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واسطه و به شودیبادام محسوب م يبرا یطیمح تیمحدود نتریعنوان مهمبهاره به رسرید يسرما

از . دشویمحصول آن م دیدر تول یهمه ساله منجر به خسارت قابل توجه یشیزا هايصدمه به بافت

 جودبهاره و زدگیبه تنش سرما اهیگ نیدررابطه با پاسخ ا يمحدود اریکه اطلاعات بس ییجاآن

ی، بر میتنظ هاياز شبکه ياریدر بس هاmiRNAو از طرف دیگر با توجه به نقش مهم تنظیمی  دارد

-Pduهاي بادام، سه ژن sRNAو  RNAیابیاساس اطلاعات حاصل از آنالیز نتایج توالی

miR160a ،Pdu-miR168  وPdu-miR171a عنوان بهmiRNA هاي پاسخ دهنده به تنش سرما

ها با استفاده از روش یابی، بیان آنمنظور تأیید نتایج توالیشان انتخاب و بههاي هدفهمراه ژنبه

RT-qPCR هاي زایشی دو ژنوتیپ متحمل در اندامH  و حساس به سرمايSh12  تحت دو تیمار

 miRNAنتایج، نقش تنظیمی منفی سه . گراد مورد بررسی قرار گرفتجه سانتیدر -2تنش صفر و 

اما بر خلاف ژنوتیپ . نشان داد Hمورد مطالعه را در پاسخ به هر دو تیمار تنش سرمایی در ژنوتیپ 

H نقش تنظیمی مثبت ،Pdu-miR168 وPdu-miR171a در پاسخ به تنش سرما در رقمSh12 

و Pdu-miR160aی پیرسون، وجود همبستگی منفی بین همبستگآزمون  جینتا. آشکار شد

PduARF18رقم بساك و تخمدان  یشیزا هايدر اندام یی را تنهاتحت هر دو تنش سرماSh12 

تنها در  PduAGO1و Pdu-miR168این در حالی بود که وجود همبستگی منفی میان .نشان داد

-Pduهمچنین اثر تنظیمی منفی . دشتحت هر دو تنش تیمار سرمایی مشاهده  Hتخمدان ژنوتیپ 

miR171a  بر ژن هدفPduSCL6  در تخمدان ژنوتیپ  دگرایدرجه سانت-2تحت تنشH  و هر

  .آشکار شد Sh12دو بافت زایشی رقم 

  

هاي کلیديواژه
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ها در تولید ترین چالشهاي محیطی نظیر تنش سرما از بزرگتنش

