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ممانعت از . مرحله گلدهي است بويژه در تنش خشكي رد برنج،كاهش عملك اصليعوامل يكي از 
كه منجر به باقي ماندن خوشه در درون غلاف  است اثراين ترين دلايل  رشد طولي دمگل از مهم

  پژوهش، الگوي بيان ژناين در  .گردد هاي خارج نشده مي و عقيم ماندن سنبلچه پرچمبرگ 
تنش خشكي و آبسيزيك اسيد در شد القا شده توسط طي توقف ر OsVP1رمزكننده عامل رونويسي 

تنش خشكي و تيمار آبسيزيك اسيد بيان اين ژن به طور قابل توجهي طي . مطالعه شدبرنج دمگل 
و از سرگيري رشد مجدداً كاهش  آبسيزيك اسيدافزايش يافت و با آبياري مجدد گياه يا حذف 

كه بيان اين ژن  به طوري شد مشاهده شدندبيشتر در نواحي در حال ر OsVP1هاي  رونوشت. يافت
ز ناحيه تقسيم سلولي به سمت ناحيه تمايز دمگل رو به كاهش گذارد اما همواره توسط به ترتيب ا

هاي  هاي جوان و تمايز نيافته مانند ناحيه تقسيم سلولي دمگل رونوشت  در بافت. تنش خشكي القا شد
بنابراين بر اساس . هسته متمركز بودند شده و بيشتر درها مشاهده  تقريباً در تمامي سلول  اين ژن

از آنجا كه اين ژن رمزكننده يك عامل رونويسي است، اين احتمال وجود نتايج به دست آمده و 
هاي دخيل در  دارد كه به طور مستقيم يا غير مستقيم تنظيم كننده بيان و در نتيجه فعاليت ساير ژن

  .ي و آبسيزيك اسيد باشدتنش خشكتوقف رشد القا شده توسط 
  

  مقدمه
 Dey and)تنش خشكي يكي از موانع اصلي دستيابي به عملكرد بالا در توليد برنج است 

Upadhyaya 1996) .ترين دوره، مرحلة  و حساس است  گياه برنج به كمبود آب بسيار حساس
ي است كه حتي اين بدان معن .(Hsiao 1982)باشد  توليد مثلي يعني خروج خوشه و گلدهي مي

يكي از . يابد طور قابل توجهي كاهش مي اگر با مقادير كم خشكي مواجه گردد، عملكرد به
خشكي، ممانعت از رشد طولي بالاترين ميانگره يعني دمگل است كه  اتمهمترين دلايل اثر

شود  ميو از دست رفتن محصول منجر به باقي ماندن خوشه درون غلاف برگ پرچم 
(O'Toole and Namuco 1983) . به اين ترتيب، اگر تنش خشكي طي دوره رشد دمگل به

با آبياري . گرددوقوع بپيوندد، بسته به شدت تنش، فرآيند خروج خوشه كند شده يا متوقف مي
مجدد ممكن است دمگل رشد طولي خود را از سر بگيرد اما معمولاً به طول نهايي لازم 

  . ماندف برگ پرچم باقي مياي از خوشه درون غلا نرسيده، بخش عمده
  

 هاي كليدي واژه
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موجب و هاي خارج نشده عقيم بوده ) Spikelet(اين سنبلچه 
يكي  ABI3/VP1. (Mackill et al. 1996)گردند افت عملكرد مي

توقف رشد القا هاي مشابه  هاي شناخته شده دخيل در پديده ژناز 
يك  ABI3/VP1. است زني جوانهآبسيزيك اسيد در هنگام شده با 

راه  توالياست كه بسته به  Domain (B3(عامل رونويسي با ناحيه 
تواند به هر دو صورت فعال كننده و مهار كننده عمل كند  مي انداز

(McCarty et al. 1991; Hattori et al. 1992; Hoecker et al. 
1995; Nambara et al. 1995)  ژنVp1 (Viviparous-1)  در ذرت

كند و  يبذر تنظيم م هاي نموي متعددي را در مرحله بلوغ پاسخ
-Non(موجب بي خوابي بذر  Vp1) Null(الل غير عملگر 

dormancy (زايي  يا زنده)Vivipary (شود  در ذرت مي(McCarty 

et al. 1989) .هاي  يافته جهشabi3 هاي  آرابيدوپسيس در جنبه
باشند كه ناشي از  زني بذر دچار تغيير مي متعددي از نمو و جوانه

