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 "مقاله پژوهشی"

 
و اثرات  Heterodera filipjevi و نماتد Fusarium culmorumقارچ  ،یخشکهای تأثیر تنش
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 مبسوط چکیده

که  رندگییقرار م یستیزو  زیستیریغ هایتنش ی مخرب نظیرطیانواع عوامل مح ریتحت تأث از جمله گندم زریغلات دانهدر شرایط مزرعه  مقدمه و هدف:
در  ریدرگ هایژن نایبکردن رکوب س ایفعال از طریق  یسیرونو یفاکتورها ط،یشرا نیا با مواجه گیاه در .دشویدر عملکرد محصول م دیکاهش شد باعث 
در  NAC69-3 یسرونوی ژن فاکتور انیب یالگوبررسی  ی حاضرهدف از مطالعه .شوندها میتنش انواعایجاد مقاومت گیاه در برابر  سبب یمقاومت هایپاسخ

 .گیاه گندم در پاسخ به تنش های زیستی و غیر زیستی بود
در  Triticum aestivum یهیزآرایر هایداده ،یستیزریو غ زیستی یهامرتبط با مقاومت در برابر انواع تنش یهاو انتخاب ژن نییتعجهت  ها:مواد و روش

خشکی،  هایاین ژن تنش انیب یالگو یسبرر به منظورید. انتخاب گرد یشگاهیآزما دییتأ یبراNAC69-3  یسرونوی و فاکتور یبررس NCBI GEO  تیسا
ر قالب طرح کاملا دبه صورت طرح آزمایشی فاکتوریل  آنها تاییترکیبات دوتایی و سهو  Heterodera filipjevi و نماتد Fusarium culmorum قارچ

 روز 7و  ساعت 48 ساعت، 24زمان  سه مونه برداری در)مقاوم به نماتد( اعمال گردید و ن Silverstar)مقاوم به قارچ( و   SBP-CL16گندم رقم دودر تصادفی 

هت بررسی الگوی بیان با استفاده از آغازگرهای ج  Real-time PCRاکنش، و cDNAساخت و RNAاستخراج پس از بود. ها از بافت ریشهتنش اعمال از پس
 انجام شد. NAC69-3اختصاصی ژن 

 وممقا رقم. مشاهده شدشاهد  رها نسبت بهرقم گندم، در اکثر تیماهر دو  ، در NAC69-3داری در میزان بیان نسبی ژناین مطالعه افزایش معنیدر ها:یافته

تنش نماتد، افزایش  در (Silverstar)قاوم به نماتد در رقم مو داد  تنش قارچ، افزایش بیان بیشتری نسبت به تنش نماتد نشان تحت (SBP-CL16)به قارچ 
  .داشت به صورت جداگانه تنش هربالاتری نسبت به اعمال  بیان افزایش NAC69-3ها، ژن تنش زمانمه با اعمالهمچنین  .مشاهده گردیدبیان بیشتری 

واند بت، چندگانهدهنده به تنش خپاس یهاژن یکاردست انتظار می رودشوند، چندگانه القا می یهادر اثر تنش NACرونویسی  فاکتورهاینتیجه گیری: 
 .ایجاد کندچندگانه با بازده بالا  هایتنش بهمتحمل  یاهانیگ دیتولمناسب برای  یفرصت

 
  Real-time PCRواکنش ، عوامل بیماریزا، عوامل مخرب غیرزیستی :ی کلیدیهاواژه

 

 مقدمه

 زراعی گیاهان یکی از مهمترین (.T. aestivum L)گندم 

 و کالری تأمین در جهت عمده منبع عنوان یک به است که
 در بینشود. شناخته می جهان جمعیت نیاز مورد پروتئین

 نان گندم یا T. aestivum یگونه، گیاه این متعدد هایگونه 

 میزان بیشترین ودرصد(  90) کشت زیر سطح ترینبیش دارای

گیاهان در طول دوره رشد در  (.9)باشد می درصد( 94) تولید
های ها( و تنشهای زیستی )آفات و بیماریمعرض انواع تنش

زیستی )خشکی، شوری و گرما( قرار داشته که آنها را وادار غیر
 های محیطیتنش (.43)نمایند فیزیولوژیک می هایبه واکنش

 تغییر ازجمله، در گیاهان، هاواکنش از وسیعی دامنه بروز موجب

 عملکرد و رشد در سرعت تغییر، سلول متابولیسم و ژن بیان

عنوان  زا، خشکی بهبعد از عوامل بیماری (.35) شوندمی گیاهان
 ی رشد و عملکرد گیاهاندهندهدومین عامل اصلی کاهش

 خشکی تنش وقوع عللیکی از  (.2) ستمشخص شده ا
 تعرق ی فرآیندواسطه به گیاه از آب خروج هنگامی است که

محصولات  (.38)باشد  ریشه طریق از آن جذب بیشتر از
زا و آفات یماریاز عوامل ب یاریبس در معرض مغلات مانند گند

 لی( تشک.Heterodera spp)ی انگل یاز جمله نماتدها
شدیدی به  گیرند که خساراتقرار می ستیک یدهنده