در محدوده دمایی  گیاهان. روندشمار میمحصولات کشاورزي به 

 نوسانات دماییهر گونه . مشخصی قادر به رشد و نمو هستند

. شودمی آن از بین رفتن کامل یاسبب کاهش رشد محصول و 

دهی و هاي گل در خلال گلدرختان میوه از زمان باز شدن جوانه

تا مرحله میوه کوچک سبز نسبت به صدمه سرما بسیارحساس 

نسبت به  خبندانیعامل سرما و ). Dezhampour 2013(هستند

 سهماز  یو باغ یزراع يهابخشریکننده در ز دیعوامل تهد ریسا

 نیترزیخاز حاصل یعیبرخوردار است و پهنه وس ییبالا اریبس

مهم  يو قسمت عمده محصولات اقتصاد ي ایراندیمناطق تول

قرار  یزدگخیتنش سرما و  دیهمه ساله در معرض تهد ،کشور

یکی از محصولات مهم ). Akbar Aghdami et al. 2013(ددارن

کم و پاسخ  ییسرما ازین لیدلبهکشاورزي در ایران بادام است که 

ناپذیري از هاي جبرانهمه ساله آسیبدما  شیبه افزا عیسري رشد

شود، ناحیه تنش سرماي دیررس بهاره به این محصول وارد می

 100الی  60ها این میزان خسارت به از سالطوري که در برخی به

سرما و .)Afshari and Parveneh 2013(رسد درصد نیز می

تواند در مراحل فنولوژیکی مختلف از ابتداي زدگی بهاره مییخ

ي تورم جوانه تا چغاله در بادام خسارت وارد نماید مرحله

)Miranda et al. 2005; Imani et al. 2012 .( محدود کننده اثرات

و در  يکاهش فتوسنتز، جذب آب و مواد مغذ قیسرما از طر

 .Mousavi et al(دینمایمحصول بروز م دیکاهش تول تینها

2014a .( هاي زدگی از طریق القاي آبشارتحمل به یخدر گیاهان

شیمیایی نظیر سیگنالی که منجر به تغییرات فیزیولوژیکی و بیو

شود، بهبود ها میا و تغییر در بیان ژنتغییر در ترکیبات چربی غش

ها منجر به تجمع چندین پروتئین تغییرات در بیان ژن. یابدمی

زدگیهاي ضد یخحفاظتی نظیر پروتئین
1

هاي غالب و ، پروتئین

زاییفراوان در اواخر مرحله جنین
2

هاي شوك گرمایی، پروتئین
3

 ،

ها، اسیدنظیر آمینوهایی هاي تنظیمی سرما و نیز متابولیتپروتئین

ها و آمینهها، پلیهاي معدنی، رنگدانههاي حل شونده، اسیدقند

                                                          
1 Antifreeze proteins (AFPs)
2 Late embryogenesis abundant proteins(LEA)
3 Heat shock proteins (HSP)

ها به حفاظت ها و متابولیتاین پروتئین. شودها میاکسیدانتآنتی

کند و از تخریب سلول در برابر تنش هاي گیاهی کمک میغشا

ها، حفظ هاي غشا، پروتئینسرما از طریق پایدار کردن چربی

فعال هاي ها و مهار گونهگریز، هموستازي یونهاي آبنکنشمیا

اکسیژن
4

پیشرفت در زمینه .)Sinha et al. 2015(کنند حفاظت می 

شناسی مولکولی نشان داده است که پاسخ گیاه هاي زیستپژوهش

ها نیست و در یا سطح پروتئین mRNAبه تنش تنها در سطح 

). Phillips et al. 2007(باشد سطح پس از رونویسی نیز می

هاي کوچکRNAمطالعات جدید نقش مهم 
5

کرویمویژه به 

RNAها
6

هاي زیستی و را در پاسخ و سازگاري گیاهان به تنش 

 Rogers and Chen 2013; Kruszka(کند زیستی پیشنهاد میغیر

et al. 2014 .(miRNA از  ياریکننده در بسمیعنوان عامل تنظبهها

شناخته هاي مختلف تحت تنشیاهیمختلف گ یمیتنظ هايشبکه

 ;Chiou 2007; Kawashima 2009; Liu et al. 2008(اندشده

Liang et al. 2010; Barakat et al. 2012  .(یی شناسا رونیاز ا

miRNAطیدر شرا یمیاز شبکه تنظ ریناپذییعنوان بخش جدابه 

تحمل  يارتقا يرا در راستا ياطلاعات ارزشمند تواندیتنش م

تنش  ژهیومختلف به هايآن به تنش شاوندانیارقام بادام و خو

کد شونده کوچک ریغ هايمولکول ،هاmiRNA. سرما فراهم آورد

ژن در مرحله پس  انیب میدر تنظ یاتیو اندوژن هستند که نقش ح

 نیا. کنندیم يباز هاروسیو و هاوتیوکاریدر  یسیاز رونو

اثر متقابل  قینقش خود را از طر ی،میکوچک تنظ هايمولکول

 ایمکمل که منجر به تجزیه شدن  هايیبا توال یاختصاص

آورندیدست مهشود، بیژن هدف مmRNAاز ترجمه يریگجلو

)Eldem et al. 2013 .(کوچک  هايمولکول نیا هاياز مشخصه

و همولوژي  يدینوکلئوت 21- 24طول  ،اهانیکد شونده در گ ریغ

 Eldem et al. 2013; Saini(باشدیژن هدف م یبالا با توال

با توان بالا یابییتوال يهاروش ریچند سال اخ در).2012
7

که  

نسل جدید یابییتوال
8

یی شناسا يبراشوندیم دهینام زین 

miRNAهااین روش ،شودگیري میها در موجودات مختلف بهره 

                                                          
4 Reactive oxygen species (ROS
5 SmallRNA (sRNA)
6 microRNAs (miRNA)
7 high-throughput sequencing
8 Next Generation Sequencing

    مقدمه
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و زمان کم در  نهیرا با هز یکیولوژیاز اطلاعات ب ییحجم بالا

).Saini 2012(فراهم آورده است  یمیقد هايبا روش سهیمقا

منجر به  sRNA-Seqمختلف  هايکیتاکنون استفاده از تکن

از  ياریدر بس دیحفاظت شده و جدهاي miRNAیی شناسا

 ،ینیبرنج، ذرت، بادام زم س،یدوپسیاز جمله آراب یاهیگ هايگونه

 ;Fahlgren et al. 2007(هلو شده است ی و گلاب ،یزردآلو ژاپن

Sunkar et al. 2008; Gao et al. 2012; Barakat et al. 2012; 

Chi et al. 2011; Liu et al. 2014; Wu et al. 2014 .( در میان این

، miR160هاي پاسخ دهنده به تنش سرما نظیر miRNAتحقیقات 

miR166 ،miR168 ،miR171 ،miR398 ،miR477 هاي در گونه

 Sunkar and Zhu 2004; Liu(گیاهی مختلف مانند آرابیدوپسیس 

et al. 2008( سپیدار ،)Lu et al. 2008( برنج ،)Lv et al. 2010( ،

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

)Zhang et al. 2014( گوجه فرنگی ،)Cao et al. 2014; Koca et 

al. 2015 (پنبه  و)Wang et al. 2016 (در . اندشناسایی شده

براي  .Karimi et al)2016(و .Mousavi et al) 2014a(مطالعه 

هاي بادام با هدف بررسی sRNAو  RNAیابی اولین بار توالی

هاي زایشی پاسخ گیاه به تنش سرما در سطح مولکولی در اندام

ین دو مطالعه، در با توجه به نتایج حاصل از ا. صورت گرفته است

-Pduو Pdu-miR160a ،Pdu-miR168هاي miRNAاین بررسی 

miR171aعنوان بهmiRNA هاي پاسخ دهنده به تنش سرما

ها همراه یابی، الگوي بیان آنمنظور تأیید نتایج توالیانتخاب و به

هاي در بافت RT-qPCRهاي هدفشان با استفاده از روش با ژن

هاي متحمل و رقم حساس به سرما تحت تیمارزایشی دو ژنوتیپ 

  .مختلف تنش سرما مورد بررسی قرار گرفت

  

