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Abstract 

Objective 

 Cold is one of the important stresses in cold and temperate regions and improving cold 

tolerance is in the top priority of the lentil breeding programs. NAC transcription factors 

play an important role in response to various biological stresses, including cold stress.  

 

Materials and Methods: In this study, to evaluate the expression of MfNAC, MtNAC57 

and GmNAC2 genes, the plants of Gachsaran lentil cultivar were subjected to five 

temprature treatments in a completely randomized design with three replications. Twenty-

nine old plants were subjected to duration of cold stress treatments including 6h, 12h, 24h 

and 48h at 2°-4°c and plants grown under greenhouse conditions (23°C) were considered 

as controls. Total RNA extraction from tissues was performed using lithium chloride 
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method and cDNA was synthesized using TaKara kit. For each treatment, real-time PCR 

was performed in both shoot and root in three biological and two technical replications. 

Actin gene was used as internal control.  

 

Results 

The results of analysis of variance of all studied genes showed that there was a significant 

difference between the different duration of cold treatments in both shoot and root. 

GmNAC2 gene expression decreased significantly in the shoot, 6 hours after stress, while 

in the root, the expression decreased 24 hours after stress. The expression of MtNAC57 

gene in 6h, 12h, and 24h treatments decreased compared to control, but in the root in 12h 

treatment, a significant expression was observed. MfNAC gene in shoot showed a 

significant reduction in expression in all treatments, while in root a significant increase 

was only observed during long-term treatment of 48h.  

 

Conclusions 

In the present study, for first time, the expression pattern of some members of NAC gene 

family was examined in lentils under cold stress and the results could be useful for studies 

on this plant and other legumes. 
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 چکیده

عدد،، بهبدود تلمدل بده سدرما در       ياصلاح يهادر برنامهاست و و معتدل  ریمناطق سردسهاي مهم یكي از تنشسرما  مقدمه:

  .دارند ينقش مهمي ستیزغیرمختلف  يهادر واكنش به تنش NAC يسیرونو يهافاكتور .قرار دارد تیاولو

گیاهدان رقدم    ،GmNAC2و  MfNAC ،MtNAC57ي هدا ژن انید ب يابید منظدور ارز  هبد در این پژوهش  ها:مواد و روش

ن مدت زمان تنش سرما در قالب طرح تصادفي كامل با سه تكرار قرار گرفتند. تیمارهاي مدت زما ماریت پنج تلتعد، گچساران 

در شرایط گلخانه  روزه اعمال شد و گیاهان رشد یافته 29بود كه روي گیاهان  h48و  h6، h12 ،h24شامل  C4-2°یي سرماتنش 
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با  cDNA كلراید و ساختها، با استفاده از روش لیتیمز بافتا RNA استخراج( به عنوان شاهد در نظر گرفته شدند. C23°)دماي 

هاي مورد نظر در هر دو نوع اندام هدوایي و زمیندي در   براي ژن Real-time PCRواكنش  .شد انجام TaKara تیاز ك ستفادها

 به عنوان كنترل داخلي استفاده شد.  Actin تكرار بیولوژیک و دو تكرار تكنیكي انجام شد. از ژن سه

تنش دمایي در هر دو اندام اختلاف  نشان داد كه بین سطوح مختلف تیمارهاي مدت زمان هاژنبیان نتایج تجزیه واریانس  نتایج:

كه در انددام  حالي داري یافت درساعت پس از تنش كاهش معني 6هوایي،  در اندام GmNAC2داري وجود داشت. بیان ژن معني

 h24و  h6 ،h12در تیمارهداي   MtNAC57ساعت پس از تنش بیان ایدن ژن كداهش نشدان داد. بیدان ژن      24زمیني در تیمار 

در انددام هدوایي در    mfNACدار مشاهده شدد. ژن  افزایش معني h12د كاهش نشان داد ولي در اندام زمیني تیمار نسبت به شاه

افدزایش بیدان    h48كه در اندام زمیني فقط در تیمار بلند مدت دار نشان داد در حاليهمه تیمارها نسبت به شاهد كاهش بیان معني

 دار مشاهده شد. معني

تلت تنش سرما در عد، براي اولدین بررسدي شدد و نتدایج      NACهاي خانواده بیان برخي از ژن ،تلقیقدر این  گیری:نتیجه

 نژادي این گیاه و سایر حبوبات مفید واقع شود. تواند براي مطالعات بهحاصل مي

 زمان واقعي PCRعد،، سرما،  اندام هوایي، ریشه، کلیدی: کلمات

 

 مقدمه

 Gao) شوديمرگ آنها م يو حت اهانیسبب كاهش عملكرد گ يطیمل يهاتنش نیتراز مهم يكیتنش سرما به عنوان 

et al. 2009) .قرار دماهاي پایین معرض در وقتي است. گیاهان ملصول تولید كاهش اصلي عوامل از یكي سرما به تلمل عدم 

 كنندمي خود ایجاد در را بیوشیمیایي و یكيفیزیولوژ تغیرات از بسیاري به سرما تلمل افزایش و تنش با خود تطبیق براي گیرندمي

(Gomat et al. 2011)سازيفعال جهت سلولي سیستم به را هاتنش پیام گیاهان كه به وسیله آنها هایيمكانیزم . شناخت 

 استاير در تنش، به زراعي گیاهان مقاومت براي ایجاد نیازها تریناساسي جمله از كنند،مي تنش ارسال با منطبق هايواكنش

 کیفصل سرد به عنوان  .(Huang et al. 2012رود )مي شمار به جهان رشد به رو جمیعت براي غذا در تولید وريبهره افزایش

 (.Singh and Saxena 1993)  است يقابل بررس و موضوع مهم ،زنده مؤثر بر حبوبات ریتنش عمده غ

 كار و كشت كه ايگونه به؛ شوندمي تلقي دام و انسان غذیهت مورد كشاورزي ملصولات ترینمهم از غلات از پس حبوبات

با  Lens culinarys Medik عد، با نام علمي (.Yadollahi et al. 2014) است یافته گسترش دنیا سرتاسر در هاآن

14x=2n=2 در شورهايك در حبوبات عمده از پروتئین، درصد 28 حدود با گیاه است. این حبوبات سرمادوست ترینمهم از یكي 

