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شود، مانند دیگر ترین منابع روغن و پروتئين در جهان شناخته میعنوان یکی از مهمسویا که به

های کمبود فسفر و نيتروژن که های غيرزیستی متنوعی مانند تنشهای گياهی در معرض تنشگونه

های ر دارد. رونوشتکننده رشد و ميزان توليد محصول هستند قراهای محدوداز جمله تنش

شوند، نقش مهمی را در پاسخ کننده شناخته میرمزهای جدید غير عنوان رونوشتحلقوی که به

های حال، چگونگی بيان رونوشتاینعهده دارند. بازیستی برغيرهای زیستی و گياهان به تنش

است. در این حلقوی در پاسخ به تنش کمبود فسفر و نيتروژن هنوز به طور دقيق مشخص نشده 

برداری از نمونه و شد های مختلف کمبود فسفر و نيتروژن کشتتحت تنشمطالعه بذرهای سویا 

و ها از نمونه. پس از استخراج ترانسکریپتوم شدترانسکریپتوم انجام  جهت استخراج ریشه گياهان

 یابی انجاموالیبا استفاده از نسل جدید ت یابیتوالیآزمایش ، هااطمينان از کميت و کيفيت آن

ها مورد ارزیابی قرار گرفت و یابی، کيفيت داده. پس از دریافت نتایج حاصل از توالیشد

ند. در نهایت نحوه و الگوی بيان شدهای حلقوی با استفاده از پنچ روش مختلف شناسایی رونوشت

ت. نتایج ها مورد بررسی قرار گرفهای رمز کننده آنهای حلقوی و نيز عملکرد ژنرونوشت

رونوشت حلقوی  2033ميليون خوانش توليد کرد و در مجموع  360یابی بيش از حاصل از توالی

های حلقوی به طور همزمان در دو در همه تيمارها شناسایی شد. با وجود اینکه برخی از رونوشت

تایج نشان داد که ها الگوی بيان وابسته به نوع تيمار تنش داشتند. نیا چند تيمار بيان شدند، اکثر آن

کنند. های هدف، نقش خود را ایفا میهای حلقوی احتمالا از طریق اتصال به مولکولرونوشت

های حلقوی در پاسخ به تنش کمبود نتایج به دست آمده در این مطالعه نقش احتمالی رونوشت

 کند.نيتروژن و فسفر را پيشنهاد می

 های کلیدیواژه
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  مقدمه

از خانواده  ،سالهگیاهی یک Glycine maxسویا با نام علمی 

ترین منبع ( و بومی شرق آسیا است و مهمFabaceaeبقولات )

رود روغن و پروتئین گیاهی در سراسر جهان به شمار می

(Sedivy et al. 2017; Liu et al. 2020 میزان برداشت و کیفیت .)

های محیطی های سویا تحت تاثیر تنشروغن و پروتئین دانه

متنوعی نظیر تغییرات دمایی، دسترسی به مواد مغذی، میزان آب و 

هایی که گیاهان در موارد گیرد. یکی از تنششرایط نوری قرار می

شوند، تنش مواد غذایی و از جمله کمبود بسیاری با آن مواجه می

اصلی برای رشد فسفر و نیتروژن است. فسفر و نیتروژن از عناصر 

وری گیاهان و و نمو گیاهان هستند و بنابراین نقش مهمی در بهره

 .Raghothama 1999; Frink et alمیزان تولید محصول دارند )

1999; Good et al. 2004; Malhotra et al. 2018عنوان  (. سویا به

ترین محصولات غذایی و روغنی، به فسفر و نیتروژن یکی از مهم

رای رشد و تولید دانه باکیفیت احتیاج دارد. کمبود این بالایی ب

دهد و باعث عناصر، نمو و فیزیولوژی گیاه را تحت تأثیر قرار می

 Fredeenشود )توده گیاه و کاهش سطح برگ میزیست کاهش 

et al. 1990; Kant et al. 2010; Masclaux-Daubresse et al. 

2010.) 

یا به عبارت ( Non-coding RNAs)کننده رمزهای غیر رونوشت

های شوند، نقشهایی که به پروتئین ترجمه نمیتر رونوشتساده

کنند. تنظیمی بسیار مهمی در نمو موجودات پیچیده ایفا می

به که  (Circular RNA or circRNAی )های حلقورونوشت

کننده شناخته رمزهای غیر عنوان نوع جدیدی از رونوشتبه تازگی

ک ساختار حلقوی بسته با پیوند کووالانسی دارند و ی ،اندشده

ندارند. تعداد بسیار  5َو  3های خطی، قطبیت َبرخلاف رونوشت

صورت حفاظت شده و پایدار به  های حلقویزیادی از رونوشت

طور کلی از های موجودات گوناگون وجود دارند و بهدر سلول

 backsplicingکه به  (splicingپردازش )طریق نوع خاصی از 

شوند. از خصوصیات می ساختهاولیه  mRNAمعروف است از 

 حلقهتوان به مواردی همچون: ساختار های حلقوی میرونوشت

 Alternative) پردازش بسته، حساسیت کم به اگزونوکلئازها، تنوع

splicing ) تکاملیژنی، حضور در سرتاسر درخت  مکاناز یک ،

ی خاص و حفاظت شدگی در بیان مختص بافت یا مرحله نمو

 Memczak et al. 2013; Qu et) های مختلف را نام بردبین گونه

al. 2015) . 

