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microRNA  )دسته )میکروارنا مولکول  ای،  غ  یهااز  و  کد    ریکوچک 

ب  بودهکننده   ح  انیکه  در  را  گ  وانات یژن  زنیان  کند.  ی م  م یتنظ  اهان یو 

(Trachyspermum ammi  ،)شده  اهیگ نظراشناخته  از  خواص    ی 

از شناسایی  یی میدارو تاکنون گزارشی  برای گیاه دارویی    میکروارناباشد. 

داده   پایگاه  در  است  mirbaseزنیان  نشده  رو    .ثبت  این  مطالعه از  در 

ف، از رویکرد محاسباتی  های هدبینی میکروارنا و ژن منظور پیش حاضر به 

در برابر پایگاه داده  Blastxر جستجوی همسانی از طریق الگوریتم مبتنی ب

mirbase    پارامترهای شد.  آزاد   ،GC  باز  درصداستفاده  انرژی  حداقل 

تاخورد  ،تاخوردگی آزاد  انرژی  حداقل  ثانویه  شاخص  ساختار  و  گی 

و   گرفت  پیشتوالیصورت  کاندید  شدند.  میکروارنا  سازهای   شناسایی 

یک   PCR  time  Realهای منتخب با استفاده از  منظور بررسی بیان ژن به

 اراک زنیانقالب طرح کاملاً تصادفی در گلدان روی اکوتیپ    درآزمایش  

صورت  متیل جاسمونات ساعت پس از اعمال  24  و 12 سطح صفر،سه در 

، mi156  ،miR160  ،miR166ی  میکروارنادر مجموع تعداد نه    گرفت.

miR168  ،miR171  ،miR172  ،miR396  ،miR477  وmiR827  

نتایج   شد.  داد  ینیتخمشناسایی  آنها    نشان  به  ژن    931که    ن یچندمتعلق 

کنند.  ی م  میرا تنظدر زنیان  متفاوت    یکیولوژیب  ی با عملکردها  ی خانواده ژن

از این  هستند.    ی اهیدهنده گ  گنالیس  یهاجاسمونات و مشتقات آن مولکول

تکن  miR166و    miR160  انیبرو،   مورد    PCR  time  Real  کی با 

نتا  یابیارز   pri-miR166و    pri-miR160داد که    اننش  جیقرار گرفت. 

نشان    این موضوع  .کنندافزایش پیدا میجاسمونات    لیمت   ماریپاسخ به تدر  

مرتبط    pri-miR166و    pri-miR160  که  دهدیم هورمون  انتقال  با 

 .است

 

 .میکروارنازنیان، متیل جاسمونات، ، ترنسکریپتوم های كلیدی:واژه

 

MicroRNAs are main groups of small, non-coding 

molecules that regulate gene expression in animals and 

plants. Ajwain  (Trachyspermum ammi) is plants known 

for their medicinal properties. To date, no miRNAs 

have beenidentified in T. ammi. Therefore, in the 

present study, a computational approach based on 

homology search through Blastx algorithm against 

mirbase database was used to predict miRNA and their 

target genes. The parameters of GC percentage, 

minimum folding free energy, minimum folding free 

energy index and secondary structure were determined 

and the sequences of miRNA precursor candidate were 

identified.  In order to investigate the expression of 

selected genes using Real time PCR, an experiment 

was performed in a completely randomized design on 

the ajwain Arak ecotype at three levels of 0, 12 and 24 

hours after methyl jasmonate application. A total of 

nine miRNAs including miR156, miR160, miR166, 

miR168, miR171, miR172, miR396, miR477 and 

miR827 were identified. It was estimated that they 

regulate 931 of T. ammi genes, which belong to 

several gene families with different biological 

functions. Jasmonate and its derivatives are plant 

signaling molecules. Therefore, miR160 and miR166 

expression was evaluated by Real time PCR technique. 

The results showed that pri-miR160 and pri-miR166 

was up-regulated in response to methyl jasmonate 

treatment, that indicated pri-miR160 and pri-miR166 

were associated with hormone transfer. 

 
Keywords: Methyl jasmonate, microRNA, 

Trachyspermum ammi, Transcriptome. 
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 مقدمه
 Trachyspermumی  با نام علم   انیزندارویی    اهیگ

ammi  ت  سالهکی  و   ی علف  ی اه ی گ   ان یچتر   ره یاز 
(Apiaceae  ) مرغی  است. میوه زنیان، کوچک و تخم

تیره به  شکل   زرد  و  رنگ    اسانس معطر  وی  ب  بوده 
عبارتی  یا به   اندام دارویی این گیاه را میوه  .تیمول دارد 

می   بذر تشکیل   ,Hedge and Lamond)دهد  آن 

اسانس  نه  تا    دو  ی دارا  اه ی گ  ن یا   وهی م  .(1987 درصد 
که   به  بوده  را  60نزدیک  اسانس    مونوترپن   درصد 

مابق  مولیت مونوترپن   ی و  را    نن، یگاماترپ  یهاآن 
تشک  ،نم یپاراس کارواکرول  ماده  .  دهدی م  لی و  سه 

ترکیب اسانس از عصاره زنیان   اصلی  تیمول،    حاصل 
اسانس  درصد    85گاماترپنین و پاراسیمین که بیش از  

 ,.Zarshenas et al) دهند  به خود اختصاص می را  

ا   استی آس  بومی  اهی گ  نی ا  .(2014 کشور  در    ران یو 
.  (Akbarinia et al., 2005)  د یروی م  خودرو طور  به

انتشار ایران  و  دامنه  شامل    محل رویش این گیاه در 
های سیستان و بلوچستان، آذربایجان، اصفهان،  استان 

کرمان فارس،  یزد،  اس  و  خوزستان،  ت  خراسان 
(Hedge and Lamond, 1987)  اسانس موجود در .
گوناگونی  دارو  خواص ی  دارا  انیزن  اهیگ  وهیم از  یی 

قارچ  ،یدانیاکسی آنت  جمله ضد    درد، ضد  ،یضد 
اسپاسم، ضد سرفه، ضد ضد    و  انگل  فشارخون، ضد 

م از  .  (Mirzahosseini et al., 2017)  باشدی کرم 
به  بهزنیان  آسم،   عنوان ضد صورت خوراکی  درد، ضد 

خلط  ضد و  به تهوع  و  درمان آور  در  موضعی    صورت 
می  استفاده  روماتیسمی  د  شودردهای 

(Haghiroalsadat et al., 2012). 
دفاعی  نقش    لیدلبه گیاهی    هیثانو  یهات یمتابول

این مواد    با اهمیت هستند.   حشرات  ، آنها در برابر آفات
با توجه به  هست  شناخته شده  ییدارو  دی از نظر فوا ند. 

