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  چكيده

 نمومختلف  يندهايدر فرآهستند و  گياهان مختص رونويسي ، فاكتورهاي)UC2Cو  NAC )AMN، 2-TAF1A يها ينپروتئ
متعلق  يتهالوفگياه نوان بع Aeluropus littoralis گياه در NACژن  68مطالعه، اين در . دارند ها نقش و پاسخ به تنش ياهانگ

بسياري از  ،AlNACهاي  ژن نواحي پروموتر سيس در يميعناصر تنظبا تجزيه و تحليل  .ندشد ييشناسا Poaceaeبه خانواده 
توان  ها مي هورمون گو بهعناصر پاسخ از جمله .يافت شدند ها در برابر تنشدفاع  ها و هورمونيتوفمرتبط با رشد و نمو، عناصر 

 در يبرتتكه ب اشاره نمود ABREو  TGACG، TGA-element، EREو  CGTCA هاي موتيف ،P-box، TCA element به
گو عناصر پاسخ يبرا. نقش دارند اسيد اسيد، اكسين، اتيلن و آبسيزيك اسيد، جاسمونيك ساليسيليك، اسيد پاسخگويي به جيبرليك

 ي، القاتنشدفاع و  اب تبطمر بترتيبرا ذكر نمود كه  W boxو  TC-rich repeats ،ARE ،MBS ،LTRتوان  به تنش مي
يس در پروموتر س يميانواع مختلف عناصر تنظ .باشند هاي مكانيكي مي تنش آسيبو  يينپا يدما ي، القايخشك ي، القايوازه يب

 و گياه نمو در ها ژن اينمهم   شاز نق يحاك شوند، يعناصر متصل ماين كه به  يسيرونو يو تنوع در فاكتورها AlNAC يها ژن
مشخص شد كه اين ژن  RT-qPCRبا استفاده از  AlNAC32 كانديد ژن ل بيانيو تحل يهزتجبا  .باشند مي ها تنش برابر در دفاع

دهد كه بيانگر نقش اين ژن در  هاي برگ، ساقه و ريشه، افزايش بيان نشان مي در بافت ،ABAهاي شوري، خشكي و  تحت تنش
 در مورد عملكرد و كاربرد يشترب يقاتتحقجهت  يها اطلاعات ارزشمند يافته ينا. باشد تحمل به چندين تنش غيرزيستي مي

 .است آوردهفراهم  A. littoralisدر به تنش  يدر رشد و سازگار AlNAC يها ژن

  آلوروپوس ليتوراليس، الگوي بيان ژن، خانواده ژني، فاكتور رونويسي، هالوفيت: هاي كليدي واژه

  shr.hashemi@sanru.ac.ir: الكترونيكي ، پست01133687747: مسئول، تلفن نويسنده* 

  مقدمه
 يطشرا يرتحت تأث نمو خود، رشد ودر طول دوره  ياهانگ

 گيرند و گياهان با ميقرار ها  و يا تنش يطينامساعد مح
از  يوشيمياييو ب يزيولوژيكي، فيكيمورفولوژ ييراتتغ

 كاركرد جهت يعملكردتنظيمي و  يها ژن يانب جمله،
 .)1( كنند يم يريتمد آنها راپاسخ به  ر،يداپا يولوژيكيب

 يسيرونو يفاكتورها ،كه دهند مينشان  زياديمطالعات 
)TFاز جمله  ياهانگ يزيولوژيكيف يندهايدر فرآ) ها

ي هورمون هاي و پاسخيرزيستي و غ زيستي يها تنش
 حاوي كه يسيرونو يفاكتورها. )5(نمايند  مشاركت مي

 يسيكننده رونو يمو تنظ DNA به شونده متصل هاي يندم
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عناصر سيس  بهو اتصال  ساييتوانند با شنا يهستند، م
دست  يينپا يها ژن يانب ،ژن هدف هايپروموتر موجود در

 NAC رونويسي فاكتورهاي. )57(كنند  تنظيمرا  خود
)AMN، 2-TAF1A  وUC2C (بزرگترين از يكي 

از  يشب با گياهان مختص رونويسي فاكتورهاي هاي خانواده
 ،)20( صنوبر ،)37(و برنج  يدوپسيسآراب درعضو  100
. شناسايي شدند )40( ايتالياييارزن  و )26( سويا

 دمين يك شامل ،NACژني  خانواده هاي پروتئين
 و ينيآم يانتها در شده حفاظت بسيار DNA به شونده متصل
 دمين. هستند يليكربوكس يانتها در متغير بسيار يندم يك

با  ينهآم يداس 160تا  150متشكل از حدود  آميني انتهاي
 رها به اين فاكتو الاتص بوده كه براي A-E يردمينپنج ز

DNAيانتها يندم كه ، در حالي)39( باشند مي ضروري 
سازي از  فعال(اكتيواسيون  يلي، براي خاصيت ترانسكربوكس
ها حياتي  روتئيناين پ )Trans -activation( )راه دور

   .)46(باشد  مي

 يهافاكتور دهد، يوجود دارد كه نشان م يشواهد فراوان
از  وسيعي يفط يمدر تنظ يمهم هاي قشن ،NAC رونويسي

 شاخه انتهايي مريستممانند توسعه  يولوژيكيب يندهايفرآ
، )41(گل  شكيلت ،)14(برگ  يريپ ،)45( بذر رشد ،)44(

 غيرزيستي و زيستي هاي تنش به پاسخ و )25( يبررشد ف
از  AlNAC4بيان  يشمثال، ب بعنوان. كنند يم يفاا )19،35(

 بهرا  يختترار توتونتحمل  Aeluropus lagopoidesگياه 
بيان ژن  يشب .)23(يد بهبود بخش يداتيواكس تنش

MdNAC047  ازMalus hupehensis پاسخ به يمبا تنظ 
 Arabidopsisرا در  شوريتواند تحمل به  يم يلنات

thaliana بيان بيش؛ )6(دهد  يشافزا يختهترار AhNAC3  از
Arachis hypogaea يد موجبترشح سوپراكس يشبا افزا 

