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ها کنترل هاي هدف را در یوکاریوتهستند که بیان ژن هاي تنظیمیجدیدي از ژن ها گروهmiRNA -چکیده

-tae-miR156،tae-miR159 ،tae-miR167 ،taeشامل  miRNAپنج  در تحقیق حاضر، تغییرات بیانی. کنندمی

miR171  و tae-miR393 گندم رقم  يدر روند رشد برگ گیاهچه ،دننقش دار در پاسخ به بیمارگرهاکه
Taichung 29 روزه گندم در تحقیقات واکنش گیاه به بیمارگرها مورد  20تا  10آنجا که گیاهچه از . شد سیررب

و  ها در دوره زمانی مذکورmiRNAگیرد، هدف پژوهش حاضر بررسی تغییرات بیانی این استفاده قرار می
پس از روز  20و  17، 13، 11، 10و  ابتدا گندم در شرایط گلخانه کشت .بصورت مستقل از بیماري است

با روش ها miRNAسپس تغییرات بیانی . شد ستفادها cDNAو سنتز   RNAاستخراج براي هاکاشت، برگ گندم
qRT-PCR بیانافزایش ها بررسی. بررسی شد tae-miR156 و tae-miR159 تا روز هفدهم رشد و سپس  را

روندي افزایشی را از  tae-miR171و   tae-miR393و tae-miR167از طرفی بیان . دهندمینشان  را کاهش شدید
تغییرات  17تا  13فاصله زمانی روزهاي  درکند که  این نتایج پیشنهاد می. دهند رشد نشان می 13حوالی روز 

از . ستها miRNAثر از نحوه عمل أکه مت در حال وقوع است Taichung 29 بنیادین فیزیولوژیکی در گندم رقم
این تغییرات تنها بر اساس معدود اهداف  ناشناخته هستند، تحلیل ها miRNAنجا که عمده اهداف ژنی این آ

ویژه  هرسانی، ب و اهدافشان در مسیرهاي پیام ها miRNAتطابق تغییرات بیانی این  پیشنهادکننده شناخته شده،
، کد شدن ها miRNA ساز پیشهاي توالیشدگی همچنین، با توجه به الگوي حفاظت . باشدمیمسیر اکسین 

miR* هايساز پیشمد توسط آي کارها tae-miR159, tae-miR393 , tae-miR156 شود می نیز پیشنهاد.  
 

  .Taichung 29 ، اکسین، گندم،miRNA :واژگانکلید
  

  مقدمه -1
 (Triticum aestivum L., 2n = 6x = 42, AABBDD)گندم 

درصد  17 ،میلیون هکتار 240 با سطح زیر کشت حدود

هاي زراعی جهان را به خود اختصاص داده و بیشترین  زمین
از . ارزش تجاري را در بین محصولات کشاورزي جهان دارد

لحاظ ژنتیکی، گندم گیاهی هگزاپلویید است که ژنوم آن حدود 
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Mbp 16000  برآورد گردیده که در مقایسه با ژنوم برنج با
Mbp 430  و ذرت با حدودMbp 2500  وسعت بیشتري

 .]1[ر استبرخوردا

دهی گیاهان توان بالایی در زمینه رشد و نمو، متابولیسم و پاسخ
هاي وتنش) همچون سرما و شوري(زاي محیطیبه عوامل تنش

ها در گیاهان رشدونمو و پاسخ به تنش. ها دارندقارچ نظیرزنده 
 تنظیم ،ین تنظیم کننده رشد که هورمون نام دارنداز طریق چند

توان به آبسزیک اسید، ها میاز جمله این هورمون. شود می
هورمون اکسین داراي نقش  .]2،3[جیبرلین و اکسین اشاره نمود

هاي رشد و نمو گیاه است که مهم و کلیدي در بسیاري از جنبه
ها این نقش را اعمال برداري ژنبر نسخه تأثیراز طریق 

هاي فرایندهمچنین هورمون جیبرلین در بسیاري از . ]4[کند می
رشد و نمو گیاه همچون رشد و نمو برگ نقش کلیدي ایفا 

اسید آبسزیک نیز نقش مهمی در پاسخ به  .]5[نماید می
به عنوان مثال در شرایط کمبود آب  .]6[هاي محیطی دارد تنش

هاي پاسخ دهنده به تنش و بستن نقش مهمی را در بیان ژن
همچنین، سطح . هاي گیاه داردها جهت حفظ آب سلولروزنه