و Pdu-miR160a ،Pdu-miR168هايmiRNAمنظور تأیید به

Pdu-miR171aعنوان بهmiRNA هاي پاسخ دهنده به تنش سرما

ها و miRNAو نیز مقایسه بیان این sRNA-seqبر اساس نتایج 

گل و متحمل به هاي هدفشان در بین دو ژنوتیپ نسبتاً دیرژن

گل و عنوان رقم دیربه) Sh12(12و رقم شاهرود  Hسرما با نام 

برداري از این دو ، نمونه)Mousavi et al. 2014a(حساس به سرما 

در) Imani et al. 2012(نوع ژنوتیپ به روش شاخه بریده 

. انجام گرفتکرجبذرونهالتهیهواصلاحتحقیقاتسسهؤم

با طول مشابه از نظر اندازه، قطر و تعداد جوانه، هاي یکسالهشاخه

بعد از  برداري ونمونههاي میانی از قسمتمتر سانتی 40تا  20

. داده شدنددرصد قرار  5در آب حاوي ساکارز  ،سازيجدا

هاي تنش سرما در این آزمایش، شامل تنش صفر درجه تیمار

گراد به مدت درجه سانتی - 2ساعت و تنش  3د به مدت گراسانتی

اعمال این نوع تنش بر اساس مطالعه. ساعت بود 2

)2014b(Mousavi et al.  تنشازاعمالپس. انجام شد)صفر و

تخمدانزایشیهايبرداري ازبافتنمونه،)گرادسانتیدرجه- 2

از . شدانجام لوژیکیدر سه تکرار بیوطور جداگانهوبساك به

برداري گراد نمونهدرجه سانتی 10هاي شاهد نیز در دماي نمونه

گراد تا زمان درجه سانتی-80ها دردماينمونه. صورت گرفت

هاي مربوط به طراحی آغازگر. دندشداري استفاده ذخیره ونگه

miRNAافزار ها با استفاده از نرمmiRNA Primer Designer  و

هاي هدف با استفاده از ابزار ط به ژنهاي مربوگرطراحی آغاز

primer blast  استخراج ). 1جدول (انجام گرفتRNA  از گیاه

 2014b(Mousavi et(دست آمده از مطالعههبادام بر اساس نتایج ب

al. 2011(و بر اساس روش(Rubio-Piñ a and Zapata-Pérez  ،

بود، صورت  .Yang et al) 2008(که به نوعی روش تغییر یافته 

ساکارید و سایر در این روش به راحتی ترکیبات فنل، پلی. گرفت

دست هب RNAرو شوند، از اینهاي متابولیتی حذف میآلودگی

کمیت و کیفیت . باشدآمده داراي کیفیت و خلوص بالایی می

RNA  درصد مورد  2/1از طریق اسپکتروفتومتر و ژل آگارز

آن با  miRNA ،cDNAرسی بیان منظور بربه. بررسی قرار گرفت

این روش توسط . دشسنتز  stem-loop RT PCRاستفاده از روش 

)2005 (Chen et al.  و نیز)2007 (Varkonyi-Gasic et al. ،

جهت بررسی بیان . ها معرفی شدmiRNAمنظور بررسی بیان به

گر عمومی هر نمونه با استفاده از آغاز cDNAهاي هدف نیز، ژن

و  cDNAحیصح ریاز تکث نانیجهت اطم. دشسنتز dTالیگو

 يبر رو End point PCRها، واکنشآغازگر ی صحیحطراح

هاي اختصاصی گربا استفاده از آغازسنتز شده  cDNAهاينمونه

تأیید و مقایسه بیان منظوربهدر نهایت  .صورت گرفتهر ژن 

-RTروش ، ازSh12و رقم  Hها در بین ژنوتیپ مورد مطالعه ژن

qPCR وسیله مخلوط واکنش این واکنش به. استفاده شدTakara

    ها مواد و روش
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)Cat# RR820A ( حاويSYBER GREEN گرهاي همراه آغازبه

لیتر انجام میکرو 12رقیق شده در حجم  cDNAاختصاصی و 

. براي هر نمونه از سه تکرار تکنیکی استفاده شد. گرفت

هاي بیان نیز با استفاده از ژن کنترل داخلی سازي نتایج دادهنرمال

18S rRNA)Mallory et al. 2004 ( برايmiRNAها و ژن اکتین

)Guo et al. 2009( هاي هدف صورت گرفتبراي ژن .
١Ct براي

 Rotor-Gene Q Series Softwareافزار هر نمونه توسط نرم

استفاده از  ، باداخلیکنترل هاي دست آمد و مقایسه نتایج با ژنبه

-2روش ΔΔct
)Livak and Schmittgen 2001 (میزان . انجام شد

هاي هدف در شرایط تنش نسبت به ها و ژنmiRNAتغییر بیان 

درصد  5داري در سطح معنی tکنترل، نیز با استفاده از آزمون 

  .مورد بررسی قرار گرفت

  

Pdu-miR160a ،Pdu-miR168هاي miRNAتغییرات الگوي بیان 

شان، در دو ژنوتیپ هاي هدفهمراه ژنبهPdu-miR171aو 

 RT-qPCR، با استفاده از روش  Sh12و نیز حساس  Hمتحمل 

) ساعت 3به مدت (گراد در شرایط کنترل، تنش صفر درجه سانتی

هاي در بافت) ساعت 2به مدت (گراد درجه سانتی - 2و تنش 

                                                          
1 cycling threshold

 3تکرار بیولوژیکی و  3گانه با طور جدازایشی بساك و تخمدان به

بینی هاي هدف پیشژن. تکرار تکنیکی مورد مطالعه قرار گرفت

و با ) psRNATarget)Dai and Zhao 2011شده توسط سایت 

بادام در مطالعه  RNAیابی هاي حاصل از توالیاستفاده از کانتیگ

)2014a (Mousavi et al.  و نیز توالیmiRNA ها حاصل از

  ).1شکل (بینی شدند پیش .Karimi et al) 2016(مطالعه

روند کاهش  Pdu-miR160aطور کلی، بررسی تغییرات بیان ژن به

را در پاسخ به تنش سرما در هر دو ژنوتیپ  miRNAبیان این 

) درصد 5در سطح (دار کاهش بیان معنی. مورد مطالعه نشان داد

Pdu-miR160a در بافت بساك ژنوتیپ ،H  درجه  -2و در تنش

که در بافت در حالی. مشاهده شد) =FC- 66/3(گراد سانتی

. داري مشاهده نشدتخمدان در دو سطح تنش، تغییرات معنی

همچنین بررسی تغییرات بیان ژن هدف
2PduARF18 در بافت

را در تنش ) FC=37/1(دار ، افزایش بیان معنیHبساك ژنوتیپ 

را در ) FC=- 07/2(دار معنیگراد و کاهش بیان صفر درجه سانتی

در بافت تخمدان نیز کاهش  .گراد نشان داددرجه سانتی -2تنش 

گراد مشاهده شد دار، تنها در تنش صفر درجه سانتیبیان معنی

  ).2شکل (

                                                          
2 Auxin Response Factor18

  

  شده ینبیشیهدف پ هايژنها و miRNAانیب یمنظور بررسشده به یطراح گرهايآغاز ستیل-1جدول 

گرنام آغاز )5′- 3′(گر توالی آغاز TM (ᵒC)  

Pdu-miR160a-RT GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTGGCAT 5/85

Pdu-miR160a-F GCGGCGGTGCCTGGCTCCCTG 1/73

Pdu-miR168-RT GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTTCCCG 3/86

Pdu-miR168-F GCGGCGGTCGCTTGGTGCAGGTC 6/73

Pdu-miR171a-RT GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACGATATT 8/83  

