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ها يک نوع از  miRNA. شود طور وسيع در جهان كشت مي گندم نان يكي از غلات مهم است كه به

RNA  يک عنوان به توانند مي ونوكلئوتيدی بوده  18-22هستند كه حدود های كوچک تنظيمي 

ها از  miRNAكه بسياری از  با توجه به اين .كنند عمل گياهان ژنتيكي بهبود جديد در اصلاحي ابزار

ای و  شده هستند، استفاده از ژنوميكس مقايسه نظر تكاملي در بين قلمرو گياهان و جانوران محافظت

 شناسايي مطالعه اين در. ها، بسيار مورد توجه است miRNAي برای شناسايي های محاسبات روش

miRNA بر تشابه روی مبتني جستجوی روش يک نظر بود و از بالقوه جديد در گندم نان مورد 

EST بدين منظور  .كار استفاده شد برای اينmiRNA عنوان مرجع در  های شناخته شده گياهي به

كننده پروتئين توسط  های كد سپس توالي. انجام شد BLASTnگرفته و  های گندم قرار ESTبرابر 

BLASTx در مرحله بعد ساختار ثانويه مورد بررسي قرار گرفت و سپس . شناسايي و حذف شدند

miRNA  های كانديد در پايگاه اطلاعاتيRfam در نهايت سه . بررسي شدندmiRNA  جديد با

شده در اجيلوپس های شناخته miRNAز نظر توالي، مشابه استفاده از اين روش شناسايي شد كه ا

شامل  Dهای اجيلوپس حاوی ژنوم  ها در گندم و گونه منظور تأييد وجود آن به. تائوشي بودند

در  myseq2استفاده شد و در نهايت وجود توالي  Real time PCRتائوشي، سيلندريكا و كراسا، از 

شده نشان داد كه بيشتراين تأييد miRNAهای  شناسايي ژن. ساقه گياهان مورد مطالعه تأييد شد

های مختلف تأثير داشته و برخي نيز روی مقاومت به بيماری NB-ARCو  RGA ،PIKها مانند ژن

نتيجه تحقيق تأييد . زيستي از جمله تنش خشكي و شوری نقش داشتندهای غيردر مقاومت به تنش

تواند باشد كه  های كانديد مي miRNAبيني  ي برای پيشهای محاسباتي ابزار مناسب كرد كه روش

 .شودها مي miRNAجويي در وقت و هزينه شناسايي  سبب صرفه
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 AABBDDبا ژنوم ( .Triticum aestivum L)گندم نان 

(2n = 6× = 42)طور وسیع در  ، یکی از غلات مهم است که به

تا  در گندم مصرف که شود می بینی شود و پیش جهان کشت می

 و یابد درصد افزایش 11، 2219نسبت به سال  2227سال 

 انسان مصرف برای (حدود دو سوم مصرف کل)اکثراً  همچنان

ها یک  miRNA(. OECD-FAO 2018) گیرد قرار استفاده مورد

 19-22های کوچک تنظیمی هستند که حدود  RNAنوع از 

. شوند ساز مشتق می های پیش نوکلئوتید طول داشته و از توالی

miRNA  ها در کنترل بیان ژن از طریق اتصال بهmRNA  هدف

اً نقش مهار در سطح پس جهت برش یا اختلال در ترجمه عمدت

بسیاری از (. Zhang et al. 2006a)کنند از رونویسی را ایفا می

ها نقش مهمی در miRNAاند که های گذشته تأیید کردهپژوهش

ساز در گیاهان و جانوران دارند وفرآیندهای زیستی و سوخت

(Ambros and Chen 2007; Carrington and Ambros 2003; 

