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ی برگ و بساک برنج بافتهاتحت تنش خشکی در  NAC10 و NAC6 یژنهابررسی بیان 

 Nipponbare تراریخت و غیر تراریخت رقم

 2بهروز شیرانو  *2، رودابه راوش1کبری عرب

 گروه بیوتکنولوژی ایران، شهرکرد، دانشگاه شهرکرد، دانشکده کشاورزی، 1

 شاورزی، گروه اصلاح نباتات و بیوتکنولوژیایران، شهرکرد، دانشگاه شهرکرد، دانشکده ک 2

 17/03/1399 تاریخ پذیرش: 04/09/1398 تاریخ دریافت:

 چکیده

 پروتئینهای متصل شونده به عناصر پاسخ دهنده به تنش خشکی از اهمیت ویژه ای در بالا بردن مقاومت گیاه به تنش خشکی

ی مختلف، بیان ژنهای کد کننده عوامل بافتهاورهای رونویسی در برخوردارند. در این تحقیق با هدف تعیین تفاوت بیان فاکت

بذور گیاه در برنج تحت تنش خشکی در بافتهای برگ و بساک مورد بررسی قرار گرفتند.  NAC6و  NAC10رونویسی 

در  کشت شدند و از بافتهای برگ و بساک در مرحله میکروسپور جوان Nipponbareرقم و غیر تراریخته تراریخته برنج 

زمانهای مختلف پس از قطع آبیاری، نمونه برداری صورت گرفت. آنالیز پروموتر انجام شد و دو فاکتورهای رونویسی از خانواده 

NAC  انتخاب شدند. نتایج حاصل ازreal-time PCR  نشان داد که ژنهایNAC10  وNAC6  در برنج، هر دو در بافتهای

معنی داری افزایش یافته است که بیشترین مقدار بیان هر  به طورنها تحت تنش خشکی شوند و بیان این ژبساک و برگ بیان می

مربوط به بساک گیاه غیر تراریخت در  NAC10دو فاکتور رونویسی مربوط به بافت بساک بوده است، بیشترین مقدار بیانی 

برابر حالت کنترل و  60ه تراریخت به مقدار مربوط به بساک گیا NAC6برابر حالت کنترل بود و بیشترین مقدار بیانی  70حدود 

ها در ساعت پس از شروع تنش رخ داده است. این نتایج حاکی از نقش مهم این فاکتور 24در هر دو مورد بیشترین بیان در زمان 

 باشد.بافت بساک گیاه برنج در هنگام مواجه شدن با تنش خشکی می

 ، بیان ژن های رونویسیفاکتور ، تنش خشکی،آنالیز پروموتر کلیدی: واژه های

 r.ravash@sku.ac.irپست الکترونیکی: ،  03832324401 * نویسنده مسئول، تلفن:

 مقدمه

درون یی مکانیسمهای محیطی می توانند باعث القای تنشها

، آسیب به سلولی سیب به غشایگیاه شوند که باعث آ

می و پروتئین و کم شدن عملکرد گیاه  DNAمولکولهای 

بررسی عوامل تنظیمی در پاسخ به تنشها حائز  (.2د )شو

کنترل شروع رونویسی یک مکانیسم اهمیت می باشد. 

شود یا محوری است برای تعیین اینکه آیا یک ژن بیان می

-پروتئین تولید می ،و در نتیجه mRNAو چه مقدار  خیر

شود. پروموتر یک توالی است که رونویسی یک ژن را آغاز 

کند. جایگاههای اتصال پروتئین در پروموتر، و تنظیم می

و پروتئینهای مسئول هستند نماینده عناصر بسیار مهم 

های رونویسی فاکتور. شوندهای رونویسی نامیده میفاکتور

NAC های مختص های فاکتوریکی از بزرگترین خانواده

که در مقاومت به شوری نقش دارند.  (23)باشند گیاهان می

های سیگنالینگ اکسین و اتیلن دست مسیر پایینآنها در 

. مشابه این (11)کنندعمل می ABAعلاوه بر مسیر 

هستند که در پاسخ  DELLAای پروتئینها پروتئینهای هسته

به تنشهای محیطی ازجمله تنظیمات رشد، هنگام روبرو 

های فاکتور .(3)شدن با تنش شوری دخالت دارند 

https://dorl.net/dor/20.1001.1.23832738.1401.35.1.1.5
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( یک خانواده ژنی NAM, ATAF, CUC) NACرونویسی 

