
 فناوری گیاهان زراعیعلمی ـ پژوهشی زیستمجله 
 ( 27-41) 1400 تابستان  ، مچهارویس  یاپی، پم چهارسال دهم، شماره 

Crop Biotech . 
Spring (2021) 10(4): 1-26. DOI: 10.30473/CB.2021.60132.1849 

 

  E-mail: s.mohamadi@stu.sanru.ac.ir  محمدی : سمیرا نویسنده مسئول *

MicroRNA  از    ی بزرگ   وه ر گ هاRNA هستند که    رکدکننده ی غ کوچک و    ی ها
کنند.  ی م   م ی تنظ   را   ها ژن   ن ی ا   ان ی مهار ترجمه، ب  ا ی   و هدف    مورد  mRNAبرش    با 

از طر   بوده شده  اظت ف ح   ار ی بس   ی اه ی گ   miR164خانواده     ی ها ژن   م ی تنظ   ق ی و 

NAC   دارند   نقش   ی ست ی ز ر ی غ   ی ها به تنش   اهان ی خ گ در پاس   ، خود   هدف   مورد .  
مطالعه  دمین ژن    68حاضر،    در  کدکننده   Aeluropusدر    NAC  بالقوه 

littoralis   از خانواده    ت ی هالوف   اه ی گ   ک ی   عنوان بهPoaceae   شد. در    یی شناسا

  ی ن ی ب ش ی پ   miR164  عنوان هدف به   ژن   4شده،   یی شناسا   AlNAC  ی ها ژن   ان ی م 
حفظ ند شد  ژن   miR164  تششخیص   ی ها گاه ی ا ج   ی بال   ی شدگ .    ی ها در 

AlNAC   طب   ی ها گاه ی جا   ی ضرور   ش ق ن   از   ی حاک کارکرد  در    ن ی ا   ی ع ی هدف 
  AlNAC1L.1  ی انتخاب ژن   ان ی ب   ی الگو . باشد ی م   ی س ی عنوان عوامل رونو ها به ژن 

تنش  به  پاسخ  ف   ی و خشک   ی شور   ی ها در    ی ها بافت در    ABA  توهورمون ی و 

نتایج  .  گرفت   قرار   ی بررس   مورد   RT-qPCR  از   استفاده   با   شه ی برگ، ساقه و ر 
  ی ساعت بعد از اعمال تنش در تمام   6در زمان   AlNAC1L.1  ژن   که   داد  نشان 
ب بافت  کاهش  ب   . دهد ی م نشان    ان ی ها  سدیم ،  مارها ی ت   ن ی در    600  د ی کلر تیمار 

  بی به ترت   شه ی برگ، ساقه و ر   ی ها را در بافت   AlNAC1L.1  ان ی ب   مولر ی ل ی م 
داد.   -9و    -26،    -217حدود   عنوان  به   AlNAC1L.1  ن، ی بنابرا   برابر کاهش 

نقش    تواند ی م در برنج(    miR164هدف    NAC)ژن    OMTN6لوگ ژن  ارتو 

  ن ی . ا د ی نما   فا ی ا   ABA و  ی خشک  ، ی شور   ی ها مار ی ت در پاسخ به   ی منف   کننده م ی تنظ 
ها  گونه  بین در    تواند ی م  NAC  ی ها ن ی از پروتئ   ی برخ  کارکرد نشان داد که   ج ی نتا 

ا باشد   شده ت ظ ا حف  در مجموع،  مف افته ی   ن ی .  منبع  تحل   ه ی تجز   ی برا   ی د ی ها    ل ی و 
به    miR164  خانواده و    NAC  ی ها ژن   ن ی ب   ی ها کنش ان ی م   شتر ی ب  پاسخ  در 

 است.   آورده فراهم    ی ست ی رز ی غ   ی ها تنش 

 

کلیدی:واژه تنش  های  تنش،  به  غیرزیستی،  پاسخ  از    میتنظ های  پس 

 . NAC ،miR164ی، فاکتورهای رونویسی سیرونو
 

 

MicroRNAs are a large class of small and non-coding 
RNAs that regulate gene expression by binding target 
mRNA, which leads to cleavage or translational 
inhibition. Plant miR164 family is highly conserved 
and is involved in the responses of plants to biotic 
stresses through the regulation of their target NAC 
genes. In the present study, 68 putative NAC domain-
encoding genes (NACs) were identified in Aeluropus 
littoralis, a halophyte plant of family Poaceae. Among 
the AlNAC genes identified, 4 were predicted putative 
targets for regulation by miR164. The high 
conservation of miR164 recognition sites in AlNAC 
genes indicates the essential role of target sites in the 
normal function of these genes as transcription factors. 
Expression profile of AlNAC1L.1  candidate gene in 
response to salt and drought stresses and ABA 
phytohormone in leaf, stem and root tissues was 
analyzed by RT-qPCR. The results showed that 
AlNAC1L.1 gene  down-regulated in all tissues at 6 
hours after applying stresses. Among the treatments, 
600 mM NaCl treatment reduced AlNAC1L.1 
expression in leaf, stem and root tissues to about -217, -
26 and -9 folds, respectively. Therefore, the AlNAC1L.1 
which is ortholog of known Oryza miR164-targeted 
NAC gene OMTN6,  may play negative regulatory role 
in response to salt, drought and ABA treatments. These 
results indicated that function of some NAC proteins 
might be conserved among species. Collectively, these 
findings provided a useful resource for further analysis 
of the interactions between NAC genes and their 
intricate regulation by miR164 in response to abiotic 
stresses.  
 

