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ABSTRACT 
The Gamma aminobutyric acid (GABA) content as a free amino acid which is involved in reduction of oxidative 
stress damage and stress adaptation in the cell is adjusted by various routes, including the GABA shunt pathway. 
In this experiment, Gama aminobutyric acid (GABA), hydrogen peroxide (H2O2), activity of GABA 
transaminase (GABA-T) and relative expression of Glutamate Gecarboxylase 1 (GAD1) gene in cold-tolerant 
(Sel96th11439) and cold-sensitive (ILC533) chickpea (Cicer arietinum L.) genotypes under cold stress (4◦C) 
as a factorial experiment in a completely randomized design were studied. In tolerant genotype, H2O2 content 
after a significant increase on the first day of cold stress decreased significantly on the sixth day of cold stress 
compared to control conditions (up to 4.7%), while its accumulation was observed in sensitive genotype (up to 
50%). Based on H2O2 adjustment as a damage index, these results indicated a relative acclimation to cold stress 
in tolerant genotype. Under cold stress, GABA content in tolerant genotype was higher compared to sensitive 
genotype (up to 14%). In this experiment, under cold stress, in tolerant genotype increasing GABA content was 
accompanied with an increase in GABA-T activity and relative expression of GAD1 gene as regulatory routes 
of this metabolite (up to 3- and 17-fold, respectively). The maximum and minimum activities of catabolic and 
anabolic pathways were observed in tolerant genotype on the sixth day of cold stress, respectively. Therefore, 
under cold stress, the accumulation of GABA in tolerant genotype led to reduced cell damage (H2O2 results) 
and improved cold tolerance. These indices were useful in assessment of chickpea genotypes under cold stress 
and breeding programs. 
Keywords: Cold stress, GABA transaminase (GABA-T) enzyme, Glutamate Gecarboxylase1 (GAD1) gene 
relative expression, hydrogen peroxide (H2O2), tolerant and sensitive genotypes. 

 
 سرما تنش تحت زراعی نخود در GABA مسیر با مرتبط ژنتیکی و متابولیکی نشانگر تعیین

 
 

 2، حسن زینالی خانقاه2*، رضا معالی امیری1سعید امینی
 .کرج ،انشگاه تهراند یکشاورز هدانشکد ،گروه زراعت و اصلاح نباتات و استاد دکتری موختهآ دانش -2و 1

 (02/20/1021تاریخ پذیرش:  -22/20/1021)تاریخ دریافت:  
 چکیده

 شنق سلول در تنش به سازگاری و اکسیداتیو تنش هایخسارت کاهش در که یآمینواسید عنوانبه( GABA) اسید آمینوبوتریک گاما محتوی
 ،GABA(، 2O2H) دروژنیدهیپراکس زانیماین پژوهش  در. شودمی تنظیم GABA shunt مسیر جمله از مختلفی مسیرهای توسط کندمی ایفا

سب انیب سگلوتامات ژن ین (  Sel96th11439) متحمل پیژنوت دو در( GABA-T) آمینازترانس  GABAمیآنز تیفعال( و GAD1) لازیدکربوک
ساس و سانتی سرما تنش تحت( .Cicer arietinum L) یزراع نخود( ILC533) ح فاکتوریل در قالب  شیآزماصورت بهگراد چهار درجه 

شد. صادفی مطالعه  شم کاهش معنیپس از افزایش معنی 2O2Hمیزان  ،در ژنوتیپ متحمل طرح کاملا ت ش داری دار در روز اول تنش، در روز 
مشاهده  سرما تنش ششم روز دردر ژنوتیپ حساس  درصد( 05 )تا که تجمع آنحالیدر؛ )درصد 7/4در مقایسه با شاهد نشان داد )بیش از 

تحمل بود. تحت در ژنوتیپ م سرماتنش  به نسبی سازگاری بیانگر نتایج این خسارت، شاخص عنوانبه هیدروژن پراکسید تنظیم بهتوجهبا .شد
سرما میزان متابولیت ساس بود. در این آزمایش  44در ژنوتیپ متحمل تا  GABA تنش  شتر از ژنوتیپ ح صد بی افزایش میزان  موازاتبهدر

GABA سب انیب سرما، تنش تحت ترتیب برابر کاهش یافت. به 8/2یش و ابرابر افز 47ترتیب تا به GABA-Tفعالیت آنزیم  و GAD1 ژن ین
سیر بیوسنتز و تخریب  شد. بنابراین تحت  مشاهده سرما تنش از ششم پس روز در متحمل ژنوتیپدر  GABAحداکثر و حداقل فعالیت دو م

سرما تجمع  سنتز و تخریب آن در ژنوتیپ متحمل تحبه GABAتنش  سیر بیو سرما در مترتیب با افزایش و کاهش فعالیت م سه با ت تنش  قای
 نخود هایژنوتیپ ارزیابی در هاییشاخص چنین .شددرجه تحمل نخود به سرما ( و بهبود 2O2H)نتایج سلولی  آسیبکاهش  شاهد منجر به

 .است مفید نژادیبه هایبرنامه در هاآن موثر بوده و بكارگیری تنش سرما تحت

 
سبی  انیب ،(T-GABA) آمینازترانس GABA میآنز :کلیدی هایواژه سگلوتاماتژنن س ،(GAD1) لازیدکربوک   ،(2O2H) دروژنیه دیپراک
  .یزراع نخود سرما،

https://doi.org/10.22059/ijfcs.2022.343089.654911
mailto:rmamiri@ut.ac.ir
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  مقدمه

شن گیاهی (.Cicer arietinum L) زراعی نخود  و خودگ

 کوچکی نسبببتا ژنتیکی محتوی ،(2n=2x=16) دیپلوئید

740 Mbp) )دارد (Varshney et al., 2013 .)کلی طوربه  

-4/9 پروتئین، درصببد 5/11-1/31 دارای گیاه این بذر

-3/1 و کربوهیدرات درصد 1/33-3/33 فیبر، درصد 1/1

ست چربی درصد 4/1 سیل(. Mantri et al., 2007) ا  پتان

 درحالی که ؛هدبو (هکتار در تن 4) نخود در دنیا تولید

لیببد عی تو ق    ببباشببببدمی (هکتببار در تن 3/4) آن وا

FAO, 2012) .)ایران در گیاه این کشت زیر سطح میزان  

تار 444139 حد در عملکرد و هک  451 آن سبببطح وا

ست هکتار در کیلوگرم (. 1395-94 کشاورزی آمارنامه) ا

 تکشبب دلیلبه غالباً ایران، در نخود عملکرد بودنپایین

صولکم ارقام سیت و مح سا  محیطی هایتنش به آن ح

 . است

کل اسبببباسبببی هاره نخود زراعترین مشببب  یکشببببت ب

 (Cicer arietinum L. کمبود رطوبت آخر فصل ) و تنش

 344و تولید تا میزان وریخشکی است که به کاهش بهره

 بارندگی وبا توجه به . شبببودیکیلوگرم در هکتار منجر م

کشت امکان  ،زمستان و پاییز هایدر فصل وجود رطوبت

تنش  کهدرحالی ؛وجود داردها نیز ین فصبببلانخود در 

 توسببعه کشببت پاییزهکننده مل محدوداوعیکی از سببرما 

 نیبنابرا ؛(et al., 2013 Kazemi Shahandashtiد )شبامی

 یهابرنامهمهمترین از  یکیبهبود تحمل به تنش سبببرما 

سازگار ینژادبه  یو عملکرد نخود زراع دیبهبود تول ،یدر 

 یستیز ریغ یها(. تنشHeidarvand et al., 2011است )