  م یتنظنحوه  ، درک  ییایمی مواد ش  نی ا  رینظی ب  تیاهم
بس  وسنتز یب  ریمس گذشته   ار یآنها  در  است.  نه    یمهم 

پ دور،  را    ی مولکول   ی هایآور در فن   شرفتیچندان  ما 
بهتر   درک  به  بیوسنتزی قادر    ی هان ژ  مسیرهای 

مختلف    ری درگ ثانویه  ترکیبات  استتولید    کرده 
(Ncube et al., 2015). 

مولکول میکروارنا بالغ  کد    RNAهای  های  غیر 
نوکلئوتید هستند که    22تا    20طول  کننده کوچکی با  

رونوشت  برش  طریق  توالی از  حاوی  هدف  های  های 
از   پس  ژن  شدن  سرکوب  یا  خاموش  باعث  مکمل، 

توانایی تنظیم بیان ژن را در  آنها    شوند. رونویسی می 
رونویسی دارند )سطح پس َ با  .  (Li et al., 2010از 

دانش ،  هامیکروارنای  میتنظنقش  از    موجود  وجود 
تنظ  آنهالت  دخا   ه یثانو  هایمتابولیت   وسنتز یب  میدر 

بخوب  ی اه یگ است.   ی هنوز  نشده  کارایی    درک 
روش ریکارگبه شناسایی  ی  برای  بیوانفورماتیکی  های 

گیاهان   در سایر  قرار گرفته  میکروارناها  بررسی  مورد 
و    ه ی پا بر    . ( Wang et al., 2012) است   یو  مطالعات 

 ( رونو (،  2015همکاران  هدف  SPL9ی س ی فاکتور   ،
mir156 مستق سنتز    ماًی ،  ترپن  ژن  پروموتر    21به 

 (TPS21 متصل شده و رونو ) را به   ی س ی طور مثبت  آن 
سنتز  مثبت   م ی تنظ منجر به    ب ی ترت   ن ی کند و بد ی م   م ی تنظ 

. در گیاه  ( Yu et al., 2015) شود  می   د ی ترپنوئ ی ئ سسکو 
Picrorhiza kurroa ،  miR-4995    3  م ی آنز تنظیم-

deoxy-7-phosphoheptulonate    در  را  سنتاز که 
دارد،    د ی کروسا ی پ   وسنتز ی ب   ر ی مس  قرار  مورد  نقش  هدف 
ا .  ( Vashisht et al., 2015) دهد  می  بر  ،  ن ی افزون 
)   ی ف ی س  همکاران  در    میکروارنا   یازده (،  2015و  که  را 

گیاه  در  را  نقش دارند    د ی کوز ی گل   ول ی استو   وسنتز ی ب   ر ی مس 
  mRNA  ان ی را با سطح ب آنها  استخراج و ارتباط    استویا 

همچن  و  آنها    د ی کوز ی گل   ول ی است   ی محتوا   ن ی هدف 
. با استفاده از  ( Saifi et al., 2015) ی کردند  اعتبارسنج 

توالی فناور  جدید ی  نسل  چند یابی  درگ   ن ی ،    ر ی میکروارنا 
 .X)   گیاه زردینه   در   د ی تروپنوئ ی ئ سسکو   وسنتز ی ب   ر ی در مس 

strumarium شناسایی به اند شده   (  مثال .  نقش    عنوان 
miR7539  ،miR5021   و  miR1134    هدف در 
مس   ی بالادست   م ی آنز   mRNAقراردهی     ی رها ی در 

جمله  د ی ترپنوئ   وسنتز ی ب  از  -5  لولوز ی ز -D-ی دئوکس -1، 
 ( سنتاز    ل ی مت -3-ی دروکس ی ه -DXS )  ،3فسفات 
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ا HMGR)   ردوکتاز   A  م ی کوآنز   ل ی گلوتار    ل ی زوپنتن ی (، 
)   ی د  فسفات    ی د   ل ی آل   ل ی مت   ی (/د IPPفسفات 
 (DMAPP ( سنتاز   )IDS ا و  فسفات    ی د   ل ی زوپنت ی ( 
است  بینی پیش (  IDI)   زومراز ی ا   ,.Fan et al) شده 

روش .  ( 2015   بینی پیش   ی برا   ک ی وانفورمات ی ب   ی ها از 
گیاه نعناع    در   د ی ترپنوئ   سم ی در متابول   ر ی درگ   ی ها میکروارنا 

   . ( Singh et al., 2016) استفاده شده است  
باتوجه به در دسترس نبودن ژنوم گیاه زنیان و نبود  

این  های این گیاه،  گونه اطلاعاتی درمورد میکروارنا هیچ 
این  بررسی  اولین  جایگاه مطالعه،  از  شناسایی    سیلیکو 

در   جستجو  طریق  از  شده  حافظت  میکروارناهای 
زنیان  داده  گیاه  ترنسکریپتومی  می می های  و  تواند  باشد 

مفید   ارزشمند  گیاه  این  روی  بر  آینده  تحقیقات  برای 
 باشد. 
 

