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 چکیده

های کوچک غیرکدکننده نقش مهمی در تنظیم رشد، نمو و پاسخ گیاهان RNAعنوان گروهی از به (miRNAs)ها RNAمیکرو

با  miR169) و miR160  ،miR159دهنده به خشکی )پاسخ miRNAکنند. در این تحقیق بیان سه های مختلف ایفا میبه تنش

( تحت شرایط تنش خشکی مورد سفیدبیدانهه خشکی )در دو رقم انگور متحمل )یاقوتی( و حساس ب  qRT-PCRاستفاده از

توالی بالادست پیش ساز  ،مورد بررسیی هاmiRNAمنظور شناسایی عناصر تنظیمی بالقوه در پروموتر به مقایسه قرار گرفت.

ها و ABREهای مرتبط با خشکی مانند مورد آنالیز قرار گرفت. موتیف PlantCAREای توسط پایگاه داده هاmiRNAاین 

MBS یمیتنظها در مناطق miRNAاسید های گیاهی سه فاکتور رونویسی مرتبط با سیگنالینگ هورمون. ها شناسایی شدند

یان بالگوی  شناسایی شدند. ،ی مورد بررسیها miRNAهدفهای ترین ژنعنوان مهمو اکسین به (ABA)آبسیزیک 

miRNAای مورد بررسی بسته به نوعهmiRNA  که بیان طوریفاوت بود، بهو نوع رقم، متmiRNA159  تحت تأثیر تنش در

 مورد بررسیدر دو رقم   miRNA169و miRNA160بدون تغییر بود و در رقم یاقوتی افزایش یافت اما بیان  سفیدبیدانهرقم 

خشکی در میان ا به تنش ه miRNAپاسخ صورت معکوس تغییر یافت. پروفایل بیان وابسته به ژنوتیپ )رقم( نشان داد که به

های هدف بالقوه طورکلی با توجه به نقش ژنهای خیلی نزدیک با حساسیت متفاوت به تنش نیز متفاوت است. بهژنوتیپ

miRNA رسد که تغییر بیان نظر میبه بررسی، ی موردهاmiRNAشده درنهایت به تحمل بهتر تنش خشکی در های ارزیابی

 شود.رقم یاقوتی منجر می
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 مقدمه

است که از  ترین محصولات باغبانیمهمیکی از  انگور

استفاده بشر قرار گرفته است و  های بسیار قدیم موردزمان

 ایالعادهازنظر اقتصادی و تجاری دارای اهمیت فوق

علت برخورداری از شرایط جغرافیایی و ایران به. باشدمی

ترین مناطق پرورش انگور در اقلیمی مناسب، یکی از مهم

المللی ینببر اساس آمار سازمان  شود.جهان محسوب می

(، کشور ما از نظر سطح زیر کشت در جایگاه OIVانگور )

