
  

  
  

  ژنتيك نوين
  1394 پاييز ،3، شماره همد دوره

  407- 416صفحه 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  

  
  بادام

  تنش خشكي
  RNAميكرو 

 هلو
cDNA 

 چكيده

 
 
 

  
  
 

 

 

 

  GNخشكي در هلو، بادام و  تحت تنش miR171و  miR159بررسي الگوي بيان 

Study the expression pattern of miR159 and miR171 under drought stress in 
peach, almond and GN 

 2، حسين فلاحي1، ندا ميرآخورلي1*، بهروز شيران1فضيله اسماعيلي

  شهركرد، ايران دانشگاه ، استاد، استاديار،ارشدكارشناسيبه ترتيب دانشجوي  -1
  دانشگاه رازي، كرمانشاه، ايران ،استاديار -2

Esmaeili F1, Shiran B*2, Mirakhorli N3, Fallahi H4 

1. MSc Student, Professor, Assistant Professor, Shahrekord University, Shahrekord, Iran 
2. Assistant Professor, Razi University, Kermanshah 

 
 

 Beshiran45@gmail.com :ت، پست الكترونيكينويسنده مسئول مكاتبا *

  )15/2/94 :تاريخ پذيرش - 18/1/93 :تاريخ دريافت(

  
  

هاي منفي بيان كنندهعنوان تنظيم به كنند وهاي كوچكي هستند كه هيچ پروتئيني كد نميRNAها، RNA ميكرو
رشد و نمو گياه و  كه در ي هستندهاي مهمRNA ميكرو   miR171و miR159. رندها فعاليت داژن در يوكاريوت

هاي كليدي در RNA به عنوان ميكروmiR171 و  miR159نقش  پژوهشدر اين . دنپاسخ به تنش نقش دار همچنين
نمونه  خشكي جهت مقايسه با به اين منظور دو سطح تنش ملايم و شديد. بررسي شد GNو بادام و هيبريد  برگ هلو

حلقه صورت -ساقه cDNAبراي هر سه نمونه انجام شد و در مرحله بعد سنتز  RNAاستخراج  .در نظر گرفته شد شاهد
تنش، و بررسي  و شاهد نمونه بين مقايسه. بررسي شد qRT-PCRبا روش  miR159و  miR171همچنين بروز . گرفت
شبكه ژني  .شد انجام دوتايي T-test آزمون از ستفادها با هاهاي هدف آنها و ژنRNAدار بودن بيان ميكرومعني

نتايج، نشان داد كه . رسم شد Pathway studio 7افزار تحت تنش خشكي با استفاده از نرمها RNAبراي اين ميكرو
miR159  وmiR171 هاي ژن. به تنش خشكي پاسخ دادندMYB33  وSCL6  به ترتيب به عنوان ژن هدفmiR159 

رشد ضعيف يكي . اين دو ژن در رشد و نمو گياه دخيل هستند. بيني شدندرت بيوانفورماتيكي پيشبه صو miR171و 
خصوص تنش خشكي است كه باعث كاهش متابوليسم گياه و ههاي مشخص گياهان تحت شرايط تنش باز ويژگي

- به ماهيت ژن هدف با توجه miR171و miR159 . شودتغيير مسير منابع غذايي در جهت سازش با شرايط جديد مي
 .داري نشان دادندبيان معني ش داشتند و طي شرايط تنش، تغييرشان در تنظيم و توسعه گياه نق

 هاي كليدي واژه
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   مقدمه
هاي كوچك غير كد شونده هستند كه  RNAها،RNA١ ميكرو

 Jones-Rhoades(كنند بروز ژن را در گياهان و حيوانات تنظيم مي

et al. 2006( .وركميRNAآرابيدوپسيس  هاي گياهي اولين بار در
ها نقش مهمي در تنظيم بيان ژن پس از RNAاين . گزارش شدند
هاي منفي بيان ژن در به عنوان تنظيم كنندهو  كردهرونويسي ايفا 

 طول. )Jover-Gil et al. 2005( فعاليت دارند هايوكاريوت
 19- 24گياهان  نوكلئوتيد و در 20-22حيوانات  در هاRNAوركمي

حضور . )Reinhart et al. 2002; Bartel 2004( نوكلئوتيد است
ي بالغ هاRNA وركيم 3´نوكلئوتيد اوراسيل در اولين مكان انتهاي

