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 گسترده نشانگرهای مولکولی ریزماهواره در گیاه دارویی شناسایی مقیاس

 RNAیابی توالی با استفاده از (Trachyspermum ammi) زنیان
 

 1پورمحبوبه امیریو  4، وحید شریعتی*،3احمد سادات نوری ، سید1،2مهدی سلطانی حویزه

 

 حان، دانشگاه تهران، تهرانپردیس ابوری ،نباتاتگروه علوم زراعی و اصلاح، دکتری آموختهدانش -1

 اهواز واز،واحد اه نژادی گیاهی، دانشگاه آزاد اسلامیمربی، گروه ژنتیک و به -2

 ابوریحان، دانشگاه تهران، تهران نباتات، پردیسگروه علوم زراعی و اصلاح ،استاد -3
 فناوری، تهراننتیک و زیستمهندسی ژ پژوهشگاه ملی ،مرکز ژنومگروه بیوتکنولوژی مولکولی و ، استادیار -4

 

 (29/02/1397 تاریخ پذیرش: – 16/10/1396 )تاریخ دریافت:
 

 چکیده

 ینشانگرهاکه با توجه به این .است ییاثرات مختلف دارو دارای و ییفعال دارو باتیاز ترک غنیمنبع  کی انیزنگیاه دارویی 

در  ، لذاهستنددر گیاهان دارویی های ثانویه بیوسنتز متابولیتدر  ویژهبه هانژمرتبط با ژنوم و دارای نقش کلیدی در ریزماهواره 

انجام پس از  .داستفاده ش جهت شناسایی نشانگرهای ریزماهواره برای اولین بار انیزنترنسکریپتوم یابی از توالیاین مطالعه، 

کردن ، تریمFastQCافزار توسط نرمها خوانشبی کیفیت ارزیادو طرفه،  صورتبه  Illumina HiSeq 2000تفرمیابی توسط پلتوالی

توالی  11468، در این پژوهشانجام گردید.  Trinityافزار سازی نوپدید با استفاده از نرمیکپارچهو  Trimmomaticافزار با نرم

ها، ریزماهوارهوع نترین فراوانریزماهواره بالقوه یافت شد.  13593( حاوی ژنیونیتوالی  7913) ترنسکریپتیونی

 و بودند تکرارها ترینتایی فراوانتکرارهای شش چنینهم بودند.درصد(  24نوکلئوتیدها )و تریدرصد(  67) هانوکلئوتیددی

درصد از  35نوکلئوتید( و  20تا  10از ریزماهواره کلاس دوم )ها ریزماهوارهدرصد  65درصد( بود.  31) AG/CT ،غالب توالی

باز توالی یکپارچه شده کیلو 1/10یک در هر  تقریباً هافراوانی ریزماهواره. نوکلئوتید( بودند 20س اول )بیش از ریزماهواره کلا

 بندیدارای دسته درصد( 43) ژنیونی 3437عداد ت .بلاست شدندبا ژنوم هویج  ،حاوی ریزماهوارهی هاژنیونیدرصد  9/57 بود.

درصد( به  1/2) ژنیونی 71و  "متابولیکی فرآیند"درصد( به دسته  6/64) ژنیونی 2219د تعدا هاآناز میان  که کارکردی بودند

مسیر پایه بیوسنتز ترپنوئیدها شناسایی شدند که  درژن  12 در این تحقیق .تخصیص داشت "متابولیکی ثانویه فرآیند"دسته 

های متابولیت ویژهبهها تولید متابولیت و هاژن در بیان احتمالاً هااین ریزماهواره .دارای ریزماهواره بود هاآنمربوط به  ترنسکریپت

های ساخت نقشه انتخاب به کمک نشانگر، تنوع ژنتیکی وبرای مطالعات آینده تواند مینقش دارند. معرفی این نشانگرها  ثانویه

 .برداری قرار گیردمورد بهره در این گیاه دارویی ژنتیکی

 های ثانویهمتابولیتترنسکریپتوم، ترپنوئیدها، آپیاسه،  :واژگان کلیدی

 

 

 

 

 

 

 noori@ut.ac.ir ، آدرس پست الکترونیکی:نویسنده مسئول *
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 و همکاران سلطانی حویزه  ... شناسایی مقیاس گسترده نشانگرهای مولکولی ریزماهواره در

 مقدمه

تا  1بطول  DNA های تکراریتوالی (SSRs) هاریزماهواره

های متوالی در تمام صورت آرایههنوکلئوتید هستند که ب 6

ه با سایر انواع های یوکاریوتی وجود دارند. در مقایسژنوم

مزایای زیادی ریزماهواره نشانگرهای مولکولی، نشانگرهای 

فراوانی بالا، توزیع تصادفی  توان بهاز آن جمله میدارند که 

و  بارزهم، محتوای اطلاعاتی بالا، وراثت ژنومدر کل 

 ژنتیکی تحقیقات در نشانگرها این. اشاره نمودتکرارپذیری 

 و مولکولی نشانگرهای ترینتپراطلاعا از دارویی گیاهان

 برهزینه و سخت بسیار هاآن شناسایی که هستند چندمنظوره

ارزیابی تنوع  .(Li et al., 2002; Li et al., 2004) است

ژنتیکی با استفاده از نشانگرهای ریزماهواره یکی از 

در مطالعات ژنتیک  ترین کاربردهای این نوع نشانگررایج

 Shuorvazdi et al., 2014; Karimbeigi) باشدگیاهی می

et al., 2016). 

