA رسدبه نظر می نیبنابرا

 ابدییم شیسه سازوکار افزا قیاز طر یطیمح یهاتحت تنش GABAتجمع  .(Bouchereau et al. 1999) کندیم

(Kinnersley & Turano, 2000): یکیابولمت ای یکیدر ارر اختلالا  مکان لوتوسیس یشدن فضا یدیدر سازوکار نخست، اس 

 ریوم، تنش با آغاز مسددر سازوکار  ؛شودیم GABAو القا سنتز  GAD میآنز pHوابسته به  یسازمنجر به فعال ،از تنش یناش

 ،افتهی شیافزا یلتوسیس میکلس ونیکه  یطیدر شرا نیکالمودول/میکلس ونیوابسته به  GAD تیفعال کیو تحر رسانیپیام

GABA میزانکننده  میتنظ گری. سازوکار دکندیرا سنتز م GABA هیتجز ندیدر سلول، فرا PAs اکسیدازآمین یهامیزتوسط آن 

در  نیزبا شاهد و  هسیدر مقاسرما تنش تاریر تحت  GABA میزان شیهمراه است. افزا 2O2Hکه با آزاد شدن  یندیاست، فرا

مسیر  یاز همکار یکحا ب(-3)شکل تنش با روز اول  سهیحساس و در روز ششم در مقا پیبا ژنوت سهیمتحمل در مقا پیژنوت

( Put)خصوصا  PAs یسمیمتابول ریفعال بودن مس نیو همچن GABAسنتز  یبرا Put هیتجز ریمسو  GABAمتابولیک سنتز 

تحت تنش  ددر نخوب( -3)شکل  GABA شیروز ششم تنش هماهنگ با افزا درالف( -3)شکل  Put یومحت شیافزا لیبدل
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 میآناز تیافعال( )ب(، GABA) دیاسا یاکنوبوتریآم گاماا و)الا((  (Put) نیسیپوتر زانیم رییتغ -3شکل 

متحمال  یهاپی)د( در ژنوت (GAD1) لازیگلوتامات دکربوکس ژن ینسب انیب( )ج( و DAO) دازیاکسنیآمید

Sel96th11439 ( و حساس اهی)ستون سILC533 شاامل  ییدماا یمارهای( نخود تحت تی)ستون خاکستر

 متفاوت حروف(. چهار درجه سلسیوس) سرما تنش ششم روز و اول روز(، درجه سلسیوس 23) یعیطب یدما

 درصد کی سطح در دانکن نیانگیم سهیمقا براساس هانیانگیم نیب داریمعن اختلاف دهنده نشان

Figure 3- Change in putrescine (Put) and gama-aminobutyric acid (GABA) content, 

diamine oxidase (DAO) activity and relative expression of glutamate decarboxylase1 

(GAD1) gene in the leaves of tolerant (Sel96th11439) and sensitive (ILC533) chickpea 

genotypes (black and light gray bars, respectively) grown under control (23°C), day 1 and 

day 6 of cold stress (4°C). Different letters indicate a significant difference among the 

means based on Duncan's multiple range test (P <0.01) 
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 کهمتحمل و حساس نخود بوده  پیدر روز اول تنش سرما در ژنوت Put داریرمعنیغ شیافزا پژوهش نیا در جالب نکته

های به متابولیت Putتجزیه و تبدیل  -عدم توانایی پاسخگویی دو ژنوتیپ به تنش سرما و ب -باشد: الفدو موضوع می انگریب

ژنوتیپ متحمل در روز ششم تنش به نظر فرضیه اول رد های سلولی در . با توجه به کاهش میزان خسار  GABAدیگر از جمله

 طیشرا رییاحتمالا تغشود. در روز اول تنش در هر دو ژنوتیپ تایید می GABAدار شده و فرضیه دوم به دلیل افزایش معنی

 GABA میزانمسیرهای متابولیک تنظیم  تیبر فعال مایمستق های محیطیسلول تحت تنش ایاح /ونیداسیو تعادل اکس محیطی

از  یبخش کوچک ایسو شهیر و یچا باقلا، اهانیگ در بیترتبه یو شور ژنیاکس 2بودشیو ب 1کمبودتحت تنش مورر است. 

