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A B S T R A C T 
Heat stress has detrimental effects on the growth and performance of plants 

through biochemical, physiological, morphological, and molecular changes. 

Plants have developed complex mechanisms to balance growth and tolerance 

to stress, allowing them to effectively defend against more severe stresses by 

remembering mild stress and forming heat stress memory, known as 

thermopriming. To investigate the role of thermopriming in inducing the 

transcription response of HSFA2, HSFA1b and MIPS2 genes, the changes in 

the transcriptional level of the genes were studied at different times after 

priming and return stress in canola seedlings using the qRT-PCR technique. 

The results showed that the expression of these genes was not stable during 

the recovery period after the initial mild stress (memory phase), while their 

transcription level immediately after facing the second severe stress was 

induced at a much higher level in primed plants (P+T treatment) compared 

to non-primed plants (T treatment) which continued until 48 hours after 

return stress. Also, morphological analysis of seedlings at 7 and 14 days after 

release from the second stress showed that thermopriming increase the 

growth indices and heat tolerance in these plants through strengthening the 

expression of stress memory genes. Since the HSFA1b, HSFA2 and MIPS2 

genes have maintained their expression level until days after the return stress, 

these genes can be the key components of the transcriptional memory of heat 

stress and be used in breeding programs and the development of heat tolerant 

varieties.  
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  علمی نشریه

 فناوری گیاهان زراعیزیست
 

 

 «مقاله پژوهشی»

ای تنش گرما در های حافظهژن به رونویسخخی اسخخ پاثر پرایمینگ دمائی در 

 های کلزاگیاهچه

 
 *1یطاهر هنگامه، 1فریطاهر دینو

 

 چکیده
بر رشد و  یاثرات مضر یو مولکول یکیمورفولوژ ،یکیولوژیزیف ،ییایمیوشیب راتییتغ قیاز طر ییتنش گرما
اند ای را برای متعادل کردن رشد و تحمل به تنش ایجاد کردههای پیچیدهمکانیسم اهانیدارد. گ اهانیعملکرد گ
ی تنش گرمایی گیری حافظههای ملایم و شکلدهد که با به خاطر سپردن تنشها این امکان را میکه به آن

جهت باشند.  های شدیدتر داشتهشود، دفاع مؤثرتری در برابر تنشکه تحت عنوان پرایمینگ دمایی نامیده می
در  راتیی، تغMIPS2و  HSFA1b ،HSFA2 یهاژن یسیدر القاء پاسخ رونو ییدما نگیمینقش پرا یبررس

کلزا با  یهااهچهیدر گ یو تنش برگشت نگیمیمختلف پس از پرا یها در ساعات زمانژن نیا یسیسطح رونو
 یها در طول دورهژن نیا انینشان داد که ب جیقرار گرفت. نتا یمورد بررس qRT-PCR کیاستفاده از تکن

ها بلافاصله آن یسیکه سطح رونوحال آن ست،ین داریاول )فاز حافظه( پا میپس از فراغت از تنش ملا یابیباز
 اهانی( نسبت به گP+T ماریشده )تمیپرا اهانیدر گ یبالاتر اریدوم در سطح بس دیبا تنش شد واجههپس از م

 جینتا یبررس نیادامه داشت. همچن زین یساعت بعد از تنش برگشت 48( القاء شد که تا T مارینشده )تمیپرا
 قیاز طر تواندیم ییدما نگیمیراروز پس از فراغت از تنش دوم نشان داد که پ 14و  7 هااهچهیگ یکیمورفولوژ

شود.  اهانیگ نیدر ا ییو القاء تحمل گرما یرشد یهاشاخص شیتنش باعث افزا یحافظه یهاژن انیب تیتقو
حفظ  یخود را تا روزها پس از تنش برگشت انیسطح ب MIPS2و  HSFA1b ،HSFA2 یهاجا که ژناز آن
نظر گرفت و از آن  در ییتنش گرما یسیرونو یحافظه یدیها را به عنوان جزء کلژن نیا توانیند، لذا ماهکرد
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 مقدمه
صورت مداوم با تغییر ستی  گیاهان به  ستی و غیرزی شرایط زی در 

کنند که هایی را ایجاد میاین تغییرات اغلب تنشروبرو هستتتتند. 
بوده و ممکن است با گذر زمان به شدت افزایش  شوندهگاهاً تکرار

یکی از این  .(Hilker et al., 2016; Balazadeh, 2022) یابند
که  استتتمحدوده بهینه در ستتطحی بالاتر از افزایش دما ها، تنش

سیب سلمعمولاً به دلیل اثرات آ سان به  ول، مانند تغییر عملکرد ر
ست و/ یا تولید گونهها، تجمع پروتئینآنزیم های های تاخورده نادر

شد و نمو گیاهان را مختل می سیژن فعال، ر سوی دیگر اک کند. از 
تنش گرما به یکپارچگی ستتاختاری دستتتگاه فتوستتنتزی آستتیب 

 کندرستتاند و در نتیجه تیبیت دی اکستتید کربن را محدود میمی
(Hasanuzzaman et al., 2013; Hu et al., 2020; Moore 

et al., 2021.)  مطالعات نشتتان داده استتت که به دنبال افزایش
ای و ادامه ستیر صتعودی گرمایش جهانی، انتشتار گازهای گلخانه

های فیزیولوژیک تغییرات طولانی مدت دما بر بستتیاری از فعالیت
ت غذایی و تامین گیاه اثر خواهد گذاشتتت و تهدیدی جدی در امنی

گزارش جدید  (.Moore et al., 2021گذارد )سوخت بر جای می
1IPCC شان می  5/1که افزایش گرمایش جهانی به بیش از  دهدن

تاثیرات صتتنعتی، انقلاب  گراد بالاتر از ستتطح قبل ازدرجه ستتانتی
بازده محصتتتولات کشتتتاورزی خواهد  ایگستتتترده داشتتتت بر 

(Masson-Delmotte et al., 2022)به  دمایی رو، تنش . از این
عنوان یک چالش مهم در در زمینه محیط زیستتتت و کشتتتاورزی 

در جهت و نیاز به راهکارهای کاهش این تأثیرات  باشتتدمیمطرح 
 وری تولیدات کشاورزی ضروری است. افزایش بهره

گیاهان به منظور مقابله با تنش گرما از دو استتتتراتژی تحمل 
شتتوند. برخلات تحمل ذاتی که در مند میهرهب 3و اکتستتابی 2ذاتی