 این مردم غذایي رژیم در اسیدهاي آمینه و پروتئین تأمین جهت مناسب منبعي و غلات مكملي براي عنوان به و بوده توسعه حال

گیگا جفت باز، یک ملصول  4افشان با اندازه ژنوم عد، یک گیاه خود گرده. (Kader et al. 2002) شودمي ملسوب كشورها
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 در. (Abraham 2015) كندها، فیبر و مواد معدني را براي انسان و خوراک دام فراهم ميیدراتمهم است كه پروتئین، كربوه

 كشت شود.مي كشت حاصلخیز چندان نه هايخاک در و ايحاشیه اراضي در غالباً كه است گیاهاني جمله از عد،، حبوبات میان

 تأمین را خود از بعد لگوم غیر گیاهان و خود نیاز از مقداري ،هوا نیتروژن بیولوژیكي تثبیت با زیرا، دارد زیادي مزایاي عد،

در ایران عمده مناطق عد، كاري (. Walley et al. 2007) دهدمي كاهش را نیتروژن كود مصرف به نیاز نتیجه در نماید ومي

د به سرما و یخبندان، كشت با توجه به حساسیت ارقام موجوو هاي سخت واقع شده است در نواحي كوهستاني و مرتفع با زمستان

شود. در این مناطق، قبل از رسیدن گیاه به مرحله زایشي پاییزه آن مقدور نبوده و كشت آن غالباً در بهار و به صورت دیم انجام مي

ه در و باردهي، بارندگي به اتمام رسیده، و علاوه بر آن به دلیل پراكنش نامناسب بارندگي و در نتیجه تخلیه رطوبت خاک، گیا

اختیارداشتن  صورت در یابد. درترین مرحله زندگي خود با تنش خشكي مواجه شده و لذا عملكرد آن به شدت كاهش ميحسا،

 دررفت از این مشكل باشد. گزینه مناسبي براي برون توانديزمستانه عد، م -زدگي، كشت پاییزهارقام مقاوم به سرما و یخ

  .(Saha and Vandemark 2013)دارد  قرار اولویت در سرما به تلمل بهبود معتدل، قمناط عد، براي اصلاحي هايبرنامه

 مقاومت و تنش هايواكنش در مهمي نقش هاملصولات آن و شده القاء هاژن از بسیاري بیان زیستيغیر تنش تلت

 و بیوشیمیایي غییراتت طریق از سرما به (. سازگاريYamaguchi-Shinozaki and Shinozaki 2006) كنندبازي مي

 در تغییر غشاء و لیپیدي تركیب اكسیژن، فعال هايگونه، فسفاتاینوزیتول ، كلسیم یون سطوح در مختلفي از قبیل تغییر مولكولي

 Xiong et al. 2002a; Nayyar et) است همراه اكسیداتیو هايآنزیم و آبي كانال هايپروتئین، چاپرون هايژن بیان سطوح

al. 2005 .)و بیوشیمیایي هايواكنش آن در كلیدي نقش بر دلیل ژن یک هايرونوشت تعداد كاهش یا افزایش اگرچه 

 جداسازي و شناسایي جهت در توانمي است كه راهي تنها تاكنون هاژن گونه این براي جو و جست اما باشد،نمي فیزیولوژیک

 .(Lievens et al. 2001) برد به كار هاتنش به دهنده پاسخ هايژن

هاي غیر زنده مانند سرما، خشكي و شوري هاي ملوري درگیر در پاسخ به تنش( تنظیم كنندهTFsعوامل رونویسي )

 تنظیم مختلف هايتنش توسط كه هایيژن در پروموتر اجزاء به برداري نسخه عوامل(. معمولا Hong et al. 2016)هستند 

 هايپاسخ تنظیم در برداري نسخه عوامل كه است داده نشان (. مطالعاتGuiltinan et al. 1990گردند )مي متصل، شوندمي

 این كننده رمز هايژن از بسیاري فعالیت چگونگي این وجود با. هستند برخوردار بسزایي اهمیت از ملیطي هايتنش به گیاهان

  .(Chen et al. 2002نیست ) روشن هنوز عوامل

 دهندمي تشكیل را گیاهي رونویسي هايفاكتور از بزرگ خانواده یک NAC (NAM, ATAF½, CUC2)هاي ژن

(Wu et al. 2016). نویسيرو هايفاكتور NAC در شده ملافظت بسیار دامنه یک داراي N-Terminal كه، هستند خود 

 Olsen et) است رونویسي فعالیت مسئول كه دارند C-Terminal در متغیر دامنه یک و كندمي تعیین را DNA اتصال فعالیت

al. 2005). ناحیه C-Terminal پروتئین NAC در هم و طول میزان در هم است بیان سازيفعال دامنه یک حاوي معمولاً كه 

 مختلف فیزیولوژیكي هايپاسخ گريواسطه در NAC رونویسي (. فاكتورهايOoka et al. 2003) است متنوع بشدت توالي
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(. Ling et al. 2017) كنندمي شركت زنده غیر یا زنده هايتنش تلت مختلف سیگنالینگ يمسیرها در و هستند درگیر گیاهان

 مربوط دانش حال این با. هستند گیاه توسعه و غیرزنده هايتنش در مهم بسیار كننده تنظیم NAC رونویسي فاكتورهاي همچنین

 .Jin et al) است ملدود هنوز پایدار ملكولي اسا، و تنش تلمل در گیاهان NAC رونویسي فاكتورهاي توابع عملكرد به

هاي بسیار بزرگي در رمزگشایي اجزاي قابل توجهي كه در شبكه سیگنالینگ سرما درگیر هاي گذشته پیشرفتدر دهه(. 2017

 ربراب در ملصول مقاومت است لازم كارآمد در كشاورزي، و مؤثر تولید براي. (Peng et al. 2014)هستند صورت گرفته است 

 است گیاهان در تنش تلمل بهبود براي نیازيپیش NAC رونویسي فاكتورهاي مطالعه این،بنابر یابد افزایش زندهغیر هايتنش

(Chen et al. 2015). رونویسي فاكتور مورد 97 در حدود NAC ژنوم توالي در Medicago trancatula از یكي كه 

 افتراقي بیان مشخصات این، بر (. علاوهLing et al. 2017ي شده است )شناسای باشد،مي مدل حبوبات گیاهان ترینمهم

MtNAC، همولوگ ژن .كندمي پیشنهاد مختلف هايتنش به پاسخ براي را آنها MtNAC83 و SsNAC23 در شدت به 

 . آزمایشات(Domingues 2009) باشدمي سرما تنش ها بهاین ژن مثبت پاسخ دهنده نشان این كه شوندمي بیان C4° دماي

 دهدمي افزایش آرابیدوپسیس در شوري را و خشكي، انجماد هايتنش به تلمل TaNAC2 كه ژن دهدمي نشان ژنیکترنس

(Mao et al. 2012 .) 

