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Extended abstract 

Introduction 
The yield of wheat (Triticum aestivum L.), is greatly reduced under environmental stress and decreased 

temperatures. Therefore, adaptation mechanisms and cold resistance are crucial in this plant. 

Vernalization is known as one of the essential mechanisms for grain adaptation to environmental 

conditions, whereby the plant can accelerate the flowering process or flower after a long cold period. 

Vernalization also plays a significant role in the acquisition of cold resistance in wheat plants. When 

exposed to low temperatures, certain genes related to vernalization are activated, leading to changes in 

the plant's physiology and allowing it to a better cold stress tolerance. This process involves complex 

regulatory mechanisms depending on the cultivar and environmental conditions. Understanding the 

molecular basis of vernalization and the genes involved in cold resistance could assist in developing new 

strategies to improve wheat productivity in adverse environments. 

 

Materials and methods 

In this research, we investigated the expression of three genes, NAC, ERF, and TCP, related to 

vernalization in two wheat cultivars named Baz and NorthStar, which known as spring and winter 

cultivars, respectively. The plant samples were preserved in growth racks and applied for vernalization 

treatment after the tillering stage. RNA extraction was performed at this stage. Real-Time PCR 

technique was then utilized to analyze the gene expression. To better understanding the function of these 

genes in response to cold stress, the promoter of the three studied genes was analyzed by screening 500 

nucleotides upstream of the wheat TSS. The vernalization treatment was applied at two levels of 14 and 

21 days and compared to the control plants under 4°C. 

 

Results and discussion 

The results showed that the expression of all three genes (TCP, NAC, and ERF) decreased under the 

vernalization treatment. However, the expression of the TCP and NAC genes increased after 14 and 21 

days of treatment in the NorthStar and Baz varieties, respectively. In general, the decreased level of 

expression was shown by increasing in the number of vernalization days. Notably, the expression of the 
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ERF gene reduced in both tested varieties with the increased number of vernalization days. This trend 

was also observed in the expression of the NAC gene. However, the vice versa was observed for NAC 

gene in the Baz variety by an increased expression. In the Baz variety, the expression rate of the TCP 

gene decreased with an increase in the number of vernalization days, whereas in the NorthStar variety, 

the gene expression increased and then decreased after 14 and 21 days of treatment. Based on the 

abundance and diversity of the identified elements resulting from the analysis of the promoters of the 

studied genes, 28 types of regulatory elements were identified, many of which are binding sites for 

transcription factors responding to biotic and abiotic stresses Top of Form. 

 

Conclusion 

Despite the similarity of the pattern of expression changes of all three genes in the two investigated 

cultivars, the intensity of the changes in the two cultivars was not same, which could be due to different 

reactions to cold stress. The results show the complexity of gene expression regulation in wheat 

vernalization. Additionally, the multiplicity of stress-responsive transcription factor binding sites in the 

promoter region of these genes could be a justification for the complexity of regulating their expression 

during vernalization and response to cold stress. 
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 مقاله پژوهشی
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 در گندم زمستانه یسازمرتبط با بهاره دیکاند یهاژن یبرخ انیب یبررس

 *2فردیمحسنسان ، اح2، رضا فتوت1یسرابیلطف میمر

 دانشگاه زنجان، زنجان ،یدانشکده کشاورز ،یاهیگ کیو ژنت دیتول یگروه مهندس ،یکشاورز یوتکنولوژیب کارشناسی ارشدآموخته دانش. 1

 دانشگاه زنجان، زنجان ،یدانشکده کشاورز ،یاهیگ کیو ژنت دیتول یگروه مهندس ار،یدانش .2

 

 مشخصات مقاله  چکیده

شدت کاهش با کاهش دما به نیو همچن یطیمح یها(، تحت تنش.Triticum aestivum Lن )عملکرد گندم نا

 پس از اهیآن، گ یکه ط ستا یسازبهاره ،یطیمح طیغلات پاییزه به شرا ی. از سازوکارهای منجر به سازگارابدییم

 یکه سازوکارهای مولکول ودشیم یگلده ندیفرآ عیتسر ایو  ی، قادر به گلدهمدتطولانی یدوره سرما کیگذراندن 

ر سه د یکاملاً تصادف هیبا طرح پا لیدر قالب فاکتور یشیناشناخته هستند. آزما یادیز تا حدمربوط به آن همچنان 

 گرادیدرجه سانت 1روز در دمای  21و  11 یسازبهاره یتکرار و دو فاکتور شامل دو رقم نورستار و باز و تعداد روزها

با استفاده از روش  یسازمرتبط با بهاره TCPو  NAC ،ERF یهاژن انیب راتیید انجام شد. تغشاه اهانیبا گ همراه

Real-Time PCR سه ژن  نیها به سرما، پروموتور ادرک بهتر پاسخ ژن یبرا نیقرار گرفت. همچن موردبررسی

 TCP ژن انینشان داده و فقط ب یرفتار کاهش یسازارهبه ماریهر سه ژن تحت ت انیقرار گرفت. ب وتحلیلتجزیهمورد 

را نشان  انیب شیدر رقم باز افزا ماریروز ت 21تحت  NACژن  زیدر رقم نورستار و ن یسازبهاره ماریروز ت 11تحت 

 وتحلیلتجزیهبا  نی. همچنافتیها کاهش ژن انیب زانیم یسازبهاره یتعداد روزها شیبا افزا طورکلیبهدادند. 

