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  چكيده

حـل رشـدي جوانـه    ا در مرجداگانـه  آزمايش دودر نخود، و برخي صفات فيزيولوژيكي   هاي آنتي اكسيدان     آنزيم برات تنش سرما    به منظور بررسي اثر   
، 1T ،C°5 =2T)تيمـار شـاهد  (= C°15(آزمايش به صورت فاكتوريل دو عاملي با استفاده از فاكتور دما در شش سـطح       .  گياهچه اي انجام گرفت     و زني
C°0 =3T ،C°5- =4T ،C°10-= 5T ،C°15-= 6T(  و رقم)1 = پيروزV ،482ILC = 2V ،3 = بيونيجV(    در قالب طرح بلـوك هـاي كامـل ،

نتايج . در آزمايشگاه فيزيولوژي گياهان زراعي دانشكده كشاورزي دانشگاه كردستان اجرا گرديد          در شرايط كنترل شده      1388 تصادفي با سه تكرار در سال     
) 2O2H(پراكـسيد هيـدروژن     ميزان   و   درصد خسارت به غشاء    آنزيم هاي كاتالاز و پراكسيداز،        فعاليت  كليه صفات از جمله    براثر تنش سرما    كه   نشان داد 

، دمـاي   مورد بررسي دماييهاي  تيماركل در مقايسهدر .  ذكر شده با كاهش دما افزايش نشان دادند   هاي  ويژگي كه كليه    ايگونه به    معني دار داشت،   تأثير  
رقـم پيـروز    و عنوان رقم متحمل شـناخته شـد   به   482ILCرقم  در مرحله جوانه زني     .  صفات فوق الذكر داشت    بر را   تأثير  سانتي گراد بيشترين     درجه   -5

 در مرحلـه جوانـه زنـي      ) =r 89/0**(و پراكـسيداز    ) =r 98/0**(هاي كاتـالاز    با آنزيم  2O2H  ميزان در اين آزمايش بين   . را نشان داد  بيشترين حساسيت   
  سـرما سـبب     تـنش  نتايج اين آزمايش نشان داد كه     .  برابر بيشتر از كاتالاز بود     10، اما فعاليت آنزيم پراكسيداز      همبستگي مثبت و معني داري مشاهده شد      

  .تخريب غشاي سلول مي شوندو  سبب آسيب تركيبات نيز اين وشود مي  فعال اكسيژن هاي افزايش گونه 
  

   كاتالازخسارت به غشاء، ، پراكسيد هيدروژن،پراكسيدازا، تحمل به سرم:  كليديهاي واژه 
 

  23   1 مقدمه
نخود از جمله گياهان زراعي است كه در مراحلـي از رشـد تحـت               

در حال حاضـر كـشت نخـود در كـشور بـه             .  سرما قرار مي گيرد    تأثير  
شدن  در اين نوع كشت، به دليل مواجه      . صورت ديم بهاره متداول است    

رارت بالا و كمبـود رطوبـت بـه ويـژه در دوره زايـشي،      گياه با درجه ح 
كـه نخـود از      علاوه بر اين، از آنجائي    . يابدعملكرد به شدت كاهش مي    

نظر واكنش به فتوپريود روز بلند است، در صورت كشت بهـاره از دوره        
رويشي كوتاهي برخوردار اسـت و در نتيجـه بيومـاس گيـاه در زمـان                

، )5(شود    و عملكرد مناسبي توليد نمي    رسد    گلدهي به حد مطلوبي نمي    
لذا دستيابي به ارقامي از نخود كه متحمل به سرما باشند جهت كشت             

                                                            
 به ترتيب دانشجوي كارشناسي ارشد زراعت و استادياران گروه زراعـت و             -3 و   2،  1

  اصلاح نباتات، دانشگاه كردستان
  )Email: a33@uok.ac.ir                                 :  نويسنده مسئول-(*

2   

پاييزه ضروري است تا علاوه بر اسـتفاده بهينـه از آب در دسـترس در               
اوايل بهار و استفاده از فصل رشد، از عوامل نامساعد محيطي در زمان             

  .گلدهي اجتناب شود
ييــرات بيوشــيميايي در گياهــان كــه تحــت تغمهمتــرين يكــي از 

 هاي فعال اكسيژن شود توليد گونه  ايجاد ميسرما و يخبندان هاي   تنش
)4

ROS ( ــسيد ــد سوپراك ــدروژن ، )2O-.( مانن ــسيد هي و ) 2O2H( پراك
 8( ها اسـت   در كلروپلاست و ميتوكندري   ) OH.( راديكال هيدروكسيل 

 اكسيژن هستند كـه      از فعاليهاي    شكل  هاي فعال اكسيژن  گونه). 26،
 .شـوند  در مراحل حياتي مانند تنفس نوري، فتوسنتز و تنفس توليد مي          

راديكال سوپراكسيد در طي فتوسنتز در صورت اختلال در تجزيـه آب            
تـشكيل   IIفتوسيـستم   در واكنش هيـل و عـدم انتقـال الكتـرون بـه              

د هاي زيستي مانن توانند شديداً با بيومولكولمي ها ROS .)9(شود  مي
 و پراكسيداسيون   داده اسيدهاي نوكلئيك واكنش      و ها ليپيدها، پروتئين 

                                                            
4 - Reactive Oxigen Species 
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 كه ايـن    شوندرا سبب    DNAجهش در   ليپيد، دناتوره شدن پروتئين و      
 به مختل شدن متابوليسم طبيعي گياه و در نهايت مرگ سلول هـا              امر

