
 

 

 DOI):) 10.22092/ijrfpbgr.2019.123792.1319 تاليجید شناسه ایران جنگلي و مرتعي گياهان اصلاح و ژنتيك تحقيقات علمي هینشر

 DOR) :) 98.1000/1735-0891.1398.27.1.53.1.1605.1606شناسه دیجيتال (1931) 1-11، صفحه 1، شماره 72 جلد

 

  خویشاوندان و اجداد در خشکی تنش تحمل در دخیل هایMicroRNA بیان الگوی مطالعه

 گندم اهلی و وحشی
 

 3*اورنگ یکیفابر قهیصد و 2یاحمد جعفر ،1یدیشه بتول

 ایران قزوین،)ره(،  خميني امام المللييندانشگاه ب ياهي،گ نژاديبه و ژنتيك ارشد کارشناسي دانشجوي -1

  یرانا ین،)ره(، قزو ينيامام خم الملليبين دانشگاه گياهي، نژاديبه و ژنتيك گروه علمي هيئت استاد، -7

 ایران قزوین،)ره(،  خميني امام الملليبين دانشگاه گياهي، نژاديبه و ژنتيك گروه علمي هيئت استادیار، ،مکاتبات مسئول و یسندهنو -*9

  ,s.ourang910@gmail.comourang@eng.ikiu.ac.irالکترونيك:  پست

 

 71/11/1932تاریخ پذیرش:  72/72/1932تاریخ دریافت: 

 

 چکیده
miRNA هضم یقها را از طرژن يانهستند که ب يرکدکنندههاي کوچك غ، مولکولها  mRNAکننديم يمممانعت از ترجمه تنظ یا .

 این درکنند. يفراهم م يطيمح یطشرا یامراحل رشدي  ييراتبه تغ را ياهامکان پاسخ مناسب گها، ژن بيان يقدق يمها با تنظمولکول ینا
ژن هدف  همراه به miRNA398 و miRNA159، miRNA160 يانب الگوي Real Time-PCR تکنيك از استفاده با تحقيق

miRNA398 (CSD )و متحمل  (یا)در حساس شاهد نان گندمدو رقم  کنار در یلوپسو آژ یتيکومتر هايجنس شش گونه متعلق به در
 qRT-PCR تجزیه .ندقرار گرفت يمورد بررس (FC=25%) خشکي تنش و (FC=100%) تنش عدم شرایط در ،(يروان)س يبه خشک

 بين در عدم تنش داشتند. یطنسبت به شرا (P≤0.01) دارييمعن يانب یشافزا miRNAهر سه  يتنش خشک تحت کهنشان داد 
در  T.urartu، miRNA398در گونه  Ae.tauschii، miRNA160در گونه  miRNA159 يانب يزانم يشترینب يمورد بررس يهاگونه
 يانب یشافزا درصد يشتریناثر متقابل گونه و تنش ب يانگينم مقایسه درمشاهده شد.  T.durumدر گونه  CSDو ژن  T.durumگونه 
 يزانم بيشترین همچنينمشاهده شد.  Ae.tauschiiو  T.durum، T.urartuدر سه گونه  يتنش خشک یطشرا در miRNAهر سه  براي
عدم  یطبرابر نسبت به شرا 791/2و  71/2، 27/2با  ترتيببه Ae.tauschiiو  T.urartu، T.durum يهادر گونه CSD يانب یشافزا

miRNAلحاظ  از يبرتر دليل هب Ae.tauschiiو  T.urartu، T.durumمشخص شد که سه گونه  بنديجمع در .گردیدتنش مشاهده 

 باشند.  يتحمل تنش خشک ينان و اصلاح برا گندم پلاسمژرم سازيغني براي يمناسب یدهايکاند توانندمي تحمل ایجادعامل  هاي
 

 .يدر زمان واقع miRNA، PCR ي،تنش خشک ي،وحش گندم :کلیدی هایواژه

 

 مقدمه
 یناز مهمتر ي،ها در تنش خشکژن يانب يمتنظ يچگونگ     

مقاومت  مولکولي -يزیولوژیكاساس ف یيشناسا يراهکارها
 ,Covarrubias and Reyes) روديشمار مبه تنش به

-توجه کوچك، هايRNA یيشناسا با ينهزم یندر ا .(2010

 استفاده با بردارينسخه از پس ژن يانب يممعطوف به تنظ ها
 است شده خشکي تنش به پاسخ در هاmiRNA از
(Sunkar, 2010).miRNA،ها RNAيارشتهتك يها 
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د هستن يدينوکلئوت 11–71 يرکدکنندهو غ يميکوچك تنظ
توسط  حلقه-با ساختار ساقه هایيRNA زا ینديفرا يطکه 
 Bartel and) آینديوجود مبه یسردا خانواده هايیمآنز

Chen, 2004)  یقها از طرژن يانرا در ب ينقش مهمو 
Jones-) کننديم یفاسرکوب ترجمه ا یا mRNA تجزیه

2004 et al.,Rhoades ). رشد و  يماتدر واقع علاوه بر تنظ
 لعم ین، مهمترهاو برگ یشهرشد ر يمشامل تنظ توسعه

miRNAبه يمختلف سلول هايیندفرا يمتنظ ياهانها در گ
 باشديم يطيمح يهابه تنش ياهانمنظور سازگار کردن گ

(1020 et al.,Lu and Sun, 2008; Zhou ). 
 ياندر پاسخ به تنش در سطح ب يلدخ يهااز ژن تعدادي

