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microRNA ها(miRNA ) گروهی ازRNA هستند که ( نوکلئوتيد 19~)های غير کدکننده و کوتاه

 گياه فيزيولوژی و توسعه در را کليدی  رونويسی نقش پس ازها در سطح  از طريق تنظيم بيان ژن

های گلرنگ به روش miRNAکه تاکنون مطالعه جامعی در رابطه با شناسايی  يیازآنجا .کنند می ايفا

in silico 911های ژنومی،  يز توالیآنالن پژوهش با انجام نشده است، در اي miRNA  بالقوه متعلق

-RTدر ژنوم گلرنگ با استفاده از  ها آنمورد از  1شده، شناسايی و حضور  خانواده حفاظت 16به 

qPCR خانواده  11اين . دشييد تأmiRNA آناليز . گيری در اندازه متفاوت هستند چشم طور به

با ميانگين  397تا  77سازها در گلرنگ از د که طول اين پيشنشان دا pre- miRNAهای  یتوال

 در موفقيت، مطالعه در اين آمده دست مهم به ديگر نتيجه. متغير است نوکلئوتيد 88/17 ± 9/14

يش رو برای پدر مطالعه  .بود گلرنگ ژنوم در miR397 و miR169 ،miR395 کلاسترهای تعيين

 miR6114و  miR393 ،miR477 ،miR530 ،miR6111 ،miR6113های  اعضای خانواده بارنخستين 

 81 درمجموع، پيشين مطالعات در شده ارائه های پروتکل از استفاده با. در ژنوم گلرنگ شناسايی شد

، ها های هدف اين قبيل از ژنژن. شد شناسايی گلرنگ هایmiRNA برای بالقوه هدف ژن

 شامل را متابوليکی های آنزيم و DNA نندسازیهما در دخيل های پروتئين، رونويسی فاکتورهای

های حفاظت شده در گلرنگ وجود دارند و miRNAنتايج اين مطالعه نشان داد که  .شوند می

 .های محيطی نيز داشته باشند ی در پاسخ به تنشمؤثرتوانند عملکرد  می
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ین تر مهمیکی از  (.Carthamus tinctorius L) گلرنگ زراعی

درصد روغن  34-04محصولات دانه روغنی با عملکردی حدود 

های صنعتی، علوفه دام،  منبعی برای تولید روغن عنوان بهاست که 

شود  های خوراکی در نظر گرفته می های دارویی و رنگعصاره

(Goodman 1964; Weiss 1971 .)اهمیت گلرنگ در بین  باوجود

ی این گونه در ده سازمان اندکی در مورد دانش، محصولات زراعی

 .دارد ها وجود یژه در ارتباط با کنترل بیان ژنو هبسطح مولکولی 

miRNAگروهی از  هاRNA طور بههای کوتاه تنظیمی هستند که 

اتصال  رونویسی و از طریق پس ازها را در سطوح  منفی بیان ژن

ایجاد برش و یا ممانعت از  صورت بههدف  mRNAبه توالی 

در گیاهان، . (Zhang et al. 2006a)کنند ترجمه تنظیم می

miRNAهای اغلب با ایجاد برش در رونوشت هاmRNA  عمل

 Rhoades et al. 2002; Bartel)دهند ها را انجام میتنظیم بیان ژن

ها در سلول، دخالت این miRNAبا توجه به نوع فعالیت (. 2004

RNA های کوتاه در بسیاری از فرایندهای متابولیکی و بیولوژیکی

، رشد ریشه و (Palatnik et al. 2003)ها جمله نمو برگ گیاهان از

، هدایت سیگنال (Guo et al. 2005; Williams et al. 2005)ساقه 

(Achard et al. 2004 )های محیطی و تحمل به تنش(Zhao et al. 

2009; Sunkar et al. 2010 )است ی روشن شدهخوب به. 

 ;Park 2002) گیاهان در هاmiRNA اولین کشف زمان از

Reinhart et al. 2002)، 2391 درمجموع miRNA 92 در بالغ 

 ثبت هاmiRNA اطلاعاتی هایپایگاه در و گزارش گیاهی گونه

 دادتع(. miRBase 21.0; http://www.mirbase.org) است شده

 شناسایی مطالعات از حاصل نتایج عنوان به هاmiRNA این

miRNAمحاسباتی  های روش طریق از جدید و شده حفاظت های

(in silico) و مستقیم 1کلونینگ قبیل از آزمایشگاهی های روش و 

 بخشی تنها وجود  ینا با. است افزایش حال در 2عمیق یابیتوالی

 محدودیت دلیل به و تاس شده شناسایی گیاهی هایmiRNA از

 نشده مشخص تاکنون ها آن از بسیاری عملکرد تجربی، های روش

 شناسایی منظور به آزمایشگاهی های پروژه اخیر های سال در. است

miRNAاست  گرفته صورت نیز زراعی گلرنگ های(Li et al. 

                                                           
1
 Direct Cloning 

2
 Deep Sequencing 

2011; Cao et al. 2013 )از توالی هیچ تاکنون حال ینا با 

miRNAاطلاعاتی هایپایگاه در هگون  این های miRNA ثبت 

 .است نشده

 برای راه ترین مستقیم عمیق یابیتوالی و کلونینگ که درحالی

 از بسیاری که این دلیل به هستند، هاmiRNAشناسایی 

 های روش دارند، ای شده حفاظت تکامل  miRNAهای خانواده

 غیرمستقیم شناسایی برای را مفیدی های استراتژی محاسباتی

miRNA(2005) .دهند می ارائه ها Zang et al. را جامعی رویکرد 

 در موجود های توالی از استفاده با هاmiRNA شناسایی برای

 روش این از توان می که کردند معرفی EST اطلاعاتی های پایگاه

 ازجمله ژنومیک، های توالی سایر در هاmiRNA شناسایی منظور به

 نیز GSS و WGS اطلاعاتی یها پایگاه در موجود هایتوالی

 اخیراً،(. Sunkar and Jagadeeswaran 2008) کرد استفاده

 Whole Genome)یابی ژنوم توالی پروژه یک از کانتیگ 043744

Shotgun Sequencing  یاWGS) زراعی گلرنگ گیاه به مربوط 

 اطلاعات اساس بر) است شده ثبت NCBI اطلاعاتی پایگاه در

 منبع توانند می ها توالی این(. 2414 آوریل 29 در شده  آوری جمع

 در. باشند گلرنگ در بالقوه هایmiRNA شناسایی برای با ارزشی

 همولوژی ،BLASTn الگوریتم براساس رو، پیش مطالعه

miRNAدر شده ثبت های mirBase های توالی تمام برابر در 

WGS است شده  بررسی همولوگ های توالی یافتن منظور به. 

