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 ارزیابی تحمل ژنوتیپ‌های عدس 
).Lens culinaris Medik( به دماهای 

یخ‌زدگی با استفاده از عوامل فلورسانس کلروفیل

چکید‌ه
اندازه‌گیری فلورسانس کلروفيل روشي سريع و غير تخريبي را براي ارزیابی نحوۀ عملکرد سيستم فتوسنتزي در طول و بعد از شرایط 
تنش‌ه�ای محیطی فراهم کرده و اطلاعات حاصل از آن براي مش�خص کردن س�رعت انتقال الکت�رون و چگونگی فرود انرژی الکترون 
 ،MLC225 ،MLC185 ،MLC60 ،MLC7 برانگیخت�ه بکار می‌رود. به همین منظ�ور جهت ارزیابی تحمل ژنوتیپ‌های عدس ش�امل
MLC357، ت�وده قزوی�ن و توده محلی رباط به یخ‌زدگی 0، 3-، 6-، 9-، 12-، 15-، 18-، 21- و 24- درجة س�انتيگراد، آزمایش�ی به 
ص�ورت فاكتوري�ل در قالب طرح بلو‌کهای کامل تصادفی در س�ه تکرار در فريزر ترموگراديان اجرا ش�د. بازتاب فلورسانس�ی از برگ 
س�ازگار ش�ده به نور بسیار کم )F'o(، بیشینه فلورسانس برگ سازگار ش�ده به نور )F'm(، فلورسانس متغیر )F'v( و بيشينه‌ي کارايي 
پتانس�يل فتوش�یمیایی فتوسيس�تم F'v/F'm II قبل، پنج و ده روز پس از اعمال تیمار يخ زدگي‌اندازه گیری و ثبت شد. درصد بقای 
ژنوتیپ‌های مختلف نیز سه هفته پس از اعمال تیمارهای دمایی تعیین شد. نتایج تجزیه واریانس مربوط به عوامل فلورسانس کلروفیل 
در پنج روز پس از اعمال تیمار نش�ان داد که ژنوتیپ‌های مختلف تفاوت معنی‌داری با یکدیگر دارند. ژنوتیپ  MLC225بیش�ترین و 
ژنوتیپ MLC7 کمترین مقدار F'o را به خود اختصاص دادند. از نظر عامل F'm ژنوتیپ‌هایMLC357 ،MLC225 و قزوین بالاترین 
 F'v پایین‌ترین‌ مقادیر را داش�تند. همچنین در بین ژنوتیپ‌های مختلف، ژنوتیپ رباط کمترین مقدار MLC185 و ژنوتیپ‌های رباط و
را داش�ت. تفاوت بالاترین نسبت F'v/F'm در ژنوتیپ MLC7 با پایین‌ترین آن در ژنوتیپ رباط حدود 16 درصد بود. همچنین در این 
مرحله سطوح مختلف دمایی با وجود مشابه بودن مقادیر F'o به علت تفاوت در F'm از نظر F'v و F'v/F'm با یکدیگر متفاوت بودند و 
به طور نسبی هم روند با کاهش دما، مقادیر این عوامل کاهش یافت. سه هفته بعد از اعمال تيمار يخ‌زدگي ژنوتیپ MLC60 بیشترین 
)49/9 درص�د( و ژنوتی�پ قزوین کمترین )38/3 درصد( درصد بقا را داش�ت. اثر دماي يخ‌زدگي بر درص�د بقا معني‌دار بود. با افزايش 
ش�دت يخ‌زدگي، درصد بقای نمونه‌ها كاهش يافت، به صورتيكه در دماي 12- درجه س�انتی راد درصد بقا گياهان حدود 56 درصد بود 
ول�ی در دماه�ای پایین‌تر هیچ یک از گیاهان در ژنوتیپ‌های مختلف قادر به زنده مان�دن نبودند. بین درصد بقای ژنوتیپ‌های مختلف 
عدس و نسبت F'v/F'm پیش از تیمار یخ‌زدگی رابطه قوی )**R2=0/93( وجود داشت. ولی این رابطه در‌اندازه گیری‌های پس از اعمال 
تیمارهای یخ‌زدگی بس�یار ضعیف بود. به نظر می‌رس�د بتوان از طریق ‌اندازه گیری نسبت F'v/F'm پیش از اعمال یخ‌زدگی تا حدودی 

به میزان تحمل به یخ‌زدگی ژنوتیپ‌های عدس پی برد.
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During and after environmental stresses, measuring chlorophyll fluorescence parameters provide a fast and non-destructive 
method to evaluate the performance of photosynthetic system, and achieving data is used to determine the electron transfer 
rate and type of excited electrons quenching. So in order to assess tolerance of lentil genotypes including MLC7, MLC60, 
MLC185, MLC225, MLC357, Qazvin and Rabat to freezing temperatures consist of 0,-3,-6,-9,-12,-15,-18,-21,-24 oC, as 
a factorial experiment in randomized complete block design with three replications was conducted in the thermo gradient 
freezer. Reflection fluorescence of leaves adapted to low light (Fėo), maximum fluorescence of light adapted leaves (Fėm), 
variable fluorescence (Fėv) and maximal photochemical efficiency potential PSII (Fėv/Fėm) were measured before, 5 and 10 
days after the freezing treatments. Percent survival of different genotypes was determined also three weeks after applied 
the treatments. Analysis variance results showed that different genotypes were significantly varied related to chlorophyll 
fluorescence parameter in five days after the treatments. Two MLC225 and MLC7 genotypes indicated the highest and lowest 
F’o, respectively. MLC225, MLC357 and Qazvin genotypes allocated the highest values of Fėm, also Rabat and MLC185 
had the lowest levels. For Fėv parameter, Rabat had the lowest contribution among the different lentil genotypes. Also in this 
phase, temperature levels regardless of similar F’o, had different Fėv and Fėv/Fėm because of dissimilarity in F’m parameter, 
and relatively with decreased temperature this parameters were reduced. Three weeks after freezing treatment, MLC60 and 
Ghazvin genotypes had highest (49.9%) and lowest (38.3%) survival rate, respectively. Freezing effect on survival rate was 
significantly different. Survival rate decreased when freezing intensity was increased. Survival rate of plants were 56% in 
-12oC but in lower temperature none of plants of different genotypes could not be survive. There was positive correlation 
between survival rate and Fėv/Fėm ratio before freezing in all genotypes. While this correlation after freezing was weak. It 
seems we can predict freezing tolerance in lentil genotypes by measuring Fėv/Fėm ratio before exposure of freezing.
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مقد‌مه
س��طح زير كشت عدس در كش��ور 255 هزار هكتار مي‌باشد که 92 
درصد آن در ش��رايط ديم كشت مي‌شود. متوسط عملكرد گياه عدس در 
کش��ور نیز 511 يكلوگرم در هكتار اس��ت كه نسبت به ميانگين عملكرد 
جهاني )840 کیلو گرم در هکتار( و كش��ورهاي مهم توليد كننده، بسيار 
پايين اس��ت )FAO، 2007(. محققان در خصوص حبوباتي مانند عدس 
 Singh، Malhotra،( نخ��ود   ،)1996  ،Malhotra و   Erskine(
Halila، Knights و Verma، 1998( و همچنی��ن بق��ولات علوفه‌اي 
 ،Sheaffer و Shrestha، Hesterman، Squire، Fisk( کي س��اله
1998( اظهار داشته‌اند که به دليل رشد مناسب ارقام متحمل به یخ‌زدگی 
در شرايط کاشت پاييزه، توليد و عملکرد اين گياهان بهبود یافته و بهتر از 

