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هاي غيرزنده است كه كشاورزي  تنش خشكي يكي از مهمترين تنش
هاي مفيد براي ايجاد تحمل كند. يكي از روشنج در ايران را تهديد ميبر

برداري توسط ژن پس از نسخهبه تنش خشكي در گياهان، تنظيم بيان
miRNA .ها استmiRNA ،هاRNA19-24كننده كوچك هاي تنظيم 

هاي زنده و غيرزنده نوكلئوتيدي هستند كه در تنظيم پاسخ گياه به تنش
ها براي بررسي ناحيه بالادست آن miRNAپنج  اين تحقيق، در نقش دارند.

و ارزيابي تغيير بيان در شرايط تنش خشكي در ريشه برنج انتخاب شدند. 
اختصاصي برنج و  miR1880و  miRNA ،miR1425پنج  از اين

miR162 ،miR169  وmiR172  ،حفاظت شدهدر بسياري از گياهان 
مورد بررسي نشان داد كه  miRNAي ها ژنهستند. همچنين، ارزيابي 

و  DREكننده مهمي مثل ، داراي عناصر تنظيمmiR172ها مثل بعضي از آن
ABRE  در بالادست خود هستند. بررسي تغيير بيانmiRNA هاي مورد

كمي انجام شد. نتايج  Realtime-PCRارزيابي در اين تحقيق با استفاده از 
 miR169تنش خشكي در ريشه بررسي تغيير بيان نشان داد كه در شرايط 

هاي miRNAكاهش بيان داشته است؛ اما ساير  miR172افزايش بيان و 
عنوان به AP2و  NF-YAاند. داري نداشتهمورد ارزيابي تغيير معني

توانند نقش مهمي را در مي miR172و  miR169ي هدف ها ژنمهمترين 
 پاسخ به تنش خشكي ايفا كنند. 

 
-Realtimeبيان ژن،  ،microRNA ،Oryza sativa :هاي كليدي واژه

PCR كنندهكمي، عناصر تنظيم 

 

 

Drought stress is one of the most important abiotic 
stresses that deteriorates rice agriculture of Iran. One of the 
best ways to establish drought stress tolerance in plants is 
miRNA mediated post transcriptional gene regulation. 
MiRNAs are small 19-24 nt regulatory RNAs and play 
important role in regulating plant gene expression in biotic and 
abiotic stress. In this study, we selected five miRNAs for 
promoter analysis and evaluation of differential expression of 
them under drought stress in roots. Three of them including 
miR162, miR169 and miR172 are conserved in many plants 
and the others including miR1425 and miR1880 are rice 
specific miRNAs. In addition, upstream screening of MIRNA 
genes showed that upstream region of some MIRNA genes 
like MIR172 are enriched with important regulatory elements 
like DRE and ABRE. Quantitative Realtime-PCR was used in 
this study for analyzing differential expression of evaluated 
miRNAs. Studying the differential expression of miRNAs in 
roots under drought condition showed that miR169 was up-
regulated but conversely, miR172 was down-regulated. The 
rest of miRNAs in our study did not show significant 
differential expression under drought stress. It can be 
concluded that NF-YA and AP2 as the most important target 
genes for miR169 and miR172 respectively can play critical 
roles in response to drought stress. 

 
Keywords: microRNA, Oryza sativa, Gene expression, 
Quantitative Realtime-PCR, Regulatory elements 
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0Bمقدمه 
هاي محيطي است كه گياهان تنش خشكي از تنش

معمولاً با آن مواجه هستند. تنش خشكي اثرات مضري را 
ها، شدن روزنهروي فرآيندهاي متابوليكي شامل تنظيم بسته

0Fهاي فتوسنتزيجذب مواد مغذي و توليد اسميلات

ارد كه در د 1
 Khraiwesh(شود  تواند منجر به كاهش عملكرد  نهايت مي

et al., 2012; Sunkar, 2010( گياهان وقتي با شرايط .
هاي مختلف را در سطوح شوند، مكانيزم تنش مواجه مي

گيرند كار ميفيزيولوژيكي، بيوشيميايي و مولكولي به مختلف
)Covarrubias and Reyes, 2010(  و موجبات اجتناب و

كنند. اجتناب از  تحمل را نسبت به تنش خشكي فراهم مي
طريق تغييرات مورفولوژيكي در گياه مثل  خشكي معمولاً از

اي، كاهش سطح برگ و توسعه كاهش در هدايت روزنه
شود. اما از طرف ديگر تحمل به  اي حاصل ميسيستم ريشه

