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  20/10/1395، تاريخ پذيرش: 03/05/1395تاريخ دريافت: 

  
  چكيده

هاي دفاعي متعددي هستند. در اين پژوهش  ازمند مكانيسمهاي محيطي ني گياهان جهت بقا و تحمل تنش
،  )CAT( و كاتالاز )SOD( ميتوكندري، سوپراكسيد ديسموتاز )AOX( هاي اكسيداز متناوب فعاليت آنزيم

هاي خسارت سلولي در دو  به عنوان شاخص )H2O2( هيدروژن و پراكسيد )ELI( ميزان نشت الكتروليتي
تحت  ).Cicer arietinum L( نخود زراعي) Sel 96TH11439( تحملو م  )ILC533( ژنوتيپ حساس

داري بين  گراد ارزيابي شد. نتايج تجزيه آماري نشان داد كه اختلاف معني درجه سانتي 4تنش سرماي 
هاي خسارت،  ها تحت تيمارهاي دمايي وجود داشت. تحت تنش سرما به موازات كاهش شاخص ژنوتيپ

داري يافت. بيشترين فعاليت اين آنزيم در ژنوتيپ متحمل در روز ششم  معنيافزايش  AOXفعاليت آنزيم 
- كه تحت اين شرايط ميزان فعاليت اين آنزيم در ژنوتيپ حساس بهپس از تنش سرما مشاهده شد در حالي

كه با خسارت سلولي كمتر (نتايج  AOXداري كمتر از ژنوتيپ متحمل بود. افزايش فعاليت آنزيم طور معني
ELI  وH2O2( خصوص در روز ششم پس از تنش سرما همراه بود، بيانگر اهميت اين آنزيم در تحمل به به

ضمن تاييد  CATو  SODهاي  دار و همزمان الگوي فعاليت آنزيمباشد. افزايش معني سرما در گياه نخود مي
سبب بهبود گياه پس از  ، درجه تحمل ژنتيكي نخود به سرما را افزايش داده و يا اينكهAOXنتايج فعاليت 

هاي نخود تحت تنش سرما و يا  هايي ممكن است در ارزيابي ژنوتيپ شود. چنين شاخص اعمال تنش مي
  هاي اصلاحي مفيد باشند. ها در برنامه بكارگيري آن

  . اكسيداز متناوب، سرما، نشت الكتروليتي، نخود هاي كليدي:واژه
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  مقدمه
- كت و جابهدليل آنكه توانايي حرگياهان به

هاي محيطي  جايي ندارند، پيوسته در معرض تنش
تحت شرايط  نابراينبزنده و غير زنده قرار دارند. 

 از يك طرف بايد قادر به درك تغييراتمزرعه 
و و از طرف ديگر توانايي پاسخ محيطي بوده 

داشته  حفظ توازن سلولي را تحت اين شرايط
 ).Kazemi Shahandashti et al., 2013( باشند

كننده  تنش سرما به عنوان يكي از عوامل محدود 
رشد گياهان زراعي بر عملكرد و كيفيت محصول 

گذارد. افزايش تحمل به تنش سرما در اثر  اثر مي
هاي سلولي در سطوح فيزيولوژيكي،  تغيير پاسخ

بيوشيميايي و مولكولي است كه احتمالاً در اثر 
ريزي مجدد  هاي القايي و برنامه تغيير فعاليت ژن
غشاي پلاسمايي به عنوان  افتد. ژنوم اتفاق مي

اولين بخش از سلول بوده كه به تنش سرما 
گيري ميزان  دهد. بنابراين اندازه واكنش مي

خسارت وارد شده به غشا از طريق شاخص 
در مراحل اوليه تنش  )ELI(1 نشت الكتروليتي

تواند الگوي مناسب ميزان تحمل به سرما را  مي
. از )Heidarvand et al., 2011( ش دهدنماي

 ) ROS(  2هاي فعال اكسيژن طرف ديگر، گونه
O2( هاي آزاد آنيون سوپراكسيد شامل راديكال

•−( ،
و همچنين  )OH•( راديكال هيدروكسيل

هاي غيرراديكالي از جمله پراكسيد  مولكول
از عوامل اصلي خسارت  )H2O2( هيدروژن

                                                            
1 Electrolyte leakage index 
2 Reactive oxygen species 

. در )Gill and Tuteja 2010(  باشند سلولي مي
ناپذير   ها طي نشت اجتناب ROSگياهان، 
هاي  ها به مولكول اكسيژن طي فعاليت الكترون
الكترون در كلروپلاست،   انتقال    زنجيره