آبي  و كم يخشكتنش  در برابر گياه توتون تحمل يشافزا
از  يكه برخ اند نشان داده مختلف مطالعات. )30(گردد  مي

 يرزيستيغ يها قادرند به تنش NAC يسيرونو يهافاكتور
سه ژن  آرابيدوپسيس، درمثال،  بعنوان. پاسخ دهند مختلف

ANAC019 ،ANAC055  وANAC072 يها تنش در 

 همزمان بطور )ABA( يداس يزيكو آبس شوري ي،خشك
 يتهالوف ياهگ در ThNAC يها ژن .)48(شدند  القاء

Tamarix hispida  ي، خشكيشور هاي تنشدر پاسخ به ،
دهد  ينشان م امر ينو ا ندشد يانب ABA و ينسنگ فلزات

 يرزيستي،غ هاي در پاسخ به تنش NAC هاي ژن ،كه
 تنش دهي پيام يرهايو در مس كنند يم ايفا تنظيمي هاي نقش

  .)51(باشند  يم يلدخ ABAوابسته به 

 CRE= Cis-acting regulatory( يسس تنظيميعناصر 

element( يمولكول يها يچسوئ ها، در نواحي پروموتر ژن 
از  يشبكه بزرگ ها، ژن يسيرونو يمتنظ با كه بوده يمهم
از جمله  يولوژيكيمختلف ب يها يدهدر پد يلدخ يها ژن
 كنند يكنترل م ،راها  تنش بهپاسخ و  ورشد و نم يندهايفرآ

به روش  OsNAC6 تجزيه و تحليل فعاليت پروموتر .)7(
نشان  Reporter gene( GUS( الحاق به ژن گزارشگر

و ) JA( يداس جاسمونيك، ABAتوسط دهد كه اين ژن  مي
سيليكو  اين بررسي .شود مي القاءمختلف  يطيمح يها تنش
تنظيمي سيس پاسخگو عناصر ، مؤيد حضور پروموتر توالي

همچنين . )35( بوده استتلف مخهاي محيطي  به تنش
 NACيسي فاكتور رونو تجزيه و تحليل فعاليت پروموتر

دهد  نشان مي GUSبر مبناي ژن گزارشگر  )GhNAC4(پنبه 
ها و  يتوهورمونف پروموتر تحت تيمارتنظيم اين  ،كه

  .)49(شود  القاء مي يطيمح يها تنش

 يك گياه )Aeluropus littoralis( يتوراليسآلوروپوس ل
 .باشد مي Poaceae وادهخانمتعلق به  C4 يت چندسالههالوف

 تواند يكند و م يرشد م شور يها معمولاً در باتلاق اين گياه
از  يشرا تا ب) يمسد يدعمدتاً كلر( يشور يسطوح بالا

 بر علاوه گياه، اين. )2،12(يد تحمل نما مولار يليم 600
 گرما و خشكي به مقاوم گياهي بعنوان شوري، به مقاومت

با توجه به اينكه ). 59، 16-18(شود  مي محسوب نيز
 بالايي يلپتانس ،خود متمايز يكيها با ساختار ژنت يتهالوف

با  يها يستگاهخود در ز يچرخه زندگ يلتكمجهت بقا و 
دارند، شناسايي و تعيين خصوصيات فاكتورهاي  بالا شوري
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تنش در اين گياهان بسيار مهم پاسخگو به رونويسي 
و  پاسخگو به تنش يها ژن يمتنظبا ها  ژن ينا. باشد مي

 يكيژنت يدر مهندس به تنش قادرندتحمل افزايش 
در مطالعه بنابراين . )3،4( استفاده شوند يمحصولات زراع

هاي  به تنشتحمل  يها يسمدرك مكان جهتحاضر، 
شناسايي و  A. littoralisدر ژنوم  NAC يها ژنغيرزيستي، 

سيس  تنظيميعناصر  يافتن يبرا آنهاپروموتر هاي  توالي
 يابيجهت دستند و قرار گرفت يلو تحل يهمورد تجزبالقوه 

 ياحتمال يميتنظ هاي يسمنمكا ينهدر زم يشتربه اطلاعات ب
 ينبالقوه ب يميتنظ يها كنش ، برهمAlNAC يخانواده ژن
در . بيني شد پيش AlNAC يها و ژن يسيرونو يفاكتورها
 يرتأث زمينهدر  اطلاعات بيشتردستيابي به  جهتنهايت، 

 ABAيتوهورمون ف همچنين و خشكي و شوري يها تنش
ژن كانديد  انيب يلو تحل يهتجز، AlNAC هاي يان ژنبر ب

AlNAC32 يك همولوگ از ژن بعنوان  OsNAP 
)Os03g0327800 ( ي ها در اثر تنشي توجهقابل  بطوركه

ABA با استفاده از ، )9( شده است القاء و غيرزيستيRT-

qPCR  گرديدانجام.   

  مواد و روشها
در  :پوس ليتوراليسدر گياه آلورو NAC هاي ژن ييشناسا

موجود  A. littoralisتوالي ژنوم مرجع گياه از  يقتحق ينا
فناوري كشاورزي طبرستان  در پژوهشكده ژنتيك و زيست

بالقوه در ژنوم  NAC هاي يي ژنشناسا يبرا) نشده منتشر(
A. littoralis  هاي  بدين منظور، توالي .گرديداستفاده

آرابيدوپسيس،  در گياهان مدل برنج و NACپروتئيني 
 RGAPهاي داده  از پايگاه بترتيب

(http://rice.plantbiology.msu.edu/)  وTAIR 
)https://www.arabidopsis.org/( سپس از . شدند دريافت

در  (Query) مورد نظر توالي بعنوانهاي دريافت شده  توالي
براي جستجوهاي  يتوراليسآلوروپوس ل ياهژنوم گ يتوال

tBLASTn Local  افزار نرمبا استفاده ازBioEdit )15( با 
E-value 1 كمتر ازE-10 حذف از پس .شدند استفاده 

) NAM( دمين حضور تكراري، و ناقص هاي پروتئين
NAC، اطلاعاتي هاي  پايگاه از استفاده با InterProScan 

)https://www.ebi.ac.uk/interpro/search/sequence/ (
)22(، Pfam )http://pfam.xfam.org/ ()13( و SMART 
)http://smart.embl-heidelberg.de/ ()29( شد تأييد .  