ای از که سویا دامنه گسترده داده استنتایج مطالعات نشان 

و مولکولی را برای  های مورفولوژیک، فیزیولوژیکراهکار

 Chiou & Linگیرد )ها به کار میانواع تنش مواجه باسازگاری در 

های اولیه اهمیت بالایی دارند (. در تنش خشکی، نوک ریشه2011

زیرا نواحی اصلی در جذب آب هستند و نقش مهمی در دریافت 

کمبود آب دارند. در این زمینه، در آزمایشی که با  علامتو انتقال 

در  (small RNAsک )های کوچدف تعیین پروفایل رونوشته

، مشخص شدش خشکی انجام های اولیه سویا در تننوک ریشه

ها به طور متفاوتی miRNAشده از خانواده حفاظت 12شد که 

به صورتی که شش خانواده از  ،شوندبیان مینسبت به تیمار شاهد 

miRNA ها دارای افزایش بیان بودند و شش خانواده دیگر کاهش

(. در مورد تنش کمبود Zheng et al, 2016بیان را نشان دادند )

ها در ای که برای تعیین پروفایل رونوشتی، در مطالعهمواد غذای

های مختلف و در بافت سویا رقم 14پاسخ به کمبود پتاسیم روی 

ژن در مسیرهای  5440، نتایج نشان داد که در کل شدانجام  گیاه

افزایش یا کاهش  در ارقام مختلف سلولی سازوسوختمختلف 

ورت تصادفی انتخاب شد صژن به 15بیان دارند که از این تعداد 

. نتایج این شد تایید Real-Time PCRها با استفاده از بیان آن و

مولکولی جذب و  سازوکارمطالعه اطلاعات زیادی را درمورد 

های مختلف تحت شرایط کمبود پتاسیم انتقال پتاسیم در بافت

ها کننده پتاسیم در ریشههای بالقوه تنظیمکرد و همچنین ژن ارائه

(. در Wang et al. 2012های هوایی را معرفی نمود )ندامو ا

 Quantitative Trait) هایQTLمنظور شناسایی آزمایشی که به

Loci) کننده تحمل به کمبود فسفر روی پنج صفت شامل تنظیم

 محتوایهای هوایی، ارتفاع بخش هوایی، وزن خشک بخش

تمام  درفسفر، کارایی جذب فسفر و کارایی استفاده از فسفر 

 SNPسویا انجام شد، نتایج نشان داد که سیزده های گیاه بافت

(Single Nucleotide Polymorphisms )داری با هر طور معنی به

که با بیش از یک  SNP. همچنین سه شتندپنج صفت ارتباط دا

 Ning) اسایی شدندصفت ارتباط داشتند روی کروموزوم سه شن

et al. 2016 که عناصر سی(. همچنین زمانی( سcis-elements ) و
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miRNAطالعه قرار ها در سویا در پاسخ به کمبود فسفر مورد م

زمان ای از این عناصر به طور هممجموعه گرفتند، مشخص شد که

ها برای شناخت توان از آندهند و میبه کمبود فسفر پاسخ می

 .Zeng et alمسیرهای پاسخ سویا به کمبود فسفر استفاده کرد )

(. سویا به مقادیر بسیار زیادی نیتروژن برای انباشت پروتئین 2010

های سویا به طور در دانه احتیاج دارد. محتوای پروتئینی دانه

وسیله کارایی استفاده از نیتروژن در گیاه تحت تأثیر قرار مستقیم به

. در آزمایشی که پروفایل بیانی دو (Hao et al. 2011) گیردمی

متحمل و حساس به کمبود نیتروژن مورد بررسی واریته سویای 

مسیر متابولیکی و  22ژن در  3231قرار گرفت، مشاهده شد که 

 این میانافزایش یا کاهش بیان دارند. از بین دو واریته سیگنالی 

-Realو با استفاده از شد ژن به طور تصادفی انتخاب  24تعداد 

Time PCR و درنهایت گرفتمورد تأیید قرار ها الگوی بیان آن 

توانند شده در این آزمایش میهای شناختهپیشنهاد شد که ژن

عنوان کاندیداهایی جهت اصلاح ارقام سویا در برابر تنش کمبود به

 (. Hao et al. 2011) شوندنیتروژن استفاده 

های حلقوی در دهند رونوشتمطالعاتی که نشان می تازگیبه

ستی نقش دارند در حال افزایش زیهای غیرپاسخ گیاهان به تنش

 ;Litholdo & Fonseca 2018; Pan et al. 2018گیری است )چشم

Ren et al. 2018; Wang et al. 2019بیان عنوان مثال(. به 

 Wangپاسخ به تنش خشکی ) گندم در در های حلقویرونوشت

et al. 2017 ،) تنش گرما )در آرابیدوپسیس در مواجه باPan et al. 

