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و آسکوربات پراکسیداز میزان آنزیم کاتالازوTaNAC2Aبررسی بیان ژن 
Triticum(ژنوتیپ گندم دوروم پنج turgidum L.(تحت تنش خشکی
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22/08/98تاریخ پذیرش: 02/11/96تاریخ دریافت: 

28تا20صفحه: 

چکیده 
ها  از اهمیت هاي مقاومت در گیاهان و ساز و کار عمل این ژنویژه تنش خشکی، شناخت ژنها بهدر راستاي مواجه با تنش

میزان آنزیم کاتالاز و آسکوربات وTaNAC2A. در این مطالعه، اثر سطوح تنش خشکی بر سطح بیان ژن زیادي برخوردار است
هاي کامل تصادفی صورت فاکتوریل در قالب طرح بلوكآزمایش بههاي گندم دوروم بررسی شد.برخی ژنوتیپپراکسیداز در 

گندم دوروم (شبرنگ، بهرنگ، کرخه، درصد ظرفیت زراعی) و پنج ژنوتیپ25و 20، 15، 10، 5شامل پنج سطح تنش خشکی (
اي (چهار برگی) صورت گلدانی کشت شدند و تنش خشکی در مرحله گیاهچهها بهبا سه تکرار انجام شد. ژنوتیپ) آریا و دنا

ژنوتیپ براي سطوح × اعمال شد. نتایج تجزیه واریانس نشان داد که اثر ژنوتیپ، تنش خشکی و اثرات متقابل تنش خشکی 
دار بود. نتایج نشان داد که درصد ظرفیت زراعی) معنی25کنترل (درصد ظرفیت زراعی) نسبت به سطح 20و 15، 10، 5تنش (

و همچنین افزایش NACدرصد ظرفیت زراعی نسبت به سطح کنترل بیشترین اثر را بر میزان بیان ژن پنج سطوح تنش خشکی 
هاي و میزان آنزیمNACکاتالاز و آسکوربات پراکسیداز داشت. ژنوتیپ شبرنگ بیشترین میانگین نسبی بیان ژن فعالیت آنزیم

NACبا افزایش سطوح تنش خشکی میزان بیان ژن پژوهش،از اینحاصلهايیافتهبهبا توجهکاتالاز و پراکسیداز را نشان داد.

گندم دوروم افزایش یافت و ژنوتیپ شبرنگ اکسیدان کاتالاز و آسکوربات پراکسیداز، پنج ژنوتیپو همچنین فعالیت آنزیم آنتی
درصد ظرفیت زراعی نسبت به نمونه کنترل داشت.پنجرا در هنگام تنش خشکی TaNAC2Aن ژین بیان بیشتر

ايمرحله گیاهچه،ژنوتیپ شبرنگ،Real Time PCRروش ،هاي کلیدي: تنش خشکیواژه

مقدمه
آمیز ترین عامل محدودکننده تولید موفقیتخشکی مهم

یکی از ).3(محصولات زراعی در سراسر جهان است
معیارهاي بررسی توانایی تحمل گیاهان به تنش خشکی، 

ها در شرایط تنش خشکی با عملکرد عملکرد ژنوتیپبررسی 
هاي زیستی و تنش).8(ها در شرایط رطوبتی مطلوب استآن

پذیر هاي اکسیژن واکنشگیري گونهغیرزیستی منجر به شکل
)ROS1تولیدافزایشبهپاسخشود. در) میROS، ظرفیت

افزایش اکسیدانآنتیهايآنزیمفعالیتواکسیدانیآنتیدفاع
سببفعالاکسیژنهايگونهتولید). 11د (یابمی

اي اسیدهوهاپروتئینتخریب، غشاءلیپیدهايپراکسیداسیون
مخرباثردادنکاهشبرايگیاهان). 14(شودمینوکلئیک

جملهازدارند.اوتیمتفهايمکانیسمفعالاکسیژنهايگونه
اشارهاکسیدانیآنتیدفاعسیستمبهتوانمیهامکانیسماین

است.غیرآنزیمیوآنزیمیسیستمسیستم شاملاینکرد.
سازي پاكدرکاتالاز،ماننداکسیدانآنتیهايآنزیم

هر اقدامی ).1(دارندسلول نقشدراکسیژنآزادهايرادیکال
مت به خشکی با استفاده از تنوع براي اصلاح ژنتیکی مقاو

گري کارآمد دارد که یکی نیاز به یک روش ارزیابی یا غربالنتژ

باید سریع بوده و قادر به ارزیابی عملکرد گیاه در مراحل 
کردن یک جمعیت بزرگ فقط با حساس رشدي و غربال

استفاده از تعداد محدودي مواد گیاهی باشد. مقاومت به 
صفات مختلف مورفولوژیکی، کنشخشکی نتیجه برهم

توان از این فیزیولوژیکی و بیوشیمیایی است و بنابراین می
هاي گزینش براي غربال عنوان شاخصاجزاي مختلف به

ال (ایدئوتیپ) گیاهی استفاده کرد. بجاي یک کردن تیپ ایده
صفت ساده باید ترکیبی از صفات مختلف که رابطه مستقیم با 

عنوان معیارهاي گزینش مورد بهمقاومت به خشکی دارند
).17استفاده قرار گیرد (

مطالعات اخیر در مورد گیاهان تراریخت نشان داده است که 
) مانند: TFsهاي مختلف از عوامل رونویسی  (هاي خانوادهژن