Zhang et al. 2007 .) ،در گیاهانmiRNAزایی ها در کنترل تمایز

، مرحله تغییر از رشد (برگ، ریشه، ساقه و گل)ها و نمو بافت

رویشی به زایشی، هدایت سیگنالی و پاسخ به شرایط محیطی از 

آبی، شوری و کم)زیستی و غیر( هاپاتوژن)های زیستی جمله تنش

در سال (. Chen 2005; Zhang et al. 2006a)نقش دارند ( خشکی

، (Park et al. 2002)در گیاهان کشف شد  miRNA، اولین 2222

وسیله رویکرد  هدر گیاهان ب miRNAاما در حال حاضر صدها 

مطالعات گذشته سعی در . اندمحاسباتی و تجربی شناسایی شده

ها از طریق های مرتبط با نمو و پاسخ به تنش miRNAشناسایی 

های کوچک یا از طریق روش  RNAهاییابی جمعیتتوالی

های خانواده .Wei et al (2009)عنوان مثال،  به. محاسباتی داشتند

شده های ادغام  RNAها گندم را از طریق miRNA 39و  31

حال،  با این. ها و سنبله شناسایی کردند ها، ریشه ها، ساقه برگ

 ها در سطح کل ژنوم و مقایسه بیان در انواع miRNAشناسایی 

 .    ها یا مراحل نموی هنوز تکمیل نشده استبافت

دهد های مختلف نشان میای ژنوم در بین گونه مطالعات مقایسه

ها از نظر تکاملی در بین قلمرو گیاهان و  miRNAکه بسیاری از 

. شده هستند ای به گونه دیگر بسیار محافظتجانوران و از گونه

ها با  رای شناسایی آنها، یک رویکرد قوی بmiRNAاین ویژگی 

بر اساس این رویکرد، . ای استاستفاده از ژنومیکس مقایسه

EST)دار برچسب شدهبیان هایمحققان یک روش توالی
و ( 1

GSS)توالی ژنوم 
ها گیاهان و حتی  miRNAبرای شناسایی ( 2

 و تجزیه(. Zhang et al. 2005)اند جانوران مختلف را توسعه داده

 دیگر های روش به نسبت توجهی قابل مزایای دارای EST تحلیل

در موجواتی که  توانمی را شدههای محافظت miRNA( 1: )دارد

( 2) کرد؛ نشده، شناسایی شناخته خوبی ها به آن ژنوم توالی کل

 از تواننمی که کند می فراهم miRNA بیان برای مستقیم شواهد

 را miRNA یشناسای( 1) پی برد توالی به آن ژنومی هایبررسی

. داد انجام تخصصی بسیار افزار استفاده از نرم بدون توان می

 سویا مانند مختلف گیاهی های گونه ها در miRNA از بسیاری

(Chen et al. 2009; Zhang et al. 2008)، ذرت (Zhang et al. 

2006b)، فرنگی گوجه (Yin et al. 2008)، تنباکو و توتون 

(Frazier et al. 2010)، زمینی یبس (Xie et al. 2011; Zhang et 

al. 2009)، گندم (Han et al. 2009; Achakzai et al. 2018) ،

، (Song et al. 2009)مرکبات  ،(Xie et al. 2007) 1براسیکا ناپوس

 و( Gleave et al. 2008) سیب ،(Xie et al. 2010) 3چمن ترکه

آمیز  ور موفقیتط با این روش به( Wang et al. 2012) آسیایی پنبه

 .اندشناسایی شده

، در (miRNAیک پایگاه داده عمومی ) miRBaseطبق آمار 

میکرو ار ان ای در این پایگاه سپرده شده است  29032مجموع 

(Kozomara et al. 2019 ) داده مربوط به  9211کهmiRNA 

برای گندم نان نیز . گونه مختلف گیاهان است 22گیاهی متعلق به 

ساز در قالب  پیش miRNAتوالی  110بالغ و  miRNA توالی 118

در این تحقیق، . دسترس است خانواده در این پایگاه داده قابل 82

 NCBI Genbankگندم موجود در پایگاه داده  ESTهای  توالی

جهت  miRBaseهای شناخته شده در پایگاه miRNAوسیله  به

. ستگندم نان مورد جستجو قرار گرفته ا miRNAشناسایی 

شده مورد تأیید های کاندید شناسایی miRNAهمچنین 

 .دشبینی ها نیز پیش های هدف آنآزمایشگاهی قرار گرفته و ژن

                                                           
1 Expressed Sequence Tag 
2 Genome Survey Sequence 
3 Brassica napus 
4 switchgrass (Panicum virgatum) 

  مقدمه
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در وبگاه  GenBankگندم نان از پایگاه داده  ESTهای توالی

NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ )مجموع . استخراج شد

دسترس بود  گندم نان در این پایگاه قابل ESTتوالی  1،327،332

استفاده  شده مورد گیاهی شناخته miRNAها در برابر  که همه آن

های بالقوه در گندم، کل miRNAبرای جستجوی . قرار گرفتند

miRNAشده در گیاهان های بالغ شناخته(Viridiplantae ) از

این . دشاستخراج miRNA (miRBase Release 21 )ثبت  پایگاه

miRNA های عنوان توالیداده بود، به 9211ها که شاملmiRNA 

  های جدید گندم موردmiRNAبینی محاسباتی مرجع جهت پیش

 BLASTXو   +BLASTN 2.2.28افزاراز نرم. استفاده قرار گرفتند

2.2.28+ (Altschul at el. 1997 ) عامل در سیستمBio-Linux 8  

های ESTهای نوکلئوتیدی توالی BLASTترتیب برای انجام به

نوکلئوتیدهای حاصل  BLASTهای گیاهی و miRNAگندم نان و 

از . استفاده شد UniProtاز مرحله قبل در برابر پایگاه داده پروتئین 

به نشانی  MFOLD 2.3افزار برخط نرم

(http://unafold.rna.albany.edu ) برای تجزیه و تحلیل ساختار

psRNATargetاز (. Zuker 2003)ها استفاده شد  RNAدوم 
1 

های کاندید استفاده شد  miRNAبرای تجزیه و تحلیل اهداف 

(Dai et al. 2018.) 

های جستجوگر عنوان دادهشده بههای مرجع تهیهmiRNAاز توالی 

 ESTهای برای جستجوی همولوژی در برابر پایگاه داده توالی

، (1شکل )شده مطابق فرآیند معرفی. گندم نان استفاده شد

در  BLASTnهای بالغ گیاهان مورد جستجو miRNAهای  توالی

قرار  +BLASTN 2.2.28گندم با الگوریتم   ESTپایگاه داده 

رفته شد؛ تعداد در نظر گ 221/2، (e-value)حد آستانه . گرفت

مورد تعیین شد؛  3های هدف، قبول برای توالیعدم تطابق قابل

پیچیدگی : شامل این موارد بود BLASTnتنظیمات پارامترهای 

عنوان یک فیلتر برای توالی در نظر گرفته شد، طول به 2پایین

به . تعیین شد 7های مرجع، بین جستجوگر و داده 1عبارت تطابق

های بالقوه کاندید miRNAعنوان به ESTتوالی  1117این ترتیب، 

حداقل ( 1پس از حذف موارد تکراری و دارا بودن شرایط شامل 

                                                           
1 Plant Small RNA Analysis Server 

2 low complexity 
3 word-match size 

مورد در  3عدم تطابق حداکثر تا ( 2نوکلئوتید،  22تا  19طول بین 

 .Akter et al)دست آمد  هشده، بهای شناختهmiRNAمقایسه با 

های توالی روی 221/2با حد آستانه  BLASTxسپس (. 2014

در برابر پایگاه داده  +BLASTX 2.2.28کاندید با استفاده از 

های کدکننده پروتئین صورت گرفت و توالی 3تکراریپروتئین غیر

. پروتئینی باقی ماندندهای غیرتوالی 123حذف و در نهایت 

 Rfam داده پایگاه از کاندید های miRNA خانواده بررسی منظور به

(https://rfam.xfam.org )نسخه از تحقیق این در. شد استفاده 

Rfam 14.1 خانواده 1210 حاوی که RNA ،شد  استفاده است

(Kalvari et al. 2017; 2018). 

 

 
های گندم نان با استفاده از miRNAمراحل فرآیند جستجوی  -1شکل 

 شده گیاهیهای شناختهmiRNAشناسایی همولوژی 

 

( pre-miRNA)ساز های پیشmiRNAهای ساختار ثانویه توالی

 MFOLD 2.3افزار کاندید با الگوریتم تاخوردگی زوکر توسط نرم

. فرض انتخاب شدصورت پیشهمه پارامترها به. بینی شدپیش

                                                           
4 non-redundant protein 

  ها مواد و روش

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

00
84

43
9.

14
00

.1
6.

1.
2.

0 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

g.
ge

ne
tic

s.
ir

 o
n 

20
25

-0
6-

08
 ]

 

                             3 / 11

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://unafold.rna.albany.edu/
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.20084439.1400.16.1.2.0
http://mg.genetics.ir/article-1-1622-fa.html


 مرتضی براتی و همکاران  ...های جديد مشترک در گندم miRNAييد أشناسايي و ت

 

 47 1011بهار / 1شماره / شانزدهمدوره / ژنتیک نوین

 