های  نین با استفاده از یک روش مشابه اقدام به شناسایی ژنهمچ

 عنوان بههایی بالقوه  توالی آمدن دست بههدف شد که نتیجه آن 

 .بود miRNAهدف هر خانواده 

 

، زراعی گلرنگ در شده حفاظت هایmiRNAشناسایی  منظور به

 اطلاعاتی اهپایگ از گیاهی گونه 92 از بالغ miRNA 2391 مجموعاً

miRNA ( miRBase 21.0 )های توالی حذف از پس. شد دانلود 

 براساس آنالیز برای فرد منحصر به  توالی 0141، تکراری

از ، شده  ثبت هایmiRNAکنار  در. آمد دست به همولوژی

miRNAگلرنگ روی بر پیشین مطالعات در شده شناسایی های 

 ;Li et al. 2011) شد استفاده مرجع  miRNA عنوان به نیز زراعی

  مقدمه

  ها مواد و روش
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Cao et al. 2013.) های توالی تعداد بودن محدود به توجه با 

 پایگاه در توالی 01124 تقریباً) گلرنگ ترنسکریپتوم از شده ثبت

 های توالی از شد گرفته تصمیم مطالعه این در، (EST اطلاعاتی

 برای GenBank اطلاعاتی پایگاه در دسترس قابل  گلرنگ ژنومیک

 گلرنگ ژنوم یابیتوالی از حاصل نتایج. شود استفاده دفه این

 .Bowers et alتوسط شده  ثبت کانتیگ 043744 شامل زراعی

 .به این منظور استفاده شد( 2016)

miRNAشده استفاده محاسباتی رویکردهای با مطابق بالقوه های 

 مختصر تغییراتی با( Zang et al. 2005) گذشته مطالعات در

 مرجع هایmiRNAتوالی  ابتدا، خلاصه طور به. شد شناسایی

 های کانتیگ تمام برابر در همولوگ های توالی شناسایی منظور به

WGS الگوریتم از استفاده با گلرنگ BLASTn (2.3.0: ورژن )

 دارای هایی توالی، شده یافت های توالی بین از. شد جستجو

 مراحل اجرای برای مرجع miRNA با شدگی جفت عدم 3 حداکثر

و  BLASTxجستجو مبتنی بر  از استفاده با. شدند گزینش بعد

BLASTn ،درآمده   دست به فرد منحصر به  های توالی همولوژی 

اطلاعاتی  پایگاه و (Uni Prot) پروتئین اطلاعاتی پایگاهای برابر

RNAکننده کد غیر های (Rfam:13.0) و شناسایی باهدف ترتیب به 

 کننده کد غیر های توالی سایر و پروتئین کننده کد های توالی حذف

 mfold وب بر مبتنی افزار نرم کمک با ادامه در. شد بررسی

(Zuker 2003 )ثانویه  ساختارPre- miRNA مانده باقی های توالی 

 پارامترهای حلقه-ساقه ساختارهای شناسایی در. شد بررسی

، هآمد  دست به نتایج از. شد گرفته نظر در mfold فرض پیش

 گرفته نظر در miRNA کردن کد برای کاندیدعنوان  به هایی توالی

 در مناسب تاخوردگی. 1 :داشتند مطابقت زیر معیارهای با که شد

 یک روی بر تنها باید  miRNA توالی. 2حلقه -ساقه ساختار

 شکستگی نوع هیچ. 3باشد  داشته قرارحلقه -ساقه ساختار بازوی

 داشته وجود نباید *miRNA و miRNA توالی در برآمدگی یا و

 1 از بیش و شدگی جفت عدم 4 از بیش نباید. 0باشد 

 آن مکمل توالی و بالغ miRNA بین  G:Uشدگی جفت

(miRNA*/ miRNA )ثانویه ساختار. 1باشد  داشته وجود 

 MFEI مقدار بالاترین و MFE مقدار ترین پایین باید شده شناسایی

 شده حفاظت طرفی از و کامل تصالا .(1شکل ) باشد داشته را

 های ژن بیوانفورماتیکی شناسایی، هاmiRNAاتصال  محل بودن

 بر علاوه، حاضر پژوهش در. کند می پذیر امکان را هدف

 EST اطلاعاتی پایگاه در شده ثبت های توالی ازWGS های  توالی

 .شد استفاده هدف های ژن شناسایی برای نیز گلرنگ

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 زراعی گلرنگ در ها miRNA شناسایی سلسله مراتب -1ل شک
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 با استفاده از هدف ژن به هاmiRNA اتصال محل شناسایی برای

. 1 :شد عمل زیر ضوابط و مطابق psRNATarget آنلاین افزار نرم

 جفت. 2نیست  مجاز اتصال محل در شدگی جفت عدم 0 از بیش

 قبول قابل mRNA برش  محل 11 و 14 موقعیت در بازها نشدن

است  مجاز تصالا محل در G:U شدگی جفت 0 حداکثر. 3 نیست

 امتیاز، .Lu et al (2005) توسط شده تعریف رویکرد اساس بر. 0

 دوبلکس محل در نشدگی جفت الگوهای برای 0≥

miRNA*/mRNA  درک منظور چنین، به هم .شدنظر گرفته  در 

ورژن ) Blast2GO افزار نرم از هاmiRNA اهداف عملکرد بهتر

 Conesa et) شد تفادهاس ها آن Gene Ontologyبرای بررسی ( 4.1

al. 2005.) 

