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 ساله هرو  که حساس به سرما بوده حبوبات است مهمترین از کيی (Cicer arietinum) نخود

 کوچک هایRNAها، RNA. ریزشودمي آن توجه قابل ت عملکرداف به منجر دما ناگهاني کاهش

 از پس هدف هایmRNA تخریب با را ژن بيان که هستند ایشدهمحافظت بسيار غيررمزکننده

ها در پاسخ به سرما در گياهان مختلف به کنند و نقش آنمي آنها تنظيم ترجمه سرکوب یا رونویسي

، پس از های پاسخ دهنده به سرماRNAه منظور شناسایي ریزاثبات رسيده است. در این مطالعه، ب

، (ILC533)یک رقم متحمل )سارال( و یک لاین حساس به تنش سرما در یابي ترانسکریپتوم توالي

مورد تجزیه و  c-miiافزار های پاسخ دهنده به تنش سرما در نخود با استفاده ازنرمتوالي ژن

افزار های مهم با استفاده از نرمRNAریزدف تعدادی از های هتحليل قرار گرفت. سپس، ژن

psRNA Target  .ریز 30 که داد نشان نتایجتعيين شدندRNA ریز 20 در ژنوتيپ متحمل وRNA 

ها در دو ژنوتيپ مورد RNAریزبا مقایسه پاسخ در ژنوتيپ حساس نخود به تنش سرما پاسخ دادند. 

نامزد  هایRNAبه عنوان ریز miR394  و miR159 ،miR319  ،miR393هایRNAریز بررسي،

تر قرار گرفت. اميد است نتایج و نقش آنها مورد بررسي دقيقدخيل در تحمل سرما در نخود تعيين 

 به دست آمده در راستای ایجاد ارقام نخود متحمل به سرما مفيد واقع شود.

 

 های کلیدیواژه
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Abstract 

Chickpea (Cicer arietinum) is one of the most important legumes, classified as a cold-sensitive species, 

and each year, the sudden drop in temperature leads to a significant loss of chickpea yield. miRNAs are 

highly conserved small noncoding RNAs that regulate expression of their target genes by degradation of 

their mRNAs or suppressing their translation, and their roles have been proved in cold stress response in 

various plants. In the current study, in order to identify cold stress responsive miRNAs in chickpeas, 

following transcriptome sequencing of a cold stress tolerant cultivar (Saral) and a cold stress sensitive line 

(ILC533) in response to cold stress, the sequences of the cold responsive genes were analyzed by c-mii 

software to identify possible miRNAs. Then, the target genes of a number of important miRNAs were 

identified using psRNA target software. The results showed that 30 and 20 miRNAs responded to cold 

stress in the tolerant and sensitive genotypes, respectively. Through comparative analysis of cold 

responsive miRNAs in the contrasting genotypes, miR319, miR393, miR394 and miR159 were 

demonstrated as candidate miRNAs involved in cold tolerance and their roles was further inspected. It is 

hoped that the obtained results will be useful for development of cold tolerant chickpea cultivars. 

Keywords: Cicer arietinum, Small noncoding RNAs, Cold responsive, Target genes  

 