هاي فيزيولوژيكي و مولكولي شامل خشكي از طريق مكانيزم
شود  ها ايجاد مي تنظيم اسمزي و توليد آنتي اكسيدانت

)Bartels and Sunkar, 2005(ها . هر دوي اين استراتژي
ها هايي مثل دهيدرينو تجمع پروتئين ها ژنتعداد زيادي از 

هاي كليدي براي آبي)، آنزيمشده در اثر كمهاي القاء(پروتئين
كنند  زدا را القاء ميهاي سمها و آنزيمبيوسنتز اسمليت

)Reddy et al., 2004; Shinozaki and 
Yamaguchi-Shinozaki, 2007(هاي تنظيم . مكانيزم

ي القا شونده در خشكي را ها ژنبيان  برداري كهكننده نسخه
 ,.Golldack et al( كنند، قبلاً بررسي شده استكنترل مي

2011; Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki, 
1Fهاي كوچكRNA. با شناسايي )2007

ها معطوف به ، توجه2
برداري با استفاده از ژن پس از نسخهتنظيم بيان

microRNA) هاmiRNA ها) در پاسخ به تنش خشكي
هاي RNAها، Sunkar, 2010(. miRNA(است شده

وسيله نوكلئوتيدي هستند كه به 19-24كننده كوچك تنظيم
، miRNAشوند. در مسير بيوسنتز  كد مي miRNAي ها ژن

miRNA 2اوليهF

ي ها ژناز  II مرازپلي RNAوسيله به 3
miRNA شود. در گياهان، فرآوري  برداري مينسخه
miRNA  اوليه بهmiRNA 3ساز پيشF

DCL1وسيله به 4 4F

و  5
HYL1هاي  كمك پروتئين با 5F

SE6Fو  6

 .شودانجام مي 7
                                                                           
1. Photosynthetic assimilates 
2. Small RNAs 
3. Pri-miRNA (Primary miRNA) 
4. Pre-miRNA (Precursor miRNA) 
5. Dicer-Like 1 
6. Hyponastic Leaves1 
7. Serrate 

miRNAاي و با ساختار  صورت دورشته هساز ب هاي پيش
، DCL1اي هستند كه پس از فرآوري با پروتئين حلقه-ساقه

7Fبالغ miRNAتوليد 

. )Voinnet, 2009(كنند مي 8
miRNAهاي مختلف بيولوژيكي و متابوليكي ها در فرآيند
8Fرسانيشامل پيام

هاي جانبي، اكسين، نمو برگ، تشكيل ريشه 9
اي به رويشي و از رويشي به مرحله رشد گياهچهانتقال از 

هاي زنده و زايشي و همچنين در تنظيم پاسخ گياه به تنش
تنظيم  .)Khraiwesh et al., 2012(غيرزنده نقش دارند 

ها به دو شكل منفي و مثبت انجام miRNAبيان ژن توسط 
هايي كه در اثر تنش خشكي القاء و بيان miRNAشود. مي

mRNAكننده منفي بوده و هاي هدف را كاهش دهند، تنظيم
miRNAها در تنش خشكي كاهش  آن  هايي كه بيان

كننده مثبت هستند. بنابراين،  يابد، از نوع تنظيم مي
miRNAكنندگي مثبت و منفي در شرايط ها با نقش تنظيم

ها، miRNAكنند. اغلب  تنش، گياه را به تنش سازگار مي
برداري را كد كنند كه فاكتورهاي نسخهيي را كنترل ميها ژن
هاي در مركز شبكه ها راmiRNAكنند و اين ويژگي، مي

. براي )Ding et al., 2013(دهد  ژن قرار مي تنظيم بيان
منظور بررسي  اي بهها مطالعات گستردهmiRNAبعضي از 

هاي مختلف از جمله خشكي انجام ها در تنش تغيير بيان آن
، miR156 ،miR159توان  ها مي شده است كه از جمله آن

miR167 ،miR168 ،miR169 ،miR171 ،miR393 ،
miR396  وmiR397  را نام برد)Covarrubias and 

Reyes, 2010( بعضي از .miRNA ها از جملهmiR169 ،
شان تغيير بيان متفاوتي را در اثر تنش خشكي در گياهان ن

) كاهش بيان 2008و همكاران ( Liطور مثال، اند؛ به داده
miR169  را درArabidopsis thaliana   وليZhao  و
 Oryzaرا در miR169) افزايش بيان 2007همكاران (

sativa از آنجا كه ريشه  اند.در تنش خشكي گزارش كرده
اولين قسمت گياه است كه تنش را دريافت و پيام آن را ارسال 

ها در ريشه از miRNAكند، بنابراين مطالعه تغيير بيان يم
منظور بررسي به، در اين تحقيقاهميت خاصي برخوردار است. 

