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 یبه سرما وهيم یها مهم جهت نمو جوانه یخشکبار اهيعنوان گ به( .Prunus dulcis Mill) بادام

 یشيزا یها بهار منجر به صدمه به بافت یدر آخر زمستان و ابتدا یزدگ خي یدارد ول ازيزمستان ن

از جمله تنش سرما از  یستيرزيغ یها تنش .شود یم یبارور زانيکاهش م جهيو در نت اهيگ نيادر 

که  يیاز آنجا. دهد یم قرار ريتاثرا تحت  اهانيگ ديژن نمو و تول انيب یالگو رييتغ قيطر

miRNAمتقابل بر  ريتاث قيپاسخ به تنش از طر ميدر تنظ یها نقش مهمmRNAهدفشان دارند یها، 

مختلف و مرتبط با  اهانيگ درحفاظت شده  یتوال با miRNAدو  انيب بار نياول یمطالعه برا نيدر ا

 قيتحق نيا در .شد یبادام بررس در ،Pdu-miR477a-3pو  Pdu-miR398b تحمل به سرما، جاديا

درجه  -2صفر و  يیسرما یمارهايتحت ت بساک و تخمدان بادام یشيزا یها بافت در انيب یبررس

-Pdu  انيب. گرفت صورت H یمتحمل به سرما پيو ژنوت Sh12رقم حساس به سرما  در گراد یسانت

miR398b و Pdu-miR477a-3p بساک و  یها بافت در گراد یسانت درجه -2 يیسرما ماريتحت ت

 پيژنوت بساک بافت در ها آن که  یحال در داشت، انيب شيافزا Sh12حساس به سرما  رقم تخمدان

 یابزارها با موردنظر یهاmiRNAهدف  یهاژن .داشتند انيب کاهش H سرما به متحمل

شده  ینيب شيو ژن هدف پ  Pdu-miR398bنيب یمنف یهمبستگ کي .شدند يیشگويپ یکيوانفورماتيب

کاهش  نيچن هم. دشمشاهده  يیتنش سرما ماريهر دو ت تحت  Sh12پيدر ژنوت  PduDUF1639آن

شده  ینيب شيهدف پ یها ژن انيب شيافزا بامتحمل به سرما  پيدر ژنوت Pdu-miR477a-3p انيب

 Pdu-miR477a-3p وPdu-miR398b  متفاوت  انيب. همراه بود ABC transporterو  PduAAE7آن، 

 تواند یم بادام یسرما به متحمل و حساس یها ها در رقم شده آن ینيب شيهدف پ یها و ژن

 .باشد اهيگ نيا در سرما تنش به پاسخ در ها آن بودن ليدخبر  یليعنوان دل به

 

 های کلیدی واژه
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های گیاهی  های غیر زیستی گونه تنش سرما مشابه سایر تنش

باعث محدودیت پراکندگی جغرافیایی و  کند زیادی را تهدید می

رشد و عملکرد گیاهان را های گیاهی شده و   درختان و سایر گونه

 ;Chinnusamy et al. 2007) دهد داری کاهش می طور معنی هب

Barakat et al. 2012; Zhang et al. 2014).  یخبندان بهاره یکی از

های محیطی در درختان میوه از جمله بادام  ترین محدودیت مهم

ها در حال کمون و سخت هستند  در طول زمستان جوانه. باشد می

در تبدیل شده و   ها متورم شده و به شکوفه اما با افزایش دما آن

این تنش . یابد زدگی کاهش می ها به خسارت یخ نتیجه تحمل آن

درصد در مراحل مختلف  62تا  12تواند به درخت بادام  می

بادام (. .Miranda et al 2005) فنولوژیکی خسارت وارد کند

و  Rosaceae، خانواده Pronoidaeaخانواده  گیاهی چندساله از زیر

عدد  19خودناسازگار، دارای  بادام عمدتاً. باشد می Prunusجنس 

حدود  و یک ژنوم دیپلوئید کوچک در( 2n=2x=16)کروموزوم 

Mbp 122 باشد می (Rea 2007) . اهمیت اعضا این خانواده

از  یکی .باشد خاطر ارزش غذایی بالا و محصولات صنعتی می به

غیرقابل مشکلات عمده بادام کاری در کشور، تولید نامنظم و 

های  گلدهی ژنوتیپ دلیل زود باشد که بیشتر به میآن بینی پیش

، وجود اتزمان نبودن گلدهی ارقام مورد استفاده در باغ بومی، هم

ناسازگاری یا مصادف شدن گلدهی با سرمای بهاره  پدیده خود

این حتی که  طوری به (et al. 2007 Martínez-Gómez) باشد می

 2013) است شده درصد تخمین زده 122 تا 92خسارت به میزان  

Afshari and Parvane .) 

پاسخ گیاهان به تنش وابسته به نوع بافت و یا اندام تحت تنش 

پیچیدگی پاسخ گیاهان به تنش در سطح رونویسی برای . است

بافت یا سلول اختصاصی است و بستگی به نوع، طول مدت و 

 .(Pinheiro and Chaves 2011) همچنین سطح تنش محیطی دارد

زیستی شامل  ای غیره های مولکولی گیاهان به تنش پاسخ

برهمکنش و تداخل مسیرهای مولکولی مختلف است 

(Takahashi et ali. 2004 .)های فعال اکسیژن و نیتروژن از  گونه

شده در پاسخ به تنش هستند که پاسخ گیاهان   های تولید اولین پیام

کنند و مطالعات بسیاری بر روی   های محیطی را تنظیم می به تنش

های فعال اکسیژن در پاسخ به تنش وجود  یو گونهتاثیرات اکسیدات

گیاهان از طریق . (Molassiotis and Fotopoulos 2011) دارد

باشد به تنش  ها می های اختصاصی که شامل تغییر بیان ژن مکانیسم

ها در پاسخ به microRNAنقش مهم  .دهند سرما پاسخ می

 Li et) است های محیطی در مطالعات زیادی مشخص شده تنش

al. 2013; Kohli et al. 2014; Tian et al. 2014; Sun et al. 

2015)microRNA ها (miRNAs)  گروهی ازRNA های کوچک 

(sRNAs)های زیستی در گیاهان هستند که در پاسخ  کننده  ، تنظیم

 .(Bej and Basak 2014) های مختلف نقش دارند به تنش

miRNA اهانیگ یها RNA 01کننده کوچک با طول  میتنظ یها 

تر  لیطو یها RNAکرویم یها رونوشت از که هستند دینوکلئوت

بر  ها miRNA (.Ding Zhou and Guan 2012) شوند یمشتق م

 ییهدف خود را شناسا یها mRNAکامل  ریمکمل غ یاساس توال

 یحاوRISC (RNA-induced silencing complex ). کنند یم

miRNA ای siRNA یسیها را بعد از رونو ژن یکنندگ خاموش 

 کنند یها القا م ترجمه آن سرکوب ای mRNAا با برش ه آن

(Sunkar et al. 2012 .)از  یادیتعداد زmiRNA شونده  میتنظ یها

با  یابی یو توال کیوانفورماتیب نگ،یکلون یها افتیبا سرما با ره

 Chen et) داری، سپ(Zhou et al. 2008) سیدوپسیتوان بالا در آراب

al. 2012) ،Brachypodium (Zhang et al. 2009 ) و برنج(Lv et 

al. 2010 )نیچه چند اگر. اند شده ییشناسا miRNA در  یتشابهات

 انیب شیافزا miR169و  miR397) دهند یم نشان ها گونه انیم

ها مشاهده  miRNA میهم در تنظ ییها تفاوت یول( ابندی یم

 ها گونه نیدر بها را  آن بودن یاختصاص شنهادیاست که پ شده

که در پاسخ به سرما  ییهاmiRNAهدف  یها در مورد ژن. کند یم

 Cu/zn. وجود دارد  یکم اطلاعات کند یم رییها تغ آن انیسطح ب

SODs (superoxide dimutases )هدف  یها ژنmir398 باشند یم 

 سیدوپسیدر آراب ویداتیاکس یها با سرما و تنش ها آن انیب سطح که

 (.Sunkar et al. 2006) ابدی یکاهش م

دهنده به سرما را در  های پاسخmiRNAتحقیقات مختلفی 

 Sunkar and Zhu)های گیاهی مختلف مانند، آرابیدوپسیس  گونه

2004; Liu et al. 2008) چای ،(Zhang et al. 2014) ،

 Lv et)برنج  ،(Cao et al. 2014; Koca et al. 2015) فرنگی گوجه

al. 2010)گندم ، (Tang et al. 2012)،  هلو(Barakat et al. 

