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  در عدس هاي حفاظت شده RNAميكرو و تعيين خصوصيات شناسايي 
  2حسين فلاحي و 1، فرهاد نظريان فيروزآبادي*1، احمد اسماعيلي1سيد سجاد سهرابي

  دانشكده كشاورزي، گروه زراعت و اصلاح نباتاتدانشگاه لرستان، آباد،  ايران، خرم 1
  شناسي يستزدانشكده علوم پايه، گروه دانشگاه رازي، كرمانشاه، ، ايران 2

  10/4/96 :تاريخ پذيرش    2/1/96 :تاريخ دريافت

  چكيده

نوكلئوتيد  18-24با طولي حدود  ،زا دروني  ، غير كد كنندهRNAريز  هاي مولكولاز  يا دسته) miRNAs(ها  RNAميكرو 
ها نقش  RNAهمچنين اين گروه از . كنند مياز رونويسي در گياهان كنترل  پسهدف را در سطح  هاي ژنكه  شوند ميمحسوب 

گزارشي از  گونه هيچتا به امروز، . كنند ميدر گياهان ايفا  ها تنشزيستي، تكثير سلولي و پاسخ به  فرآيندهايمهمي در رشد و نمو، 
 يها گونهدر ساير  miRNA وجود از گزارشاين در حالي است كه چندين  ،نشده است ثبتعدس  براي  miRNAشناسايي 

هاي هدفشان در  هاي حفاظت شده بالقوه و ژن miRNAبيني و تحليل  منظور پيش به در مطالعه حاضر لذا. حبوبات وجود دارد
هاي  ژن يونيابتدا . يابي قرار گرفت تواليو مورد  با استفاده از روش ترايزول استخراج شد از بافت برگكل  RNAعدس، 

 ها آناز بين  در نهايت .نددر نظر گرفته شد miRNAساز  كانديد پيش هاي توالي عنوان به شناسايي شدند و پروتئينكننده به  غير
 miRNAخانواده حفاظت شده  5 متعلق به miR391و  miR156 ،miR166 ،miR167 ،miR171با عناوين  miRNA پنج

هدف با استفاده از نواحي جفت شده با  هاي ژن mRNA ،علاوه بر اين. شناسايي شد يرانهگ سختپس از يكسري فيلترهاي 
miRNA دستي يينپا يها ژنميرناهاي شناسايي شده بر طيف وسيعي از  يميتنظبا توجه به نقش در مجموع . شدند بيني پيشها 

كمي و كيفي بهبود عملكرد با هدف نژادي عدس  به يها برنامهدر كانديد  يها ژن عنوان به ميرناهااين از  توان يم، ژني يها شبكه
  .بهره برد

 miRBase عدس،  ،ساختار ثانويه، RNAريز تجزيه محاسباتي، : كليدي هاي هواژ

  ismaili.a@lu.ac.ir  :، پست الكترونيكي 0661-4200012: نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
 )Lens culinaris ssp. culinaris Medikus( عدس زراعي

افشان و با اندازه  ، خودگرده)2n=2X=14(يپلوئيد دگياهي 
اعضاي  ترين اصلييكي از  ،)5(گيگا باز  4ژنومي معادل 

اين گياه چه  .)21( رود ميبه شمار  اي دانهخانواده حبوبات 
 اي ويژهزراعي از اهميت  و چه از منظر به اي تغذيهاز نظر 

كه  طوري به ر بين محصولات زراعي برخوردار است،د
، مواد معدني، فيبر )درصد 35تا  22(ين پروتئدرصد بالاي 

نقش مهمي در كاهش سوءتغذيه دانه عدس و كربوهيدرات 
ايفا  توسعه درحالو كمبود مواد مغذي در كشورهاي 

از سوي ديگر قابليت تثبيت نيتروژن توسط اين  .كند يم

 كودهايبهبود ساختمان خاك، كاهش مصرف در گياه 
شيميايي و افزايش محصولات زراعي در تناوب زراعي با 

در اغلب نقاط  حال بااين .)36( بسزايي دارد تأثيراين گياه 
 شدت به غيرزيستيي زيستي و ها تنش ،كشت اين محصول

كشور ما  .)14( دهد ميقرار  تأثيرعملكرد عدس را تحت 
خشك و همچنين دامنه  يمهننيز با داشتن اقليم خشك و 
مطلوب و بهينه جهت  كاملاًنوسانات دمايي بالا، از شرايط 

كشت عدس برخوردار نبوده و ميانگين عملكرد اين 
باشند،  محصول در مناطق كشت عدس كه غالباً ديم مي

  .)35( استتر از ميانگين جهاني  يينپا
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صفات كمي مانند عملكرد دانه و تحمل با توجه به اينكه 
 ها ژناز  اي يچيدهپاز طريق شبكه ي محيطي ها تنشبه 

