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ی هاژن پروموتر در های غیرزیستیتنش با مرتبط سیس یمیتنظ عناصر لیتحل و هیتجز

NAC گیاه آلوروپوس لیتورالیس 

 *3پطرودیسیدحمیدرضا هاشمیو  2، حمید نجفی زرینی،2زادهقربانعلی نعمت، 1سمیرا محمدی

 اصلاح نباتات، ساری طبیعی منابع دانشگاه علوم کشاورزی وایران، ساری،  1

 نژادی،بیوتکنولوژی و به گروه، ساری طبیعی منابع و کشاورزی علوم دانشگاهیران، ساری، ا 2

گروه مهندسی ژنتیک و  فناوری کشاورزی طبرستان،پژوهشکده ژنتیک و زیست ،ساری طبیعی منابع و کشاورزی علوم دانشگاهایران، ساری،  3

 بیولوژی

 17/12/1399تاریخ پذیرش:  19/05/1399تاریخ دریافت: 

 چکیده

 نمومختلف  یندهایدر فرآهستند و  گیاهان مختص رونویسی ، فاکتورهای(2UCCو  AMN، 2-1TAFA) NAC یهاینپروتئ

متعلق  یتهالوفگیاه نوان بع Aeluropus littoralis گیاه در NACژن  68مطالعه، این دارند. در  ها نقشو پاسخ به تنش یاهانگ

بسیاری از  ،AlNACهای ژن نواحی پروموتر سیس در یمیعناصر تنظبا تجزیه و تحلیل  .دنشد ییشناسا Poaceaeبه خانواده 

 توان بهها میهورمون گو بهعناصر پاسخ از جمله یافت شدند. هادر برابر تنشدفاع  ها وهورمونیتوفمرتبط با رشد و نمو، عناصر 

P-box، TCA element، هایموتیف CGTCA  وTGACG، TGA-element، ERE  وABRE در یبرتتکه ب اشاره نمود 

گو عناصر پاسخ ی. برانقش دارند اسیداسید، اکسین، اتیلن و آبسیزیکاسید، جاسمونیکسالیسیلیک، اسیدپاسخگویی به جیبرلیک

 ی، القاتنشدفاع و  اب تبطمر بترتیبرا ذکر نمود که  W boxو  TC-rich repeats ،ARE ،MBS ،LTRتوان به تنش می

یس در پروموتر س یمیانواع مختلف عناصر تنظ .باشندهای مکانیکی میتنش آسیبو  یینپا یدما ی، القایخشک ی، القایازهویب

 و گیاه نمو در هاژن اینمهم  شاز نق یحاک شوند،یعناصر متصل ماین که به  یسیرونو یو تنوع در فاکتورها AlNAC یهاژن

مشخص شد که این ژن  RT-qPCRبا استفاده از  AlNAC32 کاندید ژن ل بیانیو تحل یهتجزبا  .باشندمی هاتنش برابر در دفاع

دهد که بیانگر نقش این ژن در های برگ، ساقه و ریشه، افزایش بیان نشان میدر بافت ،ABAهای شوری، خشکی و تحت تنش

 در مورد عملکرد و کاربرد یشترب قاتیتحقجهت  یها اطلاعات ارزشمندیافته ین. اباشدتحمل به چندین تنش غیرزیستی می

 است. آوردهفراهم  A. littoralisدر به تنش  یدر رشد و سازگار AlNAC یهاژن

 آلوروپوس لیتورالیس، الگوی بیان ژن، خانواده ژنی، فاکتور رونویسی، هالوفیت: های کلیدیواژه

 shr.hashemi@sanru.ac.irالکترونیکی:  ، پست01133687747مسئول، تلفن:  * نویسنده

 مقدمه

 یطشرا یرتحت تأث نمو خود، رشد ودر طول دوره  یاهانگ

 گیرند و گیاهان بامیقرار ها و یا تنش یطینامساعد مح

از  یوشیمیاییو ب یزیولوژیکی، فیکیمورفولوژ ییراتتغ

 کارکرد جهت یعملکردتنظیمی و  یهاژن یانب جمله،

 .(1) کنندیم یریتمد آنها راپاسخ به  ،یدارپا یولوژیکیب

 یسیرونو یفاکتورها ،که دهندمینشان  زیادیمطالعات 

(TFها )از جمله  یاهانگ یزیولوژیکیف یندهایدر فرآ

ی هورمون هایو پاسخیرزیستی و غ زیستی یهاتنش

 حاوی که یسیرونو یفاکتورها. (5)نمایند مشارکت می

 یسیکننده رونویمو تنظ DNA به شوندهمتصل هاییندم

https://dorl.net/dor/20.1001.1.23832592.1401.35.3.12.0
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عناصر سیس  بهو اتصال  ساییتوانند با شنایهستند، م

