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مطالعات  .کندمحدود میرشد و نمو گياه را  های محيطی متداول است کهشوری يکی از تنش  

ها، که گياه در مواجهه با تنش است های محيطی مختلف نشان داده به تنشمولکولی در پاسخ 

دسته مهمی از ها miRNA .دهدکننده خود را تغيير میهای بروز يافته و تنظيمالگوی بيان ژن

و  دهند میهای متنوعی های محيطی پاسخ باشند که نسبت به تنش می یهای بيان ژن تنظيم کننده

 در اين مطالعه بيان. نندک ها در مراحل پس از رونويسی ايفا می يان ژننقش کليدی در تنظيم ب

miR160 و miR167 ژن ترتيب ، بههاهای هدف آنو ژنBU026935  و ژنARF6   در دو بافت

 مولار نمک کلريد سديم و شرايط غيرتنش ميلی 951و  25برگ و ريشه و دو سطح تنش شوری 

سه تکرار بيولوژيکی بررسی با تصادفی  ر قالب طرح کاملاًفاکتوريل دآزمايش صورت به (شاهد)

با  cDNAسنتز پس از . اعمال شد ساعت 22و مدت زمان  تنش شوری در مرحله شش برگی. شد

گيری اندازه qRT-PCRبه روش  miR167و  miR160ميزان بيان  ،stem-loop RT-PCRروش 

در بافت برگ ابتدا  miR160، بيان های مورد بررسی شوری در غلظتنتايج نشان داد که  .شد

ی کاهش بيان  دهنده  که مقادير تغييرات بيان، نشاندر حالی. يابد افزايش و سپس کاهش می

مولار با  ميلی 951مولار بود، بيان آن در تنش  ميلی 25در بافت ريشه تحت تنش  miR160دار  معنی

نسبت به شاهد در  BU026935 ژن  بيان .داری از نظر آماری نداشت شرايط کنترل تفاوت معنی

تحت تنش  تنها در بافت برگ miR167. هر دو سطح شوری و هر دو بافت افزايش بيان نشان داد

نتايج مطالعات و رسم شبکه مشخص . است هدار نشان داد مولار کاهش بيان معنی ميلی 25 شوری

ژن  .باشدمی miR167 کرد که يکی از دلايل اصلی کاهش اکسين در شرايط تنش شوری، افزايش

ARF6 مولار کاهش  ميلی 951 در شوری مولار و ريشه ميلی 25 در شوری در بافت برگ و ريشه

 .بيان نشان داد

 

 های کلیدی واژه
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  مقدمه

های غیرزیستی بوده که گیاهان  ترین تنش تنش شوری یکی از مهم

شوری  تنش. دهد زراعی سراسر جهان را تحت تاثیر خود قرار می

های متعددی همچون سمیت عناصر، تخریب راه قادر است از

و تنش آبی ناشی از غلظت  خاککاهش تهویه  ،خاکساختمان 

تنش  گیاهان به واکنش. شود گیاهان به خسارتباعث بالای نمک 

 تکمیل با است ممکن گیاه ای که گونههب است متفاوت شوری

 تنش اثرات از تنش، ترکم شدت با هاییدوره طی خود رشد دوره

 متابولیکی وضعیت در خاصی تغییرات است ممکن و یا کند فرار

 یا و تنش تاثیرات از اجتناب قابلیت گیاه راه این از و داده آن رخ

گذشته مطالعات مولکولی در  ی در دهه .کند پیدا را آن به تحمل

های محیطی مختلف و فرآیند تحمل گیاه به این  پاسخ به تنش

نتایج این مطالعات . است ها، مورد توجه محققان قرار گرفته تنش

ای در پاسخ به  های منظم و پیچیده حاکی از آن است که سیستم

که در مواجهه با طوریههستند ب تنش شوری در گیاهان درگیر

ها تغییر های مرتبط با آنها و تنظیم کنندهتنش، الگوی بیان ژن

ها تحت  های آنها و تنظیم کننده شناسایی این ژن. کندمی

تولید گیاهان تراریخته مقاوم به تنش از  با هدفهای محیطی  تنش

 .Moore et al) اهمیت خاصی برخوردار است

2011.)microRNA  (miRNA)، RNA 41-42های کوچک 

ها در مراحل  نوکلئوتیدی هستند که نقش حیاتی در تنظیم بیان ژن

کنندگی  ها نقش تنظیم RNAاین. برعهده دارندپس از رونویسی 

های گیاهی و جانوری با دو روش تجزیه  منفی در بیان ژن

mRNA  هدف و یا از طریق چسبیدن بهmRNA  هدف و ممانعت

 ;Bartel 2004; Voinnet 2009) نمایند میایفا  آن ترجمهاز 

Zhang et al. 2009; Sunkar et al. 2012 .)miRNA ها تنظیم بیان

هایی را بر عهده دارند که در ارتباط با روندهای تکاملی  ژن

  ، رشد برگ(Bowman 2004)ها  اندام تمختلف ازجمله قطبی

(Chuck et al. 2007a) تعیین جنسیت ،(Chuck et al. 2007 ) و

 .باشند می( Millar and Gubler 2005)نرعقیمی یا ماده عقیمی 

 .ها در جانوران و گیاهان حفاظت شده هستندmiRNAاغلب 

اختصاصی تنش در گیاهان مدل تحت شرایط  miRNAچندین 

های زیستی و غیرزیستی شامل کمبود مواد غذایی، سرما،  تنش

، پرتوتابی (Navarro et al. 2006)شوری بالا، آلودگی باکتریایی 

UV-B اند  های مکانیکی شناسایی شده و تنش(Khraiwesh et al. 