 -PI: رقم سینا)های گلرنگ های برگ و ریشه از گیاهچهنمونه

پس از رشد در گلخانه دانشگاه شهید چمران اهواز  (537598

 کل از RNA استخراج. آوری و در نیتروژن مایع فریز شدند جمع

 و کانادا 1با استفاده از کیت تجاری بایوبیسیک بیولوژیک تکرار دو

 RNA کیفیت و کمیت .شد انجام شرکت دستورالعمل مطابق

و  (اپندورف، آلمان) بیوفتومتر با استفاده از دستگاه شده استخراج 

با  cDNA سنتز. بررسی شد درصد2/4چنین بر روی ژل آگارز  هم

 با مطابق miRNAحلقه برای دو -ی ساقهآغازگرهااستفاده از 

 تغییراتی با .Varkony et al (2007) توسط شده  توصیف روش

 تجاری کیت از منظور این به(. 1جدول )صورت گرفت  جزئی

primescript RT reagent استفاده ژاپن تاکارا شرکت محصول 

 نمونه هر از یترل یکروم cDNA ،1 سنتز خلاصه برای طور به .شد

                                                           
1
 Bio Basic 

RNA (244 نانوگرم ) 1)حلقه -ساقه آغازگریتر ل یکروم 1به همراه 

 1عاری از نوکلئاز به مدت  آبیتر از ل یکروم 1/1و  (یکرومولارم

انکوبه گردید و سپس به ظرف حاوی یخ به  C˚41 دقیقه در دمای

به  آمده دست بهدر ادامه به مخلوط . دقیقه منتقل شد 2مدت 

یم آنزیتر ل یکروم 1/4و ( x1)یتر بافر واکنش ل یکروم 2یب ترت

به ویسی معکوس واکنش رون. دشمعکوس اضافه  رونوشت بردار

، C˚ 34سیکل؛  1دقیقه برای  34به مدت  C˚ 14یب در دمای ترت

سیکل انجام  44ثانیه برای  C˚ 14 ،1ثانیه،  C˚ 02 ،34ثانیه؛  34

دقیقه پایان  1به مدت  C˚21گرفت و با انکوباسیون در دمای 

 .یافت

 SYBRحاوی، تاکارا مخلوط واکنش از استفاده با qPCR واکنش

Green 14و برگشت عمومی در حجم  رفت اختصاصی ازگرآغ و 

 Applied Biosystems StepOnePlus یتر توسط دستگاهل یکروم

تفاوت در سطوح بیان  qPCRاز اجرای واکنش پس . انجام شد

miRNA ها از طریق مقایسه میانگینCT منظور بهها بررسی شد و 

با استفاده  آمدهدستبهی نتایج ساز نرمال، ها آنمقایسه نسبی بیان 

2از ژن اکتین صورت گرفت و به روش 
-∆∆CT عمل شد 

(Schmittgen and Livak 2008). با استفاده ها مقایسه بین نمونه

 .دوتایی انجام شد T-testاز آزمون 

 

 مبنای بر جستجو، شده حفاظت هایmiRNA شناسایی منظور به

 عاتیاطلا پایگاه در موجود WGS های توالی در همولوژی

GenBank توالی 0141 از استفاده با miRNA های گونه از بالغ 

  ها و ژن کنترلmiRNAبرای شده طراحی پرایمرهای -1 جدول

GC% Tm Length Sequence (5ʹ->3ʹ) Primer  

   GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCAGGGG RT 
miR398 57.9 62.3 18 GCAGTGTGTTCTCAGGTCG Forward 

   TGTGTTCTCAGGTCGCCCCTG miRNA 
   GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACAGCCAG RT 

miR408 61.1 62.8 18 CGTTGCACTGCCTCTTCC Forward 
   TGCACTGCCTCTTCCCTGGCT miRNA 

68.8 63.1 16 GTGCAGGGTCCGAGGT Reverse  

GC% Tm Length Gene ID                    Sequence (5'->3') Primer  

55 62 
182 KJ634809.1 

TGGAATGGAAGCGGCTGGTA Forward 
Actin 

52 60 CTTGATCTTCATACTGCTTGG Reverse 
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 ساختار آنالیز براساس غربال سپس و الگو عنوان به گیاهی مختلف

 فرد به منحصر توالی 149 شناسایی به منتج، هاpre- miRNA ثانویه

کانتیگ  043744 بین در miRNA 124 کننده کد هایژن عنوان به

 گلرنگ شده شناسایی هایmiRNA .شد نگگلر شده از ژنوم  ثبت

 بین از(. 2 شکل) شدند بندی دسته شده  حفاظت خانواده 27 در

 از بیش یا و 14 که است شده شناسایی خانواده سه ها خانواده این

 miR395 و miR156 ،miR169 خانواده سه. دارند عضو 14

 سایر اعضای تعداد. هستند عضو 23 و 29، 14 دارای ترتیب به

 و یک تنها ها آن بیشتر و است 14 از کمتر miRNA های نوادهخا

 بین در شده شناسایی هایmiRNA خصوصیات. دارند عضو دو یا

 هایmiRNA اکثر(. 2 جدول) است متفاوت مختلف های خانواده

 و( %4/23) دارند طول نوکلئوتید 21 گلرنگ برای شده شناسایی

 نوکلئوتید 22 و( %3/14) نوکلئوتید 24 دارای ترتیب به ها آن سایر

 این بین از مجموع در(. 3 شکل) هستند طول( 22/3%)

miRNA40 ها miRNA (21/14% )42 و 3′ بازوی روی بر 

miRNA (17/07% )قرار حلقه-ساقه ساختار 1′ بازوی روی بر 

. هستند متفاوت هم با طول در pre- miRNA های توالی. دارند

pre- miRNA22/71 ± 1/04 میانگین با 319 تا 19 بین ها 

نوکلئوتید  144 تا 14 بین ها آن اکثر طول دارند و طول نوکلئوتید

-cti و ترین کوتاه نوکلئوتید 19 با cti-mir172c(. 0 شکل)است 

miR169b توالی بلندترین نوکلئوتید 319 با pre- miRNA در را 

 نوکلئوتیدی ترکیب متوسط طور به. دارند هاmiRNA بین

 است U و A بازهای% 00 ± 03/1 دارای pre- miRNA های توالی

 همچنین. است متغیر درصد %41/17 تا %10/31 از مقدار این که

20/49% miRNAنوکلئوتید دارای شده شناسایی های U انتهای در 

( MFE) تاخوردگی آزاد انرژی حداقل(. 1 شکل) هستند خود ′1

 -0/32 ± 12 معادل گلرنگ pre- miRNA های توالی برای

 که دهند می نشان مطالعه این در ها یافته .است مول بر کیلوکالری

miRNAاز وسیعی دامنه گلرنگ در شده شناسایی بالقوه های 

 بر کیلوکالری 32/1 تا 11/4 از که طوری به، دارند را MFEI مقادیر

 هایmiRNA برای MFEI مقادیر میانگین. است مشاهده قابل مول

 .است مول بر کیلوکالری 70/4 ± 19/4 گلرنگ بالقوه

 
 

