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 چكيده

اكسـايد  شـوند. نيتريـك  هاي محيطي از جمله دماهاي پايين باعث كاهش توليد و كيفيت محصولات زراعي ميتنش
هـا برعهـده دارد. در ايـن    هاي رشد گياهي نقش مهمي در كاهش اثرات سـوء ناشـي از تـنش   كنندهعنوان يكي از تنظيمبه

بررسـي قـرار گرفـت.    اكسايد و دماي شبانه مورديوشيميايي گياه نخود تحت تيمار نيتريكب-پژوهش تغييرات صفات فيزيو
هـاي  ها و تركيباتي مانند پرولين، قندهاي محلول و نامحلول، آسـكوربات و فعاليـت آنـزيم   هاي هوايي و ريشهر بخشتَوزن

هـاي هـوايي و   ر بخـش تَاكسايد بر وزنر نيتريكداد كه اثنتايج نشان اكسيداز سنجش شدند.فنلپراكسيداز و پليآسكوربات
ر ريشه، محتواي پـرولين،  تَدار بود. تغيير دما بر وزناكسيداز معنيفنلمحتواي پرولين، قندهاي محلول و فعاليت آنزيم پلي
داشـت.   دارمعنـي  تـأثير اكسـيداز  فنلهاي آسكوربات پراكسيداز و پليقندهاي محلول و نامحلول، آسكوربات، فعاليت آنزيم

هاي هوايي، محتـواي پـرولين، قنـدهاي محلـول و فعاليـت آنـزيم       ر ريشه و بخشتَاكسايد و دما بر وزنكنش نيتريكبرهم
بوده و  شود كه متابوليسم نخود به دماي شبانه وابستهداري را نشان داد. چنين ارزيابي ميمعني تأثيرپراكسيداز آسكوربات

 دهد.قرار مي تأثيرتغييرات متابوليكي را تحت  اكسايد الگوينيتريك تيمار
  

  اكسايدمتابوليسم، نخود، نيتريك سرما، كلمات كليدي:
  
  مقدمه

ها در تغذيه انسان اهميت فراوان آن دليلبهكشت حبوبات 
خـاطر  هاي اخير توسعه چشمگير يافته اسـت. بـه  و دام در سال

ه نيتـروژن  كننـد هاي تثبيتهمزيستي ريشه حبوبات با باكتري
كشت اين گياهـان نقـش مهمـي در افـزايش حاصـلخيزي       ،هوا

علت در تناوب با سـاير گياهـان زراعـي     همينخاك داشته و به
). دانـه نخـود داراي   Namvar et al., 2011شـوند ( كشت مـي 
عناصـر ضـروري ماننـد     همچنـين توجهي پروتئين و مقدار قابل

سين و ريبـوفلاوين  هايي نظير نياكلسيم، فسفر، آهن و ويتامين
كيفيت پايين محصول نخـود   ).Akhar et al., 2011باشد (مي

شـود. در  داده ميهاي زيستي و غيرزيستي نسبتبه تنش عمدتاً
هاي اخير براي افـزايش مقـدار و ارتقـاء كيفيـت محصـول      سال

هـاي رشـد   كننـده زيسـتي، كـاربرد تنظـيم   هاي غيرتحت تنش
ــك  ــون نيتري ــاهي همچ ــايدگي ) Nitric Oxide, NO( اكس

يك  Chohan et al., 2012( .NOگرفته است (توجه قرارمورد
مولكول فعال زيستي است كه نقش مهمـي در پاسـخ بـه انـواع     
                                                 

  :جاده مراغه دانشگاه شهيد مدني  35نشاني: تبريز كيلومتر نويسندة مسئول
، 53714- 161، گروه زيست شناسي، دكتر چاپارزاده، صندوق پستي آذربايجان 

  nchapar@azaruniv.ac.ir، 09144110668همراه: 

ها، سميت فلزات سنگين و... كشهاي دمايي، خشكي، علفتنش
بـردن ظرفيـت   بـا بـالا   Liu et al., 2011( .NOكند (ايفاء مي

ن را در برابر شرايط نامساعد محيطي تواند گياهاتوان دفاعي مي
ــه  ــد. در تجربــ ــت نمايــ ــگاهي از  محافظــ ــاي آزمايشــ هــ

اكسـايد  كننده نيتريـك تركيب آزاد عنوانبهنيتروپروسايد سديم
ــود  ــي ش ــتفاده م  ).Ruelland & Zachowski, 2010( اس

هاي محيطـي موجـب كـاهش    همانند ديگر تنش دماهاي پايين
در واقــع دماهــاي پــايين شــوند. توليــد محصــولات زراعــي مــي

تغييرات متعددي را در فرآيندهاي بيوشيميايي و فيزيولـوژيكي  
ــه هــاي فعــال اكســيژن در گياهــان موجــب  و هموســتازي گون

توانـد فعاليـت   مـي  اكسـايد نيتريـك تيمـار بـا   گردنـد. پـيش  مي
هاي فعال اكسيژن را القاء و يا بيان كننده گونههاي جاروبآنزيم

بوط بـه تـنش اكسـيداتيو را افـزايش دهـد      هاي مربعضي از ژن
)Palmieri et al., 2008اكسايدنيتريكهايي از نقش ). گزارش 

 ,.Siddiqui et alدسـت اسـت (   در تحمـل تـنش دمـايي در   
ويژه در مقـاطع حسـاس   كه كاهش دما بهتوجه به اين). با2010