Pdu-miR171a-F GCGGCGGTGATTGAGCCGTGCC 5/71  

Universal ATCCAGTGCAGGGTCCGAGG 6/64

PduARF18-F TCGAGCAACCCCTTATGTAGTG 1/60

PduARF18-R CCCGAATGAAGTTTGTGGAAGA 3/60

PduAGO1-F GTCCAGCCAGACCATCAGTT 5/60

PduAGO1-R AGGGCGTATAGGGTGCATAG 5/60

PduSCL6-F GCAGAGCTGATCGAAACAGG 5/59  

PduSCL6-R GGTGTTGATGTGAAGGAGCA 4/58  

  

    نتایج و بحث
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mRNA تها، توسط سای شده آن ینبی شیهدف پ هاي ژن 

  .)در شکل نشان داده شده است

Pdu
-m

iR
160

a

-4

-2

0

2

Anther- H genotype          Anther- Sh12 cultiva

R
el

at
iv

e
g

en
e

ex
p

re
ss

io
n

  

) a(گراد در بافت بساك درجه سانتی -2دو سطح تنش صفر و 

تنش سرمایی در هر دو بافت زایشی بساك و تخمدان مشاهده 

و  Pdu-miR160aهاي بیان نتایج آزمون همبستگی بین داده

و  -85/0گی تحت هر دو تنش سرمایی، همبست 

a

b

بررس   

دوره / ژنتیک نوین

mRNAو  دیکاند يپاسخ دهنده به تنش سرما miRNAدو مشابهت  يبرا یمحاسبات

psRNATarget )در شکل نشان داده شده است 11 تا 9 هايباز نیدر ب يمرکز شدگی محل جفت

0a
Pdu

ARF1
8

Pdu-
m
iR

16
0a

Pd
uA

RF18

Anther- H genotype          Anther- Sh12 cultiva

Control
0 ºC
-2 ºC

Pdu-miR160a و ژن هدف آنPduARF18  در دو ژنوتیپH  وSh12 دو سطح تنش صفر و  تحت

  بادام) b(و تخمدان 

و ژن هدف،  miRNAمقایسه روند و الگوي تغییرات بیان، بین 

ارتباط منفی را در بافت بساك در پاسخ به تنش صفر درجه 

، این Sh12که در رقم  نشان داد، در حالی

هاي همه تیمار و ژن هدف در miR160بین 

تنش سرمایی در هر دو بافت زایشی بساك و تخمدان مشاهده 

نتایج آزمون همبستگی بین داده. دش

Pdu-ARF18 

  و همکاران بهروز شیران

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

محاسبات يجستجو -1شکل 

  

miR160aمقایسه بیان نسبی  -2 شکل

  

مقایسه روند و الگوي تغییرات بیان، بین 

ارتباط منفی را در بافت بساك در پاسخ به تنش صفر درجه 

نشان داد، در حالی Hگراد ژنوتیپ سانتی

بین ارتباط تنظیمی منفی ما
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 Sh12هاي زایشی بساك و تخمدان رقم ترتیب در اندامرا به - 9/0

