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Metabolic adaptation to cold stress plays an important role in the growth, 

survival, and yield of crops. Diamine cadaverine (Cad) as an osmolyte may 

take part in counteracting the oxidative stress induced by cold stress in 

chickpea. In this experiment, content of hydrogen peroxide (H2O2), Cad, 

activity of diamine oxidase (DAO), and its relative gene expression (DAO) 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 (CRD) 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 

condition (up to 4.7%), while, its accumulation was observed in sensitive 

genotype (up to 50%). These results indicated a relative acclimation to cold 

stress in tolerant genotype. The Cad metabolite content (18 nmol/g FW) was 

observed under cold stress in tolerant genotype on the sixth day of stress. 

Under cold stress, in tolerant genotype increasing Cad content was 

accompanied with an increase in DAO activity and relative expression of 

DAO gene as biosynthetic pathways of this metabolite (up to 3.5- and 3-fold, 

respectively). The maximum activity of this route was observed in tolerant 

genotype on the sixth day of cold stress. In the late responses under cold 

stress, the accumulation of Cad 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. 
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  ها:واژهکلید
 هیدروژن، پراکسید

 کاداوارین، 

(، DAOاکسیداز )آمینآنزیم دی
 ، DAOژن  نسبی بیان

 تحمل سرما.

کاداوارین آمیندیگیاهان به تنش سرما نقش مهمی در رشد، بقا و عملکرد گیاهان زراعی دارد.  سازگاری متابولیکی
در این  .اسمممولیت امتماد در تهت مقابله با تنش اکسممیداتیو القاشممده توسممش سممرما مشممارکت دارد یک عنوانبه

و بیان نسبی   (DAO)اکسیدازآمینید آنزیم فعالیت ،(Cad) کاداوارین ،2O2(H( هیدروژن میزان پراکسید ،پژوهش
یدازآمینیژن د یپ متحمل  (DAO)اکسممم  نخود زراعی  (ILC533)و مسممما  (Sel96th11439) در دو ژنوت
 (Cicer arietinum L.) صورت آزمایش فاکتوریل در قالب طرح کاملا به( چهار درته سلسیو ) سرما تنش تحت

دار در روز اول تنش، در روز شممشممم پس از افزایش معنی 2O2H میزان ،در ژنوتیپ متحمل .تصممادفی ملالعه شممد
که تجمع آن در ژنوتیپ مسمما  درمالی(؛ درصممد 0/1مقایسممه با شمماهد نشممان داد )بیش از داری در کاهش معنی
 سرما در ژنوتیپ متحمل بود. تحت تنش سرماتنش نتایج بیانگر سازگاری نسبی به این  .درصد( 01مشاهده شد )تا
شد )میزان متحمل در ژنوتیپ Cadمتابولیت  ششم تنش مشاهده  موازات بهوزن تر(.  در گرم بر نانومول 12 در روز 

عنوان به DAO بیان نسممبی ژنو  DAO تحت تنش سممرما، در ژنوتیپ متحمل فعالیت آنزیمCad  افزایش میزان
شم تنش ش سنتز این متابولیت در روز  سیرهای بیو مداکثر  .سه برابر( و 0/3 تا ترتیب)به یافت داریمعنی افزایش م

سیر در ژنوتیپ متحمل در روز  شم پس ازفعالیت این م شد ش شاهده  سرما م سخ .تنش  تحت های دیرهنگام در پا
و بهبود درته تحمل نخود  2O2(Hدر ژنوتیپ متحمل منجر به کاهش آسیب سلولی )نتایج  Cadتجمع  ،تنش سرما

های برنامه ارگیری آن درکبههای نخود تحت تنش سرما موثر بوده و در ارزیابی ژنوتیپ هابه سرما شد. این شاخص
 .نژادی مفید استبه
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 . مقدمه 1
شن و دیپلوئید ) (.Cicer arietinum L)نخود زراعی  سبتا کوچکی 2n=2x=16گیاهی خودگ شده و محتوی ژنتیکی ن سوب  ( مح
740 Mbp) )( داردVarshney et al., 2013به .)درصمد فیبر،  6/1-1/1درصمد پروتئین،  1/16-2/31کلی بذر این گیاه دارای  طور

تن در هکتار  0(. پتانسیل تولید نخود در دنیا Mantri et al., 2007درصد چربی است ) 0/1-2/6درصد کربوهیدرات و  3/03-1/32
ستتن در هکتار  2/1که تولید واقعی آن درمالی ؛بوده هکتار  011121(. میزان سلح زیر کشت این گیاه در ایران (FAO, 2012 ا

نخود در ایران، غالباً بودن عملکرد (. پایین1311-10کیلوگرم در هکتار است )آمارنامه کشاورزی  012و عملکرد در وامد سلح آن 
 های محیلی است. محصول و مساسیت آن به تنشدلیل کشت ارقام کمبه

یافتن کشممت بهاره نخود زراعی با مشممکلاتی از تمله خشممکی و کمبود رطوبت آخر فصممل همراه اسممت که منجر به کاهش
به وتود رطوبت توتهیا زمسممتانه این گیاه با های پاییزهشممود. کشممتکیلوگرم در هکتار می 311-111وری و تولید تا میزان بهره

مکممان بوده، ا یر  لیپممذ می و محسممموب  خود  ن یزه  ی توسمممعممه کشممممت پمما ننممده در  ک محممدود  شمممودسمممرممما عممامممل 
 (Kazemi Shahandashti et al., 2013سرما یکی از برنامه سی به(. بنابراین بهبود تحمل به تنش  سا سازگاری، های ا نژادی در 

ست )بهبود تولید و عملکر سرما تجمع بیش (. در طی تنشHeidarvand et al., 2011د نخود زراعی ا ستی از تمله  از های غیر زی
سیژن فعال مد گونه سیبROS)های اک سبب آ شدید به ماکرومولکول(  سلولی از تمله تخریب پروتئینهای  و  ها،ها و آنزیمهای 

ها و تنش اکسیداتیو ROS(. برای مقابله با Amini et al., 2017شود )میهای گیاهی های اسیدنوکلئیک در سلولشکستن مولکول
سازگاری به تنش با تغییر میزان متابولیتالقا سش آنها، فرایند  سلولی از طریق تنظیم تظاهر ژنشده تو ها الیت آنزیمها و فعهای 

