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مقدمه
ارزش زنبور عســل و نقش آن در گرده افشانی و بارور ساختن محصولات 
کشــاورزی و گونه های مختلف گیاهی )زراعــی، باغی و مرتعی( و همچنین 
کاربردهای فراوان محصولات آن مانند عسل، موم، بره  موم، ژله رویال، گرده 
و زهر به عنوان مواد خوراکی، دارویی، آرایشی و بهداشتی در سطوح مختلف 
تولید و مصرف خانگی و صنعتی بر همگان شــناخته شــده است. از ابتدای 
آفرینش گیاهان و حشرات، پیوند نزدیکی بین آن  ها برقرار شده که تکامل و 
بقاء آن  ها را تضمین می کند. به عبارت دیگر، گیاهان برای تولیدمثل، انتشار 
و پایداری خود، به گرده  افشانی وابسته  اند. از سوی دیگر، حشرات گرده  افشان 
مانند زنبور عســل نیز برای تغذیه از شــهد و گرده گل  ها به آن  ها وابســته 
می  باشند )عبادی و احمدی، 1383(. در آزمایشات مختلف برای تعیین نقش 
عوامل مختلف در گرده  افشانی گیاهان، مشخص شده که یک درصد مجموع 
گرده  افشــانی ها توسط باد، شش درصد آن توسط بقیه حشرات منهای زنبور 
عسل و 93 درصد باقیمانده را زنبورعسل به تنهایی انجام می  دهد. همچنین 
در بررســی  های مختلف ارزش گرده  افشــانی زنبورعســل را از حدود 60 تا 
143 برابر ارزش تولیدات مســتقیم آن برشــمرده  اند )امانی، 1392(. امکان 
تنظیم بیان ژن بین فرمانروهــای1 مختلف از طریق miRNA های خوراکی 
می  تواند سود ویژه  ای در رابطه متقابل گیاهان و گرده افشان  های آن  ها داشته 

1- Kingdom



نحوه ردیابی و تأیید miRNA های گیاهی در بدن زنبورعسل تغذیه شده با آن گیاه

نشریه  فنی
2

 باشــد. گیاهان می  توانند بیان ژن حشرات گرده افشــان را از طریق انتقال
RNAهــای کوچک کنترل کنند. زنبور عســل یکی از مهمترین حشــرات 

 گرده افشــان می  باشــد که میتواند مدل بهتری در زمینــه  ی انتقال غذایی
باشــد  ایــن حشــره  و  بیــن گیــاه  تعامــل   RNAهــای کوچــک در 

.)Waster et al., 2006(
میکرو RNA  ها، RNA  های کوچک غیر کدکننده  ای هســتند که تقریباً 
19 تا 24 نوکلئوتید طول دارند. در میان RNA  های کوچک شــناخته شده، 
میکرو RNA  ها بهترین گروه طبقه  بندی شــده به لحاظ تعداد، تنوع، روش 
بیان و عملکرد هســتند. این RNA  های کوچک غیر کد کننده تنظیم بیان 
ژن  ها را با متصل شــدن به چارچوب خوانش باز  یا ناحیه ترجمه نشــده  ی1  
mRNA  هــای مخصوص با تجزیه و یا جلوگیــری از ترجمه mRNA هدف 

انجام می  دهند )Bartel, 2004(. در مطالعه  ای نشــان داده شــده است که 
حدود 60 درصــد ژن  های کد کننده  ی پروتئین توســط miRNA  ها مورد 

.)Friedman et al., 2009( هدف قرار گرفته و تعدیل می  شوند
فرآیندهــای  از  بســیاری  در  کلیــدی  نقــش  دارای  miRNA  هــا 

 بیولوژیکــی شــامل تکوین، تمایز ســلولی، تکثیر و آپوپتوز و... می  باشــند 
)Rusek et al., 2015(. پیشــرفت  های روز افــزون نشــان می  دهنــد که 
miRNA  هــا عــاوه بر نقــش اندوژنــوس2، دارای نقش اگزوژنــوس3 نیز 

می  باشند. miRNA های گیاهی به وسیله  ی چندین مسیر اگزوژنوس درون 
4 )اجسام سیتوپاسمی5(، 