ها محل اتصال از آن یادیشد که تعداد ز ییشناسا یمینوع عنصر تنظ 22، دمطالعهمور یهاژن یپروموتورها

هر  یانیب راتییتغ یتشابه الگو رغمیهستند. عل یستیرزیو غ یستیز یهادهنده به تنشپاسخ یسیرونو یفاکتورها

العمل متفاوت به کساز ع یناش تواندینبوده که م کسانیدر دو رقم  راتییشدت تغ ،موردبررسیسه ژن در دو رقم 

ال گندم بوده که تعدد محل اتص یسازها در بهارهژن انیب میبودن تنظ دهیچیدهنده پنشان جیباشد. نتا ییتنش سرما

 مینظت یدگیچیبر پ یهیتوج توانندیها مژن نیا یپروموتور هیها در ناحدهنده به تنشپاسخ یسیرونو یفاکتورها

 باشند. ییو پاسخ به تنش سرما یازسها در طول دوره بهارهآن انیب

 های کلیدی:واژه 

 یسازبهاره

 ژن انیب

 پروموتور

 یسیرونو یفاکتورها

 

: افتیدر خیتار

20/03/1102 

تاریخ پذیرش: 

12/01/1102 

 تاریخ انتشار:

 1103 مستانز

665-653 (:1)17 

 مقدمه

مردم جهان هستند. در  یبرا یاصل ییمنبع غذا کیغلات 

سطح  نیشتریب .Triticum aestivum Lها گندم آن انیم

 از ارکان یکیغلات را به خود اختصاص داده و  انیکشت م ریز

و  یدرصد از کالر 20رود که می شماربه ییغذا تیامن یاصل

 Dowla) کندیم نیجهان را تأم تیجمع نیاز پروتئ یبخش

et al., 2018 یهایژگیودارا بودن  دلیلبه(. گندم نان 

 و هاپیو ژنوت هاپیفنوت یریپذمتفاوت، انعطاف یکیژنت

ت کش ایمختلف، در تمام دن یرشد یهاپیبا ت یداشتن ارقام

شدت محدود به یطیاما توسط عوامل مختلف مح شودیم

 و یشور ،یبه خشک توانیعوامل را م نیا ازجمله. شودیم

در  ییبسزاقش زدگی( اشاره کرد که ن)سرما و یخ نییپا یدما

 Mishraدر جهان دارند ) یمحصولات کشاورز دیکاهش تول

et al., 2011محدودکننده  یعامل اصل نییپا ی(. دما

 ها،از گونه یاریبس ییایجغراف عیو توز یکشاورز یوربهره

 Ait) استگندم  ازجمله یمحصولات مهم کشاورز ازجمله

Barka and Audran, 1997غلات معتدل چه ارقام  شتری(. ب
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مختلف  یمقاومت نسبت به دماها یبهاره چه زمستانه، نوع

و  یژگیاز و یناش ایموضوع  نیکه ا دهندیسرما نشان م

قرار گرفتن در معرض سرما  دلیلبه ایها است آن اتیخصوص

 (.Jan and Andrabi, 2009) شده استو یخزدگی حاصل 

 هایبرخی ژن انیپاسخ مناسب به کاهش دما، ب یبرا یاهانگ

 کنندیسرمایی را فعال م یهادخیل در مقاومت به تنش

(Seki et al., 2003تصور م .)در اثر سرما  ایها ژن نیا شودی

 شوندیاز تنش سرما القا م یناش یآبکم طیدر شرا ای

(Griffith and Yaish, 2004بس .)توسط  هاژن نیاز ا یاری

 Winfield etاند )شده ییشناسا پتومیترنسکر وتحلیلتجزیه

al., 2010.) 

غلات زمستانه به  یمنجر به سازگار یندهایاز فرآ یکی

 تاس یندیفرآ یسازاست. بهاره یسازبهاره ،یطیمح طیشرا

در معرض سرما،  مدتطولانیقرار گرفتن  یواسطهکه به

 یدر دوره ایزودرس  یو مانع گلده دهدیرا ارتقا م یگلده

را از خسارت  اهانیامر گ نیکه ا شودیزمستان م ییگرما

(. Amasino, 2005) داردیاز تنش سرما مصون نگاه م یناش

 دمثلیاز تول یریجلوگ یبرا یابزار یسازبهاره درواقع

 نانیزودهنگام در اواخر فصل رشد است و در عوض اطم

ع شرو یبذر تا آغاز فصل رشد بعد دیکه تول کندیحاصل م

. داردا به بلوغ ر دنیرس یبرا یبذر زمان کاف نیبنابرا شود،ینم

 انیسرکوب ب ،یسازخاص، نقش بهاره یاهیگ یهادر گونه

 کنندیرا کد م یگلده یهاهاست که مهارکنند ییهاژن

(Amasino, 2005 ارقام زمستانه گندم مقاوم هستند و .)

ها سازی آنحساس و بهاره )که نیاز بهاره یهابرخلاف گونه

 Winfield etدارند ) ازین یسازبسیار اندك است(، به بهاره

al., 2010 .) 

سازی نیاز بهاره تأمینبر  مؤثرهای رارتدرجه ح دامنه

فرآیند در  نی. ااستگراد درجه سانتی 12گندم بین صفر تا 

بر آن شامل شدت و مدت  مؤثرها صورت گرفته و عوامل جوانه

باشند. های رشد میسرما، روش سرمادهی، ژنوتیپ و هورمون

(Rawson et al., 1998; Rosenzweig and Tubiello, 

 یهاژن انیتوسط ب یسازگار یندهایاز فرآ یاری(. بس1996

 ,Lawlor and Paul) شوندیم میپاسخگو به تنش، تنظ

از  یکه خانواده متنوع یسیرونو ی(. فاکتورها2014

 DNAحاوی دامنه اتصال به  کنندهمیتنظ یهانیپروتئ

 سیکنش با عناصر سبرهم قیژن از طر انیب میبا تنظهستند، 

(cis-elementsدر نواح )دستنییپا یهاپروموتور ژن ی 

 یسلول یندهایف فرآمختل یهادر جنبه یمختلف، نقش مهم

 ی(. مطالعات قبلAgrawal and Jha, 2010) کنندیم فایا

مختلف  یندهایکه در فرآ یسیرونو یاز فاکتورها یگروه

 اهانیدر گ یمیتنظ یهااز تنش و شبکه یناش یکیولوژیزیف

ه ب توانیها مآن انیدارند را کشف کردند که در م نقش یعال

اشاره کرد  NACو  AP2/ERF ،MYB ،bZIP ،TCP یهاژن

(Gahlaut et al., 2016; Wang et al., 2016.) 

