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 هاي پاسخ دهنده به تنش خشكي در كلزاmiRNAهاي هدف شناسايي بيوانفورماتيكي ژن

   (Brassica napus)  
  1محسن زاده گلفزاني محمد و 2، محمد حسن بيگلويي1*، حبيب اله سميع زاده لاهيجي1مريم پسنديده ارجمند

  كشاورزي ژيورزي، گروه بيوتكنولوكشاعلوم ايران، رشت، دانشگاه گيلان، دانشكده  1
  كشاورزي، گروه مهندسي آبعلوم ايران، رشت، دانشگاه گيلان، دانشكده  2

  14/07/1400: تاريخ پذيرش  25/01/1400: تاريخ دريافت

  چكيده

miRNAهاي تنظيمات پس از بيان ژن در پاسخ به تنشهاي كوچك، غيركدكننده و تنظيمي هستند كه نقش مهمي در ها مولكول
 اطلاعات هنوزاست،  يدر سطح جهان يمهمبسيار  يدانه روغن اهيگ (Brassica napus)كلزا  كه نيا با .دارند زيستي و غيرزيستي

لذا در اين پژوهش . دارد در آن وجود هاي پاسخ دهنده به خشكيmiRNAهاي هدف هاي تنظيمي ژني مكانيسمدرباره كمي
-bna-miR860،bna-miR156b ،bna-miR156c ، bna-miR156g ،bnaهاي پاسخ دهنده به خشكي miRNAهاي هدف ژن

miR171a ،bna-miR171d ،bna-miR171e ،bna-miR172d ،bna-miR399a  ،bna-miR399b،bna-miR396a ، bna-miR395d ،
bna-miR395e  وbna-miR395f  مولكولي، فرآيند  سپس عملكرد. هاي بيوانفورماتيكي شناسايي شدندتوسط روشدر كلزا

در پژوهش حاضر . ها مورد بررسي قرار گرفتها و ارتباط مسيرهاي عملكردي آني، اجزاي سلولي، برهمكنش پروتئينبيولوژيك
هاي ريبوزومي، پروتئازومي و چاپروني بررسي بيوانفورماتيكي نشان داد كه ژن. ها شناسايي شدmiRNAژن هدف براي  225

RPP1C،RPL36AA  ،RPL9D ،RPS11 ،RPT1A ،RPT2a ،RPT4A ،RPN11 ،HSF1 ،HSFA1E، HSF4 و HSFB2B تحت تاثير 
miRNAخشكيپاسخ دهنده به  هايbna-miR172d ،bna-miR156b/c/g  ،bna-miR860 ،bna-miR396a  وbna-miR395d/e/f 
ها و ها در جهت تنظيم پروتئينmiRNAها توسط در شرايط تنش خشكي ريبوزوم، پروتئازوم و انواع چاپرونو  گيرندقرار مي

تواند گامي مهم و بنيادين در ايجاد هاي شناسايي شده در اين پژوهش ميبررسي آزمايشگاهي ژن. شوندتحمل تنش تنظيم مي
  .ادي و مهندسي ژنتيك باشدبهنژهاي ارقام مقاوم به خشكي كلزا در برنامه

  IntaRNA ، STRING پروتئازوم، چاپرون، ريبوزوم،: واژه هاي كليدي

   hsamizadeh@guilan.ac.ir :الكترونيكي پست  ،01333690281: ئول، تلفنمس نويسنده* 

 مقدمه

و غيره سبب  شوري گرما، خشكي، مانند محيطي هايتنش
 )Brassica napus( از جمله كلزا كاهش توليد گياهان زراعي

صولات روغني ترين محيكي از مهمكلزا  ).16( شوندمي
در سراسر جهان است كه به خشكي حساس بوده و هر 

 شودميساله تنش خشكي سبب كاهش شديد عملكرد آن 
 تنظيمي هايمكانيسم از ايدر شرايط تنش مجموعه ).70(

 در هموستازي حفظ منظورب بيان از پس تنظيم مانند ژن
خاموشي پس از بيان ژن  ).68و  38( افتدمي اتفاق گياه

)PTGS( )Post-transcriptional gene silencing ( يك
. پس از بيان است RNAمكانيسم تنظيمي براي سركوب 

اين مكانيسم در مراحل رشد و نمو و در پاسخ به تنش
اين  .مانند خشكي نقش بسيار مهمي دارد هاي محيطي

هاي مداخله كننده كوچك RNAمكانيسم مهم توسط 
)siRNA( )Small interfering RNA ( وmiRNA  

)MicroRNA (شود انجام مي)26.( miRNAهاي ها مولكول
 26تا  18كوچك، غيركدكننده و تنظيمي با طول حدود 
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هاي بزرگتري كه كدكننده RNAنوكلئوتيد هستند كه از 
نقش  هاmiRNA ).7( شوندپروتئين نيستند، مشتق مي

هاي مختلف رشد و نمو گياهان اعم از مهمي در جنبه
دهي هاي جانبي، علامتوژي برگ، تشكيل ريشهمرفول

هورموني، انتقال از مرحله رويشي به زايشي، تنظيم زمان 
هاي مهم يكي از نقش. گلدهي و توليدمثل برعهده دارند

miRNA گياهان تنظيمات پس از بيان ژن در پاسخ به تنش
 ).52و  50، 30، 24( هاي زيستي و غيرزيستي است

هاي miRNAيكي در شناسايي هاي بيوانفورماتروش
حفاظت شده در گياهان و جانوران و همچنين شناسايي 

 ).51و  46، 4( ها بسيار موفق بوده استهاي هدف آنژن
ها در گياهان از هاي هدف آنها و ژنmiRNAشناسايي 

-هدف هايژناين جهت بسيار حائزاهميت است كه اكثر 

miRNA بياني رهايفاكتو مانند مهم بسيار هايها، ژن 
ها در  miRNAشود كهاين موضوع سبب مي ).53( هستند

 هنوز در مورد اين ).46( گيرند قرار هامركز تنظيم بيان ژن
كنترل  تحت كامل بطور هاكه تنظيم توليد پروتئين

miRNAاما با استفاده از . هاست، ترديد وجود دارد
-كه است شده مشخص بالا كارايي با هايتكنولوژي

miRNAبسيار تنش شرايط در پروتئيني هايها بر پاسخ 
هاي ريبوزومي در آرابيدوپسيس پروتئين ).16( هستند موثر

