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 کیدهچ
های متنوعی دارند و پاسخ ،های محيطیباشند که نسبت به تنشبيان ژنی می یهاکنندهميدسته مهمی از تنظ ((miRNAsهای ژن     

( بيشترین کاربرد را در perforatum)  Hypericumکنند. گل راعیها در مراحل پس از رونویسی ایفا مینقش کليدی در تنظيم بيان ژن
های شده و ژنهای حفاظتmiRNAیی منظور شناساهایپرسين و هایپرفورین دارد. پژوهش حاضر به يرتأث يلدلدرمان افسردگی به

گل راعی از  RNA یابیلیتواهای حاصل از نمونهگل راعی صورت گرفت. ابتدا  (Transcriptomeمحتوی رونوشت )ها در هدف آن
های غير کدکننده به بندی گردید و رونوشت، سپس ترنسکریپتوم این گياه سرهمنددریافت شد  EMBL-EBI (ENA)بانك اطلاعاتی

های کاندید با استفاده از در نظر گرفته شدند. در نهایت از بين توالی miRNAساز های کاندید پيشعنوان توالیتئين شناسایی و بهپرو
-Hp و  Hp-miR395 ،Hp-miR845d ،Hp-miR414 ،miR159 Hp-،Hp-miR159eهای نام با miRNA شش C-miiافزار نرم

miR156c ا های هدف بروتئين ارتباط ژنپ-پروتئينکنش برهم شناسایی شدند. بررسی شبکه نهيراگاز اعمال فيلترهای سخت سپ
های شناسایی شده miRNAهای هدف برای یيد ژنأرونویسی را مشخص کرد. در مرحله بعد جهت ت عوامل یژهوبههای هدف پروتئين
ی تغييرات بيان دو روی گل راعی انجام شد و الگوجاسمونات بر ميکرو مولار متيل 200و صفر )شاهد( های پاشی با غلظتمحلول

ساعت پس از اعمال تيمار متيل  72و  48، 24، 12در زمانهای   qRT-PCRبررسی تغييرات ميزان بيان ژن هدف بررسی گردید. در
 HD-Zip  (DN121003_c0_g1_i1) و Hyp-1 (DN121523_c1_g4_i2) یهارونوشت برای نسبی افزایش سطح بيانجاسمونات، 

شده در  ییشناسا یهاmiRNA یميجاسمونات مشاهده شد. در مجموع با توجه به نقش تنظبا متيل کاربردساعت از  72پس از 
 .استفاده کرد نیپرفوریها و نيپرسیها یوسنتزيب ريمس ترقيبهتر و دق ییشناسادر  هااین ژناز  توانیحاضر، م یمطالعه

 
 qRT-PCR، جاسموناتمتيلی، ، گل راعیپتومترنسکرآناليز گسترده  های کلیدی:واژه

 

 مقدمه
 از خانواده (ratumoerfp Hypericum) یگل راع     

Hypericaceae یديتتراپلوئ یاهيگ (=32x=4n2) باشد می

 ،1هاانتورونینفتاد مانند یباتيداشتن ترک يلدلبهکه 

                                                           

1 Naphthodianthrone 
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 یهایژگیو و3 نیپرفوریو ها 2نيپرسیسودوموها ،1نيپرسیها
 یکیو ضدسرطان  اکسيدانییآنت ،ییایباکترضد ،یروسیضدو

 ,.Scholz et al) است ییدارو اهانيگ یهاجنس نیاز مهمتر

در درمان  یکاربرد گل راع نیشتريامروزه ب .(2020
در صنعت فراوان  یبا وجود کاربردها و باشدیم یافسردگ

تاکنون  این گياهژنوم بر روی  یمطالعات کامل ،یداروساز
تحليل  .(Scholz et al., 2020) نشده است انجام

تفسير عناصر عملکردی ژنوم و همچنين  برایترنسکریپتوم 
های پاسخ به محرک مولکولی دخيل در سازوکار بهتر درک

 دارد ضرورتها، سنتز انواع متابوليت درونی و بيرونی و
(Naghavi & Karimi, 2018) عناصر تنظيمی یکی از .

ها در مسيرهای متابوليکی در بيان ژن مهمترین عوامل دخيل
به عنوان یکی از کليدی miRNAهای ژنروند. شمار میبه

روند شمار میترین عناصر تنظيمی در شبکه بيان ژن به
(Naghavi & Karimi, 2018). 

miRNAعنوانبهنوکلئوتيد  21-42 تقریبی با طول ها 
در سطح پس از ژن بيان  يمتنظ یکی از اجزای مهم شبکه

در  یژن یهاشبکه ميو در تنظ آیندمی حساببهرونویسی 
 & Naghavi) دارند یمؤثرمختلف نقش  موجودات

Karimi, 2018) این گروه از .RNAانيب ،رکدکنندهيغ های 
 RNA RNAتداخل  یندااز طریق فرها را ژناز  یاريبس

)interference )یرونویس شامل در سطوح مختلف، 
 Jung et) کنندیم ميتنظو ترجمه  RNA یپایدار پردازش،

2009 al.,.) توالی miRNA  هياول (miRNA-pri) یاهيگ، 
 در مرحلهکه  استحلقه  -یك ساختار ساقه یدارا معمولاً

برش   like1 (DCL1)-Dicer آنزیم توسط پردازش اول
یرا ایجاد م miRNA-preبه نام  یدیگر ساختار و خورده

خورده  برش یمرحله از پردازش، حلقه انتهای ني. در دومکند
 یديوکلئوتن 24-18با طول متوسط  یادو رشته یو توال

