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Throughout evolution, plants have developed complex molecular mechanisms 
to cope with biotic and abiotic stresses, many of which are driven by the 
reprogramming of gene expression. Multiple genetic factors regulate the 
molecular responses of plants to unfavorable environmental conditions, 
among which long non-coding RNAs (lncRNAs) play a significant role. 
LncRNAs play a pivotal role in regulating gene expression, epigenetic 
modifications, and signaling pathways, significantly contributing to responses 
against both biotic and abiotic stresses. In this study, for the first time, the 
identification, functional determination, and expression analysis of LncRNAs 
in lentil (Lens culinaris L.) under salt stress conditions were investigated. 
LncRNAs were identified using the lentil transcriptome reference, which was 
generated by assembling RNA sequencing data from the leaf and root tissues 
of lentil under both stress and control conditions. After filtering protein-coding 
sequences, several lncRNA sequences were identified using PLncPRO 
software. The relative expression levels of the identified sequences were 
measured, and the co-expression network with differentially expressed genes 
(DEGs) was constructed. To validate the RNA-seq data, the expression of 
selected lncRNAs was analyzed by qRT-PCR. The processing and refinement 
of the expression profile of lentil under salt stress resulted in the identification 
of 7677 lncRNA sequences, with 722 sequences being identified for the first 
time in lentil. Gene expression analysis revealed that 90 sequences in leaf 
tissue and 48 in root tissue showed increased expression under salt stress. 
Functional analysis of the co-expressed genes indicated that these genes were 
involved in biological processes such as translation, ion transport, and stress 
response. Metabolic pathway enrichment analysis identified 18 significant 
pathways, including S-adenosyl-L-methionine cycle, abscisic acid 
biosynthesis, and cytosolic glycolysis. The qRT-PCR validation confirmed the 
correlation of RNA-seq and qRT-PCR results with a 95% correlation 
coefficient. In conclusion, the results of this study revealed that the identified 
lncRNAs play a significant role in regulating key genes involved in essential 
metabolic pathways in lentil's molecular response to salt stress. Identifying and 
analyzing these lncRNAs in lentil can provide a better understanding of the 
molecular mechanisms underlying these stress responses. Investigating the 
interactions of these identified RNAs with other regulatory molecules, such as 
ABA and protein-coding genes, could contribute to the development of 
breeding strategies aimed at improving lentil’s tolerance to both biotic and 
abiotic stresses. 
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Introduction 

Throughout evolution, plants have developed complex molecular mechanisms to cope with a 
variety of biotic and abiotic stresses, which are primarily driven by the reprogramming of gene 
expression. Stress conditions, such as drought, salinity, temperature extremes, and pathogen attacks, 
induce a wide range of molecular responses, including the activation of stress-responsive genes and 
the regulation of various physiological processes. Among the genetic factors that regulate these 
responses, long non-coding RNAs (lncRNAs) have recently emerged as critical players. These 
RNA molecules, which do not code for proteins, participate in diverse biological processes, such as 
gene expression regulation, chromatin remodeling, epigenetic modifications, and signal 
transduction. LncRNAs have been shown to influence plant responses to both biotic and abiotic 
stresses, including salinity, by modulating gene expression and interacting with key regulatory 
pathways. Despite their importance, the role of lncRNAs in lentil (Lens culinaris L.), particularly 
under salt stress conditions, has not been thoroughly studied. In this research, we aimed to identify 
and characterize lncRNAs in lentil under salt stress, and to explore their functional involvement in 
stress-related processes. 

Materials and Methods 

In this study, for the first time, the identification, functional determination, and expression analysis 
of specific lncRNAs in lentil (Lens culinaris L.) under salt stress conditions were investigated. To 
achieve this, the expression profile of lentil under salt stress was constructed by RNA sequencing 
(RNA-seq) data obtained from both stressed and control conditions, which included both leaf and 
root tissues. After filtering protein-coding sequences using BLASTx results and setting a minimum 
sequence length of 200 nucleotides for the remaining sequences, several candidate lncRNAs were 
identified using the PLncPRO software, which is specifically designed for lncRNA prediction. 
Subsequently, the relative expression levels of these identified sequences were measured, and their 
co-expression network with differentially expressed genes (DEGs) under salt stress was 
constructed. To validate the RNA-seq expression data, the expression levels of selected lncRNAs 
were analyzed using qRT-PCR, following RNA extraction and cDNA synthesis. This comparative 
approach allowed for the validation of the lncRNA expression patterns and their involvement in salt 
stress response. 

Results and Discussion 

The results revealed that the expression profile of lentil under salt stress consisted of 36,680 contigs. 
After removing non-target sequences and using the specific features of lncRNAs, 7,677 lncRNA 
sequences were identified. A further comparison of these sequences with known lncRNAs from 
various plant species showed that 772 sequences were newly identified in lentil. Gene expression 
analysis indicated that among the identified lncRNAs, 90 sequences in leaf tissue showed increased 
expression, while 7 sequences showed decreased expression. In the root tissue, 48 sequences 
exhibited increased expression, and 57 sequences showed decreased expression in response to salt 
stress. These findings suggest that lncRNAs play a role in modulating the expression of genes 
involved in stress adaptation mechanisms. Functional analysis of the genes associated with the co-
expression of differentially expressed lncRNAs (DE-LncRNAs) and DEGs highlighted that these 
genes were primarily involved in biological processes (BP) such as translation, stress response, and 
ion transport. In terms of molecular functions (MF), key activities included protein binding, metal 
ion binding, and regulatory roles in signal transduction. At the cellular component (CC) level, the 
most significant localization of these genes was found in the nucleus and cytoplasm, where they 
likely participate in regulating gene expression and maintaining cellular homeostasis under stress 
conditions. Additionally, metabolic pathway enrichment analysis identified 18 significant 
metabolic pathways that are enriched with DE-LncRNAs and their co-expressed genes; notably, 
the S-adenosyl-L-methionine cycle, abscisic acid biosynthesis, and cytosolic glycolysis pathways 
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were prominently involved. These pathways are essential for maintaining cellular functions during 
stress and are known to be critical in managing osmotic stress and oxidative damage during salt 
stress. This suggests that the salt stress response involves the activation of specific regulatory 
networks, which operate similarly in both tissues. The validation of the expression of three selected 
LncRNA sequences using qRT-PCR further confirmed the reliability of the RNA-seq data, with a 
high degree of correlation (95%) between the results from RNA-seq and qRT-PCR. This validation 
strengthens the evidence that the identified lncRNAs are indeed involved in the response of lentil 
to salt stress. 

Conclusion 

In conclusion, the findings of this study provide new insights into the role of lncRNAs in the 
molecular response of lentil to salt stress. The identified lncRNAs appear to regulate key genes 
involved in important metabolic pathways related to stress adaptation, such as translation, ion 
transport, and osmotic regulation. These findings suggest that lncRNAs are crucial for maintaining 
cellular homeostasis and facilitating stress response mechanisms under salt stress conditions. Future 
research should focus on exploring the interactions of these identified lncRNAs with other 
regulatory molecules, such as abscisic acid (ABA), as well as protein-coding genes involved in 
stress response pathways. This will contribute to the development of novel breeding strategies 
aimed at enhancing the salt tolerance of lentil and other crops. Moreover, the integration of lncRNA-
based strategies with traditional breeding methods holds the potential to improve the tolerance of 
lentil to both biotic and abiotic stresses, ultimately benefiting agricultural productivity. 
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تكامل   گياهان  تنش   در طي  با  مقابله  مولكولي  براي  سازوكارهاي  به  غيرزيستي،  و  زيستي  هاي 

عوامل ژنتيكي متعددي  .  ها است ناشي از تنظيم مجدد بيان ژن   ها اغلب آن   اند كه جهز شده م اي  پيچيده 

  RNA  توان به مي   از آن جمله كنند كه  پاسخ مولكولي گياهان به شرايط نامطلوب محيطي را تنظيم مي 

ها،  نقش مهمي در تنظيم بيان ژن   lncRNAs  در گياهان د.  كر اشاره    ) lncRNAs( بلند غيركدكننده  

بار شناسايي،  كنند. در اين پژوهش، براي اولين مي   ايفا   رساني پيام ژنتيكي و مسيرهاي  تغييرات اپي 

تحت تنش شوري    ) .Lens culinaris L( در گياه عدس    lncRNAs  تعيين عملكرد و تحليل بيان 

بندي  سرهم از مرجع ترنسكريپتومي عدس كه از    lncRNAs  براي شناسايي مورد بررسي قرار گرفت.  

