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 کوچک و غیر RNAهای  ( گروهی از مولکولmiRNAsها ) RNAمیکرو 

های هدف خود را  نوکلئوتید هستند که بیان ژن 81-42با طولی حدود   کنندهکد

کنند.  سی در گیاهان کنترل میدر سطوح مختلف رونویسی و پس از رونوی

ها در فرآیندهای مختلفی مانند رشد و نمو، فرآیندهای زیستی،  RNAمیکرو 

کنند. گشنیز  ها در گیاهان نقش مهمی بازی می تکثیر سلولی و پاسخ به تنش

 چتریان ( گیاهی از خانواده.Coriandrum sativum Lزراعی با نام علمی )

(Apiaceae) بردهای غذایی و دارویی مختلفی است. ژنوم است که دارای کار

گونه گزارشی از شناسایی میکرو  یابی نشده است و هیچ این گیاه تاکنون توالی

RNA منظور شناسایی میکرو  ها برای آن ثبت نشده است. مطالعه حاضر به

RNA ها در ترنسکریپتوم گیاه  های هدف آن های محافظت شده بالقوه و ژن

های بذر و برگ این گیاه  ابتدا ترنسکریپتوم بافتگشنیز صورت گرفت. 

عنوان  کننده به پروتئین شناسایی و به کد های غیر بندی شد و رونوشت سرهم

در نظر گرفته شدند. در نهایت از بین  RNAساز میکرو  های کاندید پیش توالی

-csa-miR162 ،csaهای  با نام RNAهای کاندید سه میکرو  توالی

miR169  وcsa-miR399  متعلق به سه خانواده محافظت شده میکرو

RNA  یرانه شناسایی شد. میکرو گ سختپس از اعمال فیلترهایRNA های

های بذر و برگ بودند و نقش  شناسایی شده دارای بیان متفاوتی در بافت

قرار گرفت. در  تأییددر فرآیندهای مختلف زیستی نیز مورد  های هدفشان ژن

های شناسایی شده در مطالعه حاضر RNAنکه میکرو مجموع با توجه به ای

ی ژنی و فرآیندهای زیستی ها شبکهیمی بر طیف وسیعی از تنظدارای نقش 

ی کاندید در بهبود ها ژن عنوان بهها  توان از آن یممختلف در گیاه گشنیز هستند، 

های مختلف در این گیاه بهره  عملکرد کمی و کیفی و همچنین مقاومت به تنش

 برد.
 

کلیدیواژه گیاه گشنیز، میکرو  ترنسکریپتوم، ساختار ثانویه، :های

RNA ،miRBase. 
 

MicroRNAs (miRNAs) are a class of small and 

noncoding RNAs with length of 18-24 nucleotides that 

control the expression of target genes at the 

transcriptional and post-transcriptional levels in plants. 

The miRNAs play an important role in different 

processes such as growth and development, cell 

proliferation and response to stresses in plants. 

Coriander or Coriandrum sativum L. is a plant of 

Apiaceae family with different nutritional and 

pharmaceutical applications. Up to now, the genome of 

this plant has not been sequenced and there is no report 

of miRNAs identification has been recorded for it. The 

present study was performed to identify the conserved 

miRNAs and their target genes in transcriptome of 

coriander plant. Firstly, Transcriptome of seed and leaf 

tissues was assembled and non-coding transcripts were 

identified and considered as miRNA precursor. Finally, 

among candidate sequences, three miRNAs named csa-

miR162, csa-miR169 and csa-miR399 belong to three 

conserved families were identified after strict filtering. 

Identified miRNAs showed differential expression 

between seed and leaf tissues and also role of their 

target genes in different biological processes was 

confirmed. In general, given the regulatory roles of 

identified miRNAs on broad spectrum of gene 

networks and biological processes of coriander plant in 

the present study, these miRNAs can be used as 

candidate genes to improve qualitative and quantitative 

yield and resistance to different stresses in this plant. 
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مقدمه
 Coriandrum sativumگشنیز زراعی با نام علمی )

L.( گیاهی ديپلوئید )22=x2=n2،و ساله يک (، علفی 
است  (Apiaceae) چتريان از خانواده افشان دگرگرده

 Corandrium) یوحش گونه دو که دارای

tordylium )یزراع و (Coriandrum sativum 

L. )باشد می (Diederichsen, 1996). د هر چن
خاستگاه  قايآفر شمال و ایآس غرب جنوبکشورهای 

 Hedge and)روند  شمار میهاصلی گشنیز ب

Lamond, 1972) با اين حال کشت تجاری اين ،
 سابق، شوروی اتحاد جماهیر گیاه در کشورهای

 اسلواکی، چک، جمهوری رومانی، هلند، مجارستان،
 کمکزي ترکیه، ايران، پاکستان، هند، کانادا، مراکش،

. در (López et al., 2008) آرژانتین رايج است و
های همدان،  کشور ايران نیز، گیاه گشنیز در استان

قزوين، آذربايجان غربی و شرقی، کرمان، کرمانشاه، 
بوشهر، سیستان و بلوچستان و يزد و ديگر نقاط 

 شود. کشت و کار می
و همچنین به   تازه به صورت سبزی گیاه گشنیز

 غذايی صنايع در دهنده طعم و ی عطر عنوان ادويه
 برای اين گیاه  ی از میوه گیرد. مورد استفاده قرار می

شود.  استفاده می عطرسازی صنايع در روغن استخراج
ی گشنیز در صنايع  روغن استخراج شده از میوه

 آور، ضدنفخ، خلط داروهای داروسازی برای تولید
 و فراموشی ضد استرس، ضد ضداسپاسم،

گیاه  از حاصل ی تفاله شود. می استفاده کسیدانا آنتی
ها کاربرد دارد  پروتئین دام و فیبر تامین گشنیز برای

(Weiss, 2002; Marangoni and Moura, 

2011; Mandal and Mandal, 2015).  اسانس
های بیولوژيکی مختلفی  گیاه گشنیز دارای ويژگی

توان به ويژگی ضد  است که از آن جمله می
  ديابت، ضد سرطانی، ضد  ايی، ضد قارچی، ضد باکتري

 Lo Cantore et)اکسیدانی اشاره کرد  جهش و آنتی

al., 2004; Gomez-Flores et al., 2010;. 
Rajeshwari and Andallu, 2011; Silva et 

.al., 2011; Darughe et al., 2012; de 

Almeida Freires et al., 2014; Laribi et al., .
2015; Mandal and Mandal, 2015). 