از  ایرشته دو ساختار در مرحله نهایی،. شودیایجاد م

                                                           

1 Hypericin 
2 Pseudohypericin  
3 Hyperforin  

کمپلکس  لياتصال و تشکبا و  وارد شده توپلاسميبه س هسته
silencing  induced-RNAالقا شده توسط یخاموش

 complex  الغرشته و بساختار تك (Mature miRNA) را 
 (.,.Du et al 2005) کندیم یجادا

های کليدی در نقشا هmiRNA که دهدنشان میشواهد 
 کنند.می ایفاهای زیستی و غيرزیستی های گياه به تنشپاسخ

 هاmiRNA از یبرخ انيب رييتغ ،در مطالعات بسياریهمچنين 
 ،شده است يدأیتزیستی و غيرزیستی  مختلفی هاتنشطی 

miR159، miR168 ایهmiRNAبه توانیم جملهزا

،miR169 ،miR171  و miR393 اشاره کرد (et al.,  hahidiS

محض مواجهه دهد که بهشواهد نشان می ،اینبرعلاوه (.2019
 خود، یابيان ميزان از طریق تنظيم  هاmiRNAتنش، شرایط با 
 و ميزان تنظيم زمانسبب  نيز کنشیبرهمهای ایجاد کمپلکس با

 دليلبهتنظيم ژنی که  بيشترشوند. می ی هدفشانهابيان ژن
miRNAهای زیستی و غيرزیستی اتفاق در پاسخ به تنش ها

 ,.Li et al) پيونددافتد در سطح پس از ترجمه به وقوع میمی

 ك،يوانفورماتيب علم شرفتيبا پ رياخ یهاسال یط (.2016
 معرفیشناسایی این عناصر تنظيمی  یبرا یمتعدد یابزارها

ژنو  miRNAتوالی  ،خاص یاهتمیکه با استفاده از الگور شده
 .(Akhtar et al., 2015) کنندیم شناسایی راآنها هدف  یها

های دفاعی مستقيم یا تواند سيگنالمی جاسموناتمتيلمحرک 
بعدی را  بيوشيميایی هایغيرمستقيم و همچنين واکنش

آبشاری در گياه القا کند که منجر به تغييرات گسترده  صورتبه
انتخاب  نیبنابرا؛ (Ho et al., 2020) شودمی بياندر پروفایل 

پژوهش  كیانجام  یمهم برا یگام تواندیمحرک مناسب م كی
 یهانهياز زم یاريژن در بس انيب ليوتحلهیباشد. تجز یکاربرد

 یطوربه ،برخوردار است ییبالا تياز اهم یکیولوژيب قاتيتحق
 ییشناسا یمؤثر برا یروش عنوانبه یسیرونو زانيم یکه بررس

 Rastogi et) شناخته شده است یکيمتابول یرهايمسها در ژن

al., 2014.) 
و  miRNA گونه توالیشناسایی نشدن هيچا توجه به ب

این بود که پژوهش این هدف  ،گل راعی در آنهاتوالی هدف 
با استفاده از  یشده گل راعحفاظت یهاmiRNA ابتدا
 شبکه بعدو شود  یشناسای دینسل جد یابییتوال یهاداده
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 برای نهایتدر  .يردی مورد بررسی قرار گنيپروتئکنش برهم
تحت  ،هدفدو ژن بيان  الگوی تغييرات ،های هدفیيد ژنأت

 .شدبررسی  جاسموناتمتيلمحرک  يرتأث
 هامواد و روش

 هاداده سنجییفیتکآوری و جمع
بانك داده موجود در  مجموعه 21از  در این تحقيق

 کاوی استفاده شدداده برای EBI (ENA) -EMBLاطلاعاتی
برای گل راعی وجود مرجع (. از آنجا که ژنوم 1)جدول 

در این تحقيق در قدم اول سعی بر توليد یك  ،ندارد
 هاخوانش تيفيک نييتع برایترنسکریپتوم جامع بوده است. 

از  هایتوالپردازش و  لتريف برایو  FastQC افزارنرم از
 .استفاده شد Toolkit-FASTX (v.0.013) افزارنرم

 (Phred score) با معيار کيفيت هایخوانش ای دينوکلئوت
 Toolkit-FASTX یافزارنرم بستهاز استفاده  با 30کمتر از 
 .ندشدحذف 

 

 های کوتاهخوانشبندی نوپدید سرهم
 ختهیهم ر یرو شده زيتم یهادادهپردازش، پس از پيش    

ترنسکریپتوم نسخه و تهيه  بندی نوپدیدسرهم برایشد و 
 Haas) گردید استفاده v tyiTrin).2.2.1( افزارنرماز ، مرجع

, 2013et al.) .با  شدهبندی سرهمسنجی ترنسکریپتوم کميت
 ینتربزرگ، طول رونوشت تعداد مانندی هایتعيين آماره

 .ها انجام شدرونوشت متوسط طول و N50 ،خوانش
 

 شدهحفاظتی هاmiRNAشناسایی  
 هایرونوشتبندی نوپدید و حذف سرهممرحله  پس از

منبعی برای  عنوانبههای حاصل تکراری، از رونوشت
 استفاده شد. به این شدهحفاظتی هاmiRNA شناسایی

پایگاه  در شده ثبتبالغ  miRNAهای توالی منظور، کليه
mirbase (http://www.mirbase.org) برای .دریافت شدند 
 هایتوالی با بيشترین شباهت باها ونوشتر شناسایی
miRNAافزارنرمبالغ از ی ها mii-C یبا پارامترها-E 

value ≤ 10  وBLASTn  باmismatch < 4  .استفاده شد
 نوکلئوتيد 27تا  18بالقوه بين  یهاmiRNA طول آستانه