 miRNAپنج ها، miRNAتنش خشكي در تغيير بيان تاثير 
9Fاز پايگاه اطلاعاتي ميربيس

 هاانتخاب شدند. سه عدد از آن 10
 ،miR162شامل و  حفاظت شدهدر بسياري از گياهان، 

miR169  وmiR172  اختصاصي برنج  عدد ديگرو دو بودند
تغيير بيان  .بودند miR1880و  miR1425شامل  و

                                                                           
8. Mature miRNA 
9. Signaling 
10. miRBase (http://mirbase.org) 



 95 ... در ريشه برنج هاي مرتبط با تنش خشكيmicroRNAشناسايي  :و همكاران بخشي 

 

miR162  در شرايط تنش خشكي برايPopulus 
euphratica )Li et al., 2011a( ،Populus 
tomentosa )Ren et al., 2012(  وVigna 

unguiculata )Barrera-Figueroa et al., 2011( 
در گياهان  miR169قبلاً گزارش شده است. همچنين 

Populus euphratica )Li et al., 2011a( ،Oryza 
sativa )Zhao et al., 2007; Zhou et al., 2010( ،

Vigna unguiculata )Barrera-Figueroa et al., 
2011( ،Medicago truncatula )Trindade et al., 
2010( ،Glycine max )Kulcheski et al., 2011; 

Li et al., 2011b(  وPopulus tomentosa )Ren et 
al., 2012(  در شرايط تنش خشكي تغيير بيان نشان داده
 Populusنيز تغيير بيان در گياهان  miR172است.  براي 

euphratica )Li et al., 2011a( ، Populus 
tomentosa)Ren et al., 2012(، Oryza sativa 

)Zhou et al., 2010(  وSolanum tuberosum 
)Hwang et al., 2011( در شرايط تنش خشكي مشاهده ،

در ريشه،  miRNAبا وجود اهميت مطالعه  شده است.
مطالعات كمي در اين زمينه انجام شده است. تنها مطالعه 

و همكاران  Zhaoصورت گرفته در ريشه گياه برنج توسط 
هاي miRNAمنظور بررسي تغيير بيان ) به2007(

miR169 ،miR393  وmiR397  در تنش خشكي و با
. )Zhao et al., 2007(انجام شده است  PEGتيمار 

هاي مرتبط با miRNAبنابراين، با توجه به اهميت شناسايي 
تحقيق حاضر در اين زمينه تنش خشكي در ريشه گياه برنج، 

  انجام شده است.
 

1Bها مواد و روش 
3Bمواد گياهي و شيوه اعمال تيمار 

، تهيه IR64ژنوتيپ رقم مورد استفاده در اين تحقيق 
10Fالمللي برنج بين ةموسس شده از

برنج پس از بذور . بود 1
دار شده و سپس به محيط ضدعفوني سطحي در پتري جوانه

كشت هيدروپونيك حاوي محلول يوشيدا منتقل شدند. پس از 
هاي حاوي دو قسمت خاك رس ها به گلداندو هفته گياهچه

ها به و يك قسمت ماسه منتقل و به مدت دو هفته همه گلدان
، آبياري بهصورت كامل آبياري شدند. سپس در تيمار خشكي

                                                                           
1. International Rice Research Institute (IRRI) 

مدت دو هفته متوقف شد و در اين زمان در تيمار شاهد آبياري 
صورت عادي انجام گرديد. بعد از گذشت دو هفته و مشاهده به

تفاوت ظاهري و مورفولوژيكي در گياهان از جمله كاهش 
هاي تيمار خشكي،  ها در نمونهرشد، زردشدن و پيچش برگ

از بافت  RNAانجام و گيري از تيمار شاهد و خشكي نمونه
   نگهداري شد. -80ريشه استخراج و در دماي 

4Bطراحي آغازگر برايmiRNAهاي مورد بررسي 
miRNA هاي انتخاب شده شاملmiR162a,b  از)

)، miR169(از خانواده  miR169f,g)، miR162خانواده 
miR172a,d  از خانواده)miR172 ،(miR1425  از)

) miR1880(از خانواده  miR1880و  )miR1425خانواده 
 .بودند كه از پايگاه اطلاعاتي ميربيس انتخاب شدند

 1ها در جدول miRNAآغازگرهاي طراحي شده براي 
عنوان ژن به 18S rRNAاند. همچنين از نمايش داده شده
 مرجع استفاده شد.

