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 یمیکد کننده تنظ ریغ یها  RNA یجهت شناسای RNAکل رونوشت  لیو تحل هیتجز

 (Triticum aestivum. Lدر گندم ) یو اهداف آنها در پاسخ به تنش خشک
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 چکیده
 نیگذارد. با ا یم ریاز جمله گندم تأث یمحصولات زراع یکه بر بهره ور ،است تنش غیر زیستی مهم واملعیکی از  یخشکسال

 میه تنظاست. شناخت شبک یسلول یرهایاز ژن ها و مس یاریاست که شامل بس دهیچیپ یژگیو کی یحال، تحمل به خشک

 میکدکننده با تنظ ریغ یها RNAبرخوردار است.  یدر اصلاح مولکول ییبالا تیاز اهم تنش خشکیگندم در پاسخ به  یمولکول

 دهیچیپ تنظیمی یهاسمیکمک به درک مکان یبرا .گذارند یم ریتأث یستیرزیغ یو مقاومت در برابر تنش ها اهیژن بر رشد گ انیب

انجام  یگندم مقاوم به خشک یارا در گونه RNA ی رونوشتتوالکل  لیو تحل هیندم، ما تجزدر گ یحاکم بر تحمل به خشک

به  1025ژن با بیان متفاوت،  20462با بیان متفاوت شناسایی گردید. از بین  miRNA 209و  mRNA 20462. در مجموع میداد

 psRNATargetشده توسط  ییهدف شناسا یژن هاعنوان ژن های با توانایی مقاومت به تنش خشکی شناسایی گردیدند. 

 و کندیدر گندم را روشن م یتحمل به خشک یمولکول یهاسمیما مکان جینتا. شدند یژن غن یشناس یهسته بندی در دست یهمگ

بهبود  یبرا تواندیمدستاورد ها  نیا .کندیم ییآنها را شناسا ژن های هدف و یدهنده به خشکپاسخ یها miRNA همچنین

گندم  یارزشمند در اصلاح مولکول یرا به عنوان منابع ژنوم یدیو اطلاعات مف رد،یمرتبط مورد استفاده قرار گ اهانیو گ گندم

 .کندارائه 

 های غیرکدکنندهRNA، گندم، RNAتنش خشکی، توالی یابی  واژه های کلیدی:

 zarinpanjeh@imp.ac.ir الکترونیکی: پست* نویسنده مسئول، 

 مقدمه

 (Gramineae)  ه که به خانواده گندمیانسال یک یالپهگلدار تکاز گیاهان  (Triticum aestivum) گندم نان یا گندم معمولی

گندم و سهم آن  یاقتصاد یتاهمتعلق دارد. جزء عمده ترین گونه ای هگزاپلوئیدی است که در سرتاسر دنیا کشت می گردد. 

( AABBهزار سال پیش از تلاقی بین یک گونه تتراپلوئید )10گندم نان تقریبا  یست.ن انکار انسان و دام قابل  ییغذا رژیم در

کردن  یاست که کشت و اهل یادیبن یاز گونه ها یکیگندم . [30]آمده است  د( به وجوDD) و یک گونه علف بزی دیپلوئید

آن  یو فرآور یا یهتغذ یفیتک،عملکرد بالا یلبه دل نان جوامع آباد داشته است. گندم  و یبا رونق کشاورز یآن ارتباط تنگاتنگ

لازمه  برآورد . یدخواهد رسنفر  یلیاردم 9جهان به  یتجمع 2050تا سال  .شده است یلاز محصولات پرکشت تبد یکیبه 

در  یاهانگ[. 22] نائل می گردد یکیژنت لاح اص از طریق قابل توجه عملکرد گندم است که  یشافراد افزا ینا ییغذا یازهاین
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. استرس زا هستند یانامطلوب  تکامل آنها رشد و  که اغلب برای کنند یم یهستند زندگ ییرکه دائماً در حال تغ ییها یطمح

 این شرایط محیطی نامطلوب شامل تنش های زیستی مانند عفونت پاتوژن ها و حمله گیاهخواران، و تنش های غیر زیستی

آرسنات و  ینیوم،مانند آلوم یفلزات سم یا وجود مقدار بیش از حد نمکو  ی، کمبود مواد مغذی، سرمادمایی خشکی،مانند 

 یایی گیاهانجغراف یعموثر بر توز یطیمح یاز عوامل اصل یو دما شوری ی،خشک ی. تنش هاخاک می باشد در موجود یومکادم

. با این وجود، توانایی گیاهان دنکن یم یدرا تهد ییغذا امنیت محدود و یشاورزرا در ک یاهانگ یبهره ور یعت هستند کهدر طب

و تحمل به  یاهیاجتناب از تنش گبرای سازگاری با شرایط محیطی مختلف به طور مستقیم و غیر مستقیم با دو راهبرد شامل، 

که تحمل  یبالغ است، در حال ینند دانه هافعال ما یرغ یزیولوژیکیفاز ف یک یاهی،اجتناب از تنش گ.  مرتبط است یاهیتنش گ

تنش ها به با  یسازگار .[15] شود یشناخته م یبه عنوان سازگار یفعال است که به طور کل یربرگشت پذ تطبیق یکبه تنش 

 یهارونوشت یباصلاح در ترک یا ییرکه منجر به تغ شودیژن انجام م یاندر سطح ب یقعم ییراتتغ یقاز طر طور اختصاصی

 یکشاورز یوربهره یبراها در برابر تنش گیاه بهبود مقاومت  ین،علاوه بر ا .[16]شود یمتابولوم م ینپروتئوم و همچن اهی،یگ

 یادیآب و کود ز ،تنش  یف در برابرمحصولات با مقاومت ضع یرااست، ز یاتیح زیستیطمح یداریپا یبرا ینو همچن

 دهند.یت فشار قرار مرا به شدت تح یطمح یجهو در نت کنندیمصرف م

است که عملکرد محصول را به شدت تحت  یمحصولات کشاورز یدعوامل محدود کننده تول یناز مهم تر یکی یخشکسال

مانع تنفس  تواندیم یاه،بازدارنده در روند رشد گ یاز عوامل اصل یکیبه عنوان  یخشک ین،علاوه بر ا. [14] دهد یقرار م یرتاث

قرار دهد. در پاسخ به تنش  یررا تحت تأث یاهگ یزیولوژیکیف یسمرشد و متابول یجهها شود و در نتروزنه فتوسنتز و حرکت یاه،گ

 ی،مقاوم به خشک یهاژن یانب ی،و ساختار یکیمورفولوژ ییراتخود مانند تغ یواکنش به خشک هاییسممکان یاهانگ ی،خشک

RNAاند که نشان داده یر. مطالعات اخکنندیم عالف ینش خشککاهش ت ی را جهتاسمز کنندهیمها و مواد تنظسنتز هورمون

شبکه  .هستند یاهاندر گ یمهم تحمل به خشک هایکنندهیلو کوچک تعد یطولان (Non-coding RNAs) یرکدکنندهغ یها

در  تیشرفپ .شود یموجود در سلول کنترل م یمیآنز یاجزا یرهدف آنها توسط سا یو ژن ها ی غیر کدکنندهها RNA ینب

را  یعلم یقاتتحق یوانفورماتیک،ب، RNA (High-throughput analysis)یابی  یبا توان بالا، مانند توال یلو تحل تجزیه

شوند، به عنوان  یترجمه نم یناما به پروتئ به وجود می آیند، DNA یسیکه از رونو ییها RNA[.34] کرده است یعتسر

RNA که ان داده شدهشوند، نش یم یفتعرغیر کد کننده  ییها RNA یسماز مکان یدر مجموعه مختلف ی غیر کدکننده ها 

 یامپ یها RNAجفت باز مکمل با  یقتطب یقعمدتاً از طرخود را  یمیتنظ اثراتو  ارندنقش د یکیژنت یاپو  یمیتنظ یها

