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Extended abstract 

Introduction 

The Snakin/GASA protein family in plants plays a crucial role in regulating plant growth, defense, and 

bacteriostasis. These proteins are involved in various signaling pathways that help plants respond to pathogens. 

Additionally, they have been found to interact with other proteins to modulate gene expression and promote plant 

development. These peptides play a crucial role in protecting plants from pathogens by disrupting their cell 

membranes or interfering with their cellular processes. The Snakin/GASA proteins also have the ability to induce 

systemic resistance in plants, enhancing their overall defense mechanisms against various threats. Furthermore, it 

has been established that these peptides play a role in the development of plant adaptations to a wide range of 

abiotic stresses. Overall, the multifunctional nature of Snakin/GASA proteins highlights their importance in plant 

defense and adaptation mechanisms. Their diverse roles make them valuable targets for further research in 

improving crop resilience and productivity in challenging environments. Therefore, in this study Snakin/GASA 

family members were identified and analyzed in Echinacea purpurea. 

Materials and methods 

To identify the members of the Snakin/GASA gene family in the transcriptome of E. purpurea, RNA sequencing 

data from different tissues and growth periods of E. purpurea were obtained from the NCBI database and after 

processing the data, transcriptome assembly was performed. The obtained transcripts were documented using the 

BLASTx tool against non-repetitive protein (NR) data. After mapping the clean reads with the reference assembly, 

the expression level of the transcripts was calculated in terms of FPKM (Fragments Per Kilobase of transcript per 

Million mapped reads: FPKM). In the next step, protein sequences related to the Snakin/GASA antimicrobial 

peptide family of different plants were obtained from the NCBI database, and a consensus sequence was created 

using multiple alignments. Then, the consensus protein sequence obtained from the multiple alignment, which was 

conserved in all Snakin, was compared against the Echinacea transcriptome assembly using the tBLASTn tool 

with an e-value threshold of less than 0.001. After bioinformatic confirmation of the identified sequences, RNA 

extraction, cDNA library preparation, amplification, and sequencing of target genes were performed to confirm 
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the sequences of the identified genes and downstream analysis. Also, gene and protein structure analysis, 

physicochemical properties, and evolutionary and phylogenetic relationships were performed for the target 

sequences. Finally, the in silico relative expression of the identified Snakin/GASA genes in different Echinacea 

tissues was evaluated. 

Results and discussion 

In the current study, a comprehensive de novo transcriptome assembly of E. purpurea was achieved using RNA-

seq data, yielding over 698 million raw reads from different tissues. After quality control and trimming, 

approximately 533 million clean reads remained, indicating that about 24% of the raw reads were discarded, 

highlighting the importance of data preprocessing in transcriptomic studies. The assembly generated 27,679 unique 

transcripts, with an N50 value of 1373 and the longest transcript being 8823 nucleotides. These metrics indicate 

high assembly quality. BLASTx annotation against the non-redundant protein database revealed that 81.16% of 

the unigenes (22,466) had significant similarity to known sequences, and 7,740 were functionally annotated with 

Gene Ontology (GO) terms. The study identified six members of the Snakin/GASA gene family in E. purpurea 

through tBLASTn and domain confirmation using InterProScan, Pfam, and CDD databases. These genes, 

designated as Epu-Snakin1 to Epu-Snakin6, ranged in sequence length from 530 to 700 nucleotides and showed 

GC content between 36% and 41%. Amplification using specific primers confirmed the presence of full open 

reading frames (ORFs), further supported by sequencing analyses. The physicochemical profiling revealed 

molecular weights between 9.59 and 11.86 kDa, mostly under 12 kDa, consistent with findings in other species 

such as olive and lettuce. The isoelectric points ranged from 8.61 to 9.28, and instability indices suggested that 

most proteins are potentially unstable in vitro except Epu-Snakin6. These proteins exhibited diverse aliphatic 

indices and GRAVY scores, indicating a range of solubility and structural properties. Signal peptide analysis 

identified N-terminal signal sequences of 20–36 amino acids in all six proteins, suggesting their potential for 

extracellular localization or secretion. Transmembrane helix predictions indicated that all except Epu-Snakin5 

contained at least one transmembrane domain, implicating roles in signal transduction or membrane-associated 

processes. Functional prediction using the CAMP database indicated strong antimicrobial properties for all six 

proteins, with high confidence from SVM, RF, and ANN algorithms. These results support the potential utility of 

E. purpurea Snakin/GASA peptides in developing antimicrobial agents. Conserved motif analysis using MEME 

revealed three motifs across the family members, with only Epu-Snakin2 and Epu-Snakin6 containing all three. 

Disulfide bond analysis revealed 5–6 intra-molecular disulfide bridges, consistent with the structural stability and 

biological activity roles attributed to Snakin/GASA proteins. Phylogenetic reconstruction using Arabidopsis, 

sunflower, and E. purpurea Snakin/GASA proteins placed the six genes into three main clades, reflecting both 

evolutionary and likely functional relationships. Notably, Epu-Snakin2 and Epu-Snakin6 clustered with sunflower 

homologs, reinforcing the phylogenetic proximity observed in transcriptome-wide analysis. Expression profiling 

revealed tissue-specific expression patterns. Genes in Group III (Epu-Snakin1, 3, 4) showed broad expression 

across ten tissue types, suggesting fundamental roles in growth and development. In contrast, Group I (Epu-

Snakin2, 6) was flower-specific, and Epu-Snakin5 expressed solely in vegetative tissues. 

Conclusion 

This study presents the first in-depth identification and characterization of six Snakin/GASA genes E. purpurea. 

The structure and physicochemical properties of these genes, as well as how they are expressed in different tissues, 

show that they have a wide range of possible biological functions. The presence of key features such as GASA 

domains, signal peptides, transmembrane helices, and multiple disulfide bonds, along with strong predictions of 

antimicrobial activity, shows that these proteins could have many different functions. Expression profiling analysis 

suggested both general and tissue-specific roles, particularly with Group III genes being expressed across most 

tissues, indicating involvement in core physiological processes, while other genes showed restricted expression 

patterns, hinting at specialized functions. Phylogenetic analysis also placed these genes into distinct evolutionary 

clades, highlighting their divergence and potential for functional novelty. Overall, the findings suggest that 

Snakin/GASA proteins in E. purpurea may play important roles in plant development, defense mechanisms, and 

stress response. Given their predicted antimicrobial activity, these proteins are promising candidates for 

pharmaceutical exploration and bioengineering applications in medicinal plants. More studies are suggested to test 

how well these proteins fight germs in lab tests, check how they work in different systems, and see how stable and 

effective they are in making plant-based medicines. 
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   سرخارگل  در Snakin/GASAخانواده ژني  برخي از اعضای   اتیخصوص نیی و تع  یجداساز ي،یشناسا

(Echinacea purpureae)  

         3و نظام آرمند      1، سید سجاد سهرابي،*    2، احمد اسماعیلي      1وند مهتاب زیني

 آبادخرم ، لرستانکارشناسی ارشد، گروه مهندسی تولید و ژنتیک گیاهی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه  آموختهدانش  -1

 آبادگروه مهندسی تولید و ژنتیک گیاهی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه لرستان، خرم استاد،  -2

 آباد گروه مهندسی تولید و ژنتیک گیاهی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه لرستان، خرم استادیار،  -3

 ، بهبهان گروه زیست شناسی، دانشکده علوم پایه، دانشگاه صنعتی خاتم الانبیاء بهبهاندانشیار،  -4

 (27/12/1403؛ تاریخ انتشار برخط: 20/07/1403: ؛ تاریخ پذیرش13/07/1403؛ تاریخ آخرین ویرایش: 10/05/1403 )تاریخ دریافت:

 کیده چ

از جمله   اهانی گ  ی کیولوژیز یف  یندهایخود در فرآ یدیکل یهانقش لیدلبه Snakin/GASA پپتیدهای ضدمیکروبی  ژنی خانواده 

شناخته  ترین گروه از خانواده پپتیدهای ضدمیکروبی  به عنوان یکی از مهم  ،یکروبیها و دفاع ضدمرشد، پاسخ به تنش   میتنظ

های زیستی  به تنش  مقاومت   یو القا  هاژن  انی ب  میمشارکت دارند و در تنظ  یمتنوع  رسانیپیام  یرهایدر مس  دهایپپت  نیاند. اشده

 Echinacea ییدارو  اهیدر گ   بارنینخست  یبرا Snakin/GASA مطالعه، شش عضو از خانواده  نی. در اکنندی م  فایا  مهمی  نقش

purpurea   بررس  یی شناسا مورد  سرهم  یمولکول  یو  گرفتند.  پا   پتومیترنسکر  دینوپد  یبندقرار  از   RNA-seq یهاداده  هیبر 