ها با تغییر الگوی بیان ریزی مجدد بیان ژنمههای محیلی برنا(. بنابراین تحت تنشHeidarvand et al., 2013کند )تغییر می
 تواند سبب تغییر متابولیسم سلولی و هموستازی تدید شود.ها میژن

2O2H شارکت در فرمولکول پیام سان میاتی با قابلیت م سخیندآر ست نشسازگاری به ت های فیزیولوژیک گیاهی مانند پا ها
(Dickinson & Forman, 2002( کاداوارین .)1dCaسبک ضو خانواده (،  سمولیتی ( در واقع2PAsها )آمینپلیترین ع کاتیونی پلی ا

ست که در پویایی فر سخ به تنشآا شد، نمو، تمایز و پا سلولی، ر شارکت دارد یندهای  . این (Handa et al., 2010)های محیلی م
( به آلکالوئیدها تبدیل 1DAOاکسیداز )آمینتوسش دی و در ادامه توسشدر یک مسیر بیوسنتزی تولید  3ماده لیزیناز پیش متابولیت
( CuAOsگیاهی ماوی مس ) AOs)اکسیدازهای )( گروهی از آمینEC 1.4.3.6) DAOآنزیم  .(Rajpal & Tomar, 2020)شود می

نقش مهمی در تنظیم ( و تجزیه آن به آلکالوئیدها Cad، از تمله کاداوارین )PAs( که با تنظیم میزان Cona et al., 2006اسممت )
به تنشآفر پاسمممخ  لدهی، پیری و  له رشمممد، نمو، گ یک از تم های فیزیولوژ ند فا می های زیسمممتی و غیری ند زیسمممتی ای  کن
(2011a,b et al.,2010; Wimalasekera  et al.,Angelini ؛ فر)2رسان یندی که مولکول پیامآO2H  را نیز از طریق کاتابولیسم این

PAs تولید می( کندMinocha et al., 2014; Tiburcio et al., 2014.) 
لول های آزاد در تنظیم هموستازی سبر ایفای نقش اسموپروتکتنت با مذف رادیکالآمین سبک، علاوهعنوان پلیکاداوارین به

ست. همچنین کاداوارین می سیگنال در تنظیم فعالیتتواند بهنیز موثر ا سلولی و تحریک عنوان مولکول  هایی که در نبیان ژهای 
ند ) فا ک ند نیز نقش ای یابی تنش موثر یت آنزیمSimon-Sarkadi et al., 2014باز عال قای ف کاداورین از طریق ال  (. محتوی 

در مسیر تجزیه تجمع  Cassan et al., 2009)آمین اکسیداز )دی دکربوکسیلاز در مسیر بیوسنتز و نیز ممانعت از فعالیت آنزیملیزین
سید لیزین پیشیابدمی ست ). آمینوا شکل Simon-Sarkadi et al., 2014ساز رایج کاداوارین ا سیر متابولیک کاداوارین  1(. در  م
سخ طوربه ست. تغییر محتوی کاداوارین نقش مهمی در پا شده ا ستی ایف های غیرگیاه به تنش شماتیک نمایش داده  کند ا میزی
(Rajpal & Tomar, 2020تجمع کاداوار .)ین در گونه( های مختلف گیاهی متفاوت بودهAlcazar et al., 2010aو ب )طور معمول ه

 (.Rajpal & Tomar, 2020یابد )های محیلی افزایش میمحتوی آن تحت تنش

___________________________________________________________ 
1. Cadaverine 

2. Polyamines 

3. Lysine 

4. Diamine oxidase 
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کننده اسمزی گزارش شده عنوان یک مفاظتهای محیلی شوری و خشکی افزایش محتوی کاداوارین گیاهی بهتحت تنش
  ;Shen & Galston, 1985; Garcia-Garcia et al., 2000; Shalaby, 2000; Carrizo et al., 2001اسمممممت )

Kuznetsov et al., 2009; López-Gómez et al., 2017; Köhler & Szepesi, 2023; Napieraj et al., 2023; Kapoor, 2023; 

Samanta et al., 2023)ها شممده اسممتپراکسممیداسممیون لیپیدها سممبب بهبود تحمل به تنشموازات تلوگیری از که بهطوریبه ؛  
(Kuznetsov et al., 2007; Sziderics et al., 2010; Simon-Sarkadi., 2014 در پاسمخ به تنش گرما، برنج محتوی کاداوارین .)

یانگر نقش این پلی که ب ما اسمممت )خود را افزایش داده  به تنش گر به(. ایKapoor, 2023آمین در تحمل  یت  تابول عنوان ن م
های محیلی نقش مهمی در بهبود تحمل به سممملولی در طی تنشکننده اسممممزی نیز با محافظت از سممماختارهای درونتعدیل
شیمیایی برای تحمل به (. از کاداوارین بهSimon-Sarkadi et al., 2014های محیلی در گیاهان دارد )تنش شانگر بیو عنوان یک ن
ستفاتنش شده )های محیلی ا ست ( و ارتباط مثبت و معنیJanmohammadi et al., 2012ده  شده ا دار آن با تحمل تنش گزارش 
(Rajpal & Tomar, 2002 .)Kuznetsov et al. (2007) سپری شی گزارش کردند که ا روی بذور گیاهان زراعی با کاهش  Cadپا

 (.Avusoglu et al., 2007; Tomar et al., 2013b) کندمیزنی بذر و رشد گیاهچه را تحت تنش شوری تسهیل آثار تنش، توانه

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 (.Moschou et al., 2012) نمایش شماتیک مسیر متابولیک کاداوارین در گیاهان .1شکل 

 

آن نقش مهمی در  کند و تنظیمفنوتیپی ارتباط برقرار مییند مولکولی مائز اهمیتی اسممت که بین تنوژ ژنتیکی و آبیان ژن فر
سیاری ها در پایههمچنین تغییرات بیان ژن (Wang et al., 2018). کندها ایفا میها و تکامل گونهتنوژ صفت ریزی تنوژ فنوتیپ ب

ه محتوی رونوشت در شرایش، بافت بنابراین مقایس  (Konishi et al., 2006, Hung et al., 2012).کنداز موتودات ایفای نقش می
یان ژن در هر مرمله را تعیین می مان خاص، الگوهای اختصممماصمممی ب یا ز  کندها را تسمممهیل میکند و تعیین وظایف ژنو 

