
 فناوري گياهان زراعيمجله علمي ـ پژوهشي زيست
 )105 -115( 1392پائيز و زمستان ، پنجم، شماره سومسال 

Crop Biotech. 
Autumn and Winter (2013) 5: 105-115 

 

  E-mail: ehsanmohsenifard@stu.um.ac.ir  فرداحسان محسني نويسنده مسئول: *

) در بسياري از فرايندهاي مرتبط با miRNAها (RNA كرويم
هاي زنده و غيرزنده نقش دارند. تكثير، رشد و نمو و پاسخ گياه به تنش

شوند، ها كنترل ميmiRNAكه توسط  SPLفاكتورهاي رونويسي 
اختصاصي گياهان بوده و در بسياري از فرايندهاي مرتبط با نمو بافت، 

سازي ساير هاي زنده و غيرزنده و تحريك و فعالپاسخ به تنش
هاي غشايي نقش دارند. در اين تحقيق فاكتورهاي رونويسي و پروتئين

miRNAكننده تنظيم بيان فاكتورهاي رونويسي هاي كنترلSPL  در برنج
ها با استفاده از روش miRNAپس تغيير بيان اين مشخص شدند. س

qRT-PCR  و آغازگرهايStem-Loop  مورد بررسي قرارگرفت. نتايج
 هوايي در شرايط خشكي نسبت به نرمال، بياننشان داد كه در اندام

miR529 بيان  كاهش وmiR535  افزايش يافته است؛ اما تغير بيان
افزايش  miR535ريشه نيز  مشاهده نشد. در miR156داري براي معني

داري را در تغيير بيان معني miR156و  miR529بيان نشان داد؛ اما، 
ها در كنترل miRNAريشه نشان ندادند. با وجود اينكه هر سه اين 

ها در مواجهه با تنش ي يكساني نقش دارند، واكنش متفاوت آنها ژن
رابر تغيير هاي تنظيمي گياه در بدهنده گستردگي شبكهخشكي نشان

توان اين گونه بيان كرد كه شرايط محيطي است. با توجه به نتايج مي
miR156  وmiR529  نسبت بهmiR535 تري را در تنظيم نقش مهم

دارند؛ در  SPLفرايندهاي نموي و گلدهي با كنترل فاكتورهاي رونويسي 
مسئول  miR156و به نسبت كمتر  miR529و  miR535كه صورتي

 باشند.در برابر تنش مي SPLفاكتورهاي رونويسي  تنظيم بيان
 
 miRNA ،qRT-PCRبرنج، تنش خشكي،  :هاي كليدي واژه

 

MicroRNAs (miRNAs) play important roles in numerous 
processes in plants including development, tissue proliferation, 
differentiation, hormone signaling and responses to biotic and 
abiotic stresses. SPL, the plant-specific transcription factors, are 
regulated by miRNAs and play important roles in several 
processes including tissue development, response to biotic and 
abiotic stress and induction of several other transcription factors 
and membrane proteins. In this study we selected miRNAs that 
regulate SPL transcription factors expression in rice. Later, the 
differential expression of these miRNAs are evaluated using 
qRT-PCR and Stem-loop primers. Results of shoot differential 
expression under drought stress showed that miR529 was down-
regulated but conversely, miR535 was up-regulated. However, 
significant differential expression of miR156 was not observed 
in our study. Likewise, root differential expression under 
drought condition showed up-regulation of miR535, but miR529 
and miR156 did not show any significant differential expression. 
Although all of these miRNAs are involved in regulating the 
expression of the same genes, but their diverse differential 
expressions highlight the complexity of gene-regulatory 
networks in various environmental conditions. Based on results 
of this study, it can be suggested that compared to miR535, 
miR156 and miR529 play more important roles in regulating the 
development and flowering process via controlling SPL 
transcription factors whereas, miR535, miR529 and relatively 
lesser miR156 are responsible for SPL transcription factor 
regulation under stress. 
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2Bمقدمه 
 miRNAهاي ها مولكولRNA اي غيررشتهكوچك تك 

داشته و  24تا  19تنظيمي هستند كه طولي بين كدكننده و 
ها از طريق تجزيه ژن در يوكاريوت نقش مهمي را در تنظيم بيان

mRNA كنند يا ممانعت از ترجمه آن ايفا مي)Baulcombe, 
2004(. miRNA دكننده پروتئين توسط ي كها ژنها مانند
RNA مرازپليII0 F

 ,.Lee et al(شوند برداري مي رونوشت ۱
-ي در ابتدا ساختار ساقهارشتهتك RNA. رونوشت )2004

دهد كه پس از دو مرحله برش در ناحيه اي را شكل ميحلقه
1Fساقه توسط آنزيم 

۲DCL1اي كوچكي ، توليد مولكول دورشته
 *miRNA/miRNAكند كه با عنوان آزاد مي 3´با انتهاي 

. سپس اين مولكول )Flynt and Lai, 2008(شود شناخته مي
ها با عنوان اي از پروتئيناي درون مجموعهكوچك دورشته