و  شوري  شرايط تنش  بافت هاي برگ و ريشه عدس در دو    RNAيابي  توالي   حاصل از   هاي داده 

افزار  هاي كدكننده پروتئين، با استفاده از نرم . پس از پالايش توالي ايجاد شده بود، استفاده شد  بهينه 

PLncPRO هاي  ، تواليlncRNA   گيري و شبكه  ها اندازه شناسايي شدند. مقادير بيان نسبي اين توالي

  lncRNAs  منظور تأييد نتايج، بيان برخي از تشكيل شد. به   ) DEGs( هاي افتراقي  ها با ژن بياني آن هم 

سنجيده شد. پردازش و پالايش پروفايل بياني عدس تحت تنش   qRT-PCRبا استفاده از واكنش  

بار در  توالي براي اولين  ٧٢٢شد كه از اين تعداد،   lncRNA توالي   ٧٦٧٧شوري منجر به شناسايي  

توالي در    ٤٨توالي در بافت برگ و    ٩٠ها نشان داد كه  تحليل بيان ژن   .گياه عدس شناسايي گرديد 

بيان نشان داد كه  هاي هم بافت ريشه تحت تنش شوري افزايش بيان داشتند. تحليل عملكردي ژن 

ها در فرآيندهاي زيستي مانند ترجمه، انتقال يون و پاسخ به تنش دخيل هستند. تجزيه و  اين ژن 

توان  ها مي ترين آن مسير مهم را شناسايي كرد كه از مهم   ١٨سازي مسيرهاي متابوليكي تحليل غني 

  Cytosolic glycolysisو    S-adenosyl-L-methionine cycle  ،Abscisic acid biosynthesisبه  

و    RNA-seqدرصدي نتايج   ٩٥گي  همبست   qRT-PCRاعتبارسنجي نتايج با استفاده از    اشاره كرد. 

qRT-PCR    .كه داد    نتايج اين پژوهش نشان طور كلي  به را تأييد كرد  lncRNAs    شناسايي شده با

به تنش    مولكولي گياه عدس در پاسخ  كنترل برخي از ژن هاي مهم در مسيرهاي متابوليكي حياتي  

هاي  تواند به درك بهتر مكانيسم مي   در اين گياه ها  و شناسايي و تحليل آن   كنند مي   نقش ايفا شوري  

با ساير    شناسايي شده در اين مطالعه   ها RNA  ها كمك كند. بررسي تعاملات مولكولي اين پاسخ 

هاي اصلاحي براي  تواند به توسعه استراتژي هاي كدكننده مي و ژن   ABA  هاي تنظيمي، مانند مولكول 

 نمايد. هاي زيستي و غيرزيستي كمك  به تنش   تحمل عدس بهبود  
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 مقدمه

 از  وسيعي   طيف  با   خود  زندگي   چرخه   طول   در   گياهان 

 تأثير  كه   شوند مي   رو روبه   غيرزيستي  و  زيستي  هايتنش 

 Ismaili et(   د دار   ها آن   عملكرد   و   بقا   رشد،   بر   توجهي قابل 

al., 2016; Khadivar et al., 2023; Zulfiqar and Ashraf, 
 غيرزيستي  هاي تنش   ترين مهم   از  يكي   شوري   تنش   . ) 2023

 وسيعي  مناطق   در   را  زراعي  گياهان  وري بهره   و   رشد   كه   است 

 Haghigi Asl et al., 2025; Fu(  كند مي   محدود   جهان   از 

and Yang, 2023 ( .   خاك   در   محلول   هاينمك   ميزان  افزايش 

 و  يوني  سميت  آب،  جذب  در  اختلال  به  منجر  آبياري  آب  و 

 مختل  را  گياه   رشد   نهايت،   در   كه  شده  ايتغذيه   تعادل   عدم 

  تمام  بر  تقريباً   محيطي   تنش   اين   . ) Zhao et al., 2021(   كندمي 

 و  رويشي   رشد   زني،جوانه   جمله   از  گياه   ديرش   هايجنبه 

 طحس   كاهش   يقطر   از  شوري   نين چ هم   گذارد.مي   تأثير  زايشي

  ين، ئ پروت   و   كربوهيدرات   محتواي   كلروفيل،   محتواي   برگ، 

  م يست فتوس   كارايي   كاهش   با   كمتري   ميزان   به   و   ها ه روزن   هدايت 

II   گذارد مي   منفي   تأثير   فتوسننتز   بر   )Bae et al., 2025 ( .   در  

  كلريد  و   ) ⁺Na(   سديم   مانند   سمي   هاي يون   تجمع   شور،   شرايط 

 )Cl⁻ (   گياه   ي فتوسنتز   سيستم   به   آسيب   باعث   گياه   هاي بافت   در ،  

  مانند  ضروري   عناصر  جذب   كاهش   و  يوني   تعادل  در  اختلال 

  اين،   بر   علاوه   . ) Bae et al., 2025(   شود مي   كلسيم   و   پتاسيم 

  اكسيژن   فعال   هاي گونه   توليد   افزايش   به   منجر   شوري   تنش 

 )Reactive oxygen species: ROS (   تنش   كه   شود مي  

  مرگ   به   مديريت،   عدم   صورت   در   و   كرده   ايجاد   اكسيداتيو 

  . ) Anee et al., 2025(   شد   خواهد   منجر   سلولي 

 از  پيرامونشان   نامطلوب   شرايط  به   سازگاري   براي   گياهان 

 بيان  تنظيم   جمله  از   متعددي   سازوكارهاي   ، شوري   تنش   جمله

 گيرندمي كار  به   را   يوني   تعادل   و  اسمزي  تنظيم  ژن، 

 )Mahajan et al., 2025 ( .   در  تغييرات   شامل   ها مكانيسم   اين 

 هستند  بيوشيميايي  هايفعاليت   دقيق  تنظيم   و  گياه  متابوليسم 

 رايطاز ش  نوع   اين   با   مؤثرتر   طوربه   تا   كنند مي   كمك  گياه   به   كه 

 در  همچنين   . ) Tiwari et al., 2021(   د ن شو   مواجه  زا آسيب 

 ايمجموعه   از   گياهان   غيرزيستي،   و   زيستي   هاي تنش   به   پاسخ 

 استفاده  ها ژن   بيان   تنظيم   براي   ژنتيكي   عوامل   از   پيچيده 

 تنظيمي  هاي توالي و   ها پروتئين   شامل   عوامل   اين   كنند. مي 

 شرايط  به  گياه  تا  كنند مي   عمل  هماهنگ  طوربه   كه  هستند

  مانند  تنظيمي   هاي پروتئين   دهد.   نشان   واكنش   نامطلوب 

 در  ها ژن   مهار   يا   سازي فعال   در   كليدي   نقش   رونيسي   عوامل 

 اين  به   تنظيمي   هايتوالي   كه  حالي  در   دارند،   هاتنش   به   پاسخ 

 دقيق  طور به   و   مناسب   زمان   در   تا   كنند مي   كمك   ها پروتئين 

 از  يكي   ). Tiwari et al., 2024(   كنند   تنظيم  را   ها ژن   بيان

 بلند  هايRNA  زمينه،   اين   در   مهم  و  جديد   ژنتيكي   عناصر 

  هستند  ) Long non-coding RNAs: LncRNA(   غيركدكننده 

 )Li et al., 2022 .(   ٢٠٠  از   بيش   طولي   كه   ها، مولكول   اين 

  نقش   پروتئين   ترجمه   در   مستقيم   طور به   دارند،   نوكلئوتيد 

 ساير  و   ها پروتئين   با  تعامل   طريق   از  توانند مي   اما  ندارند، 

 تعادل  اسمزي،  تنظيم   مانند   فرآيندهايي تنظيمي،   هايمولكول 

 Dhakate(   كنند   تسهيل   را  اكسيداتيو   تنش   به   پاسخ   و   يوني 

et al., 2020 ( .  ترينمهم   از   يكي   عنوان به   هامولكول   اين 

 بقا  حفظ  در   اساسي  نقش   كه  شوند مي   شناخته   تنظيمي   عناصر

  .كنند مي   ايفا  تنش  شرايط  تحت   گياه  رشد   و 

 تنظيم  در   lncRNAs  نقش   خصوص   در  متعددي  شواهد

 گياهي  مختلف   هاي گونه   در  شوري   به   گياهان   پاسخ   مولكولي 

 Dhakate et(   است   شده   گزارش  حبوبات  خانواده   جمله  از 

al., 2020 .(  همكاران  و   داكاته   پژوهش   نتايج  )Dhakate et 

al., 2020 (   كه   داد   نشان  lncRNAs   تنظيمي   عناصر   عنوان به 

 در  ژنتيك،اپي   و   پسارونويسي   رونويسي،   سطوح   در   ي مهم 

 سرما   گرما،   خشكي،   شوري،   مانند   هايي تنش   به   ها لگوم   پاسخ 

 اهداف  توانند مي   و  بوده  دخيل  غذايي  عناصر   كمبود  و 

 باشند  ها لگوم   اقليمي   آوريتاب   بهبود   براي   اي بالقوه 

 )Dhakate et al., 2020 (.   همكاران   و   سان  مطالعه   نتايج  )Sun 

et al., 2026 (   بيان   افزايش   كه   داد   نشان  MtCIR2 

 )LncRNA (   در  Medicago truncatula   بيان  كاهش   به   منجر 

 زنيجوانه   افزايش   به   منجر   تنظيمي   عنصر   اين   در   جهش   و 

 مذكور  مطالعه   ي ها يافته   شد.  شوري   تنش   شرايط   در   ها دانه 

 طور به   lncRNAs آن  در  كه بود  جديدي  مكانيزم  دهنده نشان 

 طريق   از   را   غيرزيستي  هاي تنش   به  گياهان  پاسخ   ژنتيكي اپي 

 اي پيچيده   تعامل   و   كنند مي   تنظيم   ها هيستون   يوبيكويتيناسيون 

 شوري  تنش   به   پاسخ   در   ژنتيك اپي   مكانيسم   و   lncRNA  ميان 

 .)Sun et al., 2026(   نشان داد   را   ها دانه   زني جوانه   حين   در 

 شناسايي  هدف   با   Melilotus albus  روي   بر   اي مطالعه   در 
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lncRNAs اين  كه   داد   نشان   نتايج   ، شوري   به  دهندهپاسخ   ي 