رشد و نمـوي گيـاه، باعـث كـاهش توليـد و كيفيـت محصـول        
 تيمـار پـيش شـده اثـرات   راين در اين مطالعه سعيگردد، بنابمي

NO بيوشيميايي كه بـه مـوازات افـت    -بر برخي تغييرات فيزيو
تنهـا بـا    آشـكار گـردد.   ،دهـد رخ مي نخود دماي شبانه در گياه
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دخيل در  وژيكيشناخت دقيق فرايندهاي بيوشيميايي و فيزيول
نسبت توان مي ،حساسيت و يا مقاومت گياهان به دماهاي پايين

  تفسير در مورد ساير گياهان اقدام كرد. ه راهكار وه ارائب
  

  هامواد و روش
) .Cicer arietinum Lبذور سالم نخـود ( : كشت گياهان

ضـدعفوني و بـا    درصـد يكهيپوكلريت سديم  با ILC482رقم 
زنـي بـذرها بـر روي كاغـذ     شستشو داده شدند. جوانـه  مقطرآب

ــه  ــوب ب ــافي مرط ــارص ــدت چه ــورم ــت. ســپس روز ص ت گرف
مـدت  يافتـه و بـه  هاي حاوي پرليت انتقالها به گلدانرستدانه
سـاعت نـور و   14شده با تنـاوب نـوري   روز در شرايط كنترل10
طـور  ها بـه مدت گلداننگهداري شدند. در اين ساعت تاريكي10
و محلول غذايي هوگلند تغذيه شدند.  مقطرآبروزدرميان با يك

روزه بـه دو گـروه تقسـيم    10هـاي  سـت رهاي حاوي دانهگلدان
گرديدند: گروه اول با محلول هوگلند بدون سديم نيتروپروسايد 

ــول هوگلنــد حــاوي     ــروه دوم بــا محل ــولار ميلــي 1/0و گ م
ــديم ــايد (س ــهنيتروپروس ــوانب ــد عن ــه) NO ةدهن ــورتب  ص

هاي مذكور از روزدرميان تا روز شانزدهم تيمار شدند. گلدانيك
ي دمايي روز متوالي تحت تيمارهاشبانهسه مدتهبروز شانزدهم 

قـرار   گـراد سـانتي  25/5 و 25/15 ،25/25 صـورت بـه روز/شب 
 تيمار برداشت وساعت پس از اعمال آخرين48 ،هاگرفتند. نمونه

  هاي بيوشيميايي مورد استفاده قرار گرفتند. براي آناليز
 ـوزنهـاي هـوايي:   ر ريشه و بخـش تَگيري وزناندازه ر تَ

  هاي هوايي با ترازوي حساس توزين شد.ها و بخشريشه
ــدازه  ــرولين: انـ ــري پـ ــي  گيـ ــت برگـ ــبافـ ــا تَـ ر بـ

گرديـد.   سـانتريفيوژ همگـن و   درصدسهاسيد سولفوساليسيليك
اسـتيك مخلـوط و در   هيدرين و اسيدرويي با معرف نين ةعصار

و  يـخ آبشد. پس از توقف واكـنش در  جوش قرار دادهحمام آب
ج دن تولوئن، ميزان جـذب نـوري فـاز رنگـي در طـول مـو      افزو
nm520       تعيين و مقدار پـرولين برحسـب ميكرومـول بـر گـرم
 ).Bates et al., 1973ر گزارش گرديد (تَوزن

 ـبافـت برگـي  گيري محتواي قندهاي محلول: اندازه ر بـا  تَ
جـوش  دادن در حمـام آب همگن و بعد از قـرار  درصد80اتانول 
 مـايعِ  . جهت رسوب كلوئيدهاي محلـول، بـه  وژ گرديديسانتريف

گرديـد. سـپس بـه     سانتريفيوژسرب اشباع اضافه و رويي استات
فسـفات اضـافه و دوبـاره    هيـدروژن سـديم  ،رويـي حاصـل   مايعِ

حجـم رسـانده شـد. جهـت     مقطر بـه گرديد و با آب سانتريفيوژ
رويـي بـا محلـول آنتـرون      ةعصار ،سنجش قندهاي محلول كل

شد. پس از توقف واكنش جوش قرار دادهمام آبمخلوط و در ح
گيري شـد.  اندازه nm 625يخ ميزان جذب در طول موج در آب

اسـتفاده از منحنـي اسـتاندارد گلـوكز     مقدار قند در هر نمونه با

ر گزارش گرديد تَگرم بر گرم وزنخالص تعيين و بر حسب ميلي
)Somogyi et al., 1952.(  

رسـوب حاصـل از   محلول: هاي ناگيري محتواي قنداندازه
نرمال مخلـوط و در حمـام   نيم HClسنجش قندهاي محلول با 

 بـا  رويي حاصل وژ، مايعِيشد. پس از سانتريفقرار داده جوشآب
NaOH به حجم رسانده مقطرآبتيتر و در نهايت با  ،نرمالنيم 

رويـي بـراي    ةشد. جهت سـنجش قنـدهاي نـامحلول از عصـار    
هاي محلول اسـتفاده و بـر حسـب    همانند قند واكنش با آنترون

  ر گزارش گرديد.تَگرم بر گرم وزنميلي
ــدازه ــكورباتانـ ــبافـــت برگـــي :گيـــري آسـ ــا تَـ ر بـ

 گرديد. مـايعِ  سانتريفيوژهمگن و  درصد6اسيد كلرواستيكتري
و  مـولار ميلـي 200سـديم ( فسـفات رويي با محلول حـاوي بـافر  