عنوان ميتوكندري و غشاي پلاسمايي و يا به
محصول فرعي مسيرهاي متابوليكي سلول توليد 

هاي  تنش .)Heyno et al., 2011( شوند مي
دليل ايجاد اختلال در طي از جمله سرما، بهمحي

سلولي منجر به افزايش توليد  3فرآيندهاي تعادل
ROS شوند. افزايش بيش از حد ميزان  ها مي
ROS  ها سلول را در  و يا حذف ناكارآمد آنها

تواند  قرار داده كه مي 4وضعيت تنش اكسيداتيو
در اثر پراكسيداسيون   تهديدي براي سلول

ها، خسارت اكسيداسيون پروتئينها،  چربي
سازي ها و فعالاسيدهاي نوكلئيك، مهار آنزيم

 ;Mishra et al., 2011( مسير مرگ سلولي باشد

Huang et al., 2012(  .  ،با وجود اثرات مخرب
ROS5هاي پيام رسان ثانويهها به عنوان مولكول ،

جمله پاسخ در بسياري از فرآيندهاي سلولي از 
 اند سلولي شناخته شدههاي  به تنش

)Heidarvand and Maali Amiri 2010(.  اينكه
ROSرسان هاي پيام عنوان مولكولهاي سلولي به

عمل كنند و يا اينكه خسارت اكسيداتيو به سلول 
و  ROSوارد كنند بستگي به تعادل در توليد 

ها دارد. حذف موثر  آن 6هاي حذف كننده سيستم

                                                            
3 Homeostasis 
4 Oxidative stress 
5 Secondary messengers 
6 Scavenging system 
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ROS سرما نيازمند هاي توليدشده تحت تنش
-هاي دفاعي سلول از جمله آنتي فعاليت مكانيسم

 شامل سوپراكسيد ديسموتاز  7هاي آنزيمي  اكسيدان
)SOD(8  كاتالاز ،)CAT(9  گاياكول پراكسيداز ،
)GPX(10 ، هاي چرخه آسكورباتآنزيم -

 APX(11(گلوتاتيون مانند آسكوربات پراكسيداز 
و   هادر بافت GR(12( و گلوتاتيون ردوكتاز 

 Foyer and Noctor( باشدميسلولي  يها اندامك

زنجيره انتقال الكترون ميتوكندريايي  .)1998
هاي آنزيمي مختلفي است كه در  شامل كمپلكس

نقش  ATPتامين شيب پروتون لازم براي توليد 
بسزايي دارند. مسير اصلي اين زنجيره كه منجر به 

سي   مشود، مسير تنفسي سيتوكرو توليد انرژي مي
نام دارد كه با استفاده از  COX(13(اكسيداز  

هاي ارسالي از استخر يوبيكوينول، الكترون
 ,.Wang et al( كنداكسيژن را به آب احيا مي

، گياهان COXموازات فعاليت مسير به .)2010
نام اكسيداز پايانه اكسيداز تنفسي ديگري نيز به

سيد دارند كه يوبيكوينول را اكAOX(14( متناوب
كند  كرده و اكسيژن را به آب احيا مي

)Vanlerberghe, 2013( .AOX  توسط يك
شده كه اين خانواده كنترل  خانواده ژني در هسته

 aox2و  aox1ژني شامل دو زيرخانواده با اسامي 
در  aox1a(مانند  aox1هاي  باشد. بيان ژن مي

                                                            
7 Enzymatic antioxidant 
8 Superoxide dismutase 
9 Catalase 
10 Guaiacol peroxidase 
11 Ascorbate peroxidase 
12 Glutathione reductase 
13 Cytochrome c oxidase 
14 Alternative oxidase 

هاي  آرابيدوپسيس و توتون) در پاسخ به تنش
نده و همچنين عدم كاركرد مناسب زنده و غيرز

مسير انتقال الكترون ميتوكندريايي تحت تاثير قرار 
. مسير متناوب )Gandin et al., 2012(گيرد  مي

AOX  احتمالا در تعديل توليدROS هايي كه طي
زنجيره انتقال الكترون ميتوكندريايي توليد 

