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  چكيده

باشد كه توسط رويشي به زايشي مي رشد بسياري از گياهان از جمله چغندرقند انتقال از مرحله يكي از فرآيندهاي كنترلي در

ثر در ؤهاي مدهي و بولتينگ و ژنتاكنون چندين مسير تنظيمي دخيل در مسير گل شود.ها تنظيم مياي از پروتئينشبكه پيچيده

ثر در انتقال از مرحله رويشي به زايشي مسير وابسته به ؤميك مسير  ها در گياه مدل آرابيدوپسيس شناسايي شده است.آن

ها در بين گياهان بسيار گسترده و  miRNA كدكنندههاي باشد. ژن مي miRNA156و  miRNA172تاثير دو سن است كه تحت

آوري و چندين گياه جمعها از شده هستند. در اين تحقيق، براي شناسايي توالي اين دو ژن در ژنوم چغندرقند، توالي آنحفاظت

ها به طور رديفي قرار گرفتند. نواحي با توالي مشترك شناسايي و اطلاعات آنچغندرقند مورد هم Refseq-genomicهاي با توالي

جفت باز از  127فقط  miR156 كدكنندهي ژن برادر ژنوم چغندرقند نشان داد كه  جينتادقيق مورد بررسي قرارگرفت. 

 miRNAساز هاي كامل پيشداراي توالي 9باز از كروموزوم شماره جفت  110فقط  miR172 كدكنندهو ژن  2كروموزوم شماره 

از ژنوم گياه چغندرقند، با طراحي آغازگرهاي اختصاصي از نواحي ابتدا و انتهاي ژن  miR156 كدكننده ژنبودند. جداسازي 

و  MIRFاستفاده از آغازگرهاي اختصاصي  اي پليمراز و باواكنش زنجيرهتكنيك  توسط miR156 كدكننده ژنانجام گرفت. 

MIRR  از رويDNA  رفت قطعه ار ميظتكثير شد. همانگونه كه انتژنومي چغندرقندDNA 127 و در نهايت  جفت باز تكثير شد

 صحتو  آمد دست به miR156 كدكنندهيي شده ژن درصدي توالي تكثير شده با توالي شناسا 99يابي مشابهت از طريق توالي

هاي مؤثر در فرآيند مطالعه اين ژن شناسايي و  .گشت دييتأچغندرقند  در miR156شده به عنوان ژن كدكننده  ييشناسا يتوال

  دهي و بولتينگ چغندرقند خواهد گشود.ها در فرآيندهاي گلدهي راه را براي قابليت بررسي عملكرد دقيق آنگل
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  مقدمه

دار، انتقال از  يكي از مراحل كليدي مهم در گياهان گل

اي از توسط شبكه پيچيدهباشد كه مرحله رويشي به زايشي مي

ها مسئوليت دريافت و  شود. اين پروتئينها تنظيم ميپروتئين

هاي محيطي و نموي براي پيشرفت يا ممانعت از  تركيب سيگنال

 ;Bäurle and Dean 2006) رشد زايشي را بر عهده دارند

Blázquez et al. 2001; Deng et al. 2011; Parcy 2005; 

Pin et al. 2012). دار با اهميت  يكي از اين محصولات گل

) است كه يك گياه علفي، دولپه و .Beta vulgaris Lچغندرقند (

باشد. در مي )Amaranthaceae(دوساله از خانواده اسفناجيان 

چرخه زندگي چغندرقند، سال اول مرحله رويشي با توليد يك بوته 

زايشي برگي و يك ريشه بزرگ آغاز شده و در سال دوم، مرحله 

دهنده  هاي گل پس از طي يك دوره با دماي پايين با تشكيل ساقه

 ;Biancardi et al. 2005) يابد ادامه مي دهي(بولتينگ) و گل

Chia et al. 2008; Matthias et al. 1999) تاكنون چندين .

دهي و بولتينگ در گياه مدل مسير تنظيمي دخيل در گل

 ) شناسايي شده استArabidopsis thalianaآرابيدوپسيس (

(Jahanbakhsh-Pour et al. 2012; Mirzaie-Asl et al. 

2017; Pin et al. 2012) از آنجا كه اهميت كشت چغندرقند در .