 ها مواد و روش 
 کشت گیاه زنیان 

برای انجام این پژوهش بذر گیاه دارویی زنیان اکوتیپ  
از   در    بذرها تهیه شد.    بذر اصفهان   پاکان   شرکت اراک 

 ز کشاورزی دانشگاه شهید چمران اهوا دانشکده    گلخانه 
تکرار    سه در  عنوان کشت تابستانه  به   1400ه  خردادما در  
کاملًا  در  طرح  در   قالب  شدند   گلدان   تصادفی    . کشت 

بر    مولار میکرو   100غلظت   جاسمونات  متیل  هورمون 
ساعت پس از اعمال تیمار،    24و    12  روی گیاه پاشیده و 

 انجام گردید.  آذین  گل برداری از بافت  نمونه 
دسی    2/ 5آن    EC  افت خاک، شنی رسی لومی و

مراحل کشت،    بود.   8/ 5حدود    pHو    زیمنس تمامی 
کنترل  نگه تحت  شرایط  در  گیاهان  پرورش  و  داری 

با دمای د و شرایط نوری  گرادرجه سانتی   25  گلخانه 
و    16 نور  گرفت.    8ساعت  صورت  تاریکی  ساعت 

   .آبیاری بر اساس نیاز گیاه انجام شد
 

   cDNAو ساخت رشته  RNAاستخراج 

استخراج   و  سلولی  دیواره  کردن  لیز    از   RNAجهت 

 invitrogenشرکت    TRIzol® Reagentبافر  
گردید.   استفاده  سازنده  کشور  پروتوکل  طبق  آمریکا 

غلظت   و  کیفیت  روش    RNAبررسی  به 
با   ابتدا  در  گردید.  انجام    100اسپکتروفتومتری 

از آب مقطر، طول    280Aو    260A  های موجمیکرولیتر 
می  نشان  که  شده  شده  صفر  کالیبره  دستگاه  دهد 

  2میکرولیتر آب و    98ها به نسبت  مونه است. سپس ن
از   موج    RNAمیکرولیتر  طول  مورد    280/260در 

توالی   گرفتند.  قرار  روش  miRNAآزمایش  با  ها 
Stem-Loop    به از    cDNAتبدیل  که  گردید 

بیان    cDNAمحصول   میزان  تعیین  برای 
miRNA  استفاده با   Quantitive Real-timeها 

PCR  .استفاده گردید 
 

 ها آوری دادهگرد

این پژوهش، از داده خام گل آذین گیاه زنیان اکوتیپ    در 
، آزمایش  PRJNA362991پروژه  اراک با کد دسترسی  

SRX2454474  و کد اجرایSRR5137050   از پایگاه
شد    NCBIسایت    SRAداده   استفاده 

 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ .) 
 

 هاداده بندی سرهم  وکیفیت سنجی، پیرایش 

توالی به قرائت  کیفیت  بررسی  ابتدا  منظور  اولیه  های 
 conda installاز طریق فرمان    FastQCنرم افزار  

-c bioconda fastqc    دانلود و نصب و سپس تحت
لینوکس   شد  محیط   ,.Andrews et al) استفاده 

کیفیت  های با  منظور حذف آداپتورها، توالی به   .(2010
میانگین   )با  از    Score  phredپایین  و  30کمتر   )

نرم    از (  Nهای با میزان بالای نوکلئوتید مبهم )توالی 
استفاده    Trimmomatic-0.36افزار   لینوکس  تحت 
طریق  کلیه آنالیزها از  .  (Bolger et al., 2014) شد  

تحت    AnyDeskبرنامه  شدن  وصل  ابری  سرور  به 
مشخصات   با  لینوکس  حجم  هسته   عدد   12سیستم   ،

دیسک    20حافظه   حجم  و    گیگابایت   140گیگابایت 
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اهواز  واقع در مرکز پردازش سریع دانشگاه شهید چمران  
 condaاز طریق فرمان    Trinityانجام شد. نرم افزار  

install -c bioconda trinity   دانلود و نصب و سپس
های پیرایش شده با در نظر  توالی تحت محیط لینوکس  

روش   به  فرض  پیش  پارامترهای    De novoگرفتن 
 . ( Haas et al., 2013) بندی شد  سرهم 
 

 شده میکروارناهای محافظت شناسایی 

رونوشت  شناسایی  نوپدید،  بندی  ازسرهم  با پس    های 
بامیکرو  شباهت  محافظت RNAبیشترین  از  های  شده 

توالی  ی توال   همسانی   طریق  با  نظر  مورد  های 
)شامل    بالغ   ی میکروارناها  گیاهی    88گیاهی  گونه 

پایگاه   در  موجود    mirbaseمختلف( 
 (http://www.mirbase.org )    طریق   BLASTnاز 
الگوریتم  رونوشت شد.    م نجا ا  از  استفاده  با  حاصل  های 

BLASTx  (E-value  در  0/ 001تر یا مساوی کوچک )
داده   پایگاه  غیر پروتئین برابر  -Non)   تکراری   های 

Redundant protein database, NR)    مورد
های دارای نتیجه فیلتر  گرفته و رونوشت   ردیفی قرار هم 

شناسایی  به   شدند.  میکرو  گ ی د از    میکروارنا منظور  ر 
پروتئینی   کد  غیر های  ان . ار    ی ها ژن   ی ن ی ب ش ی پ ،  کننده 

tRNA    باtRNAscan-SE    ی ها ژن   ی ن ی ب ش ی پ و  
rRNA    باRNAmmer    رونوشت انجام و  های  شد 

های نهایی با استفاده از  دارای نتیجه حذف شدند. توالی 
سرور   .miRkwood   (http://bioinfo.cristal  وب 

univ-lille.fr/mirkwood )   قرار جستجو    مورد 
منظور    .(Guigon et al., 2019)گرفتند   این  برای 

پیش  ارزیابی   miRNA سازهایکیفیت  مورد  کاندید 
سر این  ساز سنجاق : پایداری پیش 1گرفت. معیار    قرار

سازه کوچکتر   MFEI شود کهمعیار زمانی برآورده می 
: وجود  3ها معیار  : تعداد خوانش2معیار    .باشد  -8/0از  

miRNA  معیار پیش 4،  پردازش  معیار  : صحت  ساز، 
دوبلکس  5 وجود   :miRNA:miRNA*  معیار  ،6  :

  ک ی  صورت به  miRkwood  ج ینتا.  پایداری دوبلکس
م ارائه  وب  پ  دشوی صفحه  آن  در    ی سازهاش ی که 

miRNA    نما   ک یدر که    شده است داده    شی جدول 
و هر ستون    pre-miRNA  ک یمربوط به    ف یهر رد 

نمای    1. در شکل  خاص است  یژگ ی و  کیمربوط به  
 شماتیک از مراحل کار نشان داده شده است. 

