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"علوم زراعی ایرانمجله"
1391تابستان2شمارهچهاردهم،لدج

هاي کوتاه و طولانی مدت سرماسازگاري بر خصوصیات بیوشیمیایی دو رقم بهاره و زمستانه گندم ناناثر دوره
)Triricum aestivum L.  (

Effect of short and long terms cold acclimation on biochemical characteristics of
spring and winter wheat (Triricum aestivum L.) cultivars

4و فرنگیس خیالپرست3، سیروس محفوظی2، هوشنگ علیزاده1ارغوان علی سلطانی

چکیده
بر خصوصـیات بیوشـیمیایی دو رقـم بهـاره و     هاي کوتاه و طولانی مدت سرماسازگارياثر دوره. 1391. خیالپرست. محفوظی و ف. علیزاده، س. ، ه.علی سلطانی، ا
Triricum(زمستانه گندم نان aestivum L.( .14. مجله علوم زراعی ایران)108-120): 2.

هاي کوتاه و طولانی مدت خوسرمایی بر خصوصـیات بیوشـیمیایی دو رقـم گنـدم بهـاره و      این آزمایش بمنظور مقایسه اثر دوره
انجـام  1388تکرار در گلخانه گروه زراعت و اصلاح نباتـات دانشـگاه تهـران در سـال     3تصادفی با زمستانه در قالب یک طرح کاملا

اکسیدانت، قندهاي احیا، محتواي کلروفیل و کاروتنوئیدها در دو رقم زمسـتانه  هاي آنتیدر این آزمایش میزان برخی آنزیم. گرفت
هفتـه  2ساعت و 24و 12، 6، 3گراد بمدت صفر، درجه سانتی3در دماي هاگندم هنگامی که گیاهچه) کوهدشت(و بهاره ) نوراستار(

نشان داد که تنها رقم زمسـتانه نوراسـتار پـس از دو هفتـه خوسـرمایی توانسـت       LT50نتایج بررسی . گیري گردیدتیمار شدند، اندازه
مراحل اولیه سرما افزایش یافته، ولی پس از دو هفته ها در در بیشتر موارد فعالیت آنزیم. گراد را تحمل کنددرجه سانتی-12سرماي 

هـاي فعـال   زدایـی سـریع گونـه   ها در مراحل اولیه سرما نشان دهنده سمیتافزایش میزان آنزیم. خوسرمایی این روند کاهش یافت
ش محتـواي کلروفیـل در   هاي فعال اکسیژن هستند، کـاه ها منبع تولید گونهبا توجه به اینکه کلروفیل. اکسیژن در کوتاه مدت است

نتایج کلـی ایـن تحقیـق    . باشدزدگی دخیل تواند در تحمل به یخدهد که کاهش آن در طول خوسرمایی میرقم نوراستار نشان می
هـا در کوتـاه مـدت و    نشان داد که هر دوي تیمارهاي کوتاه و طولانی مدت خوسرمایی داراي اهمیت بوده و برخـی از متابولیـت  

.ولانی مدت تاثیر گذار هستندبرخی دیگر در ط

.LT50اکسیدانت، کلروفیل، کاروتنوئیدها، گندم و هاي آنتیآنزیم: هاي کلیديواژه

23/6/1390: تاریخ پذیرش20/5/1389:دریافتتاریخ
) مکاتبه کننده(نباتات ایرانعضو انجمن علوم زراعت و اصلاح .دانشجوي کارشناسی ارشد پردیس کشاورزي و منابع طبیعی دانشگاه تهران-1
)a_alisoltani@ut.ac.ir:پست الکترونیک(
استادیار پردیس کشاورزي و منابع طبیعی دانشگاه تهران-4و 2
استادیار بخش غلات موسسه تحقیقات اصلاح و تهیه نهال و بذر-3
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مقدمه
دماي پایین یکی از عوامل محیطی است کـه رشـد و   

در گیاهـان میـزان   . کنـد مـی تولید را در گیاهان محـدود  
زدگی بـا قـرار گـرفتن در معـرض دماهـاي      تحمل به یخ

ن فرآینـد  یابد که بـه آ افزایش می) بندانبدون یخ(پایین 
خوســــرمایی ). Pearce, 1999(خوســـرمایی گوینـــد   

ــطوح     ــددي در س ــرات متع ــا تغیی ــه ب ــت ک ــدي اس فرآین
ــت   ــراه اس ــولی هم ــیمیایی و مولک ــوژیکی، بیوش . فیزیول

انـد  توهاي فعال اکسـیژن در تـنش سـرما مـی    هایجاد گون
بنــابراین یکــی از باعـث صــدمه بــه غشــاي سـلول شــود،  

عوامل اصلی صدمه گیاهان در دمـاي پـایین ذکـر شـده     
Jian(اسـت   et al., 1999 .(    گیاهـان بـراي جلـوگیري از

هـاي  ترکیبـات داراي آنـزیم  افزایش خسارت این گونـه 
یســــموتاز، سوپراکســــید دماننــــداکســــیدانتی آنتــــی

باشـند کاتالاز، پراکسیداز و آسکوربات پراکسیداز مـی 
)Anjum et al., 2010.(

ــات   ــزان ترکیبـ ــزایش میـ ــث افـ ــایین باعـ ــاي پـ دمـ
هـا  نتـایج بررسـی  . شـود اکسـیدازها مـی  فنـل فنلی و پلی

ــان ــزیم  نش ــن آن ــم ای ــش مه ــده نق ــا دهن ــازيه در پاکس
در. باشــندمــیهــاي فعــال اکســیژن   ســلول از گونــه 

ــزیم  ــان بیشــترین نقــش برعهــده آن هــایی چــون ایــن می
ــی   ــل اکســیداز م ــی فن ــالاز و پل باشــدپراکســیداز، کات

