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 های نخود دیم تحت تنش سرمافتوسنتزی ژنوتیپ بیوشیمیایی و ارزیابی کارایی

 2یخوشوقت نیحس ،1حمید حسنیان خوشرو، 1یلطف نیرام

 .موسسه تحقیقات کشاورزی دیم، سازمان تحقیقات آموزش و ترویج کشاورزی، مراغه، ایران -1
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 چکیده مبسوط

 هایارندگیب از مناسب وریبهره رشد، دوره طول افزایش دلیل به پائیز، به بهار از نخود کاشت سیستم تغییر :مقدمه

 خشکی از گریز نهایتاً و خاک مناسب رطوبت با بندیغلاف و گلدهی دوره همزمانی بهار، اوایل و زمستان اواخر

 وعتن از مفیدی منابع وحشی خویشاوندان. است همراه ایمدیترانه هایاقلیم در عملکرد افزایش با فصل، انتهای

 که این احتمال باشد، ترگسترده تنوع پایة هرچه و هستند غیرزنده و زنده هایتنش به مقاومت هایژن و ژنتیکی

 .بود خواهد بیشتر بیابد ار خود نظر مورد ژنتیکی ترکیب بتواند نژادگربه

 ییکارا ارزیابی منظور به تکرار دو با تصادفی کاملا طرح قالب در فاکتوریل بصورت آزمایشی :روش شناسی

 دو همراه به ILWC119 و  ILWC109 ژنوتیپ دو در سرما تنش تحت دیم نخود بیوشیمیایی پاسخ و فتوسنتزی

 شده کنترل محیط در ایمزرعه آزمایش از انتخابی( حساس هد)شا  ILC533ژنوتیپ و( مقاوم شاهد) آنا ژنوتیپ

درجه  22 دمایی شامل سطح متفاوت سه شده کنترل محیط در. شد انجام دیم کشاورزی تحقیقات موسسه

 تهگرف نظر در بیوشیمیایی هایویژگی ارزیابی برای گرادسانتی درجه -4 و گرادسانتی 4 ،(شاهد بعنوان)گراد سانتی

 .شد
(  نه ILWC119) 22( و ILWC109) 5های شماره ژنوتیپبخش مزرعه نشان داد که  نتایجهای پژوهشی: هیافت

و میزان فعالیت  ELIتنها از نظر میزان کلروفیل بیشترین مقدار را بخود اختصاص دادند بلکه از نظر شاخص 

های مقاوم به سرما ژنوتیپ وته و جزها و ارقام شاهد برتری داشنیز نسبت به سایر ژنوتیپ PPOو  CATهای آنزیم

 فتوسیستم فتوشیمیایی کارایی حداکثر حداکثر، فلورسانس که . در بخش کنترل شده نتایج نشان دادشناخته شدند

II، فتوسیستم در آب تجزیه کمپلکس کارایی II بررسی مورد هایژنوتیپ داری درمعنی بطور فتوسنتزی کارایی و 

 جذب میزان گراد،سانتی درجه -4 دمای در مقابل، در. یافتند کاهش گرادانتیس درجه -4 سرمای تنش تحت

 فتوسیستم یفتوشیمیای کارایی و حداکثر فلورسانس سطح بیشترین. شد بیشتر فعال واکنشی مراکز در نوری جریان

II ژنوتیپ در فعال واکنشی مرکز در نوری جریان جذب میزان کمترین و ILWC109 رسدمی نظر به. شد دیده 

 واکنشی مراکز تعداد اندتوانسته گرادسانتی درجه -4 سرمای تنش شرایط در ILWC109 و لاین آنا هایژنوتیپ

 بهبود .گیرد صورت بهتری کارایی با الکترون انتقال نوری، هایفوتون جذب با و کرده بیشتر را  II فتوسیستم فعال

 .است سرما تنش به متحمل هایژنوتیپ در عمل مکانیسم ینهم کننده تایید II فتوسیستم فتوشیمیایی کارایی

 

 تنش سرما، کشت پاییزه، آنزیم های آنتی اکسیدانت، فتوستزهای کلیدی: واژه
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 مقدمه

حبوبات نقش مهمی در تثبیت ازت اتمسفری در 

 Cicerخاک و افزایش حاصلخیزی آن دارد. نخود )

arietinum L.در  ترین محصول مورد استفاده( عمده

باشد. تناوب زراعی گندم در مناطق دیم کشور می

(، سطح زیر کشت 2626) براساس آخرین آمار فائو

میلیون هکتار، میزان کل تولید  11/12نخود در دنیا 

 1/505میلیون تن با متوسط عملکرد  262/12آن 

کیلوگرم درهکتار است. براساس آمارنامه وزارت جهاد 

، سطح 1466-1461کشاورزی در سال زراعی 

 هزار هکتار 466حدود در ایران  دیمزیرکشت نخود 

ه است کیلوگرم درهکتار بود 414با متوسط عملکرد 

(FAO, 2020). 

ییر تغ های انجام گرفته مشخص کرده است کهبررسی

سیستم کاشت نخود از بهار به پائیز، به دلیل افزایش 

های طول دوره رشد، بهره وری مناسب از بارندگی

زمستان و اوایل بهار، همزمانی دوره گلدهی و اواخر 

غلاف بندی با رطوبت مناسب خاک و نهایتاً گریز از 

 ای درخشکی انتهای فصل، با افزایش عملکرد عمده

. برآوردها تواند همراه باشدمیای اقلیم های مدیترانه

حاکی از حداقل یك میلیون تن اضافه تولید جهانی 

 تاس باشدستانه میبا به کارگیری کشت نخود زم

(Bagheri et al., 1997 بدیهی است در صورت .)

دستیابی به ارقام با قابلیت عملکرد بالا، قابل کشت به 

-های برقصورت پائیزه، متحمل در مقابل بیماری

زدگی و فوزاریوم، ارتفاع بوته بلند و دارای تیپ بوته 

ایستاده و مناسب برای برداشت مکانیزه و نیز واجد 

صیات بازار پسندی، کشت نخود دیم در تناوب خصو

با گندم توسعه قابل توجهی خواهد یافت. خویشاوندان 

م های مقاووحشی منابع مفیدی از تنوع ژنتیکی و ژن

های زنده و غیرزنده هستند و هرچه پایة تنوع به تنش

نژادگر بتواند تر باشد، احتمال این که بهگسترده

د را بیابد بیشتر خواه ترکیب ژنتیکی مورد نظر خود

بود. تنش سرما اثرات متعددی در سطوح 

ر گیاهان دمورفولوژیکی، فیزیولوژیکی و بیوشیمیایی 

دارد. دمای پایین سیستم انتقال الکترون، متابولیسم 

کند. در بین چرخه کربن و هدایت گازها را مختل می

بخشی است  IIساختارهای فتوسنتزی، فتوسیستم 

د. گیرب تنش دمای پایین قرار میکه در معرض آسی

ای هها و آنزیمبیش از این، دمای پایین فعالیت روزنه

 ATPمتابولیسم کربن مانند آنزیم چرخه کالوین، 

سنتاز را تحت تأثیر قرار داده و احیاء ریبولوز بی 

فسفات کربوکسیلاز و فتوفسفورسلاسیون را محدود 

دمای  (. سایر اثراتAllen & Ort, 2001کند )می

پایین شامل کاهش کربن انتقالی از برگ و تجمع قند 

(. دمای Strand et al., 2003باشد )محلول در آن می

ساعت  22و  41گراد به مدت درجه سانتی 2پایین 

منجر به کاهش سطح کلروفیل، آسیمیلاسیون 

اکسید کربن و سرعت انتقال مواد فتوسنتزی دی

(. فتوسنتز Yordanova & Popova, 2007شود )می

گراد کاهش پیدا درجه سانتی 11در دمای پایین 

درجه  4( و دمای Ramalho et al., 2003کند )می

 کاهشگراد عملکرد فتوسنتزی را به شدت سانتی

(. کاهش ظرفیت Silva et al., 2004دهد )می

فتوسنتزی در دمای پایین با کاهش کارآیی عملکرد 

های سنتاز و آنزیم I ،ATPو  IIکوانتومی فتوسیستم 

استرومایی مؤثر در چرخه احیای کربن ارتباط دارد 

(Allen & Ort, 2001 در دمای حدود .)درجه  2

گراد آنزیم کلروفیلاز فعال بوده و منجر به سانتی

 ,Reda & Mandouraشود )کاهش کلروفیل می

ها از جمله فعالیت (. دمای پایین فعالیت آنزیم2011

دهد. کاهش فعالیت کاهش میآنزیم روبیسکو را 

کربوکسیلازی روبیسکو، باعث کاهش عملکرد چرخه 

گردد. از آنجایی که محصولات مرحله نوری کالوین می

در چرخه کالوین به  NADPHفتوسنتز از جمله 

رسند، در تنش سرما این محصولات تجمع مصرف می

(. در این شرایط مقدار Allen & Ort, 2001یابند )می
+NADP علت عدم مصرف  بهNADPH کاهش می-

ها از فرودوکسین به یابد، بنابراین انتقال الکترون

های فعال اکسیژن اکسیژن انجام گرفته و رادیکال

شوند. همچنین در دمای پایین کارائی تولید می
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یابد کاهش می IIانتقال انرژی به مرکز فتوسیستم 

(Flexas et al., 1999.) 