تواند مجموعه کل می عمق زیاد با RNAیابی توالی

در نقطه زمانی  ،های بیان شده موجود در بافت خاصتوالی

های کمیاب را نشان دهد. بدین رونوشتمشخص و حتی 

کاملی از حوادث  تقریباً تواند تصویرمنظور این روش می

 Alagna) را نشان دهد زیستیدر یک نمونه  ترنسکریپتوم

et al., 2009; Barakat et al., 2009; Dassanayake et al., 

2009; Bräutigam et al., 2011)یابی . توالیRNA  در

وجود  هاآنرای ب ژنتیکی اطلاعات کههای غیرمدل گونه

ی یابی شدهلیهای تواژنتیکی و داده اطلاعاتیا ندارد 

. باشدقابل استفاده می ارد،وجود د هاآنمحدودی برای 

 جایبه ،یابیتمرکز توالی در این روشکه این ویژهبه

. استنواحی کدشونده یابی توالیبر  تنها ژنومکل یابی توالی

در  1یابی نسل آیندهترین کاربردهای توالییکی از مهم

مولکولی در مقیاس  نشانگرهای شناسایی ،ژنتیک جمعیت

  .(Strickler et al., 2012) باشدگسترده می

با استفاده از دارویی مطالعات زیادی  تاکنون در گیاهان

تنوع ژنتیکی صورت گرفته  نشانگرهای مولکولی بر روی

 ;Farajpour et al., 2011; Bahmani et al., 2012) است

                                                           
1- Next generation sequencing (NGS) 

2- UTRs 

Sadati et al., 2016). تمامدر  تقریباً های مولکولینشانگر 

های از توالی توانندمی ای گیاهان داروییهگونه

ایجاد شوند. یکی از در مقیاس وسیع  ژنومیا  ترنسکریپتوم

این ترنسکریپتوم های نشانگرها از توالی شناساییمزایای 

های کارکردی مرتبط خواهند شد با ژن هاآناست که 

(Hiremath et al., 2011) .در  ی موجودهاریزماهواره

کنند میبیان و عملکرد ژن را کنترل  ،هانواحی کدکننده ژن

د برای مطالعات ژنتیکی آینده یک منبع ارزشمن عنوانبهو 

های ریزماهواره .(Li et al., 2002)شوند محسوب می

در نواحی  نوعاً( ESTکوتاه )پیوسته با توالی بیان شده 

 شوند( یافت میآرزیوتی ′3 و ′5) 2ایترجمهرغی

(Primmer, 2009)های ژنی شود که این مکانبینی می. پیش

 (Vasemagi et al., 2005) برای نشان دادن اثرات انتخاب

دارای احتمال بالاتری )در مقایسه با نشانگرهای ژنتیکی 

توانند در عمل تفاوت می چنینهم هاآنو بوده خنثی( 

 تا. ایجاد کنندداری در تنظیم بیان و کارکرد ژن معنی

 DNA در کننده پروتئینتوالی کددر که نرخ جهش زمانی

 توالی و )مانند اینترون DNAهای تر از سایر توالیپایین

ها و ریزماهوارهرود تعداد باشد، انتظار میژنی( میبین

های تر از توالیدرون این نواحی پایین یهاچندشکلی

. یکی دیگر از (Blanca et al., 2011) کننده باشدغیرکد

های بر پایه ژن، قابلیت انتقال بالاتر ریزماهواره یمزایا

برای  آمده از این روش دستبهریزماهواره نشانگرهای 

های انفرادی نمونه یابیهای توالیداده باشد.ها میگونهسایر 

برای این هدف هر دو  ،شده افراد درهم آمیختههای یا نمونه

. (Futschik and Schlötterer, 2010) باشندمناسب می

آنالیز مسیر متابولیکی گیاهان تواند می RNAیابی توالی

های دارویی و جستجوی نشانگرهای مولکولی برای روش

 .بخشدتسهیل و تسریع  رااصلاح مولکولی 

 )مترادف: Trachyspermum ammi یبا نام علم انیزن

Carum copticumًعنوانبه ( که معمولا Ajowan  شناخته

هند، پاکستان، افغانستان و  ن،رایا یشده است در کشورها

 عیوس صورتبهکشورها  نیباشد و در ایمصر پراکنده م
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محرک،  چونی همخواص یدارا وهیم نی. اشودیکشت م

 کی عنوانبه یسنتطور بهو  باشدینفخ مو ضد تشنجضد

هاضمه، اسهال، نفخ شکم، سوء یبرا یعامل مهم درمان

 ،یکلات تنفسمش ،یزرد ،یشکم یدردها ،یشکم تومور

( یآسم و آمنوره )قطع قاعدگ ر،یفقدان اشتها، محرک ش

ثابت شده است که  ،ییدارو یهای. با بررسشودیاستفاده م

مثل  ییمختلف دارو یهاتیلفعا یدارا اهیگ این وهیم

درد، ضد ،یکروبیمضد ،یدانیاکسیآنت ،یقارچضد یداروها

، جتشنضدفشار خون، ضد ،یکاهش چرب ،1کیتوتوکسیس

 ن،یآور، سقط جنادرار ،یسازضد سنگ چه،یاتساع نا

. باشدیم 2ایلاریانگل، ضدکرم و ضدفضدسرفه، ضد

مختلف  باتیکانجام شده، حضور تر قاتیتحق نیهمچن

عمده طور بهکه  دهدینشان م اهیگ نیرا در ا فیتوشیمیایی

. مطالعات باشدیم نیمیپاراس نن،یترپگاما مول،یشامل ت

فعال  باتیمنبع مملو از ترک کی انیکه زن ددهینشان م

 دایرو، پ نیاز ا باشد،یم ییو اثرات مختلف دارو ییدارو

شدت مورد علاقه هآن ب دیجد یدرمان یکردن کاربردها

 Bairwa et al., 2012; Mirzahosseini et) است قنیمحق

al., 2017). 

