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کیدهچ
22-18و غیرکدکننده پروتئینی که متشکل از حدود کننده کوچک درونی هاي تنظیمRNAیک رده از ) miRNA(هامیکروآرنا

هاي نقششده طبق تحقیقات انجام وبر عهده دارندپس از رونویسی ژن نوکلئوتید بوده و تنظیم بیان ژن را در سطح رونویسی و 
ي متفاوتی براي هاتاکنون روش. کنندمیایفا زیستی و غیرزیستی هايزمان گلدهی و پاسخ به تنشنموي، فرایندهاي اساسی در 

در این .هاي بیوانفورماتیکیو روشqRT-PCR،رایهآریز، نورترن بلاتروش:است که عبارتند ازمعرفی شده ،هاmiRNAشناسایی 
در این مطالعه با یک رویکرد باشد.روش بیوانفورماتیکی می،هاmiRNAترین روش شناسایی هزینهترین و کمسادهمیان

و هاي گیاه شبدر قرمزESTدر گیاه شبدر قرمز مبتنی بر جستجوي همولوژي بین متمایزmiRNAشناساییبیوانفورماتیکی با هدف
miRNA هاي ن همه توالیآکه ابتدا در طوري. بهشدها انجامEST هاي گیاه شبدر قرمز از بانک اطلاعاتیNCBI در برابر
miRNA هاي شناخته شدهBLASTnکشدند که در نهایت یmiRNAشناسایی شد. در مجموع شبدر قرمزکاندید متمایز در گیاه

هاي هدف عمدتا کدکننده مونود هیدرو اسکوربات این ژنونیز شناسایی شد miRNAبینی شده براي این شش ژن هدف پیش
دومینحاويیک پروتئین(FES1پروتئین ،)گلوتاتیون-اسکورباتچرخهدراکسیژنفعاليهاگونهتعادلبرقراري(1ردوکتاز
هلیکاز وابسته به RNA،)پیشبرد گامتوژنزدردخیلE3لیگازکوئیتینیوبی(RHF2Aپروتئین )،DNAبه چسبندهرويانگشت

ATP)متابولیسموتعمیرRNA،(هاي انتقالی پروتئینMFS)بهپاسخدرسلولیغشايعرضازکوچکاملاححرکتهکنندتسهیل
نیز بودند.DNA)یک موتیف متصل شونده به (AT-hookو در نهایت پروتئین )شیمواسمزيگرادیانت

miRNA،هدفهاي ژن،بیوانفورماتیک،EST،جستجوي همسانی:کلیديهاي واژه

مقدمه
که در مناطق قرمز گیاهی است علفی و چندسالهشبدر

گل شبدر داراي مواد شیمیایی . رویدمیمعتدله کره زمین 
. این باشدمیوتریفولین و اسانس روغنی ایزمانند تریفولین، 

گوگرد، آهن، فسفر، راي املاح معدنی مانند سلیس،اگیاه د

نیکل و کبالت مس، سرب،روي،منگنز،منیزیوم،پتاسیم،
موسوم به ايترین منابع مادهغنیقرمز یکی از شبدر.است

است که کارآیی شبیه به استروژن دارد که براي » ایزوفلاون«
درمان گرگرفتگی، کاهش کلسترول، سلامت سینه و بهبود 

دارویی د یفوااز دیگر .شودسیستم گردش خون استفاده می
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هاي خون، گیري لختهتوان به جلوگیري از شکلاین گیاه می
سرطان پستان و تخمدان وی و ابتلا بههاي سرخرگپلاك

& Bodinet(خیم پروستات اشاره کردسرطان خوش

Freudenstein, 2004(.
کننده کوچک هاي تنظیمRNAیک رده از میکروآرناها

تنظیم عمدتاساز خود و پیششده از توالیمشتق که درونی 
Lin4دارند. را در سطح پس از رونویسی بر عهدهبیان ژن 

Caenorhabditisاست که در miRNAاولین  elegans

یکی از اهداف این Lin14کشف شد و مشخص شد که 
miRNA بوده که بیان اینmiRNA در انتقال از مرحله اول

براي اولین بار2002به دوم لاروي لازم است و در سال 
miRNAها در گیاهان کشف شد)Park et al., 2002(.