Keywords: Abiotic stress, miR164, NAC Transcription 

Factors, post-transcriptional regulation, stress-
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 Aeluropusدر گیاه miR164 مورد هدف  NAC شدهی حفاظت ها ژن ی ابیارز  و ییشناسا

littoralis   ی ستیرزیغ های تنش  در پاسخ به 
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 مقدمه
جهت   ی هایسممکانگیاهان،   را    یان ب  یمتنظ  متفاوتی 

.  گیرندکار می به  یرزیستی غ  ایهتنش ژن در پاسخ به  
در کنترل    ی نقش مهم  miRNA  تنظیمی   یرهای مس

ژن   یانب تنش،شده  یم تنظ  یهاانواع  برعهده    تحت 
 ,Hernández and Sanan-Mishra)دارند  

هاmicroRNA  (miRNA  )  یهامولکول .  (2017
RNA  غیرکدکننده ) کوچکهای    24تا    21ی 
تنظکه    یدی( هستند نوکلئوت از    هاژن بیان    می در  پس 

دارند   ی سیرونو .  (Mallory et al., 2004)  نقش 
miRNAتوالی ها خود    mRNA  های ،  را  مکمل 
برش  و    شناسایی  مهار  هدف  مورد    mRNAبا  یا  و 
تنظیماین ژن   یان بترجمه،   را   Lan et)  کنندی م  ها 

al., 2012).  اند که  مطالعات نشان دادهmiRNA  ها
مختلف    نموی   یندهای در فرآ ،  آنها های مورد هدف  ژن  و 

گلده   یاهان گ در   جمله  مورفولوژ ی از  و    بذر برگ،    ی ، 
همچنین    ی هورمون   ی ها پاسخ   یشه، ر  به  و  پاسخ 

بالا،    مانند   مختلف   های تنش  دمای  شوری،  خشکی، 
از   ناشی  اشعه    پرتوتابی   (، ABA)   د ی اس   ک ی ز ی آبس تنش 

UV-B  ، یل دخ ی  ک ی مکان   تنش   ی و حت   و ی دات ی اکس   تنش  
 ,.Fang et al., 2014; Lakhwani et al) باشند  می 

ب .  ( 2020 بس ژن   ین ا   ین در  فاکتورها   یاری ها،    ی از 
  با تنظیم   WRKYو  NAC ،MYBاز جمله  یسی رونو 

را افزایش    دست یین پا   ی ها ژن   یان ب ،  ها miRNAتوسط  
 . ( Hu et al., 2018) کنند  دهند یا سرکوب می می 

بسیار    miRNA  کعنوان یبه   miR164خانواده  
بسحفاظت  در  گونه  یاریشده    افت ی  ی اه یگ  یهااز 

گیاه  از    شدهکلون   یهاmiRNA  نیاز اول  یک یو    شده
می  .  (Rhoades et al., 2002)باشد  آرابیدوپسیس 

ای متعلق به  شدههای حفاظت، ژن miR164خانواده  

رونویسی   می   NACفاکتورهای  قرار  هدف  دهند.  را 
 NAC  (AMN1،  2-TAF1A2  رونویسی  فاکتورهای 

  هایخانواده   بزرگترین  از  یکی(  UC2C3و  
که    گیاهان   مختص   رونویسی  فاکتورهای  بوده 

مؤلفه به در    ی هاعنوان    دهی پیام   یچیده پ  فرآیند مهم 
تنش گ   نمو   در طول  به  پاسخ  و  و  یاهان  زیستی  های 

-Hernández and Sanan)غیرزیستی نقش دارند  

Mishra, 2017) پروتئین   ، NACژنی    خانواده  های . 
  ی انتها  در  شدهحفاظت   بسیار  NAC  دمین  یک  شامل

رونویسی  یک   و  ینی آم تنظیم    در   متغیر  بسیار  ناحیه 
  آمینی   انتهای   دمین.  هستند  یلی کربوکس  یانتها

حدود   از  پنج    ینه آم  ید اس  160تا    150متشکل  با 
 این فاکتورها به  الاتص بوده که برای  A-E یردمینز

DNAباشندمی   ضروری  (Olsen et al., 2005 )  در ،
خاصیت  کربوکس  یانتها  یندم  کهحالی  برای  یلی، 
دوفعال راه  از  پروتئین   4ر سازی  این  بازدارندگی  ها  یا 

   .(Stender et al., 2015)باشد ضروری می 
تحل  هیتجز رونویسی   کارکردی   لیو    فاکتورهای 
NAC   هدف این    miR164  مورد  نقش  از  حاکی 

در   رونویسی  از    یمتنوع   هایسمی مکانفاکتورهای 
تنش   ، رشد و  هورمون  به  مانند  پاسخ  محیطی  های 

می  گیاهی  گونه  چندین  در  خشکی  و  باشد  شوری 
 (Pandey et al., 2014; Akdogan et al., 2016; 

Hernández and Sanan-Mishra, 2017 ) .  
که   است  داده  نشان  از    یبرخ   انیبمطالعات 

رونویسیهافاکتور در    miR164توسط    NAC  ی 
د تا  نشوی م طور منفی تنظیم  به   یس یسطح پس از رونو

تنش و    نمو در   به  زیستی پاسخ  غیر  و  زیستی    های 
 Baker et al., 2005; Jeong et)  مشارکت نمایند

 
1. No apical meristem  
2. Arabidopsis transcription activation factor  
3. Cup-shape cotyledon 

4. Transactivation   
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al., 2011)  ،آرابیدوپسیس در   .miR164 ،    پنج
mRNA    دمین   های نامبه  NACکدکننده 
NAC1،CUC1 ،CUC2   ،At5g07680  

قرار  مورد  را     At5g61430و دهد  می هدف 
(Mallory et al., 2004).    ژنNAC1    حیاتی نقش  

س انتقال  عهده    ن یاکس  یهال گنایدر  که  بر  دارد 
مشخص شده است  شود.  ی م  یجانب   شهیر   نمو  موجب

واسطهبه  AtNAC1که     دهی پیام  ری در مس  یاعنوان 
و    نیاکس نموده    یهامولکول   کدکننده  ی هاژن عمل 

 Xie et)  کندی را فعال م  یجانب  شهیر  درگیر در نمو

al., 2000) .   بیان ژن  بیش ،  ن یبر ا علاوهZmNAC1  
در   افزایش    اهیگذرت  به  منجر  تعداد  آرابیدوپسیس، 

با    سه یدر مقاآرابیدوپسیس تراریخت    یجانب   یهاشه یر
در  که    ی در حال .  (Li et al., 2012)  شد   ی وحشنوع  

دیگری،   بیش   اهان یگبررسی  بیان شده  آرابیدوپسیس 
و    ی تحمل به شورگندم، افزایش    TaNAC29با ژن  
 . (Huang et al., 2015) را نشان دادند  خشکی