دست یینپا یهاژن یانب ،ژن هدف هایپروموتر موجود در

 NAC رونویسی فاکتورهای. (57)کنند  تنظیمرا  خود

(AMN، 2-1TAFA  2وUCC )بزرگترین از یکی 

از  یشب با گیاهان مختص رونویسی فاکتورهای هایخانواده

 ،(20) صنوبر ،(37)و برنج  یدوپسیسآراب درعضو  100

. شناسایی شدند (40) ایتالیاییارزن  و (26) سویا

 دمین یک شامل ،NACژنی  خانواده هایپروتئین

 و ینیآم یانتها در شدهحفاظت بسیار DNA به شوندهمتصل

 دمین. هستند یلیکربوکس یانتها در متغیر بسیار یندم یک

با  ینهآم یداس 160تا  150متشکل از حدود  آمینی انتهای

 رها به این فاکتو الاتص بوده که برای A-E یردمینپنج ز

DNAیانتها یندم که، در حالی(39) باشندمی ضروری 

سازی از )فعالاکتیواسیون یلی، برای خاصیت ترانسکربوکس

ها حیاتی روتئیناین پ (Trans-activation) راه دور(

  .(46)باشد می

 یهافاکتور دهد،یوجود دارد که نشان م یشواهد فراوان

از  وسیعی یفط یمدر تنظ یمهم هایقشن ،NAC رونویسی

 شاخه انتهایی مریستممانند توسعه  یولوژیکیب یندهایفرآ

، (41)گل  شکیلت ،(14)برگ  یریپ ،(45) بذر رشد ،(44)

 غیرزیستی و زیستی هایتنش به پاسخ و (25) یبررشد ف

از  AlNAC4بیان یشمثال، ب بعنوان. کنندیم یفاا (19،35)

 بهرا  یختترار توتونتحمل  Aeluropus lagopoidesگیاه 

بیان ژن یشب .(23)ید بهبود بخش یداتیواکس تنش

MdNAC047  ازMalus hupehensis پاسخ به یمبا تنظ 

 Arabidopsisرا در  شوریتواند تحمل به یم یلنات

thaliana بیانبیش؛ (6)دهد  یشافزا یختهترار AhNAC3  از

Arachis hypogaea ید موجبترشح سوپراکس یشبا افزا 

آبی و کم یخشکتنش  در برابر گیاه توتون تحمل یشافزا

از  یکه برخ اندنشان داده مختلف . مطالعات(30)گردد می

 یرزیستیغ یهاقادرند به تنش NAC یسیرونو یهافاکتور

سه ژن  آرابیدوپسیس، درمثال،  بعنوانپاسخ دهند.  مختلف

ANAC019 ،ANAC055  وANAC072 یهاتنش در 

 همزمان بطور (ABA) یداسیزیکو آبس شوری ی،خشک

 یتهالوف یاهگ در ThNAC یهاژن .(48)شدند  القاء

Tamarix hispida  ی، خشکیشور هایتنشدر پاسخ به ،

دهد ینشان م امر ینو ا ندشد یانب ABA و ینسنگ فلزات

 یرزیستی،غ هایدر پاسخ به تنش NAC هایژن ،که

 تنش دهیپیام یرهایو در مس کنندیم ایفا تنظیمی هاینقش

 .(51)باشند یم یلدخ ABAوابسته به 

 CRE= Cis-acting regulatory) یسس تنظیمیعناصر 

element) یمولکول یهایچسوئ ها،در نواحی پروموتر ژن 

از  یشبکه بزرگ ها،ژن یسیرونو یمتنظ با که بوده یمهم

از جمله  یولوژیکیمختلف ب یهایدهدر پد یلدخ یهاژن

 کنندیکنترل م ،راها تنش بهپاسخ و  ورشد و نم یندهایفرآ

به روش  OsNAC6 تجزیه و تحلیل فعالیت پروموتر .(7)

نشان  GUS (Reporter gene) الحاق به ژن گزارشگر

و ( JA) یداسجاسمونیک، ABAتوسط دهد که این ژن می

سیلیکو این بررسی .شودمی القاءمختلف  یطیمح یهاتنش

تنظیمی سیس پاسخگو عناصر ، مؤید حضور پروموتر توالی

. همچنین (35) بوده استتلف مخهای محیطی به تنش

 NACیسی فاکتور رونو تجزیه و تحلیل فعالیت پروموتر

دهد نشان می GUSبر مبنای ژن گزارشگر  (GhNAC4پنبه )

ها و یتوهورمونف پروموتر تحت تیمارتنظیم این  ،که

 .(49)شود القاء می یطیمح یهاتنش

 یک گیاه (Aeluropus littoralis) یتورالیسآلوروپوس ل

 .باشدمی Poaceae وادهخانمتعلق به  C4 یت چندسالههالوف

 تواندیکند و میرشد م شور یهامعمولاً در باتلاق این گیاه

از  یش( را تا بیمسد ید)عمدتاً کلر یشور یسطوح بالا

 برعلاوه گیاه، این. (2،12)ید تحمل نما مولاریلیم 600

 گرما و خشکی به مقاوم گیاهی بعنوان شوری، به مقاومت

(. با توجه به اینکه 59، 16-18شود )می محسوب نیز

 بالایی یلپتانس ،خود متمایز یکیها با ساختار ژنتیتهالوف

با  یهایستگاهخود در ز یچرخه زندگ یلتکمجهت بقا و 

دارند، شناسایی و تعیین خصوصیات فاکتورهای  بالا شوری

https://dorl.net/dor/20.1001.1.23832592.1401.35.3.12.0
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تنش در این گیاهان بسیار مهم پاسخگو به رونویسی 