 .Zhang et al) چمن جاوریو ( Lu et al. 2008)، سپیدار (2012

  مقدمه
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در مطالعات مختلف در گیاهان گزارش . اند معرفی کرده( 2009

، miR156/157 ،miR159/319 ،miR165/166است که  شده

miR169 ،miR172 ،miR393 ،miR394 ،miR396،miR397  و

miR398 اند  در پاسخ به تنش سرما افزایش بیان یافته(Zhou et al. 

برخی از  .Chen et al (2012)علاوه بر آن در مطالعه (. 2008

miRNA  ها از قبیلmiR156g-j، miR475a,b  وmiR476a  تحت

 (2008) چنین هم. اند نشان داده کاهش بیان تنش سرما در سپیدار

et al. Lu  نشان دادند که در گیاهان تنش داده  ریزآرایهانجام با

با توجه  .دهد افزایش بیان نشان می Ptc-miR477a,bشده با سرما 

های سه   رسد خانواده نظر می به های مختلف موجود به گزارش

miRNA  شاملMIR477،MIR482  وMIR3627   در بین درختان

 باشند میشده   چنین درخت مدل سپیدار خیلی حفاظت میوه و هم

(Solofoharivelo et al. 2014) معمولا خانواده فاکتورهای  و

 این بدین ترتیب .دهند رونویسی را مورد هدف قرار می

miRNA هایی مثل نمو گیاهان،  های اصلی فرایند کننده  را تنظیم ها

قرار  را تحت تاثیر خود های هورمونی و پاسخ به تنش سیگنال

 (. Axtell 2008) ندا داده

های بادام به تنش سرما  miRNAتاکنون گزارشی در رابطه با پاسخ 

که تنش سرما  است، در حالی های زایشی نشده خصوص در اندام به

 اخیراً. ترین اثرات تخریبی را داشته باشد تواند بیش می

(2014)Mousavi et al.   با استفاده از تکنولوژی تحقیقی را

های  ر آشکارسازی پاسخمنظو بهRNA (RNA-Seq )یابی  توالی

های تخمدان و بساک بادام در پاسخ به تنش  مولکولی در بافت

الگوی بیان بررسی  حاضرمطالعه  هدف از. اند سرما انجام داده

Pdu-miR398b وPdu-miR477a-3p  تحت ها  های هدف آن و ژن

های  در بافتتیمارهای تنش سرما در ارقام حساس و متحمل 

 نیز و qPCRزایشی تخمدان و بساک در گیاه بادام با روش 

 با روش Pdu-miR477a-3pهدف   محل برش ژن بررسی

(5′RLM-RACE5′ RNA Ligase Mediated-Rapid 

Amplification of CDNA Ends) باشد می . 

 

 Pdu-miR477a-3pو  Pdu-miR398bمنظور بررسی میزان بیان  به

ها این آزمایش در دو سطح تنش سرما شامل  های هدف آن و ژن

های تخمدان و بساک بادام  گراد در بافت درجه سانتی -0صفر و 

و حساس به  Hمتحمل به سرما و نسبتا در دو ژنوتیپ دیرگل 

در تهیه شده از مرکز تحقیقات نهال و بذر کرج  Sh12سرما 

نشکده کشاورزی و پژوهشکده زیست آزمایشگاه بیوتکنولوژی دا

 . فناوری دانشگاه شهرکرد انجام گرفت

از  (popcorn stage)مرحله غنچه صورتی برداری در  نمونه

بدین ترتیب که تعداد ، سال انجام گرفت 9درختان با طول عمر 

متر انتخاب و  سانتی 02-02شاخه تقریبا مشابه با طول  5-0

های   های یکساله از قسمت براساس تکنیک شاخه بریده، شاخه

ها پس از  شاخه. (Imani et al. 2012)  شدتهیه میانی درخت 

. ندگرفتدرصد قرار  5جداسازی از درخت در آب حاوی ساکارز 

غنچه از یک  12-10های تخمدان و بساک از  برداری بافت نمونه

منظور  به. عنوان یک تکرار بیولوژیک انجام پذیرفت شاخه معین به

ساعت در دمای صفر  1ها را به مدت  اعمال تنش ابتدا نمونه

برداری برای هر ژنوتیپ با سه  گراد قرار داده و نمونه درجه سانتی

کاهش گراد  درجه سانتی -0سپس دما را به . تکرار انجام گرفت

 .ها در این دما قرار گرفتند ساعت نمونه دوو به مدت  داده

تخمدان و بساک  یها بافت از( کیولوژیار بدو تکر) یبردار نمونه

 ماریت دودر هر ( عدد تخمدان و بساک در هر تکرار 10-12)

هر  یبرا گراد یدرجه سانت -0گراد و دو ساعت  یصفر درجه سانت

های مادگی و  عدد بافت 12-10همچنین  .انجام شد پیدو ژنوت

ر کنترل دعنوان  بساک از یک شاخه در هر تکرار بیولوژیک به

دما . برداری شد نمونهگراد برای هر ژنوتیپ  درجه سانتی 12دمای 

و نوع اعمال تنش بر اساس مطالعات پیشین بر روی درصد 

د، به این ترتیب که شخسارت بافت تخمدان بادام انتخاب 

ای شدن  منجر به قهوهگراد  درجه سانتی -1دماهای پایین تر از 

 Imani and)شود  های تخمدان می تعداد بسیاری از بافت

Mohammadkhani 2011; Imani et al. 2012)  و بنابراین دماهای

برای بررسی مولکولی بافت تخمدان گراد  درجه سانتی -1کمتر از 

ها در یخچال  نمونه. باشد مناسب نمی( علت صدمه به این بافت به)

 .نگهداری شدند RNAگراد تا زمان استخراج  درجه سانتی -۰2

ر دست نبودن توالی کامل ژنوم بادام، در این تحقیق د با توجه به

 های بادام انجام گرفته توسطRNAیابی  توالی از نتایج

(2014)Mousavi et al.  های حاصل از آنالیز  چنین از داده و هم

  ها مواد و روش
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 باet al.   Karimi(2016)ه های کوچک در مطالع RNAیابی  توالی

  .استفاده شد مشابهتنش شرایط و  مشابه گیاهی های نمونه

(2016) karimi et al.  یابی  توالیباmicroRNA  های بافت بساک و

دهنده های پاسخ miRNAتحت تنش سرما برخی  تخمدان بادام

را   Pdu-miR477a-3pو Pdu-miR398bاز جمله  به تنش سرما

 qPCRها در این تحقیق با روش  گزارش نمودند که تایید آن

 .صورت گرفت

افزار  توسط نرم miRNAطراحی آغازگر برای بررسی بیان 

miRNA Primer Designer  و بررسی بیان ژن هدف توسط

طراحی آغازگر برای چنین  هم .انجام گرفت Primer3افزار  نرم

آداپتور  .انجام گرفت primer3افزار  با نرم RLM-RACE′5انجام 

-RACE-′5و توالی آغازگرهای  RLM-RACE′5برای انجام 

Outer  5و′-RACE-Inner  بر اساس کیتFirstChoice®RLM-

RACE  (1جدول ) دشطراحی . 