تفاوت در پاسخ به  ی دقیقبررس یبرا یابزار مهم ی،توال یلو تحل یهکه تجز اعمال می کنند. به اثبات رسیده( mRNAرسان )

 .[9] است مقاومحساس و  یاهانگ ینب ،تنش

 RNAعناصر قابل انتقال ازتکامل یر، تکث. هم از نظر منشأ و هم از نظر عملکرد متنوع هستند ی غیر کدکنندهها 

(Transposable Elements) (TEsساختارها ،)یرتکث ، ژن شبه ینکدکننده پروتئ هایی، توال یتصادف سرسنجاق  ی 

 ncRNAمنشا  یبرا ییها یهنظر ،DNA یو تکرارها ین،مناطق هتروکرومات یادو رشته یهاRNA، دار RNA هاییروسو

 .[5]هستند  ها lncRNAها و  piRNAها،  siRNA،  ها miRNA مانندمختلف  یها

که طول آن ها  ،هستند یاساساما  درون زاد از کلاس یوکاریوت ها، کوچک یمولکول ها (miRNAs)  میکرو ار ان ای ها

تواند مراحل مختلف  یم و دارند یاهاندر گ یگزینیقابل جا یرغ یولوژیکیها نقش بMiRNA  است. نوکلئوتید 22-20عمدتاً 
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میکرو [. 2]دهند قرار  یرتحت تاثرا  یاهگدر  یرزیستیغ یا یستیز یتنش ها به پاسخ ینرشد و همچن یچیدهپ تنظیمات تکامل،

تولید می شوند.  III)پلیمراز سه) RNAو  II)یمرازدو)پل RNAتوسط ، (MIR ی)ژن ها miRNA یاز ژن ها ار ان ای ها

توسط  miRNA–miRNAدوبلکسسپس  است.  (DCL1) یسرشبه دایک  ینپروتئاین فرایند شامل پردازش و سنتز توسط 

 RNA توسطکننده القا شده کمپلکس خاموش و در سیتوپلاسم با می گرددمنتقل  یتوپلاسمبه س (HSTانتقال دهنده هستی )

(RNA-induced silencing complex) (RISC)  آرگونات یک ینپروتئ یحاوکه (Argonaute) (AGO1)  ،می باشد

های  RNA .[6]کند یو سرکوب ترجمه کنترل م mRNAبرش  از طریقژن را  یخاموش. این کمپلکس گرددمی ادغام 

-یوژنز به کلاس های، ترانسب ینبسته به نحوه عمل و همچن( siRNA)( short interfering RNA) کوچک مداخله گر

 (heterochromatic siRNAs) یکهتروکرومات یها siRNA (،tasiRNA) (trans-acting siRNAs) ها siRNAاکتین

(hc-siRNA و ،)siRNA یعیسنس طب یآنت یها (natural antisense siRNAs) (nat-siRNAsگروه بند )شوند. یم ی 

siRNA مشابه  یمیتنظ یسممکان یک،هتروکرومات یهاmiRNA خود عمل  سنتزمستقل از محل  یها یگاهها دارند و در جا

کارآمدی همولوگ خود به طور  یا هدفدر مناطق  یسس های هتروکروماتیک به صورت siRNAدر همان زمان،  کنند. یم

 نوع سیس یدشوند. تول یم یدسته بندبه نوع سیس و ترانس  یعیس طبسن یآنت یها siRNAحال،  ینبا ا .[38] کند یم عمل

 RNA یهاشامل رونوشت ترانساست. به طور همزمان،  مشابه مکان دریک RNAمخالف دو  یرشته هااز  یسیشامل رونو

جفت  200از  یشهستند که طول آنها ب ییرونوشت ها بلند،کد کننده  یرغ یها RNA .[12] می باشدچندگانه  هاییگاهاز جا

-cis) (cis-natural antisense) یعیطب سیس آنتی سنس های شامل، آنها به دسته شوند.نمی ترجمه  ینباز است به پروتئ

NATsیعیطبترانس آنتی سنس  ی(، رونوشت ها (trans-natural antisense transcripts) (trans-NATs )شبه ژن 

(pseudogenes)  ینب یا ینترونیک(، و به عنوان ارونویسی یریهمگرا )جهت گ یا(، واگرا، ها سنس )منشأ رشته یآنت یا سنس 

 هدف یمو تنظ شوند،یم یسیرونو( Vو  II ،III ،IVپلی مراز های)  RNAآنها توسط  شوند. یم ی(  طبقه بندجایگاه) یژن

 کننده هاییتو تقو RNA یرایشپ ید،تقل یسی،سرکوب رونو ین،کرومات یاز جمله بازساز یمتعدد یهاروش یقرا از طر خود

 .[1] کنندیکنترل م یسیرونو

ی غیر کد  ها RNA ینا. اندنشان داده تنش یطرا در شرا غیر کد کننده هاRNA متفاوت  یانمتعدد ب یقاتیتحق هاییافته یراًاخ

 .[11] کنند یم کنترل ،در پاسخ به استرس یممستقعملکرد  بامرتبط  یسلول یشبکه هااز طریق ژن را  یانب کننده

تنش به و تحمل  یاهانگ یبهبود بهره ور یبرا یدیبه اهداف جد ،عملکرد گسترده اهداف خود یلها به دل RNAمیکرو 

پاسخ به  های که درRNA. میکرو دارد یها به نقش آنها بستگ RNAمیکرو  یمرسد تنظ یبه نظر م شده اند. یلتبد یرزیستیغ

در  یمنف هایکنندهیمتنظمکن است بیان ژن های هدف خود را کاهش دهند، و احتمالا افزایش می یابند م زیستی یرغ تنش

 ی کهها RNAمیکرو  ین،علاوه بر ا دهنده به استرس(.پاسخ یژن یهاکننده)به عنوان مثال، سرکوب به تنش هستندتحمل 

ها  RNAمیکرو  یانببه طور کلی،  .[20]تنظیم کننده مثبت در تحمل به تنش باشد ممکن است کاهش می یابند،  تنشتحت 

در  یاهگ یکدر  RNAمیکرو  یکممکن است  ین،علاوه بر ا .یابد یم کاهش یا یشافزا خاص یرزیستیغ تنشدر پاسخ به 

 siRNA یرهای وابسته به مس ین،بنابرا .[17]پاسخ به تنش های غیرزیستی یکسان، هم افزایش و هم کاهش بیان داشته باشد 

یی آبسزیک ژن القادر شراط کم آبی،  .کندیم یفاا یرزیستیغ تنش در شرایط ترانسپوزون هانترل انتقال در ک ینقش مهم

مداخله گر می شود که نتیجه آن گیاه را به تحمل کم آبی مقاوم می  RNA یکسنتز منجر به  ی،مرتبط با کم آب( ABAاسید)
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در پاسخ به  یبه طور قابل توجهمداخله گر  RNAچهار  یانه بگندم نشان داد ک جوانهبلات در  نرترن یلو تحل یهتجزکند. 

