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Abstract 

Objective 

The current study was undertaken to investigate if there is a relationship between metabolism of 

ethylene and heavy polyamines (PAs) under cold stress in cold-tolerant and cold-sensitive 

chickpea (Cicer arietinum L.) genotypes.  

 

Materials and methods 

In this research, content of ethylene, heavy polyamines (spermidine (Spd) and spermine (Spm)), 

activities of PAs degradation pathway enzymes (polyamine oxidase (PAO) and diamine oxidase 

(DAO)), hydrogen peroxide (H2O2) and relative expression of 1-aminocyclopropane-1-carboxylic 

acid synthase (ACS) and 1-aminocyclopropane 1-carboxylic acid oxidase (ACO) genes in cold-

tolerant (Sel 96th11439) and cold-sensitive (ILC 533) chickpea (Cicer arietinum L.) genotypes 

during the first and sixth days of cold stress at 4 °C compared to control condition as a factorial 

experiment in a Completely Randomized Design were investigated. 
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Results 

During cold stress, both genotypes showed a significant increase in Spd and Spm content (66.66 

and 96.23%). Ethylene production was declined in cold-sensitive genotype under cold stress 

compared to control conditions (up to 26.08%) while in the cold-tolerant genotype, the unique 

ethylene peak in early response (on the first day of stress) comared to control conditions (15.62%) 

was closely related to increased heavy polyamine accumulation. In the tolerant genotype, the 

increase in polyamine oxidase (PAO) and diamine oxidase (DAO) activity in early responses, (By 

2.6- and 3.01-fold, respectively) was related to the increase in ethylene biosynthesis, as well as a 

concomitant increase in heavy polyamine (Spd & Spm) content by cold stress. In the tolerant 

genotype, the relative expression of ACS and ACO genes, after a significant increase on the first 

day of cold stress (5.2- and 4.03-fold, respectively), showed a significant decrease on the sixth 

day of the stress compared to the control plants, while a continuous decreasing trend (35-and 21.7-

fold, respectively) was observed in the sensitive genotype compared to the control condition. 

 

Conclusions 

Findings of this research suggest that ethylene is intimately involved in improvement of cold 

stress tolerance through activation of a complex pathway of signalling by H2O2 that is polyamine 

catabolism-dependent. 
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  چکیده

 پيژنوتدر دو سرما  پاسخ به تنش در( و اتيلن PAs)ها نيآمیپل وسازسوخت نيب ارتباط نقش یمنظور بررسبه این تحقيق هدف:

 انجام شد.نخود  سرمایبه (  533ILC)حساس و ( 11439th96Sel)متحمل 

های (، فعاليت آنزیم(Spm( و اسپرمين )Spdاسپرميدین )با وزن مولکولی بالا ) PAsدر این تحقيق ميزان اتيلن،  :هاروشمواد و 

سنتاز  ديسا کيليکربوکس-1 کلوپروپانيس نويآم-1 هایژن ینسب انيب، (DAO)اکسيداز آمينو دی (PAO)اکسيداز آمينپلی

(ACS ) دازياکس دياس کيليکربوکس-1 کلوپروپانيس نويآم-1و (ACO) و پراکسيد ( 2هيدروژنO2Hدر طی روز ) های اول و ششم

 صادفی بررسی شد.صورت آزمایش فاکتوریل در قالب طرح کاملا تبهدر مقایسه با شرایط کنترل  C˚4پس از آغاز تنش سرما 

 23/96درصد و  66/66حداکثر تا  بترتيبه) Spmو  Spd یمحتودر  دارییمعن شیافزا پيتنش سرما هر دو ژنوتتحت  :نتایج

درصد( در  08/26سنتز اتيلن در ژنوتيپ حساس در مقایسه با شرایط کنترل کاهش یافت )بيوتحت تنش سرما  نشان دادند. درصد(

ارتباط نزدیکی درصد(  62/15ل )کنتر طیشرادر روز اول تنش در مقایسه با اتيلن  تجمع حالی که در ژنوتيپ متحمل به سرما، حداکثر
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اکسيداز آمين( و دیPAOاکسيداز )آمينداشت. در ژنوتيپ متحمل افزایش فعاليت پلی با وزن مولکولی بالا PAsبا افزایش تجمع 

(DAO در پاسخ 01/3و  6/2( )به ترتيب )توی های زودهنگام با افزایش بيوسنتز اتيلن و همچنين افزایش همزمان محبرابرPAs 

دار در روز اول تنش پس از یک افزایش معنی ACO و ACSهای بيان نسبی ژنمتحمل  پيدر ژنوت .تحت تنش سرما در ارتباط بود

داری در روز ششم تنش در مقایسه با گياهان کنترل نشان داد در حاليکه روند کاهشی کاهش معنی برابر( 03/4و  2/5ترتيب )بهسرما 

 مشاهده شد. در مقایسه با شرایط کنترل در ژنوتيپ حساس  برابر( 21/7و  35ترتيب مداوم )به

که وابسته به  2O2H رسانیسازی مسير پيچيده پيامهای این تحقيق بيانگر آن است که اتيلن از طریق فعالیافته گیری:نتیجه

کند که مسير بيوسنتزی اتيلن و این نتایج پيشنهاد می .است، مستقيماً در بهبود تحمل به تنش سرما موثر بود PAs تجزیه زیستی

 توانند در سازوکار تحمل سرما موثر باشند.می بالا مولکولی وزن با PAsتجزیه زیستی 

 خود.نبالا، تنش سرما،  مولکولی وزن های دارایآمينساز اتيلن، پراکسيدهيدروژن، پلی و سوخت: هاکلیدواژه

 پژوهشی.: نوع مقاله

ستناد: سعيد ا ضامعالی، امينی  سن زینالی ،اميری ر  با هایآمينپلی زیهتج طریق از نخود زراعی سرمای تحمل بهبود (1402) ح

 .26-1(، 1)15 ،مجله بيوتکنولوژی کشاورزی. اتيلن هورمون و بالا مولکولی وزن
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 مقدمه

 کوچک نسبتا ژنتيکی محتوی که بوده (16x=2n=2) دیپلوئيد و خودگشن گياهی( .Cicer arietinum L) زراعی نخود

(Mbp740 )دارد (Varshney et al. 2013 .)3/73 فيبر، درصد 6/1-0/9 پروتئين، درصد 4/16-2/31 دارای گياه این ها دردانه-

 ،یو نخودفرنگ ايپس از لوب این گياه(. Arriagada et al. 2022) باشدمی چربی درصد 5/1-8/6 و کربوهيدرات درصد 1/38

د شویت متن کش ونيليم 5/11بيش از سالانه ميليون هکتار و توليد  56/14از  شيب یلگوم فصل سرد است که با سطح نيسوم

Merga and Haji, 2019)).  تن بوده و سهم  ونيليمسه دهم قرار دارد در سال  ايکه در مقام هفتم دن رانینخود در ا ديتولميزان

بهاره نخود از جمله  کشت حال حاضر با توجه به مشکلات در(. FAO, 2019باشد )درصد می 3/2کننده  ديتول یکشورها نيآن در ب

به نظر  یو زمستان منطق زیيپا و وجود رطوبت در یمحصول با توجه به بارندگ نیا زهیيپا کشت و کمبود رطوبت آخر فصل، یخشک

تر یطولان یشیو زا یشیرو دوره ،یبه رطوبت کاف یبا دسترس تواندیم یبه خوب اهيگ زمستانه و زهیيرسد. در کشت زود هنگام پا یم

دهد. در  شیاز دو برابر افزا شيب تا بازده محصول را ،یمغذ تروژنين زانيو بهبود م یشیرو یهابخش ها ازلاتيميو انتقال بهتر آس
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بازده  تریبا استفاده از فصل رشد طولان بوده بلکه ديفصل مف یانتها یهاتنها در مواجهه با تنشنه کشت خیتار رييتغ یاستراتژ جهينت

به تنش سرما است،  ینخود زراع ارقام از یاريبس تيمشکل عمده، حساس اما (Habibpour et al. 2012). ابدییم شیافزا ديتول

 Heidarvand and) دهدیکاهش م رانیا یاز نواح یاريعملکرد نخود را در بس تینمو و در نها رشد، که تنش سرمایطوربه