)Yadeghari et al., 2008; Yong et al., 2008 .(  نتـایج
انجام شده نشـان دهنـده ایـن اسـت کـه ارقـام       تحقیقات

متحمل نسبت بـه ارقـام حسـاس بـه تـنش داراي فعالیـت       
تند کـه باعـث تجزیـه بیشـتر     بالاتر آنزیم پراکسیداز هس ـ

ــدروژن و کــاهش خســارت  هــاي ناشــی از پراکســید هی
Scalet(شوند انباشته شدن آن می et al., 1995 .(

ي کلرفیل برگ یک عامل مهـم تعیـین کننـده    امحتو
ــت    ــرگ اســـ ــنتزي بـــ ــت فتوســـ ــین ظرفیـــ در تعیـــ

)Yordanova and Popova, 2007.( کـــاهش میـــزان
کلروفیــل در شــرایط تــنش باعــث کــاهش خســارت بــه 
ــد    ــاهش تولیـ ــه علـــت کـ ــاه بـ ــنتزي گیـ ــتم فتوسـ سیسـ

در شـرایط تـنش،   . شـود هاي آزاد اکسـیژن مـی  رادیکال

کاهش میزان کلروفیل و پـایین بـودن مقـادیر آن در اثـر     
توانـد یـک   هاي آزاد اکسیژن، مـی کاسته شدن رادیکال
Kranner(صفت مطلوب باشد  et al., 2002 .(  یوردانـوا و

گزارش کردند ) Yordanova and Popova, 2007(پوپوا 
ــت  ــیداز و متابولیـ ــزان پراکسـ ــه میـ ــر درکـ ــاي دیگـ هـ

ــار ســـرما افـــزایش و 48گنـــدم پـــس از  ســـاعت تیمـ
ــد از  ــد 72بعـ ــاهش یافتنـ ــاعت کـ ــی . سـ ــایج برخـ نتـ

یـز نشـان دهنـده افـزایش میـزان آنتـی       تحقیقات دیگـر ن 
هـــا در دوره کوتـــاه ســـایر متابولیـــتهـــا و اکســـیدانت

باشـد  ها در طـولانی مـدت مـی   خوسرمایی و کاهش آن
)Janda et al., 2007; Yadeghari et al., 2008.(  فعالیـت

هـاي کوتـاه   کننـده در دوره هاي تنظـیم برخی از پروتئین
ــیاري از   ــل بسـ ــه و روي عمـ ــام گرفتـ ــرمایی انجـ خوسـ

ــت ــروتئینمتابولی ــا و پ ــاثیر  ه ــر ت ــاي دیگ ــیه ــذارد م گ
)Yang et al., 2005(، هـا  هـاي آن بنابراین دسـتورزي ژن

تواند راهکار مناسبی براي افزایش تحمل همـه جانبـه   می
هـاي  لیکن یافتن پـروتئین . گیاه نسبت به تنش سرما باشد

ها دشوار و نیازمنـد صـرف   کننده و زمان تظاهر آنتنظیم
Anjum(وقـت و هزینـه بسـیار اسـت      et al. 2010 .(  ایـن

یکوتـاه و طـولان  هـاي دورهاثر مطالعه پژوهش با هدف 
روي برخی صفات بیوشـیمیایی گنـدم   مدت خوسرمایی

زدگـی و  براي شناسایی تاثیر این صفات در تحمل به یخ
هـا بیشـترین   هایی کـه ایـن متابولیـت   همچنین یافتن زمان

. تاثیر و فعالیت را دارند، انجام گرفت

هامواد و روش
در گلخانه گروه زراعت 1388آزمایش در سال این 

ــات  ــلاح نبات ــی  و اص ــابع طبیع ــاورزي و من ــردیس کش پ
در این تحقیق از دو رقم بهـاره  . انجام شددانشگاه تهران

. گندم نان استفاده شد)نوراستار(و زمستانه )کوهدشت(
تحقیقــات موسســهبــذور ایــن دو رقــم از بخــش غــلات 

ها تـا مرحلـه   گلدان. نهال و بذر تهیه شدنداصلاح و تهیه 
گـراد درجه سانتی20دماي (اتاقک رشد برگی در 3-4

میکرومـول بـر   300شـدت تـابش  ، ثابت در شـب و روز 
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و طـول روشـنایی   درصـد  95، رطوبـت  مترمربع بر ثانیـه 
شـدند  نگهـداري ) و شبدر روزبه ترتیب ساعت 16/8

. داده شـدند ی گیاهان تحت تیمار خوسرمایآنو پس از 
طول دوره خوسرمایی هماننـد دوره  شرایط اتاقک براي

درجـه  3(و تفاوت فقط در دماي اعمال شـده  بودهرشد
ــود) گــرادســانتی ــه. ب ــردارينمون صــفرهــاي در زمــانب

ســـاعت و 24و 12، 6، 3) بـــدون خوســـرماییشـــاهد (
اهنمونه. هفته پس از خوسرمایی انجام گرفت2همچنین 

ترکیبــات مــورد نظــرتــا زمــان اســتخراج-80در فریـزر  
.نگهداري شدند

لیمین وش پیشنهاديربر اساس میزان تحمل به سرما
در LT50بـا تعیـین   )Limin and Fowler, 1988(و فـولر  

از ،LT50براي تعیین . گیري شدشرایط کنترل شده اندازه
-7، -5، -3(دماي انجماد مورد نظـر  6هر تکرار براي 

عـدد  28تعـداد  ،)گـراد درجه سـانتی -13و -11، -9، 
) گـراد درجـه سـانتی  3دمـاي  (از محیط کنترل شده بوته 
هاي اضافی ریشـه و سـاقه حـذف    و با قیچی قسمتتهیه

