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 چکیده
miRNAهای کوچک ای از مولکولها مجموعهRNA نوکلئوتید هستند که در  22و درونزاد، با طول حدود  غیرکد کننده

صورت ها بهها، نقش دارند. این مولکولهای هدف و یا سرکوب ترجمه آنmRNAتنظیم پس از رونویسی از طریق تخریب 
ها و توان آنای میهای مقایسهتکاملی در قلمرو گیاهی حفاظت شده هستند؛ از این رو، با استفاده از ابزارها و روش

های بیوانفورماتیکی و آزمایشگاهی و همچنین حاضر، از روش ها را پیشگویی کرد. در مطالعههای هدف آنهمچنین ژن
های هدف ها و ژنmiRNAهای اطلاعاتی، جهت شناسایی موجود در بانک miRNAدو گونه کاسنی و  ESTهای توالی

شدند و در نهایت و پس از طی  Blastnها در ابتدا استفاده شد. این توالی C. endiviaو  C. intybusها در دو گونه آن
شناسایی شد. همچنین تعداد  miR393و  miR166 ،miR162 ،miR156های متعلق به خانواده miRNAمراحل مختلف، چهار 
های هدف این ژنعنوان و ... به Squamusaهای متصل شونده به پروموتر ، ژنهای پروتئینTIR1زیادی ژن از جمله 

miRNA نتایج  شدند.ها شناساییReal Time PCR  نشان داد که بیانmiR156  در برگ گونهC. endivia،  بیشتر از گل آن و
 است. C. intybusدر برگ و گل گونه  miRNAهمچنین بالاتر از بیان این 

 .هاEST ،miRNA، کاسنی، PCRبیوانفورماتیک، ریل تایم  :کلیدی هایواژه
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ABSTRACT 
MicroRNAs (miRNAs) are a class of short and endogenously initiated non-coding RNAs that post-

transcriptionally control gene expression via either translational repression or mRNA degradation. Mature 

miRNAs are reported to be highly conserved throughout the plant kingdom; therefore, comparative 

genomics approaches are used to predict the novel miRNA genes and their target genes. In this study, 

bioinformatics and laboratory approaches followed by the EST and miRNA sequences in the databases 

for chicory species were employed for the identification of potential miRNAs and their potential targets 

either in Cichorium intybus or Cichorium endivia. To identify the potential miRNAs in the C. intybus and 

C. endivia, all the publicly available EST sequences of the plant were blasted against the previously 

known Plant miRNAs. Ultimately, four novel miRNAs belonging to four different families of miR166, 

miR156, miR162 and miR393 were identified. Also, a large number of genes, such as TIR1, Squamusa 

promoter binding proteins genes were identified as target genes of these miRNAs. Furthermore, the 

results of Real Time PCR showed that the transcriptional activities of miR156 in the leaf tissue of C. 

endivia are extremely high, not only than those observed for flower tissue of the same species, but also as 

compared with the leaf and flower tissues of the another species of C. intybus. 
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 مقدمه

 با نام علمی كاسنی گیاهی دارویی 

Cichorium intybus   .به معنی كاسنی وحشی است

 دیگر آن، كاسنی اهلی به نام آندیونوع 

 (Cichorium endivia)  است كه  كاسنی فرنگییا

 et al.,Chakraborty ) شودعنوان سالاد مصرف میبه

های این گیاه دارای مقادیر زیادی اكثر قسمت (.2016

مهم از جمله اینولین،  شیمیایی داروییات بتركی

ها، رینها، كومالاكتونیترپنئآلکالوئیدها، سسکو

های غیر كلروفیلی، استرول هایها، رنگدانهویتامین

 هاستها و تانیناشباع، فلاوونوئیدها، ساپونین

(Srivastava et al., 2017  .) 

