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 چكيده

هاي زنده و در جهت سازگاري به تنش غشا هاي چرباكسيداسيون اسيدها، محصولات ليپيناكسي
عنوان شاخص خسارت غشا)، تجمع ميزان مالون دي آلدهيد (بهد. در اين پژوهش نشوزنده محسوب ميغير

و آلن  LOX ،AOSهاي ) و ميزان رونوشت ژنAOS)، آلن اكسيد سينتاز (LOXفعاليت آنزيم ليپوكسيژناز (
 در دو ژنوتيپ متحمل )QPCRدر زمان واقعي ( پليمراز ايبه كمك واكنش زنجيره )AOCاكسيد سيكلاز (

)Sel96Th11439(  و حساس)ILC533 ( نخود)Cicer arietinum L.درجه  4تنش سرماي  تحت ) زراعي
داري در طور معنيسرما ميزان مالون دي آلدهيد به تحت تنشروز بررسي شد.  6به مدت  گرادانتيس

(تا  در ژنوتيپ حساس بيشترين افزايش در روز ششم اعمال تنش سرماها افزايش يافت طوري كه ژنوتيپ
 .دار نداشتتغيير معني ژنوتيپ متحمل پس از افزايش در روز اول كه درحالي در مشاهده شد درصد) 57

انتقال در روز اول تنش سرما احتمالا نقش در ژنوتيپ متحمل ن دي آلدهيد اين افزايش نسبي ميزان مالو
در تيمارهاي زماني تنش  AOSو  LOXميزان فعاليت آنزيم هاي دفاعي داشت. سيگنال و القا مكانيسم

در ژنوتيپ متحمل نسبت به ژنوتيپ حساس در سطح كمتري دار نشان داد اگرچه اين ميزان افزايش معني
يك احتمالا منجر به توليد هورمون جاسمونتحت تنش سرما در نخود  ليپيناكسي فعاليت مسيراين بنابر بود.
كمك  هب AOC و LOX ،AOSهاي بيان ژن آناليز. دفاعي در گياه شود هاينو در نتيجه تحريك و القا ژ اسيد
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 مقدمه
در افزايش تحمل به تنش  گياهان توانايي

P1Fطي فرايند سازگاري سرما

1
P  ييرات متعدد در تغبا

بيان ژن، متابوليسم، فيزيولوژي و مورفولوژي 
بوده كه اين تغييرات شامل افزايش يا همراه 

ها، كاهش يا توقف رشد، تغيير در كاهش بيان ژن
هاي تركيب ليپيدي غشا، تغيير در تركيب محلول

سازگار (مثل پرولين و بتائين و پليول و قندهاي 
آنزيمي و هاي اناكسيدمحلول) و افزايش آنتي

-طور كلي تغيير متابوليتو به سلولغيرآنزيمي 

 Heidarvand andهستند ( هاي اوليه و ثانويه

Maali 2013; Kazemi Shahandashti et al., 
در تحمل مستقيم ، به طور تغييرات. اين )2014

بنابراين به عنوان عناصر و بوده به تنش درگير 
P2Fفعال

2
P خصوص  به هاي محيطيدر تحمل به تنش

با اين وجود . شوندتنش سرما محسوب مي
ه محدوده وسيعي از ب سرماه سازگاري ب

مشخص  شود وسازوكارهاي سلولي مربوط مي
كه چند ژن در تعيين تحمل به سرما درگير  نيست

بنابراين در بسياري ). Rakei et al., 2016است (
از موارد ارتباط منطقي بين تغييرات در سطح 

ن گروه با تغييرات فيزيولوژي و مولكولي اي
اجزايي از سلول كه  دارد.نمورفولوژي وجود 

نوسانات دمايي  تحت اثرعموماً به طور مستقيم 
ها هستند. ينئها و پروتغشا قرار دارند

P3Fهاي چرباكسيداسيون اسيد

3
P  واكنش متابوليك

                                                             
1 Acclimation 
2 Functional element 
3 Fatty acids  

هاي زنده در جهت سازگاري متداول در سيستم
. محصولات باشده ميهاي زنده و غير زندبه تنش

هاي چرب هاي اكسيداسيون اسيدحاصل از فرايند
P4Fليپيندر مجموع اكسي

4
P د كه به طور نشوناميده مي

P5Fعمده توسط آنزيم ليپوكسيژناز

5
P )LOX( آلن ،

P6Fاكسيد سينتاز

6
P )AOSو آلن اكسيد سيكلاز (P7F

7
P 

)AOC( محصولات اوليه فعاليت  د.نشوكاتاليز مي
-مياي اسيد چرب هيدروپروكسيده ،LOXآنزيم 

از نظر واكنشي فعال بوده و قادر به باشند كه 
هاي آزاد و خسارت به غشا و مرگ توليد راديكال

). با اين حال اين Ble´e 2002سلولي هستند (
هيدروپركسيدها به طور سريع تبديل به گروهي از 

