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Cold is one of the important environmental factors involved in the survival, 

growth, and performance of crop plants. In this research, the traits related to 

cold tolerance were evaluated in the lines resulting from crossing Norstar 

(cold-tolerant) and Pishtaz (cold-sensitive) wheat (Triticum aestivum L.) in 

the vegetative stage (December, January, and February) under field 

conditions. Norstar parent and lines L2 and L1 showed the highest LT50 

degrees (-22, -20, and -18 ºC, respectively) in January. A decrease in cold 

tolerance was observed simultaneously with the beginning of the 

reproductive phase in February in all genotypes. Damage indices such as 

H2O2 and MDA were lower in winter lines than in spring lines. The content 

of H2O2 in the Norstar parent and lines L1 and L2 was low during cold 

acclimation periods, but increased with the transition from the vegetative 

stage to the reproductive stage. The high level of MDA in February, 

especially in spring genotypes, indicated the presence of oxidative stress and 

MDA. The activity of acetyl coenzyme A carboxylase and Δ12 desaturase 

genes increased with the continuation of the cold acclimation period; so that 

the highest increases were observed in winter lines and in January. 

Therefore, the genotypes with vernalization requirement by adjusting the 

traits related to cold tolerance in the vegetative stage have higher tolerance 

to cold stress. 
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 ها:واژهکلید

  ،بیان ژن
 تنش اکسیداتیو، 

 دساتوراز، 
 گندم، 
 .دهی به دمای پایینعادت

صفات مرتبط با  ،، رشد و تولید غلات است. در این پژوهشءسرما یکی از عوامل محیطی مهم دخیل در بقا
های حاصل از تلاقی گندم نورستار )متحمل به سرما( و پیشتاز )حساس به سرما( در لاین در تحمل سرما

های نورستار و لاینزمستانه والد  ارزیابی شدند.ماه در شرایط مزرعه و بهمن ،مرحله رویشی )آذر ماه، دی
صد در 50بر حسب دمای گراد( سانتی -18و  -20، -22ترتیب )بهتحمل  بیشترین درجه 4003و  4005

ماه ماه نشان دادند. کاهش تحمل به سرما همزمان با شروع فاز زایشی در بهمنرا در دی( 50LTکشندگی )
های های زمستانه کمتر از لایندر لاین MDAو  2O2Hهای خسارت ها مشاهده شد. شاخصدر همه ژنوتیپ

دهی به سرما های عادتدورهدر طول  4005و  4003های در والد نورستار و لاین 2O2Hبهاره بود. محتوی 
ماه در بهمن MDAاما با انتقال از مرحله رویشی به مرحله زایشی افزایش یافت. بالا بودن میزان ؛پایین بود

-کوانزیماستیلهای بود. فعالیت ژن MDAدهنده حضور تنش اکسیداتیو و های بهاره نشانویژه در ژنوتیپبه

ها که بیشترین افزایشطوریبه ؛دهی به سرما افزایش یافتدساتوراز با تداوم دوره عادت 12Δو  کربوکسیلازآ
سازی با تنظیم صفات های نیازمند بهارهژنوتیپ ،ماه مشاهده شد. بنابراینهای زمستانه و در دیدر لاین

 .دارندسرما تنش به نسبت مرتبط با تحمل به سرما در مرحله رویشی تحمل بالاتری 
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 . مقدمه 1

ا به خود اختصاص ردرصد از اراضی قابل کشت دنیا  22( مهمترین محصول زراعی دنیا است که حدود .Triticum aestivum Lگندم )
درصد مواد  25دود دهد که حبشری دارد. بررسی مصرف سرانه در ایران نشان میداده و نقش اساسی در امنیت غذایی جمعیت 

ه جمعیت دنیا تا ها نشان داده ک(. پژوهشAlipour et al., 2017شده از گندم است )غذایی مردم ایران حاوی محصولات مشتق
له گندم افزایش یافته، محصولات کشاورزی از جمکه تقاضا برای طوریبه ؛میلیارد نفر خواهد رسید هشتبه بیش از  2050سال 

کرد در واحد سطح، باید لذا همگام با افزایش جمعیت، تولید این محصول هم از طریق توسعه سطح کشت و هم از طریق بهبود عمل
معیت جچالش افزایش (. Ghasemi et al., 2013; Alipour et al., 2017; Cheli et al., 2017; Hosseini et al., 2021افزایش یابد )

ای زودرس پاییزه، سرمای همچنین با تغییرات آب و هوایی کره زمین نیز همراه شده که پتانسیل وقوع نوسانات دمایی شامل سرم
دم ایران در مناطق معتدل درصد از اراضی تحت کشت گن 66طور تقریبی کند. بهشدید زمستان و یا سرمای دیررس بهاره ایجاد می

 (. Mahfoozi et al., 2019کند )های زیادی بر میزان عملکرد گندم در ایران وارد میکه سالانه خسارتطوریبه ؛هسرد واقع شد
زدگی زدگی اندام هوایی و یخهای جوان گندم در معرض خسارت سرما، بادهای شدید، یخمعمولا گیاهچه تحت تنش سرما،

شدن زمین شده، اما نوسانات دمایی شدیدی در پاییز گرمسبب ات آب و هوایی های اخیر اگرچه تغییردر سالگیرند. خاک قرار می
گذران در پی داشته های گیاهی حتی گیاهان زمستانهای بیشتری را بر سلولکند که خسارتو زمستان و یا در اوایل بهار ایجاد می

تنش سرما سبب شود. گیاهان نیز محسوب می(، وضعیتی که چالش مهم در توسعه کشت Samsami & Maali-Amiri, 2024است )
، غلات شود. در مقابله با تنش سرماتغییرات مورفولوژیکی، فیزیولوژیکی، بیوشیمیایی و مولکولی میاختلال در مجموعه وسیعی از 

راهبرد، توسعه تحمل  که با فعالیت این دوطوریبه ؛به سرما بهره گرفته 2و سازگاری 1سازیزمستانه از دو راهبرد ویژه پاسخ بهاره
سازی گندم با (. نیاز بهاره et al.; Hosseini 2016 et al.,Hosseini ,2021شود ))زیر صفر درجه( انجام می 4زدگیو یخ 3به سرما