و ( G+ C)ها، موقعیت ناحیه تطابق، درصد محتوی طول توالی

محاسبه ( MFE, DG in kcal/mol)حداقل انرژی آزاد تاشدگی 

و ( AMFE)شده سپس حداقل انرژی آزاد تاخوردگی اصلاح. شد

طبق فرمول زیر ( MFEI)شاخص حداقل انرژی آزاد تاخوردگی 

 (: Zhang et al. 2006c)دست آمد  هب

AMFE= (MFE/( سازطول میکرو ار ان ای پیش ))*100 

MFEI = ((100 × MFE)/ سازطول میکرو ار ان ای پیش  

/(G+C))%  
 

 Ng Kwang)، وانگ و میشرا .Zang et al (2006c)مطالعات قبلی 

and Mishra 2007 )های دهد که توالینشان میmiRNA ساز پیش

و ( MFE)توجهی دارای حداقل انرژی آزاد تاشدگی طور قابل به

تری نسبت به  منفی( MFEI)شاخص حداقل انرژی آزاد تاشدگی 

بنابراین . هستند tRNAو  rRNAهای دیگر از جمله  RNAدیگر 

کاندید،  miRNAعنوان  ها به RNAبرای اجتناب از انتخاب سایر 

بینی ساختار  در زمان پیش G+Cهمراه محتوی  این دو ویژگی به

عنوان  به ESTطور خلاصه، یک  به. توجه قرار گرفت ثانویه مورد

بالقوه کاندید در نظر گرفته شد، اگر دارای  miRNAیک 

( 1: به این قرار بود  .Wang et al(2011) ریح شدهمعیارهای تش

miRNA بینی شده نبایستی بیش از سه نوکلئوتید با بالغ پیش

miRNA2شده مرجع اختلاف داشته باشد؛ های شناخته )

-باید تاخوردگی مناسب داشته و ساختار ثانویه ساقه  ESTتوالی

تار بالغ باید در یک بازوی ساخ miRNA( 1حلقه تشکیل دهد؛ 

عدم تطابق بین  0بیش از ( 3سری واقع شود؛ ثانویه سنجاق

miRNA بینی شده و توالی بالغ پیشmiRNA  مقابل در ساختار

بینی شده باید ساختار ثانویه پیش( 2ثانویه وجود نداشته باشد و 

MFE  وMFEI همچنین ساختار ثانویه . منفی بالایی داشته باشد

 Akpinar and Budak)ه باشد شاخهای چندنباید دارای حلقه

2016 .) 

کاندید رقم قدس گندم نان از از  miRNAبرای تأیید آزمایشگاهی 

بذر و سه  و نهال تهیه و اصلاح تحقیقات بخش غلات موسسه

 Aegilops)گونه اجیلوپس بومی ایران شامل اجیلوپس تائوشی 

tauschii) اجیلوپس سیلندریکا ،(Aegilops cylindrica ) و

ایران  ملی گیاهی ژن از بانک( Aegilops crassa)پس کراسا اجیلو

بذور این گیاهان پس از . تهیه و مورد استفاده قرار گرفت

به مدت یک دقیقه در صد در ده سدیم هیپوکلریتضدعفونی با 

گراد  درجه سانتی 3ساعت در دمای  72پتری دیش و به مدت 

وی خاک سبک زنی به گلدان حا سپس پس از جوانه. قرار گرفتند

 . انتقال داده شد

های ساقه و  برگی و از اندام 3برداری از گیاهان در مرحله  نمونه

تغییر یافته  CTABبه روش  RNAاستخراج . ریشه صورت گرفت

(Barman et al. 2017 )برای بررسی کیفیت و . انجام پذیرفت

استفاده NanoDrop 2000 (Thermo )ها از نانودراپ RNAکمیت 

های کل استخراج RNAپس از تیمار  cDNAی ساخت برا. شد

و آغازگرهای  (یکتا تجهیز آزما) YT4500، از کیت DNaseشده با 

ژن رفرنس . استفاده شد miRNAاختصاصی هر  1حلقه -ساقه

جهت کنترل مثبت مورد استفاده در این تحقیق مربوط به یک ژن 

سنتز  که برای( Paolacci 2008)اختصاصی گندم بود  2دارخانه

cDNA آن از پرایمرهای (dT) Oligo خود کیت استفاده شد .

برای ژن رفرنس  cDNAچرخه دمایی مورد استفاده جهت ساخت 

درجه  10ترتیب شامل ها بهmiRNAطبق پروتکل کیت و برای 

( دقیقه 2)درجه  92، (دقیقه 12)درجه  32، (دقیقه 12)سانتیگراد 

توسط دستگاه  Real timeواکنش . بود( نگهداری)درجه  3و 

Rotor-Gene Q (QIAGEN ) و ازRealQ Plus 2X Master Mix 

Green (Ampliqon )چرخه دمایی برای ژن رفرنس . استفاده شد

ها طبق جدول miRNAو برای  Master Mix Greenطبق پروتکل 

جای  هآب دیونیزه ب)در هر واکنش نیز یک کنترل منفی . بود 1

cDNA )گرهای مورد نیاز برای ساخت آغاز. استفاده شدcDNA 

و پروتکل مربوطه  Oligo 7افزار  توسط نرم Real time PCRو 

(Chen 2005; Varkonyi 2007 )طراحی شدند. 
 