-توانند فعاليتهاي پايدار شده كه ميليپيناكسي

باشند  در سلول داشتههاي فيزيولوژيكي متعددي 
)Nemchenko et al., 2006 .(ليپين مسير اكسي

P8Fجاسمونيك در گياهان منجر به توليد اسيد

8
P  شده

كه به دليل نقش هورموني آن، تنظيم كننده مهم 
هاي دروني و بيروني سلول است به محرك پاسخ

)Kazan 2015( هاي طوري كه بسياري از پاسخبه
هاي ميزان فعاليت ژن دفاعي و نموي گياهان با

-اين مسير در سطح رونويسي و ترجمه تنظيم مي

برخي تحقيقات  ).Santino et al., 2013شود (
ها به طور غير مستقيم نشان داده كه جاسمونات
هاي دفاعي در گياهان موجب بيان برخي از ژن

. مشاهده شده )Bhardwaj et al., 2011(شوندمي

                                                             
4 Oxylipin 
5 Lipoxygenase 
6 Allene oxide synthase   
7 Allene oxide cyclase 
8 Jasmonic acid 
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د تنش در دو فاز ها در اثر ايجاكه جاسمونات
پاسخ سريع در اوايل تنش و پاسخ دير در مدتي 

 Heidarvand and( يابنداز تنش افزايش مي پس

Maali-Amiri 2013(توانند . آنها همچنين مي
تحريك كننده افزايش فعاليت دو آنزيم مهم در 

و آنزيم آلن  LOXليپين يعني آنزيم مسير اكسي
 در گياه شونددر هنگام تنش  AOSاكسيد سينتاز 

)Wasternack 2007( . 
به  ).Cicer arietinum Lگياه نخود (

داراي تنوع عنوان دومين لگوم خوراكي كشور، 
 ،مورفولوژيكي بالا ولي تنوع ژنتيكي ضعيف

و تحت تنش سرما توليد آن  بودهحساس به سرما 
 .)Mantri et al., 2007( شودمحدود مي

حتي جلوگيري از اين كاهش عملكرد (كه 
رساند) كيلوگرم در هكتار مي 400عملكرد را به 

نقش مهمي در رويارويي با افزايش جمعيت و 
تامين نيازهاي پروتئيني در كشورهاي فقير و در 

با توجه به اين كه در نواحي حال توسعه دارد. 
 ، ايخصوصيات آب و هواي مديترانه باجغرافيايي 

ه سرما كشت پاييزه گياه نخود به دليل حساسيت ب
به دليل خشكي آخر فصل از  آنو كشت بهاره 

 پتانسيل عملكرد مناسبي برخوردار نيست
)Habibpour et al., 2012(،  لذا شناخت عوامل و

هايي كه موجب بهبود عملكرد اين محصول فرايند
ضروري  ،شودهاي محيطي ميه با تنشهدر مواج

هاي رسد. همچنين مقايسه بين ژنوتيپبه نظر مي
تلف اين گياه و اينكه چطور يك ژنوتيپ مخ

بالاتري عملكرد تحمل بالاتر و در نتيجه پايداري 
هاي ديگر را دارد ما را در نسبت به ژنوتيپ

ها و عوامل موثر در تحمل نخود شناخت مكانيسم
تر براي بهبود هاي موثربه تنش و اتخاذ روش

سنجش ميزان اثر عوامل دهد. تحمل ياري مي
مانند  هاي غير زندهتحمل به تنشمختلف در 

گيري اندازه جمله هاي متعددي ازاز روش سرما
هاي فيزيولوژيكي و روش ها سطوح رونويسي ژن

هاي بين پاسخ بنابراين يافتن رابطهد. شوانجام مي
 فيزيولوژيكي مختلف گياه در سطوح ژنتيكي و

به ارزيابي بهتر گياه و  بوده وحائز اهميت 
هاي ت وكار بعضي از سازهمچنين درك 
در اين پژوهش،  كند.ميكمك متابوليكي گياه 

به  ليپينهاي دخيل در مسير اكسيبيان ژن ميزان
اي پليمراز در زمان واقعي كمك واكنش زنجيره

)QPCRP9F

1
P(  هاي برخي پاسخو همچنين

تنش سرما چهار تحت فيزيولوژيكي گياه نخود 
روز  ششپس از يك، سه و  گرادسانتيدرجه 

هاي متحمل اعمال تنش در ژنوتيپ
)Sel96Th11439) و حساس (ILC533 نخود (

 كابلي ارزيابي شد.