 ,TCP (Teosinte Branched1 یسیرونو یکتورهافا

Cycloidea, Proliferating Cell Factor) از  یاخانواده

 در یهستند که نقش مهم اهانیگ یاختصاص یهانیپروتئ

 ,.Feng et al) کنندیم فایو پاسخ به تنش ا اهیرشد و نمو گ

 ،یروزشبانه یهاتمیر میفاکتورها در تنظ نی(. ا2018

 و گیاه رشد هایکنندهتنظیم یرسانامیپ یرهایو مس وسنتزیب

 ,.Giraud et alنقش دارند ) یطیمح هایمحرك به پاسخ

2010; Lei et al., 2017دسته از  نیا نیآم ی(. معمولاً انتها

شده حفاظت اریدارای یک دامنه بس یسیرونو یفاکتورها

TCP چیمارپ-حلقه-چیمارپ هیساختار پا یباشند که حاومی 

(bHLH است که در اتصال به )DNAنیکنش پروتئ، برهم-

 Kosugiدارند )نقش  نیپروتئ یاهسته یابیو جا نیپروتئ

and Ohashi, 2002یسیرونو ی(. فاکتورها TCP  در

 یهاو در جنبه شوندیم افتی یاهیگ یهااز گونه یاریبس

رشد گل، رشد  ،یدهشاخه ازجمله اهانیمختلف رشد و نمو گ

 ,.Fang et alبرگ نقش دارند ) یریگامت نر و ماده، رشد و پ

 یهاتمیر میدر تنظ TCP یسیرونو ی(. فاکتورها2021

 دیاس یرسانامیپ یرهایو مس وسنتزیب ،یروزشبانه

ها و پاسخ به هورمون ریو سا نیبرلیج ن،یکسا ک،یجاسمون

نقش دارند  زیمختلف ن یهاگونه یطیمح یهامحرك

(Giraud et al., 2010; Lei et al., 2017به .) طور مثال

 توجهیقابلطور به سیدوپسیدر آراب TCPژن  انیب شیب

 شیرا افزا اهچهیطول استقرار گو گرما در  یمقاومت به خشک

(. در برنج Mukhopadhyay and Tyagi, 2015) دهدیم

مانند  یرشد یهایمنجر به ناهنجار TCPژن  انیب شیب زین

به  مقاومت شیافزا نیو همچن یانبج یهاشهیکمتر ر لیتشک

 (.Mukhopadhyay and Tyagi, 2015است )تنش شده

-AP2/ERF (APETALA2/Ethylene خانواده

responsive factors )یهاخانواده نیتراز بزرگ یکی 

درصد از  9 باًیاست که تقر اهانیدر گ یسیرونو یفاکتورها

شده را شناخته یاهیگ یسیرونو یفاکتورها یهاکل ژن

ها ق گزارش(. طبMizoi et al., 2012) دهدیم لیتشک

و بذر  رشد گل، تخمک میتنظ رد ERF یسیرونو یفاکتورها
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 Trupiano etنقش دارند ) ستمیحفظ مر ییتوانا نیو همچن

al., 2013یسیرونو ی(. در چند دهه گذشته، فاکتورها 

 رایاند، زرا به خود جلب کرده یاریتوجه بس ERFخانواده 

ه مقاومت ب تواندیم خته،یترار اهانیدر گها آن ازحدیشب انیب

 نی(. همچنLi et al., 2014بخشد ) بهبودرا  یستیرزیتنش غ

باعث  توانندیم ERF یسیرونو یاست فاکتورهاشدهگزارش 

 نژ انی، در برنج بیش بمثال عنوانبهشوند.  نیتجمع پرول

osERF71میتنظ ،ینش خشکت طیرا در شرا نی، سنتز پرول 

(. Lee et al., 2016) شودیم نیو منجر به تجمع پرول

سطح  سیدوپسیدر آراب VaERF3ژن  بیش بیان یازطرف

 ,.Li et alداد ) شیرا افزا یبه شور و مقاومت نیتجمع پرول

مقاومت به  ERFژن  انیب شیاست بشدهگزارش  (.2020

را بهبود  سیدوپسیبالا در آراب یو شور یخشک ،یزدگخی

 (.Mizoi et al., 2012) بخشدیم

 یدیکل یاز عملکردها یاریبس ERFرونویسی  فاکتورهای

را  یستیرزیو غ یستیز یهامانند رشد و نمو و پاسخ به تنش

ال انتق یروشن کردن سازوکارها نیبنابرا؛ کنندیم میتنظ

 ژن میتنظ یکارمنظور دست( تنش بهگنالیس) یهاامیپ

ERF مهم است اریبس اهان،یبهبود مقاومت به تنش گ یبرا 

(Xu et al., 2008.) 