باشد، مطالعه  ميزان رشد رويشي و مقدار ساكارز در ريشه آن مي

هاي مؤثر در آن يكي از مباحث با اهميت در  دهي و ژنفرآيندگل

دهي گياه باشد. فرآيند بولتينگ و گل اصلاح چغندرقند مي

چغندرقند  زهييپاچغندرقند در سال اول عامل محدودكننده كشت 

 يروزهاتعدادي از  در كهچرا  است كشوري مناطق برخ در 

 .ابدييم كاهش گراديسانت درجه 10 از كمتر به هوا يدما ،زمستان

ي و روساقهقرارگيري اين گياه تحت شرايط دماي پايين منجر به 

به تبع آن كاهش درصد قند، عملكرد ريشه و خلوص شربت خام 

 .Hébrard et al. 2016; Kim et al) شده و مطلوب نيست

2007; Michaels 2009; Pfeiffer et al. 2014; 

Sadeghian and Johansson 1992) .نگيبولت كامل لكنتر با 

 ييايجغراف يها عرض در چغندرقندپائيزه  كشت امكان يدهگل و

 زمستانه به بهاره محصول كي از رييتغ نيا. شود يم جاديا يشمال

 عامل نيا كهدهدرا مي زييپا در محصول كشت امكان نيزارع به

 رشد شيافزا تينها در و بهار در ها برگ شتريبرشد  موجب

 يآب ازين چغندرقند بهاره كشت. شود يم آن محصول و قندچغندر

ايران  در يخشكسال و ينيرزميز منابع كاهش با و دارد ييبالا

  .است كاهش حال در چغندرقند بهاره كشت ريز سطح

، محتواي KWS2320يابي ژنوم ژنوتيپ  پس از توالي

DNA  چنين، مگاباز تخمين زده شده است. هم 567چغندرقند

ژن كدكننده پروتئين از طريق اطلاعات  27421تعداد 

بيني و براساس  پيش KWS2320كريپت در ژنوتيپ  ترانس

. در اين )Dohm et al. 2012( شباهت توالي تفسير شده است

زايشي دخالت  رشدهاي متعددي در انتقال به مرحله ميان، ژن

هاي يكساله گياه دارند. طي مطالعات انجام گرفته در رقم

مسير وابسته به سن آرابيدوپسيس زمستانه عوامل مختلفي شامل 

)Age-related( بهاره شدن ،)Vernalization( فتو پريود ،

)Photoperiod( جيبرليك اسيد و مسير خودمختار ،

)Autonomous( باشند در ورود به مرحله زايشي مؤثر مي 

(Kobayashi and Weigel 2007; Simpson 2004; Sung 

and Amasino 2004; Wang et al. 2008; Wang et al. 

 يشيزاثر در انتقال از مرحله رويشي به ؤيك مسير م. (2009

و  miR172ثير دو  أمسير وابسته به سن است كه تحت ت

miR156 باشد.  ميmiRNA ها)miR( هاي مولكولRNA 

نوكلئوتيد) غيركدكننده هستند كه در گياهان،  22كوچك (حدود 
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 ;Ambros 2004) ها وجود دارندحيوانات و برخي ويروس

Bartel 2004; Lau et al. 2001; Palatnik et al. 2003; 

Reinhart et al. 2002) .miR ها در فرآيندهاي پيچيده سلولي

ژن و مرگ ، تنظيم پس از رونويسي بيان RNAنظير خاموشي 

 ها دخالت دارندها و گلچنين در نمو برگسلولي و هم

(Aukerman and Sakai 2003; Krol et al. 2004; 

Palatnik et al. 2003; Rana 2007; Schwarz and 

Zamore 2002; Xu et al. 2003) ،در آرابيدوپسيس .

miR156 ها در مرحله رويشي به فراواني وجود دارند و برش

 SQUAMOSA (SPL)فاكتورهاي رونويسي  هاي رونوشت

PROMOTER BINDING PROTEIN-LIKE   را بر عهده

دارند. اين فاكتورهاي رونويسي موجب تسهيل انتقال به مرحله 

 LFY )LEAFY( ،FULهاي  سازي بيان ژن دهي با فعالگل

)FRUITFULL( ،SOC1 )SUPPRESSOR OF 

OVEREXPRESSION OF CO1( ،AP1 )APETALA1(  و

AGL24 )AGAMOUS-LIKE24 (شوند.  در جوانه انتهايي مي

كنند  را فعال مي miR172چنين، اين فاكتورها در برگ، بيان هم

دارد و در طول بلوغ تجمع  miR156كه الگوي بياني مشابه 

دهي زودهنگام از موجب گل miR172يابد. در آرابيدوپسيس  مي

 AP2-likeهاي رونويسي  طريق بازدارندگي ترجمه خانواده فاكتور

 Jung et al. 2007; Kim et al. 2012; Mlotshwa) شود مي

et al. 2006; Navarro et al. 2015)  1(شكل.(  

  

  

مانع از عمل  miR156در چغندرقند. در مرحله رويشي  miR172و  miR156تأثير دهي تحتثر در فرآيند گلؤهاي منمايش برخي از ژن 1شكل 

گردند. در و در نهايت تحريك ورود به مرحله زايشي مي AP1و  FUL ،LFYهاي سازي ژنموجب فعال SPLشود. فاكتورهاي مي SPLفاكتورهاي 

