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Extended Abstract 
Background: Honeybees play a crucial role in nature, primarily through their involvement in 
pollination, which significantly enhances agricultural productivity and contributes to 
environmental restoration. It is estimated that nearly one-third of global food production is 
directly or indirectly reliant on insect pollination, with honeybees being the most prominent 
among them. Studies indicate that the contribution of honeybees to agricultural output in various 
countries is 69-143 times greater than their direct production. Over a decade has passed since the 
initiation of research on the interspecies transfer of dietary microRNAs (miRNAs) and their 
regulatory roles in host organisms, yet this topic remains vibrant and current. Limited studies have 
been conducted on the role of dietary miRNAs in honeybees, which are critical pollinators in 
agricultural industries and natural ecosystems. The potential for gene expression regulation 
among different species via dietary miRNAs could provide significant benefits in the interactions 
between plants and their pollinators, allowing plants to modulate the gene expression of 
pollinating insects through small RNA transfer. In other words, miRNAs can be transferred not 
only between cells and tissues within an organism but also across different species while 
maintaining their regulatory functions. Given the vital role of honeybees in plant pollination, this 
insect may serve as a more suitable model for studying these interactions. Therefore, the present 
study aims to investigate the molecular relationship between this beneficial social insect and its 
host plants through the dietary transfer of exogenous miRNAs, potentially illuminating new and 
extensive dimensions of the beneficial effects of this interaction. 
Methods: Pollens were collected using pollen traps from honeybee hives located on a sunflower 
farm in the Shal region of Qazvin, Iran, during thepeak flowering days of the plant. The collected 
pollens were immediately examined morphologically and transferred to liquid nitrogen tanks to 
preserve freshness and prevent RNA degradation. For nutritional experiments, four hives were 
utilized to gather nurse bees under controlled conditions. Approximately 100 young bees from 
each hive were transferred into specially designed cages. Two cages served as controls (fed with 
sugar syrup) while the two others were treated with sunflower pollens. To maintain natural hive 
conditions (queen pheromone, temperature, and humidity) during the experiment, the cages 
containing nurse bees were placed on the upper level of the hive. To cleanse the digestive system 
of the bees, all treatments were fed with sugar syrup for 48 h. Subsequently, to encourage further 
feeding, the bees were kept hungry for about 3 h. In the following 24 h, the control group 
continued receiving sugar syrup while the treatment group was fed a solution consisting of 30% 
sugar and 70% sunflower pollen. After completing the nutritional experiments, the bees were 
anesthetized using cold temperatures, and their midgut tissues were collected, homogenized in 
Trizol, and stored at -80 °C until extraction. RNA from both pollen and honeybee midgut tissues 
was extracted using a miRNeasy mini Kit from Qiagen, and samples were sent to Novogene in 
Beijing, China, for sequencing. Following successful Small RNA-Seq sequencing, bioinformatics 
analyses were conducted to identify sunflower-derived miRNAs and track their presence in bees 
from different feeding groups. Subsequently, RT-qPCR was employed to validate results obtained 
from bioinformatics analyses.  
Results: The results of bioinformatics analysis indicated the identification of 11 plant miRNAs 
(miR-148a, miR-26a, miR-21-5p, miR-143, miR-27a, miR-203, let-7g, miR-126, miR-30d, miR-
101, and miR-103) in honeybees fed with sunflower pollen while no plant miRNAs were found 
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in the control group of bees. To validate the results obtained from the bioinformatics analysis, the 
expression patterns of four randomly selected transferred miRNAs (let-7g, miR-21-5p, miR-126, 
and miR-148) were confirmed using RT-qPCR, indicating a potential regulatory role for the 
identified plant miRNAs in honeybee gene expression. 
Conclusion: These findings provide compelling evidence for the successful transfer of miRNAs 
from the host plant to the body of honeybees through dietary means. This phenomenon highlights 
the intricate connections between honeybees and the plants they pollinate, emphasizing the vital 
role that honeybees play in maintaining ecosystem health and agricultural productivity. The 
ongoing discussion regarding the dietary transfer of plant miRNAs across various species 
underscores their potential regulatory roles in influencing gene expression within the host 
organism. The discovery of a molecular relationship between honeybees and their host plants via 
miRNAs opens new avenues for understanding the complex interactions that occur in ecosystems, 
particularly between pollinating insects and flowering plants. As we delve deeper into the 
extensive dimensions of this molecular relationship, it becomes increasingly clear that these 
interactions could serve as a roadmap for future breeding studies. Such research could focus on 
enhancing hive production through selective breeding of plants that optimize the nutritional and 
genetic benefits for honeybees. Additionally, understanding how these transferred miRNAs 
influence the immune systems of honeybees may lead to improved strategies for disease 
resistance, ultimately benefiting both bee populations and agricultural practices reliant on their 
pollination services. 
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 مبسوط  چکیده

افشلانی و افزایش تولید محولو ت  زنبورعسلل افزون بر تولید محولو ت گوناگون مهمترین نقش دود را در طبیعت با ددالت در عمل گرده  مقدمه و هدف:
افشلانی یشلرات )زنبورعسلل در  سلوم تولید منابع غذایی بشلر مسلتقیا یا غیرمسلتقیا به گردهکه تقریباً یک طوریبه  کند، محیط زیسلت ایفا میکشلاورزی و اییای  

برابر تولیدات    143تا   69دهد که در کشلورهای مختل،، نقش زنبورعسلل در افزایش تولیدات کشلاورزی ها نشلان میرأس آنها( بسلتگی دارد  همننین بررسلی
ها در موجود  ها بین موجودات مختل، و نقش تنظیمی آنmiRNAبا گذشلت بیش از یک دهه از شلروم مطالعات مربوط به انتقال غذایی     باشلدمسلتقیا آن می

عنوان یک ها در زنبورعسلللل بهmiRNAکه مطلالعلات محلدودی در مورد نقش مولللرف دوراکی  طوریباشلللد  بهروز میمیزبان، این بحل  همننلان داو و به
های دوراکی،  miRNAهای مختل، از طریق سلتا طبیعی انجام شلده اسلت  امکان تنظیا بیان بن بین گونهافشلان مها در صلنعت کشلاورزی و اکوسلیگرده
افشلان را از طریق انتقال توانند بیان بن یشلرات گردهکه گیاهان میطوریبهها داشلته باشلد  های آنافشلانای در رابطه متقابل گیاهان و گردهتواند سلود ویژهمی

RNAبه بیان دیگر،    های کوچک کنترل کنندmiRNAهای مختل، نیز قابلیت انتقال داشلته  های یک ارگانیسلا، بلکه بین گونهها و بافتتنها بین سللولها نه
عنوان مدل بهتری در این تواند بهافشلانی گیاهان، این یشلره میبا توجه به نقش ییاتی زنبورعسلل در گرده  کنند و همننان عملکرد تنظیمی دود را یفظ می

انتقال غذایی  منظور، مطالعه یاضللر که با هدف بررسللی وجود ارتباط مولکولی بین این یشللره مفید اجتماعی و گیاه میزبان از طریق زمینه مطرح شللود  بدین
miRNAای از اثرات مفید این ارتباط را روشن کند تواند ابعاد جدید و گستردههای با منشأ دارجی بوده، می 

ایران در روزهای اوج گلدهی گیاه  -آوری گرده توسللط تله گرده از کندوهای زنبورعسللل واقع در مزرعه آفتابگردان در منطقه شللال قزوین: جمعها مواد و روش
، به تانک ازت مایع منتقل RNAو جلوگیری از تخریب    منظور یفظ تازگیبلافاصله از لحاظ مورفولوبیکی بررسی و بهآوری شده مزبورانجام گرفت  گرده جمع

ترتیب یدود صلد آوری زنبور پرسلتار و تذذیه تحت شلرایط کنترل شلده اسلتفاده شلد  بدینچهار عدد کندو برای جمع  ای ازمنظور انجام آزمایشلات تذذیهشلد  به
و دو  )تذذیه با شلربت شلکر( عنوان شلاهدهها بهای مخولو  طرایی شلده، منتقل شلد  دو عدد از قفسعدد زنبور جوان از هرکدام از کندوها به دادل قفس

ین  همننین برای برقراری شلللرایط طبیعی کندو )فرمون ملکه، دما و رطوبت( در ی عنوان تیمار تذذیه شلللده با گرده آفتابگردان در نظر گرفته شلللد هقفس ب
سلاعت با  48مدت منظور شلسلتشلوی دسلتگاه گوارش زنبور، همه تیمارها بهبه  های یاوی زنبورهای پرسلتار در طبقه با ی کندو قرار داده شلد آزمایش، قفس

سلاعت بعدی تیمار شلاهد همننان با   24سلاعت زنبورها گرسلنه نگه داشلته شلدند و در  3شلربت شلکر تذذیه شلده، بعد از آن برای تشلویق تذذیه بعدی یدود 
ای، زنبوران با استفاده از سرما بیهوش بعد از اتمام آزمایشات تذذیه  درصد گرده آفتابگردان تذذیه شد   70درصلد شکر و   30شلربت شلکر و تیمار بعدی با محلول 

 RNAتا زمان اسلتخراج ذدیره گردید  اسلتخراج  اد  گرسلانتیدر ترایزول هموبنیزه شلده و در دمای منفی هشلتاد درجه  آوری و ها جمعشلده و بافت روده میانی آن
  به شلللرکلت   یابیها برای توالیشلللرکت کیلابن انجلام گرفت و نمونه  از  miRNeasy mini Kitاز گرده و بافت روده میلانی زنبورعسلللل با اسلللتفلاده از کیلت  