له با تنش گرما دارد، در تحمل  آن گیاه ظرفیت طبیعی برای مقاب
نیز نامیده  4اکتستتابی که تحت عناوین خوگیری یا پرایمینگ دما ی

شتتتود گیاهان قادر خواهند بود پس از اینکه طی دوره کوتاهی می
تحمل بالایی به  تحت تنش ملایم گرما قرار گرفتند )پرایمینگ(،

 ,.Yeh et alهای بعدی نشان دهند )سطوح کشنده گرما در تنش

آماده شتتدن )پرایمینگ( برای  زراعیارتقاء قابلیت گیاهان (. 2012
را  تنشتواند تحمل به می های زیستی و غیر زیستیتنشدر برابر 

آب و هوایی، عملکرد  شتتترایط تغییر در صتتتورتافزایش داده و 

                                                                                                                                                                                      
1. Intergovernmental Panel on Climate Change 

2. Basal heat tolerance 

3. Acquired heat tolerance 

4. Thermopriming 

ضمین  صول را ت سطح  .(Bita & Gerats, 2013) نمایدمح در 
با دو  )پرایمینگ دمایی( گرما تنشدر برابر آماده شتتدن مولکولی، 
القاء های ژن بیان پایدار( 1همراه استتتت: ) رونویستتتینوع حافظه 

 تنش گرماییگرما که بیش از چند روز پس از  شتتتده تحت تنش
مه می یه ادا بداول یاندد ( افزایش مج2)و  یا  تنشها پس از ژن ب

(.  et al; Liu 2016., et alLämke ,.2018) 5برگشتتتیگرمای 
سی با برخی از  ست که حافظه رونوی شده ا شخص  هر چند که م

 هیستون 4متیلاسیون لیزین تری/-ویژه دیتغییرات هیستونی به 

H3  همراه است (Jaskiewicz et al., 2011 ،) اساسبا این حال 
سیاری جوانب مولکولی حافظه  سی از ب شناخته رونوی باقی مانده نا

در آرابیدوپستتیس، چندین فاکتور موثر در حافظه رونویستتی  استتت.
از اند. ( شناسایی و تعیین خصوصیت شده2و  1تنش گرمایی )نوع 

  FORGETTER1 (FGT1)جملتته این فتتاکتورهتتا، پروتئین
شد که می سی نقش حیاتی در حافظهبا  .کندایفا می یک وعن رونوی

FGT1 های بازستتازی کروماتین کلاسبا پروتئین SWI/SNF و 
ISWI  ته مامدارد و  کنشبرهمدر هستتت دوره حافظه، طول  در ت

ارد دمیو رونویستتتی را فعال نگه نوکلئوزوم را کاهش  فشتتتردگی
(Brzezinka et al., 2016)رونویسی شوکفاکتور  دو . همچنین 

یان  3HSFAو 2HSFA ،(HSF) 6تیحرار یدار ب پا قاء  برای ال
حافظه رونویستتی پس از تنش گرما )نوع یک( ضتتروری هستتتند 

(Friedrich et al., 2021پروتئین .)های HSF  های به تکرار
سترده شوک حرارتی nGAAn ای از توالیگ صر  ( HSEs) که عنا
 ;Nover et al., 2001شتتتوند )شتتتوند، متصتتتل مینامیده می

Anckar & Sistonen, 2011).  حافظه تنش گرما نیازمند فاکتور
( که Charng et al., 2007باشتتد )می HSFA2شتتوک گرما ی 

نوع فاکتور شتتوک حرارتی استتت که در آرابیدوپستتیس  21یکی از 
صی در حافظه تنش گرما دارد ) صا  ,.Ohama et alعملکرد اخت

2017 .)HSFA2  سط ستقیما تو سه تا القاء می HSFA1م شود. 
به عنوان  A1D و A1A، A1Bیعنی  HSFA1های از ایزوفرم
مطرح هستتتند فوری به تنش گرما  کنندگان اصتتلی پاستتختنظیم

(Yoshida et al., 2011; Yeh et al., 2012).  این فاکتورها به
های شتتوند و به واستتطه اتصتتال به پروتئینطور پیوستتته بیان می

شوند( به حالت نامیده می 8ت عنوان چپرون)که تح 7شوک حرارتی
گه داشتتتته میغیر به محر بروز تنش گرمایی، فعال ن شتتتوند. 

5. Recurring stress 

6. Heat shock transcription factor 

7. Heat shock proteins (HSPs) 

8. Chaperone 
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به پروتئینچپرون شتتتوند و در نتیجه های دیگر متصتتتل میها 
سی ژنفعال می HSFA1 هایایزوفرم های چپرون شوند و رونوی

ند کنها غیرفعال شتتوند، القاء میرا تا زمانی که دوباره توستتط آن
مدل تیتراستتتیون چپرون( ) (Kappel et al., 2023).  به طور

خلاصه مدل ارا ه شده برای حافظه رونویسی به این صورت است 
سیون HSFA2 که ستفاده از متیلا سی  H3K4با ا ، فعالیت رونوی
یکژن یان  پا ند روز پس از  خاص را برای چ مای  های  تنش گر

مدت حفظ می تاه  ظه رونویستتتی نوع کو حاف ند ) پس از  یک(.ک
سی در زیر مجموعه سی، نوع دوم حافظه رونوی ای از کاهش رونوی

سی به ها فعال باقی میژن ماند و باعث افزایش القای مجدد رونوی
شدید بعدی می شتی  شود که معمولا محر رویارویی با تنش برگ

(. Liu et al., 2018) یابدتا چند روز بعد از پرایمینگ هم ادامه می
HSFA2  تنش گرمایی  هر دو نوع حافظه رونویستتتی بعد ازبرای

با این حال استتتاس  (،Lämke et al., 2016مورد نیاز استتتت )
هنوز به  HSFA2 توستتتط تنش گرمایی چگونگی ارتقای حافظه

 خوبی شناخته نشده است. 
های گذرا و ملایم گرما به از آنجا که قرار گرفتن در معرض تنش

های یی را برای تحمل به تنشکند تا حافظه دماگیاهان کمک می
های اخیر تحقیقات در بعدی به دستتتت آورند، از این رو در ستتتال