هـا  نمونه.شدشد و طوقه گیاه براي آزمون انجماد آماده 
می حــاوي ودر داخــل ظــروف آلومینیــ) طوقــه گیاهــان(

. منتقـل شـدند  )قابل برنامه ریزي(فریزربه ماسه مرطوب 
گـراد رسـید،   سانتیدرجه -3فریزر بهدمايهنگامی که 
بـر سـاعت   گـراد  درجـه سـانتی  2با سـرعت دماي فریزر 
فریـزر بـه دمـاي انجمـاد     با رسیدن دمـاي  .کاهش یافت

ها یـک سـاعت در ایـن دمـا ثابـت نگـه       ، نمونهمورد نظر
زر خـارج و در دمـاي   نمونه ها از فریداشته شدند، سپس 

براي خـروج از  (ساعت12به مدت گراد درجه سانتی4
در گلـدان کشـت   نگهداري و روز بعد ) وضعیت انجماد

و منتقـل  گـراد  درجه سانتی20دماي باگلخانه شده و به
. شـدند هـاي زنـده شـمارش    تعـداد بوتـه  پس از سه هفته 

هـا هاي زنده بـه کـل بوتـه   درصد بقا از طریق نسبت بوته
سپس از طریق رسـم منحنـی درصـد بقـا در     . محاسبه شد

.ها تعیین شدنمونهLT50مقابل دماهاي انجماد، میزان 
ــی از روش    ــاره آنزیمــــ ــه عصــــ ــراي تهیــــ بــــ

)Chang and Koa, 1988 (بدین ترتیب کـه  . استفاده شد

گرم برگ تازه از هر تیمار کاملا پودر شـده و سـپس   نیم
مـولار  Tris-HCl05/0حاوي (میلی لیتر بافر استخراج 6
)7=pH( ،MgCl23 ــولار و ــی م ــی  EDTAمیل ــک میل ی

15در مرحله بعد محلول بمدت . به آن اضافه شد) مولار
درجــــه 4دور در دقیقـــه و دمـــاي   10000دقیقـــه در  

پـس از آن محلـول روشـناور    . گراد سانتریفوژ شدسانتی
کلیه آنزیم ها بـا  . گیري آنزیم ها برداشته شدبراي اندازه

)Shimadzu UV 180(استفاده از دستگاه اسـپکتروفتومتر 
.سنجش شدند

ــی    ــه روش ابـ ــالاز بـ ــت کاتـ )Aebi, 1984(فعالیـ
گیري شد که بر پایـه تجزیـه پراکسـید هیـدروژن     اندازه

مخلــوط واکــنش . ســتتوســط آنــزیم کاتــالاز اســتوار ا
ــامل  ــافر فســـفات میلـــی3شـ ــر بـ میلـــی مـــولار50لیتـ

)0/7=pH( ،10 میلـی  15میکرولیتر پراکسید هیدروژن
پـس از اضـافه کـردن    . میکرولیتر عصاره بود50مولار و 

نـانومتر بـه   240عصاره، کـاهش جـذب در طـول مـوج     
مدت یک دقیقه بـا اسـتفاده از دسـتگاه اسـپکتروفتومتر    

. ي شدگیراندازه
ــی     ــانس و مهلـ ــه روش چـ ــیداز بـ ــت پراکسـ فعالیـ

)Chance and Maehly, 1955 (گیـــري شـــدانـــدازه .
گیري فعالیت آنزیم بر پایـه تشـکیل تتراگویـاکول    اندازه

ــزیم    ــدروژن و آن ــید هی ــور پراکس ــاکول در حض از گوی
میلی لیتـر بـافر   3مخلوط واکنش شامل . گویاکول است

ــفات  ــولار  50فسـ ــی مـ ــر pH( ،3=0/7(میلـ میکرولیتـ
میکرولیتــر پراکســید  10میلــی مــولار،  20گویــاکول 

. میکرولیتـر عصـاره بـود   50میلی مـولار و  15هیدروژن 
پس از اضـافه کـردن عصـاره، افـزایش جـذب در طـول       

نانومتر به مدت دو دقیقه با استفاده از دسـتگاه  470موج 
.گیري شداندازهاسپکتروفتومتر

ــی   ــور از روش سـ ــن منظـ ــراي ایـ ــارانگنبـ و همکـ
)Singh et al., 1999 (مخلوط واکنش شـامل  . استفاده شد
میلــــی مـــــولار 50میلــــی لیتـــــر بــــافر فســـــفات   3
)0/7=pH( ،20 10میلی مولار، 20میکرولیتر پیروگالول

50میلــی مـــولار و  15میکرولیتــر پراکســید هیـــدروژن   
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ــود ــر عصــاره ب پــس از اضــافه کــردن عصــاره،  . میکرولیت
نــــانومتر بــــه 420افــــزایش جــــذب در طــــول مــــوج 

ــپکتروفتومتر    ــتگاه اس ــتفاده از دس ــا اس ــه ب ــدت دو دقیق م
.گیري شداندازه

(Bradford, 1976)بــدین منظــور از روش برادفــورد 

هــاي اســتاندارد پــروتئینجهــت ایــن کــار.اســتفاده شــد
ــا غلظــت)آلبــومین ســرم گــاوي( ، 125/3، 56/1هــاي ب

لیتـر  میکروگرم در میلـی 70و 60، 50، 25، 5/12، 25/6
هـا بـا اسـتفاده از    تهیه شده و میزان جذب نـور در نمونـه  

نـانومتر مـورد   595دستگاه اسپکتروفتومتر در طول موج 
معادله خط رگرسیونی با استفاده از . سنجش قرار گرفت

پـس از  . رسـیم گردیـد  ها محاسبه و منحنی مربوطه تداده
تـا  5تعیین معادله خط رگرسیون برحسب نمونه، مقـادیر  