)، وارد RNA 2F۳)RISCمجموعه خاموشي القاءشونده توسط 
است و از اين مرحله  miRNAشده و رشته اصلي كه 

miRNA 3بالغF

4Fشود درون پروتئيني به نام آرگوناتناميده مي ٤

٥ 
د و رشته مقابل گيركه عضو اصلي اين مجموعه است قرار مي

. مجموعه خاموشي در )Vaucheret, 2008(شود حذف مي
اين لحظه قابليت شناسايي ژن هدف را داشته و براساس 

و ژن هدف به آن متصل شده  miRNAبودن بازها ميان  مكمل
شود يا ممانعت از ترجمه انجام مي mRNAو عمل تجزيه 

)Bartel, 2005( . 
 DNAشونده به  هاي متصلروتئينفاكتورهاي رونويسي، پ

 mRNAبرداري  ژن را در سطح رونوشت هستند كه تنظيم بيان
كنند. يكي از فاكتورهاي رونويسي اختصاصي گياهان تنظيم مي

5F

٦SPLحاوي دومين حفاظت شده باشند كه مي هاSBP  بوده و
هاي زنده و در بسياري از فرايندها مانند نمو بافت، پاسخ به تنش

سازي ساير فاكتورهاي رونويسي و و تحريك و فعالغيرزنده 
 Chen et al., 2010; Liu(هاي غشايي نقش دارند پروتئين

et al., 2008; Wang et al., 2009( بسياري از .
 SPLفاكتورهاي رونويسي گياهان از جمله فاكتورهاي رونويسي 

 ,Jones-Rhoades(شوند ها كنترل ميmiRNAتوسط 
2011( .miRNA ها نقش مهمي را در رشد، نمو و پاسخ به
 Ehya et(كنند ايفا ميهاي محيطي زنده و غيرزنده محرك

al., 2013; Khraiwesh et al., 2012(هاي . تلاش
ها منجر به شناسايي هزاران ژن شده كه در بسياري در طي سال

                                                                             
1. RNA polymerase II 
2. Dicer-Like 1 
3. RNA Induced Silencing Complex 
4. Mature miRNA 
5. Argonaute 
6. Squamosa Promoter binding protein–Like 

شده كه برخي از  دارند و امروزه مشخصها نقش پاسخ به تنش
 ,.Jung et al(شوند  ها كنترل ميmiRNAتوسط  ها ژناين 

ي دخيل در ها ژنشده شامل  ي هدف شناساييها ژن. )2009
ه نظير تكثير سلولي، نمو برگ و بسياري از فرايندهاي نموي گيا

هاي زنده و غيرزنده گل، گلدهي و همچنين پاسخ گياه به تنش
 ,.Archak and Nagaraju, 2007; Jung et al(شوند مي

2009; Phillips et al., 2007; Sunkar et al., 2007( .
) بر روي برنج بهZhu et al )2008 ,.اي كه توسط در مطالعه

ر طي نمو بذر در دو مرحله ها د miRNAمنظور بررسي بيان 
  miRNAافشاني انجام شد، دو  روز بعد از گرده 6-10و  5-1

افزايش بيان  6-10در مرحله   miRNAو چهار  1-5در مرحله 
  29. همچنين تعداد )Zhu et al., 2008(نشان دادند 

miRNA  جديد در بررسيmiRNA هاي دخيل در طي
زني بذر برنج شناسايي شدند كه در اكثر موارد افزايش بيان  جوانه

 ,.Xue et al(شان همراه بود ي هدفها ژناينها با كاهش بيان 
2009(. miRNA هاي برنج در دو شرايط نرمال هاي گياهچه

در  miRNAمورد بررسي قرار گرفتند و هفت  H2O2و تيمار با 
ي ها ژنتغيير بيان نشان دادند. با بررسي  H2O2شرايط تيمار 

هاي  در پاسخ ها ژنها مشخص شد كه اين  miRNAهدف اين 
اري، برد سلولي و فرايندهاي متابوليكي شامل تنظيم رونوشت

ريزي شده سلول  تكثير سلولي و مرگ برنامه  انتقال مواد غذايي،
. در بررسي كه بر روي گندم به)Li et al., 2011(نقش دارند 

هاي دخيل در پاسخ به تنش گرما miRNAمنظور شناسايي 
 miRNAافزايش بيان و هشت  miRNAانجام شد، يك 

. با توجه به )Xin et al., 2010(كاهش بيان نشان دادند 
ها نه تنها در شرايط مختلف miRNAهاي موجود بيان گزارش

 ,.Kantar et al(بلكه در گياهان مختلف نيز متفاوت است 
2011; Kong et al., 2010; Li et al., 2008; Lu et 

al., 2011; Trindade et al., 2010; Wang et al., 
2011; Zhao et al., 2007a( ؛ بنابراين لزوم بررسي تغيير

صورت ها براي هر گياه در شرايط مختلف بهmiRNAبيان 
جداگانه ضروري است. تنش خشكي يكي از مهمترين عوامل 

باشد و كشور ايران از جمله كشورهايي است  كاهنده عملكرد مي
كه قسمت عظيمي از وسعت آن از لحاظ وضعيت آب و هوايي، 

