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Saffron (Crocus sativus L.) is a triploid (2n = 3x = 24) and self-incompatible; 
it is unable to produce seeds and hence propagates exclusively through 
corms. Since corms remain in the field soil for several years, various 
diseases, including saffron corm rot, cause significant reductions in yield 
and quality. MicroRNAs (miRNAs), small non-coding RNA molecules, 
play an important role in regulating plant responses to pathogens. In this 
study, a computational approach was applied using BLASTx to compare the 
transcriptome of saffron corms infected with Fusarium oxysporum against 
the miRBase database, to identify miRNAs and their target genes. Fourteen 
miRNAs were identified, among which three miRNAs including miR160, 
miR393, and miR11108 showed significant differential expression. 
Functional analysis indicated that the target genes of miR160 are involved 
in key metabolic processes, including carbohydrate biosynthesis, stomatal 
opening and closure, drought response, biotic stress response, and 
phytohormone transport. Expression analysis further revealed that the genes 
Mpg1, RabE1c, and AbcG were differentially regulated upon infection with 
F. oxysporum. Among these, Mpg1 and AbcG showed the highest and the
lowest expression after infection, respectively. Overall, the findings 
demonstrate that target genes of regulatory miRNAs in the saffron 
transcriptome undergo expression changes in response to corm rot disease. 
These results provide valuable insights that may support breeding strategies 
aimed at developing resistance to saffron corm rot. 
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Introduction 

Saffron (Crocus sativus L.), a sterile triploid (2n = 3x = 24) of the Iridaceae family, is among 
the most valuable medicinal and aromatic crops worldwide. Cultivated mainly in arid and semi-
arid regions of Iran and beyond, its economic importance derives from the stigmas that produce 
the spice. Propagation depends exclusively on corms due to the species’ self-incompatibility 
and triploid nature, which preclude seed formation. Since corms remain in the field soil for 
several years, they are highly susceptible to soil-borne diseases, with Fusarium oxysporum 
induced corm rot being the most destructive, severely reducing yield and quality. MicroRNAs 
(miRNAs), small endogenous non-coding RNAs (20–24 nt), have emerged as crucial regulators 
in plant-pathogen interactions. Through mRNA cleavage or translational inhibition, miRNAs 
fine-tune resistance (R) genes, transcription factors, and hormone signaling pathways, thereby 
coordinating multilayered defense networks that shape the outcome of infection. 

Materials and Methods 

In this study, the transcriptome of saffron corms infected with Fusarium oxysporum was 
analyzed to identify and characterize microRNAs (miRNAs) and their target genes. Conserved 
miRNAs were predicted from mature miRNA sequences of saffron using publicly available 
databases transcriptome data generated by our Biotechnology Laboratory. Bioinformatics 
pipelines were applied to predict and analyze candidate miRNAs and their putative targets. Key 
target genes were then identified, and their expression levels were validated and compared 
through quantitative real-time PCR (qPCR). 

Results and Discussion 

Comprehensive transcriptomic analysis identified 69 conserved miRNAs in the saffron corm 
transcriptome. Comparative expression profiling between infected and healthy samples 
revealed that 14 of these miRNAs were significantly differentially expressed (DEGs), 
suggesting their involvement in the host immune response. Notably, three miRNAs displayed 
highly pronounced expression changes, indicating their potential role as key regulators in 
defense against Fusarium. Bioinformatic prediction and functional annotation of DEGs 
miRNAs target genes indicated roles in diverse biological processes, including carbohydrate 
biosynthesis and metabolism, regulation of stomatal closure, responses to abiotic stresses such 
as drought, general biotic stress responses, and phytohormone transport and signaling pathways 
involving jasmonic acid (JA) and salicylic acid (SA) pathways. qRT-PCR validation further 
supported the regulatory roles of these miRNAs. Expression analysis of three key target genes 
including Mpg1, RabE1c, and AbcG revealed marked transcriptional changes following 
infection. Mpg1, associated with fungal penetration and plant recognition, showed the strongest 
upregulation, suggesting an active defensive response. RabE1c, a small GTPase linked to 
vesicle trafficking and hormone-mediated signaling, was also significantly modulated. In 
contrast, AbcG, an ATP-binding transporter implicated in antimicrobial compound transport, 
displayed the weakest induction, possibly reflecting pathogen-mediated suppression or 
temporal regulation. Together, these findings highlight a complex miRNA-mediated regulatory 
network that fine-tunes the expression of defense-related genes, enabling saffron to mount an 
effective response against Fusarium oxysporum. 
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Conclusions 

In conclusion, this study presents the first comprehensive analysis of miRNAs involved in the 
defense response of saffron corms against corm rot caused by F. oxysporum. We identified a set 
of DEG miRNAs and functionally characterized their target genes, highlighting their central 
roles in critical defense pathways. The validated expression changes in Mpg1, RabE1c, and 
AbcG emphasize the importance of post-transcriptional regulation in saffron immunity. 
Collectively, these findings provide new insights into the molecular basis of saffron’s defense 
mechanisms and establish a valuable foundation of miRNA-based genetic resources.  
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Fusarium oxysporumپوسيدگي بنه زعفران 

ميترا خادمي |   *فيروزآبادي فرهاد نظريان  |  فرعاطفه سيفي

  ، ايران آباد خرم   ، لرستان   دانشگاه   كشاورزي،   دانشكده   گياهي،   ژنتيك   و   توليد   مهندسي   گروه 
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 ١٤٠٤/ ٠٣/ ٠٢تاريخ بازنگري:  
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  واژگان كليدي: 

  بيمارگر،

 ترنسكريپتوم زعفران، 

  يابي، توالي 

  ،RNAريز 

پردازي زيستي داده

  ناسازگاري دليل خود به   است كه   ) 2n= 3x= 24(   گياه تريپلوئيد ) يك  .Crocus sativus Lن ( زعفرا 

دليل ماندگاري چندين سال  به .  شود آن از طريق بنه انجام مي   تكثير قادر به توليد بذر نيست و  

از جمله  ها در خاك، بيماري بنه  باعث كاهش عملكرد و    پوسيدگي بنه زعفران هاي متعددي 

اي هستند  كننده كد كوچك غير   RNAهاي  )، مولكول miRNAs(   ها  RNAشود. ريز كيفيت آن مي 

رويكرد    كارگيري به با    ، اين مطالعه كنند. در  ها ايفا مي كه نقش مهمي در تنظيم پاسخ گياه به بيمارگر 

مبتني   از محاسباتي  استفاده  با  همساني  Blastxابزار   و  بنه ،  ترنسكريپتوم  به  هاي  آلوده  هاي 

ها و  RNAجستجو شد تا ريز ، miRBase در برابر پايگاه داده   Fusarium oxysporumبيمارگر 

  ،  RNAريز شناسايي شده، سه     RNAريز   ١٤از ميان، تعداد  ها شناسايي شوند.  هاي هدف آن ژن 

miR160  ،miR393   وmiR11108    دار بودند. نتايج اين مطالعه نشان داد  داراي بيان افتراقي معني

ها، باز  هاي متابوليكي مهمي از جمله بيوسنتز كربوهيدرات در فرآيند   ، miR160هاي هدف  كه ژن 

روزنه  شدن  بسته  تنش و  به  پاسخ  خشكي،  تنش  به  پاسخ  انتقال  ها،  و  نقل  و  زيستي  هاي 

و    Mpg1  ،RabE1cهاي  ها نشان داد كه ژن ها نقش دارند. نتايج بررسي بيان اين ژن فيتوهورمون 

AbcG    در اثر آلودگي با قارچ oxysporum .F   نشان دادند. ژن    تغيير بيانMpg1    بالاترين و ژن

AbCG   .نتايج اين مطالعه نشان داد كه   كمترين بيان را پس از آلودگي به بيمارگر نشان دادند

كننده در ترنسكريپتوم زعفران تحت تأثير بيماري پوسيدگي بنه،  تنظيم   RNAهاي هدف ريز ژن 

هاي بهنژادي براي  تواند در انتخاب روش هاي اين پژوهش مي دهند. يافته تغيير بيان نشان مي 

مقابله با بيماري پوسيدگي بنه زعفران مفيد باشد. 
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  مقدمه

،  ) 2n= 3x= 24(   تريپلوئيد   ي گياه  ) .Crocus sativus L(  زعفران 

زنبقچند  عقيم،  خانواده  به  متعلق  و  ) Iridaceae( ها ساله 

اي، غرب آسيا و همچنين  است كه در آب و هواي مديترانه

هاي  هاي سرد و تابستاندر مناطق خشك ايران با زمستان

مي رشد  نظر   .)Golmohammadi, 2014(  كندگرم  از 

قسمت خوراكي و ارزشمند گياه زعفران، كلاله  شناسي،گياه

باشد كه به دليل برخورداري  سه شاخه و سرخ رنگ آن مي

به فرد دارويي   منحصر  و خواص  ارزشمند  تركيبات    -از 

) است  معروف  سرخ  طلاي  به   ,Grilli-Caiolaغذايي 

فعال ارزشمندي از  ). زعفران حاوي تركيبات زيست 2004

به   كه  است  سافرانال  و  پيكروكروسين  كروسين،  جمله 

مي آن  متمايز  عطر  و  طعم  رنگ،  عامل  باشند. ترتيب 

ضد آكسيداني،  آنتي  خواص  متعددي،  و  مطالعات  التهابي 

 Frusciante et(  اندافسردگي اين تركيبات را تأييد كردهضد

al., 2014; Mentis et al., 2021 ( گياه زعفران داراي يك .