کاشت بهاره آنها مي‌باشد. بنابراین وجود ارقام متحمل به یخ‌زدگی جهت 
موفقیت در کشت پاییزه گیاهان زراعی ضروری به نظر می‌رسد. 

محققان در آزمايش��ات بررس��ي تحمل به س��رما در ش��رايط مزرعه، 
بق��ای گياهان پس از زمس��تان را به عنوان معي��ار ارزيابي تحمل گياهان 
 Murry، Eser،( به ش��رايط س��خت زمس��تان مورد تايكد قرار داده‌اند
Halila، Gusta و Eteve، 1988؛ Singh و همکاران 1998(. عليرغم 
مزيت آزمايش‌هاي مزرعه‌اي، واقعيت اين اس��ت كه به دليل تنوع مكاني 
و زماني وقوع یخ‌زدگی در شرايط مزرعه، در اين گونه ارزيابي‌ها مشكلات 
خاص��ي از جمله امكان عدم وجود زمس��تان‌هاي مطلوب از نظر ش��رايط 
به گزيني يا س��ردي هوا در حد مرگ گياه��ان و ايجاد خطا در به‌گزيني 
 ،Smith و Bridger، Falk، Mckersie 1988؛ ،Blum( وجود دارد
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1996(، ضم��ن اينكه درصد بقاء گياهان در مزرعه تا حد زيادي وابس��ته 
 به ميزان پوش��ش برف، دما و رطوبت خاك و س��اير عوامل محيطي است 
)Gusta، O'Connor، Gao و Jana، 2000(. از اي��ن رو محقق��ان 
غالبـا از روش آزمون يخ‌زدگي در ش��رايط كنترل شده استفاده ميك‌نند. 
نتايج بدس��ت آم��ده از اغلب آزمايش‌هاي انجام ش��ده ب��ه روش مذكور 
همبس��تگي خوبي با بقاء گياه در مزرعه نش��ان داده‌اند )Blum، 1988؛ 
Kościelniak و Biesaga-Kościelniak، 2006(. به‌عن��وان مث��ال 
Swensen و Murray )1983( با بررسي تحمل به یخ‌زدگي ژنوتيپ‌هاي 
نخود فرنگي در ش��رايط مزرعه و ش��رايط كنترل شده مشاهده كردند كه 
ب��ا كاهش دما درصد بقای لاين‌هاي نخود فرنگي در هر دو محيط كاهش 
يافت. در آزمايش آنها ضرايب همبستگي درصد بقاء 19 لاين نخود فرنگي 
بين دو محيط آزمايشي )مزرعه و شرايط كنترل شده( بالاتر از 80 درصد 
بود كه بيانگر امكان استفاده از شرايط كنترل شده در به‌گزيني ژنوتيپ‌ها 
براي تحمل به ش��رايط زمس��تان در مزرعه مي‌باش��د. اين محققان اظهار 
داش��تند كه با به‌گزين��ي در دماي 9- درجه س��انتيگراد مي‌توان گياهان 
غير مقاوم به يخ‌زدگي را حذف كرد. با این وجود انجام آزمون يخ‌زدگي و 
ارزیابی بقاء در ش��رایط کنترل شده نیز تخریبی، پرهزینه و زمان بر بوده 
و به ویژه در زمانی که مقدار کمی ‌بذر از ژنوتیپ‌ها در دس��ترس اس��ت، 
انجام این آزمون امکان پذیر نمی‌باش��د. بنابراین محققان شناسایی برخی 
ش��اخص‌های فیزیولوژیک مرتبط با تحمل به یخ‌زدگی در گیاهان مانند؛ 
حف��ظ ظرفیت تبادل گازی یا فتوس��نتز، هدایت روزنه‌ای و فلورس��انس 
 Baker( کلروفیل را جهت رفع اینگونه مشکلات مورد تاکید قرار داده‌اند

.)2000 ،Johnson و Maxwell 2004؛ ،Rosenqvist و
در سال‌های اخیر‌اندازه‌گیری فلورسانس کلروفيل روشي سريع و غير 
تخريبي را براي ارزیابی نحوه‌ی عملکرد سيستم فتوسنتزي در طول و بعد 
از شرایط تنش محیطی فراهم کرده که اطلاعات حاصل از آن براي مشخص 
کردن س��رعت انتقال الکترون و چگونگی فرود1 انرژی الکترون برانگیخته 
به کار می‌رود )Macdonald، Shilling و Bewick، 1993(. از جمله 
بارزتری��ن واکنش‌های گیاهان به عامل تنش‌زای محیطی افت فتوس��نتز 
 Andrews، Fryer( می‌باشد II ناشی از اختلال در فعالیت فتوسیستم
و Baker، 1995؛ Maxwell و Johnson، 2000(. تح��ت چنی��ن 
شرایطی به دنبال کاهش تولید و ذخیره فرآورده‌های انتقال الکترون یعنی 
ATP و NADPH در واکنش‌ه��ای وابس��ته به نور فتوس��نتز، عملکرد 
کوانتومی‌فتوسیس��تم ФPSІІ) II( افت پیدا می‌کند. در واقع مقدار فرود 
 )NPQ( 2 ان��رژی الکترون برانگیخته ش��ده از مس��یر غیر فتوش��یمیایی
افزای��ش یافته و از این طریق فتوسیس��تم II دچار اختلال می‌ش��ود. در 
ش��رایط محیطی و هنگامی‌که نور در سطح معمول می‌باشد، بخش غالب 
آن در فعالیت‌های فتوشیمیایی به مصرف می‌رسد و در نهایت تنها بخش 
کم��ی ‌از انرژی نورانی به صورت فلورس��انس س��اطع می‌ش��ود که به آن 
فلورس��انس پایه یا کمینه برگ سازگار شده به روشنایی )F'o( می‌گویند. 
در این صورت فرود انرژی الکترون برانگیخته ش��ده از طریق فتوشیمیایی 
qP(3( نزدیک به یک است. در مقابل هنگامی‌که برگ در معرض پالسی از 