 ،اصلاحي كلاسيك هاي روشاستفاده از ، شود يمكنترل 
افزايش  هاي چالشبا  مواجهانتخاب مناسبي براي  تنهايي به

 هاي سالدر  رو ازاين. باشند مين عملكرد محصولات زراعي
 هاي وشگير در ر چشم هاي پيشرفتبا  زمان هم، اخير

 High(با كارايي بالا  يابي توالي فنون يژهو بهژنتيكي 

throughput( ،يها روشكارهاي مبتني بر  استفاده از راه 
با مقياس وسيع در جهت  يها دادهمحاسباتي كه بتواند از 

ژني استفاده  يها شبكهكانديد و بازسازي  يها ژنشناسايي 
  .)18( نمايد، رو به افزايش است

 يها شبكهدر اغلب  مؤثرزيستي  يدهايكل ينتر مهميكي از 
هاي RNAاين كلاس از . )19( ها هستندRNAژني ميكرو 

 RNA )RNA تداخلاز طريق فرآيند  يركدكنندهغ

interference(،  در سطوح مختلف را  ها ژنبيان بسياري از
از  ،و ترجمه RNAاز جمله، رونويسي، پردازش، پايداري 

هدف،  mRNAطريق جفت شدن با نواحي مكمل خود در 
-pri(اوليه  ييك ژن ميرنا، يطوركل به. )20( كنند مي يمتنظ

miRNA ( ،حلقه  –يك ساختار ساقه  يمعمولاً داراگياهي
، يا هستهكه در اولين مرحله از پردازش درون  باشد يم

ساختار ساقه بريده شده ) RNase III )DCL1توسط آنزيم 
دومين مرحله در . گردد يمايجاد  pre-miRNAsو ساختار 

 يا دو رشتهتوالي و بريده شده حلقه انتهايي  ،پردازشاز 
)miRNA/miRNA* duplex ( 18 - 24با طول متوسط 

در انتها با ورود ساختار دو رشته  .گردد يمنوكلئوتيد ايجاد 
خاموشي القا شده  كمپلكسبه سيتوپلاسم و تشكيل 

)RNA-induced silencing complex يا RISC( ساختار ،
 گردد يمايجاد ) Mature miRNA(ميرنا تك رشته و بالغ 

)12(.  

 پس از شناسايي اولين ميرناي گياهي در آرابيدوپسيس
هدفشان  هاي ژنبه همراه ميرنا  تعداد زيادي تاكنون )31(

و  36 ،15( است شناسايي شده مختلف گياهي يها گونهدر 

سه روش عمده شامل  مختلف از يها پژوهشدر . )38
 هاي روشهمسانه سازي مستقيم، ژنتيك پيشرو و 

ها و از سه روش  شناسايي ميرنابيوانفورماتيكي براي 
 اميكسمبتني بر  هاي روشبيوانفورماتيكي، بيوشيميايي و 

)Omics base(  استفاده  ها آنهدف  هاي ژنبراي شناسايي
بيوانفورماتيكي كه از ويژگي  هاي روش. )16(شده است 

استفاده  گياهي يها گونهها در  بالاي ميرنا يشدگ حفاظت
 ها روشاز ساير  تر صرفه بهو مقرون  تر يعسر، كنند مي
از  ،مبتني بر همولوژي بيوانفورماتيكي در رهيافت. باشند مي

ميرناهاي شناسايي شده  يها دادهپايگاه 
)http://www.mirbase.org (شناسايي ميرناهاي  منظور به

موجود براي  يها دادهحفاظت شده بالقوه، در مقابل پايگاه 
استفاده ) EST يها دادهمانند پايگاه (گياه مورد گياه نظر 

  .)38و  36 ،15( شود يم

تكراري،  DNAژنوم بزرگ، مقادير بالاي  اندازه  بهبا توجه 
ي كانديد و نبود ها ژن، فقدان خزانه ژنتيكي كوچك

نسبت به ساير  ، اين گياه)37(براي عدس  ي ژنتيكيها نقشه
در  كمياطلاعات داراي خود  خانواده همحبوبات 

 گونه هيچكه تاكنون  طوري به ،باشد يمژنتيكي  هاي يگاهپا
 از. ميرنا براي اين گياه ثبت نشده استاطلاعاتي در مورد 

ترنسكريپتومي  يها دادههدف تحقيق حاضر توسعه  رو اين
در و شناسايي ميرناهاي حفاظت شده براي اولين بار عدس 

  .باشد يم RNA-seqبا استفاده از فناوري دنيا 

  روشهامواد و 
از  )رقم گچساران(پس از تهيه بذر عدس : مواد گياهي

ايستگاه (ديم كشور تحقيقات كشاورزي موسسه 
درصد  5/0بذور با هيپوكلريت سديم  ،)گچساران