های مولکولی پرایمینگ دمایی در گیاه آرابیدوپستتیس خصتتوص جنبه
 ;Ling et al., 2018ای را به خود جلب کرده استتت )توجه فزاینده

Friedrich et al., 2021; Kappel et al., 2023 های مکانیسم( و
ست  شده ا سایی  شنا سلولی متنوعی در زمینه افزایش حافظه تنش 

(Balazadeh, 2022سم های مولکولی پرایمینگ (، با این حال مکانی
دمایی و حافظه تنش گرمایی در بستتتیاری از گیاهان از جمله کلزا 
ناشناخته باقی مانده است. با توجه به اهمیت کشت گیاه کلزا به عنوان 

ص صنایع تولید یک مح ستفاده در  شاورزی و مورد ا ستراتژیک ک ول ا
به رشتتتد دمای  به روند رو  با توجه  روغن خوراکی و خوراک دام و 

های حافظه تنش گرما و ایجاد مقاومت جهانی، آشنایی با نحوه اثر ژن
لذا در تحقیق  گرمایی در گیاه کلزار از اهمیت بالایی برخوردار استتتت.

های حافظه  ی بر میزان رونویستتتی برخی ژناخیر اثر پرایمینگ دما
مانی  MIPS2و  HSFA2  ،HSFA1bنظیرتنش  در فواصتتتتل ز

ستفاده از تکنیک  صی پس از تنش دوم با ا شخ مورد  qRT-PCRم
 ارزیابی قرار گرفت.

 

 پیشینه پژوهش

ستراتژی صر کلیدی ا های سازگاری به تغییرات محیطی یک عن
گیاه را برای  که تنش ملایم گرما،باشد به این ترتیب بقای گیاهان می

کند و امکان بقای گیاه در به دستتتت آوردن تحمل حرارتی آماده می
کند. تحمل گرمایی شتتدیدتر تنش گرمایی را تستتهیل می شتترایط

سابی به طور فعال در طی چند روز حفظ می شود )حافظه تنش( و اکت
 Friedrichحافظه تنش همراه است ) های مرتبط باپایدار ژنبا القای 

et al., 2021.) حال، همه ژن مایی با این  نده تنش گر قاکن های ال
شان نمی سی را ن ای و های حافظهدهند و تمایز بین ژنحافظه رونوی

های کلیدی موثر ای نامشتتخص استتت. در مطالعه قبلی ژنغیرحافظه
ستقرار و پایداری حافظه تنش گرما در گیاهچه سیس در ا های آرابیدوپ

مورد بررسی قرار گرفت و اطلاعات  In silicoهای اده از روشبا استف
های موثر در حافظه رونویسی )نوع کنش ژنجامعی در خصوص برهم
سم ست آمد )های تنظیمی بیان آنیک و دو( و مکانی  AlKianها بد

Abadi et al., 2023 یا عه دیگری جهت ارزیابی اینکه آ (. در مطال
لقاء شتتده در اثر تنش گرما، وابستتته به هایی با حافظه رونویستتی اژن

هستند یا خیر، ترانسکریپتوم گیاهان پرایم شده و   HSFA2 عملکرد
مورد بررسی hsfa2 های فرم وحشی و موتانت پرایم نشده در اکوتیپ

الگوی بیان  hsfa2قرار گرفتند. نتایج نشان داد که در اکوتیپ موتانت 
دهنده نقش میبت این ای مشتتاهده نشتتد که نشتتانهای حافظهژن

باشتتتد. جهت تا ید های حافظه تنش گرما میفاکتور در القاء بیان ژن
سی در دو اکوتیپ نتایج ریزآرایه، بیان تعدادی از ژن های حافظه رونوی

شی و موتانت  ستفاده از hsfa2 وح سی  qRT-PCRبا ا نیز مورد برر
رفت. نتایج نشتتان داد که در اکوتیپ وحشتتی، الگوی بیانی این قرار گ
افزایش یافته گیاهان پرایم نشده  ها در گیاهان پرایم شده نسبت بهژن

این افزایش بیان مشتتاهده  hsfa2 بود، حال آنکه در اکوتیپ موتانت 
در القاء  HSFA1های نشد. از سوی دیگر جهت مطالعه نقش ایزوفرم

های موتانت ها در اکوتیپای، الگوی بیان این ژنههای حافظبیان ژن
گیاهان و اکوتیپ وحشتتی در  hsfa1dو  hsfa1a ،hsfa1bستته گانه 

مورد بررسی قرار گرفت. این پرایم شده نسبت به گیاهان پرایم نشده 
سی در ارتباط با یافته شان داد که در اکوتیپ موتانت، حافظه رونوی ها ن
مشاهده  HSFA1Eو  APX2 ،MIPS2 های مورد آزمایش نظیر ژن

نشتتد. از ستتوی دیگر در این آزمایش مشتتخص شتتد که بیش بیان 
HSFA2 سخ سبب بروز پا ای های حافظهبه تنهایی قادر نخواهد بود 
توان استتتنباط کرد که شتتود و بدین ترتیب می hsfa1های در موتانت

 های القاءبه عنوان جزء ضروری حافظه رونویسی ژن HSFA2چه گر
ست و این فاکتور  ست اما به تنهایی کافی نی شده تحت تنش مطرح ا

در حافظه رونویسی بسیاری  HSFA1های تنظیمی به همراه ایزوفرم
های ژنی موثر استتت. از این رو یک فرضتتیه این استتت که از جایگاه
جهت عملکردشتتتان نیاز دارند که بصتتتورت  HSFA1 هایایزوفرم

تشتتکیل کمپلکس دهند. فرضتتیه دیگر این  HSFA2 هترومریک با
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کنند که قادرند فاکتوری را القاء   HSFA1 هایاستتتت که ایزوفرم
کند. های حافظه رونویسی عمل در القاء بیان ژن HSFA2تواند با می

ای در های حافظهتر ژنتر و قویهمچنین جهت ارزیابی بیان ستتتریع
و  APX2نظیر  های حافظهناثر پرایمینگ دما ی، بیان تعدادی تا از ژ

MIPS2  30، 15بلافاصتتله پس از تنش گرما ی در فواصتتل زمانی ،
، 15دقیقه پس از اعمال تنش گرما ی و در فواصتتتل زمانی  60و  45
شت به دمای  60و  45، 30 سانتی 22دقیقه بعد از بازگ گراد در درجه 

شان گیاهان پرایم شده و پرایم نشده مورد ارزیابی قرار گرفت. نت ایج ن
دقیقه بعد  15ها از بیان این ژنگیاهان پرایم شتتده افزایش  داد که در

از اعمال تنش شروع شده و تا یک ساعت بعد از اعمال تنش در دوره 
بازیابی نیز ادامه پیدا خواهد کرد حال آنکه در تیمار بدون پرایمینگ، 

بود  تر و ضتتتعیف تر خواهدها آهستتتتهداری بیان این ژنطور معنیبه
(Liu et al., 2018.) 