5B استخراجRNA ساخت ،cDNA )Stem-loop RT 
PCR و (Real-time PCR 11كميF

2  
 RNAهاي شاهد و تنش و با ريشه نمونه فتكل از با

12Fگر ترايزولاستفاده از واكنش

كل با  RNAتهيه شد. تيمار  3
DNase I 13با استفاده از كيت اينويتروژنF

نجام و كيفيت ا 4
RNA  استخراج شده با استفاده از نانودراپ بررسي شد. در

كل استخراج شده نيز با  RNAاز  cDNAادامه، ساخت 
هاي انتخاب استفاده از كيت اينويتروژن انجام شد. در آزمايش

14Fهاي سرياليرقت

15Fبهترين رقت بر اساس بالاترين كارايي 5

6 

كمي در ژن  Realtime-PCRانتخاب شد. كارايي واكنش 
رفرنس و ژن هدف در محدوده نزديك به صد و حداكثر با 

-Realtimeدرصدي مشاهده شد. واكنش  3تا  2اختلاف 
PCR  كمي در حجمµl25  شاملµl 5/12  ازSYBER ،

µl1  آغازگر پيشرو و معكوس وµl3  ازcDNA .انجام شد 
هاي نرمال و تنش، در نمونه miRNAتخمين فراواني نسبي 

به ΔΔct2-و فرمول  Ctها با استفاده از غيير بيان آنمقدار ت
 .)Schmittgen et al., 2008(دست آمد 

 
 

 
 
 

                                                                           
2. Quantitative Real-time PCR 
3. Trizol reagent (Sigma Chemicals, USA) 
4. Invitrogen 
5. Serial dilution 
6. Efficiency 

http://irri.org/
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 هاي مورد ارزيابيmiRNAهاي طراحي شده براي آغازگر -1جدول 
 miRNA 3معكوس آغازگر 2پيشرو آغازگر 1ساقه حلقه برداري معكوس نسخه آغازگر

 5'ATAACTCGACG
GATCGCAAG3' 

5'CTTGGATGTGG
TAGCCGTTT3' 

18S rRNA 

5'GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTA
TTCGCACTGGATACGACCTGGAT 3' 

5'CGGCGGTCGAT
AAACCTCTGC3' 

5'GTGCAGGGTCC
GAGGT3' 

miR162a,b 

5'GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTA
TTCGCACTGGATACGACTAGGCA 3' 

5'CGACTAGCCAA
GGATGACT3' 

5'GTGCAGGGTCC
GAGGT3' 

miR169f,g 

5'GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTA
TTCGCACTGGATACGACATGCAGCA 3' 

5'GCGGCGGAGAA
TCCTGATGA3' 

5'GTGCAGGGTCC
GAGGT3' 

miR172a,d 

5'GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTA
TTCGCACTGGATACGACAGCAG 3' 

5'GCACCTACGATT
CAATCCTTG3' 

5'GTGCAGGGTCC
GAGGT3' 

miR1425 

5'GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTA
TTCGCACTGGATACGACAATGCTTA 3' 

5'GGTTCCAAGCG
GGCCACT3' 

5'GTGCAGGGTCC
GAGGT3' 

miR1880 

1. Stem-loop RT PCR primer  2. Forward primer  3. Reverses primer 
 

6B ي ها ژنبررسي منطقه بالادستmiRNA  مورد
 بررسي 

 miRNAي ها ژندر ابتدا توالي بالادست در اين تحقيق 
NCBI16F پايگاه دادهبا استفاده از 

منظور  دريافت شد. سپس، به 1
17Fبرداري شروع نسخهمنطقه  شناسايي

18Fو پيشبر 2

ي ها ژن 3
miRNA حدود برنج ،kb 3 با  حلقه-ساز ساقه بالادست پيش

مورد جستجو قرار گرفت  TSSPاستفاده از برنامه آنلاين 
)Shahmuradov et al., 2005(،عناصر  . سپس

شناسايي  TfsiteScanافزار  نرمكننده با استفاده از  تنظيم
 .)Ghosh, 2000(شدند 

7B 19ي هدف و مناطق حفاظت شدهها ژنشناساييF

4 
ها بر روي miRNAمكان ژني كدكننده همه 

ي هدف بالقوه ها ژنمنظور شناسايي  ها مشخص و به كروموزوم
ها miRNAي هدف ها ژنپايگاه آنلاين شناسايي از ها،  آن

)http://plantgrn.noble.org/psRNATarget (
منظور شناسايي مناطق حفاظت شده،  ن، بهاستفاده شد. همچني

20Fرديفي چندگانه هم

ها با miRNAحلقه -ساز ساقه براي پيش 5
انجام  MEGA5افزار در نرم Clustal_Wاستفاده از روش 

 Mfoldها نيز از نرم افزار miRNAشد. براي رسم ساختار 
 استفاده شد. 