 Rubio-Piña روش به RNA کیفیت بررسی و کل RNA استخراج

and Zapata-Pérez (2011) کیفیت و کمیت. شد انجام RNA از 

 بررسی. دش بررسی درصد یک آگارز ژل و اسپکتروفتومتر طریق

 روش اساس بر stem–loop RT–PCR روش با miRNA بیان

(2005)Chen et al.  (2007) وVarkonyi et al.  گرفت انجام.  

 مرحله سه ها آن هدف های ژن و هاmiRNA بیان بررسی جهت

 و End point PCR توسط محصول بررسی ،cDNA سنتز ترتیب به

 تنش تحت ها آن بروز تغییرات بررسی چنین هم و تایید منظور به

 Real-Time) واقعی زمان در مراز پلی ای زنجیره واکنش سرما

PCR )شد انجام. 

 Takaraدر زمان واقعی با استفاده از مخلوط واکنش  PCRواکنش 

(Cat. #RR820A) ،حاوی SYBR Green و آغازگر اختصاصی 

و آغازگر  miRNAبرای هر ژن و آغازگر رفت اختصاصی 

سه تکرار تکنیکی  این واکنش با. انجام شدuniversal برگشت 

و ژن هدف و دو تکرار بیولوژیک  miRNAی  برای هر نمونه

 .18S rRNA  (Mallory et alخانگیچنین از ژن  هم. انجام شد

عنوان کنترل داخلی در  بهPdAct1 (Guo et al. 2009 ) و( 2004

 .استفاده شد qPCRسازی نتایج  نرمال
 

 RLM-RACE′5 روش طریق از هدف ژن دقیق برش محل و هدف ژن ،miRNA بیان بررسی برای شده طراحی آغازگرهای لیست -1 جدول

TM  آداپتور-نام آغازگر ʹ3→ʹ5توالی  TM  آداپتور-نام آغازگر  ʹ3→ʹ5توالی 

1/78 
GTC GTA TCC AGT GCA GGG TCC GAG GTA 
TTC GCA CTG GAT ACG ACC AGG GG 

Pdu-miR398b-RT 
 

4/95 GCC TGA AGA CCA ACA AAA CCA 
Pdu-T477a-3p-1-F 

 

2/95 GCG GCG CGT GTT CTC AGG TCG Pdu-miR398b –F 
 

3/91 TAG CTG GGG TGC AAC TAA CAG 
Pdu-T477a-3p-1-R 

 

1/78 
GTC GTA TCC AGT GCA GGG TCC GAG GTA 
TTC GCA CTG GAT ACG ACC GTC CC 

Pdu-miR477a-3p-RT 

 

9/92 CCT CCA CCC TCT GTT CTC CT 
Pdu-T477a-3p-2-F 

 

9/95 GCG GCG GTT GGG GGC TCT TTT G Pdu-miR477a-3p F 

 

9/96 AGT CCC ACT CAG GCT TCC AA 
Pdu-T477a-3p -2-R 

 

9/94 ATC CAG TGC AGG GTC CGA GG Universal_reverse 

 

99/96 GTC GTT GGA CTT CTG GTA GCA A 
Pdu-T477a-3p -

RACE Outer 

9/96 ACG TCC CGT GGA AGC AAT AG 
Pdu-miR398b -F 

 

 

19/96 GAG ATG AAC TCC TGC TCT CAT 
Pdu-T477a-3p -

RACE Inner 

9/96 GAT AAG GAC CCG GCC AAT CA 
Pdu-miR398b -R 

 

 

47/96 
CGA ATG ATA GAG TTG CCG GGA Pdu-T477a-3p -

RACE Forward 

9/72 

CGC GGA TCC ACA GCC TAC TGA TGA TCA 
GTC GAT G 5'-RACE-Inner 

 

9/97 CAT GGC TAC ATG CTG ACA GCC TA 5'-RACE-Outer 
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cDNA رقیقق شقد، سقپس در واکقنش      0به  1شده به نسبت   سنتز

PCR نتایج آنقالیز  . در زمان واقعی مورد استفاده قرار گرفتPCR 

-Rotorافزار نرمتوسط Ct (cycling threshold )در زمان واقعی یا 

Gene Q Series Software   مقایسقه نتقایج بقا ژن    . دسقت آمقد   بقه

 Livak and(2001) و اکتین، با استفاده از روش 18srRNAکنترل 

Schmittgen (2
-ΔΔct )برای مقایسه . انجام شدCt    نمونقه کنتقرل و

دار  با در نظر گقرفتن حقداقل سقطح معنقی     student t testتنش از 

 .استفاده شد 25/2

در توالی ژن هدف از  miRNAجهت بررسی محل دقیق برش 

مراحل آزمایش در . استفاده شد RLM-RACE′5طریق روش 

در توالی ژن هدف شامل الحاق  miRNAبررسی محل دقیق برش 

سازی  ای، خالص آشیانه PCR، انجام cDNAآداپتور، سنتز 

یابی  ، استخراج پلاسمید و توالیسازی ، کلونPCRل محصو

 RNAمیکروگرم  0به  (.Thiebaut et al. 2012) باشد ها می نمونه

از تیمار تحت تنش  Hاستخراج شده از بافت تخمدان بادام رقم 

آداپتور  DNA 5′RACEگراد  سرما صفر درجه سانتی

از . دشلیگاز متصل  T4-RNAالیگونوکلئوتیدی به کمک 

 PCR .استفاده شد cDNAتصادفی برای سنتز  تایی نهازگرهای آغ

حاوی محل  cDNAای برای تکثیر قطعات حاصل از سنتز  آشیانه

اول با استفاده از آغازگر خارجی  PCR .برش انجام گرفت

5ʹRACE  ژن انجام گرفت اختصاصیو یک آغازگر خارجی. 

PCR  دوم با استفاده از واکنشPCR عنوان الگو، آغازگر  اولیه به

ژن انجام  اختصاصیو یک آغازگر داخلی  RACEʹ5داخلی 

 PCRسپس محصول  (.Thiebaut et al. 2012)گرفت 

کلون شده وکتور  چنین قطعات حاصل در هم. سازی شد خالص

هردو محصول حاصل از . استخراج پلاسمید انجام گرفت سپس

. یابی شد و استخراج پلاسمید توالی PCRسازی محصول  خالص

یابی شده بر روی ژن هدف  یابی انتهای برشی توالی پس از توالی

 .دشو محل دقیق برش مشخص  گذاری شد  نقشه

 

و بلاست در مقابل   miRBaseاطلاعاتیپس از بررسی در پایگاه 

عنوان خویشاوند  هلو به  های شناخته شدهmicroRNAتوالی 

 111، تعداد Rosaceaeنزدیک بادام و گیاه مدل در خانواده 

miRNA های حفاظت شده شناسایی شد که ششmicroRNA 

 ،Pdu-miR162، Pdu-miR166d، Pdu-miR394b)شده   حفاظت

Pdu-miR398b، Pdu-miR7122a-3p و Pdu-miR477a-3p )

 برابر یک E-valueش سرما نشان دادند و بروز متفاوتی را تحت تن

در این مطالعه به بررسی الگوی  (.Karimi et al. 2016) داشتند

تنظیم ژن  چنین هم و Pdu-miR477a-3pو  Pdu-miR398bبیان 

های زایشی بادام در دو رقم متحمل به سرما  ها در بافت هدف آن

H  سرماو حساس بهSh12  پرداخته شد. 