Novogene   آمیز  موفیلت  یلابیبعلد از توالی  بیجینل  چین فرسلللتلاده شلللدSmall RNA-Seq  ،بلا اسلللتفلاده از آنلالیزهلای بیوانفورملاتیکی ،miRNA  هلای گرده
برای تأیید نتایج یاصل از آنالیز   RT-qPCRهای مختل، تذذیه شده انجام گرفت  در گام بعد، از تکنیک  ها در زنبورهای گروهآفتابگردان شناسایی و ردیابی آن

 بیوانفورماتیکی، استفاده شد  
-miR-148a  ،miR-26a  ،miR-21-5p  ،miR-143  ،miR-27a  ،miR-203  ،let)ی گیلاهیmiRNA  یلازده  : نتلایج آنلالیز بیوانفورملاتیکی یلاکی از ردیلابیهلا یلافتله 

7g  ،miR-126  ،miR-30d ،miR-101  وmiR-103) در زنبوران گروه کنترل هیچ  کهبود در یالیگرده آفتابگردان در زنبوران تذذیه شللده باmiRNA   گیاهی
-let-7g  ،miR-21های منتقل شلده )miRNAطور تولادفی الگوی بیان چهار مورد از  نتایج یاصلل از آنالیز بیوانفورماتیکی، به  راسلتی آزمایییافت نشلد  برای 

5p  ،miR-126  148و  miR- با روش )RT-qPCR  تأیید شللد که نشللانگر نقش ایتمالیmiRNA بیان بن زنبورعسللل های گیاهی ردیابی شللده در تنظیا
 باشد می

  یی غذا   ایرب  قیعسل از طر  یبه بدن زنبورها  زبانیم  اهیاز گ  (هاmiRNA)  هاRNAکروی انتقال موفق م  یرا برا   ی ا کنندهشواهد قانع  هاافتهی  نیا :  گیرینتیجه 
عسل در یفظ   یزنبورها  یاتیو نقش ی  کندیم  دیتأک  کنند، یم  یافشانکه گرده  یاهانیعسل و گ  یزنبورها  نیب  ده ینیبه ارتباطات پ  دهیپد  نی  ا دهندیارائه م

 یهانقش  لیمختل،، پتانس  یهادر گونه  یاهیگ  یهاmiRNA  یمی درباره انتقال رب  ی  بح  جارسازدیرا برجسته م  یکشاورز  داتیو تول  ستایسلامت اکوس
تأثآن  یمیتنظ ب  یرگذاریها در   قیاز طر  زبانیم  اهانیعسل و گ  یزنبورها  نیب  یرابطه مولکول  کی  کش،  دهدیرا نشان م  زبانی بن در موجودات م  انیبر 

miRNAبا   .کندیگلدار، باز م  اهانیافشان و گیشرات گرده  نیب  ژهیوبه  دهد، یرخ م   هاستایکه در اکوس   یا دهینیدرک تعاملات پ  یرا برا   یدیجد  یهاها، راه  
عمل    ندهیمطالعات آ  ینقشه راه برا   کیعنوان  به  توانندیتعاملات م  نیکه ا   شودیروشن م  یا ندهیطور فزا به  ، یرابطه مولکول  نیدر ابعاد گسترده ا   شتریب  شرفتیپ

از طر  دیتول  شیافزا   ی بر رو  تواندیم  یقاتیتحق  نیکنند  چن انتخاب  قیکندو  برا   یکیو بنت  یا هیتذذ  یایکه مزا   یاهانیگ  یپرورش  به  یزنبورها  ی را   نه یعسل 
ممکن است منجر به    گذارند، یم   ریعسل تأث   یزنبورها  یمنیا   ستایشده بر سمنتقل  یهاmiRNA  نیچگونه ا   نکهیدرک ا   ن، یمتمرکز شود  علاوه بر ا   کنند، یم

  ی افشانوابسته به ددمات گرده  یکشاورز  یهاوهی زنبور و ش  تیدو جمع  ربه نفع ه  تیشود که در نها  هایماریمقاومت در برابر ب  یبرا   یبهبود  یهایتوسعه استراتژ
 ها دواهد بود  آن
 

 RT-qPCR ، ، زنبورعسل، گرده آفتابگردانmiRNAانتقال غذایی  کلیدی: هایوابه
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 مقدمه
آفرینش گیلاهلان و یشلللرات، پیونلد نزدیکی بین  تلدایاز اب

کند  ها را تضللمین میها برقرار شللده که تکامل و بقاآ آنآن
پایداری دود، عبارت دیگر، گیاهان برای تولیدمثل، انتشللار و به

افشلان اند  از سلوی دیگر، یشلرات گردهافشلانی وابسلتهبه گرده
ها ها به آنمانند زنبورعسلل نیز برای تذذیه از شلهد و گرده گل

(  زنبورعسلل  Ebadi & Ahmadi, 2004)باشلند  وابسلته می
افشللان روی های دا ، مهمترین گردهدلیل داشللتن ویژگیبه

که تقریباً یک سلوم غذای طوریشلود بهکره زمین محسلو  می
افشللانی طور مسللتقیا و غیرمسللتقیا وابسللته به گردهبشللر به

یشلللرات   ( Wallberg et al., 2014زنبورعسلللل اسلللت )
یفاظت و  ک،یروابط اکولوب یریگطور چشلللاافشلللان بهگرده
 ،یاهیگ  یهاتیدر جمع  یکیتنوم بنت ها،سللتایاکوسلل  یداریپا

 ,.Bahador et al) سلللازنلدیهلا و تکلاملل را متلاثر متنوم گلل

زنلبلورهللا2016 هلملنلنل  ی(   ملهلمل  نیلعسللللل  در   ینلقلش 
 یسلبز برا یاهیکه پوشلش گییجا یعنی یداک  یهاسلتایاکوسل
  در باشلندیسله تا چهار ماه در سلال وجود دارد را دارا م اقلید

 یهااز گونه  یاریبروند بسل  نیعسلل از ب یکه زنبورهایصلورت
امر  نیبلا دطر انقرا  مواجله دواهنلد شلللد  ا  یوانیو ی یاهیلگ

 یادیز زانیمبه هاوهیدانه، هسلته و م دیاسلت که تول لیبدان دل
یشللرات   نیدر ب ویشللرات اسللت   یافشللانوابسللته به گرده

هسلتند   یاصلل  یهاافشلانعسلل از گرده یافشلان، زنبورهاگرده
(Bahador et al., 2016 )  سلللوی دیگر اسلللتفاده از زهر   زا

ها  زنبورعسلل، بل رویال و پروتیین بل رویال در درمان بیماری
 Taheri etاز جمله سلرطان، کاربرد گسلترده پیدا کرده اسلت )

al., 2022افشلللانی زنبور عسلللل به  نقش گرده  (، با این یال
قدری پررن  اسلت که ارزش اقتولادی تولیدات مسلتقیا زنبور  

ن، در آعسلل از قبیل عسلل، گرده، بل رویال و سلایر تولیدات 
آن بسلیارناچیز اسلت  به طوری که  افشلانیمقایسله با نقش گرده

در مطلالعلات مختل، نقش زنبور عسلللل در افزایش تولیلدات 
برابر ارزش تولیلدات مسلللتقیا   143تلا   60کشلللاورزی دنیلا را  

  ( Klein et al., 2007اند )کندوهای زنبور عسلل، برآورد کرده
، بررسلللی هلای بله عملل آملده روشلللن نموده کله یز طرفا

ترین فرایندهای بنتیکی  های مولکولی در زمره مهامکانیسلللا
، رونویسللی، ترجمه و یتی DNA)مشللتمل بر همانندسللازی 

 ;Arabpour et al., 2021هسلللتنلد )نحوه تنظیا بن هلا(  

2021 ,et al.Mohamadipoor یک سلللول   1یکی(  ماده بنت
زملان طور هاگلاه بلهبلاشلللد کله هیچبن می  ادیدارای تعلداد زیل

شلللونلد و در یلک زملان دلا  فقط تعلداد کمی از آنهلا بیلان نمی
نمایند بیان شلده و پروتیین یا آنزیا مورد نیاز سللول را تولید می

(Masoudzadeh et al., 2020  نیلاز بله بیلان بن توسلللط  )
شللود و در صللورت کند کنترل میمحیطی که در آن رشللد می

غیرفعال  داموش و  صللورتن بن بهآ به فرآورده بن،  نیازعدم 
(  تنهلا یلک Mohammadabadi, 2019بلاقی دواهلد ملانلد )

ها مجموعه نسلبتاً کوچک از تمام بنوم در هریک از انوام بافت
بله مریلله نمو بسلللتگی دارد نیز  هلا  شلللود و بیلان بنبیلان می

(Mohammadabadi & Asadollahpour, 2021 بنابراین  )،  
ها برای هر بافت ادتولللاصلللی اسلللت   بیان بن در یوکاریوت

همننین مقلدار محولللو ت بن کله در هملان بلافلت و نیز در 

سازند، سادته شده سبب  هایی که آن محوول را میسایر بافت
 ,.Mohammadabadi et alشلللود )آن بن می  انیلتنظیا ب