GABA بیتخر ریق مسیاز طر PAs  میآنز تیتوسط فعال آناز بخش اعظمی و GAD  یابدمیتجمع (Xiang et al. 2007; 

Yang et al. 2011)دهد که در نخود میزان . نتای  این تحقیق نشان میGABA  ریسو وابسته به مس کیتحت تنش سرما از 

 شکل ،DAO میآنز تیفعالو  Put، GABAمیزان  رییتغ به توجه با) PAs بیتخر زانیبه م گرید یو از سو GABAسنتز بیو

 شودیسنتز م DAO ،GABA کمک به Put بیتخر ریمس یسازبا فعال احتمالا کهیطوربه ،وابسته است (الف، ب، ج -3

(2011 et al.Yang ).  سنتزGABA  سمیکاتابولتوسط PAs2رسان پیام ، باعث تجمع مولکولO2H یعنوان محصول جانببه 

تسریع پیام انتقال  یرهایدر مس تیرا با فعال یستیز ریغ یهادر برابر تنش یکه اغلب توان دفاع شودیمنیز  PAs ونیداسیاکس

 یهامرحله پاسخ نیدر اول نیهمچن رسانپیاممولکول  نی. ا(Wimalasekera et al. 2011a; Shelp et al. 2012) کندمی

تحت تنش  GABA و Putمطابق با الگوی تغییر . شودیسنتز م زین سمی اکسیژن کالیاز راد SOD میآنز تیدر ارر فعال یدفاع

 تیفعال زانیم نیبالاتر کهیبطور شد برابر سه حداکثربا شاهد  سهیمتحمل و حساس در مقا پیدر ژنوت DAO میآنز تیفعالسرما، 

 حت تنش سرمادر بذر برن  ت DAO. فعالیت آنزیم (ج-3)شکل  شد مشاهدهمتحمل  پیروز ششم تنش سرما در ژنوت در میآنز نیا

اگرچه تحت تنش سرما در مقایسه با شاهد فعالیت (. (Sheteiwy et al. 2017مانند نتای  این آزمایش روند افزایشی داشت 

DAO  در ژنوتیپ حساس نیز روند افزایشی داشت، اما این روند صعودی در ژنوتیپ حساس در مقایسه با ژنوتیپ متحمل کندتر بود

های ف سامانهنرخ کند افزایش فعالیت این آنزیم در ژنوتیپ حساس در مقایسه با ژنوتیپ متحمل احتمالا بدلیل ضع. (ج-3)شکل 

تحت تنش سرما  Putسرما در مقایسه با ژنوتیپ متحمل بود، نتایجی که با روند تغییر به دفاعی ژنوتیپ حساس در بهبود تحمل 

را سنتز  GABA، بخشی از آمینواسید آزاد 2O2H، همراه با تولید Put عنوان عامل تجزیهبه DAOآنزیم مطابقت داشت. نیز 

همزمان با تخریب آن توسط آنزیم  Putبا این وجود به دلیل سنتز  (.Duan et al. 2008; Shelp et al. 2012کند )می

DAO  میزانPut دار مشاهده داری در مقایسه با شاهد نداشت و تنها عدم تغییر معنیها کاهش معنیدر روز اول تنش در ژنوتیپ

بود که احتمالا به دلیل  DAOمتحمل در شرایط شاهد و تحت تنش سرما برخلاف فعالیت  در ژنوتیپ 2O2Hالگوی تغییر  شد.