تخمدان و بساک  یها بافت یمولکول  پاسخ یآشکارسازمنظور  به

حاصل از  RNAseq یها داده ازبادام در پاسخ به تنش سرما 

خام  یها داده. استفاده شد  .Mousavi et al(2014)مطالعه 

قرار  NCBIدر ( SRA)خوانش  یها یتوال ویدر آرش پتومیترنسکر

 .باشد یقابل دسترس م SRP041269است و با شماره  داده شده

 اتصال قیطر از را خود اهداف یاهیگ یهاmiRNA که ییاز آنجا

 یجستجو دهند، یم صیتشخ مشابه یبازها جفت کینزد

 یبرا تواند یم miRNAژن هدف و  یشباهت توال یمحاسبات

استفاده از  با. و ژن هدف استفاده شوند miRNAرابطه  ینیب شیپ

بادام در  RNASeqحاصل از  یها گیکانت و هاmiRNA یتوال

 قیهدف از طر یها ژن ینیب شیپ ،Mousavi et al. (2014)مطالعه 

 Plant sRNATarget تیوب سا

(http://plantgrn.noble.org/psRNATarget) عمل. شد انجام 

موردنظر با  یتشابه توال قیشده از طر ینیب شیپ یها یتوال ییشناسا

 یها شناخته شده در بانک نیپروتئ یتوال ایو  DNA یتوال

 . انجام شد BLASTN تمیالگور هیپا بر یاطلاعات

 .RNA-Seq (Mousavi et al های دست بودن داده با توجه به در

 .(0جدول )ها تعیین شد  هویت ژن microRNAبرای هر ، (2014

دست آمده از طریق سایت  های بهmiRNAها و  ژن  توالی

psRNATarget  گرفتمورد بررسی قرار (Dai and Zhao 2011). 

هدف آن   و ژن Pdu-miR398bتر رابطه بین  منظور بررسی بیش به

(pduDUF1639)های بادام  ها در بین ژنوتیپ ، مقایسه بیان آن

. در زمان واقعی صورت گرفت PCRتحت تنش سرما از طریق 

 Sh12، Pdu-miR398bگل حساس به سرما  در ژنوتیپ دیر

 -0در دو بافت بساک و تخمدان تحت تنش سرمایی  افزایش بیان

چنین این افزایش بیان  هم. (1شکل ) را نشان داد گراد درجه سانتی

  نتایج و بحث
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تحت تیمار  Hدر بافت تخمدان ژنوتیپ دیرگل متحمل به سرما 

 -0در تنش . نیز دیده شد گراد درجه سانتی -0سرمایی صفر و 

 5در سطح ) miRNAدار این  گراد افزایش بیان معنی درجه سانتی

چنین  و همSh12 (FC 01/0 )در بافت تخمدان ژنوتیپ ( درصد

درجه پس از سه ساعت تیمار صفر  H (FC 01/5)ژنوتیپ 

بافت بساک در  Pdu-miR398bمیزان بیان . دشگراد مشاهده  سانتی

 -0در سطح تنش سرمایی H ژنوتیپ دیرگل متحمل به سرما 

نشان داد که با کاهش ( -FC 15/2)گراد کاهش بیان  درجه سانتی

 Karimiدر مطالعه HSAکتابخانه تنش  NGSهای  بیان آن در داده

(2016 )et al. چنین افزایش بیان ژن هدف  مطابقت دارد و هم

در تحقیق حاضر در مطابقت با  pduDUF1639بینی شده آن  پیش

 .Mousavi et al (2014) در مطالعه HSAهای کتابخانه تنش  داده

یا  Pdu-miR398bتغییرات بیان ژن هدف پیش بینی شده . باشد می

pduDUF1639 است و برای اولین بار در  تاکنون گزارش نشده

 کاهش Sh12ژنوتیپ در  .مطالعه حاضر مورد بررسی قرار گرفت

در بافت  pduDUF1639( درصد یکدر سطح )دار  بیان معنی

به ترتیب به  گراد درجه سانتی -0تیمار صفر و تخمدان تحت 

 افزایش بیاندر مقابل  .مشاهده گردیددو ساعت مدت سه و 

تیمار  این ژن پس از سه ساعت( درصد 5 در سطح)دار  معنی

ژنوتیپ دیرگل متحمل به بافت تخمدان در  گراد درجه سانتیصفر 

همچنین نتایج آزمون همبستگی بین کل . شد مشاهدهH سرما 

در  pduDUF1639هدف  و ژن Pdu-miR398bهای بیان  داده

منفی همبستگی هر دو تیمار تنش سرمایی  تحت Sh12ژنوتیپ 

تواند گویای تنظیم منفی  می کهرا نشان داد، ( -01/2)

pduDUF1639  طریقاز Pdu-miR398b در این ژنوتیپ باشد. 

مشاهده نشد  Hدر ژنوتیپ   یکی از دلایلی که چنین ارتباط منفی

دلیل . وجود دارد تنشتواند تاخیری باشد که در پاسخ به این  می

های  توان ذکر نمود این است که کاهش بیان ژن دیگری که می

CSD1دیگری مانند، 
CSD2 و 1

بینی  پیش miRNAکه برای این  0

باشند دخیل H دهنده به سرما در ژنوتیپ  اند و احتمالا پاسخ شده

   pduDUF1639.باشند نه 

                                                           
1
 Cytosolic copper, zinc superoxide dismutase1 

2
 Chloroplastic copper, zinc superoxide dismutase2 

 

 

 

 NCBIاستخراج شده از سایت   Pdu-miR477a-3pو  Pdu-miR398bبینی شده  های هدف پیش ژن -0جدول

miRNA (′1 →ʹ5) miRNA بینی شده ژن هدف پیش توالی Accession number 

Pdu-miR398b CGUGUUCUCAGGUCGCCCCUG Protein of unknown function (DUF1639( XP-008220439.1 

 

Pdu-miR477a-3p 

 

UUGGGGGCUCUUUUGGGACG 

 

Acetate/butyrate-CoA ligase AAE7, peroxisomal 

(AAE7) 

XP-008223306.1 

ABC transporter C family member 8-like(ABCC) XP-008228319.1 

 
 

 
و بافت ( a) در بافت بساک بادام Hو  Sh12 پیدر دو ژنوت -C 0°در دو سطح تنش صفر و PduDUF1639و ژن هدف آن  Pdu-miR398b انیب سهیمقا -1شکل

 (b)تخمدان 
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miR398  یکی ازmicroRNA های مهم است که در پاسخ به تنش