 

 

 

 

 

 
 زراعی در گلرنگ شده های شناساییmiRNA -2شکل

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 بالغ شناسایی شده هایmiRNAاختلاف طول  -3شکل 
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 هاPre-miRNAاختلاف طول  -0شکل 

 
 های بالغmiRNAموقعیت نوکلئوتیدها در طول  -1شکل

 

 

 

 

 

 
 

 در pre-miRNA یها یتوال بودن شده حفاظت (ج کلاستر رونوشت یرو بر miRNA هر تیموقع (الف: LUCG01094534.1 یتوال در miR169a کلاستر -4شکل

 (..cca: Cynara cardunculus L) کینزد یها گونه در و miR169a کلاستر

 

 خانواده سه به متعلق بالقوه miRNA کلاستر 11، مطالعه این در

 پنج دارای cti-miR169 خانواده. شد شناسایی گلرنگ در متفاوت

 ,miR169a (i, j, k, l, m, n, o) ،miR169b (p, q, r شامل کلاستر

s) ،miR169c (t, u, v, w) ،(miR169e (x, y ) و(miR169f 

(z1,z2 خانواده مشابه طور به(. 1 شکل) است cti-miR395 نیز 

، cti-miR395a (i, j) ،miR395b (k, l) شامل کلاستر پنج دارای

miR395c (m, n) ،miR395d (o, p) ،miR395e (q, r) امّا است 

، باشد می کلاستر یک دارای تنها cti-miR397 خانواده

miR397a(a, b).  یفی برای رد همنتایجpre- miRNA های کلاستر

miR169a در این کلاستر و  ها آنشدگی بالای حاکی از حفاظت

 (.4شکل )های گیاهی است در سایر گونه

Stem-loop RT-PCR  یک روش معتبر و دقیق برای تعیین سطح

که قادر است توالی  یطور بههای بالغ است miRNAبیان 

miRNAها در یک نوکلئوتید اختلاف دارند از هم هایی را که تن

در این مطالعه با استفاده از (. Chen et al. 2005)تفکیک کند 

ین احتمال حضور گریبرسابه روش  ی اختصاصی وآغازگرها
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miRNA های  یز توالیآنالشده از طریق  ییشناساهایWGS  در

 مورددو خانواده  miR408و  miR398. ژنوم گلرنگ بررسی شد

را در هر  ها آنبیان  qPCRدر این مطالعه هستند که نتایج  یبررس

(. 9شکل )های گلرنگ تائید کرد  دو اندام ریشه و برگ گیاهچه

miR398  وmiR408  ی نشان دادند مشابه نسبتاًالگوی بیان

این . که بیان هر دو در برگ نسبت به ریشه بالاتر است یطور به

 شکل)بیشتر است  miR408نسبت به  miR398اختلاف بیان برای 

9). 

و  miR398سطح بیان ( الف: miR408و  miR398نتایج بررسی بیان  -9شکل

miR408 اختلاف بیان ( ب. در دو اندام برگ و ریشهmiR398  وmiR408 

 درصدیک احتمال داری در سطحدهنده معنینشان. ** در برگ نسبت به ریشه

 
: هدف هایژن یبرا GO زینالآ از آمده دست به جینتا یبند کلاس -2شکل

 Cellular) یسلول اجزاء ،(Molecular Function) یمولکول عملکرد

Component )یولوژیب یندهایآفر و (Biological Process )یکلاس سه 

 .کنندیم فیتوص سلول در را هدف هایژن تیوضع که هستند

 

روی  بر مطالعه در مهم مراحل از یکی هدف های ژن شناسایی

miRNAبین  اتصال محل بودن شده حفاظت به توجه با. است ها

miRNA و mRNA از استفاده با ها ژن این شناسایی امکان، هدف 

جستجو  مطالعه این در. دارد وجود همولوژی بر مبتنی جستجوی

 کاندید توالی 20 شناسایی به منجر WGS و EST های توالی در

 از بیش miRNA های خانواده اکثر برای. شد هدف ژن عنوان به

 گلرنگ بالقوه هایmiRNA(. 3 جدول)آمد  دست به ژن یک

 دادند نشان خود هدف های ژن با را کاملی تقریباً یا و کامل اتصال

نشان داد که  Gene Ontologyنتایج حاصل از بررسی  (.3 جدول)

 و دارای مختلف ژنی های خانواده به هدف، متعلق های توالی

 ازجمله. هستند متفاوتی فیزیولوژیکی و بیولوژیکی عملکردهای

 در دخیل های پروتئین، رونویسی فاکتورهای ها ژن این

 های ژن و سلولی متابولیسم در درگیر های ژن، DNA همانندسازی

 چنین هم؛ است محیطی های تنش به گیاه دهی پاسخ در درگیر

 باشد می هسته درون ها ژن این فعالیت غالباً داد نشان ها یافته

  (.3و جدول  2 کلش)

 

 سبب تاکنون کارآمد رویکرد یک عنوان به محاسباتی های روش

 گیاهی های گونه از بسیاری در miRNA صدها بینی پیش

 دامنه مطالعه این در شده شناخته بالقوه هایmiRNA. است شده

 در حتی و مختلف های خانواده بین در را خصوصیات از وسیعی

 که ی، درحالمثال برای. دهند می نشان هخانواد یک اعضای میان

، است شده  شناسایی miRNA های خانواده اکثر برای عضو یک تنها

29 miRNA خانواده برای بالقوه miR169  23 و miRNA برای 

 از برخی اعضای تعداد. است شده  ییشناسا miR395 خانواده

 در هاmiRNAتعداد  از بیشتر گلرنگ در  miRNAهای خانواده

 با، miR169. است گیاهی های گونه سایر در مشابه های نوادهخا

 Li)است  آرابیدوپسیس در miRNA خانواده ترین بزرگ، عضو 10

et al. 2010 .)خانواده  چنین همmiR156 ،از یکی، عضو 9 با 

 .Griffiths et al) است آرابیدوپسیس در توجه قابل های خانواده

 فاز تغییر در دخیل هایmiRNAترین  مهم عنوان به که( 2007

(.Wu and Poethig 2007) شوند می شناخته زایشی فاز به رویشی

 