 ,.Ganjeali et al(شود خشك محسوب ميخشك و نيمه
منظور شناسايي و استفاده هاي بسياري به. امروزه تلاش)2011

به تنش خشكي در پاسخ  ها ژنها در تنظيم بيانRNAmiاز 
-. با توسعه تكنيك)Sunkar et al., 2007(انجام شده است 
هاي زيادي در برنج شناسايي miRNAيابي، هاي نوين توالي

همه . با اين وجود تاكنون )Sunkar et al., 2008(اند شده
miRNA دهنده به تنش، ي پاسخها ژنهاي مؤثر در كنترل

هاي شناسايي اند. يكي از مهمترين راهمورد بررسي قرار نگرفته
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هاي بيوانفورماتيك  ها استفاده از روشmiRNAي هدف ها ژن
ها در  ها و مكان اتصال آنmiRNAبودن  براساس مكمل

نوري هاي گياهان برخلاف جاmiRNAباشد. ي هدف ميها ژن
ي هدف خود نشان ها ژنبودن بالايي را با  معمولاً درجه مكمل

ي هدف در گياهان ها ژندهند و به همين دليل، شناسايي مي
نسبت به جانوران از دقت و صحت بالاتري برخوردار است 

)Jones-Rhoades and Bartel, 2004( .miR156 ،
miR529  وmiR535  كدكننده فاكتورهاي  ژن 12تنظيم
هاي مختلف گياه برنج به عهده دارند را در بافت SPLرونويسي 

عنوان به SPLي ها ژن mRNA و پس از شناسايي و اتصال به
 mRNAهدف، موجب برش، تجزيه و در نهايت كاهش سطح 

. در اين مطالعه به)Jeong et al., 2011( شوندمي ها ژناين 
هاي كنترلmiRNAمنظور بررسي تشابه يا تفاوت در بيان 

كننده يك گروه خاص از فاكتورهاي رونويسي در پاسخ به تنش، 
كه در تنظيم  miR535و  miR156 ،miR529تغيير بيان 

نقش دارند، با  SPLي كدكننده فاكتورهاي رونويسي ها ژن
 گيري شد. قايسه شرايط نرمال و تنش خشكي اندازهم

 
3Bها مواد و روش 

6Bگياهي و اعمال تيمار  مواد 
سسه ؤم ، تهيه شده ازIR64در اين مطالعه از ژنوتيپ 

6Fالمللي برنج بين

بذور برنج پس از ضدعفوني . استفاده شد 1
روي كاغذ صافي  C°30روز در دماي  3مدت  سطحي به

دار شده و سپس به محيط كشت نهديش جوا مرطوب درون پتري
 Yoshida et(هيدروپونيك حاوي محلول يوشيدا منتقل شدند 

al., 1971( محلول غذايي هر هفته تعويض شده و .pH 
تنظيم شد.  5-5/5گيري و در محدوده محلول روزانه اندازه

ساعت تاريكي و  8ساعت روشنايي و  16صورت  شرايط نوري به
ها به اعمال شد. پس از دو هفته گياهچه C°27دماي 
خاك رس و يك قسمت ماسه  هاي حاوي دو قسمت گلدان

صورت كامل  ها بهمدت دو هفته همه گلدان منتقل شدند و به
مدت دو هفته  آبياري شدند. سپس در تيمار خشكي آبياري به

صورت عادي  متوقف شد و در اين زمان در تيمار شاهد آبياري به
هوايي و ريشه  گيري از اندامانجام گرديد. بعد از دو هفته نمونه

ها براي نگهداري بلافاصله به هد و تنش انجام و نمونهتيمار شا
 منتقل شدند.  -C°80دماي 

7B تجزيه و تحليل بيوانفورماتيكي 
هاي بالغ برنج و ساير گياهان از پايگاه miRNAتوالي 

) /miRBase )http://www.mirbase.orgاطلاعاتي 
                                                                             
1. International Rice Research Institute (IRRI) 

ها miRNAي هدف ها ژنگرفته شد. پايگاه آنلاين شناسايي 
)http://plantgrn.noble.org/psRNATargetمنظور  ) به

هاي بالغ برنج miRNAي هدف بالقوه براي ها ژنشناسايي 
بيني شده براي ي هدف پيشها ژناستفاده شد و سپس 

miRNA7ها از نظر اونتولوژيF

مورد بررسي قرار گرفتند.  2
هاي مورد بررسي در miRNAهمچنين وجود و عدم وجود 

 mRNAر ادامه توالي نسخه كامل ساير گياهان بررسي شد. د
از پايگاه اطلاعاتي ژنوم برنج گرفته شد  SPLي ها ژنمربوط به 

8Fو نواحي كدكننده پروتئين و نواحي غيرترجمه شونده (

3UTR (
هاي در دو سمت ناحيه كدكننده مشخص شدند. توالي پروتئين

SPL  از پايگاه اطلاعاتيUniProt  گرفته شد و دومينSBP 
 PROSITEر پروتئين با استفاده از پايگاه موجود در ه

 mRNAشناسايي و ناحيه متناظر كدكننده آن در توالي 
 مشخص شد. 

