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 هاي هدف آنها دهنده به تنش گرما در عدس و ژن هاي پاسخmiRNAشناسايي 

  3نژاد و عبدالحسين رضايي 2، حسين فلاحي1، فرهاد نظريان فيروزآبادي*1، احمد اسماعيلي1سيده زهرا حسيني
  گروه زراعت و اصلاح نباتات دانشكده كشاورزي، لرستان،دانشگاه  آباد، خرم، ايران 1

  شناسي يستزگروه  دانشكده علوم پايه، دانشگاه رازي، كرمانشاه، ،ايران 2
 گروه علوم باغباني دانشكده كشاورزي، دانشگاه لرستان، آباد، خرم، ايران 3

  28/11/1397 :تاريخ پذيرش  27/08/1397:تاريخ دريافت

  چكيده

واكنش گياهان به تنش گرمايي . كند ، امنيت غذايي را تهديد ميدر اثر گرم شدن كره زمين محصولات كشاورزيكاهش عملكرد 
برداري، نقش مهمي را در  ويژه در فاكتورهاي نسخه برداري به ها با ايجاد تغييرات پس از نسخهmiRNA. يك فرآيند پيچيده است

يكي از مهمترين عنوان  عدس به هاي زنده و غيرزنده در گياه اسخ به تنشها در پmiRNAنقش . كنند ها بازي مي پاسخ به تنش
هاي هدف آنها  هاي حفاظت شده و ژن miRNAمنظور شناسايي  ، به در اين مطالعه. تا كنون مورد مطالعه قرار نگرفته است ها لگوم

هايي كه هيچ  سپس توالي ترانسكريپت. شديابي  تواليو ترايزول استخراج  محلولبا استفاده از بافت برگ كل  RNAدر عدس، 
ي miRNAهفت  در مجموع. مورد بررسي قرارگرفتند miRNAساز  هاي پيش منظور شناسايي توالي كردند به پروتئيني را كد نمي

كه از شناسايي شدند  miR156و  miR408 ،miR166 ،miR167 ،miR169 ،miR172 ي خانواده 6به متعلق حفاظت شده 
ي  نتايج مطالعه. افزايش بيان يافتند miR156b-3p در پاسخ به تنش گرما كاهش و miR169d و miR408 ،miR166dبين آنها 

برداري دخيل در پاسخ به  ها، بيان فاكتورهاي نسخهmiRNAها نشان داد كه اغلب اين miRNAهاي هدف اين  ترانسكريپت
مطالعه  نيبه دست آمده در ا جينتا. كنند يم ميتنظ را C3Hو  HSF ،NF-Y ،ARR-B، WRKY، MYB، AP2تنش گرما مانند 

 .كمك كند گرماها در پاسخ به تنش  ژن انيب ي شبكه ميتنظبه درك بهتر  تواند يم

  miRBase  ،عدس گرما، تنش ،miRNA ،يبيان افتراق :يديكل يها واژه

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

  مقدمه
چالش مهم  كيتنش گرما به  ن،يزم ي كره شدن گرم با
تنش گرما . است هشد  ليتبد ندهيدر آ ييغذا تيامن يبرا

 ريتاث اهيآب گ يو محتوا يسلول ميفتوسنتز، تقس يبر رو
 ،ياختلال در عملكرد مولكول جادياو با ) 20( گذارد يم
 محصولسبب كاهش عملكرد  ،يو آناتوم يكيولوژيزيف
  ).18( شود يم اهانيگ

 يبرا ييغذا ارزش نيبالاتر يدارا غلات از بعد حبوبات
 يريگرمس مناطق در گسترده طور به كه هستند دام و انسان
 سراسر در ميد صورت به عمدتا و خشكمهين و خشك

يكي از گياهاني است  عدس. )14( شوند يم كشت جهان
ي انسان مورد استفاده قرار  كه به مقدار زيادي در تغذيه

ارزش  ،تئينوپردرصد  20از  شيبداشتن  ابو ) 4(گيرد  مي
 كنترل و وژننيتر تثبيت ليو به دل دارد يبالاي يياغذ

قرار  يمناسب برا ياهيگ ،زا يماريب عوامل و هرز يها علف
). 15(است  يزراع اهانيگ ريگرفتن در تناوب كشت با سا

 در را حبوبات كشت ريز سطح نيشتريب نخود از بعد عدس
  ).2( است دارا رانيا
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miRNAها RNAهستند  دينوكلئوت 25تا  18با طول  ييها
مكمل خود  يو با اتصال به توال كنند يرا كد نم ينيكه پروتئ

 از ياريبس درها قرار دارند  ژن يميتنظ يكه در نواح
نقش  يمرگ سلول و زيتما ر،يتكث مانند يستيز يندهايفرآ

 smallو  هاisomiRها به همراه  miRNA). 1( دارند

RNAدر يبردار نسخه از پس انيب ميتنظ در يمهم نقش ها 
 با. دارند ها تنش به پاسخ و نمو جمله از يسلول يندهايفرآ

