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ي برگ و بساك برنج بافتهاتحت تنش خشكي در  NAC10 و NAC6 يژنهابررسي بيان 
 Nipponbare تراريخت و غير تراريخت رقم

 2بهروز شيرانو  *2، رودابه راوش1كبري عرب

  گروه بيوتكنولوژي ايران، شهركرد، دانشگاه شهركرد، دانشكده كشاورزي، 1
  كشاورزي، گروه اصلاح نباتات و بيوتكنولوژيايران، شهركرد، دانشگاه شهركرد، دانشكده  2

  17/03/1399 :تاريخ پذيرش  04/09/1398 :تاريخ دريافت

  چكيده

 پروتئينهاي متصل شونده به عناصر پاسخ دهنده به تنش خشكي از اهميت ويژه اي در بالا بردن مقاومت گياه به تنش خشكي

ي مختلف، بيان ژنهاي كد كننده عوامل بافتهاتورهاي رونويسي در در اين تحقيق با هدف تعيين تفاوت بيان فاك. برخوردارند
بذور گياه . در برنج تحت تنش خشكي در بافتهاي برگ و بساك مورد بررسي قرار گرفتند NAC6و  NAC10رونويسي 

ن در كشت شدند و از بافتهاي برگ و بساك در مرحله ميكروسپور جوا Nipponbareرقم و غير تراريخته تراريخته برنج 
آناليز پروموتر انجام شد و دو فاكتورهاي رونويسي از خانواده . زمانهاي مختلف پس از قطع آبياري، نمونه برداري صورت گرفت

NAC نتايج حاصل از . انتخاب شدندreal-time PCR  نشان داد كه ژنهايNAC10  وNAC6  در برنج، هر دو در بافتهاي
معني داري افزايش يافته است كه بيشترين مقدار بيان هر  به طورژنها تحت تنش خشكي شوند و بيان اين بساك و برگ بيان مي

مربوط به بساك گياه غير تراريخت در  NAC10دو فاكتور رونويسي مربوط به بافت بساك بوده است، بيشترين مقدار بياني 
برابر حالت كنترل و  60اه تراريخت به مقدار مربوط به بساك گي NAC6برابر حالت كنترل بود و بيشترين مقدار بياني  70حدود 

ها در اين نتايج حاكي از نقش مهم اين فاكتور. ساعت پس از شروع تنش رخ داده است 24در هر دو مورد بيشترين بيان در زمان 
  .باشدبافت بساك گياه برنج در هنگام مواجه شدن با تنش خشكي مي

  ، بيان ژن هاي رونويسي، فاكتور، تنش خشكيآناليز پروموتر :كليدي واژه هاي

  r.ravash@sku.ac.ir: پست الكترونيكي،  03832324401 :نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
درون يي مكانيسمهاي محيطي مي توانند باعث القاي تنشها

، آسيب به سلولي سيب به غشايگياه شوند كه باعث آ
مي و پروتئين و كم شدن عملكرد گياه  DNAمولكولهاي 

بررسي عوامل تنظيمي در پاسخ به تنشها حائز  ).2(ود ش
كنترل شروع رونويسي يك مكانيسم . اهميت مي باشد

شود يا محوري است براي تعيين اينكه آيا يك ژن بيان مي
-پروتئين توليد مي ،و در نتيجه mRNAو چه مقدار  خير

پروموتر يك توالي است كه رونويسي يك ژن را آغاز . شود
جايگاههاي اتصال پروتئين در پروموتر، . كندو تنظيم مي

و پروتئينهاي مسئول هستند نماينده عناصر بسيار مهم 
هاي رونويسي فاكتور. شوندهاي رونويسي ناميده ميفاكتور
NAC هاي مختص هاي فاكتوريكي از بزرگترين خانواده

. كه در مقاومت به شوري نقش دارند )23(باشند گياهان مي
هاي سيگنالينگ اكسين و اتيلن دست مسير پايينآنها در 

مشابه اين . )11(كنندعمل مي ABAعلاوه بر مسير 
هستند كه در پاسخ  DELLAاي پروتئينها پروتئينهاي هسته

به تنشهاي محيطي ازجمله تنظيمات رشد، هنگام روبرو 
هاي فاكتور .)3(شدن با تنش شوري دخالت دارند 
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يك خانواده ژني ) NAC )NAM, ATAF, CUCرونويسي 
اين  يباشند كه نقش تعداد كمي از اعضامختص گياه مي

خانواده در رشد و توسعه گياه و همچنين تحمل گياه به 
 NACهاي رونويسي فاكتور. تنش شناسايي شده است

پروتئينهاي اين . شامل يك خانواده بزرگ پروتئيني هستند
بسيار  DNAترمينال متصل به -Nه داراي يك خانواد

و  7(باشند ترمينال مي- Cمحافظت شده و يك دمين متغيير 
درگياهان زمينهاي وسيع هستند و  NACي پروتئينها. )8

تاكنون هيچ هومولوگي در ساير يوكاريوتها مشاهده نشده 
 NACهاي رونويسي گزارشات اوليه فاكتور. )24(است 

هاي مختلف رشد گياهان در جنبه مربوط به دخالت آنها
چندين مثال از اين عوامل رونويسي در پتونيا . بوده است