 بذور به آبشويي با آب مقطر مرتبه سهضدعفوني و پس از 

نسبت ( ورميكوليت، پيت موس و شنحاوي  يها گلدان
 با شرايطها به اتاق كشت  گلدانسپس . منتقل شدند) 1:1:1

ساعت  16دوره نوري  ،لوكسي 1200-1400 يشدت نور
 گراد يدرجه سانت 25دماي  وساعت تاريكي  8روشنايي و 
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منتقل شد و تا برداشت نمونه با محلول نيم هوگلند آبياري 
 هروز 21هاي  هچه گيا بافت برگ از ،هفته سهپس از  .شدند

. صورت گرفت يبردار نمونهتام،  RNAاستخراج  منظور به
و تا زمان  داده شدهدر ازت مايع قرار بلافاصله  ها نمونه
  .نگهداري شدند - 80يابي در يخچال  يتوال

: يابي يتوالو  cDNAتهيه كتابخانه ، RNAاستخراج 
 Trizol( ترايزول محلول از استفاده با كل RNAاستخراج 

reagent(  طبق پروتكل شركت سازنده)Invitrogen, life 

technology ( اين روش در  .شد انجام ها نمونهبراي همه
گرم بافت برگ پودر شده در هر  ميلي 50- 100به ازاي 
ليتر محلول ترايزول به واكنش استخراج  ميلي 1نمونه، 

سازي، جداسازي فاز و  پس از مراحل همگن. اضافه شد
ميكروليتر آب  50تا  25رسوب يافته در  RNAشستشو، 

كميت . حل شد) Diethyl pyrocarbonate, DEPC(دپس 
دستگاه  با استفاده ازاستخراج شده  RNAو كيفيت 
الكتروفورز مورد بررسي قرار  )درصد 1(ژل و  پيكودراپ

 3هر نمونه از  cDNAبراي ساخت كتابخانه  .گرفت
 RNA Integrity(تام با درجه يكپارچگي  RNAميكروگرم 

Number, RIN ( مورد استفاده قرار گرفت 7بيشتر از .
 ™Illumina TruSeqتوسط كيت  cDNAي ها كتابخانه

RNA Sample Preparation  طبق پروتكل شركت سازنده
 Illumina HiSeq2500 پلتفرمدر نهايت از  ؛ وساخته شدند
قطعات از دو . استفاده شد ها كتابخانهيابي  يتوالبراي فرآيند 

باز خوانش   جفت 150و با طول ) Paired-end(طرف 
  .شدند

هاي  خوانش) De novo assembly(بندي نوپديد  سرهم
 Short(كوتاه  يها خوانشسنجي  يفيتكپس از : كوتاه

Reads ( ي بند سرهمبا كيفيت پايين،  هاي تواليو حذف
 افزار نرم ازبا استفاده  كوتاه يها خوانش نوپديد

)v7.5.0(CLC Genomics Workbench ) پارامترهاي طبق
 هاي يگكانتمنظور حذف  به. )9(انجام شد  )فرض يشپ

دست  تكراري يا معيوبي كه از فرآيند اسمبلي ناقص به

) V2013.07.27(افزاري  از مجموعه نرم اند آمده
EvidentialGene 

)http://arthropods.eugenes.org/Evidenti (استفاده شد.  

حاصل  هاي ژن يوني: هاي حفاظت شدهmiRNAشناسايي 
منبعي براي شناسايي  عنوان بهنوپديد  بندي سرهماز 

بدين  .مورد استفاده قرار گرفت شده محافظت يرناهايم
گونه گياهي  88ثبت شده براي  يرناهايم هاي تواليمنظور 

 mirbaseتوالي ميرناي بالغ بود از پايگاه  10411كه شامل 
منظور  به. دانلود شد http://www.mirbase.orgبه آدرس 

-v4.6.8 (CD(افزار  از نرم ميرنا تكراري هاي تواليحذف 

HIT-EST  سپس براي شناسايي  .)23(استفاده شد
ميرناي  هاي تواليكه بيشترين شباهت را با  يهاي ژن يوني

و  E-value ≤ 10با پارامترهاي  Blastnبالغ دارند از ابزار 
mismatch < 4 دانلود  توالي ميرناهاي بالغاز  .استفاده شد

 ژن يوني هاي تواليو از ) Query(ورودي  عنوان بهشده 
آستانه  .استفاده شد) Subject(پايگاه مورد جستجو  عنوان به

نوكلئوتيد  24تا  18بالقوه شناسايي شده بين  يرناهايمطول 
 يها دادهعليه پايگاه كانديد  هاي تواليسپس  .تعيين شد

