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هاي اخير در پيشرفت. اشدبتحمل به انجماد و توانايي بقاي گياه در دماهاي زير صفر از اجزاي مهم تحمل زمستانه مي
 PCRهاي مبتني بر هاي مولكولي در جو، زمينه مناسبي را جهت استفاده از نشانگرها و نشانگرسازي ژنزمينه كلون

گران در بستر مولكولي هاي متحمل به انجماد بدون اعمال شرايط تنش، براي اصلاحبراي گزينش سريع ژنوتيپ
ژنوتيپ جو  24 در سازي نشانگر مولكولي مرتبط با تحمل به انجماد و نياز به بهاره 5در اين بررسي . فراهم آورده است

ها تحت شرايط كنترل شده  هاي زمستانه، بينابين و بهاره مورد آزمون قرار گرفته و تحمل به انجماد آن با تيپ رشد
به  Fr-H1و  Vrn-H1اي ژني همربوط به مكان HvBM5Aنشانگر . گراد ارزيابي شدند درجه سانتي -12انجماد در 

و پايداري غشاي سيتوپلاسمي  II فتوسيستمفتوشيميايي  كاراييدار بين ميانگين صفات بيشينه دليل وجود اختلاف معني
ترين نشانگر در ژرم پلاسم مورد بررسي جهت گزينش هاي متشكله در اين نشانگر، به عنوان مناسبدر بين گروه
با تحمل به  HvCBF14همبستگي بيشتري نسبت به  HvCBF3نشانگر  Fr-H2ژني همچنين در مكان . انتخاب شد

را به طور   IIنشان داد كه تنش انجماد كارآيي فتوشيميايي فتوسيستم  Fv/Fmنتايج ارزيابي  .انجماد نشان داد
از كمتر ) زمستانه و بينابين(هاي متحمل  داري كاهش داده كه اين كاهش به صورت كلي در ژنوتيپ معني

داري را بين  علاوه بر آن تنش انجماد با ايجاد خسارت در غشاي سلول اختلاف معني. بود) بهاره(هاي حساس  ژنوتيپ
هاي متحمل نسبت به ميانگين مربوط به ژنوتيپ 381/0) تيپ رشد بهاره(هاي حساس ميانگين اين صفت در ژنوتيپ

 .نشان داد 174/0) تيپ رشد زمستانه و بينابين(
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   مقدمه
 51 و ديم اراضي درصد 66 حدود كشور، در موجود آمار اساس بر

 سرد و مناطق در جو، و گندم كشت زير آبي اراضي درصد

 حرارت درجه مطلق حداقل متوسط .اند شده واقع كوهستاني
اراضي زير كشت گندم و جو در مناطق سرد با ارتفاع بيش از 

مي سلسيوس درجه 12 از كمتر يطولان دوره يك طي درهزار متر، 
هاي دماي پايين يكي از تنش (Mahfoozi et al. 2005).باشد 

آيد و منجر به تاخير محدود كننده توليد در غلات به حساب مي
 .Fowler et al)شوددر رشد گياه و افزايش طول دوره رشد مي

1996).  
به دليل خودگشني،  (.Hordeum vulgar L)در بين غلات، جو 

يپلوئيد بودن، گستره وسيع سازگاري، دسترسي بالا به منابع د
با ساير  ١ژنتيكي وحشي و داراي تشابه خطي بالاي ژن و پروتئين

اعضاي گونه، مدل ژنتيكي مناسبي جهت بررسي پاسخ به شرايط 
توانايي گياه براي  .(Hayes et al. 2003)باشد نامساعد محيطي مي

تحمل زمستانه . ل زمستانه گويندهاي سخت را تحمبقا در زمستان
اي است كه شامل تحمل به انجماد، كم اكسيژني، صفت پيچيده

شود و عوامل متعددي مي... تشكيل بلور يخ، تحمل به بيماري و
هاي متناوب از جمله مدت زمان تنش انجماد و شدت آن، دوره

انجماد و آب شدن، تجمع مواد سمي اثرگذار بر ظرفيت بازيابي 
روبرو مي شود و مدت اه، مرحله رشدي كه گياه با تنش يدر گ

 Fowler and)باشد زمان خوگيري به سرما در بر آن تاثير گذار مي

limin 1997). از مهمترين عوامل محدود كننده در  انجماد تنش
 هاي واكنش شامل خود وسيع معناي در باشد، بيشتر نواحي مي

 دماي تحت گياهان كه ودش مي اطلاق حالتي به و ي بودهاه پيچيد

  ).Russel et al. 2006(گيرند مي قرار صفر زير
گرفتن گياه در معرض دماهاي پايين، ولي بالاي صفر،  قرار

آورد  تغييرات مورفولوژيكي و فيزيولوژيكي در گياهان بوجود مي
اين فرايند را . شود كه موجب افزايش تحمل گياه به انجماد مي

.  (Palva et al. 2001)گويند سرما ميخوگيري يا عادت دهي به 
هاي ساختماني مرتبط با تحمل به انجماد در گياه در  تظاهر ژن

دهي به سرما آغاز و به تدريج بر ميزان تحمل به  دماي عادت
كند و در نهايت به حداكثر ميزان  انجماد در آن افزايش پيدا مي

                                                            
1 Colinearity 

ماد در زمان لازم براي حصول حداكثر تحمل به انج. رسد خود مي
تا  4غلات بسته به نوع ژنوتيپ، ميزان و طول دوره عادت دهي، 

گياه سازگار . (Mahfoozi et al. 2001)هفته گزارش شده است  8
كم سازگاري خود  شده به سرما در اثر مواجه با دماهاي بالاتر، كم

عدم تداوم اين شرايط  و در صورت دهد را به سرما از دست مي
م انتقال از فاز رويشي به زايش مهبه خصوص در مرحله 

(Fowler and Limin  2004)، گيري در  تواند دوباره با قرارگياه مي
 .(Rapacz 2002)دماهاي پايين، سازگاري به سرما را كسب كند 