كه تحت تاثير شود، نقش دارد به طوري مي
 AOXميزان فعاليت آنزيم هاي محيطي  تنش

و در  ROSيابد و در نتيجه ميزان  افزايش مي
 شودنهايت خسارت سلولي كاسته مي

)Vanlerberghe et al., 2009(. دليل مشكلات به
از  ).Cicer arietinum L( كشت بهاره گياه نخود

كه  جمله خشكي و كمبود رطوبت آخر فصل
لوگرم كي 300-400منجر به كاهش توليد تا ميزان 

كشت پاييزه اين محصول با  شود،در هكتار مي
توجه به بارندگي و وجود رطوبت در پاييز و 

، ليكن سرما عامل رسد زمستان منطقي به نظر مي
كننده در توسعه كشت پاييزه نخود  محدود

 Kazemi Shahandashti et( شودمحسوب مي

al., 2013(.   مطالعه مسير تنفسيAOX  تحت
گياه نخود به دليل نقش احتمالي آن تنش سرما در 

شناسايي  تواند در ها مي ROSدر تنظيم توليد 
هاي تحمل به تنش سرما و بكارگيري آن مكانيسم

هاي اصلاحي مفيد باشد. در اين  ها در برنامه
به همراه برخي  AOXپژوهش فعاليت آنزيم 

پاسخ هاي دفاعي دو ژنوتيپ متحمل و حساس 
  سي شد.نخود تحت تنش سرما برر
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  ها مواد و روش
) Sel96Th11439بذور دو ژنوتيپ متحمل (

نخود كابلي به تنش سرما  )ILC533و حساس (
تهيه موسسه تحقيقات كشاورزي ديم كشور از 

درصد  10سديم ريت شد. بذور در محلول هيپوكل
و پس از شده دقيقه ضد عفوني  10به مدت 
بر روي ديش بذر در پتري 10الي  5شستشو  

ها گياهچه .غذ صافي و آب مقطر جوانه زدندكا
به گلدان (نسبت ماسه، خاك رس و كود برگ 

در اتاقك رشد در گروه  و ) انتقال داده شد1:3:1
زراعت و اصلاح نباتات دانشگاه تهران با شرايط 

ساعت تاريكي و  8ساعت روشنايي و  16نوري 
ميكرو مول بر متر مربع بر ثانيه  220شدت نوري 

 درصد 75گراد و رطوبت درجه سانتي 23 و دماي
داري شدند. بخشي از روز نگه 21به مدت 

هاي كنترل يا شاهد در نمونه عنوان به گياهان
چنين شرايطي حفظ شده و بخشي ديگر به دماي 

روز در  6مدت منتقل شد و به گرادانتيدرجه س 4
در  هااز برگ برداريداري شد. نمونهآن دما نگه

درجه  4 تحت تيمار دمايي، سوم و ششم روز اول
  گراد انجام شد. سانتي

گيري ميزان هدايت الكتروليتي از  در اندازه
مياني ساقه استفاده  هاي كاملاً سالم بخش برگ

پس از برش افقي، به   گرم برگشد. هشتاد ميلي
آب مقطر انتقال  ليترميليلوله آزمايش حاوي ده 

تفاده از پمپ يافت. جهت جذب بهتر آب با اس
هاي  خلا هواي درون محيط خارج شده و لوله

آزمايش به مدت سي دقيقه در دستگاه شيكر قرار 
 )EC1( ها ميزان هدايت الكتروليتي نمونه. گرفتند

آلمان) ، Inolabمتر ( ECبا استفاده از دستگاه 
 هدايت در مرحله دوم ميزان شد.قرائت 

پس از  ،) محتوي لوله آزمايشEC2( الكتروليتي
 95در حمام آب جوش ( يريدقيقه قرارگ 10

در  يريدقيقه قرارگ 30و سپس گراد) درجه سانتي
يزان دستگاه شيكر تعيين شد و در نهايت م

شاخص خسارت براساس فرمول 
100

2

1 
Ec
EcI

 ,.Popov et alشد (محاسبه 

2005(.  
پنج در خصوص جداسازي ميتوكندري، 

ميلي ليتر بافر استخرج  20گرم نمونه برگي از در 
 MOPS١٥مولار  ميلي 50  مولار مانيتول، 4/0شامل 