Aeluropus littoralis  گیاه شورزیست    یک 
  علاوه   این گیاه  .باشدمی   Poaceae  وادهخان متعلق به  

بالا  تحمل  بر ب  یشور   یسطوح    600از    یشتا 
  گرما  و  خشکی   به  متحمل   گیاهی   عنوان به   ،مولاریلی م

 ,.Hashemi-petroudi et al)شود  می   محسوب   نیز

2019; Hashemi-Petroudi et al., 2020)  .
به توجه  با    متمایز   یکیساختار ژنت  گیاهان شورزیست 

  یچرخه زندگ   یل تکمجهت بقا و    بالایی   یل پتانس ، خود
 Yuan et)  دارندبالا    با شوری   یهایستگاه خود در ز

al., 2019)  .  ،شناسایی بنابراین  miRNA و  ا  ه
حفاظت ژن آنها های  هدف  مورد    درک   یبرا  شده 

و پاسخ به  یاهان  گو نمو این  رشد    تنظیمی  ی هاجنبه
های  نقش   رسد. با توجه بهنظر می ها، ضروری به تنش 
رونویسی  متعدد  به  در    NAC  فاکتورهای  تحمل 
مکانی،  ط یمح  یهاتنش    یمولکول   یهایسمدرک 
تنظ  NAC  ی هاین پروتئ توسط    یچیدهپ  یم و  آنها 

miR164،   بود.    امری از    هدف بنابراین،  مهم خواهد 
شناسا   نیا   مورد بالقوه    AlNAC  یهاژن   ییمطالعه، 

  انتخابی ژن    انیب  ل یتحلو    ه یتجزو    miR164  هدف 
AlNAC1L.1   ژن   ارتولوگ   عنوان به  OMTN61  

 (Os08t0200600  ) خشک   برنج تنش  تحت    ی که 
منف به    ، ( Fang et al., 2014)   ود ش می   م ی تنظ   ی طور 

ت  همچن   ی شور   و   ی خشک   ی ها مار ی تحت    ن ی و 
 . باشد ی م   RT-qPCRبا استفاده از    ABA  توهورمون ی ف 

 

 ها مواد و روش 
گیاه    NAC  هایژن  یی شناسا  Aeluropusدر 

littoralis   
ژن شناسا   جهت ژنوم    NAC  های یی  در   .Aبالقوه 

littoralis توالی ابتدا  پروتئینی  ،  در    NACهای 
و   برنج  مدل  به سیپسدو ی آرابگیاهان  از  ،  ترتیب 

دریافت شده    TAIRو    RGAPهای اطلاعاتی  پایگاه 
  ی در توال  (Query) مورد نظر توالیعنوان  و سپس به 

گ جستجوهای  A. littoralis  یاه ژنوم  برای   ،
tBLASTn  Local    ر  افزانرمبا استفاده ازBioEdit  

(Hall, 1999)    .شدند   حذف   از  پساستفاده 
(  NAM)  دمین  حضور   تکراری،  و  ناقص  های پروتئین 
NAC،   اطلاعاتی   هایپایگاه   از   استفاده   با  

InterProScan  (Jones et al., 2014) ،  Pfam  
(Finn et al., 2015)  و  SMART  (Letunic et 

al., 2014)  .تأیید شد 

 
تحل  یهتجز خانواده    یلو  و    miR164توالی 

 miR164  هدفمورد  AlNACهای ژنینی بیش پ

  سایت   از   یاهی گ   miR164خانواده    2بالغ   های ی توال 
miRbase   (http://mirbase.org/  ) (Kozomara et 

al., 2019 )   توسط  به و  آمده  افزار  نرم دست 

 
1. Oryza miR164-targeted NAC   
2. Mature 

http://gerfbb.com/images/upload/article/pdf/1387127438_Alzohairy%20et%20al%202011.pdf
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CLUSTALX   ی بررس   همردیف شدند. سپس جهت  
گونه    miR164وجود   با    جستجو ،  A. littoralisدر 

فرض در برابر  یش پ   تنظیمات با    BLASTNاستفاده از  
  NAC  های بینی ژن منظور پیش به   . انجام شد   آن، ژنوم  
ب   مکمل   تشابه   از   miR164هدف  مورد     ن ی معکوس 

miRNA   های هدف  ژن   ت هدف استفاده شد. و رونوش
برای   نرم   miR164بالقوه  از  استفاده  افزار  با 

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

psRNATarget  ) (Dai et al., 2018 )    پارامترهای  با
 شد.   بینی فرض پیش پیش 

 
هدف  مورد    هایجایگاه   شدگیحفظ   یلو تحل  یهتجز

miR164 یهاژن AlNAC 

هم  از  آنالیزهای  استفاده  با  چندگانه    ی های توال ردیفی 
  یت موقع  یین تع  ی برا  AlNACهای  ژن آمینواسیدی  

با استفاده از    miR164و جایگاه اتصال    NAC  دمین 
 ClustalO  (Sievers and Higgins, 2021)ر  ابزا

 . شدانجام 
 

 AlNACهای نیپروتئ متقابل  یهاشبکه ینیبش یپ

ف  یعملکرد  هاینشکن میا   های ن ی پروتئ  یکیزیو 
NAC  همراه ارتولوگ   آلوروپوس    ی هابا 

از    آرابیدوپسیس  استفاده  اطلاعاتی با    پایگاه 
STRING  (http://string-db.org/  )

(Szklarczyk et al., 2019)    حداقل  با شاخص 
 ترسیم شد.  0/ 4 امتیاز متقابل 

 
با استفاده از    AlNAC32  تخابیان  ژن   یانب  بررسی

RT-qPCR . 

از   بررسی  این  کلون  نمونه در    A. littoralisهای 
کلون نمونه کشت  .  شد استفاده   تحت  های  شده 

  با   هوگلند   یی غذا محلول    در   ک ی دروپون ی ه   کشت 

دمای  سانتی   25± 3  ی شرایط  دوره   گراد درجه    تحت 

تاریکی   8  نوری  و    16  و   ساعت  روشنایی  ساعت 
.  پذیرفت صورت    S 2-mµmol   240-1  شدت نوری 

رو   اعمال  اندازه    ی ها کلون   ی تنش  با  ماهه  دو 
انجام    ن ی بد   کنواخت ی  برا شد صورت  تنش    ی . 

