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 به نسبت محیطی نامساعد عوامل با مقابله برای عدس ینژادبه یهابرنامه توسعه
 روبرو بیشتری یهاچالش با ژنتیکی منابع کمبود علت به حبوبات، سایر

 کدکننده نواحی در چندشکلی ایجاد دلیلبه EST-SSR نشانگرهای باشد.یم

 هایبرنامه از بسیاری در مولکولی نشانگرهای پرکاربردترین از یکی ها،ژن
 توسعه منظوربه حاضر تحقیق در روینا از روند.می شماربه اصلاحی

 مجموعه بندیسرهم فرآیند از بالا، مقیاس در EST-SSR نشانگرهای
 سرما تنش تحت عدس RNA یابیتوالی فناوری از حاصل کوتاه یهاخوانش

 روزه 21 هایگیاهچه سرما، تنش لاعما منظوربه شد. استفاده طبیعی حالت و

 از گرفتند. قرار گرادسانتی درجه 4 دمای معرض در ساعت 48 مدتبه عدس
 قرار یابیتوالی مورد و شد استخراج کل RNA شده، تهیه گیاهی هاینمونه

 یهاداده از حاصل ژنیونی 7211 در یزماهوارهر مکان 8905 تعداد گرفتند.

RNA-seq مکان یک از بیش شامل ژنیونی 1293 هک شد شناسایی عدس 
 تک نوع از شده یافت EST-SSR نشانگر نوع ینترفراوان بود. SSR نشانگر

 AAG/CTT و A/T، AG/CT هایموتیف مطالعه این در بود. نوکلئوتیدی

 به نوکلئوتیدی سه و دو تک، هاییفموت بین در را فراوانی بیشترین ترتیببه
 80 که داد نشان ،SSR حاوی هایژنیونی بلاست نتایج دادند. اختصاص خود

 یرتکراریغ یهانیپروتئ پایگاه در مشابه رکورد دارای هاژنیونی از درصد
 در را ریزماهواره حاوی هایژنیونی حضور ها،ژن کارکردی تفسیر بودند.

 و سلول اجزای و سلول اتصال، نظیر سرما تنش به پاسخ مهم هایگروهزیر

 که نمود اظهار چنین توانمی نتایج به توجه با همچنین داد. نشان ار متابولیک
 در مهمی نقش که داشتند قرار ییهاژن در شده شناسایی ینشانگرها اغلب
 باشد.می UTR نواحی هاآن اغلب احتمالی جایگاه و دارند سرما تنش به پاسخ

 به دهندهپاسخ کاندید هایژن رونوشت در نواحی این بیشتر بررسی رواین از
 باشد.می برخوردار بیشتری اهمیت از سرما تنش

 

 ،نوکلئوتیدی سه هایموتیف عدس، سرما، تنش :کلیدی هایواژه
 .EST-SSR نشانگر

 

Development and improvement of lentil breeding 

programs to deal with adverse environmental factors in 

comparison to other legumes has more challenges due to 

poor pool of genetic resources. EST-SSR (EST-Simple 

Sequence Repeats) markers are one of the most commonly 

used molecular markers in many plant breeding programs 

due to polymorphism in genes coding regions. Hence, in 

the present study, for the development of EST-SSR 

markers, assembly process of RNA sequences of lentil 

under cold stress and normal condition was used. In order 

to apply cold stress, lentil plants treated at 4 °C condition. 

Total RNA was extracted from plant samples and was 

sequenced. 8905 microsatellite locations in 7211 unigene 

derived from lentil RNA sequences data was identified that 

1293 unigene of them contained more than one SSR 

marker location. The most abundant type of EST-SSR 

marker was found to be of single nucleotide type. In this 

study, A/T, AG/CT and AAG/CTT motifs had the highest 

frequency among the one, two and three nucleotide motifs, 

respectively. The results of blast of unigene containing 

SSR showed that 80% of the unigenes had a similar record 

in the non-redundant protein database. The functional 

annotation of the unigenes showed that unigene containing 

SSR marker are subordinate to the critical stress-

responsive terms such as binding, cell, cell parts and 

metabolic. Also, according to the results of this study, it 

can be stated that most of the identified EST-SSR markers 

were found in genes that play an important role in 

responding to cold stress, and UTR regions is often 

possible position. Hence, more analysis of these areas in 

candidate gene transcripts in response to cold stress is 

more important. 

 

Keywords: Cold stress, Lentil, Tri-nucleotide repeat 

motifs, EST-SSR markers 
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 مقدمه
 L. culinaris ssp. culinaris) زراعی عدس

Medikus) يپلوئیدد گیاهی (2n=2X=14)، 
 باز یگاگ 4 معادل ژنومی اندازه با و افشانخودگرده

(Arumuganathan and Earle, 1991)، سومین 
 محسوب سردسیر یادانه حبوبات گروه از مهم گیاه
 غنی عدس دانه .(Khazaei et al., 2016) شودمی
 و معدنی مواد درصد(، 35 تا 22) ینپروتئ از

 از يکی کشورها از بسیاری درو  بوده کربوهیدرات
 از نفر هایلیونم برای ینپروتئ ینتأم منابع ترينیاصل

 عامل امر همین و شده محسوب درآمدکم مردمان
 پنج افزايش و جهان در محصول اين کشت توسعه
 قرننیم طی محصول اين جهانی عملکرد برابری

 Erskine, 2009; Srivastava) است بوده اخیر

and Vasishtha, 2012;. Kumar et al., 

 بومیغیر مناطق در عدس کشت گسترش با .(2013
 ديگر، سوی از اقلیم جهانی تغییرات و سويک از

 یهاشتن با گیاه اين رشدی مراحل برخورد احتمال
 پتانسیل نتیجه در يافته، افزايش مختلف محیطی