)pH 7.2(  ،2 مولار ميليEGTA١٦ ،4 مولار ميلي
L-cystein ،20 6/0، 17مركاپتواتانول مولار بتاميلي 

 4در دماي  BSA19درصد  5/0و  PVP18درصد 
گراد هموژنيزه شد. محلول حاصل با درجه سانتي

دقيقه سانتريفيوژ شد  5به مدت  g×4000سرعت 
 10و محلول شناور در دو مرحله يكبار به مدت 

 30و سپس به مدت g×2000دقيقه با سرعت 
سانتريفيوژ شد.  g×10,000دقيقه با سرعت 

شو شامل ورسوب موجود در تيوب با بافر شست
 MOPS ،1/0ميلي مولار  20مولار مانيتول،  3/0

ميلي مولار  و يك Defatted BSAدرصد حجمي 
EGTA  دقيقه  10هموژنيزه شد و سپس به مدت

سانتريفيوژ شد. پس از  g×2000با سرعت 

                                                            
15 Morpholino propane sulfonic acid 
16 Ethylene glycol tetra acetic acid 
17 β-Mercaptoethanol 
18 Polyvinylpyrrolidone 
19 Bovine serum albumim 
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دقيقه با  15سانتريفيوژ محلول رويي به مدت 
، رسوب موجود در انتهاي g×15000سرعت 

 Erdal et( شو هموژنيزه شدوتيوب در بافر شست

al., 2015(.  
از طريق اسپكتروفتومتري  AOXفعاليت 

 و احياي )DQ( يرات غلظت فرم اكسيدتغي
)DQH2( به دست آمد. فعاليت  20دوروكويينول

AOX  در محيطS   مولار ميلي 5شاملMgCl2  ،
مولار سديم ميلي K2HPO4  ،10مولار ميلي 10

درصد  DDT21 ،025/0مولار ميلي 5پيروات، 
EDTA22  ،8/1 10و  23ميكرومول ميكسوتيوزول 

توسط  8/6روي  pH(تنظيم  TESمولار ميلي
KOH به دست آمد. فعاليت آنزيم (AOX  پس از

 2500به  DQH2ماده ليتر پيشميلي 200افزودن 
ليتر ميلي 20و اضافه نمودن  Sليتر از محيط ميلي

   كمك اسپكتروفتومترعصاره حاوي ميتوكندري به
)Shimadzu 160 ( نانومتر  288در طول موج

  ).Affourtitand Moore 2003( قرائت شد
اندازه گيري فعاليت سوپر اكسيد ديسموتاز 

انجام   Beyer and Fridovich)1987( طبق روش
شد. فعاليت اين آنزيم به صورت فتومتريك 

 . بافر اصلي واكنش شامل بافر فسفاتشدبررسي 
)8/7pH=( 100 ميلي  12، متيونينميلي مولار

ميكرو  75، نيتروبلو تترازوليوم مولار
-و ترايتون ايكسميكرو مولار EDTA 100،مولار
بود. از بافر اصلي به هر درصد)  025/0( 100

                                                            
20 Duroquinol 
21 Dithiothreitol 
22 Ethylenediaminetetraacetic acid 
23 Myxothiazol 

اضافه شد. سپس  ميكرو ليتر 290چاهك به ميزان
 5به ميزان  ميكرو مولار 2از بافر ريبوفلاوين 

به مخلوط واكنش اضافه شد و دستگاه  ميكرو ليتر
كاليبره شد. براي  nm 560 روي طول موج 

از عصاره وليتر ميكر 10سنجش هر نمونه 
پروتئيني استفاده شد. اين واكنش بر اساس ميزان 
احياي نوري نيتروبلو تترازوليوم و توانايي آنزيم 
سوپراكسيد ديسموتاز در ممانعت از اين واكنش 

ميزان فعاليت آنزيم براساس  .ه استدشبررسي 
 گرم پروتئين واحد آنزيم در دقيقه در ميلي

   محاسبه شد.
درجه  25كاتالاز در دماي فعاليت آنزيم 

  .Scebba et al)1998( روشبه گرادانتيس
 3000مواد استفاده شده شامل گيري شد. اندازه

- ميلي pH (50=7ميكروليتر بافر فسفات پتاسيم (

مولار  41/3هيدروژن ميكروليتر پراكسيد 5مولار، 
ميكروليتر عصاره آنزيم بوده و فعاليت  100و 

