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چكیده

به‌منظور بررســی ارتباط بین نشــانگرهای پروتئینی و صفات تغییرات میزان پرولین، راندمان کوانتومی فتوسیستم II، دمای 50 درصد کشندگی و شاخص 
زنده‌مانی مزرعه، 20 ژنوتیپ و لاین پیشرفتة جو در یک آزمایش گلخانه‌ای در قالب طرح بلوك‌های كاملًا تصادفی ارزیابی شدند. در این آزمایش، پس 
از خوگیری گیاهان به ســرما در دمای چهار درجة ســانتی‌گراد به‌مدت سه هفته، تیمار یخ‌زدگی در دماهای 4-، 7-، 10-، 13- و 16- اعمال شد و دمای 
50 درصد کشندگی )LT50( آن‌ها با تبدیل پروبیت تعیین شد. قبل و بعد از مرحلة خوگیری نمونة برگی برداشته شد و میزان پرولین، قند محلول، کلروفیل 
و همچنین راندمان کوانتومی فتوسیســتم Fv/Fm( II( اندازه‌گیری شد. به‌منظور برآورد شاخص FSI، 20 ژنوتیپ مورد بررسی در آزمایش در مزرعه نیز 
 A-PAGE کشــت شدند. به‌منظور بررسی ارتباط بین نشانگرهای پروتئینی با مقاومت به یخ‌زدگی در جو، پروتئین‌های گلیادین بذر با استفاده از تکنیک
بررسی شدند. نتایج به‌دست‌آمده در مجموع نشان‌دهندة وجود روندی کاهشی در راندمان کوانتومی فتوسیستم II و روندی افزایشی در میزان قند محلول 
و میزان پرولین در طول دورة خوگیری به سرما بود. در بررسی همبستگی بین صفات، بین شاخص زنده‌مانی مزرعه و LT50 )0/601-( همبستگی منفی و 
معنی‌داری به‌دست آمد. بین برخی صفات مورفوفیزیولوژیک با شاخص FSI و LT50 نیز همبستگی وجود داشت. در تجزیة خوشه‌ای، که بر مبنای صفات 
فیزیولوژیک انجام شــد، ژنوتیپ‌های F-A2-11 ،F-A1-2 ،F-A1-1 و  F-GRB-85-5 و ارقام صحرا، ســهند، دشت و ماکوئی در یک گروه قرار گرفتند 
که شــاخص FSI و LT50 بالایی داشــتند. در این پژوهش‌ها رقم ماکوئی، با داشتن LT50= -17/66 و بالاترین درصد زنده‌مانی در مزرعه، مقاوم‌ترین رقم 

شناخته شد. در تجزیة رگرسیون نیز ارتباط چهار نشانگر با صفت LT50 به‌دست آمد.

.LT50 ،FSI ،A-PAGE ،واژگان كلیدی: پرولین، تجزیة رگرسیون

1. کارشناس ارشد رشتة اصلاح نباتات، دانشکدة کشاورزی، دانشگاه محقق اردبیلی، اردبیل- ایران
2. استادیار گروه زراعت و اصلاح نباتات، دانشکدة کشاورزی، دانشگاه محقق اردبیلی، اردبیل- ایران )نویسندة مسئول مکاتبات*(

3. استادیار گروه باغبانی دانشکدة كشاورزی پردیس كشاورزی و منابع طبیعی دانشگاه تهران، کرج- ایران
4. دانشیار گروه زراعت و اصلاح نباتات، دانشکدة کشاورزی، دانشگاه محقق اردبیلی، اردبیل- ایران

