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و در معرض  دارویي ترین گياهانمهم از ( یکيKelussia odoratissima Mozaffکرفس کوهي )

استفاده  خام مورد صورتبهسبزی ارزشمند  عنوان یکبه تنهانهاست. کرفس کوهي  انقراض ایران

درماني بسياری هم در طب سنتي و هم در ترکيبات داروهای  گيرد، بلکه دارای خواصقرار مي

 اطلاعات تنوع ژنتيکي و همچنين عدم شناخت . فقداناست گياهي مدرن از منظر فارماکولوژیکي

چالش  را بااین گياه پيرامون تحقيقات ژنتيکي های مهم در این گياه، وکار توليد متابوليتساز

در مقياس بالا، از  EST-SSRهای توسعه نشانگر در پژوهش حاضر، با هدف. مواجهه کرده است

یابي نسل جدید استفاده شد. های کوتاه حاصل از فناوری تواليبندی نوپدید خوانشفرآیند سرهم

ر شناسایي شد. دژن در ترنسکریپتوم کرفس کوهي یوني 6388در مکان ریزماهواره  7575تعداد 

ترین لاهای دو نوکلئوتيدی و پس از آن تک و سه نوکلئوتيدی باميان این نشانگرها، موتيف

از  درصد 74/79های حاوی ریزماهواره نشان داد که رونوشت بلاستفراواني را نشان دادند. نتایج 

 عوامل جستجوی های غيرتکراری بودند.ها دارای حداقل یک رکورد در پایگاه پروتئينرونوشت

-، اکثر یونيKEGGها در برابر پایگاه و همچنين مستندسازی رونوشت تفسير کارکردیونویسي، ر

های ثانویه دخيل دانست. های متابوليکي و بيوسنتز متابوليتهای حاوی ریزماهواره را در مسيرژن

 اهگي این متابوليکي مسيرهای و ژنتيکي تنوع تحليل به نشانگرها نتایج حاصل نشان داد که این

اهميت تلقي  با گياه این از پایدار برداریبهره و حفظ در تواندمي که اطلاعاتي کنند،مي کمک

 شوند.

 های کلیدیواژه
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Abstract 

Kelussia odoratissima Mozaff, is one of the most important medicinal plants in Iran and is facing the risk of 

extinction. Keluss is not only used as a valuable herb in its raw form but also possesses numerous therapeutic 

properties in traditional medicine and modern herbal drug combinations from a pharmacological perspective. 

However, the lack of information on its genetic diversity and the mechanisms of important metabolite production in 

this plant pose challenges for genetic research on this species. In the present study, with the aim of developing 

high-throughput EST-SSR markers, the assembly process of short reads obtained through next generation 

sequencing technology was employed. A total of 7575 microsatellite loci were identified in 6388 unigenes. Among 

these markers, dinucleotide motifs followed by trinucleotide and mononucleotide motifs exhibited the highest 

abundance. Blast analysis of the sequences containing microsatellites revealed that 79.74% of the transcripts had at 

least one record in the non-redundant protein database. Further investigations involving transcription factors and 

functional annotations indicated that most of the microsatellite-containing unigenes are involved in metabolic 

pathways and the biosynthesis of secondary metabolites. The results showed that these markers assist in the 

analysis of genetic diversity and metabolic pathways of this plant, information that can be crucially important for 

the conservation and sustainable utilization of this valuable plant. 

Keywords:  Functional annotation, Genetic diversity, Keluss, Molecular marker, Next-Generation Sequencing 

 

  مقدمه

(، Simple Sequence Repeats: SSRsهای تکراری ساده )توالی

تنوع  در سنجشطور مکرر بهمؤثر، مولکولی عنوان یک ابزار به

های یابی ژنمکانبرداری ژنتیکی و نقشه، پلاسم گیاهیژنتیکی ژرم

در  (Quantitative trait locus: QTL) یکننده صفات کمکنترل

 Xu et al., 2023; Niksiar et)گیرند گیاهان مورد استفاده قرار می

al., 2018) . نشانگرهایSSR ان بالای چندشکلی، تشخیص با میز

بارز و اختصاصی بودن، یکی از آسان، تکرارپذیری بالا، توارث هم

های بهنژادی ترین نشانگرهای مولکولی در برنامهپر اطلاعات

 های. با توجه به ایراد(Powell et al., 1996)روند یمشمار به

بودن و کار  برزماناز جمله هزینه بالا،  سنتی SSR نشانگر

 SSRاستفاده از نشانگرهای  زیاد، امروزه نسبتاًزمایشگاهی آ

 Expressed)های بیان شونده های توالیبر برچسبیمبتن

Sequence Tags-SSR: EST-SSR رونق بیشتری دارند، زیر این ،)

های توالی ی ازدست آوردن اطلاعاتبهرویکرد ظرفیت بالاتری در 

 ی مختلف یک گیاهدر شرایط محیطی یا مراحل رشدکدکننده 

 . (Durand et al., 2010)دارد 

کننده تطابق دارند،  کد یهاDNAها با ESTکه  ییاز آنجا

ها هستند، در مناطق آن بریمبتن یکه نشانگرها یکنار یهایتوال

از  .شوندیشناخته م یاهیمختلف گ یهاگونه نیشده بحفاظت

ی انتخابی برای نشانگرهاعنوان توان بهمی را هاEST-SSRرو این

استفاده نمود های عملکردی ژنانتخاب ای و برداری مقایسهنقشه

(Dutta et al., 2022; Peng et al., 2021)پیش، . تا چند سال 

 هایاز گونه برخی به محدود ژن به وابسته نشانگرهای گسترش

در  هاآن ESTیابی بود که اطلاعات مربوط به توالی زراعی

-امروزه با توسعه روششد. با این حال، ثبت می های دادهپایگاه

 :Next Generation Sequencing)یابی نسل جدید های توالی

NGS) منابع ارزشمند و ارزان قیمتی برای شناسایی و توسعه ،

های گیاهی های کدکننده در سایر گونهبر توالیی مبتننشانگرهای 

 Saina)ه است ژنومی فراهم شد اطلاعات فاقد شده شناخته کمتر

et al., 2021; Taheri et al., 2019; Zheng et al., 2022) .