  .)Pin 2012(گردد دهي است ميكه محرك گل FT2مانع از عمل  AP2Lsهاي شود. ژنمي AP2Lsهاي مانع از عمل ژن miR172حالت مقابل 

  

 miR Registryهاي پايگاه اطلاعاتي براساس يافته

)Release 22, June 2018( ،38589 miR  گونه 271از 

بالغ  miR 48885اند كه پس از پردازش شناسايي شده ياهيگ

ها در گياهان از طريق  miRشود . انواع مختلفي از توليد مي
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گري ژنتيكي، كلونينگ مستقيم هاي متفاوتي از جمله غربالروش

بيني محاسباتي ، پيشRNAيابي يك كتابخانه كوچك و توالي

هاي كل ژنوم و آناليز توالي نشانمند از رديف براساس توالي

)EST( اندشناسايي شده (Han et al. 2013; Wang et al. 

2012; Zhang et al. 2006; Zhang et al. 2005) شناسايي .

ها در گياهان و حيوانات تاكنون ها و اهداف آنmiRمحاسباتي 

از  ها در كنترل بسياريها و شركت آنmiRمسير پيچيده تنظيم 

هاي بيولوژيكي اساسي در موجودات چند سلولي را آشكار فعاليت

  .)Li et al. 2005( ساخته است

 miR156 كدكنندهساز دو ژن پيشهاي اطلاعات و توالي

است، ولي با  در بسياري از گياهان شناسايي شده miR172و 

دهي در چغندرقند تاكنون وجود اهميت اين دو ژن در فرآيند گل

 شناختمنظور  بهدر اين مطالعه . هيچ گزارشي ثبت نشده است

از  يكيچغندرقند كه  يدهو گل نگيدر بولت مؤثر يهاmiRنقش 

هاي توالي است، چغندرقند زهييپا كشت توسعهعوامل بازدارنده 

در ژنوم چغندرقند مورد  miR172و  miR156 كدكنندههاي ژن

هاي دخيل در فرآيند شناسايي قرار گرفته است. مطالعه اين ژن

ها در دهي راه را براي قابليت بررسي عملكرد دقيق آنگل

  قند خواهد گشود.ي و بولتينگ چغندردهفرآيندهاي گل

  

  هامواد و روش

و  miR156ساز هاي پيشهاي مختلف تواليابتدا نسخه

miR172  گياه مختلف شامل آناناس  11از قبل شناسايي شده، از

)Ananas comosus(،  آرابيدوپسيس)Arabidopsis 

thaliana(،  كامليا)Camellia sinensis(، Ceratopteris 

thalictroides ،پرتقال )Citrus sinensis(، موز )Musa 

AAB(، برنج )Oryza sativa(، توتون )Nicotiana 

tabacum( سورگوم ،)Sorghum bicolor( انگور ،)Vitis 

vinifera( ذرت و )Zea mays(  هاي اطلاعاتي از پايگاه

NCBI )National Center for Biotechnology 

Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov(  و

miRBase )http://www.mirbase.org( دست آمد. به  هب

هاي از توالي miRهاي منظور بررسي ميزان تغييرات، توالي

برنامه  Lasergeneافزار ساز شناسايي و از طريق نرم پيش

MegAlign رديفي قرار گرفتند. از آنجا كه ژنوم مورد هم

-refseqيابي شده است، چغندرقند به طور كامل توالي

genomicساز هاي پيشهاي چغندر مرتبط با تواليmiR156  و

miR172  هر يك از گياهان، از طريقBlastn  شناسايي و ذخيره

چندين ناحيه  refseq-genomicشد. در صورتي كه در هر توالي 

ها به صورت موردنظر وجود داشت، هر يك از آن miRمشابه 

چغندرقند  refseq-genomicهاي جداگانه ذخيره شد. توالي

هر يك از گياهان از طريق برنامه  miRساز حاصل و توالي پيش

Seqman افزار از نرمLasergene هاي رديف شدند. تواليهم

رديف شده شناسايي و به عنوان هاي هممشترك بين توالي

miRچنين، هاي موردنظر در چغندرقند درنظرگرفته شدند. هم

هاي شناخته miRهاي چغندرقند و بررسي ميزان شباهت توالي

شده قبلي گياهان ذكر شده با روش درخت فيلوژنتيك مورد 

هاي شناسايي شده براي اطمينان از توالي مقايسه قرار گرفت.