 

 
. نمای شماتیک مراحل کار شناسایی میکروارنا و  1شکل 

 های هدف در گیاه زنیانژن

 
 میکروارناها  ساختار ثانویه بینیپیش 

طریق  میکروارناساز  پیش   ه یثانو  ی ساختارها از  ها 
RNALfold    میکروارناهای صحت  تا  شد  برآورد 

گردد.   بررسی  شده  انرژی  شناسایی  حداقل  شاخص 
کیلوکالری بر    -6/0تر از  ( کمMFEIآزاد تاخوردگی )

عدد   چهار  حداکثر  اشتباه  نوکلئوتید  تعداد  و  در  مول 
توسط    *میکروارنا-ثبات دوبلکس میکروارنانظر گرفته شد.  

miRdup  (http://www.cs.mcgill.ca/~blanchem/ 

mirdup/.شد ارزیابی  به  (  کاندید    منظور میکروارناهای 
)واقع  ی میکروارناهایی  شناسا -Real Preی 

miRNA  ،)  سرور  توسط   miRNA-disوب 
(http://bioinformatics.hitsz.edu.cn/ miRNA 

-dis/ .مورد بررسی قرار گرفتند ) 
 یکروارنام های هدف بینی ژنپیش 
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پیش به ژن منظور  میکروارنابینی  هدف  با    ها های 
وب  از   psRNATargetسایت  استفاده 

(https://www.zhaolab.org/psRNATarget/،) 
های  رونوشت ی شناسایی شده علیه  هامیکروارنا توالی  
گرفتن    thaliana  Arabidopsisگیاه   نظر  در  با 

پیش  مورد  پارامترهای  و  فرض  قرار  تحلیل  تجزیه 
 . (Dai and Zhao, 2011) گرفت
 

کارکرد تفسیر  و  هدف  ژن  1یمستندسازی  های 

 میکروارنا

عملکرد  پیش  میکروارناها ژن بینی  هدف  تحت    های 
BLASTX    داده پایگاه  برابر  شد    NRدر  انجام 

(Mir Drikvand et al., 2019   شناسی هستی   .
(Gene ontologyژن میکروارنا (  هدف  با    های 

سرور   وب  از    g:Profilerاستفاده 
(https://biit.cs.ut.ee/gprofiler  نظر در  با   )

انجام گردید    0/ 01تر از  کم  FDRگرفتن حد آستانه  
(Reimand et al., 2016). 

 
 PCR qRT اعتبارسنجی با

تحلیل   و  واکنش    PCR  qRTتجزیه  از  استفاده  با 
PCR  Real-time    دستگاه  از طریقCorbett- RT 

به   6000 شد.  هورمون  انجام  از  الیسیتور  منظور 
  میکرومولار   100جاسمونات استفاده شد. غلظت  متیل 

پاشیده  عامل   گیاه  بر روی  هورمون متیل جاسمونات 
تیمار،    24و    12  شد.  اعمال  از  پس  ساعت 

بافت  نمونه از  بوتهگل برداری  هر  گردید.    آذین  انجام 
 گرفته شد. عنوان شاهد در نظر شرایط بدون تیمار به 

qPCR    واکنش با    20در یک سیستم  میکرولیتر 
از    TaKaRa SYBR® Green Permixاستفاده 

ExTaqTM II    میکرولیتر  10حاوی×qPCR 

Master Mix2  ،5 /0   پرایمر   0/ 5رفت،   میکرولیتر 

 
1. Functional annotation 

پرایمر برگشت،   بار    cDNA   (5میکرولیتر    1میکرولیتر 
انجام شد. شرایط    ddH2Oمیکرولیتر    8رقیق شده( و  

qPCR   دناتوره دمای  شامل  در  اولیه  درجه    94سازی 
به سانتی  در    35دقیقه،    5مدت  گراد  دناتوراسیون  چرخه 
ثانیه، اتصال در    10مدت  گراد به درجه سانتی   94دمای  
ثانیه و گسترش    20مدت  گراد به درجه سانتی   60دمای  

دمای   سانتی   72در  به درجه  بود.    2مدت  گراد  ثانیه 
برای تجزیه و تحلیل   انجام شد.  آزمایش در سه تکرار 

 استفاده شد.   Ctای  ها از روش مقایسه داده 
mir160    و ژن هدف آنARF17    میکروارنای  و

هدف    mir166  دیگر  ژن  همراه  مورد    ARF6به 
قرار وارکونیه  گرفتند.    بررسی  روش  از  استفاده  با 

ر عمومی پرایمر  برگشت  پرایمر  و  اختصاصی  از    2فت 
و    miRNAروی   آن    Stem-Loopبالغ  متصل 

 .(Varkonyi-Gasic et al., 2007) طراحی گردید
بیان   بررسی  برای  آغازگر  نوع  سه  اساس  این  بر 

miRNA  :ها طراحی گردید. این آغازگرها عبارتند از
سنتز    RT 3SLآغازگر   ها  miRNAاز    cDNAدر 
(، آغازگر رفت و آغازگر عمومی برای تکثیر  1)جدول  

miRNA(. 2  ها )جدول 
عنوان کنترل داخلی در نظر  به  s rRNA18از ژن  

ر آغازگرهای  شد.  جدول  گرفته  در  عمومی  و    2فت 
 نشان داده شده است. 