4/7=pH ،(5/2اسـيد  كلرواسـتيك دوبارتقطير، تـري  مقطرآب% ،
مخلـوط   درصـد 8/0پيريدين بي 2و2و  درصد4/8فسفريك اسيد

اضـافه و بعـد از    درصـد 3/0آهـن  شد. سپس بـه آرامـي كلريـد   
، ميـزان  گـراد سـانتي درجـه  42قرارگيري در حمام آب با دماي 

گيري شد. در نهايت مقدار آسـكوربات  اندازه nm 525جذب در
ــرم وزن     ــر گ ــول ب ــب ميكروم ــر حس ــب ــد تَ ــزارش گردي  ر گ

)Chaparzadeh et al., 2004.(  
 ـبافت برگي: هاگيري فعاليت آنزيماستخراج و اندازه ر در تَ

 5/7و  mM 100سـديم ( فسفاتبا بافر گرادسانتيدرجه 4دماي
 =pH ــاوي ــي )mM 1/0 (EDTA) ح ــلو پل ــدون ويني پيرولي

ت رويـي جه ـ  گرديد. از محلولِ سانتريفيوژ) همگن و درصد(يك
ــزيم  ــت آنـ ــنجش فعاليـ ــكورباتسـ ــاي آسـ ــيداز و هـ پراكسـ

  اكسيداز استفاده شد.فنلپلي
 پراكسـيداز، مـايعِ  جهت سنجش فعاليت آنزيم آسـكوربات 

و  µM 250رويي با دو بافر واكنشي كه يكي حاوي آسـكوربات  
) و mM 5/0 (EDTA) و pH=7و  mM50سـديم ( فسفاتبافر

ــاوي آب ــري ح ــيژنه اُديگ ــا mM 5/1كس ــديم فســفاتفرو ب س
)mM50  7و=pHمخلوط گرديـد. ميـزان جـذب در     ،) بودnm 

تصـحيح  استفاده از ضـريب گيري و فعاليت آنزيمي بااندازه 290
1-cm1-mM 8/2 گـرم پـروتئين   واحد آنزيمي بر ميلي صورتبه

  ).Cho et al., 2012گزارش شد (
اكسـيداز، مقـداري   فنـل جهت سنجش فعاليت آنزيم پلـي 

حـاوي   pH)=  8/6و  mM 100ويي بـا بـافر واكنشـي (   ر مايعِ
 nm420مخلـوط گرديـد. تغييـر جـذب در      mM 20پيروگالل 

گرم جذب بر ميلي صورتبهگيري و فعاليت آنزيمي دقيقه اندازه
 ).Simaei et al., 2011پروتئين گزارش گرديد (
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  تجزيه و تحليل آماري
و  16نسخه SPSS افزارهاي آماري از نرمبراي انجام تجزيه

Excel  مقايسه  شد. انجام تكرارچهار استفاده گرديد. آزمايش با
خطاي معيار) با استفاده از آزمون دانكن در سطح  ±ها (ميانگين
 درصد انجام گرفت.پنجاحتمال 
  

  نتايج و بحث
  هاي هواييريشه و بخش رتَوزن

كلي  داد كه اثرواريانس نشاننتايج حاصل از جدول تجزيه
نداشـت. اثـر    دارمعنـي  تـأثير هاي هوايي ر بخشتَدما روي وزن

NO دار هاي هوايي معنيبخشر تَوزنكنش آن با دما بر و برهم
از ميـزان   NOواقع با كاهش دما و در غيـاب   ). در1بود (جدول

 ينبيشـتر  NOدر حضـور   ،هاي هوايي كاسته شـد بخشر تَوزن
درجـه مشـاهده   15ر دمـاي  هـاي هـوايي د  بخـش ر تَوزنمقدار 

ي نداشـت. اثـر   تأثيرر ريشه تَبر وزن NO). عامل1گرديد (شكل
دار بـود  ر ريشه معنـي تَو دما بر روي وزن NOكنش دما و برهم
ــمقــدار وزن بيشــينه، NO). در حضــور 1(جــدول ر ريشــه در تَ

ــاي  ــه15و  25دماه ــاي  درجــه و كمين ــدار در دم درجــه 5مق
ريشـه متعلـق   ر تَوزنمقدار  ينكمتر NOمشاهده شد. در نبود 

گياهي دماي خاصي را  ةگون). هر2بود (شكل درجه15به دماي 
بـر رشـد،    ،خود لازم دارد. دماهاي پـايين  ةنمو بهينوبراي رشد
يك ، گذارند. كاهش رشدمثل و توزيع گياهان اثر ميبقاء، توليد

آمـدن بـه شـرايط    تنش براي فـايق  گياهان تحت پاسخ عمومي
واقـع كـاهش رشـد بـا كـاهش وزن      شود. دراگوار محسوب مين

شود. مهار رشد تحت تنش سرما در گياه بـرنج بـا   داده مينشان
 .)Aghaee et al., 2011(شده است توده گزارشستكاهش زي

 و شـدن جـذب آب  محـدود  علـت بـه اين كاهش ممكـن اسـت   
اثر  علتبهكاهش دما  همچنينها باشد. غذايي توسط ريشهمواد

باعث كـاهش   Assimilation)( 2COآسيميلاسيونمنفي روي 
گردد كه فرآيندهاي شيميايي مي شدنمحدودخالص و فتوسنتز