ی تنش های حافظهدر آزمایش دیگری میزان بیان نستتبی ژن
های زمانی مختلف بازیابی بعد در بازه گرما در گیاه آرابیدوپستتیس

ای مورد بررسی قرار گرفت. نتایج نشان دقیقه 45و  5های از تنش
نش گرما در معرض ت قهیدق 45مدت به اهانیکه گ یهنگامداد که 

شت ژن قرار گرفتند،  HsfA2 ،Hsp22  ،Hsp70هایمیزان رونو

 ، Hsp90و Hsp101  پس از ستتتاعت  1 ای قهیدق 30به مدت
اعات باقی ماند و در ستت داریدر ستتطح بالا پااعمال تنش همچنان 

حال آن فت  یا کاهش  تدریج  به  یابی  باز عدی  با ب باط  که در ارت
ن دقیقه در معرض تنش گرما 5گیاهانی که به مدت  د، قرار گرفت
ستتاعت  دقیقه تا یک 30تنش  یهای حافظهستتطح رونوشتتت ژن

ساعت پس از بازیابی، می سه  سید و  زان پس از تنش به حداکیر ر
 نیاهای مورد مطالعه به طور ناگهانی کاهش یافت. رونوشتتت ژن

ش داد که حافظه تنش بستتتته به مدت زمان تن نشتتتان هایافته
ای قادر دقیقه 5شود و حتی تنش  یمتواند به طور متفاوتی تنظمی

سخ ست پا سازگاری به گرما را در زمانا های متفاوت پس از های 
 (.Oyoshi et al., 2020بازیابی تنظیم نماید )

 

 شناسی پژوهشروش
انجام گرفت. بذور  (50بذور کلزا )هیبرید هایولااین آزمایش روی 

استریل سطحی از مرکز تحقیقات صفی آباد دزفول تهیه و پس از 
ستریل  3-2به مدت  %70با اتانول  شو با آب مقطر ا شست دقیقه و 

شت حاوی خاک  زنیجهت جوانه سینی ک شت  و پیت ماسدر  ک
در مرحله  هاگردید و آبیاری بصتتورت روزانه انجام گرفت. گیاهچه

متر حاوی سانتی 20ستیکی با قطر دهانه لابه گلدان پ برگی 2-3

تکرار  3در  پیت ماسوم د یکو  یلخاک مزرعه استتتتروم دیک 
ها در گلدان های کشتتت و. ستتینیانتقال داده شتتدند بیولوژیکی

 درجه 25±1ساعت تاریکی، دمای  8ساعت روشنایی،  16شرایط 

شب در دمای گراسانتی  و گرادسانتی درجه 18±1د در روز و در 
ها و آبیاری گلدان شتتتدند داده قرار گلخانه %70 رطوبت نستتتبی

برگ  4-5 باهایی گیاهچه . در نهایتانجام شتتتد روزانه بصتتتورت
 .ندیکنواخت جهت اعمال تیمار انتخاب شد هایاندازهبا  و حقیقی

شکل  شد: به ترتیب زیر ا 1اعمال تیمارها مطابق با دیاگرام  نجام 
درجه  37مدت ستتته ستتتاعت در دمای ها بهگیاهچه ،در تیمار اول

شدندگراد قرار سانتی شت  ی( وی)پرایمینگ دما داده  چهار پس از گذ
گراد )فاز حافظه(، درجه ستتانتی 25روز در وضتتعیت بازیابی در دمای 

سانتی 44تنش گرمایی  شد )تیمار  30گراد بمدت درجه  دقیقه اعمال 
های چه(. در تیمار دوم گیاهP+T ییگیاهان پرایم شتتده ت تنش گرما

بدون آن هار برگی  نگ چ حت پرایمی حت  ییمادکه ت ند ت قرار بگیر
به مدت  44تنش گرما ی  قه قرار گرفت 30درجه  نش ت)تیمار  نددقی

 37ها فقط تحت پرایمینگ دما ی (. در تیمار ستتوم گیاهچهT ییگرما
سانتی سدرجه  ساعت قرار گرفتگراد به مدت  )تیمار گیاهان پرایم  نده 

یش در دوره آزما تمام طولها در نیز گیاهچه شاهد( و در تیمار P شده
در تمامی  (.C شتتاهد)تیمار کردند گراد رشتتد درجه ستتانتی 25دمای 
بازگشتتتت ستتتاعت پ 72و  48، 24، 1برداری نمونه تیمارها س از 
یافته  رشدهای کاملا گراد از برگدرجه سانتی 25ها به دمای گیاهچه

ها در فویل گیری، نمونهبلافاصتتتله پس از نمونه .صتتتورت گرفت
مایع آلومینیومی قرار گر ته و پس از قرار گرفتن در ازت  مای دف ر د

 . شدندگراد نگهداری رجه سانتید -80
ستخراج سیناکلون(  RNA ا شرکت  کل با روش ترایزول )

طبق پروتکل شرکت سازنده صورت گرفت. برای بررسی کمیت 
استتتتخراج شتتتده از دستتتتگاه نانودرا  مدل  RNAو خلوص 

(Thermo scientific, NanoDrop, 2000C,USA استفاده )

 First Strand با اسننن هااز ای     cDNAسننن    شتتد. 

cDNA Synthesis              شننن  نن  سننن  ننا(

آغازگرهای اسنن  لامل ش شنن    سننایرتز رنن ل        

صی ژن صا ساس  MIPS2و  HSFA2 ،HSFA1bهای اخت بر ا
نده پروتئین )و توالی ESTهای توالی بت CDSهای رمزکن ( ث

 Primerبا استتتفاده از برنامه  NCBIگاه اینترنتی شتتده در پای

Quest  متتوجتتود در ستتتتایتتتIDT (Integrated DNA 

Technologies(1ند )جدول( طراحی شد. 
 