نیز  NAC (NAM, ATAF1/2, and CUC2) خانواده

اختصاصی  یسیرونو یفاکتورها یهاخانواده نیتراز بزرگ

(. Sablowski and Meyerowitz, 1998است ) اهانیگ

 اهیرشد و نمو گ یندهایفرآ NAC یسیرونو یفاکتورها

 ،یو آوند چوب اهیهای گسلول هیثانو وارهید لیتشک ازجمله

 کنندیم میبرگ را تنظ یریو پ وهیم دنیرس شه،یرشد ر

(Marques et al., 2017بس .)ت نشان دادند از مطالعا یاری

نقش  اهانیتنها در رشد و نمو گنه NAC یسیرونو یفاکتورها

اسخ پ یمتعدد یستیرزیغ یهابه تنش توانندیدارند بلکه م

 یسیرونو ی(. فاکتورهاMarques et al., 2017دهند )

NAC پاسخگو به تنش  دستنییپا یهابا فعال کردن ژن

 طیعملکرد در شرا نیو همچن یشکمقاومت به خ ،یخشک

 انیب شی(. بHe et al., 2022) دهندیم شیرا افزا یخشک

 ریمس قیاز طر یفرنگو گوجه سیدوپسیدر آراب NACژن 

 شیرا افزا یمقاومت به خشک د،یاس یزیکآبس یرسانامیپ

(. Tran et al., 2004; Wang et al., 2016) دهدیم

 شیدر گندم منجر به افزا NACژن  انیب شیب نیهمچن

به  در پاسخ لیدخ یهاژن سازیفعالو  یمقاومت به خشک

 NACژن  زین بی(. در سMao et al., 2022) شودیتنش م

نقش دارد  CBF یهاژن میتنظ قیدر پاسخ به سرما از طر

(An et al., 2018.) 

در پاسخ گیاهان به تنش  تأثیرگذارهای ژن شناسایی

تنهایی گویای تمامی زوایای پیچیده این پاسخ نیست و به

ها الشچ ترینمهمنحوه تنظیم بیان و چگونگی این تنظیم از 

های . لذا بررسی ناحیه پروموتوری ژناستدر این رابطه 

 یوجود عناصر تنظیمی مختلف برا ازنظر پاسخگو به تنش

 Kidokoroدرك چگونگی تنظیم پاسخ اهمیت زیادی دارد )

et al., 2022عنوان محل اتصال که به میی(. عناصر تنظ

 کنند،یفاکتورهای رونویسی در مناطق پروموتور ژن عمل م

اط ها از طریق ایجاد ارتبنقش کلیدی در میزان بیان ژن

 ,.Biłas et alکنند )های مختلف ایفا میبیان در ژن زمانیهم

فعال شدن ژن هدف  ایسرکوب  یسیرونو ی(. فاکتورها2016

و  یمیعناصر تنظ ریرا در شرایط متفاوت با تعامل با سا

، روینازا. کنندیگری مواسطه هیپا یسیرونو یهانیماش

مهم در  یدر بالادست هر ژن، گام یمیمناطق تنظ ییشناسا

 Kakei et) استآن ژن  انیب یسیجهت درك منطق رونو

al., 2021.) 

 یسازاثر سرما و طول دوره بهاره یپژوهش به بررس نیا در

 AP2/ERF ،NAC-Domainسه ژن  انیب زانیبر م

Protein  وTCP ار( در دو رقم بهاره )باز( و زمستانه )نورست

 نیو همچن Real-Time PCRگندم نان با استفاده از روش 

درك بهتر  یبرا موردبررسی یهاپروموتور ژن وتحلیلتجزیه

 شد.ها در پاسخ به تنش، پرداخته آن لکردعم

 

 هامواد و روش

 پیگندم شامل رقم بهاره باز با ت پیپژوهش از دو ژنوت نیدر ا

دیررس و  یرشد پیزودرس و رقم زمستانه گندم با ت یرشد

است  شدهروز(، استفاده  42) یسازبه بهاره مدتطولانی ازین

 (.1جدول )

در  یکاملاً تصادف هیبا طرح پا لیدر قالب فاکتور شیآزما

سه تکرار و دو فاکتور شامل رقم در دو سطح )نورستار و باز( 

روز( در  21و  14در دو سطح ) یسازبهاره یو تعداد روزها

 شگاهیشاهد در آزما اهانیهمراه با گ گرادیدرجه سانت 4دمای 

 د.انجام ش نجاندانشگاه ز یدانشکده کشاورز یوتکنولوژیب
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 شیارقام گندم مورد آزما یاهیگ اتی. خصوص1جدول 
Table 1. Plant characteristics of tested wheat cultivars 

 رفتار رشدی
Growth type 

 رسیدگی
Maturity 

 ارتفاع بوته
Plant height 

 عملکرد دانه
Grain yield 

 سال معرفی
Introduction year 

 منشأ
Origin 

 ارقام گندم
Wheat cultivars 

  cm kg.ha-1    

 بهاره
S 

 زودرس
Early 

 هندوستان 1985 4500 95
India 

 باز
Baz 

 زمستانه
W 

 دیررس
Late 

 کانادا 1977 3700 52.9
Canada 

 رنورستا
Norstar 

 

 

 شدهانجامسرما بر اساس مطالعه  ماریانتخاب سطوح ت

-Laudenciaتوسط چینکوانکو و همکاران صورت گرفت )