 .[32] کرده است ییرتغ یکم آب یسرما، گرما، نمک و تنش ها

lncRNA از  یدهند. اول، برخ یمختلف انجام م یبه روش ها یرزیستیغ یها عملکرد خود را در پاسخ به تنش ها

lncRNA کنند. آنها به عنوان  یشرکت م یرزیستیغهدف در پاسخ به تنش  یدتقل یقاز طر یاهیگ یهاRNA درون زا ی ها

(ceRNA )با ژن های هدف میکرو RNA  میکرو تعاملات از این طریقو رقابت می کنند، ها RNA را با اهداف خود  ها

تعامل دارند.  یرزیستیپاسخ به تنش غ طیها در  mRNA رشته سنس با یاهیسنس گ یآنت یها lncRNA  .کنند یمسدود م

 یرژن در رشته مقابل تأث یانبر ب ینبنابرا شود،یم یادو رشته RNA دوپلکسدو  یلمنجر به تشک یفعل و انفعالات ینچن

 RNA  (RNA-directed DNAتوسط  DNAیرمتیلاسیون مستقیم  مس یقها از طر lncRNAاز  یبرخگذارد. یم

Methylation) RdDM)) سری هم به عنوان پیش ساز برای میکرو یکسری هم از طریق بازسازی کروماتین و یکRNA  ها

 بررسی و آنالیز هدف یقتحقاین  . در[31]های مداخله گر، در پاسخ به تنش های غیر زیستی عمل می کنند  RNAو 

 است. شان در تنش خشکیهدف های و تعامل آنها با ژن کدکننده یرغ یهاRNAاز  پروفایلی

 مواد و روشها

 طرح آزمایش

هت مطالعه توالی ترانسکریپتوم نمونه های گندم نان تحت تنش خشکی و نمونه های کنترل از داده های بدست در این طرح ج

تهیه گردید، پس از تعیین و  NCBIاستفاده گردید. داده های این پلتفرم از پایگاه داده های ( Illumina)آمده از پلتفرم ایلومینا 

در مرحله بعد تجزیه و تحلیل بر روی بیان افتراقی ژن ها  شدند.جع همردیف کنترل کیفیت داده ها، سپس آنها با ژنوم مر

صورت گرفت و در نهایت، ژن های با اختلاف بیان و معنی دار از نظر آماری و اثر گذار در تنش خشکی گندم شناسایی و 

 گزارش گردید.

 NCBIدریافت داده ها از پایگاه داده های 

از پایگاه داده و  ند که هر کدام شامل چهار نمونه بود دو گروه کنترل و تحت تنش خشکیداده های این طرح تحقیقی شامل 

، پایگاه داده های SRAبه طور مختصر مراحل کار به این صورت بود، که در دیتابیس های  تهیه گردیدند. NCBIهای 

NCBI واژه ،T. aestivum Drought stress جستجو گردید. 

 کنترل کیفیت خوانش ها

در محیط لینوکس، به دلیل در دسترس بودن، کارکردن آسان  FastQC این طرح جهت کنترل کیفیت خوانش ها از نرم افزار در

مزیت این نرم افزار نسبت به بقیه نرم افزار ها شامل این است که می توان داده های با  .و سریع بودن در اجرا، استفاده گردید

کرد، همچنین ارزیابی سریع با استفاده از نمودارها و جداول خلاصه شده از اینکه وارد  FastQ یا  BAM ،SAMفرمت های 
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به  HTMLسی قرار می گیرد و حاصل خروجی این نرم افزار یک فایل رکدام داده ها باکیفیت یا بی کیفیت هستند نیز مورد بر

 است. Zipصورت 

 همردیفی خوانش ها با ژنوم مرجع

)  (https://plants.ensembl.org/Triticum_aestivum/Info/Indexمرجع )ها با ژنوم  داده های بدست آمده از نمونه

 miRbase (https://mirbase.org)مرجع در سایت  miRNAو  با توالی های  (ensembl plantبدست آمده از سایت 

 استفاده گردید hisat2همردیف گردیدند. جهت همردیفی توالی ها از نرم افزار 

(http://daehwankimlab.github.io/hisat2/download .) 

 BAM (Binary Alignment Map) بهSAM  (Sequence Alignment Map )تبدیل فایل های 

به فایل  SAMمعمولا خروجی های ابزارهای همردیف سازها می باشد که نیازمند تبدیل فایل  SAM/BAMفایل های 

BAM مرتب سازی و نمایه سازی یا ادغام هستند. در این طرح از نرم افزار ،SAMtools 

(https://sourceforge.net/projects/samtools جهت تبدیل فایل )SAM  بهBAM  استفاده گردید، که شامل مرتب

، حاوی اطلاعاتی BAMاست )هدف صرفه جویی در فضای ذخیره ای است(. فایل های  BAMسازی همردیف ها با فرمت 

 ده و مرتب سازی می باشد.شامل، نام و طول توالی مرجع، برنامه ای که فایل را ایجاد کر

 BAMفایل های ( Indexing) و نمایه سازی (Sorting) مرتب سازی

)جهت  مرتب سازی BAMتبدیل گردیدند در مرحله بعد می بایست فایل های  BAMبه  SAMبعد از اینکه فایل های 

مناطق ویژه ژنوم قرار دارند را می  )اجازه استخراج سریع همردیف های که روی دسترسی کارآمدتر به داده ها( و نمایه سازی

در محیط لینوکس استفاده گردید. داده های موجود در فایل  SAMtoolدهد( گردند. برای انجام این مراحل از نرم افزار 

BAM کانتینگ و داربست های ژنوم مرجع مورد استفاده در این طرح مرتب شده اند. -بر اساس کروموزم 

 بررسی ویژگی های داده ها 

 برای بررسی داده های که از مراحل قبل تهیه گردیده بودند استفاده گردید FeatureCountsدر این طرح از نرم افزار 

(https://sourceforge.net/projects/subread/files/subread-2.0.3از این نرم .)  افزار جهت نسبت دادن خوانش ها به

داده های ورودی به این اریانت های مختلف استفاده می شود. نواحی مختلف ژنوم، شناسایی توالی های اینترونی، اگزونی و و

که شامل  SAF یا GFFو فایل های با فرمت  BAMو  SAMنرم افزار شامل یک یا چند فایل همردیفی خوانش ها با فرمت 

است که شامل اطلاعاتی از قبیل نام ژن، کروموزوم،  TXTویژگی های ژنومی است. خروجی این نرم افزار یک فایل لیستی از 

 طول، اندازه و غیره می باشد.
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 (Differentially Expressed Genes (DEGs)) آنالیز بیان افتراقی ژن ها

آزمایشی قرار گرفته اند و تحت این شرایط بیان آنالیز بیان افتراقی شامل شناسایی ژن ها است که تحت شرایط مختلف 

متفاوتی دارند. جهت انجام آنالیز بیان افتراقی ژن ها نرم افزارها و محیط های برنامه نویسی متعددی وجو دارد، که یکی از این 

وانفورماتیک می نویسی رایگان جهت محاسبات آماری و گرافیکی و همچنین بی  است که یک زبان برنامه Rبرنامه ها برنامه 

استفاده گردید. این نرم افزار نرمال سازی داخلی را با محاسبه  Rدر محیط  DESeq2در این طرح از بسته نرم افزاری  باشد.

میانگین ژئومتری برای هر ژن در هر نمونه را انجام می دهد، سپس تعداد خوانش های هر ژن را تقسیم بر تعداد نمونه ها می 

داریم که شامل یک فایل خروجی نرم افزار  TEXر با این نرم افزار نیاز به دو فایل ورودی با فرمت کند. برای شروع کا

FeatureCounts  به صورت ماتریکس و یک فایل لیست نمونه ها است. در پایان خروجی این بسته نرم افزاری یک فایل

از شناسایی بیان ژن ها، تحت تنش خشکی بود. بعد های خروجی با شناسایی بیان افتراقی ژن ها در نمونه های کنترل و نمونه 

 DAVID  (Functional Annotationشماره ایدی هر ژن و در پایگاه داده های  Ensembleدر پایگاه داده های 

Bioinformatics Microarray Analysis (ncifcrf.gov)نماد ژن ها ) (Gene Symbol)  شناسایی گردید. در نهایت در

تا کوچکتر مساوی  05/0بزرگتر مساوی  2و لگاریتم بر مبنای  05/0کمتر از  p valueژن های با  Rبرنامه نویسی  محیط زبان

 به عنوان ژن های با بیان افتراقی معنادار شناسایی گردیدند. -05/0

 Rجستجو ژن های با بیشترین و کمترین سطح معناداری در محیط 

ز بیان افتراقی ژن ها موجود می باشد. همانطوری که در مراحل قبل بیان گردید ما از ابزار ها و روش های مختلفی جهت آنالی

استفاده کردیم. در این مرحله جهت مشخص کردن سطوح معنادار بودن با نوشتن دستورات شرطی  DESeq2بسته نرم افزار 

بقی داده ها اجرا گردید، به این صورت که حذف گردید و برنامه برای ما 05/0بیشتر از  p value در این محیط، داده های با 

سپس جهت  .بدست آمدند -2یا کوچکتر از  2بیشتر از  2لگاریتم در مبنای  (fold chang)فولد تغییر ابتدا داده های با مقدار 

 pای با به عنوان ژن های که افزایش بیان داشتند و داده ه 05/0بیشتر از  p valueبررسی بیشترین تغییرات، داده های با 

value  گردیدندبه عنوان ژن های با کاهش بیان انتخاب  -05/0کمتر از. 