 اين کشت نقاط از برخی در محصول اين تولید
 Sultana) باشدیم جهانی میانگین از کمتر محصول

et al., 2014). و خشک قلیما داشتن با ما کشور 
 از بالا، دمايی نوسانات دامنه همچنین و خشکیمهن

 عدس کشت جهت بهینه و مطلوب کاملاً شرايط
 در محصول اين عملکرد میانگین و نبوده برخوردار

 تريینپا باشند،می ديم غالباً که عدس کشت مناطق
 ,.Sabaghpour et al) است جهانی میانگین از

 باشد،می دوستماسر گیاهی عدس چند هر .(2013
 پايین بسیار دمای عدس تجاری ارقام اغلب اما

 تحمل را زمستان طی عدس، سردسیر کشت مناطق
 است حالیدر اين (.Kumar et al., 2013) کنندنمی
 دمای به متحمل ارقام با عدس زمستانه کشت که

 پتانسیل درصدی 100 تا 20 افزايش موجب پايین،
 ,.Barrios et al) شد خواهد محصول اين عملکرد

 ارقام نبودن دسترس دربه علت  ايران در (.2017

 کشت بهاره صورتبه محصول اين سرما به مقاوم
 .(Majnoon Hosseini, 2008) گرددیم

 توسعه جهت در متعددی یهاپژوهش گرچه
 هایبرنامه اما است، گرفته صورت یادانه حبوبات

 ينا کیفی و کمی عملکرد بهبود برای اصلاحی
 ایمحتو کمبود دلیلبه عدس، جمله از محصولات

 باشدیم مواجه ی زيادیهاالشچ با نیز هنوز ژنتیکی
(Sultana et al., 2014). یهاروش تاکنون 

 از رخیب بهبود در عدس در کلاسیک نباتاتاصلاح
 ينا ازتنها  استفاده ولی بوده مؤثر ژنی تک صفات
 به تحمل نظیر کمی صفات اغلب اصلاح در رويکرد

 باشدیم پرهزينه و یرگوقت محیطی، یهاتنش
(Kumar et al., 2014). یهابرنامه ديگر طرف از 

 یتکرار DNAبا  بزرگ ژنوم علتبه عدس ینژادبه
 نبود و کانديد یهاژن فقدان باريک، ژنتیکی پايه ،بالا

 یادانه حبوبات ساير به نسبت ژنتیکی یهانقشه
 روروب بیشتری یهاچالش با لوبیا و نخود مانند

 .(Sudheesh et al., 2016) باشدیم
 ژنتیکی یهانقشه توسعه با مولکولی نشانگرهای

 در موجود ژنتیکی تنوع مورد در اطلاعات افزايش و
 اصلاحی یهابرنامه به بهبود در ،گیاهی پلاسمژرم

 میزان با SSR نشانگرهای باشند.یم مؤثر بسیار
 و بارزهم توارث بالا، پذيریتکرار چندشکلی، بالای

 در نشانگرهاکاربردترين پر از يکی ،بودن اختصاصی
 ,.Powell et al) روندیم شماربه ژنتیکی تنوع حوزه

1996). EST-SSR نشانگرهای از مهمی گروه 
 کنندهکد نواحی در که شوندمی محسوب ماهوارهريز
 دعملکر مورد در ارزشمندی منبعو  ،اندگرفته قرار ژن
 نشانگر یلهوسبه انتخاب در و رفته شماربه هاژن

 ,Varshney and Tuberosa) دارند بالاتری کارايی

2007; Wang et al., 2017a)ديگر سوی از اما ؛ 
 زياد نسبتاً آزمايشگاهی کار و بودن برزمان بالا، هزينه

 نشانگرهای توسعه سنتی یهاروش معايب جمله از



 3 ... ( تحتLens culinarisعدس ) EST-SSR ینشانگرها يیشناساسهرابی و همکاران:  

 

SSR جديد نسل يابیوالیت روند.یم شماربه (NGS) 
 بالا عملیاتی توان با يابیتوالی فناوری بر مبتنی که
 سنتی یهاروش برای مناسبی جايگزين باشد،یم

 برای کلیدی فرصتی و بوده ترنسکريپتوم تحلیل
 محیطی یهاتنش تحت گیاهان بیانی پروفايل تحلیل

 سريع، کشف برای اطلاعات از چارچوبی همچنین و
 بر مبتنی نشانگرهای بالای مقیاس با و نهيهزکم
-Alves) سازدیم فراهم تنش به تحمل یهاژن

Carvalho et al., 2015). 
 عدس جنس در ريزماهواره نشانگرهای تعداد

 همکاران و Hamweigh است. محدود بسیار
 ILL5588 رقم در ريزماهواره نشانگر 14 (،2009)

 ناي از حاصل تنوع شاخص کردند. شناسايی
 با که طوریبه شد گزارش بالا بسیار هاريزماهواره

 متمايز زراعی ارقام از را وحشی هایگونه بالا دقت
 یمطالعه در (.Hamwieh et al., 2009) نمودمی

 بالا شکلیچند درصد با EST-SSR نشانگر 79 ديگر
 شد شناسايی وحشی رقم يک و عدس ژنوتیپ 13 در
(Kaur et al., 2011.) وهشپژ در Verma و 

 رقم ترنسکريپتومی هایداده از که (2013) همکاران
Precoz نشانگرهای الگوی بود شده استفاده EST-

SSR 54 همچنین و کردند شناسايی رقم اين در را 
 و زراعی ژنوتیپ 22 بین در را EST-SSR نشانگر
 نمودند اعتبارسنجی و شناسايی وحشی

(Buchwaldt et al., 2004.) 