هاي مختلفی ازجمله گیاهان داراي نقشها در میکروآرنا
تعیین ،انتقال سیگنال،مورفوژنز،متابولیسم،در رشد و نمو

هستندهاي زنده و غیر زنده زمان گلدهی و پاسخ به استرس
Li & Zhang, در هسته وهاmiRNA). ساخت(2016

RNAها اکثرا توسط میکروآرنا.شودانجام میسیتوپلاسم 

ساز تاخورده هاي پیشصورت مولکولبهIIپلیمراز 
نامیده شده و Pri-miRرونویسی شده که این محصول 

ن و آ3’در انتهايAساختار سنجاق سري داشته و دم پلی 
Unver)(دارد5’کلاهک را در  et al., پردازش.2009

miRNA ساختار ساقهدر مرحله اول در داخل هسته که -
نزیمیآتوسط یک کمپلکسهاحلقه این رونوشت

(Drosha)RNAse IIIن منجر به آشده که حاصل انجام
نوکلئوتیدي 70- 60ساز سنجاق سري ایجاد یک پیش

)Pre-miRمرحله دوم پردازش در داخل شود.) می
که RNAse III (Dicer)سیتوپلاسم و در نتیجه عملکرد 

miRNAشود و میmiRNAمنجر به پردازش نهایی 

miRNAفرم فعال گردد.میتولید24-20اي دورشته

راهنما) بوده که با RNAاي (تهرششکل تکتنظیمی به
RISCRNA-induced silencing)کمپلکس پروتئینی (

complexته بر اساس رشگردد که انتخاب تکتلفیق می
RNAترمودینامیکی است. در این کمپلکس،خصوصیات 

RNAطرف ن را بهآRISKعنوان عضو جدید راهنما به

بالغ از طریق miRNAکند. این هدف راهنمایی می
ن با شدهاي هدف (معمولا جفتmRNAن نسبی با شدجفت

شود) باعث تجزیه یا مهار ترجمه انجام میUTR’3ناحیه 
Linشود (می et al., ن شد). در مواردي که جفت2005

miRNA با هدف خود کامل یا نسبتا کامل باشد برش
mRNA11و 10هاي اي که با نوکلئوتیددر ناحیههدف

miRNAرگونات در این آد. شوه است انجام میشدجفت
هاي اساسی برش نقش اساسی داشته و یکی از پروتئین

RISKباشد. براي ایجادمیRISKو miRNPsکمپلکس 

اي کوچک که توسط دایسر تهرشدوRNAفعال مولکول 
ملحق شده که این RISKایجاد شده است به کمپلکس 

dsRNA واسرشته شده تا رشتهRNA راهنما وRNA گذرا
را ایجاد کرده که رشته گذرا در اثر عمل یک هلیکاز حذف 

RISKدد. در این حالت،گرزاد میآشده و از کمپلکس 

RNAته رشبالغ نامیده که حاوي تکRISKایجاد شده را 

هدف mRNAماده شناسایی و برش آراهنما است و 
کنشکمی جفت باز مکمل براي برهمتعداد ایجادشود.می

و توالی مولکول هدف ضروریست. miRNAبین عملکردي 
تواند سبب ناپایداري دم ها همچنین میmiRNAاتصال 

مد آناکارن را آغاز ترجمه آهدف شده و mRNAدر Aپلی
,Wiemerکند ( ). هدف از این تحقیق شناسایی 2007

miRNA ن با آهاي هدف متمایز گیاه شبدر قرمز و ژنهاي
هاي بیوانفورماتیکی مبتنی بر جستجوي استفاده از روش

هاي گیاه شبدر قرمز موجود در بانک ESTهمولوژي بین 
با انجام miRBaeهاي سایت miRNAو NCBIاطلاعاتی 
BLASTn.بود

هامواد و روش
:miRNAمنابع 

miRBaseد از سایت هایی که استفاده گردیمیکروآرنا

بالغ miRNAتوالی 28645دانلود شد که حاوي تعداد 
با هاmiRNAشناخته شده از تعداد زیادي گونه بود. این 