RNA مانند  گياهي   هاي هورمون  تنظيم  با  ها ABA   و  GA   در  

  دارند.   دخالت   شوري   تنش   تحت   دانه   زني جوانه   فرآيندهاي 

  به  گياهان   پاسخ   مولكولي   هاي مكانيزم   درك   به   ها يافته   اين 

  تحمل   افزايش   و   بهنژادي   در   توانند مي   و   كرده   كمك   شوري 

  با   . ) Zong et al., 2021(   باشند   مؤثر   ها تنش   برابر   در   گياهان 

  هايمكانيسم   كه   شد   مشخص   متعدد   مطالعات   نتايج   به   توجه 

  توجه   با   گياهان   در   شوري،   جمله   از   ها، تنش   به   تحمل   مولكولي 

  اي شيوه   به   ساختاري،   و   فيزيولوژيكي   ژنتيكي،   هاي ويژگي   به 

  در   ويژه به   ها تفاوت   اين   . گردد مي   تنظيم   فرد   به   منحصر 

  ژنتيكي اپي   تغييرات   ها، ژن   بيان   تنظيم   مانند   مولكولي   فرآيندهاي 

  خاص   هاي ويژگي   به   بستگي   تواند مي   آنزيمي   هاي فعاليت   و 

  ها تنش  به   پاسخ  بررسي   بنابراين،   ؛ باشد   داشته  گياهي   گونه   هر 

  . دارد   اهميت   مستقل   طور به   گياه   هر   در 

 ترينمهم   از  يكي  ) Lens culinaris Medikus(  زراعي   عدس 

 محتواي  بودن   دارا دليل  به   كه   است   حبوبات   خانواده   گياهان 

 در   مهمي   نقش  ها ويتامين  و  معدني   مواد  فيبر،  پروتئين،   بالاي 

 ديپلوئيد  ، خودگشن   گياه،   اين   . دارد  بشر   غذايي   امنيت   تأمين 

 )2n= 2x= 14 (   گيگاباز   ٤  حدود   در   ژنومي   اندازه   داراي   و 

 در  عمده   طور به   عدس  . ) Baum and Kumar, 2024(  است 

 تحت   گياهان،   از   بسياري   مانند   و   شود مي   كشت   ديم   مناطق 

 عملكرد  كاهش   به  منجر  كه  دارد  قرار   محيطي  هاي تنش  تأثير 

 از  يكي  شوري   تنش   . ) Tripathi et al., 2025(   شودمي   آن 

 اين  زيرا  شود، مي   محسوب  عدس  توليد  در   جدي  هاي چالش 

 تغييرات  رشد،   شدن   كند   زني، جوانه   كاهش   باعث   تنش 

 دانه  نهايي   عملكرد   كاهش   و  متابوليكي،   و  فيزيولوژيكي

 Goudarzi et al., 2024; Mahdavian, 2023; Paul(   شود مي 

et al., 2023 ( .   عنوانبه   شوري   تنش   به  عدس   مولكولي   پاسخ 

 بيان  در  اي پيچيده   تغييرات  شامل  شوري،  به   تحمل م   گياه   يك 

 گزارش   است.  يمتابوليك   مسيرهاي  و   ها هورمون   تنظيم   ها، ژن 

 كاهش   و   اسمزي  تعادل   حفظ   براي   عدس  گياه   كه  است   شده 

 تنظيم  فرآيند   به   مربوط   هاي ژن   بيان   شوري،   تنش   منفي   اثرات 

 با   مرتبط   بيوشيميايي   مسيرهاي   و   هااكسيدان آنتي   ، اسمزي 

 .كند مي   تنظيم   مجددا   را   پتاسيم   و   سديم   هاي يون   غلظت 

 عنوانبه   نيز   lncRNAs  كه  است   شده   گزارش   همچنين، 

 ژنتيكي اپي   و   ژنتيكي   فرآيندهاي   در   تنظيمي   هاي مولكول 

 تنظيم  در  توانند مي   و   اند شده   شناخته   شوري  تنش   با  مرتبط 

 باشند  دخيل   شوري   به   گياه   دفاعي   هاي پاسخ   و   ABA  توليد 

 )Hossain et al., 2019 .(   

كه   منابع نشان داد    مانند   زراعي   گياهان   ساير   رخلاف ب مرور 

آن   كه   ذرت   و   فرنگي گوجه   سويا،   گندم،   برنج،    نقش ها  در 

lncRNAs  اي  تاكنون مطالعه  عدس  در   ، به خوبي بررسي شده

گزارش    شوري   تنش   در پاسخ به   lncRNAs  در خصوص نقش 

است    خشك نيمه   مناطق   در   عدس   اينكه   به   توجه   با   . نشده 

  آبياري   آب   و   خاك   شوري   مشكل   با   اغلب   و   شود مي   كشت 

  تنش  به   پاسخ   كننده تنظيم   lncRNAs  شناسايي   است،   مواجه 

هاي اصلاحي عدس با  برنامه   به   تواند مي   گياه،   اين   در   شوري 

  توسعه  و   تنش شوري   به   عدس   تحمل   افزايش هدف نيل به  

  با  حاضر   پژوهش   راستا،   اين   در   . د نماي   كمك   تر تحمل م   ارقام 

  تحت   عدس   گياه   در   lncRNAs  نقش   تعيين   و   شناسايي   هدف 

  شد.   انجام   شوري   تنش 

  هاروش   و  مواد

 هايداده   مستندسازي  و  بنديسرهم   پردازش،  ، آوري جمع 

 تهيهمنظور  به   : عدس   ترنسكريپتوم   يابيتوالي   از   حاصل

 حاصل  هاي داده   شوري،   تنش   تحت   عدس  گياه   بياني   پروفايل 

 شاهد  و   شوري   تنش   تحت   عدس   RNA  يابي توالي   از 

 )Goudarzi et al., 2024 (   داده   پايگاه  از  NCBI:SRA   كد  با 

 دريافت   از   پس   . ند شد   دريافت   PRJNA487923  دسترسي 

 FastQC  ابزار  از   استفاده   با   هاداده   سنجيكيفيت   ، خام   هاي داده 

 توزيع  مانند   مختلفي   هاي ويژگي   مرحله،   اين   در   شد.   انجام 

 وجود  و   ها خوانش   طول   توزيع   ها، خوانش   كيفيت   نمره 

 .گرفت  قرار  بررسي  مورد   آداپتور   هاي توالي   مانده باقي 

  نوكلئوتيد   ٧٥  از   كمتر   طول   با   هاي خوانش   ، سنجي كيفيت   از   پس 

  با   ) Phred quality score<30(   ٣٠  از   كمتر   كيفيت   نمره   با   و 

  (نسخه   Trimmomatic  افزار نرم   مورد نظر در   تنظيمات   اعمال 

  براي   ورودي   عنوان به   شده   تميز   هاي داده   . شدند   حذف   ) ٠/ ٢٧

  .شدند   استفاده   ترنسكريپتوم   بندي سرهم   حله مر 

  هاي توالي   شوري،   تنش   تحت   عدس   بياني   پروفايل   ايجاد   منظور به 

 CLC Genomics  افزار نرم   از   استفاده   با   ) Clean reads(   شده   تميز 

Workbench   فرض، پيش   تنظيمات   تحت   ) ٢٠  (نسخه  
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  De Bruijn Graph  روش   از   افزار نرم   اين   . شدند   بندي سرهم 