WRKY-MYB-NAC-bZIP-AP2/ERF هنگام ایجاد
زنده سبب ایجاد مکانیسم تحمل در گیاهان هاي غیرتنش

از TaNAC2Aهاي ).  پروتئین17،28شوند (راریخت میت
باشند که عملکردشان عوامل رونویسی در گیاهان خاص می

هاي زنده و ن در پاسخ به تنشگیاه و همچنینمودر رابطه با 
).1زنده است (شکل غیر

1- Reactive oxygen species

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی
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در پاسخ به تنش خشکی و شوريانگیاههاي مختلف انتقال سیگنالارتباط بین مسیر-1شکل 
Figure 1. Signal network of drought tolerance and salinity in plants

با توجه به توالی مشخص TaNAC2Aاساس نامگذاري 
در آرابیدوپسیس ATAF1/2در گل اطلسی و NAMي شده

cDNAباشد. براي اولین بار میCUC2و پروتئین 
گو به عنوان یک ژن پاسخTaNAC2Aن ي پروتئیکنندهکد

). با استفاده 30آبی در آرابیدوپسیس گزارش شد (به تنش کم
از یک روش غربالگري ترکیبی در مخمر، سه گروه همولوگ 

SNAC)RD26.ANAC072- ANAC055- ANAC019 (
ي در ناحیهERD1مشخص شد که به توالی پروموتور ژن 

MYCهاي خشکی و تنشها توسط ژن متصل است. این ژن
ي گیاهان شوند، تجزیه و تحلیل ریزآرایهشوري بیان می

در هنگام تنش مانند SNACهاي تراریخت نشان داد که ژن
هاي بالاي دست گیاهان تراریخت ژن گلیکولاز در تنظیم ژن

هاي پروتئین)N-terminal(N-ي). پایانه26نقش دارند (
TaNAC2Aناحیه حاوي ، یک ناحیه بزرگ همولوگ، که

)Domain( متصل بهDNA اسید آمینه150به طول حدود
باشد. دمین ) میA-Eشده (ي حفاظتمنطقه5بردارندهکه در 

DNA)NACاتصال به ) در آرابیدوپسیس توسط 019
در ).6مشخص شده است (Xي کریستالوگرافی اشعه

هاي درگیر در پاسخ به تنش براي بررسی مکانیسمپژوهشی 
وش انتقال ز ربا استفاده اTaNAC29کی و شوري ژنخش

Real Timeژن از گندم نان به آرابیدوپسیس منتقل و نتایج 
PCR نشان داد که ژنTa NAC نقش مهمی در فرآیند 29

).14پیري گیاه به هنگام ایجاد تنش خشکی و شوري دارد (
ي تراریخت آرابیدپسیس از گیاه برنج و هادر رونوشتی از ژن

همچنین از گیاه گندم مشخص شد در گیاه برنج گروه 
سبب NACاز خانواده عوامل رونویسی OsNAPارتولوگ 

تواند براي بدست میNACشود. ژن تخریب کلروفیل می
آوردن تغییرات خاص در کنترل و انتقال مجدد مواد مغذي 

).22طول عمر گیاه را بالا ببرد (
، 5(یخشکتنشسطحنجپاثری بررسمطالعههدف از این 

ی) بر میزان بیان ژن زراعتیظرفدرصد25و20، 15، 10

TaNAC2A گندم دوروم (شبرنگ، بهرنگ، يهاپیژنوتدر
کاتالاز و میآنزراتییتغزانیمی بررسوو دنا) ایکرخه، آر
ي هاپیژنوتبری اعمال تنش خشکیطدازیپراکسآسکوربات

.استمذکور

هامواد و روش
هاي تنشگیاهی و تیمارمواد

هاي صورت فاکتوریل در قالب طرح بلوكاین آزمایش به
فناوري تکرار در پژوهشکده زیستسهکامل تصادفی با 

هاي مورد بررسی شامل پنج دانشگاه زابل انجام شد. فاکتور
ژنوتیپ گندم دوروم (کرخه، آریا، دنا، شبرنگ و بهرنگ) و 

25و 20، 15، 10، 5شکی (فاکتور دوم شامل سطح تنش خ
عنوان درصد به25درصد ظرفیت زراعی) بودند که سطح 

سطح شاهد در نظر گرفته شد.
شده از ور پنج ژنوتیپ گندم دوروم (کرخه، آریا و دنا) تهیهبذ

موسسه اصلاح و تهیه نهال و  بذر کرج و ژنوتیپ (شبرنگ و 
با شده از مرکز تحقیقات کشاورزي زابلبهرنگ) تهیه

دقیقه با آب پنجمدت بهو ضدعفونی %2هیپوکلریت سدیم
ساعت و72مدت ها در داده شدند. ژنوتیپمقطر شستشو 

چه زدند. بعد از مشاهده ریشهجوانهو تاریکی C25°دماي 
قسمت مساوي پنج هایی که به بذور ریشه دار شده به گلدان

هر ژنوتیپ در شده ازداربذر ریشهسهتقسیم شده بود انتقال و
). 25متري خاك کشت شدند (سانتی3هر گلدان در عمق 