در توالي ساير گياهان استفاده شد. به منظور  Blastnمجددا از 

-refseqهاي موردنظر، شناسايي توالي كامل هريك از ژن

genomicها از پايگاه اطلاعاتي غندر حاوي توالي ژنهاي چ

NCBI رديفي ها از طريق همهاي مختلف آنشناسايي و قسمت

 كدكنندهبه طور كامل بررسي شد. پس از شناسايي توالي ژن 

miR156 هاي از طريق توالي ژنوم چغندرقند موجود در پايگاه

حي اطلاعاتي، جداسازي آن از ژنوم گياه چغندرقند از طريق طرا
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 در طراحي آغازگر رفت آغازگرهاي اختصاصي انجام گرفت.

)MIRF) (5'- AAGAGGGAGGTGACAGAAGA -3'( 

در طراحي آغازگر و  miR156 كدكننده ژن '5توالي بازي ابتداي 

 -'MIRR) (5( برگشت

GAAAGGGAGAGAAGGGGAT -3'(  توالي بازي

از ژنومي  DNAاستخراج  در نظر گرفته شد. ژن '3انتهاي 

 CTABهاي جوان گياه چغندرقند رقم شوش توسط روش  برگ

)Murray and Thampson 1980(  صورت گرفت. سپس

اي پليمراز با استفاده از آغازگرهاي اختصاصي واكنش زنجيره

انجام  با استفاده از دستگاه ترموسايكلر چغندرقند DNAبرروي 

ميكروليتر  25اي پليمراز در حجم مخلوط واكنش زنجيره شد.

، از هر  dNTPsميلي مولار MgCl2 ،200  ميلي مولار 50  شامل

 DNAيونيت  DNA ،5/0 نانوگرم 100 ،پيكومول 10 آغازگر

Taq ميكروليتر از  5/2و  پليمراز x10 PCR buffer   .تهيه شد

به عنوان گراد سانتيدرجه  94دقيقه در  5 شرايط تكثير، شامل

 گرادسانتيدرجه  94 سازيواسرشتچرخه در دماي  35 ،پيش دما

به  گرادسانتيدرجه  58ثانيه، دماي اتصال آغازگرها  45به مدت 

ثانيه،  30به مدت  گرادسانتيدرجه  72ثانيه، دماي بسط  30مدت 

به عنوان بسط نهايي  گرادسانتيدرجه  72دقيقه در  5 در نهايت و

. سپس محصول واكنش بر روي ژل آگارز دو درصد استفاده گرديد

توسط آغازگرهاي  )ژن تكثير شده( DNA قطعهمشاهده شد. 

به  و آگارز تخليصاز روي ژل ، )MIRRو  MIRF(اختصاصي 

منظور اطمينان از تطابق توالي تكثير شده با توالي شناسايي شده 

يابي با استفاده از آغازگر رفت ، براي تواليmiR156 كدكنندهژن 

)MIRF(  به شركتBioneer .كره ارسال شد  

  

  

  

  نتايج

از از هشت گونه گياهي   miR172توالي  36تعداد 

جداسازي و ناحيه  miRBaseو  NCBIهاي اطلاعاتي پايگاه

miR رديفي قرار گرفتند. ساز مورد همهاي پيشبالغ از اين توالي

بالغ نيز در هشت گونه گياهي  miR156توالي  39چنين، تعداد هم

هاي بالغ در گياهان مختلف miR156مقايسه شدند. تعداد بازهاي 

هاي متعلق به miR156نوكلئوتيد متغير است. برخي  25-20بين 

داراي بيشترين  Ceratopteris thalictroidesو  برنجگياهان 

اختلاف نسبت به ساير گياهان بودند و در ساير گياهان اختلاف 

مشخص  miR172بسيار جزئي (در حد يك باز) بود. در بررسي 

مربوط به گياه توتون داراي  miR172fو  miR172eشد كه دو 

ها بودند. تعداد بازها در miR172بيشترين اختلاف نسبت به ساير 

هاي miR172باشد، درحالي كه باز ميجفت miR172 28اين دو 

باشند و اختلافات باز مي 21داراي  بالغ در ساير گياهان عموماً

  ).2باشد (شكل بازي ميبسيار جزئي و از نوع تك

مربوط به  miR172و  miR156ساز هاي پيشتوالي

 Refseq-genomicهاي هريك از گياهان ذكر شده در توالي

هاي همولوگ شناسايي گرديد چغندرقند جستجو شد و توالي

  ).2و  1(جدول 

قطعه شناسايي شده براي ژن كدكننده  39از بين 

miR156 بيشترين ميزان شباهت بين توالي ،NC_025813 

 miR156شناسايي شده از كروموزوم شماره دو چغندرقند، با 

. در بين اين دست آمد گياهان آناناس، پرتقال، كامليا و ذرت به

چغندرقند  NC_025813گياهان، بيشترين ميزان شباهت توالي 

دست آمد. طول اين قطعه توالي ژنومي  به گياه كامليا miR156با 

باز آن كاملاً  127باشد كه باز ميجفت 40393389چغندرقند 

باز جفت 89 -85كامليا و  گياه miR156ساز مشابه با توالي پيش

  باشد.با سه گياه ديگر مينيز كاملاً مشابه 
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 ،miR156: A. comosus (aco)، A. thaliana (ath)بالغ در گياهان مختلف.  miR172و  miR156هاي شدگي تواليبررسي ميزان حفاظت 2شكل 