محلوللیترمیلی3هاي گیاهی به عصارهمیکرولیتر از10
نـانومتر بـا   595برادفورد اضافه کرده و مقادیر جذب در 

3براي هر نمونه . دست آمداستفاده از اسپکتروفتومتر به

آنها در معادلـه خـط   و میانگینشده تکرار در نظر گرفته 
ســرانجام مقــدار رگرســیون حاصــله قــرار داده شــدند و

.ها محاسبه شدپروتئین کل محلول نمونه
هاتنوئیدوگیري محتواي کلروفیل و کاراندازه

رنـــونآي ایـــن منظـــور از روش تغییـــر یافتـــه بـــرا
(Arnon, 1949)گـرم  5/0بدین ترتیب کـه  . استفاده شد

80ن ومیلـی لیتـر اسـت   پـنج را در تـازه  از هر نمونه بـرگ  
13000هموژن گردید و بعد از سانتریفوژ بـا دور  درصد

،دقیقـه 15درجه سانتیگراد به مـدت  4در دقیقه و دماي 
10برداشـته شـد و حجـم آن بـا اسـتن بـه       روشناورمایع 

نــور جــذب ســپس میــزان  . لیتــر رســانده شــد   میلــی
ــا ــتفاده ازبـ  ــاسـ ــپکتروفتومتر و در طـ ــتگاه اسـ ولدسـ

گیـري  انـدازه نـانومتر  663و 645، 510، 480هاي موج
و مجمــــــوع a،bو غلظــــــت کلروفیــــــل   شــــــد

ــا و کار ــدوآنهـ ــتفاده از هاتنوئیـ ــا اسـ ــر بـ ــط زیـ روابـ
:بدست آمد

)1(W ×1000/V ×)A 645 (69/2–)A 663 (7.12= کلروفیل :گرم بافتدر میلی گرمa

)2(W ×1000/V ×)A 663(69/4–)645A (22.9 = کلروفیل :گرم بافتدر میلی گرمb

)3(W ×1000/V ×)663A (02/8) +645A (20.2 = کلروفیل کل:گرم بافتدر میلی گرم
)4(W ×1000 /V ×)510A (14.9–)480A (7.6 = هاتنوئیدوکار:گرم بافتدر میلی گرم

حجم نهایی نمونه اسـتخراج شـده و   Vدر روابط بالا 
Wوزن تر نمونه است.

ــر  قنـــد ــا بـــه روش میلـ ــاي احیـ )Miller, 1972(هـ
80اتانول لیترمیلی6بدین طریق که . شدندگیري اندازه

پـودر شـده اضـافه گردیـد و    گـرم بـرگ   نـیم درصد بـه  
میـزان قنـد بـه کمـک     . داده شـد عصاره از صافی عبـور  

به این صـورت کـه میـزان    . شداستاندارد گلوکز محاسبه 
6گلـوکز در گـرم در لیتـر  میلی40، 30، 20، 10صفر ، 

بـه سـه   در ادامـه  . شـد حـل  درصـد  80اتـانول  لیتـر میلـی 
بدست آمده و همچنین استانداردهاي لیتر از عصارهمیلی

یـک  یلیک اسـید  لیتـر دي نیتـرو سالیس ـ  سه میلیگلوکز،

هـا در آب  پس از قرار دادن نمونـه . اضافه گردیددرصد 
جوش به مدت پنج دقیقه، زمـانی کـه نمونـه هنـوز گـرم      

. رات به آن افزوده شداسدیم پتاسیم تارتدرصد 40بود، 
جــذب بــا اســتفاده از دســتگاه اســپکتروفتومتر در ســپس 

تکرار3میانگین .شدگیرياندازهنانومتر 515طول موج 
از در معادلـــه خــط رگرســیون حاصـــل   از هــر نمونــه  

میزان قندهاي احیا ودقرار داده شاستانداردهاي گلوکز 
.گردیدمحاسبه 

براي تعیـین تنـوع بـین تیمارهـا، میـانگین و انحـراف       
ها با آزمون دانکن مورد معیار مشخص گردید و میانگین

به منظور تعیـین ارتبـاط بـین صـفات     . مقایسه قرار گرفت
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. گیــري شـده از همبســتگی پیرسـون اســتفاده شــد  ازهانـد 
SPSSهــا بــا اســتفاده از نــرم افــراز انجــام تمــامی تجزیــه

Excelانجــام شــد و نمودارهــا بــا نــرم افــزار ) 11نســخه (

.ترسیم شدند

نتایج و بحث
ــدازه  ــایج حاصــل از ان ــري نت نشــان داد کــه LT50گی

پـــس از دو هفتـــه ) نوراســـتار(اگرچـــه رقـــم زمســـتانه 
را تحمـل کنـد،   -12خوسرمایی توانست سرماي حدود 

. هاي کوتاه خوسـرمایی تحمـل نشـان نـداد    ولی در دوره
هاي کوتاه و چـه  نیز چه در دوره) کوهدشت(رقم بهاره 

طولانی مدت خوسرمایی، نسبت به سرما تحمل نداشـتند  
).1شکل (

گندم) نوراستار(و زمستانه ) کوهدشت(در دو رقم بهاره LT50تاثیر تیمارهاي زمانی خوسرمایی بر-1شکل 
)دار در سطح احتمال یک درصدمعنی: **(

Fig. 1. The effect of cold acclimation duration treatments on LT50 in spring (Koohdasht) and winter (Norstar)

wheat cultivars (**: Significant at 1% probability level)

3داري را در مـورد هـر   دماي پـایین تغییـرات معنـی   
میزان پراکسیداز پـس  . گیري شده نشان دادآنزیم اندازه