كلی تمام طورهای گیاهی و بهسنتز متابولیت

فرآیندهای سلولی، تحت كنترل سیستم ژنتیکی است 

بیان ژن  توان به كنترلها میاین روش كه از جمله

ها گروهی از miRNAها اشاره كرد. miRNAتوسط 

RNAكوچک هستند كه سبب  های غیر كد كننده

كنترل بیان ژن پس از رونویسی از طریق سركوب یا 

 Reinhartشوند )های هدفشان میژن mRNAتخریب 

, 2002et al) پس از كشف وجود .miRNAها در 

كد های غیر RNAو اینکه این نوع  یدوپسیسآراب

ها باشند، كننده ممکن است ناشی از تکامل یوكاریوت

های های شناسایی شده از طریق روشmiRNAتعداد 

ای در صورت فزایندهای بهآزمایشگاهی و مقایسه

ها افزایش یافت جانوران، گیاهان و حتی ویروس

(Mallory et al., 2006 .)اییسهمقا یهاروش 

 ییت شناساجه ی،حفاظت توال یهبر پا یکیژنوم

miRNA های بر پایهشوند و روشیاستفاده م یدجد 

بدون  ،miRNA یهاخانواده ییبه شناسا ،همولوژی

كه  یكنند. زمانیكمک م ومیژن یهایداشتن توال

و  هاESTتوان یم نباشد،دسترس  در یژنوم یهایتوال

GSSیی ها را جهت شناساmiRNAبه كار برد. ها 

EST یهایتوالها cDNA شده یانب یهاژن ی ازجزئ-

 اندكلون شده یدپلاسم یکهستند كه درون  یا

(Zhang et al., 2005).  
این تحقیق با هدف شناسایی به همین منظور، 

miRNAها در دو گونه كاسنی های هدف آنها و ژن

صورت گرفت. با  C. endiviaو  C. intybusشامل  

ی توان به نقش تنظیمی احتمالانجام این كار، می

miRNAهای مسیرهای مختلف ها در تنظیم بیان ژن

های اولیه و ثانویه پی هامتابولیتبیوسنتزی متابولیت

برد. در ادامه، به نقش سینرژیستی یا انتاگونیستی 

های هدف پی برده خواهد شد كه این امر ها با ژنآن

تواند در مهندسی مسیر بیوسنتزی انواع خود می

زیستی درون گیاهی كمک ها و تركیبات متابولیت

 نماید.  

 

 هامواد و روش
 ESTو  miRNAهای توالی

باال  شاناخته شاده در  miRNAتوالی  28645تعداد 

هاااای مرجااا  miRNAعنوان هاااا، باااهتماااام گوناااه

(referenceجهت پیش ) گوییmiRNA هاای حفاظات

 و  C. intybusشده در دو گونه گیاهی كاسانی شاامل 
C. endivia  از بانااااااک اطلاعاااااااتیmiRbase 

(http://www.mirbase.org فروگااراری شااد. تعااداد )

از  مربااوب بااه ایاان دو گونااه نیااز ESTتااوالی  84144

 //:NCBI (httpبانااااک اطلاعاااااتی  ESTبخااااش 

ftp.ncbi.nlm.nih.govا فرمات ( بFASTA  فروگاراری

های تکراری با اساتفاده (. نمونه et al.,Xie 2007شد )

( و sortهاا )و مرتب كاردن آن Excel 2013افزار از نرم

هایی كه بیش از یک بار تکرار شاده سپس حرف توالی

 بودند، حرف شدند.

 جستجوی همولوژی

های ESTها و miRNAجهت جستجوی همولوژی بین 

BLASTn (BLAST2.2.21 )این دو گونه، از الگوریتم 

 NCBIدر باناااااااااااااااک اطلاعااااااااااااااااتی 

(ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/blast/ .اساااتفاده شاااد )

هااای پارامترهاایی كااه جهات بااه دسات آوردن تااوالی

-eدر نظر گرفته شاد، شاامل میازان  miRNAكاندیدا 

value ≤ 001/0   حااداكثر عاادم جفاات شاادگی بااین

miRNA  وSTE ( 2007= چهار بود et al.,Xie .) 
Blastx  

 miRNAهاای كدكنناده پروتنینای نیساتند  ها توالی

كاه پاروتنین كاد  miRNAهای كاندیدا بنابراین توالی

http://www.mirbase.org/
ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/
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كننااد، بایااد حاارف شااوند. باارای ایاان منظااور، از ماای

 //:NCBI (httpدر بانک اطلاعاتی  BLASTxالگوریتم 

www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST اسااتفاده شااد. در )

عنوان كاندیاداهای كاه باه ESTهای این مرحله، توالی

miRNA های كد غربال شده بودند، در برابر تمام توالی

 Non-redundant proteinپروتنیناااای ) كننااااده

sequences (nr) )Blastx شدند (2008 et al.,Zhou ). 

-miRNA (preتعیین سااتتار ااوویاپ شیاسااز  

miRNA) 

هایی با ساختار pre-miRNAبینی ساختار ثانویه پیش

، با استفاده از miRNAمناسب برای تبدیل شدن به 

انجام شد  MFOLD سرور 

(/http://www.bioinfo.rpi.edu/applications/mfold/old/rna )

و  (et al.,Quintero -Pérez 2012انجام شد )

فرض این سرور برای این مرحله مورد پارامترهای پیش

هایی كه ساختار استفاده قرار گرفت. سپس توالی

عنوان كاندیدا ای با شرایط زیر داشتند بهثانویه

miRNA  :در نظر گرفته شدند 

 miRNAحداكثر تعداد بازهای جفت نشده بین تاوالی 

ساز آن بیشتر از چهار نوكلنوتیاد نباشاد  و توالی پیش

  داشتن RNAمنفی بالاتر از انواع دیگر  MFEIداشتن 

  عادم miRNAسااز پایش foldingحداقل انرژی آزاد 

باال  و  miRNAوجود حلقه یا شکاف بزرگ در تاوالی 

باال  بایاد روی حلقاه  miRNAكه توالی نهایت ایندر 

 (. et al.,Zhang 2006ساز قرار گیرد )پیش

 های تبارزاییتجزیپ و تحلیل

RNA( های كوچاکsRNAبه )صاورت طبیعای در هاا

ختلف حفاظت شده هستند  از ایان رو بین موجودات م

هاا را از طریاق آنالیزهاای هاای آنتاوان ارتولاوگمی

هااای كاندیااد miRNAبیوانفورماااتیکی كشااف كاارد. 