2012.) miR160 های گیاهی شامل  در تعدادی از گونه

های آزمایشگاهی  وسیله روشهبینی و ب آرابیدوپسیس و برنج پیش

شده موجود در  های حفاظتبه مکان miR160. استشدهتایید 

کننده اکسین متصل شده و  های تولید نده ژنشو نواحی غیرترجمه

 miR167(. Rhoades et al. 2002)نماید  ها را تنظیم میبیان آن

را در آرابیدوپسیس کنترل نموده و  ARF8و  ARF6بیان دو ژن 

 (.Wu et al. 2006)نماید  تولید مثل جنسی نر و ماده را تنظیم می

تنها در یک  تحت شرایط تنش miRNAبیان  ،در اغلب مطالعات

حاکی از امکان  حاصل نتایج. است مورد بررسی قرار گرفتهبافت 

بدین صورت . های مختلف است در بافت miRNAتفاوت بیان 

، شود میدر یک بافت بیان  miRNA در یک تنش خاص، یک که

در یک بافت کاهش بیان و  و یا شود اما در بافت دیگر بیان نمی

در همین . دهد ایش بیان نشان میدر بافت دیگر در همان تنش افز

را طی  miRNAالگوی بیان چهار   .Sunkar et al(2012)راستا 

گزارش و  کردهبررسی  برگ و ریشه  بافتدو در تنش کم آبی 

در برگ افزایش بیان اما در ریشه کاهش بیان  miR408 که کردند

در  miR171 و  miR156aهمچنین در مطالعه آنان،. دهدمینشان 

 Sunkar et) ی نکرددر ریشه تغییرها بیان آنا ملقا شدند ابرگ ا

al. 2012.)  

 تایید حضور با توجه به اینکه تا به حال هیچ گزارشی مبنی بر

miR160 و miR167 پژوهش  ،استدر آفتابگردان ارائه نشده

-هدف آن ژن و miR167 و miR160 تایید حضورمنظور حاضر به

برگ و ریشه  بافتآفتابگردان در در گیاه  ARF6و  BU026935 ها

تاثیر سطوح مختلف تنش شوری بر الگوی بیان  نیز چگونگیو 

 برگ و ریشه  بافتدو در ها های هدف آنو ژن miRNA این دو

 .به اجرا درآمد

 

  هامواد و روش

 بیوانفورماتیکی تجزیه

 miRBaseگیاهی از پایگاه اطلاعاتی توالی  miRNAهای ژن 

 شدندانتخاب

(http://microrna.sanger.ac.uk/sequences/index.shtml.)  در

و  universal آغازگر ،های شناسایی شدهmiRNAبرای ابتدا و 

http://microrna.sanger.ac.uk/sequences/index.shtml
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 .Chen et al( 2005)بر اساس روش   stem-loop RTآغازگرهای

های موجود برای  توالی با توجه بهو  .Varkonyi et al (2007) و

miRNA هدف  های بینی ژنمنظور پیشبه .ندشدها، طراحی

miR160   وmiR167 ،افزار آنلایناز نرمpsRNAtarget  

(http://plantgrn.noble.org/psRNATarget/)  شداستفاده .

افزار رفت و برگشت ژن هدف با استفاده از نرمطراحی آغازگر 

لیست  لازم به ذکر است که .صورت گرفت Primer3آنلاین 

 .استارائه شده 1ها در جدول آغازگر

های مورد miRNAجهت درک چگونگی ارتباط بین تنش شوری، 

 Pathway Studio 7افزارها از نرمهدف آن هایمطالعه و ژن

(elsevier) بندی اطلاعات افزار با جمعاین نرم. استفاده شد

های و پایگاه PubMedهای بیولوژیکی که در موجود برای داده

 ;KEGG  (protein interaction databaseمعتبر داده نظیر

metabolic database; http://www.genome.jp/kegg/)، BIND 

(http://www.bind.ca) و GO (Gene Ontology) ،وجود دارند 

های متنوع را به شکل شبکه در اختیار محققین ارتباط بین داده

 . دهدقرار می

 بخش آزمایشگاهی

 شوریکشت گیاهان و اعمال تیمار 

کاغذ  ی دو لایه درونمدت یک هفته رقم سیرنا آفتابگردان به بذور

گراد  درجه سانتی 44±1دمای  بارون انکوباتور ر ددصافی 

صورت هب ،ای های یک هفته کشت گیاهچه. نگهداری شدند

 (Hoagland and Arnon 1950) هیدروپونیک در محلول هوگلند

 آزمایش صورتهپژوهش حاضر ب. انجام شدقدرت  یک چهارم

فاکتوریل و در قالب طرح کاملا تصادفی با سه تکرار به اجرا 

قدرت دوم یک ، محلول هوگلندت هفت روزگذشپس از . آمددر

هوادهی با پمپ هوا،  .شدقدرت  چهارمیکمحلول  جایگزین

 ،سه هفتگیی  مرحلهدر  .شدساعت انجام  8روزانه به مدت 

 قرار گرفتند وشوری  mM111و  mM 51تنش  تحتها  گیاهچه

یه کل یبرگ و ریشه  بافت از دو پس از اعمال تنش،ساعت  42

 ها بلافاصله نمونه. برداری انجام شدنمونه ،مورد ارزیابیتیمارهای 

در  RNAتا زمان استخراج  قرار داده شدند و درون ازت مایع در

  .نگهداری شدندگراد  درجه سانتی -81 دمای

 
 