سـاعت  24حداکثر خـود پـس از   از افزایش و رسیدن به 
تیمار خوسرمایی، پس از دو هفته در هر دو رقم کـاهش  

فعالیــت پراکســیداز در رقــم زمســتانه ). 2شــکل (یافــت 
ــی  ــور معنـ ــه طـ ــتار بـ ــاره نوراسـ ــم بهـ ــتر از رقـ دار بیشـ

نتـــایج مطالعــــات انجـــام شــــده  . کوهدشـــت بــــود 
نشان دهنده این است که ارقام متحمـل نسـبت بـه ارقـام     

تــــنش داراي فعالیــــت بــــالاتر آنــــزیمحســــاس بــــه
ــه بیشــتر پراکســید   پراکســیداز هســتند کــه باعــث تجزی

شـوند  هاي ناشـی از آن مـی  هیدروژن و کاهش خسارت
)Scalet et al., 1995.(

اکسیداز نیز تقریبا مشابه آنـزیم  فنلروند تغییرات پلی

ــود ــم  . پراکســیداز ب ــراي رق ــزایش فعالیــت ب بیشــترین اف
ساعت پس 12ساعت و 3کوهدشت بترتیب نوراستار و 

).3شکل (از تیمار خوسرمایی بود 
روند تغییر کاتالاز در طول مدت خوسـرمایی داراي  

امـا هماننـد دو آنـزیم   . نوسان زیادي در هر دو رقم بـود 
فنــل اکســیداز، پــس از دوره طــولانی پراکســیداز و پلــی

). 4شـکل  (میـزان کـاهش یافـت    مدت خوسرمایی ایـن 
آنزیم کاتالاز یـک آنـزیم مهـم بـراي تجزیـه پراکسـید       
هیدروژن تولید شده در شرایط تنش است به طوري کـه  

هاي جدیدي از آن تولید شده و در شرایط تنش ایزوفرم
یابـــدهـــاي قبلـــی نیـــز افـــزایش مـــی میـــزان ایزوفـــرم

)Srivalli et al., 2003 .( ــات ــی مطالعـ ــایج برخـ نتـ
دهنــده بــالاتر بــودن فعالیـت ایــن آنــزیم در ارقــام  نشـان 

-14
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هاي زمانی مختلفگراد براي مدتدرجه سانتی3میزان تغییرات آنزیم پراکسیداز در دو رقم گندم در تیمار دمایی - 2شکل 
Fig. 2. Changes in peroxydase activity in two wheat cultivars in 3°C treatment for different durations

هاي زمانی مختلفگراد براي مدتدرجه سانتی3فنل اکسیداز در دو رقم گندم در تیمار دمایی پلیمیزان تغییرات آنزیم-3شکل 
Fig. 3. Changes in polyphenol oxidase activity in two wheat cultivars in 3°C treatment for different durations

هاي زمانی مختلفگراد براي مدتدرجه سانتی3میزان تغییرات آنزیم کاتالاز در دو رقم گندم در تیمار دمایی - 4شکل 
Fig. 4. Changes in catalase activity in two wheat cultivars in 3°C treatment for different durations

,Khanna-Chopra and Selote(متحمـل بـه تـنش اسـت     

2007; Srivalli et al., 2003.(    در پژوهشـی بـین ارقـام
گندم مورد مطالعه در شرایط تنش خشکی تفاوت بسیار 

ــی ــل  معن ــواي کلروفی ــاظ محت ــل و a،bداري از لح و ک
نتایج مطالعات دیگر نشان داده . پراکسیداز وجود داشت

ــه   ــه گونــــــــــ ــت کــــــــــ ــاي اســــــــــ هــــــــــ
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ــواي      ــاظ محتـ ــران از لحـ ــومی ایـ ــوي بـ ــف جـ مختلـ
کلروفیــــل کــــل، کاروتنوئیــــدها،  ،a ،bکلروفیــــل 

انـد  اکسیداز و پراکسـیداز بـا هـم متفـاوت بـوده     فنلپلی
)Ebrahimi et al., 2009 .(  هـاي مختلـف   نتـایج آزمـایش

توان روند خاصـی را بـراي ایـن    است که نمینشان داده
هـا  تغییرات در نظـر گرفـت، ولـی در بسـیاري آزمـایش     

هـــا در شـــرایط تـــنش گـــزارشافـــزایش ایـــن آنـــزیم
Anjum(اســت شــده et al., 2010.( یوردانــوا و پوپــوا

)Yordanova and Popova, 2007 (    گـزارش کردنـد کـه
دم پـس از  هاي دیگر در گن ـمیزان پراکسیداز و متابولیت

ــد از   48 ــزایش و بع ــرما اف ــار س ــاعت تیم ــاعت 72س س
هـا و برخـی محققـان    آنآزمـایش  نتـایج  . کاهش یافتنـد 

ــزیمنشــان دراکســیدانتهــاي آنتــیدهنــده افــزایش آن
باشـد  ها در طولانی مـدت مـی  کوتاه مدت و کاهش آن

)Yadeghari et al., 2008; Yong et al., 2008 .(  افـزایش
اکســــیدانت در کوتــــاهي آنتــــیهــــامیــــزان آنــــزیم

هـاي فعـال   تواند به دلیل افـزایش سـریع گونـه   مدت می
هــا پــس از طــولانی مــدت اکســیژن باشــد و کــاهش آن

دهنده این باشـد کـه سیسـتم دفـاعی گیـاه      تواند نشانمی
ــیداتیو را کنتـــرل کنـــد     ــته اســـت تـــنش اکسـ توانسـ

)Okuda 1991.(
داراي رونـد  میزان قندهاي احیا در هر دو رقم گندم 

رسـد کـه قنـدها نقـش     به نظر می). 5شکل(افزایشی بود 
کنند، به طوري کـه  مهمی در خوسرمایی گیاهان ایفا می