 در آرابيدوپسيس CUC1-2و  NAM ،)27()گل اطلسي(
گيري سلولهاي مريستمي را بر عهده  نقش كنترل شكل )4(

ش شده است كه تعدادي از عوامل رونويسي گزار. دارند
NAC گيري چوب  در تنظيم پيري، تقسيم سلولي و شكل

 ،15( كننددر گياهان نقش بسيار مهم و ضروري را ايفاء مي
در پاسخ  CUCو  NAM ،ATAFپروتئينهاي . )30و  20

هاي گياه به پاتوژنها، عفونتهاي ويروسي و پاسخ به محرك
علاوه بر اين پروتئينهاي اين . )17(ويروسي شركت دارند 

شامل موتيف  cisتوانند در اتصال با عنصر ژنها مي
CATGTG رسد كه چندين ژن به نظر مي. )29( باشند

ژن  .)13(هورمون نقش دارند  يدر القا NAC خانوادهاز
SNAC1  نيز از اين خانواده در برنج در تحمل به تنش و

از ديگر ژنهاي . )14(پاسخ به تنش نيز شناسايي شده است 
است كه يكي از اعضاي زيرخانواده   OsNAC6اين خانواده

ATAF اين ژن هنگام تنش زيستي و تيمار . )16(باشد مي
بيان بالاي اين ژن در برنج،  ،شود جاسمونيك اسيد القاء مي

. )22( شودباعث افزايش مقاومت گياه در برابر تنش مي
كه  NACپروتئين  12آناليز تك هيبريدي مخمر وجود 
- كه مي كردباشد تأييد نماينده تركيبات موتيف مختلف مي

مناطق پروموتر . متصل شود DNAتواند به جايگاه اتصال 
القاء كننده آلومينيوم، در آناليز  NAC خانواده در ژنهاي

 cisپروموتر نشان داد كه اين مناطق شامل عناصر فعال 
تند كه مسئول پاسخ به اكسينها، سيتوكينينها، جيبرلينها، هس

آمده از  به دستاطلاعات . آبسيزيك اسيد و اتيلن هستند
اين تحقيقات براي طراحي استراتژي استفاده از آلومينيوم به 

ديگر گياهان  عنوان يك محرك زيستي رشد براي برنج و
تعداد كمي از اعضاي خانواده . )21(بسيار مفيد خواهد بود 

NAC اند نقش مهمي در تنظيم رشد  در گياهان ثابت كرده
در  NAC خانواده بيان سه ژن. )9(و توسعه گياهان دارند

در  ANACO72و  ANACO19 ،ANACO55آرابيدوپسيس، 
شوند و اين القاء مي ABAاثر تنش خشكي، شوري بالا و 

- داري را در تحمل به خشكي نشان مي سه ژن بيان معني

اي از خشكي و شوري  درك مكانيزم پيچيده. )29(دهند 
در گياه آرابيدوپسيس . براي توليد كشاورزي مهم است

شناسايي عناصر تنظيمي ناحيه پروموتر نشان داده پروموتر 
ن ناحيه داراي گروههاي مختلف عملكردي از ژنهاي اي

جمله پاسخ به نور، پاسخ به تنشهاي زيستي و غير زيستي، 
كنترل شبانه روزي و توسعه سلولي  پاسخ به فيتوهورمون،

 TATAدر همه ژنهاي مورد بررسي عناصر تنظيمي . هستند

box و CAAT-box  به عنوان عنصر رايج در ناحيه مركزي
فاكتورهاي رونويسي پروتئينهايي . شدپروموتر شناسايي 

هستند كه در اندامهاي مختلف و در مراحل مختلف رشد 
اين پروتئينها با اتصال . در گياهان وحيوانات وجود دارند

در پروموتر در ژنهاي هدف، سطوح  cisبه عناصر تنظيمي 
كنند، تا مراحل مختلف بيولوژيكي از بيان ژن را تنظيم مي
سلولي و پاسخ به تنشهاي محيطي را قبيل رشد، تقسيم 

در  ژن القاء كننده تنش 20در برنج، . )10(كنترل كنند 
شناسايي شدند كه در مناطق پروموتر عناصر  NAC خانواده

  .)25(در پاسخ به اسيد آبسيزيك شناسايي شدند  cisفعال 

هاي فاكتور ژنهاي مرتبط با در اين تحقيق ميزان بيان
در دو گياه  در تنش خشكي  NAC6و NAC10رونويسي

پروموتر  تأثير بررسي با هدف تراريخت،غير تراريخت و 
مورد  خارجي داراي جايگاه مرتبط با اين عناصر تنظيمي،

  .گيري واقع شدنداندازه
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  مواد و روشها
ين تحقيق بذور گياه در ا :و اعمال تنش كشت گياه

كه در آنها ناحيه  Nipponbareتراريخته برنج، رقم 
قرار گرفته  GUSقبل از ژن  S-like RNaseپروموتري ژن 

و همراه با  )1(دريافت شدند  CSIROسسه مؤاست از 
دو  در ،تكرار دودر  Nipponbareرقم برنج غير تراريخته 

شرايط كنترل و تنش خشكي در گلدانهاي پلاستيكي در 
و  سانتي گراددرجه  32در دماي اتاقك كشت ايزوله 