نام بنه است و تكثير آن به   پياز توپر به  ساقه زيرزميني و 

دليل عقيم بودن، فقط به وسيله كشت بنه و ايجاد بنه دختري  

مي صورت  مادري  بنه   ;Bhagat et al., 2022(   گيرداز 

Mansotra et al., 2023(  از بيش  زير    ٨٩.  سطح  درصد 

كشت زعفران دنيا به ايران تعلق دارد، اما ميانگين عملكرد  

هاي توليد اين محصول در ايران در مقايسه با ساير كشور

 ). Dehbashi et al., 2022(  كننده، بسيار پايين است 

مهمبيمارگر از  گياهي  تهديدهاي  عوامل  توليد ترين  كننده 

هاي  شوند و در بين اين عوامل، قارچزعفران محسوب مي

خاكزي از اهميت زيادي برخوردارند. براي مثال، بيمارگر  

Fusarium oxysporum f. sp. Gladioli    عوامل از  يكي 

 ,.Gupta et al(  باشدپوسيدگي فوزاريومي بنه زعفران مي

. بيماري پژمردگي فوزاريومي بنه زعفران كه باعث )2021

مي محصول  اين  عملكرد  شديد  نامكاهش  به  هاي  شود، 

مانند ديگري  پوسيدگي    ،مختلف  و  خشك  پوسيدگي 

طول  قهوه در  بيماري  اين  اصلي  علائم  است.  معروف  اي 

مي بروز  گلدهي   ,Abedi et al., 2021; Joshi( كنددوره 

2018; Nürnberger and Kemmerling, 2006; 

Steinkellner et al., 2008نشانه آلوده  گياهان  هايي ). 

همچون خوابيدگي بوته، مرگ گياهچه، زردي و پژمردگي  

 Abedi et(  دهندساقه و پوسيدگي بنه را از خود نشان مي

al., 2021; Joshi, 2018; Nürnberger and Kemmerling, 

2006; Steinkellner et al., 2008  چه اگر  تعداد   راًي اخ). 

ژن از  در زيادي  فوزاريوم  بيمارگر  به  دهنده  پاسخ  هاي 

شده شناسايي  فرآيندزعفران  در  كه  و  اند  متابوليكي  هاي 

متابوليت  مطالعات بيوسنتز  اما  دارند،  نقش  ثانويه  هاي 

مورد ريز محدودي در  اين    RNAبسياري  به  پاسخ دهنده 

  بيمارگر در زعفران گزارش شده است. 

نوكلئوتيدي    ٢٤تا    ١٩كوچك    RNAsدر واقع   ، RNAريز

ژن  بيان  تنظيم  در  كه  سطح  هستند  در  خود  هدف  هاي 

دارند   نقش  رونويسي  از  پس  يا  و   ,Jodder(رونويسي 

2020; Yu and Wang, 2020(  .هاي  ژن  ميتنظ  كلي، طور  به

  سم يدو مكان  قياز طر  هاي كوچكهدف توسط اين مولكول

  ترجمه   نديمهار فرآ  وهدف  ژن    mRNA  ميبرش مستق  ياصل

اصلي  ژن مهاي  -Dong et al., 2022; Pal(  شودي انجام 

Bhadra et al., 2002; Sijen et al., 2001(  .شيتاكنون، ب 

 miRBaseهايداده  گاهيدر پا    RNAريز   مولكول  ٤٠٠٠از  

)http://www.mirbase.org  (  .است شده   RNAريز ثبت 

گ   ٤٣از  متعددي    يها مختلف  از    ياهيگونه  استفاده  با 

تحل (  يمحاسبات  يهاروش مقا  ليمانند  و    ي) اسهيژنوم 

جمله  (  يتجرب  يهاروش و    ميمستق  سازيهمسانهاز 

 ,.Addo-Quaye et al(  اند شده  يي) شناساقي عم  يابييتوال

مي.  )2008 نشان  علمي  كهشواهد  ها   RNAريز  دهند 

كليدينقش  مغذ  يهموستازحفظ    در  هاي  و    اهي گ   يمواد 

كنند ايفا مي يطيمح يستي زريو غ  يستيز ي هاپاسخ به تنش

)Jodder, 2020; Yu and Wang, 2020(.  اعلاوه   ن، يبر 

شبكهها   RNAريز در  مداخله  بر  با  پيچيده،  تنظيمي  هاي 

رشد،    يبنداز جمله زمان  ي كيو متابول  يكيولوژي ب  يهانديفرآ

ي  ادي بن  يهاسلول  زيو تما  يبافت، و نگهدار  نمو و تكامل

 .)Jodder, 2020; Yu and Wang, 2020( گذراندمي  تأثير

، براي اولين بار نقش  )Park et al., 2002(پارك و همكاران  

هاي گياهي را در گياه آرابيدوپسيس مورد بررسي   RNAريز

هاي  كارگيري روشقرار دادند. سپس مطالعات متعددي با به



همكارانو  فرسيفي   ...  يهااز ژن ي برخ  انيب بررسي و   miRNAبيوانفورماتيكي  يي شناسا

 

١٧٢ 

در ساير گياهان   هاRNAبيوانفورماتيكي براي شناسايي ريز

 ,.Yu et al(صورت گرفت. در همين راستا، يو و همكاران  

رونويسي  2015 فاكتور  پروتئين  كه  دادند  نشان   (SPL9 ،

است كه    miR156ها به نام   RNAيكي از اهداف يك ريز

پروتئين كدكننده  ژن  يك  پيشبر  به  سنتاز  تر  مستقيم  پن 

طور  بهشده و رونويسي آن را   )Terpene synthases( متصل

تنظيم مي تنظيم مثبت مثبت  به  به اين ترتيب منجر  كند و 

پروتئين   شود.  مي  )Sesquiterpene(  ترپن  يسسكوئسنتز 

  F-boxهاي  بيان ژن   miR394ي  بعضي از اعضاي خانواده

كنند بر روي رشد و نمو و پاسخ به  را كنترل مي  P450و  

. براي مثال، )Chand et al., 2016(ها نقش دارند  بيمارگر

هاي در گياه سير سبب كاهش بيان ژن  miR394افزايش بيان  

F-box    وP450    و افزايش مقاومت عليه بيمارگرFusarium 

oxysporum f. sp. cepae  شد)Chand et al., 2016( .  

در حال حاضر، ژنوم مرجع زعفران در دسترس نيست و  

ها و راهكارهاي مبتني بر  بيشتر مطالعات به كمك پژوهش

. در همين )Sohrabi et al., 2020(   گيرداُميك صورت مي

اولين بار به مطالعه جامع  براي  در پژوهش حاضر،   راستا،

هاي ترنسكريپتومي هاي محافظت شده در دادهRNA  ريز 

گياه زعفران پرداخته شد. هدف از اين مطالعه، شناسايي 

جديد درگياه زعفران و بررسي بيان برخي از   ها RNAريز  

آنژن هدف  تنظيميهاي  نقش  بر  تأكيد  با  در ها  شان 

 باشد. مقاومت به بيماري فوزاريوم بنه زعفران مي

  ها مواد و روش

دادهجمع پردازش  و  خامآوري  از   :هاي  مطالعه  اين  در 

  يابي ترنسكريپتوم بنه زعفران آلوده حاصل از تواليهاي  داده

 PRJNA866873  )Luoبا كد دسترسي    F. oxysporum  به

et al., 2023داده همچنين  و  مطالعه )  از  حاصل  هاي 

استفاده   )Darvishian et al., 2025(درويشيان و همكاران  

 افزارخام از نرم   هايخوانش  به منظور بررسي كيفيت شد.  

