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 چکیده 

شود عملکردهای تنظیمی  که تصور می هستندهای فاکتورهای رونویسی در گیاهان  یکی از بزرگترین خانواده DREBفاکتورهای رونویسی 

 های مورفولوژیکی و وضعیت  ا در کنترل ویژگینهکنند، ولی اطلاعات کاملی در مورد نقش آ یمهمی در تحمل به تنش محیطی ایفا م

یافته  گیاهان آرابیدوپسیس جهشفنوتیپی های  یافته تحت شرایط طبیعی وجود ندارد. در این مطالعه، برخی ویژگیاکسیدانی گیاهان رشد آنتی

dreb2a  وdreb1a گیری شده در گیاهان  های اندازه رایط رشدی طبیعی مقایسه شد. بیشتر ویژگیدر مقایسه با گیاه وحشی، تحت ش 

تر از لاین  یافته سریع ها در هر دو لاین جهش چه و لپه مشابه هم و متفاوت با گیاه وحشی بود. ظهور ریشه dreb1aو  dreb2aیافته جهش

 25% یافته های جهش شده روی گلاذین در لاین های جانبی تشکیل شاخه خیر تشکیل شد.أ( با تboltingوحشی مشاهده شد، اما جوانه گلزا )

یافته در مقایسه با لاین وحشی در  بیشتر از گیاه وحشی بود. هر دو لاین جهش %20های جانبی کنار گلاذین  کمتر از لاین وحشی ولی شاخه

افزایش نشان  (13%و وزن کل بذر در گیاه )حدود  (40%حدود ازای هر گیاه )(، تعداد کل بذر به10%تعداد کل خورجین در گیاه )حدود 

یافته نسبت به لاین وحشی کمتر بود. قابل توجه  ناپین در دو لاین جهش حالیکه محتوای پروتئین محلول بذر و نسبت کروسیفرین/دادند، در

 های  ته در مقایسه با لاین وحشی، فعالیت آنزیمیاف های گیاه در مرحله زایشی، در دو لاین جهش روزه و برگ 14دانهال  اینکه، در 

ها نشان  بیشتر بود. این داده 70%طور متوسط هپراکسید بهیدروژن و  35%طور متوسط  دیسموتاز و پراکسیداز به اکسیدانی سوپراکسیدآنتی

یافته تحت شرایط اکسیدانی گیاهان رشد های مورفولوژیکی و وضعیت آنتی های مورد مطالعه، در کنترل ویژگی دهد که تغییر بیان ژن می

تواند  می DREBشده توسط فاکتورهای رونویسی خانواده کنند و مطالعه مراحل آبشاری انتقال سیگنال مدیریت طبیعی نقش اساسی ایفا می

 های متنوع محیطی باشد. تری از مکانیسم پاسخ این گیاهان به تنش گشای درک عمیقراه

 

 .drebهای  یافته اکسیدان، فاکتورهای رونویسی، جهش های آنتی های محیطی، آنزیم وپسیس تالیانا، تنشکلمات کلیدی: آرابید

 

 مقدمه

گیاهان طی چرخه زندگی طبیعی خود همواره با طیف وسیعی 

و تغییرات دمایی  شوریهای محیطی از قبیل خشکی،  از تنش

ش شدید ها منجر به کاه که این تنششوند. از آنجایی مواجه می

شوند، مطالعه پاسخ  تولید بسیاری از محصولات زراعی می

گیاهان به آنها برای پژوهشگران حائز اهمیت است. با توجه به 

های دخیل در پاسخ گیاهان به  های ترانسکریپتوم، ژن آنالیز داده

 ,.Seki et alکنند ) های مختلفی را کد می خشکی پروتئین  تنش
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ها را از  هایی هستند که سلول ئینا پروتنه(. برخی از آ2002

توان به  کنند. از این گروه می اثرات تنش آب محافظت می

های  های کانال آبی و ناقل های اسمزی، پروتئین کننده محافظت

کننده ساختارهای کننده و پایدار های محافظت غشایی، پروتئین

 های های ناشی از فرم کننده آسیبهای برطرف سلولی و پروتئین

کننده  های محافظت ( و پروتئینROSفعال اکسیژن )

 Late embryogenesis) های ها از جمله پروتئین ماکرومولکول

abundant) LEAها و غیره اشاره کرد ) ، چپرونCushman and 

Bohnert, 2000های تنظیمی هستند که  (. گروه دیگر پروتئین

ی دیگر ها در تنظیم ترارسانی علامت تنش و تعدیل بیان ژن

نقش دارند و شامل فاکتورهای رونویسی متنوعی از قبیل 

myelocytomatosis oncogene (MYC)،myeloblastosis 

oncogene (MYB)، basic leucine zipper (bZIP)  و

(DREB )dehydration responsive element binding 

 (.Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki, 2007شوند ) می

 1500یاه مدل آرابیدوپسیس تالیانا نزدیک به در ژنوم گ

شود در بیان  فاکتور رونویسی گزارش شده است که تصور می

 ,.Riechmann et alدهنده به تنش دخیل هستند )  های پاسخ ژن

درصد پروتئوم گیاه را به خود اختصاص  6 (، که حدود2000

(. از جمله این فاکتورهای Joshi et al., 2016داده است )

که  هستند AP2 (APETALA2) خانوادهرونویسی، اعضای ابر

اسیدی آمینو 70-50اساس تعداد تکرار و توالی دمین بر

AP2/ERF شوند. این  ا توصیف مینهموجود در توالی آ 

های  عضو دارد که در خانواده 145خانواده در آرابیدوپسیس ابر

DREB،ERF ، AP2  وRAV شوند ) بندی می طبقهNakano et 

al., 2006 فاکتورهای رونویسی خانواده .)DREB هایی  پروتئین

( A/GCCGACطور اختصاصی به توالی )کنند که به را کد می

DRE/CRT های دخیل در  موجود در پروموتور برخی ژن

های محیطی از جمله گرما، سرما،  تنظیم پاسخ گیاه به تنش

یرهای خشکی و شوری متصل شده و بیان آنها را از طریق مس

 Lata andکنند ) و مستقل از آن فعال می ABAوابسته به 

Prassad, 2011های خانواده  (. ژنDREB  در آرابیدوپسیس

(Sakuma et al., 2002( جو ،)Choi et al., 2002 برنج ،)

(Dubouzet et al., 2003( گندم ،)Jaglo et al., 2001 و )