 يمتعدد يهاmiRNA ،ديجد يها روش از استفاده
 دارند نقش ها تنش به اهانيگ پاسخ در كه اند شده ييشناسا

به همراه  كوچك يهاRNAكه  دهد يشواهد نشان م ).6(
 heat shock( هاHSF ژهيبه و يبردار نسخه يفاكتورها

transcription factor ( يها پاسخ در كيژنت ياپ ماتيتنظو 
 .هستند ليدخ يبردار گرما در سطح نسخه به اهانيگ

miR398 شده در پاسخ به تنش  ييها شناسا از مولكول يكي
 ي هضم كننده يها ميآنز از ينوع ديتولگرما است كه 

 ).20( كند يرا سركوب م )ROS( فعال ژنياكس يها گونه
miR156 گرياز د miRNAدر پاسخ به تنش  ليدخ يها

 Squamosa يبردار نسخه يگرما است كه فاكتورها

promoter-binding-like يبعض ).20( كند يم سركوب را 
را  SPL يها ژن انيب كه miR156 ي خانواده ياز اعضا
ها نقش  رشد و نمو و پاسخ به تنش يبر رو كنند يكنترل م
 Medicago( ونجهيدر  miR156 انيب شيافزا. دارند

sativa (انيكاهش ب سبب SPL13 تحمل به  شيافزا و
در تحمل به تنش گرما در  miR173 ).18( شد C40°يدما
مطالعات نشان داده است  ).9(است  ليدخ سيدوپسيآراب

 ياديتعداد ز انيب زانيدر م رييسبب تغ رزندهيغ يها كه تنش
 هاmiRNAممكن است  نيبنابرا .شوند يم miRNAاز 

 يها به تنش اهانيبهبود تحمل گ يبرا يديجد اهداف
در پاسخ به . باشند يكيژنت يكار دست قياز طر يستيرزيغ

مكمل شدن با  قياز طر هاmiRNA ،يستيرزيغ يها تنش
 ي و كنترل توسعه اميل پاانتق يرهايهدف، كنترل مس يتوال
القاء شونده  يهاmiRNA ،يطور كل به. كنند يعمل م شهير

 يمنف يهاكننده ميتنظ انيتوسط تنش موجب كاهش ب

مهار شده  يها miRNAكه  يدر حال ،شوند مي تنشتحمل 
مثبت  يكننده ها ميتنظ تيفعال وتنش سبب تجمع  توسط

 ييبا هدف شناسا ياديزمطالعات  راياخ .ندشو يم
miRNAانجام دهند يم پاسخ مختلف يها شتن به كه ييها 

 ديجد نسل از استفاده با مطالعات نيا از يبرخ. است شده
 يها يآور فن گسترش ).25( است شده انجام يابي يتوال
 نييو تع ييامكان شناسا ريدر چند سال اخ ديجد يابي يتوال
كه در  كوچك يRNA يها از گروه ياديتعداد ز انيب زانيم

 لياز جمله پاسخ به تنش دخ يكيولوژيب يندهايفرآ ميتنظ
 ياديز ماتيكرده است و وجود تنظ ريپذ هستند را امكان

 .)11(را آشكار كرده است يبردار در مرحله بعد از نسخه
و    ي حفاظت شدههاmiRNAهدف از اين مطالعه شناسايي 

ي پاسخ اين  و مطالعهدر گياه عدس  هاي هدف آنها ژن
miRNAهاي حاصل از  استفاده از دادهبا ا ا به تنش گرمه

  .يابي نسل جديد است توالي

  روشها و مواد
اين تحقيق در گلخانه دانشكده : تنشتيمار اعمال 

 بذر. انجام گرفت 1396كشاورزي دانشگاه لرستان در سال 
 و تيپ شن، با شده پر يها گلدان درعدس رقم گچساران 

كشت شدند و در ) يمساو يها نسبت با( تيكوليورم
 و درصد 50حدود  ، رطوبت نسبيC25° يبا دما يا گلخانه

قرار  يكيساعت تار 8و  ييساعت روشنا 16 يدوره نور
و  ياريآب يبرا هوگلند مين يياز محلول غذا. داده شدند

 گرما، تنش اعمال منظور به .شد استفاده ها اهچهيگ ي هيتغذ
ها به  از گلدان يمينروز بعد از جوانه زدن بذرها،  21

 C40° يبا دما يول قبلمشابه  طيبا شرا يگريد فضاي رشد
شاهد همچنان  اهانيگ يحاو يها گلدن ي و بقيه شد منتقل
از ساعت  4بعد از گذشت  .شدند ينگهدار C25° يدر دما

از هر دو  افتهيكاملا گسترش  يها برگشروع اعمال تنش 
 عيدر ازت ما فوراو  يآور گرما جمع ماريگروه شاهد و ت

