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 چکیده
 يسیرونو تخریب از طریق ژن را انيکدکننده هستند که ب ريکننده کوچك و غميتنظ یهااز مولکول ایدسته ،(هاmicroRNA) ميرناها

یندهای متابوليکي و فيزیولوژیکي در گياهان مشارکت دارند. اگستره وسيعي از فرتنظيم در  ،هاميرنا. کننديم ميسرکوب ترجمه تنظ ای
گزارشي از  گونههيچتاکنون  یي هستند.دارو، عطر و خواص طعم از نظر یاشناخته شده اهانيگویژه مرزه خوزستاني، خانواده نعناع به

 برایمطالعه این در  ،روازاین .است ثبت نشده (Jamzad khuzistanica Satureja) مرزه خوزستانيدارویي برای گياه  ميرنا شناسایي
های ژنیوني. استفاده شدمبتني بر جستجوی همساني  از رویکرد محاسباتي ،مرزه خوزستانيدر های هدفشان و ژن ميرنابيني پيش
 ،GC باز درصدعمومي  ایپارامتره ارزیابيپس از  ر نظر گرفته شدند. در نهایتد ميرنا سازهای کاندید پيشعنوان تواليبهکننده کدغير

از که  شناسایي شدميرنا  18 ساختار ثانویهو  (MFEI) شاخص حداقل انرژی آزاد تاخوردگي ،(MFE) حداقل انرژی آزاد تاخوردگي
 ميرنا 51در نهایت  ،بيني شده از چند رونوشتمعيارهای شناسایي اختصاصي گياهان و پالایش ميرناهای پيشبا اعمال  بين آنها
 BLASTxاز ابزار  با استفادهو  ينيبشيپ آنها یبرا psRNATargetسایت با استفاده از وبهدف  رونوشت 931 شد. سپس شناسایي

 GRAS هایژن، نياکس دهندهپاسخ یهاژنهای هدف نشان داد که بررسي ژن. شد یتفسير کارکرد Blast+ NCBI (v2.6.0) افزارنرم
((Gibberlic-acid insensitive (GAI), Rspressor of GAI (RGA) and Scarerow (SCR) ،) ژنAGO2 ( 2 Argonaute )و ژن-

سازی مسير در وتحليل غنيتجزیههستند. در مرزه خوزستاني های شناسایي شده ميرنااز اهداف عمده  LAC (Laccase)های خانواده 
این  های شناسایي شده هستند.ميرنااهداف  ءداری جزطور معنيهای ثانویه بههای هدف نشان داد که مسير بيوسنتز متابوليتژن

 .کنديم فيتوص های هدفژن ميرا در تنظنقش آنها بوده که خوزستاني در مرزه  ميرنا مطالعه، اولين گزارش از شناسایي
 

 .ميرنامرزه خوزستاني، ،  هدف های ژنهای کليدی: واژه

 
 مقدمه

از  (Jamzad huzistanicak Saturejaمرزه خوزستاني )
های لرستان و استان های انحصاری جنس مرزه درگونه

و متعلق (  2018et alMirjani ,.)ایران  خوزستان در کشور
مهمترین  .(Jamzad, 1994) استبه خانواده نعناعيان 

 Jamzad)اسانس مرزه خوزستاني و رشينگری  ترکيبات
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rechingeri Satureja) 91 )بالای کارواکرول شامل 
سينئول، -8-5درصد(، پاراسيمين، آلفا ترپينن، ليمونن، 

 بالا کارواکرول علت مقدارباشد. مرزه بهیوگنول و ميرسن مي
 در رزماریك اسيد ویژهبه فنولي آزاد، اسيدهای و اسانس در

بسيار مورد توجه قرار گرفته  تجاری اهداف برای عصاره
موجود در کارواکرول . ( 2004et alSefidkon ,.)است 

مرزه دارای خواص ضد باکتریایي، ضد قارچي و اسانس 
 . et al(Shariat(2017 ,. استضد انگلي 

 طریق ثانویه از هایمتابوليت توليد اینکه به توجه با
-از روش استفاده شوند،مي کنترل هاژن از ایهشبکه پيچيد

 هامتابوليت این یا کاهش افزایش برای سنتي اصلاحي های
 et alGoossens ,.)بود  نخواهد انتخاب مناسبي تنهایي به

، درک یيايميمواد ش نیا رينظيب تيبا توجه به اهم. (2003
 et alDudareva ,.) مهم است اريآنها بس وسنتزيب ريمس ميتنظ

 فيو توص یيدر شناسا شتهگذ مطالعاتالبته،  .(2006
 وسنتزيدر ب ريدرگ یهامیها و آنزژن اتيخصوص

 Guptaداشته است ) یريچشمگ شرفتيفرار پ یدهايترپنوئ

., 2017et al). يميتنظنقش از  موجود با وجود دانش 
 هیثانو هایمتابوليت وسنتزيب ميدر تنظ آنها، دخالت هاميرنا

 وتحليلتجزیه درک نشده است. يخوبهنوز به ياهيگ
 مسيرهای ها،ژن شناسایي در تواندمي ترانسکریپتوم
 با یابيتوالي .باشد مفيد تنظيمي آنها هایشبکه متابوليکي و