 گياهـان مكـانيزم هـاي حفـاظتي مختلفـي را          .)12،25( شودمنجر مي 
 . دارند كه در سطوح مختلف تنش مؤثر است        ROSهشبراي دفع يا كا   

هاي حفـاظتي   يكي از اين مكانيزم     آنزيمي آنتي اكسيدان    هاي سيستم
برخـوردار  هـا   وح بـالاتري از آنتـي اكـسيدان        سط از گياهاني كه    .است

 دو .دهنـد                                                            هاي اكسيداتيو نشان مـي    هستند، مقاومت بيشتري به آسيب    
باشـند كـه    مـي ها  از مهمترين آنتي اكسيدان   آنزيم كاتالاز و پراكسيداز     

 گردنـد مـي بـه آب و مولكـول اكـسيژن          2O2Hباعث شكـسته شـدن      
)15،3،1،31 .(  

بهبود تحمل به تنش سـرما در نخـود ممكـن اسـت بـا ظرفيـت                 
 هـاي   سيستم دفاعي آنتـي اكـسيدانت از جملـه فعاليـت بيـشتر آنـزيم              

نايـار و   ). 16( پراكسيداز در اين گياه مرتبط باشـد         كاتالاز، آسكوربات و  
 روزه نخود تحت تنش سرما 14با بررسي گياهچه هاي     ) 23( همكاران

 درصـد   50 درجه سانتيگراد باعـث      4مشاهده كردند كه كاهش دما به       
 10يوني گرديد، در حاليكه تطابق با دمـاي پـايين بـه ميـزان               تراوش  

 كـاهش توليـد پراكـسيد هيـدروژن،      روز، با  6درجه سانتيگراد به مدت     
LT50    18(كومـار و همكـاران      .  درجه سانتيگراد كـاهش داد     2 را به (

مشاهده كردند كه دو رقم نخود حساس به سرما داراي تراوش يوني و             
. ميزان پراكسيد هيدروژن بيشتري در مقايسه با دو رقـم مقـاوم بودنـد             

ليـت آنزيمـي سـوپر    ارقام مقاوم ميزان پرولين و آسكوربيك اسيد و فعا   
بـا  . اكسيد ديسموتاز، كاتالاز و آسكوربات پراكسيداز بيـشتري داشـتند         

بـر برخـي     سـرما      اثـر تـنش    در اين بررسـي   توجه به آنچه ذكر گرديد      
 آنتي اكسيداني سه رقم عمـده       هاي  و ويژگي خصوصيات فيزيولوژيكي   

  .نخود كشت شده در ايران مورد مطالعه قرار گرفت
  

  مواد و روش ها
در آزمايـشگاه فيزيولـوژي      1387 -88 هـاي   تحقيق در سـال    ينا

. رديـد دانـشگاه كردسـتان اجـرا گ       دانشكده كـشاورزي  گياهان زراعي   
در قالب طرح بلوك هاي كامل      و    آزمايش فاكتوريل  تحقيق به صورت  

 با سه تكرار به اجرا گذاشته شـد و طـي آن دو فـاكتور دمـا و                   تصادفي
.  جداگانه مورد بررسي قـرار گرفـت   رقم در دو مرحله رشدي به صورت      

فاكتورهــاي آزمايــشي عبــارت بودنــد از دمــا در شــش ســطح شــامل 
)C°15 =1 T       به عنوان تيمار دمـايي شـاهد  ،C°5 =2T  ،C°0 =3T ،

C°5- =4T ،C°10-= 5T ،C°15-= 6T(  و رقم در سه سطح شامل
و مراحل رشدي نيز شامل     ) 3V= و بيونيج  1V  ،482ILC=2V=پيروز(

 روزه داراي دو    16گياهچـه   (و رشد اوليـه     )  روزه 7گياهچه  (ي  جوانه زن 
 به عنوان يك رقم مقاوم بـه سـرما          482ILCرقم  . بودند) برگ مركب 

و رقم پيروز به ويژه در مراحـل اوليـه رشـد بـه              ) 4(گزارش شده است    
  ).2(تنش سرما حساس مي باشد 

   اجراي آزمايش در مرحله جوانه زني
قبـل از كـشت     ر مرحلـه جوانـه زنـي،        به منظور اجراي آزمايش د    

 عدد بذر، 10ه و به هر پتري ديش حاوي        بذر ها ضد عفوني شد     يتمام
پتري ديش به عنوان يـك    10هر.  ميلي ليتر آب مقطر اضافه گرديد      10

 .در نظـر گرفتـه شـد      )  پتري ديـش در هـر تكـرار        10( واحد آزمايشي   
رجـه   د15تمامي پتـري ديـشها ابتـدا بـه مـدت هفـت روز در دمـاي                  

  تيمارهاي دماييسانتيگراد قراردادده شدند تا جوانه زني صورت گيرد و      
 تيمارهـاي دمـايي در اتاقـك رشـد مـدل     . اعمـال گرديـد  از آن پس 

SANYO MLR 351 H ميكـرو  250اعمال گرديد، شدت نور در حد 
 10 تنظيم گرديد و طول شب و روز به ترتيب           مول بر مترمربع بر ثانيه    

 درجه سـانتيگراد و     5تيمارهاي دمايي    .رفته شد  ساعت در نظر گ    14و  
.  روزه اعمال گرديد   7 روز بر روي گياهچه هاي       3بالاتر از آن به مدت      

گياهچـه   قبـل از قـرار دادن      از صـفر   در تيمارهاي دمايي صفر و كمتر     
 روز در   7هـا بـه مـدت         تحت تيمار دمايي، پتـري ديـش        روزه 7هاي  
. رمايي در آنهـا صـورت گيـرد       درجه قرار داده شده تـا خوس ـ      + 5دماي  