5. دانشجوی دکترای رشتة بیوتکنولوژی کشاورزی، گروه زراعت و اصلاح نباتات، دانشکدة کشاورزی، دانشگاه محقق اردبیلی، اردبیل- ایران
6. دانشجوی دکترای رشته بیوتکنولوژی کشاورزی، گروه زراعت و اصلاح نباتات، دانشکده کشاورزی، دانشگاه محقق اردبیلی، اردبیل - ایران
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مقدمه
تولید محصولات کشــاورزی تحت تأثیر تنش‌های گوناگون زیستی و 
غیرزیستی کاهش می‌یابد؛ بنابراین، به حداقل‌رساندن خسارت‌ها هدف 
اصلی پژوهشــگران در جهت تأمین نیازهای غذایی مردم اســت. تولید 
ارقام متحمل به تنش یکی از راه‌های رســیدن به این هدف است. سرما، 
شوری و خشــکی ازجمله تنش‌های غیرزیستی مهم‌اند که روی رشد و 
تولید گیاهان اثر نامطلوبی می‌گذارند )12(. جو از نظر تولید جهانی بعد 
از گندم، برنج و ذرت چهارمین غله است. هرساله بیش از 136 میلیون تن 
جو در جهان تولید می‌شود که به‌طور عمده در تغذیة دام، طیور و صنعت 
مورد استفاده قرار می‌گیرد. عملکرد ارقام پاییزه در جو به‌طور معنی‌داری 
بیشتر از ارقام بهاره است. برای اجتناب از تنش گرما و خشکی آخر فصل 
لازم است ارقام بهاره نیز زودتر کشت شوند. بنابراین، تولید ارقام مقاوم 
به سرما یکی از هدف‌های اصلی اصلاح جو در اغلب کشورهای جهان 
است )9(. تعیین 1‌‌LT50 طوقه بهترین روش برآورد ماندگاری در مزرعه 
است، زیرا طوقة گیاه در غلات حساس‌ترین قسمت گیاه است و در رشد 
دوبــارة پس از تنش یخ‌زدگی نقش حیاتی دارد )6(. مقاومت یخ‌زدگی 
و بقا در زمســتان صفت پیچیده‌ای اســت که به عوامــل متعددی مانند 
ویژگی‌های مورفولوژیک، فیزیولوژیک، ژنوتیپ گیاه، وضعیت خاک 
و نوسانات آب و هوایی بستگی دارد. درحقیقت چندین کروموزوم در 
مقاومت یخ‌زدگی نقش دارند و گفته می‌شود که این صفت تحت کنترل 
ژن‌های گوناگون است )17 و 24(. پژوهشگران اصلاح نباتات همیشه در 
پی یافتن نشــانگرهای ژنتیکی‌اند که با این صفات پیوستگی نشان دهند 
تا بتوان از این نشــانگرها به‌مثابة معیارهای غیرمســتقیم انتخاب کارآمد 
استفاده کرد. نشانگرهای بیوشــیمیایی شامل نشانگرهای پروتئینی مانند 
پروتئین‏های ذخیره‏ای و آیزوزایم‌های هســتند )7(. به‌علت چندشــکلی 
بیــش از اندازه در گلیادین‌ها، همچنین به دلیل ترکیب ســاده و مونومر، 
سهولت استخراج، پایداری و ظهور تقریباً ثابت آن‌ها در شرایط محیطی 
گوناگون، بــرای تعیین یکنواختی ارقام، شناســایی واریته و شناســایی 
شجره‌ها به‌طور وسیع از الگوهای گلیادینی استفاده می‌شود )15(. تجمع 
اجزای تشکیل‌دهندة قندها مانند ساکارز، رافینوز، سوربیتول و فروکتان 
طی دورة خوگیری گیاه بارها مشاهده شده است. تعدادی از این ترکیبات 
طی شرایط آب‌کشیدگی در اثر یخ‌زدگی یا خشکی موجب ثبات غشاها 
و پروتئین‌ها می‌شــوند )3(. کاهش مقــدار کلروفیل در اثر تنش به‌دلیل 
تغییر در متابولیســم نیتروژن و ساخت ترکیباتی نظیر پرولین است که در 
 تنظیم اسمزی نقش دارد )21(. اندازه‌گیری فلورسانس کلروفیل براساس 

1. Lethal Temperature 50 percent

اندازه‌گیری فیزیولوژیکی پایه‌ریزی شده است كه كارایی اخذ و جذب 
نور را در رابطه با مجموعة سیســتم نوری II برگ اندازه می‌گیرد )20(. 
نســبت 2‌Fv/Fm بیانگر حداکثر عملکرد کوانتومی واکنش فتوشیمیایی 
فتوسیســتم II و شــاخصی مهم برای تعیین وضعیت دستگاه فتوسنتزی 
اســت. تنش‌های محیطی با تأثیر در کارآیی فتوسیستم II سبب کاهش 
نســبت Fv/Fm می‌شــوند )10(. پرولیــن آزاد در گیاهــان آلی به‌طور 
گســترده وجــود دارد و معمولًا به مقادیر زیــاد در واکنش به تنش‌‌های 
محیطی تجمع می‌یابد. پرولین، علاوه بر نقشــش در تنظیم اســمزی، در 
تثبیت ساختارهای درون‌سلولی )مانند غشا و پروتئین‌ها( و برای پتانسیل 
احیا‌کنندگی سلولی تحت شرایط تنش در نقش بافر مشارکت می‌کند. 
برای رهایی از تنش، پرولین سریع تجزیه می‌شود و مواد احیاکنندة قوی 
 ATP را تولید می‌کند تا فسفوریله‌شــدن اکسیداتیو میتوکندری و تولید

برای بازیابی و ترمیم آسیب‌های حاصل از تنش انجام شود )1(. 
بیشتر صفات گیاهی که دارای اهمیت اقتصادی فراوانی‌اند به‌صورت 
کمی به ارث می‌رســند. این صفات وراثت‌پذیری نســبتاً پایینی دارند و 
گزینش مستقیم در مزرعه با مشکلاتی همراه است. همچنین انجام‌دادن 
عملیات اصلاحی در ارتباط با این صفات مشــکل اســت. پژوهشگران 
اصلاح نباتات همیشــه در پی یافتن نشانگرهای ژنتیکی و بیوشیمیایی‌اند 
که با این صفات پیوســتگی داشته باشــد تا بتوان از این نشانگرها به‌مثابة 

معیارهای غیرمستقیم گزینش استفاده کرد.