FastQC     استفاده شد. براي انجام فرآيند  )٠/ ١١/ ٦(نسخه  

مانده در شامل حذف توالي آداپتور باقي)  تريمينگپردازش (

تواليتوالي موجود،  پايين  هاي  كيفيت  با  ميانگين  (هاي  با 

Phred score    از توالي)٣٠كمتر  بالاي ،  ميزان  با  هاي 

هاي با اندازه كمتر  و توالي )N(هاي خوانش نشده  نوكلئوتيد

نرم   ١٠٠از   از  باز   CLC Genomics  افزارجفت 

Workbench    شد.٢٠(نسخه استفاده  بندي سرهم  ) 

) با استفاده  clean readsهاي تميز شده (خوانش  )اسمبلي (

بر  )  ٢٠(نسخه    CLC Genomics Workbenchاز نرم افزار

   هاي پيش فرض انجام شد.اساس پارامتر

شده   هاي RNAريز  شناسايي  مرحله    :حفاظت  از  پس 

هاي تكراري با استفاده  بندي نوپديد و حذف رونوشت سرهم 

افزار   نرم  رونوشت CD-HIT-ESTاز  به ،  حاصل  عنوان  هاي 

.  ند حفاظت شده استفاده شد   ها RNA  ريز منبعي براي شناسايي  

 بالغ ثبت شده در پايگاه هاي RNA  ريز  به اين منظور، توالي 

miRbase رونوشت شناسايي  براي  شدند.  با  دريافت  هايي 

  BLASTn  بالغ از ابزار هاي  RNA  ريز بيشترين شباهت با توالي  

پارامتر  شد.    mismatch<4و    E-value≤10هاي  با  استفاده 

نوكلئوتيد تعيين    ٢٤تا    ١٨بالقوه بين  ها RNA ريز آستانه طول  

ابزار  هاي غير گرديد. در نهايت براي تعيين توالي  رمزگذار از 

BLASTx   پروتئين داده  پايگاه  غير و  ( هاي   Nonتكراري 

redundant protein: NR .استفاده شد (  

دوم  پيش  ساختار  يك   :هاRNAريز بيني  بالاي  شباهت 

بر  ها بالغ بهRNAرونوشت با توالي ريز تنهايي دليل كافي 

بهها نميRNAصحت شناسايي دقيق يك ريز همين  باشد. 

هاي همچون ساختار دوم با  منظور در اين پژوهش پارامتر

تاخوردگي مناسب شامل ساختار ساقه حلقه، وجود توالي  

بالغ در يك بازو در ناحيه ساقه، عدم شكستگي    RNA  ريز

ريز نوكلئوتيد    ٦ها، حداكثر  RNAدر حلقه ساختار  جفت 

درصدي  ٧٠تا  ٣٠محتواي  RNAمنطبق در ساختار ريزغير

(باز اوراسيل  و  آدنين  در  ،  )AUهاي  گپ  اندازه  حداكثر 

تاخوردگي    RNAريز  ساختار آزاد  انرژي  حداقل  و 

)Minimal free energy: MFE آزاد انرژي  حداقل   ،(

شده   تصحيح   Adjusted minimal free(تاخوردگي 

energy:AMFE(  تا آزاد  انرژي  حداقل  شاخص  ميزان   ،

)، حداقل  Minimal free energy index:MFEIخوردگي (

) تاخوردگي  آزاد  بازΔGانرژي  درصد  و  و )  گوانين  هاي 
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 ) سرور  %GCسيتوزين  وب  از  استفاده  با   (miRNA-dis  

  بررسي شدند. محاسبه و  طبق روابط زير  

𝑀𝐹𝐸 = −𝛥𝐺 (𝑘𝑐𝑎𝑙/𝑚𝑜𝑙);  𝐴𝑀𝐹𝐸 = (𝑀𝐹𝐸 ÷ 𝑚𝑖𝑅𝑁𝐴 
𝑠𝑒𝑞𝑢𝑒𝑛𝑐𝑒 𝑙𝑒𝑛𝑔𝑡ℎ × 100; 𝑀𝐹𝐸𝐼 = 𝐴𝑀𝐹𝐸 ÷ (%𝐺𝐶) 

براي افزايش دقت    MFEI ≤ −0.8 kcal/molبا    ها RNA  ريز   از 

 ,.Xie et alبالقوه استفاده شد (  ها RNAريز در فيلتر و شناسايي 

2005; Padmashree and Ramachandraswamy, 2016 .(  

ژن هدفشناسايي  پيشبه  :هاRNAريز   هاي  بيني  منظور 

به   psRNATargetاز وب سايت    RNAهاي هدف ريزژن

استفاده    http://plantgrn.noble.org/psRNATargetآدرس  

جفت  ميزان  محاسبه  اساس  بر  ابزار  اين  شوندگي  شد. 

و توالي هدف، تحليل ساختار ثانويه و    RNA  هاي ريز توالي 

محاسبه قابليت اتصال اين دو توالي، ساختار ثانويه و محاسبه  

كند.  بيني مي هاي هدف را پيش قابليت اتصال اين دو توالي، ژن 

با استفاده از    ها RNAريز هاي هدف  سازي عملكرد ژن مستند 

)  NRتكراري ( هاي غير و پايگاه داده پروتئين   BLASTxابزار  

  انجام شد.   Evalue ≤1.0 E-5با  

از مزارع    زعفران  يهابنه  :ها زعفرانعفوني بنهو ضد   ه يته

شدند.   ضدعفوني  سپس  و  تهيه  مشهد  در  زعفران  كشت 

مدت يك دقيقه در محلول اتانول  ها بهبدين منظور ابتدا بنه

درصد ضدعفوني و سپس سه مرتبه با آب مقطر سترون،    ٧٠

شدند بنه شستشو  آن  از  پس  محلول  و  در    تي پوكلريهها 

عفوني و سپس سه  ضد قهيدق  سهمدت درصد به ١/ ٥ ميسد

 مقطر شستشو داده شدند. مرتبه با مقدار كافي آب

بنهمايه فوزاريومزني  با  زعفران  قارچ    :هاي  جدايه  از 

. gladiolif. spFusarium oxysporum     غلظت  ٦١٠با 

منظور ها استفاده شد. بهزني بنهليتر براي مايهاسپور در ميلي

تيمار،   استريل،  اعمال  سوزن  يك  نوك  از  استفاده  با  ابتدا 

منافذي براي تلقيح سوسپانسيون قارچ ايجاد و سپس مقدار  

ليتر از محلول سوسپانسيون قارچ توسط سرنگ  پنج ميكرو

هاي شاهد از  ها تزريق شد. شايان ذكر است در نمونهبه بنه

هاي گروه تيمار و شاهد  آب مقطر استريل استفاده شد. بنه

اي قرار داده شدند در سه تكرار جداگانه در ظروف شيشه

گراد نگهداري درجه سانتي  ٢٨و سپس در انكوباتور با دماي  

زمان در  تيمار    ٧٢ي  هاشدند.  اعمال  از  پس  ساعت 

 ها انجام شد.برداري از بافت بنهنمونه

جهت    :هاطراحي آغازگرو    cDNA، سنتز  RNAاستخراج  

بيان ژن بنهها  RNAريز هاي هدف  بررسي  هاي زعفران از 

هاي عاري از آلودگي به  تلقيح شده با بيمارگر به همراه بنه

صورت    cDNAو سپس سنتز    RNAعنوان شاهد، استخراج  

استخراج   براي  كيت    RNAگرفت.  (شركت از   ترايزول 

NEB     شماره شيوه)  T2010Sبه  مطابق  شركت  و  نامه 

استخراج شده    RNAسازنده استفاده شد. كيفيت و كميت  

با استفاده از ژل آگارز يك درصد و دستگاه اسپكتوفتومتري  

)Eppendorf D30  (  .منظور حذف آلودگي  به صورت گرفت

  DNase Iاز آنزيم    ، ها ژنومي موجود در نمونه   DNAاحتمالي  

شركت    cDNAسنتزاز كيت    cDNA  تز جهت سن استفاده شد.  