حال حاضر، جنس  در .نماینده وارد میمحصول حاصل
Heterodera از  که (41) باشدمیگونه  90از  شیشامل ب

غلات  ستیک هاینماتد انیم در یاقتصاد یهاگونه نیمهمتر
(CCN) یهاگونه H. avenae ،H. filipjevi  وH. 

latipons با تغذیه از  این نماتدها (.1) اندمشخص شده 
رشدی و زردی، کم ،بر روی ریشه تورم ی نظیرها، علائمریشه

لگی ها )علائمی شبیه به کمبود ازت(، کوتوشدن برگ باریک
ها و کاهش شدن خوشهک دهی، کوچها، کاهش پنجهبوته

که ه است اثبات شد (.20) نمایندایجاد میعملکرد دانه 
 و کشت تک یکه خشک ییهادر مکان H. avenae ینماتدها

 یدارا یاقتصاددهد، از لحاظ محصولی غلات همزمان رخ می
 ریزدانه مهم غلات هایبیماری دیگر از (.25) باشندمی تیاهم

 فوزاریومیبیماری  ،جهان مرطوبنیمه و مرطوب ناطقم در
 به فراوانی خسارات سالیانه که باشدمی (FHB) سنبله بلایت

 FHB (Fusarium Head .کندمی وارد تمحصولااین 

Blight) شود که قادر ایجاد می عامل بیماریزاتوسط دو  اًعمدت
: باشند شاملمی هامایکوتوکسینها با کردن دانه به آلوده

 F. graminearum و  F. culmorum Saccقارچ

Schwabe (29) عامل  بودن زادکزاد و خابذردلیل  و به
ه معرفی شدهای انسانی و حیوانی عنوان توکسینبه مارگریب

 دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی ساری
 پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی
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 درصد 45-26 کاهش، بیماری تاخسار جملهاز (.32)ست ا
 (21)درصد محصول  30-70 کاهشو  (46) دانه هزار وزن
و با  ها سفید و عقیماثر آلودگی شدید، خوشهدر باشد که می

 همزارع مبتلا بو ها کوتاه، زودرس بوته، کمی پنجه تعداد
 (.18)شوند دیده میرشد ای زرد و کمصورت لکه

 یفشارهاتحمل این  برای اهانیگهای دفاعی مکانیسم  
 قیاز طر گنالی، انتقال سگنالیس دریافتشامل ی طیمح
مستقل  ای (ABA) آبسزیک اسید وابسته به یرهایمس
 منظم یسازال، فعتنشدهنده به ژن پاسخ انی، ب ABAاز

  (.30)باشند ی میکیو متابول یکیولوژیزیف یهاپاسخ
در  cisعناصر و  NAC یسیرونو فاکتور بزرگ یهاخانواده

 شتنا بط بمختلف مرت یهاپروموتر ژن هیدر ناحتعامل با آنها، 
 ل ی عمتنش گنالیس یمولکول هایدهندهانتقالعنوان  به

ها، نژاین  انیباز طریق سرکوب یا افزایش و  (37)کنند می
ستی یزریو غ زیستیتنش موجب مقاومت گیاه به هر دو نوع 

ز ا بسیاری در تنظیم NAC خانواده یهاژن (.53) شوندمی
ر و فیب ،نیجن ، گل،دانه و نمو از جمله رشد گیاهی یندهایفرآ
 ی،سلول میتقس، برگ یریپ رأس ساقه، ستمیمر لیتشک در

 و های زیستیبه تنش و پاسخ هیثانو یهاوارهید لیتشک
در  .(36،42،5،14،15،40،54،3،23)کنند مییستی شرکت زریغ

 ژن انیب یالگو یحاضر با هدف بررس پژوهشاین راستا، 
 ،یخشک رینظ هاییتحت تنش NAC69-3 یسرونوی فاکتور
و اثرات متقابل  H. filipjevi و نماتد F. culmorumقارچ 

صورت  Silverstarو  SBP-CL16آنها در دو رقم گندم 
 گرفت.

 
 هامواد و روش

 بخش بیوانفورماتیک

انتخاب فاکتور رونویسی مورد نظر و  پژوهشدر این 
 NCBIهایدستیابی به توالی آن، با استفاده از بانک داده

GEO (6) ی های ریزآرایهصورت گرفت. به این منظور داده
( و تنش GSE30436مربوط به تنش خشکی و شاهد گندم )

 و GSE54556 ،GSE54552فوزاریوم و شاهد گندم )
GSE43706)  هایژنگردآوری شد و افزایش یا کاهش بیان 
مورد بررسی قرار  GEO2R زیحاصل از آنال جیموجود در نتا

 درصد( 5با سطح احتمال ) NAC69-3ژن گرفت. در نهایت 
های دخیل در ایجاد مقاومت، شناسایی یکی از ژن عنوان به

 ینسب انیبمیزان  یسهیمقا یقابل توجه است که برا .گردید
برتر در حالت تنش نماتد و شاهد گندم، مجموعه  هایژن
 نشد. افتی( DataSet) ایداده