 تجزيه : AlNACهاي  توالي پروموتر ژن يلو تحل يهتجز
 يها در پروموتر ژن )Cis element( سيسعناصر  يلو تحل

AlNAC ژن كمك  يانب يمبه درك اطلاعات مربوط به تنظ
 ياز اعضا يكهر  يژنوم يتوال يينپس از تع. دنماي يم

باز بالا دست كدون شروع  جفت AlNAC، 2000خانواده 
)ATG (و  شده پروموتر در نظر گرفته يتوال بعنوانها  ژن

 PlantCAREاستفاده از  با سيس يميعناصر تنظ ييشناسا
)

http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcar

e/html/ (گرديد انجام )جهت مقايسه، توالي پروموتر  .)28
گياه مدل آرابيدوپسيس نيز مورد تجزيه و تحليل قرار 

 در پروموتر يسعناصر س يعنقشه توزدر نهايت، . گرفت
-MAST )http://memeبا استفاده از ابزار  AlNAC يها ژن

suite.org/tools/mast/( )8( انجام گرديد . 

 يفاكتورهاهاي تنظيمي بالقوه بين  كنش بيني برهم پيش
 يسيرونو يفاكتورها : AlNAC يها ژنيسي و رونو

)TFs (ياريدر بس ،ي، نقش اصلتبطمر يها ژن يانب يمبا تنظ 
 جهت. ندنماي يم يفاا يولوژيكيو ب يسلول يندهاياز فرآ

 تنظيمي يها در زمينه مكانيسم دستيابي به اطلاعات بيشتر
 يميتنظ يها كنش ، برهمAlNACخانواده ژني  ياحتمال

با  AlNAC يها و ژن يسيرونو يفاكتورها ينبالقوه ب
 افزار نرم Promoter Analysisابزار آنلاين  استفاده از

PlantPAN2.0 
)http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/promoter_multiple.php( 
  .)10( گرديد ينيب يشپ

-RTبا استفاده از  AlNAC32 يدكاند  ژن يانب آناليز

qPCR:  هاي كلون آلوروپوس  نمونهدر اين بررسي از
شده در  هاي كلون نمونهكشت . ليتوراليس استفاده گرديد
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 و گراد، درجه سانتي 25±3 يدمايشرايط  محلول هوگلند با
ساعت روشنايي و شدت  16/ساعت تاريكي 8 نوري دوره
سپس . پذيرفتصورت  µmol m-2 S-1 240 نوري
و پس  شدند شده به محلول هوگلند منتقل هاي كلون نمونه

 600و  250 كلريد سديم(از دو ماه، تنش شوري 
اعمال ) درصد PEG 20(و تنش خشكي  )مولار ميلي
 ABA 100هورمون  يبا اسپرنيز  ABAتيمار . يدگرد

برداري از  نمونه سپس .شد ها انجام برگ يروميكرومولار 
، در )تكرار بيولوژيكي 3( ريشه ، ساقه وبرگ هاي بافت

 بعد از اعمال تنشساعت  6 و 3، )شاهد( سري زماني صفر
ها براي انجام مراحل بعدي در فريزر  نمونه و انجام شد

 .نگهداري شدندگراد  يدرجه سانت - 80

با استفاده از كيت تريزول  ها نمونهكل از  RNA استخراج
)Threezol, Riragene (كميت و كيفيت . انجام شد

ترتيب با روش اسپكتوفتومتري و  به RNAي ها نمونه
جهت . درصد صورت گرفت 5/1الكتروفورز ژل آگارز 

 DNase I  )Thermoاز تيمار ،ژنومي DNAحذف 

Scientific(  سنتز . گرديداستفادهcDNA كيت  وسيله به
طبق دستورالعمل ) Thermo Scientific( ترموشركت 

طراحي  .ندبرابر رقيق گرديد 4شركت، انجام و به نسبت 
 :AlNAC32 )Forwardاختصاصي ژن  آغازگر

GGTCAACAACGCCAACAG; Reverse: 

CGCCGCTCTCTTCTGAT (افزار  با استفاده از نرم
AlleleID يكروليترم 10هر واكنش در حجم . ام شدانج 

 The Maxima SYBR Green/ROXاز  يكروليترم 5 يحاو

RT-qPCR Master Mix )Thermo Scientific(، 2 
 7/2آغازگر و  يكروليترم 3/0شده،  يقرق cDNA يكروليترم
با استفاده از چرخه دمايي  ،RNase عاري ازآب  يكروليترم

 15گراد  درجه سانتي 95، دقيقه 10گراد  درجه سانتي 95
 6چرخه بوده و  40در  دقيقه 1گراد  درجه سانتي 60ثانيه، 

آناليز منحني . در نظر گرفته شدنيز، ) NTC(كنترل منفي 
) CFX)Bio-Rad افزار  ها و سيكل آستانه با نرم ذوب نمونه
. كنترل داخلي در نظر گرفته شد بعنوان UBQژن  محاسبه و

 ΔΔCt-2با روش نيز،  ورد مطالعهميزان بيان نسبي ژن م
ها با استفاده  بيان ژن ميزانتجزيه واريانس . محاسبه گرديد
تيمار  5با در قالب طرح كاملاً تصادفي  لياز روش فاكتور

و  SAS 9.0افزار  با استفاده از نرمبيولوژيكي تكرار  3در 
  .در اكسل انجام شد t-testمقايسه ميانگين با آزمون 

  نتايج
 :در گياه آلوروپوس ليتوراليس NAC هاي ژن ييشناسا

 آلوروپوس ژنوم بالقوه در NACهاي  جهت شناسايي ژن
 NAC هاي پروتئين يمبنا بر يهمولوژ آناليز ليتوراليس،

آلوروپوس، منجر به شناسايي  ژنوم با آرابيدوپسيس و برنج
 هاي يگاهپا در ها پروتئين اين بررسي با. يدگرد ژن 68

InterProScan،  Pfam  وSMART، ياختصاص  يندم 
NAM )PF02365 ( ياNAC )PF01849 (يدگرد مشاهده. 