معمولی مزرعه که گرم خاك3000گنجایش بههاییگلدان
بودند براي 2:1:1حاوي خاك، ماسه، و کود دامی با نسبت 

). 16این کار استفاده شدند (
گلدان (تکرار) در نظر سهبراي هر سطح تنش خشکی 

ها یک روز در میان با آب معمولی گلدانگرفته شد. آبیاري
، از گلدان منظور جلوگیري از خروج آب زهکشهانجام شد و ب

نگهداري گلدان ها در دماي).9بدون روزنه استفاده شد (
ساعت هشتساعت روشنایی و 16نوري و دوره2±25
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22....... ................................................................................و آسکوربات پراکسیداز پنج ژنوتیپ گندم دوروممیزان آنزیم کاتالازوTaNAC2Aبررسی بیان ژن 

تنکعملیاتبرگیچهارمرحله). در7تاریکی انجام شد (
باقیگلدانهردرگیاهیکژنوتیپهرازایانپدرشد وانجام
).25، 20ماند (

با استفاده از محاسبات، نسـبت ، مقدار آب در خاك خشک
براي تعیین مقـادیر مشخص شد ومزرعه خاك به ظرفیت 

گرم خاك در 100ابتدا مقدار ،تیمارهـااز آب در هـر گلدان
48و پس ازقرار داده شدC103°داخل آون در درجه حرارت 

سپس خاك .تـوزین و وزن خاك خشک تعیین شد،سـاعت
،و به آرامی و تا حد اشباعشـده در گلـدانی ریختـه خشـک

شدن کامل آب ثقلی آب به آن اضـافه شـد و پـس از خـارج
گلدان توزین شد و پـس از کسـر وزن گلـدان و خاك خشک 

د تعیین درص25مقدار آب نگهداري شده در ظرفیت زراعی 
تنش خشکی اعمال.و تیمارهاي مختلف محاسـبه شـدندشد

روز 20روز پس از کشت صورت گرفت و 45گیاهانروي
گیري صفات برداري برگ و اندازهپس از اعمال تنش نمونه

). نمونه برگی ژنوتیپ مورد بررسی تا زمان 20انجام شد (
).2نگهداري شد (- 80در فریزر RNAاستخراج 

cDNAو ساخت RNAازيجداس

گیاه گندم دوروم با استفاده از کیت کل RNAاستخراج
Total RNA isolation شرکت دنا زیست آسیا، مطابق

شده با استخراجRNAشد. کیفیتانجامدستورالعمل کیت 
تشکیل دو باند استفاده از ژل آگارز یک درصد تعیین شد. 

RNA 28ریبوزومیsrRNA 18وsrRNAوي ژل ر
جهت از .تخلیص شده بودRNAدهنده کیفیت بالاي نشان
شرکت پیشگام استفاده DNaseژنومی از DNAبردن بین
شد.

طراحی آغازگرها
از آغازگرهاي اختصاصی مورد استفاده در این مطالعه 

TaNAC2A 18به همراه ژنsrRNA بود. طراحی این
اه اینترنتی هاي موجود در پایگآغازگرها به کمک داده

National Center for Biotechnology Information
)(NCBIافزار و همچنین نرمPrimer صورت گرفت. 3

آورده شده است.1مشخصات آغازگرها در جدول 

Real-Time PCRتوالی آغازگرهاي مورد استفاده در واکنش -1جدول 
Table 1. The sequence of primers used in the Real-Time PCR reaction

Reverse primerForward primerGene

5’-AGGGGTCGAAGCGGTAGAGG-3’5’-ATCGGCAGCGGAGCGATT-3’TaNAC2A

5’-AGGGGTCGAAGCGGTAGAGG-3’5’-GACACTAATGCGCCCGGTAT-3’18srRNA

با استفاده از کیتcDNAساخت ،RNAاستخراجپس از
Geneall،ها با روش بیان ژننجام گرفت.اپیشگام شرکت

Real Time PCR و با استفاده از کیتEvaGreen و
Real Time PCR setآغازگرهاي مربوطه در دستگاه

Corbett (3000).بررسی کمی بیان نسبی ژن از بررسی شد
Real TimePCR set Corbett (3000)طریق دستگاه

ق دستگاه شده از طریهاي ساختهcDNAانجام شد. تمام 
Real Time PCR .مورد بررسی و مطالعه قرار گرفت

Hot taq Evagreen mix (no Rox)در این آزمایش از 
شرایط این تکثیر شامل: (شرکت دنا زیست آسیا) استفاده شد. 

صورت واسرشت ه رخه بچ40دقیقه، سپس 15واسرشت اولیه 
ر دماي ثانیه د45درجه، اتصال 95در دماي ثانیه15سازي 

طویل واتصال (مناسب براي جفت آغازگر مورد نظر) 
سازيدر نهایت طویلدرجه و 65-60ثانیه در دماي20سازي

دقیقه در نظر 3مدت گراد بهدرجه سانتی72نهایی در دماي 
Real Timeو مواد لازم جهت انجام ) میزان2(گرفته شد

PCRجهت . بر اساس دستورالعمل شرکت سازنده تهیه گردید
) در TaNAC2Aتجزیه و تحلیل نسبت بیان ژن هدف (ژن 

18مقایسه با ژن کنترل  srRNAها از روش براي تمام تیمار
CTΔΔ -2 .بیان نسبیاستفاده شدPCRفرمولبراي هر ژن از
CTΔΔ-2Ratio= بدست آمد. همچنین جهت بررسی و تأیید