 

 
 

 

 
 

 

 
 

 
 



 
 های کلزاهای کاندید حافظه تنش گرما در گیاهچهگیری بیان نسبی ژنتیمارهای اعمال شده جهت اندازه. 1 شکل

 

رها برای اطمینان از طراحی صحیح و عملکرد اختصاصی آغازگ
، سنتز شده cDNAو همچنین پیدا کردن بهترین دمای اتصال به 

و  Bio-Rad ترموستتایکلر با استتتفاده از دستتتگاه PCRواکنش 
روی  بر qRT-PCRواکنش بصتتورت شتتیب دمایی انجام شتتد. 

ستگاه  شرکت  StepOnePlus Real-Time PCR Systemد (
ABI فاده از مستتتترمیکس با استتتت  2X Real-time PCR( و 

Master Mix (SYBR Green)  ساخت شرکت سیناکلون انجام
سه گیاه متفاوت سه تکرار بیولوژیکی )از  ( و دو شد. برای هر ژن 

تهcDNAتکرار تکنیکی )دو تکرار برای هر  شتتتد. ( در نظر گرف
ز انیز  Real- time PCRهای مخصتتتوص واکنش  میکروتیو
برای آنالیز  تهیه شتتتدند. GUNSTER BIOTECHشتتترکت 

آمده از روش اختلات در تغییرات درجه آستتتانه دستتتهای به داده
(CT∆∆ )( استفاده شدLivak & Schmittgen, 2001 که ابتدا )

های مختلف با استتتتفاده از ژن مرجع، چرخه آستتتتانه برای نمونه
های ستتازی شتتد و ستتپس تفاوت نستتبی در میزان بیان ژنالنرم

 Pfaffl et) محاستتبه گردیدREST افزار هدت با استتتفاده از نرم

al., 2002به عنوان ی داده(. در این روش، همه با ژن اکتین  ها 
سپس میزان تغییرات بیان ژن شدند و  ها در کنترل داخلی، نرمال 

شتترایط کنترل و  ت بهنستتب های مورد استتتفادهپاستتخ به محرک
سبت به گیاهان بدون پرایم شده ن ینگ همچنین در گیاهان پرایم 

 دمایی سنجیده شد.
شدی از گیاهچهجهت اندازه های کلزا با گیری پارامترهای ر

بدین ترتیب که برگ کاملا رشتتتد یافته استتتتفاده شتتتد.  5-4

یابی  باز یاهان پس از طی یک دوره  روزه، تحت تنش دوم  4گ
ند  نهقرار گرفت مال تنش  14و  7گیری و نمو روز پس از اع

گیری وزن خشتتک دوم صتتورت گرفت. به منظور اندازهگرمایی 
های مربوط به هر تیمار به صتتورت اندام هوایی و ریشتته، نمونه

دمای  ستتتاعت در 48های کاغذی و به مدت جداگانه در پاکت
گراد در آون قرار داده شتتدند و ستتپس توزین درجه ستتانتی 70

 4این آزمایش در قالب طرح کاملا تصتتتادفی با  انجام گرفت.
گیری صتتفات رشتتدی گیاه انجام تیمار و ستته تکرار برای اندازه

ستفاده از نرمشد. داده صل با ا مورد  SASافزار آماری های حا
ها از آزمون چند یانگین دادهی مآنالیز قرار گرفت. جهت مقایسه

 درصد استفاده شد. پنجداری ای دانکن در سطح معنیدامنه
 

 های پژوهشیافته
های کاندید حافظه تنش گرمایی در بررسخخی بیان ژن

 کلزا

یانی ژن یابی الگوی ب هت ارز یان ج ظه تنش، ب حاف ید  ند کا های 
سبی  یزمان ساعاتدر  MIPS2و  HSFA1b ،HSFA2 هایژن ن
 اهتتانیتت)گ T یمتتارهتتایتدر  پس از اعمتتال تنش دوم فمختل
هانیگ) P، نشتتتده(میپرا حتکه فقط  یا ته نگیمیپرا ت  قرار گرف

ند مار بود هانیگ) P+T( و تی حت تنش نگیمیپراکه پس از  یا  ت
اده از با استتتف (C) شتتاهد ماریت نستتبت به  (دوم قرار گرفته بودند

  شد دهیسنج qRT-PCRتکنیک 
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 qRT-PCR شده در واکنش استفاده یغازگرهاآ یتوال. 1جدول 

 شده ریتکث قطعه طول

(bp) 

 تیساIDT در آغازگر اتصال یدما

(°C) 

 مریپرا یتوال

(5'-3') 
 نظر مورد ژن

107 56 F: TCTGGTGATGGTGTGTCTC 
R: ATCAGGGAATCAGTGAGGTC 

Actin 

92 59 F: TCCAAGTCCAAGCCAAGGA 
R: AACACACTCCATCACCTGTC 

HSFA1b 

144 56 F: AAGGTGGATAAGGTTGTGGT 
R: AGCATAAAGCGTGGAAGGAG 

MIPS2 

227 58 F:TCAGGTATGTCTTGTGTGGAAG 
R:ACAAAGTTTGGATTGTTCAAGG HSFA2 

 
 HSFA2 ژن

یک ستتاعت پس از اعمال تنش گرمایی  HSFA2ژن  انیب زانیم
، 6/9 بیترتهبP+T و  P، T یمارهایت دردوم )تنش برگشتتتتی( 

شتتاهد )در ستتطح  اهانینستتبت به گافزایش برابر  2/190و  3/10
صد(  کی یداریمعن شان داددر ژن در  نیا یانیب یالگو سهیمقا. ن
نشتتده  میپرا اهانیگ( نستتبت به P+T ماریشتتده )ت میپرا اهانیگ
 کی یداریمعنستتطح  در) شیبرابر افزا 3/18 زانی( به مT ماری)ت

صد(  شددر ش گزارش  ساعت  24 یشیروند افزا نیا(. الف 2 کل)
شاهده زین تنش از فراغتپس از  تجمع  زانیمکه  یاگونهبه شد م
شت سبت برابر 2/60 و 7/4 بیترتهب P+T و  T ماریدر ت هارونو  ن

داد.  ( نشاندرصد کی سطح در) داریمعن شیافزا شاهد اهانیگ به
 6/12و  یشتتیافزا زینP+T/T  یماریت ستتهیدر مقا یانیب راتییتغ