-Epu تا Epu-Snakin1 یها ها، شش ژن با نامآن  انیرونوشت شد. در م  27679  ییمنجر به شناسا  ،سرخارگلمختلف   یهابافت 

Snakin6  دییو تأهای بیوانفورماتیکی تجزیه و تحلیل قیاز طر PCR ی وزن مولکول  یحاصل، دارا ی هانیشدند. پروتئ ییشناسا 

 مشاهده  ی نیآم  هیدر ناح  گنالیس  دیپپت  ها یتوال  یبودند. در تمام  9/ 28تا    8/ 61  نیب  کیزوالکتری دالتون و نقاط ا  لو یک   12کمتر از  

  ی هاتمیالگور  ه یبر پا  یعملکرد  یهاینی بشیشد. پ  ینیبشیغشا پگذرنده از    چیمارپ  کیوجود حداقل    زیشد و در پنج مورد ن

شده  حفاظت   یهافیموت  لیکرد. تحل  دییتأ  شناسایی شدهی  دهایپپت  یتمام  یرا برا  یقو   یکروبیمضد  ت ی خاص  ن،یماش  یریادگ ی

  ، یکیلوژنتی ف  علاوه بر این تجزیه و تحلیل  را نشان داد.  هانی پروتئ  نیا  یثبات ساختار  ،یمولکولدرون  یدیسولفید  یوندهایو پ

این ی )انی ب  یآفتابگردان داشتند. الگو   درهمولوگ    یهابا ژن   یکیکرد که قرابت نزد  یبندطبقه  یها را در سه گروه اصلژن  نیا
  ی برخ که    یدر حال  شوند،یم  انیمختلف ب   یهاصورت گسترده در بافت به  ی نشان داد که برخ  ز ین  ی شناسایی شده هاژن  (سیلیکو 

از ساختار و عملکرد    یاتازه  دگاهیپژوهش د  نیا  جیهستند. نتا  یشیرو  ای گل    یهادر بافت   یاختصاص   یانیب  یالگو   یدارا  گرید

ارائه م Snakin/GASA یهاژن   ی فناورست یو ز  یاهیگ   یها را در توسعه داروهابالقوه آن  یو کاربردها  دهدیدر سرخارگل 

 . کندیم شنهادی پ یکشاورز

 سرخارگل، تنش زیستی و غیرزیستی، پپتیدهای ضد میکروبی  :واژگان کلیدی 

 

 

 ismaili.a@lu.ac.ir، آدرس پست الکترونیکي: نویسنده مسئول *

http://dx.doi.org/10.22034/PGR.11.2.7
file:///C:/Users/sohra/OneDrive/Desktop/Revised_JPGR_Vol10/pgr.lu.ac.ir
https://pgr.lu.ac.ir/?lang=fa
https://pgr.lu.ac.ir/?lang=fa
https://www.lu.ac.ir/


 ...  برخي از اتیخصوص نییو تع یجداساز ي،ی شناسا و همکاران  وندزیني 

 

102 

 مقدمه

زندگی    تحرک بی   موجوداتی   عنوان به   گیاهان  دوره  تمامی  در 

  ها، باکتری   )مانند   های زیستی تنش  از  ای گسترده   طیف  خود با 

  مانند )   غیرزیستی و    ( ها، حشرات یاخته   تک   ها، ویروس   ها، قارچ 

  اشعه  ازن،   سنگین،   فلزات   سرما،   گرما،   خشکسالی،   شوری، 

صورت  به   مواجه هستند که   ( مغذی   مواد   کمبود   و   بنفش   ماوراء 

گذارد. با توجه  تأثیر می   ها آن   وری بهره   و   رشد   بر داری  معنی 

آن، ارائه راهکارهای    اقلیمی پدیده گرمایش جهانی و تغییرات  

زیستی و غیرزیستی با هدف  های مناسب برای مواجه با تنش 

  بالایی برخوردار است   اهمیت   تأمین امنیت غذایی جهانی از 

 (Campos et al., 2018; Mareri et al., 2022 ) .   دق   ق ی درک 

های زیستی و عوامل مؤثر در تحمل به  مکانیسم بهنژادگران از 

غیرزیستی،  تنش  و  زیستی  برنامه احتمال  های  های  موفقیت 

  . نماید تقویت می   را ها  تنش برای تولید ارقام متحمل به    بهنژادی 

های  در طی تکامل، گیاهان برای مقابله با انواع مختلف تنش 

غیرزیستی، و  مولکولی  مکانیسم  زیستی  دفاعی  های 

بیان ژن پیچیده تنظیم مجدد  با  اغلب همراه  که  هاست،  ای 

کرده مهمایجاد  از  یکی  ضدمیکروبی  پپتیدهای  ترین  اند. 

رسان  عناصر دفاعی گیاهان در مقابله با این شرایط آسیب 

 .  (Mareri et al., 2022)روند شمار میبه

 :Host Defense Peptides)   میزبان   دفاعی   در گیاهان، پپتیدهای 

HDPs ) ،   میکروبی  ضد   عنوان پپتیدهای به   که (Anti-microbial 

Peptides: AMPs  ) ترین رایج   از   یکی   شوند، می   شناخته   نیز  

شمار  به   های گیاهی موانع زیستی علیه انواع مختلفی از بیمارگر 

  های سلاح   گیاهی   های HDP.  ( Campos et al., 2018) روند  می 

  گیاه   ذاتی   ایمنی   سیستم   اساسی   اجزای   که   هستند   باستانی   دفاعی 

عنوان  به   ها  AMP. ( Matsuzaki, 2019)   دهند می   تشکیل   را 

شناخته   بار   دارای   و   حرارتی   پایدار   کوچک،   پپتیدهای    مثبت 

  با   آمینه   اسید   100  از   کمتر   با   پپتیدهایی   شامل   عموما    که   شوند می 

این  .  ( Samriti et al., 2018) هستند  +  9  تا +  2  کلی   خالص   بار 

  اسیدهای   از   توجهی قابل   نسبت   دارای   همچنین   پپتیدهای کوچک 

  یا   خطی   ساختار   یک   در (  درصد   30  از   بیش )   آبگریز   آمینه 

نتایج برخی از  .  ( Schmidt and Wong, 2013)   باشند می   حلقوی 

ضدمیکروبی در موجودات  های  پپتید   که مطالعات مشخص نمود  

  ضد   قارچی،   ضد   های فعالیت   از ای  گسترده   طیف دارای    مختلف، 

 ;Koehbach and Craik, 2019)   هستند   ویروسی   ضد   باکتریایی، 

Zhang et al., 2019 )  . میکروبی  ضد پپتیدهای    اکثر   که حالی   در

رویکردی   میزبان   ی دفاع سیستم    در    کنند، می   عمل   مستقیم   با 

  که   کنند می   عمل   هایی کننده   تعدیل عنوان  به   عناصر برخی از این  

 Luong) کنند  می   تنظیم   را   میزبان   ایمنی   پاسخ   غیرمستقیم   طور به 

et al., 2020 ) .   های ارگانیسم   توانند می   پپتیدهای ضدمیکروبی  

-مکانیسم   با   معمولا    میکرومولاری،   های غلظت   در   را   زا بیماری 

 ,.Ageitos et al) ببرند    بین   از   یا   مهار کرده   اختصاصی،   غیر   های 

اختصاصی .  ( 2017 غیر    کمک   ها AMP  به   بالقوه   طور به   دفاع 

کنند    اجتناب   هدف   های ارگانیسم   در   مقاومت   ایجاد   از   تا   کند می 

  های بیوتیک   آنتی   برای   ای امیدوارکننده   جایگزین   را   ها AMP  و 

   . ( Lazzaro et al., 2020) کند  می   معمولی 

  ساختار   توالی،   اندازه،   در   ای گسترده   تنوع میکروبی  ضد های  پپتید 

بر می   نشان   عمل   مکانیسم   و  که    و   توالی   تشابه   اساس   دهند 

  در  های آمینه سیستئین اسید  آرایش   و  تعداد   همچنین   و  ساختار، 

  خانواده   هشت   به   توان می   را   گیاهی   های AMP  اولیه،   توالی 

  غیر   های پروتئین   ها، تیونین   ها، دیفنسین   جمله   از   اصلی، 

-هوین، اسنیکین   پپتیدهای مانند (  LTPs)   لیپید   انتقال   اختصاصی 

  نمود   بندی طبقه   سیکلوتیدها   و   ها هیرپینین - α  ها، نوتین   ا، ه 

 (Nawrot et al., 2014 ) .   گروه میان  متعدد  در  پپتیدهای  های 

ژنی  ،  گیاهی میکروبی  ضد  عنوان  به   Snakin/GASAخانواده 

ای را به خود جلب  توجه ویژه ترین پپتید غنی از سیستئین  اصلی 

 Filiz and Kurt, 2020; Rodríguez-Decuadro) نموده است  

et al., 2021; Rodríguez-Decuadro et al., 2024; Uncu et 

al., 2024 )  .  ژنی خانواده  انتهای    Snakin/GASAاعضای  در 

اسید آمینه و در    20تا    15آمینی خود دارای توالی راهنما به طول  

ی متغیر از لحاظ طول  انتهای کربوکسیلی خود دارای یک ناحیه 

تقریبی   طول  به  آمینه  اسید  ترکیب  هستند.    60و  آمینه  اسید 

  در پروتئین یکی از ویژگی مشترک   سولفیدی دی پیوند    6تشکیل  

ژنی   خانواده  پیوند  می   Snakin/GASAاعضای  باشد. 