میزان تولید انگور پس از کشورهای  نظر ازیازدهم و 

چین، ایتالیا، آمریکا، اسپانیا، فرانسه، ترکیه، هند، آرژانتین 

 (.OIV, 2019)و شیلی در جایگاه دهم جهان قرار دارد 

تغییرات حاصل از تنش خشکی تولیدات کشاورزی را در 

محدودیت  ای از جهان ازجمله ایران، بامناطق گسترده

اگرچه درختان  .(Hosseini et al., 2018)سازد روبرو می

اما کمبود  ،مقاوم به خشکی هستند طورکلیبهانگور 

های بهار و تابستان مراحل مهم نموی بارندگی در فصل

این گیاه را با کمبود آب توأم با دمای بالا مصادف 

سازد که در صورت عدم تأمین آب کافی از طریق می

یابد. در سطح آبیاری کمیت و کیفیت محصول کاهش می

تنش خشکی در  دهنده بهپاسخ های مختلفمولکولی، ژن

 Shinozaki and) اندشدهگیاهان شناسایی و مشخص

Yamaguchi-Shinozaki, 2007). دهندهپاسخ هایژن نیا 

نقش دارند و  یدر حفاظت سلول میطور مستقبه ایبه تنش 

های ژن انی( هستند که بTF) یسیرونو یفاکتورها ای

 کوچک، یهاRNAبا کشف  .کنندمی میرا تنظ دستایینپ

توسط  یسیها در سطح پس از رونوژن انیب میتنظ تیاهم

 یدر پاسخ به تنش خشک miRNAs)ها )RNAیکروم

 Carrington and) توجه قرار گرفت مشخص شده و مورد

Ambros, 2003) .miRNA ها گروهی ازRNA های

 19-۲4 کوچک تنظیمی غیرکدکننده با طولی بین

های هدف را در سطح پس از نوکلئوتید هستند که بیان ژن

این  بر نقش کلیدیکنند. علاوهرونویسی تنظیم می

 ریمانند تکث یگوناگون سلول ندهاییآفر ها درمولکول

ها نقش miRNA ی،سلول زیتما وی مرگ سلول ،یسلول

از طریق مشارکت در  های محیطیدر پاسخ به تنش یمهم

ایفا  دریافت تنش، سیگنالینگ تنش و سازگاری به تنش

از  هاmiRNA. (Jones-Rhoades et al., 2006) کنندمی

نقش  یبه خشک دهندهپاسخ هایژن انیب تنظیم قیطر

 فایا ی در گیاهاناجتناب از خشک ایدر تحمل  یمهم

 ,.Covarrubias and Reyes, 2010; Shuai et al) کنندمی

2013 .)miRNAالقا  یط تنش خشکسکه تو ییها

هدف خود که ممکن است  یهاmRNA انیب شوندیم

در پاسخ به تنش  ریدرگ یمنف یهای عملکردپروتئین

کاهش  یهاmiRNAدر مقابل  .دهندیباشند را کاهش م

که در  شوندیم ییهاmRNAبه تجمع منجر افته،یانیب

 هاmiRNA نیا شتریب. تنش مؤثرند طیبا شرا یسازگار

را مورد هدف  یسیرونو یفاکتورها یهای کدکنندهژن

ها را در مرکز miRNAامر  نیکه هم دهندیقرار م

(. Ding et al., 2013) دهدژن قرار می یمیتنظ یهاشبکه

های مؤثر در رشد و miRNA بسیاری ازبیان  تغییر الگوی

رشد و استمرار دهد که در طی تنش نشان می اننمو گیاه

 هایmiRNAتأثیر تحت  احتمالاً شرایطاین نمو گیاه در 

(. Sunkar et al., 2012)به تنش است  دهندهپاسخ

miRNAد، نکه در بهبود رشد و نمو گیاه نقش دار ییها

های غیرزنده صورت متفاوتی در طول واکنش به تنشبه

(. تحت شرایط تنش Kumar, 2014شوند )بیان می

که اصی بیان شده و یا اینخ یهاmiRNAمحیطی، 

miRNAد شد نجدید جهت مقابله با تنش سنتز خواهی ها

(Khraiwesh et al., 2012 .)از  بسیاریmiRNA از  اه

اسید  پاسخ بههای مرتبط با کنترل بیان ژن طریق

و  یاسمز محافظترسانی اکسین، آبسیزیک، پیام

تنش خشکی پاسخ به اکسیدانی در دفاع آنتی هاییسممکان

 Covarrubias and Reyes, 2010; Marin) دخالت دارند

et al., 2010.) های های اخیر با استفاده از تکنیکدر سال

 (high-throughput sequencing)یابی با کارایی بالا توالی

شده و اختصاصی انگور حفاظت هایmiRNAتعدادی از 

 ,.Pantaleo et al., 2010; Wang et al)اند شناسایی شده

2011, 2012) .miRNAی در به خشک دهندهپاسخی ها
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 اندهای گیاهی شناسایی و گزارش شدهبسیاری از گونه

(Ferdous et al., 2015). یامطالعه چیوجود، هاین با 

به  دهندهپاسخ یهاmiRNA ییشناسا یطور خاص برابه

. اگرچه درخت در انگور گزارش نشده است یخشک

عنوان یک گونه درختی مقاوم طورکلی بهبهانگور )تاک( 

اما تحقیقات مختلف نشان داده  ،شودبه خشکی قلمداد می

است که ارقام مختلف این گونه سطوح متفاوتی از تحمل 

ارقام و مطالعه و مقایسه دهند. به خشکی را نشان می

های گیاهی که در حساسیت به خشکی متفاوت ژنوتیپ

های طبیعی مسای کشف مکانیبرمناسبی هستند، رویکرد 

(. با توجه به Zheng et al., 2010) است به خشکی تحمل

ها در سطح در تنظیم بیان ژن هاmiRNAنقش بسیار مهم 

ها در سازگاری پس از رونویسی، احتمالاً این مولکول

آبی نقش دارند. های مختلف به تنش کمارقام و ژنوتیپ

تواند یی میهاmiRNAلذا شناسایی و مقایسه بیان چنین 

کننده های نظارتی تنظیمها را در شبکهنقش خاص آن

 Pagliarani)های محیطی مشخص سازد سازگاری به تنش

et al., 2017)منظور شناسایی نقش . بهmiRNA ها در

ها تحت تنش تحمل به خشکی و مقایسه تغییرات بیان آن

 miRNA خشکی در دو رقم انگور، در این تحقیق بیان سه

 (،miR169و  miR160 ،miR159) دهنده به خشکیپاسخ

در دو رقم انگور متحمل به خشکی )یاقوتی( و حساس به 

( تحت شرایط تنش مورد مقایسه قرار سفیدبیدانهخشکی )

های miRNAانتخابی ازجمله  miRNAهر سه  گرفت.

های محیطی در ها با تنششده هستند و ارتباط آنحفاظت

 ر سایر گیاهان مشخص شده است.تحقیقات مختلف د

 هامواد و روش
دار دوساله های ریشهنهال: مواد گیاهی و اعمال تنش

یکنواخت ازنظر ژنتیکی از دو رقم انگور یاقوتی و 

و  ۲6های پلاستیکی با قطر دهانه در به گلدان سفیدبیدانه

متر منتقل شدند. به هر گلدان ده کیلوگرم سانتی ۲5ارتفاع 

از ترکیب خاک، ماسه و کود پوسیده  3:1:1نسبت خاک با 

ها و قبل از ها به گلدانتقال نهالنا از پس دامی اضافه شد.