حال  نی. با اشتتد گزارشدرصتتد(  کی یداریمعنبرابر )در ستتطح 
شان  ماریبا ت یداریمعن رییتغ P ماریدر ت هارونوشت زانیم شاهد ن

 یسیرونو نرخ ،ساعت پس از فراغت از تنش 48(. ب2نداد )شکل 
 ماریشتاهد نشتان نداد و در ت ماریبا ت یداریمعن تفاوت T ماریت در
P ماری. اما در تنشتتتد گزارش میبت یانیب راتییتغ زین P+T  روند
سبت  9/10 بهو  بود شده حفظ همچنان یسیرونو یشیافزا برابر ن
سطح معن اهانیبه گ صد(  کی داریشاهد )در  سدر  راتییتغ. دیر
برابر )در  9/15و  یشتتیافزا زینP+T/T  یماریت ستتهیدر مقا یانیب

 حال نیا با(. ج2)شتکل  شتد گزارشدرصتد(  کی یداریمعنستطح 
 درستتاعت پس از فراغت از تنش  72 یستتیرونوستتطح  راتییتغ روند
شده  یمارهایهمه ت سبتمطالعه  گزارش  داریمعنشاهد  اهانیبه گ ن

 P+T/T یماریت سهیدر مقا یانیب راتیی. تغدیرس هیپانشد و به سطح 
 د(. 2)شکل  گزارش نشد داریساعت معن نیدر ا زین
 

  HSFA1bژن

در یک ستتاعت پس از فراغت از تنش  HSFA1bمیزان بیان ژن 

شاهد گزارش  P+T 6/11گرما ی در تیمار  سبت به گیاهان  برابر ن
صورتیشد )معنی صد(، در  سطح یک در که در تیمارهای داری در 

P  وT داری نستتبت به گیاهان شتتاهد، مشتتاهده نشتتد. تغییر معنی
سه میزان بیان در تیمار  سبت به تیمار  P+Tمقای ، افزایش بیان Tن

داد  برابر را نشتتان 2/12دار در ستتطح یک درصتتد به میزان معنی
 P+Tو  P ،Tساعت، در هر سه تیمار  24الف(. در زمان  3)شکل 

 8/38و  6/10، 4/9میزان بیان ژن نسبت به تیمار شاهد به ترتیب 
داری در ستتطح یک درصتتد( و بررستتی برابر افزایش یافت )معنی

برابری را نشان  6/3افزایش  P+T/Tالگوی بیانی مقایسه تیماری 
ستتاعت، بیان این ژن در هر ستته  48ب(. در زمان  3داد )شتتکل 

به ستتتطح  Tو  Pتیمار روند کاهشتتتی پیدا کرد و در تیمارهای 
سید. اما در شاهد ر شدید P+Tتیمار  گیاهان  تر بوده روند کاهشی 

برابری میزان بیان نستتبت به گیاهان شتتاهد گزارش  30و کاهش 
، Tنستتبت به تیمار  P+Tشتتد. مقایستته میزان بیان ژن در تیمار 

داری در سطح یک درصد( برابری را نشان داد )معنی 8/27کاهش 
شکل  شی در میزان بیان ژن  72ج(. در زمان 3) ساعت، روند کاه

سه تیماری ه شد اما در مقای شاهده  این تغییرات  P+T/Tمچنان م
 د(. 3دار نبود )شکل بیان معنی

 

 MIPS2ژن 

مایی دوم،  غت از تنش گر عت پس از فرا یک ستتتا مان  در ز
برابر نستتبت به  1/10به میزان  P+Tافزایش بیان ژن در تیمار 

شاهد گزارش شد )معنی داری در سطح یک درصد(. در گیاهان 
شاهد  Tو  Pکه تغییرات بیانی در تیمارهای صورتی سبت به  ن
سطح بیان ژن در تیمار معنی سه  سبت  P+Tدار نبود. در مقای ن

داری در برابری گزارش شتتتد )معنی 6/25افزایش  Tبه تیمار 
صد(  شکل سطح یک در ساعت، میزان  24الف(. در زمان  4)

 4/68روند افزایشتتی خود را حفظ کرد و به  P+Tبیان در تیمار 
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سید )معنی شاهد ر سبت به گیاهان  سطح یک برابر ن داری در 
های  مار که در تی حالی  یانی ژن  Tو  Pدرصتتتد(، در تغییرات ب
دار نبود. در مقایستتته تیماری نستتتبت به گیاهان شتتتاهد معنی

P+T/T برابر مشتتاهده  6/37داری به میزان زایش بیان معنیاف
ستتاعت، ستتطح بیان ژن در  48ب(. در زمان  4شتتد )شتتکل 
سید، درحالی P+Tو  Pتیمارهای  شاهد ر سطح گیاهان  که به 
شاهد  Tدر تیمار  سبت به تیمار  برابر کمتر  12سطح بیان ژن ن

، بالاتر بودن Tنستتبت به  P+Tگزارش شتتد. مقایستته تیماری 
داری در سطح برابر نشان داد )معنی 3/3بیان را به میزان سطح 

ساعت سطح بیان ژن در  72ج(. در زمان  4پنج درصد( )شکل 
هر ستته تیمار به ستتطح گیاهان شتتاهد بازگشتتت و اختلات 

دار نیز معنی P+T/Tداری ثبت نشد. تغییرات الگوی بیانی معنی
 د(. 4گزارش نشد )شکل 

 

 الف(

 
 

 ب(

 
 

 ج(

 

 د(

 

تنش دوم  -Tپرایمینگ،  -P) های زمانی مختلف پس از اعمال تیمارهای مختلف( در بازهCنسبت به تیمار شاهد ) HSFA2میزان بیان ژن  .2 شکل

 دهد.را نشان می P+T/Tپرایمینگتتنش دوم(. پیکان بکار رفته در نمودار مقایسه تیماری  -P+Tپرایمینگ( و  ن)بدو

 عدم معنی دار بودن( nsمعنی داری در سطح یک درصد، *معنی داری درسطح پنج درصد،  **)
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 الف(

 

 ب(

 
 د(

 ج(

 

 
 

تنش دوم  -Tپرایمینگ،  -Pپس از اعمال تیمارهای مختلف ) های زمانی مختلف( در بازهCنسبت به تیمار شاهد ) HSFA1bمیزان بیان ژن . 3 شکل