اکسیدانی است توسط فعالیت سامانه آنتی 2O2Hکارایی بالاتر ژنوتیپ متحمل در مقایسه با ژنوتیپ حساس در حذف 

                                                           

1- Hypoxia  

2- Anoxia 
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(Heidarvand and Maali-Amiri, 2013) .های این نتای  با یافتهDuan et al. (2008)  که گزارش کردند، تحت تنش

در ارتباط  DAO آنزیمآمین با فعالیت این پلی میزانیافته و  افزایش DAO آنزیمفعالیت  Put میزانشوری همزمان با افزایش 

حت در هر دو ژنوتیپ ت Putتحت تنش سرما وابسته به غلظت  DAO فعالیت رسد کهنظر میداشت. بنابراین بهاست، همخوانی 

بدلیل  اگرچه در ژنوتیپ متحمل با فعالیت شدیدتر این آنزیم ( بوده،2O2Hهای سلولی )نتای  تنش سرما به منظور پاسخ به آسیب

فرنگی سازگار شده به سرما  فعالیت ها نشان داده که در گوجهپژوهش همراه بود. 2O2Hبا کاهش شدیدتر  Putتجمع بیشتر 

DAO ( در رقم متحمل به طور چشمگیری در مقایسه با حساس افزایش یافتSong et al. 2015بنابراین افزایش معنی .) دار

های تواند در بهبود تحمل گیاه به تنشاز طریق کاراتر کردن مسیرهای متابولیکی پاسخ به سرما می Putکننده تجزیه فعالیت آنزیم

علاوه بر ایفای نقش  Put یسمکاتابولی طیمح یهاتحت تنش .(Shelp et al. 2012)باشد  غیرزیستی از جمله سرما نقش داشته

و  یوهم یدنرس یشه،نمو ر ی،سلول یوارهاستحکام د ی،زن)از جمله جوانه رشد و نموی یندهایاز فرا یاریر بسد یدفاع هایدر سازوکار

 یرمس همچنین اگرچه .(Tavladoraki et al. 2012) دارد مشارکت یسلول رسانیپیامو  TCA چرخه، شار کربنیری(، پ

مسیرهای ارتباط با از یک سو به دلیل  یزنآنها  تجزیه یرمس دارد، هااین متابولیت میزان یمدر تنظ ینقش مهم PAs یوسنتزب

 آنها مورر است یدر هموستاز 2O2Hو  GABA رسانپیام یهامولکول یدتول یگرد یسو زو اینواسیدها آم متعدد یسمیمتابول

(Moschou et al. 2012) فعالیت آنزیم نتای  این پژوهش، الگوی متمایز. بنابراین DAO های حساس و متحمل و در ژنوتیپ

عنوان به که مطالعه فعالیت این آنزیمهای زودهنگام و دیرهنگام به سرما در نخود زراعی را نشان داده، به طوریهمچنین پاسخ

نوان عها بهدر شرایط آزمایش تاییدکننده اختلافا  در تجمع این متابولیت GABAو Put عامل مورر در یکی از دو مسیر تولید 

قابل ذکر است  های نخود تحت تنش سرما است.در ژنوتیپ (2O2Hهای سلولی )نتای  های تحمل در برابر عوامل آسیبشاخص

گیری شده در این پژوهش به های سلولی اندازهدار میزان متابولیتکه در ژنوتیپ حساس نیز تحت تنش سرما اغلب افزایش معنی

های دفاعی رسد ژنوتیپ حساس نیز در جهت پاسخ به تنش سرما و القا مکانیسمبه نظر می موازا  ژنوتیپ متحمل مشاهده شد.

نبوده لذا این چنین سلولی قادر به ادامه  ROSگویی ناکارآمد قادر به مهار تلاش کرده اما به دلیل نقص ظرفیت ژنتیکی و پاسخ

 حیا  و بقا نخواهد بود.

های محیطی زای این مسیر بیوسنتزی در شبکه متابولیک پاسخ به تنشیکی از اج GADرمز کننده آنزیم  GAD1ژن 

در پاسخ به تنش  GABA منظور دستیابی به اساس مولکولی چگونگی تغییر متابولیتبه .(et al. Mekonnen 2016)است 

تحت تنش سرما در مقایسه با شاهد در ژنوتیپ حساس و متحمل به  GAD1 ژنبیان . بررسی شد GAD1 ژنسرما، بیان نسبی 

برابر در مقایسه با  17طوری که میزان بیان نسبی این ژن در ژنوتیپ متحمل در روز ششم تنش سرما طور پیوسته افزایش یافت، به

 5/1مقایسه با شاهد به ترتیب  (. بیان این ژن در ژنوتیپ حساس در روز اول و ششم تنش سرما درد-3شاهد افزایش یافت )شکل 

