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A B S T R A C T
Thyme species are very important due to the production of secondary 
metabolites such as terpenoids. Since the identification of key genes such as 
genes related to terpenoids biosyntesis pathway can play an effective role in 
plant breeding programs, especially thyme species, the present study was 
aimed to investigate the transcriptomes of T. daenensis, T. vulgaris, T. 
lancifolius, T. persicus, T. pubescens to identify key genes in the biosynthesis 
of monoterpenoids, chloroplast genes sequence and evaluation of similarities 
and differences among these species. For this purpose, total RNAs extracted 
from vegetative growth were sent to Macrogene of Korea for sequencing with 
theIllumina HiSeq 2500 platform. After assembling the sequences using 
various tools, the best results was selected and transcripts were documented in 
different databases. Then, according to the documented results, key genes 
responsible in the synthesis of terpenoids and chloroplast gene sequence were 
identified, and then phylogenetic relationships among species was 
investigated. According to the evaluation indicators, the best assembly was a 
product of Binpacker tools. Based on the results, the sequence of 10 genes 
involved in the synthesis of terpenoids was obtained. Interestingly, among the 
identified TPSs, most of the contigs were classified into the TPSb and TPSa 
classes of terpenoids. The sequence of 73 chloroplast genes was extracted 
from the transcriptome data and finally the phylogenetic relationship was 
evaluated according to 400, 70 bp of cpDNA. The study of phylogenetic 
relationships showed a close genetic relationship between T. daenensi and 
T.vulgaris which can introduce T. daenensis as an appropriate replacement for 
T. vulgaris in different purpose, especially in pharmacological applications. 
The results show that Z. multiflora can most probably be as one of the 
ancestors of Thymus, which is significantly different from Thymus species in 
terms of its genetic structure, especially the key genes of the terpene 
biosynthesis pathway. 
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علمي نشريه  

فناوري گياهان زراعي زيست
  
 »مقاله پژوهشي«

 ـترپنوئ وسـنتز يب ريمس با مرتبط هاي ژن ييشناسا  يكيلـوژنت يف روابـط  يبررس ـ و دهاي
 يكلروپلاست اطلاعات از استفاده با شنيآو  مختلف هاي گونه

  يدهقان رايسم، زاده ميكر انيپرن، *يسورن ابوذر
  چكيده

اي برخوردار هستند. اي مانند ترپنوئيدها از اهميت ويژههاي ثانويههاي آويشن به دليل توليد متابوليتگونه
تواند نقش موثري در ترپنوئيدها مي وسنتريب ريمسهاي مانند ژن يديكل هايژن ييشناسااز آنجايي كه 

 ترنسكريپتوم بررسي هدف با مطالعه هاي آويشن داشته باشد، اينهاي اصلاحي گياهان به ويژه گونهبرنامه
 T. daenensis و T. lancifolius، T. persicus، T. pubescens، T. vulgaris هايگونه
 تشابه و تفاوت بررسي و كلروپلاستي هايژن توالي، هامونوترپن بيوسنتز كليدي هاي ژن شناسايي منظور به

 با يابيتوالي جهت رويشي مرحله از شده استخراج كل هايRNA منظور بدين. گرفت انجام هاگونه ميان
 بنديسرهم از پس. گرديدند ارسال كره ماكروژن شركت به Illumina HiSeqTM 2500 پلتفرم
 اطلاعاتي هايپايگاه در هاترنسكريپت مستندسازي و انتخاب نتيجه بهترين، مختلف ابزارهاي با هاتوالي
 هايتوالي و، ترپنوئيدها سنتز مسير كليدي هايژن، سازيمستند نتايج اساس بر نهايت در. شد انجام

 هايشاخص اساس بر. گرفت قرار بررسي مورد هاگونه ميان فيلوژنتيكي روابط و شده شناسايي كلروپلاستي
ژن درگير در  10حاصل توالي  نتايج اساس بر. بود Binpacker ابزار محصول بنديسرهم بهترين ارزيابي

 بيشترين، شده شناسايي TPSs( Terpene synthase(ميان  بدست آمد. از مسير سنتز ترپنوئيدها
 73 توالي، ترنسكريپتومي اطلاعات از. بود TPSa و TPSb دسته هايترپن به مربوط ترتيب به هاكانتيگ

 بررسي در bp 40070مجموع در، آمده بدست كلروپلاستي اطلاعات از. شدند استخراج كلروپلاستي ژن
 نزديك ژنتيكي ارتباط، فيلوژنتيكي روابط بررسي از حاصل نتايج. گرفت قرار استفاده مورد فيلوژنتيكي روابط
 عنوان به T. daenensisگونه  معرف تواندمي كه داد نشان را T. vulgaris و T. daenensis بين

 كاربردهاي بالأخص مختلف مقاصد جهت T. vulgaris اروپايي و رسمي گونه براي مناسب جايگزيني
 از يكي عنوان به را Z. multiflora توان مي زياداحتمال  به دهدمي نشان مطالعه اين نتايج. باشد دارويي
 بيوسنتز مسير كليدي هايژن خصوص به ژنتيكي ساختار لحاظ به كه گرفت نظر در Thymus اجداد
  .دارد آويشن جنس هايگونه با توجهي قابل تفاوت هاترپن
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  مقدمه  
 متعلـق بـه خـانواده    گياهي دولپـه  Thyme عموميم ان باآويشن 

 اسـت كـه    Nepetoideaeخـانواده  زير و) Lamiaceaنعناعيان (
ــر ــوژني ازنظ ــا فيل ــنس ب ــايج  و Origanum ،  Zatariaه

Micromeria دارد و خويشــاوندي قرابــت )Jamzad et al., 

 و شـرايط اكولـوژي   تنـوع  و وسـعت  به دليل ايران كشور ).2009
 از تـوجهي  تعـداد قابـل   گيـاه،  ايـن  پذيريانعطاف و تنوع همچنين

 ,.Omidbeigi et al( اسـت  داده جا خود در را آويشن هاي گونه

يافـت   ايـران  فلـور  در آويشن گونه 18 تعداد كه طوري ، به)2014
در فلـور   1گونه و زيرگونه توسط رشـينگر  14شود. از اين تعداد مي

ايـران   انـدميك  گونـه آن  هشـت  از بيش ايرانيكا گزارش شده كه
 كشور است غرب و شمال اين گياه در ترين پراكنشباشد. بيشمي

 هـا  آن كشور پـيش رفتـه تعـداد    شرق و جنوب طرف به كه هرچه
هـاي  . در ميـان گونـه  )Jamzad et al., 1994(يابـد  مـي  كاهش

 ضـمن  كه باشد مي انحصاري ايران ي دنايي گونه مختلف، آويشن
 در بيشـتر  و كارواكرول بالا (درصد تيمول اسانس كيفيت و كميت
)، Rustaiee et al., 2011(ديگـر)   هـاي  گونـه  سـاير  بـا  مقايسه
 متحمل بيانگر سازگاري و كه دارد كشور در وسيعي نسبتاً پراكنش

 ,.Jamzad et alاست ( متفاوت محيطي شرايط با گياه اين بودن

 زيرگونه دنـايي و  در اسانس توليد بالاي درصد به توجه ). با2009
تيمـول)،   ويـژه  (بـه  آن در فنلـي  بـالاي تركيبـات   بسيار درصد نيز
 گونـه  بـراي  مناسـبي  جـايگزين  عنـوان  به را زيرگونه اين توان مي

 بـالأخص  مختلـف  مقاصـد  جهـت  T. vulgarisاروپايي  و رسمي
 سـازگاري  بـه  چنين با توجههم .گرفت نظر در دارويي كاربردهاي

 هـاي گونـه  از ايـران يكـي   مختلـف  اقليمي مناطق به آن مناسب
 رودمـي  بـه شـمار   صـنعتي  كشـت  و سـازي اهلـي  جهـت  كانديد

)Rustaiee et al., 2011.(  
 تعيـين  و هـاي آويشـن، مبحـث شناسـايي    در خصوص گونـه 

 هيبريداسـيون  دليـل  بـه  مختلـف  هايگونه تاكسونوميك موقعيت
 هيبريداسـيون،  بـر  عـلاوه  .است دشوار جنس اين در اي گونه بين