مربوط به  Real time PCRچرخه دمایی مورد استفاده در  -1جدول 

miRNAها 

                                                           
1 Stem loop primer 
2 House kipping 

 زمان (گراد سانتی)دما  تعداد چرخه

 دقیقه 12 82 1

32 

 ثانیه 22 82

22myseq1   

20 myseq2  

20 myseq3  

 ثانیه 12

 ثانیه 12 72

  22-82 بدمای ذو
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2با استفاده از روش  Real time PCRتجزیه و تحلیل نتایج 
-∆∆

 

کلیه (. Pfaffl et al. 2002)انجام شد  RESTافزار توسط نرم

مراحل آزمایش در آزمایشگاه بیوتکنولوژی دانشکده کشاورزی 

برای تعیین اهداف   psRNATargetاز .ن انجام شددانشگاه زنجا

miRNAبه این ترتیب . بینی شده گندم نان استفاده شدهای پیش

عنوان جستجوگر در برابر دو کتابخانه  های کاندید بهmiRNAکه 

cDNA  گندم نان شاملTriticum aestivum (wheat), cDNA, 

Ensemble Plants, release 43 وTriticum aestivum (wheat), 

unigene. DFCI Gene Index (TAGI), version 12, released 

on 2010 فرض صورت پیشاستفاده شد و پارمترهای جستجو به

 شناسایی برای خاص طور افزار بهاین نرم. انتخاب شد

 و تجزیه (طریق الف از های کوچکRNA از هدف های رونوشت

 طرح از ادهاستف با هدف و RNA بین مکمل تطابق تحلیل

 محاسبه با هدف جایگاه دسترسی ارزیابی (و ب شده بینی پیش

لازم برای باز شدن ساختار ثانویه در  (UPE) نشدهجفت انرژی

 (.Dai et al. 2018)طراحی شده است  RNAاطراف ناحیه هدف 

 

 بالقوه در گندم نان miRNAsشناسایی 

ولوژی های جدید گندم، از هم miRNAبرای شناسایی 

miRNA  های مرجع در برابرEST از . های گندم نان استفاده شد

 BLASTnگندم نان، طی فرآیند  ESTتوالی  1،327،332مجموع 

های غیرهمولوگ و کدکننده پروتئین  ترتیب توالی ، به BLASTxو 

توالی کاندید برای بررسی ساختار ثانویه  20در نهایت . دشحذف 

های کاندید  ESTهای  ثانویه توالی بررسی ساختار. انتخاب شدند

در نهایت سه ساختار . شده انجام گرفتنیز طبق معیارهای بیان

 2کاندید مناسب تشخیص داده شد که در شکل  miRNAبرای 

 سه توالی .ها نشان داده شده است حلقه آن -ساختار ساقه

miRNA اینکه و ها آن خانواده شناسایی جهت کاندید جدید 

 در نباشند، غیره و tRNA، rRNA قبیل از ها RNA رسای به متعلق

 سه توالی جستجوی. گرفت قرار بررسی مورد Rfam داده پایگاه

miRNA که معنی بدین. برنداشت در اینتیجه موردنظر پایگاه در 

 RNA یا  tRNA،rRNA یک عنوان به نظر مورد هایتوالی

سپس توالی  .ندارند وجود پایگاه این در شده غیرکدشونده شناخته

miRNA های کاندید شناسایی شده در پایگاهmiRBase  توسط

BLASTn  مورد جستجو قرار گرفت تا مشخص شود متعلق به

های miRNA، مشخصات 1در جدول . ای هستندچه خانواده

  .شناسایی شده آمده است

 

 

 Real time PCR و  cDNAفهرست پرایمرهای مورد استفاده در ساخت  -2جدول 

 

 

 

 
 

 شده در گندم نانهای جدید شناساییmiRNAهای ویژگی -1جدول 

MFE (حداقل انرژی آزاد تاشدگی) ،AMFE (شدهحداقل انرژی آزاد تاخوردگی اصلاح ) وMFEI (شاخص حداقل انرژی آزاد تاخوردگی) 

  نتایج

 پرایمر (′3-′5)ی توال

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTCCGAT 
GGACTGCCCGACACTTATTATG 