 دهد.را نشان می P+T/Tپرایمینگتتنش دوم(. پیکان بکار رفته در نمودار مقایسه تیماری  -P+T)بدون پرایمینگ( و 

 عدم معنی دار بودن( nsمعنی داری در سطح یک درصد، *معنی داری درسطح پنج درصد،  **)

 
ست که پرایمینگ با تاثیر در میزان  شان داده ا مطالعات قبلی ن

های ها، عملکرد در محیطها و متابولیتها، پروتئینرونوشتتتت ژن
دهتتد امتتا از طرت دیگر گیتتاهتتان منتتابع زا را افزایش میتنش

سترده سخگ های ای از انرژی و نیازهای متابولیکی را جهت بروز پا
اکیر از این رو لازم استتتت دهند. تحمل به تنش تخصتتتیص می

سطح قبل از  شی از تنش پس از کاهش یا رفع تنش به  تغییرات نا
شتتتوند تا امکان هدایت مجدد مواد مغذی و تنش بازگردانده می

کربن تیبیت شتتتده برای بازیابی رشتتتد و نمو گیاه فراهم شتتتود 
(Crisp et al., 2016, 2017 این تنظیم مجدد منابع در طول .)

یابی پس ا به گیاهان اجازه میباز تا ز تنش )مرحله حافظه(  دهد 
 ,.Hemme et alهای دفاعی خود را دوباره تنظیم کنند )پاستتتخ

عه .(2014 طال هاای در م شتتتده در  انیب یهاژن یافتراق یالگو
 و( نگیمیپرااول ) ییتحت تنش گرماهای آرابیدوپستتیس گیاهچه

شت تنش  طیشرا تحت که یاهانیگ با سهیمقا در( دوم)تنش  یبرگ
 گرفتند قرار یبررستتت مورد(، C) بودند افتهی رشتتتد یحرارت نرمال

(Liu et al., 2018.) از گذشت سه روز از  پسنشان داد که  جینتا
ها به حالت نرمال برگشتتته ژن نیا انیستتطح ب ،ییدما نگیمیپرا

های حافظه تنش ژناستتتت که  قتیحق نیاز ا یحاک که استتتت
فاز  طول در یمداوم انیب گرمایی یا  فاز پرایمینگ  یابی ) باز دوره 

ظه(  یان ژن دنندارحاف باره ب ظهو تنظیم دو حاف ای و های 
قاء تحمل مولکول بازیابی جهت ال های ستتتیگنالی در طول دوره 

روند  یبررستتت زین ما مطالعه درگرما ی لازم و ضتتتروری استتتت. 
روز از تنش  4های مورد مطالعه پس از گذشتتت ژن یانیب راتییتغ

شده )تیمار اول د ساعات زمانی ذکر  شان داد Pر   هاژن نیاکه ( ن
حاصل  جینتا گرید یسو از .دنندار حافظه فاز طول در یمداوم انیب

همراه با تنش  نگیمی)پرا P+T ماریت در هاژن نیا یافتراق انیاز ب
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 فقط نگیمیپرا اعمال بدون که یاهانیگ) Tر مایت به نستتتبتدوم( 
ژن نیا انیب القا که داد نشتتان( بودند گرفته قرار گرما تنش تحت
 درآن،  ساعت پس از 48تا  یساعت پس از تنش برگشت کی از ها
سبت  P+T/Cیماریت سهیمقا س T/Cبه  ن ست هبود تریقو اریب  ا

ای های حافظهبیان ژن بودندنشان داده نیز  یقبل مطالعات )ت/تت(.
( به میزان P+Tپس از تنش دوم )تیمار  HSFA1و  MIPS2نظیر 

در اکوتیپ وحشتی آرابیدوپستیس  Tستبت به تیمار نقابل توجهی 
حال آن فت  یا ته افزایش  یاف یپ جهش  این  hsfa2که در اکوت

شانتغییرات معنی  HSFA2دهنده نقش موثر فاکتور دار نبود که ن
یان ژن یت ب ظهدر تقو حاف ای پس از تنش برگشتتتتی دوم های 

عهFriedrich et al., 2021باشتتتتد )می طال ی دیگری (. در م
ی تنش در نتیجه HSFA2مشخص شد که تجمع مداوم پروتئین 

له باهای گوجهملایم گرما، ظرفیت گیاهچه  فرنگی را جهت مقاب
دهنده نقش دهد که نشتتانتنش گرمای شتتدید بعدی افزایش می

 در تنظیم تحمتتل حرارتی اکتستتتتابی استتتتت HSFA2 مهم
(Fragkostefanakis et al., 2016) در آزمتتایتتش دیتتگتتری .

شدکه شخص  ست که با تنظیم یکی از مولفه HSFA2 م هایی ا
قل برخی ژن حدا یان  بت ب مان HSPهای می مدت ز  در افزایش 

 Charng etتحمل گرمایی اکتسابی در آرابیدوپسیس نقش دارد )

al., 2007.) 
 

 ارزیابی شاخص های رشدی

های کلزا، گیاهچهبه منظور بررستتی اثر پرایمینگ دمایی بر رشتتد 
شدی شاخص شتی در  14و  7های ر روز پس از اعمال تنش برگ
روز تحت بازیابی )طول دوره حافظه  4هایی که به مدت گیاهچه

یابی قرار  های مختلف مورد ارز مار ند در تی ته بود تنش( قرار گرف
شده در جداول گرفتند که نتایج ت صفات ارزیابی   2جزیه واریانس 

   ت.ارا ه شده اس 3و 

 

  الف(

 

 ب(

 
 

 ج(

 

  د(

 

 
تنش دوم  -Tپرایمینگ،  -Pهای زمانی مختلف پس از اعمال تیمارهای مختلف )( در بازهCنسبت به تیمار شاهد ) MIPS2میزان بیان ژن  .4 شکل

 دهد.را نشان می P+T/Tپرایمینگتتنش دوم(.پیکان بکار رفته در نمودار مقایسه تیماری  -P+T)بدون پرایمینگ( و 

 عدم معنی دار بودن( nsمعنی داری در سطح یک درصد، *معنی داری درسطح پنج درصد،  **)
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ندازه چه وزن ترگیری ا یاه ندام هوایی گ های کلزا در ا
روز پس از اعمال تنش برگشتتتتی با  14و  7تیمارهای مختلف 