8B واكنشReal-time PCR 9كميF

و بررسي بيان  4
miRNAها 

هاي هر تيمار در ازت مايع ، نمونهqRT-PCRبراي انجام 
منظور استخراج گرم از آن بهميلي 100كوبيده شده و حدود 

RNA 10ستفاده از ترايزولبا اF

5 )Invitrogen, CA, USA( 
مطابق با دستورالعمل ارائه شده توسط شركت، استخراج گرديد. 

 RNAهاي نمونه DNAمانده منظور حذف هر گونه باقيبه
 ,I 11F6 )Invitrogenاكسي ريبونوكلئازشده با آنزيم دياستخراج

CA, USA(  مطابق با دستورالعمل ارائه شده توسط شركت
شده با استخراج RNAار شدند. بررسي كيفيت و كميت تيم

 ND-1000 )Nanodropاستفاده از نانودراپ 
technologies, W ilmington, DE, USA .انجام شد (

و  cDNAمنظور توليد به Stem-Loopآغازگرهاي اختصاصي 
براي هر  qRT-PCRآغازگرهاي اختصاصي براي تكثير در 

miRNA رائه شده توسطمطابق با دستورالعمل ا., Chen et 
al )2005و (., Varkonyi et al )2007 طراحي گرديد (

 Chen et al., 2005; Varkonyi-Gasic et() 1(جدول
al., 2007( فرايند سنتز .cDNA با استفاده از آغازگرهاي 

Stem-Loop با استفاده از كيتSuperScript III First-
Strand Synthesis System (Invitrogen)  مطابق با

 ,.Varkonyi-Gasic et al(دستورالعمل ارائه شده انجام شد 
 iQ SYBRبا استفاده از  qRT-PCR. واكنش )2007

                                                                             
2. Ontology 
3. Untranslated Region 
4. Quantitative Reverse Transcriptase PCR (qRT-PCR) 
5. Trizol 
6. DeoxyribonucleaseI 

http://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=irri%20rice&source=web&cd=1&cad=rja&sqi=2&ved=0CDcQFjAA&url=http%3A%2F%2Firri.org%2F&ei=uzOkUoeqAsPLtQa98YDgBQ&usg=AFQjCNHAAHt5GhVdj3fLACsQxjKLWq7bGw&bvm=bv.57752919,d.Yms
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Green Supermix )Bio-Rad و دستگاه (Bio-Rad 
System (MyiQ ™ Single-Color)  سه تكرار براي هر)

تيمار و سه تكرار تكنيكال براي هر تكرار) انجام شد. واكنش 
qRT-PCR  ميكروليتر انجام شد. در هر واكنش  25در حجم

پيكومول از هر آغازگر رفت و  10و  cDNA نانوگرم از 50
هاي حاصل از برگشت اختصاصي هر ژن استفاده شد. داده

qRT-PCR  با استفاده از روش-ΔΔct2  تجزيه و تحليل 
 شدند.

 
 هاي مورد بررسيmiRNAليست آغازگرهاي مورد استفاده براي  -1جدول 

Reverses primer Forward primer Stem-loop RT PCR primer miRNA 
5'GTGCAGGGTCCGAG
GT 3' 

5' 
GCAGTGACAGAAGAG
AGTG 3' 

5'GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTC
GCACTGGATACGACGTGCT 3' 

miR156 

5'GTGCAGGGTCCGAG
GT 3' 

5' 
GGACCAGAAGAGAG
AGAGTA 3' 

5'GGTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATT
CGCACTGGATACGACAAGCTG 3' 

MiR529 

5'GTGCAGGGTCCGAG
GT 3' 

5' 
GCAGTGACAACGAGA
GAGA 3' 

5'GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTC
GCACTGGATACGACGCGTGC 3' 

miR535 

5´ACACTTCACCGGAC
CATTCAA3´ 

5´CTACGTCCCTGCCC
TTTGTACA3´ 

 18s rRNA 

 
 عنوان ژن كنترل داخليبه 18S rRNAهمچنين از  

ميزان تغيير بيان . )Jain et al., 2006(استفاده شد 
miRNA ها در شرايط خشكي نسبت به شاهد در سطح

 % و حداقل دو برابر افزايش يا كاهش بررسي شد.5داري  معني
 

4Bنتايج و بحث 
9B بررسيmiRNAي فاكتور ها ژنكننده هاي كنترل

 SPLرونويسي 
هاي جديدي براي هر miRNA اًبا توجه به اينكه دائم
ها miRNAهر كدام از اين شوند و گونه گياهي شناسايي مي

ي هدف خاص خود را داشته باشند، در ابتدا ها ژنتواند مي
ديگري (غير از  miRNAمنظور بررسي وجود  به

miRNA هاي معرفي شده قبلي) در گياه برنج كه بتواند
را در اين گياه  SPLي كدكننده فاكتورهاي رونويسي ها ژن
هاي بالغ miRNAعنوان ژن هدف شناسايي كند، تمامي  به

و  گرفته شد miRBaseبرنج از آخرين نسخه پايگاه اطلاعاتي 
ها با استفاده از پايگاه  ي هدف بالقوه آنها ژن

psRNATarget با وجود بررسي تمام . شناسايي شدند
miRNA هاي شناسايي شده در گياه برنج، تنهاmiRNA هاي

