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 ( 1405/ 05/ 30تاریخ پذیرش:  -  1405/ 02/ 05)تاریخ دریافت:  

 واکنش که  است کلم جنس و Brassicaceae خانواده  از ساله کي  یاهيگ ، (.Brassica napus L) کلزا

  کلزا   رشد  ی برا  یاتيح عناصر  از گوگرد و تروژنين  اگرچه . دارد شباهت  زي ردانه  غلات  به  آن  یکود

.  است  م يپتاس  و  فسفر  یکاف  نيتأم  مستلزم  عملکرد،  ل ي پتانس  حداکثر  به   یابيدست  اما  شوند،یم  محسوب

  نوع   دو  و  هاآن  هدف  یهاژن  ها،miRNA  از  یتعداد  ینسب  انيب   یالگو  راتييتغ  حاضر،  پژوهش  در

RNA  از  شده مشتق  کوچک  tRNA  (tsRNA  )0  و  2۵  ،۵0  ،100)  فسفات  مختلف  سطوح  به   پاسخ  در  

  یبردار نمونه . گرفت  قرار  یبررس مورد  تکرار سه  با  یتصادف  کامل  یهابلوک طرح  قالب  در ،(درصد 

  شه، ير بافت  در  که   داد  نشان   ج ينتا .شد انجام  کي ولوژيب تکرار  سه با  ماريت هر  در   برگ  و  شه ير بافت  از

  ها آن  با  مرتبط  یهاmiRNA  انيب  و  ش،يافزا  فسفر  کمبود  طيشرا  تحت  SPL9  و  NAC  یهاژن  انيب

(miR164 و miR156  )هدف  یهاژن.  افتي  کاهش  bHLH   و  GRF8  کمبود   یمارهايت  با  مواجهه   در  

  و   miR396)  هاآن  با   مرتبط  یهاmiRNA  انيب  یالگو  که یحال  در  دادند،  نشان  انيب  کاهش  فسفر

miR390  )ژن.  بود  یکاهش  سپس  و  یشيافزا  ابتدا  HDZIP  و  miRNA  را   یمشابه  یالگو  آن،  هدف  

  هاآن  در  ینسب  انيب  کاهش  سپس  و  شي افزا  ابتدا  فسفر،  یمارهاي ت  اعمال  با  که یطور به   دادند؛  نشان

  GRF8  و  HDZIP  یهاژن  ینسب  انيب  شيافزا  به   منجر  فسفات  ماريت   اعمال  برگ،  بافت  در.  شد   مشاهده 

  و   bHLH  و  NAC  یهاژن  مقابل،  در.  شد (  miR390  و  miR166)   هاآن  به   مربوط  یهاmiRNA  و

SPL9 ن،يهمچن.  دادند   نشان  را  انيب   شي افزا  فسفات،  ماريت  گريد  سطوح در  سپس  و  انيب  کاهش  ابتدا 

miRNAهاژن  نيا  با  مرتبط  یها   (miR164،  miR396  و  miR156  )ني . اداشتند   انيب  ش يافزا  یهمگ 

است که در پاسخ    tRNAکوچک مشتق شده از    یهاRNAها و  miRNA  انيب  یبررس  انگريمطالعه، نما

کمبود   م (P)  فسفربه  پ  شوندیفعال  به  تنظ  شرفتيو  نحوه  از  ما  توسط  فسفرتعادل    ميدرک   که 

miRNAکند یکمک م  شود،یم یگریانجيها م. 

 

 های کليدی واژه
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است.    Brassicaو جنس    Brassicaceae  رهیاز ت  سالهکی   یاهیگ   کلزا

روغن در رتبه   د یجهان از نظر تول یروغن یهادانه انیدر م اهیگ  نیا

است. دانه   نیروغن و پروتئ  ییبالا  ریمقاد  ی پنجم قرار دارد و دارا

  ند یدارد و در فرآ  نیدرصد پروتئ  23درصد روغن و    40کلزا حدود  

دست  درصد( به  3۷بالا )حدود    ن یبا پروتئ  ی اکنجاله  ، یریگ روغن

ها مورد استفاده قرار دام  ی مناسب برا  یعنوان خوراک که به  دیآیم

 (. Hejazi 2001; Fatahi 2021) ردیگ یم

 عناصر   نیترمهم.  است   زیردانه   غلات  مشابه  کودها  به  کلزا  واکنش

  با   هستند؛  گوگرد  و  تروژنین  رشد،  یبرا  اه یگ   نیا  ازی ن  مورد  ییغذا

  و   فسفر  یکاف  نیتأم  مطلوب،  عملکرد  به  یابی دست  یبرا  حال،  نیا

  ش یافزا  در  عنصر  نیترمهم  تروژنین.  است   یضرور  زین  میپتاس

 دانه،  عملکرد  شیافزا  در  و  است   محصول  ت یفیک   بهبود  و  عملکرد

  ی مؤثر  نقش  یدهگل  دوره  طول  و  هاجوانه  تعداد  ها،شاخه  تعداد

 زرد  جهینت  در  و   لی کلروف  مقدار  کاهش  موجب   گوگرد   کمبود.  دارد

  نه ی آم  یدهایاس  یاجزا  از  نیهمچن  گوگرد.  شودیم  هابرگ  شدن

  گر، ید  یسو   از.  است   کلزا  یهادانه  نیپروتئ  در  نیستئیس  و  نیونیمت

 جذب  نیشتریب   کهیطوربه  بالاست،  اریبس  میپتاس   به   کلزا  اهیگ   ازین

  باعث  زین  میپتاس  کمبود.  ردیگ یم  صورت  ساقه  رشد  مرحله  در   آن

 Selimi)  شودی م  یپژمردگ   علائم  بروز  و  اهیگ   سبز  رنگ  شدن  رهیت

Torkamani et al. 2012; Mastafavi Rad et al. 2018.) 