 استفاده با زيادی ترنسکريپتومی طالعاتم تاکنون
 در دخیل هایژن شناسايی برای RNA-Seq فن از

 هاآن به وابسته SSR نشانگرهای و هاتنش به تحمل
 ;Alisoltani et al., 2016) است شده گزارش

Long et al., 2014; Wang et al., 2017a, b). 
 تومترنسکريپ بررسی به که مطالعاتی تعداد حال ينا با

 مرحله یويژه هایرونوشت يیشناسا برای عدس

                                                                     
1. High throughput 

 یهاتنش به دهندهپاسخ هایرونوشت و رشدی
 ساير به نسبت ،اندپرداخته غیرزيستی و زيستی
از  استفاده گزارش تنها .باشدیم اندک بسیار حبوبات

 عدس ترنسکريپتوم بررسی رایب RNA-seq روش
 انهمکار و  Singh به بوطمر یستيرزیغ تنش تحت

 در رونوشت 18369 که ندداد نشان که  باشدیم
 دارند. بیان اختلاف شاهد شرايط و خشکی شرايط

 و SNPs مورد SSR، 8260 مورد 9949 علاوهبه
 که شد شناسايی موفقیت با INDELs مورد 1284

 و ژنتیکی مطالعات برای جديد منابع عنوانبه تواندمی
 عدس رد خشکی به تحمل برای کارکردی یکسژنوم

 .(Singh et al., 2017) روند کاربه

 تغییرات مورد در تاکنون کهنيا به توجه با
 دمايی هایتنش تحت عدس گیاه بیانی پروفايل
 و تهیه مطالعه اين از هدف ،ندارد جودو گزارشی
 تحت عدس ترنسکريپتوم نوپديد بندیسرهم تحلیل
 مربوط ريزماهواره نشانگرهای شناسايی و سرما تنش

 باشد.یم آن هب
 

 هاروش و مواد
 تنش اعمال و گیاهی مواد

 موسسه از گچساران( )رقم عدس بذر تهیه از پس
 گچساران(، )ايستگاه کشور ديم کشاورزی تحقیقات

 و ضدعفونی درصد 5/0 سديم هیپوکلريت با بذور
 یهاگلدان در مقطر آب با آبشويی مرتبه سه از پس

 (1:1:1 نسبت) شن و موسپیت ورمیکولیت، حاوی
 شدت شرايط با کشت اتاق به هاگلدان شدند. کشت

 ساعت 16 نوری دوره ،لوکسی 1200-1400 ینور
 درجه 25 دمای و تاريکی ساعت 8 و روشنايی

 محلول با نمونه برداشت تا و شده منتقل گرادیسانت
 از هفته سه از پس شدند. تغذيه و آبیاری هوگلندنیم
 اعمال منظوربه (،هروز 21 هایهچه)گیا شدن سبز

 تنش( عدم و )تنش گروه دو به هاگلدان تنش، تیمار
 شامل تیماری گروه هر شدند. تقسیم مساوی تعداد با
 داشت. وجود گلدان 5 تکرار هر در که بود تکرار 4
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 بخش و درجه 4 دمای با سرما اتاقک به اول گروه
 هشد گرفته نظر در شاهد گروه عنوانبه که ديگر
 25 دمای با رشد اتاقک در مدت اين تمام در بودند
 اعمال زمان مدت شدند. دارینگه گرادسانتی درجه
 ,.Saha et al) منابع مرور به توجه با سرما تنش

2013; Al-Quraan et al., 2015) 48 در ساعت 
 استخراج منظوربه تیمار اعمال از پس شد. گرفته نظر

RNA تازه نمونه اری،تیم یهاگروه از هرکدام در تام 
 قرار مايع ازت در بلافاصله و هیته برگ بافت از

 دمای با يخچال در RNA استخراج زمان تا و گرفت
 شدند. نگهداری گرادسانتی درجه -80

 
 RNA استخراج

 (Trizol reagent) ترايزول محلول از استفاده با
 Invitrogen, life) سازنده شرکت پروتکل طبق

technology, USA،) RNA 100 تا 50 از تام 
 دو هر در هانمونه همه برای برگ، بافت گرممیلی

 و کمیت سپس شد. استخراج کنترل و تنش وضعیت
 دستگاه از استفاده با شده استخراج RNA کیفیت

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

 
 یابییتوال و cDNA کتابخانه تهیه

 3 نمونه هر از cDNA نهکتابخا ساخت برای
 )الگوريتم 1يکپارچگی درجه با تام RNA میکروگرم

 18S به 28S نسبت اساس بر RNA کیفیت تعیین

rRNA) یهاکتابخانه شد. استفاده 7 از بیشتر 
cDNA کیت توسط Illumina TruSeq™ RNA 

Sample Preparation شرکت پروتکل طبق 
 Illumina پلتفرم از نهايت در شدند. ساخته سازنده

HiSeq2500 هاکتابخانه يابییتوال فرآيند برای 
 با و (Paired-end) طرف دو از قطعات شد. استفاده

                                                                     
. RNA integrity number (RIN)  

 شدند. خوانش باز جفت 150 طول
 کوتاه هایخوانش نوپدید بندیسرهم و کیفیت کنترل

 نحوه بر ورودی یهاداده کیفیت یرتأث به توجه با
 همه برای خام یهایتوال اولیه کیفیت اسمبلی، ايجاد
 خطای حذف منظوربه سپس شد. سنجیده هانمونه

 کیفیت با هایتوالی همچنین و يايیتوالی احتمالی
 فرآيند (30 از کمتر Phred score میانگین )با پايین
 هایخوانش سنجییفیتک از پس شد. انجام تريم
 De) نوپديد یبندسرهم (،Short Reads) کوتاه

novo assembly) افزارنرم از ستفادها با 
(v7.5.0)CLC Genomics Workbench (CLC 

bio, Aarhus, Denmark) پارامترهای با 
 هایکانتیگ حذف منظوربه شد. انجام فرضپیش

 (V2013.07.27) افزارینرم مجموعه از اضافی
EvidentialGene شد. استفاده 

 
 (SSR) ریزماهواره نشانگر شناسایی

 افزارنرم از استفاده با ماهوارهريز نشانگرهای شناسايی
MISA (http://pgrc.ipk-gatersleben.de 