ها و مطالعه بن، در موجوداتُ یاز اقدامات اسلاسل یکی(   2021
مرتبط بلا صلللفلات مها و مطلالعله آنهلا در سلللط    یهلانیپروتی
 ( Shahsavari et al., 2021است ) یکروموزوم ای یسلول

غیر کلدکننلدهRNAهلا،  RNAمیکرو کوچلک  ای  هلای 
 میلان  نوکلیوتیلد طول دارنلد  در  24تلا    19هسلللتنلد کله تقریبلاً  

RNAهای کوچک شلنادته شلده، میکروRNA ها بهترین گروه
لحلاظ تعلداد، تنوم، روش بیلان و عملکرد بنلدی شلللده بلهطبقله

هلای کوچلک غیر کلدکننلده تنظیا بیلان  RNAهسلللتنلد  این  
یلا نلاییله  2هلا را بلا متولللل شلللدن بله چلارچو  دوانش بلازبن

هلای مخولللو  بلا تجزیله و یلا mRNA  3یترجمله نشلللده
 ,Bartel) دهنلدهلدف انجلام می  mRNAجلوگیری از ترجمله  

های کد کننده پروتیین توسلللط  درصلللد بن 60(  یدود 2004
miRNAتعلدیلل می شلللونلد  هلا مورد هلدف قرار گرفتله و 

(Friedman et al., 2009)کهای  گونه، به miRNA ها دارای
نقش کلیلدی در بسلللیلاری از فرآینلدهلای بیولوبیکی شلللاملل  

د  باشللن و    می 4یاتهادیدزان  تکوین، تمایز سلللولی، تکثیر و 
(Rusek et al. 2015 )    از   تلوانیمل  هللاmiRNAهلملنلنلیلن 
و  یآگه شیپ ،یولیاهداف تشلخ  ،یسلتیز یعنوان نشلانگرهابه

 Seyeddokht) اسلللتفاده کردهایماریب تیریمد  یبرا یدرمان

et al., 2023)  کشلل، وجود فعل و انفعا ت دهه گذشللته   در
ها یکی  miRNAهای مختل، از طریق انتقال غذایی  بین گونه

که از بین مطالعات    ،باشللدمیبشللر از مهمترین دسللتاوردهای  
شلان مربوط به مطالعه انجام شلده در این زمینه شلاید مهمترین

بود که نشلان دادند (  Zhang et al., 2012)بان  و همکاران  
miRNA 168a  توانلد در دون و بلافلت پسلللتلانلداران تذلذیله می

شلکل فعال  انگیزی بهطور شلگفتو به  ودشلده با برنج یافت شل
هلای مرتبط بلا متلابولیسلللا ملانلده و در تنظیا بیلان بنبلاقی

 Zhang)  تحقیقات بان  و همکاران  کلسلترول نقش ایفا کند

et al., 2012)بررسلللی عمیق برای  را  تر  ، محققلان زیلادی 
های مختل،  ها بین ارگانیسلاmiRNAموضلوم انتقال غذایی 

های تحقیقاتی مستقل، سلو  داد که نتایج مختلفی توسط گروه
ز مطالعات با نتایج متناقض، گزارشلات نظر اگزارش شلد  صلرف

هلای  miRNAای  متعلددی در جهلت تلأییلد انتقلال بین گونله
 ,.Zhang et al., 2012; Petrick et alگیاهی وجود دارد )

2013; Hirschi, 2012; Witwer, 2012)ای (  در مطلالعله
گیاهی با موللرف منابع غذایی مشللخ  در   miR159ردیابی 

طور معکوسلی با بروز و پیشلرفت سلرم انسلان مشلاهده شلد که به
باشللد  علاوه بر آن تجویز دوراکی سللرطان سللینه مرتبط می

miR159  داری رشلد تومورهای پسلتانی طور معنیسلنتز شلده به
(  همننین  Chin et al., 2016کنلد )هلا مهلار میرا در موش

انگیزترین نتایج گزارش شللده در زمینه انتقال یکی از شللگفت
ها در شللاده بندپایان، مربوط به زنبورعسللل miRNAغذایی  
های گیاهی miRNAآمیز باشلد که یاکی از انتقال موفقیتمی

از طریق غذا به  رو زنبورعسللل بوده و متعاقباً منجر به تنظیا 
 ,.Kegan et alشللود )بیان بن آن و تذییر فنوتیپی زنبور می

2017 ) 

1- DNA                       2- Open reading frame (ORF)                        3- Untranslated region (UTR)                                 4- Apoptosis
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نلاپلذیر گیلاهلان و یشلللرات بلا توجله بله رابطله اجتنلا 
افشلان( گردهافشلان مخولوصلاً زنبورعسلل )مهمترین یشلره  گرده

از یلک طرف و گزارشلللات مکرر انجلام شلللده در زمینله انتقلال  
های مختل، و متعاقباً نقش  ها بین ارگانیسللاmiRNAغذایی  

هلا درموجود میزبلان از طرف دیگر، بررسلللی امکلان  تنطیمی آن
هلای گرده آفتلابگردان بله بلدن زنبور  miRNAانتقلال غلذایی  

باشللد یائز اهمیت فراوان  عسللل که هدف مطالعه یاضللر می
بلاشلللد کله در درجله اول منجر بله درک وسلللیعی از فعلل و می

انفعا ت صللورت گرفته بین این یشللره مفید اجتماعی و گیاه 
میزبان شلللده و متعلاقبلاً زمینله برای تحقیقلات بیشلللتر در مورد 

را هلای انتقلال یلافتله در موجود میزبلان miRNAنقش تنظیمی  
 کند فراها می
 

 هامواد و روش
 آوری گرده آفتابگردان ای، جمعآزمایشات مزرعه
ی گرده آفتلابگردان، بعلد از اطمینلان از سلللالا برای تهیله

بودن کندوهای زنبورعسل از هرگونه بیماری باکتریایی، قارچی 
، 1397و ویروسلی، همزمان با گلدهی این گیاه در شلهریور ماه 

تعدادی کندو به منطقه وسلیعی از مزرعه آفتابگردان در منطقه 
منتقلل شلللد  در روزهلای اوج گللدهی   ایران-شلللال قزوین

محض آفتابگردان، تله گرده در ورودی کندوها نوب و گرده به
 آوری و به تانک ازت منتقل شد گیر افتادن در تله گرده جمع

 ی زنبورعسل تحت شرایط کنترل شدهآوری و تذذیهجمع
ای زنبورعسللل در زنبورسللتان مؤسللسلله  آزمایشللات تذذیه

تحقیقلات علوم دامی کشلللور واقع در کرج انجلام گرفلت، برای 
قفس از  منظور  دللارجی  این  ابعللاد  دارای    15×11×15هللایی 

های آن از ی قسللمتجز قسللمت جلویی بقیهمتر که بهسللانتی
ها از چو  سلادته شلده بود اسلتفاده شلد  قسلمت جلویی قفس

متر( میلی 5/1های صلفحه صلفحه هشلت مشلی )عر  سللول
آوری شلده منظور گذاشلتن زنبورهای جمعدرسلت شلده بود و به

در دادل قفس، یکی از طرفین آن یالت کشلللویی داشلللت و 
ای از شلللان دالی برای اسلللترایت زنبورها در همننین قطعله

زنبورهلای دادلل   منظور تذلذیلهدادلل قفس تعبیله شلللده بود  بله
ها برای گذاشتن تیوپ  قفس، دو سوراخ در قسمت با یی قفس

 ( 1تذذیه و آ  تعبیه شده بود )شکل 

 

 
 آوری زنبورهای پرستار جوان از روی قا   رو جوان و انتقال آن به دادل قفس جمع -1شکل  

Figure 1. Collecting young nurse bees from the frame of the young larva and transferring it into the cage 
 

آوری زنبورهلای پرسلللتلار، زنبورهلایی کله روی جمع  رایب
آوری و ی  روهلا بودنلد جمعدر یلال تذلذیلههلای  رو جوان  قلا 

های آزمایشللی منتقل گردید  جهت انجام آزمایشللات  به قفس
هلای یلاوی زنبورهلای پرسلللتلار در طبقله بلا ی ای قفستذلذیله

کندو قرار داده شلد تا شلرایط طبیعی کندو )فرمون ملکه، دما و 
چهار عدد کندو برای  رطوبت( در یین آزمایش فراها باشلد  از

آوری زنبور پرسلللتار وتذذیه تحت شلللرایط کنترل شلللده جمع
ترتیب یدود صلد عدد زنبور جوان از هرکدام بدین  اسلتفاده شلد

هلا  هلا منتقلل شلللد  دو علدد از قفساز کنلدوهلا بله دادلل قفس
عنوان تیمار تذذیه شللده با گرده هعنوان شللاهد و دو قفس بهب

سلللاعت با  48  مدتآفتابگردان در نظر گرفته شلللد  تیمارها به
شلربت شلکر تذذیه شلده، بعد از آن برای تشلویق تذذیه بعدی 

سلاعت   24سلاعت زنبورها گرسلنه نگه داشلته شلدند  در  3یدود 
 30بعدی تیمار شلاهد با شلربت شلکر و تیمار بعدی با محلول 

درصلد گرده آفتابگردان تذذیه شلدند  بعد از  70درصلد شلکر و 
دهی، با اسلتفاده از سلرما زنبورهای تذذیه اتمام آزمایشلات تذذیه