 

 هامواد و روش

 مواد آزمايشي و تيمار سرما 
بذور دو ژنوتيپ متحمل 

)Sel96Th11439) و حساس (ILC533(  به تنش
موسسه تحقيقات كشاورزي نخود كابلي از سرما 

ريت محلول هيپوكلتهيه شد. بذور در ديم كشور 
دقيقه ضد عفوني  10درصد به مدت  10سديم 

                                                             
1 Quantitative reverse-transcriptase 
polymerase chain reaction  
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بذر در پتري  10الي  5و پس از شستشو  شده 
بر روي كاغذ صافي و آب مقطر جوانه ديش 

ها به گلدان (نسبت ماسه، خاك گياهچه .زدند
در  و ) انتقال داده شد1:3:1رس و كود برگ 

اتاقك رشد در گروه زراعت و اصلاح نباتات 
ساعت  16با شرايط نوري اه تهران دانشگ

 220ساعت تاريكي و شدت نوري  8روشنايي و 
درجه  23ميكرو مول بر متر مربع بر ثانيه و دماي 

روز  21به مدت  درصد 75و رطوبت  گرادسانتي
داري شدند. بخشي از گياهان در چنين نگه

 4شرايطي حفظ شده و بخشي ديگر به دماي 
روز در  6و به مدت  منتقل شد گرادانتيسدرجه 

ها در روز اول، برداريداري شد. نمونهآن دما نگه
-سانتيدرجه  4 تحت تيمار دماييسوم و ششم 

هاي كنترل يا شاهد در دماي انجام شد. نمونه گراد
با شرايط فوق الذكر قرار  گرادسانتيدرجه  23

 داشتند. 
اكسيداسيون سلولي بر پراندازه گيري ميزان 

 دي آلدهيد اساس مالون
 نخودهاي ژنوتيپاكسيداسيون پرميزان 

براساس تجمع مالون دي آلدهيد برگ با استفاده 
 Heath and)از تيوباربيتوريك اسيد تعيين شد 

Packer 1968) .گرم نمونه برگي از ميلي سيصد
ميلي ليتر بافر استخراج  5بخش مياني ساقه در 

ا ) كوبيده شد تTris-HCl ،6/7=pHمولار  1/0(
به دست آيد. سپس سه  يكنواخت يك محلول

ليتر محلول ميلي دوبا  محلولليتر از اين ميلي
تيوباربيتوريك اسيد حاوي اسيد تري كلرواستيك 
در لوله آزمايش مخلوط شد و در حمام آب 

دقيقه  30به مدت ) گرادسانتيدرجه  100(جوش 
قرار داده شد. پس از عبور از صافي يا سانتريفوژ 

دقيقه،  10دور در دقيقه به مدت  5000عت با سر
نانومتر در  532چگالي نمونه در طول موج 

(ساخت  Shimadzu160دستگاه اسپكتروفتومتر 
تعيين شد. شهر كيوتو ژاپن)  ،شركت شيماتزو

آلدهيد براساس فرمول زير غلظت مالون دي
ضريب  Eاشاره به چگالي و  Dمحاسبه شد كه 

10Pتمايز مولار (

5
P×56/1 دارد.متر  سانتيبر لمو ( 

E
DC =

 
 LOXاندازه گيري فعاليت آنزيم 

تمام مراحل استخراج بر روي يخ و بر 
 ,.Kazemi Shahandashti et alاساس روش (

ها در داخل هاون چيني ) انجام شد. برگ2013
گرم يك دهم با استفاده از ازت مايع پود شدند. 

پس از پودر شدن توسط هاون در برگ  بافت
ليتري انتقال داده ميلي 15هاي به فالكونازت مايع 

شامل ميلي ليتر به آن بافر استخراج  2شد و 
حاوي )Tris-HCl ،5/8=pHمولار  1/0( محلول

P10Fيك درصد پلي وينيل پيروليدين

1
P )PVP كلريد ،(

مولار دي ميلي 5، مولارميلي ) يكCaClR2Rكلسيم (
11Fتيوتريتول

2 )DTT(  افزوده درصد گليسرول  15و
ورتكس نمونه و بافر استخراج، از شد. پس 

 g×11000 دقيقه و با سرعت  20ها به مدت نمونه

سپس شد.  سانتريفوژ گرادسانتيدرجه  4در دماي 
و از اين عصاره  همنتقل شد مايع رويي به تيوب

استفاده شد.  LOX آنزيم براي سنجش فعاليت

                                                             
1 Polyvinylpyrrolidone 
2 Dithiothreitol  
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گرم لينولئيك اسيد ميلي 50محلول سوبسترا شامل 
گرم توئين ميلي 50يك اسيد است كه به يا لينولن

 NaR2RHpo4ميلي ليتر بافر  10اضافه شد و با  20
)7/8pH= مخلوط شد و پس از بهم خوردن (

تحت اولتراسونيك قرار گرفت. محلول با اضافه 
مولار شفاف يك ميلي NaOHميكروليتر  20كردن 

شد و با اضافه كردن بافر استخراج حجم آن به 
سنجش فعاليت آنزيم  يد.ميلي ليتر رس 25

ليپوكسيژناز به روش اسپكتروفتومتري و در دماي 
گيري شد. نوع و درجه سانتي گراد اندازه 25

ميكروليتر  2850ميزان مواد استفاده شده شامل 
NaR2RHPOR4بافر  R ،150  ميكروليتر عصاره آنزيمي و
ميكروليتر سوبسترا بود و دستگاه  30

نانومتر تنظيم  234اسپكتروفتومتر روي طول موج 
 شد. 