 .Zuo et alتنش سرما )فرنگی در معرض در گوجه( و 2018

ای که روی دو . همچنین در مطالعهبه اثبات رسیده است( 2016

رقم سویای مقاوم و حساس به کمبود فسفر انجام شد، مشخص 

های حلقوی در رقم مقاوم بیشتر از رقم شد که بیان رونوشت

از  وی بیان شده نیزهای حلقحساس است و همچنین رونوشت

(. اما با Lv et al. 2020دفاعی گیاه هستند ) ی سازوکارهاژن أمنش

 مولکولی درو  انجام شده، فرایندهای فیزیولوژیکوجود مطالعات 

بنابراین مطالعه  ؛تنش بسیار پیچیده است گیاهان تحت شرایط

های بیان ها برای فهم شبکهها و انواع رونوشتگسترده بیان ژن

ناصر، انتقال، بازیابی، نمو ریشه و مسیر ژنی مرتبط با جذب ع

ها در (. پیشرفتZeng et al. 2010ضروری است ) علامتانتقال 

س قرار گرفتن ژنوم و یابی همراه با در دسترفناوری توالی

سویا، این امکان را به وجود آورده است که با دقت  مترانسکریپتو

های زیستی تنشهای با بیان متفاوت را در انواع بیشتری بتوان ژن

(. هدف از این Lambirth et al. 2015و غیرزیستی شناسایی کرد )

های حلقوی رونوشت یمطالعه شناسایی و بررسی الگوی بیان

 .بودکمبود فسفر و نیتروژن تنش سویا در پاسخ به 

 

  هاروش و مواد

 

سویا  هایربذ ن مطالعهدر ایکشت گیاهان و اعمال تیمارها: 

(Glycine max var. Williams 82 ) با آب شسته و سپس به ابتدا

دقیقه با محلول  10درصد و  70ثانیه با اتانول  10مدت 

 .Shan et al) ضدعفونی شدند درصد یکهیپوکلریت سدیم 

. درنهایت برای حذف باقیمانده هیپوکلریت سدیم، بذرها (2012

سه بار با آب مقطر استریل آبکشی شدند. در مرحله بعد، بذرها 

اتوکلاو شده  ماسهحاوی استریل و  یک لیتری هایلداندر گ

شدند. رشد داده  ،(1)جدول  کشت و تحت چهار تیمار مختلف

ها در گلخانه تحقیقاتی دانشکده کشاورزی دانشگاه شیراز و گلدان

 ساعت تاریکی و هشتساعت روشنایی،  16تحت شرایط نوری 

 ،سلسیوس شب درجه 22روز و  لسیوسدرجه س 28دمای 

تیمارهای  برای اعمال. (Wang et al. 2016) نگهداری شدند

 تغییر( Hoaglandهوگلند ) غذایی محلولکمبود فسفر و نیتروژن، 

ها و گلدان( Wang et al. 2013; Wang et al. 2016) داده شد

. (1ند )جدول آبیاری شدبا این محلول درمیان صورت یکبه

اتوکلاو شده  مقطر آب بادد به آبیاری مج نیازدر صورت  هاگلدان

لدان برای هر تیمار در . برای این آزمایش هشت گندشد آبیاری

. در نهایت شدشد و در هر گلدان چهار گیاه کشت نظر گرفته

یابی، سه گلدان از هر تیمار و دو گیاه از برای انجام آزمایش توالی

و  شاهدگیاهان ی هاتفاده قرار گرفت. ریشهاسهر گلدان مورد

 و (Wang et al. 2016) ندروز بعد از کشت برداشت شد 10تیمار 

 قرار گرفتندبلافاصله در نیتروژن مایع  پس از حذف بقایای ماسه،

 لسیوسدرجه س -80 فریزر های بعدی درو جهت آزمایش

 .شدندنگهداری 
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 مشخصات تیمارهای استفاده شده در این مطالعه -1جدول 

Table 1. Treatments in this study 
 مقدار فسفر

)4PO2KH) 

mM 

 مقدار نیتروژن

)3NO4NH( 
mM 

 تیمارها

 (شاهد) کافی نیتروژن کافی + فسفر 7.5 1

 نیتروژن ناکافی + فسفر ناکافی 0.75 0.01

 نیتروژن ناکافی + فسفر کافی 0.75 1

 نیتروژن کافی + فسفر ناکافی 7.5 0.01

 

 زکل ا RNAتخراج جهت اس: RNAیابی استخراج و توالی

شرکت مطابق با دستورالعمل  (Trizol Sigma-Aldrichترایزول )

 ا استفاده ازاستخراج شده ب RNAسازنده، استفاده شد. کیفیت 

 ه ازز یک درصد تایید و کمیت آن با استفادالکتروفورز ژل آگار

ها جهت . در نهایت نمونهشدگیری دستگاه نانودراپ اندازه

کت ماکروژن کره به شر Illuminaتفاده از پلتفرم یابی با استوالی

 جنوبی ارسال شدند. 