و  پاسخگو به تنش یهاژن یمتنظبا ها ژن ین. اباشدمی

 یکیژنت یدر مهندس به تنش قادرندتحمل افزایش 

در مطالعه بنابراین . (3،4) استفاده شوند یمحصولات زراع

های به تنشتحمل  یهایسمدرک مکان جهتحاضر، 

شناسایی و  A. littoralisدر ژنوم  NAC یهاژنغیرزیستی، 

سیس  تنظیمیعناصر  یافتن یبرا آنهاپروموتر های توالی

 یابیجهت دستند و قرار گرفت یلو تحل یهمورد تجزبالقوه 

 یاحتمال یمیتنظ هاییسمنمکا ینهدر زم یشتربه اطلاعات ب

 ینبالقوه ب یمیتنظ یهاکنش، برهمAlNAC یخانواده ژن

بینی شد. در پیش AlNAC یهاو ژن یسیرونو یفاکتورها

 یرتأث زمینهدر  اطلاعات بیشتردستیابی به  جهتنهایت، 

 ABAیتوهورمون ف همچنین و خشکی و شوری یهاتنش

ژن کاندید  انیب یلو تحل یهتجز، AlNAC هاییان ژنبر ب

AlNAC32 یک همولوگ از ژن بعنوان OsNAP 

(Os03g0327800 که )ی هادر اثر تنشی توجهقابل  بطور

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

qPCR  گردیدانجام.  

 مواد و روشها

در  پوس لیتورالیس:در گیاه آلورو NAC هایژن ییشناسا

موجود  A. littoralisتوالی ژنوم مرجع گیاه از  یقتحق ینا

فناوری کشاورزی طبرستان در پژوهشکده ژنتیک و زیست

بالقوه در ژنوم  NAC هاییی ژنشناسا یبرا( نشده منتشر)

A. littoralis  های بدین منظور، توالی .گردیداستفاده

آرابیدوپسیس،  در گیاهان مدل برنج و NACپروتئینی 

 RGAPهای داده از پایگاه بترتیب

(http://rice.plantbiology.msu.edu/)  وTAIR 

(https://www.arabidopsis.org/) شدند. سپس از  دریافت

در  (Query) مورد نظر توالی بعنوانهای دریافت شده توالی

برای جستجوهای  یتورالیسآلوروپوس ل یاهژنوم گ یتوال

tBLASTn Local  افزارنرمبا استفاده ازBioEdit (15) با 

E-value 1 کمتر ازE-10 حذف از پس .شدند استفاده 

( NAM) دمین حضور تکراری، و ناقص هایپروتئین

NAC، اطلاعاتی هایپایگاه 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 تأیید . 

 تجزیه : AlNACهای توالی پروموتر ژن یلو تحل یهتجز

 یهادر پروموتر ژن (Cis element) سیسعناصر  یلو تحل

AlNAC ژن کمک  یانب یمبه درک اطلاعات مربوط به تنظ

 یاز اعضا یکهر  یژنوم یتوالییند. پس از تعنماییم

باز بالا دست کدون شروع جفت AlNAC، 2000خانواده 

(ATGژن ) و  شده پروموتر در نظر گرفته یتوال بعنوانها

 PlantCAREاستفاده از  با سیس یمیعناصر تنظ ییشناسا

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

e/html/ )جهت مقایسه، توالی پروموتر  .(28) گردید انجام

گیاه مدل آرابیدوپسیس نیز مورد تجزیه و تحلیل قرار 

 در پروموتر یسعناصر س یعنقشه توزگرفت. در نهایت، 

-MAST (http://memeبا استفاده از ابزار  AlNAC یهاژن

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

 یفاکتورهاهای تنظیمی بالقوه بین کنشبینی برهمپیش

 یسیرونو یفاکتورها : AlNAC یهاژنیسی و رونو

(TFsبا تنظ )یاریدر بس ،ی، نقش اصلتبطمر یهاژن یانب یم 

 جهتند. نماییم یفاا یولوژیکیو ب یسلول یندهایاز فرآ

 تنظیمی یهادر زمینه مکانیسم دستیابی به اطلاعات بیشتر

 یمیتنظ یهاکنش، برهمAlNACخانواده ژنی  یاحتمال

با  AlNAC یهاو ژن یسیرونو یفاکتورها ینبالقوه ب

 افزارنرم Promoter Analysisابزار آنلاین  استفاده از
PlantPAN2.0 

(http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/promoter_multiple.php) 

 .(10) گردید ینیبیشپ

-RTبا استفاده از  AlNAC32 یدکاند ژن یانب آنالیز

qPCR:  های کلون آلوروپوس نمونهدر این بررسی از

شده در های کلوننمونهکشت لیتورالیس استفاده گردید. 

https://dorl.net/dor/20.1001.1.23832592.1401.35.3.12.0
http://gerfbb.com/images/upload/article/pdf/1387127438_Alzohairy%20et%20al%202011.pdf
http://smart.embl-heidelberg.de/smart/set_mode.cgi?NORMAL=1
http://meme-suite.org/tools/meme/
http://meme-suite.org/tools/meme/
http://meme-suite.org/tools/meme/
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 و گراد،درجه سانتی 25±3 یدمایشرایط  محلول هوگلند با