هاي هاي پروتئينژن. شوندهاي گوناگون كد ميتوسط ژن
 ريبوزومي براي نگهداشتن سطح طبيعي پروتئين ريبوزومي

هاي مهم يكي از اين ژن .دارنددر سلول نقش تنظيمي 
RPS11  )Ribosomal protein small subunit ( است كه

-پروتئيني ضروري در ساختار ريبوزوم است و با پروتئين

 ).14( كندهاي مهاجم در شرايط تنش برهمكنش ايجاد مي
اعمال تنش خشكي در در پژوهشي مشخص شد كه 

هاي آرابيدوپسيس سبب افزايش چشمگير پروتئين
وتئوميكس نشان همچنين مطالعه پر ).6( شودريبوزومي مي

ريبوزوم  داد كه در شرايط تنش خشكي خانواده پروتئيني
L6 )RPL ()Ribosomal protein large subunit (افزايش مي-

تاخير رشد مراحل ابتدايي نمو و مرگ رويان با  .يابند

دهد كه تعداد نشان مي RPL9Dو  RPL9Cموتاسيون در 
تي و مهم ها در سلول بسيار حيانسخه و فراواني اين ژن

هاي نيز ژن )Ribosomal protein P2B( RPP2B ).14( است
هاي محيطي در شرايط تنشريبوزومي مهمي هستند كه 

ارتباط  ).55( گيرندمورد هدف قرار ميها miRNAتوسط 
هاي كدكننده پروتئين ريبوزومي و تنظيمي مهمي بين ژن
 HSF() Heat-shock transcription(فاكتور شوك حرارتي 

factor( تواند در شرايط تنش نقش وجود دارد كه مي
. هاي ريبوزومي را داشته باشدمحافظت از پروتئين

 )HSP() Heat- shock proteins(هاي شوك حرارتي پروتئين
 rRNAنقش بسيار كليدي در بيوژنز ريبوزوم و پردازش 

دهي ها با چندين مسير علامتHSPاز طرفي . دارند
- هاي پاسخ به استرسياني و پروتئينسلولي، فاكتورهاي ب

بدون ترديد براي  .)42( هاي سلولي در ارتباط هستند
هاي ها و پروتئينحفظ حيات موجود، كاركرد ريبوزوم

مطالعات  ).8(ها بايد تنظيم شوند سنتز شده توسط آن
ها خود توسط سيستم نشان داده است كه ريبوزوم

و  49، 36، 25( ندشوپروتئازوم تنظيم مي- يوبيكوئيتين
-Regulatory particle non(  PRN11در آرابيدوپسيس  ).63

triple-A ATPases ( ژن هدفmiRNA156 است )3.( 
RPN11 نوعي آنزيم DUBs )Deubiquitinating enzymes( 

مرتبط با پروتئازوم است كه با حذف يوبيكوئيتين از 
 كندپروتئين شرايط را براي ديوبيكوئيتينه شدن فراهم مي

)48.(  miRNA156 با اثر بر ژنPRN11  سبب ديوبيكوئيتينه
هاي بر آنزيم miRNA162نقش . شودها ميشدن پروتئين

بر  miRNA398و  miRNA408يوبيكوئيتينه شدن و 
زيرواحدهاي پروتئازوم در شرايط تنش محيطي ثابت شده 

پروتئازوم در - اخيراً نقشي از سيستم يوبيكوئيتين ).3(است 
ها عنوان شده است كه با سنتز پروتئين در ريبوزوم رابطه

سوالات زيادي را درباره چگونگي كاركرد اين دو سيستم 
گياهان از  ).8( استطور مستقل يا با هم ايجاد كرده ب

هاي محيطي و مسيرهاي انتقال سيگنال براي درك محرك
تغييرات بيان ژن براي ايجاد يك پاسخ هماهنگ استفاده 
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ها در هماهنگي تنظيم miRNAاين موضوع نقش كنند و مي
 كندتري نمايان ميطور واضحببيان ژن در شرايط تنش را 

خشكي در كلزا سالانه سبب كاهش  تنش ).48و  3(
هاي تنظيمي شناسايي مكانيسم. شودچشمگير عملكرد مي

در اين لذا . اهميت هستندپاسخ به تنش بسيار حائز
ر در تنش خشكي در هاي موثmiRNAانواع  پژوهش

اند كه در ساير مطالعات شناسايي شده گياهان بويژه كلزا
هاي ها توسط روشهاي هدف آنو ژنشوند تعيين مي

بيوانفورماتيكي شناسايي شده و ارتباط مسيرهاي 
  . ها مورد بحث قرار خواهد گرفتعملكردي آن

  مواد و روشها
از پس : هاي پاسخ دهنده به تنش خشكيmiRNAتعيين 

جمع آوري اطلاعات و مرور منابع و همچنين بررسي 

 هاييmiRBase )http://miRbase.org/( ،miRNAپايگاه داده 

خشكي در  ويژه در تنشب ،در تنش هاكه تغيير بيان آن
 miRNA تعيين توالي با روشاز جمله كلزا گياه ين چند

)miRNA sequencing ( ند انتخاب شد ،ثابت شده بود
  . )1جدول (

-bna-miR860 ،bna-miR156b ،bnaهاي miRNAاساس اين بر

miR156c ،bna-miR156g ،bna-miR171a ،bna-miR171d 

،bna-miR171e ،bna-miR172d ، bna-miR399a ،bna-

miR399b، bna-miR396a ،bna-miR395d،bna-miR395e  و 
bna-miR395f توالي اين  و ندشد انتخاب بررسي بمنظور

miRNAاه داده ها از پايگmiRBase )http://miRbase.org/( 
  .بدست آمد

 

 

  هاي انتخابي در منابع مختلفmiRNAاسامي  -1جدول 

References StressesmiRNAs Plants 

)22(  DroughtmiRNA860 Brassica napus 

)22و  5(  Heat, DroughtmiRNA156b/c/g Brassica rapa 

Brassica napus 

)69و  22، 17(  

 