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACGCTATT 

myseq1-RT 
myseq1-F 

myseq2-RT 
ATGCCGTGAGAAGGTAGATCA myseq2-F 

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACGATGAG myseq3-RT 
GCTGTTGGTGTTATGATCTGCT myseq3-F 

GTGCAGGGTCCGAGGT Universal 

 -طول ساقه ESTنام  ساختار

 حلقه

طول miRNAتوالی 
miRNA 

MFE 
(kcal/mol) 

AMFE MF
EI 

misma
tch 

(G+C)
% 

خانواده 
miRNA 

myseq1 32691916 193 CGACACTTATTATGGATCGGA 21 -70.60 36.58 0.94 1 39 5181 

myseq2 39556279 370 TGAGAAGGTAGATCATAATAGC 22 -102.06 27.58 0.75 1 37 9863 

myseq3 70963288 229 TGTTATGATCTGCTTCTCATC 21 -73.77 32.21 0.81 1 40 9863 
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 .(نشان داده شده است قرمز رنگ با بالغ miRNA)گندم نان  miRNA ای سهبر شده بینیسری پیشسنجاق ثانویه ساختار -2شکل 

 

، هر سه توالی شناسایی شده فاقد عدم تطابق بودند 1طبق جدول 

 MFE. ها منفی بودند آن( MFE)و کمترین انرژی آزاد فولدینگ 

های تعیین ساختار ثانویه اسیدهای نوکلئیک است  یکی از شاخص

دهنده پایداری بیشتر  تر باشد، نشان نو هرچه این شاخص پایی

همچنین توالی . حلقه از نظر ترمودینامیکی است -توالی ساقه

بالاتری نسبت به  MFEIدارای ارزش  miRNAحلقه  -ساقه

RNA  های دیگر مانندtRNA  وrRNA  وmRNA  هستند

(Bonnet et al. 2004 .) در گزارشی شاخص مطلوبMFEI  برای

miRNA  داری بالاتر از این طور معنی د کرده که بهبرآور 87/2را

 .Zhang et al)بود ( 02/2کمتر از )ها  RNAشاخص در سایر 

2006b .)همراه دیگر معیارها از  ها بهبا توجه به نتایج این شاخص

حلقه و  -بالغ در ساختار ساقه miRNAجمله موقعیت قرارگیری 

توان از میها، تا حدود زیادی حداقل بودن تعداد عدم تطابق

بررسی . ها اطمینان حاصل کرد miRNAشناسایی صحیح 

ها  نشان داد که آن miRBaseها در پایگاه miRNAردیفی توالی  هم

 miR9863و  miR5181 ،miR9863ترتیب متعلق به خانواده  به

از آنجاکه . بودند که قبلاً در اجیلوپس تائوشی شناسایی شده بود

گندم مطرح  Dنزدیک و دهنده ژنوم عنوان خویشاوند اجیلوپس به

شامل تائوشی،  Dهای اجیلوپس حاوی ژنوم است، بنابراین گونه
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های جدید miRNAسیلندریکا و کراسا در تأیید آزمایشگاهی 