ارتباط تنگاتنگي را بين  Mahfoozi et al. (2001( نتايج تحقيقات
را با  اييدوره روشنبه طول سازي و حساسيت  زمان تكميل بهاره

در نتيجه عوامل تنظيمي فنولوژيكي رشد . تحمل انجماد نشان داد
دوره العمل به طول  سازي و عكس به خصوص نياز به بهاره

 .ايفا كنند انجمادبه سزايي در تحمل  توانند نقش مي روشنايي
تغييرات مورفوفيزيولوژيك در دماهاي پايين و نه دماي زير صفر 

ه از يك طرف به ظرفيت سازگاري گياه آيد ك در گياه بوجود مي
در برابر تغييرات محيطي و از طرف ديگر توانايي كسب حداكثر 

عوامل تنظيمي گياه در دماي سازگاري . وابسته استانجماد تحمل 
طول سازي و با سرما را شامل مراحل فنولوژيكي گياه، نياز بهاره

اه با معرفي كردند، همچنين سرعت سازگاري گي دوره روشنايي
 Limin and( سرما را مرتبط با زمينه ژنوتيپي گياه معرفي كردند

Fowler 2006(.  
رساند و در صورت  تنش انجماد  به غشاي سيتوپلاسمي آسيب مي

ادامه انجماد، پارگي غشاي سيتوپلاسمي و متعاقب آن تراوش 
 .Rizza et al. 1994; Esenta et al(مواد سلولي را در پي دارد 

براي  Elena et al. (1995)ش تراوش يوني توسط رو ).2003
هاي گندم مورد استفاده  ارزيابي ميزان تحمل به انجماد در ژنوتيپ

 آزمايشات اين روش براي از استفادههمچنين . است  هتقرار گرف

 گزارش نيز Wulff et al. (1994)توسط انجماد  بهتحمل 

  .است ه شد
 به(Fluorescence ChlorophyII)  كلروفيل فلورسانس امروزه،

 محيطي، هاي تنش ثيرات گيري براي اندازه سنجش معيار يك عنوان
 بهتحمل  ميزان تعيين و زراعي هاي برگونهانجماد  تنش جمله از

، حقيقت در .(Rizza et al. 2011) آنها پيشنهاد شده استانجماد 
 تيلاكوئيد غشاي بودن سالم دهندهكلروفيل نشان فلورسانس مقدار
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 Iبه فتوسيستم  II فتوسيستم از را الكترون انتقال نسبيكارآيي  و
 الكترون گيرنده كينون اولين( كينون هاي مولكول وقتي .باشد مي

 مركز باز وضعيت( شده اكسيده كاملا وضعيت در )II فتوسيستم

هستند، سيستم داراي كمترين فلورسانس ) II فتوسيستم واكنش
)F0 (ها ش احيا شدن اين مولكولاست كه به تدريج با افزاي، 

 هاي مولكول كامل احياي تا روند اين. يابد مي افزايش فلورسانس

 حالت در فتوسيستم مركز حالتي چنين در .كند مي پيدا ادامه آن
 واقع،در . است) Fm( فلورسانس بيشترين داراي بوده، كامل احياي

 در داده، كاهش را الكترون انتقال و پذيرش ظرفيتانجماد  تنش

رسد، كه كاهش فلورسانس  ميFm نتيجه سيستم به سرعت به 
افزايش شدت نور،  با طرفي از. را در پي خواهد داشت) Fv( متغير

سيستم فتوسنتزي با يك روش تنظيمي براي كاهش انرژي القا 
 غير خاموشي افزايش طريق شده تحريكي، انرژي مازاد را به

 با. دهد مي  دست از تشعشعي غير فرآيند صورت به فتوشيميايي

 موجب واكنش، مركز از حفاظت ضمن تنظيمي، مكانيسم اين

 Bhardway and(كه حداقل صدمه به اين مركز وارد شود  شود مي

Singhal 1981.(  از اين رو كارايي فتوشيميايي فتوسيستمII  به
بيان مي ) Fv/Fm(صورت نسبت فلورسانس متغير به ماكزيمم 

باعث  IIمحيطي با تاثير بر فتوسيستم  هاي بنابراين تنش. شود
در تحقيقات  ).Akar et al. 2009(شوند كاهش اين نسبت مي

Rizza et al. (2012)  به كمك ارزيابي فلورسانس كلروفيل
(Fv/Fm) هاي جو، مشخص شد كه خسارت ناشي از  ژنوتيپ در

ساعت  24روي برگ اوليه پس از ) انجماد(دماهاي زير صفر 
بعد از تنش، اطلاعات بيشتري را نسبت به مدت زمان  بازيابي گياه

در اختيار محقق قرار ) ساعت 48(ساعت بازيابي گياه  24بيش از 
 .دهد مي

و  هاي سنتي اصلاح در شناسايي سازبه دليل ناكارآمدي روش
ها در بهبود مقاوت غلات به كارهاي ژنتيكي تحمل به تنش

هاي ر شناسايي ژنوتيپو نقش به سزاي اين سازوكارها د انجماد
متحمل، توجه به سازوكارهاي ژنتيكي در تحمل به تنش محيطي 

دو مسير جهت  ).Pecchioni et al. 2002(افزايش يافته است 
-بررسي ژنتيكي تحمل به تنش هاي غير زنده در پيش گرفته مي

شود كه شامل روش هاي مبتني بر ژنتيك كمي و ژنتيك مولكولي 
بر اساس ژنتيك كمي، تشريح صفات پيچيده در بررسي . باشدمي

 QTLهاي تجزيهبه كمك نشانگرهاي مولكولي و با استفاده از 
ها  هاي تحمل به تنش QTLباشد كه نتيجه آن شناسايي مي
بررسي بر اساس روش ژنتيك مولكولي، پاسخ گياه به . باشد مي

  هاي دخيل در درك تنش، انتقال پيام ها بر اساس شناسايي ژن تنش
 Xiong et).باشد هاي پاسخگو مي به داخل سلول و تنظيم بيان ژن

al. 2002; Yamaguchi-shinozaki and Shinozaki 2005)  در اين
هاي خشكي و انجماد  بين مطالعات مولكولي پاسخ گياه به تنش