نور اش��باع قرار می‌گیرد، تمامی ‌مولکول‌های موسوم به کوئینون آ4 دست 
کم به صورت موقت به صورت احیا در آمده و به دلیل تداوم واکنش‌های 
فتوشیمیایی فتوسیستم II، فلورس��انس به میزان بالایی افزایش می‌یابد 

که به آن بیشینه فلورسانس برگ سازگار شده به روشنایی )F'm( اطلاق 
می‌ش��ود. در چنین حالتی فرود انرژی الکترون برانگیخته ش��ده از طریق 
 .)2000 ،Johnson و Maxwell( فتوش��یمیایی نزدیک به صفر اس��ت
تنش‌ه��ای محیطی از جمل��ه تنش کمب��ود آب و یخ‌زدگی باعث کاهش 
نس��بت ]F'v/F'm- [F'm-F'o)/F'm که تخمینی از بیش��ینه کارایی 
فتوش��یمیایی PSII در یک ش��دت نور مشخص اس��ت، می‌شوند. زمانی 
ک��ه گیاهان در معرض تنش یخ‌زدگی قرار می‌گیرند، متابولیس��م برگ‌ها 
به ش��دت کاهش یافته و خس��ارت نوری به PSII اجتناب ناپذیر اس��ت. 
با افزایش فوتون فعال فتوس��نتزی، س��هم نور جذب ش��ده که در زنجیره 
انتقال الکترون اس��تفاده می‌شود، کاهش می‌یابد و این کاهش در دماهای 
پایین چش��مگیر است. علاوه بر این گیاهانی که تحت تاثیر یخ‌زدگی قرار 
گرفته‌اند، زمانی که در بازیابی به س��ر می‌برند )به ویژه در تشعشعات بالا( 
بایستی بر انرژی اضافی غلبه کنند، در غیر این صورت دستگاه فتوسنتزی 
و فعالیت‌های متابولیکی به ش��دت خس��ارت می‌بیند. از طرف دیگر این 
مس��اله به اثبات رس��یده که نور از طریق فتوسنتز، انرژی لازم برای القای 
تحمل به یخ‌زدگی در گیاهان تامین می‌کند )Dexter، 1993(. بنابراین 
با ‌اندازه‌گیری نسبت F'v/F'm میزان تحمل به یخ‌زدگی در گیاهان قابل 
شناس��ایی می‌باش��د )Baker و Rosenqvist، 2004(. در ژنوتیپ‌های 
مختل��ف مقدار کاه��ش عملکرد کوانتومی‌و یا ثبات تغییرات فلورس��انس 
در ب��ازه‌ی زمانی به عن��وان معیاری از درجه تحم��ل و مقاومت به تنش 
 ،Salvucci و Grafts-Brander( مورد اس��تفاده قرار گرفت��ه اس��ت
 ،Hall و   Masojidek، Trivedi، Halshaw،Alexiou 2004؛ 
 Ribas-Carbo، Aroca، Gonzalez-Meler، Irigoyen 1991؛

و Sanchez-Diaz، 2000؛ Yamasaki و همکاران 2002(.
این آزمایش با هدف بررسی بکارگیری عوامل فلورسانس کلروفیل در 
تعیین میزان تحمل به یخ‌زدگی ژنوتیپ‌های عدس به عنوان روشي سريع 

و غير تخريبي انجام شده است.

مواد و روش‌ها
اين مطالعه در دانش��کده کشاورزی، دانشگاه فردوسی مشهد در پاییز 
و زمس��تان سال 1387 انجام ش��د. بذور هفت ژنوتیپ عدس از بانک بذر 
دانش��گاه MLC( 5( انتخاب و با ق��رار دادن در اتانول 75 درصد به مدت 
ی��ک دقیقه ضدعفونی و پ��س از قرار گرفتن در پنب��ه مرطوب در داخل 
پلاس��تی‌کهای تمیز در مدت 72 س��اعت جوانه‌دار ش��دند. سپس تعداد 
8 بذر جوانه‌دار در گلدان‌هاي پلاس��تکيي با قطر 10 س��انتي متر حاوی 
مخلوطی از ماس��ه، خاک مزرعه و خا‌کبرگ به نس��بت یک س��وم از هر 
کدام در عمق دو س��انتی‌متری کش��ت و آزمايش به‌صورت فاكتوريل در 
قال��ب طرح بلوک کامل تصادفي با س��ه تکرار اجرا ش��د. به منظور ایجاد 
سازگاری به یخ‌زدگی در ش��رایط طبیعی گياهچه‌ها تا مرحله 6-4 برگي 
در محیط طبیعی رشد کردند. در این مرحله سنجش وضعیت فلورسانس 
به وسیله‌ی دس��تگاه فلورومتر6 شامل؛ بازتاب فلورسانسی از برگ سازگار 
ش��ده به روشنایی )F'o(، بیش��ینه فلورسانس برگ س��ازگار شده به نور 
)F'm(، فلورسانس متغیر )F'v( و بيشينه‌ي کارايي پتانسيل فتوشیمیایی 
فتوسيستم F'v/F'm:II از وسط برگچه دومین برگ کاملا توسعه یافته از 

نوک گیاه در 3 بوته‌ اندازه گیری شد. 