را در  يها نقش مهمژن یناز ا يبعض کهاند ژن گزارش شده
 یافتدر یقاز طر يدر مقابل تنش خشک ياهانگ سازش

ژن در سطح  يانکننده ب يمتنظ يهاانتقال، شبکه هاييگنالس
 کننديم یفاا يدگيمقاومت به پساب یقاز طر یا يسلول

(., 2006et alUmezawa ). تعداد زیادي همچنين miRNA 
هاي محيطي گوناگون اند که در پاسخ به تنششناسایي شده

نشان داده  تحقيقات .( 2006et alSunkar ,.) نقش دارند
 بيان تنظيم وسيله هب miRNA159 يانب یشاست که افزا

 يهادر پاسخ به تنش MYB هخانواد رونویسي فاکتورهاي
 et al., 2010; Lu et alXin ,.) است يلدخ يرزندهزنده و غ

 يمرا در تنظ ينقش مهم MYB هخانواد هايپروتئين. (2011
و پاسخ به  ( 2005et alChen ,.) يانينآنتوس يوسنتزب
 .( 2002et alGubler ,.) دنکنمي ایفاهورمون  يگنالس

هب که هایيژن سازيبه فعال MYB یسيفاکتور رونو همچنين
 ,Tuteja) کندمي کمك شوندمي القا آبسيزیك اسيد وسيله

 يهاهورمون دهييگنالدر س 159RNAmi. نقش (2007
ABA يتاست. اهم يدهبه اثبات رس ABA  در پاسخ به تنش

و  یشهرشد ر يها، نگهدارتوسط نقش آن در بستن روزنه
 يانب یشاست. افزا یياز رشد اندام هوا يريجلوگ

miRNA159 يارا به گونه ياهرشد گ يتنش خشک يط 
تنش  یطسازش با شرا يردر مس ياهگ يتا انرژ کنديم يمتنظ

 .(Reyes and Chua, 2007) مصرف شود
است که علاوه بر رشد و نمو  يديهورمون کل یك اکسين

 بردارينسخه سطح بر تأثير یقاز طر يزدر تحمل به تنش ن
ARFدارد نقش ها (Hagen and Guilfoyle, 2002) .
ARF،انتقال در که هستند مهمي رونویسي فاکتورهاي ها 

 در اختصاصي عناصر به اتصال طریق از اکسين سيگنال
 دخيل شوند،مي القا اکسين توسط که هایيژن بالادست
 یقاز طر 160RNAmi. ( 2005et alMallory ,.) هستند
 مسيرهاي تنظيم در ARF17 و ARF10، ARF16 يانکنترل ب
 یش. افزا( 2002et alRhoades ,.) دارد نقش اکسين سيگنال

Barrera-) يادر لوب يتحت تنش خشک 160RNAmi يانب

., 2011et alFiguueroa ) شوري هايو تحت تنش (et Lu 

., 2011al)، گرما (., 2010et alXin ) و سرما (et Tang 

., 2012al) يانب یشدر گندم گزارش شده است. افزا 
miRNA160 و  يناکس يگنالينگس يرهايمس يمباعث تنظ

کمك به تحمل تنش در رقم متحمل نسبت به رقم حساس 
 .شوديم يبه تنش خشک

miRNA398 از یکي microRNAمهم است که در  يها
 et Jagadeeswaran) نقش دارد يداتيوپاسخ به تنش اکس

2009 .,al). 398RNAmi يدژن کدکننده سوپراکس 
که  ي. هنگامکنديم يفمن يمرا تنظ (CSD) مس یسموتازد
با کاهش  یابديم یشافزا يآزاد درون سلول يژناکس يزانم
 يدکدکننده سوپراکس يهاژن يانب miRNA398 يانب
توسط  ياهگ یدنو مانع صدمه د یافته یشافزا یسموتازهاد

 miRNA398 يانکاهش ب یا یشافزا. شوديآزاد م يژناکس
 ياندارد. کاهش ب ياهگ يزیولوژیکيف یطبه شرا يبستگ

miRNA398 سطح  کاهش براي يداتيودر پاسخ به تنش اکس
ROS اتفاقمس  حفظ برايآن  يانب یشو افزا افتدياتفاق م 

 يهادر تنش 398RNAmi. ( 2012et alSunkar ,.) دافتيم
 رييتغ یكباعث  يزیكآبس يداس و يشور ي،خشک يداتيو،اکس
 ,Dugas and Bartel) شوديم CSD يهادر سطح يفور

., 2010et al., 2012; Lee et al2008; Yu )یادز يان. ب 
CSD و  کنديحفاظت م يداتيواکس يهارا از تنش ياهانگ

 یشافزا یختهترار ياهانرا در گ يتحمل نسبت به تنش خشک
سانکار و همکاران در . ( 2006et alSunkar ,.) دهديم

 يانب یشافزا يمطالعات انجام شده تحت تنش خشک
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miRNA398  گزارش سپيدارو  يگندم وحش یونجه،را در 
 .( 2012et alSunkar ,.) کردند
در پاسخ به تنش  يلدخ يمولکول سازوکارهاي یيناساش
 ياهانگ يدمطالعات مرتبط با تول يراه را برا توانديم يخشک

با توجه به اهميت خشکي به. یدفراهم نما يمقاوم به خشک
هاي غيرزیستي محدودکننده مهمترین تنش عنوان یکي از

عنوان یکي از مهمترین توليد محصول و اهميت گندم به
 يبا هدف بررس يقتحق ینا ،کشاورزي راهبرديمحصولات 