ما  له سبببر به از جم حد  شیتجمع بمنجر  نهاز   یهاگو

                                                           
1- Reactive oxygen species 

2- Glutamate decarboxylase 

3- Gama-Aminobutyric acid 

4- GABA transaminase 

 یهابیآسشده که نهایتا منجر به  (1ROS)فعال  ژنیاکس

 ا،هنیاز جمله پروتئ یسببلول یهابه ماکرومولکول دیشببد

 یاهیگ یهادر سلول کینوکلئدیاس یهاو مولکول هامیآنز

 یسازگار ندیفرادر طی (. Amini et al., 2017) شودیم

توسط  شدهالقا ویداتیکستنش ادر جهت مقابله با به تنش 

ROSها و تظاهر ژن میدر اثر تنظ هاتیمتابول زانیم ،ها

-Heidarvand & Maali) دکنیم رییتغ هامیآنز تیفعال

Amiri, 2013نابرا حت تنش نی(. ب  زیسبببتی غیر یهات

 تواندیها مژن انیب یالگو رییمجدد ژنوم با تغ یزیربرنامه

 شود. یسلول سمیابولمتو  یهموستاز رییسبب تغ

 آنزیمی ریمسببب اهببان،یببدر گ کیببولوژیزیف دگبباهیبباز د

 GABA shunt یاندهیاز فرا یاریبس یمولکول میدر تنظ 

شد سخ به تنش ،ر موثر  یستیز ریمختلف غ یهانمو و پا

 یسمیمتابول ریمس نی(. اTavladoraki et al., 2012است )

عال کیاز  با ف مات میآنز تیسبببو  تا  لازیدکربوکسبببگلو

 1GAD(  گاما آمینوبدر سببنتز( 3وتریک اسببیدGABA) 

 GABA میآنز تیعالبا ف گرید ینقش داشبببته و از سبببو

  کندیم هیرا تجز تیمتابول نیا (5T-GABA) نازیآمترانس

(2017 et al.,Liao .) مولکول GABA دینواسبببیآم کی 

 بار مثبت و یهابا تعداد گروه دارتروژنیکربنه نچهار 4آزاد

و حذف  ROS اتصببال به تیخاصبب یدارا برابر و یبار منف

 (سازگارساززیست) اسموپروتکتنتعنوان آنها است که به

 اعیسببر یسببتیز ریغ یهادر پاسببخ به تنش یمیآنز ریغ

شارکرب سمز می، تنظ1نسنتز و در  س یا سمیو   ،یتوپلا

 یرسبببانامی، پTCA)3( دیاسبببکیلیکربوکسبببیچرخه تر

 موثر ویداتیاکسببب یهاو محافظت در برابر تنش یسبببلول

ست ساس مطالعات انجام (Yang et al., 2011).ا شده بر ا

5- Free amino acid 

6- Carbon flux 

7- Tricarboxylic acid 



 101                                                    1541، بهار 1، شمارة 45زراعی ایران، دورة  گیاهانعلوم 

 ریوسببط دو مسببت GABA زانیم ،یاهیگ یهادر سببلول

 هبباآمینپلی هیببتجزو  Shunt-GABA یمیآنزمختلف 

 یمیآنز ریمسبب .( 2012a et al.,Shelp) شببودیسببنتز م3

GABA-Shunt این  زانیم میتنظ یاصببل ریعنوان مسببهب

شبببود تنظیم می GABA-Tو GAD فعالیت  بامتابولیت 

(Hyun et al.,2013)  بیتخر ریمسو PAs تیتوسط فعال 

ینیآم هایمیآنز تالیز می AOs)9( دازکسببب  شبببودکا

 (Wang et al., 2016). 

جام عات ان طال با  م  و GABA زانیمبین شببببده ارت

ن ای یآثار حفاظت نیو همچن کیولوژیزیف یهایآشبببفتگ

 را نشببان یطیمح یهادر پاسببخ به تنش اسببموپروتکتنت

 ;Daszkowska-Golec & Szarejko, 2013) داده اسببت

Mekonnen et al., 2016یمحتوکه طوری( به GABA 

از جمله سببرما،  یسببتیز ریغ یهاتحت تنش اهانیدر گ

زخم و  ،یخواراهیگ ی،کیمکان ،14ژنیکمبود اکسببب ،گرما

 افببتیببهببا تببجببمببع بببا پبباتببوژن یآلببودگبب

 (Kinnersley & Turano, 2000; Shelp et al., 2012a.)  

ای هشبببدن روزنهنقش مهمی در بسبببته GABAتجمع 

تحبب یس  بیببدوپسببب کی آرا نش خشببب ت  داشببببتت 

 (Mekonnen et al., 2016 .)شهیو ر یدر فلفل، باقلا، چا 

 بودشببیتحت تنش کمبود نور، کمبود و بترتیب به ایسببو

 هایبیآس GABA یمحتو شیافزابا  یو شور 11ژنیاکس

 ,.Xing et al., 2007; Yang et al) یافتکاهش  یسلول

2011; Li et al., 2017 ( .سپر شیا خسارت  GABA یپا

و  یگفرنگوجهدر  ژنیکمبود اکستنش سرما و  ویداتیاکس

بزه  هش دادهخر  ;Malekzadeh et al., 2014) را کببا

Wang et al., 2014 ) یتحمل سرما در ط شیباعث افزاو 

 تیببفعببال شیافزااز طریق هلو  وهیم یدوره انببباردار

                                                           
8- Polyamines 

9- Amine oxidases 

10- Hypoxia 

(. Yang et al., 2011شبببد ) دانیاکسبببیآنت یهامیآنز

در  یکیعنوان نشببانگر متابولهب تواندیم GABA نیبنابرا

 استفاده شود. نییپا یتحمل به دما یابیارز

ها را به ریزی تظاهر ژنبرنامه ،هر یک از عوامل محیطی

فاوتی تغییر می کل مت فاده از شببب با اسبببت هد. امروزه  د

سی بیان ژنهای نوین میفناوری شی از توان با برر ها بخ

های یاخته در سببطح رونوشببت )ترانسببکریپتوم( را پاسببخ

های مختلف از جمله تغییر فعالیت آنزیمشببناسببایی کرد. 

GAD  در مسبببیر متابولیککهGABA shunt   از طریق

 تحت تنش یتوسلیس میو کلس دروژنیه یهاونیتجمع 

سخ به را به  GABAشده و متابولیت فعال منظور ارائه پا

سنتز می یکی  ،(Shelp et al., 2012a) کندشرایط تنش 

های یاخته گیاهی اسببت که توسببط تغییر بیان از ویژگی

شود. بنابراین با تنظیم می GAD1کننده آن یعنی ژن رمز

بررسببی الگوی بیان نسبببی این ژن اطلاعات سببودمندی 

دربباره چگونگی تغییر فعبالیبت این آنزیم تحبت تنش 

 یدفاع یهاو پاسخ GABA زانیکاهش م شود.حاصل می

 یهاکه ژن سیدوپسبیآراب افتهیجهش اهچهیسبلول در گ

سنتزکنندهیب ست رفته GAD و کننده دییاند تادر آن از د

ض شارکت آن هیفر سخ به تنشم شک یهاها در پا  و یخ

  ;Mekonnen et al., 2016اسبببببت ) یشبببببور

Zarei et al., 2017 .) 