ارزیابی تحمل ژنوتیپ های ...
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گلدان‌ها، 24 س��اعت قبل از تيمار یخ‌زدگی آبياري شدند و سپس به 
فريزر ترموگراديان منتقل شدند. دماي فريزر در شروع آزمايش، 5 درجه 
سانتی گراد بود و پس از قرار دادن نمونه‌ها با سرعت دو درج‌ة سانتي‌گراد 
در س��اعت كاهش يافت. اين وضعيت ش��رايط را ب��راي توزيع مجدد آب 
ب��ه بافت‌ه��اي گياهي و جلوگيري از تش��كيل يخ در داخل س��لول‌ها كه 
در طبيع��ت به‌ندرت اتفاق مي‌افتد، فراه��م ميك‌ند )Murry و همکاران 
1988(. به منظور جلوگيري از پديده فرایخ‌زدگی و ايجاد هس��تك يخ در 
گياهچه‌ها و اطمينان از اين كه مكانيزم از نوع تحمل است و نه اجتناب، 
در دماي 3- درجه سانتی گراد بر روي گياهان، محلول باكتري‌هاي ايجاد 
كننده هس��تك يخ7 به نحوی پاشيده شد که قش��ر نازکی از این محلول 
روی برگ‌ها را پوش��اند. برای اعمال تیمار یخ‌زدگی گياهان تحت نه تیمار 
دمای��ی ش��امل دماهای صف��ر، 3- ، 6- ، 9- ، 12- ، 15- ، 18- ، 21- و 

24- درجه سانتی گراد قرار گرفتند. 
ب��ه منظور ایج��اد تعادل در دم��ای محیط آزمای��ش، گياهان در هر 
تيمار دمايي، به مدت يك س��اعت نگه ‌داش��ته و س��پس از فریزر خارج 
ش��دند )Auld، Ditterline، Murray و Swensen، 1983(. ب��ه 
منظور كاهش س��رعت ذوب، گلدان‌ها بلافاصله ب��ه اتاقك با دماي 4±1 
درجه ‌س��انتي‌گراد منتقل و به مدت 24 ساعت در آن جا نگهداري ‌شدند 
)Bridger و همکاران 1996(. س��پس گلدان‌ها به گلخانه منتقل ش��ده 
و عوامل فلورس��انس کلروفیل برگ پس از گذش��ت پنج و 10 روز ‌اندازه 

گیری شدند. 
پس از 21 روز، درصد بقاء گياهان نیز مورد ارزيابي قرار گرفت. درصد 
بقا از طريق نس��بت تعداد گياهان زنده پ��س از اعمال تيمار يخ‌زدگي به 
تعداد گياهان قبل از تيمار يخ‌زدگي ضرب در 100 محاس��به شد. تجزیه 
داده‌ه��ای هر مرحل��ه )پیش از اعمال تنش و پن��ج و 10 روز پس از آن( 
جداگانه و با اس��تفاده از ن��رم افزار SAS انجام گرف��ت. همچنین جهت 

مقايسه ميانگين داده‌ها از آزمون چند دامنه‌ای دانکن استفاده شد.

نتایج 
در این آزمایش عامل F'o بیانگر مقدار فلورسانس در زمانی است که 
پذیرنده کوئینون A در فتوسیستم II در بالاترین وضعیت اکسیداسیونی 
قرار دارد )مراکز فتوسیس��تم II باز هس��تند(، عام��ل F'm بیانگر مقدار 
فلورس��انس در زمانی اس��ت که کوئینونA در فتوسیستمII در بالاترین 
وضعیت احیایی قرار دارد )مراکز فتوسیستمII بسته هستند(، F'v نشان 
دهنده  ظرفیت فتوسیستم II در راه‌اندازی ابتدای مسیر فتوشیمیایی )احیا 
نوری QA( است و F'v/F'm تخمینی از بیشینه کارایی فتوشیمیایی در 
فتوسیستم II است که به ترتیب در سه مرحله اندازه‌گیری شده است که 

در ادامه وضعیت آنها در هر مرحله از اندازه‌گیری، ارزیابی می‌شود: 

عوامل فلورسانس کلروفیل قبل از اعمال تیمار یخ‌زدگی
 نتایج تجزیه واریانس داده‌های مربوط به عوامل فلورسانس کلروفیل 
)F'o، F'm، F'v و F'v/F'm(  قب��ل از اعم��ال دماهای یخ‌زدگی نش��ان 
داد که بین ژنوتیپ‌های عدس اختلاف معنی دار )P>0/05( وجود ندارد 
 MLC185 جدول 1(. با این وجود ژنوتیپ قزوین کمترین و ژنوتیپ‌های(
و MLC357 بيش��ترين مقدار F'o را داشتند، كه تفاوت آنها حدود 13 

درصد بود )ش��کل1(. از طرف دیگر بین بیشترین مقدار F'm در ژنوتیپ 
MLC60 با کمترین مقدار آن در ژنوتیپ قزوین حدود 483 واحد اختلاف 
بود. همچنی��ن ژنوتیپ‌های قزوین و رباط مقدار F'v کمتری در مقایس��ه 
 MLC60 با س��ایر ژنوتیپ‌ها داش��تند. ضمن اینکه ژنوتیپ‌ه��ای قزوین و

کمترین و بیشترین نسبت F'v/F'm را به خود اختصاص دادند.

عوامل فلورسانس کلروفیل پنج روز پس از تیمار یخ‌زدگی
 نتایج تجزیه واریانس مربوط به عوامل فلورس��انس کلروفیل در پنج 
روز پس از اعمال تیمار یخ‌زدگی نشان داد که ژنوتیپ‌های مختلف تفاوت 
 MLC225 ( با یکدیگر دارند )جدول 2(. ژنوتیپP>0/01( معنی داری
بیشترین و ژنوتیپ MLC7 کمترین مقدار F'o را به خود اختصاص دادند 
)ج��دول 3(. از نظر عام��ل F'm ژنوتیپ‌های MLC357 ،MLC225 و 
قزوی��ن بالاتری��ن و ژنوتیپ‌های رباط و MLC185 پایی��ن ترین مقادیر 
را داش��تند. همچنی��ن در بین ژنوتیپ‌های مختلف ع��دس ژنوتیپ رباط 
کمترین مقدار F'v را داشت. تفاوت بالاترین نسبت F'v/F'm در ژنوتیپ 

MLC7 با پایین ترین آن در ژنوتیپ رباط حدود 20 درصد بود.
 F'o بین سطوح مختلف دماهای یخ‌زدگی پس از پنج روز بجز در مورد
در س��ایر عوامل تفاوت معنی داری )P>0/01( وجود داشت )جدول2(. با 
 F'v مقادیر F'm به علت تف��اوت مقادیر F'o وجود مش��ابه بودن مقادیر
و F'v/F'm در س��طوح مختلف دمایی با یکدیگر متفاوت بودند و به طور 

نسبی با کاهش دما مقادیر این عوامل کاهش یافت )جدول4(. 
همچنین در این مرحله از‌اندازه گیری به جز عامل F'o س��ایر عوامل 
تح��ت تاثیر برهمکن��ش معنی دار اثر ژنوتیپ ع��دس و دما قرار نگرفتند 

)جدول2(.