گزارش  miRNA نیاکسیداتیو و همئوستازی مس نقش دارد و اول

 خود یمیتنظ نقش انیب کاهش با ویداتیاست که در تنش اکس شده

در  miR398bاست که  گزارش شده (.Axtell 2008) کندیم فایا را

(. Jagadeeswaran et al. 2009)نقش دارد  زیپاسخ به تنش سرما ن

درگیر است و با  یستیو غیرز یستیهای ز در تنش miRNAاین 

. کند تنظیم میزان اکسیژن آزاد درون سلولی نقش خود را اعمال می

miR398 یکروم یک  RNA در است که  شده  حفاظت

 MIR398c و MIR398a ،MIR398b یمکان ژن 1با  یدوپسیسآراب

 یاست ول یکسان MIR398cو  MIR398b یتوال .شود یکد م

MIR398a  کند یها تفاوت م با آن 1ʹدر قسمت  یدنوکلئوت یکدر 

(Sunkar and Zhu 2004 .)یانب miR398b/c از  یشتربmiR398a 

 شود یها م آن تر یقو کنندگی یمباشد که باعث اثر تنظ  یم

(Juszczak and Baier 2012 .)miR398  چهارحداقل mRNA  را

 یرو/مس( 1: )دهد یمورد هدف قرار م یدوپسیسدر آراب

 CSD2( 0) ،(CSD1) یتوزولیس1یددیسموتازسوپراکسا

 یدازاکس یتوکرومس یتوکندریاییواحد م یرز یک( 1) ی،کلروپلاست

c، COX5b1,2-4  یسموتازد یدسوپراکسا یچپرون مس برا( 0)و 

(CCS1 )دهد یم یلتحو( 1 و 0، 1)ها  که کوفاکتور مس را به آن 

(Jagadeeswaran et al. 2009 Jia et al. 2009; .)miR398  دو ژن

را تنظیم  CSD2و  CSD1کدکننده سوپراکسیددیسموتاز مس،

 .عنوان کوفاکتور است دارای مس به CSDآنزیم . کند منفی می

یابد با  که میزان اکسیژن آزاد درون سلولی افزایش می هنگامی

کننده سوپراکسیددیسموتازها  های کد بیان ژن miR398کاهش بیان 

یدن گیاه توسط اکسیژن آزاد افزایش یافته و مانع از صدمه د

در پاسخ به تنش نقش دارد و به تنش  miR398در نتیجه . شود می

توسط فقدان و کمبود مس نیز  miR398 .دهد اکسیداتیو پاسخ می

شود و همئوستازی مس را از طریق قطعه قطعه کردن  القا می

mRNA CDSI افزایش یا کاهش بیان . کند نگهداری میmiR398 

در  miR398کاهش بیان . ایط فیزیولوژیکی گیاه داردبستگی به شر

افتد و  اتفاق می ROSپاسخ به تنش اکسیداتیو جهت کاهش سطح 

 .Sunkar et al) دهد افزایش بیان آن جهت حفظ مس روی می

ها  miRNAمطالعات مختلف نشان دادند که تعدادی از .(2012

تحت شرایط تنش هم افزایش بیان و هم کاهش بیان نشان 

بسیار پویا  یستیز های غیر ها به تنشmiRNAدهند و پاسخ  می

در پاسخ  miR398ثابت کردند که تنظیم  .Jia et al (2009) .است

در درخت سپیدار، . و تنش شوری در گیاهان پویا است ABAبه 

miR398  ساعت  0-1ابتدا تحت تیمارABA  یا تنش شوری القا

هایتاً در طول ساعت سرکوب شده و ن 0۰شود و پس از  می

در مقابل . کند ساعت دوباره تجمع پیدا می 10تر از  های بیش تنش

 miR398در آرابیدوپسیس وجود ندارد و  miR398تنظیم پویای 

بیان ژن . شود صورت یکنواخت در طول تنش سرکوب می به

کاملا همبستگی معکوس با سطح ( CSDیا  SOD) miR398هدف 

miR398 دارد . miR398 یداس ی،شور یداتیو،اکس یها تنشدر 

متفاوت باعث  یدشد یدماها ییراستفاده از ساکارز و تغ یسیک،آبس

 Dugas and Bartel) شود یم CSD یها در سطح یفور ییرتغ یک

2008 Lee et al. 2010; Yu et al. 2012; .)یادز یانب CSD یاهانگ 

و تحمل نسبت به تنش  کند یحفاظت م یداتیواکس یها را از تنش

 .Sunkar et al) دهد یم یشافزا یختهترار یاهانرا در گ زدگی یخ

در تحمل نسبت به  miR398-CSD یرمس یاصل یسممکان(. 2006

 .Chen et al)است  نشده ییهنوز کاملاً شناسا یاست ول زدگی یخ

2013 .)Cu/zn SODs (superoxide dimutases )هدف  یها ژن

mir398 یها ها با سرما و تنش آن یانکه سطح ب باشند یم 

(. Sunkar et al. 2006) یابد یکاهش م یدوپسیسدر آراب یداتیواکس

 تحت تنش خشکی miR398در مطالعات انجام شده روی 

(2012)Sunkar et al.   افزیش بیانmiR398  را در یونجه، گندم

ش ها بیان داشتند که این افزای گزارش کردند، آن سپیداروحشی و 

دهنده  پاسخ smRNAs. استتر از ریشه  بیان در برگ بسیار بیش

 .اند شده ییشناسا ییتنش دما یططور عمده در شرا به دما به

دما متاثر  یدشد ییراتباشد که با تغ یم یصفت یناول یگلده

، miR156نشان داده است که  یا مقایسه مطالعات. شود یم

miR169،miR172   وmiR398 یکرومRNA  دهنده به  پاسخ یها

در مطالعه  (.Lv et al. 2010)سرما هستند  یها تنش

(2015)Esmaili et al.   بروزmiR398  در هلو، طی دو سطح تنش

 GNچنین در بادام و  خشکی افزایش قابل توجهی داشته است، هم

 .مشاهده شد( ساعت 10بیش از )افزایش بیان آن طی تنش ملایم 

(2009) Jia et al. درختی سپیدار   نیز در مطالعه خود بر گونه

ساعت  10های بیش از  را در طول تنش miR398افزایش بیان 
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 GNبا افزایش مدت زمان تنش خشکی، بادام و . گزارش کردند

روند برای سازش با  شمار می که جز گیاهان متحمل به خشکی به

یش به دلیل افزا. را نشان دادندmiR398 شرایط تنش، کاهش بیان 

مدت زمان تنش خشکی این گیاهان برای سازش با شرایط 

 .را کاهش دادند miR398بروز  ROSمحیطی موجود و مبارزه با 

(2008)Zhou et al.  تحت تنش  یدوپسیسنشان دادند در آراب

 که یدرحال دهند ینشان م یانب یشها افزاmiRNA یسرما برخ

miR398 نشان داد یانب یشو گذرا افزا ملایمصورت  به. 