کشور از  یو بوم ییدارو اهانیگ یبالا تیاهم رغمیعل

 یمعدود اریبس یهاتنها گزارش ان،یزن ییدارو اهیجمله گ

و  عطرمایه باتیترک ییشناسا ،یمطالعات زراع لیاز قب

 صورت گرفته رانیو عصاره آن در ا عطرمایه ییاثرات دارو

(Mirzahosseini et al., 2017; Soltani Howyzeh et al., 

2018b; Soltani Howyzeh et al., 2018a) چیو تاکنون ه 

 اهیگ نیا نشانگرهای مولکولی ییدر رابطه با شناسا یگزارش

 ریاخ یهادهه یو جهان منتشر نشده است. در ط رانیدر ا

 بسیاریدر ترنسکریپتوم و  ژنوم یهایاز توال یادیز تعداد

 .(Fu et al., 2013) وجود آمده استهاز موجودات مدل ب

تنها تاکنون  انیزن ییدارو اهیگ یکه برا ستا یحال در نیا

 گاهی( در پا1396ماه آذرماه تا ) یدینوکلئوت یتوال 20

یا و  EST توالی گونهچیوجود دارد و ه NCBIی اطلاعات

نشده است.  ییشناسا اهیگ نیدر اریزماهواره نشانگر 

                                                           
1- Cytotoxic 

2- Antifilarial 

 اهیگ یبرا ژنوم ایترنسکریپتوم گسترده  یابییتوال نیبنابرا

 تواندیم بوده و این منابع ازیمورد نشدت هب انیزن ییدارو

انجام بهتر مطالعات  د،یجد انگرهاینش ییشناسا یبرا

 رهیو غ ژنوم سهیژن و مقا یابیمکان ،یمولکول یهانشانگر

 اهیگ کی انیزن نکهی. با توجه به اردیورد استفاده قرار گم

 Noori et) است هتروزیگوسیتی از ییبا درجه بالا دیپلوئید

al., 2017)بالا اریبس نهیهز دارای آن ژنومکامل  یابیی، توال 

ابداع  ه. اما خوشبختانکشدزیادی طول می زمان است و

 یبرا یمناسب نیگزیجاترنسکریپتوم  یابییروش توال

مطالعات پیشن انجام شده است.  ژنومکامل  یابییتوال

پلاسم گیاه دارویی زنیان، جهت بررسی تنوع ژنتیکی ژرم

 ISSR (Modareskia et al., 2013; Heidariانگر تنها به نش

et al., 2016)  و نشانگرRAPD (Sargazi, 2016)  محدود

گسترده لذا این تحقیق جهت شناسایی مقیاس بوده است.

ه از با استفادنشانگرهای ریزماهواره گیاه دارویی زنیان 

جهت معرفی این  ،RNAیابی توالی های حاصل ازداده

و شناسایی تنوع ژنتیکی نشانگرها برای مطالعات آینده 

های مسیر ی احتمالی مرتبط به ژنهاریزماهواره

در این گیاه دارویی طراحی و انجام های ثانویه متابولیت

 گردیده است.

 هامواد و روش

زنیان )اکوتیپ  گیاه مختلف اکوتیپ بذر دو :مواد گیاهی

 ( از14492و اکوتیپ اراک با کد  12313شیراز با کد 

کشور تهیه گردید و  هایجنگل و مراتع تحقیقات سسهؤم

 و کوکوپیت شامل) های نشاء دارای بستر کشتدر سینی

در گلخانه تحقیقاتی پردیس  1392اسفندماه  در( پرلیت

انتخاب  پیدو اکوت ابوریحان دانشگاه تهران کشت گردید.

با هم متفاوت بودند  مولیدر مقدار ت انیشده زن

(Mirzahosseini et al., 2017 .)کشت هایسینی آبیاری 

 تا یک روزی انتقال به گلدان زمان تا کشت زمان از نشاء

صورت آبپاشی انجام گردید. از هر اکوتیپ دو مرتبه به دو

 گانهجدا طوربههر بوته  آذینبوته انتخاب و از بافت گل

 هابرداری شد. نمونهنمونه )پنج روز پس از گرده افشانی(
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 و همکاران سلطانی حویزه  ... شناسایی مقیاس گسترده نشانگرهای مولکولی ریزماهواره در