نظر  ده و به( شناسایی شBouaziz et al., 2015زمینی ) سیب

شده هستند. این خانواده در  رسد در گیاهان عالی حفاظت می

 شود.   می DREB2و  DREB1آرابیدوپسیس شامل دو گروه 

در آرابیدوپسیس شش عضو دارد که  DREB1گروه ژنی 

 DREB1A/CBF3 (At4g25480)های در این میان ژن

DREB1B/CBF1 (At4g25490) ( وAt4g25470 )

DREB1C/CBF2 صورت پشت سر ژنوم آرابیدوپسیس به در

-Yamaguchiاند ) هم روی کروموزوم شماره چهار قرار گرفته

Shinozaki et al., 1994ا در پاسخ به نه( و نقش حیاتی آ

زیستی نظیر سرما، شوری و خشکی به اثبات های غیر تنش

بیانی اعضای  (. بیشAgarwal et al., 2006رسیده است )

 ,.Sakuma et al، منجر به تأخیر رشد )DREB1/CBFخانواده 

2006aزدگی، خشکی و شوری بالا در لاین  ( و بهبود تحمل یخ

(. Kasuga et al., 1999گردد ) تراریخت آرابیدوپسیس می

 باعث افزایش فعالیت سوپراکسید dreb1aجهش در ژن 

 (. Kohan et al., 2018شود ) دیسموتاز و پراکسیداز می

آرابیدوپسیس هشت عضو دارد که  در DREB2گروه ژنی 

دهنده به گرما، خشکی و شوری را  مسیرهای سیگنالینگ پاسخ

و  DREB2B( At3g11020کنند و در این میان، ) تنظیم می

(At5g05410 )DREB2A بیانی  اند. بیش  هم شبیهبسیار به

DREB2A( منجر به تأخیر رشد ،Sakuma et al., 2006a و )

پذیر با شوک گرمایی یا دهیدراسیون  القاهای  افزایش بیان ژن

شده و تحمل گیاه به خشکی، شوری و شوک گرمایی را در 

 Liu et al., 1998; Sakuma etبخشد ) آرابیدوپسیس بهبود می

al., 2006b نتایج مطالعات .)Sakuma ( 2006و همکارانb بر )

های فوق یافتهنشان داد جهش dreb2aیافته  روی لاین جهش

مانی کمتری برخوردارند. لیکن  نش گرما از قدرت زندهتحت ت

و بیوشیمیایی ناشی از  یکیهای مورفولوژ در خصوص ویژگی

یافته تحت شرایط در گیاهان رشد DREB2Aاثرات نقصان ژن 

طبیعی اطلاع جامعی در دست نیست. لذا در این پژوهش 

زنی، طول ریشه و  از قبیل جوانه فنوتیپیخصوصیات دقیق 

و  ROSحل رشدی بذر تا بذر و همچنین وضعیت مرا
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 dreb2a... 25 افتهی¬ جهش اهیگ ییایمیوشیو ب یکیمورفولوژ یها یژگیو

 

 

و  dreb2aیافته  های جهش اکسیدانی لاین های آنتی آنزیم

dreb1a  .در شرایط طبیعی با گیاه وحشی مقایسه گردید 

 

 هامواد و روش

بذرهای آرابیدوپسیس تالیانا واریته کلمبیا  :شرایط رشد گیاه

(Col-0شامل لاین وحشی و لاین )  ه حاوی یافت جهشT-DNA 

)شماره دسترسی  DREB2Aشده در تنها اگزون ژن وارد

N436350یافته حاوی  جهش  ( و لاینT-DNA شده در وارد

)شماره دسترسی  DREB1Aجایگاه پروموتوری ژن 

N413033( از مجموعه ذخیره بذر ناتینگهام )NASC در )

های بذری  که استوک ییکشور انگلستان خریداری شد. از آنجا

های وحشی، هتروزیگوت و  شده مخلوطی از لاین خریداری

هموزیگوت بودند، لاین هموزیگوت با استفاده از غربالگری 

با نشانگرهای مولکولی جداسازی شد. بذرها با هیپوکلریت 

درصد  70دقیقه و سپس با اتانول  7مدت درصد به 20سدیم 

تشو بار شس 5عفونی سطحی شدند. پس از دقیقه ضد 1مدت به

روز سرمادهی مرطوب  3مقطر استریل، و پس از مدت با آب

های حاوی  دیشگراد بر روی پتریدرجه سانتی 4دمای  در

 Murashige andکشت موراشیک و اسکوگ )آگار و محیط

Skoog, 1962فی ) ( و یا گلدان جیJiffy company-The 

Nederlands کشت شده و به اتاقک رشد با تناوب نوری )

 درجه  22±2تاریکی و دمای  ساعت روشنایی/ 16/8

 درصد منتقل شدند.  50-40گراد و رطوبت نسبی سانتی

استخراج : یافته و جداسازی لاین جهش DNAاستخراج 

DNA ای با استفاده از پروتکل  هفته 5تا  4های  گیاهچه

(Kasajima et al., 2004 به شرح زیر انجام شد. در این روش )

 Tris 200مولار،  میلی Nacl 250حاوی  از بافر استخراج

پتاسیم  و استات pH=7/5مولار با میلی EDTA 25مولار و  میلی

یافته از طریق  های جهش مولار استفاده شد. غربالگری لاین 3

شده برای ژن  با پرایمرهای اختصاصی طراحی PCRواکنش 

DREB2A با نرم( 3افزار پرایمر WWW.PRIMER3.COM و )

( انجام گردید. 1)جدول  T-DNAشده برای پرایمرهای معرفی

-Kohanقبلاً توسط  dreb1aیافته  مراحل جداسازی لاین جهش

Baghkheirati ( با استفاده از پرایمرهای 2018و همکاران )

شرح داده  T-DNAو پرایمرهای  DREB1Aاختصاصی ژن 

 شده است.

آنالیزهای فنوتیپی در : یافته فنوتیپی گیاه جهشآنالیز 

فی در اطاقک رشد در کشت درون شیشه و گلدان جیمحیط

 40انجام شد. در هر پلیت  13۹6دانشگاه گلستان در طول سال 

تکرار استفاده  10بذر در  5بذر در سه تکرار و در هر گلدان 

انی شد )بذرهای مورد استفاده از کشت سه لاین در شرایط زم

دست آمدند(. در کشت گلدان، بعد از حدود  و مکانی یکسان به

یک هفته، در هر گلدان نهایتاً یک گیاه نگهداری شد. 

