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Extended Abstract    

 

Background and purpose: 

 Withania somnifera, known as Indian ginseng, is a small evergreen shrub that grows in tropical 

and subtropical regions and belongs to the Solanaceae family. The major constituents of W. 

somnifera are withanolides, including withafrin A, withanolide D, withanolide A, and 

withanones. Withanolide A and withanones are primarily synthesized in the roots, while withafrin 

A and withanones are mainly produced in the leaves. The genes responsible for the appropriate 

metabolic pathways, such as farnesyl pyrophosphate (FPP), cycloartenol synthase (CAS), sterol 

methyltransferase (SMT1), and hydroxymethylglutaryl coenzyme A reductase (HMGR) along 

with non-coding RNAs are essential for the biosynthesis of these compounds. These non-coding 

RNAs play critical roles in controlling gene expression and enzyme activity. In general, miRNAs 

are a class of small regulatory RNAs which negatively regulate gene expression at the post-

transcriptional level by binding target mRNAs for mRNA cleavage or inhibition of mRNA 

translation. Many investigations have shown that miRNAs play an essential role in various 

biological and metabolic processes in plants. This study was aimed to the identification and 

investigation of the expression of some conserved microRNAs involved in the biosynthesis 

pathway of Withanolides in W. somnifera. 

 

Methodology:  

For HPLC analysis, a high-performance liquid chromatography system coupled with an ELSD 

detector, model C-650, was employed. Conserved miRNAs in W. somnifera were identified using 

BLASTn with a criterion of up to four mismatches and an E-value < 10, based on RNA-seq data 

and homology analysis conducted by C-mii software. The secondary structure of several miRNAs 

was determined using Mfold software. The target genes of these potential miRNAs were 

predicted using psRNATarget, applying the following criteria: In order to determine the function 

of the target genes, the BLASTx program was used against the protein database with the 

following parameters: E-value > 1.0E-5, a range of missing central bases between 10 and 11 

nucleotides. Samples were collected from leaf and root tissues of three genotypes of W. somnifera 

(W1 - 7629245, W3 - 7629241, and W4 - 7629244) during the flowering stage. Three technical 

and biological replicates were used for data collection. The expression levels of miRNA5021 and 

its target gene SMT1 and miRNA5140 were analyzed using real-time PCR. The 2-ΔΔ CT method 

was employed to analyze the expression data. 
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Results:  

According to the statistical analysis of the HPLC data, there was no statistically significant 

difference in the amounts of withaferin-A among the three genotypes (W1, W3, and W4). Among 

the examined tissues, the leaf of W3 exhibited the highest amount, while the root of W1 had the 

lowest amount. To identify the miRNAs in W. somnifera, the transcriptome sequences were 

compared to plant miRNAs using the miRbase website for BLAST homology search. The results 

obtained from the RT-qPCR method showed that the relative expression levels of miR5021 in W1 

roots were 1.16, 1.37, and 1.17 times higher compared to the control (W1 leaf tissue), while they 

were 1.3 and 3.7 times lower in W3 and W4 leaves, respectively. In the roots of the three 

genotypes of W. somnifera, the expression of the SMT1 gene decreased by 7.7, 2.8, and 4.0 fold, 

respectively. However, in the leaves of genotypes W3 and W4, the expression increased by 2.48 

and 1.82 times, respectively, compared to the control. The statistical analysis for miRNA5021 and 

miRNA5140 revealed that in the leaves of W3, the relative expression of miR5140 was 1.57, 

while in W4, it remained unchanged. In the roots of W1, W3, and W4, there was a decrease in 

miR5140 expression by seven, nine, and three times, respectively, compared to the control.  

 

Conclusion: 

In general, regarding the regulatory role of the identified miRNAs in the present study, these 

genes could be used to better and more accurately identify the withanolides biosynthetic pathway. 
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پنیرباد  های حفاظت شده دخیل در مسیر بیوسنتز ویتانولیدها درmicroRNAبررسی بیان برخی از و شناسایی 

(Withania somnifera) 
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 خلاصه

ای بزرگ های غدهدرختچه کوچک همیشه سبز با ریشهیک صورت  به زمینی،سیب هخانوادمتعلق به  (Withania somnifera) پنیرباد و هدف: سابقه

و  A، ویتانولیدD، ویتانولیدAویتافرینکه شامل هستند ویتانولیدها  ،پنیربادترکیبات اصلی . وجود داردگرمسیری و در مناطق گرمسیری و نیمه است

شود. بیوسنتز این در ریشه تولید می اًعمدت Aکه ویتانولید  در حالیی پنیرباد وجود دارند، هادر برگ بیشترها و ویتانون A. ویتافرین باشندمیها ویتانون

 Aهیدروکسی متیل گلوتاریل کوآنزیم و  (SMT1متیل ترانسفراز )، استرول(CASسنتاز )، سیکلوآرتنول(FPPفارنسیل پیروفسفات )های ها به ژنمتابولیت

ها ها و آنزیمها در تنظیم  بیان این ژنmiRNAهای غیرکدکننده مانند RNA، مرتبط با مسیرهای متابولیک مربوط بستگی دارد و (HMGR) ردوکتاز

کنند و بروز ژن را در گیاهان و حیوانات نوکلئوتید هستند که هیچ پروتئینی کد نمی 14 -21های کوچک با طول RNAها، miRNAهای ژن نقش دارند.

های منفی بیان ژن کنندهعنوان تنظیمکنند و بهرمز کننده نقش مهمی در تنظیم بیان ژن پس از رونویسی ایفا میهای غیرRNAکنند. این گروه از تنظیم می

یاه های حفاظت شده دخیل در بیوسنتز ویتانولیدها در گmiRNAاین تحقیق با هدف شناسایی و بررسی بیان برخی  ها فعالیت دارند.در یوکاریوت

 .پنیرباد اجرا گردید
 C-650، مدل ELSDاز دستگاه کروماتوگرافی مایع با عملکرد بالا متصل به آشکارساز  HPLCانجام آنالیز  برای ،پژوهشاین در  :هامواد و روش

از  mii-Cافزار توسط نرم همولوژی بر مبتنی seq-RNA هایداده از پنیربادگیاه  های حفاظت شده در  miRNAبه منظور شناسایی استفاده شد.