/misa/misa.html) برای تکرار حداقل شد. انجام 
 هگزا و پنتا تترا، تری، دی، مونو، نشانگرهای
 شد تعیین 5 و 5 ،5 ،5 ،6 ،10 یبترت به نوکلئوتیدی

 روی نشانگر مکان دو بین فاصله حداکثر همچنین و
 (.Dai et al., 2017) شد تعیین bp 100 یتوال يک

 ريزماهواره یهامکان ترکیب و تکرارها فراوانی توزيع
 شد. محاسبه شده، شناسايی

 
 منظوربه عدس شده ثبت هایEST بندیسرهم

 EST-SSR نشانگرهای شناسایی

 EST-SSR نشانگرهای مقايسه و بررسی منظوربه
 نشانگرهای اب يابی،توالی فرآيند توسط شده شناسايی

EST-SSR هایتوالی از استخراجی EST ،عدس 
ESTپايگاه در عدس شده ثبت های NCBI تا( 
 شد. دريافت Fasta فرمت با (06/03/2018 تاريخ
 اندامکی و تکراری وکتوری، هایتوالی حذف از پس
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 افزارنرم توسط کلروپلاستی( و )میتوکندری
(V2.3.0) vmatch، رافزانرم از استفاده با CLC 

Genomics Workbench سازیهم سر فرآيند 
 شد. انجام هایتوال

 
 حاوی هایژنیونی کارکردی تفسیر و مستندسازی

 EST-SSR نشانگر

 هایژنيونی کارکرد تفسیر و مستندسازی منظوربه
 BLASTx ابزار از EST-SSR نشانگر حاوی

 شد استفاده +NCBI Blast (v2.6.0) افزارنرم
(Altschul et al., 1997). حاوی هایژنيونی 

 یهاداده هایيگاهپا مقابل در EST-SSR نشانگر
 NR (Non-Redundant proteins) نظیر ینیپروتئ

(ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/blast/db) و 
 Arabidopsis گیاهان ینیپروتئ هایداده

thaliana، Medicago truncatula و Cicer 

arietinum، (https://www.phytozome.jgi. 

doe.go) معادل آستانه حد گرفتن نظر در با E-

5-E 1.0≤value محلی ترازیهم مورد ( Local

BLASTx) شناسییهست منظوربه گرفت. قرار 
 سايتوب از EST-SSR حاوی یهاژنيونی

AgriGo (http://systemsbiology.cau.edu. 

cn/agriGOv2) ترنسکريپتومی پايگاه و 
Medicago truncatula شد استفاده (Du et al., 

 بررسی منظوربه فیشر دقیق آزمون از (.2010
 آستانه حد با 2ژنی شده غنی هایگروه داریمعنی

FDR ≤ 0.05 شد. استفاده 
 

 بحث و نتایج
 یابی و کنترل کیفیتیتوال

 از درصد 74/7 میانگین طوربه تريم فرآيند طی
 حذف RNA-seq کتابخانه 4 از کوتاه هایخوانش

                                                                     
. Functional annotation  

. Gene set enrichment analysis  

 حذف و تريم فرآيند از پس نهايت در شد.
 ،(20 از تريینپا Phred score با) کوتاه هایخوانش

 از که شد حاصل کوتاه خوانش 171506152 تعداد
 شد. استفاده اسمبلی فرآيند در هایتوال اين

 
 ی تکراریهارونوشت حذف و نوپدید بندیسرهم

 استفاده با عدس یهارونوشت )اسمبلی( یبندسرهم
 (Trimmed reads) شده تريم یهاخوانش ادغام از
 ايجاد رونوشت 65993 با ایاولیه اسمبلی کتابخانه، 4

 کامل طوربه هاآن ژنوم که گیاهانی در کرد.
 تعداد بهترين است، نشده مستندسازی و يابیتوالی
 در شونده کد یهاژن میزان به بايد ژنيونی

 Sudheesh et) باشد آن به مدل گیاه ترينيکنزد

al., 2016). مطالعه همچنین و مطالعات ساير نتايج 
 با را شباهت بیشترين عدس ژنوم که داد نشان حاضر
 (Medicago truncatula) سالهيک يونجه ژنوم
 یهاژن تعداد .(Sudheesh et al., 2016) دارد
 حدود Ensembl پايگاه در سالهيک يونجه کنندهکد

 منظوربه روينازا است، شده ثبت مورد هزارپنجاه
 ابزار مجموعه از اضافی یهارونوشت تعداد کاهش

Evidential Gene tr2aacds تعداد شد. استفاده 
 Evidential Gene رويکرد از حاصل هایژنيونی

tr2aacds (48021) با را فاصله کمترين که بود 
 (50444) سالهيک يونجه کنندهکد یهاژن تعداد
 Mb 7/56 هارونوشت کل میزان همچنین و تداش
 برای مناسبی میزان نیز مقدار اين که بود

 (Mb 80-50) ديپلوئید زراعی گیاهان ترنسکريپتوم
 .(Sudheesh et al., 2016) شودمی محسوب
 NR پايگاه یهعل شدهساخته اسمبلی بلاست نتايج

  آستانه حد با هارونوشت از درصد 70 که داد نشان
5-E 1.0≤ueval-E، پايگاه در رکورد دارای NR 

 (2016)و همکاران  Sudheesh مطالعه نتايج بودند.
 از حاصل ترنسکريپتوم رفرنس که داد نشان نیز

 NR پايگاه با درصد 71 نیز عدس مختلف یهابافت
 به توجه با .(Sudheesh et al., 2016) دارد تطابق
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 NCBI داده پايگاه در ژنيونی 2469 تنها اينکه
 تعیین و یمستندساز است، شده ثبت عدس برای
 محتوا تولید حاصله، یهارونوشت کارکردی یهاگروه

 خواهد پی در را عدس ژنتیکی اطلاعات افزايش و
 ,.Kaur et al., 2011; Singh et al) داشت

2017; Verma et al., 2013). 
 