روي بازوي بزرگ  .در گياهان بيشتر مورد توجه قرار گرفته است
جود دارد كه مسئوليت اجزاي ايي و جو ناحيه H5كروموزوم 

هاي مربوط به  QTLمختلف در تحمل به انجماد از قبيل 
طول سازي، تحمل به دماي پايين محيط رشد و حساسيت به  بهاره

 QTLدو . (Cattivelli et al. 2002)دارد  را بر عهده دوره روشنايي
كردند، در  در جو را ايفا مي انجمادكه نقش اساس در تحمل 

 Tremoisو  )زمستانه( Nureيابي در جمعيت نقشه H5كروموزوم 
-QTL ،Frاولين .  (Francia et al. 2004)مشخص شدند  )بهاره(

H1  كه در محل ژنHvBM5A  قرار گرفته و مسئول نياز به
تواند به صورت پليوتروپي روي تحمل  باشد و مي سازي مي بهاره

ها روي  بررسي .(Szucs et al. 2006) گذار باشد به انجماد تاثير
 انجمادرا با تحمل  QTLارتباط اين Dicktoo × Morex جمعيت 

 QTL  Fr-H2  دومين. (Skinner et al. 2006)تاييد كرده است 
جهت بيان  (TF) كه عوامل رونويسي HvCBFهاي  در محل ژن

 .Francia et al ). باشند، قرار داردهاي تنظيم شونده با سرما مي ژن

2004; Skinner et al. 2006; Tondelli et al. 2006) ها  بررسي
، نقش CBF نشان داده كه عوامل رونويسي متعلق به خانواده

 Thomashow et)مهمي در سازگاري به انجماد را بر عهده دارند

al. 2001)  . ارتباط اين دوQTL سازي و از  از يك طرف با بهاره
ل مجزا در حاكي از اثرگذاري عوام CORهاي طرف ديگر با ژن

در گندم و جو حد آستانه دماي . تعيين بقاي زمستانه در گياه است
كه مرتبط بوده در حالي FR2 سازگاري به انجماد با مكان ژني 

تنزل تحمل به انجماد در پايان دوره سازگاري مرتبط با  مكان 
 .(Galiba et al. 2009)باشد مي VRN1 ژني

ي متصل به عناصر عوامل رونويس CBF/DREBهاي پروتئين
هاي  ناحيه پروموتوري اكثر ژن در DNA، CRT/DRE يميظتن

باشند كه از اجزاي مهم تنظيمي در  تحريك شده توسط سرما مي

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

00
84

43
9.

13
94

.1
0.

1.
7.

3 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

g.
ge

ne
tic

s.
ir

 o
n 

20
26

-0
5-

25
 ]

 

                             3 / 12

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.20084439.1394.10.1.7.3
http://mg.genetics.ir/article-1-1342-fa.html


  همتا و همكارانمحمدرضا بي   ...و تحمل به  بررسي گزينش به كمك نشانگر ورناليزاسيون
 

 72  1394بهار/1شماره/مدهدوره/ ژنتيك نوين

 

مواجهه با دماي پايين بوده و منجر به  در DNAهاي رونوشت
يك . (Novillo et al. 2004)شوند  ميانجماد  افزايش تحمل
 Skinner et al. (2006)ط توس CBFژني  20 خانواده بزرگ

بوده و جز اصلي  ١COR هاي شناسايي شدند كه متصل به ژن
 .Tondelli et alتنظيمي در تحمل زمستانه محسوب علاوه بر آن 

در ژنوم جو شدند كه با  CBFژن  12موفق به شناسايي  (2006)
  .تفكيك همزمان داشتند Fr-H2ژن 

در تحقيقات  Fr-H2و  Fr-H1اثرات افزايشي را براي دو ژن 
Francia et al. (2007)  هاي پيشنهاد شد و ژنHvCBF  را به

 QTLعنوان بهترين ژن كانديد جهت موقعيت مكاني و كاركردي 
Fr-2 همچنين در بين نتاج حساس و . در جو معرفي كردند

هاي  كه داراي آلل Nure x Tremoisدر تلاقي  انجمادمتحمل به 
 Fv/Fm د، اختلاف كم از لحاظبودن Fr-H2و  Fr-H1همزيگوت 

هايي با اثرات كوچك در ناحيه ديگر مشاهده كردند كه ژن
اند و توسط كروموزومي را كه هنوز در اين تلاقي شناخته نشده

شوند را دليل اين عدم اختلاف معرفي حمل مي Nureژنوتيپ 
دهنده نواحي كروموزومي ديگري علاوه بر شواهد نشان. كردند

Fr-H1  وFr-H2 باشد در ارتباط با تحمل به انجماد مي
.(Tuberosa et al. 1997)  

 .Rapacz et alو Von Zitzevwitz et al. (2005)در مطالعات 

را ) HvBM5نشانگر ( Vrn-H1، تنوع در ناحيه پروموتور  (2010)
همچنين به . در جو معرفي كردند انجمادعامل مهمي در تحمل 

جر به تفاوت در سطح سازگاري به دليل تاثير عوامل محيطي كه من
شود،  ها مي سرما پيش از آزمون تحمل به انجماد در ژنوتيپ

ها را در شرايط كنترل شده آزمايشگاهي مشابه بررسي ژنوتيپ
  .شرايط زمستان را ضروري دانستند

هاي واقع در دو  اين بررسي به جهت تشخيص توانايي نشانگر
 Fr-H2و  Fr-H1/VRN-H1كه شامل  H5ناحيه روي كروموزوم 

جهت  H4روي كروموزوم  VRN-H2و همچنين ) CBFهاي ژن(
هاي متحمل به انجماد بر اساس گزينش غيرمستقيم ژنوتيپ

 24انجام گرفته همچنين مجموعه ) MAS(نشانگر همبسته 
و پايداري غشاي  IIژنوتيپ جو بر مبناي كارايي فتوسيستم 