در  miR535و  miR156 ،miR529شده قبلي شامل  شناخته
نقش خود را ايفا  SPLي فاكتور رونويسي ها ژنبيان تنظيم 

هاي ديگري قابليت شناسايي اين miRNAكنند و هيچ مي
يكي از  miR156عنوان هدف ندارد.  را به ها ژن

باشد و تاكنون در هاي گياهي ميmiRNAترين  شده حفاظت
در كنترل   miRNA. اين گونه گياهي شناسايي شده است 39

ها SPLنام  دكننده فاكتورهاي رونويسي بهي كها ژنبرخي از 

هاي محيطي تغيير نقش دارد و در برخي مطالعات مرتبط با تنش
 ,.Ding et al., 2009; Li et al(بيان آن گزارش شده است 

2011; Liu et al., 2008; Xie et al., 2006( .
miR529  وmiR535  ي ها ژننيز در كنترل برخي از اعضاي

همكاري  miR156با  SPLكدكننده فاكتورهاي رونويسي 
 7علاوه بر برنج در  Jeong et al., 2011( .miR529(دارند 

 miRNA535لپه و دولپه ديگر نيز شناسايي شده و  گياه تك
اي كه گياه دو لپه شناسايي شده ولي تنها تك لپه 6تاكنون در 

miRNA535 2باشد (جدول در آن مشاهد شده برنج مي.( 
10B بررسي تغيير بيانmiRNA ها در پاسخ به تنش

 خشكي
رالوگ براي يك در يك گياه ممكن است چندين نسخه پا

وجود داشته باشد كه تحت عنوان اعضاي  miRNAژن 
 ,Jones-Rhoades(شوند مختلف يك خانواده معرفي مي

بالغ معمولاً در همه  miRNAناحيه تشكيل دهنده . )2011
ها، و بنابراين همه اعضاي يك خانواده شده استاعضاء حفاظت

ابليت توليد رغم تنوع در قسمت عمده توالي خود، قعلي
miRNAباشند كه هاي بالغ يكسان يا بسيار شبيه را دارا مي

كنند  عنوان هدف شناسايي مي هاي هدف يكساني را نيز به ژن
)Jones-Rhoades, 2011(.  با توجه به يكساني و شباهت

بالغ در همه اعضاي خانواده  miRNAبسيار بالاي توالي 
miR156  وmiR529 شده امكان تكثير  حي، آغازگرهاي طرا
miRNA باشد بالغ توليدشده توسط همه اين اعضاء را دارا مي

 ).1(شكل 
 عمده  روش  سه  در شرايط مختلف توسط miRNAبيان 
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 هاي گياهيدر گونه miR535و  miR156 ،miR529بررسي حضور  -2جدول 

 
 

 
 بالغ با نوار تيره در بالاي تصوير مشخص شده است. miRNAدر برنج؛ ناحيه كدكننده  miR156رديفي اعضاي خانواده  هم -1شكل 

 
)Microarray ،qReal-Time PCR  و

Hightroughtput Sequencing معمولاً بدون نياز به (
-Barrera( گيردژن هدف انجام مي ارزيابي بررسي بيان

Figueroa et al., 2012; Ehya et al., 2013; Huang 
et al., 2013; Hwang et al., 2011b; Jian et al., 
2010; Li et al., 2009; Liu et al., 2008; Lv et al., 
2010; Peng et al., 2011; Xu et al., 2010; Zhao 

et al., 2007b( . بيني و تائيد عملي صحت پيشهمچنين
عنوان ژن هدف  به SPLي فاكتورهاي رونويسي ها ژن

miR156 ،miR529  وmiR535  توسطJeong  و همكاران
 ´RNA ligase–mediated (RLM) 5با استفاده از روش 

-RACE  گزارش شده و مشخص شده كه اينmiRNA ها از
تورهاي ي فاكها ژن mRNAطريق برش و در نهايت تجزيه 

، در كنترل اين فاكتورهاي رونويسي در برنج SPLرونويسي 
و بنابراين افزايش بيان  )Jeong et al., 2011(نقش دارند 
miRNA موجب كاهش mRNA  ژن هدف و كاهش بيان
miRNA-  كه كاهش فرايند برش و تجزيهmRNA  را در

 گردد.ژن هدف مي mRNAموجب افزايش  -داردپي
ها در شرايط خشكي نسبت miRNAبا بررسي تغيير بيان 

هوايي كاهش  در اندام miR529به نرمال مشاهده شد كه بيان 
بيان  داري را نشان نداد.است ولي در ريشه تغيير بيان معني يافته

miR535 هوايي و هم در ريشه افزايش يافت اما  هم در اندام
هاي كدام از بافت در هيچ miR156داري براي تغيير بيان معني

 ).2مورد بررسي مشاهده نشد (شكل 
miR156  در برابر تنش اكسيداتيو نيز در برنج تغيير بيان

. همچنين در )Li et al., 2011(داري را نشان نداده بود معني
مولار تغيير بياني  ميلي 200ر حضور مانيتول آرابيدوپسيس نيز د