ژن  برگشت  و  رفت  شده  طراحی  های  آغازگرهای 
  SAND  ژن نشان داده شده است.    3هدف در جدول  

زنیان    دارویی   با گیاه   العات قبلی مرتبط ط م   استناد که به 
شد به که   استفاده  داخلی  کنترل  ژن  است،  عنوان  ه 

شد  به  گرفته  نظر  در  رفرنس  ژن   Soltani) عنوان 

Howyzeh et al., 2018  صحت معیارهای  کلیه   .)
 بررسی شدند.   Primer  3  طراحی آغازگر با استفاده از 

 
 

 

 

 
 

 
2. Universal Reverse Primer 

3. Stem Loop- 
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 در میرناهای انتخاب شده  RTآغازگرهای  مشخصات .1 جدول
 miRNAنام  آغازگرهای  RT(3'به  5')

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCGGCAT Mir160 
GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGCGCGACTAGATC Mir166 

 
 هاmiRNAمشخصات آغازگرهای رفت و برگشت عمومی  .2جدول 

 miRNAنام  ( 3'به  5')آغازگر رفت 

CGATGCCTGGCTCCCTGT Mir160 
CACCCACTTTCGACCCTTAAACTCGCTCCA Mir166 
CCAGTGCAGGGTCCGAGGTA Universal reverse primer 

 
 های هدفمشخصات آغازگرهای رفت و برگشت ژن . 3جدول 

 ژن هدف  ( 3'به  5')آغازگر رفت  ( 3'به  5')آغازگر برگشت 

CACGTCTGATGAGTATTCTCGC CGAGGACATCTTCTCTCCACTG ARF17 
ACGTCGTTCTCTCGGTCACGAC CAAAGTTTAGCAGCTACCACGA ARF6 
CCTAAAGTGACCAGAAACACAAG TTGTAAGCTGAGTCTGTAATCCATC SAND 

 

 نتایج و بحث 
 و شناسایی میکروارنا بندی نوپدید سرهم 

پیرایش خوانش  از  پایین وپس  با کیفیت  حذف    های 
تعداد  توالی  مجموع  در  آداپتور،    42787318های 

بازی    150خوانش   برگشت  جفت  و  و  رفت  ذخیره 
گردید.    16/7)  3298646 خوانش حذف  پس  درصد( 

و  از کردن  قرائت  پالایش  بی حذف  کیفیت  های 
برای  های دوطرفه  ازخوانش درصد    84/92درمجموع،  

تحلیل   و  شدند. تجزیه  گرفته  نظر  در    بعدی 
کیفیت  خوانش  با  کوتاه  روش  های    De novoبه 

افزار   نرم  در  سرهم   Trinityتوسط  شدند.  بندی 
با    از طریق جستجوی همسانیژن  یونی   405مجموع،  

گیاهی اکثر    میکروارناهای  که  آنجا  از  شدند.  کاندید 
گیاهی محافظت شده هستند. شناسایی  میکروارناهای 

کردن   پیدا  در  موثری  کمک  همسانی  طریق  از 
پس از  .  (Zhang et al., 2006a)باشد  میکروارنا می 

توالی BLASTxانجام   پروتئینی  ،  کننده  کد  های 
شدند.   ثانویهحذف  ساختار  حذف  به   بررسی  منظور 

شناسایی میکروارناهای حفاظت    در   کاذب مثبت    جینتا
گرفت قرار  استفاده  مورد  بالقوه  ردیفی  .  شده  هم  از 

با  پیش میکروارنا  توالی حائز    102تنها    RNALfoldساز 
ساز میکروارناهای  پیش در مرحله بعد شرایط لازم بود.  

از  کمMFEIبا   اساس    -8/0تر  بر  شدند.  انتخاب 
پیشین   پیش   96از    ش یبمطالعات  از  ی  هاسازدرصد 

  -0/ 6  از   ترمک  MFEIی  دارا  ی اهیگ  میکروارنای 
 . (Bonnet et al., 2004) هستند 

نتا   منظورهب کاذب  ج یکاهش    افزایش  و   مثبت 
در    -8/0تر از  کم  MFEIشاخص  با    های توالی   دقت،

رو   این  از  شدند  گرفته  این  نظر    30تنها    مرحله در 
ت مابقی  و  بود  لازم  شرایط  حائز  حذف  والی توالی  ها 

بالغ    شدند.  میکروارنا  هم مکان  از  ردیفی  حاصل 
در    miRdupبا دوبلکس  ثبات  و  توالی    19بررسی 
)جدول    د ییتا رونوشت1شد  حذف  از  پس  های  (. 

 میکروارنا کاندید نهایی شد.  9مشابه در مجموع، 
توالی اب ی ارز   ج ی نتا  توسط  های  ی  سرور  کاندید  وب 

miRNA-dis   توالی کلیه  که  داد  نهایی،  نشان  های 
شاخص  ی  واقع   ی میکروارناها سازهای  پیش  هستند. 

MFEI    دامنه در  مطالعه حاضر    -1/ 15تا    0-  / 80در 
بود )جدول    -0/ 98)کیلوکالری بر مول( با میانگین مقدار  

به دیگر  1 آنجا که میکروارناها نسبت  از   .)RNA    غیر
تاخوردگی ،  رمزگذار  آزاد  انرژی  دارند    حداقل  کمتری 

 (Bonnet et al., 2004 ) دست آمده شاخص  ه . مقادیر ب
MFEI    با مقایسه    tRNA   (64 /0-  ،)rRNAدر 

 Zhang et) تر بود  ( کم -66 /0)   mRNA( و  -0/ 59) 
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al., 2006b )   می نشان  پیش و  که  ساز  دهد 
شده   شناسایی  میکروارناهای    احتمال   به میکروارناهای 

نوکلئوتید در    171تا    81واقعی هستند. دامنه طولی بین  
زنیان  میکروارنا سازهای  پیش  گیاه  شده  شناسایی  های 

)جدول   شد  پیش   (. 4تعیین  طول  ساز  توزیع 
مقایسه  میکروارنا  در  حاضر  مطالعه  طول  های  توزیع  با 

مطالعات پیشین  در  سازهای میکروارناهای گیاهان  پیش 
 (Patanun et al., 2013 )   مطابقت دارد  . 