واکنش  از طریق کاتالیزGABA-T (EC 2.6.1.19 )آنزیم 

 دیآلدئیسم کینیسوکسبه  GABAتجزیه  ریپذبرگشت

SSA)11( هایتحت تنشدر سلول را این متابولیت  زانیم  

، فراینببدی کببه توسبببط کنببدتنظیم میزیسبببتی  غیر

11- Anoxia 

12- Succinic semi aldehyde 
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-گلی( یببا پیرووات/13TK-GABAآلفبباکتوگلوتببارات )

یلات  نوان هببب( 14TG-/GABA15TP-GABA)اکسبببب ع

ا گلوتامات یآمینواسبببیدهای ترتیب های آمینو بهگیرنده

 کببنببدرا نببیببز سببببنببتببز مببی نآلانببیببن/گببلایسببببیبب

 (Vijayakumari & Puthur, 2016 .)SSA  سنتز با سپس

س سکینیسوک سط  دیا ستو  دیآلدئ یسم کینیسوک

  ادامه یبراسببوبسببترای لازم  ،)SSADH) 11دروژنازیده

قال الکت  دکنیراهم مرا ف TCA چرخهرون و زنجیره انت

.(Shelp et al., 2012a) عنوان هتوانبد بباین فراینبد می

حفظ اسببکلت کربنی و ولیک موثر در بسببوبسببترای متا

د کار روهزیسبببتی نیز ب های غیرانتقال انرژی تحت تنش

(Jacoby et al., 2011 .)منیابببا جود  مع  زانیو ج ت

بر اسباس نو،، شبدت و مدت زمان تنش در  هاتیاسبمول

به یاهیگ یهاگونه ای هاپیژنوت  کهیطورمتفاوت بوده 

گریببب ن گ ا حمببل  ت نش اسببببت اهیببدرجببه  ت  بببه 

 2011) et al.,.(Hussain  2O2H رسببببانامیمولکول پ 

 کیولوژیزیف یهاندیمشبببارکت در فرا تیبا قابل یاتیح

پاسبببخ یاهیگ ند  گار مان  هاسببببتبه تنش یسبببباز

 (Dickinson & Forman, 2002.) 

 یو مولکول متابولیکی هایپاسخ یپژوهش بررس نیهدف ا

( ILC533حساس ) پیبه تنش سرما در دو ژنوت یسازگار

 نیاست. در ا زراعی( نخود Sel96th11439و متحمل )

عوامل موثر  تیتوسط فعال GABA وسنتزیب راتییراستا تغ

فعالیت و  GAD1ژن  انیبیعنی GABA Shunt ریمسدر 

 چندگانه سلول یدفاع فعالیتعنوان هب GABA-Tآنزیم 

 ولیتمتاب نیا یمحتو شیمنظور افزاهدر برابر تنش سرما ب

زودهنگام و  زیمتما یهادر جهت بهبود پاسخ یسلول

نخود به تنش ل حساس و متحم یهاپیژنوت رهنگامید

                                                           
13- Alpha-ketoglutarate-dependent GABA-T 

14- Glyoxalase-dependent GABA-T 

 یسلول بآسیشاخص  نعنواهب 2O2Hسرما همراه با 

 یرهایمس مینحوه تنظ ییمطالعه خواهد شد. شناسا

 جینتا انگریکه ب GABA و تجزیه وسنتزیب یسمیمتابول

 یمحتو راتییپژوهش هستند امکان دارد تغ نیا یاحتمال

GABA عنوان هآن را ب و تجزیه وسنتزیب یرهایو مس

 ییمنظور شناساهب یکیمتابول بخشیآگاه ینشانگرها

 نیو همچن شنهادینخود پ یمتحمل به سرما هایپیژنوت

 یپاشیاسپراستفاده احتمالی آن به صورت منجر به 

GABA اهیگ نیبقا ا شیافزا ایبهبود تحمل و  یدر راستا 

 داریپا یکشاورز یهاتحت تنش سرما در جهت برنامه

 ادجیامنابع  نیب یارتبا  احتمال یبررس نیشود. همچن

سلول به درک بهتر نحوه  یتنش و عوامل دفاع بیآس

منجر خواهد  یبهبود تحمل به تنش سرما در نخود زراع

 شد.

 هامواد و روش

 رشد طیو شرا یاهیمواد گ

 (.C. arietinum L) نخود پیاین پژوهش از دو ژنوت در

 کاردایمتحمل به سرما با منشا ا (Sel96th11439) (یکابل

 و (ILC482×ILWC182) یهاپیژنوت یو حاصل از تلاق

ILC533   حساس به سرما منشا گرفته از مصر که اجداد

 ;Heidarvand et al., 2011) اندنشده یابیآن هنوز رد

Saeed et al., 2011) )از . دو ژنوتیپ مذکور استفاده شد

 جانی)مراغه، آذربا رانیا مید یکشاورز قاتیموسسه تحق

درصد  14 میسد تیپوکلریشدند. بذور با ه هی( تهیشرق

شده و پس از شستشو با آب  یدقیقه ضدعفون 14مدت به

دیش با رطوبت لازم قرار مقطر روی کاغذ صافی در پتری

به  C13˚در شرایط بدون نور و دمای  هاشیدیگرفت. پتر

 ،یزنروز قرار گرفتند و پس از جوانهشبانهسه مدت 

15- Pyruvate-dependent GABA-T 

16- SSA dehydrogenase 
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 11)با قطر دهانه  11 زیسا یهاها به گلدانگیاهچه