مشاهده نشد، در صورتي كه تنش شوري موجب  miR156در 
 Liu et(شده بود  miR156افزايش بيان يك و نيم برابري 

al., 2008(زميني . در سيبmiR156  در برابر تنش كوتاه
 ساعت 3و 1هاي اتيلن گلايكول در زمان درصد پلي 15مدت 

ساعت بعد از آن افزايش بيان  6بعد از تنش كاهش بيان ولي 
در  miR156. همچنين، )Hwang et al., 2011a(نشان داد 

برابر تنش شوري در ذرت كاهش بيان اندكي نشان داده است 
)Ding et al., 2009( . miR156   و miR529   دوره در 
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 ها در پاسخ به تنش خشكيmiRNAتغيير بيان  -2شكل 

 
روز بعد از قطع آبياري كاهش بياني  5كه تا  زايشي برنج درحالي

 Zhou(نشان نداده بودند، در روز ششم كاهش بيان نشان دادند. 
et al., 2010(. اي كه بر روي برنج در مواجهه با در مطالعه

افزايش بيان تدريجي miRNA535 تنش سرما انجام شد،
. همچنين در مطالعه صورت )Lv et al., 2010(نشان داد 

 miR156 ،miR529گرفته بر روي برنج در شرايط نرمال نيز 
در ريشه، برگ و خوشه الگوي بياني متفاوتي را  miR535و

ي هدف مشابه براي ها ژنبا وجود داشتن  نشان دادند.
miR156 ،miR529  وmiR535 پاسخ متفاوت اين ،
miRNAمال شده در ها و تنش خشكي اعها در مواجه با تنش

ها در miRNAاين تحقيق نشان از نحوه تنظيم متفاوت اين 
و همچنين  ها ژن هاي تنظيمي بيانبرابر تنش و پيچيدگي شبكه

هاي مختلف از طريق اين SPLكنترل افزايش يا كاهش بيان 
miRNAباشد. ها در پاسخ به تنش خشكي مي 

11B ي هدف ها ژنخصوصياتmiRNA   هاي مورد بررسي 
شونده  ي كنترلها ژنعنوان مهمترين  به SPLي ها ژن
اند معرفي شده miR535و miR156 ،miR529توسط 

)Sun, 2012 Wu et al., 2009; Xie et al., 2006; ( .
هاي رونويسي اختصاصي گياهان هستند از فاكتور SPLي ها ژن

هاي كه در بسياري از فرايندها مانند نمو بافت، پاسخ به تنش
سازي ساير فاكتورهاي زنده و غيرزنده و تحريك و فعال

 ,.Liu et al(  ندهاي غشايي نقش داررونويسي و پروتئين
2008 Wang et al., 2009;( ي ها ژن. ويژگيSPL  داشتن
شونده به  باشد. اين دومين يك دومين متصلمي SBPدومين 
DNA ل تقريبي باشد و طوشده مياست كه بسيار حفاظت
اسيدآمينه داشته و شامل يك موتيف انگشت روي با  79معادل 

باشد. اين دومين قابليت اتصال به دو محل اتصال مجزا مي

. )Guo et al., 2008(را دارد  GATCتوالي پاليندرومي 
اين  mRNAعنوان هدف بر روي توالي  شده به مكان شناسايي

قرار  UTR´3كه در ناحيه  SPL13و  SPL4جز  ( به ها ژن
دارد) در ناحيه كدكننده پروتئين و خارج از ناحيه كدكننده دومين 

SBP  وجود سايت شناسايي 4و  3قرار دارد (شكل .(miR156 
،miR529 وmiR535  ي ها ژندر اكثرSPL اظت و حف

شدگي بالا در توالي نواحي اتصال نشان از نقش اساسي 
miRNA ها در كنترل سطحmRNA  اين فاكتورهاي

ژن در سطح پس از  رونويسي داشته و اهميت تنظيم بيان
 دهد.را نشان مي ها ژنبرداري در اين  رونوشت

ژن  112)، 2009و همكاران ( Wangدر گزارش 
 SPLان فاكتورهاي رونويسي ها با بي آن آرابيدوپسيس كه بيان

هاي نموي در پاسخ به طيف متنوعي از تغييرات و دوره
دادند، شناسايي گرديد و بيان شد كه همبستگي بالايي را نشان 

هاي گياهي، پاسخ به در نمو بافت SPLفاكتورهاي رونويسي 
سازي ساير فاكتورهاي هاي زنده و غيرزنده و فعالتنش

غشايي نقش دارند. همچنين مشخص  هايرونويسي و پروتئين
 SPLهاي وابسته به فاكتورهاي رونويسي  شد كه تعدادي از ژن

در پاسخ به تنش شوري، اكسيداتيو ،سرما و خشكي نقش دارند 
)Wang et al., 2009(شده بر  . همچنين در مطالعه انجام

تحت  SPLروي سيب مشخص شد كه فاكتورهاي رونويسي 
تأثير اسيدساليسيليك، اسيدآبسيزيك و جيبرلين تغيير بيان 

داري را نشان داده و عنوان شد كه فاكتورهاي رونويسي معني
SPL هاي در پاسخ به دامنه وسيعي از انتقال پيام هورمون

 ,.Li et al(با تنش يا نمو گياه درگير هستند گياهي، در مواجهه 
 در آرابيدوپسيس موجب miR156ش بيان . افزاي)2013

 شود؛ كه اين عمل افزايش دوره رويشي و تأخير در گلدهي مي
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با رنگ خاكستري روشن و نوار باريك  UTRنواحي  وناحيه كدكننده با رنگ خاكستري روشن در  SPLي ها ژن mRNAتوالي  -3شكل 

ها بر روي اين miRNAهمچنين مكان هدف و  باشد با رنگ سياهمي SBPنده دومين كه كدكن mRNAاند. قسمتي از نمايش داده شده
 توالي با فلش مشخص شده است.