نیاز گیاه به فسفر جهت حصول عملکرد بالا لازم و ضروری بوده؛  

جذب   نیکند و ایجذب م  یکلزا عنصر فسفر را به خوباز این رو  

زمان  در   رشد  هفته    8مدت  ماز  فسفر   ادیز  ر یمقاد  کشد.یطول 

.  دیافزایم  نیپروتئ  زانیداده و به م  شیدرصد روغن را افزا  ی،مصرف

به سمت    ریپ  یهاسرعت از بافت به    و  متحرک بوده  اهیفسفر درون گ 

مجوان  یهابافت  فعال حرکت  و  در   ی کاف  ۀریذخ  .کندیتر  فسفر 

و سالم در  ی قو   یاشهی ر ستمیس ک ی تا  سازد یرا قادر م اهی گ  ، خاک 

 Qaderi and NoorGholipour)  دهد  لی رشد تشک  ییمراحل ابتدا

  ی هاو قسمت   شهیرشد ر  ،جذب در خاک   کمبود فسفر قابل(.  2020

تضع  اهی گ   ییهوا سکندیم  فیرا  با    ف،یضع  یاشهیر  ستمی.  ساقه 

برگ و  کم  در    کی بار  یها انشعاب  است.  فسفر  کمبود  علائم  از 

شد برگ  دیکمبود  مافسفر  سبز  رنگ  به  آب  ل یها  با    یبه  اغلب  و 

نو ساقه  یارغوان  یهالکه مایها  آب  لیز سبز  ارغوان  یبه  ی ظاهر  و 

(. افزایش فسفر در کلزا بر صفاتی همچون Hejazi 2006)شوند می

ارتفاع ساقه، تعداد خورجین در بوته، عملکرد دانه و عملکرد روغن  

عنوان ( بهPفسفر )(. Soltani et al. 2006داری دارد )اختلاف معنی

جزء    اه،یمثل گ دیرشد، نمو و تول  یبرا  یضرور  یدرشت مغذ  کی

  ی و آبشارها  یانرژ  سمیاست، در متابول  یسلول  یساختارها  یاساس

کند. یم  میرا تنظ  یمیآنز  یهات یکند و فعال یعمل م  رسانپیامانتقال  

برا  یفراوان  رغمیعل موجود  فسفر  فرم  خاک،  در  جذب    یفسفر 

ها  ونیرسوب با کات  لی(، معمولاً به دلPiارتوفسفات )  اهان،ی توسط گ 

تبد آل  لیو  مواد  به  پا  ،یآن  سطح  دارد    در  ینییدر  وجود  خاک 

(Marschner 1995).  دسترس  یبرا گ Piمحدود    یدورزدن   اهانی، 

  ی گرسنگ  ی هابه اصطلاح پاسخ  ،یقیتطب  ی هااز پاسخ  یامجموعه

فرآ شامل  که  ب  یرشد   یندهایفسفر،  است،    یمتنوع  ییای میوشیو 

استفاده    شیافزا   یبرا و  )کرده  جادیا  Piجذب   Raghothamaاند 

فسفر   ودکمب رسانی  پیام   ،یقیتطب  ی هاپاسخ  نیشروع ا  ی(. برا1999

طر م  یمتعدد  یمیتنظ  یرهایمس   قیاز  تنظ  شود، یمنتقل    م یکه 

یسیرونو  تنظ  انیب  یسیرونو از  پس    ای  و  ترجمه   میژن  از  پس 

 .Franco-Zorrilla et al)    مستند شده است   ،نیپروتئ  یهات یفعال

2004; Miura et al. 2005; Chiou and Lin 2011درحال که  ی (. 

رونو   نیچند رونو   یدیکل   ی سیفاکتور  کنترل    ی هاژن  ی سیمسئول 

به گرسنگ )پاسخگو   میکروارناها  .اندشده  ییشناسا(  PSRی فسفر 

(miRNAsبه )ی  هاژن   میدر تنظ  یدیجد  گرانیعنوان بازPSR   در

 اند. ظاهر شده یسیسطح پس از رونو 

miRNA  هاRNA غ درون  یها با  کدریزا    24تا    20اندازه  کننده 

با ساختار    یاتک رشته  RNAساز  شیپ  کی هستند که از    دینوکلئوت

ژن را در سطح    انیها بmiRNAشوند.  یم  دیتول  ی سنجاق سر  هیثانو 

رونو  از  پا  یسیپس  هدف خود    یهاmRNAبه    هیبا جفت شدن 

شکست  یم  میتنظ غالباً  که  گ   mRNAکنند،  باعث    اهانی در  را 

 .Reinhart et al. 2002; Li et al. 2022; Koohi et al)  شوندمی

های کوچک مشتق شده  RNAعلاوه بر این دسته دیگری از    (.2017

نیز شناسایی شده که در این مطالعه سعی در بررسی بیان  tRNAاز 

های  RNAهای فی مابین این دسته از  ها و همچنین برهمکنشآن 

در    کوچک با سایر میکروارناها و ژن هدف در ارتباط با فقر فسفر

 گیاه کلزا، نمود. 

  مقدمه 
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miR399  نیاولmiRNA  طور  است که نشان داده شده است که به

اضافه مجدد  شود و به سرعت با  یم   میخاص توسط کمبود فسفر تنظ

P    دهدبیان را از خود نشان میکاهش  (Fujii et al. 2005 ژنوم .)

کند که  یرا کد م  miR399Fتا    miR399Aشش ژن    سیدوپسیآراب

گرسنگ  یهمگ ب  یتوسط  القا  درجاتا  فسفر  شوند. یم  ءمختلف 

ب  سیدوپسیآراب  ختهیترار  اهانیگ  حد    شیکه  ب  miR399از   انیرا 

دهند  یم  شیرا افزا  ییآن به اندام هوا  صیو تخص  Piکنند، جذب  یم

که تحت    یساقه زمانسبب افزایش بیش از حد فسفر    جهینتدر  و  

با کلروز    Piی  سطح بالا  . گیردقرار میرشد  ی و مناسب  کاف  P  ط یشرا

  تی سم  یهایژگ یبالغ همراه است که از و  یهاو نکروز در نوک برگ

Pi ( استDelhaize and Randall 1995 .) 