در ازت مایع قرار گرفته و سپس به آزمایشگاه منتقل و تا 

 راد قرار گرفتند.گدرجه سانتی -80زمان استخراج در فریزر 

کل  RNA :یابییساخت کتابخانه و توال ،RNAاستخراج 

 بافر وسیلههآذین گیاه دارویی زنیان بهای گلاز نمونه

(Invitrogen) TRIzol reagent  طبق دستورالعمل شرکت

 کنندههضم با RNAهای سازنده استخراج گردید. نمونه

DNA (TURBO DNaseI, Ambion ) تیمار شدند. کیفیت

توسط ژل آگاروز  ترتیببهاستخراج شده  RNAو کمیت 

 NanoDropمدلنانودراپ نورسنج دستگاه درصد و  1

1000 spectrophotometer  (Thermo Scientific) تعیین ،

 QCگردید. سپس بررسی بیشتر کیفیت توسط دستگاه

Bioanalyzer  مدل Agilent Technologies (Hørsholm, 

Denmark )در موسسهBeijing Genomes Institute 

(BGI)   دارای  هاینمونه صورت گرفت ودر کشور چین

برای  8از  ( بیشRNA integrity number) RINعدد 

، آماده Aپلی . انتخاب دمیابی انتخاب شدندتوالی فرآیند

، اتصال آداپتورها، تشکیل کلاسترها و cDNAسازی 

 ،سازندهشرکت طبق توصیه و   BGIیابی در موسسهتوالی

یابی . توالیشدکیت استاندارد ایلیومینا انجام استفاده از با 

 طرفهدو تصوربه Illumina HiSeq 2000 پلتفرمتوسط 

(Paired-end)  های نوکلئوتید انجام شد. داده 100و طول

در آرشیو  )دو بوته از هر اکوتیپ( ژنوتیپ چهارخام 

با  NBCI sequence read archive (SRA)خوانش توالی 

، SRR5137050 ،SRR5137051های شماره دسترسی

SRR5137053  وSRR5137052 .ثبت شدند 

 یسازکپارچهیو  RNA-Seq یهاداده یسازآماده

آمده از  دستبههای خام کیفیت خوانشدر ابتدا  :1دینوپد

سنجیده شد. سپس برای  FastQCافزار یابی توسط نرمتوالی

های آداپتورها و توالیکیفی، هر نمونه با توجه به نتایج کنترل

افزار های خام با استفاده از نرمکیفیت خوانشکم

                                                           
1- De novo assembly 

2- Unitranscripts 

3- Unigenes 

4- http://pgrc.ipk-gatersleben.de/misa 
5- Functional annotation 

6- Pipeline 

7- http://trinotate.github.io 

Trimmomatic (0.36 نسخه)  و مقدارQC ≥ 30  حذف

 FastQCافزار ، نرم(Trimming) کردنشدند. پس از تریم

یید کارایی أها و تهای کتابخانهویژگی مجدد برای ارزیابی

های فیلتر شده تریم کردن مورد استفاده قرار گرفت. خوانش

های بعدی مورد استفاده واقع با کیفیت بالا برای تحلیل

با با کیفیت بالا های ید خوانشسازی نوپدشدند. یکپارچه

)معرفی شده در تاریخ  Trinityافزار استفاده از نرم

 Kmer سازی،بهینه از پس ( انجام گردید.17/03/2016

 Trinity افزار نرم پارامترهای سایر برای و انتخاب 32 معادل

آمده  دستبههای توالی. شد استفاده استاندارد تنظیمات از

 هایشود که ایزوفرمنامیده می 2رنسکریپتتیونی Trinityاز 

دهد. کلاستر را نشان می قبول رونوشت مورد

های شود که ژننامیده می 3ژنیونیها، ترنسکریپتیونی

 Grabherr et) دهدقبول را نشان می شناسایی شده مورد

al., 2011) . 

نشانگرهای ریزماهواره  :شناسایی نشانگرهای ریزماهواره

 MISA4 به نامبا استفاده از ابزار شناسایی ریزماهواره 

شناسایی شدند. حداقل تکرار برای نشانگرهای 

نوکلئوتیدی، -و برای نشانگرهای دی "ده"مونونوکلئوتیدی 

-ی، تترا، پنتا و هگزاو برای نشانگرهای تر "شش"

 .(Beier et al., 2017) قرار داده شد "پنج"نوکلئوتیدی 

حاوی  انیزن شدهکپارچهی یهاژنیونی 5یکارکرد تفسیر

وسیله هزنیان بترنسکریپتوم تفسیر کارکردی  :ریزماهواره

های ژنیونیانجام شد.  Trinotate7 افزارنرم تفسیر 6فرستگر

ره علیه اسازی شده زنیان حاوی ریزماهویکپارچه

، NCBIهای اطلاعاتی پایگاه Non-redundantهای پروتئین

UniProt آرابیدوپسیس و هویج با ،Value-E 10-5 کمتر از 

 256دارای  (Local Server)سرور محلی با استفاده از 

هسته و  80یو با پیو سی (RAM)بایت حافظه موقت گیگا

و  متابولیتیبلاست شدند. مسیرهای عامل لینوکس سیستم
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های زنیان ژنیونیتوصیف کارکردی برای هر یک از 

( با KEGG1)کیوتو  ژنومها و المعارف ژندایره وسیلههب

 KAAS2 نامبه KEGGاتوماتیک  تفسیراستفاده از سرور 

آمد.  دستبه هاآنبه  KO3 براساس تخصیص عدد

. گرفت انجام SBH4 روش اساس بر KO عدد تخصیص

 از استفاده با را شده ارسال هایتوالی تفسیر KAAS پایگاه

 KO هر. دهدمی انجام دکارخو صورتبه KO هایشناسه

 صورتبه که است هاییژن از ارتولوگ گروه یک معادل

 لینک KEGG پایگاه مسیرهای در رکورد یک به مستقیم

 اطلاعات مرجع نتیجه در و (Moriya et al., 2007) شده

بندی طبقه .است زیستیسیستم به هاژنوم دادن ارتباط برای

های ژنیونیبرای همه  (GOژن شناسی )کارکردی 

صورت  WEGO5 تحت وب افزاروسیله نرمهشده بیکپارچه

 گرفت.

 بحث و نتایج
افزار جستجوی نشانگرهای ریزماهواره با استفاده از نرم

MISA  ترنسکریپتومیکپارچه شده  هایدادهدر مجموعه 

 توالی 11468، (1جدول ) زنیانگیاه دارویی 

 13593حاوی ( ژنیونیتوالی  7913) ترنسکریپتیونی

 .را نشان دادبالقوه ریزماهواره 

ها ترین ریزماهوارهنوکلئوتیدی فراوانهای دیریزماهواره

درصد( در مجموعه داده این پژوهش بودند. نتایج  67)

ای دیگر مانند آربیدوپسیس، ابهی در برخی گیاهان دولپهمش

 Kumpatla and)زمینی گزارش شده است انگور و بادام

Mukhopadhyay, 2005)ترتیببهنوکلئوتیدها . پس از دی 

درصد(، مونونوکلئوتیدها  24 عدد، 3232نوکلئوتیدها )تری

درصد(، هگزانوکلئوتیدها  2درصد(، تترانوکلئوتیدها ) 6)