شود تجمع بسیار زیاد قندها در تنظـیم اسـمزي   تصور می
و تجمع نه چندان بالاي قندها در انتقال پیام نقش دارنـد  

)Annikki and Palva, 2006 .( واگوجفالوي و همکـاران
)Vagujfalvi et al., 1999 ( افزایش میزان قندها را نه تنها

بلکـه در رقـم حسـاس گنـدم در طـول      ،در رقم متحمـل 
هـا اظهـار نمودنـد    آن. دوره خوسرمایی گزارش نمودند

هـاي که علاوه بر قنـدها عوامـل دیگـري ماننـد پـروتئین     
هـــا درکننـــده، پـــرولین و ســـایر متابولیـــت   تنظـــیم

ــخ   ــه ی ــل ب ــزایش تحم ــرمایی اف ــول خوس ــی در ط زدگ
بنـــابراین تجمـــع قنـــدها در رقـــم    . دخیـــل هســـتند 

ــی  ــایی نم ــه تنه ــخ حســاس ب ــه ی ــل ب ــد تحم ــی توان زدگ
.را ایجاد نماید

هاي زمانی مختلفگراد براي مدتدرجه سانتی3میزان تغییرات قندهاي احیا در دو رقم گندم در تیمار دمایی - 5شکل 
Fig. 5. Changes in reducing sugars in two wheat cultivars in 3°C treatment for different durations

در رقـم نوراسـتار پـس از تیمـار دو     aمیزان کلرفیـل  
ــه هفتــه خوســرمایی داراي کــاهش معنــی  داري نســبت ب

شاهد بود، در حالی کـه ایـن میـزان در رقـم کوهدشـت      
بیشـترین میـزان   ). 1جـدول  (دار بود داراي افزایش معنی

گـرم بـر گـرم    میلی172/3(در شاهد نوراستار aکلرفیل 
ســـاعت خوســـرمایی کوهدشـــت 6و تیمـــار ) تـــروزن 

بیشـترین میـزان   . بـود ) گرم بر گرم وزن تـر میلی559/3(
ــار   ــدها در تیم ــتار  2کاروتنوئی ــرمایی نوراس ــه خوس هفت
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هاي زمانی مختلفگراد براي مدتدرجه سانتی3هاي گندم رقم نوراستار و کوهدشت در تیمار دمایی هاي فتوسنتزي در گیاهچهمحتواي رنگدانه-1جدول
Table1. Photosynthetic pigment contents in Norstar and Koohdasht wheat cultivars in 3°C treatment for different durations

هاي خوسرماییزمان
Cold acclimation duration

م گندمارقا
Wheat cultivars

aکلروفیل
Chlorophyll a (mg g-1 FW)

bکلروفیل
Chlorophyll b (mg g-1 FW)

a+bکلروفیل 
Chlorophyll a+b (mg g-1 FW)

کاروتنوئیدها
Carotenoids (mg g-1 FW)

0 hour )شاهد(صفر ساعت Norstar نوراستار 3.172ab 1.0950a 4.266b 1.0490ef
0 hour )شاهد(صفر ساعت Koohdasht کوهدشت 2.003fg 1.0510a 3.053de 0.7630g
3 hours ساعت3 Norstar نوراستار 2.703bcd 1.1220a 3.824bcd 1.0470ef
3 hours ساعت3 Koohdasht کوهدشت 2.352def 1.8720a 4.223b 1.4370ab
6 hours ساعت6 Norstar نوراستار 1.566g 1.3220a 2.887e 1.2090cd
6 hours ساعت6 Koohdasht کوهدشت 3.559a 1.9380a 5.496a 1.3160bc
12hours ساعت12 Norstar نوراستار 2.602cde 1.1220a 3.724bcd 0.9557f
12hours ساعت12 Koohdasht کوهدشت 2.823bcd 1.4790a 4.301b 1.1030de
24hours ساعت24 Norstar نوراستار 3.018bc 0.8598a 3.876bc 1.0440ef
24hours ساعت24 Koohdasht کوهدشت 2.112ef 1.1570a 3.268cde 0.8216g
2weeks هفته2 Norstar نوراستار 2.340def 1.1090a 3.449cde 1.5130a
2weeks هفته2 Koohdasht کوهدشت 2.640cd 1.1450a 3.784bcd 1.0770def

ندارنديداردانکن در سطح احتمال پنج درصد تفاوت معنیايبر اساس آزمون چند دامنه،هایی که داراي حروف مشترك هستنددر هر ستون میانگین
Mean in each column followed by similar letter(s) are not significantly different at 5% probability level, using Duncan,s Multiple Range Test

هاي گندم رقم نوراستار و کوهدشت در تیمارهاي زمانی خوسرماییصفات بیوشیمیایی در گیاهچههمبستگی بین-2جدول 
Table 2. Correlation between biochemical characteristics in Norstar and Koohdasht wheat cultivars under cold acclimation duration treatments