  اهان ی گ   در  ،(Pi)  فسفات  کمبود  ای  ت یسم   از  یناش  یهاپ ی فنوت  مشابه

  ازحد شیب  ان یب  دچار   که(  Oryza sativa)  برنج   ختهیترار

(Overexpression  )یهاهمولوگ  miR399   ،در   ی اختلالات  هستند  

 (.Hu et al. 2011)  شودیم  مشاهده  عنصر  نیا  ت یریمد  و  جذب

 سیدوپسیآراب   miR399  ازحدشی ب  انیب  که  است   داده  نشان  مطالعات

  بلکه   د،شو یم  فسفات  تجمع  شیافزا   موجب   تنهانه  ،یفرنگگوجه  در

  فسفر   زیدرولیه  شه،یر  در  پروتون  و  فسفاتاز  دیاس  ترشح  ت یتقو   با

 .Gao et al)  کندیم  لی تسه  را  یمعدن  فسفات  انحلال  و  خاک   یآل

  ی هموستاز  حفظ  در  یدیکل  ینقش   miR399اساس،  نیا  بر(.  2010

  در   آن   مجدد   انتقال  و  ص یتخص  ،یدسترس  میتنظ  قیطر  از  فسفات

 .کندیم فایا  اهیگ 

آرابد به  س،یدوپسیر  ژن  اهداف  سه    ی نیبش یپ  miR399عنوان 

دهندهیم انتقال  جعبه  Pi  ((PHT1;7  شود:   ،DEAD  آنز  E2میو 

conjugating ubiquitinمیحال، تنها آنز  نی. با ا  E2  شده   یرمزگذار

تجرب   UBC24توسط   است   دییتا  یبه صورت   .Allen et alشده 

2005)  .)UBC24 ان یب شه یدر رشدت به فراوانی فسفر  طی در شرا  

، که ابدییکاهش مفقر فسفات بیان نسبی آن  پاسخ به درود و شیم

 Fujii) همزمان است  miR399یبالا  میبا تنظطور موقت  این امر به

et al. 2005; Bari et al. 2006; Chiou et al. 2006; Kuo and 

Chiou 2011 .) 

  ی هاپاسخ  مختلف،  یهاگونه  در miRNA یهاخانواده  از  یبرخ

 توانیم  جمله  آن  از  که  دهندیم  نشان  ( P)  فسفر  کمبود  به  یمشابه

  ، miR156،  miR159،  miR166 ،  miR319،  miR395،  miR398  به

miR399، miR447  وmiR827  نیا. کرد اشارهmiRNAاحتمالاً ها 

 با.  دارند  نقش  فسفر  کمبود  تنش  با  مرتبط  یرسانامیپ  یرهایمس  در

 ،یمغذ  مواد   کمبود   به  ها miRNAاز  یاری بس  واکنش  حال،  نیا

 تکامل  محصول  احتمالاً  و  بوده (Species-specific)  یاگونهیژگ یو

  کمبود   با  یسازگار  در  هاآن   عملکرد  یبررس  رو،  نیا  از  است؛  ریاخ

  ی الگو  ن،یا  بر  علاوه.  دارد  ضرورت  مختلف  یهاگونه  در  فسفر

  ی هااندام  و  ها بافت   در  تواندیم  فسفر  کمبود   به  هاmiRNAپاسخ

  ان یم  در  زین  محوربافت   ییِپاسخگو   نیا  و  باشد  متفاوت  مختلف

 در   miR395انیب  مثال،  عنوانبه.  دارد  یریرپذییتغ  مختلف  ی هاگونه

 در  ابد،ی یم  کاهش  فسفر  کمبود  تنش  تحت   سیدوپسیآراب   یهاشاخه

 miRNA نیا  ،(Lupinus albus)  دیسف  نخود  یهاشاخه  در  کهیحال

 مواجه  (Up-regulation)  مثبت   م یتنظ  صورتبه  فسفر  کمبود  با

 (. Kuo and Chiou 2011) شودیم

  ی ها برااندام  نیب  Piصیها و تخصشهیدر ر  Piهماهنگ جذب    میتنظ

نمو مناسب گ به نوسان عرضه فسفر    ژهیوبه  اه، یرشد و  در پاسخ 

، کلزا،  Arabidopsisدر  miR399است. مطالعات  یضرور یخارج

مولکول    کیعنوان  به  miR399دهد که  یتنبل و تنباکو نشان مکدو  

  یی هوا   یهابافت   نیهموستاز فسفر ب  یمتحرک در هماهنگرسان  پیام

آوند    رهیدر ش  miR399  ،اولاً  کند.یعمل م  ینیرزمیز  یهاشهیو ر

فراوان به  م  شتریب  یآبکش  تجمع  فسفر  کمبود  به  پاسخ   ابدییدر 

(Buhtz et al. 2008; Pant et al. 2008  .)،ًیهاژن  ثانیاmiR399    در

 ی شواهد قو   (.Aung et al. 2006)   شوندیم  انیب ی آوندی  هابافت 

جابجایی  برا راز    miR399ی  به  آزما  شه یساقه    ی هاشیتوسط 

نوع    یهاهیبالغ در پا  miR399ارائه شده است، که در آن  پیوندی  

ی  ها وندک یبا پ  وندیدر هنگام پ  یکاف - Pطی رشد کرده در شرا  یوحش

  (. Lin 2008; Pant 2008)  شد  ییشناسا   miR399از حد    شیب  انیببا  

بر   ساmiRNAعلاوه  که  است  شده  داده  نشان  ی  هاکلاس  ریها، 

RNAکمبود    یها به  م  Pکوچک  مانند  یپاسخ    ی هاRNAدهند، 

کوچک مشتق از   یهاRNAها و کوچک مشتق شده از ترانسپوزون

tRNAم نشان  که  بزرگدهد  ی،  تنظ  یترمجموعه  واسطه   میاز  با 

RNA پاسخ کمبود  نهیکوچک در زمP ( وجود داردHsieh 2009  .)