قرار گرفته و  Al، پيشوند NACهاي  گذاري اين ژن براي نام
  .گذاري شدند نام AlNAC.68تا  AlNAC.01صورت  به

 يها در پروموتر يسس تنظيميعناصر  متنوع يعملكردها
AlNAC : يها ژن سيس تنظيميعناصر  شناسايي جهت 
AlNAC ،2000 كدون  يژنوم تواليبالادست  باز جفت

از . شد گرفته نظر درمنطقه پروموتر  بعنوانشروع هر ژن 
پروموتر  يها ياطلاعات مربوط به توالشده  ژن شناسايي 68
 هايي در اين بررسي فقط اين تعداد ژن ه وبود ، كاملژن 38

، بودند) باز جفت 2000(پروموتر كامل  يتوال يكه دارا
، بررسي ايندر . ندقرار گرفت تجزيه و تحليلمورد 
 افزايندهنواحي  در بترتيب كه TATAو  CAAT هاي جعبه

)Enhancer regions(  مركزي پروموترو عنصر )Core 

promoter element( تمامنواحي پروموتر  در قرار داشته 
 يها تمام ژن يباًتقر .مشاهده شد ي،مورد بررس يها ژن

AlNAC يميعناصر تنظ خود، يدر پروموترها يبررس وردم 
را دارا  يو تنش خشك يپاسخگو به نور، تنش آب يسس

القاي هاي  به تنش پاسخگوسيس  يعناصر تنظيم. بودند
در  مكانيكي هاي آسيب و پاتوژن ،)Anoxic( هوازي بي

 AlNAC يها ژن از درصد 90حدود  يپروموتر نواحي
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 يها دارا درصد از ژن 37/97، ينبر ا علاوه. مشاهده شد
، يينپا pHهاي گرما،  به تنش پاسخگوسيس  يعناصر تنظيم

پروموتر خود  نواحيدر  يو تنش اسمز يمغذ مواد كمبود
 و) SA( يداس يسيليكسال ،ABAبه  پاسخگوعناصر . بودند

JA  يها درصد از ژن 90در نواحي پروموتر حدود AlNAC 
 جيبرلين ،)ETH( يلنبه ات پاسخگوعناصر . مشاهده شد

)GA (اكسين و )Auxin (هاي ژن پروموتراز  ياريبس در 
 26/55درصد،  79/65درصد،  32/26 بترتيب( بررسي مورد
 و دفاعي( TC-rich repeats عناصر. ندشد يافت) درصد

 LTR= Low Temperature)و ) تنشبه  پاسخگو

Response) )و  47/39در  بترتيب) يينپا يدما به گوپاسخ
بيش از . گرديدمشاهده  ها ژن يپروموترهااز درصد  89/57
و  يداراي عناصر مرتبط با چرخه سلول ها ژن درصد 89
 ژن فقط. بودند خوددر نواحي پروموتر  يسلول يرتكث

)Alg10334 (AlNAC47 با مرتبط ظيميعناصر تن يدارا 
  . )1جدول ( بود ينسنگ يفلز هاي يونبه  پاسخ

بيني  پيش جهتمؤثر  يوشر سيس،عناصر  يلو تحل يهتجز
در . )48( استهاي تنظيمي در مرحله رونويسي  مكانيسم

هاي  در پاسخ به تنش ARBE، ين عناصر شناسايي شدهب
 ي وخشكهاي  تنشدر نيز  DRE ، و عنصرABA خشكي و

اتصال  جايگاه بعنوان MBS شوند، همچنين القاء مي ياسمز
MYB  پروموتر . باشد دخيل مي يخشك پاسخ به تنشدر

AlNAC28  عنصر  7دارايARBE ،4  عنصرDRE  و يك
 3پروموتر داراي هر  10در مجموع، . باشد مي MBSعنصر 
 بيشتر). 1شكل (بودند  MBSو  ARBE ،DREعنصر 

ژن،  ARBE )34تنظيمي عناصر  داراي AlNAC يها ژن
 CGTCA motif ،)اسيد عنصر سيس پاسخگو به آبسيزيك

-G ،اسيد ژن، عنصر تنظيمي پاسخگو به جاسمونيك 33(

Box )26 ژن، عنصر سيس پاسخگو به نور (و ARE )30 
 بودند) هوازي بي القاي يبرا ضروري يميتنظ ژن، عنصر

 .)1شكل (

  
موجود در تعداد عناصر مختلف ، ها و اعداد مختلف رنگ. يتوراليسآلوروپوس لگياه  NAC يها در ژن يسعناصر س تعداد يلو تحل يهتجز -1شكل 

  .دهد يرا نشان م AlNAC يها پروموتر ژن
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 . عملكرد بالقوه آنها در آلوروپوس ليتوراليس و آرابيدوپسيس همراه با NACهاي  يي شده در نواحي پروموتر ژنشناسا يمي سيسعناصر تنظ -1جدول 

Element Species 
(ID of CARE) 

Number (Percentage) of Elements in 
Promoters of NAC Genes 

 Arabidopsis 
thaliana

Aeluropus 
littoralis 

Core promoter/enhancer element 
(AT-TATA-box, CAAT-box, TATA, TATA-box)

113(100.0%*) 38(100.0%) 
Water response 
(AT-rich element, MYB) 87(77.00%) 37(97.37%) 
Drought response 
(ACTCATCCT sequence, as-1, DRE core, DRE1, MBS, MYB recognition 
site, MYC) 