                                                            
1 Cold regulated 

ايط آزمايشگاهي مورد سيتوپلاسمي در برابر تنش انجماد در شر
  .ارزيابي قرار گرفتند

 
   هامواد و روش

ژنوتيپ از ارقام  24به منظور ارزيابي تحمل به انجماد در جو،  
تكرار در  8با   بومي و خارجي در قالب طرح بلوك كامل تصادفي

استايرن حاوي پيت كاشته شدند و در اتاقك رشد  هاي پلي سيني
زني قرار گرفتند، پس از آن انهبه مدت يك هفته در شرايط جو
ميكرو مول بر متر مربع در  200(تحت شرايط ده ساعت روشنايي 

ساعت تاريكي در دماي  14گراد و در دماي سه درجه سانتي) ثانيه
گراد به مدت چهار هفته جهت سازگاري با يك و نيم درجه سانتي

سرما در اتاقك رشد قرار گرفتند سپس جهت مواجهه با تيمار 
ساعت در دماي  12، گياهان در مرحله برگ اوليه، به مدت انجماد

گراد در تاريكي قرار گرفته و پس از آن دما  منفي سه درجه سانتي
به صورت پلكاني هر ساعت دو درجه كاهش يافته تا به دماي 

ساعت   16گراد رسيده و بعد از   انجماد منفي دوازده درجه سانتي
يافته تا به يك ر هر ساعت افزايشدما با همان نرخ دو درجه د

گراد برسد گياهان در اين دما به مدت يك ساعت  درجه سانتي
 Rizza)زني قرار گرفتند  داري شده و مجددا در شرايط جوانه نگه

et al. 2011) .  
جهت ارزيابي خسارت وارده به گياه در اثر تنش انجماد، كارايي 

 ارامتر فلورسانس كلروفيلبا استفاده از پ IIفتوسيستم  فتوشيميايي
II (Fv/Fm) كه به ترتيب فلورسانس متغير به ماكزيمم در شرايط ،

باشد در سه مرحله بعد از سازگاري با  سازگار شده به تاريكي مي
ساعت پس از تنش در شرايط  24سرما، بلافاصله پس از تنش و 

-ساعت با دماي بيست درجه سانتي 8دوره روشنايي (بازيابي گياه 

ساعت تاريكي با دماي  16اد با شرايط روشنايي مشابه قبل و گر
روي برگ اوليه گياه به كمك دستگاه  ) گرادپانزده درجه سانتي

 Rizza بر اساس روش (PAM-2000- Walz, Germany)فلورمتر 

et al. (2001)  اين ارزيابي در قالب طرح بلوك . گيري شد اندازه
 غشا پايداريميزان  .فتتكرار انجام گر 8كامل تصادفي در 

گيري شد و پس روش ميزان تراوش يوني اندازه سيتوپلاسمي به
هاي حاوي  ها در فالكوناز اعمال تنش مشابه قبل، قطعات برگ

آب ديونيزه قرارگرفت و پس از دو ساعت و نيم  ليتربيست ميلي
حال جنبش و رسيدن به دماي  ب گرم درآقرارگيري در حمام 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

00
84

43
9.

13
94

.1
0.

1.
7.

3 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

g.
ge

ne
tic

s.
ir

 o
n 

20
26

-0
5-

25
 ]

 

                             4 / 12

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.20084439.1394.10.1.7.3
http://mg.genetics.ir/article-1-1342-fa.html


  همتا و همكارانمحمدرضا بي    ...و تحمل به  بررسي گزينش به كمك نشانگر ورناليزاسيون
 

 1394 بهار/1شماره / دهمدوره / ژنتيك نوين 73

 

توسط دستگاه ها  گراد، آزادسازي يونه سانتيبيست و پنج درج
   .(Rizza et al. 1994)گيري هدايت الكتريكي تعيين شد اندازه

به كمك حداكثر خسارت انجماد ارزيابي خسارت غشا در اثر 
ها توسط رابطه زير محاسبه  وارده به غشا توسط اتوكلاو نمونه

   100*(C2-Cw)/(C1-Cw)                                      :شودمي
 C2ها در مرحله اول و هدايت الكتريكي نمونه C1در اين رابطه 

ميزان هدايت  Cwها پس از اتوكلاو و  اندازه هدايت الكتريكي آن
جهت ارزيابي ژنوتيپي از  .باشد الكتريكي آب ديونيزه مي

به ترتيب جهت  HvCBF14و  CAPS (HvBM5A(نشانگرهاي 
و همچنين نشانگرهاي  CBF14 و VRN-H1 هايشناسايي ژن

(STS) Zcct-H , SNF2P  وHvCBF3  به ترتيب جهت شناسايي
 .Karsai et al)استفاده شد  CBF3و  VRN-H2 ،VRN-H2هاي ژن

2005; Von Zitzewitz et al. 2005; Tondelli et al. 2006) 
 ;Francia et al. 2004نشانگرهاي مربوطه بر اساس تحقيقات 

Von Zitzewitz et al. 2005; Karsai et al. 2005; Tondelli et 
al. 2006)( ايي در شرايط رشدي  روي گياهان يك هفتهC°20  در

 DNAپس از استخراج . در تاريكي اعمال شد C°15روشنايي و 
بر اساس  DNAاز برگ گياهان و تعيين كميت  CTABبه روش 

از مراي پلي نانومتر، واكنش زنجيره 260جذب در طول موج 
 DNAها در حجم نهايي ده ميكروليتر شامل بيست نانوگرم  نمونه

مولار، بيست و ، كلرور منيزيم يك و نيم ميليx1 PCRالگو، بافر 
، از هر آغازگر نيم ميكرو مولار و dNTPsمولار  پنج صدم ميلي

برنامه تكثير به  .انجام شد  Tag DNA Polymeraseواحد  يك
سازي اوليه و ه براي واسرشتبه مدت دو دقيق   C°94صورت 

به  C°55به مدت سي ثانيه،  C°94  چرخه به صورت 35سپس 
به مدت يك دقيقه و در انتها مرحله بسط   C°72مدت سي ثانيه و 