 AOSاندازه گيري فعاليت آنزيم 
 Yang( استخراج آنزيم بر اساس روش

et al., 2011 (.يك گرم برگ پودر شده  انجام شد
ليتر از ميلي 3توسط نيتروژن مايع تهيه شده با 

ميلي  50(بافر فسفات  محلول استخراج شامل
ميلي  PMSF 1/0 ميلي مولار، DDT 5مولار، 
 ) مخلوط شد و مخلوط در =pH 2/7مولار،

g×12000  درجه  4دقيقه در دماي  20براي
جمع  محلول روييسانتريفيوژ شد.  گرادسانتي

نزيم فعاليت آآوري و براي اندازه گيري ميزان 
ميلي ليتر  3واكنش شامل  خلوطم شد. استفاده

كروليتر محلول يم 7pH= ،(200بافر فسفات (
ليتر محلول يليم 4/0هيدرو پروكسيد كه شامل 

 25( ليتر از لينولنيك اسيدميلي 2/0 ليپوكسيژناز

mM ساعت  2ميلي ليتر آب مقطر كه براي  10) و
انكوبه شد. محلول  گرادسانتي درجه 30در دماي 

 LOXگرم آنزيم ليپوكسيژناز شامل يك ميلي
ليتر بافر ميلي 10) در گرمواحد بر ميلي 15000(

 3ر نهايت به ميزان د .باشدمي =9pHبرات با 
 100ليتر از محلول واكنش دهنده را با ميلي

كروليتر از آنزيم استخراجي مخلوط و در طول يم
نانومتر با استفاده از دستگاه  234موج 

آنزيم اندازه گيري  فعاليتاسپكتروفتومتر ميزان 
 شد. 

 cDNAساخت و  RNAاستخراج 
كه با كمك  برگي بافت از ميلي گرم 80

 مايع نيتروژن در خوبي به ني استريلهاون چي

 هكل ب RNAاستخراج  ه بودند برايشد كوبيده
 Kazemiاستفاده شد ( روش بايوزول

Shahandashti et al., 2013 .( غلظتRNA  پس
 نانودراپ دستگاه استفاده از با ،هر استخراج از

 نيز RNAكيفيت  تعيين جهت . همچنينشدتعيين 

يك  ژل روي مونهن هر از ميكروگرم 5 مقدار
پس از اطمينان از  .شد الكتروفورز آگارز، درصد

 RNAو مشاهده باندهاي مربوط به  RNAكيفيت 
 بر DNase آنزيمي تيمار S28و  S18ريبوزومي 

12Fترموساينتيفيك شركت پيشنهادي روش اساس

۱ 
 ميكروگرم  . دواعمال شد هانمونه تمامي براي

RNA، واحد (بافر، يك  يك ميكروليترu(  آنزيم
DNaseI  آنزيمواحد  10و )u(  RNase 

inhibitor در دقيقه 30 مدت به و شدند مخلوط 

گرفتند. سپس يك  قرار گرادسانتي درجه 37 دماي

                                                             
1 ThermoScientific 



 )1395، بهار 1، شماره 8مجله بيوتكنولوژي كشاورزي (دوره 

۱۰۰ 

 

 به و دش اضافه هاتيوب به EDTAميكروليتر 

 گراد قرارسانتي درجه 65 دماي در دقيقه 10مدت

 -80دماي در نگهداري، جهت هاتيوب .ندشد داده
ساخت براي  .شدند داده قرار گرادسانتي جهدر

cDNAشركت پيشنهادي ، از روش 
استفاده شد.  هانمونه تمامي براي ترموساينتيفيك

 Primer  افزار نرم با استفاده از   هاآغازگر طراحي

 دستگاه  از تحقيق اين در. )1جدول انجام شد ( 3

iQ5 13بايورد شركتF

 رنگ كيت حاوي و 1

 علوم (دانشگاه SYBR BioPars تفلورسن

 ارزيابي گرگان) براي طبيعي منابع و كشاورزي

 واكنش ميكروليتر مخلوط بيستد. ش استفاده كمي

 ،SYBR BioParsمخلوط  ميكروليتر 10شامل 
اختصاصي  هايآغازگر از هريك از يك ميكروليتر

 3 ميكرومول، 10 غلظت پيشرو و پسرو با

نمونه  رميكروليت 5 و استريل مقطر آب ميكروليتر
cDNA سه براي هر واكنش .بود بررسي مورد 

 نظر در بيولوژيكي تكنيكي و دو تكرار تكرار

 ،واكنش مخلوط سازيآماده از پس شد. گرفته

 با و هدش منتقل iQ5 دستگاه به نظر مورد پليت

 2شد:  انجام پليمراز ايزنجيره شرايط زير واكنش
رار تك 35و  گرادسانتيدرجه  94دقيقه در دماي 

-سانتيدرجه  95ثانيه در دماي  10هاي  با چرخه

ثانيه در  10آغازگر و  Tmثانيه در دماي  10، گراد
ها با بيان نسبي ژن. گرادسانتيدرجه  72دماي 
Pروش 

–ΔΔCT
P2  به اين صورت كه هر دشمحاسبه .