104(92.04%) 38(100.0%) 

Cold response 
(LTR) 36(31.86%) 22(57.89%) 
Heat, osmotic stress, low pH, nutrient starvation stresses response 
(STRE) 40(35.40%) 37(97.37%) 
Anoxic response 
(ARE, GC-motif) 81(71.68%) 34(89.47%) 
Cd response 
(AP-1) 5(4.42%) 1(2.63%) 
Defense response 
(TC-rich repeats) 33(29.20%) 15(39.47%) 
Wounding and pathogen response 
(box S, W box, WRE3, WUN-motif) 72(63.72%) 36(94.74%) 
Light response 
(3-AF1 binding site, AAAC-motif, ACE, AE-box, AT1-motif, ATC-motif, 
ATCT-motif, Box 4, Box II, CAG-motif, chs-CMA1a/2a, GA-motif, Gap-
box, GATA-motif, G-Box, GT1-motif, GTGGC-motif, I-box, LAMP-
element, MRE, Pc-CMA2a, 4cl-CMA2b, Sp1, TCCC-motif, TCT-motif, 
chs-Unit 1 m1) 

113(100.0%) 38(100.0%) 

Circadian response 
(circadian) 7(6.19%) 6(15.79%) 
ETH response 
(ERE) 46(40.71%) 10(26.32%) 
ABA response 
(ABRE, ABRE2, ABRE3a, ABRE4, AT-ABRE, CARE) 

78(69.03%) 34(89.47%) 

GA response 
(GARE-motif, P-box, TATC-box, CARE) 

31(27.43%) 25(65.79%) 

JA response 
(CGTCA-motif, TGACG-motif, JERE) 

65(57.52%) 35(92.11%) 

SA response 
(SARE, TCA-element) 

38(33.63%) 34(89.47%) 

Auxin response 
(TGA-element, TGA-box, AuxRR-core) 

43(38.05%) 21(55.26%) 

Cell cycle and cell proliferation response 
(CCGTCC motif, dOCT, E2Fb, MSA-like, Myb-binding site, NON, OCT, 
re2f-1, HD-Zip 1, O2-site, MBSI) 

62(54.87%) 34(89.47%) 

Tissue specific/preferential expressed 
(AC-I, AC-II, CAT-box, GCN4_motif, RY-element, Unnamed_1) 

36(31.86%) 26(68.42%) 

No functional description 
(AAGAA-motif, CCAAT-box, A-box, Unnamed__1, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 
16, MYB-like sequence, TCA, F-box, CTAG-motif, 3-AF3 binding site, 
Box III, plant_AP-2-like, E2F, HD-Zip 3, Box II –like sequence, AT-rich 
sequence, GC-repeat, Y-box) 

113 (100.0%) 38(100.0%) 

  .دست آمده است تنظيمي سيس مورد نظر بر تعداد كل پروموترها بهعناصردرصد برآوردشده از تقسيم تعداد پروموترهاي داراي*
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 عنصر 10 و AlNAC68 پروموتر ژن در ABREعنصر  11
ABRE در  يببترتAlNAC24  وAlNAC25،  عنصر وTC-

rich  ژن  15 پروموتر در تنشبه  دفاع و پاسخدخيل در
AlNAC عنصر  2. يافت شدندTC-rich پروموترهاي در 

AlNAC15 ،AlNAC49  وAlNAC51 شد يافت .MBS 
 پروموتر در گير در تنش خشكيدر MYBاتصال  جايگاه

 در MBSعنصر  3با اين حال،  ،مشاهده گرديد ژن 20
 يافت AlNAC49و  AlNAC15 ،AlNAC45 پروموترهاي

 6اسايي و شن  ژن 35پروموتر  در CGTCAعنصر . ندشد

و  AlNAC07 مورد از اين عنصر در پروموترهاي
AlNAC08 1شكل (گرديد  يافت(. 

 يها ژني احتمال هاي تنظيمي مكانيسممنظور درك بهتر  به 
AlNAC  سيس  عنصر 8هاي غيرزيستي،  تنشتحتas-1 ،

core DRE ،DRE1 ،MBS ،STRE ،TC-rich repeats ،
ABRE  وGCTCA-motif نواحي  و هرا انتخاب كرد

باز بالادست جايگاه شروع  جفت 2000(پروموتر 
نشان داده شده  2در شكل  ها بررسي و نتيجه ژن) رونويسي

 .است

  
 .اند هاي مختلف نشان داده شده عناصر سيس مختلف با رنگ. AlNACهاي  شماي عناصر سيس مرتبط با تنش در پروموتر ژن -2شكل 
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 يفاكتورهاه بين هاي تنظيمي بالقو كنش بيني برهم پيش
دستيابي به اطلاعات  جهت : AlNAC يها ژنيسي و رونو
خانواده ژني  ياحتمال تنظيمي هاي در زمينه مكانيسم بيشتر

AlNACيفاكتورها ينبالقوه ب يميتنظ يها كنش ، برهم 
ابزار آنلاين  استفاده ازبا  AlNAC يها و ژن يسيرونو

Promoter Analysis افزار نرم PlantPAN2.0 شد ينيب يشپ .
توانند توسط  يم AlNAC يها ژن ،كه دهد مينشان  يجنتا
). 3  شكل(شوند  يمتنظ فاكتور رونويسيخانواده  50

، AT-Hook ،ARR-B از جمله فاكتورهاي رونويسي

C2H2 ،HD-ZIP ،bZIP ،bHLH ،Myb/SANT ،WRKY ،
Dehydrin ،Trihelix  وERF يها ژنتوانند تمام  مي 

AlNAC  فاكتورهاي  يها از خانواده ياريبس. كنندرا تنظيم
، ياهگرشد و نمو مختلف  يها در جنبهذكر شده  رونويسي
ها  و پاسخ به تنش ياه، دفاع از گيهورمون يگنالانتقال س