(2004)Sunkar and Zhu  یابی با توان بالا کتابخانه  با آنالیز توالی

small RNA  تیمارشده با تنش سرما نشان داد کهmiR398  تحت

 یشافزادر مطالعه حاضر . دهد تنش سرما کاهش بیان نشان می

در هر  ییتنش سرما یمارتحت هر دو ت Pdu-miR398b یمملا یانب

بادام  Sh12حساس به سرما  یپژنوتدو بافت بساک و تخمدان در 

 یجدر تضاد با نتا یمطابقت دارد ول .Zhou et al (2008) یجبا نتا

(2004)Sunkar and Zhu  یپدر ژنوت یگراز طرف د. باشد یم 

 یجبا نتا Pdu-miR39b یانکاهش ب Hمتحمل به سرما 

(2004)Sunkar and Zhu  یانتفاوت در ب .مطابقت دارد miR398 

خاطر تفاوت در گونه،  مطالعات مختلف ممکن است به یاندر م

 ، دوره و مدت تنش سرما در مطالعات مختلف باشد(رقم) یپژنوت

(Zeng et al. 2010.)  پاسخ وابسته به ژنوتیپmiRNA ها به

های مختلف متفاوت نیست  های غیرزیستی فقط در بین گونه تنش

های مختلف یک گونه نیز متنوع است  تیپبلکه در میان ژنو

 Sh12که در این مطالعه بین ژنوتیپ حساس به سرما  طوری همان

با کاهش . شود این تفاوت دیده می Hو ژنوتیپ متحمل به سرما 

که متحمل به سرما است  Hدر ژنوتیپ  Pdu-miR398bبیان 

احتمالا این کاهش بیان در افزایش تحمل به سرما دخالت داشته 

در  miRNAچنین ممکن است افزایش بیان این  ست و هما

در حساسیت این ژنوتیپ به سرما نقش داشته  Sh12ژنوتیپ 

خوبی شناخته شده است که ژنوتیپ یک گونه گیاهی  به. باشد

. ممکن است در ظرفیت پاسخ به تنش غیرزیستی متفاوت باشد

ممکن است به این تفاوت کمک  miRNAتنظیم ژن وابسته به 

 (.Zhang 2015) دکن

نام  به Pdu-miR398bتغییرات بیان ژن هدف پیش بینی شده برای 

pduDUF1639 گرچه مکانیسم عمل . است تاکنون گزارش نشده

است ولی در مطالعات مختلف برخی  ها مشخص نشدهDUFاکثر 

ها  به آن های غیرزیستیتنشاثرات فیزیولوژیک مانند تحمل به 

حفاظت شدگی بسیاری از شود که در این رابطه  نسبت داده می

DUF
. ها اشاره داشته باشد ها نیز می تواند بر نقش مهم زیستی آن 1

های با عملکرد ها یا پروتئینDUFاعتقاد بر این است که 

 .Häuser et al) نامشخص تنها در شرایط خاصی مورد نیاز هستند

های غیرزیستی توان به تنش که از این شرایط خاص می (2012

 .Mawlong et al(2016) .مختلف از جمله تنش سرما اشاره کرد

عنوان یک تنظیم کننده منفی  به ESK1با نام  DUFنشان دادند یک 

 DUF،ESKIMO 1جهش در پروتئین . کند سرماسازگاری عمل می

شود که  زدگی در آرابیدوپسیس می باعث افزایش تحمل به یخ

مطالعه حاضر در  .دهد ها در پاسخ به تنش را نشان می اهمیت آن

در بافت  H در رقم متحمل به سرما PduDUF1639القاء بیان 

گراد در تطابق با  سانتی  درجه -0بساک و تحت تیمار دمایی 

 .Bischoff et al(2010) .باشد می  .Mawlong et al(2016) مطالعه

در سنتز و  TBLنام  دیگر به DUFگزارش کردند یک پروتئین 

ثانویه، احتمالا با تحت تاثیر قرار دادن   جابجایی سلولز دیواره

وضعیت استریفیکاسیون پلیمرهای پکتینی و پایداری غشاء که 

باشد درگیر در  های غیر زیستی سلول می جایگاه اولیه تاثیر تنش

ها و القاء بیان  با توجه به این یافته. باشد تحمل به تنش می

 دار ژن هدف آن و کاهش بیان معنی Pdu-miR398bدار  معنی

PduDUF1639 سرمابه  در رقم حساس   Sh12 و تحت تنش

احتمالا  PduDUF1639 کهگراد نشان داد  سانتی  درجه -0سرمایی 

 .Bischoff et al(2010) در مطالعه TBLدر مکانیسمی مشابه با  

باعث کاهش بیان  Pdu-miR398bعمل نموده و اثر تنظیمی منفی 

PduDUF1639  ناپایداری غشا و افزایش حساسیت به و در نتیحه

 .دشوسرما 

و رابطه آن با  Pdu-miR477a-3pمنظور بررسی میزان بیان  به

، مقایسه بیان (pduABCC-MRPو  pduAAE7)های هدف آن  ژن

در  PCRهای بادام تحت تنش سرما از طریق  ها در بین ژنوتیپ آن

گل حساس  در ژنوتیپ دیر. (0شکل ) زمان واقعی صورت گرفت

در  Pdu-miR477a-3pدار  غیر معنی ، کاهش بیانSh12به سرما 

                                                           
1
 Domain of unknown function 
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درجه دو بافت بساک و تخمدان تحت تنش سرمایی صفر 

چنین این  هم. به مدت سه ساعت را مشاهده شد گراد سانتی

 نیز Hما کاهش بیان در بافت بساک ژنوتیپ دیرگل متحمل به سر

که در ادامه تنش پس از دو ساعت تیمار در  در حالی. دیده شد

در ) miRNAدار این  گراد افزایش بیان معنی درجه سانتی -0دمای 

و Sh12 (FC 11/0 )در بافت بساک ژنوتیپ ( درصد یکسطح 

در بافت تخمدان هر دو  miRNAدار این  افزایش بیان غیر معنی

و  FC 11/1ترتیب، به)به سرما ژنوتیپ دیرگل متحمل و حساس 

بافت بساک ژنوتیپ دیرگل متحمل به سرما در . دشمشاهده ( 1/5

 FC) (درصد 5در سطح )دار  این سطح تنش کاهش بیان معنی

در مقایسه با مرحله ابتدایی تنش سرما، میزان . نشان داد( -۰0/1

حساس به سرما   در ژنوتیپ Pdu-miR477a-3pافزایش بیان بالاتر 

پس با . دشگراد مشاهده  درجه سانتی -0از دو ساعت تیمار پس 

که متحمل به سرما  Hدر ژنوتیپ  Pdu-miR477a-3pکاهش بیان 

توان پیشنهاد کرد که این کاهش بیان در افزایش تحمل به  بوده می

 Pdu-miR477a-3pسرما دخالت داشته است و افزایش بیان این 

  .در حساسیت این ژنوتیپ به سرما دخالت دارد Sh12در ژنوتیپ 

 
و بافت ( a) در بافت بساک بادام Hو  Sh12 پیدر دو ژنوت -C  0°در دو سطح تنش صفر و PduAAE7و ژن هدف آن  Pdu-miR477a-3p انیب سهیمقا -0شکل

 (b)تخمدان 

و ( a) در بافت بساک بادام Hو  Sh12 پیدر دو ژنوت -C  0°در دو سطح تنش صفر و  MRP -PduABCCو ژن هدف آن Pdu-miR477a-3p انیب سهیمقا -1شکل

  (b)بافت تخمدان 
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 MIR477،MIR482شامل  miRNA های سه رسد خانواده  نظر می به

در بین درختان میوه و همچنین درخت مدل سپیدار   MIR3627و

 (Solofoharivelo et al. 2014. )خیلی حفاظت شده باشند

(2008)Lu et al.  عدد  16اری، بر اساس نتایج میکروmiRNA 

 miRNA  خانواده 10دهنده به تنش سرما در سپیدار که از پاسخ

 Sunkar and Zhu در مطالعه .گیرند شناسایی کردندمنشا می

و  miR168a,bنیز در گیاه سپیدار در تنش سرما ( 2004)