 بخش تأیید آزمایشگاهی
 نان گندم رقم بذرهای دودر پژوهش حاضر 

(T. aestivum )های نام بهSBP-CL16 و قارچ( به )مقاوم 
 تهیهترکیه،  مرکز سیمیت نماتد( از به )مقاوم Silverstar رقم

در دستگاه روز  4تا  3مدت  بهبذور عفونی شدند. و ضد
سپس  و زدهه جوان گرادی سانتیدرجه 23با دمای  انکوباتور

کاشته  لیخاک استر یگلدان حاو کی عدد بذر در پنج هر

گراد و ی سانتیدرجه 25با دمای شدند و در اتاقک رشد 
قرار داده ساعت روشنایی  16ساعت تاریکی و  8تناوب نوری 

های مورد نظر اعمال تنشکشت،  از پس هفتم روز در شدند.
 صورت گرفت.ها گیاهچهبر روی 

خاک  زراعی ی ظرفیتمحاسبه ،جهت اعمال تنش خشکی 
آب به  از است. به این منظور  حجم مشخصی مورد نیاز

ی ازهندامخلوط خاک مورد استفاده در آزمایش اضافه شد، به ا
 انمیز ساعت، 24گذشت  از که از کف گلدان خارج شود. بعد

ی ب اولیهآشده و از میزان  گیریاندازه گلدان از شدهخارج  آب
د درص 100 زراعی اضافه شده به گلدان کسر شد تا ظرفیت

نوبت  درصد، در هر 40 بنابراین برای تنش خشکی بدست آید.
 راعیز ظرفیت از درصد 60 میزان به به هر گلدان آبیاریاز 
 جهت اعمال تنش نماتد از طرفی آب افزوده شد. کل

H. filipjevi، یمنطقه خاک هایاز نمونه ی نماتدهاسیست 
Kırsehir-Yerkoy استخراج و آوریجمع کیهتر کشور در 

  درجه 4 یخچال در شدهنگهداری  های. سیستشدند
 2ی خروج لاروهای مرحله برای تحریک جهت گراد،سانتی
(J2)  نتقلم گرادسانتی درجه 10-15 اتاق دمای از تخم، به 

 هگیاهچ های هر، ریشهجهت اعمال تنش نماتد شدند. سپس
ما ا .(4) قرار گرفتند 2 یمرحله لارو عدد 400در معرض 
 یابتدا ایزولهسازی هر گیاهچه با قارچ، جهت آلوده

 F. culmorum مولکولی بدست روش و به شده سازیخالص 
 سیمیت (SBP) خاکزی بیمارگرهای یبرنامه در آمده

 آگار محیط روی بر روز 10 مدت سپس به شد. شناسایی
 پورهااس . شدند داده رشد فلورسانس نور دستگاه در مصنوعی

 لتحا به استریل مقطر آب در و شدند خراشیده محیط سطح از
 یک حاوی مقطر آب لیترمیلی درآمده و یک سوسپانسیون

 ی هرطوقه در قسمت سمپلر یوسیلهه ب اسپور میلیون
 .(7) شد تزریق گیاهچه

 24طی سه مقطع زمانی شامل  پس از اتمام مراحل تنش،
 هاینمونه ، ازهاروز پس از اعمال تنش 7ساعت و  48ساعت، 

 به) RNAاستخراج  تا زمان برداری وریشه، نمونه بافت
آسیا( در دمای  زیست دنا شرکت RNA-total کیت یوسیله

از  شده جاستخرا RNA تأیید کیفیتد. نگهداری شدن -80
 کمی بررسی آگارز، درصد 2/1 ژل روی بر روش الکتروفورز

 با cDNA با استفاده از اسپکتروفتومتر و سنتز  RNA میزان

RT  TMPrimeScriptمربوط به شرکت تاکارا  کیت از استفاده

reagent Kit  گرادسانتی درجه -20 دمای در وانجام 

دار و ژن خانهNAC69-3 آغازگرهای ژن . شد نگهداری
ACTIN  کنترل داخلی( با استفاده از(

/http://www.bioinformatics.nl -cgi سایت

plus.cgi3plus/primer3bin/primer  ( و 1طراحی )جدول
 ،Oligo7افزار جهت بررسی صحت آنها، از نرم

OligoAnalyzer و سایت OligoCalc ).http://biotools   
.northwestern.edu/OligoCalc.htmlnubic(  استفاده

شد.