شللده بیهوش شللدند و از بافت شللکمی زنبورها، قسللمت روده 
ها در دادل محلول ترایزول شلد و تمامی نمونه  برداشلته  1میانی

درجه  80هموبنیزه شلد و برای آنالیزهای بعدی در دمای منفی  
 ذدیره شدند  

کلل از گرده آفتلابگردان و بلافلت روده   RNAاسلللتخراج   Small RNAیابی وتوالی RNAاستخراج 
 miRNeasy mini Kitمیانی زنبور عسلل با اسلتفاده از کیت 

1- midgut          
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و طبق دسللتورالعمل انجام شللد  تخریب و  1از شللرکت کیابن
 مورد بررسلی قراربر روی بل آگارز یک درصلد   RNAآلودگی 

دلللو    و  نللانلو  RNAگلرفللت  از  اسلللتلفللاده  ملتلر  فلتلوبللا 
(NanoPhotometer® spectrophotometer 

(IMPLEN, CA, USA)  )غلظلت  ارزیلابی شلللد  RNA   بلا
 ®Qubit® RNA Assay Kit in Qubitاسللتفاده از کیت 

2.0 Flurometer  ( انجام گرفتLife Technologies, CA, 

USA2( و یکپارچگی  RNA  با اسلتفاده از کیتRNA Nano 

600 Assay of the Agilent Bioanalyzer 2100 system 
یلابی توسلللط  (  توالیAgilent Technologiesانجلام شلللد )
چلیلن  Novogeneشللللرکللت    .https://en)  بلیلجلیلنلل  

novogene.com/)    اسللللتللفللاده  Illumina Hiseqازبللا 

میکروگرم از   3ترتیلب یلدود  انجلام گرفلت  بلدین 2500/2000
RNA  های  کل برای تهیله کتلابخلانه اسلللتفلاده شلللد  کتلابخلانه

cDNA  بلا اسلللتفلاده از  NEBNext® Multiplex Small 

RNA Library Prep Set for Illumina®   (NEB, USA )
های کدگزاری شلده شلاد  بر  بندی نمونهایجاد شلد و دوشله
 TruSeq SRبا اسلتفاده از cBot clusterروی سلیسلتا ایجاد  

Cluster Kit v3-cBot-HS (Illumia)   دسلللتلورات طلبلق 
شللرکت سللازنده ایجاد شللد  بعد از ایجاد کلاسللتر، کتابخانه 

و   Hiseq 2500فرم ایلومینا سلللازی شلللده بر روی پلتآماده
 یابی شدند توالی single-endجفت باز  50های دوانش

 ها miRNAشناسایی 
های یابی، توالیتگاه توالیسهای دوانده شده توسط دتوالی

از در ادامله دو نوم دوانش اضلللافی  شلللونلد   نلامیلده می  1دلام
نلد: آداپتورهلای تعیین دیلذف شللل  miRNAseqهلای دلام  داده

 Wang &Martin, )  2هلای بلا پینیلدگی پلایینتوالی ودوانش

ی یلاضلللر از هلا در مطلالعله(  برای کنترل کیفیلت داده2011
)  FASTQCافزار  نرم شللللد   & Schmiedderاسلللتلفللاده 

Edwars, 2011افزار  (، سلللپس از نرمTrimmomatic   برای
داده و یلذف پیرایش  پلایین  بلا کیفیلت  بلازهلای  هلا، یلذف 

 Bolger etهای سلازگار شلده )آداپتوری( اسلتفاده شلد )توالی

al., 2014هلای پلاک بعلد از یلذف طور دلاصللله، داده(  بله
های با کیفیت پایین  ، توالیPoly-Nهای آداپتورها، توالی  توالی

 30و بیشلللتر از   16هایی با طول نوکلیوتیدی کمتر از  ودوانش
هلای پلاک گرده دسلللت آملد  در مریلله بعلد  توالینوکلیوتیلد بله

( با v1.1.2)  Bowtieآفتابگردان با اسلللتفاده از ابزار همردیفی 
داده  Repbaseو    Silva  ،GtRNAdb  ،Rfamهلای  پلایگلاه 

هلای  RNA(،  rRNAهلای ریبوزومی )RNAبرای فیلتر کردن  
( دهنللده  هسلللتللهtRNA  ،)RNAانتقللال  کوچللک  ای هللای 

(snRNA  ،)RNA  هسللتکی کوچک (snoRNAتوالی ،) های
ردی، شلللدنلد   هلای غیر کلدکننلده هاRNAتکراری و سلللایر  

هلای  miRNAبینی  ی پلاک برای پیشهلای فیلتر شلللدهتوالی
های  miRNAهای محافظت شلده در گرده آفتابگردان با توالی

 22نسلللخله    miRBaseگیلاهی بلالم موجود در پلایگلاه داده  
((http://www.mirbase.org    ابللزار از  اسللللتللفللاده  بللا 

بلا یلک علدم تطلابق همردی، شلللدنلد      Bowtieهمردیفی
های گیاهی پایگاه داده miRNAردی، نشللده با های هاتوالی

miRBase بینی  برای پیشmiRNA  های جدید در آفتابگردان
( با یک عدم V1.1.3)  miRDeep-P2افزار  با اسلللتفاده از نرم

های گرده آفتابگردان  miRNAکار رفت  برای ردیابی  تطابق به
با  Bowtieدر بافت روده میانی زنبورعسلللل از ابزار همردیفی 

های پاک فیلتر ترتیب توالییک عدم تطابق اسلتفاده شلد بدین
شللده زنبورهای گروه تیمار )تذذیه شللده با گرده آفتابگردان( و 

های بالم miRNAگروه کنترل )تذذیه شلده با شلربت شلکر( با 
های  miRNAبرای یذف   miRBaseیشللرات از پایگاه داده  

ردی،  های هاردی، شللدند  توالییفاظت شللده یشللرات ها
هلای جلدیلد  miRNAمنظور یلذف  ی قبلل بلهنشلللده از مریلله

بنللللللوم   بللللللا  زنللللللبللللللورعسلللللللللل 
(ftp://ftp.ensemblgenomes.org/pub/metazoa/release-

45/fasta/apis_mellifera/dna) ردی، شلدند  در این موجود ها
هلای آفتلابگردان در روده miRNAر برای ردیلابی  مریلله آد

ردی، نشده با های هامیانی زنبورعسل تذذیه شده با آن، توالی
های شلللناسلللایی شلللده گرده miRNAبنوم زنبورعسلللل با 

 ردی، شدند آفتابگردان در مطالعه یاضر ها
RT-qPCR 

 از روش   NGSآزملایی نتلایج یلاصلللل از  راسلللتی  جهلت    
RT-qPCR    انجلام برای  شللللد   از   RT-qPCRاسلللتفلاده 

-miDETECT A TRACKTM miRNA qRTکللیللت

PCR Starter   (RiboBio Co., Ltd., Guangzhou, 

China( اسلتفاده شلد  برای رونویسلی معکوس )RT از آغازگر )
 miDETECT A TRACKبرگشلللت دارای توالی عمومی 

TM Uni-RT  (Guangzhou RiboBio Co., Ltd., 

Guangzhou, China و برای )qPCR   از آغلازگر رفلت دارای
عمومی توالی ادتولللاصلللی و آغلازگر برگشلللت دارای توالی 

(TCGTATCCAGTGCGTCGAGT)miDETECT A 

TRACK TM Forward Primer and Uni-Reverse 
Primer    استفاده شد  واکنشRT-qPCR   با معرف سایبرگرین

چلاهکی بلا دو تکرار بیولوبیکی و سللله تکرار    96در یلک پلیلت  
گر دادلی اکتین )پرایمر رفت: تکنیکی با اسللتفاده از بن کنترل

TGCCAACACTGTCCTTTCTG   :و پرایمر برگشلللت
AGAATTGACCCACCAATCC  انجلام شلللد  برنلامله  )

درجله  95دقیقله در دملای   10شلللاملل یلک چردله   PCRزملانی 
 95چرده شلامل: دو ثانیه در دمای  40گراد، مریله دوم:  سلانتی

 10گراد و درجه سلانتی  60ثانیه در دمای    20گراد،  درجه سلانتی
گراد، مریله سللوم یک چرده درجه سللانتی 70ثانیه در دمای 

بلاشلللد و الگوی بیلان نسلللبی برای ایجلاد منحنی ذو  می
miRNA  ها با روشCT    وΔCT  ( محاسبه شدSchmittgen 

et al., 2008 ) 
  

 نتایج و بح 
 های گرده آفتابگردان miRNAشناسایی 

  Novoeneدو نمونله گرده آفتلابگردان توسلللط شلللرکلت  
  Illumina Hiseq 2500/2000بیجین  چین با اسللتفاده از 

  single-endها به صللورت یابی شللد  دوانشبا موفقیت توالی
 3816531جفلت بلاز بود  در مجموم    50هلا  بوده و طول آن

)نمونله دوم گرده   2641841)نمونله اول گرده آفتلابگردان( و  
های دوانشآفتابگردان( دوانش دام ایجاد شد که بعد از یذف  

، و ’5و    ’3هلای آلوده، آداپتورهلای  بلا کیفیلت پلایین، دوانش
دوانش پلاک در  2559080و   Poly-A  ،3710485 هلای توالی