 دشوار را شناسايي مسئله نيز هاگونه در موجود شناسيريخت تنوع
ــي ــدم  & Jamzad et al., 1994; Haji Akhondi( كن

Farahani, 2007(ــرده ــه دليـــل دگرگـ ــان . بـ ــودن افشـ  و بـ
 آن درنتيجـه  و ژنتيكي تنوع اي، گونه بين فراوان هايهيبريداسيون

 در اسـانس  بـازده  و شيميايي تركيبات در تنوع مورفولوژيكي، تنوع
 خصوصيات از شيميايي شود. چندشكليمي ديده وفور به جنس اين

                                                                                      
1. Rechinger 

 هـاي كموتايپ امر موجب ايجاد كه اين باشدمي آويشن هايگونه
، 6ژرانيـول  ،5آلفـا توجـون   ،4ترپينئـول  آلفـا  ،3كـارواكرول  ،2تيمول
. امـا  )Izadiyan et al., 2018( در اين جنس شده اسـت  لينالول

جهت  ،هاي نوينهاي محققين، ابداع تكنيكامروزه يكي از چالش
زيـرا بـدون درك   باشـد،  مـي  مسير توليد تركيبات ثانويهشناسايي 

 ازجملـه بـه اهـدافي    هـا، رسـيدن  درست از مسير سنتز متابوليـت 
 گسـترش  و هاي جديـد متابوليت توليد ها،متابوليت افزايش ميزان

  .است بر و پرهزينهبسيار دشوار، زمانماركرهاي مولكولي 
هايي نظير روش ي با استفاده ازتهاي اخير فناوري زيسلادر س
 RNA-Seqتحليــل ترنســكريپتوم بـه كمــك تكنيــك   تجزيـه و 
 .اسـت   دادهگياهان دارويي را در جهت توليد دارو افـزايش   كارايي
ژنـومي،   اطلاعـات از  مـا  دانـش اخيـر،   هـاي پيشـرفت  رغـم  علي

هـاي  هاي كليدي دخيـل در سـنتز متابوليـت   و ژن ترنسكريپتومي
 از طـرف ديگـر اهميـت   . است دمحدو بسيار ثانويه كليدي آويشن

 مسـير  مـورد  در زيـادي  هـاي  تعريـف  كـه  شده باعث ها مونوترپن
 در دخيل هاي همچنين ژن و شود ارائه گياهان در ها آن بيوسنتزي
دسـت   هـاي تكنيك و شود سازيهمسانه محصولات اين بيوسنتز
 گياهـان  در هامونوترپن دار توليدمعني افزايش براي ژنتيكي ورزي

  .گيرد قرار مورداستفاده
 خزانـه  كه ترپني هاي تركيب اين اقتصادي اهميت به توجه با
 آشكارسـازي  بـا  سـازد،  فـراهم مـي   دارويي تركيبات براي را غني

 بـا  زمـان  هـم  طـور  به ثانويه هاي متابوليت گونه اين پوياي تغييرات
 تنظيمـي  هـاي بهتـر شـبكه   فهـم  باعـث  ترنسكريپتومي هاي داده

 مهندسـي  توانـد  مـي  درنهايـت  كـه  شـد  خواهـد  مواد اين بيوسنتز
 موجـود  در واقـع اطلاعـات   .كند تسهيل را تركيبات اين متابوليك

 بـراي  مناسب تجربي مدل يك كه آويشن است موضوع اين مبين
 در فـرار  تـرپن  تجمع و سينتاز بيان ترپن در تنظيمي وقايع بررسي
 روي بـر  مطالعـه  حـال،  بـااين . باشـد  مـي  گياه تكامل و رشد طول
شناسايي و تعيـين   همچنين و ها ترپن مولكولي بيوسنتز هاي جنبه
 گيـاه  ايـن  در بـاارزش  هـاي  متابوليت توليد در مهم هاي ژن توالي
هـاي  از طرف ديگر عليرغم اهميت زياد گونـه  .است نگرفته انجام

هاي ثانويه، اطلاعات محدودي آويشن از نظر پراكنش و متابوليت
هـا در دسـترس اسـت. امـروزه     فيلوژنتيك برخي از گونـه از روابط 
مطالعــات مولكــولي، امكانــات  يهــاي جديــد در زمينــهپيشــرفت

                                                                                      
2. Thymol 
3. Carvacrol 
4. α-Terpineol 
5. α- Thujone 
6. Geraniol 
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ي هـا در زمينـه  مناسبي در جهت پاسخگويي به بسياري از پرسش
هـا فـراهم   تكـاملي گونـه   ها، روابـط فيلوژنتيـك و  بندي گونهرده

ك در درك است. لـذا بـه دليـل اهميـت مطالعـات فيلوژنتي ـ      كرده
ي حاضر با هدف مطالعه ،هاها و گونهها، ژنومچگونگي تكامل ژن

هـاي  هـاي كليـدي مسـير بيوسـنتر ترپنوئيـدها، ژن     شناسايي ژن
كلروپلاستي و بررسي روابط فيلوژنتيكي و تخمين زمـان انشـقاق   

هاي آويشن بر مبناي اطلاعات كلروپلاستي به روش بيـزين  گونه
  انجام گرفت.

  
  ژوهش پيشينة پ  

هـاي مسـير بيوسـنتز    از آنجايي در خصوص شناسايي تمـامي ژن 
ها در آويشن مطالعه جـامعي صـورت   آن ترپنوئيدها و تعيين توالي

هـا و  نگرفته است، اما در خصوص بررسي روابط فيلوژنتيكي گونـه 
ها مطالعات زيادي صورت گرفته است، هر ارزيابي تنوع ژنتيكي آن

در بناي تعـداد محـدودي ژن بـوده اسـت.     ها بر مچند اين ارزيابي
تـوده   15 يك ـيتنـوع ژنت  يبررس ـ جينتـا  شـن، يآو اهيبحث تنوع گ

، نشان ISSRو  RAPD يبا استفاده از نشانگرها يرازيش شنيآو
 .دارد وجـود  هاتوده نيا انيدر م يينسبتا بالا يكيداد كه تنوع ژنت

 يبـر رو   92و همكاران در سال  يريكه مج يگريد يدر مطالعه
 متقسـي  گـروه  شش به هاتوده نيانجام دادند، ا شنيآو يتوده 70

 .T و T. kotschyanus يدو توده نيشباهت ب نيشتريشدند كه ب

transcaucasius  شباهت مربـوط   نيو كمتر لانيو گ نياز قزو
از  T. fedtschenkoiفـــارس و   T. lancifoliusبـــه تـــوده 

 يبـر رو  2009تحقيقـي كـه در سـال     جينتا .بود يغرب جانيآذربا
بـر   شـن يو فيلوژنتيكي هفت تـوده آو  كييتنوع ژنتيكي، مورفولوژ

آغـازگر،   20 انيانجام شد، نشان داد كه از م ISSRاساس نشانگر 
 يكيلـوژنت يكردنـد. در درخـت ف   ديچندشكل تول يآغازگر باندها 7

 لشـك  Bو  A ينشانگر دو كـلاد اصـل   نيشده بر اساس ا ميترس
   T. praecoxو  T. serpyllum ،T. vilosus هايگرفت كه گونه

 .T يمطالعــه گونــه نيــشــدند. در ا كتفكيــ هــاگونــه گــرياز د

vulgaris     ) خارج از هـر دو كـلاد قـرار گرفـتSmolik et al., 

2009.(   
هـاي درگيـر در مسـير سـنتز     در خصوص بررسي سطح بيان ژن

كـارواكرول در گيـاه آويشـن و برخـي     تركيباتي همچـون تيمـول و   
هاي گياهي نزديك به آن نيز مطالعاتي صورت گرفته است، كـه   گونه

 نبيا باشـد. بـه عنـوان مثـال الگـوي     محدود به يك يا چند ژن مـي 
ــارواكرولو  لتيمو بيوسنتز در خيلد يهاژن ، DXRشامل  كــــــ

ــاترپن  يبافتهادر  CYP71D180و  CYP71D178 ز،سنتا گامــ
ها در گـل  دهد سطح بيان اين ژنباغي نشان مي يشنآو گبرو  گل

هـا در   باشد كه احتمالا به دليل تراكم بالاي كـرك بالاتر از برگ مي
  ). MashhadyMalekzadeh et al., 2017اين بافت است (