 

 
 

 

 مژگان ارکان، ندا میرآخورلی، لیلا شبانی و عبدالفتاح عامر دبابت



 44.......... .........................................................................متقابل و اثرات  Heterodera filipjevi و نماتد Fusarium culmorumقارچ  ،یخشکهای تأثیر تنش

 Real-time PCR برای انجام شده طراحیآغازگرهای  -1جدول 
Table 1. Oligonucleotid primers designed for Real-time PCR

 (°C)   دمای اتصال 
 تکثیر قطعه طول

 (bp) شده
(5 '-3 'توالی آغازگر ) آغازگرنام    نام ژن 

60 151 5'- GAAGCTGCAGGTATCCATGAGACC-3' Sense Primer ACTIN 

  5'- AGGCAGTGATCTCCTTGCTCATC-3' Antisense Primer  
60 156 5'- AAACCCGCTCATCTACTCGC-3' Sense Primer NAC69-3 

  5'- ATGCCGTTGTACCTATCGCC-3' Antisense Primer  
 

 ACTINو  NAC69-3 هایژن بیان میزان کمی بررسی
 واقعی زمان در پلیمراز ایزنجیره واکنشاز طریق تکنیک 

(Real-time PCR و )کیت با استفاده از YTA SYBR 

Green Qpcr MasterMix 2X 10 با حجم واکنش 
میکرولیتر،  cDNA 3میکرولیتر،  5میکرولیتر )سایبرگرین 

میکرولیتر( انجام  1میکرولیتر و آغازگر برگشت  1آغازگر رفت 
 Rotor-Gene Qبا استفاده از دستگاه  بررسی کمیشد. 

زمانی  و دمایی یبرنامه و بر اساس  )مربوط به شرکت کیاژن(
 ی حاضرمطالعه (.2جدول )گرفت  انجام چرخه هر خاص در

 4 صادفی درکاملاً ت طرح قالبدر  آزمایش فاکتوریل اساس بر
مربوط  بیولوژیک تکرار 2) نتایججهت کاهش خطا در  تکرار

مربوط  تکنیکال تکرار 2 و ی کشت در اتاقک رشدبه مرحله
تنش خشکی،  سهتیمار شامل  5(، تحت Real-time PCRبه 

نماتد و قارچ )هر تنش دارای دو سطح تنش و عدم تنش(، 
 24) بردارینمونه ( و زمانSilverstarو  SBP-CL16) ارقام

در  تنش( اعمال از پس هفته یک و ساعت 48 ساعت،
انجام  شهرکرد دانشگاه کشاورزی یدانشکدهآزمایشگاه 

 NAC69-3 گرفت. برای تعیین تغییرات الگوی بیان نسبی ژن
حالت تنش نسبت به حالت کنترل و همچنین برای  در 

با  NAC69-3( ژن Ctی )سیکل آستانه هایسازی دادهنرمال
از روش دلتا دلتا سی  (ACTIN) های ژن کنترل داخلیداده
 افزارسپس با کمک نرم(. 17)استفاده شد  (CtΔΔ[ -2[)تی 

IBM SPSS Statistics  های ، تجزیه واریانس داده26نسخه
)جدول ( انجام شد GLMنرمال با روش مدل خطی عمومی )

3).                           

 

 Real-time PCR  واکنش برای ی تناوب دماییبرنامه -2جدول 
 Table 2. Thermocycler program for Real-time PCR reaction 

  °)C( دما زمان مرحله
 Min 10 ˚C 95 (Primary denaturation) واسرشتگی اولیه

 Sec 15 ˚C 95 (Secondary denaturation) واسرشتگی ثانویه

 Sec 30 60  ˚C (Annealing) اتصال

 Sec 30 ˚C 72 (Extension) تکثیر

 

 نتایج و بحث
نشان داد که اثرات همه  3 در جدول واریانس تجزیه نتایج    

دار بودن معنی بود. دارمعنی ژن بیانش میزان افزای تیمارها بر

ها در پژوهش حاضر تیماربه این معنی است که متقابل ات اثر
              .دکننمینبه صورت مستقل از هم عمل 
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و اثرات متقابل قارچ  و نماتد ،یشکخ ماری، تحت سه ت Silverstarو SBP-CL16دو رقم  در NAC69-3 ژن انیب انسیوار هیتجز -3جدول 
 در سه زمانآنها 

Table 3. Analysis of variance of NAC69-3 gene expression in two cultivars SBP-CL16 and Silverstar, under three 
drought treatments, nematode and fungus and their interactions at three times 

 منابع تغییر )تیمارها( درجه آزادی )واریانس( میانگین مربعات

 خشکی 1 *8482/957
 نماتد 1 * 3399/489
 قارچ 1 *1009/538
 رقم 1 *700/295

 زمان 2 *12947/901
 نماتد×خشکی 1 *2489/513
 قارچ×خشکی 1 *214/893
 رقم×خشکی 1 *2631/302
 زمان×خشکی 2 *11595/977
 قارچ×نماتد 1 *863/133
 رقم×نماتد 1 *6430/915
 زمان×نماتد 2 *3736/681
 رقم×قارچ 1 *6592/173
 زمان×قارچ 2 *165/523
 زمان×رقم 2 *1235/910
 قارچ×نماتد×خشکی 1 *137/347

 رقم×نماتد×خشکی 1 * 1692/932
 زمان×نماتد ×خشکی 2 *2011/884
 رقم×قارچ×خشکی 1 *2760/954
 زمان×قارچ×خشکی 2 *379/753
 زمان×رقم×خشکی 2 *1483/299
 رقم×قارچ×نماتد 1 * 118/664
 زمان×قارچ×نماتد 2 *493/732
 زمان×رقم×نماتد 2 *3732/484
 زمان×رقم×قارچ 2 *4559/848
 رقم×قارچ×نماتد×خشکی 1 *2082/071
 زمان×قارچ×نماتد×خشکی 2 *496/535