Chingcuanco et al., 2011هر دو رقم گندم  ی(. بذرها

رشد  یهاروز در قفسه 14ها به مدت پس از کشت در گلدان

 20 یمابا د یکیساعت تار 8و  ییساعت روشنا 16 طیدر شرا

ا رشد ب لیدر اوا یاریقرار گرفتند. آب گرادیدرجه سانت 22تا 

وز ر کیبا فواصل  یزنصورت روزانه و پس از پنجهآب مقطر به

شاهد تا  اهانیبا محلول هوگلند صورت گرفت. گ انیدر م

 یهادر قفسه گرادیدرجه سانت 20 یظهور برگ پرچم در دما

 ارمیاعمال ت یبرا یاهیگ یاهنمونه ریه شدند. سارشد قرار داد

درجه  4 یروز به انکوباتور با دما 21و  14به مدت  یسازبهاره

و  یسازبهاره ماریمنتقل شدند. در هر سطح از ت گرادیسانت

سه تکرار و در هر تکرار  مار،یهر ت ییشاهد از اندام هوا اهانیگ

قرار داده  عیازت ما شد و بلافاصله در یبردارسه بوته نمونه

 یبا دما زریکل در فر RNAها تا زمان استخراج . نمونهشد

 DNAشدند. استخراج  ینگهدار گرادیدرجه سانت -80

و همکاران  یدیمطابق دستورالعمل و با استفاده از روش مج

 DNA یمنظور حذف آلودگ( انجام گرفت. سپس به1392)

 DNase ،RNase میشده از آنز کل استخراج RNAاز  یژنوم

free شرکت  شدهارائهفن طبق دستورالعمل  یندا کتشر

توسط دستگاه  RNA تیسنجش کم نیاستفاده شد. همچن

Spectrophotometer  مدلNANODROP 200  شرکت(

Thermo Scientificسه ژن یدینوکلئوت ی( انجام شد. توال 

AP2/ERF ،NAC  وTCP داده  گاهیاز پاNCBI 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov) یاخذ شد و آغازگرها 

 Primerافزار هر سه ژن توسط نرم یاختصاص وبرگشترفت

Primer 5  شدند. همچنین مطابق با  یطراح 2جدول مطابق

 RLIژن  (Paolacci et al., 2009)مقاله پاولاسی و همکاران 

 انتخاب شد.عنوان کنترل داخلی به

 
 موردبررسی یهاژن یبرا مورداستفاده ی. آغازگرها2 جدول

Table 2. Primers used for the investigated genes 

حاصل  طول فراورده

 از تکثیر
Length of 

product 

 دمای اتصال
Annealing 

Temperature 

°C 

 توالی آغازگر
Primer sequence 

5ˊ  ̶˃ 3ˊ  

 شماره دسترسی
Accession 

number 

 نام ژن
Gene 

name 

103 60 GACGAGGAGCTGGTGATGT Forward 
XM_044508468.1 NAC 

TCCACGGCTCGAACTTGTA Reverse 

88 60 CAACGCCAGGCTCAACTTC Forward 
XM_044506181.1 ERF 

GTCAATAACAACGAACGGTGTC Reverse 

180 60 
 CGCACGTCGATGACAAGTT Forward 

XM_044494245.1 TCP 
TGTATGGCATCCCGCTGTT Reverse 

138 60 
GATGAGCCAAGTGCATATCTCG Forward 

AY059462.1 RLI 
 CTTGTCCGCTAAGTAGGTTGC Reverse 

 

 

معکوس و ساخت  یسیمنظور انجام واکنش رونوبه

cDNA (Complementary DNA )سنتز  تیاز کcDNA 

د. ، استفاده شهشدارائهآزما و دستورالعمل  زیتجه کتایشرکت 

در مرکز  Real-Time PCRروش به  cDNA ریتکث

استان زنجان انجام شد.  یعیو منابع طب یکشاورز قاتیتحق

شرکت  MasterMixو  BIONEER هکار از دستگا نیا یبرا

 SYBER Green qPCR Mix 2Xآزما با نام   زیتجه کتای

 10واکنش شامل  یطبق پروتکل مربوطه استفاده شد. اجزا



 659 در گندم زمستانه یسازمرتبط با بهاره دیکاند یهاژن یبرخ نایب یبررس همکاران: وی سرابیلطف

 

 

 SYBER Green qPCR Mix 2X ،8/0 تریرولکیم

 3و  وبرگشترفت یاز هرکدام از آغازگرها تریکرولیم

در  منانوگر 50)با غلظت  cDNAاز محلول  تریکرولیم

کرار که شامل سه ت شدهیهته یها( بود. سپس نمونهتریکرولیم

تگاه بود، در دس ماریهر ت یبرا یکیهمراه دو تکرار تکن یستیز

Real-Time PCR واکنش  یحرارت یهاقرار گرفتند. چرخه

PCR  یچرخه دما کیشامل °C95  قهیدق 3درجه به مدت 

 35، 95 یدما هیثان 15و سپس  هیاول یسازواسرشت یبرا

به تعداد  گرادیدرجه سانت 72 یدما هیثان 30و  60 یدما هیثان

به  qRT-PCRحاصل از  یهاداده یتدرنهابودند.  کلیس 40

 Excelافزار و نمودارها با استفاده از نرم لیلوتحتجزیه روش

 ـــانیب دارییشدند. جهـــت آزمـــون معنـــ میترس

 REST 2009 افزارنرمو  Bootstrappingهـــا از روش ژن

ها، تغییر بیان بسیار زیاد برخی ژن لیاست. به دلاستفاده شده

ییر تغ برای سهولت نمایش در نمودارها از لگاریتم در مبنای دو

بیان استفاده شد. با هدف شناسایی عناصر تنظیمی در 

 هایآزمایش، پس از انجام موردمطالعههای بالادست ژن

 500ها با دانلود پروموتور این ژن وتحلیلتجزیه ،یمولکول

 یها( ژنیسی)محل شروع رونو TSSنوکلوتید بالادست 

ERF ،NAC  وTCP  از پایگاه گندمGramene 

(https://www.gramene.org/) و  ییانجام شد. شناسا

 نینلاآ وتحلیلتجزیهها با استفاده از ابزارهای توصیف موتیف

 PlantPANپروموتورهای گیاهی 

(http://plantpan.itps.ncku.edu.tw/index.html)  و
PlantCAR 

(https://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/pl

antcare/html)  و پایگاه اطلاعاتی فاکتورهای رونویسی

 PlantTFDB (http://planttfdb.gao-lab.org)گیاهی 

 فت.انجام گر

 