 MVA)هاي مسير سنتز تيمول  رسي ميزان بيان نسبي ژنبر

, MEP)  نشان  تحت تنش سرمايي 3در آويشن باغي رقم واريكو
داري دارد و  هـا اثـر معنـي    داد كه تنش سرمايي بر ميزان بيان ژن

هاي متفاوت زماني تـنش افـزايش    در بازه  TPS5ميزان بيان ژن
و در  رسـد ميساعت به بيشترين بيان  48و در بازه زماني  يابدمي
 46/3 	سـاعت  3بيشترين ميزان بيان در بـازه زمـاني     TPS2ژن

مطالعه ) Habibi et al., 2020( هده شدبرابر نسبت به شاهد مشا
مختلـف   يها ها در بافت مونوترپن وسنتزيدر ب يديكل يها ژن انيب

مــرزه  يــيدارو اهيــدر گ يســتيرزيغ يتورهايســيو در پاســخ بــه ال
 DXRكه هر دو ژن ) نشان داد Hortensis Satureja(تابستانه 

) ني ـسـاقه، بـرگ و گـل آذ    شه،يمختلف (ر يها در بافت GTSو 
گـل   ژهيو به ييهوا يها هستند و در بافت يمتفاوت يها انيب يدارا
 ني ـا اني ـب ني. همچن ـباشـند  يم يشتريب انيب يو برگ دارا نيآذ
ــاث  ژن ــا تحــت ت ــيال ريه ــغ يتورهايس ــتيز ري ــ يس ــامل اس  ديش
 يريگ چشم راتييتغ UV-Bجاسمونات و اشعه  ليمت ، كيليسيسال

  )Ghobadi et al., 2016( دهد ينشان م
 يق ـيدر تحق Thymusجـنس   يكلروپلاست هايارتباط با ژندر 

 ياز تـوال  هـايي و همكـاران انجـام شـد، قسـمت     گـا يكه توسـط زون 
 اهي ـگ ني ـاز ا ايدر گونه matK, rbcL, psbA هايژن يكلروپلاست

اطلاعـات   ني ـعـلاوه بـر ا   .گزارش شده است T. serpyllumبا نام 
، rpl16 ،matK يكلروپلاست يهاژن ياز توال هايييمربوط به بخش

rpoB  وrbcL ياز گونه T. vulgaris     در بانـك اطلاعـات موجـود
كـه در   )Bunsawat et al, 2004; Federici et al, 2013(اسـت  

و مباحـث   نـه يزم ني ـدر ا يمجموع نشان از عدم وجود اطلاعات كاف
 هـاي ژن يبررس ـ جـه ياسـت. در نت  شـن يآو اهي ـگ يآن، برا رامونيپ

 يو بررس ـ لي ـتحلدر جهـت   Thymusجنس  هايگونه يكلروپلاست
  .رسديبه نظر م يضرور يو تكامل يكيلوژنتيروابط ف
  

  شناسي پژوهش روش  
ها كل از برگ RNAاستخراج ي گياهي، آوري نمونهجمع

  يابيو توالي
 ،T. lancifolius، T. persicus، T. pubescens يها بذور گونه

T. vulgaris  وT. daenensis هــا و مراتــع از موسســه جنگــل
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هـاي پلاسـتيكي تحـت    روز در گلـدان  45كشور تهيه و به مـدت  
ي جـوان در  هـا  بـرگ اي كشت داده شدند. سـپس  شرايط گلخانه

فويـل  بـا اسـتفاده از    RNAمرحله رشد رويشي جهـت اسـتخراج   
. در ازت مـايع قـرار داده شـدند    بلافاصله ووري آعآلومينيومي جم

در فريـزر در   RNAتقال به آزمايشگاه تا زمان اسـتخراج  پس از ان
ــاي  ــد.  -ºC 80دم ــداري گرديدن ــتخراج  نگه ــل از RNAاس  ك

  RNeasy mini kitكيـت  شده با استفاده از  يآور جمعهاي  برگ
انجام شـد. جهـت بررسـي كميـت و كيفيـت       Qiagen كمپاني از

RNA ،2 از  تريكروليمRNA  ميكروليتـر   5/0به همراهGelRed 
 اسـتفاده از بـافر   درصـد بـا   1ژل آگارز  )، بر رويBiotium(مدل 

 Tris 40mM, Acetic acid 20m M, EDTA) يـك درصـد  

1mM) TAE  به مدت يك سـاعت   متر يسانتولت بر  85با ولتاژ
آن  s18و  s28ريبـوزومي   RNAشد و سپس باندهاي  الكتروفورز

تحـت نـور    Viber Lourmat gel documentتوسـط دسـتگاه   
ي بررس ـ مـورد بـرداري و  نانومتر عكس 312 موج طولفرابنفش با 

از دســتگاه  RNAكميــت قــرار گرفــت. همچنــين بــراي تعيــين 
پـس از تاييـد كميـت و     )، اسـتفاده شـد.  Implenمدل نانودراپ (

(بعد  cDNA يساخت كتابخانه شده،استخراج هايRNA كيفيت
ــالي   ــور احتم ــذف حض ــزيم   DNAاز ح ــتفاده از آن ــق اس از طري

DNaseI ( هيدوسوبا خوانش يابي تواليو )بـه  2و برگشـت  1 رفت (
 Illumina HiSeqTM 2500 پلتفـرم با اسـتفاده از   pb 150طول 

  .شدانجام كره شركت ماكروژن  در
  

  هاتوالي و ويرايش ارزيابي كيفيت
 شوندمي ناميده خام هايي خوانشابي يتوال دستگاه از حاصل نتايج
 حـاوي  گاها هاي خامداده. اند شده  رهيذخ Fastqدر قالب فايل  كه

 تي ـفيك بـا  هـاي خـوانش  آداپتورها و نامطلوبي مانند هايخوانش
به همين دليل بعد از دريافـت   .شوند بايد حذف كه باشندپايين مي

ها توسط ابزارهاي كنترل كيفيت مـورد  بايست توالياطلاعات، مي
هـا توسـط   . در اين تحقيق كنترل كيفيت تـوالي بررسي قرار گيرند

) FastQC v0.11 )Andrews et al., 2015 افزارهــاينـرم 
ــه  ــا كمــك برنام  Trimmomatic v0.32ي صــورت گرفــت. ب

)Bolger et al., 2014(  انجام شـد و   هاتواليتصحيح و ويرايش
هاي هاي تميز با حذف آداپتورها، آغازگرها و تواليطي آن خوانش

توانند در آناليزهاي بعدي مشكلات اساسي ايجاد كيفيت كه ميبي

                                                                                      
1. Forward 
2. Reverse 

از  20نمايند به دست آمدند. در اين خصوص آستانه كيفيت بازهـا  
 در نظر گرفته شد. bp 50و حداقل طول باز 4ميانگين 

  
  هابندي قرائتسرهم
جداگانه بـا   صورت بهيفيت بالا متعلق به هر گونه ك باهاي خوانش

 Trinity v2.4.0هاي افزارنرمشده با استفاده از   ينهبهپارامترهاي 
)Grabherr et al., 2011( و Binpacker v1.0 )Liu et al., 

 De novo صـورت  به 25انتخابي  K-merتك  بر اساس )2016

Transcriptome Assembly  بنـدي بـدون اسـتفاده از    (سـرهم
پوشان) و با اسـتفاده از سيسـتم   ژنوم مرجع و به كمك قطعات هم

و  CPU Core 64, RAM 256Gكـامپيوتري بـا مشخصـات    
ــتمس ــل ( يس ــرهم) Linux ubuntu v16عام ــد س ــدند. بن ي ش

ها با پارامترهـايي  بندي خوانشاز سرهم آمده دست بههاي  كانتيگ
ها و كانتيگ ي كل، ميانگين طولها، اندازههمچون شمار كانتيگ

N50 ارزيابي شدند. طلاعات آماري هر ابزار بدست آمده از ا 
  

  كارواكرول) - ترسيم مسير سنتز ترپنوئيدها (تيمول
بنـدي توسـط   از بهتـرين نتيجـه سـرهم    آمـده  دست بههاي رونوشت
ــزار ) ./Trinotate v2.0.2  )http://trinotate.github.ioابــ