 به يبعد يزهايقرار داده شد و به منظور استفاده در آنال
  .شد منتقل -C80° يدما
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 RNA: پتوميترانسكر يابي يو توالكل  RNA جداسازي
 Trizol (Invitrogen, CA, USA(كل با استفاده از محلول 

كل از  RNA. شركت سازنده، استخراج شدروش  مطابق با
 مارهاياز ت كي هر يبرا اهيهفت گ يها از برگ يمخلوط

 يها و خلوص نمونه تيفيك .شد استخراج) در دو تكرار(
RNA 260نسبت جذب در طول موج  نييبا تعnm/280nm 

 در الكتروفورز و كودراپيپبا استفاده از  260nm/230nmو 
 نييكل به منظور تع RNA. شد نييتع درصد 1 آگارز ژل

 Agilentبا استفاده از ) RNA )RIN يوستگيپ ي درجه

2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Inc., Santa 

Clara, CA) يها نمونه. شد زيآنال RNA يدارا كل RIN 
 يها كتابخانه .استفاده شدند يابي يتوال يبرا 7بالاتر از 

-Illumina RNAمطابق پروتوكل  پتوميترانسكر يابي يتوال

Seq پلاتفورم از استفاده با و شد ساخته Illumina HiSeq 

2500 (Novogene, China) يها خوانش و ندشد يابي يتوال 
  .آمد دست به باز جفت 150 طول با يا دوطرفه

 تيفيك ياز بررس بعد: ها خوانش دينوپد اسمبلي
با ) ميليون خوانش براي هر نمونه 40حدود (ها  خوانش

 مربوط تيفيك با يها خوانش ،FastQCافزار  استفاده از نرم
 ماتيبا تنظ Trinity ي با استفاده از برنامه ها نمونه تمام به
به  يها كانتگ نيب از ).10(شد  يبند سرهم فرض، شيپ

از  شيكه ب ييها گيكانت( ياضاف يها گيكانتدست آمده، 
-CDافزار  با استفاده از نرم) درصد به هم شباهت دارند 95

HIT-EST (http://weizhong-lab.ucsd. Edu/cd-hit/) 
 گيكانت كي تنها شابهم يهاگيكانت نيب از ات شدند حذف

  . بماند يفرد باق  منحصر به

بيني ساختار  و پيش شده حفاظت يهاmiRNA ييشناسا
عنوان  دست آمده به به يها گيكانت ي مجموعه: دوم آنها

شده مورد  محافظت هاmiRNA ييشناسا يبرا يمنبع
ثبت  ياهيگ يهاmiRNA يها يتوال. استفاده قرار گرفت
به آدرس  mirbase گاهيشده از پا

http://www.mirbase.org منظور حذف  به. دانلود شد
-v4.6.8 (CD(افزار  از نرم هاmiRNA يتكرار يها يتوال

HIT-EST  ييها گيكانت ييشناسا يبرا. )16(استفاده شد 
بالغ دارند  يmiRNA يها يشباهت را با توال نيشتريب كه

 > E-value ≤ 10، mismatch يپارامترها با Blastnاز ابزار 

 24تا  18 نيبالقوه ب يهاmiRNAآستانه طول  و 4
ثبت  ياهيگ يهاmiRNA يشد و توال استفاده دينوكلئوت
 گاهيعنوان پا به ها گيكانت  يتوال هيبرعل يرتكراريغ ي  شده

كه  ييها گيكانت  يتوال سپس. گرفت قرارداده مورد جستجو 
  داده گاهيپا هيعلبالغ شباهت داشتند  يهاmiRNA يبا توال
 ,Non-Redundant proteins( يرتكراريغ يها نيپروتئ

NR ( با استفاده از ابزارBlastx  0.001با E-value ≤ 
 يها يتوال با انطباق يدارا يها گيكانت وشده جستجو 

  .داده حذف شدند گاهيپا نيا ينيپروتئ

بالغ در ساختار  miRNA يتوال نكهياز ا نانياطم يبرا
به  يتوال نيقرار گرفته و ا يدر مكان مناسب RNA ي هيثانو

 يتاخوردگ نحوهتعلق دارد،  miRNA ساز شيپ كيواقع به 
 يرو بر شده ييشناسا miRNA آزاد ساختار يانرژ زانيو م
افزار  با استفاده از نرم. قرار گرفت يمورد بررس ها گيكانت

Bedtools يشامل توال ديكاند گيكانت ياز توال يبخش 
miRNAدر بالادست و  دينوكلئوت 100بالغ به همراه  هاي

وب  قياز طر و ساختار آن )22( شد جداآن  دست نييپا
http://unafold.rna.albany.edu به آدرس  mfoldسرور 

/?q=mfold/RNA-Folding-Form شيپ يپارامترها با 
 ساختار يبررس از بعد. قرار گرفت يمورد بررس فرض 