های حلقوی: رونوشت الگوی بیان تجزیه و تحلیلشناسایی و 

های خام یابی، کیفیت دادههای حاصل از توالیپس از دریافت داده

( مورد DeLuca et al. 2012) RNA-SeQCبا استفاده از برنامه 

با استفاده از آغازگرها و آداپتورها های یبررسی قرار گرفت و توال

( حذف شدند. توالی Bolger et al. 2014) Trimmomaticبرنامه 

مشخصات و  Glycine max v2.1 Williams 82 ژنوم سویا

 Plant Ensemblآن از پایگاه داده  (Gene annotationی )هاژن

(https://plants.ensembl.org/Glycine_max/Info/Index)  دانلود

ها و های حلقوی از برنامهشدند. برای شناسایی رونوشت

افزارهای مبتنی بر خط دستوری سیستم عامل لینوکس استفاده نرم

یابی در برابر های حاصل از توالیصورت که ابتدا دادهاینشد. به

STAR (Dobin et al. 2013 )ستفاده از برنامه ژنوم سویا با ا

بودند نبا ژنوم  فیردیهایی که قادر به هموالیو ت ف شدندردیهم

های ها جدا سازی شدند. در نهایت با استفاده از توالیاز کل توالی

 CIRCExplorer2 با پنج روش مختلف شاملهمردیف نشده و 

(Zhang et al. 2016) ،find_circ (Memczak et al., 2013 ،)

ACFS (You et al., 2015 ،)CIRI2 (Gao et al. 2018 و )DCC 

(Cheng et al., 2016)پس ندشد شناساییهای حلقوی رونوشت .

ها با سازی میزان بیان آننرمال های حلقوی،از شناسایی رونوشت

TMM (Trimmed Mean of M values )استفاده از روش 

(Robinson and Oshlack 2010)  تجزیه و تحلیلانجام شد و 

 .NoiSeq (Tarazona et alافزار ها با استفاده از نرمالگوی بیان آن

الگوی  .است بررسی شد Rافزار ای مبتنی بر نرم( که برنامه2011

 پاسخ به های حلقوی درکننده رونوشت رمزهای ژن یبیان

 P-value < 0.05تیمارهای تنش در مقایسه با تیمار کنترل با 

 . محاسبه شد

 KEGG (Kyotoو GO (Gene Ontology ) تجزیه و تحلیل

Encyclopedia of Genes and Genomes:) تجزیه و تحلیل 

با  GOهای حلقوی یا کننده رونوشترمزهای بررسی عملکرد ژن

 AgriGOاستفاده از پایگاه داده 

(ioinfo.cau.edu.cn/agriGOhttp://b/( )2017Tian et al.  انجام )

های حلقوی در های رونوشتسازی آماری ژنشد. جهت غنی

 .KOBAS (Xie et alافزار از نرم KEGGمسیرهای متابولیکی 

 .شد( استفاده 2011

 

  و بحث نتایج

 

های حلقوی در پاسخ به تنش نیتروژن و شناسایی رونوشت

های حلقوی را در ت زیادی نقش رونوشتاگرچه مطالعافسفر: 

های زیستی و های مختلف گیاهی در پاسخ به تنشگونه

 Wang et al. 2017; Litholdo andغیرزیستی نشان داده است)

Fonseca 2018; Pan et al. 2018; Zhou et al. 2018 اما ،)

ها در سویا وجود دارد مطالعات اندکی درباره نقش این رونوشت

(Lv et al. 2020در این مطالعه به .) منظور شناسایی نقش

های حلقوی سویا در پاسخ به تنش کمبود نیتروژن و رونوشت

یافته تحت های سویای رشدهای ریشه گیاهچهفسفر، از نمونه

های استفاده شد. در نهایت ریشهیک مختلف جدول  هایغلظت

ج سالم و عاری از هرگونه آلودگی یا همزیستی جهت استخرا

یابی استفاده قرار گرفت. توالییابی موردترانسکریپتوم و توالی

جفت  101و با طول خوانش  paired-endصورت ترانسکریپتوم به

میلیون خوانش  360بیش از  در مجموع در تمام تیمارها باز بود و
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(Read ) تولید کرد که بیشترین خوانش مربوط به تیمار کنترل