Maali-Amiri 2013; Kazemi-Shahandashti et al. 2014 .)به دنبال هاتيمتابول رييبه تنش وابسته به تغ تحمل ندیراف 

  (.Heidarvand & Maali-Amiri 2013باشد )یم یمتعدد ژن یهاتظاهر گروه ميتنظسپس سرما و  رسانیمسير پيام یفعالساز

 Kazemi-Shahandashtiکنند )رسانی ایفای نقش میهای گياهی در مسيرهای متعدد پيامهای مختلف در سلولهورمون

2018Amiri -Maali& لنيات های(. هر یک از ماکرومولکول (4H2C) ها نيآمیو پل(1PAs )عنوانبهمستقل طور بتوانند یم 

 ;Gupta et al. (2013) موثر باشند یطيمح یهادر برابر تنش تحملالقا کننده  نيو همچن اهيرشد و نمو گ هروکننده طول دميتنظ

Lasanajak et al. 2014; Müller & Munné-Bosch 2015 تجزیه و لنيات. بيوسنتز PAs به یکدیگر  ییايميوشياز نظر ب

 یبر هموستاز احتمالا لنيات بيوسنتزدر  رييتغ کهبطوری ،دارند یوسنتزيب یرهايساز مشترک در مسشيپ کیآنها  رایز بودهمرتبط 

PAs موثر است (Grzesiak et al. 2013.) شده عنوان هورمون پيری شناخته اتيلن یک هورمون گازی گياهی است که عمدتا به

(Van Der Straeten 2014; Van de Poel et al. 2015) زنی بذر، پيری برگ،های مختلف رشد گياه از جمله جوانهو جنبه 

 Van de Poel et al. 2015; Vilchez etکند )های زیستی و غير زیستی را تنظيم میرسيدن ميوه، ریزش و پاسخ به تنش

al. 2018های غيرزیستی از جمله خشکی، سرما، ازن و اکسيداتيو افزایش (. غلظت این فيتوهورمون گازی در گياهان تحت تنش

 های موثر در رسيدگی ميوه، مهار(. این هورمون احتمالا القاکننده بيان ژنWi et al. 2010; Habben et al. 2014یابد )می

(. مسير بيوسنتزی Moeder et al. 2002; Wi et al. 2010; Habben et al. 2014) ها استبذر، پيری و ریزش برگزنیجوانه

شود. در مرحله اول متيونين طی سه مرحله آنزیمی تنظيم می یانگهای غيرزیستی از طریق چرخه اتيلن در گياهان تحت تنش

(Met به )S- آدنوزیل- L- ( متيونينSAMتبدیل می )شود، سپس SAM  2بهACC 3و سپسACO  تبدیل و سرانجام به اتيلن

شود و سپس بازیابی می SAMاز  Methylthioadenosine (MTA)-5 با بيوسنتز Metشود. در شرایط طبيعی تبدیل می

MTA به Methylthioribose -شده و سپس به تبدیل  5׳phosphate-1-Methylthioribose-2-فسفریله و سپس  5׳

keto-4-methylthiobutyrate (KMTB)  کند و سپس میرا بيوسنتزKMTB شود )به متيونين تبدیل میSauter et al. 

 انيب ای و لنيات بيوسنتز شیتواند با توجه به نوع پاسخ، از جمله افزایمه تنش ب بهبود تحمل یندهایدر فرآ لنيمشارکت ات(. 2013

 .Wu et al. 2008; Jiang et al. 2013; Zhai et al. 2013; Shi et al) متفاوت باشد لن،يات یهارندهيگ افتهیبهبود 

در  نشده است. دقيقا شناسایی، تنشبه  اهيدر واکنش گ لنياتبيوسنتز و رسانی پيامنقش نحوه ایفای حال، نیبا ا (.2015

                                                      
1- Polyamines 
2- 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid 
3- 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC) oxidase 
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تحمل در بهبود  51ETOسبب کاهش توليد اتيلن شده که این فرایند از طریق القا بيان ژن  41sstحذف آللتاليانا آرابيدوپسيس

ای کارکردی در هتوتون و سویا، سبب القا ژندر  6ERFژن  انيبتشدید ، از سوی دیگر (. .2013Jiang et al)نقش دارد  یشور

 ساز، محتوی و ی و سوختبر جذب کربن فتوسنتزآثار نامطلوب تنش کاهش ترتيب با و بدین شده ويداتيو اکس یاسمز مقابله با تنش

عنوان به لنيسنتز اتموقت بيو شیاگرچه افزا (.Wu et al. 2008; Zhai et al. 2013) یابدافزایش می محلول یهاقندو  ليکلروف

به تحمل نيز  لنيات نسبی بيوسنتزکه کاهش دهد نيز نشان می هاافتهبرخی ی ،رودتنش بکار میتحمل  در بهبودکننده نييتع یعامل

از  رسدینظر مب که داشتند تریبالا شوریتحمل  لن،يات وسنتزيبکاهش با  توتون ختیترار اهانيگ .دهدرا بهبود می اهانيگدر  تنش

 نيهمبه. (Wi et al. 2010)شود ایجاد می ROS یزداسم یهامیآنز تيژن و فعال انيبافزایش  و  ROSکاهش تجمع قیطر

داده را بهبود  های غيرزیستیبه تنش تحمل ،لنيسنتز اتبيوکاهش با  ACS7داون ژن در آرابيدوپسيس تاليانا جهش ناک ب،يترت

و  7افزاهم رسانپيام یهاعنوان مولکولممکن است به 2O2Hو  لنيت، اهاگزارش یرخر اساس بب (. .2011Dong et al) است

های ريمس همزمان فعاليتالقا تاليانا متحمل به شوری آرابيدوپسيس در کنند. فعاليت 9خورشيحلقه پ ميدر تنظ 8کنندهتیخودتقو

 در (. .2010Wang et al)است  2O2H و لنيات نيب کینزدبيانگر ارتباط  پراکسيدهيدروژن و لنيات 10نیگزیجا دازياکس متابوليک

بذر  یزنجوانهتنش شوری بر  نامطلوب آثار، یزنجوانهدرحال  بذوردر  2O2H غلظت تنظيمبا  لني، اتهای آرابيدوپسيس تالياناموتانت

در دفاع  ینقش مهم PAsی ستیز هیشده توسط تجز توليد 2O2Hشده که  شنهاديپ نيهمچن (. .2012Lin et alرا کاهش داد )

 کندیم مسيرهای تداخلی فعاليت ميدر تنظ رسانپياممولکول  کیعنوان کند و بهمی فایا یستیرزيغ هایدر برابر تنش اهيگ

(2014; Guo et al. 2011Campestre et al. .)  ساز و سوختدر PAs، 2O2H دازياکس نيآمیشده توسط د زياز واکنش کاتال 

(DAOو پل )یدازياکس نيآمی (PAO که عمدتاً در آپوپلاست )،رديگیمنشاء م قرار دارند (Groppa & Benavides 2008; 

Alcázar et al. 2010; Tavladoraki et al. 2012.) همچنين، PAO های سلول از جمله درسایر بخش توان دریرا م 

 .Cervelli et al. 2004; Tavladoraki et al. 2006; Moschou et al) افتنيز ی زومیو پراکس توپلاسميواکوئل، س

c2008.)  ژن تشدید بيانpao  یکاهش محتودر توتون منجر به PAs 2 وO2H مورد  یدانياکسیآنت یهاژنو بدین ترتيب  شد

با ژن  ختیترار اهانيگی در ستیرزيغ هایتنشتحت  (.Moschou et al. 2008a)شد  ميسلول تنظ بقا بهبود تحمل و یبرا نياز

pao ترشح افزایش  ، باPAs تجمع  فضای بين سلولیبه  از سلولROS،  شده  یزیربرنامهمرگ و نهایتا  ويداتياکس بيآسافزایش

پلاستی و سيم PAOهای شوری، تغيير بيان ایزوفرمتنش تحت  پلاستی(سيم pao)ژن تراریخت توتون  شود. درایجاد می یسلول

                                                      
4- Soil salinity tolerant 1 
5- Ethylene overproducer 1 
6- Ethylene response factor 
7- Synergistically 
8- Self-amplifying 
9- Feed forward loop 
10- Alternative oxidase 
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 ديتولرسد بنابراین بنظر می .(Moschou et al. 2008b)شد  مشاهده PAs وسنتزيب ريمس یهاژن رونوشتافزایش  وآپوپلاستی 