Noعدم وجود آلودگی ژنومی از نمونه کنترل منفی ( RT
Control نیز استفاده شد. پس از بررسی میزان تکثیر از (

افزار دستگاه ، تجزیه توسط نرمReal Time PCRطریق 
)Corbettresearch – RG3000 محاسبه شد و پس از (

آوردن چرخه آستانه و میزان دقیق غلظت، تجزیه دستبه
و با استفاده از =CTΔΔ -2Ratioها از طریق فرمولداده

.مورد محاسبه قرار گرفت1/9نسخه SASافزار منر
استخراج عصاره آنزیمی

جهت استخراج عصاره آنزیمی، از بافر فسفات پتاسیمی 
گرم بافت میلی200استفاده شد. pH=7مولار با میلی100

لیتر بافر استخراج عصاره آنزیمی در هاون میلی4سبز برگی با 
دادن از کاغذ صافی، از عبوری کاملاً ساییده شد و پس چین
درجه سانتیگراد با سرعت چهاردقیقه با دماي 15مدت به

دور در دقیقه سانتریفیوژ شد. از فاز رویی جهت 16000
سنجش میزان فعالیت آنزیمی استفاده شد. روش سنجش 

)4(میزان فعالیت آنزیمی آنزیم کاتالاز با روش بییر و سایزر
روش بهآسکوربات پراکسیدازلیت گیري و میزان فعااندازه
.انجام شد)31(مورا و همکاران یوشی

نتایج و بحث
شیب دماییPCRنتایج مربوط به 

جهت تعیین دماي بهینه براي اتصال آغازگرهاي ژن 
TaNAC2A 18و ژن مرجع srRNA گرادیان دمایی به طور ،

جداگانه براي ژن اصلی و ژن مرجع در نظر گرفته شد. بر 
ساس نتایج، دماي مناسب اتصال پرایمرها براي ژن ا

TaNAC2A18و همچنین ژنsrRNA ،5/59 درجه
وجود باند اختصاصی بر روي ژل پس گراد، انتخاب شد.سانتی
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با اندازه مورد نظر تاییدکننده درستی PCRاز انجام روش 
است.cDNAساخت 

و TaNAC2Aنتایج تجزیه واریانس بررسی بیان ژن 
هاي آسکوربات پراکسیداز و کاتالاز آنزیم

نتایج تجزیه واریانس اثرات ژنوتیپ، سطوح خشکی و اثر 
درصد 25متقابل تنش خشکی و ژنوتیپ مورد بررسی (

10درصد، 15درصد، 20وخشکی ظرفیت زراعی بدون تنش 
درصد ظرفیت زراعی تنش خشکی) در بیان ژن پنجدرصد، 
هاي کاتالاز و آسکوربات یم) و میزان آنزTaNAC2Aاصلی (

دار در سطح یک درصد نشان داد پراکسیداز تفاوت معنی
).2(جدول 

پنجو میزان آنزیم کاتالاز و آسکوربات پراکسیداز در TaNAC2Aنتایج تجزیه واریانس تأثیر ژنوتیپ و تنش خشکی بر بیان ژن -2جدول 
ژنوتیپ گندم دوروم

Table 2. Results of analysis of variance effect of genotype and drought stress on TaNAC2A gene expression and
catalase and ascorbate peroxidase enzymes in five durum wheat genotypes

آسکوربات پراکسیدازکاتالازTaNAC2Aبیان ژن درجه آزاديمنابع تغییرات
200941/0بلوك ns0/0003ns0/0040ns

43362/4تنش **0/18**0/0796**

41604/0ژنوتیپ **0/078**0/0061ns

**0/0188**1005/00/088**16اثر متقابل تنش و ژنوتیپ

440140/0000014/00013/0خطا
571/1158/5617/23-ضریب تغییرات

ns ،* داري در سطح احتمال یک و پنج درصدو تفاوت معنیداري معنی: به ترتیب عدم**و

TaNAC2Aبیان نسبی ژن 

با توجه به مشاهده Real Time PCRپس از اتمام فرآیند
صورت ه)، آغازگرها ب3و 2هاي ذوب (شکل منحنی

را cDNAاند و یک نمونه منفرد از اختصاصی عمل کرده
تر از پیک کاند، عدم وجود پیک اضافی کوچتکثیر نموده

باشد محصولات که نشانگر عدم وجود پرایمر دایمر می

آغازگرها تقابلی باهم ندارند و واکنش داراي بازدهی مناسبی و
)Tmدماي ذوب (باشد. شدت ژن مینسبی براي تعیین بیان

18و ژنTaNAC2Aبراي ژن  srRNA5/88ترتیب به
شود. می) دیده3گراد (شکل درجه سانتی84) و 2(شکل 

همچنین وجود پیک در یک دما براي تمامی تیمارها نشان از 
بودن محصول واکنش است. اختصاصی

)TaNAC2Aمحصول ژن Tmگراد (درجه سانتی5/88دماي دهنده. موقعیت پیک موجود نشانTaNAC2Aمنحنی ذوب ژن -2شکل 
Figure 2. TaNAC2A Melting Curve. Available courier position indicating a temperature of 5/88 ° C