  مقدمه

از نظر سطح زیر کشت با تخصیص  (Cicer arietinum)نخود 

درصد از سطح زیر کشت حبوبات در رتبه دوم و از نظر  3/15

درصد از تولید کل حبوبات در جهان رتبه  42/15تولید با تخصیص 

میلیون  8/17کشور جهان با سطحی معادل  56سوم را دارد و در 

 (.FAO. 2019)شود کشت میمیلیون تن  1/17هکتار و تولید 

 (2n = 2x = 16دیپلوئید ) و افشانگردهخود ساله،گیاهی یکنخود، 

 منبع نخود (. دانهJain et al. 2013است ) Mbps 740 ژنوم اندازه با

 چربی و نشاسته کربوهیدرات، ضروری، آمینههایاسید پروتئین،

منجر به  تروژننی تثبیت با علاوه، نخودبه (.Gil et al. 1996) است

-سیستم در گرفتن قرار برای کهشود افزایش حاصلخیزی خاک می

دو  (. 2018et al. Yousefiاست ) مناسب بسیار کشت مختلف های

تعریف شده است، تیپ کابلی و تیپ  تیپ اصلی برای نخود زراعی

دسی، که بر اساس اندازه و رنگ دانه، رنگ گل و رنگدانه گیاه قابل 

تر با پوشش نرم و نوع کابلی دارای بذور درشتتشخیص هستند؛ 

 ضخیم پوسته تر، بابه رنگ بژ بوده و نوع دسی دارای بذور کوچک

 سیاه تا ایهقهو سبز، زرد، هایرنگ از متنوع رنگی طیف با و تیره

های غیرزیستی مختلف شامل . تنش(Ibrihci et al. 2003)دارد 

 Garg etد تاثیر گذارند )خشکی، سرما و گرما بر روی عملکرد نخو

al. 2015های غیرزیستی است ترین تنش(. تنش سرما یکی از مهم

 سراسر در زراعی که باعث کاهش تولید و گستردگی کشت گیاهان

 در محدودکننده و اصلی عامل(. Ding et al. 2019شود )می جهان

 بنابراین ایجاد رقم نخود است، پایین دمای تنش پائیزه نخود تولید

 ایران سرد هوایی و آب کشت پاییزه در مناطق برای سرما به متحمل

سرما تقسیم  به حساس گونه یک عنوان به نخود. است ضروری

 دما ناگهانی کاهش ساله هر و ( 2018et al. Yousefi) شودمی بندی

آسیب  به منجر سرمای بهاره و زمستان در انجماد دمای پاییز، در

تحت تنش  .(Kiran et al. 2019ود )شمی شدید تولید این گیاه

ها در گیاهان های فیزیولوژیکی، بیوشیمیایی و بیان ژنسرما، فرآیند

گیاهان دارای  .(Xiong et al. 2002شوند )دچار تغییر می

سازوکارهای ظریفی برای سازگاری با تنش سرما از طریق درک 

یگنال و های مختلف انتقال سسیگنال تنش، انتقال آن از طریق مسیر

 .Xin et al)باشند های متابولیکی خود میدر نهایت تنظیم فرآیند

ها و ها، عوامل تنظیمی، شبکهبنابراین شناسایی ژن .(2007

تواند راهگشایی مسیرهای ژنی دخیل در پاسخ به تنش سرما می

های متحمل به سرما از طریق مهندسی ژنتیک و برای ایجاد ژنوتیپ

( sRNAsهای کوچک )RNAولی باشد. های اصلاح مولکروش

 حیوانات و گیاهان رونویسی در از مهم پس هایکننده تنظیم

: دارد وجود زاد در گیاهاندرون کوچکRNA مهم گروه هستند. دو
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RNAگرمداخله کوچک های (siRNAها )وریزRNAها (miRNA-

 19-24ای های کوچک تک رشتهRNA ،هاRNA. ریز(ها

حلقه  –فرد ساقه  به منحصر که دارای ساختارد نوکلوتیدی هستن

 غیر کوچک هایRNA ،هاRNAریز .(Sing et al. 2020هستند )