 ,Non-Redundant proteins(غيرتكراري  هاي ينپروتئ

NR ( با استفاده از ابزارBlastx  0.001با E-value ≤ 
ي كه داراي ركورد در هاي تواليبلاست شده و در نهايت 

  .حذف شدند ،اين پايگاه داده بودند

 هاي ژن يونيي شباهت بالا:  RNAساختار دوم  بيني پيش
براي اعتبارسنجي  تنهايي بهميرناي بالغ  هاي تواليبا  كانديد

نحوه  رو ازاين .باشد ينمميرناي شناسايي شده كافي 
تاخوردگي و ميزان انرژي آزاد ساختار ميرناي اوليه 

به آدرس  mfoldوب سرور  از طريق كانديد هاي ژن يوني
http://unafold.rna.albany.edu/?q=mfold/RNA-

Folding-Form  مورد بررسي قرار  فرض يشپبا پارامترهاي
توالي ميرناي بالغ در  يريقرارگاطمينان از  منظور به. گرفت

 ساز ميرنا، محل صحيح احتمالي خود در ساختار پيش
 دست يينپا و بالادستنوكلئوتيد در  100 محدوده

 هاي ژن يونيتوالي  از ميرناي شناسايي شدهمختصات 
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 .)33(استخراج شد  Bedtoolsبا استفاده از ابزار كانديد 
ورودي براي وب سرور  عنوان بهاستخراج شده  هاي توالي

mfold داراي كه  يهاي تواليطول . مورد استفاده قرار گرفتند
نيز توالي ميرناي بالغ و شامل حلقه مناسب  -ساختار ساقه

 و مجدداً برش خوردهساز ميرنا  ساختار پيشاندازه به  بودند
، GC/AUدرصد پس از تعيين . ندمورد ارزيابي قرار گرفت

 Minimal free(حداقل انرژي آزاد تاخوردگي  يپارامترها

energy, MFE( ،حداقل انرژي آزاد تاخوردگي  يپارامترها
) Adjusted minimal free energy, AMFE( شده يحتصح

 Minimal free(و شاخص حداقل انرژي آزاد تاخوردگي 

energy index, MFEI ( محاسبه  زيربا استفاده از رابطه
  .)43و  30( ندشد

  
 MFE = -ΔG (kcal/mol) 1رابطه
ساز طول ميرناي پيشAMFE = (MFE ÷  ) 2رابطه  × 100 

 [MFEI = AMFE ÷ (GC %) 3رابطه

  
ساختار دوم با تاخوردگي  -1: پارامترهاياز در نهايت 

وجود توالي ميرناي  - 2 ،حلقهمناسب و شامل ساختار ساقه 
عدم شكستگي در  - 3، بالغ در يك بازوي در ناحيه ساقه

جفت نوكلئوتيد غير  6حداكثر  -4 ،حلقه ساختار ميرنا
درصدي  70تا  30محتواي  - 5 ،منطبق در ساختار ميرنا

AU 6-  نوكلئوتيد و  3حداكثر اندازه گپ در ساختار ميرنا
حداقل انرژي آزاد  ،حداقل انرژي آزاد تاخوردگي - 7

و ميزان شاخص حداقل انرژي تاخوردگي تصحيح شده 
-kcal.mol( كيلوكالري بر مول 85آزاد تاخوردگي بيشتر از

فيلتر كردن و شناسايي ميرناهاي با  منظور به، )43، 7( )1
  .)27و  24( استفاده شد پتانسيل بالا

: كانديد يرناهايمهدف  هاي ژنو مستندسازي  بيني پيش
كانديد از  يرناهايمهدف  هاي ژنبيني  پيش منظور به

به آدرس  psRNATarget يتسا وب
http://plantgrn.noble.org/psRNATarget  استفاده شد

شناسايي شده عليه  يرناهايمدر اين فرآيند توالي . )10(
. موجود مورد تحليل قرار گرفت هاي ژن يونيتمام 

براي  يتسا وباين  2017نسخه  فرض يشپ پارامترهاي
  .هدف استفاده شد يها ژنشناسايي 

 Functional( كاركرد يرتفسمستندسازي و  منظور به

annotation( از ابزار  ،هدف ميرنا هاي ژنBLASTX 

. )4(استفاده شد  +NCBI Blast) v2.6.0(افزار  نرم
يني پروتئي ها دادههاي  يگاهپاهاي هدف در مقابل  ژن يوني

و  )NR )ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/blast/db يرتكراريغ
با در نظر گرفتن  رونويسي گياهي عوامليني پروتئي ها داده

محلي  ينه برهممورد  E-value ≤ 1.0 E-5حد آستانه معادل 
)Local BlastX (شناسي يهستمنظور  به. قرار گرفت 
)Gene ontology, GO( افزار نرماز هدف ميرنا  هاي ژن 

Blast2GO استفاده شد.  