- هاي زنده افزایش میل در پاسخ به تنشآبسزیک اسید در سلو

 گرددیابد و به دنبال آن توقف رشد و نمو گیاه را موجب می
کاهش رشد سلولی یک شاخص مهم سازگاري براي . ]7،8[

شود و انرژي و توان نجات گیاه در شرایط تنش محسوب می
مسیرهاي پیام . ]9[دهدبا تنش سوق می گیاه را به سمت مقابله

اي هها به وسیله بسیاري از تنظیم کنندهرسانی این هورمون
ها کنترل تنشمثبت و منفی در طی روند رشد و نمو و پاسخ به 

 signaling(دهی از این رو شناخت مسیرهاي پیام .]10[شود می

pathways (متابولیسم گیاه و عوامل ژنی  در رشدونمو و مؤثر
  .گذار روي این مسیرها اهمیت خاصی داردتأثیرتنظیم کننده و 

ها در ها، با کشف نقش آنmiRNAاهمیت هاي اخیر، در سال
هاي سلولی مورد توجه قرار گرفته فرایندتنظیم بسیاري از 

هاي تنظیمی غیر ها دسته جدیدي از ژنmiRNA. است
 18-24حدود  ها هستند که عموماًکدکننده در یوکاریوت

هاي هدف را از طریق برش نوکلئوتید طول داشته و بیان ژن
در . کنندها تنظیم میو یا جلوگیري از ترجمه آن  mRNAدر

رسانی هورمونی نیز توسط تعدادي از گیاهان، مسیرهاي پیام
miRNA11[شوندها تنظیم می[ .miRNA هاي بالغ در گیاهان

 از یک رشته DCL1وسیله دو برش توسط آنزیم  هب
بوده ) stem-loop(حلقه -ساقهکه داراي ساختار   RNAبزرگتر

شود تشکیل شده، و نامیده می )pre-miRNA( ساز پیش و
. آورد می را بوجود *duplex miRNA:miRNAساختار
تلفیق شده و با  RISCبا کمپلکس ي بالغ miRNAسپس، 

آن را برش داده و یا از  ژن هدف، mRNAایجاد جفت باز با 
 هاي گیاهیmiRNAتوالی . ]12[نمایدترجمه آن جلوگیري می

نزدیک به ( شدگی بالاییبا توالی ژن هدف از جفت عموماً
هاي miRNA در حالیکه در خصوص. برخوردار است) کامل

 .]13،14[تر استشدگی ضعیفجانوري این جفت
miRNA زاد در سلول ایجاد ي گیاهی بصورت درونها

دهی، تمایز مریستم، پاسخ به شوند و در تنظیم رشد، گل می
هاي زنده و نور، مرفولوژي برگ، تشکیل ریشه، پاسخ به تنش

هاي سلولی نقش آفرینی فرایندغیر زنده و بسیاري از 
در مناطق  miRNA هايدر گیاهان اغلب ژن. ]15[نمایند می

ها در مناطق اگزونی بین ژنی ایجاد شده و تعداد معدودي از آن
ها بصورت انفرادي از شوند و رونویسی آنو اینترونی دیده می

در یک  ها گیرد، اما تعداد کمی از آنمحل خودشان انجام می
 برايیک پروموتر  و بصورت مشترك از مجموعه ژنی

 .]18- 16[کنندرونویسی استفاده می

 ها درmiRNAتحقیقات متعدد بیانگر این است که تعدادي از 
هاي اکسین، جیبرلین، اسید رسانی هورمونتنظیم مسیرهاي پیام

و  miR167به عنوان مثال . ]11[ آبسزیک نقش دارند
miR393 و  دهی اکسین و آبسزیک اسیددر تنظیم مسیر پیام
miR159 دهی اسید جیبرلین و آبسزیک در تنظیم مسیر پیام

 miR159 تأثیرها حاکی از گزارش. ]6،11،19[نقش دارند اسید
دهی ، مسیر پیام MYBبر اعضاي خانواده ژنی فاکتور رونویسی

 miR167چنین، هم. ]11[اسید جیبرلین و آبسزیک اسید است
 Auxin Response خانواده هايبا هدف قرار دادن ژن

Factor  (ARF) اکسین را کنترل  دهیمسیر پیام
  .]4،20[نماید می

پژوهش حاضر با هدف بدست آوردن اطلاعات پایه در 
-tae-miR156،tae-miR159 ،taeخصوص تغییرات بیانی 

miR167 ،tae-miR171  و tae-miR393  در بازه زمانی
این . انجام گرفت هامورد استفاده در تحقیقات مرتبط با تنش
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miRNAرسانی هاي پیامبر مسیر تأثیرنقش خود را از طریق  ها
 نتایج به دست آمده بیانگر الگوي بیان. نمایندهورمونی ایفا می