 .(Weiberg & Karlovsky, 2009)  ترنسممکریپتومیکس در یک بافت، زمان و یا شممرایش خاص، عنصممری کلیدی در ژنومیکس
بنابراین ملالعه تنظیم   (Weiberg & Karlovsky, 2009).دهدها افزایش میرا از نحوه کارکرد ژناسمممت که درا ما  کارکردی
 .دهدهای زیستی را بهبود میهای مولکولی تنظیمی سامانهها، شناخت کارکرد آنها و مکانیسمبیان ژن

QPCR صیت صی موثر در تنظیم بیان ژنبرای ملالعه خصو صا س های متنوژ ژنتیکی اخت شده ا ستفاده  ت در اکثر تانداران ا
.(Amini et al., 2017)  این ملالعات دیدگاه عمیق و منلقی در زمینه اسا  ژنتیکی تنوژ طبیعی در سلحmRNA  ایجاد کرده و

ر سازگاری واسش نیز د های مدهای اولیه، متابولیتابولیتها در ایجاد تنوژ فنوتیپی را بررسی کرده است. همچون متنقش بیان ژن
رسمممد کاداوارین، نظر میبه (Kliebenstein & Osbourn, 2012, Moore et al., 2014). در پاسمممخ به تغییرات محیلی موثرند

سخ به تنش محتوی آن افزایش می ست که در پا ها نقش کلیدی ن ژنتنظیم بیا(Alcazar & Tiburcio, 2018). یابد متابولیتی ا

Alcaloid 

 

Lysine 

Cadavarine 

DAO 
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کند. این ارتباط بدون ایجاد های محیلی نقش موثری ایفا میها دارد و در ادامه میات موتودات تحت تنشدر سمممنتز متابولیت
سنتز متابولیتناهماهنگی در تنظیم بیان ژن سازش به هایی که در  سبی در گیاهان برای  صی نقش دارند، انعلاف منا صا های اخت

مسمما   هایها را در ایجاد تنوژ بین ژنوتیپها نقش تنظیم بیان ژنها در زمینه بیان ژنکند. پژوهشفراهم میتغییرات محیلی 
 .Karami Moalem et al., 2018)) اندهای اختصاصی را نشان دادهو متحمل و بهبود تحمل سرما از طریق ایجاد تنوژ در متابولیت

( و ILC533مسمما  ) و مولکولی سممازگاری به تنش سممرما در دو ژنوتیپهای متابولیکی هدف این پژوهش بررسممی پاسممخ
( اسممت. در این راسممتا تغییرات محتوی کاداوارین توسممش فعالیت عوامل .C. arietinum L)کابلی ( نخود Sel96th11439متحمل )

سیر متابولیک یعنی بیان ژن  شی از فعالیت به DAOو فعالیت آنزیم  DAOموثر در این م سلول در برابر عنوان بخ دفاعی چندگانه 
های های متمایز زودهنگام و دیرهنگام ژنوتیپمنظور بهبود محتوی این متابولیت سممملولی در تهت بهبود پاسمممختنش سمممرما به

سرما همراه با  سا  و متحمل نخود به تنش  سیببه 2O2Hم شاخص آ سایی نحوه تنظیم  عنوان  شنا شد.  سی خواهد  سلولی برر
یرهای متابولیسمممی پاسممخ به تنش از تمله کاداوارین که بیانگر نتایج امتمالی این پژوهش اسممت، امکان دارد القایی برخی مسمم

ی منظور شمممناسمممایبخش متابولیکی بهعنوان نشمممانگرهای آگاهیهتغییرات محتوی این مولکول و مسمممیرهای تنظیمی آن را ب
شنهاد و همچنین منجر بهژنوتیپ سرمای نخود پی ستای هدف به های متحمل به  صفت تحمل تنش بکارگیری آنها در را نژادی 

های کشمماورزی پایدار شممود. همچنین بررسممی ارتباط سممرما از طریق بهبود تحمل و یا افزایش بقا گیاه در راسممتای اهداف برنامه
سرما د سلول به درا بهتر نحوه بهبود تحمل به تنش  سیب تنش و عوامل دفاعی  منجر  ر نخود زراعیامتمالی بین منابع ایجاد آ

 خواهد شد.
 

 شناسی پژوهش. روش2

سرما (.C. arietinum L) کابلی در این پژوهش از بذر دو ژنوتیپ نخود صل از  (Sel96th11439) (متحمل به  شا ایکاردا و ما با من
سرما ) و (ILC482×ILWC182) هایتلاقی ژنوتیپ سا  به  صر ILC533م شا گرفته از ارقام بومی م شد. بذور از ( من ستفاده  ا

یه  گاه تهران )کرج( ته نابع طبیعی دانشممم گان کشممماورزی و م کد تات دانشممم با عت و اصممملاح ن نک ژن گروه زرا ندبا  شمممد
al., 2011; Saeed et al., 2011) .(Heidarvand et  دقیقه ضدعفونی شده و پس  11مدت درصد به 11بذور با هیپوکلریت سدیم

ها در شممرایش بدون نور و دمای دیش. پترینددیش با رطوبت دزم قرار گرفتصممافی در پتری از شممسممتشممو با آب مقلر روی کاغذ
)با قلر دهانه  12های سایز ها به گلدانزنی، گیاهچهروز قرار گرفتند و پس از توانهشبانهسه مدت گراد بهبیست و سه درته سانتی

ها . گلدانندمجمی( انتقال یافت 20/1و کود دامی به نسبت سه به یک به  متر ماوی ر ، ماسهمتر و ارتفاژ ده سانتیدوازده سانتی
مربع بر ثانیه  با نور دویست میکرومول بر متر 1316رشد آزمایشگاه گروه زراعت و اصلاح نباتات دانشگاه تهران در سال  در اتاقک

گراد و رطوبت نسبی ساعت شب و دمای بیست و سه درته سانتی هشتساعت روز و  16لوکس( و شرایش نوری  11111مدود )
دود ها )با ارتفاژ مهای گیاهی به تنش سرما، در روز بیست و یکم گیاهچه. تهت بررسی پاسخندهفتاد و پنج درصد قرار داده شد

 تجهیز، اسپادانا، ایران( با دمای متر( به اتاقک رشد )آروینمتر و دارای مداقل پنج شاخه به طول پنج تا هشت سانتیبیست سانتی