  نتايج و بحث

 تماماز  مجموع در: نوپديد بندي سرهمو  يابي توالي
شده پس از تعيين كيفيت اوليه و  يابي توالي يها نمونه

خوانش  171506152با كيفيت پايين،  يها خوانشحذف 
ها در فرآيند  يتوالكه از اين  كوتاه با كيفيت بالا حاصل شد

با  كوتاه يها خوانش بندي سرهماز . اسمبلي استفاده شد
رونوشت حاصل شد و پس از حذف  bp150 ،65993 طول

 يافزار نرمتوسط بسته  و ناقص تكراري يها رونوشت
EvidentialGene ،48021 حاصل  فرد منحصربه رونوشت

مقايسه پارامترهاي كيفي اسمبلي نهايي و اوليه نشان . شد
موجب افزايش محسوس پارامتر  EvidentialGeneداد كه 

N50  و همچنين افزايش درصد فراواني  1741به  1359از
درصد  41به  28جفت باز از  1000از  بلندترهاي  توالي
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 بود Mb7/56  مقدار ترنسكريپتوم كل عدس در حدود. شد
ترنسكريپتوم گياهان زراعي محدوده با كه اين مقدار 

  .)37( مطابقت دارد) Mb 80  - 50(ديپلوئيد 

نتايج بلاست نشان : هاي حفاظت شدهmiRNAشناسايي 
 ژن يوني 4677مورد جستجو  ژن يوني 48021داد كه از 

. با ميرناهاي گياهي مطابقت داشتند فرد منحصربه صورت به
ي كه داراي ركورد مشابه با پايگاه هاي ژن يونيبراي حذف 

 xبودند، از نتايج بلاست ) NR( يرتكراريغ هاي ينپروتئ
 هاي ژن يونياز . استفاده شد عليه اين پايگاه ها ژن يوني

 هاي ينپروتئ يها دادهدر پايگاه  ژن يوني 1036كانديد، براي 
   .ركوردي يافت نشد يرتكراريغ

Mehta  كه با هدف شناسايي  يا مطالعهدر ) 27(و همكاران
) Stevia rebaudiana(حفاظت شده در استويا  يرناهايم

چنين اظهار نمودند كه استفاده از ، صورت گرفته بود
ژنتيكي كمي  يها دادهنوپديد براي گياهاني كه  يبند سرهم
وجود دارد، كارايي بالايي براي شناسايي  ها آنبراي 

نشان داد مطالعه مذكور  نتايج. حفاظت شده دارد يرناهايم
ايجاد شده توسط فرآيند  ژن يوني 141858از  كه

تطابق  بالغ يرناهايمبا  ژن يوني 4616نوپديد،  يبند سرهم
 يركدكنندهغ هاي تواليمورد به  381 بين  ينا ازكه  يافته

ثبت  EST هاي توالياين در حالي بود كه كل . ربوط بودندم
  .)27(عدد بود  5646شده براي استويا 

حفاظت شده تنها با معيار همولوژي نتايج  يرناهايمانتخاب 
نتايج  رو ازاين؛ )39و  16(مطلوبي به همراه نخواهد داشت 

 1036( مانده يباق هاي ژن يونيبررسي ساختار ثانويه 
معيار  عنوان به mfold يتسا وبتوسط ) ژن يوني
حفاظت شده بالقوه مورد  يرناهايمشناسايي  كننده يلتكم

 ها ژن يونيمختصات ناحيه تطابق يافته  .استفاده قرار گرفت
 نوكلئوتيد 100 ±با ميرناهاي گياهي با در نظر گرفتن 

ناحيه تطابق يافته درون تقريبي  يريقرارگمنظور  به ،)27(
از  در مرحله نخست .استخراج شدساز ميرنا،  ساختار پيش

 هاي تواليساختار ثانويه  شناسايي ميرناهاي حفاظت شده،

محل حلقه و  –ساختار ساقه  تناسب از نظركانديد 
  بيني يشپتوالي ميرناي بالغ در ساختار ثانويه  يريقرارگ
حائز شرايط  توالي 171در اين گام تنها  .، كنترل شدشده

 26گام دوم در . حذف شدند ها يتوال يمابقو ، لازم بود
و تعداد نوكلئوتيد گپ حداكثر از نظر مقدار  ديگر كه  توالي

نامطلوب شناسايي شده بودند، حذف  در ساختار، منطبقيرغ
توالي داراي  20 به مانده تنها توالي باقي 145از . شدند
MFE  ها در مراحل   توالي يمابقو از اكتفا شد  - 20كمتر از

