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 چکیده
دارویی  کرفس   گیاه  یا  ) کلوس  (  .Kelussia odoratissima Mozaffکوهی 

در    انحصاری   صورت به   که   است   رمانی اثرات د منبعی غنی از مواد فعال دارویی با  

گونه  . با وجود خطر انقراض این شود ی یافت م   ایران   زاگرس مرکزی   ی ها کوه رشته 

این گیاه  و بیوسنتز ترکیبات ارزشمند    ترنسکریپتوم ژنوم /    باره گیاهی، اطلاعاتی در 

مولکول  بین  در  ندارد.  مولکول وجود  اگرچه  حیاتی،    microRNAهای  های 

 (miRNAs )    مختلف فرآیندهای  در  مهمی  بیوسنتز    ژه ی و به   زیستی نقش  در 

دارند   ی ها ت ی متابول  دارویی  گیاهان  در  از ،  ثانویه  گزارشی  هیچ  حاضر،  حال    در 

است ها  miRNA  وضعیت  به در گیاه کلوس منتشر نشده  منظور  . مطالعه حاضر 

  ترنسکریپتوم برگ ها در  هدف آن   ی ها شده و ژن های محافظت miRNAشناسایی  

،  Illumina HiSeq 2500  تفرم با پل   RNAیابی  کلوس انجام شد. پس از توالی 

پردازش ها خوانش  کوتاه  مطالعه، ی  بند سرهم   شده   ی  این  در    4658  تعداد   شدند. 

کردن دقیق،    ه ی . پس از پال ند شد   شناسایی های بالقوه  miRNA  توالی   ژن حاوی یونی 

و    miRNA   (miR156-3P  ،miR408  ،miR169  ،miR171  توالی   پنج 

miR398 )   ند. شد مشخص    ها آن هدف    ی ها ژن   و   سایی شنا   نامزد های  میان توالی   از  

ها در مسیرهای متابولیکی مختلفی از جمله  miRNAنشان داد که  این مطالعه  نتایج  

کربوکسیلات، متابولیسم نشاسته و  و دی   گلیکوزیلات متابولیسم بوتانوات، متابولیسم  

اندامک  در  کربن  تثبیت  پراکسی   ی ها ساکارز،  تخریب  تخریب  فتوسنتزی،  و  زوم 

متابولی   ی ها ژن   تنظیم با    miR408بودند.  دهای چرب درگیر  اسی  ،  کی شش مسیر 

  خته شنا   کلوس   پروفایل بیانی در    شده محافظت   miRNA  ن ی رگذارتر ی وان تأث عن به 

به  با توجه به نقش تنظیمی  شد.  شده بر روی  های شناسایی miRNAطور کلی، 

در مطالعه    کلوس   گیاه   ژنی و فرآیندهای بیولوژیکی   ی ها از شبکه   ی ا طیف گسترده 

ی بهبود صفات کمی  برا  نامزد  ی ها عنوان ژن ها به miRNAاز این    توان ی حاضر، م 

 .کرد و کیفی این گیاه استفاده 

 
 miR408، ثانویه یهاتیمتابول، شبکه ژنیکلوس،  های کلیدی:واژه

Abstract 

Kelus (Kelussia odoratissima Mozaff.), a medicinal plant rich 

in active pharmaceutical ingredients with therapeutic effects, 

is found only in central Zagros Mountains, west of IRAN. 

Despite being in danger of extinction, there are no genetic 

evidences regarding kelus Omics as well as valuable 

compounds biosynthesis pathways. MicroRNAs (miRNAs) 

play an important role in different processes such as growth 

and development, cell proliferation, response to stresses and 

biosynthesis metabolite. As far as the bioinformatic data are 

concern, the genome/transcriptome of kelus has not been 

sequenced. The present study was performed to identify the 

conserved miRNAs and their target genes in the kelus leaf 

transcriptome. After pair-end sequencing with the Illumina 

HiSeq 2500 platform, clean reads were assembled. In total, 

4658 unigenes were found to contain potential miRNAs 

sequences. Following strict filtering criteria, five miRNAs 

belonging to five conserved miRNA families (miR156-3P, 

miR408, miR169, miR171 and miR398) were identified 

among candidate sequences. Results of this study revealed 

that the target genes of the identified miRNAs were involved 

in various metabolic pathways, including butanoate 

metabolism, glyoxylate and dicarboxylate metabolism, starch 

and sucrose metabolism, carbon fixation in photosynthetic 

organisms, peroxisome degradation, and fatty acid 

degradation. By affecting genes associated with six metabolic 

pathways, miR408 was identified as the most influential 

conserved microRNA in the kelus leaf transcriptome. In 

general, given the regulatory roles of identified miRNAs on 

broad spectrum of gene networks and biological processes of 

kelus, these miRNAs can be used as candidate genes for 

breeding kelus quantitative and qualitative traits. 

 
Keywords: Gene network, Kelus, miR408, Secondary 

metabolites 
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 مقدمه
علمی   نام  با  کوهی   Kelussiaکرفس 

odoratissima Mozaff.    ،کلوس محلی  نام  و 
( و  x2    =n2=    22، دیپلوئید )چندسالهگیاهی معطر،  

چتریان  خانواده  به    باشد یم  (Apiaceae)  متعلق 
(Akkafi et al., 2014; Khanavi et al., 2021; 

Muzaffarian, 2007)  .  گیاه گونه  این  تنها 
جنس  شده شناخته که    Kelussiaی    رت صوبه است 

دارد   رویش  مرکزی  زاگرس  منطقه  در  انحصاری 
(Mozaffaian, 2003)  از بیش  ارتفاع  با  سازگاری   .

گراد  درجه سانتی   - 20متر از سطح دریا و دمای    2500
از جمله شرایط اقلیمی محدودکننده پراکنش این گیاه  

.  (Salimi et al., 2010)  روندی م   شماربه دارویی  
ا  ذکران یشا گیاهان    نی ترمهمز  است که کلوس یکی 

سنتی در درمان    طوربهکه    رودی م   شماربه دارویی ایران  
بالا،  بیماری  خون  فشار  سرماخوردگی،  نظیر  هایی 

  عنوان بهبر این از کلوس  شود؛ علاوهدیابت استفاده می 
 Ahmadi)گردد  یک فرآورده غذایی نیز استفاده می

et al., 2007) . 
را   کلوس  بالای  اقتصادی  به    توان ی م ارزش 

عصاره ها ی ژگ ی و  و  اسانس  فارماکولوژیکی  ،  شامل   آن   ی 
دیابت، ضد    درد، ضد التهاب و اضطراب، ضد   اثرات ضد 
  گوارش مرتبط عروق و دستگاه    کننده محافظت سرطان،  
 ,.Torki et al., 2018; Akbarian et al) دانست  

2019; Javani and Asadi- .  Gharneh, 2020; 

Khadijeh et al., 2019;  .Mirzaei et al., 2020; 

Khanavi et al., 2021 )  . لیگوستیلید   - سیس   (Z-

ligustilide )   د ی فتال  ل ی بوت و  (Butylphthalide ،)  اجزای
که شواهدی    باشند ی م   K.odoratissima  اصلی اسانس 

مثبت   تأثیر  فشارخون   ها آن از  عصبی،  سیستم  و    بر 
 Kuang) است  در انسان مورد تأیید قرار گرفته کلسترول  

et al., 2008; Song et al., 2004 )  . کلوس در   هرچند
پراکنش   از  مرکزی    مناسبی گذشته  زاگرس  منطقه  در 

  ل ی دل به ی اخیر،  ها سال در    متأسفانه است، ولی  برخوردار بوده 

های  ارزش اقتصادی بالای این محصول دارویی، رویشگاه 
اکنون این  شده و هم رویه تخریب طبیعی آن با برداشت بی 

گونه   عنوان ه ب گیاه   شناخته  یک  انقراض  معرض  در  ی 
 ,.Ahmadi et al., 2019; Ahmadi et al)   شود ی م 

2021 ) .   
ویژه مطالعات    طور به طالعات اکولوژیکی، فیزیولوژیکی و  م 

به محققان    از جمله کلوس انقراض  ژنتیکی گیاهان در معرض  
را    ها گونه کمک خواهد کرد تا اطلاعات لازم برای حفظ این  

آورند دس به  از    ت  استفاده  با  روش    این و  بهترین  اطلاعات 
وری از پتانسیل این  بهنژادی جهت محافظت و افزایش بهره 

 ;Mercati et al., 2019) گیاهان ارزشمند را تسهیل نمایند  

Ren et al., 2021; Schluttenhofer and Yuan,  .
2017; Wang et al., 2021 ) . 