گیاه شبدر قرمز بر اساس جستجوي ESTي هاتوالی
Zhangهمسانی مورد مقایسه قرار گرفتند et al., 2007)(.
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:گیاه شبدر قرمزESTمنابع 
38109در مجموع حدود  EST گیاه شبدر قرمز از بانک

دست به(Anonymous1)ن آESTقسمت NCBIاطلاعاتی 
.آمد

ها:ESTو miRNAجستجوي همولوژي بین 
هاي گیاه شبدر قرمز برحسب miRNAشناسایی 

افته است انجام هاي بیوانفورماتیکی قبلی که انتشار یروش
Zhang(شد et al., 2005, 2007; Yin et al., 2008.(

هاي گیاه مورد نظر در ESTو miRNAهاي بالغ توالی
پلود شدند آدر ویندوز لینوکس BLASTnالگوریتم 

)BLAST2.2.21هاي). سپس توالیESTهاي بالغ با توالی
miRNA) گیاهی مورد مقایسه قرار گرفتندZhang et al.,

و منابع توالی شناخته شدهعنوان بهmiRNAمنابع ).2005
ESTکار عنوان توالی تردیدي براي جستجوي همولوژي بهبه

ها نیز ESTوتحلیلتجزیهگرفته شدند. براي 
Evalue=0.001 در نظر گرفته شد. سپسESTهاي کاندید

داشتند miRNAگی با شدکه حداکثر تا چهار عدم جفت
انتخاب شدند.

هاي متمایز غیرکدکننده پروتئینی:miRNAشناسایی 
غیرکدکننده پروتئینی ESTهاي از توالیمیکروآرنا

ESTهاي توالیBLASTxبنابراین بعد از ،یدآوجود میبه

هاي غیرکدکننده کدکننده پروتئینی حذف شده و توالی
Altschtl)پروتئینی باقی ماندند et al., 1997).

وسیله هاي متمایز بهmiRNAتعیین ساختار ثانویه 
MFOLD:
بینی ساختار ثانویه پیشبرايMFOLDار افزاز نرم
miRNAارافزاستفاده شد. نرممتمایز دهاي کاندیMfold ،

بینی ساختارهاي ثانویه اسیدهاي برنامه اینترنتی براي پیش
ریزي شده نتایج روش برنامه،نوکلئیک است. این برنامه

بیشتردینامیک و محاسبات ترمودینامیکی را براي شناسایی 
کند.زاد ترکیب میآساختارهاي ثانویه با حداقل انرژي 

MFOLDار محاسباتی مبتنی بر وبافزنرم (Anonymous

,Zukerباشد (قابل دسترس می(2 مانندپارامترهایی ).2003
درجه 37دماي تاخوردگی در خطی،RNAتوالی 
بینی براي پیشNaCLمولار 1شرایط یونی وگرادسانتی

شامل حداقل MFOLDنتایجشد.بردهکار بهیه ساختار ثانو
) و A+Tدرصد محتویات ()،Kcal/molزاد (آنرژي ا
)G+C و شاخص حداقل انرژي (زاد فولدینگآMFE) و (

AMFE وMFEIشودزیر محاسبه میشرحباشد که بهمی
(Zhang et al., 2006a):

AMFE =
MFE

Length of precursor sequence (LP)
MFEI =

AMFE(G+C)%
هاي بالغ و miRNAشده بر روي بردهکار پارامترهاي به

miRNAساز حلقه پیش-ن شامل: الفآساز پیش

یک حلقه یا -ب.باشدmiRNAدربرگیرنده قسمت بالغ 
بالغ وجود نداشته باشد. miRNAشکاف بزرگ در توالی 

) از انواع دیگر MFEIشاخص حداقل انرژي فولدینگ (-ج
RNA و حداقل انرژي منفی فولدینگ (بیشتر بوده هاMFE (
تعداد بازهاي غیر مشابه -دکمتر باشد.miRNAساز پیش
ساز حداکثر تا شش نوکلئوتید هاي بالغ و پیشmiRNAبین 

باشد. 