که  است ژنوميکس هایجدیدترین روش از بالا یکي کارایي
ممکن  راژني  هایشبکه بازسازی همچنين ها وژن شناسایي

 . ( 2012et alHao ,.)کرده است 
کدکننده هستند که  های تنظيمي و غيرها تواليميرنا

توانایي تنظيم بيان ژن را در سطح پس از رونویسي دارند 
(., 2010et alLi )سيگنال و  انتقال گياهي، . ميرناها در نمو

. ( 2006bet alZhang ,.)محيطي موثرند  هایتنش به پاسخ
 نواحي مکمل با شدگيجفت طریق از ميرناها عمل سازوکار

 ,Castel and Martienssen)است  هدف توالي در خود

 در های هدفشانژن و ميرنا زیادی تعداد . تاکنون(2013
آرابيدوبسيس، تنباکو، پنبه و  مانند گياهي مختلف هایگونه
 های بيوانفورماتيکيروش از استفاده کارایي شناسایي و غيره

 et alWang ,.)است  شدهبررسي  آنها شناسایيبرای 

 ميرناهای شناسایي هدف با که مشابه ایمطالعه . در(2012
( rebaudiana Steviaبرگ شيرین ) گياه در شده محافظت

RNA- هایداده از استفاده کارایي بالای است، انجام شده

Seq بررسي شده  شدهميرناهای محافظت شناسایي برای
 از استفاده بادیگر  يدر تحقيق. ( 2016alet Mehta ,.)است 

، پنج ميرنا متعلق به پنج خانواده Seq-RNA هایداده
 .Medikus culinaris ssp) گياه عدس شده درحفاظت

Culinaris Lens) 2019 ,. شناسایي شد)et al(Sohrabi . 
های هدف مرتبط با آنها در گياه ها و ژنmiRNAشناسایي 

است  انجام شده (pratense Trifolium) شبدر قرمز
(Naghavi and Karimi, 2018 .) مسير در گياه عدس

در  اهداف ميرناها هستند. ءهای ثانویه جزبيوسنتز متابوليت
 sppنعناع ) یازده ميرنا در گياه دارویي ،ای دیگرمطالعه

Mentha ) مشخص شد هاآنژن هدف برای  531شناسایي و 
 و دهيتوليدمثل، سيگنالگوناگون یندهای افرکه در 

 رد .( 2016et alSingh ,.) دخيل هستند متابوليك تکاملي
 شان داده شد کهن (piperit x Menthaنعناع کوهي ) گياه

miR5021 هاديترپنوئ وسنتزيب در موالونات ريمس از طریق 
 یرهايدر مس يبالادست یهامیآنز سویي،از . کنددخالت مي

-1 لولوزیزا-ید-يدئوکس-5، ازجمله دهايترپنوئ وسنتزيب
 لیگلوتار ليمت-3-يدروکسيه-3، (DXS) فسفات سنتاز

سنتاز  فسفات ید ليزوپنتنی(، اHMGRردوکتاز ) A میکوآنز
(IDSو ا )زومرازیفسفات ا ید ليزوپنتی (IDI توسط )

miR7539 ،miR5021  وmiR1134  ميمورد هدف قرار-

 .( 2015et alFan,.) دنريگ
شده ي حفاظتاز نظر تکامل توجه به اینکه ميرناها با

 و تشخيص هایروش اخير هایدر سال هستند،
چهار  .به سرعت توسعه یافته است ميرناها وتحليلتجزیه

 ی( غربالگر5وجود دارد: ) ميرنا یيشناسا یروش برا
RNA یپس از جداساز ميمستق یسازهي( شب2، )يکيژنت

 ليوتحلهی( تجز0و ) يمحاسبات راهبرد( 3کوچك، ) یها
 راهبرد بين، این در .EST (., 2010et alLi ) هایتوالي

 بوده هاسایر روش از ترهزینه کم بسيار و ترسریع يمحاسبات



 های ...و ژن هاRNAشناسایي ریز   580

 شناسایي برای بالای ميرناها شدگيمحافظت ویژگي از و
 کند.استفاده مي آنها

نبود  و مرزه گياه ژنوم نبودن دسترس در به توجه با 
مطالعه  این گياه، این ميرناهای مورد در اطلاعاتي گونههيچ

طریق  از شدهمحافظت از شناسایي ميرناهای اندازچشم اولين
-باشد و ميمرزه خوزستاني مي گياه ترنسکریپتومي هایداده

 تواند برای تحقيقات آینده روی این گياه ارزشمند مفيد باشد.
 