ثانو  در میکروارناها  ساز  پیش  ی  دارا  ه یساختار 
محتوا   سری سنجاق  ساختار   در    AUیهستند.  نیز 

بالاتر    GCیبا محتوا  سهیمقا  در میکروارناها  ساز  پیش 
قبل  بود مطالعات  در  نیز  که  استی  شده    گزارش 

(Dhandapani et al., 2011)  ثانویه ساختار   .
شناسایی  با  میکروارناهای  معشده    ی اجبار  اریهشت 

گ  میکروارنایی  شناسا  ,.Axtell et al)  اهان یدر 

ای از توالی  نمونه  2مطابقت داشت. در شکل    (2011
per-miRNA    به همراه موقعیتmiRNA    بر روی

 (. 2آن نشان داده شده است )شکل  
 

  miR160به همراه موقعیت  per-miRNAتوالی   . 2 شکل
 ای از بررسی ساختار ثانویهعنوان نمونه بر روی آن به 

 
 ویژگی میکروارناهای شناسایی شده در گیاه دارویی زنیان . 4 جدول

 GC MFE (kcal/mol) MFEI AMFE درصد qstart qend sstart send شماره ژن  نام میکروارنای بالغ 

mi156d-3p 4096_c0_g3_i1 214 235 1 22 42.55 -46.1 -1.15 -49.04 
miR160d 67671_c0_g1_i1 11 31 1 21 57.3 -48 -0.94 -53.93 
miR166-3p 82152_c0_g1_i1 103 122 1 20 41.73 -59.3 -1.02 -42.66 
miR168c-5p 19357_c0_g1_i1 170 190 21 1 43.44 -54.7 -1.03 -44.84 
miR171a 46413_c0_g1_i1 122 142 21 1 40 -41.6 -0.99 -39.62 
miR172 11985_c0_g1_i4 191 211 1 21 36.51 -49.2 -1.07 -39.05 
miR396a 49537_c0_g1_i1 206 226 21 1 44.44 -28.9 -0.8 -35.68 
miR477e-5p 65701_c0_g1_i1 1 19 3 21 39.36 -37.9 -1.02 -40.32 
miR827 46748_c0_g1_i1 70 90 21 1 32.16 -55.8 -1.01 -32.63 

MFE :ی؛ تاخوردگ آزادی انرژ حداقلAMFE :؛ شدهحیتصح یآزاد تاخوردگ  ی حداقل انرژMFEI ی تاخوردگ آزادی انرژ حداقل: شاخص 

 
 میکروارناهای شناسایی شده در گیاه دارویی زنیان . ویژگی 4 جدول

 توالی میکروارنای شناسایی شده E value (bp) میکروارنا طول (bp)ساز میکروارنا طول پیش نام میکروارنای بالغ 

mi156d-3p 94 21 6.64E-05 5′GCUCUCUAUGCUUCUGUCAUCA3′ 
miR160d 89 21 0.000018 5′UGCCUGGCUCCCUGCAUGCCA3′ 
miR166-3p 139 20 8.82E-05 5′AUUUCGGACCAGGCUUCAUU3′ 
miR168c-5p 122 21 1.86E-05 5′CCCGCCUUGCAUCAAUUGAAU3′ 
miR171a 105 20 1.93E-05 5′GGAUAUUGGUCCGGUUCAAU3′ 
miR172 126 21 5.48E-05 5′AGAAUCUUGAUGAUGCUGCAU3′ 
miR396a 81 21 2.01E-05 5′CAGUUCAAGAAAGCCGUGGAA3′ 
miR477e-5p 94 19 0.000552 5′UCUCCCUCAAGGGCUUCUG3′ 
miR827 171 21 4.37E-05 5′UGUUUGUUGAUGGUCAUCUAA3′ 

MFE :ی؛ تاخوردگ آزادی انرژ حداقلAMFE :؛ شدهحیتصح یآزاد تاخوردگ  ی حداقل انرژMFEI ی تاخوردگ آزادی انرژ حداقل: شاخص 
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 و چگونگی مهار آنها  هدفبینی ژن پیش 

ژن  هدف  بررسی  م های  شده  نه  شناسایی  یکروارنای 
مجموع   در  که  داد  این    931نشان  توسط  ژن 

می  تنظیم  بالقوه،  به    شوند میکروارناهای  متعلق  که 
متفاوت   زیستی  عملکردهای  با  ژنی  خانواده  چندین 

که  .  هستند  داد  نشان  تخریب    766نتایج  عمل  با  ژن 
 ( و  Cleavageشدن  عدم    165(  با    م ی تنظ   ترجمه ژن 

،  mi156  های های هدف برای توالی تعداد ژن شوند.  می 
miR160  ،miR166  ،miR168  ،miR171  ،
miR172  ،miR396  ،miR477   و  miR827  

  149و    80،  123،  112،  54  ، 130،  44  ، 107ترتیب  به 
 (. 5جدول  ژن بود ) 

 
ژن کارکردی  تفسیر  و  شناسی  هدف  های  هستی 

 میکروارنا

های هدف در  ژن سازی مجموعه  تجزیه و تحلیل غنی 
مولکولی دسته   شکل    عملکرد  شده    3در  داده  نشان 

غنی  تحلیل  و  تجزیه  مجموعه  است.  های  ژن سازی 
که   داد  نشان  دسته  هدف  مولکولی در    عملکرد 

(Molecular Function،)  فاکتور    ت یفعال  گروه
به  ی سیرونو و   DNA  (GO:0003700)  متصل 
رونوم یتنظ  تیفعال )سیکننده  (  GO:0140110ی 

دسته  بیشترین فراوانی را به خود اختصاص دادند. در  
زیست  )فرآیند  ترتیب به(  Biological Processesی 

RNA  (GO:2001141  )  وسنتز یب  ند یفرا   میتنظ  گروه

فر نسبت  RNA  (GO:0032774ی  وسنتزی ب  ند آیو   )
گروه  سایر  میکروارناهای  ها  به  اهداف  بیشترین 

با توجه به  .  شناسایی شده را به خود اختصاص دادند
هستی  ژن نتایج  میکروارناهای  شناسی  هدف،  های 

متابولیکی  در اغلب فرآیندهای زیستی و  شده شناسایی 
همچون تمایز، رشد و نمو، انتقال از مرحله رویشی به  

های زیستی و غیر  زایشی، انتقال پیام و پاسخ به تنش 
 . کنندزیستی، نقش مهمی ایفا می 

،  ARF10مانند    ن یاکس  دهندهپاسخ   ی هاژن
ARF16    وARF17  ژن به هدف  های  عنوان 

miR160   می گذشته  عمل  تحقیقات  با  که  که  کنند 
دادند   صورت  به   miR160-ARF10/16/17نشان 