آغاز رشد بهاره، هرس دو جوانه بر روی هر نهال صورت 

گرفت. در طول دوره رشد تا آغاز آزمایش، آبیاری معمول 

ها با کود پاشی برگ)سه بار در هفته( و پنج بار محلول

درصد،  9درصد، پتاسیم  9درصد، فسفر  9 تروژنی)ن لکام

 ،درصد 00۲/0ی رو ،درصد 00۲/0 مسدرصد،  01/0بور 

 001/0 یبدنمولدرصد و 01/0منگنز  ،درصد 0۲/0 آهن

ها صورت گرفت. پس از شروع بر روی نهال( درصد

های شاهد هر رقم در حد ظرفیت آزمایش رطوبت گلدان

ر قبل از شروع آزمایش، برای این منظو مزرعه حفظ شد.

های شاهد هر رقم تا حد غرقاب آبیاری شدند و دو گلدان

ها روز بعد یعنی پس از خروج آب ثقلی، این گلدان

وزن هر یک ثبت شد. در طول دوره آزمایش نیز  وتوزین 

شدند و مقدار آب لازم برای ها روزانه توزین این گلدان

یک اضافه  رسیدن به حد رطوبت ظرفیت مزرعه به هر

صورت های تحت تنش، اعمال تنش بهدر نهالشد. می

روزه صورت گرفت.  18قطع آبیاری برای یک دوره 

های تنش از نهال RNAگیری برگی برای استخراج نمونه

 (RWC)دیده زمانی صورت گرفت که محتوای نسبی آب 

درصد رسید. این شرایط در  75برگ دو رقم به حدود 

ترتیب یازده و پانزده روز پس و یاقوتی به سفیدبیدانهارقام 

های برگی در سه تکرار از قطع آبیاری حاصل شد. نمونه

های کاملًا )هر تکرار معادل یک نهال( و از برگ

های چهارم تا هفتم( تهیه شد. یافته هر تیمار )برگتوسعه

ها بلافاصله به ازت مایع منتقل و تا زمان استخراج برگ

RNA  نگهداری شدند. -80در فریزر 

 miRNAتوالی سه : هاmiRNAطراحی آغازگر برای 

-vviشده گیاهی، شامل های حفاظتmiRNAانتخابی از 

miR159c  از خانواده(miR159 ،)vvi-miR160a,b  از(

)از خانواده  vvi-miR169v( و miR160خانواده 

169miRاز پایگاه اطلاعاتی ) miRBase1 .گرفته شد 

و  cDNAبرای سنتز  حلقه-طراحی آغازگرهای ساقه

برای تکثیر در  miRNAهر آغازگرهای رفت اختصاصی 

qRT-PCR طبق روش چن و همکاران (Chen et al., 

2005a) و همکاران گاسیک-وارکونی و (Varkonyi-

Gasic et al., 2007) .صورت گرفت 

                                                           
1- http://www.mirbase.org/ 

http://www.mirbase.org/
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 universal (5'-GTGCAGGGTبا توالی آغازگر برگشت  

CCGAGGT-3')  برای تکثیرmiRNA ها مورداستفاده قرار

 به شماره دسترسی  (ACT)اکتین  از ژن .گرفت

EC969944 سازی نتایجعنوان کنترل داخلی در نرمالهب 

qRT-PCR  د ستفاده شا(Luo et al., 2018). توالی 

 universalهای رفت اختصاصی و برگشت آغازگر

و توالی آغازگرهای رفت و  miRNA برای هر شدهیطراح

 .آمده است 1در جدول برگشت ژن کنترل داخلی 
 

های miRNAشده برای یطراحآغازگرهای  -1ل جدو

 بررسی مورد
Table 1. Designed primers for the investigated 

miRNAs 
 نام آغازگر

Primer name 
 توالی

Sequence 
vvi-miR 159c 

RT 

5'-GTTGGCTCTGGTGCAG 
GGTCCGAGGTATTCGCAC 
CAGAGCCAACTAGAGC-3' 

 

vvi-miR 159c  
forward 

5'-GGGGTTTGGATTGAAGG 
GA-3' 

 

vvi -miR 160a,b  
RT 

5'-GTTGGCTCTGGTGCAGG 
GTCCGAGGTATTCGCACCA 

GAGCCAACTGGCAT-3' 
 

vvi -miR 160a,b 

forward 
5'-TTGTGCCTGGCTCCCTG 

A-3' 
 

vvi-miR169v 

RT 

5'-GTTGGCTCTGGTGCAGG 
GTCCGAGGTATTCGCACCA 

GAGCCAACCCGGCA-3' 
 

vvi-miR169v  
forward 

5'-GGGGAAGCCAAGGATG 
AAT-3' 

 

Universal 

reverse 
5'-GTGCAGGGTCCGAGG 

T-3' 
 

Actin 

forward 
5'-GACAATGGATGGACCA 

GATTCA-3' 
 

Actin 

reverse 
5'-CTTGCATCCCTCAGCAC 

CTT-3' 
 

: qRT-PCRو واکنش  cDNA، سنتز RNAاستخراج 

های برگی گرم از نمونهمیلی 100از  RNAاستخراج 

گیاهان تنش دیده و شاهد با استفاده از محلول ترایزول و 

منظور بهطبق دستورالعمل شرکت سازنده صورت گرفت. 