 هامواد و روش
 مواد گیاهی

 گياهان توليد های مرزه خوزستاني از شرکتگياهچه    
آباد، استان خرمخرمان، شهر  صنعت و کشت و دارویي
داری و تمامي مراحل کشت، نگه .شدند تهيه (ایران) لرستان

پرورش گياهان در شرایط تحت کنترل گلخانه با دمای 
°C21  ساعت تاریکي  8ساعت نور و  51و شرایط نوری

همه . شدند آوریجمع گلدهي مرحله ها دربرگ .انجام شد
دمای  در استفاده زمان و تا منجمد مایع نيتروژن در هانمونه
 شدند. نگهداری -C81° منفي

 
 و Seq-RNA کتابخانه سازی ، آمادهRNA استخراج

 ایلومینا یابیتوالی
 (Invitrogen) ترایزول با استفاده ازکل  RNA استخراج    

 511مقدار اندکي بافت تازه برگ گياهي ). انجام شد
 .پودر شد لاًکامتوسط ازت مایع  در هاون چينيگرم( ميلي

 5111انتقال داده و  ml2با حجم  ببه ميکروتيو سپس
مدت ده دقيقه و به شدنمونه اضافه  ليتر بافر ترایزول بهميلي

ليتری انتقال داده ميلي 2. فاز رویي به تيوب گردیدورتکس 
دقيقه  21مدت به وشد و هم حجم محلول کلروفورم اضافه 

 گراددرجه سانتي 0 منفي در دمای rpm 53111با دور 
 جدید منتقل و رویي به تيوب سپس فاز .شدسانتریفوژ 

در  و گردیدایزوپروپانول اضافه  حجم محلول به آن نصف
پس از مدت  .داده شدگراد قرار درجه سانتي 81 منفي فریزر

 rpmبا دور  از فریزر خارج و بميکروتيو ،دقيقه 51
درجه  0 منفي دقيقه در دمای 51به مدت  53111

 برای وشد فاز رویي دور ریخته  شد.گراد سانتریفوژ سانتي
روی پلت اضافه و با دور  درصد 11اتانول  lµ511شستشو 

rpm 1111  درجه 0 منفي دقيقه در دمای 2به مدت 
حاوی پلت شفاف  ميکروتيوب. گردیدگراد سانتریفوژ سانتي

 در شدهسوب ر RNA و گردیدرنگ در زیر هود خشك 
  حل شد. آب دپس ميکروليتر 31

 استفاده از دستگاه استخراج شده با RNAغلظت 
استخراج  RNA هایخلوص نمونهپ تعيين شد. آنانودر

 ویژگي شد.ارزیابي  OD هایشده، با بررسي نسبت
Number Integrity RNA (RIN)  گيری اندازهشاخص یك

های نمونه RINميزان  ،روازاین است. RNAدقيق از کيفيت 
RNA  با استفاده ازBioanalzyer Agilent  .تعيين شد
استخراجي توسط الکتروفورز در ژل آگارز  RNA کيفيت

 نمونهبرای هر  cDNA . سه کتابخانهگردید یك درصد تعيين
 ™Preparation Sample RNA TruSeqبا استفاده از کيت 

Illumina  سازی شرکت سازنده آماده دستورالعملبر اساس
به صورت  HiSeq Illumina 2111 پلتفرم از و با استفاده

( Paired-endجفت باز و دو طرفه ) 511طول خوانش 
 .شد یابيتوالي
 

 نوپدید روش بندی بهو سرهم Seq-RNAهای پردازش داده
 کنترل FastQC افزارنرم از استفاده های خام باخوانش   

Trimmomatic- افزارنرم از استفاده با کيفيت شدند. پيرایش

-بر روی توالي روش نوپدید به بندیسرهم انجام شد. 0.36

های اضافي( حذف کانتينگپس از )های دارای کيفيت بالا 
 21مساوی  mer-k تعيين با Trinityافزاراز نرم استفاده با

 .( 2013et alHaas ,.) شد انجام
 

 های محافظت شدهیرنام شناسایی

 برای حاصل هایرونوشت از نوپدید، بندیسرهم از پس     
شد. با توجه به  استفاده شده محافظت شناسایي ميرناهای

تکامل  يطدر بالغ های ميرنا یهااز خانواده يبرخاینکه 
های مورد نظر با لياتو همساني ،هستندحفاظت شده  اريبس

از  miRBaseگياهي موجود در پایگاه داده  بالغ یهاميرنا
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 .(http://www.mirbase.org) دـش منجاا BLASTn طریق
 غيرتکراریپروتئيني  داده پایگاه حاصل در برابر هایتوالي

تر یا کوچك value-E با BLASTxابزار  از استفاده با
 هایو توالي گرفته قرار ردیفيهم مورد 115/1مساوی 

با  نهایي هایتوالي .شدند حذف پایگاه این با نتيجه دارای
 یطور خاص براکه به miRkwood سروروباستفاده از 

 Guigon) شدجستجو  ،شده است يطراح ياهيگ یهاميرنا

., 2019et al.) یهاژن ينيبشيپ tRNA  باSE-tRNAscan 
شد. انجام  RNAmmerبا  rRNA یهاژن ينيبشيپو 

 یهااز داده rRNAها و tRNAنتيجه  دارای هایتوالي
 حذف شدند. یورود

 
 میرناها دوم ساختار بینیپیش
با  miRkwoodميرناها از طریق سرور  سازپيش ساختار    

-پيش هیثانو یساختارها. شدفرض بررسي پارامترهای پيش

ساز پيش .برآورد شد RNALfold از طریقها ميرناساز 
 از نظر معيارهای  دیکاندهای ميرنا
 حلقه -تاخوردگي مناسب در ساختار ساقه (5
بازوی ساختار  ي از دوبر روی یک ميرناتوالي ( حضور 2
 حلقه -ساقه
  5*ميرنا-ميرناشکستگي و یا برآمدگي دوبلکس  ( عدم3
 شدگيجفت 1و بيش از  1شدگي بيش از عدم جفت (0
U:G ميرنا-ميرنادوبلکس  بين*  