 .کار گرفته شدند هب

 های کاندیدmiRNAتأیید آزمایشگاهی 

های شناسایی شده miRNAمنظور تأیید حضور یا عدم حضور  به

استفاده   Real time PCRو گونه های اجیلوپس، از در گندم نان

در ساقه و ریشه گندم  myseq2بالغ  miRNAشد و تنها وجود 

 3و  1در شکل . قدس و سه گونه اجیلوپس بومی ایران تأیید شد

 myseq2ها و منحنی ذوب حاصل از تکثیر ناحیه ترتیب پیک به

 . نشان داده شده است

 شده  شناسایی miRNAبینی اهداف بالقوه پیش

 و مختلف سلولی عملکرد در هاmiRNAنقش درک برای

 مهمی گام  miRNAهدف ژن شناسایی ژن، تنظیم های شبکه

مختلف،  موجودات ها درmiRNAشدگی حفظ ماهیت. است

 Zhang et)ها را نیز در بر دارد  شده آناحتمالاً عملکرد محافظت

al. 2006d .) رتیب در گندم نان و ت ژن هدف به 27و  223تعداد

های هدف طور کلی آنتولوژی ژن به .اجیلوپس تائوشی یافت شد

به سه دسته فرآیندهای زیستی، عملکرد مولکولی و اجزای سلولی 

های ، به بررسی آنتولوژی ژن2قابل تقسیم است که در شکل 

در گندم نان و اجیلوپس تائوشی پرداخته شده  myseq2هدف 

های هدف در گندم و در اجیلوپس، ژن فرآیندهای زیستی .است

ویژه پاسخ فوق  دفاعی به پاسخ سیگنالینگ بیشتر در مسیر

همچنین پاسخ سلولی به  .ها شناسایی شدنددر باکتری 1حساس

دفسفوریلاسیون، پاسخ به  فقدان آب در گندم و فسفاتیدیلینوزول

2)اشعه ماورابنفش 
UV ) دیگر فرآیندهای در اجیلوپس تائوشی از

 .بودند myseq2های هدف یستی ژنز

 
های  در ساقه گندم و گونه 2شماره  miRNAمنحنی تکثیر ناحیه  -1شکل 

 مختلف اجیلوپس

                                                           
1 hypersensitive 
2 Ultraviolent 

 
در ساقه  2شماره  miRNAهای ذوب حاصل از تکثیر ناحیه منحنی -3شکل 

 های مختلف اجیلوپس گندم و گونه

 

های لوپس اکثر عملکرد مولکولی ژندر هر دو گیاه گندم و اجی

نیز از   GTPaseفعالیت .بود ADPهدف معطوف به اتصال به 

همچنین . دیگر عملکرد مولکولی مشترک در گندم و اجیلوپس بود

فسفاتاز، اتصال به  فسفات-3- فسفاتیدیلینوزیتول فعالیت

های هیدرولازی و اکسیدوروکتاز نیز جزء کروماتین، فعالیت

. های هدف در اجیلوپس شناسایی شدکولی ژنعملکرد مول

از نظر ساختار سلولی در گندم و  myseq2های هدف آنتولوژی ژن

اجیلوپس تائوشی نشان داد که اکثراً در شبکه اندوپلاسمی، دستگاه 

غشایی میتوکندری نقش و فضای بین( پوشش وزیکول)گلژی 

 های هدفهای کدشونده توسط ژناز نظر پروتئین. دارند

myseq2 اشتراک زیادی بین گندم و اجیلوپس تائوشی وجود ،

در  myseq2های هدف هایی که توسط ژناکثر پروتئین. داشت

از  RGAشوند، مربوط به خانواده گندم و اجیلوپس تولید می

بودند که در مقاومت  RGA5و  RGA1 ،RGA2 ،RGA4جمله 

ته شده است زا از قبیل بلایت و زنگ شناخهای بیماریبه پاتوژن

(Periyannan et al. 2013; Césari et al. 2014 .)های پروتئین

است که اولی در  AAAو دومین  PIKمشترک دیگر شامل 

و دومی که ( Ashikawa et al. 2012)مقاومت به بیماری بلاست 

های مختلف سلولی مانند باز است در فعالیت ATPaseیک دومین 

 Ogura and)ها دخیل است ی پروتئینشدن تاخوردگ

Wilkinsonand 2001 .)های اصلی دیگر در گندم یکی از پروتئین

NB-ARC  بود که دومینATPase  برای تنظیم فعالیت پروتئینR 

 (. Ooijen et al. 2008)ها در گیاهان است در مقاومت به پاتوژن
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 اجیلوپس تائوشی گندم 

تی
یس

د ز
آین
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 (B)و اجیلوپس تائوشی ( A)در گندم نان  myseq2های هدف آنتولوژی ژن -2شکل 

 

هایی های دخیل در مقاومت به بیماری، پروتئینعلاوه بر پروتئین

های دیگری نیز در اجیلوپس تائوشی یافت شدند که در تنش

توان به فسفاتاز ا میه غیرزیستی نقش داشتند که از جمله آن

SAC8 های شوری، سرما و اسمزی در  اشاره کرد که در تنش

 (.Williams et al. 2005)گیاهان فعال هستند 

 