عوامل فلورسانس کلروفیل ده روز پس از تیمار یخ‌زدگی
 نتایج تجزیه واریانس مربوط به عوامل فلورسانس کلروفیل در ده روز 
پس از اعمال دماهای یخ‌زدگی نش��ان داد که ژنوتیپ‌های مختلف به جز 
برای نسبت F'v/F'm )در سطح احتمال 5 درصد( در سایر عوامل تفاوت 

معنی داری با یکدیگر نداشتند )جدول 2(. 
در بی��ن ژنوتیپ‌ه��ا، ژنوتی��پ MLC60 و MLC225 بیش��ترین 
و کمتری��ن مق��دار F'v/F'm را به خود اختصاص دادند. به طور نس��بی 
ده روز پ��س از اعم��ال تیمار یخ‌زدگی، همگام ب��ا کاهش دما، مقادیر این 
نسبت کاهش یافت هر چند در دمای صفر درجه یک استثنا وجود داشت 

)شکل2(.

درصد بقا 
 بین ژنوتیپ‌هاي مورد مطالعه عدس از نظر درصد بقاء سه هفته بعد 
از اعمال تيمار يخ زدگي تفاوت معني‌داري مش��اهده نش��د. با وجود این، 
ژنوتیپ MLC60 بیش��ترین و ژنوتیپ قزوین کمترین بقاء را داشت. اثر 
دماي يخ زدگي بر درصد بقا معني دار )P>0/01( بود. با افزايش ش��دت 
ي��خ زدگي، درصد بقای نمونه‌ها كاهش يافت ب��ه طوریکه در دماي 12- 
درجه سانتیگراد درصد بقاء گياهان حدود 56 درصد بود، ولی در دماهای 
پایی��ن تر هیچ یک از گیاهان در ژنوتیپ‌های مختلف قادر به زنده ماندن 

نبودند )شکل3(. 
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جدول 1- مقادیر درجه آزادی و سطح احتمال معنی دار بودن عوامل فلورسانس کلروفیل پیش از اعمال تیمار یخ‌زدگی در برگچه ژنوتیپ‌های عدس

شکل1- مقایسه روند تغییرات عوامل F'o، F'm و F'v در برگچه ژنوتیپ‌های عدس قبل از اعمال تیمار یخ‌زدگی

عوامل فلورسانس کلروفیل  درجه آزادی منابع تغییر

F'v/F'm F'v F'm F'o

Pr > F

0/0022 0/1966 0/3844 0/8268 2 تکرار

0/1828 0/1383 0/1994 0/7901 6 ژنوتیپ

0/8867 0/9236 0/9395 0/9902 2 خطای نمونه‌برداری

جدول 3- مقادیر درجه آزادی و سطح احتمال معنی دار بودن عوامل فلورسانس کلروفیل پیش از اعمال تیمار یخ‌زدگی در برگچه ژنوتیپ‌های عدس

• با توجه به اینکه گیاهان در همه ژنوتیپ‌ها در دمای پایین تر از 12- درجه سانتیگراد از بین رفتند،‌اندازه گیری تنها در پنج تیمار یخ‌زدگی انجام گرفت.

عوامل فلورسانس کلروفیل  درجه آزادی منابع تغییر

F'v/F'm F'v F'm F'o F'v/F'm F'v F'm F'o

Pr > F Pr > F

0/0548 0/1416 0/1233 0/5789 0/0001> 0/0001> 0/0004 0/0001> 6 ژنوتیپ عدس

0/0414 0/1633 0/0725 0/0801 0/0001> 0/0007 0/0050 0/4739 4* دما

0/4389 0/6396 0/6134 0/6619 0/2325 0/4619 0/3578 0/0135 24 ژنوتیپ ×دما

ارزیابی تحمل ژنوتیپ های ...
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بحث
به طور کلی در موجودات فتوسنتزکننده، در صورتی که تشعشع تابیده 
ش��ده در محدوده تشعشع فعال فتوسنتزی )PAR(8 توسط مولکول‌های 
کلروفیل برگ دریافت ش��ود، انرژی الکترون برانگیخته یا وارد مسیرهای 
بیوشیمیایی شده و واکنش‌های وابسته به نور فتوسنتز راه‌اندازی می‌شود 
)فرود فتوشیمیایی، qP(، یا به صورت گرما خارج شده و الکترون به لایه 
اول ب��از می‌گردد )فرود غیر فتوش��یمیایی، NPQ( و یا اینکه به صورت 
 )qF ،طول موج فلورس��انس )طول موجی بلندتر از ط��ول موج دریافتی
ساطع می‌شود. س��ه فرآیند ذکر شده در رقابت با یکدیگر بوده و افزایش 
یکی منجر به کاهش عملکرد کوانتومی ‌دو مسیر دیگر خواهد شد. مجموع 
 عملک��رد کوانتومی‌ هر س��ه فرآین��د معادل یک واحد به ش��رح فرمول 1 

 .)2003 ،Whitehead و Gray، Hope،Qin،Taylor( می باشد
)qP+ NPQ + qF =1(                                            -1 فرمول

این روند‌ها رقابتی هس��تند و تغییر در فلورس��انس کلروفیل کارکرد 
فتوس��نتزی را تغیی��ر می‌ده��د )Krause و Weis، 1991(. تنش‌های 
غیر زن��ده می‌توانند به صورت مس��تقیم یا غیر مس��تقیم بر خصوصیات 
فتوسنتزی برگ‌ها اثر گذاشته و ویژگی‌های فلورسانس کلروفیل را تغییر 
ده��د )Baker و Rosenqvist، 2004؛ Gray و هم��کاران 2003(. 
زمان��ی که گیاه��ان در معرض تنش یخ‌زدگی قرار می‌گیرند، متابولیس��م 
برگ‌ها به ش��دت کاهش یافته و خس��ارت نوری به PSII اجتناب ناپذیر 