miR477a,b که افزایش بیان در حالیmiR156g-j  ،miR475a,b  و

miR476a  کاهش بیان نشان دادند که با نتایج مطالعه حاضر در

بادام در بافت تخمدان  Hچنین در ژنوتیپ  و هم Sh12ژنوتیپ 

-Pduژن هدف . مطابقت داردگراد  درجه سانتی -0تحت تنش 

miR477a-3p  یاpduAAE7  ژنوتیپ درSh12  تغییر بیان عدم

چنین در بافت بساک ژنوتیپ  دار در بافت تخمدان و هم معنی

درجه  -0تیمار تحت تنش سرمایی  H دیرگل متحمل به سرما 

 کاهش بیاندر مقابل  .نشان داددو ساعت گراد به مدت  سانتی

این ژن پس از سه ( درصد 1و  5در سطوح ترتیب  به)دار  معنی

دو بافت بساک و تخمدان در  گراد درجه سانتیتیمار صفر  ساعت

همچنین این کاهش بیان در بافت تخمدان ژنوتیپ . مشاهده شد

H بررسی روند تغییرات . تحت تیمار سرمایی مشابه دیده شد

Pdu-miR477a-3p ژن هدف  وpduAAE7  آن تحت تیمارهای

چنین نتایج  هم .دهد ها را نشان می بطه معکوس آنراسرمایی 

ژن  وPdu-miR477a-3p های بیان  آزمون همبستگی بین کل داده

تحت هر دو تیمار تنش ژنوتیپ و در هر دو  pduAAE7هدف 

تواند گویای  را نشان داد، که می( -51/2) سرمایی همبستگی منفی

این در  Pdu-miR477a-3pاز طریق  pduAAE7 تنظیم منفی

 . ها باشد ژنوتیپ

های با زنجیره کوتاه طور اختصاصی برخی سوبسترا به AAE7ژن 

ای  در مطالعه (.Shockey et al. 2003) کند و متوسط را فعال می

AAE7 های ریشه، ساقه، برگ و گل بیان  در مقادیر بالا در بافت

 ACN1یا ژن  AAE7جهش در  .(Shockey et al. 2002) است شده

(acetate non-utilizing 1 ) درصدی در  52منجر به کاهش تقریبا

گذاری شده گلوتامین که یک منبع اصلی کربن در  نشانه 11کربن 

گیری در سطوح  شود، و منجر به کاهش چشم ها است می جوانه

، (Gln)گلوتامین  (.Allen et al. 2011) شود های اولیه می متابولیت

عنوان یک واسطه عمل  هیک منبع اصلی نیتروژن در گیاهان، ب

نیتروژن برای رشد گیاهان و تکامل -کند که در همگذاری کربن می

های  میزان کافی، سلول برای تامین گلوتامین به. ها مشارکت دارد آن

 GS1کنند که شامل  استفاده می( GS)گیاهی از گلوتامین سنتتازها 

 نشان داد که Ji (2011) .باشد پلاستیدی می GS2سیتوزولی و 

GS1 دهد و  های محیطی مختلف پاسخ می نسبت به استرس

عنوان مثال،  به. همچنین در هومئوستاز گلوتامین دخیل است

فرنگی پس از مواجهه با مقادیر مختلف  در گوجه GS1فعالیت 

NaCl یابد افزایش می (Debouba et al. 2006.) ها  بررسی پروتئین

در پاسخ به تیمار  GS1با ژل الکتروفورز دوبعدی نشان داد که 

ها  با توجه به این یافته(. Kwon et al. 2007) یابد سرما تجمع می

تحت تنش سرما در این مطالعه، چنین  pduAAE7و القای 

روی   با نقش تنظیمی Pdu-miR477a-3pشود که  برداشت می

pduAAE7  از کاهشGln  که برای رشد و نمو ضروری است

 Hر رقم متحمل به سرما کند و باعث تحمل د جلوگیری می

-Pduاز طرف دیگر در رقم حساس به سرما القاء بیان . گردد می

miR477a-3p یجه تکاهش میزان بیان ژن هدف و در ن باعث

ده و حساسیت به سرما شهای اولیه  کاهش در سطوح متابولیت

 . یابد افزایش می

 Pdu-miR477a-3p،ABC transporter C familyهدف دیگر   ژن

member 8-like های مقاومت چند  که منطقه پروتئینباشد  می

MRP)دارویی 
 -PduABCC )کند که افزایش بیان  را کد می

در بافت بساک و تخمدان پس از ( درصد 5در سطح )داری  معنی

 FCترتیب  به)گراد  سه ساعت تیمار سرمایی صفر درجه سانتی

در سطح )داری  و همچنین افزایش بیان معنی( FC 11/9و  05۰2

 FC)گراد  درجه سانتی-0پس از دو ساعت تیمار ( درصد یک

در . نشان داد Hدر بافت تخمدان ژنوتیپ متحمل به سرما  (۰9/1

این ژن پس از ( درصد یکدر سطح )دار  مقابل کاهش بیان معنی

( -FC 06/12۰)گراد  سه ساعت تیمار سرمایی صفر درجه سانتی

پس از دو ( درصد 5در سطح )دار  چنین کاهش بیان معنی و هم

در بافت تخمدان ( -FC 96/02)گراد  درجه سانتی-0ساعت تیمار 

در بافت بساک . مشاهده شد Sh12در ژنوتیپ حساس به سرما 

                                                           
1
 Prunus dulcis ABC transporter C family member 8-like-

multiple resistance protein 
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MRP -PduABCC (FC 25/1 )دار معنیعدم تغییر بیان  Hژنوتیپ 