ساعت 10ي و ساعت روشناي14درصد در  70رطوبت 
جهت ايجاد  .هاي پر آب كشت داده شدنددر تشت تاريكي

، قطع آبياري گياه برنج تنش در مرحله ميكروسپور جوان
صورت گرفت و نمونه برداري از اندامهاي برگ و بساك 

ها فورا در ازت مايع قرار گرفتند نمونه. اين گياه انجام شد
زير بساكها  .منتقل شدند سانتي گراددرجه  -80و به فريزر 

داخل ازت منتقل  سريعاًدستگاه بينوكولار جدا شدند و 
  .انتقال داده شدند سانتي گراددرجه  - 80شدند و به فريزر 

چندين گلدان جهت تنش  ،گياهان با نمونه برداري همزمان
روز بيرون  7ساعت و  72ساعت،  48ساعت،  24به مدت 

ندازه آنها ا RWCو مقدار  ،از تشتهاي آب قرار گرفت
 تغيير در گياه كنترل مقايسه شد تا RWCگيري شد و با 

. مشخص شوددر زمانهاي تنش  محتوي نسبي آب برگ
سانتيمتر از  10به اندازه  RWCبراي اندازه گيري مقدار 

برگ انتهايي، نمونه برداري شد وزن اوليه آن اندازه گيري 
با هاي آزمايشي قرار گرفتند و شد و نمونه برگ درون لوله

 +4ساعت در يخچال  24آب مقطر اشباع شدند و به مدت 

وزن تر  ،ساعت 24بعد از  .قرار گرفت سانتي گراددرجه 
ساعت در آون گذاشته  24به مدت  و آنها اندازه گيري شد

 آيد و در نهايت ميزان به دستشد تا وزن خشك گياه 
RWC  26( تخمين زده شدبا فرمول زير( .  

RWC=   وزن اوليه –وزن خشك /تروزن  –وزن خشك  

آناليز : »آناليز ناحيه پرموتري« :مطالعات بيوانفورماتيكي
به  كه NC_029264.1با شماره دسترسي  ناحيه پرموتري

فاكتورهاي ، براي يافتن بود انتقال يافتهگياهان تراريخت 
 plantRegMap رونويسي مرتبط با آن توسط سايتهاي

(http://plantregmap.cbi.pku.edu.cn/)  و همچنين
)https://www.genomatix.de/matinspector( 

MatInspector  صورت گرفت.  

 Realبراي  براي طراحي پرايمر :طراحي پرايمر براي ژن

Time PCR (RT-PCR)  توالي ژنابتدا با وارد كردن نام ،
mRNA  با فرمتFASTA  از سايت

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) NCBI دريافت شد .
و يكسري وارد گرديد  Primer 3يافتي در سايت توالي در

، طول 60تا  40مابين  GCخصوصيات از قبيل مقدار 
همچنين اندازه محصول نهايي بين  23تا  20پرايمر بين 

و جهت بررسي جفت باز مشخص گرديد  220تا  120
ها ، اين پرايمرRT-PCRفرد بودن محصول در ه منحصر ب

 گونه و در اين سايت گرديد Primer blastوارد سايت 
Oryza sativa ديتابيس و mRNA refseq ،تا  انتخاب شد

كه نشان دهنده گرفتن يك باند در تكثير يك ناحيه واحد
PCR 1جدول . (گردد تأييد، بود(  

 RT-PCRاستفاده شده در هاي پرايمرمشخصات  -1جدول 

'C(  5' - 3( دماي اتصال    نام آغازگر توالي آغازگر
56  ACCCCATTCAACTGGTTCGA  NAC10 F  

1 
  CCTGCTTAGCCCACTAGGAAAC  NAC10 R  

55  
GTGAATCGTCTTCCCACTGATG 

 NAC6 F  
2 

  
TTCAACCCCACTGAAGAGAACT 

 NAC6 R  

58  
ATCCTTGTATGCTAGCGGTCGA 

 Actin1 F  
3 

  
ATCCAACCGGAGGATAGCATG 

 Actin1 R  
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يدار با نيمه عمر يك مولكول ناپا RNA: RNAاستخراج 
براي . باشداستخراج از سلول و بافت مي وقابلبسيار كوتاه 
باشد نياز به مراقبت و احتياط فراواني مي RNAجداسازي 

به منظور استخراج . چرا كه مستعد تخريب شدن است
RNA از محلول  ،كلRNXTM-plus )شركت سيناژن (

ختلف گرم بافتهاي م ميلي 100بدين منظور . استفاده شد
به در ازت مايع سابيده شد و پودر ) برگ و بساك(گياه 
همگن  RNXTM-plusليتر ماده  آمده در يك ميلي دست
 RNA سپس با افزودن كلروفورم فاز آبي كه حاوي. شد

كل بود از فاز آلي جداسازي و با استفاده از ايزوپروپانول 
رسوب داده شد و با اتانول شستشو داده شد و پليت 

براي خالص سازي  .حل گرديد DEPCر آب حاصله د
RNA  از كيتDNase )از بين بردن ) شركت سيناژن

  .استخراج شده، استفاده شد RNAآلودگي از 

استخراج شده با روش اسپكتروفوتومتر با  RNAكميت 
استفاده از دستگاه بيوفتومتر ساخت شركت اپندرف آلمان 

شده، استخراج  RNAبه منظور تعيين كيفيت . مشخص شد
درصد در بافر  2/1ها روي ژل آگارز از الكتروفورز نمونه

1X MOPS استفاده شد .  