 رمزگذار يرغ هایتوالیتعيين  برایدر نهایت  .گردیدتعيين 
 يرتکراریغ هایينپروتئپایگاه داده  و BLASTx از ابزار

(NRNon redundant protein: ) شد استفاده. 
 miRNA بینی ساختار دومپیش

 ییتنهابهبالغ  miRNA شباهت بالای یك رونوشت با توالی
باشد. نمی miRNAشناسایی دقيق یك صحت  دليل کافی بر

 ، پارامترهای:منظور در این پژوهشبه همين 
مناسب شامل ساختار ساقه  تاخوردگیساختار دوم با 

 حلقه
 بالغ در یك بازو در ناحيه ساقه miRNA وجود توالی

 miRNA حلقه ساختار عدم شکستگی در

 ساختارطبق در من جفت نوکلئوتيد غير 6 حداکثر
miRNA 

 (AU) بازهای آدنين و اوراسيل درصدی 70تا  30 محتوای

 نوکلئوتيد و miRNA 3 حداکثر اندازه گپ در ساختار

 :Minimal free energy) تاخوردگیحداقل انرژی آزاد 

MFE)تاخوردگی تصحيح شده ، حداقل انرژی آزاد 
AMFE)Adjusted minimal free energy: ( ، ميزان

 Minimal free) آزاد تاخوردگی شاخص حداقل انرژی

 MFEIenergy index: )، ی آزاد تاخوردگ یحداقل انرژ–

ΔG) و درصد بازهای گوانين و سيتوزین )(GC% ) با
 ند.بررسی شدطبق روابط زیر   mii-Cاستفاده از ابزار

𝑀𝐹𝐸 =  −𝛥𝐺 (𝑘𝑐𝑎𝑙/𝑚𝑜𝑙);  

𝐴𝑀𝐹𝐸 = (𝑀𝐹𝐸 ÷ 𝑚𝑖𝑅𝑁𝐴 𝑠𝑒𝑞𝑢𝑒𝑛𝑐𝑒 𝑙𝑒𝑛𝑔𝑡ℎ × 100  

𝑀𝐹𝐸𝐼 =  𝐴𝑀𝐹𝐸 ÷ (%𝐺𝐶)  

 برای MFEI ≤ −0.6 kcal/molبا  ییهاmiRNA از
بالقوه  یهاmiRNA شناساییافزایش دقت در فيلتر و 

  استفاده شد.
 

 miRNAهای هدف شناسایی ژن
 ابزار برخطاز  miRNA هدف یهاژن ییشناسابرای 

 & Sobhani) استفاده شد psRNA Target تحت وب

Naghavi, 2018)بر اساس محاسبه ميزان ابزار . این 
 تحليل ،هدفو توالی  miRNA یهاشوندگی توالیجفت
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ژن ،ساختار ثانویه و محاسبه قابليت اتصال این دو توالی
ژن عملکرد یمستندساز د.کنمی بينیيشپهای هدف را 

 و BLASTxستفاده از ابزار ا، با هاmiRNAهدف های 
  حد آستانه با (NR) يرتکراریغ هایينپروتئپایگاه داده 

5-Evalue ≤1.0 E .انجام شد 
 
 هانیپروتئ یکنشبرهم یبررس
 یبرا عنصر مهم كی نيپروتئ -نيپروتئ کنشیهای برهمشبکه

 صورتبه عمدتاً هانيهستند. پروتئ یسلول یندهایادرک فر
 بيترت نیبه ا کنند،یم عمل گریکدیدر تعامل با  ،یاشبکه

داده  گاهیاز پا هانيپروتئ یکنشبرهمشبکه  ميترس یبرا
STRING اطلاعات  یداده حاو گاهیپا نیشد. ا استفاده

 ینيبشيپی هاروش ،یتجرب یهاازجمله داده یمتعدد منابع
  لیتبد برای .شوندیاست که مرتب به روز م یمحاسبات

IDاستفاده در  یبراها ژنSTRING ،ز ابزار اBLASTx 
  TAIR10 اطلاعاتیپایگاه  موجود در

(http://arabidopsis.org)، حد آستانه با  Evalue ≤ 1.0 

5-Eها با بيشترین همولوژی در مراحل بعدژن شد و ستفادها 
  قرار گرفتند.استفاده مورد ترسيم شبکه  در

 
 

 اعمال تیماری و اهیگ مواد
در گلدان و  در Hypericum perforatum یهااهچهيگ

و شرایط نور  گرادسانتی 24±2 یدمابا گلخانه  يطمح
با  جاسموناتمتيل پاشیمحلولشدند. ی نگهدارطبيعی 

در )حل شده  ميکرومولار 200 و (شاهدصفر ) یهاغلظت
، همچنين گردید انجام( بر روی گياهان درصد 2/0اتانول 
 درصد 2/0 (V/V)اتانول  پاشی گياهان شاهد بامحلول

 زانيم یبررس یبرا ییانتها یهاشاخه یهابرگاز  .انجام شد
نمونه ماريت پس ازی مشخص شده هاژن در زمان انيب

طرح  در قالب لیفاکتور صورتبه شیآزما .شد یبردار

صفر  جاسموناتمتيل یغلظت ماريسطح تدو با  تصادفی کاملاً
، 24، 12 یهادر زمان ماريو ت ميکرومولار 200)شاهد(، 

تکرار( انجام  كیهر گلدان )ساعت در سه تکرار  72و  48
 شد.