  روش،   اين   در   برد. مي   بهره   ها خوانش   بندي سرهم   براي 

  تبديل   k-mer  نام   به   تر كوچك   قطعات   به   كوتاه   هاي خوانش 

  بندي سرهم   براي   ها   k-mer  اين   پوشاني هم   از   سپس   و   شوند مي 

  استفاده   كانتيگ   نام   به   تري بزرگ   پيوسته   هم به   قطعات   تشكيل   و 

  بهبود   و   اضافي   هاي كانتيگ   حذف   براي   بعد،   مراحل   در   .شود مي 

  افزاري نرم   بسته   از   ، بندي) سرهم   (فايل   اسمبلي   كيفيت 

EvidentialGene tr2aacds   شد.   استفاده   ) ٢٠١٣/ ٠٧/ ٢٧  (نسخه  

  از   آمده، دست به   هاي رونوشت   سازي مستند   براي   همچنين 

BLASTx   غيرتكراري   هاي پروتئين   داده   پايگاه   عليه   )Non-

Redundant proteins: NR (   براي   نهايت،   در   شد.   استفاده  

log|2   آستانه   حدود از   افتراقي،   بيان   با   هاي رونوشت   شناسايي 

Fold Change| ≥ 1   و  FDR ≤ 0.01   معيارها   اين   شد.   استفاده  

  قرار   شوري   تنش   تأثير   تحت   كه   هايي رونوشت   شناسايي   براي 

  ، بود   شده   مشاهده   ها آن   بيان   در   توجهي قابل   تغييرات   و   گرفته 

 .شدند   برده كار  به 

  در   lncRNAs  شناسايي   منظور به   : lncRNAsشناسايي 

  PLEK  و   LncFinder-plant  ابزارهاي   از   عدس   ترنسكريپتوم 

نرم   از   استفاده   و    قرار   سنجش   مورد   PLncPRO  افزاري بسته 

  كدكننده   هاي رونوشت   حذف   از   پس   منظور   بدين   . گرفتند 

  ، NR ،  Swisprot  جمله   از   پروتئيني   داده   پايگاه   (انطباق   پروتئين 

Pfam   وCCD (   ٢٠٠  از   كمتر   طول   با   هاي توالي   حذف   و  

  ثبت   هاي ويژگي   و   دولپه   گياهان   مدل   از   استفاده   با   نوكلئوتيد، 

  احتمالي   هاي توالي   شناسايي   به   مدل   اين   در   lncRNAs  شده 

lncRNA   با احتمالي   هاي توالي   تشخيص   از   پس   د. ش   پرداخته  

  به  كه   هايي توالي   جداسازي   به   فرض پيش   پارامترهاي   استفاده 

  شد.   اقدام   شوند، مي   شناخته   lncRNA  عنوان به   تري لا با   احتمال 

شبكه منظور به   : DE-lncRNA- هاDEGs  بيانيهم   ترسيم 

 و  ) DEGs(   افتراقي   بيان   با   هاي ژن   بياني هم   شبكه   بررسي 

lncRNAs   افتراقي   بيان   با  )DE-LncRNA (T بسته  از 

 دست به   از   پس   شد.   استفاده   R  محيط   در   psych  افزاري نرم 

 براي  Cytoscape  افزار نرم   از   همبستگي   ماتريس   آوردن 

 منظوربه   سپس  شد.  استفاده  بياني هم   شبكه   ترسيم

 شناسايي   جهت   و   ClueGO  افزونه   از   عملكردي   مستندسازي

  شد.  استفاده  cytoHubba  افزونه   از  كليدي  بيان هم   هاي ژن 

  عدس   بذور پس از تهيه    پژووهش   اين   در   تنش:   اعمال   و   كشت 

كشور،   گرمسيري  ديم  تحقيقات  مركز  از  گچساران)  (رقم 

بذور  گچساران،    ماس، پيت   حاوي   هاي گلدان   در   ايستگاه 

  اعمال   زمان   تا   ند. شد   كشت ) ١:١:١(   نسبت   با   ماسه   و   ورميكوليت 

  درجه   ٢٣  روزانه   دماي   متوسط   با   رشد   اتاق   به   ها گلدان   تيمار 

  منتقل   ساعت   ١٦/ ٨  تاريكي/روشنايي،   چرخه   تحت   گراد سانتي 

  تيمار   گروه هر    براي   گلدان)   ٥  شامل   تكرار   (هر   تكرار   سه   . ند شد 

  روي   بر   شوري   تنش   اعمال   .شد   گرفته   نظر  در  شاهد   و   شوري 

  مطالعه   در   شده   اعمال   شرايط   با   مطابق   ، روزه   ٢١  هاي   گياهچه 

  گرفت.   صورت   ) Goudarzi et al., 2024(   همكاران   و   گودرزي 

  نكه ي ا   از   قبل (   ي ش ي رو   رشد   مرحله   در   شوري   تنش   اعمال   از   بعد 

  شدند  منتقل  شگاه ي آزما  به   هاي لدان گ  )، برسند   ي گلده  مرحله  به 

  به   شه ري   و   ساقه   برگ،   شامل   ها آن   ي ن ي زم   و   يي هوا   هاي اندام   و 

  شده   گذاشته   ل ي فو   درون   و   برداشت   همزمان   و   جداگانه   صورت 

  خچال ي   در   نهايت   در   و   شدند   داده   قرار   ع ي ما   ازت   در   بلافاصله   و 

  د. شدن   ي نگهدار   - ٨٠

 بافت   از  RNA  استخراج   : cDNA  سنتز   و   RNA  استخراج 

 )RNA Isolation Kits(  زيست   دنا  كيت   از   استفاده   با   گياهي 

 از  پس  و   گرفت   صورت   سازنده   شركت   نامه شيوه   طبق 

 استخراجي  RNA  كميت   و  ت يف ي ك   سنجش   ، RNA  استخراج 

 آگارز- ژل   و   (نانودراپ)   اسپكتروفتومتر  دستگاه   از   استفاده   با 

 تي كم  و   ت يف ي ك   ي دارا   كه   هايي نمونه   . شد   انجام   درصد   يك 

 استفاده   cDNA  سنتز   ي برا  و   شده   انتخاب   بودند،   ي مناسب 

 ماري ت  از   ،ژنومي   DNA  ي آلودگ   حذف   ي برا   همچنين  . شدند 

 )DNase I   )Thermo Fisher Scientific, USA  م ي آنز  با 

 cDNA  سنتز   ت ي ك   از   ، cDNA  سنتز   منظور به   . شد   استفاده 

 RNA  غلظت   به   توجه  با  شد.  استفاده   سيناكلون   شركت 

 ي برا   ي معادل   و   كسان ي   RNA  مقدار   ، نمونه   هر   ي استخراج 

  .شد  استفاده  ها نمونه   همه 

و   آغازگر    منظوربه   : qRT-PCR  واكنش انجام  طراحي 

  لي فا   از   Fasta  فرمت   در   موردنظر   هاي توالي   آغازگرها،   طراحي 

  ،شتر ي ب  نان ي اطم   ي برا   سپس   . شدند   استخراج  يي نها  ي بند سرهم 

  عدس   ژنوم   ه ي اول   (Draft)س ي نو ش ي پ   با   نظر   مورد   هاي ي توال 

BLASTn   .افزار نرم   از   آغازگر   ي طراح   ي برا   شدند  AlleleID  

  بودن   ي اختصاص   ي اب ي ارز   ي برا   ت ي نها   در   شد.   استفاده   ) ٦  (نسخه 

  پايگاه   Primer-BLAST  افزار نرم   از   شده   ي طراح   هاي آغازگر 

NCBI   در  شده   ي طراح   ي آغازگرها   فهرست   . شد   استفاده  

  . است   شده   داده   نشان   ١  جدول 
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  qRT-PCRبراي واكنش  شده يطراح يفهرست آغازگرها -١ جدول
Table 1. List of designed primers for qRT-PCR  

  شناسه 
ID 

 رفت  آغازگر

Forward primer  
 برگشت  آغازگر

Reverse primer 

  گراد) دماي اتصال (سانتي
Ta temperature (C̊)  

  باز) طول قطعه تكثيري (جفت 
Product length (bp) 

LncRNA1 5-GCTGGAATCGTG  
AAGAAG-3 

5-CCATAATACCAC  
ATAACAACTG-3 50.4 164 

LncRNA2 5-TCAGAAGAATCA  
GCAGAGTCC-3 

5-GCAACCACAGTA  
TCAGAATCC-3 54.4 145 

LncRNA3 5- GTGACCGAGTT  
GTCTAAG-3 

5-TTATATGTATATGT  
ATCTGTTCCC-3 50 200 

GAPDH 5-TTGGTTACACTG  
AAGACGATG-3 

5-TGGCAATGTGA  
ACAATGAGG-3 53.3 177 

 

انتخاب شده با استفاده از    lncRNA  ي ها نسبي ژن   ان ي ب   ي بررس 

رنگ    ي مبتن   qRT-PCRروش   .  شد انجام    SYBR greenبر 

 Rotor-Geneدستگاه    ي چاهك   ٧٢واكنش از روتور    انجام   ي برا 

Q    شركتQiagen   گرد از  د ي استفاده  مطالعه  اين  در   .