˚C1 50 عنوان دمایبهLT1  2013)نخود et al.,Shahandashti -2005; Kazemi et al., (Nayyar گیری از منتقل شممدند و نمونه
های فعال از دیدگاه فیزیولوژیکی در روز اول پس از شمروژ تنش سمرما )تهت بررسمی عنوان برگههای میانی هر گیاهچه ببرگ
  (Rakei et al., 2016). های دیرهنگام گیاه( انجام شدهای زودهنگام( و روز ششم پس از شروژ تنش )تهت بررسی پاسخپاسخ

سانتیگیری از گیاهچهنمونه سه درته  ست و  شد با دمای بی سن هگراد نیز بها در اتاقک ر شاهد انجام گرفت ) عنوان گیاهان 
(. بنابراین در  (Hurry & Huner, 1991; Kazemi-Shahandashti et al., 2014گرفته شد سان درنظرکفیزیولوژیک تمام گیاهان ی

ها یک روز و شش روز پس از شروژ گراد، گیاهچهدرته سانتی 23ها در دمای این پژوهش اثر سه نوژ تیمار دمایی )شامل گیاهچه
 .قالب طرح کاملا تصادفی و با سه تکرار بررسی شدصورت آزمایش فاکتوریل در تنش سرما( در دو ژنوتیپ متحمل و مسا  به

___________________________________________________________ 
1. Lethal Temprature 50 
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شد. پودر تهیهمیلی 301مقدار  لیتری میلی 10شده به فالکون گرم نمونه تازه برگی با نیتروژن مایع در هاون چینی به پودر تبدیل 
سپس  ستیکلیتر محلول تریمیلی 0انتقال یافت و  صد )محلول در ممام یخ( به تیوب کلروا سید یک در شد و تیوبا ضافه  ها تا ا

سرعت C 1˚دقیقه و در دمای 10مدت شده بهشد. تیوب ماوی نمونه یکنواختها در ممام یخ قرار داده شدن نمونهیکنواخت  با 
 × g 12111 سپس شد.  لیتر محلول یک مودر یدید لیتر از مایع رویی به یک تیوب تدید ماوی یک میلیمیکرو 011سانتریفیوژ 

تاسمممیم و بافر فسمممفات میلی 0/1 پ تاریک برای مودر افزوده شمممد و پس از چندبار وارونهمیلی 11لیتر  کردن تیوب در محیش 
موجکریکنواخممت مونممه در طول  ن مقممدار تممذب هر  تر nm 311دن محتوی آن،  م  توسمممش دسمممتگمماه اسمممپکتروفوتو

 (Shimadzu UV-160, Kyoto, Japan) شداندازه صورت میکرومول در هر گرم هنتایج ب (Loreto & Velikova, 2001). گیری 
 .وزن تر گیاه بیان شد

-پرکلریک محلول لیترمیلی دو در گیاهی از بافت گرممیلی 201 شد. انجام Walter & Geun  (1987)روشبه  Cadکمی سنجش

 از یک پس شد. هموژنیزه )نرمال دواسیدکلریدریک  از در لیتر گرممیلی پنج (2نآمینوهپتادی 0 و1ماوی  درصد چهار (1PCAاسید )

 لیترمیلی یک محلول، این از لیترمیلی 2/1روی  .شد داده عبور میکرونی درصد 10 )پادیشگر (از فیلتر ،C ˚1در قرارگیری ساعت

پس از  مخلوط شد. و ضافها )استون لیترمیلی یک در گرممیلی11 (3کلرایددانسیل محلول لیتریک میلی و  1pH کربنات با بافر
میکرولیتر تولوئن به  111کلراید اضافی مذف شد و سپس گرم در لیتر( دانسیلمیلی 111میکرولیتر محلول پرولین ) 01کردن اضافه

مدت دو دقیقه فاز آلی )رویی( برداشته و این محلول برای به g 011 ×ثانیه ورتکس شد و پس از سانتریفوژ  31مدت آن اضافه و به
 ستون به پایانی محلول از میکرولیتر Cad 11 کمی ارزیابی منظوربه شد.استفاده  HPLCتوسش  Cadارزیابی 

 Chrompack-Nederland دستگاه در HPLC مدل Unickam-crystal 200 نوژ از دستگاه این دتکتور شد. تزریق UV در است که 
 شد.سنجی آن استفاده و غلظت Cadهای استاندارد برای تعیین وتود از نمونه .شد تنظیم نانومتر 330 موج طول

سا  روش  ستخراج )بافر میلی 2/1گرم بافت برگی در  1/1کردن ، پس از پودرLópez-Gómez et al. (2014)بر ا لیتر بافر ا
سفات سدیم سانتریفوژ )( نمونه 0/6pHمودر با میلی 111ف شد. واکنش  )C˚1،min  21،× g  11111ها  شته  و مایع رویی بردا

سدیم 631ماوی  DAO سنجش فعالیت آنزیم سفات میکرولیتر بافر   میکرولیتر محلول واکنش 0/6pH  ،01مودر با میلی 111ف
یلدیانمیکرولیتر ان 20/6 ( بافر سمممدیممیلی 20، 0پرینآمینوآنتی-1گرم میلی 0/2، 1آنیلنمت فات لیتر  باممیلی 111فسممم  ودر 
 0/6 pH ،)111 ( 0/6مودر با میلی 111فسمممفات لیتر بافر سمممدیمگرم در هر میلیمیلی 12/1میکرولیتر پراکسمممیدازpH  ،)111 

 ( بود. 0/6pHمودر با میلی 111فسممفات لیتر بافر سممدیمگرم در هر میلیمیلی 2/3) cadمیکرولیتر  111میکرولیتر نمونه برگی و 

 گیری شد. اندازه نانومتر توسش دستگاه اسپکتروفتومتر 001 در طول موج آنزیممیزان فعالیت این 

 Quantitative Reverse-Transcriptase PCR  (QRT-PCR)واکنشو  cDNA ، سنتزRNAاستخراج . 1-3

هاون چینی کمک ازت مایع در های بافت برگی خردشممده بهگرم نمونهمیلی 21روش ترایزول با کل سمملول به  RNAاسممتخراج
ستریل انجام گرفت. کیفیت ستخراج RNA ا شکل ا شد ) صد تعیین  سش الکتروفورز روی ژل آگارز یک در شکیل دو 2شده تو (. ت