تيمار با گياهان كنترل مربوط به زمان خود مقايسه 

                                                             
1 BioRAD  

14Fفزار ها از نرم اداده جهت تجزيه شد.

2REST  
 .استفاده شد

 

 تجزيه و تحليل آماري
هاي آزمايشي بر اساس آزمايش داده

فاكتوريل بر پايه طرح كاملا تصادفي درسه تكرار 
مورد تجزيه و تحليل  SPSSافزار به كمك نرم

ها بر اساس آزمون چند قرارگرفت و ميانگين
 اي دانكن مقايسه شدند.دامنه

 

 نتايج و بحث
 ه نشان داده كه ژنوتيپتحقيقات گذشت

 در مقايسه با ژنوتيپ Sel96TH11439متحمل 
هاي متمايزي داراي مكانيسم ILC533 حساس 

باشد كه برخي از آن در پاسخ به تنش سرما مي
ليپين است احتمالا مرتبط با مسير اكسي

)Heidarvand and Maali-Amiri 2013; 

Kazemi et al., 2014 اختلاف در تحمل به .(
P15Fترهاي طولانينش سرما در دورهت

3
P  تنش بيانگر

ريزي مجدد ژنوم در ظرفيت ژنتيكي و برنامه
 ,.Khazaei et alباشد (هاي نخود ميژنوتيپ

زايي تنش سرما با توجه به نقش خسارت). 2015
در  به غشا سلولي از طريق خسارت به ليپيدها 

) به MDA( غشا پراكسيداسيوناين تحقيق ميزان 
گيري شد اخص خسارت سلولي اندازهعنوان ش
 ).1(شكل 

                                                             
2 Relative expression software tool 
3 Long term stress 
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) تحت qPCRاي پليمراز در زمان واقعي (هاي آغازگر استفاده شده در واكنش زنحيرهتوالي -1جدول 

 .تيمارهاي دمايي آزمايش
Table 1- Primer sequences used in qPCR amplification of known chickpea genes 
undergoing thermal treatments. 

Sequence (5´-3´) Protein Gene Accession  number 
F: TCAGTACGCGAAAGCCAAAC Allen oxide synthase AOS AB095985 
R: GTTTCAGGACCATTCGACCA    

F: GGCAGTACAAGCCTTCCAAA Lipoxygenase LOX AJ276265.1 
R: GGCAGTACAAGCCTTCCAAA    

F: CTACGAATTGCCTGATGGAC Actin 1 Actin 1 EU529707.1 
R: CCTCCTGAAAGGACGATGTT    

F: GGCTGTAACAGGAGGATCTGG Allen oxide cyclase AOC AB095986 
 

R: TAGCAGCAGGAGAAGGCTCA    

 
اختلاف  هاآزمون مقايسه ميانگين داده

داري بين تيمارهاي دمايي نشان داد كه معني
اين گياه تحت دفاعي هاي بيانگر تنوع بالقوه پاسخ

كه تحت تنش سرما ميزان به طوريشرايط بود 
MDA  در ژنوتيپ متحمل پس از يك افزايش

-، تغيير معنيدرصد) 39(تا  دار در روز اولمعني

سوم و ششم نشان نداد در حاليكه  داري در روز
روند تغيير الگوي ميزان اين در ژنوتيپ حساس 

تنش افزايش پيدا  دورهتر شدن تركيب با طولاني
كرده به طوري كه در روز ششم تنش اين ميزان 

تغيير رسيد.  درصد) 57(تا  به بالاترين سطح خود
هاي نخود نشان ميدهد در ژنوتيپ MDAميزان 

تنش سرما را احساس كرده كه گياه نخود 
)Kazemi Shahandashti et al., 2014 و (

در اين گياه به معني افزايش  MDAافزايش ميزان 
 ROSميزان خسارت سلولي در اثر افزايش ميزان 

 Heidarvand and Maali-Amiriمي باشد (

به  ROSبا اين وجود افزايش ميزان   ).2013
تواند مراحل اوليه تنش مي طي هاي كمنسبت

از هاي ديگري علاوه بر القا خسارت سلولي قشن
 داشته باشدرساني سلولي له نقش سيگنالمج
)Nazari et al., 2012( در مراحل اوليه تنش .