و  ها طی روزهاي منتخب مورد بررسیmiRNAمتفاوت 
ها در تحقیقات هاي هدف پیش بینی شده آنهماهنگ با ژن

  .باشدپیشین می
  

  ها روشواد و م -2
  :هاmiRNAنحوه انتخاب  -2-1

miRNA ي مورد استفاده در این پژوهش بر اساس تحقیقات ها
ها در تعدادي از انجام گرفته روي تغییرات بیانی آن

هاي دیگر گندم، حفاظت شدگی در گیاهان، پاسخ به  پاتوسیستم
هاي پیام رسانی هاي زنده و غیر زنده، نقش در مسیر استرس

-RTو  Northern blotها از طریق اثبات وجود آنهورمونی، 

PCR  و پایگاه اطلاعاتیmiRBase )http://mirbase.org/ (
  .انتخاب گردیده است

 

  هاmiRNAبررسی حفاظت شدگی  -2-2
-tae-miR156 ،tae-miR159 ،taeبراي انجام همردیفی 

miR-167،tae-miR171  و tae-miR393  به منظور بررسی
ها در تعدادي از گیاهان تک لپه و دو لپه، حفاظت شدگی آن

ها با استفاده از پایگاه  miRNAهر کدام از  ساز پیشابتدا توالی 
 ClustalWبدست آمد و سپس با روش  miRBase اطلاعاتی 

  .ها انجام شدساز پیشهمردیفی روي   MEGA6افزارنرم و
  

 برداري نمونهکشت و  -2-3

شرایط گلخانه با  در Taichung 29در این پژوهش رقم گندم 
. و خاك سترون در گلدان کشت گردید Cº 2 ±20دماي 
روز پس  20و  17، 13، 11، 10ها برداري از برگ گیاهچهنمونه

ها بلافاصله برگ ،برداريپس از نمونه. از کاشت انجام گردید
تا زمان استخراج  - 80در ازت مایع منجمد شده و در فریزر 

RNA نگهداري گردید.  
  

  اي تک رشتهcDNA و سنتز RNA استخراج -2-4
ون استریل با استفاده از ها ها دربرگ RNA به منظور استخراج

ها با استفاده کل از نمونه RNA استخراج. ازت مایع پودر شدند
. انجام شد invitrogen دستوالعمل شرکتاز ترایزول و طبق 

 -80هاي استخراج شده تا زمان استفاده در فریزر RNA  تمام
هاي استخراج RNA کیفیت . نگهداري شدند گراد سانتیدرجه 

درصد، و غلظت آن با  1شده با استفاده از الکتروفورز ژل آگارز 
آلودگی حذف  .گیري شد استفاده از دستگاه اسپکتروفومتر اندازه

 استخراج شده، با تیمار آنزیم  RNA يها در نمونه DNA احتمالی

DNaseI (Fermentas)  درجه  37دقیقه در  30مدت به
، با DNaseIغیرفعال نمودن بقایاي آنزیم . انجام شد گراد سانتی

  .دقیقه انجام شد 10به مدت  گراد سانتیدرجه  72استفاده از دماي 
مورد نظر،  RNAاز  g 1، ابتدا به cDNAبه منظور سنتز 

اضافه  Aي بدون توالی پلی ها RNAانتهاي  به Aتوالی پلی 
 ATPپلیمراز به همراه Aبافر و آنزیم پلی براي این کار . گردید

مورد نظر اضافه و با  RNAبه  Nebشرکت طبق دستورالعمل  
به حجم مورد نظر رسانده شد و سپس در دماي  DEPCآب 
دقیقه جهت انجام واکنش  45به مدت  گراد تیساندرجه  37

 Anchored-Oligo-dTاختصاصی  پرایمرسپس . نگهداري شد
دقیقه  5به مدت  گراد سانتیدرجه  65 اضافه و در l2به میزان 

در . ها به ظرف یخ منتقل شدنگهداري شد و بلافاصله ویال
 Transcriptase Reverse (RT) مرحله بعدي بافر و آنزیم

استفاده و با آب  dNTPsشرکت فرمنتاز، طبق دستورالعمل 
DEPC 42به حجم مورد نظر رسانده شد و سپس در دماي 
دقیقه قرار داده شد و در نهایت به  60به مدت  گراد سانتیدرجه 

درجه  70منظور غیر فعال کردن واکنش نمونه در دماي 
  .دقیقه قرار داده شد 10به مدت  گراد سانتی

سنتز شده با استفاده از بارگذاري آن روي ژل  cDNAکیفیت 
هاي کنترل داخلی درصد و همچنین استفاده از پرایمر 2آگارز 

U6  انجام و باRT-PCR بررسی شد.  
  