از  RNA شده را تایید کرد. برای بررسی کمی میزان غلظتتخلیص RNA روی ژل کیفیت بادی S20و S12ریبوزومی   RNAباند
ستگاه نانودراپ شد. در مرمله بعد nm 261 در طول موج (Thermo Scientific model 1000) د ستفاده  ستخراج RNA ا شده با ا

شد. دو میکروگرم  DNaseІ آنزیم شرکت فرمنتاز تیمار  شنهادی  سا  روش پی آنزیم  (u) ، یک میکرولیتر بافر، یک وامدRNAبرا
DNaseІ  وامد 11و (u) آنزیمRNase inhibitor مخلوط و با افزودن آب ،DEPC   میکرولیتر رسممانده شممد و  11مجم محلول به

سپس یک میکرولیتر  C 30˚دقیقه در دمای 31مدت به ضافه به تیوب EDTAقرار گرفتند.   دقیقه در دمای 11مدت شد و بهها ا
˚C 60  ها درشدند. تیوبقرار داده˚C 21- منظور ساخت داری شدند. بهنگهcDNAپنج میکرولیتر ، RNA شده باتیمار DNaseI  با

میکرولیتر  11به  DEPC نوکلئوتید( مخلوط شد و مجم محلول با استفاده از آب 12-21تی )یک پیکومول( )دیکمک آغازگر الیگو

___________________________________________________________ 
1. Perchloric acid (CLO4H) 

2. 1,7-diaminoheptane 

3. Dansyl chloride 

4. NN-dimethylaniline 

5. 4-aminoantiprine 
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شد. این مخلوط به سانده  سپس چهار میکرولیتر بافر  C 01˚مدت پنج دقیقه در دمایر شد.  سرد  قرار گرفت و پس از آن روی یخ 
سیدیواکنش و دو میکرولیتر  سفاتنوکلئوتریاک به هر RNase inhibitor وامد آنزیم  21میکرومول و  11با غلظت  (dNTPs) ف

قرار داده شد. بعد از  C30˚مدت پنج دقیقه در دمایمیکرولیتر رسانده شد و به 11به  DEPC تیوب اضافه شد و مجم محلول با آب
 C˚مدت یک ساعت در دمایکردن بهل افزوده شده و پس از مخلوطبه این محلو Revert Aid M-Mulv آنزیم (u) وامد 211آن 

سپس برای غیرقرار داده 12 سنتزقرار گرفتند. به C 01˚دقیقه در دمای 11مدت ها بهکردن واکنش، تیوبفعال شد.   منظور تایید 

cDNA 1دار اکتیناز روش تکثیر ژن خانه (Actin1) زی و رسمماندن غلظتسمماکه پس از رقیقطوریهاسممتفاده شممد، ب cDNA 

 شمممده روی ژل آگارز یک درصمممد انجام شمممدو الکتروفورز قلعه تکثیرPCR نانوگرم در میکرولیتر واکنش  211شمممده به سمممنتز
(Peng et al., 2010) دار شممده با اندازه ژن خانه. نتایج ماکی از ملابقت اندازه باند مشمماهده bp)121 میکرولیتر  21( بود. مقدار
میکرولیتر آب مقلر استریل، یک میکرولیتر از هر  ، سهEvagreenمیکرولیتر کیت ماوی رنگ فلورسنت  11مخلوط واکنش شامل 

ستقیم و معکو  با غلظت  صی م صا شcDNA میکرولیتر نمونهپنج میکرومول و  11یک از آغازگرهای اخت  211ده با غلظت سنتز
سبت لیتر )رقیقکرونانوگرم در می شد. پس از آماده1:21شده با ن سی  ستگاه( برر  iQ5 کردن مخلوط واکنش، پلیت موردنظر به د

شد و واکنش زنجیره صورت انجام گرفت: منتقل  ثانیه در  11های تکرار با چرخه 30و  C11˚دقیقه در دمای  دوای پلیمراز به این 
صی .C02˚ثانیه در دمای  11و  رآغازگ C 00 Tm˚ثانیه در دمای C 10 ،11˚دمای صا شده باتایید اخت ستفادهبودن قلعات تکثیر ز اا

شد. منحنی ذوب با خنک سرعت C00˚شدن تا دمای تجزیه و تحلیل منحنی ذوب انجام  سپس در  C 21˚با  شد،  در ثانیه ثبت 
افزایش یافت.  C10˚در ثانیه تا دمای  C 0/1˚ثانیه ثابت ماند و سمممپس با گرمایش آهسمممته با سمممرعت 31مدت به C 00˚دمای 

 گیری شد.اندازه Evagreen طور مداوم در طول دوره افزایش آهسته دما برای نظارت بر تفکیک رنگفلورسانس به

سیگنال سیم  سانس بهتر های ذوب انجام گرفت. بر طور خودکار در زمان واقعی و در مقابل دما برای ایجاد منحنیهای فلور
ستاندارد رسمنیاسا  منح در تمام آغازگرها  PCR ( کارایی1:111و  1:01، 1:21، 1:11، 1شده ماصل از پنج سریال رقت )های ا
به توته(. نسممبت بیان نسممبی هر توالی با(Pfaffl, 2001بود  -12/3و  -23/3بود و شممیب خش رگرسممیون بین  2تا  1/1در مدود 
های به نتایج منحنیتوتهگیرد. بارا در بر می Plate دار مورد نظر درهای خانهژن PCR شده که میانگین کارآییمحاسبه Cq شاخص

ستاندارد، از نرم سبت بین میزان ژن هدف و ژن خانهمی  RESTافزارا سبه ن شخص با  )Actin1 (دارتوان برای محا در هر نمونه م
 در این روش بیان ژن مورد نظر با بیان & Schmittgen, 2001)  .(Livakعنوان بیان نسمبی آن ژن اسمتفاده کردهب ΔΔCT -2روش

Actin1 ها در شممده برای مقایسممه بیان متفاوت ژندار تنظیم شممده اسممت نرمال شممده و سممپس از مقادیر نرمالکه یک ژن خانه
 از تارنمایاسمممتفادهباActin1 دار و ژن خانه DAO های مختلف اسمممتفاده شمممد. طرامی آغازگر برای ژن اختصممماصمممینمونه

 Integrated DNA Technologies, Inc. (IDT)  به آدر (https://www.idtdna.com)یابی به آغازگرهای دارای برای دسمممت
آنها ارائه شده دار، توالی و شماره دسترسی های اختصاصی و خانهنام آغازگرهای ژن 1خصوصیات مناسب انجام گرفت. در تدول 

 است.