هاي دفاعي در گياه سبب القا پاسخ ROSميزان 
تواند در افزايش سازگاري شده به اين ترتيب مي

ايش بنابراين افز و درجه تحمل نقش داشته باشد.
تواند در ژنوتيپ متحمل مي ROSاوليه ميزان 

سبب القا مسير دفاعي در گياه نخود شود 
)Habibpour et al., 2012(،  در حاليكه عدم القا

مسيرهاي دفاعي در ژنوتيپ حساس سبب 
تحقيقات  است.شده ROSپي ميزان درافزايش پي

گذشته نشان داده كه كاهش در ميزان مالون دي 
هاي چرب غير پايداري بيشتر اسيد آلدهيد موجب

اشباع و تحمل بيشتر به تنش سرما مي شود. 
چنين وضعيتي در تنش هاي محيطي ديگر از 
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 ).Maali-Amiri et al., 2007است (جمله تنش خشكي، شوري نيز به اثبات رسيده 
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درجه  23تيمارهاي دمايي آزمايش شامل شرايط كنترل ( ) تحتMDAآلدئيد (ميزان مالون دي -1شكل 

) در ژنوتيپ متحمل سانتي گراددرجه  4)، روز اول، روز سوم و روز ششم تنش سرما (سانتي گراد

Sel96Th11439 (ستون سياه) و ژنوتيپ حساسILC533 .(ستون خاكستري) گياه نخود 
Figure 1-  The malondialdehyde (MDA) content of the leaves of tolerant (Sel96Th11439) and 
susceptible (ILC533) chickpea genotypes (black and light gray bars, respectively) grown 
under control (23°C) and day 1, day 3 and day 6 of cold stress (4°C). 

 
عمدتاً مسير  LOXدر گياهان آنزيم 

كند  دي را كاتاليز ميپراكسيداسيون ليپي آنزيمي 
)Berger et al., 2001ساز ). لينولئيك اسيد پيش

بيوسنتز جاسمونيك اسيد است كه به عنوان 
هاي دفاعي گياه را مسدار، مكانيمولكولي نشان

كند. تجزيه نتايج اندازه گيري اين آنزيم فعال مي
نشان داد كه افزايش ميزان اين آنزيم در روز اول 

سرما در دو ژنوتيپ متحمل و حساس در تنش 
بود كه نشان دهنده  دارمقايسه با شاهد غير معني

هاي عدم تغيير الگوي فعاليت اين آنزيم در تنش
هاي سوم باشد اما در روززماني كوتاه مدت مي

وششم تنش، الگوي فعاليت آنزيم سطح بالاتري 

ميزان فعاليت  بااين وجود .)2(شكل  دادرا نشان 
آنزيم در تيمارهاي زماني تنش در ژنوتيپ  اين

متحمل نسبت به ژنوتيپ حساس در سطح 
 رسدبه نظر مي .توليد شد برابر) 5/2(تا  كمتري

اگرچه ژنوتيپ متحمل در روزهاي سوم و ششم 
آنزيم بيشتري نسبت به روز اول فعاليت تنش 
اين مسير با اكسيد كردن اسيدهاي  اما داشتهتنش 

د با خسارت به غشا سبب توانميچرب غشا 
هاي سلولي و مرگ سلول شود. اختلال در فعاليت

ژنوتيپ متحمل برخلاف ژنوتيپ در بنابراين 
گيري از اين و بهرهLOX آنزيم  فعاليتحساس، 

مسير جهت پاسخ به اثرات تنش ايجاد شده 



 1395، معالي اميري

۱۰۳ 

 

 ;Porta and Rocha-Sosa, 2002(بود  محدود

Cho et al., 2011(.  كه در گياه نتايج نشان داد
به طور مستقيم مرتبط  LOXنخود فعاليت آنزيم 

با خسارت سلولي القا شده توسط تنش سرما 
با  بسته به ظرفيت ژنتيكي ژنوتيپ نخود نبوده و

تحقيقات هاي دفاعي نيز در ارتباط است. پاسخ
سبب  LOXگذشته نشان داده كه فعاليت آنزيم 

هاي زيستي و هاي دفاعي به تنشالقا پاسخ
 ).Lim et al., 2015غيرزيستي شده است (

 AOSآنزيم فعاليت نتايج تجزيه وتحليل 
فعاليت در هردو ژنوتيپ نشان داد كه همانند 

ميزان توليد اين آنزيم در روز اول در  LOXآنزيم 
داري اهد از تفاوت معنيتيمار شمقايسه با 

برخوردار نبود اما در هر دو ژنوتيپ در روز سوم 
 70-77( داريا روز اول افزايش معنيدر مقايسه ب

و  مشاهده شددر ميزان فعاليت اين آنزيم  درصد)
به  AOSآنزيم فعاليت ميزان  ،در روز ششم تنش

 ).3 خود رسيد (شكل يزانبيشترين م
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زمايش شامل شرايط كنترل ) تحت تيمارهاي دمايي آLOXميزان فعاليت آنزيم ليپوكسيژناز ( -2شكل 