 ;Mahfoozi et al., 2001کند )تنظیم زمان انتقال از فاز رویشی به فاز زایشی از آسیب غلات بر اثر سرمای زمستان جلوگیری می

Waalen et al., 2014 ،نکته جالب آن است که تحت تنش سرما، اگر گندم انتقال از مرحله رویشی به زایشی را مدیریت کند .)
 ترتیب میزان مطلوب عملکرد نیز قابل انتظار خواهد بودظرفیت سازگاری به سرما نیز در آن افزایش یافته و بدین

 (Feng et al., 2016; Shourbalal et al., 2019 .) 
سرما شامل تغییرات متعدد در بیان ژن، متابولیسم، فیزیولوژی و مورفولوژی بوده که این  از لحاظ بیولوژیکی، سازگاری به

ها، کاهش یا توقف رشد، تجمع اسید آبسیزیك، تغییر در ترکیب لیپیدهای غشاء، تغییر در تغییرات شامل افزایش یا کاهش بیان ژن
طور مستقیم آنزیمی است. این تغییرات، به های سلولی از جمله آنزیمی و غیراکسیدانتار و افزایش آنتیهای سازگترکیب محلول

های محیطی به خصوص تنش سرما محسوب در تحمل به تنش درگیر بوده و بنابراین به عنوان عناصر فعال در تحمل به تنش
راین در بسیاری از موارد ارتباط منطقی بین تغییرات در سطح بناب (.Kazemi Shahandashti & Maali-Amiri, 2018شوند )می

های گیاهی تنش سرما اغلب دو اثر مستقیم و غیر مستقیم بر سلولمولکولی با تغییرات فیزیولوژیکی و مورفولوژیکی وجود دارد. 
به عنوان اولین سد دفاعی سلول  کند: تاثیر مستقیم آن اغلب بر ساختارهای غشایی از آن جمله غشای پلاسمایی است کهایجاد می

های (. تنش سرما سبب تجمع گونهLos & Murata, 2004; Heidarvand et al., 2011کند )در مقابله با تغییرات محیطی عمل می
باعث  ROSشود. ها شده که منجر به القای تنش اکسیداتیو می( در سلول2O2Hپراکسید هیدروژن ) ( از جمله5ROSاکسیژن فعال )

های بیوشیمیایی ها، اسیدهای نوکلئیك و دیگر واکنشهای انتقال الکترون، خسارت به لیپیدهای غشایی، پروتئیناختلال در واکنش
فرایند دنبال خواهد داشت. ه منجر به آسیب سلولی شده و نهایتا مرگ گیاه را ب ROSگیری شوند. بنابراین شکلاساسی سلول می

اکسیدانتی از جمله سوپراکسید های آنتیاز طریق آنزیم ROSهای دفاعی سلول و پاکسازی پاسخ جر به القایدهی به سرما منعادت

___________________________________________________________ 
1.Vernalization 
2. Acclimation 

3. Cold tolerance 

4. Freezing 
5. Reactive oxygen species 
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آسیب اکسیداتیو القا  شود و متعاقبا( می9PPOاکسیداز )فنول( و پلی8GPXپراکسیداز )(، گایاکول7CATکاتالاز ) (،6SODدیسموتاز )
بنابراین (. Kazemi-Shahandashti et al., 2014; Caverzan et al., 2016دهد )شده توسط تنش سرما در گیاهان را کاهش می

ترتیب در برآورد خسارت تواند به عنوان نشانگر بیوشیمیایی بهمیها بررسی عوامل ایجاد اکسیداسیون سلولی و همچنین پاکسازی آن
گرفتن در شرایط تنش سرما مستعد خسارت از دیگر عوامل همچنین گیاهان با قرار و دفاع سلول در اثر تنش سرما مفید باشد. 

 (. Janská et al., 2010; Shen et al., 2018; Hosseini & Saidi, 2019محیطی زیستی و غیر زیستی نیز هستند )
رسانی سلولی نیز مشارکت دارد و نکته جالب آن است که همچنین در مسیر پیام ROSمطالعات نشان داده که تجمع نسبی 

(. Gill & Tuteja, 2010; Amini et al., 2021این وضعیت هم در اثر مستقیم و هم در اثر غیر مستقیم سرما مشاهده شده است )
کند و این تغییرات اثر مشابهی در بیان ژنهای های غشای پلاسمایی تغییر میهای فیزیکی و شیمیایی چربیتحت تنش سرما ویژگی

های متصل به غشا . وضعیت فیزیکی چربی های غشایی به طور مستقیم در تنظیم فعالیت پروتئینموثر در سازگاری به سرما دارد
رسد های حسگر نقش دارد. به نظر میاز جمله ناقلین مولکولهای کوچك، کانالهای یونی، پروتئین کینازهای گیرنده و پروتئین

های انتقال پیام و ها را از محیط به شبکهو از طریق آنها پیام های موجود در غشا درک کردهسلول، تنش سرما را از طریق پروتئین
های تنظیمی بسیار پیچیده منجر به انداختن برنامهدهی به سرما تحت کنترل دقیق ژنتیکی بوده و با به راهعادت .رساندهسته می

 شودد گسترده ترانسکریپتوم میمجد های مرتبط با تنش و سازماندهیتنظیم فاکتورهای رونویسی، تنظیم مجدد بیان ژن

 (Wu et al., 2016; Gao et al., 2020سهم لیپیدهای غشایی به .) خصوص اسیدهای چرب غیر اشباع جهت تحمل به سرما در
هایی که حاوی پیوند دوگانه در اسیدهای چرب هستند، گیاهان در تحقیقات مورد بحث قرار گرفته است. تحت تنش سرما چربی

 اهشکه در شرایط طبیعی با کاهش پی در پی دمای محیط، سیالیت غشا به تدریج کطوریبه ؛کنندی خود را حفظ میسیالیت غشای
ایفا  10ساتورازهای دژنکنند. نقش اصلی را در این مسیر گیاه ایفای نقش میسلول ترتیب در هموستازی سلولی و بقا یافته و بدین

  ;Nishida & Murata, 1996کنند )زنجیره لیپیدی اسیدهای چرب اضافه میای دوگانه را به پیوندهکند که می
Kazemi Shahandashti et al., 2014)شدن آن فعال ها در ساختار غشا، از غیراشباعی چربی ها با افزایش میزان غیر. این ژن