 در تخریب با را ژن بیان که هستند ایمحافظت شده بسیار رمزکننده

 هدف هایmRNA ترجمه سرکوب یا رونویسی از پس سطوح

است  هشد گزارش (. همچنینBartel et al. 2004کنند )می تنظیم

 DNAمانند متیلاسیون  ژنتیکیاپی تغییرات ایجاد با هاRNAریز که

 ها،siRNA با مقایسه کند. درمی تنظیم را ژن بیان ها،هیستون و

 از مرحله ای هر در تقریباً و دارند تریوسیع عملکرد هاRNAریز

 دهیسیگنال گیاهی، هایاندام مورفوژنز مانند گیاه نمو و رشد

 گرما، شوری، سرما، مانند محیطی هایتنش به پاسخ و هاهورمون

(. Teotia et al. 2017دارند ) نقش اکسیداتیو تنش و خشکی

 هدف هایژن تنظیم پایین با دمای تنش به در پاسخ هاRNAریز

 هایژن ها،RNAای از ریزدسته. دهندمی به تنش سرما پاسخ خود

 هایمحرک و هاتنش هب که به طور مستقیم کنندمی تنظیم خاصی را

 را هایی، ژنهاRNAریز گروه دیگری از .دهندمی پاسخ خارجی

 رونویسی تنظیم غیرمستقیم و از طریق طور به که کنندمی تنظیم

 هایRNAریز نقش دارند و سرما تنش به پاسخ ها، دردیگر ژن

 آنها هدف هایژن و دهندمی پاسخ متعددی هایتنش به سوم دسته

مطالعات  .(liu et al. 2017هستند ) اکسیدوروکتازها یا اهیدرولازه

ها RNAریزدهد که های گیاهی نشان میRNAپیشین در مورد ریز

در گیاهان دارند،  ای برای افزایش تحمل تنشنقش امیدوارکننده

دهند و بیشتر آنها  قرار هدف را ژن توانند چندینمی آنها زیرا

 ژنتیک مهندسی مناسبی برای ینامزدهایسی هستند که رونو عوامل

 هاRNAریز این، بر علاوه. (Sohrabi et al. 2020) هستند گیاهان

 کینازها، ، پروتئینهارسانپیام مرتبط با تنش مانند هایواسطه سایر

انواع  از بین برنده هایها وآنزیمفیتوهورمون دهیاجزای سیگنال

 .Cheshmehnoor et al) کنندرا نیز تنظیم می (ROS) فعال اکسیژن

 توان با توالی تعیین هایآوریدر فن اخیر هایپیشرفت . با(2021

 از بسیاری در دمایی هایتنش به پاسخ در درگیر هایRNAبالا، ریز

از  استفاده .(Liu et al. 2017اند )شده شناسایی گیاهی هایگونه

 کشف به تواندمی (RNA-sequencing) یابی ترانسکریپتومتوالی

. شود منجر نخود در سرما تنش پاسخ به اصلی هایکنندهتنظیم

زمینه کارهای درک فرآیندهای پاسخ گیاه به تنش به عنوان پیش

ها RNAریزبنابراین با توجه به اهمیت  ،اصلاحی معرفی شده است

در مواجهه با تنش سرما در نخود و عدم انتشار گزارشی در این 

یابی ترانسکریپتوم به استفاده از توالیزمینه تاکنون، این تحقیق با 

های ها موثر در رشد و نمو و تنظیم فرآیندRNAریزمنظور شناسایی 

 حیاتی در نخود در شرایط تنش سرما انجام شد.

 

  هاروش و مواد

ی دو ژنوتیپ نخود کابل یشآزما ینا در :کشت گیاه و اعمال تنش

به  لاین حساس و متحمل به سرمای سارالرقم شامل 

. بذر شد تهیه دیم کشور یقاتموسسه تحق از  ILC533سرمای

 1پس از ضدعفونی با هیپوکلریت سدیم  نظر موردهای ژنوتیپ

 3دیش بر روی کاغذ صافی رشد داده شد و پس از درصد در پتری

های ینیسروز، بذوری که به طور یکنواخت جوانه زده بودند به 

 22تاقک رشد در دمای های کشت در اسینی کشت منتقل شد.

ب/ روز( نگهداری شده و در ش) 8/16گراد و فتوپریود یسانتدرجه 

رحله ن به مشد. پس از رسیدن گیاها هاآنمواقع نیاز اقدام به آبیاری 

به منظور اعمال تنش سرما  هانمونهی از ادسته برگی، 5-6 یرشد

ی استهدگراد منتقل شد و یسانتدرجه  4به اتاقک رشد با دمای 

رشد با دمای  اتاقکشدند، در یمکنترل محسوب  عنوانبهدیگر که 

ام به ساعت پس از اعمال تنش سرما، اقد 12درجه باقی ماندند.  22

د. تهیه نمونه برگی از گیاهان تحت تنش سرما و گیاهان شاهد ش

یا  تعداد تکرار مربوط به هر ژنوتیپ در هر شرایط رشدی )نرمال

افته توسعه ی کاملا تکرار بود و هر تکرار، برگهای 2تنش سرما(، 

ه به های برگی تهیه شده بلافاصلنمونه. شدگیاه را شامل می 10

 -80ازت مایع منتقل شد و پس از آن تا زمان استخراج در فریزر 

 نگهداری شدند. 

 RNAجهت استخراج : یابی ترانسکریپتومو توالی RNAاستخراج 

طبق   Plant Mini Kit (Qiagen)RNeasyاز کیت استخراج 

استخراج  RNAهای دستورالعمل شرکت سازنده استفاده شد. نمونه

شده پس از بررسی کمی و کیفی با استفاده از نانودراپ و 

یابی به شرکت الکتروفورز بر روی ژل آگارز، به منظور توالی

Novogene Bioinformatics Institute (Beijing, China)  ارسال
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 RNA (RNA Integrityهای درجه یکپارچگی نمونه شدند.

Number, RIN با استفاده از دستگاه )Bioanalyzer  تعیین شد و

برای ساخت کتابخانه  7/5با عدد یکپارچگی بالای  RNA هاینمونه

cDNA  .یابی با استفاده از پلتفرم توالیمورد استفاده قرار گرفتند

Illumina Hiseq 2500  جفت بازی و به  150به صورت قطعات

توالی از حاصل هایداده کیفیت صورت دو طرفه انجام شد. کنترل

 افزار نرم از استفاده با بودند، fastq فرمت دارای که RNA یابی

FastQC های با یابی خوانششد. پس از آن به منظور نقشه انجام

کیفیت بالا بر روی ژنوم مرجع نخود 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/2992) افزار از نرمTophat ،

افزار ( مربوط به هر نمونه از نرمassemblyبندی )برای ایجاد سرهم

Cufflinksبندی نهایی از نرم افزار ، ایجاد سرهمCuffmerge  و در

های افتراقی در پاسخ به تنش سرما در نهایت به منظور شناسایی ژن

 اده شد.استف Cuffdiffافزار هر ژنوتیپ از نرم

های توالی ژن: سرما تنش به دهندهپاسخ هایRNAریز شناسایی

( با استفاده Differentially Expressed Genesدارای بیان افتراقی )

از ژنوم مرجع استخراج و به منظور شناسایی  bedtoolsافزار از نرم

های افتراقی، فایل ی احتمالی موجود در میان ژنهاRNAریز

FASTA  افزاربه عنوان ورودی به نرممربوطه (Numnark et al. 