 به تلمل ژن دو این حد از بیش بیان و هستند دخیل پایین دماي به پاسخ در GmNAC20و  GmNAC11 سویا در

 توسط تدریج به GmNAC20ژن  بیان كه شد داده نشان ايمطالعه (. درHao et al. 2011) دهدمي افزایش را پایین دماي

 Huang) یابدمي كاهش برابر 5 تقریبا سرما معرض در گیريقرار از بعد ساعت 24 و ساعت 12در  و شودمي تنظیم C4° سرماي

et al. 2016  ژن .)GmNAC2 (Ay974350 اولین فاكتور رونویسي )ATAF1 ند مانNAC باشد كه در سویا شناسایي مي

دارد. بنابراین، ژن  ATAF1ترین ارتباط را با ژن بر اسا، توالي نوكلئوتیدي، نزدیک GmNAC2 .(Meng et al. 2007شد )

GmNAC2  ممكن است عملكردي مشابه باATAF1 ( داشته باشدPinheiro et al. 2009) . بیان بیش از حدATAF1 

رسد نقش ژن . به نظر مي(Wu et al. 2009) دهدهاي قارچي در آرابیدوپسیس را افزایش مياتوژنحساسیت به پ  ATAF2و

GMNAC2 باشد. ژن در  گیاهان مختلف متفاوت ميGMNAC2 شود اما در برخي در برخي گیاهان باعث حساسیت مي

 Pinheiro et). اي مكانیكي شده است ههاي غیر زیستي شامل تنش سرما، شوري، خشكي و زخمگیاهان باعث مقاومت به تنش

al. 2009; Tran et al. 2009; Jin 2012) 

 هاي باتولید لاین با. شدمي القاء شوري و خشكي، سرما تنش تلت كه شد شناسایي mfNAC3 ژن یک اي،مطالعه در

 به  سرما غیر شرایط در هم و سرما شرایط در هم كه شد مشاهده سرما به مقاوم فنوتیپ نوعي، mfNAC3 ژن حد از بیش بیان

 یک ژن این. داد نشان را mtCACs و mfCBFs هاي پاسخ دهنده به سرمايژن بالایي از بیان سطح ايملاحظه قابل طور

 (Qu et al. 2016) رونویسي است داراي فعالیت در فرآیند و دارد قرار هسته در كه كندمي رمزگذاري را NAC رونویسي عامل
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 بیان تنظیم هايمكانیسم درک. باشدمي حبوبات در غیرزنده و زنده هايتنش بر ملدودیت غلبه براي يروش بیوتكنولوژي

 Dita et) بود خواهد لازم حبوبات ژنتیكي بهبود براي و است گیاهي شناسيزیست در اساسي مسأله یک تنش با مرتبط هايژن

al. 2006) ،تنظیمي  بررسي بیان سه ژن تلقیق این از هدف بنابراینNAC  شامل,GmNAC2 mtNAC57  وmfNAC 

 تا .بود سرما تنش زمان مدت شرایط تلت هاآن بیاني تغییرات روند بررسي همچنین و عد، در سرمایي مختلف تیمارهاي تلت

 با عد، تراریزش(. در تلقیقي Bagheri et al. 2012) باشدمي دستر، در عد، تراریزش مورد درمعدودي  هايگزارش كنون

 هايریزنمونه در درصد 50 میزان به GUS گزارشگر ژن بیان و شد انجام ژني تفنگ از استفاده با كوتیلدوني گره هايریزنمونه

سازي انتقال ژن به گیاه عد، با استفاده از به منظور بهینه يدر آزمایش(. Oktem et al. 1999) شد مشاهده شده بمباران

یک ها دار شده روي ملیط كشت داراي سیتوكینین پس از حذف سرشاخهریزنمونه لپه شاخه آگروباكتریوم، نتیجه گرفته شد كه

 جهت DREB1A ژندر تلقیق دیگري . (Zaker Tavallaie et al. 2017) ریزنمونه خوب براي فرآیند انتقال ژن است

 دازیاكس نیكول ژنپژوهش دیگري، در  (.Khatib et al. 2011) شد عد، منتقل به اگروباكتریوم با كشعلف به تلمل جادیا

codA شد منتقل عد،گچساران  رقم به سرما، ژهیو به ،يستیز ریغ يهاتنش به تلمل هدف با (Zaker Tavallaie et al. 

2016.) 

 

 هامواد و روش

 کشت گیاهان، شرایط رشدی و اعمال تیمار

تلدت تدنش سدرما،     (GmNAC2و  mtNAC57،mfNAC )شدامل  NAC تنظیمدي  ژن سه انیب يابیمنظور ارز هب 

 يهدا آذرمداه در گلددان   لیدر اوا بذور گلخانه كشت شد.در  تكرار( 3دمایي )هر تیمار در  ماریت 5عد، با گیاه  بذرها رقم گچساران

 3 به مددت  هاگلدان .شد كشت cm2عمق  دركولایت، مو، و ورمي، پیتتیاز خاک مزرعه، ماسه، پرل يمخلوط يحاو يكیپلاست

 30از آزمدایش   نید . در اگرفدت  صدورت  بکسد  ياریبآبار  کیروز  2و هر  ي شدندگلخانه نگهدارشرایط  در C23° ير دماهفته د

 کید كه هر دو گلدان بده عندوان   شد  گلدان استفاده 6 از ماریت هر در بود.عد،  چهاهیگ 5حاوي گلدان استفاده شد كه هر گلدان 

تنظیم شد و در دو روز متدوالي، روزي دو بدار بده     C4°سرما، ابتدا دماي یخچال روي براي اعمال تیمار  شدند.تكرار در نظر گرفته 

 خچالیبه روزه  29ي حاوي گیاهان هاگلدان سپسمدت یک ساعت دماي آن اندازه گیري شد و از دماي آن اطمینان حاصل شد. 