 P ســلولی و انتقال بین سلولی از طریق اجســام

1- Untranslated region (UTR)
2- Endogenous
3- Exogenous
4- P bodies
5- Cytoplasmic bodies
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 اجســام چندگانه  ی وزیکولــی1 و اندوزوم ها2، به حیوانات منتقل می  شــوند 
.)Hunther et al., 2008; Cocucci et al., 2009(

 miRNA  هــای اگزوژنوس گیاهی اهداف مکمل خــود را در حیوانات پیدا 
کرده و فرآیندهای رونویســی یا پس از رونویســی را در آن  ها تعدیل می  کنند. 
فعل و انفعالات بین گونه ای شــکل گرفته به وســیله  ی miRNA  ی گیاهی و 
 mRNA میزبان ممکن هســت منجر به تغییرات بیان ژنتیکی در میزبان شود 

)Sanchita et al., 2018(. تا به امروز، انتقال RNA  های کوچک حاصل از رژیم 
 غذایی در بین گونه  های مختلف در مهره داران )Zhang et al., 2012) و بی  مهرگان 
(Ivashuta et al., 2015; Wang et al., 2018 ( نشان داده شده است. مطالعات اخیر 

حاکی از انتقال موفقیت آمیز RNA  های کوچک از طریق غذا به بدن شماری از حشرات 
 بوده که منجر به تنظیم بیان ژن آن  ها و نهایتاً تغییر شکل فنوتیپی حشره می  شود 
)Li et al., 2011; Ashby et al., 2016(. در همین راستا، در مطالعه  ای گزارش 
شــد که miRNA  های گیاهی موجود در غذای لارو زنبور عسل با تنظیم بیان 
 ژن آن، سرنوشــت لارو را به ســمت زنبور ملکه یا زنبور کارگر تعیین می  کند 
)Zhu et al., 2017(. فرضیه انتقــال و فعالیت  های تنطیمی میکرو RNA  های 
غذایی در حیوانات هنوز چالش برانگیز هســت. به طوری که مطالعات بســیار 
محدودی در مورد نقش مصرف خوراکی miRNA  ها در زنبورعســل به عنوان 
یک گرده افشــان مهم در صنعت کشــاورزی و اکوسیستم طبیعی انجام شده 
اســت. بنابراین شناســایی miRNAهای گیاهی در بافت بدن زنبور عســل و 
 نقش تنظیمی آن ها در بیان ژن ها و مکانیسم های مولکولی درگیر، حائزاهمیت 

فراوان می باشد. 

1- Multi vesicular bodies (MVBs)
2- Endosomes



نحوه ردیابی و تأیید miRNA های گیاهی در بدن زنبورعسل تغذیه شده با آن گیاه

نشریه  فنی
4

عملیات صحرایی:
جمع آوری گرده

برای سهولت ردیابی miRNAهای گرده در بدن زنبور عسل تغذیه شده 
با آن، بهتر اســت از گرده تک گل استفاده شود بدین صورت که گیاه مورد 
نظر، پوشــش گیاهی غالب منطقه مورد مطالعه باشد. به منظور جمع آوری 
گرده، بعد از اطمینان از سالم بودن کندوهای زنبورعسل از هرگونه بیماری 
باکتریایی، قارچی و ویروســی، همزمان با گلدهی گیاه مذبور، تعدادی کندو 
به مجاورت منطقه مورد مطالعه منتقل شــده و در روزهای اوج گلدهی آن 
گیــاه، تله گرده در ورودی کندوها نصب و گرده به محض جمع آوری در تله 
گرده، برداشت شده و به تانک ازت منتقل شد. بعد از انتقال نمونه  ها  ی جمع 
  آوری شــده با تانک ازت از مزرعه به آزمایشگاه، نمونه  های گرده با استفاده 
از محلول ترایزول1 هموژنیزه می شوند و برای آنالیز، در دمای منفی هشتاد 
درجه ســانتی  گراد نگهداری می شــوند. هموژنیزه نمونه  های گرده با روش 

مکانیکی صورت می گیرد. 

1- Trizol Invitrogen
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جمع  آوری زنبور عسل برای انجام آزمایشات تغذیه ای 
برای انجام آزمایشــات تغذیه ای زنبور، از قفس   هایی دارای ابعاد خارجی 
15×11×15 ســانتی  متر که به جز قســمت جلویی بقیه  ی قسمت  های آن 
از چوب ســاخته شده استفاده می شود. قســمت جلویی قفس  ها از صفحه 
هشت مشی )عرض سلول  های صفحه 1/5 میلی  متر( درست شده و به منظور 
گذاشــتن زنبورهای جمع  آوری شــده در داخل قفس، یکی از طرفین قفس 
حالت کشویی دارد و همچنین قطعه  ای از شان خالی برای استراحت زنبورها 
در داخل قفس تعبیه می شــود. به منظور تغذیه زنبورهای داخل قفس، دو 
سوراخ در قسمت بالایی قفس  ها برای گذاشتن تیوپ تغذیه و آب تعبیه شده 