کلرید   اهان ی گ   ، شوری    600و    250  سدیم با 
خشک   منظور به .  مارشدند ی ت   مولار ی ل ی م    ، ی تنش 
  مار ی . ت مارشدند ی ت   درصد   PEG 6000  20با    اهان ی گ 

ABA   اسپر   ز ی ن   ABA  100هورمون    ی با 
شد.  برگ   ی رو   کرومولار ی م  انجام    سپس ها 

بافت نمونه  از  و برگ   های برداری  ساقه    3)   ریشه   ، 
بیولوژیکی  زمانی صفر ( تکرار    3،  )شاهد(   ، در سری 

ها  نمونه   و   انجام شد   بعد از اعمال تنش ساعت    6  و 
فریزر   در  بعدی  مراحل  انجام  درجه    -80برای 

 نگهداری شدند. گراد  سانتی 
از    RNA  استخراج  از    ها نمونه کل  استفاده  با 

تریزول    ,Threezol)   راژن ی ر   شرکت کیت 

Riragene انجام شد. کمیت و کیفیت نمونه ی  ها ( 
RNA   و  به اسپکتوفتومتری  روش  با  ترتیب 

آگارز   ژل  گرفت.    1/ 5الکتروفورز  صورت  درصد 
حذف   تیمار   ، ژنومی   DNAجهت    DNase I  از 

 Thermo Fisher)   کا ی آمر   شر ی ف   ترمو شرکت  

Scientific )    سنتز  شد استفاده  .cDNA   وسیله  به
شرکت   با   کا ی آمر   شر ی ف   ترمو کیت    مطابق 

شرکت  نسبت  سازنده   دستورالعمل  به  و  انجام   ،5  
گردید  رقیق  ژن    آغازگر طراحی    . ند برابر  اختصاصی 

AlNAC1L.1   نرم از  استفاده    AlleleIDافزار  با 
شد  هر ( 1)جدول    انجام  در    RT-qPCRواکنش    . 

 Theاز    یکرولیتر م   5  ی حاو   یکرولیتر م   10حجم  

Maxima SYBR Green/ROX RT-qPCR .  
Master Mix   2،  کا ی آمر   شر ی ف   ترمو   شرکت  

  یکرولیتر م   0/ 3شده،  یق رق   cDNA  یکرولیتر م 
و   از آب    یکرولیتر م   3/ 4آغازگر  با    ، RNase  عاری 

دمایی   چرخه  از  سانتی   95استفاده    10گراد  درجه 
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سانتی   95دقیقه،   درجه    60ثانیه،    15گراد  درجه 
بوده و    40در    ثانیه   60گراد  سانتی  کنترل    3چرخه 

آنالیز منحنی  در نظر گرفته شد.  نیز  (  NTCمنفی ) 
نمونه  نرم ذوب  با  آستانه  سیکل  و    CFX  افزار ها 

 (Bio-Rad محاسبه و )    ژنUBQ   عنوان کنترل  به
)جدول  داخلی   شد  گرفته  نظر  بیان    . ( 1در  میزان 

محاسبه    CtΔΔ-2با روش  نیز    نسبی ژن مورد مطالعه 
 .  شد 

 

 
 

 

 

 و اطلاعات مربوط به آغازگرها RT-qPCRهای مورد استفاده در . ژن1جدول 

 نام ژن شماره دسترسی  ( '3→'5) توالی آغازگر طول قطعه تکثیری )جفت باز( 

122 F: CCAAGGCAATCATCTGAAGAC 
R: GTGGCAGTTCGGCTACT 

Alg4287 AlNAC1L.1 

200 F: CTTGGTCTGCTGTTGTCTTG 
R: CACGGTTCACTTATCCATCAC 

EE594598 UBQ 

 

 نتایج و بحث 

   A. littoralisدر گیاه  NAC هایژن یی شناسا

  NAC  های پروتئین   ی مبنا   بر   ی همولوژ   آنالیز 
  NAC  ژن   68آرابیدوپسیس و برنج، منجر به شناسایی  

  در   ها پروتئین   این   بررسی   . با شد   A. littoralisدر ژنوم  
  ، SMARTو    InterProScan ،  Pfam  های یگاه پا 
یا  NAM   (PF02365  ی اختصاص   ین دم   )NAC  
 (PF01849 مشاهده )   های شناسایی  در نهایت، ژن   . شد

آرابیدوپسیس   NACهای شده بر مبنای همولوژی با ژن 
 . گذاری شدند نام 

 
رونویسی تنظیم   توسط    NAC  فاکتورهای 

miRNA ها 

RNA رونویسی فاکتورهای  کوچک،  تنظیمی    های 
NAC   طر از  رونویسی  را  از  پس  خاموشی  ماشین  یق 

می    شده ینی ب یش پ   miRNA  ین اول کنند.  تنظیم 
miR164   از    ی ا مجموعه یر ز که    در آرابیدوپسیس است

دهد  را مورد هدف قرار می   NACی  خانواده ژن   ی ها ژن 
 (Rhoades et al., 2002; Guo et al., 2005 )  .

فاکتورها   قات ی تحق  مورد    مورد   NAC  ی س ی رونو   ی در 
ت   miR164  هدف  ژن   د ی ک أ با  با    مرتبط   NAC  ی ها بر 

  داده   نشان   ، ی ست ی رز ی غ   ی ها تنش   تحت   شده م ی نمو و تنظ 
  ی تعداد اعضا   وجود   با   ی س ی رونو   ی فاکتورها  ن ی ا   که   است 

متفاوت  گو   ، خانواده    شده حفاظت   مختلف،   ی ها نه در 

به هستند  سو .  در  مثال  خانواده    از   عضو   11،  یا عنوان 
miR164   که دارد  جایگاه   کدام   هر   وجود  های  توسط 

هدف  مورد  را    NACفاکتورهای    و کدشده  ژنی مختلف  
م  حال   ، دهند ی قرار    سه تنها    آرابیدوپسیس در    که ی در 
می   miR164  از   عضو   ,.Fang et al) باشد  درگیر 