BLASTn 10و عدم تطابقتا چهار  با معیارهای <  value -E  استفاده شد. ساختار ثانویهmiRNAافزار های متمایز به وسیله نرمMfold .تعیین شد 

های مورد هدف تعداد جایگاه، value < 1.0E-E-5زیر شامل:  بر اساس پارامترهای psRNATargetهای نامزد با استفاده از miRNAهای هدف ژن

و بدون هیچ گونه فاصله انتخاب گردیدند و برای پی بردن به  1نوکلئوتید، بیشترین عدم تشابه برابر  22-21، محدوده نداشتن بازهای مرکزی بین 1برابر

برداری از دو بافت برگ و ریشه سه ژنوتیپ در مرحله گلدهی نمونه علیه پایگاه داده پروتئینی استفاده شد.  BLASTxهای هدف از ابزارعملکرد ژن

W1 (7629245)،W3  (7629241)  وW4 (7629244)  از . گردیدبا سه تکرار تکنیکی و سه تکرار بیولوژیکی انجامtime PCR-Real  برای ارزیابی بیان

miRNA5021  و ژن هدف آنSMT1  وmiRNA5140 فاده از روش های حاصل از بیان با استو تجزیه داده استفاده شدCT ΔΔ -1  .انجام شد  

( از لحاظ آماری اختلاف W 4و  W1 ،W3آ در سه ژنوتیپ )بین مقدار ویتافرین، HPLCهای حاصل از آماری دادههای تجزیهبا توجه به  :هایافته

اختصاص داده شده است. برای  W1و کمترین به ریشه  W3های مورد مطالعه بیشترین میزان مربوط به برگ داری مشاهده نشد. در بین بافتمعنی

متفاوت بود  kcal.mol -4/231تا  -25از  (MFE)انرژی آزاد پیچش  حداقلبینی شد. پیش mfoldها با سرور ها ساختار دوم توالیmiRNAشناسایی 

و  W1 ،W3در ریشه  miR5021میزان بیان نسبی نشان داد که  qPCR-RTنتایج حاصل از روش محاسبه گردید.  kcal.mol -81/41و میانگین آن 
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W4  بافت برگ( نسبت به شاهدW1 ،)21/2 ،33/2  به ترتیب افزایش بیان و در برگ  23/2وW3  وW4  برابر کاهش بیان  3/3و  2/3به ترتیب

برابر کاهش و در برگ  4و  1/1، 3/3به ترتیب  W4و  W1 ،W3برای ریشه  .somnifera Wدر سه ژنوتیپ  SMT1مشاهده شد. الگوی بیان برای ژن 

W3  وW4  برابر افزایش بیان نسبت به  شاهد مشاهده شد. همچنین بیان نسبی  11/2و  41/1به ترتیبmiR5140  در برگW3 ،53/2  و برایW4 

 miRNA5021آماری برای  انالیزهاینسبت به شاهد به ترتیب هفت، نه و سه برابر کاهش بیان دیده شد که طبق  W4 و WI  W3,در ریشه بدون تغییر و

 .داری وجود نداردها اختلاف معنیاز این ژن یکبرای هر  در بین  سه ژنوتیپ miRNA5140و 

تر مسیر ها در شناسایی بهتر و دقیقتوان از این ژنمطالعه، میاین های شناسایی شده در miRNAدر مجموع با توجه به نقش تنظیمی  گیری:نتیجه

 ویتانولیدها استفاده کرد.بیوسنتز 

  

  A، ترانسکریپتوم، ژن هدف، ویتافرین  miRNAکلیدی:های واژه

 
 مقدمه

 هخااانوادمتعلااق بااه ( Withania somnifera) پنیرباااد    
 و بااه نااام آشااواگاندها   (سولاناسااه)زمیناای ساایب

(Ashwagandha)  یک درختچه که به صورت  استمعروف
این باشد. ای بزرگ میدههای غکوچک همیشه سبز  با ریشه

هاای  به زرد و میوههای کوچک، سبز متمایل دارای گلگیاه 
های متعدد است و در مناطق گرمسیری صاف و گرد با دندانه

، چاین  و  جناوبی، هناد   و نیمه گرمسیری ازجمله آفریقاای 
در هند  .)Dar et al., 2015( وجود داردنواحی جنوبی ایران 

از یاک  کناد و هار   به عنوان یاک گیااه دارویای رشاد مای     
ماورد اساتفاده   برای خواص دارویای  آن های مختلف بخش

گونه از این جانس شناساایی و    13تا کنون  و گیرندقرار می
 Lopresti et al., 2019; Mehmood et) معرفی شده اسات 

al., 2020).   در درماان درد   داروهای بدست آماده از ریشاه
 اختلالات عصبی، سرماخوردگی، روماتیسم، التهاب مفاصل،

 ،کنناده، افازایش طاول عمار    بخش، جوانآرام، ضدافسردگی
 Divisha et نقاش دارد  کننده جنسیو تقویت تقویت حافظه

al., 2018; Kaur et al., 2022; Saleem et al.,2020., 

Shilpashree et al., 2022)). 

 41بیش از  وهستند ویتانولیدها  ،پنیربادترکیبات اصلی 
آلکالوئید و چند سیتوایندوزید از آنها  21ویتانولید مختلف، 

که ترکیبات شیمیایی اصلی آن طوریبه ،اندجدا شده
 باشندها میو ویتانون A ، ویتانولیدD ، ویتانولیدA ویتافرین

2) Ha et al., 202.( های مختلف در بافت دهایتانولیو نیا 
 دیطور مستقل تولهبرگ، ساقه و پوست( ب شه،ی)ر اهیگ
 . ) ,et al.Pal et al., 2011; Siriwardane, (2013شوند یم

های های ثانویه با توجه به بافتتوزیع و پخش متابولیت
های مختلف متفاوت است و مختلف، مرحله رشد و کموتایپ

پوست،  دربعد و ها در برگبیشتر ها و ویتانون Aویتافرین 
که  ، در حالیمقدار گزارش شده است نیتربالا شهیساقه و ر
)al.,  Tripathi etشود در ریشه تولید می اًعمدت Aویتانولید 

 اهیگاین مهم  یاز اجزا شهیهم برگ و هم ر ن،یبنابرا .2018(
 هستند.  دهایتانولیو دیتول یبرا

 فارنسیل پیروفسفات  یهاها به ژنتیمتابول نیا وسنتزیب
(FPPاسکوالن ،) سینتاز (SqSسیکلوآرتنول ،)( سنتازCAS ،)

 لیمت یدروکسیه و (SMT1متیل ترانسفراز )استرول
مرتبط با (، HMGR) ردوکتاز A میکوآنز لیگلوتار

 ,.Bhat et al)دارد یمربوطه بستگ کیمتابول یرهایمس

 یهانیمختلف مانند پروتئ یستیز یهاکولمولو  (2012
 نیا انیبدر تنظیم کدکننده ریغ یهاRNAو  یسیرونو عوامل

کدکننده از ریغ یهاRNA .نقش دارندها میها و آنزژن
 لیها و نحوه عملکرد متفاوت تشکمختلف با اندازه یاعضا
ها microRNAکدکننده، ریغ یهاRNA نیاز ا یکی ،اندشده

-14و غیرکدکننده  یهای تنظیم sRNAها،iRNAm هستند.
ها در سطح اند که نقش مهمی در بیان ژننوکلئوتیدی 21

و در سطح پس  DNAرونویسی از طریق القای متیلاسیون 
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یا سرکوب ترجمه ایفا  mRNAیسی از طریق تجزیه واز رون
 شدهاسر قلمرو گیاهی حفاظتکنند و در سرمی

 . (Yang et al., 2020; Zhou et al., 2020)هستند

 AiRNmر یتغیگیاهی، شکل ظاهری نقش کلیدی در  ها
توسعه برگ و سیستم از رشد رویشی به زایشی، مرحله 

تنظیم ، کنترل صفات زراعی مهم گیاهان، ای گیاهریشه
انتقال سیگنال و پاسخ به شرایط مریستم جنینی ریشه، 