های نموی و مراحل رشد سه لاین آرابیدوپسیس در  شاخص

اساس استاندارد فی بر کشت درون شیشه و گلدان جیمحیط

نالیز شد. ( آ2( )جدول Boyes et al., 2001) شده توسط تعریف

کشت یافته در محیط درون شیشه )محیط برای گیاهان رشد

MS یافته در و برای گیاهان رشد 04/1( مراحل نموی تا مرحله

 ثبت شد. 00/8تا مرحله  02/1گلدان مراحل نموی 

زنی  جهت بررسی طول ریشه در روز سوم بعد از جوانه

حل روز م 10ها را علامت زده و بعد از گذشت  نوک ریشه

ها با استفاده  گذاری شد. تصویر پلیت نوک ریشه دوباره علامت

از دوربین دیجیتال تهیه گردید. نهایتاً حد فاصل بین دو 

 image jافزار گذاری روی پلیت با نرم علامت

(http://rsbweb.nih.gov/ij) عنوان میزان  گیری شده و به اندازه

 .روز گزارش شد 10رشد طولی نسبی ریشه در 

دیسموتاز و   های سوپراکسید سنجش فعالیت آنزیم

گرم بافت تر )دانهال و برگ  05/0مقدار : پراکسیداز محلول

لیتر بافر  میلی 1در مرحله زایشی( در هاون چینی سرد با 

مطابق روش  pH=8/6 مولار با میلی 100فسفات مونوسدیک 

(Kar and Mishra, 1976 هموژن گردید. هموژن حاصل ) 

درجه  4و در دمای  g 13000 دقیقه با شتاب 15ت مدبه

گیری فعالیت گراد سانتریفیوژ شد. از روشناور برای اندازهسانتی

 ها استفاده شد. آنزیم

اساس میزان مهار فعالیت آنزیم سوپر اکسیددیسموتاز بر

موجاحیای نوری نیتروبلوتترازولیوم توسط ریبوفلاوین در طول
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 شده ی استفادهتوالی پرایمرها -1جدول 

 نام ('3-'5)  توالی پرایمرها

F: GCTTCTTGAGCAGTAGGGAAAGTA 

R: CGAAAAAGCTACACACAAGAAGA 
DREB2A (At5g05410) 

F: TTTCCGCCAAAACTACTTG 

R: CAAAAGAAAAGGCGAAGACG 
DREB1A (At4g25480) 

F: ATATTGACCATCATACTCATTGC 

R: GTGGATTGATGTGATATCTCC 
T-DNA 

 

 کشت درون شیشه و گلدان یافته در محیطهای نموی و مراحل رشد در گیاهان رشد خصشا -2 جدول

 توصیف مراحل رشد در گلدان توصیف مراحل رشد درون شیشه

 متر میلی 1برگ روزت بزرگتر از  2 02/1 آبنوشی بذر 1/0

 متر میلی 1برگ روزت بزرگتر از  14 14/1 چه خروج ریشه 5/0

 زا ظهور اولین جوانه ساقه گل 10/5 خروج هیپوکوتیل 7/0

 شدن اولین گلباز 00/6 ها شدن کامل لپهباز 00/1

 پایان گلدهی 0۹/6 متر میلی 1 برگ روزت بزرگتر از 2 02/1

 شدن اولین خورجینباز 00/8 متر میلی 1برگ روزت بزرگتر از  4 04/1

 

نانومتر در حالت فتومتریک دستگاه اسپکتروفتومتر  560

(Shimadzu UV-1800اندازه )( گیری شدBeauchamp and 

Fridovich, 1971 لیتر میلی 3در حجم نهایی (. مخلوط واکنش

مولار فسفات پتاسیم میلی 50لیتر بافر  میلی 2/250حاوی 

(8/7=pH ،)200  میکرولیترEDTA (66/0 میلی  ،)300مولار 

 NBT (66میکرولیتر  150مولار(،  میلی 10میکرولیتر متیونین )

 میکرومولار( و 35/3میکرولیتر ریبوفلاوین ) 50میکرومولار(، 

 میکرولیتر عصاره آنزیمی بود. 50

 Chance andطبق روش )  فعالیت آنزیم پراکسیداز محلول

Maehly, 1955نانومتر در حالت کینتیک  470موج ( در طول

( و ضریب خاموشی Shimadzu UV-1800اسپکتروفتومتر )

L.mmol.cm 
گیری شد. مخلوط واکنش به حجم  اندازه 6/26 1-

 25میکرولیتر بافر فسفات  2750لیتر شامل  میلی 3نهایی 

مولار،  میلی 20میکرولیتر گایاکول  100و  pH=8/6مولار با  میلی

میکرولیتر  50مولار و  میلی 40اکسیژنه میکرولیتر آب 100

 عصاره آنزیمی بود.

گـرم بافت تازه  1/0ابتدا  :پراکسیدهیدروژن گیری  اندازه

میکرولیتر محلول  600با  )دانهال و برگ در مرحله زایشی(

و  Sergievدرصد مطابق روش  1/0تیوکلرو استیک اسید 

 آمده، سپس  صورت هموژن دره(، کاملاً ب1۹۹7همکاران )

 g 14000ا دور گراد و بدرجه سانتی 4دقیقه در  15 مدتبه

هیدروژن صل برای سنجش سانتریفیوژ شد. روشناور حا

 پراکسید استفاده شد.