2Bنتايج و بحث 
8Bهاي مورد ارزيابيساختار خانواده بررسي 

اغلب توليد  miRNAهاي ر گياهان، خانوادهد
miRNAكنند هاي بالغ مشابه مي)Li and Mao, 2006( ؛

                                                                           
1. http://www.ncbi.nlm.nih.gov 
2. Transcription start site position (TSSP) 
3. Promoter 
4. Conserved 
5. Multiple alignments   

مورد هاي miRNAهاي انتخاب شده از كه تواليطوريبه
چندين منطبق با هر كدام ممكن است  ارزيابي در اين تحقيق،

. توالي مورد بررسي از هايشان باشنداز خانواده عضو
miR162 عضو دو با منطبق miR162a و miR162b، 

با دو عضو  منطبق miR172توالي مورد بررسي از 
miR172a  وmiR172d  و همچنين توالي مورد بررسي
miR169 عضو دو اب منطبق miR169f ،miR169g  است

، miR169h ،miR169i ،miR169jو با اعضاي 
miR169k ،miR169l  وmiR169m  فقط در يك

ه همين منظور در اين تحقيق، نوكلئوتيد متفاوت است. ب
حلقه اعضاي هر خانواده از -مناطق مختلف توالي ساختار ساقه

در اين تحقيق نشان  ها بررسينظر ميزان حفاظت ارزيابي شد. 
در  بالغ هايmiRNAمنطقه توليدكننده  كه،در حالي داد كه

شدت هاي مورد ارزيابي، بهبراي خانواده 3pو 5pبازوي 
حلقه كمتر -شد؛ اما، ساير مناطق ساقهباحفاظت شده مي

شده خانواده حفاظت شده است. براي مثال، مناطق حفاظت
miR169  حلقه براي -و ساختارهاي ساقه 1در شكل

miR169f,g  وmiR169h,I,j,k,l,m  با يك نوكلئوتيد)
) از خانواده miR169f,gنسبت به  3pتغيير در منطقه 

miR169  كننده احيه توليدارائه شده است. ن 2شكل در
miRNAدر همه اعضاي يك خانواده معمولاً  بالغ هاي

شده بوده و به همين دليل اين امكان وجود دارد كه  حفاظت
ي هدف با هم ها ژناعضاي مختلف يك خانواده در كنترل 

 همكاري داشته باشند.
9B ي ها ژنبررسي مناطق بالادستmiRNA  مورد

 بررسي
ي ها ژنبالادست از منطقه  3kbدر اين تحقيق، 

miRNAعناصر منظور شناسايي هاي مورد ارزيابي به 
  عناصر  از   گرفتند.   قرار   بررسي  مورد  مهم   كننده  تنظيم
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 اند.شده با رنگ روشن مشخص شدهشده با رنگ تيره و مناطق كمتر حفاظت ؛ مناطق حفاظتmiR169رديفي اعضاي خانواده  هم -1شكل 

 
 

 
 miRNAحلقه، منطقه توليد -؛ خطوط مشخص شده بر روي ساختار ساقه miR169خانواده  عضو حلقه براي هشت-ساختارهاي ساقه -2شكل 

 بالغ است.
 
، DRE  ،ABREتوانكننده مهم شناسايي شده مي تنظيم

MYB، GAMyb ،P-Box ،TGA  وROS-
responsive  را نام برد. نتايج نشان داد كه در بين

miRNAد بررسي، ژن هاي مورMIR172a داراي ،
، DREكننده پاسخگو به تنش، شامل بيشترين عناصر تنظيم

ABRE ، TGA وMYB  است. همچنين در بالادست هر
و  MIR169g ،MIR1425هاي miRNAكدام از 

MIR1880 كننده نيز عنصر تنظيمDRE  مشاهده شد. براي
MIR169gكننده ، دو تكرار از عنصر تنظيمDRE  نزديك

بررسي بالادست  برداري مشاهده شد.منطقه شروع نسخهبه 
نيز نشان داد كه تنها  MIR162bو  MIR162aي ها ژن

قرار  MIR162bدر بالادست  DREكننده يك عنصر تنظيم
هاي اتصال براي خانواده فاكتور همچنين، سايت دارد.