با آنزیم  RNAهای نمونه DNA حذف هرگونه باقیمانده

DNase I (Invitrogen) شده مطابق با دستورالعمل ارائه

با  RNA هاینمونه کیفیت .توسط شرکت تیمار شدند

با  cDNA سنتز .شد بررسی نانودراپاستفاده از دستگاه 

 FIREScript RT cDNA Synthesis استفاده از کیت

(Solis BioDyne)  شرکت سازندهمطابق با دستورالعمل 

ا استفاده ب µl ۲5 حجمدر  qRT-PCR. واکنش انجام شد

 SYBR Green PCR master mix (Takara, Japan)×2 از

در سه  Corbbetشرکت  Rotor Gene 6000X و دستگاه

تکرار بیولوژیک برای هر تیمار و دو تکرار تکنیکی برای 

 100در هر واکنش  هر تکرار بیولوژیک صورت گرفت.

پیکومول از هر آغازگر رفت و  5و  cDNA گرم ازپیکو

 یهاچرخهشد. اصی هر ژن استفاده برگشت اختص

سازی اولیه و فعال یک چرخه واسرشته صورتبهحرارتی 

مدت ده دقیقه به گرادیسانتدرجه  95شدن آنزیم در دمای 

سازی در چرخه متوالی شامل واسرشته 40دنبال آن و به

ثانیه و اتصال  5مدت به گرادیسانتدرجه  95دمای 

مدت به گرادیسانتدرجه  60و بسط در دمای  آغازگرها

تحت  اه miRNAیانبثانیه اعمال شد. مقدار تغییر  40

و فرمول  Ctبا استفاده از شرایط خشکی نسبت به شاهد 
ctΔΔ-2 دست آمد به(2008., et alSchmittgen ).  آزمون

ها در شرایط خشکی نسبت miRNA تغییر بیانداری معنی

داری معنی در سطحو  t از آزمونبه شاهد با استفاده 

 .درصد بررسی شد 5 حداقل

جهت : مورد بررسیی هاmiRNA آنالیز پروموتر

ی هاmiRNAناحیه پروموتری  شناسایی عناصر تنظیمی در

-ساز ساقهبالادست پیش kb3 ابتدا توالی مورد بررسی

دریافت شد.  Ensembl Plants1 حلقه از پایگاه اطلاعاتی

ساز هر پیش (TSS) یسیرونوبرای شناسایی جایگاه آغاز 

miRNAینآنلاافزار نرم ها توسط، این توالی TSSP2 

. (Solovyev et al., 2010)بررسی قرار گرفتند  مورد

 TSSجفت باز یا کمتر از توالی بالادست هر  1000سپس 

 منظور شناسایی عناصر تنظیمی بالقوه در پروموتربه

miRNAای بررسی توسط پایگاه داده ی موردها

PlantCARE3  مورد آنالیز قرار گرفت(., et alLescot 

2002). 

: مورد بررسیای هmiRNA های هدفشناسایی ژن

با  مورد بررسیای هmiRNA های هدف برایشناسایی ژن

                                                           
1- http://www.plants.ensembl.org 
2- http://www.softberry.com/berry.phtml?topic=tss p&grou 
p=programs&subgroup=promoter 
3- http://bioinformatics.psb.ugent.be/we btools/plant care/html 
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 های هدفاستفاده از پایگاه آنلاین شناسایی ژن

miRNA ها(psRNATarget1)  فرض پیش معیارهایو

فرضی که های پیشضوابط و محدودیت انجام گرفت.