)حدود یک درصد( و پنتانوکلئوتیدها )کمتر از یک درصد( 

 (.1قرار داشتند )شکل 

نوکلئوتیدی، نوع غالب تکرار کوتاه تری یتکرار یهایتوال

 )درمنه A. tridentateدر مجموعه داده ترنسکریپتوم 

 Capsicum annuum، (Bajgain et al., 2011) معمولی(

                                                           
1- Kyoto encyclopedia of genes and genome  
2- KEGG automatic annotation server,  
http://www.genome.jp/kegg/kaas 
3- KEGG orthology 
4- Single-directional best hit 
5- http://wego.genomics.org.cn/cgi-bin/wego/index.pl 

 Citrullus lanatus، (Lu et al., 2012) )فلفل قرمز(

 Scabiosa columbaria، (Guo et al., 2011) )هندوانه(

 Polygonumو  (Angeloni et al., 2011) )گل داوودی(

cuspidatum بند ژاپنی()هفت (Hao et al., 2012)  بوده

نوکلئوتیدی، تکرار غالب دیریزماهواره که است در حالی

 ,.Chen et al) )نوعی شاهپسند( Sonneratia albaدر 

2011) ،Sesamum indicum )کنجد( (Wei et al., 2011)، 

S. miltiorrhiza (Li et al., 2010) ،P. notoginseng 

(Luo et al., 2011)  وG. Biloba (Lin et al., 2011) .بود 

های با تکرارهای در این پژوهش، در مجموع ریزماهواره

 ترتیببه هاآنترین بودند و پس از تایی فراوانشش

ترین هایی با هفت، پنج و هشت تکرار فراونریزماهواره

ای در (. در گیاه کنجد نتایج کاملاً مشابه2بودند )جدول 

 Wei)آمد  دستبهها مورد بیشترین تکرارهای ریزماهواره

et al., 2011)دندروبیوم ) . در گیاه ارکیدهDendrobium 

officinaleتایی های با تکرارهای شش( نیز ریزماهواره

هایی ریزماهواره ترتیببه هاآنترین بودند و پس از فراوان

 . (Xu et al., 2017)با پنج، هفت و هشت تکرار قرار گرفتند 

آمده در  دستبهنوکلئوتیدی دی ترین ریزماهوارهفراوان

تکرار  4293با  AG/CTترنسکریپتوم گیاه دارویی زنیان 

نوکلئوتیدی نیز تری درصد( بود. در میان ریزماهواره 31)

و  AAG/CTT ،AAT/ATT ،ATC/GAT ترتیببه

AGC/GCT به خود اختصاص دادند  ابیشترین فراوانی ر

دندروبیوم و کنجد نتایج  ان ارکیده(. در گیاه2)شکل

ترین مشابهی گزارش شده است. در این گیاهان نیز فراوان

ترین و فراوان AG/CT نوکلئوتیدیدی ریزماهواره

 ,.Wei et al)بود  AAG/CTTنوکلئوتیدی تری ریزماهواره

2011; Xu et al., 2017) این در حالی است که در گیاه .

ترین ( فراوانDendrocalamus latiflorusبامبو )

گزارش گردید اما از  AG/CTنوکلئوتیدی دی ریزماهواره

نوکلئوتیدی تری ترین ریزماهوارهسوی دیگر فراوان

CCG/CGG  بود(Bhandawat et al., 2016). 
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 و همکاران سلطانی حویزه  ... شناسایی مقیاس گسترده نشانگرهای مولکولی ریزماهواره در

 Trinityهای یکپارچه شده توسط نرم افزار گزارش آماری کانتیگ -1جدول 
Table 1. Trinity assembly stats report of assembled contigs 

 ها و غیرهها، ژنشمارش تعداد رونوشت
Counts of transcripts, genes, etc. 

 های ترینیتیتعداد کل ژن
Total trinity genes  

 های ترینیتیشتتعداد کل رونو
Total trinity transcripts 

 GCدرصد 

GC-content percentage 
123488 151115 38.35 

 سازی ترینیتیآمار یکپارچه
Trinity assembly stats 

 آمار
Stats 

 های رونوشتبراساس همه کانتیگ
Based on all transcript contigs 

 براساس تنها بلندترین ایزوفرم در هر ژن
Based on only longest isoform per gene 

 10ان  کانتیگ

Contig N10 
3069 2894 

 20ان  کانتیگ
Contig N20 

2363 2189 

 30ان  کانتیگ
Contig N30 

1944 1740 

 40ان  کانتیگ
Contig N40 

1603 1346 

 50ان  کانتیگ
Contig N50 

1291 994 

 میانه طول کانتیگ
Median contig length 

454 385 

 متوسط طول کانتیگ
Average contig 

782.02 659.33 

 سازی شدهکل نوکلئوتیدهای یکپارچه
Total assembled bases 

118175363 81419608 

 

 
 شده در ترنسکریپتوم گیاه دارویی زنیانهای شناسایینسبی نوع ریزماهواره فراوانی -1شکل 

Figure 1. Relative frequency of microsatellite repeat types identified in medicinal plant transcriptome of T. 
ammi. 
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  تعداد تکرارهانوع و زنیان براساس  هایفراوانی ریزماهواره -2 جدول
Table 2. Frequency of T. ammi microsatellites based on type and number of repeats 

 تکرار
Repeat 

  نوع

Type مجموع 
Total مونو 

Mono 

 دی
Di 

 تری
Tri  

 تترا
Tetra 

 پنتا
Penta 

 هگزا
Hexa 

5   1703 199 34 28 1964 
6  2473 705 77 6 32 3293 
7  1583 380 12 3 17 1995 
8  1148 225 8 0 4 1385 
9  785 35 7 0 3 830 
10 144 519 46 2 1 0 712 
11 176 445 23 0 2 0 646 
12 114 412 20 4 1 3 554 
13 110 195 33 0 0 0 388 
14 76 202 19 2 0 0 299 
15 62 180 6 1 0 0 249 
16 28 162 10 0 0 0 200 
17 36 162 6 0 0 0 204 
18 6 144 7 0 0 0 157 
19 12 141 6 0 0 0 159 
≥ 20 106 494 88 0 0 0 608 