ی سنتی هاروشیابی نسل جدید، جایگزین مناسبی برای توالی

برای تحلیل پروفایل  تحلیل ترنسکریپتوم است و فرصتی کلیدی

 .(Alves-Carvalho et al., 2015)سازد یم را فراهمبیانی گیاهان 

ژنومیکس گیاهی و افزایش  توجهقابلی هاشرفتیپ بابر این، علاوه

در های دخیل حجم اطلاعات موجود، بررسی و شناسایی ژن

ها های تنظیمی آنهای ثانویه و همچنین شبکهیوسنتز متابولیتب

مورد توجه قرار گرفته است و با سرعت بالایی در حال انجام 

 .(Zheng et al., 2022)است 
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(، گیاهی Kelussia odoratissima Mozaffکرفس کوهی )

( و متعلق به خانواده x2  =n2=  22، دیپلوئید )چندساله

Apiaceae  است(Akkafi et al., 2014; Khanavi et al., 2021) .

یک فرآورده غذایی و همچنین در  عنوانبهسنتی  طوربهاین گیاه 

 Ahmadi) ردیگیمهای مختلف مورد استفاده قرار درمان بیماری

et al., 2007) لیگوستیلید–سیس. دو ترکیب ارزشمند شامل (Z-

ligustilide)  دیفتال لیبوتو (Butylphthalide ،) اصلی اجزای

دهند که شواهدی از تأثیر کرفس کوهی را تشکیل می اسانس

در انسان بر سیستم عصبی، فشارخون و کلسترول  هاآنمثبت 

. (Kuang et al., 2008; Song et al., 2004)گزارش شده است 

های مختلف برای این گیاه دارویی اثرات بر این، در پژوهشعلاوه

، ضدالتهاب و اضطراب، ضددیابت، ضدسرطان، ضددرد

عروق و دستگاه گوارش گزارش شده است  کنندهمحافظت

(Akbarian et al., 2019; Javani & Asadi-Gharneh, 2020; 

Khadijeh et al., 2020; Khanavi et al., 2021; Mirzaei et al., 

2020; Torki et al., 2018) .کرفس کوهی در گذشته از  هرچند

پراکنش نسبتاً خوبی در منطقه زاگرس مرکزی برخوردار بوده 

های طبیعی آن ی گذشته، رویشگاههاسالدر  متأسفانهاست، ولی 

ی در معرض انقراض یک گونه عنوانبهتخریب شده و این گیاه 

. (Ahmadi et al., 2019; Ahmadi et al., 2021) دشویمشناخته 

ارزش اقتصادی بالای این گیاه دارویی از جمله دلایل برداشت 

 رویه و در معرض انقراض قرار گرفتن آن است. بی

آن  یکیژنت دامنه تنوعبه  زنده، هر موجود یکیژنت تیبهبود وضع

 یابیارزاز این رو،  (.Hasan et al., 2021) وابسته است

پلاسم از ژرم ستهیشا یریکارگو به یدر نگهداربومی های تیجمع

 رسدیبه نظر م یضرورگیاهان نادر از جمله کرفس کوهی 

(Tanksley, 1983برنامه .)کرفس  ندهیو آ یبهنژادی فعل یها

بلکه  است، ی ژنتیکیهاتنوع نیا از آگاهی ازمندیتنها ننه کوهی

تنوع ژنتیکی در تمام  حیصح تیریو مد یداروابسته به نگه

ی، بهنژادگران کیتنوع ژنت ی. بررسهای این گیاه استرویشگاه

صفات مرتبط با اهداف  یکیژنت تیظرف ییرا در شناسا گیاهی

از  یکیتنوع ژنت یریو مطالعه الگوپذ کندیم یاریبهنژادی مهم آن 

 یهاینشان دهنده سازگار ،هاپیژنوت یمیو اقل ییایتنوع جغراف

 ,.Gostimsky et al)است متفاوت  یهاطیها با محآن یاحتمال

عنوان مبنا و همچنان به کیمورفولوژ نشانگرهای اگرچه(. 2005

 یبندپلاسم و طبقهژرم ژنتیکی لیپتانسبررسی مرحله در  نیاول

اما  ،رندیگیمورد استفاده قرار م های بومی کرفس کوهیتوده

 این گیاه یکیروابط ژنت ییشناسا یتوانند براینم ییتنهااغلب به

 ;Mercati et al., 2019; Ren et al., 2021) ونداستفاده ش

Schluttenhofer & Yuan, 2017; Wang et al., 2021). 

وکار ساز اطلاعات تنوع ژنتیکی و همچنین عدم شناخت فقدان

تحقیقات ژنتیکی وهی، کهای مهم در کرفس تولید متابولیت

در  روچالش مواجهه کرده است؛ از این را بااین گیاه پیرامون 

مطالعه حاضر تلاش شد تا با شناسایی و توسعه نشانگرهای 

EST-SSR تر تنوع ژنتیکی در این گیاه امکان بررسی گسترده

 .فراهم گردد

  هاروش و مواد

های گیاهی )شامل نمونه: RNAتهیه نمونه گیاهی و استخراج 

رار، از رویشگاه با سه تک ساله و دوسالهبرگ تازه گیاهان یک

در  متر از سطح دریا 1800طبیعی این گیاه در ارتفاعات بالای 

ه شهرستان شهرکرد روستای دره سیدی، در اواخر اسفندماه تهی

و  های گیاهی بلافاصله در ازت مایع قرار داده شدندشدند. نمونه

، پس از انتقال به آزمایشگاه بیوتکنولوژی دانشکده کشاورزی

 -80در یخچال با دمای  RNAتا زمان استخراج  گاه لرستاندانش

 گراد نگهداری شدند.درجه سانتی

بر  (Trizol reagent) ترایزول محلول از با استفاده RNAاستخراج 

 ,Invitrogen, life technologyنامه شرکت سازنده )یوهشاساس 

USA ،) شد. انجام در نمونه گرم بافت برگ،میلی 100تا  50از 

دستگاه  با استفاده ازاستخراج شده  RNAکمیت و کیفیت  سپس

 الکتروفورز مورد بررسی قرار گرفت.درصد(  1ژل )و  دراپنانو

پس از های کوتاه: بندی نوپدید خوانشکنترل کیفیت و سرهم

با استفاده از  RNAیابی های خام حاصل از توالیدریافت داده

رت خوانش دو طرفه صوبه Illumina NovaSeq 2500پلتفرم 

(Paired-end با طول )ها برای یتوال، کیفیت اولیه بازجفت 150

 شد.سنجیده  )سه تکرار زیستی برای هر گروه( هانمونههمه 

یابی و همچنین خطای احتمالی توالی منظور حذفسپس به
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( 30کمتر از  Phred scoreهای با کیفیت پایین )با میانگین توالی