های هدف بالقوه در نظر گرفته شد، برای شناسایی ژن

شدگی ازای هر عدم جفت عبارت بودند از: یک امتیاز به

و ژن هدف و نیم امتیاز به ازای هر  miRNA میان

و در نهایت دو امتیاز برای هر حباب در  U:G شدگیجفت

ر گرفته شد. حداکثر امتیاز مجاز برای معرفی ژن هدف نظ

نوکلئوتیدهای ) seedدر ناحیه در نظر گرفته شد.  3جدید 

که نقش اصلی را در شناسایی و ( miRNA 9 تا ۲

به ژن هدف دارد تنها اجازه یک عدم   miRNAاتصال

 .شدگی داده شدجفت

 نتایج و بحث

بر علاوه: مورد بررسیی هاmiRNA آنالیز پروموتر

 CAAT و TATA boxشده های کاملاً حفاظتموتیف

box  ،یمینوع عنصر تنظ 1۲درمجموع Cis  ،شامل دیگر

در به تنش  دهندهپاسخ خاص و عناصر یهافیموت

. شد ییشناسابررسی  ای موردهmiRNAپروموتر 

ها MBSها و ABREهای مرتبط با تنش مانند موتیف

های miRNA یمیتنظنسخه در مناطق صورت تکاغلب به

دهد بیان مطالعه شناسایی شدند که نشان می مورد

ها مخصوص بافت یا وابسته به شرایط تنشی  miRNAاین

نام و تعداد  ۲. جدول (Ibraheem et al., 2010)است 

را  miRNAشناسایی شده برای هر Cisعناصر تنظیمی 

 آبسیزیکدهنده به اسیددهد. عناصر تنظیمی پاسخنشان می

(ABREs)دمای بالا ، (HSEs) خشکی ،(MBSs)  و دمای

ازجمله عناصر تنظیمی مهم در پروموتر  (LTRs)پایین 

دهنده به تنش هستند. در تحقیق حاضر های پاسخژن

و  MYBحضور عناصر تنظیمی مرتبط با خشکی شامل 

MYC  در ناحیه پروموترmiRNA مورد بررسیهای، 

طور ها از تنش خشکی است. بهتأییدی بر تأثیرپذیری آن

های miRNAمشابه این عناصر تنظیمی در ناحیه بالادست 

 Aravind et) دهنده به خشکی ذرت شناسایی شدندپاسخ

                                                           
1- http://plantgrn.noble.org/psRNATarget 

al., 2017)دهنده به اسید . حضور عناصر تنظیمی پاسخ

نیز  miR160و  miR159cهای آبسیزیک در بالادست ژن

ها در سیگنالینگ miRNAحتمالی این بیانگر نقش ا

هورمون اسید آبسیزیک در شرایط تنش خشکی است. 

شده در ناحیه ییشناسادرمجموع ترکیب عناصر تنظیمی 

، اثرات متفاوتی را در شرایط محیطی miRNAهر تنظیمی 

کننده یینتعکند که درنهایت های مختلف ایجاد مییا بافت

 .(Qiu, 2003)الگوی بیان آن است 

 ییشناسا: مورد بررسیای هmiRNA های هدفژن

 اریها بسدرک عملکرد آن یها براmiRNAهای هدف ژن

های هدف از شناسایی ژن حاصلاست. نتایج  یضرور

 یموردنظر با استفاده از پایگاه اطلاعاتی هاmiRNAبالقوه 

psRNATarget های اکثر ژن. آمده است 3، در جدول

از گروه فاکتورهای رونویسی هستند  شدهبینییشپهدف 

ی گیاهی ازجمله آرابیدوپسیس و برنج هاگونهو در سایر 

 هاmiRNAشده این گروه از عنوان اهداف حفاظتنیز به

 ,.Adai et al., 2005; Wang et al) اندشناسایی شده

2005; Lu et al., 2006). ترین بر اساس این نتایج شاخص

 یسیفاکتور رونو miR159 برای شدهبینییشژن هدف پ

GAMYB  و برایmiR169 یسی فاکتور رونو NFYA بود

مرتبط با سیگنالینگ  فاکتورهای رونویسی که هر دو از

شده بینیژن هدف پیشروند. شمار میآبسیزیک بهاسید 

 ARFنام نیز یک فاکتور رونویسی به miR160 برای

(Auxin response factor )های از خانواده فاکتور

 .رونویسی مرتبط با انتقال سیگنال هورمون اکسین است

های مورد ارزیابی miRNAبیان تأثیر تنش خشکی بر 

 qRT-PCRی حاصل از هادادهآنالیز دو رقم انگور: در 

 miRNA در پژوهش حاضر، حاکی از تغییر بیان هر سه

تحت تأثیر تنش خشکی بود. نحوه تغییر  مورد بررسی

miRNA متأثر از نوع بررسیمورد ای هmiRNA   و نوع

های miRNAتغییر بیان نسبی  1رقم متفاوت بود. شکل 

 دهد.مورد ارزیابی را نسبت به شرایط کنترل نشان می
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 بررسی های موردmiRNA شده در بالادستییشناسا عناصر تنظیمی -۲ل جدو
Table 2. Identified regulatory elements upstream the investigated miRNAs 

 توالی
sequence 

 عناصر تنظیمی (miRNA name) آ نام میکرو آران
cis-elements miR169v miR160ab miR159c 

ACGTG - 1 1 ABRE 

ATTAAT 3 1 1 Box 4 

TATATA; TATA; TATAA;TATTTAAA;TATATAA 

TATTTAAA 

 

 

 

9 11  TATA-box 

CAAT; CCCAATTT; CCAAT; CAAAT 8 8 4 CAAT-box 

GCCACT - 1 - CAT-box 

ATTTTAAA 2 2 - ERE 

CCACGTAA - 1 1 G-box 

CAACTG; AACCTAA; CAACCA 1 1 1 MBS 

CATGTG; CAATTG; CATTTG - 2 1 MYC 

CCTTTTG - 1 - P-box 

TCTTAC - 2 - TCT-motif 

CTCC - 3 2 Unnamed__4 

TATAAATATCT - 1 - Unnamed__6 

CCACCT 

 

- - 1 WRE3 

 
 بررسی های موردmiRNA شده برایبینیهای هدف پیشژن -3ل جدو

Table 3. Predicted target genes for investigated miRNAs 

 پروتئین هدف
Target protein 

 شماره دسترسی ژن هدف
Target accession no. 