مواد و روش‌ها
تعــداد 20 ژنوتیــپ جو )جــدول 1( انتخــاب و در گلخانة دانشــکدة 
کشــاورزی دانشــگاه محقق اردبیلی در قالب طــرح بلوک‌های کامل 

تصادفی با سه تكرار در گلدان کاشته شد.
بعد از مرحلة چهاربرگی )دو تا ســه هفته بعد از کاشــت( گلدان‌ها 
از گلخانــه به اتاقک رشــد منتقل و به‌مدت ســه هفتــه در دمای یک ± 
چهار درجة ســانتی‌گراد عادت‌دهی شدند. سپس آزمون انجماد، مطابق 
روش‌هــای لیمین و فولر و محفوظــی و همکاران، با اســتفاده از فریزر 
قابــل برنامه‌ریزی انجام گرفت )11 و 13(. بــرای انجام‌دادن این آزمون 
پس از جداکردن برگ‌ها و ریشــه‌ها )سه سانتی‌متری بالای طوقه ویک 
سانتی‌متری زیر طوقه(، طوقه‌ها در ظرف‌های آلومینیومی قرار گرفتند و 
با ماسة بادی نم‌دار پوشانده شدند. پس از اعمال تیمارهای دمایی )در پنج 
ســطح دمایی 4-، 7-، 10-، 13- و 16- درجة سانتی‌گراد(، به‌مدت 24 

2. حداکثر فلورسانس/فلورسانس متغیر

ارزیابی ارتباط بین مقاومت به یخ‌زدگی با نشانگرهای پروتئین‌های ذخیره‌ای و برخی صفات فیزیولوژی در جو زراعی 
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جدول 1. ژنوتیپ‌های مورد ارزیابی در ارزیابی ارتباط گلیادین‌ها و مقاومت به یخ‌زدگی

ژنوتیپشمارهژنوتیپشماره

1F-A1-111
GLORIA-BAR/COPAL//BEN.4D/3/S.P-B/4/

DC-B/SEN/5/CONGONA

2F-A1-212STIPA/PETUNIA1//KOLLA/BBSC (a)

3F-A2-1113CHAMICO/TOCTE//CONGONA (a)

4F-GRB-84-1114
PALLIDUM48//NORDIC/563.6.5/3/CEL-B…2/

MZQ//CEL-B/5/LINO/6/CONGONA

5F-GRB-85-515CHAMICO/TOCTE//CONGONA (d)

6PETUNIA1/CHINIA(a)16لیسیوی

7CONGONA/BORR17صحرا

8STIPA/PETUNIA1//KOLLA/BBSC(b)18سهند

9PETUNIA1/CHINA (c)19دشت

10STIPA/PETUNIA1//KOLLA/BBSC (c)20ماکوئی

ساعت در انکوباتور چهار درجة سانتی‌گراد قرار گرفتند و آمادة کشت 
شــدند. پس از دو هفته، بوته‌های زنده‌مانده ارزیابی وشــمارش شــدند. 
با اســتفاده از تجزیة پروبیت دمای 50 درصد کشــندگی )LT50(1 تعیین 
شــد. برای مطالعة مقاومت ژنوتیپ‌ها در مزرعه، گیاهان در قالب طرح 
بلوک‌های کاملًا تصادفی با ســه تکرار در پاییز سال 89 کشت شدند و 
پس از ‌گذراندن زمستان، در اردیبهشت سال 90، تعداد گیاهان زنده‌مانده 
شمارش شــد و شــاخص ‌2‌FSI )درصد زنده‌مانی ژنوتیپ‌ها در مزرعه( 
به‌دســت آمد. غلظت پرولین در بافت‌های برگی کاملًا گسترش‌یافته به 
روش بیتس و همکاران اندازه‌گیری شــد )2(. با اســتفاده از محلول‌های 
استاندارد و رابطة رگرسیونی بین غلظت و مقدار جذب در 520 نانومتر، 
غلظت پرولین هر نمونه برحســب میکروگرم پرولین در هر گرم وزن تر 
محاسبه شد. اندازه‌گیری قندهای محلول با روش ایریگوئن و همکاران 
و با اســتفاده از محلول استاندارد و رابطة رگرسیونی غلظت قند محلول 
 صــورت گرفت )8(. بــرای اندازه‌گیــری میزان فلورســانس کلروفیل 
 )Optic Science- OS-30p USA( از دســتگاه فلورومتر مدل )Fv/Fm(
کمک گرفته شــد. با اســتفاده از گیره‌های مخصــوص، برگ گیاهان 
به‌مدت 30 دقیقه در تاریکی قرار گرفت و ســپس میزان فلورسانس سه 
گیاه از هر ژنوتیپ در شــدت نور 1000 میکرومول )فوتون( بر مترمربع 