احل قبال، جهات بررسای رواباط تکااملی حاصل از مر

بر اساس فاصله ژنتیکی مورد  MEGA7ها در برنامه آن

هاا ترسایم د و درخت فیلاوژنتیکی آنآنالیز قرار گرفتن

 (.et al., Devi 2016شد )

هاای شیاایویی miRNAهای هاف  تعیین ژن 

 شفه

هااا، هاادف هااایی كااه رونوشاات آنجهاات تعیااین ژن

miRNAگیارد، از وب های پیشاگویی شاده قارار مای

 psRNATarget  (Plant Small RNA Targetساایت 

Analysis Server.2017 ،استفاده شد. در این مرحلاه )

miRNAعنوان باه های پیشگویی شدهquery  در برابار

et  Deviاستفاده شادند ) TAIRو  AGIترانسکریپتوم 

1620 al.,)صاورت پایش . پارامترهاای ایان مرحلاه به

-eحاداكثر فرض و توسط سرور اعمال شد كه شاامل 

value  هاای هادف برابار دوتعاداد جایگااه، برابر سه ،

ی عدم جفت شدگی مركزی برای مهار رونویسی دامنه

حداكثر عادم جفات شادگی در جایگااه ، 11بین نه تا 

یچگونه جفت شدن بزرگتر یا مساوی چهار و نداشتن ه

gap می( 2016باشند et al., Devi.) 

هاای ، اوجام واکنشcDNA، سنتز RNAاستخراج 

 Real Time PCRو  (PCR)ای حرارتی  زوجیره

 كیت استخراج بایوزول و مطاابق باا با RNAاستخراج 

ركت سازنده انجام گرفت. جهات سانتز دستورالعمل ش

cDNA  از سااه نااوع پرایماار شاااملstem-loop RT ،

forward  وreverse  بر اساس توالی باال  هارmiRNA 

 .اسااتفاده شااد miRbaseگاازارش شااده در سااایت 

 صاااورتبه forwardو  stem-loop RTپرایمرهاااای 

 صاورت عماومی بارایبه reverseاختصاصی و پرایمار 

 ها طراحی شدند و طراحی پرایمار بااmiRNAتمامی  

 Primer Quest و   Primer-3اساااتفاده از الگاااوریتم 

واكانش بارای هار  (.2012et al.,  Dinصورت گرفات )

PCR  میکرولیتار از پرایمرهاای  8/0حدودforward  و

reverse ،5/7  میکرولیتاار مسااترمیکسPCR  و سااه

اضافه شد. حجم نهایی واكانش، باا  cDNAمیکرولیتر 

میکرولیتاار رسااانده شااد و سااپس  15آب مقطاار بااه 

Gasic -nyiVarkoواكنش با استفاده از دساتورالعمل )

2007 et al.,) .جهات تعیاین تماایز بیاان  انجاام شاد

miRNAهای های مختلف، از واكنشها بین اندامReal 

Time PCR  اسااتفاده شااد  باارای ایاان منظااور، از

cDNA های مربوب به دو اندام برگ و گل هر دو گوناه

استفاده شد. این مرحلاه باا اساتفاده از كیات شاركت 

Solis BioDyne  كاه از رناف فلنورسانتEva Green 

كناد انجاام شاد. شارایط دماایی و زماانی استفاده می

های حرارتی و غلظت مواد، طباق دساتورالعمل چرخه

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
http://www.bioinfo.rpi.edu/applications/mfold/old/rna/
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(2007 et al.,Gasic -Varkonyi) جاا اعمال شد. از آن

هاا وجاود نداشات، miRNAكه ژن رفرنس برای ایان 

 عنوان كنتارل در نظار گرفتاه شاد وها بهیکی از بافت

ها باا دیگر با آن مقایسه شد. تجزیه و تحلیل داده بافت

 انجام شد. Excel 2013و  Restافزارهای استفاده ا نرم

 نتایج و بحث

 هاmiRNAشناسایی 

هاای باال ، miRNAطبیعت حفاظت شادگی در باین 

هاا هایی كه توالی ژناومی آنها را در گونهشناسایی آن

زیاادی تساهیل به طور كامل مشخص نیست به مقدار 

-(. در ایان مطالعاه، روشet al., Devi 2016كند )می

های حفاظات miRNAای جهت شناسایی های مقایسه

شده دو گونه كاسنی مورد استفاده قرار گرفات. نتاای  

 ،C. intybusگونه  ESTهای نشان داد كه در بین توالی
هاای و از تاوالی miRNAتوالی با شاش تاوالی  سیزده