C. sinensis (csi)، C. thalictroides (cth)، C. sinensis (citsi)، M. AAB (maa)، O. sativa (osa) و Z. mays (zma).  miR172: A. 

comosus (aco) ،A. thaliana (ath)، C. sinensis (citsi)، N. tabacum (nta)، O. sativa (osa)، S. bicolor (sbi)، V. vinifera (vvi) و Z. 

mays (zma).  حروف)a  تاk هاي هاي مختلف ژنمربوط به نسخهmiR باشد.)در هريك از گياهان مي  

 

قطعه  36، از بين miR172از لحاظ ژن كدكننده 

داراي  NC_025820شناسايي شده، توالي چغندرقند با شماره 

ساير گياهان مورد  miR172ساز توالي مشابه با توالي پيش

مقايسه شامل آناناس، آرابيدوپسيس، توتون، برنج و انگور بود. 

باز جفت 45274173در چغندرقند با طول  NC_025820لي توا

باز آن نسبتاً مشابه با  110قرار دارد، كه  9روي كروموزوم شماره 

گياهان موردنظر بود. اين در حالي است  miR172توالي پيش ساز 

، NC_025818هاي ژنومي چغندرقند ديگر از جمله كه توالي

NC_025813  وNW_011048314باز جفت 30 ، داراي حدود

ساير گياهان  miR172ساز توالي مشترك از ناحيه ابتدايي پيش

بودند.
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  ان مختلفشناخته شده گياه miR156 همرديفيچغندرقند حاصل از  ژنومي هايتواليمشخصات . 1جدول 

  

refseq-genomicهاي  

 چغندرقند

 ابتدا   انتها          

  هايشماره توالي E value جهت

refseq-genomic با بيشترين  

  ميزان شباهت 

تعداد نتايج 

  همرديفي

ساز هاي پيشتوالي

miR 

 (نوكلئوتيد)

 گياهان

4125164 4125072  + 09-e5  NC_025813a*  105  495  Ananas comosus  
4134079 4133992 + 09-e5 NC_025813b 

4124924 4124836 + 07-e2  NC_025813c 

54644410 54644436 - 20/0 NC_025817 

413285 413252 + 017/0 NW_011048191 

2020066 2020026 + 07-e2 NW_011048214 

3055783 3055809 - 20/0 NW_011048295 

257660 257572 + 15-e5  NW_011048467 

- -  - -  24  82  Arabidopsis thaliana  

14127972 14128097 - 27-e5  NC_025813  148  132  Camellia sinensis  
1674238 1674363 - 27-e5 NW_011048201 

7174577 7174617 - 05-e5  NC_025817  17  221  Ceratopteris thalictroides  
1720475 1720515 - 05-e5 NW_011048271 

14128001 14128084 - 009/0 NC_025813  21  103  Citrus sinensis  
9149894 9149863 + 033/0 NW_011048197 

1674267 1674350 - 009/0 NW_011048201 

11091043 11090979 + 09-e3  NC_025818  49  108  Musa AAB  
1074825 1074761 + 09-e3 NW_011048300 

8099282 8099237 + 07-e5  NW_011048314 

18894764 18894734 + 06-e4  NC_025814  23  740  Oryza sativa  
32302327 32302297 + 089/0 NC_025815 

4887960 4887939 + 31/0 NC_025817 

1202668 1202638 + 06-e4  NW_011048223 

3598129 3598099 + 089/0 NW_011048243 

2797064 2797043 + 31/0 NW_011048270 

3055807 3055786 + 31/0 NW_011048295 

66015 66053 - 026/0 NW_011048664 

14127998 14128087 - 16-e2  NC_025813a 112 764 Zea mays 

14128001 14128084 - 14-e3  NC_025813b 

9149894 9149844 + 32/0 NC_025813c 

9149894 9149873 + 32/0 NC_025813d 

15689544 15689570 - 32/0 NC_025815 

1674264 1674353 - 16-e2  NW_011048201a 

1674267 1674350 - 14-e3  NW_011048201b 

2172370 2172396 - 32/0 NW_011048232 

1143019 1143045 - 32/0 NW_011048242 

3560987 3561014 - 32/0 NW_011048259 

615626 615652 - 32/0 NW_011048267 

498186 498211 - 092/0 NW_011048332 

211424 211400 + 32/0 NW_011048563 

 باشد.چغندرقند مي Refseq-genomicهاي گياهان مختلف در بين miRمربوط به حضور چندين توالي مشترك با  dتا  aحروف *
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  ان مختلفشناخته شده گياه miR172 همرديفيچغندرقند حاصل از  ژنومي هايتواليمشخصات  2جدول 