  آغازگرهاي مورد استفاده  -2-5
براي سنتز  Anchored-Oligo-dT آغازگر از در این پژوهش

cDNA و از آغازگر برگشت عمومی )Universal( که به ناحیه 

Anchor روي توالی Anchored-Oligo-dT شود می متصل، 
هاي توالی این آغازگرها و همچنین آغازگر. استفاده شد
 ، miR-156 ،miR-159 ،miR-167 ،miR-171اختصاصی 
miR-393  وU6  براي . نشان داده شده است 1در جدول گندم

 IDTافزارهاي  هاي مورد استفاده از نرمطراحی آغازگر

oligoanalyzer،primer3    وprimer blast استفاده شد.  
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  هاmiRNAبیان  -2-6
و با دستگاه  qRT- PCRها با استفاده از تکنیک miRNAبیان 

ABI Step One7500 (Applied Biosystemes, Foster 
City CA,USA) در هر آزمایش دو تکرار . گیري شداندازه

و هر آزمایش نیز دو بار  براي هر نمونه در نظر گرفته شد،
لیتر بود، که در آن میکرو 15حجم نهایی هر واکنش . تکرار شد

 Evagreen ،2/0لیتر از میکرو 3الگو،  cDNAلیتر از میکرو 1
 8/10پیکو مولار و  10لیتر از هر آغازگر با غلظت میکرو
این واکنش . لیتر از آب دو بار تقطیر سترون استفاده شدمیکرو
گراد به مدت  درجه سانتی 95سیکل در شرایط دمایی  45براي 

درجه  72ثانیه و  20گراد به مدت  درجه سانتی 53ثانیه،  15
بلافاصله براي آزمون . ثانیه انجام شد 30گراد به مدت سانتی

، منحنی ذوب با برنامه qRT- PCRعملکرد اختصاصی واکنش 
 60-95در هر چرخه بین دماي  گراد درجه سانتی 3/0دمایی

به منظور اطمینان مجدد از . رسم شد گراد درجه سانتی
-qRTمحصولات  هاي مورد استفاده،اختصاصی بودن آغازگر

PCR بدست آمده در داخل ناقلTA  (pTG19-T)  کلون شد
کردن براي نرمال. ها انجام گرفتابی براي آنیو سپس توالی

به عنوان ژن  U6ها از ژن استفاده شده در نمونه RNAمقدار 
  . کنترل داخلی استفاده شد

  

  ها آنالیز داده -2-7
از . گیري شد انحراف معیار اندازه ±ها به صورت میانگین داده

t-test سپس با . ها استفاده شدها بین نمونهبراي مقایسه داده
میزان بیان ژن مورد نظر در نمونه   ΔΔCt-2استفاده از فرمول 

. مورد آزمایش نسبت به نمونه کنترل مورد ارزیابی قرار گرفت
اساس  و بر t-testتحلیل آماري با استفاده از آزمون آماري 

در این پژوهش روز دهم  .انجام شد >05/0pداري  سطح معنی

 .پس از کاشت به عنوان روز شاهد در نظر گرفته شد
  

 نتایج -3
کارآمد توسط  *miRامکان تولید بینی  پیش -3-1

  هاي گندم miRNAسازهاي  برخی پیش
هاي مورد  miRNAساز  هاي پیش یفی توالیدپس از همر

مطالعه در گیاهان مختلف، مشخص شد که توالی 
الغ در گیاهان مختلف از حفاظت شدگی ب  miRNAناحیه

بالایی برخوردار است و این در حالی است که دیگر 
ها، حفاظت شدگی متفاوتی را miRNAساز  هاي پیش قسمت

ساز قرار  ساختار پیش 5pدر ناحیه  miR156. دهندنشان می
باشد ولی قسمت مکمل آن که  حفاظت شده می گرفته وکاملاً

ساز قرار گرفته نیز از حفاظت شدگی خوبی پیش 3pدر 
عبارتی  هیا ب و *miRبنابر این احتمال تولید یک . برخودار است