و  Sergievپراکسید طبق روش هیدروژن  گیری  برای اندازه

 500میکرولیتر از روشناور به  250(، مقدار 1۹۹7همکاران )

( اضافه pH=7مولار ) میلی 10میکرولیتر بافر فسفات پتاسیم 

ر مولار د 1لیتر از مخلوط یدید پتاسیم  گردید. سپس یک میلی

صورت تازه تهیه شد، همولار که ب میلی 10بافر فسفات پتاسیم 

ساعت شدت رنگ  1به آن اضافه گردید. پس از گذشت 

-Shimadzu UVوسیله دستگاه اسپکتروفتومتر )هتشکیل شده ب

 گیری شد. نانومتر اندازه 3۹0موج ( در طول1800

گرم بذر گیاهان در ازت  1/0: استخراج پروتئین از بذر

( pH=8مولار ) میلی 50میکرولیتر بافر تریس  1000ع با مای

میکرولیتر مرکاپتواتانول و  10شدن، پودر شده و بعد از هموژن

( PMSF) phenylmethane sulfonyl fluorideمیکرولیتر  10

اضافه شد. مخلوط حاصله به میکروتیوب منتقل شده و در 
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قیقه د 15مدت به g 13000گراد و درجه سانتی 4شرایط 

سانتریفیوژ شد. از روشناور برای سنجش پروتئین محلول با 

 ( استفاده گردید.Bradford, 1976روش )

 آکریل ها توسط الکتروفورز ژل پلی جداسازی پروتئین

الکتروفورز ژل : (SDS-PAGEسولفات )  دودسیل  آمید سدیم 

سولفات تحت شرایط احیائی در   دودسیل  آمید سدیم  آکریل پلی

مطابق %  5/12آمید   کریلآسیستم ژل ناپیوسته با غلظت  یک

( انجام شد و تصویر با Fling and Gregerson, 1986روش )

 تهیه شد. Gel Docکمک دستگاه 

ها  منظور آنالیز و تجزیه و تحلیل دادهبه: آنالیزهای آماری

استفاده شد.  Excelو برای رسم نمودارها از  SPSSافزار  از نرم

ها از آزمون  بودن اختلاف میانگین دادهدار رسی معنیبرای بر

LSD  استفاده گردید. 05/0در سطح 

 

 نتایج و بحث

شده در لوکوس وارد dreb2a :T-DNAیافته  جداسازی جهش

با پرایمرهای اختصاصی  PCRاز طریق واکنش  DREB2Aژن 

طور  (. همانA-1 ردیابی شد )شکل T-DNAو  DREB2Aژن 

شود، گیاهی که در آن قطعه مورد نظر  هده میکه در شکل مشا

و  P1P3تکثیر شد ولی با پرایمرهای  P1P2با پرایمرهای 

P2P3 عنوان لاین وحشی در نظر گرفته شد تکثیر نشد، به

(، گیاهی که در آن قطعه A-1)لاین شماره یک در شکل 

تکثیر نشد ولی با  P1P2با پرایمرهای  DREB2Aمربوط به ژن 

یافته  عنوان لاین جهشتکثیر شد، به P2P3و  P1P3پرایمرهای 

( A-1هموزیگوت در نظر گرفته شد )لاین شماره سه در شکل 

 و  DREB2Aو گیاهی که قطعه مورد نظر با پرایمرهای ژن 

T-DNA یافته هتروزیگوت در  عنوان لاین جهشتکثیر شد، به

(. محل دقیق A-1نظر گرفته شد )لاین شماره دو در شکل 

جفت باز در ناحیه  468در این لاین در محل  T-DNAد ورو

 است DREB2Aشروع رونویسی ژن و در ناحیه اگزون ژن 

 (.B-1)شکل 

با توجه به اینکه اطلاعات کمی در رابطه با نقش 

زنی دانه وجود دارد، اثر جهش  در جوانه DREBهای  پروتئین

 انجام MSزنی در محیط  بر روی قدرت جوانه DREBدر ژن 

داری  زنی نهایی بین سه لاین تفاوت معنی شد. درصد جوانه

دهنده مدت زمان  که نشان T50(، لیکن A-2 نشان نداد )شکل

زنی است، در دو لاین  درصد جوانه 50لازم برای رسیدن به 

درصد کمتر از لاین وحشی بود.  52طور متوسط هیافته ب جهش

سه لاین مورد آزمایش،  مانی مشابه بین این نتایج بیانگر زنده

یافته نسبت به  بودن قدرت بذر در دو لاین جهشولی بالاتر

( 2010و همکاران ) Zhao(. B-2 لاین وحشی است )شکل

های  گانه در ژنهای یگانه و دو یافته نشان دادند لاین جهش

DREB1داری با لاین وحشی در درصد  ، تفاوت معنی 

گانه  زنی در جهش سه جوانه زنی نداشتند، لیکن درصد جوانه

داری کمتر از لاین وحشی بود که  طور معنیهب DREB1های  ژن

را تأیید  dreb1aیافته  نتیجه این مطالعه در رابطه با جهش

برای  dreb2aیافته  چند نتیجه مربوط به جهش کند، هر می

-Kohanشود. از طرفی مطالعات  اولین بار گزارش می

Baghkheirati ( حاکی از این است که 2018کاران )و هم

تواند با  کاهش یافته است که این تفاوت می dreb1aزنی جوانه

قدرت بذر و شرایط نگهداری بذر مرتبط باشد. این نتایج نشان 

و  DREB1Aهای دیگر این دو ژن ) دهد احتمالاً همولوگ می

DREB2Aتواند نقش این دو ژن در کنترل درصد نهایی  ( می

 نی را پوشش دهند. ز جوانه

بر مراحل  DREB2Aو  DREB1Aثیر نقصان بیان ژن أت

تر فرآیند رشد دانهال این سه  بررسی دقیق: روزه 14دانهال 

ها از روز  نشان داد هر چند رشد دانهال MSلاین در محیط 

سوم به بعد روند مشابهی داشت و طول ریشه در گیاهان 

داری  ی تفاوت معنییافته با طول ریشه در گیاهان وحش جهش

ها  شدن لپه( و باز5/0چه )مرحله  نداشت، سرعت ظهور ریشه

یافته نسبت به لاین وحشی  ( در دو لاین جهش00/1)مرحله

 (.3بیشتر بود )شکل 

تا آنجا که نویسندگان اطلاع دارند تاکنون مطلبی در رابطه 

 چاپ نشده dreb2aبا بررسی فنوتیپی در مرحله دانهال لاین 

یافته در  کار ما نشان داد که دو لاین جهشت. نتایج مربوط بهاس

 چه و مقایسه با لاین وحشی فنوتیپ تسریع در ظهور ریشه
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 1399 سال ،35، شماره 9جلد ارکرد گیاهی، فرآیند و ک 28

 

 

 
( طرح T-DNA .Bبا ترکیب پرایمرهای اختصاصی ژن و  PCR. نتایج واکنش dreb2aیافته  ( شناسایی لاین هموزیگوت جهشA -1شکل 

کننده ژن، جعبه خاکستری ناحیه رنگ ناحیه کددر این شکل جعبه مشکی DREB2Aاحیه اگزون ژن در ن T-DNAشماتیک از محل ورود 