EST  گونااهndiviaC. e بااا چهااار  یااازده تااوالی نیااز

miRNA  دارای همولوژی هستند. نتای  این مرحلاه در

شان داده شده است. پس از فیلتر كاردن  2و  1جدول 

هاای تکاراری، جهات حارف های جانوری و دادهتوالی

در برابار تماام  Blastxپروتنینای  های كد كنندهتوالی

et  Deviصاورت گرفات ) NCBIهای پروتنینای توالی

al., 2016شابکه یزآناالكه به منظاور  ای(. در مطالعه-

 .C یااهدر گ miRNA از طریاقژن  یاانب یمتنظ یها

intybus  ،صورت گرفتmiRNA 91  كاندیدا متعلق باه

 Srivastava et) شاد ییگویشاپ miRNA خانواده 57

al., 2017های با خطاای مثبات و (. پس از حرف داده

بااقی ماناد.  miRNA نوادهخاا 28منفی بالا، در نهایت 

كاندیادا در  miRNAدر این مطالعه، در مجماوع پان  

، C. intybus (ath-miR393b-3p ،bdi-miR162گونااه 

bna-miR156a ،gma-miR166h-3p  وbdi-

miR166e-3p و دو )miRNA  كاندیاادا در گونااهC. 

endivia (ath-miR162a-5p  وcme-miR156j باااااه )

های گیاهان miRNAدست آمد كه همولوژی بالایی با 

 (. et al., Devi 2016عالی داشتند )

 
 های بال  سایر جاندارانmiRNAدر برابر  C. intybus های گونهESTنتای  جستجوی همولوژی بین  -1جدول

Table 1.  Identification of homology search of C. intybus C. EST against other organism miRNAs 
miRNA EST Identity AliLength mismatch q-start q-end s-start s-end e-value 

ath-miR393b-3p EH705516.1 100 19 0 1 19 133 151 2.00E-07 

ath-miR393b-3p EH708787.1 100 19 0 1 19 165 183 2.00E-07 

ath-miR5021 EH690608.1 100 18 0 3 20 1 18 7.00E-07 

bdi-miR162 EH697729.1 100 19 0 1 19 200 218 2.00E-07 

bdi-miR162 EH705786.1 100 19 0 1 19 200 218 2.00E-07 

bdi-miR162 EH705869.1 100 19 0 1 19 200 218 2.00E-07 

bdi-miR166e-3p EH673915.1 100 20 0 2 21 180 199 5.00E-08 

bdi-miR166e-3p EH692022.1 100 19 0 1 19 200 218 2.00E-07 

bdi-miR166e-3p EH704864.1 100 19 0 2 20 175 193 2.00E-07 

bna-miR156a EH683240.1 100 19 0 1 19 200 218 2.00E-07 

crm-miR-2229b FL682357.1 100 20 0 4 23 219 200 6.00E-08 

gma-miR166h-3p EH673915.1 100 19 0 3 21 180 198 2.00E-07 

gma-miR166h-3p EH692022.1 100 20 0 1 20 199 218 5.00E-08 

gma-miR166h-3p EH704864.1 100 19 0 3 21 175 193 2.00E-07 

osa-miR5082 FL680337.1 100 19 0 2 20 222 204 2.00E-07 

rno-miR-331-5p FL674541.1 100 19 0 1 19 56 38 2.00E-07 

 

 های کاوفیفا درکاسنیmiRNAتوصیف 

در مجموع هفت توالی كاندیدا شناسایی شده متعلق 

ها دو بودند كه اكثر خانواده miRNAبه چهار خانواده 

-bdi-miR162 ،ath-miR162a-5p ،bnaعضوی )

miR156a ،cme-miR156j ،gma-miR166h-3p  و

bdi-miR166e-3p و فقط یک خانواده یک عضوی )

(ath-miR393b-3p .بودند )miRNA های كاندیدا

شناسایی شده در این تحقیق، با نتای  پیشگویی 

(Srivastava et al., 2017 مقایسه شدند كه در این )

و  miR162  ،miR156شامل  miRNAمیان، سه  

miR393  مشترک بودند، اماmiR166 عنوان یکبه 

miRNA  .جدید در این مطالعه شناسایی شد
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miR156 ،miR166  وmiR162  وmiR393  قبلا در

ارزن  و (Song et al., 2009گیاهانی مثل مركبات )

 اند.  نیز شناسایی شده( Xie et al., 2010وحشی )

 .های بال  سایر جاندارانmiRNAدر برابر  C. endivia های گونهESTنتای  جستجوی همولوژی بین  -2جدول 
Table 1.  Identification of homology search of C. endivia C. EST against other organism miRNAs 

  

 19-24هاااای باااال  كاسااانی، باااین miRNAطاااول 

باشد كه مشابه می 37/21نوكلنوتید و به طور متوسط 

اند گیاهانی است كه قبلا مطالعه شادههای miRNAبا 

(Xie et al., 2010 حااداقل اناارژی آزاد تاااخوردگی .)