از ها ميرنا یهاسازپيش صيتشخغربال شدند تا 
hairpins-pseudo .تعيين صحت  برای با دقت انجام شود
 احتمالي از پارامترهای درصدهای ميرناساز پيشساختار 

( MFE) حداقل انرژی آزاد تاخوردگي ،AU/GC بازهای

                                                           

، حلقه انتهایي بریده شده و توالي دو RNAدر دومين مرحله از پردازش  -5
 20 يال 58( با متوسط طول miRNA/miRNA*duplex) ای¬رشته

مولکول  كی يبه طور کل ای دو رشته يتوال نی. اگردد ينوکلئوتيد ایجاد م
)که به  matureرشته  كیو  passengerرشته  كیدوبلکس است که از 
شده و معمولاً به صورت  لي( تشکشود يم دهينام زيعنوان رشته راهنما ن

*miRNA:miRNA رشته  بيترک نی. در اشود ينشان داده مpassenger  به
 .يشودم گذاری نام miRNA*صورت 

 ،( 2016et alMehta ,.) کيلوکالری بر مول 81 بيشتر از
و  (AMFEحداقل انرژی آزاد تاخوردگي تصحيح شده )

بالاتر از  (MFEI) شاخص حداقل انرژی آزاد تاخوردگي
 *ميرنا-ميرناثبات دوبلکس شد.  استفادهها RNAانواع دیگر 

 برایميرناهای کاندید  ارزیابي شد. miRdupتوسط 
 dis-miRNAسرور وب بوسيلهي، واقع یهاميرنا یيشناسا

 .گردیدبررسي 
 
  میرنا هدف هایژن بینیپیش
-هدف ميرناها با استفاده از وب هایبيني ژنپيش برای    

توالي ميرناهای شناسایي شده عليه  ،psRNATargetسایت 
مورد  thaliana Arabidopsisهای گياه رونوشت

. (Dai and Zhao, 2011) تحليل قرار گرفتوتجزیه
)به سایت این وب 2151فرض نسخه پارامترهای پيش

برای با در نظر گرفتن بدون هيچ فاصله(  gapاستثنای 
 .های هدف استفاده شدشناسایي ژن

 
 Functional)ی مستندسازی و تفسیر کارکرد

annotation )های هدف میرناژن 
های هدف ی ژنمستندسازی و تفسير کارکرد برای    

 +Blast (v2.6.0)افزار نرم xBLASTميرناها از ابزار 
NCBI  های مجموعهکارکردی سازی غنياستفاده شد. از

استفاده  شناسایي طبقات عملکردی برایهدف ميرنا ژني 
 Gene) يشناسهستي وهای ژني سازی مجموعهغنيشد. 

Ontology  یاGO )سرور توسط وبg:Profiler  انجام
 .( 2016et alReimand ,.)گردید 

 
 نتایج 

 مرزه خوزستانی RNAبررسی کیفیت 
ارزیابي  براییك روش پيشرفته  RINمحاسبه ميزان     

نتایج حاصل از بررسي . است RNAیکپارچگي و غلظت 
 Bioanalzyerمرزه خوزستاني با استفاده از  RNAکيفيت 

Agilent استخراجي از عدد  نشان داد که نمونهRIN  مساوی
 .باشدمي 8

http://www.mirbase.org/
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 و شناسایی میرنا بندی نوپدیدسرهم
کيفيت پایين،  با هایقرائت حذف و پالایش از پس     

خوانش کوتاه با  521158291 ،در مجموع سه تکرار
بندی استفاده انجام سرهمبرای کيفيت بالا حاصل شد که 
جفت  511های کوتاه با طول شد. از سرهم بندی خوانش

در  N50رونوشت حاصل شد. ميزان 511510باز، 
 bp 5812های ایجاد شده برای مرزه خوزستاني، کانتيگ

 بود. 

 135نشان داد که  حاصل از جستجوی همسانينتایج 
د. پس از انجام ژن با ميرناهای گياهي مطابقت داشتنیوني

xBLASTهای کدکننده ، با شناسایي و حذف توالي
کدکننده پروتئيني متمایز باقي  توالي غير 205پروتئيني، 

شده انتخاب ميرناهای حفاظتماندند. با توجه به اینکه 
-را افزایش ميمثبت کاذب  جینتا سانيتنها با معيار هم

عنوان معيار بررسي ساختار ثانویه بهبنابراین دهد، 
کننده شناسایي ميرناهای حفاظت شده بالقوه مورد تکميل

های دارای این توالي ،ور. ازایناستفاده قرار گرفت
ميرناهای بالغ برای تعيين ساختار ثانویه به سرور 

miRkwood .سرور وب انتقال داده شدندmiRkwood، 
-پيشتوالي ورودی را برای شناسایي ساختارهای ثانویه 

 مرحلهدر این کند. مي ردیفهم RNALfoldبا  ميرنا ساز
ها توالي بقيهو  توالي حائز شرایط لازم بود 529تنها 

 حذف شدند. 