که  miRNA398و  miRNA159، miRNA160 يانب ييرتغ
 CSDو  MYB، ARF یسيرونو يفاکتورها تنظيمبا  ترتيببه

نقش دارند و  ينو اکس يداس يزیكآبس يرهايدر کنترل مس
 یعني miRNA398 هدفژن  يانب يالگو يبررس ينهمچن
CSD،  گندم متعلق به  يوحش شاوندانیگونه از خو ششدر
 انجام يتنش خشک تحت لوپسیو آژ کوميتیتر يهاجنس

 .شد
 
 هاروش و مواد
  بردارینمونه و تنش اعمال ،آزمایشی طرح و مواد

گونه از  شش يتحمل تنش خشک يابیارز منظوربه

 و کوميتیتر يهاگندم متعلق به جنس يوحش شاوندانیخو
در قالب  لیفاکتور صورت به يشیآزما ،(1)جدول  لوپسیآژ

 گلخانهبا سه تکرار در  يکامل تصادف يهابلوک هیپاطرح 
 يبراانجام شد.  ينيامام خم يالمللنيب دانشگاه يقاتيتحق

 يهانمونه ،بذرها کنواختی يزنجوانه و بذر خواب شکستن
-يسانتدرجه  1 يساعت در دما 11به مدت  يمورد بررس

مرحله از هر نمونه تعداد  نیشدند. پس از ا يدارنگه گراد
 ينور دوره با گلخانه يرشد طیشرا دربذر در هر گلدان  17
درجه  77 – 72 یيدما طی( و شرايکی: تاریي)روشنا 1:  12
 متحملنان  گندم. از دو رقم دیکشت گرد گراديسانت
 استفاده شاهد عنوانبه يخشک به( ایحساس )در و (رواني)س
 يتنش خشک ،گندم يهااهچهيگ استقرار و رشد از پس. شد

(، FC) مزرعه يزراع تيظرف براساس و يبرگدر مرحله سه
 يخشک تنش و( = FC 177در دو سطح عدم تنش )%

%(72FC =  )يزمان بازه كی در يبردارنمونه .دیگرد اعمال 
 بر تنش اثر يظاهر علائم مشاهده از پس کسانی و نيمع
 يبرگ يهانمونه. شد انجامروزه  71 يهااهچهيگ از اهانيگ

 يبعد مراحل انجام تا عیما ازت در شدن ورغوطه از پس
 .نددیگرد منتقل -17 زریفر به شیآزما

 
 نان گندم یاهل و یوحش شاوندانیخو یهاگونه یآورجمع محل و یاسام -1 جدول

 آوريجمع محل استان ژن بانك کد ژنوم نام گونه شماره
1 T. boeoticum )bA b(A IUGB-00216* يبرکل –اهر جاده شرقيآذربایجان 

7 T.urartu )uA u(A IUGB-00124 مریوان قشلاق کردستان 
9 T.durum (AABB) IUGB-00038 گلپایگان اصفهان 
1 Ae. cylindrica (DDCC) IUGB-00200 اسدآباد-سنقر جاده کرمانشاه 

2 Ae. tauschii (DD) IUGB-00260 آستارا گيلان 

2 Ae. Crassa (DDMM) IUGB-01582 دلقان لرستان 
2 T.aestivum (AABBDD) کرج بذر و نهال تهيه و اصلاح مؤسسهشده از  تهيه (متحمل)شاهد  سيروان 

1 T.aestivum (AABBDD) کرج بذر و نهال تهيه و اصلاح مؤسسهشده از  تهيه (حساس)شاهد  دریا 

       *: Ilam University Gene bank 

 
 cDNA سنتز و RNA استخراج

با استفاده از  يبرگ هايکل از نمونه RNA استخراج     
طبق دستورالعمل شرکت  يناژنشرکت س RNX-Plus يتک

دستگاه  يلهوسبه RNA يت. سنجش کمشدسازنده انجام 
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 Thermo 2000Cساخت شرکت  2000C) نانودراپ
ژل  الکتروفورزکل استخراج شده از  RNA کيفيت و( یکاآمر

 يژنوم DNA. (1)شکل شد بررسيدرصد  یكآگارز 
 اکسيدي آنزیم از استفاده با ،RNA يهادر نمونه ياحتمال

طبق  زمحصول شرکت فرمنتا I (DNase I)ریبونوکلئاز
از  cDNA سنتز برايحذف شد.  يتدستورالعمل ک

مطابق با  GeneAllشرکت  Hyper Script (601-602)يتک
 انجامحلقه -ساقه هايآغازگردستورالعمل و با استفاده از 

 يدمای برنامه با PCR در دستگاه DNAc ساخت .شد
C°12  مرحله شامل  27 و يقهدق 97به مدتC°97  به مدت

 ثانيه 17به مدت  C°27 ،ثانيه 97به مدت  C°71 ،ثانيه 97
 et Chen) گردید انجام يقهدق 2به مدت  C°12 یتو در نها

, 2005al.). 