به مدت پنج دقيقه انجام شد و بعد از آن تفكيك  C°72در دماي 
هضم . قطعات در ژل آگارز يك و هشت دهم درصد انجام شد

ه ب HvCBF14و  HvBM5A براي CAPSهاي  آنزيمي نشانگر
طبق دستورالعمل براي ده ميلي ليتر محصول  NiaIIIوسيله آنزيم 

 x1پي سي ار به همراه دو واحد آنزيم محدود كننده، بافر 
كه به مدت يك   BSAليتر گرم در ميلي واكنشگر و يك دهم ميلي

س و نيم ساعت در انكوباتور قرارگرفته بودند، انجام شد و سپ
 Francia et روي ژل آگارز استاندارد دو نيم درصد تفكيك شدند

al. 2004; Karsai et al. 2005; Von Zitzewitz et al. 2005; 

Tondelli et al. 2006).( 24مورفيسم براي نشانگرهاي پلي 
 Aبه عنوان الل  Nureهاي ژنوتيپ. ژنوتيپ جو به كارگرفته شدند

ها مورد  ناي مقايسه بين ژنوتيپمب B به عنوان الل Tremoisو 
جهت اطمينان از بسط واكنشگرها آزمايش . استفاده قرار گرفتند

  .تكرار انجام گرفت 3در 
  

    نتايج و بحث
ها توسط دو روش ارزيابي تحمل به انجماد درمجموعه ژنوتيپ

پس از ) Fv/Fm( IIكارايي فتوشيميايي فتوسيستم ) 1غيرمستقيم 
ارزيابي ميزان تراوش ) 2ترل شده سرما و قرارگيري در شرايط كن

تجزيه واريانس ساده صفات . يوني، مورد بررسي قرار گرفتند
نشان داد اختلاف ارقام مورد مطالعه از نظر صفات مورد مطالعه 

در سطح ) ساعت بازيابي 24پس از  Fv/Fmپايداري غشا و (
 با توجه به عدم .)1جدول(باشد دار مياحتمال يك درصد معني

پس  Fv/Fmگيري  ها در اندازه دار بين ژنوتيپ وجود اختلاف معني
بلافاصله پس از  Fv/Fmاز سازگاري، همچنين تنوع پايين در 

پس از  Fv/Fmها بر اساس ها، مقايسه ژنوتيپ بين ژنوتيپ تنش
م يساعت بازيابي گياه انجام گرفته چون قبل از ظهور علا 24

العمل متنوعي در اين عكس هاظاهري انجماد در گياه، ژنوتيپ
 اين .)(Rizza et al. 2001; Akar et al. 2009دهند  صفت نشان مي

سلولي و فلورسانس  تراوشات ميزان نظر از هاژنوتيپ بين اختلاف
 ميزان كه است معني بدين ساعت بازيابي گياه، 24كلروفيل پس از 

 نميا در حيث اين از و بوده متفاوت هاژنوتيپ انجماد تحمل

 .دارد وجود برتر ژنوتيپ انتخاب جهت لازم تنوع هاژنوتيپ

چهار  Vrn-H1/Vrn-H2مورفيسم نشانگرهاي مرتبط با بررسي پلي
ها بر اساس  بندي ژنوتيپنوع هاپلوتايپ را مشخص كرد، رتبه

صورت  Tremois (B)و  Nure (A)هاي دو ژنوتيپ مرجع  الل
-vrnهاي الل زمستانه و داراي (AA)بر اين اساس . گرفت

H1/Vrn-H2، (BB,BA) هاي بهاره و به ترتيب داراي اللVrn-

H1/vrn-H2  و Vrn-H1/Vrn-H2 و(AB)  بينابين و شامل الل
vrn-H1/vrn-H2 باشندميAkar et al. 2009; Rizza et al. 

نتايج نشانگرهاي مولكولي نشان داد كه در مجموعه . )(2011
وتيپ داراي تيپ رشد بهاره، هاي مورد بررسي نوزده ژن ژنوتيپ
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چهار ژنوتيپ زمستانه و يك ژنوتيپ داراي تيپ رشدي بينابين 
  ). 2جدول(است 

  
  
  

  ژنوتيپ جو مورد بررسي 24تجزيه واريانس صفات مورد بررسي بر روي  -1جدول 
 ساعت بازيابي 24پس از  Fv/Fm بلافاصله پس از تنش Fv/Fm گاريپس از سازFv/Fm درجه آزاديميزان نشت يوني درجه آزادي منابع تغيير