 

 
( 0و  1( ژنوتیپ متحمل و مسا  شاهد، 3و  2شده ، ( نشانگر اندازه با نوارهای مشخص1ترتیب: از چپ به راست به شده.استخراج RNA نگاره نوارهای .2شکل 

 .ژنوتیپ متحمل و مسا  روز اول تنش سرما

https://www.idtdna.com/
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  (QPCR).واقعی زمان در پلیمراز ایزنجیره واکنش در شدهاستفاده آغازگر هایتوالی .1 جدول

Amplicon 

length (bp) 

 Tm 

(˚C) 

Sequence (5´-3´) Protein  

name 

Gene 

name 
Accession 

number 

101 57 
F: CTGTGCCTACTGCTGAGAAA 

R:TGAACCTTGTGGTTGATGACTA 

 

Diamine oxidase 
DAO AJ009825 

189 57 F: CTACGAATTGCCTGATGGAC 

R: CCTCCTGAAAGGACGATGTT 
Actin1 

Act1 
EU529707.1 

 
 بحث های پژوهش و. یافته3

( وتود 11/1<P) DAO و بیان ژن DAO ، کاداوارین، فعالیت آنزیم2O2Hداری بین تیمارهای آزمایشممی از نظر میزان تفاوت معنی
 بمماشممممدهممای تنش اکسمممیممداتیو در سممملول میکممه از مهمترین شمممماخص 2O2H(. میزان تجمع 2داشممممت )تممدول 

 (Kazemi Shahandashti & Maali Amiri, 2018 تحت تنش سرما در ژنوتیپ مسا  در مقایسه با ژنوتیپ متحمل بیشتر بود ،)
ل تنش، در روز ششم دار در روز اوپس از افزایش معنی 2O2Hدر روز ششم تنش(. در ژنوتیپ متحمل میزان  %61)مداکثر بیش از 
که تجمع آن در مالی(، در%0/1داری کمتر شد )بیش از طور معنیکه تجمع آن در مقایسه با شرایش شاهد بهطوریهکاهش یافته، ب

شاهد به شرایش  سه با  سا  در مقای سته افزایش یافت )تا ژنوتیپ م شکل %01طور پیو الف(. بنابراین درته تحمل به تنش -3( )
سخطوریبه ؛ژنوتیپ نخود با یکدیگر متفاوت بودهسرما در دو  های اعی ژنوتیپهای دفکه این نتایج بیانگر ارتباط امتمالی تاثیر پا
شد. همچنین مداقل میزان نخود می سرما در گیاهان متحمل مشاهده شده )شکل  2O2Hبا الف( که بیانگر -3در روز ششم تنش 

ست. چنین فرآفر سبی ا سازگاری ن سرما  شا میندهایی امتماد از برنامهیآیند  ستازی متابولیکی من گیرد ریزی مجدد ژنوم و همو
(Heidarvand & Maali Amiri, 2010 بنابراین سنجش شاخص .)2O2H کار هعنوان یک نشانگر تحمل سرما در نخود بتواند بهمی

 رود.
 طریق مسیر بیوسنتزی آن و یا فعالیت مسیر تخریببه تنش در اثر تنظیم میزان کاداوارین از  در گیاهان بخشی از سازگاری

شده گیریاندازه ها و فعالیت آنزیم(. نتایج نشان داد که در شرایش شاهد میزان متابولیتSu & Bai, 2008شود )کاداوارین ایجاد می
و بیان  DAO ب و ج(. تحت تنش سرما میزان کاداوارین، فعالیت آنزیم-3در ژنوتیپ متحمل بیشتر از ژنوتیپ مسا  بود )شکل 

سا  معنی ژنوتیپ متحمل که این افزایش درطوریبه ؛در هر دو ژنوتیپ افزایش یافت DAO ژن سه با ژنوتیپ م دار بود، در مقای
 ROSژنتیکی مللوب ژنوتیپ متحمل در تهت مفظ محتوی کاداوارین برای مقابله با آثار مخرب  هایچنین نتایجی بیانگر پاسممخ

 د(.-الف-3سلولی است )شکل 

 
 در سلوح مختلف تنش سرما.زراعی نخود  به سرما ژنوتیپ مسا  و متحملصفات مورد ملالعه در دو  واریانس تجزیه .2جدول 

S.O.V. df M.S. 
2O2H Cad DAO DAO 

Genotype 1 **61/3320 **162 **21/1 **60/1 
Temprature 2 **12/012 **162 **10/3 **01/1 

Genotype× 
Temprature  

2 **22/661 **162 **06/1 **26/1 

Error 12 1 66/1 16/1 112/1 

)%(C.V.   1/1 2/20 01/10 11/0 

 

شان داد که  وزن  در گرم بر نانومول 12 میزانبه سرما تنش از پس ششم ژنوتیپ متحمل در روز در تنها Cad محتوینتایج ن
شت  بقیه در این متابولیتو  بود تر شاهد در هر دو ژنوتیپ وتود ندا شرایش  سرمایی و همچنین  در امتداد  .ب(-3)شکل تیمارهای 

 ;Kuznetsov et al., 2007د )های پیشممین در گیاهان زراعی، این نتایج به نقش القایی این متابولیت تحت تنش اشمماره داربا داده

Sziderics et al., 2010; Simon-Sarkadi, 2014.) 
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های متحمل ( )د( در ژنوتیپDAOاکسیداز )آمین( )ج( و بیان ژن دیDAOاکسیداز )آمین)الف(، کاداوارین )ب(، فعالیت آنزیم دی 2O2Hتغییر میزان  .3شکل 

Sel96Th11439   ستون سیاه( و مسا(ILC533 ( به سرمای نخود تحت تیمارهای دمایی شامل دمای طبیعی )ستون خاکستری(23°C روز اول و روز ششم تنش ،)
 ها براسا  مقایسه میانگین دانکن.دار بین میانگیندهنده اختلاف معنی(. مروف متفاوت نشانC1°سرما )