  دهند. کدون پایان را نشان می UAAکدون آغاز و  ATGپرایمر،  Pای،  ترجمهغیر

 
 

 
و لاین وحشی در  dreb2a و dreb1aیافته بین دو لاین جهش (T50زنی )( سرعت جوانهB ،زنی نهایی ( درصد جوانهAمقایسه  -2شکل 

 dreb2aو  dreb1aیافته ترتیب نمایانگر دو لاین جهشبه 2aو  1Aنمایانگر لاین وحشی و  ms 1%( )Col-0غلظت ساکارز یک درصد )

 (.LSD test, P ≤ 0.05) داری با هم ندارندتفاوت معنی LSDاساس آزمون هایی که دارای حروف مشابه هستند، برمیانگین(. هستند

 

دهند. از طرفی  ها را نشان می شدن کامل کوتیلدونتسریع در باز

)یک  DREB2Cبیان  ( نشان داد که بیشJe et al., 2014نتایج )

شدن ( باعث تأخیر در رشد دانهال و بازDREB2Aهمولوگ 

در مقایسه با لاین  ABAها و افزایش در محتوای  کامل لپه

( نشان داد 2010)و همکاران  Zhaoشود. نتایج  وحشی می

در گیاه برنج( طی  DREB)یک ژن  ARAG1یافته جهش

حساسیت  ABAزنی و رشد دانهال نسبت به کاربرد  جوانه

دهد. هر چند در رابطه با ارتباط  یافته نشان میافزایش

اطلاعات کمی  ABAو مسیر وابسته به  DREBهای  پروتئین

بیان  ین بیشدر لا ABAوجود دارد با توجه به افزایش محتوای 

DREB2C  یافته جهشپاسخ و arag1  نسبت بهABA توان  می

ها در دو  شدن کامل لپهزنی و باز احتمال داد تسریع در جوانه

نسبت به لاین وحشی  dreb2aو  dreb1aیافته  جهش  لاین

از  DREBو عملکرد  ABAمرتبط با کاهش در سطح هورمون 
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. در دو MSلاین آرابیدوپسیس در محیط  3( بررسی مراحل رشدی بین C و ( طول ریشهB ،زنی ( مراحل پس از جوانهAمقایسه  -3 شکل

ترتیب نمایانگر به 2aو  1aنمایانگر لاین وحشی و  Col-0تر است. ) ها نسبت به لاین وحشی کوتاه شدن کامل لپهیافته. مرحله باز لاین جهش

خطای استاندارد  ±اساس میانگین ها بر (. دادهاستنمایانگر روز صفر تا روز چهار  d4تا  d0و  هستند dreb2aو  dreb1aیافته  هشدو لاین ج

 (.LSD test, P ≤ 0.05است ) 05/0اند و ستاره نمایانگر تفاوت معنی دار  ارائه شده

 

 باشد.  ABAطریق مسیر وابسته به 

 MSاد طول ریشه در محیط علاوه این آزمایش نشان د به

داری بین سه لاین مورد آزمایش وجود ندارد. این  تفاوت معنی

شود و از طرفی  اولین بار گزارش می dreb2aنتیجه در مورد 

یافته  ( بر روی جهش2015و همکاران ) Zhauنتایج آزمایش 

dreb1 یافته  در مورد گیاهان جهشdreb1 کند.  یید میأرا ت

گانه  یافته سه ( روی جهش2015و همکاران ) Zhauلیکن نتایج 

dreb1 دار طول ریشه را نشان داد. بنابراین  فنوتیپ کاهش معنی

 DREB1Aهای دیگر ژن  کند احتمالاً همولوگ نتایج پیشنهاد می

یافته شده و  ها در دو لاین جهش تواند جایگزین این ژن می

انی کنند. در پوش ها بر طول ریشه را هم نقش احتمالی این ژن

این احتمال  dreb2a یافته رابطه با فنوتیپ طول ریشه در جهش

نقشی در طول ریشه ندارند و یا  DREB2Aوجود دارد که ژن 

( نقش این ژن را DREB2B, DREB2Cی دیگر آن )اه همولوگ
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 1399 سال ،35، شماره 9جلد ارکرد گیاهی، فرآیند و ک 30

 

 

 
 

                                

                        
( تعداد بذر، C( تعداد بذر در خورجین، B( تعداد خورجین، Aیافته.  های بذری بین لاین وحشی و دو لاین جهش مقایسه ویژگی -4 شکل

D ،وزن هزار دانه )Eزای هر گیاه. )ا( وزن کل بذر بهCol-0  1نمایانگر لاین وحشی وa  2وa یافته  ترتیب نمایانگر دو لاین جهشبهdreb1a 

 (.LSD test, P≤ 0.05) داری با هم ندارندتفاوت معنی LSDاساس آزمون دارای حروف مشابه، بر یهامیانگین(. هستند dreb2aو 

 

 کنند که برای فهم این مطلب نیاز به  پوشانی میهم

 .استگانه این گروه ژنی  گانه و سههای دو یافته جهش

بر مراحل  DREB2Aو  DREB1Aثیر نقصان بیان ژن أت

های مورفولوژیک از جمله  ای ویژگی مطالعه مقایسه :زایشی

(، ارتفاع 01/5تعداد برگ در زمان ظهور جوانه گلزا )مرحله

(، ارتفاع گیاه کامل و تعداد شاخه جانبی بین سه 00/6گلاذین )
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 dreb2a... 31 افتهی¬ جهش اهیگ ییایمیوشیو ب یکیمورفولوژ یها یژگیو

 

 

در  dreb2aو  dreb1aیافته  لاین، نشان داد که دو لاین جهش

طور  زمان بروز جوانه گلزا دارای تعداد برگ بیشتری )به

 8طور متوسط  برگ( نسبت به لاین وحشی )به 10سط متو

خیر وارد أیافته با ت دهد گیاهان جهش برگ( بودند که نشان می

نین ارتفاع گلاذین در مچ(. هF-4ل فاز زایشی شدند )شک

درصد کمتر از  30یافته حدود  در دو لاین جهش 00/6مرحله 

زایشی  لاین وحشی بود، ولی ارتفاع گیاه کامل در پایان رشد

(. تعداد G-4 داری نداشت )شکل بین سه لاین تفاوت معنی

 Lateral) شده بر روی گلاذین انشعاب جانبی تشکیل

Branches on Main Flower Bolt, MB)  در هر لاین 

یافته کمتر از تعداد آنها در گیاه وحشی بود. از طرف  جهش

 Lateral floweringدیگر تعداد انشعابات جانبی کنار گلاذین )