كـاهش داده   در روز   سانتي گراد    درجه   4سپس به تدريج دما با آهنگ       
مـدت  در اين حالـت نيـز        ). 23( شد تا به تيمار دمايي مورد نظر برسد       

 خوسـرمايي بـا تغييـرات       .بـود  روز   3اعمال تيمارها پس از خوسرمايي      
يو همراه است   بيوشيميايي از جمله تقويت سيستم دفاعي آنتي اكسيدات       

 .و اعمال آن قبل از اعمال تيمارهاي سرمايي ضروري مي باشـد           ) 24(
صفات مـورد    گيري اندازه جهت   ي ساقه چه   نمونه ها  در پايان آزمايش  

   .نگهداري شدندگراد  سانتي درجه -42 در فريزر و در دماي نظر
  

  اجراي آزمايش در مرحله گياهچه اي
 پلاسـتيكي   هاي  گلدان، در   در اين آزمايش بذور پس از ضدعفوني      

 گرم خاك شامل شن، خـاك بـرگ و خـاك معمـولي بـه                150 حاوي
در هـر   . گـراد كـشت شـدند     درجه سـانتي   15نسبت مساوي در دماي     

متري كـشت شـد و پـس از          سانتي يك عدد بذر در عمق      گلدان چهار 
شـرايط رشـد ماننـد     .يك بوته حذف و سه بوته حفـظ شـد  سبز شدن 

 16. گلدان در نظر گرفته شـد      10 تكرارهر  در  . دآزمايش جوانه زني بو   
هنگامي كه گياهان داراي دو بـرگ مركـب بودنـد،           روز پس از كاشت     

 صورت گرفـت     با همان روند ذكر شده در قسمت قبل        ابتدا خوسرمايي 
سـپس  . و سپس اعمال تيمارها همانند مرحله جوانه زني انجام گرفـت          

هـاي  آزمـايش  جـام  ان نمونـه هـا بـراي      مركب بريده شده و      هاي  برگ
  . درجه نگهداري شدند-42مربوطه در فريزر و در دماي 

  
  صفات مورد بررسي
   غشاي سلوليارزيابي خسارت به

چه صورت گرفت     زني ارزيابي درصد خسارت ساقه    در مرحله جوانه  
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انـدازه گيـري    . ها مورد استفاده قرار گرفتند      و در مرحله رشد اوليه برگ     
به ايـن منظـور   . انجام شد ) 20(  همكاران نشت يوني به روش لوتس و     

 توزين شده و بـا       گرم 3/0 برگ به ميزان      ساقه چه و يا    هايابتدا نمونه 
 20حـاوي    لوله هاي آزمايش     سپس درون . آب مقطر شستشو داده شد    

 درجـه   25 در دمـاي     لولـه هـا   . ميلي ليتر آب مقطـر قـرار داده شـدند         
  و  تكان داده شـدند     ساعت توسط يك شيكر    24گراد و به مدت      سانتي

در مرحله بعد بـه  . اندازه گيري شد ) L1( نشت يوني محلول     پس از آن  
 دقيقـه در    20ضافه شـد و بـه مـدت         ا سي سي آب مقطر      20نمونه ها   

 درجه سانتي گراد اتوكلاو شدند و در نهايـت نـشت يـوني              120دماي  
 و  بعد از به تعادل رسيدن با دماي محيط اندازه گيري شـد           ) L2(محلول

از رابطـه زيـر محاسـبه       ) خسارت به غـشاء سـلولي     (يزان نشت يوني    م
  :گرديد

  ): EL(1نشت يوني
EL(%)=(L1/(L1+L2))*100  
نشت يوني با استفاده از دستگاه اندازه گيـري هـدايت الكتريكـي              

)EC در محلول آبي محتوي قطعات برگ اندازه گيـري شـد كـه             )  متر
ه و معيـاري از آسـيب   ميزان مواد محلول را در محلول آبـي نـشان داد       

وارد شده به غشاء سلول و خـروج مـواد محلـول از غـشاء سـلولي بـه                
   .)20(محلول آبي است 

    
  پراكسيد هيدروژنتعيين ميزان 

 در مرحلــه پراكــسيد هيــدروژنبــه منظــور انــدازه گيــري ميــزان 
زنـي سـاقه چـه و در مرحلـه رشـد اوليـه برگهـا مـورد اسـتفاده                     جوانه

لورتـو و   بـه روش     )2O2H( پراكسيد هيدروژن  گيرياندازه  . قرارگرفتند
 از هر يك از      گرم نمونه  3/0منظور  اين  به   . صورت گرفت  )19(وليكوا  

 ميلـي ليتـر تـري كلـرو اسـتيك           3 در   اي زني و گياهچـه   مراحل جوانه 
هـاي  بـه لولـه   نمونـه هـا     سـپس   . همـوژن گرديـد    TCA (1%(اسيد
 بـا  درجه سانتي گراد     4 دقيقه در دماي     10فوژ منتقل و به مدت      يسانتر

از ميلي ليتر    75/0 به   پس از آن  . شدند سانتريفوژدور در دقيقه     10000
با   ميلي مولار  10بافر فسفات پتاسيم    ميلي ليتر  75/0،  محلول روشناور 

pH غلظت .  مولار اضافه شد   1 ميلي ليتر يديد پتاسيم      5/1 و   7معادل
  طـول مـوج    آنها در وسيله مقايسه جذب    ه  ها ب پراكسيد هيدروژن نمونه  