های ثانويه در  متابولیت تولید کهنيا به توجه با
 شبکه قيطر ازگیاهان و ساير موجودات زنده، 

 از استفاده شود، یم کنترل ها ژن از یا دهیچیپ
برای افزايش يا  يیتنها به ی سنتیاصلاح یها روش

 انتخابها کارساز نبوده و  کاهش اين متابولیت
 یها سال دربه همین علت . د بودنمناسبی نخواه

قابل توجهی که در ژنومیکس  یها شرفتیپ با ر،یاخ
 گیاهی و حجم اطلاعات موجود بوجود آمده است،

بیوسنتز  درهای دخیل  بررسی و شناسايی ژن
های تنظیمی  های ثانويه و همچنین شبکه متابولیت

ها مورد توجه قرار گرفته است و با سرعت بالايی  آن
-High) بالا يیکارا با یابي یتوالانجام است.  در حال

Throughput Sequencing)،  يکی از جديدترين
های  های ژنومیکس است که با تولید داده روش

 ها ژن يیشناساژنومیکس در مقیاس بالا راه را برای 
هموار کرده است  یژن یها شبکه یبازسازهمچنین  و
(Hao et al., 2012; Goossens et al., 2003) . 

( عناصر زيستی miRNAsها )RNAمیکرو 
ی ژنی در ها شبکهدر تنظیم  یمؤثرکلیدی و 

 Li et al., 2010; Tian)موجودات مختلف هستند 

et al., 2015) اين عناصر زيستی گروهی از .
RNA یرکدکننده هستند که از طريق فرآيند غهای
(، بیان بسیاری RNA interference) RNAتداخل 
در سطوح مختلف رونويسی، پردازش،  ها را از ژن

کنند. مکانیسم  یم میتنظو ترجمه  RNAپايداری 
شدگی با نواحی  ها از طريق جفتRNAعمل میکرو 

ی، يک ژن طورکل بهمکمل خود در توالی هدف است. 
( گیاهی، pri-miRNAی اولیه )RNAمیکرو 

که در  باشد یمحلقه  -ی يک ساختار ساقهمعمولاً دارا
ی، توسط آنزيم ا هستهه از پردازش درون اولین مرحل

DCL1  که يک(RNase III  برش خورده و )است
را ايجاد  pre-miRNAساختار ديگری به نام 
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کند. در دومین مرحله از پردازش، حلقه انتهايی  یم
 27ی با طول متوسط ا دو رشتهبرش خورده و توالی 

ر شود. در آخر با ورود ساختا یمنوکلئوتید ايجاد  81 -
 کمپلکسدو رشته به سیتوپلاسم و اتصال و تشکیل 

 RNA (RNA-inducedخاموشی القا شده توسط 

silencing complex يا RISC ساختار تک رشته ،)
( ايجاد Mature miRNA) RNAو بالغ میکرو 

 .(Castel and Martienssen, 2013)شود  یم
ی گیاهی در گیاه RNAاولین میکرو 

Arabidopsis thaliana  شناسايی و تعیین
. از آن (Park et al., 2002)خصوصیت شده است 

های  و ژن RNAزمان تاکنون تعداد زيادی میکرو 
 Malusی مختلف گیاهی مانند ها گونههدفشان در 

domestica ،Gossypium arboreum، 
Panicum virgatum ،Nicotiana tabacum  و

 ;Gleave et al., 2008)غیره شناسايی شده است 

Frazier et al., 2010; Xie et al., 2010; .
Wang et al., 2012) به طور کلی، برای شناسايی .

سازی مستقیم،  ها از سه روش همسانهRNAمیکرو 
های بیوانفورماتیکی استفاده  ژنتیک مستقیم و روش

های هدف  که برای شناسايی ژن شود؛ در حالی می
و  ها سه روش بیوانفورماتیکی، بیوشیمیايی آن

های مبتنی بر امیکس مورد استفاده قرار  روش
های  . در اين بین، روش(Li et al., 2010)گیرد  می

تر از ساير  تر و بسیار کم هزينه يعسربیوانفورماتیکی 
ی بالای شدگ محافظتبوده و از ويژگی  ها روش

ها استفاده  ها برای شناسايی آنRNAمیکرو 
ا استفاده از های بیوانفورماتیکی، ب کنند. روش می

های مبتنی بر همولوژی و با مقايسه پايگاه  روش
شده های شناسايیRNAی میکرو ها داده

(http://www.mirbase.orgبا پايگاه )  دادههای  
ی ها دادهارگانیسم موردنظر )مانند پايگاه 

های RNAترنسکريپتومی( به شناسايی میکرو 
 ;Li et al., 2010) پردازند محافظت شده بالقوه، می

Gleave et al., 2008; Tian et al., 2015).  
در دسترس نبودن ژنوم گیاه گشنیز و نبود به با توجه 

های اين  RNAهیچ گونه اطلاعاتی در مورد میکرو 
گیاه، هدف از اين تحقیق شناسايی میکرو 

RNA یز با استفاده از های محافظت شده گیاه گشن
 Next Generationيابی نسل بعدی ) های توالی داده

Sequencing, NGS است. در اين تحقیق برای )
های محافظت شده از RNAاولین بار، میکرو 

های ترنسکريپتومی گیاه گشنیز شناسايی،  کتابخانه
 بررسی و تعیین خصوصیت شدند.