هيدروژن ومول پراكسيد آنزيم بر اساس ميكر
گرم پروتئين محاسبه شده در دقيقه در ميليتجزيه

   شد.
گرم از  35/0برگ با كمك  H2O2محتواي 

ها در ازت مايع  بافت برگي انجام شد. ابتدا برگ
ليتر ميلي 5شده و در حمام آب يخ با ساييده

TCA24 1/0  كاملا مخلوط شدند. مخلوط %
گراد با  انتيدرجه س 4شده در دماي هموژن

دقيقه سانتريفيوژ  15مدت به g×12000سرعت 
 5/0ليتر از مايع رويي به ميلي 5/0شد. سپس 

مولار افزوده ميلي 10ليتر بافر فسفات پتاسيم ميلي
                                                            

24 Trichloroacetic acid 
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ليتر از يديد پتاسيم يك مولار شد. سپس يك ميلي
به آن اضافه شده و ميزان جذب در طول موج 

 Loreto and Velikove( نانومتر قرائت شد 390

2001.(  
هاي آزمايشي بر اساس آزمايش داده

فاكتوريل در قالب طرح كاملا تصادفي در سه 
تجزيه و تحليل  SPSS 20افزار تكرار به كمك نرم

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

  
  نتايج و بحث

نتايج حاصل از تجزيه واريانس نشان داد كه 
متقابل ژنوتيپ و تيمارهاي دمايي از نظر  اثر

داري هاي معنيصفات مورد بررسي تفاوت
)0,01P≤ داشتند كه دلالت بر وجود تنوع (

ها و نيز واكنش متفاوت ژنتيكي در بين ژنوتيپ
ها تحت تيمارهاي دمايي داشت. در اين ژنوتيپ

عنوان شاخص فيزيولوژيكي در به ELIپژوهش 
هاي نخود به كار  ژنوتيپ در تعيين خسارت غشاء

اختلاف   ،ELIگرفته شد. آزمون مقايسه ميانگين 
داري بين تيمارهاي دمايي نشان داد كه  معني

نخود  ژنوتيپ  هاي دوبيانگر تنوع بالقوه پاسخ
). تحت دماي 1تحت اين شرايط بود (شكل

 ELIگراد)، ميزان  درجه سانتي 23فيزيولوژيكي (
داري كمتر از معنيطور در ژنوتيپ متحمل به

ژنوتيپ حساس بود كه بيانگر ظرفيت ژنتيكي 
 4ها به دماي  باشد. انتقال گياهچه ها مي متمايز آن

گراد در روز اول تغيير قابل توجهي  درجه سانتي
وجود در روز ايجاد نكرد. با اين ELIدر ميزان 

در ژنوتيپ حساس   ELIسوم و ششم تنش، ميزان
كه در ژنوتيپ در حاليداري داشت افزايش معني

مشاهده  ELIداري در ميزان متحمل تغيير معني
مربوط به  ELIنشد. كمترين و بيشترين ميزان 

ژنوتيپ متحمل و حساس در روز ششم تنش بود. 
هاي طولاني مدت تحت تنش ELIبنابراين نتايج 

(شش روز پس از تنش) احتمالا بيانگر درجه 
شده در مقايسه استفاده  تحمل متفاوت دو ژنوتيپ

هاي كوتاه مدت (يك روز پس از تنش) با تنش
خواهد بود. به طور كلي ميزان كم نشت 

هاي برگ بيانگر تحمل گياه  الكتروليتي در سلول
 Kazemi Shahandashti( باشد به تنش سرما مي

et al., 2014( رسد ژنوتيپ  . بنابراين به نظر مي
ش از كمتر تحت شرايط تن ELIمتحمل با ميزان 

تري برخوردار بوده كه  هاي دفاعي فعال مكانيسم
سبب نوعي سازگاري سلولي در آن شده است. 

درصد بيانگر  50به بالاتر از   ELIافزايش ميزان 
خسارت شديد سلولي و در نهايت مرگ آن 

باشد كه چنين وضعيتي در ژنوتيپ حساس  مي
  .)Heidarvand et al., 2011(مشاهده شد 
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تحت شرايط كنترل، روز اول، روز سوم و روز ششم  )ELI( شاخص هدايت الكتروليتي تغيير  -1شكل 
و ژنوتيپ  )ستون سياه( Sel96Th11439گراد در ژنوتيپ متحمل تنش سرماي چهار درجه سانتي

 نخود.) ستون خاكستري( ILC 533 حساس

Figure 1- Change in electrolyte leakage index ELI in 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).  