 ) شيوه)  Cat:No:RT5201سيناكلون  با  شركت  مطابق  نامه 

  .سازنده استفاده شد

آغازگربه طراحي  كدمنظور  ناحيه  توالي  ابتدا  كننده  ها، 

هاي انتخاب شده از فايل اسمبلي استخراج و سپس به  ژن

آغازگر طراحي  ژن منظور  از  بخشي  تكثير  براي  هاي  ها 

نرم از  شد. )  ٦(نسخه    AlleleIDافزار  مذكور  استفاده 

نشان داده   ١هاي طراحي شده در جدول  مشخصات آغازگر

  . شده است 

هاي مورد  نام، توالي و دماي اتصال آغازگر -١ جدول

  qRT-PCRاستفاده در واكنش 
Table 1. Name, sequence and annealing 

temperature of primers used in qRT-PCR reactions 
طول قطعه  

 تكثيري 

  باز) (جفت

Amplicon 
size (bp) 

دماي  

اتصال  

)(°C  

Ta 
(°C)  

 توالي 

 (ˊ 3 →ˊ 5)  آغازگر

Primer 
Sequence (5'-3')  

 آغازگر 

Primer 

180 53.7  F:TAGTGATGATGGATGAGGAG 
R:TTCTATCGTTCGCAATTCG Mpg1  

175 53  F:TTGGGTTCAATATCTGGGATG 
R:GGAATCGCCGTCTTGTTG RabE1c 

126  54.1 F:TCCGCATTCTACGCAATC 
R:TGAAGCCAATCCATACAAGG AbcG 

171 57  F: TGAACCATCCAGGACAGATTG 
R: TCTTAACCATACCAGCATCACC 

elf1-α 
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ژن بررسي   بيان  هدف الگوي  ژن   :هاي  بيان  هاي  بررسي 

كمك   منتخب،  كيت و    qRT-PCR  روش   به  از  استفاده   با 

SinaSYBR Blue IIS-qPCRMix (2x)    سيناكلون شركت 

. تركيب و مقادير مورد نياز جهت انجام واكنش  صورت گرفت 

ميكروليتر از مخلوط آماده   ١٢/ ٥ميكروليتر شامل  ٢٥در حجم 

PCR   )Master Mix (2x ،  و    ١ رفت  آغازگر    ١ميكروليتر 

غلظت   با  يك  هر  برگشت  آغازگر  پيكومول،    ١٠ميكروليتر 

   cDNAميكروليتر   ٢/ ٥هشت ميكروليتر آب عاري از نوكلئاز و  

در  واكنش   . بود    Qiagenشركت    Rotor-Gene Qدستگاه  ها 

ژن  تكثير  جهت  حرارتي  برنامه  گرفت.  شامل انجام   ها 

  ٥مدت  گراد به درجه سانتي   ٩٥سازي اوليه در دماي  واسرشته 

واسرشته   ٣٥دقيقه؛   شامل  دماي  چرخه  در  درجه    ٩٥سازي 

مدت  ها به الگو به ثانيه، اتصال آغازگر   ١٥گراد به مدت  سانتي 

ثانيه (دماي اين مرحله از چرخه بسته به تركيب آغازگر بر   ٢٠

) و بسط در  بود   ر ي متغ   آغازگر و براي هر جفت    ١اساس جدول  

در اين  ثانيه انجام شد.    ٣٠گراد به مدت  درجه سانتي   ٧٢دماي  

سازي مقادير بيان  جهت نرمال   elf1-  آزمايش ژن كنترل داخلي 

شد  ژن  استفاده  اين  .  ) Livak and Schmittgen, 2001( ها 

زيستي و   انجام گرديد   دو آزمايش در سه تكرار  فني    .تكرار 

هاي حاصل از  تجزيه و تحليل داده و  آغازگرها كارايي  بررسي 

به  افزار  آزمايش  نرم  از  استفاده  با    LinRegPCRترتيب 

  .انجام شد  ) ٢٠٢٠(نسخه    Microsoft Excelو 

  نتايج و بحث 

ته   ها خوانش   ي بند سرهم منظور  به   De  ي بند سرهم   ك ي   ه ي و 

novo ،   ك   يي ها خوانش   آدپتور   ي ها ي توال همراه    ن يي پا   ت ي ف ي با 

نت   حذف  سرهم    پتوم ي ترنسكر   ل ي فا   ي ساز آماده   جه، ي شدند. در 

گرفت.    صورت   با كيفيت بالا   ي ها خوانش   ق ي شده بر اساس تلف 

  ٦٣٣٢٦تعداد    ييقسمت از مطالعه منجر به شناسا   نيا  جينتا

حجم كل پروفايل    ديبنه زعفران گرد  پتوميترسكر  در  يتوال

بخش از مطالعه   نيا   جينتا  .بود  ٦٤/ ٦٥  Mbبياني در حدود  

از    شتريب  اي  برابر  يطول  يدارا آن    N50شاخص  نشان داد كه  

  . بودباز جفت  ١٤١٣

زعفران   ها RNA  ريز شناسايي   بنه  ترنسكريپتوم    از   :در 

  ان ي ب  ي ها ژن  ي از توال  ي عنوان بخش به  ي پتوم ي ترنسكر  ي ها ي توال 

استفاده از    با   ها RNAز ي ر   ان ي ب   ي و بررس   يي شناسا   ي برا   شونده 

ذرت    س، ي دوپس ي از جمله آراب   ي اهان ي در گ   ي محاسبات   ي ها روش 

آنجا كه    از .  ) Zhang et al., 2006( شده است    استفاده و برنج  

  ق ي از طر   يي حفظ شده هستند، شناسا   ي اه ي گ   ها RNA  ز ي ر اكثر  

م   ي همسان  پ   ي ثر ؤ كمك  .  كند ي م   ها RNA  ز ي ر كردن    دا ي در 

شناخته شده    ها RNA  ز ي ر   ي ف ي همرد   ق ي از طر   يي شناسا   ات ي عمل 

توال  م   ها خوانش   ي با  بررس رد ي گ ي انجام  ثانو   ي .    ه ي ساختار 

 انجام  و  - ٠/ ٨كمتر از  MFEI با حفظ شده بالقوه   ها RNAز ي ر 

BLASTn    و   داده مربوط   ي ها گاه ي پا   در موجود   ي ها ي توال   ه ي عل

،  miRbase  گاه ي پا   ر شده د بالغ ثبت   ي ها RNA  ز ي ر تمام    ن ي همچن 

 . با انجام شد شده  حفاظت   ي توال  ٦٩  تعداد   يي به شناسا   منجر 

BLASTx   توال  ييشناسا  يبرا حذف  كدكننده    يهاي و 

. از شدند  ييشناسا  RNAز ير  ١٤تعداد    ت يدر نها  ن،يپروتئ

ب  RNAزير  ١٤  نيا  نيب   ي برا  RNAزير  ٣  ،يافتراق  اني با 

(جدول  انتخاب شدند    يبر اساس شواهد تجرب  شتريمطالعه ب

افتراقي).  ٢ بيان  از  تأ  ،نتايج حاصل  به   ريز سه  دييمنجر 

RNAجريان آلودگي بنه  در    دي رسيشد كه به نظر م  ديجد

  داشته باشند.  نقش به قارچ فوزاريوم

) برابر  MFEدست آمده كمترين ميزان انرژي ( بر اساس نتايج به 

ها  RNAهاي ريز ساز باشد. پيش مي   ٤٨/ ٧و بيشترين آن    ٨/ ٨  با 

را براي    MFEIو كمترين انرژي    MFEبايستي بالاترين انرژي  

هاي  RNAها و ساير RNAتشكيل ساختار ثانويه نسبت به ريز 

در نتايج اين    . ) Bonnet et al., 2004(   كدكنند داشته باشند غير 

انرژي  و كمترين آن    ١/ ١٥برابر با    ) MFEI(   مطالعه، بالاترين 

در مقايسه    MFEIدست آمده شاخص  باشد. مقادير به مي   ٠/ ٣٧

) كمتر  - ٠/ ٦٦(   mRNA) و  - ٠/ ٥٩(   rRNA)،  - / ٠٦٤(   tRNAبا  

مي  نشان  كه  پيش  بود  ريز دهد  شده  RNA  ساز  شناسايي  ها 

طول  RNAريز  كمترين  و  بيشترين  هستند.  واقعي  ها 

ريز ساز پيش  در    ١٩و    ٢٤ترتيب  به   ها RNA  هاي  نوكلئوتيد 

miR6117    وmiR11592    مشاهده شد. مطالعه پروفايل بياني

و  بنه  ليو  توسط  فوزاريومي  بيمارگر  به  آلوده  زعفران  هاي 

هاي درگير  منظور شناسايي ژن به   ) Luo et al., 2023(   همكاران 

از   در پاسخ به اين بيمارگر قارچي در سه و شش روز پس 

آلودگي به بيمارگر انجام شد. نتايج اين مطالعه منجر به شناسايي  

ژن گرديد كه از    ٣٩٩٦٢يوني ژن و مستندسازي    ٨٤٥٤٤تعداد  

 ژن در    ١٦٣٩٧ژن در روز سوم و تعداد    ١٤٢٦٣اين ميان تعداد  

 ,.Luo et al(روز ششم پس از آلودگي، بيان افتراقي داشتند

. همچنين نتايج مطالعه مذكور حاكي از آن است كه   )2023
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فنيل   متابوليك  بيوسنتز  مسير  آلودگي  از  پس  زعفران  بنه 