 

refseq-genomicهاي  

 چغندرقند

 ابتدا              انتها

  هايشماره توالي E value جهت

refseq-genomic با بيشترين  

  ميزان شباهت 

تعداد نتايج 

  همرديفي

هاي توالي

 miRساز پيش

 (نوكلئوتيد)

 گياهان

40980065 40980045 - 001/0 NC_025818 200 21 Ananas comosus 

7248553 7248533 - 001/0 NW_011048314 

1794266 1794247 + 004/0 NC_025813 

776827 776808 - 004/0 NC_025820 

604214 604187 + 033/0 NW_011048396 76 102 Arabidopsis thaliana 

40980067 40980041 - 033/0 NC_025818 

7248555 7248529 - 033/0 NW_011048314 

776830 776804 - 033/0 NC_025820 

1794283 1794244 + 06-e3  NC_025813 78 162 Citrus sinensis 

40980046 40980067 - 059/0 NC_025818 

7248555 7248534 - 059/0 NW_011048314 

1794095 1794062 + 04-e3  NC_025813a 51 117 Nicotiana tabacum 

1794276 1794244 + 05-e2  NC_025813b 

1794092 1794064 - 003/0 NC_025813c 

40980171 40980141 - 011/0 NC_025818a 

40980067 40980040 - 05-e2  NC_025818b 

776909 776800 - 05-e2  NC_025820 

7248659 7248629 - 011/0 NW_011048314a 

7248555 7248528 - 05-e2  NW_011048314b 

221068 221046 - 011/0 NW_011048198 

27942  27916 + 039/0 NW_011048767 

40980068 40980038 - 05-e2  NC_025818a 32 109 Oryza sativa 

40980172 40980141 + 036/0 NC_025818b 

7248556 7248526 - 05-e2  NW_011048314a 

7248660 7248629 + 036/0 NW_011048314b 

1794092 1794060 - 010/0 NC_025813. 

776911 776879 + 010/0 NC_025820 

40980067 40980045 - 009/0 NC_025818 126 102 Sorghum bicolor 

7248555 7248533 - 009/0 NW_011048314 

1794275 1794238 - 06-e6  NC_025813a 45 110 Vitis vinifera 

1794095 1794060 - 04-e2  NC_025813b 

776907 776802 - 05-e7  NC_025820 

40980172 40980141 + 04-e8  NC_025818 

7248660 724862 + 04-e8  NW_011048314 

40980067 40980045 - 007/0 NC_025818 29 83 Zea mays 

7248555 7248533 - 007/0 NW_011048314 

 باشد.چغندرقند مي Refseq-genomicهاي گياهان مختلف در بين miRمربوط به حضور چندين توالي مشترك با  dتا  aحروف *

  

در  miR172و  miR156هاي چنين، مقايسه تواليهم

هاي شناسايي شده در چغندرقند  از طريق گياهان مختلف و توالي

توالي  miR156درخت فيلوژنتيك انجام گرفت. از لحاظ 

NC_025813  چغندرقند داراي بيشترين شباهت با توالي
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miR156  بود.  ذرت و ايكامل پرتقال، آناناس، ماننددر ساير گياهان

چغندرقند  NC_025820، توالي miR172چنين در مورد هم

 شاملساير گياهان  miR172ساز مشابه با توالي پيشداراي توالي 

).4و  3بود (شكل  انگور و برنج توتون، س،يدوپسيآراب آناناس،

  

  
  

موجود در  miR156. مقايسه تواليaهاي شناخته شده قبلي چند گياه با روش درخت فيلوژنتيك. miR156چغندرقند و  ژنومي هايتواليشباهت  3شكل 

 .A. comosus (aco)، A. thaliana (ath)، C. sinensis (csi)، C. thalictroides (cth)، C. sinensis (citsi)، M. AAB (maa)، O(گياه چند 

sativa (osa) و Z. mays (zma)( حروف . چغندرقندژنومي هاي با توالي)a  تاk كدكنندههاي هاي مختلف ژنمربوط به نسخه miR156 در هريك از  

  باشد.) گياهان مي 
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موجود در  miR172هاي شناخته شده قبلي چند گياه با روش درخت فيلوژنتيك. مقايسه تواليmiR172و چغندرقند  ژنومي هايتواليشباهت  4شكل 

 A. comosus (aco)، A. thaliana (ath)، C. sinensis (citsi)، N. tabacum (nta)، O. sativa (osa) ،S. bicolor (sbi) ،V. vinifera(چند گياه 