 درمناسب  ي هيثانو ساختار يكه دارا ييها يتوال ، هيثانو
از  يبخش انتخاب و بودندبالغ  miRNA يتوال ي محدوده

 miRNA ساز شيپ ساختار به مربوط احتمالا آنها كه يتوال
 آنها آزاد يانرژ زانيم و يتاخوردگ و شد داده برش بود

شد  نييتع GC/AU نسبت. قرار گرفت يابيمورد ارز دوباره
 Minimal( يتاخوردگ آزاد يانرژ حداقل يپارامترهاو 

free energy, MFE(آزاد  يحداقل انرژ ي، پارامترها
 ,Adjusted minimal free energy( شده حيتصح يتاخوردگ

AMFE (يتاخوردگ آزاد يانرژ حداقل شاخص و 
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)Minimal free energy index, MFEI (از استفاده با 
  ).24و  21( شدند محاسبههاي مربوطه  فرمول

مناسب  ي هيثانو ساختار يدارا يهاmiRNA تينها در
 miRNAتوالي  كه حلقه در يشكستگ بدون ي حلقه وساقه 

 با شتدا قرار آن ساقه هيناح ياز بازوها يكيبالغ در 
 جفت 6حداكثر ؛ با  AU يدرصد 70تا  30 يمحتوا
 و دينوكلئوت 3اندازه گپ  حداكثر؛ با منطبق ريغ دينوكلئوت
 مول بر يلوكالريك 85از شتريبآزاد  يانرژ حداقل

)kcal.mol-1 (به عنوان  بودندmiRNAبالا  ليبا پتانس يها
  ).19( شدند انتخاب

: هاي شناسايي شدهmiRNAهدف  يها ژن شناسايي
از  ديكاند يهاmiRNAهدف  يها ژن نييتع يبرا

psRNATarget 

(http://plantgrn.noble.org/psRNATarget) شد  استفاده
بالا  يكه براساس پارامترها ييهاmiRNA يتوال. )7(

 ازبه دست آمده  يها گيتمام كانت هيانتخاب شدند بر عل
  . قرار گرفت ليتحل مورد دينوپد يبند سرهم

 Functional( كاركرد ريو تفس يمستندساز منظور به

annotation (هدف يها ژن miRNAاز ابزار  ،هاBLASTX 
). 5(استفاده شد  NCBI Blast) v2.6.0(افزار  نرم

 يها داده يها گاهيهدف در مقابل پا يها پتيترانسكر
 NR يرتكراريغ ينيپروتئ

)ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/blast/db (يها و داده 
با در نظر گرفتن حد  ياهيگ يسيعوامل رونو ينيپروتئ

  .قرار گرفت BlastX مورد E-value ≤ 1.0 E-5آستانه معادل 

 و هاmiRNA نييتع منظوربه: يافتراق انيب زيآنال
 ارچكه در پاسخ به تنش گرما د هدف يها پتيترانسكر

 و تنش ماريت به مربوط يها خوانش ،اندشده انيب رييتغ
ميليون خوانش براي هر تكرار در هر  40حدود ( شاهد
با  Bowtie2 افزار  نرم از استفاده با جداگانه طور به) تيمار
 هدف يها پتيترانسكر و هاmiRNA به مربوط يها گيكانت

با  يافتراق انيب يدارا يها پتيترانسكر وشدند  يابي نقشه

. شدند ييشناسا edgeR (R package) ي استفاده از برنامه
با  يدار يمعن انيب تفاوت يدارا كه ييها پتيترانسكر

05/0<FDR (false discovery rate) values  وlog2Fold 

Chang ≥ |1|  در پاسخ به تنش گرما نسبت به شاهد بودند
  .ندشد نييعت

  و بحث جينتا
 گيكانت 65573 تعداد ،تيفيبا ك يها خوانش يبند سرهم از
 شاخص و 2/1008 ها گيطول كانت نيانگيم. دست آمدب

N50 بود باز جفت 1402 آن .map ها به  كردن خوانش
 با يها درصد از كل خوانش 26/83نشان داد كه  ياسمبل

 ياسمبل يها گيكانت به يبه صورت اختصاص تيفيك
  .دنديچسب

 انطباق ي جهيدر نت: شده حفاظت يهاmiRNA ييشناسا
miRNAپتوميترانسكر هيبر عل ياهيگ ي حفاظت شده يها 

با  يصورت اختصاص به پتيترانسكر 5743 ،دينوپد
miRNAحذف عد از ب .مطابقت داشتند ياهيگ يها
 تعداد تينها در ،نيپروتئ ي كدكننده يها پتيترانسكر

 يركورد يها داده گاهيپا نيا در كه پتيترانسكر 2909
 يبررس مورد هاmiRNA ييشناسا ينكردند برا افتيدر
 . گرفتند قرار شتريب