 آمیکرو آران
miRNA   

U3 small nucleolar ribonucleoprotein NP9524397 
vvi-MIR159c Transcription factor GAMYB TC150220 

CCG-binding protein 1 TC144246 

Auxin response factor TC165628 vvi-MIR160a-b 
Nuclear transcription factor Y subunit A- TC151377 vvi-MIR169v 

 

 
 های مورد ارزیابیmiRNAبیان نسبی  -1شکل 

Figure 1. Relative expression of investigated miRNAs 
ns ،*  درصد 1و  5دار در سطح احتمال دار، معنیغیر معنیترتیب : به**و 

ns, * and ** : Non significant, significant at 5% and 1% of probability levels, respectively 

https://plantgrn.noble.org/psRNATarget/data/1549642489504884?datatype=target&seqid=NP9524397
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1104498797
https://plantgrn.noble.org/psRNATarget/data/1549642489504884?datatype=target&seqid=TC150220
https://plantgrn.noble.org/psRNATarget/data/1549642489504884?datatype=target&seqid=TC144246
https://plantgrn.noble.org/psRNATarget/data/1549640829567809?datatype=target&seqid=TC165628
https://plantgrn.noble.org/psRNATarget/data/1549640248949345?datatype=target&seqid=TC151377
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برابر  9با بیش از  miR159بیشترین میزان تغییر بیان در 

 م یاقوتی مشاهده شد.افزایش بیان نسبت به شاهد در رق

افزایش یافت اما  miRNA نیز بیان این سفیدبیدانهدر رقم 

شده های انجامدر پژوهشدار نبود. این افزایش بیان معنی

 Arabidopsis thaliana ،Prunus persica یاهانبر روی گ

شرایط تحت  miR159 سطح بیان Populus tomentosaو 

 ;Reyes and Chua, 2007) افزایش پیدا کردخشکی تنش 

Eldem et al., 2012; Ren et al., 2012) در تحقیق .

شده بر روی دو ژنوتیپ حساس و متحمل به انجام

طور در ژنوتیپ متحمل به miR159خشکی ذرت، بیان 

ر ژنوتیپ داری تحت تنش خشکی افزایش و دیمعن

له وجود الگوهای تنظیمی حساس کاهش یافت. این مسأ

های حساس و متحمل به خشکی نوتیپمختلف در ژ

در  .(Aravind et al., 2017)دهد ذرت را نشان می

خارجی  ABAآرابیدوپسیس تیمار تنش خشکی و کاربرد 

زنی در طی مرحله جوانه miR159به افزایش سطح منجر

و  MYB101های برش رونوشت miRNAبذر شد. این 

MYB33 کننده مثبت سیگنالینگ که تنظیمABA  هستند را

(. Reyes and Chua, 2007)دهد مورد هدف قرار می

های ترین خانوادهیکی از بزرگ MYB سوپرخانواده

 .آیدشمار میفاکتورهای رونویسی در اغلب گیاهان به

ترین گروه این خانواده محسوب بزرگ MYB2R دسته

گیری شده و نقش مهمی در بیوسنتز آنتوسیانین، شکل

های گیاهی گیاهی و پاسخ به هورمونهای مختلف اندام

زنده و  هایتنش انواعسیلیک و یسالاسید نظیر جیبرلین، 

 آوریفن. (Chen et al., 2005b)کند غیرزنده ایفا می

 ، ژنDegradomبا کارایی بالا و آنالیز  یابییتوال

GAMYB عنوان ژن هدف برایرا به miR159  در انگور

فاکتورهای  (.Pantaleo et al., 2010شناسایی کرده است )

های مرتبط با MYBدرواقع  GAMYBرونویسی 

آبسیزیک هستند و در سیگنالینگ جیبرلین و اسید

در  ABAآبشارهای سیگنالینگ القاء شده در اثر تجمع 

. (Reyes and Chua, 2007) کنندشرایط تنش مشارکت می

پژوهش  در miR159 آمده از الگوی بیاندستنتایج به

 Reyes and) ستامطالعات پیشین  در تطابق باحاضر 

Chua, 2007; Eldem et al., 2012; Ren et al., 2012).  با

دهنده های پاسخmiRNAازجمله  miR159که توجه به این

لذا  ،دخالت دارد ABAبه خشکی است که در سیگنالینگ 

افزایش بیان آن تحت شرایط تنش دور از انتظار نیست. 