رس، ماسه و کود  یحاو متریو ارتفا، ده سانت متریسانت

. افتی تقال( انیحجم 14/4به  کیبه نسبت سه به  یدام

گروه زراعت و اصلاح  شگاهیرشد آزما ها در اتاقکگلدان

ربع م میکرومول بر متر ستینباتات دانشگاه تهران با نور دو

ساعت شب هشت ساعت روز و  11 ینور طیو شرا هیبر ثان

قرار داده شد.  درصد 34و رطوبت نسبی  C 13˚و دمای

به تنش سرما، در روز  یاهیگ یهاسخپا یجهت بررس

و  متریسانت 14)با ارتفا، حدود  هااهچهیگ کمیو  ستیب

( متریحداقل پنج شاخه به طول پنج تا هشت سانت یدارا

 یدما( با رانیاصفهان، ا ز،یتجه نیبه اتاقک رشد )آرو

˚C 5 یعنوان دماهب(Lethal Temprature 50)  50LT نخود 

 (Nayyar et al., 2005; Kazemi-Shahandashti et 

al.,2013)  یانیم هایاز برگ یریگمنتقل شدند و نمونه 

 یکیولوژیزیف دگاهیفعال از د یهاعنوان برگهب اهچهیهر گ

 یدر روز اول پس از شرو، تنش سرما )جهت بررس

و روز ششم پس از شرو، تنش  (زودهنگام یهاپاسخ

 ( انجام شداهیگ رهنگامید یهاپاسخ ی)جهت بررس

.(Rakei et al., 2016) در اتاقک  هااهچهیاز گ یریگمونهن

 (صفر زمان) شاهد اهانیگ نوانعهب زین C 13˚یرشد با دما

نظر  رد سانکی اهانیتمام گ کیولوژیزیانجام گرفت )سن ف

  ;Hurry & Huner, 1991گرفته شد

Kazemi-Shahandashti et al., 2014)  .)نیدر ا نیبنابرا 

در  هااهچهی)شامل گ ییدما ماریپژوهش اثر سه نو، ت

 تنش از پس روز شش و روز کی هااهچهیگ ،C 13˚یدما

 .شد یمتحمل و حساس بررس پژنوتی دو در (سرما

  2O2(H( دروژنیه دیپراکس زانیم سنجش

در  عیما تروژنیبا ن ینمونه تازه برگ گرمیلیم 344 مقدار

ون شده به فالکهیشد. پودر ته لیبه پودر تبد ینیهاون چ

محلول  تریلیلیم 4و سپس  افتیانتقال  یتریلیلیم 14

ه ( بخیدرصد )محلول در حمام  کی دیاسکیکلرواستیتر

 درها نمونه شدنکنواختیتا  هاوبیتاضافه شد و  وبیت

ه شدکنواختینمونه  یحاو وبی. تندشدقرار داده  خیحمام 

 g 11444×با سرعت C 5˚یدماو در  قهیدق 14 به مدت

 کیبه  ییرو عیاز ما تریلکرویم 444شد. سپس وژیفیسانتر

 دیدیمولار کیمحلول  تریلیلیم کی یحاو دیجد وبیت

 زودهاف مولاریلیم 14بافر فسفات  تریلیلیم 4/4و  میپتاس

 کیتار طیدر مح وبیکردن تشد و پس از چندبار وارونه

آن، مقدار جذب هر نمونه  ینمودن محتوکنواختی یبرا

 توسط دستگاه اسپکتروفتومتر nm 394جدر طول مو

Shimadzu UV-160, Kyoto, Japan)) شد یریگاندازه 

.(Loreto & Velikova., 2001)  صورت هب جینتا

 .شد انیب اهیدر هر گرم وزن تر گ کرومولیم

  GABA زانیم سنجش

 تریکرولیم 344در  یببافبت برگ گرمیلیم 144 مقبدار

 ،ی/حجمیدرصبببد حجم 34اتانول  یحاو ECA (محلول

 به (دهم مولارکی (HCl) دیاسبببکیدروکلریکلروفرم و ه

و در هاون پودر شببد.  زهی( هموژنحجمی 11:4:1 نسبببت

به ورتکس شبببد و پس از آن  قهیدق کیمدت سبببپس 

انجام شبببد. ) C 5،× g 11444˚قه،یدق 14) فوژیسبببانتر

اسبببتخراج  ندی. فراافتیانتقال  دیجد بویروشبببناور به ت

مجددا دو مرتبه تکرار و روشببناورها باهم مخلو  شببدند. 

شناور به قرار گرفت.  C 5˚یروز در دماشبانه کیمدت رو

 کنساعت در دستگاه خشک کیدر مدت  عیسپس فاز ما

Speed Back  در هر  ماندهیباق تیخشبببک شبببد. به پل

 لیتریاستون تریلیلیم 1/1متانول و  تریکرولیم 344 بویت

 یکرومتریم 11/4 لتریاز ف قیاز تزر شیافزوده شبببد و پ

 یابیبه منظور ارز (Palma et al., 2015). عبور داده شببد

 سببتمیمحلول به سبب نیاز ا تریکرولیم GABA ، 14یکم

Hewlett-Packard  یو قطر داخل متریلیم 144طول به 

شببد. فاز  قیتزر HPLC متصببل به دسببتگاه متریلیم 1/5
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سرعت  شو( با  ست ش از  قهیبر دق تریلیلیم 5/4متحرک )

 بود دیاسببکیدرصببد فرم 41/4 یمحلول آب مقطر حاو

 ( .(Oh & Choi, 2001 دسبببتگبباه از نو،  نیادتکتور

شبببد. از  مینانومتر تنظ 334و در طول موج  کیفلورومتر

 نییتع یخالص( براGABA  اسبببتاندارد )محلول نمونه

 جیشبببد. نتاغلظت آن اسبببتفاده  نییو تع GABA وجود

 .شد انیب نیپروتئ گرمیلیبر م کرومولیصورت مهب

 GABA-Tاستخراج و سنجش فعالیت آنزیم 

لیتر بافر اسبببتخراج گرم بافت برگی در شبببش میلی دو

 %14گلیسببرول ،=1/9pH مولار با Tris-HCl 1/4)حاوی 

می(، دی ج ح می/ ج ح تول )) ی تر یو ( یببک 13DTTت

مولار میلی13PLP 4/4مولار،پنج میلی EDTAمولار، میلی

 مولار( پودر و سبببپس سبببانتریفوژمیلییک  19PMSFو 

  × g14444 دقیقه در دمای  14مدت بهC˚5  .انجام شد

اسببتفاده شببد.  GABA-Tاز سببوپرناتانت برای سببنجش 

میکرولیتر عصببباره  144کردن فعالیت آنزیمی با ترکیب

می بببا  نزی کنش حبباوی 444آ محلول وا تر  ی ل یکرو  م

 Tris-HCl 44 3با  مولارمیلیpH=4/1تیوتریتول ، دی 

لی ی لی EDTA 34/4مولار، م ی  PLP 1/4مولار، م

)حجمی/حجمی(، پیروات  %14مولار و گلیسبببرول میلی

مولار سببنجش شببد. میلی GABA 11مولار و چهار میلی

به عت در دمای پس از ورتکس، محلول  یک سبببا مدت 

C˚34  میکرولیتر  144قرار داده شببد. برای توقف واکنش

میکرولیتر  544مولار و  4/4( HClاسبببید )هیدروکلریک

شدکلروفرم به  سنجش فعالیت . بهمحلول افزوده  منظور 

GABA-Tشده هر نمونه در طی این ، میزان آلانین سنتز

عت بر یت آنزیمی یک سببببا عال اسبببباس سبببنجش ف

گیری شببد. نمونه شبباهد ( اندازهADHدهیدروژناز )آلانین

                                                           
17- Dithiothreitol (DTT) 

18- Pyridoxal phosphate 

مولار و  HCl4/4 لیتر حاوی عصببباره آنزیمی و یک میلی

ش بود. یببک میکرولیتر کلروفرم در آغبباز واکن 544

نهمیلی حاوی نمو که واکنش لیتر محلول واکنش  هایی 

یافته،  یان  پا ها   ADH 41/4و  مولارمیلی NAD 4/1+آن

 (،Bacillus subtilis) سیلیسبببوبتوسیلیباسبببباکتری 

دقیقه در  14)ساخت شرکت سیگما( بود. محلول واکنش 

 354قرار گرفت. میزان جذب در طول موج  C 14˚دمای 

تر  م نو ترنببا م تو ف ترو ک پ تگبباه اسببب  توسبببط دسببب

 (Shimadzu UV-1603 cell positioner CPS 240A, 

Kyoto, Japan )( قرائت شدDeewatthanawong et al., 

2010b یت آنزیم عال نانومول  GABA-T(. ف برحسببببب 

 تر گیاهچه در دقیقه بیان شد. گرم وزنآلانین بر میلی

 Quantitativeو واکنش cDNA ، ستتنتزRNA استتتخراج

Reverse-Transcriptase PCR  (QRT-PCR) 

به  RNAاسبببتخراج  34با  زولیروش تراکل سبببلول 

خردشبببده به کمک ازت  یبافت برگ یهانمونه گرمیلیم

ستر ینیدر هاون چ عیما  RNA تیفیانجام گرفت. ک لیا

د درص کیژل آگارز  یشده توسط الکتروفورز رواستخراج

  یبوزومیر RNA دو باند لیتشببک (.1 شببد )شببکل نییتع

S13 وS14 یبالا تیفیژل ک یرو RNA شده را صیتخل

یتا ظت زانیم یکم یبررسببب یکرد. برا دی از  RNA غل

در  (Thermo Scientific, model 1000) دستگاه نانودراپ

 RNA اسببتفاده شببد. در مرحله بعد nm 114 طول موج

 یشنهادیبراساس روش پ DNaseІ میشده با آنزاستخراج

 کی، RNA کروگرمیشبببد. دو م ماریشبببرکت فرمنتاز ت

 واحد 14 و DNaseІ میآنز (u) واحد کیبافر،  تریکرولیم

(u)  نز فزودن  RNase inhibitorمیآ لو  و بببا ا خ م  ،

شد و  تریکرولیم 14جم محلول به ح  DEPCآب سانده  ر

19- Phenylmethylsulfonyl fluoride 
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قرار گرفتند. سبببپس  C 33˚یدر دما قهیدق 34مدت به

مدت شببد و بهاضببافه  هاوبیبه ت EDTA تریکرولیم کی

 در هاوبیشبببدند. تقرار داده  C 14˚یدر دما قهیدق 14

˚C 34- منظور سبباختشببدند. به یدارنگه cDNA پنج ،

با کمک آغازگر  DNase شبببده باماریت RNA تریکرولیم

( مخلو  دینوکلئوت 14-13( )کومولیپ کی) یت ید گویال

 تریکرولیم 11به  DEPC و حجم محلول با استفاده از آب

 یدر دما قهیقمدت پنج دمخلو  به نیرسبببانده شبببد. ا

˚C 34 سپس  خی یقرار گرفت و پس از آن رو شد.  سرد 

م لیچهببار  م تریکرو نش و دو  ک فر وا لیبببا  تریکرو

 14با غلظت  (dNTPs) فسبببفات ینوکلئوتریاکسبببید

حد آنز 14و  کرومولیم به هر RNase inhibitor  میوا

 19به  DEPC محلول با آبحجم . اضبببافه شبببد وبیت

 C33˚ یدر دما قهیمدت پنج دقرسببانده و به تریکرولیم

 Revert میآنز (u) واحد 144قرار داده شبببد. بعد از آن 

Aid M-Mulv  مببحببلببول افببزوده و پببس از  نیبببببه ا

قرار  C 51˚یسببباعت در دما کیمدت کردن بهمخلو 

سپس براداده ه ب هاوبیکردن واکنش، تفعال ریغ یشد. 