1. Lethal Temperature 50 percent
2. Field Survival Index 

در ثانیه ارزیابی شــد. شــاخص Fv/Fm از فرمول Fm-Fo/Fm به‌دست 
می‌آید که در این رابطه، Fm حداکثر فلورسانس کلروفیل بعد از تابیدن 
یک پالس نور اشــباع و Fo حداقل فلورســانس کلروفیل بعد از تاباندن 
 Fm یک پرتو ضعیف در برگ‌های خوگرفته به تاریکی اســت. تفاضل
و Fo فلورسانس متغیر یا Fv نامیده می‌شود. شاخص Fv/Fm نشان‌دهندة 
حداکثر راندمان کوانتومی فتوسیستم II در شرایطی است که تمام مراکز 
واکنش فتوسیســتم II باز باشــند )14(. اندازه‌گیری محتوای کلروفیل با 
اســتفاده از دســتگاه SPAD-502 انجام گرفت. همچنیــن الکتروفورز 
پروتئین‌های گلیادین براســاس روش متاکوفسکی و همکاران )16( و با 
استفاده از روش A-PAGE انجام شد. برای  تجزیه‌های آماری از نرم‌افزار  
SPSS Ver.16 استفاده و مقایسة میانگین‌ها با استفاده از آزمون LSD در 

سطح احتمال پنج درصد انجام شد. تجزیة داده‌های حاصل از استخراج 
 پروتئین‌ها به‌مثابة نشــانگرهای بیوشــیمیایی با اســتفاده از نرم‌افزارهای 

NTSYSpc ver. 2.0 و PopGene 1.31 انجام گرفت.

نتایج و بحث
نتایج حاصل از تجزیة واریانس LT50 نشان داد که بین ژنوتیپ‌ها اختلاف 
معنی‌داری در سطح احتمال یک درصد وجود دارد. همچنین نتایج تجزیة 
واریانس FSI حاکی از وجود اختلاف معنی‌دار بین بلوک‌ها در ســطح 
احتمال یک درصد )نشانگر بلوک‌بندی مزرعه در جهت مناسب( و میان 
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ژنوتیپ‌ها در سطح احتمال پنج درصد بود )جدول LT50 .)2 یک صفت 
مناسب برای ارزیابی مقاومت به یخ‌زدگی عنوان شد )4(. برای صفت‌های 
پرولین و میــزان قند محلول اثر متقابل دما و ژنوتیپ در ســطح احتمال 

 )Fv/Fm( یک درصد معنی‌دار شــد. برای صفت فلورســانس کلروفیل 
اثر سادة دما و ژنوتیپ و برای صفت میزان کلروفیل اثر ژنوتیپ در سطح 

احتمال یک درصد معنی‌دار بود )جدول 3(.

جدول 2. تجزیة واریانس FSI و LT50 برای ژنوتیپ‌های جو مورد مطالعه

میانگین مربعاتدرجة آزادیمنابع تغییر
FSILT50

‌9/64ns**‌21645/86تکرار

**‌35/86*‌19262/12ژنوتیپ

38113/014/36خطا
15/4420/98ضریب تغییرات )%(

* و ** به‌ترتیب غیر معنی‌دار و معنی‌دار در سطح احتمال پنج و یک درصد ،ns

جدول 3. تجزیة واریانس صفت‌های فیزیولوژیک برای ژنوتیپ‌های جو مورد مطالعه

میانگین مربعاتدرجة آزادیمنابع تغییر
میزان کلروفیلمیزان قند محلولFv/Fmپرولین

**0/11ns156/99*0/014*20/005تکرار

5/8ns**17/35**0/247**11/314خوگیری

**25/72**0/42**0/011**190/297ژنوتیپ

0/004ns0/32**2/35ns**190/091خوگیری× ژنوتیپ

780/0010/0040/053/45خطا
4/970/7819/184/69ضریب تغییرات)%(

* و ** به‌ترتیب غیر معنی‌دار و معنی‌دار در سطح احتمال پنج و یک درصد ،ns

مقایسة میانگین اثر متقابل ژنوتیپ و دما برای صفت میزان پرولین در 
جدول 4 آورده شده است. میزان پرولین قبل و بعد از عادت‌دهی در رقم 
ماکوئی بیشــترین میزان را داشت که دارای بیشترین درصد زنده‌مانی در 
مزرعه و کمترین میزان LT50 بود. کمترین میزان پرولین مربوط به ژنوتیپ 
STIPA/PETUNIA1/...(c) قبــل از عادت‌دهی بود که کمترین درصد 

زنده‌مانی در مزرعه را داشت. با توجه به شکل می‌توان گفت که در بیشتر 
ژنوتیپ‌ها میزان پرولین پس از عادت‌دهی افزایش یافته اســت. محتوای 
پرولین آزاد در گیاهان عادت‌دهی‌نشده خیلی کم است و بعد از دو هفته 
خوگیری در شــرایط کنترل‌شــده، این میزان در تمام ژنوتیپ‌های گندم 
افزایش می‌یابد )18(. در این آزمایش میزان تجمع پرولین در ژنوتیپ‌های 
مقاوم بیشــتر از ژنوتیپ‌های حساس بود. نتایج حاصل از مقایسة میانگین 
اثر متقابل ژنوتیپ و دما برای صفت میزان قند محلول در جدول 5 آورده 

F-A1- شده اســت. میزان قند محلول در تمامی ژنوتیپ‌ها به‌جز ژنوتیپ
STIPA/ 1 طی عادت‌دهــی افزایش یافت. میزان قند محلول در ژنوتیپ
PETUNIA1...(b) تــا حدودی هم قبل و هم بعد از عادت‌دهی کم بود، 