 (. Maali-Amiri et al., 2010کند )جلوگیری می
های محیطی شامل بهبود تحمل به سرما از طریق معرفی صفات دخیل برای تحمل به تنشنژادی گندم های بهبرخی برنامه

 شناسایی شوند )RILs( 11های نوترکیبباشد که ممکن است این صفات از طریق لایندر سازگاری ارقام تجاری می
 (Sun et al., 2018)های مختلف،نژادی به دلیل استفاده از لاین. در این برنامه بهRIL های والدی )والد ا در هر دو جهت ویژگیه

به تدریج از حساس به متحمل  های فنوتیپی و ژنتیکی به سرماکه پاسخطوریمتحمل و حساس به تنش سرما( توسعه یافته، به
مزرعه مقایسه کرد ویژه در در یك شرایط محیطی به 12های بهاره و بینابینتوان با گندمبنابراین گندم زمستانه را می .کندتغییر می

(Hosseini et al., 2023.) سازی فرآیند و فرصتی ارزشمند برای شناسایی برخی های تنظیم متابولیك درگیر در بهارهبررسی شبکه
، نورستاردر مطالعه حاضر رقم گندم بهاره پیشتاز، رقم زمستانه باشد. های درگیر در فرآیند تحمل به تنش سرما میاز مکانیسم

سازی و میزان تحمل به سرمای متفاوت بودند، جهت مطالعه ها که دارای نیاز بهارهی نوترکیب خالص حاصل از تلاقی آنهالاین
های دساتوراز بررسی شد. درک ارتباط بین کننده آنزیمهای کدو میزان بیان ژن 2O2Hارتباط بین میزان تحمل به سرما، تجمع 
کننده پایداری عملکرد گندم و افزایش سطح زیر کشت گندم در مناطق سرد کشور ینفرایندهای دخیل در تحمل به سرما، تضم

 است. 

___________________________________________________________ 
6. Superoxide dismutase 

7. Catalase 

8. Guaiacol peroxidase 

9. Polyphenol oxidase 
1 0. Desaturase 
1 1. Recombinant inbred line 
1 2. Facultative 
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  شناسی پژوهش. روش2

 برداریشرایط کشت و نمونه. 1-2

رقم گندم ایرانی با عادت ) رقم والد پیشتاز شامل ترتیبژنوتیپ گندم نان به فتمواد گیاهی مورد مطالعه شامل ه در این پژوهش
سازی طولانی و بسیار متحمل هارهرقم زمستانه کانادایی با نیاز ب(، رقم والد نورستار )سرما سازی و حساس بهنیاز بهارهرشد بدون 

سازی ا نیاز بهارهبنسل هفت حاصل از کراس ساده بین والدین ( L5تا  L1)شامل  (RIL) لاین نوترکیب خالص پنج ( وبه سرما
ل بهبود تحمل به تنش سرما از برنامه اصلاح گندم شام انتقال از مرحله رویشی به زایشی بود.بسیار متفاوت و متنوع از نظر زمان 

ها شناسایی RILیق های تجاری است. چنین صفاتی ممکن است از طرپلاسمکردن صفات دخیل در سازگاری به ژرمطریق معرفی
به صورت 1397-1396در سال به مدت یك سال زراعی در شرایط مزرعه در اقلیم معتدل سرد )کرج(  هاهمه این ژنوتیپ شوند.

حداقل دما در زمستان در  های هواشناسیمطابق با دادههای کامل تصادفی در سه تکرار ارزیابی شدند. فاکتوریل در قالب بلوک
ی و منابع طبیعی ها در مزرعه دانشکدگان کشاورزژنوتیپ(. Hosseini et al., 2021گراد گزارش شد )درجه سانتی -12بهمن ماه 

ح دریا کشت شدند. متر از سط 1321درجه عرض جغرافیایی و با ارتفاع  35درجه طول شرقی و  51کرج با مشخصات جغرافیایی 
شدند. میزان بذر  هاشتکمتر از یکدیگر سانتی 20هر لاین در هر تکرار به طول سه متر در یك پشته و در سه ردیف به فاصله 

یا  روز پس از کشت 60ه )رتیب آذرمادهی به سرما مربع در نظر گرفته شد. در سه مرحله عادت بذر در متر 450مصرفی بر اساس 
برداری انجام شد. نمونه (وریهیا ماه ف روز پس از کشت 120ماه )( و بهمنیا ماه ژانویه روز پس از کشت 90ماه )(، دیماه دسامبر

ساعت روشنایی به  16نیه و بر ثا  میکرو مول بر متر مربع 200گراد با نور درجه سانتی 20ها همچنین در دمای ین ژنوتیپهمه ا
در نیتروژن  ها. تمام نمونهبرداری انجام شدها نمونهعنوان شاهد در شرایط اتاقك رشد کشت شدند و در مرحله چهار برگی از آن

 داری شدند.گراد نگهدرجه سانتی -80مایع فریز و سپس در یخچال 

 تحمل به انجماد )آزمون انجماد(درجه ارزیابی . 2-2

13درصد کشندگی ) 50دمای  جهت تعیین قابلیت تحمل به انجماد از روش تعیین
50LT)  استفاده شد. از هر تکرار و هر رقم، تعداد

متری بالا و زیر محل طوقه( برای آزمون انجماد آماده شد. در روش طوقه گیاه )یك سانتیسپس  آوری،بوته از مزرعه جمع پنج

50LT ساعت در  12گراد به مدت درجه سانتی -3، طوقه گیاهان در داخل ظروف آلومینیومی حاوی ماسه نرم مرطوب در دمای
گراد درجه سانتی -25دمای دقیقه کاهش یافت و این کاهش تا  30گراد هر فریزر نگهداری شد. سپس دمای فریزر یك درجه سانتی

درجه  چهارساعته در دمای  12های مزبور از فریزر خارج شده و پس از استقرار ادامه داشت. در موعد هر دمای مشخص، نمونه
ها به شرایط کنترل منتقل شدند و در بستری با بافت سبك کشت شد. پس از زده، نمونهگراد جهت ذوب تدریجی بافت یخسانتی