شدن سـلول  خود از طريق كاهش تقسيم سلولي و طويل ةنوببه
 ,.Aghaee et al(شـود  به كاهش رشـد گيـاه مـي   منجر نهايتاً

 ـ  NO. اثر تنظيمي )2011 ه غلظـت  بر روي رشد ممكن اسـت ب
NO هاي فعال اكسيژن ارتبـاط داشـته   كنش آن با گونهو برهم

بر سياليت لايه ليپيدي غشاء سلولي و سپس  تأثيربا  NOباشد. 
تواند توسعه سلول را تسريع نمايـد  شدگي ديواره سلولي ميشل

)Leshem & Haramaty, 1996  در واقع افزايش رشد گيـاه .(
شدن ديـواره  سطح چوبيكاهش  وسيلهبه NOدر غلظت پايين 

 NOافتد. سـطح بـالاي   سلولي و تسريع توسعه سلول اتفاق مي
، ديـواره سـلولي را   ءممكن است با ايجاد تنش اكسـيداتيو غشـا  

). Wang et al., 2010تخريب و باعث مهار رشد گيـاه گـردد (  
كـه دمـاي    شودچنين استنباط مي ،توجه به نتايج اين تحقيقبا

مــــولار ميلــــي 1/0غلظــــت و  گــــرادســــانتي درجــــه15
نيتروپروسـايد حالـت مطلـوب رشـد گيـاه نخـود در ايـن        سديم

از  ،جانبـه خـود  با اثرات چنـد  NOشود آزمايش باشد. تصور مي
هـاي  بـر چربـي   تـأثير بـا   جمله تسريع توسـعه سـلولي(احتمالاً  

غشايي) با اثرات منفي كاهش دما، از جمله كاهش رشد مقابلـه  
 كند.مي
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  هوايي و دما بر وزن تر بخش اكسايدنيتريكاثر  -1شكل 
T5، T15 و T25 ،و  گرادسانتي درجه25و 15، 5ترتيب دماهاي شبانه بهSNP0 و SNP1 دهندمولار را نشان ميميلي 1/0صفر و نيتروپروسايدترتيب سديمبه .  

 .درصد است 5تمال دار در سطح احنيحروف مشابه بيانگر عدم اختلاف مع

Fig.1. The effect of nitric oxide and temperature on shoot fresh weight 
The common letters indicate non-significant at 5% level of probability. T5, T15 and T25 indicate night temperatures at 5, 15 and 25, 

respectively. SNP0 and SNP1 indicate sodium nitroprusside at 0 and 0.1 millimolar, respectively. 
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  ريشه و دما بر وزن تر اكسايدنيتريكاثر  -2شكل

T5 ،T15  وT25گراد و درجه سانتي25و 15، 5ترتيب دماهاي شبانه ، بهSNP0 و SNP1 دهند. مولار را نشان ميميلي 1/0نيتروپروسايد صفر وترتيب سديمبه  
 درصد است. 5دار در سطح احتمال حروف مشابه بيانگر عدم اختلاف معني

Fig.2. The effect of nitric oxide and temperature on root fresh weight  
The common letters indicate non-significant at 5% level of probability. T5, T15 and T25 indicate night temperatures at 5, 15 and 25, 

respectively. SNP0 and SNP1 indicate sodium nitroprusside at 0 and 0.1 millimolar, respectively. 
 

 

  پرولين
داد كه اثر دما واريانس نشان نتايج حاصل از جدول تجزيه

هـا بـر روي محتـواي پـرولين     كـنش بـين آن  و نيز برهم NOو 
باعث كاهش  NO). كاهش دما در حضور 1بود (جدول دارمعني
مقـدار   ينكمتركه طوريهدار در محتواي پرولين گرديد، بمعني

 NOمشـاهده شـد. در عـدم حضـور      درجـه 5پرولين در دماي 
اختصـاص يافـت    درجـه 15مقدار پـرولين بـه دمـاي     ينبيشتر
هـاي زيسـتي و   ). گياهان پرولين را در پاسخ بـه تـنش  3(شكل

كنند. نقش پرولين درونـي تحـت تـنش    ي انباشته ميزيستغير
 pHهـاي پروتئينـي، تنظـيم    كردن كمـپلكس اكسيداتيو، پايدار

هـاي آزاد  كننـده راديكـال  يـك جـاروب   عنوانبهسيتوزولي و يا 
). سطح بـالاي پـرولين   Hayat et al., 2012باشد (اكسيژن مي

بلكه  ،ستديده تنها دلالت بر تحمل سرمايي نيدر گياهان سرما
تواند نشانگر آسيب سرمايي هـم باشـد. بنـابراين انباشـتگي     مي

 Aghaee( پرولين در شرايط خاص داراي معاني مختلفي است

et al., 2011  فرنگـي  ). افزايش محتواي پرولين در گيـاه گوجـه
 Hayat(شده اسـت  گزارش NOاستفاده از شوري باتحت تنش

et al., 2012( .نوتيپ هم افزايش و هـم  نوع ژبسته به همچنين
شده است كاهش پرولين در گياه پنبه تحت تنش سرما مشاهده

)Azymi et al., 2012 پرولين توانايي كاهش آسيب سرمايي .(
 ,.Theocharis et alرا در گياهـان حسـاس بـه سـرما دارد (    

ــزيم  ). در گياهــان2012 ــه عملكــرد آن ــرولين ب هــاي ســطح پ
دارد. در شرايط تـنش ميـزان   كننده بستگي بيوسنتزي و تجزيه