 مجموع
Total 

870 9045 3232 312 47 87 13593 

 

 65گرهای ریزماهواره شناسایی شده در زنیان، در میان نشان

 20تا  10درصد از نوع ریزماهواره کلاس دوم )به طول 

درصد از نوع ریزماهواره کلاس اول )به  35نوکلئوتید( و 

(. فراوانی 3 نوکلئوتید( بودند )شکل 20طول بیش از 

آذین گیاه دارویی گل ترنسکریپتومتکرارهای ریزماهواره در 

باز توالی یکپارچه شده کیلو 1/10یک در هر  باًتقریزنیان 

های نوع دندروبیوم فراوانی ریزماهواره بود. در گیاه ارکیده

های نوع کلاس درصد و فراوانی ریزماهواره 92کلاس دوم 

درصد بود. در این گیاه فراوانی تکرارهای ریزماهواره  8اول 

 Xu et)باز توالی یکپارچه شده بود کیلو 4یک در  تقریباً

al., 2017) ترنسکریپتوم . فراوانی تکرارهای ریزماهواره در

آذین گیاه دارویی زنیان کمتر از فراوانی تکرارهای گل

باز(، سورگوم کیلو 6/3ریزماهواره در گیاهان برنج )یک در 

باز( و ذرت کیلو 9/8باز(، جو )یک در کیلو 9/5)یک در 

واره باز( و بیشتر از فراوانی تکرارهای ریزماهکیلو 9)یک در 

باز( و کیلو 6/10گیاهان گندم )یک در ترنسکریپتوم در 

 .(Parida et al., 2010)باز( بود کیلو 9/10نیشکر )یک در 

حاوی  انیزن شدهکپارچهی یهاژنیونیی کارکرد تفسیر

ژهای زنیان حاوی ریزماهواره با تک 1تفسیر :ریزماهواره

، KAASهای داده علیه پایگاه Blastxاستفاده از 

 پایگاه Non-redundantهای آرابیدوپسیس، پروتئین

NCBI ،UniProt  1531و هویج انجام گردید. در مجموع 

 ،(درصد 6/42) 3378 ،(درصد 3/51) 4066 ،(درصد 3/19)

ژن از یونی( درصد 9/57) 4583 و( درصد 6/50) 4006

، KAASهای داده به پایگاه ترتیببهها همه کتابخانه

 Non-redundantهای ، پروتئینUniProtآرابیدوپسیس، 

(. تعداد 4و هویج گزارمان شدند )شکل  NCBI پایگاه

های ین همه پایگاههای تفسیر شده مشترک بژنیونی

 طوربههای زنیان ژن(. یونی4بود )شکل  1464اطلاعاتی 

های مشابهی با پایگاه داده هویج، بیش از سایر پایگاه تقریباً

کننده این مسئله است که داده تفسیر شدند. این امر تأیید

بوده و همانندی بالایی با ژنوم  2زنیان از خانواده آپیاسه

 هویج دارد. 

 

                                                           
1- Annotation 

2- Apiaceae 
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 گیاه دارویی زنیان ترنسکریپتومتکرارهای ریزماهواره شناسایی شده در  موتیففراوانی  -2 شکل
Figure 2. Frequency of microsatellite repeat motifs identified in medicinal plant transcriptome of T. ammi 

 

 

 

 

 گیاه دارویی زنیانپتوم ترنسکریدر تکرارهای ریزماهواره شناسایی شده  طول فراوانی -3شکل 
Figure 3. Frequency of microsatellite repeat length identified in medicinal plant transcriptome of T. ammi 
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Figure 4. Venn diagram of BLAST annotation results of assembled unigenes containing microsatellites against 

different databases 

 

با توجه به اینکه توالی ژنوم گیاه دارویی زنیان در دسترس 

های مها در کروموزویابی فیزیکی ریزماهوارهنیست، نقشه

که هرچند با توجه به اینباشد. پذیر نمیاین گیاه امکان

آمده از طریق  دستبههای مشابه حداکثر تعداد توالی

بلاست مربوط به گیاه هویج بود، بنابراین از ژنوم هویج 

های گیاه ها در کروموزومبرای شناسایی تعداد ریزماهواره

هویج استفاده گردید. نکته لازم به ذکر اینکه گیاه هویج 

باشد و تعداد نواده آپیاسه میسردسته و مدل خا عنوانبه

م گیاه وبرابر با تعداد کروموز( 2n = 2x = 18)م آن وکروموز

. بیشترین تعداد (Noori et al., 2017)دارویی زنیان است 

ترین تعداد به م شماره یک و کموریزماهواره به کروموز

یجه (. این نت5اختصاص یافتند )شکل  9کروموزوم شماره 

ای کارکردی در هممکن است ناشی از تفاوت تعداد ژن

 ها باشد.ها و توزیع گسترده ژنومی ریزماهوارهموکروموز

سازی شده دارای های یکپارچهبینی عملکرد توالیپیش

ژن حاوی تکرارهای توالی یونی 7913از میان  :ریزماهواره

ای درصد( دار 43ژن )توالی یونی 3437ریزماهواره، تعداد 

(. نمودار تفسیر 6کارکردی بودند )شکل  بندیدسته

ها ژن( نشان داد که همه یونیWEGOشناسی اینترنتی )ژن

                                                           
1- Catalytic 

2- Secondary metabolic process 

(. دستجات 6بندی شد )شکل دسته کارکردی طبقه 52در 

، "اتصال"، "اندامک"، "بخش سلولی "، "سلول"