(MFE اهمیت بسیار بالایی در تشکیل ساختار ثانویه ،)

RNAتار كلی، هر چه این مقدار منفایطورها دارد و به

 باشااااد، پایااااداری آن ساااااختار بیشااااتر اساااات 

(Xie et al., 2010 این عدد برای گونه .)C. intybus  از
kcal/mol 84-  تاااkcal/mol 7/111-  متغیاار بااود و

بود. همچناین در   -kcal/mol 65/102طور متوسط به

تااا  -kcal/mol 5/94ایاان عاادد از  ،C. endiviaگونااه 

kcal/mol 5/117- طور متوساااط متغیااار باااود و باااه

kcal/mol 4/102-  بود. یاک تاوالی پیشساازmiRNA 

یی نسبت به دیگر ساختارها مناسب باید از پایداری بالا

برخوردار باشاد. در ایان سااختار، تعاداد عادم جفات 

نبایاد از  *miRNAباال  و  miRNAشدگی بین توالی 

تعداد مشخصی زیادتر باشد و هر چه تعاداد ایان عادم 

جفات شاادگی كمتاار باشااد، آن ساااختار از مطلوبیاات 

بااال   miRNAبیشاتری باارای تباادیل شادن بااه یااک 

باا  MFOLDی این منظور، از سرور برخوردار است. برا

-preپارامترهای پیشفرض جهت تعیین ساختار ثانویاه 

miRNA حااداقل اناارژی آزاد ،folding تعیااین تعااداد ،

عدم جفت شدگی و ... استفاده شد. نتای  ایان مرحلاه 

مناساب بارای  pre-miRNAنشان داد كه هفت تاوالی 

 مناساب pre-miRNAو هشت توالی  C. intybusگونه 

، 2و  1شاکل  ده وجود داشات. C. endivia گونهبرای 

ی مورد بررسی را هانتای  تعیین ساختار ثانویه در گونه

  دهد.نشان می

های شناساایی miRNAهای هف  شیایویی ژن

 شفه

ها، بیان ژن miRNAدهند كه مطالعات قبلی نشان می

هاای را از طریق جفت شدن كامل یا تقریبا كامل با ژن

-ها انجاام مایتخریب یا سركوب كردن آن هدفشان و

باالایی از جفات  هاای گیااهی، درجاهmiRNAدهند. 

دهنااد كااه ایاان اماار، شاادن بااا اهدافشااان نشااان ماای

 سااازد هااا را ممکاان ماایهااای هاادف آنپیشااگویی ژن

(2016 et al., Devi ،در ایاان مطالعااه .)Transport 

Inhibitor Respons1 (TIR1به ) عنوان هدف احتماالی

R393mi (  2016ارائه شد كاه باا نتاای et al., Devi )

روی گیاه گلرنف زراعی مطابقت داشت. ایان پاروتنین 

عنوان یک فاكتور رونویسی در پاسخ به اكسین عمل به

هاایی كاه (. از جمله هدفet al., Devi 2016كند )می

متصال  هاایپاروتنینیافت شد، یکای  miR156برای 

ی و دیگااری خااانواده Squamusaشااونده بااه پرومااوتر 

متصل شاونده باه  هایپروتنینپروتنین كیناز هستند. 

ای از (، خااانوادهSPLیااا  SBP) Squamusaپرومااوتر 

( domainفاكتورهای رونویسی هستند كاه باا دیماین )

 شاود مشاخص مای DNAاختصاصی متصل شونده به 

miRNA EST Identity AliLength Mismatch q-start q-end s-start s-end E-value 

ath-miR162a-5p EL355282.1 95.45 22 1 1 22 200 221 8.00E-07 

ath-miR162a-5p EL357851.1 95.45 22 1 1 22 200 221 8.00E-07 

ath-miR162a-5p EL364741.1 95.45 22 1 1 22 191 212 8.00E-07 

ath-miR162a-5p EL365237.1 95.45 22 1 1 22 200 221 8.00E-07 

ath-miR162a-5p EL366205.1 95.45 22 1 1 22 200 221 8.00E-07 

ath-miR162a-5p EL369343.1 95.45 22 1 1 22 180 201 8.00E-07 

ath-miR162a-5p EL369624.1 95.45 22 1 1 22 200 221 8.00E-07 

bna-miR171g EL347264.1 95.45 22 1 1 22 200 221 8.00E-07 

cme-miR156j EL345696.1 95.24 21 1 1 21 198 218 3.00E-06 

han-miR3630-5p EL346114.1 95.45 22 1 1 22 200 221 8.00E-07 

sme-miR-754c-2-3p EL361505.1 100 20 0 1 20 200 219 6.00E-08 
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(Chain  et al.,2015از مهم .)های هدف برای ترین ژن