ژن کافی و کمترین میزان خوانش مربوط نیتروفسفر و یعنی تیمار 

 .بودنیتروژن فسفر و به تیمار تنش کمبود 

مختلف و ترکیب کردن نتایج حاصل از  برنامهپنج با استفاده از 

 های حلقویرونوشت قابل اعتمادترین باعث شناساییکه  هاآن

((Hansen et al. 2016 رونوشت  2033در کل تعداد شود، می

های حلقوی در رونوشت .شناسایی شد مارهادر تمام تی حلقوی

کننده با بیان کم قرار دارند و در رمزهای غیر دسته رونوشت

حذف  پردازشهای جانبی فرایند عنوان رونوشتگذشته به

ها در زمینه اما با پیشرفت ،(Meng et al. 2017شدند )می

 ;Goodwin et al. 2016یابی و افزایش قدرت این فناوری )توالی

Levy and Myers 2016ها در زمینه تولید ( و همچنین پیشرفت

 .Hansen et alها )افزارهایی برای شناسایی این رونوشتنرم

2016; Zeng et al. 2017; Jakobi and Dieterich 2019 بیان ، )

های حلقوی دوباره مورد توجه قرار گرفت و پایین رونوشت

میزان کم در تمام ها هرچند به مشخص شد که این رونوشت

دارای عملکردهای  وشوند ها بیان میموجودات و در تمام بافت

 ;Hsiao et al. 2017; Li et al. 2018فردی هستند )بهمنحصر

Kristensen et al. 2019.) اند که همچنین مطالعات نشان داده

ها یا الگوی بیان اختصاصی  در بافت دارایهای حلقوی رونوشت

 پژوهشیعنوان مثال، در . بههستندهای مختلف نشدر پاسخ به ت

های رونوشت حلقوی در برگ 776دیگر مشخص شده است که 

 2165های سویا و رونوشت حلقوی در ریشه 3171سویا، 

های سویا به طور اختصاصی بیان رونوشت حلقوی در ساقه

(. نتایج مشابهی نیز نشان داد که در Zhao et al. 2017شوند )می

رونوشت حلقوی در  827خیار و در پاسخ به تنش شوری  گیاه

 Zhuشوند )ها بیان میرونوشت حلقوی در ریشه 2420ها و برگ

et al. 2019)های حلقوی شناسایی شده تعداد رونوشت ،بنابراین ؛

 های گذشته است.در این مطالعه مطابق با نتایج پژوهش

 یارهاهای حلقوی به طور اختصاصی در تیمرونوشتبیان 

متعددی مشخص شده است که بیان  هایپژوهشدر : مختلف

های حلقوی وابسته به بافت و شرایط محیطی مختلف رونوشت

تجزیه و نتایج (. Xiang et al. 2018 ،Pan et al. 2018است )

صورت به( Differential expression analysis)تفرق بیان  تحلیل

های رونوشت 2033روی مقایسه هر تیمار تنش با تیمار کنترل 

رونوشت  1410، نشان داد که در مجموع شناسایی شده حلقوی

حلقوی در تیمارهای تنش فسفر و نیتروژن دارای الگوی بیان 

تیمارها باعث افزایش یا متفاوتی نسبت به تیمار شاهد هستند و 

 تجزیه و تحلیل با .شوندمیهای حلقوی کاهش بیان رونوشت

venn diagram ایج حاصل از تفرق بیان ژن در تیمارها، روی نت

های حلقوی دارای الگوی بیان وابسته رونوشتکه  مشخص شد

نتایج این مطالعه نشان  .(1)شکل  به نوع تیمار تنش هستند

های حلقوی به طور مشترک دهد که هرچند برخی از رونوشتمی

شوند ولی بیان اکثر بیان میمختلف در دو یا چند تیمار 

 تنش فسفر و نیتروژنهای حلقوی وابسته به تیمارهای رونوشت

فرنگی و های حلقوی در برنج، گوجهبررسی بیان رونوشت است.

های حلقوی رونوشت نشان داده است که نیز  آرابیدوپسیس

الگوی بیان وابسته به مرحله نموی و پاسخ دهنده به تنش 

 ،بنابراین؛ (Ye et al. 2015; Zou et al. 2016غیرزیستی دارند )

های تواند نشان دهنده اهمیت رونوشتمیپژوهش حاضر نتایج 

 باشد.  فسفر و نیتروژنهای حلقوی در پاسخ گیاه سویا به تنش

 

 
ظر های حلقوی دارای الگوی بیان متفاوت که از نتعداد رونوشت -1شکل 

 فسفر و نیتروژن دار در پاسخ به تیمارهای مختلف تنشصورت معنیآماری به

 ر ریشه گیاه سویا بیان شدند.د
Fig 1. Number of significant expressed circular RNAs in 

response to different low phosphorus and nitrogen 

treatments in soybean roots. 
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یفیت کارزش غذایی بسیار بالا است و  سویا گیاهی دانه روغنی با