 

هاموادوروش
 ها سنجی دادهآوری و کیفیتجمع

( که Datasetدر اين پژوهش، از پنج مجموعه داده )
 Shortيابی شده ) های کوتاه توالی ی خوانشوحا

Reads های برگ و مراحل  ( از بافتها يا خوانش
مختلف نموی بذر گشنیز بودند، استفاده شد. مجموعه 

های مورد نظر با کدهای دسترسی  داده
SRR1700630 ،SRR1700819 ،
SRR1700873 ،SRR5410771  و
SRR5410814  از پايگاه دادهSRA  سايتNCBI 

 دريافت شدند. ASPERAاستفاده از ابزار  با

ی ورودی بر نحوه ها دادهیر کیفیت تأثبا توجه به 
ترنسکريپتوم، کیفیت اولیه  (Assembly)بندی  سرهم

با  ها نمونه( برای همه Raw readsهای خام ) یتوال
 FastQC( Version 0.11.6) افزار نرماستفاده 
ناقص و يابی  شد. خطاهای حاصل از توالیسنجیده 

های کوتاه  های آداپتور از خوانش همچنین توالی
 RCorrectorافزارهای  ترتیب با استفاده از نرم به
(Song and Florea, 2015)  وCutadapt 
(Martin, 2011)  حذف شدند. در نهايت به منظور

 Phredهای با کیفیت پايین )با میانگین  حذف توالی

score  یزان بالای های با م (، توالی96کمتر از
های با اندازه  و توالی (N) تیدهای خوانش نشدهنوکلئو
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 (version 0.27)افزار  جفت باز از نرم 96کمتر از 
Trimmomatic  استفاده شد(Bolger et al., 

2014). 
 

( De novo assemblyبندی نوپدید ) سرهم

 ها خوانش

(، از Trimmingپس از فرآيند تريمینگ )
( به عنوان Clean readsالا )های با کیفیت ب خوانش

 ترنسکريپتوم یبند سرهمهای ورودی برای  توالی
 ازی نوپديد با استفاده بند سرهماستفاده شد. گشنیز، 

 CLC Genomics Workbench 7.5.0 افزار نرم
افزار انجام شد  فرض نرم یشپطبق پارامترهای 

(Matvienko, 2015)افزار از الگوريتم  . اين نرمDe 

Bruijn Graph  ها استفاده  ی خوانشبند سرهمبرای
 تر کوچکها به قطعات  کند. در اين روش خوانش یم

ها  k-merی پوشان همتبديل شده سپس از  k-merيا 
یوسته پ هم بهی و تشکیل قطعات بند سرهمبرای 
شود  ی به نام کانتیگ استفاده میتر بزرگ

(Grabherr et al., 2011)ی بند سرهمافزار  . نرم
دهد.  یمها ادامه  ات را تا رسیدن به کانتیگقطع

های اضافی از بسته  منظور حذف کانتیگ همچنین به
 EvidentialGene( V2013.07.27افزاری ) نرم

( http://arthropods.eugenes.org/Evi

dentialGene استفاده شد )(Gilbert, 2016). 
ی تعداد ها آمارهبندی نوپديد با تعیین  کمیت سرهم

، طول متوسط N50ين کانتیگ، تر بزرگ، طول کانتیگ
صورت  Transrate( v1.0.3افزار ) ها توسط نرم یگکانت

 .(Smith-Unna et al., 2016)گرفت 

 
 های محافظت شدهRNAشناسایی میکرو 

های  ی نوپديد و حذف کانتیگبند سرهمپس از 
های حاصل برای شناسايی  تکراری، از رونوشت

استفاده شد. به اين  شده محافظتهای RNAمیکرو 
شده ی ثبتRNAهای میکرو  ی توالی منظور، کلیه

توالی میکرو  86788گونه گیاهی که شامل  11برای 

RNA ی بالغ بود، از پايگاهmirbase  موجود در
دريافت شدند.  http://www.mirbase.orgسايت 

های با بیشترين شباهت با  رونوشتشناسايی 
با استفاده از ابزار ی بالغ RNAهای میکرو  توالی

BLASTn  و پارامترهایE-value ≤ 10  و
mismatch < 4  صورت گرفت. میکروRNA های

( و Queryعنوان ورودی ) بالغ دريافت شده به
عنوان پايگاه مورد جستجو  های ايجاد شده به رونوشت

(Subjectمورد استفاده قرار گرفتند. آستانه )  ی طول
نوکلئوتید  27تا  81های بالقوه بین RNAمیکرو 

رديفی با ابزار  های حاصل از هم تعیین شد. توالی
BLASTn های  ینپروتئ  داده، علیه پايگاه

 Non-Redundant proteinغیرتکراری )

database, NR با استفاده از ابزار )BLASTx  با
0.001 E-value ≤ رديفی قرار گرفته و  مورد هم

 حذف شدند. های دارای نتیجه در اين پايگاه توالی
 
 هاRNAبینی ساختار دوم میکرو  پیش

 RNAمیکرو   شباهت بالای يک رونوشت با توالی
 RNAتنهايی برای تعیین صحت يک میکرو  بالغ به

شناسايی شده کافی نیست. به همین علت، نوع 
ی RNAتاخوردگی و میزان انرژی آزاد ساختار میکرو 

موجود در  mfoldاولیه با استفاده از ابزار 
 =http://unafold.rna.alb any.edu/?qسايت

mfold/RNA-Folding-Form های  در رونوشت
ايجاد  منظور به. (Zuker, 2003)حاصل، بررسی شد 

ی بالغ در RNAیری توالی میکرو قرارگاطمینان از 
ساز  محل و جهت صحیح احتمالی خود در ساختار پیش

نوکلئوتیدی در  866ی  ، يک ناحیهRNAمیکرو 
شده از ی شناسايیRNAدست میکرو  يینپاو  ستبالاد

های انتخابی با استفاده از ابزار  توالی رونوشت
Bedtools  استخراج شد(Quinlan, 2014) .