3p- miR156 در خصوص  .مد وجود دارد آکارmiR159  که
ساز قرار گرفته، و با توجه به حفاظت پیش 3pدر قسمت 
گردد، خوبی که در ناحیه مکمل آن مشاهده می شدگی نسبتاً

  . توان ارایه نمودرا می miR159-5pپیشنهاد وجود 
miR167  5که در قسمتp ساز قرار گرفته در بین گونهپیش -

حفاظت  3pباشد ولی در ناحیه هاي گیاهی حفاظت شده می
خیلی  3pدر ناحیه  miRNAشدگی نداشته و احتمال وجود 

ساز قرار ساختار پیش 3pدر قسمت  miR171 .ضعیف است
باشد حفاظت شده می گرفته ودر گیاهان تک لپه و دو لپه کاملاً

در حالی که در قسمت مکمل آن حفاظت شدگی کمی مشاهده 
در ناحیه مکمل آن  miRNAشود و لذا احتمال حضور می

  .ضعیف است

  
 توالی آغازگرهاي مورد استفاده در پژوهش  1جدول 

  نام آغازگر  توالی
5'-TGACAGAAGAGAGTGAGCAC-3'  miR156  

5'-TTTGGATTGAAGGGAGCTC-3'  miR159  
5'-TGAAGCTGCCAGCATGATCT-3'  miR167  
5'-TGATTGAGCCGCGCCAATA-3'  miR171  

5'-TCCAAAGGGATCGCATTGATC-3' miR393 
5'-GGGACATCCGATAAAATT-3' U6 

5'-AACTCAAGGTTCTTCCAGTCACG-3' Universal 
5'-GCGTCGACTAGTACAACTCAAGGTTCTTCCAGTCACGACG 

TTTTTTTTTTTTTTTTTT(v)-3' 
Anchored-Oligo-dT 
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ساز و حفاظت شدگی پیش 5pدر ناحیه  miR393حضور 
مربوط به   *miR. کامل در گیاهان مورد بررسی مشاهده شد

miR939  3در ناحیهp  نیز از حفاظت شدگی بالایی برخوردار
کار آمد را پیشنهاد  miR939-3pتوان وجود یک است که می

  ).1 شکل(نمود 

  هاي منتخب در گندم miRNAبررسی بیان  -3-2
از معروفترین ارقام گندم در  Taichung 29گندم رقم 

، 11، 10بنابراین، . کشاورزي و تحقیقات مربوط به آن است
ي  RNAروز پس از کاشت این رقم گندم،  20و  17، 13

روي ژل آگارز یک درصد تعیین کیفیت و استخراج و ها  نمونه
  ).2 شکل(اسپکترومتري تعیین کمیت شد توسط دستگاه 

  

 
  .در برخی از گیاهان tae-miR171, tae-miR393, tae-miR167, tae-miR159, tae-miR156ساز همردیفی پیش  1 شکل

A -  همردیفیtae-miR156 ،B - همردیفیtae-miR159  ،C-  همردیفیtae-miR167 ،D- همردیفی tae-miR393 ،E -  همردیفیtae-miR171 
  

 
 آگارز% 1و بارگذاري شده روي ژل  Taichunge 29استخراج شده از بافت برگ گندم  RNA  2شکل 

1- Ladder 1kb 2-  بیستنمونه روز  -6 هفدهنمونه روز  -5 سیزدهنمونه روز  -4 یازدهنمونه روز  -3 دهنمونه روز  
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هاي با استفاده از آنالیز داده qRT-PCRپس از انجام واکنش 
تا  tae-miR156حاکی از آن است که الگوي بیان  t-testروش 

ثابت و یکسانی داشته و  روز پس از کشت روند نسبتاً 13
گردد که این با افزایش بیان روبرو می 17تا  13سپس از روز 

 >05/0p سطحافزایش بیان نسبت به اولین روز بررسی در 
با کاهش مواجه شده به  20تا  17ولی از روز . دار است معنی

یعنی اولین روز بررسی  10به سطح روز  20صورتی که در روز 
  ). A-3 شکل(گردد بر می

ثابت  علاوه بر این تجزیه و تحلیل آماري بیانگر بیان تقریباً
tae-miR159   روز پس از کاشت است و تغییر  13تا

دهد، این در حالیست ها نشان نمیمحسوسی را در طی این روز
با افزایش بیان شدید مواجه شده و  17تا  13هاي که طی روز

. دهدروند کاهشی را نشان می 20تا  17هاي سپس بین روز
نسبت به اولین روز بررسی افزایش  20و  17هاي بیان روز