يابـد  هاي مسـير بيوسـنتزي پـرولين افـزايش مـي     رونويسي ژن
)Hare et al., 1999ًدر آزمايش حاضر احتمالا .( NO همراه به

هـاي  علامتي بـراي كـاهش فعاليـت آنـزيم     عنوانبهكاهش دما 
كننـده عمـل   هـاي تجزيـه  كننده و يا افزايش فعاليت آنزيمسنتز
  نمايد.مي

  
  محلولهاي محلول و ناقند

هـا بـر محتـواي    كـنش بـين آن  و نيز برهم NOاثر دما و 
). كاهش دما در حضور يا 1دار بود (جدولقندهاي محلول معني

دار ميزان قندهاي محلول موجب افزايش معني ،NOحضور عدم
ثر ؤ). دما بر محتواي قندهاي نامحلول م ـ4ها گرديد (شكلبافت
و دمـا بـر محتـواي قنـدهاي      NOكـنش  برهم و NOولي  ،بود
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ــامحلول  ــأثيرن ). چگــونگي تغييــرات در 1ي نداشــت (جــدولت
  ).5محتواي قندهاي نامحلول همانند قندهاي محلول بود (شكل
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  و دما بر محتواي پرولين  اكسايدنيتريكاثر  - 3شكل

T5 ،T15  وT25گراد و ه سانتيدرج25و 15، 5ترتيب دماهاي شبانه ، بهSNP0 و SNP1 دهند. مولار را نشان ميميلي 1/0نيتروپروسايد صفر وترتيب سديمبه  
 درصد است. 5دار در سطح احتمال حروف مشابه بيانگر عدم اختلاف معني

Fig. 3. The effect of nitric oxide and temperature on proline contents  
The common letters indicate non-significant at 5% level of probability. T5, T15 and T25 indicate night temperatures at 5, 15 and 25, 

respectively. SNP0 and SNP1 indicate sodium nitroprusside at 0 and 0.1 millimolar, respectively. 
  

 انداختندامها يك مسير مهم در بهمتابوليسم كربوهيدرات
نيـاز گيـاه اسـت.    كننـده كـربن مـورد   مينأانرژي فتوسنتزي و ت

جـايي محصـولات فتوسـنتزي و    هجاب ،طوركلي دماهاي پايينبه
هنـد. بـراي   دقـرار مـي   تـأثير ها را تحت متابوليسم كربوهيدرات

به تغييرات در عوامل محيطي مانند دما، نور، آب و... منجر ،مثال
هاي منبع شده و تزي در بافتداري در بازده فتوسنكاهش معني

هـاي مقصـد كـاهش    مين قندهاي محلـول بـه بافـت   أبنابراين ت
هـاي  هاي مختلـف، غلظـت  يابد. تحت تنش و نيز در ژنوتيپمي

هـاي مختلـف از   مقصـد در انـدام  -قندي و تخصيص بين منبـع 
دماهاي پـايين، خشـكي،    كنند. مثلاًالگوي يكساني پيروي نمي
كـه  حـالي در ،قندهاي محلول شـده  شوري باعث افزايش غلظت

 زن غلظـت غـذايي و اُ سـنگين، كمبـود مـواد   تابش نـور، فلـزات  
 & Strand et al.,1999دهنـد( قندهاي محلول را كاهش مـي 

Gill et al., 2001     متابوليسم قنـدها فرآينـدي پويـا اسـت و .(
 آسميلاسـيون تغييـرات در   علـت بـه توانـد  نوسانات قنـدها مـي  

هاي دخيـل  مقصد و فعاليت آنزيم-أو روابط مبدكربن اكسيددي
منظـور  باشد. مسيرهاي علامتي قندها با مسـيرهاي تنشـي بـه   

شده در ديگر تعامل دارند. قندهاي توليدتنظيم متابوليسم با هم
سـاكاريدهاي نشاسـته و سـلولز    طي فتوسنتز براي بيوسنتز پلي

در دماهـاي  . (Rosa et al., 2009) گيرنـد استفاده قرار ميمورد
تواند نقش مهمي را در افـزايش غلظـت   پايين كاهش تنفس مي

ها داشته باشد. علت تجمع قندهاي محلول در طي كربوهيدرات
ــنش ــي  ،ت ــته) م ــامحلول (نشاس ــدهاي ن ــه قن ــه تجزي باشــد ك
شده و خطـر دهيدراتاسـيون   طريق پتانسيل اسمزي حفظبدين

كننـده  حفاظت نعنوابهيابد. بنابراين قندهاي محلول كاهش مي
). كـاهش  Windt & Hasselt, 1999كننـد ( ي عمل مييسرما

 NOميــزان قنــدهاي محلــول در گياهــان نخــود تحــت تيمــار 
 ـ ؛)Ganjewala et al., 2008شده است (گزارش  ةولي در تجرب

 Matricariaاز طرفي در  و ييد نگرديدأاي تنتيجهحاضر چنين
chamomilla  ــ  ــدها ش ــواي قن ــزايش محت ــث اف ــت باع ده اس

)Kovacik et al., 2010ـ   ). با   ،آمـده دسـت هتوجـه بـه نتـايج ب
بـر   تـأثير توان چنين ارزيابي كرد كه كاهش دماي شبانه بـا  مي

هـا از  موجب انباشتگي قندها جهـت حفاظـت بافـت    ،متابوليسم
  گردد.هاي احتمالي ميآسيب