mir162 شابه  توان باه ژنهاای كدكنناده پاروتنینمی

 ATP(، ساایترات پروتنینازهااا و DCL1دایساار یااک )

هااای هاادف باارای تاارین ژنساایترات لیازهااا و از مهم

miR166 هاای های كدكنناده پاروتنینتوان به ژنمی

كه در  HD-ZIPهای و پروتنین RNAمتصل شونده به 

د. ساایر و لیپید نقش دارند اشااره كار DNAانصال به 

 نشان داده شده است. 3نتای  در جدول 

                             
cit-miR166e       cit-miR166e      cit-miR393b    cit-miR162     cit-miR162    cit-miR156a      cit-miR162 

 

توالی  نواحی مشخص شده، دربردارنده. C. intybus ها كاندیدا در گونه pre-miRNAحلقه در  -ساختار ثانویه ساقه  -1شکل 

 به دست آمدند. MFOLDهستند كه با اسفاده از سرور  miRNAبال  

Figure 1. Predicted stem-loop hairpin secondary structures of the newly potential miRNAs identified in C. 

intybus that are generated by MFOLD. The mature miRNAs located in the secondary stem loop hairpin 

structure are highlighted in red color. 

 

                 
                A             B                       C                     D                E                F               G                   H            

نواحی  .MFOLD با استفاده از سرور  C. endivia ها كاندیدا در گونه pre-miRNAحلقه در -ساختار ثانویه ساقه  -2شکل 

-cenمربوب به  Gو  cen-miR162a، مربوب به Hو همچنین  Fتا  Aهستند. از  miRNAتوالی بال   مشخص شده، دربردارنده

miR156j باشند.می 
Figure 2. Predicted stem-loop hairpin secondary structures of the newly potential miRNAs identified in C. 

endivia that are generated by MFOLD. The mature miRNAs located in the secondary stem loop hairpin 

structure are highlighted in red color. Secondary structures of A to F and H belong to miR162a, while G 

belongs to cen-miR156j. 

http://plantgrn.noble.org/v1_psRNATarget/getseq.do?sessionid=1502657108738589&source=srna&seqID=S1
http://plantgrn.noble.org/v1_psRNATarget/getseq.do?sessionid=1502657108738589&source=srna&seqID=S1
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 AGIو  TAIRهای كاسنی، ESTهای جدید حاصل از miRNAهای هدف ژن  -3جدول 

Table 3. Targets of the newly predicted miRNAs from coffee EST sequences, TAIR and AGI 

miRNA Target protein Target ID 
GO annotation 

Biological  function Molecular  function   

 
 

mir162 

Methyltransferase dependent on s-
adenosyl L-methionine 

AT5G2618,1 rRNA methylation methyltransferase RNA 

RING-H2 group F2A AT5G2000,1 Cell cycle regulation … Irion binding 

Cysteine proteinase AT1G10570.2  protein desumoylation … 
endopeptidase SUMO specific 

protease, 

peroxidase AT2G18140.1  hydrogen peroxide catabolism 
peroxidation ،metal ion 

binding 

ATP citrate lyase AT1G10670.3  coA biosynthesis … ATP  citrate synthase 

DCL1 TC400535 
gene silencing, RNA 

processing 
Ribonuclease  III   

miR156 

Squamusa promoter binding 

proteins  
AT2G33810.1  

increase of  transcription, Leaf 

formation    

binding transcription factor,  

DNA 

Protein kinase AT3G28690.1  Serine / threonine kinase 

activity 

 

 
 

 

miR166 

proteins HD-ZIP TC392453   DNA and lipid binding 

RNA binding glycine rich proteins TC370088   RNA binding 

transcription factors homeodomain TC359261 Cell differentiation …  
DNA and lipid binding,  

transcription factor 

AP2/B3 transcription factors AT1G49475.1 Transcription regulation DNA binding 

MSL5 AT3G14810.1  Ionic channel Anion transport 

basic leucine zipper transcription 

factor 
AT2G36270.1 B transcription factor 

Positive transcription 

regulation 

RNA-binding (RRM/RBD/RNP) 
motifs proteins 

AT5G19960.1 mRNA binding polyadenylation mRNA 

Phosphatidylinositol 3,4 kinase AT1G49340.2  
Phosphatidylinositol 

phosphorylation 
kinase 

 
 

miR393b 

lektine kinase 3 receptor TC362950 Defensive response 
Serine / threonine kinase 

activity 

Tyrosine phosphatase TC361553 
Peptidyl tyrosine 

dephosphorylation 

Protein Tyrosine / Serine / 

Threonine Phosphatase 
Protein TRANSPORT INHIBITOR 

RESPONSE 1 ( TIR1) 
TC361747 auxin signaling pathway Auxin binding, auxin receptor 