ــتاندارد آن در   390 ــي اس ــانومتر و منحن ــي ن ــا 100 از طيف  1000 ت
در نهايـت غلظـت پراكـسيد       .  محاسـبه شـد    ليتـر ميكرومول بـر ميلـي    

بـه  با توجه به محتواي آب نمونه ها و درصـد مـاده خـشك               هيدروژن  
  . بيان شدميكرومول برگرم وزن خشكصورت 
  

  ارزيابي فعاليت آنزيمي
 آنزيمـي ابتـدا اسـتخراج پـروتئين         هـاي   يابي فعاليـت   ارز به منظور 

                                                            
1- Electrolyte Leakage  

ي ساقه چـه مرحلـه       گرم از نمونه ها    5/0 به اين منظور  . صورت گرفت 
 ميلـي ليتـر     5 در هاون حاوي     جوانه زني و يا برگ مرحله گياهچه اي       

گليسرول در % 10 و 4/7  معادلpH نرمال با HCl  1/0-بافر تريس
 درجـه  4 دقيقه در دمـاي  20 به مدت ويك بستر يخي هموژن گرديد  

پـس از سـانتريفوژ      . سانتريفوژ شـد    در دقيقه   دور 15000گراد با    سانتي
محلول روشناور مربوط به هر واحد آزمايـشي در چنـد ويـال جداگانـه               

هـاي   فعاليـت آنـزيم     به منظور ارزيابي   در اين تحقيق  . ندنگهداري شد 
 بـه   2O2H ،كاتالاز و پراكسيداز نمونه هاي پروتئينـي اسـتخراج شـده          

 بـه آب و اكـسيژن       2O2H عنوان سوبسترا و بر اساس فرآينـد تجزيـه        
  .  شداستفادهبوسيله آنزيم هاي فوق 

  
   آنزيم پراكسيداز -

) 21( سنجش فعاليت اين آنـزيم بـه روش مـك آدام و همكـاران             
 پتاسـيم  ميلـي ليتـر بـافر     81/0مخلوط واكنش شـامل     . صورت گرفت 

 پـروتئين محلـول     ليتـر  ميكرو   pH  ،20=6/6 ميلي مولار با     50فسفات
به عنـوان الكتـرون دهنـده مـورد         % 1 ميكروليتر گوئيكول    90نمونه و   

مخلوط واكنش در كـووت ريختـه شـد و قبـل از             . استفاده قرار گرفت  
 3/0 ميكرو ليتـر پراكـسيد هيـدروژن         90 ،اندازه گيري سرعت واكنش   

شد و مقدار   درصد به عنوان پذيرنده الكترون به مخلوط واكنش اضافه          
  درجـه  25 ثانيـه در     60 نـانومتر بـه مـدت        470جذب در طـول مـوج       

تغييـرات  .  بـا اسـتفاده از اسـپكتروفتومتر انـدازه گيـري شـد         سانتيگراد
گرم پروتئين آنزيمي بر حسب تغييرات جذب در دقيقه به ازاي هر ميلي          

 و با شاهد كه همان مخلـوط واكـنش قبـل از اضـافه كـردن                 بيان شد 
  . مقايسه شد،دروژن استپراكسيد هي

  
   آنزيم كاتالاز-

) 11( براي اندازه گيـري آنـزيم كاتـالاز از روش چـنس و مـاهلي              
 ميلي ليتر بـافر     75/0 مخلوط واكنش شامل      به اين منظور   .استفاده شد 

 پـروتئين   ليتـر  ميكـرو    pH ،  20=7مولار با   ميلي   100 پتاسيمفسفات  
 اضـافه  كـووت كـوارتز      هب  ميكروليتر آب دو بار تقطير     1500 و   محلول

 ميكرو ليتر پراكسيد هيـدروژن      750و به هنگام اندازه گيري آنزيم       شد  
تغييـرات جـذب در     . گرديـد به مخلوط واكنش اضـافه       ميلي مولار    70

بـا اسـتفاده از     سـانتيگراد    درجـه    25 ثانيه در    60 نانومتر به مدت     240
 در جـذب    تغييرات آنزيمي بر حسب تغييرات    . اسپكتروفتومتر قرائت شد  

كـووت شـاهد نيـز      . شـد در دقيقه به ازاي هر ميلي گرم پروتئين بيان          
 پـروتئين   ليتـر  ميكرو   20 فسفات و    پتاسيم ميلي ليتر بافر     75/0شامل  

  .محلول بود
 مـورد تجزيـه     SASدر نهايت داده ها با استفاده از برنامه آمـاري           

قل  آزمـون حـدا    هـا نيـز توسـط     آماري قرار گرفتند و مقايسه ميـانگين      
نمودارها نيز بـا    .  انجام گرفت   درصد 5 در سطح    (LSD)اختلاف معني   
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  .تهيه گرديد Excelاستفاده از نرم افزار 
  

  نتايج و بحث
  درصد خسارت به غشاء سلولي

در هر دو مرحله رشدي ميزان خسارت به غشاء سلولي به صـورت             
و بـا   ) 2 و   1جـداول   ( دما و رقـم قـرار گرفـت          تأثير  معني داري تحت    

). 2 و   1نمودارهـاي   (هش دما ميزان نشت يوني افزايش پيـدا كـرد           كا
مقادير بالاي نشت يوني نشان دهنـده عـدم توانـايي غـشاء در حفـظ                
تركيبات درون سلولي، خروج بيشتر الكتروليت ها از غـشاء و خـسارت             

در هر دو مرحلـه جوانـه زنـي و گياهچـه اي     . باشدبه غشاء سلولي مي   
 درجــه -15 و -10 ، -5 بــه دماهــاي بيــشترين ميــزان نــشت يــوني