 
ما ناشي از تحت تنش سر ELIميزان بالاتر 

بوده كه در نهايت منجر به تنش  ROSتوليد 
-Heidarvand and Maali( شود اكسيداتيو مي

Amiri 2013.( در اين آزمايش الگوي  ،بنابراين
طي روزهاي مختلف تنش  H2O2تغيير ميزان 
گيري شد. اين مولكول برخلاف  سرما اندازه

ها، نيمه عمر بيشتري داشته و قادر به ROSساير
عنوان باشد و بهر مابين غشاهاي زيستي ميانتشا

دور از محل توليد رسان در محلي بهمولكول پيام
هاي خود، سبب ايجاد تنش اكسيداتيو در سلول

نتايج   ).Bienert et al., 2007(شود گياهي مي
بعد  H2O2نشان داد كه در ژنوتيپ متحمل، ميزان 

 دار طي روزهاي اول و سوم از يك افزايش معني
كه در روز ششم كاهش يافت به طوري  تنش،

ترين سطح بين  تحت چنين شرايطي به كم
تيمارهاي آزمايشي رسيد. تحت چنين شرايطي 

در ژنوتيپ حساس به طور مهيجي  H2O2ميزان 
در مقايسه با شرايط كنترل افزايش يافت (حدود 

). چنين وضعيتي ضمن تاييد نتايج 2%) (شكل 33
ELI ش اكسيداتيو تحت تنش بيانگر توسعه تن
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سرما (در مقايسه با شرايط كنترل) در ژنوتيپ 
باشد. حساس (در مقايسه با ژنوتيپ متحمل) مي

بنابراين در نخود، درجه پاسخ به تنش سرما 
وابسته به ژنوتيپ متفاوت بوده كه مطالعه 
الگوهاي خسارت در شرايط كنترل و تنش نشان 

  .)Nazari et al., 2012( دهنده آن بودند
SOD  وCAT هاي فعال در  مولكول

سازوكارهاي دفاعي سلول تلقي شده كه به 
 H2O2ترتيب نقش مهمي در توليد و تخريب 

. )Kazemi Shahandashti et al., 2014(دارند 
نتايج نشان داد كه از نظر فعاليت آنزيمي، دو 

هاي متفاوتي به سرما نشان دادند.  ژنوتيپ پاسخ
ژنوتيپ حساس پس از در  SODسطوح فعاليت 

تغيير جزئي در روز اول تنش، به تدريج طي 

روزهاي سوم و ششم تنش كاهش يافت به 
به كمترين ميزان فعاليت خود رسيد در  طوري كه

كه در ژنوتيپ متحمل افزايش تدريجي در حالي
مشاهده شد. بيشترين ميزان  SODميزان فعاليت 

در روز ششم   درصد) 50حدود  ( SODفعاليت 
تنش سرما بود. در روز اول تنش، ميزان فعاليت 

CAT كه در ژنوتيپ متحمل كاهش يافته در حالي
داري  در روز سوم و ششم تنش افزايش معني

مشاهده شد، در نتيجه فعاليت آن به سطوح 
مشاهده شده در شرايط كنترل رسيد. فعاليت اين 

 52اهشي در حدود آنزيم در ژنوتيپ حساس، ك
درصد در روز سوم تنش درمقايسه با كنترل نشان 

داد. 
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تحت شرايط كنترل، روز اول، روز سوم و روز ششم  )H2O2( تغيير ميزان پراكسيد هيدروژن -2شكل 

و ژنوتيپ ) سياهستون ( Sel96Th11439گراد در ژنوتيپ متحمل تنش سرماي چهار درجه سانتي
 (ستون خاكستري) نخود.  ILC 533 حساس

Figure 2- Change in hydrogen peroxide (H2O2) content in 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).  