نه تنها در ساختار ثانویه پپتید نقش دارد در فعالیت    سولفیدی دی 

 ,.Harris et al)   کند می   زیستی این پروتئین نیز نقش مهمی ایفا 

2014; Mansour et al., 2014; Nahirñak et al., 2012; Porto 

and Franco, 2013 ) .    کنون ژنی  تا  خانواده  اعضای 
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Snakin/GASA   های مختلف گیاهی و در طیف وسیعی  در اندام

 Filiz and) اند  شناسایی شده   لپه لپه و دو های گیاهی تک از گونه 

Kurt, 2020; Oliveira-Lima et al., 2017b; Rodríguez-

Decuadro et al., 2021; Rodríguez-Decuadro et al., 2024; 

Uncu et al., 2024 ) .    از  این میکروبی  ضد ی  پپتیدها گروه 

انواع  های  نقش  به  پاسخ  در  و  های  تنش متفاوتی  زیستی 

در ها  تکاملی این ژنهای  از نقش.  کنندمی  ایفا  زیستی رغی

ریشهمی  گیاهان ایجاد  به  برگ، های  توان  توسعه  جانبی، 

زنی جوانهها، توسعه بذر و   القای گلدهی، تنظیم سایز سلول

 Oliveira-Lima)لپه و دولپه اشاره کرد  آن در گیاهان تک

et al., 2017a).  ویژگی که  باعث  هایی  چنین  است  شده 

زیستی  منبع  عنوان  به  Snakin/GASAخانوده  پپتیدهای  

شود  در  مهمی شناخته  ضدمیکروبی  داروهای    . ساخت 

 گیری از اطلاعات ژنتیکی این خانواده ژنی همچنین با بهره

بهنژادی گیاهی با هدف تولید ارقام های  توان در برنامهمی

تنش مختلف  انواع  به  غیرزیستی های  متحمل  و    زیستی 

کرد پپتیدهای .  استفاده  از  این خانواده  اهمیت  به  توجه  با 

ضدمیکروبی، شناسایی منابع گیاهی جدید این پپتید دارای  

 اهمیت است. 

یکی از گیاهان    Echinaceae purpureaسرخارگل با نام علمی  

( است. این گیاه بومی آمریکای شمالی بوده  Asteraceaeتیره ) 

  چنین ایران کشت ولی امروزه در اکثر نقاط اروپا و آسیا و هم 

 Agha Alikhani et al., 2013; Hajimehdipoor et) شود  می 

al., 2009; Vural and Daǧeri, 2009 )  در گذشته این گیاه برای .

لثه و دهان، سرماخوردگی و گلو  های  بیماری   ، مارگزیدگی درمان  

در    . این گیاه ( Agha Alikhani et al., 2013) شد  می   درد استفاده 

ضدالتهاب در درمان متعددی    و  بخش آرام طب سنتی به عنوان 

های روماتیسمی، دردهای عضلانی،  ها از جمله بیماری از بیماری 

کاربرد داشته و    کاهش فشار خون   و سردرد، مشکلات پوستی  

نیز  و  دلیل  به   امروزه  ضدقارچی  ضدویروسی،  خواص 

ضدباکتریایی شهرت جهانی یافته و ترکیبات حاصل از آن در  

 Agha) روند  می   شمار کننده سیستم ایمنی به گروه مواد تقویت 

Alikhani et al., 2013; Hajimehdipoor et al., 2009; Vural 

and Daǧeri, 2009 )  .  دهد که سرخارگل می   منابع نشان مرور  

مهم   ی مهم   یی ا ی م ی ش   بات ی ترک   ی دارا  از  که  ها  آن   ن ی تر است 

  از جمله )   ی فنول   بات ی ترک ،  ( Alkamides)   دها ی آلکام   به   توان می 

(  Chicoric acid)   ک ی ور ک ی س   د ی اس   ، ( Echinacoside)   د ی س ناکو ی اک 

 Caffeic)   ک ی دکافئ ی اس   مانند   مشتقات   گر ی و د یا اسید کاسنی  

acid  )  که استفاده    دهد می   نشان ها  ی بررس اشاره نمود. همچنین

ر  از  حاصل  عصاره  قسمت ها  شه ی از    ا ی   اه ی گ   یی هوا های  و 

دو   ی مخلوط  هر  ا می   از  در  پا   جاد ی تواند  های  سخ بهبود 

باشد ؤ م   وانات ی ح   ک ی مونولوژ ی ا  .  ( Coelho et al., 2020)   ثر 

اقل  برا های  م ی تفاوت  اک   ی مختلف    ات ی و خصوص   ناسه ی کشت 

تفاوت    ل ی از جمله دلا   ، اه ی گ   ن ی ا های  ته ی در وار   ی اختصاص   ی ک ی ژنت 

محسوب    ناسه ی انواع اک   کی ی ولوژ ی ب   ت ی در ترکیبات شیمیایی و فعال 

به خصوصیات  .  ( Dobrange et al., 2019)  شوند می  با توجه 

گیاه   کاربردی  خصوصیات  سایر  همچنین  و  ضدمیکروبی 

حاضر  سرخارگل،   هدف  پژوهش  و    ی جداساز   ی، ی شناسا با 

اعضای    ات ی خصوص   ن یی تع  از  ژنی  برخی  خانواده 

Snakin/GASA   گ روش سرخارگل    اه ی در  از  استفاده  های  با 

پیش  روش مختلف  و  بیوانفورماتیکی  آزمایشگاهی بینی    ، های 

 . طراحی و اجرا شد 

 ها مواد و روش 

سرهم   بیاني های  داده   آوری جمع  ترنسکریپتوم  و  بندی 

ها  بافت   RNAیابی  توالی   حاصل از   های ابتدا داده :  سرخارگل 

(، از پایگاه  1)جدول    سرخارگل های رشدی مختلف  و دوره 

آدرس    NCBIداده     https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sraبه 

داده  کیفیت  تعیین  از  پس  شدند.  نرم ها  دریافت  افزار  توسط 

FastQC    کیفیت نمره  میانگین  آستانه  گرفتن حد  نظر  در  و 

 (Phred quality score  )30   خوانش کم  های  داده ها،  برای 

)نسخه    Trimmomaticافزار  نرم کیفیت در فرآیند تریم توسط  

مختلف  های  ( حذف و در نهایت پس از ادغام کتابخانه 0/ 27

(  20)نسخه    CLC genomics workbenchافزار  نرم توسط  

های  بندی ترنسکریپتوم انجام شد. مستندسازی رونوشت سرهم 

های  پروتئین های  علیه داده   BLASTxآمده توسط ابزار  دست  به 

 ( نقشه NRغیرتکراری  از  انجام شد. پس  با  یابی خوانش (  ها 

  FPKMها بر حسب  اسمبلی ایجاد شده، میزان بیان رونوشت 

 (Fragments Per Kilobase of transcript per Million 

mapped reads: FPKM .محاسبه شد ) 
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 استفاده شده در این مطالعه  RNA-seqهای خلاصه آماری از آزمایش -1جدول 
Table 1. Statistical summary of RNA-seq experiments tests used in this study   