است )شکل 1 و 2(.
در مطالعات قبلی مشــخص شــد که از بین زنبورهای کندو با ســنین 
 مختلف، زنبورهای پرســتار جوان بیشــترین مقدار مصرف گــرده را دارند 
)Masood et al., 2016( لــذا برای بالا بردن احتمال ردیابی miRNAهای 
گیاهی در بدن زنبور عسل تغذیه شده با گیاه مورد نظر، زنبور پرستار جوان 
بهترین گزینه می باشــد. بدین منظور زنبورهایی که روی قاب لارو جوان در 
حال غذا دادن به لاروها هســتند جمع آوری و به قفس های آزمایشی منتقل 
می گردد )شکل 1 و 2(. برای آزمایشات تغذیه  ای قفس  های حاوی زنبورهای 
پرســتار در طبقه   بالای کندو مطابق شــکل 3 قرار داده می شود تا شرایط 

طبیعی کندو )فرمون ملکه، دما و رطوبت( در حین آزمایش فراهم باشد.
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شکل 1- جمع آوری زنبورهای پرستار از روی قاب لارو جوان و انتقال آن به داخل قفس
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بــه منظور طراحی مناســب ترین روش انجام آزمایشــات تغذیه ای برای 
ردیابی miRNAهای گیاهی در بدن زنبور عسل تغذیه شده با آن گیاه، باید 
گروه تیمار و کنترل را در نظر گرفت. بدین ترتبیب در گروه تیمار زنبورها با 
گرده مورد مطالعه تغذیه شــدند و در گروه کنترل زنبورها در طول آزمایش 
با شربت شکر تغذیه شدند. در مطالعات معمول توالی یابی RNA، حداقل از 
سه تکرار بیولوژیکی استفاده می شود لذا از شش عدد کندو برای جمع  آوری 
زنبور پرستار و تغذیه   تحت شرایط کنترل شده استفاده گردید. بدین منظور 

شکل 2- نمونه  ای از قفس  های مورد مطالعه و تیوپ  های آب و شربت تعبیه شده در آن 
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حدود صد عدد زنبور جــوان از هر کدام از کندوها به داخل قفس  ها منتقل 
شــد. سه عدد از قفس  ها بعنوان کنترل و ســه عدد نیز بعنوان تیمار تغذیه 
شــده با گرده گیاه مورد مطالعه در نظر گرفته شــد. به منظور شستشــوی 
دســتگاه گوارش زنبوران، همه  ی تیمارها به مدت 48 ساعت با شربت شکر 
تغذیه شــدند، بعد از آن برای تشــویق تغذیه بعدی حدود 3 ساعت زنبورها 
گرسنه نگه داشته شده و در 24 ساعت بعدی زنبوران گروه کنترل همچنان 
با شربت شــکر و گروه تیمار با محلول 30 درصد شــکر و 70 درصد گرده 
مورد مطالعه تغذیه شــدند. همانطور که در شــکل 2 مشاهده می  شود برای 
هر کدام از قفس  ها، دو تیوپ برای تغذیه و آب دهی تعبیه شــده بود. بعد از 
آماده کردن محلول تغذیه مورد نظر برای هر کدام از قفس  ها، محلول آماده 
در تیوپ ها ریخته شــده و سپس در تیوپ با چسب پارافیلم مطابق شکل 3 
بسته و با سوزن نازک چند عدد سوراخ ریز ایجاد شد. طوریکه موقع تغذیه  ی 
زنبور از تیوپ با برخورد سر زنبور، مایع از آن قطره قطره بیرون می ریخت. 
بعد از اتمام آزمایشــات تغذیه ای، با اســتفاده از سرما زنبورهای تغذیه داده 
شده بیهوش شده و از بافت شــکمی زنبورها، قسمت روده میانی1 برداشته 
شــده و تمامی نمونه ها در داخل محلول ترایزول هموژنیزه و در دمای منفی 

80 درجه ذخیره شدند. 