 Soares) کندمیرا القا  یسلول شدهیزیرمرگ برنامه فرایند او ی تنشبه  پاسخ یهاژن انيب ی،آپوپلاست ROSحد معينی از 

Freitas et al. 2018). ساز و سوخت PAs مولکولی وزن با ( بالا، که در اثر اتصال یک یا دو گروه آمينوپروپيل به پوتریسينPut ،)

را تا سطوح  2O2H ديتنها تولنه(،  ,.2021Amini et alکنند )( را سنتز می12Spm( و اسپرمين )11Spdترتيب اسپرميدین )به

 یفرنگگوجهدر   131SlSAMSتشدید بيان ژن کند.یفراهم م یاهداف دفاع یرا برا PAs ای ازذخيرهدهد، بلکه یم شیافزا رسانیپيام

 2O2Hرسد نظر میبنابراین ب .ایجاد کرد ییايتنش قل به تحملو  یعملکرد فتوسنتز، ROSو مهار  Spm و Spdتجمع از طریق 

 Gong et) است 1SlSAMSتوسط  ییايقل به تنشتحمل بهبود  یدستنیيپا رسانپيام 14PAO توليد شده توسط مسير فعاليت

al.2016.) های يوسنتز اتيلن عمدتا توسط ژنبACS  وACO شود )در سطوح رونویسی و پس از ترجمه تنظيم میLyzenga 

et al. 2012اگرچه اتيلن آثار مثبتی بر تحمل سرما در گوجه .)( فرنگی داشتهCiardi et al. 1997 ليکن محتوی اتيلن همبستگی ،)

(. بنابراین احتمالا Zhang and Huang. 2010; Zhao et al. 2014منفی با تحمل سرما در یونجه یکساله و توتون داشت )

 PAsهای گياهی از جمله اتيلن و فرضيه برهمکنش بين هورمون .ه محتوی آن و نوع گونه استنقش اتيلن در تحمل سرما وابسته ب

های همراه با هورمون PAsافزا و یا متعارض توسط از نتایج تحقيقاتی که در آن بسياری از فرایندهای نموی و فيزیولوژیک بطور هم

 یاتينقش ح مطالعهبا وجود  .(Bitrián et al. 2012; Milhinhos & Miguel 2013)گيرد اند، منشا میشدهگياهی تنظيم 

PAs، 2 و لنياتO2H های ها یا ژنوتيپهای سلولی در گونهبه دليل پيچيدگی و تنوع پاسخ ،تنشبه  اهيگ یهادر رشد، نمو و پاسخ

توسط  PAs هیتجز ريمس افزایش فعاليت با توجه به آنکه .انددرک نشدهی به خوب سرماتحت تنش مختلف، شبکه تنظيمی این اجزا 

 ,.2010Alcázar et al ;)شود می یسلول رسانیاميپ ندیفرا موثر در 2O2H ديتولافزایش نسبی با  ،دازياکسنيآم هایمیآنز

2013Heidarvand et al., 2 یمحتو زیمتما راتييمطالعه همزمان تغرسد، نظر میهب نی( بنابراO2H رييو عوامل موثر در تغ 

وابسته  2O2H رسانیاميپ ندیاثبات نقش فرا انگريب تواندی( مPAs هیتجز ري)از جمله مس نگيگناليشاخص س نیاز ا یبخش یمحتو

 بالا مولکولی وزن با PAs تجزیه تنظيمبا  لنيات های این آزمایش بيانگر آن است کهیافته باشد. PAs بيوسنتز از طریق تجزیه به

 .کندنخود زراعی ایفای نقش میدر سرما تحمل  بهبود رسان تنش درپيامعنوان به 2O2H ديمرتبط با تول

 

 هامواد و روش

 متحمل به سرما یکابل (.C.arietinum L) نخود پياین پژوهش از دو ژنوت در رشد طیو شرا یاهیمواد گ

(Sel96th11439 ) (یهاپيژنوت یو حاصل از تلاق کاردایبا منشا ا (ILC482×ILWC182) حساس به سرما و (ILC 533 )

                                                      
11- Spermidine 
12- Spermine 
13- S-adenosyl-L-methionine synthetase 
14- PAO-originated H2O2 
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ذور ب (.Heidarvand et al. 2011; Saeed et al. 2011) استفاده شد اند(نشده یابیمنشا گرفته از مصر که اجداد آن هنوز رد)

دیش با شده و پس از شستشو با آب مقطر بر روی کاغذ صافی در پتری یدقيقه ضدعفون 10درصد به مدت  10 میسد تیپوکلريبا ه

 ،یزنروز قرار گرفتند و پس از جوانهشبانه 3ه مدت ب C23˚در شرایط بدون نور و دمای  هاشیدیرطوبت لازم قرار گرفت. پتر

به نسبت سه به  یرس، ماسه و کود دام یحاو رمتیسانت 10و ارتفاع  متریسانت 12)با قطر دهانه  12 اندازه یهاها به گلدانگياهچه

 200گروه زراعت و اصلاح نباتات دانشگاه تهران با نور  شگاهیرشد آزما ها در اتاقک. گلدانافتی تقال( انیحجم 25/0به  کی

ار داده شد. قردرصد  75و رطوبت نسبی  C23˚ساعت شب و دمای  8ساعت روز و  16 ینور طیو شرا هيميکرومول بر مترمربع بر ثان

 پنجحداقل  یو دارا متریسانت 20)با ارتفاع حدود  هااهچهيگپس از کشت  21به تنش سرما، در روز  یاهيگ یهاسخپا یجهت بررس

یی که بر اساس تعریف عنوان دمابه C 4˚ی( با دمارانی، ااسپادانا ز،يتجه نی( به اتاقک رشد )آرومتریسانت هشتتا  پنجشاخه به طول 

15های خسارت بعنوان شاخص
50LT شده مرگ موجودات تحت تنش( این دو ژنوتيپ تحت تنش سرما سازی)ميانگين زمان کمی

 Nayyar et al. 2005; Kazemi-Shahandashti et al. 2013; Jha et al., 2020; Arriagada etاند، )انتخاب شده

al., 2022) در روز اول پس  یکیولوژیزيف دگاهیفعال از د یهابعنوان برگ اهچهيهر گ یانيم هایاز برگ یريگمنتقل شدند و نمونه

( اهيگ رهنگامید یهاپاسخ یو روز ششم پس از شروع تنش )جهت بررس (زودهنگام یهاپاسخ یاز شروع تنش سرما )جهت بررس

 نوانبع زين C23˚ یدر اتاقک رشد با دما هااهچهياز گ یريگنمونه  (Rakei et al. 2016).انجام شدبراساس پژوهش گذشته 

-Hurry & Huner 1991; Kazemi)درنظر گرفته شد سانیک اهانيتمام گ کیولوژیزيسن ف .انجام گرفت کنترل طیشرا اهانيگ

Shahandashti et al. 2014 .)یدر دما هااهچهي)شامل گ ییدما ماريپژوهش اثر سه نوع ت نیدر ا نیبنابرا ˚C23، هااهچهيگ 

 .شد یمتحمل و حساس بررس پژنوتي دو در (سرما تنش شروع از پس روز سه و روز کی

گيری محتوی اتيلن بيوسنتز شده، برای اندازه Yang & Hoffman (1984)بر اساس روش : سنجش میزان اتیلن

کلرین  ppm 10هدارنده حاوی آب مقطر، گياه در ظروف یک ليتری قرار گرفت. در کف ظرف محلول نگگياهچه نخود به صورت تک

اکسيد را در دیاکسيد ریخته شد تا ميزان گاز کربندی( یک مولار برای جذب گاز کربنKOHهيدروکسيد )ليتر پتاسيمميلی 25و 

پس  ها محکم بسته شد.ظرف دارد. سپس جهت جلوگيری از نشت گاز توليد شده دربدرصد )حجمی/ حجمی( نگه 1/0حد کمتر از 

ها در داخل ظرف، یک ميکروليتر از هوای داخل ظرف از طریق درب کوچک لاستيکی که بر روی ساعت قرار دادن گياهچه 24از 