  
  آسكوربات  
NO كنش و نيز برهمNO     و دما بـر محتـواي آسـكوربات

). كاهش دما 1دار بود (جدول ي نداشت ولي اثر دما معنيرتأثي
 ـ   ينبيشـتر كـه  طـوري هباعث افزايش محتواي آسكوربات شـد، ب

 درجـه 25مقـدار در دمـاي    ينكمتـر و  درجـه 5مقدار در دماي 
  ).6مشاهده گرديد (شكل
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  و دما بر قندهاي محلول اكسايدنيتريكاثر  - 4شكل

T5 ،T15  وT25گراد و درجه سانتي25و 15، 5ترتيب دماهاي شبانه ، بهSNP0 و SNP1 دهند. مولار را نشان ميميلي 1/0نيتروپروسايد صفر وترتيب سديمبه  
 درصد است. 5دار در سطح احتمال حروف مشابه بيانگر عدم اختلاف معني

Fig. 4. The effect of nitric oxide and temperature on soluble sugars  
The common letters indicate non-significant at 5% level of probability. T5, T15 and T25 indicate night temperatures at 5, 15 and 25, 

respectively. SNP0 and SNP1 indicate sodium nitroprusside at 0 and 0.1 millimolar, respectively. 
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  و دما بر قندهاي نامحلول اكسايدنيتريكاثر  -5شكل

T5 ،T15  وT25گراد و درجه سانتي25و 15، 5ترتيب دماهاي شبانه ، بهSNP0 و SNP1 دهند. مولار را نشان ميميلي 1/0نيتروپروسايد صفر وترتيب سديمبه  
 درصد است. 5دار در سطح احتمال حروف مشابه بيانگر عدم اختلاف معني

Fig. 5. The effect of nitric oxide and temperature on insoluble sugars  
The common letters indicate non-significant at 5% level of probability. T5, T15 and T25 indicate night temperatures at 5, 15 and 25, 

respectively. SNP0 and SNP1 indicate sodium nitroprusside at 0 and 0.1 millimolar, respectively. 
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در آب  محلول تاكسيدانآسكوربات مولكول كوچك و آنتي
اي يـك سوبسـتراي اصـلي در مسـير چرخـه      عنوانبهاست كه 

گيـرد.  استفاده قرار ميپراكسيد موردزدايي آنزيمي هيدروژنسم
شـدن  آسكوربات براي تنظيم فتوسنتز، توسـعه سـلولي، طويـل   

ربات هاي آنزيمي ضروري است. آسـكو ريشه و در برخي واكنش
از طريــق دخالــت در توليــد گلوتــاتيون احيــاء در چرخــه      

بـرده و   هاي فعال اكسـيژن را از بـين  گلوتاتيون، گونهآسكوربات
زا تقويـت  ترتيب توانايي گياهان را در مقابل عوامـل تـنش  بدين
ــي ــد (م ــدار   ).Shah et al., 2011كن ــزايش مق ــابراين اف بن

راي حفاظت گياهـان  بايست بآسكوربات در دماهاي پايين را مي
 شده ارزيابي نمود.از تنش القا
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   و دما بر محتواي آسكوربات اكسايدنيتريكاثر  -6شكل

T5 ،T15  وT25گراد و درجه سانتي25و 15، 5ترتيب دماهاي شبانه ، بهSNP0 و SNP1 دهند. ان ميمولار را نشميلي 1/0نيتروپروسايد صفر وترتيب سديمبه  
 درصد است. 5دار در سطح احتمال حروف مشابه بيانگر عدم اختلاف معني

Fig. 6. The effect of nitric oxide and temperature on ascorbate contents  
The common letters indicate non-significant at 5% level of probability. T5, T15 and T25 indicate night temperatures at 5, 15 and 25, 

respectively. SNP0 and SNP1 indicate sodium nitroprusside at 0 and 0.1 millimolar, respectively. 
  

  پراكسيداز فعاليت آنزيم آسكوربات
بـر ميـزان    NOاثـر كلـي    ،هاي آناليز واريانسبر اساس داده

ولي اثر دما و نيـز   ،نشد دارمعنيپراكسيداز فعاليت آنزيم آسكوربات
). 1دار بود( جدولو دما بر فعاليت اين آنزيم معني NOكنش برهم
و در  درجه5در دماي  NOمقدار فعاليت آنزيم در حضور  ينبيشتر

). 7باشــــد (شــــكلمــــي درجــــه25غيــــاب آن در دمــــاي 
هـا و بعضـي   عالي، جلبـك در گياهان پراكسيدازها عمدتاًآسكوربات

پراكســيداز هــاي آســكورباتنــد. بيــان ژنســيانوباكترها وجــود دار
، حمله پاتوژني و UVعواملي مانند شوري، تابش  وسيلهبهتواند مي

). Dabrowska et al., 2007شـود (  ءدماهاي بـالا و پـايين القـا   
فرنگـي و در  پراكسيداز سيتوزولي در گوجـه افزايش بيان آسكوربات

 ,.Wang et alگياه ذرت تحت تنش سرما گـزارش شـده اسـت (   
دهنده  عنوانبهآسكوربات  وسيلهبهپراكسيدازها ). آسكوربات2005

كـردن  طور مستقيم در جاروببه آب، به 2O2Hالكترون و با احياء 
شـده اسـت كـه    هاي فعال اكسـيژن دخالـت دارنـد. گـزارش    گونه

هـاي  زومي در پاسـخ بـه انـواع تـنش    پراكسي پراكسيدازِآسكوربات
 Murgia etشـود ( گرما، نور انباشته مي اكسيداتيوي مانند سرما،

al., 2004در دمـاي پـايين تيمـار     ،). در اين مطالعهNO   موجـب
 پراكسيداز شده است كـه احتمـالاً  افزايش فعاليت آنزيم آسكوربات