1-(Qiagen, Valencia, CA, USA)                                             2- RNA integrity             
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دسللت آمد  در مریله بعد، پس از فیلتر ههای اول و دوم بنمونه
،  rRNAs  ،tRNAs  ،snRNAsهلای مربوط بله  کردن دوانش

snoRNAsهلای  هلایی بلا پینیلدگی پلایین و دوانش، دوانش
از   از    16کمتر  و   2530144نوکلیوتیلد نهلایتلاً    30و بیشلللتر 

هلای  دسلللت آملد کله مرتبط بلا دوانشهدوانش بل  1803175
های miRNAهای مربوط به علاوه دوانشهشلناسلایی نشلده ب

 ( 1گیاهی محافظت شده بود )جدول 

 های گرده آفتابگردانکوچک در نمونه  RNAهای های آماری داده ویژگی -1جدول 
Table 1. Statistics of small RNA sequences in Sunflower pollen samples 

 انوام
Types 

 نمونه اول گرده آفتابگردان
The first sample of sunflower 

pollen 

 نمونه دوم گرده آفتابگردان 
The second sample of sunflower pollen 

 دوانش دام 
Raw reads 

3816531 2641841 

 دوانش پاک 
Clean reads 

3710485 2559080 

 rRNAهای مرتبط با دوانش 
The reads related to rRNAs 

679142 365507 

 tRNAs  های مرتبط با دوانش 
The reads related to tRNAs 

106238 106852 

 snRNAهای مرتبط با دوانش 
The reads related to snRNA 

1001 1439 

 snoRNA های مرتبط بادوانش 
The reads related to snoRNA 

965 591 

 هایی با پینیدگی پایین دوانش 
Law Complexity reads 

1677 883 

 miRNAs  با های مرتبطدوانش 
The reads related to miRNAs 

1124634 741237 

 های آلوده دوانش 
Contaminated reads 

133 67 

 های یاشیه نویسی نشده دوانش 
No annotation reads 

1405511 1061938 

 های شنادته شده گیاهیmiRNAهای منطبق شده با دوانش 
Aligned reads against known mature plant miRNAs 

106904 29186 

miRNAهای شنادته شده 
Known miRNAs 

866 495 

 
های کوچک فیلتر شللده مربوط به گرده RNAتوزیع طول     

باشللد  همانطور که مشللاهده  می 2آفتابگردان مطابق شللکل  
نمونله بیشلللترین تعلداد فراوانی مربوط بله  شلللود در هر دو  می

نوکلیوتیدی  24های نوکلیوتیدی و سللپس توالی 22های توالی
 باشد  می

 
 ( SF1, SF2)ها در دو نمونه گرده آفتابگردان small RNAهای مربوط به توزیع طول دوانش  -2شکل  

Figure 2. Length distribution of small RNA reads in two samples of sunflower pollen 
 

های آفتابگردان، دوانشهای  miRNAبرای شللناسللایی  
های بالم گیاهی همردی، شلدند  miRNAی پاک با  فیلتر شلده

محافظت شده در  miRNA  495و  866که منجر به شناسایی  
برای دقلت بیشلللتر در مطلالعله    هلای اول و دوم گردیلدنمونله

هایی که در هر دو نمونه مشللترک بودند  RNAیاضللر، میکرو
ی بعدی در نظر گرفته شلللدند که نمونه اول برای آنالیز مریله

بنلابراین     هلای نمونله دوم را نیز در برداشلللتRNAتملام میکرو
شلللنلادتله شلللده برای گرده آفتلابگردان در   RNAمیکرو  495

ها در RNAمطالعه یاضلللر شلللناسلللایی شلللد که این میکرو
آفتابگردان یا سللایر گیاهان قبلاً شللناسللایی شللده و در پایگاه 

miRBase    بلاشلللنلدموجود   آن دسلللتله از (1)جلدول    می 
بلا میکرودوانش گیلاهی  RNAهلایی کله    miRBaseهلای 

هلای جلدیلد در RNAبینی میکرومنطبق نشلللدنلد برای پیش
بلهآفتلابگردان بله برای این منظور از  روزترین، بلا  کلار رفتنلد  

در   RNAبینی میکروافزار پیشترین نرمترین و سلللریعدقلت
های اسلللتفاده شلللد که دوانش miRDeep-P2گیاهان با نام  

هلا  RNAردی، کرده و میکروموجود را بلا بنوم آفتلابگردان ها
بینی افزار قلادر بله پیشهمننین این نرم  ،کنلدبینی میرا پیش

  باشللد می Veiennaبا اسللتفاده از بسللته    RNAسللادتار دوم 
ر برای گرده افزاجلدیلد توسلللط این نرم  RNAشلللانزده میکرو
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های مشلترک بین دو نمونه  miRNAآفتابگردان مشلخ  شلد   
دلانواده بوده و بلا عنوان    10گرده آفتلابگردان کله متعلق بله  

Han-novel-miR100-110  کله همله این   ،گلذاری شلللدنلدنلام

miRNA  انلدازهداشلللتنلدهلا سلللادتلار سلللنجلا  سلللری   
miRNAنوکلیوتید  22تا   20بینی شلللده بین های جدید پیش

 ( 2)جدول  ندبود
 

 جدید شناسایی شده در گرده آفتابگردان  هایmiRNA هایویژگی -2جدول 
Table 2. Characteristics of novel miRNAs in sunflower pollen 

 ها RNAمیکرو
miRNAs 

 دانواده 
family 

 ها miRNAتوالی 
miRNAs sequence 

شناسه  
 کروموزوم

chromosome 
id 

 جهت رشته
strand 

direction 

 طول
length 

یداقل 
 انربی

 زاد آ
minimum 

free energy 
Han-novel-miR-100-5P Han-novel-miR-100 CGGGCTCAGACACCTGTGCTG 17 - 21 -54.8 
Han-novel-miR-101-3P Han-novel-miR-101 CCCGCCTTGCATCAAGTGAAT 6 ₊ 21 -40.4 
Han-novel-miR-102-5P Han-novel-miR-102 GGAATGTTGTCTGGCTCGAGG 3 ₊ 21 -58.3 
Han-novel-miR-102-5P  GGAATGTTGTCTGGCTCGAGA 6 - 21 -48.5 
Han-novel-miR-103-3P Han-novel-miR-103 CCCGCCTTGCATCAAGTGAAT 17 - 21 -42.3 
Han-novel-miR-104-3P Han-novel-miR-104 AAGGTGTAGTTTTTTTGAAA 8 - 21 -36.3 

Han-novel-miR-105-3P-a Han-novel-miR-105 TTGGACTGAAGGGAGCTCCCT 11 ₊ 21 -69.4 
Han-novel-miR-105-3P-b  TTGGACTGAAGGGAGCTCCCT 7 - 21 -64.4 
Han-novel-miR-105-3P-c  TTGGACTGAAGGGAGCTCCCT 14 ₊ 21 -68.9 

Han-novel-miR-106 Han-novel-miR-106 CGGGCTCAGACACCTGTGCTG 17 ₊ 21 -54.8 
Han-novel-miR-107 Han-novel-miR-107 TCGGACCAGGCTTCATTCCTC 10 - 21 -41.1 
Han-novel-miR-108 Han-novel-miR-108 TGAAGCTGCCAGCATGATCTGA 14 ₊ 22 -56.7 
Han-miR-novel-109 Han-miR-novel-109 TCGGACCAGGCTTCATTCCCCC 2 ₊ 22 -75.1 

Han-miR-novel-110-a Han-miR-novel-110 TTCAATAAAGCTGTGGGAAGA 3 ₊ 21 -34.9 
Han-miR-novel-110-b  TTCAATAAAGCTGTGGGAAGA 12 ₊ 21 -32 
Han-miR-novel-110-c  TTCAATAAAGCTGTGGGAAGA 9 ₊ 21 -38 

 

پلایین یکی از دهلد کله انربی منفی  مطلالعلات نشلللان می
 ,.Bonnet et alبلاشلللد )هلا میmiRNAهلای مها  ویژگی

(  در مطلالعله یلاضلللر یلداقلل انربی آزاد پیشلللروهلای  2004
  - 1/75تا    -32بینی شللده بین های جدید پییشRNAمیکرو
کیلوکالری بر مول درنظر  - 99/50طور متوسلط باشلد که بهمی
 هاست tRNAها و rRNAتر از انربی آزاد گیریا که پایینمی

 یابی تیمارهای زنبورعسل  نتایج یاصل از توالی
)نمونله اول تیملار تذلذیله شلللده بلا   2030142 در مجموم
نمونله دوم تیملار تذلذیله شلللده بلا )  3975267،  آفتلابگردان(
و  1کنترل  )  2660260(،  آفتللابگردان ( 2کنترل  )  4251505( 

فرم ایلومینلا یلابی بلا توان بلا  توسلللط پللتدوانش دلام در توالی
Hiseq 2500   در تیمار تذذیه شللده با گرده آفتابگردان و تیمار

عنوان کنترل هرکدام با دو تکرار  تذذیه شلده با شلربت شلکر به
هلا یعنی یلذف پردازش دادهبیولوبیکی ایجلاد شلللد  بعلد از پیش

تلواللی′5و    ′3آداپلتلورهللای   یللاوی  ،  ،  poly-Aهللای 
ترتیلب  هلای آلوده بلههلای بلا کیفیلت پلایین و دوانشدوانش