 یزماهوارهر نشانگرهای شناسایی

 نشانگر مکان 8905 ،مجموع در که داد نشان نتايج
SSR شد. شناسايی حاصله هایژنيونی کل در 
 يک حداقل دارای ژنيونی کل( از درصد 15) 7211

 بیش شامل ژنيونی درصد( 2) 1293 و SSR یفموت
 آورده ها)داده بودند SSR نشانگر مکان يک از

 دارای نیز ژنيونی 701 همچنین اند(.نشده
 میزان اين بودند. SSR )ترکیبی( پیچیده هاییفموت

 SSR مکان میزان به نسبت ترنسکريپتوم در نشانگر
 شبدر و درصد( 8/2) جو درصد(، 41/7) گندم برای

 5/18) قهوه به نسبت ولی بود بیشتر درصد( 60/7)
 .(Zheng et al., 2013) باشدمی کمتر درصد(

 فرآيند خروجی که داد نشان نتايج همچنین
 فناوری از استفاده با EST-SSR نشانگر شناسايی

 هایروش از بیشتر مراتببه جديد نسل يابیتوالی
 کیفیت به هاپژوهش از بسیاری در باشد.می سنتی
 فناوری از استفاده با شده شناسايی نشانگرهای بالای
 عنوانبه هاآن از و شده اشاره جديد نسل يابیتوالی
 نام ژنتیکی هاینقشه توسعه جهت ارزشمندی منبع

 (.Kaur et al., 2011) است شده ردهب
 بیشترين )مونو( نوکلئوتیدی تک هاییفموت
 نشانگرهای بین در را درصد( 13/51) فراوانی

 در (.1 )جدول دادند اختصاص خود به شده شناسايی
 SSR نشانگر شناسايی منظوربه که هاپژوهش ساير

 چای و قهوه ،Herba houttuyniae گیاه یرو بر
 (2017) همکاران و Wang از نقل به گرفت، صورت

 خود به را فراوانی میزان بیشترين "مونو" هاییفموت
 درصد 99 .(Wang et al., 2017a) دادند اختصاص

 A/T موتیف نوع از نوکلئوتیدی تک هاییفموت از
و همکاران  Chen مطالعه در (.1 )شکل بودند

 تک هاییفموت بین در A/T موتیف نیز (2017)
 کلزا ترنسکريپتوم از آمدهدستبه یدینوکلئوت

 ,.Chen et al) داد نشان را فراوانی میزان بیشترين

 نشانگرها شناسايی که مطالعات از برخی در .(2017
 جديد نسل يابییتوال بر مبتنی و وسیع مقیاس در

 به "مونو" هاییفموت فراوانی ذکر از گیردیم صورت
 يابییتوال یهادستگاه خطاهای وجود علت
 در رخدادی چنین وجود علت گرديد. یپوشچشم

 در موجود خطای به توانمی را عدس ترنسکريپتوم
 ساختار و نشانگرها شناساگر افزارنرم نوع ها،خوانش

 50 حدود کهیطوربه دانست، مربوط عدس ژنوم کلی
 را عدس ایهسته درون ژنوم کل از درصد 70 تا

 Sudheesh et) دهدیم تشکیل تکراری هایتوالی

al., 2016). 
 نشانگرهای شناسايی نتايج مقايسه و يیدتأ منظوربه

EST-SSR عدس، ترنسکريپتوم وسیع مقیاس در 
 هایتوالی در نشانگرها اين شناسايی نتايج

 نتايج شد. ارائه 2 جدول در EST شده یسرهمساز
 توالی 1034 در عدس EST 10190 که داد نشان

 مکان 168 توالی 1034 ینب در شدند. سازی سرهم
 يک حداقل توالی 152 در شد. شناسايی نشانگر
 اين بین در که بود حالی در اين شد شناسايی نشانگر

 توالی 9 و نشانگر مکان 1 از بیش توالی 16 هایتوال
 بیشترين کل در بودند. ترکیبی نشانگر دارای نیز ديگر

 A/T موتیف به نوکلئوتیدی تک هاییفموت فراوانی
 بنابراين (.2 )شکل يافت اختصاص درصد( 50 )تقريباً 

 هایموتیف اسمبلی، فايل دو هر در کهاين به توجه با
 مبحث دارند، را فراوانی بیشترين نوکلئوتیدی تک

 فراوانی افزايش علت تواندنمی يابیتوالی خطای
 شناسايی نشانگرهای در نوکلئوتیدی تک هایموتیف

 را امر اين علت روينا از باشد. بالا مقیاس در شده
 نمود. منتسب عدس ژنوم ساختار به بیشتر توانیم

 از درصد 20/17 "دی" نوکلئوتیدی 2 هاییفموت
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 در که دادند اختصاص خود به را نشانگرها مکان کل
 را فراوانی میزان بیشترين AG/CT موتیف بین، اين
 اسمبلی در مشابه طوربه داد. اختصاص خود به

ESTموتیف نیز سعد های AG/CT بیشترين 
 مطالعه نتايج داد. اختصاص خود به را فراوانی میزان