ولی در کل بین ژنوتیپ‌های مقاوم و حساس روند خاصی مشاهده نشد.
 FSI ،میزان کلروفیل ،Fv/Fm جدول مقایســة میانگین برای صفات
و LT50 در جــدول 6 آورده شــده اســت. طبق نتایج به‌دســت‌آمده رقم 
ماکوئی با داشــتن بیشــترین میزان LT50 )17/66-( مقاوم‌ترین ژنوتیپ و 
ژنوتیپ شــمارة 8 با داشتن کمترین میزان LT50 )5( حساس‌ترین ژنوتیپ 
به یخ‌زدگی شناخته شد. رقم ماکوئی بیشترین میزان FSI را داشت. میزان 
Fv/Fm بعد از خوگیری كاهش نشان داد. در مطالعة حاضر روند مشخصی 

در میزان کلروفیل طی تنش دما به‌دست نیامد، اما می‌توان مشاهده کرد که 
،STIPA/PETUNIA1...(b) ، STIPA/PETUNIA1...(c)  ژنوتیپ‌های 

ارزیابی ارتباط بین مقاومت به یخ‌زدگی با نشانگرهای پروتئین‌های ذخیره‌ای و برخی صفات فیزیولوژی در جو زراعی 
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جدول4. مقایسة میانگین اثر متقابل ژنوتیپ در دما برای صفت میزان پرولین
میزان پرولین قبل از عادت‌دهی میزان پرولین بعد از عادت‌دهی رقم

0/814 0/911 1

0/799 1/114 2
0/501 0/531 3
0/815 0/623 4
0/328 0/719 5
0/246 0/489 6
0/320 0/711 7
0/341 0/835 8
0/681 0/923 9
0/030 0/929 10
0/666 0/880 11
0/780 0/753 12
0/233 0/663 13
0/712 0/835 14
0/820 0/826 15
0/915 1/136 16
0/915 0/906 17
0/931 0/891 18
0/980 1/015 19
1/021 1/344 20
0/019 %5 LSD

جدول5. مقایسة میانگین اثر متقابل ژنوتیپ در دما برای صفت میزان قند محلول
میزان قند محلول قبل از عادت‌دهی میزان قند محلول بعد از عادت‌دهی رقم

0/729 0/657 1
0/657 1/009 2
0/900 2/055 3
0/657 1/252 4
1/126 2/010 5
0/666 1/369 6
0/323 1/721 7
0/332 1/180 8
0/973 1/460 9
0/846 1/144 10
0/819 2/154 11
0/837 1/892 12
1/270 1/811 13
0/558 2/028 14
0/747 2/046 15
0/792 1/496 16
1/225 1/342 17
0/603 1/297 18
1/099 1/117 19
0/603 1/847 20
0/086 %5 LSD
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کمتریــن   TIPA/PETUNIA1... (a) و   GLORIA-BAR/COPAL…

میزان کلروفیل را دارند که این ژنوتیپ‌ها تاحدودی کمترین میزان درصد 
زنده‌مانی در مزرعه و بیشــترین میزان LT50 را داشــتند. در تحقیق اسکینر 
و گارلند-کمپــل )22(، مقــدار LT50 در گنــدم از 9/5- تا 19/5- درجة 
ســانتی‌گراد متغیر بود. میزان LT50  را برای گندم زمستانة نورستار 22/3- 
درجة ســانتی‌گراد و بــرای گندم بهارة زاگرس 3/5- درجة ســانتی‌گراد 
گزارش کردند )LT50 .)23، علاوه بر ژنوتیپ، به شرایط قبل از عادت‌دهی 
گیاه در آزمایش‌های کنترل‌شــده نیز وابســته است )19(. پژوهشگران در 
  II بررسی اثر طول دورة خوگیری به سرما بر راندمان كوانتومی فتوسیستم
در گونه‌های بهاره و زمستانة یولاف دریافتند که با قرارگرفتن این گیاهان 
در شرایط عادت‌دهی، ابتدا میزان راندمان کوانتومی فتوسیستم II كاهش 
می‌یابــد، ولی در ادامه افزایش می‌یابد و به ســطح اولیة خود بازمی‌گردد 
)20(. تجزیة کلاســتر به روش ward و براساس فاصلة اقلیدسی با صفات 
میزان پرولین و  Fv/Fm قبل و بعد از خوگیری، و  FSI و LT50 انجام گرفت، 

به‌طوری‌‌که ژنوتیپ‌ها در سه گروه قرار گرفتند )شکل 1(. ژنوتیپ‌های 8، 
10، 11و 12 در یــک گروه قــرار گرفتند که دارای کمترین میزان FSI و 
 LT50 بودند و می‌توان از آن‌ها به‌مثابة ارقام حســاس نام برد. ژنوتیپ‌های 