 AlNAC يها ژنكه، دهد  ينشان م اين امر .باشند مي يلدخ
 نمودر توانند  مي اين فاكتورهاي رونويسي كنش با برهمبا 
گياه در برابر تنش مشاركت  دفاعمتنوع  يندهايآو فر ياهگ

  .نمايند

  
 .)TFs( يسيمختلف عوامل رونو يها شده توسط خانواده يمتنظ AlNAC يها ژن تعداد -3شكل 

-RTبا استفاده از  AlNAC32 يدكاند  ژن يانب آناليز

qPCR: يرتأث زمينهدر  اطلاعات بيشتر دستيابي به جهت 
 ABAيتوهورمون ف همچنين و خشكي و شوري يها تنش
با  يانب يلو تحل يه، تجزAlNAC32 يان ژن كانديدبر ب

ساعت بعد از تنش  3 .گرديدانجام  RT-qPCRاستفاده از 
 250كلريد در سطح  شوري ناشي از اعمال سديم

ژن  يبرابر 19/8و  51/6، 42/42 يانب يشافزامولار،  يليم
AlNAC32  ساقه رگب هاي در بافت بترتيبنسبت به شاهد ،

ساعت بعد از اعمال تنش،  6اما  يد،گردمشاهده  و ريشه
 .نمود يداپ تغيير 85/9و  8/1، 74/0 به بترتيب اديرمق ينا

مولار منجر به  ميلي 600كلريد در سطح  اما اعمال سديم
 بترتيبژن  ي اينبرابر 6/10و  47/6، 17/77افزايش بيان 

د از اعمال ساعت بع 3 ، ساقه و ريشه،برگ هاي در بافت
بيان  اديرساعت بعد از اعمال تنش، مق 6اما  يد،گردتنش 

كاهش  03/6و  13/10به  بترتيبهاي برگ و ريشه  بافتدر 
تغيير چنداني  65/6، اما در بافت ساقه با بيان نمود يداپ

 يكولگل يلنات يپلي ناشي از تنش خشك. مشاهده نگرديد
)PEG(  برابري  36/1و  2/4، 56/15منجر به افزايش بيان

 3، ساقه و ريشه، برگ هاي در بافت بترتيب AlNAC32ژن 
ساعت بعد از  6ساعت بعد از اعمال تنش گرديد، اما 
، كاهش بيان، 28/7اعمال تنش، بيان در بافت برگ با مقدار 

كاهش بسيار اندكي و در  05/4و در بافت ساقه با مقدار 
سطح . دادند، افزايش بيان نشان 32/4بافت ريشه با مقدار 

 ABA ساعت بعد از اعمال تيمار AlNAC32 3 رونوشت
 افزايش بيان بترتيبهاي برگ، ساقه و ريشه،  در بافت

ساعت  6كه  در حالي. ي نشان دادبرابر 32/2و  18/4، 83/5
هاي برگ و ساقه  بعد از اعمال تيمار، بيان اين ژن در بافت

ي در بافت برابركاهش پيدا نمود ول 76/0و 86/0به  بترتيب
شكل (مشاهده گرديد ) برابري 55/2(ريشه، افزايش بيان 

4.(  
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  بحث و نتيجه گيري
 در برابرگياهان  تحملهاي مولكولي دخيل در  مكانيسم

اين ميان هاي زيادي در  و ژن بودهبسيار پيچيده ها  تنش
و  بوده يچندسطحها،  ژن يانب يمتنظ .)1(كنند  نقش ايفا مي

 ياهيگ يها ژن يانب يمتنظ ياصل يسممكان يسي،رونو يمتنظ
  . باشد مي

 

 > p(درصد  PEG 20ميكرومولار و  ABA 100مولار،  يليم 600و  250 كلريد يمسدتحت تيمارهاي  AlNAC32الگوي بيان ژن ) الف -4شكل

0.05* ،p < 0.01** ،p < 0.001***(. ( منحني ذوب) بMelt curve( ژن  AlNAC32 ساقه و ريشههاي برگ در بافت ،.  

 ياتصال پروموتر و فاكتورها يها جايگاه ميان كنش برهم
 يسيدر سطح رونوها  ژن يمدر تنظ ينقش مهم يسي،رونو

 ييالقا يپروموترها )غيرفعال/فعال(القاء . نمايد ايفا مي
 اصرعن واسطه بوده، كه به يخارج هاي اليگنتوسط س

و  اختصاصيتاز كه در پروموترها موجود  تنظيمي سيس

. )52(گيرد  عملكرد بالايي برخوردارند، صورت مي پايداري
 يها ژنارزيابي عناصر سيس موجود در ناحيه پروموتر 

AlNAC توسط ها  اين ژندرك بهتر تنظيم تواند به  يم
 يلو تحل يهجزت. مختلف كمك نمايد هاي فيتوهورمون

در  AlNAC يها تمام ژننشان داد كه  يسس تنظيميعناصر 
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داراي يك يا چند عنصر سيس نواحي پروموتر خود 
، اسيد جاسمونيك ، ينمانند اكسپاسخگو به فيتوهورمون 

 .باشند و اتيلن مي يداس يسيليكسالاسيد،  آبسيزيك، جيبرلين
 يرمرتبط با مس GARE-motifو  P-box عناصر مثال، بعنوان

 TGACG-motif و CGTCA-motif، و GA يگنالانتقال س
از  ياديتعداد ز. )56( همراه هستند MeJAبا پاسخ به 

در  يعناصر نقش مهم ينا دهند كه، ميمطالعات نشان 
و يري ، پياهگ نمومانند  يزيولوژيكيف يندهاياز فرآ ياريبس

 يها پاسخ به تنشهمچنين و گياهان  يهثانو يسمبلوغ، متابول
وساطت بيان در  MeJA. )56(كنند  ايفا ميمختلف  يطيمح
ا ب ينو اكس )11( يببه آس ياهانپاسخ گ مرتبط با هاي ژن