سنجی یفیتکپس از و  انجام (Trimming)ها والیفرآیند پیرایش ت

 De novo)ی نوپدید بندسرهم(، Short Readsهای کوتاه )خوانش

assembly افزار از نرم( با استفادهSOAPdenovo-Trans با تنظیم 

K-mer  واحد و در نظر گرفتن سایر  10با فاصله  115تا  25از

 فرض انجام شد.پارامترها در حالت پیش

بندی شده کرفس کوهی: بارسنجی پروفایل بیانی سرهماعت

ی تعداد کانتیگ، طول هاآمارهبندی نوپدید با تعیین کمیت سرهم

ها و برخی از یگکانت، طول متوسط N50ین کانتیگ، تربزرگ

 توسطیابی و مستندسازی شدن های کیفی نظیر قابلیت نقشهآماره

 Smith-Unna et)صورت گرفت  Transrate( v1.0.3افزار )نرم

al., 2016) .بندی شده مستندسازی پروفایل بیانی سرهم منظوربه

 NCBI( v2.6.0افزار )نرم BLASTXگیاه کرفس کوهی از ابزار 

Blast+  استفاده شد(Altschul et al., 1997) پروفایل بیانی .

یرتکراری غهای ینپروتئ داده یگاهپای شده در مقابل بندسرهم

(Non-Redundant proteins; NR با در نظر گرفتن حد آستانه )

 Localمورد هم ترازی محلی ) E 1.0value ≤ -E-5معادل 

BlastX .قرار گرفت ) 

شناسایی نشانگرهای (: SSRشناسایی نشانگر ریزماهواره )

یسی نوبرنامهتحت محیط  MISAافزار ریزماهواره با استفاده از نرم

ار برای نشانگرهای مونو، دی، ( انجام شد. حداقل تکرPerlپرل )

 5و  5، 5، 5، 6، 10یب ترتبهتری، تترا، پنتا و هگزا نوکلئوتیدی 

تعیین شد و همچنین حداکثر فاصله بین دو مکان نشانگر روی 

 . توزیع(Dai et al., 2017)تعیین شد  بازجفت 100یک توالی 

 شده، شناسایی ریزماهواره یهامکان ترکیب و فراوانی تکرارها

 محاسبه شد.

-ESTحاوی نشانگر  هایژنمستندسازی و تفسیر کارکردی 

SSR :های حاوی منظور مستندسازی و تفسیر کارکردی توالیبه

استفاده شد. همچنین  OmicsBoxاز ابزار  EST-SSRنشانگر 

های های متابولیکی و تحلیل گروهسازی مسیریغن منظوربه

ون فیشر با در نظر گرفتن های حاوی نشانگر از آزمکارکردی ژن

 درصد استفاده شد. 5سطح احتمال 

 

  و بحث نتایج

های خام و کنترل کیفیت اولیه خوانشیابی و کنترل کیفیت: یتوال

 242560068ها، منجر به تولید فرآیند پردازش و پالایش داده

خوانش  298983892( از مجموع Clean readsخوانش تمیز )

درصد از  87/18رآیند پیرایش، (. طی ف1خام شد )جدول 

حذف شدند.  RNA-seqکتابخانه  6های کوتاه از مجموع خوانش

 phredمانده )یباقهای همچنین بررسی معیار کیفیت خوانش

score)  های درصد از خوانش 97طور میانگین بهنشان داد که

 هستند. 30ها، دارای معیار کیفیت بالاتر از مانده در همه نمونهیباق

 

  کرفس کوهیی ترنسکریپتوم ابییتوالی حاصل از هاخوانش هیپاآمار  -1جدول 

Table 1. Basic statistics of reads obtained from Keluss transcriptome sequencing 

Sample code 
Raw read 

count 
Clean read 

count 
Lost read 

counts 
Lost read 

percent 
Q30 Nucleotide count 

GC 

content % 

One-Year-

Old 

R1 47667122 38635262 9031860 18.95 95.49 
6,914,936,791 

47.34 

R2 47730332 35190166 12540166 26.27 98.34 
6,860,565,483 

48.96 

R3 52985612 47432806 5552806 10.48 98.34 
7,616,307,128 

48.96 

Two-Year-

Old 

R1 48793542 36087796 12705746 26.04 95.6 
6,964,940,326 

47.4 

R2 53791644 46952496 6839148 12.71 95.91 
7,674,289,433 

45.08 

R3 48015640 38261542 9754098 20.31 98.33 
6,850,167,323 

45.97 
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 چندگانه k-merکمیت و کیفیت مراجع ترنسکریپتومی کرفس کوهی با  سنجش -2جدول 

Table 2. Quantification and quality assessment of multi-kmer assemblies of Keluss references transcriptome 

Parameters 
K-mer 

25 35 45 55 65 75 85 95 105 115 
Number of transcripts 324032 337445 278613 238710 194067 149798 123309 78965 70253 69379 

Size of the largest transcript (nt) 83615 115668 172771 222133 124643 65606 97150 52846 35850 38681 
Number of bases (nt) 103682929 108872843 101915299 93743555 85803409 76546527 69260356 57322868 52890836 40002659 

Mean length of the transcripts (nt) 227.17 227.04 273.46 318.76 387.27 460.56 515.83 725.9275 511.45 569.42 
Number of transcripts greater than 1kb 17569 19277 19792 19296 19259 18680 17976 16685 12176 9717 