ديواره سلولي و  تقويت  باعث  و  پروپانوئيد را فعال كرده 

ها شد كه در نتيجه آن رشد قارچ  ها و فلاونوئيدسنتز فنل

  .)Luo et al., 2023( مهار گرديد

مطالعه  طاهري در  توسط  ديگر،  همكاران  - اي  و  دهكردي 

 )Taheri-Dehkordi et al., 2021 (    به شناسايي و بررسي تعداد

در مسير متابوليك پروپانوئيد در زعفران    RNAهاي هدف ريز ژن 

تعداد   كه  نشان داد  اين مطالعه  از  نتايج حاصل    ٦٦پرداختند. 

خانواده مختلف شناسايي شد    ١٩ها متعلق به  RNAمولكول ريز 

ژن هدف از جمله چندين فاكتور رونويسي موثر در    ٢٨٨٠كه  

 Taheri-Dehkordi et( كنند  دهي را تنظيم مي مرحله گذر به گل 

al., 2021 (  اين نتايج بيانگر يك سازكار تنظيم پس از رونويسي .

است   زعفران  در  فرد  به   ,.Taheri-Dehkordi et al( منحصر 

. با توجه به نتايج مطالعه حاضر، پروفايل بياني ايجاد شده  ) 2021

از نظر حجم و تعداد رونوشت مطابقت بالايي با ديگر پروفايل  

-Luo et al., 2023; Taheri( بياني گزارش شده زعفران دارد  

Dehkordi et al., 2021 ( .  

شكل  پيش نمونه   ١در  ثانويه  ساختار  از  از  اي  تعدادي  ساز 

شناسايي شده در گياه زعفران نشان داده شده است.   ها RNAريز 

آن   RNAهايريز بخش  مكمل  بنفش  و  رنگ  با  تصوير  در  ها 

مي  مشاهده  كه  همانطوري  است.  شده  پيش  مشخص  شود 

) داراي ساختار ثانويه سنجاق  Pre-miRNAها ( miRNAسازهاي  

نوكلئوتيد  محتواي  همچنين،  هستند.  اين    AUهاي  سري  در 

با محتواي  پيش  ثانويه    GCساز در مقايسه  بالاتر است. ساختار 

شناسايي  RNAريز  اجباري  معيار  هشت  با  شده  شناسايي  هاي 

  ). Farhadi et al., 2023( ها در گياهان مطابقت داشت  RNAريز 

از    :ها با بيان افتراقي در بنه زعفران RNAشناسايي ريز

ريز   ١٤بين   در  RNAمولكول  مندرج  شده  شناسايي  ها 

ها داراي بيان افتراقي در  RNAتوالي ريز  ٣، تنها  ٢جدول  

طوري كه در  ). همان٣هاي سالم و آلوده بودند (جدول  بنه

ها شناسايي شده در RNAشود، ريزاين جدول مشاهده مي 

 نياها شناسايي شده در گياهان گندمRNAبنه زعفران با ريز

)Aegilops ovata،(  آمبروسيا  )Ambrosia artemisiifolia( 

 همولوگ هستند.) Lotus japonicus( و آهوماش ژاپني

  شناسايي شده در ترنسكريپتوم بنه زعفران. ها RNAريزمشخصات  -٢جدول 
Table 2. Characteristics of miRNAs identified in the saffron corm transcriptome 

MFEI  
شاخص 

حداقل  

انرژي آزاد  

  تاخوردگي

AMFE  
حداقل  

انرژي آزاد  

تاخوردگي 

تصحيح  

  شده

MFE  
حداقل  

انرژي آزاد  

  تاخوردگي

GC(%) 
درصد  

GC 

AU(%)  
درصد  

AU 

E-value 
  ارزش 

miR_seq  
 هاRNAتوالي ريز 

 5׳ 3-׳

Name  
 نام

1.15  50.51  29.8  44.07  55.93  1.29E-05 UUGGACUGAAGGAGCUCCCU  Cs-miR393  
1.11  59.39  48.7  53.66  46.34  4.89E-05  UGGCAUACAGGAGCACGCGA  Cs-miR160  
0.66  38.63  19.7  58.82  41.18  4.89E-05  UUGGACUGAAGGAGCUCCCU  Cs-miR319  
0.66  23.56  17.2  35.62  64.38  0.000186  ACACAGAAACUCCAAGCCACC  Cs-miR7829  
0.86  30.00  24  35.00  65.00  0.000703  ACAUUGGAGAUAGUGAGUUGG  Cs-miR11108  
0.52  20.47  8.8  39.53  60.47  0.000704  UGCCAAAAGAAUUUGCCCUG  Cs-miR399  
0.47  24.23  12.6  51.92  48.08  0.001  GGUUAGGUUGAUCGGGUUGAAGAC   Cs-miR6117  
0.55 25.93 23.6 47.25 52.75   0.002 UCUUGCCUACUCCUCCCAUU Cs-miR482     
1.00 51.46 21.1 51.22 48.78   0.002 GAACCGACCCGAACCGAAA Cs-miR11592  
0.58 25.82 20.4 44.30 55.70 0.003 UCAUCUUCAUCAUCAUCGUCA   Cs-miR414 
0.91 34.83 20.9 38.33 61.67 0.003 UGUGGGAAUCCUCCUGAUGCUU  Cs-miR3630   
0.53 26.48 14.3 50.00 50.00 0.003 ACCUGGCUCCUGAUACCAUJACC  Cs-miR5240   
0.37 15.06 11.6 40.26 59.74 0.003 CACCAAUAUCCAACUUUAUUUG Cs-miR7124   

MFE: Minimum Free Energy, AMFE: Corrected Minimum Free Energy, and MFEI: Minimum Free Energy Index 
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  ها شناسايي شده در ترنسكريپتوم بنه زعفران با بيان افتراقي RNA مشخصات ريز -٣جدول 
Table 3. Characteristics of miRNAs identified in the saffron corm transcriptome with differential expression 

كانتيگكد   

Contig code 

 نزديكترين گونه همولوگ 

Closest homolog species 

Name 
 نام 

Trinity_out_dir.trinity_conting_47658 Aegilops ovata Cs-miR393 
Trinity_out_dir.trinity_conting_47803 Ambrosia artemisiifolia Cs-miR160 
Trinity_out_dir.trinity_conting_3217 Lotus japonicus Cs-miR11108 

 

پ  دوم  در    ز ي متما   د ي كاند   ها RNAريز سه    ي ها ساز ش ي ساختار 

در شكل    طور كه ). همان ١شد (شكل    م ي ترس   Bedtoolsافزار  نرم 

در    زعفران   اه ي گ   ي ها RNAريز بخش بالغ    شود، ي مشاهده م   ١

اند كه يكي از شروط اساسي  قرار گرفته ها  RNAريز   ساز ش ي پ 

در   ثانويه  ترسيم ساختار  مي   Bedtoolsدر  نتايج  است  باشد. 

در موقعيت   باز غالب  به عنوان  باز يوراسيل  كه    ٥׳ نشان داد 

هاي مطالعات پيشين  ها بود كه با يافته  RNAقسمت بالغ ريز 

ريز  در همه  دارد.  بيني شده، درصد  هاي پيش  RNAمطابقت 

كه غني از پيوند    ) A+U(   هاي آدنين و يوراسيل بالاي نوكلئوتيد 

ساختار  ثبات  و  پايداري  به  منجر  هستند،  هاي  هيدروژني 

ريز پيش  مي RNAساز  از  ها  وسيع  دامنه  يك  همچنين  شوند. 