 زمان×رقم×نماتد×خشکی 2 * 5271/110
 زمان×رقم×قارچ×خشکی 2 * 4711/597
 زمان×رقم×قارچ×نماتد 2 *589/576
 زمان×رقم×قارچ×نماتد×خشکی 2 * 190/795

037/6  خطای آزمایشی 144 
94/18  (CVضریب تغییرات )  

بودن دارمعنیری: غnsدرصد؛  5 احتمال بودن در سطح داری*: معن
 

رقم  در دو NAC69-3 ژن بیان نسبی الگوی یمقایسه
SBP-CL16  وSilverstar 

 تحتNAC69-3 ژن  نسبی بیان الگوی تغییرات میزان
 قارچ،-خشکی نماتد،-خشکی قارچ، نماتد، خشکی، هایتنش
 و Silverstar دو رقم در قارچ-نماتد-خشکی و قارچ-نماتد

SBP-CL16  از پس هفته یک و ساعت 48 ساعت، 24در 
است. نتایج حاکی از  ارائه شده 1در شکل  هاتنش اعمال

 قارچ به مقاوم رقم دو درNAC69-3 ژن  بیان میزانافزایش 
SBP-CL16 نماتد  به مقاوم وSilverstar تیمارها اکثر در 

 به توجه با .باشدمی بردارینمونه زمان سه در شاهد به نسبت

 بیشترین SBP-CL16 که در رقم افتیتوان دریم 1 شکل
 زمان ها، دردار نسبت به سایر تنشمعنی بیان میزان نسبی

قارچ -خشکی ها در تیمارتنش اعمال از پس هفته یک
برابر( و در زمان  76/60قارچ )-نماتد-خشکیبرابر( و  16/71)

برابر( و  97/41ها در تنش قارچ )ساعت بعد از اعمال تنش 48
دیده شد. در  نماتد-خشکی تیمار تحت بیان، میزان کمترین

در زمان  داریمعن انیب ینسب زانیم نیشتریب Silverstarرقم 
نماتد -یخشک ماریها در تهفته پس از اعمال تنش کی
 نیبرابر( و کمتر 94/72) قارچ-نماتد-یبرابر( و خشک 82/162)
 دیده شد. قارچ ماریدر ت انیب زانیم
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و  جداگانه هایتنش اعمال از پس ریبردانمونه زمان 3 در Siverstarو  SBP-CL16در دو رقم  NAC69-3الگوی بیان نسبی ژن  -1 شکل
 گندم نان یدر ریشه ترکیبی

Figure 1. Gene expression pattern of NAC69-3 in two cultivars SBP-CL16 and Silverstar, at three sampling times 
after applying separate and combined stresses conditions in bread wheat root 

 
 

ژن  انیب زانیمختلف بر م یهاتنش اثرات یمقایسه
NAC69-3  در دو رقمSBP-CL16  وSilverstar 

 در هر دو رقمNAC69-3 ، بیان ژن 2با توجه به شکل 
SBP-CL16  وSilverstar جداگانهای هتنشاعمال ، تحت 

یک  ای که در زمانگونه و ترکیبی روند صعودی داشته به
زان ین میداری به بیشترطور معنی هفته بعد از اعمال تنش به

  های جداگانهبیان تحت تنش روندخود رسید. با بررسی 
 ،  Silverstarرقمتوان دریافت که بیشترین میزان بیان در می

 

 در رقم انیب زانیم خشکی و بیشترین ونماتد  تحت تنش
SBP-CL16  مشاهده شد. در صورتیکه با  تنش قارچتحت

بیان تحت تنش ترکیبی مشاهده شد که بیشترین  روندبررسی 
نماتد، -تحت تنش خشکی Silverstar رقممیزان بیان در 

 میزان بیان در قارچ و بیشترین-نماتد-خشکی قارچ و-نماتد
 قارچ دیده شد )شکل-تحت تنش خشکی SBP-CL16  رقم

2.) 
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 و SBP-CL16  رقم دو در NAC69-3 ژن  بر میزان بیان تایی آنهاترکیبات دوتایی و سه و قارچ و نماتد خشکی، هایتنش اثرات -2 شکل
Silverstar  نان ی گندمریشه در 

Figure 2. Effects of drought stresses, nematode, and Fungus and their combination conditions on the NAC69-3 gene 
expression in two cultivars SBP-CL16 and Silverstar, in bread wheat root 

 
شدن پاسخ ایمنی در گیاهان آلوده به پاتوژن، شامل فعال

 ی بزرگ از های دفاعی متعدد از جمله بیان مجموعهپاسخ
 باشد که توسط انواع مختلفهای مرتبط با دفاع میژن