  اختصاصی آغازگرهای سنتز و طراحی
 مطالعه يبرا نظر مورد هايmiRNA انتخاب از پس   

 cDNAسنتز  يحلقه برا-ساقه آغازگر یك ،يانب الگوي
هر  يبرا آغازگرجفت  یك و هاmiRNA از یكهر

miRNA واکنش انجام براي  Real Time PCRبراساس 
ژن  آغازگر توالي .شد انتخابChen et al. (2005 ) روش
  et alWang. از مقاله CSD یعني 398RNAmi هدف

عنوان به Universal توالي یك از .شد انتخاب( 2014)
 Real Time PCR در miRNA تکثير براي يبرگشت آغازگر
 داخلي کنترل ژن عنوانبه 18srRNAاز  ينشد. همچن استفاده

(Reference gene) ي. مشخصات توالگردید استفاده 
 .است شده ارائه 7مورد استفاده در جدول  يآغازگرها

 
 Real Time PCR در استفاده مورد یآغازگرها و cDNA ساخت یبرا لقهح -ساقه یآغازگرها یتوال -2 جدول

 آغازگر نام ('3 → '5توالي آغازگر ) منبع
Chen et al. 2005 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCAGAGC MIR159 Stem-

Loop 
Chen et al. 2005 GTCGTATCCAGTGTGCAGGGTCCGAGTATTCGCACTGGATACGACTGGCAT MIR160 Stem-

Loop 
Wang et al. 2014 

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCGGGGG  MIR398 Stem-
Loop 

Chen et al. 2005 TTTGGATTGAAGGGAGCTCTG Q-MIR 159-F 

Chen et al. 2005 TGCCTGGCTCCCTGTATGCCA Q-MIR 160-F 

Wang et al. 2014 
TATAGCTGTGTTCTCAGGTCG Q-MIR 398-F 

Chen et al. 2005 CAGTGCAGGGTCCGAGGT Q-Universal-R 

Wang et al. 2014 GGCACCCGAAGATGAAAT Q-CSD-F 

Wang et al. 2014 
ATGGACGACAACAGCACG Q-CSD-R 

Housekeeping GGCCGCTCCTAGCCCTAATTG Q-18srRNA-F 

Housekeeping TGACGACTCTAATTTCTTCAAAGTACG Q-18srRNA-R 

 

 ژن و هاmiRNA برای Real Time PCR هایواکنش
 هدف
 ها،cDNA و آغازگرها غلظت بهترین تعيين از پس     

 از استفاده با واقعي زمان در مرازپلي ايزنجيره واکنش
-RealQ Plus 2X Master Mix Green (5000850کيت

Bio- و با استفاده از دستگاه يکروليترم 12در حجم  (1250

RAD (MiniOpticon) دو تکرار  تکرار چهار در(
مخلوط  اجزاي انجام شد. (يکيو دو تکرار تکن يولوژیكب

 µl Master MixGreen 2X + 0.5 µl 7.5) شاملواکنش 

forward/reverse primers (10 μM) + 5.5 µl ddH2O 

+ 1 µl cDNA  )يچرخه حرارت و Real-Time PCR  با
 9به مدت  C°31 يدما در يهاول سازيبرنامه واسرشت
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به  C°31 دماي در سازيواسرشت شاملمرحله  17 يقه،دق
 77به مدت  C°21 يدما درآغازگر  اتصال يه،ثان 12مدت 

و در  يهثان 97به مدت  C°27 دماي درآغازگر  بسط يه،ثان
 .شد انجام C°32 تا 22 دماي از ذوب يرسم منحن یتنها

 
 Real time PCR روش از حاصل هایداده آماری تجزیه

 Ct (Cycle مق    ادیر ،ش س از اتم   ام آزم   ایپ  

threshold) حاص ل به محيط Excel   و  انتق ال داده ش د
ها بر اس اس تغييرات بي ان ژن ، دادهيپ س از مرتب ساز

 وش ده   )کنت  رل داخل  ي( نرم  ال    18srRNA دارخان ه
 CT∆∆–7اس  تفاده از روش  ب  ا ه  اژن نس  بي بي  ان مي  زان

(., 2002et alPfaffel  )محاس به  از پس. گردید محاسبه 
به  یانسوار یهتجز ي،مورد بررس هايژن نسبي بيان ميزان

 تصادفي کامل هايدر قالب طرح بلوک یلصورت فاکتور
 انج ام ش د.   SPSS اف زار نرم از استفاده با تکرار چهار با

ب ا اس تفاده از    در ت نش  گونهمتقابل  اثر يانگينم مقایسه
 اف زار نرم توسط نظرآزمون دانکن در سطح احتمال مورد 

MSTAC گردید انجام. 
 

  نتایج
 يانب يزانمربوط به م هايداده واریانس تجزیه نتایج

miRNAو ژن هدف  هاmiR398 (CSD،) صورت به 
در جدول  يکامل تصادف هايبلوک طرح قالب در فاکتوریل

 اختلاف شود،يارائه شده است. همانگونه که مشاهده م 9
دو سطح تنش و عدم تنش، نوع گونه و اثر  ينب داريمعني

( P≤0.01درصد ) یكگونه در سطح احتمال × متقابل تنش 
 يانگرکه ب داشتوجود  CSDو ژن  miRNAهر سه  يبرا

-گونه در مطالعه مورد هايژن بياندر  پاسخمتفاوت بودن 

 يانب ميانگين .باشديم يتنش کم آب تحت يمورد بررس هاي
159RNAmi در شکل  ينرمال و تنش خشک یطدو شرا در

7-A .يانب ميزان نشان داده شده است miRNA159  تحت
( 173/1عدم تنش ) شرایط( نسبت به 112/9) يتنش خشک

  .داد نشان افزایش برابر سه از بيش
 يتنش از نظر الگو× اثر متقابل گونه  يانگينم مقایسه

نشان داده شده است. باتوجه  9شکل  در 159RNAmi يانب
و  T.durum، Ae.tauschiiسه گونه  آمدهبدست یجبه نتا