براى  اهیسازى گ آمادهمنظور به یسیدر سطح رونو ژنومیت فعالمورر  القا انگریب. این نتای  د(-3)شکل  و دو برابر افزایش یافت

در  همچنین میزان بیان نسبی این ژن در روز ششم تنش باشد.یخسار  م نیکمتر تر به موازا  بروزنییبا دماهاى پا ىیارویرو
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برابر بیشتر از ژنوتیپ حساس بود که حاکی از موررتر بودن این مسیر در ژنوتیپ متحمل در مقایسه با ژنوتیپ  5/8ژنوتیپ متحمل 

تحت تنش مطابقت داشت که نشان  GABA میزانحساس در جهت القا تحمل به سرما بود. همچنین بیان این ژن با نتای  

متابولیت مسئول پاسخ به سرما در نخود بوده، مشاهداتی که  میزانتنظیم در امتداد با  ژن در سطح رونویسی بیانتنظیم دهد می

سبب کاهش  ،افتهیجهش سیدوپسیآراب در AtGAD َیهاپروتئین از دست رفتنآسیب سلولی نیز تایید شد.  توسط نتای  شاخص

شد خشکی و شوری  هایتحت تنش( تیپ وحشی) معمولی های دفاعی سلول در مقایسه با گیاهانو پاسخ GABA میزان

(Mekonnen et al. 2016; Zarei et al. 2017 )گلوتاما  به  لیتبد ریمس یدینقش کل انگریب کهGABA  در پاسخ به

 انیمجدد ب یزیردر ارر برنامهبنابراین با توجه به نتای  بدست آمده، القای این ژن در گیاهان متحمل  .است یستیرزیغ یاهتنش

  کند.های سازگاری به تنش سرما ایفا مینقش مورری در ایجاد الگوی پاسخ یسلول یها و هوموستازژن

در ( ABAG و Putگیری شاده )انادازههای میزان متابولیتو  (2O2Hسلولی )شاخص آسیب ارتباط : یکل یریگجهینت

ژن  انیابو  DAO یمباه ماوازا  فعالیات آنازژنوتیپ متحمال ها در تجمع این متابولیتطوری که به ،این آزمایش غیرهمسو بود

GAD1  وسانتزی، ببه تنش سرما در نخودتحمل  بهبودمنظور به .(3و 2های )شکل ارتباط بود سلولی در آسیببا کاهش GABA 

های متماایز پاساخ .شاوندیتار مفعال  Put هیتجز ریمس نی( و همچنGAD1ژن  انی)ب تیمتابول نیا وسنتزیب ریمس تیتوسط فعال

 نخود اهیکه گ افتهی نیابود.  ها به تنش سرما بیانگر راهبرد چندگانه دفاعی سلولی نخود به تنش سرمادهنگام و دیرهنگام ژنوتیپوز

نش سرما دارد، به ت یشتریتحمل ب یسلولهای آسیب زانیکاهش م عنوان اسموپروتکتنت سلولی بابه GABAدارای تجمع بیشتر 

 ییشناسا در یکیمتابول بخشیآگاه یعنوان نشانگرها هآن را ب یوسنتزیمختلف ب یرهایو مس GABA یمحتو رییتغممکن است 

باه  ،باودهاد خوا یدفاعی هاانهسام یغالباً همراه با القا کهفرایندها  نیامطالعه . ندک شنهادینخود پ یمتحمل به سرما یهاپیژنوت

 باه ودنخا یهااپیژنوت رد یلیتکم مطالعا  انجام با  منجر خواهد شد. یدرک بهتر نحوه بهبود تحمل به تنش سرما در نخود زراع

. با توجه باه اده شوداستف نخود پایدار یکشاورزهای برنامه در در سرما تنشبهبود تحمل به  جهتدر  GABA اربردک رسدیم نظر

 .شودمطالعه  جامعطور به دیبا نخود تیفی، بر عملکرد و کGABA استعمال آرار ،یطیمحستیز یهاچالش

  



    1399و همکاران، امینی  

 

19 
Agricultural Biotechnology Journal; Printing ISSN: 2228-6705, Electronic ISSN: 2228-6500 

 

 

References 

Alcázar R, Tiburcio AF (Eds.) (2018) Polyamines: Methods and Protocols. Humana Press. 