اول(،    1696697 دوم(،    3449599)تیمللار   2558916)تیمللار 
دسلللت  ه)کنترل دوم( دوانش پلاک بل  4093244)کنترل اول(،  
 (  3آمد )جدول  

 

 در زنبورهای عسلللل تذلذیه شلللده با گرده آفتلابگردان )تیملار( و زنبورهای تذلذیه شلللده با  small RNAهای  های آماری دادهویژگی  -3جدول 
 های گیاهیmiRNAبرای ردیابی  )گروه کنترل(شربت شکر              

Table 3. Statistics of small RNA sequences in sunflower pollen-treated and sugar syrup-treated (control) honey bees  
               for detection of plant miRNAs 

مار ی تکرار دوم ت  
*Treatment 2 

 تکرار اول تیمار 
*Treatment 1 

 تکرار دوم کنترل 
Control 2 

 تکرار اول کنترل 
Control 1 

 انوام 
Types 

  (Raw reads) دوانش دام  2660260 4251505 2030142 3975267
 (Clean reads ) دوانش پاک 2558916 4093244 1696697 3449599
 rRNA های مرتبط بادوانش 1096486 1336965 642603 1079158

Reads related to rRNA 
 tRNA های مرتبط بادوانش 68118 108148 144150 319453

Reads related to tRNA 
 snRNA های مرتبط بادوانش 40226 27042 16751 39478

Reads related to snRNA 
 snoRNA های مرتبط بادوانش 5071 4814 2920 6974

Reads related to snoRNA 
 پینیدگی پایین های بادوانش 4176 10068 1414 3269

Law complexity reads 
 آلوده هایدوانش 938 4851 505 850

Contaminated reads 
 های زنبورعسل miRNA های مرتبط بادوانش 111446 573125 65904 140928

Reads related to Apis mellifera miRNAs 
 های دیگر یشرات  miRNAهای مرتبط بادوانش 6097 21525 1483 2899

Reads related to other insect miRNAs 
 شناسایی نشده های دوانش 801690 1202178 623295 1421167

No annotation reads 
 های منطبق شده با بنوم زنبورعسلدوانش 410890 735370 226332 543661

Reads mapped against Apis mellifera genome 
 های گرده آفتابگردان miRNA های منطبق شده بادوانش 56 73 4520 10632

Aligned reads to sunflower pollen_miRNAs 
 گرده آفتابگردانهای ردیابی شده در زنبورعسل تذذیه شده با miRNA شمار 0 0 11 31

Count of detected miRNAs in sunflower pollen-treated honey bees 

 شده با گرده آفتابگردان )تکرار اول و دوم( هیعسل تذذ یزنبورها*
*Honey bees fed with Sunflower Pollen (first and second replication) 

 

هلای گیلاهی در بلافلت زنبورعسلللل  miRNAبرای ردیلابی  
توالی تمللام  مریللله  بلله  مریللله  بللهبللایللد  دیگر  از هللای  غیر 

miRNAمنظور ها یذف شود، برای اینهای گیاهی از این داده

ها، براسللاس سلللسللله مراتب ذکر شللده در بخش مواد و روش
غیر از هلای کوچلک بلهRNAشلللنلاسلللایی و یلذف سلللایر  

miRNA  ،هاmiRNA های محافظت شللده مرتبط بایشللرات
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داده   پللایگللاه  در  همننین    miRbaseکلله  و  شللللده  ثبللت 
miRNA  ً396963هلای جلدیلد مرتبط بلا زنبورعسلللل نهلایتلا 

)نمونه    877506)نمونله اول تیملار تذلذیله شلللده بلا آفتلابگردان(،  
)کنترل اول( و  390800دوم تیمار تذذیه شللده با آفتابگردان(، 

های  miRNAردیفی با  )کنترل دوم( دوانش برای ها  466808
هلای مربوط بله  دسلللت آملد  در اثر همردیفی دوانشهگیلاهی بل

گرده آفتابگردان و تیمار کنترل زنبورعسلل با   تیمار تذذیه شلده
های شللناسللایی شللده برای گرده آفتابگردان در miRNAبا 

 16یفلاظلت شلللده و    RNAمیکرو 495مطلالعله یلاضلللر )
ترتیلب  دوانش بله  73،  56،  10632،  4520  جلدیلد(  RNAمیکرو

تیملار کنترل   آفتلابگردان و  تیملار گرده  و دوم  اول  تکرار  در 
در  RNAمیکرو 31و   11ردی، شللدند که منجر به ردیابی ها

دو تکرار بیولوبیکی مربوط بله تیملار تذلذیله شلللده بلا گرده 
مشلللترکی    miRNAآفتلابگردان شلللد و در گروه کنترل هیچ 

نشللللد )جلدول   آنلالیز، 3ردیلابی  افزایش صلللحلت  برای    )

miRNA  های مشلللترک ردیابی شلللده در دو تکرار مربوط به
تیملار آفتلابگردان برای مریلله بعلدی آنلالیز انتخلا  شلللدنلد کله 

ی تکرار اول تیملار گرده آفتلابگردان در تکرار  miRNAیلازده  
های مشلترک شلناسلایی شلده در miRNAدوم نیز موجود بود   
،  miR-148a  شللده با آفتابگردان شللامل:  دو نمونه تیمار تذذیه

miR-26a  ،miR-21-5p  ،miR-143  ،miR-27a  ،miR-

203  ،let-7g  ،miR-126  ،miR-30d  ،miR-101    وmiR-

  بودند 103
 بلا اسلللتفلاده از روش    NGSراسلللتی آزملایی نتلایج یلاصلللل از  

RT-qPCR 
،  let-7g  ،miR-21-5pبررسلللی الگوی بیلان چهلار مورد )

miR-126    وmiR-148a  از )miRNA های آفتابگردان منتقل
نتایج  RT-qPCRشلده به بدن زنبورعسلل با اسلتفاده از روش 

عبارت دیگر این   بهکردیاصلل از آنالیز بیوانفورماتیکی را تأیید  
miRNA  ها تنها در گروه تیمار بیان داشللتند و در گروه کنترل

 ( 3ها ثبت نشد )شکل هیچ بیانی برای آن
 

 
های آفتابگردان منتقل شده از طریق غذا به بافت روده میانی زنبورعسل که تنها در گروه تیمار بیان داشتند  miRNAالگوی بیان  -3شکل  

(SF1  وSF2  نمونه )های اول و دوم آفتابگردان هستند 
Figure 3. The expression pattern of sunflower miRNAs transferred through food to the body of honey bees, which 

were expressed only in the treatment group. (SF1 and SF2 are the first and second samples of sunflower) 

 
زملان بلا ظهور هلا هاRNAرضلللیله انتقلال غلذایی میکروف

گیاهان و ییوانات مهندسلی بنتیک شلده و پیامدهای ناشلنادته  
تر شللده اسللت  این مسللأله ها پر رن موللرف انسللان از جیره

تلأثیرات عمیقی بر درک تلأثیر غلذاهلای طبیعی و تذییر بنتیکی  
عنوان مثلال ادیراً علاقله  هلا دارد بلهشلللده در همله ارگلانیسلللا

بلالقوه بیلان    miRNAو   1dsRNAکلارگیری  توجهی در بلهقلابلل
 ,.Mao et alشللده در گیاهان برای کنترل آفات یشللرات )

2007; Huvenne & Smagghe, 2010 عملکرد تلأثیر  ( و 
یشللرات سللودمند مانند زنبورعسللل وجود دارد  پاسللخ به این 

 
1 Double stranded RNA 

های اندوبنوس در غذای miRNAسللوال که مکانیسللا جذ   
باشلد بدون  های مختل، چقدر رایج و مؤثر میمعمول ارگانیسلا

  Jonathan et al (2013)جوا  مانده اسلت  برای این منظور 
ابتلدا  در مطلالعله هلایی بلا سلللطوح بلا ی بیلان  miRNAای 

(miR156a،miR159    وmiR169  معمول غلذاهلای  در  را   )
مولرفی در سله ارگانیسلا انسلان، موش و زنبورعسلل پیدا کرده 

هلا بلا این غلذاهلا، مقلدار نلاچیزی از و بعلد از تذلذیله ارگلانیسلللا
miRNAهای هر سله ارگانیسلا مشلاهده  های گیاهی در بافت

شلد  بعد از تذذیه زنبورعسلل با گرده و عسلل که یاوی سلطوح 
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در   miR156aذکر شللده بودند فقط   miRNAبا یی از سلله  
مقدار کمی دیده شللد بافت شللکمی زنبور پرسللتار و چراگر به

نلداشلللتنلد  در   miR169aو    miR159aکله  دریلالی وجود 
پژوهشللی دیگر، بعد از تذذیه کنترل شللده زنبوران پرسللتار با 

مشلللاهلده روده میلانی هلای گیلاهی در miRNAگرده، افزایش 
گونله شلللواهلد بیولوبیکی مرتبط بلا وجود این شلللد، ولی هیچ

زنبورهلای تذلذیله   distalو  proximalهلای  هلا در بلافلتمولکول
(  در Masood et al., 2016شللده با گرده مشللاهده نشللد )

ی یلاضلللر شلللواهلدی را مبنی بر انتقلال کله مطلالعلهیلالی
تعلدادی از  موفقیلت آفتلابگردان بله روده miRNAآمیز  هلای 