زدگیتحمل به یخ
)LT50(

پراکسیداز
Peroxidase

پلی فنل اکسیداز
Polyphenol oxidase

کاتالاز
Catalase

aکلروفیل 
Chlorophyll a

bکلروفیل 
Chlorophyll b

کاروتنوئیدها
Carotenoids

Peroxidase پراکسیداز -0.034 ns 1
Polyphenol oxidase پلی فنل اکسیداز -0.026 ns 0.033 ns 1
Catalase کاتالاز -0.028ns 0.548** 0.432** 1
Chlorophyll a aکلروفیل  -0.133 ns 0.66 ns 0.315* 0.088 ns 1
Chlorophyll b bکلروفیل  -0.145 ns 0.182 ns 0.412** 0.052 ns 0.210 ns 1
Carotenoids کاروتنوئیدها 0.133 ns -0.179 ns 0.319* -0.108 ns 0.157 ns 0.435 ns 1
Reducing sugars احیاهايقند 0.542** -0.341 ns -0.510** -0.476 ns -0.113 ns -0.304* 0.141 ns

ns :دار                                                                         غیرمعنیns: Not significant
:** and *دار در سطوح احتمال پنج و یک درصد                                                                                             به ترتیب معنی**: و *  Significant 5% and 1% probability levels, respectively
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سـاعت  3و تیمـار  ) گـرم بـر گـرم وزن تـر    میلی513/1(
گـرم بـر گـرم وزن    میلـی 437/1(خوسرمایی کوهدشت 

کـاهش میـزان کلروفیـل در شـرایط     ). 1جدول (بود ) تر
ــنتزي     ــتم فتوس ــه سیس ــارت ب ــاهش خس ــث ک ــنش باع ت

ــد رادیکــال   ــت کــاهش تولی ــه عل ــاي آزاد اکســیژنب ه
ــی ــودمــ ــزان . شــ ــاهش میــ ــنش، کــ ــرایط تــ در شــ

ــه علــت کــاهش   ــودن مقــادیر آن ب ــایین ب کلروفیــل و پ
تواند یک صفت مطلـوب  هاي آزاد اکسیژن میرادیکال
Kranner(باشـــد  et al., 2002 .( ــوا ــوا و پوپـ یوردانـ

)Yordanova and Popova, 2007 ( ــزان ــاهش میـ کـ
3هــاي گنــدم کــه تحــت ســرماي کلروفیــل در گیاهچــه

سـاعت قـرار گرفتـه    72و 48گـراد بمـدت   تیدرجه سان
ها اظهار نمودند که کـاهش  آن. بودند را گزارش کردند

نشـان دهنـده  توانـد  میزان کلروفیل در پاسخ به سرما مـی 
.اثرات تنش اکسیداتیو باشد

هـا  نتایج حاصـل از تجزیـه و تحلیـل همبسـتگی داده    
پراکسیداز فنل اکسیداز و نشان داد که بین دو آنزیم پلی

داري وجود نداشت، ولی بین آنـزیم کاتـالاز   رابطه معنی
داري وجـود  و دو آنزیم دیگر همبستگی مثبـت و معنـی  

عدم وجود رابطـه بـین ایـن دو آنـزیم     ). 2جدول(داشت 
هـا در دوره کوتـاه   احتمالا به علـت نوسـان تغییـرات آن   

رسـد کـه بـین    بـه نظـر مـی   . باشـد مدت خوسـرمایی مـی  
نــزیم پــس از دو هفتــه خوســرمایی    کــاهش هــر دو آ 

نتـایج  ). 3و 2هـاي  شـکل (همبستگی وجود داشته باشـد  
دار، برخـی  ها عدم وجود همبستگی معنیبرخی آزمایش

ــن    ــی ایـ ــتگی منفـ ــی همبسـ ــت و برخـ ــتگی مثبـ همبسـ
انـد دلیـل خاصـی بـراي عـدم      دو آنزیم را گزارش کرده

هـا گـزارش نشـده اسـت     وجود رابطـه در ایـن آزمـایش   
)Honty et al., 2008; Arnnok et al., 2010 .(  بعـلاوه

فنل اکسـیدازها و پراکسـیدازها در اثـر اکسیداسـیون     پلی
کننـد و  ترکیبات فنلـی، پراکسـید هیـدروژن، تولیـد مـی     

ها منجر بـه تولیـد بیشـتر پراکسـید هیـدروژن      افزایش آن
Arnnok(شــود مــی et al., 2010 .( از آنجــایی کــه

ــر   ــم ب ــزیم مه ــک آن ــالاز ی ــدمات  کات ــا ص ــه ب اي مقابل

پراکســید هیــدروژن تولیــد شــده اســت، بــا افــزایش     
ــی     ــزایش م ــز اف ــالاز نی ــدروژن، کات ــید هی ــد پراکس یاب

)Srivalli et al., 2003 .(   بنابراین وجود همبسـتگی مثبـت
بــین آنــزیم کاتــالاز و دو آنــزیم دیگــر طبیعــی بــه نظــر 

ند دارمطابقتاین نتایج با نتایج مطالعات قبلی . رسدمی
)Ebrahimi et al., 2009; Anjum et al., 2010(  ولـی ،

هاي مذکور گزارش اي بین میزان عملکرد و آنزیمرابطه
ایـــن آزمـــایش همبســـتگی مثبـــت و در. نشـــده اســـت

ــی ــی معن ــزیم پل ــل و آن ــواي کلروفی ــین محت ــل داري ب فن
از آنجــایی کــه  ). 2جــدول(اکســیداز وجــود داشــت   

باشـند،  فعال اکسیژن میهايها منبع تولید گونهکلروفیل
هاي فعـال اکسـیژن و   ها منجر به کاهش گونهکاهش آن

ــزیم  ــزان آن ــیدر نتیجــه کــاهش می ــاي آنت اکســیدانته
Kranner(شود می et al., 2002 .(   زدگـی  تحمـل بـه یـخ

بوددار تنها با میزان قندهاي احیا همبستگی مثبت و معنی
زدگـی  همبستگی بین قندها و تحمـل بـه یـخ   ). 2جدول(

هــا در فرآینــد خوســرمایی دهنــده نقــش مهــم آننشــان
Vagujfalvi(باشـد  مـی  et al., 1999 .(  عـدم همبســتگی

ــزیم ــی آنـــ ــاي آنتـــ ــل  هـــ ــا تحمـــ ــیدانت بـــ اکســـ
بلکـه در  ) 2جـدول (زدگی نه تنها در این آزمـایش  به یخ