های گوناگون زیستی و غیر محیطی مانند پاسخ به تنش
 ,.Kuruvilla et al., 2019; Wang et al دارندزیستی را 

در گل  (2022و همکاران ) Karimiدر مطالعه  . )202(1
و   miR1436مشاهده شد که  ( sppTaraxacum)قاصدک 

miR1533 و  مسیر بیوسنتز ترپنوئیدها درmiR5015b  در
در  به ترتیب) شتندمسیر بیوسنتز نشاسته و ساکارز نقش دا

 بیان .(ساقه دارای بیشترین میزان بیان بودند های گل وتفبا
miR1533  در کاسنی(Cichorium endivia)، در برگ 

 Chaharbonicheh) دارای بیان بیشتری بود نسبت به گل

Faraji et al., 2021).   نقش همچنینmiRNA ها در شبدر
و تنش  تنش سرما، (Naghavi & Karimi., 2018)قرمز 

فرنگی  در گوجه )Zhou et al., 2020(گرما و خشکی 
 بررسی شده است.

 AiRNmدر سراسر ژنوم وجود دارند و یاهیگ یها 
 RNAتوسط  که هستند MIRهای سازها از ژنپیشمنشأ 

های RNAآدنیله شدن رونویسی شده و با پلی II پلیمراز
 کنندایجاد می هسری تاخوردکدکننده ساختارهای سنجاقغیر

از طریق  (DCL1)ر ن شبه دایسو از طریق پروتئی
د شوایجاد می های بالغmiRNAهای متوالی شکستگی

Lukan et al., 2022; Yang et al., 2020)).  پردازش
miRNAاز طریق  های ارگوناتروتئینط پهای بالغ توس

طور منفی ههاست که ببسته به همولوژی توالیهای واروش
 یهاmiRNAهم . کنندرا تنظیم می miRNAاهداف 

 یهااز گونه یاریدر بس یحفاظت شده و هم اختصاص
اند که وجود دارد. مطالعات نشان داده یاهیو گ یجانور

miRNAو  را کنترل یعموم یهایژگیشده وحفاظت یها
miRNAکنندیم میرا تنظ زیمتما یهایژگیو یتصاصخا یها 

Anjali et al., 2019)).  ًتولیدمعمولا miRNA و  یوانیح
 یهاها تفاوتمکان یا در برخمشابه است، ام باًیتقر یاهیگ

( 2: )شودیم زیآنها متما نیکه ب دهندیرا نشان م یاعمده
های گیاهی نسبت به miRNAشدگی در میزان حفاظت

miRNA حیه هدف برای نا( 1). جانوری، کمتر استهای
miRNA ،در ناحیه معمولاً های جانوریUTR´3 باشد می

در ناحیه معمولاً های گیاهی miRNAولی ناحیه هدف 
CDS  قرار دارد)(Srivastava et al.,2018.  

-گیری از تکنیکامروزه انجام مطالعات مولکولی با بهره

ها را در سطح وسیع miRNAهای پیشرفته امکان مطالعه 
توان ها میمیسر کرده است. در واقع با بکارگیری این تکنیک

ها ژنوتیپ ها،ها را در بافتmiRNAالگوی بیان و فعالیت 
 کردیرو ، همچنین ازکردط محیطی خاص بررسی یا شرای

 شناسایی یبرا NGS یو فناور یاسهیمقا کیژنوم
miRNA یاستفاده م یبر همسان یشده مبتنحفاظت و دیجد

 ،این مطالعه هدف .((Srivastava et al., 2017 شود
شده ی حفاظتهاmiRNA و بررسی بیان برخی شناسایی

 .استدر گیاه پنیرباد دخیل در بیوسنتز ویتانولیدها 
 

 هامواد و روش
 پنیرباد یهاپیژنوت HPLC زیآنال

با  عیما یاز دستگاه کروماتوگراف HPLCانجام آنالیز برای 
در ، C-650، مدل ELSDعملکرد بالا متصل به آشکارساز 

 تریکرولیم 21استفاده شد.  شرکت باریج اسانس اصفهان
 Shodexبا مشخصات  یبه ستون یعصاره استخراج

50-Asahipac NH2P  یخلاو قطر د متریلیم 151به طول 
 11در حرارت  کرومتریم 5 ذراتبا قطر  متریلیم 5/4

 %35. حلال شستشو شامل دیگرد قزریت گرادیدرجه سانت
 انتیصورت گرادآب خالص بودند که به %15و  لیتریاستون

، 51-31:51-15، 51:51: 15-21، 35:15: قهیدق 1-21)
 متریلیم 2( اعمال شدند. سرعت شستشو 35-15: 31-35

با  یزمان بازدار سبر اسا یخروج یهاکیبود. پ قهیدر دق
دست به جی. نتادیگرد نییتع آویتافریناستاندارد  یهانمونه

نمونه و  یهایمنحن ریآمده و اطلاعات مربوط به سطح ز
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 .Clarity verافزار با کمک نرم کیهر  یزمان بازدار

موجود در هر عصاره  آویتافرینثبت شد. غلظت  3.0.5.505
 .محاسبه شد ،یاستاندارد و زمان بازدار یبا توجه به منحن

 
 هاو کنترل کیفی داده seq-RNAهای آوری دادهجمع

 seq) RNA-(RNAیابی های حاصل از توالیمجموعه داده
بخش  NCBIداده  پایگاه از .somnifera Wگونه گیاهی 

SRA  و از ابزار  گردیددریافتdump-Fastq  موجود در
 برای تبدیل به قالب  Toolkit–SRAافزاری بسته نرم

«fastq ».های خام کنترل کیفیت توالی ارزیابی و استفاده شد
های با توالیبعد انجام شد و  123fastqافزار با استفاد از نرم

توسط همین ابزار حذف شدند ها کیفیت پایین و آلودگی
022)Sewe et al., 2) .  

 
 هابندی نوپدید خوانشسرهم

های با کیفیت بالا حاصل از مرحله قبلی به عنوان از خوانش
با  پنیربادبندی ترانسکریپتوم های ورودی برای سرهمتوالی

برای حذف  Cap3 و از ابزار Trinityاستفاده از ابزار 
 ده شدبندی دوباره استفاهای اضافی و سرهمکاتیگ

(Unna et al., 2016-Smith). 
 