T.urartu يرا تحت تنش خشک يانب یشافزا يزانم يشترینب 
 ياننشان دادند و احتمالا در ب تنش عدم شرایط به نسبت

miRNA159  از نظر پاسخ بهABA يدر تنش خشک 
 يانب يق،تحق ینا یجنتا براساس را دارند. یيکارا يشترینب

تنش در رقم شاهد مقاوم  یطدر شرا 159RNAmi ينسب
 ( بود.یا( بالاتر از رقم حساس )دريروان)س

 

 

 
 درصد کی آگارز ژل یرو گندم یوحش و یزراع یهاگونه شده استخراج کل RNA تیفیک -1 شکل

 
  

28S rRNA 

18S rRNA 

Ladder 
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 گندم یوحش و یزراع گونه هشت در مطالعه مورد CSD ژن و هاmiRNA انیب زانیم انسیوار هیتجز -3 جدول

 (MS)مربعات  نيانگيم يآزاد درجه منابع تغييرات 

(S.O.V) (df) miRNA159 miRNA160 miRNA398 CSD 

 912/21** 229/119** 23/171** 71/179** 1 يخشک تنش

 913/11** 272/21** 1/19** 3/71** 2 گونه

 113/17** 793/23** 272/11** 72/97** 2 گونه ×تنش

 711/7 792/7 772/7 772/7 11 يشیآزما يخطا

 12/2 13/2 13/2 13/2  (%) راتييتغ بیضر
   P≤0.01 احتمال سطح در داريمعن**: 

 

 
 یخشک تنش و (FC=100%) تنش عدم طیشرا در CSD ژن و 159RNAmi، miRNA160، miRNA398 ینسب انیب زانیم -2 شکل

(FC=25%) (.ندارند یداریمعن یآمار تفاوت ستون، هر یبالا در مشترک حروف با یهانیانگیم) گندم یوحش و یزراع گونه هشت در 

 

به يتحت تنش خشک 160RNAmi ينسب يانب ميزان
 يانب يزانکه م طوريبه ،یافت افزایش داريمعني طور

160RNAmi یسهدر مقا 71/1مقدار  با يتحت تنش خشک 
 داشت یشبرابر افزا 2/7از  بيش( 2/1عدم تنش ) یطبا شرا
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 ،تنش و گونه متقابل اثر ميانگين مقایسه در (.B-7 )شکل
 يانب الگوياز نظر  (P≤0.01) هاگونه بين داريمعني اختلاف

160RNAmi  مشاهده شد.  يخشک تنشبه  پاسخدر
و  T.durum هايگونه در بيان ميزان بيشترین کهنحويبه

T.urartu نسبت به  يبرابر 17/2و  77/11 یشبا افزا

 شاهد رقم دو هر در(. 1)شکل  بدست آمد عدم تنش یطشرا
تنش  تحت يانب یشافزا( یاحساس )در و( يروان)س متحمل
 91/7 به نسبت متحمل رقم در افزایش این که شد مشاهده

 بود.  بالاتربرابر 
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 یخشک تنش و (FC=100%) تنش عدم طیشرا در تنش × گونه متقابل اثر در 159RNAmi ینسب انیب زانیم نیانگیم سهیمقا -3 شکل

(FC=25%) (.ندارند یداریمعن یآمار تفاوت ستون، هر یبالا در مشترک حروف با یهانیانگیم) گندم یوحش و یزراع گونه هشت در 

 

 هدف ژن و( C-7 )شکل 398RNAmi ينسب يانب ميزان
 افزایش خشکي تنش تحت( D-7)شکل  (CSD) آن

 ينسب يانب ميزان کهطوريبه دادند، نشان داريمعني
miR398  هدف  ژنوCSD به خشکي تنش شرایط در

عدم تنش  یطبرابر نسبت به شرا 21/7و  2/1 ترتيب
اثر  يانگينم یسهمقا در (.Dو  C -7)شکل  یافتند یشافزا

و  T.urartu، T.durumمتقابل گونه در تنش، در سه گونه 
Ae. tauschii ( و حساس يروانو دو رقم شاهد متحمل )س

تحت  398RNAmi يبرا دارييمعن يانب یش( افزایا)در
درصد  يشترینب یسهمقا ینمشاهده شد. در ا يتنش خشک

 با ترتيببه T.durumو  T.urartu گونه در دو يانب یشافزا
عدم تنش  یطنسبت به شرا يبرابر 22/17و  3/11 افزایش

 (.2ثبت شد )شکل 
 بيان مورداثر متقابل تنش در گونه در  يانگينم مقایسه

 کهطوريبهنشان داده شده است.  2در شکل  CSDژن 
 يهادر گونه CSDژن  يانب یشافزا يزانم بيشترین

T.urartu، T.durum  وAe.tauschii 27/2با  ترتيببه ،
عدم تنش مشاهده  یطنسبت به شرا يبرابر 791/2و  71/2

در  CSDژن  يانب يزان( میاشد. در رقم شاهد حساس )در
 731/7 يتنش خشک یطو در شرا 119/1عدم تنش  یطشرا

مسئله  يننشان داد که هم يانبرابر کاهش ب 1/2بود که 
 يرقم به تنش خشک ینا يتحساس یلاز دلا یکي توانديم

 (.2 باشد )شکل
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 یخشک تنش و (FC=100%) تنش عدم طیشرا در تنش × گونه اثرمتقابل در 160RNAmi ینسب انیب زانیم نیانگیم سهیمقا -4 شکل