 
 در آفتابگردان 18SrRNAو ARF6  ژن ،BU026935، ژن miR160 ،mir167طراحی شده برای بررسی بیان های آغازگر -1جدول 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 آغازگر (´3-´5)توالی 

ATTCGCACTGGATACGACTGGCATGTGCAGGGTCCGAGGTGTCGTATCCA miR160-RT 

TTGTGCCTGGCTCCCTGT miR160-F 

ATTCGCACTGGATACGACAGATCAGTGCAGGGTCCGAGGTGTCGTATCCA miR167-RT 

GGCGGTTGAAGCTGCCAGCA miR167-F 

GTGCAGGGTCCGAGGT Universal 

ACCCGTTTTCAAGCAATCC BU026935-F 

AGGAAAACGACCCAACTGAA BU026935-F 

GTCTTGAAGGCCAACTGGAG ARF6-F  

CTCTTGCGGCGACACTATTT ARF6-F 

TTCAGACTGTGAAACTGCGAATGG 18S rRNA-F 

TCATCGCAGCAACGGGCAAA 18S rRNA-R 

http://plantgrn.noble.org/psRNATarget/
http://www.genome.jp/kegg/
http://www.bind.ca/
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 و شرایط کنترل( مولار میلی 111و  51)سیم و نسبت پتاسیم به سدیم در دو بافت برگ و ریشه و دو سطح تنش نتایج تجزیه واریانس صفات پرولین، سدیم، پتا -4جدول

 منابع تغییرات
 میانگین مربعات صفات

 نسبت پتاسیم به سدیم پتاسیم سدیم پرولین درجه آزادی

 3/5514** 12/1** 1151/1** 21/442** 4 شوری

 5/1133** 11/11** 1125/1** 15/453** 1 بافت

 ns84/33 182/1** 1111/1** 15/25** 4 اثر متقابل

 12/13 1133/1 11115/1 32/1 14 خطا

     15 کل

 11/1 33/14 22/3 23/8 (cv) تغییرات

ns ،*  درصد  و یک پنج احتمال حودر سطدار دار و معنیمعنی غیرترتیب به **و  

 

ان مورد مطالعه به گیاه وارده منظور بررسی میزان تنشبه

گیری پرولین، سدیم و پتاسیم نیز در  اندازه جهتبرداری  نمونه

گیری پرولین به استخراج و اندازه .پذیرفتهمین زمان صورت 

- و با استفاده از بافت( Bates et al. 1973)روش بیتز و همکاران 

درصد . تر برگ و ریشه و معرف ناین هیدرین اسید انجام شد 

و با استفاده از دستگاه   Hald(1974) نیز به روش سدیم و پتاسیم

 .گیری شدند فتومتر اندازه فلیم

 Real-Time PCR تجزیهو  RNAاستخراج 

، TRIZOLکل با استفاده از محلول استخراج  RNAجداسازی 

 و بر اساس دستور العمل شرکت Invitrogenساخت شرکت 

با استفاده  ،استخراج شده RNAکمیت و کیفیت . انجام شد سازنده

فتومتری با استفاده از دستگاه روژل آگارز و روش اسپکت از

 cDNAسنتز . تعیین شد بیوفتومتر ساخت شرکت اپندورف آلمان

 ,Takara (Cat. #RR037Aبا استفاده از کیت miRNA مربوط به 

Japan ) جهت اطمینان  .شدانجام  شرکتو بر اساس دستورالعمل

تایید نهائی،  به منظوراجرا و  end pointبرنامه  ،cDNAاز وجود 

 .درصد قرار گرفت 1/1بر روی ژل آگارز  end pointمحصول 

 .توسط شرکت ماکروژن کره صورت گرفت آغازگر ساخت

های هدف  های مورد مطالعه و ژنmiRNAچگونگی الگوی بیان 

 Real-time) در زمان واقعی PCRواکنش ها با استفاده از آن

PCR) دستگاه  با استفاده ازRotor gene-Q  از شرکتQiagene 

. لیتر انجام شدمیکرو 14با حجم نهایی  PCRواکنش . ارزیابی شد

 21و سپس طی  قهیدق یکمدت  درجه به 21برنامه واکنش شامل 

. ثانیه بود 31درجه برای  31ثانیه،  پنجدرجه برای  21با چرخه 

نتایج  سازیداخلی در نرمال به عنوان کنترل 18S rRNAژن 

و دو تکرار  تکرار تکنیکیسه برای هر نمونه  .استفاده شد

 .گرفته شد در نظر بیولوژیکی

  ها تجزیه و تحلیل داده

و   SAS 9.0افزارهای های آماری با استفاده از نرمتجزیه و تحلیل

MSTAT-C از آزمون  انجام و جهت مقایسات میانگین LSD  در

 Real Timeهای  آنالیز داده. استفاده شدسطح احتمال پنج درصد 

 . انجام شدCt (Schmittgen and Livak 2008 )بر اساس روش 

 