حلقه مناسب بوده و  -هايی که دارای ساختار ساقه توالی
ی RNAهمچنین در يکی از بازوها شامل توالی میکرو 

احتمالی مورد  هایRNAبالغ نیز بودند به عنوان میکرو 
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بررسی قرار گرفتند. به منظورتعیین صحت ساختار 
های احتمالی از پارامترهای درصد RNAمیکرو 

GC/AU( حداقل انرژی آزاد تاخوردگی ،Minimal 

free energy, MFE حداقل انرژی آزاد تاخوردگی ،)
 ,Adjusted minimal free energyشده ) یحتصح

AMFE تاخوردگی ( و شاخص حداقل انرژی آزاد
(Minimal free energy index, MFEI استفاده )

 ;Xie et al., 2005)( 9و  2، 8شد )روابط 

Padmashree and Ramachandraswamy,. 
2016). 
  حداقل انرژی آزاد تاخوردگی=   ΔG-(        8رابطه 

                          (kcal/mol) 
 شده یحصحتحداقل انرژی آزاد تاخوردگی ( = 2رابطه 

 (MFEساز / )طول میرنای پیش×  866
 حداقل انرژی آزاد تاخوردگی(                 = 9رابطه 

(GC% تصحیح /  )حداقل انرژی آزاد تاخوردگیشده 
 

های احتمالی با بررسی RNAدر نهايت، میکرو 
مواردی همچون: تاخوردگی مناسب و وجود ساختار 

بالغ در يک  یRNAساقه حلقه، وجود توالی میکرو 
بازو در ناحیه ساقه، عدم شکستگی در حلقه میکرو 

RNA جفت نوکلئوتید غیر منطبق در  0، حداکثر
درصدی  46تا  96، محتوای RNAساختار میکرو 

AU حداکثر اندازه فاصله در ساختار میکرو ،RNA 9 
نوکلئوتید و حداقل انرژی آزاد تاخوردگی، حداقل 

ده و میزان شاخص انرژی آزاد تاخوردگی تصحیح ش
کیلوکالری  19حداقل انرژی آزاد تاخوردگی بیشتر از 

 ,.Bonnet et al., 2004; Zhang et al)بر مول 

2006b) فیلتر و شناسايی شدند ،(Li et al., 2014; 

Mehta et al., 2016). 
 

های هدف میکرو  شناسایی و مستندسازی ژن

RNA. 

ه از با استفاد RNAهای هدف میکرو  شناسايی ژن

موجود در آدرس  psRNATargetابزار 
http://plantgrn.noble.org/psRNATarget  و

فرض اين ابزار صورت گرفت  یشپتحت پارامترهای 
(Dai and Zhao, 2011) یر تفس. مستندسازی و

های  ( ژنFunctional annotationعملکردی )
 BLASTxها، با استفاده از ابزار RNAهدف میکرو 

 Altschul et)انجام شد  NCBIاه موجود در پايگ

al., 1990)های هدف میکرو  . رونوشتRNA ها
-Eبا در نظر گرفتن حد آستانه  NR  يگاهپاعلیه 

value ≤ 1.0 E-
 Localرديفی محلی ) مورد هم 5

BLASTx .شناسی ) یهست( قرار گرفتندGene 

ontology, GOهای هدف میکرو  ( ژنRNAبا  ها
 صورت گرفت.  Blast2GO افزار نرماستفاده از 

 

نتایجوبحث
 ها بندی نوپدید خوانش کنترل کیفیت و سرهم

های  های اصلاح کلاسیک و روش امروزه با تلفیق روش
 تشخیصفناوری و مهندسی ژنتیک، مبتنی بر زيست

، يک صفتبروز  درگیر در و عوامل ها همه ژن جامع
های اصلاحی به  های مهم در طراحی برنامه يکی از گام
 های اخیر همزمان با ظهور رود. در سال شمار می

در  امیکس های تولید داده ،NGSهای مبتنی بر  فناوری
 Singh)گیری افزايش يافته است  طور چشمگیاهان به

et al., 2015) ،به طوری که برای اغلب گیاهان مدل ،
ژنوم مرجع به صورت کامل مستندسازی شده يا در حال 

غیر مدل اعم از گیاهان دارويی انجام است. در گیاهان 
يا گیاهانی که دارای اندازه ژنوم بزرگی هستند 

(Unamba et al., 2015)بندی ترنسکريپتوم  ، سرهم
 RNAيابی  توالیهای حاصل از  با استفاده از داده

(RNA sequencing, RNA-Seq امکان شناسايی ،)
های زيستی از  ها و عوامل دخیل در شبکه اغلب ژن

ها را، بدون نیاز به يک توالی ژنوم RNAیکرو جمله م
 ;Duan et al., 2012)کند  مرجع، ايجاد می

Mathiyalagan et al., 2013). 
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مطالعه حاضر، پس از ادغام تمام مجموعه  در
های برگ و  بافت RNA-Seqهای حاصل از  داده

دانه گشنیز و به دنبال آن تعیین کیفیت اولیه و حذف 
خوانش با  821926904پايین،  های با کیفیت خوانش

های  (. درصد توالی8کیفیت بالا حاصل شد )جدول 
ها بیشتر از  ، در تمامی نمونهQ30با کیفیت بالاتر از 

درصد بود، که نشان دهنده کیفیت مناسب  39
بندی ترنسکريپتوم بود.  های ورودی برای سرهم داده