فرآیند "، "فرآیند سلولی"، "تنظیم زیستی"، "1فروکافتی"

 "هاپاسخ به محرک"و  "سازینگدانهر"، "متابولیکی

 (.6بیشترین درصد تخصیص را دارا بودند )شکل 

های ژندر میان همه یونی (BP)در طبقه فرآیندهای زیستی 

درصد( به دسته  6/64ژن )یونی 2219بندی شده دسته

ژن یونی 71 هاآنمتعلق بود که از میان  "فرآیند متابولیکی"

تخصیص  "2یند متابولیکی ثانویهفرآ"درصد( به دسته  1/2)

مرتبط به فرآیند  GOهای داشت. فراوانی تخصیص عبارت

ژن حاوی تکرارهای های یونیمتابولیکی به توالی

واند در شناسایی نشانگرهای ریزماهواره تریزماهواره می

 ویژهبهها ها و تولید و کنترل متابولیتمرتبط به بیان ژن

های ند. در مطالعه ریزماهوارههای ثانویه کمک کمتابولیت

درصد  2/39با  "فرآیند متابولیکی"یز دسته گیاه کنجد ن

 Wei et)بود  (BP)گروه غالب در طبقه فرآیندهای زیستی 

al., 2011)های گیاهان . نتایج مشابهی در مطالعه ریزماهواره

 ;Zhang et al., 2012)آمد  دستبهئوچو بادام و درخت کا

Li et al., 2012) . 
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 و همکاران سلطانی حویزه  ... شناسایی مقیاس گسترده نشانگرهای مولکولی ریزماهواره در

 های زنیان علیه ژنوم هویجهای ریزماهوارهتوالی  In silicoایمقایسه یابینقشه -5شکل 
Figure 5. In silico comparative mapping of T. ammi microsatellite sequences on carrot genome 

 

 
 سازی شده حاوی ریزماهوارههای یکپارچهژنبندی کارکردی یونینمودار دسته -6شکل 

Figure 6. Functional classification of assembled unigenes containing microsatellites 
 می باشد. 10در مبنای لگاریتم  Yدهد. محور را نشان می GOهای های متصل به گزارهژنهر میله درصد یونی

Each bar represents the percentage of unigenes matches to each GO term. Plot with Y axis is in log (10) scale. 
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ها در نواحی کدکننده، نواحی غیرترجمه تنوع ریزماهواره

و  3' ، نواحی غیر ترجمه شده در انتهای5'شده در انتهای 

ای رونویسی و به تغییراتی در فرآیندهها منجراینترون

ای شده و در نتیجه از طریق تنظیم بیان ژن منتهی به ترجمه

. این مسأله (Li et al., 2004)گردد تغییرات فنوتیپی می

های واقع شده در نواحی نشان دهنده اهمیت ریزماهواره

تواند های مناطق ژنی میکدکننده است. تنوع در ریزماهواره

های های حیاتی در محیطهای مناسبی برای موفقیتآلل

 SSR. نشانگرهای (Li et al., 2004)مختلف ایجاد کند 

دارای نقش کلیدی در تحمل به تنش، متابولیسم و تثبیت 

های ثانویه، رشد و فتوسنتز کربن، بیوسنتز متابولیت

 .(Bhandawat et al., 2016)اند شناسایی گردیده

وسیله هایی بیآمده از آنالیز مسیرهای بیوشیم دستبهنتایج 

نشان داد که  KEGGسرور تفسیر اتوماتیک 

سازی شده دارای نشانگر های یکپارچهترنسکریپت

حضور  KEGGمسیر بیوشیمایی پایگاه  330ریزماهواره در 

های دارای ریزماهواره، داشتند. بیشترین ترنسکریپت

( و مسیر بیوسنتز ko01100به مسیر متابولیکی ) ترتیببه

ترنسکریپت  116و  226( با ko01110های ثانویه )متابولیت

 Terpenoidترپنوئیدها ) پایه بیوسنتز مسیر بودند. در

backbone biosynthesis که نقش بسیار مهمی در تولید )

های مسیر ژن از ژن 12رد، ترکیبات دارویی گیاه زنیان دا

دارای  هاآنشناسایی شدند که ترنسکریپت مربوط به 

 (. 3 ریزماهواره بود )جدول
 

اه یآذین گگل تومدارای ریزماهواره در ترانسکریپ (ko00900های شناسایی شده در مسیر بیوسنتز پایه ترپنوئیدها )ژن -3جدول 

 دارویی زنیان
Table 3. Identified genes in terpenoid backbone biosynthesis pathway (Ko00900) containing microsatellite in T. 

ammi inflorescence transcriptome 
 ردیف
No. 

 نام ژن
Gene name 

 توصیف ژن
Gene description 

 KEGG در کد ژن
KEGG code 

 کد آنزیم
Enzyme code 

 ترنسکریپتیونی
Unitranscript 

 (bpطول )
Length (bp) 

 (bp) موقعیت
Position (bp) 