ها، ها، بازدانهدهد كه در همه اجداد گياهي شامل خزهنشان مي
 ها بصورت كاملا حفاظت شده هستندايها و دولپهايلپهتك

)Zhang et al. 2006(. ميكروRNA ها از طريق قطعه قطعه كردن
mRNAو يا جلوگيري از ترجمه، فعاليت تنظيمي خود  هدف هاي

هاي ها در گياه نقشآن. )Unver et al. 2009( كنندرا اعمال مي
رشد، هدايت سيگنال، تجزيه پروتئين، پاسخ به  مهمي از جمله

زا و همچنين تنظيم هاي محيطي و هجوم عوامل بيماريتنش
در اين بين ). Zhang et al. 2006( كنندبيوژنز خود را ايفا مي

miR159 از جمله ميكروRNA هاي درگير در رشد و توسعه
هاي دهي هورموندر سيگنالرود و نقش آن به شمار مي گياهان
ABA  وGA است به اثبات رسيده)Reyes and Chua 2007( .

Jones-Rhoades et al. (2006)  چهار فاكتور رونويسيMYB33 ،
MYB65 ،MYB101 و MYB104  به عنوان ژن هدف براي را
miR159 گزارش كردند .Achard et al. (2004) and Zhang et 

al. (2006)  نقشmiR159  گياهان كشف و را در انتقال فاز رشدي
در شروع  miR159را توسط  MYB65 و MYB33هاي تنظيم ژن

باعث  miR159افزايش بيان گلدهي اثبات كردند و بيان داشتند كه 
 GAMYBهمچنين . استشده تاخير در گلدهي طي روزهاي كوتاه

مهم در گسترش  املع( باشدمي LEAFYكه تنظيم كننده مثبت 
  .باشدمي miR159هاي هدف از ژن ديگر كيي )گلدهي

miR171 نيز يكي از ميكروRNA هاي درگير در رشد و توسعه
هاي غيرزنده مانند توسط تنش RNAاين ميكرو بيان. گياهان است

هاي ژن. )Zhang et al. 2011( شودشوري و خشكي سركوب مي

                                                            
1 Micro RNA 

و  SCLمانند  GRASواده فاكتورهاي رونويسي خان miR171هدف 
SCR مطالعات ثابت كرده كه سه ژن . هستندSCL1/2/4  در

-جفت مي miR171 با آرابيدوپسيس و چهار ژن ديگر آن در برنج
هاي زيادي شامل رشد و نمو داراي نقش SCLخانواده ژني . شوند

گيري مريستم دهي هورمون جيبرلين، گامتوژنز، شكلگياه، سيگنال
هدف مورد  SCRمچنين ژن ه. )Kantar et al. 2010( جانبي است

miR171a/b/c اين ژن يكي از عوامل مهم در تقسيم . گيردقرار مي
تنش  مانندها و در پاسخ به تنش بودهسلولي و رشد شعاعي ريشه 

هدف از اين تحقيق  .)Ma et al. 2011(كند خشكي شركت مي
ش در پاسخ به تن 159و   171هايRNAميكرو بررسي نقش

ر بروز ژن هدف مربوطه در دها خشكي و همچنين اثر تنظيمي آن
 .باشدمي GNبادام  -هلو، بادام و هيبريد هلو

  
   هامواد و روش

  هاي هدف به روش بيوانفورماتيكيبيني ژنپيش 
چرا  باشد،مي بسيار ساده هاRNAميكروشناسايي ژن هدف براي 

املا به طور تقريبي يا كهدفشان  هايژن  با توالي هاآن  كه توالي
هاي RNAميكرواين موضوع به خصوص در ميان . مكمل هستند

ها عموما به Bartel et al. 2004.( miRNA(تر است بارزگياهي 
هدف خود  mRNA، و يا ناحيه رونويسي شونده UTR-'3ناحيه 

 .Zhang et al(كنند شوند و از بروز آن جلوگيري ميمتصل مي

هاي  هاي هدف يعني همان توالي توان رونوشت بنابراين مي ).2008
 Zhang(كرد بيني پيش Blastرا توسط الگوريتم  miRNAمكمل 

et al. 2007( .هاي هدف براي يافتن ژنmiR159  وmiR171  از
استفاده  /Rose )(http://210.218.199.249/roseپايگاه اطلاعاتي 