(Tm of the NAC gene
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)18srRNAمحصول ژنTmگراد (درجه سانتی84دماي دهنده. موقعیت پیک موجود نشان18srRNAمنحنی ذوب ژن -3شکل 
Figure 3. Melting curve of 18srRNA gene. Present peak location indicating temperature of 84 ° C

(Tm product of 18srRNA gene 18)

آمده، با توجه به مقایسه میانگین اثر دستهبر اساس نتایج ب
هاي گندم دوروم مورد بررسی متقابل تنش خشکی و ژنوتیپ

، بیشترین میزان بیان ژن TaNAC2Aبر بیان ژن 
TaNAC2A ر ژنوتیپ شبرنگ و بهرنگ د877/1با میانگین

درصد ظرفیت زراعی نسبت به سطح پنج تحت تنش خشکی 
درصد ظرفیت زراعی (نمونه کنترل) و همچنین کمترین 25

در ژنوتیپ877/0با میانگین TaNAC2Aمیزان بیان ژن 
درصد 25درصد ظرفیت زراعی نسبت به سطح 20و کرخه

). با 4ظرفیت زراعی (نمونه کنترل) مشاهده شد (شکل 
هاي گندم مقایسه میانگین اثر متقابل تنش خشکی و ژنوتیپ

دوروم، ژنوتیپ شبرنگ بیشترین میزان آنزیم کاتالاز را با 
و ژنوتیپ کرخه کمترین میزان از این آنزیم را با 88/0مقدار 

میکرومول پراکسید هیدروژن در دقیقه بر 01/0مقدار 
خود زراعی بهدرصد ظرفیت20گرم پروتئین در سطح میلی

). 5اختصاص داده است (شکل 

TaNAC2Aنتایج مقایسه میانگین اثر تنش بر میزان بیان ژن -4شکل 
Figure 4. Comparison of the average effect of stress on TaNAC2A gene expression

ژنوتیپ گندم دورومپنج آنزیم کاتالاز در پنج سطح تنش خشکی بر میزاناثر متقابل - 5شکل 
Figure 5. Effect of five levels of drought stress on catalase enzyme in five durum wheat genotypes
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اثر متقابل تنش خشکی و ژنوتیپ در آنزیم آسکوربات 
درصد پنج پراکسیداز نشان داد ژنوتیپ شبرنگ و آریا در سطح 

ی بیشترین میزان آنزیم آسکوربات پراکسیداز به ظرفیت زراع

و ژنوتیپ شبرنگ کمترین میزان 978/0، 979/0ترتیب 
گرم میکرومول پراکسید هیدروژن در دقیقه بر میلی016/0

). 6درصد ظرفیت زراعی داشت (شکل 25پروتئین را در سطح 

ژنوتیپ گندم دوروم5آنزیم آسکوربات پراکسیداز در اثر متقابل پنج سطح تنش خشکی بر میزان -6شکل 
Figure 6. Interaction of five levels of drought stress on the amount of ascorbate peroxidase enzyme in 5 durum wheat

آب و با آب هاي کمگرفته در محیطهاي صورتطی بررسی
ی متفاوت بوده و کافی میزان حساسیت ژنوتیپ گندم به خشک

توجه به ا ). ب24شدت تنش بستگی دارد (این حساسیت به
ها و سایر این واکنش)23(و همکاران Ribautمشاهدات 

و سازگاري به تغییرات دما، سازوکارها، گیاهان را در تحمل
سازد. همچنین هاي محیط کشت مقاوم میرطوبت و ترکیب

در بعضی گیاهان صفات ثانویه مؤثر در واکنش گیاه در شرایط 
). از آنجا که عملکرد 23آبی تشخیص داده شده است (کم

باشد، انتخاب بر اساس پذیري پایین میصفات کمی با وراثت
اطمینان باشد همچنین انتخاب بر قابلتواندتنهایی نمیآن به

پذیري اساس صفات فیزیولوژیک آسان و دقیق بوده و توارث
این صفات نسبتا بالا است. بنابراین بازده ژنتیکی این صفات 
مطلوب بوده و انتخاب بر مبناي این صفات راه مطمئن و 

باشد سریعی براي غربال جوامع گیاهی و بهبود عملکرد می
هاي فیزیولوژیک داراي اهمیت حیاتی ن شاخص) همچنی10(

).19(هاي محیطی هستنددر بقاء و سازگاري گیاه به تنش
نشان داد که تیمار NACاطلاعات حاصل از بررسی بیان ژن 

NACدرصد تنش خشکی بیشترین تأثیر را بر بیان ژن پنج 
سیستم هاي تکنولوژیکی از قبیل توسعه داشته است. پیشرفت

Realحساس  Time PCRگیري کمی سریع و دقیق ، اندازه
Mittal). 15کند (را فراهم میmRNAمقدارهاي اندکی از 

) در آزمایشی توانایی دو ژنوتیپ حساس و 18و همکاران (
Brassica. juncea)کلزامتحمل گیاه  L) را در انطباق با

هاي نمکی در مزرعه مورد آزمایش قرار دادند. بر اساس محیط
آزمایش مشخص شد که بهبود عملکرد فعالیت ژنوتیپ این 

مقاوم تحت تنش، مربوط به افزایش در فعالیت آنزیم کاتالاز
(CAT)آسکوربیت پراکسیدازو)APX) 18) بوده است.(