در يك ). Giraudat et al. 1992(است  ABAكاهش حساسيت به 
 35S::VP1گياهان آرابيدوپسيس تراريخته با  درمطالعه ريزآرايه 
 VP1/ABAژن تنظيم شونده با  abi3 ،353يافته  در زمينه جهش

عامل ها تحت تأثير هر دو  هفتاد و سه درصد از ژن. شناسايي شد
VP1  وABA ميان پيام  نزديكشدند كه دال بر ارتباط  واقع مي

در  ذرت VP1ژن ارتولوگ . است VP1نقش و  ABAرساني 
روي بازوي كه  جداسازي شدهشناسايي و  OsVP1  ژن به نامبرنج 

هر دو داراي  ABI3و  OsVP1 .قرار داردبرنج  1بلند كروموزوم 
 باشند  مي B3و  A1 ،B1  ،B2شده حفاظت   چهار ناحيه

)Hattori et al. 1994; Shobbar et al. 2008b .(  
  

   هامواد و روش
  ها مواد گياهي و اعمال تنش

 eui-10  (Oryza sativaو  (Moroberekan برنجسه ژنوتيپ بذور 

L. cv. IR64,  موسسه تحقيقات بين المللي برنج از
(International Rice Research Institute, IRRI) فراهم گرديد .

 روي C30°براي جوانه زني، بذور به مدت سه روز در دماي 
بذور . ذ صافي مرطوب درون پتري ديش نگهداري شدندكاغ

 4هاي  روز در سيني 21تقل شده و به مدت جوانه زده به خاك من
 7سپس هر سه گياه به يك گلدان حاوي . ليتري پرورش يافتند

تا زمان رسيدگي در شرايط  گياهان. كيلوگرم خاك منتقل شدند

دي تا از (ت شدند اي بدون نور اضافي يا كنترل دما كش گلخانه
واقع  موسسه تحقيقات بين المللي برنجاز ، در گلخانه اي فروردين
ها دوبار در روز آبياري شدند تا حالت غرقابي  گلدان). در فيليپين

براي مطالعه اثر خشكي، تنش خشكي سه روز  .خاك حفظ شود
ها آغاز  نبا خالي كردن آب سطحي گلدا پيش از ظهور خوشه

وضعيت آب . براي مدت سه روز متوقف شد گرديد و آبياري
برگ پرچمي و دمگل  گياهان با اندازه گيري محتواي آب نسبي

نمونه برداري از دمگل . )Shobbar et al. 2008a( بررسي گرديد
محتواي آب نسبي برگ پرچم و ( گياهان در شرايط آبياري كافي

تنش خشكي  ،)درصد 75درصد و  90دمگل به ترتيب در حدود 
تواي آب نسبي برگ پرچم و دمگل در آخرين روز تنش به مح(

محتواي (و آبياري مجدد  )درصد 50درصد و  40ترتيب حدود 
آب نسبي برگ پرچم و دمگل يك روز پس از آبياري مجدد به 

 ها نمونه. صورت گرفت )درصد 65درصد و  50ترتيب در حدود 
سپس تا ن مايع منجمد شده و ژبلافاصله پس از برداشت در نيترو

براي  .نگهداري شدند - C80°در فريزر  RNAزمان استخراج 
جه كافي در مرحله خروج خوشه ، تعداد پنبررسي اثر هورمون ها

دمگل آنها از بالاي با آبياري كافي برداشت شد و IR64 رقم  از
نمونه ). الف - 3شكل (ن گره و زير گره ماقبل آن قطع شد بالاتري

پنج . استفاده شد ر به عنوان شاهدصفن زما شده درگل بريده مد
 ميلي ليتر 300 درساعت  18براي هاي جدا شده  دمگلعدد از 

حاوي و يا ) شاهد غوطه ور در آب(بدون افزودني  خالص آب
 جيبرليك اسيد(از هورمون هاي مورد نظر ميكرومولار  100

(GA3, Gibberellic acid, Sigma G7645) آبسيزيك اسيد ،
(ABA, ((±)-Abscisic acid, Sigma A1049)  هر دو و يا