 .Zhang et al)(در اين مرحله چند فاكتور مد نظر گرفته شد . شد

و هدف آن نبايد  RNAها بين ميكروتعداد ناجورجفت )الف 2008
نبايد  11و  10بين مكان بازهاي ) از چهار عدد بيشتر باشد؛ ب

اتفاق  برشاين ناحيه زيرا در . جفت وجود داشته باشد ناجور
بيشتر از يك ) ؛ جشود دف ميه mRNA منجر به تجزيه و افتد  مي

جفت نبايد بين مكان بازهاي يك و نه وجود داشته  عدد ناجور
قابل  12-23جفت بين مكان بازي  تا سه عدد ناجور) باشد؛ د

جفت نبايد پشت سرهم وجود داشته  سه ناجور) قبول است؛ ه
-آمده 1در جدول  بيني شدهپيش هاي هدفمشخصات ژن .باشند
  .است
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   Roseسايت با استفاده از   miR171و  miR159براي  بيني شدههاي هدف پيشخصات ژنمش -1جدول

Discription Accession Target symbol  miRNA  
myb domain protein 3 ppa003628m MYB33, ATMYB33  miR159  

GRAS family transcription factor ppa001781m HAM3, ATHAM3  miR171b  
  

  گيريو نمونه ل تنش خشكياعما ،كشت نهال
شش  هيل، .اچ.رقم جي هلو شامل شش نهال نهالتعداد هجده 

 GN"بادام اسپانيايي - رقم سفيد و شش نهال هيبريد هلو بادامنهال 

كه همگي از طريق رويشي تكثير شده بودند و از نظر ژنتيكي  "15
 چهارمحال استان كشاورزي تحقيقات مركز كاملا يكسان بودند از

در هاي يكساله تمام نهال 1390در بهمن ماه . تهيه شد اريبختي
كمپوست و شن (با تركيب خاك  كيلوگرمي دههاي گلدان

ند و در گلخانه تحت كشت شد)  1به  3رودخانه به نسبت 
 درجه 24±2 دماي نور، ساعت 16(شرايط كاملا كنترل شده 

 )گرادسانتي درجه15±2 دماي تاريكي، ساعت 8 و گرادسانتي
 سمپاشي عليه آفات در مكمل و غذايي عناصر. نگهداري شدند

 هاي جواناز برگ 1392اوايل فروردين ماه . ها انجام شدگلدان
برداري صورت هنمون )سومين و چهارمين برگ از انتهاي نهال(

و بلافاصله در نيتروژن مايع فريز شدند و تا زمان استخراج  گرفت
RNA  نمونه .راد نگهداري شدندگدرجه سانتي - 80در فريزر-

با كيفيت بالا  RNAهاي جوان به منظور استخراج گيري از برگ
هاي انجام شد چون در گياه بادام با بالا رفتن سن برگ متابوليت

-استخراجي اثر مي RNAثانويه افزايش يافته و شديدا بر كيفيت 

نمونه ( گياه كامل گيري اوليه در شرايط آبيارينمونه .گذارد
تنش خشكي در شرايط بدون آبياري  وصورت گرفت  )ترلكن

محتواي نسبي آب . دشها به مدت هفت و ده روز اعمال گلدان
در  به عنوان شاخصي براي اطمينال از اعمال تنش خشكي ١برگ

گيري شد و در نهايت روز اندازه 12طي  RWCنظر گرفته شد و 
 .Thapa et al(گيري انتخاب شد براي نمونهروز هفتم و دهم 

-هاي روز هفتم به عنوان نمونه تنش ملايم و نمونهنمونه. )2011

به  .در نظر گرفته شدهاي روز دهم به عنوان نمونه تنش شديد 
اي منظور كاهش خطا و جلوگيري از نوسانات حرارتي گلخانه

د در اين بررسي از شصبح انجام  10ها در ساعت گيريكليه نمونه
                                                            
1 Relative water content (RWC) 

گيري براي شرايط كنترل، تنش ملايم و ونهدو تكرار بيولوژيك نم
  .شديد انجام شد

 RNAاختصاصي ميكرو cDNAكل و سنتز  RNAاستخراج 

با كمك هاون چيني  )بافت برگ(گرم از بافت مورد نظر ميلي 100
براي استخراج  واستريل در نيتروژن مايع به خوبي كوبيده شده 

RNA  روش  ازكلRubio-Piña and Zapata-Pérez (2011) 
و  بيوفتومتربا كمك دستگاه  RNAغلظت  ).1شكل( استفاده شد
برحسب  RNAمقدار كل . دشنانومتر تعيين  260طول موج 