انجام شد. دمای  GC-8 AITگيری محتوی اتيلن بيوسنتز شده توسط دستگاه گيری شد. اندازهدرب بزرگ تعبيه شده بود، نمونه

 Bocليتر )ميلی 09/0±02/0بود. غلظت گاز اتيلن استاندارد  C˚120و  C˚120 ،C˚90ترتيب به 16بخش تزریق، ستون و آشکارساز

Gases B-gradeمتر مربع( کيلوگرم بر سانتی یک عنوان گاز متعادل کننده استفاده شد. گاز حامل نيتروژن )فشار( بود. از نيتروژن به

                                                      
15- Lethal temprature 50 
16- Detector 
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متر مربع( با کيلوگرم بر سانتی 45/0متر مربع( و هيدروژن )کيلوگرم بر سانتی 3/0دارای خلوص بسيار بالا بود. همچنين از اکسيژن )

حسب گرم بر  گيری استفاده شد. محتوی اتيلن بيوسنتز شده بر حسب واحد ميکروليتر بر وزن تر گياهچه برخلوص بالا برای اندازه

: Epاستفاده شد، که در آن  Ep=(E×V×60)/(T×W)گيری محتوی اتيلن بيوسنتز شده از فرمول ساعت بيان شد. برای اندازه

: غلظت اتيلن در فضای بالای ظرف )ميکروليتر Eحسب گرم بر ساعت(،  محتوی اتيلن بيوسنتز شده )ميکروليتر بر وزن تر گياهچه بر

نمونه در ظرف  : مدت زمان قرار دادنT( )ليتر(، KOHهيدروکسيد ): حجم ظرف پس از کم کردن وزن گياهچه و پتاسيمVبر ليتر(، 

 : وزن تر گياهچه )گرم( است.W)ساعت(، 

   (1987)روش به Spmو   Spdکمی سنجش: (Spmو  Spd) بالا مولکولی وزن با PAsمحتوی   سنجش

Hugo & Janپرکلریک محلول ليترميلی دو در گياهی از بافت گرمميلی 250 شد. انجام ( 17اسيدPCA) حاوی یک و  درصد چهار

از  ،C˚4 در قرارگيری ساعت از یک پس شد. هموژنيزه )اسيدکلریدریک دو نرمال از در ليتر گرمپنج ميلی (18نآمينوهپتادی هفت

یک  و ,pH 9 کربنات با بافر ليترميلی یک محلول، این از ليتر ميلی بر روی دو دهم .شد داده عبور) ميکرونی درصد 45 (فيلتر

ميکروليتر  50پس از اضافه کردن  مخلوط شد. و ضافها )استون ليترميلی یک در گرمميلی10 (19کلرایددانسيل محلول ليترميلی

 30ميکروليتر تولوئن به آن اضافه و به مدت  400کلراید اضافی حذف شد و سپس گرم در ليتر( دانسيلميلی 100محلول پرولين )

توسط  Spmو  Spdبه مدت دو دقيقه فاز آلی برداشته و این محلول برای ارزیابی  g 500 ×ثانيه ورتکس شد و پس از سانتریفوژ 

HPLC  کمی ارزیابی منظوربه شد.استفاده Spd  وSpm، 10 ستون به پایانی محلول از ميکروليتر Chrompack-Nederland 

 337 موج طول در است که UV وعن از دستگاهآشکارساز این  شد. تزریق Unickam-crystal 200 مدل HPLC دستگاه در

 شد.سنجی آنها استفاده و غلظت Spmو  Spdهای استاندارد برای تعيين وجود از نمونه .شد تنظيم نانومتر

(، پس از پودر کردن López-Gómez et al. 2014بر اساس روش ): PAOو  DAO هایسنجش فعالیت آنزیم

ها سانتریفوژ ( نمونه ,5/6pHمولار با ميلی 100بافر استخراج )بافر سدیم فسفات ليتر ميلی 2/1چهاردهم گرم بافت برگی در 

(C˚4،min  20،× g  10000( و مایع رویی برداشته شد. واکنش سنجش فعاليت آنزیم DAO  میبافر سدميکروليتر  630حاوی 

-4گرم ميلی 5/2، 20آنيلنمتيلان دیان ميکروليتر 25/6 (ميکروليتر محلول واکنش pH ،70 ,5/6با  مولاریليم 100فسفات 

گرم در هر ميلی 42/1ميکروليتر پراکسيداز ) pH ،)100 ,5/6با  مولاریليم 100فسفات  میسدليتر بافر ميلی 25، 21پرینآمينوآنتی

گرم در هر ميلی Put (2/3ميکروليتر  100ميکروليتر نمونه برگی و  5/6pH,  ،)100با  مولاریليم 100فسفات  میسدليتر بافر ميلی

نيز از همين واکنش استفاده شد، PAO ( بود. برای سنجش فعاليت آنزیم  ,5/6pHبا  مولاریليم 100فسفات  میسدليتر بافر ميلی

                                                      
17- Perchloric acid (CLO4H) 
18- 1,7-diaminoheptane 
19- Dansyl chloride 
20- NN-dimethylaniline 
21- 4-aminoantiprine 
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 Spm:و   ,5/6pHبا  مولاریليم 100فسفات  میسدليتر بافر گرم در هر ميلیميلی پنج Spd+Spm (:Spd، از Putفقط بجای 

 ها در طول موج( استفاده شد. ميزان فعاليت این آنزیم ,5/6pHبا  مولاریليم 100فسفات  میسدليتر بافر م در هر ميلیگرميلی 6/6

 گيری شد.اندازه 22نانومتر توسط دستگاه اسپکتروفتومتر 550

 عیما تروژنينپس از اضافه کردن  ی نمونه تازه برگ گرمیليم 350 مقدار : )2O2H( دروژنیه دیپراکس زانیم سنجش

درصد  کی 23دياس کيکلرواستیمحلول تر تريلیليم پنج .افتیانتقال  یتريلیليم 15به فالکون ی به خوبی سائيده شد و نيدر هاون چ

شده  کنواختینمونه  یحاو فالکونشد. قرار داده  خیحمام  درها نمونه سازیکنواختیاضافه شد و تا  فالکون( به خی)محلول در حمام 

 دیجد فالکون کیبه  ییرو عیاز ما تريلکرويم 500شد. سپس وژيفیسانترg 12000 × با سرعت C 4˚ یو در دما قهيدق15به مدت 

شد و پس از چندبار وارونه  زودهاف مولاریليم 10بافر فسفات  تريلیليم 5/0و   ميپتاس دیدیمولار  کیمحلول  تريلیليم کی یحاو

توسط دستگاه  nm 390جآن، مقدار جذب هر نمونه در طول مو ینمودن محتو کنواختی یبرا کیتار طيدر مح فالکونکردن 

 جینتا (Loreto and Velikova. 2001).  شد یريگاندازه Shimadzu UV-160, (Kyoto, Japan)  اسپکتروفتومتر

 .شد انيب اهيدر هر گرم وزن تر گ کروموليبصورت م

 گرمیليم 80با  زولیکل به روش ترا RNA استخراج :25CRPQواکنشو  24cDNA ، سنتزRNA استخراج

 Sو S18ی بوزومیر RNA دو باند ليانجام گرفت. تشک لیاستر ینيدر هاون چ عیخردشده به کمک ازت ما یبافت برگ یهانمونه

 ستگاه نانودراپاز د RNA  غلظت زانيم یکم یبررس یکرد. برا دیيشده را تا صيتخل RNA یبالا تيفيژل ک یبر رو 25

ستخراج ا  RNAاستفاده شد. در مرحله بعد nm 260 در طول موج  1000Thermo Scientific model, (26(اسپکتروفوتومتر

 واحد کیبافر،  تريکروليم کی، RNA کروگرميشد. دو م ماريشرکت فرمنتاز ت یشنهاديبراساس روش پ DNaseІ میشده با آنز

) u(میآنز ІDNase   واحد 10و) u( میآنز RNase inhibitorمخلوط و با افزودن آب ، DEPC27 تريکروليم 10جم محلول به ح 

 10شد و به مدت اضافه  هاوبيبه ت EDTA تريکروليم کیقرار گرفتند. سپس  C 37˚یدر دما قهيدق 30رسانده شد و به مدت 