 ردیف 
Row 

 شماره  
 Runدسترسی  

Run Accession 

شماره دسترسی  
 آزمایش 

Experiment 
Accession 

 بافت 
Tissue 

 تعداد 
 خوانش خام   

Raw read counts 

تعداد خوانش تمیز  
 شده 

Clean read counts 

های  خوانش 
 از دست رفته 
Loss reads 

درصد  
از  های  خوانش 

 دست رفته 
% Loss Reads 

1 SRR315727 SRX084374 
 بالغ برگ نا

Immature leaf 
14,930,941 11,944,753 2,986,188 20 

2 SRR315728 SRX084882 
 ساقه 
Stem 

31,892,917 22,325,042 9,567,875 30 

3 SRR315729 SRX084883 
 های جانبی ریشه 

Lateral roots 
30,814,438 23,110,829 7,703,610 25 

4 SRR315730 SRX084884 
 اپیکال اولیه - ساقه 

Primary stem-apical 
33,008,735 25,746,813 7,261,922 22 

5 SRR315732 SRX084885 
 بالغ برگ نا

Immature leaf 
33,414,114 28,401,997 5,012,117 15 

6 SRR315733 SRX084886 
 گل بالغ 

Mature flower 
29,995,398 21,596,687 8,398,711 28 

7 SRR315734 SRX084887 
 گل جوان 

Young flower 
31,171,210 21,508,135 9,663,075 31 

8 SRR315735 SRX084888 
 گل نابالغ 

Immature flower 
29,638,726 20,747,108 8,891,618 30 

9 SRR315736 SRX084889 
 گل نابالغ 

Immature flower 
25,783,201 21,657,889 4,125,312 16 

10 SRR315737 SRX084890 
 گل نابالغ 

Immature flower 
27,048,630 22,179,877 4,868,753 18 

11 SRR315927 SRX084946 
 ریشه مویی 
Hairy root 

30,223,222 25,689,739 4,533,483 15 

12 SRR315928 SRX084947 
 گل 

Flower 
33,898,591 22,373,070 11,525,521 34 

13 SRR315929 SRX084948 
 گل 

Flower 
32,568,652 26,706,295 5,862,357 18 

14 SRR315930 SRX084949 
 گل 

Flower 
33,418,715 19,717,042 13,701,673 41 

15 SRR315931 SRX084950 
 گل 

Flower 
31,826,551 23,869,913 7,956,638 25 

16 SRR315932 SRX084951 
 گل نابالغ 

Immature flower 
29,849,994 23,879,995 5,969,999 20 

17 SRR316175 SRX085000 
 ریشه 
Root 

23,464,335 17,598,251 5,866,084 25 

18 SRR316176 SRX085001 
 گل 

Flower 
34,592,971 28,712,166 5,880,805 17 

19 SRR316177 SRX085002 
 ساقه 
Stem 

34,237,705 27,732,541 6,505,164 19 

20 SRR316178 SRX085003 
 ساقه 
Stem 

34,912,734 28,977,569 5,935,165 17 

21 SRR316207 SRX085115 

  ه،یبالغ، ساقه اول گل
 برگ  ،یانیم هیساقه اول

Mature flower, primary 
stem, intermediate 
primary stem, leaf 

31,147,183 22,737,444 8,409,739 27 

22 SRR316208 SRX085116 

  ه،یبالغ، ساقه اول گل
 برگ  ،یانیم هیساقه اول

Mature flower, primary 
stem, intermediate 
primary stem, leaf 

30,947,051 23,829,229 7,117,822 23 

23 SRR316209 SRX085117 
 ریشه 
Root 

30,195,171 22,193,451 8,001,720 27 

  698,981,185 533,235,833 165,745,352 ( Sumمجموع ) 
 

 

ترنسکریپتوم در    Snakin/GASAهای  شناسایي توالي ژن

  Snakin/GASAهای  برای شناسایی توالی ژن :  سرخارگلگیاه  

  های خانواده ژن   به   مربوط   پروتئینی   در گیاه سرخارگل ابتدا توالی 

لپه  )تک   مختلف   گیاهان   Snakin/GASA  پپتیدهای ضدمیکروبی 
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  ردیفی از هم  و با استفاده  دریافت  NCBIداده   و دولپه( از پایگاه 

توالی مورد توافق  (  11)نسخه     Vector NTIافزار  در نرم   چندگانه 

  ردیفی از هم   حاصل   توافق   مورد   پروتئینی   توالی   ایجاد شد. سپس 

از    ، با استفاده بود  شده ها محافظت اسنکین  در تمامی   که   چندگانه 

  0/ 001مورد انتظار کمتر از    با حد آستانه ارزش   tBLASTnابزار  

قرار گرفت.    ردیفی سرخارگل مورد هم   در برابر ترنسکریپتوم 

ادغام   tBLASTn  نتایج  یکدیگر  استفاده   با  با  نرم   و  افزار  از 

CLC Genomics Workbench     بندی  سرهم (  22)نسخه

باز    خوانش   های دارای چارچوب مجدد صورت گرفت. توالی 

 (Open Reading Frame: ORF  ) ژن   کامل  Snakin/GASA  ،

نوکلئوتیدی    پایگاه داده در برابر    BLASTnاز ابزار    با استفاده 

 (nt  )  ها مورد  جداسازی آن   و صحت   قرار گرفته   جستجو مورد

 قرار گرفت.   ارزیابی 

های  چارچوبپس از ترجمه  :  عملکردیهای  تعیین دمین 

توالیخوانش در  موجود  پروتئین  ها  باز  از  به  استفاده  با 

های پروتئینی  ، توالی(10/ 3)نسخه     Vector NTIافزار  نرم 

به با  داده  حاصل  پایگاه  و    Interproscan  ،Pfamکارگیری 

CDD  دمین وجود  عدم  یا  وجود  عملکردی  برای  های 

دمین تنها  گرفتند.  قرار  بررسی  مورد  شده  های  محافظت 

شده محافظت  نرمعملکردی  سه  هر  توسط  که  افزار  ای 

بودند،    تأییدمذکور   اصلی  دمینعنوان  بهشده  های 

 انتخاب شدند.  Snakin/GASAهای پروتئین

پپتید  شیمیایي  فیزیکو  خصوصیات  خانواده تعیین  های 

Snakin/GASA  : پروتئین فیزیکوشیمیایی  های  خصوصیات 

Snakin/GASA    ،شامل طول، وزن مولکولی، بار خالصpH  

ایزوالکتریک، شاخص آلیفاتیک، شاخص پایداری، میانگین کل  

از  (GRAVY)هیدروپاتی   استفاده  با  آمینه  ، فراوانی اسیدهای 

 . ( Gasteiger et al., 2005) محاسبه شد    ProtParamافزار  نرم 

و   تجمع در سلول  بیني  پیشتعیین هستي شناسي  مکان 

تجزیه   برای   OmicsBoxافزار  نرماز  :  شناسایي شدههای  ژن 

( استفاده Gene ontology: GO) شناسی ژنهستیو تحلیل  

بینی عملکرد، نقش و پیششد. این تجزیه و تحلیل جهت  

ژن قرارها  خصوصیات  استفاده  اساس  می  مورد  بر  گیرد. 

از    Snakin/GASAهای  شناسی، ژنهستی  تجزیه و تحلیل

جنبه اجزا  سه  و  زیستی  فرایندهای  مولکولی،  عملکرد  ی 

 .ندسلولی مورد بررسی قرار گرفت 

ضدمیکروبي بیني  پیش  و    ، خاصیت  راهنما  پپتید  وجود 

جهت مشخص کردن خاصیت  :  گذرنده از غشا های  مارپیچ 

از پایگاه بر    Snakin/GASAهای پروتئینی  توالی میکروبی  ضد 

CAMP   (Collection of Antimicrobial Peptide  )خط  

ماشین  های  های پروتئینی به کمک الگوریتم استفاده شد. توالی 

پشتیبان  شبکه    ، ( Support Vector Machine: SVM)   بردار 

مصنوعی   و  (  Artificial Neural Network: ANN) عصبی 

تصادفی   قرار  (  Random Forest: RF) جنگل  بررسی  مورد 

 Waghu) شد بینی پیش ها  گرفته و خاصیت میکروبی بالقوه آن 

et al., 2014 )  . راهنما و تعیین  این جهت تعیین پپتید  بر  علاوه

و پایگاه بر    SignalPگذرنده از غشا از سرورهای  های  مارپیچ 

 استفاده شد.   TMHMM   (Krogh et al., 2001 )خط  

موتیف  پیوند های  تعیین  و  شده  های  حفاظت 

پروتئینهای  موتیفسولفیدی:  دی شده  های  حفاظت 

Snakin/GASA    اطلاعاتی پایگاه  از  استفاده   MEMEبا 

تعیین و مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت    (،5/ 3/ 0)نسخه  

(Bailey et al., 2009)  موجود در    سولفیدیدی. پیوندهای

  ( 1/ 1)نسخه    DiANNAها نیز با استفاده از سرور  پروتئین

 .  (Ferrè and Clote, 2005)شد بینی پیش

  Snakin/GASAهای  فیلوژنتیکي ژن تجزیه و تحلیل  

شده  ژن :  شناسایي  بین  فیلوژنتیکی  روابط  های  تعیین 

Snakin/GASA    و دو گیاه   سرخارگل شناسایی شده در  

شامل   هم مدل  از  آفتابگردان  و  ترازی  آرابیدوپسیس 

چندگانه   ابزار توالی  از  استفاده    Clustal Omega  با 

درخت فیلوژنتیکی  .  ( Sievers et al., 2011) شد    استفاده 

-Maximum، با روش  MEGA Xافزار با استفاده از نرم 

likelihood    و آن  ایجاد  بوت اعتبار  روش  استرپ  به 

(bootstrap)    تکرار مورد ارزیابی قرار گرفت    1000با

 (Kumar et al., 2018 ) . 