روزه نشتتان داد تنش گرما  4طول دوره بازیابی )فاز پرایمینگ( 
دار ( ستتبب کاهش معنیTبدون اعمال پرایمینگ دمایی )تیمار 

سبت به  شاخص ن شاهداین  شان گیاهان  دهنده اثر شد که ن

که پرایمینگ اندام هوایی است حال آن وزن برما منفی تنش گر
مار  به طور P+Tدمایی )تی ( میزان این شتتتاخص رشتتتدی را 

روز  7( Tداری در مقایستته با گیاهان پرایم نشتتده )تیمار معنی
بت پس از تنش برگشتتتتی  حاکی از اثر می که  افزایش داد 

 (.5اندام هوایی گیاه است )شکل  وزنپرایمینگ دمایی بر 
 

روز طول دوره  4های کلزا با روز پس از اعمال تنش برگشتی در گیاهچه 7های رشدی در تیمارهای مورد مطالعه تجزیه واریانس شاخص .2جدول 
 بازیابی )فاز پرایمینگ(

 منابع تغییرات
 درجه 
 آزادی

 وزن تر اندام 
 هوایی )گرم(

 وزن تر ریشه 
 )گرم(

  وزن خشک اندام 
 هوایی )گرم(

 وزن خشک ریشه 
 )گرم(

 009/0** 04/0* 17/0** 67/6** 3 تیمار
 0007/0 007/0 01/0 77/0 8 خطای آزمایشی

 93/10 98/10 96/7 82/10 - ضریب تغییرات )%(
 درصد 1و  5* و **: به ترتیب معنی دار در سطح احتمال 

 
روز طول دوره  4های کلزا با روز پس از اعمال تنش برگشتی در گیاهچه 14های رشدی در تیمارهای مورد مطالعه تجزیه واریانس شاخص .3 جدول

 بازیابی )فاز پرایمینگ(

 منابع تغییرات
 درجه 
 آزادی

 وزن تر اندام 
 هوایی )گرم(

 وزن تر ریشه 
 )گرم(

 وزن خشک اندام 
 هوایی )گرم(

 وزن خشک ریشه 
 )گرم(

 02/0* 06/0* 5/0** 91/13** 3 تیمار
 004/0 01/0 04/0 82/0 8 خطای آزمایشی

 29/10 82/8 50/8 88/5 - ضریب تغییرات )%(
 درصد  1و  5* و **: به ترتیب معنی دار در سطح احتمال 

 
 

روز پس از  7گیری وزن تر ریشتتته در تیمارهای مختلف اندازه
روزه نتوانستتتت  4تنش برگشتتتتی نشتتتان داد طول دوره بازیابی 

قیه تیمارها داشتتته نستتبت به ب P+Tداری در تیمار افزایش معنی
شد شاخص  با این حال، .با ال تنش روز بعد از اعم 14ارزیابی این 

یابی باز با طول دوره  هانی  یا مایی در گ مار 4گر  P+T روزه در تی
ی نستتبت به گیاهانی که بدون پرایمینگ دمایی تحت تنش گرمای
یا بل توجهی افزایش  قا به میزان  ند،  ته بود فت شتتتدید قرار گرف

ز شتته نیهمچنین ارزیابی طول اندام هوایی و طول ری (.6)شتتکل 
پارمتر مایی در تقویت این  ها بوده حاکی از اثر میبت پرایمینگ د

 جا نشان داده نشده است.است که اطلاعات آن در این

در  و وزن خشتتک ریشتته بررستتی وزن خشتتک اندام هوایی
روز پس از تنش برگشتتتتی نشتتتان داد  14و  7تیمارهای مختلف 
اری در تیمار دروزه نتوانستتتت افزایش معنی 4طول دوره بازیابی 

P+T (. 8و  7 )شکل نسبت به بقیه تیمارها داشته باشد 
شاخص سی  شان داد که برر شدی در آزمایش کنونی ن های ر
برخی نقش موثری در تقویتتت توانتتد میپرایمینتتگ دمتتایی 

های کلزا و استتتقرار تحمل گرمایی های رشتتدی گیاهچهشتتاخص
سبت به گیاهانی که بدون پرایمینگ دمای سابی ن ی تحت تنش اکت

 . شدید قرار گرفته بودند، داشته است
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 های کلزا روز پس از اعمال تنش برگشتی در گیاهچه 14و  7ارزیابی وزن تر اندام هوایی در تیمارهای مورد مطالعه  .5 شکل
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 گیری و پیشنهادهانتیجه
عوامل  ییشتتتناستتتاو  ییحافظه تنش گرما یهاستتتمیدرک مکان
به توستتعه  تواندیم نگیمیتنش حاصتتل از پرا هکننده حافظکنترل

بهبود عملکرد و مقاومت محصتتولات  یبرا دیجد یهایاستتتراتژ
شاورز با  یمطالعه کنون درکمک کند.  یمیاقل راتییغدر برابر ت یک

ند  به رو جه   و HSFA1b، HSFA2های ژن یانیب راتییتغتو
MIPS2 تیمار  یبرگشتتت تنشمختلف پس از  یدر ستتاعات زمان(

P+T )مارینشتتده )ت میپرا اهانیگبا  هاآن یانیب یالگو ستتهیو مقا 
T)، شتتد. همچنین بررستتی  شتتخصم هانژ نیا یاحافظه تیماه

شاخص شدی گیاهچهنتایج  روز پس از فراغت از  14و  7ها های ر

شان داد که پرایمینگ دمایی می تواند از طریق افزایش تنش دوم ن
های رشدی شاخص برخی های حافظه تنش باعث افزایشبیان ژن

که نقش  ند  هان شتتتود. هر چ یا مایی در این گ قاء تحمل گر و ال
های مطالعه شتتده در این پژوهش در القاء تحمل اکتستتابی و ژن

حافظه تنش گرمایی در گیاه مدل آرابیدوپستتیس به خوبی مطالعه 
ست که ماهیت حافظه ست اما برای اولین بار ا ها ای این ژنشده ا

چه یاه ید شتتتد. از این رو می های کلزادر گ کاربرد تای با  توان 
نگ یان ژن پرایمی قاء ب مایی و ال ظه رونوهای د تنش  یستتتیحاف

بهبود ظرفیت و  ینژادبه یهابرنامه توستتعهجهت در کلزا  ییگرما
 تحمل گیاهان در مقابله با تنش گرما بهره جست.
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