سيناكلون    شركت   SYBR Premix  Ex Taq II  كس ي مسترم 

واكنش    ي برا  انجام  شد.  استفاده    qRT-PCRانجام  از  قبل 

شدند.    ق ي رق   ١:٥ها به نسبت  نمونه   ي ، تمام qRT-PCRواكنش  

.  د ي انجام گرد   زيستي و سه تكرار    فني واكنش در دو تكرار    ن ي ا 

  ٥مدت  به   ه ي اول سازي  واسرشت اين شرح بود:    به   ر ي مراحل تكث 

چرخه واكنش (شامل    ٤٠،  گراد ي درجه سانت   ٩٥  ي در دما   قه ي دق 

به مرحله واسرشت  درجه    ٩٥  ي در دما   ه ي ثان   ١٥مدت  سازي: 

اتصال مناسب    ي در دما   ه ي ثان   ١٥مدت  به   : اتصال ،  گراد ي سانت 

  يدر دما   ه ي ثان   ٢٠  مدت ي به ساز ل ي طو و    جفت آغازگر هر    ي برا 

درجه    ٧٢  ي در دما   يي نها   ي ساز ل ي طو ) و  گراد ي درجه سانت   ٧٢

كاررفته  به   ي آغازگرها   ت ي اختصاص .  قه ي دق   ٣مدت  به   گراد ي سانت 

قرار گرفت.    ي ذوب مورد بررس   ي با استفاده از ژل آگارز و منحن 

واكنش    يي استاندارد رسم و كارا   ي پس از اتمام واكنش، منحن 

نرمال د ي گرد   ي اب ي ارز نيز  آغازگرها   مورد    ي ها ژن   Ct  ي ساز . 

كنترل داخل   Ctبا استفاده از    ي بررس  انجام    ) GAPDHي ( ژن 

تغ   شد  به ژن   ان ي ب   ي نسب   رات يي تا  .  گردد محاسبه    ي درست ها 

 Livak(   ٢–CtΔΔ وش  ها با استفاده از ر ژن   ان ي ب   ي نسب   ات ر يي تغ 

and Schmittgen, 2001 (   محاسبه شد .  

  نتايج و بحث 

بندي نوپديد ترنسكريپتوم عدس تحت تنش شوري:  سرهم 

هاي  بافت   RNAيابي  هاي حاصل از توالي آوري داده از جمع 

در مجموع   شوري و شاهد  در شرايط تنش  مختلف عدس 

خام   ٣٨٣٥٨٤٥٤٨ آمد به   خوانش  از  .  دست    حذف پس 

هاي  خوانش و همچنين حذف    بوده   آداپتور   يي كه داري ها ي توال 

ك  ماند  ي باق   ت ي ف ي ك   با خوانش    ٣٣١٠٥٧٩٤١،  ن يي پا   ت ي ف ي با 

نرم ).  ٢  جدول (  از  استفاده   CLC Genomicsافزار  با 

Workbench    از طريق  عدس    پتوم ي ترنسكر   د ي نوپد   ي بند هم سر

تم خوانش   مونتاژ  زدودن    ز ي هاي  از  پس  شد.  انجام  شده 

.  ) ٢(جدول   ژن به دست آمد يوني   ٣٦٦٨٠  هاي تكراري، توالي 

عدس    N50پارامتر   ترانسكريپتومي  مرجع    ١٨١٤براي 

حذف   از  پس  همچنين  شد.  محاسبه  هاي  يگ كانت نوكلئوتيد 

طول  درصد محاسبه شد.  ٣٩/ ٠٥، GCاضافي محتواي درصد 

نوكلئوتيد و تعداد    ١٩٢٨٢  شده   بندي بلندترين رونوشت سرهم 

خوانش رونوشت  قاب  داراي  ( هاي  عدد    ١٦٨٦١)،  ORFباز 

 محاسبه شد. 

پروفايل بياني عدس تحت تنش شوري در    xبلاست    نتايج 

پايگاه   تعداد    NRيني  پروتئ مقابل  بيشترين  كه  داد  نشان 

 ) عدس  نخود رونوشت   ٩٩٠٠رونوشت  گونه  با  فرنگي  ) 

 )Pisum sativum (   ) با ماشك زمستاني  آن  از   Viciaو پس 

villosa (  شكل   منطبق بود)ژن  يوني  ٣٦٦٨٠از  مجموع در  .  ) ١

يگاه  پا ر  د   value ≤ 1.0 e-E-5درصد) با    ٧٠/ ٣٢(  ٢٥٧٩٦تعداد  

  داراي ركورد مشابهي بودند.    ذكرشده 

در   LncRNA  منظور شناسايي توالي به  : LncRNAsشناسايي 

ها ركورد مشابهي در  رونوشتي كه براي آن   ١٠٨٨٤عدس ابتدا  

يافت نشده بود مورد كنكاش قرار گرفتند. از    Nrپايگاه داده  

رونوشت  نويسي،  مجموع  حاشيه  بدون  توالي    ٢٢١٦هاي 

به عنوان توالي كدكننده قلمداد شده و    CPATتوسط الگوريتم  

ها با استفاده  حذف شدند. در مرحله بعد. نتيجه پالايش توالي 

توالي شد كه    ٧٦٧٧از سه بسته ذكر شده منجر به شناسايي  

به  كه  داشتند  بالايي  شوند.    LncRNAعنوان  پتانسل  قلمداد 
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  ٩٠هاي احتمالي بيشتر از  بيني براي توالي پيش درصد احتمال  

توالي  شناسايي  صحت  از  اطمينان  جهت  بود.  هاي  درصد 

LncRNA   ها عليه سه پايگاه  در عدس، اين تواليLncRNA  

 )   GreeNC  (BLASTnو    CANTATA  ،PLncDBگياهي 

هاي  ) نشان داد كه از ميان توالي ٣  شدند. نتايج بلاست (جدول 

قبلا    LncRNAتوالي در هر سه پايگاه داده    ٧٤٧شناسايي شده  

توالي    ٧٧٢. علاوه بر اين نتايج نشان داد كه  بودند   شناسايي شده 

اولين  شده براي  شناسايي  عدس  ترنسكريپتوم  در  .  ند ا بار 

همچنين نتايج بلاست نشان داد كه ده گياه برتر از نظر ميزان  

هاي شناسايي شده، متعلق به خانواده حبوبات  شباهت با توالي 

بوده و قرابت بسيار بالايي با عدس نشان دادند. در بين گياهان  

نخود  بالا،  قرابت  قرمز   با  شبدر   Medicagoو    فرنگي، 

truncatula   توالي به با  را  ميزان شباهت  بيشترين  هاي  ترتيب 

LncRNA   شكل پيش) دادند  نشان  عدس  در  شده  ).  ٢  بيني 

در گياهان    LncRNAهمچنين مرور منابع نشان داد كه فراوني  

) بسيار متغير بوده به طوري كه  PLncDBمختلف (پايگاه داده  

 Elaeisدر    ٨٦٨٥٢تا    Ganoderma lucidumعدد در    ٦٠از  

guineensis    ٥(جدول    بود در نوسان (. 

شناسايي شده در پروفايل    LncRNAهاي  بررسي بيان توالي 

بيان   گرفتن معيار  با در نظر  بياني عدس تحت تنش شوري 

)  Counts per million: CPM(   " تعداد در ميليون " نرمال شده 

از   توالي   ٥بيشتر  بين  از  كه  داد  نشان  نتايج  شد.  هاي  انجام 

تنها   شده  بودند.    ٥  ي بالا   CPM  ي دارا   مورد   ٤١٢شناسايي 

  اساس   بر بيني شده  پيش هاي  ي ) توال ان ي بر ب   ي (مبتن   ي بند گروه 

ميانگين  و    CPM  ر ي مقاد  با  وزن  بدون  جفتي  گروه  روش 

 Unweighted Pair Group Method with(   حسابي 

Arithmetic Mean: UPGMA (    كه داد    lncRNAsنشان 

شناسايي شده در بافت ريشه و برگ عدس از نظر بيان در دو  

). همچنين نتايج نشان داد  ٣گيرند (شكل  مي   گروه مجزا قرار 

هاي شناسايي شده به نوع بافت بيشتر از  كه تغيير بيان توالي 

 دهد. تنش شوري وابستگي نشان مي 
 

 
  ي مختلف عدس تحت تنش شور يبافت ها RNA يابي  يشده حاصل از توال زيخام و تم  يهاخوانش هيآمار پا -٢ جدول

Table 2. Basic statistics of raw and cleaned reads from RNA sequencing of different lentil tissues under salt 
stress 