F-A1-1، F-A1-2، F-A2-11 وF-GRB-85-5 و ارقــام صحرا، ســهند، 

دشــت و ماکوئی ارقام مقاوم شناخته شدند که در یک گروه قرار گرفتند 
و دارای بیشــترین میزان FSI و تاحدودی دارای LT50 بیشــتری بودند. در 
شکل 2 نمونه‌ای از الکتروفورز A-PAGE ژنوتیپ‌ها و ارقام مورد استفاده 

آورده شده است.
تجزیة خوشــه‌ای پروتئین‌ها براساس ضریب تطابق ساده و به روش 
UPGMA انجــام گرفت )شــکل 2(. بر این اســاس ژنوتیپ‌ها به چهار 

گروه تقسیم شدند. در این تقسیم‌بندی رقم ماکوئی، که مقاوم‌ترین رقم 
شناخته شده بود، در یک گروه جداگانه قرار گرفت. تجزیه به مؤلفه‌های 
مختصات اصلی به‌مثابة روش مکمل تجزیة خوشه‌ای برای گروه‌بندی و 

بررسی روابط ژنتیکی بین ژنوتیپ‌ها انجام شد )شکل 3(.

جدول 6. مقایسة میانگین ژنوتیپ‌های جو مورد مطالعه

Fv/Fmژنوتیپ

)میلی‌ثانیه(
کلروفیل

)SPAD(
FSI
)%(

LT50

)C°(
10/82739/8577/35-14/68
20/81740/4376/85-15/52
30/82438/669/55-12/70
40/81639/178/57-8/39
50/82239/6778/94-13/62
60/8242/0867/34-7/60
70/81943/0573/44-5/22
80/81335/7859/44-4/57
90/81839/866/39-8/80
100/81136/2545/83-7/58
110/8235/5252/18-8/18
120/81936/8562/22-6/72
130/82339/9771/86-7/89
140/82641/3765/14-9/21
150/81840/2772/22-8/13
160/81341/1369/92-9/08
170/82440/369/30-10/64
180/81841/2565/25-11/34
190/82240/8368/57-11/5
200/82340/3386/42-17/66

LSD)p>%5(0/0150/7175/010/98

ارزیابی ارتباط بین مقاومت به یخ‌زدگی با نشانگرهای پروتئین‌های ذخیره‌ای و برخی صفات فیزیولوژی در جو زراعی 
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 ward شکل 1. گروه‌بندی ژنوتیپ‌های جو با استفاده از روش

A-PAGE شکل 2. نمونۀ ژل حاصل از الکتروفورز

شکل 3. گروه‌بندی ژنوتیپ‌های جو براساس ضریب تطابق ساده و به روش UPGMA با استفاده از داده‌های نشانگرهای پروتئینی

1234567891011121314151617181920
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میزان هتروزیگوسیتی نشانگرهای پروتئینی براساس فاصلة ژنتیکی 
نی به‌دست آمد )جدول 7(. بیشترین میزان هتروزیگوسیتی )48 درصد( 
بــه نشــانگرهای 1، 5 و 11 مربوط بــود و می‌توان از این نشــانگرها در 

شناسایی ارقام جو بیشتر استفاده کرد.
در بررسی همبستگی بین صفت‌ها، همبستگی مثبت و معنی‌داری )در 
سطح احتمال یک درصد( بین شاخص LT50 و Fv/Fm بعد از عادت‌دهی، 
پرولین قبل و بعد از عادت‌دهی )در سطح احتمال پنج درصد( به‌دست آمد 
)جدول 8(. با بررسی‌های انجام‌شده روی گندم اظهار شد که LT50 تکرارپذیر 
است و جدای از وراثت‌پذیری بالا )91 درصد( با آزمایش‌های مزرعه‌ای نیز 

همبستگی بالایی دارد )5(. پتکو و تربئا )18( همبستگی معنی‌داری )0/71-( 
را بین درصد خسارت ناشی از سرما و محتوای پرولین گندم زمستانی بعد از 

دو هفته خوگیری در شرایط کنترل‌شده گزارش کردند.
در تجزیــة رگرســیون بــه روش گام‌بــه‌گام )Stepwise( بــرای 
نشانگرهای پروتئینی صفت‌های بررسی‌شده به‌مثابة متغیر تابع و داده‌های 
مولکولی )صفر و یک( به‌مثابة متغیر ثابت وارد مدل رگرســیونی شدند 
)جدول 9(. در این آزمایش، ارتباط چهار نشانگر با صفت LT50 به‌دست 
آمــد. صفــت LT50 دارای R2 )ضریب تبیین( برابر بــا 0/79 بود و برای 
 بقیــة صفت‌ها میزان R2 کم بــود. نتایج فوق می‌تواند بــرای انجام‌دادن 

شكل 4. نمودار دوبعدی ژنوتیپ‌های جو مورد مطالعه براساس دو مؤلفة هماهنگ اول با استفاده از داده‌های الکتروفورز
A-PAGE