مقایسه الگوي ). B-3 شکل( دهند ري را نشان میدامعنی
با یکدیگر نشان  tae-miR159و  tae-miR156تغییرات بیانی 

از روند مشابهی پیروي نموده ولی  miRNAدهد که هر دو می
مشهود  20و  17هاي اختلاف میزان بیان بخصوص در روز

-tae و  tae-miR393و  tae-miR167الگوي بیان . است

miR171 هر . دهندمجموع روند مشابهی را نشان می در
در طول دوره بررسی با افزایش بیان مواجه   miRNAسه

نسبت به اولین  20در روز tae-miR167 اند، به طوري که  بوده
در  tae-miR393باشد و معنی دار می >05/0pروز در سطح 

دار معنی 10نسبت به روز  >05/0pدر سطح  20و  17هاي روز
بین  tae-miR171میزان بیان ).  D,C-3 هاي شکل( شده است

ثابت و یکسانی داشته و سپس از  روند نسبتاً 13تا  10هاي روز
و  17هاي بیان روز. دهدبه بعد افزایش بیان نشان می 13روز 

 باشددار میمعنی >05/0pدر سطح  10نسبت به روز  20
  ).E-3 شکل(
  
  بحث -4

هاي دخیل در میزان تنظیم کنندهاي اخیر مطالعه روي در سال
رسانی هورمونی در گیاهان مورد تحقیق هاي مسیر پیامبیان ژن

در این میان پژوهش بیشتري بر نقش تنظیمی . قرار گرفته است
miRNA هاي هدف اکثر ژن. انجام گرفته استmiRNA  هاي

گیاهی فاکتورهاي رونویسی هستند که نقش مهمی در تنظیم 
ویژگی اصلی و مهم . ]21[انی سلولی دارندمسیرهاي پیام رس

miRNA کتورها در خاموش کردن فاهاي گیاهی، توانایی آن -

ها در طی فرایند تکامل بعضی از ژن. ]22[هاي رونویسی است
ها اند که از اهمیت نقش آنماندهبه صورت حفاظت شده باقی 

هاي مورد بررسی در این پژوهش از   miRNA.کندحکایت می
حفاظت شدگی بالایی در گیاهان برخوردار هستند که با توجه 

ها در کنترل فاکتورهاي رونویسی و  miRNAبه نقش این 
رسانی هورمونی  این حفاظت شدگی توجیه هاي پیاممسیر

هاي مورد  miRNAالگوي حفاظت شدگی ). 1 شکل(شود  می
ساز برخی از انها نظیر  مطالعه به گونه ایی است که پیش

miR159  وmiR393 اي در دو  داراي حفاظت شدگی گسترده
هستند در  *miRو   miRNAنوکلئوتیدي 20ناحیه حدود 

هاي مطالعه شده چنین ویژگی حفاظت  miRNAکه سایر  حالی
این ویژگی پیشنهاد . ساز دارا نیستند شدگی را در توالی پیش

و  miR159مدي براي آي کارها *miR کند که احتمالاً می
miR393 وجود دارد که هنوز ناشناخته هستند .  

ها در مطالعه حاضر نشان داد که   miRNAنتایج بررسی بیان 
روز پس از کشت  13تا  tae-miR159و  tae-miR156بیان 
افزایش بیان شدیدي  17تا  13روز  ثابت بوده و سپس از نسبتاً
روند  20تا  17هاي  این در حالیست که طی روز. اند داشته

اختلاف میزان بیان بخصوص . دهندکاهشی شدیدي را نشان می
مشهود است  miRNAبین این دو  20و  17هاي در روز

از روي این اطلاعات، بنظر میرسد روز ). B,A -3هاي  شکل(
داراي تغییرات بنیادینی  Taichung 29 هفدهم رشد گندم رقم

-taeو  tae-miR156هاي  miRNAتوسط  است که احتمالاً

miR159 از این رو، بررسی بیان اهداف ژنی این . متاثر میشود
  . یابد رشد اهمیت می 17در حوالی روز  miRNAدو 

miR156 اي در شرایط مختلف دارد مثلاً تغییرات بیانی ویژه ،
 Erysipheدر آلودگی با قارچ عامل سفیدك سطحی گندم 

graminis f.sptritici  کاهش بیان نشان داده و در مقابل تنش
هاي  در تحقیقی دیگر ژن .]23[حرارت افزایش بیان داشته است
هاي هاي مقاومت به بیماري هدف آن، تولید کننده پروتیین