 50LTهای مرده و زنده ثبت شده و بر این اساس میزان ای و هوایی زنده و فعال، تعداد بوتهبر اساس ارزیابی سیستم ریشهسه هفته، 
 .(Mahfoozi et al., 2001) و تحمل سرما تعیین شد

  ( 2O2Hسنجش میزان پراکسید هیدروژن ). 2-3

لیتری میلی 15خوبی سائیده شد و به فالکون مایع در هاون چینی بهکردن نیتروژن گرم نمونه برگی پس از اضافهمیلی 350مقدار 
سازی اسید یك درصد )محلول در حمام یخ( به فالکون اضافه شد و تا یکنواختکلرواستیكلیتر محلول تریانتقال یافت. پنج میلی

 با سرعت C 4˚ ه و در دمایدقیق15شده به مدت شد. فالکون حاوی نمونه یکنواختها در حمام یخ قرار داده نمونه
 × g 12000لیتر محلول یك مولار یدید لیتر از مایع رویی به یك فالکون جدید حاوی یك میلیمیکرو 500سانتریفوژ شد. سپس

___________________________________________________________ 
1 3. Lethal temperature (LT50) 
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-کردن فالکون در محیط تاریك برای یکنواختمولار افزوده شد و پس از چند بار وارونهمیلی 10لیتر بافر فسفات میلی 5/0پتاسیم و 

( model EON, Biotek company, USAریدر )توسط دستگاه پلیت nm 390نمودن محتوی آن، مقدار جذب هر نمونه در طول موج
 .صورت میکرومول در گرم وزن تر گیاه بیان شدهنتایج ب (Loreto & Velikova, 2001). گیری شداندازه

 

 ( 14MDAهای غشاء )سنجش میزان پراکسیداسیون چربی. 2-4

-از واکنش رنگ با تیوباربیتوریك MDAبر اساس تجمع  LTدهی به های عادتها گندم در انتهای دورهمیزان اکسیداسیون ژنوتیپ

ساخت کشور ژاپن تعیین  Shimadzu UV160گیری چگالی نوری با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر مدل ( و اندازهTBAاسید )
𝐶 بر اساس فرمول  MDAنانومتر تعیین شد. محتوی  532ها در طول موج شد. چگالی نمونه =

𝐷

𝐸
چگالی  Dمحاسبه شد که در آن 

 (.et al.,Amiri -Maali 2007( است )56/1×510متر ضریب تمایز مولار )مول/سانتی Eو 

 16PCR-QRTو واکنش 15cDNA ، سنتزRNAاستخراج . 2-5

برگ فریز شده به کمك ازت مایع در هاون چینی  گرم نمونهمیلی 80شده از شرکت دنازیست با به کمك کیت تهیه  RNAاستخراج
شده را تایید کرد. برای تخلیص RNA روی ژل کیفیت بالای S 25و S18ریبوزومی  RNA نواراستریل انجام گرفت. تشکیل دو 

 nm 260 در طول موج 1000mo Scientific model, Ther(17(از دستگاه نانودراپ اسپکتروفوتومتر RNAبررسی کمی میزان غلظت
  DNaseІآنزیم (u) ، یك میکرولیتر بافر، یك واحدRNAتیمار شد. دو میکروگرم  DNaseІ شده با آنزیماستخراجRNA  استفاده شد.

 30شد و به مدت میکرولیتر رسانده  10حجم محلول به  DEPC18 ، مخلوط و با افزودن آبRNase inhibitor آنزیم )u (واحد 10و 
قرار  C 65˚دقیقه در دمای 10شد و به مدت ها اضافه به تیوب EDTAقرار گرفتند. سپس یك میکرولیتر  C 37˚دقیقه در دمای

 داری شدند. نگه -C 80˚ها درشدند. تیوبداده 
 18-20پیکومول( )تی )یك با کمك آغازگر الیگو دی DNase تیمار شده با RNA ، پنج میکرولیترcDNAجهت ساخت 

میکرولیتر رسانده شد. این مخلوط به مدت پنج دقیقه در  11به   DEPC نوکلئوتید( مخلوط شد و حجم محلول با استفاده از آب
 فسفاتنوکلئوتریاکسیقرار گرفت و پس از آن روی یخ سرد شد. سپس چهار میکرولیتر بافر واکنش و دو میکرولیتر دی C 70˚دمای

) 19dNTPs(واحد آنزیم 20میکرومول و  10لظت با غ RNase inhibitor به هر تیوب اضافه شد و حجم محلول با آب DEPC  به
 -Revert Aid M آنزیم (u) واحد 200از آن  پسقرار داده شد.  C37˚ میکرولیتر رسانده شد و به مدت پنج دقیقه در دمای  19

Mulv مدت یك ساعت در دمای کردن بهبه این محلول افزوده شده و پس از مخلوط˚C 42 شد. سپس برای غیر قرار داده 
  cDNA برای سنتز RNA نانوگرم در میکرو لیتر 1145قرار گرفتند.  C 70˚دقیقه در دمای 10ها به مدت کردن واکنش، تیوبفعال

 استفاده شد. 
میکرولیتر آب مقطر  توس، سهمیکرولیتر کیت حاوی رنگ فلورسنت شرکت پارس 10میکرولیتر مخلوط واکنش شامل  20

 میکرولیتر نمونه پنجمیکرومول و  10استریل، یك میکرولیتر از هر یك از آغازگرهای اختصاصی مستقیم و معکوس با غلظت 

cDNA   ( بررسی شد. برای هر واکنش دو تکرار زیستی و 1:20شده با نسبت نانوگرم در میکرولیتر )رقیق 250سنتز شده با غلظت
ای پلیمراز منتقل و واکنش زنجیره  iQ5 نظر به دستگاه کردن مخلوط واکنش، پلیت موردتکنیکی استفاده شد. پس از آمادهدو تکرار 

20ثانیه در دمای  C˚95 ،10 ثانیه در دمای 10های تکرار با چرخه 35و  C˚94دقیقه در دمای  دوبه صورت: 
AT ، C˚57 10و  آغازگر 