)، 12پور لسکوکلایه و همکاران (حسنپژوهشطبق نتایج 
تنش خشکی در ارقام گندم دوروم سبب افزایش فعالیت آنزیم 

شده) APX(کاهش آسکوربیت پراکسیدازو(CAT)لازکاتا
).12است (

در یک پژوهش بازسازي شبکه ژنی درگیر و تصویر 
دهی گیاه جو به تنش خشکی و تري از نحوه پاسخروشن

منظور هاي کلیدي مربوطه انجام شد. بدینشناسایی ژن
هاي کلیدي در بافت برگ از مقالات علمی گردآوري شد. نژ

هاي را بین ژنمجموع عوامل رونویسی بیشترین تعداددر 
شان در مکانیسم تحمل دهنده اهمیتموثر دارا بودند که نشان

). فاکتورهاي رونویسی باعث پیچیدگی 17باشد (به خشکی می
% ژنوم گیاهان به 7). تقریبا 27گردند (تنظیم رونویسی می

المنت -کننده فاکتورهاي رونویسی با مناطق سیسمناطق کد
هاي محیطی هاي مرتبط به تنشدر نواحی پروموتري ژن

ها موجب تحمل به کنش دارند و با افزایش بیان این ژنبرهم
). نتایج سایر مطالعات نشان دادند که 1گردند (تنش می

TaNAC29 2واقع در کروموزومBS نقش مهمی در فرآیند
زیستی همچون خشکی و هاي غیرري و پاسخ به تنشپی

و افزایش اکسیدانینتیهاي آري، افزایش فعالیت آنزیمشو
). 29آبسیزیک اسید در گیاهانی مانند گندم و برنج دارد (

رفولوژیکی و القاي پیري در وهاي مهمچنین افت فعالیت
گیاهان تراریخت آرابیدوپسیس نیز گزارش شده و افزایش 

در پروتوپلاست هسته گندم فعالیت TaNAC29بیان ژن 
H2O2از سویی. کندسی آن را در مخمر ثابت میرونوی

ریزيباشـد کـه برنامهمیواسـط عوامـل رونویسـی متعـددي
مجـدد ترانسـکریپتوم را القـا کـرده و سـبب ایجـاد موج 

هـاي بسـیاري شـود کـه در پاسـخها مـیاي از واکنشثانویـه
عوامل.هاي دفاعی دخیل هسـتنداز جملـه مکانسـیم

ز چندیـن خانـواده اH2O2دهـی رونویسـی مرتبط با سـیگنال
NACمختلـف هسـتند کـه شـامل ,ZAT, WRKY,

DREB, bZIPوMYBدر آرابیدوپسیس)13(باشندمی .
پیري بـرگ را NACبسـیاري از عوامـل رونویسـی خانـواده 

مورد از ایـن عوامـل مرتبط با پیري 15کنند. کنترل می
منظوربهدر پژوهشی ). 5شـوند (بیان میبیشH2O2ه وسـیلبه

بررسی مکانسیم تحمل به تنش خشکی در گیاه نخود، بیان 
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بر این اساس دو مورد ارزیابی قرار گرفت و TaNAC2Aژن 
از برگ نهال گیاه نخود فرآوري شده و یک cDNAکتابخانه 

از آن جدا شد. نتایج نشان داد که ژنCarNAC3ژن 
CarNAC3آمینه و یک دومین اسید285،موجود
TaNAC2A دارد که در یک هسته متمرکز بوده و از فعالیت

برخوردار است و باعث افزایش C–ترانس فعال در پایانه 
).21شود (زنده میهاي غیرتحمل گیاه نخود در تنش

همانطور که در نتایج این تحقیق مشاهده شد با افزایش 
ژنوتیپ گندم دوروم میزان بیان پنجسطوح تنش خشکی بر 

اکسیدان کاتالاز و و همچنین فعالیت آنزیم آنتیNACژن 
شترین یآسکوربات پراکسیداز افزایش یافت و ژنوتیپ شبرنگ ب

درصد ظرفیت پنج بیان ژن نسبی را در هنگام تنش خشکی 
زراعی نسبت به نمونه کنترل داشت. با توجه به نتایج حاصل 

هاي مقاوم به تنش قش مهم بیان ژناز این آزمایش و ن
شود دیگر خشکی در شرایط بحران کم آبی حاضر پیشنهاد می

خشکی بررسی شوند.هاي گندم دوروم در شرایط تنش ژنوتیپ
هاي شبرنگ و بهرنگ جهت انجام سایر همچنین ژنوتیپ

د.نآزمایشات مولکولی مورد بررسی قرار گیر

تشکر و فدردانی
این تحقیق با حمایت مالی دانشگاه زابل با شماره گرنت 

UOZ-GR-9618-37 انجام شده است. بدین وسیله از
حمایت مالی معاونت پژوهشی دانشگاه زابل جهت انجام 

.تحقیق حاضر قدردانی می شود

منابع
1. Agarwal, P., P.K. Agarwal, A.J. Joshi, S.K. Sopory and M.K. Reddy. 2010. Over expression of

PgDREB2A transcription factor enhances abiotic stress tolerance and activates downstream stress-
responsive genes. Molecular Biology Reports, 37: 1125-1135.