  .]24[اند  معرفی شده ها  NBS-LRR proteinsگیاهی یعنی 
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، 11، 10درطی روزهاي منتخب   tae-miR171و . tae-miR393 ,tae-miR 167 ,tae-miR159 ,tae-miR156الگوي تغییرات بیانی   3 شکل

باشد و براي هاي هر روز شامل دو تکرار بیولوژیک و دو تکرار تجربی می داده. Taichung 29روز پس از کاشت گندم رقم  20و  17، 13
 .استفاده گردید، سپس تغییرات بیانی تمامی روزها نسبت به روز دهم سنجیده شد U6هاي بیانی از کنترل داخلی نرمال کردن داده

A - tae-miR156 سطح معنی دار  داردربا افزایش بیان معنیp<0.05  17روز B- tae-miR159 سطح دار در با تغییر معنی  p<0.05 در
داراي روند افزایشی بیان  p<0.05 D - tae-miR393 در سطح20دار روز افزایشی بیان ومعنیبا الگوي  C - tae-miR167 20و  17هاي روز

در  20و  17در روز  دارو معنی 13با الگوي افزایشی بیان از روز  p<0.05 E- tae-miR171 دار در سطح و معنی 20و17در روز هاي 
  .p<0.05 سطح 



 ي گندم ها در گیاهچه miRNAمقایسه تغییرات بیانی تعدادي از   و همکاران حسین سماواتیان
 

50 

 Squamosa-Promoter فاکتورهاي رونویسیهمچنین، 

Binding Protein-Like  (SPL)  از اهداف معرفی شدهtae-

miR156  هاي اساسی گیاه از کنترل تعدادي از جنبههستند که
جمله تغییر مرحله رویشی به زایشی، زمان گلدهی و رشد، 

دهی  و مسیر پیام هابه تنشدهی، پاسخ زنی و شروع برگشاخه
، ولی هنوز ]25،26[ و جیبرلین را بر عهده دارنداکسین 

اند و  شناسایی نشده کاملاً  miRNAمجموعه اهداف ژنی این 
ي مذکور را در گیاه miRNAتوان با قطعیت نحوه اثر  نمی

  .بررسی نمود
معرفی  miR159بخشی از اهداف ژنی  GAMYBهاي ژن

در غلات و  GAMYBهاي براي مثال، ژن. ]27[شده اند 
آرابیدوپسیس در بافت پرچم و بذور بیان بالایی دارند در 

همچنین، بیش بیان . کم است miR159که تجمع و بیان  حالی
miR159  در برنج باعث کاهشOsGAMYB در طی 

 miR159از سوي دیگر . ]28[دهی و ناهنجاري در آن شد گل
ها از طریق فاکتورهاي رونویسی miRNAو تعدادي دیگر از 

در تنظیم مسیرهاي پیام دهی جیبرلین و  MYBخانواده 
با توجه به گستردگی . ]11[کنندآبسزیک اسید نقش بازي می

تنظیم بسیاري از  در نآ و نقش miR159اهداف ژنی 
هاي زنده و غیر هاي گیاه از جمله در پاسخ به تنش فعالیت

طی دوره زمانی مورد  miRNAزنده، تحلیل تغییرات بیانی این 
  . زمایش بسیار مشکل استآ

-taeو  tae-miR393و  tae-miR167الگوي تغییرات بیانی 

miR171  در بازه زمانی مورد بررسی شبیه هم بوده و هر سه
miRNA هاي مورد یک الگوي افزایش بیان را در طی روز

در این ). C, D, E -3هاي  شکل(دهند بررسی نشان می
رات بیانی بحرانی ترین روز تغیی 17خصوص  روز 

miRNA هاي رونویسیفاکتور. ي مورد مطالعه استهاARFs  
مطالعات متعدد . هستند miR167هاي هدف شناخته شده ژن

بر مسیر پیام دهی  miR167دهد، که نشان می
ي زنده و ها و اسید آبسزیک در زمان تنش. ]20،29،30[اکسین

علاوه  .]23،31،32[دارد تأثیر )شوري، حرارتی، سرما( غیر زنده
در  miR167نقش مهم و کلیدي تحقیقات حاکی از  ،بر این

نتایج بدست آمده از . ]35-33[باشدپاسخ به تنش خشکی می
 در tae-miR167دهد که الگوي بیانی  می پژوهش حاضر نشان