مقطعي از توالي كه پس از استخراج . پوشي شد بعد چشم
، پارامترهاي كمي داد را تشكيل مي ساز ميرنا ساختار پيش

در نهايت بر  .ت ساختار محاسبه شدتعيين كننده صح
ميرناي  5 ،)1جدول ( MFEIو  AUاساس پارامتر درصد 

 يها خانوادهمتعلق به حفاظت شده با پتانسيل بسيار بالا 
miR166، miR167، miR171 ،miR391  وmiR156 

 5براي  MFEIميانگين پارامتر  ).1  شكل( ندشناسايي شد
 بر مول محاسبه شد كيلوكالري 02/1ميرناي شناسايي شده 

كه اين ميزان صحت ساختار ثانويه توالي شناسايي شده را 
معيار  MFEIدر مطالعات مشابه نيز پارامتر . نمايد يم ييدتأ

، 26، 15( گزارش شده است مناسبي براي شناسايي ميرنا
براي تشخيص و  MFEI مقدار اي در مطالعه ).37و  29

، به microRNAو  rRNA ،tRNA ،mRNAتمايز بين 
گزارش  85/0و  62/0- 66/0، 64/0، 59/0ترتيب بيشتر از 

نشان داد كه احتمال ديگري  نتايج مطالعه. )43( ه استشد
، EST هاي تواليشناسايي ميرناي حفاظت شده در 

گفت كه  توان يم رو ازاين ؛)42( باشد يمدرصد  صدم يك
شناسايي ي قرابت بالايي بين تعداد ميرنادر مطالعه حاضر 

 0001/0 = 82/4 ~ 5( مورد انتظار تعدادبا ) ميرنا 5(شده 
  .وجود دارد )48021 ×

miR166  يك خانواده بسيار حفاظت شده در گياهان
گونه گياهي شناسايي شده  52كه در  شود يممحسوب 

و در  )2018تاريخ  21نسخه  mirbasrپايگاه (است 
   .)41(بسياري از فرآيندهاي بيولوژيكي دخيل هستند 
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هاي انتهايي، قطبيت  در توسعه مريستم miR166خانواده 
دخيل  ها يون، توسعه بذر، رشد ريشه و جذب ها اندام
در بسياري از مطالعات نقش اين  و همچنين باشند مي

 يدتأك غيرزيستيي زيستي و ها تنشخانواده در پاسخ به 
در هر ميليون كيلو باز  ها رونوشت تعداد .)25(شده است 

)Transcripts Per Kilo base Million, TPM( براي 
miR166  نسبت به ساير ميرناهاي شناسايي بيشتر بود كه

به حوزه وسيع فعاليت و ميزان بالاي  احتمالاًاين موضوع 
در بسياري از ). 1جدول (بيان اين ميرنا اشاره دارد 

، تنظيم بيان دار گلدر گياهان  miR167مطالعات نقش 
هاي دخيل در گلدهي و باروري تخمدان و پرچم ذكر  ژن

در برخي مطالعات شواهدي مبني بر  هرچندشده است، 
هاي  از ميرنا در پاسخ به تنش خانوادهافزايش بيان اين 

در بين . )32( آبي گزارش شده است محيطي از جمله كم
را  TPMكمترين ميزان  miR390ميرناهاي شناسايي شده، 
 در هردوي از ميرناخانواده اين . به خود اختصاص داد

آن در  و نقش شناسايي شده است دار گلو گياهان جنگلي 
ها،  مريستم يريگ شكلرونويسي،  عواملتنظيم بيان ژن 

له رويشي به زايشي و تعيين زمان گلدهي به حانتقال از مر
 miR391اعضاي خانواده  .)17(اثبات رسيده است 

 ينا ، با)40(دارند  miR390بيشترين شباهت را با خانواده 
گونه گياهي  12حضور اين خانواده از ميرنا تنها در  حال

يكي از  miR156 خانواده .گزارش شده است
شوند كه  ميرناهاي گياهي محسوب مي ينتر شده محافظت

، با اين دندار miR529در سطح نوكلئوتيد شباهت بالايي با 
هاي گياهي  در برخي از گونه miR529حال خانواده 

اين خانواده از ميرنا با سركوب بيان  .گزارش نشده است
متصل شونده به  هاي ينپروتئعوامل رونويسي مانند شبه 

 squamosal )Squamosa promoter binding پرموتر

protein-like, SBP/SPL ( در تغيير فاز رويشي به زايشي
  .)44( مؤثرند

محاسباتي براي شناسايي  هاي روشكارايي استفاده از 
در ساير مطالعات مشابه نيز مورد  شده محافظت يرناهايم

 هاي روشاستفاده بهينه از . قرار گرفته است ييدتأ
ورودي  يها دادهمحاسباتي مستلزم افزايش كميت و كيفيت 