DroughtmiRNA171a/d/e 

 

 

Brassica napus 

Arabidopsis thaliana 

Oryza sativa 

)69و  22، 18، 10، 5(  

  

 

Heat, drought

 

 

miRNA172d Brassica rapa 

Brassica napus 

Brassica Juncea 

Oryza sativa 

Arabidopsis thaliana 

)22و 9(  ABA treatment, Drought, SalinitymiRNA399a/b Arabidopsis thaliana 

Brassica napus 

)69و  28(  DroughtmiRNA396a Arabidopsis thaliana 

Oryza sativa 

)69و  22(  DroughtmiRNA395d/e/f Brassica napus 

Oryza sativa 
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شناسايي  بمنظور:  هاmiRNAهاي هدف شناسايي ژن
  سرور هاي تعيين شده، ابتدا ازmiRNAهاي هدف ژن

psRNATarget )http://plantgrn.noble.org/psRNATarget/ ( 

هاي ها ژنmiRNA و براي هركدام از )13( استفاده شد
هاي شناسايي شده داراي ژن. شناسايي شدهدف بالقوه 

سپس براي . ها ذخيره شدوالي آنمنشا گياهي انتخاب و ت
هاي هدف از دو ها و ژن miRNAاطمينان از صحت اتصال

نيز با استفاده از  IntaRNAو  RNAhybridنرم افزار 
هر دو نرم افزار از  در .فرض استفاده شدپارامترهاي پيش

براي ) mfe( )Minimum free energy( حداقل انرژي آزاد
 ).43و  31(است پيش بيني اتصال استفاده شده 

 NCBIها از دو سايت براي تعيين اسم ژن: هاتعيين اسم ژن

)https://www.ncbi.nlm.nih.gov/( و UniProt 

)https://www.uniprot.org/( ها هر كدام از ژن. استفاده شد
. جستجو شدند psRNATargetبدست آمده از  UniRefنام  با

بودند، از طريق قابل جستجو ن UniRefدر صورتي كه با نام 
يا براساس  uniprotKB موجود درتوضيحات  نام كامل در

BLASTn توالي در NCBI و  41( مورد جستجو قرار گرفتند
54.(  

و شناسايي مسيرهاي  )GO(ها ژنبررسي هستي شناسي 
بندي عملكرد طبقه بمنظور: هاي هدفعملكردي ژن

 ن ازمولكولي، فرآيند بيولوژيكي، اجزاي سلولي و پروتئي
 ) PANTHER )http://www.pantherdb.org سيستم رده بندي

هاي بررسي هستي شناسي ژن جهت. )34( استفاده شد
 )DAVID )v6.8بيوانفورماتيك  پايگاه شناسايي شده از

)https://david.ncifcrf.gov/(  و سايتKEGG 

)https://www.genome.jp/kegg/( پارامترهاي از با استفاده 

  ).23( استفاده شد فرضپيش

براي رسم : )PPI(پروتئين  - پروتئينبرهمكنش بررسي 
 )/https://string-db.org() 11نسخه ( STRINGشبكه ژني از 

نسخه ( Cytoscapeدر نرم افزار   STRINGافزونهو همچنين 
. )56و  37( فرض استفاده شدبا پارامترهاي پيش) 2.8.3

تر بيشهاي با درجه ارتباط و ژن سپس شبكه ژني آناليز شد
هاي مهم در براي شناسايي ژن. انتخاب شدند 5يا مساوي 

و با  Cytoscapeدر نرم افزار  CytoHubba شبكه از افزونه 
) MCC  )Maximal clique centralityاستفاده از روش 

 ).40( استفاده شد

ها پس از انتخاب ژن: دههاي انتخاب شكنترل صحت ژن
ها در تعيين صحت وجود ژن در كلزا ابتدا توالي ژن بمنظور
NCBI  آمد  بدستبلاست شد و پس از آن توالي ژن در كلزا

مورد نظر در  miRNAو مورد هدف قرارگرفتن ژن توسط 
psRNATarget ،RNAhybrid  وIntaRNA سپس  .تاييد شد نيز

شده و ارتباط مسيرهاي  ابخهاي انتپروتئيني ژنبرهمكنش 
  .ها مورد بررسي قرارگرفتعملكردي ژن

 در نهايت براساس مسيرهاي عملكردي شناسايي شده از

ها در ژن برهمكنشبررسي  ،DAVIDبيوانفورماتيك  پايگاه
هاي شبكه پروتئيني و همچنين مرور منابع در مورد ژن

- ژنترين عدد از مهم 12انتخاب شده در ساير گياهان، تعداد 

هاي هدف ژنترين كليديعنوان بهاي موثر در تنش خشكي 
miRNA انتخاب  در كلزا پاسخ دهنده به تنش خشكيهاي

قرار  بحثها مورد شدند و ارتباط مسيرهاي عملكردي آن
  .گرفت

  نتايج
هاي پاسخ دهنده به تنش خشكي و miRNAپس از انتخاب 

تنش در  ها در شرايطجمع آوري اطلاعات از تغيير بيان آن
بالغ از طريق پايگاه  miRNA، توالي miRNA-seqمطالعات 

 پس از جستجوي امكان اتصال. آمد بدست miRBaseداده 

، psRNATargetهاي هدف در ها به ژنmiRNAتوالي بالغ 
پس از . شناسايي شد هاmiRNAژن هدف براي  571تعداد 

ژن  225، تعداد NCBIو  UniProtها در بررسي مجدد ژن
دلايل مختلف مانند ناشناخته بها تخاب شدند و ساير ژنان

. ها يا فاقد توالي شناسايي شده كامل حذف شدندبودن ژن
 آزاد  انرژي  به توالي هدف براساس حداقل miRNAاتصال 
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  . نيز مورد بررسي قرار گرفت IntaRNAو  RNAhybrid در

 ، bna-miR860 ،bna-miR156b/c/gترتيب برايبدر نهايت 

bna-miR171a/d/e ، bna-miR172d ،bna-miR399a/b ،bna-

miR396a ،bna-miR395d/e/f  13، 36، 16، 50، 17تعداد ،
هاي پس از آن ژن. ژن هدف شناسايي شد 34و  59