 
 آغازگر یطراحو  cDNAسنتز ، RNA استخراج

شده با  ماريت یهابرگاز  کل یRNAاستخراج 
 تيکبا استفاده از  شاهدگروه  و جاسموناتمتيل

YEKTA TAJHIZ بر اساس دستورالعمل شرکت سازنده 
NCBI Primer- ابزار سپس با استفاده ازانجام شد. 

BLAST هدف یهاژنبرای  هاآغازگر یطراح 

(HD_Zip  1و-Hyp )کارآمدی  .(2)جدول  انجام شد
استاندارد و  PCRشده با استفاده از  یطراح یآغازگرها
 کتابخانهساخت برای شد. بررسی  درصد 1 ژل آگارز

 cDNA(Complementary DNA )یك  از
Strand -Aid First Revert تيو ک  RNAميکروگرم

cDNA Synthesis kit واکنش دیگرد استفاده . -qRT

PCR ستميبا استفاده از س (AppliedTM Biosystems)  
Step One واکنش  .انجام شدPCR  یسازواسرشتهبا 
 قهيدق 51 مدتبهگراد درجه سانتی 95 یدر دما اوليه

در  یسازواسرشته)هر چرخه شامل چرخه  40در  آغاز و
ثانيه، اتصال آغازگرها  15 مدتبهگراد درجه سانتی 95

 گسترش ثانيه و 30 مدتبهگراد سانتیدرجه  60در 
در سه ( ثانيه 20 مدتبهگراد سانتیدرجه  72در  یمیآنز

. در گردیدانجام تکنيکی و سه تکرار  كیولوژيب کرارت
با استفاده از  time PCR-Real یهاداده تحليل تینها
 شیااین آزم در . ژن مرجعمحاسبه شد ΔΔCt –2ول فرم

 در نظر گرفته شد. (MK934828) کاتالاز
 

http://arabidopsis.org/
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 H. perforatum در گل راعی یابیفرم توالیپلت و نوع نمونه، هاداده رسیدست یهاشماره  -1جدول 
H. perforatumThe accession numbers of the data along with the sample types, sequencing platforms in  Table 1: 

 ردیف
Number 

 رسیدست شماره
SRA code 

 پلتفرم
Method(platform) 

 بافت
tissuePlant  

1 ERR2040370 Illumina paired end sequencing Whole leaves 
2 SRR2062465 Illumina paired end sequencing  dark nodules-Leaf 

3 SRR2062467 Illumina paired end sequencing  dark nodules -Leaf 

4 SRR2062466 Illumina paired end sequencing non nodules -Leaf 

5 SRR2062468 Illumina paired end sequencing non nodules -Leaf 

6 SRR202947 Illumina x paired end sequencing  75%), -Leaf, Bud immature (25 

7 SRR202948 Illumina paired end sequencing;  Flower, Anthers, Buds Immature  

8 SRR202949 Illumina paired end sequencing  elongating zone (young),  -Root 

9 SRR202950 Illumina paired end sequencing  Apical (upper 25%), Basal  -Stem 

10 SRR342029 Illumina paired end sequencing  gland-Leaf  

11 SRR202096 Seq (HPA_AI)-RNA Whole mid aged leaves  

12 SRR202097 Seq (HPA_AJ)-RNA Whole old leaves/leaf mature  

13 SRR202098 Seq (HPA_AK)-RNA Young leaf (<25% expanded) 

14 SRR202936 Seq (HPA_AL)-RNA Young leaf (<25% expanded) 

15 SRR202937 (HPA_AM)Seq -RNA Portion of old leaves  

16 SRR202938 Seq (HPA_AN)-RNA Portion of young leaves 

17 SRR202939 Seq (HPA_AO)-RNA Portion of old leaves  

18 SRR202943 Seq (HPA_AS)-RNA dark glands -Floewer ptals 

19 SRR202946 Seq (HPA_AT)-RNA Flower petals 

20 SRR1646951 Seq (HPA_AT)-RNA Flower transcriptome 

21 SRR1646955 Seq (HPA_AT)-RNA Flower transcriptome 

 

  PCR -qRTدر گل راعی برای انتخاب شده ی هدف هاژن، شماره دسترسی و توالی آغازگرها برای ژن نام -2جدول 
Table 2: Gene names, annotations and primers used for qPCR analysis of the selected target genes  in H. 

perforatum 

 نام ژن
Gene name 

 (5ˈ-3ˈ) توالی آغازگر
3′)-Primer Sequence (5′ 

 شماره دسترسی
Unigene 

1-Hyp F:AGGAGGAAGCAAGGGTAAGATTA 
R: CCCGATCTTGACTTCTTCTTCATT 

N121523_c1_g4_i2D 

HD_Zip 
F: GAGCAGCCAAGACAGGAAGA 

ATTTTCCGGTCAGGGTCGAGR:  
N121003_c0_g1_i1D 

Catalase (Reference gene) 
F: GAGAGGATTCCTGAGCGTGT 
R: TGAAGTGGAGAATCGAACAA  

 

 نتایج
آوری شده در اینن  عهای جمداده تيفيک یابیارز جینتا    

 تيفيک نيانگمي نظر ازها نمونه تيفکي که داد نشان مطالعه،

 درصند  ،هنا رونوشت تيفيک نيانگي، مدهاينوکلئوت تكتك
 تياز وضنع  GCدرصد  نيانگيو م دهاياز نوکلئوت كی هر