همچنين جهت تعيين كيفيت . ميكروگرم در ميكروليتر محاسبه شد
RNA  ميكروگرم از هر نمونه روي ژل يك درصد  دونيز ميزان
بالاي آن اطمينان الكتروفورز شد تا نسبت به كيفيت  آگارز،

و مشاهده باندهاي  RNAپس از اطمينان از كيفيت . حاصل شود
RNA  18ريبوزوميS  28وS  و همچنين باند مربوط بهRNA  با

بر اساس روش  DNaseI، تيمار آنزيمي ٢وزن ملكولي كم
- تيوب .ها اعمال شدپيشنهادي شركت فرمنتاز براي تمامي نمونه

گراد درجه سانتي -80ر دمايجهت نگهداري، د RNAي حاوي ها
ابتدا  ،RNAميكرو cDNAبراي ساخت  .قرار داده شدند
 .Varkonyi-Gasic et al طبق دستوالعمل حلقه- آغازگرهاي ساقه

 . )2جدول ( طراحي شد Chen et al. (2002)و   (2007)

-Varkonyi روشاز  cDNAبراي ساخت  ،آغازگر پس از طراحي

Gasic  et al. (2007)،  روشPCR حلقه و آنزيم رونوشت- ساقه -

يك . ساخت شركت فرمنتاز استفاده شد ٣برداري معكوس
 RTآغازگر  نانوگرم به همراه يك ميكروليتر RNA 200روليتر يكم
)100 µM( اده از آب فمخلوط شد و حجم واكنش با استDEPC 

ها جهت حذف ساختار ثانويه نمونه. ميكروليتر رسانده شد 5/6به 
گراد قرار داده شد و درجه سانتي 65قيقه در دماي به مدت پنج د

سپس دو . شدپس از آن سريعا به ظرف حاوي يخ منتقل 

                                                            
2 Low molecular weight RNA 
3 Reverse transcriptase 
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،  dNTP (mM 10)، يك ميكروليتر )5X( ميكروليتر بافر واكنش
 و (u/µl 200) ميكروليتر آنزيم رونوشت برداري معكوس 25/0
تيوب به هر  RNase inhibitor (40 U/µL)ميكروليتر آنزيم  25/0

. ميكروليتر در نظر گرفته شد 10حجم نهايي واكنش . افزوده شد
با شرايط  Stem-loop PCRبرنامه حرارتي  cDNAجهت ساخت 

 30ثانيه در دماي  30 گراد،درجه سانتي 16دقيقه  30 :اجرا شدر زي
 يك گراد،درجه سانتي 42ثانيه در دماي  30 گراد،درجه سانتي

  . گراددرجه سانتي 50ثانيه 
  

 
 ترتيب به شده استخراج كل RNA هاينمونه الكتروفورزي الگوي -1شكل
  .آگارز درصد 5/1 ژل روي بر GN و هلو ، بادام در سه تايك 

  
به همراه دو  cDNA، يك ميكروليتر cDNAجهت تكثير 

 dNTP(10 mM) ،4/0ميكروليتر  5X( ،5/0( مكيروليتر بافر واكنش
 ميكروليتر آغازگر برگشت µM(، 4/0 10( ميكروليتر آغازگر رفت

)10 µM(  ميكروليتر آنزيم  4/0وTaq polymerase  مخلوط شد و
ميكروليتر آب مقطر  3/15واكنش با استفاده از نهايي  حجم 

با شرايط زير اجرا  ١نهايي PCRبرنامه  .رسانده شد 20استريل به 
 94 ثانيه در دماي 15 گراد،درجه سانتي 94دقيقه در دماي  دو: شد

                                                            
1 End point PCR 

 گراددرجه سانتي 60گراد و يك دقيقه در دماي درجه سانتي
  .)2شكل(

  هاي هدفبراي ژن cDNAسنتز 
- و نرم  NCBIهاي هدف با استفاده از سايت طراحي آغازگر ژن

هاي در طراحي آغازگر براي ژن. صورت گرفت Primer3افزار 
هدف توجه به اين نكته ضروري بود كه حتما ناحيه مكمل با 

-با در نظر گرفتن اين ضرورت، براي ژن. تكثير شود RNAروميك

آغازگرهاي طراحي . هاي هدف آغازگر اختصاصي طراحي شد
شده از نظر طول قطعه آغازگري، دماي اتصال، و عدم وجود 