 ها miRNAشناسایی ژن های هدف  

psRNATarget  (thttp://plantgrn.noble.org/psRNATarge )ها از سایت  miRNAجهت شناسایی ژن های هدف 

 گندم cDNAها به عنوان یک قطعه جستجو در کل دیتا بیس های  miRNAگردید. جهت انجام این کار توالی بالغ استفاده 

(cDNA, EnsemblPlants, released 31.جستجو گردید ) 

 رسم نمودار ستونی

( گردید، و v 9.2زم )وارد نرم افزار گرف پد پری Rجهت نمایش میزان بیان ژن ها با بیان متفاوت، نتایج بدست آمده از محیط 

برای هردو گروه افزایش بیان و کاهش بیان انتخاب  2نمودار ستونی را برای چندین ژن با بیشترین مقدار لگاریتم بر مبنای 

 گردید.

https://doi.org/10.22034/cmr.2025.8503.3305
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 Volcanoرسم نمودار نقطه ای یا نمودار 

استفاده گردید. سطح معنادار  Log2و  p valueبر اساس مقدار  (v 9.2از نرم افزار گرف پد پریزم ) ،نمودار ینرسم ا جهت

از  یشترآنها ب p valueند، که این تقسیم بندی شامل، داده های که نمودار براساس رنگ تقسیم بندی شدها در این  دادهبودن 

از  ترکمآنها  p valueکه  یداده ها .شدندیش داده نما یبود در نمودار با رنگ آب -2+ تا 2 ینآنها ب 2لگاریتم بر مبنای و  05/0

که  یداده هاهمچنین  شدند. داده  یشنما سبز+ بود در نمودار با رنگ 2بیشتر ازآنها  2 یبر مبنا یتمو مقدار لگار 05/0

pvalue  ن ، که نشابود قرمزآنها در نمودار با رنگ  یشبود نما -2 کمتر ازآنها  2 یبر مبنا یتمو  مقدار لگار 05/0از  کمترآنها

 قرار داده شد. قاطژن در کنار آن نهرو نماد  یدگرد تعیین یز هر ژننقاط متما پایاندر ند. بیان بوددهنده ژن های با کاهش 

 ها ژن یرمس یساز یو غن (Gene ontology (GO)) نژ یشناس یهست 

 DAVID   وpantherdb ) http://www.pantherdb.org (  یک پایگاه داده تحت وب، جهت ارائه عملکرد، اهمیت

 یلو تحل تجزیه همانند، ژن های با بیان متفاوت یعملکرد ی سازیغن یزهایآنالمجموعه ای از ژن ها می باشد. زیستی یک 

GO با استفاده از   ،یر های ژنیمس ی سازیغن یلو تحلDAVID  یارمعبا P<0.05 cut-off از  یشترژن ب ی سازیو تعداد غن

 .گردیدانجام  2

 نتایج

 کنترل کیفیت داده ها

مرحله آنالیز  9مرحله داده های هر نمونه از نظر کیفیت کنترل گردیدند و نتایج حاصل از این کنترل کیفیت که شامل  در اولین

داده شده است  نشان ERR6110489تنها آنالیزهای مربوط به نمونه  و انجام گرفته استبرای تمام نمونه ها  که ه استبود

یا عدم وجود آداپتور، به  د( کنترل از نظر وجوAشکل   به شرح زیر می باشد. مرحله آنالیز کیفیت داده ها 9این  (.1)شکل 

دلیل اینکه پلتفرم ایلامینا از آداپتور ها برای تعیین توالی استفاده می کند، پس بایستی قبل از شروع آنالیز داده ها پیرایش و 

خطوط قرمز رنگ در یک گراف به ما نشان می  حذف گردند. پس این نرم افزار حضور و عدم حضور آداپتور ها را به صورت

نمایان می شوند، ور  yدهد، به این صورت که اگر در داده ها آداپتور حضور داشته باشد بر اساس میزان آنها به موازات محور 

پتور امتداد می یابد که تایید کننده عدم حضور آدا xدر صورت عدم حضور آداپتور این خطوط قرمز رنگ چسبیده به محور 

( کنترل مضاعف شدگی خوانش ها، منظور از مضاعف شدگی یعنی به تعداد دفعات مشخصی که Bدر خوانش ها است. شکل 

طبیعی است و نشان  RNAدرصدی از خوانش ها در فایل خروجی تکرار گردیده اند. این مضاعف شدگی ها در توالی یابی 

کنترل توالی های با نکرارهای چندتایی، این توالی ها می توانند توالی  (Cدهنده  توالی رونوشت های با بیان بالا است. شکل 

 ( و یا سه نوکلئوتیدیCACACACACACA)همانند  نوکلئوتیدی(، دو AAAAAAAAA) همانند  های هموپلیمر

 باشند. متاسفانه این توالی های با تکرار چندتایی حاوی اطلاعات محدودی بوده و مکان (CATCATCATCAT)همانند 

( کنترل بازهای مبهم، درطی فرآیند توالی یابی اگر توالی یک باز شناسایی Dیابی صحیح آنها به مرجع مشکل است. شکل 

 Nنشان داده می شود و در خوانش های که تعداد زیادی  Nنگردد، در طی خوانش توالی ها آن باز شناسایی نشده با حرف 
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ترل کیفیت خوانش ها، کیفیت باز ها میزان اطمینان از خوانش باز ها را ( کنEشناسایی گردیده بایستی حذف گردند. شکل 

نشان می دهد. نمودار کیفیت توالی یابی به ازای هر باز است، که نمایشی از کیفیت بازها را در هر موقعیت بازی در طول 

وقعیت خوانش است. زمانی که به ترتیب نشان دهنده امتیاز کیفی و م xو  yخوانش ارائه می دهد. در این نمودار محور 

میانگین خوانش ها در قسمت سبز رنگ، نارنجی و قرمز رنگ نمودار قرار بگیرند، به ترتیب نشان دهنده کیفیت خوب، 

( کنترل درصد باز های فراخوانی شده، این نمودار نشان دهنده درصد بازهای Fمتوسط و ضعیف خوانش ها است. شکل 

ل خوانش ها برای هر چهار نوکلئوتید است. زمانی که مقدار هر باز با مقدار آن در موجود فراخوانی شده درهر موقعیت ک

در  %1مورد نظر مشابه باشد، نمودار به صورت یک خط راست نمایش داده می شود، اما اگر اختلاف بین مقدار بازها بیشتر از 

ولا بیشترین اختلاف در ابتدا و انتهای نمودار هر موقعیت خوانش باشد، یک هشدار توسط نرم افزار صادر می گردد. مع

 مشاهده می گردد. 