این  یباشند که نقش تعداد کمی از اعضامختص گیاه می

خانواده در رشد و توسعه گیاه و همچنین تحمل گیاه به 

 NACهای رونویسی تنش شناسایی شده است. فاکتور

شامل یک خانواده بزرگ پروتئینی هستند. پروتئینهای این 

بسیار  DNAترمینال متصل به -Nه دارای یک خانواد

و  7)باشند ترمینال می-Cمحافظت شده و یک دمین متغییر 

درگیاهان زمینهای وسیع هستند و  NACی پروتئینها. (8

تاکنون هیچ هومولوگی در سایر یوکاریوتها مشاهده نشده 

 NACهای رونویسی . گزارشات اولیه فاکتور(24)است 

های مختلف رشد گیاهان در جنبه مربوط به دخالت آنها

بوده است. چندین مثال از این عوامل رونویسی در پتونیا 

 در آرابیدوپسیس CUC1-2و  NAM ،(27))گل اطلسی(

گیری سلولهای مریستمی را بر عهده نقش کنترل شکل (4)

ش شده است که تعدادی از عوامل رونویسی دارند. گزار

NAC گیری چوب در تنظیم پیری، تقسیم سلولی و شکل

 ،15) کننددر گیاهان نقش بسیار مهم و ضروری را ایفاء می

در پاسخ  CUCو  NAM ،ATAF. پروتئینهای (30و  20

های گیاه به پاتوژنها، عفونتهای ویروسی و پاسخ به محرک

. علاوه بر این پروتئینهای این (17)ویروسی شرکت دارند 

شامل موتیف  cisتوانند در اتصال با عنصر ژنها می

CATGTG رسد که چندین ژن . به نظر می(29) باشند

ژن  .(13)هورمون نقش دارند  یدر القا NAC خانوادهاز

SNAC1  نیز از این خانواده در برنج در تحمل به تنش و

. از دیگر ژنهای (14)پاسخ به تنش نیز شناسایی شده است 

است که یکی از اعضای زیرخانواده   OsNAC6این خانواده

ATAF این ژن هنگام تنش زیستی و تیمار (16)باشد می .

بیان بالای این ژن در برنج،  ،شودجاسمونیک اسید القاء می

. (22) شودباعث افزایش مقاومت گیاه در برابر تنش می

که  NACپروتئین  12آنالیز تک هیبریدی مخمر وجود 

-که می کردباشد تأیید نماینده ترکیبات موتیف مختلف می

متصل شود. مناطق پروموتر  DNAتواند به جایگاه اتصال 

القاء کننده آلومینیوم، در آنالیز  NAC خانواده در ژنهای

 cisپروموتر نشان داد که این مناطق شامل عناصر فعال 

تند که مسئول پاسخ به اکسینها، سیتوکینینها، جیبرلینها، هس

آمده از  به دستآبسیزیک اسید و اتیلن هستند. اطلاعات 

این تحقیقات برای طراحی استراتژی استفاده از آلومینیوم به 

دیگر گیاهان  عنوان یک محرک زیستی رشد برای برنج و

. تعداد کمی از اعضای خانواده (21)بسیار مفید خواهد بود 

NAC اند نقش مهمی در تنظیم رشد در گیاهان ثابت کرده

در  NAC خانواده . بیان سه ژن(9)و توسعه گیاهان دارند

در  ANACO72و  ANACO19 ،ANACO55آرابیدوپسیس، 

شوند و این القاء می ABAاثر تنش خشکی، شوری بالا و 

-داری را در تحمل به خشکی نشان میسه ژن بیان معنی

ای از خشکی و شوری . درک مکانیزم پیچیده(29)دهند 

برای تولید کشاورزی مهم است. در گیاه آرابیدوپسیس 

شناسایی عناصر تنظیمی ناحیه پروموتر نشان داده پروموتر 

ن ناحیه دارای گروههای مختلف عملکردی از ژنهای ای

جمله پاسخ به نور، پاسخ به تنشهای زیستی و غیر زیستی، 

کنترل شبانه روزی و توسعه سلولی  پاسخ به فیتوهورمون،

 TATAهستند. در همه ژنهای مورد بررسی عناصر تنظیمی 

box و CAAT-box  به عنوان عنصر رایج در ناحیه مرکزی

شد. فاکتورهای رونویسی پروتئینهایی پروموتر شناسایی 

هستند که در اندامهای مختلف و در مراحل مختلف رشد 

در گیاهان وحیوانات وجود دارند. این پروتئینها با اتصال به 

در پروموتر در ژنهای هدف، سطوح  cisعناصر تنظیمی 

کنند، تا مراحل مختلف بیولوژیکی از بیان ژن را تنظیم می

سلولی و پاسخ به تنشهای محیطی را قبیل رشد، تقسیم 

در  ژن القاء کننده تنش 20. در برنج، (10)کنترل کنند 

شناسایی شدند که در مناطق پروموتر عناصر  NAC خانواده

 .(25)در پاسخ به اسید آبسیزیک شناسایی شدند  cisفعال 

های فاکتور ژنهای مرتبط با در این تحقیق میزان بیان

در دو گیاه  در تنش خشکی  NAC6و NAC10رونویسی

پروموتر  تأثیر بررسی با هدف تراریخت،غیر تراریخت و 

مورد  خارجی دارای جایگاه مرتبط با این عناصر تنظیمی،

 .گیری واقع شدنداندازه

https://dorl.net/dor/20.1001.1.23832738.1401.35.1.1.5
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 مواد و روشها