فیلوژنتیکی:وتحلیلتجزیه
RNAتوانند به میگیشدحفاظتدلیلهاي کوچک به

وتحلیل بیوانفورماتیک کشف ارتولوگ از طریق تجزیهوسیله 
هاي گیاهی موجود در سایت . میکروآرنابشودانجام

miRBase باmiRNA مورد کاندید گیاه شبدر قرمز
miRNAهایی که با جستجوي همسانی قرار گرفت و توالی

با MEGA5.0داشت در برنامه کاندید شبدر قرمز مشابهت
روابط دادن براي نشان،neighbor-joining (NJ)روش

صورت درخت تکاملی با دیگر اعضاي خانواده به
Tamura(فیلوژنتیکی انجام شد  et al., 2011(.
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شبدرگیاهکاندیديهاmiRNAهدفيهاژنگوییپیش
:قرمز

تشابهازهدفيهاژنوها رونوشتشناساییبراي
.شداستفادههدفرونوشتوmiRNAبینمعکوسمکمل

توالی عنوانبهقرمزشبدرگیاهکاندیدmiRNAدر ضمن
DFCI Gene Indexارابیدوبسیسگیاهبرابردرتردیدي

(AGI), version psRNATARGETازاستفادهبا) (15

(Anonymous پیبرايسپس. گرفتقراراستفادهمورد(3
مورد جستجوي همسانی ،هدفيهاژناینعملکردبهبردن

قرار گرفتند.
کار هنگام استفاده از این سایت نیز بهپارامترهاي زیر در

محدوده -ب، 3حداکثر ارزش مورد انتطار =- شد: الفبرده
9- 11عدم تشابه بازهاي مرکزي براي مهار ترجمه بین 

- د، 2هاي مورد هدف = تعداد جایگاه- ج،نوکلئوتید
هاي مکمل کمتر از چهار و حداکثر عدم تشابه در جایگاه

,gap ()Dai & Zhao(گونه فاصلهبدون هیچ 2011.(

نتایج 
هاي کاندید در گیاه شبدر قرمز miRNAشناسایی 

گی شدمیکروآرناهاي بالغ گیاهی سطح بالایی از حفاظت
در یک گونه miRNAهاي ژنو درون قلمرو گیاهی دارند

هاي اورتولوگ یا همولوگ دیگر وجود ممکن است در گونه
شناخته شده براي miRNAبنابراین، توالی داشته باشد.

هاي کاندید جدید در شبدر قرمز مورد miRNAشناسایی 
هاي جدید در miRNAبراي شناسایی استفاده قرار گرفت. 

هاي بیوانفورماتیکی مبتنی بر گیاه شبدر قرمز از روش
Zhang(جستجوي همسانی استفاده شد  et al., 2006b.( در

ته شده از تعداد بالغ شناخmiRNAتوالی 28645کل تعداد 
ها miRNAدانلود شد. این miRBaseزیادي گونه از سایت 

همولوژي در عنوان توالی شناخته شده براي جستجويبه
هاي گیاه شبدر قرمز مورد استفاده قرار گرفتند.ESTبرابر 

گیاه شبدر قرمز ESTهاي بین توالیBLASTnبعد از انجام 
توالی 510حدود miRBaseهاي سایت miRNAو تمام 

تر پایینE-valueبا BLASTمد. جستجوي آدست مشابه به
ها و ESTتري را در میان ناحیه تشابه قابل توجه

miRNAهایی با ورد. بنابراین توالیآوجود هاي بالغ به
ها miRNAو هاESTدر بین نوکلئوتیدهايمشابهتبیشترین 

دست آمد.بههاي مکمل و حداقل عدم تشابه در بین جایگاه
هاي کدکننده منظور حذف توالیبهBLASTxبعد از انجام 

یک ،پروتئینیرکدکنندههاي غیماندن توالیپروتئینی و باقی
miRNAهاي مد. سپس توالیآدست متمایز بهEST

هاي بالغ غیرکدکننده پروتئینی miRNAورنده این آوجود به
انتقال یافتند. MFOLDسرور براي تعیین ساختار ثانویه به