 .)1993 ،Dexter( است
در ای��ن آزمایش از نظر عام��ل F'o که بیانگر مقدار فلورس��انس در 
زمان��ی اس��ت ک��ه پذیرن��ده کوئین��ونA در فتوسیس��تمII در بالاترین 
مقدار ش��رایط اکسیداس��یونی قرار دارد )مراکز فتوسیستمII باز هستند( 
)Baker و Rosenqvist، 2004(، پیش از اعمال تیمار یخ‌زدگی تفاوت 
چش��مگیری بین ژنوتیپ‌ها وجود نداش��ت، ولی پن��ج روز پس از اعمال 

تیم��ار، تفاوت افزایش یافت. با گذش��ت مدت زمان بیش��تر )10 روز( به 
تدریج وضعیت بهب��ود یافته و تفاوت‌ها کاهش یافت. به هر حال می‌توان 
گف��ت که ژنوتیپ‌های مختل��ف توان متفاوتی در حف��ظ ثبات این عامل 
داش��تند و ژنوتیپ MLC7 حساسیت بیش��تری داشت و از حدود 400، 
پیش از اعمال یخ‌زدگی به 282 رس��ید )ش��کل1 و ج��دول 3(. در مورد 
عام��ل F'm که بیانگر مقدار فلورس��انس در زمانی اس��ت ک��ه کوئینون

A در فتوسیس��تمII در بالاترین مقدار ش��رایط احیایی قرار دارد )مراکز 
فتوسیستمII بسته هستند(. بالا بودن این عامل بیانگر توان تحمل بیشتر 
 F'm ش��رایط نامساعد محیطی اس��ت. همانگونه که ملاحظه شد، مقدار
در ژنوتی��پ MLC60 که بیش��ترین مقدار بقاء را نی��ز دارد، در مراحل 
مختلف‌اندازه گیری بالا اس��ت. این عامل حساسیت پایینی به کاهش دما 
داش��ته و چنانچه در جدول 4 ملاحظه ش��د، بج��ز در دمای 12- درجه، 
س��ایر تیمارها تفاوت چش��مگیری با یکدیگر ندارند که با در نظر گرفتن 
درص��د بقای متفاوت در این تیمارها، این عامل برای توجیه میزان تحمل 

به یخ‌زدگی چندان مناسب به نظر نمی‌رسد )شکل3(. 
ژنوتی��پ MLC60 بیش��ترین F'v را ک��ه نش��ان دهن��ده ظرفیت 
فتوسیس��تمII در راه‌ان��دازی ابت��دای مس��یر فتوش��یمیایی )احیا نوری 
QA( اس��ت قبل و پس از اعمال یخ‌زدگی به خود اختصاص داده اس��ت 
)ش��کل1 و جدول3(. ای��ن عامل در پنج روز پ��س از اعمال یخ‌زدگی در 
تیمار 12- به ش��دت کاهش یافته اس��ت، هر چند تا پیش از این دما افت 
قابل توجهی نداش��ت )جدول4(. عامل F'v/F'm که تخمینی از بیشینه 
کارایی فتوشیمیایی در فتوسیستم II را در یک شدت نور مشخص فراهم 
می‌کند، در ژنوتیپ MLC60 بالاترین میزان را در عین کمترین نوس��ان 
به خود اختصاص داده اس��ت. همانطور که در ش��کل 3 مشاهده می‌شود، 
یخ‌زدگی باعث کاهش این شاخص شده است که با افزایش شدت یخ‌زدگی 
مقدار این شاخص کمتر شده است. بین درصد بقای ژنوتیپ‌های مختلف 

جدول 3- مقایسه میانگین عوامل فلورسانس کلروفیل پنج و ده روز پس از اعمال تیمار یخ‌زدگی در برگچه ژنوتیپ‌های عدس 

1-در هر ستون ميانگين‌هايي كه داراي حرف مشترك هستند بر اساس آزمون چند دامنه ای دانکن در سطح احتمال 5 درصد اختلاف معنی داری ندارند.

عوامل فلورسانس کلروفیل )پس از 10 روز(عوامل فلورسانس کلروفیل )پس از پنج روز(ژنوتیپ عدس

F'oF'mF'vF'oF'mF'v

MLC7282 c1278 ab996 abc850 a2608 ab1757 a

MLC60325 bc1266 ab940 abc797 a2670 ab1873 a

MLC185341 bc1172 b831 bc829 a2598 ab1820 a

MLC225440 a1465 a1024 ab694 a1906 b1271 a

MLC357301 bc1418 a1116 a916 a2939 a2023 a
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جدول 4- مقایسه میانگین عوامل فلورسانس کلروفیل در برگچه ژنوتیپ‌های عدس پنج روز پس از اعمال سطوح مختلف یخ‌زدگی 

در هر ستون ميانگين‌هايي كه داراي يك حرف مشترك هستند بر اساس آزمون چند دامنه ای دانکن در سطح احتمال 5% اختلاف معنی داری ندارند.

دما
پنج روز پس اعمال تیمار یخ‌زدگی

F'oF'mF'vF'v/F'm

0340 a1379 a1038 a0/774 a

-3323 a1335 ab1011 a0/751 a

-6353 a1397 a1043 a0/743 a

-9345 a1308 ab962 ab0/706 a

-12332 a1139 b807 b0/617 b

شکل2- نسبت F'v/F'm در سطوح مختلف دمایی قبل و پس از تیمار یخ‌زدگی
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عدس و نس��بت F'v/F'm پیش از تیمار یخ‌زدگی رابطه رگرسیونی قوی 
)**R2=0/94( وجود داش��ت، ولی این رابط��ه در‌ اندازه‌گیری‌های پس از 