. آزمون شد Vector NTI 10افزار دايمر توسط نرم-آغازگر
هلو  همچنين براي اطمينان از تكثير صحيح، آغازگرها با ژنوم

Blast شدند .cDNA كلئوتيدهاي وبا استفاده اليگونPoly A  و
. ساخت شركت فرمنتاز سنتز شد برداري معكوسآنزيم رونوشت

نانوگرم به همراه يك ميكروليتر آغازگر  RNA 200روليتر يكيك م
oligo dt اده از آب فو حجم واكنش با است مخلوط شدDEPC  به

ها حذف ساختار ثانويه نمونهجهت . ميكروليتر رسانده شد 5/12
گراد قرار داده شد و درجه سانتي 65به مدت پنج دقيقه در دماي 

 چهارسپس . شدپس از آن سريعا به ظرف حاوي يخ منتقل 
يك ، dNTP (mM 10)ميكروليتر  دو، )5X( ميكروليتر بافر

 5/0و   (U/µl 200) برداري معكوسميكروليتر آنزيم رونوشت
به هر تيوب افزوده  RNase inhibitor (40 U/µl)ميكروليتر آنزيم 

خوبي مخلوط شده و  ميكروليتر به 20با حجم نهايي مواد  .شد
گراد و درجه سانتي 42دقيقه در دماي  60  ها به مدتسپس نمونه

قرار گراد درجه سانتي 72دقيقه در دماي  5براي اتمام واكنش 
ژن هدف   cDNAاطمينان از تكثير صحيح  حصول جهت .گرفتند
 RNAمشابه با برنامه اجرا شده براي ميكروهايي ن PCRبرنامه 

  .انجام شد
با استفاده  هاهاي هدف آنو ژن miR171و  miR159بررسي بروز 

 qRT-PCRاز واكنش 

هاي مورد بررسي و RNAكروبروز ميتغييرات ي به منظور بررس 
 ٢واقعي اي پليمراز در زمانواكنش زنجيزهاز ها هاي هدف آنژن

در زمان واقعي با استفاده از مخلوط  PCRواكنش . دشاستفاده 
  اختصاصي در   آغازگر  و  SYBR Green  حاوي تاكارا،   واكنش

                                                            
2 Real-time PCR 
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-نام ونهنم 4 راست سمت از ترتيب به. برومايد اتيديوم با آميزيرنگ ودرصد  5/1 آگارز ژل روي miR159 به مربوط Endpoint PCR محصول الكتروفورز -2شكل

. باشدمي GN هيبريد به مربوط G حرف با شده گذارينام نمونه چهار و هلو به مربوط P حرف با شده گذارينام نمونه چهار بادام، به مربوط A حرف با شده گذاري
M   50سايز ماركر لدر bp  باشدجفت باز مي 67است و اندازه نوار تكثير يافته حدود.  
  

 )SCL6و  MYB33(ها هاي هدف آنبه همراه ژن  miR171و  miR159مورد استفاده  براي  توالي آغازگرهاي -2جدول

RT primer- miR159 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACG 
ACAAGAGC 

RT primer- miR171 
  

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACG 
ACTGATAT 

miR159-Forward primer  CGGCGGTGGAGTGACAGGA 
miR171-Forward primer TTCCTTTTGAGCCGTGCCA 
Universal Primer GTGCAGGGTCCGAGGT 
MYB33-Forward primer TGGAGCTCCCTTCACTCCAA 
MYB33-Reverse primer ATGGAGCAAAGCATCCAGCA 
SCL6- Forward primer ACTCGCGCAAGGGATATTGG 
SCL6- Reverse  primer GGTGTTGGTGTGAAGGAGCA 

  
ميكروليتر از مخلوط  12. آلمان انجام شد ، كياژنروترژندستگاه 

 SYBRيتر مخلوط واكنش تاكارا حاوي لميكرو ششواكنش شامل 

Green ، يك ميكروليترcDNA،  يك ميكروليتر آغازگر رفت، يك
 .ميكروليتر آب مقطر استريل بود سهميكروليتر آغازگر برگشت و 

انجام  دو تكرار بيولوژيك و اين واكنش با چهار تكرار تكنيكي
عنوان كنترل داخلي در ه ب  18S rRNAهمچنين از ژن خانگي. شد