صورت دستی براي بهMFOLDمده توسط آدست نتایج به
حلقه -و ساختار ساقهmiRNAساز تعیین توالی پیش

هاي از پیش توضیح داده شده مناسب با استفاده از معیار
) یک MFEزاد فولدینگ (آ. حداقل انرژي گردیدبررسی 

هاي شاخص برجسته براي تعیین ساختار ثانویه اسید
زاد آنرژي احداقل باشد.میDNAو RNAئیک مانند نوکل

از نظر ترمودینامیکی براي تر)،(منفیترفولدینگ پایین
مربوطه پایدارتر DNAیا RNAهاي ساختار ثانویه توالی

داري ارزش طور معنیبهmiRNAساز توالی پیش.است
MFEI بالاتري نسبت بهRNA هاي غیرکدکننده پروتئینی
mRNAمثل یا کدکننده پروتئینیrRNAوtRNAمانند 

Bonnet(دارند et al., بینی براي جلوگیري از پیش.)2004
MFEIهاي کوچک RNAها از دیگر miRNAنادرست 

با MFEIشود. شاخص شاخص بسیار مطلوبی محسوب می
Yinقبلی نیز محاسبه شد (هايگزارشاستفاده از  et al.,

نوکلئوتید 41مورد نظر ما miRNAساز طول پیش).2008
محاسبه شد. با توجه به شکل 64/0نیز MFEIو شاخص 

متمایز miRNAحلقه -ساز ساقهساختار ثانویه پیش1
MFE=15.1با MFOLDکاندید در گیاه شبدر قرمز در 

شود قسمت مشاهده می1ترسیم شد. همانطور که در شکل 
ختار گیاه شبدر قرمز در قسمت حلقه ساmiRNAبالغ 
که یکی از شروط اساسی در قرار دارد miRNAساز پیش

باشد.میMFOLDترسیم ساختار ثانویه در 
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)دهدمینشانرانآبالغقسمترنگیبخش(قرمزشبدرگیاهدرمتمایزmiRNAحلقه- ساقهساز پیشساختار. 1شکل

) miR162(قرمزشبدردرجدیدمتمایزmiRNAبرايفیلوژنتیکیدرخت.2شکل
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کاندیـد بـا دیگـر    miRNAهـاي بـالغ   مقایسه تـوالی 
اي اعضاي خانواده مشابه نشان داد که اغلب اعضا درجـه 

کاندید دارند. درخت فیلوژنتیکی miRNAبالا از تشابه با 
در میان اعضاي این خانواده یـک ارتبـاط تکـاملی بـین     

miRNA   گیاه شبدر و دیگر اعضا را نشان داد. بـا توجـه
کاندید متمایز گیاه شبدر قرمز کـه در  2miRNAبه شکل 

-Zmaبیشترین شـباهت را بـا   شکل نشان داده شده است

miR162-5Pئوتیـد فسـفریلاز   نوکلکه بر روي آنزیم پلی
تأثیر داشته که این آنزیم در پاسخ به کمبود فسفات و در 

فراینــد بیوســنتزي کلروفیــل، زانتوفیــل و کــاروتن نقــش 
,aly-miR162a-5pداشت؛ همچنین شـباهت زیـادي بـا   

bra-miR162a-5p, csi-miR162-5p, ath-miR162a-

5p, داشـــــت و عملکـــــردath-miR162a-5p وcsi-

miR162-5pمونودهیــدروبــر روي پــروتئین هــدف ژن
ــکوربات ــازاسـ -aly-miR162a-5p, braو 1ردوکتـ

miR162a-5p     بر روي پـروتئین هـدف نوکلئوزیـد تـري
گذارند.فسفات هیدرولاز تأثیر می

زقرمشبدرگیاهدرمتمایزmiRNAيهاویژگی. 1جدول
هاویژگی مقدار

EST ID BB9339952

ESTطول توالی  182

miRNAساز پیشطول  41

miRNAطول بالغ  14

miRNAتوالی بالغ  UGGAGGCAGCGGUU

MFE 1/15
AMFE 36/0
MFEI 64/0

نوکلئوتیدهاي غیر مشابه 4

miRNAساز پیشتعداد نوکلئوتیدها در توالی  A=6/T=12/G=13/C=10
(A+U/T)% 44/0
(C+G)% 56/0

miRNAخانواده  miR162
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متمایز در گیاه شبدر قرمزmiRNAي هدف براي ها. فهرست پروتئین2جدول 
پروتئین هدف عملکرد بیولوژیکی شماره ژن هدف پیش بینی نوع بازدارندگی