ها، نتايج حاصل از مستندسازي رونوشت بر اساسمستندسازي شدند. 
يي شـده و  شناسـا  وكـارواكرول هاي دخيل در مسير سنتز تيمول ژن

ترسيم شد.  كد كنندههاي مسير كلي سنتز اين تركيبات بر اساس ژن
هاي شناسايي منظور افزايش سطح اعتماد به توالي در اين خصوص به

) اسـتفاده  Terzyme )Priya et al., 2018شده از بانك اطلاعـاتي  
در بانـك    هـا  تمـامي گونـه   براي نديب  شد. بدين منظور نتايج سرهم

 با مورد كاوش و تجزيه و تحليل قرار گرفتند تا Terzymeاطلاعاتي 
 ترپنوئيدسـنتازها  بـه  مربوط هايتوالي اطلاعاتي اين بانك از استفاده

  .شوند بنديطبقه و شناسايي
 

  هاي كلروپلاستي و استخراج قطعات مشتركشناسايي ژن
هاي نزديك به جـنس  كلروپلاستي، از جنسهاي براي شناسايي ژن

) به عنوان رفرنس استفاده شد، به اين ترتيـب كـه   Thymusآويشن (
با  Mentha logifolia يگونه 3يتوالي كامل كدشونده Fastaفايل 

بـا   Salvia officinalisي و گونـه  NC-032054شماره دسـتيابي  
 NCBIي از پايگــــاه داده NC-038165شــــماره دســــتيابي 

(www.ncbi.nlm.nih.gov) دست آمد. هر دو رفرنس ( بهSalvia, 

                                                                                      
3. Coding Sequences 
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Mentha هاي ژن كلروپلاستي بودند، در مقابل فايل 87) كه محتوي
هاي آويشن بلاست نوكلئوتيد شـدند.  بندي شده از تمامي گونهسرهم

هـاي  سفارشـي از فايـل   1يبه اين ترتيب كه ابتدا يـك پايگـاه داده  
هاي آويشن ايجاد شد و در نهايـت بلاسـت   ي گونهبندي شدهسرهم

 ) و فايـل 2(بـه عنـوان پرسـش    رفـرنس  هـاي نوكلئوتيد براي فايـل 
ها (به عنوان پايگاه داده) اجراشد. اطلاعات حاصل ترنسكريپتوم گونه

). بررسـي  outfmt 6–گـزارش شـد (   3از بلاست به صورت جـدولي 
از فايل خروجي  ي بلاست هر ژن با فراخواني نام ژن مورد نظرنتيجه

بلاست انجام گرفت. غربالگري نتـايج بلاسـت بـه صـورت انتخـاب      
هاي به ازاي هر ژن در گونه 4بيشترين نقاط هدف با بيشترين شباهت

هاي مورد بررسي، انجام شد. پـس از تعيـين بهتـرين    رفرنس و گونه
هـا بـراي   ها، از نقاط شروع و پايان تعيين شده در تمامي گونهشناسه
هـا تهيـه شـد. جهـت     جهت استخراج توالي bedهر ژن، فايل  توالي

هـا و مرجـع (حاصـل از    استخراج قطعات هدف مشترك ميـان گونـه  
(فايل ورودي) بر اساس فواصل  بندي شدههاي سرهمبلاست) از داده

 bedtools v2.28.0 )Quinlanافزار ، از نرمbedتعيين شده در فايل 

& Hall, 2010.استفاده شد (  
  
  فيلوژنتيكي روابط ها و بررسيرديفي تواليهم

) Edgar, 2004 (ا  Muscle v3.8.31افـزار در اين مرحله از نـرم 
  trimAL v1.4هـاي چندگانـه و  بـراي همرديـف كـردن تـوالي    

)Capella-Gutierrez et al.,2009جهت حذف مناطق ضعيف ( 
منظـور بررسـي روابـط     هاي چندگانه، اسـتفاده شـد. بـه   همرديفي

 Beastهـا ابـزار   فيلوژنتيكي و تخمين زمان انشقاق ميـان گونـه  

2.5.2 )Rambaut & Drummond , 2014   استفاده شـد. در  (
در قسـمت مـدل تكـاملي     5تنظيمات مربوط به تعريف مدل سايت

انتخاب گرديد. ايـن   4، عدد 6ي گاما(جايگزيني)، براي شمار دسته
هـا در هـر   ن سـايت سازي نـرخ تغييـرات بـي   تنظيمات امكان مدل
كند. در قسـمت مـدل جـايگزيني (تكامـل)،     پارتيشن را فراهم مي
انتخـاب شـد    HKYهاي ما در هر پارتيشـن  مدل متناسب با داده

 همچنين براي تخمين جايگزيني، پارامتر تخمين نيز علامـت زده 
هـا  به بررسي فراواني نوكلئوتيد 7شد. در اين بخش پارامتر فراواني

                                                                                      
1. Database 
2. Query 
3. tabular 
4. Max similarity 
5. Site model 
6. Gamma Category Count 
7. Frequency 

 8براي اين پارامتر از منـوي كشـويي مقـدار تجربـي    پردازد كه مي
ها تنظـيم  ها را به نسبت مشاهدات در دادهانتخاب شد، كه فراواني

نيز انتخاب شد كه در  9كند. در انتها، گزينه نرخ متوسط جهشمي
-دهد نرخ نسبي جهش تخمـين زده واقع به هر پارتيشن اجازه مي

نهايت، تمامي تنظيمات اين باشد. در ي مرتبط با خود را داشتهشده
ها ارجـاع داده شـد. سـاعت مولكـولي آرام در     بخش به كليه توالي

 11گيرانـه صورت ساعت مولكولي سخت به 10تنظيمات مدل ساعت
 Calibrated yuleانتخاب شد. درخت پريور بـا اسـتفاده از مـدل    

زايي است انتخـاب و بـر اسـاس اطلاعـات     كه مدلي ساده از گونه
 http://www.timetree.org/ )Kumarاز سـايت  دست آمده  به

et al., 2017 براي جنس (Salvia  وMentha   در مقابل جـنس
Thymusهاي كاليبره شده بـه صـورت   ، توزيع پريور بر روي گره

ميليـون   50و  Salvia-Thymusميليون سـال قبـل بـراي     6/31
ي تعريـف شـد. از مجموعـه    Mentha-Thymusسال قبل براي 

بهترين درخت توافقي همـراه بـا ميـانگين سـني تمـامي      درختان، 
(موجـود در   TreeAnnotator v1.6.1افـزار  ي نرمها بوسيلهگره

ــيج  ــه  beastپكـ ــل بـ ــد. فايـ ــل شـ ــده از   )، حاصـ ــت آمـ دسـ
TreeAnnotator به برنامه ،FigTree v1.4.0 )Rambaut & 

Drummond, 2018   وارد و پـس از (reroot    نمـودن درخـت و
، درخــت 12هــاگــذاري گــرهي برچســبكــردن گزينــهدار علامــت

فيلوژنتيكي با زمان انشقاق تخمين زده شده براي هر گره، نمايش 
 داده شد.

 

 هاي پژوهشيافته

  يابيهاي تواليكنترل كيفيت داده
 بازهـاي  FastQC حاصـل  اطلاعـات  بـه  توجه در اين مطالعه، با

 كيفيـت  بهبـود  بـراي  همچنـين ، شدند حذف هاتوالي از كيفيت بي
 بـا )، 41/32% تـا  59/22(%هـا  خـوانش  از بخشـي ، هابنديسرهم
 كوتـاه  و كيفيت بي هايخوانش و بازها، آداپتوري هايتوالي حذف

ي هـا  آمارهخروجي اين مرحله  .شدند حذف نيز) bp50 از تركوتاه(
هـا و اطلاعـات كيفـي كـه تصـميمات      پايه نظيـر تعـداد خـوانش   

كننـد، اسـت. تعـداد    بعد را هـدايت مـي   يپردازش در مرحله پيش
 1خوانش براي پنج گونه مذكور قبل و بعد از ويرايش مطابق جدول 

 باشد.مي
  
  
  
  
  
  
  
  
  

                                                                                      
8. Empirical 
9. Fix mean mutation rate 
10. Clock model 
11. Strict molecular clock 
12. Node label 
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  ها قبل و بعد از فرآيند ويرايشتعداد خوانش. 1 جدول
  T. daenensis  T. vulgaris  T. pubescens  T. persicus  T. lancifolius  

  65859456  61810344  62209118  64997232  60982212  تعداد خوانش قبل از ويرايش
  47105210  47624302  43387074  43927028  43384152  تعداد خوانش بعد از ويرايش

  
  كيفيت  بررسي و De novo صورتبه ترنسكريپتوم يبند سرهم
 مسـير  از استفاده ندارد، وجود مرجعي ژنوم آويشن برايكه  ازآنجا
 بعـدي  آناليزهـاي  و ترنسكريپتوم بازسازي جهت نو از يبند سرهم
 افزارهـاي  نـرم هـا  خـوانش بنـدي   سرهم است. براي يرناپذ اجتناب
 ،k-merدر پارامترهـايي همچـون   انـد كـه    يداكردهتوسعه پ زيادي
N50بـا  دهنـد  يتفـاوت نشـان م ـ   هـا ، تعداد و طول ترنسكريپت .