 شدههای حفاظتmiRNAشناسایی 
 پنیرباد در شدهحفاظت های miRNAشناسایی منظور به    
 جویوجست برای BLASTn از mii-C افزارنرم از

 در شده شناسایی miRNA برابر در هاکاتنیگ بین همولوژی
 عدم چهار تا آستانه، حد ،هاتوالی معیارهای با گیاهان سایر

 ,.Numnark et al شد استفاده  valueE> 10 و تطابق

 در بررسی برای بالغ  miRNAدارای هایتوالی و ((2012
 ابزار ازبا استفاده . گرفتند قرار استفاده مورد بعد مراحل

BLASTx ردیفی در برابر پایگاه های حاصل از همتوالی
Redundant protein -(Non های غیرتکراریینئداده پروت

database, NR) های ردیفی قرار گرفت و توالیمورد هم
 ین حذف شدند.ئکدکننده پروت

 

افزار به وسیله نرم زیمتما یهاmiRNA هیساختار ثانو نییتع
Mfold 

  عنوان به هاییتوالی ،نظر مورد نامزد هایمیان توالی از

miRNAصورتهب آنها ثانویه ساختار که شوندمی انتخاب 
 پنیرباد در بالقوه های miRNAیافتن برای .باشد حلقه -ساقه

 الگوریتم از مورد مطالعه هایتوالی ثانویه ساختارو تعیین 
 شد ستفادها  mfoldپایگاه در Zukerتاخوردگی 

-http://www.unafold.org/mfold/applications/rna

form.php-folding). هایی که دارای ساختار ساقهتوالی- 
بودند  در یکی از بازوها بالغ miRNAو توالی  حلقه مناسب
) ,Zukerشدندهای احتمالی بررسی miRNAبه عنوان 

های miRNAبه منظور تعیین صحت ساختار  .(2003 
حداقل انرژی آزاد ، GC/AUدرصد احتمالی پارامترهای 

حداقل انرژی (، Minimal Free Energy,MFE) تاخوردگی
 ree Finimal MAdjasted) آزاد تاخوردگی تصحیح شده

nergy,AMFEE) خوردگیتازاد و شاخص حداقل انرژی آ 
(ndex, MFEIInergy EMinimal free ) ذکر  از روش

Ramachandraswamy, ( )Padmashree and درشده 

 شد. استفاده  2016
 
 نامزد یهاmiRNAهدف  یهاژن ینیبشیپ

از تشابه  ،های هدفها و ژنبرای شناسایی رونوشت    
-و رونوشت هدف استفاده می miRNAمکمل معکوس بین 

در وبسایت ها miRNAهای هدف این شود. ژن
psRNATarget  نشانیبه 

https://www.zhaolab.org/psRNATarget/  ، بر اساس
-، تعداد جایگاهvalue < 1.0E-E-5شامل:  زیر پارامترهای

، محدوده نداشتن بازهای مرکزی بین 1های مورد هدف برابر
و بدون  1نوکلئوتید، بیشترین عدم تشابه برابر  21-22

 و(  ,2018et al.Karimi ,)شدند انتخاب گونه فاصله هیچ
 x BLASTاز ابزار های هدفبرای پی بردن به عملکرد ژن

  علیه پایگاه داده پروتئینی استفاده شد.

http://www.unafold.org/mfold/applications/rna-folding-form.php
http://www.unafold.org/mfold/applications/rna-folding-form.php
https://www.zhaolab.org/psRNATarget/
https://www.zhaolab.org/psRNATarget/
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 یاهیاد گمو

که طوری، بهشد تهیه آلمان  IPKاز شرکتپنیرباد بذرهای     
و  W1 (7629245)، W3 (7629241)ژنوتیپ  سهدارای 

W4 (7629244) .مراحل انجام آزمایش در  یتمام بودند
دانشکده کشاورزی و  اصلاح نباتاتآزمایشگاه زراعت و 

-گیاهچهایجاد  برای. شدمنابع طبیعی دانشگاه تهران انجام 

 %31 الکل با بذرها ابتدا، شده تهیه بذرهایاز  سترون های
 1-3 به مدت %5/1 هیپوکلریت با بعد و دقیقه یک مدت به

 بار دو مقطر آب با بار 3 بذرها. ندشد دقیقه ضدعفونی
ضدعفونی شده را بذرهای  سپس ،هشد داده شستشو سترون

 لیتر در گرم 31 با هورمون  فاقد MS 1/2به محیط کشت 
در ظرف سترون کشت شده و  آگار لیتر در گرم 3 و ساکارز

گراد و تناوب درجه سانتی 13±1به اتاق کشت با دمای 
ساعت تاریکی انتقال داده  1ساعت روشنایی و  21نوری 

از شد. سپس روز آغ 24پس از بذرها زنی جوانه .شد
هایی حاوی متری به گلدانسانتی 21-21ها پس از گیاهچه

ماس انتقال داده پیت خاک و مخلوطی از پرلیت، کوکوپیت،
رسیده و  ماه به مرحله کامل گلدهی 3شدند و پس از 

ها پس از و ریشه هابرگکه طوریبه ؛انجام شدبرداری نمونه
های دو در فویلا آب دو بار استریل شده شستشوی کامل ب

بار اتوکلاو شده قرار داده شد و سریع در ازت مایع منجمد 
 .ندمنتقل گردید -11شده و به فریزر 

 
 و طراحی پرایمر cDNA سنتز  ،RNAاستخراج 

 سه ژنوتیپ های برگ و ریشهبافت از  RNAاستخراج     
(W1، W3، W4) رار بیولوژیکی سه تکبا  ،در مرحله گلدهی

  (TRIzol)ترایزول محلول از استفاده با تکنیکیو سه تکرار 

شد.  انجامسازنده طبق دستورالعمل  Invitrogen شرکت
با نانودراپ )نسبت  شده استخراج  RNAت و کیفیت کمی

A260/A280) 2 آگارز ژل و%(w/v)  از تیمار  و تعیین
DNaseI  برای از بین بردنDNA بر اساس روش  ژنومی

برای ها تیوپ وپیشنهادی شرکت فرمنتاز استفاده شد 
گراد سانتی درجه -11مدت در دمای نگهداری طولانی
 آغازگرهایابتدا ،  cDNAبرای سنتز  نگهداری شدند.

 (Forwardو نیز آغازگرهای اختصاصی رفت ) حلقه-ساقه
روش  طبقها miRNAبرای  (serReveو عمومی برگشت )

Gasic et al., 2007)-Varkonyi)  افزارنرم با استفاده از  
MiRNA Primer Designer سپس آزمایش طراحی شدند .

با استفاده از سیستم سنتز رشته  miRNAرونویسی معکوس 
 Kiani et)انجام شد  Superscript III (Invitrogen)اول 

al., 2023).  نیز های هدف نژبه منظور بررسی بیانcDNA 
گردید.  سنتز dTالیگوهر نمونه با استفاده از آغازگر عمومی 

  رهدف نیز با استفاده از ابزا ژن آغازگرهای اختصاصی هر
Primer3ورده آ 2غازگرها در جدول آ، جزئیات شد طراحی

 شده است.