1- midgut
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       شکل 3- آماده سازی محلول گرده و شکر برای تغذیه ی   زنبورهای محصور شده در قفس
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عملیات آزمایشگاهی 
RNA استخراج

اســتخراج RNA با اســتفاده از کیت miRNeasy mini Kit از شرکت 
 کیــاژن1 و طبق دســتورالعمل انجام شــد. ابتــدا 700 میکرولیتر محلول

QIAzol Lysis Reagent بــه هر کدام از نمونه  هــا اضافه کرده و با میله  ی 

شیشه  ای هموژنیزه کرده و به مدت 5 دقیقه در دمای اتاق )15 تا 25 درجه 
سانتی  گراد( انکوبه شدند، سپس 140 میکرولیتر کلروفرم به آن اضافه کرده 
و در تیوپ را محکم بسته و به مدت 15 ثانیه تکان داده  شدند. در مرحله بعد 
نمونه  ها به مدت 2 الی 3 دقیقه در دمای اتاق انکوبه شــده و سپس به مدت 
15 دقیقه در دمای 4 درجه ســانتی  گراد با نیروی g ×12000  سانتریفیوژ 
شــدند. آن گاه مایع رویی را به تیوپ جدیدی منتقل کرده و از انتقال مایع 
میانی جلوگیری شــد. و حدود 525 میکرولیتــر اتانول 100 درصد به مایع 
اضافه کرده و کاماً مخلوط شــد. در مرحله  ی بعد حدود 700 میکرولیتر از 
 RNeasy® Mini column محلول را به تیوپ  های فیلتــردار 2 میلی لیتری
  8000× g منتقــل و به مدت 15 ثانیــه در دمای اتاق با نیروی بیشــتر از
سانتریفیوژ شد و مایع رویی حذف شد. این مرحله  ی سانتریفیوژ برای محلول 
باقی  مانده دوباره تکرار شد. سپس حدود 700 میکرولیتر بافر RWT به تیوپ 
 RNeasy Mini column اضافه کرده و به مدت 15 ثانیه با نیروی بیشتر از

g × 8000 ســانتریفیوژ کرده و مایع رویی دور ریخته شد. در مرحله  ی بعد، 
500 میکرولیتر بافر RPE به تیوپ فیلتردار RNeasy Mini column اضافه 
کرده و به مدت 2 دقیقه با نیروی بیشتر از g ×8000 سانتریفیوژ شد. تیوپ 
RNeasy Mini column را به تیــوپ جدید 1/5 میلی لیتری منتقل کرده 

1- (Qiagen, Valencia, CA, USA)



نحوه ردیابی و تأیید miRNA های گیاهی در بدن زنبورعسل تغذیه شده با آن گیاه

نشریه  فنی
11

و 30 تا 50 میکرولیتر آب عاری از RNase مســتقیماً به وسط تیوپ ریخته 
  8000× g شد و سپس در آن را بسته و به مدت 1 دقیقه با نیروی بیشتر از

  .)Masood et al., 2016( برای شستشو سانتریفیوژشد

تعییین کمیت و کیفیت RNA استخراج شده
 تخریب و آلودگی RNA روی ژل آگارز یک درصد انجام شد.

نانوفتومتــر  اســپکتروفتومتر  از  اســتفاده  بــا   RNA خلــوص   
 ))NanoPhotometer® spectrophotometer )IMPLEN, CA, USA(

صورت گرفت.
 ®Qubit® RNA Assay Kit in Qubit با اســتفاده از کیت RNA غلظت 

.)Life Technologies, CA, USA( انجام شد Flurometer 2,0
RNA Nano 600 As- بــا اســتفاده از کیــت RNA 1یکپارچگــی 

گرفــت  انجــام   say of the Agilent Bioanalyzer 2100 system 

 .)Agilent Technologies(
برای تهیه  ی کتابخانه small RNA ها، غلظت نمونه  ها باید بیشــتر از 2 
میکروگرم بوده، )RNA integrity number (Agilent 2100 برای نمونه  های 

گیاهی بیشتر از 7 و برای نمونه  های حیوانی بیشتر از 7/5 باشد. 
نســبت 260 به 280 که به منظور بررســی خلوص RNA با استفاده از 
نانودراپ محاســبه می  شود باید در محدوده 1/8 تا 2/2 باشد. کاهش در این 
نســبت نشــان دهنده حضور پروتئین، فنول و یا سایر ناخالصی  ها می  باشد. 
همچنین نسبت 230 به 260 باید بیشتر از 1/8 باشد و کمتر از این محدوده 

نشان دهنده وجود آلودگی در نمونه RNA است. 
1- RNA integrity
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 small RNA آماده  سازی کتابخانه  ها برای توالی  یابی
حــدود 3 میکروگــرم از RNA کل از هر نمونه بــرای تهیه  ی کتابخانه 
 Small RNA بــکار مــی رود. توالــی یابــی کتابخانه  هــا بــا اســتفاده از

  ®NEBNext® Multiplex Small RNA Library Prep Set for Illumina 

)NEB, USA( ایجاد می شــود. بر طبق توصیه  ی شــرکت سازنده، کدهای 
شــاخص به توالی  های هر نمونه اضافه می شــود. به طــور خاصه، آداپتور 
 miRNA، siRNA 3' به طور مســتقیم و اختصاصی به انتهای SR '3 NEB