  بافت 
Tissue 

  كد  

  نمونه 
Sample code 

  تعداد  

  خوانش خام 
Raw reads count 

  تعداد  

  خوانش تميزشده 
Clean reads count 

هاي از  تعداد خوانش 

  دست رفته 
Lost reads count 

هاي از  درصد خوانش 

  دست رفته 
Lost reads count 

  برگ 
Leaf  

  ١شاهد  
Control 1 

47168052 42806973 4361079 9.25 

  ٢شاهد  
Control 2 

53627360 49125592 4501768 8.39 

  ١  شوري   تنش 
Salt stress 1 

48876204 41102198 7774006 15.91 

  ٢  شوري   تنش 
Salt stress 2  

46208922 38814091 7394831 16.00 

  ريشه 
Root 

  ١شاهد  
Control 1  

49730474 42512675 7217799 14.51 

  ٢شاهد  
Control 2  

39545866 34235256 5310610 13.43 

  ١  شوري   تنش 
Salt stress 1 

50120116 41777599  8342517 16.65 

  ٢  شوري   تنش 
Salt stress 2  

48307554 40683577  7623997 15.78 

 كل 

Total 
383584548 331057941 52526607 13.73 
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  ي عدس تحت تنش شور پتوميترنسكر  يبندسرهم ي.پارامترها-٣جدول 

Table 3. Lentil transcriptome assembly parameters under salt stress  
  ارزش
Value  

  ها ويژگي
Features  

36680 
  تعداد رونوشت 

Number of transcripts 

200 
  ترين رونوشت (نوكلئوتيد)طول كوتاه

Shortest transcript length (nt) 

19282 
  طول بلندترين رونوشت (نوكلئوتيد)

Longest transcript length (nt) 

47017751 
  تعداد نوكلئوتيد

Number of nucleotides 

1281.83 
  (نوكلئوتيد)ها ميانگين طول رونوشت 

Transcripts length mean (nt)  

17725 
  كيلوباز  ١هاي با طول بيشتر از تعداد رونوشت 

Number of transcripts longer than 1 kb 

15 
 كيلوباز  ١٠هاي با طول بيشتر از تعداد رونوشت 

Number of transcripts longer than 10 kb 

16861 
  باز هاي داراي قاب خوانشتعداد رونوشت 

Number of transcripts with open reading frames 
619 N90 (nt) 

1220 N70 (nt) 

1814 N50 (nt) 

2598 N30 (nt)  

4150 N10 (nt) 

39.05 
 (درصد)  GCمحتواي 

GC content (%)  
  

  گياهي  LncRNAهاي هاياهپايگ با استفاده ازشناسايي شده  LncRNAs توزيع -٤جدول 

Table 4. Distribution of identified LncRNAs using plant lncRNA databases  
  گياهي  LncRNAتعداد پايگاه 

Number of plant LncRNA databases 

  تعداد توالي 

Number of sequences 
  در يك پايگاه  شناسايي شده

Identified in one database 
4755 

  در دو پايگاه شناسايي شده 

Identified in two databases 
1403 

  در سه پايگاه شناسايي شده 

Identified in three databases 
747 

  جديد

Novel 
772 

  كل 

Total 
7677 
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 مختلف  اهانيشده در گ ييشناسا  يLncRNAs يفراوان -٥جدول 

Table 5. Frequency of identified LncRNAs in different plant species 

  رديف
Row 

 هاي گياهي گونه
Plant species 

 LncRNAپايگاه داده 
LncRNA database 

PLncDB GreeNC CANTATAdb RNAcentral Ensembl 
1 Ananas comosus 52201 3376 0 0 0 
2 Aquilegia coerulea 3333 0 0 0 0 
3 Arabidopsis lyrata 8901 4363 7593 0 0 
4 Arabidopsis thaliana 13599 3008 4373 3887 3879 
5 Arachis ipaensis 17088 0 0 0 0 
6 Brachypodium distachyon 12821 5584 4945 0 0 
7 Brassica napus 49250 0 12010 0 0 
8 Brassica rapa 17519 0 8501 3 0 
9 Capsella grandiflora 2746 1394 0 0 0 
10 Capsella rubella 8012 1458 0 0 0 
11 Capsicum annuum 35503 0 0 0 0 
12 Cicer arietinum 8002 0 0 0 0 
13 Citrus clementina 10943 2192 0 0 0 
14 Citrus maxima 6959 0 0 0 0 
15 Citrus sinensis 12405 2562 0 0 0 
16 Coffea arabica 16424 0 0 0 0 
17 Cucumis sativus 8753 1929 7348 0 0 
18 Daucus carota 15096 0 0 0 0 
19 Dunaliella salina 584 0 0 0 0 
20 Durio zibethinus 4469 0 0 0 0 
21 Elaeis guineensis 86852 0 0 0 0 
22 Eutrema salsugineum 4366 1669 0 0 0 
23 Fragaria vesca 12237 3503 0 0 0 
24 Ganoderma lucidum 60 0 0 0 0 
25 Glycine max 12577 6689 3096 44 0 
26 Gossypium barbadense 32192 0 0 0 0 
27 Gossypium raimondii 21101 4216 0 0 0 
28 Hordeum vulgare 25884 0 7970 8 0 
29 Lactuca sativa 13394 0 0 0 0 
30 Linum usitatissimum 10451 2598 0 0 0 
31 Lotus japonicus 2936 0 0 0 0 
32 Malus domestica 33706 4126 10924 0 0 
33 Manihot esculenta 18515 3468 9504 0 0 
34 Medicago truncatula 17449 9676 3590 3871 0 
35 Micromonas commoda 758 351 0 0 0 
36 Micromonas pusilla 332 651 0 0 0 
37 Musa acuminata 15546 4071 3001 1 0 
38 Nicotiana benthamiana 48045 0 0 0 0 
39 Nicotiana tabacum 31028 0 0 0 0 
40 Oryza sativa 11565 5237 2788 14 0 
41 Ostreococcus lucimarinus 83 501 0 0 0 
42 Panax ginseng 23016 0 0 0 0 
43 Panicum hallii 4212 0 0 0 0 
44 Phaseolus vulgaris 7801 1946 0 0 0 
45 Physcomitrella patens 19319 9690 1498 0 0 
46 Pisum sativum 45729 0 0 0 0 
47 Prunus persica 13022 3301 2902 0 0 
48 Ricinus communis 5322 4198 0 0 0 
49 Salvia miltiorrhiza 17834 0 0 0 0 
50 Setaria italica 12425 3492 4208 0 0 
51 Solanum lycopersicum 8741 3440 4716 560 0 
52 Solanum tuberosum 16485 6680 5790 0 0 
53 Sorghum bicolor 27623 5305 2600 0 0 
54 Spirodela polyrhiza 3364 2111 0 0 0 
55 Theobroma cacao 11340 4268 5256 0 0 
56 Trifolium pratense 17733 0 10179 0 0 
57 Triticum aestivum 43659 38820 0 7 0 
58 Vigna radiata 20557 0 0 0 0 
59 Vitis vinifera 16209 2526 4542 2 0 
60 Zea mays 32397 18110 10761 3446 0 
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  يعدس تحت تنش شور پتوميبا ترنسكر ژنتيكي قرابت   نيشتريب يدارا  ياهي گ  يگونه ها عي توز -١ شكل

Figure 1. Distribution of plant species with the highest genetic similarity to the lentil transcriptome under salt stress. 
  

  
 شناسايي شده در عدس قرابت ژنتيكي دارند LncRNA هايهاي گياهي كه با تواليتوزيع فراواني خانواده-٢ شكل

Figure 2. Distribution of plant families with genetic similarity to the identified LncRNA sequences in lentil 
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  ي شور تنش تحت  عدس يانيب لي پروفا در شده شناسايي LncRNAs اني ب يحرارت نقشه -٣ شكل
Figure 3. Heatmap of the expression of identified LncRNAs in the lentil expression profile under salt stress 

 

شناسايي شده:    lncRNAsهاي كدكننده و  تغيير بيان ژن 

هاي پروفايل بياني عدس  پس از مقايسه بيان تمام رونوشت 

هاي ريشه و برگ در مقابل  در حالت تنش شوري در بافت 

بافت  همان  در  شاهد  در  وضعيت  كه  شد  مشخص  ها، 

مقايسه  ٦٤٦٩مجموع   اين  در  بيان  توالي  افتراق  ها، 

و   ٢٤٦١)؛ به طوري كه  الف-٤اند (شكل  داري داشتهمعني

ترتيب افزايش و كاهش بيان و  توالي در بافت برگ به  ٨٠٨

ريشه   بافت  در  شرايط  همين  توالي   ٢٥٩٠و    ١٧١٨در 

ترتيب افزايش و كاهش بيان معني داري نسبت به حالت  به

 ١٧٧هاي با افتراق بيان  اند. در ميان تواليشاهد نشان داده

LncRNA    شكل) شد  تواليب-٤شناسايي  توزيع  هاي  ). 