ر گسترده به عنوان یك فلورسانس کلروفیل به طو

ابزار سریع، سودمند و غیر تخریبی جهت تشخیص 

تغییرات عملکردی دستگاه فتوسنتزی در شرایط 

ها از قبیل دمای پایین در ذرت وقوع تنش

(Sowinski et al., 2005( برنج ،)Bertin et al., 

(، Ghassemi-Golezani et al., 2008( و کلزا )1997

 & ,Ghassemi-Golezaniو تنش خشکی در سویا )

Lotfi, 2012 به کار گرفته شده است. ممانعت نوری )

 II موجب کاهش کارآیی فتوشیمیایی فتوسیستم

، (Fv)شود که با کاهش پارامتر فلورسانس متغیرمی

یا  (Fv/Fm) نسبت فلورسانس متغیر به بیشینه

کنش فتوشیمیایی وانتومی اکود عملکرحداکثر 

کسید کربن و یا آزاد سازی ، تثبیت دی اIIفتوسیستم

 باشد. اکسیژن قابل تشخیص می

 10( در ارزیابی Sabaghpour, 2005) پورصباغ

ژنوتیپ نخود برای مقاومـت بـه سـرما در شرایـط 

های کنتـرل شـده )اطاقك سـرد با درجـه حرارت

های گراد(, ژنوتیـپدرجه سانتی -11صفر تا 

Sel95TH1716   وSel96TH11439 ـه عنـوان را ب

را به عنوان   Sel93TH24469های مقـاوم و ژنوتیـپ

نیا و همکاران ژنوتیپ متحمل معرفی نمود. نجیب

(Najibnia et al., 2005 در بررسی )نمونه نخود  152

ای را از نظر متحمل به سرما، تنوع قابل ملاحظه

خصوصیات فنولوژیك و مورفولوژیك )تعداد روزهای 

و گلدهی و رسیدگی، ارتفاع از کاشت تا سبزشدن 

بوته و تعداد شاخه در بوته( مشاهده کرده و اعلام 

رد مانده(، در مونمودند که درصد بقاء )تعداد بوته باقی

 56های مورد بررسی، بیش از پلاسمدرصد ژرم 02

( در Kanooni, 2004کانونی )ه است. درصد بود

ژنوتیپ نخود را  10ژنوتیپ نخود زراعی  41بررسی 

به عنوان  2و کمتر از  2ا درجه تحمل به سرمای ب

. با توجه به کردهای متحمل به سرما گزینش لاین

تواند درجه اینکه نخود گیاهی است که می

)از مرحله رشد  درجه زیرصفر 1تا  های کمترحرارت

ای شدن در سطح خاک( و ارقام مقاوم نیز تا دوبرگچه

 ,.Banaei et alدرجه زیرصفر را تحمل نمایند ) 14تا 

و از طرفی دیگر، اطلاعاتی در مورد رفتارهای  (1995

یم های نخود دبیوشیمیایی و فتوسنتزی ارقام و لاین

این به تحت تنش سرما وجود نداشت، این آزمایش 

انتخابی از آزمایش مزرعه  هاییژنوتیپ رویمنظور 

 ای در شرایط کنترل شده انجام گرفت.

 

 هامواد و روش

ژنوتیپ وحشی نخود  24پژوهش در سال اول در این 

 ILC533به همراه رقم شاهد متحمل آنا و حساس 

های کامل تصادفی با دو تکرار در فصل بصورت بلوک

، در مزرعه کشت شده و 1252-51 سال زراعی پاییز

از نظر تحمل به سرما در مزرعه مورد ارزیابی قرار 

بصورت  و 52گرفتند. عملیات کشت در نیمه دوم مهر 

دستی و هر کرت شامل دو خط سه متری و با فاصله 

و بعد  پس از کشت .انجام شدمتر سانتی 25خطوط 

از سبز شدن بذور، از تعداد بوته سبز شده قبل از 

، تعداد بوته باقی مانده پس (PC1) سرمای زمستان

، و از میزان (PC2) سپری شدن سرمای زمستان

در یك مرحله   (CT) ها نسبت به سرماتحمل لاین

-دهی به ترتیب زیر انجامنمره  5تا  1با ثبت نمره از 

 گرفت:

 عدم مشاهده خسارت :(CTR=1بسیار مقاوم)

-از برگچه %11-26(: خسارت جزئی،CTR=3مقاوم )

ها با چهشاخه %26پریدگی و تا ها دارای علائم رنگ

شدن و عدم از بین رفتن  پریدگی وخشكرنگ علائم

 هابوته

 %21-46ها و از برگچه 06-41%(: CTR=5)متحمل

  خشکی و مرگ ها با علائم رنگ پریدگی وچهاز شاخه

  %25ها تا بوته

 %01-16ها و از برگچه 55- 11%(: CTR=7حساس)

 و خشکی و پریدگیها دارای علائم رنگچهاز شاخه

 هااز بوته %20-56مرگ 

 هابوته  %166(: مرگCTR=9بسیار حساس )
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و مرحله )قبل حادث شدن تنش سرما همچنین د

در دی ماه یعنی آبان ماه و بعد از وقوع تنش سرما 

های درجه سانتیگراد( در مزرعه نمونه -10در دمای 

ت صفات قابلیبرگی از هر ژنوتیپ برای اندازه گیری 

نفوذپذیری غشا سلولی گیاه )شاخص هدایت 

 و کارتنوئید انجام a ،b، کلروفیل ELI)الکترولیتی 

 شد.  

بر اساس نتایج آزمایش سال اول دو ژنوتیپ متحمل 

 ILC533به همراه رقم شاهد متحمل آنا و حساس 

مل های متحجهت مطالعه پاسخ فیزیولوژیکی ژنوتیپ

آزمایشی بصورت فاکتوریل  ،و حساس به تنش سرما

در محیط  در قالب طرح کاملا تصادفی با دو تکرار

بتدا بذور انجام شد. جهت کشت ا کنترل شده

ده درصد  )هیپوکلریت سدیم(وایتکس با های ژنوتیپ

به مدت ده دقیقه ضدعفونی شد و پس از شستشو با 

آب مقطر روی کاغذ صافی در پتری دیش با رطوبت 

ها در شرایط بدون نور و لازم قرار گرفت. پتری دیش

درجه سانتی گراد قرار گرفتند و پس از  22دمای 

 الانتقها انتقال یافت. به گلدانها زنی، گیاهچهجوانه

 سبز اهمیت دلیل به خاک به گیاهان غیرمستقیم

 تیمارهای دقیق اجرای و هاآن یکنواخت شدن

رشد  ها در اتاقكگلدان .بود هانمونه در آزمایش

 566موسسه تحقیقات کشاورزی دیم کشور با نور 

 10مول بر مترمربع بر ثانیه و شرایط نوری  میکرو

-درجه سانتی 22ساعت شب و دمای  1ز و ساعت رو

 درصد قرار داده شد. 25گراد و رطوبت نسبی 

های گیاهی به تنش سرما، بر جهت بررسی پاسخ

اساس برنامه شیب دمایی، دما کاهش یافت بطوریکه 

ها، دمای اتاقك رشد به در روز بیست و یکم گیاهچه

های فلورسانس چهار درجه سانتی گراد رسید و مولفه

لروفیل از محل برگ توسعه یافته بوسیله دستگاه ک

ا به هبدین منظور ابتدا برگ .اندازگیری شد 1فلوریمتر

های مخصوص در دقیقه توسط کلیپس 26مدت 

 0F ،mF ،vFهای تاریکی قرار گرفته و سپس شاخص

اندازه گیری و محاسبه شد همچنین در این  m/FvFو 
                                                                 

1- Florimeter (Opti-Science, USA) 

ی صفات مرحله نمونه برداری برای اندازه گیر

سپس بر اساس  .فیزیولوژی در این دما نیز انجام شد

ساعت دمای اتاقك رشد  41برنامه شیب دمایی طی 

گراد رسانده شد و ضمن اندازه درجه سانتی -4به 

گیری مولفه های فلورسانس کلروفیل، نمونه برداری 

برای اندازه گیری صفات فیزیولوژی در این دما نیز 

است بخشی از گیاهچه ها  انجام شد. لازم به ذکر

 22عنوان شاهد )کنترل( در اتاقك رشد با دمای به

درجه سانتی گراد نگهداری شدند و ضمن اندازه 

ا، ههای فلورسانس کلروفیل در این نمونهگیری مولفه

گیری برگی از این گیاهان برای اندازه گیری نمونه

 صفات فیزیولوژی نیز انجام گرفت.