 

 

 ERR6110489 نمونه یفیتمربوط به کنترل ک یها گراف -1شکل 
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 GCو توزیع میانگین آنها برای هر باز، معمولا محتوای  GC( کنترل تعداد خوانش ها در برابر درصد محتوای Gشکل 

از یک توزیع نرمال تبعیت می کنند و نمودار آن به صورت خط راست می باشد، اما نمودار توزیع غیر نرمال  خوانش ها

( کنترل کل خوانش ها در Hبه صورت نمودار نامعلوم می باشد، که نشان دهنده آلودگی کتابخانه است. شکل  GCمحتوای 

ای از میانگین نمره کیفیت نسبت به طول خوانش ها در کل خوانش برابر میانگین نمره کیفیت، این نمودار نشان دهنده خلاصه 

( کنترل توزیع طول خوانش ها در تمام توالی ها، این کنترل از این جهت مهم است که ایلامینا خوانش Iها می باشد. شکل 

قطعات بسیار کوتاه می  های با طول های غیر یکنواختی ایجاد می کند، و پیرایش بر اساس کیفیت یا آداپتور منجر به تولید

نمونه های ما، با استفاده از معیار های آنالیزی این نرم افزار به عنوان  RNAگردد. نتایج بررسی کیفیت داده های خام توالی 

 یک داده با کیفیت مطابقت داشت، که همین امر منجر به اجازه انجام آنالیز های بعدی برای ادامه کار ما گردید.

 ا با ژنوم مرجعه خوانش یفیهمرد

در  (. 2)شکل  می باشد SAMجهت همردیفی خوانش ها استفاده گردید که فایل خروجی آن یک فایل  hisat2از نرم افزار 

اطلاعاتی در رابطه با کیفیت و موقعیت خوانش های همردیف شده با ژنوم مرجع وجود دارد. جهت ادامه کار  SAMفایل 

می  SAMفایل فشرده شده فایل  BAMتبدیل گردد، فایل  SAMtoolsسط نرم افزار تو BAMبه فایل  SAMلازم بود فایل 

(. 3شکل ) باشد که اطلاعات آن به صورت فشرده تر و منظم تر هستند و جهت مراحل بعدی آنالیز این فایل مناسب تر است

جدول فزار درصد همردیفی و تعداد خوانش ها برای هر کدام از نمونه ها محاسبه گردید )در ادامه کار با استفاده از همین نرم ا

1 .) 

 

 

 جهت همردیفی خوانش ها با ژنوم مرجع hisat2حاصل خروجی نرم افزار  SAMیک نمونه فایل   -2شکل 
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 ایجاد شده SAMtoolsنرم افزار  که توسط BAMیک نمونه از فایل  -3شکل 

 
 
 
 

 نتایج حاصل از همردیفی خوانش ها با ژنوم مرجع -1جدول 

 خوانش درصد همردیفی نام نمونه

SAMEA8938573 84.66% 17874321 
SAMEA8938577 87.30% 18756247 
SAMEA8938576 91.19% 21325871 
SAMEA8938572 88.56% 19856274 
SAMEA8938601 92.40% 24598365 
SAMEA8938582 89.52% 24889500 
SAMEA8938589 83.20% 25023541 
SAMEA8938607 82.40% 23542840 

 

 FeatureCountنتایج حاصل از نرم افزار 

یم ابتدا این فایل توسط استفاده کن FeatureCountبدست آمده از مرحله قبل در نرم افزار  BAMبرای اینکه بتوانیم از فایل 

د ارزیابی قرار مور FeaturCountفایل مرتب گردیده توسط نرم افزار . گردیدندنمایه سازی و مرتب  SAMtoolsنرم افزار 

در این مرحله از آنالیز تعداد خوانش ها متصل گردیده به ژنوم، توالی های اینترونی، اگزونی، واریانت های مختلف و گرفت. 

 .(4)شکل  ا مورد ارزیابی قرار گرفتندسایر ویژگی ه
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 مربوط به خوانش ها با نواحی ژنوم Feature Countخروجی برنامه بخشی از  -4 شکل

 DESeq2 ژن با استفاده از نرم افزار یافتراق یانب یبررس

زار به این صورت است که از این نرم افزار جهت شناسایی ژن های دارای بیان افتراقی استفاده گردید. نحو کارکرد این نرم اف

هر خوانشی که با چندین ویژگی و الگو همپوشانی داشته باشد را نادیده می گیرد و خوانش های که یک ویژگی و الگو 

همپوشانی را داشته باشد را گزارش می دهد. خروجی این نرم افزار بیان افتراقی ژن ها بین نمونه کنترل و تحت تنش خشکی، 

جهت معنی  P-Valueو  Fold changeبیان را داشته اند، با توجه به دو پارامتر شامل نسبت لگاریتمی که افزایش یا کاهش 

نشان داده  2جدول در  DESeq2دار بودن یا معنی دار نبودن ژن ها نشان می دهد. نتایج حاصل از آنالیز داده ها با نرم افزار 

نمایانگر تعداد خوانش های شمارش شده بر اندازه  :BaseMeanدر این جدول چندین ستون وجود دارد که شامل  شده است.

این پارامتر نمایانگر میزان تغییر بیان ژن ها بین نمونه های تحت آزمایش هست،  :Log2FoldChangeخوانش ها است، 

IFcSE خطای استاندار را برای :Log2FoldChange ند، برآورد می کStatدهنده مقدار آماری تست برای ژن هست،  : نشان

pValue: .این پارامتر هم سطح معنادار یا نبودن را گزارش می کند 

 DESeq2 افزار نرماستفاده از ها با  داده یزآنالبخشی از  -2جدول 

Ensembl Gene ID baseMean log2FoldChange lfcSE stat pvalue Padj 
TraesCS3B02G271600 177.0585 0.315936 0.153235 2.061777 0.039229 0.133092 
TraesCS3B02G001500 18.12645 0.535345 0.591317 0.905343 0.365284 0.586491 
TraesCS3B02G249800 256.112 0.950823 0.152502 6.234812 4.52E-10 2.23E-08 
TraesCS3B02G549000 6.100075 3.553753 0.664098 5.351249 8.73E-08 2.52E-06 
TraesCS3B02G274100 99.87871 0.086474 0.243771 0.354735 0.722788 0.854264 
TraesCS3B02G219300 54.06584 0.343385 0.30767 1.116084 0.264386 0.482628 
TraesCS3B02G191500 248.0675 0.180616 0.136636 1.321883 0.186207 0.386765 
TraesCS3B02G252900 65.06125 0.223523 0.279312 0.800265 0.423557 0.640131 
TraesCS3B02G306500 89.01337 0.645505 0.20509 3.147419 0.001647 0.011631 
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ت برای آنها نمایش داده اس  Ensembelمی باشد که اسامی ژن ها براساس شماره  لیک فایل اکس DEseq2خروجی بسته 

اینکه در ادامه آنالیز بتوانیم عملکرد و نقش هر ژن را در پایگاه داده ها بررسی نماییم نیاز به تبدیل آنها به اسم ژن است، که 

و  http://www.pantherdb.orgبه آدرس  pantherdbاز پایگاه داده های  (gene symbol)  جهت تبدیل آنها به اسم ژن

DAVID  به آدرسhttps://david.ncifcrf.gov نمایش داده شده است. 3جدول از نتایج آن در  بخشیاستفاده گردید و 

 DAVIDتجوی نام ژن ها در پایگاه حاصل از جس یجاز نتا یبخش -3جدول 

ENSEMBL_GENE_ID ژن های مرتبط نام ژن 

TraesCS1A02G017700 wall-associated receptor kinase 2-like(LOC123067981) RG 
TraesCS1A02G022800 uncharacterized LOC123070268(LOC123070268) RG 
TraesCS1A02G064500 RRM domain-containing protein (A0A3B5XUY2_WHEAT) RG 
TraesCS1A02G064500 uncharacterized LOC123188981(LOC123188981) RG 