توجه متابولیت  نکهیا  به  با  در  تولید  ثانویه  های 
زنده،  گی موجودات  سایر  و    شبکه   ق یطر  از اهان 
  از   استفاده  شود،یم  کنترل   ها ژن   از ی  اده یچیپ

گیاهان  هاروش بهنژادی  سنتی  برای  تنهابهی  یی 
متابولیت این  کاهش  یا  و  افزایش  نبوده  کارساز  ها 

بود   انتخاب نخواهد  علت    به.  مناسبی  در  همین 
پ  ر، یاخی  هاسال در  توجهقابل   یهاشرفت یبا  که  ی 

موجود   اطلاعات  حجم  و  گیاهی    وجود   بهژنومیکس 
ژن آمده  شناسایی  و  بررسی  دخیل  است،  در  های 

همچمتابولیت  وسنتزیب و  ثانویه  شبکه های  های  نین 
است و با سرعت  ها مورد توجه قرار گرفتهتنظیمی آن 

است.   انجام  حال  در    بالا یی  کارا  با ی  ابیی توال بالایی 
(High throughput sequencing)،  در    با تولید داده

برای    ،وسیعمقیاس   مناسبی    و   هاژن یی  شناسازمینه 
نموده ژنی  هاشبکه ی  بازسازهمچنین   فراهم  است ی 

(Bae et al., 2021; Guo et al., 2021; Hu et 

al., 2020; Liu et al., 2021) . 
ی  مؤثر ( عناصر کلیدی و  miRNAsها )RNAریز  

ژنی در موجودات مختلف هستند    ی هاشبکه در تنظیم  
(Ma et al., 2022; Pirŕ et al., 2016; Yang et 

al., 2017; Zhao et al., 2019)  عناصر این   .
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  RNAکدکننده از طریق فرآیند تداخل    یرغتنظیمی  
(RNA interference  بیان بسیاری از ،) ها را در  ژن

پردازش،   رونویسی،  مختلف  و    RNAپایداری  سطوح 
اولین   Park et al. (2002 )د. کننکنترل می ترجمه را 

گیاه  RNAریز   در  را  گیاهی   Arabidopsisی 

thaliana   ن را تعیین کردند. از آن  شناسایی و نقش آ
ریز   زیادی  تعداد  تاکنون،  ژن   RNAزمان  های  و 

در   عدس  هاگونه هدفشان  مانند  گیاهی  مختلف  ی 
(Sohrabi et al., 2020)  گشنیز ،(Mir Drikvand 

et al., 2019)،    سیب(Gleave et al., 2008)    و
 شده است. شناسایی   (Mehta et al., 2016)استویا 
ها از سه روش  RNAکلی، برای شناسایی ریز    طور به 

روش ساز همسانه  و  مستقیم  ژنتیک  مستقیم،  های  ی 
می  استفاده  حالی بیوانفورماتیکی  در  برای  شود؛  که 

نفورماتیکی،  ها سه روش بیوا های هدف آن شناسایی ژن 
روش  و    (Omics)  امیکس   بر ی مبتن های  بیوشیمیایی 
. در این  ( Li et al., 2010) گیرند  مورد استفاده قرار می 

  تر نه ی هز کم یع و بسیار  سر های بیوانفورماتیکی  بین، روش 
ی بالای  شدگ محافظت بوده و از ویژگی    ها روش از سایر  

شناسایی  RNAریز   برای  می ها  آن ها  .  برند بهره 
  بر ی مبتن ی بیوانفورماتیکی، با استفاده از رهیافت  ها ش رو 

با مقایسه  های  RNA  ی ریز ها داده پایگاه    همولوژی و 
)شناسایی  با http://www.mirbase.orgشده   )

پایگاه    داده های  پایگاه  )مانند  نظر  مورد  ارگانیسم 
های  RNAی ترنسکریپتومی( به شناسایی ریز  هاداده 

می   شدهمحافظت  ,.Gleave et al)دازند  پربالقوه، 

2008; Mir Drikvand et al., 2019; Sunkar. 
and Jagadeeswaran, 2008; Mehta et al., .  

با توجه به اهمیت حفظ ذخایر ژنتیکی گیاهان    .(2016.
دارویی کشور و با عنایت به این مسئله که گیاه کلوس  

درنظر گرفتن  با    همچنین  وباشد  در معرض انقراض می 
گیاه کلوس و ریز  ع که  موضو   این از ژنوم  اطلاعاتی 

RNA  این ندارد،  قرار  محققان  اختیار  در  آن  های 
ریز   تا  دارد  سعی    شدهمحافظتهای  RNAمطالعه 

  یابی نسل جدید های توالی را با استفاده از داده   کلوس
(Next generation sequencing, NGS )

.  نمایدرا بررسی    برگ کلوس شناسایی و پروفایل بیانی  
بار، ترنسکریپتوم برگ  در   اولین  پژوهش حاضر برای 

در  ابیی توالکلوس   کنکاش  با  و  شد  ی  هاداده ی 
این گیاه    شدهمحافظتهای  RNAی شده، ریز  ابیی توال

 شناسایی و تعیین خصوصیت شدند. 
 

 ها مواد و روش 

 مواد گیاهی

بذور تهیه  از  رویشگاه  پس  از  طبیعی  کلوس  های 
شهرکرد  سی  روستای   ،شهرستان  با  دره  بذرها  دی، 

هزار(    کشقارچ در  نیم  و  یک  نسبت  )به  بنومیل 
در و  مدت  به  گراد ی سانتدرجه    4دمای    ضدعفونی 

از یک پس  شدند.  نگهداری  )  ماه  درجه    4سرمادهی 
بهسانتی  نمونه  120مدت  گراد  به  روز(،  گیاهی  های 
های پلاستیکی منتقل و در مهرماه در ارتفاعات  گلدان 
سم  1800  بالای از  بهمن،  تر  دره  )مزرعه  دریا  طح 

روستای خان آباد، شهرستان الیگودرز، استان لرستان(  
گیاهان   تازه  برگ  از  اسفندماه  اواخر  در  شدند.  کشت 

و پس از فریز شدن در ازت  برداری صورت گرفت  نمونه
  - 80  در یخچال با دمای   RNAتا زمان استخراج  مایع،  

 د.گراد نگهداری شدندرجه سانتی 
 

 یابی ی توال و    cDNA، تهیه کتابخانه  RNAج  خرا است 

استفاده  کل    RNAاستخراج   محلولبا    زول یترا  از 
(Trizol reagent)    سازنده شرکت  پروتکل  طبق 
(Invitrogen, life technology  )  همه برای 

شد.    ها نمونه کیکمانجام  و    RNAت  یفیت 
و   دستگاه نانودراپ با استفاده ازترتیب شده به استخراج

آگارز  ز  تروفورالک ژل  بررس درصد    1در  قرار    یمورد 
از    گرفت. با    cDNAی  هاکتابخانهی  سازآماده پس 

 Illumina TruSeq™ RNAاستفاده از کیت سنتز  

Sample Preparation  از  Illumina  پلتفرم، 
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HiSeq2500    فرآیند شد.  ی توالبرای  استفاده  یابی 
 ( طرف  دو  از  طول  Paired-endقطعات  با  و   )150  

 خوانش شدند.  بازتجف
 

 هادادهپردازش 

به   توجه  کیفیت  تأث با  نحوه  ها داده یر  بر  ورودی  ی 
اولیه    ( Assembly) بندی  سرهم  کیفیت  ترنسکریپتوم، 