به سرما براساس قابلیت گیری تحمل اندازه

یری گاندازهنفوذپذیری غشا سلولی گیاه )تست 

تحمل به سرما براساس : 2هدایت الکترولیتی(

های خسارت دیده شاخص نشت الکترولیتی بافت

گیری شد اندازهگیاهان نخود بعد از تیمار سرما 

(Campos et al. 2003 در .)گیری میزان نشت اندازه

های کاملاً سالم بخش میانی ساقه الکترولیتی از برگ

پس از برش افقی، به  گرم برگمیلی 16استفاده شد. 

سی آب مقطر انتقال یافت. لوله آزمایش حاوی ده سی

های ها مکش انجام شد و لولهجهت جذب آب برگ

آزمایش به مدت سی دقیقه در دستگاه شیکر قرار 

( 1CEها )گرفتند سپس میزان نشت الکترولیتی نمونه

( Inolabمتر )آلمان،  ECبا استفاده از دستگاه 

ها گیری شد. سپس مجدداً آب، به درون لولهاندازه

بازگردانده شد و محتوی لوله آزمایش پس از قرار 

دقیقه، در شیکر  16گرفتن در حمام آب گرم به مدت 

( 2ECقرار گرفته و بلافاصله میزان نشت الکترولیتی )

قدار شاخص خسارت براساس تعیین شد و در نهایت م

 (.Popov et al. 2005فرمول ذیل محاسبه شد )

𝐼 =
𝐸𝑐1

𝐸𝑐2
× 100 

2- Electrolyte leakage index (ELI) 
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تست پراکسیداسیون غشا با نشانگر مالون دی 

در راستای انجام این آزمایش به میزان : 1آلدهید

گرم برگ از هر ژنوتیپ با مشخصاتی که میلی 266

شت داگیری هدایت الکتریکی ذکر شد براندازهبرای 

 5هاون چینی کاملاً له شده و ها در شد. سپس برگ

ها افزوده شد به طوری به آن Tris-HClلیتر بافر میلی

 2که یك مخلوط هموژن به دست آمد. سپس 

 TBAلیتر از محلول میلی 2لیتر از آن به همراه میلی

سرما سازگاری درون لوله آزمایش ریخته شد و به 

درجه  55گرم  دقیقه در حمام آب 26مدت 

-گراد قرار گرفت و پس از آن غلظت مالون دیسانتی

-Shimadzoon Aآلدهید با دستگاه اسپکتروفتومتر )

160, Japan نانومتر قرائت شد.  522( در طول موج

لدئید آتست پراکسیداسیون غشا با نشانگر مالون دی

نیز برای هر سه تیمار دمایی کنترل و تنش سرما با 

د آلدهینجام گرفت. غلظت مالون دیشرایط یکسان ا

اشاره به چگالی  Dبراساس معادله زیر محاسبه شد که 

( 50/1×516متر ضریب تمایز مولار )مول/سانتی Eو 

 (.Maali Amiri et al. 2007دارد )

C = D/L 

گیری میزان محتوای کلروفیل و اندازه

گیری میزان محتوای کلروفیل بر اندازه: کاروتنوئید

انجام شد. بدین   (Arnon ,1949)آرنون وشمبنای ر

گرم نمونه برگی گیاهان کنترل  1/6ترتیب که ابتدا 

 16لیتر استون میلی 2و تنش را در هاون چینی با 

 15درصد کاملاً ساییده و حجم نهایی عصاره به 

لیتر افزایش یافت. سپس عصاره با استفاده از میلی

 g 5666 ×دقیقه با سرعت  16سانتریفیوژ به مدت 

 Shimadzuصاف شد. از دستگاه اسپکتروفتومتر )

UV-160ها گیری میزان جذب نمونه( برای اندازه

درصد صفر  16استفاده شد. ابتدا دستگاه با استون 

شده و سپس میزان جذب عصاره استخراج شده در 

نانومتر   416نانومتر ،  002نانومتر،  045های موجطول

.  سپس با استفاده از روابط نانومتر قرائت شد 516و 

                                                                 

1- Malondialdehyde 

، کلروفیل کل و b، کلروفیل aزیر میزان کلروفیل 

 کاروتنوئید محاسبه شد:
)]×V / 1000× W645(2.69× A –)663[(12.7× A 

 در هر گرم برگ تر a گرم کلروفیل =میلی
)]×V / 1000× W 663(4.69× A –)645[(22.9× A

 در هر گرم برگ تر b گرم کلروفیل =میلی
)]×V / 1000× W663(8.02× A + )645.2× A[(20 

 گرم کلروفیل کل در هر گرم برگ تر=میلی
) × 51014.9 × (A -)4807.6×(A

V/1000×Wگرم کاروتنوئید در هر گرم برگ تر=میلی 

موج موردنظر، میزان جذب در طول Aدر روابط بالا 

V  لیتر ودرصد برحسب میلی 16حجم نهایی استون 

W باشد.ه برحسب گرم میاندازه برگ تاز 

 

: گیری پراکسید هیدروژناستخراج و اندازه

  Loreto)لورتو و ولیکوا بر اساس روش 2O2Hمیزان 

and Velikova, 2001)   صورت گرفت. کلیه مراحل

کار باید در محیط تاریك و اتاق سرد انجام شود. برای 

های گیاهی تازه با گرم نمونه 25/6استخراج مقدار 

هاون خرد شده تا به صورت پودر  ایع درنیتروژن م

لیتری میلی 15درآیند. پودر تهیه شده به فالکون 

تری لیتر محلول اسیدمیلی 5منتقل شده و مقدار 

کلرواستیك یك درصد ) محلول در حمام یخ قرار 

داده شود( به تیوب اضافه شد. تیوب حاوی نمونه 

مدت گراد به درجه سانتی 4هموژنیزه شده در دمای 

سانتریفوژ شد. سپس  g12666×دقیقه با سرعت  15

لیتر از محلول روشناور به یك تیوب جدید میلی 5/6

میلی مولار و  16لیتر بافر فسفات میلی 5/6حاوی 

لیتر محلول یك مولار یدید پتاسیم اضافه یك میلی

شده و درب تیوب را بسته و با چندین مرتبه سر و ته 

شود )در تاریکی(. ن میکردن، محتوای تیوب هموژ

ها را درون فریزر ها آنتوان تا زمان قرائت نمونهمی

در ابتدا باید  داری کرد.گراد نگهدرجه سانتی -16

دستگاه اسپکتروفتومتر در محیط خنك و نیمه تاریك 

مستقر شده و سپس آن را با استفاده از محلول بلانك 

ز ا صفر کرد، آنگاه محتوای تیوب مربوط به هر یك

اندازه کافی در کووت محلول استاندارد به  12
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کوارتزی ریخته شده، سپس مقدار جذب هر نمونه را 

نانومتر قرائت کرد و ضمن تعریف  256در طول موج 

 شود. درمعادله رگرسیون، منحنی استاندارد رسم می

های گیاهی قرائت شده و با ادامه میزان جذب نمونه

قدار پراکسید هیدروژن هر استفاده از معادله منحنی م

نمونه محاسبه شد. واحد پراکسید هیدروژن بر حسب 

 باشد.تر میمیکرومول بر گرم نمونه 

لیه کت: اکسیدانهای آنتیسنجش فعالیت آنزیم

در داخل یخ انجام  C 1 ±4°مراحل استخراج در دمای

ها در داخل هاون چینی شد. بعد از قرار دادن نمونه

ها ریخته شده و ایع روی آنمقداری نیتروژن م

خوبی سائیده شده و به حالت ها توسط هاون بهنمونه

لیتری برحسب میلی 15های پودر درآمد. فالکون

گذاری شده و در داخل نیتروژن مایع ها علامتنمونه

گرم از پودر حاصل با استفاده  25/6قرار داده شدند. 

نتقل ها ماز ترازوی دیجیتال وزن شده و به فالکون

افزوده  1لیتر بافر استخراجمیلی 5/2شد، سپس به آن 

ها و بافر پودر نمونه 2شد. پس از دو دقیقه ورتکس

 4دقیقه و در دمای  15ها به مدت استخراج، نمونه

سانتریفیوژ شدند. درنهایت  g×  12666درجه با 

های جداگانه آمده در داخل تیوبدستبه 2سوپرناتانت

خته شده و داخل نیتروژن مایع لیتری ریمیلی 5/1

ها در مدت کوتاهی فریز شدند. استخراج همه نمونه

از عصاره  انجام و همواره از بافر تازه استفاده شد

آمده برای قرائت مقدار پروتئین کل و سنجش دستبه

های کاتالاز، گایاکول پراکسیداز، کمی فعالیت آنزیم

 فاده شد. ستآسکوربات پراکسیداز و پلی فنل اکسیداز ا

فعالیت : (CATسنجش فعالیت آنزیم کاتالاز )

گراد با استفاده درجه سانتی 25در دمای  CATآنزیم 

  (Aebi, 1984)ابی از اسپکتروفتومتر و به روش

گیری شد. برای سنجش میزان فعالیت آنزیم از اندازه

دستگاه اسپکتروفتومتر ساخت کشور ژاپن در 

ها و مواد ه شد. محلولنانومتر استفاد 246موج طول

                                                                 

1- Extraction buffer 

2- Vortex 

لیتر بافر فسفات میکرو 2666استفاده شده شامل  

(2=pH )56 2لیتر میکرو 5مولار، میلیO2H 26 

میکرولیتر عصاره آنزیم بوده و فعالیت  56درصد و 

ای ثبت ثانیه 26دقیقه در فواصل  5آنزیم به مدت 

 شد. 