یک پیوند مولکولی در افزایش طول هیپوکوتیل عمل  
 . ( مطابقت داردDai et al., 2021) کندمی

پروتئینیژن خانواده  ژن به  ZIPهای  های  عنوان 
شدند.    miR166هدف     ک ی  miR166شناسایی 

است که در    miRNAحافظت شده از    ار یخانواده بس
  ی ک یولوژیز یو ف  یسلول   یندها یاز فرآ  یاگسترده   فیط

  ی طور کلبه   miR166نقش دارد. خانواده    اهانی در گ
است که ممکن است    اهان ی عضو در گ  ن یشامل چند 

خود    عملکرد  از  دهند متفاوتی   ,.Li et al)  نشان 

2017).  miR166   ی  هاژنIIIHD-ZIP    فیدر طرا  
  دهند و ی هدف قرار می اه یگ  یهااز گونه   یاگسترده 

عملکرد را نشان    ایشاز افز  یی ممکن است درجه بالا
   . (Ko et al., 2006)دهند 

 

 شناسایی شده  میکروارنایهای هدف مشخصات ژن  .5جدول 
 عملکرد ژن هدف  ژن هدف  عمل میکروارنا  شماره دسترسی ژن هدف  میکروارنا   خانواده 

miR156 AT1G31280.1 Cleavage AGO2 Argonaute family protein 
miR160 AT1G77850 Cleavage ARF17 Auxin response factor 17 
miR160 AT2G28350 Cleavage ARF10 Auxin response factor 10 
miR160 AT4G30080 Cleavage ARF16 Auxin response factor 16 
miR166 AT5G42910 Cleavage bZIP Basic-leucine zipper (bZIP) transcription factor family protein 
miR166 AT1G30330 Cleavage ARF6 Auxin response factor 6 
miR171 AT2G37650 Cleavage GRAS GRAS family transcription factor 
miR172 AT4G36920 Cleavage AP2 Integrase-type DNA-binding superfamily protein 
miR396 AT3G57800 Cleavage bHLH Basic helix-loop-helix DNA-binding superfamily protein 
miR396 AT5G38480 Cleavage GRF3 Growth-Regulating Factor 
miR477 AT1G03800 Translation ERF10 ERF domain protein 10 
miR827 AT3G54220 Cleavage SCR GRAS family transcription factor 
miR827 At1G02860 Cleavage NLA Nitrogen limitation asaptation 
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 ترکیبات سلولیی ج( فرآیند زیست ب(  عملکرد مولکولیالف(  شده؛شناساییهای هدف ژن  سازی مجموعه. تجزیه و تحلیل غنی 3شکل 

 
ژن  MiR172،  گر ید  میکروارناهای   ،AP2    را

داده  قرار  را   هدف  آنها  بیان  م  و  با    دنکنی کنترل  که 
 ,. François et alتحقیقات گذشته مطابقت دارد ) 

2018 ).miR477    رونویسی هدف    ERFفاکتور  را 
داده  را   قرار  آنها  بیان  م   و  خانواده    د.نکنی کنترل 
  ی هاکنندهم یعنوان تنظبه   ERFی  س یرونو  ی فاکتورها

چند غ  ن یمهم  معرف  ریتنش  به    یزنده  و  شده 
گوناگونی هورمون  م   های  مطالعات  دهند ی پاسخ  در   .

که   شد  داده  نشان  رونو  mir477پیشین  ی  س یعامل 
ERF  است داده  قرار   ,.Jannesar et al)  را هدف 

2020) . 
miR156   های خانواده  ژنSPL   کنند  را کنترل می

 (Li et al., 2020  .) ژن   ن ی )پروتئ   PLی  خانواده 
SQUAMOSA   پروتئ به  فاکتور  نوعی  (  ن ی متصل 

رشد و    ی برا   ی است که عملکرد مهم   اه ی در گ   ی س ی رونو 
مثل را  د ی و تول   ی ش ی رو   ن ی انتقال فاز ب   آنها دارد،    اه ی نمو گ 

مهم    ار ی بس   اه ی گ   ی بارور   ت ی موفق   در د، که  ن کن ی کنترل م 
ا ( Zhang et al., 2011)   است  بر  افزون  ،  ن ی . 

به    SPLی ها رونوشت  پاسخ  و  مس  هموستاز  در 
دارند نیز  (  ن ی برل ی ج   ی دها ی )اس   GA  نگ ی گنال ی س    نقش 
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 (Xing et al., 2010; Zhang et al., 2007 ) . 

miR396    عوامل خانواده  به  متعلق  اهداف 
)سیرونو  Growth-Regulating Factor)  GRFی 

تنظ کننده  به  miR827  کند.ی م   میرا  تنظیم  عنوان 
، یک  NLAکند. ژن هدف عمل می  NLAژن هدف 

می   E3آنزیم رمزگذاری  را  لیگاز  کند  یوبیکوتین 
(Hewezi et al., 2016.) 

 
ت  نتایج  بر  أآنالیز  جاسمونات  متیل  و    mir160ثیر 

mir166  و ژن هدف آنARF17  وARF6 

و    mir166و    mir160میکروارنای    بررسی بیان   ج ی نتا 
  ی جاسمونات بر رو   ل ی مت به  پاسخ  آنها در    های هدف ژن 

ممکن است   میکروارناها نشان داد که  گیاه دارویی زنیان  
و    4  های )شکل د  ن باش   ل ی دخ   MeJAبه  گیاه  در پاسخ  

کل (.  5 تطابق  ا می   ی عدم  به  که    ل ی دل   ن ی تواند  باشد 
تنظیم   بر  علاوه  م mRNAمیکروارناها  توانند  ی ها، 

اهداف   ن   ی ها mRNAترجمه  را  از    ز ی خود  کنند.  مهار 
ب   میکروارناها   گر، ی د   ی سو  است  ها  mRNA  ان ی ممکن 

حال، مطالعات    ن ی با ا   . کنند   م ی تنظ   MeJAپاسخ به  را در  
 خواهد بود.   از ی مورد ن   نده ی در آ   ی شتر ی ب 

محرک  miR160خانواده    یاعضا مانند    ییها به 
اس و  SA)   کیلیسیسال  د یاس  ک، یزیآبس  دی نور،   )