) ی توال  خام  همه  Raw readsهای  برای  با    ها نمونه ( 
سنجیده    FastQC(  Version 0.11.6)   افزار نرم استفاده  

از ( Andrews et al., 2020)   شد  برای  بردن   .    بین 
ها، زدودن توالی آداپتور  ی توال خطای احتمالی موجود در  

خوانش باقی  در  کوتاه مانده  همچنین   های  حذف    و 
میانگین  توالی  )با  پایین  کیفیت  با    Phred scoreهای 

از   توالی 30کمتر  بالای  (،  میزان  با  تیدهای  نوکلئو هایی 
نشده  توا   ( N)   خوانش  از  لی و  کمتر  اندازه  با    75های 

  Trimmomatic(  version 0.27) افزار  از نرم   باز ت جف 
 . ( Bolger et al., 2014) استفاده شد  

 
)سرهم  نوپدید  (  De novo assemblyبندی 

 هاخوانش 

های حاصل  داده   (Trimming)پردازش  پس از فرآیند  
توالی  از خوانش یابیاز   ،( بالا  با کیفیت   Cleanهای 

readsی بندسرهم   های ورودی برای عنوان توالی ( به  
برگ   شد.  کلوس  ترنسکریپتوم  ی  بندسرهم استفاده 

طبق    Trinity (v2.1.1)افزار  نرم   ازنوپدید با استفاده  
 Grabherr) افزار انجام شد  فرض نرمیش پپارامترهای  

et al., 2011 ) .  های اضافی از  منظور حذف کانتیگبه
نرم )بسته  (  V2013.07.27افزاری 

1EvidentialGene    شد  استفاده(Gilbert, 2016)  .
سرهم   برعلاوه کمیت  تعیین  این،  با  نوپدید  بندی 
طول  هاآماره  کانتیگ،  تعداد  کانتیگ،  تربزرگ ی  ین 
N50    نرم یگکانتمتوسط    طول و توسط  افزار ها 

(v1.0.3  )Transrate  سنجیده شد   (Smith-Unna 

et al., 2016) . 

 
1. http://arthropods.eugenes.org/EvidentialGene 

 شده محافظتهای RNAشناسایی ریز 

از   نبندسرهم پس  کانتیگ وپدی  حذف  و  های  ید 
یونی  از  ریز  ژنتکراری،  شناسایی  برای  حاصل  های 

RNA  استفاده شد. به این منظور،    شده محافظتهای
گونه    88شده برای  ی ثبتRNAهای ریز  ی توالی کلیه

پایگاه    بالغ، از ی  RNAتوالی ریز    10411  گیاهی شامل
2mirbase   یونی شناسایی  شدند.  با  ژندریافت  های 

توالی بیشت با  شباهت  ریز  رین  با  RNAهای  بالغ  ی 
ابزار   از  پارامترهای    BLASTnاستفاده  -Eو 

value≤10    وmismatch<4    ریز گرفت.  صورت 
RNAدریافت بالغ  بههای  ورودی  شده  عنوان 

(Query یونی و  به ژن(  شده  ایجاد  پایهای  گاه  عنوان 
( جستجو  موSubjectمورد  گرفتند.  (  قرار  استفاده  رد 

بالقوه شناسایی RNAطول ریز    آستانه  شده بین  های 
توالی   24تا    18 شد.  تعیین  از  های  نوکلئوتید  حاصل 

ابزار    بلاست پایگاه BLASTnبا  علیه  داده  ، 
)هان یپروتئ غیرتکراری   non-redundantی 

protein database, NR از استفاده  با  ابزار    ( 
BLASTx    باE-value≤0.001    قرار    جستجومورد
توا  پایگاه،  های دارای نتی لی گرفته و  این  با  جه مشابه 
 حذف شدند. 

 
 هاRNAبینی ساختار دوم ریز پیش 

یونی  یک  بالای  ریز  شباهت  توالی  با  بالغ    RNAژن 
شده  شناسایی   RNAریز    تنهایی برای تعیین صحت یک به 

کافی نیست. به همین علت، نوع تاخوردگی و میزان انرژی  
 CLC  افزار نرم استفاده از  ی اولیه با  RNAآزاد ساختار ریز  

Genomics Workbench ver.22   .شد   بررسی 
از    منظوربه اطمینان  ریز  قرارگایجاد  توالی  یری 

RNA  ی بالغ در محل و جهت صحیح احتمالی خود
پیش  ساختار  ریز  در  ناحیه RNAساز  یک   ،  100  
در   ریز  یینپاو    بالادستنوکلئوتیدی  ی  RNAدست 

انتخابی با استفاده از  های  نژشده از توالی یونی شناسایی 
شد    Bedtoolsابزار     . ( Quinlan, 2014) استخراج 

2. http://www.mirbase.org 
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حلقه مناسب بوده و    - هایی که دارای ساختار ساقه توالی 
ی بالغ  RNAهمچنین در یکی از بازوها شامل توالی ریز  

شناخته شده   احتمالی های RNAعنوان ریز نیز بودند، به 
تعیین صحت ساختار  منظور  ورد بررسی قرار گرفتند. به م   و 

،  GC/AUهای احتمالی از پارامترهای درصد  RNAریز  
 ( تاخوردگی  آزاد  انرژی   Minimal freeحداقل 

energy, MFE  تاخوردگی آزاد  انرژی  حداقل   ،)
) یح تصح   ,Adjusted minimal free energyشده 

AMFE  تاخوردگی آزاد  انرژی  حداقل  شاخص  و   )
 (Minimal free energy index, MFEI  )  استفاده شد

 Padmashree and) (  3و    2،  1)روابط  

Ramachandraswamy, 2016; Xie et al., 

2005 ) . 
 = حداقل انرژی آزاد تاخوردگی(                      1رابطه 

-ΔG )kcal/mol ( 
 شدهیحتصح= حداقل انرژی آزاد تاخوردگی         (  2رابطه 

× 100 
 ی آزاد تاخوردگ یانرژ حداقل

RNA از سشپی 

 شدهیحتصح= حداقل انرژی آزاد تاخوردگی            (3رابطه 

 شده یح تصححداقل انرژی آزاد تاخوردگی  

 محتوای  GC)درصد( 

ریز  انیپا در    ،RNA  بررسی با  احتمالی  های 
ساختار   وجود  و  مناسب  تاخوردگی  همچون:  مواردی 

ی بالغ در یک بازو  RNA، وجود توالی ریز  حلقه -ساقه
ناح در حدر  ریز  یه ساقه، عدم شکستگی  ،  RNAلقه 

جفت نوکلئوتید غیر منطبق در ساختار ریز    6حداکثر  
RNA  درصدی    70تا    30، محتوایAU  حداکثر اندازه ،

ریز   ساختار  در  حداقل    RNA  3فاصله  و  نوکلئوتید 
تاخوردگی   آزاد  انرژی  حداقل  تاخوردگی،  آزاد  انرژی 

وتصحیح  آ   شده  انرژی  حداقل  شاخص  زاد  میزان 
 Zhang)  کیلوکالری بر مول   85تاخوردگی بیشتر از  

et al., 2006b) ، پالایش و شناسایی شدند . 
 

 RNAهای هدف ریز شناسایی و مستندسازی ژن
 

1. https://www.zhaolab.org/psRNATarget 

ژن  ریز  شناسایی  هدف  ابزار    RNAهای  از  استفاده  با 
1psRNATarget  پارامترهای تحت  این  یش پ ،  فرض 

گرفت   صورت  .  ( Dai and Zhao, 2011) ابزار 
و  تن مس  ) تفس دسازی  عملکردی   Functionalیر 

annotation های هدف ریز  ( ژنRNA  ها، با استفاده از
پایگاه    BLASTxابزار   در  شد    NCBIموجود  انجام 

 (Altschul et al., 1997 )  . ریز  ژن یونی هدف  های 
RNA  یگاه  پا ها علیهNR   فتن حد آستانه  با در نظر گر

5-value ≤ 1.0 E-E   ردیفی محلی  مورد هم (Local 

BLASTx  .شناسی ی هست تحلیل  ( قرار گرفتند   (Gene 

ontology, GO ژن ریز  (  هدف  ی  ها RNAهای 
انجام    Blast2GO  افزار نرم با استفاده از    شناسایی شده 

 شد. 
 