)ABA+GA ( ساعت اندازگيري  6و طول آنها هر  ندداده شدقرار
بلافاصله پس از برداشت  ها نمونه .)Shobbar et al. 2008a( شد

در  RNAن مايع منجمد شده و سپس تا زمان استخراج ژدر نيترو
  .نگهداري شدند - C80°فريزر 

با استفاده از محلول تام  RT-PCR  - RNAو  RNAستخراج ا
طبق دستورالعمل شركت ) Invitrogen, Carlsbad, CA(ترايزول 
براساس جذب  RNAكميت و كيفيت . استخراج گرديدسازنده 

باندهاي مربوطه در ژل  و بررسينوري با دستگاه اسپكتروفوتومتر 
با آنزيم هاي استخراج شده RNA .شد تعيين و تأييدالكتروفورز 
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RNase-free DNase I (Promega Corporation, Madison, WI) 
-همسانتأييد شد و  PCRتوسط  DNAعدم وجود  ،تيمار شدند

 28S & 18S rRNAهاي مختلف بر اساس RNAسازي غلظت 
دار  اختصاصي مناسب براي ژن خانه آغازگرجفت . صورت گرفت

)GAPDH ( و ژنOsVP1 شرايط بهينه . طراحي شدRT-PCR  و
اسب براي مشاهده تفاوت بيان بين تيمارهاي تعداد چرخه من

با استفاده از ( RT-PCRالگوي بيان توسط . مختلف تعيين شد
) )Invitrogen, Carlsbad, CA( اي اينويتروژن كيت يك مرحله

دو  وسه تكرار زيستي مورد بررسي قرار گرفت . مطالعه گرديد
  . تكرار آزمايشي براي هر تكرار زيستي انجام شد

جفت  -)RNA in situ hybridization(ازي در محل س دورگه
. مناسب براي تكثير كاوشگر اختصاصي طراحي شد آغازگر

 pGEM-T Easy vector (Promega)در ناقل  RT–PCRمحصول 
 Sense(هاي سنس و آنتي سنس  كاوشگر. سازي گرديد همسانه

and anti-sense riboprobes ( توسطdigoxigenin-11-UTP  با
 DIG RNA labelling mix (Roche Molecularاز  استفاده

Systems, Pleasanton, CA) جهت قطعه . دار شدند نشان
يابي مشخص  سازي شده در ناقل به وسيله توالي همسانه

 ،گيري آب ،بافتها تثبيت. (Macrogen, Seoul, Korea)شد
نوارهاي بافتي روي . شدند) µm20 -10 ( گيري گيري و برش قالب

 Superfrost/Plus or ProbeOn Plus) وسكوپي مناسبلام ميكر

microscope slides) اسلايدها به منظور افزايش . قرار داده شد
قرار  C45°كارايي اتصال بافتها به لام به مدت دو شبانه روز در 

 ،(Pre-hybridization)سازي  مراحل پيش دورگه .ندداده شد
يص شستشو و تشخ ،(Hybridization)سازي  دورگه

انجام گرفت  (Immunological detection)ايمونولوژيكي 
)Shobbar et al., 2008b(.  اسلايدها با استفاده از ميكروسكوپ

و نرم  (bright field microscope, Zeiss, Axioplan 2)نوري 
مشاهده و ) Image-Pro Plus 5.1 software(افزار مناسب 

ريداسيون بدون سازي با بافر هيب دورگه. عكسبرداري شدند
منفي در نظر  شاهد هاي سنس به عنوان كاوشگر و حاوي كاوشگر

 .گرفته شدند

  

    نتايج و بحث
  در دمگل OsVP1، القاكنندگان ژن ABAتنش خشكي و تيمار 

 در دمگل سه ژنوتيپ برنج OsVP1بيان خشكي بر تأثير تنش 
نوان به ع IR64اي از ارقام جاپونيكا،  موروبركن به عنوان نماينده(

 دمگلبا  IR64 جهش يافته eui-10 نماينده اي از ارقام اينديكا و
 ،در هر سه ژنوتيپ مورد مطالعه. مورد بررسي قرار گرفت) طويل