Number of transcripts with ORF 24146 25847 26685 27357 28714 30085 30831 39938 27964 23278 
N90 274 281 266 251 241 275 299 319 211 234 
N70 977 1097 985 778 613 646 645 587 444 484 
N50 2349 2470 2093 1730 1389 1304 1221 1034 759 781 
N30 50305 88567 16839 4441 2616 2266 2020 1622 1273 1249 
N10 83615 115668 172771 222133 124643 54580 9417 2789 2288 2142 
GC 0.452 0.450 0.449 0.451 0.453 0.458 0.462 0.46865 0.465 0.454 

Score 0.20 0.22 0.24 0.25 0.24 0.24 0.27 0.49 0.35 0.37 

 

ه بهترین مرجع دستیابی ب منظوربهبندی نوپدید: سرهم

ترنسکریپتومی کرفس کوهی در این پژوهش از رهیافت 

های ز تولید فایلچندگانه استفاده شد. پس ا k-merی با بندسرهم

های k-merی ترنسکریپتوم کرفس کوهی با بندسرهمحاصل از 

هترین سنجش کمیت و کیفیت و انتخاب ب منظوربه، 115تا  25

اده شد. استف Transrateی افزارنرممرجع ترنسکریپتومی از بسته 

ول فایل مرجع ایجاد شده در جد 10نتایج بررسی کمیت و کیفیت 

ومی یپتترنسکرارائه شده است. نتایج نشان داد که فایل مرجع  2

 رفتنگنظر در مجموع با در  95معادل  K-merایجاد شده با 

ین یفی بهترین گزینه )دارای بیشترمعیارهای چندگانه کمی و ک

 (.2دستی را دارد )جدول یینپاهای ( برای ادامه تحلیل49/0امتیاز: 

 ادغامی کرفس کوهی با استفاده از هارونوشتی بندسرهم

ترین حالت ( در بهینهTrimmed readsی پردازش شده )هاخوانش

(95K-mer= منجر به ایجاد )رونوشت شد. همچنین  78965

 Mbبندی شده کرفس کوهی کل پروفایل بیانی سرهمحجم 

بود که این مقدار نیز میزان مناسبی برای ترنسکریپتوم  32/57

 Sudheesh et)شود ( محسوب میMb 80 - 50گیاهان دیپلوئید )

al., 2016). 

نشان  NRیه پایگاه عل هبندی شدنتایج بلاست پروفایل بیانی سرهم

 ≥ E-valueبا حد آستانه  نوشترو درصد( 74/79) 62971داد که 

5-E 1.0مشابه در پایگاه  رکورد ، دارایNR  (. 1بودند )شکل

همچنین نتایج بلاست در مطالعه حاضر نشان داد که کرفس کوهی 

( و Daucus carota subsp. sativusبیشترین شباهت را با هویج )

(. با 2( دارد )شکل Lupinus albusپس از آن با گیاه ترمس )

 NCBIهای ژنی ثبت شده در پایگاه داده ه به فقدان توالیتوج

ی کارکردی هاگروهی و تعیین مستندسازبرای گیاه کرفس کوهی ، 

ی حاصله، تولید محتوا و افزایش اطلاعات ژنتیکی این هارونوشت

 گیاه ارزشمند خواهد بود.

ها به در بسیاری از پژوهشیزماهواره: رشناسایی نشانگرهای 

ی نشانگرهای شناسایی شده با استفاده از فناوری کیفیت بالا

عنوان منبع ها بهیابی نسل جدید اشاره شده و از آنتوالی

های ژنتیکی نام برده شده است ارزشمندی جهت توسعه نقشه

(Kaur et al., 2011 نتایج این مطالعه نشان داد که .)مجموع در ،

یی شد. تعداد شناسا ژنیونی 6388در  SSRمکان نشانگر  7575

بودند.  SSRژن شامل بیش از یک مکان نشانگر یونی 944

بودند.  SSRهای پیچیده یفموتژن نیز دارای یونی 691همچنین 

این میزان نشانگر شناسایی شده در ترنسکریپتوم کرفس کوهی 

درصد(  41/7شناسایی شده در گندم ) SSRنسبت به میزان مکان 

 SSRی نسبت به میزان مکان درصد( بیشتر ول 60/7و شبدر )

 ,.Zheng et alدرصد( کمتر است ) 5/18شناسایی شده در قهوه )

2013.) 

 68/34) 2627های تک نوکلئوتیدی )مونو( با فراوانی یفموت

درصد( جایگاه دوم را در بین نشانگرهای شناسایی شده به خود 

منظور شناسایی (. در پژوهشی که به3اختصاص داد )جدول 

، قهوه و چای Herba houttuyniaeی گیاه بر رو SSRای نشانگره

بیشترین میزان فراوانی را به  "مونو"های یفموتصورت گرفت، 
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. بیشترین میزان (Wang et al., 2017)خود اختصاص دادند 

بود. در  A/Tهای تک نوکلئوتیدی از نوع موتیف یفموتفراوانی 

های تک یفموتدر بین  A/Tمطالعه مشابه دیگر نیز موتیف 

آمده از ترنسکریپتوم کلزا بیشترین میزان دستنوکلئوتیدی به

. در برخی از مطالعات (Chen et al., 2017)فراوانی را نشان داد 

یابی نسل یتوالبر یمبتنکه شناسایی نشانگرها در مقیاس وسیع و 

 علتبه "مونو"های یفموتگیرد از ذکر فراوانی یمجدید صورت 

شود. ی میپوشچشمیابی یتوالی هادستگاهوجود خطاهای 

است که  یتکرار یهایشامل توال کرفس کوهی پتومیترنسکر

قرار  اهانیشده گها در مناطق حفاظتآن بریمبتن ینشانگرها

افزار ها، نرمخوانش یرخداد نادر به خطاها نی. ارندیگیم

 Sudheesh) گرددیبرم اهانیشناساگر نشانگرها و ساختار ژنوم گ

et al., 2016). 