) در سانتي گراد)، روز اول، روز سوم و روز ششم تنش سرما (چهار درجه درجه سانتي گراد 23(

(ستون خاكستري) گياه  ILC533(ستون سياه) و ژنوتيپ حساس Sel96Th11439ژنوتيپ متحمل 

 نخود.
Figure 2- The lipoxygenase (LOX) activity of the leaves of tolerant (Sel96Th11439) and 
susceptible (ILC533) chickpea genotypes (black and light gray bars, respectively) grown 
under control (23°C) and day 1, day 3 and day 6 of cold stress (4°C). 
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افزايش فعاليت اين آنزيم براي ژنوتيپ 
يپ اري نسبت به ژنوتدحساس به طور معني

قرار درصد)  170(تا متحمل در سطوح بالاتري 
 و LOXهاي فعاليت آنزيم با توجه بهگرفت. 

AOS ليپينمسير اكسي در )Wasternack 2007( 
فعاليت شاخه دهد كه نتايج اين آزمايش نشان مي

AOS ليپيناكسي به عنوان شاخه اصلي مسير 

-كه ميكرده تحت تنش سرما در نخود فعاليت 

مونات مالا منجر به توليد هورمون جاستواند احت
دفاعي در گياه  هاينو در نتيجه تحريك و القا ژ

-آنزيم فعاليت گذشته نيز بيانگر  شود. تحقيقات

در سنتز جاسمونيك  AOCو  LOX ،AOS هاي
 .)Pushpalatha et al., 2011( باشدمياسيد 
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) تحت تيمارهاي دمايي آزمايش شامل شرايط AOSعاليت آنزيم آلن اكسيد سينتاز (ميزان ف -3شكل 

) سانتي گراد)، روز اول، روز سوم و روز ششم تنش سرما (چهار درجه سانتي گراددرجه  23كنترل (

(ستون خاكستري) گياه  ILC533(ستون سياه) و ژنوتيپ حساس Sel96Th11439در ژنوتيپ متحمل 

 نخود.
Figure 3- The allene oxide synthase (AOX) activity of the leaves of tolerant (Sel96Th11439) 
and susceptible (ILC533) chickpea genotypes (black and light gray bars, respectively) grown 
under control (23°C) and day 1, day 3 and day 6 of cold stress (4°C). 
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 RESTكمك نرم افزار  هها بدهتجزيه دا
 و LOX ،AOSهاي كه بيان ژن نشان داد

AOCداري معنياختلاف تيمارهاي زماني  تحت
در ژنوتيپ متحمل با  اگرچه .)4(شكل  داشت

(تا   هااين ژنتنش افزايش بيان  دورهافزايش 
مشاهده  حدود چهار برابر در مقايسه با كنترل)

ميزان فزايش ادر ژنوتيپ حساس اين وليكن شد 
 از بيان در روز سوم و ششم تنش به مراتب بالاتر

(تا حدود نه برابر در مقايسه  بودژنوتيپ متحمل 
به نظر . با توجه به روند الگوي بيان ژن، با كنترل)

تر از در گياه نخود فعال AOSكه شاخه  رسدمي
كه احتمالا  تلقي شدهليپيني ساير مسيرهاي اكسي

و  LOXهاي آنزيمي فعاليت تاييد كننده نتايج
AOS  هاي تاكيدي بر القاي برخي از پاسخو

بيان اختلاف  .باشدميدفاعي گياه در برابر تنش 
به موازات تغيير در  aoc و lox ،aosهاي ژن

تنش  ليپين تحتهاي مسير اكسيفعاليت آنزيم
هاي گياه نخود را به هاي پاسخبرخي از پيچيدگي

تنظيم مسير كه طوري  تنش سرما نشان داد به
پس از و در سطح رونويسي احتمالا ليپين اكسي

 .)Yang et al., 2011( شودمي كنترل رونويسي
هاي متفاوتي دو ژنوتيپ متحمل و حساس واكنش

به تنش سرما حتي در يك مسير بيوشيميايي نشان 
تحت تنش دهد كه اين نتايج نشان مي .دهندمي

-آنزيمهاي تخريب افزايش فعاليت مكانيسمسرما 

هاي از يك طرف و كاهش فعاليت مكانيسم ها
ات رالقا تغييسنتز پروتئيني از طرف ديگر، سبب 

ده است. هاي سلولي شفعاليت متابوليتدر 

داراي نقش تنظيمي در  چنين متابوليتهاييبنابراين 
نمو گياه و  و در طول دوره بوده نخود گياه

هاي ولكولبه عنوان م سرما سازگاري با تنش
 ).Wasternack 2007( كنندسيگنال عمل مي

كه گياه در روز  شده نشان دادانجام هاي تجزيه
نخست تنش توانسته كه تاحدي پايداري خود را 
نسبت به تنش اعمال شده نشان دهد كه اين 

در ژنوتيپ متحمل به مراتب بهتر و از  واكنش
 .برخوردار بودميزان تحمل بيشتري در برابر تنش 

رسد در گياهان حساس به تنش سرما به نظر مي
مانند نخود نيز ظرفيت ژنتيكي متفاوتي وجود 

-و مكانيسم ارتباط مستقيم با سازگاريدارد كه 

كه دارد فيزيولوژيكي بيوشيميايي  هاي متعدد
نتايج بايستي در جزئيات مورد مطالعه قرار گيرد. 