(FC=25%) (.ندارند یداریمعن یآمار تفاوت ستون، هر یبالا در مشترک حروف با یهانیانگیم) گندم یوحش و یزراع گونه هشت در 
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 یخشک تنش و (FC=100%) تنش عدم طیشرا در تنش × گونه اثرمتقابل در 398RNAmi ینسب انیب زانیم نیانگیم سهیمقا -5 شکل

(FC=25%) (.ندارند یداریمعن یآمار تفاوت ستون، هر یبالا در مشترک حروف با یهانیانگیم) گندم یوحش و یزراع گونه هشت در 
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 یخشک تنش و (FC=100%) تنش عدم طیشرا در تنش × گونه اثرمتقابل در CSD ینسب انیب زانیم نیانگیم سهیمقا -6 شکل

(FC=25%) (.ندارند یداریمعن یآمار تفاوت ستون، هر یبالا در مشترک حروف با یهانیانگیم) گندم یوحش و یزراع گونه هشت در 

 

 بحث
تحت  159RNAmi ينسب بيان ميزان تحقيق این در      

  نشان داد. نقش یشبرابر افزا 2/9حدود  يتنش خشک

159RNAmiهايدهي هورموندر سيگنالABA  

(Abscisic acid ) است رسيدهبه اثبات (Reyes and 

Chua, 2007)اهميت .ABA  نقش  در پاسخ به تنش توسط
ها، نگهداري رشد ریشه و جلوگيري از آن در بستن روزنه

  نبيا افزایشدست آمده از رشد اندام هوایي است. نتایج به
159RNAmiدر توافق با مطالعات پيشين  یشآزما ینا در
 et al.,., 2012; Safarzadeh et alSunkar ) باشدمي

تنش خشکي رشد  يط 159RNAmi يانب یش. افزا(2014
کند تا انرژي گياه در مسير اي تنظيم ميگياه را به گونه

در   miR159از آنجا که. سازش با شرایط تنش مصرف شود
نقش دارد، افزایش بيان آن طي شرایط   ABAدهيسيگنال

شمار ميمقاومتي به سازوکارتنش کاملا منطقي است و یك 
در  159RNAmiژن هدف  عنوانبه MYB ژن سویي. از درو

رسد رشد و نمو گياه نقش دارد. بنابراین منطقي به نظر مي
توسط یند افرکاسته شود و این  MYBطي شرایط تنش بيان 

 گرددانجام  آنتنظيم منفي  و 159RNAmiافزایش بيان 
(2015 et al.,Ismaili ). نشان داده است  يزن يشينپ مطالعات

خانواده  یسيفاکتور رونو يانکنترل ب یقاز طر miR159که 
MYB، يزیكو آبس يبرلينج پيام انتقال يرهايمس يمدر تنظ 

گزارش  همچنين .(Liu and Chen, 2009) نقش دارد يداس
 159RNAmi يانب يد،اس يزیكآبس یششده است که با افزا

نشان  کهطوريبه. ( 2007et alTuteja ,.) یابديم یشافزا
اتصال عناصر  یقاز طر يداس يزیكداده شده است که آبس

 ،159RNAmi يهاژن يپروموتر يهدهنده خود به ناحپاسخ
 et alPhillips ,.) کنديم يمرا تنظ miRNA ینا يانب يزانم

 در گندم يتحت تنش خشک miR159 يانب افزایش .(2007
(., 2015et al., 2014; Akdogan et alSafarzadeh )، 

 Reyes and) آرابيدوپسيس ،( 2010et alZhou ,.) برنج

Chua, 2007)، تنباکو (., 2011et alFrazier ) و ذرت (Li 

., 2013et al)  .گزارش شده است 
 160RNAmi يانب يبرابر 2/7 یشافزا يقتحق این در

به مکان 160RNAmi. یدمشاهده گرد يتحت تنش خشک
شونده ژن يرترجمهغ يحفاظت شده موجود در نواح يها
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يم يمآنها را تنظ يانمتصل شده و ب يناکس يدکنندهتول يها
بر ثير أتطریق  زاکسين ا .( 2002et alRhoades ,.) یدنما

هاي رشد و ها، در بسياري از جنبهARFبرداريسطح نسخه
عنوان کند. بهنمو گياهي و تحمل به تنش ایفاي نقش مي

 بهمثال، اکسين از طریق نمو و معماري ریشه، در تحمل گياه 
 et Kohli) خشکي، غرقاب و شوري نقش دارد هايتنش

., 2013al)160. افزایش بيان RNAmi  ،در رقم متحمل
اکسين و اسيد  پيام انتقالباعث تنظيم اثر متقابل مسيرهاي 

 ,Liu and Chen) هاي پاسخگو به تنشنآبسيزیك و بيان ژ

و احتمالا کمك به تحمل تنش خشکي در رقم  (2009
 et alSafarzadeh ,.) دشومتحمل نسبت به رقم حساس مي

2014).  
 160RNAmi يانب یشدر ارتباط با افزا يقتحق ینا نتایج

مطابقت دارد.  يشينبا مطالعات پ يدر پاسخ به تنش خشک
در  يدر تنش خشک 160RNAmi يانب یشافزا کهيطوربه

 ين. همچن( 2015et alAkdogan ,.) گندم گزارش شده است
Barrera-) بلبليچشم لوبيا در 160RNAmi يانب یشافزا

., 2011et alFigueroa )،  نخود يخشک بهرقم متحمل 
(Vigna unguiculata( )Barrera, 2011-Figueroa )و 

 تحت( Figueroa, 2012-Barrera) (Oryza sativa) برنج
 يانب یششده است. علاوه بر این افزا گزارش خشکي تنش
160RNAmi يتحت تنش شور (., 2011et alLu ،)  تنش
 et alTang ,.) سرما تنش و ( 2010et alXin ,.) گرما