ما قهیدق 14مدت  به C 34˚یدر د ند.   منظورقرار گرفت

 دارژن خببانببه ریاز روش تکث cDNA سبببنتز دییببتببا

از ژنوم نخود   (Actin1) (Peng et al., 2010)1 نیاکت 

ساندن  یسازقیپس از رقه )شداختس cDNA یرو و ر

 ر(تیکرولینانوگرم در م 144شده به سنتز cDNA غلظت

سط صد  کیژل آگارز  یالکتروفورز آن روو PCR   تو در

فاده شبببد تااسبببت ند  یحاک جی. ن با ندازه  قت ا طاب از م

شاهده  1154بود. ( bp)139  دارشده با اندازه ژن خانهم

ستفاده  cDNA سنتز یبرا RNA تریل کروینانوگرم در م ا

 14مخلو  واکنش شبببامل  تریکرولیم 14شبببد. مقدار 

 سببه، Evagreen رنگ فلورسببنت یحاو تیک تریکرولیم

ستر تریکرولیم از  کیاز هر  تریکرولیم کی ل،یآب مقطر ا

ص یآغازگرها صا ستق یاخت  14و معکوس با غلظت  میم

شببده با سببنتز cDNA نمونه تریکرولیم پنجو  کرومولیم

شببده با نسبببت قی)رق تریلکروینانوگرم در م 144غلظت 

و  یسببتیهر واکنش دو تکرار ز یشببد. برا ی( بررسبب1:14

 لو خکردن ماستفاده شد. پس از آماده یکیسه تکرار تکن

منتقل شببد و  iQ5 نظر به دسببتگاه مورد تیواکنش، پل

جام گرفت: نیابه مرازیپل یارهیواکنش زنج  1صبببورت ان

 هیثان 14 یهاتکرار با چرخه 34و  C95˚ یدر دما قهیدق

و  آغازگر C 43 Tm˚یدر دما هیثان C 94 ،14˚یدر دما

بودن قطعات یاختصبباصبب دییتا .C31˚ یدر دما هیثان 14

انجام  ذوب یمنحن لیو تحل هیاستفاده از تجزبا شدهریتکث

با خنک یشبببد. منحن ماذوب  تا د با  C44˚ یشبببدن 

به  C 44˚یثبت شد، سپس در دما هیدر ثان C 14˚سرعت

ا آهسببته ب شیثابت ماند و سببپس با گرما هیثان 34مدت 

. افتی شیافزا C94˚ یدماه تا یدر ثان C 4/4˚سبببرعت

آهسته دما  شیطور مداوم در طول دوره افزافلورسانس به

شببد.  یرگیاندازه Evagreen رنگ کینظارت بر تفک یبرا

س سانس به هایگنالیس میتر طور خودکار در زمان فلور

ذوب انجام  هاییمنحن جادیا یو در مقابل دما برا یواقع

ساس م .گرفت سم هایینحنبر ا ستاندارد ر صل ا شده حا

قت ) الیاز پنج سبببر ( 1:144و  1:44، 1:14، 1:14، 1ر

بود و  1تا  9/1در تمام آغازگرها در حدود  PCR ییکارا

 بود -51/3و  -13/3و نیب ونیخط رگرسببب بیببشببب

 Pfaffl, 2001) .)ه بتوجهبا یهر توال ینسببب انینسبببت ب

 PCR ییکارآ نیانگیمحاسبببه شببده که م Cq شبباخص

. ردگییمبررا در Plate در نظر مورد دارخببانببه هببایژن

ستاندارد، از نرم هاییمنحن جیبه نتاتوجهبا  REST ر افزاا

ژن هدف و ژن  زانیم نیمحاسبببه نسبببت ب یبرا توانیم

 ΔΔCT -1در هر نمونه مشبببخص با روش )1Actin (دارخانه

بهببب نوان  ب انیببع کرد ینسبببب تفبباده   آن ژن اسبببب
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 .(Livak & Schmittgen, 2001) ژن  انیروش ب نیدر ا

شببده  میدار تنظژن خانه کیکه Actin1 انیمورد نظر با ب

 یشببده برانرمال ریاسببت نرمال شببده و سببپس از مقاد

ستفاده  هاینمونه در هامتفاوت ژن انیب سهیمقا مختلف ا

ژن  وGAD1 یژن اختصبباصبب یبرا غازگرآ یشببد. طراح

 Integrated DNA یتارنما اسببتفاده ازباActin1 دارخانه

Technologies, Inc. (IDT) ه آدرسبببببب 

(https://www.idtdna.com) بببه  یاببیببدسببببت یببرا

مناسببب انجام گرفت. در  اتیخصببوصبب یدارا یآغازگرها

 دار،و خانه یاختصبباصبب یهاژن ینام آغازگرها 1جدول 

 .آنها ارائه شده است یو شماره دسترس توالی

 یآمارتجزیه و تحلیل 

در قالب طرح  لیفاکتور شیمطالعه بر اسببباس آزما نیا

 یهاشیآزما یبرا یسببتیبا سببه تکرار ز یکاملا تصببادف

سه تکرار تکن یستیو دو تکرار ز یولوژیزیبخش ف  یکیو 

انجام شد  GAD1ژن  ینسب انیبخش ب یهاشیآزما یبرا

با  و( >41/4Pبه روش دانکن ) نیانگیم سةیو آزمون مقا

 انجام شد. SAS 9.4افزار نرم
 

 نتایج و بحث

تایج تجزیه واریانس  فاوت معنبر اسببباس ن  نیب یداریت

 انی، ب2O2H ،GABA زانیاز نظر م یشبببیآزما یمارهایت

( وجود >41/4P) GABA-T میآنز تیو فعال GAD1 ژن

 (. 1داشت )جدول 

 

 
متحمل  پیژنوت( 3و  1، شدهمشخص ینوارها با ازهدان نشانگر( 1: بیترتچپ به راست به از .شدهاستخراج RNA ینوارهانگاره  -1شکل 

 سرماتنش اول روز  حساسو متحمل  پیژنوت( 4و  5شاهد، حساس  و

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

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

genotypes on the first day of cold stress. 
 

 .واقعی زمان در پلیمراز ایزنجیره واکنش در شده استفاده آغازگر هایتوالی -1 جدول

Table 1. Primer sequences used in qRT-PCR amplification. 
Amplicon 

length 

(bp) 

m T 

(˚C) 
Sequence (5´-3´) 

Protein  

name 
Gene 

name 
Accession number 

124 
57.71 

57.81 

F:GTGTTGTCATAAGGGAGGACTT  
R:CTAGTGCTGCTGCTCCTATTT 

Glutamate 

Decarboxylase1 GAD1 XM_004503044.3 

189 56.31 
57.23 

F: CTACGAATTGCCTGATGGAC 
R: CCTCCTGAAAGGACGATGTT 

Actin1 Act1 EU529707.1 

 

https://www.idtdna.com/
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 سرما.در سطوح مختلف تنش زراعی ژنوتیپ حساس و متحمل نخود صفات مورد مطالعه در دو  واریانس تجزیه -1جدول 
Table 2. Variance analysis of studied traits of tolerant (Sel96th11439) and susceptible (ILC533) chickpea genotypes under 

cold stress. 