  بحث
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 های گلرنگmiRNA های هدف بالقوه برایژن -3جدول

 

 

 

miRNA family Target_Acc. Target gene Target function Expectation Inhibition 

miR156 LUCG01112023.1 SPL12 Transcription factor 1 Cleavage 

LUCG01115084.1 SPL6 1 Cleavage 
miR156/57 LUCG01298205.1 SPL13A 1 Cleavage 

LUCG01224167.1 RGL1 transcriptional regulator 1 Cleavage 

LUCG01243028.1 SPL3 Transcription factor 1 Cleavage 
LUCG01107968.1 SBP1 1 Cleavage 

miR157 LUCG01246162.1 ABP19A Auxin receptor 3 Cleavage 

miR159 LUCG01056444.1 EXPA cell wall organization- sexual reproduction 2.5 Cleavage 

LUCG01143063.1 MYB Transcription factor 2 Cleavage 
LUCG01254949.1 GAMYB 1 Cleavage 

EL374787 ACT3 ATP binding 2.5 Translation 

EL378219 2.5 Translation 

miR160 LUCG01282242.1 ARFR transcription factor activity- auxin-activated signaling 
pathway- response to auxin 

1 Cleavage 

LUCG01300668.1 3.5 Cleavage 

LUCG01303928.1 0.5 Cleavage 

LUCG01462221.1 0.5 Cleavage 

LUCG01462439.1 0 Cleavage 

miR162 LUCG01307169.1 CNGC9 Acts as cyclic nucleotide 2.5 Translation 

LUCG01084634.1 RD19B cysteine-type peptidase activity 2 Cleavage 

EL372961 
HSP70 Interacts with newly imported chloroplast proteins to assist 

in their maturation. 
3 Cleavage 

EL386787.1 A0A103XSZ1 uncharacterized protein 3.5 Cleavage 

miR164 LUCG01279392.1 NAC Transcription factor 1.5 Cleavage 

LUCG01015665.1 AB19B auxin efflux 0.5 Cleavage 

miR166 
EL378923 

UBP7 Involved in the processing of poly-ubiquitin precursors as 

well as that of ubiquitinated proteins 
2.5 Cleavage 

EL390889 REV transcription factor 3 Cleavage 

miR167 LUCG01205011.1 A0A118K6Q9 auxin-activated signaling pathway 4 Cleavage 

LUCG01241175.1 A0A103XEX9 4 Cleavage 

miR168 LUCG01301997.1 A0A103XFL7 carotene catabolic process 2.5 Cleavage 

LUCG01204103.1 A0A103Y950 gene silencing by RNA 3.5 Cleavage 

miR169 LUCG01293037.1 2A5A brassinosteroid mediated signaling pathway 3.5 Cleavage 

LUCG01261417.1 CIPKP intracellular signal transduction 3.5 Cleavage 

LUCG01463496.1 CCAAT-binding transcription factor activity 1 Cleavage 

miR171 LUCG01254007.1 SCL15 transcription factor activity 1 Cleavage 
LUCG01112597.1 SCL6 0.5 Cleavage 

LUCG01294608.1 1 Cleavage 

LUCG01069633.1 1 Cleavage 

LUCG01249264.1 1 Cleavage 

LUCG01084527.1 1 Cleavage 

miR172 EL403681 A0A103Y529 transcription factor 1.5 Cleavage 

LUCG01281567.1 AP2 1.5 Cleavage 

LUCG01304181.1 1.5 Cleavage 

LUCG01291350.1 RAP2-7 1.5 Cleavage 

LUCG01260705.1 
0.5 Cleavage 

0.5 Cleavage 

LUCG01463844.1 0.5 Cleavage 

LUCG01083051.1 0.5 Cleavage 

miR390 EL385383 At1g47380 negative regulation of defense response to bacterium 2.5 Cleavage 

miR319 LUCG01179939.1 TFCC Regulates microtubule function in seed development 2.5 Cleavage 

miR393 LUCG01294804.1 TIR1 Auxin receptor 3 Cleavage 

LUCG01295536.1 3.5 Cleavage 

LUCG01297882.1 2 Cleavage 

miR394 LUCG01273264.1 FBX6 photoreceptor activity 1 Cleavage 

 

LUCG01288514.1 CIPKP intracellular signal transduction 2 Cleavage 

EL381257 At2g39750 methylation 2.5 Cleavage 
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 ادامه -3جدول

 

 که دارند طول نوکلئوتید 21( %4/23) گلرنگ هایmiRNA بیشتر

 سویا در شده شناسایی یاهmiRNA برای بارز های ویژگی از یکی

(Zhang et al. 2008) ،ذرت (Zhang et al. 2006b )گراس و 

(Unver and Budak 2009 )طول برخلاف. است بوده 

miRNA،های توالی طول ها pre- miRNA نشان بیشتری تنوع 

 نوکلئوتید 144 تا 94 جانوری هایpre- miRNA غالباً. دهند می

 گیاهان در ها توالی این طول اما؛ (Ambros 2004) دارند طول

 رسد می نیز نوکلئوتید صد چند تا که طوری به تاس متغیر بسیار

(Zhang et al. 2006c .)های توالی برای مقدار این pre- miRNA 

 بیشتر. است نوکلئوتید 22/71 ± 1/04 متوسط طور به گلرنگ

 144 تا 14 بین طولی( %91/21) گلرنگ pre- miRNA های توالی

 برای زمینه این رد مطالعات سایر با مشاهده این و دارند نوکلئوتید

است   سازگار تنباکو و سویا، ذرت، کتان، برنج، آرابیدوپسیس

(Sunkar et al. 2005; Zhang et al. 2006b; Zhang et al. 2007; 

Zhang et al. 2008; Frazier et al. 2010 .)که توجهی قابل نکته 

 این طول که است این دارد وجود pre- miRNA طول مورد در

، است متفاوت نیز خانواده یک هایmiRNA برای یحت ها توالی

 شرایط به بسته و باشد مؤثر ها آن بیان روی بر تواند می مسئله این

 .Zhang et al) شود ها آن بیان در تفاوت سبب زمان -مکان

 شده ییشناسا هایmiRNA هایویژگی از دیگر یکی(. 2008

 است این بر تصور. است ها آن 1′ انتهای در U باز عمده حضور

 شناسایی در بالغ هایmiRNA 1′ انتهای در U باز داشتن قرار که

 .Zhang et al) استمؤثر  1آرگونات پروتئین سوی از ها آن

2006d.) 