 بالقوه جدید در گندم نان مورد miRNA شناسایی مطالعه این در

برای  EST بر تشابه روی مبتنی جستجوی روش یک نظر بود و از 

جدید از این روش  miRNAنهایت سه  در .کار استفاده شد این

. ها مورد تأیید آزمایشگاهی قرار گرفت شناسایی شد که یکی از آن

 miRNAکه دو  استفاده، علت این با توجه به مواد گیاهی مورد

های ها در بافت دلیل بیان آن هدیگر تأیید نشدند ممکن است ب

ای چهغیر از ساقه و ریشه یا زمان پس از مرحله گیاهدیگر به

ها اختصاصی  miRNAتوان نتیجه گرفت که بنابراین می. باشد

کنند و در بافت، زمان رشد و شرایط محیطی مختلف،  عمل می

miRNA چندین  تاکنون. شوندخاصی تولید و بیان میmiRNA 

 روش یا بیوانفورماتیکی رویکردهای از استفاده با گیاهی

گندم نان  است، اما در خصوص شده شناسایی آزمایشگاهی

نسبتاً کمی  miRNAخصوص با اندازه ژنوم بزرگی که دارد،  به

های بیوانفورماتیکی متعددی برای روش. شناسایی شده است

ها  ها در گیاهان، جانوران و حتی میکروارگانیسم miRNAشناسایی 

وجود دارد که هرکدام دارای مزایایی هستند، اما روش مبتنی بر 

استفاده قرار گرفت، ر این تحقیق موردکه د ESTتجزیه و تحلیل 

 ;Frazier et al. 2011)ها دارد های نسبی بر دیگر روشمزیت

Zhang et al. 2008 .)طور عمومی، فراوانی  بهmiRNA  درEST 

 .Zhang et al)است ( EST 12،222در  1)درصد  21/2حدود 

2006d ) درصد بود 223/2است، اما در مورد گندم نان حدود .

شده استخراج  ESTهای تواند باشد که توالیاین امر این می دلیل

های های برگ، سنبله و سایر انداماز پایگاه داده اغلب از بافت

ها در miRNAدهد ها نشان میکه پژوهشدر حالی  هوایی بوده،

  بحث
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های دیگر گیاهان بیان  ریشه و مریستم انتهایی بیش از قسمت

 (. Breakfield et al. 2012)شود  می

علاوه بر گندم قدس، در ساقه اجیلوپس  myseq2حضور توالی 

های  miRNAوجود . تائوشی، سیلندریکا و کراسا نیز تأیید شد

تواند به نوعی تأیید کننده مشترک در گندم و اجداد وحشی آن می

رسد نظر می بدین صورت که به. ها باشد روابط تکاملی بین آن

شده صورت محافظتبه ها در طول تکاملmiRNAتوالی 

به  Dهای حاوی ژنوم مانده و در تکامل گندم نان از اجیلوپس باقی

 در هاmiRNAنقش  به پی بردن برای. ارث رسیده است

ها، miRNAهدف  هایشناسایی ژن سلولی، مختلف عملکردهای

های هدف اغلب ژن در این تحقیق،. باشدمی مهمی مرحله یک

myseq2 ( تنش زیستی)های مختلف بیماری بر روی مقاومت به

های هدف نیز در مقاومت به با این حال برخی ژن. تأثیر داشتند

 برخی از. های غیر زیستی از جمله تنش خشکی نقش داشتندتنش

miRNAطور مستقیم یا غیر مستقیم  ها بر عوامل رونویسی که به

های خاصی که بر رشد و تکامل نقش دارند و برخی روی ژن

 Zhang)گذارند ثیر میأمتابولیسم گیاهان را بر عهده دارند، تکنترل 

et al. 2006a .)های هدفبینی ژن در کل پیشmiRNA  شناسایی 

تنظیم  miRNA دهد که بیش از یک ژن توسط هر شده نشان می

های  شود که این نتیجه مشابه با تحقیقات اخیر در سایر گونهمی

 .Jones-Rhoades and Bartel 2004; Zhang et al)گیاهی 

2006b )رسد تحقیقاتنظر میبنابراین به. است miRNA  بیشتر

مشکلات بیان ژن . های تنظیمی متمرکز شودباید بر روی شبکه

های که نقش تنظیمی داشته و در بافت miRNAهای مخصوصاً ژن

های این شوند، از چالشهای خاصی بیان میمختلف و زمان

های مختلف و تعریف موضوعاتی که بافتبنابراین . تحقیق بود

های های رشد و نمو گیاه را در برگیرد، به درک بهتر بیان ژنزمان

miRNA همچنین با توجه به وجود تعداد زیاد . کندکمک می

miRNA های محاسباتی های کاندید، استفاده همزمان از روش

زینه جویی در هتواند موجب صرفهها میمبتنی بر همولوژی توالی

این  هاییافته. ها شودmiRNAو افزایش سرعت در شناسایی 

های گندم و miRNAتر کردن اطلاعات تواند به غنیمی تحقیق

های اصلاحی مبتنی خویشاوندان نزدیک آن کمک کرده و در طرح

 .برداری قرار گیردها مورد بهره miRNAبر استفاده از 
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