ي بيان ژن  يك روش جديد براي مطالعه RNA يابي يتوال
د و از آن در كن يم دياز داده را تول ياديكه حجم زاست 
ي بيان ژن در گياهان و از جمله حبوبات استفاده  مطالعه

 هاmiRNA ييشناسا منظور بهاز اين روش  ).3(شده است 
مورد  7 ،حاضر ي مطالعه در). 17، 13(استفاده شده است 

 پتوميترانسكر در اهانيگ در شده حفاظت يهاmiRNAاز 
 ،miR408، miR166d شامل كه شد ييشناسا عدس

miR167c-3p، miR169d، miR172، miR156b-3p  و
miR156f 1، شكل 1جدول ( بود( .  
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 بيان كاهش miR169d و miR408، miR166dآنها  نيدر ب
 3ولي  )2جدول (داشتند  انيب شيافزا miR156b-3p و

 روش نيا از استفاده .مورد ديگر تغيير بياني را نشان ندادند
تنش  به پاسخ در آنها انيب كه ييهاmiRNA ييشناسا يبرا

 12 ييشناساسبب  شود يم رييگندم دوروم دچار تغ درگرما 
و  Cappelliدر دو رقم  بيبه ترت miRNAمورد  25و 

Ofanto شتريب. )8( شد miRNAگرما به دهنده پاسخ يها 
از  يكي miR159. دنشد انيدچار كاهش ب Ofanto رقم در

دهنده به گرما است  پاسخ يهاmiRNA نيتر شده شناخته
 ياعضا از يكيكه  miR156b-3p ي حاضر مطالعهو در  )8(
. افتي انيب شيافزا گرما تنش به پاسخ در است  خانواده نيا

 داد نشان هدف يها پتيترانسكر ييشناسا به مربوط جينتا

 Squamosa promoter-binding-like (SPL) ژن سه كه
 از AtSPL6و  MtSPL13، AtSPL4 هومولوگ ژن  شامل

 انيب شيافزا .هستند miR156b-3pهدف  يها پتيترانسكر

miR156  ونجهيدر )M. sativa (انيسبب كاهش ب SPL13 
 شيافزادر اثر . شد C40°يتحمل به دما شيافزا جهيو در نت

از جمله  ها دانياكس يسطح آنت اهيگ نيدر ا miR156 انيب
 جيدر نتا ).18(كردند  دايپ انيب شيافزا ها نيانيآنتوس
هدف  يها ژن انيب زانيدر م يرييتغ ي حاضر مطالعه

باشد كه چون  ليدل نيبه ا تواند يم نيمشاهده نشد كه ا
القاء شونده  يها ژن انيب آن ي جهينت در و SPLسركوب 

 يابيباز ي تنش و در مرحله انيتوسط گرما بعد از پا
 از يبردار نمونه نكهيا به توجه با و) 20( است شده گزارش

 ماريزمان اعمال ت يدر انتها ي حاضر مطالعه در اهانيگ
از  ،)بازيابينه بعد از زمان  و(صورت گرفته است  ييگرما

 جيهدف در نتا يها پتيترانسكر يدر فراوان يرييتغ اين رو
، ژن ي حاضر مطالعهها در  ژن نيبر ا علاوه. نشدمشاهده 
NF-YB هدف  يها كه از ژن زينmiR156 شياست افزا 

  .كرد دايپ انيب

  
  .بالغ با رنگ آبي مشخص شده است miRNAتوالي . شناسايي شده در عدس هايmiRNAساختار ثانويه  پيش ساز  -1شكل 

شده در  ييشناسا miR166dهدف  يها پتيترانسكر يتمام
 HD-ZIP يبردار نسخه ياز فاكتورها ي حاضر مطالعه
 يهاmiRNA ييكه با هدف شناسا يا در مطالعه. هستند

 زيانجام شده است ن ايدر سو يپاسخ دهنده به تنش خشك
 miR166هدف  يها ژن HD-ZIP يبردار نسخه يفاكتورها

را در  يفراوان نيشتريب miR156به همراه  miR166و  بودند

 هياول هشير نوك بافت در شده حفاظت يهاmiRNA نيب
در پاسخ به تنش  miR166 انيب زانيم. )26( بودند دارا

 تروژنيو در پاسخ به تنش كمبود ن شيافزا ايدر سو يخشك
   .)26 ،23(است  افتهي انيكاهش ب

پاسخ به تنش  در miR169 انيب زانيم ي حاضر مطالعهدر 
 يدارا يهاmiRNA ي دسته درژن  نيا. افتيگرما كاهش 
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 شده گزارش ايسو هياول شهير نوك بافت در كم يفراوان
 تنش به پاسخ در يخشك بهمتحمل  ايسو رقم در و است
 ي حاضر مطالعه در .است هنشان داد انيب كاهش يخشك

 يشامل فاكتورها miR169هدف  يها پتيترانسكر
 NF-YA (nuclear transcription factor Y يبردار نسخه

subunit A) ، HSF  وM-type_MADS  بود كه با كاهش
همولوگ ژن  انيدر پاسخ به تنش گرما ب miR169d انيب