ي مورد بررسي ها ژندر بالادست اكثر  MYBرونويسي 
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هاي اتصال ها مشابه سايت آن مشاهده شد و بعضي از
باشد كه قبلاً مي MYBشده براي فاكتور رونويسي  شناسايي

 rd22هاي پاسخگو به تنش خشكي مثل  در پيشبر ژن
ي ها ژنها در القاي بيان  مشاهده شده بود و همچنين نقش آن

نيز گزارش  Arabidopsis thalianaمرتبط با خشكي در 
. همچنين بعضي از عناصر )Abe et al., 1997(شده است 

،  DREتوانكننده اشاره شده در اين مطالعه از جمله ميتنظيم
ABRE ،MYB  وTGA  ي ها ژنقبلاً نيز در بالادست

miRNA  پاسخگو به تنش درArabidopsis thaliana  
 . )Liu et al., 2008(اند شناسايي شده

10B بيان  بررسي تغييرmiRNA هاي مورد ارزيابي در
 پاسخ به خشكي

هاي miRNAبررسي نتايج تغيير بيان نشان داد كه 
miR162 ،miR172 و miR1425 در شرايط تنش خشكي

 miR1880و  miR169اند؛ اما در ريشه كاهش بيان داشته
منظور  در شرايط تنش خشكي افزايش بيان را نشان دادند. به

ها در شرايط تنش miRNAدار بودن تغيير بيان  بررسي معني
استفاده شد و نتايج نشان داد  t-Studentخشكي، از آزمون 

و  miR172هاي miRNAكه ميزان تغيير بيان براي 
miR169  3دار است (شكل درصد معني 05/0در سطح .(

ها نشان داد كه، miRNAهمچنين، بررسي ميزان تغيير بيان 
 4با بيش از  miR172بيان مربوط به بيشترين ميزان تغيير 

برابر كاهش بيان در شرايط تنش خشكي است. بررسي 
گونه تغيير بياني  مطالعات قبلي نشان داد كه در گياه برنج هيچ

گزارش نشده  miR162در مواجهه با تنش خشكي براي 
 Populus euphratica ،Populusاست؛ اما در گياهان 

tomentosa  وVigna unguiculata  افزايش بيان آن در
شرايط تنش خشكي در بافت برگي گزارش شده است 

)Barrera-Figueroa et al., 2011; Li et al., 
2011a; Ren et al., 2012( مطالعه تغيير بيان .

miR172  در بافت برگي گياه برنج در شرايط تنش خشكي و
21Fآرايهبا استفاده از تكنيك ريز

، كاهش بيان آن را نشان داده 1
. در تحقيق حاضر نيز كاهش )Zhou et al., 2010(است 
در شرايط تنش خشكي در ريشه برنج  miR172بيان 

در  miRNAمشاهده شد. بنابراين احتمالاً تغيير بيان اين 
گياه برنج و در شرايط تنش خشكي در كل گياه همسو است. 

ها در شرايط تنش خشكي در miRNAبررسي تغيير بيان 
ه افزايش بيان بافت برگي برنج و با استفاده از ريزآراي

                                                                           
1. Microarray 

miR169  را نشان داده است)Zhou et al., 2010( در .
به عنوان تنها عضوي از  miR169g، تحقيقي ديگر نيز

افزايش بيان نشان  PEGبوده كه در تنش  miR169خانواده 
هوايي بيشتر داده و اين افزايش بيان در ريشه نسبت به اندام

. نتايج تحقيق حاضر نيز )Zhao et al., 2007(بوده است 
آمده در مطالعات قبلي در گياه برنج دستمنطبق با نتايج به

 است. 
افزايش  Glycine maxدر دو مطالعه بر روي ريشه گياه 

 ;Kulcheski et al., 2011(مشاهده شد  miR169بيان 
Li et al., 2011b( ؛ در صورتي كه در گياهان

Medicago truncatula  وPopulus tomentosa 
كاهش بيان آن در شرايط تنش خشكي مشاهده شده است 

)Ren et al., 2012; Wang et al., 2011( علت اين .
تواند نوع گياه، طول  ها ميانطباق در بعضي از گزارشعدم

و شرايط رشدي متفاوت و  ، مرحله، بافت دوره و شدت تنش
و  miR1425ژن باشد. براي شيوه متفاوت بررسي بيان

miR1880 گونه تغيير كه اختصاصي گياه برنج هستند، هيچ
 بياني در شرايط تنش خشكي گزارش نشده است. 