هـدف و   بـر اسـاس   توان افزارهاي مختلف مي مقايسه عملكرد نرم
و ترنسـكريپتوم   افـزار  ترين نـرم  موردمطالعه مناسبگونه يا جنس 

  د.را انتخاب كر مرجع
 هر براي بندير، سرهمت بزرگهاي رونوشت ساخت منظور به

و  Trinityتوسـط پكـيج    جداگانـه  طـور  بـه  هـا نمونـه  از يـك 
Binpacker  باk-mer 25 هـاي  داده بر اسـاس گرفت.  صورت

 هايهاي كل ترنسكريپتكانتيگ تعداد Trinityحاصل از پكيج 
بـراي   123698تـا   T. persicusبراي گونـه   85084از  موجود
 حاصـل از  ). نتـايج 2متغيـر بـود (جـدول     T. lancifoliusگونه 

Binpacker هـاي هاي كل ترنسكريپتكانتيگ تعداد داد نشان 
بــه  T. lancifoliusو  T. daenensisهــاي ونــهگ در موجــود

) تعداد بودند. نتايج 94939) و بيشترين (66591ترتيب كمترين (
ها،  يگكانتدهد كه اندازه اسمبلي و تعداد كل  يممطالعات نشان 

 k-merتئوري، اندازه بزرگ  ازنظربستگي دارد.  k-merبه طول 
بـا   k-mers كـه  چراشود،  يمها باعث كاهش تعداد ترنسكريپت

هـا بـا   تـري از ترنسـكريپت   يوستهپهاي  يبند سرهمطول بلندتر 
ــالاتر را ايجــاد  بــه دو دليــل حضــور  ؛ كــهكننــد يمــپوشــش ب

هـايي بـا سـطح    ي با فراواني بالا و وجود ترنسـكريپت ها خوانش
هاي كوتاه به خاطر وجـود  k-mersباشد. در مقابل، بيان بالا مي

جود همپوشاني ميان قطعات منجـر  يابي و عدم و يتوالخطاهاي 
هـاي  k-mersشـوند.   يم ـ پـاره  پـاره هـايي   يبند سرهمبه توليد 
توانند به توليد چندين مسير در گراف اسمبلي منجـر   يمكوچك 

و  و مبهم باشد بنابراين، ساختار گراف ممكن است ناواضح؛ شوند
توانـد سـخت و    يم شدهه دادهاي نمايش وتحليل ايزوفرم يهتجز

به خاطر وجود چندين مسـير مـبهم،    درواقعيز باشد. رانگب چالش
يبـاً  تقري بنـد  سـرهم در  فـرد  منحصربهيافتن يك مسير واحد و 

 ,Grabherr et al, 2011; Rana et alامري غيرممكن است (

تـوان بـه   هـا مـي  . از ديگر علل افـزايش شـمار كانتيـگ   )2016

هـا اشـاره كـرد    پوشـاني خـوانش  يابي و عدم هـم خطاهاي توالي
ير بسزايي تأثها و سطح بيان ژن RNAهمچنين زمان استخراج 

ــگ  ــداد كانتي ــله دارد،  در تع ــاي حاص ــعه ــات  درواق از اطلاع
تـري ايجـاد   هاي پيوسـته بندييان بالا، سرهمب باها ترنسكريپت

 1تكـه  تكـه  دهنـده  نشانها، شود. در واقع شمار بالاي كانتيگمي
ها به باهت بالاي بسياري از كانتيگبودن ترنسكريپت مرجع و ش

هـا و افـزايش   . بنـابراين كـاهش شـمار كانتيـگ    هستيكديگر 
تر با پوشش بالاتر را ايجاد هاي پيوستهبنديي كل، سرهم اندازه
. از )Unna et al, 2016-Rana et al, 2016; Smithكند (مي

هـا و تعـداد   ديهي است كه هرچه طول ترنسكريپتطرف ديگر ب
تعداد ركوردهاي بيشتري بلاست ها بيشتر باشد در جستجوي آن

 يجـه آيـد و درنت ها به دست ميهاي اطلاعاتي براي آندر پايگاه
 شـده  يانهاي باز ترنسكريپتوم و ژن تري يقتفسير عملكردي دق

  .گرددحاصل مي
تـرين تعـداد   بـيش  ي آويشـن در پنج گونه 2جدول  بر اساس

هـا  كه در اين گونـه  يدرحالتوليد شد  Trinity كانتيگ توسط ابزار
مشاهده شد.  Binpackerبندي در ابزار بيشترين اندازه كل سرهم

 عنـوان  بـه  N50شاخص  ها،كانتيگ اندازه توزيع بررسي بر علاوه

 ازنظـر محاسـبه گرديـد.    نمونـه  هر براي بنديسرهم كيفيت معيار
 N50تر با هاي بزرگهاي بهتر داراي كانتيگبندي تئوري، سرهم
محققين  موردبحث همچنان، البته اهميت اين پارامتر بالاتر هستند

 لزومـاً تـر  بزرگ N50 چراكه. )Salzberg et al, 2012باشد (مي
هـاي بهتـر نيسـت و ممكـن اسـت      بنـدي به معناي توليد سـرهم 

(ادغـام دو يـا چنـد خـوانش در يـك       2ي چايمريسـم دهنـده  نشان
شد، هرچنـد مطالعـات قبلـي روي    بندي) با كانتيگ در طول سرهم

 طـور  بـه تواند بالاتر مي N50گياهان مختلف نشان داده است كه 
باشــد  بنــديي كيفيــت بــالاي ســرهم كننــده مــنعكسمصــنوعي 

)Schliesky et al., 2012; Liu  et al., 2016مطالعـه  ) . در 
 .Tنوكلئوتيــد در گونــه  bp732از  ايــن شــاخص حاضــر مقــدار

vulgaris تا bp999  در گونهT.persicus هاي  بندي براي سرهم
متغير بود. از ديـدگاه مقايسـه، ابـزار     Trinityبدست آمده از ابزار 

Binpacker هـايي بـا مقـادير بـالاتر     بنـدي توانست سرهمN50 

                                                                                      
1. Fragmentation 
2. chimerism 
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نوكلئوتيـد در   985طـوري كـه از    توليد كند به Trinityنسبت به 
متغير  T. persicusنوكلوئيد در گونه 1665تا  T. vulgarisگونه 

  بود.
  

  ي مسير سنتز ترپنوئيدهاديكل يهاژن يتوال يجداساز
بر اساس نتايج حاصل از جستجوي هومولـوژي، بيشـترين تعـداد    

). 3مشاهده شد (جدول  DXS ،HDS ،HDR هايژن دركانتيگ 
هـا را داشـتند و   تعداد متوسطي از رونوشـت  DXR و IDIهاي ژن

MCT ،CMK ،GDS  وMDS   .كمترين تعداد كانتيگ را داشـتند
هـا   يـگ كانتتوان نتيجـه گرفـت كـه تفـاوت در تعـداد      درواقع مي

ي تفاوت در ميزان بيان و فراوانـي  كنندهتواند به نوعي منعكس مي
  ها براي هر ژن باشد.رونوشت

توان گفـت  هاي آغاز و پايان ميبا توجه به رفرنس و كدون
دست آمـده اسـت.    توالي كامل به هاها در اكثر گونهدر اكثر ژن
هـا  ) مشاهده شد كه برخـي گونـه  DXS1ها (مانند در برخي ژن

)T. lancifolius       در توالي كامـل چنـد بـاز نسـبت بـه ديگـر (
زايـي  ها كمتر (يا بيشتر) دارد كـه در طـي تكامـل و گونـه    گونه

هـا در  ايجاد شده است. بيشترين تفاوت در طول در بـين گونـه  
در DXS ). در ژن 4مشاهده شد (جـدول   2زوفرمدر آي IDIژن 

شد كـه  ها ديده مينيز تفاوت در طول توالي 2و  1هاي آيزوفرم
دليل عـدم دسـتيابي بـه     شود در اين ژن تفاوت بهبيني ميپيش

  طول كامل بوده است.