ها مشاهده شد كه اين تنوع در طول  RNAساز ريز طول پيش 

ريز پيش  طاهري  RNAساز  توسط  قبلي  مطالعات  در  - ها 

همكاران  د  و  نيز    ) Taheri-Dehkordi et al., 2021( هكردي 

  گزارش شده است. 

  
  هاي شناساييRNAساز ريزثانويه پيشساختار  -١شكل 

ها بالغ با رنگ بنفش RNA. توالي ريزدر بنه زعفرانشده 

  مشخص شده است
Figure 1. Secondary structure of the precursor 

miRNAs identified in saffron corm. The mature 
miRNA sequence is highlighted in purple 

ژن  ريز شناسايي  هدف  هاي هدف  بررسي ژن   :ها RNAهاي 

Cs-miR160-3p    ريز  ژن توسط اين   ٣نشان داد كه در مجموع 

RNA شوند  شناسايي شده در ترنسكريپتوم زعفران، تنظيم مي  ها

هاي زيستي متفاوت  كه متعلق به چندين خانواده ژني با عملكرد 

ژن  از  تعدادي  مشخصات  براي  هستند.  هدف    ريز هاي 

RNA آورده شده است. با توجه به نتايج هستي   ٤ي در جدول  ها

هاي هدف شناسايي  ، ژن Cs-miR160-3pهاي هدف  شناسي ژن 

بيوسنتز  هاي زيستي و متابوليكي همچون  شده در اغلب فرآيند 

روزنه كربوهيدرات  شدن  بسته  و  باز  تنش  ها،  به  پاسخ  و  ها 

و   تنش خشكي  به  انتقال  پاسخ  و  نقل  و  زيستي  هاي 

هاي هدفي  كنند. از جمله ژن ها نقش مهمي ايفا مي فيتوهورمون 

هاي  توان به پروتئين شناسايي شدند، مي ها  RNAريز كه براي اين  

و برخي    RasRabE1cمربوط به    GTPكوچك متصل شونده به  

مطالعه   ABCهاي  پروتئين  در  كرد.  و  اشاره  زينتي  مشابه،  اي 

  به شناسايي و بررسي نقش ريز   ) Zinati et al., 2016( همكاران  

RNA ها در  ها در تنظيم مسير بيوسنتز كاروتنوئيد/آپوكاروتنوئيد

يافته  پرداختند.  زعفران  كه  گياه  داد  نشان  پژوهش  اين  هاي 

miRNA837-5b    وmiRNA414    عامل با هدف قرار دادن شش  

بيوسنتز    رونويسي  مسير  در  كيناز  پروتئين  يك  و 

هاي كانديد شناسايي  كاروتنوئيد/آپوكاروتنوئيد دخيل هستند. ژن 

هاي  توانند مبنايي براي طراحي راهكار شده در اين مطالعه مي 

هاي ثانويه  مهندسي متابوليك به منظور افزايش توليد متابوليت 

. مقايسه  ) Zinati et al., 2016( ارزشمند در اين گياه فراهم نمايند  

مي  نشان  قبلي  مطالعات  ساير  و  حاضر  ريز مطالعه  كه    دهند 

RNA  ها، بيان ژن را از طريق جفت شدن كامل يا تقريبا كامل با

ها انجام  هاي هدفشان و تخريب يا سركوب كردن آن هاي ژن ژن 

هاي گياهي، درجه بالاي از جفت شدن با  RNA  دهند. ريز مي 

اين امر، پيشگويي ژن اهدافشان نشان مي  هاي هدف  دهند كه 

  ). Devi et al., 2016(   سازد ها را ممكن مي آن 
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  . Cs-miR160-3pها هدف مشخصات ژن -٤ جدول
Table 3. Characteristics of Cs-miR160-3p target genes 

miRNA  
  ها RNAريز

Gene  
 ژن

Target protein  
 پروتئين هدف 

Function  
 عملكرد

Cs-miR160-3p Mpg1 Mannose-1-phosphate 
guanyltransferase Carbohydrate Biosynthesis 

Cs-miR160-3p RabE1c Ras-related small GTP-
binding 

Stomatal Opening and Closure 
Response to drought stress 

Cs-miR160-3p AbcG ABC transporter G Response to biotic stresses 
Phytohormones transport 

  

هاي  شناسايي ژن  :هاRNAريز هاي هدف  بررسي بيان ژن

ريز آن RNA  هدف  نقش  به  بردن  پي  جهت  در ها  ها، 

به عملكرد مهم  گامي  سلولي،  مختلف  ميهاي  رود.  شمار 

مي نشان  پيشن  ريزمطالعات  كه  طريق  RNA  دهند  از  ها 

كامل با ژن هاي هدف، موجب جفت شدن كامل يا تقريبا 

آن   mRNAتخريب   ترجمه  مهار  مييا  اين  ها  به  و  شوند 

مي  تنظم  را  ژن  بيان  ژن ترتيب  مطالعه،  اين  در  هاي  كنند. 

براي   مختلفي  كه پيش   Cs-miR160-3pهدف  شد  بيني 

در فرآيند اين اساس،  بر  دارند.  نقش  متنوعي  زيستي  هاي 

-Cs-miR160هاي هدف  ي بيان ژنپژوهش حاضر، مقايسه

3p   هاي زعفران آلوده به بيمارگر فوزاريومي با استفاده  در بنه

همان  Real-time PCRاز   گرفت.  در  صورت  كه  طوري 

هاي  در بنه   Mpg1شود، سطح بيان ژن  مشاهده مي  ٢شكل  

توجهي افزايش  هاي شاهد به ميزان قابلآلوده نسبت به بنه

  يافته بود.  

  
مربوط به بنه   miR160هاي هدف بيان نسبي ژن -٢شكل

  Fusarium oxysporumزعفران تلقيح شده با بيمارگر 
Figure 2. Relative expression of miR160 target genes in 

saffron corms inoculated with Fusarium oxysporum. 
Values are means ± SD of biological replicates. 

 

 ٦ميزان بيان اين ژن در تيمار آلوده با قارچ فوزاريوم تقريبا 

به   توجه  با  موضوع  اين  بود.  شاهد  گروه  از  بيشتر  برابر 

ژن   بيان  ميزان  بودن  دهنده   Mpg1افزايشي  ي نشان 

توليد    Cs-miR160-3pارتباط كربوهيدراتبا    ها بيوسنتز 

در بنه زعفران احتمالا نشانگر اين ژن  باشد. بيان بالاي  مي

فعاليت بالاي مكانيسم دفاعي عليه بيمارگر و جلوگيري از  

  ها است.  گسترش علائم بيماري به ساير بافت 

هاي بهنژادي جديد در عنوان ابزارتوان بهميها  RNA  ريزاز  

بيمارگر عليه  ژنتيكي  در  بهبود  كرد.  استفاده  گياهي  هاي 

راستا، جوشي و همكاران   به    )Joshi et al., 2025(همين 

  ) .Arachis hypogaea L(   زمينيبررسي پروفايل بياني بادام

) در Aspergillus flavusآلوده به قارچ آسپرژيلوس فلاوم ( 

يك، دو، سه و هفت روز بعد از تلقيح با بيمارگر پرداختند.  

  miRNAتوالي  ٢٠٨نتايج مطالعه مذكور منجر به شناسايي 

ژن   ٩٥٢و تعداد    هاRNAريزخانواده از    ٣٦بالغ متعلق به  

ژن  گرديد.  پروتئينهدف  شامل  هدف  به  هاي  مقاوم  هاي 

پروتئين فاكتوربيماري،  اكسين،  به  دهنده  پاسخ  هاي  هاي 

 ,.Joshi et al(تنظيم كننده رشد بودند    عواملرونويسي و  

بادام)2025 ترنسكرپيتوم  بررسي  نتايج  از  .  بعد  زميني 

شناسايي شده، تعداد ها  RNAريزآلودگي نشان داد از ميان  

مولكول   -miRNA  )aly-miR156d-3p, csiهفت 

miR1515a  ،gma-miR396e  ،mtrmiR2118  ،novo-

miR- ptc-miR482d-3p     وppe-miR396a ،در يك، دو (

  ١٠سه، هفت و يازده روز بعد از تلقيح در حالي كه تعداد  

ريز (RNAمولكول  -csi-miR159a-5p،csi-miR164aها 

3p ،novo-miR-n17 ،novo-miR-n2   ،osa-miR162b، 

mtrmiR2118،ptc-miR48d-3p   ،ptc-miR167f-3p،stu-
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miR319-3p     و(miR396B-3p  هاي يك، دو، سه در روز