گرما م  ییاسترس  در    pri-miR160.  دهندی پاسخ 
  ک، یبرلیج  د یاس  مار یاما توسط ت  اهش، ک  SAپاسخ به  

مت  لن یات می جاسمونات    ل یو  پیدا  این  ،  کندافزایش 
م  موضوع  انتقال    pri-miR160  که   دهدی نشان  با 

 . (Zhang, 2015)هورمون مرتبط است 

 

 
 در طی زمان  و ژن هدف آن mir160ثیر محلول پاشی متیل جاسمونات بر بیان  أت . 4شکل 
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بس   ،miR160  ،ARF10شده  حفاظت   اریخانواده 
ARF16  وARF17    از خانوادهARF   ی طور منف را به  

م   و  میتنظ  ,.Mallory et al)  کندی سرکوبگر 

این خانواده  .  (2005 رو  این  در حفظ    ینقش مهم از 
،  نیجن  یع یرشد طب  یها بذر و برنامه   یزنجوانه  ندیفرآ

 گل دارد.    یهاو اندام  ها ، برگ ، ساقهشه یر
،  miR156  ،miR160  ،miR168  یهاخانواده 
miR171  ،miR172  ،miR397    وmiR398  
 Montes et)اند  حفاظت شده  اهانیگ  ن یبشدت در ب

al., 2014)مطالعه در  آرابیدوپسیس .  روی  بر    ای 
روی   miR160  مشخص شد که بر  اثر    ARF17  با 

 Gutierrez)  باشدمی   JAتجمع    ی منف   کنندهمیظتن

et al., 2012)  ،  روی بر  دیگر  مطالعه  در  چند  هر 
مانند    نند ما  یعملکرد مشابه رفت که  انتظار می صنوبر  

گوجه   آرابیدوپسیس  شو   یفرنگو  ادمشاهده  با    ن ی، 
تغ ب  ی متناظر  رات ییحال،  سطوح  که    ARFs  ان ی در 

شده   شناخته    ا ی  miR166  ،miR319اهداف 
miR160  پ  ,.Wilkinson et al) شد  ن  دای هستند، 

در    JAسطوح    مشخص شد که   ن ی افزون بر ا.  (2021
طور  پس از زخم شدن به   MeJAشده با    مار یپوست ت

  مار یسالم تاما در پوست    ابد،یی م   شی افزا  یتوجه قابل
 ,.Mageroy et al)  ابدیی نم   شیافزا  MeJAشده با  

بنابرا (2020 ن  ن، ی.  چگونه    ستیمشخص  که 
miRNA  ب تنظ  JA  وسنتزیها  را  نروژ  صنوبر    م یدر 

 کنند. یم

،  miR162  ،miR167  ،miR319  ی ها خانواده 
miR396  و  ،miR529   ب در    اهان ی گ   ن ی بشدت 

شده  به اند،  حفاظت  گیاهان  در  طور  میکروارناها 
به  می  MeJA متفاوتی  گونه دهند.  پاسخ    ی ها در 

م  نظر  به  کاج    ن ی چند   miR1313  رسد ی خانواده 
miRNA   ر ی مس   ی ها کننده م ی تنظ  JA    را هدف قرار

تجز   ، ( Axtell et al., 2007)   دهند ی م  و    ه ی در 
)   Wilkinson  ل ی تحل  همکاران  نشان    ( 2021و 

که    miR319و    miR166  ،miR167  داده شد که 
و    ARF6/8  وسنتز ی ب   ی ها کننده م ی تنظ   ب ی ترت به 

TCP2/4/10   م ا   دهند، ی را هدف قرار    تیمار ز  پس 
MeJA    افتند ی کاهش   (Wilkinson et al., 

در    miR168و    miR156همچنین    . ( 2021
چینی  تیمار    سرخدار  یافتند   MeJAتحت    کاهش 

 (Roy et al., 2021 ) شد ثابت  دیگر  مطالعه  در   .  
آن    miR160که   کلیدی    نقش   ARFو ژن هدف 
به در   ایفا    MeJA  پاسخ  رزماری  دارویی  گیاه  در 
گیاه  ( Yao et al., 2021)   کند می  در  ار    اوفوربیا . 

در   میکروارناها  که  داد  نشان  نتایج  فرفیون  تیره 
به   بین    MeJAپاسخ  این  در  که  هستند  دخیل 
و    miR156  ،miR166  ،miR171خانواده  
miR395    فراوانی بیان بالایی نشان دادند (Li et 

al., 2019 ) . 
 
 گیری کلی نتیجه

شناسا   ق یتحق شامل  درmiRNA  یی حاضر  گیاه    ها 
ammi  Trachyspermum  طر رویکرد    ق یاز 

  منظور بررسی به  miRNA  دو و    ه استبود  محاسباتی 
ب مورد  انیسطوح  جاسمونات  متیل  با  پاسخ  در  ی 

از   گزارش  نخستین  بررسی  این  گرفتند.  قرار  ارزیابی 
شناسایی میرنا در گیاه دارویی زنیان بوده و نتایج آن  
نقطه عطفی در شناسایی میرنا و نقش آنها در بیوسنتز  

های ثانویه در این گیاه خواهد بود همچنین  متابولیت 
م اعتبارسنجی    نتایج چند  دهد ی نشان    ن یکه 

miRNA  ی هاخانواده  ی از جمله اعضا  miR160   و  
miR166    بهدر زنیاندر    MeJA  پاسخ  نقش    گیاه 

هردارند چگونه .  اینکه  بهتر  درک  برای    چند 
متیل  به  پاسخ  تنظیم  جمیکروارناها  را  اسمونات 

بیوسنتز  می مسیر  از  بیشتری  تحلیل  و    JAکنند، 
استسیگنال  نیاز  مورد    ی مبنا  ک ی  ج ینتا   نی ا  .دهی 

  ی می تنظ  سمیمکان  شتریب  ی آشکارساز  ی برا  ینظر
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miRNA    به در و  پاسخ  جاسمونات   کند. می هدف فراهم  ی هاعملکرد در ژن   د یی تا  متیل 
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