Ca NF-YA3 و بيان ژن كاهش Hsf جدول ( افتي شيافزا
به  NF-YAدو ژن  ايسو يهاmiRNA ي مطالعهدر . )3

 به پاسخ در كه ندشد يمعرف miR169عنوان ژن هدف 
 NF-YA2 ژن). 26( دنكرد دايپ انيب شيافزا يخشك تنش
در  NF-YB3است و به همراه  DREB2A هدف يها از ژن
در پاسخ به تنش گرما حضور  يپشنيترانسكر ميتنظ ي شبكه
هدف  يها ، از ژن  NF-YBژن انيب شيافزا. )20(دارد 

miR156، انيهمزمان با كاهش ب NF-YA3، يها ژن از 
نقش  ي دهنده نشانپاسخ به تنش گرما  در ،miR169 هدف
 گرما تنش به پاسخ ميتنظ ي شبكه در miRNAدو  نيمهم ا

 يحرارت شوك يبردار نسخه يفاكتورها .استدر عدس 
)HSF (در  ليدخ يبردار نسخه يفاكتورها نيتر مهم از

از عوامل مهم  يكي HsfA1. پاسخ به تنش گرما هستند
 كه miR398آن توسط  انيب كه پاسخ به تنش گرما است

 گرما تنش به پاسخ در شده ييشناسا ها مولكول از يكي
هضم يها ميآنز ديتول ،miR398. شود يكنترل م است
مثل برخي از  )ROS( فعال ژنياكس يها گونه ي كننده

و سبب تجمع  كند يرا سركوب م سوپراكسيددسموتازها
ROS سبب فعال شدن  جهيشده و در نتHsfA1 كه  شود يم

  ).20(از عوامل مهم پاسخ به تنش گرما است  يكي

  
  .هاي شناسايي شده تحت تنش گرماmiRNA ميزان تغيير بيان  -2جدول 

miRNA log 2 fold change نام  FDR 

Lcu-miR408 -2.14 1.03E-05 

Lcu -miR166d -1.27 0.0006826 

 Lcu -miR167c-3p 0.56 0.7254311 

 Lcu -miR169d -4.77 4.53E-05 

Lcu -miR172 -1.87 0.2309336 

Lcu -miR156b-3p 1.12 0.05 

Lcu -miR156f -0.30 1 
  

  
  .در عدس كه در پاسخ به تنش گرما بيان افتراقي داشتند miRNA هاي هدف  مشخصات كانتيگ -3جدول

miRNA  log2 fold كانتيگ هدف  miRNAنام  change FDR Annotation 

lcu-miR172 contig_10213 1.31 1.19E-08 AP2 Transcription Factor 

lcu-miR172 contig_7628 -1.17 3.11E-11 C3H Transcription Factor 

lcu-miR172 contig_9759 1.63 3.69E-20 ARR-B Transcription Factor 

lcu-miR167c-3p contig_17573 1.68 2.85E-09 WRKY Transcription Factor 

lcu-miR156f contig_24713 -1.37 0.0362959 MYB Transcription Factor 

lcu-miR156f contig_3306 -2.45 1.23E-24  alpha-glucosidase 

lcu-miR156f contig_9456 1.41 1.92E-16 hypothetical protein OsI_02903 

lcu-miR169d contig_18433 -1.05 0.0039418 NF-YA Transcription Factor 

lcu-miR169d contig_19027 -4.1 0.0065003 NF-YA Transcription Factor 

lcu-miR169d contig_25248 1.18 0.0303817 HSF Transcription Factor 

Lcu -miR156b-3p contig_21432 5.87 2.43E-169 NF-YB Transcription Factor 

Lcu -miR408 contig_14101 -1.11 0.0048166 basic blue protein-like 
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miR408 از  گريد يكيmiRNAاست كه در پاسخ به  ييها
هدف در  يتوال كيتنها . كرده است دايپ انيگرما كاهش ب

شد كه  ييشناسا miRNA نيا يعدس برا پتوميترانسكر
 miR408 انيب. بود basic blue protein-likeمربوط به ژن 

گزارش شده كه ژن  وميكادم ييپالا ستيز نديفرآ يدر ط
  ).12( بود basic blue copper proteinهدف آن 
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ها را حتي RNAژنتيكي و به ويژه اطلاعات مربوط به انواع 

در گياهاني مانند عدس كه توالي كامل ژنوم آنها در دست 
اي  ها نقش گستردهmiRNA. نيست، امكان پذير كرده است

 ها در عملكرد بيولوژيكي گياهان و از در تنظيم بيان ژن

 هفت ي حاضر در مطالعه. ها دارند جمله پاسخ به تنش
miRNA ي حفاظت شده براي عدس شناسايي شد كه