Gupta موتیف که داد نشان نیز (،2016) همکاران و 
AG/CT نوکلئوتیدی دو نشانگرهای بین در 
 اين از و دارد عدس ترنسکريپتوم در را تکرار بیشترين

 Gupt et) نمايدمی تأيید را حاضر مطالعه نتايج منظر

al., 2016). 
 6 تا 2 هاییفموت فراوانی که مطالعاتی اغلب در

 2 موتیف است، شده بررسی را نوکلئوتیدی
 را فراوانی بیشترين نوکلئوتیدی 3 از پس نوکلئوتیدی

 مطالعه در راستا همین در دارد. هاموتیف بین در
Wang یدنوکلئوت دی موتیف (2011) همکاران و 

AG/CT را فراوانی میزان رينبیشت باز جفت 94 با 
 ترنسکريپتوم نوکلئوتیدی 2 هاییفموت بین در

Ipomoea batatas داد اختصاص خود به را 
(Wang et al., 2011). 

 تک موتیف از بعد "تری" نوکلئوتیدی سه موتیف
 به را درصد( 97/29) فراوانی بیشترين نوکلئوتیدی

 بالاتر فراوانی (.1 )جدول دادند اختصاص خود
 به نسبت نوکلئوتیدی سه هایهوارهريزما

 که است علت ينا به نوکلئوتیدی دو هایريزماهواره
 سه غیر هایريزماهواره تکرار تعداد در تغییر

 توالی چارچوب مکانی تغییر به منجر نوکلئوتیدی
 اين حضور احتمال نبنابراي شود؛یم کدکننده

 Luro et) است کمتر کدکننده ناحیه در هايزماهوارهر

al., 2008). نتايج نیز مطالعات برخی در هرچند 
 هاییفموت بین در است. شده گزارش متفاوتی

 AAG/CTT موتیف نوکلئوتیدی سه يزماهوارهر
 در و داد اختصاص خود به را فراوانی میزان بیشترين

 خود به را میزان کمترين ACG/CGT موتیف مقابل
 مطالعات ساير نتايج بررسی (.1 )شکل داد اختصاص

 ينترفراوان ،AAG/CTT موتیف که داد نشان مشابه

 شماربه دولپه گیاهان بین در نوکلئوتیدی سه موتیف
 نشانگرهای همچنین .(Wang et al., 2011) رودیم
 پتانسیل باز خوانش قاب تغییر عدم با نوکلئوتیدی 3

 از برخوردارند، کدکننده یهاژن بررسی جهت بالاتری
 کارکردی یهاژن بررسی برای یفموت اين روينا

 بود. خواهند مؤثرتر یرزيستیغ یهاتنش در دخیل
Kaur گرفتن نظر در بدون (2011) همکاران و 
 شناسايی نتايج گزارش در مونو هایموتیف

 سه هایموتیف عدس، EST-SSR نشانگرهای
 بیشترين با هایموتیف عنوانبه را نوکلئوتیدی

 (.Kaur et al., 2011) نمودند معرفی فراوانی
 ترتیببه نوکلئوتیدی شش و پنج چهار، هایموتیف

 کل بین در 33 و 21 ،95 ،1511 فراوانی دارای
 در نوکلئوتیدها تعداد میزان افزايش با بودند. هاموتیف
 ژنوم در هاآن شدن تکرار و حضور احتمال هاموتیف
 ،AAAT/ATTT هایموتیف يابد.یم کاهش

AAGAG/CTCTT و AAGAGG/CCTCTT 
 شش و پنج چهار، هایموتیف گروه در ترتیببه

 دادند. نشان را فراوانی بیشترين نوکلئوتیدی
 در ESST-SSR هایموتیف حضور چگالی توزيع

 مقدار اين شد. محاسبه kb3/3 عدس ترنسکريپتوم
 بود. تريینپا يپلوئیدد یادانه حبوبات ساير به نسبت
 بزرگ ژنوم اندازه هب توانمی را رخدادی چنین علت

 و نخود برابر 5/5 لوبیا، برابر 5/8 يباًتقر که عدس
 چگالی همچنین دانست. مرتبط است سويا برابر 5/3
 اندازه با هایموتیف فراوانی با توانمی را تريینپا

 .(Varshney et al., 2005) دانست ارتباط در کوتاه
 هایژن در UTR نواحی طول کهاين به توجه با

 خود خانوادههم اعضای ساير از بیشتر عدس کنندهکد
 .(Sudheesh et al., 2016) باشدمی

 در EST-SSR نشانگرهای حضور ديگر سوی از 
 نواحی ساير از بیشتر ژن UTR بخش '5 و '3 نواحی

 رواين از (،Xu et al., 2018) است شده گزارش
UTRتوانمی را عدس کنندهکد هایژن های 

 EST-SSR نشانگرهای احتمالی اهجايگ عنوانبه
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 نمود. معرفی
 

سازی با استفاده از سرهمدر ترنسکريپتوم عدس تحت تنش سرما  SSRی نشانگر تکرارها. توزيع موتیف/1جدول 

 ی کوتاههاخوانش

 درصد مجموع موتیف تکرار
Mono- Di- Tri- Tetra- Penta- Hexa- 

5 0 0 1476 77 18 26 1597 18.18 
6 0 523 622 11 3 5 1164 13.25 
7 0 274 247 2 0 1 524 5.97 
8 0 166 95 3 0 0 264 3.01 
9 0 167 66 0 0 1 234 2.66 

10 2076 85 23 1 0 0 2185 24.88 
11 783 34 23 0 0 0 840 9.56 
12 441 29 17 1 0 0 488 5.56 
13 235 18 10 0 0 0 263 2.99 
14 164 24 9 0 0 0 197 2.24 
15 135 23 12 0 0 0 170 1.94 
16 111 26 4 0 0 0 141 1.61 
17 89 23 3 0 0 0 115 1.31 
≥18 457 119 25 0 0 0 601 6.84 