 98330های تمیز شده،  بندی خوانش از سرهم
صل شد، که اين تعداد، پس از حذف رونوشت حا

ی افزار نرمهای تکراری با استفاده از بسته  توالی
EvidentialGene رونوشت 92872، به 

تقلیل يافت. مقايسه پارامترهای کمی و  فرد منحصربه
بندی نهايی و اولیه نشان داد که  کیفی سرهم

EvidentialGene  موجب افزايش محسوس پارامتر
N50  (. تفاوت 2شده است )جدول  8483به  8710از

های تکراری توسط  کارکرد حذف توالی
EvidentialGene  نسبت به ساير نرم افزارهای

در اين مورد خلاصه  CD-HIT-ESTرايج مانند 
نه تنها از شباهت  EvidentialGeneگردد که  می

کند، بلکه قاب خوانش  های خام استفاده می بین توالی
حتمالی را برای ايجاد باز و توالی پروتئینی ا

های ژنی و در نهايت کاهش افزونگی  خوشه
گیرد  ( در نظر میRedundancyها ) کانتیگ

(Gilbert, 2018)های اضافی، فرآيند  . وجود کانتیگ
ای با هدف تشخیص  های مقايسه تجزيه و تحلیل

 Differentiallyهای با بیان افتراقی ) ژن

Expressed Genes, DEGs همراه ( را با خطا
کند، از اين رو انتخاب نرم افزار با کارايی مناسب  می

های اضافی نقش موثری در  در تشخیص کانتیگ
های حاصل از  افزايش اعتبار نتايج تحلیل داده

 ,.Ono et al)خواهد داشت  RNAيابی  توالی

 GC. حجم نهايی ترنسکريپتوم و محتوای (2015
و  Mb 74/93برای ترنسکريپتوم گشنیز به ترتیب 

مقايسه پارامترهای  درصد تخمین زده شد. 76

بندی ايجاد شده در مطالعه حاضر نسبت به  سرهم
های حاصل از  تفاده از دادهای که تنها با اس مطالعه
 ,.Galata et al)يابی بافت بذر ايجاد شده بود  توالی

های  ، نشان داد که هر چند تعداد رونوشت(2014
باشد، با  اضر کمتر میسرهم بندی شده در مطالعه ح

های ايجاد شده در  طول رونوشتمیانگین اين حال 
گیری بیشتر از  ( به طور چشمbp 8221اين مطالعه )

های موجود در مطالعه مذکور  طول رونوشتمیانگین 
(bp 983است. از ) توان گفت که  رو می اين

گیری  بندی ايجاد شده در مطالعه حاضر با بهره سرهم
عات ترنسکريپتومی گشنیز ظرفیت از تمامی اطلا

ها و عوامل ژنتیکی دخیل  بالايی جهت شناسايی ژن
های  های ثانويه و همچنین شبکه در بیوسنتز متابولیت

 گشنیز دارد. ها در  تنظیمی آن

 
 های محافظت شدهRNAشناسایی میکرو 

 های گیاهی باRNAمیکرو رديفی محلی  هم
ندی ب های ايجاد شده در خلال سرهم رونوشت

رونوشت  7774ترنسکريپتوم گشنیز، منجر به شناسايی 
ی بالغ گیاهی RNAهای میکرو  شد که با توالی

کننده های کد داشتند. پس از حذف رونوشتمطابقت 
هايی که دارای رکورد مشابهی با  پروتئین، )رونوشت
بودند(، تعداد رونوشت میکرو  NRپايگاه پروتئینی 

RNA  ی رسید.توال 973های احتمالی به 
میکرو ی مشابه، که با هدف شناسايی ا مطالعهدر 
RNA های محافظت شده در گیاه شیرين برگ

(Stevia rebaudiana صورت گرفته بود، کارايی )
بندی  و سرهم RNA-Seqهای  بالای استفاده از داده

های RNAمیکرو ها برای شناسايی  نوپديد آن
 ,.Mehta et al)محافظت شده نشان داده شده بود 

ی مذکور نشان داد که از  . نتايج مطالعه(2016
رونوشت ايجادشده توسط فرآيند  878191

میکرو رونوشت با  7080ی نوپديد، بند سرهم
RNAمورد  918بین   ينا ازکه  های بالغ تطابق يافته

یرکدکننده مربوط بودند. اين در حالی غهای  به توالی
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 EST (Expressed Sequenceهای  بود که کل توالی

Tag 3/9( ثبت شده برای گیاه شیرين برگ تنها شامل 
 Mehta)بود  RNA-Seqهای حاصل از  درصد از توالی

et al., 2016) 7. شايان ذکر است که تاکنون تنها 
برای گونه گشنیز انتشار يافته است، که  ESTتوالی 

نسبت به ساير گیاهان زراعی و برخی از گیاهان دارويی 
 باشد. رای فقر مطلق میدر اين زمینه دا

های محاسباتی برای  کارايی استفاده از روش
در ساير  شده محافظتهای RNAمیکرو شناسايی 

قرار گرفته است  تأيیدمطالعات مشابه نیز مورد 
(Mathiyalagan et al., 2013; Gleave et al., 

2008; Mehta et al., 2016; Xie et al.,. 
2010; Wang et al., 2012)تفاده بهینه از . اس

های محاسباتی مستلزم افزايش کمیت و کیفیت  روش
توان گفت رهیافت  یمرو  ی ورودی است؛ ازاينها داده

يابی با کارايی بالا، با تولید حجم  مبتنی بر توالی
های  ، مسیر را برای استفاده از روشها دادهوسیعی از 

 سازد. یمبیوانفورماتیکی هموارتر 
 

 آماری مجموعه داده استفاده شده در مطالعه حاضراطلاعات  .8جدول 
ای با کیفیت بیشتر ه خوانشدرصد 