 ماريت RNA تريکرولي، پنج مcDNA شدند. به منظور ساخت یدارنگه -C 80˚در هاوبيشدند. تقرار داده  C 65˚یدر دما قهيدق

 ( مخلوط شد و حجم محلول با استفاده از آبدينوکلئوت 18-20( )کوموليپ کی) یتید گويبا کمک آغازگر ال DNase شده با

DEPC  یدر دما قهيقمخلوط به مدت پنج د نیرسانده شد. ا تريکروليم 11به˚C 70 سرد شد.  خی یقرار گرفت و پس از آن رو

واحد  20و  کروموليم 10با غلظت  )28dNTPs (فسفات ینوکلئوتر یاکسید تريکروليبافر واکنش و دو م تريکروليسپس چهار م

                                                      
22- Spectrophotometer 
23- Trichloroacetic acid 
24- Complementry DNA 
25- Quantitative PCR   
26- Nanodrop spectrophotometer 
27- Diethyl pyrocarbonate  
28- Deoxynucleotide triphosphates 
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 قهيرسانده شد و به مدت پنج دق تريکروليم 19به  DEPC اضافه شد و حجم محلول با آب وبيبه هر ت RNase inhibitor میآنز

محلول افزوده شده و پس از مخلوط  نیبه اRevert  Aid M-Mulv میآنز (u) واحد 200بعد از آن  قرار داده شد. C37˚ ی در دما

 C˚یدر دما قهيدق 10به مدت  هاوبيکردن واکنش، ت رفعاليغ یشد. سپس براقرار داده C 42˚یساعت در دما کیکردن به مدت 

ز ژنوم نخود ا Peng et al.  (2010) ،  (Actin1)1نيدار  اکتژن خانه رياز روش تکثcDNA سنتز دیيتا منظورقرار گرفتند. به 70

و   PCRتوسط تريکرولينانوگرم در م 200سنتز شده به  cDNA و رساندن غلظت یسازقيپس از رق، شدهساخت cDNA یبر رو

 (bp دارهده شده با اندازه ژن خانهاز مطابقت اندازه باند مشا یحاک جیدرصد استفاده شد. نتا کیژل آگارز  یالکتروفورز آن بر رو

 10مخلوط واکنش شامل  تريکروليم 20استفاده شد. مقدار  cDNA سنتز یبرا RNA تريل کروينانوگرم در م 1145بود.  (189

 یاز آغازگرها کیاز هر  تريکروليم کی ل،یآب مقطر استر تريکروليم سه، Evagreen رنگ فلورسنت یحاو تيک تريکروليم

 تريل کروينانوگرم در م 250سنتز شده با غلظت  cDNA نمونه تريکروليم 5و  کروموليم 10و معکوس با غلظت  ميمستق یاختصاص

 خلوطاستفاده شد. پس از آماده کردن م یکيو سه تکرار تکن یستیهر واکنش دو تکرار ز یشد. برا ی( بررس1:20شده با نسبت  قي)رق

 C94˚ی در دما قهيدق 2صورت انجام گرفت:  نیبه ا مرازيپل یارهيتقل شد و واکنش زنجمن iQ5 موردنظر به دستگاه تيواکنش، پل

29 یدما در هيثان C˚95 ،10 یدر دما هيثان 10 یهاتکرار با چرخه 35و 
AT،  C˚57 ی در دما هيثان 10و  آغازگرC˚72. دیيتا 

 C55˚ یذوب با خنک شدن تا دما یذوب  انجام شد. منحن یمنحن ليو تحل هیبا استفاده از تجز شده ريبودن قطعات تکث یاختصاص

 C 5/0˚آهسته با سرعت شیثابت ماند و سپس با گرما هيثان 30به مدت  C55˚ یثبت شد، سپس در دما هيدر ثان C20˚سرعت  با

 رنگ کينظارت بر تفک یآهسته دما برا شی. فلورسانس به طور مداوم در طول دوره افزاافتی شیافزا C95˚ یه تا دمايدر ثان

Evagreen  هاییمنحن جادیا یو در مقابل دما برا یفلورسانس به طور خودکار در زمان واقع هایگناليس ميشد. ترس یرگياندازه 

 یی( کارا1:100و  1:50، 1:20، 1:10، 1رقت ) الیاستاندارد رسم شده حاصل از پنج سر هایینحنبر اساس م .ذوب انجام گرفت

PCR  بود -42/3و  -23/3و  نيب ونيخط رگرس بيبود و ش 2تا  9/1تمام آغازگرها در حدود در Pfaffl 2001) .)انينسبت ب 

. ردگيیرا در بر م Plate در نظر مورد دارخانه هایژن PCR ییکارآ نيانگيمحاسبه شده که م Cq با توجه به شاخص یهر توال ینسب

 دارژن هدف و ژن خانه زانيم نيمحاسبه نسبت ب یبرا توانیم 30REST افزاراز نرم استاندارد، هاییمنحن جیبا توجه به نتا

) 1Actin(در هر نمونه مشخص با روش CTΔΔ-2 آن ژن استفاده کرد ینسب انيبعنوان ب) 2001Livak & Schmittgen .(  در

 ینرمال شده برا ریشده است نرمال شده و سپس از مقاد ميدار تنظژن خانه کیه کActin1 ژن  انيژن مورد نظر با ب انيروش ب نیا

با  Actin1  دارژن خانه وGAD1 یژن اختصاص یبرا غازگرآ یمختلف استفاده شد. طراح هاینمونه در هامتفاوت ژن انيب سهیمقا

 یبرا )https://www.idtdna.com( ه آدرسب Integrated DNA Technologies, Inc. (IDT) یاستفاده از تارنما

                                                      
29- Annealing temperature  
30- Representational state transfer software 

https://www.idtdna.com/
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و  توالی دار،و خانه یاختصاص یهاژن ینام آغازگرها 1مناسب انجام گرفت. در جدول  اتيخصوص یدارا یبه آغازگرها یابيدست

 .آنها ارائه شده است یشماره دسترس

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

Table 1. Primer sequences used in qPCR amplification 

Amplicon 

length (bp) 

طول قطعه 
تکثيرشده )جفت 

 باز(

Ta (˚C) 
 

دمای اتصال 
)C(˚ 

Sequence (5´-3´) 
 

 (3-5الی )وت

Protein name 

 

 نام پروتئين

Gene 

name 

 

 نام ژن

Accession 

number 

 

 شماره دسترسی

 

 

189 57 

F: 

CTACGAATTGCCTGATGGA

C 
R: 

CCTCCTGAAAGGACGATGT

T 

Actin1 

Act1 

EU529707.1 

      

106 58 

F:GGTCTACCCGAGTTCAGA

AATG 

R: 

CAGTTGCTCCACCACTCAT

TA 

1-

aminocyclopropa

ne-1-carboxylic 

acid synthase 

ACS 

DQ372685 

100 58 

F:TGACCAATGGCAGATAC

AAGAG 

R: 

GCCTTGAGTGGTGGGTTAT

AG 

1-

aminocyclopropa

ne 1-carboxylic 

acid oxidase 

ACO 

AJ549384 

 

و سه تکرار  یتصادف یرگيبا نمونه یدر قالب طرح کاملا تصادف لیفاکتور شیمطالعه بر اساس آزما نای: یآمار یهایبررس

 هایژن ینسب انيبخش ب یهاشیآزما یبرا یکيو سه تکرار تکن یستیو دو تکرار ز یولوژیزيبخش ف یهاشیآزما یبرا یستیز

ACS و ACO نيانگيم سةیانجام شد و آزمون مقا ( 01/0به روش دانکنP< )با نرم افزار  وSAS 9.4 د.انجام ش  

 

 نتایج

 Spd) بالا مولکولی وزن های باآميناتيلن، پلیداری بين تيمارهای آزمایشی از نظر ميزان ها اختلاف معنیتجزیه و تحليل داده

 (.2و محتوی اتيلن نشان داد )جدول  ACO و ACSهای ، بيان نسبی ژنDAOو  PAOهای (، فعاليت آنزیمSpmو 

منظور بررسی قابليت تاثير اتيلن در پاسخ نخود زراعی به تنش سرما، الگوهای بيوسنتز به: بیوسنتز اتیلن تحت تنش سرما