آراب عملکردها  یهاRNAاز    یادسته  س،یدوپسیدر  با    ی کوچک 

 ء، که به شدت تحت کمبود فسفر القاsmRPi1LTRناشناخته، به نام  

بلند   یاز تکرارها   یاهیآرا  ی حاو  یژن  ن یب  ه یناح  ک یشوند، از  یم
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شده  ییانتها کوتاه    (LTRs)  مشتق  رتروترانسپوزون   Copia95از 

در موجودات   tRNAاز    شتقکوچک م  یهاRNAشوند.  یم  دیتول

باکتر از  شناسا  یمختلف  انسان  تا  و   (Hsieh 2009)   ییگرفته 

اکتشاف  نیازمند    کوچک  یهاRNAی این دسته از  کیولوژیعملکرد ب

   است.ها عملکرد آنو شناسایی 

  ، یطیمح  یهاتنش  به هاmiRNAیهاپاسخ  یرو   بر  نیشیپ  مطالعات

  طور به.  دارند  دیتأک   اهیگ   کیولوژی زیف   میتنظ  در  هاآن  یدیکل  نقش  بر

 انیب  که  دادند  نشان  .Ebrahimi Khaksefidi et al  (2015)  مثال،

  ی هاتنش   تحت   آفتابگردان  در   miR403و   miR172یهاخانواده

  با   ماًیمستق  که  دارد  ایپو  یرفتار  وم،ی کادم  و  یخشک   گرما،  ،یشور

.  است   مرتبط  توسعه  و  رشد  میتنظ  در  هاآن   هدف  یهاژن  ت یماه

  که   کردند  مشاهده  کتان  اه ی گ   در  .Wang et al  (2013)  ن،یا  بر   علاوه

  ی شور  یهاتنش   تحت   هاآن   هدف  یهاژن  و  هاmiRNA  انی ب  پاسخ

  که   ی اگونهبه  است؛  بافت  نوع   و  تنش  شدت  از   یتابع  ، یخشک  و

miR398  شهیر  در  ( 25  تنش  تحت٪ NaCl) وmiR395   برگ   در  

-Downیمنف  میتنظ  زانیم  نیشتر یب  ،PEG  ٪1  تنش  تحت )

regulation )دادند نشان را. 

  در   رات ییتغ  دیبا  ،یمغذ  مواد   فاقد  ی هاطیمح  با   مقابله   ی برا  اهان یگ 

  حس   را  خود   یداخل  طی مح  و  یخارج   ط یمح  یِمعدن  مواد  غلظت 

  ی ازها ین به ییپاسخگو  جهت  را خود یمغذ مواد سمیمتابول و کرده

 یمغذ  مواد  به  دهندهپاسخ  یهاmiRNA.  کنند  میتنظ  اهیگ   رشد

 یمغذ  مواد  کمبود  به  پاسخ  میتنظ  در  یاتی ح  یهانقش  است   ممکن

  ی رهایمس  انی م (Crosstalk)   متقابل  ارتباط  ی برقرار  در  نیهمچن  و

 یِگریانجیم  نحوه  امروز،  به  تا.  کنند  فایا  یمغذ  مواد  کیمتابول

miRNAی هاسمیمتابول  ان یم  متقابل   ارتباط  و   تعامل   در  یاهی گ   ی ها  

 .Gang et alمطالعه.  است   مانده  ناشناخته   یمغذ  مواد  مختلفِ

 فقر  طیشرا   تحت   را   هاmiRNA  انی ب  کی ستماتیس  طوربه(  2015)

  ی برخ  که  داد  نشان  هاافتهی.  داد  قرار  لیتحل  و  هیتجز  مورد  فسفات

  خاص   یمغذ  ماده   ک ی  کمبود  به  ی اختصاص  طوربه  ها miRNAاز

  کمبود   مختلفِ   ط یشرا  تحت   گرید   یبرخ  کهیحال  در   دهند،یم  پاسخ

  کرد   دییتأ  مطالعه  ن یا.  شوندیم  میتنظ  متفاوت  ی اگونهبه  ،یمغذ  مواد

از    شدهکوچک مشتق    ی هاRNAو    هاmiRNAاز  یادیز  تعداد  که

tRNA  در  هاآن   از  یبرخ  و  دهندیم  پاسخ  یمغذ  مواد  کمبود  به 

 نقش  یمغذ  مواد  مختلفِ  کِیمتابول  ی رهایمس  انی م  یگریانجیم

بنابراین، هدف از این پژوهش بررسی الگوی بیان برخی از    .دارند

ژن و  از شده  کوچک مشتق    ی هاRNAهای هدف و  میکروارناها 

tRNA  های برگ و  دهی فقر فسفر در بافت دخیل در مسیر سیگنال

 (.Gang et al. 2015باشد )ریشه گیاه کلزا می

 

دانشکده گلخانه پژوهشی  در    1401این پژوهش در مهر ماه سال  

  طرح بلوک کاملاً اهواز در قالب  کشاورزی دانشگاه شهید چمران  

برای انجام این طرح بذر کلزا رقم    د. شتصادفی با سه تکرار انجام  

از شرکت کشت و صنعت شهید رجایی  (  Hayolla #50)  50هایولا  

آزمایش)ایران(  دزفول   و  گلدان  تهیه  در  کشت  با  مربوط  های 

بیان ژنبه تغییرات در  ارزیابی    ها مورد تحقیق قرار گرفت. منظور 

میزان فسفر قابل  بررسی  ک به منظور  آزمون خابرای شروع آزمایش  

آزمایشگاه خاک شناسی  دسترس و مواد آلی موجود در خاک توسط  

های آزمایش شامل  تیمار  زرمندگان شهرستان دزفول انجام گرفت. 

 % مقدار فسفر  100% فسفر و    50  ،% فسفر  25  ،% فسفر  0مقدار  

اده قرار  مورد استفدر گیاه کلزا  توصیه شده    عنوان کنترل آزمایش()به

های گلدان  ،بعد از کشت   .(Selimi Torkamani et al. 2012)  گرفت 

)عملیات سله شکنی و آبیاری حسب  در شرایط مساوی  آزمایشی  

این روند تا رسیدن گیاهچه کلزا    مورد نگهداری قرار گرفتند.نیاز(  

 . (Selimi Torkamani et al. 2012) ادامه دار بوددر حالت استقرار 
 DNase Iو تیمار  RNAاستخراج 