 درجده  4 در دمداي   h48و  h6، h12 ،h24 لدوره سدرمادهي شدام   مدار یت 4اثدر   ،مطالعده  نید در ا شدند.انتقال داده  C4° يبا دما

در نظدر  ( C23°در شرایط گلخانده )دمداي   به عنوان شاهد  ماریت کی نیهمچن هاي مورد نظر بررسي شد.گراد روي بیان ژنسانتي

ال تدنش(  در مرحله رویشي )پس از مدت زمان اعمد بصورت جداگانه  اندام زمینيو  یياندام هوا بعد از اعمال تیمار تنش، شد.گرفته 
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. شدد  ينگهددار  -C80°ي در دمدا  خچالیدر  ي پلاستیكيهاالیشد و سپس در و منجمد و پودر عیبرداشت و بلافاصله در ازت ما

 در گلخانه صورت گرفت. C23°گیري از تیمار شاهد نیز از گیاهان در دماي نمونه

 آغازگرها طراحیو  RNA استخراج

 و یكپدارچگي  بدراي  شدده  اسدتخراج  RNA هداي كلراید انجدام شدد. نمونده   مكل با استفاده از روش لیتی RNA استخراج

 در نانومتر 230 به 260 و 280 به 260اسپكتروفتومتري خوانش و %1 آگارز استفاده از ژل با ترتیب به آنها كیفیت و غلظت همچنین

 DNase I آندزیم  بدا  تیمار روش از ها،نمونه در موجود DNA احتمالي آلودگي حذف ارزیابي شدند. براي اسپكتروفتومتري دستگاه

دریافددت و آغازگرهددا بددا اسددتفاده از  NCBI هدداي مددورد نظددر از بانددک ژنآغددازگر، تددوالي ژن طراحددي جهددت. گردیددد اسددتفاده

، GmNAC2 شدده  طراحدي  آغازگرهداي  لیسدت . طراحدي شددند   Allele ID 7.0و   CLC Workbench 9.0هداي افزارنرم

mtNAC57 ،mfNAC و Actin است آمده 1 جدول در. 

 

 شده استفاده آغازگرهای مشخصات  .1 جدول
Table 1. Specifications of used primers 

 اندازه قطعه مورد تکثیر

Amplicon size (bp) 
 دمای اتصال

(C) aT 
 توالی

Sequence (5ꞌ-3ꞌ) 
 نام آغازگر

Primer name 

149 60 TTTGACTCCATACCCGAAT MF NAC (F) 
TGAACCTCTTCTTCCGTG MF NAC (R) 

133 56.3 
ATACTACTAACAACTCTTAT

GG 
MT NAC57 (F) 

TGGTAATCCTTATCGTCAT MT NAC57 (R) 

118 60 AAGCGAACCTAAGTGGAA GM NAC2 (F) 
CGGCGACATCTGATTATTG GM NAC2 (R) 

150 60 
CTCCTGCTATGTATGTTGCT

A 
Actin (F) 

AGGATTGCATGTGGAAGTG Actin (R) 
 

 cDNA ساخت 

 و PCR انجام  با. گردید استفاده DNase I آنزیم با تیمار روش از هانمونه در موجود DNA احتمالي آلودگي حذف براي

 كیدت  از cDNA سداخت  بدراي . شدد  حاصدل  اطمیندان  DNA به RNA آلودگي عدم از آگارز، ژل روي PCR ملصول بررسي

 Primerscript، نیم میكرولیتر از 5x Primerscript Bufferتر از میكرولی 2شد. به این ترتیب كه،  استفاده Takara شركت

RT Enzyme Mix 1 نیم میكرولیتر از ،Oligo dt primer 50 µM   ندیم میكرولیتدر از ،Random 6 mers 100 µM  و

قده در دمداي   دقی 15میكرولیتر رسانده شد. ویال بده مددت    10به ویال اضافه شد و حجم نهایي به  RNA 5 µlنیز مقدار یكسان 

°C37  ثانیه در دماي  5و سپس به مدت°C85  قرار داده شد. با استفاده از دستگاهPCR ها تنظیم و دماها و زمانcDNA  ساخته

 شد. 



 1397، فرخ پوری و همکاران

119 
Agricultural Biotechnology Journal; Printing ISSN: 2228-6705, Electronic ISSN: 2228-6500 

 

PCR یزمان واقع  

ژن  بدراي  نمونده  هدر  در اسدتفاده  مورد هايcDNA با یكسان كاملاً شرایط در الگو عنوان به شده رقیق هايcDNA از

 هدا واكدنش  در موجدود  مواد تمام غلظت. شد استفاده Real time RT-PCR واكنش در ها،نمونه تمام براي اكتین كنترل داخلي

 سنجش و براي Thermo Fisher Scientificشركت  Rotor Gene Qها در دستگاه واكنش. بود یكسان هانمونه تمام براي

هاي مورد نظر در سازي بیان ژنكمي منظور به. شد استفاده گرین ایبرس رنگ از تایم ریل دستگاه در نظر مورد هايژن بیان میزان

 رسدم  و هدا  داده تللیدل  و (. تجزیده  2001Livak and Schmittgen) شدد  استفاده روش  از مختلف هاينمونه

در زمدان واقعدي در    PCRصورت گرفت. اجدزاي واكدنش و شدرایط دمدایي      SASو   Excel افزارهاينرم از با استفاده نمودارها

 ارائه شده است. 3و  2هاي جدول

 

 زمان واقعی PCR. اجزای واکنش 2جدول 
Table 2. Real-time PCR reaction components 

 Quantity   مقدار Reaction components   اجزای واکنش

CYBR premix EX Taq ΙΙ 10 µl 
Forward primer (10 pm/µl) 1 µl 
Reverse primer (10 pm/µl) 1 µl 

cDNA (10 ng/µ) 5 µl 
Water to 20 µl 

 

 

 زمان واقعی PCR. شرایط دمایی واکنش 3جدول 
Table 3. Real-time PCR reaction conditions 