از طریق  160RNAmi. است شده گزارشگندم  در (2012
در تنظيم مسيرهاي  ARF 17و 10ARF،16 ARF نکنترل بيا

 Liu and) داکسين و آبسيزیك اسيد نقش دار پيام انتقال

Chen, 2009). افزایش بيان گزارش شده است که 

160RNAmi ر رقم متحمل، باعث تنظيم اثر متقابل د
 et alLiu ,.) اکسين و آبسيزیك اسيد پيام انتقالمسيرهاي 

2008 .,et al2007; Liu and Chen, 2009; Shukla )  و
و  (Liu and Chen, 2009) هاي پاسخگو به تنشبيان ژن

احتمالاً کمك به تحمل تنش در رقم متحمل نسبت به رقم 
افزایش در رقم متحمل  سویيشود. از حساس به خشکي مي

تأثير گذاشته و   ARF 10بر کاهش بيان RNAmi 160بيان

 دهديبه آبسيزیك اسيد کاهش م راميزان حساسيت گياه 
(2007., et al., 2008; Liu et alShukla )بنابراین . 

 همانطور که در این تحقيق نيز مشاهده شد، افزایش بيان

160 RNAmiایجاد تحمل در  سازوکارهايعنوان یکي از به
 آمدهدستهب نتایج به توجه با تواند باشد.تنش خشکي مي

با  ترتيببه Ae.tauschiiو  T.urartu، T.durumسه گونه 
 يشتريمقاومت ب تواننديم 160RNAmi يانب يزانم يشترینب

 داشته باشند.  ينسبت به تنش خشک

 398RNAmi ياندر ب دارمعني افزایش تحقيق این نتایج
 RNAmi 398ژن هدف .داد نشان را( CSDو ژن هدف آن )

باشد که در کاهش يم (cu/zn SOD) زسموتاید يدسوپراکس
 et alTrindade ,.) نقش دارد يژنه اي آزاد اکسیکالراد

 يانب ييرتغ يبررس تحقيقاتما، در  یجمطابق با نتا .(2010
miRNAي انب یشاف زا ي،ها در برابر تنش خشک 

398 RNAmi2010 ,.) است شده گزارش; et alTrindade 

., 2011et alKantar ). وجود رابطه  يزن همکاران و ترینداد
 به را ياهو پاسخ گ یسموتازد يدسوپراکس يمتنظ يانم يممستق

 .( 2010et alTrindade ,.) کردند مطرح آبي کم شرایط
 يانب يزانکه بالاتر بودن م رسدينظر م به بنابراین

398RNAmi و ژن هدف آن موجب کاهش صدمات 
هاي آزاد اکسيژن، کاهش پراکسيداسيون چربي و رادیکال

افزایش شاخص پایداري غشا و در نتيجه مقاومت در برابر 
 در .( 2014et alAydin ,.) شودآبي و تنش خشکي ميکم
 ینبالاتر CSDژن  یعني 398RNAmiمطالعه ژن هدف  ینا

 ،T.durum يهاگونه در ترتيببه را يانب یشافزا
Ae.tauschii، T.urartu،  سيروان مقاوم شاهدرقم (T. 

aestivum )و cylindricaAe.  ( 2 شکلنشان داد .)فابریکي 
Mehrabad Ourang and -Fabriki) مهرآباد و اورنگ

Purbenab, 2019) شهيدي و اورنگ فابریکي و (-Fabriki

2019 ,Ourang and Shahidi) تریتيکوم مختلف هايگونه 
 تنش عدم سطح سه در را يقتحق این یلوپسو آژ

(FC=100% ،)متوسط تنش (5%0FC= )شدید تنش و 
(%25FC= )نيزو  يخشک شنت با مرتبط صفات نظر از 

 درمورد مطالعه قرار دادند.  يداناکس آنتي مختلف هايآنزیم



 11                                                                                           1 ، شماره72اصلاح گياهان مرتعي و جنگلي ایران جلد  تحقيقات ژنتيك و علمينشریه 

 

ژن  يانب یشحاصل از افزا یجتوافق با نتا در و راستا این
CSD سه گونه  يق،تحق ینانتخاب شده ا هايدر گونه

T.durum، Ae.tauschii  وT.urartu  یکيفابر گزارشدر 
Ourang and Mehrabad -Fabrikiاورنگ و مهرآباد )

Purbenab, 2019 سيروان مقاوم رقم( و (T. aestivum و )
Ae. cylindrica  يدياورنگ و شه یکيفابر گزارشدر 

(Ourang and Shahidi, 2019-Fabrikiب )یشافزا يشترین 
تحت تنش  (SOD) سوپراکسيددیسموتاز آنزیم يتفعال

 یشافزا یيو همسو تطابق روینازا .نداهداد نشانرا  يخشک
 با يقتحق اینانتخاب شده  هايدر گونه CSD ژن يانب

( SOD) سوپراکسيددیسموتاز آنزیم فعاليت افزایش
Ourang and -Fabriki) مؤلفان قبلي هايگزارش

Mehrabad Purbenab, 2019; Fabriki-Ourang and 

Shahidi, 2019) يقتحق ینا یجنتا همچنين .گرددمي یيدتأ 
 يگزارش شده توسط کانتار و همکاران بر رو یجبا نتا

T.dicoccoide دارد مطابقت خشکي تنش شرایط در 
(., 2011et alKantar ) .یونجه يکه رو یگرد ايمطالعه در 