مورد از آنها در پاسخ به تنش گرما تغيير بيان نشان  چهار
ها نشان داد كه miRNAهاي هدف اين  بررسي ژن. دادند

برداري دخيل در پاسخ به  اغلب آنها بيان فاكتورهاي نسخه
كنند و اين نشان  ويژه تنش گرما را كنترل مي ها و به تنش
دهد كه نقش آنها در پاسخ به تنش گرما يك نقش  مي

ي دقيق  نقش هر يك از اين  بنابراين مطالعه. كليدي است
miRNAتواند سبب درك  ها در پاسخ به تنش گرما مي

هاي دخيل در ايجاد تحمل به گرما در عدس  بهتر مكانيزم
ستفاده براي توليد گياهان متحمل هاي مورد ا شود و روش

 .به تنش گرما را متحول كند

  منابع
سنتز  )1393( جيدم خيراللهي ،هديهم مودي ،عيمن احتشام -1

miRNA پزشكي   دانشكده  مجله. هاي تنظيمي و مكانيسم
  .1268-1256 ،)296( 32 .اصفهان

). 1376( جتبيزاده م ، حسنرتضي، گلداني مبدالرضاباقري ع -2
 248. هاد دانشگاهي مشهدجانتشارات . زراعت و اصلاح عدس

  .صفحه

 يشهو ر شاخه كنو منسكريپتواتر فايلوپر. 1396. ميرزايي سعيد -3
مجله (مولكولي و  سلولي يهشهاوپژ مجله. سويا هگيا

  .511-499، )4(30جلد ). شناسي ايران زيست

 يوسفيميترا،  يجمشيد، شيودار تهرانيمينايي  ،مينويي سعيد -4
. ، شادمان سحراهرز ريغفا ،بابك ندوكا ،طالبي مجيد، ينبز

به نفت خام بر فعاليت آنزيم  دهلوآ كخا تأثير مطالعه. 1392
 مجله). Lens culinaris(آلكالن فسفاتاز در گياه عدس 

جلد ). ايران شناسي مجله زيست(مولكولي و  سلولي يهشهاوپژ
26)3( ،386-392.  

5- Altschul SF, Madden TL, Schaffer AA, Zhang J, 
Zhang Z, Miller W, Lipman, DJ (1997). Gapped 
BLAST and PSI-BLAST: a new generation of 
protein database search programs. Nucleic Acids 
Research, 25: 3389-3402 

6- Budak H, Kantar M, Bulut R, Akpinar, BA 
(2015). Stress responsive miRNAs and isomiRs 
in cereals. Plant Science, 235: 1-13. 

7- Dai X, Zhao PX (2011). psRNATarget: a plant 
small RNA target analysis server. Nucleic Acids 
Research, 39: 155-159. 

8- Giusti L, Mica, E, Bertolini E, De Leonardis AM, 
Faccioli P, Cattivelli L, Crosatti C (2017). 
microRNAs differentially modulated in response 
to heat and drought stress in durum wheat 
cultivars with contrasting water use efficiency. 

Functional and integrative genomics, 17: 293-
309. 

9- Golldack D, Li C, Mohan H, Probst N (2014). 
Tolerance to drought and salt stress in plants: 
unraveling the signaling networks. Frontiers in 
Plant Science, 5: 151. 

10- Grabherr MG, Haas BJ, Yassour M, Levin JZ, 
Thompson DA, Amit I, Adiconis X, Fan L, 
Raychowdhury R, Zeng Q, (2011). Full-length 
transcriptome assembly from RNA-Seq data 
without a reference genome. Nature 
biotechnology, 29: 644. 

11- Guerra D, Crosatti C, Khoshro HH, Mastrangelo 
AM, Mica E, Mazzucotelli E (2015) Post-
transcriptional and post-translational regulations 
of drought and heat response in plants: a 



  1400، 1، شماره 34جلد                                                                  )          مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي
832738.1400.34.1.12.920.1001.1.23 DOR: 

29 

spider’s web of mechanisms. Frontiers in Plant 
Science, 6: 57 

12- Han X, Yin H, Song X, Zhang Y, Liu M, Sang J, 
Jiang J, Li J, Zhuo R (2016). Integration of 
small RNA s, degradome and transcriptome 
sequencing in hyperaccumulator Sedum alfredii 
uncovers a complex regulatory network and 
provides insights into cadmium 
phytoremediation. Plant biotechnology journal, 
14: 1470-1483. 

13- Henderson IR, Zhang X, Lu C, Johnson L, 
Meyers BC, Green PJ, Jacobsen SE (2006) 
Dissecting Arabidopsis thaliana DICER 
function in small RNA processing, gene 
silencing and DNA methylation patterning. 
Nature genetics, 38: 721–725.  

14- Hussain SS, Hussain M, Irfan M, Siddique KH 
(2018). Legume, Microbiome, and Regulatory 
Functions of miRNAs in Systematic Regulation 
of Symbiosis in Plant Microbiome: Stress 
Response pp. 255-282, Springer. 