یک ویژگی  .(44)شود تنظیم می (TFs)رونویسی فاکتورهای 
این است که  NACرونویسی  مشترک اعضای خانواده فاکتور

با تقریباً )  NACیشده آنها حاوی یک دومین محافظت
هستند که معمولاً به  N( در انتهای اسیدهای آمینه 160-150

و  (28)شود تقسیم می Eو  A ،B  ،C ،Dپنج زیر دومین
 Cهمچنین حاوی یک دومین تنظیمی بسیار متغیر در انتهای 

غنی از سرین، ترئونین، پرولین و برخی  Cباشند. انتهای می
های هدف تواند بیان ژنی اسیدی است و میاسیدهای آمینه

  عملکرد دومین (.27) کند دست را فعال یا سرکوبپایین
NAC  ای، اتصال بهیابی هستهبا محل DNA  و تشکیل

 های حاوی دومینهمودایمرها یا هترودایمرها با سایر پروتئین

NAC  که از طریق تعامل با آنها به ( 27)است  همراه بوده
نتایج  (.48) دهدزیستی پاسخ میهای زیستی و غیرتنش

 یهاکثر اعضای خانوادها نشان داد که بسیاری از گزارش
NAC  زیستی مانند خشکی، شوری، رهای تنش غیدر پاسخ

اما برخی دیگر از آنها در  (11،26)سرما و غرقابی نقش دارند 
 زیستی و زیستی مانند آلودگیهر دو پاسخ به تنش غیر

 (.19،49،50)کنند شرکت می پاتوژنی
های بسیاری وجود دارد که کاهش یا افزایش بیان ژن مثال

NAC برخی از  عنوان مثال به .بر دفاع گیاه تأثیر دارد
 در تنظیم  (و غیره  (OsNAC6فاکتورهای رونویسی

 عمل Magnaporthe grisea های دفاعی در برابر پاسخ
رونویسی با دومین  یک فاکتور OsNAC19 (.24)کنند می

NAC که توسط ژن باشد میOsNAC19  رمزگذاری 
شده با  های برنج تلقیحدر برگ OsNAC19 بیان شود.می

قارچ  آلودگیشدت توسط  به M. grisea 131نژاد ناسازگار 
این ژن در هنگام و همچنین  افزایش یافتبلاست برنج 

نسبت نیز  زادنبرو (MeJA)جاسمونیک اسید استفاده از متیل 
افزایش بیان یابد ثرتری ؤطور م بهتواند میو اتیلن  ABA به
شده، استفاده از مقاومت طبق نتایج مطالعات انجام  .(16)

ین روش کنترل ترژنتیکی در جهت تولید ارقام مقاوم، مؤثر
(. در این 13باشد )بلایت سنبله میفوزاریومی پایدار بیماری 

)فاکتور  TaNACL-D1بر روی  شدههای انجام بررسیراستا 
نشان داد که  (T. aestivum در NACرونویسی مانند 
TaNACL-D1 تواند با میTaFROG ژن مقاوم به بیماری( 

تعامل داشته باشد و مقاومت  (T. aestivumدر قارچ فوزاریوم
طور مثبت افزایش دهد  به HBF گندم را در برابر بیماری

که در رقم  شدمشاهده  ی حاضردر مطالعه همچنین (.31)
 ، تحت تنش قارچCBP-CL16گندم مقاوم به قارچ 

F. culmorum قارچ و -و یا تنش ترکیبی شامل خشکی
افزایش  NAC69-3قارچ، میزان بیان ژن -نماتد-خشکی

 و در مقاومت این رقم نقش دارد. چشمگیری یافته
یک فیتو هورمون کاملاً توصیف  (JA) دیاس کیجاسمون

عملکردی در تنظیم پاسخ به تنش است که از نظر  شده
دهنده به پاسخ NACهای زیستی و جراحت نقش دارد. ژن
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( در آرابیدوپسیس، مانند SNACتنش )مربوط به گروه 
RD26 رو، دهند، پس از اینپاسخ می دیاس کیجاسمون، به

 SNACقابل قبول است که در نظر بگیریم، فاکتورهای 
ممکن است که در هر دو  دیاس کیجاسموندهنده به پاسخ

 .(8)زیستی شرکت نمایند غیرپاسخ تنش زیستی و 
( مشاهده کردند که با افزایش 22نعیمی و همکاران ) 

در پنج ژنوتیپ  NACسطوح تنش خشکی، میزان بیان ژن 
بیان ژن میزان گندم دوروم افزایش یافت و بیشترین 

TaNAC2A  در هنگام تنش خشکی پنج درصد ظرفیت زراعی
 .ژنوتیپ شبرنگ دیده شد ، درکنترلی نسبت به نمونه

 یهاژن در گزارشی جهت شناسایی صورت مشابهه همچنین ب
 ،C306 گندم ارقامبین  یتحمل به خشکویژگی مسئول 

WL711 وRIL bulks  (Recombinant inbred line)  از
های کتابخانه ،انیب آنالیزهایبا  QTL آنالیزهایتلفیق  طریق