  نتایج و بحث

ساعت بعد از  42 ،منظور اطمینان از تنش وارده به گیاهانبه

میزان پرولین، سدیم و پتاسیم در دو بافت ریشه و  ،اعمال تنش

 تجزیه های حاصل از بررسی داده .گرفتبرگ مورد بررسی قرار

بافت برای  نوعنشان داد تاثیر تنش شوری و ( 4 جدول)واریانس 

میزان پرولین، درصد سدیم، پتاسیم و نسبت پتاسیم به سدیم در 

 برایاثر متقابل تنش و بافت . استدار  سطح یک درصد معنی

اما این اثر متقابل برای  دار نشد نسبت پتاسیم به سدیم معنی صفت

ن پرولین، سدیم و پتاسیم در سطح یک سه صفت دیگر یعنی میزا

شوری بر میزان آزمایش نشان داد که نتایج  .دار بوددرصد معنی

ه داشته است، ب (در سطح یک درصد)دار  پرولین تاثیر معنی

نسبت به کنترل در هر دو در شرایط تنش پرولین  میزان کهطوری

این (. 1شکل)نشان داد  داری معنی بافت ریشه و برگ افزایش

یافته با نتایج مطالعات قبلی در تنش شوری مطابقت داشت 

(Khedr et al. 2003; Akram et al. 2009; Munns and Tester 

2008; Trovato et al. 2008 .) پرولین به دسته مهمی از

 رابطه مستقیمیتجمع آن  داشته، های آلی آمینواسیدی تعلق محلول
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A 