  . نشان داد

miR160 ها تا گیاهان عالی هاي گیاهی، از خزهدر میان سلسله

بسیار حفاظت شده است و تشابه توالی بالغ آن در بسیاري از 

هاي هدف این ژن. باشددرصد می 80هاي گیاهی تا بیش از گونه

miRNA، هاي پاسخ دهنده به اکسینفاکتور
1

در . باشندمی

 ARF10 ،ARF16شناسایی شده،  23ARFآرابیدوپسیس از میان 

شوند که محسوب می miR160هاي هدف عنوان ژن، بهARF17و 

 ARF. باشندداراي عملکرد حفاظت شده با کمی تفاوت متمایز می

اکسین نیستند و به هاي پاسخ دهنده به به تنهایی قادر به تنظیم ژن

در پاسخ به  AUX/IAAهاي مشارکت و همکاري با بازدارنده

ها در ناحیه دومین ARFبا  AUX/IAA. اکسین، احتیاج دارند

شانکربوکسی ترمینال
2

دهند و نتیجه این اتصال تشکیل دایمر می 

 Guilfoyle and(باشد هاي پاسخ دهنده به اکسین میعدم بیان ژن

Hagen 2007 .(یابد، که سطح اکسین افزایش میر زمانید

AUX/IAA  متصل باARFمتصل به کمپلکس ،
TIR1/AFB SCF شده

یوبی کوئیتینه شدن سبب دگریده شدن . دشوو یوبی کوئیتینه می

دنبال دگریده شدن، به. شودمی 26Sها توسط پروتئوزوم آن

هاي پاسخ دهنده به اکسین آزاد و رونویسی از ژن ARFپروتئین 

توانند فعال کننده ها علاوه بر اینکه میARF. نمایدرا فعال می

. توانند بازدارنده نیز باشندهاي پاسخ دهنده به اکسین باشند، میژن

هاي رشد و سیگنالینگ اکسین نقش کلیدي در بسیاري از فرایند

ها از نموي گیاه، از مرحله جنینی تا پیري دارد، اغلب این فرایند

این . شودهاي تنظیم شونده توسط اکسین شروع میطریق بیان ژن

هاي رونویسی، براي کنترل ها توسط دو نوع از خانواده فاکتورژن

هاي هاي پاسخ دهنده به اکسین نیاز است، یکی از خانوادهبیان ژن

، با DNAها هستند، که از طریق دومین متصل شونده به ARFژنی 

عناصر پاسخ به اکسین
3

هاي پاسخ دهنده به وتور ژنواقع بر پروم 

. شوندها میاکسین متصل و سبب فعالیت یا بازدارندگی این ژن

هستند که سبب پاسخ  AUX/IAAهاي گروه دوم نیز بازدارنده

بسیاري از مطالعات، هم در سطح . شوندها به اکسین میژن

مولکولی و هم در سطح سلولی، ارتباط اکسین با تنظیم 

                                                          
1 Auxin Response Factor/ARF
2 CTD
3 AUXRE

اند، که همین ارتباط تنظیمی ا نشان دادهپذیري رشد رانعطاف

در .شودسبب سازگار شدن رشد گیاه در شرایط مختلف می

شرایط معمول رشد، توزیع تنظیم شده و متفاوت درون سلولی 

گیري هاي مختلف سازگاري نظیر، شکلاکسین، کمک به فرایند

اکسین . شودگیري مریستم و تروپیسم میزایی، شکلجنین، اندام

باشد، در حرکت گیاه داراي دو حرکت سریع و آهسته می در

هاي طولانی از بافت جوان و فعال اندام هوایی به سریع، مسافت

کند و در حرکت آهسته از سلولی به ها را طی میسمت ریشه

هاي شود، که این جابجایی توسط پمپسلول دیگر جابجا می

ایفلاکس
4

و اینفلاکس 
5

). Rahman 2013(شود تنظیم می 

 PINو  AUX/LAXهاي ژنی هاي متعلق به خانوادهپروتئین

کننده انتقال سلولی اکسین به شمار ترین تنظیمعنوان بزرگبه

ارتباط بین تنش سرما و اکسین، از ). Rahman 2013(روند می

و در  PINهاي طریق نقش این تنش بر روي عملکرد پروتئین

 Shibasaki(شده است  نتیجه انتقال درون سلولی اکسین مشخص

et al. 2009 .(جایی قطبی اکسین از طریق هتنش سرما بر روي جاب

هاي ایفلاکس بازدارندگی انتخابی انتقال درون سلولی حامل

هاي میزان غیر طبیعی اکسین در بین سلول. گذارداکسین اثر می

ها در طی تنش سرما، معمول اندامساقه یا ریشه، سبب نمو غیر

یر در رشد و تولید مثل و فقدان علایم حیاتی معمول در نظیر تأخ

رو یکی از این). Khraiwesh et al. 2012(شود طی تنش سرما می

هاي مختلف هاي گیاه براي مقابله با تنش، تنظیم فاکتوراز مکانیسم

تاکنون در . باشدها میmiRNAدر مسیر سیگنالینگ اکسین توسط 

، نظیر نقش در miR160هاي متنوعی از مطالعات مختلفی، عملکرد

هاي زنی بذر، نمو مراحل بعد از جنینی، اثر متقابل مسیرجوانه

واسطه نقش تنظیمی این و اکسین، به ABAتنظیمی وابسته به 

miRNA  بر روي فاکتورARF10  شناسایی شده است)Liu et al. 

نش ویژه در تبه ARF18بر  miR160، اما هنوز اثر تنظیمی )2007

 میدر تقس ARF18نقش . سرما به روشنی مشخص نشده است

تجمع نشاسته در بذر مشخص شده است  زیو ن زیتما ،یسلول

)Huang et al. 2016( . هر چند که نقش مهمmiR160  در تنش

، اما در )Ding et al. 2013(گزارش شده است  ABAخشکی و 

                                                          
4 Efflux
5 Influx
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عدم ، .Lu et al) 2008(و  et al.Thiebaut)2012(مطالعه 

ترتیب در نیشکر و سپیدار به miRNAدار بیان این تغییرات معنی

در هنگام تنش سرما گزارش شده است که این نتایج با نتایج این 

 -2در تنش  miR160دار بیان مطالعه که در آن عدم تغییرات معنی

 Sh12و حساس  Hگراد در هر دو ژنوتیپ متحمل درجه سانتی

ها ARFجایی که بیان سایر از آن.مشاهده شده، مطابقت دارد

در مسیر  miR390و نیز  miR167هاي دیگر نظیر miRNAتوسط 

-miR390تنظیمی  TAS3-ARF2/ARF3/ARF4  نیز تنظیم

در پاسخ به تنش سرما  miR167شود و از طرفی نقش تنظیمی می

، گوجه )Liu et al. 2008(در گیاهان مختلفی نظیر آرابیدوپسیس 

و گندم ) Lv et al. 2010(، برنج )Koca et al. 2015(فرنگی 

)Tang et al. 2012 (توان چنین برآورد نشان داده شده است، می

، در ARFهاي با تنظیم بیان ژن miR167نمود که ممکن است 

تنظیم مسیر سیگنالینگ اکسین در هنگام تنش سرما نقش داشته 

در زمان نقش مؤثر و اصلی در تنظیم این مسیر  miR160باشد و 

عدم مشاهده الگوي بیانی متفاوت در بین . تنش سرما نداشته باشد

تواند مؤید این دو ژنوتیپ متحمل و حساس در این مطالعه نیز می

. نتیجه باشد

در هر دو بافت زایشی ژنوتیپ  Pdu-miR168مقایسه الگوي بیان 

H  وSh12 اثر تنظیمی منفی این ،miRNA  را در پاسخ به تنش

و اثر تنظیمی مثبت آن را در بافت بساك رقم Hژنوتیپ  سرما در

Sh12  بر خلاف روند افزایش بیان این ). 3شکل (نشان داد

miRNA  در بافت بساك ژنوتیپSh12 ،در بافت تخمدان آن ،

، اثر تنظیمی منفی این Hهمانند هر دو بافت زایشی ژنوتیپ 

miRNA طوري که در تنش  در پاسخ به تنش سرما مشاهده شد، به

برابري را نشان  39/1دار  گراد، کاهش بیان معنیدرجه سانتی - 2

، اما در بافت بساك این ژنوتیپ حساس، افزایش )3شکل (داد 

گراد مشاهده درجه سانتی - 2در تنش )  =03/5FC(دار بیان  معنی

ارتباط  PduAGO1و Pdu-miR168بررسی ارتباط تنظیمی . شد

تنظیمی منفی بین این دو ژن را تنها در پاسخ به تنش در ساعات 

در هر دو بافت زایشی دو ژنوتیپ ) گرادصفر درجه سانتی(اولیه 

  .مورد مطالعه نشان داد

Pd
u-
m
iR
16
8

Pd
uA
G
O
1

Pd
u-
m
iR
16
8

Pd
uA
G
O
1

) a(گراد در بافت بساك درجه سانتی -2دو سطح تنش صفر و تحت Sh12و  Hدر دو ژنوتیپ  PduAGO1و ژن هدف آنPdu-miR168مقایسه بیان نسبی  -3شکل

  بادام) b(و تخمدان 

  

a

b
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Pdu-miR168هاي بیان همچنین نتایج آزمون همبستگی بین داده