2012) C-mii  داده شد. فایلFASTA دارای بیان هایمربوط به ژن 

 C-miiافزار افتراقی هر ژنوتیپ به طور جداگانه با استفاده از نرم

های احتمالی در بین آنها RNAریزمورد بررسی قرار گرفتند تا 

 از استفاده با C-mii توسط هاRNAریز بینی پیش شناسایی گردد.

-eبا آستانه BlastN استفاده از با  همولوژی جستجوی رویکرد

value = 10  و حداکثر تعدادmismatch  برابر در 4برابر با 

 miRBase موجود در پایگاه داده شده شناخته هایRNAریز

(http://www.mirbase.org) های شد. به منظور حذف توالی انجام

-در مقابل پایگاه e 1value ≤ -e– 5با  BlastXها، تئینرمزکننده پرو

های RNAو به منظور حذف دیگر  TrEMBLو   UniProtKBهای 

در مقابل پایگاه  e 1value ≤ -e– 8با آستانه  BlastNغیر رمزکننده، 

با   C-miiموجود درUNAFold انجام شد. سپس،  Rfamداده 

های اولیه RNAریزی در فرض برای ایجاد تاخوردگپارامترهای پیش

( و Numnark, et al. 2012ساز مورد استفاده قرار گرفت )و پیش

فرض هایی که موفق به تاخوردگی با شرایط پیشدر نهایت، توالی

( MFEIشدند و دارای شاخص حداقل انرژی آزاد تاخوردگی )

کیلوکالری برمول برای ساختار ثانویه  6/0مساوی یا کوچکتر از 

نامزد انتخاب  RNAریزساز بودند به عنوان ی پیشهاRNAریز

 شدند.

ار افزبرای این منظور از نرم: هاRNAریز هدف هایژن بینیپیش

 psRNA Target (http://plantgrn.noble.org/psRNATarget)آنلاین 

علیه  های شناسایی شدهRNAریزاستفاده شد. در این فرآیند، توالی 

ر ربوط به گیاه نخود مورد تحلیل قراهای ثبت شده مmRNAتمام 

-فرض این وب سایت برای شناسایی ژنگرفت. پارامترهای پیش

 هاRNAبه منظور مقایسه نحوه بیان ریز های هدف استفاده شد.

 تحت تنش سرما در دو ژنوتیپ متحمل و حساس تحت بررسی از

 Venn diagramافزار  نرم

((http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn شد استفاده . 

 بههدف:  هایژن عملکردتشخیص  برای KEGG بندیطبقه

 هدف هایمرتبط با ژن زیستی هایمسیر از بهتر درک منظور

 KASS سرور از سرما فعال هستند، تنش که تحتها RNAریز

(HYPERLINK "https://www.genome.jp/kegg/kaas برای )

وشی که ر KEGG داده پایگاهها علیه توالی (BLAST) بلاست

 زیستی یهامسیر روی بر تاکید ها باژن عملکرد بندیطبقه مبتنی بر

 و ها،RNAریز بر هم کنش شبکه در نهایت، .شد استفادهاست، 

 شد. بررسی Cytoscape_3.7.2 از استفاده با آنها هدف هایژن

 

    نتایج

م نخود مورد سرما در ارقا تنش به دهندهپاسخ هایRNAریز

 مطالعه

بالغ افتراقی برای رقم سارال و  RNAریز 30در این مطالعه، تعداد 

شناسایی شد.  ILC533ی بالغ افتراقی برای لاین RNAریز 20تعداد 

نمایش داده شده  1ها در شکل RNAریزساختار ثانویه تعدادی از 

افتراقی در دو  هایRNAدیاگرام مربوط به ریزرسم ون است.

به طور منحصر به فرد  RNAریز 8( نشان داد که 2یپ )شکلژنوت

 به طور منحصر به فرد در لاین  RNAریزیک  در رقم سارال و

ILC533 14 تحت تنش نسبت به شاهد افزایش بیان داشتند و 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

58
85

07
3.

14
01

.1
1.

1.
3.