شناسايي شده از نظر مسيرهاي عملكردي و برهمكنش 
عملكرد مولكولي . پروتئين نيز مورد بررسي قرار گرفتند

 ()(GO:0060090ليت آداپتور مولكولي ها مربوط به فعاژن

Molecular adaptor activity( اتصال ،(GO:0005488) 

)Binding(فعاليت مولكول ساختاري ، (GO:0005198) 

)Structural molecule activity( تنظيم كننده عملكرد ،
، فعاليت كاتاليزوري )(GO:0098772 مولكولي

)GO:0003824( فعاليت ترانسپورتري  و)GO:0005215( بود .
هاي شناسايي شده نيز شامل فرآيندهاي بيولوژيكي ژن

، جانمايي )GO:0009987(فرآيندهاي سلولي 
)Localization()GO:0051179( اي ، تعامل بين گونه

 )Interspecies interaction between organisms( هاارگانيسم
)GO:0044419( تنظيم بيولوژيكي ،GO:0065007)( پاسخ ،

دهي ، علامت)GO:0050896(ها نده به محركده
)GO:0023052( فرآيندهاي نموي ،)GO:0032502( ،

 Multicellular organismal(فرآيندهاي ارگانيسمي پرسلولي 

process( )GO:0032501(  و فرآيندهاي متابوليكي
)GO:0008152( اجزاي سلولي نيز شامل ساختار سلول. بود 
)Cellular anatomical entity( )GO:0110165( كمپلكس ،

و  )Protein-containing complex( )GO:0032991( پروتئيني
ترين بيش. بود )Intracellular( )GO:0005622( درون سلولي

ها مربوط به فعاليت فراواني در عملكرد مولكولي ژن
 (GO:0005488و اتصال) GO:0003824( )4%/45( كاتاليزوري

رين فراواني در فرآيندهاي تهمچنين بيش. بود) 30(%) 
 بيولوژيكي مربوط به فرآيندهاي سلولي 

(GO:0009987))5%/39( فرآيندهاي متابوليكي ،
GO:0008152)( )5%/33 ( و تنظيم بيولوژيكي
GO:0065007) ()5%/13 (ترين فراواني اجزاي بيش. بود

)  % GO:0110165) (5/47(سلولي نيز شامل ساختار سلولي 

  ).1شكل (بود  )GO:0005622 ()5%/41( و درون سلولي

نيز نشان داد كه  PANTHERها در بندي پروتئينطبقه
، )PC00260(هاي تغييردهنده پروتئين ها شامل آنزيمپروتئين

، )PC00150(هاي غشايي ، پروتئين)PC00227(ترانسپورتر 
هاي متابوليسم اسيدنوكلئيك ، پروتئين)PC00072(چاپرون 

)PC00171(دهي غشاعلامت ، گيرنده )Transmembrane 

signal receptor( )PC00197(هاي متصل شونده به ، پروتئين
 هاي اسكلت سلولي، پروتئين)PC00060(كلسيم 

)PC00085(تنظيم كننده بيان اختصاصي ژن ، )PC00264( ،
هاي تبديل متابوليتي ، آنزيم)PC00263(هاي تنظيمي پروتئين

)PC00262( هاي ال كروماتين يا پروتئيناتص/ كروماتين و
-Chromatin/chromatin( هاتنظيمي مرتبط با كروماتين

binding, or -regulatory protein( )PC00077( ترين بيش. بود
هاي ها مربوط به آنزيمبندي پروتئينفراواني طبقه

هاي ، آنزيم)PC00262( )1%/28(ها تغييردهنده متابوليت
، ترانسپورتر )PC00260( %)18(تغييردهنده پروتئين 

)PC00227( )3%/13(هاي متابوليسم اسيدنوكلئيك ، پروتئين
)PC00171( )7%/11 (و تنظيم كننده بيان اختصاصي ژن 
)PC00264( )5%/12 ( بود) بررسي هستي شناسي ). 1شكل

ترين فرآيند نيز نشان داد كه بيش DAVIDها در ژن
ه بيان و تنظيم بيان هاي مورد بررسي مربوط ببيولوژيكي ژن

هاي مورد بررسي در مسير تر ژنهمچنين بيش. بود
متابوليكي نقش داشته و در هسته و سيتوسول حضور دارند 

ها از نظر عملكرد مولكولي نقش اتصال به تر آنو بيش
ATP پروتئين و فعاليت فاكتور بياني و اتصال به جايگاه ،

ي مسير بررس. باشندرا دارا مي DNAاختصاصي در 
هاي نشان داد كه اكثر ژن DAVIDها در عملكردي ژن

  .شناسايي شده مربوط به مسيرهاي متابوليكي هستند

ژن  225آناليز شبكه پروتئيني و تعيين درجه اتصال 
هاي نشان داد كه ژن Cytoscapeشناسايي شده در 

RPP1C،RPL36AA  ،RPL9D ،RPS11 ،RPT1A ،RPT2a ،
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RPT4A ،RPN11 ،HSF1 ،HSFA1E،  HSF4 و HSFB2B 
بسيار زيادي در شبكه پروتئيني داشته و با ساير  برهمكنش

نيز  HSP81.4ژن  .)4و  2شكل (ها ارتباط زيادي دارند ژن

برهمكنش زيادي در شبكه پروتئيني داشت و بعنوان ژن 
شناسايي  IntaRNA و psRNATargetدر  miRNA396aهدف 

  .شد
 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

  

 

اجزاي : Cفرآيندهاي بيولوژيكي، : Bعملكرد مولكولي، : A .PANTHER ها در miRNAهدف  هاياي هستي شناسي ژننمودار دايره -1كل ش
  طبقه بندي پروتئين :Dسلولي، 

A B 

C D 
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لذا جهت . موردتاييد قرار نگرفت RNAhybridاما در 
ها معرفي ترين ژنعنوان مهمبافزايش صحت انتخاب 

هاي ، صحت وجود ژناليز شبكه پروتئينيپس از آن. نگرديد
- miRNAمذكور در كلزا و موردهدف قرارگرفتن آن توسط 