B 

عنوان ماده به ی گیاهیها در درون سلولو  با تحمل به شوری دارد

 کندمیفظ کننده تعادل اسمزی بین سیتوپلاسم و واکوئل عمل ح

(Flowers et al. 1977 .)پرولین نقش اسمولاتی بهبر این علاوه ،-

  در برابر صدمات داشته و گیاه راعنوان مخزن کربن و نیتروژن 

در  (.Matysik et al. 2002)کند می های آزاد حفاظت رادیکال

ریشه  نسبت به برگ  پرولین در بافت میزان تجمعش حاضر پژوه

 های که با یافتهبیشتر بود ( در سطح یک درصد)داری بطور معنی

(2011)Mohamed and Ismail   نتایج حاصل از  .داردمطابقت

میزان دار  معنیاز افزایش حاکی  .Sultana et al( 1999) پژوهش

 .باشد کنترل مینسبت به پرولین در برنج تحت تنش شوری 

(1983)Cavelierl  افزایش میزان پرولین در  بیان داشته است

به نسبت در واقع نوعی واکنش گیاه  ،گیاهان تحت تنش شوری

در این زمان پرولین . باشد میکاهش پتانسیل آب در محیط ریشه 

های ریشه، شرایط لازم برای  با کم کردن پتانسیل اسمزی سلول

 (.Khedr et al. 2003) کند را فراهم می جذب آب و عناصر غذایی

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

رگ و بدر دو بافت ( B)و نسبت پتاسیم به سدیم ( A) پرولین مقدار -1شکل

 کلرید سدیم در مقایسه بامولار میلی 111و  51ریشه و در دو سطح تنش 

 کنترل

-معنی صورتهب تنش شوری حاصل نشان داد که نتایجهمچنین 

کاهش نسبت پتاسیم به سدیم  موجب( پنج درصد در سطح)داری 

دار بین دو اختلاف معنی نکته قابل توجه وجود(. 1 شکل)شود  می

نسبت پتاسیم به سدیم از نظر  بافت برگ و ریشه در شرایط کنترل

هر دو سطح شوری  در در هر دو بافتاز سوی دیگر، . باشد می

د افت بسیار و نسبت به شاه وجود داشتداری نیز اختلاف معنی

که بیانگر افزایش شدید تجمع سدیم و در  شاهد بودیمشدیدی را 

های سایر  در بررسی .باشد مینتیجه کاهش نسبت پتاسیم به سدیم 

آور شوری بر کاهش نسبت پتاسیم به محققان نیز به اثرات زیان

 Khoshgoftarmanesh et)است سدیم در شرایط شور اشاره شده

al. 2002; Malakoti et al. 2002; Mozaffari and Malakoti 

2004.) (2010)Noreen and Ashraf et al.  پیشنهاد کردند که  زنی

توان از نسبت پتاسیم به سدیم به عنوان یک معیار قابل قبول می

در این . کردبرای تعیین میزان تحمل به شوری در گیاهان استفاده 

نسبت به شرایط در شرایط تنش مطالعه نسبت پتاسیم به سدیم 

آهنگ این یافت که داری  معنیدر هر دو بافت کاهش کنترل 

نسبت  افزایش(. 4جدول)چشمگیرتر از ریشه بود در برگ کاهش 

که  یابدوقوع میصورتی  در نرمال،پتاسیم به سدیم در شرایط 

 باشیمبالا بودن جذب پتاسیم  در عینکاهش جذب سدیم  شاهد

(Jackson and Volk 1997 .)محققان  از برخی های ایج پژوهشنت

که افزایش نسبت پتاسیم به سدیم در محیط رشد گیاه،  نشان داده

 .Benlloch et al) استشدهسبب بهبود رشد آفتابگردان و ذرت 

با افزایش شوری، یون سدیم در برگ آفتابگردان همچنین (. 1994

 Delgado) است هافزایش و نسبت پتاسیم به سدیم کاهش یافت

and Sanchez-Raya 1999; Aminpanah and Sorooshzadeh 

بر اساس نتایج  .با نتایج پژوهش حاضر مطابقت دارد که( 2004

آفتابگردان تحت  miR167و  miR160بیان  qRT-PCRحاصل از 

 (مولارمیلی 111و  51)شرایط بدون تنش و دو تیمار شوری 

لاس ها کmiRNAدهند که  مطالعات اخیر نشان می. تعیین شد

باشند که بعد از اعمال تیمارهای  های ژن می کننده مهمی از تنظیم

 ;Zhao et al. 2009)شوند  های غیرزیستی دچار تغییر بیان می تنش

Ding et al. 2009 .) تنش شوری بیانmiRNA160 ژن هدف آن  و

(BU026935 )و ریشه در  های برگ در نمونهداری  طور معنیهرا ب

  (. 4شکل )یر داد تغی تنش شوریسطح دو 
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در ریشه و  BU026935 هدف آن  و ژن miR160نمودار بیان نسبی  -4 شکل

وجود علامت  (.مولار میلی 111و  51)در حالت کنترل و تنش  آفتابگردان برگ

دار بودن اختلاف در شرایط تنش دهنده معنیدر بالای هر ستون نشان** و * 

-دار می غیر معنی nsو  یک درصدو  پنجح احتمال وو کنترل به ترتیب در سط

 باشد

 

BU026935  عنوان ژن هدفتنها ژنی بود که بهmiR160   توسط

مورد  های در غلظت. شناسایی شد  psRNAtargetآنلاین افزار نرم

در بافت برگ ابتدا افزایش و سپس  miR160بیان  ،بررسی شوری

-ر بهمولا میلی 111و  51ای که در شوری  گونههب یافتکاهش 

دار نسبت به شرایط  ترتیب شاهد افزایش و کاهش بیان معنی

به بیان دیگر، به ازای افزایش میزان شوری در برگ . نرمال بودیم

دهنده حساس بودن   یابد که این امر نشان کاهش می miR160بیان 

 تغییرات بیان مقادیر ،در مقابل. باشد آن نسبت به شوری می

در بافت ریشه تحت  miR160دار  نیکاهش بیان مع  دهنده  نشان

مولار بیان  میلی 111که در تنش مولار بود، در حالی میلی 51تنش 

-بیش. داری از نظر آماری نداشت آن با شرایط کنترل تفاوت معنی

در بافت برگ در شوری  miR160برای تغییرات بیان ترین مقدار 

نی ژن هدف آن یع ،از سوی دیگر. شدمولار مشاهده  میلی 51

BU026935  مولار در دو بافت و نیز در تنش  میلی 111طی تنش

با . داری داشت مولار در بافت برگ، افزایش بیان معنی میلی 51

 51در بافت برگ تحت تنش شوری  miR160بیان توجه به اینکه 

مولار نسبت به  میلی 111مولار و ریشه تحت تنش شوری  میلی

در این دو بافت افزایش  هدف آن نیزژن شاهد افزایش یافت و 

هدف آن از نوع ژن و  miR160در نتیجه نوع تنظیم  ،بیان نشان داد

بیان کاهش که شاهد ییاز آنجا ،در مقابل. تنظیم ناهماهنگ بود

miR160 111 در تنش مولار و برگ میلی 51 در تنش در ریشه 

الگوی بودیم، لذا  BU026935مولار و افزایش بیان ژن  میلی

 51 تحت شوری در ریشه BU026935برای ژن  miR160تنظیمی 

مولار الگوی هماهنگ و  میلی 111 تحت شوری مولار و برگ میلی

نسبت  BU026935 نتایج نشان داد بیان ژن  .یا نیمه هماهنگ بود

که  داشتدر هر دو سطح شوری و هر دو بافت افزایش به شاهد 

 (2008) لعاتمطا بر اساس. این افزایش در بافت برگ بیشتر بود

Munns and Tester  ،به محض قرار گرفتن گیاه در محیط شور

-های در حال توسعه کاهش یافته، ظهور برگسرعت رشد برگ

-تر و در صورت ادامه تنش متوقف شده، شاخههای جدید آهسته

که نکته جالب این. شودتری تشکیل میهای کمها و شاخساره

تر سبت به رشد ریشه بیشوری نها به شحساسیت رشد شاخساره

رشد برگ نسبت است که کاهش سرعت دلیل آن امر به، این است

وسیله گیاه را کاهش داده و بنابراین امکان هبه ریشه مصرف آب ب

-های نمک موجود در خاک فراهم میحفظ آب و تعدیل غلظت

در پاسخ به تنش  BU026935ژن  با توجه به این نکته،. شود

 .نقش دارد بافت برگ و مراحل اولیه تنشویژه در به شوری

بنابراین مطالعه این ژن در تنش شوری مفید است، زیرا تاکنون 

در   .Lu et al(2011) .عملکردی از این ژن گزارش نشده است

 42، (Fengkang 8)بررسی یک واریته مقاوم به تنش شوری گندم 

 کهد مشاهده کردن مولار نمک میلی 411ساعت بعد از اعمال تنش 

 miR160در مطالعه حاضر . ریشه افزایش بیان نشان داد در

miR160 داشتافزایش بیان در ریشه مولار  میلی 111 تحت تنش .