های محیطی مختلف ر تنشروغن دانه به میزان زیادی تحت تاثی

روژن ویژه نیت تنش کمبود مواد غذایی و به ،بنابراین ؛گیردقرار می

د. و فسفر می تواند کیفیت محصول را با چالش شدیدی مواجه کن

ها های درگیر در پاسخ به این تنششناسایی نحوه عمل ژن

ه . بیردگاستفاده قرار یافته سویا موردودتواند در تولید ارقام بهبمی

ندارند، پایداری  3َو  5َهای های حلقوی پایانهدلیل اینکه رونوشت

ظ ی حفدرونی نسبتا بالایی دارند و بنابراین کاندیدایی قوی برا

شوند های محیطی محسوب میهموستازی در مواجه با تنش

(Fischer and Leung 2017 با .)تفرق بیان تجزیه و تحلیل 

با  یی کههاژن و شناسایی حلقوی هایهای رمز کننده رونوشتژن

 توانمی ،شونداعمال تیمارها دارای افزایش یا کاهش بیان می

ر د. ها را شناسایی کرددرگیر در مسیر پاسخ به تنش هایژن

، انجام شد شاهدبا تیمار  تنش لفای که بین تیمارهای مختمقایسه

مار ا تیدر مقایسه ب نتایج نشان داد که در تیمار تنش کمبود فسفر

ن ژن دارای کاهش بیا 423ژن دارای افزایش بیان و  377 شاهد

، دشاه شدند. همچنین در مقایسه بین تنش کمبود نیتروژن با تیمار

ژن دارای  420ژن دارای افزایش بیان و  281مشخص شد که 

ن ها بین تنش کمبود نیتروژکاهش بیان شدند. در مقایسه بیان ژن

یش ژن دارای افزا 369ز مشخص شد که نی شاهدو فسفر با تیمار 

ن شکل دو الگوی بیا ژن دارای کاهش بیان هستند. 364بیان و 

های حلقوی بیان شده در ریشه سویا در تیمارهای رونوشت

 .دهد مختلف فسفر و نیتروژن و در مقایسه با گیاه شاهد نشان می

 99های کلیدی که با احتمال بیش از ژننیز  دودر جدول همچنین 

ند و نیتروژن تغییر بیان داشتفسفر و درصد در تیمارهای کمبود 

 .(2جدول ) ها آورده شده استهمچنین نوع تنظیم آن

تا به امروز های حلقوی شناسایی شده: نقش احتمالی رونوشت

به طور کامل شناخته ها در سلولهای حلقوی رونوشت نحوه عمل

نشان داده است که گذشته  هایپژوهشنشده است اما 

ها را به برداری ژنهای حلقوی ممکن است نسخهرونوشت

 ، به این صورت کهصورت بعد از رونویسی تنظیم کنند

ها در ها و پروتئینmiRNAهای حلقوی با اتصال به رونوشت

(. Liang and Wilusz 2014کنند )ها عمل میتنظیم بیان ژن

های طریق تنظیم ژنرونوشت های حلقوی در آرابیدوپسیس از 

های زایشی نقش مهمی دارند والدی خود در گلدهی و نمو اندام

(Conn et al. 2017 .) توانند از های حلقوی میرونوشتهمچنین

ها را تنظیم کنند رونویسی و میزان بیان ژن DNAطریق اتصال به 

(Conn et al. 2017.)  های احتمالی رونوشت عملکردبرای بررسی

فسفر های سویا در پاسخ به تنشسایی شده در ریشه شناحلقوی 

انجام شد و نتایج نشان داد که  GO تجزیه و تحلیل، نیتروژنو 

های حلقوی شناسایی شده عملکرد خود را با بیشتر رونوشت

طوری که درمورد کنند بههای هدف اعمال میاتصال به مولکول

تصال به های غنی شده شامل اGOعملکرد مولکولی، بیشترین 

ATP  (. 3و اتصال به نوکلئوتیدها بود )جدول 

جهت شناسایی و  KEGGمسیرهای متابولیکی  تجزیه و تحلیل

های بیولوژیکی در سطح مولکولی فهم بهتر عملکرد سیستم

(. در این Kanehisa and Goto 2000استفاده قرار می گیرد )مورد

در  KEGGمسیرهای متابولیکی تجزیه و تحلیل  نتایج مطالعه

شناسایی شده در تیمارهای  دارمعنی های حلقویرونوشت

های نشان داد که بیشتر ژن مختلف تنش در مقایسه با تیمار شاهد

 سازووختسهای حلقوی در مسیرهای کننده رونوشتتولید

کربن، بیوسنتز اسیدهای آمینه، چرخه سیترات، گلیکولیز و بیوسنتز 

(. مطالعات زیادی 4های ثانویه فعال هستند )جدول متابولیت

کربن  سازوسوختدهد افزایش یا کاهش وجود دارد که نشان می

عنوان های غیرزیستی اتفاق می افتد. بهدر گیاهان در پاسخ به تنش

به تنش خشکی غلظت برخی مونوساکاریدها و  مثال در پاسخ

 .Rivas-Ubach et alیابد )ها افزایش میساکاریدها در برگدی

2012; Ullah et al. 2017; Shahbazy et al. 2020 همچنین .)