SOV DF 
MS 

2O2H GABA-T GABA GAD1 

Genotype 1 **64.3327 **8.0 **52.2 **3.218 

Temprature 2 **98.748 **64.1 **98.0 **1.109 

Genotype× 
Temprature  

2 **88.664 **86.0 **21.0 **8.85 

Error 12 1 0.018 0.007 0.056 

)%(CV   1.1 10.03 5.72 4.77 

 

 یهاشببباخص نیاز مهمتریکی که  2O2Hتجمع  زانیم

 ببباشببببدیدر سببببلببول مبب ویببداتببیببتببنببش اکسببب

 (Kazemi Shahandashti & Maali Amiri, 2018 ،)

 پیبا ژنوت سهیحساس در مقا پیتحت تنش سرما در ژنوت

شم  % 19از  شیبود )حداکثر ب شتریمتحمل ب ش در روز 

مل م پیتنش(. در ژنوت  شیپس از افزا 2O2H زانیمتح

 افته،یدر روز اول تنش، در روز شببشببم کاهش  داریمعن

شرا سهیتجمع آن در مقا کهیبطور شاهد به طور  طیبا 

تجمع  کهیحال(، در%3/5ز ا شیکمتر شبببد )ب دارییمعن

شاهد به طور  طیبا شرا سهیحساس در مقا پیآن در ژنوت

ستهیپ شکل%44 )تا افتی شیافزا و درجه  نی(. بنابرا1 ( )

ما در دو ژنوت به تنش سبببر با  پیتحمل   گریکدینخود 

 یتمالارتبا  اح انگریب جینتا نیکه ا یطورمتفاوت بوده به

   .باشدینخود م یهاپیژنوت یدفاع یهاپاسخ ریتاث

 سهیمتحمل در مقا پیتحت تنش در ژنوت GABA زانیم

 نیشببتریب کهیبه طور افتی دارییمعن شیبا شبباهد افزا

( %39آن در روز شببشببم تنش مشبباهده شببد )تا  زانیم

در  GABA زانیم زیحساس ن پی(. در ژنوتالف-3)شکل 

شم تنش در مقا ش شاهد افزا سهیروز   دارییمعن شیبا 

فتی چه تجمع آن در ژنوتدرصبببد 55/55) ا  پی( اگر 

تحت و هم  درصببد( 33شبباهد ) طیمتحمل هم در شببرا

با  سببهیدر مقا دارییدرصببد( به طور معن 35 -34تنش )

با  جینتا نی(. االف-3بود )شببکل  شببتریحسبباس ب پیژنوت

در خصبببوص افزایش  Shelp et al., (2012a) یهاافتهی

حت تنش GABAمیزان  قت  یسبببتیز ریغ هایت طاب م

زودهنگام و  یهادر پاسببخ 2O2H زانیم شیداشببت. افزا

سرما در ژنوت داریکاهش معن شم تنش  ش  پیآن در روز 

شکل  سانامینقش پ انگری( ب1متحمل ) در القا   2O2Hی ر

 شیکه با افزا باشدیم یاهیگ یهاسلول یدفاع یهاپاسخ

ها ROSدانید همانطور می .ردمطابقت دا GABA زانیم

های رسبببان ثانویه در سبببلولهای پیامبه عنوان مولکول

 کببنببنببدیببوکبباریببوتببی ایببفببای نببقببش مببی

 (Kazemi-Shahandashti & Maali-Amiri, 2018 لذا .)

پاسبببخ ها در  یه آن ند در های زودهنگام میافزایش اول توا

سخ شد. القای پا ضروری با سلول تحت تنش  های دفاعی 

های اولیه و هم متحمل هم پاسبببخهای بنابراین ژنوتیپ

سخ شرایط تنشپا زای محیطی های دیرهنگام مطلوبی به 

  ;Hannah et al., 2005دهبببنبببد )نشبببببان مبببی

Heidarvand & Maali-Amiri, 2013 .) 
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)ستون خاکستری( نخود تحت  ILC533)ستون سیاه( و حساس  h11439tSel96های متحمل در ژنوتیپ 2O2Hتغییر میزان  -1شکل 

دار دهنده اختلاف معنی(. حروف متفاوت نشانC5°) سرما تنش ششم و اول هایروز ،(C13°)تیمارهای دمایی شامل دمای طبیعی 

 ها براساس مقایسه میانگین دانکن.بین میانگین
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), day 1 and 6 of cold stress (4°C) 

(DPT). Different letters indicate a significant difference among the means based on the comparison of the average 

Duncan. 
 

ش اهانیدر گ سازگار یبخ  کاهش جهیبه تنش در نت یاز 

 از ، GABAزانیم میدر اثر تنظ یسبببلول ROS زانیم

  یهامیآنز تیتوسببط فعال PAs بیتخر یرهایمسبب قیطر

 (DAO) دازیاکسببنیآمید و( PAO) دازیاکسببنیآمیپل

  2O2H (2010; et al., Alcazar دیببهببمببراه بببا تببولبب

Amini et al., 2021 )سبببنتز آن  میتنظ نیهمچن و

یت آنزیمی) عال عال رییتغ ای( و GAD ف  ریمسببب تیدر ف

 شبببودیم جادیا (GABA-Tآن )فعالیت آنزیمی  هیتجز

(Xing et al., 2007نتا .)شاهد  طینشان داد که در شرا جی

یت  خلافبر GABA محتوی عال در  GABA-T میآنزف

ساس بود پیاز ژنوت شتریمتحمل ب پیژنوت شکل  ح (3-

 ژن انیو ب GABA محتوی. تحت تنش سبببرما الف و ج(

GAD1  تا یپ متحمل(  13)حداکثر  در هر برابر در ژنوت

شکل  افتی شیافزا پیدو ژنوت  کهطوری هب الف و ب(-3)

قا پیدر ژنوت شیافزا نیا  پیبا ژنوت سبببهیمتحمل در م

 تیفعالکه تحت تنش سرما حالیدر بود، داریحساس معن

در ژنوتیپ حسببباس به طور پیوسبببته  GABA-T میآنز

یپ متحمل در روز شبببشبببم تنش در  کاهش و در ژنوت

سته کاهش یافت  شاهد به طور پیو سه با  ا )حداکثر تمقای

یپ حسببباس(،  3/1 کل برابر در ژنوت  نیچنج( -3)شببب

تا یه یجین نده محتوی کمتر توج یپ ر د GABAکن ژنوت

سه با ژنوتی شاهد و حساس در مقای شرایط  پ متحمل در 

ما و همچنین  حت تنش سبببر  یکیژنت تیظرف انگریبت

  یحفظ محتوتولید یا متحمل در جهت  پیژنوت ترعالف

GABA مقابله با آثار مخرب  یبراROS است. یسلول 

 یهاتحت تنش اهانیدر گ GABA زانیگزارش شده که م

ساز ) یستیز ریغو  یستیز سرما،  ژن،یجمله کمبود اک

س  یزخم و آلودگ ،یخواراهیو گ یکیمکان یهابیگرما و آ

پاتوژن بدییتجمع م (هابا   (Shelp et al., 2012a). ا

 یاردیارتبا  معن یدر نخود زراع رسدیبه نظر م نیبنابرا

س زانیم نیب  شیو افزا 2O2(H جیاز جمله نتا (سرما بیآ

عنوان  هبببدارد و این متببابولیببت وجود  GABA زانیم
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سلول سموپروتکتنت  سخ به تنش یا و  یستیز هایدر پا