  هاو بررسي ساختار موتيف  سينتازهاترپن شناسايي
سـينتازها بـا اسـتفاده از    ندر اين مطالعه، شناسايي و جداسـازي تـرپ  

شده و مرتبط در پايگاه  ييشناساهاي ها در برابر ژنبررسي شباهت آن
سـينتازها از بانـك   ها انجام گرفت. همچنين براي شناسايي ترپنداده

 بنـدي استفاده شد. بدين منظور نتـايج سـرهم   Terzymeاطلاعاتي 
  گرفتند. وتحليل قرار يهتجزمورد كاوش و  ها تمامي گونه براي

 و دي ها در سه خانواده مونـو، بر اساس نتايج اين شناسايي، ترپن
 ،TPSa، TPSb ها و سه كلاس اصلي و پنج زيـركلاد  ترپن يسزكوئ
TPSc، TPSe-f و TPS-g يرز بر اساس نتايج حاصله .شدند تقسيم 

نشــد  مشــاهده T. lancifolius يهــا گونــه در TPS-gخــانواده 
 درهـا   مونـوترپن  و كمترين تعداد بيشترين تعداد،ازنظر  .)5(جدول 

T. pubescens و T. daenensis ــت ــد ياف  T. daenensis. ش
 ،هـا  گونـه  همه در. داد نشان راها  ترپنو سزكوئي  يد تعداد كمترين
 حـاوي عمدتاً كه  TPSb زيرخانواده با ارتباط در TPS تعداد بيشترين
خـانواده  يرزباشـد.  ترپن است، مـي  ييسزكو سنتاز چندين و مونوترپن

TPSa كـه  يدرحال بود، ترپن يسزكوئ سنتازهاي شامل فقط TPSc و 
TPSe-f خـانواده يرز .هسـتند  مـرتبط  ترپندي سنتازهاي با TPSa 

هـا را در   sesqui-TPSها فقـط  TPS خانوادهيرزين تر بزرگ عنوان به
كند اما از دست دادن اين زيرخانواده يا عملكرد  يمگياهان رمزگذاري 

طـي يـك دوره تكامـل طـولاني      هـا  گونـه ضاي آن در برخـي از  اع
رسد مشـابه  كه به نظر مي )Jiang et al., 2019است ( شده مشاهده

    .در اين مطالعه است آمده دست بهنتايج 
  

 هابراي تمامي گونه Binpackerو  Trinityبندي شده با دو ابزار هاي سرهماطلاعات ترنسكريپت. 2 جدول

 N50(bp)  (bp)طول ميانگين  (Mp)اندازه كل  شمار كانتيگ

 Trinity  Binpacker Trinity Binpacker Trinity Binpacker Trinity Binpacker گونه

T. daenensis 91127  66591 83/55 45/68 35/914 03/1028 819 1559 
T. vulgaris 117835  88953 35/68 52/94 1/580 68/1062 732 1603 

T. pubescens 96976  67809 99/59 72/73 64/618 3/1087 818 1574 
T. persicus 85084  67179 47/58 24/75 23/687 01/1120 999 1665 

T. lancifolius 123698  94939 24/73 79/98 09/592 63/1040 767 1634 
  

 ترنسكريپتوم هر گونههاي جداسازي شده هر ژن از تعداد رونوشت. 3 جدول

T. daenensis T. vulgaris T. pubescence T. persicus T. lancifolius نام ژن/گونه 
9 4 7 6 8 DXR 
9 14 13 5 13 DXS 
1 1 1 1 4 MCT 
3 2 2 4 1 CMK 
1  2 4 2 1 MDS 
7 8 16 12 11 HDS 
10 21 13 8 1 HDR 
3 3 5 6 4 IDI 
3 2 7 2 2 GGPS 
1 7 2 2 2 GDS 
46 64 70 97 47 total 
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   Salvia miltiorrhiza1 و Mentha piperitaهر ژن قبل و بعد ويرايش نسبت به رفرنس  طول كانتيگ. 4 جدول
طول كانتيگ  نام ژن طول طول كانتيگ طول طول كانتيگ طول كانتيگ طول طول طول كانتيگ طول كانتيگ طول طول كانتيگ طول    طول

T.daenensis  T.vulgaris  T.pubescence  T.persicus T. lancifolius T. armeniacus Z. multiflora  Refrence 
DXR 2829  1407 6225  1407 1922  1407  1903  1407 1751  1407  2163  1407  4214  1407  1407  
DXS 2507  2145 3380  2145 2615  2145  2740  2145 2295  2122  2479  2145  2067  2145  2145  
DXS2 2373  2174 3659  2174 3242  2174  1359  1258 1998  1356  2191  1883 2669 2174 2175
DXS3 1173  1164 2344  2126 1271  1263  1192  1183 1859  1633  2661  2142 2486 2142 2142
MCT 1263  915  1659  915  1396  915  1345  915  2491  915  1387  915  1278  915  915  
CMK 1362  1214 1489  1214 1546  1214  1300  1214 1577  1214  1609  1214  1669  1214  1218  
MDS 972  705  965  705  1023  705  997  705  944  705  1172  705  1195  705  705  
HDS 2582  2229 2735  2229 2773  2229  2674  2229 3237  2229  2585  2229  2832  2229  2229  
HDR 2116  1389 1189  1389 1496  1389  1963  1389 1763  1392  1484  1387  1983  1389  1392  
IDI 1083  862  1361  906  1123  862  1162  862  931  918  1451  906  1467  915  918  
IDI2 2635  833  1173  846  947  846  1270  846  875  728  2635  889  1348  858  897  
GDS 1669  1275 1711  1275 1645  1275  1608  816  1340  1275  1796  1275  1860  1275  1275  
GDS2 -  -  1562  1134 -  -  -  -  -  -  1317  1134  1528  1134  1134  
GGPS 1177  1085 1488  1085 1372  1085  1373  1085 1311  1095  1386  1089  1621  1095  1095  

  
 هاي مختلف آويشنشناسايي شده در گونه TPSنوع و تعداد . 5 جدول

T. daenensis T. lancifolius T. persicus T. pubescens T. vulgaris   

18 27 23 32 26 Mono 
5 10 17 8 15 DI 
5 13 15 20 18 SES 
3 12 12 17 17 TPSa 
16 27 22 27 21 TPSb 
0 3 3 3 7 TPSc 
2 2 10 2 2 TPSe-f 
3 0 1 5 1 TPSg 

 
سينتازها داراي درجه بالايي ترپن شده انجامبر اساس مطالعات 

هسـتند   شـده  حفاظتهاي ها و دميناز يكساني و شباهت، موتيف
هـاي  شناسايي اين خانواده آنزيمـي تمـامي رونوشـت    منظور بهكه 

هـا نسـبت بـه وجـود ايـن      گونـه ي سينتاز در همهمربوط به ترپن
-حـاوي موتيـف   TPSb خانواده يرزاعضاي  ها بررسي شد.موتيف

هـاي  بـا مكـان   RRx8W و  DDxxD،RxR شده محافظتهاي 
در  .از آرژنين، سيسـتئين و هيسـتيدين بودنـد    شده محافظتكاملاً 

 يـر زتقريباً توسط همـه اعضـاي    DDxxD ، موتيفحاضرمطالعه 
ها) بـه  دسته اصلي در بيوسنتز مونوترپن (به عنوان TPSb خانواده