نشان داده است که برخی از قندها مانند سوربیتول و  هاپژوهش

های گیاهی در توانند از سلولهایی هستند که میمانیتول مولکول

شوند محافظت کنند ها تولید میها که در تنشبرابر اسمولیت

(Bianco et al. 2000, Chaves et al. 2003 اسیدهای آمینه .) نیز

عنوان مثال ها دارند. بههای مهمی در گیاهان در پاسخ به تنشنقش

های مختلف آمینه پرولین تحت تاثیر تنشبیوسنتز و تجزیه اسید

ترین کند. علاوه براین، پرولین یکی از مهمییر میمحیطی تغ

های فعال اکسیژن در پاسخ به کننده به گونهای حملههمولکول

 (. Hildebrandt et al. 2015تنش شوری است )
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در  تروژن و فسفر(: کمبود نیC: کمبود نیتروژن، B: کمبود فسفر، A) و نیتروژن های حلقوی شناسایی شده در تیمارهای مختلف تنش فسفرالگوی بیان رونوشت -2شکل 

 : تیمار شاهدControl، : نیتروژن و فسفرNP: نیتروژن، N: فسفر، P.  ه سویا در مقایسه با تیمار شاهدریش
Fig 2. Expression pattern of circular RNAs in different phosphorus and nitrogen stress treatments (A: phosphorus deficiency, B: nitrogen 

deficiency, C: nitrogen and phosphorus deficiency) in the soybean roots in comparison to control treatment. P: phosphorus, N: nitrogen, NP: 

nitrogen and phosphorus 

 های کلیدی در مسیر پاسخ به تنش نیتروژن و فسفر در سویاژن -2جدول 
Table 2. key genes in response to low nitrogen and phosphorus stresses in soybean 

 نام ژن موقعیت تیمار نوع تنظیم درصد احتمال
نام رونوشت 

 حلقوی

0.999 Down Low N (chr1) 1207065-1207551 glyma_01g012500 circ_038 

0.998 Up Low N (chr8) 16559490-16560020 glyma_08g204300 circ_049 

0.998 Up Low N (chr20) 47545645-47545922 glyma_20g244900 circ_276 

0.998 Up Low N (chr18) 6194357-6195950 glyma_18g067000 circ_045 

0.998 Up Low N (chr2) 11728068-11730835 glyma_02g119000 circ_153 

0.998 Up Low N (chr7) 719350-719872 glyma_07g009600 circ_229 

0.998 Up Low N (chr7) 15081569-15081866 glyma_07g126400 circ_286 

0.997 Down Low N (chr20) 47825332-47825709 glyma_20g249400 circ_151 

1 Up Low NP (chr15) 6477677-6480049 glyma_15g084400 circ_030 

1 Down Low NP (chr3) 41119531-41119947 glyma_03g202700 circ_095 

1 Up Low NP (chr12) 34109307-34109817 glyma_12g180600 circ_141 

1 Up Low NP (chr13) 37789838-37790458 glyma_13g276400 circ_242 

1 Up Low NP (chr6) 9378826-9379122 glyma_06g115200 circ_250 

1 Down Low NP (chr11) 32763070-32763486 glyma_11g232200 circ_339 

1 Up Low NP (chr9) 48491515-48492098 glyma_09g267100 circ_407 

0.999 Up Low NP (chr20) 42809681-42810843 glyma_20g189500 circ_093 

1 Up Low P (chr9) 47339861-47340371 glyma_09g253700 circ_091 

1 Up Low P (chr15) 1491351-1492176 glyma_15g019300 circ_110 

1 Up Low P (chr18) 55005655-55006144 glyma_18g265200 circ_310 

0.999 Up Low P (chr19) 48001887-48002041 glyma_19g228600 circ_031 

0.999 Up Low P (chr1) 177307-177840 glyma_01g000900 circ_157 

0.999 Up Low P (chr8) 6159215-6159420 glyma_08g081500 circ_332 

0.999 Up Low P (chr12) 38855145-38855610 glyma_12g228600 circ_380 

0.999 Up Low P (chr9) 6057802-6058832 glyma_09g063200 circ_447 
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 AgriGO های حلقوی در ریشه سویا با استفاده از پایگاه دادههای رونوشتبررسی عملکرد ژن -3جدول 

Table 3. Functional categories of circular RNA genes in soybean root using AgriGO database. 

 P-value هاتعداد ژن اساس عملکردبندی بر بقهط GOشناسه 

GO:0005524 ATP binding 68 0.00012 

GO:0000166 nucleotide binding 86 0.00018 

GO:0030554 adenyl nucleotide binding 76 0.0003 

GO:0001883 purine nucleoside binding 76 0.0003 
GO:0001882 nucleoside binding 76 0.0003 

GO:0003676 nucleic acid binding 66 0.00037 

GO:0017076 purine nucleotide binding 79 0.00097 
GO:0005488 binding 218 0.0014 

GO:0008234 cysteine-type peptidase activity 7 0.0021 

GO:0032559 adenyl ribonucleotide binding 68 0.0022 
GO:0003774 motor activity 7 0.0052 

GO:0016853 isomerase activity 8 0.0054 

GO:0032555 purine ribonucleotide binding 71 0.0056 
GO:0032553 ribonucleotide binding 71 0.0056 