در  شرايط آبياري كافي بسيار ناچيز به نظر  OsVP1ميزان بيان ژن 
باند قابل  RT-PCRرسيد به طوري كه در اغلب موارد توسط  مي

فزايش بيان اين ژن تحت تنش خشكي ا. تشخيصي حاصل نشد
 ).1شكل (يافت  مشهود بود و با آبياري مجدد به سرعت كاهش 

بر رشد هاي گياهي  براي مطالعه اثر مستقيم و متقابل هورمون
) تحت آبياري كافي(هاي  ها از پنجه دمگل و بيان ژن، دمگلطولي 

در  ساعت 18براي جدا شده و ) IR64(در حال خروج خوشه 
، آبسيزيك اسيد محلول حاوي جيبرليك اسيد ،عنوان شاهد آب به

هاي  در دمگل OsVP1 ژن بيانافزايش . و هر دو قرار داده شدند
آنتاگونيسم بين قابل توجه بود و  ABAجدا شده شناور در 

شد، به  ديده اين ژن  به وضوح در بيان ABAو  GAهاي  هورمون
دگي آن را به القاكنناثر  ABAبه همراه  GAطوري كه وجود 

شكل ( بيان اين ژن قابل تشخيص نبودكرد كه ديگر  نحوي خنثي 
2.(  

  در نواحي مختلف دمگل OsVP1  الگوي بيان ژن
توان متشكل از سه ناحيه  دمگل، يعني بالاترين ميانگره برنج را مي

 ).لف1-  3شكل (تقسيم سلولي، رشد طولي و تمايز دانست 
جود ندارد اما تشخيص بين اين نواحي و مشخصيگرچه مرز 
ها امكان پذير  ها از روي اندازه و خصوصيات سلولحدودي آن

به  اما توسط تنش خشكي القا گرديد OsVP1بيان ژن . است
ترتيب از ناحيه تقسيم سلولي به سمت ناحيه تمايز رو به كاهش 

  ). ب-3شكل (گذارد 
را در مقطع عرضي ناحيه تقسيم  OsVP1الگوي بيان ژن  4شكل 

تحت تنش خشكي نشان ) IR64(هاي گياهان برنج  لولي دمگلس
هاي آوندي اوليه  در دسته OsVP1هاي  رونوشت. دهد مي

)Primary vascular bundles ( و ثانويه)Secondary vascular 

bundles(هاي همراه آوند آبكشي  ، به ويژه در سلول (Phloem)و  
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اين ژن حاكي از  RT-PCRتصوير ژل الكتروفورز محصول ). Moroberekanو IR64 ، eui-10(در دمگل سه رقم برنج  OsVP1ي بر بيان تأثير تنش خشك -1كل ش
و هم غلظت شده،  DNaseتام تيمار شده با آنزيم  RNAتصوير . است) جفت باز 590(علامت پيكان نشان دهنده باند مورد انتظار . القاي آن توسط تنش خشكي است

طي  RNAشاهد قابليت تكثير كارآمد  GAPDH. باشد هاي مختلف مي براي تيمار RT-PCRمورد استفاده در  RNAيكسان بودن ميزان  شان دهنده سلامت آن و شاهدن
RT-PCR  و عدم وجودDNA ژنومي است.   

W.W.: Well Watered  )آبياري كافي( D.S.: Drought Stressed، )خشكي تنش(R.W.: Re–Watered  ،)مجدد آبياري(  
  
  
  
  
  

  
) dH2O(ساعت در آب  18و براي ) h 0(ها از گياهان تحت آبياري كافي جدا شده  دمگل). IR64(در دمگل برنج  OsVP1بيان بر  هاي گياهي تأثير هورمون - 2شكل 

اين  RT-PCRتصوير ژل الكتروفورز محصول . شدندشناور ) ABA+GA(و يا هر دو ) ABA(، آبسيزيك اسيد )GA3(ميكرومولار جيبرليك اسيد  100محلول حاوي 
و هنجار  DNaseتام تيمار شده با آنزيم  RNAتصوير . است) جفت باز 590(علامت پيكان نشان دهنده باند مورد انتظار . است ABAژن حاكي از القاي آن توسط تيمار 