های  در بافت  Snakin/GASAهای  الگوی بیان ژن  بررسي

ژنتعیین  منظور  به:  سرخارگل بیان  های  الگوی 

Snakin/GASA   بافت مختلفدر  از  سرخارگل  های   ،

در   1مندرج در جدول    RNA-Seqهای  داده استفاده شد. 
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کمی از  بیان ژننهایت پس  نقشه های  سازی  از  نظر  مورد 

تجزیه   همراه  به  نمودن ای  خوشهحرارتی  مشخص  برای 

 الگوی بیان ژن استفاده شد. 

  ء نشا   ه ی از ته   پس :  برداریگیاهي، کشت و نمونهتهیه نمونه  

(  ه ی اروم   ، ی غرب   جان ی )آذربا   اه ی گ   ن ی زر   از شرکت   سرخارگل   اه ی گ 

  و   حاوی خاک   ی ک ی های پلاست در گلدان   شده   ه ی ته   ی اه ی مواد گ 

  و تا زمان   کشت   مناسب   ی وان ی و ح   یی ا ی م ی کودهای ش ترکیب  

گلخانه   ی گلده    علوم   دانشگاه   یی دارو   اهان ی گ   ی قات ی تحق   در 

شرایط  با    ی جزئ   ه ی با سا   نوری کامل   ط ی با شرا   کرمانشاه   ی پزشک 

شدند. پس از گلدهی  نگهداری    گراد ی سانت   درجه   18- 25ی  ی دما 

بلافاصله در  ها  برداری از کل گیاه صورت گرفت و نمونه نمونه 

  - 80ازت مایع منجمد شده و در نهایت به یخچال با دمای  

در آزمایشگاه    RNAگراد منتقل و تا زمان استخراج  درجه سانتی 

لرستان  بیوتکنولوژی  دانشگاه  کشاورزی  دانشکده  نگهداری  ، 

 . شدند 

  استخراج شده های  و کیفیت سنجي نمونه  RNAاستخراج  

سنتز   بافت   RNAاستخراج  :  cDNAو  گیاه  از  های 

سینا    شرکت   RNAاستخراج    سرخارگل، با استفاده از کیت 

.  سازنده صورت گرفت  شرکت   نامهشیوهو بر اساس  کلون  

کیفیت   و  دستگاه   RNAکمیت  از  استفاده  با    استخراجی 

آگارز و همچنین با استفاده از ژل    (نانو دراپاسپکتروفتومتر)

  ژنومی   DNAحذف بقایای  منظور  بهسنجیده شد.    درصد1

همچنین  .  استفاده شد  (شرکت دنازیست )  DNase Iتیمار  از  

شرکت سیناکلون و با توجه    cDNAبا استفاده از کیت سنتز  

 . صورت گرفت cDNAنامه شرکت مربوطه سنتز  به شیوه

: PCRآغازگر و تکثیر توالي با استفاده از واکنش  طراحي  

طراحی به  نرم   منظور  از  و  (  6)نسخه    AlleleIDافزار  آغازگر 

چارچوب توالی  دارای  کامل خوانش   های  های  ژن   باز 

Snakin/GASA     شد. واکنش   الگو استفاده   عنوان به  PCR    برای

  شرکت   PCR(  2x)   مسترمیکس از    با استفاده   ژنی   تکثیر قطعات 

  شده   سنتز   cDNA( و  SinaClon BioScience, Iran)   کلون سینا 

ترکیب  شد.    ترموسایکلر انجام   از دستگاه   الگو با استفاده   عنوان به 

میکرولیتر    25و مقادیر مورد نیاز جهت انجام واکنش در حجم  

میکرولیتر آغازگر رفت و    1،  مسترمیکس میکرولیتر    12/ 5شامل  

نوکلئاز و    8برگشت،   از  میکرولیتر    2/ 5میکرولیتر آب عاری 

cDNA    .ژن بود تکثیر  جهت  حرارتی  شامل  برنامه  ها 

  گراد درجه سانتی   95دقیقه در    10  مدت به   سازی اولیه واسرشته 

  95در دمای    چرخه سازی درون  واسرشته   سیکل شامل:   35و 

سانتی  به درجه  دمای    30مدت    گراد  در  آغازگر  اتصال  ثانیه، 

  یه ثان   30  مدت ( به 2اتصال مربوط به هر جفت آغازگر )جدول  

سیکل  درون  آغازگر  گسترش  دمای  و  در  درجه    72ها 

نهایی  و در نهایت    دقیقه   1مدت    گراد به سانتی    10گسترش 

  پس از انجام در نهایت  گراد انجام شد.  درجه سانتی   72دقیقه در  

درصد بارگذاری    آگارز یک   روی ژل   PCR  ، محصولات واکنش 

محصولات    اندازه   تأیید و   انداره،  تائید  از  پس    PCRشدند. 

 شدند. یابی  توالی دو طرفه  صورت  به 
 

 

 PCRهای مورد استفاده در واکنش توالی و دمای اتصال آغازگرنام،  -2جدول 

Table 2. Name, sequence and annealing temperature of primers used in PCR reaction 

 شناسه کانتیگ 
Contig_ID 

 نام ژن
Name of 

gene 

 ('3'5توالی پیشرو آغازگر ) 

Forward primer sequence 
(5'3' ) 

 ( '3'5آغازگر ) توالی پسرو 

Reverse primer sequence 
(5'3' ) 

دمای اتصال آغازگر 

 گراد(سانتی)

Annealing 

temperature (◦C) 

contig_25176 Epu-Snakin1 AGCAGTGGTATCAACGCAGAG TCTATGGGCATTTGGGATCACC 55.2 

contig_10958 Epu-Snakin2 ACCCACTACTTTTATGTTTCCAG ATTCGTTCATCAATCAACCATTAC 53.5 

contig_25536 Epu-Snakin3 TTCCGTTTCCGATCCTCCTTCTC TTGTCTTTGCCCTTGGAGTTCTTC 59 

contig_23765 Epu-Snakin4 TAAGCAGTGGTATCAACGCAGAG ATCACGAGAACAACAAGTCAAACC 56.2 

contig_27452 Epu-Snakin5 GCAGTGGTATCAACGCAGAG AACGAAGGCTTCAGATTAAAGATG 56.1 

contig_16768 Epu-Snakin6 TGGATTACACCCTCGTATTCTCTG TGATGTCGTTCTCGTTTCTTTAGC 54.6 
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 نتایج و بحث 

سرخارگلسرهم ترنسکریپتوم  نوپدید  آوری  جمع :  بندی 

از  های  داده  بافت   RNAیابی  توالی حاصل  مختلف  های  از 

خوانش خام   میلیون  698بیش از  سرخارگل در مجموع شامل 

 (Raw Reads  ( بود. پس از فرآیند تریمینگ )پیرایش و پالایش

های  های با کیفیت پایین و حذف توالی ها و حذف خوانش داده 

خوانش تمیز  میلیون    533، بیش از  های خام( آداپتور از خوانش 

 ( که  Clean Readsشده  داد  نشان  نتایج  ماند.  باقی    طور به ( 

پس  ها خام در تمامی نمونه های درصد از خوانش  24میانگین 

شده  حذف  تریمینگ  فرآیند  بندی  هم سر (.  1)جدول  اند  از 

خوانش  از  از  استفاده  با  سرخارگل  ترنسکریپتوم  های  نوپدید 

نرم  طریق  از  شده    CLC Genomics Workbenchافزار  تمیز 

،  از اسمبلی اولیه   های تکراری انجام شد. پس از زدودن توالی 

ژن    27679 بلندترین  دست  به یونی  طول  درنهایت،  آمد. 