0 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 g

eb
sj

.ir
 o

n 
20

25
-1

0-
30

 ]
 

                             4 / 12

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.25885073.1401.11.1.3.0
http://gebsj.ir/article-1-413-fa.html


 و همکاران یاکبر  ....سرما تحمل در دخیل نامزد هایRNAریز شناسایی

 

 46 1401 ستانبهار و تاب  /1شماره  /مهدیازدوره  /و ایمنی زیستیژنتيک مهندسی 

 

به طور  RNAریز 11 به طور انحصاری در رقم سارال و RNAریز

ت به شاهد در نمونه تحت تنش نسب ILC533در لاین انحصاری 

در هر دو ژنوتیپ بیان  RNAریز 5کاهش بیان داشتند. همچنین، 

در هر دو ژنوتیپ بیان افزایشی داشتند  RNAریز 3کاهشی و 

دهنده به تنش شده پاسخ شناسایی هایRNAریز میان در (.2)شکل 

 miR319 ،miR159 هایی از قبیلRNAریزاین مطالعه،  سرما در

،miR162 ،miR166 ،miR165 ،miR168 ،miR170 ،miR172 

،miR393 ، miR394 و miR2111   وجود دارند که بر اساس

 Song )محیطی نقش دارند  هایتنش مطالعات پیشین در پاسخ به

et al. 2017; Xuefeng, et al. 2008 ریز(. در میان اینRNA های

به صورت  RNAریز 3ها، شناخته شده دخیل در پاسخ به تنش

( و یک miR393و  miR319, miR159) م سارالانحصاری در رق

کاهش  ILC533( نیز به طور انحصاری در رقم miR394) RNAریز

پیشین در بر اساس مطالعات  که ی اخیرRNAریز 4بیان داشت. 

های هدف مورد ، برای شناسایی ژنها نقش دارندپاسخ به تنش

 استفاده قرار گرفتند.

های هدف شناسایی ژن: رسیهای مورد برRNAریزهای هدف ژن

ها برای درک عملکرد آنها بسیار ضروری است. نتایج RNAریز

ها با استفاده از پایگاه RNAریزهای هدف حاصل از شناسایی ژن

های ژن بیشتر آمده است. 1در جدول  psRNATargetاطلاعاتی 

بینی شده از گروه عوامل رونویسی هستند که در سایر هدف پیش

به عنوان اهداف  گیاهی از جمله آرابیدوپسیس و برنجهای گونه

اند. بر اساس ها شناسایی شدهRNAریزحفاظت شده این گروه از 

 miR159 بینی شده برایهدف پیش هایترین ژناین نتایج، شاخص

هستند که مرتبط با  EREBPو MYB،TCP4عوامل رونویسی 

شده برای  بینیهای هدف پیشباشند. ژنسلولی میدهی سیگنال

miR319 ، PP2c و عوامل رونویسیGMYB  وTCP4  هستند که

-های هدف پیشباز هم مرتبط با انتقال سیگنال هستند. همچنین ژن

 AUXINو AP2، عامل رونویسی miR393بینی شده برای 

SIGNALING F-BOX 2-like protein های هدف هستند. ژن

-glycine و MYB98عامل رونویسی  miR394بینی شده برای پیش

rich cell wall structural protein  شبکه (.1هستند )جدول 

نمایش داده  3آنها در شکل  هدف هایو ژن هاRNAریز کنشبرهم

 شده است.
 

 
 .c-miiافزار با استفاده از نرم ی بالغRNAریز چهار بینی شده برای.پیشساختار ثانویه -1شکل 

Figure 1. Predicted secondary structure for 4 mature miRNAs using c-mii software. 

miR393 miR339 miR159 miR394 
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 . نخود( ILC533های متحمل ) سارال( و حساس )دهنده به تنش سرما در ژنوتیپهای پاسخRNAریزمقایسه  -2شکل 

:up.ILC ریزRNAلاین  دار درهای با افزایش بیان معنی ILC533تنش سرما در،  dn.ILC :ریزRNAدار در لاین های با کاهش بیان معنیILC533 تنش سرما در،  

up.Saریز :RNAتنش سرما در سارال رقم در داربیان معنی افزایشبا  های ،dn.Sa :ریزRNAتنش سرما در دار در رقم سارالهای با کاهش بیان معنی. 

Figure 2. Comparison of cold stress-responsive miRNAs in tolerant (Saral) and susceptible (ILC533) genotypes of chickpea.  

up.ILC: miRNAs with significant up-regulation in ILC533 line under cold stress, dn.ILC: miRNAs with significant down-regulation in 

ILC533 under cold stress, up.Sa: miRNAs with significant up-regulation in Saral cultivar under cold stress, dn.Sa: miRNAs with down-

regulation expression in Saral cultivar under cold stress. 