 
 

  GOها علیه پایگاه و نقشه یابی آن NRترنسکریپتوم کرفس کوهی علیه پایگاه داده  BLASTXنتایج  -1شکل 

Fig 1. BLASTX results of the Keluss transcriptome against the NR database and their annotation against the GO database. 

 
 

با ترنسکریپتوم  ( بیشترین شباهت راDaucus carotaپایگاه پروتئینی هویج ) .کرفس کوهی های با همولوژی بالا نسبت به ترنسکریپتوماوانی گونهتوزیع فر -2شکل 

 دهد.نشان می کرفس کوهی

Fig 2. Frequency distribution of species with high homology to the Keluss transcriptome. The protein database of carrot (Daucus carota) 

shows the most similarity with the Keluss transcriptome. 
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 در ترنسکریپتوم کرفس کوهی SSRهای نشانگر توزیع موتیف/ تکرار -3جدول 
Table 3. Distribution of SSR marker motif/repeats in Kloss transcriptome 

Repeat Motif 
Total Percentage 

Mono- Di- Tri- Tetra- Penta- Hexa- 

5 0 0 941 34 13 19 1007 13.29 
6 0 1032 343 13 2 6 1396 18.43 
7 0 609 145 8 0 1 763 10.07 
8 0 458 69 4 1 0 532 7.02 
9 0 357 33 2 0 0 392 5.17 
10 1174 240 15 0 0 0 1429 18.86 
11 493 171 9 0 0 0 673 8.88 
12 308 119 3 0 0 0 430 5.68 
13 185 75 3 0 0 0 263 3.47 
14 122 64 2 0 0 0 188 2.48 
15 100 42 0 0 0 0 142 1.87 

≥16 245 110 5 0 0 0 360 4.75 
Total 2627 3277 1568 61 16 26 7575 100 

 

درصد از کل مکان  26/43 "دی"های دو نوکلئوتیدی یفموت

نشانگرها را به خود اختصاص دادند که در این بین، موتیف 

AG/CT  بیشترین میزان فراوانی را به خود اختصاص داد. شواهد

در  AG/CTدیگر نیز نشان داد که موتیف  دست آمده از مطالعهبه

بین نشانگرهای دو نوکلئوتیدی بیشترین تکرار را در ترنسکریپتوم 

 هاآن. در اغلب مطالعاتی که در (Gupta et al., 2016)عدس دارد 

نوکلئوتیدی بررسی شده است، موتیف  6تا  2های یفموتفراوانی 

ین فراوانی را در نوکلئوتیدی بیشتر 3نوکلئوتیدی پس از موتیف  2

که از این نظر با نتایج مطالعه حاضر تطابق  ها داردبین موتیف

بیشترین  بازجفت 94با  AG/CTید نوکلئوتندارد. موتیف دی 

نوکلئوتیدی ترنسکریپتوم  2های یفموتمیزان فراوانی را در بین 

Ipomoea batatas های را به خود اختصاص داد، که با یافته

. موتیف سه (Wang et al., 2011)طابقت دارد مطالعه حاضر م

بعد از موتیف دو و تک نوکلئوتیدی بیشترین  "تری"نوکلئوتیدی 

(. 3درصد( را به خود اختصاص دادند )شکل  70/20فراوانی )

منجر به نوکلئوتیدی  سه غیر هایریزماهواره تکرار تعداد در تغییر

ن بنابرای پس شود؛یتغییر مکانی چارچوب توالی کدکننده م

است  کمتر کدکننده ناحیه در هایزماهوارهر این حضور احتمال

(Luro et al., 2008) .در برخی مطالعات نیز نتایج متفاوتی  هرچند

یزماهواره سه نوکلئوتیدی رهای یفموتگزارش شده است. در بین 

یب ترتبه AGC/GCTو  AAG/CTT ،ATC/GATموتیف 

(. 3د اختصاص دادند )شکل بیشترین میزان فراوانی را به خو

بررسی نتایج سایر مطالعات مشابه نشان داد که موتیف 

AAG/CTT های سه نوکلئوتیدی در ین موتیفترفراوان، یکی از

. همچنین (Wang et al., 2011)رود یمشمار بین گیاهان دولپه به

نوکلئوتیدی با عدم تغییر قاب خوانش باز پتانسیل  3نشانگرهای 

رو این ینا ازبرخوردارند،  کدکنندهی هاژنت بررسی بالاتری جه

ی هاتنشی کارکردی دخیل در هاژنموتیف برای بررسی 

(. Sohrabi et al. 2018خواهند بود ) مؤثرتریرزیستی غ

ترتیب دارای فراوانی های چهار، پنج و شش نوکلئوتیدی بهموتیف

زان تعداد ها بودند. با افزایش میدر بین کل موتیف 26و  16، 61

در  هاآنها احتمال حضور و تکرار شدن نوکلئوتیدها در موتیف

، ACAT/ATGTهای یابد. موتیفیمژنوم کاهش 

ACCCC/GGGGT  وACCATC/GATGGT ترتیب در گروه به

های چهار، پنج و شش نوکلئوتیدی بیشترین فراوانی را موتیف

 نشان دادند.

 
 پتومیترنسکراره شناسایی شده در توزیع موتیف/تکرارهای ریزماهو -3شکل 

 کرفس کوهی

Fig 3. Distribution of identified microsatellite 

motifs/repeats in Keluss transcriptome  

 [
 D

O
I:

 1
0.

61
18

6/
ge

bs
j.1

2.
2.