 Q30از 

تمیز های  خوانشتعداد 
 شده

 های خوانشتعداد 
 خام

ی  مرحله
 رشدی

نوع 
 بافت

 شماره
 دسترسی

 SRR1700630 بذر اولیه 80322976 87684740 01/30

 SRR1700819 بذر میانی 26639976 80909196 43/30

 SRR1700873 بذر انتهايی 89382326 89296413 62/34

 SRR5410771 برگ - 79470826 93131696 90/39

 SRR5410814 برگ - 73809861 77436772 97/39

 
 های اضافی بندی ايجادشده قبل و بعد از حذف کانتیگ مشخصات کمی و کیفی سرهم .2جدول 

 ويژگی
 بندی سرهم

 قبل از حذف 
 یهای اضاف کانتیگ

 بعد از حذف 
 های اضافی کانتیگ

 92872 98330 تعداد رونوشت

 832 899 ترين اندازه رونوشت )جفت باز( کوتاه

 89792 89792 بلندترين اندازه رونوشت )جفت باز(

 93742112 74882696 تعداد جفت باز

 69/8221 39/369 میانگین طول )جفت باز(

 7 96 ازجفت ب 266تعداد رونوشت با طول کمتر از 

 89018 80800 جفت بازکیلو  8تعداد رونوشت با طول بیشتر از 

 1 1 جفت باز کیلو 86تعداد رونوشت با طول بیشتر از 

 26698 26209 باز خوانش قاب یدارا یها رونوشت تعداد

 37/48 69/01 خورد ها که با قاب خوانش باز پوشش می میانگین درصدی از طول رونوشت

N90 (bp) 900 934 

N70 (bp) 119 8263 

N50 (bp) 8710 8483 

N30 (bp) 2824 2997 

N10 (bp) 9710 9488 

%GC 77/76 34/76 
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های RNAمیکرو با توجه به اين نکته که انتخاب 
محافظت شده تنها بر اساس معیار همولوژی نتايج 

ساختار ثانويه ، همراه نخواهد داشتمطلوبی به
 973های احتمالی )RNAمیکرو های شامل  رونوشت

مورد برسی قرار  mfoldيت سا وبرونوشت( توسط 
. (Hammond, 2015; Xie et al., 2010)گرفت 

ساختار  تناسبهای کانديد از نظر  ساختار ثانويه توالی
ی RNAیری توالی میکرو قرارگحلقه و محل  –ساقه 

شده، در مرحله نخست   بینی یشپبالغ در ساختار ثانويه 
هايی که از نظر مقدار  ترل شد. در گام دوم، توالیکن

در ساختار،  منطبق یرغحداکثر فاصله و تعداد نوکلئوتید 
 973نامطلوب شناسايی شده بودند، حذف شدند. از 

رونوشت حاوی میکرو  82توالی مورد بررسی تنها 
RNA ی مابقی بالغ دارای پارامترهای لازم بوده و از
پوشی شد. در نهايت بر  چشم ها در مراحل بعد  توالی

(، سه 9)جدول  MFEIو  AUاساس پارامتر درصد 
ی محافظت شده با پتانسیل بسیار بالا RNAمیکرو 

و  miR169 ،miR162ی ها خانوادهمتعلق به 
miR399 ( 8  شکلشناسايی شد.) 

ی شناسايی شده درصد RNAدر هر سه میکرو 
A/U  و باشد که اين موضوع ثبات می 96بیشتر از

های RNAساز میکرو صحت ساختار ثانويه پیش
ساز  پیش نمايد. ساختار می تأيیدشناسايی شده را 

 نسبت دارند بالايی A+U درصد يی کهRNAمیکرو 
هیدروژنی  باندهای از غنی RNA های ديگر فرم به

 بازها شدن جفت و هیدروژنی باندهای باشند. می
 میکرو سری سنجاق ساختار پايداری باعث اغلب

RNAشوند  می ها(Zhang et al., 2006a; 

Zhang et al., 2006b).  همچنین در مطالعات
ترين معیار  به عنوان مناسب MFEIمتعدد پارامتر 

گزارش شده است  RNAبرای شناسايی میکرو 
(Gleave et al., 2008; Mandhan et al., 

2012; Nakano et al., 2006) مقدار .MFEI 
، rRNA ،tRNAین برای تشخیص و تمايز ب

mRNA  وmicroRNA 93/6، به ترتیب بیشتر از ،

کیلوکالری بر مول  19/6و  00/6، 02/6، 07/6
. (Zhang et al., 2006b)گزارش شده است 

ی RNAبرای سه میکرو  MFEIمیانگین پارامتر 
 کیلوکالری بر مول محاسبه شد -39/6شناسايی شده 

که اين میزان نیز صحت ساختار ثانويه توالی 
نمايد. تعداد میکرو  یم تأيیدشناسايی شده را 

RNA ی شناسايی شده در مطالعه حاضر با نتايج
( تطابق دارد. در 2660مطالعه ژانگ و همکاران )

( احتمال حضور 2660مطالعه ژانگ و همکاران )
درصد  EST ،68/6های  در توالی RNAمیکرو 

 ;Zhang et al., 2006a)ه است گزارش شد

Zhang et al., 2006b)توان گفت که  یمرو  . ازاين
در مطالعه حاضر قرابت بالايی بین تعداد میکرو 

RNA( میکرو  9ی شناسايی شدهRNA با تعداد )
 ( وجود دارد.92872×6668/6=28/9~ 9مورد انتظار )

های شناسايی RNAبررسی میزان بیان میکرو 
ها در هر کیلوباز میلیون  اد خوانششده بر حسب تعد

(Reads Per Kilobase Million, RPKM در )
( نشان داد که بیان سه 2دو بافت برگ و بذر )شکل 

ی شناسايی شده در بافت برگ نسبت RNAمیکرو 
به بافت بذر بیشتر بوده و اين دو بافت از نظر بیان 