 

 
 

 

 آنها توسط رمزشده پروتئین و های منتخبRNAریزهای هدف شماره دسترسی ژن -1جدول 

Table 1. Accession numbers of the selected miRNAs' target genes and their encoded proteins 
miRNA Target gene accession number  

 شماره دسترسی ژن هدف 
Encoded protein by the target gene  

 کد شده توسط ژن هدفپروتئین 

 
miR159 

XM_004488994.3 transcription factor TCP4 
XM_027336301.1 transcription factor EREBP-like protein 
XM_004500116.3 transcription factor MYB80 

   

 
miR319 

XM_012718183.2 transcription factor GAMYB-like 
NM_001309716.1 F-box protein PP2 
XM_004485950.3 transcription factor TCP2 

   

 
miR393 

XM_004508995.3 AP2-like ethylene-responsive transcription factor 
XM_004504907.3 protein AUXIN SIGNALING F-BOX 2-like 
XM_004504937.3 glycine-rich cell wall structural protein 2-like 

 
miR394 

  
XM_004491693.2 transcription factor MYB98 
XM_004508089.3 glycine-rich cell wall structural protein 
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 .psRNA Target های هدف شناسایی شده باژن و هاRNAشبکه برهمکنش بین ریز -3شکل 

Figure 3. Interactions network between miRNAs and their target genes identified by psRNA Target 

 

 هاRNAریزهای هدف ژن KEGG هایمسیر

 اطلاعاتپردازش  یسم،شامل متابول KEGG یگروه اصل 5

و زنده  موجود هایسیستم ژنتیکی، اطلاعات پردازش یطی،حم

دف هی هاژنکه  نشان داد یجنتا(. 4بود )شکل  یسلول هاییندآفر

دهی سیگنالمسیرهایی مثل در هر دو رقم در  هاRNAریز

 RNAو تجزیه  متابولیسم نشاسته و ساکارز، های گیاهیهورمون

از جمله  رهاییمسی رقم سارالدر کنند، اما ایفای نقش می

 یرمس ILC533لاین  و درو تریپتوفان  متابولیسم گلیسروفسفولپید

یز نمتابولیسم فنیل پروپانوئید  یاهان ودر گ MAPK دهییگنالس

 (.4شدند )شکل دار یمعن

 

  بحث

RNAکننده رمزغیر های(miRNAو ها siRNAها )کشف زمان از 

 مهم هایکننده تنظیم عنوانبه Caenorhabditis elegans  در آنها

 شده ثابت خوبی به گذشته، هایسال طی. اندمعرفی شده ژن بیان

 هایmRNA ترجمه سرکوب یا تخریب با هاRNAریز که است

 سطح در مختلف زیستی فرآیندهای تنظیم در مهمی نقش هدف،

 یابیتوالی توانایی موفق،سازی همسانه دارند. رونویسی از پس

RNAریز بینیپیش ابزارهای عهتوس و کوچک هایRNAمنجر ها 

 حیوانات و گیاهان در هاRNAریز نقش رمزگشایی و کشف به

 هایکننده تنظیم عنوان به هاRNAریز(. Prakash et al. 2015) شد

گذارند می اهداف تأثیر روی بر به طور مستقیم تنها نه بالادستی

های هدف به صورت غیرمستقیم از طریق تاثیر بر سایر ژن بلکه

 .(Lee et al. 1993) دگذارمی تأثیر نیز

 به طور اختصاصی تحت تنش miR319b-a بیان حاضر، مطالعه در

و  TCP4 های هدف آن یعنیسارال کاهش و بیان ژن رقم در سرما

MYB ند.به طور اختصاصی افزایش یافت miR319 از یکی 

 گزارش. است گیاهان در شده حفاظت هایRNAریز مهمترین

خانواده عوامل  ، اعضایmiR319 هدف هایژن که است دهش

 وچن  .(Wu et al. 2017) هستند TCP و GAMYB رونویسی
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 تحت pto-miR319a – c ( گزارش کردند که بیان2012همکاران )

 هدف هایژنیکی از سرما در صنوبر کاهش یافته است.  تنش

miR319 سرما، عامل رونویسی به دهنده پاسخ MYB به که  است

های مختلف نقش دارد. کاهش ای در پاسخ به تنشطور گسترده

سرما در  تنش تحت MYB تجمع به منجر pto-miR319a – c بیان

مطالعه دیگری نشان  همچنین (.Chen et al. 2012)شد صنوبر 

برنج سبب افزایش  MYB4 رونویسی عامل داده است که بیش بیان

 .Vannini et al) تبه انجماد در آرابیدوپسیس شده اس تحمل

 هایژنیکی از ی دیگری گزارش شده است که در مطالعه .(2004

 به است که متعلق TCP4در آرابیدوپسیس  miR319aهدف 

همچنین نشان  .است TCPعوامل رونویسی  II کلاس زیرخانواده

تنظیم  Pm-miR319a داده شده است که در درخت آلوی چینی،

بر اساس . (Wang et al. 2018)است  Pm-TCP4 بیان کننده منفی

 بیش بیان (،2019و همکاران )چنگ مطالعه انجام شده توسط 

MeTCP4 آرابیدوپسیس افزایش در را به تنش سرما کاساوا تحمل 

 کاهش آسیب و پرولین تجمع باعث MeTCP4 بیش بیان زیرا. داد

 بیش بیان این، بر علاوه. شودمی سرما تنش تحت سلولی غشای

MeTCP4 سطح بیان افزایش عثبا GSTشود که در ایجاد می ها

 های غیر زیستی مختلف نقش دارند.تحمل به تنش

 
 ILC533 و Saral ژنوتیپ در دوهای شناسايی شده  RNAریز های هدفژن برای KEGG بندیطبقه -4شکل

Figure 4. KEGG classification for the target genes of the identified miRNAs in Saral and ILC533 genotypes. 