گونه نتیجه گرفت که شدت شوری بالا توان اینبنابراین می

افزار با استفاده از نرم .استشده miR160موجب افزایش بیان 

Pathway Studio7ها، های موجود بین این ژن، شبکه اینتراکشن

رسم شده نقش  شبکه. ها رسم و بررسی شدmiRNAها و پروتئین

. های مورد بررسی را در تنش شوری تایید کردmiRNAکلیه 

در هر سطح از تنش متغیر بود و روند  هاmiRNAتغییرات بیانی 

های هدف خود در اغلب موارد روندی ناهماهنگ  ها با ژن بیان آن

دلیل تفاوت مابین سلول هدف و سلولی تواند به می نشان داد که

گر  و این موضوع بیانشود، بوده باشد  در آن بیان می miRNAکه 

نتایج حاصل از  .باشد می هاmiRNAپیچیده بودن شبکه تنظیمی 

کننده تنظیم منفی تایید miR160های موجود برای رسم اینتراکشن

 .ستا miRNAتوسط این  ARFفاکتورهای رونویسی 
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در ** و * وجود علامت  (.مولار میلی 111و  51)در حالت کنترل و تنش  .آفتابگردان در ریشه و برگ ARF6 هدف آن و ژن  miR167نمودار بیان نسبی  -3 شکل

 .باشددار می غیر معنی ns و یک درصدو  پنجح احتمال وترتیب در سطدر شرایط تنش و کنترل به دارتفاوت معنیدهنده بالای هر ستون نشان

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

  Pathway studio 7.0افزار با نرم  ARF6و BU026935ها و ژن هدف آن miR167 و miR160رسم شبکه ژنی مربوط به اثر شوری بر بیان  -2 شکل

 

ها در فرآیندهای شود این ژنمشاهده می 2طور که در شکل همان 

ها را سرکوب بیان آن miR160بیولوژیکی مختلف نقش دارند و 

نشان  miR160همچنین وجود اتصال بین تیمار شوری و . کندمی

  miR160.در شرایط تنش شوری است miRNAدهنده نقش این 

که یک عضو  TIR1دهی بوسیله تنظیم  حتمالا در شبکه سیگنالا

که  باشدمیاست، درگیر  SCF E3 ubiquitin ligaseمهم از 

در پاسخ به اکسین  Aux/IAAهای  موجب انحطاط پروتئین

 .(2شکل) (Gray et al. 2001; Mallory et al. 2005)شوند  می

منظور جذب آب و ها بهتنش شوری موجب افزایش رشد ریشه

 miR160افزایش بیان . شودهای پایینی خاک میمواد غذایی از لایه

شود های جانبی و کاهش باروری میموجب کاهش تعداد ریشه

(sunkar et al. 2007 .)گر کاهش بیان نتایج این پژوهش بیان

miR160  باشد مولار و افزایش میزان اکسین میمیلی 51در شوری

 طبق مطالعات. باشدهای جانبی میکه نتیجه آن افزایش ریشه

(2009)Youning et al.  های بالا موجب شوری در غلظت تنش

شود که در نتیجه زایی میهای جانبی و اندامکاهش رشد ریشه

گر افزایش نتایج مطالعه حاضر بیان. باشدکاهش میزان اکسین می

 .در تنش شدید و در نتیجه کاهش میزان اکسین بود miR160بیان 

، میزان نشان دادآزمایش حاضر نیز  نتایجکه بیان شد و همانطور

پرولین در تنش شدید بیشتر از تنش ملایم است و در تنش 

های ریشه،  کردن پتانسیل اسمزی سلولبا کمپرولین  ،شوری

 کند شرایط لازم برای جذب آب و عناصر غذایی را فراهم می

(Khedr et al. 2003).  گیاه رشد خود را با  چنین شرایطیدر

کاهش سنتز اکسین کاهش داده اما با افزایش پرولین شرایط را 

و نتیجه تجزیه  .کند برای جذب آب و عناصر غذایی فراهم می

نشان  3 در شکلARF6 و ژن هدف   miR167نسبیبیان  تحلیل
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 گرفته بر رویدر مطالعات قبلی صورت ARF6ژن . استداده شده