است   ینی ب یش پ   اگرچه   . ( 2014 هر    ی اعضا که    شده 
رونوشت مجموعه  ،  miRNAخانواده   از    های مشابهی 
NAC    تنوع    یل دل به اما آنها  ،  دهند می هدف قرار  مورد  را

  مورد   NACی  ها ها و ژن miRNAیانی  ب   ی الگوها   در 
  ی کردها کار توانند  ی ، م خاص   آنها در زمان و مکان   هدف 

 ;Baker et al., 2005) باشند    متفاوتی داشته   تنظیمی 

Fang et al., 2014 ) .   ژن   ان ی ب ش ی ب   مثال،   طور به  
miR319a    در   با   Agrostis stolonifera  اه ی گ برنج 

  جمله   از   آن   هدف   مورد   ی ها ژن   ان ی ب   کاهش 
AsNAC60  ، را   ی خشک   و   ی شور   ی ها تنش   به   تحمل  

 ,.Zhou et al)   بخشد ی م   بهبود   خته ی ترار   اهان ی گ   در 

  AlNAC1L.1  ژن   ز ی ن   حاضر   مطالعه   در .  ( 2013
منف م ی تنظ   نقش   ، miR164هدف    عنوان به  در    ی کننده 

  . داد   نشان   ABA  و   ی خشک   ، ی شور   ی ها مار ی ت برابر  
که  ها miRNAاز    یستی ل  رونویسی یی    فاکتورهای 

NAC   ی کردها کار و  دهند  می   قرار هدف  مورد    را  
 خلاصه شده است.   2آنها در جدول  بالقوه    تنظیمی 

 



 ( 27-41)  1400 تابستان م،رچهاو ی س یاپی ، پارمچهسال دهم، شماره   ، یزراع اهانیگ یفناورست یز یمجله علم 32

 

 

تحل  یهتجز خانواده    یلو  و    miR164توالی 

 miR164  هدفمورد  AlNACهای ژنینی بیش پ

شناسایی ژن   miR164  جهت  در    یهاو  آن  هدف 
توال A. littoralisگیاه   ابتدا    های miR164تمام    ی ، 

تحل  هیتجزمورد    یاهانگدر  شده  شناخته قرار    یل و 
  miR164خانواده  از  عضو    165  مجموع،در    .گرفت

به   گ   42متعلق    miRBase  پایگاه   در   یاهی گونه 

 (version 22.1, http://www.mirbase.org, last 

accessed October 2018 )  تعداد    . شدند   یابی باز
  tae-miR164)مانند  یک از   miR164خانواده  ی اعضا 
تا  Triticum aestivumاز   -gma)مانند    11( 

miR164a-k  ازGlycine max ) مختلف   ی ها گونه  در
 است.   یر متغ   یاهی گ 

 
 

 
 

 

 مورد هدف و همچنین عملکردهای بیولوژیکی احتمالی آنها  NACها و فاکتورهای رونویسی miRNA یستل. 2جدول 

miRNA 

family 
Species NAC target Function Reference 

miR164 

Arabidopsis 

thaliana 

CUC1 and 

CUC2; NAC1; 

NAC2; NAC4 

  یری، لپه، پ  ینمو گل، جداساز یشه، نمو ر
  از  یناش یمرگ سلول یی، زا شروع تخمک

 ، مقاومت به خشکی زایماریب عامل

(Mallory et al., 2004; Baker et al., 2005; 

Guo et al., 2005; Kim et al., 2009; Fang 

et al., 2014; Gonçalves et al., 2015; Lee 

et al., 2017) 
Phyllostachys 

edulis 
CUC1 and CUC2 ی گلده یرتأخ (Ge et al., 2017) 

Solanum 

lycopersicum 
NAC1 

،  ToLCNDV در برابر یزباندفاع م
Botrytis cinerea ،Phytophthora 

infestans 

(Naqvi et al., 2010; Jin and Wu, 2015; 

Luan et al., 2015) 

Zea mays NAC1 ی جانب یشهر نمو (Li et al., 2012) 

Triticum 

aestivum 
NAC1 

  Pucciniaمشارکت در مقاومت در برابر 
striiformis f. sp. tritici (Pst) 

(Fang et al., 2014) 

Phyllostachys 

edulis 
NAC1 های خشکی و شوری تنش (Wang et al., 2016) 

Oryza sativa 
NAC-domain 

protein 
 (Fang et al., 2014) ی تنش خشک

Populus 

trichocarpa 
NAC-domain 

protein 
 ;Lu et al., 2005; Wilkins et al., 2009) یکی مکان هاییباز آس یتنش ناش

Cohen et al., 2010; Li et al., 2011) 

Citrus sinensis 
NAC-domain 

protein 
 (Lu et al., 2015) تنش بور 

miR159 Citrus sinensis 
NAC-domain 

protein 
 (Lu et al., 2015) تنش بور 

miR166 
Populus 

trichocarpa 
NAC-domain 

protein 

( بین Cross-talkتبادل سیگنال )
 های زیستی و غیرزیستی تنش

(Zhao et al., 2012) 

miR319 
Agrostis 

tolonifera 
AsNAC60 های خشکی و شوری تنش (Zhou et al., 2013) 

miR477 
Populus 

trichocarpa 
NAC-domain 

protein 
 (Lu et al., 2005) یکی مکان هاییباز آس یتنش ناش

miR1514 

Phaseolus 

vulgaris 
Medicago 

truncatula 

NAC-domain 

protein 
-Sosa-Valencia et al., 2017a; Sosa) ی تنش خشک

Valencia et al., 2017b) 

miR3946 Citrus sinensis 
NAC-domain 

protein 
 (Lu et al., 2015) تنش بور 

miR6164 
Lycium 

barbarum 
NAC-domain 

protein 
 (Zeng et al., 2015) و تجمع رنگدانه  میوه رسیدگی 

 
توسط    یکسان   یاهی گ   ی ها مختلف در گونه   ی اعضا 

آنها    که شوند  ی م   کد مختلف    ی ژن های  مکان  در 
متفاوت یش پ  توال بوده   سازها  اما    یا   یکسان   ، بالغ   های ی ، 

مشابه   م باشند می کاملًا  در     87عضو،    165  یان . 
بالغ  توالی  توالی  دارند   یکسانی   عضو   . 