سنجش فعالیت آنزیم گایاکول پراکسیداز 

(GPX) :آنزیم  فعالیتGPX  نیز همانند آنزیم کاتالاز

توبیتو و  گراد به روشدرجه سانتی 25در دمای 

 Dionisio-Sese, 1988  andدنیسیوسیسی )

Tobita) گیری شد. نوع و میزان مواد لازم مورد اندازه

میکرولیتر  2666شامل  GPXبرای سنجش آنزیم 

میکرولیتر  16میلی مولار،  56( pH=2بافر فسفات )

2O2H 26  ،266میکرولیتر محلول گایاکول  2درصد 

میکرولیتر عصاره آنزیمی بود.  56مولار و میلی

نانومتر تنظیم و با  426دستگاه اسپکتروفتومتر روی 

استثنای محلول شاهد که شامل همه مواد ذکرشده به

 5عصاره آنزیم بود کالیبره شد. فعالیت آنزیم به مدت 

ای ثبت گردید. انیهث 26دقیقه و در فواصل زمانی 

 میزان جذب با افزایش زمان روند افزایشی داشت. 

سنجش فعالیت آنزیم آسکوربات پراکسیداز 

(APX) :رانیری و  میزان فعالیت آنزیم با روش

سنجیده شد. در اثر  (Ranieri et al., 2003همکاران )

واکنش بین آسکوربات پراکسیداز  و اسید آسکوربیك 

شود که در بات تولید میدهیدروآسکور 2O2Hو 

شود. محیط واکنش نانومتر قرائت می 256موج طول

میلی مولار،  EDTA 1/6میکرولیتر از  066حاوی 

مولار میلی 56میکرولیتر بافر فسفات  1566

(2pH= ،)466  5/6میکرولیتر اسید آسکوربیك 

 56درصد و  2O2H 26میکرولیتر  466مولار، میلی

ی بود. سنجش فعالیت آنزیم میکرولیتر عصاره آنزیم

ای ثبت ثانیه 26دقیقه با فواصل زمانی  2در طول 

 شد.

3- Supernatant 
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سنجش فعالیت آنزیم سوپراکسید دیسموتاز 

(SOD) :گیری فعالیت اندازهSOD طبق روش 

انجام  (Dhindsa et al., 1981دهیندسا و همکاران )

صورت فوتومتریك بررسی شد. فعالیت این آنزیم به

صلی واکنش شامل بافر فسفات شود. بافر امی

(1/2pH= )166مولار، میلی 12مولار، متیونین میلی

 EDTA 166میکرومولار،  25نیتروبلو تترازولیوم 

درصد بود.  625/6 166 -ترایتون ایکس میکرومولار و

میکرولیتر  256از بافر اصلی به هر چاهك به میزان

ر به میکرومولا 2اضافه شد. سپس از بافر ریبوفلاوین 

میکرومولار به مخلوط واکنش اضافه شد و  5میزان 

نانومتر کالیبره شد. برای  506موج دستگاه در طول

میکرولیتر از عصاره پروتئینی  16سنجش هر نمونه 

استفاده شد. این واکنش بر اساس میزان احیای نوری 

نیتروبلو تترازولیوم و توانایی آنزیم سوپراکسید 

 .شوداین واکنش بررسی می دیسموتاز در ممانعت از

: (PPO)فنل اکسیداز سنجش فعالیت آنزیم پلی

کار و مشیرا  با روش PPOسنجش میزان فعالیت 

(Kar and Mishra, 1976)  انجام شد. محیط واکنش

مولار، میلی 166میکرولیتر از پیروگالول  56حاوی 

 56( و =2pHمیکرولیتر از بافر فسفات ) 2666

نزیمی بود. میزان فعالیت آنزیم میکرولیتر عصاره آ

 موجبرحسب مقادیر اکسیدشده پیروگالول در طول

صورت نانومول نانومتر محاسبه شده و به 426

روتئین گرم پپیروگالول تغییریافته در دقیقه در میلی

 گزارش شد.

ـــل بر مبنای طرح : هاتجزیه داده داده های حاص

ورد آماری مورد اســتفاده، تجزیه واریانس صــفات م

ها به عمل آمده ومقایســة میانگین بررســی ژنوتیپ

فاده از آزمون کمترین اختلاف  ـــت با اس ها  مار تی

ـــتفاده از برنامة آماری معنی انجام  SASدار و با اس

سبت به ارقام شد. نهایتاً ژنوتیپ صفات برتر ن های با 

سرما  انتخاب  شتر به  شاهد و با مقاومت یا تحمل بی

ــی ــترو جهت بررس ــات بعدی  های بیش وارد آزمایش

 شدند. 

 بحث و نتایج

ــفات  نتایج حاکی از وجود تفاوت معنی دار از نظر ص

سطح  شده قبل و بعد از وقوع تنش در  اندازه گیری 

ـــد می ـــد )جدول احتمال خطای یك درص (.  1باش

ــی از نظر کلیه همچنین بین ژنوتیپ های مورد بررس

 صفات اندازه گیری شده درسطح احتمال یك و پنج

. نتایج تجزیه داشـــتدار وجود درصـــد تفاوت معنی

ـــان داد که اثر متقابل ژنوتیپ واریانس داده  ×ها نش

، کل در سطح a ،bصفات میزان کلروفیل  رویتنش 

ــطح  ــد و کارتنوئیدها در س احتمال خطای پنج درص

 .(1بود )جدول دار احتمال خطای یك درصد معنی

شان داد که از ( ن2)جدول  هاداده هامقایسه میانگین

ـــرما  ـــاخص تحمل به س های ژنوتیپ (CT)نظر ش

 22و  22، 15، 10، 12، 12، 11، 16، 2، 5 شــماره 

و مشاهد  (CT=3)با متوسط شاخص تحمل به سرما 

ها برتر از رقم آنا بعنوان شاهد خسارت جزئی در بوته

هــای مقــاوم بوده و جزء ژنوتیــپ (CT=4)مقــاوم 

شدند. ژنوتیپ شمشناخته  به  21و  26، 2اره های 

ساس آزمایش  شاهد ح سط  (ILC533)همراه  با متو

های بعنوان ژنوتیپ (CT=7)شاخص تحمل به سرما 

 حساس شناسایی شد. 

شاخص خوبی برای  (PC)تعداد بوته بعد از یخبندان 

ـــرما در آزمایش های نخود دیم پاییزه مقاومت به س

سوب می سه میانگین مح ساس نتایج مقای شود. بر ا

سط حدود ( اغلب ژنوتیپ2دول )ج -06ها بطور متو

ـــد بوته بعد از یخبندان را دارا بودند که در  56 درص

با  22و  15، 10، 11، 5های شماره این میان ژنوتیپ

ــط بیش از  ــترین تعداد  56متوس ــد دارای بیش درص

نتایج  (.2بوته بعد از آخرین یخبندان بودند )جدول 

داد که نشــت  ( نشــان2مقایســه میانگین )جدول 

سلولی )الکترولیت شماره ( در ژنوتیپELIهای  های 

  ILC533به همراه شاهد حساس  21و  26، 1، 2، 1
تحت شرایط قبل و بعد از وقوع تنش سرما بیشتر از 

 درصد(.  06حدود   بود )متوسط  هاسایر ژنوتیپ
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 ژنوتیپ مختلف نخود 20بین  فیزیولوژیکی مورد بررسی در-تجزیه واریانس صفات مورفو -1جدول 

Table 1. Analysis of varicance of the morpho-physiological treats in 26 chickpea genotypes 
 MS 

Cartenoid TotalCh Chb Cha PPO CAT ELI PC2 CT df SOV 

8.99** 27.05** 0.008** 0.008** 0.915** 39.41** 798.3** 886806.37** 43.12** 1 
Stress 

(St) 

9.71** 19.73** 0.0013** 0.015** 0.483* 6.54** 425.36** 29933.48** 20.89** 25 Genotype 

(Ge) 
1.91** 1.59* 0.0008* 0.0007* 1.03** 16.39** 26.33 n.s 6573.98n.s 3.68 n.s 25 St*Ge 
0.076 0.494 0.0001 0.0001 0.117 0.196 15.10 6182.62 2.52 50 Erorr 
5.07 8.61 14.21 7.33 8.71 3.12 8.56 10.53 2.37  CV (%) 