22
6 

] 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 g
eb

sj
.ir

 o
n 

20
25

-0
8-

03
 ]

 

                             7 / 17

http://dx.doi.org/10.61186/gebsj.12.2.226
http://gebsj.ir/article-1-470-en.html


 نی و همکارانرمضا  ....با مرتبط EST-SSR ولکولیم نشانگرهای توسعه

 

 1402 پایيز و زمستان  /2شماره  /دوازدهمدوره  /و ایمنی زیستیژنتيک مهندسی  233

 

 یشناسیهست: های حاوی ریزماهوارهژنی یونیکارکرد تفسیر

 اصلی شامل فرآیندهای از سه کلاس عملکردی( GO) ژن

 که داد سلولی نشان اجزای و ولیمولک عملکردهای بیولوژیکی،

 دنبال آن اجزای سلولی، به از نظر گروه SSR حاوی هایتوالی

. بودند تربرجسته مولکولی عملکرد و سپس های بیولوژیکفرایند

ها و سیتوپلاسم اندامک سلولی، غشا، داخل تشریحی ساختار

هستند.  سلولی اجزای دسته تشکیل دهنده بخش اصلی

های فرآیند شامل بیولوژیکی فرآیندهای مهم هایزیرمجموعه

 (Localization) متمرکزسازی بیوسنتزی و فرآیند متابولیکی،

هتروسیکلیک  ترکیبات اتصال مولکولی، عملکرد در بخش. بودند

 (.4 شکل. )شدند یبندطبقه فعالیت ترانسفرازی و آلی حلقوی و

 بتنس شده یافت نشانگرهای که کرد ثابت عملکردی خصوصیات

 را Kelussia odoratissima در ژنوم شده بیان بخش از بیشتری

های حاوی ژنتفسیر کارکردی یونی .دهندمی قرار هدف

ریزماهواره گیاه زیره سیاه نیز که در همین خانواده جای دارد، 

 ,.Samandari-Bahraseman et alکند )می نتایج مذکور را تائید

های شامل ملکردی ژن(. همچنین نتایج مستندسازی ع2022

های در مطالعات مشابه نشان داد که فرآیند نشانگرهای ریزماهواره

های عملکردی دارند متابولیکی، بیشترین فراوانی را در طبقه گروه

(Li et al., 2012; Wei et al., 2011; Zhang et al., 2012). 

 

(، عملکرد BPهای کارکردی شامل فرآیندهای زیستی )در ترنسکریپتوم کرفس کوهی. گروهشناسایی شده  EST-SSRشناسی نشانگرهای یهستتحلیل  -4شکل 

 باشد.( میCC( و اجزای سلولی )MFمولکولی )
Fig 4. Gene ontology analysis of identified EST-SSRs markers in Keluss transcriptome. Functional groupings encompass three 

main categories: biological processes (BP), Molecular function (MF), and cellular components (CC). 

 

های صورت با توجه به تجزیه و تحلیلها: توزیع فراوانی آنزیم

نواحی  مشخص شد که OmicsBox افزارگرفته با استفاده از نرم

رده ها را کد ک، انواع مختلفی از آنزیمEST-SSRهای حاوی توالی

های ترانسفراز، هیدرولاز، که بر اساس میزان فراوانی شامل آنزیم
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ترانسفرازها انتقال  (.5اکسیدردوکتاز و لیاز هستند )شکل 

 ل،یکوزیفرمال، گل ل،یمت یدروکسیه ل،یمانند مت یهای عاملگروه

 کیهای سولفات را با استفاده از فسفات و گروه ل،یآلک ل،یآس

 .(Dixon et al., 2010کنند )یم زیکاتال لینوکلئوف ینیواکنش جانش

در سنتز  شتریهستند که ب ییهاستیوکاتالیب ا،ترانسفرازه درواقع

 کیآب به  یهامولکولافزودن  با و کاربرد دارند یآل باتیترک

 را ندیفرا لینوکلئوف ینیگزیواکنش جا کیبستر با استفاده از 

و  ییدارو یهاسطهوا دیتول یبرا درولازهایکنند. هیز میکاتال

سنتز نامتقارن استفاده  یبرا رالیکا یهانتونیها و سکشآفت

 یباتیبه ترک (chiral synthetic) رالیکا کیسنتت باتیاند. ترکشده

 لیتشک تیهستند و قابل رهیاتم کربن چ کی یاشاره دارد که دارا

 باتیترک نی)نسبت به انعکاس نور( را دارند. ا رینظ زومریدو ا

و  تردهیچیپ یهاسنتز مولکول یبرا کیسنتت باتیترکنوان عبه

در  باتیترک نیا ،یرگیچ یژگیو لیدل. بهشوندیاستفاده م شتریب

 رالیبا ساختار کا ییو مواد دارو دهیچیپ یآل یهاسنتز مولکول

 درولازها،یه انی(. در مGrandi et al., 2023مهم هستند ) اریبس

برخوردار  یخاص تیاز اهم پازهایها و لپروتئازها، استراز دازها،یآم

 زیرا کاتال دیاستر و آم لیو تشک زیدرولیها ه میآنز نیهستند. ا

 یدهایرا به اس دیریسیگل یتوانند ترمی پازهایل وندهایپ. کنندیم

 یطور گسترده برابهدرولازها یه کنند. زیدرولیه سرولیچرب و گل

 کیها با تفکها و لاکتوناستر دها،یاس ،یفعال نور یهاالکل دیتول

 دیهای اکسمیآنز .(Paul et al., 2019) انداستفاده شده یجنبش

 د،یدریانتقال ه ژن،یشامل وارد کردن اکس هایینشواک ردوکتاز

کنند. یم زیرا کاتال یمراحل ضرور ریاستخراج پروتون و سا

چرخه کربس،  ز،یکولیمانند گل کیمتابول یرهایاز مس یتعداد

دارو و  لیتبد و،یداتیاکس ونیلاسینتقال الکترون و فسفورا رهیزنج

 میبه دخالت مستق ازیدر کلروپلاست ن وسنتزدر کبد، فت ییزداسم

 یهامولکول بیتخر ن،یبر ا دارد. علاوه دوردوکتازیاکس یهامیآنز

 شودیم زیکاتال دوردوکتازیتوسط اکس یضرورریغ یستیز

(Mezgebu Legesse & Etsegenet Assefa, 2020 .)طور کلی به

های ثانویه، های مذکور در تولید متابولیتتوان گفت که آنزیممی

های اصلی بیوسنتزی و ایجاد مقاومت در برابر شرکت در مسیر

 & Czerniawski)های زیستی و غیرزیستی نقش دارند تنش

Bednarek, 2018). 