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 Physiol Biochem 111, 39-49. 

Angelini R, Cona A, Federico R et al. (2010) Plant amine oxidases “on the move”: an update. 

Plant Physiol Biochem 48, 560-564. 

Ansari WA, Atri N, Singh B, Kumar P, Pandey S (2018) Morpho-physiological and 

biochemical responses of muskmelon genotypes to different degree of water deficit. 

Photosynthetica 56, 1019-1030. 

Barrero-Gil J, Salinas J (2013) Post-translational regulation of cold acclimation response. Plant 

Sci 205-206, 48–54. 

Bouchereau A, Aziz A, Larher F, Martin-Tanguy J (1999) Polyamines and environmental 

challenges: recent development. Plant Sci 140, 103-125. 

Cona A, Rea G, Angelini R et al. (2006) Functions of amine oxidases in plant development and 

defence. Trends Plant Sci 11, 80-88. 

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. J 

Plant Physiol 165, 1620-1635. 

Gill SS, Tuteja N (2010) Reactive oxygen species and antioxidant machinery in abiotic stress 

tolerance in crop plants. Plant Physiol Biochem 48, 909–930.  

 Groppa MD, Benavides MP (2008) Polyamines and abiotic stress: recent advances. Amino 

Acids 34, 35-45. 

Guye MG, Vigh L, Wilson JM (1987) Chilling-induced ethylene production in relation to chill-

sensitivity in Phaseolus spp. J Exp Bot 38, 680-690. 

Handa AK, Mattoo AK )2010( Differential and functional interactions emphasize the multiple 

roles of polyamines in plants. Plant Physiol Biochem 48, 540-546. 

Heidarvand L, Amiri RM, Naghavi MR et al. (2011) Physiological and morphological 

characteristics of chickpea accessions under low temperature stress. Russ J Plant 

Physiol 58, 157-163. 

Heidarvand L, Maali-Amiri R (2013) Physio-biochemical and proteome analysis of chickpea in 

early phases of cold stress. J Plant Physiol 170, 459-469. 

Hurry VM, Huner NPA (1991) Low growth temperature effects a differential inhibition of 

photosynthesis in spring and winter wheat. Plant Physiol 96,491–497. 



   (1399 پاییز، 3، شماره 12مجله بیوتکنولوژی کشاورزی )دوره   

20 
Agricultural Biotechnology Journal; Printing ISSN: 2228-6705, Electronic ISSN: 2228-6500 

 

 

Hussain SS, Ali M, Ahmad M, Siddique KH (2011) Polyamines: natural and engineered abiotic 

and biotic stress tolerance in plants. Biotechnol Advance 29, 300-311. 

Hyun TK, Eom SH, Jeun YC et al. (2013) Identification of glutamate decarboxylases as a γ-

aminobutyric acid (GABA) biosynthetic enzyme in soybean. Ind Crop Prod 49, 864-

870. 

Karami-Moalem S, Maali-Amiri R, Kazemi-Shahandashti SS (2018) Effect of cold stress on 

oxidative damage and mitochondrial respiratory properties in chickpea. Plant Physiol 

Biochem 122, 31-39. 

Kazemi-Shahandashti SS, Maali-Amiri R (2018) Global insights of protein responses to cold 

stress in plants: Signaling, defence, and degradation. J Plant Physiol 226, 123-135. 

Kazemi-Shahandashti SS, Maali-Amiri R, Zeinali H et al. (2014) Effect of short-term cold 

stress on oxidative damage and transcript accumulation of defense-related genes in 

chickpea seedlings. J Plant Physiol 171, 1106-1116. 

Kim TE, Kim SK, Han TJ et al. (2002) ABA and polyamines act independently in primary 

leaves of cold-stressed tomato (Lycopersicon esculentum). Physiol Plantarum 115, 370-

376. 