ساعت روشنایی و شدت  16ساعت تاریکی/ 8 نوری دوره

. سپس پذیرفتصورت  S 2-µmol m 240-1 نوری

و پس  شدند شده به محلول هوگلند منتقلهای کلوننمونه

 600و  250 از دو ماه، تنش شوری )کلرید سدیم

( اعمال درصد PEG 20و تنش خشکی ) (مولارمیلی

 ABA 100هورمون  یبا اسپرنیز  ABA. تیمار یدگرد

برداری از نمونه سپس شد. ها انجامبرگ یرومیکرومولار 

، در (تکرار بیولوژیکی 3) ریشه ، ساقه وبرگ هایبافت

 بعد از اعمال تنشساعت  6 و 3، )شاهد( سری زمانی صفر

ها برای انجام مراحل بعدی در فریزر نمونه و انجام شد

 نگهداری شدند.گراد یدرجه سانت -80

با استفاده از کیت تریزول  هانمونهکل از  RNA استخراج

(Threezol, Riragene انجام شد. کمیت و کیفیت )

ترتیب با روش اسپکتوفتومتری و به RNAی هانمونه

درصد صورت گرفت. جهت  5/1الکتروفورز ژل آگارز 

 DNase I  (Thermoاز تیمار ،ژنومی DNAحذف 

Scientific)  سنتز گردیداستفاده .cDNA کیت  وسیلهبه

( طبق دستورالعمل Thermo Scientific) ترموشرکت 

طراحی  .ندبرابر رقیق گردید 4شرکت، انجام و به نسبت 

 :AlNAC32 (Forwardاختصاصی ژن  آغازگر

GGTCAACAACGCCAACAG; Reverse: 

CGCCGCTCTCTTCTGAT )افزار با استفاده از نرم

AlleleID یکرولیترم 10ام شد. هر واکنش در حجم انج 

 The Maxima SYBR Green/ROXاز  یکرولیترم 5 یحاو

RT-qPCR Master Mix (Thermo Scientific،) 2 

 7/2آغازگر و  یکرولیترم 3/0شده،  یقرق cDNA یکرولیترم

با استفاده از چرخه دمایی  ،RNase عاری ازآب  یکرولیترم

 15گراد درجه سانتی 95، دقیقه 10گراد درجه سانتی 95

 6چرخه بوده و  40در  دقیقه 1گراد درجه سانتی 60ثانیه، 

آنالیز منحنی در نظر گرفته شد. نیز، ( NTCکنترل منفی )

CFX(Bio-Rad ) افزار ها و سیکل آستانه با نرمذوب نمونه

کنترل داخلی در نظر گرفته شد.  بعنوان UBQژن  محاسبه و

 CtΔΔ-2با روش نیز،  ورد مطالعهمیزان بیان نسبی ژن م

ها با استفاده بیان ژن میزان. تجزیه واریانس محاسبه گردید

تیمار  5با در قالب طرح کاملاً تصادفی  لیاز روش فاکتور

و  SAS 9.0افزار با استفاده از نرمبیولوژیکی تکرار  3در 

 در اکسل انجام شد. t-testمقایسه میانگین با آزمون 

 نتایج

 در گیاه آلوروپوس لیتورالیس: NAC هایژن ییشناسا

 آلوروپوس ژنوم بالقوه در NACهای جهت شناسایی ژن

 NAC هایپروتئین یمبنا بر یهمولوژ آنالیز لیتورالیس،

آلوروپوس، منجر به شناسایی  ژنوم با آرابیدوپسیس و برنج

 هاییگاهپا در هاپروتئین این بررسی ید. باگرد ژن 68

InterProScan، Pfam  وSMART، یاختصاص یندم 

NAM (PF02365 یا )NAC (PF01849مشاهده ) یدگرد. 

قرار گرفته و  Al، پیشوند NACهای گذاری این ژنبرای نام

 .گذاری شدندنام AlNAC.68تا  AlNAC.01صورت به

 یهادر پروموتر یسس تنظیمیعناصر  متنوع یعملکردها

AlNAC : یهاژن سیس تنظیمیعناصر  شناسایی جهت 

AlNAC ،2000 کدون  یژنوم توالیبالادست  بازجفت

از . شد گرفته نظر درمنطقه پروموتر  بعنوانشروع هر ژن 

پروموتر  یهایاطلاعات مربوط به توالشده ژن شناسایی 68

 هاییدر این بررسی فقط این تعداد ژن ه وبود ، کاملژن 38

، بودندباز( جفت 2000پروموتر کامل ) یتوال یکه دارا

، بررسی این. در ندقرار گرفت تجزیه و تحلیلمورد 

 افزایندهنواحی  در بترتیب که TATAو  CAAT هایجعبه

(Enhancer regions)  مرکزی پروموترو عنصر (Core 

promoter element) تمامنواحی پروموتر  در قرار داشته 

 یهاتمام ژن یباًتقر مشاهده شد. ی،مورد بررس یهاژن

AlNAC یمیعناصر تنظ خود، یدر پروموترها یبررس وردم 

را دارا  یو تنش خشک یپاسخگو به نور، تنش آب یسس

القای های به تنش پاسخگوسیس  ی. عناصر تنظیمبودند

در  مکانیکی هایآسیب و پاتوژن ،(Anoxic) هوازیبی

 AlNAC یهاژن از درصد 90حدود  یپروموتر نواحی
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 یها دارادرصد از ژن 37/97، ینبر امشاهده شد. علاوه