TraesCS1A02G066100 Cupin type-1 domain-containing protein 

(A0A3B5XV32_WHEAT) RG 

TraesCS1A02G083300 uncharacterized LOC123190597(LOC123190597) RG 

TraesCS1A02G094700 Fungal lipase-like domain-containing protein 

(A0A3B5XWZ9_WHEAT) RG 

TraesCS1A02G094700 triacylglycerol lipase OBL1-like(LOC123191521) RG 
TraesCS1A02G129600 bidirectional sugar transporter SWEET3a-like(LOC123110707) RG 
TraesCS1A02G167700 kiwellin-1-like(LOC123121375) RG 

 

ژن که در گروه تنش خشکی نسبت به گروه کنترل شناسایی گردید، بر  11233در مرحله آنالیز بیان افتراقی از مجموع حدود 

ژن افزایش بیان و حدود  5488+، حدود 2و کوچکتر از  -2بزرگتر از  log2(fold change)و  pvalue<0.05اساس معیار 

 ژن کاهش بیان نشان دادند ) 5745

اسم برخی از آنها نمایش داده شد و یکسری دیگر از ژن ها به   DAVIDو  pantherdb( که در پایگاه داده های  جدول

 آنها را گزارش کردیم.  Ensembel، که ما همان اسم شدندصورت ناشناخته بدون اسم مشخصی نمایش داده 

 .بیان متفاوتی نشان دادند Log2fold changeو  pvalueس بخشی از ژن های که براسا -4 جدول

Ensembl gene Gene Symbol pvalue Log2FC dif 
TraesCS6D02G136200 WRKY 3.45E-45 -8.208732915 down 
TraesCS1B02G350800 - 3.03E-45 -8.216786734 down 
TraesCS1B02G208000 MYC2 1.95E-73 9.683383695 up 
TraesCS7A02G064000 - 1.52E-17 -5.755749622 down 
TraesCS1D02G126900 PYL 1.75E-39 7.861761829 up 
TraesCS7D02G073700 - 2.37E-26 3.285964436 up 
TraesCS7B02G108500 - 1.45E-06 -3.172375052 down 

tae-MIR1119 - 4.89E-14 3.940430114 up 
tae-MIR9654a - 1.65E-09 3.771658881 up 
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 ژن 40و  انیب شیافزا ژن 80 از بین آنها که دیگرد ییمتفاوت شناسا انیبا ب miRNA 120حدود همچنین در این مطالعه 

ان افتراقی برای نشان دادن بی Volcanoاز نمودار  داده شده است. شیاز آنها نما یبخش 5 جدول نشان دادند که در انیکاهش ب

 ژن ها استفاده گردید. 

 دنشان دادن یمتفاوت انیب Log2fold changeو  pvalueکه براساس  ها miRNAاز  یبخشنمایش  -5 جدول

Regulated log2FC Pvalue miRNA ID 
down -1.978340911 0.012160178 tae-miR165a-5p 
down -4.084396532 1.32E-13 tae-miR419 
down -3.666568232 2.95E-10 tae-miR482a-5p 
down -2.335490692 0.000528321 tae-miR530b 

up 2.009874 2.95E-11 tae-miR858a 
up 2.098474 1.29E-10 tae-miR9772 
up 3.026864912 1.55E-12 tae-miR1120c-5p 
up 3.940430114 4.89E-14 tae-miR1119 

down -2.934152997 3.91E-08 tae-miR4391 
down -2.908919153 0.014521237 tae-miR5037c 

 

استفاده گردید. این نمودار شامل سه طیف  log2 fold changeو  log10(p value)–برای رسم این نمودار از پارامتر های 

 و pvalue <0.05(، رنگ آبی کاهش بیان )یعنیLog2 >2و   pvalue <0.05رنگی است، که رنگ قرمزافزایش بیان )یعنی

Log2 < -2 ( و رنگ مشکی عدم تغییر بیان ژن )یعنیpvalue>0.05 ( را نشان می دهند) منظور از ژن های که در 5شکل .)

ژن ها همچنین برای برخی از  منطقه عدم تغییر قرار می گیرند، یعنی به طور معناداری دچار افزایش یا کاهش بیان نشده اند.

 (. 6شکل ) که بیان متفاوت تری داشتند نمودار ستونی رسم گردید
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 جهت بیان افتراقی استفاده گردید. log2FCو  pvalueجهت نمایش بیان افتراقی ژن ها. از دو پارامتر  Volcano: نمودار 5شکل 

 

ایش ژن های انتخاب گردیده که بیشترین افزایش و کاهش بیان در بین ژن های دیگر نشان دادند ) بر اساس معیار : نمودار میله ای برای نم6شکل 

Log2FoldChange.) 

 تجزیه و تحلیل هستی شناسی ژن

ند. برای این انتخاب گردید log2FCو  p valueدو پارامتر ژن براساس  1025ژن بابیان متفاوت  11233در مجموع از بین 

 ( انجام گرفت، که نتیجه هستی شناسی در سه دسته شامل فرایند های بیولوژیکی GOژن آنالیز هستی شناسی ) 1025

(Biological procsss )(BP)  اجزاء سلولی ،(Cellular components )(CCو عملکرد سلول ) (Molecular function) 

(MFتقسیم شدند ).  اصطلاح هستی شناسی برایBP لیک و فرایند های آلی هست، فعالیت بوی سلولی، متاشامل فرایندها

شامل غشاء و اجزای غشای هست. از بین ژن های که  CCهستند، برای  MFهای کاتالیتیکی، اتصالی و فاکتور رونویسی جزء 

نقشه یابی گردیدند، این مسیرها شامل  KEGGتا از آنها در مسیر های مختلف  394آنالیز هستی شناسی انجام گرفت 

مسیرهای متابولیسم نیتروژن، آلانین، آسپارتات گلونامات، سنتز دی ترپنوئیدهاء فنیل پروپنوئید و گلیسروفسفولیپیدها هستند. 

 یگنالینگ گیاهی،مسیرهای س ،(Plant-pathogen interaction) گیاه-علاوه بر مسیرهای بالا در مسیرهای تعامل پاتوژن

 لاونوئیدها نقش دارند.ساکاروز و سنتز فمتابولیسم نشاسته، 

 ژن های با بیان متفاوت مرتبط با تنش خشکی

زمانی گیاه تحت عوامل محیطی خارج سلول قرار می گیرد، سیگنال های  به داخل سلول ارسال می کند، در ابتدا منجر به 

کینازها( می شود. در  گیاه و سپس فعال شدن یکسری از پروتئین های دیگر)مثل پروتئین-فعال شدن مسیرهای تعامل پاتوژن

گیاه، که شامل پروتئین های مقاوم -این مطالعه یکسری ژن های با بیان متفاوت مرتبط با تنش خشکی در مسیر تعامل پاتوژن

مسیر سیگنالینگ  به بیماری، ترئونین کیناز، زایلاناز، کالمودلین و رسپتور کیناز مرتبط با براسینواستروئیدها شناسایی گردید.

، یکی از مهمترین مسیرهای  (MAPK)( Mitogen-activated protein kinases) فعال کننده پروتئین کیناز میتوژن 
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و پاسخ سیگنالینگ در یوکاریوت ها است، که نقش آن هماهنگی پاسخ سلولی جهت رشد و تکامل طبیعی گیاه، پاسخ ایمنی 

ایفا نقش  MAPKبا بیان متفاوت، ژن های که در مسیر  در مطالعه ما طی غنی سازی ژن هایبه تنش های غیر زیستی است. 