 

 
 

 SPLي ها ژن mRNAبر روي  miR535و  miR156 ،miR529 رديفي مكان هدف هم -4شكل 
 

 Wu(شود انجام مي SPLواسطه كنترل فاكتورهاي رونويسي  به
and Poethig, 2006(ها در مريستم انتهايي . برخي از اين ژن 

كنند و نقش مثبتي در روند فاز و گلدهي نقش خود را ايفا مي
شده بر انجام . در مطالعه)Chen et al., 2010(زايشي دارند 

ن بيا ها ژنروي آرابيدوپسيس، مشخص شد كه برخي از اين 
 Xie(شوند پايدار داشته و برخي تنها در شرايط خاص بيان مي

et al., 2006( .miR156 ،miR529 وmiR535  در
دهند. هاي مختلف، دامنه عمل متفاوتي را نشان مي بافت

در برگ و خوشه  SPL3مشخص شده كه عمده كنترل ژن 
در برگ توسط  SPL14، عمده كنترل ژن miR156توسط 

miR156 وmiR529  و در نهايت عمده كنترل ژنSPL14 
 ,.Jeong et al(شود انجام مي miR529در خوشه توسط 

در تنظيم بيان بسياري از  SPL7. در آرابيدوپسيس)2011
ي دخيل در پاسخ به كمبود مس نقش داشته و موجب ها ژن

شود. نكته خ به كمبود مس ميدر پاس ها ژنافزايش بيان اين 

 miR857و  miR397 ،miR408مورد توجه افزايش بيان 
دهنده نقش اين فاكتور باشد كه نشانمي SPL7توسط 

ي كدكننده پروتئين در كنترل ها ژنرونويسي علاوه بر كنترل 
. )Yamasaki et al., 2009(باشد مي miRNAي ها ژن

 miR156 ،miR529بنابراين وجود سايت شناسايي 
كه  SPLي رونويسي اغلب فاكتورها mRNAدر  miR535و

صورت مستقيم و در كنترل بسياري از فرايندهاي گياه به
دهنده نقش اساسي اين غيرمستقيم نقش دارند، نشان

miRNA ها در كنترل سطحmRNA  اين فاكتورهاي
رونويسي و نهايت در تنظيم مراحل مختلف رشدي و پاسخ گياه 

 باشد.به شرايط مختلف محيطي مي
12Bگيري كلينتيجه 

miRNAهاي شبكه عنوان يكي از اجزاي مهمها به
تنظيمي در گياه عمل كرده و نقش خود را از طريق كنترل 

. )Sun, 2012(كنند ي درگير در اين مسيرها ايفا ميها ژن
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ها miRNAي هدف شناسايي شده براي ها ژنمهمترين 
باشند، كه خود در واكنش گياه به تغيير فاكتورهاي رونويسي مي

-Jones(يط رشدي و محيطي نقش كليدي دارند شرا
Rhoades, 2011( ي آرابيدوپسيس تحت ها ژن. بسياري از

در  ها ژنبوده و تعدادي از اين  SPLتأثير فاكتورهاي رونويسي 
پاسخ به تنش شوري، اكسيداتيو، سرما و خشكي نقش دارند 

)Wang et al., 2009( همچنين فاكتورهاي رونويسي .SPL 
هاي گياهي بوده و در پاسخ به دامنه وسيعي تحت تأثير هورمون

هاي گياهي، در نمو گياه يا مواجهه با تنش  هورموناز انتقال پيام 
 Li et al., 2013( .miR156 ،miR529(دخيل هستند 

، نقش SPLبا كنترل برخي از فاكتورهاي رونويسي  miR535و
خود را در مراحل مختلف رشدي و شرايط مختلف محيطي ايفا 

 . )Jeong et al., 2011(كنند مي
توسط  SPLتنظيم دقيق بيان فاكتورهاي رونويسي 

miRNAي مرتبط با ها ژنتواند نقش مهمي را در تنظيم ها مي
ي ها ژناين فاكتورهاي رونويسي داشته باشد. با وجود داشتن 

، پاسخ miR535و  miR156  ،miR529هدف مشابه براي
نش خشكي نشان از موازنه بياني ها به تmiRNAمتفاوت اين 

ها و همچنين كنترل افزايش يا كاهش بيان miRNAميان اين 
SPL هاي مختلف از طريقmiRNA ها در پاسخ به تنش