 نتایج و بحث

 ماریت طورکلیبهمطالعه  نیحاصل از ا جیبر اساس نتا

 یهااهچهیدر گ ERFژن  انیمنجر به کاهش ب یسازبهاره

در  کهیطوربه، (1شکل دو رقم باز و نورستار شد )گندم هر 

نسبت  یشتریکاهش ب ERFژن  انیرقم زمستانه نورستار ب

 زاژن در رقم باز پس  نیا انیباز داشته است. ب به رقم بهاره

برابر کاهش  3روز، حدود  14به مدت  یسازبهاره ماریاعمال ت

که البته این  افتیبرابر کاهش  1روز کمتر از  21و پس از 

ژن در رقم زمستانه نورستار  نیدار نبود. اکاهش بیان معنی

 21پس از برابر و  4 کیسرما نزد ماریروز اعمال ت 14پس از 

نشان داد. شدت کاهش  اداری رمعنی انیبرابر کاهش ب 3روز 

 یتعداد روزها شیژن در هر دو رقم گندم با افزا نیا انیب

. طبق مطالعات افتی روز کاهش 21به  14از  یسازبهاره

هم در پاسخ  ERF یهااست که ژنشدهشده، مشخص انجام

مو رشد و ن میو هم در تنظ یستیرزیو غ یستیز یهابه تنش

(. در مطالعه Nakano et al., 2006نقش دارند ) اهانیگ

شد که  ییدر گندم شناسا ERFژن  کیدونگ و همکاران 

 ،یدر پاسخ به تنش شور یسیکننده رونوعنوان سرکوببه

(. Dong et al., 2012) کندیعمل م ABAمستقل از 

 یهاژن انی، بERFاست ژن شده گزارش نیهمچن

و با کاهش  کندیم میرا تنظ یدهنده به تنش خشکپاسخ

نقش دارد  یتنش گرما و خشک یرسانامیدر پ ان،یب طحس

(Ohama et al., 2017.) 

چهار درجه  یدر دما یسازبهاره ماریبا اعمال ت

گندم دو رقم  یهااهچهیدر گ NACژن  انیب گراد،یسانت

متفاوت بود و در تمام موارد تغییرات  گریکدینورستار و باز با 

پس از  کهیطور(. به2شکل داری مشاهده شد )بیان معنی

ژن  انیروز در رقم باز، ب 14به مدت  یسازبهاره ماریاعمال ت

 یوزهاتعداد ر شیبا افزا کهی. درصورتافتیبرابر کاهش  3

برابر  1ژن کمتر از  نیا انیروز، ب 21به مدت  یسازبهاره

در رقم نورستار گندم کاملاً متفاوت  جهینت نی. اافتی شیافزا

کاهش  یسازبهاره ماریتحت هر دو ت NACژن  انیبوده و ب

به  یسازبهاره ماریپس از ت NACژن  انیداشت. ب یریچشمگ

برابر کاهش  4تر از روز کم 21برابر و پس از  4روز  14مدت 

ژن کاهش  انیب یسازبهاره یتعداد روزها شی. با افزاافتی

. میبود NACژن  انیب شیدر رقم باز شاهد افزا یکه حت افتی

و  ینیزم یهادر اندام NACژن  انیب زانیم یادر مطالعه

ساعت  48و  24، 12، 6 یمارهایعدس تحت ت اهیگ ییهوا

 شیکه نشان داد با افزا شد یریگپس از تنش سرما، اندازه

ا ب ینینبوده و در اندام زم کسانیژن  انیمدت تنش روند ب

ر ؛ اما دافتی شدت کاهشبه انیب زانیساعات تنش م شیافزا

 یافتهکاهش انیب زانیتنش ابتدا م هیدر ساعات اول ییاندام هوا

به سرما، مجدداً  اهیگ یریزمان تنش و خوگمدت شیو با افزا

(. در Farokhpour et al., 2019) افتی شیفزاا انیب زانیم

ژن در پاسخ به  نینشان داده شد که ا زین ایدر سو یامطالعه

 نییپا یآن مقاومت به دما انیب شینقش دارد و ب نییپا یدما

 رشگزا نی(. همچنHao et al., 2011) دهدیم شیرا افزا

 یهامهارکننده گونه یهاژن میدر تنظ NACن است ژشده

http://plantpan.itps.ncku.edu.tw/index.html
https://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html
https://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html
https://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html
http://planttfdb.gao-lab.org/
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 در یمنف کنندهمیتنظ کیعنوان ( و بهROSفعال ) ژنیاکس

 یاهتنباکو و پاسخ به تنش اهیدر گ یستیرزیغ یهاتنش

 ,.Jin et alتوتون نقش دارد ) اهیو سرما در گ یخشک ،یشور

2013.) 