 018/0 0001/0 0012/0 7 008/0 3 تكرار

 125/0** 004/0** 0007/0 23 116/0** 23 تيمار

 012/0 001/0 0003/0 161 003/0 69 اشتباه

  
  ون ژنوتيپ هاي جو مورد مطالعهنشانگر مورد آزم 5، تراوش يوني و نتايج  Fv/Fm -2جدول 

 تيپ رشد HvBM5v Zcct SNF2p HvCBF14 HvCBF3A نشت يوني Fv/Fm ژنوتيپ

 بهاره B B B A A 619/0±03/0 512/0±180/0 ارس

 بهاره B A A A A 514/0±09/0 523/0±223/0 استرين

 بهاره B A A A A 361/0±06/0 609/0±067/0 افضل

 بهاره B B B B A 307/0±09/0 679/0±072/0 ترش

 بهاره B A A B B 535/0±06/0 353/0±138/0 تركمن

 بهاره B B B A A 337/0±07/0 689/0±030/0 جنوب

 بهاره B A A A A 203/0±03/0 750/0±016/0 دشت

 بهاره B A A A A 322/0±03/0 600/0±088/0 ريحان

 بهاره B A A A A 321/0±03/0 610/0±064/0 زرجو

 بهاره B A A A A 112/0±02/0 758/0±026/0 شيرين

 بهاره B A A A A 517/0±04/0 484/0±132/0 صحرا

 بهاره B A A A A 188/0±03/0 723/0±070/0 كارون

 بهاره B A A A A 491/0±04/0 525/0±127/0 كوير

 بهاره B A A A A 359/0±02/0 578/0±107/0 گرگان

 بهاره B A A A A 203/0±01/0 752/0±018/0 گوهرجو

 بهاره B B B A A 402/0±08/0 558/0±124/0 نيمروز

 بهاره B B B A A 231/0±07/0 677/0±069/0 والفجر

 بهاره B A A A A 477/0±07/0 463/0±199/0 يوسف

Tremois 190/0±467/0 04/0±744/0 B B B B B بهاره 

 زمستانه A A A A A 226/0±02/0 764/0±011/0 بهمن

 زمستانه A A A A A 157/0±05/0 755/0±033/0 ماكويي

Nure 033/0±733/0 03/0±162/0 A A A A A زمستانه 

 زمستانه A A A A A 213/0±05/0 703/0±103/0 سرارود

 بينابين A B B A A 113/0±02/0 779/0±013/0 سهند

  )بهاره(ميانگين
 )بينابين و زمستانه(ميانگين 

114/0±595/0 
029/0±746/0 

163/0±381/0 
045/0±172/0 
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نشان داده شده است، تفاوت بسيار  3همانطور كه در جدول 

هاي استيودنت بين ميانگين tداري بر اساس نتايج آزمون معني
 HvBM5Aنشانگر  Bو  Aهاي صفات مورد بررسي گروه

 Fr-H1/vrn-H1در ناحيه  vrn-H1كه جهت شناسايي ) 2جدول(
نيز  Fr-H2 نوع QTLدر ارتباط با قرار دارد، وجود دارد همچنين 

) 1شكل( HvCBF3بين ميانگين دو گروه مشاهده شده در نشانگر 
و تراوش يوني در  Fv/Fmداري درصفات نيز تفاوت بسيار معني

كه با توجه به نتايج سطح يك درصد مشاهده شد در صورتي
در نشانگر  Bو  Aهاي مقايسه ميانگين صفات مورد بررسي گروه

HvCBF14 ) دار در سطح كمتري مشاهده اختلاف معني) 2شكل
  .شد

ها در سطح  ژنوتيپ IIمتاثر شدن كارايي فتوشيميايي فتوسيستم 
نشان داد كه عامل انجماد  انجماداحتمال يك درصد بر اثر تنش 

بر . دهد كارايي اين سيستم را به دليل بازدارندگي نوري كاهش مي
ويي، گوهرجو و بهمن ارقام سهند، شيرين، ماك 4اساس جدول 

در شرايط تنش  Fv/Fmعلاوه بر اينكه داراي بيشترين ميزان 
انجماد را داشتند و با توجه به اينكه بالا بودن كارايي فتوشيميايي 

ها در  اين ارقام نشان دهنده ميزان بالاي فتوسنتز آن IIفتوسيستم 
باشد و همچنين براساس ميزان تراوش يوني در  شرايط تنش مي

هاي بالاي جدول را به خود اختصاص داده و در تنش، رتبه اثر
را به خود اختصاص  4مجموع مكان پنج ژنوتيپ برتر جدول 

ها پس از دو هفته از اتمام آزمايش و  بررسي ژنوتيپ. دادند
نگهداري در شرايط محيط طبيعي رشد كه منجر به بقاي 

-يج ارزيابيهاي برتر سهند، شيرين و ماكويي شده بود، نتا ژنوتيپ

  .كند و تراوش يوني را تصديق مي Fv/Fmهاي 
امكان  II به كمك ارزيابي فلورسانس كلروفيل انجمادبرآورد تنش 

بررسي تعداد زيادي ژنوتيپ را بدون تخريب گياه  فراهم ساخته 
هاي متحمل و حساس ها به گروه و علاوه بر تفكيك ژنوتيپ

شايان ذكر . سازدميسر ميامكان  مقايسه در داخل هر گروه را نيز 
سازي و حساسيت به طول دوره روشنايي نيز است كه نياز به بهاره

 نقش به سزايي در تنظيم پاسخ به دماهاي پايين را بر عهده دارند
)2001 Fowler et al. ( اما تجزيه فنوتيپيي براي اين صفات نيازمند

  ).Fowler 2008(باشد  صرف زمان بسياري مي

دهد كه سازوكارهاي احساس و دريافت سرما  ن ميها نشا بررسي
العمل گياه نسبت به سرما در مراحل اوليه رشد در تعيين  عكس و

 Rizza( گرفتن به سرما نقش كليدي را بر عهده دارند  پتانسيل خو

et al. 2011(. نتايج تحقيقات Rizza et al. (2011)   نشان داده كه
ه در مزرعه با شرايط محيطي و بين بقاي گياه در برابر تنش زمستان

ستگي بالايي را در بمرحله رشدي اعمال شده در اين آزمايش هم
 Koch and Lehmann 1996; Prasil et)ها  مقايسه با ساير روش

al. 2007)  دراين بررسي، ارزيابي . به همراه داردFv/Fm  به عنوان
ساعت بازيابي پس از  24شاخص خسارت وارده به برگ بعد از 

يمار انجماد نسبت به ارزيابي اين عامل بلافاصله پس از اعمال ت
تنش به دليل مشاهده تنوع بالاي ژنتيكي سودمند تر واقع شد كه 

 .Rizza et al. (2011)،  Rapacz et alاين نتيجه با مطالعات 

در زمان بازيابي، . مطابقت دارد Dai et al. (2007) و (2007)
شده به گياه بلافاصله پس از تنش علاوه بر صدمات اوليه وارد 

انجماد، صدمات ديگري كه در نتيجه اختلاط محتواي سلولي پس 
از ايجاد شكستگي در ديواره سلولي اتفاق افتاده كه منجر به 

ها و دگرگوني و تخريب محيط سلولي و متعاقب آن ساير ارگانل
  Clement and van Hasselt(شود در انتها كلروپلاست مي

1996.(   
در  انجماددر اين تحقيق از روش تركيبي جهت ارزيابي تحمل 

 تجزيهو تراوش يوني به همراه  Fv/Fmجو كه شامل ارزيابي 
كه براساس  Vrn-H1/Vrn-H2سازي مورفيسم نياز به بهاره پلي
از اجزاي مهم در تحمل به انجماد  Rizza et al. (2011)هاي  يافته