و ) 3و شكل  2جدول (هاي پاسخ دهنده به خشكي 
نيز مورد ) 5شكل (ها مسيرهاي عملكردي آنهمچنين 

  .بررسي قرار گرفت

ژن كانديد نشان داد كه عملكرد  12بررسي هستي شناسي 
و  )(GO:0005488مربوط به اتصال درصد  7/46مولكولي 

درصد مربوط به تنظيم كننده عملكرد مولكولي  7/26
)GO:0098772( ،3/13  درصد فعاليت مولكول ساختاري
)GO:0005198(  ها نيز مربوط به فعاليت درصد ژن 3/13و

 .باشدمي )GO:0003824( كاتاليزوري

 

 هاي شناسايي شدهبراي ژن STRINGاز پروتئين با استفاده -شبكه پروتئين برهمكنش -2شكل 
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  RNAhybridبه ژن هدف براساس حداقل انرژي آزاد در  miRNAاتصال  -3شكل 

 

RPP1C 

bna-miR156b/c/g  

RPL36AA 

bna-miR156b/c/g  

RPL9D 

bna-miR172d 

RPS11 

bna-miR860 

RPT1A 

bna-miR172d 

RPT2a 

bna-miR396a 

RPT4A 

bna-miR396a 

RPN11 

bna-miR156b/c/g  

HSF1 

bna-miR395d/e/f 

HSFA1E 

bna-miR395d/e/f 

HSF4 

bna-miR395d/e/f

HSFB2B 

bna-miR395d/e/f 
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 intaRNAهاي هدف بر اساس حداقل انرژي آزاد در ها به تواليmiRNAاطلاعات كلي اتصال  -2جدول 

Hybridization Energy
(kcal/mol)  

Energy
(kcal/mol) 

Target RNA
position 

miRNA 
position 

miRNA Gene 

-20.53 -18.59584-5991-16bna-miR156b/c/g 
 

1-AT5G47700 (RPP1C) 
 

-16.99 -14.78444-4584-18bna-miR156b/c/g  
 

2-AT3G23390 (RPL36AA)
 

-18.23  -14.6142-1552-15bna-miR172d 3-AT4G10450 (RPL9D) 
 

-20.44  -15515-5341-20bna-miR860
 

4-AT5G23740 (RPS11) 
 

-21.99 -14.01988-10061-19bna-miR172d
 

5-AT1G53750 (RPT1A) 

-15.7 -15.011328-13388-18bna-miR396a
 

6-AT4G29040 (RPT2a) 
 

-18.66 -11.57230-2482-20bna-miR396a
 

7-AT5G43010 (RPT4A) 
 

-21.42 -17.961045-10621-18bna-miR156b/c/g  
 

8-AT5G23540 (RPN11) 
 

-28.58 -25.71265-2812-18bna-miR395d/e/f9-AT4G17750 (HSF1) 
 

-19.06 -13.44915-9271-13bna-miR395d/e/f
 

10-AT3G02990 (HSFA1E) 

-23.36  -20.64504-5202-18bna-miR395d/e/f
 

11-AT4G36990 (HSF4) 
 

-23.28 -20.76710-7262-18bna-miR395d/e/f12-AT4G11660 (HSFB2B) 

 

  

  هاي معرفي شدهبراي ژن STRINGپروتئين با استفاده از-شبكه پروتئينبرهمكنش-4شكل

 3/4و  1/26، 8/34، 8/34رتيب بتفرآيندهاي بيولوژيكي 
، )GO:0009987(ها مربوط به فرآيندهاي سلولي درصد ژن

، تنظيم بيولوژيكي )GO:0008152(فرآيندهاي متابوليكي 
)GO:0065007( ها ركو پاسخ به مح)GO:0050896( بود .

 هاي كانديد نشان داد كههمچنين بررسي اجزاي سلولي ژن
ها مربوط به فضاي درصد ژن 9/26و  8/30، 3/42بترتيب 

 )GO:0110165(، ساختار سلول )GO:0005622(بين سلولي 
بندي طبقه. بود )GO:0032991(هاي پروتئيني و كمپلكس

، 7/41بترتيب اد كه هاي كانديد نيز نشان دپروتئين ژن
، )PC00263(هاي ترجمه ها، پروتئيندرصد ژن 25و  3/33

و آنزيم  )PC00264( تنظيم كننده بيان اختصاصي ژن
 PC00260( )Protein modifying(تغييردهنده پروتئين 

enzyme (هاي مسيرهاي عملكردي شناسايي شده ژن. بود
برخي از . ودها بپروتئازوم، ريبوزوم و چاپرون كانديد شامل

و برخي نيز فقط در هسته  هاي كانديد در سيتوپلاسمژن
 .فعاليت دارند
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  DAVIDهاي ريبوزوم و پروتئازوم در ژن KEGGمسير  -5شكل 

 

  بحث و نتيجه گيري
-هاي پاسخ دهنده به خشكي ميmiRNAهاي هدف ژن

توانند نقش مهمي در شبكه تنظيمي پاسخ گياه به خشكي 
هاي تنظيمي مهم در اين پژوهش شناسايي ژن. نندرا ايفا ك

-ها، نشان دهنده اين است كه ژنmiRNAعنوان ژن هدف ب

هاي ديگري مانند كنندههاي تنظيمي خود توسط تنظيم
miRNAهاي ريبوزومي، پروتئازومي ژن. شوندها تنظيم مي

و  21، 8( هاي بسيار مهم تنظيمي هستندو چاپروني از ژن
 كدكننده هايژن از درصد 60ان حدود در جانور ).48

 تعداد گياهان در. شوندها تنظيم مي miRNAتوسط پروتئين
 تركم بسيار شوند،ها تنظيم مي miRNAتوسط كه هاييژن

هاي ترين ژنبنابراين شناسايي مهم ).53(اند شناسايي شده
تواند درك بهتري از تنش خشكي ميتنظيمي در واكنش به 

 81. ه تنظيمي در پاسخ به تنش را ايجاد كندمكانيسم شبك

پروتئين ريبوزومي مختلف در آرابيدوپسيس شناسايي شده 
 ).45( است كه نقش بسيار مهمي در ساخت پروتئين دارند