 

سپرییافته شان داده که ا شی کاداوارین )یک میلیها ن شوری و فلزات مودر( روی برپا گ و بذور گیاهان آثار نامللوب تنش 
ثار ردوکتاز، نیتروژن آلی، پروتئین محلول، رشد گیاهچه و مذف آهای فتوسنتزی، فعالیت نیتراتسنگین را از طریق افزایش رنگیزه

یکممال لوب راد ل م فزنمما یژن ا   ;Aziz et al., 1997; 1999; Cavusoglu et al., 2007یش داده اسممممت )اهممای آزاد اکسممم
Sziderics et al., 2010; Tomar et al., 2013a; Tomar et al., 2013bهای گذشته (. براسا  همخوانی نتایج این پژوهش با داده

سد در نخود زراعی ارتباط معنینظر میبه شاخصداری بین ظهور کاداوارین و محتوی کاهشر سرما )از تمله یافته  سارت  های خ
ه باشممد نتایجی که نیاز بداشممته که بیانگر تاثیر آن در بهبود پایداری غشممای سمملولی تحت تنش سممرما می( وتود 2O2Hنتایج 
های زودهنگام در ژنوتیپ در پاسممخ 2O2H(. افزایش نسممبی میزان  2002et alKim ,.تری در این زمینه دارد )های عمیقپژوهش

های در القا پاسخ 2O2Hرسانی لف( از یک طرف بیانگر نقش پیاما-3دار آن در روز ششم تنش سرما )شکل متحمل و کاهش معنی
 دهد. دار آنها را نشان میکاداوارین، ارتباط معنی های گیاهی و از طرف دیگر در امتداد با افزایش میزاندفاعی سلول

سخ Cadعدم وتود  سخدر پا سا  و پا  تواندهای زودهنگام ژنوتیپ متحمل امتماد میهای زودهنگام و دیرهنگام ژنوتیپ م
رما های سازگارساز موثر در بهبود تحمل سهای دفاعی در ژنوتیپ مسا  و یا افزایش محتوی سایر متابولیتدلیل ضعف سامانههب

شد ) ستگی معنی(. اگرچRakei et al., 2016در ژنوتیپ متحمل با ستقیمی بین محتوی ه نتایج هیچ همب شاخص Cadدار م های با 
ا در گیاه آمین در بهبود تحمل به تنش سرمخسارت سلولی نشان نداد، اما وتود رابله منفی بین آنها بیانگر نقش مفاظتی این پلی

ها بر زاد اکسیژن و خنثی سازی آثار مضر آنهای آنخود بوده که با نتایج تحقیقات پیشین در خصوص اتصال کاداوارین به رادیکال
 (. Cavusoglu et al., 2007; Tomar et al., 2013bاتزای مختلف سلول و تعدیل آثار تنش ملابقت دارد )

که آنزیمی اسممت که در تجزیه کاداوارین موثر اسممت، در DAO آنزیم  تحت تنش سممرما، فعالیت Cadبر خلاف الگوی تغییر 
طور تدریجی افزایش یافت )مداکثر تا بیش از سه برابر( و در روز ششم تنش سرما   در مقایسه با شاهد بهژنوتیپ متحمل و مسا
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ها از تمله آمینج(. این نتایج بیانگر نقش این آنزیم در تجزیه سممایر پلی-3در ژنوتیپ متحمل به بادترین میزان رسممید )شممکل 
ست ) سین ا شابهAmini et al., 2021پوتری سرمابا ن(. م روند  DAOفعالیت آنزیم  تایج این آزمایش، در بذر برنج نیز تحت تنش 
شان داد  شی ن سا  نیز فعالیت (Sheteiwy et al., 2017افزای شاهد  DAO(. اگرچه در ژنوتیپ م سه با  سرما در مقای تحت تنش 

شت )مداکثر تا  شی دا سه با ژنوتیپ متحمل نرخ کندتری  0/2روند افزای سا  در مقای صعودی در ژنوتیپ م برابر(، اما این روند 
ب( و -3 آمین کاداوارین )شکلدلیل عدم بیوسنتز دیهج( که بیانگر فعالیت کمتر این آنزیم در ژنوتیپ مسا  ب-3داشت )شکل 

 ( و در نتیجه نیاز کمتر به فعالیت این آنزیم است.Amini et al., 2021ها از تمله پوتریسین )آمینهمچنین بیوسنتز کمتر سایر دی
) شاخص دفاژ( در  DAOعنوان محصول تانبی فعالیت آنزیم )شاخص خسارت( به 2O2Hبر اسا  نتایج، الگوی تغییر میزان 

دلیل کارایی مللوب فعالیت سمممامانه بوده که امتماد به DAOت با الگوی فعالیت شمممرایش شممماهد و تحت تنش سمممرما متفاو
 . پژوهشAmiri, 2013)-(Heidarvand & Maali بمماشممممدمی  ROSاکسمممیممدانی ژنوتیممپ متحمممل در تهممت مممذف آنتی
 ((Duan et al., 2008 ها، فعالیت آنزیمآمیننشان داد که تحت تنش شوری همزمان با افزایش میزان پلی DAO یافته  نیز افزایش

تحت تنش سممرما  DAO رسممد که فعالیتنظر میدر ارتباط اسممت. بنابراین به DAO ها با فعالیت آنزیمآمینو میزان تجمع پلی
اگرچه  شود،( می2O2Hهای سلولی )نتایج منظور پاسخ آسیببه غلظت کاداوارین و پوتریسین بوده که در هر دو ژنوتیپ، بهوابسته

ها شممدیدتر خواهد بود. پژوهش 2O2Hکاهش  DAO دلیل تجمع بیشممتر کاداوارین با فعالیت شممدیدتر آنزیمهدر ژنوتیپ متحمل ب
شان داده که در گوته سرما فعالیت ن سازگار شده به  سه با مسا  افزایش  DAOفرنگی  در رقم متحمل بلور چشمگیری در مقای

های کاداوارین و پوتریسمممین از طریق آمینکننده دیتجزیه دار فعالیت آنزیمبنابراین افزایش معنی (.Song et al., 2015یافت )
سرما میتراکار سخ به  سیرهای متابولیکی پا سرما ایفای نقش  های غیرتواند در بهبود تحمل گیاه به تنشکردن م ستی از تمله  زی
های دفاعی، در بر ایفای نقش در سمممازوکارعلاوه هاآمیندی کاتابولیسممممهای محیلی (. تحت تنشShelp et al., 2012aکند )