  1373و    8823به ترتیب    N50بندی شده و  رونوشت سرهم 

شد  نشان   ، ( 3)جدول    محاسبه  ک که    ی بالا   ت ی ف ی دهنده 

تمام یونی    .( Haas et al., 2013)  شده بود   جاد ی ا   ی بند سرهم 

  ه ی عل   value < 10-BLASTx (cutoff E-5(ها با استفاده از  ژن 

( بلاست شدند.  NRتکراری ) های غیر های پروتئین پایگاه داده 

داده    22466درمجموع   پایگاه  توسط  ژن    NR   (16 /81یونی 

کد    ز ی ن   ی توال   7740به    ن، ی ا بر  علاوه   درصد( مستندسازی شدند. 

GO   ی عملکرد   ی دساز دهنده مستن اختصاص داده شد که نشان  

 ,.Conesa et al) بود    سرخارگل   ی ان ی ب   ل ی پروفا   ی برا   ی توجه قابل 

آفتابگردان    . ( 2005 گیاه  که  داد  نشان  بلاست  نتایج  همچنین 

 (Helianthus annuus  محتوای نظر  از  را  قرابت  بیشترین   )

  ت ی اهم   ها افته ی   ن ی که ا   ( 1)شکل    ترنسکریپتوم با سرخارگل دارد 

  دهد ی به هم را نشان م   ک ی نزد   اهان ی گ   ی ها پتوم ی تطابق ترنسکر 

در  باشد.    د ی مف   ی و کاربرد   ی ک ی لوژنت ی در مطالعات ف   تواند ی و م 

سوم   و  دوم  ژنتیکی،  رتبه  ابروسیای  به قرابت  گیاهان  ترتیب 

 Mikaniaتاک تلخ )   و   ( Ambrosia artemisiifoliaقد ) کوتاه 

micrantha  )  (. 1  شکل )   گرفتند قرار 

اعضایشناسا از  برخي  جداسازی  و   يژن  خانواده  یي 

Snakin/GASA  :  نتایجtBlastn   مورد توافق    ی ن ی پروتئ   ی توال

Snakin/GASA   ت سرخارگل    پتوم ی ترنسکر   ه ی عل ها  آن   ق ی طب و 

ژنی   دمین خانواده  تایید  پا   Snakin/GASAبرای  داده    گاه ی با 

، منجر به شناسایی  CDDو    Interproscan  ،Pfamپایگاه داده  

،  contig_25176  ،contig_10958  ،contig_25536)   گ ی کانت   6

contig_23765  ،contig_27452    وcontig_16768  ) عنوان  به

.  شد سرخارگل    اه ی در گ   Snakin/GASA  ی ژن اعضای خانواده  

ب   ن ی کمتر  کانت   ن ی شتر ی و  توال   گ ی طول  به  های  ی مربوط 

contig_10958    (530    )و  نوکلئوتیدcontig_25536   (700  

برای    GCنشان داد که درصد    ج ی نتا   ن ی بود. همچن نوکلئوتید(  

  ج ی نتا   بود.   ر ی متغ درصد    41تا    36از  شناسایی شده  های  توالی 

  ی شده، قطعات   ی طراح   ی اختصاص   ی با آغازگرها   ر ی حاصل از تکث 

طول   را    ی باز جفت   417و    410،  465،  301،  459،  344با 

،  Epu-Snakin1  ،Epu-Snakin2  ،Epu-Snakin3  ی برا   ب ی ترت به 

Epu-Snakin4  ،Epu-Snakin5    وEpu-Snakin6    داد نشان 

توالی   (. 2)شکل   نتایج  تحلیل  و  وجود  تجزیه  یابی، 

ژن چارچوب  تمامی  برای  را  باز  خوانش  های  های 

Snakin/GASA    سرخارگل در  شده  نمود شناسایی  تأیید    را 

نشان های  پژوهش نتایج  (.  3)شکل     که   دهند می   متعدد 

Snakin/GASA    را    یک خانواده بزرگ چند ژنی ان،  گیاه در

،  10،  15،  16تعداد    به ترتیب   طوری که تاکنون به   شوند می   شامل 

  ، آرابیدوپسیس   ، زمینی خانواده در گیاه سیب این  عضو از    7و    9

 ;Boroun et al., 2021)   اند شناسایی شده برنج و پیاز    ، ذرت 

Nahirñak et al., 2016; Zhang and Wang, 2008; 

Zimmermann et al., 2010 )  . 

 Snakin/GASA  هاینی پروتئ  یي ایمیکوشی ز یفهای  يژگ ی و
  های نیپروتئ  ات ی خصوص   ی بررس :  سرخارگل

Snakin/GASA  مولکول   سرخارگل وزن  نقطه    ، ی مانند 

ناپا   ک، ی زوالکتر ی ا  ه   ن ی انگ ی م   ، ی دار ی شاخص    ک ی دروپات ی کل 

 (GRAVY محتوا آل   ی اصل   نه ی آم   د ی اس   ی (،    ک ی فات ی و شاخص 

در    شناسایی شده   Snakin/GASAهای  ن ی پروتئ   نشان داد که 

( تا  Epu-Snakin1)   9/ 59از    ی وزن مولکول   ی سرخارگل، دارا 

86 /11   (Epu-Snakin4  ) های  ن ی پروتئ   غلب بودند. ا دالتون    لو ی ک

Epu-Snakin   از    ی وزن مولکول دالتون داشتند.    لو ی ک   12کمتر 

ا   ن، ی همچن  و  Epu-Snakin1)   8/ 61  ن ی ب   ک ی زوالکتر ی نقطه   )

12 /9   (Epu-Snakin4 متغ ) نتایج نشان داد    بر این علاوه   بود.   ر ی

جز  به )   شناسایی شده   Snakin/GASA  های ن ی پروتئ غلب  ا   که 
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Epu-Snakin 6  )40  یبالا  یداریشاخص ناپا  ریمقاد  دارای  

( تا Epu-Snakin1) 67/ 61 کیفاتیشاخص آل ریبودند. مقاد

89 /83  (Epu-Snakin4متغ )مدل،   اهانیگ  ر یبود. در سا  ری

  ر یدر کاهو متغ  نهیآم  دیاس  662در پنبه تا    65از    دیطول پپت

طول   نهآمید یاس  200تا    85ها  دیپپت  شتریب  ی کهبود در حال

  دالتون لو یک   9/ 59با    تونیدر ز  یوزن مولکول  نیداشتند. کمتر 

 Bouteraa)   گزارش شده است در کاهو    95/ 7  نیشتریو ب

et al., 2023)صورت در  که،  ز  ی  پپت  یادیتعداد    های د یاز 

  ک ی   دروزن داشتند.    دالتون  لو ی ک   12شده، کمتر از    یبررس

حدود    ،یاهی گونه گ   33ژنوم    یتوال  لیو تحل  هیمطالعه با تجز

کننده پروتئ  545   یی شناسا  Snakin/GASA  یهانیژن کد 

پپت(Su et al., 2020)  شد طول  خانواده    یدهای. 

Snakin/GASA  33  در پژوهش مذکور بینشده    ییشناسا  

  1099تا  64متفاوت و از  یقابل توجه طوربه ،یاهی گونه گ 

بر علاوه  .(Zhang and Wang, 2017)  بود  ریمتغ  نهیدآمیاس

اعضا  ن،یا گونه  Snakin/GASAخانواده    یتعداد    ی هادر 

گ  مقاد  ر یمتغ  37تا    5از    یاهی مختلف  و  )نقطه   pI  ر یبود 

اکیزوالکتریا   14/ 10تا    11/ 4  نیب  زی ن  هانیپروتئ  نی( 

دهنده ضرورت  توجه نشانتنوع قابل  ن ی. اگزارش شده بود

عملکرد  یساختار  فیتوص   ی هاژن  شتر یب  یو 

Snakin/GASA   ها، آن  ی کیولوژی روشن کردن ارتباط ب  یبرا

 .باشدیم ،یتوال یتشابه بالا رغمیعل

 

 ای از کمیت و کیفیت مرجع ترنسکریپتومی سرخارگل خلاصه -3جدول 

Table 3. A summary of the quantity and quality of Echinacea purpurea transcriptome reference 

 هاپارامتر
Parameters 

 ارزش 
Value 

 تعداد رونوشت 
Number of transcripts 

27679 

 ترین طول رونوشت )نوکلئوتید(کوتاه
Lenght of the smallest transcript (nt) 

200 

 بلندترین طول رونوشت )نوکلئوتید( 
Length of the largest transcript (nt) 

8823 

 تعداد نوکلئوتید 
Number of bases (nt) 

26493340 

 )نوکلئوتید(  هارونوشت میانگین طول
Mean length of the transcripts (nt) 

957.1639 

 نوکلئوتیدکیلو  1تعداد رونوشت با طول بیشتر از  
Number of transcripts greater than 1kb 