 با استفاده از كيت cDNAسنتز رشته اول  :cDNAسنتز 

YTA )بعد از اتمام  .صورت گرفت) يكتا تجهيز آزما
ميكروليتر آب دوبار تقطير  20حاصل با  cDNA ،چرخه

درجه  - 80 يزرفراتوكلاو شده به حجم رسانده شد و در 
براي مشخص شدن بهترين دما . قرار گرفتگراد  سانتي

بازه . گذاشته شد PCRبراي اتصال آغازگر، گراديانت 
ها در نظر براي نمونه سانتي گراددرجه  62تا  54دمايي از 
پس از تعيين بهترين . اجرا شد PCRو برنامه  گرفته شد

ك باند بر براي هر پرايمر براي گرفتن ت PCRدماي اتصال، 
  .روي ژل انجام پذيرفت

ميزان بيان  :RT-PCRبررسي بيان ژن با استفاده از روش 
ي كمPCR با روش  هاي رونويسيژنهاي سنتز كننده فاكتور

 Rotor gene-Qبا دستگاه زمان واقعي در  PCR. مطالعه شد

 ®SYBRحاوي  Takaraبا استفاده از مخلوط واكنش 

Green مرهاي اختصاصي طراحي شده و با استفاده از پراي
در پژوهشكده زيست فناوري طبق دستورالعمل كيت 

تكرار  2اين واكنش براي هر نمونه در . صورت گرفت
دار اكتين به عنوان كنترل  انجام شد و از ژن خانهتكنيكي 

  .داخلي استفاده گرديد

ثانيه  30گراد به مدت  درجه سانتي 95: برنامه واكنش شامل
ثانيه  5گراد براي  درجه سانتي 95يكل با س 40و سپس طي 

الگويابي منحني . ثانيه بود 30گراد براي  درجه سانتي 60،
گراد در  درجه سانتي 95گراد تا  درجه سانتي 62ذوب از 

جهت تشخيص اختصاصي  PCRپايان واكنش براي هر 
  .بودن واكنش صورت گرفت

با ميزان  Real-time PCRهاي هاي بيان دادهمقايسه
رونويسي هر ژن خانه دار از طريق روش دلتا دلتا سي تي 

   ).12( انجام گرفت

  تايج و بحثن
انتقال يافته  آناليز ناحيه پروموتري: آناليز ناحيه پروموتري

،  NC_029264.1با شماره دسترسي  تراريختبه گياه 
در تنشهاي مختلف كه رونويسي  هايفاكتور شماري از

نشان  كردندي را ايفاء ميزيستي و غير زيستي نقش مهم
 TFتعدادي  هاي رونويسي،فاكتور اين از جمله .داد

(Transcription Factor) خانواده  ازNAC  بودند كه در اين
 . )3و  2جدول ( ناحيه پروموتري شناسايي شدند

اعضاي  plantRegMapآناليز ناحيه پروموتري در سايت 
ايج در را نشان داد كه نت NACمختلف عضو خانواده 

  .آورده شده است 2جدول 

 TFنيز  MatInspecterآناليز پروموتر مورد نظر در سايت 
هاي مختلف مشخص كرد كه ليست  هايي از خانواده

TFهاي مرتبط با خانواده NAC  نشان داده  3در جدول
  .)3 جدول(شده است 
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 بر روي پروموتر مورد نظر NACجايگاه اتصال فاكتورهاي رونويسي خانواد  پيش بيني -2جدول 

p-value توالي*  نام محل رشته 
7.08E-06 GATAAATTATTTTTCACGCAA + 1006-1026 NAC070 
1.21E-05 TTGCGTGAAAAATAATTTATC - 1006-1026 NAC101 
1.27E-05 GATAAATTATTTTTCACGCAA + 1006-1026 NAC033 
2.22E-05 TTGCGTGAAAAATAATTTATC - 1006-1026 NAC020 
4.46E-05 AGACAAGGAACT - 967-978 NAC030 
4.66E-05 TAAATTATTTTTCACGCAA + 1008-1026 NAC083 
4.73E-05 TACGTATGTAGGACG + 208-222 NAC010 
6.17E-05 TTGCGTGAAAAATAATTTATC - 1006-1026 NAC046 
6.54E-05 CGTCCTACATACGTA - 208-222 NAC076 
6.56E-05 TTGCGTGAAAAATAATTTA - 1008-1026 NAC083 
7.25E-05 ATTTGCGTGAAAAATAATTTA - 1008-1028 NAC070 
8.54E-05 CTACGTATGTAGGACGGG + 207-224 NAC094 
8.97E-05 CGACGTCGGGCCCAATTCGC - 36-55 NAC042 
9.03E-05 CGTCCTACATACGTA - 208-222 NAC007 
9.97E-05 TAAATTATTTTTCACGCAA + 1008-1026 NAC87 

  plantRegMap (http://plantregmap.cbi.pku.edu.cn/)يز شده با استفاده از پايگاه داده آنال*