1ردوکتازاسکورباتمونود هیدرو فعاليهاگونهتعادلبرقراري BP625957 Cleavage

چرخهدرمهمینقشاکسیژن
گلوتاتیون-اسکوربات

FES1پروتئین یک پروتئین حاوي دومین انگشت TC385258 Cleavage

DNAروي و پروتئین چسبنده به 

RHF2Aپروتئین  لیگازE3یوبی کوئیتین  TC364946 Cleavage

RNA هلیکاز وابسته بهATP RNAتعمیر و متابولیسم  TC365167 Cleavage

MFSي هاپروتئین
تسهیل کننده حرکت املاح کوچک 

از عرض غشاي سلولی CB074611 Cleavage

-ATپروتئین  hook DNAموتیف متصل به  TC364616 Translation

بحث
جدیداصلاحیابزاریکعنوانبهتوانندها میمیکروآرنا

اثرنها آکرده و برخی از عملگیاهانژنتیکیبهبوددر
تاکنون چندین زراعی دارند.عمدهصفاتتنظیمدرنیرومند

miRNAهاي بیوانفورماتیکی یا گیاهی با استفاده از رویکرد
اما هیچ توالی قابل ،زمایشگاهی شناسایی شده استروش آ

هاي miRNAدسترس و یا اطلاعات عملکردي در رابطه با 
گیاه شبدر قرمز تا این تاریخ گزارش نشده است. در این 

ن در آهاي هدف مرتبط با کاندید و ژنmiRNAمطالعه یک 
بردن به نقش براي پی.گیاه شبدر قرمز شناسایی شد

miRNAشناسایی ،هاي مختلف سلولی نیزها در عملکرد
باشد. یک مرحله مهمی میmiRNAهاي هدف ژن

،هستندهشدمختلف حفاظتهايارگانیسمها درمیکروآرنا
هدفيهاژنه است. شدبنابراین عملکردشان هم حفاظت

miRNAدر د.نگذاررشد و نمو گیاه میبر ثیر أتعمدتا ها
که miR162این مطالعه در مجموع شش ژن هدف براي 

متعلق به چندین خانواده ژنی با عملکردهاي بیولوژیکی 
بینی شده براي هاي هدف پیشآمد. ژندست مختلف بودند به

miRNAمد که آدست گیاه شبدر قرمز بیش از یک ژن به

شوند. بعضی از تنظیم میmiRNAها توسط یک این ژن
miRNAطور مستقیم فاکتورهاي رونویسی هدف و یا ها به

هاي بر رشد و نمو و همچنین ژنثیر أتطور غیرمستقیم به
مختص کنترل گیاهی را بر عهده دارند. 

ژن مونودهیدرو اسکوربات miR162یکی از اهداف 
در بیشتر گیاهان عالی دهیدرو باشد. می1ردوکتاز

طریق برقراري تعادل از (DHAR)اسکوربات ردوکتاز
- سکورباتآهاي فعال اکسیژن نقش مهمی در چرخه گونه

ي رادیکال فعالیت این ژن احیا.گلوتاتیون دارد
NADPHکمک مونودهیدرو اسکوربات ردوکتاز به

در سیتوزول، میتوکندري و آن باشد و مکان فعالیت می
,Wells & xu(باشدکلروپلاست می ). ژن هدف 1994

که کدکننده یک پروتئین حاوي دومین FES1دیگر 
و یک پروتئین Zinc finger domain)(انگشت روي
هاي هدف یکی دیگر از ژنباشد. میDNAچسبنده به 

RHF2Aکننده نوعی پروتئین نیز کدmiRNAاین 

)RING-H2 group F2A و یوبی کوئیتین لیگاز (E3 که
RHF2Aپروتئین باشد، است.در گامتوژنز دخیل می

براي ICK4KRP6ممکن است در هدف قرار دادن 
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در RHF2Aپروتئین کار رود. تخریب میوز مربوطه به
,.Liu et al)شود ان میگل بیاندام  2008).