، یینپا pHهای گرما، به تنش پاسخگوسیس  یعناصر تنظیم

پروموتر خود  نواحیدر  یو تنش اسمز یمغذ مواد کمبود

 و( SA) یداسیسیلیکسال ،ABAبه  پاسخگوبودند. عناصر 

JA  یهادرصد از ژن 90در نواحی پروموتر حدود AlNAC 

 جیبرلین ،(ETH) یلنبه ات پاسخگومشاهده شد. عناصر 

(GA )اکسین و (Auxin )هایژن پروموتراز  یاریبس در 

 26/55درصد،  79/65درصد،  32/26 بترتیب) بررسی مورد

 و دفاعی) TC-rich repeats عناصر. ندشد یافت( درصد

 LTR= Low Temperature)( و تنشبه  پاسخگو

Response) و  47/39در  بترتیب( یینپا یدما به گو)پاسخ

. بیش از گردیدمشاهده  هاژن یپروموترهااز درصد  89/57

و  یدارای عناصر مرتبط با چرخه سلول هاژن درصد 89

 ژن فقطبودند.  خوددر نواحی پروموتر  یسلول یرتکث

(Alg10334 )AlNAC47 با مرتبط ظیمیعناصر تن یدارا 

 . (1)جدول  بود ینسنگ یفلز هاییونبه  پاسخ

بینی پیش جهتمؤثر  یوشر سیس،عناصر  یلو تحل یهتجز

. در (48) استهای تنظیمی در مرحله رونویسی مکانیسم

های در پاسخ به تنش ARBE، ین عناصر شناسایی شدهب

 ی وخشکهای تنشدر نیز  DRE ، و عنصرABA خشکی و

اتصال  جایگاه بعنوان MBS شوند، همچنینالقاء می یاسمز

MYB  پروموتر . باشددخیل می یخشک پاسخ به تنشدر

AlNAC28  عنصر  7دارایARBE ،4  عنصرDRE  و یک

 3پروموتر دارای هر  10در مجموع، باشد. می MBSعنصر 

 (. بیشتر1بودند )شکل  MBSو  ARBE ،DREعنصر 

ژن،  ARBE (34تنظیمی عناصر  دارای AlNAC یهاژن

 CGTCA motif اسید(،عنصر سیس پاسخگو به آبسیزیک

-G ،اسیدژن، عنصر تنظیمی پاسخگو به جاسمونیک 33)

Box (26 و )ژن، عنصر سیس پاسخگو به نور ARE (30 

 هوازی( بودندبی القای یبرا ضروری یمیتنظ ژن، عنصر

 .(1)شکل 

 

موجود در تعداد عناصر مختلف ، ها و اعداد مختلف. رنگیتورالیسآلوروپوس لگیاه  NAC یهادر ژن یسعناصر س تعداد یلو تحل یهتجز -1شکل 

 .دهدیرا نشان م AlNAC یهاپروموتر ژن
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 عملکرد بالقوه آنها.  در آلوروپوس لیتورالیس و آرابیدوپسیس همراه با NACهای یی شده در نواحی پروموتر ژنشناسا یمی سیسعناصر 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.تنظیمی سیس مورد نظر بر تعداد کل پروموترها بهعناصر درصد برآوردشده از تقسیم تعداد پروموترهای دارای *
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 عنصر 10 و AlNAC68 پروموتر ژن در ABREعنصر  11

ABRE در  یببترتAlNAC24  وAlNAC25،  عنصر وTC-

rich  ژن  15 پروموتر در تنشبه  دفاع و پاسخدخیل در

AlNAC  .عنصر  2یافت شدندTC-rich پروموترهای در 

AlNAC15 ،AlNAC49  وAlNAC51 شد.  یافتMBS 

 پروموتر در گیر در تنش خشکیدر MYBاتصال  جایگاه

 در MBSعنصر  3با این حال،  ،مشاهده گردید ژن 20

 یافت AlNAC49و  AlNAC15 ،AlNAC45 پروموترهای

 6اسایی و شن ژن 35پروموتر  در CGTCA. عنصر ندشد

و  AlNAC07 مورد از این عنصر در پروموترهای

AlNAC08 (1)شکل گردید  یافت. 

 یهاژنی احتمال های تنظیمیمکانیسممنظور درک بهتر به 

AlNAC  سیس  عنصر 8های غیرزیستی، تنشتحتas-1 ،

core DRE ،DRE1 ،MBS ،STRE ،TC-rich repeats ،

ABRE  وGCTCA-motif نواحی  و هرا انتخاب کرد

باز بالادست جایگاه شروع جفت 2000)پروموتر 

نشان داده شده  2در شکل  ها بررسی و نتیجهرونویسی( ژن

 است.

 
 اند.های مختلف نشان داده شدهعناصر سیس مختلف با رنگ. AlNACهای شمای عناصر سیس مرتبط با تنش در پروموتر ژن -2شکل 
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 یفاکتورهاه بین های تنظیمی بالقوکنشبینی برهمپیش

دستیابی به اطلاعات  جهت : AlNAC یهاژنیسی و رونو

خانواده ژنی  یاحتمال تنظیمی هایدر زمینه مکانیسم بیشتر

AlNACیفاکتورها ینبالقوه ب یمیتنظ یهاکنش، برهم 

ابزار آنلاین  استفاده ازبا  AlNAC یهاو ژن یسیرونو

Promoter Analysis افزارنرم PlantPAN2.0 شد ینیبیشپ .