گراد مربوط بود و اين سه تيمار دمـايي تفـاوت معنـي داري بـا                  سانتي
توان اظهار داشـت كـه بـا كـاهش دمـا،            بنابراين مي . يكديگر نداشتند 

 درجه  -5تر از     كند ولي در دماهاي پايين    پايداري غشاء كاهش پيدا مي    
ايش نشت يوني ندارد، زيرا     سانتيگراد، كاهش دما اثر معني داري بر افز       

در اين طيف دمايي ميزان نشت يوني و خسارت به غـشاء بـه حـداكثر        
 و  1نمودارهـاي   ( درصد رسيده اسـت      100ميزان ممكن يعني نزديك     

مطالعات نشان مي دهد كه اسيدهاي چرب غير اشـباع موجـود در             ). 2
يين درجه حرارت پا  . باشندغشاء سلولي در سياليت غشاء بسيار مهم مي       

باعث تغيير سياليت غشاء اين اسيدهاي چرب از حالت نيمـه مـايع بـه               
و بدنبال آن نـشت يـوني افـزايش مـي           ) 22(شود  حالت كريستالي مي  

توليـد شـده در شـرايط تـنش         ) ROS(گونه هاي فعال اكسيژن     . يابد
توانند با اسيدهاي چرب واكنش دهند و سبب پراكـسيداسيون      سرما مي 

و بدنبال آن نـشت محتـواي سـلولي و خـشكي         ليپيدهاي اصلي غشاء    
اين تغييرات سبب ظهور سـاير اثـرات   ). 28(سريع و مرگ سلول شوند   

  ).10(شود سرما زدگي در سطح سلول و گياه مي
در بررسـي اثـر تـنش سـرما در مرحلـه            ) 6(آپوستولوا و همكاران    

گياهچه اي روي دو رقم گندم گزارش كردند كه سطوح نـشت يـوني              
گيرد  قرار نمي  تأثير  اي بالاتر از صفر درجه سانتيگراد تحت        توسط دماه 

در حالي كه تيمار گياهان با دماهاي زير صفر افـزايش شـديدي را در                
اما در آزمايش حاضـر مـشاهده       . شودنشت غشاي پلاسمايي منجر مي    

شــد كــه حتــي دماهــاي بــالاتر از صــفر درجــه ســانتيگراد در مرحلــه 
 در نخود افزايش مـي دهنـد كـه نـشان            زني خسارت به غشاء را     جوانه

دهنده حساسيت بيشتر نخود در مقايسه با گندم بـه تـنش سـرما مـي                
  . باشد

 (LT50) درصد خسارت به غشاء سلولي       50در مرحله جوانه زني،     
 درجه سانتيگراد مـشاهده شـد، امـا ارقـام         5/4در رقم بيونيج در دماي      

 درجـه   3دمـاي    درصد خسارت بـه غـشاء را در          482ILC 50پيروز و   
اين واكنش ارقام نخود با نتايج نايار و همكاران         . سانتيگراد نشان دادند  

ــك اســت) 23( ــم  . نزدي ــه رشــدي رق ــين مرحل در ILC 482در هم
گراد و كمتر از آن در مقايسه با ارقام ديگر          تيمارهاي صفر درجه سانتي   

خسارت كمتري ديده است كه اين نكتـه مؤيـد برتـري ايـن رقـم در                 
رقم پيروز و بيـونيج     . دمايي كمتر از صفر درجه سانتيگراد است      شرايط  

مرحلـه  (در آزمـايش دوم     ). 1نمـودار (حساسيت مشابهي را نشان دادند      
 در بـين ارقـام مـورد        482ILCنيز مشاهده شد كـه رقـم        ) اي گياهچه

تاكـاك  ). 2نمـودار . (بررسي داراي بيشترين مقاومت به يخ زدگي است       
رقم ذرت مـشاهده كـرد كـه بعـد از دو روز             در تحقيقي روي دو     ) 28(

تنش سرما ميزان نشت يوني در رقم حساس بـه سـرما دو برابـر و در                 
نيـز  ) 13(گائو و همكـاران     . رقم مقاوم تنها كمي افزايش پيدا مي كند       

در آزمايشي بر روي چهار رقم برنج دريافتند كه ميزان نشت يـوني در              
هـاي   ر حالي كـه در رقـم  رقم هاي حساس به سرما افزايش مي يابد د      

  . مقاوم تغيير چنداني پيدا نمي كند
  

  پراكسيد هيدروژن
نشان داد كه در هر دو مرحلـه  ) 2و 1جداول( نتايج تجزيه واريانس

ي دمـايي و ارقـام مـورد بررسـي بـر ميـزان پراكـسيد                ها  رشدي تيمار 
  . معني دار داشتندتأثير % 1هيدروژن در سطح 

  
  نس صفات مورد آزمون در مرحله جوانه زني متأثر از سطوح مختلف تيمار دمايي در سه رقم نخود نتايج تجزيه واريا-1جدول

    )MS(ميانگين مربعات 
  منابع تغييرات

  
       كاتالاز        پراكسيداز  )2O2H(پراكسيد هيدروژن  خسارت به غشاء  درجه آزادي

  00015/0  019/0  0067/0  82/14  2  بلوك
  0149/0**  53/1**  506/30**  65/5657**  5  دما
  0032/0**  171/0**  24/1**  97/167**  2  رقم
  ns 35/0  **089/0  **0011/0  67/32**  10  رقم× دما 