 Reaction step واکنش مرحله
 (سلسیوس درجه)دما 

Temperature (°C) 
 Time مدت

 واسرشته سازي اولیه
Primary Denaturation 

95 2 min 

 
 چرخه

Cycle 40 

واسرشته سازي 
Denaturation 

95 15 sec 

اتصال 
Annealing 

aT 
Annealing 15 sec 

 گسترش

Extension 
72 15 sec 

 Melting 70-95 10 minذوب 
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 نتایج 

در  داري بین سطوح مختلدف تیمارهداي دمدایي   هوایي اختلاف معني در اندام GmNAC2نتایج تجزیه واریانس بیان ژن 

هدوایي   در انددام  GmNAC2اي دانكن بیان ژن (. نتایج مقایسه میانگین آزمون چند دامنه4سطح یک درصد را نشان داد )جدول 

به شدت كاهش یافته و سدپس در تیمارهداي بعددي بدا      h6نشان داد كه با افزایش تنش، بیان ژن روند یكساني نداشته و در تیمار 

و  h12 ،h24فت ولي بیان در همه تیمارها كمتر از شاهد بود. بین سطوح مختلدف تیمدار تدنش    افزایش مدت زمان تنش افزایش یا

h48 تیمار سطح داري در سطح یک درصد مشاهده نشد. اما بینبا شاهد اختلاف معني h6     داري در با تیمدار شداهد اخدتلاف معندي

 (.1سطح یک درصد مشاهده شد )شكل 

 

 در اندام هوایی GmNAC2و  MfNAC ،MtNAC57های یان ژنهای ب. تجزیه واریانس داده4جدول 
Table 4. Analysis of variance of gene expression data of MfNAC, MtNAC57, GmNAC2 in 

shoot 

 بع تغییراتمنا
Sources of variation 

 ادایآزدرجه 

Degrees of 

freedom 

 Mean squares  ین مربعاتگمیان

Gm Mf Mt 

 **Treatment 4 0.301** 0.537** 0.425 تیمار

 Error 10 0.038 0.008 0.010 خطا

 

 

 

 در اندام هوایی تحت تنش سرما GmNAC2. بیان نسبی ژن 1شکل 

Figure 1. Relative expression of GmNAC2 gene in the shoot under cold stress 

 

ین سطوح مختلف تیمارهاي دمایي، در سدطح یدک درصدد    هوایي ب در اندام MtNAC57نتایج تجزیه واریانس بیان ژن 

 اي دانكن در اندام هوایي در سطح یدک درصدد بدین   داري با شاهد نشان داد. نتایج مقایسه میانگین آزمون چند دامنهاختلاف معني

 در انددام  MtNAC57بیدان ژن   میدانگین  داري نشان داد. همچنین، نتایج مقایسده با شاهد اختلاف معني h24و  h6 ،h12تیمار 
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در  MtNAC57با شاهد نشان نداد. از طرفي، نتایج مقایسه میانگین بیان ژن  h48داري را  بین سطح تیمار هوایي، اختلاف معني

پدس از   h24نشان داد. این ژن در مدت زمان  h24و  h6 ،h12با تیمارهاي  h48داري بین سطح تیمار اندام هوایي، اختلاف معني

در زمانهاي اولیه تنش دماي پایین كاهش بیان داشته  MtNAC57. علت آنكه ژن  (2بیان را داشت )شكل تنش بیشترین كاهش

( پدس از تدنش بده    h48تر )یعني و سپس مجدد افزایش بیان داشته است، احتمالاً ناشي از آن است كه گیاه در مدت زمان طولاني

 سرما خو گرفته است و بیان آن افزایش یافته است.

 

 هوایی تحت تنش سرما در اندام MtNAC57. بیان نسبی ژن 2شکل 
Figure 2. Relative expression of MtNAC57 gene in the shoot under cold stress 

 

داري بین سدطوح مختلدف تیمارهداي دمدایي در     هوایي، اختلاف معني در اندام MfNACنتایج تجزیه واریانس بیان ژن  

 هوایي نشدان  در اندام MfNACاي دانكن بیان ژن چند دامنه آزمون میانگین مقایسه (. نتایج4ول سطح یک درصد نشان داد )جد

كه، با افزایش تنش بیان ژن روند یكساني نداشته و بیان ژن با افزایش مدت زمان تنش به شدت كاهش یافته و سپس در تیمار  داد

h48 اي دانكن بیان ژن چند دامنه نآزمو میانگین مقایسه روند افزایشي داشته است. نتایجMfNAC هوایي نشان داد این  در اندام

 میدانگین  مقایسده  پس از تنش بیان بسیار پاییني داشته اسدت. نتدایج   h24ژن در همه تیمارها كاهش بیان داشته و در مدت زمان 

با تیمارهداي   h6ک درصد بین تیمار داري در سطح یهوایي اختلاف معني در اندام MfNACاي دانكن بیان ژن چند دامنه آزمون

h24 ،h48  و شاهد نشان داد. همچنین بین تیمارh24  با تیمارهايh48 ،h6   داري در سدطح یدک درصدد    و شاهد اخدتلاف معندي

 (.3داري مشاهده نشد )شكل اختلاف معني h24و  h6با  h12مشاهده شد. بین تیمار 
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 حت تنش سرمادر اندام هوایی ت MfNAC. بیان نسبی ژن 3شکل 

Figure 3. Relative expression of MfNAC gene in the shoot under cold stress 

 

داري را بین سطوح مختلف تیمارهاي دمدایي در  در اندام زمیني اختلاف معني GmNAC2نتایج تجزیه واریانس بیان ژن 

در انددام زمیندي،    GmNAC2اي دانكدن بیدان ژن   نهچند دام آزمون میانگین مقایسه (. نتایج5سطح یک درصد نشان داد )جدول 

با تیمار  h48و  h24با شاهد در سطح یک درصد نشان نداد. اما بین سطوح تیمارهاي  h12و  h6تیمارهاي  داري بیناختلاف معني

چندد   آزمدون  میانگین مقایسه داري در سطح یک درصد مشاهده شد. همچنین، نتایجاختلاف معني h12و  h6شاهد و با تیمارهاي 

در سطح یدک دزصدد  نشدان     h48و  h24داري بین دو تیمار در اندام زمیني، اختلاف معني GmNAC2اي دانكن بیان ژن دامنه

 (. 4پس از تنش سرما بیشترین كاهش بیان را نشان داده است )شكل  h24نداد. در مجموع نتایج نشان داد كه تیمار 