 

های پاسخ به تنش در miR159 نقش مبنی بر متعددی هایگزارش

 وجودABA و  هیپوکسی تنش خشکی و شوری،مانند محیطی 

 تواندمی miR159 (Wu et al. 2008; Zhou et al. 2008). دارد

 (Allen et al. 2010) کند تنظیم را MYB رونویسی عوامل بیان

 به منجر miR159 بیش بیان که است شده داده نشان همچنین

 افزایش آن دنبال به و MYB رونویسی عواملبیان  کاهش

همکاران  . لوپز و(Singh et al. 2020) شودمی گیاه حساسیت

توجهی  قابل طور به sly-miR159 بیان دادند که  نشان (2019)

 اننش یافته است. آنها در گیاه گوجه فرنگی کاهش خشکیتحت 

 به فرنگیگوجه پاسخ گیاه در sly-miR159 تنظیمی نقش که ندداد

 MYB رونویسی عامل دادن قرار از طریق هدفخشکی تنش 

 sly-miR159در واقع تحت تنش خشکی، بیان . شودانجام می

 یابد که باافزایش می SlMYB33کاهش و بیان ژن هدف آن یعنی 

که  پوترسین و ولینحفاظت کننده اسمزی مانند پر ترکیبات تجمع

 وگین  شوند، همراه است.سبب افزایش تحمل به تنش خشکی می

 MYB33 رونویسی عامل که کردند پیشنهاد( نیز 2012) همکاران

 و اسمزی فشار تعدیل کمک با را خشکی به تحمل است ممکن

 بیش بیان ژن زیرا دهد، افزایش (ROS)انواع اکسیژن فعال  مهار
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MYB33 در گندم Arabidopsis هایژن بیان AtP5CS و 

AtZAT12 پراکسیداز سنتز و پرولین سنتز که به ترتیب در را 

نیز  فرنگیدهد. در گیاه گوجهنقش دارند، افزایش می آسکوربات

 در پرولین سطح توجه قابل افزایش و SlP5CS افزایش بیان ژن

 با مقایسه در آبی کم شرایط در یافته رشد فرنگیگوجه گیاهان

-sly که دهدمی ها نشاناین یافته شد. مشاهده شاهد انگیاه

miR159 به فرنگیگوجه گیاهان تطبیقی پاسخ در است ممکن 

  SlMYB33رونویسی عامل ژن بیان القای طریق از خشکی تنش

 کاهش لذا .(López- et al. 2019; Qin et al. 2012) کند شرکت

mir159 تحمل  یشفزاا یقسارال از طر یدر رقم متحمل به سرما

تحمل به سرما  یشدر افزا تواندیاز سرما م یناش یبه تنش اسمز

 .باشدموثر  یزن

سارال در پاسخ به تنش سرما کاهش نشان  رقم در miR393بیان 

وتیپ به تنش سرما در تواند با تحمل بیشتر این ژنداد که می

های چندگانه در رشد، نمو و پاسخ به تنش miR393 .ارتباط باشد

 بیش بیانگیاهانی مانند آرابیدوپسیس و برنج نقش دارد. در 

miR393 و اکسین به حساسیت کاهش به در گیاه برنج منجر 

 کاهش بیان دلیل به های خشکی و شوریتنش به تحمل کاهش

mRNAآن هدف هایOsTIR1  و  OsAFB2 شد (Xia et al. 

یوآن و همکاران نیز نشان دادند که خاموش کردن  .(2012

miR393  در گیاه جو سبب افزایش مقاومت به تنش خشکی و

 .شودبیش بیان آن سبب افزایش حساسیت به تنش خشکی می

 پراکسید و آلدئیددیتجمع مالونبا  miR393همچنین بیش بیان 

با  miR393و خاموش کردن  هیدروژن نسبت به گونه وحشی

 ده استهمراه بو هیدروژن پراکسید و آلدئیددیمالونکاهش میزان 

(Yuan et al. 2019.)  