 ;Lu et al. 2011; Liu et al. 2008) آرابیدوپسیس، گندم و برنج

Sunkar et al. 2012 )عنوان ژن هدف ، بهmiR167  معرفی شده

 تنها در بافت برگ miR167 شودکه ملاحظه میهمانطور. بود

و در ه دار نشان داد مولار کاهش بیان معنی میلی 51 تحت شوری

 در شوری مولار و برگ و ریشه میلی 51 در شوری بافت ریشه

در  .بیان داشته استداری افزایش طور معنیمولار به میلی 111

مولار  میلی 51 در شوری در بافت برگ و ریشه ARF6ژن  مقابل،

در  مولار کاهش بیان و در بافت ریشه میلی 111 وریدر ش و ریشه

 ARF6بیان ژن  امامولار افزایش بیان نشان داد  میلی 111 شوری

گونه که در همان. دار بود معنیغیرنسبت به شاهد در بافت ریشه 

که افزایش سه برابری بیان ژن  تنها هنگامیمشخص است  3شکل 

ARF6 ژن توسط  شاهد تنظیم هماهنگ این ،صورت گرفت

miR167 بیان به عنوان یک گیاه مدل، در آرابیدوپسیس  .بودیم 

miR167  نقش آن در  ی دهنده نشانتحت تنش خشکی و شوری

 (.Covarrubias and Reyes 2009)باشد  پاسخ به تنش می

miR167  وmiR164  ساعت در لاین  1/1در نقطه زمانیNC286 

ها در miRNAابلیت این ذرت کاهش بیان نشان دادند، که بیانگر ق

در آزمایش . باشدمی شوریشروع دریافت سیگنال تنش 

 (شوری، خشکی و سرما) سه تنش غیرزیستیتاثیر  کهمیکرواری 

بود،  شدهبررسی دو هفتگی   مرحلهآرابیدوپسیس در بر روی 

miR167  شدیدتیمار شوری نسبت به (mM NaCl311 ) و

 .(Covarrubias and Reyes 2009)پاسخ داد  mM411مانیتول 

(2008) Liu et al.  بیان داشتند کهmiRNAیها 

miR393،miR167  ،miR168  وmiR394  در دسته پاسخ مستقیم

هدف ژن دو . دارندهای خارجی قرار  در برابر تنش یا محرک

miR167 ( ARF6 وARF8 )دهنده اکسین هستند  فاکتورهای پاسخ

گیاه و پاسخ در برابر رشد  مانندهای مهم کشاورزی  که با جنبه

 Fedoroff 2002; Himmelbach)های محیطی درگیر هستند  تنش

2003; Achard 2006 .) بنابراینmiR167 بالقوه در  یتواند نقش می

دهی  های سیگنال ههای مقاومت به تنش بوسیله اثرات شبک برنامه

های پاسخ دهنده به  با تنظیم میزان بیان ژن و یداکسین ایفا نما

. نمایدال اکسین، میزان رشد گیاه را طی شرایط تنش تنظیم سیگن

های  از ژنچند عامل رونویسی را که  miR167همچنین 

طور ، بهدهند انجام میدهنده به سیگنال اکسین رونویسی  پاسخ

با توجه به تاثیر زیاد تغییر در الگوی در نتیجه . کند منفی تنظیم می

ها،  های مرتبط با آن ن ژنبیان فاکتورهای رونویسی بر روی بیا

ی در بیان ئنتظار داشت که کاهش یا افزایش جزتوان ا می

miR167،  یا کاهش بیان فاکتورهای رونویسی و و منجر به افزایش

 (.Mallory et al. 2005)های پاسخ به سیگنال اکسین شود  ژن

 به پاسخ در آن غلظت و داشته گیاه دخالت رشد تنظیم اکسین در

ها، اندازه برگ و تعداد در تغییر با IAA. کندپیدا می تغییر شوری

   (.Cleland 1987) کندمی تنظیم را گیاه آبی موازنه

کاهش ( NaCl)شوری  تیمار اعمال از پس پنج روز طی ،برنج در

 Nayyer and)است سطوح اکسین گزارش شده در داریمعنی

Walter 2003 .)ن سطح اکسی کاهش شوری موجب تنش همچنین

 Dunlap and Binzel)درصد در گوجه فرنگی شد  51به میزان 

 کرده،ها تغییر ایجاد تنش شوری در تعادل فیتوهورمون (.1996

، و حجم اکسین کردهرا در برگ تحریک ABA افزایش حجم 

(. Yurekli et al. 2001)دهد جیبرلین و سیتوکنین را کاهش می

ی کاهش اکسین در تنش یکی از دلایل اصلگفت احتمالاً توان  می

این کاهش اکسین در شرایط . باشد miR167شوری افزایش بیان 

و  داشتهتنش به این دلیل است که گیاه سعی در حفظ بقای خود 

انرژی خود را صرف  تاید نماتا حد امکان از رشد جلوگیری می

دو  های در گیاهچه .Liu et al (2008) نتایج. کندزنده ماندن 

مولار نشان داد  میلی 311یدوپسیس در شوری آراب ای هفته

طور به miR171bو  miR156h ،miR167c ،miR167d ، miR168که

شوری  معرضرفتن در گقرارساعت بعد از  42تا  دوتدریجی از 

بود  آننتایج این محققین حاکی از  همچنین. بیان داشتند افزایش

 42و  هساعت تنش خشکی تجمع یافت 4بعد از  miR167aکه 

در حالی که  یابد؛ می چشمگیری افزایشاعمال تنش از  بعد ساعت

miR168 ساعت به سطح نرمال  13بعد از  ه وابتدا افزایش یافت

 miR167افزایش بیان  نتایجبا  .Liu et al (2008) نتایج. بازگشت

انتظار  miR167با افزایش بیان . در مطالعه حاضر مطابقت دارد

که کاهش  داشتیمایط شوری را کاهش رشد آفتابگردان در شر

  .مشاهده شد حاضر رشد در مطالعه
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های استخراج شده از نمونه RNAدرصد  1/1الکتروفورز ژل آگارز  -1شکل 

با آغازگرهای  Endpoint PCR؛ فراورده (A)بافت برگ کنترل و تحت تنش 

18S (B) ؛ آغازگرهای اختصاصیmiRNA160 (C) ؛ آغازگرهای اختصاصی

miRNA167 (D .)M ) 50نشانگر اندازه bp لدر 

 