(vvi) و Z. mays (zma)(. حروف چغندرقند. ژنومي هاي با توالي)a  تاk كدكنندههاي هاي مختلف ژنمربوط به نسخه miR172 باشد.)در هريك از گياهان مي  
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در چغندرقند، مقايسه  miR156ساز پس از شناسايي پيش

 miR156هاي بالغ انجام گرفت. توالي miR156توالي اصلي 

چغندرقند كه مشابه با  NC_025813موجود در توالي 

miR156،و ذرت بود با  پرتقال، كامليا هاي گياهان آناناس

شود رديف شدند. همانطور كه در شكل مشاهده مييكديگر هم

باشند و باز ميجفت 21هاي مشابه داراي طول همه توالي

چغندرقند كه داراي توالي مشابه با سه گياه كامليا، هاي  توالي

يكسان بوده و فقط بخشي از توالي  پرتقال و ذرت بودند، كاملاً

مشابه گياه آناناس داراي اختلافات جزئي با توالي مشابه ساير 

بنابراين توالي مشترك ژنوم چغندرقند با توالي  .باشدگياهان مي

 miR156ان توالي اصلي ژن در اين گياهان، به عنو miR156ژن 

  ).5(شكل بالغ در چغندرقند در نظر گرفته شد. 

  

  
  

  ،A. comosus (aco)، C. sinensis (csi) گياهان miR156در گياه چغندرقند مشابه توالي  miR156هاي شناسايي شده تغييرات توالي 5شكل 

 C. sinensis (citsi) و Z. mays (zma)  

 

چغندرقند با  NC_025820پس از تأييد شباهت توالي 

در ساير گياهان ذكرشده،  miRNA172ساز هاي پيشتوالي

ها انجام شد. بالغ در اين توالي miRNA172مقايسه ناحيه اصلي 

هاي ژنومي مورد بررسي در چغندر مشاهده شد كه همه توالي

اهان آناناس، آرابيدوپسيس، در گي miR172مشابه با توالي ژن 

پرتقال، برنج، ذرت و سورگوم داراي يك ناحيه نسبتاً مشترك 

miRNA172  باشند. توالي باز ميجفت 21با طول حدود

miRNA172  چغندرقند مشابه با دو گياه توتون و انگور داراي

هاي مشابه ساير گياهان بود. هاي بيشتري نسبت به تواليتفاوت

ي مشترك ژنوم چغندرقند مشابه با توالي ژن در نهايت، توال

miR172  در اين گياهان به عنوان توالي اصلي ژنmiR172  بالغ

  ).6(شكل در چغندرقند در نظر گرفته شد 

اي واكنش رنجيرهتكنيك  توسط miR156 كدكننده ژن

از  MIRRو  MIRFاستفاده از آغازگرهاي اختصاصي  پليمراز و با

 127تكثير قطعه ژني تكثير شد. ژنومي چغندرقند  DNAروي 

چغندرقند و عدم تكثير آن در نمونه  DNAهاي باز در نمونهجفت

كنترل منفي (آب) تأييدي بر جداسازي اين ژن از ژنوم چغندرقند 

  ).7(شكل  بود

پس از تخليص باندهاي مشاهده شده بر روي ژل، 

تكثير شده با استفاده از آغازگر اختصاصي  DNAيابي قطعه  توالي

MIRF  كدكنندهانجام شده و مشابهت با توالي شناسايي شده ژن 

miR156  8را نشان داد (شكل.(  
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 .A. comosus (aco)، A. thaliana (ath)، Cگياهان  miR172در گياه چغندرقند مشابه توالي  miR172هاي شناسايي شده تغييرات توالي 6شكل 

sinensis (citsi)، N. tabacum (nta)، O. sativa (osa)، S. bicolor (sbi)، V. vinifera (vvi) و Z. mays (zma).  

  

  
وزن مولكولي  نشانگر :M، درصد 2 بر روي ژل آگارزبا آغازگرهاي طراحي شده  miR156 كدكننده ژنحاصل از تكثير قطعه مربوط به محصول  7 شكل

C، )بازجفت 100(
  .miR156 كدكنندهقطعه تكثير شده مربوط به ژن  :1- 4، (آب به عنوان الگو) كنترل منفي: -
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  .miR156 كدكننده ژناي پليمراز و توالي شناسايي شده قطعه تكثير شده توسط واكنش زنجيرهتوالي  مقايسه 8شكل 

  