ین تحقیق بذور گیاه در ا و اعمال تنش: کشت گیاه

که در آنها ناحیه  Nipponbareتراریخته برنج، رقم 

قرار گرفته  GUSقبل از ژن  S-like RNaseپروموتری ژن 

و همراه با  (1)دریافت شدند  CSIROسسه مؤاست از 

دو  در ،تکرار دودر  Nipponbareرقم برنج غیر تراریخته 

شرایط کنترل و تنش خشکی در گلدانهای پلاستیکی در 

و  سانتی گراددرجه  32در دمای اتاقک کشت ایزوله 

ساعت 10ی و ساعت روشنای14درصد در  70رطوبت 

جهت ایجاد  .های پر آب کشت داده شدنددر تشت تاریکی

 ، قطع آبیاریگیاه برنج تنش در مرحله میکروسپور جوان

صورت گرفت و نمونه برداری از اندامهای برگ و بساک 

تند گرف ها فورا در ازت مایع قرار. نمونهاین گیاه انجام شد

زیر بساکها  منتقل شدند. انتی گرادسدرجه  -80و به فریزر 

 داخل ازت منتقل سریعاًدستگاه بینوکولار جدا شدند و 

 انتقال داده شدند. سانتی گرادرجه د -80شدند و به فریزر 

چندین گلدان جهت تنش  ،گیاهان با نمونه برداری همزمان

روز بیرون  7ساعت و  72ساعت،  48ساعت،  24به مدت 

ندازه آنها ا RWCو مقدار  ،از تشتهای آب قرار گرفت

 تغییر در گیاه کنترل مقایسه شد تا RWCگیری شد و با 

مشخص شود. در زمانهای تنش  محتوی نسبی آب برگ

سانتیمتر از  10به اندازه  RWCبرای اندازه گیری مقدار 

برگ انتهایی، نمونه برداری شد وزن اولیه آن اندازه گیری 

با های آزمایشی قرار گرفتند و شد و نمونه برگ درون لوله

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

وزن تر  ،ساعت 24بعد از  قرار گرفت. سانتی گراددرجه 

ساعت در آون گذاشته  24به مدت  و آنها اندازه گیری شد

 آید و در نهایت میزان به دستشد تا وزن خشک گیاه 

RWC  (26) تخمین زده شدبا فرمول زیر . 

RWC=   وزن اولیه –تر/وزن خشک وزن  –وزن خشک  

آنالیز «: آنالیز ناحیه پرموتری» مطالعات بیوانفورماتیکی:

به  که _029264.1NCبا شماره دسترسی  ناحیه پرموتری

فاکتورهای ، برای یافتن بود انتقال یافتهگیاهان تراریخت 

 plantRegMap رونویسی مرتبط با آن توسط سایتهای

(http://plantregmap.cbi.pku.edu.cn/)  و همچنین

(https://www.genomatix.de/matinspector) 

MatInspector  .صورت گرفت 

 Realبرای  برای طراحی پرایمر طراحی پرایمر برای ژن:

Time PCR (RT-PCR)  توالی ژنابتدا با وارد کردن نام ،

mRNA  با فرمتFASTA  از سایت

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) NCBI  .دریافت شد

و یکسری وارد گردید  Primer 3یافتی در سایت توالی در

، طول 60تا  40مابین  GCخصوصیات از قبیل مقدار 

همچنین اندازه محصول نهایی بین  23تا  20پرایمر بین 

و جهت بررسی جفت باز مشخص گردید  220تا  120

ها ، این پرایمرRT-PCRفرد بودن محصول در ه منحصر ب

 گونه و در این سایت گردید Primer blastوارد سایت 

Oryza sativa دیتابیس و mRNA refseq ،تا  انتخاب شد

که نشان دهنده گرفتن یک باند در تکثیر یک ناحیه واحد

PCR (1. )جدول گردد تأیید، بود 

 RT-PCRاستفاده شده در های پرایمرمشخصات  -1جدول 

   نام آغازگر  توالی آغازگر '5' - 3  (C) دمای اتصال

56  ACCCCATTCAACTGGTTCGA  NAC10 F  

1 
  CCTGCTTAGCCCACTAGGAAAC  NAC10 R  

55  
GTGAATCGTCTTCCCACTGATG 

 NAC6 F  

2 
  

TTCAACCCCACTGAAGAGAACT 
 NAC6 R  

58  
ATCCTTGTATGCTAGCGGTCGA 

 Actin1 F  

3 
  

ATCCAACCGGAGGATAGCATG 
 Actin1 R  

 

https://dorl.net/dor/20.1001.1.23832738.1401.35.1.1.5
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https://www.genomatix.de/online_help/help_matinspector