تنها  دقت، افزایش و مثبت کاذب جیکاهش نتا برای
حائز شرایط لازم بود  1/1کمتر از منفي  MFEI با ميرنا

(., 2004et alBonnet )  ها در مراحل بعد توالي بقيهو از
توالي حائز شرایط  85تنها  مرحلهدر این  .پوشي شدچشم

بالغ  ميرنامکان  ها حذف شدند.توالي بقيهلازم بود و 
های ( در تواليmiRBaseردیفي با پایگاه )حاصل هم

بررسي و ثبات دوبلکس  miRdupتوسط مانده باقي
 شد. دیيتأتوالي  18در  *ميرنا-ميرنا

اعضای  ميرناهای با توجه به اینکه برخي از خانواده
بيني شده(زیادی )بيش از یك رونوشت مشابه پيش

یيد، تنها أتوالي مورد ت 18افزایش دقت، از  برای، داشتند 
توالي( در  35بيني شده از یك رونوشت )های پيشميرنا

(. با در 5پالایش شدند )جدول بقيه نظر گرفته شدند و 
عنوان توالي به 51 ،ی اختصاصي گياهنظر گرفتن معيارها

نهایي در نظر گرفته شدند  یميرنا سازپيشهای توالي
های کاندید توسط توالي يابیارز جینتا(. 5)جدول 

های نشان داد که کليه توالي dis-miRNA سروروب
 miRNA-Pre) يواقع یهاميرناهای سازپيشکاندید، 

Real ).های مرزه خوزستاني ميرناهای سازپيش هستند
 230تا  11دامنه طولي بين شناسایي شده در این مطالعه، 

محاسبه شده  MFEI(. 5)جدول  نددادنوکلئوتيد را نشان 
)کيلوکالری بر  -18/5تا  1-/82در دامنه مطالعه این در 

ساز پيش (.5بود )جدول  -59/5مول( با ميانگين مقدار 
 یسرسنجاق ساختار  یدارا هیساختار ثانو درها ميرنا

 سهیمقا درها ميرنا سازپيشنيز در  AU یهستند. محتوا
 .بالاتر بود GC یبا محتوا

 
 و چگونگی مهار آنها هدفژن  بینیپیش
 ـ ميها را تنظژن انيب mRNA هميرناها با اتصال ب     -يم

ژن را هـدف قـرار دهنـد.     نیتوانند چنديکنند. ميرناها م
ميرنای شناسایي شده با اسـتفاده   دههای هدف بررسي ژن

 931نشان داد که در مجموع  psRNATargetاز وبسایت 
که متعلـق   شوندژن توسط این ميرناهای بالقوه، تنظيم مي

به چندین خانواده ژني با عملکردهـای زیسـتي متفـاوت    
هـای هـدف بـرای    نتایج نشان داد کـه تعـداد ژن   .هستند
، miR391 ،miR403 ،miR1128 ،miR5049a هایتوالي

miR167b ،miR169c ،miR171a ،miR397b ،
miR167d  وmiR166f  551 ،91، 80 ،105ترتيـب  به ،

نتــایج  (.5ژن بــود )شــکل  11و  19، 531، 18، 91، 11
ــيش ــه  پ ــان داد ک ــي نش ــدن   121بين ــب ش ــا تخری ژن ب

(Cleavage و )شوند.مي ميتنظ ترجمهژن با عدم  210 
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 جدول 1- ویژگی میرناهای شناسایی شده در مرزه خوزستانی

Table1. Characteristics of miRNAs identified in S. khuzistanica 

 ژننام  یوني نام ميرنای بالغ
  درصد

GC 
   

 سازپيش طول

 )جفت باز( ميرنا

 ميرنا طول

 )جفت باز(
 Eارزش 

 توالي ميرنای

 شناسایي شده

Mature miRNA 

name 

Unigene 

name 

GC 

Percent 

MFE 

(kcal/mol) 
MFEI AMFE 

Pre-miRNA 

length(bp) 