 

 
 مختلف ماریدر دو رقم و ت ERF ژن انیب ریی. نمودار تغ1شکل 

Fig. 1. Differential expression of ERF gene in two 

cultivars and different treatments 

 

 

 

 

 مختلف ماریدر دو رقم و ت NAC ژن انیب ریی. نمودار تغ2 شکل

Fig. 2. Differential expression of NAC gene in two 

cultivars and different treatments 

 

در دو رقم باز و نورستار گندم  TCPژن  انیب راتییتغ

متفاوت بود و البته تغییرات  اریبس ،یسازبهاره یمارهایت یط

دار بودند. معنی تماماًدر مورد این ژن نیز  شدهمشاهدهبیان 

 یسازبهاره ماریروز ت 14پس از اعمال  کهیطور(. به3شکل )

 5/6در حدود  یریگچشم اریبس انیباز، کاهش ب م بهارهدر رق

ه در رقم زمستان کهیژن مشاهده شد درصورت نیا انیبرابر در ب

کمی کمتر  یسازروز بهاره 14پس از  TCPژن  انینورستار ب

به  یسازبهاره ماریپس از ت طورنی. همافتی شیبرابر افزا 1از 

 یول افتیر کاهش براب 5/4در رقم باز  TCPروز، ژن  21مدت 

 اختلاف نیرا نشان داد. ا انیبرابر کاهش ب 5/2در رقم نورستار 

از مقاومت رقم زمستانه نورستار به سرما باشد.  یناش تواندیم

منجر به  TCP ژن انیب شیشد افزاگزارش  یادر مطالعه

و  هایاندازه گ شیافزا ازجمله اهانیدر گ یپیفنوت راتییتغ

 شودیها مضخامت آن شیها و افزاخصوص اندازه برگبه

(Sarvepalli and Nath, 2011طبق مطالعات انجام .) ،شده

 رسانییامپ یرهایدر مس TCP یهااست که ژنشدهگزارش 

 یندهایفرآ ،یسیشروع رونو ود،یفتوپر ،یاهیگ یهاهورمون

و  گرشد بر میتنظ ها،نیپروتئ یتاخوردگ بوزوم،یر لیتشک

 یط نی(. همچنLiu et al., 2019نقش دارند ) اهیگ یمنیا

 یهاژن انیبرنج، مشاهده شد که ب یرو شدهانجام شیزماآ

TCP  شیب یو از طرف شوندیالقا م شدتبهتحت تنش سرما 

ژن تحت  نیا انیموجب کاهش و سرکوب ب miR319 انیب

ر پاسخ ژن د نیته شد که اگرف جهینت نیبنابرا؛ تنش سرما شد

 ختهیرارت یهابرنج نیا علاوه بربه تنش سرما نقش دارد.  اهیگ

روز در  10و  7را به همراه برنج شاهد به مدت  TCPبا ژن 

حاصل نشان داد  جیقرار دادند. نتا گرادیدرجه سانت 4 یدما

سبز  یپیروز از نظر فنوت 10پس از  ختهیترار یهابرنج

شاهد بعد از تنش  اهانیاما گ افتیدشان ادامه و رش ماندهیباق

 ,.Wang et alشدند ) هابرگ یو تاشدگ یسرما دچار پژمردگ

2014.) 

 نیب یپاسخ به تنش، به ارتباط تعامل یبرا اهانیگ

 نیمتعدد ازجمله سرما، گرما و همچن یرسانامیپ یرهایمس

 ازی( نROSفعال ) نژیاکس یهاگونه یرسانامیپ یهاشبکه

 یترین فاکتورهای رونویسی که نقش مهمدارند. ازجمله مهم

 توانیدارند م یپاسخ به تنش سرما در سطح مولکول میدر تنظ

-MYB (Myeloblastosis) ،bHLH (Basic helixبه 

loop-helix) ،NAC (NAM-ATAF1,2-CUC2) ،

WRKY  وbZIP (Basic leucine zipper)  اشاره کرد

(Abdullah et al., 2022.) عناصر  زیمطالعه ن نیدر ا

هر  در بالادست یسیرونو یفاکتورها نیمحل اتصال ا یمیتنظ

و پراکنش متفاوت  یاوانبا فر TCPو  ERF ،NACسه ژن 

ر عناص ادیز اریتنوع بس دهندهنشان جیشد و نتا ییشناسا

نوع  28. درمجموع سه ژن بود نیدر بالادست ا شدهییشناسا

ها ژن نیبالادست ا دینوکلئوت 500 هیدر ناح یمیعنصر تنظ

ه نشان داد ک یمیعناصر تنظ نیا سهی. مقاندشد ییشناسا

فقط  یهستند و برخ کسانی ژنها در هر سه از آن یاریبس

ها وجود داشتند. عناصر تنظیمی محل از ژن یکیدر بالادست 
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 مختلف طینده به شرادهپاسخ یسیاتصال فاکتورهای رونو

 میظرسانی، رشد، تنپیام ،یستیرزیو غ یستیهای زمانند تنش

ی وتحلیل عناصر تنظیمو پاسخ به نور هستند. تجزیه یهورمون

نشان داد که تعداد عناصر تنظیمی مرتبط با  شدهییشناسا

ست. ا طیشرا ریاز سا شتریب یستیرزیو غ یستیهای زتنش

مطالعه، محل اتصال  نیعنصر تنظیمی در ا نیترفراوان

بود. خانواده فاکتور  TCPفاکتورهای رونویسی خانواده 

 یندهایدر فرآ یاهیگ یهادر انواع گونه TCP یسیرونو

عنوان به وهیگل و م لیبذر تا تشک ینزازجمله جوانه یمختلف

نقش دارند. این فاکتورهای رونویسی،  کنندهمیتنظ

ختلف م یهاگنالیرشد هستند که س یاتیح هایکنندهیمتنظ

تا از  کنندیرشد ترجمه م یهارا به پاسخ یطیزا و محدرون

 ,Danismanحاصل شود ) نانیاطم اهیبهترین نمود گ

توان به عناصر تنظیمی دیگر می رترین عناص(. از مهم2016

، B3 ،MYBتنظیمی محل اتصال فاکتورهای رونویسی 

bHLH ،bZIP از عناصر گرید یبرخ ن،یاشاره کرد. علاوه بر ا 

ارند، نقش د یستیرزیغ یهاتنظیمی مهم که در پاسخ به تنش

 یاخانواده MYB یاند. فاکتورهانشان داده شده 3جدول در 

هستند که اختصاصی گیاهان نبوده و در طیف  هانیاز پروتئ

اند. این فاکتورها در انتقال ناسایی شدهوسیعی از موجودات ش

د نقش دارن یستیرزیو مقاومت به تنش غ یهورمون گنالیس

(Zhang et al., 2018.) 
 