: شاخص تحمل به سرما، CT، و عدم اختلاف معنی دار% 5،  %1به ترتیب اختلاف معنی دار در سطوح احتمال خطای  nsو  *، **

PC2 ،تعداد بوته بعد از یخبندان :ELI ،شاخص نشت الکترولیتی :CAT ،آنزیم کاتالاز :PPO ،آنزیم پلی فنل اکسیداز :Cha کلروفیل :

a ،Chb کلروفیل :b ،TotalChلروفیل کل و : کCartenoid کارتنوئید : 

 

 های وحشی نخود تحت تنش سرماصفات فیزیولوژیکی ژنوتیپ مقایسه میانگین -2جدول 

Table 2. Means of the physiological traits in wild genotypes of chickpea genptypes 
No. Genotype CT PC2 ELI CAT PPO Cha Chb TotalCh Cartenoid 

1 ILWC112 5 55 62.71c 17.06b 4.73a 0.229b 0.108abc 0.316b 6.63c 

2 ILWC117 5 74 49.86de 14.40d 3.47fgh 0.137fe 0.079def 0.215fg 4.44fgh 

3 ILWC104 7 45 75.35a 11.90ef 3.10h 0.165cd 0.099bcd 0.265de 5.88d 

4 ILWC108 4 85 41.92fgh 15.11cd 3.54e-h 0.126fg 0.060f 0.185g 4.22gh 

5 ILWC109 3 93 33.27k 18.01a 4.34a-d 0.26a 0.126a 0.387a 7.98a 

6 ILWC110 4 84 42.19fgh 10.93g 3.21gh 0.178c 0.133a 0.310bc 7.29b 

7 ILWC111 3 88 37.78g-k 15.23c 4.12a-e 0.157cde 0.116ab 0.274cd 5.13e 

8 ILWC114 5 69 53.13d 12.27e 4.03b-f 0.161cd 0.122ab 0.270d 4.93ef 

9 ILWC115 4 84 46.47ef 15.51c 4.63ab 0.176c 0.088cde 0.264de 5.69d 

10 ILWC116 3 88 37.19g-k 16.56b 4.39abc 0.127fg 0.100bcd 0.227ef 4.51fgh 

11 ILWC118 3 90 36.10h-k 14.40d 3.47fgh 0.153de 0.065ef 0.203fg 4.67efg 

12 1LWC120 3 89 36.49h-k 18.01a 4.34a-d 0.109g 0.062f 0.176g 4.03h 

13 ILWC122 3 89 36.09h-k 15.23c 4.12a-e 0.157cde 0.116ab 0.274cd 5.13e 

14 ILWC123 4 85 40.97f-i 12.27e 4.03b-f 0.161cd 0.122ab 0.270d 4.93ef 

15 ILWC126 4 85 41.33fgh 15.51c 4.63ab 0.176c 0.088cde 0.264de 5.69d 

16 ILWC127 3 90 38.56g-k 16.56b 4.39abc 0.165cd 0.100bcd 0.227ef 4.51fgh 

17 ILWC130 4 85 40.38f-j 11.34fg 3.82c-g 0.153de 0.065ef 0.203fg 4.67efg 

18 ILWC183 4 85 42.78fgh 11.79ef 3.74d-h 0.109g 0.062f 0.176g 4.03h 

19 ILWC184 3 91 34.192ijk 17.06b 4.73a 0.229b 0.108abc 0.316b 6.63c 

20 ILWC216 7 49 69.26b 11.34fg 3.82c-g 0.137fe 0.079def 0.215fg 4.44fgh 

21 ILWC218 7 48 61.03c 11.79ef 3.74d-h 0.127fg 0.099bcd 0.265de 5.88d 

22 ILWC106 3 89 38.45g-k 15.11cd 3.54e-h 0.126fg 0.060f 0.185g 4.22gh 

23 ILWC119 3 91 33.924jk 11.90ef 3.10h 0.26a 0.126a 0.387a 7.98a 

24 ILWC133 4 81 44.12efg 10.93g 3.21gh 0.178c 0.133a 0.310bc 7.29b 

25 ILC533 7 48 61.65c 11.79ef 3.74d-h 0.109g 0.062f 0.176g 4.03h 

26 ANA 4 85 40.24f-j 17.06b 4.73a 0.229b 0.108abc 0.316b 6.63c 
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-پهای پیشین مبنی بر اینکه ژنوتیبا یافته نتایجاین 

های متحمل تحت شرایط دمای طبیعی و تنش سرما 

س های حساژنوتیپنشت یونی کمتری در مقایسه با 

 ,.Malekzadeh et alدارد کاملاً همخوانی دارد )

های کل از درصد الکترولیت 56(. آزاد شدن 2013

عنوان شاخص مرگ سلول در نظر بافت گیاهان به

 Bakht et al. 2006., Heidarvand) شودمیگرفته 

et al. 2011و  15، 5های شماره (. همچنین ژنوتیپ

درصد( میزان شاخص  25متر از دارای کمترین )ک 22

ELI  بوده که با نتایج دو شاخصPC  وCT  مطابقت

های مقاوم به سرما بعنوان ژنوتیپآنها داشت و 

های در ژنوتیپ ELIشناخته شدند. کاهش محتویات 

-تواند دلالت بر فعالمقاوم و شاهد مقاوم رقم آنا، می

ی هاهای تحمل بویژه القای سیستمسازی مکانیسم

باشد. حذف ها در بافتها ROSاعی و سمیت زدایی دف

 های موثر به وسیله مکانیسم ROSو کاهش تولید 

ROS گیردزدایی انجام می (Lotfi et al., 2015). 

جدول ) های بیوشیمیاییداده نتایج مقایسه میانگین

به  15و 12، 5، 1های شماره ( نشان داد که ژنوتیپ2

ی بیشترین فعالیت آنزیم همراه شاهد مقاوم آنا، دارا

واحد( و آنزیم پلی فنل اکسیداز  12کاتالاز )بیش از 

(PPO)  که نشان دهنده تحمل سرما این بودند

ها از طریق فعال شدن مکانیسم دفاعی و دفع ژنوتیپ

ROS باشد.  میها 

ماره های شها ژنوتیپبر اساس نتایج مقایسه میانگین

وزن تر بیشترین گرم در گرم میلی 20/6با  22و  5

. نتایج دادرا به خود اختصاص  aمیزان کلروفیل 

، 0، 5های ژنوتیپ bکه از نظر کلروفیل  مشخص کرد

گرم در گرم میلی 120/6با متوسط بیش از  24و  22

با  22و  5های وزن تر، از نظر کلروفیل کل ژنوتیپ

گرم در گرم وزن تر و از نظر میلی 212/6متوسط 

 51/2با متوسط  22و  5های د ژنوتیپمیزان کارتنوئی

گرم در گرم وزن تر بیشترین میزان کلروفیل را میلی

 هایدارا بودند. براساس نتایج بدست آمده ژنوتیپ

(  نه تنها ILWC119) 22( و ILWC109) 5شماره 

از نظر میزان کلروفیل بیشترین مقدار را بخود 

و میزان  ELIاختصاص دادند بلکه از نظر شاخص 

نیز نسبت به سایر  PPOو  CATهای عالیت آنزیمف

-ها و ارقام شاهد برتری داشته و جزء ژنوتیپژنوتیپ

های مقاوم به سرما شناخته شدند و برای ارزیابی 

پاسخ فیزیولوژیکی به تنش سرما در شرایط کنترل 

 مشخص شده است که  شده انتخاب گردیدند.

 ارمه فعالیت سرما، از ناشی فنولی پلی ترکیبات

 بهبود را اکسیدانیآنتی ظرفیت و آزاد هایرادیکال

 سرما شتن از ناشی پروپانوئید فنیل بخشد و مسیرمی

 زا ناشی فعال اکسیژن هایگونه برابر در مقاومت به

 (.Eom et al., 2022کند )می کمك سرما

 بخش محیط کنترل شدهنتایج 

 و ILWC109براساس نتایج سال اول دو ژنوتیپ 

ILWC119  به همراه دو ژنوتیپ آنا )بعنوان شاهد

)بعنوان شاهد حساس(  ILC533مقاوم( و ژنوتیپ 

برای ارزیابی پاسخ فیزیولوژیکی و کارایی فتوسیستم 

II  تحت تنش سرما انتخاب گردیدند. نتایج تجزیه

های عملکرد کوانتومی فتوسیستم دو واریانس داده

(Fv/Fm که در تنش دماهای 2( نشان داد )جدول )