  
در حال  MatInspecterماتريسهاي سنگين از كتابخانه 

براي  ابزاريكه  ،آمده اند به وجود MatDefineحاضر با 
از حاصل تعيين اتوماتيك و ارزيابي ماتريسهاي سنگين 

هاي رونويسي جايگاههاي اتصال فاكتور مجموعه اي از
وريتمهاي اصلي را در چندين الگ MatDefine. دباشمي

اول يك توالي كوتاه مركزي  - 1: دهدجهات گسترش مي
 ،به شدت محافظت شده در تواليهاي ورودي معمولي

بعد از آن هم ترازي جايگاههاي  -2. تعريف شده است
اتصال در ابتداي موقعيت توالي مركزي مشخص شده 

اتوماتيكي  به صورتطول ماتريس سنگين  -3. محكم شده
از دوطرف توسط برش دادن بخشهاي كمتر محافظت شده 

برخلاف  آمده به دستتمام تواليهاي  - 4.شودمشخص مي
شوند و تواليهايي با نتايج ماتريس، دوباره چك مي

اين  - 5. شوندپذيرفته نمي 8/0شباهتهاي ماتريسي كمتر از 
ماتريس، همه تواليهاي باقيمانده را  زماني كهتا  فرآيند

، توالي باقي بماند 5اگر كمتر از  .ادامه دارد تشخص دهد
ماتريس نهايي با كل  - 6.شودماتريسي توليد نمي

شود تا مشخص ماتريسهاي موجود در كتابخانه مقايسه مي
شود كه آيا ماتريس جديد به يك جايگاه اتصال موجود در 

بدين منظور همه . حال حاضر، شباهتي دارد يا نه

. شودوليد ماتريس استفاده ميجايگاههاي اتصال براي ت
هاي رونويسي با كل جهت انطباقهاي جايگاه اتصال فاكتور

تعدادي از . گيردجستجو انجام مي ،ماتريسهاي كتابخانه
جايگاههاي اتصال تشخيص داده شده توسط خانواده 

گيري ميزان يك معيار براي اندازه به عنوانماتريس مشابه، 
شود و براي ستفاده ميشباهت به ماتريسهاي موجود ا

 ).5(كند مي ءكاربر به عنوان منبع اطلاعاتي نقش ايفا

با توجه به نتايج به دست آمده از آناليز پروموتر، نتايج پيش 
، NAC87بيني در دو سايت موردنظر مقايسه شدند، 

NAC30  به طور مشترك در هر دو سايت، براي اين ناحيه
هاي متفاوت از  TFاز بين . پروموتري پيش بيني شدند

كه نقش آنها در پاسخ به خشكي، قبلا  NACخانواده 
و  2از نتايج جدول  NAC10، فاكتور )7(گزارش شده بود 

پيش بيني  3كه در چند محل در جدول  NAC6فاكتور 
  .شده بود، انتخاب شدند

 در روزهاي مختلف RWCپس از قطع آبياري در گياهان، 
زمان انتخابي براي  هر اندازه گيري شد و ميزان آن در

درصد نسبت به زمان قبل  20- 10نمونه گيري به ميزان 
  .كاهش داشت
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  مورد نظربر روي پروموتر  NACجايگاه اتصال فاكتورهاي رونويسي خانواد  پيش بيني -3 جدول

*توالي  امتيازدهي  رش 
 ته

 نام ماتريس توضيحات از  تا

 0.757  atttataggccggccTACGtatgtagg (+) 219  193 Wheat NAC-domain DNA binding factor 
(DNA binding site II) 

P$NACF 

 0.785  tatgcccgtcctacatACGTaggccgg (-) 228  202 Wheat NAC-domain DNA binding factor 
(DNA binding site I) 

P$NACF 

 0.942  caatttaacaatattgcCAAGttttgaca (+) 335  307 NAC domain containing protein 103 P$NACD 
 1  ctctagtaaatataTAAGaaatc (-) 359  337 NAC WITH TRANSMEMBRANE MOTIF 

1-LIKE 6 (NTL6/NTM1) 
P$NTMF 

 1  TGTGttg (-) 571  565 Heterodimer of NAC-domain transcription 
factors GmNAC30 and GmNAC81 

P$PCDR 

 0.943  aactttgtgaaagtAAAGaat (-) 626  606 Secondary wall NAC binding elements P$SWNS 
 0.765  agtttaCTTTtagctcattttatttgt (-) 689  663 NAC domain containing protein 87 P$NACF 
 0.996  aaacaaaaagcatgagaCAAGgaactact (-) 992  964 NAC domain containing protein 16 P$NACD 
 0.98  tttttgtttttcttgaGGAAaag (+) 1006  984 NAC WITH TRANSMEMBRANE MOTIF 

1-LIKE 8 (NTL8/NTM1-like 8) 
P$NTMF 

 0.99  atcttttcctCAAGaaaaaca (-) 1008  988 NAC domain containing protein 71 P$SWNS 
 0.774  aatttatcttttcctCAAGaaaaacaa (-) 1013  987 NAC domain containing protein 92 