5′-UGGAGAAGCAGGGCACGUGCA-3′ ،   عنوان  به
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استاندارد    ی توال  م miR164بالغ  در نظر گرفته  .  شود ی ، 
  ی ها ژن   ان ی ب   م ی در تنظ   miR164  نقش   ی اب ی ارز   جهت 

AlNAC  ، پیش هدف  ژن بینی  ابتدا  بالقوه  های 
miR164    ژن    68میان  درAlNAC    قرار نظر  مد 

 گرفت.  
شناسا  ی هاژن   ینیبش یپ در  ارتباط    یی هدف 

بس  بالقوه  ی ها  miRNA  ی عملکرد مهم    ار یمربوطه 
که  ن.  (Nair et al., 2020)  است داد  نشان  تایج 

miR164   ژن    چهار تواند  میAlNAC1.1  
(Alg5607  ،)AlNAC1.2  (Alg8384  ،)

AlNAC1L.1  (Alg4287  و  )AlNAC100.1  
(Alg719 ژن دهد.  قرار  هدف  را    AlNACهای  ( 

با    miR164مکمل    جایگاه   ک ی  ی دارا  شدهبینی پیش 
الف(.  -1بودند )شکل    miR164با    1ناجور   باز  3یا    2
م نش   ج ی نتا   ن ی ا  که  ی ان  هدف    های جایگاه دهد  مورد 

miR164   ژن شده  حفاظت   ار ی بس   AlNAC  ی ها در 
شکل    باشند. می    کدشده   ی ن ی پروتئ   های ی توال ب  -1در 

نمایش    miR164  مورد هدف   های ژن   mRNAتوسط  
  ن ی در آخر   miR164مکمل    ی ها داده شده است. جایگاه 

حفاظت دست  ن یی پا و    ها mRNAاگزون     شده دمین 
NAC   دارن مطالعه  -1شکل  )   د قرار  در  و    Fangج(. 

 ( که  2014همکاران  شد  مشخص  هدف    ی ها گاه ی جا ( 
miR164   ژن برنج،  ژرم   NAC  ی ها در    ار ی بس پلاسم 

 . ( Fang et al., 2014)   باشند ی شده م حفاظت 

 
هدف  مورد    هایجایگاه   شدگیحفظ   یلو تحل  یهتجز

miR164 یهاژن AlNAC 

مورد    AlNAC  یهاژن   ین یپروتئ  هایی توال  سهیمقا
که  miR164هدف   داد    NAC  ی هادمین  نشان 

آمینی   بسن یپروتئانتهای  ،  باشدی م  شدهحفاظت   ار یها 
حال  توال ی در  کربوکسیلی   ی های که  قابل    انتهای  تنوع 

 
1. Mismatch 

م  ی توجه نشان  )شکل  ی را  ا2دهند  با  حال،    ن ی (. 
آمینوی توال اتصال    بهمربوط    ی دیاسهای  جایگاه 

miR164  در که  کربوکسیلی،  شده   انتهای  ،  اندواقع 
  شدگی ظ حف .  ( 2)شکل    باشندی م   شدهحفاظت   اریبس

ا  ی حاک  AlNAC  ی هاهدف در ژن   های جایگاه    ن ی از 
که    امر   کارکرد   در  توانندمی هدف    هایجایگاه است 

ژن  به این  رونوها  عوامل  مهمی    یسیعنوان  نقش 
باشند داد  یقات تحق  . داشته  استنشان  حذف    ه  که 

ها  OMTN  دور  راه  از   یسازفعال   ،هدف  هایجایگاه 
از    ی حاکنماید. این امر  ، لغو یا مختل می در مخمررا  

برا  های یگاهجا  مهمنقش     ی کردها کارحفظ    یهدف 
  یشتر ب  درک .  باشدمی  OMTN  ی هاین پروتئ  بیعی ط

  یتاهم   ،هدف   هایجایگاه   شناختی زیستکرد  کار
طول    هایجایگاه  یبالا  شدگی حفاظت  در  را  هدف 

   .(Fang et al., 2014) دهدی تکامل نشان م
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  miR164های مکمل جایگاه و  miR164بینی شده بین های پیش شدگی . الف( جفتAlNAC یهادر ژن  miR164های مکمل جایگاه  .1شکل  

نمایش   miR164 مورد هدف هایژن mRNAتوسط   کدشده ینیپروتئ هایی توالنشان داده شده است. ب(  AlNACهای ژن mRNAروی 
با  NAC شدهدمین حفاظت هر  تیشده است، که موقع دهیکش ری به تصو لیمستطبا   miR164 رد هدفهای مو جایگاه  ORFج( . داده شده است

 مشخص شده است.  قرمز ستارهبا   miR164  جایگاه مکملو  سبزجعبه 
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ال  و مناطق اتص  ینمودار بلوک یک باهدف  یهاژن NAC یهامین. د miR164 مورد هدف AlNAC یهاژن  یتوال گانه چندهمردیفی  .2شکل  

miR164  است. نشان داده  خط آبی یک با 

 
 AlNACهای نیپروتئ متقابل  هایشبکه ینیبش یپ

تواند  ی م  ن یپروتئ-نی پروتئ  متقابلشبکه    کی
قابل  بالقوه    ی توجهاطلاعات  عملکرد  مورد  در 

ز   آورد فراهم    ها پروتئین  حد  تا    درک در    ی اد ی و 
س  کمک  ن ی پروتئ   دهی ل گنا ی آبشار    جهت .  نماید ها 

  AlNAC  ی ها ژن   بالقوه عملکرد    شتر ی ب   یی شناسا 
  چهار   های ش کن ن میا ،  miR164  هدف   مورد 

  ی با استفاده از ابزارها مورد نظر    AlNAC  پروتئین 
پروتئ   STRNG  ن ی آنلا  اساس  همولوگ    ی ها ن ی بر 

های  پروتئین (.  3  شد )شکل   ی ن ی ب ش ی پ   آرابیدوپسیس 
AlNAC1.1    وAlNAC1.2   با    یی بالا   ولوژی هم