دهد  ما نشان دادیا که انتقال غذایی میانی زنبورعسل ارائه می
miRNA  های گیاهی به روده میانی زنبورعسلل تحت شلرایط

 افتد  تذذیه کنترل شده اتفا  می
ها برای تنظیا بیان بن بین فرمانروهای miRNAتوانایی  

ها نشلللان داده شلللده اسلللت  ها و پارازیتمختل، در ویروس
(Pfeffer et al., 2004; Lee et al., 2016  در سال  )2009 ،

نشلللان دادنلد کله بسلللیلاری از   1محققلان شلللرکلت مونسلللانتو
miRNA  های انسانی و سایر گیاهی، مکمل بن  2زاددرونهای

 Ivashutaدهد )ها را مورد هدف قرار میپستانداران بوده و آن

et al., 2009بلله تلحلقلیلقللاتلی  (   تلیلا  ملطللاللعلله  ایلن  دنلبللال 
تأیید کردند که   3از دانشللگاه نانجین   (2011)پروفسللوربان   

miR-168a  توانلد توسلللط دسلللتگلاه گوارش در گیلاهی می
های کبدی جذ  شلده و بیان آداپتور گیرنده لیپوپروتیین سللول

( در انسلان و موش LDLRAP1)  14با چگالی پایین پروتیین 
از پلاسمای   LDLرا مهار کرده و سرانجام باع  کاهش یذف  

(  مطالعات ادیر در شاده Zhang et al., 2012شود )موش می
هلای کوچلک از RNAبنلدپلایلان یلاکی از انتقلال موفقیلت آمیز  

طریق غذا به بدن شلماری از یشلرات بوده که منجر به تنظیا 
 Liشلود )ها و نهایتاً تذییر شلکل فنوتیپی یشلره میبیان بن آن

et al., 2011; Ashby et al., 2016 در همین راسللتا، در  )
هلای گیلاهی موجود در miRNAای گزارش شلللد کله  مطلالعله

غذای  رو زنبور عسلل با تنظیا بیان بن آن، سلرنوشلت  رو را 
 Kegan etکند )زنبور کارگر تعیین میسلمت زنبور ملکه یا  به

al., 2017  این محققلان دریلافتنلد کله  )RNA هلای گیلاهی
رویال ها که در نان زنبور نسلبت به بلهRNAمخولوصلاً میکرو

بیشلتر وجود دارند، رشلد و تمایز زنبور را به تأدیر اندادته، باع   

بدن و کاهش اندازه تخمدان در  رو زنبور عسللل کاهش اندازه
 amTORهای بیشلتر نشلان داد که بن شلود  بررسلیکارگر می

عنوان عامل محرک در تمایز نوم زنبور عسللل )کارگر یا که به
گیاهی اسللت     miR162aملکه( معرفی شللده، هدف مسللتقیا  

دسللت آمده آزمایش مشللابه در دروزوفیلا هبرای تأیید نتایج ب
کله در دروزوفیلای تذلذیله شلللده بلا طوریانجلام گرفلت بله

بلدن و کلاه  RNAمیکرو انلدازه  انلدازه  گیلاهی، کلاهش  ش 
عبارت دیگر، منابع غذایی مها در تخمدان مشلللاهده شلللد  به
ترتیب نان زنبور )مخلوطی از عسلل و  رو کارگر و ملکه که به

رویلال )ملاده ترشلللحی از غلذذ ملانلدیبو ر زنبورهلای گرده( و بلله
توان  باشلد منشلأ گیاهی و ییوانی داشلته، پس میپرسلتار( می

های غذای  رو از منشلأهای متفاوت در RNAگفت که میکرو
نمو و تمایز زنبورعسلل مؤثر بوده و باع  تذییر شلکل فنوتی  

های گیاهی در miRNAشللوند  نقش بالقوه زنبور عسللل می
هلا گرو این یقیقلت هسلللت کله بلا توجله بله نوم ییوانی، آن

متیلله    2که قنلد در موقعیلت    3' ی نوکلیوتیلد انتهلایی وسلللیللهبه
های  miRNAوند که این ویژگی شللشللود مشللخ  میمی

گیاهی را بسلیار پایدار و مقاوم در برابر شلرایط سلخت محیطی 
(pH  بلاعل  جلذ  آن و  تذییرات دملایی( کرده  و  هلا پلایین 
 ;Zhang et al., 2012شللود )ی موکوس روده میوسللیلهبه

Vickers et al., 2011  ) 
 
 گیری کلینتیجه

با گذشلللت تقریباً یک دهه از شلللروم مطالعات مربوط به  
هلای مختل،، گزارشلللات هلا بین گونلهmiRNAانتقلال غلذایی  

متناقضلی در این زمینه وجود دارد و این بح  همننان چالش 
ای دارد  نتایج پژوهش برانگیز بوده و نیاز به تحقیقات گسلترده

های گیاهی به بدن زنبور  miRNAطور واضل  انتقال  یاضلر، به
کند با توجه  عسلل تحت شلرایط  تذذیه کنترل شلده را تأیید می

به ارتباط ناگسلسلتنی زنبور عسلل و گیاهان و نقش اسلاسلی این 
افشانی از یک طرف و همننین بح  داو انتقال یشره در گرده

هلای مختل، و نقش  هلای گیلاهی بین گونلهmiRNAغلذایی  
رف دیگر، وجود هلا در بیلان بن موجود میزبلان از طتنظیمی آن

ارتبلاط مولکولی بین این یشلللره مفیلد و گیلاه میزبلان از طریق  
miRNAای از فوایلد این ارتبلاط را توانلد ابعلاد گسلللتردههلا می

 کند تر فراها میروشن کرده و زمینه را برای مطالعات گسترده
 

References 
Arabpour, Z., Mohammadabadi, M., & Khezri, A. (2021). The expression pattern of p32 gene in femur, 

humeral muscle, back muscle and back fat tissues of Kermani lambs. Agricultural Biotechnology 
Journal, 13 (4), 183-200. 

Ashby, R., Forêt, S., Searle, I., & Maleszka, R. (2016). MicroRNAs in honey bee caste determination. 
Scientific Reports, 6(1), 1-5.  

Bahador, Y., Mohammadabadi, M., Khezri, A., Asadi, M., & Medhati, L. (2016). Study of genetic diversity 
in honey bee populations in Kerman province using ISSR markers. Research on Animal 
Production, 7(13), 192-186. [In Persian] 

Bartel, DP. (2004). MicroRNAs: genomics, biogenesis, mechanism, and function. Cell, 116, 281-97. 
Chin, A. R., Fong, M. Y., Somlo, G., Wu, J., Swiderski, P., Wu, X., & Wang, S.E. (2016). Cross-kingdom 

inhibition of breast cancer growth by plant MIR159. Cell Research, 26, 217–228. 

 
1 Monsanto Company 
2 Endogenous 

3 Nanjing University 
4 Low-density lipoprotein receptor adapter protein 1 

 نژاد داغی، غلامحسین طهماسبی و طاهر هرکیلیلا قره

 [
 D

O
I:

 1
0.

61
18

6/
ra

p.
15

.4
.1

17
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 r
ap

.s
an

ru
.a

c.
ir

 o
n 

20
25

-0
6-

09
 ]

 

                            10 / 12

http://dx.doi.org/10.61186/rap.15.4.117
https://rap.sanru.ac.ir/article-1-1445-fa.html


 127........................ ............................................................................................................................. 1403/ 4های تولیدات دامی سال پانزدهم/ شماره پژوهش

 

 

Cocucci, E., Racchetti, G., & Meldolesi, J. (2009). Shedding microvesicles: artefacts no more. Trends in 
Cell Biology, 19(2), 43–51. 

Ebadi, R., & Ahmadi, A. (2004). Honey bee culture. First edition, Arkan Press. [In Persian] 
Fire, A., Xu, S., Montgomery, MK., Kostas, SA., Driver, SE., & Mello, C C. (1998). Potent and specific 

genetic interference by double-stranded RNA in Caenorhabditis elegans. Nature, 391(6669), 806. 
Friedman, R. C., Farh, K. K., Burge, C. B., & Bartel, D. P. (2009). Most mammalian mRNAs are conserved 

targets of microRNAs. Genome Research, 19(1), 92-105. 
Garbian, Y., Maori, E., Kalev, H., Shafir, S., & Sela, I. (2012). Bidirectional transfer of RNAi between 

honey bee and Varroa destructor: Varroa gene silencing reduces Varroa population. PLoS Pathogen, 8, 
e1003035. 

Hirschi, K. D. (2012). New foods for thought. Trends Plant Science, 17, 123-5. 
Hunter, M.P., Ismail, N., Zhang, X., Aguda, B.D., Lee, E.J., Yu, L., Xiao, T., Schafer, J., Lee, M.L., 

Schmittgen, T.D., & Nana-Sinkam, S.P. (2008). Detection of microRNA expression in human 
peripheral blood microvesicles. PloS One, 3(11), e3694. 

Huvenne, H., & Smagghe, A. (2010). Mechanisms of dsRNA uptake in insects and potential of RNAi for 
pest control: a review. Journal of Insect Physiology, 56, 227-35. 

Ivashuta, S. I., Petrick, J. S., Heisel, S. E., Zhang, Y., Guo, L., Reynolds, T. L., Rice, J.F., Allen, E., & 
Roberts, J. K. (2009). Endogenous small RNAs in grain: Semi-quantification and sequence homology 
to human and animal genes. Food and Chemical Toxicology, 47, 353–360. 