 / DD (V / I / F / A / L) (Y صورت بهاشتراك گذاشته شد كه 

F / I) D.  .نشان داده شـد  DDxxD  خـانواده  يـر زي اسـتثنا  بـه 

TPS-c ي ديگر نيز مشـترك اسـت.   ها خانواده، تقريباً در همه زير
به ترتيـب در   GTLXEL و RDR (RxR) شده محافظتموتيف 

 قـرار داشـتند. موتيـف     DDxxD دست موتيف يينپابالادست و 

RRx8W  خـانواده  يـر زنيز تقريباً در تمام اعضاي TPSb   متنـوع
 RRSGNY (K / R / E / Q) (P / A) صـورت  بـه بود و بيشتر 

(S / T) (L / Y) W  در اين موتيف، بيشترين تفاوت مشاهده شد
 9، 7هاي شماره  يتسادر  Z. multiflora ي آويشن وها گونهبين 

در   NSE / DTE مشاهده شـد. عـلاوه بـر ايـن، موتيـف      10 . و
 اند كردهمطالعات قبلي گزارش  .اين زير خانواده ديده شدc  انتهاي

   شـده  محافظـت موتيـف   ها بـه عملكـرد دو  ترپنكه بيوسنتز دي
DVDD و  DDYFD  ارتباط زيادي دارد 

  
  هاي كلروپلاستيژن

فرد موجود در هر  ژن منحصر به 80حاصل از بلاست، تمامي  از نتايج
ها، استخراج شـد.  ) براي تمامي گونهMenthaو  Salviaدو رفرنس (

 petNو  rps19  ،petLو  psbZ ،rps14هـاي  اما از آنجايي كه ژن
داشتند، از ادامه آناليز حـذف   bp100ها طولي كمتر از در تمامي گونه

  شد.مانده پيش بردهژن باقي 75ها با ي بررسيشدند. در نتيجه، ادامه
هـا، دو ژن  رديفيمپس از همرديفي و حذف مناطق ضعيف در ه

ndhA  وycf1 هايشان به كمتـر از  نيز به علت كاهش طولbp100 ،
ژن  73هـاي   از مسير مطالعه حذف شدند. در نهايت، با ادغـام تـوالي  

كلروپلاسـتي هـر    اطلاعات از ژنـوم  bp40,070مانده، مجموعا باقي
هـا در  گونه استخراج شد. اطلاعات مربوط به طول نهايي تمـامي ژن 

بـراي ژن   bp100ژن، از  73است. رنج طولي اين ارائه شده 6جدول 
psbT  تاbp2251  براي ژنpsaA  .گزارش شد 
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  آويشن هايهاي كلروپلاستي در گونهطول ژن. 6 جدول
طول نهايي قطعات ژني 

  )bpاستخراج شده(
نام 
  ژن

طول نهايي قطعات ژني 
  )bpاستخراج شده(

نام 
  ژن

طول نهايي قطعات ژني 
  )bpاستخراج شده(

نام 
  ژن

طول نهايي قطعات ژني 
  )bpاستخراج شده(

نام 
  ژن

676  ndhK 1135  accD 2251  psaA 563  petA 
505  ndhI 943  atpA  2117  psaB 646  petB 
474  ndhJ 1272  atpB  244  psaC 481  petD 
287  rpl14  400  atpE  109  psaI 112  petG 
396  rpl16  553  atpF  107  psaJ 247  ycf15  
785  rpl2  244  atpH  1057  psbA 314  ycf2  
379  rpl20  742  atpI  855  psbB 280  ycf3  
466  rpl22  768  ccsA 1225  psbC 552  ycf4 
280  rpl23  683  cemA 1060  psbD 415  rps11  
160  rpl32  518  clpP 250  psbE 230  rps12  
199  rpl33  232  infA 118  psbF  271  rps15  
112  rpl36  1515  matK 139  psbH  195  rps16  
696  rpoA  775  ndhB 109  psbI  304  rps18  
650  rpoB  361  ndbC 121  psbJ  469  rps2  
863  rpoC1  1307  ndhD 178  psbK  357  rps3  
557  rpoC2  304  ndhE 115  psbL  604  rps4  
    873  ndhF 103  psbM  459  rps7  
    520  ndhG 130  psbN  243  rps8  
    878  ndhH 100  psbT  1432  rbcL  

  
  بررسي روابط فيلوژنتيكي با استفاده از اطلاعات كلروپلاستي

بـه دو  هـاي جـنس آويشـن را    گونه Beastدرخت حاصل از ابزار 
 .Tبندي نمود. در اين درخـت روابـط بسـيار نزديـك     كلاد تقسيم

daenensis  ،T. vulgaris  ي و دو گونه) 1(كلادT. persicus 
 ).1 به وضوح نشان داده شـد (شـكل   )2(كلاد  T. pubescensو 

 .M و Z. multiflora ،S. officinalis هـاي علاوه بر اين، گونه

logifolia  هاي جنس گونهخارج از گروهThymus  قرار گرفتند و
ــين، جــنس   ــن ب ــا جــنس  رابطــه Zatariaاز اي ي نزديكــي را ب

Thymus .به نمايش گذاشت  
ــر روي تنــوع ژنتيكــي و پلــي در مطالعــه مورفيســم اي كــه ب
ي بسيار نزديك هاي آويشن انجام شده است، رابطهشيميايي گونه

مورفولـوژيكي و  از نظر  T. vulgarisو  T. daenensisهاي گونه
 .Tي محتواي اسانس نيز گزارش شده، به اين شـكل كـه گونـه   

daenensis    ــه ــول و گون ــالايي از تيم ــد ب ــاوي درص  .Tي ح

vulgaris  حاوي درصد بالاي تركيبي از تيمول و گاما ترپينن بود
)Rustaiee et al., 2013ي ديگري كه تنوع ژنتيكي ). در مطالعه

موردبررسي قرار ISJ 1هاي آويشن ايران با استفاده از نشانگر توده
و  T. vulgarisهـاي  گرفت نيز، چنين گزارش شد كه تمام تـوده 

                                                                                      
1. Intron-exon Splice Junctions 

بندي شدند، كه در يك گروه دسته T. daenensisهاي اكثر توده
هاي مختلف هاي ما مطابقت دارد. در حالي كه تودهبا نتايج بررسي

 T. lancifolius ،T. pubescens  ،T. fedtschenkoiهاي گونه
مختلف توزيـع  كلادهاي ها و در بين گروه T. transcaspicus و

هـا  شدند. در اين مطالعه چنين عنوان شـده اسـت كـه ايـن گونـه     
هاي مختلف دارند و توانايي بالايي در پذيرش مواد ژنتيكي از گونه

 Mojiri et(ها بسيار بـالا اسـت   احتمال جريان ژني در اين گونه

al., 2014(ــه ــط   . در مطالع ــي رواب ــور بررس ــه منظ ــر ب ي ديگ
، تمـام  ITSهـاي  هاي آويشن با استفاده از تواليفيلوژنتيكي گونه

 .T و T. daenensis ،T. pubescens ، T. persicusهاي گونه

transcaspicus   مشـترك قـرار گرفتنـد، امـا      كـلاد در يـكT. 

vulgaris     گرفـت. علـت ايـن    به صورت گروهـي جداگانـه قـرار
-شده اضافه در موتيف محافظت Gجدايي را وجود يك نوكلئوتيد 

دانند كه سبب تفاوت در مي ITS1در توالي  'AAGGAA3'5ي 
 كـلاد در ايـن گونـه و در نتيجـه ايجـاد يـك       ITSساختار ثانويه 

 ,.Abdolahinia et al(است جداگانه در درخت فيلوژنتيكي شده

انجام  ITSهاي هش كه بر روي توالينتايج حاصل از پژو ).2011
  ).Sonboli et al., 2013(بود نيز گزارشي مشابه ارائه داد  شده
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  هاي مختلف آويشندرخت فيلوژنتيكي حاصل از اطلاعات كلروپلاستي گونه. 1شكل 

 
خارج از گـروه   Z. multiflora يگونهدر درخت رسم شده، 

جنس آويشن قرار گرفت. اين در حـالي اسـت كـه در مطالعـات     
(آويشن شيرازي) به عنـوان گيـاهي مشـابه     Zatariaگذشته از 

است، اين شباهت كه در ظاهر و عطر و ياد شده Thymusجنس 
وجود دارد هميشه باعـث   Zatariaو  Thymusهاي بوي جنس
است شناسايي و تشخيص اين دو جنس از يكديگر شدهاشتباه در 