روز پس از کشت بذر در رقم  20و 10،11،13،17ي ها طی روز
Taichung 29 به . دهدالگوي افزایشی نشان می 13ز روز ا

نسبت به اولین روز مورد بررسی در  20طوري که روز 
تواند مرتبط با  می این موضوع .باشددار میعنیم >05/0pسطح

هاي زنده و غیر زنده رشد گیاه در شرایط طبیعی و عدم تنش
  .در دوره رشد رقم مورد بررسی باشد

miR393  هاي هورمون اکسین گیرنده بر تأثیراز طریق
و اعضاي ) Transport Inhibitor Response 1 )TIR1ییعن

 Auxin signaling F-Box (AFB)پروتئینی  خانواده

protein که خود شامل AFB1،AFB2 وAFB3 باشد،می 
بیش . ]23،36[دهدقرار می تأثیرتحت  دهی اکسین رامسیر پیام

در گیاه آرابیدوپسیس افزایش مقاومت گیاه را  miR393بیان 
براي اینکه مسیر  .]37[آورد وجودبه زا  نسبت به باکتري بیماري

لازم  ،نمو گیاه طبیعی باشدپیام دهی اکسین پایدار و رشد و 
در گیاه آرابیدوپسیس . متناسب باشد miR393است بیان 

رخ داده و   AUX/IAAتجمع، miR393ت حاوي ژن موتان
 ي گیاه حالت طبیعی و نرمال خود را از دستها برگ
در طی  tae-miR393در پژوهش حاضر، بیان . ]38[دهند می
روز بیستم در  هاي مورد بررسی یک روند افزایشی بوده وروز
بیستم نسبت  همچنین روزهاي هفدهم و .برابرمی رسد 10به 

 در دار اختلاف معنی) اولین روز مورد بررسی(به روز دهم 
سایر  هاي با توجه به گزارش. دهد می نشان >05/0pسطح 

ي مورد ها در طی روز tae-miR393ن افزایش بیان امحقق
ي ها گیاهچهي ها تواند مرتبط با رشد طبیعی برگ می بررسی

هاي مورد بررسی در شرایط عادي و بدون گندم در طی روز
  .]20[تنش باشد

 تأثیرتعدادي از ساز و کارهاي مرتبط با رشد و نمو گیاه تحت 
 SCARECROW-like  اعضاي خانواده فاکتور رونویسی

(SCL)ي هدف ها ، به عنوان ژنmiR171 که ]26[قرار دارد ، 
توان به بیوسنتز کلروفیل در شرایط روشنایی، تنظیم  می

رسانی هورمونی اکسین و جیبرالین، نموگل، ریشه  مسیرهاي پیام
تحقیقات زیادي نیز در باره . ]15،26،39،40[وبرگ اشاره نمود

ي غیر زنده مثل ها در شرایط تنش miR171الگوي بیان 
آرابیدوپسیس، ذرت، ( خشکی، شوري، سرما در گیاهان مختلف

. دهدرا نشان می انجام گرفته که نتایج مختلفی )برنج و جو
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براي مثال تنش شوري و خشکی در ذرت و برنج باعث کاهش 
در مطالعه دیگري بیان . ]41,42[گردیده است miR171بیان 

کاهش و برخی افزایش  miR171برخی از اعضاي خانواده 
هاي سرما، در شرایط تنش miR171بیان . ]43[یافته است

. ]35[خشکی و شوري در آرابیدوپسیس افزایش یافته است
تواند از تفاوت  می miR171نتایج متفاوت بدست آمده از بیان 

در گیاه، شرایط انجام آزمایش، نوع بافت، شدت تنش و نوع 
  .]6[تنش باشد

  
  گیري نتیجه -5

miRNA داراي الگوي بیان  ي مطالعه شده در پژوهش حاضرها
و  17روز و یا افزایش بیان پیش از روز  17افزایشی بعد از 

 17تحقیق حاضر محدوده روز  .اندسپس کاهش بیان بوده
 ها miRNAحیات گیاه گندم را داراي اهمییت تغییرات بیانی 

مورد مطالعه در این پژوهش و اهداف ژنی آنها معرفی 
  .نماید می

  

  سپاسگزاري -6
هاي آقایان علی فصیحی، حامد دبیري  بدینوسیله از کمک

این . شود می تشکر و قدردانی ها دي نجفی در آنالیز دادهها و
و صندوق  (TMU)تحقیق توسط دانشگاه تربیت مدرس 

حمایت مالی  (INSF) حمایت از پژوهشگران و فناوران کشور
 . شده است
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