-پایین بین پارامترهای فلورسانس کلروفیل ژنوتیپ

تفاوت معنی  تنش × های نخود و اثر متقابل ژنوتیپ

. بین سطوح مختلف تنش سرما از نداشتدار وجود 

نظر اکثر پارامترهای فلورسانس کلروفیل بجز پارامتر 

Fo  در سطح احتمال خطای یك درصد تفاوت معنی

 (.2)جدول  داشتدار وجود 

( نشان داد که بیشترین 4ها )جدول مقایسه میانگین

)حداکثر عملکرد کوانتومی یا  Fv/Fmمقدار پارامتر 

درجه  22( مربوط به تیمار IIفتوشیمیایی فتوسیستم 

به  ILWC109و ژنوتیپ  25/6گراد به میزان سانتی

است. همچنین نتایج نشان داد که  022/6میزان 

 -4مربوط به تیمار  Fv/Fmمتر کمترین میزان پارا

 ILC533و ژنوتیپ  51/6گراد به میزان درجه سانتی
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باشد. به عبارت دیگر این ژنوتیپ می 552/6به میزان 

)شاهد حساس به سرما( بیشتر تحت تاثیر تنش سرما 

قرار گرفته و کارایی فتوشیمیایی فتوسیستم دو در 

و  4، 22آن کاهش یافته است. در تیمارهای دمایی 

گراد عملکرد کوانتومی فتوسیستم دو درجه سانتی -4

(Fv/Fm) و  04/6، 25/6های نخود به ترتیب ژنوتیپ

بود که این بیانگر تاثیر تنش دماهای پایین بر  51/6

-درجه سانتی -4مخصوصا در دمای  Fv/Fmپارامتر 

گراد نسبت به بقیه تیمارها است. همچنین نتایج 

  ILWC109، ژنوتیپ-4نشان داد در تنش دمایی 

 (Fv/Fm)دارای عملکرد کوانتومی فتوسیستم دو 

حت ها است و کمتر تبیشتری نسبت به بقیه ژنوتیپ

تاثیر تنش دماهای پایین قرار گرفت. این تحقیق 

یکی از مهمترین  Fv/Fmنشان داد که پارامتر 

های متحمل به تنش های انتخاب ژنوتیپشاخص

             باشد. سرما در گیاه نخود می
ـــانس  ـــه میانگین داده های کلروفیل فلورس مقایس

ــرمای 4)جدول  ــان می دهد که  تحت تنش س ( نش

ــانس حداکثر، حداکثر  -4 ــانتی گراد فلورس درجه س

کارایی فتوشیمیایی فتوسیستم دو، کارایی کمپلکس 

ــنتزی  ــیســتم دو و کارایی فتوس تجزیه آب در فتوس

ل در این دما بطور معنی داری کاهش یافت. در مقاب

درجه سانتی گراد( میزان جذب جریان نوری در  -4)

یر  غ نرژی هــدر روی  فعــال و ا ـــی  کنش مرکز وا

داکثر بیشترین فلورسانس ح فتوشیمیایی بیشتر شد.

و کارایی فتوشــیمیایی فتوســیســتم دو و کمترین 

جذب جریان نوری در مرکز واکنشی فعال در ژنوتیپ 

ILWC109 لب موارد یده شــــد. در اغ بین لاین  د

ماری معنی داری وجود  نا اختلاف آ مذکور و رقم آ

ـــد ژنوتیپ  در  ILWC109نداشـــت. به نظر می رس

سرمای  سته  -4شرایط تنش  سانتی گراد توان درجه 

اســت تعداد مراکز واکنشــی فعال فتوســیســتم دو را 

قال  های نوری، انت جذب فوتون  با  ند و  ـــتر ک بیش

صورت گیرد.  ایی بهبود کارالکترون با کارایی بهتری 

فتوشـــیمیایی فتوســـیســـتم دو تایید کننده همین 

ــم عمل در ژنوتیپ ) ( متحمل به ILWC109مکانیس

 تنش سرما است.

ـــل از تجزیه واریانس )جدول  ها ه( داد5نتایج حاص

که اثر متقابل ژنوتیپ و تیمارهای  ه اســتنشــان داد

 های معنیدمایی از نظر صـــفات فیزیولوژیکی تفاوت

ـــتند  که دلالت بر وجود تنوع ژنتیکی در داری داش

حت ها تها و نیز واکنش متفاوت ژنوتیپبین ژنوتیپ

 تیمارهای دمایی داشت.

 تجزیه واریانس تأثیر سطوح مختلف تنش سرما بر مولفه های فلورسانس کلروفیل چهار ژنوتیپ نخود -3جدول 

Table 3- Analysis of variance of the different cold stress levels on chlorophyll a fluorescence 

in 4 chickpea genotypes 
PIabs ABS/RC Fv/Fo Fv/Fm Fo/Fm Fm Fo df SOV 

173.18** 0.542** 14.78** 0.157** 0.157** 886806.37** 228.16n.s 2 Stress (St) 
9.62n.s 0.0582n.s 0.172n.s 0.0061n.s 0.0061n.s 13233.48n.s 529.66n.s  3 Genotype (Ge) 
4.70n.s 0.050n.s 0.211n.s 0.003n.s 0.003n.s 6573.98n.s 114.5n.s 6 St*Ge 
13.70 0.034 0.171 0.0028 0.0028 6582.62 263.58 12 Erorr 
15.62 11.34 15.75 8.37 15.02 10.53 6.75  CV (%) 

)فلورسانس  Fm)فلورسانس حداقل(،  Fo. ف معنی دارو عدم اختلا% 5،  %1به ترتیب اختلاف معنی دار در سطوح  nsو  *، **

)کارایی  Fv/Fo(، II)حداکثر کارایی فتوشیمیایی فتوسیستم  Fv/Fm(، انرژی هدر روی غیر فتوشیمیایی) Fo/Fmحداکثر(، 

)کارایی   PIabs(، جذب جریان نوری در مرکز واکنشی فعال) II ،)ABS/RCکمپلکس تجزیه آب در فتوسیستم 

 فتوسنتزی(.
**, * and ns are significant at 1%, 5% and non significant, respectively 
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 میانگین مولفه های فلورسانس کلروفیل چهار ژنوتیپ نخود تحت تنش سرما -0جدول 

Table 4- means of chlotophyll a fluorescence in 4 chickpea genotypes 
 Fo Fm Fo/Fm Fv/Fm Fv/Fo ABS/RC PIabs تیمار

 oC 4 244.25a 694.25b 0.36b 0.64b 1.86b 1.07b 2.75bدمای
 oC 4- 234.25a 481.25c 0.49a 0.51c 1.06c 1.42a 0.94bدمای 
 oC 22 242.50a 1134.13a 0.21c 0.79a 3.71a 0.91b 9.75aدمای 

ILWC109 251.16a 830.67a 0.329b 0.672a 2.27a 1.16a 3.14a 
ANA 233.33a 770ab 0.35ab 0.65ab 2.28a 1.10a 5.16a 

ILWC119 231.66a 762.50b 0.348ab 0.653ab 2.31a 1.01a 5.89a 
ILC533  245.16a 716.33b 0.403a 0.597b 1.95a 1.25a 3.72a 
)فلورسانس  Fm)فلورسانس حداقل(،  Foدرصد است.  5نشان دهنده اختلاف معنی دار در سطح احتمال در ره ستون حروف متفاوت 

ــیمیایی) Fo/Fmحداکثر(،  ــیمیای Fv/Fm(، انرژی هدر روی غیر فتوش ــتم )حداکثر کارایی فتوش ــیس )کارایی  II ،)Fv/Foی فتوس

 )کارایی فتوسنتزی(.  PIabs(، جذب جریان نوری در مرکز واکنشی فعال) II ،)ABS/RCکمپلکس تجزیه آب در فتوسیستم 

Different letters in each column show significant difference at 5% probability level.

  

ــــاخص  MDAو  ELIپژوهش  ینادر  بعنوان ش

ای هفیزیولوژیکی در تعیین خسارت غشاء در ژنوتیپ

ـــه م ـــد.  آزمون مقایس یانگین نخود به کار گرفته ش

ELI  وMDAهای ، اختلاف معنی مار داری بین تی

 هایدمایی نشـــان داد که بیانگر تنوع بالقوه پاســـخ

(. 0های نخود تحت این شـــرایط بود )جدول ژنوتیپ

ـــانتی 22تحت دمای فیزیولوژیکی ) گراد(، درجه س

 و ILWC109در دو ژنوتیـپ  MDAو  ELIمیزان 

ILWC119 به طور معنی نا  مل آ داری و رقم متح

ـــاس ) ( بود که بیانگر ILC533کمتر از ژنوتیپ حس

ـــد. در دمای ظرفیت ژنتیکی متمایز آنها می  4باش

و ELI گراد تغییر قابل توجهی در میزان درجه سانتی

MDA  مای هده نشـــد ولی در د جه  -4مشـــا در

ساس  MDAو  ELIگراد میزان سانتی در ژنوتیپ ح

 ژنوتیپداری داشت در حالی که در سه افزایش معنی

ــــا ژنوتیــپ  ـــوص تغییر ( ILWC109دیگر )مخص

ــد.  MDAو  ELIداری در میزان معنی ــاهده نش مش

ــترین میزان  مربوط به  MDAو  ELIکمترین و بیش

و  22به ترتیب در   ILC533 و ILWC109ژنوتیپ 

ـــانتی -4 جه س به طور کلی میزان کم در گراد بود. 