به عنوان تركيباتي كه در  ROSمرتبط با ميزان 
نيز  دارندفعاليت خسارت سلولي به ويژه غشا 

تحقيقات گذشته نشان تاكيد كننده نتايج فوق بود. 
داده كه القا مسير توليد جاسمونيك اسيد سبب 

هاي سنتز تركيبات سلولي متعددي مانند مهاركننده
ها اكسيدانپروتئيني، تركيبات ضد ميكروبي، آنتي

ر سلول د ROSهاي درگير در تعادل و متابوليت
) به طوري كه افزايش Gill et al., 2013شود (مي

ميزان جاسمونيك اسيد باعث كاهش ميزان نشت 
الكتروليتي و در نتيجه افزايش پايداري غشا شده 

به طوركلي ). Paull and Rohrbach 1985است (
از طريق  سرما ليپيني در هنگام تنشمسير اكسي

فعاليت  ااشباع غشكردن اسيدهاي چرب غيراكسيد
كند كه در نهايت با توليد فيتوهورمون مي
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جاسمونيك اسيد به عنوان سيگنال دفاعي منجر 
به القاي برخي از پاسخ هاي دفاعي از جمله 

 شودافزايش ميزان تركيبات فنلي گياه مي
)Kazemi-Shahandashti et al., 2014(.  از

اين مسير كه رسد به نظر ميطرف ديگر 
مقابله با  درپرهزينه براي گياه  روشيبيوشيميايي 

به طوري كه فعاليت زياد اين مسير  باشدتنش مي

(در ژنوتيپ حساس) سبب خسارت به ساختار 
-. تغيير همزمان الگوي فعاليت آنزيمغشايي شد

ها و هاي مسير اكسي ليپين و رونوشت اين آنزيم
هاي دفاعي ديگر كه با تغيير شاخص مكانيسم

وياي آن است كه بررسي ط است گبخسارت مرت
-ها ممكن است در ارزيابي ژنوتيپاين شاخص

 هاي مختلف به تنش سرما بكار گرفته شود.
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) تحت تيمارهاي دمايي آزمايش شامل شرايط AOCآلن اكسيد سيكلاز (الگوي بيان ژن  -4شكل 

) سانتي گرادروز سوم و روز ششم تنش سرما (چهار درجه  )، روز اول،سانتي گراددرجه  23كنترل (

(ستون خاكستري) گياه  ILC533(ستون سياه) و ژنوتيپ حساس Sel96Th11439در ژنوتيپ متحمل 

 نخود.
Figure 4- The allene oxide cyclase (AOC) activity of the leaves of tolerant (Sel96Th11439) 
and susceptible (ILC533) chickpea genotypes (black and light gray bars, respectively) grown 
under control (23°C) and day 1, day 3 and day 6 of cold stress (4°C). 
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Abstract 
Oxylipins the products of fatty acid oxidation, to acclimate biotic and abiotic stresses. In 

this study, we evaluate the effects of cold stress by measuring manlodialdehyde (as membrane 
damage index), the activity of lipoxygenase (LOX) and allene oxide synthase (AOS) 
enzymes, the levels of transcript LOX, AOS and allene oxide cyclase (AOC) genes using 
quantitative reverse-transcriptase polymerase chain reaction (qPCR) under cold stress (4°C) in 
tolerant (Sel96Th11439) and susceptible (ILC533) chickpea (Cicer arietinum L.) genotypes. 
The data analysis revealed that under cold stress, MDA content significantly increased in both 
genotypes so that MDA content in susceptible plants was maximum on day 6 of cold stress ( 
by 57%) whereas in tolerant genotype, after an increase on day 1 of cold stress its content did 
not significantly change. Such increase in MDA content showed signaling role and induction 
of defense mechanisms in tolerant genotype. Under cold stress, the activity of LOX and AOS 
significantly increased in susceptible genotype compared to tolerant one. Therefore, the 
activity of AOS pathway, as main pathway of oxylipin was considered in chickpea under cold 
stress, indicating probably its role in creating jasmonates and induction of defense genes. The 
analysis of transcription level of LOX, AOS and AOC genes with REST software confirmed 
changes in oxylipin components. Thus degree of cold tolerance in tolerant plants was related 
with cell damages content and the activity of oxylipin pathway under cold stress.  
Key words: Gene expression, Cold stress, Oxylipin, Allene oxide synthase. 
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