 توسط RPP1Cنتايج پژوهش حاضر نشان داده است كه ژن 

bna-miR156b/c/g در شرايط تنش . شودسركوب مي
هاي ريبوزومي خانواده ئينهاي كدكننده پروتخشكي ژن

S60  مانندRPP1C  نقش مهمي برعهده دارند و تنش
 ).6( شودمي RPL36AAو  RPP1Cخشكي سبب افزايش 

در  bna-miR156b/c/gهمچنين در تنش خشكي ميزان بيان 
هاي احتمالاً افزايش بيان پروتئين ).22( يابدكلزا افزايش مي

پاسخ دهنده در ريبوزومي در شرايط تنش نوعي مكانيسم 
هاي موردنياز موجود است و جهت افزايش سنتز پروتئين

تواند نقش تنظيمي براي مي bna-miR156b/c/gافزايش 
در . باشدداشته هاي ريبوزومي كاهش بيش از حد پروتئين

هاي مهم در از ژن RPL9Dپژوهشي مشخص شد كه 
كه مورد هدف  )14( هاي ريبوزومي استساخت پروتئين

miRNA172d در تنش خشكي بيان . گيردقرار ميbna-

miR172d افزايش بيان . )22( يابددر كلزا افزايش ميbna-

miR172d  سبب برش و سركوب ژن ريبوزوميRPL9D 
در كلزا  bna-miR860بالعكس در خشكي بيان  .شودمي

- انتظار مي bna-miR860با كاهش بيان . )22( يابدكاهش مي

فزايش يابد و يا حداقل كمتر ا RPS11رود كه بيان ژن 
نشان  bna-miR860كاهش  .قرار بگيرد miRNAتحت اثر اين 

هاي هاي موثر بر ژنmiRNAدهد كه تغيير بيان مي
ها توسط تواند كاهش سنتز پروتئينريبوزومي نمي

با اين حال تغيير بيان . ها را به اثبات برساندريبوزوم
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miRNAي نشان از هاي ريبوزومهاي سركوب كننده ژن
اهميت زيرواحدهاي ريبوزومي در تنظيم پاسخ به تنش 

تر در زمينه خشكي دارد و اين موضوع اهميت مطالعه بيش
تغيير بيان زيرواحدهاي ريبوزومي در تنش خشكي را 

هاي آناليز فيلوژنتيكي ژن در پژوهشي. كندمطرح مي
در براسيكاسه و ساير گياهان دولپه و تك  RPL9ريبوزومي 

در گونه RPL9هاي تكثير ژن نسخهه نشان داد كه تعداد لپ
هاي هاي مختلف متفاوت است و وجود چندين كپي از ژن

و  RPL4 ،RPL5 ،RPL27a ،RPL36aريبوزومي خانواده ژني 
RPS6 حاصل  در براسيكاسه بسيار حفاظت شده بوده و

 در طي تكامل گونه ژن حذفدوبرابر شدن ژنوم و يا 
يج اين تحقيق نشان داد كه عملكرد همچنين نتا. است

هاي ژني بسيار وابسته به تعداد نسخه  RPL9خانواده ژني 
عنوان يكي از ب miRNA172dبنابراين  ).14(در سلول است 

موثر   RPL9تواند در تنظيم عملكرد عوامل تنظيمي، مي
هاي با توجه به مورد هدف قرارگرفتن پروتئين .باشد

-هاي سازنده پروتئينر بيان ژنريبوزومي و همچنين تغيي

هاي هاي ريبوزومي در تنش خشكي، به احتمال زياد ژن
هاي ريبوزومي نقش بسيار مهمي را در كدكننده پروتئين

  . مكانيسم دفاعي پاسخ به تنش برعهده دارند

ها پس از ساخته تحقيقات اخير نشان داده است كه پروتئين
ظيم به سيستم توانند براي تنها ميشدن در ريبوزوم

 ).8( پروتئازوم يا سيستم اتوفاژي وارد شوند- يوبيكوئيتين

انتقال پروتئين از ريبوزوم به مسير پروتئازوم يا اتوفاژي 
ها را در تنظيم و هماهنگي اين miRNAاهميت نقش 

- سيستم يوبيكوئيتين. كندمسيرها بيش از پيش نمايان مي
براي  ATP پروتئازوم يك كمپلكس پروتئيني وابسته به

در شرايط تنش  ).12(تغيير و يا تخريب پروتئين است 
- ها تغيير شكل داده و در سلول تجمع ميخشكي، پروتئين

ها توسط ها تجزيه اكثر پروتئيندر يوكاريوت. يابند
تغيير در ساختار، جايابي و  ).11(شود پروتئازوم انجام مي

اشد و تواند بر عملكرد آن موثر بپايداري پروتئين مي
 ها استها وابسته به تجزيه آنعملكرد صحيح پروتئين

، پروتئين با تغيير پروتئين در شرايط تنش خشكي ).62(
 ;E1 )ubiquitin-activating enzymeهاي هدف توسط آنزيم

UBA( ،E2 )ubiquitin-conjugating enzyme; UBC(  وE3 
)ubiquitin ligase; UBL(  توسط يك يا چند مولكول

بر خلاف اتصال  ).48(شود يكوئيتين يوبيكوئيتينه مييوب
برگشت پذير زنجيره يوبيكوئيتين، مرحله دوم اتصال 

كند و ايجاد مي RPT1-6تري به پروتئازوم را توسط محكم
پليمر  .)39(كند شرايط را براي تخريب پروتئين فراهم مي

صورت كووالانسي به پروتئين هدف متصل بيوبيكوئيتين 
گذاري اتصال يوبيكوئيتين به پروتئين نوعي نشانه .شودمي

 اتصال ).62( براي تجزيه پروتئين در پروتئازوم است

بخش ( 19S RPباعث ايجاد تغييرات ساختاري در  سوبسترا
شود كه باعث فعال شدن پروتئازوم و باز شدن مي) تنظيمي

-مي) بخش مركزي( 20S CPمسير براي ورود پلي پپتيد به 

ابتدا پروتئين باز شده و سپس توسط فعاليت  ).32(شود 
آمينواسيدي  20تا  3به پپتيدهاي كوتاه  20S CPپروتئازي