 يتنش خشک تحت (Medicago truncatula) یدهسربر
 راو ژن هدف آن  398RNAmi يانب ميزان افزایشانجام شد 

  .( 2010et alTrindade ,.) نداهکرد گزارش
ش وري و  ي،زاي محيطي مانند خشکعوامل ت نش 

 باش ندسرما فاکتورهاي مهمي در متابوليسم گياه و توليد مي
(Mittler and Blumwald, 2010; Filiz and 

., 2015et alTombuloglu, 2015; Kebeish ). توليد 
oxygen  Reactive) رگشاز اکس يژن واکن یيهاگونه

: ROSspecies) هايتنش در عمومي هايپاسخ جملهاز 
 ,Filiz and Tombuloglu) باشندمي غيرزنده و زنده

 غشا ميتوکندري، کلروپلاست، در هاعامل این. (2015
 و زومپروکسي آندوپلاسمي، شبکه آپوپلاست، پلاسمایي،

 آنزیم. ( 2012et alSharma ,.) شوندمي توليد سلولي دیواره
 ینشکننده ا هايیمآنز ینتراز بزرگ یسموتازد يدسوپراکس

 يدسوپراکس ،SOD یم. آنزباشنديم ياهعوامل مخرب در گ
(¯

2O) 2و  يژنرا به مولکول اکسO2H نمایديم يزکاتال (Qu 

., 2010et al) .در دیسموتاز سوپراکسيد بيشتر افزایش 

 با مقایسه در فرنگيگوجه و پنبه نخود، متحمل هايواریته
 آنزیم این مهم نقش براي دليلي تواندمي حساس، هايواریته
 .(Li and huilan, 2012) باشد شوري تنش با مقابله براي

فاکتورهاي  یيشناسا منظوررا به یاديمطالعات زن امحقق
ژن را  ینک ه چن د يتنش خشک یطبرداري در شرانسخه

فاکتورهاي  ینا اند.انجام داده ،دهنديقرار م يرثأتتح ت 
 و NAC مانند ABA زمس تقل ا يبرداري بعض نسخه

DREB ه ب هتوابس یگرد يو بعض ABA ش املMYB  ه ا
Shinozaki, -Shinozaki and Yamaguchi) باش نديم 

هاي کوچك RNA به دنبال استفاده ازن امحقق يراًخا .(2007
 یاديز ياره ا هستند که تعداد بسmiRNA یعنيکننده يمتنظ

کنند. يبرداري را کنترل مها و فاکتورهاي نسخهناز ژ
 ي،کنندگيممه م تنظ  ي تقابل ی نبا توجه به ا ینبنابرا

miRNA ابزاره اي  ینمه مت ر یک يها در حال حاض ر
ش وند. يمحس وب م  يتحم ل ب ه ت نش خش ک یج ادا

و  يدر پاسخ به تنش خشک يلهاي دخmiRNA یيشناس ا
 برايمرحله در انتخاب اب زار  ينهاي هدف آنها اولژن
هاي با استفاده از روش يطيهاي محتنش تحم ل ب ه یج ادا

پژوهش  ینا ازحاصل  اطلاعات .اشدبيژن م يانکنترل ب
 ینو تعامل ا يقدر رابطه با نقش دق را آیندهمطالعات  زمينه

miRNAیقاز طر ياهيگ يهاهورمون پيام انتقالبا  ها 
در  يليفراهم کرده و با مطالعات تکم یسيرونو يفاکتورها

 ورزيدست منظوربه هاmiRNA یناز ا توانيم ينهزم ینا
 دارند، نقش خشکي تنش به تحمل افزایش در که هایيژن

 .نمود استفاده
 

 سپاسگزاری
 دکتر هايمساعدت و زحمات از نویسندگان وسيلهبدین
 يرضاو دکتر عل (ایلام دانشگاه دانشيار) يمهراب اشرفعلي

 هايگونه بذرهايقرار دادن  ياراخت در برايپورابوقداره 
-مي قدرداني و تشکر آزمایش این براي شده آوريجمع

 .نمایند
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Abstract 

    MicroRNAs are small non-coding molecules that regulate the expression of genes through 

mRNA digestion and/or translation inhibition. By accurately regulation the expression of the 

genes, these molecules allow the plant to respond appropriately to the changes in growth stages 

or environmental conditions. In this study, the miRNA159, miRNA160, miRNA398, and the 

miRNA398 targeted gene (CSD) were investigated in six species belonging to the Triticum and 

Aegilops species, along with the susceptible (DARYA) and tolerant (SIRVAN) check cultivars 

under drought (FC=25%) and non-stress (FC = 100%) conditions using real-time PCR. The 

qRT-PCR analysis showed that all three miRNAs had a significant (P≤0.01) increase in 

expression under drought stress. The highest expression of miRNA159, miRNA160, 

miRNA398, and CSD gene was observed in the species Ae.tauschii, T.urartu, T.durum, and 

T.durum, respectively. By the mean comparing of species × stress interaction, the highest 

expressions were observed in the three species T.durum, T.urartu and Ae.tauschii for all three 

miRNAs under drought stress. Also, the highest increase in CSD expression under drought 

stress was observed in T.urartu, T.durum and Ae.tauschii equal to 6.62, 6. 21 and 0.63 fold in 

compared to the non-stress condition, respectively. It was concluded that the species T.urartu, 

T.durum and Ae.tauschii due to their superiority in terms of containing miRNAs causer 

tolerance, could be suitable candidates for bread wheat germplasm enrichment and breeding to 

drought stress tolerance. 
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