 RILو  C306)انتخابی گیاهان متحمل به تنش خشکی 

bulks) هایی نظیر افزایش بیان ژنNAC69-3، WLIP19، 
NAC2، WRKY71 و WRKY45 در  (.12)دادند  را نشان

بسیار همولوگ ) TaNAC069 ژنی پروموتر ناحیه
TaNAC69  )آبی دهنده به کمپاسخفعال عنصر دو است

(DRE ) دهنده به پاسخوABA (ABRE ) .شناسایی شد
دهنده به فعال پاسخ عناصراین به شونده های متصلپروتئین

رونویسی هستند که فاکتورهای  ی ازبزرگ یخانواده، آبیکم
مقاومت  مسئول های عملکردیبیان تعداد زیادی از ژن موجب

همچنین  .(39) شونددر گیاهان میزیستی غیردر برابر تنش 
گندم هگزاپلوئید به احتمال زیاد  پلوئیدپلیآلودلیل ماهیت  به

 باشدمیدارای چندین ژن همولوگ  TaNAC69ژن 
) TaNAC69-1 ،TaNAC69-2، TaNAC69-3  و

TaNAC69-4) درصد اسید  95دلیل شباهت بیش از  که به
عملکردهای که ممکن است آمینه در سطح توالی پروتئین کل 

طبق نتایج  و (16) یکسان یا مشابه داشته باشندبیولوژیکی 
 متریکسهای بیان افیداده تحلیل و تجریه

(https://www.affymetrix.com/) ی گندم، این در ریشه
 طور دائمی در سطح متوسط و ژن تحت شرایط بدون تنش به

 .(52)شود برابر در طول تنش خشکی بیان می 10بیش از 
، تحت تنش خشکی، حاضری مشابه با نتایج حاصل از مطالعه

نسبت به حالت شاهد در هر دو  NAC69-3میزان بیان ژن 
 32/26( و مقاوم به نماتد )برابر 84/7رقم مقاوم به قارچ )

ارزیابی نقش ژن برابر( افزایش یافت. از طرفی نتایج حاصل از 
TaNAC069 آلوده به در گندم Puccinia triticina  با

نشان داد  BSMV-VIGSخاموشی ژن  سیستم استفاده از
 های خاص مقاومتاز طریق تنظیم رونویسی ژنکه، این ژن 

-Pathogenesisهایسازی ژنمانند فعال زایی،یبیماردر برابر 

Related) PR (Gene سازی های مربوط به پاکمهار ژن یا
نقش مثبتی در مقاومت گندم در ، (ROS)فعال  ژنیاکس انواع

 انیب یهاداده. پس در نتیجه دارد (Pt)برگ  زدگی برابر زنگ
تحت  TaNAC69-3 یهاژنبیان وضوح نشان داد که  به

، سرما، غلظت نمک یخشکنظیر  چندگانه یعوامل تنش تأثیر
 (.51)باشند پاتوژن میو  ادیز

، ممکن است NACهای ژنحد  از گیاهانی با بیان بیش
 به (.37)های مختلف پاسخ متضاد داشته باشند گاهاً به تنش

مطالعات این پژوهش عنوان مثال در پژوهشی مشابه با نتایج 
که  دیده شد که گیاهان آرابیدوپسیس مقاوم به خشکی حاضر
، تنش  ABAکنند، نسبت بهرا بیان می ATAF1حد  ازبیش 

 قارچ نکروتروفیکاکسیداتیو، شوری زیاد و 
 Botrytis cinerea ای که گونه به (47) بودندبسیار حساس

ی حاضر تحت تنش خشکی، افزایش بیان ژن در مطالعه
 کهدیده شد در حالی Silverstarبرابر( در رقم گندم  32/26)

از میزان بیان ژن  در معرض تنش قارچگیاه با قرار گرفتن 
و  ATAF1. یافتکاهش و حساسیت این رقم به قارچ افزایش 

طور مثبت مقاومت در برابر  جو بهدر  HvNAC6همولوگ آن 
 Blumeria graminis F.sp. hordeiکیوتروفینفوذ قارچ ب

(Bgh) عوامل  ریاما مقاومت در برابر سادهد، را افزایش می
 Pseudomonas syringae، Botrytisمانند زایماریب

cinerea  وAlternaria brassicicola دهد یرا کاهش م
، افزایش حاضرهمچنین در نتایج حاصل از پژوهش  (.10،45)

موجب  F. culmorumقارچ در اثر تیمار  NAC69-3بیان ژن 
های مقاومتی و افزایش مقاومت به قارچ در رقم گندم پاسخ

CBP-CL16  گردید، در صورتیکه با کاهش میزان بیان این
یا تیمار همزمان تنش  و H. filipjeviنماتد ژن در اثر تیمار 

قارچ، میزان حساسیت این رقم به تنش نماتد افزایش -نماتد
در اثر اعمال  Silverstarرقم گندم  این در حالی بود که. یافت
های پاتوژنی، پاسخ مقاومتی متفاوتی نشان داد و با تنش

افزایش یافتن میزان بیان ژن در اثر اعمال تنش نماتد نسبت 
 .یافتمقاومت این رقم به تنش نماتد افزایش به تنش قارچی، 