را در تخمدان  - 89/0همبستگی منفی به میزان PduAGO1و

تحت هر دو تنش تیمار سرمایی نشان داد که این نتیجه  Hژنوتیپ 

-Pduاز طریق PduAGO1تواند گویاي تنظیم منفی ژن هدف می

miR168بر خلاف ژنوتیپ متحمل . در این بافت باشدH بررسی ،

، کاهش Sh12در رقمPduAGO1تغییر بیان براي ژن هدف 

بیان این ژن را در بافت تخمدان، در پاسخ )  =FC-56/1(دار عنیم

  .داد ناشگراد ندرجه سانتی -2به تیمار تنش 

miR168ترین عنوان شناخته شده، بهmiRNA اي است که در زمان

 miRNAاین . شودزیستی القا میهاي مختلف زیستی و غیرتنش

همراه ژن هدفش، پروتئین آرگوناتبه
١

نقش اساسی را در شبکه  

، سبب miRNAالقاي بیان این . کندتنظیمی پاسخ به تنش بازي می

شود در سطح پس از رونویسی می AGO1تنظیم هموستازي 

)Khraiwesh et al. 2012; Li et al. 2012 .(miR168  علاوه بر

ها نقش miRNAپاسخ به تنش، در قطبیت برگ و نیز تنظیم سایر 

هاي مختلف نظیر ، در گونهmiR168هاي وگنقش هومول. دارد

آرابیدوپسیس، سپیدار و تنباکو و نیز در گیاهان تک لپه نظیر ذرت، 

زیستی مانند هاي مختلف غیربرنج و گندم، در پاسخ به تنش

و تنش مکانیکی  UVشوري، خشکی، تنش سرما، گرما، اشعه 

Liu et al. 2008; Zhou et al. 2008; Jia(مشخص شده است  et 

al. 2009; Zhou et al. 2010  .(هاي پروتئینAGOمنظور نمو ، به

گیاهان از اهمیت زیادي برخوردار هستند و در مکانیسم تنظیم 

و  siRNAهایی نظیر sRNAها از طریق ارتباط با بیان ژن

miRNAهاي مختلفی براي تاکنون نقش. ها نقش دارند

وم، کنترل سنتز ، نظیر حفظ یکپارچگی ژنAGOهاي پروتئین

ها sRNAي وسیعی از و تولید مجموعه RNAها، پایداري پروتئین

در آرابیدوپسیس،  AGOهاي در میان پروتئین. معرفی شده است

AGO1  به عنوان جز اصلی در کمپلکس خاموشی القا شده توسط

RNA تحقیقات نشان داده است که وقوع . شودمحسوب می

هاي هدف میزان رونوشت ژن، سبب افزایش AGO1جهش در ژن 

miRNAهر چند مطالعات مختلفی در مورد . دشوهاي مختلف می

هاي زیستی گزارش شده است، اما به نسبت در تنش AGO1نقش 

                                                          
1 AGO1

هاي هاي زیستی، مطالعات کمتري در مورد نقش پروتئینتنش

AGO1 مطالعات . زیستی صورت گرفته استهاي غیردر تنش

ممکن است از  AGO1و  miR168ه متعددي نشان داده است ک

عنوان مثال در یک لحاظ رونویسی تنظیم کننده یکدیگر باشند، به

، AGO1هاي د، با افزایش سطح پروتئینشبررسی مشخص 

miR168  قادر خواهد بود با کمپلکسRISC  تلفیق شود و

که میزان را مورد هدف قرار دهد، اما در زمانی AGO1رونوشت 

تواند با به میزان کمتري می miR168یابد، میاین پروتئین کاهش 

ترکیب شود و بنابراین افزایش در میزان  RISCکمپلکس 

 Johnston and Hutvagner(شود مشاهده می AGO1رونوشت 

هاي مختلف در هنگام تنش miR168هر چند تجمع ). 2011

و ژن هدف  miR168افتد، اما هنوز عملکرد زیستی اتفاق میغیر

در گیاهان عالی یک مسیر . به درستی مشخص نیست AGO1آن، 

در پاسخ به  miR168تنظیمی مشترك براي کنترل میزان بیان 

ABA در . زیستی مشاهده شده استهاي غیرو سایر تنش

در آرابیدوپسیس  miR168aمطالعات انجام شده، توالی پروموتور 

در آن  ABREمورد بررسی قرار گرفت و عناصر سیس با نام 

سایی شد که این موضوع بیانگر ارتباط بین رونویسی شنا

miR168a هاي متصل شونده به و پروتئینABRE بوده است .

در انتقال  AREB/ABFبا نام  Leuzipperهاي رونویسی فاکتور

از طریق اتصال با  ABAسیگنال تنش وابسته به 

، در miR168هایی نظیر واقع در پروموتور ژن  ABREهايموتیف

ترین عنوان مهمبه AREB/ABFرگولان . ها نقش داردآنبیان 

 ABAکاست تنظیمی رونویسی در تنظیم بیان ژن وابسته به 

ها در مراحل اولیه انتقال سیگنال این پروتئین. شودمحسوب می

ABA هاي پاسخ دهنده به تنش را عمل کرده و بسیاري از ژن

دهد، فعال ان میشیمیایی و ژنتیکی نششواهد بیو. کنندتنظیم می

عضو از خانواده  4وسیله به miR168شدن مستقیم بیان 

AREB/ABF گیرد صورت می)Li et al. 2012 .(اي که در مطالعه

صورت گرفت، نقش تنظیمی  .Wang et al) 2015(توسط 

، از طریق افزایش بیان AGO1بر پروتئین  HOS1پروتئین 

miR168 با توجه به اینکه  .در آرابیدوپسیس مشخص شدABA 

زیستی از جمله هاي غیرعنوان سیگنال مهم در بسیاري از تنشبه
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در  ABREباشد و از طرفی وجود عناصر سیس تنش سرما می