ی شناسايی شده در دو گروه کاملاً RNAسه میکرو 
ار می گیرند. از سوی ديگر گروه بندی میکرو جدا قر
RNA های شناسايی شده نشان داد که از سه گزينه

بیشترين میزان بیان را  csa-miR162مورد بررسی 
در هر سه دوره نمو بذر به خود اختصاص داده است، 

 csa-miR169اين در حالی بود که در بافت برگ 
 بیشترين میزان بیان را نشان داد.

miR169 های  کی از محافظت شده ترين توالیي
رود که در رشد و  در گیاهان به شمار می RNAمیکرو 

 Li)های محیطی نقش دارد  نمو گیاهان و پاسخ به تنش

et al., 2017) اين خانواده از میکرو .RNA عنوان  به
در آرابیدوپسیس شناخته  RNAبزرگترين گروه میکرو 

ای برخی از اعضای اند، با اين حال تاکنون تنها بر شده
 Xu)شود  ای تصور می اين گروه عملکرد شناخته شده
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et al., 2014) نتايج بررسی منابع نشان داد که برخی .
های خشکی  در تنش miR169از اعضای خانواده 

(Zhang et al., 2011) سرما ،(Lee et al., 2010) ،
 Zhao et)و کمبود ازت  (Zhao et al., 2009)شوری 

al., 2011)  افزايش بیان نشان داده و احتمالاً نقش
های  دهی طی تنش مؤثری در تنظیم زمان گل

. بررسی مقادير (Xu et al., 2014)اکسیداتیو دارند 
های شناسايی شده نیز نشان داد که RNAبیان میکرو 

تقريباً در دو بافت مورد نظر تغییر بیان محسوسی برای 
csa-miR169  .ثبت نشده است 
لعه حاضر تغییر بیان محسوسی برای نتايج مطا

csa-miR399  در بافت برگ نسبت به بافت بذر
در  miR399نشان نداد. در مطالعات متعدد نقش 

تنظیم هومئوستازی فسفات به خوبی شرح داده شده 
 ;Bari et al., 2006; Pant et al., 2008)است 

Chiou et al., 2006; Kim et al., 2011)  هر
مطالعات تغییر میزان بیان اين  چند در برخی از
ها تحت تیمارهای دمايی نیز RNAخانواده از میکرو 

 .(Lee et al., 2010)به اثبات رسیده است 
و  csa-miR169ی RNAبر خلاف دو میکرو 

csa-miR399 برای میکرو ،RNA یcsa-miR162 
در بافت بذر بیان بالاتری نسبت به بافت برگ گشنیز 

به حوزه وسیع  احتمالاًضوع مشاهده شد که اين مو
اشاره  RNAفعالیت و میزان بالای بیان اين میکرو 

هر چند در بسیاری  miR162ی RNAدارد. میکرو 
های گیاهی تاکنون شناسايی نشده است با  از گونه

عنوان يک عامل  های گیاهی به اين حال در گونه
های غیر زيستی مانند تنش خشکی و  پاسخ به تنش
 Barciszewska-Pacak et)شود  میشوری شناخته 

al., 2016). 
 

 هایRNAهای هدف میکرو  شناسایی ژن

 شدهشناسایی

های شناسايی RNAهای هدف میکرو  نتايج بررسی ژن

شده در مطالعه حاضر که با استفاده از ابزار 
psRNATarget  صورت گرفت، نشان داد که در

ها هدف RNAرونوشت توسط اين میکرو  86مجموع 
های هدف برای میکرو  شوند. تعداد ژن داده می قرار

RNA هایcsa-miR169 ،csa-miR162  وcsa-

miR399  (. 2رونوشت بود )شکل  9و  9، 7به ترتیب
يا عدم ترجمه به پروتئین نتیجه  mRNAتخريب 

ی بالغ موجود در کمپلکس RNAانطباق توالی میکرو 
 86باشد. از  ژن هدف می mRNAخاموشی با توالی 

ژن با عدم ترجمه  2ژن با تخريب شدن و  1هدف ژن 
یم تنظی شناسايی شده RNAمیکرو  9شدن توسط 

های RNAشوند. بررسی ارتباط بین بیان میکرو  می
های هدف در ترنسکريپتوم گشنیز  شناسايی شده با ژن

نشان داد که در اغلب موارد با افزايش بیان میکرو 
RNAر کاهش های هدف در بافت مورد نظ ، بیان ژن

در  RNAيافته و در مقابل هنگامی که بیان يک میکرو 
ها کمتر بوده، به RNAيک بافت نسبت به ساير میکرو 

های هدف آن نیز در همان بافت دارای بیان  تناسب ژن
 (.9بیشتری بودند )شکل 

های هدف با استفاده  بندی کارکردی ژن گروه
رد نشان داد که در زمینه عملک Blast2GO افزار نرم

-7( )شکل Molecular Function, MFمولکولی )
و  "ها انتقال دهنده"، "اتصال"های  الف( گروه

بیشترين فراوانی را به خود  "فروکافتیفعالیت "
اند. اين در حالی بود که در زمینه  اختصاص داده

( Biological Processes, BP) زيستیفرآيند 
فرآيند "و  "فرآيند سلولی"دسته ب(  -7)شکل 

درصد  89و  29به ترتیب با فراوانی  "متابولیکی
. دنریگ یمتحت تأثیر قرار  ها گروهبیشتر از ساير 

به طور مشترک با  "سلول"و  "ی سلولیها بخش"
ی هاRNAمیکرو درصد بیشترين اهداف  92

 Cellularشناسايی شده در زمینه اجزای سلولی )

Components, CC ) را به خود ج(  -7)شکل
ی شناس یهستدند. با توجه به نتايج اختصاص دا



 (93-47) 8931 بهار، وپنجم بیستشماره  ،هشتم سال، عیفناوری گیاهان زراعلمی ـ پژوهشی زيست مجله 01

 

های RNAمیکرو گفت،  توان یمهای هدف  ژن
شناسايی شده در مطالعه حاضر نیز مشابه با نتايج 

هايی که تاکنون RNAمطالعاتی که بر روی میکرو 
اند، در اغلب فرآيندهای زيستی و  شناسايی شده

متابولیکی همچون تمايز، رشد و نمو، انتقال از مرحله 

های  ی به زايشی، انتقال پیام و پاسخ به تنشرويش
کنند  زيستی و غیرزيستی، نقش مهمی ايفا می

(Baldrich et al., 2018; Chen, 2005; 

Rhoades et al., 2002; Jung et al., 2009;. 
Jung et al., 2013). 