تحت تنش    یهاگیاهچهو ریشه  کل از بافت برگ    RNAاستخراج  

افت  باز    RNAبا استفاده از کیت استخراج    ،)کنترل(  فسفات و شاهد

-Cat. No.: S-1020)ایران،  مشهد    -گیاهی شرکت دنازیست آسیا 

نمونهبه(؛  50 استخراج     RNAهایمنظور حذف ژنوم احتمالی در 

آن تیمار  از  سیناکلون،  DNase Iزیم  شده   Sina؛  ایران  )شرکت 

Clone, #MO5402, Iran)    بر اساس دستور عمل شرکت سازنده

 .  دشانجام 

و    cDNAسنتز   هر    cDNAسنتز  کل    tRNA  و  miRNAمختص 

 کوچک  

cDNA    ،پارس توس مشهد )ایران از کیت شرکت  استفاده  با  کل 

A101162 و مخلوطی از آغازگرهای الیگو )dt  و هگزامر بر اساس

کننده سازنده کیت انجام گرفت. همچنین،  دستورالعمل شرکت تولید

  هاواد و روشم 
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cDNA    مختص هریک ازmiRNA    مورد مطالعه طبق دستورالعمل

 ذیل صورت گرفت:  

صورت  استخراج شده به  RNAهای  نمونهدر مرحله اوّل از همه    -1

میکرولیتر    0/ 2میکرولیتر برداشته و به میکروتیوپ    4جداگانه مقدار  

سپس   شد.  داده  هر    0/ 5انتقال  به  مربوط  آغازگر  از  میکرولیتر 

miRNA    میکرولیتر آب    2/ 5به هر تیوپ و سپسDEPC    اضافه

 د.ش

گراد به  تیدرجه سان ۷0دست آمده در دمای ههای بمیکروتیوپ -2

دقیقه قرار گرفته شد و پس از اتمام بلافاصله بر روی    5مدت زمان  

( واکنش  بافر  میکروتیوپ  هر  به  سپس  شد.  داده  قرار    2یخ 

آنزیم    dNTP  (5 /0میکرولیتر(،   و    M-MLV  (5 /0میکرولیتر( 

بعد میکروتیوپ اضافه شد. در مرحله    42ها در دمای  میکرولیتر( 

سانتی مدت  درجه  به  برای    60زمان  گراد  و  گرفتند  قرار  دقیقه 

دقیقه    5گراد به مدت  درجه سانتی  4۷غیرفعال کردن آنزیم در دمای  

 قرار گرفتند.

 (Stem Loopطراحی آغازگرهای حلقه سنجاق سری )

  miRNAدر این مرحله طراحی اختصاصی رفت و برگشت برای هر  

ژن همچنین  و  و  هدف  از    RNAهای  شده  مشتق  کوچک  های 

tRNA  انجام شد. اطلاعات مورد نیاز از پایگاهmirBase   با استفاده

اطلاعاتی   پایگاه  آدرس   Primer 3از  با 

https://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0) طبق سپس  شد.  انجام   )

ب شرکت  هاطلاعات  توسط  آغازگر  سنتز  سفارش  آمده  دست 

ستورالعمل شرکت آغازگرهای  د. طبق دشسیناکلون )ایران( انجام  

درجه سانتی    -20سازی انجام شد و سپس در دمای  سنتز شده رقیق

و دمای نقطه ذوب در    آغازگرهای  توالگراد نگهداری شدند. نام،  

 . نشان داده شده است  1جدول 
 

 استفاده ی مورد آغازگرها   (mTدمای ذوب )و  ینام، توال -1جدول

 

  

Tm (°C)  نام آغازگر  توالی آغازگر 

6/58 F:ACCCGGTTCTTCTCACTGAG Action 

3/59 R:AGGATAGCGTGAGGAAGAGC 

08/80 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACGTGCTC RT-miR156 

92/55 GTATACTGACAGAAGAGAGTG F-miR156 

44/۷8 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACAAGTTC RT-miR396 

9۷/53 GTATACTTCCACAGCTTTCTT F-miR396 

90/80 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACGGCGCT RT-miR390 

8۷/5۷ GTATACAAGCTCAGGAGGGAT F-miR390 

08/80 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTGCGTC RT-tRNA-GLY 

8۷/5۷ AACAAGGCGTCTGTAGTCCAA tRNA-GLY-F 

90/80 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACGGGGCA RT-tRNA-PRO 

39/58 AACAAGGGGCATTTGGTCTAGT tRNA-PRO-F 

35/59 F: CTATGAAACTCGCCACGGTG bHLH 

35/59 R: GGTGGTAGGAACGTTCGGTA 

35/59 F: GCACAACTAAGAACGCTGCT GRF8 

35/59 R: CTCCTCCTGCCTGAAGTTCA 

35/59 F: CGGTGTAGGTGGGTCTTCTT SPL9 

30/5۷ R: GAAACCTGCTGCACTGTTGA 

86/56 GTGCAGGGTCCGAGGT Reverse 
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 و تجزیه و تحلیل الگوی تغییرات نسبی بیان ژن  qPCRواکنش 

( با استفاده از کیت  qPCRای پلیمراز در زمان واقعی )واکنش زنجیره

-Cat. No.: C)شرکت پارس توس، مشهد،  High ROXسایبرگرین  

آمریکا( انجام   ABI)شرکت     Step One( و توسط دستگاه  101022

های مورد مطالعه منظور بررسی تغییرات الگوی بیان نسبی ژنشد. به

تکرار بیولوژیک و شرایط زمانی    3( در  Actinاز ژن مرجع اکتین )

گراد  درجه سانتی  95و دمایی خاص هر ژن: یک چرخه در دمای  

مدت   )واسرشت   5به  اولیه(؛  دقیقه  درجه    95چرخه    40سازی 

 30ثانیه، دمای اتصال هر آغازگر به مدت    15مدت  گراد به  سانتی

و در پایان یک چرخه   ثانیه؛  30گراد به مدت  سانتی  درجه  ۷2ثانیه،  

 دقیقه انجام شد.   5گراد به مدت درجه سانتی ۷2در دمای 

( برای (ctΔΔ-2  Livak and Schmittgen, 2001ای  از روش مقایسه

 Excelافزارنسبی با استفاده از نرمها و بررسی میزان بیان آنالیز داده

 . انجام شد( 2007)

 

در بافت ریشه و    bHLHو ژن    miR396بررسی تغییرات نسبی  

 برگ 

 ندیاست که در فرآ  یسی رونو   یاز جمله فاکتورها  bHLHهدف    ژن

کل  یزنجوانه اکندیم  فایا  یدینقش  به  نی.    ک یعنوان  فاکتور 

در پاسخ به نور عمل کرده    یزنجوانه  ندیدر فرآ  داریکننده پا کنترل

 Groszmann et)  دشو یاز گرما م  یناش  یزنجوانه  لی و موجب تسه

al. 2010ا بر   انیب  میتنظ  قیاز طر  تواندیم  miR396اساس،    نی(. 