باشد. با توجه به اينكه نقش عمده در نظر گرفته شده خشكي مي
كنترل فرايندهاي مرتبط با انتقال فاز گياه از  miR529براي 

در  miRNAباشد، عدم تغيير بيان اين رويشي به زايشي مي
ها در فرايندهاي miRNAريشه قابل توجيه است. بسياري از 

خاصي نقش داشته و عموماً در زمان خاص، بافت خاص و يا در 
شوند و يا تغيير بيان نشان پاسخ به تغيير شرايط، بيان مي

. همچنين با توجه )Axtell and Bowman, 2008(دهند  مي
هم در ريشه و هم در برگ  miR156دارتغيير بيان معنيبه عدم

در هردو بافت، شايد بتوان نقش اصلي  miR535و تغيير بيان 
را در شرايط خشكي به  SPLكنترل برخي فاكتورهاي رونويسي 

miR535 راي نسبت داد. اثر كنترلي متفاوتي بmiRNA156 
و  SPL12 گزارش شده و SPLي مختلف ها ژنبر روي 

SPL7  به ميزان مختلفي در بافت خوشه و برگ تحت تأثير
miR156 گيرند قرار مي)Xie et al., 2006( اين نوع .

ها نيز گزارش است miRNAكنترل متفاوت در مورد ساير 
)Xie et al., 2006( گرفته  صورت. با توجه به مطالعات قبلي

و  miR156و با مشاهده پاسخ miR529 و miR156بر روي 
miR529  در برابر تنش خشكي اعمال شده در اين مطالعه

نسبت  miR529و  miR156توان اين گونه بيان كرد كه مي
تري را در تنظيم فرايندهاي نموي و نقش مهم miR535به 

ند، در كنبازي مي SPLگلدهي با كنترل فاكتورهاي رونويسي 

 miR156و به نسبت كمتر  miR535 ،miR529كه  صورتي
در برابر تنش  SPLمسئول تنظيم بيان فاكتورهاي رونويسي

هاي كه در اكثر گونه miR156باشند. همچنين برخلافمي
 miR529و  miR535شده،  گياهي مورد بررسي شناسايي

و اند جز در برنج در تعداد معدودي از گياهان شناسايي شده به
ها  نيز در آن miR156اند كه تنها در گياهاني شناسايي شده

توان مكانيسم كنترل بيان فاكتورهاي شود. بنابراين ميديده مي
را نشانه  miR529و  miR535توسط  SPLرونويسي

گسترش شبكه تنظيمي ژن در اين گياهان دانست. با توجه به 
مختلف در فرايندهاي  SPLنقش گسترده فاكتورهاي رونويسي 

گياهي مانند نمو برگ، نمو ساقه، گلدهي و باروري، تنظيم بيان 
صورت مستقل يا وابسته به  ها بهها در پاسخ به تنش آن

miRNAها بازي ها، نقش مهمي را در پاسخ گياه به اين تنش
 ).5كند (شكل مي

 

 
  SPLنحوه تنظيم فاكتورهاي رونويسي  -5شكل 

 در پاسخ به تنش خشكي
 

هايي كه در miRNAت بيان متفاوت و مستقل در نهاي
تواند باعت افزايش ي هدف مشابه نقش دارند، ميها ژنكنترل 

شده و آزادي عمل  ها ژنپذيري شبكه تنظيمي  پويايي و انعطاف
 بيشتري را در نحوه پاسخ مناسب به تغيير شرايط موجب شود. 

زمان  در اين مطالعه براي اولين بار به بررسي هم
miRNA156 ،miRNA529  وmiRNA535 كننده  كنترل

برنج در مواجهه با تنش خشكي در  SPLفاكتورهاي رونويسي 
ژن فاكتور  19هوايي و ريشه پرداخته شد. هرچند از  اندام
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ها كنترل miRNAژن توسط  12برنج،  SPLرونويسي 
 SPLشوند، ولي چگونگي كنترل ساير فاكتورهاي رونويسي  مي

شوند، در پاسخ به تنش تنظيم مي هاmiRNAكه مستقل از 
از آنجا كه امروزه  ).5باشد (شكل خشكي نيازمند بررسي مي

ي ها ژنورزي بيان  منظور دستها بهmiRNAاستفاده از 
باشد، اين هاي مختلف فراهم ميموردنظر با استفاده از روش

ورزي بيان فاكتورهاي  تواند آغازي بر امكان دستمطالعه مي
در جهت افزايش مقاومت  miRNAوسيله  به SPLرونويسي 

به تنش خشكي در برنج باشد. با وجود بررسي بيان اين 
miRNA ها در پاسخ به تنش خشكي مطالعات تكميلي در

ها مانند شوري، سرما و تنش حرارتي كه  رابطه با ساير تنش
ها در miRNAتري را نسبت به نقش اين توانند ديد وسيع مي

موجب شوند، توصيه  SPLورهاي رونويسي كنترل و تنظيم فاكت
 گردد.مي

 
5Bسپاسگزاري 

سي مشهد دوانشكده كشاورزي دانشگاه فراز دويسندگان ن
اند  ات لازم براي انجام اين تحقيق را فراهم كردهامكانكه 

 نمايند. سپاسگزاري مي
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