 1401، 1، شماره 35جلد                                                            )مجله زیست شناسی ایران(        سلولی و مولکولیمجله پژوهشهای 

 

81 

 

20.1001.1.23832738.1401.35.1.1.5 DOR:  

یدار با نیمه عمر یک مولکول ناپا RNA: RNAاستخراج 

رای بباشد. استخراج از سلول و بافت می وقابلبسیار کوتاه 

 باشدنیاز به مراقبت و احتیاط فراوانی می RNAجداسازی 

به منظور استخراج چرا که مستعد تخریب شدن است. 

RNA از محلول  ،کلRNXTM-plus ناژن( )شرکت سی

ختلف گرم بافتهای ممیلی 100استفاده شد. بدین منظور 

به گیاه )برگ و بساک( در ازت مایع سابیده شد و پودر 

همگن  RNXTM-plusلیتر ماده آمده در یک میلی دست

 RNA شد. سپس با افزودن کلروفورم فاز آبی که حاوی

ول پانکل بود از فاز آلی جداسازی و با استفاده از ایزوپرو

رسوب داده شد و با اتانول شستشو داده شد و پلیت 

برای خالص سازی  .حل گردید DEPCر آب حاصله د

RNA  از کیتDNase  شرکت سیناژن( از بین بردن(

 استخراج شده، استفاده شد. RNAآلودگی از 

استخراج شده با روش اسپکتروفوتومتر با  RNAکمیت 

ن استفاده از دستگاه بیوفتومتر ساخت شرکت اپندرف آلما

شده، استخراج  RNAمشخص شد. به منظور تعیین کیفیت 

افر درصد در ب 2/1ها روی ژل آگارز از الکتروفورز نمونه

1X MOPS  .استفاده شد 

 با استفاده از کیت cDNAسنتز رشته اول  :cDNAسنتز 

YTA  )بعد از اتمام  .صورت گرفت)یکتا تجهیز آزما

میکرولیتر آب دوبار تقطیر  20حاصل با  cDNA ،چرخه

درجه  -80 یزرفراتوکلاو شده به حجم رسانده شد و در 

برای مشخص شدن بهترین دما قرار گرفت. گراد سانتی

گذاشته شد. بازه  PCRبرای اتصال آغازگر، گرادیانت 

ها در نظر برای نمونه سانتی گراددرجه  62تا  54دمایی از 

اجرا شد. پس از تعیین بهترین  PCRو برنامه  گرفته شد

ک باند بر برای هر پرایمر برای گرفتن ت PCRدمای اتصال، 

 روی ژل انجام پذیرفت.

میزان بیان  :RT-PCRبررسی بیان ژن با استفاده از روش 

ی کم   PCRبا روش  های رونویسیژنهای سنتز کننده فاکتور

 Rotor gene-Qبا دستگاه زمان واقعی در  PCRمطالعه شد. 

 ®SYBRحاوی  Takaraبا استفاده از مخلوط واکنش 

Green مرهای اختصاصی طراحی شده و با استفاده از پرای

در پژوهشکده زیست فناوری طبق دستورالعمل کیت 

تکرار  2صورت گرفت. این واکنش برای هر نمونه در 

دار اکتین به عنوان کنترل انجام شد و از ژن خانهتکنیکی 

  .داخلی استفاده گردید

ثانیه  30گراد به مدت درجه سانتی 95برنامه واکنش شامل: 

ثانیه  5گراد برای درجه سانتی 95یکل با س 40و سپس طی 

 ثانیه بود. الگویابی منحنی 30گراد برای درجه سانتی 60،

گراد در درجه سانتی 95گراد تا درجه سانتی 62ذوب از 

جهت تشخیص اختصاصی  PCRپایان واکنش برای هر 

 .بودن واکنش صورت گرفت

با میزان  Real-time PCRهای های بیان دادهمقایسه

ی رونویسی هر ژن خانه دار از طریق روش دلتا دلتا سی ت

  (.12) انجام گرفت

 تایج و بحثن

انتقال یافته  آنالیز ناحیه پروموتری: آنالیز ناحیه پروموتری

،  NC_029264.1با شماره دسترسی  تراریختبه گیاه 

در تنشهای مختلف که رونویسی  هایفاکتور شماری از

نشان  کردندی را ایفاء میزیستی و غیر زیستی نقش مهم

 TFتعدادی  های رونویسی،فاکتور این از جمله داد.