 

 در اندام زمینی GmNAC2و  MfNAC ،MtNAC57های های ژن. تجزیه واریانس داده5جدول 
Table 5. Analysis of variance of gene expression data of MfNAC, MtNAC57, GmNAC2 in 

the root 

 بع تغییراتمنا
Sources of 

variation 

 ادایآزدرجه 

Degrees of 

freedom 

 Mean squares  ین مربعاتگمیان

Gm Mf Mt 

 **Treatment 4 2.940** 161.621* 2043.441 تیمار

 Error 10 0.123 19.282 118.141 خطا
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 در اندام زمینی تحت تنش سرما GmNAC2. بیان نسبی ژن 4شکل 
Figure 4. Relative expression of GmNAC2 gene in the root under cold stress 

 

داري بین سطوح مختلف تیمارهداي دمدایي در   اختلاف معني در اندام زمیني، MtNAC57نتایج تجزیه واریانس بیان ژن 

در انددام زمیندي،    MtNAC57اي دانكن بیدان ژن  چند دامنه آزمون میانگین مقایسه (. نتایج5سطح یک درصد نشان داد )جدول 

چندد   آزمدون  ینمیدانگ  مقایسده  با شاهد در سطح یک درصد نشان نداد. نتدایج  h48و  h6 ،h24تیمارهاي  داري بیناختلاف معني

با شاهد در سطح یک درصد نشدان داد.   h12تیمار  داري بیندر اندام زمیني، اختلاف معني MtNAC57اي دانكن بیان ژن دامنه

تیمدار   داري بدین در اندام زمیني، اختلاف معني MtNAC57اي دانكن بیان ژن چند دامنه آزمون میانگین مقایسه همچنین، نتایج

h12  با تیمارهايh6، h24  وh48   در سطح یک درصد نشان داد. بیشترین بیدان ژنh12      پدس از تدنش سدرما مشداهده شدد. ژن

MtNAC57 ساعت پس از تنش سرما  24ها در اندام زمیني پس از تنش سرما افزایش بیان داشت و در مدت زمان در همه تیمار

 (.5كمترین افزایش بیان را نشان داد )شكل 

 

 در اندام زمینی تحت تنش سرما MtNAC57. بیان نسبی ژن 5شکل 

Figure 5. Relative expression of MtNAC57 GmNAC2 gene in the root under cold stress 
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 پدنج  سدطح  در دمایي تیمارهاي مختلف بین دارياندام زمیني، اختلاف معني در MfNAC ژن بیان واریانس تجزیه نتایج

انددام زمیندي، اخدتلاف     در MfNAC ژن بیدان  دانكدن  ايدامنده  چندد  آزمدون  میدانگین  مقایسه نتایج(. 5جدول) نشان داد درصد

 و h6 ،h12 ،h24تیمارهداي   داري بدین نشان نداد، در حالیكه اختلاف معني شاهد با h24 و h6 ،h12 تیمارهاي بین داري را معني

شدكل  ) شد مشاهده سرما تنش از پس h48 ژنبیان این  در مجموع بیشترین. وجود داشت درصد پنج سطح در h48 تیمار با شاهد

 h48 تیمار تغییر خاصي نسبت به شاهد نداشته ولي در این ژن مدت زمان تنش، بیان افزایش دهد كه باتلقیق نشان مي . نتایج(6

به تدنش  دهنده هاي دیرپاسخجزء ژن MfNACرسد كه ژن داده است.  از نتایج این تلقیق چنین به نظر مي نشان افزایشي روند

 سرما باشد.

 

 

 در اندام زمینی تحت تنش سرما MfNAC. بیان نسبی ژن 6شکل
Figure 6. Relative expression of MfNAC gene in the root under cold stress 

 

 بحث

 شدامل  عد، نمونه هفت ،شده كنترل شرایط تلت عد، هايپیژنوت انجماد به تلمل ارزیابي منظور به در یک مطالعه

 و گرفدت  قدرار  يبررسد  مدورد  نیقدزو  و ربداط ، MLC-357, MLC-225, MLC-185, MLC-60, MLC-7 هداي تیپژنو

 (Nezami et al. 2011). داشدتند  را بقداء  درصدد  نیكمتر و نیشتریب بیترت به رباط و MLC-60 يهاپیژنوت كهمشاهده شد 

 مهدم  اریبسد  يهدا يمدار یب از نمونده  دو كه) تایآسكوچ و يومیفوزار يپژمردگ به مقاومت شده ذكر ارقام از كدام چیههمچنین براي 

 نیكدول  ژنبدراي   .باشدد يم دارا را يماریب دو هر به مقاومت گچساران رقم كه يصورت در ذكر نشده است (هستند رانیا در حبوبات

ذكدر شدده   ي دیگدر(  هاي غیرزیسدت )و برخي تنشمقاومت به سرما  ،است افتهیكه به رقم گچساران عد، انتقال  cod A دازیاكس

  (.Zaker Tavallaie et al. 2016) گرددمرتبط ميگیاه كه به نقش گلایسین بتائین در حفاظت از ساختارهاي سلولي  است
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رقم گچساران عد، را به عندوان   ICARDAباشد و برنامه اصلاح نژاد رقم گچساران عد، یک رقم مقاوم به سرما مي

رقدم گچسداران    (.Tepe et al. 2005; Ali and Gupta 2012در ایران ثبت كرده است )هاي بادوام زمستان یكي از ژنوتیپ

 ایدران  خفیدف  زمسدتاني  منداطق  در پداییزه  كاشت منظور به كه باشديبزرگ زرد رنگ م يهاو با دانه بالا ثبات با و زودر، عد،

 بلایدت  و Fusarium oxysporum f. spاز  يناشد  فوزاریدومي  پژمردگدي بده   یبدي گچساران مقاومت ترك رقم. باشدميمناسب 

  (Sabaghpour et al. 2007). كندمي كمک عملكرد ثبات به كه دهدمي نشان آسكوچیتا

هاي مختلف در در مراحل مختلف رشد و توسعه و همچنین در پاسخ به تنش NACهاي خانواده فاكتور رونویسي پروتئین

در  NACگیرندد فاكتورهداي رونویسدي    زنده قدرار مدي  هاي زنده و غیرأثیر تنششوند. هنگامي كه گیاهان تلت تگیاهان بیان مي

ایدن مطالعده   بندابر . (Pinheiro et al. 2009كنندد ) مسیرهاي سیگنالینگ مختلف براي مقابله با این شرایط نامساعد شركت مي

فاكتورهداي رونویسدي    .(Chen et al. 2015پیشنیازي براي بهبود تلمل تنش در گیاهدان اسدت )   NACفاكتورهاي رونویسي 

NAC كنندزنده ازجمله شوري، خشكي، سرما و اسیدآبسیزیک بازي ميهاي غیریک نقش مهم نظارتي در گیاهان در معرض تنش 

(Olsen et al. 2005) . 