 Debernardi)  کند  یاثرگذار  ریمس  نیا  بر   ،bHLH  ی سیفاکتور رونو 

et al. 2012  .)نشان داده    سیدوپسیآراب  اهیگ   یبر رو  نیشیمطالعات پ

رشد اثر   کنندهم یتنظ  یهابر ژن   می صورت مستقبه  miR396است که  

بر عوامل رشد و نمو )شامل برگ، لپه، ساقه، گل   ر یگذاشته و با تأث

(. Szczygiel et al. 2019)  کندیم  ت یریرا مد  اهی(، توسعه گ شهیو ر

ب   در ر  miR396  انیب  زانیم   نیشتریپژوهش حاضر،  بافت    شه یدر 

حال، با کاهش سطح   نیدرصد فسفات بود؛ با ا 50 ماریمربوط به ت

  تیداشت که در نها  یروند کاهش miRNA  ن یا  انیب   زانیفسفات، م

تنظ بDown-regulation)  یمنف  میبه  مقابل،  در  شد.  منجر    ان ی( 

نشان داد؛    یکاهش  یالگو   مارهایت  یدر تمام  bHLH  یسی فاکتور رونو 

ژن هدف    انیبر ب  یمنف  ریکمبود فسفر تأث  کهآن است    انگریامر ب  نیا

bHLH  محور    نیا  میتنظ  قیداشته و احتمالاً از طرmiRNA-target ،  

 (. 1)شکل  گذاردیم اثر تنش طی شرا در شهیر توسعه بر

 ش یکمبود فسفر منجر به افزا  شه،یبافت برگ، برخلاف بافت ر  در

ژن   انیو محدود ب  یامر باعث کاهش نسب  نیشد که ا  miR396  انیب

که در اکثر  یطوربه د؛شدرصد فسفات   0 ماری( در تbHLHهدف )

، جدول  2صورت همسو مشاهده شد )شکل  به  انیب  یالگو   مارها،یت

م  نی(. همچن1 برگ،  بافت  مقا  bHLHژن    انیب  زانیدر  با   سهیدر 

درصد فسفات،   50 مارینشان داد و در ت یشاهد، کاهش اندک  رمایت

 آن مشاهده شد.  انیب یروند کاهش

و   miR396  دهندیکه نشان م  نی ش یپ  یهاپژوهش  جی توجه به نتا  با

در   هاشهیرشد ر  میدر تنظ  میطور مستقبه  bHLH  یسی فاکتور رونو 

  استنباط   توانیم(،  Bao et al. 2014نقش دارند )  سیدوپسیآراب  اه یگ 

 ی ناش   مختلف،  یهابافت   در  محور  نیا  متفاوت   ی هاپاسخ  که   کرد

  ن یا  بر.  است (  Tissue-specific)  یبافت  یشدهم یتنظ  یهاسمیمکان  از

  ها ژن  نیا  انیب  در  ت یمحدود  شه،ی ر  بافت   در  رودیم  احتمال  اساس،

  که   باشد  شهیر  طیمح  در  فسفر  بودن  دسترس  در  ریتأث  تحت   ماًیمستق

  حفظ   یبرا  یاه یتغذ  ت یوضع  به  شهیر  میمستق  واکنش  دهندهنشان

 . است  فسفات  یهموستاز

 

 
در پاسخ   و برگ کلزا شهیدر بافت ر miR396ژن  نسبی انی ب  راتییتغ -1شکل 

 به تیمارهای فقر فسفات 
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و برگ کلزا در پاسخ   شهیدر بافت ر bHLHژن  ینسب انی ب  راتییتغ- 2 شکل

 فقر فسفات  ماریبه ت 

 

در بافت SPL9و ژن هدف  miR156بررسی تغییرات بیان نسبی  

 ریشه و برگ

است   اهانیمهم در گ  یسی رونو   یاز جمله فاکتورها   SPLهدف    ژن

و در    شودیمرتبط با آن شناخته م  miRNAعنوان  به  miR156که  

مورد    یاهیگ   یهاطور گسترده در اندام به  ،یسی رونو   یفاکتورها  انیم

(. Yin et al. 2019; Jerome et al. 2020مطالعه قرار گرفته است ) 

تکامل  miRNA  نیا نظر  عمده حفاظت   یاز  بخش  و  بوده  شده 

انجام شده است   اهانی گ   ییهوا  یهامطالعات مربوط به آن در اندام 

(Xu et al. 2016  .)miR156  کل فرا  یدینقش   یستیز  یندهایدر 

و پاسخ    سمیمتابول  میتنظ  ،یمنیرشد، پاسخ ا  میاز جمله تنظ  یمتعدد

(. از  Jeyakumar et al. 2020)  کندیم  فا یا  یستیرزیغ  یهابه تنش

تعد  بارنینخست  miR156آنجاکه   با  ارتباط  رو  لیدر  در    یشیفاز 

Arabidopsis  طور گسترده  آن به   یمیشد، نقش تنظ  ییو ذرت شناسا

 .Shikata et alگزارش شده است )  زین  یاهی گ   یهاگونه  ریدر سا

اول  miRNA  نیا(.  2012 مراحل  به  هیدر  مرحله    ژهیورشد،  در 

بالا  اهچه،یگ  سطح  م  ییدر  پ  ابدییتجمع  با  گ  شرفت یو    اه یرشد 

م  جیتدربه گ ابدییکاهش  دارا  یاهان ی.  بالاتر  ی که  از    یسطح 

miR156  که با    دهندیرا نشان م  یتری طولان  یهستند، دوره جوان

مشخص    ی دهدر گل  ریها و تأخ برگ  عی انشعاب، رشد سر  شیافزا

رشد  یالگو  نیا ،Arabidopsis(. در Sunkar et al. 2012)  شودیم

به هتروبلاستکه  م  یصورت  افزا  شود،یشناخته  و    هیحاش   شیبا 

  رات ییتغ  نیها و کاهش اندازه سلول همراه است. ابرگ  یدگ یچیپ

گ  تغ  اهیدر همان  ب  یمتوال  راتییبه  آن،    miR156  انیدر  اهداف  و 

 Zheng et)  شودیم  داده  نسبت   ، SBP/SPLخانواده    یاعضا  یعنی

al. 2019.) 