Ivashuta, S., Zhang, Y., Wiggins, B.E., Ramaseshadri, P., Segers, G. C., Johnson, S., Meyer, S.E., 
Kerstetter, R. A., McNulty, B. C., Bolognesi, R., & Heck, G.R. (2015). Environmental RNAi in 
herbivorous insects. RNA, 21(5), 840-50. 

Jarosch, A., & Moritz, R. F. A. (2011). Systemic RNA-interference in the honeybee Apis mellifera: tissue 
dependent uptake of fluorescent siRNA after intra-abdominal application observed by laser-scanning 
microscopy. Journal of Insect Physiology, 57, 851-7. 

Jonathan, W. S., Andrew, E., Stephanie, K., Aaron., L. B., & Stephen, Y. C. (2013). Ineffective delivery of 
diet-derived microRNAs to recipient animal organisms. RNA Biology, 10(7), 1107-1116. 

Klein, A. M., Vaissiere, B.E., Cane, J. H., Steffan-Dewenter, I., Cunningham, S.A., Kremen, C., & 
Tscharntke, T. (2007). Imortance of pollinators in changing landscape for world crops. Proceedings of 
the Royal Society B: Biological Sciences, 274(1608), 303-313. 

Lee, H. R., Mitra, J., Lee, S., Gao, S. J., Oh, T. K., Kim, M. H., Ha, T., & Jung, J. U. (2016). Kaposi’s 
sarcoma-associated herpesvirus viral interferon regulatory factor 4 (virf4) perturbs the g1-s cell cycle 
progression via deregulation of the cyclin d1 gene. Journal of Virology, 90, 1139–1143. 

Li, X., Zhang, M., & Zhang, H. (2011). RNA interference of four genes in adult Bactrocera dorsalis by 
feeding their dsRNAs. PLoS One, 6(3), e17788.  

Mao, Y. B., Cai, W. J., Wang, J. W., Hong, G. J., Tao, X. Y., Wang, L. J., Huang, Y. P., & Chen, X. Y. 
(2007). Silencing a cotton bollworm P450 monooxygenase gene by plant-mediated RNAi impairs larval 
tolerance of gossypol. Nature Biotechnology, 25(11), 1307-13. 

Masood, M., Everett, C. P., Chan, S. Y., & Snow, J. W. (2016). Negligible uptake and transfer of diet-
derived pollen microRNAs in adult honey bees. RNA Biology, 13(1), 109-18. 

Masoudzadeh, S. H., Mohammadabadi, M. R., Khezri, A., Kochuk-Yashchenko, O. A., Kucher, D. M., 
Babenko, O. I., ... & Titarenko, I. V. (2020). Dlk1 gene expression in different Tissues of lamb. Iranian 
Journal of Applied Animal Science, 10, 669-677. 

Mohamadipoor Saadatabadi, L., Mohammadabadi, M., Amiri Ghanatsaman, Z., Babenko, O., Stavetska, 
R., Kalashnik, O., ... & Asadollahpour Nanaei, H. (2021). Signature selection analysis reveals candidate 
genes associated with production traits in Iranian sheep breeds. BMC Veterinary Research, 17(1), 1-9.  

Mohammadabadi, M., Masoudzadeh, S. H., Khezri, A., Kalashnyk, O., Stavetska, R. V., Klopenko, N. I., 
... & Tkachenko, S. V. (2021). Fennel (Foeniculum vulgare) seed powder increases Delta-Like Non-
Canonical Notch Ligand 1 gene expression in testis, liver, and humeral muscle tissues of growing lambs. 
Heliyon, 7(12).  

Mohammadabadi, M. (2019). Expression of calpastatin gene in Raini Cashmere goat using Real Time PCR. 
Agricultural Biotechnology Journal, 11, 219-235. 

Mohammadabadi, M., & Nanaei, H. A. (2021). Leptin gene expression in Raini Cashmere goat using real 
time PCR. Agricultural Biotechnology Journal, 13, 197-214. 

Nazzi, F., Brown, S. P., Annoscia, D., Del Piccolo, F., Di Prisco, G., Varricchio, P., Della Vedova, G., 
Cattonaro, F., Caprio, E., & Pennacchio, F. (2012). Synergistic parasite-pathogen interactions mediated 
by host immunity can drive the collapse of honeybee colonies. PLoS Pathogens, 8(6), e1002735. 

Petrick, J. S., Brower-Toland, B., Jackson, A. L., & Kier, L. D. (2013). Safety assessment of food and feed 
from biotechnology-derived crops employing RNAmediated gene regulation to achieve desired traits: a 
scientific review. Regulatory Toxicology and Pharmacology, 66, 167-76. 

Pfeffer, S., Zavolan, M., Grässer, F. A., Chien, M., Russo, J. J., Ju, J., John, B., Enright, A. J., Marks, D., 
& Sander, C. (2004). Identification of virus-encoded microRNAs. Science, 304, 734–736. 

 نژاد داغی، غلامحسین طهماسبی و طاهر هرکیلیلا قره

 [
 D

O
I:

 1
0.

61
18

6/
ra

p.
15

.4
.1

17
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 r
ap

.s
an

ru
.a

c.
ir

 o
n 

20
25

-0
6-

09
 ]

 

                            11 / 12

http://dx.doi.org/10.61186/rap.15.4.117
https://rap.sanru.ac.ir/article-1-1445-fa.html


 128                                                                                                 ایمطالعه امکان ارتباط مولکولی بین زنبور عسل و گیاه آفتابگردان از طریق انتقال بین گونه

Rusek, A. M., Abba, M., Eljaszewicz, A., Moniuszko, M., Niklinski, J. & Allgayer, H. (2015). MicroRNA 
modulators of epigenetic regulation, the tumor microenvironment and the immune system in lung cancer. 
Molecular Cancer, 14(1), 34. 

Seyeddokht, A., Rahmaninia, J., Karami, H. (2023). Classification of microRNA precursors using reduced 
features of dinucleotide repeats in cattle (Bos Taurus). Research on Animal Production, 14(41), 33-44. 
[In Persian] 

Shahsavari, M., Mohammadabadi, M., Khezri, A., Asadi Fozi, M., Babenko, O., Kalashnyk, O., ... & 
Tkachenko, S. (2023). Correlation between insulin-like growth factor 1 gene expression and fennel 
(Foeniculum vulgare) seed powder consumption in muscle of sheep. Animal Biotechnology, 34(4), 882-
892.  

Taheri, M., & Rezaei, M. (2022). The Effect of using Organic Acid, Prebiotics and Probiotics as a 
Supplement in Stimulant Syrup on the Performance of Iranian Bee Colonies. Research on Animal 
Production, 13(36), 172-178. [In Persian] 

Timmons, L., Court, D. L., & Fire, A. (2001). Ingestion of bacterially expressed dsRNAs can produce 
specific and potent genetic interference in Caenorhabditis elegans. Gene, 263, 103-12. 

Vickers, K. C., Palmisano, B. T., Shoucri, B. M., Shamburek, R. D., & Remaley, A. T. (2011). MicroRNAs 
are transported in plasma and delivered to recipient cells by high-density lipoproteins. Nature Cell 
Biology, 13, 423-433. 

Wallberg, A., Han, F., Wellhagen, G., & Dahle, B. (2014). Worldwidw survey of genome sequence 
variation provides insight into the evolutionary history of the honey bee Apis mellifera. Nature Genetics, 
46, 1081-1088. 

Wang, Z. Z., Ye, X. Q., Shi, M., Li, F., Wang, Z. H., & Zhou, Y. N. (2018). Parasitic insect-derived miRNAs 
modulate host development. Nature Communication, 9(1),1-9. 

Waster, N. M., & Ollerton, J. (2006). Plant-pollinator interactions: From specialization to generalization. 
University of Chicago Press, 98(4), 899-900. 

Witwer, K. W.  (2012). XenomiRs and miRNA homeostasis in health and disease: evidence that diet and 
dietary miRNAs directly and indirectly influence circulating miRNA profiles. RNA Biology, 9, 1147-
54. 

Yu, N., Christiaens, O., Liu, J., Niu, J., Cappelle, K., & Caccia, S. (2012). Delivery of dsRNA for RNAi in 
insects: an overview and future directions. Insect Science, 20, 4-14. 

Zhang, L., Hou, D., Chen, X., Li, D., Zhu, L., & Zhang, Y. (2012). Exogenous plant MIR168a specifically 
targets mammalian LDLRAP1: evidence of cross-kingdom regulation by microRNA. Cell Research, 
22(1), 107-26. 

Zhang, Y., Wiggins, B. E., Lawrence, C., Petrick, J., Ivashuta, S., & Heck, G.  (2012). Analysis of plant-
derived miRNAs in animal small RNA datasets. BMC Genomics, 13, 1-1. 

 
 
 
 
 
 
 
 

 نژاد داغی، غلامحسین طهماسبی و طاهر هرکیلیلا قره

 [
 D

O
I:

 1
0.

61
18

6/
ra

p.
15

.4
.1

17
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 r
ap

.s
an

ru
.a

c.
ir

 o
n 

20
25

-0
6-

09
 ]

 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                            12 / 12

http://dx.doi.org/10.61186/rap.15.4.117
https://rap.sanru.ac.ir/article-1-1445-fa.html
http://www.tcpdf.org