به سرما در رقم گچساران عدد، بررسدي    GmNAC2و  mfNAC ،MtNAC57در این تلقیق، پاسخ بیاني سه ژن 

هوایي نشان داد كه، با افزایش تنش بیان این ژن روند یكساني نداشته است. بده   در اندام GmNAC2رسي بیان ژن شد. نتایج بر

تر كه گیاه ، به شدت كاهش یافته ولي در تیمارهاي بلند مدتh6در اندام هوایي در تنش اولیه  GmNAC2رسد بیان ژن نظر مي

در اندام زمیني نسبت به اندام هوایي كاملاً متفداوت بدود و    GmNAC2بیان ژن  یابد. الگويبه سرما خو گرفته است، افزایش مي

رسدد كده ژن   در تیمارهاي اولیه تنش كمي افزایش یافت ولي با افزایش مدت زمان تنش بیان آن كاهش پیدا كدرد. بده نظدر مدي    

GmNAC2 ان آن را بالا نگه داشته تا بتواند بهتر بدا  تري بوده و به همین دلیل گیاه بیدر اندام هوایي گیاه داراي نقش خیلي مهم

تر تنظیم كرده تدا  كند كه بتواند بیان خود را با شرایط تنش بلند مدتاي عمل ميتنش مقابله كند. به عبارتي دیگر، این ژن به گونه

در پاسدخ    GmNAC20و GmNAC11هاي اي در سویا مشخص شد كه ژندر آن شرایط كاهش بیان نداشته باشد. در مطالعه

 یک در(. Hao et al. 2011) دهدبه دماي پایین درگیر هستند و بیان بیش از حد این دو ژن تلمل به دماي پایین را افزایش مي

در  شوند،يم یمتنظ GmNAC2 ژن یاندست ب یینپا در ( كهROSپذیر )واكنش اكسیژن هايگونه مهار هايژن از برخيمطالعه 

هداي  تلت تدنش  GmNAC2همچنین مشاهده شد كه برگ گیاهان توتون تراریخت با ژن (. Jin 2012) شدند یيتنباكو شناسا

آلدئید ديآلدئید بالاتري بود. بالا بودن سطح مالونديزنده سرما، شوري و خشكي در مقایسه با گیاهان شاهد داراي سطح مالونغیر

( و تخریب غشاء سلولي مربوطده یدا اخدتلال عملكدرد     ROSهاي اكسیژن فعال )اغلب به عنوان یک شاخص براي تشخیص گونه

اگرچه تلقیق مذكور در سه نوع تنش غیرزنده متفاوت بود ولي تفداوت نتدایج آن بدا نتدایج تلقیدق       .(Jin 2012شود )استفاده مي

بده  هاي متفاوتي از نظدر حساسدیت و مقاومدت    در گیاهان مختلف نقش GmNAC2حاضر ممكن است به این دلیل باشد كه ژن 

نشدان  تنش دارد. بعلاوه آنكه بیان یک ژن متأثر از شرایط مختلف از قبیل نوع گونه، نوع بافت، مدت زمان تنش اسدت . مطالعدات   
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 ROS یگنالینگسد  یرهايو در مسدر تنباكو زنده  یرغ يهادر تنش يكننده منف یمتنظ یکبه عنوان  GmNAC2 ژن د كههدمي

رسدد بیدان بدیش از حدد ژن     بندابراین بده نظدر مدي     (.Jin 2012)كندد  مي تعدیل را ROS ارمه بامرتبط  يهاژن یانب باشد ومي

GmNAC2 هداي  شود كه احتمالاً به این دلیل اسدت كده در صدفت تلمدل بده تدنش      همیشه باعث افزایش تلمل به تنش نمي

نظیدر   گونداگوني  تنظیمي فرایندهاي رد NACژنهاي خانواده  هاي مختلفي در این تنشها درگیر باشند.ها و مكانیسمغیرزیستي ژن

 انتقدال  جدانبي،  هداي تشكیل ریشه ثانویه، دیوار تشكیل سلولي، تقسیم پیري برگ، ساقه، انتهایي مریستم تشكیل جنین، و بذر نمو

 .Koyama 2014; Shen et alهسدتند )  زیسدتي درگیدر  غیدر  و زیسدتي  هداي تنش به پاسخ و همچنین، فیبر رشد اكسین، پیام

2009; Sperotto et al. 2009.) 

در اندام هوایي نشان داد كه بیان این ژن با افزایش مدت زمان تدنش كداهش یافتده     MtNAC57نتایج بررسي بیان ژن 

در اندام زمیندي بدا شدروع     MtNAC57بیان آن افزایش پیدا كرده و به سطح بیان تیمار شاهد رسید. بیان ژن  h48ولي در تیمار 

به بیشترین میزان رسید و سپس در تیمارهاي بعدي كاهش یافت اما بیان آن در همده تیمارهدا    h12ر تیمار تنش افزایش یافت و د

رسد كه این ژن در اندام هوایي نسبت به اندام زمیني نقش كمتري داشته باشد و در انددام  بیشتر از شاهد بود. در مجموع به نظر مي

در طول توسعه  MtNACهاي یابد. در یک مطالعه مشخص شد ژنآن كاهش ميشود بیان تر ميزمیني نیز وقتي تنش بلند مدت

 Medicago . در (Ling et al. 2017) )یونجه( بیان بالایي دارند Medicago sativaبذر و دیگر فرآیندهاي فیزیولوژیكي در 

trancatula  یونجه دیپلوئید(، ژن(MtNAC969 و اكسین( در سیستم ریشده   توسط چندین مسیر )مسیرهاي سیگنالینگ اتیلن