با  يابي تواليگفت رهيافت مبتني بر  توان يم رو ازايناست؛ 
، مسير را )2( ها دادهكارايي بالا، با توليد حجم وسيعي از 

بيوانفورماتيكي را هموارتر  هاي روشاستفاده از  براي
  .سازد يم

 يها ژنسلولي با بررسي  فرآيندهايدرك نقش ميرناها در 
هدف چهار  هاي ژنبررسي در . )3(ميسر است  ها آنهدف 

 يتسا وبميرناي شناسايي شده با استفاده از 
psRNATarget  ژن توسط  473نشان داد كه در مجموع

نتايج نشان داد كه  .شوند ميتنظيم  ،اين ميرناهاي بالقوه
-lcu-miR156، lcu هاي تواليهدف براي  هاي ژنتعداد 

miR166،lcu-miR167،lcu-miR17  وlcu-miR391  به
). 2شكل (بود  ژن يوني 85و  93، 77، 76، 142ترتيب با 

موجود در انطباق توالي ميرناي بالغ در جريان تداخل، با 
تخريب  ،ژن هدف mRNAبا توالي كمپلكس خاموشي 

mRNA  473از  .رخ خواهد داد پروتئينترجمه به  عدميا 
ژن با عدم ترجمه  87ژن با تخريب شدن و  386 ،ژن هدف

. شوند مي يمتنظميرناي شناسايي شده  5شدن توسط 
 افزار نرمهدف با استفاده  هاي ژنكاركردي  يها گروه

Blast2GO  نشان داد كه در زمينه عملكرد مولكولي
)Molecular Function, MF () گروه) الف- 2شكل 
بيشترين فراواني را به خود  "فروكافتيفعاليت "و  "اتصال"

فرآيند اين در حالي بود كه در زمينه . ددناختصاص دا
دسته ) ب-2شكل () Biological Processes, BP( زيستي

ني ابا فراوبه ترتيب  "متابوليكيفرآيند "و  "فرآيند سلولي "
 .رديگ يمقرار  تأثيرتحت  ها گروهبيشتر از ساير  61و  76
به ترتيب با فراواني  "سلول يها بخش"و  "سلول"، "غشا"

شناسايي شده در  يرناهايمبيشترين اهداف  52و  53، 54
شكل () Cellular Components, CC(زمينه اجزاي سلولي 

  .دادند را به خود اختصاص) ج- 2
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 گفت، توان يمهدف  هاي ژن يشناس يهستبا توجه به نتايج 
زيستي و متابوليكي  فرآيندهايميرناهاي گياهي در اغلب 

همچون تمايز، رشد و نمو، انتقال از مرحله رويشي به 
ي زيستي و ها تنشزايشي، انتقال پيام و پاسخ به 

 ).20و  34، 11، 8، 6( كنند مي، نقش مهمي ايفا غيرزيستي

با كنترل و ميرنا بوده كه  اهدافاز ديگر عوامل رونويسي 
بر  ها ژنتنظيم فرآيند رونويسي نقش كليدي در تنظيم بيان 

بر اين گروه از  تأثيرشناسايي شده با  يرناهايم. عهده دارند
 كنند ميرا كنترل  ها ژنبيان  ميرمستقيغ طور به، ها نيپروتئ

ميرناهاي شناسايي شده در  تأثيرنتايج بررسي . )32و  26(
خانواده از  21عدس بر عوامل رونويسي نشان داد كه 

 .)3شكل ( رنديگ يمقرار  تأثيرعوامل رونويسي تحت 
، bHLHخانواده شناسايي شده بر  يرناهايم تأثيربيشترين 

ERF  وMYB  20صورت گرفت به صورتي كه به ترتيب ،
توسط چهار ميرناي  ها خانوادهعضو از اين  12و  13

اغلب در  bHLH خانواده .شوند ميشناسايي شده تنظيم 
 هرچندبوده،  مؤثرانتقال از فاز رويشي به زايشي در گياهان 

از دخالت برخي از اعضاي اين خانواده در  ييها گزارش
ها ERF. )22(سيگنالينگ آبسزيك اسيد ثبت شده است 

هستند  نهيدآمياس 70تا  60از عوامل رونويسي با  يا خانواده

 RAVو  AP2 ،ERF ها خانوادهكلي به زير  طور بهكه 
بوده و در  AP2/ERFداراي دو دمين  AP2 .شوند ميتقسيم 

به  DNAاي از  به ناحيه ERF به همراه يآب كمپاسخ به تنش 
 ethylene-responsive(دهنده به اتيلن  عناصر پاسخ نام

element, ERE (را كه  ها ژناي از  همتصل شده و مجموع
. )28( كنند يم ميتنظدر مكانيسم دفاعي گياه نقش دارند را 