(NAC6) 
P$NACF 

 0.995  ataatttatcttttcctCAAGaaaaacaa (-) 1015  987 NAC domain containing protein 16 P$NACD 
 0.777  gtttttCTTGaggaaaagataaattat (+) 1015  989 NAC domain containing protein 87 P$NACF 
 0.831  aaagataaattatttttCACGcaaataaa (+) 1031  1003 NAC domain containing protein 38 P$NACD 
 1  agataaattatttttcACGCaaataaa (+) 1031  1005 Arabidopsis NAC domain containing 

protein 92 (ATNAC6) 
P$NACF 

 0.754  gctagacatcgcatgCATGaaagttca (+) 1111  1085 NAC domain containing protein 92 
(NAC6) 

P$NACF 

 0.98  cttccatgtccagaGAAGaaaag (+) 1239  1217 NAC with transmembrane motif 1-like 8 
(NTL8/NTM1-like 8) 

P$NTMF 

 0.752  aatgttttatgagtgGACGgtgccttt (-) 1262  1236 Wheat NAC-domain DNA binding factor 
(DNA binding site II) 

P$NACF 

          
  )MatInspector )https://www.genomatix.de/matinspectorآناليز شده توسط پايگاه داده  *

رونويسي  هايفاكتورژنهاي مسئول تكثير اختصاصي 
NAC10  وNAC6 ژن و Actin )به عنوان ژن خانه دار( 

ي مورد بررسي كمPCR به وسيله و  cDNAبا استفاده از 
صورت  RT-PCRبررسي نمودار ذوب در  .گرفتقرار 
در  قلهيك و تكثير اختصاصي محصول با حضور  گرفت
  .گرديد تأييدبراي هريك از پرايمرها  نمودار

 NAC6فاكتور رونويسي  ژن مسئول بررسي ميزان بيان
-RTهاي حاصل از آناليز داده: در بافت برگ و بساك

PCR  ميزان بيان فاكتور رونويسي NAC6 بافت برگ در
 تراريختدر گياهان ) B1شكل (و بساك ) A1 شكل(
)transgene(  تراريختو غير )np (را نشان داد. 

ها نشان داد كه بيان ژن مسئول فاكتور رونويسي آناليز داده
NAC6  در شرايط تنش در بافت برگ، در همه زمانها

نسبت به شرايط كنترل، هم در گياه برنج تراريخته و هم در 
  .غير تراريخته افزايش بيان نشان داده استگياه 

  
ي مختلف تنش خشكي در زمانهادر  NAC6تغيير بيان ژن  -1 شكل

 گياه تراريخت و غير تراريخت) B(و بافت بساك  )A( بافت برگ

A
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كه بيان اين فاكتور رونويسي در بافت ست ا اين در حالي
ساعت و يك هفته پس  24ي زمانهاگياه ترايخت، در برگ 

در نمونه غير تراريخته  از شروع تنش، بيشتر از ميزان بيان
در بافت بساك   NAC6 ژندر مقابل ميزان بيان . بوده است

ساعت اول روبرو شدن گياه با  24در گياه تراريخته در 
پس از آن،  .برابر داشته است 61بيان  تنش خشكي افزايش

ساعت تنش  48مربوط به نمونه بساك بيشترين بيان 
ميزان بيان اين فاكتور رونويسي در  .تراريخته بوده است

ساعت  48ساعت و  24نيز در زمانهاي تراريختگياه غير 
پس از تنش افزايش معني داري داشته است ولي در مقايسه 

 گياهي كهن اين فاكتور در بين دو گياه، افزايش بيا
 8ساعت حدود  24در آن وارد شده بود در زمان  پرومورتر

برابر بيشتر از گياه غير  3ساعت حدود  48برابر و در زمان 
 در مقايسه بافت برگ و بساك، .بوده است تراريخت
در هر دو نمونه دو بافت و در بيان اين فاكتور افزايش 

در بافت  ليشده است و همشاهدتراريخته و غير تراريخته 
در  .ن بالاتر از بيان دربرگ بوده استبساك ميزان بيا

قبلي كه با رنگ آميزي هيستوشيميايي، روي ميزان  مطالعات
ي مختلف ريشه، برگ و بافتهافعاليت اين پروموتر در 

بساك، صورت گرفته است، بيشترين فعاليت پروموتر و 
، كه با )1(ت رنگ پذيري در بافت بساك مشاهده شده اس

با ) 2017(لي و همكاران . نتايج اين تحقيق، مطابقت دارد
هاي گياه برنج تحت تنش انجام تحقيقي بر روي ريشه

 NAC6خشكي ميزان بيان يكي از اعضاي فاكتور رونويسي 
ها بررسي داده ،را مورد بررسي قرار دادند OsNAC6به نام 

ها در هنگام ريشهها در نشان داد كه ميزان بيان اين فاكتور
در برنج گونه تراريخته افزايش  به خصوصتنش خشكي 

با انجام ) 2018(چانگ و همكاران  .)18( دهدنشان مي
 بافت ريشه برنج تراريخته ميزان بيان تحقيقي بر روي

، OsNAC5 ،OsNAC6هاي رونويسي فاكتور ژنهاي
OsNAC9  وOsNAC10  را مورد بررسي قرار دادند نتايج