RNAنیز miRNAهاي هدف این دیگر از ژنیکی

هاي بسیار نزیمآباشد که میATPهلیکاز وابسته به 
هاي طور اختصاصی بر همه جنبهاي هستند که بههشدحفاظت

ها یا اتصال شونده . این پروتئینتأثیرگذارندRNAمتابولیسم 
پروتئین را در یک - RNAو یا کمپلکس RNAو یا تعمیر 

هلیکاز یکی از RNAدهند. تشکیل میATPمدل وابسته به 
RNAهاي پروتئینی در متابولیسم بزرگترین خانواده

هلیکاز در RNAدر سلول اغلب عملکرد باشد.می
-Preپیرایش ، هاي اختصاصی شامل بیوژنز ریبوزومفرایند

mRNA ،بیوژنز ، ترجمهsnRNP،ره و زوال و خروج ذخی
RNA پردازش وRNAباشد (میتوکندریایی میTanner &

linder, 2001.(
Major(يهاپروتئین Facilitator Superfamily)

(MFS( از اهداف دیگرmiR162 اعضاي که یکی از
کننده تسهیلوبودههاي انتقال دهندهخانواده پروتئین

حرکت املاح کوچک از عرض غشاي سلولی در پاسخ به 
عملکرد خانواده پروتئین باشد.شیمواسمزي میشیب

MFSانتقال دارو و بعد ها و در وهله اول جذب قند
اکسیوآمینهاسیدهايالیگوساکاریدها،متابولیت،

,Marger & Saier(باشدمیهاآنیون ). ژن مورد 1993
که است AT-hookنیز پروتئین miRNAهدف دیگر این

باشد و این میDNAدر گیاهان یک موتیف متصل به 
باشد.ه و پالیندرومیک میشدموتیف بسیار حفاظت

A-Tبه شیار کوچک از نواحی غنی AT-hookپروتئین

,.Singh et al(چسبدمیDNAدر  انجام البته ). 2006
براي مقایسه و اعتبارسنجی سطوح qRT-PCRزمایش آ

هاي مختلف ن در اندامآهاي هدف و ژنmiRNAبیان 
تواند انجام شود که در این باره گیاه شبدر قرمز می
و ژن miRNAدار بین میزان بیان همبستگی منفی معنی

تأیید ن در اندام خاص گیاه شبدر قرمز گواه بر آهدف 
شد.بادر گیاه شبدر قرمز میmiRNAاین 
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Abstract
MicroRNAs (miRNAs) are a group of 18_22 nucleotides long noncoding small endogenous

that derived from its precursor sequence and evolutionary conserved post-transcriptional
regulatory RNAs, which show an enormous role in various biological and metabolic processes
in both animals and plants. MiRNA detection methods including microarray, qRT-PCR ,
northern blot and bioinformatics methods in which the easiest and cheapest way to identify
miRNA is bioinformatics method. A bioinformatics approach was used to identify potential
miRNA in red clover. EST-based homology search was applied to find potential miRNA of red
clover. We blasted publicly available EST sequences obtained from NCBI GenBank against
previously known plant miRNAs. A total of six miRNA target genes based on their
complementary sequences were also detected. Target genes encoding mono dehydro ascorbate
reductase 1 play an important role in maintaining balance in the cycle of reactive oxygen
species ascorbate-glutathione, FES1 proteins that contain zinc finger domain binding DNA,
RHF2A gene encoding E3 ubiquitin-protein ligase involved in the positive regulation of the
gametogenesis progression, RNA helicase ATP-dependent is involved in the RNA repair and
metabolism, Major facilitator superfamily (MFS) is a superfamily of membrane transport
proteins that facilitate movement of small solutes across cell membranes in response to
chemiosmotic gradients, AT-hook DNA binding motif protein.

Keywords: Bioinformatics, EST, homology search, miRNA, target genes