)Izadiyan et al., 2018    رسـيد كـه   ). لذا چنـين بـه نظـر مـي
مشكل باشـد. در ايـن راسـتا نتـايج      Zatariaبندي جنس  طبقه

در  Zatariaحاصل از اين مطالعه چنـين نشـان داد كـه جـنس     
گيـرد. بـا   قرار مـي  Thymusهاي جنس كلادي جداگانه از گونه

و  trnK/trnL-Fو  ITSهــاي جــام مطالعــات بــر روي تــواليان
ــه   ــوژنتيكي گون ــط فيل ــي رواب ــنس  بررس ــاي ج و  Thymusه

Zataria،       چنين گـزارش شـده اسـت كـه جـنسZataria  در
هـاي آويشـن واقـع    گروهي جداگانه اما نزديك بـه كـلاد گونـه   

ي ديگري كـه  ). در مطالعهBrauchler et al., 2010(شود  مي
انجام  T. persicusي شناسايي و تأييد مولكولي گونهدر جهت 

هاي آويشن جدا شـد  از گونه Z. multifloraي گرفت نيز، گونه
)Sonboli et al., 2013.(  

هـاي زمـان تخمـين زده شـده     در درخت بيزين حاصل از داده
ميليون سـال پـيش و بـراي جـنس      Mentha ،3/48براي جنس 

Salvia ،17/32  بود. نتايج اين مطالعـه نشـان   ميليون سال پيش
 38/25هاي جنس آويشن، از گونه Zatariaداد كه جدايي جنس 

هـاي  است. اين در صورتي است كه گونهميليون سال قبل رخ داده
ميليون سال پـيش از يكـديگر انشـقاق پيـدا      53/9جنس آويشن، 

 3-2ها حـدود  هاي آويشن در زيركلاداند. زمان انشقاق گونهكرده
اي كـه بـه بررسـي    در مطالعـه  ن سال پيش تخمين زده شد.ميليو

 Mentheaeيهاي انشقاق قبيلهروابط فيلوژنتيكي و تخمين زمان
 و ycf1،ycf1-rps15 ، trnL-Fهاي كلروپلاسـتي ( بر اساس داده
rpl32-trnL(  وDNA  ريبوزوم هسـته) ايITS  وETS  انجـام (

ميليـون   5/2شده چنين گزارش كردند كه جـنس آويشـن حـدود    
در  ).Drew & Sytsma, 2012اسـت ( سال پيش انشـقاق يافتـه  

هـاي  داده دست آمده از درخت بيزين حاصـل از مجموعـه   نتايج به
شـد كـه زمـان واگرايـي      ي حاضر نشان دادهكلروپلاستي مطالعه

ميليون سال پيش اسـت و ايـن    3-2حدود  هاي در هر كلادگونه
انـد  ادي از يكديگر پيـدا كـرده  ي زيها هستند كه فاصلهخود كلاد

ي گذشـته زمـان   ميليـون سـال پـيش). در مطالعـه     9تا  8(حدود 
ميليون سال پيش تخمـين   Z. multiflora ،9/17ي انشقاق گونه

ي هـاي كلروپلاسـتي حاصـل از مطالعـه    شد، كه با نتـايج داده زده
 & Drew(ميليـون سـال پـيش) متفـاوت بـود       38/25حاضـر ( 

Sytsma, 2012( .     ي با توجه به نتـايج بـه دسـت آمـده و فاصـله
ــان انشــقاق جــنس    ــراي زم ــف شــده ب ــاني تعري و  Zatariaزم

Thymus اين فرضيه كه ،Zataria   بتواند در يك گروه مشابه بـا
رسد . اين طور به نظر ميقرار بگيرد كاملا رد شد Thymusجنس 

 Thymusبتواند به عنوان يكي از اجداد جنس  Zatariaكه جنس 
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دار مطالعات آينده به عنوان خارج گروه، در رسم درختان ريـش  در

  شود.در نظر گرفته
  

   يريگ جهينت  
در اين مطالعه سعي شد تـا   آويشن، اهميت گياه دارويي به توجه با

-با ايجاد اطلاعات ترنسكريپتومي بتوان بخش قابل توجهي از ژن

گونـه   هـاي ثانويـه در چنـد   هاي كليدي سنتز متابوليتها و مسير
بدين منظور اطلاعات  مختلف شناسايي و مورد مقايسه قرار گيرد.

ــورم    ــتفاده از پلتف ــا اس ــف آويشــن ب ــه مختل ترنســكريپتومي گون
Illumina ها با اسـتفاده از  بندي خوانشحاصل شد. بعد از سرهم

ابزارهاي مختلف، بهترين نتيجه براي مراحل بعـدي آنـاليز مـورد    
هاي بـه  و تحليل بيوانفورماتيكي توالياستفاده قرار گرفت. تجزيه 
 67179، 88953، 66591يي به ترتيب دست آمده منجر به شناسا

 ،T. lancifolius، T. persicusهاي ژن منفرد در گونه 94939و 
T. pubescens، T. vulgaris و  T. daenensis    شد. بـه علـت

هـيچ   هـا % از خـوانش 40فقدان اطلاعات در آويشن نزديـك بـه   
  .هاي اطلاعاتي را نشان ندادندشدگي با پايگاهجور

هـا  ي گونهدر همه MEPهاي كليدي در مسير بيوسنتزي ژن
و  GDSو  DXS, IDIهـا ماننـد   شناسـايي شـدند. برخـي از ژن   

TPS ها مشخص شد. تقريبـا طـول كامـل    چندين آيزوفرم در آن
ها به دست آمد.كه در اين بين بيشترين كانتيـگ مربـوط   اكثر ژن

ــاينژ ــگ   TPSو  DXS ،HDS ،HDR هـ ــرين كانتيـ و كمتـ
ــتند. مــي MDSو  MCT ،CMK ،GDSهــاي  ژن ــوان را داش ت

ها با تعداد كانتيگ بيشتر ميـزان بيـان و فراوانـي    نتيجه گرفت ژن
 و اسـت  متنـوع  بسـيار  ي گيـاهي سلسـه  در TPSبيشتري دارند. 

. دهنـد  يم ـ نشـان  هـاي خاصـي بيـان   در بافـت هـا   آن از بسياري

 TPS يها ژن داده است نشان گياهي ژنوم چندين وتحليل يهتجز

 ندارند. فعاليتها  آن همه اگرچه است، آنزيمي متوسط خانواده يك
 و دي ها در سه خـانواده مونـو،  بر اساس نتايج اين شناسايي، ترپن

 ،TPSa ها و سـه كـلاس اصـلي و پـنج زيـر كـلاد       ترپن يسزكوئ
TPSb، TPSc، TPSe-f و TPS-g همانگونه كـه   .شدند تقسيم

ها و كلاس ها مربوط به مونوترپنرفت بيشترين كانتيگانتظار مي
a ها ديده شد. همچنين با توجه بـه  ترپنو كمترين كانتيگ در دي

را فقط در بازدانگان اعلام كردند در  dتحقيقات گذشته كه كلاس 
اين پژوهش نيز اين كلاس ديده نشد كه تاييـد كننـده تحقيقـات    

  باشد.پيشين مي
هـاي  ژن كلروپلاستي (بـر اسـاس ژن   73هاي در ادامه، توالي

ــتي  ) Salvia officinalis و Mentha logifoliaكلروپلاسـ
در مجمـوع  استخراج شدند. از اطلاعات كلروپلاستي بدست آمده، 

bp 40070  .در بررسي روابط فيلوژنتيكي مورد استفاده قرار گرفت
از بررسي درخت فيلوژنتيك مشخص گرديد موقعيت و رابطه سـه  

 Thymusنسبت به جـنس   Menthaو  Zataria ،Salviaجنس 
ترين جنس به آويشن، عنوان نزديك نيز به Zatariaاست، و ثابت 

براسـاس   و خارج از آن قرار گرفت.هاي آويشن در كنار گروه گونه
و  T. daenensisي درختان ترسيم شده در اين پژوهش نيز دو گونه

T. vulgaris ي خواهري بسيار نزديكي را نشان دادند كه با رابطه
 گذشته مطابقت داشت. اساسيتحقيقات 
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