 ،CONGONA/BORR )7 ،PETUNIA1/CHINIA(a) )6 ،F-GRB-85-5 )5 ،F-GRB-84-11 )4 ،F-A2-11 )3 ،F-A1-2 )2 ،F-A1-1 )1‌
 ،GLORIA-BAR/COPAL… )11 ،STIPA/PETUNIA1...(c) )10 ،PETUNIA1/CHINA (c) )9 ،STIPA/PETUNIA1...(b) )8‌
 ،CHAMICO/TOCTE...(d) )15 ،PALLIDUM48... )14 ،CHAMICO/TOCTE...(a) )13 ،STIPA/PETUNIA1...(a) )12‌

16( لیسیوی، 17( صحرا، 18( سهند، 19( دشت، 20( ماکوئی

جدول 7. میزان هتروزیگوسیتی براساس فاصلة ژنتیکی نی
میزان هتروزیگوسیتینشانگر

10/48
20/375
30/455
40/32
50/48
60/32
70/18
80/255
90/42
100/375
110/48
120/375

0/376میانگین

ارزیابی ارتباط بین مقاومت به یخ‌زدگی با نشانگرهای پروتئین‌های ذخیره‌ای و برخی صفات فیزیولوژی در جو زراعی 
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آزمایش‌های تكمیلی درخصوص كارایی مثبت نشانگرهای معرفی‌شده 
در برنامه‌های اصلاحی مقدمه‌ای به‌حساب آید و  انجام‌دادن آزمون‌های 
آماری تكمیلی1 و یا طراحی پروژه‌های مكان‌یابی ژنومی2 برای حصول 

اطمینان توصیه می‌شود. 
در واریته‌های گندم کشــور فرانســه، بعضی از آلل‌های گلیادین با 
مقاومت به ســرما در ارتباط بودند )15(. در واریته‌های مقاوم به ســرما، 
Gli-B1l و  ،Gli-A2r در مقایسه با واریته‌های حساس، فراوانی آلل‌های
Gli- ،Gli-D2g  به‌طور معنی‌داری بالاتــر و فراوانی آلل‌های Gli-D2g

A1a و Gli-B2c پایین‌تر بودند.

1. False Discovery Rate Test (FDR Test)
2. Genome mapping 

نتیجه‌گیری
در صفت‌هــای گلخانــه‌ای بــرش نمــودار درختی از مکانــی صورت 
 گرفــت کــه ژنوتیپ‌هــا به ســه گــروه تقســیم شــدند. ژنوتیپ‌های 
F-GRB-85-5 و ارقــام صحرا، ســهند،  F-A2-11 ،F-A1-2 ،F-A1-1

دشــت و ماکوئی در گروه اول قرار دارند که این ارقام برای صفت‌های 
میزان پرولین قبل و بعــد از عادت‌دهی و میزان کلروفیل دارای میانگین 
بــالا و برای شــاخص LT50 دارای میانگین پایین بودنــد. می‌توان از این 
ژنوتیپ‌هــا به‌مثابة ارقام مقاوم به یخ‌زدگــی در آزمایش‌های گلخانه‌ای 
نام برد. میانگین میزان هتروزیگوســیتی نشانگرهای پروتئینی برای کلیة 
نشــانگرها برابر با 37 درصد بود و بیشــترین میزان هتروزیگوسیتی )48 
درصد( به نشــانگرهای یک، پنج و 11 مربوط بود. از این نشــانگرها نیز 

می‌توان در شناسایی ارقام جو بهره برد.

جدول 8. همبستگی صفت‌های اندازه‌گیری‌شده در گلخانه، شاخص LT50 و FSI در ژنوتیپ‌های جو مورد مطالعه

 Fv/Fm
قبل از 
خوگیری

 Fv/Fm
بعد از 
خوگیری

میزان 
پرولین قبل 
از خوگیری

میزان 
پرولین بعد 
از خوگیری

میزان 
کلروفیل

میزان قند 
محلول قبل 
از خوگیری

میزان قند 
محلول بعد 
از خوگیری

LT50
FSI

Fv/Fm1 قبل از خوگیری
Fv/Fm0/4341 بعد از خوگیری

0/1360/2831میزان پرولین قبل از خوگیری
1**0/0830/565-0/125-میزان پرولین بعد از خوگیری

0/2350/0291*0/1370/454میزان کلروفیل
0/0211-0/065-0/1470/3740/014میزان قند محلول قبل از خوگیری
0/1730/1161-0/233-0/099-0/260/138میزان قند محلول بعد از خوگیری

LT50-0/297-0/504*-0/472*-0/493*-0/236-0/2020/1371
FSI0/3330/3930/3980/1450/599**0/001-0/017-0/601**1

*ـ، ** به‌ترتیب معنی‌دار در سطح احتمال پنج و یک درصد

‌جدول 9. ضرایب رگرسیون و ضریب تبیین تصحیح‌شده در رگرسیون چندگانه بین کلیة صفت‌ها 
و داده‌های حاصل از الکتروفورز A-PAGE درژنوتیپ‌های جو مورد مطالعه

Fv/Fm بعد از نشانگر
خوگیری

میزان پرولین قبل 
از خوگیری

میزان پرولین بعد 
از خوگیری

میزان 
کلروفیل

میزان قند محلول 
قبل از خوگیری

میزان قند محلول 
بعد از خوگیری

LT50

0/820/571/050/960/571/4518/84عرض از مبدا
10/42-0/47
20/5
3-0/49-0/56
4-0/48-0/48-0/42
5-0/8
90/34
100/45-0/6
R20/240/200/230/230/250/690/79



10

منابع 
1.	 Ashraf M and Folad MR (2005) “Role of glycine betaine 

and proline in improving plant abiotic stress resistance,” 

Env. Exper. Bot, 59: 206216-.