2. Amiri Deh Ahmadi, S.R., M. Parsa and A. Ganjeali. 2010. Effects of drought stress on morphological
characteristics and yield components in different phonological stages of chickpea (Cicer arietinum
L.) greenhouse conditions. Journal of Agricultural Research, 8 (1): 166-157 (In Persian).

3. Arraudeau, M.A. 1989. Breeding strategies for drought resistance. In Baker, F. W. G. (ed.), Drought
resistance in cereals. CAB International, UK, 125: 107-116.

4. Beers, G.R. and I.W. Sizer. 1952. A spectrophotometric method for measuring the breakdown of
hydrogen peroxide by catalase. Biology Chemical, 195(1): 133-140.

5. Dynowski, M., G. Schaaf and D.J. Loque. 2008. Plant plasma membrane water channels conduct the
signaling molecule H2O2. Journal of Biochemical and Pharmacological Research, 414: 53-61.

6. Ernst, H.A., A.N. Olsen, K. Skriver, S. Larsen and L.L. Leggio. 2004. Structure of the conserved
domain of ANAC, a member of the NAC family of transcription factors. EMBO Reports, 5(3): 297-
303.

7. Esfandiari, E.A., M.R. Shakiba, S.A. Mahboob, H. Alyari and S. Shahabivand. 2009. The effect of
water stress on the antioxidant content, protective enzyme activities, proline content and lipid per
oxidation in wheat seedling. Pakistan Journal of Biological Sciences, 11: 1916-1922 (In Persian).

8. Fischer, R.A and R. Maurer. 1978. Drought resistance in spring wheat cultivars. Grain yield
response. Australian Journal of Agricultural Research, 29: 897-912.

9. Gharbi, A., I. Rashid, A.S. Tarynzhad and Q. Chlbyyany. 2013. Salinity and drought tolerance of
durum wheat lines under greenhouse conditions. Journal of Crop Ecophysiology, 4(28): 393-410 (In
Persian).

10. Golestani Araghi, S. and M.T. Assad. 1998. Evaluation of four screening techniques for drought
resistance and their relationship to yield reduction ratio in wheat. Euphytica, 103: 293-299 (In
Persian).

11. Gressel, J.Y. and D.M. Joel. 1994. Genetic engineering can help control parasitic weeds. In Biology
and Management of Orobanche. Ed. By pieterse A.H., Verkleij, JAC and tter Borg. S.J. Royal
Tropical Institute, Amsterdam, 406 pp.

12. Hassanpour Lescokelaye, K., J. Ahmadi, J. Daneshyan and S. Hatami. 2015. Changes in Chlorophyll,
Protein and Antioxidant Enzymes on Durum Wheat under Drought Stress. Journal of Crop Breeding,
7(15): 76-87 (In Persian).

13. Huang, Q., Y. Wang, B. Li, J. Chang, M. Chen, K. Li and G. He. 2015. TaNAC29, a NAC
transcription factor from wheat, enhances salt and drought tolerance in transgenic Arabidopsis. BMC
plant biology, 15(1): 268.

14. Jiang, M. and J. Zhang. 2001. Effect of abscisic acid on active oxygen species, antioxidative defense
system and oxidative damage in leaves of maize seedlings. Plant and Cell Physiology, 42(11): 1265-
1273.

15. Leu, D.J., J. Gregory McVerry, W. Ian O'Byrne, C. Kiili, L. Zawilinski, H. Everett Cacopardo, C.
Kennedy and E. Forzani. 2011. The new literacy's of online reading comprehension: Expanding the
literacy and learning curriculum. Journal of Adolescent and Adult Literacy, 55(1): 5-14.

 [
 D

O
I:

 1
0.

29
25

2/
jc

b.
12

.3
3.

20
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 jc
b.

sa
nr

u.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-1

1-
19

 ]
 

                               7 / 9

http://dx.doi.org/10.29252/jcb.12.33.20
http://jcb.sanru.ac.ir/article-1-907-en.html


27.................. ...............................................................................................................1399بهار/ 33پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی/ سال دوازدهم/ شماره 

16. Maali-Amiri, R., I.V. Goldenkova-Pavlova, V. Pchelkin, V.D. Tsydendambaev, A.G. Vereshchagin,
A.N. Deryabin, T.I. Trunova, D.A. Los and A.M. Nosov. 2007. Lipid fatty acid composition of
potato plants transformed with the Δ12-desaturase gene from cyano bacterium. Russian Journal of
Plant Physiology, 54: 678-685.

17. Mitra J. 2001. Genetics and genetic improvement of drought resistance in crop plants. Current
Science, 80: 758-763.

18. Mittal, S.N. and V. Kumari. 2012. Differential response of salt stress on Brassica juncea:
Photosynthetic performance, pigment, proline, D1 and antioxidant enzymes. Plant Physiology
Biochemical, 54: 17-26.

19. Mohammadi, R., R. Haghparast, M. Aghaee-Sarbarze and A.V. Abdollahi. 2006. An evaluation of
drought tolerance in advanced durum wheat genotypes based on physiologic characteristics and other
related indices. Iranian Journal of Agricultural Sciences, 37: 561-567 (In Persian).

20. Naeemi, T., L. Fahmideh and B.A. Fakheri. 2018. The impact of drought stress on antioxidant
enzymes activities, containing of proline and carbohydrate in some genotypes of durum wheat
(Triticum turgidum L.) at seedling stage. Journal of Crop Breeding, 10(26): 22-31 (In Persian).