و ژن هدف    miR156  انیکلزا، ب  شه یپژوهش حاضر، در بافت ر  در

SPL9  ت مقا  یمارهایتحت  در  فسفر،  ت  سهیمختلف  شاهد   ماریبا 

  ان یب  کهیطورنشان داد؛ به  یتوجهقابل  راتییرصد فسفر( تغد  100)

 شیافزا   نیشتریو ب   افت ی  شیافزا  مارهایدر همه ت  SPL9ژن هدف  

در   miR156  انیکه ب  یدرصد فسفر بود، در حال  25  ماریمربوط به ت

کاهش  25و    0  یمارهایت روند  فسفر  )شکل    یدرصد  (.  3داشت 

تمام  miR156در بافت برگ،    نیهمچن   ان یب  شیافزا  مارها یت  یدر 

 شیدرصد فسفر افزا 0 ماریتنها در ت SPL9نشان داد، اما ژن هدف 

(. 4مشاهده شد )شکل    انیکاهش ب  مارهایت  ریداشت و در سا  انیب

و ژن    miR156  نیمعکوس ب  انیب  یکه الگو   دهدینشان م  هایبررس

بافت  در  آن  ر  یهاهدف  و  گزارش  شه،یبرگ    ر یسا  یهابا 

(.  Yu et al. 2015; Xu et al. 2016دارد )   یخوانهم  زیپژوهشگران ن

  شه یدر بافت ر  SPL9  انی ب  شیو افزا  miR156  ی کاهش نسب  ن، یبنابرا

تر  مناسب   نیاز تأم  یمختلف فسفر ممکن است ناش   یمارهایتحت ت

غذا  یبرخ ن  ییمواد  کاهش  ب  ازی و  توسعه  باشد؛   شه یر  شتریبه 

 شهیمرتبط با مهار رشد ر  یهاژن   ی سازبه فعال  تواندیکه م  یتیوضع

 منجر شود. 

 

 
در   و برگ کلزا شهیدر بافت ر miR156 نسبی ژن انی ب  راتییتغ -3شکل 

 گاسخ به تیمار فقر فسفات 

   در بافت ریشه و برگ  GRF8و ژن  miR390بررسی بیان نسبی 

  اهان ی گ   انی در م  یاز حفاظت تکامل  ییاز سطح بالا  miR390  خانواده 

  ن، یاکس  رسانیپیام  یرهایمس  قیاز طر  miRNA  نیبرخوردار است. ا 

  ی ر یپ  ،ییانتها  ستمیمر   نیاز جمله تکو   یمتعدد  یستی ز  یندهایدر فرا

نقش   یستی رزیو غ  ی ستیز  یهاو پاسخ به تنش  شه یر  ل یبرگ، تشک
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 Allen et al. 2005; Szczygieł-Sommer and) کندیم فایا یدیکل

Gaj 2019 .) 

 

 
و برگ کلزا در پاسخ به   شهیدر بافت ر  SPL9ژن  ینسب انی ب  راتییتغ -4شکل 

 فقر فسفات  ماریت

 

ژن   اختصاصی    GRF8عملکرد  رونویسی  فاکتور  یک  عنوان  به 

گیاهی بوده که نقش مهمی در تکثیر و گسترش سلولی، اثر بر نمو  

 Olunuga etهای زیستی و غیرزیستی دارد ) برگ و پاسخ به تنش

al., 2026  )بافت رژن  ان یب  یپژوهش حاضر، بررس  در   شه یها در 

فسفر    یمارهایت   یدر تمام  GRF8ژن هدف    انیکلزا نشان داد که ب

 miR390  انی است. در مقابل، ب  افته یشاهد کاهش    مارینسبت به ت

درصد فسفر که    50  ماریجز تنشان داد )به  شیافزا  مارهایدر اکثر ت

  ی همبستگ ک ی انگر یب ج ینتا نی(. ا5همراه بود؛ شکل  انیبا کاهش ب 

  ی سیو فاکتور رونو   miR390  نی( بNegative correlationمعکوس )

GRF8  ر بافت  نشان  شهیدر  که  تنظاست  نقش    ی منف  یمیدهنده 

است   شهیبر ژن هدف خود در ر  miRNA  نی( ایکنندگ)سرکوب

 (. 6)شکل 

را نشان داد؛   یمتفاوت  یحاصل از بافت برگ الگو   جیمقابل، نتا  در

تحت   GRF8و هم ژن هدف    miR390بافت، هم    نیدر ا  کهیطوربه

  ان یب   نیشتریداشتند )ب   انیب  شیفسفر نسبت به شاهد افزا  یمارهایت

miR390  ب  0  ماریدر ت ت  GRF8  انیب  نیشتریدرصد و    25  ماریدر 

  رات ییدر تغ  ییسو (. مشاهده هم6درصد فسفر مشاهده شد؛ شکل  

دو فاکتور در بافت برگ، برخلاف بافت    نی( اCo-expression)  انیب

از   یمیمستق  یِمیتنظ  سمیمکان  اندام،  نیکه در ا  دهدینشان م  شه،یر

عوامل    ای  ستیبر ژن هدف حاکم ن  miRNA  ی کنندگ نوع سرکوب

ا  یگرید  یمیتنظ   ی دخالت دارند که مانع از اثر مهار  ریمس   نیدر 

miR390  برGRF8 شوندیم. 