 RNAشاهد قابليت تكثير كارآمد  GAPDH. باشد هاي مختلف مي براي تيمار RT-PCRرمورد استفاده د RNAشده، نشان دهنده سلامت آن و شاهد يكسان بودن ميزان 
  .ژنومي است DNAو عدم وجود  RT-PCRطي 

  

هاي اپيدرمي  ، سلول)Xylem parenchyma(پارانشيم آوند چوبي 
)Epidermal cells (هاي پيش ساز  و سلول)Precursors; pr (

در بيشتر . لولي مشاهده شداسكلرانشيم و كلرانشيم ناحيه تقسيم س
هاي زيادي در هسته تمركز  رسيد كه رونوشت موارد به نظر مي

رشد طولي بالاترين ميانگره، يعني دمگل، چند روز پيش . اند يافته
كه خوشه به طول نهايي  شود، زماني از خروج خوشه آغاز مي

اثر بازدارندگي تنش خشكي بر رشد طولي . خود رسيده است
ن لوله شدن برگها مشاهده شده و تا زمان برطرف دمگل از زما

با آبياري مجدد، دمگل رشد طولي خود . يابد شدن تنش ادامه مي
 اما دوره رشد دمگل محدود بوده، مجالي براي. گيرد را از سر مي

تواند طول نهايي  جبران فرصت از دست رفته نيست و دمگل نمي
از خوشه درون اي  بخش عمدهبنابراين . لازم را حاصل نمايد

هاي )Spikelet(اين سنبلچه . ماندغلاف برگ پرچم باقي مي

رشد طولي  .گردندخارج نشده عقيم بوده موجب افت عملكرد مي
نيز با تنش  طويل دمگلبا  IR64 جهش يافته، eui-10دمگل 

شود، اما از آنجا كه نرخ رشد طولي دمگل آن  خشكي متوقف مي
جدد، تمامي خوشه از غلاف برگ ماست با آبياري  IR64بيش از 

 اثر محرك ).Shobbar et al. 2008a(گردد  پرچمي خارج مي
بازدارنده آبسيزيك اسيد بر رشد طولي  وجيبرليك اسيد 

اي از ارقام  هاي جدا شده در موروبركن به عنوان نماينده دمگل
در  eui-10 اي از ارقام اينديكا و به عنوان نماينده IR64جاپونيكا، 

 )Shobbar et al. 2008a(دار بوده است  معني% 1/0احتمال سطح 
كه نشان دهنده نقش احتمالي تنظيم هورموني رشد طولي دمگل 

 اثر محرك جيبرليك اسيد. باشد در پاسخ به تنش خشكي مي
)GA3( يابد بر رشد طولي دمگل با افزايش غلظت آن افزايش مي 
)Shobbar et al. 2008a(.  
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 W.W.   D.S.   R.W.  W.W.  D.S.   R.W.  W.W.  D.S.   
R.W.

D.Z.  E.Z.  M.Z. 

DNase 
treated 

Total RNA 

OsVP1 

GADPH

100 µm 100 µm

  
  
  

  ب                                                                                      الف
  
  
  

    
  
  

                
  
  
  

در  OsVP1 بيانخشكي بر تأثير تنش  )ب . و بررسي بيان ژن RNAتصوير نمادين سه ناحيه تقسيم سلولي، رشد طولي و تمايز دمگل برنج براي استخراج ) الف -3شكل 
و هنجار شده، نشان دهنده سلامت  DNaseتام تيمار شده با آنزيم  RNAتصوير . است) جفت باز 595(علامت پيكان نشان دهنده باند مورد انتظار  .نواحي مختلف دمگل

و عدم  RT-PCRطي  RNAشاهد قابليت تكثير كارآمد  GAPDH. باشد هاي مختلف مي براي تيمار RT-PCRمورد استفاده در  RNAآن و شاهد يكسان بودن ميزان 
 :.D.Z ,)مجدد آبياري( ،R.W.: Re–Watered )خشكي تنش(D.S.: Drought Stressed  ،)آبياري كافي(  W.W.: Well Watered. ژنومي است DNAوجود 

Division Zone  )ناحيه تقسيم سلولي( E.Z.: Elongation Zone , )ناحيه رشد طولي(، M.Z.: Maturation Zone )ناحيه تمايز(  

  

 
  