 
 ی شناسايی شده در گیاه گشنیزهاRNAمیکرو ی ها یژگيو .9جدول 

 ی بالغRNAونام میکر ها یژگيو
csa-miR169 csa-miR162 csa-miR399 

 evgLocus_16743 evgLocus_20661 evgLocus_26625 نام رونوشت

 278 8948 413 طول رونوشت

RPKM 096/6 081/6 110/7 رونوشت در بافت برگ 

RPKM 884/6 643/80 699/6 رونوشت در بافت بذر 

 890..890 336..346 927..969 بالغ روی رونوشت یRNAمیکرو مختصات توالی 

 6 6 6 تعداد نوکلئوتیدهای غیر منطبق

 66661/6 66661/6 66669/6 ارزش مورد انتظار

bit score 66/79 86/78 86/78 

 47 31 880 )جفت باز( RNAمیکرو  ساز طول توالی پیش

 شناسايی شده )جفت باز( یRNAتوالی میکرو 
9´- UAGCCAAGGAUG  

ACUUGCCUUU- 9´ 

9´- UCGAUAAACCUC  

UGCAUCCAG-9´ 

9´-UGCCAAAGGA 
 GAAUUGCCCUG-9´ 

 28 28 22 شده )جفت باز(شناسايی یRNAطول میکرو 

 GC 60/94 13/77 07/71درصد 

 AU 39/02 86/99 99/98صد در

MFE (kcal/mol) -06/91 -16/77 -66/92 

AMFE -29/92 -48/79 -27/79 

MFEI 13/6 68/8 11/6 

 

 
 ی شناسايی شده در گشنیز. RNAساز برای سه میکرو  ساختار پیش .8شکل 

 ی بالغ با رنگ آبی مشخص شده است.RNAتوالی میکرو 
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 های بذر و برگ گشنیز شده در بافتهای شناسايی RNAبیان میکرو  (Heat map) ینقشه حرارت .2شکل 

 

 
 شده در گشنیز. های شناسايیRNAهای هدف میکرو ی بیان ژننقشه حرارت .9شکل 

 دهد.را نشان می csa-miR162و  csa-miR169 ،csa-miR399های هدف ترتیب نقشه حرارتی بیان ژنالف، ب و ج: به
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 شده در گیاه گشنیز. های شناسايیRNAمیکرو شده برای بینی پیش های هدف شناسی ژن یهستتحلیل  .7شکل 

 .اجزای سلولی الف: عملکرد مولکولی؛ ب: فرآيندهای زيستی و ج:

 
 گیری کلی نتیجه

 قيطر ازهای ثانويه در گیاهان دارويی،  متابولیت تولید
و عوامل کلیدی مانند  ها ژن از یا دهیچیپ شبکه

 از استفاده، از اين رو شود یم کنترل هاRNAمیکرو 
برای افزايش يا  يیتنها به سنتی اصلاح یها روش

 تخابانها کارساز نبوده و  کاهش اين متابولیت
گیاه گشنیز نیز از جمله گیاهان  .مناسبی نخواهند بود

دارويی است که برنامه های اصلاحی آن به علت 
فقدان اطلاعات ژنتیکی با سرعت کم در حال 
پیشروی است. در مطالعه حاضر به منظور افزايش 
محتوای ژنتیکی گشنیز، تمامی اطلاعات 

ی به ترنسکريپتومی موجود اين گیاه به منظور دسترس
بندی شد. يک رفرنس ترنسکريپتوم جامع سرهم

نتايج نشان داد که ترنسکريپتوم ايجادشده در اين 
های کمی و کیفی برتری قابل  پژوهش از نظر ويژگی

ای نسبت به مطالعات پیشین دارد، هر چند  ملاحظه
تا رسیدن به يک رفرنس ترنسکريپتوم جامع 

ريپتوم مستندسازی شده فاصله دارد. رفرنس ترنسک
ايجاد شده در مطالعه حاضر منبع بسیار غنی برای 

های RNAبررسی و تعیین خصوصیات میکرو 
محافظت شده گیاه گشنیز تشخیص داده شد، به 

ی RNAطوری که برای اولین بار توالی سه میکرو 
شده در گیاه گشنیز به ثبت رسید. بررسی محافظت

های  های شناسايی شده و ژنRNAبیان میکرو 
شان در دو بافت بذر و برگ گشنیز ارتباط منطقی هدف

های زيستی گشنیز را  اين عوامل کنترلی بر شبکه
یمی میکرو تنظاثبات نمود. در نهايت با توجه به نقش 

RNA های شناسايی شده بر گروه وسیعی از عوامل
ها در تغییر طیف وسیعی از  یر بالقوه آنتأثژنتیکی و 

توان از میکرو  یمنی، ی ژها شبکهدستی  يینپا ها ژن
RNAی کانديد در ها ژن عنوان بهشده های شناسايی

مبحث مهندسی ژنتیک با هدف افزايش تحمل به 
 یهای زيستی و غیر زيستی و همچنین ارتقا تنش

 صفات کمی و کیفی گیاه گشنیز استفاده نمود.
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