Kinnersley AM, Turano FJ (2000) Gamma aminobutyric acid (GABA) and plant responses to 

stress. Crit Rev Plant Sci 19, 479-509. 

Knight MR, Knight H (2012) Low-temperature perception leading to gene expression and cold 

tolerance in higher plants. New Phytol 195, 737–751. 

Lee TM, Lur HS, Chu C (1997) Role of abscisic acid in chilling tolerance of rice (Oryza sativa 

L.) seedlings. II. Modulation of free polyamine levels. Plant Sci 126, 1–10. 

Li Y, Fan Y, Ma Y et al. (2017) Effects of exogenous γ- aminobutyric acid (GABA) on 

photosynthesis and antioxidant system in pepper (Capsicum annuum L.) seedlings 

under low light stress. J Plant Growth Regul 36, 436-449. 

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, Cobos-Porras L, Prell J et al (2016) Homospermidine synthase contributes to 

salt tolerance in free-living Rhizobium tropici and in symbiosis with Phaseolus vulgaris. 

Plant and soil 404, 413-425. 

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. 



    1399و همکاران، امینی  

 

21 
Agricultural Biotechnology Journal; Printing ISSN: 2228-6705, Electronic ISSN: 2228-6500 

 

 

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 Physiol 127, 1781-1787. 

Madhulatha P, Gupta A, Gupta S et al. (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. J Plant Biochem Biotechnol 

23, 151-160. 

Malekzadeh P, Khara J, Heydari R (2014) Alleviating effects of exogenous Gamma-

aminobutiric acid on tomato seedling under chilling stress. Physiol Mol Biol Plants 20, 

133-137. 

Mekonnen DW, Flügge UI, Ludewig F (2016) Gamma-aminobutyric acid depletion affects 

stomata closure and drought tolerance of A. thaliana. Plant Sci 245. 

Minocha R, Majumdar R, Minocha SC (2014) Polyamines and abiotic stress in plants: a 

complex relationship1. Front Plant Sci 5, 175. 

Moschou PN, Wu J, Cona A et al. (2012) The polyamines and their catabolic products are 

significant players in the turnover of nitrogenous molecules in plants. J Exp Bot 63, 

5003–5015. 

Nadeau P, Delaney S, Chouinard L (1987) Effects of cold hardening on the regulation of 

polyamine levels in wheat (Triticum aestivum L.) and alfalfa (Medicago sativa L.). 

Plant Physiol 84, 73-77. 

Nayyar H, Bains TS, Sanjeev K (2005) Chilling stressed chickpea seedlings: effect of cold 

acclimation, calcium and abscisic acid on cryoprotective solutes and oxidative damage. 

Environ Exp Bot 54, 275–285. 

Oh SH, Choi WG (2001) Changes in the levels of γ-aminobutyric acid and glutamate 

decarboxylase in developing soybean seedlings. J Plant Res 114, 309–313. 

Palma F, Carvajal F, Jamilena M, Garrido D (2014) Contribution of polyamines and other 

related metabolites to the maintenance of zucchini fruit quality during cold storage. 

Plant Physiol Biochem 82, 161–171. 

Palma F, Carvajal F, Ramos JM et al. (2015) Effect of putrescine application on maintenance of 

zucchini fruit quality during cold storage: Contribution of GABA shunt and other 

related nitrogen metabolites. Postharvest Biol Tec 99, 131-140. 

Peng H, Cheng H, Yu X et al. (2010) Molecular analysis of an actin gene, CarACT1, from 

chickpea (Cicer arietinum L.). Mol Biol Rep 37, 1081. 



   (1399 پاییز، 3، شماره 12مجله بیوتکنولوژی کشاورزی )دوره   

22 
Agricultural Biotechnology Journal; Printing ISSN: 2228-6705, Electronic ISSN: 2228-6500 

 

 

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 Res 30, e36. 

Planas-Portell J, Gallart M, Tiburcio AF, Altabella T (2013) Copper containing amine oxidases 

contribute to terminal polyamine oxidation in peroxisomes and apoplast of Arabidopsis 

thaliana. BMC Plant Biol 13, 109.  