 
 ده انواع مختلف آنزیمکدکنن EST-SSRهای حاوی توزیع فراونی توالی -5 شکل

Fig 5. Frequency distribution of EST-SSR-containing sequences encoding different types of enzymes 
 

تنظیم  بیان، کنترل عوامل ترینمهم ازفراوانی عوامل رونویسی: 

 هاآن در عوامل رونویسی ها است کهبرداری از ژننسخه میزان

 ژن بیان عوامل رونویسی(. Guo et al., 2007) دارند مهمی نقش

سوخت و ساز  و نمو رشد، مانند زیستی مختلف فرآیندهای در را

 Patra et) کنندمی تنظیم ثانویه را هایانواع مختلفی از متابولیت

al., 2013 از مطالعه این(. در PlantTFDB عوامل  جستجوی برای

 .شد گر استفادهحاوی نواحی نشان ترنسکریپتوم کاندید رونویسی

 مربوط عوامل رونویسی ژنی هایخانواده از برتر گروه 10تعداد 
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، bHLH، C2H2،G2- Like  ،Dof ،bZIP ،WRKY هایخانواده به

ERF، MYB_related ،TALE، Trihelix عوامل  .(6)شکل  است

عوامل  بین بیان را در مقدار ینبالاتر C2H2و  bHLH رونویسی

خانواده  یمطالعه بر رو .دادند نشان هویجگیاه زنیان و  رونویسی

و  Salvia miltiorrhiza ییدارو اهیدر گ bHLH یهاژن

Artemisia annua خانواده  نیا یاز اعضا یکه برخ دهدینشان م

 باتیترک دیمرتبط با تول یهاژن انیب میمهم در تنظ یهانقش یدارا

 (.Chang et al., 2023; Zhang et al., 2015) هستند ییدارو

 Panax ginseng ییدارو اهیدر گ WRKY یهاخانواده ژن یبررس

 یهابه تنش ییدارو اهانیدر پاسخ گ عوامل نیکه ا دادنشان 

 یهاتیمرتبط با فعال یهاژن انیب میدر تنظ نیو همچن یطیمح

عضو از  چندین (.Di et al., 2021) دارند ینقش مهم ییدارو

 AP2/ERF، bHLH، MYB، WRKY خانواده هایپروتئین

(Yang et al., 2012 )و NAC،DOF، bZIP و HD-ZIP عنوان به

 اندشده گزارش ثانویه هایمتابولیت بیوسنتز هایکنندهتنظیم

(Shen et al., 2019; Wu et al., 2019).  

 
 EST-SSRی های عوامل رونویسی حاوتوزیع فراوانی خانواده -6شکل 

Fig 6. Frequency distribution of TF families’ genes containing EST-SSRs 

 
 کوچکتر P-Value مقدار هندهد نشان صورتی در ترنسکریپتوم کرفس کوهی. نقاط EST-SSRهای حاوی توالی سازی شده توسطهای کارکردی غنیگروه-7شکل 

 .دهدمی نشان را شده غنی GO اصطلاحات با ها ژن از بیشتری تعداد بزرگتر نقاط و دارد مطابقت ژن تعداد با گره اندازه. است

Fig 7. The functional groups enriched by EST-SSR-containing sequences in Keluss transcriptome. Pink dots represent lower 

adjusted P-Values (FDR). The node size corresponds to the number of matched genes, and larger dots indicate a higher number 

of genes enriched with GO terms 
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 کرفس کوهیدر ترنسکریپتوم  EST-SSRهای حاوی مسیرهای متابولیکی دارای توالی -4جدول 

Tab 4. Metabolic pathways with EST-SSR-containing sequences in the Keluss transcriptome 
Metabolic pathway KO ID Count of sequences 

Purine metabolism ko00230 136 
Thiamine metabolism ko00730 114 
Glycolysis / Gluconeogenesis ko00010 54 
Starch and sucrose metabolism ko00500 41 
Pyruvate metabolism ko00620 34 
Pentose and glucuronate interconversions ko00040 31 
Glycerophospholipid metabolism ko00564 30 
Fructose and mannose metabolism ko00051 29 
Carbon fixation in photosynthetic organisms ko00710 28 
Cysteine and methionine metabolism ko00270 27 
Methane metabolism ko00680 26 
Galactose metabolism ko00052 23 
Amino sugar and nucleotide sugar metabolism ko00520 23 
Pentose phosphate pathway ko00030 22 
Citrate cycle (TCA cycle) ko00020 21 
Oxidative phosphorylation ko00190 21 
Drug metabolism - other enzymes ko00983 20 
Glutathione metabolism ko00480 19 
Phenylpropanoid biosynthesis ko00940 18 
Glycerolipid metabolism ko00561 18 
Porphyrin and chlorophyll metabolism ko00860 18 
Ascorbate and aldarate metabolism ko00053 16 
Carbon fixation pathways in prokaryotes ko00720 16 
Metabolism of xenobiotics by cytochrome P450 ko00980 15 
Drug metabolism - cytochrome P450 ko00982 15 
Glycine, serine and threonine metabolism ko00260 14 
Other glycan degradation ko00511 13 
Fatty acid biosynthesis ko00061 13 
Ubiquinone and other terpenoid-quinone biosynthesis ko00130 13 
Tryptophan metabolism ko00380 12 
Inositol phosphate metabolism ko00562 12 
Propanoate metabolism ko00640 12 
Phenylalanine, tyrosine and tryptophan biosynthesis ko00400 12 
Lysine degradation ko00310 11 
Arginine and proline metabolism ko00330 11 
Tyrosine metabolism ko00350 11 
Glyoxylate and dicarboxylate metabolism ko00630 11 
Sphingolipid metabolism ko00600 10 
Photosynthesis ko00195 10 
Alanine, aspartate and glutamate metabolism ko00250 10 

Other (77 pathways)  291 

 

 

از لحاظ در سازی کارکردی غنی سازی:تجزیه و تحلیل غنی

به سه گروه  SSRهای حاوی ژنبیشترین میزان یونی برگرفتن

های زیستی یب اجزای سلولی، عملکرد مولکولی و فرایندترتبه

توان (. از عناصر اصلی اجزای سلولی می7شود )شکل تقسیم می

های عملکرد یرمجموعهزبه هسته، اندام گلژی و اندوزوم، از 

ی و پروتئین و از دسته DNA ،RNAمولکولی به اتصال 

روزی و توسعه های شبانههای زیستی به تمایز سلولی، ریتمفرایند

(. در گیاهان زیره سیاه و 7شکل های چند سلولی اشاره کرد )اندام

سازی کارکردی مشابهی مشاهده شد بندی غنیزنیان دسته

(Samandari-Bahraseman et al., 2022; Soltani Howyzeh et 

al., 2019). 