 ,.Bouchereau et al).  کندینقش م یفایا یسبتیز ریغ

 هببا بببا نببتببایببجهببمببچببنببیببن ایببن یببافببتببه (1999

 (Malekzadeh et al., 2014; Wang et al., 2014; 

Yang et al., 2011ی پاش( در مورد اثر محلولGABA  بر

و  شاغ یداریپا شیافزا عیتسر، ویداتیکاهش خسارت اکس

عال شیافزا  ،یفرنگگوجه دانیاکسبببیآنت یهامیآنز تیف

 ژنیتنش سبببرما و کمبود اکسبببتحت هلو  وهیمو  خربزه

ن لقببا  یطیمح یهبباتحببت تنش. داشببببت یهمخوا ا

 های مختلفی از جملهسبببازوکار قیز طرا GABAسبببنتز

 ونغلظبت ی تغییر ببه وابسبببتبه GAD یسببببازفعبال

 یفضبببا  pHشبببدن یدیاسبببو یا  نی/کالمودولمیکلسببب

 یناش یکیمتابول ای یکیاختلالات مکان به دنبال توسولیس

 (Kinnersley & Turano, 2000). ابدییم شیاز تنش افزا

ست که  ادل و تع یطیمح طیشرا رییتغبنابراین محتمل ا

 تیالبر فع مایسلول تحت تنش مستق ای/ احونیداسیاکس

. باشببدموثر  GABA زانیم میتنظ کیمتابول یرهایمسبب

س شبودیتحت تنش کمبود و ب شور ژنیاک  بترتیبه یو 

از  یعظمبخش ا ایسبببو شبببهیو ر یلا، چاباق اهانیدر گ

GABA میآنز تیتوسبببط فعال GAD شبببودسبببنتز می 

(Xiang et al., 2007; Yang et al., 2011) . 

و از آنجا که محتوی این متابولیت در سبببطح رونویسبببی 

ستی ه منظوربشود، لذا ترجمه تنظیم می ساس یابد  به ا

در پاسبببخ به  GABA تیمتابول رییتغ یچگونگ یمولکول

سرما، ب سب انیتنش  س GAD1 ژن ین زیرا ژن  ؛شد یبرر

نده آنزرمزمذکور  شببببکه  یاز اجزا یکو ی GAD میکن

 اسببببت یطیمح یهبباپبباسبببخ بببه تنش کیببمتببابول

 (Mekonnen et al., 2016مطببابق .) رییتغ یبببا الگو  

GABA ژن  انیتحت تنش سبببرما، بGAD1 شتحت تن 

شاهد در ژنوت سهیسرما در مقا ساس و متحمل  پیبا  ح

تهیطور پبه فت،ی شیافزا وسببب  انیب زانیکه میطوربه ا

متحمل در روز شببشببم تنش  پیژن در ژنوت نیا ینسببب

 انی(. بب-3)شکل  بود با شاهد سهیبرابر در مقا 13سرما 

حساس در روز اول و ششم تنش سرما  پیژن در ژنوت نیا

 افتی شیو دو برابر افزا 4/1 بیبا شاهد به ترت سهیدر مقا

 (.  ب-3)شکل 

تا نیا عال انگریب جین قا موثرتر ف ژنوم در سبببطح  تیال

با  ىیارویبرا  رو اهیسببباز  گمنظور آمادهبه یسبببیرونو

. باشدیخسارت م نیبه موازات بروز کمتر ترنییدماها  پا

ژن در روز اول تنش در  نیا ینسببب انیب زانیم نیهمچن

حسبباس بود  پیاز ژنوت شببتریبرابر ب 4/3متحمل  پیژنوت

ر متحمل د پیدر ژنوت ریمس نیبودن ااز موثرتر یکه حاک

حسباس در جهت القا تحمل به سبرما  پیبا ژنوت سبهیمقا

سبی انیب نیبود. همچن  GABA زانیم جیژن با نتا نیا ن

شت  تحت تنش شان میمطابقت دا دهد تنظیم بیان که ن

ژن در سطح رونویسی در امتداد با تنظیم میزان متابولیت 

مسئول پاسخ به سرما در نخود بوده، مشاهداتی که توسط 

تن از دست رفآسیب سلولی نیز تایید شد.  نتایج شاخص

تهیجهش سیدوپسبببیدر آراب AtGAD هاینیپروتئ  اف

سلول در  یدفاع یهاو پاسخ GABA زانیسبب کاهش م

 یاه( تحت تنشیوحشبب پیشبباهد )ت اهانیبا گ سببهیمقا

  ;Mekonnen et al., 2016شبببد ) یو شبببور یخشبببک

Zarei et al., 2017لیدتب ریمس یدینقش کل انگری( که ب 

 یسببتیز ریغ یهادر پاسببخ به تنش GABAگلوتامات به 

 نیا یآمده، القادسببتهب جیبا توجه به نتا نیاسببت. بنابرا

هانیژن در گ مه ا نا مل در اثر بر جدد ب یزریمتح  انیم

ستازی و هاژن  یالگو جادیدر ا ینقش موثر یسلول هومو

 .کندیم فایبه تنش سرما ا یسازگار یهاپاسخ

تحت تنش، باعث ایجاد تغییر  GABA-Tکاهش فعالیت 

سلولی و محتوی معنی سارت  شاخص خ  GABAدار در 

صوص در گیاهان متحمل به سرما بخ سازگاری به  منظور 

ج(. میزان فعالیت این آنزیم در شببرایط -3 شببد )شببکل

داری بیشببتر از شبباهد در ژنوتیپ حسبباس به طور معنی
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مل بود  یپ متح با همچنین  (.دوبرابر تا)ژنوت طابق  م

میزان فعببالیببت تحببت تنش،  GABA یمحتو راتییتغ

GABA-T یپ متحمل نخود حسببباس و  در هر دو ژنوت

طور پیوسببته تحت تنش سببرما در مقایسببه با شبباهد به

 در حسبباس ژنوتیپ در برابر 3/1 حداکثر)کاهش یافت 

 پیدر ژنوت نزولیروند  نیاج(. -3)شکل  (تنش ششم روز

 بود چشببمگیرترمتحمل  پیبا ژنوت سببهیحسبباس در مقا

 تیفعال کاهش سببریعج(. نرخ -3)شببکل  (برابر 45/1)  

ا ب سببهیحسبباس در مقا پیدر ژنوتتحت تنش  میآنز نیا

تلاش ناکارامد حتی در ژنوتیپ  لیدلهمتحمل احتمالا ب

ست سلولی ا ستازی  ه ک یجی، نتاحساس برای حفظ همو

 زیتحت تنش سبببرما ن 2O2Hو  GABAات رییبا روند تغ

 الف(.-3)شکل  مطابقت داشت

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

( )ج( در GABA-Tآمیناز )ترانس)ب(، فعالیت آنزیم گابا GAD1( )الف(، بیان ژن GABAاسید )آمینوبوتریکگاما تغییر میزان -3شکل 

)ستون خاکستری( نخود تحت تیمارهای دمایی شامل دمای  ILC533)ستون سیاه( و حساس  Sel96th11439های متحمل ژنوتیپ

ها براساس دار بین میانگیندهنده اختلاف معنیحروف متفاوت نشان(. C5° ، روزهای اول و ششم تنش سرما )(C13° )طبیعی 

 مقایسه میانگین دانکن.