  00028/0  023/0  231/0  23/11  34  اشتباه
  CV%(    93/4  03/14  15/14  37/17( ضريب تغييرات

n.s ، * درصد مي باشد1 درصد و 5تلاف معني دار در سطوح احتمال به ترتيب نشان دهنده عدم وجود اختلاف معني دار و وجود اخ** و .  
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   نتايج تجزيه واريانس صفات مورد آزمون در مرحله گياهچه اي متأثر از سطوح مختلف تيمار دمايي در سه رقم نخود-2جدول
  )MS(ميانگين مربعات 

    منابع تغييرات
خسارت به   درجه آزادي

        كاتالاز  ازپراكسيد  )2O2H(پراكسيدهيدروژن   غشاء

  0007/0  36/0  17/1  322/0  2  بلوك
  018/0**  53/5**  69/4**  95/2016**  5  دما
  ns 308/0  ns 000017/0  18/11**  54/107**  2  رقم
  0015/0**  33/1**  73/1*  16/75**  10  رقم× دما 

  0003/0  16/0  616/0  67/11  34  اشتباه
  CV%(    34/4  08/13  52/16  84/13(ضريب تغييرات 

n.s ، * درصد مي باشد1 درصد و 5 به ترتيب نشان دهنده عدم وجود اختلاف معني دار و وجود اختلاف معني دار در سطوح احتمال **و .  
 

 
  در سه رقم نخود طي مرحله جوانه زني) درصد خسارت به غشاء سلولي (ها  دما بر نشت الكتروليتتأثير  -1نمودار 

  

  
  در سه رقم نخود طي مرحله گياهچه اي) درصد خسارت به غشاء سلولي (ها  دما بر نشت الكتروليتتأثير  -2نمودار 

 

 2O2Hمرحله جوانه زني با كاهش دمـا مقـدار          اول در   در آزمايش   
 درجـه   -5افزايش يافـت و بيـشترين ميـزان ايـن افـزايش در دمـاي                

و دارد   در گياه دلالت بر تنش اكـسيداتي       2O2Hافزايش  . گراد بود سانتي
 را سـبب    هـا    و ديگر اثرات زيانبخش بر غشا      ها  كه پراكسيداسيون ليپيد  
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گزارش كردند كه تحت تنش ) 6( آپوستولوا و همكاران). 17( مي شود
و در  % 40سرما ميزان پراكسيد هيدروژن در برگ هاي گندم زمـستانه           

 و همكـاران حسين  .افزايش پيدا كرد% 100برگ هاي گندم بهاره تا 

لام كردند كه تـنش سـرما سـبب افـزايش آسـيب اكـسيداتيو                اع )14(
   . در عدس شد2O2Hصورت توليد  به

 درجه سانتيگراد در    -5در آزمايش حاضر با كاهش دما به كمتر از          
كـه  ) 3نمودار(مرحله جوانه زني ميزان پراكسيد هيدروژن كاهش يافت        

مي تواند به دليل فعـال شـدن سيـستم آنتـي اكـسيدانت و در نتيجـه                  
 -5 در دماهاي كمتـر از  2O2Hالبته كاهش ). 32(  باشد2O2Hتجزيه 

درجه ممكن است به واسطه كاهش فعاليت هاي بيوشـيميايي گيـاهي            
 بـه عنـوان مـاده جـانبي         2O2Hدر دماهاي كم و در كل كاهش توليد         

با افزايش سن گياه حتـي  . حاصل از اين فعاليت هاي بيوشيميايي باشد    
هـاي بيوشـيميايي ميـزان       با افزايش فعاليـت   در شرايط بدون تنش نيز      

ژن افزايش يافته است و از كمتر از يك ميكرو مول بـر           پراكسيد هيدرو 
 ميكرو مـول بـر گـرم وزن         5گرم وزن خشك در مرحله جوانه زني به         

  . خشك در مرحله گياهچه اي در شرايط شاهد رسيده است
قم پيـروز داراي    در مرحله گياهچه اي در اغلب تيمارهاي دمايي ر        

بـود و دو رقـم ديگـر تفـاوت معنـي داري بـا                2O2Hبيشترين ميـزان    
گـراد هـر سـه رقـم       درجه سـانتي   -5در تيمار دمايي    . يكديگر نداشتند 

افزايش قابل توجه اي از نظر ميزان پراكسيد هيدروژن نشان دادند، اما            
-ن، مـي  بنابراي). 4نمودار  (رقم پيروز از بيشترين افزايش برخوردار بود        

توان اظهار داشت كه رقم پيروز نسبت به ارقام ديگر داراي حـساسيت             
.  تحت ايـن تـنش مـي باشـد         ٢O٢Hبيشتري به سرما از حيث تجمع       

طي انجام يك تحقيق روي دو رقـم يونجـه و   ) 30( وانگ و همكاران

در بررسـي روي بـرنج گـزارش كردنـد كـه            ) 13(نيز گائو و همكـاران    
تجمع كمتري از پراكسيد هيدروژن را نشان        ،هاي متحمل به سرما    رقم
  . دهندمي

نتايج اين آزمايش همبستگي مثبت و معني داري را بـين غلظـت             
2O2H          92/0**( و آسيب به غشاء در مرحله جوانه زني r= (   و گياهچـه

توان گفت  بنابراين مي). 4 و 3جداول (نشان مي دهد  ) =r 66/0*( اي
پيـدا كـرده، در نتيجـه پايـداري          يوني افزايش     نشت 2O2Hبا افزايش   

 است و مي توان چنين برداشت كرد كه توليد بيشتر        غشاء كاهش يافته  
پراكسيد هيدروژن باعث پراكسيداسيون غشاء سلولي و كاهش پايداري   