(Transcription Factor) خانواده  ازNAC  بودند که در این

 . (3و  2)جدول  ناحیه پروموتری شناسایی شدند

اعضای  plantRegMapآنالیز ناحیه پروموتری در سایت 

ایج در را نشان داد که نت NACمختلف عضو خانواده 

 آورده شده است. 2جدول 

 TFنیز  MatInspecterآنالیز پروموتر مورد نظر در سایت 

هایی از خانواده های مختلف مشخص کرد که لیست 

TF های مرتبط با خانوادهNAC  نشان داده  3در جدول

 (.3شده است )جدول 

https://dorl.net/dor/20.1001.1.23832738.1401.35.1.1.5
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 پروموتر مورد نظر بر روی NACجایگاه اتصال فاکتورهای رونویسی خانواد  پیش بینی -2جدول 

p-value 
 نام محل رشته توالی*

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 )/tp://plantregmap.cbi.pku.edu.cnhtآنالیز شده با استفاده از پایگاه داده *

 

در حال  MatInspecterماتریسهای سنگین از کتابخانه 

برای  ابزاریکه  ،آمده اند به وجود MatDefineحاضر با 

از حاصل تعیین اتوماتیک و ارزیابی ماتریسهای سنگین 

های رونویسی جایگاههای اتصال فاکتور مجموعه ای از

ریتمهای اصلی را در چندین الگو MatDefine. دباشمی

اول یک توالی کوتاه مرکزی به  -1دهد: جهات گسترش می

تعریف  ،شدت محافظت شده در توالیهای ورودی معمولی

بعد از آن هم ترازی جایگاههای اتصال در  -2شده است. 

ابتدای موقعیت توالی مرکزی مشخص شده محکم شده. 

ز دوطرف اتوماتیکی ا به صورتطول ماتریس سنگین  -3

توسط برش دادن بخشهای کمتر محافظت شده مشخص 

برخلاف نتایج  آمده به دستتمام توالیهای  -4شود.می

شوند و توالیهایی با شباهتهای ماتریس، دوباره چک می

تا  فرآینداین  -5شوند. پذیرفته نمی 8/0ماتریسی کمتر از 

ماتریس، همه توالیهای باقیمانده را تشخص دهد  زمانی که

ماتریسی تولید ، توالی باقی بماند 5اگر کمتر از  ادامه دارد.

ماتریس نهایی با کل ماتریسهای موجود در  -6شود.نمی

شود تا مشخص شود که آیا ماتریس کتابخانه مقایسه می

جدید به یک جایگاه اتصال موجود در حال حاضر، 

شباهتی دارد یا نه. بدین منظور همه جایگاههای اتصال 

شود. جهت انطباقهای لید ماتریس استفاده میبرای تو

های رونویسی با کل ماتریسهای جایگاه اتصال فاکتور

گیرد. تعدادی از جایگاههای جستجو انجام می ،کتابخانه

به اتصال تشخیص داده شده توسط خانواده ماتریس مشابه، 

گیری میزان شباهت به یک معیار برای اندازه عنوان

شود و برای کاربر به عنوان تفاده میماتریسهای موجود اس

 (.5کند )می ءمنبع اطلاعاتی نقش ایفا

 ج پیشتایبا توجه به نتایج به دست آمده از آنالیز پروموتر، ن

، NAC87بینی در دو سایت موردنظر مقایسه شدند، 

NAC30  به طور مشترک در هر دو سایت، برای این ناحیه

های متفاوت از  TFپروموتری پیش بینی شدند. از بین 

که نقش آنها در پاسخ به خشکی، قبلا  NACخانواده 

و  2از نتایج جدول  NAC10(، فاکتور 7گزارش شده بود )

پیش بینی  3که در چند محل در جدول  NAC6فاکتور 

 شده بود، انتخاب شدند.