 .(اننندنشنندههننا آورده )دادههسننتند برخننوردار  یمطلننوب
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بننندی سننرهمبننرای  Trinity (v 2.2.1) افننزارنننرم
 پروفاینل بينانی  مورد استفاده قرار گرفت و  یپتومترنسکر

 نيانگين بنا م  رونوشنت  292752 شنامل  بندی شدهسرهم

ترنسننکریپتوم  N50 رهآمننا .بننود بننازجفننت 632طننول 
برابر با  آن GCو درصد  بازجفت 1214 بندی شدهسرهم

  .(3 )جدول گزارش شد 64/49
 

 H. perforatum یگل راع ترنسکریپتومی یهاایجاد شده از داده یبندسرهم یفیو ک یمشخصات کم -3 جدول
Table 3. Quantitative and qualitative characteristics of de novo assembly from florescence transcriptome of H. 

perforatum 

 Quantity مقادیر Characteristics ویژگی

Number 292752 
(bp) N50 1214 

  (bp)ميانگين 
Mean (bp) 

892.53 

 (bpین توالی )تربزرگطول 
Longest sequence (bp) 

15156 

 (bpین توالی )ترکوچكطول 
Smallest sequence (bp) 

201 

 )درصد( GCمحتوای 
GC content (%) 

49.64 

 
بندی شده عليه ترنسکریپتوم سرهم BLASTnنتایج 
 mirbaseثبت شده در پایگاه ی هاmiRNAمجموعه 

 ،مورد جستجو رونوشت 292752داد که از  نشان
 هایmiRNA با فردمنحصربه صورتبه رونوشت 40936

که  هاییرونوشت برای حذف .گياهی مطابقت داشتند
 های غيرتکراریپروتئين دارای رکورد مشابه با پایگاه

عليه این پایگاه ها رونوشت BLASTxبودند، از نتایج 
 1036کاندید، برای های ميان رونوشتاستفاده شد. از 

غيرتکراری  هایهای پروتئيندر پایگاه داده مورد
 سازتوالی پيش ،اینبرعلاوه .رکوردی یافت نشد

miRNAساختار  ینيبشيپ هایتحت بررسی بالقوه یها
قرار  خوردگیآزاد تا یو حداقل شاخص انرژ هیثانو

قادر به  هياول یهانسخه نشان داد کهات محاسب. گرفتند
های . شاخصبودند ثابت هیثانو ساختارهای ليتشک

MFEI بر  یلوکالريک -22/1 تا -605/0محدوده  در
در  .(8Sobhani & Naghavi, 201) شدمحاسبه  مول

ذکر  هاییژگیونهایت پس از اعمال فيلتر بر اساس تمام 

در گل راعی  شدهحفاظت miRNA عنوانبهتوالی  6شده، 
 شناسایی شدند. 

شناسایی شده  یmiRNA ششهای هدف بررسی ژن
نشان داد که در مجموع  psRNATargetبا استفاده از 

شوند. بالقوه تنظيم می یهاmiRNAاین  ژن توسط 594
های های هدف برای توالیتعداد ژن نتایج نشان داد که

miR156c ،miR414 ،159eRmi ،miR159 ،miR845d 
و  46، 118، 142، 48، 191، 97 يبترتبه miR395 و

های ژن بود. در این بررسی بيوانفورماتيکی ژنیونی 94
 شناسایی شده یmiRNAهدف مشخص شده برای شش 

های بيوسنتزی قرار در دو گروه عوامل رونویسی و ژن
 هیتجز قیژن را از طر انيب یاهيگ های  miRNA.گرفتند

mRNA مشخص شد که کنندیم ميمهار ترجمه تنظ ای .
miR395،miR845d  ،miR159e  وmiR156c  با
مهار از طریق  miR414 و miR159و  هیتجزسازوکار 
عوامل  .کنندیهدف عمل م یهاژن یبر روترجمه 

 عنوانبه ipZ-HDو   ingerFinc ZDofرونویسی شامل 
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 همچنين شناسایی شدند. miR414برای هدف  یهاژن
عامل رونویسی  بر روی miR156c نتایج نشان داد که

bHLH های بيوسنتزیژندر گروه  .است اثرگذار، 
miR159  1 هایژنبر ميزان بيان-Hyp، MYB  نیفلاوو

ژن  در عملکرد miR395 .بود رگذاريتأث دوردوکتازياکس
  miR845dو دخيل Pleiotropic drug resistance هدف

شکل  و 4)جدول بود  اثرگذار مالات دهيدروژنازبر ژن 
1.) 

 
 H. perforatum یشده در گل راع یشناسای یهاmiRNA یهایژگیو -4جدول 

Table 3: Characteristics of identifiedaction of miRNAs  in  H. perforatum 

    miRNA name   نام رونوشت

Transcript name miR156c-Hp miR414-Hp miR159-Hp miR159e-Hp miR845d -Hp miR395-Hp 

 

TRINITYDN 

121003_ 

c0_g1_i 1 

TRINITY_ 

DN122078_ 

c1_g1_i4 

TRINITY_ 

DN118134_ 

c3_g1_i1 

TRINITY_ 

DN121523_ 

c1_g4_i2 

TRINITY_ 

DN127118_ 

c1_g1_i7 

TRINITY_ 

DN123995_ 

c1_g2_i4 

Bit score 213 75 214 1499 120 383 

 miRNAتوالی 
miRNA sequence 

gugacagaag 

agagagacac 

ucagccucuu 

caucaucauac 
cuuggacuga 

agggagcuccc 
ucuucaucauc 

aucauccucg 
uagcucucau 

accaacuga 
gccaaauuau 

uggggaaaacuu 

 AU درصد
AU percent 

91.61 39.53 62.47 15.57 57.15 57.15 

1)-MFEI (kcal mol 68- 1.22- 615- 741- 63- 605- 

 miRNA نحوه عمل
miRNA action 

Cleavage Translation Cleavage Translation Cleavage Cleavage 

 