 در SSRنشانگر  یدارا هایرونوشت مستندسازی: KEGGآنالیز 

 ژن منحصر به 1270 ییشناسا منجر به KEGG داده پایگاهمقابل 

کرفس در گیاه  KEGG متابولیکی مختلف مسیر 117فرد در 

 ،سوخت و ساز هایدر این بین، گروه ( که4)جدول  شد کوهی

 و پنتوز ، تبدیل(Gluconeogenesis) گلیکولیز و گلوکونئوژنز

 .شوندگلوکورونات، تثبیت کربن، مسیر پنتوز فسفات دیده می
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یم مشخص یب افزایش و کاهش بیان آنزترتبهقرمز و آبی  دخیل در مسیر بیوسنتز فنیل پروپانوئید. رنگ EST-SSRهای حاوی یابی و بررسی بیان توالینقشه -8شکل 

 دهد.به گیاه دوساله را نشان میساله نسبت شده در مقایسه گیاه یک

Fig 8. Mapping and expression analysis of EST-SSR-containing sequences involved in the phenylpropanoid biosynthesis pathway. The red 

and blue colors indicate up- and down-regulation of the specified enzyme expression in comparison between annual and biennial plants, 

respectively 
 مسیر آن از پس و متابولیکی مسیرهای به هارونوشت بیشتر

وخت و سمسیر . شدند داده اختصاص ثانویه هایمتابولیت بیوسنتز

د، ساز پورین که بیشترین تعداد رونوشت را به خود اختصاص دا

 نیپور تجزیهو  احیا ریس، ماز نو نیپور یوسنتزیب ریشامل مس

 لیتبد زیکاتال یبرا میاز شش آنز نیپور یوسنتزیب ریاست. مس

نوفسفات مو-'5 نینوزی( به اPRPP) روفسفاتیپ لیبوزیفسفر

(IMPاز طر )دکنیاستفاده م شدهحفاظت اریمرحله بس 10 قی 

(Yin et al., 2018.) ز االایی مسیر متابولیکی تیامین نیز که مقادیر ب

در  ینقش محور یابی شده را شامل شده،های توالیترونوش

گلوکز  ازسوخت و س ریمس کیتنها پنتوز فسفات دارد که نه ریمس

 نیسنتز چند یبرا یاصل ریمس کیاست، بلکه  نیگزیجا

 نه،یمآ یدهایاس دها،یپیل ک،ینوکلئ یدهایاس ،دهندهانتقال

  (.Fernandes et al., 2017) است ونیو گلوتات دهایاستروئ

شناسایی مسیرهای با بیان متفاوت  منظوربهید: پروپانوئمسیر فنیل 

های با های رونوشتساله و دوساله اطلاعات توالیبین گیاهان یک

بارگذاری  KEGGی آمده، در پایگاه داده دستبهبیان متفاوت 

های مسیر شد. نتایج حاصل از این بررسی، تفاوت در بیان ژن

های آمد. در این بررسی بیان ژن دستبهانوئید بیوسنتزی فنیل پروپ

مونوکسیژناز، ترانس سینامات و بتاگلوکوزیداز -4ترانس سینامات 

ساله نسبت به گیاه دوساله افزایش بیان و در مقایسه گیاه یک

کوماریل الکل و هیدروژ پراکسید اکسیدوردوکتاز  -4های ژن

صورت کلیدی در هها ب(. این آنزیم8کاهش بیان نشان داد )شکل 

های بیوشیمیایی ترکیبات فلاونوئیدی درگیر بوده و در بحث مسیر

 زیست تبدیلی ترکیبات فنیل پروپانوئیدی حائز اهمیت هستند

(Ashengroph & Nahvi, 2014)های . در پژوهشی مشابه بیان ژن

های مختلف، افزایش بیان در گل مسیر فنیل پروپانوئید در بافت

. همچنین در (Majdi et al., 2014)شاهده شد نسبت به برگ م
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های های جوان بیشتر از برگها در برگگیاه بابونه بیان این ژن

 .(Majdi et al., 2014)طور کامل گسترش یافته گزارش شد به

  یجه گیری کلینت

 تحلیل برای یابی با عملکرد بالاتوالی فناوری از پژوهش این در

 کرفس کوهیهان یک و دوساله گیا هایرونوشت بیان سطح

شناسی عملکردی ها بر اساس هستیژناستفاده شد و در آن یونی

 با SSR نشانگرهای و مورد بررسی قرار گرفته سازیغنی و

های این پژوهش شامل شناسایی یافته .شناسایی شدند موفقیت

ژن در ترنسکریپتوم کرفس یونی 6388در مکان ریزماهواره  7575

های دو نوکلئوتیدی و . در میان این نشانگرها، موتیفکوهی بود

ترین فراوانی را نشان دادند. لاپس از آن تک و سه نوکلئوتیدی با

 74/79های حاوی ریزماهواره نشان داد که رونوشت بلاستنتایج 

ها دارای حداقل یک رکورد در پایگاه از رونوشت درصد

نتایج حاصل نشان داد ن بر ایعلاوه های غیرتکراری بودند.پروتئین

 این متابولیکی مسیرهای و ژنتیکی تنوع تحلیل به نشانگرها که این

 برداریبهره و حفظ در تواندمی که اطلاعاتی کنند،می کمک گیاه

این های همچنین یافته. تلقی شوند اهمیت با گیاه این از پایدار

یکی و برداری ژنتای برای نقشهعنوان پایهتواند بهمطالعه می

در  (Marker-assisted selection: MASنشانگر ) انتخاب به کمک

و سایر گیاهان دارویی نزدیک به این گونه  کرفس کوهیگیاه 

 محسوب شود.
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