 1395، رمي و معالي اميريك

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

٩٣ 
 

Control 

1 day after cold stress

3 days after cold stress

6 days after cold stress

   
   

  S
O

D
 a

ct
iv

it
y 

(U
 m

in
 -

1
 m

g-1
 p

ro
te

in
) 

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

BCD
BCD

ABC

AB

AB

D

A

CD

 
تحت شرايط كنترل، روز اول، روز سوم و  )SOD( تغيير فعاليت آنزيم سوپر اكسيد ديسموتاز -3شكل 

و  (ستون سياه) Sel96Th11439گراد در ژنوتيپ متحمل روز ششم تنش سرماي چهار درجه سانتي
  (ستون خاكستري) نخود. ILC 533 ژنوتيپ حساس

Figure 3- Change of activity in superoxide dismutase (SOD) in 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).  

  
  

اگرچه فعاليت آن در روز ششم تنش بيشتر 
از روز سوم تنش بود اما در مقايسه با كنترل 

مشاهده شد  CATداري در فعاليت  كاهش معني
اكسيدان  هاي آنتي ). بنابراين آنزيم4 و 3 (شكل

ري در اين تحقيق با يكديگر همكا  مطالعه شده
ها كرده به طوري كه افزايش فعاليت همزمان آن

و  )ELI( سبب كاهش ميزان خسارت سلولي
به عنوان يكي از  H2O2همچنين كاهش 

ROS هاي توليدي سلول شده است. در
ميتوكندري گياهان، فرآيند انتقال الكترون، توليد 

ROS  و در نهايت ميزانATP باشد  پيچيده مي
ب ديگري از جريان زيرا تحت تنش، مسير متناو

ايجاد شده كه يك  AOXسمت آنزيم الكترون به

پذيري بين سه فرآيند متابوليسم  نوع انعطاف
- فراهم مي ATPكربن، انتقال الكترون و توليد 

. بنابراين در مرحله )Vanlerberghe 2013(  آورد
عنوان يكي از به AOXبعدي، فعاليت آنزيم 

انتقال  هاي آنزيمي مهم در زنجيره كمپلكس
  الكترون ميتوكندريايي گياهان سنجيده شد. 

تر شدن  با طولاني  AOXميزان فعاليت آنزيم
دوره تنش از روز اول به ششم در هر دو ژنوتيپ 

دار، افزايش نشان داده كه  پس از يك كاهش معني
هاي  بيانگر نقش موثر اين آنزيم در پاسخ

  بيوشيميايي گياه به تنش سرما بود
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) تحت شرايط كنترل، روز اول، روز سوم و روز ششم تنش CAT( كاتالازتغييرفعاليت آنزيم  -4شكل 

 (ستون سياه) و ژنوتيپ حساس Sel96Th11439گراد در ژنوتيپ متحمل سرماي چهار درجه سانتي

ILC 533 .(ستون خاكستري) نخود  
Figure 4- Change of activity in catalase (CAT) in 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).  

 
در  AOXوجود ميزان فعاليت . با اين

ژنوتيپ متحمل بسيار بيشتر از ژنوتيپ حساس 
كه اين روند صعودي برخلاف ژنوتيپ بود طوري

حساس در روز سوم پس از تنش آغاز شد و در 
روز ششم پس از تنش به حداكثر ميزان خود 

). تحقيقات نشان داده است كه 5رسيد (شكل 
O2توليد AOXفعاليت 

- را تعديل كرده كه به -.

مانند  ROSهاي  آن به ساير گونهنوبه خود تبديل 

H2O2  وOH• دهد  را كاهش مي)Rogovet al., 

رسانان رسد كه تحت تنش پيام به نظر مي. )2014
تنش اكسيداتيو و خصوصيات غشاي پلاسمايي 

) به عنوان عوامل اساسي در H2O2و  ELI(نتايج 
عمل كرده كه در  aoxهاي  تنظيم فعاليت ژن

(در اين آزمايش  ROSنهايت سبب مهار توليد 
H2O22و  1شود (شكل ) مي.(  
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) تحت شرايط كنترل، روز اول، روز سوم و روز AOXفعاليت آنزيم اكسيداز متناوب ( تغيير -5شكل 

(ستون سياه) و ژنوتيپ  Sel96Th11439گراد در ژنوتيپ متحمل ششم تنش سرماي چهار درجه سانتي
  (ستون خاكستري) نخود. ILC 533 حساس

Figure 5- Change of activity in alternative oxidase (AOX) in 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).  

  
تحقيقات درتوتون نشان داده است كه انتقال 
گياهان به شرايط سرما باعث القاي فعاليت آنزيم 

AOX مالون ميزان كهشود به طوري مي  
عنوان يكي از  به )MDA(  25آلدئيد دي

 هاي خسارت سلولي كاهش يافت شاخص
)Wang et al., 2011(.    