miRNA 

length(bp) 
E value 

miRNA sequence 

identified 

miR391 Dn27508 40.91 51.5- 1.43- 58.52- 88 19 0.001 

5′ACGCAGGAGA 

GAUGAUGCC3′ 

miR403 Dn44525 37.74 65.7- 1.09- 41.32- 159 22 5.39E-06 

5′UUAGAUUCACG 

CACAAACUCGU3′ 

miR1128 Dn15524 40.18 80.1- 1.78- 71.52- 112 19 2.89E-04 

5′UACUACUCCCU 

CCGUCCCA3 

miR5049 Dn63908 44.74 49.6- 1.46- 65.26- 76 21 2.71E-05 

5′UCCUAAAUACU 

UGUUGUUGGG3′ 

miR167b Dn50227 47.32 43.4- 0.82- 38.75- 112 22 8.90E-06 

5′UGAAGCUGCCA 

GCAUGAUCUA3′ 

miR169 Dn17216 36.75 70.92- 1.00- 36.67- 234 21 2.80E-05 

5′UAGCCAAGGAU 

GACUUGCCUA3′ 

miR171 Dn30225 45.92 55.2- 1.23- 56.33- 98 21 1.48E-04 

5′UGAUUGAGCCG 

UGCCAAUAUC3′ 

miR397 Dn29624 42.98 48.0- 0.98- 42.11- 114 21 0.000063 

5′UCAUUGAGUGC 

AGCGUUGAUG3′ 

miR167d Dn35116 50.94 52.9- 0.98- 49.91- 106 22 6.74E-06 

5′UGAAGCUGCCA 

GCAUGAUCUUA3′ 

miR166 Dn14771 56.00 49.2- 1.17- 65.60- 75 22 7.27E-06 

5′UCGGACCAGG 

CUUCAUUCCCCU′ 

 

MFE :ي؛ تاخوردگ آزاد یانرژ حداقلAMFE :؛ شدهحيتصح يآزاد تاخوردگ یحداقل انرژMFEI يتاخوردگ آزاد یانرژ حداقل: شاخص 

MFE: Minimum free energy; AMFE: Minimum Folding free Energy; MFEI: Minimum fold energy index 

 



 های ...و ژن هاRNAشناسایي ریز   588

 

 psRNATargetآنها توسط برای شده  ینیبشیپ هدف ژن و تعدادها میرنا -1کل ش

and the number of target genes predicted for them by psRNATarget sFigure1. miRNA 
 

 میرناهدف های ژن در ریمس وتحلیلجزیهو ت تفسیر کارکردی
دسته های هدف در ژنسازی مجموعه وتحليل غنيتجزیه   

و  3در شکل ي زیستیند افر، 2در شکل  عملکرد مولکولي
نشان داده شده است.  0سلولي در شکل اجزای 

های هدف نشان داد که ژنسازی مجموعه وتحليل غنيتجزیه
 گروه (،Molecular Function) عملکرد مولکوليدر دسته 

بيشترین فراواني را به خود  "فعاليت فروکافتي"و  "اتصال"
 Biological) يزیستیند افردسته در  .اختصاص دادند

Processes )یند افر"و  "سلوليیند افر" گروهترتيب به
بيشترین اهداف ميرناهای ها نسبت به سایر گروه "متابوليکي

 .شناسایي شده را به خود اختصاص دادند

 

 

 شکل 2- تجزیهوتحلیل غنیسازی مجموعه ژنهای هدف در دسته عملکرد مولکولی 11 میرنای شناسایی شده

Figure 2. Target genes set enrichment analysis in the molcular function category of 10 identified miRNAs 
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 شکل 3- تجزیهوتحلیل غنیسازی مجموعه ژنهای هدف در دسته فرایند زیستی 11 میرنای شناسایی شده

Figure 3. Target genes set enrichment analysis in the biological process category of 10 identified miRNAs 
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 شکل 4- تجزیه وتحلیل غنیسازی مجموعه ژنهای هدف در دسته ترکیبات سلولی 11 میرنای شناسایی شده

Figure 4. Target genes set enrichment analysis in the cellular compounds category of 10 identified miRNAs 
 

های هدف، شناسي ژنبا توجه به نتایج هستي
یندهای زیستي و ادر اغلب فرشناسایي شده ميرناهای 

تمایز، رشد و نمو، انتقال از مرحله  مانندمتابوليکي 
های زیستي رویشي به زایشي، انتقال پيام و پاسخ به تنش

های ر بين ژن. دکنندو غيرزیستي نقش مهمي ایفا مي
فراواني را به خود تعداد عوامل رونویسي بيشترین هدف، 

 ARF (Auxinخانواده فاکتور رونویسي . اختصاص دادند

Response Factor) عنوان یکي از این اهداف محسوب به
و  ARF6مانند  نياکس دهنده پاسخ یهاژن گردد.مي

ARF8 اهداف های ژن عنوانبهmiR167a هایژن و 
 و miR171bهدف عنوان ژن به GRAS فاکتور رونویسي

 miR391هدف عنوان به ARF17و  ARF16های ژن
و  AGO2، ژن MiR403، گرید یها. ميرناشناسایي شدند

miR397 های ژنLAC2 ،LAC4  وLAC17  را هدف
 بر اساس نتایج د.نکنيکنترل م و بيان آنها را دادهقرار 
های ژنمسير با  31، تعداد مسيرسازی غني وتحليلتجزیه

(. در 1)شکل اهداف ميرناهای شناسایي شده مرتبط بودند
-ترتيب مسيرهای متابوليکي و بيوسنتز متابوليتاین بين به

هدف ميرناهای های ثانویه بيشترین مسيرهای مورد 
وتحليل تجزیه .شناسایي شده را به خود اختصاص دادند

هدف نشان داد که های ژني سازی مسير در مجموعهغني
 ءداری جزطور معنيهای ثانویه بهمسير بيوسنتز متابوليت

 50در مجموع اهداف ميرناهای شناسایي شده هستند؛ 
-غني ليوتحلهیبا تجزهای ثانویه بيوسنتز متابوليت ريمس