Figure 3. Changes in γ-Aminobutyric acid (GABA) content, Glutamate decarboxylase 1 (GAD1) gene expression and 

GABA transaminase (GABA-T) enzyme activity and in the leaves of tolerant (Sel96th11439) and susceptible (ILC533) 

chickpea genotypes (black and light gray bars, respectively) grown under control (23 °C), day 1 and 6 of cold stress (4 °C) 

(DPT). Different letters indicate a significant difference among the means based on the comparison of the average 

Duncan. 
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  یبا الگو GABA-T میآنز تیفعال راتییتغ متضبباد روند

سب انیب راتییتغو  GABA یمحتو  دیمو GAD1 ژن ین

ظت نقش حاف ندهم تابول نیا کن   از یکی عنوانبه تیم
 (ج ب، الف،-3)شکل  سرماست تنش به پاسخ یرهایمس

 ,.Amini et al) نیشببیپ قاتیتحق جینتااسبباس  بر که

سط  میتنظ برعلاوه سرما تنش تحت نخود در( 2020 تو

 زین هانیآمیپل بیتخر ریتوسط مس GABA shunt ریمس

 یکه در نخود زراع رسدیم نظرهب نیبنابرا ؛شودیم سنتز

سرما  هر دو  GABA یمحتو میتنظ منظوربهتحت تنش 

 .هستند فعال هانیآمیپل بیو تخر  GABA shuntریمس

که  Palma et al.  (2014, 2015)هایبا یافتهنتایج این 

در  تحت تنش سببرما در مقایسببه با شبباهدگزارش کردند 

یت Zucchiniمیوه  عال کاهش ف با   ،GABA-T محتوی ،

GABA گبببزارشو  هافبببزایبببش یبببافبببتببب 

 ((Ditomaso et al., 1992  پاشبببی اسبببپری به نقشکه

Gabaculine  نده آنزیم بازدار (GABA-T ) یک در تحر

 ،نیبنابراداشببت.  همخوانی اشبباره دارد،GABA تجمع 

 نندهکهیتجز میآنز تیفعال داریمعن کاهشرسد نظر میبه

GABA  پاسببخ به یکیمتابول یرهایتر کردن مسبباکاربا 

ندیسبببرما م  ریغ یهابه تنش اهیدر بهبود تحمل گ توا

شد یستیز شته با سرما نقش دا همچنین وجود  .از جمله 

سبی  GABA-Tبین فعالیت وند متضاد ر  GAD1و بیان ن

 رمسیکرد متضاد این دو کننده عملتایید ب، ج(-3)شکل 

تحت تنش سرما کاهش  است. GABAمحتوی  در تنظیم

سه  شدیدتر فعالیت این آنزیم در ژنوتیپ حساس در مقای

با متحمل بیانگر تلاش سلول حتی در ژنوتیپ حساس به 

ثار مخرب  GABAمنظور حفظ محتوی  با آ بارزه  و م

سیب ست،  هایآ های این گیاه سلولوجود اینباسلولی ا

سنتز ظرفیت جبران  شکل  GABAعدم کارایی در  (3-

شته( بالف،  سلولی نتایج شاخص اند.را ندا های خسارت 

ضیه شدای مینیز موید چنین فر شکل  با   نیهمچن. (1)

سنتز نقش در امتداد با  سیر بیو سیر GABAحیاتی م ، م

 نیا زانیم میتنظتجزیبه آن نیز از اهمیبت زیبادی در 

تابول حت تنش برخوردار اسببببت. تیم  یطیمح یهات

خه  GABA هیمحصبببولات تجز به چر و  TCAبا ورود 

نتقال و ا یکربن انتقال الکترون در سببنتز اسببکلت رهیزنج

  کنندیمشببارکت م جدید یهموسببتازبرای ایجاد  یانرژ

(Jacoby et al., 2011 .)نآ مرحله نیدر اول ی کهندیفرا 

، GABA-Tتوسبببط  SSAبه  GABA لیبه موازات تبد

  لاتیاکسببی/گلرواتیپ ای( GABA-TKآلفاکتوگلوتارات )

(GABA-TG /GABA-TPبه ندهیعنوان گ(   نویآم یهار

را  نیسببی/گلانیآلان ایگلوتامات  یدهاینواسببیآم بیترتبه

  (.Vijayakumari & Puthur, 2016) کندیسبببنتز م زین

نابرا تا نیب ما یپژوهش، الگو نیا جین عال زیمت  مینزآ تیف

GABA-T نیحسبباس و متحمل و همچن یهاپیدر ژنوت  

را  یدر نخود زراع شبباهد و تحت تنش سببرمادر شببرایط 

شان داده، به وان عنبه میآنز نیا تیمطالعه فعال کهیطورن

 شیط آزمببایدر شبببرا GABAتجزیببه عببامببل موثر در 

یتا ندهی فات در تجمع ا دکن تابول نیاختلا وان عنبه تیم

س شاخص   جی)نتا یسلول هایبیتحمل در برابر عوامل آ

2O2H) نخود تحت تنش سرما است. قابل  یهاپیدر ژنوت

تحت تنش سببرما  زیحسبباس ن پیذکر اسببت که در ژنوت

فعالیت مسیرهای دفاعی  زانیمدر  داریمعن شیاغلب افزا

متحمل مشبباهده شببد.  پیپژوهش به موازات ژنوت نیدر ا

جهت پاسببخ به در  زیحسبباس ن پیژنوت رسببدیبه نظر م

تلاش کرده اما  یدفاع هایسبببازوکارتنش سبببرما و القا 

سخ لیدلبه سیرهایناکارآمد  گوییپا قادر به دفاعی  در م

قادر به بقا نخواهد  یسلول نیچن نیلذا ا ؛نبوده ROSمهار 

 بود.

 کلی گیرینتیجه

 GABA محتوی و( 2O2H) سلولی آسیب شاخص ارتبا 

 این تجمع کهطوریبه بود، همسو غیر آزمایش این در

 GAD1 ژن بیان موازات به متحمل ژنوتیپ در هامتابولیت

 در سلولی آسیب کاهش با GABA-T آنزیم فعالیت و

 تنش تحمل بهبود منظوربه(. 1 و 1 هایشکل) بود ارتبا 

 دقیق تنظیم توسط GABA بیوسنتز نخود، در سرما

 که GABA shunt مسیر در موثر مختلف عوامل فعالیت

 ژن سبین بیان افزایش) متابولیت این بیوسنتز مسیر شامل
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GAD1 )مآنزی فعالیت کاهش) آن تجزیه مسیر همچنین و 

GABA-T )،متمایز هایپاسخ. یابدمی افزایش است 

 بیانگر سرما تنش به هاژنوتیپ دیرهنگام و زودهنگام

 این. بود سرما تنش به نخود سلولی دفاعی چندگانه راهبرد

 GABA بیشتر تجمع دارای نخود گیاهان که یافته

 میزان کاهش با( سلولی اسموپروتکتنت عنوانبه)

 ،دارد سرما تنش به بیشتری تحمل سلولی، هایآسیب

 مختلف مسیرهای و GABA محتوی تغییر است ممکن

 خشب آگاهی نشانگرهای عنوانبه را آن تجزیه و بیوسنتز

 هب متحمل هایژنوتیپ شناسایی منظوربه متابولیکی

 یا و بقا توانایی به همچنین و کرده پیشنهاد نخود سرمای

 سرما تنش تحت گیاه این در سرما تنش تحمل بهبود

 القای با همراه غالباً  که فرایندها این مطالعه. بینجامد

 بهبود نحوه بهتر درک به بود، خواهد دفاعی هایسامانه

 با. شد خواهد منجر زراعی نخود در سرما تنش به تحمل

-یم نظر به نخود هایژنوتیپ در تکمیلی مطالعات انجام

 سرما تنش به تحمل بهبود جهت در GABA کاربرد رسد

-جهتوبا. شود استفاده نخود پایدار کشاورزی هایبرنامه در

 پاشیاسپری کاربرد آثار محیطی،زیست هایچالش به

GABA، جامع طوربه باید نخود کیفیت و عملکرد بر 

شود. مطالعه
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