مورد استفاده  Akar et al. (2009)در جو مي باشد بر طبق روش 
استفاده از اين روش را  Rizza et al. (2011)همچنين . قرار گرفت

اثرات  .جهت شناسايي جمعيت هاي بزرگ بسيار سودمند دانستند
وسيله تغييرات در ميزان فلورسانس كلروفيل كه ه تنش انجماد ب

و پايداري غشاي سيتوپلاسمي قابل  Fv/Fmمنجر به كاهش نسبت 
ها، ايجاد حالت  هاي يخ در بافتتشكيل كريستال. باشد ورد ميبرآ

ها  انقباضي در سلول و به تبع آن اثرات سمي ناشي از تجمع يون
توسط غشاي صدمه ديده بر اثر تنش انجماد درگياه با افزايش 

در بررسي انجام شده در مجموع . صفت تراوش يوني همراه است
براي  746/0ينابين با ميانگين ها با تيپ رشد زمستانه و بژنوتيپ
  بيشتري انجمادبراي تراوش يوني، تحمل  172/0و  Fv/Fmصفت 
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  ژنوتيپ جو  24استيودنت براي گروه هاي هر نشانگردر صفات مورد بررسي بر روي  tنتايج آزمون  -3جدول 

  HvBM5A (sig) ZCCT (sig) Snf2p (sig) HvCBF3A (sig) HvCBF14 (sig) 
Fv/Fm 877/2**)009/0( )923/0 (098/0 )923/0 (098/0 134/3**)003/0( 099/2*)048/0( 

 )034/0(*-256/2 )006/0(**-077/3 -0/1) 328/0( -0/1) 328/0( )015/0(*-640/2 تراوش يوني

  به ترتيب معني دار در سطح پنج و يك درصد  **و * 
  

زرجو؛  )7 افضل؛ )6دشت؛  )5صحرا؛  )4جنوب؛  )3 ارس؛ )2ريحان؛  )1: هاژنوتيپ هشمار .تيپ جوژنو 24مربوط به HvCBF3A نتايج نشانگر مولكولي  -1شكل
) 21ماكويي؛ ) 20سهند؛ ) 19تركمن؛ ) 18يوسف؛ ) 17والفجر؛ ) 16كوير؛  )15كارون؛ ) 14نيمروز؛ )13گوهرجو؛ ) 12گرگان؛ ) 11شيرين؛  )10استرين؛ ) 9ترش؛ )8

  .Tremois)24 ؛Nure)23 ؛سرارود) 22بهمن؛ 

  
  

زرجو؛  )7 افضل؛ )6دشت؛  )5صحرا؛  )4جنوب؛  )3 ارس؛ )2ريحان؛ )1: هاژنوتيپ هشمار . ژنوتيپ جو 24مربوط به   HvCBF14نتايج نشانگر مولكولي  - 2شكل 
) 21ماكويي؛ ) 20سهند؛ ) 19تركمن؛ ) 18يوسف؛ ) 17والفجر؛ ) 16كوير؛  )15كارون؛ ) 14نيمروز؛  )13گوهرجو؛ ) 12گرگان؛ ) 11شيرين؛  )10استرين؛ ) 9ترش؛ )8

  .Tremois)24 ؛Nure)23 ؛سرارود) 22بهمن؛ 

  
  

 595/0ها با تيپ رشد بهاره كه داراي ميانگين  را نسبت به ژنوتيپ
جهت صفت تراوش يوني نشان دادند كه  381/0و  Fv/Fmبراي 

داري در سطح يك درصد براي هر دو صفت مذكور اختلاف معني
سازي  هاي زمستانه به دليل نياز به بهاره در ژنوتيپ. ده شدمشاه

انتقال از فاز رويشي به زايشي  و تاخير در) vrn-H1آلل مغلوب (
كه افزايش مدت زمان سازگاري با سرما را در پي داشته تحمل 

بيشتري مشاهده شد با وجود گسترش اين نظريه كه تحمل  انجماد

ادت رشد زمستانه دارد، اما ع به انجماد ارتباط تنگاتنگي با
كه از صفات مهم در مقاوت زمستانه  انجماددرجاتي از تحمل 

سازي نيز در تحقيقات گذشته گزارش  باشد در نبود نياز بهارهمي
 ;Brule-Babel and Fowler 1988; Doll et al. 1989است  شده

Rizza et al. 2012)(. هسازي بيشتر بدر جو تنوع در نياز به بهاره 
شود ارزيابي مي VRN-H2و  VRN-H1 هاي ژنيمكانوسيله 

(Cockram et al. 2007)  كه اثرات متقابلي بين اين دو مكان ژني  
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  و تراوش يوني Fv/Fmهاي مورد بررسي بر اساس ميزان بندي ژنوتيپرتبه -4جدول 

 ژنوتيپ Fv/Fmرتبه بر اساس رتبه  براساس تراوش يوني هاميانگين رتبه

 سهند 1 2 5/1

 شيرين 3 1 2

 ماكويي 4 3 5/3

 گوهرجو 5 6 5/5

 بهمن 2 9 5/5

5/5 4 7 Nure 

 دشت 6 7 5/6

 كارون 8 5 5/6

 سرارود 9 8 5/8

 والفجر 12 10 11

 ترش 11 11 11

 جنوب 10 14 12

 زرجو 13 12 5/12

 ريحان 15 13 14

 افضل 14 16 15

 گرگان 16 15 5/15

 نيمروز 17 17 17

 كوير 18 19 5/18

 استرين 19 20 5/19

 يوسف 23 18 5/20

 صحرا 21 21 21

 ارس 20 23 5/21

 تركمن 24 22 23

23 24 22 Tremois 

  
سازي در جو  ناحيه مهم تنظيمي نياز به بهاره. مشاهده شده است

BM5A بوده كه ژن كانديد در مكان ژني VRN-H1 باشد، اين مي
تيپ رشد زمستانه و اختياري مشابه  ها با ناحيه بين ژنوتيپ