 نتایج و بحث 

 ها ی نوپدید خوانش بندسرهم کنترل کیفیت و 

روش  تلفیق  با  بهامروزه  و  های  کلاسیک  نژادی 
ی و مهندسی ژنتیک،  فناورست یز  بری مبتن های  روش

ها و عوامل درگیر در بروز یک  تشخیص جامع همه ژن 
گام از  یکی  برنامه صفت،  طراحی  در  مهم  های  های 

با    زمان هم های اخیر  رود. در سالمی   شمار بهبهنژادی  
فناوری  داده NGS  بری مبتنهای  ظهور  تولید  های  ، 

گیاهان   در  افزایش چشم  طوربه امیکس    یافتهگیری 
که برای اغلب  ی طوربه،  (Slatko et al., 2018)است  

کامل مستندسازی    صورتبهگیاهان مدل، ژنوم مرجع  
است مستندسازی  حال  در  یا  -Younessi)  شده 

Hamzekhanlu et al., 2022)  یاهان غیر مدل  گ . در
اعم از گیاهان دارویی یا گیاهانی که دارای اندازه ژنوم  

هستند   ی  بند سرهم ،  ( Preston, 2020) بزرگی 
یابی  های حاصل از توالی ترنسکریپتوم با استفاده از داده 

RNA ها و عوامل دخیل در  ، امکان شناسایی اغلب ژن
ها را، بدون نیاز به  RNAهای زیستی از جمله ریز  شبکه 

ژنوم مرجع  توالی   ,.Bae et al)   سازد می فراهم  ،  یک 
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2021; Guo et al., 2021; Hu et al., 2020; Liu 

et al., 2021 ) . 
های  مجموعه داده ادغام  در مطالعه حاضر، پس از  

دنبال آن  و به   برگ کلوس   RNAیابی  ی حاصل از توال
خوانش  حذف  و  اولیه  کیفیت  کیفیت  تعیین  با  های 

خوانش با کیفیت بالا حاصل    121280034ین، تعداد  یپا
)جدول   توالی 1شد  درصد  از  (.  بالاتر  کیفیت  با  های 

Q30  بینمونه ، در تمامی از  ها  که    درصد بود  95شتر 
دادهنشان  مناسب  کیفیت  برای  دهنده  ورودی  های 

از  بندسرهم  بود.  ترنسکریپتوم  ی  بندسرهم ی 
  حاصل شد رونوشت    183365های تمیز شده،  خوانش 

توالی  حذف  از  پس  تعداد،  این  با  که  تکراری  های 
نرم بسته  از  به Evidential Geneافزاری  استفاده   ،

ژن( تقلیل یافت.  فرد )یونی به ونوشت منحصرر  61664
ی نهایی و  بندسرهم مقایسه پارامترهای کمی و کیفی  

موجب افزایش    Evidential Geneاولیه نشان داد که  
پارامتر  است شده   1642به    1273از    N50  محسوس 

توالی 1)جدول   حذف  کارکرد  تفاوت  تکراری  (.  های 
سایر    Evidential Geneتوسط   به  نسبت 

در این مورد    CD-HIT-ESTی رایج مانند  زارهاافنرم
می  که  خلاصه  از    تنهانه  Evidential Geneگردد 

کند، بلکه قاب  های خام استفاده می شباهت بین توالی 
ت  و  باز  ایجاد  خوانش  برای  را  احتمالی  پروتئینی  والی 

ها  های ژنی و در نهایت کاهش افزونگی کانتیگ خوشه
(Redundancy در نظر می )  گیرد(Gilbert, 2016) .  

های  و تحلیل های اضافی، فرآیند تجزیه وجود کانتیگ 
با هدف تشخیص ژن مقایسه  بیان افتراقی  ای  با  های 

(Differentially expressed genes, DEGs  را با )
با کارایی    افزارنرم انتخاب    رون ی اکند، از  خطا همراه می 

ی  مؤثرهای اضافی نقش  مناسب در تشخیص کانتیگ 
داده  تحلیل  نتایج  اعتبار  افزایش  از  در  حاصل  های 

.  (Ono et al., 2015) خواهد داشت    RNAیابی  توالی 
  46/ 51برگ کلوس    پتومیترنسکربرای    GCمحتوای  

شد. ت   درصد زده  نتایج    خمین    BLASTxهمچنین 
داده   پایگاه  )شکل  رتکرار یغی  هان ی پروتئعلیه  (  1ی 

برگ کلوس با    درصد از ترنسکریپتوم  36/70نشان داد  
بر  . علاوهباشدی مبه  این پایگاه داده دارای رکورد مشا

 Daucusاین نتایج بلاست نشان داد که گیاه هویج )

carota subsp. sativus  )  به را  شباهت  بیشترین 
آن   از  پس  و  دارد  و    Lupinus albusکلوس 

Tanacetum cinerariifolium    بیشترین همولوژی را
 نشان دادند. 

توجه   اینکهبا  در    به  شده  ایجاد  بیانی  پروفایل 
،  باشدی م مطالعه حاضر نخستین گزارش برای کلوس  
ظرفیت ترنسکریپتومی  مرجع  این  بالایی    بنابراین، 

ژن  شناسایی  در  جهت  دخیل  ژنتیکی  عوامل  و  ها 
متابولیت شبکه بیوسنتز  همچنین  و  ثانویه  های  های 

آن  دارد.  تنظیمی  کلوس  در  مشابه، ها  مطالعات    در 
از    ، مدل  ایل بیانی برای گیاهان غیر اهمیت ایجاد پروف

دارویی گیاهان  از  برداربهرهجهت    ،جمله  بیشتر  ی 
ژنتیکی   گرفته   هاآن پتانسیل  قرار  تأیید  است    مورد 

(Khanavi et al., 2021; Konrath et al., 

2021; Joshi et al., 2022; Liu et al., 2021;.  
Younessi-Hamzekhanlu et al., 2022; Ma .  

et al., 2022)  .  بیانی  پروفایل  مقایسه نتایج  همچنین
های  با مطالعات مشابه در برخی از گونه  برگ کلوس
Apiaceae  هویج   ،(Iorizzo et al., 2011)  مانند 

 Fu)  کرفس  و  (Amiripour et al., 2019)زنیان  

et al., 2013)  ، اسمبلی ایجاد شده که    دهدیمنشان  
کیفی مطالعه  این  قابل در  و  ت  تحلیل  برای  قبولی 

 .ردبعدی دای های بررس

گیاهان  های  ترین خانواده یکی از مهم   چتریان   خانواده 
طعم گل  غذایی،  مصارف  برای  که  است  دهنده،  دار 

 Palumbo)   دن شومعطر، پزشکی و صنعتی استفاده می 

et al., 2021) این حال با  اندازه چشمگیر  علی   .  رغم 
به  خانواده،  ژنومی    ود ب مک   ل ی دل این  و  منابع 

برنامه  بهنژادی  ترنسکریپتومی،  درهای  این    مولکولی 
 است.    مهم شده   عضو  چند   به محدود  خانواده

می  نظر  مشارکت    رسد به  و  که  پژوهشگران  بیشتر 
این   اعضای  برای  بیشتر  ژنتیکی  محتوای  تولید 
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مطالعات آینده با هدف توسعه  خانواده مهم گیاهی در  
بهنژادی در    ی ها تقویت برنامه   ه ب   ، ابزارهای مولکولی 