، برای  ILC533در پژوهش حاضر لاین حساس به سرمای

miR394 کاهش بیان نشان داد. miR394 ریز از یکیRNAهای 

-تک گیاهی هایگونه از بسیاری در که است شده محافظت بسیار

 است که شده گزارش. (Tian et al. 2018) دارد وجود لپهدو و لپه

miR394 آن هدف ژن و LEAF CURLING 

RESPONSIVENESS (LCR) برگ مورفولوژیکی نمو تنظیم در 

 .دارند نقش آرابیدوپسیس در مریستمی هایویژگی سلول و

 و miR394a بیان بیش که دادند نشان (2016) و همکاران سونگ

 در آرابیدوپسیس به( lcr هایجهش) LCR عملکرد رفتن دست از

( گرادسانتی درجه 11 تا 4) نپایی تنش دمای به بیشتری تحمل

 CBF1 ، CBF2بیان که شد مذکور مشخص مطالعه در .شد منجر

 در lcr جهش و miR394a بیان بیش با گیاهان در CBF3 و

 تحمل دهدمی نشان که یابدمی افزایش وحشی نوع با مقایسه

 CBF بیان به آرابیدوپسیس احتمالاً در miR394 واسطه با سرما

 متعلق CBF1/2/3 هایپروتئین .(Song et al. 2016) دارد بستگی

 APETALA2 اتیلن به دهنده پاسخ رونویسی خانواده عوامل به

 را سرما تنشالقا شونده با  هایژن از بسیاری رونویسی که هستند

 Akhtar) شوندمی تنش به تحمل افزایش به منجر و کنندمی فعال

et al. 2012.) براین علاوه، miR394 به گیاهان واکنش متنظی در 

 به منجر miR394 بیان بیش. دارد نقش شوری و خشکی هایتنش

 که حالی در شود،و خشکی می شوری تنش به مقاومت افزایش

 نشان را تنش به حساس هایفنوتیپ LCR بیان بیش با گیاهان

لاین در  miR394کاهش بیان . (Song et al. 2013) دهندمی

تواند دلیلی بر میپژوهش حاضر در ،  ILC533حساس به سرمای

 .لاین به تنش سرما باشداین حساسیت 

مشاهده شد،  KEGGهمانطور که در نتایج تجزیه و تحلیل 

های گیاهی یکی از مسیرهایی بود که هورمون دهیسیگنال

 هافیتوهورمونداری را در بین دو رقم داشت. بیشترین معنی

 هایفرآیند تمام در تقریباً که هستند مهمی رسانپیام هایمولکول

 نقش گذشته مطالعات .هستند دخیل گیاه زندگی چرخه و زیستی

 هایمسیر تنظیم با غیرزیستی و زیستی تنش در را هاRNAریز

 تعدادی دادن قرار هدف همچنین و گیاهی هورمون دهیسیگنال

 داده نشان تنش با مرتبط هایژن و (TFs) رونویسی عوامل از

یک زآبس گیاهی، هایهورمون بین از (Singh et al. 2021) است

 جاسمونیک اسید و (SA) سالیسیلیک اسید اتیلن، ،(ABA) اسید

(JA )شوندمی گرفته نظر در تنش به پاسخ هایهورمون عنوان به. 

 هاسیتوکینین ،(GA)جیبرلین ،(AUX) اکسین جمله ازبرخی دیگر 

قرار  رشد محرک هایهورمون ( در گروهBR) هابراسینوستروئید و

در تیمار  miR159 سطح بیان .(Blázquez et al. 2020گیرند )می

-تغیر می مختلف هایگونه در ABA و BR، GA هایبا هورمون

در پژوهشی که توسط لی و همکاران  .(Gao et al. 2018) کند

 کنترل در miR159شد که  ( صورت گرفت، نشان داده2020)
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 و GA بیوسنتز miR159 .دارد نقش نیهورمو مسیر چهار حداقل

BR مهار راهورمون سیتوکنین  بیوسنتز و دهدافزایش می را 

 عوامل رونویسی دادن قرار هدف با miR159 فعالیت .کندمی

 (.Li et al. 2020شود )، انجام می MYB-LIKE یا MYB خانواده

miR319 سرکوب با برگ مورفوژنز مثبت کننده تنظیم عنوان به 

 SMALL ژن ارتولوگ دو و SHY2 (AtIAA3) بیان مستقیمغیر

AUXIN UP RNA39 (SAUR39) شودمی برنج شناخته. SHY2 و 

SAUR39 هورموناولیه سنتز  هایبازدارنده از دو هر AUX 

 تنظیم عنوانبه miR319 بنابراین ؛( هستندAUX سنتز )سرکوب

 .Curaba et alشود )شناخته می مثبت هورمون اکسین کننده

 و آرابیدوپسیس در miR319 بیان بیش این، بر علاوه (.2014

 تمایز بر GA بیوسنتز مستقیمغیر مهار فرنگی با گوجه هایبرگ

 .(Yanai et al. 2011) گذاردمی تأثیر برگ سلولی
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