های متحمل و حساس به سرما ارزیابی شد. تحت تنش سرما ميزان اتيلن در ژنوتيپ های ژنوتيپاتيلن تحت تنش سرما در برگ

به  کنترل طیشراتحمل در روز اول تنش در مقایسه با الف(. گاز اتيلن در ژنوتيپ م-1متحمل بيشتر از ژنوتيپ حساس بود )شکل 
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( و به حداکثر ميزان آن در این تحقيق رسيد و سپس در روز ششم تنش سرما مجددا در درصد62/15داری افزایش یافت )طور معنی

(. همچنين محتوی درصد5/12که حتی ميزان آن به کمتر از شرایط کنترل رسيد )مقایسه با شرایط کنترل نيز کاهش یافت، بطوری

 الف(.-1برابر(، )شکل  32/1داری بيشتر بود )طور معنیاتيلن در ژنوتيپ متحمل در روز اول در مقایسه با روز ششم تنش سرما به

 

ژنوتیپ حساس و متحمل نخود تحت در دو های مسیر بیوسنتز آن اتیلن و بیان ژن واریانس تجزیه .2 جدول

 تنش سرما

Table 2. Variance analysis of studied traits of tolerant (Sel 96th11439) and susceptible (ILC 

533) chickpea genotypes under cold stress 

 منابع تغيير

S.O.V. 
درجه 
 آزادی
df 

 (Mean Square) ميانگين مربعات

 Ethylene ACS ACO Spd Spm PAO DAO 2O2H 

 ژنوتيپ
Genotype 

1 **0.02 **474.32 **61.3 **47.14 **427.39 **0.39 **1/80 **3327.64 

دوره زمانی 
 تنش

Stress 

period 

2 **0.0055 **1106.88 **71.59 **24.87 **264.72 **0.65 **3.05 **748.98 

 ×ژنوتيپ 
دوره زمانی 

 تنش
Stress 

period × 

Genotype 

 
 
2 

 

 

 

 

**0.003  
 

 

 

 

**356.72 

 

 

 

**18.96 

 

 

 

**11.69 

 

 

 

**48.78 

 

 

 

ns 0.015 

 

 

 

 

**0.56 

 

 

 

 

**664.88 

 خطا
Error 

12 0.00046 8.84 0.46 0.48 1.63 0.012 0.06 1 

 ضریب

 تغييرات )%(
CV 

 7.45 15.06 18.64 8.45 5.41 14.92 17.70 1.1 

 داری در سطح یک درصد است.بيانگر معنی **

 33و ترانسکریپتوم 32و پایگاه اختصاصی ژنوم 31NCBIبر اساس نتایج جستجو در پایگاه اطلاعاتی : سوخت و ساز اتیلن

که شماره های مسير تنظيم سوخت و ساز اتيلن بوده رمزکننده هر یک از ژن نخود، ژنوم نخود زراعی تنها حاوی یک ایزوفرم ژنی

منظور ارزیابی الگوی بيوسنتز متفاوت اتيلن و همچنين نقش تنظيم در سطح رونویسی در به آمده است. 1آنها در جدول  یدسترس

در دو ژنوتيپ حساس و متحمل در شرایط  ACOو  ACSهای های متحمل و حساس به سرما نخود، ميزان بيان نسبی ژنژنوتيپ

                                                      
31- National center for biotechnology information 
32- The chickpea genomic web resources 
33- Chickpea transcriptome database 
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نسبی هر دو ژن در روز اول تنش در مقایسه با گيری شد. افزایش بيان اندازه 34PCR-QRTکنترل، روز اول و ششم تنش، توسط 

 ب و ج(. -1شرایط کنترل و همچنين در ژنوتيپ متحمل بيشتر از ژنوتيپ حساس بود )شکل 

 

)ب( و  ACSهای تغییرات میزان اتیلن )میکرولیتر/گرم وزن تر ساعت( )الف( و میزان بیان نسبی ژن .1شکل 

ACO ج( در ژنوتیپ( های متحملSel 96th11439  و حساس )ستون سیاه(ILC 533  )ستون خاکستری(

(. حروف C4˚ (، روز اول و روز ششم تنش سرما )C23˚ نخود تحت تیمارهای دمایی شامل دمای طبیعی )

 ها براساس مقایسه میانگین دانکندار بین میانگینمتفاوت نشان دهنده اختلاف معنی

Figure 1. Changes in ethylene content (l/g FW), 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid 

synthase (ACS) and 1-aminocyclopropane 1-carboxylic acid oxidase (ACO) relative genes 

expression in the leaves of tolerant (Sel 96th11439) and susceptible (ILC 533) chickpea 

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

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

based on the comparison of the average Duncan 

 

داری طور معنیبه کنترل طیشراتحت تنش سرما در ژنوتيپ متحمل در روز اول تنش سرما در مقایسه با  ACSبيان نسبی ژن 

برابر(، در حاليکه بيان نسبی این ژن در ژنوتيپ  7) 36برابر( و مجددا در روز ششم تنش سرما کاهش یافت 2/5) 35افزایش یافت

 ACOب(. بيان نسبی ژن -1کاهش یافت )شکل  برابر 35شم تنش تا برابر افزایش در روز اول تنش، در روز ش 4/2حساس پس از 

برابر افزایش  03/4کنندگان مسير بيوسنتز اتيلن، تحت تنش سرما در ژنوتيپ متحمل در روز اول تنش سرما عنوان یکی از تنظيمبه

که ميزان بيان نسبی این ژن ه طوریکاهش یافت، ب کنترل طیشرابرابر در مقایسه با  23/3یافته و مجددا در روز ششم تنش سرما 

                                                      
34- Quantitative reverse transcriptase-PCR 
35- Up-regulate 
36- Down-regulate 
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در ژنوتيپ حساس تحت تنش سرما در مقایسه با   ACOج(. بيان نسبی ژن -1نيز کمتر شد )شکل  کنترل طیشرادر مقایسه با 

 .ب و ج(-1برابر(، )شکل  21/7شرایط کنترل به طور پيوسته کاهش یافت )

ط احتمالی منظور بررسی ارتبابه: saPوابسته به  2O2Hو فرایند تولید  بالا مولکولی وزن با PAsسوخت و ساز 

های متحمل و حساس در ژنوتيپ PAOو  DAOهای ، فعاليت آنزیمSpmو  Spdو بيوسنتز اتيلن محتوی  PAsبين سوخت و ساز 

ترتيب ساس بود )بهدر ژنوتيپ متحمل بيشتر از ژنوتيپ ح کنترل طیشرادر  Spmو  Spdگيری شد. محتوی به سرما نخود اندازه

 الف و ب(. -2برابر( )شکل  29/1و  37/1

 

زن )نانومول/گرم و (Spm) نیاسپرمو ( Spd) نیدیاسپرم) بالا مولکولی وزن با PAs زانیم اترییتغ .2شکل 

گرم )میکرومول/ میلی PAO)و  (DAO دازیاکس نآمییپلو  دازیاکسنیآمید هایمیآنز تی(، فعالو ب )الفتر( 

 Sel 96th11439متحمل  یهاپی)ه( در ژنوت ییمختلف دما یمارهای)د( و ت هاپی( در ژنوتو د )جپروتئین دقیقه( 

 ) یعیطب یشامل دما ییدما یمارهای( نخود تحت تی)ستون خاکستر ILC 533( و حساس اهی)ستون س

˚C23( روز اول و روز ششم تنش سرما ،) ˚C4هانیانگیم نیب داری(. حروف متفاوت نشان دهنده اختلاف معن 

 دانکن نیانگیم سهیبراساس مقا

Figure 2. Changes in heavy polyamines (Spermidine (Spd) and Spermine (Spm)) content 

(nmol/g wt), Diamine oxidase (DAO) and Polyamine oxidase (PAO) activity (mol/mg 

protein min) in different genotypes and under thermal treatment in the leaves of tolerant 

(Sel 96th11439) 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 
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در ژنوتيپ حساس در  Spdرا در هر دو ژنوتيپ )بجز محتوی  Spmو  Spd بالا مولکولی وزن با PAsتنش سرما محتوی 

 23/96و  درصد 39/66ترتيب حداکثر داری افزایش داد )بهدار بود( بطور معنیروز اول تنش سرما که افزایش آن نسبی و غيرمعنی