10025 

 های دارای قاب خوانش بازتعداد رونوشت 
Number of transcripts with ORF 

13325 

N90 (nt) 447 

N70 (nt) 911 

N50 (nt) 1373 

N30 (nt) 1882 

N10 (nt) 2846 

GC% 41.77 
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 سرخارگل با ترنسکریپتوم  لاگیاهی با همولوژی باهای توزیع فراوانی گونه -1شکل 
Figure 1. Frequency distribution of plant species with high homology to Echinacea purpurea transcriptome 

 
 

 
 درصد. کیژل آگارز  یسرخارگل بر رو  شده در جداسازی  Snakin/GASAهای ژن PCRحاصل از   یباند  یالگو  -2شکل 

Figure 2. The PCR band pattern of isolated Snakin/GASA in Echinacea purpurea on 1% agarose gel 

  Snakin/GASAهای ژن  و باند تکثیر شده ژنهای کنترل منفی ، bp 100ترتیب، نشانگر مولکولی بهها ز چپ به راست چاهکا

 .دهندمی را نشان سرخارگل جداسازی شده در
Left-to-right the wells show, 100 bp DNA ladder, negative control and amplified bands of Snakin/GASA genes 

isolated in Echinacea purpurea, respectively . 
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 شناسایی شده در سرخارگل  Snakin/GASAشش ژن  قاب خوانش بازتوالی تکثیری و  -3شکل 

Figure 2. The amplification sequence and open reading frame of six Snakin/GASA genes identified in 
Echinacea purpurea 
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پروتئین عملکرد های  ن ی دم   ن یی تع  ساختار  در  های  ی 

Snakin/GASA  :  که داد  نشان  پروتئ نتایج  همه  های  ن ی در 

دمین  داشت.    GASA  شناسایی شده،    ک ی   این بر  علاوه وجود 

در تمام    نه ی آم   د ی اس   36تا    20شامل    ی ن ی آم   ی در انتها   گنال ی س   د ی پپت 

های  چ ی مارپ   ی بررس   ن ی (. همچن 4  )شکل   شناسایی شد های  ن ی پروتئ 

نشان داد که    Epu-Snakin  های ن ی غشا در تمام پروتئ   از گذرنده  

شده حداقل    یی شناسا های  ن ی پروتئ   ی تمام   Epu-Snakin5به جز  

)شکل ارائه نشده  باشند  می   گذرنده از غشا های  چ ی مارپ   ک ی   ی دارا 

های  پروتئین گذرنده از غشا در اکثر    ی ها چ ی وجود مارپ .  است( 

Snakin/GASA    ،ن ی ا   دهنده ان نش شناسایی شده در سرخارگل  

مرتبط با غشا    ی ندها ی ممکن است در فرآ   ها ن ی پروتئ   ن ی است که ا 

  ی ط ی مح   ی ها انتقال مواد و پاسخ به تنش   ، پیام انتقال    حس و   مانند 

 . ( Ahmad et al., 2020)   نقش داشته باشند 

:  Snakin/GASAهای  نی ئتپرومیکروبي  ضد   تیخاص

شده در سرخارگل پس از حذف    یی شناسا   ی ها ن ی ک ی اسن   ی بررس 

را با  میکروبی  ضد   ت ی ، خاص CAMP  گاه ی در پا   د، ی پپت   گنال ی س 

  SVM تم ی نشان داد. الگور   دها ی پپت   ن ی ا  ی در تمام  یی احتمال بالا 

م  الگور   100احتمال   زان ی با  م   RF  تم ی درصد،  متوسط    زان ی با 

  ت ی خاص   ، کامل   تأیید با    ANN  تم ی درصد و الگور   92/ 45  احتمال 

  ی ن ی ب ش ی شده را پ   یی شناسا   ی ها ن ی ک ی اسن   ی در تمام میکروبی  ضد 

  مختلف   ی ها تم ی توسط الگور   این ویژگی   تأیید   (. 5کرد )جدول  

  ی بالا   ظرفیت دهنده  نشان   برای تمامی پپتیدهای شناسایی شده؛ 

  ن ی است. ا میکروبی  ضد   ی استفاده در کاربردها   ی برا   دها ی پپت   ن ی ا 

درمان   تواند ی م   ی ژگ ی و  و  داروها  توسعه    ی برا   د ی جد   ی ها به 

 ,.Guo et al)   کمک کند   زا ی مار ی ب   ی ها سم ی کروارگان ی مبارزه با م 

2024; Iqbal and Khan, 2023; Nahirñak et al., 2024; 

Taieb Bouteraa et al., 2024; Uncu et al., 2024 ) . 

 

 سرخارگل  شناسایی شده در  Snakin/GASAهای ژن ییایم یکوشیزیف  یهایژگ یو -4 جدول

Table 4. Physicochemical characteristics of Snakin/GASA genes identified in Echinacea purpurea 

 نام 
Name 

 وزن مولکولی )کیلودالتون( 

Molecular weight (kDa) 

 ایزوالکتریک  نقطه

Isoelectric point 
 شاخص ناپایداری
Instability index 

 شاخص آلیفاتیک
Aliphatic index 

GRAVY 

Epu-Snakin1 9.59 8.62 49.53 67.61 -0.119 

Epu-Snakin2 10.25 9.12 34.42 74.38 -0.243 

Epu-Snakin3 11.16 8.61 46.75 74.72 -0.012 
Epu-Snakin4 11.86 9.28 40.92 83.89 0.186 
Epu-Snakin5 10.44 8.91 43.91 71.44 -0.143 

Epu-Snakin6 10.24 9.07 39.67 75.62 -0.324 
 

 

 سرخارگل  شناسایی شده در  Snakin/GASAهای پروتئینمیکروبی ضدهای  ویژگی -5جدول 
Table 5. Antimicrobial properties of Snakin/GASA proteins identified in Echinacea purpurea 

 نام
Name 

 الگوریتم 
SVM 

Support Vector Machine Algorithm 

 الگوریتم 
RF 

Random Forest Algorithm 

 الگوریتم 
ANN 

Artificial Neural Network Algorithm 

Epu-Snakin1 1.00 0.9205 تأیید 
confirm 

Epu-Snakin2 1.00 0.9625 تأیید 
confirm 

Epu-Snakin3 1.00 0.821 تأیید 
confirm 

Epu-Snakin4 1.00 0.958 تأیید 
confirm 

Epu-Snakin5 1.00 0.911 تأیید 
confirm 

Epu-Snakin6 1.00 0.9745 تأیید 
confirm 
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 شناسایی شده در سرخارگل  Snakin/GASAهای ساختار پروتیین عملکردی درهای جایگاه دمین -4شکل 

Figure 4. Position of functional domains in the structure of Snakin/GASA proteins identified in Echinacea purpurea 
 

:  ی د ی لف سو ی د   های وند ی حفاظت شده و پ   های ف ی بررسي موت 

در    ی حفظ شده تکامل   های ی توال عنوان  به   ی کل   طور به   ها ف ی موت 

که    یی جا . از آن شوند می   خته شنا ها  ن ی پروتئ   ه ی اول   ی ساختارها 

س ها  ف ی موت  شده تکامل    ر ی در  نقش اند  حفاظت  ،  دارای 

  ی با استفاده از سرور اطلاعات   باشند. می   نیز   ی خاص   ی عملکرد 

پروتئ های  ف ی موت   MEMEبر خط   در  شده    هاین ی حفاظت 

Snakin/GASA   شدند.    مشخص ،  شناسایی شده در سرخارگل

مورد     ی ها ن ی شده در پروتئ حفاظت   ی ن ی پروتئ   ف ی سه نوع موت 

ژن   یی شناسا   بررسی  تنها  -Epuو    Epu-Snaki2های  شد. 