های هدف آن را کاهش بیان ژن miRNAاین  افزایش بیان

یندهای خاص آدر کنترل فر MYB یفاکتورهادهد. می

های سلول مانند متابولیسم اولیه و ثانویه و پاسخ به تنش

منفی  کنندهیمتنظزنده و غیرزنده نقشی اساسی داشته و 

 ,.Alonso-Peral et al) سلولی و رشد هستندتقسیم

شده است که این فاکتورها در  . از سوی دیگر ثابت(2010

ریزی شده نقشی و مرگ سلولی برنامه ABAسیگنالینگ 

 Alonso-Peral et al., 2010; Reyes)کنند مثبت ایفا می

and Chua, 2007) افزایش بیانبنابراین در مطالعه حاضر ؛ 

miR159   از تنش خشکی  یرتأثدر رقم یاقوتی تحت

سیگنالینگ  ، ازMYB یفاکتورهاطریق کاهش بیان 

و توقف رشد در این رقم جلوگیری کرده  ABA هورمون

تعویق ریزی شده را در این رقم بهسلولی برنامهو مرگ

 اندازد.می

های رشد و نمو کننده کلیدی تقریباً تمام جنبهاکسین تنظیم

شامل  نیاکس نگیگنالیس زنی تا پیری است.گیاه از جوانه

از  یسط گروهژن تو انیسرکوب ب ایسازی فعال

( ARFs) نیبه اکس دهندهپاسخی نام فاکتورها ها باپروتئین

به عناصر پاسخ به  . این گروه از فاکتورهای رونویسیاست

 دهندهپاسخهدف ) هایدر پروموتور ژن (AuxRE) نیاکس

ژن و یک  ۲۲. تا به امروز، شوندیمتصل م (نیبه اکس

از آرابیدوپسیس جداسازی شده است  ARFژن شبه

(Guilfoyle and Hagen, 2007). وجود نقش تنظیمی  با

ها دهد که بیان آنها تحقیقات متعددی نشان میاین ژن

 miR160 ها ازجملهmiRNAتحت تنظیم تعدادی از 

، ARF10سطوح  miR160است. مشخص شده است که 

ARF16  وARF17 کندمیتنظیم  در آرابیدوپسیس را 

(Wang et al., 2005.)  در مطالعه حاضر بیان نسبی

miR160  در رقم یاقوتی در شرایط تنش نسبت به شرایط
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داری کاهش معنی سفیدبیدانهکنترل افزایش و در رقم 

و شناسایی  miR160 شده در بیان مشاهده یافت. تغییر

های هدف این عنوان ژنبه ARF فاکتورهای رونویسی

 miRNAدهنده نقش مهم این احتمالاً نشان ،RNA یکروم

از طریق کنترل مسیر انتقال سیگنال  خشکیدر پاسخ به 

در ارقام  miRNA افزایش بیان اینهورمون اکسین است. 

مقاوم به خشکی نخود گاوی و گندم نیز گزارش شده 

 ,.Barrera-Figueroa et al., 2011; Bakhshi et al) است

2017 .)ARFبه  دهندهپاسخ هایژن ینترها از مهم

 یندهایآدر فر یهستند و نقش مهم رزندهیهای غتنش

 ARFهای پروتئین کنند.می فایا وهیدرختان م یکیولوژیزیف

مانند  یکیولوژیزیو ف یکیولوژیب یندهایآاز فر یدر انواع

 یهای جانببرگ، توسعه ریشه یریتوسعه و پ ،ییزانیجن

به  دهندهپاسخ هایژن انیب میتنظ قیاز طر وهیو رشد م

 ,.De Jong et al., 2009; Lim et al) دخالت دارند نیاکس

2010; Sagar et al., 2013; Wilmoth et al., 2005) در .

 ,.Wang et al) شده توسط وانگ و همکارانبررسی انجام

 یبود، در ط شتریهای جوان بدر برگ ARF16 انیب( 2005

وجود  های بالغ تقریباًو در برگ افتیرشد برگ کاهش 

توسعه های درحالدر برگ ARF16 انبیکاهش  .نداشت

در تحقیق . گیردصورت می miR160وضوح توسط به

 miR160هدف بالقوه برای  عنوانبهARF  ژنحاضر نیز 

در بافت برگ رقم  miR160 شناسایی شد. افزایش بیان

هش سطح متحمل به خشکی یاقوتی احتمالاً از طریق کا

های این های ژن هدف آن از رشد و توسعه برگرونوشت

به حفظ انرژی رقم در طی تنش جلوگیری کرده و منجر

گیاه در شرایط تنش خواهد شد. در مقابل کاهش بیان 

miR160  به افزایش بیان منجر سفیدبیدانهدر رقم حساس

ARF های یند رشد و توسعه برگ و اندامآو ادامه فر

از  miR160رسد نظر می. لذا بههد شدهوایی خوا

miRNAدهنده به خشکی در رقم یاقوتی های مهم پاسخ

 باشد.

در شرایط تنش در رقم یاقوتی نسبت  miR169بیان نسبی 

افزایش  سفیدبیدانهبه شرایط کنترل کاهش و در رقم 

های سویا با مقاومت به ژنوتیپ درطور مشابه به یافت.