 خواهد نمود. کمک    چتریان گیاهان زراعی از خانواده  

 
 کلوس بندی ترنسکریپتوم برگ . مشخصات کمی و کیفی سرهم1جدول 

 مقادیر ویژگی 
Trinity Trinity+Evidential Gene 

 149491946 149491946 خوانش خام 

 121280034 121280034 خوانش تمیز شده 

 61664 183365 شت رونو تعداد

 201 201 ترین اندازه رونوشت )نوکلئوتید( کوتاه 

 73399 73399 بلندترین اندازه رونوشت )نوکلئوتید( 

 64032412 136636823 نوکلئوتید کل تعداد  

 408/1038 163/745 میانگین طول )نوکلئوتید(

 19913 35021 )نوکلئوتید(کیلوباز    1تعداد رونوشت با طول بیشتر از 

 312 565 )نوکلئوتید( کیلوباز 10تعداد رونوشت با طول بیشتر از 

 28056 45261 های دارای قاب خوانش باز رونوشت

N90 (nt) 285 399 

N70 (nt) 598 979 

N50 (nt) 1273 1642 

N30 (nt) 2179 2546 

N10 (nt) 6597 8221 

%GC 37/44 51/46 
 

 

 
 . NRعلیه پایگاه داده  BLASTxنتایج  بریمبتناهی مرتبط با ترنسکریپتوم برگ کلوس گیی هاگونه توزیع برترین  . 1شکل 

 

 
 

 

 
 

 

 

ترنسکریپتوم  شناس ی هست تحلیل   شده  ی بند سرهم ی 

 کلوس 

گروه سازی غنتحلیل   ترنسکریپتوم  ی  کارکردی  های 

(  2)شکل    Blast2GO  افزارنرم برگ کلوس با استفاده  
 Molecularولکولی )نشان داد که در زمینه عملکرد م

Function, MFگروه نوکلئوتیدیهای  (  ،  اتصال 
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کاتالیزوری به و    فعالیت  پروتئین    بیترتاتصال 
ن در  اند. ای ترین فراوانی را به خود اختصاصی داده بیش

 Biologicalحالی بود که در زمینه فرآیند زیستی )

Processes, BP  ) فرآیند    فرآیند سلولی ی  هاگروه و 
ب گروهبیوسنتزی  سایر  از  قرار تحت  هایشتر  تأثیر 

غشاء   یافته به گروه ی اختصاصها ژن گیرند. تعداد  می 

سلولی بیش  اجزای  زمینه  در  ژنی  فراوانی  ترین 
 (Cellular Components, CC خود به  را   )

نتایج   دادند.  ی ها رونوشت ی  شناسیهست اختصاصی 
کلوس با نتایج مطالعه مشابه بر روی زنیان دیگر عضو 

 ,.Amiripour et al)انواده چتریان مطابقت دارد  خ 

2019). 
 

 
 است.   شده گروه برتر نمایش داده 15در هر گروه کارکردی ی ترنسکریپتوم برگ کلوس. شناسیهست. تحلیل 2شکل 

 .دهندیمشان ی عملکردی فرآیندهای زیستی، اجزای سلولی و عملکرد مولکولی را نهاگروه بیترتبه ی سبز، زرد و آبی هاستون 
 

 

 
 

 

 
 

 

 متابولیکی ترنسکریپتوم برگ کلوس تحلیل مسیرهای  

پرکاربردترین    KEGGپایگاه   از  ی  ها گاه ی پا یکی 

مجموعه   که  است  زیستی  یک  ها ژن اطلاعاتی  ی 
  کند ی م ژنوم را به کارکردهای سلول و موجود مرتبط  
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این  را  و  طریق    طور به کار  از  مسیر  ها نقشه ویژه  ی 
KEGG    از  دهد ی م انجام مطالعه  این  در    سرور . 
KASS   مسیرهای  نقشه   منظور به   KEGGیابی 

مجموع   در  شد.  متابولیکی    156استفاده  مسیر 
که   شدند  در  ها رونوشت شناسایی  کلوس    ها آن ی 

بیشترین   با  متابولیکی  برتر  مسیر  ده  بودند.  دخیل 
شده  ارائه   2تعداد یونی ژن و آنزیم دخیل در جدول  

مسیر   دو  ساکارز بولی متا "است.  و  نشاسته  و    "سم 
بیشترین فراوانی تعداد    ب ی ترت به   "متابولیسم پورین "

  بر علاوه   یونی ژن و آنزیم را به خود اختصاص دادند. 
این مسیر بیوسنتز فنیل پروپانوئید، یکی از ده مسیر  

 شده در کلوس بود. بیوسنتزی برتر شناسایی 
ود  وج   لی دلعمدتاً بهاز جمله کلوس  گیاهان دارویی  

مؤثره  فلاونوئیدها،    مواد  فنلی،  ترکیبات  مانند  متعدد 
  یدانیاکسی آنت   دارای خواص ترپنوئیدها و کاروتنوئیدها 

امروزهبوده    طبیعی شیمیایی    و  ترکیبات  به  نسبت 
هستند   یدانیاکسی آنت برخوردار  بالاتری  مقبولیت    از 
(Jeshvaghani et al., 2015)  . مسیر فنیل    یهاژن

ثانویه    ی ها ت ی متابول ئید بسیاری از  ونوفلا  / پروپانوئید
به  را  آنت حیاتی  منبع    ی ها دان ی اکس ی عنوان 

 González-Mendoza)  کنند ی غیرآنزیمی تولید م 

et al., 2018) .  در  درگیر    ی هاردیابی و شناخت ژن
مسیر   بهبود راه   تواند ی ماین  در  تسهیل  خواص    های 

بر علاوه و    فراهم نماید گیاهان دارویی را    یدانیاکسی آنت
برای درک بهتر    مناسبیها زمینه  این ژن   ی ابیی توال  این
مختلف    یهادر برابر تنش   گیاهان  دفاعی  ی هاسمیمکان

 . (Akbarian et al., 2021) سازدی فراهم م  را
 

 شناسایی عوامل رونویسی در ترنسکریپتوم برگ کلوس 

در ترنسکریپتوم    (TF)   رونویسینتایج بررسی عوامل  
از    22ر به شناسایی  برگ کلوس منج عوامل  خانواده 

  بیترتبه(. بیشترین فراوانی ژنی  2رونویسی شد )شکل  
  10)با فراوانی    ERF  ،bHLHهای  مربوط به خانواده 

فراوانی    MYB  درصد(، خانواده  7)با  و  های  درصد( 
MYB-related  ،C2H2    وNAC    فراوانی   6)با 

تنوع    (.3بود )شکل    درصد(   TFی  هاخانواده تعداد و 
مطالعات  شناسایی  از  کمتر  حاضر  پژوهش  در  شده 

 ,.Amiripour et al) شده بر روی گیاه زنیان  انجام

، بود؛ با این حال  باشدی م کلوس    خانوادههم که    (2019
خود    TFی  هاخانواده  به  را  فراوانی  بیشترین  که 

 Amiripour etبودند مطابق با نتایج  اختصاص داده

al. (2019)  .بود 
 

 ده مسیر برتر متابولیکی مرتبط با ترنسکریپتوم کلوس  مشخصات .2جدول 
 تعداد آنزیم  تعداد یونی ژن  مشخصه مسیر  نام مسیر

 KO00500 551 48 نشاسته و ساکارز متابولیسم 

 KO00010 411 39 گلوکونئوژنز /گلیکولیز

 KO00620 393 49 متابولیسم پیرووات 

 KO00230 381 69 متابولیسم پورین 

 KO00940 351 14 پروپانوئید ز فنیلبیوسنت

 KO00520 345 60 متابولیسم قند آمینه و قند نوکلئوتیدی 

 KO00380 317 34 تریپتوفانمتابولیسم 

 KO00270 317 52 متابولیسم سیستئین و متیونین 

 KO00040 311 31 تبدیل پنتوز و گلوکورونات 

 KO00071 287 20 تخریب اسیدهای چرب 
 

 
 

 

 
 

 