در روزهای مختلف  RWCپس از قطع آبیاری در گیاهان، 

زمان انتخابی برای  اندازه گیری شد و میزان آن در هر

درصد نسبت به زمان قبل  20-10نمونه گیری به میزان 

 کاهش داشت.

https://dorl.net/dor/20.1001.1.23832738.1401.35.1.1.5
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http://planttfdb.cbi.pku.edu.cn/family.php?fam=NAC
http://planttfdb.cbi.pku.edu.cn/family.php?fam=NAC
http://planttfdb.cbi.pku.edu.cn/family.php?fam=NAC
http://planttfdb.cbi.pku.edu.cn/family.php?fam=NAC
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http://plantregmap.cbi.pku.edu.cn/
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 بر روی پروموتر مورد نظر NACجایگاه اتصال فاکتورهای رونویسی خانواد  پیش بینی -3 جدول
 نام ماتریس توضیحات از  تا رشته توالی*  امتیازدهی 

 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/matinspector)آنالیز شده توسط پایگاه داده  *

رونویسی  هایفاکتورژنهای مسئول تکثیر اختصاصی 

NAC10  وNAC6 ژن و Actin )با  )به عنوان ژن خانه دار

ی مورد بررسی قرار کم  PCRبه وسیله و  cDNAاستفاده از 

و  صورت گرفت RT-PCRبررسی نمودار ذوب در  ت.گرف

 در نمودار قلهیک تکثیر اختصاصی محصول با حضور 

 .گردید تأییدبرای هریک از پرایمرها 

 NAC6فاکتور رونویسی  ژن مسئول بررسی میزان بیان

-RTهای حاصل از آنالیز داده: در بافت برگ و بساک

PCR  میزان بیان فاکتور رونویسی NAC6ت برگ در باف

 تراریخت( در گیاهان B1( و بساک )شکل A1 )شکل

(transgene)  تراریختو غیر (np ).را نشان داد 

ها نشان داد که بیان ژن مسئول فاکتور رونویسی آنالیز داده

NAC6  در شرایط تنش در بافت برگ، در همه زمانها

نسبت به شرایط کنترل، هم در گیاه برنج تراریخته و هم در 

 تراریخته افزایش بیان نشان داده است. گیاه غیر

 
ی مختلف تنش خشکی در زمانهادر  NAC6تغییر بیان ژن  -1 شکل

 گیاه تراریخت و غیر تراریخت( Bو بافت بساک ) (A) بافت برگ

A 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B 
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ست که بیان این فاکتور رونویسی در بافت ا این در حالی

ساعت و یک هفته پس  24ی زمانهاگیاه ترایخت، در برگ 

در نمونه غیر تراریخته  از شروع تنش، بیشتر از میزان بیان

در بافت بساک   NAC6 ژنبوده است. در مقابل میزان بیان 

ساعت اول روبرو شدن گیاه با  24در گیاه تراریخته در 

پس از آن،  .برابر داشته است 61تنش خشکی افزایش بیان 

ساعت تنش  48مربوط به نمونه بساک ترین بیان بیش

میزان بیان این فاکتور رونویسی در  تراریخته بوده است.

ساعت  48ساعت و  24نیز در زمانهای تراریختگیاه غیر 

پس از تنش افزایش معنی داری داشته است ولی در مقایسه 

 گیاهی کهبین دو گیاه، افزایش بیان این فاکتور در 

 8ساعت حدود  24وارد شده بود در زمان  در آن پرومورتر

برابر بیشتر از گیاه غیر  3ساعت حدود  48برابر و در زمان 

 در مقایسه بافت برگ و بساک، بوده است. تراریخت

در هر دو نمونه دو بافت و در بیان این فاکتور افزایش 

در بافت  لیشده است و مشاهدهتراریخته و غیر تراریخته 

در  .الاتر از بیان دربرگ بوده استن ببساک میزان بیا

قبلی که با رنگ آمیزی هیستوشیمیایی، روی میزان  مطالعات

ی مختلف ریشه، برگ و بافتهافعالیت این پروموتر در 

بساک، صورت گرفته است، بیشترین فعالیت پروموتر و 

، که با (1رنگ پذیری در بافت بساک مشاهده شده است )