اعمال تیمارهای یخ‌زدگی بسیار ضعیف بود )شکل4(. 
Dolstra و هم��کاران )1994( ب��ر اندازه‌گیری کارایی فتوس��نتزی 
در اینبرده��ای ذرت از طریق پایش فلورس��انس کلروفی��ل تاکید فراوان 
داش��ته و ابراز داش��تند که تفاوت در کارایی فتوسنتزی برخی از اینبردها 
پی��ش و پس از تیمار 1000 میکرو م��ول در متر مربع در ثانیه در دمای 
 Jung، .7 درج��ه س��انتیگراد به مدت 8 س��اعت، حدود 39 درص��د بود
Steffen و Lee )1998( نی��ز ب��ا بررس��ی اکوتیپ‌های گوج��ه فرنگی با 
خاس��تگاه عرض‌های جغرافیایی بالا و پایین از نظر ظرفیت فتوس��نتزی 
و بازدارندگ��ی نوری با اس��تفاده از فلورس��انس کلروفیل، اعلام کردند که 
اکوتیپ‌های با منش��ا عرض جغرافیایی بالا ظرفیت بیشتری برای توسعه 

ساختار فتوسنتزی و تحمل دماهای پایین دارند. 
 Biesaga-Koscielniak و Koscielniak در مطالع��ه دیگ��ری
)2006( بیان داش��تند که شناسایی تفاوت‌های ژنوتیپی از نظر فرود غیر 
فتوشیمیایی الکترون بر انگیخته )NPQ( در ذرت جهت انتخاب گیاهان 
متحمل به دماهای پایین در آینده می‌تواند مورد اس��تفاده واقع ش��ود. از 
فلورس��انس کلروفیل، در ارزیابی تحمل به دماهای پایین در سیب زمینی 
 Król، Ivanov، Jansson،( ج��و ،)1994 ،Davaud و Havaux(
Kloppstech و Huner، 1999(، لوبی��ا )Melkonian، Owens و 
Wolfe، 2004(، گن��دم )Öquist، Hurry و Huner، 1993(، برنج 

 Van Wijk( و اسفناج )1995 ،Wilson و Sthapit، Witcombe(
و Van Hasselt، 1993( اس��تفاده ش��ده اس��ت، که نتایج آنها با نتایج 
مطالع��ه حاضر تا ح��دودی همخوانی دارد. برخ��ی تفاوت‌های موجود به 
علت نوع گیاه، مرحله رش��دی، شرایط مطالعه و نیز تیمارهای متفاوت در 
اینگونه مطالعات است. با توجه به نتایج حاصل از بقای ژنوتیپ‌ها در واقع 
می‌توان گفت که آس��تانه تحمل به یخ‌زدگی در ژنوتیپ‌های مورد مطالعه 
در این آزمایش 12- درجه سانتی گراد است و در کمتر از این دما خسارت 
يخ زدگي گیاهان 100 درصد بوده اس��ت. در همین زمینه Swensen و 
Murray )1983(، نیز با بررس��ي اثر تيمار يخ زدگي برروي سه ژنوتيپ 
نخود فرنگي )دو ژنوتيپ زمس��تانه و ي��ک ژنوتيپ بهاره( و ارزيابي درصد 
بق��ا آنها چهار هفت��ه بعد از تيمار يخ زدگي، گ��زارش کردند که علي‌رغم 
اعمال تيمار س��ازگاری با سرما برروي هر س��ه ژنوتيپ، ژنوتيپ بهاره در 
دماي 6- درجه سانتی گراد حدود 3 درصد بقا داشت در صورتکيه درصد 
بقاء ژنوتيپ‌هاي زمس��تانه در دماي مذک��ور بين 69 تا 83 درصد بود. به 
طور کلی به نظر می‌رسد که ژنوتیپ MLC60 در بین ژنوتیپ‌های مورد 
مطالعه در شرایط این آزمایش با داشتن درصد بقای بیشتر تحمل بالاتری 
نس��بت دمای یخ‌زدگی دارد. همچنین با توجه به وجود ضریب رگرسیون 
بالا بین F'v/F'm پیش از اعمال تیمار س��رما و درصد بقاء گیاهان، شاید 
بت��وان با ‌اندازه گی��ری F'v/F'm پیش از اعمال تیماره��ای یخ‌زدگی تا 
حدودی به مقاومت گیاهچه‌های جوان عدس پی برد که رسیدن به نتایج 

قطعی‌تر نیاز به مطالعات تکمیلی دارد.

شکل3- میانگین درصد بقا ژنوتیپ‌های مختلف عدس در سطوح مختلف یخ‌زدگی 
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شکل 4- ارتباط بین نسبت F'v/F'm و درصد بقاء در ژنوتیپ‌های مختلف عدس، 
الف: پیش از اعمال تیمار یخ‌زدگی 

ب: پنج روز پس از اعمال تیمار یخ‌زدگی و 
ج: 10 روز پس از اعمال تیمار یخ‌زدگی

سپاسگزاری
هزینه اجرای این مطالعه از محل طرح مصوب با کد »1284 پ« در 
معاونت پژوهشی دانشگاه فردوسی مشهد تامین شده است، که بدینوسیله 

تشکر و قدردانی می‌نماید.

پاورقی ها
1- Quenching
2- Non-photochemical quenching
3- Photochemical quenching 
4- Quinone A
5- Mashhad Lentil Collection (MLC)
6- MINI-PAM Portable Chlorophyll Fluorometer, 
     WALZ, German
7- Ice Nucleation Active Bacteria
8- Photosynthetic Active Radiation (PAR)

منابع مورد استفاده
1- Andrews, J. R., Fryer, M.J. and Baker. N.R. (1995) 
Characterization of chilling effects on photosynthetic performance 
of maize crops during early season growth using chlorophyll 
fluorescence. J. Exp. Bot. 46: 1195-1203
2- Auld, D. L., Ditterline, R. L. Murray, G. A. and Swensen. J. 
B. (1983) Screening peas for winter hardiness under field and 
laboratory conditions. Crop Sci. 23:85-88.
3- Baker, N. R. and E. Rosenqvist. (2004) Applications of 
chlorophyll fluorescence can improve crop production strategies: 
an examination of future possibilities. J. Exp. Bot. 55(403): 1607-
1621.
4- Blum, A. (1988) Plant Breeding for Environmental Stress. CRC 
Press.
5- Bridger, G. M., D. E. Falk, B. D. Mckersie, and D. L. Smith. 
(1996) Crown freezing tolerance and field winter survival of winter 
cereals in eastern Canada. Crop Sci. 36:150-157.
6- Dexter, S. T. (1993) Effects of several environmental factors on 
hardening of plants. Plant Physiol. 8:123-139. 
7- Dolstra, O., Haastra, S. R. Van der Putten, P. E. L. and 
Schapendonk. A. H. C. M (1994) Genetic variation for resistance 
to low-temperature photoinhibition of photosynthesis in maize (Zea 
mays L.). Euphytica. 80: 85-93.
8- Erskine, W. and Malhotra. R. S. (1996) Progress in breeding, 
selecting and delivering production packages for winter sowing 
chickpea and lentil. In problems and prospects for winter sowing of 
grain legumes in Europs. AEP workshop, pp. 118. Paris: European 
Association for Grain Legume Research.
9- FAO. (2007) Food and Agriculture Organization of the United 
Nations. Food Outlook, Global market analysis. Statistical 
appendix. No.1.June. Available in: www.fao.org/docrep/009/
j7927e/j7927e17.htm.
10- Grafts-Brander, S. J. and Salvucci. M. E. (2002) Sensitivity of 
photosynthesis in a C4 plant, maize, to heat stress. Plant Physiol. 