هاي رونويسي در ريشه نشان داد كه ميزان بيان اين فاكتور
گياه برنج تراريخته هنگام مواجه شدن گياه با تنش خشكي 

با تحقيقي ) 2018(ليئو و همكاران  .)6( ايش يافته استافز
به نقش  Scutellaria baicalensisبر روي گياه دارويي 

در متابوليتهاي ثانويه پي  NACهاي رونويسي مهم فاكتور
نشان دادند كه ميزان  RT-PCRهاي بردند و با آناليز داده

ها و برگهاي اين گياه در ريشه NAC6 ژنبيان فاكتور 
  .)19( افزايش بيان داشته است

پاسخ اين فاكتور  تأييددر مجموع، در اين تحقيق علاوه بر 
ن رونويسي به شرايط تنش آبي در بافت برگ و بساك، بيا

نشان داد كه حضور  تراريختبالاتر اين فاكتور در گياه 
، مرتبط با بيان تراريختگياه  انتقال يافته در بيشتر پروموتر

اي شد كه جايگاه اتصال آن روي  بالاتر فاكتور رونويسي
   .پيش بيني شده بود پروموتر

با : NAC10فاكتور رونويسي ژن مسئول بررسي بيان 
بافت در  NAC10 ژن ميزان بيان RT-PCRهاي آناليز داده

دو بافت برگ و )B2شكل (و بساك ) A2شكل (برگ 
  .بساك مشخص گرديد

  
در ي مختلف تنش خشكي زمانهادر  NAC10تغيير بيان ژن  -2 شكل

 گياه تراريخت و غير تراريخت) B(و بافت بساك ) A(بافت برگ 

A 

B 
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در  NAC10 ژنداد كه بيان  نشان RT-PCRهاي آناليز داده
در همه زمانهاي تنش  بافت برگ در گياه غير تراريخته

 ساعت 72در  بيشترين بيان را پاسخ افزايشي داشته است و
 ساعت 24پس از آن در  و )برابر شرايط كنترل 14حدود (
بررسي بيان در . داشته است )برابر شرايط كنترل 7حدود (

افزايش در حالت تنش نسبت برگ گياه تراريخته نيز، پاسخ 
در مقايسه برگ گياهان تراريخته و . به كنترل را نشان داد

ساعت در  48ساعت و  24غير تراريخته، ميزان بيان در 
در . برگ گياهان تراريخته بيشتر از غير تراريخته بوده است

ساعت ميزان بيان در برگ غير تراريخته بالاتر از برگ  72
  .تراريخته بوده است

 بساكهاي ان قابل توجهي از اين فاكتور در نمونهبي
اين در حالي بود كه ميزان بيان اين  ،تراريخته ديده نشد

ساعت  24فاكتور در بافت بساك نمونه غير تراريخته در 
، به ميزان اول كه گياه با تنش خشكي مواجه شده بود

، كه بالا رفته بود ،برابر شرايط كنترل 70در حدود  زيادي
دهنده نقش زياد اين فاكتور رونويسي در بافت بساك نشان 

نكته قابل توجه . هنگام مواجه به شرايط خشكي مي باشد
اينكه ميزان بيان اين فاكتور در بافت بساك به ترتيب بعد از 

روز  7ساعت تنش و در نهايت در 72ساعت تنش و  48
طبق تحقيقاتي كه . تنش به كمترين ميزان خود رسيده است

هاي زمينه انجام گرفته شده است ميزان بيان فاكتور در اين
ساعت اول مواجه شدن گياه با تنش  24رونويسي در 

رسند و بيان بالايي جهت زيستي به بيشترين مقدار خود مي
دهند و با مقاوم شدن گياه در برابر تنش از خود نشان مي
شود تا به ادامه پيدا كردن تنش ميزان بيان كمتر و كمتر مي

بافت بساك در گياه  در .جاييكه ديگر بياني نخواهند داشت
 72و  48ي زمانهابيان بسيار پايين اين فاكتور در  تراريخت،

گزارشات مختلفي . مشاهده شده است ،ساعت پس از تنش
در خشكي  NACاز نقش فاكتورهاي رونويس خانواده 

با انجام  هانگ و همكارانوجود دارد به عنوان مثال 
تحقيقي بر روي گياه تراريخته برنج به بررسي بيان ژن 

ONAC022  از خانوادهNAC ها نشان داده پرداختند آناليز

داد كه ميزان بيان اين ژن در گياه تراريخته برنج هنگام 
مواجه شدن اين گياه با تنش شوري و تنش خشكي 

هاي نشان دادند كه فاكتور آنها ،افزايش بيان داشته است
در مقاوم كردن گياه نسبت به تنش شوري  NACرونويسي 

يي چنين تيرومالاهم .)12( سزايي دارنده و خشكي نقش ب
با تحقيق بر روي گياه گوجه فرنگي  كومار و همكاران

در مقاومت گياه  NACهاي رونويسي نشان دادند كه فاكتور
تران و . )28( دارند به سزاييقش نسبت به خشكي ن

هاي بر روي گياه آرابيدوپسيس نقش فاكتورهمكاران 
رونويسي را مورد بررسي قرار دادند و نشان دادند كه اين 

ها بيان بالايي در هنگام مواجه شدن گياه با تنش فاكتور
  . )29( شوري و خشكي از خود نشان دادند