-ژن SNF2pو von Zitzewitz et al. 2005(.  ZCCT ( باشند مي

بوده، اين مكان ژني پروتئيني  VRN-H2 هاي كانديد در مكان ژني
را توليد كرده كه با ممانعت از گلدهي، تاخير در انتقال فاز رويشي 

اده است كه در تحقيقات نشان د. به زايش در گياه را بر عهده دارد
منجر به عدم  VRN-H2هاي  سازي سطح بالاي رونوشت نبود بهاره

شود  كاسته مي VRN-H2سازي از بيان  گلدهي شده و پس از بهاره
العمل و با اين تنظيم منفي ايجاد شده، گياه به طول روز بلند عكس

 .Stokinger et al)شود نشان داده و وارد مرحله گلدهي مي

در گياه ميVRN-H2مرتبط با تنظيم منفي  VRN-H1بيان . (2007
  .باشد

دار بـين ميـانگين صـفات    به دليل وجود بيشترين اخـتلاف معنـي   
در اين تحقيق،  HvBM5A  نشانگر  Bو Aهاي مورد بررسي گروه

اين نشانگر به عنوان بهتـرين نشـانگر جهـت گـزينش تحمـل بـه       
جـه منطبـق بـر    ها انتخاب شد، كـه ايـن نتي  انجماد در بين ژنوتيپ

اهميـت  ايـن ژن در   . باشـد  نيز مـي  Akar et al. (2009)هاي يافته
تـوان توجيـه كـرد كـه ميـزان      تحمل به انجماد را از آن جهت  مي

هاي گياه به  عنوان كليد تنظيمي  در برگ Vrn-H1هاي ژن  رونشت
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هـا  CBFو  (COR)هاي تنظيم شونده بـا سـرما   سازي  ژندر فعال
. شـود ش تحمل به انجماد در گياه را منجـر مـي  عمل كرده و افزاي

زمسـتانه و  ( باشـند مغلـوب مـي   Vrn-H1هايي كه حامـل  ژنوتيپ
) بهاره( هابيشتري را نسبت به ساير ژنوتيپ CBFهاي ، ژن)بينابين
 Vrn-H1هاي بهاره  در ژنوتيپ). Akar et al. 2009( باشند دارا مي

 Fr-H2در  CBFي هـا كننـده از بيـان ژن  غالب به صورت ممانعت
 شـوند  عمل كرده و باعث كاهش تحمل بـه انجمـاد در گيـاه مـي    

(Stokinger et al. 2007; Galiba et al. 2009) .    بـا وجـود اينكـه
HvBM5A بيني كننده اين صفت در ايـن  ترين نشانگر پيشمناسب

هـا  بررسي شناخته شد ولي كارايي لازم جهت تمايز بين ژنوتيـپ 
هـا بـا تيـپ رشـد     ر داخل گـروه ژنوتيـپ  براي صفت مذكور را د

  . يكسان را ندارد
و  انجماددر افزايش تحمل  CBFهاي با توجه به نقش مهم ژن

دار ، مشاهده شد كه اختلاف معنيCOR هايها بر ژن اثرگذاري آن
در  Bو  Aبيشتري در آزمون مقايسه ميانگين صفات بين دو گروه 

 Fr-H2 ان ژنيدر مك HvCBF14نسبت به الل  HvCBF3آلل 
آن جا كه فرانسيا و همكاران نيز مشاهده كردند  وجود داشت و از

در قله نمودار كيو تي ال مربوط به تحمل به انجماد  HvCBF3كه 
قرار دارد، كانديد مناسبي جهت توجيح تحمل  H5در كروموزوم 

) 3جدول) ( Francia et al. 2004(ها در برابر انجماد باشد ژنوتيپ
ها با تيپ رشد زمستانه  در ژنوتيپ Fr-H2 مكان ژني همچنين در

مشاهده  A-A (HvCBF3)، (HvCBF14)و بينابين، هاپلوتايپ 
ها ميانگين صفات مورد بررسي در اين آزمايش براي ژنوتيپ. شد

و براي  646/0به ميزان  Fv/Fmبراي صفت  AAبا هاپلوتايپ 
ميانگين  براورد شد كه در مقايسه با 310/0صفت تراوش يوني 

مربوط به تراوش يوني در  639/0و  Fv/Fm براي صفت  410/0
هايي كه داراي اين هاپلوتايپ نبودند در سطح يك درصد  ژنوتيپ

ها با تيپ رشد در ژنوتيپ. داري را نشان دادند اختلاف معني
كه  Vrn-H1بينابين و زمستانه، علاوه بر دارا بودن ژن مغلوب 

شود،  سازي در گياه مي از به بهارهمنجر به تاخير گلدهي و ني
تواند توجيحي جهت ميA-A ، (HvCBF3,HvCBF14)هاپلوتايپ

ها با تيپ رشد ها نسبت به ژنوتيپبرتري اين دسته از ژنوتيپ
  .بهاره باشد

 Fr-H2اي در به صورت خوشه HvCBF  14با اين حال بيش از  
ستند ولي وجود دارد كه در ايجاد تحمل به انجماد در جو موثر ه
به  HvCBF تحقيقات در مورد اثرگذاري مجموعه و يا هر يك از

در جو  انجمادها در ايجاد تحمل  يك از آن تنهايي و اهميت هر
با توجه به اينكه دو مكان ژني اصلي مورد بررسي در  .ادامه دارد

نشان  انجمادبيشترين تنوع را جهت صفت تحمل  H5كروموزوم 
پيچيدگي اين صفت، استفاده از  دادند و با در نظرگرفتن

منجر به سهولت در گزينش  HvCBF3 و HvBM5Aهاي  نشانگر
شود همچنين استفاده از اين نشانگرها روي اين صفت مي

تواند مزيت  هاي اصلاحي مي هاي مختلف در برنامه ژنوتيپ
استفاده از گزينش به كمك نشانگر را در مقايسه با گزينش 

  .محيطي تحت تنش نمايان كند فنوتيپي در شرايط متنوع
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