و piRNA می چســبد. بعد از واکنش اتصــال '3، پرایمر SR RT به آداپتور 
SR '3 اضافی هیبرید می  شــود )که بعد از واکنش اتصال '3 آزاد می  ماند( و 
آداپتور DNA تک رشــته ای به مولکول DNA دو رشته ای تبدیل می شود. 
این مرحله برای جلوگیری از تشــکیل آداپتور- دایمر مهم هســت. عاوه بر 
آن، dsRNA  ها برای اتصال به واســطه  ی T4 RNA لیگاز بســتر نمی  شوند 
و بنابرایــن به آداپتورSR ´5  در مرحله اتصال بعدی نمی  چســبند. آداپتور 
انتهای '5 بــه انتهای miRNA،siRNA ´5 و piRNA می  چســبد و اولین 
رشته cDNA با استفاده از رونویسی معکوسRNaseH-) M-MuLV( سنتز 
 LongAmp Taq 2X Master Mix، SR با استفاده از PCR می  شود. تکثیر
 PCR پرایمر انجام می شــود. محصولات )X( پرایمر برای ایلومینا و ایندکس
روی ژل پلی اکریل  آمید 8 درصد خالص ســازی می شــوند )100ولت و 80 
دقیقــه(. قطعه های 140 تا 160 جفت باز DNA )طول RNA های کوچک 
غیر کد کننــده بعاوه آداپتورهای '3 و '5( در بافر شستشــو 8 میکرولیتر 
بازیابی و حــل می شــوند )Gharehdaghi et al., 2021(. در آخر، کیفیت 
کتابخانه روی سیستم Agilent Bioanalyzer 2100 با استفاده از تراشه  های 

DNA با حساسیت باالا سنجش می شود )شکل 4(.
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خوشه بندی1 و توالی  یابی
 cBot خوشه بندی نمونه های کدگزاری شده شاخص روی سیستم ایجاد
 TruSeq SR Cluster Kit v3-cBot-HS (Illumia( با اســتفاده از cluster

طبق دســتورات شرکت سازنده ایجاد شــد. بعد از ایجاد کاستر، کتابخانه 
آماده سازی شــده روی پلت فرم ایلومینا Hiseq 2500/2000 و خوانش  های 
.)http://en.Novogene.com/( توالی یابی شدند single-end 50 جفت باز

1- Clustering

                       شکل 4- مراحل تهیه کتابخانه RNA  های کوچک
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آنالیز بیوانفورماتیکی داده ها
تجزیه و تحلیل مقدماتی توالی  ها

خوانش های انجام شــده توســط دســتگاه توالی  یابــی، توالی  های خام1 
نامیده می  شــوند. بــه طور کلی، دو نــوع خوانش اضافی بایــد از داده  های 
خــام miRNAseq حذف شــوند: آداپتورهای تعیین توالــی و خوانش  های 
بــا پیچیدگی پاییــنMartin and Wang., 2011( 2(. یکی از نرم افزارهای 
 مورد اســتفاده برای کنتــرل کیفیت داده  ها نرم افزار FASTQC می باشــد 
)Schmiedder and Edwars., 2011(، از نرم افــزار Trimmomatic برای 
پیرایــش داده  ها، حذف بازهای با کیفیت پایین و حذف توالی  های ســازگار 
شــده )آداپتوری( استفاده می شود )Bolger et al., 2014(. به طور خاصه، 
داده  های پــاک بعد از حذف توالی  های آداپتورها، توالی Poly-N، توالی  های 
با کیفیت پایین و خوانش  هایی با طول نوکلئوتیدی کمتر از 16 و بیشــتر از 

30 نوکلئوتید به دست می آید. 

حاشیه نویسی3 توالی  های پاک با استفاده از نرم افزار یونیتاس4  
 پــس از دریافــت آخریــن نســخه نــرم افــزار یونیتــاس از ســایت

انجام  RNAها  طبقه بنــدی   ،https://sourceforge.net/projects/unitas/
می شــود. هدف از انجام حاشیه نویسی در مطالعات این چنینی، شناسایی و 
 حذف ســایر RNAهای کوچک به غیــر از میکرو RNA ها از داده  های مورد 

آزمایش می  باشد.

1- Raw Reads
2- Law-complexity reads 
3- Annotation
4- Unitas
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این مرحله برای داده  هــای گرده مورد مطالعه و تیمارهای مختلف زنبور 
عسل هر کدام با سه تکرار بیولوژیکی به طور جداگانه انجام می شود.