ي اتصال فاكتورهاي جايگاهها پيش بينيدر بررسي 
در دو سايت  NACرونويسي اعضاي مختلف خانواده 

توسط  در برنج cisآناليز توالي  .دندمختلف پيش بيني ش
 مورد 140محققان ديگري نيز صورت گرفته است و 

را ) NAC-like )ONACيا ژنهاي  NAC فاكتور رونويسي
 NACتحليل فيلوژنتيك خانواده  تجزيه و. ه استنشان داد

 ي متفاوتنقشهابا  گروه 5نشان داده كه اين خانواده به 
 NAC10 ژنبر مبناي مقايسه ميزان بيان  .)9(دنشوتقسيم مي

گياهان  حضور پروموتر انتقال يافته درافزايش در شرايط 
و عدم هماهنگي  ،تراريختگياه غير  در مقابل تراريخت

 پيش بينياحتمالاً كانديد،  TFميزان بيان بين پروموتر و 
بر روي  TFمبني بر قرار گرفتن اين  plantRegMap سايت

بسيار  مي باشد، ولي پاسخ افزايشياين پروموتر صحيح ن
ر نسبت به شرايط خشكي، در گياهان غي TFاين  بالاي

ي جايگاهها پيش بينيبا بررسي كلي  .شد تأييدتراريخت 
 MatInspectorاتصال فاكتورهاي رونويسي در سايت 

اين  در و در ادامه ،شدپيش بيني  TFخانواده هاي مختلف 
مورد بررسي آزمايشگاهي قرار  NACخانواده  تحقيق

 ينكه چند NAC6 هگرفت و در بين اعضاي اين خانواد
وموتر براي آن پيش بيني شده بود، جايگاه بر روي پر

ميزان هماهنگي  ،ينتايج حاصل از بررسي كم. انتخاب شد
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با افزايش ميزان پروموتر مرتبط با آن را بيان اين فاكتور 
در  MatInspectorو قسمت  Genomatixسايت  .نشان داد

http://www.genomatix.de/matinspector ( اين سايت

.html( ،ي تنظيمي جايگاههاوتر و بررسي براي آناليز پروم
 .پيشنهاد مي شود بر روي آن، و عوامل رونويسي

MatInspecter ارائه شده كه  توسط كارتاريوس و همكاران
خانواده ماتريس را  وهاي رونويسي جايگاه اتصال فاكتور

تعدادي از . كنددر تواليهاي نوكلئوتيدي شناسايي مي
جازه آناليز عميق ا MatInspecter ها بر اساسبرنامه

- تنظيمي را مي يتواليهاي جايگاههاپروموتر و طراحي 

  .)5(دهد

آزمايشي نشان دادند تمام عناصر با  )2004(و همكاران  كيم
مورد نياز براي نسخه برداري گرده خاص  cisمهم تنظيمي 

 اندقرار گرفته 273و 158هاي در بالادست بين نوكلئوتيد
 ي، اين منطقه شامل چهار عنصر فرضي وابسته به القا)17(

و  ) TTTTTTCCو  CCTTTTجعبه پيريميدين(جيبرلين 
)  GTGAو AGAA(ص گرده خا بافت اختصاصي بيان
در  AGAAچهارعنصر  ،نيزحاضر در تحقيق  .باشدمي

مشاهده ) 3 جدول( NAC6جايگاه اتصال فاكتور رونويسي 
 اين تحقيق شد كه مي تواند به بيان بالاي پروموتر مدنظر

  در بساك گياه مرتبط باشد

در پاسخ به شوري و خشكي در  NACبسياري از ژنهاي 
تحقيق حاضر بيان بالاي اين ، در گياهان دخالت دارند

فاكتورهاي رونويسي در بساك تحت تنش خشكي نشان 
اختصاصي اين ژنها تحت شرايط تنش - دهنده فعاليت بافت

فاكتور  كه جايگاه- همچنين با حضور پروموتر . بود
در گياه تراريخت،  - بر روي آن واقع بود NAC6 رونويسي
غير تراريخت برابر بيشتر از گياه  6، حدود NAC6بيان ژن 
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Abstract 

Proteins attached to the elements responded to drought stress by specializing in 
enhancing the ability to withstand drought stress. In this study with the aim of evaluate 
different expression of TFs in different tissue, the expression of genes encoding NAC10 
and NAC6 transcription factors in rice under drought stress in leaf and anther tissues 
were estimated. Transgenic and non-transgenic rice seeds of Nipponbare variety were 
cultivated. Leaf and anther tissues on young microspore stage were sampled at several 
times after Stop irrigation. Promoter analysis for finding transcription binding sites has 
done by two web sites, then two TFs from NAC family were selected. Real-time PCR 
showed that NAC10 and NAC6 are expressed in both anther and leaf tissues. Under 
drought stress, the highest expression of both transcription factors was in anther tissue 
after 24h stress, the highest expression of NAC10 was in non-transgenic plants, about 70 
times more than control and the highest expression of NAC6 was in transgenic plant 
about 60 times more than control condition. These results indicate the important role of 
these factors in anther tissue of rice, response to drought stress. 

Key words: Promoter analysis, Drought, Transcription factors, Gene expression 