2.	 Bates LS, Waldren RP and Teare ID (1973) “Rapid 

determination of free prolin for water-stress stdies,” Plant 

and Soil, 39: 205207-.

3.	 Breton G, Danyaluk J, Ouellet F, Sarhan F (2000) 

“Biotechnological application of plant freezing associated 

proteins. Biotechnol,” Ann. Rev, 6:5782-.

4.	 Bridger GM, Falk DE, Mc Kersie BD and Smith DL 

(1996) “Crown freezing tolerance and field winter survival 

of winter cereals in Eastern Canada,” Crop Science, 35: 

150157-.

5.	 Fowler DB, Gusta LV and Tyler NJ (1981) “Selection for 

winter hardiness in wheat. III,” Crop Science. 21: 896900-.

6.	 Gusta LV and Chen, THH (1987) “The physiology of 

water and temperature stress,” In: E. G. Heyne (Ed), 

Wheat and Wheat Improvement, 115144-.

7.	 Hames BD and Rikwood, D (1990) Gel electrophoresis of 

proteins, a practical approach (2ed), Oxford University 

Press. U.K.

8.	 Irigoyen, JJ, Emerich DW, Sanchez-Diaz M (1992) 

“Water stress induced changes in concentrations of proline 

and total soluble sugars in nodulated alfalfa (Medicago 

sativa L.) plants,” Physiol. Plant, 84: 5560-.

9.	 Koti K, Karsai I, Szucs P, Horvath CS, Meszaros K, Kiss 

GB, Bedo Z and Heyes PM (2006) “Validation of the two- 

gene epistatic model for vernalization response in a winter 

× spring barley cross,” Euphytica, 152: 1724-.

10.	Krause GH and Weis E (1991) “Chlorophyll fluorescence 

and photosynthesis: The basics. Annual Review of Plant 

Physiology,” Plant Molecular Biology, 42: 313349-.

11.	Limin AE and Fowler DB (1988) “Cold hardiness 

expression in interspecific hybrids and amphiploids of the 

Triticeae,” genome, 30: 361365-.

12.	Mahajan S and Tuteja N (2005) “Cold, salinty and 

drought. stresses: An overview,” Arch. Biochem. Bioph, 

444: 139- 158.

13.	Mahfoozi S, Limin AE and Flower DB (2001) “Influence 

of vernalization and photoperiod responses on cold 

hardiness in winter cereal,” Crop Science, 41:10061011-.

14.	Maxwell K and Johnson GN (2000) “Chlorophyll 

fluorescence a practical guide,” J. Expt. Bot, 51: 659- 668.

15.	Metakovsky EV and Branlard G (1997) “Genetic diversity 

of French common wheat germplasm based on gliadin 

alleles,” Theor. Appl. Genet, 96: 206218-.

16.	Metakovsky EV and Novoselskaya AY (1991) “Gliadin 

allele identification in common wheat I. Metodological 

aspects of the analysis of gliadin patterns by one-

dimensional polyacrylamid gel electrophorsis,” Genet. & 

Breed, 45: 317324-.

17.	Naghavi A, Sofalian O, asghari A, Sedgi M (2010) 

“Relation between freezing tolerance and seed sstorage 

proteins in winter bread wheat (Triticum aestivum L.),” 

Turkish Journal of Field Crop, 15(2): 154158-.

18.	Petcu E and Terbea M (1995) “Prolin content and the 

conductivity test as screening methods for frost tolerance 

of winter wheat,” Plant Physiol, 21:311-.

19.	Prasil IT, Prasilova P and Marik P (2007) “Comparative 

study of direct and indirect evaluations of frost tolerance 

in barley,” Field Crop Res, 102: 18-.

20.	Rizza F, Pagani D, Stance AM and Cattivelli L (2001) 

“Use of chlorophyll fluorescence to evaluate the cold 

acclimation and freezing tolerance of winter and spring 

oats,” Plant Breed, 120: 389396-.

21.	Rosa-ibarr M, Maiti RK (1995) “Biochemical mechanism 

in glossy sorghum lines for resistance to salinity stress,” 

Plant Physiol, 146: 515519-.

22.	Skinner DZ and Garland-Campbell KA (2008) “The 

relationship of LT50 to prolonged freezing survival in 

winter wheat,” Canadian Journal of Plant Science, 88: 

885889-. 

23.	Sofalian O, mohammadi SA, Aharizad S, Moghaddam M 

and Shakiba MR (2006) “Inheritance of cold tolerance in 

common wheat (Triticum aestivum L.),” Turkish Journal 

of Agric. Fores, 30: 399405-.

24.	Thomashow MF (1998) “Role of cold-responsive genes in 

plant freezing tolerance,” Plant Physiol, 118: 17-.
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