ــلول ــت الکترولیتی در س های برگ بیانگر تحمل نش

سد رباشد. بنابراین به نظر میاه به تنش سرما میگی

کمتر تحت  MDAو  ELIهای متحمل میزان ژنوتیپ

ـــم کانیس ـــرایط تنش از م عالتری ش فاعی ف های د

برخوردار بوده که ســبب نوعی ســازگاری ســلولی در 

تحت تنش  MDAو  ELIآن شده است. میزان بالاتر 

شی از تولید  منجر بوده که در نهایت ها ROSسرما نا

سیدآتیو می  ,.Heidarvand et alشود )به تنش اک

  2O2H(. بنابراین، در این پژوهش الگوی میزان 2011

ندازه مایی ا های مختلف د مار ـــد.این در تی گیری ش

ــایر  ــتری هاROSمولکول برخلاف س ، نیمه عمر بیش

ــتی  ــاهای زیس ــار مابین غش ــته و قادر به انتش داش

ــانمی ــد و بعنوان مولکول پیام رس در محلی به  باش

دور از محل تولید خود، سبب ایجاد تنش اکسیدآتیو 

 ,.Bienert et alشـــود )می های گیاهیدر ســـلول

2007.) 

ــــان داد کــه میزان افزایش  در   2O2Hنتــایج نش

و به  4به  22های متحمل به ترتیب از دمای ژنوتیپ

سانتی -4 شیب گراد، هرچند معنیدرجه  دار، ولی با 

الی که تحت چنین شـــرایطی میزان ملایم بود در ح

2O2H  ـــم ـــاس بطور چش گیری در در ژنوتیپ حس

شده افزایش یافت )حدود  شرایط کنترل  سه با  مقای

صد( )جدول  45 ضمن نتایج 0در ضعیتی  (. چنین و

ELI  وMDA  بیانگر توســعه تنش اکســیدآتیو تحت

سرما  ساس تنش  شد. بنابراین در میدر ژنوتیپ ح با

سته به ژنوتیپ  سرما واب سخ به تنش  نخود، درجه پا

متفاوت بود که مطالعه الگوی خســارت در شــرایط 

 تنش و کنترل نشان دهنده آن بودند.
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CAT ،PPO ،GPX  وSOD عال در مولکول های ف

ســازکارهای دفاعی ســلول تلقی شــده که به ترتیب 

تو مهمی در  قش  خریــب ن ت ــد  2O2Hلیــد و  دارن

(Kazemi Shahandashti et al., 2014 نتایج نشان .)

یپ یت آنزیمی، ژنوت عال که از نظر ف های مورد داد 

ــخ ــی پاس ــان دادند. بررس ــرما نش های متفاتی به س

ـــطوح فعالیت   و ILWC109در دو ژنوتیپ  CATس

ILC533   مای مار د نا در تی هد آ جه  4و شـــا در

ـــانتی  -4درحالی که در تیمار  ؛گراد کاهش یافتس

داری مشــاهده شــد. گراد افزایش معنیدرجه ســانتی

فعالیت این آنزیم در ژنوتیپ حســاس، کاهشــی در 

گراد در درجه سانتی -4درصد در تیمار  5/21حدود 

(. میزان فعالیت 0مقایسه با کنترل نشان داد )جدول 

PPO  مار ـــی در تی یپ مورد بررس در هر چهار ژنوت

گراد کاهش یافت ولی در تیمار رجه سانتید 4دمای 

سانتی -4 شاهده درجه  سطوح م گراد فعالیت آن به 

سطوح فعالیت  سید.  شرایط کنترل ر  SODشده در 

در ژنوتیپ حساس یك روند کاهشی را تحت شرایط 

تنش ســرما از خود نشــان داد بطوریکه به کمترین 

ـــانتیدرجه -4میزان فعالیت خود در تیمار  گراد س

ی ـــ یپ ؛ درس که در دو ژنوت حالی   و ILWC109در 

ILC533   تدریجی در میزان نا افزایش  هد آ ـــا و ش

مشاهده شد. بیشترین میزان فعالیت  SODفعالیت 

SOD  صد( در تیمار  02)حدود -سانتیدرجه -4در

یپ  جدول  ILWC109گراد در ژنوت ند 0بود ) (. رو

یت  عال مایی  GPXمیزان ف های د مار و  4، 22در تی

جه -4 یت  در عال به ف ـــا ـــانتیگراد مش بود  SODس

مار  که در تی ـــانتی 4بطوری جه س کاهش و در گراد 

سانتی -4مجدد در  ساس درجه  گراد بجز ژنوتیپ ح

شد.  بنابراین آنزیمافزایش معنی شاهده   هایداری م

اکسیدان مطالعه شده در این پژوهش با یکدیگر آنتی

همکاری کرده به طوری که افزایش فعالیت همزمان 

ــلولی ) ــارت س ــبب کاهش میزان خس و  ELIآنها س

MDA)  کاهش به عنوان یکی از  2O2Hو همچنین 

ROS ست.های شده ا سلول  در میتوکندری  تولیدی 

ید  قال الکترون، تول ند انت هان، فرآی یا و در  ROSگ

باشد. زیرا تحت تنش، پیچیده می ATPنهایت میزان 

ــمت  ــیر متناوب دیگری از جریان الکترون به س مس

ــده که یك نوع انعطاف پذیری  AOXزیم آن ایجاد ش

ــم کربن، انتقال الکترون و  ــه فرآیند متابولیس بین س

(. Vanlerberghe 2013آورد )فراهم می ATPتولید 

یت آنزیم  عال عدی، ف له ب نابراین در مرح به  AOXب

های آنزیمی مهم در زنجیره عنوان یکی از کمپلکس

ش انتقال الکترون میتوکندریایی گیاهان د. سنجیده 

درجــه  4در  دمــای  AOXمیزان فعــالیــت آنزیم 

ـــانتی گراد در هر چهار ژنوتیپ پس از یك کاهش س

مایی معنی مار د جه ســـانتی -4دار، در تی گراد در

شان داده که بیانگر نقش موثر این آنزیم در  افزایش ن

های بیوشیمیایی گیاه به تنش سرما بود. با این پاسخ

لیــت  فعــا یزان  م جود  تیــپ  AOXو نو در دو ژ

ILWC109 و ILC533   شتر از سیار بی شاهد آنا ب و 

که این افزایش در  یپ حســــاس بود بطوری  ژنوت

ـــد ولی در ژنوتیپ  ILWC109 ،0/15ژنوتیپ  درص

شان داده  صد بود. تحقیقات ن ساس تنها هفت در ح

-تولید  AOXکه 
2O  را تعدیل کرده که به نوبه خود

ـــایر گونه و  2O2Hمانند  ROSهای تبدیل آن به س

*OH را کاهش می( دهدRogov et al., 2014 به .)

رسد تحت تنش پیام رسانان تنش اکسیدآتیو نظر می

 MDAو  ELIو خصوصیات غشای پلاسمایی )نتایج 

سی در تنظیم فعالیت 2O2Hو  سا ( به عنوان عوامل ا

ـــبب مهار  aoxهای ژن عمل کرده که در نهایت س

شان داده شود. تحقیقات دمی ROSتولید  ر توتون ن

ــرما باعث القای  ــت که انتقال گیاهان به تنش س اس

شـــود بطوریکه میزان مالون می AOXفعالیت آنزیم 

ید دی لدئ های بعنوان یکی از شـــاخص (MDA)آ

(. Wang et al., 2011خسارت سلولی کاهش یافت )

در اثر  ROSبنابراین، در میتوکندری تغییر در تولید 

دهد. این ســلول رم می ROS تغییر در ظرفیت مهار

ـــم ـــت که مکانیس های کنترلی تولید بدان معنی اس

ROS   میتوکندریایی مانندAOX  توانند اهمیت می 



 

911 
 

 

 

 
تجزیه واریانس تأثیر سطوح مختلف تنش سرما بر صفات فیزیولوژکی چهار ژنوتیپ نخود -5جدول               

Table 5- Analysis of  variance of the cold stress effects on physiological traits in 4 chickpea genotypes 
MS )میانگین مربعات(   

SOV df CAT GPX APX PPO SOD MDA ELI H2O2 AOS Cha Chb TotalCh Cartenoid 

Stress (St) 2 39.41** 3.53n.s 143.12** 0.915** 0.024** 0.435** 395.65** 1045.72** 0.056** 0.007** 0.007** 27.05** 7.99** 

Genotype (Ge) 3 6.54** 90.61** 9.89** 0.483* 0.0037** 4.98** 1150.02** 3442.28** 0.014** 0.014** 0.0012** 19.73** 8.71** 