Snaki6   موت   ی دارا سه  ،  Epu-Snaki1ژن    3بودند.    ف ی هر 

Epu-Snaki3   وEpu-Snaki5   ؛ بودند   2و   1 ف ی دو موت دارای  

بود    2  ف ی تنها شامل موت   Epu-Snaki4بود که ژن    ی در حال   ن ی ا 

در ساختار   سولفیدیدی  ی وندهایوجود پ  ی. بررس(5)شکل  

  شناسایی شده در سرخارگل،  Snakin/GASA هاینیپروتئ

پنج تا    که حفظ شده را نشان داد    نیستئینه سیآم  دیاس  12

  دهند می  لیرا تشک  یدرون مولکول  یدسولفیید  وندیشش پ

پحفاظت   ی هافیموت  وجود  (.6)جدول   و    ی وندهایشده 

پروتئ  یدیسولفید تب  Epu-Snakin  یهانیدر   نییبه 

م   هانیپروتئ  نیا   یکیولوژیب  ی عملکردها .  کندیکمک 

نقش  هستند  یعملکرد  بازوهای عنوان  به  هافیموت  ی هاو 

  ی وندهای. پکنندیم  فایمختلف ا  یها نیرا در پروتئ  ی مشابه

و حفاظت    هانیپروتئ  یساختار  یداریپا  با  زین  یدیسولفید

تغ برابر  در  آنها   Patil et)  مرتبط هستند  یطی مح  راتییاز 

al., 2015) . 
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 شناسایی شده در سرخارگل  Snakin/GASAهای فراونی و جایگاه پیوندهای دی سولفید در ساختار پروتئین -6جدول 
Table 6. Frequency and position of disulfide bond in the structure of Snakin/GASA proteins identified in Echinacea 

purpurea 

موقعیت اولین 

 پیوند دی سولفید 
Position of the 

first disulfide 

bond 

موقعیت  

دومین پیوند 

 دی سولفید 
Position of 

the second 

disulfide 

bond 

موقعیت سومین  

پیوند دی 

 سولفید 
Position of the 

third  disulfide 

bond 

موقعیت  

چهارمین پیوند  

 دی سولفید 
Position of 

the fourth  
disulfide 

bond 

موقعیت  

پنجمین پیوند 

 دی سولفید 
Position of 

the fifth  
disulfide 

bond 

موقعیت ششمین  

 پیوند دی سولفید 
Position of the 

sixth disulfide 

bond 

تعداد پیوندهای  

سولفیدی دی  
Number of 

disulfide bonds 

 نام
Name 

59-75 35-48 56-73 31-39 61-88 - 5 Epu-Snakin1 

31-35 56-73 75-88 39-55 48-61 52-59 6 Epu-Snakin2 

78-92 72-90 51-64 47-55 68-75 71-105 6 Epu-Snakin3 

39-56 69-81 43-63 47-60 67-101 - 5 Epu-Snakin4 

39-43 67-83 64-81 69-96 47-60 - 5 Epu-Snakin5 

31-55 59-75 56-73 35-48 39-52 61-88 6 Epu-Snakin6 

 

 
 شناسایی شده در سرخارگل  Snakin/GASAهای حفاظت شده در ساختار پپتیدهای موتیففراونی و جایگاه  -5شکل 

Figure 5. Frequency and position of conserved motifs in the structure of Snakin/GASA proteins identified in Echinacea 

purpurea 
 

درخت   پروتئین بازسازی  های فیلوژنتیکي 

Snakin/GASA  سرخارگل در  شده  درخت :  شناسایي 

  Snakin/GASA  نیپروتئ  هاییبا استفاده از توال  کی لوژنتیف

درک    یآفتابگردان و سرخارگل برا  س،یدوپسیآراب  اهانیازگ 

تکامل ارتباطات  درخت    جادیا  ی بهتر  اساس  بر  شد. 

در    Snakin/GASA  یهاژن  ک،ی لوژنتیف شده  شناسایی 

طبقهسرخارگل   گروه  چهار  که    یطوربهشدند؛    یبنددر 

-I  ،Epuدر گروه    Epu-Snakin5و    Epu-Snakin4های  ژن

Snakin2  وEpu-Snakin6   در گروهII  وEpu-Snakin3   و

Epu-Snakin1    در گروهIII   ( 6شکل  قرار گرفتند).    تجزیه

گروه تحلیل  توالیو  که  داد  نشان  شده  ایجاد  های  های 

های همولوگ خود در  شناسایی شده قرابت بیشتری با ژن

دارند اساس  آفتابگردان  بر  توان می   بخش  نیاهای  افتهی. 

گروه از   کیقرار گرفته درون  های  اظهار نمود که ژن  نیچن

  گر یکدیبا    ییقرابت بالا  یو احتمالا عملکرد  ینظر تکامل

از نظر زمان تکامل و تشابه    یفواصل  زینها  گروه  نیدارند و ب

عملکرد  یتوال دارد  یو   ;Nawaz et al., 2019)  وجود 

Savolainen and Chase, 2003). 
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 شناسایی شده در سرخارگل  Snakin/GASAهای درخت فیلوژنتیکی پروتئین -6شکل 
Figure 6. Phylogenetic tree of Snakin/GASA proteins identified in Echinacea purpurea 

 

بیان شده    Snakin/GASA  هایژن  الگوی  در شناسایي 

های ژن  یاختصاص  ان یب  یبررس:  سرخارگل

Snakin/GASA  شکل    ییشناسا( سرخارگل  در  (  7شده 

 قرار   خوشه جداگانهمورد نظر در سه  های  نشان داد که ژن

در گروه   Epu-Snakin6و    Epu-Snakin2های  . ژنرندیگ می

I های  ، ژنEpu-Snakin1  ،Epu-Snakin3    وEpu-Snakin4  

گروه    ک یمجزا در    طوربه   Epu-Snakin5و ژن    IIIدر گروه  

گرفتند.   تحل  هیتجز  ج ینتا  ن یابر  علاوهقرار  نقشه   ل یو 

های  مورد نظر در گروههای  ژن  انی نشان داد که ب  یحرارت

  ج ینتا  نیباشد. همچنمی  III > II > Iصورت  بهشکل گرفته  

  ی مطلوب  انیتنها در بافت گل ب   Iگروه  های  نشان داد که ژن

حال  نیا  هداشت ژن  یدر  که  اغلب    IIIگروه  های  بود  در 

گ   10)ها  بافت  اند. ژن نشان داده  یمطلوب  انی( بیاهیبافت 

Epu-Snakin5  را    یمناسب  انیب  یشیروهای  تنها در بافت   زین

است   داده  ب  در   .(7شکل  ) نشان  های  ژن  انیخصوص 

Snakin/GASA  ی کل  طوربهشده در سرخارگل    ییشناسا  

های مورد  ژن  مشاهده شده  انیبدر  توان گفت که تفاوت  می

هر ژن در   یمتنوع و اختصاص یهابه نقش تواندیمبررسی 

گ   زیستی  یندهایفرآ داشته    اه ی مختلف  اشاره  سرخارگل 

ب بافت   IIIگروه    یهاژن  یبالا  انیباشد.  اغلب  ها  در 

عملکردها ژن  ن یا  یدیکل  یهانقش  هدهندنشان در    ی ها 

گروه    ی هاژن  یاختصاص  ان یکه ب  یاست، در حال  اه یگ   یاتیح

I    وII   بافت نقش   یهادر  به  است  ممکن   ی هاخاص 

.  داشته باشداشاره    اهیها در رشد و توسعه گ آن  یاختصاص

در    داریمعن  یهادهنده تفاوتنشان   زین  ینقشه حرارت  لیتحل

  ی مبنا   تواندیمختلف بود که م  یهاگروه  نیب  یژن  ان یسطح ب

ب زم  شتریمطالعات  نقش  نهیدر  و    ی کیولوژ یب  یهاعملکرد 

 . (Darqui et al., 2021) ها باشدژن نیا

 

 

I 

III 

II 

IV 
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 مختلف سرخارگل های در بافت  Snakin/GASA هایژن بیان ینقشه حرارت -7شکل 
Figure 7. Heat map visualization of the Snakin/GASA genes expression in different tissues of Echinacea purpurea 

 

اولین  برای  حاضر  پژوهش  توالی  در  خانواده    6بار  از  ژن 

Snakin/GASA   در گیاه دارویی سرخارگل شناسایی شد. نتایج

بین   بالایی  عملکردی  و  ساختاری  مشابهت  حاضر  پژوهش 

در سایر    ارتولوگ های  شناسایی شده در این گیاه با ژن های  توالی 

مطالعه حاضر  های  کلی یافته   طور به گیاهی نشان داد.  های  گونه 

که   داد  شده   Snakin/GASA  ی ها ن ی پروتئ نشان  در    شناسایی 

منحصر به    یی ا ی م ی وش ی و ب   ی ساختار   ی ها ی ژگ ی و   ی سرخارگل دارا 

  ی ندها ی ها در فرآ مختلف آن   به نقش   تواند ی هستند که م   ی فرد 

  مرتبط باشد.   ی ک ی متابول فرآیندهای    م ی و تنظ   تنش رشد، پاسخ به  

  زیستی   ی ها به درک بهتر نقش   تواند ی م   ق ی تحق   ن ی ا   ج ی نتا   ت ی نها   در 

گیاه  در    Snakin/GASA  ی ها ن ی پروتئ   ی کاربرد   ظرفیت و  

به    پژوهش حاضر های  رود یافته می   سرخارگل بیانجامد و امید 

با ارزش    دارویی   محصولات   د ی تول   ی برا   د ی جد   ی ها توسعه روش 

 . نماید   افزوده بالا کمک 
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