  .گرددغشاء مي
  

  آنزيم كاتالاز
 درجـه سـانتيگراد،   5در مرحله جوانه زني با كاهش دما به كمتر از  

و بيونيج افزايش يافت ولي در       482ILCز در ارقام    فعاليت آنزيم كاتالا  
 درجـه   -5رقم پيروز فعاليت اين آنـزيم بـا كـاهش دمـا بـه كمتـر از                  

اين امر نشان مـي دهـد كـه         ). 5نمودار  (سانتيگراد افزايش نشان نداد     
فعاليت زياد آنزيم در دو رقم فوق مي تواند سبب تجزيـه گونـه هـاي                

در بررسي دو رقم كلـزا گـزارش        ) 7(علي   اشرف و . فعال اكسيژن شود  
 آنـزيم هـاي سـوپر        به شوري ميـزان فعاليـت      در رقم مقاوم  كردند كه   

وانـگ  .  از رقم حساس بودبيشتر اكسيد ديسموتاز، كاتالاز و پراكسيداز
نيز در بررسـي اثـر تـنش سـرما روي يونجـه اعـلام       ) 30( و همكاران

اقه و ريشه نسبت    كردند كه رقم مقاوم فعاليت آنزيمي بيشتري را در س         
  .به رقم حساس نشان داد

  

  
   دما بر ميزان پراكسيد هيدروژن در سه رقم نخود طي مرحله جوانه زنيتأثير  -3نمودار 
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   دما بر ميزان پراكسيد هيدروژن در سه رقم نخود طي مرحله گياهچه ايتأثير  -4نمودار 

  
سـط  در مرحله گياهچه اي ارقام مورد بررسي در شـدت هـاي متو         

تنش سـرما بـا يكـديگر اخـتلاف معنـي داري نـشان ندادنـد، امـا در                   
 بيشترين ميـزان فعاليـت      482ILCپايينترين دماي مورد مطالعه، رقم      

محققين بر نقش آنـزيم كاتـالاز در        ). 6نمودار(آنزيم كاتالاز را دارا بود      
تحت تنش اكسيداتيو ناشـي از سـرما تاكيـد كـرده انـد               2O2Hحذف  

)17.(  
  

  راكسيدازآنزيم پ
 درجـه   -5رشدي به تـدريج بـا كـاهش دمـا تـا             در هر دو مرحله     

گراد ميزان فعاليت آنزيم پراكسيداز افزايش پيدا كرد ولـي از آن              سانتي
پس با كاهش بيشتر دما ميزان فعاليت آنزيم تغيير معنـي داري نـشان              

در طي كاهش دما، فعاليت آنزيم پراكسيداز به منظـور جلـوگيري            . نداد
 ب هاي وارد شده به گياه و حفظ همئوستازي افزايش مي يابـد از آسي

با توجه به عدم افزايش فعاليت آنزيم پراكسيداز در دماهاي كمتر    ). 32(
 در دماهـاي    2O2Hگراد و نيز عدم افزايش غلظـت         درجه سانتي  -5از  

كمتر از اين محـدوده و همچنـين نقـش اصـلي آنـزيم پراكـسيداز در                 
گراد، توليد و    درجه سانتي  -5ت كه در دماي     توان گف  مي 2O2Hتجزيه  
واسـطه  باشـد و در دماهـاي كمتـر از آن بـه            حداكثر مي  2O2Hتجزيه  

 بيـشتري تـشكيل     2O2Hهاي متابوليكي اصـولاً     كاهش شديد فعاليت  
  . باشد نشده و نيازي به تجزيه آن از طريق افزايش فعاليت آنزيمي نمي

  
  اليت آنزيم كاتالاز در سه رقم نخود طي مرحله جوانه زني دما بر ميزان فعتأثير  -5نمودار  
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   دما بر ميزان فعاليت آنزيم كاتالاز در سه رقم نخود طي مرحله گياهچه ايتأثير  -6نمودار 

  
گزارش كردند كه فعاليت آنزيم پراكـسيداز       ) 31(يانگ و همكاران    

تـأثير تـنش سـرما در ابتـدا بـه شـدت               در دو رقم توت فرنگي تحـت        
افزايش پيدا كرد، اما با كاهش بيشتر دما، افزايش فعاليت پراكسيداز به            

نيز اعـلام كردنـد كـه       ) 29(تاسگين و همكاران    . آرامي صورت گرفت  
تيمار سرما موجـب افـزايش فعاليـت آنـزيم پراكـسيداز در ايـن گيـاه                 

  .شود مي
نتايج ايـن آزمـايش نـشان داد كـه در مرحلـه جوانـه زنـي ارقـام                

482ILC  درجه سانتي   -15 و   -10،  -5ونيج در تيمارهايي دمايي      و بي 
گراد داراي ميزان فعاليت آنزيم پراكسيداز بيشتري نسبت بـه دماهـاي            

در مرحلـه گياهچـه اي    ). 7نمـودار ( درجه سانتي گراد بودند      15صفر و   
نيز هر چند در شدت هاي بالاي تنش يخ زدگي اختلاف معنـي داري              

 نشد ولي در تيمار سرمايي صفر درجـه         بين ارقام مورد بررسي مشاهده    
 و بيـونيج داراي بيـشترين فعاليـت آنـزيم     482ILCسانتي گراد ارقـام   

  ). 8نمودار(پراكسيداز بودند 
در كل فعاليت آنزيم پراكـسيداز در هـر دو مرحلـه رشـدي نخـود                

بنـابراين احتمـالاً آنـزيم      . حدود ده برابر بيـشتر از آنـزيم كاتـالاز بـود           
بيشتري را در كاهش خسارات اكسيداسيوني و تجزيـه         پراكسيداز نقش   