 

 بررسی روابط فیلوژوتیکی

 miRNAهاای جهت بررسی روابط تکاملی بین خانواده

براسااس الگاوریتم  MEGA7افازار این دو گونه، از نرم

UPGMA  ( 3استفاده شد. درخت فیلوژنتیکی )شاکل

ها بر اساس روابط تکااملی و miRNAنشان داد كه این 

-در سه گروه متفاوت قارار مای حفاظت شدگی توالی،

، گاروه miR156jو  miR156aگیرند  گروه اول شاامل 

و گروه سوم شاامل  miR166hو  miR166eدوم شامل 

miR162 ،miR162a  وmiR393b  ،بودند. در این باین

و  miR156aبیشترین شباهت )كمتارین فاصاله( باین 

miR156j  و همچناااین باااینmiR166e  وmiR166h 

همولاوژی درصاد  100مشاهده شاد كاه نزدیاک باه 

داشتند. علت این امر آن است كه هر كادام از ایان دو 

تعلااق دارنااد و هاار  miRNA گااروه، بااه یااک خااانواده

خانواده نیز از حفاظت شدگی بالایی در بین اعضا خود 

، miR162برخوردار اسات. در گاروه ساوم كاه شاامل 

miR162a  وmiR393b نتیکااای ی ژهسااتند، فاصاااله

 miR162كه باین دو طوریشود، بهزیادی مشاهده می

تفاوت توالی و همچنین باین  %43حدود  miR162aو 

تفاوت توالی  %58حدود  miR393bو  miRNAاین دو 

وجود دارد. در نهایت، بین دو گروه اول و گاروه ساوم، 

 فاصله مشاهده شد. %90حدود 

 هاmiRNAو تکثیر  cDNAوتایج سنتز 

، جهات اطمیناان از اختصاصای cDNAز پس از سانت

هااا، از miRNAبااودن پرایمرهااا و همچنااین تکثیاار 

 miRNAاستفاده شد و تمامی چهار  PCRهای واكنش

مربااوب بااه دو گونااه تکثیاار شاادند. نتااای  تکثیاار دو 

miR156  وmir166   نشان داده شده است.  4در شکل

(، گل Stem) S(، ساقه با Root) R، ریشه با 4 در شکل

نشاان  C( و كنترل باا Leaf) L(، برگ با Flower) Fبا 

 داده شده است.

 

http://plantgrn.noble.org/v1_psRNATarget/getseq.do?sessionid=1502657108738589&source=srna&seqID=S1
https://www.google.de/search?rlz=1C1GCEA_enIR749IR749&q=Methyltransferase+dependent+on+s-adenosyl+L-methionine&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwi3ooCLwrbZAhUkAsAKHZCxBkQQBQgpKAA
https://www.google.de/search?rlz=1C1GCEA_enIR749IR749&q=Methyltransferase+dependent+on+s-adenosyl+L-methionine&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwi3ooCLwrbZAhUkAsAKHZCxBkQQBQgpKAA
http://plantgrn.noble.org/v1_psRNATarget/getseq.do?sessionid=1502657108738589&source=target&seqID=AT1G10570.2
http://plantgrn.noble.org/v1_psRNATarget/getseq.do?sessionid=1502657108738589&source=target&seqID=AT2G18140.1
http://plantgrn.noble.org/v1_psRNATarget/getseq.do?sessionid=1502657108738589&source=target&seqID=AT1G10670.3
http://plantgrn.noble.org/v1_psRNATarget/getseq.do?sessionid=1502656124822809&source=target&seqID=TC400535
http://plantgrn.noble.org/v1_psRNATarget/getseq.do?sessionid=1502657453595994&source=target&seqID=AT2G33810.1
http://plantgrn.noble.org/v1_psRNATarget/getseq.do?sessionid=1502657453595994&source=target&seqID=AT3G28690.1
http://plantgrn.noble.org/v1_psRNATarget/getseq.do?sessionid=1502656270957927&source=target&seqID=TC392453
http://plantgrn.noble.org/v1_psRNATarget/getseq.do?sessionid=1502656270957927&source=target&seqID=TC370088
http://plantgrn.noble.org/v1_psRNATarget/getseq.do?sessionid=1502656270957927&source=target&seqID=TC359261
http://plantgrn.noble.org/v1_psRNATarget/getseq.do?sessionid=1502657494706142&source=target&seqID=AT1G49475.1
http://plantgrn.noble.org/v1_psRNATarget/getseq.do?sessionid=1502657494706142&source=target&seqID=AT3G14810.1
http://plantgrn.noble.org/v1_psRNATarget/getseq.do?sessionid=1502657494706142&source=target&seqID=AT2G36270.1
http://plantgrn.noble.org/v1_psRNATarget/getseq.do?sessionid=1502657494706142&source=target&seqID=AT5G19960.1
http://plantgrn.noble.org/v1_psRNATarget/getseq.do?sessionid=1502657494706142&source=target&seqID=AT1G49340.2
http://plantgrn.noble.org/v1_psRNATarget/getseq.do?sessionid=1502655582755873&source=target&seqID=TC362950
http://plantgrn.noble.org/v1_psRNATarget/getseq.do?sessionid=1502655582755873&source=target&seqID=TC361553
http://plantgrn.noble.org/v1_psRNATarget/getseq.do?sessionid=1502655582755873&source=target&seqID=TC361747
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 های جدید پیشگویی شده دو گونه كاسنیpre-miRNAهای فیلوژنتیکی نتای  بررسی  -3شکل 