GO:0003777 microtubule motor activity 6 0.0081 

GO:0050662 coenzyme binding 14 0.013 

GO:0008194 UDP-glycosyltransferase activity 6 0.016 

GO:0016462 pyrophosphatase activity 25 0.016 

GO:0008092 cytoskeletal protein binding 7 0.017 
GO:0050660 FAD binding 7 0.017 

 
 های حلقوی در سویاهای مربوط به رونوشتسازی مسیرهای متابولیکی ژنغنی -4جدول 

Table 4. KEGG pathway enrichment of circRNA genes in soybean 

 P-Value تعداد ژن تشریح شناسه

gmx01200 Carbon metabolism 48 6.04782E-12 

gmx01100 Metabolic pathways 177 3.68733E-11 

gmx01110 Biosynthesis of secondary metabolites 116 6.97464E-11 

gmx01230 Biosynthesis of amino acids 38 1.28731E-08 

gmx00010 Glycolysis / Gluconeogenesis 25 6.10491E-07 

gmx00710 Carbon fixation in photosynthetic organisms 17 1.14549E-06 

gmx00020 Citrate cycle (TCA cycle) 14 7.92802E-06 

gmx00620 Pyruvate metabolism 16 0.000190308 

gmx01210 2-Oxocarboxylic acid metabolism 11 0.00022403 

gmx04141 Protein processing in endoplasmic reticulum 25 0.000278851 

gmx00350 Tyrosine metabolism 10 0.000410823 

gmx00941 Flavonoid biosynthesis 10 0.00044694 

gmx00030 Pentose phosphate pathway 11 0.000993024 

gmx02010 ABC transporters 7 0.001795426 

gmx03013 RNA transport 18 0.00201432 

gmx00360 Phenylalanine metabolism 8 0.00211745 

gmx03060 Protein export 9 0.00238657 

gmx04626 Plant-pathogen interaction 20 0.002610559 

gmx03018 RNA degradation 14 0.002820773 

gmx00950 Isoquinoline alkaloid biosynthesis 6 0.003665508 

gmx00970 Aminoacyl-tRNA biosynthesis 11 0.004402306 

gmx00051 Fructose and mannose metabolism 10 0.007032996 

gmx03015 mRNA surveillance pathway 14 0.007087112 

gmx00052 Galactose metabolism 9 0.00792265 

gmx00640 Propanoate metabolism 6 0.008697459 

gmx00510 N-Glycan biosynthesis 7 0.008748851 

gmx00250 Alanine, aspartate and glutamate metabolism 8 0.009789797 

 

های رونوشتهای ویژگیو  ر این مطالعه، فراوانید: گیرینتیجه

سفر و فهای کمبود حلقوی ریشه گیاه سویا در پاسخ به تنش

یابی مورد بررسی قرار گرفت. نیتروژن با استفاده از فناوری توالی

در مجموع در همه تیمارهای تنش فسفر و  نتایج این مطالعه

 شناسایی کردرونوشت حلقوی را  2033 نیتروژن و تیمار شاهد

الگوی بیان  رونوشت حلقوی دارای 1410از این تعداد  که

بیان  نتایج این پژوهش .بودندمتفاوتی نسبت تیمار شاهد 

را در تیمارهای مختلف تنش  های حلقویرونوشتاختصاصی 
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های اطلاعات مفیدی را در زمینه بیان رونوشت و تایید کرد

د. آورزیستی فراهم های غیرحلقوی در سویا در پاسخ به تنش

نیاز است تا های بیشتری در آینده موردآزمایشوجود اینبا

ویژه سویا ای حلقوی در گیاهان و بههعمل رونوشت سازوکار

 شناسایی شود.  
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Abstract 

Soybean, one of the most important sources of edible oil and protein in the world, is 

exposed to various environmental biotic and abiotic stresses. These stresses can negatively 

impact the quality and quantity of soybean production. This study aimed to identify genes 

that express circular RNAs in response to low phosphorus and nitrogen stresses in soybean 

roots. Soybean seeds were grown under different low phosphorus and nitrogen treatments, 

and sampling was done from the root tissues for total RNA isolation. After measuring the 

quality and quantity of the isolated RNA, samples were sequenced using next-generation 

sequencing. After obtaining the sequencing data, the quality of RNA-seq data measured, 

and then circular RNAs were identified and characterized using five different programs. 

Finally, to identify the expression pattern and putative function of circular RNAs, 

differential expression analysis and functional analysis of circular RNAs’ parent genes was 

done using bioinformatics approaches. RNA-seq experiment produced more than 360 

million reads, and in total, 2033 circular RNAs were identified in all treatments. Although 

some circular RNAs were co-expressed in two or more treatments, most of the circular 

RNAs had a stress-responsive expression. Our results were revealed that circular RNAs 

may play their roles by binding to their target molecules. Identified genes can be used in 

plant breeding programs for producing tolerant soybean cultivars to low phosphorus and 

nitrogen stresses. 

Keywords: Circular RNA, Nitrogen, Phosphorus, Soybean, Stress  
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