 
 Real Time PCRانجام 

 با استفاده از دستگاه PCR-Real timeانجام واکنش      
gene-Q Rotor   شرکتQiagene  در گروه زراعت و اصلاح

 وانجام نباتات پردیس کشاورزی و منابع طبیعی دانشگاه تهران 
  ®Time PCR Master MixGreen Real  SYBR از کیت

هر مخلوط طبق دستورالعمل استفاده شد.  Takaraشرکت 
 نیبرگریسا تریکرولیم cDNA ،25 تریکرولیم 1واکنش شامل 

(2X) (TaKaRa) ،1 برگشتو  رفت یغازگرهاآاز  تریکرولیم 
شرایط  بود. تریکرولیم 31 ییآب با حجم نها تریکرولیم 22و 

درجه  85با چرخه  41دقیقه،  25درجه برای  85 دمایی شامل
ثانیه و  11درجه سانتیگراد برای  11ثانیه،  21سانتیگراد برای 

  اکتین ژن ازثانیه انجام شد.  11درجه سانتیگراد برای  31
)ctinA(های تجزیه داده واستفاده گردید دار خانه ژن عنوان به

و  miRNA5021, miRNA5140یهاحاصل از بیان ژن
SMT1  روش با استفاده ازCT ΔΔ 

 انجام شد 1-
(Noormohammadi et al., 2022). 
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 Withania somniferaدر  miRNAتوالی آغاگرها برای  -1جدول

Table 1. Primer sequences for miRNA in W. somnifera 
Primer  sequences 

F-miR5140 TGTTCAACTAGTCCAGATCAAGC 

miR5140- R CCAGTTCCGGTTTTCTTCAA 

R-miR5021 GTTGCTCTGTCAGTGAGATTCCACAGAGCC 

F-miR5021 AGAGCCAGAGCCAACTTTTC 

F-SMT1 CAAATGACGCAGAGCAGAAA 

SMT1-R AGGCAAGTACCATGAAACAGG 

Actin- F GTATCCATGAGACCACCTACAAC 

Actin-R GTCAGCAATACCAGGGAACATA 

  

 

 نتایج
 پنیرباد پیآ در سه ژنوت نیتافریمقدار و یابیارز
 برای آویتافرین آنالیز و استخراج شرایط کردن بهینه از پس
 هایبرای نمونه آاستخراج و آنالیز ویتافرین ها،نمونه از یکی
در مرحله گلدهی پنیرباد های ژنوتیپ تمام هریش و برگ
 جذب ناحیه به پیک مربوط زیر سطح محاسبه با و شد انجام

 آویتافرین مقدار نانومتر 125 موج طول در یووی نور
 آنالیزهای با توجه به. گردید محاسبه نمونه هر در موجود
 آ درمقدار ویتافرین بین، HPLCهای حاصل از داده آماری

از لحاظ آماری اختلاف ( W1 ،W3، W 4)سه ژنوتیپ 
های مورد (. در بین بافت2)شکل  شدداری مشاهده معنی

و کمترین به  W3 برگمطالعه بیشترین میزان مربوط به 
 اختصاص داده شده است.  1Wریشه 

 

 
 .پنیرباد پیسه ژنوت شهیدر برگ و ر Aنیتافریمقدار و -1شکل

.somnifera W.of  sthree genotype of tissues and root leaf the in1. The value of withaferin A Figure  
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 پنیرباد  یهاmiRNA یکیوانفورماتیب ییشناسا
 پنیرباد در هاmiRNA شناسایی برای مطالعه این در
 هایmiRNA مقابل در ترانسکریپتوم توالی 13145214

 همولوژی جستجوی برای miRbase سایت گیاهی
BLAST n بدست آمد و از  رونوشت 88521و  شدند
BLASTx های کدکننده پروتئینی و به منظور حذف توالی

های غیرکدکننده استفاده miRNAهای بالغ باقی ماندن توالی
بینی پیش mfoldها با سرور شد. سپس ساختار دوم توالی

ای شناسایی شده هنگامی . ساختارهای ساقه حلقهگردید
برای آنالیز مورد استفاده قرار گرفتند که دو شرط اولیه یعنی 

های بالغ در ناحیه بازوی ساختار miRNAقرارگیری  -2
حداکثر میزان انرژی ساختار ثانویه که به  -1 و ساقه حلقه

 ، باشند -kcal.mol 21 ،تخمین زده شده است mfoldوسیله 

 ,Zuker) ناسایی شدندش miRNA 511در حالی که 

2003) . 
 -4/132تا  -25از  (MFE)آزاد پیچش  انرژی حداقل

kcal.mol  81/41متفاوت بود و میانگین آن- kcal.mol 
 یهاmiRNA یهاخانواده GCو  AU یمحتوا. شدمحاسبه 

تا  15/23و  23/35تا  12/13در محدوده  شدهینیبشیبالغ پ
در جدول . بود 12/42و  31/51 نیانگیبا مبه ترتیب  28/11
از بین  .ها آورده شده استmiRNA از خصوصیات تعدادی 1

miRNAفراوانی پنیرباد بینی شده در های پیشmiR164 ،
miR156 ،miR167  وmiR5303 و  81 ،32 ،52 به ترتیب

های کدکننده این ژنفراوانی دهنده بود. این موضوع نشان 52
miRNA تعداد و باشد می پنیربادها در ژنومmiRNA های

 ( آورده شده است.1مربوط به هر خانواده در )شکل 
 

 پنیربادهای بالغ شناسایی شده در miRNAهای ویژگی -2جدول 
Table 2. Characteristics of mature miRNAs identified in W. somnifera 

miRNA  

family 

miRNA  

membrane 

Predicted mature miRNA Length 

 (bp) 

MFE 

(-kcal/mol) 

MFEI 

(kcal/mol) 

AU GC 

164 miR164b,c,d 5':AGGAGAAGCAAGGCACAUCUU:3' 21 -20.31 -.62 52.38 47.62 

5303 miR5303 5':UUUUUGAAGGGUUCGAACAAC:3' 21 -51 -1.214 61.67 33.33 

1132 miR1132 5':AAUUGUGGACCGGAAGGAG:3' 19 -30.8 -0.628 47.37 52.63 

1134 miR1134 5':CAACAAGGAGAAGAAGAAGAAGAU:3' 24 -45.7 -0.692 62.50 37.50 

        

 miR156a 5':UGACAGAAGAUAGAGAGCACU:3' 21 -32.2 -0.894 57.14 42.86 

156a miR156a 5':UUGACAGAAGAUAGAGAGCAC:3' 21 -32.2 -0.9 57.14 42.86 

 miR156a 5':UGACAGAAGAUAGAGAGCAC:3' 20 -32.2 -0.894 55.00 45.00 

        

 miR156b 5':UGACAGAAGAUAGAGAGCACU:3' 21 -32.2 -0.894 57.14 42.86 

156b miR156b 5':UGACAGAAGAUAGAGAGCAC:3' 20 -32.2 -0.894 55.00 45.00 

 miR156b 5':UUGACAGAAGAUAGAGAGCAC:3' 21 -32.2 -0.9 57.14 42.86 

        

 miR172 5':UGGAUCCUGCUGAUGCUGCAG:3' 21 -21.2 -0.894 57.14 42.86 

172 miR172 5':UGGAUCCUGCUGAUGCUGCGG:3' 20 -18.2 -0.894 55.00 45.00 

 miR172 5':UGUAUUUUGAUGAUGAUGCAU:3' 21 -80 -0.9 57.14 42.86 

 miR172 5':UGUAUUUUGAUGAUGAUGCAU:3' 20 -16.2 -0.894 55.00 45.00 

MFE :؛ حداقل انرژی آزاد تاخوردگیMFEI :؛ شاخص حداقل انرژی آزاد تاخوردگیAU :درصد بازهای A و U؛GC  :درصد بازهای G وC 