داد بیدوپسیس  آرا   NAC1پروتئین   در  که    ند نشان 

سیگنال  و  جانبی  ریشه  اکسین تشکیل  نقش    دهی 
  ک ی   NAC1  . ( Olsen et al., 2005) دارد  
  همچنین   است.   ی شبکه تعامل   ن ی در ا   ی اصل   ن ی پروتئ 

AlNAC1.1    وAlNAC1.2   نزد با    ی ک ی ارتباط 
NAC083    که   ی س ی رونو   کننده سرکوب   ک ی دارد 

ب  و  تشک   ل ی دخ   ی ها ژن   ان ی است  چوب   ل ی در    ی آوند 
 Yamaguchi et)   کند ی م   م ی تنظ   ی منف طور  به را  

al., 2010 ) .   ا علاوه   AlNAC1L.1  ، ین بر 
با  بالا   ولوژی هم  رشد   AT3G12977یی  که    دارد 

  کند ی م   م ی تنظ   ی زن جوانه   در طول سلول آندوسپرم را  
 (Sánchez-Montesino et al., 2019 ) .  
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AlNAC100.1   همولوگ  به   NAC100عنوان 
آرابیدوپسیس در شبکه قرار نگرفته و تعاملی با بقیه  

 (. 3ها نشان نداد )شکل پروتئین 
 

 

 
 

 
 

 

 
 

 
  یهانیپروتئآرابیدوپسیس.  یهانیروتئبا پ همولوژیبر اساس  miR164 ی مورد هدفهاAlNACمتقابل  یهاشبکه . 3شکل 

 اند.شده نشان داده  اه یقرمز و سهای رنگ با   بیترتبه  آلوروپوس و آرابیدوپسیسهمولوگ در 

 
مورد هدف    AlNAC1L.1  انتخابی   ژن  یانب  بررسی

miR164  یرزیستی غ یهاتنش در پاسخ به 

به   جهت بیشتر  دستیابی  ژن در    اطلاعات  های  زمینه 
هدف   به    miR164مورد  پاسخ    یهاتنش در 

انتخابی  به  AlNAC1L.1  ژن یرزیستی،  غ ژن  عنوان 
شوری  یهایمار ت  تحت و    همچنین   و  خشکی 

از    ABAیتوهورمون  ف استفاده  مورد    RT-qPCRبا 
گرفت قرار  ژن    . بررسی  که  داد  نشان  نتایج 

AlNAC1L.1  3  تیمار اعمال  از  بعد    ABA  ساعت 
بافت  ریشه،  در  و  ساقه  برگ،  افزایش  رتتبههای  یب 

شاهد  برابر  89/2و    8/ 11،  28/1  بیان به  نسبت  ی 
حالی  در  داد.  تیمار،    6که  نشان  اعمال  از  بعد  ساعت 

بافت در  ژن  این  ریشه  بیان  و  ساقه  برگ،  های 
تنزل پیدا نمود    18/1و    -17/4و    -57/2ترتیب به  به

ساعت بعد از تنش شوری ناشی    3الف(.    -  4)شکل  
سدیم  اعمال  داز  سطح  کلرید  مولار،  یلی م  250ر 

کاهش    57/2  یان ب  یشافزا و  برگ،  بافت  در  برابری 
بافت ترتیب  به  ی برابر  -41/5و    -1/ 99بیان     هایدر 

ساعت بعد از اعمال    6اما    ،شدمشاهده    ساقه و ریشه
  -5/ 59و    -5/ 41،  -3/ 47  ترتیب به به   ادیر مق   ین تنش، ا 

ی  ب(. با این حال، بکارگیر   -  4)شکل   کاهش پیدا نمود 
به کاهش  میلی   600کلرید در سطح  سدیم  مولار منجر 
این برابر   -5/ 54و    -15/ 89،  -55/ 08بیان   ژن    ی 

ساعت بعد    3  ، ساقه و ریشه، برگ   های در بافت ترتیب  به 
تنش   اعمال  تنش،    6اما    ، شد از  اعمال  از  بعد  ساعت 

به  شدیدتری  بیان  مقادیر  کاهش  با  ،  -217/ 27ترتیب 
ج(.    -4اهده شد )شکل  برابری مش   -9/ 49و    -25/ 81

اعمال    AlNAC1L.1 ،  3سطح رونوشت   از  بعد  ساعت 
، کاهش  ( PEG)   یکول گل یلن ات ی پل ی ناشی از  تنش خشک 

ترتیب  برابری نسبت به شاهد به   -2/ 77و    -2/ 08بیان  
بافت  بیان    برگ   های در  اما  داد  نشان  ریشه    1/ 64و 

ساعت   6برابری در بافت ساقه مشاهده شد. با این حال،  
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بیان  بعد   کاهش  تنش،  اعمال  و    -5/ 66،  -2/ 48از 
بافت ترتیب  به   -2/ 33 ریشه برگ   های در  و  ساقه   ،  

)شکل   شد  آنالیز   -4مشاهده  نتایج    ذوب   منحنی   د(. 
  با   پیک   وجود یک   حاکی از   AlNAC1L.1آغازگرهای  

که   مشخص   ذوب   دمای    بر   تأییدی   بوده، 
 . ه(   -4باشد )شکل  آغازگرها می   بودن اختصاصی 

 

 
 

 
 

 

 
 

 

 
 

 
 

 

 

 
میکرومولار،    ABA  100تحت تیمارهای    AlNAC1L.1الگوی بیان ژن  الف(    های غیرزیستی. تحت تنش   AlNAC1L.1بیان ژن  آنالیز    . 4شکل  
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 ، ساقه و ریشه. های برگ در بافت   AlNAC1L.1  ژن   ( Melt curve)   منحنی ذوب ب(  درصد    PEG  20   (6000)و مولار،  یلی م   600و    250  کلرید یم سد 

 
  AlNAC1L.1دهد ژن  می   ورکه نتایج نشان ط همان 

بافت  در  بیان  اختلاف  می دارای  مختلف  باشد،  های 
سدیم طوری به  تیمار  تحت  مولار  میلی   600کلرید  که 

ساعت    6برابری در بافت برگ    -217/ 27کاهش بیان  
با ساقه   از اعمال تیمار مشاهده شد که در مقایسه  بعد 