جفت : بیان هر جفت ژن در پاسخ به تنش دارای سه حالت است

که د و یا ایننژن دارای همبستگی مثبت یا منفی با یکدیگر باش

این موضوع  .ها وجود نداشته باشدگونه همبستگی بین آنهیچ

اری شود شناسایی روابط ژنی با استفاده از ابزارهای آمباعث می

از این رو . شودکلاسیک مانند ضریب همبستگی پیرسون مشکل 

های بیوانفورماتیکی که قادر به شناسایی روابط بین وجود روش

در دهه . های ژنی هستند حائز اهمیت استها و یا گروهجفت ژن

گذشته اکثر تحقیقات انجام شده در زمینه بیولوژی گیاهی روی 

 هایتجزیهبود اما امروزه  عملکرد یک ژن منفرد متمرکز شده

های تنظیمی را ثابت ژنتیکی روی گیاه آرابیدوپسیس وجود شبکه

سعی  ،روی یک ژن خاصبر کرده و دانشمندان به جای تمرکز 

های ها در شبکههمکاری ژنچگونگی دارند روابط بین ژنی و 

های ژنی حائز اهمیت بنابراین رسم شبکه. ژنی را کشف کنند

مشخص است، ( 2شکل)که در شبکه ژنی همانطور . است

miR160  وmiR167 باشند که هر کدام دارای چند ژن هدف می

به عنوان ژن هدف اصلی  را هایکی از این ژن ،بسته به شرایط

علاوه . کنند میآن جلوگیری  رونویسیو از  دادهمورد هدف قرار 

ذکر شده برای تنظیم ناهماهنگ و نیمه هماهنگ که بر دلایل 

در یک سلول  miRNAث سرکوب جزیی ژن هدف و یا بیان باع

 ؛(Saini et al 2012) شودو بیان ژن هدف آن در سلول مجاور می

و  miR167 ،miR390که علاوه بر  شد شبکه مشخص تجزیهبا 

miR160  نیز بیان ژنARF6 چندین فاکتور . نمایندرا کنترل می

 ARF6ن ژن نیز بیا( IAA19و  IAA18 ،IAA7 ،IAA1)رونویسی 

دیگر که این عوامل و همچنین ژن کنترل کننده  کنند میکنترل را 

در این  miR167توسط  ARF6تواند دلیل تنظیم ناهماهنگ می

نیاز به رسم شبکه ژنی و یافتن   ندهده این نکته نشان. پژوهش باشد

که در شبکه رسم همانطور. باشد میعوامل موثر در بیان یک ژن 

 ACB8، ACB6 هایژنبیان مثبت  ARF6ژن  ودشمشاهده میشده 

و  مسئول تولید اتیلن در گیاه هستند که کند میرا تنظیم  ACB1و 

همانطور که اشاره شد در تنش شوری میزان اتلین در گیاه کاهش 

و در نتیجه کاهش بیان  miR167بنابراین افزایش بیان . یابدمی

ARF6 های و در نهایت کاهش بیان ژنACB8، ACB6  وACB1 

تولید جاسمونیک  ARF6از دیگر وظایف . باشدمورد انتظار می

یکی از وظایف  Walia et al. (2007)طبق مطالعات و اسید است

دارای  miR160. باشدجاسمونیک اسید پاسخ به تنش شوری می

این فاکتور  ، کهETTاز جمله ( 2شکل)باشد چندین ژن هدف می

 ی فاکتورهای کننده جمله فعال دارای چندین عملکرد ازرونویسی 

بیان افزایش بنابراین با  ؛باشدمی DNA bindingرونویسی و 

miR160 شاهد کاهش یا عدم فعالیت این ژن و در نتیجه کاهش 

-مطالعه این ژن می .رونویسی به صورت غیر مستقیم خواهیم بود

  .تواند در پیشبرد مطالعات رونویسی ژن موثر باشد
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alinity is a common environmental stress that seriously affects plant growth. The results of 

molecular researches in relation to environmental stresses showed that expression pattern of genes 

and their regulators were changed in response to stresses. miRNA's are an important class of gene 

expression regulators that diversely responds to environmental stresses and have a key role in post 

transcriptional regulation. In this study, the expression of miR160 and miR167 were studied by qRT-PCR 

at two salinity levels, (75 and 150 mM NaCl) and control condition in both root and leaf tissues. A 

factorial experiment based on completely randomized design(CRD) with three replication was used in this 

study. Plants were exposed to salinity stress in six-leaf stage and after 24 h sampling from leaf and root 

was performed then samples were freezed in liquid nitrogen. cDNA was synthesized with stem-loop RT-

PCR procedure. Expression of miR160 and miR167 was measured using qRT-PCR technique. The results 

showed that the expression of miR160 was firstly increased and then decreased. While the values of fold 

change showed significant reduction of miR160 expression in 75mM salinity level, it didn’t show any 

significant differences comparing to control condition at 150 mM salinity. The expression of BU026935 

gene in both salinity levels and tissues were increased in comparison to control. MiR167 was significantly 

down regulated at 75 mM salinity. The results of network analysis revealed that increasing miR167 

expression under salinity condition is leading to auxin reduction. ARF6 expression level was decreased at 

75mM salinity level in both root and leaf tissues. At 150 mM salinity level ARF6 gene showed down 

regulation only in root tissue.  
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