 در که است هاییmiRNA شناسایی، مطالعه این دستاورد دیگر

 Li et al. 2011; Cao)اند  نشده گزارش گلرنگ در پیشین مطالعات

et al. 2013 .)نای miRNAهای خانواده اعضای ها miR393 ،

miR477 ،miR530 ،miR6111 ،miR6113 و miR6114 هستند .

 هایmiRNA شناسایی، پیشین در مطالعات این که به توجه با

 شش، است بوده عمیق یابیتوالی هایروش بر مبتنی گلرنگ

، محدود بیان یا و بیان عدم یلدل به یاذکرشده  miRNA خانواده

 بیوانفورماتیک هایروش شدن وارد با رواین از. اندنشده شناسایی

miRNA family Target_Acc. Target gene Target function Expectation Inhibition 

miR395 
 

 
 

LUCG01272954.1 CAX3 calcium:proton antiporter activity 3 Cleavage 

LUCG01293261.1 APS1 response to cadmium ion 2 Cleavage 

LUCG01268932.1 AB5C cellular potassium ion homeostasis- response to salt stress 2.5 Cleavage 

LUCG01048975.1 DES6 fatty acid biosynthetic process 2 Cleavage 

EL373143 APS response to cadmium ion 2.5 Cleavage 

LUCG01290817.1 SUT3 carbohydrate transport 2 Cleavage 

LUCG01059029.1 1.5 Cleavage 

miR396 LUCG01074652.1 SCP45 Involved in plants secondary metabolism. 3.5 Cleavage 

EL376169 GRF Transcription activator 3 Cleavage 

EL378674  TUN pollen tube development 1.5 Cleavage 

EL393087 RD21B response to salt stress 3 Cleavage 

miR397 EL394134.1 LAC13 copper ion binding 1.5 Cleavage 

EL398108.1 LAC3 1 Cleavage 

EL391150.1 LAC3 1.5 Cleavage 
EL390754.1 IRX12 1.5 Cleavage 

EL386866.1 LAC7 2 Cleavage 

EL383646.1 LAC16 1.5 Cleavage 

miR398 EL410611 SODCC superoxide dismutase activity 2.5 Cleavage 

EL406119 2.5 Cleavage 

EL510881 2.5 Cleavage 

miR399 EL377818 TULP response to fungus 1.5 Cleavage 

miR403 LUCG01174959.1 AGO2 Involved in RNA-mediated post-transcriptional gene silencing 1 Cleavage 

LUCG01263368.1 At1g80870 protein phosphorylation 2.5 Cleavage 

miR408 EL406272  Cupredoxin electron transfer activity 3 Cleavage 
EL411506 Cupredoxin 3 Cleavage 

miR477 LUCG01301932.1 GAI1 gibberellic acid mediated signaling pathway 1 Cleavage 

LUCG01025259.1 RGA2 transcriptional regulator 1 Cleavage 

miR530 LUCG01462342.1 PUB34 transmembrane receptor protein serine/threonine kinase binding 3.5 Cleavage 

miR858 EL409419 MYB Transcription factor 2.5 Cleavage 

miR6111 LUCG01268040.1 A0A118JTA6 protein kinase activity 1.5 Cleavage 

miR6113 LUCG01026540.1 Z195D10.16 zinc ion binding 1.5 Cleavage 

miR6114 LUCG01061254.1 Z195.17 Metal-binding, Zinc 2 Cleavage 
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 به نیاز که است شده مطرح گلرنگ ژنوم در ها آن حضور نظریه