 (81 /25- ( ریشه  و  کاه -9/ 49(  میزان  بسیار  (  بیان  ش 
است.     ی ها بافت   در   ژن   ک ی   ان ی ب   اختلاف بالاتری 

م مختلف  دل   تواند ی ،  عملکردها   ل ی به    ی مولکول   ی وجود 
ن  مختلف در کنترل    ی م ی تنظ   ی ها سم ی مکان   ز ی متفاوت و 

-Hashemi)  د مختلف باش  ی ها بافت  در  ژن  ن ی ا  ت ی فعال 

petroudi and Mohammadi,2020; Hashemi-  .
petroudi and Mohammadi, 2021 ) .  Wang    و

 ( که  نموده   عنوان (  2013همکاران    ان ی ب   ی الگو اند 
  در   آنها   هدف   مورد   ی ها ژن   و   ها miRNAمتفاوت  

  ی کارکردها   دهنده نشان   شه، ی ر   و   برگ   ی ها بافت 
م  پنبه  نمو  و  رشد  در  آنها   Wang et)   باشد ی متفاوت 

al., 2013 ) .   حاضر نشان داد    مطالعه   ج ی نتا   مجموع،   در
ساعت بعد از اعمال    6در زمان    AlNAC1L.1که ژن  

تمام   ی ست ی رز ی غ   ی ها تنش  ب ها  بافت   ی در    ان ی کاهش 
م  سا   مطالعه   ن ی ا   ج ی نتا   ن ی بنابرا .  دهد ی نشان    ر ی با 
تنظ   ی مبن   مطالعات  نقش  منف م ی بر  از    ی برخ   ی کننده 

به    NAC  ی ها ن ی پروتئ  پاسخ    ی ست ی رز ی غ   ی ها تنش در 
   NACهای ژن از    رخی ، ب ثال عنوان م به   . دارد   ی همخوان 

گیاه  مانند     Brachypodium distachyonدر 
که مورد هدف     BdNAC092و    BdNAC054های ژن 

miR164    ،شرا هستند یستی  ز یر غ   های تنش   یط تحت 
نشان  بیان  در  .  ( You et al., 2015) دادند    کاهش 

با    ان ی ب ش ی ب   اهان ی گ برنج،     مورد    NACی ها ژن شده 
  ش ی افزا miR164   (OMTN2, 3, 4, 6  )هدف  
خشک   ت ی حساس  تنش  دادند    ی به    تواند ی م   که نشان 

هدف    مورد   NACشده  حفاظت   ی ها ژن   نقش   انگر ی ب 

miR164   به    ی منف   ی ها کننده م ی تنظ   عنوان به تحمل 
بیان  بیش .  ( Fang et al., 2014) باشد    ی خشک 

ZmNAC1   ژن    ک )یNAC   هدف    موردmiR164   از  
  ی ها شه ی تعداد ر  ش ی منجر به افزا  در آرابیدوپسیس  ( ذرت 
داد   شتر ی ب   ات مطالع   شد.   ی جانب  است نشان  که    ه 

miR164   بیان  ZmNAC1    م ی تنظ   ی منف طور  به را  
توسط    NAC1  . تنظیم ژن ( Li et al., 2012) کند  ی م 

miR164  ، نمو مر   ن ی اکس   ی ها گنال ی س با  ریشه    تبط 
گ   ی جانب  در  خشک   ی چا   اهان ی را  تنش    م ی تنظ   ی تحت 

   . ( Guo et al., 2017) منفی نمود  
مطالعه   ژن ،  دیگریدر  با  مر  NAC1  یک  تبط 

تعیین    Phyllostachys edulisاز    ( SNAC1تنش )
ب  خصوصیات  در    اکتوپیک   یانشد.    آرابیدوپسیس آن 

  ped-miR164b  با   همراه  PeSNAC1نشان داد که  
طر تنظد   یشهر  نمو  یمتنظ  یقاز  به    یمر  تحمل 
خشک  یشور  هایتنش  می   ی و    نمایند مشارکت 

(Wang et al., 2016).  های  ژنTaNAC21    و
TaNAC22    هدفمورد  tae-miR164   ی طور منف به  

برابر  مقاومت   در  را    Puccinia striiformisگندم 
کردند   بالاس.  (Feng et al., 2014)تنظیم    ی طوح 

ب  موجب،  miR164  انیب   های ژن   انیکاهش 
NAC1  ،NAC21    وNAC22  نت در  باعث    جهیو 

 Guo et) گیاه آرابیدوپسیس شد برگ  یر یپتأخیر در  

al., 2004)  . هایژن  NAC  هدف    موردpeu-

miR164   به  و    نمودر    ی مهم  هاینقش پاسخ 
ایفا    Populus euphraticaدر    های غیرزیستیتنش 
بیش می  یک  به   PeNAC070  بیان نمایند.  عنوان 

هدف    NACژن   افرایش    miR164مورد  موجب 
تحمل   ی جانب   ی ها شه ی ر تعداد   کاهش    به   و 

گ شوری  و    ی خشک   های تنش    اهان ی در 
که    داد نشان    ج ی نتا   ن ی ا   شد.   خته ی ترار یس  آرابیدوپس 
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PeNAC070   تنظ به منف م ی عنوان  مقاومت    ی کننده 
خشک  عمل    P. euphraticaدر    شوری و    ی به 

  یج نتا   ین در مجموع، ا   . ( Lu et al., 2017)   کند ی م 
م  که  ی نشان  برخ کار دهد    ی ها ین پروتئ   ی کرد 

NAC   ب   تواند می حف گونه   ین در    د. ش ا ب   شده اظت ها 
و    ه ی تجز   ی برا   ی ارزشمند   اطلاعات   ها افته ی   ن ی ا 

و    NAC  ی ها ژن   ن ی ب   ی ها کنش ان ی م   شتر ی ب   ل ی تحل 
  ی ست ی رز ی غ   ی ها در پاسخ به تنش   miR164خانواده  

 فراهم آورده است. 
 

 سپاسگزاری 
زیست و  ژنتیک  پژوهشکده  کشاورزی  از  فناوری 

حما جهت  نمودن  یت طبرستان  فراهم  و  مالی  های 
 گردد.  تشکر و قدردانی می  ، گاهیامکانات آزمایش
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