شدوند و ایدن   بیدان مدي   C4°به شدت در دماي  SsNAC23و  MtNAC83. ژن همولوگ (Ling et al. 2017)درگیر است 

 .(Domingues 2009) باشدنشان دهنده پاسخ مثبت به تنش سرما مي

وند یكساني نداشته و بیان ژن با داد كه با افزایش تنش، بیان ژن ر در اندام هوایي نشان MfNACبررسي بیان ژن  نتایج

روند افزایشي داشته است. روند بیدان ایدن ژن در انددام     h48افزایش مدت زمان تنش به شدت كاهش پیدا كرده و سپس در تیمار 

ر هوایي و اندام زمیني متفاوت بود به طوري كه در اندام هوایي كاهش بیان ژن در مجموع نسبت به شاهد وجود داشت. در حالیكه د

تدر اهمیدت   مددت افزایش بیان ژن نسبت به شاهد وجود داشت و چون بیان ژن در تدنش بلندد   h48اندام زمیني در تنش بلند مدت 

رسدد. البتده نتدایج ایدن تلقیدق بدا       تر به نظر ميتري دارد، به احتمال قوي نقش این ژن در تنش سرما در اندام زمیني كلیديبیش

باشد انجام شدد همخدواني دارد. در یدک مطالعده     كه یكي از گیاهان مدل حبوبات مي M. Truncatulaنتایجي كه از تلقیق در 

داراي مقاومت بیشتري نسبت به گونه  M. falcataمتفاوت است و گونه یونجه  mtNAC3با  mfNAC3مشخص شد عملكرد 

ونویسي است و تشابه بالایي بین سازي رداراي توانایي فعال mtNAC3باشد. ژن تلت تنش سرما مي M. Truncatulaیونجه 

mfNAC3  وmtNAC3 تواند شبیه هم باشدد. امدا نتدایج    شود و در نتیجه فعالیت این دو پروتئین ميدیده ميq RT-PCR  در

در  mtNAC3شدود ولدي ژن   به طور قوي سبب تلمل بده سدرما مدي     mfNAC3گیاهان تراریخت با این دو ژن نشان داد كه 

نقدش   mfNAC3نشان داد كده ژن   (. نتایج یک مطالعهQu et al. 2016ار است ولي تأثیر قویي ندارد )تلمل به سرما تأثیرگذ
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سدرما( عمدل    سدیگنالینگ  )ژن مربوط بده آبشدار   mtCBF4مهمي در پاسخ به سرما دارد و به عنوان یک تنظیم كننده مثبت ژن 

تدوان نتیجده   اي افزایش یافت و مدي قابل ملاحظه به طور mfNAC3در گیاهان تراریخت با  mtCBF4كند. سطح بیان ژن مي

نتایج یک تلقیق نشان داد كه،  .(Qu et al. 2016گو به سرما را تنظیم كند )هاي پاسختواند بیان ژنمي mfNAC3گرفت كه 

اسدت.   NACبراي اتصال عوامدل رونویسدي خدانواده     CATGTGو  CACGهاي حاوي موتیف mtCBF4ناحیه پروموتر ژن 

شدود. در همدین   متصدل مدي   MtCBF4در پرومدوتر   CATGTGو  CACGهاي به طور ویژه به موتیف mfNAC3ن پروتئی

 h3پنج ساعت پس از تنش سرما افزایش یافت و سطح بیان آن در تیمار  C4 ،mfCBF4°( در دماي Qu et al. 2016)مطالعه 

كند. این نتدایج  را تنظیم  mtCBF4تلت تنش سرما  mfNAC3بر اسا، این نتایج، این احتمال وجود دارد كه  .بالا بود h12و 

(. در این مطالعه Qu et al. 2016كند )داده و نقش مثبتي در تلمل سرما بازي مي به تنش سرما پاسخ mfNAC3نشان داد كه 

 .Mداراي مقاومت بیشتري نسبت به  M. falcataمتفاوت است و  mtNAC3با  mfNAC3همچنین مشخص شد كه عملكرد 

truncatula باشد. با آنكه تشدابه بدالایي بدین    تلت تنش سرما ميmfNAC3  وmtNAC3   شدود امدا در گیاهدان    دیدده مدي

در تلمل به سدرما تأثیرگدذار    mtNAC3كند ولي تلمل به سرما را تضمین مي mfNAC3تراریخت با این دو ژن دیده شد كه 

متصدل   mtCBF4بده طدور مسدتقیم بده پروموتدور       mfNAC3كه  در این مطالعه مشخص شد .كنداست اما آن را تضمین نمي

تواندد تلمدل بده دمداي پدایین را      مي mfNAC3كند كه بیان بیش از حد شود و این موضوع یک دلیل قابل قبول را ارائه ميمي

 رد(. Qu et al. 2016باشدد ) مدي  mfNAC3یدک ژن هددف بدراي     mtCBF4افزایش دهد. با توجه به نتایج این تلقیق ژن 

 بهي برارا  نهیزمو  كنديم ي، بازMedicagoمثبت در تلمل سرما در  نقش MfNAC3كه داد نشان  یک مطالعه جیمجموع، نتا

 . (Domingues 2009) آوردميفراهم سرماي بالا با تلمل  لایندست آوردن 

 گیری نتیجه

هداي  ، در درک پاسدخ NACاي رونویسدي  ههاي مولكولي شبكهدر مجموع نتایج این تلقیق نشان داد كه درک مكانیسم

 هداي زیسدت  توانند با چالشباشد كه ميها ضروري مياي از تنشتنش چندگانه براي توسعه گیاهان زراعي مقاوم به طیف گسترده

بیدان  بررسدي   -1شدود:  شوند، مقابله بهتري داشته باشند. بنابراین پیشنهاد مدي ملیطي كه در شرایط آب و هوایي آینده مواجه مي

و  NACهداي  بررسي پرومدوتر ژن  -2 هاي تركیبي مورد ارزیابي قرار گیرد.، در گیاهان زراعي بویژه در تنشNACهاي دیگر ژن

ها در طیفي از ارقام عد، متلمدل بده   بیان این ژن -3ها صورت گیرد. تللیل نواحي پاسخ دهنده این پروموترها در مقابله با تنش

 سرما بررسي شود.
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