های ژن PCR شده که میانگین کارآیی محاسبه Cq نسبت بیان نسبی هر توالی با توجه به شاخص .شدانجام  C72˚ثانیه در دمای 
توان برای محاسبه نسبت می 21REST افزارهای استاندارد، از نرمگیرد. با توجه به نتایج منحنیپلیت را در بر می دار مورد نظر درخانه

___________________________________________________________ 
1 4. Malondialdehyde 
1 5. Complementary DNA 

1 6. Quantitative reverse transcriptase PCR   
1 7. Nanodrop spectrophotometer 

1 8. Diethyl pyrocarbonate  
1 9. Deoxynucleotide triphosphates 
2 0. Annealing temperature  

2 1. Representational state transfer software 



 115      ادهیهای سرمزمستانه و بهاره تحت دورههای حاصل از تلاقی گندم لاین یی درالقا یو مولکول یکیولوژیزیف یهاپاسخ بررسی

 

 عنوان بیان نسبی آن ژن استفاده کرده ب CTΔΔ-2 مونه مشخص با روشدر هر ن )1Actin (داربین میزان ژن هدف و ژن خانه
 .(Livak & Schmittgen, 2001)  ژن  در این روش بیان ژن مورد نظر با بیان Actin1دار تنظیم شده است نرمال که یك ژن خانه

های مختلف استفاده شد. طراحی آغازگر برای ژن ها در نمونهشده برای مقایسه بیان متفاوت ژنشده و سپس از مقادیر نرمال
برای  (https://www.idtdna.com)به آدرس   Integrated DNA Technologies, Inc. (IDT)با استفاده از تارنمای Actin1 دار خانه

دار، توالی و های اختصاصی و خانهنام آغازگرهای ژن 1جدول یابی به آغازگرهای دارای خصوصیات مناسب انجام گرفت. در دست
 شماره دسترسی آنها ارائه شده است.

 
دهی به سرما در والد های عادتدساتوراز و اکتین تحت دورهکربوکسیلاز، دلتاآکوآنزیمهای استیلژن PCR-qRTتوالی آغازگرهای مورد استفاده در تکثیر  .1جدول 

 ها.های حاصل از تلاقی آنو لایننورستار و پیشتاز 

Genes Accession number Primer pair sequences (5'-3') 
Expected 

amplicon size (bp) 

Acety CoA 

carboxylase 
XM_044474138.1 

TGCTAAGGCTGTGGGTTATG 

TACCTGCAACCGTGGATTAAG 
103 

Δ 12 

desaturase 
XM_044475360.1 

CAGACATCACGCCAAGACAA 

GCAAAGACACACGCCAAACT 
228 

Actin1 AB181991.1 

 

AAGAGTCGGTGAAGGGGACT 

TTCATACAGCAGGCAAGCAC 
98 

 

 هاتجزیه داده. 6-2

بخش فیزیولوژی  ایهکامل تصادفی با سه تکرار زیستی برای آزمایشبلوک  این مطالعه بر اساس آزمایش فاکتوریل در قالب طرح
 به روش دانکن هامیانگین هآزمون مقایس. انجام شد بخش بیان نسبی ژن هایبرای آزمایش تکنیکیدو تکرار زیستی و سه تکرار  و
(0.05 P< )افزار مبا نرSAS 9.4 صورت گرفت.  
 

 و بحثپژوهش نتایج . 3
داری در سطح ، اختلاف معنیMDAها از لحاظ میزان سطوح تیماری و اثر متقابل آن ،نتایج تجزیه واریانس نشان داد که بین ارقام

بالاتری  50LTهای گندم با تیپ رشد زمستانه و بینابینی، تحت شرایط مزرعه در آذر ماه ژنوتیپاحتمال یك درصد وجود داشت. 
گراد برای لاین سانتی -8و  L2 گراد برای لاینسانتی -10، نورستارگراد برای سانتی -66/10ها داشتند )نسبت به دیگر ژنوتیپ

L1)  (2)جدول. 
 

( در والد نورستار و پیشتاز و Februaryماه )( و بهمنJanuaryماه )(، دیDecemberآذر ماه )دهی به سرما در های عادتتحت دوره 50LTمیزان . 2جدول 

 ها.های حاصل از تلاقی آنلاین

 

  50LT های سازگاری به دوره در

 )درجه سانتی گراد( سرما

  

های حاصل از و لاین ژنوتیپ

 تلاقی والدین

 بهمن  دی آذر

Norstar -10.6 -22  -12 

Pishtaz -2 -4  -2 

L1 -8 -18  -10 

L2 -10 -20  -10 

L3 -2 -5.3  -2 

L4 -2 -10  -2 

L5 -2 -2  -2 

https://www.idtdna.com/
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شرایط مزرعه و قبل از آغاز تنش ها در نشان داد که این ژنوتیپ 22سازیهای نیازمند بهارهبالا بودن تحمل به سرما در ژنوتیپ
کردن دوره فاز رویشی، امکان بقای زمستانه خود را فراهم کردند. والد دهی به سرما کرده و با طولانیزدگی، شروع به عادتیخ

اد که به ماه نشان دگراد( را در دیسانتی -18و  -20، -22ترتیب )به 50LTبیشترین درجه  1L و  2L هایو لاین نورستارزمستانه 
ها سازی و در امتداد با ورود به فاز زایشی در این ژنوتیپرسد براساس زمان و دمای هوا مصادف با محدوده اشباع بهارهنظر می

 ماه کاهش یافت. لذا میزان تحمل به سرما در بهمن ؛باشدمی
ایشی، میزان تحمل به سرما با شروع فاز زسازی در غلات زمستانه و همزمان دهد که با تکمیل نیاز بهارهها نشان میگزارش

از ارزیابی  (. بنابراین نتایج حاصل et al.,; Janmohammadi 2016 et al.,Hosseini 2018یابد )طور قابل توجهی کاهش میبه

50LT ازی بود. سمند بهارههای نیازماه در همه ژنوتیپدهنده کاهش تحمل به سرما همزمان با شروع فاز زایشی در بهمننشان
فیت پایینی در تحمل به سرما ها ظرنسبت به دیگر ژنوتیپ L5و  L3هایو لاین های با عادت رشد بهاره از جمله والد پیشتازژنوتیپ