 ،در این بينند. مشخص شدهای هدف سازی مجموعه ژن
 وسنتزيبمسير متابوليتي، در  miRNAهدف  یهاژن بيشتر

 دخيلمسير بيوسنتز ترپنوئيد  و ديآلکالوئ نينوليزوکیا
های درگير در ژن ميتنظمحتمل است که  ،روازاین. بودند

توسط ميرناهای شناسایي شده اداره شود. اسانس  وسنتزيب
های ثانویه بنابراین توليد ترکيباتي که از متابوليت

ها قابل ميرناشوند ممکن است به کمك استخراج مي
 .مدیریت باشد
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 شکل 1- غنیسازی مسیر با ژنهای هدف 11 میرنای شناسایی شده

Figure 5. Pathway Enrichment of the target genes of 10 identified miRNA 

 
 بحث

موجود  (Viridiplantae)هر توالي با ميرناهای بالغ گياهي      
مقایسه شد. با توجه به اینکه اغلب ميرناهای  miRBaseدر 

شده هستند. شناسایي ميرناها از گياهي به صورت حفاظت
 تواند بسيار کمك کننده باشدطریق همساني مي

(06a., 20et alZhang ) .و مثبت کاذب جیکاهش نتا برای 

کمتر از منفي  MFEI با هایميرناساز پيشتنها  دقت، افزایش
ها در مراحل بعد توالي بقيهحائز شرایط لازم بود و از  1/1

 91از  شيبدهد که مطالعات پيشين نشان مي .پوشي شدچشم
  از مترک MFEI یدارا ياهيگ ميرنای یهاسازدرصد از پيش

 سنجاق سری های شبهتواليکه  يدر حال ،هستند 1/1 منفي
(hairpins-Pseudo مقادیر )MFEI دهنديرا نشان م یبزرگتر 
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(., 2004et alBonnet ) .نشان داد که  بررسي ساختار ثانویه
ميرنا  یيشناسا یاجبار اريهشت معميرناهای شناسایي شده با 

وزیع طول ت .مطابقت دارد ( 2011et alAxtell ,.) اهانيدر گ
سازهای مطالعه، با توزیع طول پيشاین های ميرناساز پيش
که در مطالعات  ( 2013et alPatanun ,.)های گياهان ميرنا

ساز نسبت به های پيشميرناپيشين گزارش شده مطابقت دارد. 
 حداقل انرژی آزاد تاخوردگيهای غيررمزگذار، RNAسایر 

محاسبه شده در  MFEI. ( 2004et alBonnet ,.)کمتری دارند 
)کيلوکالری بر مول( با  -18/5تا  1-/82مطالعه در دامنه این 

آمده از (. مقادیر بدست5بود )جدول  -59/5ميانگين مقدار 
( و -19/1) tRNA (10/1- ،)rRNAبرای  MFEIميزان 

mRNA (11/1-  کمتر بود -12/1تا )(., et alZhang 

2006c) ساز شناسایي شده شهای پيميرنادهد که و نشان مي
جفت  یدينوکلئوت یهاگروه. های واقعي هستندميرنااحتمالاً 

نامتقارن  یهايمعمولاً برجستگ سریسنجاق ساختار  درنشده 
 یبرا يمهم يژگیها ويبرآمدگ نیاندازه ا حداقل کنند.يم جادیا

دهد. يثبات ساختار را نشان م رایز، است ياهيگ یهاميرنا
احتمال  *ميرنا/ميرنادر دوبلکس  ویژهبهي برآمدگحداقل اندازه 

 et alAxtell ,.)دهد مي شیرا افزا دارعنيم یهاميرنا ينيبشيپ

 یمحتواشود. ميتأیيد این گام (. در مطالعه ارائه شده 2011
AU  یبا محتوا سهیمقا درها ميرناساز پيشنيز در GC  بالاتر
 Dhandapani) استگزارش شده نيز  يکه در مطالعات قبل بود

., 2011et al)عوامل رونویسي بيشترین های هدف، . در بين ژن
ها این گروه از پروتئين. فراواني را به خود اختصاص دادندتعداد 

ها بر در تنظيم بيان ژن مهميرونویسي نقش یند افربا تنظيم 
(. خانواده فاکتور  2017et alLan Thi Hoang ,.) عهده دارند
گردد عنوان یکي از این اهداف محسوب ميبه ARFرونویسي 

زایي، پاسخ به تنش خشکي و نمو گياه و همچنين که در ریشه
 et alGupta ,.)پاسخ به اکسين و سيگنالينگ اکسين نقش دارد 

 ARF8و  ARF6مانند  نياکس دهندهپاسخ یهاژن .(2014
هدف  GRAS های، ژنmiR167aاهداف  هایازجمله ژن
miR171b (., 2017et alHuang ) های ژن وARF16  و

ARF17  هدفmiR391 ( 2010 ,.هستندet alYoon )ر . د
در گياهان گلدار، تنظيم  miR167 نقشبه بسياری از مطالعات 

 شده استاشاره های دخيل در گلدهي و باروری بيان ژن
(., 2015et alMishra ) . در مطالعه دیگر بر رویMiR403، 
مورد هدف قرار داده و  را AGO2ژن ميرنا  ان داد که اینشن