Bolt, LBیافته بیشتر از گیاه وحشی بود  ( در گیاه جهش 

 (.H-4 )شکل

زمان گلدهی یک سوئیچ اولیه از مرحله رویشی به مرحله 

سازد تا قبل از شروع شرایط  زایشی است که گیاه را قادر می

(. این پدیده Schmalenbach et al., 2014سخت تکثیر شود )

ژنتیکی و تخصیص مجدد  ی و اپیریزی مجدد ژنتیک به برنامه

 ,Kazanمنابع متابولیکی و بیوشیمیایی در سراسر گیاه نیاز دارد )

2015 .)Cookson ( نشان دادند که تأخیر 2007و همکاران )

گلدهی منجر به کاهش نهایی سطح برگ و سرعت گسترش 

یابد.  شود، اما دوره گسترش برگی در آن افزایش می برگی می

بیانی  نین بیشمچو ه DREB1های  بیانی ژن شجالب ابنکه بی

، رشد و گلدهی را به تأخیر DREB2A (35S:DREB2A)در ژن 

 Gilmourاند )انداخته و از طرفی سطح برگ را نیز کاهش داده

et al., 2004; Sakuma et al., 2006a; Park et al., 2015 .)

ان بی در لاین بیش GA3بردن کارهبرگشت این فنوتیپ با ب

DREB1 کند که مهار بیوسنتز  پیشنهاد میGA تواند یک  می

(. Magome et al., 2004ها باشد ) عملکرد عمومی این ژن

و  DREB1Aدهد که سطح بیان دقیق ژن  نتایج نشان می

DREB2A هایی از قبیل  در فرآیندهای تنظیمی هورمونGA 

ن منجر به ای  حائز اهمیت است و کاهش و افزایش این هورمون

رسد که تأخیر در ورود به  نظر میشود. در مجموع به پدیده می

یافته نسبت به لاین وحشی  مرحله زایشی در لاین جهش

با  DREB2Aو یا  DREB1Aکنش فاکتور  همتواند به بر می

GA گیری میزان جیبرلین در دو لاین  مربوط باشد. اندازه

 کند.تواند صحت این فرضیه را آزمون  یافته می جهش

های  ویژگی DREB2Aو  DREB 1Aتأثیر نقصان ژن 

منظور  به: مورفولوژیک و محتوای پروتئین محلول بذر

بر  DREB2Aو  DREB1Aشناسایی اثر بالقوه جهش در ژن 

تولید محصول در آرابیدوپسیس، وزن کل، وزن هزار دانه و 

تعداد بذر به ازای هر گیاه بررسی شد. نتایج نشان داد که هر 

در تعداد بذرها در هر خورجین بین سه لاین تفاوت  چند

درصد(،  10داری وجود نداشت، تعداد خورجین )متوسط  معنی

درصد(، و وزن کل بذر  40تعداد بذر در هر گیاه )متوسط 

یافته نسبت به لاین  درصد( در دو لاین جهش 13)متوسط 

 (.Eالی  A 5 داری بیشتر بود )شکل طور معنی وحشی به

تواند میزان محصول بذری در  از فاکتورهایی که می یکی

های جانبی است.  ثیر قرار دهد تعداد شاخهأگیاه را تحت ت

و  DREB1Aنتایج ما حاکی از این است که جهش در ژن 

DREB2A توانست تعداد شاخه ( های جانبی محور اصلیMB )

های جانبی محور فرعی  را کاهش داده و در عوض تعداد شاخه

(LBر )زایی به تعادل در  ا افزایش دهد. با توجه به اینکه شاخه

ها از  سطح اکسین، سیتوکینین و تولید و انتقال استریگولاکتون

 ,.Hayward et al., 2009; Su et alریشه به ساقه وابسته است )

 DREBهای خانواده  کند که ژن های ما پیشنهاد می (. داده2011

عادل هورمونی بین اکسین و احتمالاً به نوعی در برقراری ت

ها  سیتوکینین و یا در فرایند تولید و انتقال استریگولاکتون

نین تأخیر در گلدهی، مدت زمان لازم برای مچموثرند. ه

آسیمیلاسیون کربن طی نمو رویشی را طولانی کرده و بنابراین 

 ,.Cookson et alشود ) منجر به افزایش نهایی محصول می

اید بتواند نتایج مشاهده شده مربوط به (. این گفته ش2007

یافته در  افزایش تعداد خورجین و تعداد بذر در دو لاین جهش

 مقایسه با گیاه وحشی را توجیح کند.

های  ها در پاسخ گیاه به تنشDREBبا توجه به نقش 

محیطی از جمله خشکی این فرضیه مطرح شد که ممکن است 
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( تعداد بذر، C( تعداد بذر در خورجین، B( تعداد خورجین، Aیافته.  های بذری بین لاین وحشی و دو لاین جهش ویژگی مقایسه -5 شکل

D ،وزن هزار دانه )Eزای هر گیاه. )ا( وزن کل بذر، بهCol-0  1نمایانگر لاین وحشی وa  2وa یافته  ترتیب نمایانگر دو لاین جهشبهdreb1a 

 (.LSD test, P ≤ 0.05) داری با هم ندارندتفاوت معنی LSDاساس آزمون های دارای حروف مشابه، برانگینمی(. هستند dreb2aو 

 

ثر باشند. از ؤدر مرحله خشکیدگی بذر م DREBهای  پروتئین

ثیر أطرفی یکی از فاکتورهایی که در مراحل نمو بذر تحت ت

تیجه نهای محلول است در گیرد مقدار و نوع پروتئین قرار می

های محلول بذرا بین سه لاین مورد  مقدار کمی و کیفی پروتئین

-22بو حاوی  های روغنی خانواده شب بررسی قرار گرفت. دانه

های  درصد پروتئین هستند که عمدتاً شامل پروتئین 28

(. در Withana-Gamage et al., 2013ای بذر هستند ) ذخیره

ها  ای، کروسیفرین هترین پروتئین ذخیر آرابیدوپسیس، فراوان

ها هستند و توسط چهار ژن  گلوبولین 12Sبوده که از گروه 

شوند. دومین پروتئین فراوان بذر آربیدوپسیس،  پارالوگ کد می

ها هستند وتوسط یک آلبومین 2Sها هستند که از گروه  ناپین

 (.Nguyen et al., 2015شوند ) خانواده پنج عضوی کد می

دهد میزان پروتئین محلول در بذور  ان میطور که نتایج نش همان

درصد(  13داری )متوسط  طور معنیهیافته ب دو لاین جهش

نین از نظر الگوی مچ(. هA-6کمتر از لاین وحشی بود )شکل 

های  شده در الکتروفورز نسبت پروتئینباندهای پروتئینی جدا
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یافته. در  ها در بذر خشک در لاین وحشی و دو لاین جهش پروتئین SDS-PAGE( الگوی B( محتوای پروتئین محلول و Aمقایسه  -6شکل 