ترتیب برای گراد بهدرجه سانتی -4 و -33/5گراد برای پیشتاز، سانتی درجه -4ها در آذرماه )داشتند. بیشترین تحمل این ژنوتیپ
سازی یچ وجه نیاز بهارهها به هرسد که تحمل به سرمای پایین در این ژنوتیپنظر میگیری شد. به( اندازهL5و   L3 هایلاین

سازی( به بیشترین شباع نیاز بهارهاماه )محدوده سازی کوتاه بود، در دیکه دارای نیاز بهاره  L4ندارند. میزان تحمل به سرما در لاین
ماه، تحمل به ماه کاهش یافت. مطابق با نتایج، در بهمنس از آن در بهمن( رسید و پ L4گراد براینتیدرجه سا -10مقدار خود )

ماه ما وجود داشت. در بهمنها از نظر تحمل به سربا این وجود تفاوت قابل توجهی بین ژنوتیپ ؛سرما در همه ژنوتیپ کاهش یافت
ا تیپ رشد بهاره برخوردار بودند. ها بینی از میزان تحمل بالاتری نسبت به ژنوتیپهای با تیپ رشد زمستانه و بینابترتیب ژنوتیپبه

 توان جهت جلوگیری از خسارت ناشی از نوسانات دمایی استفاده کرد.ها میاز این رو از این ژنوتیپ
تا  2O2Hرما، میزان تجمع سدهی به های عادت، با شروع دورهنورستاروالد  یها به استثنادر مطالعه حاضر در تمامی ژنوتیپ

( L5و L3  هاید پیشتاز و لاینهای با عادت رشد بهاره )والماه نسبت به شرایط شاهد افزایش یافت، اما این افزایش در ژنوتیپدی
 . (1)شکل  بیشتر بود

گیری افزایش یافت. شمچطور ههای بهاره بویژه در ژنوتیپبه 2O2Hماه محتوی ها به بهمنبه دنبال آن و با ورود ژنوتیپ
برابر  85و  83، 71ترتیب ماه بود که بهدر بهمن 3L، والد پیشتاز و لاین5L ترتیب مربوط به لاینبه 2O2Hبیشترین میزان تجمع 

های اهد و در طول دورهشدر شرایط  نورستاردر والد زمستانه  2O2Hرفت محتوی شرایط شاهد افزایش یافت. همانطور که انتظار می
ماه پایین تا دی 2O2Hن تجمع سازی بسیار قوی بودند میزاکه داری نیاز بهاره 2Lو 1L هایدهی به سرما پایین بود. در لاینعادت

ها بود، افزایش یافت. ین ژنوتیپرفتن تحمل به سرما در ابود، اما با انتقال از مرحله رویشی به مرحله زایشی که مصادف با از دست
 در ارتباط است.  ROSهای محیطی اغلب با تجمع نشپاسخ گیاهان به ت

 باط استهای مربوط به دفاع در ارتبه عنوان پایدارترین مولکول با بسیاری از مکانیسم 2O2H، هاROSمابین 
 (2019 et al.,Arfan  .)2O2H عنوان تواند به یعنوان مثال، مبه .در پاسخ به شرایط تنش ممکن است نقش دوگانه داشته باشد

نجر به تنش اکسیداتیو در مگری کرده و یا به عنوان یك مولکول فعال اکسیژن، رسان، پاسخ به تنش را میانجیهای پیاممولکول
دهی به سرما، یك ت(. بنابراین، در مطالعه حاضر در زمان شروع فرایند عاد et al; Hosseini 2010., et alShi ,.2021سلول شود )
جمله والد متحمل،  های متحمل ازدر سطح پایین در ژنوتیپ 2O2Hتوان پیشنهاد کرد. تولید می 2O2Hای را برای نقش دوگانه

ش سرما را تنظیم کند. رسانی عمل کرده و نمو گیاه و سازگاری به تنممکن است به عنوان یك مولکول پیام L3و  L1 هایلاین
شده است. اختلاف محتوی  های با عادت رشد بهارهبه خسارت سلولی در ژنوتیپ ماه احتمالا منجراما افزایش تجمع آن در بهمن

2O2H نحصر به فرد برخی از ماه تاییدکننده این موضوع بود. ویژگی مهای با عادت رشد زمستانه و بهاره در بهمندر ژنوتیپ
تواند به عنوان شاخص ها میپایسه با بقیه ژنوتیماه در مقحتی در بهمن 2O2H، در تجمع نورستارها از جمله والد زمستانه ژنوتیپ

 انتخاب مورد استفاده قرار گیرد.
 

___________________________________________________________ 
2 2.  Vernalization 
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در والد نورستار و ( Februaryماه )( و بهمنJanuaryماه )(، دیDecemberدهی به سرما )آذرماه )های عادتتحت دوره MDA و 2O2Hمیزان  .1شکل 

 ها.های حاصل از تلاقی آنپیشتاز و لاین

 
 هاROSدر گیاهان تجمع رسد بنابراین به نظر میبود.  2O2Hمشابه روند تغییرات  MDAتحت شرایط آزمایشی روند تغییرات 

، محصول MDAاز این رو، غلظت  ؛شود، سرآغاز تنش اکسیداتیو بوده و منجر به پراکسیداسیون لیپید غشای سلولی می2O2H ازجمله
 یك شاخص تحلیلی حساس برای خسارت اکسیداتیو در نظر گرفته شده است متداول پراکسیداسون لیپید، به عنوان

 (2018 et al.,; Kazemi Shahandashti 2011 et al.,Heidarvand .)  بالا رفتن غلظتMDA  2وO2H ویژه در ماه بهدر بهمن
ی غشای ناشی از صدمات غشایی است دهنده حضور تنش اکسیداتیو و پراکسیداسیون لیپیدهاهای با عادت رشد بهاره، نشانژنوتیپ

(2019Golizadeh & Kumleh,  ارتباط محتوی .)2O2H  وMDA  50باLTکه تنش اکسیداتیو القا شده توسط سرما  دهد، نشان می
ی سازهای زمستانه با فاز رویشی بلند به دلیل نیاز بهارهرسد که ژنوتیپنظر میبسیار مرتبط با تحمل سرما است. از این رو به