MFE: Minimal Free Energy, MFEI: Minimal free Energy Index 
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 .پنیربادمربوط به هر خانواده در  یهاmiRNA تعداد - 2شکل

.W. somniferaFigure 2. The number of miRNAs belonging to each family in  

 

  miRNAهدف یهاژن یکیوانفورماتیب ینبیشیپ
مختلف  یها در عملکردهاmiRNAبردن به نقش  یپ یبرا

 ی. برااست یهدف مرحله مهم هایژن ییشناسا ،یسلول
 گاهیمرحله از پا نیدر ا ،هدف هایژن ییشناسا

psRNATarget  شد استفادهDai,2011)). نشان داد که  جینتا
مانند طول کوتاه  یها با دارا بودن مشخصاتmiRNAاز  یبرخ

هدف را  نیژن در چند انیب توانندیبه هدف م ملو اتصال ناکا
خانواده  کی اعضای توسط که هاژن نیا لاًمعمو یلو یم کنندتنظ

miRNA یکیولوژیکارکرد ب یدارا شودیم میتنظ شانانیب 
دو  miRNA159بینی ژن هدف، بر اساس پیشهستند.  یمشابه

را در مسیر بیوسنتز استروئیدها،  DHCR24/  DWF1ژن 
miR172 ژن( های مربوط به مسیر جینجرولgingerol دی ،)

مسیر در  bglBژن  miR5303بنوئید، اریل هپتانوئید و استیل
، نینولیزوکیاهای مسیر ژن miR5658 فنیل پروپانوئید،

یل کوزیگلدر مسیر  UGT73Cژن  miR477 ،نونیکیوبی
در مسیر یوبیکوئینون و فنیل 4CLژن  miR142زها، ترانسفرا

در مسیر کاروتنوئیدها و  ABA2ژن   miR530پروپانوئیدها،
miR5079  ژنCYP82G1 ترپنوئیدها هدف را در مسیر دی

 نیز دیگر شده بینیپیش هدف هایژن از برخی. دهندقرار می
 .است شده آورده 3 جدول در

 

 های پنیرباد miRNAهای هدف بینی ژنپیش -3جدول 
W. somniferaTable 3. Predict target genes for miRNAs identified in  

MiRNA Target gene 

miR156a squamosa promote protein 

miR171b GRAS family transcription factor 

miR172e responsive transcription factor-like ethylene-AP2 

miR403-3p specific-Non transfer protein-lipid 

miR403-3p Protein argonaute 

miR167 Auxin response factor 

miR9477-5p Unknown Protein 
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 هاویتانولید یوسنتزیب ریدر مس لیدخ یهاmiRNA ییشناسا
از روش  ،مرحله نیهدف در ا یهاژن ییشناسا یبرا

 نیب یهمسان وجویبر جست یمبتن یکیوانفورماتیب
miRNAدر  لیدخ هایو ژن پنیربادشده در  ینبیشیپ یها

ر د .دیاستفاده گرد اهیگ نیدر ا دهایتانولیو یوسنتزیب ریمس
 زیآنال یبررسی برا miR5140و  miR5021مطالعه دو  نیا
هدف  به عنوان SMT1 ژن بعدانتخاب شدند و  qPCR انیب

miR5021 شد. ینیبشیپ 
 
 لیاسترول مت (miR5021، SMT1 انیب یالگو یبررس جینتا

 پنیرباد پیدر سه ژنوت miR5140 و ترانسفراز(
 بیانمیزان که نشان داد  qPCR-RTنتایج حاصل از روش 

نسبت به شاهد  W4و  W1 ،W3در ریشه  miR5021 نسبی

 افزایش به ترتیب 23/2و  21/2 ،33/2(، W1)بافت برگ 
برابر  3/3و  2/3به ترتیب  W4و  W3 برگبیان و در 

در سه  SMT1ژن برای الگوی بیان . بیان مشاهده شد کاهش
، 3/3 به ترتیب W4و  W1 ،W3ریشه  برای پنیربادژنوتیپ 

به ترتیب  W4و  W3برگ برابر کاهش و در  4و  1/1
مشاهده  شاهدبرابر افزایش بیان نسبت به  11/2و  41/1

 W3 ،53/2برگ ر د miR5140نسبی بیان همچنین  .گردید
نسبت  W4 و WI  W3,ریشهدر  بدون تغییر و W4برای و 
 بیان دیده شد کاهش هفت، نه و سه برابربه ترتیب  شاهدبه 

در  miR5140و  miR5021آماری برای های تحلیلکه طبق 
اختلاف ها از این ژنیک برای هر  ژنوتیپسه بین 
 (. 3)شکل  شتداری وجود ندامعنی

 

 

 پنیربادو ریشه( در سه ژنوتیپ  برگدر دو بافت ) miR5140 و miR5021، SMT1 وتحلیل بیان نسبیتجزیه -3 شکل
and  leaftissues ( in the two miR5140and  SMT1, ,Figure 3. Analysis of the relative expression of miR5021

.somnifera W.of  sthree genotype ofroot)  
 

 بحث

 و شده بررسی ایگسترده طورهب پنیرباد هایگونه شیمی
 هایلاکتون شیمیایی شامل ترکیبات از گروه چندین

 غیره، و هاتانن فلاونوئیدها، آلکالوئیدها، استروئیدی،

 مختلف های. گونهاندشده و جداسازی شناسایی استخراج،
 استروئیدی هایبودن لاکتون دارا بدلیل عمدتاً ویتانیا جنس

 دارویی صنایع در استروئیدی آلکالوئیدهای و( ویتانولیدها)
 نوع 35 آلکالوئید، نوع 21 کنون تا. ندشومی استفاده
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 سیتوایندوزید نام به گلیکوویتانولید تعدادی و ویتانولید
 از( 13 کربن موقعیت در قند مولکول یک دارای ویتانولید)

 جداسازی، ویتانیا مختلف هایگونه میوه و ریشه ،برگ
 سرطان، ضد تشنجی، ضد میکروبی، ضد اثرهای و شناسایی

 آنها برای آلزایمر و پیری ضد التهابی، ضد اکسیدانتی،آنتی
 ترکیب موجود، ویتانولیدهای بین در. است شده گزارش

و  هاسلول رشد بازدارندگی ویژگی دلیل به آ ویتافرین
 بالایی ارزش از دارویی صنایع در سرطانی تومورهای
  )Kaushik, et al Choudhary ;2019 ,باشدمی برخوردار

 دارویی هایفراورده در آویتافرین کمی گیریندازها.  2020(
 هایروش از با استفاده پنیرباد گیاهی هایعصاره و

کروماتوگرافی  و (HPLC) بالا کارایی با مایع کروماتوگرافی
  است شده گزارش (HPTLC) بالا کارایی با نازک لایه

7)Kaushik, 2020; Sharma et al., 200(. 
 