15- Kumar S, Barpete S, Kumar J, Gupta P, Sarker 
A, (2013) Global lentil production: constraints 
and strategies. SATSA Mukhapatra–Annu Tech. 
17: 1-13. 

16- Li W, Jaroszewski L, Godzik A (2001). 
Clustering of highly homologous sequences to 
reduce the size of large protein databases. 
Bioinformatics, 17: 282-283. 

17- Lu C, Tej SS, Luo S, Haudenschild CD, Meyers 
BC, Green PJ (2005) Elucidation of the small 
RNA component of the transcriptome. Science, 
309: 1567–1569.  

18- Matthews C (2018). Characterizing the Role of 
the miR156-SPL Network in Heat Stress 
Response in Medicago sativa. Electronic Thesis 

and Dissertation Repository. 5478. 
https://ir.lib.uwo.ca/etd/5478. 

19- Mehta A, Gupta H, Rawal R, Mankad A, Tiwari 
T, Patel M, Ghosh A (2016). In Silico 
MicroRNA Identification from Stevia 
rebaudiana Transcriptome Assembly. European 

Journal of Medicinal Plants, 15(2): 1-14.  

20- Ohama N, Sato H, Shinozaki K, Yamaguchi-
Shinozaki K (2017). Transcriptional regulatory 
network of plant heat stress response. Trends in 
Plant Science, 22: 53-65. 

21- Padmashree D, Ramachandraswamy N (2016). 
Identification and characterization of conserved 
miRNAs with its targets mRNA in Trichinella 
Spiralis. Bioinformation, 12: 279-284. 

22- Quinlan AR, Hall I (2010). BEDTools: a flexible 
suite of utilities for comparing genomic features. 
Bioinformatics, 26: 841-842. 

23- Wang Y, Zhang C, Hao Q, Sha A, Zhou R, Zhou 
X, Yuan L (2013) Elucidation of miRNA-
mediated responses to low nitrogen stress by 
deep sequencing of two spybean genotypes. 
PLoS One, 8:e67423. 

24- Zhang B, Pan X, Cannon CH, Cobb GP, 
Anderson TA (2006). Evidence that miRNAs 
are different from other RNAs. Cellular and 
Molecular Life Sciences, 63: 246-254. 

25- Zhang B (2015). MicroRNA: a new target for 
improving plant tolerance to abiotic stress. 
Journal of Experimental Botany, 66: 1749-1761. 

26- Zheng Y, Hivrale V, Zhang X, Valliyodan B, 
Lelandais-Brière C, Farmer AD May GD, 
Crespi M, Nguyen HT, Sunkar R (2016). Small 
RNA profiles in soybean primary root tips under 
water deficit. BMC Systems Biology, 10: 126.  

 

 

 

 

 

 

 

 



  1400، 1، شماره 34جلد                                                                  )          مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي
832738.1400.34.1.12.920.1001.1.23 DOR: 

30 

Identification of Heat Stress-Responsive MicroRNAs in lentil (lens 
culinaris) and Their Target Genes 

Hosseini S.Z.,1 Ismaili A.,1 Nazarian Firouzabadi F.,1 Fallahi H.2 and Rezaeinejad A.3 

1 Dept. of Agronomy and Plant Breeding, Faculty of Agriculture, Lorestan University, Khorramabad, I.R. 
of Iran. 

2 Dept. of Biology, Faculty of Basic Sciences, Razi University, Kermanshah, I.R. of Iran. 
3 Dept. of Horticultural Sciences, Faculty of Agriculture, Lorestan University, Khorramabad, I.R. of Iran. 

Abstract 

Reduction in crops yield due to global warming threatens food security. Response of 
plants to heat stress is a complex prosses. MicroRNAs play an essential role in heat 
stress response regulatory network with post-translational modification of transcript, 
specially transcription factors. Lentil is one of the most important legumes cultivated in 
Iran. The role of microRNAs, in response to biotic and abiotic stresses in lentil plant, 
has not been studied so far. In this study, in order to identify conserved miRNAs and 
their target genes in lentil under heat stress, the total RNA was extracted using Trizol 
reagent and the RNA samples were sequenced. Then, transcripts which did not code any 
protein were examined to identification of miRNA precursors. Finally, seven miRNAs 
were identified which belonged to six conserved miRNA families including miR408, 
miR172, miR169, miR167, miR166 and miR156 that miR408, miR169 and miR166 
were downregulated and miR156 was upregulated in response to heat stress. Study of 
these miRNAs targets showed that, most of these miRNAs involved in regulation of 
heat stress-responsive transcription factors including of HSF, NF-Y subunits, ARR-B, 
WRKY, MYB, AP2 and C3H. This result can help to better understanding of gene 
expression regulatory network in response to heat stress. 

Key words: Differential expression, miRNA, Heat stress, Lentil, miRBase 