 بوده و از تحمل به سرمای بالاتری برخوردار بودند.  MDAو  2O2Hیافته دارای محتوی پایین افزایش
های با تیپ رشد بهاره بود، از های با تیپ رشد زمستانه خیلی کمتر از ژنوتیپدر ژنوتیپ MDAو  2O2Hکه افزایش ییآنجااز

 MDAبودن بر اساس نتایج، منطبق ها به معنی خسارت نیست.در این ژنوتیپها رسد افزایش محتوی این متابولیتنظر میاین رو به
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ها در اثر فرایندهای ROSکه با کاهش میزان نحویبه ؛ها بودهدهنده ارتباط فیزیولوژیك این شاخصهای سلولی نشانROSمیزان و 
کاهش یافت. بنابراین اجرای آزمایش تحت شرایط های زمستانه، میزان پراکسیداسیون لیپیدها ویژه در لایندهی به سرما بهعادت

شده از نظر تحمل به تنش های مطالعهها و ژنوتیپدهی به سرما قادر به تفکیك لاینهای عادتمزرعه و دماهای محیط در دوره
 تایید شود. 2O2Hو  MDAهای تواند با مقایسه دادهسرما شده است، نتایجی که می

ها یکسان نبوده و وابسته به ژنوتیپ، مرحله رشد و نمو و شدت تنش به تنش سرما در ژنوتیپ مطابق با نتایج ظرفیت تحمل
خصوص غشای پلاسمایی و کلروپلاستی، بیشترین تاثیر های سلولی، لیپیدهای غشایی بهکند. مابین ماکرومولکولسرما تغییر می

(. ظرفیت Hameed et al., 2012; Kazemi Shahandashti & Maali-Amiri, 2018دهند )را در بروز تحمل به تنش نشان می
تحمل به سرما احتمالا مرتبط با فعالیت ژنهای بیوسنتزی اسیدهای چرب دخیل در ساختارهای غشایی خواهد بود. مابین این ژنها 

 باشد. ماده اصلی بیوسنتز اسیدهای چرب می، پیش24آکوانزیم(، دخیل در سنتز مالونیلTaACO) 23کربوکسیلازآکوانزیماستیل
لیکن با شروع تنش سرما  ،پایین بوده  در والد زمستانه نورستار در شرایط کنترل TaACOدر مطالعه حاضر میزان بیان نسبی ژن 
سازی ل نیاز بهاره. پس از تکمی(2)شکل  برابر( رسید 6/13ماه با بالاترین میزان خود )حدود میزان بیان ژن افزایش یافت و در دی

ماه، میزان بیان این ژن کاهش نسبی نشان داد اگرچه هنوز میزان بیان آن ماه با ورود این ژنوتیپ به فاز زایشی در بهمندر دی
نیز مشابه والد متحمل به سرما بود. L4 و L1، L2های برابر بیان این ژن در شرایط شاهد بود. تغییرات بیان این ژن در لاین هشت

ها به فاز زایشی در تدریج افزایش یافت و با ورود آندهی به سرما میزان بیان این ژن بههای عادتها با شروع دورهاین لایندر 
 ماه کاهش نسبی نشان داد. بهمن

رو شدن گیاهان با تنش سرما و حفظ ساختار غشایی به دنبال افزایش میزان دهنده روبهنشان TaACOبالا بودن بیان ژن 
ROS ها در سلول دارد. افزایش میزانROSشدن اسیدهای ها شده که پراکسیدهای سلولی باعث القاء تنش اکسیداتیو ثانویه در سلول

(. بنابراین Javidi et al., 2023شود )دنبال داشته و سبب اختلال در فعالیت غشاء و مرگ سلولی میه اشباع غشاها را ب چرب غیر
ماه در سلول همراه باشد. کاهش نسبی میزان بیان ژن در بهمن 2O2H تواند با تعدیل میزانهای چرب میبیشترین میزان سنتز اسید

دهد. افزایش شده سیستم دفاعی گیاه را نشان میدر اثر افزایش نسبی دما و شروع فاز زایشی در این دوره بوده که فعالیت تعدیل
 باشد. تواند تاییدکننده این فرضیه می 2O2H نسبی میزان

های تحمل به های زمستانه و در فاز رویشی، از ویژگیدر ژنوتیپ TaACOبر اساس نتایج، بالا بودن میزان بیان نسبی ژن 
های متحمل به سرما های بهاره در مقایسه با لاینباشد. افزایش بیان کمتر این ژن در ژنوتیپها میتنش سرما در این لاین

ماه در دی TaACOدهی به سرما بیان ژن های بهاره تحت شرایط عادتد. با قرار گرفتن ژنوتیپباشتاییدکننده این موضوع می
 TaACOرسد افزایش زودهنگام، مداوم و قابل توجه بیان ژن نسبت به شرایط شاهد تنها افزایش نسبی نشان داد. بنابراین به نظر می

ها و همچنین تاثیر قابل توجه تاییدکننده عادت رشدی این ژنوتیپ (L4و L1، L2 هاینهای پاییزه )والد نورستار و لایدر ژنوتیپ
های خصوص در ژنوتیپماه و بهدر دی 50LTاین ژن به نقش غشاهای سلولی در تحمل به تنش سرما اشاره دارد. بیشترین میزان 

دهی به سرما و القای تحمل به سرما اشاره نوع پاییزه در امتداد با بیشترین میزان بیان این ژن به نقش اساسی آن در دوره عادت
 آن 25کننده عادت رشدی بینابینیتواند توجیهاحتمالا می 1Lدر ژنوتیپ  TaACOواسط میزان بیان نسبی ژن  دارد. قرارگیری حد

ییزه بیان بیشتری های پاطور پیوسته در ژنوتیپهب TaACOد. بنابراین مطابق با نتایج ژندهنسبت به دو والد پاییزه و بهاره نشان 
 باشد.دهی به تنش سرما میهای بهاره داشته و مربوط به دوره عادتدر مقایسه با ژنوتیپ

 
 

___________________________________________________________ 
2 3.  Acetyl-CoA carboxylase 
2 4.  Malonyl-CoA 

2 5.  Facultative 
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ماه (، دیDecemberدهی به سرما )آذرماه )های عادتکربوکسیلاز و دلتا دساتوراز تحت دورهآکوآنزیمهای استیلمیزان بیان نسبی ژن. 2شکل 