پیش  بینی miRNA  ها در گرده مورد مطالعه
شناسایی miRNA  های شناخته شده1 در گرده مورد مطالعه

بعد ازحاشــیه نویســی داده  های RNAهای کوچک گــرده مورد نظر با 
نرم افــزار یونیتــاس، از خروجی نرم  افزار برای هــر مجموعه داده  ی ورودی، 
مجموع خوانش های مربوط به میکروRNAهای شناخته شده در گونه مورد 
نظــر که در داده مــورد آزمایش موجود هســت، میکروRNAهای حفاظت 
شــده که در ســایر گیاهان به غیر از گونه مورد آزمایش شناســایی و ثبت 
شــده و میکروRNAهای شناســایی نشــده که در واقــع میکروRNAهای 
جدید می  باشــد برداشــته شــده و برای آنالیز بعدی با هم ادغام شدند. به 
عبارت دیگــر، از داده RNAهای کوچک گرده مــورد مطالعه، خوانش  های 
دیگر به غیر از میکروRNAها حذف شدند. برای شناسایی میکروRNAهای 
شناخته شــده، فایل ادغام شــده  ی حاصل ازخروجی یونیتاس را با آخرین 
miRBase های گیاهی دریافت شــده از پایگاه دادهRNAنســخه از میکرو 
همردیفــی ابــزار  توســط   (http://www.mirbase.org/,Release 22( 

  Bowtie (v1.1.2) بــا در نظــر گرفتــن حداکثــر یــک عــدم تطابــق2 
همردیــف می شــوند. در اثر این همردیفی دو پوشــه به دســت می  آید که 
 پوشــه اول شــامل آن دســته از میکروRNAهای داده مورد آزمایش که با 
 miRBase داده  پایــگاه  از  شــده  دریافــت  گیاهــی  میکروRNAهــای 

1- Known miRNAs
2- Mismatch
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 منطبــق شــده  اند، بــه عبــارت دیگــر ایــن میکروRNAهــا متعلق به 
 میکروRNAهای حفاظت شده در گیاهان می  باشد. پوشه دوم شامل آن دسته از 
میکروRNAهایی هستند که با میکروRNAهای گیاهی دریافت شده منطبق 

نشدند که در واقع میکروRNAهای جدید در گونه موردنظر می  باشند.

پیش  بینی miRNA  های جدید در گرده مورد مطالعه
آن دســته از خوانش  هایی که با میکروRNAهای گیاهی دریافت شــده 
از پایگاه miRBase همردیف نشــدند بــرای پیش  بینی miRNA  های جدید 
درگــرده مورد مطالعه به کار می روند که بدین منظور با توجه به اینکه گرده 
مورد مطالعه از کدام گیاه هست و آیا ژنوم آن شناخته شده است یا خیر، باید 
از مناسب ترین نرم افزار پیش بینی کننده miRNA  های گیاهی استفاده کرد. 

ردیابی miRNAهای گیاهی در بافت بدن زنبور عســل تغذیه شده با گرده 
گیاه موردنظر

برای ردیابی miRNAهای گرده مورد مطالعه در بافت بدن زنبورعســل 
تغذیه شده با آن، بدین طریق عمل می شود:

1- حاشــیه نویســی داده  های RNAهــای کوچک تیمارهــای مختلف 
زنبورعسل به منظور حذف سایر RNAهای کوچک به غیر از miRNAها از 

داده های توالی یابی شده
2- حذف miRNAهای شــناخته شده و حفاظت شده در زنبورعسل: به 
منظور حذف miRNAهای شناخته شــده و محافظت شده در زنبورعسل، 
داده  های تیمارهای مختلف با آخرین نســخه از miRNAهای شناخته شده 
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 )http://www.mirbase.org/,Release 22) miRBase حشرات که از پایگاه داده
دریافت می شوند با استفاده از ابزار همردیفیBowtie v1.1.2  و حداکثر یک 

عدم تطابق همردیف می شوند.
3- در مرحلــه بعــد، بــرای حذف miRNAهــای جدید زنبورعســل، 
 خوانش  هــای منطبق نشــده بــا miRNA حشــرات با ژنوم زنبورعســل 
 (ftp://ftp.ensemblgenomes.org/pub/metazoa/release- 45/fasta/apis_mellifera/dna)

همردیف می شود.
4- در مرحلــه آخر برای ردیابی miRNAهای گیاهی در بافت زنبور عســل 
تغذیه شــده با آن گیاه، خوانش  هایی که با ژنوم زنبور عســل همردیف نشدند با 
miRNAهای شناسایی شده گرده مورد مطالعه، همردیف شده و منجر به ردیابی 

miRNAهای گیاهی در تیمار زنبور عسل تغذیه شده با آن گیاه خاص می گردد. 