 موتیف
Motif 

1 HMGCR 
Hydroxymethylglutaryl-

CoA reductase (NADPH) K00021 EC:1.1.1.34 DN46370_c0_g1_i1 2031 44 - 58 (CCA)5 

2 FDPS Farnesyl diphosphate 

 synthase K00787 EC:2.5.1.1 

2.5.1.10 DN45915_c0_g1_i1 1544 32 - 46 (CTC)5 

3 MK Mevalonate kinase K00869 EC:2.7.1.36 DN54851_c0_g1_i6 1536 1483 - 1536 
(TG)9aatgagtaat 

gtaatgca 
atgtaa(TG)6 

4 ispE 
4-diphosphocytidyl-2 

-C-methyl-D-erythritol 

kinase 
K00919 EC:2.7.1.148 DN36615_c0_g1_i1 1492 1 - 12 (G)12 

5 ispD 
2-C-methyl-D-erythritol  

4-phosphate 

cytidylyltransferase 
K00991 EC:2.7.7.60 DN42987_c0_g2_i1 1661 248 -262 (TCT)5 

6 dxs 1-deoxy-D-xylulose-5 

-phosphate synthase K01662 EC:2.2.1.7 DN30805_c0_g1_i1 2495 171 - 158 (GT)7 

7 idi Isopentenyl-diphosphate 

Delta-isomerase K01823 EC:5.3.3.2 DN41437_c0_g1_i1 1325 80 - 94 (GCT)5 

8 ispH 
4-hydroxy-3-methylbut-2 

-en-1-yl diphosphate  

reductase 
K03527 EC:1.17.7.4 DN56344_c1_g1_i2 1659 63 - 100 (TC)19 

9 PCYOX1 Prenylcysteine oxidase / 

farnesylcysteine lyase K05906 EC:1.8.3.5 

1.8.3.6 DN45249_c0_g1_i1 1910 82 - 99 (CCA)6 

10 GGPS Geranylgeranyl  

diphosphate synthase K13789 
EC:2.5.1.1 

2.5.1.10 

2.5.1.29 
DN44310_c0_g1_i1 1757 1481 - 1495 (AGA)5 

11 GPS Geranyl diphosphate  

synthase K14066 EC:2.5.1.1 DN35063_c0_g1_i1 1804 1764 - 1802 (TTA)13 

12 FLDH NAD+-dependent  

farnesol dehydrogenase K15891 EC:1.1.1.354 DN39038_c0_g1_i1 1020 57 - 71 (CAT)5 
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های مرتبط به سنتز در ترنسکریپت هاوجود این ریزماهواره

 هاآنهای ثانویه گیاه دارویی زنیان و مطالعه تنوع متابولیت

ترکیبات دارویی تواند در شناسایی عوامل مؤثر در سنتز می

های موجود در توان از ریزماهوارهگیاه بسیار مؤثر باشد. می

در  هاآنتأثیر مستقیم  آوردن دستبهدر  ،های ژنومیتوالی

سازماندهی ژنومی، نوترکیبی، تنظیم بیان ژن، تنوع ژنتیکی 

 ,.Kaliswamy et al)ها استفاده کرد کمی و تکامل ژن

2015). 

پتومی منبع ارزان و روش سریعی جهت یهای ترنسکرداده

 گسترده های ریزماهواره در مقیاسنشانگره شناسایی

عمومی بخش  طوربها که هESTدر مقایسه با باشد. می

های توالی شود،کوچکی از ژنوم بیان شده را شامل می

های ریزماهواره تعداد زیادی نشانگرهتواند میترنسکریپتوم 

 یکند. بنابراین تخمین فراوانی تکرارهاتولید با پوشش کلی 

 گردد.کمتر دچار اریب می هاآنهای ها و ویژگیریزماهواره

تواند در در ناحیه اگزونی می هااهوارهریزمشناسایی تنوع 

 .شدکارایی داشته باهای فیزیولوژیکی و نموی گیاه فرآیند

توسعه نشانگرهای برای نخستین بار نتایج این پژوهش 

EST-SSR این ساخته استپذیر این گیاه را امکان .

های توانند برای انجام تجزیه و تحلیلنشانگرها می

های ژنتیکی با تراکم بالا نقشه و ساخت های پیوستگینقشه

های موجود در شناسایی ریزماهواره کار روند.هدر زنیان ب

های ثانویه های مرتبط به مسیر بیوسنتز متابولیتتوالی ژن

تواند در شناسایی گیاه دارویی زنیان می ترنسکریپتدر 

ی سنتز ترکیبات دارویی این هاعوامل موثر تنظیم بیان ژن

 وثر باشد.گیاه بسیار م
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Abstract 
The medicinal plant, Trachyspermum ammi is a rich source of active pharmaceutical ingredients with 

pharmaceutics effects. Microsatellite markers play a key role in the genome and gene expression, 

especially in secondary metabolite biosynthesis in medicinal plants. For the first time, transcriptome 

sequencing of this herb medicine was carried out to identify the microsatellite markers of this species. 

After pair-end sequencing with the Illumina HiSeq 2000 platform, the quality of the reads was evaluated 

by FastQC software, trimming was performed by Trimmomatic software and De novo assembly was 

done with Trinity software. In this study, 11,468 unitranscripts (7913 unigenes) were found to contain 

13593 potential microsatellites. The most abundant microsatellite types were di-nucleotide (67%) and 

tri-nucleotide (24%). Also, six repeated SSRs were the most abundant repeats. The predominant 

sequence was AG / CT (31%). Sixty-five percent of SSRs were belonged to class II (10-20 nucleotides) 

and 35% to class I (more than 20 nucleotides). The frequency of SSRs found to be approximately one 

per 10.1 kB of assembled sequence. More than 57 percent of unigenes containing SSRs were blasted 

with carrot genome. This showed that T. ammi was an Apiaceae family member and had a high similarity 

to the carrot genome. A total of 3437 unigenes (43%) were categorized functionally, which among them 

2219 unigenes (64.6%) belonged to the "metabolic process" category and 71 unigenes (1.2%) were 

assigned to the "secondary metabolic process". In this study, 12 genes were detected in the terpenoid 

backbone biosynthesis pathway, that their transcripts were containing a microsatellite. These SSRs 

probably contribute to the genes expression and the biosynthesis of metabolites, especially secondary 

metabolites. The development of these markers can be used for future studies of marker-assisted 

selection, genetic diversity and construct genetic maps in this medicinal plant. 

Keywords: Apiaceae, Terpenoids, Transcriptome, Secondary metabolic 
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