(Januaryو بهمن ) ماه(Februaryدر والد نورستار و پیشتاز و لاین )ها.های حاصل از تلاقی آن 

  
های دساتوراز نقش مهمی در پایداری و حفظ سیالیت غشا در اثر افزودن پیوندهای دوگانه در زنجیره اسیدهای چرب آنزیم

دساتوراز را تحت تاثیر قرار داد. در این  12Δاشباع اسیدهای چرب، تنش سرما بیان ژن  غشاء تحت تنش سرما دارند. در فرآیند غیر

ماه به بیشترین مقدار خود رسید و پس از آن به تدریج افزایش یافت و در دیتحت شرایط مزرعه  12Δها، بیان نسبی ژن ژنوتیپ
 ماه کاهش نشان داد. ها به فاز زایشی در بهمنبا ورود ژنوتیپ

در والد ها رخ داد. اه در امتداد با بیشترین میزان پاسخ به سرما در این ژنوتیپممطابق با نتایج، بیشترین بیان این ژن در دی

ماه افزایش نشان داد. در مقابل در والد بهاره پیشتاز دهی به سرما تا بهمنهای عادتطی دوره 12Δ زمستانه نورستار بیان نسبی ژن
افزایش بیان این ژن مربوط به رقم نورستار )به تقریب ده برابر(  بیشترین های زمستانه مشاهده شد.ها کمتر از لاینمیزان افزایش

 های با تیپ بهاره اختصاص یافت. و کمترین افزایش )به تقریب دو برابر( به ژنوتیپ
که با افزایش طوریبه ؛احتمالا با فعالیت این ژن در ارتباط بوده 50LTرسد تحت تنش سرما میزان مطابق با نتایج، به نظر می

با  MDA و نیز 2O2Hها تحت تاثیر بوده است. تغییر میزان شاخص خسارت از نوع فعالیت این ژن، درجه تحمل به سرما در ژنوتیپ
با افزایش میزان بیان این ژن و میزان  2O2Hشدن بیشتر های متحمل تعدیلهای سلولی در ارتباط بوده و در لاینمیزان پاسخ

LT50 12ود. نتایج حاصل از ارزیابی بیان ژن در ارتباط بΔ های دار بیان نسبی آن در لایندهنده افزایش معنیدر شرایط تنش، نشان
زمینی و نخود های حساس بود. میزان بیان این ژن در گیاهان زراعی از جمله گندم، سیبمتحمل به تنش سرما نسبت به لاین

 طور قابل توجهی افزایش یافته استبت به ارقام حساس بهزراعی تحت شرایط تنش سرما در ارقام متحمل نس
 (Baek & Skinner 2003; Maali-Amiri et al., 2010; Nejadsadeghi et al., 2015بنابراین با افزایش میزان فعالی .)این ژن  ت

اشباعی اسیدهای چرب غشا افزایش یافته و تحت تنش سرما سیالیت غشا حفظ خواهد شد، شرایطی که به تحمل بالاتر  میزان غیر
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های زمستانه در لاین MDAتواند به کاهش میزان کند. این شرایط میهای بهاره کمك میهای زمستانه در مقایسه با لاینلاین
ها زمستانه از تحمل به سرمای بالایی برخوردار ماه که ژنوتیپر نیز نشان داد که در دینتایج مطالعه حاض ،منجر شود. در همین راستا

بودند، میزان بیان نسبی این ژن نیز نسبت به ارقام حساس در سطح بالایی قرار داشت. بر همین اساس و به دلیل افزایش بیان ژن 

12Δ وان یك شاخص جهت انتخاب ارقام متحمل به سرما در برنامه های متحمل، مطالعه الگوی تغییرات این ژن به عندر ژنوتیپ
 تواند استفاده شود.اصلاح گندم می

 

  گیرینتیجه. 4
های زمستانه در مقایسه با انواع بهاره بهاره و زمستانه اشاره به ظرفیت ژنتیکی بالقوه والد و لاینگندم  در دو تیپها میزان پاسخ

این نتایج اثرات  باشد.فرایند فیزیولوژیکی مولکولی سازگاری در تحمل به تنش سرما میداشت. این موضوع بیانگر نقش مهم 
های ژن سازی،نیازمند بهارههای در ژنوتیپ نشان داد. دار توسعه فنولوژیك و تغییرات متابولیکی گندم را در تحمل به سرمامعنی

واسطه میزان طول فاز های با عادت رشد بهاره بوده و بهژنوتیپتر از اشباع فعال دخیل در مسیرهای بیوسنتز اسیدهای چرب غیر
میزان تحمل به سرما را تحت تاثیر قرار داد. ظرفیت ژنتیکی تحمل به سرما که در تحقیق حاضر از طریق میزان تجمع  ،رویشی

2O2H  وMDA ها ا شد. بنابراین کمترین افزایشسازی منجر به افزایش تحمل به سرمهای نیازمند بهارهگیری شد، در ژنوتیپاندازه
انتقال از مرحله ماه در فاز رویشی اتفاق افتاده و های بهاره در بهمنهای زمستانه در مقایسه با لاینهای خسارت لایندر شاخص

سازی، باعث که پس از ورود به فاز زایشی و تکمیل نیاز بهارهطوریبه ؛رویشی به زایشی نقطه عطفی در بیان تحمل به سرما بوده
های تنظیم بررسی شبکه شود.های مرتبط با تحمل به سرما میای در میزان تحمل به سرما و بیان ژنکاهش قابل ملاحظه

های درگیر در فرآیند تحمل به تنش سرما سازی فرآیند و فرصتی ارزشمند برای شناسایی برخی از مکانیسممتابولیك درگیر در بهاره
)به عنوان شاخص اکسیداسیون غشا(  MDAیش وضعیت بیوشیمیایی غشا سلول را به موازات میزان خسارت بود. نتایج این آزما

به عنوان والد نژادی های بهتوانند در برنامهمیL1  و لاین بینابینی L2که والد زمستانه نورستار، لاین زمستانه طوریبه ؛نشان داد
 متحمل به سرما وارد چرخه تولید شوند.به عنوان ارقام در تحقیقات مربوط به سرما استفاده شده و یا 
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