  2aو  1aنمایانگر لاین وحشی و  Col-0هستند. ) dreb2a، بذر dreb1aترتیب نمایانگر پروتئین بذر وحشی، بذر به 1-3( شماره Bشکل 

داری تفاوت معنی LSDاساس آزمون ای دارای حروف مشابه، برهمیانگین(. هستند dreb2aو  dreb1aیافته  ترتیب نمایانگر دو لاین جهشبه

 (.LSD test, P ≤ 0.05) با هم ندارند

 

یافته و  های ناپین، بین دو لاین جهش کروسیفرین به پروتئین

طوریکه این لاین وحشی تفاوت قابل توجهی وجود داشت، به

یافته در مقایسه با وحشی کمتر بود  های جهش نسبت در لاین

تواند حاکی از  (. تفاوت مشاهده شده در نتایج میB-6 )شکل

ها در مرحله نمو  روی تولید این پروتئین DREBاین باشد که 

زنی را به تغییر نسبت  ثر بوده و شاید بتوان تسریع جوانهؤدانه م

چند پیامد  ای ارتباط داد. در مجموع هر های ذخیره پروتئین این

های  روی تجمع پروتئینبر  DREBهای اثر جهش در ژن

ای بذر مشهود است، درک مکانیسم این اثر نیازمند انجام  ذخیره

خصوصاً اینکه تا آنجا که  ،های تکمیلی است آزمایش

نویسندگان مقاله اطلاع دارند تحقیق حاضر اولین گزارش در 

یافته های جهش ای بذر در لاین های ذخیره خصوص پروتئین

DREB  استآرابیدوسیس. 

اکسیدانی گیاه را در وضعیت آنتی DREBهای در ژن جهش

 .دهدثیر قرار میأشرایط رشد طبیعی تحت ت

های  های فنوتیپی اثر جهش در ژن در ادامه بررسی

DREB1A  وDREB2A  روی برخی فاکتورهای بیوشیمیایی

اکسیدانی  های آنتی بررسی شد. نتایج نشان داد فعالیت آنزیم

 اکسیداز محلول در دو لاین دیسموتاز و پر سوپراکسید

روزه )متوسط  14یافته نسبت به لاین وحشی در دانهال  جهش

شده در خاک در  نین در برگ گیاهان کشتمچدرصد( و ه 30

(. A, B-7 درصد( بیشتر بود )شکل 50مرحله زایشی )متوسط 

روزه و بافت  14دانهال  در  پراکسیدهیدروژن نین محتوای مچه

یافته و لاین وحشی  شی بین دو لاین جهشبرگی در مرحله زای

طور که نتایج (. همانC-7در شرایط طبیعی بررسی شد )شکل 

یافته  در دو لاین جهش پراکسیدهیدروژن دهد میزان  نشان می

 درصد بیشتر بود.  70طور متوسط  نسبت به لاین وحشی به

 اکسید های سوپر های کنشگر اکسیژن از قبیل رادیکال گونه

(O2
( و -OHپراکسید و رادیکال هیدروکسیل )هیدروژن  (، -

1اکسیژن یکتا )
O2شوند  ( طی متابولیسم طبیعی گیاه تولید می

(Gupta et al., 2014 گیاهان برای غلبه بر تنش اکسیداتیو .)

 های پالایش آنزیمی )سوپراکسید ، از مکانیسمROSناشی از 
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در گیاهان   ( محتوای هیدروژن پراکسیدC ،( پراکسیداز محلولB ،( سوپراکسید دیسموتازAاکسیدان  های آنتی مقایسه فعالیت آنزیم -7شکل 

  2aو  1aنمایانگر لاین وحشی و  Col-0یافته. ) شده در خاک بین لاین وحشی و دو لاین جهشو گیاهان کشت MSشده در محیط  کشت

داری تفاوت معنی LSDاساس آزمون های دارای حروف مشابه، برمیانگین(. هستند dreb2a و dreb1aیافته  ترتیب نمایانگر دو لاین جهشبه

 (.LSD test, P ≤ 0.05) با هم ندارند

 

آنزیمی دیسموتاز، پراکسیداز، کاتالاز و غیره( و غیر

ها، گلوتاتیون، توکوفرول، آسکوربات  )کاروتنوئیدها، گزانتوفیل

سیدانی از جمله اک گیرند. سامانه آنتی و غیره( کمک می

هیدروژن های آزاد را به  دیسموتاز، رادیکال سوپراکسید

را  پراکسیدهیدروژن های پراکسیداز و کاتالاز،  و آنزیم پراکسید

 ,.Jagadeeswaran et alکنند ) به آب و اکسیژن تبدیل می

(. نتایج ما حاکی از این است که در شرایط کنترل )کشت 2009

و  پراکسیدهیدروژن فی( میزان  یو یا گلدان ج MSدر محیط 

دیسموتاز و پراکسیداز  نین میزان فعالیت سوپراکسیدمچه

در مقایسه  dreb2aو  dreb1aیافته  محلول در دو لاین جهش

-Kohanبا لاین وحشی بالاتر بود. روند مشابهی در مطالعات 

Baghkheirati ( در رابطه با لاین 2018و همکاران )