 .دارند اعتبارسنجی

-ساقهباید بر روی یکی از بازوهای ساختار  هاmiRNAتوالی 

یباً به یک نسبت بر روی تقر هاmiRNAدر گلرنگ . باشد حلقه

در  ها آندهد موقعیت  یمرد که نشان قرار دا 1ʹو  3ʹبازوی 

 Frazier)یر یک حالت خاص نیست تأثتحت  حلقه-ساقهساختار 

et al. 2010 .) های هایی از توالی، نمونه7در شکلpre- 

miRNA های گلرنگ همراه با موقعیت توالیmiRNA  بر روی

 .است شده  ارائه ها آن

، پایدار ثانویه ساختار یک داشتن دلیل به pre- miRNA های توالی

 سایر با مقایسه در ها آن( MFE) تاخوردگی آزاد انرژی حداقل

RNA است تر پایین (Bonnet et al. 2004 .)سایر حال ینا با 

RNA ،قبیل از tRNA و rRNAسنجاق ساختار توانند می نیز ها 

 تنها تواند نمی هاmiRNA بینی پیش بنابراین؛ دهند تشکیل سری

 تاخوردگی آزاد انرژی حداقل اخصش. باشد MFE اساس بر

(MFEI )تواند می miRNAسایر از را ها RNAتفکیک یخوب به ها 

 .Zhang et al) باشد 21/4 از بالاتر یا و برابر آن که مقدار، کند

2006c.) مقادیر که دهد می نشان آمده دست به نتایج MFEI برای 

miRNAمیانگین طور به گلرنگ بالقوه های kcal/mol 19/4±

 مقادیر از بالاتر بسیار داریمعنی طور به مقدار این. است 70/4

MFEI سایر RNA قبیل از tRNA(40/4) ها ،rRNAو( 17/4) ها 

mRNAاست( 44/4 تا 42/4) ها (Zhang et al. 2006c). بنابراین 

miRNAهر از بیش گلرنگ بالقوه های RNA توالی به دیگری 

 .دارند شباهت miRNA یک

 طور به و شوند می یافت جانوران در اغلب miRNA کلاسترهای

 Altuvia) شوند می رونویسی سیسترون پلی یک عنوان به زمان هم

et al. 2005 .)کلاسترهای حضور این که با miRNA گیاهان در 

 قبیل از) miRNA های خانواده از کمی تعداد امّا، نیست متداول

 صورت به( miR156 و miR395 ،miR399 ،miR169 های خانواده

 Jones-Rhoades)است  شده یافت ها آن ژنوم در سیسترون پلی

and Bartel 2004; Zhang et al. 2007; Zhang et al. 2008 .)در 

 از برخی گیاهی های گونه سایر با مشابه نیز گلرنگ ژنوم

miRNAخانواده سه های miR169 ،miR395 و miR397 

. هستند وترپروم یک کنترل تحت و سیسترون پلی صورت به

miRNAاز درصد% 21 تقریباً شده کلاستر های miRNAهای 

 نشان مسئله این که شوند می شامل را گلرنگ در شده شناسایی

 تری وسیع عملکردهای توانندمی miRNA خانواده سه این دهد می

. باشند داشته گلرنگ در miRNA های خانواده سایر به نسبت را

 بودن شده  حفاظت گلرنگ رهایکلاست مورد در توجهقابل نکته

 توان می که طوری به، است گونه  این ژنوم در pre- miRNA توالی

 نتایج(. 1 شکل) نامید pre- miRNA کلاستر را کلاسترها از برخی

 سایر برای شده  ثبت ژنومی های توالی در همولوژی جستجوی

 که داد نشان C. cardunculus قبیل از آستراسه خانواده های گونه

 تواند می خانواده این های گونه بین در pre- miR169 های توالی

 این در ما دانش به توجه با(. 1 شکل) باشد شده  حفاظت کاملاً

 کلاسترها این که است آستراسه خانواده گونه اولین گلرنگ، زمینه

 برای روش حاضر از توان می رو ازاین، است شدهشناسایی آن در

 .برد بهره خانواده این های گونه سایر در اکلاستره این شناسایی

 

 
 .است شده مشخص قرمز رنگ با بالغ miRNA یتوال: ها آن یرو بر miRNA یتوال تیموقع با همراه گلرنگ pre- miRNA های یتوال از هایی نمونه -7 شکل
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miR169 نقش محیطی های تنش به تحمل در که است داده نشان 

 در قبلاً miRNA این از کلاسترهایی و( Zhao et al. 2009) دارد

 .Zhou et al) برنج و( Zhang et al. 2007) کتان مثل گیاهانی

شده   شناخته کلاسترهای این، بنابراین .است شده شناسایی( 2009

 با را مشابهی تکاملی منشأ است ممکن گلرنگ در miR169 از

 تکاملی یرمس در احتمالاً و باشند داشته گیاهی های گونه سایر

 .است داشته مشابهی نقش مختلف گیاهی های گونه

 برداری رونوشت از پس ها ژن بیان کنترل در هاmiRNAعملکرد 

 و کامل اتصال طریق از هاmiRNکه  است صورت این به ها آن از

 ترجمه سرکوب یا و برش سبب، هدف mRNA به کامل تقریباً یا

 در هاmiRNA، انجانور برخلاف(. Bartel 2004) شوند می آن

 اغلب و دارند خود هدف توالی با تری کامل شدگی جفت گیاهان

 انجام هدف توالی کردن خرد مبنای بر بیان تنظیم گیاهان در

 بیان تنظیم از نیز مشاهداتی حال  این با؛ (Bartel 2004) گیرد می

 Aukerman and)دارد  وجود نیز ترجمه سرکوب طریق از ها ژن

Sakai 2003 .)بودن  مکمل از میزان نایmiRNAهدف ژن با ها 

 بر. کندمی فراهم را ها توالی همولوژی براساس جستجو امکان

 به توجه با، هاmiRNAشناسایی بر علاوه ما اصل این مبنای

 های ژن شناسایی به موفق گلرنگ پروتئوم و ژنوم بودن ناشناخته

 سطح به هتوج با. شدیم نیز ها آن کننده کد های پروتئین و هدف

 ها آن اتصال محل و بالغ هایmiRNAدر  شدگی حفاظت بالای

 این، (Zhang et al. 2006b) گیاهان قلمرو میان در هدف توالی به

سازگار است  گیاهان سایر در صورت گرفته مشاهدات با نتایج

(Jones-Rhoades et al. 2006; Nie et al. 2015). 

miRNAترین مهم که را سیرونوی فاکتورهایطورمعمول  به ها 

 قرار هدف را هستند گیاهان در نمو و رشد کننده تنظیم ابزارهای

 داد نشان ها یافته(. Jones-Rhoades and Bartel 2004) دهند می

 فاکتور خانواده کننده کد های ژن گلرنگ در miR156 خانواده که

 Squamosa Promoter Binding Protein-Like(SPL) رونویسی

. دهند می قرار هدف کنند می ایفا نمو تنظیم در مهمی نقش که را

 آرابیدوپسیس در SPL بیان سرکوب با ارتباط در هایی گزارش

(Jones-Rhoades et al. 2006 )های گونه سایر در همچنین و 

 منتشر miR156 توسط( Zhang et al. 2006e) گیاهی

-HD یسیرونو فاکتورهای دادن قرار هدف با miR166.است شده

ZIP III ،کنندمی ایفا نقش ها برگ در قطبیت گیری شکل در 

(Emery et al. 2003 .)شناسایی از آمدهدستبه نتایج مطابق 

 رونویسی فاکتورهای miR166خانواده ، گلرنگ در هدف های ژن

HD-ZIP  در که کرد ادعا توان می بنابراین، دهند می قرار هدف را 

. شود می کنترل خانواده این توسط ها برگ نمو تنظیم نیز گلرنگ

 miR172 که شود می بینی پیش گرفته صورت بررسی براساس

 قرار هدف را APETALA2-like (AP2) های پروتئینگلرنگ 

 دهند می نشان که است هایی گزارش سایر مشابه این. دهد می

miR172  های ژن AP2 و AP2-like  و دهند می قرار هدف را 

 Aukerman) شوند می گلدهی و بلوغ رد تسریع به منجر درنهایت

and Sakai 2003.) 