در ميتوكندري تغيير در توليد  ،ينبنابرا
ROS  در اثر تغيير در ظرفيت مهارROS  سلول

هاي  دهد. اين بدان معني است كه مكانيسم رخ مي
 AOXميتوكندريايي مانند  ROSكنترلي توليد 

توانند اهميت زيادي در تعيين اينكه چگونه  مي
خود را مديريت كرده و سطح  ROSسلول ميزان 

                                                            
25 Malondialdehyde 

تعيين كند، دارند  سلولي را ROSثابت 
)Amirsadeghi et al., 2006( .  

و فعاليت  (ELI)ارتباط بين خسارت سلولي 
در اين آزمايش غيرهمسو بوده به  AOXآنزيم 

طوري كه ميزان بالاتر فعاليت اين آنزيم در 
ژنوتيپ متحمل با كاهش خسارت سلولي در 
ارتباط بود. نكته جالب آن است كه فعاليت 

اكسيداني نيز به موازات افزايش  هاي آنتي آنزيم
در نخود مخصوصا در  AOXفعاليت آنزيم 

رسد  ژنوتيپ متحمل افزايش يافت. به نظر مي
اكسيداني در  هاي آنتي و مسير پاسخ AOXمسير 

سلول با يكديگر همكاري داشته كه در نتيجه آن 
با  ELIو ميزان  H2O2بيشترين مهار توليد 
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ها  اكسيدان آنتيو  AOXبيشترين فعاليت آنزيم 
  همراه بود. 

نشان داد كه  AOXافزايش فعاليت آنزيم 
القاي فرآيند سازگاري سلولي در جهت مهار 

ROS  ممكن است در سطح رونويسي و ترجمه
ها به سرما،  كه انتقال گياهچهصورت گيرد طوري

در مسير انتقال الكترون در ميتوكندري اختلال 
و  AOXئين ايجاد كرده و گياه با سنتز پروت

همچنين افزايش فعاليت آن به اين شرايط پاسخ 
سلولي كاهش  ROSدهد كه در نتيجه آن ميزان  

). ژنوتيپ حساس ELIو  H2O2(نتايج   يابد مي

به  AOXنخود به دليل فعاليت كمتر آنزيم 
هاي  موازات ظرفيت كاهش يافته فعاليت آنزيم

ا اكسيداني دچار خسارت بيشتري در مقايسه ب آنتي
تر  مطالعه بهتر و دقيق ژنوتيپ متحمل شد.

مكانيسم فعاليت اين آنزيم و اعضاي خانواده آن 
و همچنين مطالعه راهكارهاي افزايش بيان و 
فعاليت اين آنزيم در نخود زراعي راهكاري مهم 

-در تحمل به تنش سرما در اين گياه بوده به 

ها كشت پاييزه اين گياه را  آن  كه بكارگيريطوري
  سازد. ممكن مي
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Abstract 

Plants require different defensive mechanisms for being survive and tolerance to 
environmental stresses. In present study, activity of defensive enzymes such as alternative 
oxidase (AOX), superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), electrolyte leakage index (ELI) 
and hydrogen peroxide (H2O2) amount as a cellular damage indices in two genotypes of 
chickpea, susceptible (ILC533) and tolerant (Sel96Th11439) under 4°C cold stress was  
evaluated. Statistical analyses results showed that there is a significant difference between 
genotypes under cold stress. Under cold stress, decrease in damage indices was accompanied 
with an increase in AOX activity. The maximum activity of AOX was seen in tolerant 
genotype on sixth day of cold stress, whereas under such conditions AOX activity in 
susceptible genotype significantly was lower compared to tolerant genotype. The increase in 
AOX activity which was accompanied with a decrease in cellular damage (ELI and H2O2 
results) particularly on sixth day of cold stress showed the significance of AOX enzyme in 
tolerance of chickpea plants to cold stress. The simultaneous and significant increase in SOD 
and CAT activities along with confirmation the results of AOX activity increased degree of 
genetic tolerance of chickpea to cold stress or plant recovery after exposure to cold stress. 
These indices may be useful in assessment of chickpea genotypes under cold stress or 
utilization them in breeding programs. 
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