مختلف    هبپاسخ   محیطی هاتنش انواع    ی 
 Singh et)  (WRKYو    MYB  ،bZIP  یهاخانواده )

al., 2002)  ،فرآیند سلولی و    کثیرت   تنظیم    تمایز 

ارسال پیام    ،(Heim et al., 2003)(  bHLHخانواده  )
با  دفاعی   مواجه  گل  رهاگمار ی بدر  رشد  و  بذر  بلوغ   ،

و bZIPخانواده  ) ) زان یجن  (   C3H )  (Liخانواده  یی 
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and Thomas, 1998)    جمله   حیاتی   یهانقش از 
،  همچنین  . باشدی مگیاهان    در   TF  ی مختلف هاخانواده 

ژن  بیوسنتزی  بیان  مسیرهای  در  دخیل  اغلب  های 
ثانویه هات یمتابول توسط    ی  رونویسی    عواملگیاهی 

می   AP2/EREBP  و  bHLH  ،MYB  .شود تنظیم 

که  TF  تأثیرگذار   ی هاخانواده  از    هستند  شواهدی 
تنفعال آن ظیت  فلاونوئیدها،  یمی  بیوسنتز  مسیر  در  ها 

ترپنوئیدها  پروپانوئید فنیل و  مها  تنظیم    کنندی را 
(Gantet and Memelink, 2002).   این،  علاوه بر 

مسیرهای    AP2و    WRKYهای  خانواده  کنترل  در 
 Spyropoulou et)  نقش دارندنیز  بیوسنتزی ترپن  

al., 2014)مسیر  یل در  . شناسایی عوامل رونویسی دخ
نقش  هات یمتابولبیوسنتزی   ثانویه    در ی  مؤثری 

در  های کاردست   سازیبهینه احتمالی  ژنتیکی  ی 
 گیاهان دارویی خواهد داشت. 

 

 شده محافظت هایRNAشناسایی ریز 

های  های گیاهی با رونوشت RNAمحلی ریز    ف ی رد هم 
سرهم  خلال  در  شده  برگ  ایجاد  ترنسکریپتوم  بندی 

به   منجر  با    4658  ایی اس شن کلوس،  که  شد  رونوشت 
داشتند. پس  ی بالغ گیاهی مطابقت  RNAهای ریز  توالی 

رونوشت  )رونوشت های کد از حذف  پروتئین  هایی  کننده 
بودند(،    NRکه دارای رکورد مشابهی با پایگاه پروتئین  

ریز   احتمالی RNAتعداد  در    566به    های  توالی رسید. 
مشابهی  ری   مطالعه  شناسایی  با هدف    های RNAز  که 

(  Corindruna Sativumدر گیاه گشنیز )   شده محافظت 
و    RNA-Seqهای  گرفته بود، کارایی بالای داده صورت 
های  RNAها برای شناسایی ریز  ی نوپدید آن بند سرهم 

 ,.Mir Drikvand et al)   است   تأیید شده   شده محافظت 

2019 ) . 

 

 

 
 نسکریپتوم برگ کلوستوزیع فراوانی خانواده عوامل رونویسی در تر . 3شکل 

 

 
 

 

 
 

 
 

رونوشت    51996نتایج مطالعه مذکور نشان داد که از  
  4447ی نوپدید، تعداد  بند سرهم ایجاد شده توسط فرآیند  

ریز   با  یافته   های RNAرونوشت   Mir) بودند  بالغ تطابق 

Drikvand et al., 2019 ) های . کارایی استفاده از روش  
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در    شده محافظت   ی ها RNAریز    شناسایی   برای   محاسباتی 
گرفته  قرار  تأیید  مورد  نیز  مشابه  مطالعات  است  سایر 

 (Mathiyalagan et al., 2013; Mir Drikvand et 

al., 2019; Sohrabi .  et al., 2020 )  . 
انتخاب   نکته که  این  به  توجه    های RNAریز  با 

اساس تنها    شدهمحافظت نتایج    بر  همولوژی  معیار 
داش  همراهبه مطلوبی   ثنخواهد  ساختار  انویه  ت، 

ریز  رونوشت شامل  )  های RNAهای    566احتمالی 
گرفت   قرار  بررسی  مورد   ,Hammond)رونوشت( 

2015; Xie et al., 2010 ) های  . ساختار ثانویه توالی
ساقه ساختار  تناسب  نظر  از  محل    -کاندید  و  حلقه 

ریز   توالی  ثانویه  RNAقرارگیری  ساختار  در  بالغ  ی 
مرحلبینی پیش  در  کنترلشده،  نخست  گام    ه  در  شد. 

هایی حذف شدند که از نظر مقدار حداکثر  دوم، توالی 
ساختار،   در  غیرمنطبق  نوکلئوتید  تعداد  و  فاصله 

شناسایی نام بودند.  طلوب  مجموعشده  های  توالی   از 
ی بالغ  RNAرونوشت حاوی ریز   31مورد بررسی تنها  

راحل  ها در مدارای پارامترهای لازم بوده و از بقیه توالی 
ی شد. در نهایت بر اساس پارامتر درصد  پوشچشم بعد  
AU    وMFEI    ریز    5(،  3)جدولRNA  شده محافظت  

،  miR156های  ق به خانواده با پتانسیل بسیار بالا متعل
miR408  ،miR169  ،miR171    وmiR398  

 (. 4شناسایی شد )شکل 

گیاهان   در  متعدد  چندساله    سالهکی مطالعات  و 
ی  هاژن )و اهداف آن،    miR156کارانه  نقش محافظه

SBP/SPL  )  از    انرشد گیاهفاز  تغییر  و  را در هدایت
ی  هاتنش و پاسخ به    غ لوبه مرحله بای  گیاهچه مرحله  

و   کردهرا    یست یز  ر یغزیستی    اند شناسایی 
(Jeyakumar et al., 2020; Wang and Wang, 

2015; Zheng et al., 2019)  تحلیل و  تجزیه   .
نشان    RNAریز  یک  miR408که    دهدی متکاملی 

طور گسترده در  شده است که به قدیمی و بسیار حفاظت 
توزیع   ژنوم مختلف  اسگیاهان  مولکول تشده   .  

miR408    تنظیم با  را  مختلف  گیاهان  نمو  و  رشد 

جمله  خود  دستن یی پای هدف  هاژن های  پروتئین   از 
بر    این فرآیندکند که  تنظیم می   ،یون مس   دهندهانتقال 
تأثیر فتوسن افزایش  می   تز  باعث  نهایت  در  و  گذارد 

با تقویت    miR408بر این،  شود. علاوه عملکرد دانه می 
به  اکسیدان آنتی  تحمل  سلولی،  بهبود    تنش های  را 
اکسیدانی گیاهان را  بخشد و در نتیجه ظرفیت آنتی می

می  مولکول  (Gao et al., 2022)  دهد افزایش   .
miR169   از  یک   های RNAریز    نی ترمهم ی 

ژن    ن ی تر مهم که    شود ی م در گیاهان محسوب شده  محافظت 
آن   خانواده    NF-YAهدف  یک  که  عوامل  است  از 

 ,.Mangukia et al)   باشدی شده محفاظت   رونویسی 

2022; Wang et al., 2022).   سیدوپسیآراب  گیاه   در  ،
بیان شرا  miR169  کاهش  و    ی خشکتنش    ط یدر 

ABA    به بیان منجر  هدف    افزایش   NFYA5ژن 
تنش  که    شودمی به  تحمل    حائز بسیار  خشکی  در 

. همچنین نتایج برخی  (Li et al., 2008)ت  اس  اهمیت
نشان   که دهی ممطالعات  سرکوب    miR169  ند  با 

را    تنش دهی ناشی از  گل   AtNF-YAرونویسی    عامل
 ,.Xu et al., 2014; Sorin et al)  کندی تنظیم م

در به  miR171خانواده    .(2014 گسترده  طیف    طور 
گون از  و  توزیع گیاهی  ها  ه وسیعی  تکاملی  شده  نظر  از 

این  شود ی م   محسوب   شده شدت محافظت به  از  .  خانواده 
نقش مهمی در تنظیم رشد و نمو گیاه از طریق    RNAریز  