 
پیش  بینی ژن  های هدف برای miRNA  های گیاهی منتقل شده از طریق غذا 

به بدن زنبورعسل
بــرای پیش  بینی ژن  هــای هدف miRNA  ها، بخــش 'UTR  3 ژن  های 
گــزارش شــده  ی زنبورعســل و برای ژن  هایــی کــه 'UTR  3 پیش  بینی 
شــده ندارند 500 جفت باز پایین دســتی کدون توقف، انتخاب می شــوند 
)Ashby et al., 2016(. پیشــنهاد می شــود بــرای حداقــل کــردن اثــر 
 مثبــت کاذب، از ســه نــرم افــزار پیش  بینــی ژن  هــای هــدف از قبیل:

،(Kertesz et al., 2007) PITA

Miranda (Enright et al., 2003) و 

آزاد انــرژی  بــا حداکثــر   (Rehmsmeier et al., 2004) RNAHybrid 
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kcal/mol 15- اســتفاده شــود. ژن  هایی که توســط حداقل دو مورد از 

نرم  افزارهای پیش  بینی کننده تأیید شــوند بعنــوان ژن هدف نهایی در نظر 
گرفته می شود. 

)Pathway Analysis( و آنالیز مسیر )GO( آنالیز هستی شناسی ژن
آنالیزهــای GO یک راه جدید برای درک عمیق تــر بیان و عملکرد ژن 
را فراهــم می کند که مــی تواند در زمینه اســتراتژی انتخاب ژن مبتنی بر 
کیفیت مورد اســتفاده قرار گیــرد )Fruzangohar et al., 2014(. ابزارهای 
متعــددی برای انجام آنالیز GO در دســترس می باشــند کــه از آن جمله 
 EasyGO، GOminer، GOstat، GOToolBox، topGO، GSEA می توان
و DAVID را نــام برد )Soldatos et al., 2015(. آنالیز هســتی شناســی 
ژن با اســتفاده از یک مدل آماری انجام می شــود که ایــن مدل ها عبارتند 
 از hypergeometric، توزیــع نرمال، توزیع کای اســکوئر و آزمون فیشــر 
)Khatri and Draghici, 2005(، اما معمولاً آزمون فیشــر قضاوت در مورد 
اینکه تفاوت مشاهده شــده معنی دار است یا نه مورد استفاده قرار می گیرد 
و در انتهای آنالیزمقدار p-value برای هر ترم GO محاســبه می شود سپس 
ترم های GO که به طور معنی داری افزایش حضور نشــان داده اند برای شرح 
ویژگی های عملکردی مشــترک بین مجموعه ژن ورودی مورد استفاده قرار 

.)Soldatos et al., 2015( می گیرد
آنالیز مســیر معمولاً با هدف غنی سازی ژن و نمایش اطاعات عملکردی 
آن ها و آشــکار ســاختن مکانیســم های بیولوژیکی هدایت شده توسط این 
ژن ها، انجام می شود. آنالیز مسیر نه تنها مسیرهای بیولوژیکی یک مجموعه 



نحوه ردیابی و تأیید miRNA های گیاهی در بدن زنبورعسل تغذیه شده با آن گیاه

نشریه  فنی
19

خاص از ژن های بیان شده را دنبال می کند بلکه روابط بین این ژن ها را نیز 
مشخص می کند.

اعتبارسنجی نتایج حاصل از آنالیز بیوانفورماتیکی با روش آزمایشگاهی
RT-qPCR

در صورت ردیابی miRNAهای گیاهی تغذیه شده در بافت زنبور عسل 
بــا روش  NGS، برای تأیید نتایج حاصل می تــوان از روش های مختلفی 
اســتفاده کرد. یکی از روش های استفاده شده qRT-PCR می باشد. برای 
-miDETECT A TRACKTM miRNA qRT از کیت RT-qPCR انجام 
 PCR Starter (RiboBio Co., Ltd., Guangzhou, China)

اســتفاده می شــود. برای رونویســی معکــوس )RT( از آغازگر برگشــت 
miDETECT A TRACK TM Uni-RTعمومــی توالــی   دارای 

 qPCR و برای (Guangzhou RiboBio Co., Ltd., Guangzhou, China)

از آغازگر رفت دارای توالی اختصاصی و آغازگر برگشت دارای توالی عمومی 
 miDETECT A TRACK TM Forward Primer and Uni-Reverse

Primer استفاده می شود.
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Real time PCR مراحل انجام واکنش
 (Poly (A) Tailing) A دم پلی

به منظور جلوگیری از تخریب محصول تمامی مراحل آماده ســازی روی 
یخ انجام می شود. 