( با 2017لی و همکاران ). ردنتایج این تحقیق، مطابقت دا

های گیاه برنج تحت تنش انجام تحقیقی بر روی ریشه

 NAC6خشکی میزان بیان یکی از اعضای فاکتور رونویسی 

ها بررسی داده ،را مورد بررسی قرار دادند OsNAC6به نام 

ها در هنگام ها در ریشهنشان داد که میزان بیان این فاکتور

نج گونه تراریخته افزایش در بر به خصوصتنش خشکی 

( با انجام 2018چانگ و همکاران ) .(18) دهدنشان می

 راریخته میزان بیانبافت ریشه برنج ت تحقیقی بر روی

، OsNAC5 ،OsNAC6های رونویسی فاکتور ژنهای

OsNAC9  وOsNAC10  را مورد بررسی قرار دادند نتایج

های رونویسی در ریشه نشان داد که میزان بیان این فاکتور

گیاه برنج تراریخته هنگام مواجه شدن گیاه با تنش خشکی 

( با تحقیقی 2018لیئو و همکاران ) .(6) افزایش یافته است

به نقش  Scutellaria baicalensisبر روی گیاه دارویی 

ی در متابولیتهای ثانویه پ NACهای رونویسی مهم فاکتور

نشان دادند که میزان  RT-PCRهای بردند و با آنالیز داده

ها و برگهای این گیاه در ریشه NAC6 ژنبیان فاکتور 

 .(19) افزایش بیان داشته است

پاسخ این فاکتور  تأییددر مجموع، در این تحقیق علاوه بر 

رونویسی به شرایط تنش آبی در بافت برگ و بساک، بیان 

ن داد که حضور نشا تراریختبالاتر این فاکتور در گیاه 

، مرتبط با بیان تراریختگیاه  انتقال یافته در بیشتر پروموتر

ای شد که جایگاه اتصال آن روی  بالاتر فاکتور رونویسی

  پیش بینی شده بود. پروموتر

با : NAC10فاکتور رونویسی ژن مسئول بررسی بیان 

بافت در  NAC10 ژن میزان بیان RT-PCRهای آنالیز داده

دو بافت برگ و (B2( و بساک )شکل A2برگ )شکل 

 .بساک مشخص گردید

 
در ی مختلف تنش خشکی زمانهادر  NAC10تغییر بیان ژن  -2 شکل

 ( گیاه تراریخت و غیر تراریختB( و بافت بساک )Aبافت برگ )

A 

B 
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در  NAC10 ژننشان داد که بیان  RT-PCRهای آنالیز داده

در همه زمانهای تنش  اه غیر تراریختهبافت برگ در گی

 ساعت 72در  بیشترین بیان را پاسخ افزایشی داشته است و

 ساعت 24پس از آن در  و برابر شرایط کنترل( 14)حدود 

بررسی بیان در . داشته است برابر شرایط کنترل( 7)حدود 

برگ گیاه تراریخته نیز، پاسخ افزایش در حالت تنش نسبت 

ن داد. در مقایسه برگ گیاهان تراریخته و به کنترل را نشا

ساعت در  48ساعت و  24غیر تراریخته، میزان بیان در 

برگ گیاهان تراریخته بیشتر از غیر تراریخته بوده است. در 

ساعت میزان بیان در برگ غیر تراریخته بالاتر از برگ  72

 تراریخته بوده است.

 بساکی هابیان قابل توجهی از این فاکتور در نمونه

این در حالی بود که میزان بیان این  ،تراریخته دیده نشد

ساعت  24فاکتور در بافت بساک نمونه غیر تراریخته در 

، به میزان اول که گیاه با تنش خشکی مواجه شده بود

، که بالا رفته بود ،برابر شرایط کنترل 70در حدود  زیادی

فت بساک نشان دهنده نقش زیاد این فاکتور رونویسی در با

. نکته قابل توجه هنگام مواجه به شرایط خشکی می باشد

اینکه میزان بیان این فاکتور در بافت بساک به ترتیب بعد از 

روز  7ساعت تنش و در نهایت در 72ساعت تنش و  48

تنش به کمترین میزان خود رسیده است. طبق تحقیقاتی که 

های اکتوردر این زمینه انجام گرفته شده است میزان بیان ف

ساعت اول مواجه شدن گیاه با تنش  24رونویسی در 

رسند و بیان بالایی جهت زیستی به بیشترین مقدار خود می

دهند و با مقاوم شدن گیاه در برابر تنش از خود نشان می

شود تا به ادامه پیدا کردن تنش میزان بیان کمتر و کمتر می

بساک در گیاه  بافت در جاییکه دیگر بیانی نخواهند داشت.