بیان   -SCARECROWرونویسی    عوامل سرکوب 

LIKE   (SCL )   کمی   اطلاعات با این حال،    .ند ن ک ایفا می  
انواده  و تنوع عملکردی اعضای خ در مورد حفاظت تکاملی  

miRNA171   است   شده گزارش   (Zhu et al., 2015 ) .  
شناخته   miR398مولکول   از    ن ی تر شده یکی 
miRNA  از نظر تکاملی  تنش است که  های پاسخگو به

  افزایش بیان  .شده است در سراسر قلمرو گیاهی محافظت 
miR398   های زیستی و غیر زیستی مختلف  تنش  تحت

ز،  و ، نور، گرما، غلظت ساکار ABAشوری،    تنش   از جمله 
نیتروژن،   آهن، کمبود  و    تنش مس و  آلودگی  اکسیداتیو 

ویروس  یا  قارچ  است گزارش ها  باکتری،   Cao et)   شده 
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al., 2022; Lin et al., 2022; Lu et al., 2020; 

Salamon et al., 2021 ) . 
های  بین خانواده   miRNAهای  خانواده   از   شمار کمی 

محا  حالی  این  اند،  فظت شده گیاهی  شمار  که  است  در 
از  م آن   زیادی  به ها  گونه   تعلق  یا  گیاهی  ها خانواده  ی 

نشان   خاصی  که  ژن می هستند  بیشتر  های  دهد 
ایجاد    miRNAشده  شناخته  تکامل  زمان  در  اخیراً 

بسیار  miRNAرخلاف  ب   . اند شده  باستانی  های 
بیان miRNAشده،  حفاظت  اغلب  جوان  بسیار    های 
در    نسبت خنثی   به بیانی    تغییر   ی الگو از  و  دارند    پایینی 

  لازم برای   ، شواهد همچنین   . کنند ی م اغلب شرایط پیروی  
گیاهان  miRNAوجود    د یی تا  و  حیوانات  بین  هایی که 

  احتمالاً  دهد ی م بسیار اندک است که نشان  ، اند حفظ شده 
miRNA  دارای یک نیای مشترک  های حیوانی و گیاهی

 . ( Ding et al., 2012) نیستند  
درصد   ی  ها RNAریز   AUمیانگین 

بود که این موضوع ثبات    50شده بیشتر از  شناسایی 
پیش  ثانویه  ساختار  صحت  ریز  و    های RNAساز 

ساز ریز  نماید. ساختار پیش می   د یی تا شده را  شناسایی 
RNA  های که درصدA+U    بالایی دارند نسبت به

فرم  هیدروژنی    RNAهای  دیگر  باندهای  از  غنی 
 اشند. ب می 

جفت     و  هیدروژنی  اغلب  باندهای  بازها  شدن 
ریز   سر  سنجاق  ساختار  پایداری  ها  RNAباعث 

 Zhang et al., 2006c; Zhang et) شوند  می 

al., 2006a ) همچنین پارامتر    .  متعدد  مطالعات  در 
MFEI   برای شناسایی  مناسب   عنوان به معیار  ترین 

است  گزارش   RNAریز    ,.Gleave et al) شده 

2008; Mandhan et al., 2012 ) .   مقدار  MFEI  
بین   تمایز  و  تشخیص  ،  rRNA ،tRNAبرای 

mRNA    وmicroRNA  ، 0/ 59بیشتر از    ب ی ترت به  ،
مول    کیلوکالری   0/ 85و    0/ 66،  0/ 62،  0/ 64 بر 

است  گزارش  .  ( Zhang et al., 2006c) شده 
پارامتر   ریز    MFEIمیانگین  پنج  ی  RNAبرای 

ول محاسبه شد  کیلوکالری بر م   1/ 05شده  شناسایی 
توالی  ک  ثانویه  ساختار  صحت  نیز  میزان  این  ه 

 (. 3نماید )جدول  می   د یی تا شده را  شناسایی 

 

 
 شده در ترنسکریپتوم برگ کلوسی شناساییRNAریز   5ساز برای . ساختار پیش4شکل 
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 برگ کلوسشده در شناسایی  های RNAریز های ویژگی .3جدول 

 ی بالغ RNAنام ریز   ها ویژگی 
kod-miR156-3p kod-miR408 kod-miR169 

 evgLocus_57071 evgLocus_134738 evgLocus_153097 ژن نام یونی 

 282 477 670 ژن طول یونی 

مختصات توالی  
ی  RNAریز  

بالغ روی  
 ژن یونی 

490..511 321..341 64..85 

ارزش مورد  
 انتظار 

34 /4 E-05 000137 /0  34 /4 E-05 

bit score 43 1 /41  43 

الی  تو   طول 
ریز    ساز پیش 
RNA   باز( )جفت 

89 90 86 

ریز  توالی  
RNA ی  
  شده شناسایی 
 باز( )جفت 

5'-UGAUGAC AGAAGCAUAGAGAGCA-3' 5'-AUGCACUGCCUCUUCCCUGGCU-3' 5'-UAGCCAAGGAUGACUUGCCUGCU-3' 

 +  +  -  رشته 

ریز  طول  
RNA ی  
شده  شناسایی 
 باز( )جفت 

23 22 23 

GC 94 /44درصد    44 /54  35 /45  

AU 06 /55صد  در   56 /45  65 /54  

MFE 

(kcal/mol) * 
80 /46 -  - 5 /49  - 9 /38  

AMFE# 58 /52 -  - 00 /55  - 23 /45  

MFEI£ 17 /1  01 /1  00 /1  

 (MFEIشاخص حداقل انرژی آزاد تاخوردگی ) :£(؛ AMFEشده )یح تصح: حداقل انرژی آزاد تاخوردگی  #(؛ MFE*: حداقل انرژی آزاد تاخوردگی )

 
 برگ کلوسشده در شناسایی هایRNAریز های ی ویژگ .3جدول ادامه 

 ی بالغ RNAنام ریز   ها ویژگی 
kod-miR171 kod-miR398 

 evgLocus_179386 evgLocus_26082 ژن نام یونی 

 726 303 ژن طول یونی 

 147..127 150..130 ژن بالغ روی یونی ی  RNAریز  مختصات توالی  

0/ 007 ارزش مورد انتظار   000137 /0  

bit score 3 /35  1 /41  

 96 85 باز( )جفت   RNAریز    ساز طول توالی پیش 

 'UGAGCCGAACCAAUAUUACUC-3' 5'-UGUGUUCUCAGGUCACCCCUUU-3-'5 باز( شده )جفت شناسایی   ی RNAریز  توالی  

 +  +    رشته 

 22 21 باز( شده )جفت شناسایی   ی RNAریز  طول  

GC 18 /41درصد    04 /51  

AU 82 /58صد  در   96 /48  

mol)/MFE (kcal * - 3 /36  - 3 /51  

AMFE# - 71 /42  - 44 /53  

MFEI£ 04 /1  05 /1  

 (MFEIشاخص حداقل انرژی آزاد تاخوردگی ) :£(؛ AMFEشده )یح تصح: حداقل انرژی آزاد تاخوردگی  #(؛ MFE*: حداقل انرژی آزاد تاخوردگی )

 
 ها آن های هدف و تعیین نقش کارکردی  شناسایی ژن 

شده  شناسایی   های RNAی هدف ریز  ها ژن نتایج بررسی  
  psRNATargetدر مطالعه حاضر که با استفاده از ابزار  

تعداد   مجموع  در  که  داد  نشان  گرفت،    441صورت 
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ریز   این  توسط  کلوس  برگ  ترنسکریپتوم  از  رونوشت 
RNA های هدف  تعداد ژن   . رند ی گ ی م ها مورد هدف قرار

ریز   -Kod-miR156-3p  ،Kodهای  RNAبرای 

miR169  ،Kod-miR171  ،Kod-miR398   و  Kod-

miR408   رونوشت بود   82و  93، 94، 78، 94 ب ی ترت به
 (. 5)شکل  

 
 