 100 4491 33 21 95 2632 1511 4491 مجموع

  100 0.38 0.24 1.08 29.97 17.20 51.13 درصد

 

 

 ESTهای سازی توالیبا استفاده از سرهمس تحت تنش سرما در ترنسکريپتوم عد SSRی نشانگر تکرارها. توزيع موتیف/2جدول 

 درصد مجموع موتیف تکرار
Mono- Di- Tri- Tetra- Penta- Hexa- 

5 0 0 24 - - - 24 14.29 
6 0 4 4 - - - 8 4.76 
7 0 1 2 - - - 3 1.79 
8 0 4 1 - - - 5 2.98 
9 0 1 1 - - - 2 1.19 

10 25 0 1 - - - 26 15.48 
11 10 0 0 - - - 10 5.95 
12 8 1 0 - - - 9 5.36 
13 8 1 0 - - - 9 5.36 
14 8 0 0 - - - 8 4.76 
15 3 0 0 - - - 3 1.79 
16 3 0 0 - - - 3 1.79 
17 2 1 0 - - - 3 1.79 
18 9 0 0 - - - 9 5.36 
19 13 0 0 - - - 13 7.74 
20 5 0 0 - - - 5 2.98 
21 2 0 0 - - - 2 1.19 
22 5 1 0 - - - 6 3.57 
≥23 29 3 0 - - - 31 11.9 

 100 168 - - - 33 18 117 مجموع

  100 - - - 19.64 10.71 69.65 درصد
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 ی کوتاههاخوانشعدس با استفاده از  پتوميترنسکر. فراوانی موتیف/تکرارهای ريزماهواره شناسايی شده در 1شکل 
 ی شدهبندسرهم

 

 
 ESTهای سازی توالیعدس با استفاده از سرهم پتوميترنسکرف/تکرارهای ريزماهواره شناسايی شده در فراوانی موتی. 2شکل 
 

 ریزماهواره حاوی هایژنیونی یکارکرد تفسیر

 هیعل SSR نشانگر دارای یهاژنیوني بلاست نتايج
 نشان (NR) غیرتکراری یهانیپروتئ یهاداده پايگاه

 ژنیوني SSR، 5834 یدارا ژنیوني 7211 از که داد
 بودند NR پايگاه در مشابه رکورد دارای درصد( 80)

 نتايج همچنین (.E 1.0≤value-E-5 آستانه حد )با
 هیعل SSR نشانگر دارای یهاژنیوني بلاست

 و سويا نخود، ساله،يک يونجه ینیپروتئ یهاداده
 برخلاف که داد نشان 3 یهاشکل در آرابیدوپسیس

 در ،SSR نشانگر دارای یهاژنیوني ها،ژنيونی کل
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 21/83) دارد را رکورد مقدار کمترين سالهيک يونجه
 با ترتیببه آرابیدوپسیس و سويا نخود، درصد(.

 نشان هاژنیوني اين با را شباهت میزان بیشترين
  نشانگر حضور احتمال کهاين به توجه با دادند.

EST-SSRتوالی در ها UTR '3 و UTR '5  ًنوعا 
 ,Primmer) است RNA شونده ترجمه توالی از بیشتر

 در UTR '5 و UTR '3 نواحی ديگر طرف از و (2009
 نظر از چه و طول نظر از چه سالهيک يونجه و عدس
 ,.Sudheesh et al) دارند بیشتری اختلاف توالی

 ی،اترجمهغیر یشده رونويسی نواحی رونيا از (2016
-EST نشانگر حضور الاحتم بیشترين که است محلی

SSR است. تصور قابل آنجا در 
 درصد SSR، 2225 (38 دارای ژنیوني 7211 از

 یبندگروه و شدند یمستندساز شده( بلاست توالی از
 اجزای ،(BP) زيستی فرآيند وضعیت سه در هاآن

 4 شکل در (MF) مولکولی عملکرد و (CC) سلولی
 تفسیر دارنمو و فیشر آزمون نتايج شد. داده نشان
 در که داد نشان AgriGO اينترنتی یشناسیهست
 سلولی فرآيندهای یهارگروهيز زيستی، فرآيند حوزه

(GO:0009987) تعداد بیشترين EST-SSR را 
 1211 زيستی فرآيند کارکردی گروه در شد. شامل

 بود گروهی تنها و گرفت قرار نشانگر دارای ژنیوني
 فیشر آزمون طبق موجود، رفرنس ژنوم به نسبت که
 بیشترين (.:e5.6 FDR-05) بود شده یسازیغن

 از گروه اين در نوکلئوتیدی 6-1 شده تکرار موتیف
 ،10، (AG)6، (CTT)5(A) شامل هاژن

(AGTG)5، (AGAGA)5 و (ATTGGG)5 .بود 
 فرآيند به مرتبط GO هایعبارت تخصیص فراوانی

 تکرارهای حاوی ژن تک هایتوالی به متابولیکی
 ريزماهواره نشانگرهای شناسايی در واندتمی ريزماهواره

 ژهيوبه هامتابولیت کنترل و تولید و هاژن بیان به مرتبط
 یهاتنش به تحمل در که یاهيثانو هایمتابولیت
 Kaplan et) نمايد کمک دارند، حیاتی نقش زيستی

al., 2007; Tian et al., 2013). اجزای حوزه در 
 (GO:0005623) سلول کارکردی روهگ (،CC) سلولی

(FDR: 0.0024) سلولی اجزای و (GO:0044464) 
(FDR: 0.0024) را نشانگر میزان بیشترين ژن 463 با 

 تا 1 شده تکرار موتیف بیشترين دادند. اختصاص خود به
 و سلول کارکردی گروه یهاژن در نوکلئوتیدی 6