 72و  48ی زمانهابیان بسیار پایین این فاکتور در  تراریخت،

گزارشات مختلفی . مشاهده شده است ،ساعت پس از تنش

در خشکی  NACاز نقش فاکتورهای رونویس خانواده 

با انجام  هانگ و همکارانوجود دارد به عنوان مثال 

تحقیقی بر روی گیاه تراریخته برنج به بررسی بیان ژن 

ONAC022  از خانوادهNAC ها نشان پرداختند آنالیز داده

در گیاه تراریخته برنج هنگام داد که میزان بیان این ژن 

مواجه شدن این گیاه با تنش شوری و تنش خشکی 

های نشان دادند که فاکتور آنها ،افزایش بیان داشته است

در مقاوم کردن گیاه نسبت به تنش شوری  NACرونویسی 

چنین تیرومالایی هم .(12) سزایی دارنده و خشکی نقش ب

ه گوجه فرنگی با تحقیق بر روی گیا کومار و همکاران

در مقاومت گیاه  NACهای رونویسی نشان دادند که فاکتور

. تران و (28) دارند به سزاییقش نسبت به خشکی ن

های بر روی گیاه آرابیدوپسیس نقش فاکتورهمکاران 

رونویسی را مورد بررسی قرار دادند و نشان دادند که این 

با تنش ها بیان بالایی در هنگام مواجه شدن گیاه فاکتور

 . (29) شوری و خشکی از خود نشان دادند

ی اتصال فاکتورهای جایگاهها پیش بینیدر بررسی 

در دو سایت  NACرونویسی اعضای مختلف خانواده 

توسط  در برنج cisآنالیز توالی  دند.مختلف پیش بینی ش

 مورد 140محققان دیگری نیز صورت گرفته است و 

( را ONAC) NAC-likeیا ژنهای  NAC فاکتور رونویسی

 NACتحلیل فیلوژنتیک خانواده  . تجزیه وه استنشان داد

 ی متفاوتنقشهابا  گروه 5نشان داده که این خانواده به 

 NAC10 ژنبر مبنای مقایسه میزان بیان  .(9)دنشوتقسیم می

گیاهان حضور پروموتر انتقال یافته در افزایش در شرایط 

و عدم هماهنگی  ،ختتراریگیاه غیر  در مقابل تراریخت

 پیش بینیاحتمالاً کاندید،  TFمیزان بیان بین پروموتر و 

بر روی  TFمبنی بر قرار گرفتن این  plantRegMap سایت

بسیار  می باشد، ولی پاسخ افزایشیاین پروموتر صحیح ن

نسبت به شرایط خشکی، در گیاهان غیر  TFاین  بالای

ی جایگاهها نیپیش بیبا بررسی کلی  شد. تأییدتراریخت 

 MatInspectorاتصال فاکتورهای رونویسی در سایت 

این  در و در ادامه ،شدپیش بینی  TFخانواده های مختلف 

مورد بررسی آزمایشگاهی قرار  NACخانواده  تحقیق

 ینکه چند NAC6 هگرفت و در بین اعضای این خانواد

جایگاه بر روی پروموتر برای آن پیش بینی شده بود، 

میزان هماهنگی  ،یشد. نتایج حاصل از بررسی کم انتخاب 
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با افزایش میزان پروموتر مرتبط با آن را بیان این فاکتور 

در  MatInspectorو قسمت  Genomatixسایت  نشان داد.

http://www.genomatix.de/matinspector ) این سایت

.html) ،ی تنظیمی جایگاههارای آنالیز پروموتر و بررسی ب

 .پیشنهاد می شود بر روی آن، و عوامل رونویسی

MatInspecter ارائه شده که  توسط کارتاریوس و همکاران

خانواده ماتریس را  وهای رونویسی جایگاه اتصال فاکتور

کند. تعدادی از در توالیهای نوکلئوتیدی شناسایی می

اجازه آنالیز عمیق  MatInspecter ها بر اساسبرنامه

-تنظیمی را می یتوالیهای جایگاههاپروموتر و طراحی 

  .(5)دهد

با آزمایشی نشان دادند تمام عناصر  (2004)و همکاران  کیم

مورد نیاز برای نسخه برداری گرده خاص  cisمهم تنظیمی 

 اندقرار گرفته 273و 158های در بالادست بین نوکلئوتید

 ی، این منطقه شامل چهار عنصر فرضی وابسته به القا(17)

و  ( TTTTTTCCو  CCTTTTجیبرلین )جعبه پیریمیدین

(  GTGAو AGAAگرده خاص ) اختصاصیبافت  بیان

در  AGAAچهارعنصر  ،نیزحاضر در تحقیق  باشد.می

( مشاهده 3 )جدول NAC6جایگاه اتصال فاکتور رونویسی 

 این تحقیق شد که می تواند به بیان بالای پروموتر مدنظر

 در بساک گیاه مرتبط باشد

در پاسخ به شوری و خشکی در  NACبسیاری از ژنهای 

، در تحقیق حاضر بیان بالای این خالت دارندگیاهان د

فاکتورهای رونویسی در بساک تحت تنش خشکی نشان 

اختصاصی این ژنها تحت شرایط تنش -دهنده فعالیت بافت

فاکتور  که جایگاه-بود. همچنین با حضور پروموتر 

در گیاه تراریخت،  -بر روی آن واقع بود NAC6 رونویسی

بیشتر از گیاه غیر تراریخت  برابر 6، حدود NAC6بیان ژن 

 مسئول ورود پروموتر بر سنتز ژنهای تأثیرشد که به 

 اشاره می کند. جایگاه فاکتورهای رونویسی مرتبط با آن
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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. 
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