توانند توسط یم AlNAC یهاژن ،که دهدمینشان  یجنتا

(. 3 شوند )شکل یمتنظ فاکتور رونویسیخانواده  50

، AT-Hook ،ARR-B از جمله فاکتورهای رونویسی

C2H2 ،HD-ZIP ،bZIP ،bHLH ،Myb/SANT ،WRKY ،

Dehydrin ،Trihelix  وERF یهاژنتوانند تمام می 

AlNAC  فاکتورهای  یهااز خانواده یاریبسکنند. را تنظیم

، یاهگرشد و نمو مختلف  یهادر جنبهذکر شده  رونویسی

ها و پاسخ به تنش یاه، دفاع از گیهورمون یگنالانتقال س

 AlNAC یهاژنکه، دهد ینشان م این امر باشند.می یلدخ

 نمودر توانند می این فاکتورهای رونویسی کنش بابرهمبا 

گیاه در برابر تنش مشارکت  دفاعمتنوع  یندهایآو فر یاهگ

 .نمایند

 

 .(TFs) یسیمختلف عوامل رونو یهاشده توسط خانوادهیمتنظ AlNAC یهاژن تعداد -3شکل 

-RTبا استفاده از  AlNAC32 یدکاند ژن یانب آنالیز

qPCR: یرتأث زمینهدر  اطلاعات بیشتر دستیابی به جهت 

 ABAیتوهورمون ف همچنین و خشکی و شوری یهاتنش

با  یانب یلو تحل یه، تجزAlNAC32 یان ژن کاندیدبر ب

ساعت بعد از تنش  3 .گردیدانجام  RT-qPCRاستفاده از 

 250کلرید در سطح شوری ناشی از اعمال سدیم

ژن  یبرابر 19/8و  51/6، 42/42 یانب یشافزامولار، یلیم

AlNAC32  ساقه رگب هایدر بافت بترتیبنسبت به شاهد ،

ساعت بعد از اعمال تنش،  6اما  ید،گردمشاهده  و ریشه

 نمود. یداپ تغییر 85/9و  8/1، 74/0 به بترتیب ادیرمق ینا

مولار منجر به میلی 600کلرید در سطح اما اعمال سدیم

 بترتیبژن  ی اینبرابر 6/10و  47/6، 17/77افزایش بیان 

د از اعمال ساعت بع 3 ، ساقه و ریشه،برگ هایدر بافت

بیان  ادیرساعت بعد از اعمال تنش، مق 6اما  ید،گردتنش 

کاهش  03/6و  13/10به  بترتیبهای برگ و ریشه بافتدر 

تغییر چندانی  65/6، اما در بافت ساقه با بیان نمود یداپ

 یکولگلیلناتیپلی ناشی از تنش خشکمشاهده نگردید. 

(PEG)  برابری  36/1و  2/4، 56/15منجر به افزایش بیان

 3، ساقه و ریشه، برگ هایدر بافت بترتیب AlNAC32ژن 

ساعت بعد از  6ساعت بعد از اعمال تنش گردید، اما 

، کاهش بیان، 28/7اعمال تنش، بیان در بافت برگ با مقدار 

کاهش بسیار اندکی و در  05/4و در بافت ساقه با مقدار 

سطح دادند. ، افزایش بیان نشان 32/4بافت ریشه با مقدار 

 ABA ساعت بعد از اعمال تیمار AlNAC32 3 رونوشت

 افزایش بیان بترتیبهای برگ، ساقه و ریشه، در بافت

ساعت  6که ی نشان داد. در حالیبرابر 32/2و  18/4، 83/5

های برگ و ساقه بعد از اعمال تیمار، بیان این ژن در بافت

ی در بافت برابرکاهش پیدا نمود ول 76/0و 86/0به  بترتیب

برابری( مشاهده گردید )شکل  55/2ریشه، افزایش بیان )

4.) 
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 بحث و نتیجه گیری

 در برابرگیاهان  تحملهای مولکولی دخیل در مکانیسم

این میان های زیادی در و ژن بودهبسیار پیچیده ها تنش

و  بوده یچندسطحها، ژن یانب یمتنظ .(1)کنند نقش ایفا می

 یاهیگ یهاژن یانب یمتنظ یاصل یسممکان یسی،رونو یمتنظ

 . باشدمی

 

 > p)درصد  PEG 20میکرومولار و  ABA 100مولار، یلیم 600و  250 کلریدیمسدتحت تیمارهای  AlNAC32الگوی بیان ژن الف(  -4شکل

0.05* ،0.01p < ** ،0.001p < ***).  )ی ذوبمنحنب (Melt curve) 32 ژنAlNAC ساقه و ریشه.های برگدر بافت ، 

 یاتصال پروموتر و فاکتورها یهاجایگاه میان کنشبرهم

 یسیدر سطح رونوها ژن یمدر تنظ ینقش مهم یسی،رونو

 ییالقا یپروموترها غیرفعال(/فعالالقاء ). نمایدایفا می

 اصرنع واسطهبوده، که به یخارج هاییگنالتوسط س

و  اختصاصیتاز که در پروموترها موجود  تنظیمی سیس

. (52)گیرد عملکرد بالایی برخوردارند، صورت می پایداری

 یهاژنارزیابی عناصر سیس موجود در ناحیه پروموتر 

AlNAC توسط ها این ژندرک بهتر تنظیم تواند به یم

 یلو تحل یهجزتمختلف کمک نماید.  هایفیتوهورمون

در  AlNAC یهاتمام ژننشان داد که  یسس تنظیمیعناصر 
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دارای یک یا چند عنصر سیس نواحی پروموتر خود 