در . دشگراد مشاهده  یدرجه سانت -0پس از دو ساعت تیمار 

مقایسه با مرحله ابتدایی تنش سرما، بیان این ژن در هر دو 

 -0حساس و متحمل به سرما پس از دو ساعت تیمار   ژنوتیپ

بررسی روند (. 1  شکل)بود  یگراد دارای میزان بالاتر درجه سانتی

آن  MRP -PduABCCهدفژن  و Pdu-miR477a-3pتغییرات 

دهد به  ها را نشان می رابطه معکوس آنتحت تیمارهای سرمایی 

-Pdu-miR477aبا افزایش میزان بیان  Sh12که در ژنوتیپ  طوری

3p  در دو بافت در گراد  درجه سانتی -0پس از دو ساعت تیمار

 MRP –PduABCCمقایسه با تیمار سرمایی اولیه، میزان بیان

در  Pdu-miR477a-3pبیان  در مقابل روند کاهش. کاهش یافت

درجه  -0پس از دو ساعت تیمار بافت تخمدان در  Hوتیپ  ژن

میزان در مقایسه با تیمار سرمایی اولیه و افزایش گراد  سانتی

 . دشمشاهده  MRP -PduABCCبیان

-ABCC (ABCCهای مرتبط با مقاومت چند دارویی  پروتئین

MRP)های  دهنده ، یک زیرمجموعه از انتقالABC باشند که در  می

فرایندهای فیزیولوژیکی چندگانه که شامل هومئوستاز سلولی، سم 

باشد، دخیل  های گلوتاتیون می زدایی فلزی و انتقال کانژوگه

های گیاهی مختلف،  در گونه .(Bhati et al. 2015) باشد می

های مقاومت دارویی چندگانه که متعلق  های مرتبط با پروتئین ژن

اند  باشند، شناسایی شده می ABCهای  دهنده انتقال به زیرخانواده

(Klein et al. 2006). عضو  102بیشتر از  توان بهکه از جمله می

اکثرا ولی نه (. Rea 2007) اشاره کرددر آرابیدوپسیس و برنج 

های نمایی سازمان یافته در غشاء  ، پروتئینABCهای  همه پروتئین

که انتقال بین غشایی انرژی ( ABCهای  دهنده انتقال)هستند 

های دیگر را کنترل  دهنده را تعدیل و یا انتقال MgATPگیرنده از 

زدایی سلولی با انتقال مواد سمی از  ها در سم این پروتئین. کنند می

با (. Bhati et al. 2015) باشند ها دخیل می سیتوزول به واکوئل

به سرما احتمالا های بادام متحمل  توجه به این اطلاعات، ژنوتیپ

. شوند، مکانیسم مشابهی دارند ها تنظیم می MRPدر مسیری که 

های  در انتقال کانژوگه ABCهای  دهنده همچنین نقش انتقال

اند و گزارش شده تحت  ها شناخته شده گلوتاتیون به واکوئل

احتمالا  (.Alvarez et al. 2015) افزایش یافته است Cdاسترس 

 H یپدر ژنوت ABCدهنده  انتقال یانب شیمطالعه افزا یندر ا

 یپدر ژنوت یشعدم افزا یمتحمل به سرما ول یاهگ یکعنوان  به

Sh12 که  دهد یحساس تحت تنش سرما نشان م یپبه عنوان ژنوت

 یقبه سرما از طر یپژنوت یندر تحمل ا  کننده یمتنظ ینا

تنش سرما  .کندیکمک م ییزدا سم های یسممانند مکان هایی یندفرا

 .Chinnusamy et al) باشدیها متنش یرو سا یداتیومولد تنش اکس

 ریغ یهاتنش به نسبت اهانیگ مشترک یهااز پاسخ یکی (.2007

دهد، یم نشان گزارشات. است ویداتیاکس تنش القاء یستیز

فعال  یهاگونه انواع دیتول به منجر درختان در یزدگ خیخسارت 

که منجر به  شدهROS (Reactive Oxygen Species ) ژنیاکس

مختلف درون  یهاابرمولکول دنید صدمه و ویداتیتنش اکس

(. ;Thakur et al. 2010 Sandve et al. 2011)د شو یم یسلول

O) ژنیآزاد اکس کالیچون راد فعال هم ژنیاکس انواععمدتا 
2-) ،

OH) دروژنیه کالیو راد( H2O2) دروژنیه دیپراکس
در ( -

 یهازوم و آپوپلاست سلولیپراکس ،یتوکندریم کلروپلاست،

 ژنیفعال اکس یهاگونه(. Halliwell 2006)شوند یم دیتول یاهیگ

تواند باعث سرعت یم و شده جادیا یزدگخی و سرما تنش در

 تیالیس بر جهینت در و شود دهایپیل ونیداسیپراکس به دنیبخش

موجب  ءغشا یهادیپیدر ل رییسلول اثر گذاشته و به علت تغ غشاء

پاسخ  نیا نیبنابرا( Tian et al. 2012)گردد  ءغشا یرینفوذپذ

. شودیم اهانیدر گ ROSمهار  یهاسمیمکان شدن فعالموجب 

 یها تنش یط در دروژنیه دیپراکس تجمع از یریجلوگ یبرا

. باشد داشته بالا ییکارا دیبا ویداتیاکسیآنت یدفاع ستمیس ییسرما

-یآنت غلظت در شیافزا et al.  Ruelland(2009) مطالعه در

 سرما تنش یط در آسکوربات و ونیچون گلوتات ها همدانتیاکس

 القاء موجب که سرما تنش هنگام در واقع در. است شده گزارش

 کنترل ونیداسیاکس از یریجلوگ یبرا ،شودیم ویداتیاکس تنش

 سموتازید دیاکس سوپر مانند یدیکل یها میآنز یکسری نشده،

(SOD)ردوکتاز ونی، گلوتات (GR) کاتالاز ،(CAT)ونی، گلوتات 

 گریو د( APX) دازی، آسکوربات پراکس(GPX) دازیپراکس

 دشویم H2O2 ییزداد که موجب سمنشویم فعال دازهایپراکس

(Gratao et al. 2008؛ Roychoudhury et al. 2012.) 

د که شویم ROS ییزداسم موجب زین یمیآنز ریغ یها سمیمکان

و ( GSH) ونیگلوتات مانند یاصل یمیآنز ریغ یهادانیاکسیآنت

 دهایکارتنوئ و دهایآلکالوئ دها،یها، فلاوونوئنیتامیو نیچن هم
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 مختلف یراهکارها از اهانیگ(. Ahmad et al. 2010)باشند  یم

گزارش   .Kim et al(2007) .کنندیم استفاده تیسم با مقابله یبرا

در  وم،یتنش کادم در ABC transporter ATPDR8 کردند که

 یدرمیاپ یهاسلول به ییپلاسما غشا از ومیکادم راندن رونیب

 .کندیم کمک شهیر

 کی RNA Ligase Mediated – RACE (RLM-RACE) روش

(. Shaefer 1995) باشد یم کیکلاس RACEدر  دیجد شرفتیپ

 واکنش اساس بر کیتکن کیcDNA(RACE )  یانتها عیسر ریتکث

در  ییجز cDNA یتوال کیکه  یزمان. است مرازیپل یا رهیزنج

را آسان  cDNAتمام طول  یها یتوال نگیدسترس باشد کلون

 میطور مستق ههدف ب یها ژن نیا ایآکه  نیا دییتأ منظور به. کند یم

مورد نظر ما  mRNAو  ها miRNAشده   تیتوسط برش هدا

 یابی نقشه یبرا RACE ′5 افتهی رییتغ کیاند از تکن سرکوب شده

 از یابی اجازه نقشه RACE ′5. میکن یبرش استفاده م یها گاهیجا

 (.Thiebaut et al. 2012) دهد یرا م افتهی ژن هدف برش  ′5یانتها

ژن هدف  یرو Pdu-miR477a-3pمحل برش  ییمنظور شناسا  به

PduAAE7 ژن  ایآ نکهیا دییتا نیچن و همPduAAE7  هدف

 کیتکن باشد یم Pdu-miR477a-3pسرکوب شده توسط  میمستق

جهت . محل برش استفاده شد یابی نقشه یبرا RACE′5 افتهی رییتغ

 ینیب شیژن هدف پ یبر رو Pdu-miR477a-3pمحل برش  یبررس

 یژن و توال یخوانش، آغازگراختصاص یها ی، توالpduAAE7شده 

 ینیب شیژن هدف پ گیکانت یبر رو Pdu-miR477a-3pمکمل 

دست آمده  خوانش به یسپس برا. دش یابی نقشه pduAAE7شده 

انجام   BLASTnتمیشده الگور ینیب شیپ هدف ژن گیکانت یبا توال

 .است آمده 0شکل  در یگذار هم جینتا گرفت

شود مشابهت در طول توالی با  همانطور که در نتایج دیده می

ردیف شده  شود ولی طول توالی هم دیده می pduAAE7رونوشت 

شود  دست آمده پیشنهاد می با توجه به نتایج به. با آن کوتاه است

. احتمالا دارای چندین جایگاه برش باشد Pdu-miR477a-3pکه 

Wu et al. (2010)  که  کردندگزارشmiRNA هایی وجود دارند

چنین توانند چندین ژن را مورد هدف قرار دهند و هم که می

miRNAهر چند  .هایی هستند که می توانند یک ژن را تنظیم کنند

ناقص است ولی نتایج  miRNAیابی  در محل برش نتیجه توالی

 .باشد حاصل تایید کننده احتمالی ژن هدف می

  یکل یریگجهینت

 مراحل در را یادیز خسارات یاقتصاد مهم اهیعنوان گ بادام به

 لیاوا و زمستان اواخر یسرما اثر در وهیم نمو تا یگلده ییابتدا

 تحمل و پاسخ در اهیگ سمیمطالعه مکان. شودیم متحمل بهار

 ییایمیوشیب ،یکیولوژیزیف یهایبررس کمک به یطیمح یهاتنش

 یزدگخی و سرما تنش به متحمل اهانیگ اصلاح یبرا یمولکول و

ژن هدفشان در  تیها با توجه به ماهmiRNA. است یضرور

ها و  miRNA نیرابطه ب ییشناسا. نقش دارند اهینمو گ میتنظ

 پس ها ژن ماتیتنظ درک به تواند یهدف در سطح تنش م یها ژن

 کمک اهانیگ کیژنت یمهندس در اهداف انتخاب و یسیرونو از

-Pdu-miR477aو   Pdu-miR398b انیبدر مطالعه حاضر . دینما

3p  سرما به متحمل پیژنوت در H حساس  پیو در ژنوت کاهش

 تفاوت بر موثر عوامل از تواندیم که داشت شیافزا Sh12به سرما 

 .باشد سرما به نسبت ها آن تیحساس

 

 

 
ردیف شده با  دهنده توالی هم توالی نوکلئوتیدی با فونت ایتالیک نشان. بر روی آن Pdu-miR477a-3pشده و توالی مکمل  بینی توالی رونوشت ژن هدف پیش -0شکل 

 .باشد  می RACE PduAAE7آغازگر اختصاصی  دهنده توالی توالی نوکلئوتیدی با زیرخط نشان. باشد می PduAAE7توالی ژن هدف 
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