Razmi N, Ebadi A, Daneshian J, Jahanbakhsh S (2017) Salicylic acid induced changes on 

antioxidant capacity, pigments and grain yield of soybean genotypes in water deficit 

condition. J Plant Interact 12, 457-464. 

Saeed A, Hovsepyan H, Darvishzadeh R et al. (2011) Genetic diversity of Iranian accessions, 

improved lines of chickpea (Cicer arietinum L.) and their wild relatives by using simple 

sequence repeats. Plant Mol Biol Rep 29, 848-858. 

Shelp BJ, Bozzo GG, Trobacher CP et al. (2012) Hypothesis/review: contribution of putrescine 

to 4-aminobutyrate (GABA) production in response to abiotic stress. Plant Sci 193, 

130-135. 

Sheteiwy M, Shen H, Xu J et al. )2017( Seed polyamines metabolism induced by seed priming 

with spermidine and 5-aminolevulinic acid for chilling tolerance improvement in rice 

(Oryza sativa L.) seedlings. Environ Exp Bot 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 

Gowth Regulation 75, 21-32. 

Tavladoraki P, Cona A, Federico R et al. (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. 

Walter HJP, Geuns JM (1987) High speed HPLC analysis of polyamines in plant tissues. Plant 

Physiol 83, 232-234. 

Wang C, Fan L, Gao H, Wu X, Li J, Lv G, Gong B (2014) Polyamine biosynthesis and 

degradation are modulated by exogenous gamma-aminobutyric acid in root-zone 

hypoxia-stressed melon roots. Plant Physiol Biochem 82 17-26. 

Wang Y, Luo Z, Mao L, Ying T (2016) Contribution of polyamines metabolism and GABA 

shunt to chilling tolerance induced by nitric oxide in cold-stored banana fruit. Food 

Chem 197, 333-339. 



    1399و همکاران، امینی  

 

23 
Agricultural Biotechnology Journal; Printing ISSN: 2228-6705, Electronic ISSN: 2228-6500 

 

 

Wimalasekera R, Tebartz F, Scherer GF (2011a) Polyamines, polyamine oxidases and nitric 

oxide in development, abiotic and biotic stresses. Plant Sci 181, 593–603. 

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. Mol Plant 4, 663–678. 

Xing SG, Jun YB, Hau ZW, Liang LY (2007) Higher accumulation of γ-aminobutyric acid 

induced by salt stress through stimulating the activity of diamine oxidases in Glycine 

max (L.) Merr. roots. Plant Physiol Biochem 45, 560-566. 

Yamamoto A, Shim IS, Fujihara S (2012) Chilling-stress responses by rice seedlings grown 

with different ammonium concentrations and its relationship to leaf spermidine content. 

J Plant Biol 55, 191-197. 

Yang A, Cao S, Yang Z et al. (2011) γ-Aminobutyric acid treatment reduces chilling injury and 

activates the defence response of peach fruit. Food Chem 129, 1619-1622. 

Yang R, Chen H, Gu Z (2011) Factors influencing diamine oxidase activity and γ-aminobutyric 

acid content of fava bean L. during germination. J Agric Food Chem 59, 11616-11620. 

Zarei A, Chiu GZ, Yu GH et al. (2017) Salinity-regulated expression of genes involved in 

GABA metabolism and signaling. Botany; https://doi.org/10.1139/cjb-2016-0304. 

Zarei A, Trobacher CP, Shelp BJ (2016) Arabidopsis aldehyde dehydrogenase 10 family 

members confer salt tolerance through putrescine-derived 4-aminobutyrate (GABA) 

production. Sci Rep 6, 35115. 

Zhang X, Shen L, Li F et al. (2013) Hot air treatment‐induced arginine catabolism is associated 

with elevated polyamines and proline levels and alleviates chilling injury in postharvest 

tomato fruit. J Sci Food Agric 93, 3245-3251. 

  

https://doi.org/10.1139/cjb-2016-0304


   (1399 پاییز، 3، شماره 12مجله بیوتکنولوژی کشاورزی )دوره   

24 
Agricultural Biotechnology Journal; Printing ISSN: 2228-6705, Electronic ISSN: 2228-6500 

 

 

 

 