 

 
هاي مورد بررسي در شرايط تنش miRNAتغيير بيان  -3شكل 

 دهد.درصد را نشان مي 5داري در سطح خشكي. علامت * معني
 

11Bهاي هدف  شناسايي ژنmiRNA هاي مورد بررسي 
ي ها ژنهاي مورد ارزيابي، miRNAدر اين مطالعه براي 

مورد بررسي قرار گرفت  psRNATargetهدف با استفاده از 
ها شناسايي شد. شناسايي miRNAن هدف براي اين ژ 54و 

، بيان miR162ي هدف نشان داد كه ها ژن
endoribonuclease Dicer كند. در را كنترل مي

 DCL1و همكارانش گزارش كردند كه  Zhixinاي،  مطالعه
كنترل  miR162صورت منفي توسط  برداري به پس از نسخه

. بنابراين يك تنظيم بازخوردي )Xie et al., 2003(شود مي
22Fمنفي

ي هدف ها ژنوجود دارد. بررسي  DCL1در بيان  2
                                                                           
2. Negative feedback regulation 
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، زير واحد miRNAنيز نشان داد كه اين  miR169براي 
A  ازnuclear transcription factor Y )NF-Y ( را

برداري است  ، يك فاكتور نسخهNF-Yدهد. هدف قرار مي
 NF-YCو  NF-YA ،NF-YBكه از سه زير واحد 

اي نشان . در مطالعه)Li et al., 2008(تشكيل شده است 
در شرايط تنش خشكي،  NFYB1داده شد كه افزايش بيان 

داري تحمل به خشكي و عملكرد را در طور معني به
 ,.Nelson et al(دهد آرابيدوپسيس و ذرت افزايش مي

. در مطالعه ديگري در آرابيدوپسيس مشاهده شد كه )2007
كه در  miR169، بيان ABAدر اثر تنش خشكي و 

NFYA5 باشد، كاهش و در مقابل داراي سايت هدف مي
 ,.Li et al(به شدت افزايش يافته است  NFYA5بيان 

2008( .NF-Yتواند به عنصر ، ميCCAAT box  متصل
و براي اين اتصال حضور هر  )Dorn et al., 1987(شود 

لازم است  NF-YC و NF-YA ،NF-YBسه زير واحد 
)Kabe et al., 2005( عنصر .CCAAT box  در پيشبر

 ,Mantovani(ي پروكاريوتي وجود دارد ها ژن% از 25
، حضور ها ژن. از طرف ديگر در بسياري از پيشبر )1998

NF-Y كارگيري براي بهRNA مراز پليII   لازم است
)Kabe et al., 2005( بنابراين هرگونه تغيير بيان اين ژن .

برداري تعدادي زيادي تواند در نسخهمي miR169واسطه  به
مورد بررسي در اين  miRNAتاثيرگذار باشد. ديگر  ها ژناز 

ي هدف نشان ها ژنبود كه نتايج بررسي  miR172تحقيق، 
شود. كنترل مي miRNAاين توسط  AP2داد يك ژن 

قابليت اتصال به عنصر تنظيم AP2 برداريفاكتورهاي نسخه
، AP2/EREBPهاي خانواده را دارند. پروتئين DREكننده 

 70تا  60اختصاصي گياهان است و در يك منطقه حدود 
شدت حفاظت شده  بهAP2  نام دومين اسيدي مشترك بهآمينو

كه  DREشونده به هاي متصلهستند. افزايش بيان پروتئين
ستند در شرايط تنش خشكي ه AP2/EREBPزيرمجموعه 

. يكي از )Kizis et al., 2001(گزارش شده است 
تواند كاهش بيان ها ميهاي افزايش بيان اين پروتئين مكانيزم

miRNA كنند. نترل ميرا ك ها ژنهايي باشد كه اين
كه  miR172طور كه در نتايج اين تحقيق مشاهده شد،  همان

دهد، در شرايط تنش خشكي را هدف قرار مي AP2يك ژن 
كاهش بيان نشان داده است. بنابراين احتمالاً كاهش بيان اين 

miRNA افزايش بيان ژن ،AP2  را به دنبال خواهد داشت
بط با تنش خشكي ي مرتها ژنتواند در كنترل برخي كه مي

هستند، تاثيرگذار باشد.  DREكننده كه داراي عنصر تنظيم

هاي اختصاصي گياه برنج نيز چندين ژن miRNAبراي 
 transmembrane proteinو  rf1 proteinهدف مثل 

براي   cytochrome cو  miR1425، براي 56
miR1880  شناسايي شد؛ كه داراي اهميت كمتري نسبت به

شده مورد ارزيابي در هاي حفاظتmiRNAي هدف ها ژن
 تنش خشكي هستند. 