، اسیدجاسمونیک، ینمانند اکسپاسخگو به فیتوهورمون 

 باشند.و اتیلن می یداسیسیلیکسالاسید، آبسیزیک، جیبرلین

 یرمرتبط با مس GARE-motifو  P-box عناصر مثال، بعنوان

 TGACG-motif و CGTCA-motif، و GA یگنالانتقال س

از  یادیتعداد ز. (56) همراه هستند MeJAبا پاسخ به 

در  یعناصر نقش مهم ینا دهند که،میمطالعات نشان 

و یری ، پیاهگ نمومانند  یزیولوژیکیف یندهایاز فرآ یاریبس

 یهاپاسخ به تنشهمچنین و گیاهان  یهثانو یسمبلوغ، متابول

وساطت بیان در  MeJA. (56)کنند ایفا میمختلف  یطیمح

ا ب ینو اکس (11) یببه آس یاهانپاسخ گ مرتبط با هایژن

 یوارهخواص د یمدر تنظ یسلول یوارهد نرم شدنالقاء 

 عنصر ینچنددر این تحقیق  .(31)د ننقش دار یسلول

، ABRE، ABRE2 ،ABRE3a مانند ABA به پاسخگو

ABRE4  وAT-ABRE یهادر پروموتر ژن AlNAC 

که با  ABRE مشخص شده است عنصرشد.  ینیبیشپ

را  یاهپاسخ گ، همراه است ABA دهی وابسته بهپیام یرسم

در بررسی  .(43) دهدیم یشافزا شوریو  یخشکتنش به 

 OsNAC5 پروموتردر  ABRE در موتیف جهشدیگری 

گردید  ABAپروموتر توسط  یسازمنجر به لغو فعال ،برنج

عنصر تنظیمی سیس  1340 مجموع، در ینبر اعلاوه. (47)

شدند  یمتقس گروهو به چند  یی، شناسامرتبط با تنش

( که در DRE) یآببه کمگو عنصر پاسخ (.1 )جدول

از عناصر  یگرینمونه د، یافت شد AlNACهای پروموتر ژن

 یاسمز تنش رونویسی پاسخگو به در است که سیس

 یک بعنوانبار  یناول یبرااین عنصر  .(34) درگیر است

 =RD29A) ژن در پروموتر وریسیس ضرعنصر 

RESPONSIVE TO DESSICATION 29A) یانب یبرا 

های خشکی و سرما تنشدر پاسخ به  ABA از مستقل

 یعنصر پروموتر یک TC-rich repeat .(54) شناخته شد

 =DREB)در ژن  تنشبه  ییاست که در دفاع و پاسخگو

Dehydrating Responsive Element Binding) 

 TCA-elementعنصر  .(42) نقش داردآرابیدوپسیس 

 ی،های غیرزیستتنشمختلف  یبر پاسخ به فاکتورهاعلاوه

 است یداسیسیلیکسال دهیپیام یرمس گریمیانجیمسئول 

 تنشدر  یردرگ سیسعناصر  یرسا ینبر ا. علاوه(33)

مشاهده  AlNAC یدر پروموترها نیز MBSمانند  یاسمز

عنصر مرتبط با  یکاز  یشب یتمام پروموترها حاو شدند.

 MYBو  MYCمانند عناصر  ABAو  یپاسخ به خشک

 تنشپاسخگو به  یسعناصر س ینا تشخیص .بودند

 یاهدر تحمل گ AlNAC یهاژن کارکردینقش  هندهدنشان

 باشد.و شوری می یبه تنش خشک آلوروپوس لیتورالیس

مانند  یگرشناخته شده د TFچند  یاتصال براهای جایگاه

GATA،AT-Hook  ،WOX ،Dof ،C2H2  وWRKY  در

بینی گردید که قادرند پیش AlNACهای نواحی پروموتر ژن

های اختصاصی بافت زایی و بیانهای مهمی در اندامنقش

که جایگاه اتصال  GATAمثال، موتیف  عنوانبایفا نمایند. 

به نور و  ییدر پاسخگوباشد، می GATAفاکتور رونویسی 

به نور بافت  بستهوا نموبافت نقش دارد و در  اختصاصیت

-AT فاکتور رونویسی .(55)کند آفرینی میشنقنیز  آبکش

Hook  در بیان اختصاصی بافت آوندی نقش دارد و فاکتور

دخیل  یدیکل نموی یندفرآ یندر چند WOXرونویسی 

 آیندهایفرنیز  Dof. فاکتورهای رونویسی (49)باشد می

 یا یممستق بطوررا  آوندی یستمس ایجاد و حفظمرتبط با 

 ای رونویسیفاکتوره .(27) کنندیم یمتنظ یرمستقیمغ

C2H2 مانندZAT7  ،ZAT10  وZPT2 پاسخ به  یمدر تنظ

فاکتورهای . (24)نقش دارند  های زیستی و غیرزیستیتنش

در پروموتر ژن  W boxبه موتیف  WRKYرونویسی 

ERF3  آن هنگام  یعسر سازیفعال موجبتوتون متصل و

 OsNAC6ژن  . پروموتر(36) شودیم های مکانیکیآسیب

چهار نسخه های مکانیکی دارای القاءشده تحت آسیببرنج 

 .(35)بود  W-boxاز 

-RTبا استفاده از  AlNAC32 یدکاند ژن یانب یزآنالنتایج 

qPCR  ساعت بعد از اعمال  3نشان داد که در بافت برگ

 و PEGمولار، یلیم 600و  250 یدکلر یمسدتیمارهای 
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یابد ، مقادیر بیان ژن کاندید افزایش میABA یتوهورمونف