هده شد. هر چند نتایج گزارش شده در مشا dreb1aیافته  جهش

باشد و تاکنون  اولین بار می dreb2aیافته  مورد لاین جهش

گزارشی در این زمینه ارائه نشده است. از طرفی مطالعاتی که 

دهنده افزایش ( انجام شد، نشان2011و همکاران ) Liتوسط 

دیسموتاز و پروکسیداز در لاین  های سوپراکسید فعالیت آنزیم

دهد که  . در کل نتایج نشان میاست DREB1Aبیان  بیش

تواند باعث افرایش  می DREBهای  افزایش یا کاهش بیان ژن

شده روی اکسیدانی شود و مطالعات انجامهای آنتی فعایت آنزیم

کند که همکاری اجزا مختلف شبکه  آرابیدوپسیس پیشنهاد می

ن به در گیاهان بسیار پیچیده است و تنظیم آ ROSپالایش 

 (. Rizhsky et al., 2003چندین فاکتور مختلف وابسته است )

 

 گیری  نتیجه

های محیطی بر تولیدات گیاهان  با توجه به اثرات مهم تنش
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زراعی در جهان و ایران و نقش حیاتی فاکتورهای رونویسی 

های محیطی و  در تنظیم پاسخ گیاهان به تنش DREBخانواده 

شرایط تنش، نیاز به داشتن اطلاعات  منظور تفسیر نتایج در به

در شرایط طبیعی  DREBهای خانواده  ای از تغییر بیان ژن پایه

وجود دارد. لذا در این تحقیق خصوصیات دقیق فنوتیپی و 

مورد آنالیز  dreb2aو  dreb1a یافته بیوشیمیایی گیاهان جهش

 یافته آمده، دو لاین جهش  دستهاساس نتایج بقرار گرفت. بر

چه و ظهور  نسبت به لاین وحشی دارای تسریع در ظهور ریشه

لپه بوده، لیکن در مرحله ورود به فاز زایشی از لحاظ زمانی 

نین ارتفاع مچتأخیر داشته و دارای تعداد برگ بیشتری بودند. ه

یافته کمتر از لاین  در دو لاین جهش 00/6گلاذین در مرحله 

در پایان رشد زایشی بین سه وحشی بود، ولی ارتفاع گیاه کامل 

های جانبی تشکیل داری نداشت. تعداد شاخه لاین تفاوت معنی

یافته نسبت به لاین  های جهش شده بر روی گلاذین در لاین

وحشی کمتر، ولی تعداد محورهای گلزا بیشتر بود. نتایج 

آزمایش همچنین نشان داد از لحاظ تعداد بذر موجود در هر 

داری بین سه لاین مشاهده نشد، ولی  یخورجین تفاوت معن

تعداد خورجین، تعداد بذر در هر گیاه و وزن کل بذر در دو 

داری نشان  یافته نسبت به لاین وحشی افزایش معنی لاین جهش

نین بررسی محتوای پروتئین محلول بذر نشان داد مچداد. ه

یافته نسبت به لاین  پروتئین محلول بذر در دو لاین جهش

ناپین در الگوی  کاهش داشته و نسبت کروسیفرین/ وحشی

SDS-PAGE یافته در  پروتئین محلول بذرهای گیاهان جهش

اکسیدانی  مقایسه با لاین وحشی کمتر بود. بررسی وضعیت آنتی

روزه و برگ در مرحله زایشی حاکی از افزایش  14دانهال  در 

و  دیسموتاز اکسیدانی سوپراکسید های آنتی فعالیت آنزیم

در دو لاین  پراکسیدهیدروژن پراکسیداز و افزایش محتوای 

یافته در مقایسه با لاین وحشی بود. با تکیه بر این نتایج  جهش

 روی سرعت  DREBهای  رسد تغییر بیان ژن نظر می به

بذر از قبیل تعداد بذر و  فنوتیپیزنی، فاکتورهای  جوانه

های  پروتئینفاکتورهای بیوشیمیایی بذر از قبیل نسبت 

ثر ؤاکسیدانی گیاه م نین وضعیت آنتیمچای بذر و ه ذخیره

رسد برهمکنش بین فاکتور  نظر می باشد. در مجموع به

با مسیرهای سیگنالی  DREB2Aو  DREB1Aرونویسی 

اسید، اکسین، سیتوکینین و آبسیزیک های گیاهی نظیر  هورمون

هده شده در این های مشا تواند اغلب فنوتیپ ویژه جیبرلین می به

یافته را توضیح دهد. این تحقیق اولین گزارش  دو لاین جهش

در زمینه خصوصیات دقیق فنوتیپی و بیوشیمیایی گیاهان 

حال جهت درک  . با ایناست dreb2aو  dreb1aیافته  جهش

 روی فاکتورهای  DREBهای  تر نقش ژن بهتر و کامل

 ABAاهی از جمله های گی گیری هورمونشده، اندازه مطالعه

نسبت به همه   یافته های جهش نین استفاده از لاینمچو ه GAو

یافته و بررسی  های مربوط به هر گروه ژنی جهش همولوگ

تواند  های محیطی می ها در پاسخ به تنش یافته پاسخ این جهش

 تر کند. این مطالعه را کامل
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Abstract 

 

DREB transcription factors are one of the largest families of transcription factors in plants that are believed to play 

important regulatory functions in tolerance to environmental stress, but there is no complete information on their role in 

controlling the morphological and antioxidant properties of grown plants under normal conditions. In this study, some 

phenotypic characteristics of the dreb2a and dreb1a mutant arabidopsis were compared to the wild plant under normal 

growth conditions. Most properties of dreb2a were similiar to those of dreb1a mutant, but significantly different from 

the wild type. Both mutant lines showed accelerated emergence of radicle and cotyledons, but delayed appearance of 

bolting. Lateral branches formed on the flowering bolt in the mutant lines were 25% less, while the flowering axes were 

20% more than that in the wild type plants. Both mutant lines displayed higher total number of siliques per plant (about 

10%), total number of seeds per plant (about 40%) and total seed weight per plant (about 13%), while, they had lower 

seed soluble protein content and the cruciferin/napin ratio, as compared to the wild type. It is noteworthy that in 14-day 

seedlings and leaves of the plant at the stage of reproduction in two mutant lines compared to the wild line, the activity 

of antioxidant superoxide dismutase and peroxidase activity was on average 35% and hydrogen peroxide was on 

average 70% higher. These data indicated that the change in the expression of the studied genes played a key role in 

controlling the morphological and antioxidant status of the plants grown under normal conditions, and studying the 

cascade stages of the signal transduction managed by DREB family transcription factors can lead to a deeper 

understanding of the response mechanism of these plants to various environmental stresses.  

Keywords: Arabidopsis thaliana, Environment stresses، Antioxidant enzymes, Transcription Factors، dreb mutants. 
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