  بحث

دهي و بولتينگ در بسياري مسئله گلاز آنجا كه بررسي 

از گياهان و به خصوص در چغندرقند از مباحث مهم و عمده 

ثر و نقش هريك از ؤباشد، شناسايي عوامل مكشاورزي نوين مي

باشد. مطالعات ها در اين مسيرها از اهميت بالايي برخوردار ميآن

ها miRدهد كه انواع مختلفي از ها نشان ميپيشين در يوكاريوت

باشند. در فرآيندهاي پيچيده كنترل و تنظيم بيان ژن دخيل مي

miR ها در سلسله گياهي بسيار وسيع و حفاظت شده هستند و

نشان از يك جد مشترك در اوايل دوران تكامل  اين احتمالاً

هاي محاسباتي نشان . روش)Zhang et al. 2006( باشد مي

هاي يك درصد از ژندهند كه در آرابيدوپسيس و دروزوفيلا مي

دهند. در صورتي كه ها تشكيل ميmiRكدكننده پروتئين را 

از بين  چنين شباهتي در ژنوم چغندرقند نيز موجود باشد، احتمالاً

 miRژن كدكننده  274ژن كدكننده پروتئين تعداد حدود  27421

ها در فرآيندهاي مختلفي در ژنوم چغندرقند موجود باشد. اين ژن

و تاكنون هيچ يك از آنها در چغندرقند شناسايي  دخالت دارند

شامل  miRدهي آرابيدوپسيس، دو اند. در مسير گلنشده

miR156  وmiR172 است كه هر يك از  تاكنون شناسايي شده

و  miR156 كدكنندهباشند. ژن هاي متفاوتي ميآنها داراي نقش

ثر بر ؤها از عوامل ژنتيكي اصلي مSPLهاي هدف آن شامل ژن

باشند. و تغييرات مرحله در آرابيدوپسيس مي plastochronطول 

شناسايي شده داراي  SPLژن  17ژن از بين  11در اين گياه، 

پس  miR156باشند. مي miR156نواحي هدف براي اتصال به 

ها متصل شده و با ايجاد شكاف در از شناسايي اين نواحي به آن

DNA  در انتقال به مرحله زايشي مانع از ادامه فعاليت آنها

دهد مطالعات اخير نشان مي .)Wang et al. 2009( شود مي

miR172 هاي كه توسط ژنSPL4 , SPL3، SPL5  وSPL9 

شود، بر فاكتورهاي رونويسي فعال مي miR156هدف  مورد

AP2-like گذارد و اين فاكتورها نيز به طور معكوس بيان اثر مي

FT كنندميها را كنترل در برگ )Yant et al. 2010(.  در اين

دهي چغندرقند به هاي دخيل در مسير گل miRمطالعه، شناسايي 

روش محاسباتي انجام گرفت. به دليل اينكه توالي چغندرقند به 

-Refseqطور كامل شناسايي شده است، از طريق مقايسه 

genomicهاي هاي چغندر با تواليmiR  در ساير گياهان، توالي

، miR156ها به طور كامل به دست آمد. در مورد miRكامل اين 

در چغندرقند به دست آمد و هيچ توالي  NC_025813توالي 

مشابه ديگري در ژنوم چغندرقند شناسايي نشد. همچنين در 

miR172 توالي ،NC_025820 سازهاي داراي توالي كامل پيش

miR هاي شناسايي شده فقط داراي ناحيه است و ساير توالي

هاي شناسايي  miR156هاي مختلف بودند. نسخه miRاصلي 
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باز بوده، درحالي كه در مورد جفت 21شده همگي داراي 

miR172  اختلافmiR باز جفت 20-15هاي شناخته شده بين

 miR172و  miR156بود. اين نواحي شناسايي شده به عنوان 

دهند كه در انجام عملكرد آنها را مي stem-loopتشكيل ساختار 

 miRباشد. در نهايت، شناسايي انواع مختلف بسيار با اهميت مي

ها miRدخيل در فرآيندهاي مختلف بيولوژي و نواحي هدف اين 

تر فرآيندهاي مهم از از مباحث با اهميت در شناسايي هرچه دقيق

ود. مطالعه جمله مسير گلدهي در چغندرقند و ساير گياهان خواهد ب

دهي راه را براي قابليت بررسي هاي مؤثر در فرآيند گلاين ژن

دهي و بولتينگ چغندرقند ها در فرآيندهاي گلعملكرد دقيق آن

كه بتوان سازه مناسب براي كنترل خواهد گشود. در صورتي

 دهي چغندرقند تهيه نمود كه با وجود دوره سرمايي نسبتاً گل

توان از آن در  گياه چغندرقند شود، ميدهي طولاني مانع از گل

ر صورت توليد ارقام تراريخت مقاوم به بولتينگ استفاده نمود. د

تحقق اين هدف، امكان توليد ارقام مقاوم به بولتينگ چغندرقند و 

توسعه كشت پاييزه چغندرقند در برخي مناطق كه زمستان 

  گردد.ملايمي دارند، فراهم مي
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