LncRNA  توالي در   ٩٠داراي افتراق بيان مشخص كرد كه

و در    اندنشان دادهتوالي كاهش بيان    ٧بافت برگ افزايش و  

به ريشه  بافت  در  و    ٥٧و    ٤٨ترتيب  مقابل  افزايش  توالي 

  دار نشان دادند. كاهش بيان معني

ترسيم   منظور هب: DEGsو   -LncRNADEبياني شبكه هم

با پتانسل بالا و    lncRNAsپالايش  پس از    بياني،شبكه هم

طور مشترك  هايي كه بهها، تنها از رونوشت هاي هدف آن ژن

بيان نشان  افتراق  بافت ريشه  هم در بافت برگ و هم در 

(چهارده شد  استفاده  بودند،  و    LncRNAتوالي    داده 

  CPMها شرط  توالي كدكننده). همچنين براي اين توالي٦٣٠

از   به  ٥بيشتر  اين  بر  شد. علاوه  گرفته  نظر  در  منظور  نيز 

از   تنها  بخش  اين  در  شناسايي،  صحت  و  اعتبار  افزايش 

توالي   LncRNAهاي  توالي چهارده  از  توالي  (سه 

LncRNA  كه در هر سه پايگاه داده مرتبط با (lncRNAs  ي

    .)٥(شكل  گياهي تأييد شده بود، استفاده شد
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. در شكل  شوري   تنش   تحت   عدس   بياني   پروفايل   شناسايي شده در   LncRNAsو ب)    ها رونوشت الف)    بيان   تغييرات   توزيع   - ٤  شكل 

  باشد. دهنده افزايش بيان، كاهش بيان، بافت برگ و بافت ريشه مي ترتيب نشان به   Rو    UP  ،Down  ،Lعبارات  
Figure 4. Distribution of expression changes in (A) transcripts and (B) identified lncRNAs in the lentil under salt 

stress. UP, Down, L, and R represent up-regulation, down-regulation, leaf tissue, and root tissue, respectively. 
 

  
  دايره و مثلث  اجسام. عدس در شوري تنش تحت  شده  شناسايي  هايDEGs  و DE-LncRNAs برهمكنش شبكه -٥ شكل

 .دهندمي نشان را هاDEG و  LncRNAs-DE ترتيب به

Figure 5. Protein-protein Interaction networks of DE-LncRNAs and DEGs identified under salt stress in lentil. 

The triangular and circular shapes represent DE-LncRNAs and DEGs, respectively . 
  

هم  كرد   DEGsو    -LncRNADEبياني  شبكه  كه    مشخص 

LncRNA2    با  داراي) برهمكنش  و    ) DEGs  ٨بيشترين 

LncRNA3    با) برهمكنش  ميزان  .  بود )  DEGs  ٥كمترين 

عملكردي  مسيرهاي    ) ٦(شكل    مستندسازي  شناسايي  و 

هم   ) ٦  (جدول   متابوليكي  نرم شبكه  استفاده  با  افزار  بيان 

OmicsBox   زيستي (   هاي در حوزه فرآيند   نشان داد كهBP  (
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تنظيم منفي   و  تنش شوري  به  پاسخ  در سه جايگاه ترجمه، 

رونويسي داراي بيشترين ميزان فراواني ژني بودند. در حوزه  

) در سه جايگاه اتصال پروتئين، اتصال  MFعملكرد مولكولي ( 

داراي بيشترين ميزان فراواني بودند.    RNAيون فلزي و اتصال  

) هسته، سيتوپلاسم و زيرواحد  CCدر حوزه جايگاه سلولي ( 

ژني  فراوني  ميزان  داراي  سيتوزولي  بزرگ  ريبوزومي 

نسبت جايگاه  به  اين بالاتري  بر  بودند. علاوه  ديگر  هاي 

كه ژن  متابوليكي  بررسي مسيرهاي  در هاي همنتايج  بيان 

(جدول   بودند  دخيل  مسيرهاي  ٥آن  كه  داد  نشان   (

اس  چرخه  مسير - ال - آدنوزيل - متابوليكي  متيونين، 

متيو توسط ژن حفاظت  آرژنين  بيوسنتز  و  هاي هدف نين 

  . اند داري غني شده طور معنيبه 

  
  شناسايي شده در عدس تحت تنش شوري LncRNAs سازي عملكردي ژن هاي هدفمستند -٦ شكل

Figure 6. Functional annotation of target genes of the identified lncRNAs in lentil under salt stress 
  

  ي شده در عدس تحت تنش شور  ييشناسا يLncRNAsهدف  يهاشده توسط ژن يغن   متابوليكي يرهايمس -٦ جدول
Table 6. Enriched metabolic pathways of target genes of identified lncRNAs in lentil under salt stress 
 رديف
Row 

  مسير متابوليكي 
Pathway  

FDR 

1 S-adenosyl-L-methionine cycle 2E-06 
2 Methionine salvage pathway 9E-06 
3 Arginine biosynthesis 1E-05 
4 Brassinosteroid signaling 1E-05 
5 Beta-alanine biosynthesis I 2E-05 
6 Arginine biosynthesis II (acetyl cycle) 2E-05 
7 Abscisic acid biosynthesis 2E-05 
8 TCA cycle (plant) 2E-05 
9 Mugineic acid biosynthesis 2E-05 

10 Cytosolic glycolysis 2E-05 
11 Abscisic acid homeostasis 3E-05 
12 Calvin cycle 3E-05 
13 Ethylene biosynthesis from methionine 3E-04 
14 Calvin cycle 3E-04 
15 Strigolactone signaling 4E-04 
16 Polyisoprenoid biosynthesis 5E-04 
17 Leucine biosynthesis 7E-04 
18 Generation of superoxide radicals 1E-02 
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از   برخي  بيان  اعتبار  منظور  به:  lncRNAsاعتبارسنجي 

از داده با استفاده  هاي حاصل از  سنجي بيان محاسبه شده 

با    ٣،  RNAيابي  توالي حاضر  مطالعه  در  منتخب  توالي 

.  )٧(شكل   مورد ارزيابي قرار گرفتند  qRT-PCRاستفاده از  

-RNAها در دو حالت  نتايج مقايسه بيان نسبي اين توالي

Seq    وqRT-PCR  توالي بين  از  كه  داد  مورد  نشان  هاي 

در دو حالت بيشترين مقدار بيان نسبي   LncRNA3بررسي،  

)Log2FC  ٢/ ٨١RNA-Seq=     و Log2FC٢/ ٢٧  qRT-

PCR=داد نشان  را  توالي  )  براي  مقابل  در   .LncRNA1  

-qRT  در روش  Log2FC  ١/ ٢١كمترين ميزان بيان معادل  

PCR  تحليل نتايج  شد.  همبستگي  ي  همبستگ  ثبت  وجود 

معني و  (مثبت  بين   =٩٥r**داري  نسبي )  بيان  مقادير 

  را نشان داد. هاي مورد بررسي دو روش مذكور توالي

پاسخ مولكولي عدس  هاي پژوهش حاضر نشان داد كه  يافته

عاملي، بلكه يك شبكه  يك پاسخ تكتنها  به تنش شوري، نه  

آن در  كه  است  چندلايه  كنار  LncRNAs  تنظيمي  در   ،

  نصر عيك  عنوان  به  و مسيرهاي متابوليكي  هاي كدكنندهژن

كليدي   ميتنظيمي  ايفا  شناسايي  كنند نقش    توالي   ٧٦٧٧. 

LncRNA  در ترنسكريپتوم عدس تحت شوري و همچنين

معني بيان  تغييرات  زيرمجموعهمشاهده  در  اين دار  از  اي 

كه بخش غيركدكننده    دادها در برگ و ريشه، نشان  توالي

طور فعال در  ترنسكريپتوم عدس نيز همانند ساير گياهان، به

پاسخ   دارد.  به  بازآرايي  مشاركت  استتنش  ذكر    شايان 

قابل ازبخش  اين  شناسايي  LncRNAs  توجهي  در  شده 

گزارش نشده بودند؛    ،موجودگياهي  هاي  مطالعه در پايگاه

داده نهبنابراين،  حاضر  بلكه  هاي  بيان،  تحليل  يك  تنها 

براي مشخص شدن  عدس    ترنسكريپتومي مرجع  استفاده از  

به نسبت  گياه  اين  پاسخ مولكولي  احتمالي  تنش   جزئيات 

 .بود شوري

افتراقي  بيان  بافت  lncRNAs  الگوي  برگ    در دو  ريشه و 

 نيز از نظر زيستي قابل توجه است. در برگ، تعداد  عدس

LncRNAs  از  مراتب بيشتر  توالي) به  ٩٠يافته (بيان    افزايش

توالي) بود، در حالي كه در ريشه،    ٧يافته ( هاي كاهش توالي 

توالي    ٤٨تري مشاهده شد ( تر و دوطرفه الگوي پاسخ متعادل 

تفاوت مي توالي    ٥٧و  بيان  افزايش   اين  بيان).  تواند  كاهش 

عنوان نخستين محل  ريشه به   اين موضوع باشد كه دهنده  نشان 

دقيق  تنظيم  نيازمند  احتمالاً  شوري،  دوطرفه ادراك  و  تر  تر 

سازي برخي مسيرها و خاموشي برخي  هاي ژني (فعال شبكه 

ديگر) است، در حالي كه برگ بيشتر وارد فاز سازگاري ثانويه  

مي  متابوليسم/فتوسنتز  بازتنظيم  القاي  و  با  غالباً  كه  شود 

 Li et al., 2023; Wang(   هاي محافظتي همراه است شبكه

et al., 2015 نتايج ). در عين   بندي با استفاده از گروه  حال، 

بيان نقشه الگوي  بر  بافت  نوع  اثر  كه  داد  نشان   حرارتي 

lncRNAs  اثر  قوي از  و  وانگ    .بوده است   تنش شوريتر 

روي   )Wang et al., 2015(  همكاران تحقيقات  در 

Medicago truncatula  كه كردند    LncRNAsمشاهده 

تنشپاسخ به  بيان    شوري  گو  الگوهاي  ريشه  و  برگ  در 

فقط در يك بافت تغيير    lncRNAs  متفاوتي داشتند و برخي 

ها  دهنده پاسخ اختصاصي بافت يافتند، كه اين موضوع نشان

  . )Wang et al., 2015(  به تنش است 

  
.  qRT-PCR  و   RNA-seq  روش   دو   از   استفاده   با   شوري   تنش   تحت   عدس   در   شده   شناسايي   LncRNAs  بيان نسبي   سنجش   - ٧  شكل 