 فرایند در PAs یستیز هیتجزنقش  یبررسمنظور به  PAOوDAO های فعاليت آنزیم نيهمچن الف و ب(.-2(، )شکل درصد

 )روز اول تنش( سرماتنش  هبزودهنگام  یهاپاسخدر تحریک  سازوکار نیاهمچنين نقش و  ROS ديتول قیاز طر یسلول رسانیپيام

در مقایسه  شرایط تنش سرماتحت  داریمعنیطور ب سرمامتحمل به  پيژنوت در DAO تيفعالگيری شد. در ژنوتيپ متحمل اندازه

این  تيفعال شی، افزاهای زودهنگام )روز اول تنش(پاسخدر  (. نکته جالب آنکهج-2برابر(، )شکل  01/3)بود  يشترب ل کنترشرایط  با

  .(3 اشت )شکلد 2O2H ديتول شیبا افزا یکیارتباط نزد میآنز

 

)ستون سیاه( و   11439th96Selهای متحمل گرم وزن تر( در ژنوتیپ/)میکرومول  2O2Hتغییر میزان  .3شکل 

(، روز اول و C23˚ )ستون خاکستری( نخود تحت تیمارهای دمایی شامل دمای طبیعی ) ILC 533حساس 

ها براساس مقایسه دار بین میانگین(. حروف متفاوت نشان دهنده اختلاف معنیC4˚ روز ششم تنش سرما )

 میانگین دانکن

Figure 3. Change in hydrogen peroxide (H2O2) content (mol/g fr wt) in the leaves of 

tolerant (Sel 96th11439) and susceptible (ILC 533) 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 the comparison 

of the average Duncan 
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کنترل  طیبا شرا سهیقامدر  DAO آنزیم تيدر فعالدار و معنی توجهقابلنيز افزایش  سرماحساس به  پيژنوتدر ، از سوی دیگر

 تيپ مرتبط بود. این نتایجدر این ژنو 2O2Hدار توليد افزایش شدید و معنی که با یاافتهی(، ج-2)شکل  برابر(، 493/2) دمشاهده ش

در  PAO آنزیم تيفعال .موثر است 2O2H ديتول در ندها،یفرآ ریسا همراه با م،يبطور مستق PAs یستیز هیکه تجز است بيانگر آن

تحت تنش سرما در  پيتدر هر دو ژنود( و -2برابر(، )شکل  51/1ژنوتيپ متحمل بطور قابل توجهی بيشتر از ژنوتيپ حساس بود )

 پيژنوتهر دو  درSpd  و Spmبا نتایج که  یپاسخ ه(؛- 2برابر( )شکل  6/2) افتی داری افزایشطور معنیبه کنترل طیشرامقایسه با 

یش فعاليت مسير ، افزاSpdو Spm یمحتو شیبا افزارسد نظر میالف و ب(. بنابراین به-2)شکل  و حساس مطابقت داشتمتحمل 

 .افتدنيز اتفاق می این دو متابوليت یستیز هیتجز

  

 بحث

ه برسانی در پاسخ افزایش بیوسنتز اتیلن در پاسخ زودهنگام ژنوتیپ متحمل بیانگر کارایی مسیر پیام

واسطه  کیعنوان به لنياگرچه ات(. Stearns & Glick 2003) دارد اهيگ ساز و سوختبر  یمتناقض آثار لنيات :تنش سرماست

 .Yang et al. 2013; Jiang et al) شده است معرفی های غير زیستیتنشو تحمل به  ی اکسيداتيوهموستاز ميمهم در تنظ

2013; Wang et al. 2011)  کندل مواجه میتلابا اخها را گونه یبرخ در هياول یشیرو مرحلهاما (Zapata et al. 2007.) 

یابد. حتوی اتيلن شدیدا افزایش میمبا ادامه تنش و افزایش نسبی یافته  اوليه،عنوان پاسخ بيوسنتز اتيلن به تنش آغازبلافاصله پس از 

 تنش داشتهدر پاسخ به  یظتاحف رسانیپيامنقش  اتيلن قابليت ایفای های زودهنگام، بيوسنتزدر پاسخکه  رسدنظر میبنابراین به

 .(Stearns & Glick 2003) برگ موثر باشد زشیو ر یريپ ،کلروز یندهایفرآدر القای  های دیرهنگامدر پاسخ احتمالاکه یدرحال

های زودهنگام اوليه افزایش یافت چه نخود متحمل به سرما فقط در پاسخاهيگ در لنيات بيوسنتز، بر اساس نتایج این آزمایش

به  متحمل پيدر ژنوت لنيتا ایمرحلهدو  بيوسنتز عدم ن،یبنابراافزایش بيوسنتز اتيلن مشاهده نشد. حساس  پينوتدرحاليکه، در ژ

 Azevedo Neto et) کندتوجيه میا به تنش سرما ر Sel 96th11439 پيژنوت پاسخ مناسبتر ودیتا حد الف(-1شکل ) سرما

al. 2004). تراریخت اهيگ N.tabacum سنسیژن آنت با ACS عنوان پاسخ دیرهنگام به تنش به لنياتافزایش بيوسنتز دوم  مرحله

 تيفعال شیافزا در اثر ROSبه تجمع کمتر  شتريتحمل ب. ) .2010Wi et al (داشت 2O2H به تنش یشتريتحمل ب را نداشت و

 (. .2010Wi et al) در ارتباط استو کاتالاز(  37MnSOD ،38Cu/ZnSODاز جمله ) ROS یزداسم یهامیآنز هایژن انيو ب

های سنس از طریق کاهش بيوسنتز اتيلن، تحمل به تنشآنتی در توتون با روش ACOو  ACSهای همچنين کاهش بيان ژن

 ACC یمحتوهای مسير بيوسنتز اتيلن و بيان ژن .(Tavladoraki et al. 2012را بهبود داد ) ABAشوری، اسيدی، پيری و 

(. (Abts et al. 2014; Bulens et al. 2014شوند در نظر گرفته می لنيات بيوسنتز یامل محدود کننده براوعنوان عبه عمدتا

                                                      
37- Manganese Super Oxide Dismutase 
38- Copper/Zinc SOD 
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 ACOو  ACSهای بيان نسبی ژن، این پژوهش دراست،  یسیرونودر سطح  ميمستلزم تنظ لنيات بيوسنتز ایآ نکهیا یمنظور بررسبه

 .شد یبررس QRT-PCR توسط

عنوان ب و ج( به-1 شکل) سرمابه  متحمل پيژنوتپاسخ اوليه در  ACOو  ACS یهاژن رونوشتافزایش که  نتایج نشان داد

رسد تحت تنش سرما فرایند نظر میسازوکاری فعال در سطح رونویسی سبب افزایش محتوی اتيلن در این ژنوتيپ شده است. به

این دو  انيب کاهشتنظيم شود. همچنين  40و هم در سطح ترجمه 39تنظيم محتوی اتيلن نخود ممکن است هم در سطح رونویسی

 تایيدکننده اهميت نقش های دیرهنگام ژنوتيپ متحمل به سرما نيزر ژنوتيپ حساس و همچنين در پاسختحت تنش سرما دژن 

 Stepanova) تنظيم محتوی این فيتوهورمون است منظورتنظيم در سطح رونویسی در هر دو مرحله مسير متابوليک بيوسنتز اتيلن به

& Alonso 2009; Chen et al. 2014) بينی کرد چنين پيشتوان ی، مهاژننسبی  انيو ب ییايميوشيب به نتایجتوجه  با. بنابراین

به نظر  .های موثر در این مسير استژن و کارکردی یسیرونوفرایندهای  دهيچيپ تنظيمتحت تحت تنش سرما،  لنيات بيوسنتزکه 

های طی مرحله اول پاسخ به تنش )پاسخدر  ب و ج(، با افزایش بيوسنتز اتيلن-1 شکل) ACO و ACSهای بيان نسبی ژن درسیم

ی اتيلن محتوبيان این دو ژن و نهایتا افزایش  شی، افزانخود متحمل به سرما پيژنوت ردزودهنگام( در ژنوتيپ متحمل همراه باشد. 