 پنیرباد پیدر سه ژنوت Aنیتافریمقدار و یابیارز 

های بافت در بین، HPLCهای حاصل از با توجه به داده   
و کمترین  W3 برگمورد مطالعه بیشترین میزان مربوط به 

ذکر شد محل قبلاً همانطور که  .تعلق داشت 1Wبه ریشه 
آن در ها و بیشترین میزان برگ  در Aاصلی سنتز ویتافرین 

 در و روپیش تحقیق در. مرحله گلدهی گزارش شده است
;Tripathi et  Gupta et al., 2013) قبلی هایگزارش تأیید

al., 2018) ویتافرین مقدار یشترینبA  برگ در مرحله  در
 برایی منبع به عنوان تواندمی که شد گیریاندازه گلدهی
 قدارم 1125) همکاران و Singh .شود معرفی دارویی صنایع

 قابل میزان به ریشه و برگ بافت دو هر در را Aویتافرین
 که دهدمی نشان علمی منابع مرور. کردند گزارش توجهی

 از پنیرباد هگون گیاهی هاینمونه در Aویتافرین مقدار
زن خشک( با درصد )و 31/3تا  11/1بین  هندوستان
تا  1111/1از ها ها و در ریشهدر برگ 188/2میانگین 

) ,Kaushikباشد می 2141/1 نیانگیدرصد با م 35/1

 11/1آفریقا  ازپنیرباد  گیاهی هایو در جمعیت (2020
 درصد بر اساس وزن خشک گزارش شده است.

 هاmiRNA ییشناسا
 برای را جستجو عموماً رایج بیوانفورماتیکی هایروش

 بر گیاهان سایر در شدهحفاظت های miRNAشناسایی
-می انجام شانساختاری شباهت یا و آنها همولوژی اساس

 گیاهان در زیادی میزان به ها miRNAهایخانواده. دهند
 هایفعالیت ها miRNAاین و هستند شدهحفاظت مختلف
 های miRNAهایخانواده از برخی. دارند مشابهی تنظیمی

 ،156NAmiR، 166NAmiRمل شا بالا شدگیحفاظت با
169NAmiR 171 وNAmiR تعداد زیادی در  نسبی طورهب

 شده گزارش مطالعه چندین در اند.ها شناسایی شدهاز گونه
 هایتنش به پاسخ در مهمی بسیار نقش ها miRNAاین که

 سلولی تکثیر و باروری گیاهان، نمو غیر زیستی، و زیستی
 به هاAmiRN از کمی تعداد که حقیقت این به توجه . بادارند
 فقط دیگر برخی که حالی در ،اندشده گسترده وسیعی طور

 miRNAروازاین ،هستند گیاهی خاص هایگونه به محدود

 و شدهحفاظت های miRNAگروه دو به گیاهی های

miRNA شوند می تقسیم گونه اختصاصی جدید یا
Bavelloni et al., 2017; Çakır et al., 2021)).  طول و

در انتخاب آرگونات مناسب  ینقش مهم 5´ یانتها دینوکلئوت
 زین همطالع نی. در اکندیم ایفا miRNAعملکرد  تیو در نها

 یدر انتها U دینوکلئوت یدارا اًعمدت 12با طول  هایییتوال
ها نقش خود miRNA نیا احتمالاً نیبنابرا ،خود هستند 5´

انجام  DNAکردن  لهیمت قیو از طر یسیرا در سطح رونو
باعث   5´ر در س لیوراسیحضور باز  نیدهند. همچنیم

شدن  هیاز تجز یریدر سلول و جلوگ miRNAعمر  شیافزا
 مطالعه نیدر ا .)(Gebert and MacRae, 2019 شودیآن م

 5021NAmiRآن هدف ژن و SMT1   و 

5140NAmiRانیب زیآنال یبررس یبرا qPCR  انتخاب
 .شدند

 
 پنیرباد اهیگ در 5021NAmiR انیب یالگو یبررس جینتا

 برای، qPCR-RTنتایج حاصل از روش برمبنای 
5021NAmiR  در ریشه و برگ هر سه ژنوتیپ به ترتیب

بیشترین میزان که  افزایش بیان و کاهش بیان مشاهده شد
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 4W برگمربوط به و کمترین   W3ریشهبیان مربوط به 
های مختلف گیاهی در گونه NAmiR 5021نقش باشد.می

) Pani andدر مطالعه انجام شده توسط است. شدهبررسی 

 )Mahapatra, 2013 ،5021چندین هدف برای NAmiR 
بینی شد که یکی از پیش Catharanthus roseusدر گیاه 

 ز گلوکز ایریدوئید گلوکز ترانسفرا  UDPهای هدف آنژن

)glucose iridoid glucosyltransferase-UDP( است. این
در مسیر بیوسنتزی ول مرحله گلوکوزیلاسیون ئآنزیم مس
-واسطریدوئید در گیاهان است و حدهای ثانویه ایمتابولیت

های اصلی در مسیر بیوسنتزی آلکالوئیدهای ایندول 
استریکتوسیدین سنتاز و آنزیم آیند. شمار میمونوترپنوئید به

پنوئیدها نقش که در فرایند بیوسنتزی تر GCPEهای ینئپروت
ای در مطالعه .گیرندهدف قرار می miRNAدارند توسط این 

Xie et al., 2016))،  5021بیانNAmiR  را در چهار بافت
و ، گل و میوه انگور فرنگی بررسی برگ، ریشهمختلف 

ها دارای بیشترین میزان بیان و در مشاهده کردند که در ریشه
همچنین ایزوپنتنیل  ت دیگر بیان کمتری مشاهد شد.سه باف

ساز برای مشتقات دی فسفات به عنوان مولکول پیش
کند و ایزوپنتیل دی فسفات و ایزوپنتیل ترپنوئیدها عمل می

های کلیدی درگیر در تشکیل ایزوپنتیل نزیمآایزومراز هم 
 .شودتنظیم می 5021NAmiR پیروفسفات هستند که توسط

 ((.Mentha spp نعناع در مطالعه انجام شده بر روی 
ژن ژرانیل دی فسفات  5021NAmiRگزارش شده که 

در   (MEP)که در مسیر متیل اریتریتول فسفاترا سنتاز 
) ,.Singh et al دهدتولید رایحه نقش دارد هدف قرار می

 5021NAmiR ،گل قاصدک بر رویدر مطالعه . (2016
ترین بود که ژن هیدروکسی متیل گلوتاریل کوانزیم آ فراوان

( را هدف قرار داده که با افزایش سطح HMGCRرداکتاز )
 ،بیان ژن هدف کاهش پیدا کرده است، 5021NAmiR بیان

 لیزوپنتنیا یموالونات منبع اصل ریکه مس ییاز آنجا
-یاستفاده م یعیطب کیاست که در سنتز لاست روفسفاتیپ

نقش  HMGCR میآنز انیب میتنظبا  5021NAmiR ،شود
 ,.Karimi et al ددار یعیطب کیلاست دیدر تول یمهم

2022)). 