 نيز پروتئين آن يروسیکه نقش ضد و کنديکنترل م بيان آن را
در  miR397 (. 2011et alHarvey ,.) است دهشناخته ش

ای محافظت شده است و ای و تك لپههای دو لپهگونهبيشتر 
را هدف  LAC17و  LAC2 ،LAC4های ژنطور مستقيم به

 miR397های ژني . هدف( 2014et alWang ,.)دهد قرار مي
پاسخ به تنش غير زیستي مانند سرما، فرایندهای بيشتر در 

بر  .( 2016et alShriram ,.)خشکسالي و شوری دخيل هستند 
مسيرهای ، مسيرسازی غني وتحليلتجزیه اساس نتایج

های ثانویه بيشترین مسيرهای متابوليکي و بيوسنتز متابوليت
 ف ميرناهای شناسایي شده را به خود اختصاص دادندهدمورد 
ها در تنظيم مسيرهای ميرنانقش در مورد  مطالعات پيشين که با

 et alGupta ,.) مطابقت داردهای ثانویه بيوسنتز متابوليت

طور گسترده مورد به دهايترپنوئ هیبر پا باتيترک ديتول (.2017
 وسنتزيب یبرا یوسنتزيب ريمطالعه قرار گرفته است. دو مس

-د-يدئوکس-5مسير موالونات و  ريمسشامل  هامونومر ترپن
از  يکیبه  رواتيپ تیکه در نها است فسفات-1 لولوزیزا

 ليآل ليمت ید ای روفسفاتيپ ليزوپنتنیا) سازنده یاجزا
مونومر متعاقباً  یواحدها نیا. شوديم لیتبد (روفسفاتيپ

 روفسفاتيپ ليرانگ جادیمختلف ا یترانسفرازها ليتوسط پرن
(GPPفارن ،)روفسفاتيپ لسي (FPP و )ليگران ليرانگ 
کاهش .  et al(Liang(2002 ,. دنکني( مGGPP) روفسفاتيپ

ها معمولاً شامل فعال مانند پرنيل پيروفسفاتسوبستراهای غير
( GGRردوکتاز ) ليگران ليرانگ اکسيدوروکتازهایي از خانواده

( مورد هدف ميرنای AT4G38460.1که این آنزیم ) هستند
miR5049 2018 ,.د گيرقرار مي)et al(Meadows . انواع 

-مسير بيوسنتز اجزا اسانس مشارکت ميدر  دهايمختلف ترپنوئ

 fragrans) خانواده زیتون معطري از گياه در، برای نمونه. کنند
Osmanthus) ، miR160  وmiR167 وسنتزيبمسير  در 

 در گزارشي جامع بر روی گياه. کننددخالت مي ديفلاونوئ
 داده شد که نشان (roseus Catharanthus) پریوشدارویي 

ARFهدف  یهاmiRNA وسنتزيب ريمس ميطور بالقوه در تنظبه 
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و ميرناها با هدف  نقش دارند ديترپنوئ ندولیا ديآلکالوئ
ARF16 را در این مسير  های کليدیژنپروموتورهای  تيفعال

  .( 2017et alShen ,.) دنکنيسرکوب م ياهيگ یهاسلول
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-تيمتابول وسنتزيدر ب رنا و نقش آنهاميشناسایي  عطفي در
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Abstract 

MicroRNAs (miRNAs) are one of the small and non-coding regulatory molecules, which 

regulate gene expression by transcriptional cleavage or translational suppression. miRNAs are 

involved in regulating a wide range of metabolic and physiological processes in plants.The 

Lamiaceae family plants, especially Satureja khuzistanica, are well known herbs for its flavor, 

fragrance and medicinal properties. To date, no miRNAs have been identified in Satureja 

species. In present study, a computational approach based on homology search was used to 

identify miRNAs and their targets of Satureja khuzistanica. Non-coding unigenes were 

identified and considered for candidates of miRNAs precursor. After evaluating the general 

parameters such as GC bases percentage, minimum folding free energy (MFE), minimum free 

energy index (MFEI) and secondary structure, 58 miRNAs were identified, which among them, 

by applying plant specific parameters and filtring the miRNAs from several transcripts, overall 

ten miRNAs were identified. Then, 930 target transcripts were predicted using psRNATarget 

website and the annotation of  them was performed using BLASTx tools of NCBI Blast+ 

software (v2.6.0). Examination of target genes showed that auxin-responsive genes, GRAS 

((Gibberlic-acid insensitive (GAI), Rspressor of GAI (RGA) and Scarerow (SCR), AGO2 

(Argonaute 2) and LAC (Laccase) family genes are the main targets of the identified miRNAs in 

S. khuzistanica. Pathway enrichment analysis of the target genes revealed that the secondary 

metabolic pathway is significantly among the targets of the identified miRNAs. This is the first 

study describing miRNAs and their role in the regulation of target genes in S. khuzistanica. 

 

Keywords: Target genes, Satureja khuzistanica, miRNA. 

mailto:ismaili.a@lu.ac.ir