نت قرار گرفتن گیاهان در معرض تنش همزمان خشکی و عفو
های راتژیاست پاتوژنی به دلیل توانایی ذاتی گیاهان در القای

ر دو هتواند منجر به تحمل به منحصر به فرد اختصاصی، می
ی تواند به دلیل توانمندتنش شود. برعکس، همچنین می

ک ی گیاهان به دلیل تشدید صدمات ناشی از یضعیف شده
تنش از سوی دیگر موجب حساسیت بیشتر به هر دو تنش 

 نهچندگا یهاتنشاز  یبیترک، تحت این شرایط. (33) شود
ن بیا لگویاکند که از یم جادیژن را ا انیاز ب یرینظیب یالگو

ی عهدر مطال(. 34) صورت جداگانه، متمایز است به هر تنش
ت توان دریاف، میNAC69-3حاضر بر روی الگوی بیان ژن 

-ی خشکیگانهتحت تنش سه Silverstarکه رقم گندم 
قایسه برابر( در م 94/72ارچ، افزایش بیان چشمگیری )ق-نماتد

ژن  ی بیاننشان داد. الگو جداگانهصورت  با تیمار هر تنش به
ر بمبنی   NCBI GEOی بخشریزآرایه جینتا در این مطالعه،

 در ارقام متحمل به خشکی و NAC60-3افزایش بیان ژن 
این ژن در  دهد کهکند و نشان میمقاوم به پاتوژن را تأیید می
 یریزامقاومت در برابر عوامل بیماایجاد تحمل به خشکی و 

F. culmorum  وH. filipjevi  در ارقام گندمSBP-CL16 
 نقش دارد. Silverstarو 

 باشدمی ایدن یاغله لاتمحصوترین از با ارزشگندم  اهیگ
با در مناطق خشک اکثرا  ،ی بالاسازگار دلیل به طورو همین

 هاییپژوهش نی. بنابراشودیم کشت رییاندک و متغ یبارندگ
 به  اهیگ پاسخدر  لیدخ هایژن ییشناسا هایدر زمینه
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 گندم اهیگ کاریدست منظور به یستیزریغ زیستی و هایتنش
منفرد یا  هایتحمل به تنش افزایشعملکرد و  بهبود با هدف
نتایج الگوی بیان نسبی ژن  .بسیار اهمیت دارد چندگانه

NAC69-3  ی حاضر نشان داد که در بافت ریشه پژوهشدر
اوم به نماتد، میزان گندم، در هر دو رقم مقاوم به قارچ و مق

پاتوژن در -نظر تحت تنش ترکیبی خشکیبیان ژن مورد 
 تیمارهازمان یک هفته بعد از اعمال تنش، نسبت به سایر 

مطالعات افزایش ، ترتیب اینبه است.  بسیار بیشتر بوده
شرایط تحت  NAC رونویسیفاکتورهای در مورد  یمولکول

 قیدق میتنظ یهاسمیمکان شدنروشن موجب ، یمختلف تنش
شود یکنترل م NAC یهانیکه توسط پروتئ شده اهانیدر گ
 یمحصولات کشاورز دیتول یبرا یاقتصاد یایاز مزا نیو ا
                     .باشدمی
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Extended Abstract  
Introduction and Objective: Small grain cereals such as wheat, are affected by types of 
destructive environmental factors such as abiotic and biotic stresses that severely reduce crop 
yields. To cope with these conditions, transcription factors cause plant resistance to these 
stresses by activating or suppressing the expression of genes involved in the resistance 
responses. In the present study, the transcription factor NAC69-3 gene expression pattern was 
investigated. 
Material and Methods:  To determine and select resistance genes to biotic and abiotic stresses, 
Triticum aestivum microarray data at the NCBI GEO site were reviewed and the NAC69-3 
transcription factor was selected for laboratory confirmation. two wheat cultivars SBP-CL16 
(resistant to fungus) and Silverstar (resistant to nematode)  were under drought, Fusarium 
culmorum, and Heterodera filipjevi, and their simultaneous stress conditions. sampling was 
performed three times 24 h, 48 h, and 7 days after stress. Real-time PCR reactions were 
performed using specific primers of the NAC69-3 gene to investigate the expression pattern. 
Results: This study showed a significant increase in the NAC69-3 gene relative expression at 
most treatments compared to the control in both wheat cultivars. Fungus-resistant cultivar (SBP-
CL16) under fungus stress showed a higher increase in expression than nematode stress, while 
in nematode-resistant cultivar (Silverstar)  high expression was observed under nematode stress 
conditions. Also, under simultaneous stresses conditions, the C69-3 gene has a higher 
expression level than the application of each stress separately. 
Conclusion:  NAC transcription factors are usually induced by multiple stresses, so maybe 
manipulation of these multiple stress-responsive genes will provide the opportunity to produce 
the multiple stress tolerance plants with high yields. 
 
Keywords: Destructive abiotic factors, Pathogens, Real-time PCR reaction
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