  .در اين شكل، خطاهاي استاندارد با استفاده از ارور بار نشان داده شده است 
Figure 7. Relative expression analysis of identified lncRNAs in lentil under salt stress using RNA-seq and qRT-

PCR methods. Error bars represent the standard error of the mean. 
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هاي حاضر در  ژنشناسي  تحليل هستياز منظر عملكردي،  

، تصويري منسجم از DE-LncRNA-DEGs  بيانيشبكه هم

. دادارائه    به تنش شوري  پاسخ  گياه براي ارائه  گيريجهت 

به تنش  پاسخ  و  ترجمه  با  مرتبط  زيستي  فرآيندهاي  غلبه 

شوري، همراه با عملكردهاي مولكولي مانند اتصال پروتئين  

احتمالاً در    lncRNAs  دهد كهو اتصال يون فلزي، نشان مي

هاي پروتئيني و  سطح تنظيم ماشين ترجمه، پايداري كمپلكس 

ايستايي  هاي وابسته به يون/فلز (كه در هم نيز تنظيم پروتئين 

هاي اكسيدوردوكسي نقش دارند) اثرگذارند.  يوني و واكنش 

هاي سلولي هسته و سيتوپلاسم نيز با ماهيت  فراواني جايگاه 

ها هم  همخوان است؛ زيرا اين مولكول   lncRNAs  شده شناخته 

  سي و كروماتين (در هسته) و هم در پايداري در تنظيم رونوي 

RNA و شبكه ترجمه  رقابتي ،  سيتوپلاسم)    RNA  هاي  (در 

  هاي يافته با    نتايج ). اين  Chekanova, 2015(   كنند نقش ايفا مي 

بر    lncRNAs  حوزه   در   جديد  كه  است  سازگار  نيز  گياهي 

عملكرد  بودن  (رونويسي،    lncRNAs  چندسطحي 

 . ) Saha et al., 2025(   ژنتيك) تأكيد دارند پسارونويسي و اپي 

سازي مسيرهاي متابوليكي  بياني با غنيهمگرايي تحليل هم

يافته از  ديگر  بوديكي  حاضر  پژوهش  شناسايي  هاي   .

مانند   ،  S-adenosyl-L-methionine cycleمسيرهايي 

Abscisic acid biosynthesis    وCytosolic glycolysis 

  كه   كرداين فرضيه را تقويت  شده،  عنوان مسيرهاي غنيبه

LncRNAs  شوري در عدس، احتمالاً در    تنش  گو بهپاسخ

تنظيم   متابوليسم و هورمونيك فرآيند چندوجهي شامل   ،

  انتظار   قابل  ABAبيوسنتر    مسير  حضور.  انرژي درگير هستند

هورمون محوري پاسخ   ABA ؛بود معنادار زيستي نظر از و

بسته تنظيم  در  و  است  شوري  روزنهبه  تنظيم شدن  ها، 

فعال ژناسمزي،  شبكهسازي  تعديل  و  دفاعي  هاي  هاي 

دارد  عوامل كليدي  نقش   ,.Mahajan et al(  رونويسي 

غني2025 ديگر،  سوي  از  -S-adenosyl-L  مسير  شدن). 

methionine cycle    زيرا اين مسير در  تصور بودبسيار قابل ،

 متعددمطالعات    .گيردنقطه اتصال چند فرآيند مهم قرار مي

توانند اند كه متيونين و مسيرهاي مرتبط با آن مينشان داده

  مرتبط باشند در تحمل شوري    ROS  و   ABA  با سيگنالينگ 

را تنظيم    به تنش  ميان رشد و تحملتعادل  و حتي نوعي  

گياه با بازتخصيص منابع، رشد را تا    بدين صورت كه  كنند؛

 Li(  كند تا بقا تحت شوري افزايش يابدحدي محدود مي

and Zhang, 2025; Shi et al., 2025.(   شواهدي از ارتباط

مطالعات    در  ABA  ويژهبه  با تنظيم هورموني  lncRNAs  بين

روي   (خويشاوند    Medicago truncatulaعملكردي 

مبين اين    و  پيشتر گزارش شدهها)  تر عدس در لگومنزديك

كه بود  ميپاسخ  lncRNAs  موضوع  شوري  به  توانند  گو 

جوانه در حساسيت  تغيير  طريق  از  را  شوري  به  زني 

  GA  مسيرهاي مرتبط با و نيز   ABA  متابوليسم و سيگنالينگ

سان و همكاران  در مطالعه  ).  Wang et al., 2015(   تنظيم كنند 

 )Sun et al., 2026 (   توالي  شواهدي از دخالت  ،  نيزlncRNA-

MtCIR1    متابوليسم/سيگنالينگ در تغيير در    ABA  تعديل  و 

تنظيم به   ⁺Na  يون   تجمع  شوري  عنوان  تحمل  منفي  كننده 

 .گزارش شده است 

ها و گياهان،  در مقايسه با ساير لگوم هاي پژوهش حاضر  يافته 

هاي كمي بين  از نظر الگوي كلي همسو است، هرچند تفاوت 

نيز    Melilotus albusها قابل انتظار است. براي مثال، در  گونه 

شوري، همراه    تنش   گو به پاسخ   LncRNAs  شناسايي گسترده 

 Xifang et(   بود   cis/trans/miRNA-mediated  هاي با شبكه 

al., 2021 (  . در نخود   )Cicer arietinum (   نيز گزارش شده كه  

LncRNAs    شوري در ريشه، عمدتاً    در شرايط تنش القاشونده

  اند و اعتبارسنجي به فرايندهاي متابوليكي و تنظيم تنش مرتبط 

qRT-PCR   جهتي نتايج ها هم براي بخشي از آن  RNA-seq    را

هم   . ) Kumar et al., 2021(   كند مي تأييد   بين  اين  راستايي 

ماژول  وجود  احتمال  نخود،  و  مشترك عدس  تنظيمي    هاي 

lncRNA   طور كه در جدول  همان كند. در مقابل،  را مطرح مي

براي برخي  شده  شناسايي   LncRNAs  تعداد ارائه شده بود    ٥

كه احتمالاً    بود   گزارش شده   بيشتر بسيار  هاي گياهي  از گونه 

توالي  كيفيت مرجع ژنومي، عمق  تفاوت در  يابي، راهبرد  به 

  . شود ها مربوط مي ، و پيچيدگي ژنومي گونه بندي سرهم 

  lncRNAs  شناسايي گسترده   مطالعه حاضر بادر مجموع،  

  LncRNAهاي  تواليو    هاژن  تعيين،  عدسدر ترنسكريپتوم  

يندهاي آفرمشخص كردن  بيان افتراقي در برگ و ريشه،  با  
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تنش با  و  شوري  مرتبط  پروتئين/يون  اتصال  ترجمه،   ،

گرفتن  جايگاه قرار  و  هسته/سيتوپلاسم  مسيرهاي  در  هاي 

مانند كليدي  متابوليكي  و  گليكوليز   ABA  هورموني    و 

احتماليبه عملكردي  نقش  ژن  lncRNAs  عنوان  هاي  و 

آن  پاسخ  افزايش  ها،هدف  به  مولكولي    درك  تنش عدس 

ميشوري   ميسر  بهرا  يافتهسازد.  كلي  پژوهش  طور  هاي 

كه داد  نشان  صرفاً    lncRNAs  حاضر  عدس  در 

بلكه رونوشت  نيستند،  تنظيمي    احتمالاً  هاي جانبي  اجزاي 

ميبالقوه كه  هستند  راهبردهاي  اي  طراحي  در  توانند 

    كار گرفته شوند.اصلاحي براي تحمل شوري به
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