ــایش ــت  آزمـ ــده اسـ ــان داده شـ ــز نشـ ــر نیـ ــاي دیگـ هـ
)Janda et al., 2003; Apostolova et al., عـدم  ). 2008

نشـان  زدگـی  هـا و تحمـل بـه یـخ    وجود رابطه بین آنزیم
هـا در فرآینـد خوسـرمایی    عدم تـاثیر ایـن آنـزیم   دهنده

ها در کوتـاه مـدت   باشد، در واقع افزایش این آنزیمنمی
هـاي  ت زدایی گونهها در سمینشان دهنده نقش موثر آن

هـاي فعـال اکسـیژن    باشـد، زیـرا گونـه   فعال اکسیژن مـی 
یلی سریع با قرار گرفتن گیاه در معرض سرما افـزایش  خ

آنتـی  هـاي ها، آنزیمیابند و به دنبال افزایش سریع آنمی
). Okuda 1991(یابند اکسیدانت نیز افزایش می

نتیجه گیري
گیــري شــده در مراحــل هــاي انــدازهافــزایش آنــزیم

تواند گویاي واکنش سـریع گیـاه   ابتدایی خوسرمایی می
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کننـده  هاي تنظـیم فرآیند و در واقع بیان سریع ژندر این 
هـایی کـه در ایـن فرآینـد     ها و دیگر متابولیـت این آنزیم

نتـایج ایـن آزمـایش نشـان داد کـه      . دخیل هستند، باشـد 
هـاي  تجمع قندها در کوتاه مدت آغـاز شـده و در دوره  

در واقــع هــر دوي . رســدطــولانی بــه میــزان بــالایی مــی
ــو  ــاه و ط ــاي کوت ــرمایی داراي  تیماره ــدت خوس لانی م

هـا در  اهمیت بسیار هستند، بطوریکه برخـی از متابولیـت  
کوتاه مـدت و برخـی دیگـر در طـولانی مـدت فعالیـت       

اکسـیدانت  هـاي آنتـی  در رابطه با اهمیت آنزیم. کنندمی
در فرآیند خوسرمایی گـزارش شـده اسـت کـه سیسـتم      

در هـاي امیـد بخـش   اکسیداتیو یکی از زمینهدفاعی آنتی
تحقیقات براي چندین سال آینده خواهد بود و محققـان  

هـــاي اخیـــر گیـــري از پیشـــرفتتواننـــد بـــا بهـــرهمـــی
ــا تغییــر در ســطوح تنظــیم  هــايکننــدهبیوتکنولــوژي و ب

هـا فعالیـت خـود را در جهـت افـزایش      اکسـیدانت آنتی
اکسیداتیو و در نهایت افـزایش تحمـل   کارایی دفاع آنتی

Anjum(رکـز کننـد   زدگـی متم گیاه به یخ et al. 2010 .(
هـاي  هـا آنـزیم  هـاي کوتـاه خوسـرمایی کـه در آن    تیمار
تواننـد  اکسیدانت داراي بیشترین فعالیت بودند، مـی آنتی

هـاي  کننـده هاي زمانی براي یـافتن تنظـیم  ابعنوان کاندید
شـود بـراي یـافتن    پیشنهاد مـی . ها معرفی شونداین آنزیم

هــاي دیگــر، خصوصــاًمتابولیــتزمــان مناســب فعالیــت 
هـا در طـولانی مـدت کامـل     هایی که عمـل آن متابولیت

زمـانی را بطـور پیوسـته، در طـولانی    هاي شود، تیمارمی
توانـد  نتایج این آزمایش می. مدت مورد مطالعه قرار داد

هـا در  کننـده اطلاعات مفیدي در زمینـه شناسـایی تنظـیم   
ــه   ــد و پای ــرار ده ــان ق ــار محقق ــاتاي اختی ــراي تحقیق ب
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Effect of short and long terms cold acclimation on biochemical characteristics
of spring and winter wheat (Triricum aestivum L.) cultivars

Alisoltani, A.1, H. Alizadeh2, S. Mahfoozi3 and F. Khayalparast4

ABSTRACT
Alisoltani,A., H. Alizadeh, S. Mahfoozi and F. Khayalparast. 2012. The effect of short and long terms cold acclimation on
biochemical characteristics of spring and winter wheat (Triricum aestivum L.) cultivars. Iranian Journal of Crop Sciences.

14(1):108-120. (In Persian).

To evaluate the effect of short and long term cold acclimation on biochemical characteristics of spring and

winter wheat (Triricum aestivum L.) cultivars, an experiment was conducted in completely randomized design

with three replications in greenhouses of the University of Tehran in 2009. The quantity of some antioxidant

enzymes, reducing sugars, chlorophyll and carotenoids contents in two wheat winter (Norstar) and spring

(Koohdasht) cultivars were measured and recorded, when seedling were acclimated at 3°C for 0, 3, 6, 12, 24

hours and  two weeks. Results of LT50 showed that only Norstar winter cultivar was able to tolerate -12°C after

two weeks of cold acclimation. In most cases the activities of enzymes were increased during the short term and

then decreased after long term of cold acclimation. The increase of enzymes in the initial phases of cold

acclimation represented that reactive oxygen species were rapidly detoxified during the short term cold

acclimation. Since chlorophylls are the source of production of reactive oxygen species, the decrease in

chlorophyll content in Norstar showed that this attribute, during cold acclimation, can be involved in freezing

tolerance. In conclusion, results of this experiment indicated that both short-and long-term cold acclimation are

important, however some metabolites are effective during the short term while others are effective during long

term.

Key words: Antioxidant enzymes, Chlorophyll content, Carotenoids and LT50 and Wheat.
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