St*Ge 6 16.39** 91.96** 107.68** 1.03** 0.0035** 1.10** 43.69** 407.90** 0.172** 0.0009** 0.0007* 1.59* 1.91** 

Erorr 12 0.196 2.80 0.52 0.117 0.0002 0.057 3.40 17.60 0.002 0.0001 0.0001 0.494 0.076 

CV (%)   3.12 7.38 2.37 8.71 6.14 6.28 5.29 4.19 8.67 7.33 14.21 8.61 5.07 

   به ترتیب اختلاف معنی دار در سطوح 1% ، 5 %و عدم اختلاف معنی دارns و *، **
Catalase (CAT), Guaiacol Peroxidase (GPX), Polyphenol Oxidase (PPO), Ascorbate Peroxidase (APX), Superoxide Dismutase (SOD), Electrolyte leakage index 

(ELI), Malondialdehyde (MDA), Hydrogen Peroxide (H2O2) content, Allen Oxide Synthase (AOS), Chlorophyll (Ch)      

         

 

 

 

 

 

 

https://en.wikipedia.org/wiki/Catalase
https://en.wikipedia.org/wiki/Catalase
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مقایسه میانگین تأثیر سطوح مختلف تنش سرما بر صفات فیزیولوژکی چهار ژنوتیپ نخود -6جدول     

Table 6- Comparion mean of the effects of cold stress on physiological treats of 4 chickpea genotypes 

Stress Genotype 

CAT 

(nmol of 

H2O2 

decomposed

/ 

(minmgprot

ein)) 

GPX 

(nmol of 

guaiacol 

oxidized/ 

(minmgprotei

n)) 

APX 

(nmol 

oxidized 

ascorbate/ 

(minmgprotei

n)) 

PPO 

(nmol of 

purpurogalin 

formed/ 

(minmgprotein)

) 

SOD (U/ 

(minmg

protein)) 

MDA 

(umol/g

frwt) 

ELI (%) 

H2O2 

(umol/g

frwt) 

AOS 

(ΔOD23

4/ 

(minmg

protein)) 

Cha 

(mg/gfr

wt) 

Chb  

(mg/gfr

wt) 

TotalCh  

(mg/gfrwt) 

Cartenoid  

(mg/gfrwt) 

22C0 

ILWC109 15.51c 20.58cd 35.67b 4.73a 0.20g 2.65e 20.40j 61.35g 0.23e 0.229b 
0.108ab

c 
0.316b 6.63c 

ANA 14.40d 22.25bc 29.65d 3.47fgh 0.20g 3.88cd 28.56fg 70.96f 0.57bc 0.137fe 0.079def 0.215fg 4.44fgh 

ILWC119 18.01a 28.92a 33.67c 4.34a-d 0.23ef 3.05e 24.0i 62.91g 0.69a 0.165cd 
0.099bc

d 
0.265de 5.88d 

ILC533  15.11cd 17.17e 25.76f 3.54e-h 0.26cd 4.23bc 42.95c 80.45f 0.35d 0.126fg 0.060f 0.185g 4.22gh 

4C0 

ILWC109 11.90ef 18.34de 25.11f 3.10h 0.28bc 2.96e 24.83hi 67.84fg 0.65ab 0.26a 0.126a 0.387a 7.98a 

ANA 10.93g 18.18de 23.49g 3.21gh 0.21fg 3.95cd 30.7f 85.28d 0.35d 0.178c 0.133a 0.310bc 7.29b 

ILWC119 14.23d 31.48a 25.33f 4.12a-e 0.21fg 3.63cd 36.6ed 82.79d 0.506c 
0.157cd

e 
0.116ab 0.274cd 5.13e 

ILC533  12.27e 20.99cd 22.66g 4.03b-f 0.21fg 4.50b 47.9b 99.81c 0.65ab 0.161cd 0.122ab 0.270d 4.93ef 

-4C0 

ILWC109 17.06c 24.83b 42.69a 4.63ab 0.33a 3.08e 27.4gh 74.34ef 0.72a 0.176c 
0.088cd

e 
0.264de 5.69d 

ANA 16.56b 30.36a 36.55b 4.39abc 0.29b 3.67d 34.5e 81.01ed 0.69a 0.127fg 
0.100bc

d 
0.227ef 4.51fgh 

ILWC119 15.34c 19.46cde 33.67c 3.82c-g 0.25e 3.70d 38.43d 85.01d 0.24e 0.153de 0.065ef 0.203fg 4.67efg 

ILC533  11.79ef 19.59cde 27.65e 3.74d-h 0.15h 5.75a 61.5a 119.6a 0.73a 0.109g 0.062f 0.176g 4.03h 

دار ندارند.درصد تفاوت معنی 5ای دانکن در سطح احتمال هایی که در هر ستون، حداقل دارای یك حرف مشترک هستند بر اساس آزمون چند دامنهمیانگین  

Means with  at least one common letter in each column are not significantly different (P<0.05) 



 

 

ـــلول میزان   ROSزیادی در تعیین اینکه چگونه س

سطح ثابت  سلولی را  ROSخود را مدیریت کرده و 

 (.Amirsadeghi et al,. 2006تعیین کند، دارند )

های دادهای کلروفیل نشان داد نتایج مقایسه میانگین

، کلروفیل b، کلروفیل aکه میزان محتوای کلروفیل 

کل و کارتنوئید در هر چهار ژنوتیپ تحت تنش سرما 

کاهش یافت ولی این کاهش در ژنوتیپ حساس بسیار 

(. نتایج این تحقیق نشان 0مشهودتر بود )جدول 

های مقاوم احتمالاً تجمع دهد که در ژنوتیپمی

ROSدر گیاهان تحت تنش سرما توسط فعالیت ها ،

هش یافته و در نتیجه های آنتی اکسیدانت کاآنزیم

مانع تجزیه کلروفیل و یا منجر به تحریك سنتز آن 

( و میزان bو  aشوند. پایداری کلروفیل )کلروفیل می

های کارتنوئید همراه با فعالیت بیشتر آنزیم

اکسیدان ممکن است دستگاه فتوسنتز را تحت آنتی

تنش سرما محافظت کند یا مرحله ساخت مجدد آن 

که احتمالاً رشد را در گیاهان تحریك را تحریك کند 

های همبستگی منفی  در بین بیشتر رنگدانه کند.می

موازات سایر های خسارت بهفتوسنتزی و شاخص

نتایج بدست آمده در این تحقیق احتمالاً چنین 

مطالعه بهتر  .کندهایی را در گیاه نخود تایید میپاسخ

و اعضای ها تر مکانیسم فعالیت این آنزیمو دقیق

خانواده آن و همچنین مطالعه راهکارهای افزایش 

ها در نخود زراعی راهکارهای بیان و فعالیت این آنزیم

مهم در تحمل به تنش سرما در این گیاه بوده به 

طوریکه بکارگیری آنها کشت پاییزه این گیاه را ممکن 
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EXTENDED ABSTRACT 

Introduction: Changing the chickpea planting system from spring to autumn, due to the increase in the 

length of the growing period, proper productivity from the late winter and early spring rains, the 

coincidence of the flowering and podding period with suitable soil moisture, and finally avoiding the 

dryness at the end of the season, is result in increasing the yield in Mediterranean climates. Wild 

relatives are useful sources of genetic diversity and resistance genes to biotic and non-biotic stresses, 

and the wider the base of diversity, the more likely the breeder will be able to find the desired genetic 

combination. 

Methodology: Photosynthetic efficiency and biochemical response of dryland chickpea genotypes were  

evaluated as factorial experiment based on a completely randomized design with two replications under 

cold stress in two genotypes ILWC109 and ILWC119 along with two genotypes i.e. Ana (resistant 

control) and ILC533 (sensitive control). In the controlled environment, three different temperature 

levels including 22°C (as control), 4°C and -4°C were considered to evaluate biochemical 

characteristics. 

Research findings: The results of the field section showed that genotypes number 5 (ILWC109) and 

23 (ILWC119) not only had the highest amount in terms of chlorophyll a content, but also in terms of 

ELI index and activity levels of CAT and PPO enzymes. They were better than other genotypes and 

cultivars and were recognized as cold resistant genotypes. In the controlled part, the results showed that 

the maximum fluorescence, the maximum photochemical efficiency of photosystem II, the efficiency 

of the water split complex in photosystem II and the photosynthetic efficiency significantly decreased 

in the studied genotypes under cold stress of -4°C. On the other hand, at -4°C, the amount of light 

current absorption increased in active reaction centers. The highest level of maximum fluorescence and 

photochemical efficiency of photosystem II and the lowest amount of light current absorption in the 

active reactive center were obtained in ILWC109 genotype. It seems that Anna genotypes and ILWC109 

line have been able to increase the number of photosystem II active reaction centers under cold stress 

conditions of -4°C, and by absorbing light photons, electron transfer could take place with better 

efficiency. The improvement of the photochemical efficiency of photosystem II confirms this 

mechanism of action in genotypes tolerant to cold stress. 
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