 ،10، (TC)6، (CTT)5(T) شامل سلول، اجزای
(GGAA)5، (CTTCT)5 و (TTTTGG)5 .بودند 

 جايگاه سلول، غشاء که دهدمی نشان وسیع مطالعات
 ,.Xiong et al) است گیاهان در سرمايی صدمات اولیه

 چارچوب به رسیدن و شناسايی رونيا از .(2002
 گروه اين در دخیل یهاژن تغییرات و مولکولی

 به بخشیدن سرعت در بسزايی نقش کارکردی،
 یهاژن معروفی و سرما به مقاومت اصلاحی یهابرنامه
 دارد. کانديد

 میزان بیشترين (MF) مولکولی عملکرد حوزه
 1اتصال کارکردی گروه داد. جای خود در را نشانگر

(0005488 GO:) 2فتیفروکا یهاتیفعال و ( GO:

 را نشانگر میزان بیشترين حوزه اين در (0003824
 گروه شده معرفی روهگ دو بین از دادند. جای خود در

 :FDR) ژنيونی 2285 با اتصال کارکردی

 گروه اين در بود. داریمعن آماری نظر از  (0.00039
 ،10، (TC)6، (GAA)5(A) هایموتیف نیز

(AGTG)5 و (CTTCT)5 را تکرار میزان بیشترين 
 و Gupta پژوهش در دادند. اختصاص خود به

 شد، حاصل مشابهی نتايج نیز (2016) همکاران
 کلی حالت در چه اتصال کارکردی گروه که طوریبه
-EST نشانگر حاوی هایژن تنها که حالتی در چه و

SSR در را فراوانی بیشتر بودند شده گرفته نظر در 
 دادند اختصاص خود به مولکولی عملکرد حوزه

(Gupta et al., 2016.) در اتصال کارکردی گروه 
 عنوانبه یستيرزیغ و زيستی یهاتنش اغلب
 است شده شناسايی شده یسازیغن گروه نيتربزرگ

(Yilmaz Temel et al., 2015). 

                                                                     
. Binding  

. Catalytic activity  
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 هاینژ در EST-SSR نشانگرهای شناسايی
  بندیگروه و غربال در سرما تنش به دهندهپاسخ
 نوالدي انتخاب و بوده مؤثر حساس و مقاوم ارقام

  منظوربه که اصلاحی هایبرنامه برای مناسب
 اندشده ريزیطرح سرما تنش به متحمل ارقام تولید

 (.Wang et al., 2017a) نمايدمی تسهیل را
 شدگیتمحافظ و پذيریتوارث دلیلبه همچنین

 در هاآن پتانسیل از توانمی هاتوالی اين بالای
 نیز دسع به نزديک هایگونه اصلاحی هایبرنامه

 نمود. استفاده
ی هاچالشی با ادانهعدس زراعی در بین حبوبات 

ی اصلاحی روبرو بوده که هابرنامهبیشتری در زمینه 

اغلب اين مشکلات به دلیل کمبود محتوای ژنتیکی 
رو در مسیر فائق آمدن به باشد؛ از اينبرای اين گیاه می

با  NGSفناوری های اصلاحی عدس، مشکلات برنامه
ی ژنتیکی و هانقشهايجاد بستری مناسب جهت تهیه 

ی مولکولی در مقیاس وسیع، نقش نشانگرهای شناساي
ی هاخوانشی نوپديد بندسرهمنمايد. مهمی ايفا می

نسبت به  ترنسکريپتوم گیاهکوتاه، با پوشش بیشتر 
، موجب افزايش تعداد نشانگرهای EST یهاداده

به  ESTيزماهواره در رمکان  168شناسايی شده، از 
 يابی شد.يزماهواره در فرآيند توالیرمکان  8905
 

 

 
ساله، نخود، سويا و ، يونجه يکNRینی پروتئی هادادهیه عل SSRدارای نشانگر  های عدسژنيونی BLASTxنتايج  .3شکل 

در عدس را نشان  EST-SSRهای شامل نشانگر ژناعداد روی هر ستون درصد شباهت آن پايگاه داده را با يونی. آرابیدوپسیس
 دهد.می
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 حاوی ريزماهواره یهاژنیونيبندی کارکردی ر دستهنمودا. 4شکل 

 
 

 

 
 

 از ترنسکريپتومی، داده سری دو هر مقايسه وجود اين با
 نتايج شده شناسايی هایموتیف تعداد و نوع نظر

 نوکلئوتیدی سه هایموتیف داشت. همراهبه را مشابهی
 قاب در تغییر عدم همچون خصوصیاتی به توجه با

 هایينهگز بالاتر، ایگونهینب رثتوا و باز خوانش
 یهاگونه و عدس در ژنتیکی هاییبررس برای مناسبی
 نتايج به توجه با همچنین شدند. شناخته آن به نزديک

 ینشانگرها اغلب که نمود اظهار چنین توانمی
 مهمی نقش که داشتند قرار يیهاژن در شده شناسايی

 اغلب تمالیاح جايگاه و دارند سرما تنش به پاسخ در

 اين بررسی رواين از باشند،می UTR نواحی هاآن
 تنش به دهندهپاسخ کانديد هایژن رونوشت در نواحی
 نهايت در باشد.می برخوردار بیشتری اهمیت از سرما
 فرآيند EST-SSR نشانگرهای توسعه با گفت توانمی

 مکانیسم و سرما به متحمل ارقام بندیگروه و غربال
 تسهیل تنش به پاسخ در دخیل هایژن تغییرات

 کارايی افزايش برای ارزان و سريع راهی و شودمی
 به مقاوم ارقام معرفی منظوربه که اصلاحی هایبرنامه
 گرديد. خواهد باز اند،شده طراحی سرما تنش
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