نقش تنظيمي در  RPT2aو  RPT1A .)48(شود شكسته مي
كنند و نتايج اين پژوهش نشان عملكرد پروتئازوم ايفا مي

ها miRNAهاي تنظيمي نيز خود توسط كه اين بخش داد
ژن  mRNAبا   miRNA172d.گيرنديمورد هدف قرار م

RPT1A در . زندپروتئازومي مكمل شده و آن را برش مي
طور ب در كلزا bna-miR172dشرايط تنش خشكي 

افزايش اين  ).22(كند چشمگيري افزايش بيان پيدا مي
miRNAشود و در به توالي هدف ميتر ها سبب اتصال بيش

شده ژن را سركوب هاي بيان تري از نسخهنتيجه تعداد بيش
ژن  mRNAكاهش رود كه انتظار ميبنابراين . كندمي

RPT1A كاهش بيان . اهميت زيادي داشته باشد  در خشكي
- مي PTGSهاي تنظيمي پروتئازوم سبب افزايش فعاليت ژن

  miRNA396aتوسط RPT4Aو  RPT2aبرش ژن  ).26( شود
تواند سبب سركوب اين ژن تنظيمي در پروتئازوم و مي

. هاي هدف توسط پروتئازوم شودكاهش شناسايي پروتئين
مصرفي براي  شناسايي و اتصال پروتئين  ATPدرنتيجه 

هاي يابد و پروتئينآسيب ديده به پروتئازوم كاهش مي
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آسيب ديده توسط مكانيسم خاموشي بيان ژن در مرحله 
در مسير   RPT2a).26(شوند بيان و پس از بيان تنظيم مي

- در افزايش مقاومت گياه به تنشدهي نقش مهمي علامت

درتحمل به تنش گرما،   RPT2aنقش. هاي محيطي دارد
 و 44، 27( كمبود روي و بيماري به اثبات رسيده است

64(.miRNA هاي پروتئازومي توانند با اثر بر پروتئينها مي
زيرواحد در شرايط تنش . بر تجزيه پروتئين نيز اثر بگذارند

RPT2a است و ايجاد  وع كننده خاموشي پس از بيانشر
 شود و درمي PTGSموتاسيون در اين ژن سبب سركوب 

-نتيجه اين عمل سبب تجمع پروتئين در سلول مي

 PTGSعملكرد خاصي را به پروتئازوم در   RPT2a.شود
ها سبب siRNAو با اثر بر افزايش تجمع  )26(دهد مي

با سركوب ماشين  RPT2aدر واقع . شودمي PTGSافزايش 
شود در شرايط تنش مي PTGSكنترل كيفي سبب افزايش 

 RPT2aتوان مورد هدف قرار گرفتن ژن بنابراين مي ).26(
ها و مركز siRNAرا عاملي براي افزايش  miRNAتوسط 

ممكن است سركوب . دانست PTGSاصلي شروع فرآيند 
-در تنش  PTGSنيز مرتبط با افزايش  RPT1Aشدن بيان 

در تنش خشكي،   miRNA172dدر واقع افزايش بيان. دباش
هاي كه مسئول شناسايي ژن RPT1Aتر سبب سركوب بيش

نفع بشود و فعاليت پروتئازوم است، ميبراي تخريب هدف 
PTGS ديوبيكوئيتينه شدن پروتئين نيز  .يابدكاهش مي

سبب  miRNA156 ).48( شودانجام مي DUBsتوسط آنزيم 
در . شودكه ژن ديوبيكوئيتينه است، مي RPN11سركوب ژن 

در پروتئازوم سبب كاهش  RPپژوهشي موتاسيون اجزاي 
آرابيدوپسيسي كه . شد تحمل به تنش در آرابيدوپسيس

تري نسبت به تحمل كم ،بود RPN10داراي ژن موتانت 
همچنين موتانت  ).47(داشت  UVشوري، گرما و پرتو 

RPN1a در  ).61( به تنش شوري و گرما حساس بود
سبب  RPT2aو  RPN12aپژوهش ديگر موتاسيون در 

سبب  RPT5aدر  و موتاسيون )27( كاهش تحمل تنش گرما
هاي سركوب miRNA. )44(كاهش تحمل كمبود روي شد 

طور هماهنگ افزايش بيان بهاي پروتئازوم در كلزا كننده ژن

- ها در خشكي ميmiRNAافزايش بيان اين . )22(يابند مي

نشان دهنده كاهش فعاليت پروتئازوم و در نتيجه تواند 
رسد تنظيم پروتئازوم نظر ميب. باشد PTGSافزايش فعاليت 

 .نقش بسيار مهمي در مقاومت به تنش خشكي برعهده دارد
براي محدود كردن اثرات مخرب گسترش و تجمع 

ها چندين مسير تاشدگي ها در تنش خشكي، سلولپروتئين
-كار ميبحالت طبيعي باي بازگشت شدن را برو تجزيه

مسير ديگر براي بهبود و محدودكردن تجمع . )35(گيرند 
. ها استهاي آسيب ديده، استفاده از چاپرونپروتئين
هايي هستند كه بازشدن برگشت ناپذير ها مولكولچاپرون

ها كنند و با ممانعت از تجمع پروتئينپروتئين را محدود مي
شوند و در صورت عدم ها ميينسبب تاشدن صحيح پروتئ

 برندها را از بين ميهاي آسيب ديده آنترميم پروتئين
 ،كنندهمچنين تركيباتي كه مانند چاپرون عمل مي ).19(

، CO2هاي تثبيت كننده حفظ پايداري آنزيم سببتوانند مي
افزايش  ،ها، حفظ ساختار پروتئينROSكاهش تجمع 

 ).2و  1( تنش شوند كاهش اثردر نهايت  ها وفعاليت آنزيم
HSPهاي تجمع يافته به ها همچنين براي پاكسازي پروتئين

 Ubiquilin 2فاكتور شاتل. ها وابسته هستندپروتئازوم
ها را براي تجزيه را شناسايي كرده و آن  HSP70اتصالات

ها و HSPهم افزايي  ).19(رساند به مجموعه پروتئازوم مي
هاي محيطي سبب كاهش با تنش پروتئازوم در برهمكنش