 
 پنیرباد پیدر سه ژنوت SMT1 ژن انیب یالگو یسربر جینتا

مشخص کرد  SMT1برای ژن  PCR-qRTنتایج حاصل از 
افزایش بیان و در  پنیربادهر سه ژنوتیپ  برگاین ژن در  که

بیشترین میزان بیان  دارد،ریشه هر سه ژنوتیپ کاهش بیان 
 W1و کمترین میزان بیان به ریشه  W3 برگمربوط به 

 .استمربوط 
و  کربنه هستند 11از استروئیدهای  یگروهویتانولیدها 

از طریق دو  کههستند ساز ویتانولیدها ایزوپرنوئیدها پیش
مسیر موالونات سیتوسلی و متیل اریتریتول فسفات 

 %15 که مسیر دوم حدودطوریهشوند، بپلاستیدی مشتق می
متیلن  -14و به سنتز  (Singh et al., 2015)قش دارد ن
شود. باشد منجر میکربنه می 31 لسترول که یک ترپنوئیدک

های مختلف بیوشیمیایی این مولکول مرکزی از طریق واکنش
هیدروکسیلاسیون و گلیکوزیلاسیون منجر به تولید مانند 

این مسیر تبدیل  درشود. ویتانولیدهای مختلف می
اختصاص  SMT1متیلن کلسترول به  14سیکلوآرتنول به 

داده شده است که بخش مهمی از مسیر ویتانولیدها بوده و در 
ها بیان زیاد دارد که این مورد نیز با مطالعه ما مطابقت برگ

های سلولی ترانسفورم شده با آگروباکتریوم دارد. در لاین
برابری در میزان  5/1برابری در فعالیت این ژن و  4افزایش 

ها نسبت به در برگ افزایش ینویتانولیدها مشاهده شده و ا
میزان سیکلوآرتنول، ها بیشتر بوده است. ریشه

 31بعد از برنج بتاسیتواسترول و ستیگما استرول در گیاه 
به طور  SMT1افزایش و بیان  BPHساعت تیمار با 

  .(Zhang et al., 2018) ه استداری افزایش پیدا کردمعنی
میکرومولار  25 تیمار شده با پنیربادهای در ریشه مویین

تجمع حداکتر ویتانولیدها  ،ساعت 4متیل جاسمونات بعد از 
 1/5 حدود A که میزان ویتانولیدطوریرا به همراه داشت، به

برابر افزایش پیدا کرد.  8/3 حدود A ویتافرین وبرابر 
برابر  3/1افزایش  ،ساعت 41برای  CHPد درص 3همچنین 

را به همراه داشت   Aبرابر ویتافرین 5/1و  Aویتانولید 
Saxena et al., 2017).) 



 213   2 ، شماره32اصلاح گیاهان مرتعی و جنگلی ایران جلد  تحقیقات ژنتیک و نشریه علمی

 

به عنوان  SMT1در این مطالعه نیز ژن 
 PCR-qRTبینی شد و طبق نتایج پیش NAmiR 5021هدف

رابطه الگوی تنظیمی منفی بین آنها وجود  مشخص شد که
ریشه در  5021NAmiRزایش بیان فکه با اطوریبه ،دارد

در   5021NAmiRبا کاهش بیان و  SMT1کاهش بیان ژن 
با توجه مشاهده شده است.  SMT1، افزایش بیان ژن برگ

ریشه  در و هابرگدر  آکه حداکثر ویتافرین HPLCبه نتایج 
 SMT1توان به نقش مهم ژن میزان کمتری را نشان داد، می

 منفی تنظیمی الگوی رابطه به توجه با .در این مسیر پی برد
 ژن بیان افزایش ،برگ در 5021NAmiR بیان کاهش
SMT1 تولید میزان آن نتیجه در که داشته همراه به را 

 بیان افزایش و کرده پیدا افزایش هم Aویتافرین
5021NAmiR  ویتافرین تولید کاهشA شته دا همراه به را

 A ویتافرین که است شده داده نشان منابع مرور درو 
 .باشدمی هابرگ در شده یافت اصلی متابولیت

 
 پنیرباد پیدر سه ژنوت 5140NAmiR انیب یالگو یسربر جینتا

 5140NAmiRبرای  PCR-qRTالگوی بیان حاصل از 
ها از لحاظ آماری اختلاف بین ژنوتیپدهد که نشان می

در گیاهان زیاد  NAmiR 5140نقش وجود ندارد.داری معنی
مطالعه نشده است و تحقیقات انجام شده درباره آن محدود 

آید. نشده به شمار میحفاظت miRNAبنابراین جزء  ،است
 miRNA5140 این Rehmannia glutinosaدر گیاه 

 ،بینی شده استشناسایی شده که چندین هدف برای آن پیش
انتقال دهنده  نیپروتئهای کدکننده این اهداف شامل ژن

، مالات سنتاز ، پروتین کینازهاCorA خانواده میزیمن
(MLS) های مقاوم به بیماری ینئو پروتLRR -NBS-CC(

class) 2011 هستند)(Yang et al., .  در مطالعه انجام شده
مشاهده شد  ،پنیربادر د ( (Srivastava et al., 2018طتوس

 CASو ژن  فقط در بافت ریشه بیان داشته miRNAکه این 
های کلیدی در مسیر که یکی از ژنرا )سیکلوارتنول سنتاز( 

دهد و ان هدف قرار میباشد به عنوبیوسنتزی ویتانولیدها می
که  در حالی؛ رابطه الگوی تنظیمی مثبت بین آنها برقرار است

 بیان در بافت برگ هم ،علاوه بر ریشهمطالعه ما  در

5140NAmiR اهیم یک حالت شد ولی اگر بخو مشاهده
ان در باشیم در هر سه رقم بی ها داشتهای بین بافتمقایسه

که شاید این اختلاف  در  باشدمی ریشهبیشتر از  هابرگ
بر اساس برداری باشد. نتایج به دلیل اختلاف در زمان نمونه

 رابطه انجام شده است و Aکه برای ویتافرین HPLCنالیز آ
 بر CAS آن هدف ژن و 5140NAmiR بین مثبت تنظیمی
 که دارد مطابقت موضوع این با قبلی، مطالعات اساس

 به را هدف ژن بیان افزایش ،5140NAmiR بیان افزایش
 هادر برگ هم Aدر نتیجه میزان ویتافرین  داشته همراه

 کند.افزایش پیدا می
ها در برگ Aدهنده افزایش ویتافریننشان HPLC نتایج

که یکی از  SMT1ها بود. ارزیابی بیان ژن نسبت به ریشه
باشد بیان های کلیدی مسیر بیوسنتزی ویتانولیدها میژن

 SMT1ها نشان داد. ژن ها نسبت به ریشهدر برگبیشتری 
بینی در این مطالعه پیش miR5021همچنین به عنوان هدف 

باشد، می miRNA5021شد و دارای رابطه تنظیمی منفی با 
میزان بیان ژن  miRNA این که با افزایش بیانطوریبه

SMT1 همچنین  کند و بعکس.کاهش پیدا می
miRNA5140 ( ژن سیکلوارتنول سنتازCAS)  را هدف قرار

 داده که رابطه تنظیمی الگوی مثبت بین آنها برقرار است.

های miRNAدر مجموع با توجه به نقش تنظیمی 
ها در توان از این ژنشده در مطالعه حاضر، میشناسایی 

تر مسیر بیوسنتز ویتانولیدها استفاده شناسایی بهتر و دقیق
 کرد.
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