 RNAميكروبيان نسبي . استفاده شد qRT-PCRنرمال سازي نتايج 
مقايسه بين نمونه شاهد و . محاسبه شد CT-2∆∆با استفاده از روش 

  .دوتايي انجام شد T-testتنش با استفاده از آزمون 
  ي رسم شبكه ژن
افزار توسط نرم miR171و  miR159هاي موجود براي  رسم تعامل

براي اين كار از پايگاه داده گياهي . انجام گرفت 7پتوي استوديو 
RESNET افزار استفاده شد كه شامل آخرين موجود در اين نرم
افزار  اين نرم. باشد هاي گياهي مي هاي منسوب به ژن عملكرد

 MedScanافزار ديگر به نام نرم اطلاعات خودش را به كمك يك

كند و سپس  آوري ميافزار داده كاوي متن است جمعكه يك نرم
  .آورد اين اطلاعات را به يك فرم قابل درك و ارائه در مي

  
    نتايج و بحث

 با و شد اندازگيري روز دوازده طي برگ آب نسبي محتواي ميزان
 سطح دهم وزر و )ملايم(اول  تنش سطح هفتم روز آن به توجه
 هاينمونه در RWC مقدار. شد گرفته نظر در )شديد(دوم  تنش
درصد  GN15 88و  بادام در و درصد 90 هلو در ترتيب به كنترل
 در و داشت كاهشي روند RWC ميزان خشكي تنش اعمال با. بود
درصد  79،  درصد 75ترتيب  به GN15و  بادام هلو، در هفتم روز
 در و داشت ادامه دهم روز تا كاهشي روند اين. شد درصد 80و 
 67 به كمترين مقدار به ترتيب به GN15 و بادام هلو، در دهم روز

 دوازدهم و دهم روزهاي در. رسيد درصد 72 و درصد 69 درصد،
نشان داد كه  qRT-PCRنتايج حاصل از  .ماند ثابت مقدار اين

در هر دو سطح تنش در هلو تغييرات  miR159تغييرات بيان 
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دار اين ، اما در بادام طي تنش شديد كاهش معنيچيزي داشتهان
و  هشتافزايش بيان  GN هيبريد در. مشاهده شد RNAميكرو
ي به ترتيب طي تنش ملايم و شديد مشاهده شد برابر چهار

 GN، در بادام و miR159به عنوان ژن هدف  MYB33 ).3شكل(
دار بود، مورد بررسي قرار ها معنيدر آن miR159يرات بيان يكه تغ
اين ژن در بادام و شود مشاهده مي 3همانطوركه در شكل. گرفت

GN استداشته داربيان معني در سطح تنش ملايم و شديد كاهش. 
به اثبات  ABAهاي دهي هورموندر سيگنال  miR159نقش
هورمون با  يك Reyes and Chua 2007( .ABA(است رسيده
هاي زنده گياهان ها و بافتاندامهمه  ن فعاليت است كه درچندي

در پاسخ به تنش توسط نقش آن در  ABAاهميت . شوديافت مي
رشد ريشه و جلوگيري از رشد اندام  ها، نگهداريبستن روزنه
در بادام،  miR159نتايج به دست آمده از الگوي بيان  .هوايي است

 .Eldem et al( باشدميهماهنگ با مطالعات پيشين  GNهلو و 

2012; Sunkar et al. 2012.(  افزايش بيانmiR159  طي تنش
كند تا انرژي گياه در اي تنظيم ميخشكي رشد گياه را به گونه

در هلو طي تنش ملايم . مسير سازش با شرايط تنش مصرف شود
مشاهده  RNAميكرودر بيان اين  يدارو شديد تغييرات معني

شرايط خشكي  دردر سازگاري اين گياه  miR159 بنابرايننشد، 
 ،در شرايط تنش ملايم miR159بيان در بادام . نداشتنقش مهمي 

اگرچه بيان  .افزايش و ژن هدف آن كاهش بيان را نشان داد
، اما از آنجا كه بود صورت معكوسه و ژن هدف ب RNAميكرو

 كه روداحتمال مي ، بنابرايننبوددار معني miR159افزايش بيان 
كاهش  طي تنش ملايم را ژن هدف بروز مكانيسم تنظيمي ديگري

با ژن هدف آن  سوهم miR159است، در تنش شديد بيان اين داده
تواند به دليل تنظيم ژن هدف اين موضوع مي. استافتهيكاهش 
دهد كه زماني رخ مي بيان تنظيماين نوع . باشد ١ناهماهنگروش 
باشد آن در سلول مجاور  در يك سلول و ژن هدف RNAميكرو