 

 هاmiRNA بری ژن مبتن کنندهيمتنظ یهاشبکه درک
 برایپژوهش  نیدر ا. هدف دارد هایژن ییبه شناسا ازني

  پایگاه دادهاز  هانيپروتئکنش شبکه برهم یبررس

STRINGها آن گره شبکه حاصل از در استفاده شد که
 شناخته تعاملات هستند و اتصالات هانيپروتئ انگرینما

 ها راينپروتئ ميرمستقيغ و ميمستق شده،بينی يشپ ایشده 
 بری مبتن ینيپروتئ گره هر دو ني. ارتباط بدهدینشان م

مربوطه  یهاداده گاهیپا از شده اطلاعات موجود استخراج
 (.2)شکل  است مستنداتو 
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  H. perforatumشناسایی شده در  یmiRNA ششساز برای ساختار پیش -1شکل 

 .(شده است مشخص قرمز بالغ با رنگی miRNAتوالی )
 

Figure 1. Structure of identified pre-miRNA in H. perforatum. Mature miRNA were presented in red color 

 

 

 PCR-qRTها با استفاده از نسبی ژن انیب راتییتغ یبررس
 Zip-HDی سیرونو لامع ینسب انيبدر  راتييتغ بيش    
سطح  نیشتريبو  بودی کاهشی جیتدرساعت  24تا  12از 

(. در مورد 3 )شکلآمد  دستبه ساعت 72 گروه در انيب

ساعت بعد از اعمال تيمار، بيان  24نيز تا  Hyp-1ژن 
ساعت پس از اعمال  72که ی در حال بود، کاهشی نسبی

 (.3شکل )مشاهده شد  انيب زانيم تيمار افزایش
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 شده  ییشناسا های هدفژن یبرا STRINGداده  گاهیبا استفاده از پا نیپروتئ-نیپروتئ کنشبرهمشبکه  -2شکل 

مرتبط با  یهانیپروتئ یطوس یهارهیدا و  هاmiRNA هدف یهاژن یآب یهارهیدا ، شده ییشناسا یهاmiRNA مثلث قرمز
و  یبرش یمیعملکرد تنظ یاند دارابه ژن هدف متصل شده وستهیکه با فلش پ ییهاmiRNA. هستند هاmiRNA هدف و یهاژن

miRNAباشندیم یاترجمه میعملکرد تنظ یبه ژن هدف اتصال دارند دارا نیچکه با نقطه ییها. 
Figure 2. Protein-protein interaction network using STRING database for identified proteins. Red 

triangles of identified miRNAs. Blue circles are target genes of miRNAs and gray circles are proteins 

associated with target genes and miRNAs. The miRNAs connected to the target gene with an edges have a 

regulatory function, and the miRNAs connected to the target gene with a dotted line have a translational 

regulatory function. 

 

 

  
های زمان طیراعی گل  در میکرومولار( 200) جاسموناتمتیل یپاشمحلول ریتأثتحت  Hyp-1و  Zip-HDهای ژن نسبی بیان -3 شکل

 .هستند(استاندارد  یخطادهنده نشان یهالهیم) ساعت 72و  48، 24، 12
Figure 2. Effect of  MeJA (concentration 200  μM) on qPCR analysis of target genes in leaf of H. 

perforatum at 12, 24, 48, and 72 hours .Error bars represent the standard error of the mean for three 

biological replications.  
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 حثب
 miRNAنقش مهمأیيد تاخير، با توجه به  یهاسالدر     

های RNAاین گروه از  ،اهانيژن در گ انيب ميتنظدر  ها
قرار  محققان توجه مورد اییژهو طوربهغير کدکننده 

 جدید نسل ظهور با(.  et al.,Wang 2019اند )گرفته
توسعه یافزارهانرمآن با  بيترک و یابییتوال هاییفناور
 یراهایی جدید بروش ی،کيوانفورماتيب عیسر و یافته

. امروزه ایجاد شده است دهيچيپی تنظيمی هامطالعه شبکه
عملکرد بهبود  یبرا یاهيگ یهاmiRNA از مطالعات

 فراوانی به كيژنت و مهندسی يتمتابول یمحصول، مهندس
 .( & Naghavi, 2019Sabzehzari( شودیاستفاده م

 عناصر زیستی مورد هدف ازیکی عوامل رونویسی 
miRNAیند رونویسی اتنظيم فر بوده که با کنترل و ها

دارند.  بر عهده هاژن نقش کليدی در تنظيم بيان
miRNAطوربه، هاينپروتئ با تأثير بر این گروه از ها 

 & Sabzehzari) کنندمی را کنترل هاژنغيرمستقيم بيان 

Naghavi, 2019). 
 کنشبرهم که در شبکه طورهمانمطالعه این در 

  MYBرونویسی عامل ،شودپروتئينی مشاهده می
در  miR159نقش  د.گردنظيم میت  miR159يلهوسبه

مشخص شده است، همچنين رشدی گياهان مرحله انتقال 
در  MYB65و  MYB33 یهاژنتنظيم نقش آن در 

 et Schmiesing)رسيده است اثبات به  گلدهی شروع

, 2016al.).  همچنين نتایج نشان داد کهmiR159  در
 ، TMO6هایپروتئينی با پروتئين کنشبرهم شبکه

WSIP،HCA2  و GPA1 پروتئين ارتباط است. در 

PA1G  كیزيآبس دياس سنتزدر (ABAو انتقال س )گنالي 
 WSIP،HCA2 هایينپروتئنقش دارد و  یتنش خشکدر 

رونویسی دخيل  عواملدر تنظيم عملکرد    TMO6و 
 159e Rmi-Hpدر این بررسی نيز مشخص شد که هستند.