هـاي آنزيمـي در دمـاي    توانايي گياه در حفاظـت پـروتئين   علتبه
ــي  ــايين م ــع پ ــد. در واق ــان    ،باش ــت و بي ــين فعالي ــاط ب ژن ارتب

موجـب   ،ثر در تحمـل ؤپراكسيداز در كنار ساير عوامل مآسكوربات
 ).7بروز چنين پاسخي شده است (شكل

  

  اكسيداز فنلفعاليت آنزيم پلي
و  NOداد كه اثر نتايج حاصل از جدول تجزيه واريانس نشان

 NOكنش دار بود. برهماكسيداز معنيفنلدما بر فعاليت آنزيم پلي
). در تمـام دماهـاي   1ن تأثيري نداشـت (جـدول  و دما بر فعاليت آ

ين فعاليـت  بيشـتر ولـي   ،فعاليت آنزيم را افزايش داد NOمذكور، 
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  ).8درجه بود (شكل25دماي ين فعاليـت آن مربـوط بـه    كمتردرجه و 15آنزيم مربوط به دماي 
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  راكسيدازو دما بر فعاليت آسكوربات پ اكسايدنيتريكاثر  - 7شكل

T5 ،T15  وT25گراد و درجه سانتي25و 15، 5ترتيب دماهاي شبانه ، بهSNP0 و SNP1 دهند. مولار را نشان ميميلي 1/0نيتروپروسايد صفر وترتيب سديمبه  
 درصد است. 5دار در سطح احتمال حروف مشابه بيانگر عدم اختلاف معني

 Fig. 7. The effect of nitric oxide and temperature on Ascorbate peroxidase  
The common letters indicate non-significant at 5% level of probability. T5, T15 and T25 indicate night temperatures at 5, 15 and 25, 

respectively. SNP0 and SNP1 indicate sodium nitroprusside at 0 and 0.1 millimolar, respectively. 
  

c

ab

cbc

a

ab

0

0.5

1

1.5

2

2.5

T25 T15 T5

P
ol

yp
he

no
l 

ox
id

as
e 

ab
so

rp
ti

on
/ 

m
g 

pr
ot

ei
n

SNP0

SNP1

  
  و دما بر فعاليت پلي فنل اكسيداز اكسايدنيتريكاثر  - 8شكل

  درصد است 5دار در سطح احتمال نيحروف مشابه بيانگر عدم اختلاف مع
5T، 15T25وT   0و  گرادسانتي درجه25و 15، 5به ترتيب دماهاي شبانهSNP 1 وSNP مولار را نشان مي دهند.ميلي 1/0يدصفر وبه ترتيب سديم نيتروپروسا  

Fig. 8. The effect of nitric oxide and temperature on Polyphenol oxidase  
The common letters indicate non-significant at 5% level of probability. T5, T15 and T25 indicate night temperatures at 5, 15 and 25, 

respectively. SNP0 and SNP1 indicate sodium nitroprusside at 0 and 0.1 millimolar, respectively. 
  

روزي مختلـف  در گياه كـاهو در تيمارهـاي دمـايي شـبانه    
شـده اسـت   (شـب/روز) گـزارش   13/20فعاليت آنزيم در بيشينه

)Chon et al., 2012 دماهـاي   ،كـه است ). چنين ارزيابي شده

ــز  ــب اف ــايين موج ــوان   پ ــده و ت ــزيم ش ــن آن ــت اي ايش فعالي
طـرف  ). ازBoo et al., 2011( يابـد افزايش مي اكسيداتيوآنتي

بـا ايجـاد تـنش     گـراد سـانتي  درجـه 15ديگر در هندوانه دماي 
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سرمايي موجب كاهش فعاليت آنزيم نسبت بـه دماهـاي بـالاتر    
اكســيدازها يــا فنــل). پلــيRivero et al., 2001شــود (مــي

هاي حـاوي مـس هسـتند كـه اكسيداسـيون      ها، آنزيمتيروزيناز
 همچنـين كننـد.  هـا را كاتـاليز مـي   فنلي بـه كوئينـون  تركيبات

 هـاي فعـال اكسـيژن نقـش دارد    اكسيداز در توليد گونهفنلپلي
)Mayer, 2006عالي يافت اكسيدازها در اكثر گياهانفنل). پلي

سـبزيجات   ها وشدن يا رسيدن ميوهايشوند و مسئول قهوهمي
سـازي  فعـال  بـا  NOتوان چنين ارزيابي كرد كـه  باشند. ميمي

تواند دلايلـي  اكسيداز يا ممانعت از تخريب آن ميفنلآنزيم پلي
براي افزايش فعاليت اين آنزيم در مطالعه حاضر باشد. علاوه بـر  

آمونياليـاز،  آلانـين بـر فعاليـت فنيـل    تـأثير تواند بـا  مي NO آن
اكســيدازها را فــراهم نمــوده و فنـل اي پلــيسوبسـتراي لازم بــر 

  دارد.ها را در سطح بالايي نگه طريق فعاليت آنبدين

   
   گيرينتيجه

داد كـه كـاهش دمـاي    نتايج حاصل از اين پژوهش نشـان 
 دارمعنـي  تـأثير هـاي بيوشـيميايي   شبانه بر روي برخي نشانگر