 
 مختلف ماریدر دو رقم و ت TCP ژن انیب ریی. نمودار تغ3 شکل

Fig. 3. Differential expression of TCP gene in two 

cultivars and different treatments 
 

 
را نشان  یمیعنصر تنظ شتریب ی)شدت رنگ، فراوان TCPو  ERF ،NAC یهامهم در بالادست ژن یمیحضور عناصر تنظ ی. فراوان3جدول 

 (دهدیم

Table 3. distribution of frequencies of critical regulatory elements upstream of ERF, NAC, and TCP genes (color 

intensity indicates a higher frequency of regulatory element). 

WRKY NAC LEA_5 ERF C2H2 GATA AT-Hook CG-1 TBP SBP Myb AP2 TALE NF-YB bZIP bHLH B3 TCP  

                  
ERF 

                  
NAC 

                  
TCP 

 
 

تا  60متشکل از حدود  یاتوسط دامنه AP2ابرخانواده 

است که این شود. نشان داده شدهمتمایز می نهیدآمیاس 70

 یسیرونو میدر تنظ یمهم یعملکردها یسیفاکتورهای رونو

 نیمرتبط با رشد و توسعه و همچن یکیولوژیب یندهایانواع فرآ

 Nakanoدارند ) یطیمح یهامختلف به محرك یهاپاسخ

et al., 2006یسیرونو ی(. فاکتورها WRKY از  یاریبس

زیستی و  یهامانند پاسخ به تنش اهان،یگ یندهایفرآ

 یاندهیفرآ یبذر و برخ یزنخواب و جوانه ،یریپ ،یستیرزیغ

(. Rushton et al., 2010) کنندیم میرا تنظ یرشد

bHLHی هاهدف خود را با اتصال به مکان یهاها ژن

 هجیو در نت کنندیم میها، تنظآن وموتورپر یاختصاصی رو

ز، مانند فتومورفوژن اهیگ کییو متابول یرشد یندهایانواع فرآ

را  هیوثان تیمتابول وسنتزیو ب هیاجتناب از سا ،یگلده یالقا

 یرسازگا ایارتقاء مقاومت  ی. این فرآیندها براکنندیم تیهدا

 (.Guo et al., 2021ند )نامطلوب مهم هست طیبه شرا اهیگ

فاکتورهای رونویسی اختصاصی گیاهان  B3 ابرخانواده

ای هخانواده ترینمهمو از  اندشدهشناختهخوبی هستند که به

به  دهندهپاسختوان به خانواده فاکتور زیرمجموعه آن می

 علاوه( اشاره کرد که این فاکتورهای رونویسی ARF) نیاکس

لف مخت یهادر طول تنش اهیو بقاء گ یسازگار یبرا نکهیا بر

شد مختلف ر یهاهستند، در جنبه دیمف یستیرزیو غ یستیز

است که مشخص شده نیدارند. همچن ینقش مهم زین اهیگ

 گنالیمختلف انتقال س یرهایخانواده در مس نیا یاعضا

 لن،ی(، اتABA) کیزیآبس دیاس ازجملهمرتبط با هورمون، 
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 Vermaهستند ) ری( درگJAsها )و جاسمونات نینیتوکیس

and Bhatia, 2019.) 

 

 نهایی گیرینتیجه

 یاهژن ریگچشم انیمنجر به کاهش ب یسازبهاره طورکلیبه

 ماریاثر ت یاست. بررسپژوهش شده نیدر ا موردبررسی

ر دو د TCPو  ERF ،NACسه ژن  انیب زانیبر م یسازبهاره

 زمانمدتسرما طول  علاوه بررقم باز و نورستار نشان داد که 

 ریرگذاتأث موردمطالعه یهاژن انیب زانیبر م زین یسازبهاره

ر د موردبررسی یهاژن انیب راتییبوده است. اگرچه روند تغ

 یتعداد روزها شیمشابه بود و با افزا یباًتقرهردو رقم 

در  انیب یبودن الگو یاهشاز شدت ک 21به  14از  یسازبهاره

ها در دو ژن انیب زانیم وجودینباا شود؛یهردو رقم کاسته م

به علت پاسخ متفاوت به تنش  تواندیرقم متفاوت بود که م

ها ژن انیب میدر تنظ لیدخ یباشد. از سازوکارها ییسرما

 جی. نتااستها متنوع در بالادست ژن یمیوجود عناصر تنظ

 یمیعناصر تنظ یادیان داد که تعداد زنش زیمطالعه حاضر ن

 هیدر ناح یستیرزیو غ یستیز یهادهنده به تنشپاسخ

 یایگو یتا حد تواندیحضور دارند که م هاژن نیا یپروموتور

ند. در تنش باش طیها تحت شراژن نیا انیب میتنظ یدگیچیپ

ها در این مطالعه و توان گفت اگرچه پاسخ این ژننهایت، می

 استسازی ها در بهارهقبلی گویای نقش آنت مطالعا

 اهنژ نیتنظیم بیان و اثر ا یسازوکارهای مولکول وجودینباا

 ریها با ساکنش این ژنبرهم ازجمله ییندهایفرآ نیو همچن

در پاسخ به تنش نیازمند مطالعات  لیدخ یهاها و هورمونژن

 .است یشتریب
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