12Bگيري كلينتيجه 
 miRNAدر نتايج اين تحقيق مشاهده شد كه دو 

 miR1880و  miR1425اختصاصي انتخاب شده كه شامل 
داري را نشان ندادند اما از طرف ديگر دو بودند تغيير بيان معني

و  miR172شده كه شامل هاي حفاظتmiRNAعدد از 
miR169 داري را نشان دادند. اين بودند تغيير بيان معني
هاي miRNAدهنده اين است كه احتمالاً اين نتايج نشان

هاي miRNAاختصاصي، نقش تنظيمي كمتري را نسبت به 
شده مورد بررسي در شرايط تنش دارند. در بين حفاظت

miRNA،هاي مورد بررسيmiR172   نسبت به ساير
miRNAبيشتري را نشان داد. همچنين ژن  ها تغيير بيان

، در بالادست خود نسبت به ساير miRNAاين 
miRNA هاي مورد بررسي داراي تعداد بيشتري از عناصر

 ABREو  DREكننده مهم در تنش خشكي از جمله تنظيم
احتمالاً هم تحت تاثير  miRNAدهد اين ميبود كه نشان 

 مون مستقيم تنش خشكي بوده و هم به افزايش هور
ABA در شرايط تنش واكنش نشان داده است. در اين تحقيق

در بالادست  MYBو  DREكننده با وجود عناصر تنظيم
MIR1425  وMIR1880ها در شرايط تنش ، اما براي آن

پيوستگي بين داري مشاهده نشد. عدمخشكي تغيير بيان معني
 ها و تنشكننده پاسخگو به فيتوهورومونوجود عناصر تنظيم

كه مشاهده شده، طوريقبلاً نيز گزارش شده است؛ به
miRNAها و تنش پاسخگو هايي نسبت به فيتوهورومون

كننده مربوط به آن فيتوهورمون اند اما داراي عنصر تنظيمبوده
كننده اند و يا بالعكس داراي عنصر تنظيمو يا تنش نبوده

ت به اند ولي نسبو يا تنش بوده مخصوص يك فيتوهورومون
 Liu et(اند آن فيتوهورومون و يا تنش تغيير بيان نشان نداده

al., 2009( رساني متقابل تواند وجود پيامكه علت آن مي
ها و همچنين وجود رابطه تنظيمي وسيع بين فيتوهورمون

 ها وmiRNAها، مستقيم و پيچيده بين فيتوهورمونغير
برداري باشد. بعضي از فاكتورهاي فاكتورهاي نسخه

توانند شوند، ميها القاء ميبرداري كه توسط فيتوهورمون نسخه
هايي شوند كه همان miRNAمنجر به تغيير بيان 
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دهند و در يك برداري را هدف قرار ميفاكتورهاي نسخه
 miRNAي ها ژنمكانيزم خودتنظيمي منجر به تغيير بيان 

داد كه  ي هدف نيز نشانها ژن نتايج بررسي شوند.مي
miR172  ي ها ژنيكي ازAP2 دهد، كه را هدف قرار مي

ABA23Fنقش اساسي در مسير مستقل از 

 Kizis et(دارد  1
al., 2001( ديگر . از طرفmiR169 بيان ،NF-Y  را

ABA24Fكند كه در مسير وابسته به كنترل مي

كند عمل مي 2
)Li et al., 2008( ديگر .miRNA  حفاظت شده مورد

با وجود اينكه در  miR162بررسي در اين مطالعه، يعني 
بعضي از گياهان تغيير بيان آن در شرايط تنش خشكي گزارش 

-Barrera(شده است، ولي در مطالعه قبلي بر روي برنج 
                                                                           
1. ABA-independent pathway 
2. ABA-dependent pathway 

Figueroa et al., 2012(  و مطالعه حاضر تغيير بيان اين
miRNA دهنده مكانيزم تواند نشانه نشد كه ميمشاهد

در گياهان مختلف باشد. با توجه به  DCL1متفاوت تنظيم 
 miRNAي دو ها ژنحضور عناصر تنظيم كننده در بالادست 

هاي ، فاكتورmiR172و  miR169حفاظت شده 
ها توانند به آن مي AP2هاي برداري مانند پروتئين نسخه

ها را تغيير ي آنها ژناري از بردمتصل شوند و ميزان نسخه
هاي بالغ كه miRNAدهند. از طرف ديگر، خود 

هاي تنظيمي مثل ها با دخالت پروتئينبرداري از آن نسخه
ي اين ها ژنتوانند بيان شود، ميانجام مي AP2هاي پروتئين
ها را در شرايط تنش كنترل كنند. در نتيجه پروتئين

miRNAدر تنظيم پاسخ گياه به  توانند نقش مهمي راها مي
 ).4هاي محيطي ايفا كنند (شكل تنش

 
 

 
 

 ها در تغيير پاسخ گياه به تنش خشكيmiRNAنقش - 4شكل 
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