21. Peng, H., H.Y. Cheng, C. Chen, W. Yu, N. Yang, W. Gao and H. Ma. 2009. A NAC transcription
factor gene of Chickpea (Cicer arietinum L.), CarNAC3, is involved in drought stress response and
various developmental processes. Journal of plant physiology, 166(17): 1934-1945.

22. Pereira-Santana, A., L.D. Alcaraz, E. Castaño, L. Sanchez-Calderon, F. Sanchez-Teyer and L.
Rodriguez-Zapata. 2015. Comparative genomics of NAC transcriptional factors in angiosperms:
implications for the adaptation and diversification of flowering plants. PlOS ONE, 10(11): e0141866.

23. Ribaut, J.M., C. Jiang and D. Hoisington. 2002. Simulation experiments on efficiencies of gene
introgression by backcrossing. Crop Science, 42: 557-565.

24. Srmdnya, G. and A.S. Small. 1990. Publication Jihad Mashhad University (Translation). Crop
Physiology, 467 pp.

25. Tabaraki, H., L. Fahmideh and Z. Foladvand. 2017. Study of MYB gene expression under drought
stress in some bread wheat cultivars. Genetic Engineering and Biosafety Journal, 6(1): 95-104 (In
Persian).

26. Tran, T.S., A.L. Kolodkin and R. Bharadwaj. 2007. Semaphoring regulation of cellular morphology.
Annu. Rev. Cell Dev. Journal plant of Biology, 23: 263-292.

27. Uauy, C., A. Distelfeld, T. Fahima, A. Blechl and J.A. Dubcovsky. 2006. NAC gene regulating
senescence improves grain protein, zinc, and iron content in wheat. Science, 314(5803): 1298-1301.

28. Vinocur, B. and A. Altman. 2005. Recent advances in engineering plant tolerance to abiotic stress:
achievements and limitations. Current Opinion in Biotechnology, 16(2): 123-132.

29. Wang, W., B. Vinocur and A. Altman. 2003. Plant responses to drought, salinity and extreme
temperatures: towards genetic engineering for stress tolerance. Planta, 218(1): 1-14.

30. Yamaguchi-Shinozaki, K., M. Koizumi, S. Urao and K. Shinozaki. 1992. Molecular cloning and
characterization of 9 cDNAs for genes that are responsive to desiccation in Arabidopsis thaliana:
sequence analysis of one cDNA clone that encodes a putative transmembrane channel protein. Plant
and Cell Physiology, 33(3): 217-224.

31. Yoshimura, K., Y. Yabute, T. Ishikawa and S. Shigeoka. 2000. Expression of spinach ascorbate
peroxides isoenzymes in response to oxidative stresses. Plant Physiology, 123: 223-233.

 [
 D

O
I:

 1
0.

29
25

2/
jc

b.
12

.3
3.

20
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 jc
b.

sa
nr

u.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-1

1-
19

 ]
 

                               8 / 9

http://dx.doi.org/10.29252/jcb.12.33.20
http://jcb.sanru.ac.ir/article-1-907-en.html


Journal of Crop Breeding Vol. 12, No 33, Spring 2020 …………..........................................……….………..……….....…………….. 28

Assessment of TaNAC2A Gene Expression and Ascorbate Peroxidase, Catalase
Enzymes of Five Durum Wheat Genotypes (Triticum turgidum L.)

Under Drought Stress

Tahereh Naeemi1, Leila Fahmideh2 and Barat Ali Fakheri3

1- Graduated M.Sc. Student, of Plant Breeding and Biotechnology, University of Zabol
2- Associate Professor of Department of Plant Breeding and Biotechnology, University of Zabol,

(Corresponding author: l.fahmideh@uoz.ac.ir)
3- Professor of Department of Plant Breeding and Biotechnology, University of Zabol

Received: January 22, 2018 Accepted: November 13, 2019

Abstract
To deal with stresses, especially drought stress, identification of resistance genes in plants and

understanding their functions is very important. In this study, we investigated the effects of drought stress
on expression of TaNAC2A gene as well as on the activity of ascorbate peroxidase and catalase in some of
the durum wheat genotypes. The experiment was conducted in factorial based on randomized complete
block design with five drought stress levels (5, 10, 15, 20 and 25% of field capacity) and  five durum
wheat genotypes (Shabrang, Behrang. Karkhe, Arya and Dena) in three replications. The genotypes were
planted in pots and different levels of drought stress were induced at seedling stage (four leaves).
Variance analysis showed that the effects of genotype, drought stress and drought stress×genotype
interaction were significantly different compare with the control (25% FC). Drought stress of 5% field
capacity had the greatest influence on TaNAC2A expression as well as catalase and ascorbate peroxidase
enzymes activity. The level of TaNAC2A expression and the activity of catalase and glycol peroxidase
enzymes in Shabrang genotype were higher than that in other genotypes. Interestingly, with increasing
drought stress levels, the TaNAC2A expression and antioxidant activity of catalase and ascorbate
peroxidase was increased in all tested genotypes. Moreover Shabrang genotype had the highest TaNAC2A
gene expression during drought stress of 5% field capacity compared with the control.

Keywords: Drought stress, Real Time PCR method, Seedling stage, Shabrang genotype
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