Figure 3. Phylogenetic analysis of the newly predicted pre-miRNA sequences of two chicory species 

 

 
 .b :miR166و  C. intybus  .a :miR156و  C. endivia ها در هر دو گونه miRNAشناسایی  -4شکل 

Figure 4.   Detection of miRNA with conventional PCR.  a: miR156, b: miR166 

 

 Real Time PCRوتایج 

هاای هاای در انادامmiRNAجهت بررسی تفاوت بیان 

استفاده شد و بارای ایان  Real Time PCRمختلف، از 

منظور، بافت گل و برگ هر دو گونه جهت بررسی بیان 

ژن مورد استفاده قرار گرفات. نتاای  نشاان داد كاه از 

در هار  miR156بررسی شده، فقط  هایmiRNAتمام 

ها اگر چه تکثیر miRNAشود  سایر دو گونه تکثیر می

كاردن  optimizeشدند، ولی به دلیل عدم تواناایی در 

ها، وارد آنالیزها نشدند. از عواملی كه ممکان اسات آن

ها باشد ایان اسات كاه miRNAعلت عدم تکثیر دیگر 

فقط از دو اندام گل و برگ برای انجام آزمایش استفاده 

 Real Time PCR(. نتای  آنالیز Xie et al., 2007شد )

گیااری خطااای اسااتاندارد و اناادازه miR156باارای 

نشاان  Excel 2013افازار تیمارهای مختلف توسط نرم

 C. endiviaدر باارگ گونااه  miRNAداد كااه ایاان 
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كه در سه بافت بیشترین میزان بیان را داشت، درحالی

 و گاال گونااه C. intybusدیگاار )باارگ و گاال گونااه 

 C .endivia تفاااوت معناااداری از نظاار میاازان بیااان )

نشاان داده  5نسبی وجود نداشت. این نتای  در شاکل 

شده است. نکته قابل توجه در این تحقیق آن است كه 

های هدف، مورد آزمون قرار نگرفت و بناابراین بیان ژن

هاای miRNAتوان تنهاا بار مبناای میازان بیاان نمی

 آزمون شده قضاوت نمود. 

   

 
، C. intybus: برگ C. intybus ،L-I: گل C. intybus .F-Iو  C. endiviaدر دو گونه كاسنی   miR156بیان نسبی  -5شکل 

F-E گل :C. endivia  وL-E برگ :C. endivia 

Figure 5. Relative expression or miR156 in C. endivia and C. intybus.  F-I: C. intybus flower; L-I: C. 

intybus leaf; F-E: C. endivia flower; L-E: C. endivia leaf. 

 

 گیری کلینتیجه

در این تحقیق، از یک مجموعه ابزارهای 

های آزمایشگاهی برای شناسایی بیوانفورماتیکی و روش

miRNAها در دو گونه گیاهی های هدف آنها و ژن

كه از مناب   C. endiviaو  C. intybusكاسنی شامل 

های مهمی چون اینولین هستند استفاده مهم متابولیت

و پیشگویی  miRNA چهارشد كه منجر به شناسایی 

های هدف ها شد. اكثر ژنژن هدف برای آن 19

ژنهای دخیل در پاسخ به اكسین، پیشگویی شده، ژن

(، DCL1شبه دایسر یک ) های كد كننده پروتنین

های سیترات لیازها و ژن ATPسیترات پروتنینازها و 

و  RNAهای متصل شونده به كدكننده پروتنین

و  DNAدخیل در انصال به  HD-ZIPهای پروتنین

 لیپید، را شامل شدند.   
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