تجمع . ودشمی یناشو نهایتا اتيلن ACC سنتز و  ACS میآنز تيشده توسط فعال زيواکنش کاتال تنش سرما احتمالا در اثرحت ت

ب -1 شکل) همراستایی داشت ACOو  ACSهای دار بيان نسبی ژنمعنی شیکاملاً با افزا متحمل به سرما پيدر ژنوت لنيات اوليه

های زود و دیرهنگام بيان نسبی این دو ژن با کاهش محتوی اتيلن در پاسخ، کاهش و حساس به سرمامتحمل  پيژنوتهر دو در  و ج(.

دیرهنگام اتيلن( همراه  های دیرهنگام ژنوتيپ متحمل )عدم افزایشاوليه و دیرهنگام اتيلن( و پاسخ افزایشژنوتيپ حساس )عدم 

 ACO1 ژندائمی  انيب .شده است دیيتا( نيز Chen et al. 2014) پژوهشتوسط ای چنين فرضيه الف، ب، ج(.-1 شکل) بود

تنش به  ختیترار اهانيگ تيکه حساسرسد بنظر می نيهمچن .شد یبه تنش شور آرابيدوپسيس تاليانا تيحساسافزایش منجر به 

 .پيام استدر انتقال  موثر( 6cbfو  C41 :1cbf-تکرار اتصال عوامل از جمله) تنشدهنده به پاسخ یهاژن کاهش بيان اسمزی در اثر

 وزن با PAs یستیز هیتجزمسیر  یهامیآنز توسطشده  زیکاتال 2O2H تولید تنظیمدر  کلیدینقش  لنیات

 یهابه تنش اناهيگ در پاسخ ینقش مهم بالا مولکولی وزن با PAs یستیز هیتجز :دارد رسانی تنشپیام برای بالا مولکولی

بالا  مولکولی وزن باPAs  یستیز هیتجز ميان اصیصاخت تاککراساما  ،(Amini et al. 2021) کندیم فایا یستیرزيغو  یستیز

این تحقيق  یهاافتهی .نشده است مشخص بطور کامل ،خصوصا تحت تنش سرما لن،يات رسانی هورمونپيام نخود همراه با نقش

 هیتجزی هامیآنز ميتنظ ابط بتمررسانی پيام یدادهایرومنظور بهبود به 2O2H توليد 42قيدق ميتنظ در لنياتهورمون  نشان داد که

                                                      
39- Transcriptional regulation 
40- Translational regulation 
41- C-repeat binding factors 
42- Fine-tuning 
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توسط  فرضيه نیا .ژنوتيپ متحمل نخود موثر است هياول پاسختحت تنش سرما خصوصا در  بالا مولکولی وزن با PAs یستیز

-1های )شکلپشتيبانی شد  بالا مولکولی وزن با PAs یستیز هیتجزهای مسير همزمان با فعاليت آنزیم 2O2H محتویسنجش 

 یمحتودار معنی شیبا افزامتحمل  پي( در ژنوتروز اول تنش سرما)در  لنيات مرحله اول بيوسنتز ،تحت تنش سرما .(3ج، ه و -2الف، 

 2O2Hنزیمآ  تيفعالدار معنی شیبا افزا همزمان DAO لنيات در ژنوتيپ حساس بدون افزایش بيوسنتزوجود،  نیا با .همراه بود، 

تحت  PAO تيفعالتغييرات که یشاهده شد، در حالبرابر( م 5/1) DAOآنزیم  تيفعالو همچنين افزایش  2O2H ديتولافزایش 

که سهم بيان کردند  Zarza et al. (2017) ب،يترت نيهم بهدار نبود. در مقایسه با ژنوتيپ حساس معنی این ژنوتيپتنش در 

2O2H  در اثر فعاليتPAO  نتایج نشان داد که در  نسبت محدود است. به های غير زیستیتنش هيدر مراحل اول آرابيدوپسيسدر

 لنيسنتز اتی مرحله نخست بيودر ط بالا مولکولی وزن با PAs یستیز هیتجز وابسته به 2O2H ديتول نخود حساس به سرما، اهانيگ

بدون بالا،  مولکولی وزن با PAs یستیز هیتجزمسير  یهامیآنز دیشد شیهمراه با افزا ،2O2H از حد شيب دياما تول شد،فعال 

 های تجزیه کنندهمیبا آنز زشدهيکاتال 2O2H ديتعادل تولکننده تنظيم ،لنياتبيانگر آن است که  جینتا نیا .رخ داد لنياترسانی پيام

PAs  نخود چهاهيرا در گسرما تحمل ی، دستنیياهداف پاکردن با فعال ثانویه فعاليت کرده و رساناميعنوان پنوبه خود به که بهاست 

 .است پيمدت وابسته به ژنوتکوتاه تحت تنش سرماحداقل که  ی، پاسخبخشدبهبود می

متحمل و  یهاپیدر ژنوتتنش سرما تحمل  برابردر  بالا مولکولی وزن با PAs ساز و سوخت تعامل میان

 یقابل توجه شی، افزاهای اوليه و دیرهنگامنخود، تحت تنش سرما در پاسخ سرمامتحمل به  پيژنوت: حساس به سرما نخود

که دار بود، درحالینسبی و غيرمعنی Spdهای اوليه ژنوتيپ حساس افزایش محتوی اما در پاسخشان داد ن سلول آزاد Spm و Spd در

دار بود معنی کنترل طیبا شرا سهیدر مقاهای اوليه و دیرهنگام در این ژنوتيپ در پاسخ Spmهای دیرهنگام و در پاسخ Spdافزایش 

شده  اشاره زیستی های غيرتحت تنش Spm و Spd محتوی شیافزاها نيز به در سایر پژوهش ب،يترت نيهمبه الف و ب(.-2)شکل 

این  جیتان. (Rodríguez-Kessler et al. 2006; Jiménez- Bremont et al. 2007; Sudhakar et al. 2014) است

که  بودتر برجستهحساس  در مقایسه بامتحمل  پيآزاد در ژنوت Spm و Spd شیافزا ،آزمایش بيانگر آن است که تحت تنش سرما

 Spmو  Spd محتوی شی، افزااز همين رو کند.بهبود تحمل سرما مشخص می یندهایرا در فرآ این دو متابوليت ینقش احتمال

 .Jiménez-Bremont et al. 2007; Wang et al) است ازيمورد ننيز  یو خشک یشور ،یبه تنش اسمز اهانيتحمل گ یبرا

2007; Wi et al. 2014; Yin et al. 2014.) محتوی  شیافزاPAs داشته  سرمابا تحمل  یکیارتباط نزد بالا مولکولی وزن با

(Amini et al. 2021 اما ) ی ایجاد کندمتفاوتهای پاسخ یستیز ريغ یهاتنش سایر تحتممکن است  (Sudhakar et al. 

2014). 

با  بالا مولکولی وزن با PAsو  لنيات ساز و سوختارتباط  یدر مورد چگونگ یدیجد دیدگاه این تحقيق جینتا: گیرینتیجه

های زودهنگام ژنوتيپ متحمل ( افزایش بيوسنتز اتيلن در پاسخ1 :است سازوکار، که حداقل شامل سه کندتنش سرما ارایه میتحمل 



   (1402 بهار، 1، شماره 15مجله بیوتکنولوژی کشاورزی )دوره   

20 

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

 

 منظوربهرا  2O2H توليد DAOو  PAOهای نيپروتئ( 2سازی سازوکارهای پاسخ به سرما است. به سرما احتمالا سيگنال فعال

 آثار نامطلوب تنش سرمادر برابر  ینقش مهم احتمالا PAs منابع( 3 و دندهیم شیافزا اهيگ یقدرتمند دفاع یهاپاسخ رسانیپيام

 یستیز هیتجز یعنوان محصول جانب)به 2O2Hو  PAs لن،ياتروابط تداخلی مابين  ميتنظ ، نتایج این تحقيق در مجموع .دنکنمی فایا

PAs )دکنیم شنهاديپ سرما در نخود زراعیتحمل های عنوان مدلی برای نمایش بخشی از پاسخرا به. 

در  یمعنو یتبه خاطر حما تهراندانشگاه دانشکدگان کشاورزی و منابع طبيعی  یاز معاونت محترم پژوهش :سپاسگزاری

 .شودیم یسپاسگزارو از داوران محترم به خاطر ارائه نظرهای ساختاری و علمی پژوهش حاضر  یاجرا
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