)Siani et al. 2012 ( و يا اينكه مكانيسم ديگري به جزmiRNA 
بيان  GNدر  ).3شكل(در تنظيم بيان اين ژن دخالت دارد 

miR159  طي دو سطح تنش افزايش يافته و بيان ژن هدف آن
بيشتر  miR159افزايش بيان  ،طي تنش ملايم. استداشتهكاهش 

  كاهش   بيشتري  ميزان  هدف نيز به  ژن  آن،  به موازات و   بوده
                                                            
1 Non-coherent 

  
  

  
  

  
 برگ هلو در بافت) MYB33(و ژن هدف آن   miR159الگوي بيان  -3شكل

)A(بادام ، )B(  وGN )C ( تنش خشكي در مقايسه با نمونه  ماريتتحت
در  داردار و معنيعدم اختلاف معنيبه ترتيب نشان دهنده ** و *  ،ns .كنترل
 يك درصد و  پنجح وسط

  
نسبت به سطح  miR159در سطح تنش شديد افزايش بيان . يافت

. استملايم كمتر است و ژن هدف آن  نيز كاهش كمتري داشته
و ژن هدف آن مويد  miRNAاين هماهنگي در تغييرات بيان 

به  ABA. است GNدر گياه  miR159توسط  MYB33تنظيم ژن 
ظت آن طي شرايط تنش شود و غلعنوان هورمون تنش شناخته مي

  جلوگيري ازباعث  ABAافزايش غلظت هورمون  .ابديافزايش مي
      

(C)
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  در شرايط تنش خشكيmiR159 هاي موجود براي كنشبرهمشبكه  -4شكل

  
 miR159شود و از آنجا كه رشد اندام هوايي و پاسخ به تنش مي

نقش دارد، افزايش بيان آن طي شرايط تنش  ABA دهيدر سيگنال
. رودكاملا منطقي است و يك مكانيسم مقاومتي به شمار مي

همچنين گياه در شرايط تنش سعي در جلوگيري از رشد و توسعه 
 MYB33 از طرفي ژن. اندام هوايي خود جهت ذخيره انرژي دارد

رسد طي بنابراين منطقي به نظر مي. دارد در رشد و نمو گياه نقش
ن فرآيند توسط افزايش بيان شرايط تنش بيان آن كاسته شود و اي

miR159 در نتيجه . شودانجام ميmiR159  درGN  نقش مهمي در
  . تحمل خشكي دارد

 miR159هاي موجود براي كنشبرهمنتايح حاصل از رسم شبكه 
را توسط اين  MYB104/101/65/33سركوب چهار ژن 

 هايهورمون همچنين حضور. )4 شكل(داد نشان  RNAميكرو
دهي اين در سيگنالرا  miR159نقش  د و جيبرلينآبسيزيك اسي
شود ملاحظه مي 4 همانطور كه در شكل. تاييد كرددو هورمون 

شود و اين مي ABAتنش خشكي باعث افزايش غلظت هورمون 
در . دشوطي تنش خشكي مي miR159موضوع باعث تجمع 

به عنوان ژن هدف انتخاب شد و شبكه  MYB33مطالعه حاضر 
ش آن را در فرآيندهاي بيولوژيكي مختلف از جمله رسم شده نق

متقابلا . دادرشد و نمو گياه و همچنين شروع و نمو گلدهي نشان 

شود و از رشد و نمو گياه طي تنش خشكي باعث رشد ضعيف مي
بنابراين در شرايط تنش بيان ژن . كندشرايط تنش جلوگيري مي

MYB33  بايد كاسته شود وmiR159 ي را انجام مياين تنظيم منف -

در رشد و نمو  miR159كه  دهدميهمچنين شبكه نشان . دهد
  . نقش دارد نيز ريشه

را در  miR171بيان  كاهش qRT-PCRنتايج حاصل از روش 
 بروزهمچنين در بادام  .سطح تنش ملايم و شديد در هلو نشان داد

در سطح تنش ملايم نسبت به حالت كنترل  RNAاين ميكرو
 شديد كاهشتنش در سطح كه نداشت در حالي تغييري محسوسي

ملايم تنش  در سطح  miR171بيان نيز   GNدر. نشان داد دارمعني
، به هاي درگير در رشد و نمويكي از ژن). 5 شكل( شدبرابر  دو