در مطالعه  دارد. MYBرونویسی  عاملنقش تنظيمی بر 
Rizzo و همکاران (, 2019et al.Rizzo ) ،هادئيفلاونو 

ازجمله  هیثانو هایيتمتابول ديها در تولمادهشيپ عنوانبه
 عهمطالاین نتایج  اند.هایپرسين در گل راعی گزارش شده

 دوردوکتازياکس نیژن فلاو بر ،miR159-Hp نشان داد که
پروتئينی  کنشبرهم شبکه ، همچنين دربوده يرگذارتأث

با  miRNA که این شودمشاهده می
نيز در ارتباط است  T1K7.20و   T1K7.24هایينپروتئ

 در دارای فعاليت اکسيدوردوکتازی و نيپروتئ این دو که
 .نقش دارند FADاتصال به کوفاکتور 

 دارد نقشدر مسير بيوسنتزی هایپرسين  Hyp-1ژن
(, 2012et al.He ) .هایپرسين در زنجيره اکتاکتيد  بيوسنتز

-و یك مولکول مالونيل CoA-با یك مولکول استيل
CoA چرخش و  يرتأثسپس تحت  .شودشروع می

تشکيل شده و در  مودینآماده پيش ،دکربوکسيلاسيون
 Hyp- 1نهایت با فعاليت یك جفت پروتئين فنلی به نام

این در  (. et al.,He 2012) شودهایپرسين توليد می
ساعت  72در  Hyp-1بيان ژن  زانيم شیپژوهش افزا

 .دیمشاهده گرد جاسموناتمتيلپس از اعمال تيمار 
ژن  یبرا يرگذارتأث miR159-Hp، miRNA نيهمچن

1-Hyp شد. گزارش 
binding Zinc Finger -DNA یسیرونو عوامل

(Dof) ،یاختصاص یسیرونو عوامل خانواده ی ازکی 
 یندهایااز فر یاريدر بس یکه نقش مهم هستند یاهيگ

 یزنجوانه، تنشمانند فتوسنتز، پاسخ به  اهانيگ یاصل
di mouhaM)دارند  یروزشبانه تمیو ر یبذر، القا گلده

2018 et al.,). Zip-HD یسیرونو عواملاز  یاخانواده 
پیز فيموت كیو شامل  باشندیم اهانيمنحصر به گ

( هستند که از HD) نيهمودوم كی( مجاور به LZ) نيلوس
شده است.  ليتشک شدهحفاظت يدآمينهاس 60 فيموت كی

LZ در  کند،یعمل م ونيزاسیمرید فيموت كی عنوانبه
است.  DNAبه  خاصمسئول اتصال  HDکه  یحال

 DNAبالا به  یبيترک ليقادرند با م Zip-HD یهانيپروتئ
 یدر عملکردها Zip-HD یسیمتصل شوند. عوامل رونو

 و رشد اندام ،یطيمح طیمانند واکنش به شرا اهيمختلف گ
 (. 2020et al.Wang ,نقش دارند ) هاآبکش

( نشان داد که 2014و همکاران ) Hanمطالعه 
miR414 های در تنظيم رونویسی پروتئين نقش مهمی
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SNF2،zinc finger   و خانوادهBox-F دارد  et(Han 

, 2014)al..  این در  پروتئينی کنششبکه برهمنتایج
 dofهای هدف آنو ژن miR414 نشان داد که نيزپژوهش 

zinc finger   وZip-HD با دو پروتئينHCA2  
DNA-که نقش تنظيمی بر عوامل رونویسی   TMO6و

binding  در بررسی این، برعلاوه. هستنددارند، در ارتباط
 سطح شیپژوهش افزااین در تغييرات سطح بيان، 

 27در زمان  Zip-HD (DN121003_c0_g1_i1) نايب
 .مشاهده شدساعت 

 احتمالاً miR156c-Hpما نشان داد که  مطالعه نتایج
دارای   bHLHد.باش مؤثر  bHLHدر تنظيم ژن هدف

گروه  و باشدمی (bHLH) چيمارپ-حلقه-چيمارپ ساختار
 طوربه کههستند  یسیاز خانواده عوامل رونو یبزرگ

 et al.Wu ,) اندپراکنده شده هاوتیوکاریگسترده در 

 یندهایاز فر یعيدر دامنه وس bHLHنقش . (2021
 و همکاران Wuنتایج مطالعه  .شناخته شده است یاهيگ
(, 2021.et al Wu)،  یهاژنافزایش بيان bHLH  در

 يدأیترا  هاتيمتابول وسنتزيب و اهيپاسخ به تنش، نمو گ
و  در آرابيدوپسيس miR156. این در حالی است که کرد

در کنترل  که SPL دیگری به نام رونویسی عوامل برنج بر
غيرمستقيم  مستقيم و صورتبهبسياری از فرایندهای گياه 

نقش  افزایش دوره رویشی و تأخير در گلدهیازجمله 
 . در شبکه( et alFeyissa.2021 ,)باشد می مؤثردارد، 

بر  bHLH برعلاوه  miR156مطالعه نيزاین  پروتئينی
رونویسی که  عواملکه بر عملکرد   HCA2پروتئينروی 