Poly (A) Tailing جدول 1- مواد لازم برای واکنش

بعد از مخلوط کردن مواد بر اســاس جدول 1 به مدت 1 ساعت در دمای 
37 درجه سانتی  گراد نگهداری کرده و سپس تا شروع مراحل بعدی در دمای 

80- درجه سانتی گراد ذخیره می گردد.

واکنش رونویسی معکوس 

 تمامــی مراحــل واکنش روی یــخ و بر اســاس نســبت های جدول2 
آماده سازی می گردد.
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برای انجــام واکنش، مخلوط حاصل به مدت یک ســاعت در دمای 42 
درجه ســانتی  گراد نگهداری و سپس به مدت 10 دقیقه در دمای 72 درجه 
سانتی  گراد انکوبه می شود. بعد از تمام شدن واکنش، cDNA به دست آمده 
برای استفاده در مراحل بعدی به فریزر با دمای منفی 20 درجه سانتی گراد 

منتقل می شود.

RT-qPCR واکنش 

بر طبق جدول 3 مقدار و نوع مواد مصرفی آماده می گردد.

cDNA جدول 2 - مواد لازم برای واکنش تهیه

qPCR جدول 3-مواد لازم برای واکنش
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واکنش در یک پلیــت 96 چاهکی طبق برنامه حرارتی در جدول3 و در 
سه مرحله انجام شد.

 RiboBio, به وسیله RT-qPCR های استفاده شده درmiRNA آغازگرهای
Co., Ltd سنتز می شود و توالی  های پرایمرها از نظر تجاری محدود می شوند. 

محصولات حاصل از RT-qPCR با اســتفاده از یک آغازگر رفت اختصاصی 
برای هر miRNA و آغازگر برگشت universal تکثیر می شوند. برای هر یک 
از نمونه  ها ســه تکرار تکنیکی در نظر گرفته می شود، و از یک ژن کنترل  گر 
داخلی مانند اکتین )پرایمر رفت: TGCCAACACTGTCCTTTCTG و 
پرایمر برگشــت: AGAATTGACCCACCAATCC( برای نرمال سازی 
نتایج حاصل از این مرحله به دلیل بیان نســبی یکســان در تیمار و کنترل 
استفاده می شود. الگوی بیان نسبی miRNA  ها با روش CT و ΔCT محاسبه 

 .)Schmittgen et al., 2008( می شود

Real time PCR جدول 4- چرخه دمایی واکنش
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نتیجه گیری کلی:
وجود رابطه مستحکم بین گیاهان و حشرات گرده افشان آن ها مخصوصاً 
زنبور عســل به عنوان مهمترین حشره گرده افشــان در صنعت کشاورزی و 
اکوسیســتم طبیعی از یک ســو و بحث مطرح شــدن انتقال و فعالیت  های 
تنظیمی miRNAهای غذایی در موجودات مختلف در طول دهه گذشــته 
ازسوی دیگر، محققان زنبور عسل را ترغیب به گردآوری و تدوین چهارچوب 
 مشــخص در جهت کشــف ابعاد جدیدی از ارتباط حشــرات گرده افشــان

)زنبور عسل( و گیاه میزبان آن کرد. 
مطالعات بســیار محدودی در مورد نقش مصرف خوراکی miRNAها در 
زنبورعســل بعنوان یک گرده افشان مهم در صنعت کشاورزی و اکوسیستم 
طبیعی انجام شــده است. امکان تنظیم بیان ژن بین فرمانروهای مختلف از 
طریق miRNAهای خوراکی، می  تواند سود ویژه  ای در رابطه متقابل گیاهان 
و گرده  افشــان  های آن  ها داشته باشــد طوری که گیاهان می  توانند بیان ژن 
حشرات گرده افشــان را از طریق انتقال RNAهای کوچک کنترل کنند که 
با توجه به نقش حیاتی زنبور عســل در گرده افشــانی گیاهان، این حشره 
می  توانــد به عنوان مــدل بهتری در این زمینه مطرح شــود. بنابراین نتایج 
حاصل از تأیید رابطه مولکولی بین زنبور عســل و گیاه میزبان می تواند گام 
تازه ای برای پیشــبرد برنامه های اصاح نژادی زنبور عسل در جهت بهبود 
تولیــدات آن، افزایــش ایمنی بدن در مقابل انــواع بیماری ها و غیره به کار 

گرفته شود.
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