 یک از بیش گلرنگ برای شده بینی پیش miRNA های خانواده اکثر

 یک از شده منتشر های گزارش براساس. دهند می قرار هدف را ژن

 های ژن میان در را هدف سایت 144 حدود هاmiRNA، مطالعه

 این بر اضافه؛ (Brennecke et al. 2005) دارند پروتئین کننده کد

 اتصال که این به توجه با هاmiRNA که شودچنین تصور می

 بیش بیان ندارند جانوری های سلول در هدف های ژن با را کاملی

 و کنند می تنظیم را انسان در پروتئین کننده کد های ژن از% 34 از

 پیدا افزایش نیز جدید های miRNA کشف وجود با عدد این

 بین کامل اتصال گیاهان در امّا؛ (Lewis et al. 2005) کرد خواهد

miRNA کرده اختصاصی را عمل این حدودی تا هدف ژن و 

 توجهی قابل تعداد بیان نیز گیاهی هایmiRNA وجود ینباا .است

در  توانندمی ژن چندین با تنظیم بیان کنند و می کنترل را ها ژن از

 .دخیل باشند ابولیکیمت و بیولوژیکی هایفرایند از وسیعی طیف

از  آمده  دست بهید نتایج تائعلاوه بر  RT-qPCRاستفاده از روش 

های گلرنگ، سطوح متفاوتی از بیان را برای miRNAشناسایی 

miR398  وmiR408 تواند حاکی از عملکرد نشان داد که می

 از یکی. های گلرنگ باشددر رشد و نمو گیاهچه ها آن مؤثر

 شناسایی ها،miRNA روی بر مطالعات زمینه در دستاوردهای مهم

 عنوان به (CSD2و  CSD1) دیسموتاز سوپراکسید همولوگ ژن دو

 تحمل در را هاmiRNA تأثیر وضوح به که است miR398 اهداف

 یکی(. Sunkar et al. 2006)داد  نشان اکسیداتیو های تنش به گیاه

 سریع تجمع گیاهان، در غیرزنده هایتنش پی در ثانویه اثرات از

O2) اکسید سوپر قبیل از فعال اکسیژن های گونه
 پراکسید ،(–•
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 است( OH) هیدروکسیل های رادیکال و( H2O2) هیدروژن

(Bartels and Sunkar 2005 .)تولیدشده فعال اکسیژن هایگونه 

 هایآنزیم وسیله به سلولی، درون های متابولیسم طول در

 پراکسید به( لرپلاستیک و سیتوزولی) دیسموتاز سوپراکسید

 ترتیب این به و شوند می تبدیل دارند کمتری سمیت که هیدروژن

 شود،می برقرار همیشه ها آن حذف و تولید بین تعادل یک

 انباشت و تولید به منجر غیرزنده های تنش وقوع کهدرحالی

 Apel and Hirt)شود  می سمی سطوح در فعال اکسیژن های گونه

در زمان وقوع تنش شرایط را برای  miR398 کاهش بیان (.2004

کند که منجر به  فراهم می CSD2و  CSD1های تحریک بیان ژن

در  miR398در شرایط نرمال نیز . شودمیآزاد های حذف رادیکال

های اگرچه این سطوح در بافت)شود سطوح متوسط بیان می

 و CSD1های و فراوانی رونوشت( تواند متفاوت باشدمختلف می

CSD2 کند را تنظیم می(Sunkar et al. 2012) . با توجه به

ها به ژن هدف، مشابه با miRNAبودن محل اتصال  شده حفاظت

کننده  های کدهای گیاهی برای گلرنگ زراعی نیز توالیسایر گونه

ترین اهداف برای  مهم عنوان بههای سوپراکسید دیسموتاز  یمآنز

miR398 شناسایی شدند. 

miR408 آید به شمار می شدهبسیار حفاظت های خانواده از ییک 

 است شده گزارش گیاهی گونه 34 از بیش در امروز به تا و

(Kozomara and Griffiths-Jones 2011) تواند  یژگی میو، این

 در. در تکامل گیاهان باشد miR408دهنده نقش حیاتی نشان

 پاسخ در miR408 که است شده گزارش گیاهی مختلف یها گونه

، شوری های تنش، نور، مس، ازجمله محیطی فاکتورهای انواع به

یژن فعال دارای الگوهای بیانی اکسهای  و گونه سرما، آبی کم

 .Abdel-Ghany et al. 2009; Kantar et al)مشخصی است 

2010; Zhang et al. 2014; Ma et al. 2015 .)پیشین مطالعات 

 خانواده به متعلق ژن ینبیان چند miR408 که است داده نشان

Cupredoxin اعضای خانواده  .کندتنظیم می راCupredoxin 

ی هستند که دارای یک دمین برای اتصال به مس آبهای پروتئین

کنند  عنوان یک حامل الکترون عمل می باشند و به های مس مییون

(Nersissian and Shipp 2002; Gough and Chothia 2004 .)

عنوان  به زیرا، کند یم ایفا مهمی نقش گیاه تکامل و رشد در مس

 فرآیندهای در دخیل های آنزیم و ها ینپروتئ از بسیاری کوفاکتور

 تثبیت، کربوهیدرات توزیع، بذر تولید، فتوسنتز مانند فیزیولوژیکی

سلولی عمل  دیواره متابولیسم اکسیدانی و یآنت فعالیت، نیتروژن

 توزیع مسئول هاCu-microRNA. (Pilon et al. 2006)کند  می

 گیاهان مس را در های وابسته بهپروتئین بیان و هستند مس

 است داده نشان پیشین مطالعات (.Pilon 2017) کنند می هماهنگ

رویشی، افزایش بیوماس و  رشد باعث miR408 انباشت که

شود  یم در آرابیدسپیس هارنگدانه بیوسنتز همچنین و عملکرد دانه

(Zhang et al. 2011, 2014 ; Zhang and Li 2013; Song et al. 

 عنوان به Cupredoxinبنابراین شناسایی توالی مرتبط با (. 2017

تواند و الگوی بیان آن در گلرنگ زراعی می miR408هدف 

در هموستازی مس و بسیاری از  miR408 مؤثرگویای نقش 

  .یولوژیکی در این گونه باشدبفرایندهای 

ها در توسعه گیاهان miRNAی، با توجه به نقش حیاتی طور کل هب

های محیطی، امروزه مطالعه در زمینه  ها به تنش و سازگاری آن

کننده در  های کنترلRNAشناسایی و شناخت عملکرد این 

سرعت گسترش  ههای مختلف ب های مختلف گیاهی به روش گونه

 های گلرنگmiRNAاین تحقیق نیز با شناسایی . یافته است

زراعی علاوه بر تائید بخشی از نتایج مطالعات پیشین زمینه انجام 

 .کند ها فراهم می مطالعات بعدی را با هدف شناخت عملکرد آن
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