 

 
در پاسخ  و برگ کلزا شهیدر بافت ر miR390 نسبی ژن انیب راتییتغ  -5شکل

 به تیمار فقر فسفات 

 

 
در پاسخ   و برگ کلزا شهیدر بافت ر GRF8ژن نسبی  انی ب  راتییتغ -6شکل 

 به تیمار فقر فسفات 

 

در بافت ریشه و    tRNA-proو    tRNA-Glyبررسی بیان نسبی  

 برگ 

RNAمشتق کوچک  ازهای  شامل    (، tsRNA)  ناقل  RNAشده 

از  قطعات مشتق نیمه (tRFs)  ناقل   RNAشده  ناقل RNA- و    های 

(tiRNAs ،)RNA   از که  هستند  کوچکی  تنظیمی  های  RNAهای 

ها از  مولکول  نیا  .شوندساز پردازش میبالغ یا پیش (tRNA)  ناقل

 ،mRNA ا ی هانیتعامل با پروتئ لی از قب   یمتنوع ی هاسمیمکان قیطر

 راتییتغ  جادیو ا  یژن، کنترل چرخه سلول  انیب  میمهار ترجمه، تنظ

کرومات  کیژنتیاپ ساختار  م  یفایا  ن،یدر  و  کنندی نقش  توسعه   .

شناسا   یپژوهش  نینو   یهایفناور  یریکارگبه  یهانقش  ییجهت 

.  است   برخوردار   یاژهیو  تیاهم  از   هاtiRNAو    ها tRF  ی کیولوژیب

  عملکرد  یمولکول  یهاسمیمکان  نیی تب  ی برا  محققان  راستا،  نیهم  در

  ی شناسست یز  و   یکیوانفورماتیب  شرفته یپ  یهاروش  از  قطعات،  نیا

  مراز یپل   یارهیزنج  واکنش  و(  Microarray)  ه یزآرایر  رینظ  یمولکول

 .Xie et al)  رندیگ یم  بهره(  qRT-PCR)  یکم  معکوس  یسیرونو 

2020 .) 
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بررس  در حاضر،  سطوح    tRNA-Gly  ینسب  انیب  یمطالعه  تحت 

مثبت(    می)تنظ  انیب  شیافزا  زانیم  نیشتر یمختلف فسفر نشان داد که ب

درصد فسفر رخ داده است. در مقابل،   50  ماریدر بافت برگ تحت ت

درصد فسفر    25  ماریدر ت  انیکاهش ب  زانیم  نیشتریب  شه،یدر بافت ر

در پاسخ    tRNA-Glyنقش    ت یاهم  انگری الگو ب  نیمشاهده شد که ا

حاصل    ج ینتا  ن،ی(. همچن۷فسفر است )شکل    تیمحدود  طی به شرا

تحل بنشان  tRNA-Pro  انی ب  لیاز    ان یب   شیافزا  نیشتریدهنده 

 یدرصد فسفر بود؛ در حال  25  ماری( در بافت برگ تحت ت02/ 12)

ر بافت  در  ب  زانیم  ن یشتری ب  شه،ی که  ت  انیکاهش    25  ی مارهایدر 

)شکل    دی( فسفر به ثبت رس-8/24( و صفر درصد )-28/ 8درصد )

  Proو    Glyهای tRNAبیان  های این پژوهش نشان داد که  یافته  (.8

دارد.   قرار  بافت  نوع  تأثیر  به شدت تحت  فقر فسفر،  تنش  تحت 

ها در ریشه، ها در برگ و کاهش آنtRNAمشاهده افزایش بیان این  

تنظیمنشان استراتژی  یک  )دهنده  ( Regulatory strategyکننده 

های مختلف گیاه است متفاوت برای مدیریت منابع فسفات در اندام 

(Wang et al. 2023; Zhang et al. 2009  نکته .)توجه، تفاوت    قابل

الگوی بیان در ریشه و برگ است. کاهش بیان در ریشه ممکن است  

بازتابی از تغییر در نرخ سنتز پروتئین یا تغییر در فرآیند پردازش  

tRNA  ها(tRNA cleavage  تولید تر  های کوچکtsRNA( جهت 

ب بافت ه مدیریت تنش کمک میباشد که  تفاوت  این  محور،  کنند. 

می ک نشان  از  دهد  فسفات،  محدودیت  در شرایط  بقا  برای  گیاه  ه 

اندام مکانیسم در  متفاوتی  ژنی  تنظیم  و  های  )ریشه(  جذب  های 

 کند.های تولیدی )برگ( استفاده میاندام 

 
و برگ کلزا در  شهیدر بافت ر tRNA-Glyژن  ینسب انی ب  راتییتغ -۷شکل 

  فقر فسفات  ماریپاسخ به ت 

 

 
در  و برگ کلزا شهیدر بافت ر tRNA-Proژن  نسبی انی ب  راتییتغ -8شکل 

 پاسخ به تیمار فقر فسفات 

 

 

 کلی  یریگجه ینت

پاسخ گیاه به محدودیت فسفات، تایج پژوهش حاضر نشان داد که  ن

بافت  و  پیچیده  با   (Tissue-specific)  محورفرآیندی  که  است 

سطوح در  توجه  قابل  جمله tRNA  تغییرات  از  اختصاصی،    های 

tRNA-Gly  و   tRNA-Pro  وmiRNAsها  ، همراه است. این یافته

می کهنشان  مشتقmiRNA  دهند  قطعات  و  ازها   tRNAشده 

(tsRNAs)  بهنقش، فراتر از های  کنندهعنوان تنظیمهای ساختاری، 

کنند. های تنشی عمل میژنتیکی و مولکولی در مدیریت پاسخاپی

ها در بافت  ظر مکانیسمی، تفاوت در الگوی بیان این مولکولناز  

ریشه و برگ، گویای یک استراتژی تنظیمی برای پایش و انطباق با 

در بخش مواد مغذی  گیاه  وضعیت  نتیجه،  های مختلف  در  است. 

، مسیر جدیدی را برای اصلاح  یهای تنظیمشناسایی این مولکول

برنامه و  بهرهمولکولی  ارتقای  جهت  ژنتیک  مهندسی  وری  های 

کند. این رویکرد نه تنها  باز می (P-use efficiency)  مصرف فسفر

را  تنش  شرایط  در  کشاورزی  محصولات  عملکرد  بهبود  پتانسیل 

های شیمیایی فسفاته، د با کاهش وابستگی به نهادهتواندارد، بلکه می

مدیریت  و  پایدار  کشاورزی  تحقق  جهت  در  مؤثر  گامی 

 .محیطی برداردزیست 

 

 یسپاسگزار

نویسندگان مقاله از دانشگاه شهید چمران اهواز بابت حمایت در 

 نمایند.انجام پژوهش حاضر تشکر و قدردانی می
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