ارزیابی تحمل ژنوتیپ های ...



شماره 99، نشریه زراعت، تابستان  1392

  )پژوهش‌وسازند‌گی(33

129:1773-1780.
11- Gray, G. R., Hope, B. J. Qin, X. Q. Taylor, B. G. and Whitehead. 
C. L. (2003) The characterization of photoinhibition and recovery 
during cold acclimation in Arabidopsis thaliana using chlorophyll 
fluorescence imaging. Physiol. Plant 119:365-375.  
12- Gusta, L. V., O’Connor, B. J. Gao, Y. P. and Jana. S. (2000) A 
re-evaluation of controlled freeze-tests and controlled environment 
hardening conditions to estimate the winter survival potential of 
hardy winter wheats. Can. J.  Plant Sci. 80:241-246.
13- Havaux, M. and Davaud. A. (1994) Photoinhibition of 
photosynthesis in chilled potato leaves is not correlated with 
a loss of Photosystem-II activity. Preferential inactivation of 
Photosystem I. Photosynth. Res. 40: 75-92.
14- Jung, S., Steffen, K. L. and Lee. H. J. (1998) Comparative 
photoinhibition of a high and a low altitude ecotype of tomato 
(Lycopersicon hirsutum) to chilling stress under high and low light 
conditions. Plant Sci. 134: 69-77.
15- Kościelniak, L. and Biesaga-Kościelniak. J. (2006) 
Photosynthesis and non-photochemical excitation quenching 
components of chlorophyll excitation in maize and field bean 
during chilling at different photon flux density. Photosynthetica. 
44: 174-180.
16- Krause, G. H. and Weis. E. (1991) Chlorophyll fluorescence 
and photosynthesis: The basics. Annu. Rev. Plant Physiol. Plant 
Mol. Biol. 42: 313-349.
17- Król, M., Ivanov, A. G. Jansson, S. Kloppstech, K. and Huner.N. 
P. A. (1999) Greening under high light or cold temperature affects 
the level of xanthophyll-cycle pigments, early light-inducible 
proteins, and light-harvesting polypeptides in wild-type barleyand 
the Chlorine f2 mutant. Plant Physiol. 120: 193-203.
18- Macdonald, G. E., Shilling, D. G. and Bewick. T. A. (1993) 
Effects of endothall and other aquatic herbicides on chlorophyll 
fluorescence, respiration and cellular integrity. J. Aquat. Plant 
Manage. 31: 50-55
19- Masojidek, J., Trivedi, S. Halshaw, L. Alexiou, A. and Hall. 
D. O. (1991) The synergistic effect of drought and light stresses in 
sorghum and pearl millet. Plant Physiol. 96:198-207.
20- Maxwell, K. and Johnson. G. N. (2000) Review article: 

Chlorophyll fluorescence: A practical guide. J. Exp. Bot. 51: 659–
668.
21- Melkonian, J., Owens, T. G. and Wolfe. D. W. (2004) 
Gas exchange and co-regulation of photochemical and   
nonphotochemical quenching in bean during chilling at ambient 
and elevated carbon dioxide. Photosynth. Res. 79: 71-82.
22- Murry, G. A., Eser, D. Gusta, L. V. and Eteve. G. (1988) Winter 
hardiness in pea, lentil, faba bean and chickpea. P. 831-843. In 
R.J. Summerfield (ed.) World Crops: Cool Season Food Legumes. 
Kluwer Academic Publishers. The Netherlands.
23- Öquist, G., Hurry, V. M. and Huner. N. P. A. (1993) Low-
temperature effects on photosynthesis and correlation with freezing 
tolerance in spring and winter cultivars of wheat and rye. Plant 
Physiol. 101: 245-250.
24- Ribas-Carbo, M., Aroca, R. Gonzalez-Meler, M. A. Irigoyen, J. 
J. and Sanchez-Diaz. M. (2000) The electron partitioning between 
the cytochrome and alternative respiratory pathways during chilling 
recovery in two cultivars of maize differing in chilling sensitivity. 
Plant Physiol. 122: 199-204.
25- Shrestha, A., Hesterman, O. B. Squire, J. M. Fisk, J. W. and 
Sheaffer. C. C. (1998) Annual medics and berseem clover as 
emergency forage. Agron. J. 90:197-201.
26- Singh, K. B., Malhotra, R. S. Halila, M. H. Knights, E. J. and 
Verma. M. (1994) Current status and future strategy in breeding 
chickpea for resistance to biotic and abiotic stresses. Euphytica. 
73:137-149.
27- Sthapit, B. R., Witcombe, J. R. and Wilson. J. M. (1995) 
Methods of selection for chilling tolerance in Nepalese rice by 
chlorophyll fluorescence analysis. Crop Sci. 35: 90-94.
28- Swensen, J. B. and Murray. G. A. (1983) Cold acclimation of 
field peas in a controlled environment. Crop Sci. 23:27-30.
29- Van Wijk, K. J. and Van Hasselt. P. R. (1993) Kinetic resolution 
of different recovery phases of photoinhibited photosystem II in 
cold acclimated and non-acclimated spinach leaves. Physiol. Plant. 
87: 187-198.
30- Yamasaki, T., Yamakawa, T. Yamane, Y. Koike, H. Satoh, K. 
and Katoh. S. (2002) Temprature acclimation of photosynthesis 
and related changes in photosystem ІІ electron transport in winter 
wheat. Plant Physiol. 128: 1087-1097.