 يوارهخواص د يمدر تنظ يسلول يوارهد نرم شدنالقاء 
 عنصر ينچنددر اين تحقيق  .)31(د ننقش دار يسلول

، ABRE، ABRE2 ،ABRE3a مانند ABA به پاسخگو
ABRE4  وAT-ABRE يها در پروموتر ژن AlNAC 

كه با  ABRE مشخص شده است عنصر. شد ينيب يشپ
را  ياهپاسخ گ، همراه است ABA دهي وابسته به پيام يرسم

در بررسي  .)43( دهد يم يشافزا شوريو  يخشكتنش به 
 OsNAC5 پروموتردر  ABRE در موتيف جهشديگري 

گرديد  ABAپروموتر توسط  يساز منجر به لغو فعال ،برنج
عنصر تنظيمي سيس  1340 مجموع، در ينبر ا علاوه. )47(

شدند  يمتقس گروهو به چند  يي، شناسامرتبط با تنش
كه در ) DRE( يآب به كمگو عنصر پاسخ ).1 جدول(

از  يگرينمونه د، يافت شد AlNACهاي  پروموتر ژن
 تنش رونويسي پاسخگو به در است كه سيسعناصر 

 بعنوانبار  يناول يبرااين عنصر  .)34( درگير است ياسمز
 =RD29A( ژن در پروموتر وريسيس ضرعنصر  يك

RESPONSIVE TO DESSICATION 29A( يانب يبرا 
هاي خشكي و سرما  تنشدر پاسخ به  ABA از مستقل

 يعنصر پروموتر يك TC-rich repeat .)54( شناخته شد
 =DREB(در ژن  تنشبه  يياست كه در دفاع و پاسخگو

Dehydrating Responsive Element Binding( 
 TCA-elementعنصر  .)42( نقش داردآرابيدوپسيس 

 ي،هاي غيرزيست تنشمختلف  يبر پاسخ به فاكتورها علاوه
 است يداس يسيليكسال دهي پيام يرمس گري ميانجيمسئول 

 تنشدر  يردرگ سيسعناصر  يرسا ينبر ا علاوه. )33(
مشاهده  AlNAC يدر پروموترها نيز MBSمانند  ياسمز
عنصر مرتبط با  يكاز  يشب يتمام پروموترها حاو .شدند

 MYBو  MYCمانند عناصر  ABAو  يپاسخ به خشك
 تنشپاسخگو به  يسعناصر س ينا تشخيص .بودند
 ياهدر تحمل گ AlNAC يها ژن كاركردينقش  هندهد نشان

  .باشد و شوري مي يبه تنش خشك آلوروپوس ليتوراليس

مانند  يگرشناخته شده د TFچند  ياتصال براهاي  جايگاه
GATA،AT-Hook  ،WOX ،Dof ،C2H2  وWRKY  در

بيني گرديد كه قادرند  پيش AlNACهاي  نواحي پروموتر ژن
هاي اختصاصي بافت  زايي و بيان هاي مهمي در اندام نقش

كه جايگاه اتصال  GATAمثال، موتيف  عنوانب. ايفا نمايند
به نور و  ييدر پاسخگوباشد،  مي GATAفاكتور رونويسي 

به نور بافت  بستهوا نموبافت نقش دارد و در  اختصاصيت
-AT فاكتور رونويسي .)55(كند  آفريني مي شنقنيز  آبكش

Hook  در بيان اختصاصي بافت آوندي نقش دارد و فاكتور
دخيل  يديكل نموي يندفرآ يندر چند WOXرونويسي 

 آيندهايفرنيز  Dofفاكتورهاي رونويسي . )49(باشد  مي
 يا يممستق بطوررا  آوندي يستمس ايجاد و حفظمرتبط با 

 اي رونويسيفاكتوره .)27( كنند يم يمتنظ يرمستقيمغ
C2H2 مانندZAT7  ،ZAT10  وZPT2 پاسخ به  يمدر تنظ
فاكتورهاي . )24(نقش دارند  هاي زيستي و غيرزيستي  تنش

در پروموتر ژن  W boxبه موتيف  WRKYرونويسي 
ERF3  آن هنگام  يعسر سازي فعال موجبتوتون متصل و
 OsNAC6ژن  پروموتر. )36( شود يم هاي مكانيكي آسيب
چهار نسخه هاي مكانيكي داراي  القاءشده تحت آسيببرنج 

  .)35(بود  W-boxاز 

-RTبا استفاده از  AlNAC32 يدكاند  ژن يانب يزآنالنتايج 

qPCR  ساعت بعد از اعمال  3نشان داد كه در بافت برگ
 و PEGمولار،  يليم 600و  250 يدكلر يمسدتيمارهاي 
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يابد  ، مقادير بيان ژن كانديد افزايش ميABA يتوهورمونف
از اعمال تنش، اين مقادير، كاهش نشان  ساعت بعد 6اما 

ساعت بعد از اعمال  3با اين حال، در بافت ساقه، . دادند
، افزايش ABAمولار و  ميلي 250تيمارهاي سديم كلريد 

ساعت بعد، اين مقادير تقليل پيدا  6بيان مشاهده شد اما 
 250 يدكلر يمسدكه تحت تيمارهاي  نمودند، در حالي

خشكي، افزايش بيان نشان داده شده در تنش  و مولار يليم
 6ساعت بعد از اعمال تنش، بدون تغيير چنداني در  3

اما در بافت . ساعت بعد از اعمال تنش نيز مشاهده گرديد
 ABA مولار، ميلي 250 يدكلر يمسدريشه تحت تيمارهاي 

ساعت بعد از تنش، افزايش بيان بالاتري  6و تنش خشكي، 
اگرچه . عد از تنش مشاهده گرديدساعت ب 3در مقايسه با 
 6مولار، در مدت زمان  ميلي 600 يدكلر يمسدتحت تيمار 