 .است اثرگذارپيشتر نيز اشاره شد 
ترکيبات و  دهندهانتقال ستميس نیچند اهانيگ در

از  یکیل وجود دارد که به واکوئ توزولياز س ییزداسم
 et Rizzo) است binding cassette (ABC)-ATP آنها

., 2019al).  دخيل در این  یهاژنیکی از
 et Rizzo) باشدمی Pleiotropic drug resistanceسيستم

2019 al.,) . ما نشان داد که یبررسنتایج miR395-Hp 
 Pleiotropic drug resistanceبر بيان ژن  احتمالاً

 miR395 نتایج نشان داد که اینبرعلاوه ؛باشدیماثرگذار 

  دهندهانتقال ستميسکه  MCO15.15 نيپروتئبر  احتمالاً
binding-ATP از غشاء به  هانيپروتئانتقال است و در

 است. يرگذارتأثباشد، می ميتوکندری دخيل
در  یاگسترده طوربه دروژنازيمالات ده میآنزوجود 

. مالات ( 2020et alChen ,.) شده استگزارش  اهانيگ
که  کندیم فایدر پاسخ به تنش ا ینقش مهم دروژنازيده

 قابليتو  یادر تبادلات روزنه راتييمعمولاً همراه با تغ
et al Chen ,.) باشدیدر فتوسنتز م مؤثرو  یاسمز

بيشتر در فرایندهای  miR845های ژنی هدف. (2020
نورگرایی  یهاپاسخپاسخ به تنش خشکی رشد و نمو و 

های کدکننده پروتئينژن معمولاً miR845دخيل هستند. 
ها را مورد هدف قرار و فتوتروپين P450های سيتوکروم 

که در  هستندهایی پروتئين P450دهد. سيتوکروم می
 .( 2021let aÇakır ,.) زنجيره انتقال الکترون نقش دارند

های گيرنده نوری هستند که واسطه ها پروتئينفتوتروپين
باشند. در نورگرایی و فتوسنتز در گياهان می یهاپاسخ
 ژن هدف عنوانبهمالات دهيدروژناز مطالعه ژن هدف این 

miR845d-Hp کنش برهمدر شبکه  .گزارش شده است
هایی آمده در این پژوهش تمام پروتئين دستبهپروتئين 

 ،mMDH1) مستقيم با این ژن در ارتباط هستند طوربهکه 
mMDH1 وPMDH2 ) وابسته به  دروژنازيواکنش ده در

NAD انتقال متابوليتبرای و توليد انرژی  سميدر متابول
  .نقش دارند های ثانویه در برگ گياهان

 
 گیرینتیجه

هدف  هایژنو  هاmiRNAشناسایی  یمطالعه برا نیا
و  نيپرسیها یهاتيمتابول یوسنتزيب یرهايمسدر  آنها
از دادهدر این تحقيق انجام شد.  یدر گل راع نیپرفوریها
مختلف  كيوانفورماتيب یابزارهاو  موجودیابی توالی یها

کنش برهمشبکه و رسم  هاmiRNAشناسایی برای 
، نتایج مجموع رد .گردیداستفاده ی این گياه براپروتئينی 

 در گل راعی شدهحفاظتی miRNA 6مطالعه ما وجود 
 با توجه به اینکه. کردرا برای اولين با اثبات 

miRNAمطالعه دارای نقش این در  ی شناسایی شدهها
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دخيل در بيوسنتز  یهاژنبيان  تنظيممهمی در 
توان از آنها می ،گل راعی بودند مهم هایيتمتابول

تر مسير شناسایی بهتر و دقيق درعوامل تنظيمی  عنوانبه
 نيپرسیهامهم گل راعی ازجمله  هایيتمتابول بيوسنتزی

 .استفاده کرد نیپرفوریو ها
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Abstract 

    miRNA genes consider as an important class of gene expression regulators that have diverse 

responses to environmental stresses and play a key role in regulating gene expression during 

post-transcriptional regulation. Hypericum perforatum, is well-known medicinal plant for its 

application in the treatment of depression due to the effects of its bioactive compounds named 

hypericin and hyperforin. The present study was performed to identify the conserved miRNAs 

and their target genes in the transcriptome of H. perforatum. First, RNA-seq data were obtained 

from the European Nucleotide Archive (ENA) of EMBL-EBI database and then the 

transcriptome (RNA) sequences were assembled. The non-coding transcripts were identified 

and considered as miRNA precursors candidate sequences. Finally, six miRNAs named Hp-

miR395, Hp-miR845d, Hp-miR414, Hp-miR159, Hp-miR159e, and Hp-miR156c were 

identified from the candidate sequences using of C-mii software after applying strict filters.  

Investigation of the protein-protein interaction network determined the relationships between 

the target genes and target proteins especially in transcription factors. In the next step, to 

confirm the target genes for the identified miRNAs, the foliar application of Methyl Jasmonate 

(MJ) with concentrations of 0 (control) and 200 μM was performed on H. perforatum plants and 

the expression pattern of two target genes was investigated. In the analysis of qRT-PCR 

expression changes at 12, 24, 48 and 72 hours after applying MJ, the relative expression level of 

Hyp-1 (DN121523_c1_g4_i2) and HD-Zip (DN121003_c0_g1_i1) transcripts increased after 72 

hours of application of MJ. In general, regarding to the regulatory role of the identified miRNAs 

in the present study, these genes could be used to better and more accurately identify the 

biosynthetic pathway of hypercin and hyperforin. 
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