سیاری از فر شد و نموی و پیامآب شارکت دارد یندهای ر سلولی نیز م سانی  سیر (Tavladoraki et al., 2012)ر . همچنین اگرچه م
دلیل ارتباط با مسممیرهای از یک سممو بهها دارد، مسممیر تجزیه آنها نیز این متابولیت نقش مهمی در تنظیم میزان PAs بیوسممنتز

در هموستازی آنها موثر  2O2Hرسان از تمله های پیاممتابولیسمی مختلف از تمله برخی آلکالوئیدها و از سوی دیگر تولید مولکول
های زودهنگام و در پاسمممخ DAO فعالیت آنزیم . بنابراین نتایج این پژوهش، الگوی متمایز(Moschou et al., 2012)خواهد بود 

 که ملالعه فعالیت این آنزیمطوریهای مسمما  و متحمل نخود زراعی را نشممان داده، بهدیرهنگام به سممرما و همچنین ژنوتیپ
عنوان به مین کاداواین در شرایش آزمایش تاییدکننده تمایز آشکاری در تجمع این متابولیتعنوان عامل موثر در مسیر تجزیه دیبه

 شوددر نخود در نظر گرفته می (2O2Hهای سلولی )نتایج تحمل به سرما در برابر عوامل آسیب هاییکی از شاخص
های محیلی دارد بوده و نقش مهمی در تنظیم شممبکه متابولیک پاسممخ به تنش DAOرمز کننده آنزیم  DAO (CuAO)ژن 

(Wimalasekera et al., 2011b). ستیابی به فرایبه سرما، منظور د سخ به تنش  ند مولکولی چگونگی تغییر فعالیت این آنزیم در پا
سبی ژن شد DAO بیان ن سی  سبی توالی رمزکننده آنزیم . برر شان داد که میزان بیان ن در هر دو ژنوتیپ مسا  و  DAOنتایج ن

سته افزایش یافت )تقریبا مداکثر تا بیش شاهد به طور پیو سه با  سرما در مقای شکل  3/3از  متحمل تحت تنش  د( که -3برابر( )
سرما بود. در روز اول و  سا  در تهت القا تحمل به  سه با ژنوتیپ م سیر در ژنوتیپ متحمل در مقای ماکی از موثرتر بودن این م

سرما میزان بیان این ژن در ژنوتیپ متحمل به شم تنش  ش سا  بود )مداکثر تا طور معنیهمچنین روز  شتر از ژنوتیپ م داری بی
م تنش سرما در د(. بیان این ژن در ژنوتیپ متحمل در روز اول و شش-3برابر در روز ششم پس از تنش سرما( )شکل  0/1از بیش 

شاهد به سه با  شکل  0/3و  2/2رتیب بیش از تمقای سلح -3برابر افزایش یافت ) د(. این نتایج بیانگر القا موثرتر فعالیت ژنوم در 
ه توسش باشد، مشاهداتی کموازات بروز کمترین خسارت میتر بهاه براى رویارویى با دماهاى پایینسازى گیمنظور آمادهرونویسی به
شاخص شت نتایج  شد. افزایش میزان رونو سلولی نیز تایید  سیب  شاره به تنظیم این  DAOها به موازات افزایش فعالیت آنزیم آ ا

 ها با نتایجبایسممتی با تزئیات بیشممتر بررسممی شممود. این یافتهمسممیر بیوشممیمیایی هم در سمملح رونویسممی و هم ترتمه دارد که 
 (Tanou et al. (2014 یان نسمممبی ژن حت تنش شممموری ب که ت ند  یه که گزارش کرد نارنج PAsهای مسمممیر تجز  در 

 (Citrus aurantium L. سیون در ژن سیس به تنش  CuAo( افزایش یافته، هماهنگ بود. همچنین موتا سیت آرابیدوپ سا سبب م
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شد )ا ستهبه نتایج بتوته(. بنابراین باWimalasekera et al., 2011bسمزی  آمده، القای بیان این ژن در گیاهان متحمل در اثر د
 د.کنهای سازگاری به تنش سرما ایفا میها و هوموستازی سلولی نقش موثری در ایجاد الگوی پاسخژن ریزی مجدد بیانبرنامه

 

 گیرینتیجه. 4

که تجمع این طوریآمین کاداوارین در این آزمایش ناهمسممو بود، بهدی ( و میزان متابولیت2O2Hشمماخص آسممیب سمملولی )ارتباط 
منظور بهبود با کاهش آسیب سلولی در ارتباط بود. به DAOو بیان ژن  DAO در ژنوتیپ متحمل به موازات فعالیت آنزیم متابولیت

وارین توسممش تنظیم دقیق فعالیت عوامل مختلف موثر در تنظیم این متابولیت، افزایش تحمل تنش سممرما در نخود، محتوای کادا
سرما های متمایز زودهنگام و دیرهنگام ژنوتیپیابد. پاسخمی سلولی نخود به تنش  سرما بیانگر راهبرد چندگانه دفاعی  ها به تنش 

شتر کاداوارین به ست. این یافته که گیاه نخود دارای تجمع بی سیبعنواا سلولی با کاهش میزان آ سموپروتکتنت  سلولی ن ا های 
تحمل بیشممتری به تنش سممرما دارد، ممکن اسممت به قابلیت این گیاه برای بقا و یا بهبود آن طی تنش سممرما بیانجامد و کاربرد 

سپری شی کاداوارین در برنامهتدیدی برای ا شنهاد کند. با انجام ملالعات تکمیپا شاورزی پایدار پی ای نخود هلی در ژنوتیپهای ک
سرما در برنامهنظر میهب سد کاربرد کاداوارین در تهت بهبود تحمل به تنش  شود. بهر ستفاده  شاورزی پایدار نخود ا ظر نهای ک
سد این فرایندها غالباً همراهمی سامانهر ستبه چالشتوتههای دفاعی خواهد بود. بابا القای  ست آثار های زی ضروری ا محیلی، 

 طور تامع ملالعه شود.پاشی کاداوارین، بر عملکرد و کیفیت نخود بهکاربرد اسپری
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