از اعمال تنش، این مقادیر، کاهش نشان  ساعت بعد 6اما 

ساعت بعد از اعمال  3دادند. با این حال، در بافت ساقه، 

، افزایش ABAمولار و میلی 250تیمارهای سدیم کلرید 

ساعت بعد، این مقادیر تقلیل پیدا  6بیان مشاهده شد اما 

 250 یدکلر یمسدکه تحت تیمارهای نمودند، در حالی

خشکی، افزایش بیان نشان داده شده در تنش  و مولاریلیم

 6ساعت بعد از اعمال تنش، بدون تغییر چندانی در  3

ساعت بعد از اعمال تنش نیز مشاهده گردید. اما در بافت 

 ABA مولار،میلی 250 یدکلر یمسدریشه تحت تیمارهای 

ساعت بعد از تنش، افزایش بیان بالاتری  6و تنش خشکی، 

عد از تنش مشاهده گردید. اگرچه ساعت ب 3در مقایسه با 

 6مولار، در مدت زمان میلی 600 یدکلر یمسدتحت تیمار 

ساعت، مقدار بیان  3ساعت بعد از تنش در مقایسه با 

یک  AlNAC32کاندید ژن  .(4کاهش پیدا نمود )شکل 

( محسوب Os03g0327800) OsNAP همولوگ از ژن

و  ABAی هادر اثر تنشی توجهقابل  بطورشود که می

 القاء یینپا یو دما ی، خشکبالا ی، از جمله شورغیرزیستی

بیانگر کارکرد مهم  توانداین امر می .(9) شده است

AlNAC32 های تنشتحمل به م یژن کاربرد یک بعنوان

 غیرزیستی باشد.

و یاهان گو نمو در رشد  ینقش مهم ABAفیتوهورمون 

و سرما  ی، خشکی، مانند شورهای غیرزیستیتنشاسخ به پ

 فاکتورهای رونویسی که دهدمی. شواهد نشان (32) دارد

NAC وابسته به پیام در انتقال ABA باشندمی یردرگ .

 وابسته به یندهایفرآآرابیدوپسیس تنظیم در  NACن یچند

ABA کاندید پاسخ ژن . (21)اند را نشان دادهAlNAC32  به

 دهیپیامدر  این ژن ینقش احتمالبیانگر  ،ABA مارتی

ABA باشدمی. 

در  یقابل توجه بطورنیز  SgNAC2و  SgNAC1 هایژن

 یان ژنب. (58)افزایش بیان نشان دادند طول تنش سرما 

OsNAC6 تیمارهای   برنج توسطABA ،JA ،سرما ،

. (38)القاء شد  های مکانیکیآسیب بالا و یشور ی،خشک

و سرما  آبیکمدر اثر گرما،  یفرنگگوجه SlNAC11 یانب

، یلنات یمارهایگندم توسط ت TaNAC4 ژن. (50)القاء شد 

MeJA  وABAو  کیهای مکانی، آسیببالا یشور ،، سرما

در  پاتوژن زنگ نواری افزایش بیان نشان داد و بیان این ژن

های گندم در مقایسه با برگ و ساقه، بالاتر ریشه گیاهچه

 یک بعنوان TaNAC4که ژن  دادنشان  یجنتا ینابود. 

 یهادر پاسخ گندم به تنش دخیل یسیکننده رونوفعال

 افزایش بیان. (53)نماید یم ایفای نقش زیستی و غیرزیستی

GhNAC4 یاز جمله خشک یمختلف یهاتنش تحت ،

نشان  های مکانیکیآسیب و ROS، یاسمز تنش، یشور

دهی پیام یرهایممکن است در مسها این ژندهد که یم

 .(49) داشته باشد یانقش بالقوه ،یطیمحچندین تنش 

در نواحی پروموتر  یسس یمیانواع مختلف عناصر تنظ

این که به  یسیرونو یوع در فاکتورهاو تن AlNAC یهاژن

این  یانکه ب دهدمینشان  شوند،یمتصل م یمیعناصر تنظ

 هاییگنالو س هایتوهورمونفطیف وسیعی از توسط ها ژن

 امر ینو ا شودمی یمتنظ غیرزیستی و زیستی هایتنش

 برابر در دفاع و گیاه نمو در هاژن اینمهم  شاز نق یحاک

 کاندید ژن ل بیانیو تحل یهتجزا ب. باشدمی هاتنش

AlNAC32  با استفاده ازRT-qPCR  نیز مشخص شد که

در  ،ABAهای شوری، خشکی و این ژن تحت تنش

دهد که های برگ، ساقه و ریشه، افزایش بیان نشان میبافت

بیانگر نقش این ژن در تحمل به چندین تنش غیرزیستی 

 یشترب یقاتتحقجهت  ایپایهها اطلاعات یافته ین. اباشدمی

به  تحملدر رشد و  NAC یهاژندر مورد کارکرد 

 . آوردمیفراهم  A. littoralisدر های غیرزیستی تنش

 سپاسگزاری

این پژوهش با حمایت مالی پژوهشکده ژنتیک و 

دانشگاه علوم کشاورزی فناوری کشاورزی طبرستان، زیست

به  در قالب طرح تحقیقاتی مصوبمنابع طبیعی ساری  و

انجام شده است و بدینوسیله نویسندگان   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 
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