 SCL6اين ژن با نام . انتخاب شد RNAعنوان ژن هدف اين ميكرو
ا ي GRASسي رونوي عواملاز خانواده بزرگ  ١سيييك عامل رونو

SCARECROW LIKE نتايج حاصل از روش  .باشدميqRT-

PCR  اين ژن در هلو، بادام و بروز نشان دادGN  در سطح تنش
در مطالعه حاضر در . )5 شكل(است يافتهملايم  و شديد كاهش 

و هم ژن هدف آن به طور همزمان  miR171هم  GNهلو، بادام و 
  . )5 شكل(اند الگوي كاهش بيان از خود نشان داده

                                                            
1 Transcription factor 
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برگ  در بافت) SCL6(به همراه ژن هدف   miR171الگوي بيان  -5شكل
تنش خشكي در مقايسه با نمونه  ماريتتحت ) C( GNو  )B( ، بادام)A( هلو

 داردار و معنيعدم اختلاف معنيبه ترتيب نشان دهنده ** و *  ،ns . كنترل
  .يك درصدو پنج ح ودر سط

  

 اين تواند به دليل تنظيم ژن هدف توسطاين موضوع مي
در واقع كاهش بيان ژن . باشد ناهماهنگبه روش  RNAميكرو
SCL6 در پاسخ به تنش خشكي استراتژي گياه جهت كاهش 

متابوليسم و ذخيره انرژي براي مبارزه و سازش با شرايط تنش 
كنند كه پيشنهاد مي miR171اما نتايج مربوط به كاهش بيان . است
وجود دارد و  SCLهاي ديگري در زمينه تنظيم بيان ژن نيسممكا

miR171 شبكه رسم نتايج زيرا باشدتنها تنظيم كننده بيان آن نمي 
 نيز  miR170 توسط miR171 بر علاوه ژن اين كه داد نشان ژني

  .)6شكل (شود مي تنظيم
در  miR171هاي موجود براي تعاملنتايج حاصل از رسم شبكه 

همانطور كه . استنشان داده شده 6خشكي در شكل شرايط تنش
 miR171توسط  SCRو  SCL6هاي شود، بيان ژنمشاهده مي
را  SCL6ژن  روزبمستقيما  نيزتنش خشكي . شودسركوب مي

واسطه  هاين تنظيم ب SCRاما در مورد ژن . دهدتحت تاثير قرار مي
. فتدااتفاق مي RPK2و  RPK1هاي دو پروتئين كيناز با نام

-هاي تنظيمي به شمار ميهاي كينازي جز گروه پروتئينپروتئين

هاي پاسخ هاي انتقال دهنده و بيان ژنآيند و در تنظيم سيگنال
تنش خشكي و شبكه ژني نشان داد كه . دهنده به تنش نقش دارند

ها نيز باعث افزايش بيان اين دو پروتئين شده و آن ABAهورمون 
اين ژن در رشد . دهندرا افزايش مي SCRبه نوبه خود بيان ژن 

جهت افزايش بيان  miR171نابراين كاهش بيان ب ريشه نقش دارد
نتايج حاصل از  .اين ژن طي شرايط خشكي مورد انتظار است

 miR170توسط  miR171علاوه بر  SCL6شبكه نشان داد كه ژن 
بنابراين تغييرات بيان همسوي اين ژن و . شودنيز سركوب مي

miR171 تواند به دليل هدف قرار دادن ژن ميSCL6  توسط
miR170 در سه گياه مورد بررسي باشد.  

هاي مشخص گياهان تحت شرايط رشد ضعيف يكي از ويژگي
خصوص تنش خشكي است كه باعث كاهش متابوليسم ه تنش ب

گياه و تغيير مسير منابع غذايي در جهت سازش با شرايط جديد 
شان در با توجه به ماهيت ژن هدف miR171و  miR159. شودمي

تنظيم و توسعه گياه نقش داشتند و طي شرايط تنش، تغييرات بيان 
  .داري نشان دادندمعني
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  در شرايط تنش خشكيmiR171 هاي موجود براي برهمكنششبكه  -6شكل

  
  سپاسگزاري

 كمال تحقيق اين هايهزينه از بخشي در تامين شهركرد دانشگاه از
   براي ابراهيمي اسماعيل دكتر آقاي از همچنين. داريم را تشكر

  
  .سپاسگزاريم ژني شبكه رسم در كمك
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