. تحت تنش خشكي به روش دورگه سازي در محل) IR64(گياهان برنج   تقسيم سلولي دمگلناحيه در ) بدون كاوشگر(و شاهد منفي   OsVP1الگوي بيان ژن -4شكل 
پارانشيم ( ،ph; phloem )آوند آبكشي( ،sv; secondary vascular bundles) ثانويه آوندي دسته جات( ،pv; primary vascular bundles) اوليهآوندي  جات دسته(

) هسته(، precursors  pr; )اسكلرانشيم و كلرانشيم ي پيش سازها سلول( ،ep; epidermal cells) ي اپيدرميها سلول(، xp; xylem parenchyma )آوند چوبي
nucleus  nu;.  

  .نظر شدل شاهد منفي بدون كاوشگر فاقد رنگ بود از نمايش آن صرفار آنجا كه شاهد منفي حاوي كاوشگر سنس نيز عيناً مث
  

به روشني در رشد طولي  GAو  ABAهمچنين، آنتاگونيسم 
هاي جدا شده قابل مشاهده بوده است چراكه افزودن  دمگل

آبسيزيك اسيد، موجب خنثي نمودن اثر جيبرليك اسيد و توقف 
يك نقطه كنترل  .)Shobbar et al. 2008a(شود  ها مي رشد دمگل

 Postgermination developmental(زني  توقف نمو پس از جوانه

arrest checkpoint ( در آرابيدوپسيس(Lopez-Molina et al. 

گزارش شده كه  )Shobbar et al. 2008b(و برنج  (2002 ,2001
اين كار . كنند طي آن گياهان وضعيت اسمزي محيط را بررسي مي

تواند به صورت يك  گيرد كه مي صورت مي ABAگري با ميانجي
هاي تازه جوانه زده عمل  رست بازدارنده كارآمد براي رشد دانه

Negative control 
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كاهش يابد، رشد نيز از سر گرفته  ABAبه محض اينكه . كند
رسد، يك سازوكار مشترك  به اين ترتيب به نظر مي. شود مي

توقف رشد و نمو در پاسخ به تنش وجود دارد كه با واسطه 
ABA  و از طريق آنتاگونيسم آن باGA كند و توقف رشد  عمل مي

هاي غير  القا شده با تنش يك پاسخ حفظ شده در گياهان به تنش
بنابراين قابل تصور است كه تغييرات . زيستي مثل خشكي باشد

سازي اين پاسخ بازده محصولات  ژنتيكي مناسب براي بهينه
بهتر سازوكار اين  كشاورزي را افزايش دهد و در اين راه درك

 .اي برخوردار استهاي دخيل از اهميت ويژه پديده و شناخت ژن
 OsVP1عامل رونويسي رمزكننده   پژوهش، الگوي بيان ژناين در 

تنش خشكي و آبسيزيك اسيد در طي توقف رشد القا شده توسط 
تنش بيان اين ژن به طور قابل توجهي طي . مطالعه گرديددمگل 

افزايش يافت و با آبياري مجدد سيزيك اسيد خشكي و تيمار آب

و از سر گيري رشد، مجدداً كاهش  آبسيزيك اسيدگياه يا حذف 
بيشتر در نواحي  OsVP1هاي  رونوشت ).2و  1 هاي شكل(يافت 

ز كه بيان اين ژن به ترتيب ا به طوري در حال رشد مشاهده شدند
اهش ناحيه تقسيم سلولي به سمت ناحيه تمايز دمگل رو به ك

در . )3شكل (گذارد اما همواره توسط تنش خشكي القا گرديد 
هاي جوان و تمايز نيافته مانند ناحيه تقسيم سلولي دمگل   بافت

ها مشاهده شده و  تقريباً در تمامي سلول  هاي اين ژن رونوشت
بنابراين براساس نتايج به ). 4شكل (هسته متمركز بودند  بيشتر در

كه اين ژن رمزكننده يك عامل رونويسي از آنجايي دست آمده و 
به طور مستقيم يا غير  OsVP1است، اين احتمال وجود دارد كه 

هاي دخيل در توقف رشد القا شده  مستقيم تنظيم كننده ساير ژن
و از طريق تنظيم آن  تنش خشكي و آبسيزيك اسيد باشدتوسط 
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