تواند گویاي ارتباط مستقیم بین سیگنال ، میmiR168پروموتور 

ABA  و بیانmiR168 جایی که تحت تنش باشد و از آن

هاي پاسخ دهنده به سی در بیان ژننقش اسا ABAسیگنالینگ 

تواند ، میmiR168تنش سرما را دارد، یکی از دلایل افزایش بیان 

 AREB/ABFهاي ، ژنABAیه این علت باشد که در سیگنالینگ 

ها نیز از طریق اتصال به عناصر سیس افزایش بیان یافته و آن

ABRE  در پروموتور اینmiRNA سبب افزایش رونویسی و بیان ،

 miR168این مکانیسم تنظیمی که موجب افزایش بیان . آن شوند

تحت تنش سرما  Hد، بر خلاف انتظار در ژنوتیپ متحمل شومی

توان علت آن را در عواملی همچون نوع تیمار مشاهده نشد که می

برداري و یا وجود مکانیسم سرمایی و نیز شرایط و زمان نمونه

گر در برابر تنش سرما در سازگاري با دخالت عوامل تنظیمی دی

  . دانست Hژنوتیپ متحمل 

 پیدر بافت بساك و تخمدان ژنوت miR171aانیب يالگو یبررس

روند کاهش بیان را با افزایش شدت تنش سرما نشان  Hمتحمل

در مطالعه sRNA-seqحاصل از جیکه نتا ی بوددر حالداد این 

)2016 (Karimi et al.نیا داریمعن انیب شی، افزاmiRNA  را در

ژن هدف انیب يالگو یبررس. داد اننش یشیدو بافت زا

PduSCL6یمعن انی، کاهش ب	ژن را در بافت بساك  نیا دار

پس از سه ساعت  بیترتبه - 63/1و  -75/1زانی، به مHپیژنوت

نشان  گراديیدرجه سانت - 2صفر و دو ساعت تنش  ییسرما ماریت

به  اسخژن در بافت تخمدان در پ نیکه ادر حالی، )4شکل (داد 

انیب رییتغ یبررس .داري را نشان ندادیمعن انیب رییتنش سرما تغ

miR171aيدر رقم حساس به سرماSh12  ،در بافت بساك

گرادیآن را در سطح تنش صفر درجه سانت داریمعن انیب شیافزا

)77/1FC= (نیکه در بافت تخمدان ایدر حال. نشان دادmiRNA

 داریمعن انیب رییتغ گرادیدرجه سانت صفرتنش  ییمرحله ابتدادر 

بر Pdu-miR171aی میاثر تنظ یبررسگریاز طرف د. را نشان نداد

در بافت miRNAنینشان داد که اPduSCL6ژن هدف يرو

 یمیاثر تنظ گرادیدرجه سانت - 2در سطح تنش  Sh12تخمدان رقم

  .داشته است یمنف

miR171 از  یکیmiRNAو حفاظت شده است که  یمیقد هاي

 Ma et(کند یمي باز اهانیرا در رشد و نمو گ يمتعدد هاينقش

al. 2010 .(مختلف خانواده  ياعضاmiR171 يدارا اهانیدر گ 

 یشعاع دهیشامل سازمان فیوظا نیهستند، ا يمتعدد فیوظا

 .Bulow et al(گنالی، انتقال س)Helariutta et al. 2000(شهیر

 نیی، انتقال فاز و تع)Wang et al. 2010(زایی، شاخه)2012

 هايتحمل به انواع تنش زیو ن) Curaba et al. 2013(گل  ستمیمر

در مقابله  miR171نقش . باشدیم) Ma et al. 2010(یستزیریغ

 س،یدوپسیآراب ریظن یمختلف يهاگوناگون در گونه هايبا تنش

 .Huang et al(گزارش شده است ی نیزمبیجو، ذرت و س

 میتنظ miR171توسط  GRASسه ژن  سیدوپسیدر آراب). 2017

و  SCL6/SCL6-IV ،SCL22/SCL6-IIIکه شامل  شودیم

SCL27/SCL6-II) که با نامHAM ایLAM شودیشناخته م زین (

.باشندیم

  

  

) a(گراد در بافت بساك درجه سانتی -2دو سطح تنش صفر و تحت Sh12و  Hدر دو ژنوتیپ  PduSCL6و ژن هدف آن Pdu-miR171aمقایسه بیان نسبی -4شکل

  بادام) b(و تخمدان 

ba
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و  اهینمو گ میدر تنظ یمهم هاينقش یسیرونو هايفاکتور