. كند پراكسيد هيدروژن بويژه در شرايط تنش سرما و يخ زدگي ايفا مي           
نيز بيان داشته اند كه كاتالاز كارايي كمتري ) 27( سايرام و سريواستاوا

  .در مقايسه با پراكسيداز در زدودن پراكسيد هيدروژن دارد
 بـا   2O2H مثبت و معنـي دار مقـدار         نتايج آزمايش حاكي از رابطه    

ــزيم ــالاز  آن ــاي كات ــسيداز ) =r 98/0**(ه اســت ) =r 89/0**(و پراك
هـا بـه       مقدار اين آنزيم   2O2Hدهد با افزايش      ، كه نشان مي   )3جدول  (

يابـد، همچنـين بـين فعاليـت آنـزيم           افزايش مي  2O2Hمنظور تجزيه   
 90/0**( پراكسيداز وآسيب به غشاء همبـستگي مثبـت و معنـي داري           

r= ( وجود داشت )توان چنين برداشت كرد كـه  بنابراين، مي). 3جدول
توليد بيشتر پراكـسيد هيـدروژن در اثـر تـنش باعـث پراكـسيداسيون               

گردد كـه    و در نتيجه كاهش پايداري غشاء مي       ليپيدهاي غشاء سلولي  
در نتيجه آن فعاليت آنزيم پراكسيداز جهت تجزيه پراكـسيد هيـدروزن            

  . ي يابدافزايش م
  

   ضرايب همبستگي ساده بين صفات اندازه گيري شده در مرحله جوانه زني در نخود-3جدول 

خسارت به   
  غشاء

پراكسيد 
  پراكسيداز  هيدروژن

    H2O2(  **92/0  00/1(پراكسيدهيدروژن
  00/1  87/0**  90/0**  پراكسيداز

  77/0*  86/0**  87/0**  كاتالاز
n.s،  * درصد مي باشد1 درصد و 5ه عدم وجود اختلاف معني دار و وجود اختلاف معني دار در سطوح احتمال به ترتيب نشان دهند** و . 
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   دما بر ميزان فعاليت آنزيم پراكسيداز در سه رقم نخود طي مرحله جوانه زنيتأثير  -7نمودار 

  

  
  رحله گياهچه اي دما بر ميزان فعاليت آنزيم پراكسيداز در سه رقم نخود طي متأثير  - 8نمودار 

  
  

   ضرايب همبستگي ساده بين صفات اندازه گيري شده در مرحله گياهچه اي در نخود-4جدول 

خسارت به   
  غشاء

پراكسيد 
  پراكسيداز  هيدروژن

    H2O2(  *66/0  00/1(پراكسيدهيدروژن
  ns45/0  ns55/0  00/1  پراكسيداز
  ns59/0  90/0**  83/0**  كاتالاز

n.s ، * درصد مي باشد1 درصد و 5ن دهنده عدم وجود اختلاف معني دار و وجود اختلاف معني دار در سطوح احتمال به ترتيب نشا** و   
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  جمع بندي 
با توجه به نتايج اين آزمايش مي توان چنـين اظهـار داشـت كـه                
تنش سرما پايداري غشاء سلولي را كاهش مـي دهـد، امـا تيمارهـاي               

 تفاوت آشكاري بـا يكـديگر از        )سانتيگراد در جه    -15 تا   -5(يخبندان  
 بر پايداري غشاء نشان ندادند، به نظر مي رسد كـه دمـاي              تأثير  لحاظ  

گراد حد نهايي پايداري غشاء سلولي بـه تـنش سـرما              درجه سانتي  -5
مي باشد و ميزان آسيب به غشاء سلولي در اين دما به حـداكثر مقـدار                

د و دماهـاي   درجـه سـانتيگرا   -5ممكن رسيده و تفـاوتي بـين دمـاي          
 پايـداري غـشاء     482ILCدر كـل رقـم      . پايينتر مـشاهده نمـي شـود      

بيشتري در هر دو مرحله رشدي تحـت تيمارهـاي سـرما و يخبنـدان               
 كمتـري را نيـز در هـر دو          H2O2طور معنـي داري      اين رقم به  . داشت

 را افـزاش داد و      H2O2تـنش دمـايي ميـزان       . مرحله رشـدي دارا بـود     
گراد مشاهده شد، با توجه       درجه سانتي  -5ماي  بيشترين ميزان آن در د    

 و نشت يـوني مـي تـوان بخـشي از            H2O2به افزايش همزمان ميزان     
 ناشـي   H2O2نشت يوني حادث شده در طي  تنش سرما را به افزايش             

ي دمـايي مـورد بررسـي ميـزان     هـا  طي تـنش . از اين تنش نسبت داد   
راد افـزايش يافـت و       درجه سانتيگ  -5ي كاتالاز و پراكسيداز تا      ها  آنزيم

 رابطه مثبت و معنـي داري داشـت   H2O2 با غلظت ها  ميزان آين آنزيم  
 در صورت افـزايش  H2O2 در تجزيه ها  دهنده نقش اين آنزيم    كه نشان 

 از  فعاليت آنزيم كاتالاز در رقم حساس پيـروز كمتـر         . اين تركيب است  
ز در هـر    در كل فعاليت آنزيم پراكسيدا    . دو رقم ديگر افزايش نشان داد     

 برابر بيشتر از آنزيم كاتالاز بـود كـه نقـش           10دو مرحله رشدي حدود     
اصلي اين آنزيم را در كاهش خسارت اكسيداتيوي در نخود نشان مـي             

 .دهد
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