حفاظت شده در ژنوم گياهي  طور به RAVزيرخانواده 
بيشترين نقش اين خانواده از عوامل . گزارش شده است

 .)29(رونويسي در مرحله گلدهي گزارش شده است 
خانواده عوامل رونويسي  نيتر عيوسيكي از  MYBعوامل 

ها وجود دارند و يكي از  كه در اغلب يوكاريوت باشند مي
دخيل در رشد،  هاي ژنعوامل در كنترل بيان  نيتر يديكل

 يستيرزيو غي زيستي ها تنشو پاسخ به  ها اندامتوسعه 
  .)1و  13( شوند ميمحسوب 

گفت اگر عوامل  توان يمكلي، با توجه به نتايج  طور به
ژني در  يها شبكه انداز راه يدهايكل عنوان بهرونويسي را 
 توان يمرا  ها آندخيل در كنترل  يرناهايمنظر بگيريم، 

كه با فعاليتشان طيف  ،شناخت يدهاييكل شاه عنوان به
  .كنند ميكنترل را  ها ژنوسيعي از تغييرات را در حوزه بيان 

  

  
 الف 
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  شناسايي شده در عدس يرناهايمشده برايبينيپيش هدفهايژنشناسييهستتحليل-2شكل

  اجزاي سلولي: فرآيندهاي زيستي و ج: عملكرد مولكولي؛ ب: الف

  
 ني عوامل رونويسي هدف ميرناهاي شناسايي شده در عدساتوزيع فراو-3شكل
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  گيري يجهنت

براي بهبود  ها آنميزان اطلاعات ژنتيكي مفيدي كه بتوان از 
ي زيستي و ها تنشعملكرد اين محصول يا تحمل بيشتر به 

غيرزيستي كاهش دهنده عملكرد عدس استفاده نمود، 
توليد  رو ازاين. باشد يمنسبت به ساير حبوبات بسيار اندك 

كاري توسعه محور  راه ،ژنتيكي براي گياه عدس محتواي
نتايج . شود يماصلاحي اين گياه محسوب  يها برنامهبراي 

شده با طول  يبند سرهمتوالي  48021مطالعه حاضر 
ترنسكريپتومي عدس  يها دادهنوكلئوتيد به  1168متوسط 

شده  ايجاد هاي تواليدر همين راستا از ميان . اضافه نمود
 اين در حالي بود. چهار ميرناي حفاظت شده شناسايي شد

كه تا كنون هيچ گزارشي از ميرنا براي عدس ثبت نشده 

شناسايي شده،  هاي تواليهدف براي  هاي ژن بيني پيش. بود
نشان داد كه اين ميرناها نيز همچون ساير اعضاي اين 

هاي تنظيمي در اغلب فرآيندهاي زيستي RNAخانواده از 
از جمله رشد و نمو، انتقال از مرحله رويشي به زايشي و 

همچنين با توجه به . كنند مينقش ايفا  ها تنشتحمل به 
سيعي از ميرناهاي شناسايي شده بر گروه و يميتنظنقش 

ها در تغيير طيف وسيعي  بالقوه آن يرتأثعوامل رونويسي و 
از ميرناهاي  توان يمژني،  يها شبكه دستي يينپا ها ژناز 

مهندسي  مبحث دركانديد  يها ژن عنوان بهشناسايي شده 
هاي زيستي و غير  با هدف افزايش تحمل به تنشژنتيك 

 زيستي و همچنين ارتقا صفات كمي و كيفي محصول
 .عدس استفاده نمود
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Abstract 

MicroRNAs (miRNAs) are endogenous, noncoding, small RNA molecules consisting of 
18-24 nucleotides (nts) that regulate target genes at the post-transcriptional level in 
plants. Also, this group of RNAs play a crucial role in development of plant, biological 
processes, cell proliferation and stress response. To date, no miRNAs have been 
identified in the lentil species although there are several reports on miRNAs in other 
legume species. Therefore, in this study, in order to identify and analysis of potential 
miRNAs and their target genes in lentil, total RNA from leaf tissue was extracted using 
with TRIzol method and was sequenced.  Non-protein coding unigenes were identified 
and considered for candidates of miRNA precursor. Finally five miRNAs belonging to 5 
highly conserved families were identified following a range of strict filtering criteria, 
designated as, lcu-miR156, lcu-miR166, lcu-miR167, lcu-miR171 and lcu-miR391. In 
addition, we predicted target mRNA genes form complementary base pair in seed 
region of miRNAs. Totally, due to the regulatory role of the identified miRNA on 
changing the range of downstream genes in the gene networks, it may be possible to use 
the identified microRNA as candidate genes in breeding programs aimed at improving 
the quality and quantity of lentil. 
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