، GRASیخانواده ژن. کنندیم يباز یکیولوژیزیف هاي	ندیفرا

جنس مورد مطالعه قرار  20متعلق به  یاهیگونه گ 30تاکنون در 

از  ی، تنها برخGRASهاينیپروتئ انیاز م. گرفته است

 یسیدر سطح پس از رونو یمیتنظ سمیمکان SCL١هاي	نیپروتئ

و  با وجود بررسی. اندرا نشان داده miR171توسط خانواده 

 SCLیعنیو ژن هدف آن  miR171یمیمشخص شدن نقش تنظ

گوناگون، هنوز  طیتحت شرا یاهیمختلف گ هايسمیدر مکان

و ژن هدفش  miRNAنیعملکرد ا یمولکول سمیمکان یچگونگ

صورت گرفته بر  هايیدر بررس. مشخص نشده است یبه روشن

آن در فتوسنتز،  ریتأث زیدر تنش سرما و ن DELLAنیپروتئ يرو

. مشخص شده است SCL6ژن هدف  ينقش عملکرد يتا حدود

. هستند GAگنالیس ریمس یاصل ي، از اجزاDELLAهاينیپروتئ

با  GAرندهیتوسط پذ) کیبرلیج دیاس(GAگنالیس ر،یمس نیدر ا

نام 
2GIDI اتصال . شودیم افتیدرGAبا  یستیفعال ز هايGIDI ،

 DELLAهاينیپروتئ DELLAنیبا دوم GIDIسبب اثر متقابل 

با  DELLAنیاثر متقابل، سبب اتصال پروتئ نیا. گرددیم

-SCFکمپلکس E3 ubiquitin ligase شدنهیتجز تیو در نها

DELLA  26توسط پروتئوزومS نیبنابرا. شودیمGA  با اثر

. شودیم اهیرشد گ شیموجب افزا DELLAي بر رو یمنف یمیتنظ

القا شده  هاي	CBFدر هنگام تنش سرما مشخص شده است که 

و تحمل به تنش را  اهی، رشد گGAنگیگنالیتوسط تنش سرما و س

 قیشده از طر القاCBFدر واقع . کنندیم میدر زمان تنش تنظ

 نیدر ا. کندیرا محدود م اهی، رشد گDELLAوابسته به  سمیمکان

ژن  یسیرونو شیافزا قیرا از طر GAزانیم CBF1سمیمکان

GA2 دازیاکس)GA2ox3 ،GA2ox6 ( کاهش و سبب تجمع

DELLA واسطه محدود کردن رشد به. گرددیمDELLA ،از  یکی

 Achard et(باشد یدر زمان تنش سرما م اهیگ یمیتنظ هاي	پاسخ

al. 2008 .(مضرات تنش سرما تجمع  گریاز د نیهمچن

ROS	 ستمیبازگشت به غشا و س قابلریغ بکه منجر به آسیهاست 

در  یدفاع هايسمیدر مکان. شودیدر سطح سلول م يفتوسنتز

                                                          
1 Scarecrow- like
2 GA-Insensitive Dwarf1

دسموتاز دیسوپر اکس ری، نظROSزدايسم هايبرابر تنش، ژن
3

 ،

دازاکسیآسکوربات پر
4

، کاتالاز
5

دازاکسیپر ونیو گلوتات 
6

 شیافزا 

ها پخش ها در تمام سلولژن نیمربوط به ا هايمیو آنز ابندییم

از تجمع  DELLAنیمطالعات نشان داده است که پروتئ. شودمی

ROS شیپا هايمیمربوط به آنز هايژن انیب شیافزا قیاز طر

ROS کند یم يریجلوگ)Ishibashi et al. 2012; Zhou et al. 

 ییایمشیتویف ییتنش سرما کاهش کارا گرید امدیاز پ .)2017

 Zhou et(باشدیاز فتوسنتز م يریجلوگ تیو در نها IIستمیفتوس

al. 2017 .(لشام طیشرا نیدر ا اهیگ یمیتنظ سمیمکان نیبنابرا 

 DELLAنیپروتئ زانیم شیافزا جهیو در نت GAوسنتزیکاهش ب

دارندگیباز قیاست که از طر ینیپروتئ SCL6. باشدیم
7PORC

کاهش فتوسنتز  تیو در نها IIلیکلروف وسنتزیسبب کاهش ب

افتهیتجمع  نیدر زمان تنش سرما، پروتئ نیبنابرا. شود	یم

DELLA  بهSCL6و سبب باز متصل	ژن  انیب يآن برا دارندگی

PORC مشاهده شده ژن  انیدر مطالعه حاضر کاهش ب. دشویم

SCL6 پیدر بافت بساك ژنوتH  و رقمSh12نشان  تواندی، م

و در سطح پس  یسیدر دو سطح رونو اهیگ یمیدهنده پاسخ تنظ

نیواسطه پروتئبه SCL6ژن  انیسرکوب ب قیاز طر یسیاز رونو

DELLA و  لیکلروف وسنتزیب میموجب تنظ تیباشد که در نها

 یبررس نیدر ا. از کاهش فتوسنتز در هنگام تنش شود يریجلوگ

 پیدر هر دو ژنوت miR171یشیمتفاوت و وابسته به بافت زا انیب

 ياختلاف مشاهده شده در الگو نیا. دشمورد مطالعه مشاهده 

باشد که بسته به  اهیگ اوتمتف یمیپاسخ تنظ لیدلبه تواندیم انیب

 یاهطور که در گیجنس متفاوت است، همان زیگونه و ن پ،یژنوت

) miRNA)Liu et al. 2008نیاانیب شیافزا سیدوپسیمانند آراب

  .مشاهده شده است) Lv et al. 2010(آن  انیو در برنج کاهش ب

  گیري کلینتیجه

مشکل عمده این . باشدبادام یکی از درختان مهم میوه در ایران می

نحوي که سرماي به. باشدزدگی زمستانه و بهاره میگیاه سرما

هاي اواخر زمستان و اوایل بهار خسارت جبران ناپذیري به بافت

                                                          
3 SOD
4 APX
5 CAT
6 GPX
7 Pchlide oxidoreductase
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هاي مورد استفاده جهت اکثر روش. نمایدزایشی آن وارد می

. زدگی، کاربرد اقتصادي و مطلوبی نداشته استمقابله با سرما

لازمه غلبه بر این مشکل توسعه ارقام متحمل از طریق شناسایی و 

ها در سطح رونویسی درك صحیح از تغییرات و تنظیمات بیان ژن

عنوان بخش اصلی در ها بهmiRNA. باشدو پس از رونویسی می

اند، از تنظیمی در سطح پس از رونویسی شناخته شده هايشبکه

هاي پاسخ دهنده به تنش سرما و miRNAاین رو شناسایی 

تواند هاي مهندسی ژنتیک میها از طریق روشکارگیري آنبه

کمک شایانی را در بهبود صفات دخیل در بروز تحمل به تنش 

هايmiRNAرو در این مطالعه نقش تنظیمی سرما نماید، از این

Pdu-miR160a ،Pdu-miR168وPdumiR171a تحت تنش سرما

ها مورد بررسی شان از طریق بررسی بیان آنهمراه ژن هدفبه

مورد مطالعه را  miRNAنتایج بررسی کاهش بیان سه . قرار گرفت

اختلاف . نشان داد Hدر پاسخ به تنش سرما در ژنوتیپ متحمل 

-Pduحساس و متحمل براي بین دو ژنوتیپ الگوي بیان ما

miR168وPdu-miR171a که در بافت د، به نحويشمشاهده

دار و در هر دو بافت زایشی افزایش بیان معنی Sh12بساك رقم 

تنظیم منفی .ها مشاهده شد، کاهش بیان آنHژنوتیپ متحمل 

PduARF18 از طریقPdu-miR160aی رقم شیزا هايدر اندام

Sh12  مشاهده شد و تنظیم منفیPduAGO1  از طریقPdu-

miR168  در بافت تخمدان ژنوتیپH  تحت هر دو تنش تیمار

بر Pdu-miR171aیمنف یمیاثر تنظ نیهمچن. دشسرمایی مشاهده 

در تخمدان  گرادیدرجه سانت - 2تحت تنش  PduSCL6ژن هدف 

  .آشکار شد Sh12رقم  یشیو هر دو بافت زا Hپیژنوت

  

  زاريسپاسگ

دارند که از دانشگاه شهرکرد به پاس نویسندگان بر خود لازم می

فراهم نمودن شرایط و امکانات لازم براي اجراي این پروژه تشکر 

همچنین از دکتر علی ایمانی که در تهیه مواد . و قدردانی نمایند

  . دشوگیاهی کمک شایانی نمودند، تشکر ویژه می
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