ساعت، مقدار بيان  3ساعت بعد از تنش در مقايسه با 
يك  AlNAC32كانديد ژن  .)4شكل (كاهش پيدا نمود 
محسوب ) OsNAP )Os03g0327800  همولوگ از ژن

و  ABAي ها در اثر تنشي توجهقابل  بطورشود كه  مي
 القاء يينپا يو دما ي، خشكبالا ي، از جمله شورغيرزيستي
بيانگر كاركرد مهم  تواند اين امر مي .)9( شده است
AlNAC32 هاي  تنشتحمل به م يژن كاربرد يك بعنوان

  .غيرزيستي باشد

و ياهان گو نمو در رشد  ينقش مهم ABAفيتوهورمون 
و سرما  ي، خشكي، مانند شورهاي غيرزيستي تنشاسخ به پ

 فاكتورهاي رونويسي كه دهد ميشواهد نشان . )32( دارد
NAC وابسته به پيام در انتقال ABA باشند مي يردرگ .
 وابسته به يندهايفرآآرابيدوپسيس تنظيم در  NACن يچند

ABA كانديد پاسخ ژن . )21(اند  را نشان دادهAlNAC32  به
 دهي پيامدر  اين ژن ينقش احتمالبيانگر  ،ABA مارتي

ABA باشد مي.  

در  يقابل توجه بطورنيز  SgNAC2و  SgNAC1 هاي ژن
 يان ژنب. )58(افزايش بيان نشان دادند طول تنش سرما 

OsNAC6 تيمارهاي   برنج توسطABA ،JA ،سرما ،

. )38(القاء شد  هاي مكانيكي آسيب بالا و يشور ي،خشك
و سرما  آبي كمدر اثر گرما،  يفرنگ گوجه SlNAC11 يانب

، يلنات يمارهايگندم توسط ت TaNAC4 ژن. )50(القاء شد 
MeJA  وABAو  كيهاي مكاني ، آسيببالا يشور ،، سرما

در  پاتوژن زنگ نواري افزايش بيان نشان داد و بيان اين ژن
هاي گندم در مقايسه با برگ و ساقه، بالاتر  ريشه گياهچه

 يك بعنوان TaNAC4كه ژن  دادنشان  يجنتا ينا. بود
 يها در پاسخ گندم به تنش دخيل يسيكننده رونو فعال

 افزايش بيان. )53(نمايد  يم ايفاي نقش زيستي و غيرزيستي
GhNAC4 ياز جمله خشك يمختلف يها تنش تحت ،

نشان  هاي مكانيكي آسيب و ROS، ياسمز تنش، يشور
دهي  پيام يرهايممكن است در مسها  اين ژندهد كه  يم

  .)49( داشته باشد يا نقش بالقوه ،يطيمحچندين تنش 

در نواحي پروموتر  يسس يميانواع مختلف عناصر تنظ
اين كه به  يسيرونو يوع در فاكتورهاو تن AlNAC يها ژن

اين  يانكه ب دهد مينشان  شوند، يمتصل م يميعناصر تنظ
 هاي يگنالو س ها يتوهورمونفطيف وسيعي از توسط ها  ژن

 امر ينو ا شود مي يمتنظ غيرزيستي و زيستي هاي تنش
 برابر در دفاع و گياه نمو در ها ژن اينمهم   شاز نق يحاك
 كانديد ژن ل بيانيو تحل يهتجزا ب. باشد مي ها تنش

AlNAC32  با استفاده ازRT-qPCR  نيز مشخص شد كه
در  ،ABAهاي شوري، خشكي و  اين ژن تحت تنش

دهد كه  هاي برگ، ساقه و ريشه، افزايش بيان نشان مي بافت
بيانگر نقش اين ژن در تحمل به چندين تنش غيرزيستي 

 يشترب يقاتتحقجهت  اي پايهها اطلاعات  يافته ينا. باشد مي
به  تحملدر رشد و  NAC يها ژندر مورد كاركرد 

  . آورد ميفراهم  A. littoralisدر هاي غيرزيستي  تنش

  سپاسگزاري

اين پژوهش با حمايت مالي پژوهشكده ژنتيك و 
دانشگاه علوم كشاورزي فناوري كشاورزي طبرستان،  زيست

به  در قالب طرح تحقيقاتي مصوبمنابع طبيعي ساري  و
انجام شده است و بدينوسيله نويسندگان   T234/96شماره
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Abstract 

NAC (NAM, ATAF1/2, and CUC2) proteins are the plant-specific transcription factors 
(TFs) that play roles in diverse developmental processes and stress responses. In the 
present study, a total of 68 NAC genes were identified in Aeluropus littoralis, a salt 
secreting halophytic grass, belongs to family Poaceae. By analysis of cis regulatory 
elements of AlNAC genes promoter, many cis-acting regulatory elements related to 
growth and development, phytohormone and stresses defense were found in the 
promoter of AlNAC genes. These hormone-responsive elements, include P-box, TCA 
element, CGTCA-motif and TGACG-motif, TGA-element, ERE and ABRE, which 
were associated with gibberellic acid, salicylic acid, jasmonic acid, Auxin, ethylene and 
abscisic acid response, respectively. For stress responsive elements, TC-rich repeats, 
ARE, MBS, LTR; and W box, can be noted which are related to defense and stress, 
anaerobic induction, drought inducibility, low-temperature inducibility, and wound 
stress, respectively. The different types of cis regulatory elements in the promoter of 
AlNAC genes and the variability in transcription factors associated with these 
regulatory elements indicates the important role of these genes in plant development 
and defense against stress. By analyzing AlNAC32 candidate gene expression using RT-
qPCR it was revealed that AlNAC32 was up-regulated under salt, drought and ABA 
phytohormone stresses in leaf, stem and root tissues, implying its role in multiple 
abiotic stresses tolerance. These findings provided valuable information for further 
research on the functions and applications of AlNACs in A. littoralis growth and 
adaptation to stress. 
Key words: Aeluropus littoralis, Gene expression pattern, Gene family, Halophyte, 
Transcription factor 