 
 

 

 
 

 

 
 

 
تعداد   بیترتبه ستون خاکستری و مشکی  .هاآن انیب کنترل  نحوه و شدهییشناسا یهاRNA زیر هدف یهاژن ی ونی یفراوان  . 5 شکل

 دهد میو مهار ترجمه را نشان  mRNAتخریب   از طریق RNAشده توسط ریز ی تنظیمهاژنیونی 

 
ژن با    350ژن هدف، تعداد    441از مجموع تعداد  
ژن با عدم ترجمه شدن توسط    91تخریب شدن و تعداد  

در این  شوند.  شده تنظیم میی شناسایی RNAریز    5
پایگاه   از  ی  سازی غن   منظور به  KEGGمطالعه، 
استفاده    RNAی هدف ریز  هاژن مسیرهای متابولیکی  

مسیر  گردید   شش  مجموع  در  ش ک یمتابولو  امل،  ی 
و    گلیکوزیلات متابولیسم  ،  بوتانواتمتابولیسم  

، متابولیسم ساکاروز و نشاسته، مسیر  کربوکسیلاتدی 
ی فتوسنتزی، مسیر تجزیه  هااندامکتثبیت کربن در  

و  دهایاس چرب  شدند.    زومیپروکسی  شناسایی 
miR408    و پس از آنmiR169    با نقش تنظیمی در

ی در  رگذار یتأثبیشترین میزان    بیترتبه مسیر    4و    6
ی هدف را  هاژن توسط    شدهی غن مسیرهای متابولیکی  

 (. 6نشان دادند )شکل 
شناسایی   Unver et al.   (2010 )  مطالعه  هدف    با 
miRNA  تنظیم بیوسنتز آلکالوئیدها در خشخاش  ها دخیل در

  miR408ها از جمله  miRNA  شناسایی گروهی از   منجر به 
های احتمالی مؤثر بر  miRNA  ش برای شناسایی تلا شد.  

که دو آنزیم بیوسنتزی پاکلیتاکسل    نشان داد بیوسنتز تاکسول،  
بنزوئیل    - -Oآلفا    2هیدروکسیلاز و تاکسان    آلفا   13تاکسان  ) 

 Jennewein)   هستند   miR171اهداف    ب ی ترت ، به ( ترانسفراز 

et al., 2001 )  نشان شواهد  همچنین  که  ده ی م .  ند 
miR156   در انتقال    عامل مهم عنوان یک  به اینکه    بر علاوه
رشد   م گیاهان  فاز  نیز کند ی عمل  نقش مهمی  تنظیم    ،  در 

 ,.Yu et al)   دارد   فضایی و زمانی بیوسنتز سسکوئی ترپن 

در مسیرهای پاسخ    miR398چهار ژن هدف  نقش  .  ( 2015
ثانویه مانند    ی ها ت ی متابول بیوسنتز  اکسیدانی و فرآیندهای  آنتی 
به   (GSH)اتیون  گلوت  پروپانوئید  فنیل  متابولیسم  عنوان  و 

  .Fu et al  در مطالعه به تنش کادمیم  پاسخ    در اجزای اصلی  
و    miR169نقش    دیگر ی  ا مطالعه در  .  مشخص شد   ( 2019) 

مورد  ها و آنتوسیانیدین  بیوسنتز فلاونول   ی هدف آن در ها ژن 
 . ( Yang et al., 2015) قرار گرفت    د یی تا 

در   روزروزبه رای داروهای گیاهی  تقاضای جهانی ب
در   نتیجه  در  است  افزایش  اخیر  هاسال حال  ی 

پژوهشگران با تمرکز بر گیاهان دارویی و محصولات  
در پی ارائه روشی مناسب برای افزایش    هاآن ارزشمند  

گیاهان  وربهره این  از  صنعتی    باشند ی می 
(Gutiérrez-García et al., 2022; Lu et al., 

2018; Robert-Seilaniantz et al., 2011) .
جز  لی دلبه کلی    طوربه ماندن  مسیر  ئناشناخته  یات 

ی ثانویه در گیاهان دارویی  هات یمتابولبیوسنتزی اغلب  
دست  و  این  تغییر  با    رها یمسورزی  را  محققان 
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روبهاچالش  جدی  ساختهه ی  ها  miRNAاست.  رو 
از   بیوسنتز    نیترمهم یکی  در  تنظیمی  اجزای 

  روندی م   شماربه ی ثانویه در اغلب گیاهان  هات یمتابول
تولید متابولیت    ها ژن با مهار بیان برخی از    توانند ی مکه  

 Lu et)ی نمایند  داری معن ثانویه را دستخوش تغییرات  

al., 2018; Ražná et al., 2016; Yu et al., 

2019) . 
 
 

 

 
 

 
 شده در ترنسکریپتوم برگ کلوس. های شناساییRNAف ژنی ریز مرتبط با اهدا  شدهیغن. شبکه مسیرهای متابولیکی  6شکل 

  هایRNA: ریزهامثلث ی هدف دخیل در مسیر بیوسنتزی و هاژن : هامربع ؛ شدهی غنی مسیرهای متابولیکی داریمعن، هاره یداانداز 
 .دهدیمدر ترنسکریپتوم برگ کلوس را نشان  شدهحفاظت

 
 ی کلی ریگجهینت

متابولیت  از  های  تولید  دارویی،  گیاهان  در  ثانویه 
پیچیده  شبکه  ژن طریق  از  کلیدی  ای  عوامل  و  ها 

رو استفاده  شود، از این ها کنترل می RNAمانند ریز 
یی برای افزایش  تنها به های بهنژادی سنتی  از روش 

متابولیت  این  کاهش  انتخاب  یا  و  نبوده  کارساز  ها 
ان  وس نیز از جمله گیاه مناسبی نخواهد بود. گیاه کل 

برنامه  که  است  آن  دارویی  بهنژادی    علت به های 
حال   در  کم  سرعت  با  ژنتیکی  اطلاعات  فقدان 

حاضر   مطالعه  در  است.  افزایش    منظور به پیشرفت 
ی  اب ی ی توال محتوای اطلاعات ژنتیکی کلوس، پس از  

بار   اولین  برای  گیاه،  این  ترنسکریپتومی  محتوای 
ارزشمند  امعی برای این گیاه  مرجع ترنسکریپتومی ج 

ی شد. مرجع ترنسکریپتومی ایجاد شده در  بند سرهم 

مطالعه حاضر منبع بسیار غنی برای بررسی و تعیین  
ریز   گیاه    شده محافظت های  RNAخصوصیات 

که برای اولین در  ی طور به کلوس تشخیص داده شد،  
در    شده محافظت ی  RNAریز    5این مطالعه توالی  

شناسای  کلوس  میان  گیاه  در  شدند.  ی 
microRNA شناسایی مطالعه  های  این  در  شده 

miR408    بیان تنظیم  شش  ها ژن با  مسیر  ی 
  microRNA  ن ی رگذارتر ی تأث   عنوان به متابولیکی  

درنهایت  در ترنسکریپتوم کلوس معرفی شد.    شده محافظت 
شده  های شناسایی RNAتنظیمی ریز    با توجه به نقش 

در این مطالعه بر گروه وسیعی از عوامل ژنتیکی از  
تأثیر    عوامل ی مختلف  ها خانواده له  جم  و  رونویسی 

آن  ژن بالقوه  از  وسیعی  طیف  تغییر  در  های  ها 
شبکه دست ن یی پا  می ی  ژنی،  ریز  های  از  توان 
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RNA شناسایی مطالعه   شده های  این    عنوان به   در 
یفی گیاه  های کاندید در ارتقای صفات کمی و ک ژن 

 کلوس استفاده نمود. 
 

 سپاسگزاری 
آقااز  وسیله  بدین    ل یدلبه   ی صفر  ژن ی ب  ی جناب 

مورد استفاده    ی و ارسال بذرها  یآوردر جمع   ی همکار
 گردد. ی و تشکر م ری پژوهش تقد  نیدر ا 
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