افتراقي داشتند   بيان  تلقيح  از  بعد   Joshi et(و هفت روز 

al., 2025( ي ديگري، فريرا و  . در همين راستا و در مطالعه

شناسايي   )Ferreira et al., 2025(  همكاران هدف  با 

عليه  ها  RNAريز آرابيدوپسيس  گياه  در  شده  حفاظت 

و    Fusarium graminearumبيمارگر   زماني سه  در بازده 

چهار روز بعد از تلقيح پرداختند. نتايج اين مطالعه نشان داد  

شناسايي شده تعداد ها  RNAريزتعداد    ٤٢٨كه از مجموع  

بيان افتراقي داشتند كه از اين ميان    RNAمولكول ريز  ٩٣

 ٤٠داراي بيان افزايشي و تعداد    RNAمولكول ريز  ٥٣تعداد  

نشان دادند    RNAمولكول ريز كاهشي   Ferreira et(بيان 

al., 2025(نشان داد كه   ياد شده  . همچنين نتايج اين مطالعه

بيماري بيمارگر  با  تلقيح  از  پس  زماني  بازه  دو  هر  زا،  در 

بيان افتراقي داشتند. بيشترين    RNAمولكول ريز  ٥٣تعداد  

 miR165a  ،miR855 miR834 ،miR842در   RNA  ميزان بيان ريز 

 ،miR5648  ،miR3434  ،miR5651  ،  miR397b ،miR5028 

،miR398a   ،miR839، miR866   وmiR3933   .مشاهده شد

ريز ژن اين  هدف  و RNAهاي  رشد  مراحل  در  بيشتر  ها، 

هاي مختلف گياه، بيوسنتز ليگنين،  نموي گياه، كنترل فرآينده

توبولين، ريتم شبانه روزي، پاسخ به آبسزيك اسيد، پاسخ  

دارند   دخالت  سلول  شده  ريزي  برنامه  مرگ  و  دماي 

)Ferreira et al., 2025(  .دهد نشان مي مذكور    مطالعه  نتايج

، گياهان آرابيدوپسيس  وليه آلودگي با بيمارگركه در مراحل ا

تغيير   از  با  برخي  تشكيل و    هاRNA  ريزبيان  طريق  از 

برهمكمپلكس بيانهاي  مهار   موثرهاي  پروتئين  كنشي،    در 

. اين مكانيسم، كنندمي  تنظيمرا    ي به بافت گياه  بيمارگرنفوذ  

فوق پاسخ  بروز   Hypersensitive(  حساسيت منجر 

Response(  مي بيمارگر  عليه  گياه  اين  يافته  شود.در  هاي 

  عنوان نخستين به  هاRNAريز  كه  حاكي از آن است   تحقيق

كنند ها زيستي عمل ميگياهان در مقابله با تنشخط دفاعي  

)Ferreira et al., 2025( .  

بهروش محاسباتي  تاكنون  هاي  كارآمد  رويكرد  عنوان يك 

گونه  RNA  ها ريزبيني صدسبب پيش از  هاي  در بسياري 

هاي بالقوه شناخته شده در اين  RNA  گياهي شده است. ريز

بين خانواده در  را  متنوعي  داراي خصوصيات  هاي  مطالعه 

يك خانواده بسيار    miR160دهند. خانواده  مختلف نشان مي

هستند كه در طيف وسيعي از  ها  RNA  ريز حفاظت شده از  

دارند فرآيند نقش  گياهان  در  فيزيولوژيكي  و  هاي سلولي 

)Hao et al., 2022(  كلي شامل چندين  طور  به. اين خانواده

عضو در گياهان است كه ممكن است عملكرد متفاوتي از  

مي نشان  مطالعه  اين  نتايج  دهند.  نشان  در  خود  كه  دهد 

هاي  هاي زعفران تلقيح شده با بيمارگر قارچي، بيان ژنبنه

داري تغييركرده است. به نظر معنيطور  به   miR160هدف  

هاي حفاظت شده موجود در  به مكان miR160رسد كه مي

هاي هدف متصل شده و بيان ترجمه شونده ژننواحي غير

ميآن  تنظيم  را  افزايش  ها  باعث  طريق  اين  از  و  نمايد 

تنش عليه  ميمقاومت  مختلف  نتايج  هاي  با  كه  شوند 

دارند   مطابقت  گذشته   ;Cheng et al., 2019(تحقيقات 

Xue and Yi, 2018( اند كه  هاي پيشين نشان داده. پژوهش

miR160  فاكتور دادن  قرار  هدف  به  با  دهنده  پاسخ  هاي 

) جمله  ARFاكسين  از  گياهان  در  دفاعي  پاسخ   ،(

بيمارگر عليه  كاساوا  و  موز  را  آربيدوپسيس،  مختلف  هاي 

مي  ,.Cheng et al., 2019; Pinweha et al(كنند  تنظيم 

2015; Xue and Yi, 2018; Zhang et al., 2011(  همچنين .

miR160  ژن بيان  كاهش سطح  بيان    ARFهاي  با  مهار  و 

 GH-like, AXR3/IAA17هاي پاسخ دهنده به اكسين ( ژن

و  BDL/IAA12و   كالوز  رسوب  افزايش  به  منجر   ،(

-PAMP  )Pathogenسازي دفاع اوليه ناشي از ايمني  فعال

associated molecular patterns ( شود  مي)Stork et al., 

  نگ يگناليس  ر يكه مس  دهدينشان م  . نتايج اين مطالعه)2010

القاي  ها  RNAريزتوسط    شدهت يهدا در  اساسي  نقش 

هاي گياهي  اي از گونههاي دفاعي در طيف گستردهمكانيسم

  . )Stork et al., 2010(كند ايفا مي

آنزيم    miR160نتايج مطالعه حاضر حاكي از اين است كه  

را فعال  )GTP(  فسفات گوانيل ترانسفراز-١-مانوز  كليدي

گوان-١-مانوز كند.  مي نام  ترانسفراز  ل يفسفات    ي ها(با 

GMPPB  اي  Mpg1ديتول  كي متابول  ريدر مس  يات يح  يمي) آنز 

GDP-سنتز    يبرا  ي ضرور  سازشي پ  ب، يترك   نيمانوز است. ا
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تشك   شود ي محسوب م   ها كان ي گل  در  و    ها ن ي كوپروتئ ي گل   ل ي كه 

. اين آنزيم كه با  ) Zhang et al., 2025(   نقش دارند   دها ي پ ي كول ي گل 

پيروفسفوريلاز  نام  مانوز   - GDPهاي  يا  فسفات    - ١- مانوز 

  - ١- شود، واكنش تبديل مانوز گوانيل ترانسفراز نيز شناخته مي 

به   مي - GDPفسفات  كاتاليز  را   ,.Conklin et al( كند  مانوز 

1999; Reiter, 2008 ( .    ،علاوه بر اينGDP -  مانوز يك محصول

هاي متابوليكي در  اي از مسير واسطه مهم مرتبط با طيف گسترده 

گليكوزيلاسيون   مانند  آسكوربيك    Nگياهان،  اسيد  سنتز  و 

 )AsA ( ها است  ساكاريد ) و پليBarth et al., 2010; Benton 

et al., 1996 ( 

 ,.Wang et al( اي در همين راستا، وانگ و همكاران در مطالعه 

-GDPمانوز پيروفسفويلاز (  - D -GDPبا فوق بيان ژن ) 2011

D-mannose pyrophosphorylase =(GMPase    به گوجه  از 

هاي گرمايي طي  گياه تنباكو به بررسي بيان اين ژن تحت تنش 

هاي زماني مختلف پرداختند. نتايج حاصل از اين مطالعه  دوره 

هاي گياهان تنباكوي  نشان داد كه ميزان اسيد آسكوربيك در برگ 

قابل توجهي دو تا چهار برابر افزايش يافت.  طور  به تراريخته  

) و  SODهمچنين ميزان فعاليت آنزيم سوپراكسيد ديسموتاز ( 

و    Pn))، سرعت فتوسنتز خالص ( APXآسكوربات پراكسيداز ( 

 ) فتوشيميايي  راندمان  گياهان    Fv/Fm  (PSIIحداكثر  در 

و    H2O2تراريخت نسبت به شاهد افزايش و در مقابل ميزان  

O2    كاهش يافت )Wang et al., 2011 ( هاي تنش  . يكي از پيامد

هاي فعال اكسيژن، مانند  دليل تشكيل گونه دمايي اين است كه به 

ROS شود. اسيد آسكوربيك نقش  ، باعث انفجار اكسيداتيو مي

براي محافظت از گياهان در برابر آسيب    ROSمهمي در حذف  

دهد كه فوق بيان از ژن  ها نشان مي كند. يافته اكسيداتيو ايفا مي 

GMPase    ميزان اسيد آسكوربيك را افزايش داد و در نتيجه منجر

 Barth( شود  ها در گياهان تراريخت مي به افزايش تحمل به تنش 

et al., 2010; Benton et al., 1996 (.  