تنش های  ( بودند.PLY(و رسپتور آبسزیک اسید )WRKY(، فاکتور رونویسی )FLS2شامل سرین/ترئونین کیناز ) کردند

ه محیطی خارج از سلول، با تحریک فیتوهورمون ها منجر به بالا بردن سازگاری گیاه با تنش های محیطی می شود. ژنهای ک

 ZIM  (Jasmonateدر این مطالعه در ارتباط با فیتوهورمون ها شناسایی گردیدند شامل، جاسمونات حاوی دومین پروتئینی 

ZIM domain-containing proteins )(JAZ) فاکتور های اتصالی به عناصر پاسخ دهنده به آبسزیک اسید ، (ABA 

responsive element binding factor )(ABF) ین های خانواده ، پروتئSAURپروتئین ، (Ethylene-insensitive 

 protein )2EIN   و فاکتور رونویسیTGA  بودند. ژن هایPYL،  2EIN  2وMYC  هم در مسیر سیگنالینگMAPK  و

 هم در مسیر انتقالات سیگنالینگ هورمونی گیاهی نقش دارند. این ژن ها احتمالا تولید فیتوهورمون ها را از طریق شرکت

علاوه بر ژن های بالا ژن های  دراتصالات سیگنالینگ خودبخودی جهت بهبود مقاومت به خشکی گیاه گندم تحریک می کنند.

مرتبط با متابولیسم گلوتامات و مسیر متابولیسم نیتروژن شناسایی گردید، که ژن های متابولیسم گلوتامات شامل گلوتامات 

( NRTهای مسیر متابولیسم نیتروژن شامل نیتروژن ردوکتاز، نیتروژن ترانسپورتر )(، گلوتامات سنتتاز و ژن GDHدهیدروژن )

 ( بودند.CAHو کربونیک انهیدراز )

  miRNAپیش بینی ژن های هدف 

جهت پیش بینی ژن های  tae-miR9654a-3pو  tae-miR1119های انتخابی شامل  miRNAنتایج با آنالیز برخط توالی 

، صدها ژن هدف شناسایی گردید، که از بین ژن های هدف آنها بیشتر فاکتور های psRNATargetآنها، از طریق  هدف

ها ژن های miRNAرونویسی و آنتی اکسیدانتی در ارتباط با تنش های غیر زیستی بودند، نتایج این آنالیز نشان داد که این 

 هدف خود را از طریق مکانیسم برش تنظیم می کنند. 

 بحث

ن محدودیت رشد و تکامل گیاه گندم در سطح مزرعه هست، همچنین از مهمترین فاکتورها غیرزیستی تنش خشکی شدیدتری

( RNAseqه های ترانسکریپتوم )اضر، یک تجزیه و تحلیل بر روی داد[. در مطالعه ح10کاهش دهنده محصولات می باشد ]

گیر در تنش خشکی صورت گرفت. نتایج نمونه های گندم نان تحت تنش خشکی و نرمال به منظور شناسایی ژن های در

منجر به   05/0کوچکتر از  pvalue+ و 2تا  -2بین  Log fold changحاصل از مطالعه این نمونه ها با توجه به دو معیار 

شناسایی یکسری از ژن ها با بیان افتراقی گردید که یکسری افزایش بیان و یکسری دیگر کاهش بیان نشان دادند. بررسی 

کسری از این ژن ها حاکی از اهمیت کلیدی آنها در شرایط تنش خشکی بوده است. در این مطالعه، تعداد زیادی از ژن بیشتر ی

ها با بیان افتراقی مرتبط با تنش خشکی، طی هستی شناسی ژن، در سه مسیر غنی سازی گردید. این مسیرها شامل مسیر تعامل 

بودند. بعضی از این ژن ها غنی سازی شده در مسیر  MAPKمسیر سیگنالینگ گیاه، مسیر انتقال سیگنالینگ گیاهی و-پاتوژن

حساس به براسینواستروئید  1مرتبط با رسپتور  1، پروتئین کیناز  FLS2گیاه، شامل ترئونین پروتئین کیناز -تعامل پاتوژن

(BAK1 ،)WRKY33( سرین/ترئونین پروتئین کیناز ،FRK1بودند که علاوه بر این مسیر در )  مسیر سیگنالینگMAPK 

هم نقش دارند. یکسری دیگر از ژن ها با بیان افتراقی متمایز در مسیر انتقال سیگنال هورمون گیاهی نقش داشتند، این ژن ها 
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بودند هم در بین  MAPKمسیر سیگنالینگ  EIN2و  MYC2آبسزیک اسید، فاکتور رونویسی  PR1شامل پروتئین رسپتور 

همراه با ژن های که در بالا بیان شد، در تنظیم  JAZو  TGAغنی سازی گردید. فاکتورهای رونویسی  ژن های با بیان متمایز

باز و بسته شدن استروما و رشد ریشه جهت سازگاری با تنش محیطی نقش دارند. این مسیر سازگاری اینطور عمل می کند که 

مهار می کنند، بدین صورت یک  WRKY23ر روی را با تاثیر مستقیم ب PR1و  FRK1بیان  BAK1و   FLS2فاکتورهای

نه تنها سازگاری گیاه به تنش را از طریق مسیر پروتئین کیناز فعال شده  PYL .مکانیسم پاسخ به تنش در گیاه ایجاد می کنند

ذارد. بر روی بسته شدن استروما اثر بگ ABF(فعال می کند، بلکه می تواند مستقیماَ از طریق فاکتور MPK1توسط میتوژن)

می تواند بطور غیرمستقیم بر روی رشد ریشه گیاه وبهبود سازگاری آنها با تنش اثر  MYC2و  JAZعلاوه براین تعامل بین 

 . [36] پاسخ دفاعی در گیاه ایجاد کند Bمی توان از طریق فعال کردن بیان اندوکیتیناز EIN2بگذارد.

دید، به طور چشمگیری تعدادی از ژن ها با بیان متمایز در مسیر متابولیسم علاوه بر مسیرهای مهمی که در بالا به آنها اشاره گر

نیتروژن و متابولیسم اسیدهای آمینه غنی سازی گردید. همانطور که مشخص هست نیتروژن یک عنصر ضروری برای رشد و 

مانند سازگاری، ترمیم و خنثی تکامل گیاه محسوب می شود، علاوه بر این در تنظیم فرآیندهای فیزیولوژیکی و بیوشیمیایی، ه

به ریشه انتقال می یابد و در  NRTکردن اثرات تنش خشکی نقش دارند.  نیترات موجود در خاک از طریق ترانسپورتر 

[. در کلروپلاست یا پلاست ها نیتریت از طریق آنزیم نیتریت ردوکتاز به نیتروژن 26سیتوپلاسم به نیتریت احیا می گردد ]

می شود و به نیتروژن آلی تبدیل می گردد، که در  GS/GOGAT[. نیتروژن آمونیوم وارد چرخه 29می گردد ]آمونیوم تبدیل 

[. مطالعات انجام گرفته نشان می دهد که تنش های خارجی می تواند 27سنتز سایر اسیدهای آمینه و پروتئین ها نقش دارند ]

[. چن و 25بالا بردن مقاومت گیاه به تنش های خشکی می باشد ] منجر به تجمع نیترت در ریشه گیاهان گردد، که نتیجه آن

نشان دادند که تنش خشکی ایجاد شده با پلی اتیلن گلیکول از طریق تعییر در سطح بیان ترانسپورتر  2012همکاران در سال 

[. نیتریک اکسید القا شده 3نیترات باعث تجمع نیترات درریشه گیاه و نهایتا بهبود مقاومت به تنش خشکی در گیاه می گردد ]

 [. 13توسط نیترات ایجاد مقاومت به انواع تنش ها را در گیاه ایجاد می کند ]

در نمونه های تحت تنش خشکی افزایش یافتند.که  NRو  NRTدر مطالعه ما، آنزیم های در ارتباط با برداشت نیتروژن مانند 

م مقاوم به خشکی افزایش می یابد. علاوه بر این یکسری از مطالعات نشان دهنده این هست که برداشت نیتروژن در نمونه گند

نشان دادند که در گیاهانی که تحت تنش اسموتیک قرار می گیرند، به طور عمده تجمع پرولین از طریق مسیر بیوسنتز پرولین، 

ان، گلوتامات از طریق چرخه در گیاه[. 28]همراه با گلوتامات به عنوان پیش نیاز جهت حفظ رشد طبیعی افزایش می یابد 