در  .)33(شود هاي آسيب ديده در سلول ميتجمع پروتئين
طور مداوم بيان ب HSFA1Eو HSF1 هاي آرابيدوپسيس ژن

شوند و مسئول تحريك و راه اندازي پاسخ به تنش مي
اين فاكتورهاي بياني به فاكتورهاي تنش . حرارتي هستند

در شرايط bna-miR395d/e/f  ).65(شوند حرارتي متصل مي
رود بنابراين انتظار مي. )22( يابدتنش خشكي كاهش مي

در اين  HSFB2Bو  HSF1 ،HSFA1E ،HSF4هاي كه بيان ژن
 HSFB2Bو  HSF4در آرابيدوپسيس . شرايط افزايش يابد

ها در زمان ريكاوري پس از HSPسبب سركوب تحريك 
است كه  آناليز بيان ژن نشان داده ).20(شوند تنش مي
 در شرايط خشكي، گرما، شوري و  HSF70هاي ايزوفرم
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ABAمطالعات بيش بياني و سركوب بيان ). 57(هستند  موثر
در گياهان توتون، سويا و مركبات نقش  HSF70هاي ژن

. )66(دهد ها را در طول تنش خشكي نشان ميمحافظتي آن
 كلزا در خشكي افزايش يافته و bna-miR395d/e/fاز طرفي 
در برنج بيان . كاهش يابد HSP81-4رود كه بيان انتظار مي

 HSP81-4كه مشابه  OsHSP90-4و  OsHSP90-2هاي ژن
است، در خشكي، سرما، گرما و شوري افزايش يافت 

)67(. HSFA1E، HSFA7b  وHSFB2B  بوسيله افزايش بيان
HSFA3 شوند، بيان بيش از حدتحريك مي HSFA3  در

 اما بيان. شودمي HSFA1E افزايش بيانشرايط معمول باعث 

HSFA2  را كه توسطHSFA1E   پس از گرما يا تنش نور
اين اتصالات پيچيده  .دهدشود را افزايش نميزياد ايجاد مي

دهد كه چندين سيگنال هاي بازخورد نشان ميو حلقه
 / HSF هاي همپوشان اما متفاوتتوانند پاسخورودي مي

HSP ها در پس از سنتز پروتئيناحتمالاً . )21( را فعال كنند
ريبوزوم بخش مهمي از پاسخ گياهان در برابر تنش خشكي 

ها ها در ارتباط با چاپرونمربوط به تغيير يا تجزيه پروتئين
تنظيم هماهنگي بين اين واحدها نيز . و پروتئازوم است

هاي پاسخ miRNAخود در گرو عوامل تنظيمي ديگر مانند 
طور كلي نتايج بررسي ب. كي استدهنده به خش

هاي بيوانفورماتيكي در اين پژوهش نشان داد كه ژن

،  RPP1C،RPL36AAريبوزومي، پروتئازومي و چاپروني 

RPL9D ،RPS11 ،RPT1A ،RPT2a ،RPT4A ،RPN11 ،

HSF1 ،HSFA1E، HSF4  وHSFB2B  تحت تاثيرmiRNA-

-bna-miR156b/c/g ،bnaيهاي پاسخ دهنده به خشك

miR172d ، bna-miR860 ،bna-miR396a  وbna-

miR395d/e/f در شرايط تنش گيرند و احتمالاً قرار مي
ها زيرواحدهاي سازنده ريبوزوم، پروتئازوم و انواع چاپرون

نفع سيستم بها جهت كاهش يا افزايش تجزيه پروتئين
. يابندبراي حفظ حيات موجود تغيير مي وPTGS تنظيمي 

بررسي در اين  هاي موردmiRNAش در ساير مطالعات نق
هاي پيشرفته پژوهش در شرايط خشكي با روش

آزمايشگاهي در كلزا و ساير گياهان به اثبات رسيده است 
هاي هدف منظور شناسايي ژنباين پژوهش ). 1جدول (

ها ها و بررسي ارتباط مسيرهاي عملكردي آنmiRNAاين 
يج بدست بر اساس نتا. نسبت به يكديگر انجام شده است

شود كه با اعمال تنش خشكي در ارقام آمده پيشنهاد مي
هاي هاي پيشنهادشده و ژنmiRNAمختلف گياه كلزا، بيان 

هاي هدف شناسايي شده در اين پژوهش با روش
آزمايشگاهي بررسي شود تا بتواند گامي مهم و بنيادين 

هاي مهم جهت ايجاد ارقام مقاوم به براي شناسايي ژن
  .و مهندسي ژنتيك باشدبهنژادي هاي ا در برنامهخشكي كلز
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Abstract 

MicroRNAs (miRNAs) are small, non-coding, and regulatory molecules that play an 
important role in post gene expression regulation in response to biotic and abiotic 
stresses. Although Canola (Brassica napus) is a globally important oilseed, little is 
known about the regulation mechanisms of drought-responsive miRNAs target genes. 
Therefore, in this study target genes of drought-responsive miRNAs of bna-miR860, 
bna-miR156b, bna-miR156c, bna-miR156g, bna-miR171a, bna-miR171d, bna-
miR171e, bna-miR172d, bna-miR399a, bna-miR399b, bna-miR396a, bna-miR395d, 
bna-miR395e and bna-miR395f in Canola were identified by bioinformatics tools. 
Molecular function, biological process, cellular component, proteins interaction, and 
relation of their pathways were investigated. In the present study were identified 225 
target genes for miRNAs. Bioinformatics study showed that ribosome, proteasome, and 
chaperon-related genes of RPP1C, RPL36AA, RPL9D, RPS11, RPT1A, RPT2a, RPT4A, 
RPN11, HSF1, HSFA1E, HSF4, and HSFB2B are targets of drought-responsive 
miRNAs of bna-miR172d, bna-miR156b/c/g, bna-miR860, bna-miR396a and bna-
miR395d/e/f. Ribosomes, proteasomes, and chaperons are regulated by drought-
responsive miRNAs for protein regulation and stress tolerance under drought 
conditions. Laboratory study of identified genes in this study can be a fundamental step 
in the production of drought-resistant Canola cultivars in breeding and genetic 
engineering programs. 
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