  miR160هاي هدف  نتايج حاصل از آناليز بررسي بيان ژن

در بافت بنه زعفران  Mpg1دهد كه ميزان بيان ژن  نشان مي

از ساير ژن اين  بيشتر  متفاوت  بيان  الگوي  بود.  ديگر  هاي 

به تنش پاسخ  گياهان  هاي زيستي و غيرژن در  زيستي در 

با يافته  He et(هاي ساير مطالعات است  مختلف، همسو 

al., 2017; Qin et al., 2015(  بيان مطالعات،  اغلب  در   .

تحت شرايط تنش تنها در يك بافت مورد بررسي    RNAريز

يافته است.  گرفته  مي قرار  نشان  مطالعه  اين  كه  هاي  دهد 

هاي  تواند در بافت مي   miR160هاي هدف  الگوي بيان ژن

به باشد.  متفاوت  گياهي  تنش  مختلف  يك  در  طوريكه 

بيان مي  RNA  خاص، يك ريز بافت  در در يك  اما  شود، 

بافت ديگر فاقد بيان باشد و در بافت سومي در همان تنش 

  افزايش بيان نشان دهد. 

ژن گياهان،  يا  در  فعال  بيمارگر  به  پاسخ  در  متعددي  هاي 

ها افزايش  شوند و همچنين ممكن است بيان آنخاموش مي

ها نقش يا كاهش پيدا كند. تغييرات در سطح بيان اين ژن

زا  هاي دفاعي بنه زعفران عليه عوامل بيماريمهمي در پاسخ

و  ايفا مي پور  كند. در همين راستا مطالعاتي توسط همت 

  ، حاتمي و همكاران )Hematpour et al., 2025( همكاران

)Hatami et al., 2024(  ژن ژنومي  گسترده  آناليز  هاي  به 

RLP  ،RLK    وNBS-LRR    ساعت   ٧٢و    ٤٨در بازده زماني

با بيمارگر   آلودگي  از   .Fusarium oxysporum f. spبعد 

gladioli  ها نشان دادند كه با نتايج اين پژوهش  .پرداختند

فعاليت   سوم،  روز  تا  آلودگي  شروع  از  زمان  گذشت 

هاي فعال اكسيژن  هاي انتقال پيام هورموني، توليد گونهمسير

)ROSفوق واكنش  ژن)،  بيان  و  در حساسيت  دخيل  هاي 

 ;Hatami F. et al., 2024(  يابندافزايش مي  PTIمقاومت  

Hematpour et al., 2025( . 

از   )ABC  )ABC transporterهاي  ترانسپورتر يكي 

هاي  هاي چند ژني هستند كه در فرآيندترين خانوادهبزرگتر

پروتئين اين  دارند.  نقش  متنوعي  از  زيستي  استفاده  با  ها 

هيدروليز   از  از  ATPانرژي حاصل  وسيعي  طيف  انتقال   ،

  .كنندها را در عرض غشا و درون سلول تسهيل ميمولكول

در مطالعه حاضر با توجه به نتايج مطالعات پيشين ذكر شده، 

  miR160هاي هدف  از ژن   ABC transporter Gبيان ژن  

ساعت پس از آلودگي با قارچ فوزاريوم    ٧٢در بازده زماني  

  Real time qRT-PCRبررسي شد. نتايج حاصل از واكنش 

نمونه با  مقايسه  در  ژن  اين  بيان  كه  داد  شاهد نشان  هاي 

نشان احتمالا  كه  يافت  در  افزايش  آن  مهم  نقش  دهنده 

هاي دفاعي گياه است. با بررسي نتايج  سازي مكانيسمفعال
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مطالعه مذكور و ديگر مطالعات مشابه بر روي ترنسكريپتوم  

شود  زعفران تلقيح شده با بيمارگر فوزاريومي، مشخص مي

واكنش با  كه  بيمارگر  حمله  به  نسبت  گياهان  هاي 

هاي زيادي كه  هاي زيادي همراه است و در آن ژنپيچيدگي

شوند. اين هاي دفاعي دخيل هستند، تحريك مي در فرآيند 

در  يافته ژني  تنظيمي  يك شبكه  كه  آن است  از  حاكي  ها 

زا دخيل است و در اين ميان  تعامل گياه با عوامل بيماري

ها، نقش كليدي با تنظيم مثبت و منفي بيان ژن هاRNA  ريز

  كنند. در سازگاري گياه با شرايط تنش ايفا مي

(استاين   همكاران  كه )  Stein et al., 2006و  دادند  نشان 

در پاسخ به    آرابيدوپسيس  اهيدر گ   ABCG  يترانسپورترها

  ها اين ژن  اوت ناك   يهاجهشزا نقش دارند.  عوامل بيماري

كننده نقش   ديتأك   كه  شد متنوعي  يهاپ ي فنوت  بروز  منجر به

پروتئين اين  گياه است. چين و  چندگانه  ها در فيزيولوژي 

پروتئين   ) Chen et al., 2021(همكاران   نقش  هاي  نيز 

) را در پاسخ  RabE1c(مانند    GTPكوچك متصل شونده به  

تنظيم   با  پروتئين  اين  كردند.  بررسي  خشكي  تنش  به 

) و كنترل باز و بسته شدن  ABAسيگنالينگ اسيد آبسيزيك (

  كند.ها، به گياه در مقابله با تنش كمك ميروزنه

ديگر   اهدافيكي  پروتئينmiR160  از  كوچك  ،  هاي 

فسفاتاز تري  كوچك GTPase(  گوانوزين  كه    )هاي 

شوند. در اين مطالعه، متصل مي  GTPصورت مونومري به  به

قرار   بررسي  مورد  نيز  فسفاتاز  گوانوزين  ژن  نسبي  بيان 

هاي اين مطالعه نشان داد كه اين  گرفت. بررسي نتايج داده

هاي سيگنالينگ نقش دارند در  ها كه در تنظيم مسيرپروتئين

زيستي افزايش بيان پيدا هاي زيستي و غيرمواجهه با تنش

هاي پيشين همخواني دارد و ها با پژوهشداشتند. اين يافته

هاي پايين  ها از طريق تعامل با فاكتور GTPaseدهد كه  نشان مي 

تنش  از  ناشي  نامطلوب  اثرات  عوامل  دست،  و  محيطي  هاي 

مي بيماري  تعديل  را  علاوه زا  پروتئين كنند.  اين  اين،  با  بر  ها 

مكانيسم  در  تنظيم  مداخله  جمله  از  سلولي  سيگنالينگ  هاي 

هاي دفاعي گياه در  ها، نقش اساسي در ايجاد پاسخ فعاليت روزنه 

  نمايند. ها ايفا مي مواجهه با انواع تنش 

در رشد و    ها RNA  ريزكلي، با توجه به نقش حياتي  طور  به

آن سازگاري  و  گياهان  تنشتوسعه  به  و  ها  زيستي  هاي 

اي در زمنيه شناسايي و  زيستي، امروز مطالعات گستردهغير

اين   عملكرد  گونهRNAشناخت  در  تنظيمي  هاي هاي 

هاي متنوع در حال انجام است. اين مختلف گياهي با روش

ريز شناسايي  با  نيز  زراعي RNA  پژوهش  زعفران  هاي 

هاي مطالعات پيشين، بستري بخشي از يافته  دييتأبر  علاوه

اين   عملكرد  بهتر  درك  هدف  با  آينده  مطالعات  براي 

  كند.هاي تنظيمي فراهم ميمولكول
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