GS/GOGAT  [.7]به نیتروژن آلی تبدیل می گردد ( آسپاراتات سنتازAS از طریق تنظیم متابولیسم نیتروژن، مقاومت گیاه را )

ای در نمونه مقاوم به طور قابل ملاحظه  GOGATو  GDH  ،GS. در این مطالعه، [8]به بیماری و تنش ها افزایش می دهد 

 ش بیان نشان دادند. علاوه براین، آسپارتات سنتاز هم در نمونه مقاوم به خشکی کاهش بیان نشان داد.  به خشکی کاه

تحت شرایط تحمل به تنش خشکی می تواند به تشریح بیشتر  miRNAsشناخت اساسی شبکه های تنظیمی به واسطه

گیاهی که  miRNAsر سال های اخیر مسیرهای مولکولی که گیاه را به تنش های خشکی سازگار می کند کمک کند. د

طی تنش  miR-319گردیده اند. رونوشت  یدرپاسخ به سازگاری گیاه به تنش خشکی  نقش دارند به طور کاربردی شناسای

خشکی افزایش بیان نشان می دهد. افزایش بیان این ژن همراه با تغییرات مرفولوژیکی هست که تحمل گیاه به تنش خشکی و 

در نمونه تنش خشکی افزایش بیان نشان داد. ژن های  Tra-miR-319. در این مطالعه رونوشت [23]ی برد شوری را بالا م
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بودند که تحت  AsTCP14و فاکتور های رونویسی  AsPCF5 ،AsPCF6 ،AsPCF8شامل ژن های  miRNAهدف این 

تحت TaMIR1119گندم ترانسژنیک  درگیاه Tra-miR-1119. افزایش بیان  [35]کاهش بیان نشان دادند   miR-319بیان 

تنش خشکی منجر به  بهبود وضعیت فنوتیپ و بیومس)وزن تر( گیاه می گردد، که همراه با افزایش عملکرد فتوسنتز، تجمع 

( در گونه های ترانسژنیک گردید.در ROS= Reactive oxygen speciesاسمولیت و بهبود هموستاز گونه های فعال اکسیژن )

گرفته توسط محققین دیگر، نشان داده شد که در گیاه گندم تحت تنش خشکی، افزایش بیان این ژن منجر به مطالعات صورت 

. در مطالعات ما هم درنمونه تحت تنش سطح [33]افزایش بیان آنزیم های آنتی اکسیدانت نسبت به نمونه های کنترل گردید 

 TabHLH49 ،TaZP ،TaPCF)کتور های رونویسی شامل افزایش یافت. ژن های هدف آن هم بیشتر فا miRNAبیان این 

 . پژوهش های صورت گرفته بر اساسبودند  NtSOD2و  NtFeSOD ،NtCAT1( و ژن های آنتی اکسیدانتی) TaGTو 

در سلول ها  نیپروتئ یکولیانتقال وز مرتبط با  miR9654a-3pهدف ژن های  نشان داد که، عملکرد ژن لیو تحل هیتجز

برخلاف  miR9654a-3p انیبافزایش نشان داد که روند  یتحت تنش خشکژن  انیب لیو تحل هیحال، تجز نی. در همهست

در شرایط تنش  miRدر مطالعات ما هم نشان داده شد که بیان این [. 4] دهدیرا نشان مکاهش بیان ژن ژن هدف آن است که 

شامل پروتئین مرتبط با وزیکول، همولکوس  miR خشکی در نمونه مقاوم به خشکی افزایش می یابد. ژن های هدف این

 ریبونکلئوپروتئین هسته ای و شیکیمات دهیدروژناز است.

( پروتئین های غشایی ضروری هستند که در فرایندهای همانند رسیدگی دانه، جوانه زنی، حرکت روزنه AQPآکواپورین ها ) 

ر انتقال طولانی آب از ریشه به برگ ها نقش دارند، بلکه در انتقال ها، فتوسنتز و فرایند گلدهی نقش دارند، همچنین نه تنها د

تجمع زیاد گونه های فعال [. 21] بین غشایی و درون غشایی آب به عنوان یک مکانیسم پاسخ به تنش هم نقش دارند

ین اثر منفی بر به صورت جدی بر روی تکامل گیاه تداخل ایجاد کند، همچن د( به علت تنش های محیطی میتوانROSاکسیژن)

در موجودات را با کاتالیز پراکسید  ROS( می تواند تعادل PDژن پراکسیداز) [.19]روی عملکرد محصول می گذارد 

. در [33]( تنظیم کند، و از این طریق نقش مهمی در رشد، تکامل و پاسخ به تنش غیر زیستی اعمال بکند 2O2Hهیدروژن )

ژن پراکسیداز را هدف قرار می دهد و سطح بیان آن را کاهش می دهد. با  tae-miR-417مطالعات صورت گرفته توسط ما 

که همان ژن پراکسیداز هست را  TraesCS2D02G260300ژن  miRمطالعه داده های بیانی ژن ها ما متوجه شدیم که این 

د توسط تنش های می توان TraesCS2D02G260300هدف قرار می دهد. با مطالعاتی که توسط محققیقن صورت گرفته 

 [37]ری [ و تنش شو18]، گرما [24]مختلف غیرزیستی القا گردد. به عنوان مثال، سطح بیان این ژن در شرایط کمبود فسفر 

 کاهش یابد.

 نتیجه گیری

علی رغم مطالعات گسترده ای که بر روی تنش خشکی در گیاه گندم صورت گرفته است، هنوز مکانیسم های مولکولی درگیر 

ن مسیر به طور کامل شناسایی نگردیده است. با توجه به نقش کلیدی ژنتیک، اپی ژنتیک و ژن های مسئول در تنش در ای

خشکی، مطالعه در سطح ژنوم و ترانسکریپتوم می تواند مکانیسم های مولکولی اثر گذار در ایجاد مقاومت به تنش خشکی در 

 RNAستفاده از داده های ترانسکریپتوم بدست آمده از روش توالی یابی گیاه گندم را شناسایی کند. ما در این مطالعه با ا

های با بیان متفاوت را در گیاه گندم مقاوم به تنش خشکی را شناسایی کنیم. این نتایج بیشتر  miRNAتوانستیم ژن ها و 

پاسخ دهنده به تنش  های miRNAمکانیسم های مولکولی اثرگذار بر روی تنش خشکی را شرح می دهد. ژن های هدف این 
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ها و ژن های هدف آنها miRNAخشکی شامل فاکتورهای متعدد با نقش های مشخص شده به تنش خشکی بودند. این 

ممکن است از طریق برنامه های به نژادی یا مهندسی ژنتیک جهت بهبود تحمل به تنش خشکی در ارقام مختلف گندم و سایر 

 د.گیاهان مرتبط مورد استفاده قرار گیرن
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Abstract 

Drought is a significant abiotic stress factor that impacts the productivity of crops, 

including wheat. However, drought tolerance is a complex trait involving numerous 

genes and cellular pathways. Understanding the molecular regulatory network of wheat 

in response to drought stress is crucial for molecular breeding. Non-coding RNAs affect 

plant growth and resistance to abiotic stresses by regulating gene expression. To help 

understand the complex regulatory mechanisms governing drought tolerance in wheat, 

we performed a total RNA transcriptome sequence analysis in a drought-tolerant wheat 

cultivar. A total of 20462 mRNAs and 209 miRNAs with different expressions were 

identified. Among 20462 genes with different expressions, 1025 were identified as genes 

that withstand drought stress. The target genes identified by psRNATarget were all 

enriched in gene ontology categories. Significant differences exist in the number of 

target genes regulated by differently expressed miRNAs, especially in signal 

transduction, stress response, and antioxidant pathways. Our results elucidate wheat's  

molecular mechanisms of drought tolerance and identify drought-responsive miRNAs 

and their target genes. These insights can be utilized to enhance wheat and related crops, 

providing valuable genomic resources for molecular breeding. 
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