ني را هوايي الگوي يكساگذارد. اين تغييرات در ريشه و بخشمي
بـا   اكسـايد نيتريكتيمار  ،نشان ندادند. در دماهاي پايين شبانه

آنزيمـي (آسـكوربات) و آنزيمـي    هاي غيرتاكسيدانبر آنتي تأثير
منفي كاهش دما بـر رشـد گيـاه     تأثيرپراكسيداز) از (آسكوربات

  كنند.نخود جلوگيري مي
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Introduction 

Plant responses to environmental stress have a central role in agricultural production. 
Responses results from events occurring at all levels of the organization, from 
biochemical reactions in cells to whole plant physiology. Many plants are injured when 
exposed to low non-freezing temperatures. However, data on the effects of night 
temperatures are scarce. On the other hand, nitric oxide (NO), as a plant growth regulator, 
has an important role in ameliorating stress induced damage in plants. Therefore, the aim 
of this work was to evaluate the role of NO during low temperature nights. In this research 
the changes in some physio-biochemical characters of Pea plants under NO and night 
temperature treatments were studied. 

 
Materials and Methods 

The fresh weights of roots and shoots, the contents of proline, soluble and insoluble 
sugars, ascorbic acid, and the activities of ascorbate peroxidase and polyphenol oxidase 
were evaluated. Seeds of chickpea, Cicer arietinum L. ILC482 variety were surface 
sterilized in sodium hypochlorite solution 1%, rinsed with sterilized water and germinated 
on moist filter papers in the dark for four days. Seedlings were transferred to plastic pots 
containing half-strength Hoagland solution, and were placed at 14 h photoperiod. Plants 
aged 14 days were randomly subdivided into two groups. One group received half-
strength Hoagland solution (control) and another group was subjected half-strength 
Hoagland solution containing NO (0.1mM) for two days. Then, plants divided into three 
groups and, for 3 days, were subjected to 25/25, 25/15 and 25/5 ºC (day/night) regimes. 
After two days, shoots and roots were weighted for recording fresh weights. For assay of 
proline content, aliquots of fresh tissues were homogenized in 3% sulphosalicylic and 
centrifuged. Free proline contents were quantified using ninhydrin reagent and expressed 
as μmol/g FW. The total soluble sugars were determined by anthrone reaction at 625 nm 
in an 80% hot ethanol extract and expressed as mg/g FW. Later insoluble sugars were 
extracted from residues with HCl and determined by Anthrone reaction. In assay of 
ascorbate contents, 6% trichloroacetic acid extracted leaf tissues were mixed with 2,2-
dipiridil. Then, for reduction of Fe3+ to Fe2+ by ascorbic acid mixture was incubated at 42 
ºC and the absorbance values were recorded at 525 nm. Data expressed as μmol/g FW. 
For Enzyme assays, aliquots of fresh leaves were ground in cold extraction 100 mM 
phosphate buffers (pH 7.5) at 0-4 °C. After centrifugation of homogenates, enzymes 
assays were performed in the supernatant at 25 °C. Ascorbate peroxidase activity was 
measured by following the oxidation of ascorbate at290 nm. The Activity of Polyphenol 
oxidase in presence of pyrogallol was determined by measuring the increase in 
absorbance at 420 nm. The experiment was arranged in a completely randomized design 
with four replicates. The data were statistically analyzed by using Duncan's multiple range 
test to separate the means at p ≤ 0.05. 
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Results and Discussion 
The fresh weights of roots and shoots, the contents of proline, soluble and insoluble 

sugars, ascorbic acid, and the activities of ascorbate peroxidase and polyphenol oxidase 
were evaluated. The results showed that nitric oxide pretreatment had a significant effect 
on the fresh weight of shoots, proline and soluble sugars contents, and polyphenol oxidase 
activity. Changes of night temperature were effective on all of the examined factors 
except shoots fresh weights. Interaction between nitric oxide and the temperature had a 
significant effect on fresh weights of roots and shoots, proline and soluble sugars contents, 
and ascorbate peroxidase activity. Data showed that maximum growth of plants occurred 
at 15 °C night temperature in the presence of NO. Proline contents of leaves were 
significantly decreased by falling night temperatures. NO treatments led to more reduction 
in proline under low night temperatures. In higher plants, proline is normally accumulated 
in response to stress factors. Night temperature reduction and NO treatment, probably, can 
act as signal for decreasing proline biosynthetic enzymes activities or for increasing 
proline degradative enzymes activities. Both soluble and insoluble sugars were increased 
significantly by falling night temperatures, and NO treatments had a positive effect. We 
can assume that falling of night temperatures can affect tissues metabolism, for preventing 
of damages, by accumulation of sugars. Falling of night temperatures increased ascorbate 
contents of leaves. Generally, ascorbate has antioxidative properties and high levels of 
foliar ascorbate can offer tolerance to plants under unfavorable conditions. Ascorbate 
peroxidase plays an important role in the metabolism of H2O2 in higher plants. In this 
study, falling of night temperatures led to decrease in the enzyme activity. However, 
enzyme activity increased significantly with the NO treatment at 5 °C. Ascorbate 
peroxidase activity is directly involved in the protection of plant cells against unfavorable 
environmental conditions. 

 
Conclusion 

In conclusion, falling night temperatures can significantly affect some biochemical 
markers of plants. The changes in roots and shoots are not showing the same patterns. 
Under low night temperatures, NO treatment can induce non enzymatic (ascorbate) and 
enzymatic (ascorbate peroxidase) defense systems for overcoming the deleterious effects 
of low temperature. 
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