کاهش  در ژنوتیپ مقاوم miR169f ،متفاوت نیز خشکی

 افزایش بیان نشان دادحساس  در ژنوتیپ و بیان

(Kulcheski et al., 2011.) بیان تحت تنش خشکی 

miR169 متحمل ژنوتیپ و هم در حساس  ژنوتیپ هم در

 یناکاهش بیان . نخود گاوی کاهش یافتبه خشکی 

miRNAبیان ژن هدف آن یعنی ، NF-YA (nuclear 

transcription factor Y subunit alpha)  و  کرده القاءرا

این فاکتور بیان  افزایشبه خشکی از طریق  تحمل

 فاکتورهایعنوان بهها NF-Yیابد. بهبود میرونویسی 

رونویسی  هایفاکتور ازجمله فراگیر در گیاهان،رونویسی 

از سه زیر واحد و  روندشمار میدهنده به تنش بهپاسخ

. در ندا( تشکیل شدهNF-YCو  NF-YB, NF-YAمجزا )

توسط تنش خشکی  NF-YA5 آرابیدوپسیس، رونوشت

افزایش توجهی به میزان قابل ABAدر مسیر وابسته به 

به  دهندهپاسخ های متعددبا ژن NF-YA5. بیان یابدمی

یا  (GT) تنش خشکی مانند گلوتاتیون ترانسفراز

(. Li et al., 2008باشد )میمرتبط  (POD) پروکسیداز

در گیاهان آرابیدوپسیس تراریخته  NF-YA5بیان بیش

باعث کاهش تلفات آب و مقاومت بالاتر به خشکی 

 (.Li et al., 2008شود )نسبت به گیاهان نوع وحشی می

ها و مقاومت به کنترل دهانه روزنهدر  NF-YA5نقش 

 Jones-Rhoades and) گیاهان اثبات شده است یخشک

Bartel, 2004; Li et al., 2008تخریب یا توقف ترجمه .) 

 miR169 اعضاء خانواده توسط NF-YA5 هایرونوشت

شده در گیرد. کاهش بیان مشاهدهمیمورد هدف قرار 

miR169  در رقم یاقوتی در تحقیق حاضر، از طریق

هم از طریق بسته  (NF-YA)افزایش بیان ژن هدف آن 

کند ها به کاهش تلفات آب این رقم کمک میشدن روزنه

های مفید سازی و بیان سایر ژنو هم از طریق فعال

دهنده به تنش خشکی به تحمل شرایط تنش کمک پاسخ

حساسیت  ،سفیدبیدانهکند. عکس این شرایط در رقم می

 زند.بیشتر آن به خشکی را رقم می
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در این تحقیق،  مورد بررسیهای miRNA آنالیز پروموتر

دهنده به خشکی را در حضور عناصر تنظیمی مهم پاسخ

های هدف چنین شناسایی ژنها تائید کرد. هماین ژن

در سیگنالینگ  miRNA ها نشان داد که هر سهبالقوه آن

، اکسین یا جیبرلین دخیل بوده و از ABAهای هورمون

طریق تنظیم بیان فاکتورهای رونویسی هدف خود در 

 یانبپاسخ به تنش خشکی مؤثر هستند. تغییر 

miRNAمتأثر از نوع  مورد بررسیای هmiRNA  و نوع

ها ناشی رقم، متفاوت بود که این امر از تنوع عملکردی آن

)رقم( نشان داد شود. پروفایل بیان وابسته به ژنوتیپ می

های ا به تنش خشکی در میان ژنوتیپهmiRNAپاسخ که 

خیلی نزدیک با حساسیت متفاوت به تنش نیز متفاوت 

 رسد که تغییر بیان هر سهنظر میطورکلی بهاست. به

miRNA کاهش بیشتر رشد  شده درنهایت بهارزیابی

های هوایی در رقم یاقوتی و تحمل بهتر شرایط تنشی اندام

 کند.این رقم کمک می در
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Abstract 
MicroRNAs (miRNAs), as a group of non-coding small RNAs, play key roles in regulating the 

growth, development and response of plants to various stresses. In this study, the expression patterns 

of three drought responsive miRNAs (miR159c, miR160a,b and miR169v) were compared in both 

drought tolerant (Yaghuti) and drought sensitive (Bidanesefid) grapevine cultivars using qRT-PCR 

under drought stress conditions. For identification the potential regulatory elements in the promoter 

regions of investigated miRNAs, the upstream sequences of their pre-miRNAs were analyzed using 

PlantCARE database. Drought related motifs such as ABREs and ABSs were identified in the 

regulatory regions of investigated miRNAs. Three transcription factors related to Auxin and ABA 

signaling were identified as the most important target genes for investigated miRNAs. The expression 

patterns of studied miRNAs were different affected from miRNA kind and grapevine cultivar. So, the 

expression of miR159 remained unchanged in Bidanesefid and increased in Yaghuti cultivar under 

drought stress condition, but the expression of miR160 and miR169 changed reversely in both 

cultivars. Cultivar dependent expression showed that miRNA responses to drought stress are also 

different among very relative genotypes with different drought susceptibility. Generally, considering 

the role of the potential target genes of investigated miRNAs, it seems that the change in the 

expression of evaluated miRNAs ultimately leads to the better tolerate of drought stress in Yaghuti 

cultivar. 
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